
(57)【要約】
【課題】Ｈ４－１ＢＢレセプタータンパク質の活性化を阻止する方法、並びに自己免疫反
応および病原性ウイルスＨＩＶ－１により引き起こされる疾患を処置する方法の提供。
【解決手段】Ｈ４－１ＢＢレセプタータンパク質を発現しているＴ細胞を、本明細書に開
示する抗４－１ＢＢモノクローナル抗体で処理することによって、免疫応答を阻害する。
さらに、ヒトレセプターＨ４－１ＢＢのｃＤＮＡを開示する。ヒトレセプターＨ４－１Ｂ
ＢのｃＤＮＡはマウスｃＤＮＡ４－１ＢＢに対して約６５％相同性であった。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有 効 量 を 含 有 し 、 該 ア ン
タ ゴ ニ ス ト は 、 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ リ ガ ン ド の Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 阻
止 す る こ と が で き 、 該 ア ン タ ゴ ニ ス ト 自 体 は Ｃ Ｄ ４ +ま た は Ｃ Ｄ ８ +Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る こ
と が で き な い 、 自 己 免 疫 反 応 を 処 置 す る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト が ０ .２ ０ μ ｍ ｏ ｌ ～ ２ .０ μ ｍ ｏ ｌ の 投 与 量 範 囲 に て 、 １ 日 に １ ～
３ 回 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト が 錠 剤 の 形 態 で ま た は 静 脈 注 射 に よ っ て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載
の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 自 己 免 疫 反 応 が 、
　 ａ ） 　 真 性 糖 尿 病 ；
　 ｂ ） 　 慢 性 関 節 リ ウ マ チ ； お よ び
　 ｃ ） 　 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス ；
を 患 っ て い る 患 者 に お け る も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 免 疫 反 応 が 臓 器 移 植 後 に 起 こ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有 効 量 を 含 有 し 、 該 ア ン
タ ゴ ニ ス ト は 、 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ リ ガ ン ド の Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 阻
止 す る こ と が で き 、 該 ア ン タ ゴ ニ ス ト 自 体 は Ｃ Ｄ ４ +ま た は Ｃ Ｄ ８ +Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る こ
と が で き な い 、 自 己 免 疫 反 応 を 阻 止 す る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Ｃ Ｄ ４ +Ｔ リ ン パ 球 上 の Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き 、 そ
れ に よ っ て 該 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 を ブ ロ ッ ク す る 作 用 物 質 の 有 効 量 を 含 有
す る 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ の 進 行 を 阻 止 す る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 作 用 物 質 が 、
　 ａ ） 　 ４ － １ Ｂ Ｂ － Ｆ ｃ 分 子 ；
　 ｂ ） 　 ブ ロ ッ キ ン グ 抗 ４ － １ Ｂ Ｂ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； お よ び
　 ｃ ） 　 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 す る Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ リ ガ ン ド の 部 分 を 含
む 融 合 タ ン パ ク 質
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 化 を 阻 止 す る 、 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン
パ ク 質 に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有 効 量 を 含 有 す る 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 を ブ ロ ッ ク す る た め の
医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 少 な く と も １ つ の Ｔ 細 胞 と 接 触 し 、 そ れ に よ り 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ ８ +Ｔ 細 胞 を 活 性
化 す る 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 性 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ 抗 体 の 有 効 量 を 含 有 す る 、 病 原 性 ウ イ ル ス Ｈ Ｉ Ｖ
－ １ に よ り 引 き 起 こ さ れ る ヒ ト 後 天 性 免 疫 不 全 症 を 処 置 す る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 抗 体 が ０ .２ ０ μ ｍ ｏ ｌ ～ ２ .０ μ ｍ ｏ ｌ の 投 与 量 範 囲 に て 、 １ 日 に １ ～ ３ 回 投 与 さ
れ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ ８ +Ｔ 細 胞 が 、
　 ａ ） 　 Ｃ Ｄ ４ +細 胞 ；
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　 ｂ ） 　 星 状 細 胞 ；
　 ｃ ） 　 マ ク ロ フ ァ ー ジ ；
　 ｄ ） 　 樹 状 細 胞 ； お よ び
　 ｅ ） 　 小 グ リ ア 細 胞 ；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 感 染 細 胞 を 殺 す こ と が 可 能 な 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の
医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 抗 体 が 、 錠 剤 の 形 態 で ま た は 静 脈 注 射 に よ っ て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 医 薬
組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト H4-1BBタ ン パ ク 質 、 そ の リ ガ ン ド の 療 法 的 お よ び 科 学 的 使 用 、 並 び に H4
-1BBレ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 を 認 識 し 、 そ れ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発 に 関 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ヒ ト お よ び 他 の 種 の 免 疫 系 は 、 食 細 胞 （ phagocyte)、 T リ ン パ 球 お よ び B 細 胞 を 包 含 す
る 、 白 血 球 が 骨 髄 中 で 作 ら れ る こ と を 必 要 と す る 。 食 細 胞 は 、 不 必 要 な 物 質 、 例 え ば 、 系
か ら の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 ま た は 細 菌 細 胞 壁 を 掃 去 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 を 包 含 す る 。
リ ン パ 球 は 、 ヘ ル パ ー T 細 胞 (Th)、 キ ラ ー T 細 胞 お よ び B 細 胞 、 な ら び に 細 胞 の 他 の 型 、
例 え ば 、 サ プ レ ッ サ ー T 細 胞 と し て カ テ ゴ リ ー 化 さ れ る 細 胞 を 包 含 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は
抗 体 を 産 生 す る 。 キ ラ ー T 細 胞 は タ ー ゲ ッ ト 細 胞 を 物 理 的 に 破 壊 し 、 そ し て ヘ ル パ ー T 細
胞 は 全 体 の プ ロ セ ス を 促 進 す る 。 免 疫 系 お よ び そ の 機 能 の 複 雑 さ は 、 少 な く と も 一 部 分 、
リ ン ホ カ イ ン に よ り 促 進 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 リ ン ホ カ イ ン は 、 免 疫 細 胞 が 互 い に 連 絡 す る 、 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 で あ る 。 科 学 者
は 、 免 疫 学 的 疾 患 に 対 す る 療 法 的 使 用 た め に 十 分 な 量 で リ ン ホ カ イ ン を 製 造 す る こ と が で
き た 。 多 数 の 既 知 の リ ン ホ カ イ ン タ ン パ ク 質 が 存 在 し 、 そ し て そ れ ら は イ ン タ ー フ ェ ロ ン
、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1、 2 、 3 、 4 、 5 、 6 、 7 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 リ ン ホ ト キ シ ン 、
腫 瘍 壊 死 因 子 、 お よ び エ リ ト ロ ポ イ エ チ ン 並 び に そ の 他 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1(IL-1)は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 分 泌 さ れ 、 ヘ ル パ ー T 細 胞 を 活 性 化
し 、 体 温 を 上 昇 さ せ 、 熱 を 引 き 起 こ し 、 こ れ に よ り 免 疫 細 胞 の 活 性 を 増 強 さ せ る 。 活 性 化
さ れ た ヘ ル パ ー T 細 胞 は イ ン タ ー ロ イ キ ン -2(IL-2)を 産 生 し 、 こ れ は 引 き 続 い て ヘ ル パ ー
お よ び キ ラ ー T 細 胞 を 成 長 さ せ 、 分 裂 さ せ る 。 ヘ ル パ ー T 細 胞 は ま た 、 他 の リ ン ホ カ イ ン
、 B 細 胞 成 長 因 子 (BCGF)( こ れ は B 細 胞 を 増 殖 さ せ る ） を 産 生 す る 。 B 細 胞 の 数 が 増 加 す
る に つ れ て 、 ヘ ル パ ー T 細 胞 は B 細 胞 分 化 因 子 (BCDF)と し て 知 ら れ て い る 他 の リ ン ホ カ イ
ン を 産 生 し 、 こ れ は B 細 胞 の い く つ か の 複 製 を 停 止 さ せ 、 そ し て そ れ ら が 抗 体 を 産 生 す る
よ う に さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 、 T 細 胞 は ガ ン マ イ ン タ ー フ ェ ロ ン (IF)を 産 生 し 、 こ れ は 多 数 の 作 用 を 有 す る こ と
に お い て 、 リ ン ホ カ イ ン 2 に 類 似 す る 。 ガ ン マ イ ン タ ー フ ェ ロ ン は キ ラ ー T 細 胞 の 活 性 化
を 促 進 し 、 キ ラ ー T 細 胞 が 、 侵 入 す る 生 物 を 攻 撃 で き る よ う に す る 。 BCGFと 同 様 に 、 ガ ン
マ イ ン タ ー フ ェ ロ ン は 、 B 細 胞 が 抗 体 を 産 生 す る 能 力 を 増 加 さ せ る 。 ま た 、 IFは マ ク ロ フ
ァ ー ジ を 感 染 部 位 に 保 持 し 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ が 取 り 込 ん だ 細 胞 の 消 化 を 促 進 す る 。 マ ク ロ
フ ァ ー ジ と T 細 胞 と の 間 の リ ン ホ カ イ ン の シ グ ナ ル の 各 種 類 を も つ に よ る 推 進 力 を 集 め て
、 リ ン ホ カ イ ン は 免 疫 系 の 応 答 を 増 幅 し 、 こ う し て ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 、 感 染 し た 細 胞 、
ま た は 他 の 外 来 物 質 は 圧 倒 さ れ 、 系 か ら 除 去 さ れ る 。 多 数 の リ ン ホ カ イ ン が 存 在 し 、 100 
ま た は そ れ 多 い リ ン ホ カ イ ン が 存 在 す る こ と が あ り 、 こ れ ら は 免 疫 プ ロ セ ス で あ る 複 雑 な
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ウ ェ ブ に 参 加 す る 。 多 数 の リ ン ホ カ イ ン お よ び そ れ ら の 正 確 な 作 用 は 未 知 の ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 あ る 種 の リ ン ホ カ イ ン が タ ー ゲ ッ ト 細 胞 上 の そ の 特 異 的 レ セ プ タ ー に 結 合 す る と き 、 リ
ン ホ カ イ ン の 活 性 は 産 生 さ れ る 。 科 学 者 の 間 で 、 リ ン ホ カ イ ン の 産 生 お よ び そ れ ら の レ セ
プ タ ー の 産 生 の た め に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 細 胞 系 統 が 広 く 使 用 さ れ て い る 。 リ ン ホ カ イ ン
お よ び リ ン ホ カ イ ン レ セ プ タ ー mRNAの 単 離 は 普 通 の 技 術 と な っ た 。 本 発 明 者 が 前 に 発 表 (P
roc.Natl.Acad.Sci.USA 、 84:2896-2900、  May 1987 、  Immunology)し た 技 術 を 使 用 し て
、 マ ウ ス レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 、 4-1BB が 単 離 さ れ 、 T 細 胞 遺 伝 子 の 特 異 的 発 現 に 基 づ い
て 同 定 さ れ た 。 科 学 者 は 、 こ の 刊 行 物 に お い て 報 告 さ れ た プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 事 実 上 す
べ て の リ ン ホ カ イ ン を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 発 現 さ れ た 事 実 上 す べ て の mR
NAを 分 別 的 に 検 出 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 重 要 な こ と に は 、 免 疫 細 胞 の mRNA配 列 は 一 般 的 に T 細 胞 に 関 係 し 、 そ し て 特 異 的 に キ ラ
ー T 細 胞 に 関 係 す る の で 、 そ れ ら は 分 別 的 に 発 現 さ れ る 。 発 現 レ ベ ル は 低 く か つ リ ン ホ カ
イ ン お よ び そ の レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 量 は 少 な い が 、 こ の 発 現 さ れ た mRNAを 検 出 し 、 単
離 す る こ と が で き る 。 上 の 刊 行 物 に 記 載 し た 分 析 は 生 物 学 的 に 重 要 な 分 子 、 例 え ば 、 リ ン
ホ カ イ ン お よ び そ れ ら の レ セ プ タ ー を 明 ら か に す る こ と が で き る の で 、 生 物 学 的 に 重 要 な
ま た は 活 性 な 分 子 を 非 常 に 稀 な メ ッ セ ー ジ 分 子 ( す な わ ち 、 IF、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 地 図
キ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ 、 お よ び そ の 他 ) に よ り 誘 導 さ れ た 細 胞 の シ グ ナ ル に よ り 開 始 さ れ る と
い う 多 数 の 指 示 が 存 在 す る と 、 本 発 明 者 は 考 え る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 大 部 分 の T 細 胞 因 子 は ア ッ セ イ に お い て 生 物 学 的 活 性 を 認 識 す る こ と に よ っ て 、 そ の 後
タ ン パ ク 質 の 情 報 を 精 製 す る こ と に よ っ て 、 古 典 的 に 同 定 さ れ て き て い る 。 別 の ア プ ロ ー
チ は 特 異 的 発 現 に 基 づ く 推 定 上 の T 細 胞 遺 伝 子 を 単 離 し 、 そ れ ら を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー の
中 に 挿 入 し 、 次 い で 未 知 の 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 の 機 能 を 証 明 す る こ と で あ る 。 前 述 の 変
更 さ れ た 分 別 的 ス ク リ ー ニ ン グ 手 順 を 使 用 し て 、 本 発 明 者 は 1 系 列 の T 細 胞 サ ブ セ ッ ト 特
異 的 cDNAを 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ヘ ル パ ー T(HTL)L2細 胞 お よ び ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 細 胞 溶
解 性 T リ ン パ 球 (CTL)L3 か ら ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 T 細 胞 は 長 期 間 の 後 天 性 免 疫 性 に お い て 決 定 的 に 重 要 で あ り 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 お よ び 寄
生 体 の 感 染 に 対 す る 保 護 を 提 供 す る 。 T 細 胞 は そ れ ら 自 身 の T 細 胞 レ セ プ タ ー (TCR) 複 合
体 お よ び 他 の 1 ま た は 2 以 上 の 共 刺 激 分 子 、 例 え ば 、 CD-28 ま た は CD-3を 介 し て 自 己 MHC(
主 要 な 組 織 適 合 性 複 合 体 ） に 関 し て 侵 入 性 病 原 体 か ら の ペ プ チ ド に 直 面 す る と き 、 T 細 胞
は 活 性 化 さ れ る 。 他 の 1 ま た は 2 以 上 の 共 刺 激 分 子 の エ ン ゲ ー ジ メ ン ト な し に 、 T 細 胞 は
ア ネ ル ギ ー と さ れ る (Vassali et al. 、  PNAS 、 1979) 。 今 日 ま で 、 最 も よ く 特 性 決 定 さ
れ た 共 刺 激 分 子 は CD-28 で あ っ た 。 し か し な が ら 、 よ り 最 近 に お い て 、 他 の 細 胞 表 面 の 分
子 、 例 え ば 、 分 子 4-1BB は あ る 共 刺 激 的 役 割 を 演 ず る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 4-1BB タ ン パ ク 質 は マ ウ ス に お い て 活 性 化 さ れ た T 細 胞 上 で 発 現 さ れ る 55kDa
の ホ モ ダ イ マ ー 分 子 で あ り 、 そ し て 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー (NGFR)/ 腫 瘍 壊 死 因 子 レ セ プ
タ ー (TNFR)遺 伝 子 の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る (Haskins et
al. 、  J.Exp.Med. 、 1983) 。 こ の フ ァ ミ リ ー は 細 胞 外 ド メ イ ン に お け る シ ス テ イ ン に 富
ん だ モ チ ー フ に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 こ の フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー は 、 NGFR、 B 細 胞 活
性 化 分 子 CD40、 ラ ッ ト に お け る T 細 胞 活 性 化 分 子 OX-40 、 お よ び CD27、 TNFR-1お よ び TNFR
-2と 呼 ぶ TNF の 2 つ の レ セ プ タ ー 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 タ ン パ ク 質 Fas 、 お よ び 細 胞 の 成 長
お よ び 形 質 転 換 に お い て あ る 役 割 を 演 ず る CD-30 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ れ ら の メ ン バ ー の い く つ か は 、 HIV-1 感 染 に お い て 重 要 な 役 割 、 例 え ば 、 CD4+T 細 胞
の 増 殖 、 ア ポ ト ー シ ス お よ び ウ イ ル ス の 複 製 を 演 ず る こ と が 示 さ れ た 。 CD30の 高 い 血 清 レ
ベ ル の 存 在 は AIDSへ の 進 行 の 予 言 因 子 と な っ た が 、 循 環 す る CD30は HIV-1 血 清 反 応 陽 性 個
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体 に お い て 見 出 さ れ な か っ た 。 HIV-1 の 発 現 は HIV-1
血 清 反 応 陽 性 個 体 の CD30を ト リ ガ ー （ triger) す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ た 。 HIV-1 の 発
現 は 、 NF- κ B 依 存 性 経 路 を 通 し て HIV-1 感 染 CD4+T 細 胞 の CD30を ト リ ガ ー す る こ と に よ
っ て 誘 導 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Fas の 産 生 は T リ ン パ 球 の 顕 著 な ア ポ ト ー シ ス を ト リ ガ ー ま た は 誘 導 す る こ と が 見 出 さ
れ 、 こ れ は HIV-1 感 染 に よ る CD4+T 細 胞 の 消 耗 に 寄 与 す る こ と が あ る 。 in vitro刺 激 後 の
CD40リ ガ ン ド を 発 現 す る CD4+T 細 胞 の 能 力 は HIV-1 感 染 の た め に 損 傷 さ れ な い が 、 CD40/C
D40 リ ガ ン ド の 相 互 作 用 は in vitroに お け る B 細 胞 の HIV-1 複 製 を 調 節 す る 。 CD27の シ グ
ナ リ ン グ は 、 HIV-1 感 染 個 体 に お い て T 細 胞 の 増 殖 的 応 答 を 正 常 な 程 度 に 増 強 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 開 発 に 導 い た 実 験 に お い て 、 1 系 列 の T 細 胞 表 面 特 異 的 cDNAは 、 変 更 さ れ た 分
別 的 ス ク リ ー ニ ン グ 手 順 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ネ ズ ミ T 細 胞 か ら
単 離 さ れ た 。 cDNA種 の い く つ か の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 発 現 特 性 が 報 告 さ れ た 。 マ ウ ス
の レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 4-1BB を コ ー ド す る 、 従 来 特 性 決 定 さ れ て き て い な い 遺 伝 子 の 1 
つ は 、 さ ら に 研 究 さ れ た 。 こ れ ら の 研 究 は 4-1BB に 対 す る ヒ ト 相 同 体 、 H4-1BBの 単 離 に 導
き 、 そ し て H4-1BBレ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 こ れ に よ り H4-1BBの ア ゴ ニ ス ト ま た は
ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る こ と が で き る 、 1 系 列 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 導 い た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 T 細 胞 は 、 炎 症 の 部 位 へ の ホ ー ミ ン グ （ homing) の 間 の 内 皮 貫 通 移 動 後 に 、 イ ン テ グ リ
ン （ integrin) フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 通 し て 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス (ECM) の 成 分 と 相 互 作
用 す る 。 イ ン テ グ リ ン は 細 胞 表 面 の レ セ プ タ ー の 1 フ ァ ミ リ ー 中 の 非 常 に 後 期 の 抗 原 (VLA
) で あ り 、 ECM タ ン パ ク 質 な ら び に 他 の 細 胞 へ の 細 胞 の 接 着 を 仲 介 す る 。 ヘ テ ロ ダ イ マ ー
の イ ン テ グ リ ン は 、 種 々 の ア ル フ ァ お よ び ベ ー タ サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 構 成 さ れ 、 細 胞 外 シ グ
ナ ル の 伝 達 メ カ ニ ズ ム と し て 作 用 す る 。 イ ン テ グ リ ン 機 能 の 調 節 は 、 細 胞 の 活 性 化 後 の 急
速 な 接 着 の た め の T 細 胞 お よ び 他 の 白 血 球 に よ り 利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ れ ま で に T 細 胞 の 分 化 に 影 響 を 与 え る こ と が 知 ら れ て い る 主 要 な 因 子 は 、 リ ン ホ カ イ
ン （ ま た 、 サ イ ト カ イ ン と 呼 ば れ る ） 、 例 え ば 、 IL-2お よ び IL-4で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス を 使 用 す る in vitroお よ び in vivo の 研 究 に お い て 、 IL-2は 効 率 よ い IF産 生 の
た め に T 細 胞 の Th1 サ ブ セ ッ ト を プ ラ イ ミ ン グ す る こ と に よ っ て 、 そ れ ら の 発 生 を 誘 導 し
、 IL-4産 生 細 胞 の 発 育 を 防 止 す る こ と が 証 明 さ れ た 。 し か し な が ら 、 従 来 、 そ れ ら の 相 互
作 用 が 免 疫 応 答 の 増 幅 お よ び T 細 胞 の Th1 お よ び Th2 サ ブ セ ッ ト の 発 生 を 指 令 す る よ う に
働 く 方 法 は 未 知 の ま ま で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 特 定 の 免 疫 応 答 は 、 外 来 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 認 識 に よ り 支 配 さ れ る 。 抗 体 は 1
フ ァ ミ リ ー の 構 造 的 に 関 係 す る 糖 タ ン パ ク 質 を 形 成 し 、 一 般 に 、 そ れ ら を 産 生 す る 生 物 に
、 細 胞 媒 介 性 免 疫 性 の 保 護 的 作 用 を 付 与 す る 。 抗 体 は B リ ン パ 球 に よ り 産 生 さ れ 、 そ し て
細 胞 膜 に 結 合 し 、 抗 原 の た め の B 細 胞 レ セ プ タ ー と し て 機 能 す る 。 抗 体 は ま た 、 抗 体 に よ
る 刺 激 に 対 し て 応 答 し て 分 化 す る B 細 胞 子 孫 に よ り 分 泌 さ れ る 。 特 異 的 抗 原 は 、 1 ま た は
そ れ 以 上 の 相 補 的 B リ ン パ 球 が 増 殖 し 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に 分 化 し 、 次 い で 抗 原 を 排 除 す
る よ う に 、 そ れ ら を 誘 発 す る 。 各 リ ン パ 球 は 特 定 の 特 異 性 の 抗 体 を 産 生 し 、 こ う し て 免 疫
応 答 は 明 確 な 抗 原 に 対 し て 非 常 に 特 異 的 で あ る 。 T リ ン パ 球 お よ び B リ ン パ 球 に よ り 認 識
さ れ る 抗 原 の 部 分 は 、 エ ピ ト ー プ ま た は 決 定 基 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 特 異 的 抗 原 エ ピ ト ー プ に つ い て 事 実 上 無 制 限 の 量 の シ グ ナ ル （ モ ノ ク ロ ー ナ ル ） 抗 体 を
産 生 す る 技 術 の 開 発 は 、 臨 床 免 疫 学 に 対 し て 莫 大 な 衝 撃 を 有 し た 。 既 知 の 特 異 性 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb ） を 産 生 す る た め に 、 マ ウ ス に 特 定 の 抗 原 、 例 え ば 、 レ セ プ タ ー タ ン
パ ク 質 を 注 射 し 、 そ し て 脾 B リ ン パ 球 （ そ の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る ） を 体 細
胞 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 骨 髄 腫 （ リ ン パ 球 腫 瘍 ） に 融 合 さ せ て 永 久 分 裂 能 化 性 細
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胞 系 統 を 産 生 さ せ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を つ く る こ と が で き る 。 こ れ は 、 正 常 の B リ ン パ 球
が 無 限 に 成 長 す る こ と が で き ず 、 し か も 骨 髄 腫 と 融 合 す る と き 、 生 ず る ハ イ ブ リ ド ー マ が
事 実 上 無 限 に 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 供 給 す る か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 融 合 し た 細 胞 の み が 成 長 し 続 け る こ と を 保 証 す る 、 選 択 技 術 が 開 発 さ れ た 。 各 ハ イ ブ リ
ド ー マ 細 胞 は た だ 1 つ の 抗 原 決 定 基 に 対 し て 特 異 的 で あ る 。 選 択 的 異 な る 抗 体 産 生 ハ イ ブ
リ ド ー マ が 産 生 さ れ る 場 合 、 個 々 の B リ ン パ 球 の 各 ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ン は た だ 1 つ
の 表 面 抗 原 決 定 基 に 対 す る 抗 体 の み を 分 泌 す る で あ ろ う 。 ど の mAb が タ ン パ ク 質 レ セ プ タ
ー に 結 合 す る か 、 あ る い は 所 望 の 活 性 を 有 す る （ 例 え ば 、 mAb が ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ
ス ト と し て 作 用 す る か 、 あ る い は 重 大 な エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る ） か を 決 定 す る た
め に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を ELISA （ 酵 素 結 合 イ ム ノ ア ッ セ イ ） に よ り ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 多 数 の 用 途 を 有 す る ： 1 ） ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 通 常 少 量 で 入 手 可
能 で あ る か 、 あ る い は ま っ た く 入 手 不 可 能 で あ る 特 異 的 抗 体 を 大 量 に 産 生 す る こ と が で き
る ； 2 ） 複 合 抗 原 の た め に 、 通 常 非 常 に 困 難 で あ る こ と が あ る 、 単 一 の 抗 原 決 定 基 に 対 す
る 抗 体 を 産 生 す る よ う に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 指 令 す る こ と が で き る ； 3 ） 精 製 す る こ と が
で き な い 抗 原 に 対 し て 、 純 粋 な 抗 体 を 得 る こ と が で き る ； 4 ） 組 織 中 を 循 環 す る 特 異 的 抗
原 を 検 出 す る か 、 あ る い は イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る こ と に
よ っ て 、 感 染 性 ま た は 全 身 性 疾 患 の 免 疫 診 断 ； 5 ） タ ン パ ク 質 レ セ プ タ ー の 特 性 決 定 お よ
び ナ イ ー ブ な T 細 胞 か ら メ モ リ ー T 細 胞 へ の 移 行 に お い て そ れ ら が 演 ず る 役 割 の 特 性 決 定
； お よ び 6 ） 免 疫 応 答 ま た は 活 性 化 の ブ ロ ッ ク ま た は 増 強 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 活 性 化 さ れ た T 細 胞 上 で 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合
す る リ ガ ン ド 、 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 癌 ま た は HI
V-1 を 処 置 ま た は 阻 害 す る た め に 使 用 で き る よ う な リ ガ ン ド を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 H4-1BB、 お よ び ヒ ト レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 H4-1BB
を コ ー ド す る cDNA遺 伝 子 を 包 含 す る 。 単 離 さ れ た cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 推 定 さ れ た
ア ミ ノ 酸 配 列 と 一 緒 に 開 示 す る 。 pH4-1BB と し て 同 定 さ れ た cDNA遺 伝 子 は 、 ア グ リ カ ル チ
ュ ラ ル ・ リ サ ー チ ・ サ ー ビ ス ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン (Agricultural Research Servi
ce Culture Collection)に 受 託 さ れ 、 受 け 入 れ 番 号 ： NRRL B21131 を 割 当 て ら れ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 cDNAは 、 そ の フ ラ グ メ ン ト お よ び 誘 導 体 を 包 含 し 、 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 に 類 似 す る タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA 配 列 を 単 離 す る た め に プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
ヒ ト レ セ プ タ ー 、 H4-1BB、 の cDNAは 、 cDNA 4-1BBか ら 誘 導 さ れ た プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と
に よ っ て 単 離 さ れ た 。 p4-1BBと し て 同 定 さ れ た cDNA遺 伝 子 は 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル
チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン (American Type Culture Collection)( マ リ イ ラ ン ド 州 20852 、 ロ
ッ ク ビ レ 、   パ ー ク ロ ー ン ド ラ イ ブ 12301)に ATCC No.67825 で 受 託 さ れ た 。
　 こ う し て 、 本 発 明 は 、 H4-1BBタ ン パ ク 質 、 そ の リ ガ ン ド (H4-1BB/L 、 活 性 化 さ れ た マ ク
ロ フ ァ ー ジ お よ び 成 熟 B 細 胞 上 に 見 出 さ れ る ) 、 そ れ に 対 す る 抗 体 お よ び 他 の 共 刺 激 分 子
を 提 供 し 、 こ れ ら は 癌 お よ び HIV-1 の 処 置 に お い て 療 法 的 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ヒ ト レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 H4-1BBは 次 の よ う に し て 製 造 す る こ と が で き る ： 1
） H4-1BBの cDNAを 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー の 中 に 挿 入 し 、 2 ） 発 現 ベ ク タ ー を 適 当 な ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 宿 主 の 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 3 ） ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 を 適 当 な
培 地 中 で 増 殖 さ せ 、 そ し て 4 ） 培 地 か ら レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 を 精 製 す る 。 タ ン パ ク 質 お
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よ び フ ラ グ メ ン ト お よ び 誘 導 体 は 、 次 の よ う に 使 用 す る こ と が で き る ： 1 ） ヒ ト レ セ プ タ
ー タ ン パ ク 質 H4-1BBに 対 す る リ ガ ン ド を 単 離 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 、 2 ） H4-1BBリ ガ
ン ド を 発 現 す る B 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る た め に 、 ま た は 3 ） H4-1BBリ ガ ン ド の 結 合 を ブ ロ
ッ ク す る た め に 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 B 細 胞 の 増 殖 は 、 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 H4-1BBに 対 す る リ ガ ン ド を 発 現 し た B
細 胞 を 、 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 H4-1BBを 発 現 し た 細 胞 で 処 理 す る こ と に よ っ て 誘 導 す る こ
と が で き る 。 H4-1BBリ ガ ン ド の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る た め に 、 H4-1BBタ ン パ ク 質 、 H4-1BBリ
ガ ン ド の タ ン パ ク 質 、 ま た は タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る こ と は 、 器 官 の 移 植 の
間 に 免 疫 系 の 抑 制 に お い て 実 際 的 応 用 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 H4-1BBに 対 し て 発 生 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 H4-1BBを 発 現 し
た T 細 胞 を 抗 H4-1BBモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 処 理 す る こ と に よ っ て 、 T 細 胞 の 増 殖 お よ び 活
性 化 を 増 強 ま た は 抑 制 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 免 疫 反 応 を 増 強 す る た め に 、 ア
ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 抗 体 を 発 生 さ せ て 、 T 細 胞 の 増 殖 お よ び ／ ま た は 活 性 化 を 抑 制 し
、 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 抗 体 を 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 目 的 で 、 4 つ の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 使 用 の た め に 開 発 さ れ た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BBK-1 お よ び BBK-4 は
レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 H4-1BBに 対 す る ア ゴ ニ ス ト で あ る が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BBK-2 お
よ び BBK-3 は レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 H4-1BBに 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ り 、 そ し て 免 疫 系
を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る か 、 あ る い は そ の 活 性 を 抑 制 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 い く つ か の 腫 瘍 は 潜 在 的 に 免 疫 原 性 で あ る が 、 in vivo に お い て 有 効 な 抗 免 疫 応 答 を 刺
激 し な い 。 腫 瘍 は 抗 原 特 異 的 シ グ ナ ル を T 細 胞 に 供 給 す る こ と が で き る が 、 T 細 胞 の 完 全
な 活 性 化 に 必 要 な 共 刺 激 シ グ ナ ル を 供 給 す る こ と が で き な い 。 H4-1BBに 対 し て 発 生 し た モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト ） は 、 T 細 胞 の 完 全 な 活 性 化 、 増 強 、 お よ び ／ ま
た は 増 殖 を 提 供 す る す る こ と に よ っ て 、 低 い 免 疫 原 性 を 有 す る 腫 瘍 を 根 絶 す る こ と が で き
る 。 そ の う え 、 抗 H4-1BBmAb ア ゴ ニ ス ト は 、 ナ イ ー ブ T 細 胞 か ら メ モ リ ー T 細 胞 へ の 移 行
に お け る 4-1BB レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 役 割 の 評 価 に お い て 大 き い 実 用 性 を 有 す る 。 4-1B
B と 抗 H4-1BBmAbア ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 、 BBK-1 ま た は BBK-4 と の 架 橋 は 、 4-1BB へ の 4-1BB
 リ ガ ン ド の 結 合 に 類 似 す る 作 用 を 産 生 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 H4-1BBお よ び H4-1BBリ ガ ン ド の 結 合 を 妨 害 す る た め に 、 ま た 、 H4-1BBに 対 す る mAb を 使
用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 H4-1BBmAb ア ン タ ゴ ニ ス ト BBK-2 お よ び BBK-3 を 使 用 し
て 、 リ ガ ン ド の 結 合 を 妨 害 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 応 答 は 抑 制 さ れ る で あ ろ う 。 こ れ に 関
し て 、 こ の よ う な mAb の 療 法 的 使 用 か ら 利 益 を 受 け る 疾 患 は 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 全 身 性
エ リ テ マ ト ー デ ス 、 お よ び 糖 尿 病 で あ る 。 あ る い は 、 こ の 型 の 分 子 は 器 官 移 植 に お い て 移
植 さ れ た 組 織 の 免 疫 系 仲 介 拒 絶 反 応 を 抑 制 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 H4-1BBに 対 す る 細 胞 膜 の リ ガ ン ド を 検 出
す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 H4-1BBの 細 胞 外 部
分 と 、 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 H4-1BBの 前 記 分 に 結 合 し た 検 出 タ ン パ ク 質 （ ア ル カ リ 性 ホ ス
フ ァ タ ー ゼ ） ま た は IgG1の Fc部 分 と を 含 ん で な る 。 さ ら に 、 こ の 開 示 は 、 CD28と 4-1BB と
の 共 エ ン ゲ ー ジ メ ン ト は 1 型 エ フ ェ ク タ ー T細 胞 の 発 生 を 促 進 し た こ と を 証 明 す る 。 4-1BB
 シ グ ナ ル は CD28仲 介 サ イ ト カ イ ン 産 生 の プ ロ フ ィ ル を 2 つ の 方 法 で 調 節 し 、 1 型 サ イ ト
カ イ ン （ リ ン ホ カ イ ン ） の 産 生 を 増 強 し 、 同 時 に 、 2 型 の 産 生 を 抑 制 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 4-1BB 仲 介 共 刺 激 は 、 ま た 、 Th1 細 胞 に お い て γ - イ ン タ ー フ ェ ロ ン (IF)の 産 生 を 誘 導
し た 。 4-1BB の 発 現 は サ ブ セ ッ ト 特 異 的 で あ り 、 主 と し て IF産 生 細 胞 で 検 出 さ れ た が 、 IL
-4産 生 細 胞 上 で 検 出 さ れ な か っ た 。 そ の う え 、 4-1BB お よ び CD30の 発 現 は 相 互 に 独 占 的 で
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あ り 、 そ れ ぞ れ 、 1 型 お よ び 2 型 サ ブ セ ッ ト を 表 す こ と が 決 定 さ れ た 。 4-1BB お よ び CD28
の 共 エ ン ゲ ー ジ メ ン ト は 、 反 復 し た TCR 活 性 化 に よ り 誘 導 さ れ た ア ポ ト ー シ ス に 対 し て 感
受 性 で あ る 細 胞 に つ い て 長 期 間 の 細 胞 の 生 存 率 を 増 強 し た 。 し た が っ て 、 4-1BB お よ び CD
30は 相 互 作 用 し て 1 型 お よ び 2 型 の T 細 胞 サ ブ セ ッ ト の 間 の 均 衡 、 お よ び 免 疫 応 答 の 極 性
化 を 調 節 す る こ と が 証 明 さ れ た 。 療 法 的 に 、 そ れ ら は 反 対 の 作 用 を 達 成 す る た め に 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 T 細 胞 の 接 着 性 の 応 答 に お け る 4-1BB と CD28と の 間 の 機 能 的 相 関 が 存 在 す る
こ と 証 明 す る デ ー タ を 提 供 す る 。 本 発 明 者 は 、 4-1BB が 細 胞 の 接 着 を 誘 導 す る こ と が で き
る こ と を 本 明 細 書 に お い て 開 示 す る 。 4-1BB シ グ ナ ル ま た は ア ゴ ニ ス ト の 存 在 に よ り 細 胞
の 接 着 が 増 強 さ れ る と 、 最 適 よ り 低 い 濃 度 の 抗 － CD3お よ び 抗 － CD28に 対 す る 反 復 暴 露 に
応 答 し て 、 T 細 胞 の 活 性 化 は 最 大 と な る 。 こ う し て 、 4-1BB の 作 用 は 、 一 次 T 細 胞 を 反 復
的 に 活 性 化 す る た め に 必 要 で あ る 抗 － CD3 濃 度 の 限 界 値 を 減 少 す る 、 そ の 能 力 に よ る も の
と 考 え ら れ た 。 し た が っ て 、 抗 4-1BB に 応 答 す る 細 胞 接 着 の 程 度 は 、 4-1BB の 発 現 レ ベ ル
と 相 関 し 、 相 応 し て こ れ ら の 分 子 の 療 法 的 使 用 を 達 成 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 4-1BB の 発 現 レ ベ ル お よ び T 細 胞 を 発 現 す る 4-1BB の 百 分 率 は 、 HIV-1 対 照 よ り も HIV-
1 陽 性 個 体 に お い て よ り 高 か っ た (P<0.01)。 4-1BB シ グ ナ ル は CD28と 共 同 し て 、 HIV-1 、
お よ び CD4+T 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 し た 。 さ ら に 、 4-1BB と ア ゴ ニ ス ト 性 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
と の 架 橋 は 、 HIV-1 個 体 か ら の CD4+T 細 胞 の 一 次 お よ び 二 次 再 刺 激 の 双 方 に お け る HIV-1 
複 製 を 増 強 し た 。 こ う し て 、 4-1BB は 後 期 に 感 染 し た CD4+T 細 胞 か ら の HIV-1 複 製 の 活 性
化 に 関 係 し 、 そ し て 4-1BB 共 刺 激 経 路 は 療 法 的 関 与 の タ ー ゲ ッ ト で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 HIV-1 感 染 が 感 染 の 初 期 段 階 に お い て 混 乱 さ れ る 場 合 、 H4-1BB抗 体 の 使 用 に よ り 、 ウ イ
ル ス 負 荷 は よ り 低 く な る で あ ろ う 。 そ の う え 、 CD8+T 細 胞 上 の 4-1BB 発 現 の 増 加 は 、 HIV-
1 感 染 に お け る 免 疫 不 全 の 程 度 と 相 関 す る の で 、 注 目 に 値 し 、 CD8+T 細 胞 上 の 架 橋 す る 4-
1BB は HIV-1 感 染 CD4+T 細 胞 に 対 す る 細 胞 障 害 活 性 の 増 強 を 誘 導 す る で あ ろ う 。
　 本 発 明 の 目 的 は 、 H4-1BBの 細 胞 外 部 分 と 、 検 出 部 分 と か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 を 教 示 す
る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 H4-1BBに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 構 築 す る こ と を 教 示 す る こ
と で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 下 記 に お い て 、 4-1BB お よ び そ の ヒ ト 相 同 体 H4-1BBの 単 離 、 抗 体 を 包 含 す る 、 末 梢 血 細
胞 お よ び 使 用 す る 試 薬 の 調 製 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 産 生 、 免 疫 化 、 お よ び H4-1BBの ア ゴ ニ ス
ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 を 説 明 す る 。 ま た 、 4-
1BB 、 そ れ に 対 す る 抗 体 、 そ の リ ガ ン ド の 療 法 的 使 用 、 お よ び 免 疫 沈 降 の 研 究 を 開 示 す る
。
【 ０ ０ ３ ４ 】

