
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】 CD４ +  Ｔ－細胞表面上の受容体に対する新規なリガンドの提供。
【解決手段】ＡＴＣＣ　ＨＢ１１４８３として寄託されているハイブリドーマＨＢＬ１０
６により生成される、Ｌ１０６と称するモノクローナル抗体以外であり、しかも、ある特
定な配列で示されるアミノ酸配列以外のアミノ酸配列を有する、ＡＣＴ－４受容体ポリペ
プチドのための特異的結合パートナー、および、当該特異的結合パートナーをコードする
核酸セグメントの提供。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ ａ ） ATCC HB11483と し て 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ HBL106に よ り 生 成 さ れ る 、 L1
06と 称 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 以 外 で あ り ； そ し て
　 （ ｂ ） 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ る 完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 以 外 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
、  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 ２ 】
　 抗 体 の 形 で リ ガ ン ド 以 外 で あ る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 ３ 】
　 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト 、 変 異 体 、 突 然 変 異 体 又 は
誘 導 体 、 又 は そ れ ら の 相 同 体 又 は 類 似 体 で あ り 、 場 合 に よ っ て は 、 接 合 体 又 は 複 合 体 の 形
で 存 在 す る 請 求 の 範 囲 第 １ 又 は ２ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
　 毒 素 又 は ラ ベ ル を さ ら に 含 ん で 成 る 接 合 体 又 は 複 合 体 の 形 で 存 在 す る 請 求 の 範 囲 第 １ 項
記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
　 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら の 少 な く と も ５ 個 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸
の セ グ メ ン ト を 有 す る 請 求 の 範 囲 第 ３ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 80％ の 配 列 の 同 一 性 を 示 す 請 求
の 範 囲 第 ５ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 に 共 通 す る 抗 原 決 定 基
を 有 す る 請 求 の 範 囲 第 １ ～ ６ の い づ れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 細 胞 内 ド メ イ ン 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン 又 は 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 請 求 の
範 囲 第 １ ～ ７ の い づ れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
　 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 ８ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ る  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト
ナ ー の 細 胞 外 ド メ イ ン か ら の 少 な く と も ５ 個 の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 を 有 す る 細 胞 外 ド メ イ ン
を 含 ん で 成 り ； 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 細 胞 外 ド メ イ ン が 、 図 10－
１ ～ 図 10－ ２ に ま た 示 さ れ る 核 酸 配 列 の  SmaＩ 部 位 の 下 流 の Ｃ － 末 端 領 域 に 位 置 す る 請 求
の 範 囲 第 ９ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 細 胞 外 ド メ イ ン が 完 全 な 長 さ で あ る 請 求 の 範 囲 第 10項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー
。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 グ リ コ シ ル 化 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 １ ～ 11の い づ れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を さ ら に 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 １ ～ 12の い づ れ か １ 項 記 載 の
特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 共 有 結 合 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 13項 記 載 の 特 異 的 結 合
パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 、 前 記 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 及 び さ ら に 、 前
記 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 ん で
成 る 請 求 の 範 囲 第 13項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 結 合 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 不 変 領 域 で あ る 請 求 の 範 囲 第 13項 記 載
の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 可 溶 性 形 で 存 在 す る 請 求 の 範 囲 第 １ ～ 15の い づ れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ラ ベ ル 化 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 １ ～ 17の い づ れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 そ れ ら の 表 面 上 に  ACT－ ４ 受 容 体 を 発 現 す る CD４ +  Ｔ 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 活 性 化 を 示 す 請
求 の 範 囲 第 １ ～ 18の い づ れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 そ れ ら の 表 面 上 に  ACT－ ４ 受 容 体 を 発 現 す る CD４ +  Ｔ 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 活 性 化 を 刺 激 す
る 請 求 の 範 囲 第 １ ～ 19の い づ れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 抗 体 へ の 結 合 の た め に 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ る 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と 競 争 す る
フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 １ ～ 20の い づ れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ
ー 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 結 合 成 分 が  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 以 外 で あ り 、 そ し て 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ
れ る 完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と 交 差 反 応 し な い 請 求 の 範 囲 第 １ ～ 21の い
づ れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 し て 特 異 性 を 有 す る 結 合 成 分 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 抗 体 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 22項 記 載 の 結 合 成 分 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 （ ａ ） ヒ ト 抗 体 結 合 ド メ イ ン の 一 部 又 は す べ て ； 又 は
　 （ ｂ ） 抗 体 の ヒ ト 適 合 化 さ れ た 部 分 、
を 含 ん で 成 る 、  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 結 合 成 分 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 体 の ヒ ト 適 合 さ れ た 部 分 及 び 非 ヒ ト 抗 体 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 22項
記 載 の 結 合 成 分 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 抗 体 の Fab 又 は Ｆ (ab)' 2 を 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 24項 記 載 の 結 合 成 分 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 23～ 26の い づ れ か １ 項 記 載 の 結 合 成 分 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ヒ ト 適 合 さ れ た Ｈ 鎖 及 び ヒ ト 適 合 化 さ れ た Ｌ 鎖 を 含 ん で 成 る ヒ ト 適 合 化 さ れ た モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 含 ん で 成 り 、
　 （ １ ） 前 記 ヒ ト 適 合 化 さ れ た Ｌ 鎖 が 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド の 細 胞 外 ド メ イ ン
に 特 異 的 に 結 合 す る 非 ヒ ト 抗 体 の Ｌ 鎖 の 対 応 す る 相 補 性 決 定 領 域 か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
し 、 そ し て ヒ ト Ｌ 鎖 可 変 領 域 骨 格 配 列 に 実 質 的 に 同 一 の 可 変 領 域 骨 格 配 列 を 有 す る ３ 種 の
相 補 性 決 定 領 域 （ CDR1, CDR2及 び CDR3） を 含 ん で 成 り ； そ し て
　 （ ２ ） 前 記 ヒ ト 適 合 化 さ れ た Ｈ 鎖 が 、 非 ヒ ト 抗 体 の Ｈ 鎖 の 対 応 す る 相 補 性 決 定 領 域 か ら
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 そ し て ヒ ト Ｈ 鎖 可 変 領 域 骨 格 配 列 に 実 質 的 に 同 一 の 可 変 領 域 骨 格
配 列 を 有 す る ３ 種 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR1, CDR2及 び CDR3） を 含 ん で 成 り ；
　 こ こ で 前 記 ヒ ト 適 合 化 さ れ た 抗 体 が 、 10 7  Ｍ - 1 の 下 限 及 び 非 ヒ ト 抗 体 の 結 合 親 和 性 の ５
倍 内 で あ る 上 限 を 有 す る 結 合 親 和 性 を 伴 っ て  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ の 細 胞 外 ド メ イ ン に 特
異 的 に 結 合 す る 請 求 の 範 囲 第 27項 記 載 の 結 合 成 分 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 又 は  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド の た め の 特 異 的 結
合 パ ー ト ナ ー が Ｂ 細 胞 の 表 面 上 に 存 在 し 、 そ し て 前 記 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 又 は リ ガ ン ド
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へ の 結 合 成 分 の 結 合 が Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 阻 害 す る 請 求 の 範 囲 第 22～ 28の い づ れ か １ 項 記 載
の 結 合 成 分 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 又 は  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド の た め の 特 異 的 結
合 パ ー ト ナ ー が Ｂ 細 胞 の 表 面 上 に 存 在 し 、 そ し て 前 記 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 又 は リ ガ ン ド
へ の 結 合 成 分 の 結 合 が Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 刺 激 す る 請 求 の 範 囲 第 22～ 28の い づ れ か １ 項 記 載
の 結 合 成 分 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 又 は  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド の た め の 特 異 的 結
合 パ ー ト ナ ー が Ｂ 細 胞 の 表 面 上 に 存 在 し 、 そ し て 前 記 リ ガ ン ド へ の 抗 体 の 結 合 が CD４ +  Ｔ
－ 細 胞 を 活 性 化 す る Ｂ － 細 胞 の 能 力 を 阻 害 す る 請 求 の 範 囲 第 22～ 28の い づ れ か １ 項 記 載 の
結 合 成 分 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 細 胞 外 ド メ イ ン に 特 異 的
に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 ん で 成 る 結 合 成 分 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ る 完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 以 外 の 核 酸 配
列 を 有 す る  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 又 は す べ て の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー
を コ ー ド す る 核 酸 セ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 の 範 囲 第 １ ～ 19の い づ れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー を コ ー ド す る 核 酸 セ グ
メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ る 配 列 の ５ ’ － 未 翻 訳 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド １ と 112 と の 間
の 少 な く と も 25個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 33項 記 載 の 核 酸 セ グ
メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ る 配 列 か ら の 15～ 500 個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る
請 求 の 範 囲 第 33項 記 載 の 核 酸 セ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 の 範 囲 第 22～ 32の い づ れ か １ 項 記 載 の 結 合 成 分 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 の 範 囲 第 33～ 37の い づ れ か １ 項 記 載 の 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ
ー 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 の 範 囲 第 38項 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む よ う に 形 質 転 換 さ れ て い る 原 核 又 は 真 核 宿
主 生 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 そ れ ら の 表 面 上 に  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー を 発 現 す
る Ｂ － 細 胞 に 実 質 的 に 富 ん で い る 単 離 さ れ た 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 そ の 表 面 上 に  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー を 発 現 す る 単
離 さ れ た 安 定 細 胞 系 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 ATCC HB11483と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ HBL106に よ り 生 成 さ れ た L106と 称 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 以 外 で あ る  ACT－ ４ 受 容 体 の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 、 及 び 医 薬 的
に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー を 含 ん で 成 る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー と 組 合 し て 、 請 求 の 範 囲 第 １ ～ 19の い づ れ か １ 項 記 載 の
特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 ん で 成 る 医 薬 組 成 物 。
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【 請 求 項 ４ ４ 】
　 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー と 組 合 し て 、 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 変 異 体 、 突 然 変 異 体 又 は 誘 導 体 を 有 す る  ACT－ ４ 受 容 体 の た め
の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 ん で 成 る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー と 組 合 し て 、  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の た め の 特 異
的 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 し て 特 異 性 を 有 す る  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 以 外 の 結 合 成 分 を
含 ん で 成 る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 結 合 成 分 が 請 求 の 範 囲 第 22～ 32の い づ れ か １ 項 記 載 の よ う な も の で あ る 請 求 の 範 囲
第 45項 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 の 範 囲 第 42～ 46の い づ れ か １ 項 記 載 の 医 薬 組 成 物 の 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 ん で
成 る 、 患 者 に お け る 免 疫 応 答 を 改 良 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 投 与 段 階 が エ ク ス ビ ボ で 実 施 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 47項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 患 者 の 免 疫 応 答 が 抑 制 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 47又 は 48項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 移 植 片 拒 絶 、 GVHD、 自 己 免 疫 疾 患 、 炎 症 、 感 染 剤 、 HTVL感 染 さ れ た 細 胞 又 は HIV の 処 理
に 使 用 す る た め の 請 求 の 範 囲 第 47～ 49の い づ れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 炎 症 性 腸 疾 患 又 は 障 害 の 処 理 に 使 用 す る た め の 請 求 の 範 囲 第 47～ 49の い づ れ か １ 項 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 免 疫 応 答 の 改 良 に 使 用 す る た め の 請 求 の 範 囲 第 １ ～ 21の い づ れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合
パ ー ト ナ ー 又 は 請 求 の 範 囲 第 22～ 32の い づ れ か １ 項 記 載 の 結 合 成 分 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 ACT－ ４ を 認 識 で き る 免 疫 調 節 剤 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
　  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と 試 験 さ れ る べ き 材 料 と を
接 触 せ し め ； そ し て
　 前 記 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と 試 験 下 の 材 料 と の 間 の 結 合 を 検 出 す る こ と を 含 ん で 成 る 方
法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 そ の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー に よ り  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 認 識 に 影 響 を 及 ぼ す こ
と が で き る 免 疫 調 節 剤 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ）  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ
ペ プ チ ド の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 、 （ ｂ ）  ACT－ ４ 受 容 体 又 は そ の 特 異 的 結 合 類 似
体 及 び （ ｃ ） 試 験 下 の 剤 を 一 緒 に 接 触 せ し め ； そ し て 成 分 （ ａ ） と （ ｂ ） と の 間 の 結 合 を
検 出 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー が 個 体 表 面 に 固 定 さ れ
て い る 請 求 の 範 囲 第 54項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 選 択 さ れ た 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 請 求 の 範 囲 第 30項 記 載 の 結 合 成 分 を 患 者 に 投 与 し ； そ し て
　 前 記 選 択 さ れ た 抗 原 に 患 者 を 暴 露 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 活 性 化 さ れ た CD４ +  Ｔ － 細 胞 を モ ニ タ ー す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　  ACT－ ４ 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の た
め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と 細 胞 と を 接 触 せ し め ； そ し て
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　 前 記 活 性 化 さ れ た CD４ +  Ｔ － 細 胞 の 存 在 を 示 す た め に 前 記 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と 前 記
細 胞 と の 間 の 特 異 的 結 合 を 検 出 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 細 胞 が 、 患 者 か ら の 組 織 サ ン プ ル を 含 ん で 成 り 、 そ し て 前 記 方 法 が イ ン ビ ト ロ で 実
施 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 57項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 ヒ ト 免 疫 欠 損 ウ ィ ル ス に よ り CD４ +  Ｔ － 細 胞 の 感 染 を 阻 害 す る た め の 方 法 で あ っ て 、  A
CT－ ４ 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と CD４ +  Ｔ － 細 胞 と を 接 触 せ し め
る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 ACT－ ４ に 結 合 で き る 、 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ る タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン か
ら の 少 な く と も ５ 個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 、 又 は そ の 突 然 変 異 体 、 変 異 体 又 は 誘 導 体 を 含 ん
で 成 る 細 胞 外 ド メ イ ン 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 請 求 の 範 囲 第 １ ～ 21の い づ れ か １ 項 記 載 の  ACT－ ４ 受 容 体 の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ
ー を 含 ん で 成 る 、 活 性 化 さ れ た CD４ +  Ｔ － 細 胞 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 患 者 の 免 疫 応 答 の 改 良 に 使 用 す る た め の 医 薬 の 調 製 に 使 用 す る た め の 、 請 求 の 範 囲 第 １
～ 21の い づ れ か １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 又 は 請 求 の 範 囲 第 22～ 32の い づ れ か １ 項
記 載 の 結 合 成 分 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 請 求 の 範 囲 第 39項 記 載 の 宿 主 生 物 を 培 養 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 請 求 の 範 囲 第 １ ～ 21の
い づ れ か １ 項 記 載 の  ACT－ ４ 受 容 体 の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 又 は 請 求 の 範 囲 第 22～
32の い づ れ か １ 項 記 載 の 結 合 成 分 を 生 成 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 ACT－ ４ 受 容 体 又 は そ の 特 異 的 結 合 類 似 体 の 認 識 の た め に 特 異 的 結 合 反 応 へ の 、 図 10－
１ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ る よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 又 は 請 求 の 範 囲 第 １ 項
記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 又 は 請 求 の 範 囲 第 １
項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 認 識 の た め に 特 異 的 結 合 反 応 へ の  ACT－ ４ 受 容 体 又 は そ
の 特 異 的 結 合 類 似 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 ACT－ ４ と 特 異 的 に 結 合 で き る 特 異 的 結 合 剤 で あ る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る が 、 但 し そ の ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン サ ブ 配 列
を 除 く 請 求 の 範 囲 第 66項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン 配 列 に よ り リ ポ ソ ー ム の 調 製 物 の 表 面 上 に 担 持 さ れ る 、 請 求 の 範 囲
第 １ 項 記 載 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 又 は 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ る 完 全 な ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 組 織 サ ン プ ル 、 た と え ば 生 検 サ ン プ ル 又 は 血 液 サ ン プ ル に お け る  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ
プ チ ド の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 ん で 成 る 分 析 物 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て
、 分 析 物 を 認 識 で き る 特 異 的 結 合 剤 を 含 ん で 成 る 第 １ 試 薬 、 及 び 分 析 物 と し て 類 似 す る か
又 は 相 補 的 な 結 合 特 異 性 の 特 異 的 結 合 剤 を 含 ん で 成 る 第 ２ 試 薬 と 分 析 物 を 接 触 せ し め 、 前
記 第 ２ 試 薬 の た め の ラ ベ ル を 供 給 し 、 そ し て 前 記 第 ２ 試 薬 の そ の パ ー ト ナ ー へ の 特 異 的 結
合 を 検 出 し 又 は 定 量 化 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 組 織 サ ン プ ル 、 た と え ば 生 検 サ ン プ ル 又 は 血 液 サ ン プ ル に お け る  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ
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プ チ ド の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 し て 相 補 的 結 合 特 異 性 を 有 す る 物 質 を 含 ん で 成
る 分 析 物 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の た め の 特 異 的 結
合 パ ー ト ナ ー を 含 ん で 成 る 第 １ 試 薬 、 及 び 分 析 物 と し て 類 似 す る か 又 は 相 補 的 な 結 合 特 異
性 の 特 異 的 結 合 剤 を 含 ん で 成 る 第 ２ 試 薬 と 分 析 物 と を 接 触 せ し め 、 前 記 第 ２ 試 薬 の た め の
ラ ベ ル を 提 供 し 、 そ し て 前 記 第 ２ 試 薬 の そ の パ ー ト ナ ー へ の 特 異 的 結 合 を 検 出 し 又 は 定 量
化 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 炎 症 状 態 、 た と え ば 炎 症 性 腸 疾 患 又 は 障 害 を た ぶ ん 有 す る 患 者 か ら の 生 検 サ ン プ ル に 対
し て 実 施 さ れ る 、 炎 症 状 態 の 検 出 の た め の 請 求 の 範 囲 第 69又 は 70項 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 又 は  ACT－ ４ 受 容 体 の た め の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー 又 は そ
の 特 異 的 結 合 類 似 体 を 含 ん で 成 る 分 析 物 の 検 出 又 は 定 量 化 の た め の 特 異 的 結 合 ア ッ セ イ を
実 施 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 分 析 物 を 認 識 で き る 特 異 的 結 合 剤 を 含 ん で 成 る 第 １ 試 薬
、 分 析 物 と し て 類 似 す る か 又 は 相 補 的 な 結 合 特 異 性 の 特 異 的 結 合 剤 を 含 ん で 成 る 第 ２ 試 薬
、 及 び 前 記 第 ２ 試 薬 の た め の ラ ベ ル （ た と え ば 放 射 性 ラ ベ ル 又 は 酵 素 ラ ベ ル ） を 含 ん で 成
る キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 一 般 に 活 性 化 CD４ +  Ｔ 細 胞 の 表 層 上 の レ セ プ タ ー に 対 す る リ ガ ン ド (ACT－ ４ －
Ｌ ） の 単 離 及 び 特 性 決 定 に 関 す る 。 本 発 明 は 更 に こ の リ ガ ン ド に 対 す る 抗 体 、 免 疫 応 答 を
モ ニ タ ー 及 び ／ 又 は 調 節 す る た め に こ の リ ガ ン ド 及 び 抗 体 を 利 用 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 免 疫 応 答 は 白 血 球 と 呼 ば れ る 末 梢 血 液 細 胞 の 多 様 な 集 団 に よ り 主 に 媒 介 さ れ る 。 白 血 球
に は リ ン パ 球 、 顆 粒 球 及 び 単 球 が 含 ま れ る 。 顆 粒 球 は 更 に 好 中 球 、 好 酸 球 及 び 好 塩 基 球 に
細 分 類 さ れ る 。 Ｔ － リ ン パ 球 は 胚 の リ ン パ 球 前 駆 細 胞 を 起 源 と す る 。 分 化 は 胸 腺 の 中 で 起
こ り 、 そ し て 前 胸 腺 細 胞 、 皮 質 胸 腺 細 胞 、 次 い で 骨 髄 質 胸 腺 細 胞 中 間 体 段 階 を 経 て 様 々 な
タ イ プ の 成 熟 Ｔ － 細 胞 と な る 。 こ れ ら の サ ブ タ イ プ に は 、 CD８ +  Ｔ 細 胞 （ 細 胞 障 害 性 ／ サ
プ レ ン サ ー Ｔ 細 胞 と し て も 知 ら れ る ） で あ っ て 活 性 化 し た と き に 標 的 細 胞 を 溶 解 せ し め る
能 力 を 有 す る 細 胞 、 及 び CD４ +  Ｔ 細 胞 （ Ｔ ヘ ル パ ー 及 び Ｔ イ ン デ ュ ー サ ー 細 胞 と し て も 知
ら れ る ） で あ っ て 活 性 化 し た と き に そ の 他 の 免 疫 系 細 胞 タ イ プ を 刺 激 す る 能 力 を 有 す る 細
胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 免 疫 系 応 答 は い く つ か の 異 な る 状 況 に お い て 誘 導 さ れ る 。 最 も 頻 繁 な 応 答 は 感 染 性 微 生
物 に 対 す る 所 望 の 防 御 で あ る 。 し か し な が ら 、 望 ま し く な い 免 疫 応 答 が 、 外 来 組 織 の 移 植
の 後 に 、 又 は 自 己 免 疫 疾 患 （ そ れ に お い て は 身 体 自 体 の 抗 原 の 一 つ が 免 疫 応 答 に 対 す る 標
的 と な る ） に お い て 生 じ う る 。 免 疫 応 答 は 、 マ イ ト ジ ェ ン 又 は 一 定 の レ セ プ タ ー に 対 す る
抗 体 に よ っ て イ ン ビ ト ロ に お い て 開 始 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ら の 各 状 況 に お い て 、 免 疫 応 答 は 白 血 球 細 胞 タ イ プ 間 の 複 雑 な 相 互 作 用 を 介 す る 刺
激 性 現 象 に よ り 変 換 さ れ る 。 し か し な が ら 、 関 与 す る 細 胞 タ イ プ 及 び 細 胞 タ イ プ 間 の 相 互
作 用 の 種 類 は 種 々 の 刺 激 性 現 象 で 異 な り う る 。 例 え ば 、 侵 入 す る 細 菌 に 対 す る 免 疫 応 答 は
往 々 に し て MHC ク ラ ス IIレ セ プ タ ー と 細 菌 抗 原 と の 間 で の 複 合 体 の 形 成 に よ り 変 換 さ れ 、
そ れ は そ の 後 に CD４ +  Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る 。 一 方 、 ウ ィ ル ス 感 染 に 対 す る 免 疫 応 答 は 主 に
MHC ク ラ ス Ｉ ／ ウ ィ ル ス 抗 原 複 合 体 の 形 成 及 び そ れ に 続 く CD８ +  細 胞 の 活 性 化 に よ り 変 換
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ こ 数 年 、 多 く の 白 血 球 細 胞 表 層 抗 原 が 同 定 さ れ て お り 、 そ の 一 部 は シ グ ナ ル 変 換 に お
い て 機 能 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 シ グ ナ ル は 細 胞 表 層 レ セ プ タ ー と 、 可 溶 性 リ ガ ン
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ド 又 は 細 胞 表 層 結 合 型 リ ガ ン ド の い づ れ か と の 間 で 変 換 さ れ う る こ と が 見 い 出 さ れ て い る
。 白 血 球 表 層 分 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 は い く つ か の 特 徴 的 な 反 復 （ recurring)配 列 又 は モ チ ー
フ を 含 ん で 成 る 。 こ れ ら の モ チ ー フ は 進 化 に 関 与 し 、 類 似 の フ ォ ル デ ィ ン グ パ タ ー ン を 有
し 、 そ し て 類 似 の タ イ プ の 相 互 作 用 を 媒 介 す る も の と 推 定 さ れ て い る 。 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン
及 び 神 経 成 長 因 レ セ プ タ ー ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー を 含 む い く つ か の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー が 述
べ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の 構 成 員 に は 、 神 経 細 胞 上 に 見 い 出 せ る NGFR； Ｂ 細
胞 抗 原 CD40； 活 性 化 CD４ +  細 胞 上 に 見 い 出 せ る ラ ッ ト の OX－ 40抗 原 （ Malletら 、 EMBO J. 
９ ： 1063-1068 (1990)） （ 引 用 す る こ と で 本 明 細 書 に 組 入 れ る ） ； 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF)に
対 す る 様 々 な 細 胞 タ イ プ 上 に 見 い 出 せ る ２ 種 類 の レ セ プ タ ー  LTNFR－ １ 及 び TNFR－ II； Ｔ
細 胞 上 に 見 い 出 せ る ４ － １ BB； シ ョ ー プ （ Shope)フ ィ ブ ロ マ ウ ィ ル ス の オ ー プ ン リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム で あ る  SFV－ T2； 並 び に 可 能 性 と し て は  fas, CD27及 び CD30が 含 ま れ る 。 一
般 的 に は Mellet & Barclay, Immunolgy Today 12 : 220-222 (1990) （ 引 用 す る こ と で 本
明 細 書 に 組 入 れ る ） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 細 胞 表 層 レ セ プ タ ー の 同 定 は 、 移 植 拒 絶 、 自 己 免 疫 疾 患 及 び 炎 症 の 如 く の 望 ま し く な い
免 疫 応 答 を 抑 制 す る た め の 新 た な 因 子 を 示 唆 せ し め た 。 免 疫 細 胞 の レ セ プ タ ー が 可 溶 性 分
子 又 は 細 胞 結 合 型 レ セ プ タ ー に 結 合 す る の を 阻 止 す る 因 子 、 特 に 抗 体 が 、 免 疫 応 答 を 損 わ
せ る こ と が で き る 。 理 想 的 に は 、 因 子 は 望 ま し く な い 免 疫 応 答 （ 例 え ば 移 植 拒 絶 ） の み を
ブ ロ ッ キ ン グ し 、 所 望 の 応 答 （ 例 え ば 病 原 性 微 生 物 に 対 す る 応 答 性 ） を 及 ぼ す 残 留 能 力 は
残 し た ま ま と す べ き で あ る 。 い く つ か の 因 子 、 例 え ば CD３ レ セ プ タ ー 及 び IL－ ２ レ セ プ タ
ー に 対 す る 抗 体 の 免 疫 抑 制 作 用 は 既 に 臨 床 試 験 に お い て 試 験 さ れ て い る 。 い く つ か の 試 験
は 良 い 結 果 を 示 し て い る が 、 重 要 な 問 題 が 残 っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 第 １ に 、 患 者 は こ の ブ ロ ッ キ ン グ 因 子 に 対 す る 免 疫 応 答 を も つ よ う に な る こ と が あ り 、
こ れ は 別 の 因 子 を 得 る こ と が で き な い 限 り 、 持 続 式 の 免 疫 抑 制 効 果 を 阻 止 す る 。
　 第 ２ に 、 標 的 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 は 、 免 疫 機 能 を 残 し た ま ま 、 そ の 抗 原 を 発 現 す る こ と
を や め る こ と に よ っ て そ の ブ ロ ッ キ ン グ 因 子 の 存 在 に 適 用 で き る よ う に な り う る 。 こ の 状
況 に お い て は 、 単 独 の 免 疫 抑 制 因 子 に よ る 持 続 式 処 置 は 無 効 と な る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 第 ３ に 、 治 療 剤 に 関 す る 多 く の 標 的 は １ 種 よ り 多 く の 白 血 球 サ ブ タ イ プ の 上 に 載 っ て い
る も の で あ り 、 そ の 結 果 特 定 の 細 胞 性 サ ブ タ イ プ の み の 応 答 を 選 択 的 に ブ ロ ッ キ ン グ 又 は
排 除 し 、 そ れ 故 感 染 性 微 生 物 を 打 倒 す る た め の 無 傷 の 残 留 免 疫 能 力 を 残 す こ と は 一 般 に 可
能 で は な い 。
　 以 上 に 基 づ き 、 免 疫 応 答 を 抑 制 で き る 追 加 の 、 且 つ 改 善 さ れ た 因 子 、 特 に 選 択 的 抑 制 の
可 能 な 因 子 に つ い て の ニ ー ズ が あ る こ と が 明 ら か で あ る 。 本 発 明 は 、 活 性 化 ヒ ト CD４ +  Ｔ
－ リ ン パ 球 上 に 局 在 す る レ セ プ タ ー に 対 す る リ ガ ン ド (ACT－ ４ － Ｌ ） を 提 供 す る こ と に よ
り 、 こ の よ う な 及 び そ の 他 の ニ ー ズ を あ る 程 度 満 足 せ し め る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 す 完 全 ア ミ ノ 酸 配 列 は  Muiraら 、 Mol. Cell Biol. 11 (1991) 
1313-1325 に お い て 開 示 さ れ て お り 、 gp 34 タ ン パ ク 質 を 含 ん で 成 る と な っ て い る が 、 こ
の タ ン パ ク 質 に つ い て の 用 途 は 認 識 さ れ て い な い 。 こ の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 生 起 さ
せ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー を 提 供 し 、
こ れ は
　 （ ａ ） ATCC HB11483と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ HBL106に よ り 生 産 さ れ る L106と 命
名 さ れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 以 外 の も の で あ る ； そ し て
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　 （ ｂ ） 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 す 完 全 ア ミ ノ 酸 配 列 以 外 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 詳 し く は 、 本 発 明 は 抗 体 以 外 の も の で あ る 精 製  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド に 関
す る 。 適 切 に は 、 こ の 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー は 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列
の フ ラ グ メ ン ト 、 変 異 体 、 突 然 変 異 体 も し く は 誘 導 体 、 又 は そ の 類 似 体 の 同 族 体 を 含 ん で
成 り ； 任 意 的 に は コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は 複 合 体 の 形 態 を と っ て い る 。 こ の 特 異 的 結 合 性 パ ー
ト ナ ー は 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ と 命 名 さ れ 、 且 つ 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 し た 代 表 的 な
 ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド の ア ミ ノ 酸 に 由 来 す る セ グ メ ン ト 、 又 は 少 な く と も ５ 個 、 そ し て 適
切 に は ５ ～ 160 個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 り う る 。 こ の ポ リ ペ プ
チ ド は 通 常  ACT－ ４ － ｈ － Ｌ － １ 配 列 と 少 な く と も 80％ の 配 列 同 一 性 を 示 し 、 そ し て 往 々
に し て  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を 共 有 す る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド
は 通 常 細 胞 内 ド メ イ ン 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン 又 は 細 胞 外 ド メ イ ン 、 好 ま し く は 細
胞 外 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は  ACT－ ４ － Ｌ － リ ガ ン ド の 精 製 細 胞 外 ド メ イ ン も 提 供 す る 。 こ れ ら の ド メ イ ン
は 全 長  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ 細 胞 外 ド メ イ ン に 由 来 す る 少 な く と も ５ 個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 を
含 ん で 成 る 。 こ の 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 Ｃ － 末 端 領 域 に 位 置 し 、 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に お い
て 示 す 核 酸 配 列 の  SmaＩ 部 位 の 下 流 に あ る 。 こ れ ら の 細 胞 外 ド メ イ ン の 一 部 は 全 長 型 で あ
る 。 そ の 他 の 細 胞 外 ド メ イ ン は 全 長 ド メ イ ン の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 一 部 の 細 胞 外 ド メ イ
ン は  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド に 特 異 的 に 結 合 す る 。 そ の 他 の 細 胞 外 ド メ イ ン は  ACT
－ ４ － Ｌ － ｈ － １ の 典 型 的 な レ セ プ タ ー に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の レ セ プ タ ー は  ACT－ ４ －
ｈ － １ と 命 名 さ れ て い る 。 一 部 の 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 特 定 の 機 能 特 性 、 例 え ば  ACT－ ４ －
ｈ － １ レ セ プ タ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 を 有 す る ド メ イ ン よ り 本 質 的 に 成 る 。 従 っ て 、
本 発 明 は 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に お い て 示 す タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン 由 来 の 少 な く と も
５ 個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は  ACT－ ４ と 結 合 で き る そ の 突
然 変 異 体 、 変 異 体 も し く は 誘 導 体 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 一 部 の 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば 細 胞 外 ド メ イ ン は 表 層 上 に  ACT－ ４ － ｈ － １ レ
セ プ タ ー を 発 現 す る CD４ +  Ｔ 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 活 性 化 を 阻 害 す る 。 そ の 他 の 特 異 的 結 合 性
パ ー ト ナ ー 、 例 え ば 細 胞 外 ド メ イ ン は か か る Ｔ 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 活 性 化 を 刺 激 す る 。 特 異
的 結 合 性 パ ー ト ナ ー が リ ガ ン ド フ ラ グ メ ン ト で あ る と き 、 こ れ は 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示
す 特 異 的 に 結 合 性 の パ ー ト ナ ー と 、 抗 体 に 対 す る 結 合 に つ い て 競 合 し う る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 む 上 記 の 任 意 の 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー は 更 に 、 共 有 結 合 的 に コ ン
ジ ュ ゲ ー ト さ れ た 、 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 を 構 成 し う る 連 結 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん
で 成 り う る 。 適 当 な 連 続 ポ リ ペ プ チ ド に は 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 定 常 領 域 、 並 び に 毒
素 又 は ラ ベ ル が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー は 適 切 に は 可 溶 性 形 態 で あ り 、 且 つ ラ ベ ル 化 さ れ て い
て よ い 。 特 に 、 本 発 明 は 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ れ は  ACT－ ４ に 特 異 的 に 結 合 す
る こ と の で き る 特 異 的 結 合 性 因 子 で あ る 。 か か る ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る で あ ろ う が 、 た だ し そ の ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン サ ブ 配 列 は 除 く 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 更 に 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド に 特 異 的 に 結 合 す る ド メ イ ン よ り 本 質 的
に 成 る  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 本 発 明 は 更 に 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ 、 好 ま し く は そ の 細 胞 外 ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 の 如 く の 結 合 性 成 分 を 考 慮 す る 。
　 本 発 明 は 更 に 任 意 の 上 記 の 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー に 特 異 的 な 結 合 性 成 分 を 提 供 し 、 そ
の 結 合 性 成 分 は  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド 以 外 の も の で あ り 、 そ し て 図 10－ １ ～ 図
10－ ２ に 示 す 完 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と は 交 差 反 応 性 で な い 。
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　 適 切 に は 、 こ の 結 合 性 成 分 は 抗 体 結 合 性 ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 更 に 、 本 発 明 は  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 結 合 性 成 分 を 提 供 し 、 こ れ
は （ ａ ） ヒ ト の 抗 体 結 合 性 ド メ イ ン の 一 部 も し く は 全 体 、 又 は （ ｂ ） 抗 体 の ヒ ト 型 領 域 を
含 ん で 成 る 。 好 適 な 抗 体 は ヒ ト 型 抗 体 、 例 え ば ヒ ト 型 領 域 と 非 ヒ ト 抗 体 結 合 性 ド メ イ ン を
含 ん で 成 る 抗 体 、 及 び ヒ ト 抗 体 で あ る 。 ヒ ト 型 抗 体 の 例 は 以 降 に よ り 詳 し く 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ の 結 合 性 成 分 は 様 々 な 結 合 特 異 性 を 有 す る 。 例 え ば 、 一 部 の ヒ ト 型 抗 体 は Ｂ 細 胞 の 表
層 上 の  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド に 特 異 的 に 結 合 し 、 Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 阻 害 す る 。 そ
の 他 の 抗 体 は Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 刺 激 す る 。 そ の 他 の 抗 体 は Ｂ 細 胞 の 表 層 上 の  ACT－ ４ － Ｌ
－ ｈ － １ リ ガ ン ド に 特 異 的 に 結 合 し 、 Ｂ 細 胞 が CD４ +  Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る 能 力 を 阻 害 す る
。
　 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て よ い 。 こ の 結 合 性 成 分 は 抗 体 の Fab 又 は Ｆ (ab)' 2 を
含 ん で 成 り う る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 更 な る 観 点 は 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー の 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば 上 記 の
も の を コ ー ド す る 核 酸 セ グ メ ン ト （ 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 す 完 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド
す る 核 酸 セ グ メ ン ト 以 外 の セ グ メ ン ト ） 、 又 は 上 記 の 結 合 性 成 分 を コ ー ド す る 核 酸 セ グ メ
ン ト を 含 ん で 成 る 。 こ れ ら の 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 適 当 な 複 製 可 能 発 現 ベ ク タ ー へ の 組 込 み
及 び 原 核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 で あ っ て そ の 後 培 養 せ し め る 宿 主 細 胞 へ の 組 込 み に よ り 、 関 連
タ ン パ ク 質 の 調 製 に お い て 利 用 で き う る 。 こ の 工 程 に 関 与 す る 細 胞 系 及 び ベ ク タ ー は 本 発
明 の 更 な る 観 点 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 薬 理 組 成 物 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 ATCC HB11483と し て 寄 託
さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ HBL106に よ り 生 産 さ れ る L106と 命 名 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 以 外
の も の で あ る  ACT－ ４ レ セ プ タ ー に 対 す る 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー と 、 薬 理 学 的 に 許 容 さ
れ る 担 体 と の 組 合 せ を 含 ん で 成 る 薬 理 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 薬 理 組 成 物 は 適 切 に は 薬 理
学 的 に 活 性 な 担 体 と 、 上 記 し た 如 く の  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド の 細 胞 外 ド メ イ ン に
特 異 的 に 結 合 す る 因 子 と を 含 ん で 成 る 。 他 方 、 本 発 明 は 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 す ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る  ACT－ ４ レ セ プ タ ー 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 変 異 体 、 突 然 変 異 体 も し く は
そ の 誘 導 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー と 、 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と の 組 合 せ を
含 ん で 成 る 薬 理 組 成 物 を 提 供 す る 。 適 当 な 結 合 性 成 分 は 上 記 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 適 当 な 組 成 物 は 、 例 え ば ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン 配 列 を 介 し て リ ポ ソ ー ム 製 剤 の 表 層 上 に 担
持 さ れ た 、 上 記 の 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー 又 は 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 す 完 全 ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 更 に 患 者 の 免 疫 応 答 を 改 善 す る 方 法 、 例 え ば 免 疫 応 答 を 抑 制 す る 方 法 を 提 供 し
、 こ の 方 法 は 有 効 な 量 の 上 記 の も の の 如 く の 薬 理 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 。 こ
の 投 与 は 生 体 外 で 実 施 し て よ い 。 好 適 な 因 子 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド
ポ リ ペ プ チ ド 及 び  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 本 発 明 は 免 疫 応 答 を 抑 制 す る
そ の 他 の 方 法 を 提 供 し 、 そ れ に お い て は 該 因 子 は  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド と  ACT－
４ － ｈ － １ レ セ プ タ ー に 対 す る 特 異 的 結 合 に つ い て 競 合 す る 。 こ の 方 法 は 免 疫 疾 患 又 は 症
状 を 有 す る 患 者 の 処 置 に お い て 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 が 有 効 で あ り う る 症 状 の 例 に は
移 植 拒 絶 、 GVHD、 自 己 免 疫 疾 患 、 炎 症 、 感 染 症 因 子 、 HTVL感 染 化 細 胞 又 は HIV 、 並 び に 炎
症 性 腸 疾 患 又 は 障 害 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 更 に  ACT－ ４ を 認 識 す る こ と の で き る 免 疫 調 節 因 子 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す
る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は ：
　  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー を 試 験 す べ き 物 質 と
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接 触 さ せ る ； そ し て
　 こ の 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー と こ の 因 子 、 即 ち 試 験 す る 物 質 と の 結 合 を 検 出 す る ；
　 こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 他 方 、 本 発 明 は 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー に よ る  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 認 識
に 影 響 を 及 ぼ す こ と の で き る 免 疫 調 節 因 子 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 し 、 こ
の 方 法 は ： （ ａ ）  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー ； （
ｂ ）  ACTレ セ プ タ ー 又 は そ の 特 異 的 結 合 性 類 似 体 ； 及 び （ ｃ ） 試 験 す る 因 子 ； と を 互 い と
接 触 さ せ ； そ し て 成 分 （ ａ ） と （ ｂ ） と の 結 合 力 を 検 出 す る ； こ と を 含 ん で 成 る 。 適 切 に
は 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー に 対 す る 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー を 固 相 表 面 に 固 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の 方 法 は 免 疫 抑 制 因 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 に 利 用 で き 、 こ の 場 合 に お い
て は こ の 方 法 は 、 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー 、 特 に  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ
チ ド を 潜 在 性 の 免 疫 抑 制 因 子 と 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で 成 る 。  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ
ン ド ポ リ ペ プ チ ド と こ の 因 子 と の 特 異 的 な 結 合 を 検 出 す る 。 こ の 特 異 的 な 結 合 は 免 疫 抑 制
活 性 の 指 標 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 更 な る 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 選 定 し た 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 を 提 供 し
、 こ の 方 法 は
　 上 記 の 適 当 な 結 合 性 成 分 を 患 者 に 投 与 す る ； そ し て
　 そ の 患 者 を 選 定 の 抗 原 に 暴 露 す る ；
　 こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 更 に 活 性 化 CD４ +  Ｔ 細 胞 を モ ニ タ ー す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 細 胞 、 例
え ば 患 者 由 来 の 組 織 サ ン プ ル を 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー に 対 す る 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー 、
例 え ば  ACT－ ４ － Ｌ － リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て  ACT－ ４ － ｈ － １ レ セ プ タ ー の 細 胞
外 ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る も の と を 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で 成 る 。  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ
ン ド ポ リ ペ プ チ ド と 組 織 サ ン プ ル と の 特 異 的 な 結 合 は 、 活 性 CD４ +  Ｔ 細 胞 の 存 在 を 示 唆 す
る た め に 検 出 す る 。 こ の 方 法 は イ ン ビ ト ロ で 行 う の が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 更 な る 観 点 に お い て 、 本 発 明 は ひ と 免 疫 不 全 ウ ィ ル ス に よ る CD４ +  Ｔ 細 胞 の 感 染 を 阻 害
す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は CD４ +  Ｔ 細 胞 を 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー の 細 胞 外 ド メ イ ン に
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で 成 る 。
　 本 発 明 は 更 に 活 性 化 CD４ +  Ｔ 細 胞 を 検 出 す る た め の キ ッ ト を 提 供 し 、 こ れ は 上 記 の  ACT
－ レ セ プ タ ー に 対 す る 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 又
は 請 求 項 １ 記 載 の 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー を 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー 又 は そ の 特 異 的 結 合 性
類 似 体 の 認 識 の た め の 特 異 的 結 合 性 反 応 に 利 用 す る こ と を 含 ん で 成 る 。
　 他 方 、 本 発 明 は  ACT－ ４ レ セ プ タ ー 又 は そ の 特 異 的 に 結 合 性 の 類 似 体 を 、 図 10－ １ ～ 図
10－ ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 又 は 請 求 項 １ 記 載 の 特 異 的 結 合 性 パ ー ト
ナ ー の 認 識 の た め の 特 異 的 結 合 性 反 応 に 利 用 す る こ と を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 更 に 例 え ば 生 検 サ ン プ ル 又 は 血 液 サ ン プ ル の 如 く の 組 織 サ ン プ ル 中 の  ACT－ ４
レ セ プ タ ー に 対 す る 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー を 含 ん で 成 る 分 析 物 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し
、 こ の 方 法 は こ の 分 析 物 を 、 そ の 分 析 物 を 認 識 す る こ と の で き る 特 異 的 結 合 性 因 子 を 含 ん
で 成 る 第 １ 試 薬 と 、 こ の 分 析 物 に 類 似 又 は 相 補 結 合 特 異 性 の 特 異 性 因 子 を 含 ん で 成 る 第 ２
試 薬 と 接 触 さ せ （ こ こ で ラ ベ ル が 第 ２ 試 薬 に 施 さ れ て い る ） 、 そ し て こ の 第 ２ 試 薬 の そ の
パ ー ト ナ ー に 対 す る 特 異 的 な 結 合 を 検 出 又 は 定 量 す る こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 本 発 明 に つ い て の 更 な る 方 法 は 、 例 え ば 生 検 又 は 血 液 サ ン プ ル の 如 く の 組 織 サ ン プ ル 中
の  ACT－ ４ レ セ プ タ ー に 対 す る 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー に 対 し て 相 補 結 合 特 異 性 を 有 す る
物 質 を 含 ん で 成 る 分 析 物 を 検 出 す る た め の 方 法 に つ い て で あ り 、 こ の 方 法 は こ の 分 析 物 を
 ACT－ ４ レ セ プ タ ー に 対 す る 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー を 含 ん で 成 る 第 １ 試 薬 と 、 こ の 分 析
物 に 類 似 又 は 相 補 結 合 特 異 性 の 特 異 的 結 合 性 因 子 を 含 ん で 成 る 第 ２ 試 薬 と 接 触 さ せ （ こ こ
で ラ ベ ル が 第 ２ 試 薬 に 施 さ れ て い る ） 、 そ し て こ の 第 ２ 試 薬 の そ の パ ー ト ナ ー に 対 す る 特
異 的 な 結 合 を 検 出 又 は 定 量 す る こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ れ ら の 方 法 は 炎 症 症 状 、 例 え ば 炎 症 性 腸 疾 患 又 は 障 害 の 如 く の 診 断 又 は 検 出 に お い て
利 用 で き う る 。 こ れ ら は 炎 症 症 状 を 有 す る も の と 推 定 さ れ る 患 者 由 来 の 生 検 サ ン プ ル に 基
づ い て 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 更 に 、 本 発 明 は  ACT－ ４ レ セ プ タ ー に 対 す る 特 異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー を 含 ん で 成 る 分 析
物 、 又 は  ACT－ ４ レ セ プ タ ー も し く は そ の 特 異 的 な 結 合 性 類 似 体 の 検 出 又 は 定 量 の た め の
特 異 的 結 合 性 ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の キ ッ ト を 提 供 し 、 こ こ で こ の キ ッ ト は 前 記 分 析 物
を 認 識 で き る 特 異 的 結 合 性 因 子 を 含 ん で 成 る 第 １ 試 薬 、 こ の 分 析 物 に 類 似 又 は 相 補 結 合 特
異 性 の 特 異 的 結 合 性 因 子 を 含 ん で 成 る 第 ２ 試 薬 、 及 び こ の 第 ２ 試 薬 の た め の ラ ベ ル （ 例 え
ば 放 射 能 又 は 酵 素 ラ ベ ル ） を 含 ん で 成 る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ５ 】

