
(57)【要約】
調節性 T細胞（ Treg）は、自己免疫を制限するが、抗病原体および抗腫瘍免疫の程度をも
減弱させ得る。 Treg機能の機構の理解およびインビボでの Tregの治療処置には、 Treg選択
的な受容体を同定することが必要である。エフェクター／メモリーまたは調節性の表現型
のいずれかに分化する抗原特異的な CD4+ T細胞からの遺伝子発現アレイの比較解析により
、 MHCクラス II組織に結合する CD4関連分子の LAG-3（ CD223）の Treg選択的な発現が明らか
になった。 CD4+ T細胞での LAG-3の発現は、細胞のインビトロでのサプレッサー活性と相
関しており、 CD4 T細胞での LAG-3の異所性の発現は、 T細胞に対してサプレッサー活性を
与える。 LAG-3に対する抗体は、インビトロおよびインビボでの抑制を阻害する。 LAG-3は
、調節性 T細胞群をマークし、これらのサプレッサー活性に関与する。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 に 罹 患 し て い る 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て ：
　 CD223の コ ー ド 配 列 を 含 む 発 現 構 築 物 を 有 す る 患 者 か ら 単 離 さ れ た 自 己 免 疫 性 の T細 胞 を
イ ン ビ ト ロ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と ； お よ び
　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 自 己 免 疫 性 の T細 胞 を 患 者 に 再 注 入 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 患 者 が 多 発 性 硬 化 症 に 罹 患 し て い る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 CD223と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ； お よ び
　 抗 癌 ワ ク チ ン
を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 薬 学 的 組 成 物 で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 組 成 物 が 患 者 へ の 投 与 後 に イ ン ビ ボ で 形 成 さ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 特 異 的 に CD223と 結 合 す る 抗 体 ； お よ び
　 抗 癌 ワ ク チ ン
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
　 抗 体 お よ び ワ ク チ ン が 別 々 の 容 器 内 に あ る 、 請 求 項 7記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ 】
　 癌 患 者 に 対 す る キ ッ ト の 成 分 の 投 与 の た め の 説 明 書 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 7記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 抗 癌 ワ ク チ ン で 癌 患 者 を 治 療 す る 改 善 さ れ た 方 法 で あ っ て ：
　 癌 患 者 に 対 し て 、 CD223と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 投 与 す る こ と ； お よ び
　 癌 患 者 に 対 し て 、 抗 癌 ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と
を 含 み 、 抗 体 が 、 抗 癌 ワ ク チ ン に 対 す る 癌 患 者 の 抗 癌 応 答 の 大 き さ を 増 大 さ せ る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 抗 癌 ワ ク チ ン に 対 す る 免 疫 応 答 の 抑 制 を 克 服 す る 方 法 で あ っ て ：
　 抗 癌 ワ ク チ ン に 対 す る 免 疫 応 答 を 抑 制 す る 調 節 性 T細 胞 を 有 す る 癌 患 者 に 対 し て 、 CD223
と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 投 与 す る こ と ； お よ び
　 癌 患 者 に 対 し て 抗 癌 ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と
を 含 み 、 こ れ に よ り 、 抗 体 が 、 抗 癌 ワ ク チ ン に 対 す る 癌 患 者 の 応 答 を 増 大 さ せ る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 哺 乳 類 の T細 胞 の 数 を 増 大 さ せ る た め の 方 法 で あ っ て ：
哺 乳 類 に CD223タ ン パ ク 質 ま た は CD223 mRNAと 結 合 す る 阻 害 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法
。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 阻 害 剤 が CD223タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 阻 害 剤 が CD223 mRNAの 少 な く と も 7ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 相 補 的 で あ る ア ン チ セ ン ス RNA
分 子 を 発 現 す る ア ン チ セ ン ス 構 築 物 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 阻 害 剤 が CD223 mRNAの 少 な く と も 7ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 相 補 的 で あ る ア ン チ セ ン ス ・
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法
【 請 求 項 １ ７ 】
　 阻 害 剤 が CD223 mRNAと 特 異 的 に 結 合 す る リ ボ ザ イ ム で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 阻 害 剤 が CD223 mRNAと 特 異 的 に 結 合 す る RNA干 渉 分 子 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 哺 乳 類 が 癌 患 者 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 哺 乳 類 が 骨 髄 移 植 レ シ ピ エ ン ト で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 癌 患 者 を 抗 腫 瘍 ワ ク チ ン で ワ ク チ ン 接 種 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 腫 瘍 特 異 的 な T細 胞 群 を 癌 患 者 に 導 入 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 患 者 に 対 し て 抗 癌 化 学 療 法 剤 を 投 与 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 患 者 に 対 し て 抗 癌 抗 体 を 投 与 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 哺 乳 類 が 慢 性 ウ イ ル ス 感 染 を 有 す る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 哺 乳 類 に 対 し て 抗 ウ イ ル ス ・ ワ ク チ ン を 投 与 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 25記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 哺 乳 類 が 慢 性 細 菌 感 染 を 有 す る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 哺 乳 類 に 対 し て 抗 細 菌 ワ ク チ ン を 投 与 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 慢 性 ウ イ ル ス 感 染 が HIVで あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 T細 胞 群 の T細 胞 の 数 を 増 大 さ せ る た め の 方 法 で あ っ て ：
　 T細 胞 群 に 対 し て 、 CD223タ ン パ ク 質 ま た は CD223 mRNAと 結 合 す る 阻 害 剤 を イ ン ビ ト ロ で
投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 阻 害 剤 が CD223タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 阻 害 剤 が 、 CD223 mRNAの 少 な く と も 7ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 相 補 的 で あ る ア ン チ セ ン ス R
NA分 子 を 発 現 す る ア ン チ セ ン ス 構 築 物 で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 阻 害 剤 が 、 CD223 mRNAの 少 な く と も 7ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 相 補 的 で あ る ア ン チ セ ン ス
・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 阻 害 剤 が 、 CD223 mRNAと 特 異 的 に 結 合 す る リ ボ ザ イ ム で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 阻 害 剤 が CD223 mRNAと 特 異 的 に 結 合 す る RNA干 渉 分 子 で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 哺 乳 類 の T細 胞 の 数 を 減 少 さ せ る た め の 方 法 で あ っ て ：
　 哺 乳 類 に 対 し て 、 CD223を コ ー ド す る 発 現 構 築 物 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ れ に よ り 、 C
D223が 発 現 構 築 物 か ら 発 現 さ れ 、 哺 乳 類 の CD223の 濃 度 が 増 大 し 、 哺 乳 類 の T細 胞 の 数 が 減
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少 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 哺 乳 類 が 自 己 免 疫 疾 患 患 者 で あ る 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 哺 乳 類 の T細 胞 の 数 を 減 少 さ せ る た め の 方 法 で あ っ て ：
　 哺 乳 類 に 対 し て 、 CD223 +  T細 胞 の 集 団 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ れ に よ り 、 哺 乳 類 の CD
223の 濃 度 が 増 大 し 、 哺 乳 類 の T細 胞 の 数 が 減 少 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 哺 乳 類 が 自 己 免 疫 疾 患 患 者 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 CD223 +  T細 胞 が 、 CD223を コ ー ド す る 発 現 構 築 物 を 形 質 導 入 さ れ た CD4 +  T細 胞 で あ る 、
請 求 項 39記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 CD223 +  T細 胞 が 、 CD223を コ ー ド す る 発 現 構 築 物 を 形 質 導 入 さ れ た 自 己 抗 原 特 異 的 な T細
胞 で あ る 、 請 求 項 39記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 SEQ ID NO： 5で 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 KIEELEを 含 む 、 CD223の 50以 下 の 連 続 し た ア ミ ノ
酸 残 基 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 少 な く と も 2つ の セ グ メ ン ト を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 第 1の セ グ メ ン ト が 、 CD
223の 50以 下 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な り 、 第 1の セ グ メ ン ト が 、 SEQ ID NO： 5で 示 さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 KIELLEを 含 み 、 第 2の セ グ メ ン ト が 、 SEQ ID NO： 2ま た は 4に 示 さ れ た CD
223に は 見 い だ さ れ な い ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 癌 、 自 己 免 疫 疾 患 、 慢 性 感 染 症 、 AIDS、 骨 髄 移 植 レ シ ピ エ ン ト を 治 療 す る た め の 薬 物 と
し て の 潜 在 的 活 性 に つ い て 物 質 を 試 験 す る 方 法 で あ っ て ：
　 CD223タ ン パ ク 質 ま た は SEQ ID NO： 5で 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 KIELLEを 含 む CD223タ ン パ
ク 質 断 片 と 、 試 験 物 質 を 接 触 さ せ る こ と ；
　 試 験 物 質 が CD223タ ン パ ク 質 ま た は CD223タ ン パ ク 質 断 片 に 対 し て 結 合 し た か ど う か を 決
定 す る こ と ； お よ び
　 試 験 物 質 が CD223タ ン パ ク 質 ま た は CD223タ ン パ ク 質 断 片 に 結 合 し た 場 合 に は 、 試 験 物 質
を 、 癌 、 自 己 免 疫 疾 患 、 慢 性 感 染 症 、 AIDS、 ま た は 骨 髄 移 植 レ シ ピ エ ン ト を 治 療 す る た め
の 潜 在 的 薬 物 と し て 同 定 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 癌 、 慢 性 感 染 症 、 AIDS、 お よ び 骨 髄 移 植 レ シ ピ エ ン ト を 治 療 す る た め の 薬 物 と し て の 潜
在 的 活 性 に つ い て 物 質 を 試 験 す る 方 法 で あ っ て ：
　 試 験 物 質 を CD223タ ン パ ク 質 と 接 触 さ せ る こ と ；
　 試 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お い て CD223活 性 を 決 定 す る こ と ； お よ び
　 試 験 物 質 が CD223活 性 を 阻 害 す る 場 合 に は 、 試 験 物 質 を 、 癌 、 慢 性 感 染 症 、 AIDS、 お よ
び 骨 髄 移 植 レ シ ピ エ ン ト を 治 療 す る た め の 潜 在 的 薬 物 と し て 同 定 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た め の 薬 物 と し て の 潜 在 的 活 性 に つ い て 物 質 を 試 験 す る 方 法 で
あ っ て ：
　 試 験 物 質 を CD223タ ン パ ク 質 と 接 触 さ せ る こ と ；
　 試 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お い て CD223活 性 を 決 定 す る こ と ； お よ び
　 試 験 物 質 が CD223活 性 を 増 大 さ せ る 場 合 に は 、 試 験 物 質 を 、 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た
め の 潜 在 的 薬 物 と し て 同 定 す る こ と
を 含 む 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ７ 】
　 癌 、 慢 性 感 染 症 、 AIDS、 お よ び 骨 髄 移 植 レ シ ピ エ ン ト を 治 療 す る た め の 薬 物 と し て の 潜
在 的 活 性 に つ い て 物 質 を 試 験 す る 方 法 で あ っ て ：
　 CD223 +  T細 胞 を 試 験 物 質 と 接 触 さ せ る こ と ；
　 試 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お い て 細 胞 に お け る CD223の 発 現 を 決 定 す る こ と ；
お よ び
　 試 験 物 質 が T細 胞 に お け る CD223発 現 を 阻 害 す る 場 合 に は 、 試 験 物 質 を 、 癌 、 慢 性 感 染 症
、 AIDS、 お よ び 骨 髄 移 植 レ シ ピ エ ン ト を 治 療 す る た め の 潜 在 的 薬 物 と し て 同 定 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た め の 薬 物 と し て の 潜 在 的 活 性 に つ い て 物 質 を 試 験 す る 方 法 で
あ っ て ：
　 試 験 物 質 を CD223 +  T細 胞 と 接 触 さ せ る こ と ；
　 試 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お い て 細 胞 に お け る CD223発 現 を 決 定 す る こ と ； お
よ び
　 試 験 物 質 が T細 胞 に お け る CD223発 現 を 増 大 さ せ る 場 合 に は 、 試 験 物 質 を 、 自 己 免 疫 疾 患
を 治 療 す る た め の 潜 在 的 薬 物 と し て 同 定 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 CD223 +  T細 胞 ま た は CD223 -  T細 胞 を 単 離 す る 方 法 で あ っ て ：
　 T細 胞 の 混 合 集 団 を 、 SEQ ID NO： 2ま た は 4に 記 載 の CD223と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 接
触 さ せ る こ と ； お よ び
　 抗 体 に 結 合 し て い な い T細 胞 か ら 抗 体 に 結 合 し た T細 胞 を 分 離 し 、 こ れ に よ り CD223 +  T細
胞 の 集 団 お よ び CD223 -  T細 胞 の 集 団 を 形 成 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 CD223 +  T細 胞 の 集 団 を 自 己 免 疫 疾 患 患 者 に 導 入 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 49記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 集 団 を 自 己 免 疫 疾 患 患 者 に 導 入 す る 工 程 の 前 に 、 集 団 が 自 己 抗 原 に よ り イ ン ビ ト ロ で 活
性 化 さ れ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 T細 胞 の 混 合 集 団 が ド ナ ー リ ン パ 球 の 試 料 で あ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 CD223 -  T細 胞 の 集 団 を 癌 患 者 に 導 入 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 52記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 T細 胞 の 混 合 集 団 が 腫 瘍 特 異 的 で あ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 CD223 -  T細 胞 の 集 団 を 癌 患 者 に 導 入 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 残 基 1～ 431を 含 み 、 残 基 467～ 521を 欠 い て い る 、 単 離 さ れ た 可 溶 性 マ ウ ス CD223タ ン パ
ク 質 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 CD223 +  T細 胞 の 表 面 上 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 産 生 さ れ る 、 請 求 項 56記 載 の 単 離 さ れ た
可 溶 性 CD223タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 そ の 他 の 血 清 タ ン パ ク 質 が な い 、 請 求 項 56記 載 の 単 離 さ れ た 可 溶 性 CD223タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 残 基 1～ 440を 含 み 、 残 基 475～ 525を 欠 い て い る 、 単 離 さ れ た 可 溶 性 ヒ ト CD223タ ン パ ク
質 。
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【 請 求 項 ６ ０ 】
　 CD223 +  T細 胞 の 表 面 上 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 産 生 さ れ る 、 請 求 項 59記 載 の 単 離 さ れ た
可 溶 性 CD223タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 そ の 他 の 血 清 タ ン パ ク 質 が な い 、 請 求 項 59記 載 の 単 離 さ れ た 可 溶 性 CD223タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 哺 乳 類 に お い て T細 胞 数 を 減 少 さ せ る た め の 方 法 で あ っ て ：
哺 乳 類 に 対 し て 可 溶 性 CD223タ ン パ ク 質 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ れ に よ り 、 哺 乳 類 に お
け る MHCク ラ ス II拘 束 性 ／ CD4 +  T細 胞 応 答 が 調 整 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 哺 乳 類 が 自 己 免 疫 疾 患 患 者 で あ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 哺 乳 類 が ア レ ル ギ ー 患 者 で あ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 哺 乳 類 が 喘 息 患 者 で あ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 技 術 分 野
　 本 発 明 は 、 治 療 薬 お よ び 薬 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 出 願 は 、 2003年 2月 28日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 60/451,039号 、 2003年 6月 24日 に
出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 60/482,143号 、 お よ び 2003年 12月 22日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出
願 第 60/531,704号 に 対 す る 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 米 国 政 府 、 国 立 衛 生 研 究 所 は 、 本 発 明 の 基 礎 を な す 研 究 の た め の 資 金 を 提 供 し た （ AI39
480） 。 そ の 資 金 提 供 協 定 の 期 間 の 下 で 、 米 国 政 府 は 、 本 発 明 に 一 定 の 権 利 を 保 持 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
発 明 の 背 景
　 患 者 に お け る 進 行 性 の 免 疫 抑 制 の 発 症 に よ り 、 多 様 な 疾 患 が 特 徴 づ け ら れ る 。 悪 性 腫 瘍
を 有 す る 患 者 に お け る 免 疫 応 答 障 害 の 存 在 は 、 特 に よ く 考 証 さ れ て い る 。 癌 患 者 お よ び 腫
瘍 を 有 す る マ ウ ス は 、 遅 延 型 の 過 敏 症 の 減 少 、 溶 解 機 能 の 減 少 、 お よ び リ ン パ 球 の 増 殖 反
応 な ど の 種 々 の 免 疫 機 能 の 変 化 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 S. Broder et al., N. Engl. J
.Ned. 299：  1281 （ 1978） ；  E.M. Hersh et al., N. Engl. J. Med., 273：  1006 （ 19
65） ；  North and Burnauker, （ 1984） 。 そ の 他 の 疾 患 ま た は 介 入 の 多 く が 、 免 疫 応 答 障
害 の 発 症 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 た と え ば 、 進 行 性 の 免 疫 抑 制 は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候
群 （ AIDS） 、 敗 血 症 、 ラ イ 病 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 感 染 、 マ ラ リ ア な ど を 有 す る 患 者 、
並 び に 化 学 療 法 お よ び 放 射 線 療 法 を 使 用 す る 患 者 で 観 察 さ れ た 。 し か し 、 免 疫 応 答 の ダ ウ
ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 原 因 と な る 機 構 は 、 完 全 に 解 明 さ れ な い ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 免 疫 応 答 は 、 複 雑 な 現 象 で あ る 。 Tリ ン パ 球 （ T細 胞 ） は 、 全 て の 細 胞 性 免 疫 反 応 の 発 症
に 重 要 で あ る 。 ヘ ル パ ー T細 胞 は 、 免 疫 応 答 の 発 現 を 制 御 し 、 調 整 す る 。 細 胞 障 害 性 T細 胞
（ キ ラ ー T細 胞 ） は 、 感 染 し た 標 的 細 胞 を 溶 解 す る こ と に よ り 、 細 胞 内 寄 生 体 お よ び ウ イ
ル ス に 対 す る 免 疫 反 応 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す エ フ ェ ク タ ー 細 胞 で あ る 。 ま た 、 細 胞
障 害 性 T細 胞 は 、 免 疫 監 視 機 構 を 介 し て 体 を 癌 の 発 生 か ら 保 護 す る こ と に 関 係 し て い る 。
調 節 性 T細 胞 は 、 Tヘ ル パ ー 細 胞 の 誘 導 お よ び ／ ま た は 活 性 を ブ ロ ッ ク す る 。 T細 胞 は 、 通
常 遊 離 の 抗 原 を 認 識 し な い が 、 そ の 他 の 細 胞 の 表 面 上 で そ れ を 認 識 す る 。 こ れ ら の そ の 他
の 細 胞 は 、 T細 胞 分 裂 を 刺 激 す る こ と が で き る 分 化 し た 抗 原 提 供 細 胞 で あ っ て も よ く 、 ま
た は 体 内 で ウ イ ル ス に 感 染 し た 、 細 胞 障 害 性 T細 胞 の 標 的 に な る 細 胞 で あ っ て も よ い 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 細 胞 障 害 性 T細 胞 は 、 通 常 、 全 て の 有 核 細 胞 上 に 発 現 さ れ て い る ク ラ ス I主 要 組 織 適 合 性
抗 原 （ MHC） 産 物 と 会 合 し て 抗 原 を 認 識 す る 。 ヘ ル パ ー T細 胞 、 お よ び イ ン ビ ト ロ で 抗 原 に
応 答 し て 増 殖 す る 大 部 分 の T細 胞 は 、 ク ラ ス IIMHC産 物 に 会 合 し て 抗 原 を 認 識 す る 。 ク ラ ス
II産 物 は 、 大 部 分 が 抗 原 提 供 細 胞 上 に 、 お よ び い く つ か が リ ン パ 球 上 に 発 現 さ れ る 。 ま た
、 T細 胞 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 定 義 さ れ る こ れ ら の 細 胞 膜 糖 タ ン パ ク 質 を 基 礎
と し て 2つ の 主 要 亜 集 団 に 分 け る こ と が で き る 。 通 常 62kD糖 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る CD4+サ
ブ セ ッ ト は 、 ク ラ ス II抗 原 の 状 況 で 抗 原 を 認 識 し 、 一 方 で CD8+サ ブ セ ッ ト は 、 76Kd糖 タ ン
パ ク 質 を 発 現 し 、 ク ラ ス I MHCの 状 況 で 抗 原 を 認 識 す る こ と に 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 リ ン ホ カ イ ン の 注 入 を 経 た 免 疫 易 感 染 性 動 物 の 免 疫 応 答 を 増 強 す る 、 養 子 免 疫 治 療 は 、
不 定 に 適 用 さ れ 、 成 功 が 限 ら れ て い た 。 こ の 種 の 治 療 を 改 善 す る た め の 方 法 が 必 要 で あ る
。 た と え ば 、 リ ン パ 球 、 血 液 、 お よ び そ の 他 の 細 胞 の 注 入 は 、 一 定 の 設 定 で 免 疫 不 全 の 患
者 に 提 供 さ れ る 。 し か し 、 健 康 な T細 胞 集 団 の 再 構 成 を 促 進 し 、 増 強 す る こ と に よ り 、 こ
の よ う な 患 者 に 対 し て 有 意 に 増 大 さ れ た 利 益 お よ び 有 効 性 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 い く つ か の 症 状 で は 、 有 害 な T細 胞 活 性 を 生 じ る 可 能 性 が あ る 。 た と え ば 、 T細 胞 を 媒 介
し た 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 炎 症 性 疾 患 は 、 自 己 抗 原 を 認 識 す る T細 胞 が 増 殖 し 、 こ の よ う な
抗 原 を 発 現 す る 細 胞 を 襲 う 有 害 な T細 胞 の 活 性 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 そ の 他 の 例 に は
、 宿 主 T細 胞 お よ び 移 植 片 対 宿 主 疾 患 に よ っ て 媒 介 さ れ る 、 移 植 片 拒 絶 の 発 生 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ れ ら の 症 状 を 治 療 す る た め に 利 用 で き る 既 存 の 免 疫 抑 制 療 法 は 、 シ ク ロ ス ポ リ ン A、 F
K506、 お よ び ラ パ マ イ シ ン な ど の 免 疫 抑 制 の 化 合 物 の 投 与 を 含 む 。 し か し 、 こ れ ら の 療 法
は 、 完 全 に 有 効 で は な く 、 腎 毒 性 、 肝 毒 性 、 高 血 圧 、 多 毛 、 お よ び 神 経 毒 性 な ど の 有 意 に
有 害 な 副 作 用 と 関 係 が あ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 条 件 を 治 療 す る た め に 、 よ り 副 作 用 を
有 さ ず に T細 胞 活 性 を よ り 効 率 的 に 抑 制 す る こ と が で き る さ ら な る 療 法 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 リ ン パ 球 恒 常 性 は 、 厳 密 に 調 節 さ れ た 中 心 的 な 生 物 学 的 プ ロ セ ス で あ る 。 Tanchot, C. 