　 配 列 番 号 :1は マ ウ ス レ セ プ タ ー 4-1BB の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 そ し て 配 列 番 号 :2は
推 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 予 測 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 下 に 示
さ れ て い る 。 4-1BB の 転 写 は 、 マ ウ ス 脾 細 胞 、 T 細 胞 ク ロ ー ン 、 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ に
お い て コ ン カ ナ バ リ ン A に よ り 誘 導 可 能 で あ っ た 。 4-1BB 転 写 物 の 発 現 は シ ク ロ ス ポ リ ン
A に よ り 阻 害 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 4-1BB mRNAは 抗 原 レ セ プ タ ー の 刺 激 に よ り 誘 導 可 能 で あ っ た が 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た T 
細 胞 中 の IL-2刺 激 に よ り 誘 導 可 能 で は な か っ た 。 4-1BB cDNAは 、 推 定 上 の リ ー ダ ー 配 列 、
潜 在 的 膜 ア ン カ ー セ グ メ ン ト 、 お よ び 既 知 の レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 他 の 特 徴 を 含 有 す る
256 ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 し た が っ て 、 4-1BB の 発 現 パ タ ー ン は リ ン ホ カ イ
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ン mRNAの そ れ ら に 類 似 す る が 、 配 列 は レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 配 列 と 一 致 す る よ う に 見 え
た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 細 胞 表 面 上 の 4-1BB の 主 要 な 種 は 55kDa の 二 量 体 で あ る よ う に 見 え る 。 4-1BBは ま た 、 3
0kDa の モ ノ マ ー と し て 、 そ し て 可 能 性 と し て 110kDaの テ ト ラ マ ー と し て 存 在 す る よ う に
見 え る 。 こ れ ら の 4-1BB 種 は 細 胞 (T細 胞 の ク ロ ー ン f1) の 相 同 体 の 集 団 か ら 免 疫 沈 降 さ れ
た の で 、 す べ て の 形 態 は 各 細 胞 上 に 潜 在 的 共 存 す る 。 4-1BB の モ ノ マ ー お よ び 二 量 体 か ら
の ペ プ チ ド 消 化 物 は 、 4-1BB が 細 胞 表 面 上 の ホ モ ダ イ マ ー と し て 存 在 す る か ど う か を 決 定
す る た め に 要 求 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 種 々 の 細 胞 表 面 の レ セ プ タ ー 、 例 え ば 、 イ ン ス リ ン レ セ プ タ ー (Ebina et al.、 1985) 
、 B 細 胞 表 面 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン レ セ プ タ ー (Vassali et al.)、 T 細 胞 Agレ セ プ タ ー (Haski
ns et al. 、 1983) 、 CD-28 共 刺 激 レ セ プ タ ー (Lesslaver et al. 、 1986) 、 お よ び CD27
 T細 胞 抗 原 (Van Lier et al.、 1987) は 、 ジ サ ル フ ァ イ ド 結 合 さ れ た サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 構
成 さ れ て い る 。 レ セ プ タ ー の 二 量 体 化 は 、 リ ガ ン ド の 結 合 お よ び 引 き 続 く 細 胞 シ グ ナ ル の
ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン に 要 求 さ れ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 4-1BB は 休 止 T 細 胞 上 で 発 現 さ れ な い が 、 完 全 な 成 長 刺 激 を T 細 胞 に 供 給 す る ア ク チ ベ
ー タ ー に よ り 誘 導 可 能 で あ る 。 PMA と イ オ ノ マ イ シ ン と の 組 合 わ せ は 、 T 細 胞 の 増 殖 に 必
要 な シ グ ナ ル を 模 倣 す る こ と が で き る 。 PMA ま た は イ オ ノ マ イ シ ン 単 独 は 4-1BB mRNAを 誘
導 し た が 、 PMA と イ オ ノ マ イ シ ン と の 組 合 わ せ は 最 適 な 4-1BB の 発 現 を 生 じ た 。 さ ら に 、
4-1BB の 発 現 は 一 時 的 で は な か っ た 。 精 製 さ れ た 脾 T 細 胞 を 固 定 化 抗 － CD3 で 刺 激 し た と
き 、 4-1BB mRNAが 発 現 さ れ 、 そ し て こ の 発 現 は 刺 激 後 96時 間 ま で 維 持 さ れ た 。 4-1BB が 細
胞 周 期 の 進 行 を 通 じ て 発 現 さ れ る こ と を 確 証 す る た め に 、 細 胞 周 期 の 分 析 が 必 要 で あ ろ う
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 4-1BB は 神 経 成 長 因 子 の レ セ プ タ ー の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー に 構 造 的 に 関 係 づ け ら れ る
。 こ れ ら の レ セ プ タ ー は 構 造 的 に 類 似 す る リ ガ ン ド 結 合 特 性 （ シ ス テ イ ン に 富 ん だ 領 域 ）
を 有 す る が 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 細 胞 質 ド メ イ ン は 非 保 存 的 で あ り 、 膜 貫 通 シ グ ナ リ ン
グ に お け る 多 様 性 を 可 能 と す る こ と が で き る で あ ろ う 。 こ の フ ァ ミ リ ー の い く つ か の メ ン
バ ー は T 細 胞 ま た は B 細 胞 の 活 性 化 プ ロ セ ス に 関 係 す る 。 OX-40 、 CD40お よ び CD27抗 原 に
つ い て の in vitroの 機 能 的 デ ー タ が 存 在 す る 。 OX-40 に 対 す る 抗 体 は 混 合 リ ン パ 球 反 応 に
お け る T 細 胞 の 応 答 を 増 大 し 、 そ し て CD40に 対 す る 抗 体 は コ ア ク チ ベ ー タ ー 、 例 え ば 、 PM
A ま た は CD20抗 体 の 存 在 下 に B 細 胞 の 増 殖 を 増 強 し 、 そ し て in vitroに お い て IL-4と 共 力
し て B 細 胞 の 分 化 を 誘 導 し か つ 長 期 間 の 正 常 B 細 胞 系 統 を 発 生 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 1 つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 抗 1A4 は 、 CD27分 子 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 カ ル シ
ウ ム の 移 動 化 、 IL-2分 泌 、 ヘ ル パ ー T 細 胞 の 機 能 、 お よ び T 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 し た 。 他 方
に お い て 、 CLB-CD27/1、 他 の 抗 CD27 mAbは 、 PHA ま た は 抗 － CD3 mAb で 刺 激 し た ヒ ト T 細
胞 の 増 殖 を 増 強 し た 。 こ れ ら の 結 果 が 示 す よ う に 、 CD27分 子 は T 細 胞 活 性 化 に お い て 重 要
な 役 割 を 演 ず る 。 TNFR、 NCFRお よ び CD40を 除 外 し て 、 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が 結
合 す る リ ガ ン ド ま た は 細 胞 表 面 の 分 子 は ま だ 同 定 さ れ て い な い 。 レ セ プ タ ー が 結 合 す る リ
ガ ン ド の 同 定 お よ び 特 性 決 定 は 、 4-1BB の 生 理 学 的 役 割 を よ り よ く 定 義 す る 上 で 助 け と な
る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 細 胞 表 面 の 4-1BB が T 細 胞 活 性 化 に 寄 与 す る か ど う か を 確 認 す る た め に 、 抗 4-1BB 53A2
を 4-1BB に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 使 用 し た 。 得 ら れ る デ ー タ が 示 唆 す る よ う に 、 4-
1BB は 、 事 実 、 T 細 胞 の 活 性 化 お よ び 増 殖 の 間 の ア ク セ サ リ ー シ グ ナ リ ン グ 分 子 と し て 機
能 す る 可 能 性 を 有 す る 。 固 定 化 抗 － CD3 で 刺 激 し た 精 製 さ れ た 脾 T 細 胞 に 可 溶 性 53A2を 添
加 す る と 、 抗 － CD3 単 独 で 刺 激 し た T 細 胞 に 比 較 し て 、 3 Hチ ミ ジ ン の 組 込 み が 増 幅 し た 。
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こ の 増 強 パ タ ー ン は 3 回 の 独 立 の 実 験 に お い て 2 ～ 10倍 の 範 囲 で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Bretcherお よ び Cohnの 独 創 的 な 2 つ の シ グ ナ ル の モ デ ル に お い て 、 シ グ ナ ル 1、 T 細 胞
の 抗 原 レ セ プ タ ー (TCR) の 占 有 が 、 ア ク セ サ リ ー 細 胞 に よ り 提 供 さ れ る 、 シ グ ナ ル 2 の 非
存 在 に お い て T 細 胞 の 不 活 性 化 を 生 ず る こ と を 彼 ら は 提 案 し た 。 こ れ は そ れ 以 来 種 々 の 研
究 に よ り 確 証 さ れ た (Moeller et al. 、 1989) 。 T 細 胞 上 の 潜 在 的 共 刺 激 レ セ プ タ ー と し
て の ア ク セ サ リ ー 細 胞 CD28の 同 定 は 、 最 適 な T 細 胞 の 増 殖 に 必 要 な 1 ま た は そ れ 以 上 の ア
ク セ サ リ ー シ グ ナ ル の 特 性 決 定 の 開 始 に お い て 有 意 な 寄 与 と な っ た 。 他 の 細 胞 表 面 の 分 子
は こ れ ら の 共 刺 激 活 性 化 の 要 件 に 寄 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 4-1BB を 通 し て 供 給 さ れ た 生 化 学 的 シ グ ナ ル は 、 そ の 細 胞 質 テ イ ル 中 の 推 定 上 の p56lck
チ ロ シ ン 結 合 ド メ イ ン の 存 在 を 示 す 。 後 に 、 p56lckチ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ は 4-1BB に 結 合 す る
こ と が 決 定 さ れ た 。 ま た 、 T 細 胞 の 活 性 化 お よ び 引 き 続 く 増 殖 に そ の 発 現 が 要 求 さ れ る 、
遺 伝 子 、 例 え ば 、 IL-2お よ び IL-2レ セ プ タ ー を 4-1BB仲 介 シ グ ナ リ ン グ が 調 節 で き る か ど
う か を 決 定 す る こ と は 価 値 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー (NGFR)の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 正 確 な 機 能 は 、 多 様
で あ る よ う に 思 わ れ る 。 損 傷 の そ れ ら の 出 現 は 、 こ れ ら の 分 子 が 発 現 さ れ る 、 特 定 の 細 胞
の 型 の 応 答 性 お よ び 生 活 能 力 を 維 持 す る 、 こ れ ら の 能 力 に 関 す る 。 例 え ば 、 NGF は in vit
roお よ び in vivo に お け る ニ ュ ー ロ ン の 生 活 能 力 に 絶 対 的 に 要 求 さ れ る (Yamori et al.、
1992) 。 可 溶 性 抗 CD40モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り CD40の 架 橋 は 、 胚 芽 中 心 の 中 心 細 胞 が in
 vitroに お い て ア ポ ト ー シ ス を 行 う の を ブ ロ ッ ク す る 。 CD40を 通 し て 供 給 さ れ る シ グ ナ ル
は 、 ま た 、 分 化 因 子 に 対 す る 応 答 性 の 維 持 を 促 進 す る こ と が で き る 。 IL-4の 存 在 下 の CD40
と 抗 CD40F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト と の 結 合 は 、 IgE の 合 成 を 大 き い 増 加 を 誘 導 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ま た 、 抗 CD40は IL-10 で 処 理 し た ナ イ ー ブ B 細 胞 を 活 性 化 し 、 そ し て 形 質 転 換 成 長 因 子
- β は IgA を 分 泌 す る よ う に な っ た (DeFrance et al.、 1992) 。 分 子 の 特 性 を NGFRス ー パ
ー フ ァ ミ リ ー と 共 有 す る こ と に 加 え て 、 4-1BB は 酵 母 elF-2bタ ン パ ク 質 の そ れ に 類 似 す る
推 定 上 の 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 構 造 を 含 有 す る こ と が 認 め ら れ た 。 ま た 、 4-1BB は 、 正 し い 光 受
容 体 の 細 胞 の 発 生 に 必 要 で あ る 、 sina seven in absentia of Drosphila Melangaster を
有 す る 保 存 さ れ た 領 域 を 共 有 す る (Carthewお よ び Rubin 、 1990) 。 そ の 特 定 の 領 域 は 、 デ
ィ ク チ オ ス テ リ ウ ム （ Dictyostelium)の DG17遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 に 類 似 し 、 そ の 発 現
は cAMPに よ り 凝 集 の 間 に 特 異 的 誘 導 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の 領 域 は C-X 2 -C-X 9 -C-X 3 -H-X 3 -C-X-C の パ タ ー ン を 形 成 し 、 そ し て シ ス テ イ ン お よ び
ヒ ス チ ジ ン は 4-1BB 、 sina、 お よ び DG17タ ン パ ク 質 の 中 の 同 様 な 場 所 に 保 存 さ れ る 。 4-1B
B お よ び SINAタ ン パ ク 質 の 間 の 24ア ミ ノ 酸 の う ち の 10は 同 一 で あ る ； 24の う ち の 3 は 保 存
的 置 換 基 で あ る 。 保 存 さ れ た パ タ ー ン は 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 が 機 能 的 に 重 要 で あ る 事 を 示
唆 す る 。 sinaタ ン パ ク 質 は 核 の 中 に 局 在 化 し 、 そ れ が 細 胞 中 で 調 節 機 能 を 有 す る こ と を 示
唆 す る 。 4-1BB の ア ミ ノ 酸 配 列 が 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー 、 核 タ ン パ ク 質 、 お よ び レ セ プ タ ー ド メ
イ ン の モ チ ー フ に 似 た 特 徴 を 含 有 す る と い う 事 実 は 、 4-1BB が 細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 の 間
に 多 様 な 役 割 を 演 ず る こ と が で き る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら に 、 4-1BB は T 細 胞 -APCの 相 互 作 用 に 関 係 す る 他 の 細 胞 表 面 の 分 子 を 表 す こ と が で
き る 。 4-1BB-AP融 合 タ ン パ ク 質 は 成 熟 B 細 胞 系 統 、 抗 IF活 性 化 一 次 B 細 胞 、 お よ び 成 熟 マ
ク ロ フ ァ ー ジ - 細 胞 系 統 に 特 異 的 に 結 合 し た 。 4-1BB-APは 低 い ま た は 無 意 味 の レ ベ ル で 未
熟 B お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 系 統 、 T 細 胞 ク ロ ー ン 、 一 次 培 養 T 細 胞 、 お よ び 種 々 の 非
リ ン パ 系 細 胞 系 統 に 結 合 し た 。 4-1BB-APは 栄 養 B 細 胞 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ に 結 合 す る の
で 、 4-1BB の 結 合 の と き 送 出 さ れ た シ グ ナ ル は あ る 方 法 に お い て APC 機 能 を モ ジ ュ レ ー ト
す る こ と が で き る 。 こ の 可 能 性 は 探 査 さ れ な て い な い 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
　 4-1BB Rg、 す な わ ち 、 4-1BB の 細 胞 外 ド メ イ ン と 免 疫 グ ロ ブ リ ン IgG の Fc領 域 と か ら 成
る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス (ECM) に 結 合 す る こ と を 、 Chalupny et al. は
提 案 し た 。 最 高 レ ベ ル の 4-1BB Rgの 結 合 は ヒ ト ビ ト ロ ネ ク チ ン に 対 し て で あ っ た 。 本 発 明
者 ら は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 で 10mg／ ウ ェ ル で 、 0.007mg に お い て 固 定 化 さ れ た
4-1BB-APお よ び ヒ ト ビ ト ロ ネ ク チ ン (Yelios Pharmaceuticals/GIBCO-BRL 、   ニ ュ ー ヨ ー
ク 州 グ ラ ン ド ア イ ラ ン ド ) を 使 用 し て 、 こ の 可 能 性 を 試 験 す る た め に ELISA を 実 施 し た 。
AP活 性 を ベ ー ス と す る 4-1BB-APの 結 合 は 観 測 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 4-1BB-APが 細 胞 表 面 に 外 的 に 結 合 さ れ た タ ン パ ク 質 ( 可 能 な 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 成 分
) に 結 合 し て い る 可 能 性 を 除 外 す る た め に 、 B 細 胞 の リ ン パ 腫 を 結 合 ア ッ セ イ の 前 に 酸 性
条 件 下 に 洗 浄 し た 。 4-1BB-APは 成 熟 B 細 胞 の リ ン パ 腫 な お 特 異 的 に 結 合 し た 。 な お 、 B 細
胞 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 上 で 特 異 的 に 発 現 さ れ た 4-1BB-リ ガ ン ド が 存 在 す る か ど う か 、 お
よ び 特 定 の 結 合 条 件 下 に 4-1BB-APが ECM に 結 合 す る こ と が で き る か ど う を 決 定 す べ き で あ
る 。 ECM は 特 異 的 細 胞 表 面 の リ ガ ン ド へ の 4-1BB の 結 合 を 促 進 す る こ と が で き る で あ ろ う
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 B 細 胞 お よ び ヘ ル パ ー T 細 胞 は B 細 胞 上 の レ セ プ タ ー を 通 し て 互 い に 相 互 作 用 し て 、 T 
細 胞 上 の そ れ ら の 特 異 的 反 対 （ counter)- レ セ プ タ ー に 結 合 す る 。 こ の 相 互 作 用 は 、 2 つ
の 細 胞 型 の 間 の 生 化 学 的 シ グ ナ リ ン グ リ プ レ ー の カ ス ケ ー ド を 生 ず る 。 こ の 相 互 作 用 が 進
行 す る に つ れ て 、 こ れ ら の 細 胞 は 細 胞 周 期 の S 期 の 中 に 入 る よ う に な る 。 T 細 胞 上 の TCR 
と CD4+と の 間 の 初 期 の 相 互 作 用 、 お よ び B 細 胞 上 の プ ロ セ シ ン グ さ れ た 抗 原 -MHC II は 、
細 胞 周 期 の 中 に 入 る こ と が で き る B細 胞 を 生 じ な い (Noelle お よ び Snow et al. 、 1990) 
。 し か し な が ら 、 in vitro系 か ら の 研 究 に お い て 、 い っ た ん T 細 胞 が 刺 激 さ れ る と 、 T 細
胞 は 細 胞 周 期 の 中 に 入 る よ う に B 細 胞 を 誘 導 す る こ と が で き る 、 新 し く 合 成 さ れ た ま た は
修 飾 さ れ た 細 胞 表 面 の 分 子 を 発 現 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ の T 細 胞 の 機 能 は 抗 原 特 異 的 ま た は MHC 制 限 的 で は な い 。 さ ら に 、 B 細 胞 の 活 性 化 の
Th誘 導 の た め に 、 可 溶 性 因 子 は 要 求 さ れ な い 。 い っ た ん B 細 胞 が 細 胞 周 期 の 中 に 入 る と 、
IL-4は B 細 胞 を 誘 導 し て G1か ら の S 期 に 進 行 さ せ る 。 B 細 胞 の 細 胞 周 期 の 中 へ の エ ン ト リ
ー を 促 進 す る 活 性 化 T 細 胞 ま た は T 細 胞 の 膜 の 能 力 を 、 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド ま た は シ ク ロ ス
ポ リ ン A の 処 理 に よ り ブ ロ ッ ク す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 新 し く 発 現 さ れ た 膜 タ ン パ ク
質 は 、 そ れ ら の 誘 導 特 性 に お い て 「 リ ン ホ カ イ ン 様 」 で あ る よ う に 見 え る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 4-1BB は 、 B 細 胞 の 共 刺 激 の 要 件 を 満 足 す る 発 現 特 性 を 有 す る 。 4-1BB は 抗 － CD3 ま た
は TCR 仲 介 T 細 胞 刺 激 に よ り 誘 導 可 能 で あ り 、 そ し て そ の 発 現 は シ ク ロ ス ポ リ ン A な ら び
に シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド の 処 理 に 対 し て 感 受 性 で あ る 。 興 味 あ る こ と に は 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ
ヒ ド 固 定 SF21-4-1BB細 胞 は 抗 μ を 合 成 し 、 そ し て B 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 し た 。 SF21-4-1BBに
よ る 脾 B 細 胞 の 共 刺 激 は 、 抗 μ の 最 適 な (10μ g/ml) お よ び 次 善 の (1.0～ 0.1mg/ml) の 投
与 量 に お い て 起 こ っ た 。 休 止 B 細 胞 に SF21-4-1BB細 胞 を 添 加 す る と 、 有 意 な B 細 胞 の 増 殖
は 起 こ ら な か っ た 。 SF21-4-1BB細 胞 は 、 B 細 胞 の 増 殖 の 誘 導 に お い て 、 12-O- テ ト ラ デ カ
ノ イ ル ホ ル バ ル -13-ア セ テ ー ト ま た は イ オ ノ マ イ シ ン 、 あ る い は 次 善 濃 度 の リ ポ 多 糖 (LPS
) と 共 力 し な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 大 量 の 組 換 え 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 が 使 用 さ れ て き
て い る が 、 こ の 系 は 組 換 え 細 胞 表 面 の タ ン パ ク 質 の 発 現 に 利 用 す る こ と が で き る 。 SF21単
独 の 添 加 は 有 意 な レ ベ ル の 共 刺 激 を 生 じ な か っ た こ と は 注 目 に 値 す る 。 そ れ ら 自 身 で 強 い
共 刺 激 活 性 を 示 す こ と が で き る COS ま た は L 細 胞 系 統 使 用 す る と き 、 こ れ は 潜 在 的 問 題 で
あ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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　 NGFRス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー で あ る CD40は B 細 胞 上 で 発 現 さ れ 、 そ し て gp39
、 す な わ ち 、 活 性 化 さ れ た T 細 胞 上 で 発 現 さ れ る 分 子 と 相 互 作 用 す る 。 ネ ズ ミ お よ び ヒ ト
gp39を コ ー ド す る cDNAは ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ； こ の 細 胞 表 面 の 分 子 は 腫 瘍 壊 死 因 子 に 対 す
る 相 同 性 を 有 す る II型 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 。 CD40-B細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 を 投 与 量 依 存 的
方 法 に お い て ブ ロ ッ ク す る こ と が で き る こ と を 、 Noelle et al. は 発 見 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Armitage et al. は ネ ズ ミ gp39の た め の cDNAを 単 離 し 、 そ し て gp39が 共 刺 激 因 子 の 非 存
在 下 に B 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 す る こ と が で き 、 そ し て IL-4の 存 在 下 に IgE産 生 を 生 ず る こ と
が で き る こ と を 示 し た 。 ヒ ト gp39で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た COS 細 胞 は ヒ ト B 細 胞 の 増 殖
に お い て TPA ま た は 抗 CD20と 共 力 す る こ と が で き 、 そ し て 共 刺 激 因 子 の 非 存 在 下 に 、 あ る
い は 低 い レ ベ ル の み の 共 刺 激 因 子 の 存 在 下 に B 細 胞 を 刺 激 で き る こ と を 、 Hollenbaugh et
 al.は 示 し た 。 投 与 量 の デ ー タ は 、 CD40は T 細 胞 と の 物 理 的 接 触 の 間 に シ グ ナ ル を 伝 達 す
る B 細 胞 表 面 の 分 子 の 1 つ で あ り う る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 細 胞 表 面 の レ セ プ タ ー は 、 可 溶 性 因 子 ま た は 隣 接 す る 細 胞 上 で 発 現 さ れ る 他 の 細 胞 表 面
の 分 子 と 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ら の 外 部 の 環 境 と 連 絡 す る 。 細 胞 - 細 胞 に よ り
供 給 さ れ る 生 化 学 的 シ グ ナ ル の 役 割 と 、 細 胞 表 面 の レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 可 溶 性 因 子
に よ り 供 給 さ れ る も の と の 対 比 は 不 明 瞭 で あ る 。 TNFR Iお よ び IIな ら び に NGFRは 2 以 上 の
リ ガ ン ド と 結 合 す る の で 、 NGFRの ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー は 異 常 で あ る 。 TNFR Iお よ び IIの 双
方 は TNF-a お よ び TNF-R に 結 合 す る 。 NGFRは NGF 、 脳 由 来 神 経 親 和 性 因 子 、 お よ び ニ ュ ー
ロ ト ロ フ ィ ン -3に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 さ ら に 、 1 つ の リ ガ ン ド は 細 胞 表 面 リ ガ ン ド お よ び 可 溶 性 リ ガ ン ド の 双 方 と し て 機 能 す
る こ と が で き る 。 CD40リ ガ ン ド 、 gp39に つ い て の 最 近 の 証 拠 は 、 こ の リ ガ ン ド が 膜 結 合 し
た リ ガ ン ド と し て な ら び に 可 溶 性 リ ガ ン ド と し て 存 在 で き る こ と を 示 唆 す る 。 4-1BB は 可
溶 性 形 態 な ら び に 膜 結 合 し た 形 態 で 分 泌 さ れ 、 B 細 胞 と 相 互 作 用 す る こ と が 可 能 で あ ろ う
。 NGFRレ セ プ タ ー の フ ァ ミ リ ー の 1 メ ン バ ー で あ る CD27は 、 T 細 胞 上 で 発 現 さ れ 、 細 胞 表
面 上 で 発 現 さ れ る こ と に 加 え て 、 分 泌 さ れ る (Hintzen et al. 、 1991) 。 ま た 、 2 以 上 の
リ ガ ン ド は 、 可 溶 性 で あ り か つ 細 胞 表 面 上 に 存 在 す る 場 合 、 4-1BB と 結 合 す る こ と が で き
る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 マ ウ ス 4-1BB の ヒ ト 相 同 体 (H4-1BB)を 単 離 す る た め に 、 ２ 工 程 の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
(PCR) を 設 計 し た 。 PCR プ ラ イ マ ー を 設 計 す る た め に 、 4-1BB は 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー
(NGFR)ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 1 メ ン バ ー で あ る の で 、 こ の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー
の 間 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 し た (Mallettお よ び Barclay 、 1991) 。 使 用 し た ア ミ ノ 酸 配 列
は マ ウ ス 4-1BB 、 ヒ ト NGFR、 ヒ ト 腫 瘍 壊 死 因 子 の レ セ プ タ ー 、 ヒ ト CD40、 お よ び ヒ ト CD27
で あ っ た 。 NGFRス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 間 の 配 列 の 保 存 領 域 を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