　 20種 の 天 然 ア ミ ノ 酸 に つ い て の 略 語 は 慣 用 の 用 法 に 従 う （ Immunology-A Synthesis, E.
 S. Golub & D. R. Gren編 Sinauer Associates, Sunderland, MA. 第 ２ 版 、 1991） （ 引 用
す る こ と で 本 明 細 書 に 組 入 れ る ） 。 20種 の 慣 用 ア ミ ノ 酸 の 立 体 異 性 体 （ 例 え ば Ｄ － ア ミ ノ
酸 ） 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 、 例 え ば α ， α － ジ 置 換 化 ア ミ ノ 酸 、 Ｎ － ア ル キ ル ア ミ ノ 酸 、 乳 酸
及 び そ の 他 の 慣 用 的 で な い ア ミ ノ 酸 も 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に と っ て 適 切 な 成 分 で あ る 。
慣 用 的 で な い ア ミ ノ 酸 の 例 に は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 γ － カ ル ボ キ シ グ ル ミ ン 酸 塩
、 ε － Ｎ ， Ｎ ， Ｎ － ト リ メ チ ル リ ジ ン 、 ε － Ｎ － ア セ チ ル リ ジ ン 、 Ｏ － ホ ス ホ セ リ ン 、 Ｎ
－ ア セ チ ル セ リ ン 、 Ｎ － ホ ル ミ ル メ チ オ ニ ン 、 ３ － メ チ ル ヒ ス チ ジ ン 、 ５ － ヒ ド ロ キ シ リ
ジ ン 、 ω － Ｎ － メ チ ル ア ル ギ ニ ン 並 び に そ の 他 の 類 似 の ア ミ ノ 酸 及 び イ ミ ノ 酸 （ 例 え ば ４
－ ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に 用 い る ポ リ ペ プ チ ド 記 述 に お い て 、 左 側 の 方 向 は ア ミ ノ 末 端 方 向 で あ り 、 そ
し て 右 側 方 向 は カ ル ボ キ シ 末 端 方 向 で あ り 、 標 準 の 用 法 及 び 慣 習 に 従 う 。 同 様 に 、 何 ら か
の こ と わ り の な い 限 り 、 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 左 側 先 端 は ５ ’ 末 端 で あ る ； 二 本
鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 左 側 方 向 は ５ ’ 方 向 と 呼 ぶ 。 真 性 RNA 転 写 体 の ５ ’ か ら ３ ’ に
至 る 付 加 の 方 向 は 転 写 方 向 と 呼 ぶ 。 RNA と 同 じ 配 列 を 有 し 、 且 つ RNA 転 写 体 の ５ ’ 末 端 に
対 し て ５ ’ 側 に あ る DNA 鎖 上 の 配 列 領 域 を 「 上 流 配 列 」 と 呼 ぶ 。 RNA と 同 じ 配 列 を 有 し 、
且 つ RNA 転 写 体 の ３ ’ 末 端 の ３ ’ 側 に あ る DNA 鎖 上 の 配 列 領 域 は 「 下 流 配 列 」 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 な る 語 は 、 ５ ’ か ら ３ ’ 末 端 方 向 で 読 ま れ る デ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド 又 は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 ポ リ マ ー を 意 味 す る 。 こ れ は 自
己 複 製 プ ラ ス ミ ド 、 DNA 又 は RNA の 感 染 性 ポ リ マ ー 及 び 非 機 能 性 DNA 又 は RNA を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 以 下 の 用 語 を ２ 種 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 配 列 関 係 を 説 明 す る た め に 用 い た ： 「 対
照 配 列 」 、 「 対 比 枠 」 、 「 配 列 同 一 性 」 、 「 配 列 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ 」 。 「 対 照 配 列
」 は 配 列 対 比 の た め の 基 準 と し て 用 い る 規 定 の 配 列 で あ る 。 対 照 配 列 は 、 よ り 大 き な 配 列
の サ ブ セ ッ ト 、 例 え ば 全 長 cDNAも し く は 配 列 表 に 示 し て い る 遺 伝 子 配 列 の セ グ メ ン ト 、 例
え ば 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ も し く は 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 す ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ グ
メ ン ト で あ っ て よ く 、 又 は 完 全 cDNAも し く は 遺 伝 子 配 列 を 構 成 す る も の で あ っ て よ い 。 一
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般 に 、 対 照 配 列 は 長 さ が 少 な く と も 20ヌ ク レ オ チ ド 、 し ば し ば 長 さ が 少 な く と も 25ヌ ク レ
オ チ ド 、 そ し て 往 々 に し て 長 さ が 少 な く と も 50ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ２ 種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は そ れ ぞ れ （ １ ） こ れ ら ２ 種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 で 類 似 で あ
る 配 列 （ 即 ち 、 完 全 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 ） を 含 ん で 成 る こ と が あ り 、 そ し て （ ２
） こ れ ら の ２ 種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 で 異 な る 配 列 を 更 に 含 ん で 成 る こ と が あ り 、 ２ 種 の
（ 又 は そ れ よ り 多 く の ） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 対 比 は 、 一 般 に 局 所 的 な 配 列 類 似 性 領 域 を
同 定 及 び 対 比 す る た め に 「 対 比 枠 」 で ２ 種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 対 比 す る こ と に よ
り 行 う 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 対 比 枠 」 は 少 な く と も 20個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド 位 の 観 念 的 な
セ グ メ ン ト で あ っ て そ れ に お け る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 少 な く と も 20個 の 連 続 ヌ ク レ オ
チ ド の 対 照 配 列 と 対 比 で き う る も の で あ り 、 そ し て こ こ で こ の 対 比 枠 の 中 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 一 部 は 対 照 配 列 と 対 比 さ せ た と き に ２ 種 の 配 列 の 最 適 整 合 に 対 し て 20％ 以 下 の
付 加 又 は 欠 失 （ 即 ち 、 ギ ャ ッ プ ） を 含 ん で 成 り う る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 対 比 枠 の 整 合 に 関 す る 配 列 の 最 適 整 合 は 、 Smith & Waterman, Appl. Math. 2 : 482 (1
981)の 局 所 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48 : 443 (
1970) の 相 同 性 整 合 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (
USA) 85 : 2444 (1988)の 類 似 の 方 法 に つ い て の 探 索 に よ り 、 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム の コ
ン ピ ュ ー タ ー 化 実 行 に よ り （ FASTDB (Intelligenetics), BLAST (National Center of Bi
omedical Information) 又 は GAP, BESTFIT, FASTA 及 び TFASTA (Wisconsin Genetics Sof
tware Package Release7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI)
)、 又 は 視 察 に よ り 行 う こ と が で き 、 そ し て こ の 様 々 な 方 法 に よ り 得 ら れ る 最 良 の 整 合 性
（ 即 ち 、 対 比 枠 で 最 高 の 配 列 類 似 性 パ ー セ ン テ ー ジ を も た ら す も の ） を 選 定 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 配 列 同 一 性 」 な る 語 は 、 ２ 種 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 対 比 枠 で 同 一 （ 即 ち ヌ ク レ オ
チ ド － ヌ ク レ オ チ ド 基 準 で ） で あ る こ と を 意 味 す る 。 「 配 列 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ 」 な
る 語 は 、 ２ 種 の 最 適 に 整 合 せ し め た 配 列 を 対 比 枠 で 対 比 さ せ 、 双 方 の 配 列 に お い て 同 一 の
核 酸 塩 基 （ 即 ち Ａ ， Ｔ ， Ｃ ， Ｇ ， Ｕ 又 は Ｉ ） が 存 在 す る 位 置 の 数 を 決 定 し て 対 合 位 置 数 を
得 、 そ の 対 合 位 置 数 を 対 比 枠 の 中 の 総 位 置 数 （ 即 ち 、 枠 の サ イ ズ ） で 除 し 、 そ し て そ の 結
果 に 100 を 乗 じ て 配 列 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 得 る こ と に よ り 計 算 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 「 実 質 的 に 同 一 」 な る 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 特 徴 で あ
っ て 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 対 照 配 列 と 対 比 さ れ た と き に 、 少 な く と も 20個 の ヌ ク
レ オ チ ド 位 置 の 対 比 枠 で 、 し ば し ば 少 な く と も 25～ 50ヌ ク レ オ チ ド の 枠 で 、 少 な く と も 70
， 80又 は 85％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 90～ 95％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 通 常 に は
少 な く と も 99％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 ん で 成 る と い う 特 徴 を 意 味 し 、 こ こ で こ の
配 列 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 対 照 配 列 を 、 対 比 枠 で 欠 失 又 は 付 加 を 全 部 で 対 照 配 列 の
20％ 未 満 に お い て 含 み う る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 対 比 さ せ る こ と に よ り 計 算 す る 。 こ の
対 照 配 列 は よ り 大 き な 配 列 の サ ブ セ ッ ト 、 例 え ば 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ に 示 す 全 長  ACT－ ４
－ ｈ － １ 配 列 又 は 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 す 全 長  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ 配 列 の セ グ メ ン ト
で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 し た と き の 用 語 「 実 質 的 に 同 一 」 と は 、 ２ 種 類 の ペ プ チ ド 配 列 を 例
え ば プ ロ グ ラ ム BLAZE (Intelligenetics), GAPに よ り 、 又 は BESTFIT に よ り デ フ ォ ル ト ギ
ャ ッ プ （ default gap)重 み を 用 い て 最 適 整 合 せ し め た と き に 、 そ れ ら が 少 な く と も 70％ 又
は 80％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 90％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 95％ 又 は そ れ よ り 高 い 配 列 同 一 性 （ 例 え ば 99％ の 配 列 同 一 性 ） を 共 有 し て い る こ と を 意
味 す る 。 好 ま し く は 、 同 一 で な い 残 基 位 置 は 保 存 型 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り 相 違 す る 。 保 存 型
ア ミ ノ 酸 置 換 は 類 似 の 側 鎖 を 有 す る 残 基 の 置 換 可 能 性 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 例 え ば 、 脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 及
び イ ソ ロ イ シ ン で あ り ； 脂 肪 族 － ヒ ド ロ キ シ ル 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は セ リ ン 及 び ト
ル オ ニ ン で あ り ； ア ミ ド 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は ア ス パ ラ ギ ン 及 び グ ル タ ミ ン で
あ り ； 芳 香 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 及 び ト リ プ ト フ ァ
ン で あ り ； 塩 基 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 群 は リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン で あ り
； そ し て 硫 黄 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 は シ ス テ イ ン 及 び メ チ オ ニ ン で あ る 。 好 適 な 保 存
型 ア ミ ノ 酸 置 換 基 は ： バ リ ン － ロ イ シ ン － イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン － チ ロ シ ン 、
リ ジ ン － ア ル ギ ニ ン 、 ア ラ ニ ン － バ リ ン 、 及 び ア ス パ ラ ギ ン － グ ル タ ミ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 実 質 的 に 純 粋 」 な る 語 は 、 目 的 物 質 が 、 優 勢 的 に 存 在 し て い る 物 質 （ 即 ち 、 モ ル ベ ー
ス で 、 そ れ は 組 成 物 中 の 任 意 の そ の 他 の 個 別 の 物 質 よ り も 豊 富 と な っ て い る ） と な っ て い
る こ と を 意 味 し 、 そ し て 好 ま し く は 実 質 的 に 精 製 さ れ た 画 分 は 、 こ の 目 的 物 質 が 存 在 し て
い る 全 て の 巨 大 分 子 物 質 の う ち の 少 な く と も 約 50％ （ モ ル ベ ー ス で ） を 占 め て い る よ う な
組 成 物 を い う 。 一 般 に 、 実 質 的 に 純 粋 な 組 成 物 は 組 成 物 の 中 に 存 在 し て い る 全 て の 巨 大 分
子 物 質 の 約 80～ 90％ よ り 多 く を 占 め て い る で あ ろ う 。 最 も 好 ま し く は 、 こ の 目 的 物 質 は 本
質 的 に 均 質 と な る ま で 精 製 さ れ て お り （ 慣 用 の 検 出 方 法 に よ っ て は 組 成 物 中 に 夾 雑 物 質 が
検 出 で き な い ） 、 こ こ で こ の 組 成 物 は 単 独 種 の 巨 大 分 子 物 質 よ り 本 質 的 に 成 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 物 体 に 適 用 す る 用 語 「 天 然 」 と は 、 物 体 が 天 然 に お い て 見 い 出 せ う る
と い う 事 実 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 生 物 （ ウ ィ ル ス を 含 む ） の 中 に 存 在 し 、 天 然 資 源 か ら 単
離 で き 、 そ し て 研 究 室 の 中 で 人 偽 的 に 意 図 的 に 改 変 さ れ て い な い ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 が 天 然 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 エ ピ ト ー プ 」 な る 語 は 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 又 は Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー に 特 異 的 に 結 合 で き
る 任 意 の タ ン パ ク 質 決 定 基 を 含 む 。 エ ピ ト ー プ 決 定 基 は 通 常 ア ミ ノ 酸 又 は 糖 側 鎖 の 如 く の
分 子 の 化 学 的 に 活 性 な 基 よ り 成 り 、 そ し て 特 異 的 な 三 次 元 構 造 特 性 及 び 特 異 的 な 帯 電 特 性
を 有 す る 。
　 特 異 的 な 結 合 性 は 、 二 量 複 合 体 に つ い て の 解 離 定 数 が ≦ １ μ Ｍ 、 好 ま し く は ≦ 100nM 、
そ し て 最 も 好 ま し く は ≦ １ nMで あ る と き に 存 在 し て い る と い え る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 高 度 同 系 変 異 体 」 な る 語 は 、 ヒ ト 及 び 高 等 哺 乳 動 物 種 間 で 、 例 え ば
霊 長 類 、 豚 類 及 び 牛 類 間 で 進 化 的 及 び 機 能 的 に 近 縁 し て い る 遺 伝 子 配 列 を 意 味 す る 。 こ の
語 は 、 げ っ 歯 類 、 例 え ば ラ ッ ト 由 来 の 配 列 は 含 ま な い 。 従 っ て 、  ACT－ ４ － ｈ － １ 遺 伝 子
に 対 す る 同 系 霊 長 類 遺 伝 子 と は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 に 対 し て 最 大 の
配 列 同 一 性 度 を 有 し 、 且 つ  ACT－ ４ － ｈ － １ タ ン パ ク 質 の そ れ と 類 似 の 発 現 パ タ ー ン （ 即
ち 、 活 性 化 CD４ +  細 胞 上 で 発 現 ） を 示 す 発 現 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 霊 長 類 遺 伝 子 で あ る
。 同 様 に 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ 遺 伝 子 に 対 す る 同 系 霊 長 類 遺 伝 子 と は 、 そ の 発 現 タ ン パ
ク 質 が  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド タ ン パ ク 質 に 対 し て 最 大 の 配 列 同 一 性 を 示 し 、 且 つ
類 似 の 発 現 パ タ ー ン （ 即 ち 、 活 性 化 Ｂ 細 胞 上 で 発 現 ） を 示 す 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 細 胞 の 集 団 は 、 選 定 の 細 胞 タ イ プ が 集 団 の 少 な く と も 30％ ， 50％ 又 は 70％ を 構 成 す る と
き 、 選 定 の 細 胞 タ イ プ に 実 質 的 に 富 ん で い る と い え る 。
　 「 患 者 」 な る 語 は ヒ ト 及 び 脊 椎 対 象 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 試 験 物 質 は 、 競 合 ア ッ セ イ に お い て 過 剰 量 の 試 験 物 質 が 対 象 物 の 結 合 を 実 質 的 に 阻 害 す
る と き 、 対 照 物 質 と 抗 原 に 対 す る 特 異 的 結 合 に つ い て 競 合 し て い る 。 莫 大 な タ イ プ 数 の 競
合 ア ッ セ イ 、 例 え ば ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 及 び ELISA が 有 用 で あ る 。 Harlow & Lane, Ant
ibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor (1988) を 参 照 の こ と 。 「 実 質 的 に
阻 害 」 と は 、 試 験 物 質 が 対 照 物 質 の 特 異 的 結 合 を 通 常 少 な く と も 10％ ， 25％ ， 50％ ， 75％
又 は 90％ 低 下 さ せ る こ と を 意 味 す る 。 競 合 ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ る 試 験 物 質 に は 、 対 照
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物 質 と 同 一 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る も の 、 及 び 対 照 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 立 体 障 害
が 生 ず る ほ ど に 十 分 に 近 い 隣 接 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 発 明 の 一 態 様 に 従 う と 、 活 性 化 CD４ +  Ｔ 細 胞 の 表 層 上 の レ セ プ タ ー (ACT－ ４ レ セ プ タ
ー と 呼 ぶ ） 及 び そ の フ ラ グ メ ン ト が 提 供 さ れ る 。  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド な る 語
は 、 一 般 に 全 長 タ ン パ ク 質 及 び そ の フ ラ グ メ ン ト を 包 括 す る よ う に 用 い ら れ て い る 。  ACT
－ ４ レ セ プ タ ー な る 語 は 通 常 全 長 タ ン パ ク 質 の た め に 確 保 さ れ て い る 。 特 性 決 定 す る 最 初
の  ACT－ ４ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 以 降  ACT－ ４ － ｈ － １ ） を 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ に
示 す 。 接 尾 辞 ｈ は ヒ ト 起 源 を 意 味 し 、 そ し て 接 尾 辞 － １ は  ACT－ ４ － ｈ － １ が 特 性 決 定 さ
れ る 最 初 の  ACT－ ４ で あ る こ と を 示 す 。  ACT－ ４ レ セ プ タ ー な る 語 は 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２
に 示 す 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 の み を 意 味 す る だ け で な く 、  ACT－ ４ － ｈ － １ の 対 立 形 質
型 、 非 対 立 形 質 型 及 び 高 度 同 系 の 変 異 体 、 並 び に 任 意 の こ れ ら の 天 然 又 は 誘 導 型 突 然 変 異
体 を も 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 通 常 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は  ACT－ ４ － ｈ － １ 配 列 と 実 質 的 な 配 列 同 一 性
を も 示 す で あ ろ う 。 一 般 に 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ 配 列
由 来 の 少 な く と も ４ 個 、 そ し て よ り 一 般 に は 、 ５ ， ６ ， ７ ， 10又 は 20， 50又 は そ れ よ り 多
く の 連 続 ア ミ ノ 酸 を 含 む で あ ろ う 。 機 能 性 ド メ イ ン 、 例 え ば 結 合 性 ド メ イ ン 又 は エ ピ ト ー
プ は ４ 個 ほ ど の 少 な い ア ミ ノ 酸 よ り 形 成 さ れ う る こ と が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 一 般 に  ACT－ ４ － ｈ － １ の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 実 質 的
な ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 示 し 、 そ し て 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ に 示 す  ACT－ ４ － ｈ － １ を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 実 質 的 な 配 列 同 一 性 を 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ
れ る で あ ろ う 。  ACT－ ４ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 に ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で  ACT－ ４ － ｈ － １ 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 。 し か し な が
ら 、 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド は ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 、 Malletら 、 EMBO J. 9 : 1063
-68 (1990)（ 引 用 す る こ と で 本 明 細 書 に 組 入 れ る ） （ 特 に Melletら の 文 献 の Figure 2A を
参 照 の こ と ） に 記 載 の OX－ 40レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 核 酸 と は 通 常 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 配 列 依 存 性 で あ り 、 そ し て 種 々 の 環 境 で 異 な る で あ ろ う 。 一
般 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 規 定 の イ オ ン 強 度 及 び pHに お い て 、 特 異 的 な 配 列 の 熱
融 点 （ Tm） よ り 約 ５ ℃ 低 く な る よ う に 選 定 さ れ る 。 Tmは 標 的 配 列 の う ち の 50％ が 好 適 に 対
合 す る プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 で あ る （ 規 定 の イ オ ン 強 度 及 び pHで ） 。 一 般 に
、 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は pH７ に お い て 塩 濃 度 が 少 な く と も 約 0.02モ ラ ー で あ り 、 且 つ
温 度 が 少 な く と も 約 60℃ で あ る 条 件 で あ ろ う 。 数 多 く の 要 因 、 例 え ば と り わ け 相 補 鎖 の 塩
基 組 成 及 び サ イ ズ 、 有 機 溶 媒 の 存 在 、 並 び に 塩 基 誤 対 合 の 程 度 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 有 意 な 影 響 を 及 ぼ し う る た め 、 任 意 の パ ラ メ ー タ ー の 絶 対 値 よ り
も パ ラ メ ー タ ー の 組 合 せ の 方 が 一 層 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 通 常 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は  ACT－ ４ － ｈ － １ と 共 通 の 少 な く と も １ つ の
抗 原 決 定 基 を 共 有 し て い る で あ ろ う が 、 し か し ラ ッ ト OX－ 40ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と
は 特 異 的 に 反 応 し な い で あ ろ う 。 共 通 の 抗 原 決 定 基 の 存 在 は 変 異 タ ン パ ク 質 と  ACT－ ４ －
ｈ － １ に 対 し て 調 製 し た 任 意 の 抗 体 と の 交 差 反 応 に よ り 確 証 さ れ る （ IV章 参 照 の こ と ） 。
交 差 反 応 は 往 々 に し て  ACT－ ４ － ｈ － １ に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 用 い て 試 験 さ れ
る が 、 し か し  ACT－ ４ － ｈ － １ に 対 す る １ 又 は 数 種 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 例 え ば L106と
命 名 さ れ た 抗 体 を 用 い て 試 験 さ れ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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詳 細 な 説 明
Ｉ ．  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド



　 往 々 に し て  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 改 質 ポ リ ペ プ チ ド 骨 格 を 含 む で あ ろ う 。
改 質 に は ポ リ ペ プ チ ド の 化 学 的 誘 導 化 、 例 え ば ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 等 が 含 ま れ る
。 こ れ ら は グ リ コ シ ル 化 改 質 （ Ｎ － 及 び Ｏ － 連 結 ） 並 び に 一 般 の ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ セ シ
ン グ 変 異 体 も 含 ま れ る 。 こ れ ら の プ ロ セ シ ン グ 工 程 に は 特 に 酵 素 改 質 、 例 え ば ユ ビ キ チ ン
化 及 び ホ ス ホ リ ル 化 が 含 ま れ る 。 例 え ば Hershko & Ciechanover, Ann. Rev. Bioch. 51 :
 335-364 (1982) を 参 照 の こ と 。 例 え ば  ACT－ ４ － ｈ － １ タ ン パ ク 質 は 重 度 に 改 質 さ れ 、
ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ く 推 定 分 子 量 が わ ず か 27KDa で あ る の に 対 し 、 観 察 さ れ る 分 子 量 は 約
50KDa で あ る 。 ２ つ の 推 定 グ リ コ シ ル 化 部 位 が そ の 細 胞 外 ド メ イ ン に お い て 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　  ACT－ ４ レ セ プ タ ー は  ACT－ ４ － ｈ － １ に 関 し て 見 い 出 せ る 形 態 的 な 特 徴 の 一 部 又 は 全
て を 共 有 す る よ う で あ る 。  ACT－ ４ － ｈ － １ に つ い て の ア ミ ノ 酸 配 列 は 22又 は 24個 の ア ミ
ノ 酸 の 推 定 Ｎ － 末 端 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 。 こ の 24個 の ア ミ ノ 酸 配 列 は von Heijne, Nuclei
c Acids Res. 14 : 4683-4690 (1986)（ 引 用 す る こ と で 本 明 細 書 に 組 入 れ る ） の 基 準 に 基
づ く 可 能 性 が 高 い 。  ACT－ ４ － ｈ － １ レ セ プ タ ー は 27個 の ア ミ ノ 酸 に わ た っ て 広 が る 残 基
213-240 の 単 独 の 付 加 疎 水 性 ス ト レ ッ チ を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の 疎 水 性 ス ト レ ッ チ は お そ ら く は ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン に 相 当 し 、 そ し て そ の 存 在 は Ｉ
型 の 膜 内 在 タ ン パ ク 質 で あ る  ACT－ ４ － ｈ － １ と 一 致 す る （ 即 ち 、 単 独 の ト ラ ン ス メ ン ブ
ラ ン と ド メ イ ン と 、 細 胞 外 領 域 を 含 ん で 成 る Ｎ 末 端 ド メ イ ン 及 び 細 胞 内 領 域 を 含 ん で 成 る
Ｃ 末 端 ド メ イ ン と を 有 す る ） 。 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン セ グ メ ン ト に 対 し て ア ミ ノ 近 位 で あ る
 ACT－ ４ － ｈ － １ の  189又 は  191個 の ア ミ ノ 酸 （ シ グ ナ ル 切 断 部 位 の 正 確 な 位 置 に 依 存 ）
を 細 胞 胞 ド メ イ ン と 命 名 し 、 一 方 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン セ グ メ ン ト に 対 し て カ ル ボ キ シ 近 位
で あ る 37個 の ア ミ ノ 酸 を 細 胞 内 ド メ イ ン と 命 名 す る 。 ア ミ ノ 末 端 か ら 、 こ の 細 胞 外 ド メ イ
ン は  NH 2 － 末 端 疎 水 性 推 定 シ グ ナ ル 配 列 、 及 び 対 合 し た シ ス テ イ ン 残 基 間 で の ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 に よ り 形 成 さ れ る ３ 本 の 鎖 内 ル ー プ を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 形 態 的 ア レ ン ジ メ ン ト は 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 族
の そ の 他 の 構 成 員 、 特 に ラ ッ ト OX－ 40レ セ プ タ ー の そ れ に 似 て い る 。 し か し な が ら 、 そ の
他 の 構 成 員 は い く つ か の 細 胞 外 ジ ス ル フ ィ ド ル ー プ に お い て 、 及 び 細 胞 内 ド メ イ ン の サ イ
ズ に お い て 多 少 の 相 違 を 有 す る 。 Mallet & Barclay、 前 掲 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 上 記 の ド メ イ ン 全 て が 、 全 て の  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に お い て 存 在 し て い る
必 要 は な い が 、 細 胞 外 ド メ イ ン が 存 在 し て い る こ と が 最 も 期 待 さ れ る 。 事 実 、 一 部 の  ACT
－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に お い て は 、 細 胞 外 ド メ イ ン の み が 存 在 し て い る こ と が 可 能
で あ り 、 そ し て か か る タ ン パ ク 質 の 天 然 の 状 態 は 細 胞 表 層 結 合 型 タ ン パ ク 質 で は な く 、 可
溶 性 タ ン パ ク 質 で あ り 、 例 え ば 細 胞 外 体 液 の 中 に 分 散 さ れ て い る 。 可 溶 性 変 異 形 態 の 存 在
は そ の 他 の 細 胞 表 層 レ セ プ タ ー 、 例 え ば 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 族 の 一 構 成 員 で あ る  SFV
－ T2に 関 し て 観 察 さ れ た 。 Mallet & Barclay、 前 掲 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 実 質 的 に 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド の 他 に 、 本 発 明 は ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ
メ ン ト を 提 供 す る 。 有 意 義 な 生 物 学 的 活 性 に は レ セ プ タ ー 結 合 能 、 抗 体 結 合 能 （ 例 え ば 、
フ ラ グ メ ン ト は 抗 体 に 対 す る 特 異 的 な 結 合 に 関 し て イ ン タ ク ト  ACT－ ４ レ セ プ タ ー と 競 合
す る ） 、 免 疫 原 性 （ 即 ち 、 フ ラ グ メ ン ト に 対 す る Ｂ 又 は Ｔ 細 胞 応 答 を 刺 激 す る エ ピ ト ー プ
を 保 有 ） 、 及 び  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の た め の リ ガ ン ド へ の 結 合 の 作 動 能 又 は
拮 抗 能 が 含 ま れ る 。  ACT－ ４ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 又 は そ の ド メ イ ン の セ グ メ ン ト は 通 常
少 な く と も 約 ５ ， ７ ， ９ ， 11, 13, 16, 20, 40又 は  100個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 を 含 ん で 成 る で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の セ グ メ ン ト は 往 々 に し て 機 能 性 又 は 構 造 性 ド メ イ ン
の 境 界 付 近 で 終 結 す る 。 か か る セ グ メ ン ト の 特 定 の 機 能 又 は 構 造 特 性 を 司 る ア ミ ノ 酸 よ り
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本 質 的 に 成 る 。 構 造 及 び 機 能 性 ド メ イ ン は ヌ ク レ オ チ ド 及 び ／ 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 デ ー タ ー
、 例 え ば 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ に 示 す も の を 公 共 の 又 は 私 有 の 配 列 デ ー タ ー ベ ー ス と 対 比 さ
せ る こ と に よ り 同 定 さ れ る 。 好 ま し く は 、 そ の 他 の 公 知 の 構 造 及 び ／ 又 は 機 能 の タ ン パ ク
質 に お い て 認 め ら れ る 配 列 モ チ ー フ 又 は 推 定 タ ン パ ク 質 コ ン ホ メ ー シ ョ ン ド メ イ ン を 同 定
す る コ ン ピ ュ ー タ ー 化 対 比 法 を 利 用 す る 。 構 造 ド メ イ ン は 細 胞 内 ド メ イ ン 、 ト ラ ン ス メ ン
ブ ラ ン ド メ イ ン 及 び 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 み 、 こ の 細 胞 外 ド メ イ ン は ３ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結
合 ル ー プ を 含 む 。 機 能 性 ド メ イ ン は 細 胞 外 結 合 性 ド メ イ ン を 含 み 、 そ れ を 通 じ て  ACT－ ４
レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 外 的 可 溶 性 分 子 又 は そ の 他 の 細 胞 結 合 型 リ ガ ン ド 及 び 細 胞 内 シ
グ ナ ル 変 換 ド メ イ ン と 相 互 作 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 一 部 の フ ラ グ メ ン ト は 細 胞 外 ド メ イ ン の み 、 例 え ば １ 又 は 複 数 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 ル ー
プ の み を 含 む で あ ろ う 。 か か る フ ラ グ メ ン ト は 往 々 に し て イ ン タ ク ト  ACT－ ４ レ セ プ タ ー
ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 特 異 性 を 保 持 す る で あ ろ う が 、 し か し そ れ は 膜 結 合 型 で あ る よ り は 可
溶 性 型 で あ ろ う 。 か か る フ ラ グ メ ン ト は  ACT－ ４ レ セ プ タ ー 結 合 性 の 競 合 イ ン ヒ ビ タ ー と
し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　  ACT－ ４ レ セ プ タ ー は 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 族 の 構 成 員 と し て の そ の 立 場 に よ り 更 に
同 定 さ れ る 。  ACT－ ４ － ｈ － １ の ア ミ ノ 酸 配 列 は  NGF－ Ｒ ，  TNF－ Ｒ ， CD40， ４ － １ BB及
び  fas／ AP01に 対 し て 少 な く と も 20％ の 同 一 性 で あ る 。  ACT－ ４ － ｈ － １ は 、 活 性 化 CD４
+  細 胞 上 で の 選 択 発 現 を 特 徴 と す る ラ ッ ト OX－ 40遺 伝 子 と 62％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 示
す 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　  ACT－ ４ レ セ プ タ ー は 特 徴 的 な 細 胞 分 布 に よ っ て も 同 定 さ れ る 。 最 も 顕 著 に は 、  ACT－
４ レ セ プ タ ー は 通 常 活 性 化 CD４ +  Ｔ 細 胞 上 で 容 易 に 検 出 さ れ る （ 発 現 す る 細 胞 の ％ は 通 常
約 25又 は 50％ よ り 高 く 、 そ し て 往 々 に し て 約 80％ で あ る ； 平 均 チ ャ ン ネ ル 蛍 光 は 通 常 、 免
疫 蛍 光 染 色 を 経 て カ ル タ ー ・ プ ロ フ ィ ー ル ・ フ ロ ー ・ サ イ ト メ ー タ ー で 約 10、 そ し て 往 々
に し て 約 20～ 25で あ る ） 。  ACT－ ４ レ セ プ タ ー は 通 常 、 休 止 Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 (PMVで 活 性 化
さ れ て い な い 限 り ） 、 NK細 胞 及 び 単 球 (PMAで 活 性 化 さ れ て い な い 限 り ） 上 に 実 質 的 に 存 在
し な い 。 実 質 的 に 存 在 し な い と は 、  ACT－ ４ を 発 現 す る 細 胞 の ％ が 通 常 約 ５ ％ 未 満 、 そ し
て よ り 通 常 に は 約 ２ ％ 未 満 で あ り 、 そ し て 平 均 チ ャ ン ネ ル が 通 常 、 細 胞 の 免 疫 蛍 光 染 色 を
経 て カ ル タ ー ・ プ ロ フ ィ ー ル ・ フ ロ ー ・ サ イ ト メ ー タ ー で 測 定 し て 約 ４ 未 満 、 そ し て よ り
通 常 に は 約 ２ 未 満 で あ る こ と を 意 味 す る （ 実 施 例 ２ 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　  ACT－ ４ レ セ プ タ ー は 通 常 活 性 化 CD８ +  細 胞 上 で は 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ る （ 発 現 す る 細
胞 ％ は 約 ４ ～ 10％ で あ り ； 免 疫 蛍 光 染 色 を 経 た カ ル タ ー ・ プ ロ フ ィ ー ル ・ フ ロ ー ・ サ イ ト
メ ー タ ー で の 平 均 チ ャ ン ネ ル 蛍 光 は 約 ２ ～ ４ で あ る ） 。 CD８ +  細 胞 上 で 認 め ら れ る 低 レ ベ
ル の 発 現 は 、 発 現 が CD８ +  細 胞 の サ ブ 集 団 に 限 定 さ れ る こ と を 示 唆 す る 。 活 性 化 CD４ +  細
胞 の 表 層 上 の  ACT－ ４ レ セ プ タ ー の 発 現 は 、 い く つ か の 異 な る 活 性 化 メ カ ニ ズ ム 、 例 え ば
同 種 異 系 抗 原 、 破 傷 風 又 は マ イ ト ジ ェ ン （ 例 え ば PHA)刺 激 に 関 し て 観 察 さ れ て い る 。 発 現
は 、 同 種 異 系 抗 原 又 は 破 傷 風 毒 素 刺 激 の 約 ７ 日 後 、 及 び PHA 刺 激 の 約 ３ 日 後 に ピ ー ク を 迎
え る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ れ ら の デ ー タ ー は 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー が 、 休 止 細 胞 上 に は 実 質 的 に 存 在 し て い な い
初 期 活 性 化 抗 原 に 分 類 さ れ う る こ と を 示 唆 す る 。  ACT－ ４ レ セ プ タ ー が 活 性 化 CD４ +  細 胞
上 で 優 先 的 に 発 現 さ れ 、 そ し て 活 性 化 CD８ +  細 胞 上 で は は る か に 少 な い 程 度 で 発 現 さ れ 、
し か し な が ら ほ と ん ど 又 は 全 て の そ の 他 の リ ン パ 球 サ ブ タ イ プ 上 で は 実 質 的 に 存 在 し な い
(PMAの 如 く の 高 度 な 非 生 理 学 的 刺 激 に 対 応 す る 応 答 は 除 く ） と い う 観 察 は 、 ヒ ト 白 血 球 上
で 見 い 出 せ る そ の 他 の 活 性 化 抗 原 の 細 胞 タ イ プ 特 異 性 に 反 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 活 性 化 CD４ +  Ｔ 細 胞 の 表 層 上 の  ACT－ ４ レ セ プ タ ー の 発 現 は 、 レ セ プ タ ー が こ れ ら の 細
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胞 の 活 性 化 に お い て 機 能 し て い る こ と を 示 唆 す る 。 か か る 機 能 は 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー
族 の い く つ か の そ の 他 の 構 成 員 の そ れ と 一 致 す る 、 例 え ば 、 CD40は Ｂ リ ン パ 球 に お け る G1
－ Ｓ 相 転 移 を 刺 激 し 、 そ し て 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー は サ イ ト カ イ ン 神 経 成 長 因 子 か ら の
シ グ ナ ル を 変 換 し 、 こ れ は 神 経 の 分 化 及 び 生 存 を も た ら し め る （ Barde, Neuron 2 : 1525
-1534 (1989)（ 引 用 す る こ と で 本 明 細 書 に 組 入 れ る ） 。 し か し な が ら 、  ACT－ ４ レ セ プ タ
ー の そ の 他 の 機 能 、 例 え ば そ の 他 の リ ン パ 球 細 胞 タ イ プ と の 相 互 作 用 も 想 定 さ れ う る 。 か
か る 機 能 の 存 在 は そ の 他 の 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 族 の 構 成 員 、 例 え ば 腫 瘍 壊 死 因 子 で あ
っ て そ れ と 腫 瘍 壊 死 因 子 レ セ プ タ ー と の 相 互 作 用 は 炎 症 又 は 腫 瘍 細 胞 死 を も た ら し う る よ
う な 因 子 の 多 彩 な 機 能 と 一 致 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　  ACT－ ４ レ セ プ タ ー の 実 質 的 な １ 又 は 複 数 の 機 能 性 ド メ イ ン （ 例 え ば 細 胞 外 ド メ イ ン ）
を 含 ん で 成 る フ ラ グ メ ン ト 又 は 類 似 体 を 異 種 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 結 合 さ せ る こ と が で き
、 こ れ に よ り 得 ら れ る 融 合 タ ン パ ク 質 は  ACT－ ４ レ セ プ タ ー フ ラ グ メ ン ト 及 び ／ 又 は そ の
融 合 パ ー ト ナ ー に よ り 付 与 さ れ る 機 能 的 な （ １ 又 は 複 数 の ） 特 性 を 示 す よ う に な る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 融 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る  ACT－ ４ レ セ プ タ ー フ ラ グ メ ン ト の 配 向 は 、 構 築 の し 易 さ 、 タ
ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 安 定 性 、 熱 安 定 性 、 免 疫 反 応 性 、 ア ミ ノ － 又 は カ ル ボ キ シ － 末 端 残
基 修 飾 等 の 如 く の 実 験 配 慮 に 依 存 す る で あ ろ う 。 潜 在 的 な 融 合 パ ー ト ナ ー に は 発 色 原 酵 素
、 例 え ば β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ン Ａ 又 は Ｇ ， FLAGタ ン パ ク 質 、 例 え ば Blanar &
 Rutter, Science 256 : 1014-1018 (1992) に 記 載 の も の 、 毒 素 （ 例 え ば ジ フ テ リ ア 毒 素
、 シ ュ ー ド モ ナ ス 　 エ ク ト ト キ シ ン Ａ 、 リ シ ン 毒 素 、 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ ） 及 び イ ム ノ
グ ロ ブ リ ン 成 分 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　  ACT－ ４ レ セ プ タ ー フ ラ グ メ ン ト 及 び イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 成 分 の 融 合 に よ り 形 成 さ れ る 組
換 グ ロ ブ リ ン （ Rg） に 往 々 に し て 、 利 用 し た 特 定 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の 定 常 領 域 に
一 体 化 し た 生 理 学 的 特 性 の ほ と ん ど 又 は 全 て を 有 す る 。 例 え ば 、 組 換 グ ロ ブ リ ン は 補 体 を
固 定 で き 、 抗 体 依 存 性 細 胞 毒 性 を 媒 介 し 、 Ｂ 細 胞 を 刺 激 し 、 又 は 血 管 壁 を 横 断 し て 細 胞 間
空 間 に 侵 入 で き う る 。 組 換 グ ロ ブ リ ン は 通 常 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー 細 胞 外 ド メ イ ン の Ｃ 末
端 を 重 鎖 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 ド メ イ ン の Ｎ 末 端 に 融 合 さ せ る こ と に よ り 形 成 さ れ
、 こ れ に よ り 自 生 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 鎖 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン を シ ュ ミ レ ー ト さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 鎖 は 好 ま し く は ヒ ト 起 源 と す る 。 特 に そ の 組 換 グ ロ ブ リ ン が 治 療 的 用
途 を 意 図 す る 場 合 で あ る 。 組 換 グ ロ ブ リ ン は 通 常 可 溶 性 で あ り 、 そ し て 未 改 質 の  ACT－ ４
レ セ プ タ ー に 対 し て い く つ か の 有 利 な 特 性 を 有 す る 。 こ れ ら の 特 性 に は 、 長 い 血 清 半 減 期
、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー が 親 和 性 を 有 し て い る 標 的 細 胞 を エ フ ェ ク タ ー 機 能 に よ っ て 溶 解 す
る 能 力 、 並 び に こ の 組 換 グ ロ ブ リ ン を 結 合 分 析 に お い て 固 定 化 す る の に 利 用 で き る プ ロ テ
イ ン Ａ 及 び Ｇ の 如 く の 分 子 に 結 合 す る 能 力 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