et al Semin. Immunol. 9：  331-337 （ 1997） ；  Marrack, P. et al., Nat. Immunol. 1
：  107-111 （ 2000） ；  C. D. Surh, C.D. and Sprent, J., Microbes. Infect. 4：  51-
56 （ 2002） ；  Jameson, S.C., Nat.Rev. Immunol. 2：  547-556 （ 2002） 。 こ の プ ロ セ
ス の 分 子 制 御 は 、 十 分 に 理 解 さ れ て い な い が 、 2つ の シ グ ナ リ ン グ 経 路 の 媒 介 に 関 与 す る
分 子 が 必 須 で あ る と 考 え ら れ る 。 第 1に 、 自 己 主 要 組 織 適 合 性 （ MHC） 分 子 の 認 識 は 、 ナ イ
ー ブ T細 胞 の 恒 常 性 お よ び メ モ リ ー T細 胞 機 能 の 維 持 に 重 要 で あ る 。 Takeda, S. et al., I
mmunity 5： 217-228 （ 1996） ；  Tanchot, C. et al., Science 276： 2057-2062 （ 1997
） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 最 近 の 研 究 で は 、 ナ イ ー ブ T細 胞 が 生 存 し 続 け る た め に は 、 T細 胞 受 溶 体 （ TCR
） の 発 現 が 必 要 と さ れ る こ と が 証 明 さ れ た 。 Polic, B. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
 98: 8744-8749（ 2001） ; Labrecque, N. et al., Immunity 15: 71-82（ 2001） 。 第 2に
、 共 通 の ガ ン マ （ γ c） 鎖 を 介 し て シ グ ナ ル を 送 る サ イ ト カ イ ン 、 特 に イ ン タ ー ロ イ キ ン 7
（ IL-7） は 、 ナ イ ー ブ T細 胞 の 生 存 お よ び 恒 常 性 に 重 要 で あ る 。 Schluns, K.S. et al., N
at. Immunol. 1:426-432（ 2000） ; Tan, J.T. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 98:8732
-8737（ 2001） 。 こ れ ら の 分 子 は 全 て 、 T細 胞 恒 常 性 を 正 に 調 節 す る 。 対 照 的 に 、 CTLA-4お
よ び TGF-β だ け が 、 T細 胞 の 負 の 調 節 に 関 係 し て い た が 、 こ れ は 、 リ ン パ 球 減 少 症 の 宿 主
に T細 胞 を 導 入 す る こ と 、 ま た は 新 生 児 の 発 現 の 解 析 に よ っ て 噴 出 し て 確 認 さ れ た 。 Water
house, P. et al., Science 270: 985-988（ 1995） ; Tivol, E.A. et al., Immunity 3: 
541-547（ 1995） ; Lucas, P.J. et al., J. Exp. MEd. 191:1187-1196（ 2000） ; Gorelik
, L. and Flavell, R.A., Immunity 12: 171-181（ 2000） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
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　 LAG-3は 、 CD4と の そ の 緊 密 な 関 係 の た め に 特 に 興 味 を 生 じ さ せ る 。 LAG-3は 、 CD4と 同 様
の ゲ ノ ム 機 構 を 有 し 、 同 じ 染 色 体 位 置 に 存 在 す る Bruniquel, D. et al., Immunogenetics
 47： 96-98 （ 1997） 。 LAG-3は 、 活 性 化 さ れ た CD4 + お よ び CD8 +  α β  Tリ ン パ 球 お よ び γ
δ T細 胞 お よ び NK細 胞 の サ ブ セ ッ ト で 発 現 さ れ る 。
　
　
　
　
　
CD4の 様 に 、 LAG-3も MHCク ラ ス II分 子 に 対 し て 、 し か も 非 常 に 高 い 親 和 性 で 結 合 す る 。 Hua
rd, B. et al., Immunogenetics 39：  213-217 （ 1994） ；  Huard, B. et al., Eur.J. I
mmunol. 25：  2718-2721 （ 1995） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 簡 単 な 概 要
　 本 発 明 の 第 1の 態 様 に お い て 、 自 己 免 疫 疾 患 に 罹 患 す る 患 者 を 治 療 す る た め の 方 法 が 提
供 さ れ る 。 患 者 か ら 単 離 さ れ た 自 己 免 疫 性 T細 胞 に は 、 イ ン ビ ト ロ で CD223の コ ー ド 配 列 を
含 む 発 現 構 築 物 が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 次 い で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 自 己 免 疫 性
T細 胞 は 、 患 者 に 再 注 入 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 第 2の 態 様 に お い て 、 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 組 成 物 は 、 CD223と 特 異 的 に 結 合 す
る 抗 体 お よ び 抗 癌 ワ ク チ ン を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 キ ッ ト は 、 CD223と 特 異 的 に
結 合 す る 抗 体 お よ び 抗 癌 ワ ク チ ン を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 第 4の 態 様 に お い て 、 抗 癌 ワ ク チ ン で 癌 患 者 を 治 療 す る た め の 改 善 さ れ た 方 法
が 提 供 さ れ る 。 CD223と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 癌 患 者 に 投 与 さ れ る 。 ま た 、 抗 癌 ワ ク チ
ン が 投 与 さ れ る 。 抗 体 は 、 抗 癌 ワ ク チ ン に 対 す る 癌 患 者 の 抗 癌 応 答 の 大 き さ を 増 加 さ せ る
。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 第 5の 態 様 に お い て 、 抗 癌 ワ ク チ ン に 対 す る 免 疫 応 答 の 抑 制 を 克 服 す る た め の
方 法 が 提 供 さ れ る 。 CD223と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 、 抗 癌 ワ ク チ ン に 対 す る 免 疫 応 答 を
抑 制 す る 調 節 性 T細 胞 を 有 す る 癌 患 者 に 投 与 さ れ る 。 ま た 、 抗 癌 ワ ク チ ン が 患 者 に 投 与 さ
れ る 。 抗 体 は 、 抗 癌 ワ ク チ ン に 対 す る 癌 患 者 の 応 答 を 増 大 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 哺 乳 類 の T細 胞 の 数 を 増 大 さ せ る た め の 方 法 が 提 供
さ れ る 。 CD223タ ン パ ク 質 ま た は CD223 mRNAに 結 合 す る 阻 害 剤 が 哺 乳 類 に 投 与 さ れ る 。 阻
害 剤 は 、 CD223の 活 性 ま た は 発 現 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 哺 乳 類 の T細 胞 の 数 を 減 少 さ せ る た め の 方 法
が 提 供 さ れ る 。 CD223を コ ー ド す る 発 現 構 築 物 が 哺 乳 類 に 投 与 さ れ る 。 CD223は 、 発 現 構 築
物 か ら 発 現 さ れ 、 哺 乳 類 中 の CD223の 濃 度 が 増 大 さ れ る 。 哺 乳 類 中 の T細 胞 の 数 は 、 減 少 さ
れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 哺 乳 類 中 の T細 胞 の 数 を 減 少 さ せ る た め の 方
法 が 提 供 さ れ る 。 CD223+ T細 胞 集 団 が 哺 乳 類 に 投 与 さ れ る 。 哺 乳 類 中 の CD223の 濃 度 が 増
大 さ れ 、 こ れ に よ り 哺 乳 類 中 の T細 胞 の 数 が 減 少 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 側 面 に 従 っ て 、 CD223の 50以 下 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る ポ
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リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO： 5で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 KIEELE
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 少 な く と も 2つ の セ グ メ ン ト を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ
る 。 第 1の セ グ メ ン ト は 、 CD223の 50以 下 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 第 1の セ グ メ ン
ト は 、 SEQ ID NO： 5で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 KIELLEを 含 む 。 第 2の セ グ メ ン ト は 、 SEQ ID 
NO： 2ま た は 4で 示 さ れ る CD223に 見 い だ さ れ な い ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 癌 、 自 己 免 疫 疾 患 、 慢 性 感 染 症 、 AIDS、 ま た は 骨 髄 移 植 レ シ ピ
エ ン ト を 治 療 す る た め の 薬 物 と し て の 潜 在 的 活 性 に つ い て 物 質 を 試 験 す る 方 法 が 提 供 さ れ
る 。 試 験 物 質 を CD223タ ン パ ク 質 ま た は SEQ ID NO： 5に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 KIELLEを 含
む CD223タ ン パ ク 質 断 片 と 接 触 さ せ る 。 次 い で 、 試 験 物 質 が CD223タ ン パ ク 質 ま た は CD223
タ ン パ ク 質 断 片 に 結 合 し た か ど う か を 決 定 す る 。 試 験 物 質 が CD223タ ン パ ク 質 ま た は CD223
タ ン パ ク 質 断 片 に 結 合 し た 場 合 に は 、 試 験 物 質 を 、 癌 、 自 己 免 疫 疾 患 、 慢 性 感 染 症 、 AIDS
、 ま た は 骨 髄 移 植 レ シ ピ エ ン ト を 治 療 す る た め の 潜 在 的 薬 物 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 で は 、 癌 、 慢 性 感 染 症 、 AIDS、 ま た は 骨 髄 移 植 レ シ ピ エ ン ト を
治 療 す る た め の 薬 物 と し て の 潜 在 的 活 性 に つ い て 物 質 を 試 験 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 試 験
物 質 は 、 CD223タ ン パ ク 質 と 接 触 さ れ る 。 試 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お い て 、 CD2
23活 性 が 決 定 さ れ る 。 試 験 物 質 が CD223活 性 を 阻 害 す る 場 合 に は 、 試 験 物 質 を 、 癌 、 慢 性
感 染 症 、 AIDS、 ま た は 骨 髄 移 植 レ シ ピ エ ン ト を 治 療 す る た め の 潜 在 的 薬 物 と し て 同 定 さ れ
る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 側 面 に 従 っ て 、 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た め の 薬 物 と し て の 潜 在 的
活 性 に つ い て 物 質 を 試 験 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 試 験 物 質 を CD223タ ン パ ク 質 と 接 触 さ せ
る 。 試 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お い て CD223活 性 を 決 定 す る 。 試 験 物 質 が CD223活
性 を 増 大 さ せ る 場 合 に は 、 試 験 物 質 を 、 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た め の 潜 在 的 薬 物 と し て
同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 癌 、 慢 性 感 染 症 、 AIDS、 ま た は 骨 髄 移 植 レ シ ピ エ ン ト を 治
療 す る た め の 薬 物 と し て の 潜 在 的 活 性 に つ い て 物 質 を 試 験 す る 方 法 で あ る 。 CD223+ T細 胞
を 試 験 物 質 と 接 触 さ せ る 。 試 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お い て 細 胞 に お け る CD223
の 発 現 を 決 定 す る 。 試 験 物 質 が T細 胞 に お け る CD223発 現 を 阻 害 す る 場 合 に は 、 試 験 物 質 を
、 癌 、 慢 性 感 染 症 、 AIDS、 ま た は 骨 髄 移 植 レ シ ピ エ ン ト を 治 療 す る た め の 潜 在 的 薬 物 と し
て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 側 面 は 、 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た め の 薬 物 と し て の 潜 在 的
活 性 に つ い て 物 質 を 試 験 す る も う 一 つ の 方 法 で あ る 。 試 験 物 質 を CD223+ T細 胞 と 接 触 さ せ
る 。 試 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お い て 細 胞 に お け る CD223発 現 を 決 定 す る 。 試 験
物 質 が T細 胞 に お け る CD223発 現 を 増 大 さ せ る 場 合 に は 、 試 験 物 質 を 、 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療
す る た め の 潜 在 的 薬 物 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 側 面 は 、 CD223+ T細 胞 ま た は CD223-T細 胞 を 単 離 す る 方 法 で
あ る 。 T細 胞 の 混 合 集 団 を 、 SEQ ID NO： 2ま た は 4に 記 載 の CD223と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体
と 接 触 さ せ る 。 抗 体 に 結 合 し て い な い T細 胞 か ら 抗 体 に 結 合 す る T細 胞 を 分 離 す る 。 こ れ に
よ り CD223+ T細 胞 の 集 団 お よ び CD223-T細 胞 の 集 団 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 残 基 1～ 431を 含 み 、 残 基 467～ 521を 欠 い て い る 、 単 離 さ れ
た 可 溶 性 マ ウ ス CD223タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 本 発 明 の も う 一 つ の 側 面 は 、 残 基 1～ 440を 含 み 、 残 基 475～ 525を 欠 い て い る 、 単 離 さ れ
た 可 溶 性 ヒ ト CD223タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 側 面 は 、 哺 乳 類 に お い て T細 胞 数 を 減 少 す る た め の 方 法 で あ
る 。 可 溶 性 CD223タ ン パ ク 質 を 哺 乳 類 に 投 与 す る 。 こ れ に よ り 、 哺 乳 類 に お け る MHCク ラ ス
II拘 束 性 ／ CD4+ T細 胞 応 答 が 調 整 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 LAG-3は 、 CD4関 連 の 活 性 化 で 誘 導 さ れ る 細 胞 表 面 分 子 で あ り 、 MHCク ラ ス II組 織 と 高 親
和 性 で 結 合 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 老 い た LAG-3欠 損 マ ウ ス が 、 野 生 型 対 照 よ り も 2倍 の CD4 +

 お よ び CD8 +  T細 胞 を 有 す る こ と を 見 い だ し た 。 LAG-3欠 損 T細 胞 は 、 MHCク ラ ス II分 子 の LA
G-3ラ イ ゲ ー シ ョ ン に 依 存 的 な 、 リ ン パ 球 減 少 宿 主 の 恒 常 性 の 拡 張 の 増 強 を 示 す 。 こ れ は
、 野 生 型 LAG-3の 異 所 性 の 発 現 に よ っ て 消 失 し た が 、 シ グ ナ リ ン グ 欠 損 変 異 体 に よ っ て は
消 失 さ れ な か っ た 。 こ の T細 胞 恒 常 性 の 調 節 解 除 に よ り 、 複 数 の 細 胞 型 の 拡 張 を 生 じ る 。
本 発 明 者 ら の デ ー タ は 、 LAG-3が CD4 + お よ び CD8 +  T細 胞 の 恒 常 性 を ネ ガ テ ィ ブ に 調 整 し 、
骨 髄 移 植 に 続 く T細 胞 移 植 を 促 進 す る た め の 治 療 標 的 と し て LAG-3が 存 在 す る こ と を 示 唆 す
る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 CD223は 、 リ ン パ 球 抗 原 遺 伝 子 -3ま た は LAG-3と し て も 知 ら れ 、 MHCク ラ ス II分 子 と 高 親
和 性 で 結 合 す る 、 CD4関 連 の 活 性 化 で 誘 導 さ れ る 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Baixeras, E
. et al., J. Exp. Med. 176： 327 （ 1992） 。 URLア ド レ ス ：  http file type, www host
 server, domain name ncbi.nlm.gov, directory PROW, subdirectory guide, document 
name 165481751_g.htm.の Triebel, F., "Lag-3 （ CD223） ", Protein Reviews on the We
b （ PROW）  3：  15-18 （ 2002） ；  Triebel, F. et al.,"LAG-3, a novel lymphocyte ac
tivation gene closely related to CD4", J. Exp. Med. 171：  1393-1405 （ 1990） を 参
照 さ れ た い 。 CD223の 代 表 的 な マ ウ ス DNAお よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ れ SEQ ID NOS： 1
お よ び 2に 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン コ ー ド X9113も 参 照 さ れ た い 。 C
D223の 代 表 的 な ヒ ト の DNAお よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ れ SEQ ID NOS： 3お よ び 4に 記 載
さ れ て い る 。 ま た 、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X51985も 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら の 配 列 は
、 一 個 体 に 由 来 す る 。 位 置 の 約 5%未 満 が 異 な る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が 、 集 団 に 存 在 す る こ と
が 予 想 さ れ る 。 こ の よ う な 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト 起 源 の CD223の 意 味 の
範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 調 節 性 T細 胞 は 、 エ フ ェ ク タ ー T細 胞 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 機 能 す る T細 胞 の サ ブ グ ル
ー プ で あ る 。 調 節 性 T細 胞 は 、 CD223 + で あ り 、 典 型 的 に は 、 CD4 + CD25 + で も あ る 。 調 節 性 T
細 胞 は 、 自 己 免 疫 の 寛 容 お よ び 免 疫 応 答 の バ ラ ン ス を と る 際 に 中 心 的 役 割 を 果 た す 。 こ の
よ う な 細 胞 は 、 抗 体 お よ び 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 分 離 技 術 を 使 用 し て CD223細 胞 か
ら 単 離 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 FACS、
免 疫 沈 降 、 そ の 他 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 CD223 + 細 胞 は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ
ル ギ ー 、 ま た は 喘 息 の 患 者 に 対 し て 投 与 す る こ と が で き る 。 自 己 免 疫 疾 患 患 者 の 場 合 、 細
胞 を 自 己 抗 原 で プ レ 活 性 化 す る こ と が で き る 。 CD223 - 細 胞 は 、 同 様 に 癌 患 者 、 細 菌 も し く
は ウ イ ル ス 感 染 患 者 、 ま た は AIDS患 者 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー の 表 現 型 ま た は 抑 制 性 の 表 現 型 の い ず れ か に 分 化 す る 抗 原 特 異
的 な CD4+ T細 胞 か ら の 遺 伝 子 発 現 ア レ イ の 比 較 解 析 に よ り 、 LAG-3（ MHCク ラ ス II組 織 を 結
合 す る CD4相 同 体 ） の Treg特 異 的 な 発 現 が 明 ら か に さ れ た 。 LAG-3high CD4+ T細 胞 は 、 イ
ン ビ ト ロ で サ プ レ ッ サ ー 活 性 を 示 し 、 LAG-3に 対 す る 抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ
の 両 者 に お け る 抑 制 を 阻 害 す る 。 こ れ ら の 知 見 は 、 Treg特 異 的 な 受 容 体 ま た は 補 助 受 容 体
が サ プ レ ッ サ ー 活 性 を 調 整 す る も の と し て LAG-3を 同 定 す る 。 従 っ て 、 LAG-3を 経 た Treg細
胞 の 操 作 は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 癌 、 お よ び 感 染 症 の 免 疫 療 法 を 増 強 す る た め に 、 並 び に ド ナ
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ー リ ン パ 球 の 注 入 、 骨 髄 移 植 、 お よ び 養 子 性 （ adoptive） の T細 胞 導 入 の 環 境 に お い て リ
ン パ 球 移 植 を 増 強 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 CD223は 、 調 節 性 T細 胞 の 機 能 を 調 節 す る 調 節 性 T細 胞 特 異 的 な 細 胞 表 面 分 子 で あ る 。 調
節 性 T細 胞 の 機 能 は 、 CD223活 性 を 増 強 も し く は 増 大 す る こ と に よ っ て 、 ま た は T細 胞 集 団
中 の CD223+細 胞 の 数 を 増 大 す る こ と に よ っ て 増 強 さ れ る で あ ろ う 。 被 検 者 が 自 己 免 疫 疾 患
に 罹 患 し て い る な ど の 、 こ の よ う な 反 応 が 望 ま し く な い 状 況 に お い て 免 疫 T細 胞 反 応 を 制
限 す る た め に 、 生 物 体 の 調 節 性 T細 胞 の 機 能 の 増 強 を 使 用 し て も よ い 。 逆 に 、 CD223活 性 を
阻 害 す る こ と に よ っ て 、 ま た は T細 胞 集 団 中 の CD223+細 胞 の 数 を 減 少 さ せ る こ と に よ っ て
、 調 節 性 T細 胞 の 機 能 を 阻 害 し て も よ い 。 癌 、 慢 性 感 染 症 に 罹 患 し て い る 患 者 、 ま た は 骨
髄 移 植 レ シ ピ エ ン ト に お い て な ど 、 こ の よ う な 反 応 が 望 ま し い 状 況 の 免 疫 T細 胞 反 応 を 増
強 す る た め に 、 生 物 体 の 調 節 性 T細 胞 の 機 能 の 阻 害 を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 CD223タ ン パ ク 質 ま た は mRNAと 結 合 す る 阻 害 剤 で 癌 患 者 を 治 療 す る と き に 、 抗 腫 瘍 ワ ク
チ ン を 選 択 的 に 同 時 投 与 し て も よ い 。 こ の よ う な ワ ク チ ン は 、 単 離 さ れ た 抗 原 も し く は 抗
原 群 に 、 ま た は 全 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 作 製 さ れ た も の で あ っ て よ い 。 化 学 療 法 薬 と 共 に 阻 害
剤 を 投 与 す る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。 薬 剤 の 混 合 物 を 使 用 し て 、 複 数 の 薬 剤 で の 治 療 を
行 う こ と は 必 要 で は な く 、 別 々 の 製 剤 を 使 用 し て 行 っ て も よ い 。 製 剤 は 、 同 じ 正 確 な 時 間
で 送 達 す る こ と は 必 要 で は な く 、 同 じ 治 療 期 間 、 す な わ ち 1週 も し く は 1ヶ 月 、 ま た は 相 互
に 、 患 者 に 送 達 さ れ る よ う に 調 整 し て も よ い 。 し た が っ て 、 2つ の 活 性 成 分 を 含 む 組 成 物
が 、 患 者 の 体 内 で 構 成 さ れ て も よ い 。 い ず れ の 適 切 な 抗 腫 瘍 治 療 も 、 CD223に 対 し て タ ー
ゲ ッ ト さ れ る 本 発 明 の 治 療 と 共 に 調 整 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 感 染 症 を 有 す る 患 者 を
治 療 す る 場 合 、 そ の 他 の 抗 感 染 症 薬 を 、 CD223に タ ー ゲ ッ ト さ れ る 本 発 明 の 治 療 と 共 に 調
整 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 薬 剤 は 、 小 分 子 薬 物 、 ワ ク チ ン 、 抗 体 、 そ の 他 で あ っ て
も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 T細 胞 集 団 に お け る CD223 + 細 胞 の 数 は 、 CD223に 対 し て 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の
他 の 薬 剤 を 使 用 し て 修 飾 す る こ と が で き る 。 CD223 + 細 胞 は 、 調 節 性 T細 胞 の 濃 縮 さ れ た 集
団 を 示 し 、 調 節 性 T細 胞 機 能 を 増 強 す る た め に こ れ を T細 胞 の 本 来 の 供 与 源 へ 、 ま た は 別 の
適 合 性 の 宿 主 に 導 入 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 CD223 - 細 胞 は 、 調 節 性 T細 胞 活 性 を 欠 損
し た T細 胞 の 集 団 を 表 し 、 一 般 的 な T細 胞 活 性 を 保 持 し た ま ま で 調 節 性 T細 胞 機 能 を 阻 害 ま
た は 減 少 さ せ る た め に 、 T細 胞 の 本 来 の 供 与 源 に 、 ま た は 別 の 適 合 性 の 宿 主 に 再 び 導 入 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 CD223活 性 を 増 大 ま た は 減 少 す る （ 調 整 す る ） た め の い ず れ の 所 望 の 手 段 も 本 発 明 の 方
法 に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 直 接 CD223タ ン パ ク 質 の 機 能 を 調 整 す る こ と 、 CD223
の シ グ ナ ル 伝 達 を 調 整 す る こ と 、 お よ び 転 写 も し く は 翻 訳 ま た は 両 方 と も を 調 整 す る こ と
に よ っ て T細 胞 に お け る CD223の 発 現 を 調 整 す る こ と を 含 む 。 こ れ ら の CD223活 性 を 選 択 的
に 調 整 す る 手 段 は 、 非 選 択 的 な モ ジ ュ レ ー タ ー よ り も 好 ま し い 。 ま た 、 一 時 的 な T細 胞 欠
損 を 治 療 す る た め に は 、 T細 胞 の 集 団 に 一 過 性 CD223欠 損 を 生 じ さ せ 、 次 い で 正 常 レ ベ ル の
CD223活 性 に 戻 る 阻 害 手 段 が 好 ま し い で あ ろ う 。 一 過 性 に 欠 損 し た T細 胞 を 使 用 し て 、 CD22
3に 関 し て 遺 伝 的 に 正 常 で あ る と 考 え ら れ る T細 胞 と 共 に 、 減 弱 さ れ た T細 胞 集 団 を 再 構 成
し て も よ い 。 こ の よ う な 一 過 性 の T細 胞 欠 損 は 、 た と え ば 筋 切 除 後 に 幹 細 胞 導 入 を 受 け て
い る 患 者 に お い て 生 じ る 。 CD223活 性 の 調 整 は 、 細 胞 に 対 し て イ ン ビ ト ロ で 、 ま た は 動 物
全 体 に 対 し て （ イ ン ビ ボ で ） 行 う こ と が で き る 。 イ ン ビ ト ロ で 処 理 し た 細 胞 を 、 細 胞 の 本
来 の 供 与 源 ま た は 無 関 係 な 個 体 の 患 者 の い ず れ か に 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 CD223の 機 能 を 阻 害 す る た め に 、 CD223抗 体 ま た は 小 分 子 阻 害 剤 を 使 用 す る こ と が で き る
。 こ の た め に 有 用 な 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 CD223と 結 合 し て 、 こ れ が 機 能 す る 能 力 を ブ
ロ ッ ク す る こ と が で き る も の で あ る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ
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ー ナ ル 抗 体 （ た と え ば 、 Workman, C. J. et al., "Phenotypic analysis of the murine 
CD4-related glycoprotein, CD223 （ LAG-3） ", Eur. J. Immunol. 32： 2255-2263 （ 200
2） を 参 照 さ れ た い ） 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 単 鎖 抗 体 、 可 溶 性 MHCク ラ ス II分 子 、 抗
体 断 片 、 そ の 他 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 CD223ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 製 さ れ る 抗 体 は 、 CD223ポ リ ペ プ チ ド を 直 接 動 物 に 注 射 す
る こ と に よ っ て 、 ま た は CD223ポ リ ペ プ チ ド を 動 物 に 、 好 ま し く は ヒ ト 以 外 に 投 与 す る こ
と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 次 い で 、 こ の よ う に し て 得 ら れ た 抗 体 は 、 CD223ポ リ ペ プ
チ ド 自 体 に 結 合 す る と 考 え ら れ る 。 こ の よ う に 、 CD223ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 の み を コ ー ド