　 正 常 の 健 康 な 個 体 か ら の 末 梢 血 リ ン パ 球 を 単 離 し 、 PMA(10ng/ml)お よ び イ オ ノ マ イ シ ン
(1mM) で 活 性 化 し た 。 リ ン パ 球 か ら の メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA を 単 離 し た 。 逆 転 写 酵 素 を 使 用
し て 、 ヒ ト リ ン パ 球 mRNAを 一 本 鎖 cDNAに 変 換 し た 。 次 い で プ ラ イ マ ー の 組 合 わ せ ( 配 列 番
号 :3～ 6 を 使 用 し て Taq ポ リ メ ラ ー ゼ で cDNAを 増 幅 し た 。 プ ラ イ マ ー の 組 合 わ せ を 使 用 し
、 そ し て こ れ ら は 約 240bp の 特 異 的 バ ン ド を 産 生 し た 。 ヒ ト 相 同 体 タ ン パ ク 質 の サ イ ズ が
マ ウ ス 4-1BB の そ れ に 類 似 す る 場 合 、 240bp は ヒ ト 4-1BB の 期 待 す る サ イ ズ で あ る 。 PCR 
生 成 物 (240bp) を PGEM3 中 で ク ロ ー ニ ン グ し 、 配 列 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 PCR 生 成 物 の 1 つ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は マ ウ ス 4-1BB と ほ ぼ 65％ 同 一 で あ
っ た 。 し た が っ て 、 240bp の PCR 生 成 物 は マ ウ ス 4-1BB の ヒ ト 相 同 体 で あ る と 結 論 さ れ た
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。 240bp の PCR 生 成 物 を 使 用 し て 、 活 性 化 さ れ た ヒ ト T リ ン パ 球 の λ gt11 cDNA ラ イ ブ ラ
リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 0.85kgの cDNAが 単 離 さ れ た 。 cDNAの 配 列 は 配 列 番 号 :7に 示 さ
れ て お り 、 そ し て 予 測 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 :8に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 H4-1BB AP タ ン パ ク 質 を 産 生 す る た め の 発 現 プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。 シ グ ナ ル 配 列 お よ
び 全 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 配 列 を 包 含 す る H4-1BB cDNA の 5'部 分 を 、 PCR に よ
り 増 幅 し た 。 正 し く 配 向 さ れ た ク ロ ー ニ ン グ を 実 施 す る た め に 、 前 方 向 プ ラ イ マ ー の 5'末
端 上 の HindIII 部 位 お よ び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー の 5'末 端 上 の BglII 部 位 を つ く っ た 。
　 HindIII-BglII H4-1BBフ ラ グ メ ン ト を 、 ヒ ト 胎 盤 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (AP)の た め
の コ ー デ ィ ン グ 配 列 か ら 上 流 に お い て 、 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー APtaq-1の 中 に 挿 入 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 H4-1BB AP を 使 用 し て 、 ヒ ト 4-1BB(す な わ ち 、 H4-1BB) の た め の リ ガ ン ド を 発 現 す る 細
胞 お よ び 組 織 を 同 定 す る 。 マ ウ ス 4-1BB を 使 用 す る 研 究 に お い て 、 4-1BB の リ ガ ン ド は 細
胞 表 面 上 に 存 在 こ と が 示 さ れ た 。 B 細 胞 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ は 4-1BB を 発 現 す る 主 要 な
細 胞 で あ っ た 。 H4-1BBは ヒ ト B 細 胞 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 上 で 発 現 さ れ る こ と が 期 待 さ れ
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
結 果
　 H4-1BBを 発 現 す る ヒ ト 細 胞 系 統 か ら 、 哺 乳 動 物 発 現 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 発 生 さ せ た 。 ラ
イ ブ ラ リ ー を ヨ ウ 素 標 識 化 H4-1BB-AP に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 次 い で H4-1BBの cDNAを
単 離 し 、 特 性 決 定 し た 。 次 い で 可 溶 性 組 換 え H4-1BBを 産 生 し た 。 次 い で 、 後 述 す る よ う に
、 発 生 し た 抗 体 を 使 用 し て 免 疫 応 答 を 抑 制 ま た は 増 強 さ せ た 。 H4-1BBに 対 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 発 生 さ せ 、 そ し て 後 述 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 者 が 完 結 し た 研 究 に 従 う と 、 4-1BB は 共 刺 激 シ グ ナ ル と し て 作 用 す る 。 そ れ ゆ え
、 H4-1BBは T 細 胞 活 性 化 の 共 刺 激 シ グ ナ ル と し て 作 用 す る こ と が 期 待 さ れ る 。 マ ウ ス 4-1B
B は B 細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 を 促 進 し た 。 H4-1BBは 同 一 の こ と を 実 行 す る こ と が 見 出 さ れ
た 。 H4-1BB-AP 、 H4-1BBお よ び 下 に 開 示 す る 種 々 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て 、 ヒ ト
免 疫 応 答 を 抑 制 ま た は 促 進 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ５ 】

　 4-1BB 分 子 は 活 性 化 さ れ た ネ ズ ミ T 細 胞 上 で 発 現 さ れ る が 、 休 止 T 細 胞 上 で 発 現 さ れ な
い が 、 マ ウ ス 4-1BB に 対 し て 向 け ら れ た 1 AH2 mAb の 架 橋 は 抗 － CD3 誘 導 T 細 胞 の 増 殖 を
増 強 す る こ と が 示 さ れ た 。 T 細 胞 上 の 4-1BB が B 細 胞 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 上 の そ の リ ガ
ン ド に 結 合 す る の を 4-1BB/APで 阻 害 す る こ と に よ っ て 、 正 常 脾 細 胞 抗 原 提 示 お よ び T 細 胞
活 性 化 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き る 。 こ の タ ン パ ク 質 4-1BB/APは 、 4-1BB の 細 胞 外 ド メ イ
ン お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 H4-1BB mAbを 特 性
決 定 し 、 次 い で 単 離 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 4-1BB お よ び グ ル タ チ オ ン -S- ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST) の GST 結 合 ド メ イ ン を コ ー ド
す る 全 長 の cDNA配 列 を 含 有 す る PGX-3 発 現 ベ ク タ ー (Pharmacia) を 構 築 し 、 そ し て 細 菌 中
で 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 。 H4-1BBを GST と 融 合 さ せ る と 、 GST-セ フ ァ ロ ー ズ お よ び
セ フ ァ ロ ー ズ -4B の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 単 離 す る と き 、 rH4-1BB(組 換 え H4-1
BB) の 効 率 よ い 精 製 が 可 能 で あ っ た 。 免 疫 化 前 に 、 GST 結 合 ド メ イ ン を 切 断 す る 。 rH4-1B
B 画 分 を GST-セ フ ァ ロ ー ズ お よ び セ フ ァ ロ ー ズ -4B の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精
製 し 、 引 き 続 い て 免 疫 化 前 に 因 子 Xaで 切 断 し て H4-1BB部 分 を 解 放 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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実 施 例 1.H4-1BBに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生