　 本 発 明 は 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 し 、 且 つ か か る ポ リ ペ プ チ
ド と 、 少 な く と も あ る 程 度 、 非 共 有 結 合 に よ っ て 複 合 体 を 形 成 で き る リ ガ ン ド も 提 供 す る
。  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド な る 語 は 一 般 に 全 長 タ ン パ ク 質 及 び そ の フ ラ グ メ ン
ト を 包 括 す る よ う に 利 用 さ れ る 。 こ の 語 は 通 常 は  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す
る 抗 体 を 含 ま な い 。  ACT－ ４ リ ガ ン ド な る 語 は 通 常 全 長 タ ン パ ク 質 を 意 味 す る の に 用 い る
。 リ ガ ン ド は 天 然 で も 合 成 分 子 で も よ く 、 そ し て 可 溶 性 形 態 で も 、 細 胞 表 層 に 定 着 さ れ て
い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 複 数 種 の リ ガ ン ド が 同 種 の  ACT－ ４ レ セ プ タ ー に 結 合 し う る 。 逆 に 、 一 種 の リ ガ ン ド が
複 数 種 の  ACT－ ４ レ セ プ タ ー に 結 合 し う る 。 通 常 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー に 対 す る リ ガ ン ド
の 結 合 は 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー を 担 持 し て い る 細 胞 及 び ／ 又 は  ACT－ ４ リ ガ ン ド を 担 持 し
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て い る 細 胞 の 物 理 的 及 び ／ 又 は 機 能 的 表 現 型 を 改 変 す る シ グ ナ ル 発 信 を 開 始 す る で あ ろ う
。  ACT－ ４ 又 は そ の リ ガ ン ド の い づ れ か に 対 す る 抗 体 は シ グ ナ ル 変 換 を ブ ロ ッ ク 又 は 刺 激
す る 能 力 を 有 し う る 。 む ろ ん 、 レ セ プ タ ー と し て の  ACT－ ４ 及 び リ ガ ン ド と し て の そ の 特
異 的 結 合 性 パ ー ト ナ ー の 表 示 は あ る 程 度 任 意 的 で あ り 、 そ し て あ る 状 況 に お い て は そ の 逆
で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド を 供 給 す る た め の 起 源 材 料 は 、 種 々 の 細 胞 タ イ プ 、
特 に リ ン パ 球 及 び 造 血 細 胞 、 体 液 及 び 組 織 抽 出 物 を 、 プ ロ ー ブ と し て の 好 ま し く は 水 性 可
溶 性 形 態 に お け る ラ ベ ル 化  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に よ る ス ク リ ー ニ ン グ に よ り
同 定 す る 。 活 性 化 Ｂ 細 胞 又 は Ｂ 細 胞 系 が 適 切 で あ り う る （ 実 施 例 ８ 参 照 の こ と ） 。 HTLV－
Ｉ 感 染 化 Ｔ 細 胞 も 適 切 で あ る 。 往 々 に し て 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー 又 は そ の 結 合 性 フ ラ グ メ
ン ト を 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 目 的 の た め に 第 ２ タ ン パ ク 質 に 融 合 又 は 連 結 さ せ る 。 特 に 適 切
な の は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ の 細 胞 外 部 分 を イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 定 常 領 域 に 融 合 す る こ
と に よ っ て 形 成 さ れ る 組 換 グ ロ ブ リ ン で あ る 。  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞
又 は そ の 他 の 生 物 材 料 か ら こ の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 、 伝 統 的 な タ ン パ ク 質 化 学 技 術 を
利 用 し て 同 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 か か る 技 術 に は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に よ る か か る 物 質 の 選 択 的 沈 殿 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 、 免 疫 沈 殿 法 、 そ の 他 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 R. Scopes, Protein Purification 
: Principles and Practice (Springer-Verlag, NY, 1982) （ 引 用 す る こ と で 本 明 細 書 に
組 入 れ る ） を 参 照 の こ と 。 通 常 、 精 製 手 順 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 を 含
み 、 そ れ に お い て は  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト を 固 定
化 試 薬 と し て 用 い る 。  ACT－ ４ － 定 常 領 域 は そ の 定 常 領 域 成 分 を プ ロ テ イ ン Ａ 又 は Ｇ に 結
合 さ せ る こ と に よ っ て 簡 単 に 固 定 化 で き る 。  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド は ア フ ィ
ニ テ ィ ー 試 薬 と し て  ACT－ ４ レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 用 い て 精 製 す
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る た め 又 は リ ガ ン ド の ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 獲 得 す る た め
、 リ ガ ン ド を ト リ プ シ ン で 消 化 し て よ い 。 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト は 逆 相 高 性 能 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） に よ り 分 離 で き 、 そ し て 気 相 配 列 決 定 に よ り 分 析 で き る 。 当 業 界 に
公 知 の そ の 他 の 配 列 決 定 法 も 利 用 で き う る 。 配 列 デ ー タ ー は  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る cDNA又 は ゲ ノ ム ク ロ ー ン の 単 離 の た め の 縮 重 プ ロ ー ブ を デ ザ イ ン す る
の に 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 他 方 、  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る cDNAク ロ ー ン は 発 現 ク ロ ー ニ ン
グ に よ り 獲 得 で き る 。 こ の 手 法 に お い て は 、  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す
る 細 胞 か ら cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る 。 （ 上 記 の 通 り に 同 定 ； 前 掲 ） 。 ラ イ ブ ラ リ ー を
適 当 な 細 胞 （ 例 え ば  COS－ ７ ） に お い て 発 現 さ せ 、 そ し て  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ
チ ド を 担 持 す る ク ロ ー ン を ラ ベ ル 化 さ れ た  ACT－ ４ 又 は そ の 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト に よ る ス
ク リ ー ニ ン グ に よ り 同 定 し 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン に 任 意 的 に 融 合 さ せ る
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 特 性 決 定 す る  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 第 １ リ ガ ン ド の cDNA配 列 及 び 推
定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 す 。 こ の リ ガ ン ド を  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ と 命
名 し 、 接 尾 辞 ｈ は ヒ ト 起 源 を 示 し 、 そ し て 接 尾 辞 １ は こ れ が 特 性 決 定 最 初 の リ ガ ン ド で あ
る こ と を 示 す 。  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ の cDNA配 列 の コ ー ド 領 域 は gp 34 又 は TA 34と 呼 ぶ
ポ リ ペ プ チ ド の そ れ と 同 一 又 は ほ ぼ 同 一 で あ る 。 Miura ら Mol. Cell. Biol. 11 : 1313-1
325 (1991)（ 引 用 す る こ と で 本 明 細 書 に 組 入 れ る ） を 参 照 の こ と 。 本 発 明 は ま た  ACT－ ４
－ Ｌ － ｈ － １ の 対 立 形 質 、 非 対 立 形 質 、 ス プ ラ イ ス 及 び 高 度 同 系 変 異 性 、 並 び に 任 意 の こ
れ ら の 天 然 又 は 誘 導 化 突 然 変 異 体 を 示 す リ ガ ン ド も 含 む 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 か か る 変 異 体 は 一 般 に  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ 配 列 と の 実 質 的 な 配 列 同 一 性 を 示 し 、 そ し
て よ り 一 般 的 に は 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ 配 列 由 来 の ５ ， ６ ， ７ ， 10又 は 20， 50又 は そ れ
よ り 多 く の 連 続 ア ミ ノ 酸 を 含 む で あ ろ う 。 か か る 変 異 体 は 更 に 、 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示
す  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 実 質 的 な 配 列 同 一 性 を 示 す ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る で あ ろ う 。 か か る 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド は
更 に ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 一 般 に  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １  DNA配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 し か し な が ら 、 一 部 の か か る ヌ ク レ オ チ ド は ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で は  ACT－ ４ －
Ｌ － ｈ － １ の 低 度 同 系 変 異 体 （ 例 え ば ラ ッ ト ） を コ ー ド す る DNA 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
な い で あ ろ う 。  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ の 多 く の 変 異 体 は 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド
ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 一 の 抗 原 決 定 基 を 共 有 す る で あ ろ う 。 そ れ は 、 そ れ に 対 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 交 差 反 応 性 に よ り 確 証 さ れ る 。 し か し な が ら 、
一 部 の か か る 変 異 体 は  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ の 低 度 同 系 変 異 体 に 対 す る 抗 血 清 と 交 差 反 応
し な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 多 く の  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド は  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ と 、 上 記 の 観 点 の 少
な く と も 一 つ に お い て 類 似 性 を 示 す で あ ろ う が 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー に 対 す る 特 異 的 な 結
合 能 力 を 除 き 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ と の 共 通 性 を 示 さ な い そ の 他 の リ ガ ン ド 族 が  ACT－
４ レ セ プ タ ー に 対 し て 存 在 し て い る こ と が 総 合 的 に 可 能 性 で あ る 。 か か る リ ガ ン ド 族 は 本
発 明 の 中 に 明 確 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 往 々 に し て 、  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド は 前 述 の Ｉ 章 の 中 で 説 明 し た タ イ プ の
骨 格 改 質 を 含 む で あ ろ う 。 例 え ば 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 配 列
に 基 づ く 推 定 分 子 量 が わ ず か 21KDa で あ る の に 対 し 、 観 察 さ れ る 分 子 量 が 約 34KDa で あ る
ほ ど に 重 度 に 改 質 さ れ る 。 ４ つ の 推 定 Ｎ － 連 結 グ リ コ シ ル 化 部 位 が 細 胞 外 ド メ イ ン の 中 で
同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 多 く の  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド は  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ に 関 し て 見 い 出 せ る
形 態 学 的 特 徴 の 一 部 又 は 全 て を 共 有 す る 傾 向 に あ る 。  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ ア ミ ノ 酸 配 列
は 推 定 Ｎ 末 端 細 胞 内 ド メ イ ン （ aa１ － 23） 、 推 定 疎 水 性 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン （ aa
24－ 50） 及 び 推 定 細 胞 外 Ｃ 末 端 ド メ イ ン （ aa51－ 183)を 含 む 。 こ の 構 造 ア レ ン ジ メ ン ト は
II型 膜 内 在 タ ン パ ク 質 で あ る  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ と 一 致 す る （ 即 ち 、 単 独 の ト ラ ン ス メ
ン ブ ラ ン ド メ イ ン と 、 細 胞 外 領 域 を 含 ん で 成 る Ｃ 末 端 ド メ イ ン 及 び 細 胞 内 領 域 を 含 ん で 成
る Ｎ 末 端 ド メ イ ン と を 有 す る ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 他 の 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー ス ー パ ー フ ァ
ミ リ ー の 構 成 員 と 結 合 す る リ ガ ン ド の 構 造 及 び ／ 又 は 機 能 特 性 の う ち の い く つ か を も 共 有
し う る 。 か か る リ ガ ン ド に は  TNF－ α ，  TNF－ β ， CO40－ Ｌ ， CD27－ Ｌ ， CD30－ Ｌ が 含 ま
れ る 。  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ は ,TNF－ α と ほ ん の わ ず か な 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 し か 示
さ ず 、 そ し て そ の 他 の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の リ ガ ン ド と は よ り 弱 い 類 似 性 を 有 す る が 、 こ
れ ら の リ ガ ン ド 全 て の 間 で の よ り 高 い 類 似 性 が 、 よ り 高 い 次 元 の 構 造 を 形 成 す る そ の 推 定
能 力 に お い て 明 ら か と さ れ て い る 。 公 知 の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー リ ガ ン ド の 細 胞 外 ド メ イ ン
は 約  150個 の ア ミ ノ 酸 よ り 成 り 、 そ し て ス リ ッ ト 型 の 円 筒 構 造 へ と 組 立 て ら れ る い く つ か
の β － プ リ ー ツ 型 シ ー ト を 形 成 す る (Bazanら 、 Current Biology 3 :603-606 (1993)に よ
り 「 ジ ェ リ ー ロ ー ル 」 と 呼 ば れ る ） （ 引 用 す る こ と で 本 明 細 書 に 組 入 れ る ） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　  133個 の ア ミ ノ 酸 よ り 成 る  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ の 細 胞 外 ド メ イ ン 及 び 推 定 の フ ォ ル デ
ィ ン グ パ タ ー ン は β － プ リ ー ツ 型 シ ー ト 及 び 「 ジ ェ リ ー ロ ー ル 」 の 形 成 と 一 致 す る 。 明 ら

10

20

30

40

50

(20) JP 2006-254914 A 2006.9.28



か に 、  TNF－ β を 除 く 全 て の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー リ ガ ン ド が 、 あ る 程 度 、 II型 膜 内 在 細 胞
表 層 タ ン パ ク 質 と し て も 存 在 す る 。 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー リ ガ ン ド は 可 溶 性 タ ン パ ク 質 と し
て も 存 在 し 、 か か る 形 態 が  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 存 在 し て い る こ と
を 示 唆 す る 。  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ の Ｃ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン は 様 々 な デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と
多 少 の 配 列 同 一 性 を 示 す 。 即 ち 、 一 部 の  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド は デ ヒ ド ロ ゲ
ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と が あ り こ れ は 細 胞 間 シ グ ナ ル 伝 達 に お い て 機 能 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 実 質 的 な 全 長 ポ リ ペ プ チ ド の 他 に 、 本 発 明 は 全 長  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド の
生 物 活 性 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 有 意 義 な 生 物 活 性 に は 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー 、 例 え ば
 ACT－ ４ － ｈ － １ に 対 す る 結 合 能 、 第 ２  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合
能 、 抗 体 結 合 能 （ 例 え ば 、 フ ラ グ メ ン ト は イ ン タ ク ト  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド ポ リ
ペ プ チ ド と 、 抗 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 に つ い て 競 合 す る ） 、 免 疫 原 性 （ 即 ち 、 フ ラ グ メ ン
ト に 対 す る Ｂ 又 は Ｔ 細 胞 応 答 を 刺 激 す る エ ピ ト ー プ を 保 存 ） 、 及 び  ACT－ ４ － ｈ － １ の 多
く の  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 第 ２  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド の
結 合 の 作 動 能 又 は 拮 抗 能 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 全 長  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド の セ グ メ ン ト は 通 常 、 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示
す ア ミ ノ 酸 配 列 由 来 の 少 な く と も ５ 個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 を 含 む で あ ろ う が 、 し か し  160個 よ
り 多 く の 連 続 ア ミ ノ 酸 は 含 ん で 成 ら な い で あ ろ う 。 往 々 に し て 、 セ グ メ ン ト は 図 10－ １ ～
図 10－ ２ に 示 す 配 列 由 来 の 約 10， 20， 50， 75， 100 又 は  133個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 を 含 み 、  1
50個 よ り 多 く の 連 続 ア ミ ノ 酸 は 含 ま な い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 一 部 の フ ラ グ メ ン ト は 細 胞 外 ド メ イ ン の み を 含 む で あ ろ う 。 か か る フ ラ グ メ ン ト は 天 然
 ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド の 全 長 ド メ イ ン を 含 む 。 そ の 他 の フ ラ グ メ ン ト は そ の
成 分 を 含 む 。 か か る フ ラ グ メ ン ト は 往 々 に し て イ ン タ ク ト  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ
チ ド の 結 合 特 異 性 を 保 持 し て い る で あ ろ う が 、 し か し 膜 結 合 型 で あ る よ り は 可 溶 性 で あ ろ
う 。 か か る フ ラ グ メ ン ト は レ セ プ タ ー に 対 す る  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド の 競 合
イ ン ヒ ビ タ ー と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 全 長  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト は 往 々 に し て 機 能 的 又 は 構 造 的
ド メ イ ン の 境 界 付 近 の （ 即 ち 、 約 ５ ， 10又 は 20aa以 内 ） そ れ ら の 末 端 の 一 方 又 は 双 方 に お
い て 終 結 す る 。 構 造 的 又 は 機 能 的 境 界 に よ り 両 端 で 終 結 す る フ ラ グ メ ン ト は 本 質 的 に 機 能
的 又 は 構 造 的 特 性 を 司 る  ACT－ ４ － Ｌ ア ミ ノ 酸 の 特 定 の セ グ メ ン ト （ 又 は ド メ イ ン ） よ り
成 る 。 構 造 的 及 び 機 能 的 ド メ イ ン は 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 す よ う な ヌ ク レ オ チ ド 及 び ／
又 は ア ミ ノ 酸 配 列 デ ー タ ー を 公 共 又 は 私 有 の 配 列 デ ー タ ー ベ ー ス と 対 比 さ せ る こ と に よ り
同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 好 ま し く は 、 そ の 他 の 公 知 の 構 造 及 び ／ 又 は 機 能 の タ ン パ ク 質 に お い て 見 い 出 せ る 配 列
モ チ ー フ 又 は 推 定 タ ン パ ク 質 コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 同 定 す る コ ン ピ ュ ー タ ー 化 対 比 法 を 利 用
す る 。 結 合 性 ド メ イ ン は エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に よ り 同 定 で き る 。 前 述 の VI章 を 参 照 の こ
と 。 構 造 ド メ イ ン は 細 胞 内 ド メ イ ン 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン 及 び 細 胞 外 ド メ イ ン を
含 む 。 機 能 性 ド メ イ ン は 細 胞 外 結 合 性 ド メ イ ン （ そ れ を 通 じ て  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ
ペ プ チ ド は 外 的 可 溶 性 分 子 又 は 細 胞 結 合 型 レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る ） 及 び 細 胞 内 シ グ ナ
ル 変 換 ド メ イ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ 及 び 近 縁 リ ガ ン ド の 発 現 は 細 胞 タ イ プ 及 び 活 性 化 状 況 に 依 存 す る
。 実 施 例 ８ 参 照 の こ と 。 最 も 顕 著 に は 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ は 一 部 の  PMA／ イ オ ノ マ イ
シ ン 活 性 化 Ｂ 細 胞 系 上 で 容 易 に 検 出 さ れ る 。  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ は 新 鮮 な 休 止 Ｂ 細 胞 上
に は 実 質 的 に 存 在 し な い 。  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ は HLTV－ １ 感 染 Ｔ 細 胞 上 で も 発 現 し 、 そ
し て 一 定 の 環 境 に お い て は そ の 他 の Ｔ 細 胞 タ イ プ 上 に 感 染 し う る 。 実 施 例 ８ 参 照 の こ と 。
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【 ０ ０ ９ ３ 】
　  ACT－ ４ レ セ プ タ ー （ 活 性 化 CD４ +  細 胞 上 に 優 先 的 に 発 現 さ れ る ） に 対 す る  ACT－ ４ －
Ｌ リ ガ ン ド （ 活 性 化 Ｂ 細 胞 上 で 発 現 ） の 親 和 力 は 、 リ ガ ン ド と レ セ プ タ ー と の 間 で の 相 互
作 用 が CD４ +  Ｔ 細 胞 及 び ／ 又 は Ｂ 細 胞 の 活 性 化 ／ 分 解 に お い て 機 能 し う る こ と を 示 唆 す る
。 CD４ +  Ｔ 細 胞 及 び Ｂ 細 胞 の 双 方 の 活 性 化 は 抗 原 特 異 的 及 び 非 特 異 的 刺 激 を 必 要 と す る 多
段 階 過 程 で あ る こ と が 知 ら れ る 。  ACT－ ４ と  ACT－ ４ － Ｌ と の 相 互 作 用 は 、 こ れ ら の 抗 原
を 担 持 す る 対 応 の 細 胞 の 一 方 又 は 双 方 に 対 し て 有 効 な 非 抗 原 性 特 異 的 刺 激 を 構 成 す る よ う
で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ の 刺 激 は 例 え ば リ ガ ン ド － レ セ プ タ ー 結 合 が リ ガ ン ド 及 び ／ 又 は レ セ プ タ ー に お け る
細 胞 内 ド メ イ ン に お い て 酵 素 活 性 を 誘 引 す る と き に 検 出 さ れ る 。 そ の 活 性 は 対 応 の 細 胞 の
一 方 又 は 双 方 に お け る 代 謝 現 象 の カ ス ケ ー ド を 開 始 さ せ る 。 他 方 、 こ の 刺 激 は 間 接 的 な も
の で あ っ て よ い 。 例 え ば 、  ACT－ ４ と  ACT－ ４ － Ｌ と の 相 互 作 用 は 、 そ の 他 の リ ガ ン ド －
レ セ プ タ ー ペ ア ー 間 の 細 胞 相 互 作 用 の 起 き 易 さ を 高 め う る か 、 又 は 白 血 球 の 局 在 化 又 は 泳
動 を コ ン ト ロ ー ル し う る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　  ACT－ ４ と  ACT－ ４ － Ｌ と の 相 互 作 用 は 、 そ の 他 の Ｔ H  － Ｂ 細 胞 レ セ プ タ ー ／ リ ガ ン ド
ペ ア ー 、 例 え ば CD２ /LFA－ ３ （ Moingeonら 、 Nature 339 : 314 (1988))、 CD４ /MHCク ラ ス
II（ Doyle &Stominger, Nature 330 : 256-259 (1987)) 、  LFA－ １ ／ ICAM－ Ｉ ／ ICAM－
２ （ Makgoba ら 、 Nature 331 : 86-88 (1988) 及 び Stauntonら 、 Nature 339 : 61-64 (19
89) 及 び B7／ CD28（ Linsley ら 、 J. Exp. Med. 173 : 721-730 (1991))の 結 合 と 一 緒 に 作
用 し う る 。  ACT－ ４ /ACT－ ４ － Ｌ 相 互 作 用 は CD４ +  Ｔ 細 胞 及 び ／ 又 は Ｂ 細 胞 に 対 す る 可 溶
性 分 子 の 結 合 に よ り 高 ま っ た り 低 ま っ た り も し う る 。 同 様 に 、 可 溶 性 分 子 は サ イ ト カ イ ン
、 例 え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン IL－ １ か ら IL－ 13、 腫 瘍 壊 死 因 子 α 及 び β 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン
α ， β 及 び γ 、 腫 瘍 壊 死 因 子 ベ ー タ ー (TFG－ β ） 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ CSF)、 並 び に 顆 粒
単 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM－ CSF)で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 あ る 状 況 に お け る 一 定 の Ｔ 細 胞 サ ブ タ イ プ 上 の  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド の 発 現 は  ACT－ ４
/ACT－ ４ － Ｌ 相 互 作 用 に 関 す る 追 加 の 又 は 代 替 の 機 能 を 授 け う る 。 例 え ば 、 ヒ ト 免 疫 不 全
ウ ィ ル ス （ HIV)又 は そ の 他 の ウ ィ ル ス 及 び 病 原 体 に よ る Ｔ 細 胞 の 感 染 効 率 は 、  ACT－ ４ も
し く は  ACT－ ４ － Ｌ に よ り 、 又 は こ れ ら ２ つ の 間 の 相 互 作 用 に よ り 影 響 さ れ う る 。 更 に 、
 ACT－ ４ 及 び  ACT－ ４ － Ｌ は 同 種 の 細 胞 （ 例 え ば 活 性 化 CD４ +  Ｔ 細 胞 ） に よ り 発 現 さ れ う
る 。 こ の よ う な 状 況 に お い て 、 レ セ プ タ ー と リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 は そ の 対 応 の 細 胞 の 増
殖 及 び 活 性 化 状 態 に 影 響 を 及 ぼ し う る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド の 実 質 的 に １ 又 は 複 数 の 機 能 性 ド メ イ ン （ 例 え ば 細
胞 外 ド メ イ ン ） を 含 ん で 成 る フ ラ グ メ ン ト 又 は 類 似 体 は 異 種 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 融 合 又
は 連 結 せ し め て よ く 、 こ れ に よ り 得 ら れ る 融 合 タ ン パ ク 質 は  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ
プ チ ド 及 び ／ 又 は 融 合 パ ー ト ナ ー に よ り 授 け ら れ る （ １ 又 は 複 数 種 の ） 機 能 特 性 を 示 す 。
適 当 な 融 合 パ ー ト ナ ー は 前 述 の Ｉ 章 に 記 載 し て あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド は 対 応 の  ACT－ ４ レ セ プ タ ー を ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製
す る の に 利 用 で き る 。  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド は 第 ２  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド 又
は  ACT－ ４ レ セ プ タ ー の 作 動 因 子 又 は 拮 抗 因 子 と し て も 有 用 で あ り 、 そ し て 前 掲 の VII 章
に 記 載 し た 治 療 法 に お い て 利 用 で き る 。  ACT－ ４ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド は  ACT－ ４ 及 び ／
又 は  ACT－ ４ － Ｌ の 作 動 因 子 及 び 拮 抗 因 子 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お
い て も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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III ． ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法
Ａ ． 組 換 技 術



　 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ に 示 す  ACT－ ４ － ｈ － １ の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 、 並 び に
そ の 他 の  ACT－ ４ レ セ プ タ ー 変 異 体 に つ い て の 対 応 の 配 列 は 、 全 長  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の フ ラ グ メ ン ト の 製 造 を 可 能 に す る 。 同 様 に 、  ACT
－ ４ － Ｌ － ｈ － １ の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び そ の 他 の  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド に つ い
て の 対 応 の 配 列 は 全 長 及 び フ ラ グ メ ン ト リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 を 可 能 に す る 。 か か
る ポ リ ペ プ チ ド は  ACT－ ４ 又 は  ACT－ ４ － Ｌ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は こ れ ら の
い づ れ か の フ ラ グ メ ン ト 及 び 類 似 体 の 発 現 に よ り 原 核 又 は 真 核 宿 主 細 胞 に お い て 製 造 さ れ
う る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ し た DNA 配 列 は 、 そ の 配 列 を 発 現 ベ ク タ ー の 中 の 発 現 コ ン ト ロ ー ル 配 列 に
作 用 可 能 的 に 連 結 （ 即 ち 、 発 現 コ ン ト ロ ー ル 配 列 が 確 実 に 機 能 す る よ う に 配 置 ） さ れ る と
、 宿 主 の 中 で 発 現 さ れ る 。 発 現 ベ ク タ ー は 一 般 に エ ピ ソ ー ム と し て 又 は 宿 主 染 色 体 DNA の
組 込 部 と し て 宿 主 生 物 の 中 で 複 製 可 能 で あ る 。 一 般 に 、 発 現 ベ ク タ ー は 所 望 の DNA 配 列 で
形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 検 出 及 び ／ 又 は 選 択 を 可 能 と す る た め に 選 択 マ ー カ ー 、 例 え ば テ ト
ラ サ イ ク リ ン 耐 性 又 は ヒ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 を 含 む で あ ろ う （ 例 え ば 米 国 特 許 第  4,704,362
号 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 Ｅ ． コ リ （ E. coli)は 本 発 明 の DNA 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 有 用 な 一 の 原 核 宿 主
で あ る 。 利 用 に 適 す る そ の 他 の 微 生 物 宿 主 に は バ チ ル ス 属 （ bacilli)、 例 え ば バ チ ル ス ・
ス ブ チ リ ス （ B. subtilis)、 及 び そ の 他 の 腸 内 細 菌 、 例 え ば サ ル モ ネ ラ （ Salmonella) 、
セ ラ チ ア （ Serratia) 及 び 様 々 な シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas)種 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の
原 核 宿 主 に お い て 発 現 ベ ク タ ー を 作 る こ と も で き 、 こ れ は 一 般 に 宿 主 細 胞 に 適 応 す る 発 現
コ ン ト ロ ー ル 配 列 （ 例 え ば 複 製 起 点 ） を 含 む で あ ろ う 。 更 に 、 任 意 の 数 の 様 々 な 公 知 の プ
ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 ト リ プ ト フ ァ ン （ trp)プ ロ モ ー タ ー 系 、 ベ
ー タ ー ラ ク タ マ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 系 、 又 は フ ァ ー ジ ラ ム ダ 由 来 の プ ロ モ ー タ ー 系 が 存 在 し
て い る で あ ろ う 。 こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー は 一 般 に 、 任 意 的 に オ ペ レ ー タ ー 配 列 と 共 に 発 現
を コ ン ト ロ ー ル し 、 そ し て 転 写 及 び 翻 訳 を 開 始 せ し め る た め の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 配 列 等
を 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 そ の 他 の 微 生 物 、 例 え ば 酵 母 も 発 現 の た め に 利 用 で き う る 。 発 現 コ ン ト ロ ー ル 配 列 、 例
え ば プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ３ － ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ 又 は そ の 他 の 解 糖 酵 素 に 係 る
プ ロ モ ー タ ー 、 並 び に 複 製 起 点 、 タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 配 列 等 を 所 望 通 り に 有 す る 適 当 な ベ ク
タ ー を 伴 う サ ッ カ ロ マ イ セ ス （ Saccharomyces)が 好 適 な 宿 主 で あ る 。 通 常 は バ キ ュ ロ ウ ィ
ル ス （ baculovirus)に 由 来 す る 適 当 な ベ ク タ ー を 伴 う 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば SF９ ） も  ACT－ ４
レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る た め に 適 す る 。 Luckowら 、 Bio/Technolo
gy 6 : 47-55 (1988) を 参 照 の こ と （ 引 用 す る こ と で 本 明 細 書 に 組 入 れ る ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 高 等 真 核 哺 乳 動 物 組 織 細 胞 培 養 物 も 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 及 び 製 造 す る た め に 用
い て よ い （ Winnacker, From Genes to Clones (VCH Publishers, NY, NY, 1987)（ 引 用 す
る こ と で 本 明 細 書 に 組 入 れ る ） を 参 照 の こ と 。 真 核 細 胞 が 実 際 に は 好 適 で あ り 、 な ぜ な ら
ヒ ト タ ン パ ク 質 を 分 泌 及 び 自 生 的 に 改 質 で き る 多 く の 適 当 な 宿 主 細 胞 系 が 当 業 界 に お い て
開 発 さ れ て い る か ら で あ る 。 そ れ に は CHO 細 胞 系 、 様 々 な COS 細 胞 系 、 HeLa細 胞 、 ミ エ ロ
ー マ 細 胞 系 、 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ れ ら の 細 胞 に つ い て の 発 現 ベ ク タ ー に は 発 現 コ ン ト ロ ー ル 配 列 、 例 え ば 複 製 起 点 、 プ
ロ モ ー タ ー （ 例 え ば HSV tkプ ロ モ ー タ ー 又 は pgk(ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ ） プ ロ モ ー
タ ー ） 、 エ ン ハ ン サ ー (Queenら 、 Immunol. Rev. 89 : 49 (1986))、 並 び に 必 須 の プ ロ セ
シ ン グ 情 報 部 位 、 例 え ば リ ボ ソ ー ム 結 合 性 部 位 、 RNA ス プ ラ イ ス 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部
位 （ 例 え ば SV40大 型 Ｔ  Ag ポ リ Ａ 付 加 部 位 ） 及 び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 が 含 ま れ て い て
よ い 。
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【 ０ １ ０ ５ 】
　 好 適 な 発 現 コ ン ト ロ ー ル 配 列 は イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 由 来 の プ ロ モ ー タ ー 、 SV40、 ア
デ ノ ウ ィ ル ス 、 牛 パ ピ ロ マ ウ ィ ル ス 等 に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 注 目 の DNA セ グ メ
ン ト (ACT－ ４ レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド ） を 含 む ベ ク タ ー は 公 知 の 方 法 に よ り
宿 主 細 胞 に 移 入 で き 、 そ れ は 細 胞 宿 主 の タ イ プ に 依 存 し う る 。 例 え ば CaCl 2  ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン が 原 核 細 胞 の た め に 一 般 に 利 用 さ れ 、 一 方 そ の 他 の 細 胞 宿 主 の た め に は CaPO 4  処
理 又 は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン が 利 用 さ れ う る 。 ベ ク タ ー は エ ピ ソ ー ム と し て 、 又 は 宿 主
染 色 体 に 組 入 れ て 存 在 し て よ い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　
　 天 然  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 如 く の 慣
用 の 技 術 に よ り 単 離 さ れ る 。 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 事 前 に 精
製 し て お い た  ACT－ ４ － ｈ － １ に 対 し て 生 起 さ せ 、 そ し て 公 知 の 技 術 に よ っ て 適 当 な ア フ
ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 付 加 さ せ る 。 例 え ば Hudson & Hay, PracticalImmunolgy (Blackwell 
Scientific Publications, Oxfurd, UK, 1980) 第 ８ 章 を 参 照 の こ と （ 引 用 す る こ と で 本
明 細 書 に 組 入 れ る ） 。 例 え ば 、 抗 －  ACT－ ４ － ｈ － １ は そ の Fcド メ イ ン を ホ モ 二 価 架 橋 剤
、 例 え ば ジ メ チ ル ピ メ リ ミ デ ー ト と 架 橋 さ せ る こ と を 介 し て プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス カ
ラ ム に 固 定 化 で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 次 い で 細 胞 抽 出 物 を カ ラ ム に 通 し 、 そ し て  ACT－ ４ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 を カ ラ ム に 特
異 的 に 結 合 さ せ 、 例 え ば  0.5Ｍ の パ イ ロ ジ ェ ン 酸 pH2.5 で 溶 出 さ せ る 。 通 常 、  ACT－ ４ レ
セ プ タ ー の イ ン タ ク ト 形 態 が か か る 単 離 技 術 に よ り 得 ら れ る 。 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト は イ
ン タ ク ト 分 子 の 化 学 的 （ 例 え ば 臭 化 シ ア ン ） 又 は 酵 素 解 裂 （ 例 え ば Ｖ δ プ ロ テ ア ー ゼ 又 は
ト リ プ シ ン ） に よ り イ ン タ ク ト  ACT－ ４ レ セ プ タ ー か ら 作 り 上 げ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 天 然  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド は 類 似 の 手 法 を 利 用 し て 精 製 で き る が 、 た だ し
ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 は  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ に 特 異 的 な 抗 体 と す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　
　 他 方 、  ACT－ ４ 又 は  ACT－ ４ － Ｌ ポ リ ペ プ チ ド は 化 学 的 な 方 法 に よ り 合 成 で き る か 、 又
は 翻 訳 を 誘 導 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鋳 型 を 利 用 す る イ ン ビ ト ロ 翻 訳 系 に よ り 製 造 さ れ る 。
ポ リ ペ プ チ ド の 化 学 合 成 及 び イ ン ビ ト ロ 翻 訳 の た め の 方 法 は 当 業 界 に 公 知 で あ り 、 そ し て
Berger & Kimmel, Methods in Enzymology、 第  152巻 、 Gnide to Molecular Cloning Tec
hniques Academic Press, Inc., San Diego, CA, 1987 に 更 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】

　
　 実 施 例 ５ は  ACT－ ４ － ｈ － １ と 命 名 し た  ACT－ ４ レ セ プ タ ー の cDNAク ロ ー ン に つ い て の
核 酸 配 列 デ ー タ ー を 提 供 す る 。 こ の 配 列 は 翻 訳 領 域 並 び に ３ ’ 及 び ５ ’ フ ラ ン キ ン グ 領 域
の 双 方 を 含 む 。 こ の 配 列 デ ー タ ー は プ ロ ー ブ を デ ザ イ ン す る た め に 利 用 で き 、 そ の プ ロ ー
ブ に よ り そ の 他 の  ACT－ ４ レ セ プ タ ー 遺 伝 子 を 単 離 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 に は  ACT－ ４ －
ｈ － １ を コ ー ド す る ヒ ト ゲ ノ ム 遺 伝 子 、 並 び に 高 等 哺 乳 動 物 由 来 の cDNA及 び ゲ ノ ム ク ロ ー
ン 、 並 び に 対 立 形 質 及 び 非 対 立 形 質 、 並 び に こ れ ら の 遺 伝 子 の 全 て の 天 然 及 び 誘 導 化 突 然
変 異 体 が 含 ま れ る 。 詳 し く は 、 本 願 に お い て 開 示 す る 全 て の  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 全 て の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 多 く の 種 の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー が
市 販 さ れ て お り （ 例 え ば Clontech, Palo Alto, CA)、 又 は 慣 用 の 手 順 に よ り 新 規 に 単 離 で
き る 。 cDNAラ イ ブ ラ リ ー は 最 良 に は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ を 大 量 に 発 現 す る 活 性 化 CD４ +  細
胞 か ら 調 製 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 用 い る プ ロ ー ブ は 一 般 に 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ に 示 す cDNA配 列
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Ｂ ． 天 然 の  ACT－ ４ 又 は  ACT－ ４ － Ｌ ポ リ ペ プ チ ド