す る 配 列 さ え 、 完 全 な 天 然 の CD223ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 を 作 製 す る た め に 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 の た め に は 、 連 続 的 な 株 化 細 胞 培 養 に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体
を 提 供 す る い ず れ の 技 術 を 使 用 す る こ と も で き る 。 例 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Kohler
 and Milstein, 1975, Nature, 256： 495-497） 、 ト リ オ ー マ 技 法 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド
ー マ 技 術 （ Kozbor et al., 1983, Immunology Today 4： 72） 、 お よ び ヒ ト ・ モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め の EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Cole, et al., 1985, in Monoclona
l Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96） を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 本 鎖 抗 体 を 産 生 す る た め に 記 載 さ れ た 技 術 （ 米 国 特 許 第 4,946,778号 ） を CD223ポ リ ペ
プ チ ド に 対 す る 一 本 鎖 抗 体 を 作 製 す る た め に 容 易 に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 免 疫 原
性 の CD223ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ヒ ト 化 抗 体 を 発 現 す る た め に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 CD223の 機 能 を 増 強 ま た は 活 性 化 す る た め に 、 CD223の レ ベ ル ま た は T細 胞 中 の 既 存 の CD2
23の 活 性 を 増 大 さ せ る 何 ら か の 薬 剤 を 使 用 し て も よ い 。 こ の よ う な 薬 剤 は 、 以 下 に 記 載 さ
れ て い る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 同 定 し て も よ い 。 ま た 、 遺 伝 子 量 を 増 大 さ
せ る た め に 、 CD223を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を 投 与 す る こ と も で き る 。 発 現 ベ ク タ ー は
、 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る こ と が
で き る 。 特 に 望 ま し い 性 質 に つ い て 、 実 務 者 に よ り い ず れ の ベ ク タ ー を 選 択 す る こ と も で
き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 に 従 っ た 治 療 を 受 け 入 れ ら れ る 自 己 免 疫 疾 患 は 、 自 己 免 疫 溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫
性 血 小 板 減 少 症 紫 斑 病 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 尋 常 性 天 疱 瘡 、 急 性 リ ウ マ チ 熱 、 混 合
型 本 態 性 ク リ オ グ ロ ブ リ ン 血 症 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 イ ン ス リ ン 依 存 型 糖 尿 病 、 慢
性 関 節 リ ウ マ チ 、 グ レ ー ブ ス 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 重 症 筋 無 力 症 、 お よ び 多 発 性 硬 化 症 を 含
む 。 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の よ う に 、 自 己 免 疫 性 T細 胞 は 、 自 己 免 疫 疾 患 患 者 か ら 単
離 す る こ と が で き る 。 こ れ ら に は 、 CD223の コ ー ド 配 列 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で
き る 。 い ず れ の 好 ま し い 発 現 ベ ク タ ー も 、 CD223を 発 現 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る
。 こ れ ら に は 、 プ ラ ス ミ ド お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 む が 、 限 定 さ れ な い 。 発 現 調 節 シ
グ ナ ル は 、 CD223自 体 に 、 ま た は そ の 他 の 遺 伝 子 に 由 来 す る こ と が で き る 。 CD223発 現 構 築
物 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 T細 胞 を 患 者 に 再 び 導 入 す る こ と が で き る 。 患 者 に 血 液 細
胞 を 注 入 す る た め の 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 特 異 的 に CD223と 結 合 す る 抗 体 、 お よ び 抗 癌 ワ ク チ ン の 混 合 物 を 含 む 組 成 物 は 、 イ ン ビ
ト ロ で 作 製 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 組 成 物 は 、 薬 学 的 組 成 物 と し て 使 用 す る た め
に 適 し た 条 件 下 で 作 製 さ れ る 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 無 菌 で も 、 発 熱 性 物 質 な し で も よ い 。 ま
た 、 組 成 物 の 成 分 は 、 同 時 に こ れ ら 両 方 が 患 者 の 体 内 に あ る よ う な 期 間 内 に 別 々 に 患 者 に
投 与 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 時 間 を 離 し た 投 与 で は 、 患 者 内 で 抗 体 お よ び ワ ク チ ン
の 混 合 物 の 形 成 が 引 き 起 こ さ れ る 。 抗 体 お よ び ワ ク チ ン が 、 時 間 を 離 し た 様 式 で 投 与 さ れ
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る 場 合 、 こ れ ら は 、 キ ッ ト 内 に 共 に 供 給 し て も よ い 。 キ ッ ト 内 に お い て 、 成 分 は 、 別 々 に
パ ッ ク さ れ て も 、 ま た は 別 々 に 含 ま れ て い て も よ い 。 賦 形 剤 、 担 体 、 そ の 他 の 免 疫 変 調 成
分 ま た は ア ジ ュ バ ン ト 、 抗 体 お よ び ワ ク チ ン の 投 与 の た め の 説 明 書 、 並 び に 注 射 装 置 な ど
の そ の 他 の 成 分 も 同 様 に キ ッ ト に 供 給 す る こ と が で き る 。 説 明 書 は 、 書 面 、 ビ デ オ 、 ま た
は 音 声 形 態 で あ る こ と が で き 、 紙 、 電 子 媒 体 、 ま た は ウ ェ ブ サ イ ト も し く は 参 照 マ ニ ュ ア
ル な ど の さ ら に 別 の 供 与 源 に 対 す る 参 照 と し て 含 ま れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 CD223抗 体 は 、 抗 癌 ワ ク チ ン に 対 す る 癌 患 者 の 抗 癌 応 答 の 大 き さ を 増 大 さ せ
る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 癌 患 者 の 集 団 の 応 答 者 の 数 を 増 大 さ せ る た め に 使
用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 抗 体 は 、 抗 癌 ワ ク チ ン に 耐 性 の 患 者 で 見 い だ さ れ る 免
疫 抑 制 を 克 服 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 抗 癌 ワ ク チ ン は 、 完 全 な 腫 瘍 細 胞 ワ ク チ
ン 、 腫 瘍 抗 原 の 1つ も し く は 複 数 の エ ピ ト ー プ を 含 む 単 離 さ れ た 腫 瘍 抗 原 ま た は ポ リ ペ プ
チ ド を 含 む （ し か し 、 限 定 さ れ な い ） 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の い ず れ の も の で あ る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 T細 胞 に お け る CD223の 発 現 は 、 転 写 ま た は 翻 訳 の レ ベ ル で 調 整 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 調 整 が 可 能 な 薬 剤 は 、 以 下 に 記 載 さ れ て い る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て
同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 CD223 mRNAの 翻 訳 は 、 リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 小 さ な 干 渉 RNA（ siRNA；  Elbas
hir, S. M. et al., "Duplexes of 21-nucleotide RNAs mediate RNA interference in c
ultured mammalian cells", Nature 411： 494-498 （ 2001） を 参 照 さ れ た い ） 、 ま た は CD
223 mRNAを タ ー ゲ ッ ト す る こ の プ ロ セ ス の 小 分 子 阻 害 剤 を 使 用 し て 阻 害 す る こ と が で き る
。 ア ン チ セ ン ス 技 術 を 使 用 し て 、 ト リ プ ル -ヘ リ ッ ク ス 形 成 ま た は ア ン チ セ ン ス DNAも し く
は RNAを 介 し て 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る こ と が で き 、 こ れ ら の 両 方 法 と も DNAま た は RNAに 対
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 結 合 に 基 づ い て い る 。 た と え ば 、 本 発 明 の 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 5'を コ ー ド す る 部 分 を 、 長 さ が 約 10～ 40塩 基 対 の ア ン チ
セ ン ス RNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を デ ザ イ ン す る た め に 使 用 す る 。 DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
、 転 写 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 領 域 に 対 し て 相 補 的 と な る よ う に デ ザ イ ン し （ ト リ プ ル -ヘ リ
ッ ク ス － Lee et al., Nucl. Acids Res. , 6：  3073 （ 1979） ；  Cooney et al, Science
, 241：  456 （ 1988） ； お よ び  Dervan et al., Science, 251：  1360 （ 1991） を 参 照 さ
れ た い ） 、 こ れ に よ り CD223の 転 写 お よ び 産 生 を 防 げ る 。 ア ン チ セ ン ス RNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 イ ン ビ ボ で mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 mRNA分 子 の CD223ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳
を ブ ロ ッ ク す る （ ア ン チ セ ン ス － Okano, J. Neurochem., 56： 560 （ 1991） ；  Oligodeox
ynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, Boca Raton, 
Fla. （ 1988） ） 。 ま た 、 上 記 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ン チ セ ン ス RNAま た は DNAが
イ ン ビ ボ で 発 現 し て CD223の 産 生 を 阻 害 す る よ う な ア ン チ セ ン ス 発 現 構 築 物 に よ っ て 細 胞
に 送 達 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 構 築 物 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ア ン チ セ ン ス 構 築 物 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 RNA干 渉 構 築 物 、 ま た は siRNA
二 重 鎖 RNA分 子 は 、 CD223の 発 現 を 妨 害 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 ア
ン チ セ ン ス 分 子 に は 、 少 な く と も 15、 17、 19、 ま た は 21の CD223 mRNA配 列 の 相 補 ヌ ク レ オ
チ ド で 十 分 で あ る 。 典 型 的 に は 、 RNA干 渉 分 子 に は 、 少 な く と も 19、 21、 22、 ま た は 23の C
D223の ヌ ク レ オ チ ド で 十 分 で あ る 。 好 ま し く は 、 RNA干 渉 分 子 は 、 2つ の ヌ ク レ オ チ ド の 3'
オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る で あ ろ う 。 RNA干 渉 分 子 が 細 胞 に お い て 構 築 物 か ら 、 た と え ば ヘ
ア ピ ン 分 子 か ら 、 ま た は 所 望 の CD223配 列 の 逆 方 向 反 復 か ら 発 現 さ れ る 場 合 、 内 因 性 の 細
胞 機 構 が オ ー バ ー ハ ン グ を 作 製 す る 。 siRNA分 子 は 、 化 学 合 成 、 イ ン ビ ト ロ で の 転 写 、 ま
た は Rnase IIIも し く は Dicerに よ る 長 い dsRNAの 消 化 に よ っ て 調 整 す る こ と が で き る 。 こ
れ ら は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 電 気 穿 孔 法 、 ま た は 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の そ の 他
の 方 法 に よ っ て 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。
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を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 既 知 の モ ジ ュ レ ー タ ー に 加 え て 、 本 発 明 の 方 法 に 有 用 で あ る CD223活 性 の さ ら な る モ ジ
ュ レ ー タ ー は 、 CD223に 結 合 す る 能 力 に つ い て 候 補 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と 、 ま た
は 細 胞 培 養 中 に お い て CD223活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と な ど の 、 ツ
ー ハ イ ブ リ ッ ド ・ ス ク リ ー ン 、 従 来 の 生 化 学 的 ア プ ロ ー チ 、 お よ び 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ
ー ニ ン グ 技 術 を 使 用 し て 同 定 す る こ と が で き る 。 一 例 と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 活 性 化 後 で
さ え CD223を 発 現 し な い 、 ニ ワ ト リ 卵 白 リ ゾ チ ー ム （ HEL） の 48-62特 異 的 、 H-2A k 拘 束 性 マ
ウ ス CD4 +  T細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 3A9を 同 定 し た 。 野 生 型 CD223の 異 所 性 の 発 現 （ し か し 、 シ
グ ナ リ ン グ 欠 損 で は な い ） は 、 そ の 特 異 的 な ペ プ チ ド に 対 す る こ の T細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ
の IL-2反 応 を 有 意 に 減 少 さ せ た 。 こ れ は 、 CD223活 性 モ ジ ュ レ ー タ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す
る た め の 簡 単 な イ ン ビ ト ロ ・ ア ッ セ イ 法 の 系 を 提 供 す る 。 こ の 後 者 の 方 法 で は 、 直 接 CD22
3と 相 互 作 用 し 、 か つ 調 整 す る 薬 剤 、 並 び に CD223シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 工 程 に 影 響 を 及 ぼ す
こ と に よ っ て 間 接 的 に CD223活 性 を 調 整 す る 薬 剤 が 同 定 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 CD223を 発 現 す る 細 胞 を 使 用 す る 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ 法 で は 、 哺 乳 類 か ら 単 離 さ れ
か つ 天 然 に CD223を 発 現 す る 細 胞 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 CD223を 発 現 す る よ う
に 遺 伝 的 に 操 作 さ れ た 細 胞 を 使 用 す る こ と も で き る 。 好 ま し く は 、 遺 伝 的 に 操 作 さ れ た 細
胞 は 、 T細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 CD223遺 伝 子 発 現 を 調 整 す る こ と に よ っ て CD223活 性 を 調 整 す る 薬 剤 は 、 候 補 薬 剤 の 存 在
下 お よ び 非 存 在 下 で 細 胞 の CD223タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 に 基 づ い
た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 で 同 定 す る こ と が で き る 。 CD223タ ン パ ク 質 は 、 た と え ば 、
抗 CD223特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 検 出 し 、
測 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 CD223 mRNAは 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 RT-PCR、 お よ び ア レ イ
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・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 含 む （ し か し 、 限 定 さ れ な い ） 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の
技 術 を 使 用 し て 検 出 し 、 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 CD223モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る た め の 1つ の 特 に 有 用 な 標 的 配 列 は イ ン ビ ト ロ お よ び イ
ン ビ ボ で の CD223機 能 に 必 須 で あ る 、 CD223の 細 胞 質 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 の モ チ ー フ KIEELE
で あ る （ SEQ ID NO： 5） 。 こ の モ チ ー フ に 結 合 す る 薬 剤 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
法 に よ り 、 候 補 CD223モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 し 、 CD223の 阻 害 剤 ま た は 活 性 化 因 子 と し て の
そ の 活 性 を 、 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ 法 に お い て な ど 、 さ ら な る 試 験 に よ っ て さ ら に 特 徴
づ け る こ と が で き る 。 こ の モ チ ー フ は 、 CD223の 50以 下 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る こ と が で き る 。 ま た は 、 モ チ ー フ は 、 CD223の 一 部 お よ び 第 2の （
非 CD223） タ ン パ ク 質 の 全 て ま た は 一 部 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る こ と が で き る 。
第 2の タ ン パ ク 質 は 、 天 然 の タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ く 、 ま た は た と え ば ヒ ス チ ジ ン タ グ
、 も し く は そ の 他 の 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 を 含 む 合 成 ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と が で き
る 。 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 、 お よ び 任
意 の 種 々 の 技 術 お よ び 形 式 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 CD223は 、 タ ン パ ク 質 の 可 溶 性 形 態 を 得 る た め に 翻 訳 後 に プ ロ セ シ ン グ す る こ と が で き
る 。 可 溶 性 形 態 は 、 少 な く と も マ ウ ス の CD223の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 431、 お よ び 少 な く と も
ヒ ト の CD223の ア ミ ノ 酸 残 基 1～ 440を 含 む 。 い ず れ の 場 合 に お い て も 細 胞 質 内 末 端 部 が 失
わ れ て い る 。 同 様 に 、 膜 貫 通 領 域 の 全 部 ま た は 一 部 も 失 わ れ て い る 。 こ の 可 溶 性 形 態 は 、
MHC ク ラ ス II-拘 束 性 ／ CD4+ T細 胞 の 反 応 を 調 整 す る 。 し た が っ て 、 可 溶 性 形 態 は 、 た と
え ば 、 自 己 免 疫 疾 患 患 者 、 ア レ ル ギ ー 患 者 、 喘 息 患 者 、 ま た は 癌 患 者 に 投 与 す る た め に 有
用 で あ ろ う 。 可 溶 性 形 態 の 投 与 は 、 注 入 、 局 所 的 、 ま た は 静 脈 内 の 投 与 を 含 む い ず れ の 便
利 な 手 段 に よ る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 教 示 に よ れ ば 、 CD223阻 害 剤 は 、 生 物 体 中 の T細 胞 の 数 を 増 大 さ せ る た め に 、 生
物 体 に 投 与 さ れ て も よ い 。 こ の 方 法 は 、 低 い T細 胞 集 団 を 生 じ る 症 状 に 罹 患 す る 生 物 体 を
治 療 す る た め に 有 用 で あ ろ う 。 こ の よ う な 症 状 は 、 AIDSな ど の 免 疫 不 全 に よ っ て 生 じ る 疾
患 、 並 び に 外 来 微 生 物 （ 細 菌 も し く は ウ イ ル ス ） の 侵 入 な ど の 不 必 要 な 細 胞 の 侵 入 ま た は
増 殖 を 含 む 障 害 、 ま た は 腫 瘍 成 長 も し く は 癌 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ま た 、 こ の よ う な T細 胞 欠 損 は 、 筋 切 除 後 に 幹 細 胞 転 移 を 受 け た 患 者 に も 予 想 さ れ る 危
険 で あ る 。 こ の よ う な 患 者 の T細 胞 は 欠 陥 が あ り 、 こ れ ら が 健 康 な ド ナ ー T細 胞 に よ っ て 置
換 す る こ と が で き る よ う に 、 破 壊 の 対 象 と な る 。 幹 細 胞 か ら 健 康 な T細 胞 集 団 を 再 構 成 す
る プ ロ セ ス は 、 数 ヶ 月 か か り 、 そ の 期 間 の 間 に 、 患 者 は 、 生 命 の 脅 威 と な り 得 る 日 和 見 感
染 に 非 常 に 感 受 性 で あ る 。 ド ナ ー T細 胞 の CD223を 阻 害 す る か 、 ま た は 、 CD223欠 損 に つ い
て 選 択 も し く は 操 作 さ れ た ド ナ ー T細 胞 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 T細 胞 分 裂 が 増 強 さ れ 、
T細 胞 再 構 成 プ ロ セ ス を 促 進 す る こ と が で き 、 T細 胞 欠 損 の 期 間 を 減 少 さ せ る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ま た 、 CD223阻 害 剤 は 、 T細 胞 増 殖 感 受 性 の 障 害 を 治 療 す る た め に 従 来 の 治 療 と 組 み 合 わ
せ て 投 与 さ れ る と き に も 有 用 で あ ろ う 。 た と え ば 腫 瘍 は 、 T細 胞 増 殖 感 受 性 の 障 害 で あ り
、 従 来 は 、 急 速 に 分 裂 し て い る 細 胞 を 死 滅 さ せ る こ と に よ っ て 機 能 す る 化 学 療 法 薬 に よ っ
て 治 療 さ れ て い る 。 本 発 明 の CD223阻 害 剤 は 、 化 学 療 法 薬 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る と き
に 、 T細 胞 増 殖 を 刺 激 し て 腫 瘍 細 胞 の 免 疫 拒 絶 を 増 強 す る こ と に よ っ て 化 学 療 法 薬 の 殺 腫
瘍 効 果 を 増 強 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 教 示 に よ れ ば 、 CD223活 性 化 因 子 ま た は 発 現 エ ン ハ ン サ ー は 、 生 物 体 中 の T細 胞
の 数 を 減 少 さ せ 、 こ れ に よ り 有 害 な T細 胞 活 性 を 減 少 さ せ る た め に 生 物 体 に 投 与 し て も よ
い 。 こ の 方 法 は 、 異 常 に 多 い T細 胞 集 団 ま た は 有 害 な T細 胞 活 性 を 生 じ て い る 症 状 た と え ば
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、 宿 主 T細 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ る 移 植 片 拒 絶 、 移 植 片 対 宿 主 疾 患 、 並 び に 慢 性 関 節 リ ウ マ
チ 、 1型 糖 尿 病 、 筋 肉 硬 化 症 、 そ の 他 な ど の T細 胞 を 媒 介 し た 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 炎 症 性 疾
患 、 に 罹 患 し た 生 物 体 を 治 療 す る た め に 有 用 で あ ろ う 。 本 発 明 の 方 法 は 、 CD223を 発 現 す
る T細 胞 を 含 む い ず れ の 生 物 体 に 適 用 し て も よ い 。 こ れ は 、 い ず れ の 哺 乳 類 も 含 む が 、 限
定 さ れ ず 、 特 に ヒ ト お よ び マ ウ ス を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 が イ ン ビ ボ で 行 わ れ る と き は 、 使 用 さ れ る CD223モ ジ ュ レ ー タ ー の 有 効 な
量 は 、 使 用 す る 特 定 の モ ジ ュ レ ー タ ー 、 治 療 さ れ る 特 定 の 症 状 、 治 療 さ れ て い る 被 検 者 の
年 齢 お よ び 身 体 症 状 、 症 状 の 重 篤 さ 、 治 療 の 期 間 、 併 用 療 法 の 性 質 （ あ る 場 合 ） 、 投 与 の
特 異 的 な 経 路 、 並 び に 健 康 な 開 業 医 の 知 識 お よ び 専 門 的 意 見 の 範 囲 内 の 同 様 の 因 子 に よ っ
て 変 更 さ れ る 。 た と え ば 、 有 効 な 量 は 、 個 体 が 異 常 に 抑 制 さ れ た レ ベ ル の T細 胞 を 有 す る
程 度 に 依 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 投 与 さ れ る と き に 、 本 発 明 の 薬 学 的 製 剤 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 量 で 、 お よ び 薬 学 的 に
許 容 さ れ る 組 成 物 内 で 適 用 さ れ る 。 こ の よ う な 製 剤 は 、 通 常 、 塩 、 緩 衝 剤 、 防 腐 剤 、 適 合
性 の 担 体 、 お よ び 任 意 に そ の 他 の 治 療 薬 を 含 ん で い て も よ い 。 医 薬 に 使 用 す る と き に 、 塩
類 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る べ き で あ る が 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ な い 塩 類 を 、 こ れ ら の 薬 学 的
に 許 容 さ れ る 塩 類 を 調 製 す る た め に 都 合 よ く 使 用 し て も よ く 、 本 発 明 の 範 囲 か ら 除 外 さ れ
な い 。 こ の よ う な 薬 理 学 的 に 、 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 類 は 、 以 下 の 酸 か ら 調 製 さ れ
る も の を 含 む が 、 限 定 さ れ な い ： 塩 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 、 硝 酸 、 リ ン 酸 、 マ レ イ ン 酸 、
酢 酸 、 サ リ チ ル 酸 、 ク エ ン 酸 、 ギ 酸 、 マ ロ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 な ど 。 ま た 、 ナ ト リ ウ ム 、 カ リ
ウ ム 、 も し く は カ ル シ ウ ム 塩 な ど の ア ル カ リ 金 属 ま た は ア ル カ リ 土 類 塩 類 と し て 薬 学 的 に
許 容 さ れ る 塩 類 を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 CD223モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 任 意 に 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 「 薬
学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 」 の 用 語 は 、 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る も の と し て 、 ヒ ト に 投 与 す る た
め に 適 し た 1つ ま た は 複 数 の 適 合 性 の 固 体 も し く は 液 体 の 充 填 材 、 希 釈 液 、 ま た は カ プ セ
ル 化 物 質 を 意 味 す る 。 「 担 体 」 の 用 語 は 、 適 用 を 容 易 に す る た め に 活 性 成 分 が 組 み 合 わ せ
ら れ る 有 機 ま た は 無 機 の 成 分 で 、 天 然 ま た は 合 成 の も の を 意 味 す る 。 ま た 、 薬 学 的 組 成 物
の 成 分 は 、 本 発 明 の 分 子 と 、 互 い に 所 望 の 薬 学 的 有 効 性 を 実 質 的 に 損 な う 相 互 作 用 が な い
様 な 方 法 で 、 共 に 混 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 薬 学 的 組 成 物 は 、 以 下 を 含 む 適 切 な 緩 衝 剤 を 含 ん で い て も よ い ： 酢 酸 の 塩 溶 液 ； ク エ ン
酸 の 塩 溶 液 ； ホ ウ 酸 の 塩 溶 液 ； お よ び リ ン 酸 の 塩 溶 液 。 ま た 薬 学 的 組 成 物 は 、 任 意 に 塩 化
ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム ； ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル ； パ ラ ベ ン 、 お よ び チ メ ロ サ ー ル な ど の 適 切 な 防 腐
剤 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 非 経 口 投 与 の た め に 適 し た 組 成 物 は 、 都 合 よ く は 抗 炎 症 薬 の 無 菌 の 水 性 製 剤 を 含 み 、 こ
れ は 、 レ シ ピ エ ン ト の 血 液 と 好 ま し く は 等 張 性 で あ る 。 こ の 水 性 製 剤 は 、 適 切 な 分 散 剤 ま
た は 湿 潤 剤 お よ び 懸 濁 剤 を 使 用 し て 、 既 知 の 方 法 に 従 っ て 処 方 し て も よ い 。 ま た 、 無 菌 注
射 用 製 剤 も 、 た と え ば 1,3-ブ タ ン ジ オ ー ル 溶 液 と し て 、 無 毒 の 非 経 口 的 に 許 容 さ れ る 希 釈
液 ま た は 溶 媒 中 の 無 菌 の 注 射 用 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 で あ っ て も よ い 。 許 容 さ れ る も の の う
ち 、 使 用 し て も よ い 媒 体 お よ び 溶 媒 は 、 水 、 リ ン ゲ ル 溶 液 、 お よ び 等 張 食 塩 液 で あ る 。 加
え て 、 従 来 に は 、 無 菌 の 不 揮 発 性 油 が 溶 媒 ま た は 懸 濁 媒 と し て 使 用 さ れ て い る 。 こ の た め
に 、 合 成 の モ ノ -ま た は ジ -グ リ セ リ ド を 含 む い ず れ の 無 刺 激 性 の 不 揮 発 性 油 を 使 用 し て も
よ い 。 加 え て 、 オ レ イ ン 酸 な ど の 脂 肪 酸 は 、 注 射 可 能 薬 物 の 調 製 に 使 用 し て も よ い 。 経 口
、 皮 下 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 そ の 他 の 投 与 の た め に 適 し た 担 体 製 剤 は 、 Remington's Pharma
ceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa.に お い て 見 い だ さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 種 々 の 投 与 ル ー ト を 利 用 す る こ と が で き る 。 選 択 さ れ る 特 定 の 様 式 は 、 も ち ろ ん 、 選 択
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さ れ る 特 定 の 薬 物 、 治 療 さ れ る 症 状 の 重 篤 さ 、 お よ び 治 療 有 効 性 の た め に 必 要 と さ れ る 用
量 に 依 存 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 一 般 的 に 言 っ て 、 医 学 的 に 許 容 さ れ る （ 臨 床 的 に 容 認 で
き な い 副 作 用 を 生 じ さ せ る こ と な く 活 性 化 合 物 の 有 効 レ ベ ル を 生 じ る い ず れ の 方 法 を も 意
味 す る ） い ず れ の 投 与 方 法 を 使 用 し て 実 施 し て も よ い 。 こ の よ う な 投 与 方 法 は 、 経 口 、 直
腸 、 局 所 的 、 経 鼻 、 真 皮 内 、 ま た は 非 経 口 的 な 経 路 を 含 む 。 「 非 経 口 的 」 の 用 語 は 、 皮 下
、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 ま た は 注 入 を 含 む 。 静 脈 内 ま た は 筋 肉 内 の 経 路 は 、 特 に 長 期 の 療 法 お
よ び 予 防 に は 適 し て い な い 。 し か し 、 こ れ ら は 、 緊 急 事 態 に は 好 ま し い で あ ろ う 。 経 口 投
与 は 、 患 者 並 び に 投 薬 ス ケ ジ ュ ー ル に 対 し て 都 合 が 良 い た め 好 ま し い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 薬 学 的 組 成 物 は 、 単 位 用 量 形 態 で 提 供 さ れ る の が 都 合 が 良 く 、 薬 学 の 技 術 分 野 に お い て
周 知 の い ず れ の 方 法 に よ っ て 調 製 し て も よ い 。 全 て の 方 法 で 、 活 性 薬 剤 を 1つ ま た は 複 数
の 補 助 成 分 を 構 成 す る 担 体 と 会 合 さ せ る 工 程 を 含 む 。 一 般 に 、 組 成 物 は 、 均 一 に 、 か つ 均
質 に 、 活 性 薬 剤 を 液 体 担 体 、 微 粉 固 体 担 体 、 ま た は そ の 両 方 と 会 合 さ せ て 、 次 い で 、 必 要
に 応 じ て 産 物 を 成 形 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 経 口 投 与 に 適 し た 組 成 物 は 、 そ れ ぞ れ が 活 性 薬 剤 の 予 め 定 め ら れ た 量 を 含 む 、 カ プ セ ル
、 タ ブ レ ッ ト 、 ロ ゼ ン ジ な ど の 分 離 し た 単 位 と し て 提 供 さ れ て も よ い 。 そ の 他 の 組 成 物 は
、 シ ロ ッ プ 、 エ リ キ シ ル 、 ま た は エ マ ル ジ ョ ン な ど の 水 性 液 体 ま た は 非 水 性 液 体 の 懸 濁 液
を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 そ の 他 の 送 達 シ ス テ ム は 、 徐 放 性 、 遅 放 性 、 ま た は 持 効 性 の 送 達 シ ス テ ム を 含 む こ と が
で き る 。 こ の よ う な シ ス テ ム に よ り 、 活 性 薬 剤 の 反 復 投 与 を 回 避 す る こ と が で き 、 被 検 者
お よ び 医 師 の 便 宜 を 増 大 さ せ る 。 多 く の タ イ プ の 放 出 送 達 シ ス テ ム が 利 用 で き 、 当 業 者 に
既 知 で あ る 。 こ れ ら は 、 ポ リ （ ラ ク チ ド -グ リ コ リ ド ） 、 コ ポ リ オ キ サ ラ ー ト 、 ポ リ カ プ
ロ ラ ク ト ン 、 ポ リ エ ス テ ル ア ミ ド 、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 、 お よ び ポ
リ 無 水 物 な ど の 重 合 体 塩 基 シ ス テ ム を 含 む 。 た と え ば 、 薬 物 を 含 む 前 述 の 重 合 体 の マ イ ク
ロ カ プ セ ル は 、 米 国 特 許 第 5,075,109号 に 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 送 達 シ ス テ ム に は 、 非
重 合 体 系 ： コ レ ス テ ロ ー ル 、 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル 、 お よ び 脂 肪 酸 な ど の ス テ ロ ー ル を
含 む 脂 質 、 ま た は モ ノ -、 ジ -、 お よ び ト リ -グ リ セ リ ド な ど の 中 性 脂 肪 ； ヒ ド ロ ゲ ル 放 出
シ ス テ ム ； シ ラ ス テ ィ ッ ク （ sylastic） シ ス テ ム ； ペ プ チ ド に 基 づ い た シ ス テ ム ； ワ ッ ク
ス 被 覆 ； 従 来 の 結 合 剤 お よ び 賦 形 剤 を 使 用 す る 圧 縮 錠 剤 ； 部 分 的 に 融 合 さ れ た イ ン プ ラ ン
ト ； な ど を 含 む 。 具 体 例 は 、 以 下 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： （ a） 米 国 特 許 第 4,4
52,775号 、 第 4,667,014号 、 第 4,748,034号 お よ び 第 5,239,660号 に 記 載 さ れ て い る も の な
ど の 、 抗 炎 症 薬 が マ ト リ ッ ク ス 内 の 形 態 に 含 ま れ る 浸 食 シ ス テ ム 、 並 び に （ b） 米 国 特 許
第 3,832,253号 、 お よ び 第 3,854,480号 に 記 載 さ れ て い る も の な ど の 、 活 性 成 分 が 重 合 体 か
ら 制 御 さ れ た 割 合 で 浸 透 す る 拡 散 シ ス テ ム 。 加 え て 、 ポ ン プ に 基 づ い た ハ ー ド ウ ェ ア ・ 送
達 シ ス テ ム を 使 用 す る こ と も で き 、 こ れ ら の う ち の い く つ か は 、 移 植 に 適 応 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 長 期 の 持 効 性 イ ン プ ラ ン ト の 使 用 は 、 慢 性 症 状 の 治 療 の た め に 特 に 適 し て い る で あ ろ う
。 長 期 の 放 出 と は 、 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る も の と し て 、 イ ン プ ラ ン ト が 、 少 な く と も 30日
、 お よ び 好 ま し く は 60日 間 、 治 療 レ ベ ル の 活 性 成 分 を 送 達 す る よ う に 構 築 さ れ 、 並 べ ら れ
る こ と を 意 味 す る 。 長 期 の 持 効 性 イ ン プ ラ ン ト は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 上 記 で 記 載 さ れ
て い る い く つ か の 放 出 シ ス テ ム を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 で は 、 目 下 の と こ ろ 本 発 明 を 実 施 す る 好 ま し い 様 式 を 含 む 具 体 例 に 関 し て 記 載 し
た が 、 当 業 者 で あ れ ば 、 上 記 し た シ ス テ ム お よ び 技 術 の 多 数 の 変 形 お よ び 並 び 替 え が 、 添
付 の 請 求 の 範 囲 に 記 載 し た 本 発 明 の 趣 旨 お よ び 範 囲 の 範 囲 内 で あ る こ と を 理 解 す る と 考 え
ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
実 施 例
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実 施 例 1-LAG-3（ CD223） に よ る T細 胞 恒 常 性 の ネ ガ テ ィ ブ 制 御
　 以 下 の 実 施 例 は 、 LAG-3（ CD223） が CD4 + お よ び CD8 +  T細 胞 恒 常 性 を 負 に 調 節 す る こ と を
示 し 、 骨 髄 移 植 後 の T細 胞 移 植 を 促 進 す る た め の 新 規 の 治 療 的 な 標 的 と し て こ れ が 同 定 さ
れ た こ と を 支 持 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 野 生 型 C57BL/6マ ウ ス は 、 4～ 52週 齢 の α β +  T細 胞 を 一 定 数 有 す る 。 前 に 報 告 さ れ た 通
り 、 若 い 4週 齢 の LAG-3 - / - マ ウ ス は 、 正 常 な T細 胞 数 を 有 す る 。 Miyazaki, T. et al., Sci
ence 272：  405-408 （ 1996） 。 対 照 的 に 、 LAG-3 - / - マ ウ ス の α β +  T細 胞 の 数 は 、 3ヶ 月
齢 か ら 、 野 生 型 マ ウ ス よ り も 2倍 多 く の 数 ま で 着 実 に 増 大 す る 。 こ の 違 い は 、 α β +  T細 胞
数 の 厳 密 な 恒 常 性 の 制 御 が 非 常 に 低 い 標 準 偏 差 に よ っ て 明 示 さ れ た こ と を 考 え る と 、 非 常
に 有 意 で あ る 。 CD4+お よ び CD8+細 胞 は い ず れ も LAG-3 - / - マ ウ ス に お い て 増 大 さ れ た が 、 CD
4： CD8の 比 率 は 、 不 変 で あ っ た 。 同 様 に 、 OT-II TCRを ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク し た LAG-3 - / -

マ ウ ス （ 卵 白 ア ル ブ ミ ン 326～ 339特 異 的 、 H-2A b 拘 束 性 ） で は 、 こ れ ら の 違 い が 5週 間 目 に
明 ら か で あ っ た こ と を 除 き 、 野 生 型 対 照 OT-IIト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 比 較 し て 、 CD4
+  Vα 2 +  T細 胞 の 数 が 増 大 さ れ た 。 野 生 型 マ ウ ス で は 、 ほ ぼ 20%の α β +  T細 胞 お よ び CD49b
+  NK細 胞 が 、 LAG-3を 構 成 的 に 発 現 し （ Workman, C.J. et al., Eur. J. Immunol. 32：  2
255-2263 （ 2002） ） 、 こ れ ら の 数 も 、 LAG-3 - / - マ ウ ス に お い て 有 意 に 増 大 し た 。 驚 く べ
き こ と に 、 LAG-3を 発 現 し な い B220 + B細 胞 、 Gr-1 + 顆 粒 球 、 お よ び Mac-1 + マ ク ロ フ ァ ー ジ の
よ う な い く つ か の そ の 他 の 細 胞 タ イ プ で も 、 対 照 マ ウ ス と 比 較 し て LAG-3 - / - が 増 大 さ れ た
。 LAG-3 - / - マ ウ ス で 観 察 さ れ る 細 胞 数 の 増 大 は 、 イ ン ビ ボ の 分 裂 し て い る BrdU + 細 胞 数 の
～ 50%の 増 大 に 匹 敵 し た 。 LAG-3 - / - と 野 生 型 マ ウ ス の 間 で 観 察 さ れ る 細 胞 数 の 相 違 は 、 非
常 に 一 貫 し て お り 、 再 現 性 が あ っ た 。 LAG-3が な い と 、 LAG-3 - / - マ ウ ス に 由 来 す る T細 胞 の
細 胞 表 面 表 現 系 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な い よ う に み え る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 LAG-3
が マ ウ ス の T細 胞 数 を 調 節 し 、 一 般 に 白 血 球 数 に 間 接 的 に 影 響 を 及 ぼ し て い る と い う 考 え
を 支 持 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 LAG-3が リ ン パ 球 減 少 環 境 に お い て T細 胞 の 恒 常 的 発 現 に 影 響 を 及 ぼ し て い る か ど う か を
決 定 す る た め に 、 精 製 し た T細 胞 を 、 T細 胞 お よ び B細 胞 を 欠 い た RAG - / - マ ウ ス に 養 子 性 に
（ adoptively） 導 入 し 、 脾 臓 の T細 胞 数 を 導 入 の 15日 後 に 決 定 し た 。 野 生 型 対 照 と 比 較 し
て LAG-3 - / - T細 胞 数 の 2.8倍 の 増 大 が あ っ た 。 注 目 す べ き こ と に 、 LAG-3の 非 存 在 が T細 胞 増
殖 に 対 し て 明 ら か に 有 効 で あ る に も か か わ ら ず 、 野 生 型 T細 胞 の わ ず か な 割 合 の み が LAG-3
を 発 現 し た 。 こ れ に よ り 、 LAG-3の 短 期 の 一 過 性 の 発 現 が 、 こ れ が 分 裂 細 胞 に 対 し て そ の
効 果 を 及 ぼ す に は 十 分 で あ ろ う こ と が 推 論 さ れ る 。 CD4 + お よ び CD8 + T細 胞 の 増 殖 の 増 大 が
観 察 さ れ た こ と か ら 、 両 細 胞 タ イ プ が LAG-3の 不 存 在 に よ っ て 同 等 の 影 響 を 受 け た こ と が
証 明 さ れ る 。 興 味 深 い こ と に 、 ま た 、 LAG-3 - / - 対 LAG-3 + / +  T細 胞 の レ シ ピ エ ン ト に お い て
α β - 宿 主 由 来 細 胞 数 の 2倍 の 増 加 が あ っ た 。 こ れ は 、 操 作 さ れ て い な い LAG-3 - / - マ ウ ス で
観 察 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 顆 粒 球 の 数 の 増 大 と 一 致 し た 。 RAG - / - で 観 察 さ れ る LAG-
3 - / -  T細 胞 の 増 殖 の 増 大 は 、 抗 原 特 異 性 か ら 独 立 し て い る こ と を 確 認 す る た め に 、 本 発 明
者 ら は 、 OVA [Ovalbumin 257-264-特 異 的 、 H-2K b -拘 束 性 ； Hogquist, K.A. et al., Cell
 76：  17-27 （ 1994） ]お よ び OT-II [Ovalbumin 326-339-特 異 的 、 H-2A b -拘 束 性 ；  Barnd
en, M.J. et al., Immunol. Cell Biol. 76：  34-40 （ 1998） ]ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ
ウ ス か ら 精 製 し た T細 胞 を 使 用 し た 。 野 生 型 CD4 +  Vα 2 +  OT-II T細 胞 は 、 以 前 の 報 告 と 一
致 し て RAG - / - マ ウ ス に お い て 十 分 に 増 殖 せ ず に 、 こ れ ら の 細 胞 が リ ン パ 球 減 少 性 宿 主 に お
い て ほ と ん ど 恒 常 的 な 増 殖 を 示 さ な い こ と を 示 し て い る 。 Ernst, B. et al., Immunity 1
1：  173-181 （ 1999） 。 対 照 的 に 、 こ の 制 限 は 、 LAG-3 - / -  OT-IIト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス か ら の T細 胞 に は 適 用 さ れ ず 、 こ れ は 、 リ ン パ 球 減 少 性 の 宿 主 に お い て 活 発 に 、 導 入 後 1
5日 ま で に 野 生 型 T細 胞 の 3.2倍 以 上 の 数 に 増 殖 し た 。 同 様 に 、 RAG-1 - / - マ ウ ス か ら 回 収 し
た LAG-3 - / -  CD8 +  Vα 2 +  OVAト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク T細 胞 の 数 は 、 野 生 型 の 対 照 OVA T細 胞 よ
り も 4倍 高 か っ た 。 特 筆 す べ き は 、 こ の 相 違 は 、 導 入 後 少 な く と も 1ヶ 月 間 持 続 さ れ た こ と
で あ る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ま た 、 CD4 + お よ び CD8 +  T細 胞 が LAG-3の 減 少 に よ り 同 様 に 影
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響 を 受 け る こ と を 証 明 し た 。 MHCク ラ ス II分 子 に よ る LAG-3の ラ イ ゲ ー シ ョ ン の 重 要 性 を 評
価 す る た め に 、 LAG-3 - / - お よ び 野 生 型 OVAト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク T細 胞 を 、 MHCク ラ ス Iお よ び
ク ラ ス II分 子 （ β 2m - / -  x H-2Aβ b - / - ） を 両 方 と も 欠 い て い る マ ウ ス に 導 入 し た 。 デ ー タ
は 、 LAG-3 - / -  T細 胞 の 増 殖 の 増 大 が MHCク ラ ス II分 子 の 非 存 在 下 で 消 滅 さ れ る こ と を 明 ら
か に 示 し て お り 、 こ の 相 互 作 用 の 重 要 性 が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 LAG3 - / - マ ウ ス ま た は LAG-3 - / -  T細 胞 の 養 子 性 の レ シ ピ エ ン ト は 、 B細 胞 お よ び マ ク ロ フ
ァ ー ジ な ど の 通 常 LAG-3陰 性 で あ る 細 胞 の 数 を 増 大 し た 。 こ れ は 、 LAG-3の 非 存 在 に よ る T
細 胞 の 恒 常 性 の 制 御 の 変 化 は 、 そ の 他 の 白 血 球 細 胞 型 の 制 御 を 直 接 変 化 さ せ る と い う 考 え
を 支 持 す る 。 直 接 こ れ を 試 験 す る た め に 、 B細 胞 を 、 LAG-3 - / - ま た は 野 生 型 T細 胞 の い ず れ
か と 共 に RAG - / - マ ウ ス に 同 時 導 入 し た 。 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 T細 胞 恒 常 性 を 調 節 す る 際
の MHCク ラ ス II分 子 の 対 照 的 な 役 割 を 評 価 す る た め に も 、 こ の ア プ ロ ー チ を 利 用 し た 。 以
前 の 研 究 で は 、 CD4+ T細 胞 の 恒 常 的 な 増 殖 お よ び 長 期 の 生 存 に は 、 MHCク ラ ス II分 子 と の
周 期 的 な 相 互 作 用 が 必 要 で あ る こ と を 明 ら か に 証 明 し た 。 Takeda, S. et al., Immunity 
5：  217-228 （ 1996） ；  Rooke, R., et al., Immunity 7： 123-134 （ 1997） 。 対 照 的 に
、 LAG-3と MHCク ラ ス II分 子 と の 間 の 相 互 作 用 は 、 逆 の 効 果 を 有 す る 可 能 性 も あ る 。 以 前 に
示 し た よ う に 、 MHCク ラ ス II - / -  B細 胞 を 導 入 し た と き に 、 野 生 型 対 照 と 比 較 し て LAG-3 - / -

 T細 胞 の 数 に 3.0倍 の 増 大 が あ る 。 し か し 、 野 生 型 B細 胞 の 存 在 下 で は 、 LAG-3 - / - と LAG-3 +
/ +  Tと の 間 の 細 胞 数 の 違 い は 、 4.9倍 に 増 大 し た 。 LAG-3 - / -  T細 胞 数 の 増 大 は 、 MHC： TCR
の 相 互 作 用 が 増 大 さ れ 、 し た が っ て 増 殖 が 増 強 さ れ る た め で あ る 可 能 性 が 高 い 。 対 照 的 に
、 LAG-3 + / +  T細 胞 は 、 正 （ MHCを 経 て ： TCR相 互 作 用 ） お よ び 負 （ MHCを 経 て ： LAG-3相 互 作
用 ） の 恒 常 性 調 節 の 両 方 に 供 さ れ て 、 野 生 型 T細 胞 に 匹 敵 す る 増 殖 を 生 じ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 野 生 型 T細 胞 の 存 在 下 に お い て 、 B細 胞 の 数 は 、 導 入 7日 後 に 脾 臓 か ら 回 収 し た B細 胞 の 数
は 、 B細 胞 単 独 を 受 け て い る マ ウ ス と 同 じ で あ っ た 。 対 照 的 に 、 LAG-3 - / -  T細 胞 レ シ ピ エ
ン ト か ら 回 収 し た B細 胞 の 数 に は 、 2.7倍 の 増 加 が あ り 、 B細 胞 数 の 増 大 は 、 LAG-3 - / -  T細
胞 の 「 調 節 解 除 」 に よ る も の で あ る こ と の 直 接 の 実 証 を 提 供 す る 。 興 味 深 い こ と に 、 野 生
型 T細 胞 の 存 在 下 に お い て 、 B細 胞 単 独 を 受 け て い る マ ウ ス と 比 較 し て 、 MHCク ラ ス II - / -  B
細 胞 の 数 が 増 大 す る 。 こ れ は 、 LAG-3： MHCク ラ ス IIの 相 互 作 用 が 「 局 部 的 」 に な く な る と
、 レ シ ピ エ ン ト RAG - / - マ ウ ス は 、 脾 臓 内 に MHCク ラ ス II + マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 樹 状 細 胞 を
有 す る も の の 、 野 生 型 T細 胞 の 一 過 性 の 調 節 解 除 に よ り 、 B細 胞 増 殖 の 増 大 を 生 じ 得 る と い
う 考 え を 支 持 す る 。 別 の 可 能 性 と し て は 、 LAG-3に よ る MHCク ラ ス II分 子 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン
が 負 の 調 節 シ グ ナ ル を B細 胞 に 送 達 す る こ と に よ り 、 増 殖 を 妨 げ る こ と で あ る 。 こ れ は 、 B
細 胞 に 対 し て は も っ と も ら し い が 、 こ れ に よ っ て は 、 LAG-3 - / - マ ウ ス に お け る 顆 粒 球 な ど
の MHCク ラ ス II細 胞 の 数 の 増 大 が 説 明 さ れ な い 。 現 在 調 査 し て い る 1つ の 可 能 性 と し て は 、
LAG-3 - / -  T細 胞 の 調 節 解 除 さ れ た 増 殖 に よ り 、 多 く の 細 胞 タ イ プ の 広 範 な 増 殖 を 誘 導 す る
サ イ ト カ イ ン の 生 産 を こ れ ら が 生 じ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 リ ン パ 球 減 少 性 マ ウ ス に お け る 恒 常 的 な 増 殖 に 対 す る LAG-3発 現 の 影 響 は 、 ナ イ ー ブ T細
胞 に 限 定 さ れ な い 。 ま た 、 抗 原 を 受 け た 「 メ モ リ ー 」 OT-II T細 胞 の 導 入 に よ り 、 LAG-3T3
- / - T細 胞 は 、 野 生 型 の 対 照 細 胞 と 比 較 し て 、 実 質 的 に 増 殖 の 促 進 を 生 じ た [7.2倍 ]。 LAG-3
が 、 こ の 「 調 節 解 除 さ れ た 」 T細 胞 増 殖 の 直 接 の 原 因 で あ り 、 本 来 の タ ー ゲ テ ィ ン グ 戦 略
に よ っ て 破 壊 さ れ る 密 接 に 連 関 し た 遺 伝 子 で は な い こ と を 確 か め る こ と が 、 非 常 に 重 要 で
あ っ た 。 従 っ て LAG-3 - / -  OT-II T細 胞 に は 、 野 生 型 LAG-3ま た は シ グ ナ リ ン グ 欠 損 が あ る
変 異 体 LAG-3.Δ K M の い ず れ か を 含 む マ ウ ス 幹 細 胞 ウ イ ル ス （ MSCV） に 基 づ い た レ ト ロ ウ イ
ル ス を 形 質 導 入 し た 。 Workman, C. J. et al., Eur. J. Immunol. 32：  2255-2263 （ 200
2） 。 ま た 、 ベ ク タ ー は 、 形 質 導 入 さ れ た 細 胞 の 解 析 を 容 易 に す る た め に 、 内 部 リ ボ ソ ー
ム 導 入 部 位 （ IRES） お よ び 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） カ セ ッ ト を 含 ん だ 。 Persons, D. A
. et al., Blood 90：  1777-1786 （ 1997） 。 ま た 、 LAG-3 - / - お よ び LAG-3 + / +  OT-11の T細
胞 に は 、 「 空 」 ベ ク タ ー ／ GFP単 独 の 対 照 を 形 質 導 入 し た 。 形 質 導 入 さ れ た 細 胞 を RAG-1 - /

10

20

30

40

50

(19) JP 2006-523226 A 2006.10.12



- レ シ ピ エ ン ト に 導 入 し て 、 導 入 の 15日 に 回 収 し た OT-II T細 胞 の 数 を 決 定 し た 。 予 想 さ れ
る と お り 、 LAG-3 - / -  GFP単 独 対 照 T細 胞 で は 、 野 生 型 GFP細 胞 よ り も 増 殖 し た [2.8倍 ]。 LAG
-3の 異 所 性 の 発 現 は 、 OT-11 T細 胞 の 数 を 野 生 型 対 照 と 同 等 の レ ベ ル に 減 少 さ せ た が 、 一
方 の LAG-3シ グ ナ リ ン グ 欠 損 が あ る 変 異 体 の 発 現 は 、 恒 常 的 な 増 殖 に 対 し て 効 果 を 有 さ な
い 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 LAG-3が 観 察 さ れ る 効 果 の 直 接 の 原 因 と な る こ と を 証 明 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 者 ら の デ ー タ は 、 LAG-3が T細 胞 の 恒 常 的 な 増 殖 を 負 に 調 節 す る こ と を 明 ら か に 示
す 。 ま た 、 こ れ ら は 、 T細 胞 が 多 く の 細 胞 型 の 恒 常 性 に 関 与 し て い る で あ ろ う い う 考 え を
支 持 す る 。 LAG-3の 非 存 在 下 で 、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に お け る T細 胞 数 、 お よ び リ ン パ 球 減
少 性 マ ウ ス に お け る T細 胞 の 増 殖 に 対 す る 明 白 な 効 果 を 有 し た に も か か わ ら ず 、 T細 胞 の 非
常 に 少 な い 割 合 だ け が LAG-3を 発 現 し た こ と が 目 立 っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 全 て の T細 胞 で
の LAG-3の 異 所 性 の 発 現 が 、 恒 常 的 な 増 殖 に 対 し て 、 野 生 型 細 胞 で 見 ら れ る LAG-3の 低 レ ベ
ル の 一 過 性 発 現 よ り も 優 れ た 効 果 を 有 す る と い う わ け で は な か っ た 。 こ れ は 、 LAG-3シ グ
ナ リ ン グ の 閾 値 が 非 常 に 低 い で あ ろ う こ と 、 お よ び LAG-3シ グ ナ リ ン グ の 効 果 を 制 限 す る
そ の 他 の 因 子 が あ る か も し れ な い こ と を 示 唆 す る 。 LAG-3と 相 互 作 用 す る 下 流 の シ グ ナ リ
ン グ 分 子 （ 群 ） を 同 定 し 、 LAG-3が 恒 常 的 な 増 殖 を 調 節 す る 機 構 を 決 定 す る こ と は 、 将 来
の 研 究 の 明 ら か に 重 要 な 焦 点 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 B細 胞 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ な ど の LAG-3を 発 現 し な い 細 胞 数 の 増 大 は 、 驚 く べ き 観 察 で
あ っ た 。 同 時 導 入 実 験 で は 、 T細 胞 上 に LAG-3が 存 在 し な い こ と が 観 察 し た そ の 他 の 細 胞 タ
イ プ の 増 加 の 原 因 で あ っ た こ と を 明 ら か に 証 明 し た 。 こ れ は 、 そ の 他 の 細 胞 タ イ プ の 数 お
よ び ／ ま た は 増 殖 を 制 限 す る LAG-3シ グ ナ リ ン グ に よ っ て 誘 導 さ れ る か 、 ま た は そ の 他 の
細 胞 タ イ プ の 数 お よ び ／ ま た は 増 殖 を 制 限 す る LAG-3に よ っ て 負 の 調 節 が 存 在 し な い た め
に 産 生 さ れ る 、 可 溶 性 ま た は 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 に よ る も の で あ ろ う 。 こ の 傍 観 者 （ byst
ander） の 増 殖 お よ び そ の 生 理 的 役 割 の 正 確 な 性 質 は 、 決 定 さ れ な い ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 骨 髄 移 植 ま た は メ ガ 用 量 幹 細 胞 移 植 を 受 け て い る 患 者 は 、 リ ン パ 球 再 構 成 の 速 度 が 緩 徐
で あ る た め に 、 最 初 の 4～ 6ヶ 月 に お い て 特 に 感 染 症 に 感 受 性 で あ る 。 本 発 明 者 ら の 研 究 は
、 LAG-3が 生 存 可 能 な 治 療 の 標 的 で あ る こ と 、 お よ び LAG-3の 発 現 ま た は そ の 機 能 の ブ ロ ッ
キ ン グ が T細 胞 移 植 を 促 進 し 、 こ の 感 受 性 の ウ イ ン ド ウ を 有 意 に 減 少 さ せ る と い う 考 え を
支 持 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
実 施 例 2－ 材 料 お よ び 方 法
　 本 実 施 例 は 、 実 施 例 1の た め の 実 験 法 お よ び 材 料 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 マ ウ ス ： 以 下 の マ ウ ス を 使 用 し た ： LAG-3 - / -  [Christophe Benoist and Diane Mathis,
 Joslin Diabetes Center, Boston, MA；  Miyazaki, T. et al., Science 272：  405-408
 （ 1996） か ら の 許 可 に よ っ て 、 Yueh-Hsiu Chen, Stanford University, Palo Alto, CA,
か ら 得 ら れ る ]；  C57BL/6J [Jackson Labs, Bar Harbor, ME]；  B6.PL-Thylα /Cy （ Thy1
.1類 遺 伝 子 性 ）  [Jackson Labs]；  RAG-1 - / -  [Jackson Labs, Bar Harbor, ME；  Mombaer
ts, P. et al., Cell 68：  869-877 （ 1992） ]；  MHCク ラ ス II - / -  [Peter Doherty, St. 