材 料 お よ び 方 法
組 換 え H4-1BBの 産 生



　 BALB/c動 物 を rH4-1BB タ ン パ ク 質 で 免 疫 化 し 、 脾 細 胞 を Sp2/0 融 合 相 手 と 融 合 さ せ た 。
BALB/cマ ウ ス Titermax(Cytkx) ま た は 「 Complete Freunds」 ア ジ ュ バ ン ト の 中 に 乳 化 し た
50μ g の sH4-1BB で 免 疫 化 す べ き で あ る 。 3 回 の 腹 腔 内 (ip)注 射 を 2 週 の 間 隔 で 投 与 す べ
き で あ る 。 最 後 の 注 射 後 3 日 に 、 マ ウ ス 宿 主 を 殺 し 、 そ れ ら の 脾 臓 を 取 出 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 脾 細 胞 を Sp2/0 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ た 。 脾 細 胞 お よ び Sp2/0 を 5:1 の 比 で 混 合 し 、 50
％ の PEG を 使 用 し て 融 合 さ せ た 。 次 い で 細 胞 を 洗 浄 し 、 OptiMEN(Gibco)、 10％ の FCS 、 5m
M の ハ イ ポ キ サ ン チ ン 、 1 ％ の ア ミ ノ ペ プ チ ン 、 お よ び 0.8mMの チ ミ ジ ン (HAT) の 中 に 再
懸 濁 さ せ 、 96ウ ェ ル の U 字 形 の 底 の プ レ ー ト (Corning) 中 の 培 養 し た 。 生 ず る 細 胞 上 清 を
rh4-1BB の 反 応 性 に つ い て ELISA に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ク ロ ー ン を 単 離 し 、 サ ブ ク
ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 従 来 、 マ ウ ス 4-1BB は 1 系 列 の 免 疫 沈 降 研 究 お よ び ペ プ チ ド マ ッ ピ ン グ 研 究 に よ り p56l
ckに 関 連 づ け ら れ る こ と が 示 さ れ た 。 収 集 し た デ ー タ は 、 4-1BB が 活 性 化 T 細 胞 上 で CD45
お よ び p56lckと 多 ペ プ チ ド 複 合 体 を 形 成 す る こ と を 示 す 。 ヒ ト に お け る 4-1BB お よ び CD45
の ア ソ シ エ ー シ ョ ン を よ り よ く 評 価 す る た め に 、 PHAで 48時 間 刺 激 し た PBMCを 、 多 色 FCM 
に よ り CD45RAお よ び CD45R0イ ソ 型 の 発 現 に つ い て 分 析 し た 。 抗 体 の 非 特 異 的 結 合 に つ い て
補 正 し た 後 、 細 胞 の 16～ 19％ は 4-1BB を 発 現 し 、 ほ と ん ど す べ て （ 1 ％ を 除 外 す る ） は CD
45RAを 発 現 し 、 そ し て ほ と ん ど す べ て は CD45R0を 発 現 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

　 い く つ か の mAb は SF-21 細 胞 上 で 発 現 さ れ た 4-1BB を 特 異 的 に 認 識 す る が 、 活 性 化 T 細
胞 上 で 発 現 さ れ た 4-1BB を 認 識 し な い 。 こ れ は 、 T 細 胞 上 で 暴 露 さ れ な い か 、 あ る い は T 
細 胞 上 に 存 在 す る が 、 ヒ ト T 細 胞 と 昆 虫 細 胞 (SF-21) と の 間 の グ リ コ シ ル 化 お よ び プ ロ セ
シ ン グ に お け る わ ず か の 差 の た め に 、 SF-21 細 胞 上 で ア ク セ ス 可 能 で あ る か 、 あ る い は SF
-21 上 に 存 在 す る 、 1 ま た は そ れ 以 上 の ク リ プ テ ィ ッ ク ま た は ユ ニ ー ク 結 合 部 位 に 対 す る
特 異 性 を 有 す る mAb の た め で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 マ ウ ス に お い て 、 4-1BB mRNAお よ び 表 面 の 発 現 は 休 止 の 脾 細 胞 ま た は 非 刺 激 の ク ロ ー ニ
ン グ さ れ た T 細 胞 上 で 検 出 不 可 能 で あ る 。 し か し T 細 胞 を 抗 － CD3 、 抗 TNF-α ま た は 抗 TN
F-β に よ り 活 性 化 す る と 、 4-1BB mRNAは 3 時 間 の 刺 激 で 検 出 さ れ 、 そ し て 最 初 に 刺 激 後 2 
～ 3 日 に 細 胞 で 検 出 可 能 で あ る 。 最 大 の 表 面 の 発 現 は 刺 激 後 約 6 日 に 到 達 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 マ ウ ス に お け る よ う に 、 4-1BB は ヒ ト に お い て 新 し く 単 離 さ れ た 末 梢 血 T 細 胞 の 表 面 上
で 検 出 さ れ な い が 、 PHA 刺 激 後 容 易 に 検 出 さ れ る 。 マ ウ ス に お け る の と 異 な り 、 4-1BB は
ヒ ト に お い て 非 常 に よ り 急 速 に 発 現 さ れ 、 12～ 24時 間 以 内 に ピ ー ク の 発 現 に 到 達 す る 。 4-
1BB の 発 現 、 な ら び に 細 胞 表 面 上 で 4-1BB を 発 現 す る 細 胞 の 細 胞 は 、 刺 激 後 72時 間 以 内 に
減 少 し 始 め る 。 マ ウ ス お よ び ヒ ト の 双 方 に お い て 、 4-1BB は CD4+お よ び CDS+T 細 胞 サ ブ セ
ッ ト 上 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 4-1BB は p56 l c k に 関 連 づ け ら れ る 。 [ 3 2 ]PO4 が ガ ン マ 標 識 化 ATP か ら 、 抗 4-1BB mAb、
1AH2 で 免 疫 沈 降 さ せ た コ ン カ ナ バ リ ン A(ConA) 活 性 化 胸 腺 細 胞 中 の p 5 6 上 に 、 転 移 さ れ る
と き 、 56kDa の タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ る 。 ペ プ チ ド マ ッ ピ ン グ に よ り 、 こ の 56kDa の ホ ス
ホ タ ン パ ク 質 は p56 l c k と し て 同 定 さ れ る 。 p56 l c k お よ び 4-1BB 分 子 は 、 ま た 、 昆 虫 細 胞
の 研 究 (SF-21) に お い て 、 お よ び 4-1BBお よ び p56 l c k で 形 質 転 換 さ れ た HeLa細 胞 に お い て
、 共 免 疫 沈 降 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 。 さ ら に 、 4-1BB の 架 橋 は p56 l c k を 活 性 化 し た 。 p
56 l c k -CD4/CD8複 合 体 の 形 成 の た め に 重 大 な シ ス テ イ ン 残 基 は 、 ま た 、 p56 l c k -4-1BBの
相 互 作 用 の た め に 重 大 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
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活 性 化 T 細 胞 は 4-1BB+お よ び CD45RAお よ び CD45R0を 共 発 現 す る

抗 H4-1BB mAbに つ い て の 使 用



　 予 備 的 結 果 に お い て 、 抗 4-1BB は 、 ま た 、 ビ オ チ ン 表 面 標 識 化 ConA活 性 化 胸 腺 細 胞 か ら
約 200kDaの タ ン パ ク 質 を 免 疫 沈 降 さ せ る こ と が 認 め ら れ た 。 抗 CD45 mAbを 免 疫 沈 降 の た め
に 使 用 し た と き 、 マ ウ ス 4-1BB に 対 す る 同 様 な サ イ ズ の 約 30kDa の タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ
た 。 従 来 、 CD45は あ る 種 の タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 p56 l c k の 脱 リ ン 酸 化 を 仲 介 す る こ と が 示
さ れ た (Biffen et al.， 1994)。 多 分 、 4-1BB は CD45お よ び p56 l c k を 組 合 わ せ る こ と に お
い て あ る 役 割 を 演 じ 、 そ し て CD45ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ る p56lckの 脱 リ ン 酸 化 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 4-1BB お よ び CD45の ア ソ シ エ ー シ ョ ン を さ ら に 評 価 す る た め に 、 PHA 刺 激 PBMCを 多 色 FC
M に よ り 分 析 し た 。 PHA 中 の 48時 間 培 養 し た PBMCの ほ ぼ 16～ 19％ は 4-1BB を 発 現 す る 。 す
べ て の 4-1BB+細 胞 が CD45RAお よ び CD45R0を 発 現 す る 場 合 、 4-1BB+細 胞 の 約 17.5％ は そ れ ら
の 細 胞 表 面 上 で CD45RAお よ び CD45R0の 双 方 を 共 発 現 す る に 違 い な い 。 PHA 刺 激 し た CD45RA
h i R0 h i 細 胞 の う ち で 、 ほ ぼ 40％ は 4-1BB を 発 現 す る 。 CD45お よ び 4-1BB が ア ソ シ エ ー シ ョ
ン を 共 有 す る と い う 仮 説 を 、 こ の デ ー タ は さ ら に 支 持 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 よ り 重 要 な こ と に は 、 4-1BB は ナ イ ー ブ 表 現 型 (CD45RA h i R0 l o ) か ら メ モ リ ー 表 現 型 (C
D45RA l o R0 h i ) へ の T 細 胞 の 移 行 に お い て あ る 役 割 を 演 ず る こ と が 示 唆 さ れ る 。 以 前 に お
い て Picker et al. は 、 多 色 FCM に よ り 、 ナ イ ー ブ T 細 胞 が 明 確 な CD45RA h i R0 h i の 中 間 的
細 胞 型 を 通 し て ナ イ ー ブ 表 現 型 (CD45RA h i R0 l o ) か ら メ モ リ ー 表 現 型 (CD45RA l o R0 h i ) へ
の 「 段 階 的 、 1 方 向 の 進 行 」 を 行 う こ と を 証 明 し た 。 末 梢 血 に お い て 、 こ の 中 間 の 表 現 型
を 発 現 す る わ ず か の 細 胞 が 検 出 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 し か し な が ら 、 二 次 リ ン パ 系 組 織 、 例 え ば 、 扁 桃 腺 に お い て T 細 胞 の 2 ～ 10％ は CD45RA
h i R0 h i で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 多 く は ナ イ ー ブ お よ び メ モ リ ー T 細 胞 に つ い て 知 ら れ て
い る が 、 わ ず か は 移 行 細 胞 に お い て CD45RA h i R0 h i に つ い て 知 ら れ て い る 。 メ モ リ ー T 細 胞
の 発 生 を 生 ず る こ の 移 行 相 の 間 に 、 ど ん な 事 象 が 起 こ る か は 知 ら れ て い な い 。 し た が っ て
、 ナ イ ー ブ か ら メ モ リ ー T 細 胞 へ の 移 行 に お け る 4-1BB の 役 割 お よ び 4-1BB と CD45と の 見
掛 け の ア ソ シ エ ー シ ョ ン を 評 価 す る こ と が 必 要 で あ ろ う 。 こ の 点 に お い て 、 抗 H4-1BB mAb
は 非 常 に 貴 重 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
結 果
　 抗 H4-1BB mAbを 使 用 し て T 細 胞 の 架 橋 を 増 強 す る こ と が で き 、 し た が っ て あ る 型 の 癌 細
胞 （ 黒 色 腫 ） に 対 す る T 細 胞 の 活 性 化 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 T 細 胞 の 存 在 下 に 種 々 の
癌 細 胞 を 用 い る 実 験 に お い て mAb を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 癌 細 胞 に 対 す る T 細 胞 の 活 性
化 を 開 始 す る 投 与 量 お よ び 適 切 な 処 方 物 を 決 定 す る こ と が で き る 。 同 一 型 の 癌 を 有 す る 動
物 モ デ ル に お い て 、 処 方 物 を 試 験 し 、 そ し て 処 方 物 お よ び 投 与 量 を ヒ ト に お け る 試 験 の た
め に 改 良 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 患 者 に お け る 滑 膜 T リ ン パ 球 は H4-1BBを 発 現 す る が 、 こ の 疾 患 を も
た な い 両 種 性 の 滑 膜 T リ ン パ 球 に お い て 4-1BB は 発 現 さ れ な い 。 こ の 疾 患 は 患 者 自 身 の 組
織 に 対 す る 望 ま し く な い 免 疫 応 答 を 含 む 。 し た が っ て 、 望 ま し く な い 免 疫 応 答 の ブ ロ ッ キ
ン グ は 関 節 炎 の 患 者 に 緩 和 を 提 供 す る 。 患 者 に 抗 H4-1BB mAbま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を 注 射
す る こ と に よ っ て 、 H4-1BBと そ の リ ガ ン ド と の 間 の 結 合 は ブ ロ ッ ク さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 mAb と H4-1BBと の 結 合 が 免 疫 系 の 活 性 化 を 増 強 し な い 場 合 、 抗 H4-1BB mAbに よ る 結 合 の
妨 害 は 所 望 の 作 用 を 有 し 、 そ う で な け れ ば 融 合 タ ン パ ク 質 が 結 合 の ブ ロ ッ キ ン グ に 使 用 さ
れ る で あ ろ う 。 融 合 タ ン パ ク 質 （ モ ノ マ ー ） は H4-1BBま た は そ の リ ガ ン ド を 刺 激 し な い が
、 そ れ は H4-1BBに 結 合 し 、 こ れ に よ り H4-1BBの 結 合 を 防 止 し か つ リ ガ ン ド を 刺 激 す る の で
、 す ぐ れ た リ ガ ン ド の 結 合 ブ ロ ッ カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 リ ガ ン ド の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る 同 様 な 方 法 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス の 患 者 に 有 用 で あ
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ろ う 。 I 型 糖 尿 病 の 患 者 に つ い て 、 T 細 胞 は そ れ ら の 自 身 の イ ン ス リ ン 産 生 細 胞 、 膵 臓 ベ
ー タ 細 胞 を 攻 撃 す る 。 mAb ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を 注 射 す る こ と に よ っ て 、 こ の 破 壊 を ブ
ロ ッ ク す る こ と が で き る 。
　 AIDSま た は あ る 型 の flu ウ イ ル ス を 有 す る 患 者 に お け る 末 梢 血 T 細 胞 は H4-1BBを 発 現 し
て い る が 、 通 常 の 患 者 に お け る 同 一 細 胞 は H4-1BBを 発 現 し て い な い 。 し た が っ て 、 4-1BB 
は こ の 免 疫 応 答 に お い て 重 要 で あ る 。 H4-1BBリ ガ ン ド 結 合 の 増 強 ま た は ブ ロ ッ キ ン グ は 、
こ れ ら の 疾 患 を 有 す る 患 者 に お け る T 細 胞 の 調 節 に お い て 重 要 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 図 1 お よ び 図 2 は 、 T 細 胞 活 性 化 に 関 係 す る 分 子 を 図 解 す る 。 初 期 の T 細 胞 活 性 化 （ 認
知 相 ） の 間 に 、 休 止 T 細 胞 は TCR ／ CD3 複 合 体 お よ び 他 の 「 ア ク セ サ リ ー 」 分 子 を 発 現 す
る 。 こ れ ら の 構 成 的 に 発 現 さ れ た 分 子 の 間 で 、 CD4+（ ま た は CD8+） 、 LFA-1 、 お よ び CD28
は 多 分 共 刺 激 シ グ ナ ル を 受 け 取 る も の で あ る 。 TCR ／ CD3 複 合 体 と の 初 期 の 相 互 作 用 と 、
こ れ ら の 「 ア ク セ サ リ ー 」 共 刺 激 シ グ ナ ル と の 組 合 わ せ は 、 追 加 の レ セ プ タ ー 分 子 、 例 え
ば 、 CD28、 CTLA4 、 お よ び 4-1BB の 引 き 続 く 発 現 に 導 く 。 こ れ ら の 新 し く 発 現 さ れ た 分 子
は 、 T 細 胞 活 性 化 の 後 の 段 階 、 例 え ば 、 ク ロ ー ナ ル 発 現 に お い て 追 加 の 重 要 な 共 刺 激 シ グ
ナ ル を 受 け 取 る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 図 3 ～ 図 5 は 、 正 常 の T 細 胞 活 性 化 経 路 を 図 解 す る 。 図 6 ～ 図 8 は 、 4-1BB の 可 溶 性 キ
メ ラ に よ る 免 疫 応 答 の ブ ロ ッ キ ン グ を 図 解 す る 。 4-1BB が T 細 胞 活 性 化 に お い て あ る 役 割
を 演 ず る 場 合 、 抗 原 提 示 細 胞 上 の そ の リ ガ ン ド に 対 す る 相 互 作 用 の ブ ロ ッ キ ン グ は T 細 胞
依 存 性 免 疫 応 答 を 抑 制 さ せ る で あ ろ う 。 CD28と そ の カ ウ ン タ ー - レ セ プ タ ー B7と の 相 互 作
用 の ブ ロ ッ キ ン グ は 、 in vivo の 抗 体 産 生 お よ び 細 胞 仲 介 免 疫 応 答 の 双 方 を 、 変 化 す る 程
度 で 、 抑 制 す る こ と が 適 切 に 証 明 さ れ て い る 。 双 方 の 相 互 作 用 は よ り 有 効 な 免 疫 抑 制 を 生
ず る べ き で あ る ； な ぜ な ら 、 4-1BB は T 細 胞 活 性 化 の 間 に 誘 導 さ れ る か ら で あ る 。 4-1BB 
と そ の リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 の ブ ロ ッ キ ン グ は 、 CD28/B7 の 相 互 作 用 が も は や 無 関 係 で あ
る 、 活 性 化 プ ロ セ ス の 後 の 段 階 に お い て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 マ ウ ス レ セ プ タ ー 4-1BB 、 活 性 化 さ れ た T 細 胞 上 で 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 、 お よ び 上 記
マ ウ ス リ ガ ン ド 4-1BB を 使 用 し て 例 示 さ れ る よ う に 、 H4-1BB-AP の 添 加 は H4-1BBを 発 現 す
る 細 胞 を コ ー テ ィ ン グ し 、 H4-1BBと H4-1BBL と の 間 の 正 常 の 相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク す る で あ
ろ う 。 こ れ は 免 疫 抑 制 に 導 く で あ ろ う 。 こ の 型 の 免 疫 抑 制 は 抗 原 特 異 的 で あ る 。 し た が っ
て 、 そ れ は 抗 － CD3 ま た は シ ク ロ ス ポ リ ン A
の 処 理 に よ り 産 生 さ れ る 一 般 化 免 疫 抑 制 を 回 避 す る 。 H4-1BB-AP の 処 理 を 使 用 し て 、 あ る
種 の 免 疫 疾 患 を 治 療 し 、 器 官 の 移 植 を 促 進 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

　 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 H4-1BBの 一 部 分 は 細 胞 膜 の リ ガ ン ド に 結 合 し 、 そ し て 検 出 タ ン パ
ク 質 に つ い て の 相 対 活 性 の ア ッ セ イ に よ り 、 結 合 を 検 出 す る こ と が で き る 。 融 合 タ ン パ ク
質 は 、 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 H4-1BBを 発 現 す る こ と が 推 測 さ れ る 細 胞 の 存 在 下 に 配 置 さ れ
る 。 次 い で 、 細 胞 を 洗 浄 し て 、 細 胞 膜 の リ ガ ン ド に 結 合 し な い 融 合 タ ン パ ク 質 を 除 去 す る
。 い っ た ん 洗 浄 さ れ た 細 胞 が 検 出 タ ン パ ク 質 の 基 質 の 存 在 下 に 配 置 さ れ る と 、 検 出 タ ン パ
ク 質 の 相 対 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 H4-1BBは T 細 胞 活 性 化 の 後 期 の 段 階 に お い て 機 能 し 、 そ し て T 細 胞 活 性 化 の 完 結 に つ い
て 重 要 な 分 子 で あ ろ う 。 大 部 分 の 腫 瘍 は 腫 瘍 特 異 的 抗 原 を 表 示 す る 。 し か し な が ら 、 免 疫
原 性 腫 瘍 が 宿 主 免 疫 性 か ら 逃 げ る こ と が で き る 1 つ の 理 由 は 、 腫 瘍 反 応 性 T 細 胞 が 不 適 切
な 共 刺 激 を 受 け 取 る こ と で あ る 。 し た が っ て 、 共 刺 激 分 子 、 例 え ば 、 H4-1BBを 腫 瘍 の 中 に
導 入 す る と 、 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る こ と に よ っ て 、 細 胞 障 害 性 T 細 胞 (CTL) の 抗
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結 合 活 性

免 疫 反 応 の 増 強



腫 瘍 免 疫 性 を 増 強 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 細 胞 特 異 的 方 式 で H4-1BBL を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 メ ラ ノ サ イ ト 特 異 的 プ
ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 チ ロ シ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 使 用 し て 、 H4-1BBLを 黒 色 腫 中 で 発 現
さ せ る こ と が で き る 。 H4-1BBL を 発 現 す る 黒 色 腫 は H4-1BBを 通 し て 細 胞 障 害 性 T 細 胞 を 刺
激 し 、 黒 色 腫 特 異 的 CTL を 活 性 化 す る で あ ろ う 。 活 性 化 さ れ た 黒 色 腫 特 異 的 CTL は 次 い で
タ ー ゲ ッ ト 癌 （ 例 え ば 、 黒 色 腫 ） を 破 壊 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 CD28の 刺 激 に お け る H4-1BBの 役 割 を 決 定 す る た め に 、 研 究 を 実 施 し た 。 ま た 、 ヒ ト エ フ
ェ ク タ ー T 細 胞 の 発 生 を 促 進 す る た め に 、 CD28が 追 加 の 共 刺 激 シ グ ナ ル を 必 要 と す る か ど
う か を ま た 研 究 し た 。 そ の 努 力 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン IL-2が Th1 細 胞 中 の IFの 産 生 に お
い て CD28と 共 同 す る こ と は 知 ら れ て い た 。 in vitroに お い て 、 Th1 応 答 の 抗 原 誘 導 プ ラ イ
ミ ン グ の た め に IL-2は 絶 対 的 に は 要 求 さ れ な い が 、 プ ラ イ ミ ン グ の 間 に IL-2が 存 在 す る と
、 IF（ ガ ン マ イ ン タ ー フ ェ ロ ン ） を 産 生 す る 、 抗 原 プ ラ イ ム ド Th1 細 胞 の 能 力 は 増 強 さ れ
る こ と が 決 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 Th1 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る IFは Th1 の 発 生 を 増 幅 し 、 か つ Th2 細 胞 に お け る 増 殖 を 阻 害
す る が 、 Th2 に よ り 産 生 さ れ る IL-4は Th1 細 胞 の 発 生 を ブ ロ ッ ク す る 。 い っ た ん 、 T 細 胞
の 免 疫 応 答 が Th1 ま た は Th2 に 対 し て 発 生 し 始 め る と 、 そ れ は そ の 方 向 に 漸 進 的 に 極 性 化
す る よ う に な る 傾 向 が あ る 。 T 細 胞 の 初 期 の サ イ ト カ イ ン の 分 泌 が 独 立 の 調 節 プ ロ セ ス に
よ り 決 定 さ れ る か ど う か は 不 明 瞭 の ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 T 細 胞 活 性 化 は TCR を 通 し て 供 給 さ れ る シ グ ナ ル 、 お よ び 大 部 分 は CD28を 介 す る 共 刺 激
と 呼 ば れ る 第 2の シ グ ナ ル を 必 要 と す る 。 CD28シ グ ナ ル の 非 存 在 下 に in vitroに お け る 活
性 化 さ れ た T 細 胞 は 、 来 る べ き 抗 原 刺 激 に 対 す る 応 答 を 欠 如 し 、 ア ネ ル ギ ー （ 例 え ば 、 「
ア ネ ル ギ ー 化 さ れ た 」 ） と し て 特 徴 づ け ら れ る 。 ヒ ト T細 胞 を in vitroに お い て 抗 － CD28
で 反 復 的 に 再 活 性 化 し た と き 、 こ の プ ロ セ ス は IL-2の 産 生 を 減 少 さ せ 、 そ し て Th2 様 細 胞
を 産 生 す る よ う に IL-4を 誘 導 し た 。 CD28欠 乏 マ ウ ス に お け る 抗 原 特 異 的 サ イ ト カ イ ン の 産
生 に 対 す る 応 答 の 研 究 に お い て 、 IL-4お よ び 、 よ り 少 な い 程 度 に 、 IFの 産 生 は CD28仲 介 シ
グ ナ ル に よ り 増 強 さ れ る こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 CD28シ グ ナ リ ン グ は ア ポ ト ー シ ス 、 す な わ ち 、 抗 － CD3 活 性 化 ネ ズ ミ お よ び ヒ ト T 細 胞
の 双 方 に お け る 活 性 化 誘 導 細 胞 死 (AICD)と し て 知 ら れ て い る 現 象 、 を 防 止 す る こ と が 最 近
示 さ れ た 。 反 復 し た TCR エ ン ゲ ー ジ メ ン ト は 、 Fas ま た は CD28シ グ ナ リ ン グ に 対 す る 長 時
間 の 非 応 答 性 を 発 現 す る 細 胞 の 蓄 積 を 生 ず る 。 CD28の 応 答 性 の 欠 如 お よ び Fas の 獲 得 は 、
通 常 長 時 間 の 刺 激 後 に 起 こ り 、 エ フ ェ ク タ ー T 細 胞 の 集 団 の 再 活 性 化 を 防 止 す る メ カ ニ ズ
ム を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 長 期 間 の T 細 胞 の 維 持 お よ び エ フ ェ ク タ ー T 細 胞 の 分 化 の た
め 、 AICDか ら 細 胞 を 保 護 す る た め に 、 CD28に 対 す る 追 加 の 共 刺 激 因 子 の 共 エ ン ゲ ー ジ メ ン
ト が 要 求 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 Th2 型 サ イ ト カ イ ン プ ロ フ ィ ル を も つ ヒ ト CD4+お よ び CD8+ク ロ ー ン に よ り 、 CD30分 子 は
優 先 的 に 発 現 さ れ る 。 CD30発 現 と IFの 産 生 と の 間 の 逆 相 関 が 存 在 す る 。 4-1BB お よ び CD30
の 発 現 は 等 し く 活 性 化 依 存 性 で あ り 、 そ し て 主 と し て CD45R0+細 胞 に 制 限 さ れ る 。 4-1BB 
に 対 す る 暴 露 は IL-2産 生 お よ び ネ ズ ミ 脾 T 細 胞 の 増 殖 を 支 持 し た 。 4-1BB は CD4+お よ び CD
8+T 細 胞 の 双 方 上 で 発 現 さ れ 、 そ し て p56lckに 関 連 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 4-1BB は CD28仲 介 共 刺 激 で 調 節 的 役 割 を 演 じ て 、 1 型 細 胞 の 発 生 を
特 異 的 に 促 進 し 、 か つ AICDを 防 止 す る 。 4-1BB 仲 介 1 型 応 答 は CD30陽 性 細 胞 に お い て 観 察
さ れ な か っ た 。 現 在 の 結 果 が 示 す よ う に 、 そ れ ら の 発 現 が 相 互 に 独 占 的 で あ る 、 4-1BB お