Ｃ ． そ の 他 の 方 法

IV． 核 酸
Ａ ．  ACT－ ４ 又 は  ACT－ ４ － Ｌ 核 酸 の ク ロ ー ニ ン グ



の お よ そ 少 な く と も 24個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 （ 又 は そ の 相 補 体 ） を 含 ん で 成 る 。 例
え ば 、 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ に 示 す 配 列 に 対 応 す る 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ラ ベ ル し 、 そ し
て 例 え ば λ EMBL４ 又 は λ GEM11(Promega Corporation, Madison, WI)の 中 の ヒ ト ゲ ノ ム ク
ロ ー ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー
ブ と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 プ ラ ー ク リ フ ト を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 一 般 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 （ Be
nton & Davis, Science 196 : 180 (1978)) は 、 50％ の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ５ × の SSC 又
は SSPE， １ ～ ５ × の デ ン ハ ー ツ 溶 液 、  0.1～ １ ％ の SDS, 100～ 200 μ ｇ の 剪 断 異 種 DNA 又
は tRNA， ０ ～ 10％ の 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 約 １ × 10 8 cpm／ μ ｇ の 比 活 性 を 有 す る １ × 10 5  ～
１ × 10 7 cpm／ mlの 変 性 プ ロ ー ブ 、 並 び に 42℃ で 約 ６ ～ 36時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン と し て
よ い 。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 本 質 的 に 同 一 で あ る が 、 た だ し プ ロ ー ブ を 含 ま
せ ず 、 そ し て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を 一 般 に 短 く す る 。 洗 浄 条 件 は 一 般 に １ ～ ３ × の SS
C, 0.1～ １ ％ の  SDS, 50～ 70℃ と し 、 洗 浄 溶 液 を 約 ５ ～ 30分 で 変 換 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 条 件 は 一 般 に 、 高 度 同 系 又 は 非 対 立 形 質 変 異 体 の 単 離 に 関 し て は 、 例 え
ば  ACT－ ４ － ｈ － １ の ヒ ト ゲ ノ ム ク ロ ー ン に と っ て の そ れ よ り も 弱 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー
と す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 他 方 、 プ ロ ー ブ は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR)を 採 用 す る 方 法 に よ り  ACT－ ４ レ セ プ タ
ー 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る の に 利 用 で き る 。 PCR 増 幅 は 例 え ば PCR Technology : Princ
iples and Applications for DNA Amplification (編  H. A. Erlich, Freeman Press, NY
, NY, 1992) ; PCR Protocols : A Guide to Methods and Applications(編  Innisら 、 Ac
ademic Press, San Diego, CA, 1990) ; Mattilaら 、 Nucleic Acids Res. 19 : 4967 (19
91) ; Eckert, K. A and Kunkel, T. A., PCR Methods and Applications 1 : 17 (1991)
 ; PCR (編  McPhersonら 、 IRL Press, Oxford)； 及 び 米 国 特 許 第  4,683,202号 に 記 載 さ れ
て い る （ こ れ ら は 引 用 す る こ と で 本 明 細 書 に 組 入 れ る ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 他 方 、 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ に 示 す 配 列 全 体 又 は 一 部 に 対 応 す る 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 化 学 合 成 に よ っ て 構 築 さ れ う る 。 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、 欠 失 及 び
付 加 を 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 中 に 組 入 れ る こ と が で き る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異
は 、 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 、 様 々 な  ACT－ ４ レ セ プ タ ー 対 立 形 質 の 配 列 多 形 性 、 微 細 な 配 列 決
定 誤 差 に 由 来 し 得 、 又 は 照 射 も し く は EMS に 対 す る 曝 露 を 利 用 す る コ ー ド 核 酸 の ラ ン ダ ム
突 然 変 異 に よ り 、 又 は 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 も し く は 近 代 分 子 生 物 学 の そ の 他 の 技 術 に
よ り 操 作 し て 変 化 さ せ る こ と に よ り 導 入 す る こ と が で き う る 。 Sambrookら 、 Molecular Cl
oning : A Laboratory Manual (C. S. H. P. Press, NY第 ２ 版 、 1989） （ 引 用 す る こ と で
本 明 細 書 に 組 入 れ る ） を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 機 能 性 ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る よ う に 転 写 及 び 翻 訳 さ れ る こ と の で き る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 に 関 し て 、 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 は 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る い く つ か の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を も た ら す 。 本 発 明 は か か る 配 列 全 て を 含 む 。 一 般 に 、 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、 欠 失
及 び 付 加 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ に 示 す  ACT－ ４ － ｈ － １ の
配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 能 力 を 実 質 的 に 破 綻 し
な い も の で あ る べ き で あ る 。 一 般 に 、  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 天 然  ACT－ ４ レ
セ プ タ ー 配 列 （ 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ ） と 実 質 的 に 同 一 で あ る 少 な く と も 25個 の 連 続 ヌ ク レ
オ チ ド を 含 ん で 成 り 、 よ り 通 常 に は  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 天 然 の  ACT－
４ レ セ プ タ ー 配 列 と 実 質 的 に 同 一 で あ る 少 な く と も 50～ 100 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん
で 成 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 図 ５ － １ ～ 図
５ － ２ に 示 す  ACT－ ｈ － １ 配 列 由 来 の 約 10， 15， 25， 50又 は 100 連 続 塩 基 ） 、 例 え ば ハ イ
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ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 用 及 び PCR(又 は LCR)プ ラ イ マ ー 用 の も の で あ っ て よ い 。  ACT
－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 転 写 を 促 進 す る 配 列 （ 発 現 配 列 ） 及 び コ ー ド 配 列
の 翻 訳 を 促 進 す る 配 列 を 含 む 大 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 を 含 ん で 成 っ て よ く 、 こ れ に よ
り コ ー ド 化 ポ リ ペ プ チ ド 生 成 物 が 生 成 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 か か る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 構 築 は 当 業 界 に 公 知 で あ り 、 そ し て Sambrookら 、 前 掲 （ C. S
. H. P. Press, NY 第 ２ 版 、 1989) に 更 に 記 載 さ れ て い る 。  ACT－ ４ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ
チ ド は 、 別 の タ ン パ ク 質 （ 例 え ば グ ル タ チ オ ン 　 Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト
シ ダ ー ゼ 又 は イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Fcド メ イ ン ） を コ ー ド す る 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と イ
ン ・ フ レ ー ム で 融 合 し て 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を コ ー ド さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば Byrn
ら 、 Nature, 344 : 667-670 (1990)を 参 照 の こ と ） （ 引 用 す る こ と で 本 明 細 書 に 組 入 れ る
） 。
【 ０ １ １ ８ 】
　  ACT－ ４ － Ｌ 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 プ ロ ー ブ デ ザ イ ン の た め の 出 発 材 料 と し て 図
10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 す  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １  cDNA 配 列 を 用 い 、 類 似 の 手 法 に よ り 製 造
で き る 。  ACT－ ４ － Ｌ 遺 伝 子 に は 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ を コ ー ド す る ヒ ト ゲ ノ ム 遺 伝 子
、 対 立 形 質 及 び 非 対 立 形 質 変 異 体 、 高 度 同 系 変 異 、 並 び に こ れ ら の 遺 伝 子 全 て の 天 然 及 び
誘 導 型 突 然 変 異 体 が 含 ま れ る 。 詳 し く は 、 本 願 に お い て 開 示 す る 全 て の  ACT－ ４ － Ｌ ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 全 て の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト （ ゲ ノ ム 、 cDNA又 は 合 成 型 ） を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 天 然 配 列 の 突 然 変 異 を 有 す る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト に お い て 、 一 般 に 突 然 変 異 は ス ト リ ン ジ
ェ ン シ ー 条 件 下 で  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る  ACT－
４ － Ｌ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 能 力 を 実 質 的 に 破 綻 し な い で あ ろ う 。  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 す  ACT－ ４ －
Ｌ － ｈ － １ 配 列 由 来 の 約 10, 15, 25, 50又 は 100 連 続 塩 基 ） で あ っ て よ く 、 例 え ば ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 用 及 び PCR(又 は LCR)プ ラ イ マ ー 用 の も の で あ っ て よ い 。  ACT－
４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、  ACT－ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し て 説 明 し
た 通 り 、 大 型 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 を 含 ん で 成 っ て よ い 。
【 ０ １ ２ ０ 】

　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て は 、  ACT－ ４ 及 び  ACT－ ４ － Ｌ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗
体 が 供 給 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　
　 抗 体 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 典 型 的 に は 、 ４ 種 の 共 有 結 合 さ れ た ペ プ チ ド 鎖 か ら 構 成 さ れ
る 。 た と え ば 、 IgG 抗 体 は ２ 種 の Ｌ 鎖 及 び ２ 種 の Ｈ 鎖 を 有 す る 。 個 々 の Ｌ 鎖 は Ｈ 鎖 に 共 有
結 合 さ れ て い る 。 他 方 、 個 々 の Ｈ 鎖 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ン ホ ー メ ー シ ョ ン と し て も 知 ら
れ て い る “ Ｙ ” 配 置 を 形 成 す る た め に 他 に 共 有 結 合 さ れ る 。 そ れ ら の 分 子 の フ ラ グ メ ン ト
、 又 は Ｈ 又 は Ｌ 鎖 の み で さ え 、 抗 原 を 結 合 す る こ と が で き る 。 抗 体 、 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト
、 及 び 個 々 の 鎖 は ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と し て も 本 明 細 書 に お い て 言 及 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 通 常 の 抗 体 Ｈ 又 は Ｌ 鎖 は 、 Ｎ － 末 端 （ NH 2 )可 変 （ Ｖ ） 領 域 及 び Ｃ － 末 端 （ － COOH） 不 変
（ Ｃ ） 領 域 を 有 す る 。 Ｈ 鎖 可 変 領 域 は 、 Ｖ H  （ た と え ば Ｖ γ も 包 含 す る ） と し て 言 及 さ れ
、 そ し て Ｈ 鎖 可 変 領 域 は Ｖ L  （ Ｖ γ 又 は Ｖ λ も 包 含 す る ） と し て 言 及 さ れ る 。 可 変 領 域 は
抗 体 の 同 起 源 抗 原 に 結 合 す る 分 子 の 一 部 で あ り 、 そ し て Ｆ C  領 域 （ Ｃ 領 域 の 第 ２ 及 び 第 ３
ド メ イ ン ） は 抗 体 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 （ た と え ば 補 体 固 定 化 、 オ プ ソ ニ ン 作 用 化 ） を 決 定
す る 。 完 全 な 長 さ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 又 は 抗 体 “ Ｌ 鎖 ” （ 一 般 的 に 25KDa 、 約  214個 の ア ミ
ノ 酸 ） は 、 Ｎ － 末 端 で 可 変 領 域 遺 伝 子 （ 一 般 的 に は 約  110個 の ア ミ ノ 酸 ） 及 び COOH－ 末 端
で κ （ カ ッ パ ） 又 は λ （ ラ ム ダ ） 不 変 領 域 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
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Ｖ ． 抗 体 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ

Ａ ． 抗 体 の 一 般 的 な 特 徴



　 完 全 な 長 さ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 又 は 抗 体 “ Ｈ 鎖 ” （ 一 般 的 に は 約 50Kd、 約  446個 の ア ミ ノ
酸 ） は 、 同 様 に 、 可 変 領 域 遺 伝 子 （ 一 般 的 に は 約  116個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ） 及 び 不
変 領 域 遺 伝 子 の １ つ 、 た と え ば γ 遺 伝 子 （ 約  330個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ） に よ り コ ー
ド さ れ る 。 典 型 的 に は 、 “ Ｖ L  ” は Ｖ L  及 び ／ 又 は Ｊ L  （ Ｊ 又 は 連 結 領 域 ） 遺 伝 子 セ グ メ
ン ト に よ り コ ー ド さ れ る Ｌ 鎖 の 一 部 を 含 み 、 そ し て “ Ｖ H  ” は Ｖ H  及 び ／ 又 は Ｄ H  （ Ｄ 又
は 多 様 化 領 域 ） 及 び Ｊ H  遺 伝 子 セ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ る Ｈ 鎖 の 一 部 を 含 む で あ ろ う
。 一 般 的 に は 、 Roitt et al., Immunology (2d ed. 1989), Chaptor 6 及 び Paal, Fondam
ental Immunology (Raven Press, 2d ed., 1989)（ そ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま
れ る ） を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｌ 又 は Ｈ 鎖 可 変 領 域 は 、 相 補 性 決 定 領 域 又 は CDRと も 呼 ば れ る ３ 種 の 超
可 変 領 域 に よ り 中 断 さ れ て い る “ 骨 格 ” 領 域 か ら 成 る 。 骨 格 領 域 及 び CDR の 程 度 は 定 義 さ
れ て い る （ Kabat et al. (1987),“ Sequences of Protein of Immunological Interest,
” U. S. Department of Health and Human Services ; Chothia et al., J. Mol. Biol. 
196 : 901-917 (1987)（ そ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と ） 。 異
な っ た Ｌ 又 は Ｈ 鎖 の 骨 格 領 域 の 配 列 は 比 較 的 、 種 内 に 保 存 さ れ る 。 抗 体 の 骨 格 領 域 、 す な
わ ち 構 成 成 分 で あ る Ｌ 及 び Ｈ 鎖 の 組 合 さ れ た 骨 格 領 域 は 立 体 空 間 に お い て CDR を 位 置 付 け
、 そ し て 整 列 す る よ う に 作 用 す る 。 CDR は 抗 原 の エ ピ ト ー プ へ の 結 合 を 主 に 担 当 し て い る
。 CDR は 典 型 的 に は 、 Ｎ － 末 端 か ら 順 に 出 発 し て 番 号 を 付 け ら れ て い る 、 CDR1, CDR2、 及
び CDR3と し て 言 及 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 Ｃ H  と し て も 知 ら れ て い る 、 Ｈ 鎖 分 子 の 不 変 領 域 は 抗 体 の イ ソ タ イ プ を 決 定 す る 。 抗 体
は 、 Ｈ 鎖 イ ソ タ イ プ に 依 存 し て IgM, IgD, IgG, IgA及 び IgE と し て 言 及 さ れ る 。 イ ソ タ イ
プ は そ れ ぞ れ 、 Ｈ 鎖 不 変 領 域 の ミ ュ ー （ μ ） 、 デ ル タ （ δ ） 、 ガ ン マ （ γ ） 、 ア ル フ ァ （
α ） 及 び エ プ シ ロ ン （ ε ） セ グ メ ン ト に コ ー ド さ れ て い る 。 さ ら に 、 多 く の γ サ ブ タ イ プ
が 存 在 す る 。 ２ 種 の タ イ プ の Ｌ 鎖 、 す な わ ち κ 及 び λ が 存 在 す る 。 そ れ ら の サ ブ タ イ プ の
決 定 基 の 典 型 的 に は 、 一 般 的 に は Ｃ L  と し て も 言 及 さ れ 、 そ し て 特 に Ｃ κ 又 は Ｃ λ と し て
言 及 さ れ る 、 Ｌ 鎖 の 不 変 領 域 に 存 在 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 Ｈ 鎖 イ ソ タ イ プ は 抗 体 の 異 な っ た エ フ ェ ク タ ー 機 能 、 た と え ば オ プ ソ ニ ン 作 用 又 は 補 体
固 定 を 決 定 す る 。 さ ら に 、 Ｈ 鎖 イ ソ タ イ プ は 、 抗 体 の 分 泌 さ れ た 形 を 決 定 す る 。 分 泌 さ れ
た IgG, IgD及 び IgE イ ソ タ イ プ は 典 型 的 に は 、 単 一 の 単 位 又 は モ ノ マ ー 形 で 見 出 さ れ る 。
分 泌 さ れ た IgM イ ソ タ イ プ は ペ ン タ マ ー 形 で 見 出 さ れ ； 分 泌 さ れ た IgA は モ ノ マ ー 及 び ダ
イ マ ー の 両 形 で 見 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　
　  ACT－ ４ 受 容 体 、  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド 又 は そ れ ら の い づ れ か の 結 合 フ ラ グ メ ン ト の い
づ れ か を 結 合 す る 抗 体 は 、 種 々 の 手 段 で よ り 生 成 さ れ 得 る 。 非 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
た と え ば ネ ズ ミ 、 ラ ッ ト 、 等 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 は 良 く 知 ら れ て お り 、 そ し て た
と え ば  ACT－ ４ 受 容 体 又 は そ の リ ガ ン ド 、 又 は そ れ ら の い づ れ か の 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト
を 含 む 調 製 物 に よ り 動 物 を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 特 に 、 組 換 え  ACT－ ４
又 は  ACT－ ４ － Ｌ 遺 伝 子 に よ り 安 定 し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 そ し て  ACT－ ４ 受 容 体 又
は そ れ ら に 対 す る リ ガ ン ド を そ れ ら の 細 胞 表 面 上 に 発 現 す る 細 胞 が 特 に 免 疫 原 と し て 有 用
で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 免 疫 化 さ れ た 動 物 か ら 得 ら れ る 抗 体 産 生 細 胞 は 不 滅 化 さ れ 、 そ し て  ACT－ ４ 受 容 体 又 は
そ れ ら の リ ガ ン ド に 結 合 す る 抗 体 の 生 成 の た め に ス ク リ ー ン さ れ る 。 Harlow & Lane, Ant
ibodies, A Laboratory Manual (C. S. H. P. NY, 1988) （ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま
れ る ） を 参 照 の こ と 。  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ に 実 質 的 に 類 似 す る か 又 は 同 一 の 一 次 ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 多 く の ネ ズ ミ 抗 体 が 、 Tozawa et al., Int. J. Cance
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r 41 : 231-238 (1988) ; Tanaka et al., Int. J. Cancer36 : 549-555 (1985) （ 引 用
に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） に よ り 論 ぜ ら れ て い る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 の た め の い く つ か の 技 法 は ま た 、 記 載 さ れ て い る が 、 し
か し 一 般 的 に は 、 ネ ズ ミ 技 法 よ り も 一 層 厄 介 で 且 つ す べ て の 抗 原 に 適 用 で き な い 。 た と え
ば 、 Larrick et al.,ア メ リ カ 特 許 第  5,001,065号 （ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ）
を 参 照 の こ と 。 種 々 の 抗 原 に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る た め に 都 合 良 く 使
用 さ れ て 来 た １ つ の 技 法 は 、 Ostberg et al.(1983), Hybridoma 2 : 361-367, Ostberg.,
ア メ リ カ 特 許 第  4,634,664号 及 び Engleman et al.,ア メ リ カ 特 許 第  4,634,666号 （ こ れ ら
は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） の ト リ オ ー マ （ trioma) 方 法 論 で あ る 。 こ の 方 法 に
よ り 得 ら れ る 抗 体 産 生 細 胞 系 は ト リ オ ー マ と し て 呼 ば れ る 。 な ぜ な ら ば 、 そ れ ら は ３ 種 の
細 胞 、 す な わ ち ２ 種 の ヒ ト 及 び １ 種 の マ ウ ス 細 胞 か ら 由 来 し て い る か ら で あ る 。 ト リ オ ー
マ は 、 ヒ ト 細 胞 か ら 製 造 さ れ る 通 常 の ハ イ ブ リ ド ー マ よ り も 一 層 安 定 し て 抗 体 を 生 成 す る
こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 他 の ア プ ロ ー チ は 、 組 換 え DNA 技 法 に よ り ヒ ト 不 変 領 域 に 非 ヒ ト 抗 体 の CDR 領 域 を 連 結
す る こ と に よ っ て ヒ ト 適 合 化 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 生 成 で あ る 。 Queen et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 86 : 10029-10033 (1989)及 び WO 90/07861(引 用 に よ り 本 明 細 書 に
組 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と 。 ヒ ト 適 合 化 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 実 質 的 に ヒ ト 免 疫 グ ロ
ブ リ ン か ら の 可 変 領 域 骨 格 残 基 （ 受 容 体 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 称 す る ） 及 び 実 質 的 に マ ウ ス 免
疫 グ ロ ブ リ ン 、 た と え ば L106抗 体 （ 例 １ を 参 照 の こ と ） か ら の 相 補 性 決 定 領 域 （ ド ナ ー 免
疫 グ ロ ブ リ ン と 称 す る ） を 有 す る 。 不 変 領 域 は 、 存 在 す る な ら 、 実 質 的 に ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ
リ ン か ら で も あ り 得 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ヒ ト 可 変 ド メ イ ン は 通 常 、 骨 髄 配 列 が 、 CDR が 由 来 す る ネ ズ ミ 可 変 領 域 ド メ イ ン と の 高
い 程 度 の 同 一 性 を 示 す ヒ ト 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 。 Ｈ 及 び Ｌ 鎖 可 変 領 域 骨 格 残 基 は 同 じ か 又
は 異 な っ た ヒ ト 抗 体 配 列 に 由 来 す る 。 ヒ ト 抗 体 配 列 は 、 天 然 に 存 在 す る ヒ ト 抗 体 の 配 列 で
あ り 得 、 又 は い く つ か の ヒ ト 抗 体 の コ ン セ ン サ ス 配 列 で あ り 得 る 。 Carter et al., WO 92
/22653を 参 照 の こ と 。 ヒ ト 可 変 領 域 骨 格 残 基 か ら の 一 定 の ア ミ ノ 酸 が 、 CDR コ ン ホ ー メ ー
シ ョ ン 及 び ／ 又 は 抗 原 へ の 結 合 に 対 す る そ れ ら の 可 能 な 影 響 に 基 づ い て の 置 換 の た め に 選
択 さ れ る 。 そ の よ う な 可 能 な 影 響 の 研 究 は 、 特 定 位 置 で の ア ミ ノ 酸 の 特 徴 の モ デ ル 試 験 、
又 は 特 定 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 又 は 変 異 誘 発 の 効 果 の 経 験 的 な 観 察 に よ る も の で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 た と え ば 、 ア ミ ノ 酸 が ネ ズ ミ L106可 変 領 域 骨 格 残 基 と 選 択 さ れ た ヒ ト 可 変 領 域 骨 格 残 基
と の 間 で 異 な る 場 合 、 ヒ ト 骨 格 ア ミ ノ 酸 は 通 常 、 そ の ア ミ ノ 酸 が 、
　 （ １ ） 抗 原 を 直 接 的 に 非 共 有 結 合 し て い る か 、
　 （ ２ ） CDR 領 域 に 隣 接 し て い る か 、
　 （ ３ ） さ も な け れ ば 、 CDR 領 域 （ た と え ば CDR 領 域 の 約 ３ Å 以 内 に 存 在 す る ） と 相 互 作
用 す る か 、 又 は
　 （ ４ ） Ｖ L  － Ｖ H  界 面 に 関 与 し て い る こ と が 正 当 に 予 測 さ れ る 場 合 、 マ ウ ス 抗 体 か ら の
同 等 の 骨 格 ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 さ れ る は ず で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 置 換 の た め の 他 の 候 補 体 は 、 そ の 位 置 で ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の た め に 普 通 で は な い 受 容
体 ヒ ト 骨 格 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 は 、 L106抗 体 の 同 等 の 位 置 か ら の 又 は よ り
典 型 的 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 同 等 の 位 置 か ら の ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 結 合 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る DNA 配 列 を 単 離 す る た
め の さ ら な る ア プ ロ ー チ は 、 Huse et al., Science 246 : 1275-1281 (1989) に よ り 概 略
さ れ て い る 一 般 的 な 方 法 に 従 っ て ヒ ト Ｂ 細 胞 か ら DNA ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し 、
そ し て 次 に 、 所 望 す る 特 異 性 の 抗 体 （ 又 は 結 合 フ ラ グ メ ン ト ） を コ ー ド す る 配 列 を ク ロ ー
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ニ ン グ し 、 そ し て 増 幅 す る こ と に よ る も の で あ る 。 Huseに よ り 記 載 さ れ る 手 段 は 、 フ ァ ー
ジ 表 示 技 法 を 組 合 し て よ り 効 果 的 に さ れ る 。 た と え ば Dower et al., WO 91/17271 及 び Mc
Cafferty et al., WO 92/01047を 参 照 の こ と 。 フ ァ ー ジ 表 示 技 法 は ま た 、  ACT－ ４ 受 容 体
又 は そ れ ら の リ ガ ン ド の た め に 親 和 性 を 有 す る こ と が 前 も っ て 示 さ れ て い る 抗 体 の CDR 領
域 を 変 異 誘 発 す る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 改 良 さ れ た 結 合 親 和 性 を 有 す る 抗 体 が 選 択 さ れ
る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 L106抗 体 と 同 じ エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 －  ACT－ ４ 受 容 体 抗 体 は 通 常 、 競 争 結
合 ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ る 。 そ の ア ッ セ イ は 、 ３ 成 分 、 す な わ ち  ACT－ ４ ポ リ ペ プ チ ド
（ た と え ば  ACT－ ４ － ｈ － １ ） 、 通 常 ラ ベ ル さ れ る L106抗 体 及 び 試 験 下 で の 抗 体 を 有 す る
。 し ば し ば 、  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ る 。 試 験 抗 体 は 、 そ
れ が  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る L106抗 体 の 量 を 減 じ る 場 合 、 L106抗
体 と 同 じ エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 そ の よ う な 抗 体 を 得 る た め に 必 要 な ス ク リ ー ニ ン グ の 程
度 は 、 L106に よ り 結 合 さ れ る 特 異 的 エ ピ ト ー プ が 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ る 手 段 に よ り 抗 体
を 生 成 す る こ と に よ っ て 減 じ ら れ 得 る 。 L106と 同 じ エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 は 、 L106抗
体 と 実 質 的 に （ 但 し 完 全 で は な い ） 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す こ と が で き 、 又 は L106抗 体
と は 無 関 係 な 一 次 構 造 を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 L106よ り も 異 な っ た 結 合 特 異 性 を 有 す る （ す な わ ち 異 な っ た エ ピ ト ー プ に 結 合 す る ） 抗
体 －  ACT－ ４ 受 容 体 抗 体 は 相 補 的 ア プ ロ ー チ に よ り 同 定 さ れ る 。 試 験 抗 体 は 、  ACT－ ４ 受
容 体 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る た め に L106抗 体 と 競 争 す る こ と へ の 失 敗 に つ い て ス ク リ ー ン
さ れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ の 程 度 は 、 L106に よ り 結 合 さ れ る 特 異 的 エ ピ ト ー プ を 欠 い て い る
フ ラ グ メ ン ト が 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ る 手 段 に よ り 抗 体 を 生 成 す る こ と に よ っ て 減 じ ら れ
得 る 。
　  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 選 択 さ れ た 抗 体 に 対 す る 同 じ か 又 は 異 な っ
た 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 は 、 類 似 す る 方 法 に よ り 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 CD４ +  又 は Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 刺 激 す る か 又 は 阻 害 す る 能 力 を 有 す る 抗 体 は 、 セ ク シ ョ ン
VIに 論 ぜ ら れ て い る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 同 定 さ れ 得 る 。 い く ら か の 抗 体 は 、 あ る 刺
激 （ た と え ば ア ロ 抗 原 法 で は あ る が 、 し か し マ イ ト ジ ェ ン 性 で は な く 、 又 は 逆 も 同 じ で あ
る ） に 応 じ て 活 性 化 を 選 択 的 に 阻 害 す る こ と が で き 、 そ し て 他 に 対 し て は 阻 害 し な い 。 い
く ら か の 抗 体 の 阻 害 能 力 は 、 抗 体 が 添 加 さ れ る 時 点 で の 活 性 化 の 後 の 時 間 に 依 存 す る こ と
が で き る 。 い く ら か の 抗 体 は 他 の 刺 激 に 無 関 係 に CD４ +  又 は Ｂ 細 胞 を 活 性 化 す る 能 力 を 有
す る が 、 と こ ろ が 他 の 抗 体 は PHA 又 は  PMA／ イ オ ノ マ イ シ ン に よ り 付 与 さ れ る よ う な 他 の
刺 激 の 効 能 を 増 強 す る 能 力 を 単 に 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 上 記 方 法 に よ り 単 離 さ れ た 抗 体 は 、 た と え ば 一 次 抗 体 に よ る 動 物 の 免 疫 化 に よ り 抗 － イ
デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 抗 －  ACT－ ４ 受 容 体 抗 体 の た め に は 、
一 次 抗 体 へ の 結 合 が  ACT－ ４ 受 容 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト に よ り 阻 害 さ れ る 抗 － イ デ ィ オ
タ イ プ 抗 体 が 選 択 さ れ る 。 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 及 び  ACT－ ４ 受 容 体 又 は そ の フ ラ グ メ
ン ト の 両 者 は 主 要 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 結 合 す る の で 、 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 免 疫 グ ロ ブ リ ン は
エ ピ ト ー プ の “ 内 部 像 ” を 表 わ し 、 そ し て 従 っ て 、  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド を
置 換 で き る 。  ACT－ ４ 受 容 体 を 置 換 で き る  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗
－ イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 類 似 す る ア プ ロ ー チ に よ り 生 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　
　 L106抗 体 、 又 は  ACT－ ４ 受 容 体 に 対 す る い づ れ か 他 の 選 択 さ れ た 抗 体 に よ り 結 合 さ れ る
エ ピ ト ー プ は 、  ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば  ACT－ ４ － ｈ － １ か ら の 異 な っ た
ア ミ ノ 酸 セ グ メ ン ト を 含 む フ ラ グ メ ン ト の フ ァ ミ リ ー を 提 供 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る
。 個 々 の フ ラ グ メ ン ト は 典 型 的 に は 、 少 な く と も ４ ， ６ ， ８ ， 10， 20， 50又 は  100個 の 隣
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接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で 成 る 。 集 合 的 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の フ ァ ミ リ ー は 、 完 全 な 長 さ の
 ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 多 く 又 は す べ て を 包 含 す る 。 そ の フ ァ ミ リ
ー の メ ン バ ー は 、 た と え ば L106抗 体 へ の 結 合 に つ い て 個 々 に 試 験 さ れ る 。 試 験 下 で 抗 体 に
特 異 的 に 結 合 で き る 最 少 フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配
列 を 示 す 。 類 似 す る ア プ ロ ー チ が 、  ACT－ ４ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 に よ り 結
合 さ れ る エ ピ ト ー プ を マ ッ ピ ン グ す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　
　 本 発 明 の も う １ つ の 態 様 に お い て は 、  ACT－ ４ 受 容 体 又 は そ れ ら の リ ガ ン ド に 対 す る 抗
体 の フ ラ グ メ ン ト が 供 給 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 、 少 な く と も  10 7

Ｍ 及 び よ り 典 型 的 に は 10 8  又 は  10 9 Ｍ の 親 和 性 を 有 す る 、  ACT－ ４ 受 容 体 又 は リ ガ ン ド に
対 す る 特 異 的 結 合 性 を 示 す 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 別 々 の Ｈ 鎖 、 Ｌ 鎖 Fab, Fab',Ｆ （ ab')