Jude Children's Research Hospital, Memphis, TN；  Grusby, M.J. et al., Science 25
3： 1417-1420 （ 1991） に よ っ て 提 供 さ れ た ]；  MHCク ラ ス I - / - /II - / - ［ Taconic, Germant
own, NY；  Grusby, M.J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 90：  3913-3917 （ 199
3） ]； OT-II TCRト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス [William Heath, Walter and Eliza Hall I
nstitute, Parkville, Victoria Australia；  Barnden, M.J. et al., Immunol Cell Bio
l. 76：  34-40 （ 1998） か ら の 許 可 と と も に 、 Stephen Schoenberger, La Jolla Institu
te for Allergy and Immunology, La Jolla, CA, に よ っ て 提 供 さ れ た ]、 お よ び OT-I（ OV
A） TCRト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス [Jackson Labs; Hogquist, K.A. et al., Cell 76: 17-
27 （ 1994） ]。 ゲ ノ ム 全 般 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 解 析 で は 、 LAG-3 - / - マ ウ ス に 関 し て 試 験
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し た 88の 遺 伝 マ ー カ ー の 97%が B6マ ウ ス に 由 来 す る こ と を 証 明 し た （ Charles River Labor
atories, Troy, NY） 。 LAG-3 - / - 、 MHCク ラ ス II - / - 、 OT-I. LAG-3 - / - お よ び OT-II. LAG-3 -
/ - コ ロ ニ ー は 、 St. Jude Animal Resource Centerで 維 持 し た 。 全 て の 動 物 実 験 は 、 国 家
、 州 、 お よ び 施 設 の 指 針 に 従 っ て 、 AAALAC公 認 の SPF施 設 で 行 っ た 。 動 物 プ ロ ト コ ル は 、 S
t. Jude IACUCに よ っ て 承 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 LAG-3構 築 物 お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス の 形 質 導 入 ： LAG-3構 築 物 は 、 記 載 さ れ て い る と お り
に 組 換 え PCRを 使 用 し て 作 製 し た （ Vignaali, D.A.A. and K. M. Vignali, J.Immunol. 16
2：  1431-1439 （ 1999） ） 。 LAG-3.WTお よ び LAG-3.Δ KＭ （ 細 胞 質 尾 部 の 保 存 さ れ た KIEEL
Eモ チ ー フ を 欠 失 す る LAG-3） は 、 記 載 さ れ て い る （ Workman, C.J. et al., J. Immunol. 
169：  5392-5395 （ 2002） ） 。 LAG-3構 築 物 を 、 内 部 リ ボ ソ ー ム 導 入 部 位 （ IRES） お よ び
緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） を 含 む マ ウ ス 幹 細 胞 ウ イ ル ス （ MSCV） に 基 づ い た レ ト ロ ウ イ
ル ス ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 記 載 さ れ て い る よ う に レ ト ロ ウ イ ル ス を 作 製 し た （ Pers
ons, D.A. et al., Blood 90：  1777-1786 （ 1997） ；  Persons, D.A. et al., Blood Ce
lls Mol Dis. 24：  167-182 （ 1998） ） 。 次 い で 、 24時 間 後 に 10 5 /ml以 上 の ウ イ ル ス 力 価
が 得 ら れ る ま で 、 GPE+86細 胞 を 繰 り 返 し て （ 7～ 10回 ） 形 質 導 入 す る こ と に よ っ て レ ト ロ
ウ イ ル ス 産 生 株 の 株 化 細 胞 を 作 製 し た （ Markowitz, D. et al., J Virol. 62：  1120-112
4 （ 1988） ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ： 単 個 細 胞 懸 濁 液 を 脾 臓 か ら 作 製 し 、 RBCを ゲ イ 液 で 溶 解 し た 。
脾 細 胞 は 、 ま ず Fc Block、 抗 CD16/CD32（ 2.4G2） （ BD PharMingen, San Diego, CA） と 共
に 氷 上 で 10分 間 染 色 し た 。 次 い で 、 細 胞 を BD PharMingenか ら の 種 々 の 抱 合 型 抗 体 を 使 用
し て 以 下 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー を 染 色 し た ：
　
　
　
　
　
　
　
。 LAG-3発 現 は 、 ビ オ チ ン 化 さ れ た ラ ッ ト 抗 LAG-3 mAb（ C9B7W, IgG1κ ; Workman, C.J. e
t al., Eur. J. Immunol. 32：  2255-2263（ 2002） ） ま た は PE抱 合 体 と し て 得 た 同 じ 抗 体
（ BD PharMingen） に よ っ て 評 価 し た 。 次 い で 、 細 胞 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ Becton Di
ckinson, San Jose, CA） に よ っ て 解 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 取 り 込 み ： 5、 16、 28、 お よ び 52週 間 目 に 、 LAG-3 + / + 、 LAG-3 - /
- 、 OTII.LAG-3 + / + 、 お よ び OTll.LAG-3 - / - マ ウ ス に は 、 （ 0.8mg/ml） そ れ ら の 飲 料 水 中 に B
rdU（ Sigma, St. Louis, MO） を 8日 間 与 え た 。 次 い で 、 マ ウ ス を CO 2 吸 入 に よ っ て 屠 殺 し
て 、 脾 臓 を 取 り 除 い た 。 BrdU取 り 込 み の 染 色 は 記 載 さ れ て い る よ う に 行 っ た （ Flynn, K. 
J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 96：  8597-8602 （ 1999） ） 。 簡 潔 に は 、 LAG
-3 - / - お よ び LAG-3 + / + 脾 細 胞 を TCRα β 、 CD4、 CD8、 お よ び B220発 現 の た め に 染 色 し た 。 OT
II.LAG-3 + / + お よ び OTII.LAG-3 - / - 脾 細 胞 は 、 Vα 2お よ び CD4発 現 の た め に 染 色 し た （ PharM
ingen） 。 次 い で 、 細 胞 を 1.2mlの 氷 冷 95%エ タ ノ ー ル で 氷 上 で 30分 間 固 定 し た 。 次 い で 、
細 胞 を 洗 浄 し 、 PBS +1%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド  +0.01% Tween 20で 室 温 に お い て 1時 間 透 過
化 処 理 し た 。 次 い で 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 50KUの デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ Sigma） の 0.15M
 NaCl＋ 4.2mM MgCl 2 （ pH 5.0） 溶 液 で 37℃ に お い て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 BrdUを 抗
BrdU-FITC（ Becton Dickinson） を RTで 30分 添 加 す る こ と に よ っ て 検 出 し 、 次 い で フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 解 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 養 子 性 の 導 入 実 験 ： 脾 細 胞 か ら の T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 を FACSに よ っ て 陽 性 選 別 す
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る か 、 ま た は 磁 気 ビ ー ズ 細 胞 選 別 （ MACS） に よ っ て ネ ガ テ ィ ブ に 選 別 し た 。 FACS精 製 の た
め に 、 脾 細 胞 を TCR□ □ 、 CD4、 お よ び CD8発 現 に つ い て 染 色 し 、 お よ び MoFlow（ Cytomatio
n, Ft. Collins, CO） で 陽 性 選 択 に よ っ て 選 別 し た 。 ネ ガ テ ィ ブ MACS精 製 の た め に は 、 脾
細 胞 を PE結 合 抗 B220、 抗 Gr1、 抗 Mac1、 抗 TER119（ 赤 血 球 ） 、 抗 CD244.2（ NK細 胞 ） 、 お よ
び 抗 CD8（ OTII ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク T細 胞 の ネ ガ テ ィ ブ 精 製 の た め に ） で 染 色 し た 。 次 い
で 、 細 胞 を 抗 PE抗 体 と 結 合 さ れ た 磁 気 ビ ー ズ （ Miltenyi Biotech, Auburn, CA） と 共 に イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 自 動 MACS（ Miltenyi Biotech, Auburn, CA） で 90～ 95%の 純 度 に 選 別 し
た 。 い く つ か の 実 験 で は 、 T細 胞 を カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ジ ア セ テ ー ト ス ク シ ン イ ミ
ジ ル エ ス テ ル （ CFSE） で ラ ベ ル し た 。 細 胞 を PBSで 2回 洗 浄 し 、 1× 10 7 細 胞 /mlで PBS＋ 0.1%
 BSAに 再 懸 濁 し 、 5μ M CFSEと 共 に 37℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を PBS＋ 0.1% B
SAで 2回 洗 浄 し た 。 CFSE標 識 ま た は 無 標 識 の 精 製 T細 胞 （ 5x10 6 ま た は 1× 10 7 ） 、 お よ び 場
合 に よ っ て は B細 胞 （ 5× 10 6 ） を RAG-1 - / - ま た は  Thyl.1 + （ B6.PL） マ ウ ス に i.v.注 射 し た
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 正 常 T細 胞 の レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 形 質 導 入 ： OTII.LAG-3 + / + お よ び OTII.LAG3 - / - マ ウ ス
か ら の 脾 臓 を 取 り 出 し 、 単 細 胞 懸 濁 液 を 2.5× 10 6 細 胞 /mlで 作 製 し た 。 脾 細 胞 を OVA 326-3
39ペ プ チ ド [10μ M]で 2日 間 培 養 液 中 で 活 性 化 し た 。 次 い で 、 活 性 化 さ れ た 脾 細 胞 を GFP単
独 、 LAG-3.WT/GFP、 ま た は LAG-3.Δ K M /GFPレ ト ロ ウ イ ル ス 産 生 株 細 胞 の 単 層 上 で 、 ポ リ ブ
レ ン の 存 在 下 に お い て 2日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 10日 間 静 止 さ せ 、 次 い で FACSに
よ っ て Vα 2 + ／ CD4 + ／ GFP + 発 現 を 選 別 し た 。 細 胞 を さ ら に 2日 間 静 止 さ せ 、 次 い で 5× 10 6 細
胞 を 、 尾 静 脈 を 経 て RAG - / - マ ウ ス に 注 射 し た 。 導 入 の 15日 後 、 マ ウ ス を CO 2 吸 入 に よ っ て
屠 殺 し 、 脾 臓 を 取 り 除 い た 。 脾 細 胞 を 染 色 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 解 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
実 施 例 3－ 強 力 な 調 節 活 性 で 誘 導 さ れ る Treg細 胞
　 Treg特 異 的 な 分 子 を 同 定 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 ウ イ ル ス 感 染 に 応 答 し て エ フ ェ ク
タ ー ／ メ モ リ ー 細 胞 か 、 ま た は 自 己 抗 原 と し て の 同 族 抗 原 に 遭 遇 す る こ と に よ っ て Treg細
胞 の い ず れ か に 分 化 す る 抗 原 特 異 的 な T細 胞 の 差 次 的 遺 伝 子 発 現 解 析 を 行 っ た 。 こ の 解 析
に よ り 、 LAG-3遺 伝 子 が Treg細 胞 に お い て 選 択 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 明 ら
か に な っ た 。 LAG-3（ MHCク ラ ス IIに 結 合 す る CD4相 同 体 ） の 生 理 的 な 役 割 は 、 は っ き り 解
明 さ れ な か っ た 。 い く つ か の イ ン ビ ト ロ で の 実 験 で は 、 LAG-3が 負 の 調 節 機 能 を 有 し て い
る か も し れ な い こ と を 示 唆 し た （ Hannier et al., 1998；  Huard et al., 1994；  Workma
n et al., 2002a；  Workman et al., 2002b） 。 こ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 LAG-3の 膜 発 現 が
CD25と は 独 立 し て 選 択 的 に Treg細 胞 を マ ー ク す る こ と 、 お よ び LAG-3が イ ン ビ ト ロ お よ び
イ ン ビ ボ の 両 方 で Treg細 胞 の 抑 制 性 の 活 性 を 調 整 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 T細 胞 エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー と 寛 容 誘 導 と の 間 の 相 違 を 検 討 す る た め に 、 本 発 明 者 ら
は 、 モ デ ル 抗 原 の 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） に 特 異 的 な T細 胞 受 容 体 （ TCR） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
CD4+ T細 胞 （ ク ロ ー ン 6.5） の 養 子 性 の 導 入 を 利 用 し た 。 組 換 え HA発 現 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル
ス （ Vac-HA） を 感 染 さ せ た 野 生 型 マ ウ ス で は 、 養 子 性 に 導 入 し た HA特 異 的 な 6.5 CD4+ T細
胞 が 、 HAと 遭 遇 す る こ と に よ っ て エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー 細 胞 に 分 化 し た 。 エ フ ェ ク タ ー
／ メ モ リ ー 反 応 は 、 典 型 的 な 増 殖 ／ 収 縮 期 お よ び メ モ リ ー マ ー カ ー の 発 生 に よ っ て 特 徴 づ
け ら れ る 。 養 子 性 に 導 入 さ れ た 動 物 か ら 取 り 出 し た と き に 、 こ れ ら の エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ
リ ー 細 胞 は 、 抗 原 特 異 的 な 増 殖 反 応 お よ び γ -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 生 産 に よ っ て ア ッ セ イ す
る と 、 ナ イ ー ブ 6.5 CD4+ T細 胞 と 比 較 し て 、 イ ン ビ ト ロ で HAに 対 し て 応 答 性 亢 進 で あ る 。
こ の メ モ リ ー 反 応 は 、 養 子 性 の 導 入 後 に 何 ヶ 月 も 持 続 す る 。 対 照 的 に 、 複 数 の 上 皮 組 織 に
HAを 発 現 す る C3-HAト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス へ の 6.5 CD4+ T細 胞 の 養 子 性 導 入 で は 、 寛
容 を 生 じ る （ Adler et al., 2000；  Adler et al., 1998） 。 エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー 反
応 と 同 様 に 、 γ -イ ン タ ー フ ェ ロ ン な ど の エ フ ェ ク タ ー サ イ ト カ イ ン の 増 殖 お よ び 発 現 に
よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 迅 速 な 増 殖 ／ 活 性 化 期 が あ る 。 し か し 、 活 性 化 期 の 後 に 、 全 HA特 異
的 T細 胞 プ ー ル が 縮 小 し 、 残 り の 6.5細 胞 は 、 養 子 性 導 入 4～ 7日 後 に 抗 原 刺 激 に よ っ て γ -
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イ ン タ ー フ ェ ロ ン を 産 生 し た り 、 ま た は イ ン ビ ト ロ で 増 殖 す る こ と が で き な い （ Adler et
 al., 2000；  Huang et al., 2003） 。 IL-2お よ び γ -イ ン タ ー フ ェ ロ ン な ど の リ ン ホ カ イ
ン を 産 生 し て 抗 原 に 対 す る 応 答 を 急 増 す る 能 力 の 消 滅 は 、 ア ネ ル ギ ー 性 の 表 現 型 の 標 準 的
な 実 効 の 定 義 を 表 す 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 寛 容 の 誘 導 に 先 だ つ C3-HAマ ウ ス に お け る 最 初 の イ ン ビ ボ エ フ ェ ク タ ー 期 の 強 度 は 、 養
子 性 に 導 入 し た 6.5 CD4+ T細 胞 の 数 、 並 び に レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス で の HA抗 原 の 発 現 レ ベ ル
に 比 例 す る 。 従 っ て 、 C3-HA l o w マ ウ ス は 、 2.5× 10 6  6.5 CD4+ T細 胞 の 導 入 を か な り よ く
許 容 す る が 、 C3-HA l o w マ ウ ス よ り も 1000倍 多 く の HA発 現 を 有 す る C3-HA h i g h マ ウ ス で は 、 2
.5× 10 6 の 6.5 CD4+ T細 胞 の 導 入 後 4～ 7日 以 内 に 死 亡 す る （ 図 1A） 。 死 因 は 、 HA発 現 が 最
も 高 い 肺 に お け る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 6.5 CD4+ T細 胞 の 浸 潤 に よ る 致 死 肺 血 管 炎 で あ る 。
2.5× 10 5 未 満 の 6.5 CD4+ T細 胞 を C3-HA h i g h マ ウ ス に 養 子 性 導 入 す る と 、 肺 血 管 炎 の 重 篤
さ の 軽 減 が 引 き 起 こ さ れ て 、 レ シ ピ エ ン ト が 生 存 す る （ 図 1A） （ Huang et al., 2003） 。
興 味 深 い こ と に 、 亜 致 死 量 で 導 入 さ れ た 6.5 CD4+ T細 胞 で は 、 そ の 後 の 保 護 さ れ て い な い
C3-HA h i g h マ ウ ス に お い て 致 死 量 の 6.5 CD4+ T細 胞 で あ る と 考 え ら れ る 注 入 に よ る 死 か ら
マ ウ ス を 保 護 す る こ と が で き る の で 、 こ れ ら は 節 性 の 表 現 型 を 獲 得 す る 。 わ ず か 8,000細
胞 の 導 入 （ 致 死 量 の 0.3%） ほ ど で そ の 後 の 2.5× 10 6 の ナ イ ー ブ 6.5 CD4+ T細 胞 の 注 入 に よ
る 死 か ら 動 物 を 完 全 に 保 護 す る の で 、 こ の イ ン ビ ボ で の 調 節 機 能 は 極 め て 強 力 で あ る 。 保
護 は 、 最 初 の 導 入 の 4日 後 と い う 早 い 時 期 に 観 察 さ れ 、 6ヶ 月 ま で 活 性 な ま ま で あ る （ 図 1A
） 。 養 子 性 導 入 前 の CD4+ T細 胞 （ し か し 、 CD8+ T細 胞 で は な い ） の 枯 渇 に よ り 、 保 護 作 用
が 全 く な く な り 、 こ れ に よ り ア ネ ル ギ ー と な っ た ク ロ ー ン 型 （ clonotypic） 6.5 CD4+ T細
胞 の Treg表 現 型 を 定 義 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 致 死 間 質 性 肺 炎 の 抑 制 は 、 肺 に お け る 最 初 の 投 入 （ Treg） の 6.5T細 胞 の 蓄 積 、 お よ び 第
2の 注 入 か ら の 浸 潤 す る Tエ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 数 の 急 激 な 減 少 を 伴 う 。 肺 に 蓄 積 す る 代 わ り
に 、 Treg細 胞 が な い 場 合 に 生 じ る よ う に 、 Tエ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 脾 臓 の 動 脈 周 囲 の リ ン
パ 性 外 筒 に 蓄 積 す る （ 図 1B） 。 ア ネ ル ギ ー 細 胞 が Treg機 能 を 証 明 す る と い う さ ら な る 証 拠
は 、 こ れ ら が イ ン ビ ボ で 細 胞 障 害 性 の HA特 異 的 CD8+ T細 胞 の 活 性 化 を 阻 害 す る と い う 知 見
か ら 生 じ る （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 第 1の （ 保 護 ） 養 子 性 導 入 よ り 前 に CD25+ T細 胞 を 除 去 し て
も 、 そ の 後 の 6.5 T細 胞 の 致 死 的 な チ ャ レ ン ジ か ら 動 物 を 保 護 す る こ と が で き る Treg細 胞
の 発 生 に は 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 従 っ て 、 最 初 の 投 入 の T細 胞 の Treg表 現 型 は 、 養 子 性