10

20

30

40

50

(17) JP 2007-84562 A 2007.4.5

実 施 例 3.1型 サ イ ト カ イ ン を 促 進 す る C ヒ ト H4-1BBに よ る CD28の 共 刺 激



よ び CD30は 、 1 型 お よ び 2 型 の 発 生 の 均 衡 を 調 節 す る よ う に 反 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 4-1BB を 使 用 し て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の た め に T 細 胞 上 で 4-
1BB を 結 合 し か つ 4-1BB を 染 色 し た 。 抗 － CD28、 mAb9.3（ マ ウ ス IgG2） は Carl H.June 博
士 か ら 提 供 さ れ 、 そ し て CD28.2( マ ウ ス IgG1) を Pharmingen(カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ
エ ゴ ） か ら 購 入 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ヒ ト CD3 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (OKT3、 マ ウ ス IgG1) を オ ル ト ・ ダ イ ア グ ノ ス チ
ッ ク （ Ortho Diagnsotic)(マ サ チ ュ セ ッ ツ 州 ウ ェ ス ト ウ ッ ド ） か ら 購 入 し た 。 フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー の た め の 二 次 架 橋 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(H+L)、 お よ び 抗 マ ウ ス IgG1-FITC を 、 そ れ
ぞ れ 、 ザ イ ム ド （ Zymed ） ( カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ウ ス サ ン フ ラ ン シ ス コ ) お よ び サ ザ ー ン
・ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー ・ ア ソ シ エ ー ツ ( ア ラ バ マ 州 バ ー ビ ン ガ ム ) か ら 購 入 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 抗 IF- フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)、 抗 IL-4-PE 、 抗 CD4-Cy- ク ロ ー ム 、 お よ び PE標 識 化 マ ウ
ス IgG1イ ソ 型 対 照 (MOPC-21) を フ ァ ー ミ ン ゲ ン (PharMingen)か ら 購 入 し た 。 4-1BBFc 、 す
な わ ち 、 ヒ ト IgG(38) の Fc領 域 に 結 合 し た ヒ ト 4-1BB の 細 胞 外 部 分 か ら 成 る 融 合 タ ン パ ク
質 は 、 イ ム ネ ッ ク ス (Immunex)(ワ シ ン ト ン 州 シ ア ト ル ） か ら 入 手 し た 。 ア イ ソ ト ー プ 対 照
マ ウ ス IgG を シ グ マ (Sigma)(ミ ゾ リ ー 州 セ ン ト ル イ ス ) か ら 購 入 し た 。 T ヘ ル パ ー 細 胞 を
単 離 す る た め の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び 補 体 の プ レ ミ ッ ク ス カ ク テ ル (LymphoKwik)を
ワ ン ・ ラ ム ダ (One Lambda)( カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ノ ガ パ ー ク ) か ら 購 入 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Histopaque-1077(Sigma)密 度 遠 心 に よ り 、 ヒ ト PBMCを 健 康 な ド ナ ー の バ ッ フ ィ ー コ ー ト
か ら 単 離 し た 。 対 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 補 体 に よ り PBMCか ら CD8+T 細 胞 、 B 細
胞 、 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 を 消 耗 さ せ る こ と に よ っ て 、 CD4+T 細 胞 を 精 製 し た 。 CD4+
T 細 胞 の 純 度 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に よ り 測 定 し て 、 約 85％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 1 × 10 6 細 胞 /ml の 精 製 さ れ た T 細 胞 ま た は PBMCを 5 μ g/mlの フ ィ ト ヘ ム ア グ ル チ ニ ン (
PHA、 Calbiochem) で 4 日 間 活 性 化 し 、 次 い で PHA を 洗 浄 除 去 し 、 引 き 続 い て 100 μ l/ml
の IL-2の 存 在 下 に 次 に 続 く 実 験 に 依 存 し て 3 ～ 10日 間 拡 張 し 、 3 日 毎 に 新 鮮 な IL-2で 置 換
し た 。 >95 ％ の T 細 胞 を 含 む 生 ず る 細 胞 を 以 後 「 PHA/IL-2細 胞 」 と 呼 ぶ 。 増 殖 ア ッ セ イ の
た め に 、 す べ て の ク ラ ス タ ー 化 PHA 芽 細 胞 が 完 全 に 分 散 す る よ う に な る ま で 、 細 胞 を 10日
間 IL-2中 で 培 養 し 、 再 活 性 化 前 に 細 胞 サ イ ズ を 減 少 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 イ ソ 型 対 照 マ ウ ス IgG1(MOPC-21) 、 ま た は 4-1BB に 対 す る 追 加 の 抗 体 、 CD3 の 存 在 下 に
CD28に 対 す る 抗 体 ま た は 2 つ の 抗 体 の 組 合 わ せ で 、 各 々 10μ g/mlに お い て 、 4 ℃ に お い て
一 夜 被 覆 し た プ レ ー ト (Costar、 マ サ チ ュ セ ッ ツ 州 ケ ン ブ リ ッ ジ ) 中 に お い て 、 精 製 さ れ
た CD4+T 細 胞 ま た は PBMCか ら の PHA/IL-2細 胞 を 5 倍 過 剰 の ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG の 存 在 下 に 1 
μ g/mlの 可 溶 性 抗 － CD3 mAb で 再 活 性 化 し た 。 3 ～ 5 日 間 抗 － CD3 で 活 性 化 し た 後 、 同 一
方 法 に お い て 抗 体 で 被 覆 し た 新 し い プ レ ー ト に 細 胞 を 移 し 、 必 要 に 応 じ て 、 他 の 活 性 化 サ
イ ク ル を 反 復 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 イ ソ 型 対 照 マ ウ ス IgG1、 抗 4-1BB 、 抗 － CD28、 お よ び 抗 4-1BB と 抗 － CD28と の 組 合 わ せ
で 、 10μ g/mlの 各 抗 体 に お い て 、 被 覆 し た 24ウ ェ ル の プ レ ー ト 中 で PHA/IL-2細 胞 を 抗 － CD
3 で 再 活 性 化 し た 後 、 コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ し た 培 地 を 収 集 し て 、 IL-2、 IF、 TNF-α 、 IL-4
、 お よ び TGF-β を 測 定 し た 。 サ イ ト カ イ ン IL-2を IL-2依 存 性 細 胞 系 統 、 CTLL-2に よ り ア ッ
セ イ し 、 そ し て サ イ ト カ イ ン の 残 部 を 商 業 的 に 入 手 可 能 な ELISA キ ッ ト に よ り 測 定 し た ；
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IF(Endogen) 、 TNF-α (Genzyme) 、 IL-4お よ び TGF-β (Rお よ び D Systems)。
【 ０ １ ０ １ 】

　 一 次 T 細 胞 を 、 前 述 し た よ う に 、 3 つ の 連 続 的 サ イ ク ル に よ り 反 復 的 に 活 性 化 し た 。 各
3 サ イ ク ル の 抗 － CD3 活 性 化 後 、 細 胞 を 収 集 し 、 １ μ g/mlの 抗 － CD3 お よ び 5 μ g/mlの 架
橋 性 抗 マ ウ ス IgG に よ り 再 活 性 化 し て 、 96ウ ェ ル の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (5× 104 細
胞 /200μ l/ウ ェ ル ) 中 の 抗 － CD3 仲 介 TCR 活 性 化 に お い て 、 固 定 化 抗 － CD28ま た は 抗 4-1B
B ま た は 双 方 の 抗 体 に 対 す る 応 答 性 を 測 定 し た 。 追 加 の 抗 4-1BB(10μ g/ml) の 存 在 ま た は
非 存 在 下 に 表 示 し た 濃 度 の 抗 － CD28を 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS) 中 で 96ウ ェ ル の プ
レ ー ト 上 に 4 ℃ に お い て 一 夜 被 覆 し た 。 [！ 3H]チ ミ ジ ン の 組 込 み を 3 日 の 培 養 の 最 後 の 6 
時 間 の 間 測 定 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 4-1BB の 発 現 を 測 定 す る た め に 、 異 な る 共 刺 激 条 件 下 に 再 活 性 化 さ れ た ほ ぼ 2
× 10 6 細 胞 を 洗 浄 し 、 100 μ l の 染 色 溶 液 (1％ の BSA を 含 有 す る PBS ） 中 の 2 μ g/mlの 抗 4
-1BB の 中 に 懸 濁 さ せ 、 4 ℃ に お い て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 引 き 続 い て 細 胞 を 3 回
洗 浄 し 、 200 μ l の 1 μ g/mlの FITC結 合 抗 マ ウ ス IgG1の 中 に 再 懸 濁 さ せ 、 30分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 洗 浄 後 、 FACScan(Becton Dickinson、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 マ ウ ン テ ン ビ ュ ー ) 上 の フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー 分 析 前 に 、 試 料 を 1 ％ の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し た 。 前 方 向 ／ 側 面
の 散 乱 プ ロ フ ィ ル に 基 づ い て 、 ゲ ー ト を 生 き て い る 細 胞 に つ い て 設 定 し た 。 各 場 合 に お い
て 、 少 な く と も 10,000の 事 象 を 各 試 料 に つ い て 収 集 し た 。 細 胞 内 IFお よ び IL-4の レ ベ ル を
測 定 す る た め に 、 製 造 業 者 が 推 奨 す る プ ロ ト コ ル に 従 っ た ( 引 用 す る こ と に よ っ て 本 明 細
書 の 一 部 と さ れ る ) 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 PHA で 活 性 化 さ れ た PBMCを 、 抗 4-1BB の 存 在 ま た は 非 存 在 下 に 、 抗 － CD3 お よ び 抗 － CD
28に よ り 3 日 間 反 復 的 に 活 性 化 し 、 収 集 し 、 洗 浄 し 、 そ れ ぞ れ 前 述 し た よ う に 、 表 面 の 4-
1BB お よ び CD30を 抗 4-1BB-FITCお よ び 抗 － CD30-FITC で 染 色 し た 。 4-1BB お よ び CD30を 同
定 す る た め に 、 4-1BB に つ い て 抗 4-1BB-ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -PE を 使 用 し
か つ CD30に つ い て 抗 － CD30-FITC を 使 用 す る 2 色 の 染 色 を 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 細 胞 を 4 ％ の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 そ し て 0.1 ％ の サ ポ ニ ン で 透 過 性 化 し た
後 、 細 胞 を さ ら に 0.1 ％ の サ ポ ニ ン 中 で 1 μ g/mlの IF-PE ま た は IL-4-PE で 染 色 し た 。 細
胞 を 最 後 に 1 ％ の BSA を 含 有 す る PBS の 中 に 再 懸 濁 さ せ 、 そ し て FACScan に よ り 2 色 染 色
さ れ た 表 面 の マ ー カ ー お よ び 細 胞 内 の サ イ ト カ イ ン に つ い て 分 析 し た 。 あ る 場 合 に お い て
、 細 胞 内 染 色 前 に 細 胞 を 4-1BB ま た は CD30に 加 え て CD4 に つ い て 抗 CD4-Cy- ク ロ ー ム で 染
色 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
結 果
　 そ れ 自 身 の シ グ ナ ル ( 例 え ば 、 陽 性 フ ィ ー ド バ ッ ク ル ー プ ) に よ り 反 復 的 に 活 性 化 し た
後 、 4-1BB の 最 大 の 発 現 が 見 ら れ た 。 CD28は ナ イ ー ブ お よ び メ モ リ ー T細 胞 の 大 部 分 上 で
発 現 さ れ る 。 CD28、 4-1BB と 対 照 的 に 、 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア か ら 新 し く 調 製 さ れ た ナ イ ー
ブ T 細 胞 に お い て 、 他 の 細 胞 表 面 の 分 子 は 検 出 さ れ な か っ た 。 ま た 、 ヒ ト T 細 胞 上 の 最 大
の 4-1BB の 発 現 に つ い て の 活 性 化 条 件 を 研 究 し た 。 4-1BB の 発 現 は PHA ま た は 抗 － CD3 刺
激 に よ り 誘 導 さ れ 、 最 大 の プ ラ ト ー レ ベ ル は 3 ま た は 4 日 後 で あ っ た 。 ピ ー ク に お い て 、
T 細 胞 の 20％ よ り 小 は 4-1BB 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 PHA 刺 激 後 、 10日 間 IL-2(100u/ml) 中 で 休 止 さ せ る と (PHA/IL-2 細 胞 と 呼 ぶ )
、 4-1BB の 発 現 は T 細 胞 陽 性 の 5 ％ よ り 低 く 減 少 し た 。 抗 4-1BB の 存 在 ま た は 非 存 在 下 の

10

20

30

40

50

(19) JP 2007-84562 A 2007.4.5

細 胞 増 殖 ア ッ セ イ

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー



抗 － CD3 お よ び 抗 － CD28に よ る PHA/IL-2細 胞 の 再 活 性 化 は 、 4-1BB を 顕 著 に 増 加 さ せ た 。
T 細 胞 の 50％ よ り 多 は 3 日 で 4-1BB 陽 性 と な っ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 高 い 4-1BB の 発 現 は 一 時 的 で あ り 、 そ し て 再 活 性 化 の 次 の サ イ ク ル の た め の 抗 － CD28単
独 を 使 用 す る 連 続 的 抗 － CD3 の 再 活 性 化 は 4-1BB の 発 現 を 維 持 せ ず 、 10％ よ り 少 な い 4-1B
B 陽 性 細 胞 を 生 じ た 。 対 照 的 に 、 抗 － CD28共 刺 激 と の 4-1BB 共 エ ン ゲ ー ジ メ ン ト は 劇 的 の
差 を 生 じ 、 反 復 し た 活 性 化 で 60％ よ り 高 い 4-1BB 発 現 の 増 加 に 導 い た 。 こ の 発 見 が 示 す よ
う に 、 高 い 4-1BB 発 現 は CD28お よ び 4-1BB の 双 方 か ら の 共 刺 激 シ グ ナ ル を 使 用 す る 反 復 し
た TCR 活 性 化 を 必 要 と す る 。 CD28が 関 与 し な い 4-1BB 共 刺 激 を 使 用 す る 抗 － CD3 活 性 化 は
4-1BB の 誘 導 で 適 度 の 作 用 の み を 生 じ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 4-1BB シ グ ナ ル は そ れ 自 身 の 発 現 に お い て 重 要 な 役 割 を 演 じ 、 CD28は 本 質
的 に 止 ま る す る こ と が 決 定 さ れ た 。 CD28を 使 用 す る そ れ 自 身 の シ グ ナ ル の 共 刺 激 に よ り 引
き 起 こ さ れ る 、 高 い 4-1BB 発 現 は 、 in vivo に お け る 反 復 抗 原 投 与 の 間 の 積 極 的 フ ィ ー ド
バ ッ ク の ル ー プ を 通 し て 4-1BB を 発 現 す る T 細 胞 に 極 性 化 す る 手 段 を 提 供 す る こ と が で き
る 。 4-1BB シ グ ナ ル は 、 1 型 サ イ ト カ イ ン 産 生 を 増 強 す る が 、 2 型 サ イ ト カ イ ン 産 生 を 抑
制 す る よ う に 、 CD28共 刺 激 を 調 節 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 4-1BB 、 ま た は CD28、 ま た は 4-1BB と CD28と の 組 合 せ に 対 す る 共 刺 激 抗 体 を 使 用 し て 抗
－ CD3 に よ り 、 PHA/IL-2細 胞 を 再 活 性 化 し た 。 3 日 の 再 活 性 化 後 の コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ さ
れ る 培 地 の 中 に 分 泌 し た サ イ ト カ イ ン を ア ッ セ イ し た 。 そ れ 以 来 4-1BB は CD4+お よ び CD8+
細 胞 の 双 方 に お い て 誘 導 さ れ る 。 CD4+お よ び CD8+T 細 胞 の エ フ ェ ク タ ー 表 現 型 に 与 え ら れ
た 表 示 は 、 Th1 ま た は Th2 の 代 わ り に 、 そ れ ぞ れ 、 集 合 的 に 1 型 お よ び 2 型 で あ っ た 。 4-
1BB シ グ ナ ル は IL-2、 TNF-α 、 お よ び IF（ こ れ ら は 主 と し て 1 型 サ イ ト カ イ ン と し て 分 類
さ れ る ） を CD28共 刺 激 単 独 に よ り 誘 導 さ れ た レ ベ ル よ り も 数 倍 高 く 増 強 し た 。 誘 導 さ れ た
サ イ ト カ イ ン の 間 で 、 IF( ガ ン マ イ ン タ ー フ ェ ロ ン ) は 4-1BB に よ り 最 も 有 意 に 増 強 さ れ
た (7.3倍 ) 。
【 ０ １ １ １ 】
　 CD28共 刺 激 を 使 用 し な い 、 4-1BB 単 独 は 、 有 意 な 作 用 を 示 さ な か っ た 。 CD28に 対 す る 追
加 の 4-1BB シ グ ナ ル は そ の 代 わ り に IL-4、 2 型 サ イ ト カ イ ン お よ び TGF-β を 、 よ り 少 な い
程 度 に 、 CD28共 刺 激 単 独 に よ り 誘 導 さ れ る レ ベ ル よ り も 下 に 増 強 し た こ と は 驚 く べ き こ と
で あ っ た 。 4-1BB シ グ ナ ル は 、 投 与 量 依 存 的 方 法 で CD28仲 介 IL-4産 生 を 抑 制 し た 。 こ の 結
果 が 示 す よ う に 、 CD28共 刺 激 と 共 エ ン ゲ ー ジ (co-engage) す る と き と よ う に 、 4-1BB は 特
異 的 に 1 型 サ イ ト カ イ ン 産 生 を 誘 導 し か つ 2 型 サ イ ト カ イ ン 産 生 を 抑 制 す る こ と に お い て
調 節 的 役 割 を 演 ず る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 4-1BB シ グ ナ ル は 、 も っ ぱ ら CD30陰 性 細 胞 に お い て 、 IF産 生 細 胞 集 団 を 拡 張 し た 。 4-1B
B シ グ ナ リ ン グ に よ る 同 時 の 1 型 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 増 強 お よ び 2 型 サ イ ト カ イ ン 産 生 の
抑 制 は 、 共 刺 激 に お け る CD28と の 4-1BB の 共 エ ン ゲ ー ジ メ ン ト が 1 型 サ ブ セ ッ ト T 細 胞 の
発 生 の 誘 導 に 実 際 に 関 係 す る か ど う か に 関 す る 検 査 を 刺 激 し た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に
よ り 細 胞 内 IFを 検 出 す る こ と に よ っ て 、 IF産 生 細 胞 が 単 細 胞 レ ベ ル に お い て 同 定 さ れ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 PHA/IL-2細 胞 は 、 抗 － CD3 お よ び 抗 － CD28で 再 活 性 化 す る と き 、 全 体 の 集 団 の 3 ％ に お
い て IF産 生 細 胞 を 産 生 し た 。 追 加 の 抗 4-1BB を 使 用 し て 抗 － CD3 お よ び 抗 － CD28で 再 活 性
化 し た 同 一 細 胞 は 、 集 団 の 15％ よ り 多 く 、 IF産 生 細 胞 を 増 加 し た 。 し た が っ て 、 共 刺 激 に
お い て CD28に 対 す る 4-1BB の 共 エ ン ゲ ー ジ メ ン ト の 結 果 と し て 、 培 地 中 の IFの 増 強 は IF産
生 細 胞 の 増 加 に 帰 属 さ せ る こ と が で き る 。 IF産 生 細 胞 は 直 接 的 に 4-1BB シ グ ナ ル に よ り 、
あ る い は 間 接 的 に 促 進 さ れ た サ イ ト カ イ ン に よ り 、 あ る い は 双 方 の 組 合 わ せ に よ り 発 生 さ
れ た か ど う か は 未 知 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
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　 抗 4-1BB に よ り 発 生 し た IF産 生 細 胞 は 、 2 つ の 表 面 マ ー カ ー 、 4-1BB お よ び CD30、 他 の
誘 導 可 能 な 分 子 に よ り さ ら に 同 定 さ れ 、 こ こ で 誘 導 可 能 な 分 子 は TNF レ セ プ タ ー の ス ー パ
ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と し て 4-1BB に 対 す る 構 造 的 相 同 性 を 有 す る 。 他 の 研 究 者 ら は 潜
在 的 Th2 マ ー カ ー と し て CD30を 提 案 し た 。 IF産 生 細 胞 の 大 部 分 は 4-1BB 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 4-1BB と 逆 に 、 同 一 IF産 生 細 胞 は 主 と し て CD30陰 性 で あ る よ う に 見 え た 。 こ れ ら の 結 果
が 示 す よ う に 、 多 分 1 型 サ ブ セ ッ ト 特 異 的 4-1BB の 発 現 の た め に 、 特 異 的 に IF産 生 で あ る
が 、 CD30陰 性 で あ る 細 胞 の 拡 張 に 4-1BB シ グ ナ ル は 関 係 す る 。 傾 斜 し た 円 錐 形 パ タ ー ン に
よ り ド ッ ト プ ロ ッ ト で 発 現 さ れ る よ う に 、 細 胞 内 IFの 強 度 と 表 面 の 4-1BB 発 現 と の 間 の 積
極 的 相 関 が ま た 見 出 さ れ た 。 IFお よ び 4-1BB発 現 の 積 極 的 相 関 は 、 4-1BB シ グ ナ ル が 新 規
な IF機 能 、 な ら び に IF産 生 細 胞 の 発 現 に 直 接 的 に 関 係 す る と い う 見 解 を 支 持 す る 。 4-1BB 
タ ン パ ク 質 は 、 IL-4産 生 細 胞 上 で は な く 、 IF産 生 細 胞 上 の 優 先 的 に 発 現 さ れ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 4-1BB 誘 導 IF産 生 細 胞 は CD30を 欠 如 し た の で 、 4-1BB 発 現 が 1 型 表 現 型 を も つ 細 胞 の も
っ ぱ ら 制 限 さ れ る か ど う か を 次 の 検 査 し た 。 こ の 開 示 の 目 的 で 、 ガ ン マ イ ン タ ー フ ェ ロ ン
お よ び IL-4サ イ ト カ イ ン を 、 そ れ ぞ れ 、 1 型 お よ び 2 型 表 現 型 の た め の 代 表 的 な マ ー カ ー
サ イ ト カ イ ン と し て 選 択 し 、 そ し て 2 つ の サ ブ セ ッ ト 集 団 に お い て 4-1BB 発 現 の レ ベ ル を
比 較 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 PHA/IL-2細 胞 を 抗 － CD28お よ び 抗 4-1BB を 使 用 し て 抗 － CD3 に よ り 3 日 間 再 活 性 化 し 、
表 面 の 4-1BB に つ い て 染 色 し 、 引 き 続 い て マ ー カ ー サ イ ト カ イ ン 、 IFま た は IL-4で 同 定 し
た 。 IF陽 性 お よ び IL-4陽 性 の 細 胞 に つ い て ゲ ー ト ア ウ ト し た 集 団 に お け る 4-1BB の 発 現 レ
ベ ル を 比 較 し た 。 IF産 生 細 胞 と IL-4産 生 細 胞 と の 間 に 4-1BB の 発 現 レ ベ ル の 有 意 差 が 見 出
さ れ た 。 4-1BB 発 現 は 、 IL-4産 生 細 胞 (22.7％ ) に 比 較 し て IF陽 性 細 胞 (61.7 ％ ) に お い
て 高 度 に 富 ん で い た 。 こ れ ら の 結 果 が 示 す よ う に 、 4-1BB は ラ ン ダ ム で は な く 、 1 型 サ ブ
セ ッ ト 細 胞 上 で 優 先 的 に 発 現 さ れ る 。 4-1BB お よ び CD30は 発 現 に お い て 相 互 に 独 占 的 で あ
る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 結 果 が 示 す よ う に 、 IF産 生 細 胞 上 の 優 先 的 4-1BB 発 現 お よ び IF産 生 を 誘 導 す る そ の 能 力
を ベ ー ス と し て 、 4-1BB は 1 型 T 細 胞 の 分 化 を 仲 介 す る 。 他 方 に お い て 、 他 の グ ル ー プ は
CD30が Th2 マ ー カ ー ま た は IL-4応 答 の マ ー カ ー で あ る こ と を 証 明 し た 。 ま た 、 4-1BB お よ
び CD30の 発 現 が T 細 胞 集 団 の 2 つ の 異 な る サ ブ セ ッ ト に も っ ぱ ら 分 割 さ れ る か ど う か を 検
査 し た 。 2 色 染 色 を 使 用 す る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 、 CD4+T 細 胞 に お け る 4-1BB お
よ び CD30の 表 面 の 発 現 を 分 析 し た 。 CD4+細 胞 上 お よ び 95％ よ り 高 く CD8+で あ る CD4-細 胞 上
で 、 4-1BB お よ び CD30の 双 方 は 発 現 さ れ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 4-1BB は CD8+細 胞 上 で 主 と し て 発 現 さ れ る の で 、 CD8+細 胞 に お け る 4-1BB お よ び CD30の
発 現 の 相 関 を 分 析 し た 。 4-1BB お よ び CD30を 発 現 す る 細 胞 は 大 き く 2 つ の 別 々 の グ ル ー プ
に 分 割 さ れ 、 わ ず か に 小 さ い 細 胞 の 集 団 が 4-1BB お よ び CD30の 双 方 を 共 有 し た 。 ま た 、 こ
れ ら の CD4+細 胞 は 同 様 な 4-1BB お よ び CD30の 発 現 パ タ ー ン を 発 生 し 、 互 い に 対 し て 発 現 は
相 互 に 独 占 的 で あ る 。 こ れ ら の 結 果 が 証 明 す る よ う に 、 4-1BB お よ び CD30は T 細 胞 上 の 発
現 が 相 互 に 独 占 的 で あ り 、 そ し て 2つ の 分 子 の 相 互 の こ の 独 占 性 は CD4+お よ び CD8+細 胞 の
間 に お け る そ れ ら の 示 差 的 優 勢 か ら 生 じ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】