2 , Fabc 及 び Fvを 含 む 。 フ ラ グ メ ン ト は 、 組 換 え DNA 技 法 に よ り 、 又 は 損 な わ れ て い な い
免 疫 グ ロ ブ リ ン の 酵 素 的 又 は 化 学 的 分 離 に よ り 生 成 さ れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て は 、 免 疫 毒 素 が 供 給 さ れ る 。 免 疫 毒 素 は 、 所 望 す る 特 異 性 を 有 す
る 抗 体 に 結 合 さ れ る 毒 素 か ら 成 る キ メ ラ 化 合 物 で あ る 。 抗 体 は 毒 素 の た め の 標 的 化 剤 と し
て 作 用 す る 。 一 般 的 に は 、 Pastan et al., Cell 47 : 641-648 (1986) を 参 照 の こ と 。 毒
素 成 分 は 、 化 学 的 又 は 組 換 え DNA 技 法 に よ り 損 な わ れ て い な い 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト
に 結 合 さ れ る 。 好 ま し く は 、 毒 素 は 、 隣 接 す る タ ン パ ク 質 の 形 で 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 に 連 結
さ れ る 。 た と え ば 、 Chovnick et al., Cancer Res. 51 : 465 ; Chaudhary et al., Natu
re 339 : 394 (1989) （ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と 。 適 切 な 毒 素 成
分 の 例 は 前 記 セ ク シ ョ ン Ｉ に 列 挙 さ れ て お り 、 そ し て た と え ば The Specificity and Acti
on of Animal, Bacterial and Plant Toxins Ced. P. Cuatrecasas, Chapman Hall, Lond
on, 1976) （ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） に 概 説 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　
　 上 記 に 論 ぜ ら れ た 抗 体 及 び そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る す べ て の ハ イ ブ リ ド ー マ 、
ト リ オ ー マ 及 び 他 の 細 胞 系 は 本 発 明 に お い て 明 白 に 包 含 さ れ る 。 そ れ ら は 、 L106マ ウ ス 抗
体 を 生 成 す る 、 ATCC HB11483と し て American Type Culture Collection, Rockville, MD2
0852 に ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ い て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 系 HBL106を 含 む 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　
　  ACT－ ４ 及 び  ACT－ ４ － Ｌ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 及 び そ れ ら の 結 合 フ ラ グ メ ン ト は
、 好 ま し く は 種 々 の 組 織 に 由 来 す る ヒ ト 又 は 霊 長 類 cDNAを 含 む cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス
ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 及 び 構 造 的 に 関 連 す る 免 疫 交 差 反 応 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
、 cDNA挿 入 体 を 含 む ク ロ ー ン を 同 定 す る た め に 有 用 で あ る 。 Aruffo & Seed, Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA 84 : 8573-8577 (1987) （ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） を 参 照 の
こ と 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 抗 体 は ま た 、 天 然 の  ACT－ ４ 受 容 体 又 は  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド に 又 は 抗 体
を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ る そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト に 構 造 的 に 又 は 進 化 的 に 関 連 す る 免 疫
交 差 反 応 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 し 、 そ し て ／ 又 は 精 製 す る た め に も 有 用 で あ る 。 抗 体 、 そ の
結 合 フ ラ グ メ ン ト 、 免 疫 毒 素 及 び イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の 診 断 又 は 治 療 使 用 が セ ク シ ョ ン VI
I に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　  ACT－ ４ 及 び  ACT－ ４ － Ｌ ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 、 抗 体 及 び そ れ に
対 す る 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 並 び に 他 の 化 学 的 又 は 生 物 学 的 物 質 は 、 そ の リ ガ ン ド に
対 す る  ACT－ ４ の 結 合 を 阻 止 し 又 は 増 強 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て ス ク リ ー ン さ れ る 。 さ
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Ｆ ． 抗 体 の 使 用

VI． ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ



ら に 、 そ れ ら は 代 謝 工 程 、 た と え ば  ACT－ ４ 受 容 体 又 は そ れ ら の 表 面 に 固 定 さ れ て い る  A
CT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド の い づ れ か を 担 持 す る 細 胞 に お け る DNA 合 成 又 は タ ン パ
ク 質 リ ン 酸 化 を 刺 激 し 又 は 阻 害 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 い く つ か の 方 法 に お い て は 、 試 験 下 の 化 合 物 は 、  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド （
又 は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 ） の 精 製 さ れ た 結 合 フ ラ グ メ ン ト に 対 す る  ACT－ ４ 受 容 体 （ 又 は
そ の 融 合 タ ン パ ク 質 ） の 精 製 さ れ た 結 合 フ ラ グ メ ン ト の 結 合 性 を 阻 止 し 又 は 増 強 す る そ の
能 力 に つ い て ス ク リ ー ン さ れ る 。 そ の よ う な 実 験 に お い て は 、 受 容 体 又 は リ ガ ン ド フ ラ グ
メ ン ト の い づ れ か が 、 通 常 、 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ る 。 次 に 、 試 験 化 合 物 は 、 支 持 体 へ の
結 合 性 の た め に  ACT－ ４ 又 は  ACT－ ４ － Ｌ フ ラ グ メ ン ト （ 支 持 体 に 結 合 さ れ て い て も い な
く て も ） と 競 争 す る 。 通 常 、 試 験 化 合 物 、 又 は 競 争 リ ガ ン ド も し く は 受 容 体 の い づ れ か が
ラ ベ ル さ れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 他 の 方 法 に お い て は 、  ACT－ ４ 受 容 体 及 び  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド の 両 者 、
又 は そ れ ら の 分 子 の 結 合 フ ラ グ メ ン ト の い づ れ か が 細 胞 表 面 上 に 発 現 さ れ る 。 た と え ば 、
 ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 化 さ れ た Ｂ － 細 胞 上 に 発 現 さ れ 、 そ し て ／ 又 は
 ACT－ ４ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 活 性 化 さ れ た CD４ +  Ｔ － 細 胞 上 に 発 現 さ れ 得 る 。 他 方 、 リ
ガ ン ド 又 は 受 容 体 の い づ れ か は 、 た と え ば  COS－ ７ 細 胞 に お い て 組 換 え DNA か ら 発 現 さ れ
得 る （ 例 ６ を 参 照 の こ と ） 。 そ れ ら の 方 法 に お い て は 、 ア ゴ ニ ズ ム 又 は ア ン タ ゴ ニ ズ ム の
存 在 は 、  ACT－ ４ 受 容 体 と 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 存 在 す る そ の リ ガ ン ド と の 間 の 結 合 性 の
程 度 か ら 決 定 さ れ る 。 他 方 、 試 験 化 合 物 の 活 性 は 、  ACT－ ４ 受 容 体 を 担 持 す る 細 胞 及 び ／
又 は  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド を 担 持 す る 細 胞 に お い て DNA 中 へ の  3 Ｈ － チ ミ ジ
ン の 組 込 み 又 は タ ン パ ク 質 中 へ の 3 2 Ｐ － 組 込 み の 測 定 に よ り ア ッ セ イ さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　  ACT－ ４ 又 は  ACT－ ４ － Ｌ ポ リ ペ プ チ ド － 誘 発 性 DNA 合 成 又 は タ ン パ ク 質 リ ン 酸 化 を 阻
止 す る 化 合 物 が ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 。  ACT－ ４ 受 容 体 又 は そ の リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 を
通 し て DNA 合 成 又 は リ ン 酸 化 を 活 性 化 す る 化 合 物 が ア ゴ ニ ス ト で あ る 。 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア
ン タ ゴ ニ ス ト の 活 性 は ま た 、 白 血 球 活 性 化 の 他 の 機 能 的 又 は 物 理 学 的 エ ン ド ポ イ ン ト か ら
、 又 は 臨 床 学 的 に 所 望 の 又 は 所 望 し な い 結 果 、 た と え ば 細 胞 溶 解 活 性 、 又 は 血 管 か ら 組 織
中 へ の 白 血 球 の 遊 出 か ら も 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 イ ン ビ ト ロ で の Ｔ － 細 胞 増 殖 を ア ゴ ナ イ ズ し 又 は ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る 剤 の 能 力 は 、 イ ン
ビ ボ で の 免 疫 応 答 に 影 響 を 及 ぼ す 能 力 と 相 互 関 係 す る 。 イ ン ビ ボ 活 性 は 典 型 的 に は 、 適 切
な 動 物 モ デ ル 、 た と え ば マ ウ ス 又 は ラ ッ ト を 用 い て ア ッ セ イ さ れ る 。 同 種 移 植 片 拒 絶 に 対
す る 剤 の 効 果 を ア ッ セ イ す る た め に 、 た と え ば 可 能 性 あ る 治 療 剤 が 同 種 組 織 の 導 入 の 前 、
種 々 の 時 間 で 動 物 に 投 与 さ れ 得 ； そ し て 動 物 が 移 植 片 拒 絶 に つ い て モ ニ タ ー さ れ 得 る 。 移
植 を 実 施 し 、 そ し て 移 植 片 拒 絶 に つ い て モ ニ タ ー す る た め の 適 切 な 方 法 は 記 載 さ れ て い る
（ た と え ば 、 Hislop et al., J. Thorac. Cardiovasc. 100 : 360-370 (1990)（ 引 用 に よ
り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ５ ０ 】

　
　  ACT－ ４ 受 容 体 又 は そ の mRNA、 又 は  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド 又 は そ の mRNAの 変 更 さ れ た 発
生 量 又 は 機 能 的 な 突 然 変 異 に 関 連 す る 免 疫 シ ス テ ム の 疾 患 及 び 状 態 は 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ
及 び ／ 又 は 抗 体 を 用 い て 診 断 さ れ 得 る 。  ACT－ ４ 受 容 体 又 は mRNAの 検 出 は 、 活 性 化 さ れ た
CD４ +  Ｔ － 細 胞 の 他 の 白 血 球 サ ブ タ イ プ の 区 別 を 可 能 に す る 。 た と え ば 、  ACT－ ４ 受 容 体
は 、  ACT－ ４ 受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は  ACT－ ４ － Ｌ ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 検 出
さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 活 性 化 さ れ た CD４ +  Ｔ － 細 胞 の 存 在 は 、 た と え ば 侵 入 す る 細 菌 に 対 し て の MHCク ラ ス II
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VII ． 治 療 及 び 診 断 方 法 及 び 組 成 物
Ａ ． 診 断 方 法



誘 発 性 免 疫 応 答 の 表 示 で あ る 。 活 性 化 さ れ た CD４ +  細 胞 及 び CD８ +  細 胞 の 数 の 比 較 は 、 そ
れ ら の そ れ ぞ れ の 活 性 化 さ れ た 細 胞 タ イ プ を 卓 越 的 に 誘 発 す る 、 細 菌 及 び ウ ィ ル ス 感 染 間
で の 示 差 的 な 診 断 を 可 能 に す る 。 活 性 化 さ れ た CD４ +  細 胞 の 存 在 は ま た 所 望 し な い 疾 病 及
び 免 疫 シ ス テ ム の 状 態 、 た と え ば 同 種 移 植 片 拒 絶 、 移 植 片 － 対 － 宿 主 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患
、 ア レ ル ギ ー 及 び 炎 症 の 表 示 で あ る 。 そ の よ う な 疾 病 及 び 状 態 の 処 理 に お け る 治 療 剤 の 効
能 は モ ニ タ ー さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド 又 は そ の mRNAの 検 出 は 、 活 性 化 さ れ た CD４ +  Ｔ － 細 胞 の 出 現 が 今
に も 起 こ り そ う で あ る 活 性 化 さ れ た Ｂ － 細 胞 及 び ／ 又 は シ グ ナ ル の 存 在 を 示 す 。  ACT－ ４
－ Ｌ リ ガ ン ド は た と え ば 、  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は  ACT－ ４ 受
容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 検 出 さ れ 得 る 。  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド 、 続 く  ACT－ ４ 受 容 体 の
連 続 的 な 検 出 （ 又 は 逆 も 同 様 で あ る ） は 、 免 疫 応 答 に お け る 活 性 化 の 異 な っ た 一 時 的 な 段
階 を 通 し て の 経 過 の モ ニ タ ー を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 診 断 は 、 患 者 か ら 細 胞 サ ン プ ル （ た と え ば 血 液 サ ン プ ル 、 リ ン パ 節 生 検 又 は 組 織 ） を 除
去 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 次 に 、 サ ン プ ル は 、 （ １ ） サ ン プ ル の 個 々 の 細 胞 に お
け る 発 現 さ れ た  ACT－ ４ 受 容 体 又 は  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド の 量 （ た と え ば 抗 体 又 は FACS T M

分 析 に よ る 固 定 さ れ た 細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 に よ る ） 、 （ ２ ） 個 々 の 細 胞 に お け る  A
CT－ ４ 受 容 体 又 は  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド mRNAの 量 （ ラ ベ ル さ れ た 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド プ ロ ー ブ と の in situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る ） 、 （ ３ ） RNA 抽 出 、 続 く ラ ベ ル
さ れ た 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 細 胞 サ ン プ ル
に お け る  ACT－ ４ 受 容 体 又 は  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド mRNAの 量 （ た と え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 溶 液 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 又 は 定 量 的 PCR に よ る ） 、 又 は （ ４ ）
細 胞 サ ン プ ル に お け る  ACT－ ４ 受 容 体 又 は  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド の 量 （ た と え ば 、 細 胞 破
壊 、 続 く 得 ら れ る 細 胞 抽 出 物 の イ ム ノ ア ッ セ イ 又 は ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト に よ る ） を 決 定
す る た め の 分 析 に ゆ だ ね ら れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 診 断 は ま た 、 診 断 用 試 薬 （ た と え ば 、 そ れ ぞ れ 、 活 性 化 さ れ た CD４ +  Ｔ － 細 胞 又 は Ｂ －
細 胞 の モ ニ タ ー の た め に は ラ ベ ル さ れ た 抗 －  ACT－ ４ 又 は  ACT－ ４ － Ｌ 抗 体 ） の イ ン ビ ボ
投 与 、 及 び イ ン ビ ボ イ メ ー ジ ン グ に よ る 検 出 に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 投 与 さ れ る 診 断 剤 の 濃
度 は 、 標 的 抗 原 を そ れ ら の 細 胞 へ の 結 合 が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル に 比 較 し て 検 出 で き
る の に 十 分 で あ る べ き で あ る 。 さ ら に 、 診 断 剤 は 、 最 良 の 標 的 対 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ
ル 比 を 付 与 す る た め に 循 境 シ ス テ ム か ら 急 速 に 除 去 さ れ 得 る こ と が 所 望 さ れ る 。 診 断 用 試
薬 は 、 カ メ ラ イ メ ー ジ ン グ の た め に 放 射 性 同 位 体 に よ り 、 又 は 磁 気 共 鳴 又 は 電 子 回 転 共 鳴
イ メ ー ジ ン グ の た め に 常 磁 性 同 位 体 に よ り ラ ベ ル さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 臨 床 的 に 確 立 さ れ た 正 常 な レ ベ ル の 範 囲 外 で あ る 、 個 人 か ら の 細 胞 サ ン プ ル に お け る  A
CT－ ４ 受 容 体 又 は  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド の タ ン パ ク 質 又 は mRNAの レ ベ ル の 変 化 （ 典 型 的 に
は 上 昇 ） は 、 サ ン プ ル が 得 ら れ る 個 人 に お け る 所 望 し な い 免 疫 反 応 の 存 在 を 示 す こ と が で
き 、 そ し て ／ 又 は そ の よ う な 反 応 を 進 展 せ し め る （ 又 は そ の よ う な 反 応 を 通 し て 進 行 す る
） た め の 個 人 の 素 因 を 示 す こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 又 は mRNAの レ ベ ル は 、 一 定 の 系 統 の
細 胞 タ イ プ （ た と え ば  ACT－ ４ 受 容 体 の た め の 活 性 化 さ れ た CD４ +  細 胞 ） 及 び 発 生 起 源 を
同 定 す る た め の 区 分 マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 細 胞 タ イ プ 特 異 的 検 出 は 、
所 望 し な い 免 疫 応 答 の 組 織 病 理 学 的 診 断 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　
　 本 発 明 の も う １ つ の 観 点 に お い て は 、 前 記 診 断 方 法 の た め の 診 断 用 キ ッ ト が 提 供 さ れ る
。 キ ッ ト は 、 診 断 用 試 薬 、 た と え ば  ACT－ ４ 受 容 体 及 び  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド に 対 す る ラ
ベ ル さ れ た 抗 体 、 及 び ラ ベ ル を 検 出 す る た め の 試 薬 及 び ／ 又 は 装 置 を 包 含 す る 容 器 を 含 ん
で 成 る 。 そ の よ う な キ ッ ト に 通 常 見 出 さ れ る 他 の 構 成 成 分 も ま た 、 診 断 試 験 を 実 施 す る た
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め の 教 示 と 一 緒 に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　
　 予 防 又 は 治 療 処 理 の た め に 使 用 さ れ る 医 薬 組 成 物 は 、 活 性 治 療 剤 、 た と え ば  ACT－ ４ 受
容 体 、  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド 、 そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 及 び そ れ ら に 対 す る 抗 体 及 び イ デ ィ
オ タ イ プ 抗 体 、 並 び に 種 々 の 他 の 成 分 を 含 ん で 成 る 。 好 ま し い 形 は 、 投 与 及 び 治 療 用 途 の
意 図 さ れ た モ ー ド に 依 存 す る 。 組 成 物 は ま た 、 所 望 す る 配 合 に 依 存 し て 、 動 物 又 は ヒ ト 投
与 の た め の 医 薬 組 成 物 を 配 合 す る た め に 通 常 使 用 さ れ る ビ ー ク ル と し て 定 義 さ れ る 、 医 薬
的 に 許 容 で き る 非 毒 性 キ ャ リ ヤ ー 又 は 希 釈 剤 を 含 む こ と が で き る 。 希 釈 剤 は 、 組 成 物 の 生
物 学 的 活 性 に 影 響 を 及 ぼ さ な い よ う に 選 択 さ れ る 。 そ の よ う な 希 釈 剤 の 例 は 、 蒸 留 水 、 生
理 学 的 食 塩 水 、 リ ン ガ ー 液 、 デ キ ス ト ロ ス 溶 液 、 及 び ハ ン ク ス 液 で あ る 。 さ ら に 、 医 薬 組
成 物 又 は 配 合 物 は ま た 、 他 の キ ャ リ ヤ ー 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 又 は 非 毒 性 、 非 治 療 性 、 非 免 疫
原 性 安 定 剤 及 び 同 様 の も の を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　
　 治 療 方 法 は 、 ヒ ト 又 は 動 物 、 特 に 脊 椎 哺 乳 類 に お け る 種 々 の 疾 病 の 処 理 の た め に 上 記 治
療 剤 を 使 用 す る 。 治 療 剤 は 、  ACT－ ４ 受 容 体 、 そ の 結 合 フ ラ グ メ ン ト 、  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ
ン ド 、 そ の 結 合 フ ラ グ メ ン ト 、 抗 －  ACT－ ４ 受 容 体 及 び 抗 －  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド 抗 体 、
及 び そ れ ら に 対 す る 抗 － イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 そ れ ら の 抗 体 の 結 合 フ ラ グ メ ン ト 、 そ れ ら
の 抗 体 の ヒ ト 適 合 化 さ れ た バ ー ジ ョ ン 、 及 び 前 述 の 他 の 剤 を 含 む 。 い く つ か の 治 療 剤 は 、
 ACT－ ４ 受 容 体 と そ の リ ガ ン ド と の 作 用 を 阻 止 〔 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト す る こ と に よ っ て 機
能 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 好 ま し く は 治 療 剤 は 、 受 容 体 に 結 合 す る た め に リ ガ ン ド と 競 争 し 、 又 は リ ガ ン ド に 結 合
す る た め に 受 容 体 と 競 争 す る 。 他 の 治 療 剤 は 、 そ の 剤 が 標 的 化 す る ポ リ ペ プ チ ド を 担 持 す
る 細 胞 を 殺 す こ と に よ っ て 機 能 す る 。 た と え ば 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る か 又 は 毒 素 、
放 射 性 同 位 体 又 は 薬 物 に 接 合 さ れ る 抗 －  ACT－ ４ 受 容 体 抗 体 は 、 活 性 化 さ れ た CD４ +  Ｔ －
細 胞 を 選 択 的 に 殺 す こ と が で き る 。 同 様 に 、 抗 －  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド 抗 体 は 、 類 似 す る
環 境 下 で 活 性 化 さ れ た Ｂ 細 胞 を 殺 す こ と が で き る 。 活 性 化 さ れ た 細 胞 の 選 択 的 排 除 は 、 所
望 し な い 免 疫 応 答 が 、 患 者 が 暴 露 さ れ る 侵 入 微 生 物 を 攻 撃 す る た め に 不 活 性 化 さ れ た Ｂ －
細 胞 、 CD４ +  細 胞 及 び CD８ +  細 胞 の 形 で 残 存 す る 免 疫 能 力 を 保 存 し な が ら 、 減 じ ら れ 又 は
排 除 さ れ 得 る の で 、 特 に 好 都 合 で あ る 。 他 の 治 療 剤 は 、  ACT－ ４ 受 容 体 と  ACT－ ４ － Ｌ リ
ガ ン ド と の 間 の 相 互 作 用 の ア ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　
　 治 療 用 途 に お い て は 、 医 薬 組 成 物 （ た と え ば 、  ACT－ ４ － ｈ － １ 又 は  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ
－ １ に 対 す る 抗 体 を 含 ん で 成 る ） は 、 病 状 の 進 行 及 び そ の 合 併 症 を 治 癒 し 、 特 に 抑 制 し 、
又 は 検 出 で き る よ う に 遅 延 す る の に 十 分 な 量 で 、 所 望 し な い 免 疫 応 答 （ た と え ば 移 植 片 拒
絶 ） を す で に 有 す る 患 者 に イ ン ビ ボ 又 は エ ク ソ ビ ボ で 投 与 さ れ る 。 こ れ を 達 成 す る た め の
適 切 な 量 は 、 “ 治 療 的 に 有 効 な 用 量 ” 又 は “ 効 果 的 用 量 ” と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 こ の 使 用 の た め に 有 効 な 量 は 、 病 状 の 重 症 度 、 患 者 の 一 般 的 な 状 態 、 及 び 投 与 の 経 路 、
並 び に 存 在 す る な ら 、 他 の 免 疫 抑 制 薬 物 と の 組 合 せ に 依 存 す る が 、 し か し 一 般 的 に は 、 用
量 当 た り 約 10ng～ 約 １ ｇ の 活 性 剤 の 範 囲 で あ り 、 そ し て 患 者 当 た り 10mg～ 100mg の 一 回 の
用 量 単 位 が 通 常 使 用 さ れ る 。 医 薬 組 成 物 は 、 静 脈 内 注 入 に よ り 全 身 的 に 又 は 注 射 に よ り 局
部 的 に 投 与 さ れ 得 る 。 後 者 は 、 局 在 化 さ れ た 所 望 し な い 免 疫 応 答 、 た と え ば 宿 主 － 対 － 移
植 片 拒 絶 の た め に 特 に 有 用 で あ る 。 薬 物 投 与 の た め の 方 法 の 簡 単 な 再 考 の た め に は 、 Lang
er, Science 249 : 1527-1533 (1990)（ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と
。
【 ０ １ ６ ２ 】
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　 予 防 用 途 に お い て は 、 医 薬 組 成 物 は 、 所 望 し な い 免 疫 反 応 を す で に 有 さ な い が 、 し か し
危 険 性 を 有 す る 患 者 （ た と え ば 、 移 植 手 術 を 受 け る 予 定 の 患 者 ） に 投 与 さ れ る 。 投 与 さ れ
る べ く 剤 の 量 は “ 予 防 学 的 に 有 効 な 用 量 ” で あ り 、 こ の 正 確 な 量 は 患 者 の 健 康 の 状 態 及 び
免 疫 性 の 一 般 的 な レ ベ ル に 依 存 す る が 、 し か し 一 般 的 に は 、 用 量 当 た り 10ng～ １ ｇ 、 特 に
患 者 当 た り 10mg～ 100mg で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 治 療 剤 は 従 来 の 免 疫 調 節 剤 よ り も 、 よ り 選 択 的 で あ り 、 且 つ 一 般 的 に は 低 い 毒
性 で あ る の で 、 そ れ ら は 従 来 の 剤 に よ り 時 々 観 察 さ れ る 副 作 用 を ほ と ん ど 引 き 起 こ さ な い
で あ ろ う 。 さ ら に 、 治 療 剤 の い く つ か は ヒ ト タ ン パ ク 質 配 列 （ た と え ば  ACT－ ４ 受 容 体 又
は  ACT－ ４ リ ガ ン ド の 結 合 フ ラ グ メ ン ト 又 は ヒ ト 適 合 化 さ れ た 抗 体 ） で あ る の で 、 そ れ ら
は 免 疫 学 的 応 答 、 た と え ば ネ ズ ミ 抗 － CD３ 抗 体 に よ り 観 察 さ れ る 応 答 を ほ と ん ど 引 き 起 こ
さ な い で あ ろ う 。 本 発 明 の 治 療 剤 は お 互 、 組 合 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 た と え ば 、  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド に 対 す る 抗 体 と  ACT－ ４ 受 容 体 に 対 す る 抗 体 と の 組 合
せ は Ｔ － 細 胞 活 性 化 に 対 し て 特 に 効 果 的 な 阻 害 を 提 供 す る 傾 向 が あ る 。 本 発 明 の 剤 は ま た
、 従 来 の 治 療 剤 と 組 合 さ れ 得 、 そ し て そ の よ う な 剤 の 用 量 を 副 作 用 に 関 連 し な い 低 レ ベ ル
の 用 量 に 下 げ る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 他 の 免 疫 抑 制 剤 、 た と え ば α ３ ド メ イ ン
に 対 す る 抗 体 、 Ｔ 細 胞 抗 原 （ た と え ば OKT4及 び OKT3， CD28） 、 Ｂ － 細 胞 抗 原 （ B7又 は B7－
２ ） 、 抗 胸 腺 細 胞 グ ロ ブ リ ン 、 及 び 化 学 療 法 剤 、 た と え ば シ ク ロ ス ポ リ ン 、 グ ル コ コ ル チ
コ イ ド 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン が 、 本 発 明 の 治 療 剤 と 共 に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 標 的 細 胞 の 特 定 集 団 の 破 壊 の た め に は 、 本 発 明 の 治 療 剤 を 他 の 分 子 に 接 合 す る こ と が 好
都 合 で あ る 。 た と え ば 、 前 記 剤 は 、 特 定 の 免 疫 抑 制 剤 を 含 む リ ポ ソ ー ム 、 特 定 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 又 は 細 胞 毒 素 又 は 細 胞 活 性 の 他 の モ ジ ュ レ ー タ ー に 連 結 さ れ 、 そ れ に よ り 、 標
的 細 胞 集 団 へ の 接 合 体 の 結 合 が そ の 集 団 の 変 更 を も た ら す で あ ろ う 。 多 く の タ ン パ ク 質 毒
素 が 前 記 で 論 ぜ ら れ た 。 化 学 療 法 剤 は 、 た と え ば ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 メ ト
レ セ キ セ ー ト 、 毒 胞 毒 素 及 び 抗 － セ ン ス RNA を 包 含 す る 。 抗 生 物 質 も ま た 使 用 さ れ 得 る 。
さ ら に 、 放 射 性 同 位 体 、 た と え ば イ ッ ト リ ウ ム － 90、 リ ン － 32、 鉛 － 212 、 ヨ ウ 素 － 131 
又 は パ ラ ジ ウ ム － 109 が 使 用 さ れ 得 る 。 発 射 さ れ る 放 射 線 が 標 的 化 さ れ た 細 胞 を 破 壊 す る
。
【 ０ １ ６ ６ 】
　
　 上 記 医 薬 組 成 物 は 、 免 疫 シ ス テ ム の い く つ か の 疾 病 及 び 病 状 を 処 理 す る た め に 適 切 で あ
る 。
　
　 最 近 、 組 織 及 び 器 官 、 た と え ば 皮 膚 、 腎 臓 、 肝 臓 、 心 臓 、 肺 、 膵 臓 及 び 骨 髄 を 移 植 す る
た め の 手 術 技 法 の 効 能 に 関 し て 相 当 の 改 良 が な さ れ て 来 た 。 た ぶ ん 、 主 な 目 立 っ た 問 題 は
、 移 植 さ れ た 同 種 移 植 片 又 は 器 官 に 対 し て 受 容 体 に お け る 免 疫 耐 性 を 誘 発 す る た め の 満 足
す る 剤 の 欠 乏 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 同 種 細 胞 又 は 器 官 が 宿 主 中 に 移 植 さ れ る 場 合 （ す な わ ち 、 ド ナ ー 及 び 受 容 体 が 同 じ 種 か
ら の 異 な っ た 個 体 で あ る 場 合 ） 、 宿 主 免 疫 シ ス テ ム は 移 植 さ れ た 組 織 の 破 壊 を 導 び く 、 移
植 体 に お け る 外 来 性 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 開 始 す る 傾 向 が あ る （ 宿 主 － 対 － 移 植 片 疾 患
） 。 CD８ +  細 胞 、 CD４ +  細 胞 及 び 単 球 は す べ て 、 移 植 組 織 の 拒 絶 に 包 含 さ れ る 。 本 発 明 の
治 療 剤 は 、 受 容 体 に お け る ア ロ 抗 原 － 誘 発 性 免 疫 応 答 を 阻 止 す る の に 有 用 で あ り （ た と え
ば 、  ACT－ ４ 受 容 体 又 は  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド に 対 し て の 抗 体 に よ る CD４ +  Ｔ － 細 胞 の ア
ロ ゲ ン （ allogen)－ 活 性 化 の 阻 止 又 は 排 除 の た め に 有 用 で あ る ） 、 そ れ に よ り 、 そ の よ う
な 細 胞 が 移 植 さ れ た 組 織 又 は 器 官 の 破 壊 に 関 与 す る こ と を 妨 げ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
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　 本 発 明 の 治 療 剤 に つ い て の 関 連 す る 用 途 は 、 “ 移 植 片 － 対 － 宿 主 ” 疾 患 （ GVHD） に 関 す
る 免 疫 応 答 の 調 節 で あ る 。 GVHDは 、 免 疫 学 的 コ ン ピ テ ン ト 細 胞 が 同 種 受 容 体 に 移 入 さ れ る
場 合 に 生 じ る 潜 在 的 に 致 命 的 な 疾 病 で あ る 。 こ の 情 況 に お い て は 、 ド ナ ー の 免 疫 適 格 細 胞
が 受 容 体 に お け る 組 織 を 攻 撃 す る 。 皮 膚 、 腸 上 皮 及 び 肝 臓 の 組 織 が 時 々 、 標 的 で あ り 、 そ
し て GVHDの 進 行 の 間 、 破 壊 さ れ 得 る 。 こ の 疾 病 は 、 免 疫 組 織 が た と え ば 骨 髄 移 植 に お い て
移 植 さ れ る 場 合 に 特 に 重 大 な 問 題 を 提 供 す る が 、 し か し 低 い 重 症 度 の GVHDか ま た 、 他 の 場
合 、 た と え ば 心 臓 及 び 肝 臓 移 植 に お い て 報 告 さ れ て い る 。 本 発 明 の 治 療 剤 は 、 ド ナ ー の 白
血 球 （ 特 に 活 性 化 さ れ た CD４ +  Ｔ － 細 胞 及 び Ｂ － 細 胞 ） の 活 性 化 を 阻 止 し 又 は 排 除 す る た
め に 使 用 さ れ 、 そ れ に よ り 、 宿 主 に お け る 標 的 細 胞 を 溶 解 す る そ れ ら の 能 力 を 阻 害 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　
　 免 疫 抑 制 が 所 望 さ れ る 追 加 の 情 況 は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病
、 多 発 性 硬 化 症 、 ス テ ィ ッ フ マ ン 症 候 群 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 重 症 筋 無 力 症 及 び エ リ テ マ
ト ー デ ス の 処 理 に 存 在 す る 。 そ れ ら の 疾 病 に お い て は 、 身 体 が そ れ 自 体 の 抗 原 の １ つ に 対
し て の 細 胞 性 及 び ／ 又 は 体 液 性 免 疫 応 答 を 発 生 せ し め 、 そ の 抗 原 の 破 壊 を 導 び き 、 そ し て
潜 在 的 に 能 力 の 劣 る 及 び ／ 又 は 致 命 的 な 結 果 を 導 び く 。 活 性 化 さ れ た CD４ +  Ｔ － 細 胞 は 、
多 く の 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば 糖 尿 病 に お い て 主 要 な 役 割 を 演 ず る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 活 性 化 さ れ た Ｂ 細 胞 は 、 他 の 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば ス テ ィ ッ フ マ ン 症 候 群 に お い て 主
要 な 役 割 を 演 じ る 。 自 己 免 疫 疾 患 は 、 CD４ +  Ｔ － 細 胞 及 び ／ 又 は Ｂ － 細 胞 の 活 性 化 を 阻 止
し 、 そ し て ／ 又 は 排 除 す る 本 発 明 の 治 療 剤 の １ つ を 投 与 す る こ と に よ っ て 処 理 さ れ る 。 場
合 に よ っ て は 、 自 己 免 疫 疾 患 が 標 的 に さ れ る 自 己 抗 原 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト が 、 免 疫 抑 制
剤 投 与 の 直 前 、 そ れ と 同 時 に 又 は そ の 直 後 に 投 与 さ れ 得 る 。 こ の 場 合 、 耐 性 が 抑 制 処 理 下
で 自 己 抗 原 に 対 し て 誘 発 さ れ 、 そ れ に よ り 連 続 し た 免 疫 抑 制 の た め の 必 要 性 を 回 避 す る 。
た と え ば Cobbold et al., WO 90/15152 (1990)を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ７ １ 】
　
　 炎 症 は 、 食 作 用 性 白 血 球 、 た と え ば 顆 粒 球 及 び 単 球 の 流 体 の 蓄 積 及 び 移 動 に よ る 毛 細 拡
張 の 結 果 を 表 わ す 。 炎 症 は 、 種 々 の 感 染 に 対 し て 宿 主 を 防 御 す る こ と に お い て 重 要 で あ る
が 、 し か し ま た 、 炎 症 性 疾 患 、 た と え ば 過 敏 性 シ ョ ッ ク 、 関 節 炎 、 痛 風 及 び 虚 血 性 再 灌 流
の 所 望 し な い 結 果 を も 有 す る 。 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 は 炎 症 に お い て 重 要 な 調 節 役 割 を 有
し 、 食 作 用 白 血 球 を 活 性 化 す る イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 及 び コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 を 放 す 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 活 性 化 さ れ た 食 作 用 白 血 球 は 、 内 皮 細 胞 を 標 的 化 す る た め に 食 細 胞 を 結 合 す る よ う に 作
用 す る 、 ホ ー ミ ン グ 受 容 体 （ homing receptor)と 称 す る 多 く の 特 異 的 細 胞 表 面 分 子 の 発 現
を 誘 発 さ れ る 。 炎 症 応 答 は 本 発 明 の 治 療 剤 に よ る 処 理 に よ り 減 じ ら れ 、 又 は 排 除 さ れ 得 る
。 た と え ば 、  ACT－ ４ 又 は  ACT－ ４ － Ｌ に 対 す る 抗 体 は 、 活 性 化 さ れ た CD４ +  細 胞 の 活 性
化 を 阻 止 し 、 又 は そ れ を 排 除 し 、 そ れ に よ り 、 食 作 用 細 胞 型 の 活 性 化 の た め に 必 要 と さ れ
る 分 子 の そ れ ら の 細 胞 か ら の 開 放 を 妨 げ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　
　 本 発 明 は ま た 、 感 染 剤 に 起 因 す る 疾 病 及 び 病 状 を 防 止 し 又 は 処 理 す る こ と に ワ ク チ ン の
効 能 を 増 強 す る た め の 方 法 も 提 供 す る 。 CD４ +  Ｔ － 細 胞 及 び ／ 又 は Ｂ － 細 胞 を 活 性 化 す る
能 力 を 有 す る 治 療 剤 （ た と え ば  ACT－ ４ 又 は  ACT－ ４ － Ｌ リ ガ ン ド に 対 す る 一 定 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 ） が 、 選 択 さ れ た 抗 原 を 含 む ワ ク チ ン の 投 与 の 直 前 、 そ れ と 同 時 又 は そ の 直
後 に 投 与 さ れ る 。 治 療 剤 は 、 選 択 さ れ た 抗 原 に 対 し て の 免 疫 応 答 を 高 め る よ う に 作 用 す る
。 そ れ ら の 方 法 は 、 免 疫 欠 損 性 疾 病 を 有 す る 患 者 に お い て 特 に 好 都 合 で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　
　  ACT－ ４ － ｈ － Ｌ － １ に 対 す る 抗 体 は ま た 、 HTLV－ Ｉ － 感 染 の 細 胞 を 殺 す た め に も 有 用
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で あ る 。 上 記 の よ う に 、 そ の よ う な 細 胞 は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ と 同 一 で あ る か 又 は ほ ぼ 同
一 で あ る gp 34 抗 原 を 発 現 す る 。 そ れ ら の 方 法 は 通 常 、 HTLV－ Ｉ － 感 染 の 個 人 に 対 し て イ
ン ビ ボ 又 は エ ク ス ビ ボ で 実 施 さ れ る 。 し か し な が ら 、 そ の 方 法 は ま た 、 HTLV－ Ｉ － 感 染 の
HIV 細 胞 を イ ン ビ ト ロ で 殺 す た め に も 効 果 的 で あ る 。 た と え ば 、 そ の 方 法 は 、 分 析 下 で の
組 織 サ ン プ ル と の 接 触 に よ る 感 染 か ら 病 院 の 労 働 者 を 保 護 す る た め に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 HTLV－ Ｉ 感 染 の 危 険 性 は 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て サ ン プ ル を 処 理 す る こ と に よ っ て 減 じ
ら れ 得 る （ 但 し 、 サ ン プ ル は HTLV－ Ｉ の 存 在 以 外 の 何 か に つ い て 試 験 さ れ る 場 合 ） 。  ACT
－ ４ － ｈ － Ｌ － １ に 対 す る 抗 体 及 び ま た 、  ACT－ ４ － ｈ － １ に 対 す る 抗 体 は 、 HTLV－ Ｉ 感
染 を 有 す る 個 人 に 観 察 さ れ る 免 疫 シ ス テ ム の 不 安 の 原 因 を 減 じ 又 は 排 除 す る の に 効 果 的 で
あ る 。 そ の よ う な 不 安 の 原 因 は 、  ACT－ ４ 受 容 体 を 通 し て CD４ +  Ｔ － 細 胞 と 感 染 さ れ た Ｔ
－ 細 胞 と の 相 互 作 用 を 可 能 に す る 、 HTLV－ Ｉ 感 染 さ れ た Ｔ － 細 胞 上 で の 表 面 抗 原 と し て の
 ACT－ ４ － ｈ － Ｌ － １ の 存 在 に 起 因 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　
　 HIV ウ ィ ル ス は 、 CD４ 受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ っ て ヒ ト CD４ +  Ｔ － 細 胞 を 感 染 す る こ
と が 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 存 在 す る 生 産 性 感 染 の た め に は 、 CD４ 受 容 体 は CD４ +  
Ｔ － 細 胞 の 受 容 体 上 に 存 在 す る も う １ つ の 受 容 体 と 相 互 作 用 す べ き で あ る 。 活 性 化 さ れ た
Ｔ － 細 胞 の 表 面 上 で の 受 容 体 と し て の  ACT－ ４ の 同 定 は 、  ACT－ ４ 及 び ／ 又 は そ の リ ガ ン
ド  ACT－ ４ － Ｌ が CD４ と 相 互 作 用 し 、 そ し て Ｔ － 細 胞 の HIV 感 染 に 寄 与 し て い る こ と を 示
唆 す る 。  ACT－ ４ 又 は  ACT－ ４ － Ｌ に 対 し て 標 的 化 さ れ る 、 治 療 的 有 効 量 の 治 療 剤 は 、 HI
V 感 染 を 阻 止 し 、 そ し て そ れ に よ り 、 AIDSを 処 理 す る こ と に 効 果 的 で あ り 得 る 。 そ れ ら の
治 療 剤 は ま た 、 HIV 感 染 さ れ た CD４ +  Ｔ － 細 胞 を イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ で 殺 害 す る た め
に も 効 果 的 で あ り 得 る 。 イ ン ビ ト ロ 方 法 は 、 上 記 の よ う に 偶 発 的 な 感 染 か ら 病 院 労 働 者 を
保 護 す る こ と に 利 用 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　
　  ACT－ ４ － Ｌ － Ｌ － １ 及 び そ の 特 異 的 結 合 類 似 体 及 び パ ー ト ナ ー （  ACT－ ４ を 包 含 す る
） は 炎 症 性 腸 疾 患 に 関 連 し て 使 用 さ れ 得 る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　  ACT－ ４ の 組 織 発 現 は 、 直 接 的 な ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 の 標 準 技
法 を 用 い て 調 査 さ れ た （ た と え ば 、 Immunocytochemistry : Practical Applications in 
Pathology and Biology. J. Polak and S. van Noorden, eds. John Wright and Sons, B
ristolを 参 照 の こ と ） 。 潰 瘍 性 大 腸 炎 及 び Crohn's 病 患 者 か ら の 腸 の 生 検 組 織 サ ン プ ル は
、 抗 －  ACT－ ４ 抗 体 L106に よ り 陽 性 に 染 色 し た 。 L106＋ 細 胞 群 が 、 炎 症 の 部 位 で 粘 膜 を 浸
潤 す る リ ン パ 様 細 胞 間 に 見 ら れ た 。 正 常 な 個 人 か ら の 腸 組 織 の サ ン プ ル 又 は 患 者 か ら の 単
純 な 腸 組 織 の サ ン プ ル に お い て は 、 散 乱 さ れ た L106＋ 細 胞 が 見 ら れ た 。
　 従 っ て 、 本 発 明 は イ ン ビ ボ 及 び イ ン ビ ト ロ 診 断 方 法 、 及 び 処 理 方 法 を 提 供 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ７ ９ 】
　 次 の 例 は 例 示 的 で あ っ て 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。