に 導 入 さ れ た 集 団 の 中 の 天 然 に 存 在 す る Treg細 胞 の 結 果 と は 反 対 に 、 養 子 性 の 導 入 の 後 で
獲 得 さ れ た 可 能 性 が 高 い 。 こ れ ら の 知 見 は 、 発 行 さ れ た Von Boehmerお よ び 同 僚 の 知 見 （
彼 ら は 、 6.5 CD4+ T細 胞 が 、 実 際 に Treg機 能 を 示 す B細 胞 区 画 に HAを 発 現 す る ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 導 入 さ れ た 後 、 寛 容 に な る こ と を 証 明 し た ） と 非 常 に 一 致 し て い る 。 （
Jooss et al., 2001） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
実 施 例 4－ LAG-3は 、 誘 導 さ れ た Treg細 胞 上 に 差 次 的 に 発 現 さ れ る
　 本 発 明 者 ら の イ ン ビ ボ の 系 で ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg表 現 型 と 関 係 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た
め に 、 本 発 明 者 ら は 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク レ シ ピ エ ン ト 内 に 養 子 性 に 導 入 し 、 続 い て Va
c-HA免 疫 化 を 行 っ て エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー T細 胞 を 作 製 し た 後 の 、 ま た は 、 C3-HA h i g h マ
ウ ス 内 に 導 入 し て ア ネ ル ギ ー 性 の ／ Treg細 胞 を 作 製 し た 後 の 、 い ず れ か の 精 製 し た 6.5 CD
4+ T細 胞 に 対 し て ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス ・ チ ッ プ 解 析 を 行 っ た 。 Thy1.1（ +） Thy1.2（ -） 類
遺 伝 子 性 の 6.5 T細 胞 は 、 CD8+ T細 胞 、 B細 胞 、 お よ び Thy1.2（ +）  T細 胞 の MACS Column枯
渇 、 続 い て フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ っ て ＞ 95%の 純 度 に 選 別 す る こ と を 含 む 経 時 的 な 単
離 手 順 を 使 用 し て 、 野 生 型 （ エ フ ェ ク タ ／ メ モ リ ー ） ま た は C3HA h i g h （ ア ネ ル ギ ー 性 ／ Tr
eg） レ シ ピ エ ン ト を 感 染 さ せ た Thy1.1（ -） Thy1.2（ +）  Vac-HAか ら 精 製 し た 。 こ の プ ロ
ト コ ル で は 、 TCRま た は CD4依 存 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 潜 在 的 に 変 更 し 得 る TCR特 異 的
ま た は CD4補 助 受 容 体 特 異 的 な 抗 体 の 使 用 を 避 け て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
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　 RNAは 、 チ ッ プ 解 析 の た め に 、 0日 の 試 料 と し て ナ イ ー ブ 6.5 CD4+ T細 胞 か ら 単 離 し 、 ま
た 養 子 性 導 入 後 2、 3、 お よ び 4日 で の 6.5 CD4+ T細 胞 か ら 単 離 し た 。 ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg
集 団 と エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー 集 団 と の 間 で 差 次 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 を 0～ 4日 か ら の こ
れ ら の 差 次 的 発 現 を 合 計 し た ア ル ゴ リ ズ ム に 従 っ て 順 序 づ け ら れ た 順 位 に し た 。 驚 く ほ ど
多 数 の 遺 伝 子 が 、 ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg集 団 に お い て 、 こ れ ら の 養 子 性 導 入 後 の 初 期 の 時 点
で さ え も 、 選 択 的 に 活 性 化 さ れ た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 多 く は 、 既 知 の 機 能 の な い ESTを 示
し た 。 以 前 に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 中 で 、 LAG-3は 、 エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー 集 団 と 比 較 し
て ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg集 団 に お い て 最 も 差 次 的 に 発 現 す る も の の 一 つ で あ っ た 。 そ の 後 、
こ の 結 果 を 、 養 子 性 導 入 の 1ヶ 月 後 ま で 及 ぶ 種 々 の 時 点 に つ い て 、 LAG-3プ ラ イ マ ー -プ ロ
ー ブ 対 で の 定 量 的 RT-PCR解 析 に よ っ て 確 認 し た 。 エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー 細 胞 に お け る 最
小 の 最 初 の 増 大 後 、 LAG-3発 現 は 、 養 子 性 導 入 後 20日 ま で に ベ ー ス ラ イ ン に 戻 っ た 。 著 し
く 対 照 的 に 、 LAG-3の 発 現 は 、 ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg細 胞 群 の 中 で 最 初 の 5日 に わ た っ て 20～
50倍 増 大 し 、 そ の 後 の 4週 の 解 析 に わ た っ て 高 い ま ま で あ る （ 図 2A） 。 対 照 的 に 、 FoxP3、
GITR、 お よ び CTLA-4の レ ベ ル は 、 最 初 の 4～ 5日 に わ た っ て 適 度 な 増 大 を 示 し （ 1.5～ 4倍 ）
、 エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー 細 胞 お よ び 誘 導 さ れ た ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg細 胞 の 両 方 に お い て
も 同 様 で あ っ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 次 い で 、 エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー 6.5 CD4+ T細 胞 と 比 較 し た 、 ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg 6.5
 CD4+ T細 胞 の 集 団 で の LAG-3の 細 胞 表 面 発 現 を 、 抗 LAG-3-モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て
解 析 し た （ Workman et al., 2002b） （ 図 2B） 。 エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー 細 胞 に 対 す る LAG
-3染 色 は 非 常 に 低 レ ベ ル で あ る が 、 C3-HA h i g h ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら の ア ネ ル ギ
ー 性 ／ Treg細 胞 の う ち の 有 意 な 比 率 が 、 遺 伝 子 発 現 の 結 果 と 一 致 し て 、 適 度 か ら 高 度 の レ
ベ ル の LAG-3染 色 を 示 し た 。 IL-10は 、 一 般 に Tregの 分 化 お よ び 機 能 と 関 連 し て い る の で （
Moore et al., 2001） 、 本 発 明 者 ら は 、 IL-10 mRNAの 内 因 性 レ ベ ル お よ び こ れ ら の C3-HA h
i g h ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら の CD4+ T細 胞 サ ブ セ ッ ト （ ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg 6.5 CD
4+ T細 胞 ） の LAG-3 mRNAの レ ベ ル と の 相 関 を 解 析 し た 。 多 く の 実 験 に わ た る 複 数 の 試 料 の
ア ネ ル ギ ー ／ Treg集 団 の 解 析 に よ り 、 LAG-3 mRNAレ ベ ル と IL-10 mRNAレ ベ ル の 間 の 相 関 が
明 ら か と な り 、 0.87の 相 関 係 数 （ R 2 ） を 有 し た （ 図 2C） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
実 施 例 5－ LAG-3は 、 最 大 の Treg機 能 の た め に 必 要 と さ れ る
　 ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg 6.5 CD4+ T細 胞 の 集 団 で の LAG-3お よ び CD25の 細 胞 表 面 発 現 を 抗 LA
G-3お よ び 抗 CD25モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て 協 調 的 に 解 析 し た 。 同 比 率 の エ フ ェ ク タ
ー ／ メ モ リ ー お よ び ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg細 胞 が CD25を 発 現 す る が （ デ ー タ 示 さ ず ） 、 ア ネ
ル ギ ー 性 ／ Treg細 胞 で の LAG-3お よ び CD25発 現 は 、 完 全 に は 調 和 性 で な か っ た （ 図 3A） 。
従 っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 細 胞 を LAG-3 h i g h  CD25 h i g h 、 LAG-3 h i g h  CD25 l o w 、 LAG-3 l o w  CD25
h i g h 、 お よ び LAG-3 l o w  CD25 l o w 集 団 に 選 別 し 、 標 準 的 な イ ン ビ ト ロ 抑 制 ア ッ セ イ 法 で こ れ
ら の 調 節 活 性 を 解 析 し た 。 ナ イ ー ブ 6.5 CD4+細 胞 の 中 で の 増 殖 反 応 の イ ン ビ ト ロ 抑 制 で は
、 LAG-3 h i g h  CD25 h i g h 集 団 が 最 高 の 抑 制 活 性 を 示 す こ と 、 お よ び LAG-3 l o w  CD25 l o w 集 団 が
最 も 低 い が 、 LAG-3 h i g h  CD25 l o w お よ び LAG-3 l o w  CD25 l o w 細 胞 の 抑 制 活 性 は 、 同 等 で あ っ
た こ と を 示 し た （ 図 3B） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 誘 導 さ れ た Treg細 胞 の 中 で 、 LAG-3お よ び CD2
5の 組 み 合 わ せ が 、 最 も 抑 制 活 性 を 有 す る Treg細 胞 を 特 徴 付 け る で あ ろ う こ と を 示 唆 す る
。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 誘 導 さ れ た Treg細 胞 に よ っ て 抑 制 を 調 節 す る 際 の LAG-3の 直 接 的 な 役 割 を さ ら に 評 価 す
る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 ま ず ナ イ ー ブ HA特 異 的 T細 胞 の イ ン ビ ト ロ で の 増 殖 反 応 を LAG-3
発 現 細 胞 が 抑 制 す る 能 力 を 、 抗 LAG-3抗 体 が ブ ロ ッ ク す る こ と が で き る か ど う か を 決 定 し
た 。 2μ g/mlの 濃 度 の 抗 LAG-3抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ 系 で Treg 6.5 CD4+ T細 胞 に よ
る 抑 制 を 阻 害 す る （ 図 4） 。 2日 の ア ッ セ イ 期 間 に わ た っ て 、 抗 LAG-3抗 体 は 、 Tregの 非 存
在 下 で 刺 激 さ れ る 6.5T細 胞 の 増 殖 反 応 に 影 響 を 及 ぼ さ ず 、 抗 LAG-3抗 体 の 効 果 が 、 実 際 に T
reg細 胞 に 対 す る も の で あ り 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 で は な か っ た こ と を 確 認 し た （ デ ー タ 示
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さ ず ） 。 抗 LAG-3抗 体 が Treg細 胞 に よ る イ ン ビ ト ロ で の 抑 制 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 は 、 LAG-3
が 単 に Treg選 択 マ ー カ ー で な く 、 Treg活 性 を 調 整 す る 分 子 で あ る こ と を 証 明 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
実 施 例 6－ LAG-3は 、 イ ン ビ ボ で 誘 導 さ れ る Treg活 性 に 必 要 と さ れ る
　 本 発 明 者 ら は 、 次 に 、 抗 LAG-3抗 体 の 投 与 が C3-HA h i g h マ ウ ス に お い て Tregに よ る 致 死 的
間 質 性 肺 炎 の 抑 制 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 イ ン ビ
ボ で の Treg機 能 を 調 整 す る 際 の LAG-3の 役 割 を 評 価 し た 。 C3-HA h i g h マ ウ ス を 8,000（ 亜 致
死 量 ） の 6.5 CD4+ T細 胞 で 前 処 理 し 、 続 い て 最 初 の 導 入 の 4日 後 に 、 そ の 後 の 2.5× 10 6 の
用 量 の ナ イ ー ブ 6.5 CD4+ T細 胞 を 前 処 理 し た 。 上 述 の よ う に 、 Tregは 、 こ の 時 点 で す で に
発 生 し て い た 。 抗 LAG-3抗 体 （ 200□ g） を そ の 後 の 2.5× 10 6 の 6.5細 胞 の チ ャ レ ン ジ と 共 に
i.v.投 与 し 、 2日 後 に 別 に 200□ gを 与 え た 。 こ の 抗 体 治 療 で は 、 完 全 に Treg細 胞 の イ ン ビ
ボ 抑 制 活 性 を 除 去 し 、 マ ウ ス は 、 保 護 的 な 亜 致 死 量 の 6.5の 前 処 理 を 伴 わ ず に 致 死 的 に チ
ャ レ ン ジ し た C3-HA h i g h マ ウ ス と 同 等 の 時 間 枠 で 死 ん だ 。 こ れ に 反 し て 、 ア イ ソ タ イ プ 対
照 抗 体 （ ラ ッ ト IgG1） ま た は 抗 体 な し で 処 理 し た 確 立 さ れ た Tregを 有 す る マ ウ ス は 、 そ の
後 の 2.5× 10 6 ナ イ ー ブ 6.5 T細 胞 で の チ ャ レ ン ジ で も 生 存 し た （ 図 5A） 。 こ れ ら の 結 果 は
、 抗 LAG-3抗 体 が イ ン ビ ボ で Treg活 性 を ブ ロ ッ ク し た こ と を 示 唆 す る が 、 他 の 形 式 で は 、
直 接 Treg細 胞 を 阻 害 す る の で は な く 、 抗 LAG-3抗 体 は 、 チ ャ レ ン ジ 集 団 の T細 胞 を 超 活 性 化
（ hyper-activate） し 、 そ の 結 果 こ れ ら が Tregの 阻 害 作 用 を 克 服 し た 可 能 性 が あ る 。 こ の
可 能 性 を 除 外 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 わ ず か に 死 亡 率 閾 値 以 下 の 6.5 T細 胞 の 用 量 と
共 に 、 抗 LAG-3抗 体 を イ ン ビ ボ 投 与 す る と 、 予 め 確 立 さ れ た Treg集 団 の 非 存 在 下 で の 致 死
性 を 引 き 起 こ す か ど う か を 問 う た 。 従 っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 2.5× 10 5 の 6.5 T細 胞 （ 死 亡
率 を 生 じ さ せ な い で あ ろ う 最 大 量 ） ま た は 8.0× 10 5 の 6.5 T細 胞 （ 導 入 の 7～ 14日 後 に お よ
そ 50%の 死 亡 率 ） を 、 抗 LAG-3抗 体 ま た は ア イ ソ タ イ プ 対 照 と 共 に C3-HA h i g h マ ウ ス に 投 与
し た 。 図 5Bは 、 抗 LAG-3処 理 で は 、 2.5× 10 5 の 6.5T細 胞 の 用 量 で も 致 死 性 に な ら ず 、 ま た 8
.0× 10 5 の 6.5T細 胞 の 用 量 の 部 分 的 な 死 亡 率 も 増 強 し な か っ た こ と を 証 明 す る 。 従 っ て 、
図 5Aの 実 験 の 抗 LAG-3抗 体 の 効 果 は 、 Treg細 胞 の 直 接 阻 害 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 7－ LAG-3は 、 天 然 の Treg細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ 、 抑 制 活 性 に 必 要 と さ れ る
　 合 わ せ て 考 え る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 誘 導 さ れ た Tregの 抑 制 機 能 を 媒 介 す る 際 の LAG-
3の 重 要 な 役 割 を 確 信 さ せ る 。 誘 導 さ れ た Tregと 天 然 の Tregの 間 の 関 係 は 、 不 明 な ま ま で
あ る こ と を 考 え る と 、 LAG-3は 、 野 生 型 マ ウ ス か ら の CD4+CD25+ T細 胞 に 選 択 的 に 発 現 し た
か ど う か を 調 べ る こ と に 興 味 が 持 た れ る 。 LAG-3 mRNA（ CTLA-4、 FoxP3、 お よ び GITR mRNA
と と も に ） は 、 実 際 に CD4+CD25-細 胞 と 比 較 し て CD4+CD25+細 胞 上 に 選 択 的 に 発 現 さ れ て い
る （ 図 6A） 。 こ の 再 現 性 の 知 見 に も か か わ ら ず 、 本 発 明 者 ら は 、 CD4+CD25+ま た は CD4+CD2
5-細 胞 上 の い ず れ に お い て も 、 抗 体 染 色 に よ っ て 表 面 LAG-3を 検 出 す る こ と が で き な か っ
た 。 し か し 、 透 過 化 処 理 さ れ た 細 胞 の 抗 体 染 色 で は 、 10～ 20%の CD4+CD25+細 胞 が LAG-3の
細 胞 内 貯 臓 を 表 し た こ と を 明 ら か に 示 し た 。 対 照 的 に 、 透 過 化 処 理 さ れ た CD4+CD25-細 胞
の 染 色 で は 、 絶 対 に LAG-3+集 団 が な い こ と を 証 明 し た （ 図 6B） 。 こ れ ら の 知 見 は 、 少 な く
と も い く つ か の 天 然 の Tregが LAG-3の 細 胞 内 貯 臓 を 有 し 、 こ れ が 、 同 族 の 抗 原 と 遭 遇 す る
こ と に よ っ て 細 胞 表 面 に 迅 速 に 動 員 さ れ 、 そ の 後 に 抑 制 を 媒 介 す る の で あ ろ う こ と を 示 唆
す る 。 天 然 の Tregは 、 CD4お よ び CD25に よ っ て 定 義 さ れ る T細 胞 群 に 含 ま れ る が 、 実 際 の Tr
eg細 胞 は 、 細 胞 内 LAG-3を 発 現 す る も の で あ る 可 能 性 も 実 際 に は あ る 。 天 然 の Tregの 調 節
機 能 に お け る LAG-3の 役 割 を 直 接 評 価 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 抗 LAG-3抗 体 が 、 精 製 さ
れ た CD4+CD25+細 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ る イ ン ビ ト ロ で の 抑 制 を 阻 害 す る こ と が で き る か ど
う か を 調 べ た 。 図 6Cは 、 抗 LAG-3抗 体 が 、 精 製 さ れ た CD4+CD25+細 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ る 抑
制 を 実 際 に ブ ロ ッ ク す る こ と を 証 明 し て お り 、 LAG-3は 、 天 然 並 び に 誘 導 さ れ た Tregに よ
っ て 媒 介 さ れ る 抑 制 に お い て 役 割 を 果 た し て い る こ と を 示 唆 す る 。 イ ン ビ ト ロ で の 抑 制 ア
ッ セ イ 法 の 最 後 に CD4+CD25+細 胞 を 染 色 す る と 、 お よ ぼ 20%が 現 在 も そ れ ら の 表 面 上 に 高 レ
ベ ル の LAG-3を 発 現 す る こ と が 明 ら か に な り 、 細 胞 内 LAG-3が TCRの 結 合 環 境 下 で 表 面 に 動
員 さ れ 、 調 節 活 性 を 媒 介 す る と い う 考 え を 支 持 す る （ 図 6D） 。
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【 ０ ０ ９ ８ 】
実 施 例 8－ LAG-3の 異 所 性 の 発 現 は 、 調 節 活 性 を 与 え る
　 図 5お よ び 6の ブ ロ ッ キ ン グ 実 験 は 、 LAG-3が 最 大 の Treg機 能 の た め に 必 要 と さ れ る こ と
を 示 唆 す る 。 こ の 結 論 を さ ら に 確 証 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 T細 胞 上 の LAG-3の 異 所 性
の 発 現 が 調 節 活 性 を 与 え る か ど う か を 決 定 す る た め の 一 連 の 形 質 導 入 実 験 を 行 っ た 。 こ れ
ら の 実 験 の た め に 、 6.5 CD4+ T細 胞 か ら 最 初 に CD25+「 天 然 」 の Tregを 枯 渇 さ せ 、 次 い で G
FP単 独 、 GFP+野 生 型 LAG-3、 ま た は GFP+変 異 体 LAG-3.Y73FΔ CY（ 実 質 的 に MHCク ラ ス IIに 対
す る 親 和 性 が 減 少 さ れ 、 か つ 下 流 の シ グ ナ リ ン グ を 媒 介 す る こ と が で き な い （ Workman et
 al., 2002a） ） の い ず れ か を コ ー ド す る MSCVに 基 づ い た レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 形 質
導 入 し た 。 10日 の 休 止 期 の 後 、 MSCV-GFPベ ク タ ー を 形 質 導 入 し た GFP+6.5 CD4+ T細 胞 で は
、 本 質 的 に 内 因 性 LAG-3の 染 色 は 観 察 さ れ な か っ た が 、 MSCV-LAG-3/GFPお よ び MSCV-LAG-3.