　 4-1BB お よ び CD30の 双 方 が 細 胞 表 面 の 分 子 で あ る こ と を 考 慮 し て 、 CD30産 生 細 胞 集 団 の
発 生 に お け る 4-1BB と CD30と の 間 の 交 差 調 節 の 可 能 性 を 検 査 し た 。 こ れ を 実 施 す る た め に
、 4-1BB ま た は CD30の シ グ ナ リ ン グ に 応 答 す る 初 期 の 活 性 化 の 間 に 、 CD30を 発 現 す る 細 胞
の 発 生 レ ベ ル を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 測 定 し た 。 抗 － CD3 お よ び 抗 － CD28と 、 4-1B
B お よ び CD30、 ま た は 4-1BB お よ び CD30の 双 方 に 対 す る 追 加 の 抗 体 と の 組 合 わ せ で 、 PHA 
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活 性 化 し た (2日 間 )PBMC を 直 ち に 2日 間 再 活 性 化 し た 。 4-1BB お よ び CD30の シ グ ナ リ ン グ
は 、 CD30産 生 細 胞 の 発 生 レ ベ ル に お い て 互 い に 反 作 用 す る こ と が 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 明 ら か な よ う に 、 4-1BB の シ グ ナ リ ン グ は 、 CD28単 独 で 再 活 性 化 し た 細 胞 の レ ベ ル よ り
下 に 、 CD30レ ベ ル を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト し た 。 CD30の シ グ ナ リ ン グ は 、 4-1BB が 4-1BB 発
現 を 誘 導 す る の と 正 確 に 同 一 の 方 法 に お い て 、 CD30陽 性 細 胞 集 団 を 増 加 し た 。 4-1BB お よ
び CD30の 双 方 の シ グ ナ ル が 存 在 し た と き 、 4-1BB シ グ ナ ル は CD30の 作 用 を 逆 転 し た 。 4-1B
B お よ び CD30の シ グ ナ リ ン グ は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト の サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 、 IFお よ び IL-4
を 解 放 し て 対 応 分 子 で 細 胞 集 団 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る こ と に よ っ て 、 互 い の 機 能 を 交
差 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 こ れ ら の 結 果 が 支 持 す る よ う に 、 4-1BB お よ び CD30は 、 サ ブ セ ッ ト 細 胞 が そ れ ら 自 身 の
分 子 を 発 現 す る と き そ れ ら の 細 胞 を 主 と し て 維 持 す る こ と が で き る 。 反 復 し た TCR 活 性 化
の 間 の 4-1BB お よ び CD30と CD28と の 共 エ ン ゲ ー ジ メ ン ト の 調 節 は 、 1 型 お よ び 2 型 の 発 生
を 極 性 化 す る 他 の コ ン ト ロ ー ル メ カ ニ ズ ム を 提 供 す る こ と が で き る 。 4-1BB シ グ ナ ル と CD
28共 刺 激 と の 共 エ ン ゲ ー ジ メ ン ト は 、 反 復 し た 抗 － CD3 活 性 化 の 間 の 増 殖 を 維 持 す る た め
に 重 大 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ま た 、 高 い 投 与 量 の 可 溶 性 抗 － CD3 に よ る 以 前 に 活 性 化 さ れ た 細 胞 の 多 サ イ ク ル の 再 活
性 化 後 、 有 意 な 細 胞 の 死 が 見 ら れ る こ と が 発 見 さ れ た 。 こ れ は 実 質 的 な 量 の 抗 － CD28の 存
在 に お い て さ え 真 実 で あ っ た 。 抗 原 、 お よ び 細 胞 周 期 の 進 行 の た め の 高 い 濃 度 の IL-2に 対
す る 強 い 初 期 の 増 殖 的 応 答 後 、 TCR の 再 エ ン ゲ ー ジ メ ン ト は ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た と い
う 他 の 研 究 者 ら に よ る 最 近 の 報 告 と 、 こ れ ら の 結 果 は 一 致 す る 。 特 に 高 い 投 与 量 の IL-2に
対 す る 暴 露 後 に お け る 、 反 復 し た in vitro活 性 化 の 結 果 の 1 つ は 、 CD28共 刺 激 に 対 す る 応
答 性 の 段 階 的 減 少 で あ る 。 反 復 し た TCR 活 性 化 、 す な わ ち 、 細 胞 死 の た め の 条 件 は 、 そ の
代 わ り に 、 4-1BB発 現 を 誘 導 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 し た が っ て 、 連 続 的 再 活 性 化 は 、 CD28シ グ ナ リ ン グ の 非 存 在 に お い て さ え 、 不 可 逆 的 損
傷 を 引 き 起 こ し 、 ア ポ ト ー シ ス に 導 き 、 そ し て 4-1BB と CD28と の 共 エ ン ゲ ー ジ メ ン ト は 抗
－ CD3 再 活 性 化 推 進 ア ポ ト ー シ ス を 防 止 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 抗 － CD3 お よ び
抗 － CD28に よ る in vitroの 反 復 し た 活 性 化 の 間 に お け る 、 細 胞 の 増 殖 活 性 に 対 す る 4-1BB 
の 作 用 を 研 究 し た 。 PHA 活 性 化 T 細 胞 は 、 T細 胞 の 芽 細 胞 が よ り 小 さ い 細 胞 サ イ ズ に 戻 る
ま で 10日 間 IL-2刺 激 し た 後 、 4-1BB共 エ ン ゲ ー ジ メ ン ト の 存 在 ま た は 非 存 在 下 に 、 抗 － CD3
 お よ び 抗 － CD28に よ り 連 続 的 に 再 活 性 化 し た 。 3 サ イ ク ル の 再 活 性 化 の 各 々 の 後 、 追 加
の 10μ g/mlの 抗 4-1BB の 存 在 ま た は 非 存 在 下 に 、 0.01か ら 10μ g/mlま で の 連 続 希 釈 し た 抗
－ CD28で 被 覆 し た 96ウ ェ ル の プ レ ー ト 中 で 、 細 胞 を 再 び 抗 － CD3 で 再 活 性 化 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 [！ 3H]チ ミ ジ ン の 組 込 み の 測 定 に よ り 、 細 胞 を 増 殖 活 性 に つ い て 検 査 し た 。 再 活 性 化 サ
イ ク ル の 数 が 進 行 す る に つ れ て 、 飽 和 抗 － CD28濃 度 を 使 用 し て さ え 、 細 胞 は 抗 － CD28に 対
す る 応 答 性 を 減 少 さ せ 、 よ り 低 い 最 大 増 殖 プ ラ ト ー を 生 じ た 。 第 3 サ イ ク ル の 再 活 性 化 後
、 T 細 胞 は 抗 － CD28単 独 に 対 し て め っ た に 応 答 し な か っ た 。 し か し な が ら 、 CD28と の 4-1B
B の 共 エ ン ゲ ー ジ メ ン ト は 、 欠 陥 の あ る 増 殖 を 克 服 に お い て 劇 的 作 用 を 発 揮 し 、 な ら び に
最 大 の 発 現 プ ラ ト ー を 完 全 に 回 復 し た 。 4-1BB シ グ ナ ル 単 独 は 強 い レ ベ ル の 発 現 を 示 す こ
と が で き な か っ た 。 4-1BB の 作 用 は 機 能 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 4-1BBFc 、 4-1BB の 可 溶 性 形
態 （ そ れ を 再 活 性 化 に 含 め る と き 、 抗 4-1BB の 特 異 性 を 示 す ） に よ り ブ ロ ッ ク さ れ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 抗 － CD28の 応 答 が 抗 － CD28の 反 復 し た 活 性 化 に よ り 弱 化 し た 後 、 最 も 有 意 な 4-1BB の 作
用 が 観 測 さ れ た の で 、 4-1BB 応 答 の 主 要 な 機 能 の 1 つ は 、 連 続 的 な 高 い 投 与 量 の 抗 原 の 再
チ ャ レ ン ジ の 間 に お け る CD28と の 相 乗 的 共 同 に よ り 、 ク ロ ー ナ ル 拡 張 を 維 持 す る こ と で あ
る よ う に 思 わ れ る 。
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【 ０ １ ２ ７ 】

　 細 胞 増 殖 お よ び 死 の 事 象 は 反 復 し た in vitroの CD-3活 性 化 の 間 に 同 時 に 起 こ っ た の で 、
細 胞 周 期 の 進 行 お よ び ア ポ ト ー シ ス の 事 象 に 対 す る 4-1BB シ グ ナ ル の 作 用 を 決 定 し た 。 こ
れ は ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム で 染 色 さ れ た DNA を 測 定 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ た 。 染 色 は 再
活 性 化 の 間 に 実 施 さ れ た 。
　 細 胞 周 期 お よ び AICDの 間 の ア ポ ト ー シ ス の 状 態 に 対 す る 4-1BB シ グ ナ ル の ト ラ ン ス ダ ク
シ ョ ン の 作 用 を 検 査 す る た め に 、 PHA/IL-2細 胞 を 抗 － CD3 、 抗 － CD28、 ま た は 抗 4-1BB 単
独 で 、 あ る い は 双 方 の 抗 体 の 組 合 わ せ で 、 2 サ イ ク ル で 3 日 間 再 活 性 化 し た 。 ヨ ウ 化 プ ロ
ピ ジ ウ ム で 染 色 し た 細 胞 の DNA 含 量 を 、 ModFitソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム に よ り 分 析 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 以 前 の 増 殖 結 果 と 一 致 し て 、 抗 － CD28ま た は 抗 4-1BB の 結 合 単 独 は S 期 に お い て 有 意 な
細 胞 集 団 を 発 生 し な か っ た (10 ％ よ り 少 な い ) が 、 比 較 的 高 い 画 分 が サ ブ G 期 に お い て 存
在 し 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 表 す と 推 定 さ れ た 。 4-1BB お よ び CD28の 同 時 の 結 合 は S 期 に お
い て 細 胞 集 団 を 劇 的 に 増 加 さ せ (40 ％ よ り 高 い ) 、 付 随 的 に サ ブ G 期 の 細 胞 を 減 少 さ せ た
。 こ れ ら の 結 果 が 示 す よ う に 、 4-1BB と CD28と の 間 の 追 加 の 共 刺 激 は 、 G1/S期 の 移 行 を 通
し て 細 胞 の 進 行 を 増 強 す る た め に ば か り で な く 、 か つ ま た 慢 性 的 刺 激 の 間 の ア ポ ト ー シ ス
細 胞 死 を 防 止 す る た め に 必 須 で あ っ た 。 4-1BB 分 子 は 、 CD28と 共 同 し て 1 型 サ ブ セ ッ ト の
発 生 を 促 進 す る た め の 、 調 節 共 刺 激 分 子 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 す る デ ー タ は 、 T 細 胞 の 活 性 化 の 2 工 程 の モ デ ル を 支 持 す る 。 第 1 工 程
に お い て 、 T 細 胞 の 活 性 化 は TCR を 介 す る 抗 原 の シ グ ナ ル と の 共 刺 激 シ グ ナ ル と し て CD28
-B7 の 認 識 を 包 含 す る 。 一 次 T 細 胞 活 性 化 の 結 果 と し て 、 活 性 化 さ れ た T 細 胞 は 二 次 認 知
依 存 的 認 識 の 中 に 入 る こ と が で き る 。 活 性 化 さ れ た APC に よ り 提 供 さ れ る 、 新 規 な 調 節 細
胞 表 面 の 分 子 お よ び そ れ ら の リ ガ ン ド は 、 異 な る 環 境 に 対 し て 特 異 的 な 方 法 に お い て 、 T 
細 胞 と APC と の 間 の 順 次 の ク ロ ス -ト ー ク (cross-talk)に よ り 相 互 作 用 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 二 次 活 性 化 相 に お い て 、 TCR 活 性 化 推 進 細 胞 死 を 防 止 し 、 な ら び に 、 特 に 細 胞 が 多 数 サ
イ ク ル の 分 裂 を 通 し て 進 行 し た 後 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 分 化 を 促 進 す る た め に 、 細 胞 は CD
28-B7 の 認 識 の 外 に 追 加 の シ グ ナ ル を 必 要 と す る で あ ろ う 。 こ の モ デ ル に お い て 、 新 し い
調 節 分 子 の 認 知 依 存 的 認 識 は 生 存 ま た は 死 の シ グ ナ ル を 送 出 す よ う に 厳 密 に 調 節 さ れ な く
て は な ら な い 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 4-1BB の 役 割 を 描 写 す る た め に 、 in vivo に お い て 反 復 的 に 活 性 化 さ れ た 細 胞 を 使 用 す
る 実 験 モ デ ル を 採 用 し た 。 CD28単 独 は 、 細 胞 を 反 復 的 に 活 性 化 し た 後 、 細 胞 周 期 の 維 持 を
維 持 す る こ と が で き な い よ う に 見 え た 。 こ れ ら の 結 果 が 示 す よ う に 、 4-1BB お よ び CD28の
共 エ ン ゲ ー ジ メ ン ト は 長 期 間 の 増 殖 活 性 を 維 持 し た 。 し た が っ て 、 4-1BB は 細 胞 死 を 促 進
す る CD30ま た は Fas に よ り 複 雑 な 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク を 阻 害 す る こ と が で き る 。 こ れ に 関 し
て 、 4-1BB は 二 次 活 性 化 相 に お い て 1 型 細 胞 に 対 し て 特 異 的 に 向 け ら れ た 生 存 因 子 で あ る
。 そ の う え 、 CD28と の 4-1BB の 共 エ ン ゲ ー ジ メ ン ト は 1 型 表 現 型 の 応 答 の 促 進 に 対 し て 、
か つ 4-1BB を 発 現 す る 細 胞 集 団 の 特 異 的 拡 張 に お い て 重 大 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 遅 延 さ れ た 型 の 過 敏 性 (DTH) は 、 主 と し て IFを 産 生 す る Th1 集 団 に よ り 仲 介 さ れ る 。 Th
1/Th2 調 節 ネ ッ ト ワ ー ク の 変 更 は 、 局 所 的 免 疫 応 答 の 決 定 に お い て 重 要 で あ ろ う 。 Th2 細
胞 の 産 生 は 、 in vivo に お け る そ れ ら の 抗 炎 症 作 用 の た め の 強 い 基 礎 を 提 供 す る 。 最 近 、
CD28/B7 経 路 は 非 肥 満 型 糖 尿 病 の マ ウ ス に お い て 自 己 抗 原 特 異 的 T 細 胞 の た め の Th2 の 発
生 を 選 択 的 に 促 進 す る こ と が 報 告 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 こ う し て 、 抗 自 己 免 疫 Th2 細 胞 を 誘 導 す る た め の 4-1BB 仲 介 Th1 応 答 の ブ ロ ッ ク は 、 自
己 免 疫 疾 患 に 関 係 す る 有 害 な DTH 反 応 の た め の 抗 原 特 異 的 療 法 の す ぐ れ た ア プ ロ ー チ で あ
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る 。 HIV 感 染 の 病 原 的 進 行 は 、 ま た 、 1 型 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 減 少 お よ び 2 型 サ イ ト カ イ
ン 産 生 の 増 強 に 関 連 づ け ら れ た 。 し た が っ て 、 1 型 サ イ ト カ イ ン の 活 性 の 増 強 は 、 HIV 感
染 の 個 体 に 介 入 す る 方 法 を 提 供 す る と い う 利 益 を 有 す る で あ ろ う 。 CD30シ グ ナ ル は 、 CD3 
抗 体 に 応 答 し て 、 HIV 転 写 お よ び IL-4産 生 の 双 方 を 増 強 す る 。 し た が っ て 、 抗 － CD28共 刺
激 の 連 続 的 使 用 は HIV-1 の 促 進 を 防 止 ま た は 阻 害 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ４ 】

　 4-1BB は ヒ ト 末 梢 血 T リ ン パ 球 に お い て 検 出 さ れ ず 、 5 ％ ～ 20％ の 範 囲 の 、 マ イ ト ジ ェ
ン に よ る 刺 激 お よ び ／ ま た は CD3 の 架 橋 に よ り 誘 導 さ れ 、 引 き 続 い て 延 長 し た 活 性 化 後 、
段 階 的 に 減 少 す る 。 4-1BB に よ る シ グ ナ リ ン グ は 、 T リ ン パ 球 の 増 殖 お よ び 生 存 の 調 節 に
関 係 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 4-1BBFc 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 マ ウ ス 脾 細 胞 に お い て ば か り で な く 、 か つ ま た ヒ ト PBMCに
お い て 、 抗 － CD3 誘 導 増 殖 を 防 止 し 、 細 胞 死 を 引 き 起 こ し た 。 最 近 、 CD28分 子 の 共 刺 激 は
4-1BB の 誘 導 の た め に 必 須 で あ り 、 引 き 続 い て 4-1BB は 連 続 的 刺 激 の と き 陽 性 フ ィ ー ド バ
ッ ク ル ー プ と し て そ れ 自 身 の 発 現 を 増 強 す る こ と が 決 定 さ れ た 。 CD28お よ び 4-1BB の 双 方
か ら の 組 合 わ さ れ た 共 刺 激 か ら 生 ず る 4-1BBシ グ ナ ル は 、 引 き 続 い て 細 胞 の 生 存 お よ び エ
フ ェ ク タ ー 細 胞 の 発 生 を 促 進 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 HIV-1 感 染 に お い て 、 CD28お よ び CD8+T 細 胞 の 数 と HIV-1 関 係 疾 患 と の 間 に お い て 観 測
さ れ る 有 意 な 相 関 に よ り 発 現 さ れ る よ う に 、 CD28の 発 現 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 他
の 研 究 者 ら に よ る 以 前 の 研 究 が 示 す よ う に 、 CD28に 対 す る 可 溶 性 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 介
す る CD4+T 細 胞 の 共 刺 激 は 、 in vitroに お け る HIV-1感 染 お よ び 複 製 を 促 進 し た 。 こ れ ら
の 結 果 に 比 較 し て 、 HIV-1 の 個 体 か ら の CD4+T 細 胞 を 固 定 化 さ れ た 抗 － CD3 ＋ 固 定 化 さ れ
た 抗 － CD28 mAbで 刺 激 し た と き 、 HIV-1 ウ イ ル ス の 負 荷 が 減 少 し た 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル CD4+
T 細 胞 細 胞 の 数 が 増 加 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】

　 40の HIV-1 陽 性 の 個 体 お よ び 12の HIV-1 陰 性 の 個 体 か ら の T 細 胞 上 の 4-1BB の 発 現 レ ベ
ル を 比 較 し た 。 ま た 、 TCR/CD3 仲 介 シ グ ナ ル に 対 す る 応 答 を 損 傷 し た 、 HIV-1 陽 性 の 個 体
か ら の T 細 胞 を 、 4-1BB 共 刺 激 、 お よ び HIV-1 ウ イ ル ス の 負 荷 に 対 す る 4-1BB 結 合 の 作 用
に よ り 回 復 さ せ る こ と が で き る か ど う か を 検 査 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 HIV-1 感 染 患 者 の 血 液 試 料 は 、 Wishard Hospital Department of Medicine 、  Divisio
n of Infections Diseasesに お け る 外 来 患 者 の ク リ ニ ッ ク か ら 入 手 し た 。 こ の 研 究 は 55の
HIV-1 陽 性 の 個 体 を カ バ ー し 、 そ れ ら の う ち の 47は CD段 階 II/IIIと し て 分 類 さ れ 、 そ し て
18は HIV-1 に 関 係 す る 疾 患 を 有 す る ( 段 階 IV) と し て 分 類 さ れ た 。 12性 別 お よ び 年 齢 の 匹
敵 す る 健 康 な ド ナ ー を 対 照 と し て 研 究 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】

　 抗 4-1BB モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAb) 、 BBK-1 、 BBK-2 、 BBK-3 お よ び BBK-4 を 以 前 に 記
載 さ れ た よ う に 製 造 し た 。 BBK-1 お よ び BBK-4 は T 細 胞 活 性 化 の た め の ア ゴ ニ ス ト で あ り
、 そ し て こ の 研 究 に お い て 使 用 し た 。 BBK-2 お よ び BBK-3 は 4-1BB ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ り
、 ま た 、 こ の 研 究 の た め に 発 生 さ せ 、 使 用 し た 。 精 製 さ れ た BBK-1 を FITC(Pierce 、 イ リ
ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド ) と 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 い イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て
、 FITC結 合 抗 4-1BB mAb を 発 生 さ せ た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 抗 － CD28 mAb、 9.3 は 、 Carl June 博 士 (Naval Medical Research Institute、 マ リ イ
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ラ ン ド 州 ベ セ ス ダ ) か ら 提 供 さ れ た 。 抗 － CD3 mAb は オ ル ト (Ortho) か ら 購 入 し た 。 抗 4-
1BB mAb/Cychrome、 抗 CD8 mAb/Cychromeお よ び イ ソ 型 対 照 の mAb は 、 フ ァ ー ミ ン ゲ ン (Pha
rmingen)( カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ ） か ら 入 手 し た 。 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(M-450)と 結
合 し た 磁 気 ビ ー ズ を ダ イ ナ ル (Dynal)(ニ ュ ー ジ ャ ー ジ イ 州 レ イ ク サ ク セ ス ) か ら 購 入 し た
。
【 ０ １ ４ １ 】