　 マ ウ ス を 、  PHA－ 形 質 転 換 Ｔ － リ ン パ 芽 球 に よ り 免 疫 化 し た 。 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら
の 脾 臓 細 胞 を 、 SP２ ／ Ｏ 骨 髄 腫 細 胞 に よ り 融 合 し 、 そ し て Ｔ － 細 胞 ク ロ ー ン に 対 し て 特 異
的 な 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を 限 界 希 釈 法 に よ り ク ロ
ー ン 化 し た 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の １ つ に よ り 生 成 さ れ た 、 L106と 称 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 、 さ ら な る 特 徴 化 の た め に 選 択 し た 。 L106抗 体 は 、 IgG1イ ソ タ イ プ を 有 す る こ
と が 見 出 さ れ た 。 HBL106と 称 す る 、 前 記 抗 体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 ATCC HB11483
と し て 寄 託 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
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例 １ ：  ACT－ ４ － ｈ － １ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体



　 抗 体 L106を 含 む サ ン プ ル が 、 L106抗 体 に 結 合 す る 組 織 及 び 細 胞 タ イ プ を 同 定 す る た め に
、 Fourth International Workshop and Conference on Human Leucocyte Differentiatio
n Amtigens (Vienna 1989)で 一 定 の 関 係 者 に 利 用 さ れ た 。 そ の 研 究 会 か ら の デ ー タ は 、 Le
ukocyte Typing IV (ed. W. Knapp, Oxford U. Press, 1989) （ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組
込 ま れ る ） に 示 さ れ 、 そ し て 付 随 す る コ ン ピ ュ ー タ ー デ ー タ ベ ー ス は Walter R. Gilks, M
RC Biostatistics Unit, Cambridge University, Englandか ら 入 手 で き る 。 こ の 文 献 は 、
L106抗 体 が 約 50KDa の ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る こ と を 報 告 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 HUT-102 細 胞 （ 形 質 転 換 さ れ た Ｔ － 細 胞 系 ） 、  PHA－ 活 性 化 さ れ
た 末 梢 血 液 リ ン パ 球 、  BBV－ 形 質 転 換 さ れ た Ｂ － リ ン パ 球 細 胞 系 、 及 び HTLV－ II形 質 転 換
さ れ た Ｔ － 細 胞 系 、  PMA－ 活 性 化 さ れ た 扁 桃 細 胞 、 ConA－ 又 は  PHA－ 活 性 化 さ れ た PBL 及
び  PMA－ 活 性 化 さ れ た 単 球 上 に 存 在 す る こ と を 報 告 さ れ て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 中 で も
休 止 好 塩 基 性 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ － 活 性 化 単 球 、 末 梢 非 －
Ｔ － 細 胞 、 末 梢 顆 粒 球 、 末 梢 単 球 、 末 梢 単 核 細 胞 、 末 梢 Ｔ 細 胞 及 び 末 梢 赤 血 球 細 胞 上 に は
実 質 的 に 不 在 で あ る こ と を 報 告 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 者 は 、 50KDa の ポ リ ペ プ チ ド （ こ の 後 、 “  ACT－ ４ － ｈ － １ 受 容 体 ” と 称 す る ）
が 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 の CD４ +  亜 種 上 に 選 択 的 に 発 現 さ れ る こ と を 示 す デ ー タ を 得 た 。
１ つ の 一 連 の 実 験 に お い て 、 細 胞 － 特 異 的  ACT－ ４ － ｈ － １ 発 現 を 、 ２ 色 染 色 法 に よ り 分
別 さ れ て い な い PBL に 対 し て 分 析 し た 。 PBL を 約 ２ 日 間 、 PHA に よ り 活 性 化 し （ 例 ３ に 記
載 さ れ る 培 養 条 件 を 用 い る ） 、 そ し て ２ 種 の 異 な っ て ラ ベ ル さ れ た 抗 体 （ FITC及 び PEラ ベ
ル ） に よ る 染 色 に よ り 異 な っ た 細 胞 サ ブ タ イ プ 上 で の  ACT－ ４ － ｈ － １ の 細 胞 表 面 発 現 に
つ い て 分 析 し た 。 ラ ベ ル を 、 Picker et al., J. Immunol. 150 : 1105-1121 (1993) （ 引
用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 む ） に よ り 記 載 さ れ る よ う に し て 、 FACS T M 分 析 に よ り 検 出 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 １ 種 の 抗 体 L106は  ACT－ ４ － ｈ － １ に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 他 の 抗 体 は 特 定 の 白 血 球 サ
ブ タ イ プ に 対 し て 特 異 的 で あ っ た 。 図 １ は 、 L106染 色 が 個 々 の 図 の Ｙ － 軸 上 に 示 さ れ 、 そ
し て 抗 － CD４ 、 抗 － CD８ 及 び 抗 － CD19染 色 が そ れ ぞ れ の 図 の Ｘ － 軸 と し て 示 さ れ て い る ３
種 の 図 を 示 す 。 抗 － CD４ に よ り 染 色 さ れ た 図 に 関 し て は 、 多 く の 細 胞 が 二 重 陽 性 と し て 現
わ れ る （ す な わ ち 、 CD４ 及 び  ACT－ ４ － ｈ － １ の 両 者 を 発 現 す る ） 。 抗 － CD８ に よ り 染 色
さ れ た 図 に 関 し て は 、 か な り 少 数 の 細 胞 が 二 重 陽 性 と し て 現 わ れ る 。 抗 － CD19に よ り 染 色
さ れ た 図 に 関 し て は （ Ｂ － 細 胞 マ ー カ ー ） 、 二 重 陽 性 細 胞 は 実 質 的 に 存 在 し な い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 も う １ つ の 一 連 の 実 験 に お い て は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ の 発 現 を 、 単 離 さ れ た 細 胞 型 に 対
す る 単 色 染 色 に よ り 分 析 し た 。 細 胞 を 、 螢 光 的 に ラ ベ ル さ れ た L106抗 体 に よ り 染 色 し 、 そ
し て ラ ベ ル を FACS T M 分 析 に よ り 検 出 し た 。 Engleman et al., J. Immunol. 127 : 2124-21
29 (1981)(引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 む ） を 参 照 の こ と 。 い く つ か の 実 験 に お い て 、 細 胞
を 約 ２ 日 間 、 PHA 刺 激 に よ り 活 性 化 し た （ 再 び 、 例 ３ に 記 載 さ れ る 培 養 条 件 を 用 い る ） 。
上 記 ２ 色 染 色 実 験 か ら の 結 果 と 共 に 、 こ の 実 験 か ら の 結 果 は 表 １ に 要 約 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 表 １ は 、 活 性 化 さ れ た CD４ +  細 胞 の 約 80％ が 、 CD４ +  細 胞 が 単 離 さ れ て い る か （ 一 色 染
色 ） 又 は 分 別 さ れ て い な い PBL に お け る か （ ２ 色 染 色 ） に 関 係 な く 、 20以 上 の 平 均 チ ャ ネ
ル 螢 光 を 伴 っ て  ACT－ ４ － ｈ － １ を 発 現 し た こ と を 示 す 。 活 性 化 さ れ た CD８ +  細 胞 上 で の
 ACT－ ４ － ｈ － １ の 発 現 の レ ベ ル は 、 ２ 色 染 色 実 験 に お い て 、 活 性 化 さ れ た CD４ +  Ｔ － 細
胞 上 で よ り も 一 層 低 く 、 そ し て 一 色 染 色 に お い て は 、 ひ じ ょ う に 低 い 。 従 っ て 、 活 性 化 さ
れ た CD８ +  細 胞 上 で の 発 現 の 程 度 は 、 CD８ +  細 胞 が 活 性 化 の 前 、 他 の PBL か ら 分 別 さ れ て
い る か ど う か に 依 存 す る よ う に 思 え る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 分 別 さ れ て い な い CD８ +  細 胞 に お い て は （ ２ 色 染 色 ） 、 細 胞 の 約 30％ が 、 約 ４ の 平 均 チ
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例 ２ ： L106抗 体 に よ り 認 識 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 分 布



ャ ネ ル 螢 光 を 伴 っ て 、  ACT－ ４ － ｈ － １ を 発 現 す る 。 分 別 さ れ た 細 胞 に お い て は 、 わ ず か
４ ％ の 細 胞 が 、 約 ２ の 平 均 チ ャ ネ ル 螢 光 を 伴 っ て 、  ACT－ ４ － ｈ － １ を 発 現 す る 。 そ れ ら
の デ ー タ は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ が 活 性 化 さ れ た CD８ +  細 胞 の 小 サ ブ タ イ プ 上 に の み 発 現 さ
れ 、 そ し て こ の サ ブ タ イ プ は 、 CD８ +  細 胞 が 他 の PBL の 存 在 下 で 活 性 化 さ れ る 場 合 、 幾 分
よ り 有 力 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 表 １ は ま た 、  ACT－ ４ － ｈ － １ が 試 験 さ れ た す べ て の 休 止 白 血 球 サ ブ タ イ プ （ す な わ ち
CD４ +  Ｔ － 細 胞 、 CD８ +  Ｔ － 細 胞 、 CD19 +  Ｂ － 細 胞 、 CD14 +  単 球 、 顆 粒 球 及 び 血 小 板 ） 上
に 実 質 的 に 不 在 で あ り 、 そ し て ま た 、 活 性 化 さ れ た Ｂ － 細 胞 及 び 単 球 上 に も 実 質 的 に 不 在
で あ っ た こ と を 示 す 。  ACT－ ４ － ｈ － １ は ま た 、 試 験 さ れ た ほ と ん ど の 腫 瘍 細 胞 系 上 に 実
質 的 に 不 在 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 し か し な が ら 、 Molt３ ， Raji及 び NC37細 胞 系 は 、 低
レ ベ ル の 発 現 を 示 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ９ 】

　 CD４ +  Ｔ － 細 胞 を 、 種 々 の 活 性 化 刺 激 に 応 答 し て の  ACT－ ４ － ｈ － １ 受 容 体 の 発 現 に つ
い て 試 験 し た 。 CD４ +  Ｔ － 細 胞 を 、 固 相 免 疫 吸 着 に よ り 末 梢 血 液 単 核 細 胞 か ら 精 製 し た 。
５ × 10 4  個 の CD４ +  Ｔ － 細 胞 を 、 10％ ヒ ト 血 清 に よ り 補 充 さ れ た RPMI培 地 を 含 む マ イ ク ロ
タ イ タ ー ウ ェ ル に お い て 活 性 剤 と 共 に 培 養 し た 。 ３ 種 の 異 な っ た 活 性 剤 を 使 用 し た ： （ １
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例 ３ ： CD４ +  Ｔ － 細 胞 活 性 化 に 対 し て 敏 感 な  ACT－ ４ － ｈ － １ 発 現 の 時 間 経 過



） ５ × 10 4  個 の 照 射 さ れ た （ 3000ラ ド ） 単 球 、 （ ２ ） PHA(１ μ ｇ ／ ml） 及 び （ ３ ） テ タ ヌ
ス ト キ ソ イ ド （ ５ μ ｇ ／ ml） 。  3 Ｈ － チ ミ ジ ン を 、 収 穫 の 12～ 16時 間 前 、 培 養 物 に 添 加 し
た 。 収 穫 の 後 、 Engleman et al., J. Immunol. 127 : 2124-2129 (1981) に よ り 記 載 さ れ
る よ う に し て 、 細 胞 を 、 種 々 の ラ ベ ル さ れ た 抗 体 （ L106、 抗 － CD４ 及 び 抗 － CD８ ） と 共 に
イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 細 胞 表 面 抗 原 の 発 現 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 図 ２ は ア ロ 抗 原 活 性 化 に 応 答 し て の  ACT－ ４ － ｈ － １ の 出 現 を 示 す 。 活 性 化 の 前 、 発 現
は 観 察 さ れ な か っ た 。  ACT－ ４ － ｈ － １ 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 の ％ は 、 時 間 と 共 に 上 昇 し
、 ア ロ 抗 原 活 性 化 の 約 ７ 日 後 、 約 30％ の ピ ー ク を 示 し た 。 そ の 結 果 は ま た 、  ACT－ ４ － ｈ
－ １ を 発 現 す る 実 質 的 に す べ て の 細 胞 が ま た 、 CD４ 受 容 体 を 発 現 し 、 そ し て そ の よ う な 細
胞 は CD８ 受 容 体 を 実 質 的 に 発 現 し な か っ た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 図 ３ は テ タ ヌ ス ト キ ソ イ ド 活 性 化 に 応 答 し て の  ACT－ ４ － ｈ － １ の 発 現 に つ い て の 類 似
す る デ ー タ を 示 す 。 再 び 、  ACT－ ４ － ｈ － １ を 発 現 す る 細 胞 の ％ は 、 約 ７ 日 で ピ ー ク を 示
し た 。 し か し な が ら 、 こ の 時 点 で 、 よ り 高 い ％ （ 約 60％ ） の 細 胞 が 受 容 体 を 発 現 し た 。 図
４ は 、 PHA 活 性 化 に 応 答 し て の CD４ +  Ｔ － 細 胞 上 で の  ACT－ ４ － ｈ － １ の 出 現 に つ い て の
類 似 す る デ ー タ を 示 す 。 こ の 場 合 、 受 容 体 を 発 現 す る CD４ +  Ｔ － 細 胞 の ％ は 、 活 性 化 の ３
日 後 、 約 65％ で ピ ー ク を 示 し た 。
　  ACT－ ４ － ｈ － １ は 種 々 の 活 性 化 刺 激 に 応 答 し て 発 現 さ れ る CD４ +  Ｔ － 細 胞 活 性 化 抗 原
で あ る こ と が 結 論 づ け ら れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】

　  ACT－ ４ － ｈ － １ 受 容 体 の た め の cDNAク ロ ー ン を 、 Aruffo & Seed(前 記 ） に よ り 最 初 に
開 発 さ れ た 、 わ ず か に 変 性 さ れ た COS 細 胞 発 現 シ ス テ ム を 用 い て 単 離 し た 。 RNA を 、 72時
間 PHA 活 性 化 さ れ た ヒ ト 末 梢 血 液 リ ン パ 球 か ら 単 離 し た 。 全 RNA を  TRI－ 試 薬 （ Molecula
r Research Center)に よ り 抽 出 し 、 そ し て ポ リ （ Ａ ） ＋ RNA を オ リ ゴ dT－ 磁 気 ビ ー ズ 精 製
（ Promega)に よ り 単 離 し た 。 cDNAを 、 ス ー パ ー ス ク リ プ ト 逆 転 写 酵 素 （ Gibco/BRL)及 び オ
リ ゴ dTプ ラ イ マ ー を 用 い て 、 Gubler & Hoffman, Gene 25 : 263-369 (1982)の 方 法 に よ り
合 成 し た 。 ブ ラ ン ト 末 端 化 さ れ た cDNAを 、 非 － 自 己 － 相 補 的 BstX１ ア ダ プ タ ー に 連 結 し 、
そ し て Sephacryl Ｓ － 400 回 転 カ ラ ム 上 に 通 し 、 連 結 さ れ て い な い ア ダ プ タ ー 及 び 小 さ な
フ ラ グ メ ン ト (300塩 基 対 以 下 ） を 除 去 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 次 に 、 連 結 さ れ た cDNAを 、 BstX１ に よ り 切 断 さ れ た 真 核 発 現 ベ ク タ ー  pcDNA－ IRL(す な
わ ち  pcDNA－ Ｉ （ Invitrogen) の 耐 ア ン ピ シ リ ン 性 バ ー ジ ョ ン ） 中 に 連 結 し た 。 そ の 連 結
反 応 の 沈 殿 さ れ そ し て 洗 浄 さ れ た 生 成 物 を 、 Ｅ ． コ リ 株 MW1100 (BioRad) 中 に エ レ ク ト ロ
ポ レ ー ト し た 。 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 の ア リ コ ー ト の コ ロ ニ ー 形 成 及 び コ ロ ニ ー 計 数 は 、 増
幅 さ れ て い な い ラ イ ブ ラ リ ー に お い て ２ 百 万 の 独 立 し た ク ロ ー ン の 合 計 数 を 示 し た 。 平 均
挿 入 サ イ ズ は 、 1.2kb で あ る こ と が 決 定 さ れ た 。 多 量 の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 液 体 培 地 、 す な
わ ち 250ml の 標 準 の LB培 地 に お い て 増 幅 し た 。 プ ラ ス ミ ド を ア ル カ リ 溶 解 に よ り 回 収 し 、
そ し て イ オ ン 交 換 カ ラ ム （ Qiagen) 上 で 精 製 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ヤ ギ 集 密 性 の  COS－ ７ 細 胞 を 、 精 製 さ れ た プ ラ ス ミ ド DNA に よ り エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 を 100mm の 皿 上 に プ レ ー ト し 、 そ し て 48時 間 増 殖
せ し め た 。 細 胞 を  PBS－ EDTA溶 液 に よ り プ レ ー ト か ら 回 収 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 L106と
共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 標 準 方 法 に 従 っ て 処 理 し た 。 第 ２ 回 目 の 処 理 は 、 プ レ ー ト
に 吸 着 さ れ た 多 く の COS 細 胞 と し て の 富 化 を 示 し た 。 エ ピ ソ ー ム DNA を Hirt方 法 に よ り 免
疫 選 択 さ れ た 細 胞 か ら 回 収 し 、 そ し て 増 幅 の た め に 細 菌 中 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 第 ２ 回 目 の Hirt調 製 物 か ら の プ ラ ス ミ ド に よ り 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 を 、 約 100 の コ ロ ニ
ー の 小 さ な プ ー ル 中 に 希 釈 し た 。 そ の プ ー ル を 増 幅 し 、 そ し て そ れ ら の DNA を 精 製 し 、 そ
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し て 免 疫 螢 光 に よ り  COS－ ７ 細 胞 上 で の L106抗 原 の 発 現 を 付 与 す る 能 力 に つ い て 試 験 し た
。 フ ィ コ エ リ ト リ ン － 接 合 の L106抗 体 を 用 い て 、  COS－ ７ 細 胞 単 相 を 染 色 し 、 そ し て 細 胞
を 手 動 制 免 疫 螢 光 顕 微 鏡 に よ り 試 験 し た 。 ８ つ の プ ー ル の う ち ４ つ の プ ー ル か ら の Minipr
ep DNAは 、 発 現 に つ い て 試 験 さ れ る 場 合 、 陽 性 で あ っ た 。 最 良 の 発 現 を 有 す る プ ー ル 、 す
な わ ち プ ー ル Ｅ を 、 12の コ ロ ニ ー の 小 さ な プ ー ル に 分 割 し た 。 ８ つ の サ ブ プ ー ル の う ち ３
つ の サ ブ プ ー ル は 陽 性 で あ り 、 そ し て サ ブ プ ー ル E1を プ レ ー ト し 、 単 一 コ ロ ニ ー の 分 析 を
行 っ た 。 コ ロ ニ ー E1－ 27は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た COS 細 胞 の 表 面 上 に  ACT－ ４ － ｈ －
１ 受 容 体 の 高 レ ベ ル 発 現 を 付 与 す る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ６ 】