 Y73FΔ CY/GFPを 形 質 導 入 し た GFP+ 6.5細 胞 で は 、 高 レ ベ ル の LAG-3染 色 が 観 察 さ れ た 。 増
殖 ア ッ セ イ 法 で は 、 そ れ ぞ れ の 群 に 由 来 す る GFP+細 胞 を 選 別 し て 、 APC、 HA 1 1 0 - 1 2 0 ペ プ チ
ド 、 お よ び ナ イ ー ブ 6.5CD4+CD25-細 胞 と 種 々 の 比 率 で 混 合 し た 。 図 7に 示 し た と お り 、 野
生 型 LAG-3を 発 現 す る 6.5細 胞 は 、 ナ イ ー ブ 6.5細 胞 の 増 殖 を 強 力 に 抑 制 し た が 、 対 照 GFP導
入 6.5細 胞 ま た は 非 機 能 的 LAG-3.Y73FΔ CY変 異 体 を 発 現 す る 6.5細 胞 で は 観 察 さ れ な か っ た
。 本 ア ッ セ イ 法 に お い て 、 ナ イ ー ブ 6.5細 胞 に 加 え て GFPお よ び LAG-3.Y73FΔ CYを 導 入 し た
6.5細 胞 自 体 も 増 殖 し た の で 、 総 増 殖 は 、 実 際 に こ れ ら の 2つ の 後 者 の 群 で や や 増 大 し た 。
実 際 に 、 野 生 型 LAG-3を 導 入 し た T細 胞 自 体 は 、 非 導 入 6.5細 胞 の 増 殖 阻 害 と は 別 に 、 増 殖
応 答 の 有 意 な 減 少 を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 抑 制 の 際 の LAG-3の 機 能 的 な 役 割 を 確 証 さ
せ る 直 接 の 証 拠 を 提 供 す る 。 興 味 深 い こ と に 、 LAG-3導 入 に よ っ て も 、 Foxp3、 CD25、 CD10
3、 お よ び GITRを 含 む そ の 他 の Treg関 連 遺 伝 子 は 誘 導 し な か っ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 こ の
結 果 は 、 エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー 対 ア ネ ル ギ ー ／ Treg表 現 形 に 分 化 す る 6.5T細 胞 の 間 に こ
れ ら の 遺 伝 子 の 有 意 な 差 次 的 発 現 が な い こ と に 加 え 、 LAG-3は 、 Foxp3経 路 と は 独 立 に 調 節
性 T細 胞 機 能 の 異 な っ た 経 路 を 媒 介 す る で あ ろ う こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
実 施 例 9－ 考 察
　 こ れ ら の 知 見 か ら 、 LAG-3は 、 Treg細 胞 で 選 択 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ 、 Treg機 能
を 媒 介 す る 際 に 直 接 関 与 し て い る で あ ろ う 細 胞 表 面 分 子 で あ る と 同 定 さ れ る 。 天 然 お よ び
誘 導 性 の Treg活 性 が 定 義 さ れ て い る 多 く の 系 を 考 え る と 、 LAG-3は 、 「 普 遍 的 な 」 Tregマ
ー カ ー で あ る か 、 ま た は 選 択 的 に 特 定 の Tregサ ブ セ ッ ト の み を マ ー ク す る か は 決 定 さ れ て
い な い ま ま で あ る 。 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 CD4+ Treg細 胞 を 誘 導 す る こ と に 加 え て 、 LAG-3
は 、 天 然 の CD4+CD25+Treg細 胞 に よ る 抑 制 を 媒 介 す る 際 に 少 な く と も い く ら か の 役 割 を 果
た し て い る こ と を 示 唆 す る 。 さ ら に 、 そ の 他 の 実 験 デ ー タ か ら も 、 天 然 の Tregに よ る 恒 常
性 リ ン パ 球 増 殖 の 調 節 に お け る LAG-3の 役 割 も 証 明 さ れ る （ Workman and Vignali、 添 付 論
文 ） 。 LAG-3発 現 が 野 生 型 マ ウ ス 由 来 の CD4+CD25+ T細 胞 の 中 で 有 意 に 多 い と い う 知 見 は 、
こ れ が 天 然 の Treg、 並 び に 誘 導 さ れ た Tregの 機 能 に お い て 役 割 を 果 た し て い る で あ ろ う こ
と 示 唆 す る 。 図 3の 実 験 に よ っ て 示 唆 さ れ る よ う に 、 LAG-3と CD25の 組 み 合 わ せ は 、 最 も 強
力 な サ プ レ ッ サ ー 活 性 を 有 す る Tregサ ブ セ ッ ト を 定 義 す る で あ ろ う 。 本 発 明 者 ら は 、 LAG-
3は 、 イ ン ビ ト ロ で の ア ッ セ イ 法 で の 調 節 活 性 の 大 き さ と 相 関 す る 可 変 レ ベ ル で 発 現 さ れ
る の で 、 Tregの 「 系 統 マ ー カ ー 」 で あ る こ と を 提 案 し な い 。 実 際 に 、 Tregが 非 細 胞 自 律 的
様 式 で 寛 容 を 促 進 す る こ と が で き る 安 定 な 系 統 ま た は 分 化 状 態 を 表 す か は 明 白 で な い （ vo
n Boehmer, 2003） 。 異 な る 系 の Treg機 能 に つ い て 、 異 な る 機 構 が 同 定 さ れ た （ Shevach, 
2002に 概 説 ） 。 LAG-3 h i g h 細 胞 は 、 IL-10の 量 の 増 大 を 生 じ 、 イ ン ビ ト ロ で の 抑 制 活 性 の 増
強 を 示 す が 、 本 発 明 者 ら の 系 に お い て 抑 制 機 能 を 媒 介 す る 際 の IL-10の 役 割 は 、 決 定 さ れ
て い な い ま ま で あ る 。 LAG-3に 対 す る 抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ の 両 方 で Treg細
胞 の サ プ レ ッ サ ー 活 性 を 阻 害 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 LAG-3が こ の T細 胞 サ ブ セ ッ ト
の サ プ レ ッ サ ー 活 性 を 調 整 す る Treg特 異 的 な 受 容 体 ま た は 補 助 受 容 体 で あ る こ と を 提 案 す
る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
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　 LAG-3に つ い て 細 胞 自 立 的 な 抑 制 的 な 役 割 が 多 く の 研 究 で 示 唆 さ れ て い る が （ Huard et 
al., 1994；  Workman et al., 2002b） 、 LAG-3 KOマ ウ ス に よ る 最 初 の 研 究 で は 、 明 白 な
自 己 免 疫 ま た は 高 免 疫 に つ い て の 何 ら か の 証 拠 を 発 見 す る こ と が で き な か っ た （ Miyazaki
 et al., 1996） 。 Treg機 能 に お け る LAG-3に つ い て の 本 発 明 者 ら が 提 案 し た 役 割 を 考 え る
と 、 LAG-3ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 こ れ ら の マ ウ ス に お い て 報 告 さ れ な か っ た 多 シ ス テ ム
の 自 己 免 疫 を 示 す で あ ろ う こ と が 予 測 さ れ る だ ろ う （ す な わ ち 、 Foxp3ノ ッ ク ア ウ ト ま た
は ふ け マ ウ ス （ scurfy mice） と 同 様 ） 。 し か し 、 細 胞 恒 常 性 の 調 節 の 欠 陥 な ど の 、 LAG-3
ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に よ っ て 示 さ れ る 調 節 性 T細 胞 の 欠 損 が 明 ら か に 存 在 し た （ Workman a
nd Vignali、 添 付 論 文 ） 。 本 発 明 者 ら は 、 PD-1ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で 観 察 し た よ う に （ Ni
shimura et al., 1999；  Nishimura et al., 2001） 、 遅 発 性 の 自 己 免 疫 の よ り 微 妙 な 証
拠 に つ い て 以 前 の LAG-3ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 再 検 査 し て い る 途 中 で あ る 。 ま た 、 そ の 他
の 調 節 機 構 が LAG-3発 現 の 減 少 を 補 う よ う に こ れ ら の マ ウ ス に お い て 増 強 さ れ る か も し れ
な い こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 Treg細 胞 に 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ て い る の で 、 LAG-3は 、 癌 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 の 両 方 を
治 療 す る た め に Treg活 性 を 選 択 的 に 操 作 す る た め の 優 れ た 潜 在 的 な 標 的 を 提 供 す る 。 CD25
「 ゴ ー ル ド ス タ ン ダ ー ド （ gold standard） 」 Tregマ ー カ ー は 、 IL-2受 容 体 複 合 体 の 重 要
な 成 分 で あ り 、 活 性 化 さ れ た 細 胞 に お い て 高 レ ベ ル で 誘 導 さ れ て い る 。 CD4+CD25+細 胞 が T
reg活 性 の 際 に 濃 縮 さ れ て い る こ と の 明 ら か な 理 由 は 、 CD25が Treg機 能 に 特 異 的 で あ る た
め で は な く 、 む し ろ Treg細 胞 が 、 末 梢 に お い て 自 己 抗 原 と 持 続 的 に 遭 遇 す る こ と に よ っ て
慢 性 的 に 刺 激 さ れ る た め で あ る 。 よ り 最 近 で は 、 TNF受 容 体 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 1
8分 子 （ GITRと も 呼 ば れ る ） が 、 Treg細 胞 上 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 証 明 さ れ
た 。 さ ら に 、 GITRに 対 す る 抗 体 は 、 イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ の 両 方 で Treg活 性 を 阻 害 す
る こ と が 報 告 さ れ た 。 し か し 、 GITRは 、 活 性 化 さ れ た T細 胞 上 で 同 等 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー
ト さ れ て お り 、 し た が っ て 、 明 ら か に Treg細 胞 の マ ー カ ー と し て CD25よ り も 選 択 的 で は な
い （ McHugh et al., 2002；  Shimizu et al., 2002） 。 そ の う え 、 CD4+CD25-細 胞 群 は 、
一 定 の 免 疫 機 能 を 抑 制 す る こ と が で き る と い う 多 数 の 報 告 が あ る （ Annacker et al., 200
1；  Apostolou et al., 2002；  Curotto de Lafaille et al., 2001；  Graca et al., 20
02；  Shimizu and Moriizumi, 2003；  Stephens and Mason, 2000） 。 そ れ に も か か わ ら
ず 、 CD25 h i g h LAG-3 h i g h 細 胞 が 最 も 優 れ た 抑 制 活 性 を 示 す と い う 知 見 は 、 こ れ ら の 細 胞 表
面 分 子 の 両 方 に 対 す る 抗 体 を 、 Treg活 性 を 操 作 す る た め に 協 調 的 に 使 用 し て も よ い こ と を
示 唆 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 者 ら の デ ー タ は 、 LAG-3が 天 然 お よ び 誘 導 さ れ た Treg細 胞 の 最 大 の 抑 制 活 性 に 必
要 と さ れ る こ と を 示 す 。 し か し 、 そ れ は 十 分 で あ る か ？ こ れ ま で に 、 活 性 化 さ れ た T細 胞
上 の 調 節 活 性 を 与 え る こ と が 示 さ れ た 唯 一 の 分 子 は 、 Foxp3で あ る （ Fontenot et al., 20
03；  Hori et al., 2003） 。 重 要 な こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 こ こ で LAG-3（ し か し 、 機 能
的 に 欠 損 が あ る 変 異 体 で な い ） の CD4+ T細 胞 に お け る そ の 異 所 性 の 発 現 が 調 節 活 性 を 与 え
る こ と が で き る こ と も 示 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 も う 一 つ の 重 要 な 疑 問 は 、 Treg細 胞 が 直 接 的 な T-T相 互 作 用 を 介 し て 、 ま た は DC中 間 体
を 介 し て CD4+お よ び CD8+エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 反 応 性 を 抑 制 す る か ど う か と い う こ と で あ る
。 MHCク ラ ス II結 合 分 子 の LAG-3の Treg選 択 的 お よ び 機 能 的 な 発 現 の 同 定 に よ り 、 こ れ ら の
細 胞 が 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 疾 患 の た め に 、 機 構 を 分 析 し 、 お よ び Treg機 能 を 操 作 す
る に 際 し て 新 た な 足 掛 か り を 提 供 す る は ず で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
実 施 例 10－ 実 験 法
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
　 C3-HAト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る （ Adler et al., 2000；  Ad
ler et al., 1998） 。 手 短 に は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス A/PR/8/34（ Mount Sinai strai
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n） に 由 来 す る 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） 遺 伝 子 を ラ ッ ト C3（ 1） プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 し
た 。 2つ の 初 代 系 統 を B10.D2遺 伝 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で 確 立 し た 。 こ れ ら の 2つ の 初 代 系 統
、 C3-HA h i g h お よ び C3-HA l o w は 、 そ れ ぞ れ 30～ 50お よ び 3つ の 導 入 遺 伝 子 コ ピ ー を 含 み 、 肺
お よ び 前 立 腺 を 含 む 非 リ ン パ 系 の 組 織 の 同 一 セ ッ ト に お い て C3-HAハ イ ブ リ ッ ド mRNAを 発
現 す る 。 C3-HA h i g h と C3-HA l o w と の 間 の 総 HAタ ン パ ク 質 発 現 の 相 違 は 、 発 現 レ ベ ル が 最 も
高 い 肺 お よ び 前 立 腺 で は 直 接 測 定 し な か っ た が 、 相 違 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の サ イ ト カ イ ン
放 出 が 誘 導 さ れ た 組 織 抽 出 物 の 生 物 検 定 に よ っ て 示 す と 、 お よ そ 1000倍 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 I-E d -制 限 さ れ た HAエ ピ ト ー プ （ 1 1 0 SFERFEIEPKE 1 2 0 ；  SEQ ID NO： 7） を 認 識 す る TCRを
発 現 す る TCRト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 6.5株 （ Dr. Harald von Boehmer, Harvard Un
iversity, Boston, MAに よ っ て 寛 大 に 提 供 さ れ た ） を B10.D2遺 伝 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 対
し て 9世 代 戻 し 交 配 し た 。 K d 拘 束 性 HAエ ピ ト ー プ を 認 識 す る TCRを 発 現 す る そ の 他 の TCRト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 ク ロ ー ン -4（ 5 1 8 IYSTVASSL 5 2 6 ； SEQ ID NO:8） （ Dr. Linda 
Sherman, Scripps Research Institute, La Jolla, CAに よ っ て 寛 大 に 提 供 さ れ た ） も 、 T
hy 1.1/1.1 B10.D2遺 伝 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 対 し て 9世 代 を 超 え て 戻 し 交 配 し た 。 ク ロ ー
ン 型 （ clonotypic） 抗 体 は 、 ク ロ ー ン -4 TCRに 利 用 で き な い の で 、 Thy 1.1を 代 わ り の マ
ー カ ー と し て 使 用 し た 。 ク ロ ー ン -4マ ウ ス の 成 熟 CD8+ T細 胞 の ほ と ん ど 全 て が K d 制 限 さ れ
た HAエ ピ ト ー プ を 直 接 認 識 す る の で 、 Thy 1.2/1.2レ シ ピ エ ン ト へ の 養 子 性 導 入 に 続 き 、
本 発 明 者 ら は 、 全 て の Thy 1.1 + CD8 +  T細 胞 が HA-特 異 的 な ク ロ ー ン 型 TCRを 発 現 す る と み な
す こ と が で き る （ Morgan et al., 1996） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 実 験 に 使 用 さ れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 8～ 24週 の 間 の 年 齢 で あ っ た 。 マ ウ ス
の 使 用 を 含 む 全 て の 実 験 は 、 Johns Hopkins University School of Medicineの 動 物 実 験
委 員 会 （ Animal Care and Use Committee） に よ っ て 承 認 さ れ た プ ロ ト コ ル に 従 っ て 行 わ
れ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
養 子 性 の 導 入
　 ク ロ ー ン 型 CD4 + ま た は CD8 +  T細 胞 は 、 6.5ま た は ク ロ ー ン -4ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
の プ ー ル さ れ た 脾 臓 お よ び リ ン パ 節 か ら 調 製 し た 。 ク ロ ー ン 型 の 割 合 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ
ト リ ー 解 析 に よ っ て 決 定 し た 。 活 性 化 マ ー カ ー CD44を 解 析 し て 、 こ れ ら の ク ロ ー ン 型 細 胞
が ド ナ ー マ ウ ス に お い て 活 性 化 さ れ ず 、 表 現 型 が ナ イ ー ブ で あ っ た こ と を 確 認 し た 。 HBSS
で 3回 洗 浄 し た 後 に 、 尾 静 脈 を 介 し て i.v.注 射 す る た め に 、 適 切 な 数 の 細 胞 を 0.2mlの HBSS
に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
免 疫 組 織 化 学
　 組 織 を 養 子 性 の 導 入 の 3日 後 に マ ウ ス か ら 集 め た 。 組 織 を イ ム ノ ヒ ス ト フ ィ ッ ク ス （ Imm
uno Histo Fix） （ A Phase sprl, Belgium） に 4℃ で 3日 間 固 定 し 、 次 い で イ ム ノ ヒ ス ト ワ
ッ ク ス （ Immuno Histo Wax） （ A Phase sprl, Belgium） に 埋 め 込 ん だ 。 ビ オ チ ン ラ ベ ル
し た 抗 Thy1.1 mAb（ PharMingen, San Diego, CA） を 使 用 し て 連 続 切 片 を 染 色 し た 。 ベ ク
タ ス テ イ ン ABCキ ッ ト （ Vectastain ABC kit： Vector, Burlingame, CA） お よ び NovaRed（
Vector） は 、 発 色 の た め に 使 用 し た 。 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン QS（ Vector） で 対 比 染 色 し た
。 ニ コ ン Eclipse E800を 使 用 し て 切 片 を 解 析 し た 。 最 終 的 な 画 像 処 理 は 、 Adobe PhotoSho
p （ Mountain View, CA） を 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
イ ン ビ ボ で 初 回 抗 原 刺 激 し た 6.5 CD4+ T細 胞 の 濃 縮 お よ び 精 製
　 イ ン ビ ボ で 養 子 性 導 入 の 後 に 、 エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー ま た は 寛 容 の い ず れ か を 誘 導 す
る と 、 レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス の 脾 臓 の 6.5 CD4+ T細 胞 の ク ロ ー ン 型 の 割 合 は 、 0.2%～ 5%だ け
で あ る 。 ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス 遺 伝 子 チ ッ プ 解 析 の た め な ど 、 さ ら な る 研 究 の た め に 十 分 な
ク ロ ー ン 型 CD4+ T細 胞 を 得 る た め に は 、 慎 重 な 濃 縮 お よ び 精 製 が 必 須 で あ る 。 ド ナ ー 6.5 
T細 胞 を Thy1.1（ +） Thy1.2（ -） 遺 伝 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 対 し て 交 配 し た （ こ れ は 、 Thy
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1.1（ -） /Thy1.2（ +） レ シ ピ エ ン ト に 養 子 性 の 導 入 後 に 2工 程 の 濃 縮 お よ び 精 製 手 順 で で
き る ） 。 CD8+ T細 胞 、 B細 胞 、 お よ び レ シ ピ エ ン ト T細 胞 （ Thy1.2+） を 枯 渇 さ せ る た め に
、 最 初 に ビ オ チ ン 化 さ れ た 抗 CD8（ Ly-2、 53-6.7） 、 抗 B220（ RA3-6B2） 、 お よ び 抗 Thy1.2
（ 30-H12） 抗 体 （ 全 て BD Biosciences PharMingen, San Diego, CAか ら 購 入 ） 、 並 び に MA
CSス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ ミ ク ロ ビ ー ズ お よ び MACS LS分 離 カ ラ ム （ Miltenyi Biotech, Aub
urn, CA） を 使 用 し て 6.5 CD4+ T細 胞 を 濃 縮 し た 。 CD4+ T細 胞 お よ び CD8+ T細 胞 は 、 Thy1.
1を 有 す る 唯 一 の 集 団 で あ る の で 、 ま た CD8+ T細 胞 が 濃 縮 の 間 に 減 少 し た た め に 、  FACSVa
ntage SE細 胞 ソ ー タ ー （ BD Biosciences） を 使 用 し て Thy1.1（ +） 細 胞 を ソ ー テ ィ ン グ す
る こ と に よ り 、 非 常 に 精 製 さ れ た 6.5 CD4+ T細 胞 （ 95%） に し た 。 こ の 技 術 で は 、 TCRま た
は CD4依 存 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 変 更 す る 可 能 性 の あ る TCR特 異 的 ま た は CD4補 助 受 容
体 特 異 的 な 抗 体 の 使 用 を 回 避 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
遺 伝 子 チ ッ プ 解 析
　 選 別 し た 細 胞 を 、 Qiashredderカ ラ ム （ Qiagen, Valencia CA） で 剪 断 し 、 続 い て RNeasy
キ ッ ト （ Qiagen） を 使 用 し て 総 RNAを 単 離 し た 。 cDNAは 、 Superscript Choiceキ ッ ト （ Gib
co／ BRL） お よ び HPLCで 精 製 し た T7-DTプ ラ イ マ ー （ Proligo, Boulder, CO） を 使 用 し て 合
成 し た 。 ビ オ チ ン 化 し た cRNAプ ロ ー ブ は 、 ENZO BioArray RNA転 写 物 キ ッ ト （ Affymetrix,
 Santa Clara, CA） を 使 用 し て 調 製 し た 。 マ ウ ス の 遺 伝 子 チ ッ プ U174A、 B、 お よ び Cに は
、 標 準 的 な ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス ・ プ ロ ト コ ル に 従 っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 解 析 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
ア ネ ル ギ ー ／ Treg誘 導 と エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー 誘 導 と の 間 の CD4 +  T細 胞 の 遺 伝 子 の 差 次
的 発 現 の ラ ン ク 付 け
　 養 子 性 の 導 入 後 の 種 々 の 日 に 、 精 製 し た ナ イ ー ブ 6.5ク ロ ー ン 型 CD4 +  T細 胞 、 並 び に ア
ネ ル ギ ー 性 ／ Tregお よ び エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー 6.5ク ロ ー ン 型 の CD4 +  T細 胞 か ら 調 製 し
た mRNAを ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス 遺 伝 子 チ ッ プ に よ っ て 解 析 し た 。 ア ネ ル ギ ー ／ Treg誘 導 と エ
フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー 誘 導 と の 間 の 遺 伝 子 の 差 次 的 発 現 は 、 「 距 離 」 に よ っ て ラ ン ク を 付
け た 。 距 離 は 、 養 子 性 の 導 入 後 の 2日 （ |d1|） 、 3日 （ |d2|） 、 お よ び 4日 （ |d3|） 目 の 、
ア ネ ル ギ ー 性 T細 胞 と エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー T細 胞 と の 間 の 発 現 の 絶 対 的 な 相 違 の 合 計 と
し て 定 義 し 、 標 準 化 の た め の ナ イ ー ブ CD4 +  T細 胞 （ n） の 値 で 割 っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
抗 体 お よ び 染 色
　 以 下 の 抗 体 を 使 用 し た 。 精 製 し た か 、 ま た は PE結 合 し た か の い ず れ か の 抗 LAG-3（ C9B7W
、 PharMingenか ら ） （ Workman et al., 2002b） ； 精 製 し た か 、 ま た は FITC結 合 し た か の
い ず れ か の 抗 CD25（ 7D4、 PharMingenか ら ） ； お よ び 抗 GITR（ R&D Systemsか ら 購 入 し た ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） 。 LAG-3お よ び CD25の 細 胞 表 面 染 色 の た め に 、 6.5+/-Thy1.1+/-ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら の 脾 細 胞 を 単 離 し 、 CD4+ネ ガ テ ィ ブ 選 択 単 離 キ ッ ト （ Miltenyi B
iotec） を 使 用 し て CD4+に つ い て 濃 縮 し た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 決 定 し た 約 2.5
× 10 6 の ク ロ ー ン 型 6.5細 胞 （ 総 CD4+細 胞 の 16%） を HBSSに 再 懸 濁 し 、 137（ C3-HA high） ま
た は 野 生 型 B10.D2内 に 尾 静 脈 を 介 し て 注 射 し た 。 B10.D2マ ウ ス の 1群 に は 、 5× 10 6 の Vac-H
Aを 処 理 し 、 そ の 一 方 で 、 そ の 他 の 群 に は 、 ナ イ ー ブ 対 照 の た め に 無 処 置 の ま ま に し た 。
脾 細 胞 お よ び 鼠 径 部 お よ び 腋 窩 リ ン パ 節 を 5日 後 に 集 め 、 単 個 細 胞 懸 濁 液 に 調 製 し た 。 RBC
を ACK溶 解 緩 衝 液 で 溶 解 し た 。 直 ち に 細 胞 を 5μ gの 全 ラ ッ ト IgG（ Sigma） で 15分 間 ブ ロ ッ
ク し た 後 に 、 抗 6.5 TCR-ビ オ チ ン ＋ SA-APC、 LAG-3-PE、 お よ び CD25-FITC、 ま た は 対 応 す
る ア イ ソ タ イ プ 対 照 で 染 色 し た 。 抗 6.5ビ オ チ ン 以 外 は 、 全 て の 染 色 試 薬 を Pharmingenか
ら 購 入 し た （ San Diego, CA） 。 短 い イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 試 料 を PBS+1% FBS溶 液 中
で 一 度 洗 浄 し 、 FACScalibur機 に 読 み 込 ん だ （ BD, San Jose, CA） 。
【 ０ １ １ ３ 】
誘 導 さ れ た 6.5調 節 性 T細 胞 の イ ン ビ ト ロ で の 抑 制 ア ッ セ イ 法
　 1× 10 4 の 精 製 し た ナ イ ー ブ 6.5 CD4+ T細 胞 （ 応 答 者 ） お よ び 1× 10 5 の 3000-radを 照 射 し
た 同 系 の B10.D2脾 細 胞 （ 抗 原 提 示 細 胞 ） を 異 な る 数 の サ プ レ ッ サ ー 6.5 CD4+ T細 胞 と 共 に
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混 合 し 、 10μ g/mlの HAク ラ ス II（ 1 1 0 SFERFEIFPKE 1 2 0 ； SEQ No： 7） ペ プ チ ド と 共 に 丸 底 96
穴 組 織 培 養 プ レ ー ト に お い て 、 200μ lの CTL培 地 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 48～ 72時 間 後
、 培 養 液 を 1μ Ciの 3 H-チ ミ ジ ン で パ ル ス し 、 さ ら に 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 パ ッ カ ー ド
・ マ イ ク ロ メ ー ト 細 胞 収 穫 器 （ Packard Micromate cell harvester） で 収 集 し た 。 取 り 込