　 ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMC)を 、 Histopaque 1077(Sigma 、 ミ ゾ リ ー 州 セ ン ト ル イ ス ) 密
度 遠 心 に よ り 、 EDTA抗 結 合 血 液 か ら 調 製 し た 。 Lymphokwik(One Lambda Inc.、 カ リ フ ォ ル
ニ ア 州 カ ノ ガ パ ー ク ) を 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 い 使 用 す る 陰 性 消 耗 に よ り 、 CD4+T 細
胞 を PBMCか ら 調 製 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 PBMCを Lymphokwik Th 単 離 溶 液 で 37℃ に お い て
45分 間 処 理 し 、 次 い で 5 分 間 遠 心 し た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に よ る と 、 CD4+T 細 胞
の 純 度 は 約 85～ 90％ で あ り 、 T 細 胞 は 5 ％ よ り 低 か っ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 培 地 は 10％ の 胎 仔 ウ シ 血 清 (Hyclone、 ユ タ 州 ) 、 ペ ニ シ リ ン (50u/ml)、 ス ト レ プ ト マ イ
シ ン (50 μ g/ml) 、 お よ び 2mM の グ ル タ ミ ン (Sigma) を 補 充 し た RPMI 1640(Life Technol
ogies,Inc.)(RPMI-CM)で あ っ た 。 RPMI-CM 中 に お い て 3 日 間 PHA(Calbiochem、 5 μ g/ml) 
で 活 性 化 す る 前 ま た は 後 に 、 PBMCを 使 用 し た 。 示 し た 濃 度 の 抗 － CD3 mAb と BBK-4 ま た は
9.3 ま た は 双 方 と の 組 合 わ せ で 被 覆 し た 、 平 ら な 底 の 96ウ ェ ル の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト (Costar Corporation 、 マ サ チ ュ セ ッ ツ 州 ケ ン ブ リ ッ ジ ) の 中 に 、 新 し く 単 離 し た CD4+
T 細 胞 (2.5× 104/ウ ェ ル )を 添 加 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 pH7.3(PBS)中 で 4 ℃ に お い て 一 夜 、 培 養 プ レ ー ト へ の 抗 体 の
固 定 化 を 実 施 し た 。 い く つ か の 実 験 に お い て 、 150gの 各 抗 体 ／ 磁 気 ビ ー ズ の 添 加 に よ り 、
mAb を 磁 気 ビ ー ズ (M-450、  Dynal) に 結 合 し 、 ウ イ ル ス 誘 導 研 究 に お い て 3:1 の 磁 気 ビ ー
ズ ／ CD4+T 細 胞 の 比 に お い て 添 加 し た 。 新 鮮 な CD4+T細 胞 を PHA(5 μ g/ml) お よ び 組 換 え I
L-2(20U/ml)(Boehringer,Mannheim、 イ ン ジ ア ナ 州 イ ン ジ ア ナ ポ リ ス ) を 10日 間 培 養 し 、
新 鮮 な IL-2を 3 日 毎 に 交 換 す る こ と に よ っ て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル CD4+T 細 胞 系 統 を 発 生 さ せ
た 。 前 述 し た よ う に 、 共 刺 激 抗 体 の 存 在 下 に 96ウ ェ ル の プ レ ー ト 中 で 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル T 
細 胞 系 統 か ら の CD4+T 細 胞 の 芽 細 胞 (5× 10 4 /ウ ェ ル ) を さ ら に 3 日 間 培 養 し た 。 4-1BB cD
NAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Jurkat細 胞 (J8-1)を 調 製 し 、 RPMI-CM 中 で 維 持 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】

　 細 胞 を 染 色 し 、 FACScan(Becton Dicknson)上 で 、 Hurado et al. 、 J.Immunol.、 150:77
1-781(1993) に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 分 析 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 新 鮮 な 細 胞 を 1 回 洗
浄 し 、 1 ％ の BSA を 含 有 す る PBS 中 で 3 回 培 養 し た 。 ほ ぼ 2.5～ 5 × 10 5 細 胞 を 希 釈 し た mA
b を 含 む 200 μ l の PBS-1 ％ の BSA の 中 に 再 懸 濁 さ せ 、 氷 上 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 2 回 洗 浄 し た 後 、 細 胞 を 1 ％ の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し た 。 前 方 向 ／ 側 面 の 散 乱
プ ロ フ ィ ル に 基 づ い て リ ン パ 球 で ゲ ー ト し た 細 胞 に つ い て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 を
実 施 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　 四 重 反 復 実 験 の ウ ェ ル 中 の 細 胞 を 5 日 間 刺 激 し 、 次 い で 5 時 間 [！ 3H]チ ミ ジ ン (TdR)(NE
N 、 マ サ チ ュ セ ッ ツ 州 ボ ス ト ン ） で 1.0Ci/ウ ェ ル に お い て パ ル ス し た 。 刺 激 さ れ た 細 胞 の
[！ 3H]の 計 数 ／ 分 (CPM) を 非 刺 激 細 胞 の そ れ ら で 割 る こ と に よ っ て 、 刺 激 指 数 を 計 算 し た
。
【 ０ １ ４ ６ 】

　 Willey et al.(J.Virol.、 62:139-47 、 1988) が 記 載 す る よ う に 、 下 記 の 変 更 を 加 え て
、 ヴ ィ リ オ ン 関 連 逆 転 写 酵 素 (RT)活 性 を 測 定 し た ： 50mMの Tris、 pH7.8、 7.5mM の MgCl 2 、
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RT活 性 の ア ッ セ イ



2mM の ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (DTT) の 中 に 鋳 型 プ ラ イ マ ー ポ リ (A)(5 μ g/ml) 、 Oligo(dT)(
1.57μ g/ml)(Pharmacia)お よ び 10μ g[！ 3H]dTTP(Amersham Corp.、 イ リ ノ イ 州 ア ー リ ン ト
ン ハ イ ツ ) を 含 有 す る 混 合 物 の 25μ l に 、 5μ l の 7 日 の 培 養 上 清 を 三 重 反 復 実 験 に お い
て 添 加 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 37℃ に お い て 2 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 6 μ l の 混 合 物 を DE81紙 上 に ス ポ ッ テ ィ ン
グ し 、 空 気 乾 燥 し 、 2 × SSC(150mM の 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ 15mMの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.
0)緩 衝 液 中 で 5 回 洗 浄 し 、 95％ の エ タ ノ ー ル 中 で さ ら に 2 回 洗 浄 し た 。 紙 を 乾 燥 し 、 切 断
し 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 上 で 計 数 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】

　 ヒ ト JurkatT リ ン パ 球 お よ び 4-1BB ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た サ ブ ラ イ ン (subline) 、 J8
-1、 を 、 Bressler(J.Immunol. 、 147:2290-94 、 1991) が 記 載 す る よ う に 、 DEAE-Dextran
法 に よ り 、 PHIV-1-LTR-CATプ ラ ス ミ ド (20 μ g/10 7 細 胞 ) で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 正 規 化 の た め に 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 24時 間 に 、 細 胞 を 固 定 化 mAb で 示 す よ う に 、 ま た は PHA(5 μ g/
ml) ＋ PMA(10ng/ml)で 24時 間 刺 激 し た 後 、 収 集 し た 。 全 細 胞 の 抽 出 物 を ト ラ ン ス フ ェ ク タ
ン ト か ら 調 製 し 、 そ し て 0.1 μ Ci(3.7kBq)の 1 4 C-ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 4mM の ブ チ ル - 
補 酵 素 A お よ び 0.25M の Tris-HCl、  pH7.4を 含 有 す る 150 μ l の 最 終 体 積 で 37℃ に お い て
一 夜 CAT 活 性 の ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 結 果 を ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル か ら そ の モ ノ ア セ チ ル
化 形 態 へ の 変 換 百 分 率 で 与 え る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 の 正 規 化 後 に 4 つ の 独 立 の ト ラ ン ス
フ ェ ク タ ン ト か ら 、 値 を 得 た 。
【 ０ １ ５ ０ 】

　 デ ー タ を 平 均 ± SDと し て 表 す 。 両 側 ス チ ュ ー デ ン ト の t 検 定 を 使 用 し て 、 グ ル ー プ の 間
の 差 の 意 味 を 決 定 し た 。 「 ｒ 」 線 形 相 関 係 数 を 使 用 し て 、 相 関 を 計 算 し た 。

　 40の HIV-1 感 染 被 検 体 お よ び 12の 血 清 反 応 陰 性 対 照 を 、 免 疫 蛍 光 サ イ ト メ ト リ ー に よ り
T 細 胞 上 の 4-1BB の 発 現 に つ い て 検 査 し た 。 in vivo 刺 激 の 前 に 、 HIV-1 感 染 ま た は 対 照
の 個 体 か ら の 未 刺 激 T リ ン パ 球 上 で 、 4-1BB の 発 現 レ ベ ル は 検 出 で き な か っ た 。 PHA 刺 激
後 、 4-1BB を 発 現 す る 細 胞 の 百 分 率 は 、 HIV-1 陰 性 の 対 照 の 個 体 に お け る よ り も HIV 陽 性
の 個 体 に お い て 有 意 に 高 か っ た 。 4-1BB の 発 現 レ ベ ル ば か り で な く 、 か つ ま た 4-1BB ＋ T 
細 胞 の 集 団 は HIV-1 陽 性 の 個 体 に お い て 増 加 し た こ と に 注 意 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 3 グ ル ー プ 内 の CD4+お よ び CD8+T 細 胞 上 の 4-1BB 発 現 の 分 布 は 、 HIV-1 対 照 に お い て CD
4+T 細 胞 の 10.9％ で あ り 、 そ し て 無 症 候 性 HIV-1 陽 性 の 個 体 の 間 に お い て CD4+T 細 胞 の 28
.9％ で あ っ た (p<0.01)。 4-1BB は 段 階 IVｎ ｏ 個 体 に お い て CD4+T 細 胞 の 30.9％ 上 で 発 現 さ
れ た 。 対 照 と 段 階 II/IIIの 患 者 の T 細 胞 の 間 の 4-1BB発 現 の 差 は 、 CD4+T 細 胞 に お け る よ
り も 8+T 細 胞 に お い て い っ そ う 深 遠 で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 さ ら に 、 無 症 候 性 個 体 に 比 較 し て 、 4-1BB 8+T 細 胞 の 有 意 な 増 加 は 段 階 IVの 患 者 ( メ ジ
ア ン 47.9％ ) に お い て 見 出 さ れ た (p<0.05)。 段 階 II/IIIの 個 体 に お い て 、 CD4+お よ び CD8+
T 細 胞 の 間 の 4-1BB 発 現 に お い て 有 意 な 相 関 が 存 在 し た (r=0.72 、 p<0.01) 。 ま た 、 す べ
て の HIV-1 陽 性 の 個 体 に お い て 、 絶 対 CD4+細 胞 計 数 と 4-1BB を 発 現 す る 8+T 細 胞 の 百 分 率
と の 間 の 逆 の 相 関 (r=0.63 、 p<0.05) が 存 在 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
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遺 伝 子 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
(CAT) 活 性 の ア ッ セ イ

統 計 学 的 解 析

結 果
HIV-1PBMC か ら の CD4+お よ び CD8+T 細 胞 上 の 4-1BB の 発 現 ： 臨 床 的 相 関

4-1BB 共 刺 激 に 対 す る CD4+T 細 胞 の 増 殖 的 応 答



　 4-1BB シ グ ナ ル お よ び CD3 刺 激 は 、 一 次 T 細 胞 の 増 殖 の た め に は 十 分 で は な か っ た 。 し
た が っ て 、 抗 4-1BB お よ び 抗 － CD28 mAbの 相 乗 的 作 用 を 試 験 し 、 そ し て 抗 － CD3 mAb(1 μ
g/ml) と と も に 、 組 織 培 養 プ レ ー ト 上 に 固 定 化 さ れ た 抗 4-1BB(10μ g/ml) の 存 在 ま た は 非
存 在 下 に 、 連 続 希 釈 の 抗 － CD28(0～ 10μ g/ml) を 使 用 し て 、 ３ 人 の HIV-1 健 康 な ド ナ ー か
ら の CD4+T 細 胞 の 増 殖 を 測 定 し た 。 CD4+T 細 胞 を mAb と と も に 5 日 間 培 養 し 、 [！ 3H]TdR 
の 吸 収 に よ り 、 細 胞 の 増 殖 を 測 定 し た 。 1 μ g/mlの 抗 － CD28 mAbは 4-1BB 共 刺 激 活 性 と 共
力 す る こ と が で き る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 こ れ ら の 結 果 に 基 づ い て 、 組 合 わ さ れ た 抗 － CD28(1μ g/ml) お よ び 抗 4-1BB mAb(10μ g/
ml) を 使 用 し て 、 HIV-1 陽 性 の 個 体 か ら の CD4+T 細 胞 の 増 殖 に 対 す る 4-1BB 共 刺 激 の 機 能
を 研 究 し た 。 9 人 の HIV-1 陽 性 の 個 体 か ら の PBMCか ら 精 製 し た CD4+T 細 胞 (CD4+ の 計 数 ：
468 ± 142)を 、 5 日 間 の 培 養 後 に 増 殖 に つ い て 検 査 し た 。 4-1BB シ グ ナ ル 単 独 は 、 HIV-1 
陽 性 の 個 体 の CD4+T 細 胞 に お い て 刺 激 活 性 を ほ と ん ど 示 さ な か っ た 。 し か し な が ら 、 CD28
に よ る 次 善 の 刺 激 を 加 え た と き 、 4-1BB の 架 橋 を 使 用 し て CD4+T 細 胞 の 増 殖 は 起 こ っ た 。
さ ら に 、 HIV-1 個 体 と 比 較 し て 、 HIV-1 感 染 し た 個 体 に お い て 、 CD4+T 細 胞 の 増 殖 の 応 答
は 低 い こ と が 決 定 さ れ た 。 さ ら に 、 よ り 低 い 増 殖 は よ り 低 い CD4+T 細 胞 の 計 数 に 対 応 し た
。
【 ０ １ ５ ５ 】

　 CD4+T 細 胞 に お け る HIV-1 産 生 に 対 す る 4-1BB 共 刺 激 の 作 用 を 研 究 す る た め に 、 プ レ ー
ト 結 合 ま た は ビ ー ズ 結 合 し た mAb に よ り CD4+T 細 胞 を 刺 激 し た 。 HIV-1産 生 を 逆 転 写 酵 素 (
RT)活 性 に よ り 測 定 し 、 そ し て 刺 激 指 数 (SI)に よ り 表 示 さ れ る よ う に 、 細 胞 の 増 殖 を [！ 3H
]TdR に よ り 測 定 し た 。 陰 性 の 対 照 の メ ジ ア ン よ り も 3標 準 偏 差 だ け 高 い 値 に よ り 、 RT活 性
の 陽 性 の 限 界 値 を 設 定 し た 。 10人 の 試 験 し た 個 体 の 間 で 陽 性 の ウ イ ル ス の 複 製 ( 刺 激 グ ル
ー プ の 少 な く と も 1 つ か ら ) を 有 し た 6 人 の HIV-1 ＋ 患 者 か ら の 結 果 を 、 表 1 に 要 約 す る
。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 7 日 の 培 養 後 、 こ れ ら の グ ル ー プ に お け る 細 胞 は ほ と ん ど 生 き 残 ら な か っ た の で 、 い く
つ か の グ ル ー プ の 増 殖 指 数 を 決 定 し な か っ た 。 2 人 の 患 者 に お い て 、 RT活 性 は 組 合 わ さ れ
た CD28お よ び 4-1BB 共 刺 激 の グ ル ー プ の み か ら 検 出 さ れ 、 CD28単 独 の グ ル ー プ か ら 検 出 さ
れ な か っ た が 、 双 方 の グ ル ー プ は 同 様 な 刺 激 指 数 を 示 し た 。 3 人 の 患 者 に お い て 、 RT活 性
は 組 合 わ さ れ た CD28お よ び 4-1BB 共 刺 激 の グ ル ー プ に お い て 、 CD28単 独 の グ ル ー プ と 比 較
し て 、 同 様 で あ る か 、 あ る い は わ ず か に 高 か っ た 。 す べ て の こ れ ら の 6 人 の 患 者 に お い て
、 CD3 刺 激 の グ ル ー プ ま た は CD3 刺 激 ＋ 4-1BB 共 刺 激 の グ ル ー プ に お い て 、 ウ イ ル ス は 検
出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ま た 、 刺 激 後 に ウ イ ル ス を 産 生 し た CD4+T 細 胞 の 大 部 分 は 、 CD4 計 数 が よ り 低 い 患 者 か
ら も の で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 9 人 の 患 者 の う ち の 6 人 か ら の デ ー タ を 表 2 に 示 し 、 こ
こ で 6 人 の 患 者 の T 細 胞 は Dynal M450ビ ー ズ に 結 合 し た mAb で 刺 激 さ れ 、 そ し て 刺 激 グ ル
ー プ の 少 な く と も 1 つ か ら RT活 性 を 産 生 し た 。 プ レ ー ト 結 合 し た mAb の 刺 激 と 比 較 し て 、
ビ ー ズ 結 合 mAb に よ り 仲 介 さ れ る 刺 激 は RT活 性 レ ベ ル が よ り 高 く 、 多 分 ビ ー ズ 上 に 固 定 化
さ れ た mAb が よ り 強 い シ グ ナ ル を 与 え る こ と を 示 す 。 ビ ー ズ に 結 合 し た mAb の 刺 激 は 、 CD
3 お よ び CD3 ＋ 4-1BB 刺 激 の グ ル ー プ に お い て さ え 細 胞 を 増 殖 さ せ る こ と が で き る で あ ろ
う 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 し た が っ て 、 ウ イ ル ス の 複 製 に お い て 4-1BB 共 刺 激 単 独 の 機 能 を 観 測 す る こ と が で き る
よ う に な っ た 。 表 2 に 示 す よ う に 、 組 合 わ さ れ た CD28お よ び 4-1BB 共 刺 激 は す べ て の ド ナ
ー か ら の CD4+T 細 胞 培 養 物 か ら ウ イ ル ス を 産 生 し た 。 RT活 性 は 、 CD28共 刺 激 単 独 と 比 較 し
て 、 CD28お よ び 4-1BB の 組 合 わ さ れ た 共 刺 激 に よ り 1.2 倍 ～ 11倍 増 加 し た 。 2 人 の ド ナ ー
に お い て 他 の 抗 4-1BB mAb(BBK-4)を 使 用 し た と き 、 同 様 な 結 果 得 ら れ た 。
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H4-1BB共 刺 激 お よ び HIV-1 産 生



【 ０ １ ５ ９ 】
　 重 要 な こ と に は 、 ウ イ ル ス は ま た 抗 4-1BB mAb 単 独 の 共 刺 激 に お い て 検 出 さ れ た が 、 こ
れ ら の グ ル ー プ に お い て 7 日 の 培 養 後 に 、 刺 激 指 数 は 非 常 に 低 か っ た 。 表 1 お よ び 2 に 要
約 す る デ ー タ か ら 示 唆 さ れ る よ う に 、 4-1BB を 介 す る 共 刺 激 は CD4+T 細 胞 活 性 化 を 生 じ 、
引 き 続 い て 、 ウ イ ル ス 産 生 を 増 強 す る 。 HIV-1 産 生 に つ い て の こ れ ら の 活 性 化 シ グ ナ ル は
、 増 殖 応 答 を 仲 介 す る も の と 一 致 す る こ と が あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
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【 表 １ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ２ 】
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3HIV-1＋ 個 体 か ら の ポ リ ク ロ ー ナ ル CD4+T 細 胞 系 統 に お け る 4-1BB 共 刺 激 お よ び ウ イ ル ス



　 4-1BB シ グ ナ ル は HIV-1 感 染 し た 個 体 か ら の CD4+T 細 胞 に お け る HIV-1 の 複 製 を 増 強 す
る と い う 発 見 を さ ら に 確 証 す る た め に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル CD4+T 細 胞 系 統 を 6 人 の 無 症 候 性
個 体 か ら PHA お よ び IL-2で 10日 間 刺 激 す る こ と に よ っ て 発 生 さ せ た 。 培 養 上 清 か ら RT活 性
は 検 出 さ れ な い か 、 あ る い は 非 常 に 低 い RT活 性 が 検 出 さ れ た 。 引 き 続 い て 、 こ れ ら の 細 胞
を 固 定 化 抗 － CD3 mAb お よ び 追 加 の 共 刺 激 抗 体 で 3 日 間 刺 激 し た 。 ウ イ ル ス の レ ベ ル は 、
抗 － CD3 mAb 刺 激 単 独 よ り も 、 4-1BB 共 刺 激 に お い て 有 意 に 高 か っ た (p<0.05)。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 対 照 的 に 、 ウ イ ル ス の レ ベ ル は CD3 刺 激 グ ル ー プ よ り も CD28共 刺 激 グ ル ー プ に お い て 高
か っ た の で 、 こ れ ら の 2 つ の グ ル ー プ の 間 で 統 計 的 意 味 は 見 出 さ れ な か っ た 。 こ の 研 究 に
お い て 、 増 殖 指 数 は こ れ ら の グ ル ー プ の す べ て に お い て ほ と ん ど 同 一 で あ っ た 。 ポ リ ク ロ
ー ナ ル CD4+T 細 胞 系 統 か ら の こ れ ら の 結 果 は 、 表 1 お よ び 2 に 示 す 一 次 CD4+T 細 胞 の 刺 激
か ら 得 ら れ た 結 果 と 一 致 し た 。 総 合 す る と 、 4-1BB 共 刺 激 は HIV-1 感 染 CD4+T 細 胞 の 培 養
物 に お け る ウ イ ル ス の 産 生 を 増 強 す る こ と が デ ー タ か ら 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】

　 J8-1細 胞 系 統 は Jurkatの 下 位 系 統 で あ り 、 そ し て 高 い レ ベ ル の 4-1BB を 構 成 的 に 発 現 す
る 4-1BB ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト で あ る 。 J8-1を pHIV-1＋ LTR-CAT で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し 、 引 き 続 い て 固 定 化 共 刺 激 mAb ま た は PHA ＋ PMA で 活 性 化 し た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー に よ り 検 出 可 能 な 4-1BB を 発 現 し な い 親 Jurkat細 胞 を 対 照 と し て 使 用 し た 。 刺 激 グ ル
ー プ に お け る CAT 活 性 の レ ベ ル を 、 フ ォ ル ド オ ー バ ー (fold over) 非 刺 激 対 照 と し て 示 し
た 。 イ ソ 型 対 照 と 比 較 し て 、 J8-1に お い て 固 定 化 抗 － CD3 mAb に お い て 、 1.9 倍 の CAT 活
性 の 増 加 が 観 測 さ れ た 。 抗 4-1BB mAb そ れ 自 体 は JS-1に お い て CAT 活 性 を 増 加 し な か っ た
。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 し か し な が ら 、 固 定 化 抗 － CD3 mAb と 組 合 わ せ た と き 、 抗 4-1BB mAb は イ ソ 型 対 照 と 比
較 し て CAT 活 性 の 5.8 倍 の 増 加 を 与 え る か 、 あ る い は 抗 － CD3 mAb 刺 激 単 独 と 比 較 し て 3.
2 倍 の 増 加 を 与 え た 。 4-1BB 刺 激 は CD3 ＋ CD28の 組 合 わ さ れ た 刺 激 に 対 し て 追 加 の 作 用 を
有 し た 。 親 Jurkat細 胞 に お い て 、 4-1BB 共 刺 激 は 抗 － CD3 mAb 単 独 と 比 較 し て 1.2 倍 よ り
高 い CAT 活 性 を 産 生 し た 。 親 Jurkat細 胞 に お け る 4-1BB 共 刺 激 か ら の CAT 活 性 の こ れ ら の
わ ず か の 増 加 は 、 活 性 化 の 間 に 誘 導 さ れ た 少 量 の 4-1BB 発 現 か ら 生 ず る 増 加 で あ ろ う 。 こ
れ ら の デ ー タ か ら 、 1 ） TCR ／ CD3 と の 4-1BB 共 刺 激 は HIV-1-LTR の 転 写 を 増 強 す る ； 2 
） 4-1BB は 抗 － CD3 ＋ 抗 － CD28刺 激 に 追 加 の 刺 激 作 用 を 提 供 す る 、 こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】