　 E1－ 27と 称 す る ク ロ ー ン か ら の 挿 入 体 を pBluescript 中 に サ ブ ク ロ ー ン し 、 そ し て ALF 
ス ク エ ン サ ー （ Pharmacia)に 基 づ く T7ポ リ メ ラ ー ゼ 自 動 読 取 り 配 列 を 決 定 キ ッ ト （ Pharma
cia)を 用 い て 、 ジ デ オ キ シ 鎖 終 結 方 法 に よ り 配 列 決 定 し た 。 制 限 地 図 は 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ の た め の い く つ か の 便 利 な 部 位 を 示 し た 。 ５ つ の サ ブ ク ロ ー ン を pBluescript に お い て
生 成 し 、 そ し て Ｍ 13前 進 性 及 び 普 遍 的 プ ラ イ マ ー に よ り 両 鎖 を 配 列 決 定 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　  ACT－ ４ － ｈ － １ の cDNA及 び 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 図 ５ － １ ～ 図 ５ － ２ に 示 さ れ る
。 １ ， 137 個 の 塩 基 対 の  ACT－ ４ － ｈ － １  cDNA は 、 14－ bpの ５ ’ － 未 翻 訳 領 域 及 び  209
－ bpの ３ ’ － 未 翻 訳 領 域 を 含 む 。 AATAAAポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル は 、  1,041位 で 存 在 し 、
続 い て 80－ bpの ポ リ Ａ 末 端 が  1,057位 で 開 始 す る 。 最 長 の 読 み 取 り 枠 は 、 15位 で の 最 初 の
ATG で 始 ま り 、 そ し て  846位 で の TGA で 終 結 す る 。 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 典 型 的 な
タ イ プ １ 膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 の 配 列 で あ る 。 疎 水 性 の 分 析 は 、 開 始 ATG に 続 い て 推 定 上 の
シ グ ナ ル 配 列 を 示 し 、 そ し て 塩 基 性 残 基 の 短 い 範 囲 に 続 い て 、 疎 水 性 残 基 の 長 い 範 囲 が 存
在 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 予 測 さ れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド 切 断 部 位 は 、 残 基 22又 は 24で 存 在 し （ 後 者 は 、 von Heijne
, Nucleic Acids Res. 14 : 4683-4690 (1986)（ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 む ） の 基 準 に
よ り よ り 有 望 で あ る ） 、 そ の 部 位 は  253個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 成 熟 タ ン パ ク 質 を 切 断 す る （
又 は 低 い 可 能 性 の 部 位 で 切 断 が 生 じ る 場 合 、  255個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 存 在 す る ） 。 疎 水 性
の 分 析 は ま た 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン で あ る と 予 測 さ れ る 27個 の 疎 水 性 残 基 の 単 一
の 大 き な 範 囲 を 示 し 、 こ れ は 189(又 は 191)個 の ア ミ ノ 酸 の 細 胞 外 ド メ イ ン 及 び 37個 の ア ミ
ノ 酸 の 細 胞 内 ド メ イ ン を 予 測 す る 。 細 胞 外 ド メ イ ン は シ ス テ イ ン に 富 ん で お り 、 こ こ で は
、 18個 の シ ス テ イ ン が  135個 の ア ミ ノ 酸 の 範 囲 内 に 見 出 さ れ る 。 成 熟 タ ン パ ク 質 の た め の
予 測 さ れ る 分 子 量 （ Ｍ γ ） は 27,400で あ り 、 そ し て ア ミ ノ 酸 残 基 146 及 び 160 で ２ つ の 可
能 性 あ る Ｎ － グ リ コ シ ル 化 部 位 が 存 在 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 BLAZE プ ロ グ ラ ム を 用 い て の 、 swiss-protデ ー タ ベ ー ス に お け る 既 知 の 配 列 と  ACT－ ４
－ ｈ － １ の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 比 較 は 、 神 経 成 長 因 子 受 容 体 超 科 の メ ン バ ー と の 配 列 類 似 性
を 示 す 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、  NGF－ Ｒ ，  TNF－ Ｒ ， CD40， 41－ BB及 び  fas／ APO-1 に つ い て
少 な く と も 20％ の 同 一 性 を 示 し 、 そ し て OX－ 40に つ い て は 62％ の 同 一 性 を 示 し 、 ギ ャ ッ プ
及 び 欠 失 を 可 能 に す る 。 種 々 の タ ン パ ク 質 の 整 合 は 、 複 数 の シ ス テ イ ン に 富 む モ チ ー フ の
保 存 を 示 す 。 そ れ ら の モ チ ー フ の ３ 種 は  ACT－ ４ － ｈ － １ 及 び OX－ 40に 存 在 し 、 そ れ に 比
較 し て 、 他 の ４ 種 の そ の よ う な モ チ ー フ は  NGF－ Ｒ 及 び CD40に 存 在 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 プ ロ グ ラ ム BLAST 及 び FASTDSを 用 い て の 、 Genbank and FMBLデ ー タ ベ ー ス に お け る 既 知
の 配 列 と  ACT－ ４ － ｈ － １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 比 較 は 、 神 経 成 長 因 子 受 容 体 超 科 の わ
ず か １ 種 の メ ン バ ー OX－ 40と の 高 い 程 度 の 配 列 類 似 性 を 示 し た 。 ギ ャ ッ プ 及 び 挿 入 を 可 能
に し た 後 、 配 列 の 同 一 性 は 66％ で あ る 。  ACT－ ４ － ｈ － １ 及 び OX－ 40ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
比 較 は 、 両 者 が 14－ bpの ５ ’ 未 翻 訳 領 域 を 含 み 、 そ し て 両 者 が 約 80－ bpの ポ リ Ａ 末 端 を 含
む こ と を 示 す 。
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【 ０ ２ ０ １ 】
　 し か し な が ら 、  ACT－ ４ － ｈ － １ に お い て は 、  187－ bp～  209－ bpの わ ず か に 延 び た ３
’ 未 翻 訳 領 域 が 存 在 し 、 そ し て  816－ bp～  834－ bpの 延 び た コ ー ド 領 域 、 す な わ ち 18－ bp
又 は ６ 個 の ア ミ ノ 酸 挿 入 の 差 異 が 存 在 す る 。 ２ 種 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 整 合 は 、 ４ 個 の ア ミ ノ
酸 挿 入 が シ グ ナ ル 配 列 切 断 部 位 の 前 に 生 じ る こ と を 示 す 。 従 っ て 、 成 熟  ACT－ ４ － ｈ － １
受 容 体 タ ン パ ク 質 は 、 OX－ 40よ り も １ つ 多 く の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む （ す な わ ち  253対  252
個 の ア ミ ノ 酸 ） 。 注 目 す べ き 事 に は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は OX－ 40配 列 よ
り も 一 層 多 く の GCに 富 ん で お り （ 70％ 対 55％ ） 、 こ れ は ２ 種 の 配 列 が 緊 縮 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し な い で あ ろ う こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】

　  XbaＩ － HindIII フ ラ グ メ ン ト を 、 例 ４ に 記 載 の 構 造 体 か ら 切 出 し 、 そ し て  XbaＩ ／ Hi
ndIII － 消 化 さ れ た  pcDNA－ Ｉ － neo (Invitrogen)中 に 挿 入 し 、  ACT－ ４ － ｈ － １ － neo 
と 称 す る 発 現 ベ ク タ ー を 生 成 し た （ 図 ６ ） 。 こ の ベ ク タ ー を Sf１ に よ り 線 状 化 し 、 ３ 種 の
真 核 細 胞 系 中 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た 。 そ れ ら の 細 胞 系 は 、 SP２ ／ Ｏ （ Balb／ Ｏ 株 に 由
来 す る マ ウ ス 骨 髄 腫 ） 、 Jurkat（ 形 質 転 換 さ れ た ヒ ト Ｔ － 細 胞 系 ） 及 び  COS－ ７ （ 付 着 性
サ ル 細 胞 系 ） で あ っ た 。 48時 間 の 回 収 期 間 の 後 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を １ mg／ mlの G418（
Gibco)に お い て 選 択 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 ３ 週 間 の 選 択 の 後 、  neo－ 耐 性 細 胞 系 を 飽 和 濃 度 の L106抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
洗 浄 し 、 そ し て  ACT－ ４ － ｈ － １ を 発 現 す る 細 胞 を 選 択 す る た め に ヤ ギ 抗 － マ ウ ス IgG に
よ り 被 覆 さ れ た 100mm ペ ト リ 皿 上 に 積 層 し た 。 結 合 さ れ な か っ た 細 胞 を 洗 浄 し た 後 、 付 着
細 胞 を 回 収 し 、 そ し て 組 織 培 養 に お い て 拡 張 し た 。 細 胞 系 は さ ら に ２ 回 の パ ン ニ ン グ 及 び
発 現 を 受 け た 。 得 ら れ た 細 胞 系 を 、 多 く の  ACT－ ４ － ｈ － １ を 表 わ す た め に 直 接 的 な 免 疫
螢 光 染 色 に よ り 示 し た （ 図 ７ ） 。
　 同 じ 手 段 及 び 原 理 を 用 い て 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ を 発 現 す る 安 定 し た 細 胞 系 を 得 た （
例 10を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ ０ ４ 】

　  ACT－ ４ － ｈ － １ の 細 胞 外 ド メ イ ン が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 不 変 ド メ イ ン の Ｎ － 末 端 に
そ の Ｃ － 末 端 を 通 し て 連 結 さ れ て い る 安 定 し た 融 合 タ ン パ ク 質 を 構 成 し た 。 例 ４ に 記 載 さ
れ る  ACT－ ４ － ｈ － １ を コ ー ド す る ベ ク タ ー を  SmaＩ 及 び  NotＩ に よ り 切 断 し 、 ト ラ ン ス
メ ン ブ ラ ン 、 原 形 質 及 び ３ ’ 未 翻 訳 領 域 を 包 含 す る 、  SmaＩ 部 位 の 下 流 の す べ て の  ACT－
４ － ｈ － １ 配 列 を 切 出 し た 。 残 る 領 域 は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ の 可 溶 性 細 胞 外 部 分 を コ ー ド
す る （ 図 ８ ） 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　  ACT－ ４ － ｈ － １ 細 胞 外 ド メ イ ン に 連 結 さ れ る べ き 免 疫 グ ロ ブ リ ン 不 変 領 域 の 源 は 、 5K
－ 41BB－ Egl と 称 す る プ ラ ス ミ ド で あ っ た （ Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 89 : 10360-
10364)（ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 む ） 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 ヒ ト Ig、 イ ソ タ イ プ γ １ の
ヒ ン ジ 、 CH２ 及 び 末 端 CH３ ド メ イ ン を コ ー ド す る 。 1.3kb の BamHＩ /EagＩ ゲ ノ ム フ ラ グ メ
ン ト を 含 む 。 こ の フ ラ グ メ ン ト は 、 ブ ラ ン ト 末 端 連 結 に よ り 形 成 さ れ る べ き  SmaＩ 結 合 を
通 し て ペ プ チ ド 読 み 取 り 枠 を 保 存 し な が ら 、  ACT－ ４ － ｈ － １ ベ ク タ ー の  SmaＩ /NotＩ 末
端 中 へ の 挿 入 の た め に 変 性 を 必 要 と し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 ベ ク タ ー 5K－ 41BB－ Egl を BamHＩ に よ り 切 断 し 、 そ し て 得 ら れ る ５ ’ 拡 張 部 を ク レ ノ ウ
フ ラ グ メ ン ト に よ り フ ィ ル イ ン し た 。 次 に 、 ベ ク タ ー を  EagＩ に よ り 切 断 し 、 ブ ラ ン ト 及
び  NotＩ 適 合 性 部 位 を 有 す る 1.3kb の フ ラ グ メ ン ト を 放 し た 。 こ の フ ラ グ メ ン ト を 、  Sma
Ｉ /NotＩ に よ り 消 化 さ れ た  ACT－ ４ － ｈ － １ に よ り 連 結 し た 。 連 結 混 合 物 を Ｅ ． コ リ 中 に
エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し 、 そ し て 複 数 の 形 質 転 換 ク ロ ー ン を 、 プ ラ イ マ ー と し て  ACT－ ４ －
ｈ － １ 及 び IgG1ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 用 い て PCR に よ り ス ク リ ー ン し た 。
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例 ６ ： 安 定 し た  ACT－ ４ － ｈ － １ ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の 生 成

例 ７ ：  ACT－ ４ － ｈ － １ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 合 成



【 ０ ２ ０ ７ 】
　  ACT－ ４ － ｈ － １ － IgG1コ ー ド を 含 む プ ラ ス ミ ド を COS 細 胞 中 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し
た 。 細 胞 を ５ 日 間 増 殖 せ し め 、 こ の 時 点 で 、 上 清 液 を 収 穫 し 、 そ し て  0.2ミ ク ロ ン の 膜 を
通 し て 濾 過 し 、 殺 菌 し た 。 上 清 液 を 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト に よ り 、  ACT－ ４ － ｈ － １ － IgG1の
発 現 に つ い て 試 験 し た 。 上 清 液 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 に ブ ロ ッ ト し 、 そ し て ５ ％ 脱 脂 ド ラ
イ ミ ル ク に よ り ブ ロ ッ ク し た 。 レ プ リ カ ブ ロ ッ ト を 抗 体 L106又 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
に よ り ラ ベ ル さ れ た ヤ ギ 抗 － ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン IgG (America Qualex)に よ り プ ロ ー ブ し
た 。 抗 体 L106を 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ り ラ ベ ル さ れ た ヤ ギ 抗 － マ ウ ス IgG に よ り
検 出 し た 。  NBT／ BCIP（ Pierce) は 比 色 基 質 と し て 使 用 さ れ た 。 高 い 生 産 性 の 陽 性 ク ロ ー
ン を 結 合 部 位 で 配 列 決 定 し 、 適 切 な ベ ク タ ー 構 造 を 確 か め た 。 得 ら れ る 融 合 遺 伝 子 は 、 図
９ に 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】

　  ACT－ ４ － ｈ － １ に 対 す る リ ガ ン ド を 発 現 す る 細 胞 タ イ プ を 、 プ ロ ー ブ と し て 、 例 ７ に
記 載 さ れ る  ACT－ ４ － ｈ － １ 組 換 え 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 （ こ の 後 、  ACT－ ４ －
ｈ － １ － Rgと 称 す ） を 用 い て 、 流 動 細 胞 計 測 法 と 組 合 し て の 間 接 的 染 色 法 に よ り 同 定 し た
。 結 合 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 接 合 の 抗 － ヒ ト Igを 用 い て 検 出 し た 。
そ れ ら の 実 験 は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ に 対 す る リ ガ ン ド が 、 Burkitt リ ン パ 腫 細 胞 系 （ Jiyo
ye) 、 及 び  EBV－ 形 質 転 換 さ れ た LCL 9037, 9059及 び MSABを 包 含 す る 、 少 数 の Ｂ － 細 胞 系
上 に 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ た こ と を 示 し た 。 そ れ ら の 細 胞 系 は ３ の MCF を 伴 っ て 、 ５ ％ の 陽
性 を 示 し た 。 表 ２ を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 細 胞 系 Jiyoyeに 関 し て は 、 10の MCF を 伴 っ て 90％ の 陽 性 で 染 色 さ れ る 、 細 胞 系 Jo－ P5を
生 成 す る た め に パ ン ニ ン グ 方 法 に よ り 細 胞 染 色 を 陽 性 に な る よ う 富 化 す る こ と が 可 能 で あ
っ た 。 新 た に 単 離 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 Ｂ － 細 胞 、 単 球 、 樹 枝 状 細 胞 、 ほ と ん ど の Ｔ － 細 胞 腫
瘍 系 及 び 骨 髄 性 単 球 細 胞 系 の PBMC及 び 精 製 さ れ た サ ブ 集 団 を 包 含 す る 、 試 験 さ れ る 他 の 細
胞 系 は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ に 対 す る リ ガ ン ド を 実 質 的 に 有 さ な か っ た 。 し か し な が ら 、 ２
種 の HTLV－ Ｉ は 、 Ｔ 細 胞 系 、 す な わ ち HUT-102 及 び  ACT－ ４ － ｈ － １ を 発 現 す る MT－ ２ を
感 染 せ し め 、 こ こ で 後 者 は ひ じ ょ う に 高 い レ ベ ル で 感 染 せ し め た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 実 験 を 、 PHA 又 は  PMA／ イ オ ノ マ イ シ ン の 組 合 せ の い づ れ か を 用 い て の 細 胞 の 活 性 化 の
後 に く り 返 し た 。 ３ 日 間 、 ２ μ ｇ ／ mlの PHAに よ り 活 性 化 さ れ た PBMCは 、 ド ナ ー に 依 存 し
て 、  ACT－ ４ － ｈ － １ に 対 す る リ ガ ン ド の た め に ２ ～ 10％ の 陽 性 で 染 色 し た 。 PMA(10ng／
ml） 及 び イ オ ノ マ イ シ ン (500ng／ ml） の 組 合 せ を 用 い て の Ｂ － LCL細 胞 及 び Burkitリ ン パ
腫 系 の 活 性 化 は 、 い く つ か の 細 胞 系 、 特 に 休 止 状 態 で 低 レ ベ ル の 発 現 を 示 し た MSABよ う な
細 胞 系 の た め の リ ガ ン ド の 実 質 的 な 発 現 を 誘 発 し た 。 表 ２ を 参 照 の こ と 。 分 別 さ れ て い な
い Ｂ 細 胞 も ま た 、 リ ガ ン ド の 選 択 的 発 現 を 示 し た （ 15％ の 細 胞 陽 性 、  MHC＝ ５ ） 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 MSAB細 胞 に 対 す る 時 間 の 経 過 の 研 究 は 、 リ ガ ン ド 発 現 が 活 性 化 の ２ 日 後 に 始 ま り 、 そ し
て ３ 又 は ５ 日 目 で ピ ー ク を 示 す こ と を 示 唆 し た 。  PMA／ イ オ ノ マ イ シ ン 活 性 化 は ま た 、 赤
白 血 病 細 胞 系 及 び 試 験 さ れ た ３ 種 の 骨 髄 腫 単 球 の う ち １ 種 、 す な わ ち  THP－ １ に お い て リ
ガ ン ド の 選 択 的 発 現 を 誘 発 し た 。  PMA／ イ ノ マ イ シ ン 活 性 化 は ま た 、 Ｔ － 細 胞 に お い て リ
ガ ン ド の 低 レ ベ ル の 発 現 を 誘 発 す る が 、 試 験 さ れ た 他 の Ｔ － 細 胞 系 に お い て は 誘 発 し な か
っ た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
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例 ８ ：  ACT－ ４ － ｈ － １ に 対 す る リ ガ ン ド を 発 現 す る 細 胞 タ イ プ の 同 定
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ４ 】

　 リ ガ ン ド の た め の cDNAク ロ ー ン を 、 Aruffo & Seed に よ り 最 初 に 開 発 さ れ た 、 わ ず か に
変 性 さ れ た COS 細 胞 発 現 シ ス テ ム を 用 い て 単 離 し た 。 RNA を 、 72時 間  PMA／ イ オ ノ マ イ シ
ン － 活 性 化 さ れ た ヒ ト  EBY－ 形 質 転 換 Ｂ 細 胞 （ 細 胞 系 MSAB） か ら 単 離 し た 。 全 RNA を  TRI
－ 試 薬 （ Molecular Research Center)に よ り 抽 出 し 、 そ し て ポ リ （ Ａ ） ＋ RNA を オ リ ゴ dT
－ 磁 気 ビ ー ズ 精 製 （ Promega)に よ り 単 離 し た 。 cDNAを 、 ス ー パ ー ス ク リ プ ト 逆 転 写 酵 素 （
Gibco/BRL)及 び オ リ ゴ dTプ ラ イ マ ー を 用 い て 、 Gubler & Hoffman, Gene 25 : 263-369 (1
982)の 方 法 に よ り 合 成 し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
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例 ９ ：  ACT－ ４ － ｈ － １ リ ガ ン ド を コ ー ド す る ク ロ ー ニ ン グ cDNA



　 ブ ラ ン ト 末 端 化 さ れ た cDNAを 、 非 － 自 己 － 相 補 的 BstX１ ア ダ プ タ ー に 連 結 し 、 そ し て Se
phacryl Ｓ － 400回 転 カ ラ ム 上 に 通 し 、 連 結 さ れ て い な い ア ダ プ タ ー 及 び 小 さ な フ ラ グ メ
ン ト (300塩 基 対 以 下 ） を 除 去 し た 。 次 に 、 連 結 さ れ た cDNAを 、 BstX１ に よ り 切 断 さ れ た 真
核 発 現 ベ ク タ ー pcDNA (Invitrogen)中 に 連 結 し た 。 そ の 連 結 生 成 物 を 、 沈 殿 せ し め 、 洗 浄
し 、 そ し て 一 千 万 個 の 独 立 し た ク ロ ー ン の 増 幅 さ れ て い な い ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る Ｅ ．
コ リ 株 MC1061／ P3中 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー に お け る 平 均 挿 入 体 サ イ ズ
は １ kbで あ っ た 。 多 量 の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 250ml の 標 準 LB培 地 に お い て 増 幅 し た 。 プ ラ ス
ミ ド DNA を ア ル カ リ 溶 解 に よ り 回 収 し 、 そ し て イ オ ン 交 換 カ ラ ム （ Qiagen) 上 で 精 製 し た
。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 ヤ ギ 集 密 性 の  COS－ ７ 細 胞 を 、 精 製 さ れ た プ ラ ス ミ ド DNA に よ り エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 を 100mm の 皿 上 に プ レ ー ト し 、 そ し て 48時 間 増 殖
せ し め た 。 細 胞 を  PBS－ EDTA溶 液 に よ り プ レ ー ト か ら 回 収 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  ACT－
４ － ｈ － １ － Rgと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 標 準 方 法 に 従 っ て 処 理 し た 。 第 ２ 回 目 の
処 理 は 、 プ レ ー ト に 吸 着 さ れ た 多 く の COS 細 胞 と し て の 富 化 を 示 し た 。 エ ピ ソ ー ム DNA を
Hirt方 法 に よ り 免 疫 選 択 さ れ た 細 胞 か ら 回 収 し 、 そ し て 増 幅 の た め に 細 菌 中 に エ レ ク ト ロ
ポ レ ー ト し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 第 ２ 回 目 の 選 択 か ら の プ ラ ス ミ ド に よ り 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 を ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て 増
幅 し た 。 個 々 の ク ロ ー ン か ら の DNA を 精 製 し 、 そ し て  COS－ ７ 細 胞 に お い て  ACT－ ４ － ｈ
－ １ に 対 す る リ ガ ン ド の 発 現 を 付 与 す る 能 力 に つ い て 試 験 し た 。 フ ィ コ エ リ ト リ ン － 接 合
の  ACT－ ４ － ｈ － １ － Rgを 用 い て 、  COS－ ７ 細 胞 単 相 を 染 色 し 、 そ し て 次 に 、 細 胞 を 、 手
動 制 免 疫 螢 光 顕 微 鏡 に よ り 試 験 し た 。 ク ロ ー ン ＃ ２ ， 26及 び 30は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ － Rg
結 合 活 性 の 高 レ ベ ル 発 現 を 与 え た 。
【 ０ ２ １ ８ 】

　 例 ９ に お け る ク ロ ー ン 26か ら の 挿 入 体 を 、 HindIII 及 び  XbaＩ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 で pBlu
escript 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 ク ロ ー ン を 、 ALF ス ク エ ン サ ー （ Pharmacia)に 基 づ く
T7ポ リ メ ラ ー ゼ 基 礎 の 自 動 読 取 り 配 列 決 定 キ ッ ト （ Pharmacia)を 用 い て 、 ジ デ オ キ シ 鎖 終
結 方 法 に よ り 配 列 決 定 し た 。 ３ 種 の サ ブ ク ロ ー ン を pBluescript に お い て 生 成 し 、 そ し て
Ｍ 13前 進 性 及 び 普 遍 的 プ ラ イ マ ー に よ り 両 鎖 を 配 列 決 定 し た 。 ク ロ ー ン 26の cDNA及 び 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 図 10－ １ ～ 図 10－ ２ に 示 さ れ て い る 。 そ の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
に よ り 形 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ と 称 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １  cDNA 配 列 は 、 1079個 の 塩 基 対 、 並 び に 137bp の ５ ’ UTR 及 び 37
9bp の ３ ’ UTR を 含 む 。 AATAAAポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル は 、 1024位 で 存 在 し 、 続 い て 1049
位 で 開 始 す る 20個 の 塩 基 の ポ リ Ａ 末 端 が 存 在 す る 。 配 列 の 分 析 は 、 21,000の 計 算 さ れ た 分
子 量 と 共 に 、  183個 の ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 一 の 読 み 取 り 枠 を 示 す 。 そ の
読 み 取 り 枠 は 、  149位 で 最 初 の ATG で 始 ま り 、 そ し て  698位 で の TGA で 終 結 す る 。 ATG は
、 － ３ 位 で Ａ 及 び ＋ ４ 位 で Ｇ を 伴 っ て Kozak コ ン セ ン サ ス 開 始 配 列 を 端 に 有 す る 。 疎 水 性
の 分 析 は 、 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 部 分 に 約 27個 の aaの 単 一
の ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン を 有 す る タ イ プ II膜 タ ン パ ク 質 の 配 列 で あ る こ と を 示 す 。
ま た 、 分 子 の Ｃ 末 端 部 分 に ４ 種 の Ｎ － 結 合 さ れ た グ リ コ シ ル 化 部 位 が 存 在 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と Genbank and EMBLデ ー タ バ ン ク に お け る 既
知 の 配 列 と の 比 較 は 、 既 知 の 遺 伝 子 に 対 し て 有 意 な 相 同 性 を 示 さ ず 、 但 し 、 Miura et al.
, Mol. Cell Biol. 11 : 1313-1325 (1991) に よ る gp 34 と 称 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 を 除 く 。  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ の コ ー ド 領 域 の cDNA配 列 は 、 gp 34 の 配 列 と 同 一
で あ る 。 し か し な が ら 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ は 、 gp 34 配 列 と 比 較 し て 、 追 加 の  112個
の ヌ ク レ オ チ ド を ５ ’ 末 端 で 含 ん だ 。 追 加 の ヌ ク レ オ チ ド は ５ ’ 未 翻 訳 領 域 内 で 存 在 す る
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例 10：  ACT－ ４ － ｈ － １ に 対 す る リ ガ ン ド の 配 列 分 析



の で 、 そ れ ら の 存 在 は 、 発 現 生 成 物 を た ぶ ん 変 え な い 。 お そ ら く 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １
ク ロ ー ン は 、 よ り 完 全 な 逆 転 写 物 に 由 来 し 、 そ し て イ ン ビ ボ ５ ’ 末 端 の 代 表 で あ る 。 た ぶ
ん 、 余 分 な 配 列 は 、 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 を 調 節 す る こ と に 関 与 し て い る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と Protein Information Reso
urce (PIR)デ ー タ ベ ー ス に お け る 既 知 配 列 と の Fast DB プ ロ グ ラ ム を 用 い て の 比 較 は 、 gp
 34 と の 同 一 性 及 び  TNFα と の ひ じ ょ う に 弱 い 相 同 性 を 示 し た 。 Chou & Fasman に よ り 開
発 さ れ た 二 次 構 造 予 測 ア ル ゴ リ ズ ム （ secondary structure precliction algorithm)は 、
 ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ リ ガ ン ド 及 び  TNF－ α が 両 と も 、 有 意 な 量 の β 構 造 を 形 成 す る 傾 向
が あ る こ と を 予 測 す る 。 こ の 予 測 は 、 タ ン パ ク 質 の TNF フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー が β 構
造 に お い て 富 ん で い る β ジ ェ リ ー ロ ー ル （ β  jelly roll)配 置 を 形 成 す る の に 適 合 さ れ 、
又 は 予 測 さ れ る 観 察 と 一 致 す る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 本 発 明 を 明 確 に 理 解 す る た め に 、 本 発 明 は 例 及 び 上 記 開 示 に お い て い く ら か 詳 細 に 記 載
さ れ て 来 た 。 し か し な が ら 、 一 定 の 変 更 及 び 修 飾 が 本 発 明 の 範 囲 内 で 実 施 さ れ 得 る こ と は
明 ら か で あ ろ う 。 す べ て の 出 版 物 及 び 特 許 出 願 は 、 そ れ ぞ れ が 個 々 に 示 さ れ て い る か の よ
う に 、 同 じ 程 度 に す べ て の 目 的 の た め に そ れ ら の 全 体 を 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る
。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ２ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 種 々 の 細 胞 タ イ プ 上 で の  ACT－ ４ － ｈ － １ の 発 現 を 分 析 す る た め の 末 梢
血 液 の ２ 色 染 色 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 同 種 異 系 抗 原 － 活 性 化 CD４ +  Ｔ 細 胞 上 で の  ACT－ ４ － ｈ － １ 発 現 の 比 率
を 示 す 。  MCF＝ 平 均 チ ャ ン ネ ル 蛍 光 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 破 傷 風 毒 素 活 性 化 CD４ +  Ｔ 細 胞 上 で の  ACT－ ４ － ｈ － １ 発 現 の 比 率 を 示
す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 PHA 活 性 化 CD４ +  Ｔ 細 胞 上 で の  ACT－ ４ － ｈ － １ 発 現 の 比 率 を 示 す 。
【 図 ５ － １ 】 図 ５ － １ は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ の cDNA（ 上 行 ） 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 下 行
） を 示 す 。 こ の 図 は Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 の 位 置 、 ２ つ の 可 能 な シ グ ナ ル 切 断 部 位 （ 垂 直 矢
印 ） 、 及 び ２ つ の グ リ コ シ ル 化 部 位 （ gly)を 示 す 。
【 図 ５ － ２ 】 図 ５ － ２ は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ の cDNA（ 上 行 ） 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 下 行
） を 示 す 。 こ の 図 は 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン （ TM) 、 停 止 コ ド ン 、 及 び ポ リ － Ａ シ
グ ナ ル 配 列 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ を 発 現 す る 安 定 形 質 転 換 体 の 生 産 の た め の 発 現 ベ ク タ
ー の 構 築 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、  COS－ ７ 、 ジ ャ ー カ ッ ト 及 び SP２ ／ Ｏ 細 胞 系 の 安 定 形 質 転 換 体 上 で の  A
CT－ ４ － ｈ － １ の 発 現 を 示 す FACS（ 商 標 ） 分 析 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、  ACT－ ４ － ｈ － １ 細 胞 外 ド メ イ ン と イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 領 域 と の
組 換 グ ロ ブ リ ン の 形 成 の た め の 融 合 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 組 換 グ ロ ブ リ ン を 形 成 す る  ACT－ ４ － ｈ － １ 細 胞 外 ド メ イ ン と イ ム ノ グ
ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 領 域 と の 融 合 よ り 形 成 さ れ る 組 換 グ ロ ブ リ ン の 模 式 図 を 示 す 。
【 図 １ ０ － １ 】 図 10－ １ は 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ の cDNA配 列 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示
す 。 さ ら に 、 枠 で 囲 っ た ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン 領 域 、 及 び ２ つ の グ リ コ シ ル 化 部 位
を 示 す 。
【 図 １ ０ － ２ 】 図 10－ ２ は 、  ACT－ ４ － Ｌ － ｈ － １ の cDNA配 列 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示
す 。 さ ら に 、 ２ つ の グ リ コ シ ル 化 部 位 、 及 び ポ リ － Ａ － シ グ ナ ル を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ － １ 】 【 図 ５ － ２ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ － １ 】 【 図 １ ０ － ２ 】
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