ま れ た 放 射 性 カ ウ ン ト の 量 の 決 定 は 、 パ ッ カ ー ド ・ マ ト リ ッ ク ス 96ダ イ レ ク ト ベ ー タ カ ウ
ン タ ー （ Packard Matrix 96 direct beta counter： Packard Biosciences, Meriden, CT
） で 行 っ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
天 然 の 調 節 性 T細 胞 の イ ン ビ ト ロ で の 抑 制 ア ッ セ イ 法
　 野 生 型 BALB/cマ ウ ス を 天 然 の Tregア ッ セ イ 法 に 使 用 し た 。 5× 10 4 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー で 選 別 し た CD4+CD25-T細 胞 （ 応 答 者 ） お よ び 5× 10 4 の 3000-radの 照 射 を 受 け た BALB/c脾
細 胞 （ 抗 原 提 示 細 胞 ） を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 選 別 し た 異 な る 数 の CD4+CD25+サ プ レ
ッ サ ー T細 胞 と 共 に 混 合 し 、 0.5μ g/mlの 抗 CD3抗 体 を 有 す る 丸 底 96穴 組 織 培 養 プ レ ー ト に
お い て 、 200μ lの CTL培 地 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 48～ 72時 間 後 、 培 養 液 を 1μ Ciの 3 H-
チ ミ ジ ン で パ ル ス し 、 さ ら に 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 パ ッ カ ー ド ・ マ イ ク ロ メ ー ト 細 胞
収 穫 器 （ Packard Micromate cell harvester） で 収 集 し た 。 取 り 込 ま れ た 放 射 性 カ ウ ン ト
の 量 の 決 定 は 、 パ ッ カ ー ド ・ マ ト リ ッ ク ス 96ダ イ レ ク ト ベ ー タ カ ウ ン タ ー （ Packard Matr
ix 96 direct beta counter： Packard Biosciences, Meriden, CT） で 行 っ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
定 量 的 リ ア ル タ イ ム PCR解 析
　 Trizol試 薬 を 使 用 し て 、 RNA抽 出 の た め に 選 別 し た 6.5 CD4+ T細 胞 を 直 ち に 使 用 し た （ I
nvitrogen, Carlsbad, CA） 。 逆 転 写 は 、 ス ー パ ー ス ク リ プ ト ・ 第 1鎖 標 準 合 成 系 （ Supers
cript First Strand Synthesis System： Invitrogen, Carlsbad, CA） に よ っ て 行 っ た 。 c
DNAレ ベ ル は 、 Taqman系 で の リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCRに よ っ て 解 析 さ れ た （ Applied Biosys
tems, Foster City, CA） 。 そ れ ぞ れ の 試 料 は 、 タ ッ ク マ ン ・ ユ ニ バ ー サ ル ・ PCRマ ス タ ー
ミ ッ ク ス （ Taqman Universal PCR Master Mix） お よ び ABIプ リ ズ ム 7700配 列 検 出 シ ス テ ム
（ ABI Prism 7700 Sequence Detection system） を 使 用 し て 、 25μ lの 最 終 反 応 体 積 で 、
内 部 基 準 と し て 18S rRNAと 共 に 標 的 遺 伝 子 に つ い て 2回 ま た は 3回 ア ッ セ イ し た 。 IL-10お
よ び IL-2の 検 出 の た め に は 、 予 め 作 製 し た 反 応 試 薬 （ PDARs） を Applied Biosystemsか ら
購 入 し た 。 LAG-3、 CD25、 GITR、 お よ び IFN-γ に つ い て は 、 プ ラ イ マ ー 対 お よ び プ ロ ー ブ
セ ッ ト は 、 プ ラ イ マ ー ・ エ キ ス プ レ ス （ Primer Express） ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て デ ザ イ
ン し 、 次 い で Applied Biosystemsに よ っ て 合 成 し た 。 Foxp3に 使 用 す る プ ラ イ マ ー お よ び
プ ロ ー ブ セ ッ ト は 、 文 献 （ S4） か ら の も の を 引 用 し た 。 相 対 的 な mRNA頻 度 は 、 内 部 対 照 18
S RNAに 対 し 基 準 化 す る こ と に よ っ て 決 定 し た 。 簡 単 に は 、 本 発 明 者 ら は 、 標 的 遺 伝 子 と 1
8S RNAと の 間 の 閾 値 サ イ ク ル （ Ct） の 相 違 ： Δ Ct s a m p l e =（ Ct s a m p l e -Ct 1 8 s ） を 使 用 し て
そ れ ぞ れ の 試 料 セ ッ ト を 基 準 化 し た 。 較 正 試 料 は 、 ア ッ セ イ 法 （ Δ Ct c a l i b r a t i o n ） の そ
れ ぞ れ の セ ッ ト に お い て 最 も 高 い Δ Ctを 有 す る 試 料 と し て 割 り 当 て た 。 相 対 的 mRNA頻 度 は
、 2Δ Δ C t と し て 算 出 し 、 式 中 Δ Δ Ct=（ Δ Ct c a l i b r a t i o n -Δ Ct s a m p l e ） で あ る 。 使 用 し た
プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ セ ッ ト は 以 下 の 通 り で あ る ：
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【 ０ １ １ ６ 】
LAG-3構 築 物 お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス 産 生 株 の 株 化 細 胞
　 LAG-3構 築 物 は 、 記 載 さ れ た と お り に 組 換 え PCRを 使 用 し て 作 製 し た （ Vignali and Vign
ali, 1999） 。 Lag-3.WTお よ び 機 能 的 ヌ ル 変 異 体 LAG-3.Y73F.Δ CY（ LAG-3の MHCク ラ ス IIを
結 合 す る 能 力 を 非 常 に 減 少 さ せ る 点 変 異 を 有 す る 細 胞 質 末 端 の LAG-3） は 記 載 さ れ て い る
（ Workman et al., 2002a） 。 LAG-3構 築 物 を 、 内 部 リ ボ ソ ー ム 導 入 部 位 （ IRES） お よ び 緑
色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） を 含 む マ ウ ス 幹 細 胞 ウ イ ル ス （ MSCV） に 基 づ い た レ ト ロ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 記 載 さ れ て い る よ う に レ ト ロ ウ イ ル ス を 作 製 し た （ Person
s et al., 1997；  Persons et al., 1998） 。 次 い で 、 24時 間 後 に 10 5 /ml以 上 の ウ イ ル ス
力 価 が 得 ら れ る ま で 、 GPE+86細 胞 を 繰 り 返 し て （ 7～ 10） 回 形 質 導 入 す る こ と に よ っ て レ
ト ロ ウ イ ル ス 産 生 株 の 株 化 細 胞 を 作 製 し た （ Markowitz et al., 1988） 。
【 ０ １ １ ７ 】
CD4+/CD25- T細 胞 の レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 形 質 導 入 お よ び イ ン ビ ト ロ で の 抑 制 ア ッ セ イ 法
　 6.5マ ウ ス か ら の 脾 細 胞 を ビ オ チ ン ラ ベ ル し た 抗 B220、 抗 Gr1、 抗 Mac1、 抗 TER119、 抗 CD
49b、 抗 CD8、 お よ び 抗 CD25抗 体 （ PharMingen, San Diego,CA） で 染 色 し た 。 次 い で 、 細 胞
を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 さ せ た 磁 気 ビ ー ズ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 90～ 95%の 純
度 の CD4 + /CD25 -  T細 胞 に な る よ う 自 動 MACS（ autoMACS：  Miltenyi Biotech, Auburn CA）
で ネ ガ テ ィ ブ に 選 別 し た 。 精 製 し た 6.5 CD4 + /CD25 -  T細 胞 を 、 プ レ ー ト に 結 合 し た 抗 CD3
（ 2C11） お よ び 抗 CD28（ 35.71） に よ っ て 活 性 化 し た 。 刺 激 の 2日 お よ び 3日 後 に 、 活 性 化
さ れ た T細 胞 （ 4× 10 5 細 胞 /ml） に は 、 上 記 し た ベ ク タ ー 単 独 、 LAG-3.WT／ GFP、 ま た は LAG
-3.Y73F.Δ CY/GFP レ ト ロ ウ イ ル ス GPE+86産 生 株 株 化 細 胞 （ 6μ g/ml） プ ラ ス IL-2お よ び ポ
リ ブ レ ン か ら の ウ イ ル ス 上 清 を ス ピ ン 形 質 導 入 （ spin transduce） （ 90min、 3000rpm） し
た 。 細 胞 を 10日 間 静 止 す る こ と が で き 、 次 い で 上 位 30～ 35% GFP + /Thy1.2 +  T細 胞 に 対 し て
選 別 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 イ ン ビ ト ロ 抑 制 ア ッ セ イ 法 に つ い て は 、 精 製 し た GFP +  T細 胞 （ 2.5× 10 4 で 開 始 し て 2倍
希 釈 ） を 、 2.5× 10 4 の CD4 + /CD25 -  6.5T細 胞 （ ネ ガ テ ィ ブ に 自 動 MACSに よ っ て 精 製 し た ）
、 5× 10 4 の 照 射 （ 3000rads） を 受 け た 脾 細 胞 、 お よ び 5μ g/mlの HA110-120と 共 に 96穴 丸 底
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プ レ ー ト に お い て 培 養 し た 。 細 胞 を 72時 間 培 養 し 、 培 養 の 最 後 の 7～ 8時 間 1μ Ci/ウ ェ ル の
[ 3 H]チ ミ ジ ン で パ ル ス し た （ Du Pont, Wilmington, DE） 。
【 ０ １ １ ９ 】
実 施 例 11
　 CD223は 、 細 胞 表 面 か ら 切 断 さ れ て 、 可 溶 性 形 態 （ sLAG-3） で 放 出 さ れ る 。 こ れ は 、 イ
ン ビ ト ロ で 活 性 化 さ れ た T細 胞 に よ っ て 有 意 な 量 で 産 生 さ れ （ 5μ g/ml） 、 ま た マ ウ ス の 血
清 中 に も 見 い だ さ れ る （ 80ng/ml） 。 こ れ は 、 細 胞 表 面 プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 産 生 さ れ る
可 能 性 が 高 い 。 本 発 明 者 ら は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て sLAG-3を 検 出 し た 。 切 断 は 、
膜 貫 通 領 域 （ た と え ば 、 SEQ ID NO： 2の ア ミ ノ 酸 442～ 466） に 、 ま た は ア ミ ノ 末 期 の 直 前
の コ ネ ク タ 領 域 （ た と え ば 、 SEQ ID NO： 2の ア ミ ノ 酸 432～ 441） に 生 じ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
実 施 例 12
　 上 記 の よ う に 、 LAG-3は 、 最 大 の 調 節 性 T細 胞 （ Treg） 機 能 に 必 要 か つ 十 分 で あ る 。 言 い
換 え る と 、 LAG-3単 独 の 発 現 で も 、 細 胞 を 活 性 化 さ れ た エ フ ェ ク タ ー T細 胞 か ら 調 節 性 T細
胞 に 変 換 す る た め に 十 分 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 次 に 、 LAG-3を 異 所 性 に 発 現 す る 細 胞 も イ ン ビ ボ で 調 節 性 の 機 能 を 示 し
、 疾 患 状 況 に お い て 保 護 さ れ る か ど う か を 決 定 し た い と 考 え た 。 本 発 明 者 ら は 、 自 己 抗 原
特 異 的 な T細 胞 上 の LAG-3の 異 所 性 の 発 現 が 、 マ ウ ス を 1型 糖 尿 病 か ら 保 護 す る こ と が で き
る か ど う か に つ い て 問 う こ と を 選 択 し た 。 こ の 実 験 系 で は 、 糖 尿 病 を 起 こ し や す い NODマ
ウ ス か ら の 脾 細 胞 を 、 リ ン パ 球 を 欠 如 す る NOD-Scidマ ウ ス に 養 子 性 に 導 入 し た 。 全 て の マ
ウ ス が 3ヶ 月 以 内 に 糖 尿 病 を 発 症 す る 。 本 発 明 者 ら の 予 備 解 析 で は 、 NOD脾 細 胞 に よ っ て 誘
導 さ れ る 糖 尿 病 の 発 症 が 、 LAG-3を 形 質 導 入 し た ホ グ リ ン （ phogrin） 特 異 的 な T細 胞 に よ
っ て 防 止 さ れ る が 、 シ グ ナ リ ン グ 欠 損 が あ る 変 異 体 ま た は GFP対 照 で は 防 止 さ れ な い こ と
を 示 唆 す る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 LAG-3を 有 す る 自 己 抗 原 特 異 的 な T細 胞 の 異 所 性 の 発 現 を
、 多 く の 自 己 免 疫 疾 患 、 喘 息 、 お よ び ア レ ル ギ ー の 治 療 の た め の 新 規 治 療 に 使 用 す る と い
う 考 え を 支 持 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ３ 】
【 図 １ 】 HA特 異 的 な CD4+ T細 胞 は 、 寛 容 に な り 、 C3-HAhighト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に
養 子 性 の 導 入 を す る こ と に よ り 、 調 節 性 T細 胞 活 性 を 発 生 す る 。 （ 図 1A） C3-HAhighト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 種 々 の 上 皮 区 画 に 高 レ ベ ル の HAを 発 現 し 、 肺 上 皮 に お い て 最 高 レ
ベ ル で 発 現 さ れ る 。 C3-HAhighの レ シ ピ エ ン ト は 、 2.5× 10 6 の HA特 異 的 TCRト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク （ 6.5） CD4+ T細 胞 の 養 子 性 の 導 入 の 4～ 7日 後 に 、 ア ネ ル ギ ー 性 の 表 現 型 の 発 症 前 に
生 じ る 一 過 性 エ フ ェ ク タ ー 期 の 活 性 化 と 関 係 す る 間 質 性 肺 炎 に よ り 死 亡 し た 。 少 数 の 6.5 
CD4+ T細 胞 の 導 入 に よ り 、 重 篤 で な い 肺 病 態 を 生 じ 、 C3-HAhighレ シ ピ エ ン ト は 生 き 残 る
。 残 り の 6.5 T細 胞 は 、 ア ネ ル ギ ー 性 に な る （ こ れ ら は 、 γ -イ ン タ ー フ ェ ロ ン を 産 生 で き
ず 、 ま た は イ ン ビ ト ロ で HA抗 原 に 対 し て 増 殖 す る こ と が で き な い こ と に よ っ て 定 義 さ れ る
） 。 6.5 T細 胞 の 亜 致 死 量 を 受 け て い る マ ウ ス は 、 そ の 後 の 2.5× 10 6 の ナ イ ー ブ 6.5T細 胞
の 注 入 か ら 保 護 さ れ る 。 従 っ て 、 最 初 に 寛 容 化 さ れ た T細 胞 は 、 Treg活 性 を 発 生 し 、 第 2の
高 用 量 の 6.5T細 胞 に よ っ て 誘 導 さ れ る 致 死 性 の 間 質 性 肺 炎 を 抑 制 す る 。 （ 図 1B～ 1E） C3-H
Ahighマ ウ ス に お け る エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー T細 胞 、 対 、 抑 制 T細 胞 の 局 在 。 ナ イ ー ブ 6.5
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T細 胞 （ Thy1.1+/1.2-） に は 、 6.5ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg細 胞 （ Thy 1.1-/1.2+） の 非 存 在 下
ま た は 存 在 下 の い ず れ か に お い て 、 C3-HAhighレ シ ピ エ ン ト （ Thy 1.1-/1.2+） に 養 子 性 に
導 入 し た 。 養 子 性 の 導 入 の 3日 後 に 脾 臓 お よ び 肺 を 回 収 し 、 Thy 1.1+細 胞 を 免 疫 組 織 化 学
に よ っ て 染 色 し た 。 Treg細 胞 の 非 存 在 下 で は 、 Tエ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 脾 臓 の 小 胞 に 点 在
し （ 図 1B） 、 肺 血 管 を 浸 潤 す る （ 図 1C） 。 Treg細 胞 の 存 在 下 で は 、 抑 制 さ れ た HA-特 異 的
な 6.5T細 胞 は 、 脾 臓 の 動 脈 周 囲 の リ ン パ 性 外 筒 に 隔 絶 さ れ て （ 図 1D） 、 肺 血 管 を 浸 潤 す る
こ と が で き な い （ 図 1E） 。
【 図 ２ 】 LAG-3は 、 ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg細 胞 と エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー CD4+ T細 胞 と の 間
で 差 次 的 に 発 現 さ れ 、 ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg CD4+ T細 胞 の LAG-3発 現 は 、 IL-10発 現 と 相 関
さ れ る 。 遺 伝 子 チ ッ プ 解 析 に よ っ て 明 ら か に な っ た 差 次 的 発 現 を 定 量 的 リ ア ル タ イ ム RT-P
CRに よ っ て 確 認 し た （ 図 2A） 。 早 期 の 日 （ 2日 ～ 4日 ） の LAG-3の 差 次 的 発 現 は 、 養 子 性 の
導 入 の 30日 後 ま で 及 ぶ 。 （ 図 2B） 細 胞 表 面 LAG-3タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 、 抗 体 染 色 に よ っ て
評 価 し た 。 脾 細 胞 を C3-HAhigh、 Vac-HAで 免 疫 し た 野 生 型 B10.D2マ ウ ス 、 ま た は 6.5+/-Thy
1.1+/-脾 細 胞 を i.v.注 射 の 5日 後 の wt B10.D2マ ウ ス か ら 収 集 し 、 単 個 細 胞 懸 濁 液 に 調 製 す
る 。 全 て の 試 料 を 最 初 に Fc受 容 体 を ブ ロ ッ ク す る た め に 全 ラ ッ ト IgGと 共 に イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 細 胞 を TCR特 異 的 な 項 -6.5-ビ オ チ ン +SA-APC、 LAG-3-PE、 ま た は 対 応 す る ア イ ソ
タ イ プ 対 照 で 染 色 し た 。 細 胞 を 総 リ ン パ 球 集 団 お よ び 6.5陽 性 リ ン パ 球 で 二 重 ゲ ー ト し た
。 ア イ ソ タ イ プ 対 照 -破 線 、 ナ イ ー ブ 細 胞 -明 灰 色 線 、 エ フ ェ ク タ ー ／ メ モ リ ー 細 胞 -暗 灰
色 線 、 ア ネ ル ギ ー 性 ／ Treg細 胞 -黒 線 。 （ 図 2C） 多 く の 実 験 に わ た っ て ア ネ ル ギ ー 性 ／ Tre
g集 団 の 複 数 の 試 料 を 解 析 す る こ と に よ り 、 LAG-3レ ベ ル と IL-10 mRNAレ ベ ル と の 間 の 直 接
的 な 相 互 関 係 を 確 認 す る 。
【 図 ３ 】 LAG-3は 、 CD25と は 独 立 し て 誘 導 さ れ た Treg細 胞 上 に 発 現 さ れ 、 Treg機 能 の マ ー
カ ー で あ る 。 （ 図 3A） 導 入 の 5日 後 の C3-HAhighレ シ ピ エ ン ト 脾 臓 か ら の ア ネ ル ギ ー 性 ／ Tr
eg 6.5 CD4+ T細 胞 を LAG-3お よ び CD25発 現 に つ い て 染 色 し 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照 と 比 較 し た
。 （ 図 3B） こ れ ら の 表 面 LAG-3お よ び CD25染 色 に 基 づ い て 、 細 胞 を 4集 団 に 選 別 し た ： LAG-
3highCD25high、 LAG-3highCD25low、 LAG-3lowCD25high、 お よ び LAG-3 lowCD25low。 イ ン
ビ ト ロ で の 抑 制 ア ッ セ イ 法 に お い て 、 サ プ レ ッ サ ー と し て 1× 10 5 の 細 胞 の 各 々 の 異 な る 選
別 さ れ た サ ブ セ ッ ト を 、 応 答 者 と し て 1× 10 4 ナ イ ー ブ 6.5 CD4+を 添 加 し た 。 LAG-3lowCD25
low細 胞 は 、 最 も 抑 制 性 が 少 な い 。 LAG-3highCD25high、 LAG-3highCD25low、 お よ び LAG-3l
owCD25lowは 、 最 も 抑 制 活 性 を 示 す LAG-3highCD25high二 重 陽 性 細 胞 と 抑 制 活 性 が 匹 敵 す る
。 こ れ は 、 3回 の 再 現 実 験 の 代 表 的 結 果 で あ る 。
【 図 ４ 】 抗 LAG-3抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ で Treg活 性 を ブ ロ ッ ク す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 -LAG-
3抗 体 を 2μ g／ mlの 濃 度 で イ ン ビ ト ロ 抑 制 ア ッ セ イ に 添 加 し 、 0.04： 1の サ プ レ ッ サ ー ： 応
答 者 の 比 率 で 6.5CD4+サ プ レ ッ サ ー に よ る イ ン ビ ト ロ で の ナ イ ー ブ 6.5 CD4+ T細 胞 増 殖 の
抑 制 を 完 全 に 逆 転 さ せ る 。
【 図 ５ 】 抗 LAG-3抗 体 は 、 直 接 Treg細 胞 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 6.5CD4+ Treg細 胞 に よ
る イ ン ビ ボ 抑 制 を 排 除 す る 。 （ 図 5A） 8,000の 6.5 CD4+ T細 胞 に よ っ て 前 処 理 さ れ た C3-HA
highマ ウ ス は 、 Treg集 団 の 最 初 の 導 入 確 立 の 4日 後 に 与 え ら れ る 2.5× 10 6 の 6.5 CD4+ T細
胞 に よ る そ の 後 の チ ャ レ ン ジ で も 生 存 し た （ w/保 護 ） 。 致 死 下 で の 前 処 理 を 伴 わ ず に 、 C3
-HAhighレ シ ピ エ ン ト は 、 致 死 的 チ ャ レ ン ジ の 4～ 6日 後 に 死 ん だ （ 保 護 無 し ） 。 C3-HAhigh
マ ウ ス に 対 し て 、 こ れ ら を 8,000の 6.5 CD4+ T細 胞 で 前 処 理 し 、 200μ gの 別 の 用 量 を 2日 後
に 与 え た 4日 後 に 6.5の T細 胞 の 致 死 量 と 共 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 LAG-3抗 体 （ 200μ g） を C3
-HAhighマ ウ ス に i.v.で 与 え た 。 抗 LAG-3抗 体 処 理 さ れ た マ ウ ス は 、 も は や そ の 後 の 致 死 チ
ャ レ ン ジ に 耐 え る こ と が で き な い （ 保 護 +aLAG-3） 。 対 照 的 に 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照 抗 体 ラ
ッ ト IgGIで の 処 理 で は 、 イ ン ビ ボ 抑 制 を 排 除 す る こ と が で き な い （ 保 護 +ラ ッ ト IgGI） 。
抗 -LAG-3mAbは 、 Tregの 非 存 在 下 で ナ イ ー ブ 6.5 CD4+ T細 胞 を 超 活 性 化 （ hyper-activate
） し な い （ 図 5Bお よ び 5C） 。 C3-HAhighマ ウ ス に は 、 2.5× 10 5 （ 亜 致 死 量 ； 図 5B） ま た は 8
× 10 5 （ 導 入 後 7～ 14日 の 間 に 部 分 的 な 死 亡 率 ； 図 5C） の ナ イ ー ブ 6.5 CD4+ T細 胞 を 、 抗 LA
G-3抗 体 、 対 照 ラ ッ ト IgGIと 組 み 合 わ せ て 、 ま た は 抗 体 無 し で 受 け さ せ た 。 8× 10 5 用 量 で
の 死 亡 率 は 、 抗 LAG-3抗 体 に よ る 影 響 を 受 け な か っ た の に 対 し て 、 2.5× 10 5 用 量 で の 死 亡
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率 は 、 抗 LAG-3抗 体 注 入 で 観 察 さ れ な か っ た 。
【 図 ６ 】 天 然 の CD4+CD25+ T細 胞 に お け る LAG-3の 役 割 。 （ 図 6A） 天 然 の CD4+CD25+ T細 胞
は 、 こ れ ら の CD4+CD25-対 応 物 と 比 較 し て 高 レ ベ ル の LAG-3 mRNA発 現 を 有 す る 。 CD4+CD25+
お よ び CD4+CD25-T細 胞 は 、 野 生 型 BALB/cリ ン パ 節 か ら 精 製 し た 。 CD4+CD25+ T細 胞 （ 天 然
の 調 節 性 T細 胞 を 含 む こ と が 実 証 さ れ て い る 集 団 ） は 、 CD25お よ び LAG-3に つ い て 、 並 び に
CTLA-4、 GITR、 お よ び Foxp3に つ い て 、 こ れ ら の CD4+CD25-対 応 物 （ CD4+CD25-サ ブ セ ッ ト
の そ れ ぞ れ の mRNAの 発 現 は 、 1の 値 に 標 準 化 し た ） と 比 較 し て 、 有 意 に 高 い mRNAレ ベ ル を
有 す る 。 （ 図 6B） LAG-3の 表 面 染 色 で は 、 こ れ ら の CD4+CD25-対 応 物 と 同 様 に 、 CD4+CD25+
の 天 然 調 節 性 T細 胞 で 陰 性 で あ る 。 し か し 、 LAG-3の 細 胞 内 染 色 で は 、 CD4+CD25+に お い て
陽 性 集 団 が 示 さ れ る が 、 CD4+CD25-T細 胞 に お い て は 示 さ れ な い 。 （ 図 6C） イ ン ビ ト ロ 抑 制
ア ッ セ イ 法 で は 、 T細 胞 刺 激 と し て の 抗 CD3抗 体 （ 0.5μ g/ml） と 共 に 、 BALB/cマ ウ ス リ ン
パ 節 に 由 来 す る 選 別 さ れ た CD4+CD25+ T細 胞 を 応 答 者 と し て 使 用 し 、 CD4+CD25-T細 胞 を サ
プ レ ッ サ ー と し て 使 用 し た （ 0.04： 1の サ プ レ ッ サ ー ： エ フ ェ ク タ ー 比 率 ） 。 50μ g/mlの
濃 度 の 抗 LAG-3抗 体 で は 、 天 然 の CD4+CD25+調 節 性 T細 胞 の イ ン ビ ト ロ で の 抑 制 を 逆 転 す る
が 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照 抗 体 で は 、 逆 転 し な い 。 （ 図 6D） Cで の 抑 制 ア ッ セ イ の 後 、 CD4+CD2
5+細 胞 （ Thy1.2マ ー キ ン グ に よ っ て エ フ ェ ク タ ー 細 胞 か ら 区 別 さ れ る ） は 、 抗 LAG-3ま た
は ア イ ソ タ イ プ 対 照 抗 体 で 染 色 し た 。
【 図 ７ 】 CD25枯 渇 6.5 CD4+ T細 胞 に お け る 、 変 異 型 で な く 野 生 型 の LAG-3の 異 所 性 の 発 現
は 、 強 力 な イ ン ビ ト ロ 調 節 活 性 を 与 え る 。 6.5 CD4+ T細 胞 は 、 最 初 に あ ら ゆ る CD25+「 天
然 の 」 Tregを 枯 渇 さ せ 、 次 い で GFP単 独 、 GFP +野 生 型 LAG-3、 ま た は GFP+変 異 型 LAG-3.Y73
FΔ CY（ MHCク ラ ス II組 織 に 対 す る 結 合 が 減 弱 さ れ 、 か つ 下 流 の シ グ ナ リ ン グ を 媒 介 す る こ
と が で き な い ） の い ず れ か を コ ー ド す る MSCVに 基 づ い た レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 形 質 導
入 し た 。 活 動 休 止 期 の 10日 の 後 、 MSCV-GFPベ ク タ ー を 形 質 導 入 し た GFP+ 6.5CD4+ T細 胞 で
は 、 本 質 的 に 内 因 性 LAG-3の 染 色 は 観 察 さ れ な か っ た が 、 一 方 、 MSCV-LAG-3/GFPお よ び MSC
V-LAG-3.Y73FΔ CY/GFPベ ク タ ー を 形 質 導 入 し た GFP+6.5の 細 胞 で は 、 高 レ ベ ル の LAG-3染 色
が 観 察 さ れ た 。 MSCV-LAG-3/GFPお よ び MSCV-LAG-3.Y73FΔ CY/GFPの 形 質 導 入 に 由 来 す る GFP
+細 胞 は 、 抗 LAG-3抗 体 で 明 る く 染 色 さ れ た が 、 MSCV-GFP形 質 導 入 さ れ た 細 胞 は 、 実 質 的 に
LAG-3染 色 を 示 さ な か っ た 。 そ れ ぞ れ の 群 に 由 来 す る GFP+細 胞 を 選 別 し 、 増 殖 ア ッ セ イ 法
に お い て 、 異 な る 比 率 で APC、 5μ g/ml HA110-120ペ プ チ ド 、 お よ び ナ イ ー ブ 6.5 CD4+CD25
-細 胞 と 混 合 し た 。
【 図 ８ 】 フ ォ ギ ン （ Phogin） 特 異 的 な T細 胞 ク ロ ー ン で の LAG-3の 異 所 性 の 発 現 が 、 NODマ
ウ ス 由 来 の 脾 細 胞 （ splenyocytes） を 同 時 導 入 後 に 、 糖 尿 病 か ら の 保 護 を 与 え る こ と を 示
す 。 10 7 の プ レ 糖 尿 病 性 NOD脾 細 胞 を 単 独 で 、 ま た は ベ ク タ ー （ MIG） LAG-3、 も し く は シ グ
ナ リ ン グ 欠 損 が あ る 変 異 体 の LAG-3□ Kを 形 質 導 入 し た Phogrin T細 胞 ク ロ ー ン 4（ John Hut
tonか ら 得 ら れ た ） 細 胞 と 組 み 合 わ せ て 、 NOD/SCIDマ ウ ス に 導 入 し た 。 NOD/SCIDマ ウ ス （ 5
/群 ） を 糖 尿 病 に つ い て モ ニ タ ー し た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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调节性T细胞（Tregs）限制自身免疫，但也可以减弱抗病原体和抗肿瘤
免疫的程度。了解Treg功能的机制和体内Tregs的治疗处理需要鉴定Treg
选择性受体。从抗原特异性CD4 + T细胞中的基因表达阵列的比较分析分
化成任何CD4相关分子的效应/记忆或调节表型的结合MHC II类组织LAG-
3的（CD223）揭示了Treg选择性表达。 LAG-3在CD4 + T细胞上的表达
与细胞体外抑制活性相关，LAG-3在CD4 T细胞上的异位表达赋予T细胞
抑制活性。 。针对LAG-3的抗体在体外和体内抑制抑制。 LAG-3标志着
调节性T细胞群，并参与这些抑制活性。