　 こ の デ ー タ の 結 果 が 示 す よ う に 、 CD4+お よ び CD8+T 細 胞 の 双 方 に お い て 4-1BBを 発 現 す
る T 細 胞 の 相 対 的 比 率 は 、 PHA 刺 激 後 、 HIV-1 血 清 反 応 陽 性 個 体 か ら 増 加 し 、 そ し て 8+T 
細 胞 上 の 4-1BB の 相 対 的 発 現 は CD4+T 細 胞 の 計 数 に 相 関 し 、 こ れ ら は 疾 患 の 重 症 度 お よ び
進 行 に 関 係 づ け る こ と が で き る 。 4-1BB 分 子 は 急 速 に 発 現 さ れ 、 そ し て 48～ 72時 間 の 間 に
そ の ピ ー ク に 到 達 し た 。 発 現 さ れ た H4-1BBの レ ベ ル は 刺 激 後 72時 間 ま で に 減 少 し 始 め 、 究
極 的 に 正 常 レ ベ ル に 戻 っ た 。 い っ た ん こ れ ら の 細 胞 が 再 活 性 化 さ れ る と 、 各 細 胞 上 の 4-1B
B の レ ベ ル お よ び 4-1BB を 発 現 す る 細 胞 の 数 は 増 加 す る こ と が 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 HIV-1 感 染 の 間 、 HIV 抗 原 の 刺 激 後 の 初 期 段 階 に お い て 、 T 細 胞 は プ ラ イ ミ ン グ さ れ る
が 、 数 週 後 、 こ れ ら の あ る も の は メ モ リ ー 細 胞 の 特 性 を 獲 得 し 、 同 一 組 の 活 性 化 マ ー カ ー
を 発 現 し 続 け る 。 こ の 組 の マ ー カ ー は HLA-DRお よ び CD38を 包 含 す る 。 こ れ ら は 4-1BB の 発
現 が 休 止 T 細 胞 上 で 見 出 さ れ な い と い う 発 見 を 説 明 す る こ と が で き 、 こ れ は そ れ 自 体 in v
ivo に お け る HIV-1 抗 原 に 応 答 す る CD4+4-1BB+T 細 胞 の 連 続 的 活 性 化 お よ び 死 に 関 係 づ け
ら れ る 。 次 い で 、 in vitro刺 激 後 の HIV-1 感 染 し た 個 体 の T リ ン パ 球 上 の 4-1BB 発 現 の 増
加 は 、 HIV-1 感 染 に お け る 免 疫 活 性 化 の 現 在 の 状 態 ば か り で な く 、 か つ ま た in vivo 急 性
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感 染 の 間 の HIV-1抗 原 に よ り チ ャ レ ン ジ さ れ た メ モ リ ー - プ ラ イ ム ド 細 胞 の 状 態 を 反 映 す
る で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 再 刺 激 後 の CD4+T 細 胞 上 の 4-1BB 発 現 の 増 加 は 、 ウ イ ル ス 複 製 の 増 加 に 関 係 づ け ら れ る
。 HIV-1 感 染 に お い て 、 感 染 し た 細 胞 の 古 典 的 HLA 制 限 細 胞 溶 解 反 応 お よ び あ る 分 泌 さ れ
た CD8 細 胞 の 抗 ウ イ ル ス 因 子 を 含 む 非 細 胞 溶 解 的 メ カ ニ ズ ム を 通 し て 、 8+T 細 胞 は HIV-1 
複 製 の 抑 制 に お い て あ る 役 割 を 演 ず る 。 4-1BB は 、 細 胞 表 面 の 分 子 と し て 、 HIV-1 感 染 に
お い て CD8+細 胞 上 の そ の 発 現 を 増 加 し 、 8+T細 胞 の 増 殖 お よ び 抗 ウ イ ル ス 機 能 に 関 係 す る
こ と が で き る 。 HIV-1 患 者 に お い て 、 CD8+細 胞 は 、 抗 4-1BB mAb で 刺 激 さ れ る と き 、 一 般
に CD4+T 細 胞 よ り も い っ そ う 激 し く 増 殖 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 可 溶 性 抗 － CD3 の 存 在 ま た は 非 存 在 下 の CD28と 可 溶 性 mAb と の 結 合 は 、 HIV-1感 染 ド ナ
ー か ら 調 製 さ れ た CD4+T 細 胞 か ら の ウ イ ル ス を 誘 導 す る こ と が 報 告 さ れ た 。 し か し な が ら
、 HIV-1 陽 性 ド ナ ー か ら の CD4+T 細 胞 を 固 定 化 抗 － CD3 お よ び 抗 － CD28 mAbで 活 性 化 す る
と 、 ウ イ ル ス 耐 性 状 態 が 誘 導 さ れ た 。 こ の 作 用 は マ ク ロ フ ァ ー ジ 向 性 HIV-1 に 対 し て 特 異
的 で あ り 、 そ し て CCR5、 融 合 因 子 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 結 果 で あ る よ う に 見 え る 。
統 計 的 有 意 差 は 見 出 さ れ な か っ た が 、 固 定 化 9.3 に よ る CD28の 結 合 は あ る HIV-1 感 染 ド ナ
ー か ら の HIV-1 複 製 を 事 実 増 加 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 こ の 観 察 は 、 他 の 報 告 と 異 な り 、 ビ ー ズ 上 の 抗 － CD3 ま た は 抗 － CD28 mAbの 固 定 化 方 法
の た め で あ ろ う 。 ビ ー ズ 固 定 化 さ れ た mAb を 使 用 す る 研 究 に お い て 、 4-1BB か ら の 追 加 の
シ グ ナ ル は HIV-1 陽 性 ド ナ ー か ら の 一 次 CD4+T 細 胞 か ら の ウ イ ル ス の 複 製 を 増 強 す る こ と
が 示 さ れ た 。 正 確 な 量 の 抗 － CD28 mAbお よ び 抗 － CD3mAb を 組 合 わ さ れ た CD28お よ び 4-1BB
 共 刺 激 お よ び CD28共 刺 激 の グ ル ー プ に お い て 使 用 し た の で 、 ウ イ ル ス 産 生 の 増 強 を 追 加
の 4-1BB シ グ ナ リ ン グ か ら 考 慮 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 さ ら に 、 ウ イ ル ス は 4-1BB 共 刺 激 単 独 に よ り 誘 導 さ れ た 。 あ る ド ナ ー に お い て 、 ウ イ ル
ス の レ ベ ル は CD28共 刺 激 に よ り そ れ よ り も 高 い が 、 4-1BB 共 刺 激 に 応 答 す る 一 次 CD4+T 細
胞 の 刺 激 指 数 は 非 常 に 低 か っ た 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル CD4+T 細 胞 系 統 に お い て 、 4-1BB 共 刺 激
と CD3 刺 激 単 独 と の 間 の 統 計 的 有 意 差 が 見 出 さ れ た 。 こ の 比 較 は 各 グ ル ー プ 内 の 同 様 な 刺
激 指 数 に 基 づ い た 。 こ れ ら の 研 究 か ら 、 HIV-1+個 体 か ら の CD4+T 細 胞 に お け る 4-1BB お よ
び CD3 の 架 橋 は ウ イ ル ス の 産 生 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ た 。 ウ イ ル ス の 産 生 に 対 す る 4-1B
B 共 刺 激 の 機 能 は T 細 胞 の 増 殖 に 対 す る 機 能 と 相 関 せ ず 、 多 分 HIV-1 誘 導 を 仲 介 す る 細 胞
の 経 路 が 、 突 然 変 異 誘 発 的 刺 激 の そ れ ら に 類 似 す る が 、 同 一 で は な い こ と を 示 唆 す る で あ
ろ う 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 in vitroに お け る HIV-1 の 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る 、 多 数 の 因 子 が 報 告 さ れ て き
て い る 。 TNF-α 、 抗 － CD30 mAb、 HIV Tat タ ン パ ク 質 を 包 含 す る こ れ ら の 因 子 の 多 数 は 、
HIV-1-LTR の 中 に 存 在 す る NF- κ B エ ン ハ ン サ ー を 通 し て HIV-1 転 写 を 活 性 化 す る 。 実 施
さ れ た 実 験 に お い て 、 HIV-1-LTR の ト ラ ン ス 活 性 化 は 抗 － CD3 お よ び 抗 4-1BB mAb の 組 合
わ せ に よ り 得 ら れ た こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 HIV-1 の 病 原 性 に お け る 4-1BB の い く つ か の 潜 在 的 役 割 が 示 唆 さ れ
る ： (1) 4-1BB は 潜 在 的 に 感 染 し た 細 胞 に お け る ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 転 写 を 直 接 的 に ア ッ プ
レ ギ ュ レ ー ト す る ； (2) 4-1BB お よ び 4-1BB リ ガ ン ド の 相 互 作 用 は 抗 原 性 刺 激 の 存 在 下 に
CD4+T 細 胞 の ウ イ ル ス 複 製 を 活 性 化 す る こ と が で き る ； (3) 4-1BB 共 刺 激 は 結 果 CD4+T 細
胞 を 活 性 化 す る こ と が で き 、 結 局 、 活 性 化 さ れ た CD4+T 細 胞 を 優 先 的 に 感 染 す る 、 新 し く
産 生 さ れ た ヴ ィ リ オ ン の 効 率 よ い 増 殖 を 促 進 す る こ と が で き る ； (4) HIV-1 感 染 CD4+T 細
胞 に 対 す る 4-1BB 仲 介 シ グ ナ ル は ア ポ ト ー シ ス に 結 合 す る こ と が で き 、 感 染 し た 細 胞 の 早
期 の 死 を 生 ず る 。
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【 ０ １ ７ ４ 】
　 こ れ ら の 結 果 が 証 明 す る よ う に 、 免 疫 活 性 化 お よ び 疾 患 の 進 行 に 相 関 す る in vitro活 性
化 後 、 4-1BB 発 現 は HIV-1 感 染 PBMCに お い て 増 加 さ れ た 。 HIV-1 感 染 CD4+T 細 胞 に お け る
4-1BB の 結 合 は 、 NF- κ B 経 路 を 通 し て 仲 介 さ れ る と き 、 in vitroの ウ イ ル ス 複 製 を 増 強
し た 。 4-1BB 共 刺 激 経 路 が 感 染 を 初 期 段 階 に お い て 混 乱 す る か 、 あ る い は 故 意 に 妨 害 す る
場 合 、 ウ イ ル ス の 負 荷 は よ り 低 く な る よ う で あ る 。 次 い で 、 こ れ は CD4+T 細 胞 の 引 き 続 く
損 失 を 防 止 し 、 免 疫 受 容 能 を 維 持 す る 働 き を す る で あ ろ う 。 8+T 細 胞 細 胞 上 の 4-1BB 発 現
の 増 加 は 、 HIV-1 感 染 に お け る 免 疫 不 全 の 程 度 に 関 係 づ け ら れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】

　 ヒ ト 4-1BB タ ン パ ク 質 は T 細 胞 の 細 胞 表 面 の 分 子 で あ る 。 ヒ ト 一 次 T 細 胞 お よ び 2 つ の
T 細 胞 系 統 、 す な わ ち 、 CEM お よ び Jurkat、 と の T 細 胞 の 接 着 に お け る 4-1BB の 役 割 を 研
究 す る こ と に よ っ て 、 4-1BB 共 刺 激 は T 細 胞 の 接 着 を 劇 的 に 誘 導 す る こ と が 発 見 さ れ た 。
抗 4-1BB の シ グ ナ リ ン グ は PMA ／ イ オ ノ マ イ シ ン の 刺 激 と 一 緒 に 、 4-1BB を 高 い レ ベ ル で
発 現 す る CEM 細 胞 の 特 色 を 示 さ な い 細 胞 接 着 を 引 き 起 こ し た 。 対 照 的 に 、 4-1BB を 検 出 可
能 な レ ベ ル で 発 現 し な い Jurkat細 胞 は 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン (FN)に 対 す る 細 胞 接 着 に お い て
抗 4-1BB に 対 す る 応 答 を ほ と ん ど 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 Jurkat細 胞 を 4-1BB を 産 生 す る よ う に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た と き 、 Jurkat細 胞 は 抗 4-1B
B 刺 激 に よ り FNに 応 答 し て 接 着 す る 能 力 を 獲 得 し た 。 Jurkatト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト 中 の 細
胞 接 着 に 対 す る 4-1BB シ グ ナ リ ン グ の 付 加 に お け る 抗 － CD3 刺 激 に つ い て の 絶 対 的 共 通 要
件 は 、 抗 4-1BB に よ り 引 き 起 こ さ れ る 接 着 が 、 4-1BBと FNま た は 抗 4-1BB と の 間 の 直 接 的
相 互 作 用 よ り む し ろ 接 着 シ グ ナ リ ン グ の 活 性 化 を 通 し て 、 仲 介 さ れ る こ と を 示 唆 す る 。 こ
の 方 法 に お い て 、 4-1BB 共 刺 激 の シ グ ナ ル は 、 CD28共 刺 激 を 接 着 の 応 答 で 仲 介 す る こ と に
よ っ て 、 T 細 胞 の 接 着 を 増 幅 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 4-1BB 、 BK-4、 ま た 、 4B4-1 （ マ ウ ス IgG ） と 呼 ば れ る 、 を 使 用 し て
、 T 細 胞 上 の 4-1BB を 刺 激 し か つ 免 疫 染 色 し た 。 抗 4-1BB を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の
た め に ビ オ チ ン と 結 合 さ せ た 。 抗 － CD28、 mAb9.3( マ ウ ス IgG2a)は 、 C.H.June博 士 (Nava 
Medical Research Institute、 マ リ イ ラ ン ド 州 ベ セ ス ダ ） か ら 提 供 さ れ た 。 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 － CD3(OKT3) は 、 オ ル ト ・ ダ イ ア グ ノ ス チ ッ ク (Ortho Diagnostic)( マ サ チ ュ セ ッ ツ
州 ウ ェ ス ト ウ ッ ド ) か ら 購 入 し た 。 二 次 架 橋 性 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(H+L)は ザ イ ム ド (Zymed)(
カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ウ ス サ ン フ ラ ン シ ス コ ) か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ブ ロ ッ キ ン グ 抗 イ ン テ グ リ ン b1は イ ム ノ テ ク (Immunotech)( ネ ブ ラ ス カ 州 ウ ェ ス ト ブ ル
ッ ク ) か ら 購 入 し た 。 ヒ ト IgG1の Fc領 域 と カ ッ プ リ ン グ し た H4-1BBの 細 胞 外 部 分 か ら 成 る
融 合 タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 、 4-1BBFc は イ ム ネ ッ ク ス (Immnex)( ワ シ ン ト ン 州 シ ア ト ル ）
か ら 入 手 し た 。 ビ オ チ ン と 結 合 し た イ ソ 型 構 造 マ ウ ス IgG1(MOPC-21) は 、 フ ァ ル ミ ン ゲ ン
(PharMingen)( カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ ） か ら 購 入 し た 。 ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン は
Fred Pavalko博 士 (Indiana Univaersity) か ら 入 手 し た 。 T 細 胞 を 単 離 す る た め の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 と 補 体 と の プ レ ミ ッ ク ス カ ク テ ル は 、 ワ ン ・ ラ ム ダ (One Lambda)( カ リ フ ォ
ル ニ ア 州 カ ノ ガ パ ー ク ) か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】

　 選 択 し た T 細 胞 を 抗 － CD3 お よ び 抗 － CD28で 3 日 間 刺 激 し か つ 再 刺 激 し 、 そ し て 異 な る
共 刺 激 mAb に 応 答 す る 増 殖 お よ び 接 着 の ア ッ セ イ の た め に 使 用 し た 。 CEM 、 す な わ ち 、 ヒ
ト 白 血 病 性 T 細 胞 系 統 を 、 接 着 ア ッ セ イ の 前 に 、 PMA(10ng/ml)お よ び イ オ ノ マ イ シ ン (IgM
) で 刺 激 し た 。 Jurkatヒ ト 白 血 病 性 T 細 胞 系 統 を pcDNA3お よ び 全 体 の 4-1BB cDNAで ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し 、 そ し て 制 限 希 釈 に よ り ネ オ マ イ シ ン 耐 性 ク ロ ー ン に つ い て 選 択 し た 。 ト ラ
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フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー



ン ス フ ェ ク タ ン ト の 細 胞 表 面 上 の 4-1BB の 発 現 レ ベ ル を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 測 定
し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 T 細 胞 (2× 10 5 細 胞 ) を 染 色 溶 液 、 200ml の 1 ％ の BSA を 含 有 す る PBS 中 の 2μ g/mlの ビ
オ チ ン と 結 合 し た 抗 4-1BB の 中 に 懸 濁 さ せ 、 4 ℃ に お い て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 引
き 続 い て 細 胞 を 3 回 洗 浄 し 、 200ml の 1 μ g/mlの フ ィ コ エ リ ト リ ン (PE)結 合 ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン の 中 に 再 懸 濁 さ せ 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 試 料 を 1 ％ の パ ラ ホ ル ム
ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 次 い で FACScan(Becton Dicknson 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 マ ウ ン テ ン ビ
ュ ー ) 上 で フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に 付 し た 。 ビ オ チ ン 結 合 抗 4-1BB の イ ソ 型 対 照 の た
め に 、 ビ オ チ ン 結 合 マ ウ ス IgG(MOPC-21 、 PharMingen、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ ）
を 使 用 し た 。 前 方 向 ／ 側 面 の 散 乱 プ ロ フ ィ ル に 基 づ い て 、 ゲ ー ト を 生 き て い る 細 胞 上 に 設
定 し た 。 各 試 料 の た め の 、 10,000事 象 を 収 集 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 平 ら な 底 の ポ リ ス チ レ ン の 96ウ ェ ル の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (Costar 、 マ サ チ ュ セ
ッ ツ 州 ケ ン ブ リ ッ ジ ) に 抗 体 お よ び FNを 固 定 化 し 、 40℃ に お い て 抗 4-1BB 、 抗 － CD28で 、
PBS 中 の 10μ g/mlま た は そ う で な け れ ば テ キ ス ト 中 に 示 さ れ て い る 濃 度 に お い て 一 夜 被 覆
し た 。 あ る 場 合 に お い て 、 抗 体 溶 液 に 対 照 と し て 各 々 0.1 μ g/mlの FNま た は BSA を 添 加 し
た 。 次 い で プ レ ー ト を す す い で 非 接 着 タ ン パ ク 質 を 除 去 し 、 そ し て 最 終 洗 浄 後 直 ち に 細 胞
を プ レ ー ト に 添 加 し た 。 抗 4-1BB を ブ ロ ッ ク す る た め に 、 T 細 胞 を 200 μ g/mlの [-5'Cr] 
ク ロ ム 酸 ナ ト リ ウ ム で 37℃ に お い て 1 時 間 標 識 化 し 、 抗 － CD28、 抗 4-1BB ま た は 双 方 の 抗
－ CD28お よ び 抗 4-1BB で 被 覆 し た 96ウ ェ ル の プ レ ー ト (5× 10 1 細 胞 / ウ ェ ル ) に 移 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 一 次 お よ び Jurkat細 胞 に つ い て の 接 着 ア ッ セ イ の た め に 、 抗 体 に 加 え て FNで 被 覆 さ れ る
プ レ ー ト を 使 用 し た 。 細 胞 を 37℃ に お い て 一 酸 化 炭 素 の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で 示 し た 時 間
の 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 前 も っ て 加 温 し た 培 地 で プ レ ー ト を 洗 浄 し て 非 結 合 細 胞 を 除
去 し 、 そ し て プ レ ー ト に 結 合 し た ま ま の 細 胞 を 1 ％ の SDS(ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ) 中 の
溶 解 し た 。 ラ イ ゼ イ ト を 反 応 性 に つ い て 計 数 し 、 そ し て 結 合 ／ ウ ェ ル に 添 加 し た 全 体 の cp
m の 比 と し て 、 結 合 し た 細 胞 の 百 分 率 を 計 算 し た 。 CEM 細 胞 に つ い て の 接 着 ア ッ セ イ を プ
レ ー ト 中 で 実 施 し 、 こ こ で FNを 抗 体 被 覆 に お い て 省 略 し た 。 Jurkat4-1BB ト ラ ン ス フ ェ ク
タ ン ト に つ い て の 接 着 ア ッ セ イ を 、 1 μ g/mlの 可 溶 性 抗 － CD3 の 存 在 ま た は 非 存 在 下 に 実
施 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】

　 前 述 し た よ う に 抗 － CD3 お よ び 抗 － CD28で 反 復 的 に 刺 激 し た 一 次 T 細 胞 を 、 共 刺 激 抗 －
CD28ま た は 抗 4-1BB で ま た は 10μ g/mlの 抗 － CD28＋ 示 し た 濃 度 の 追 加 の 抗 4-1BB で 被 覆 し
た 96ウ ェ ル の プ レ ー ト 中 に お い て 、 1 μ g/mlの 可 溶 性 抗 － CD3お よ び 5 μ g/mlの 二 次 抗 マ
ウ ス IgG で さ ら に 活 性 化 し た 。 あ る 場 合 に お い て 、 次 善 の 0.1 μ g/mlの FNを 含 む 固 定 化 共
刺 激 抗 体 で 細 胞 を 共 刺 激 し た 。 3 日 後 、 1.0/ウ ェ ル の [！ 3H]チ ミ ジ ン の 6 時 間 の パ ル ス －
標 識 化 に よ り 増 殖 速 度 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 4-1BB シ グ ナ ル は 、 培 養 プ レ ー ト に 対 す る PMA ／ イ オ ノ マ イ シ ン 刺 激 CEM 細 胞 の 特 色 を
示 さ な い 細 胞 接 着 を 誘 導 し た 。 CD28お よ び 4-1BB は 増 殖 お よ び IL-2産 生 と 同 様 に T 細 胞 を
共 刺 激 す る こ と が で き る が 、 2 つ の 分 子 の 1 つ の 明 ら か な 差 は そ れ ら の 発 現 モ ー ド で あ る
。 ほ と ん ど の T 細 胞 に お い て 構 成 的 に 発 現 す る CD28に 比 較 し て 、 4-1BB の 発 現 は 高 度 に 調
節 さ れ る 。 ヒ ト リ ン パ 腫 の 大 部 分 か ら の 4-1BB 分 子 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 試 験 し た T 細 胞 系 統 は 、 Jurkat、 CEM 、 Molt-4、 お よ び HUT-78を 包 含 し た 。 し か し な が
ら 、 CEM 細 胞 は 、 PMA ／ イ オ ノ マ イ シ ン 刺 激 の と き 、 活 性 化 一 次 T 細 胞 に よ り 誘 導 さ れ た
も の に 比 較 し て 極 め て 高 い レ ベ ル に 4-1BB を 容 易 に 誘 導 す る こ と に お い て 例 外 的 で あ る 。
CEM 細 胞 は 、 PMA ／ イ オ ノ マ イ シ ン 刺 激 後 、 芽 細 胞 と な り 、 凝 集 し た が 、 培 養 プ レ ー ト に
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接 着 し な い ま ま で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 実 験 の 間 に 、 刺 激 し た CEM 細 胞 は プ レ ー ト 結 合 抗 4-1BB に 対 し て 激 し く 応 答 し 、 培 養 プ
レ ー ト に 完 結 に 拡 大 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 応 答 は 非 常 に 強 か っ た の で 、 外 部 の 刺 激
接 着 レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド は 不 必 要 で あ っ た 。 PMA ／ イ オ ノ マ イ シ ン 刺 激 さ れ た CEM 細 胞
の 80％ よ り 多 く は 、 1 時 間 以 内 に 抗 4-1BB に 応 答 し て 培 養 プ レ ー ト に 堅 固 に 結 合 し た 。 反
対 に 、 以 前 に 刺 激 さ れ ず 、 し た が っ て 、 検 出 可 能 な 4-1BB を 産 生 し な い CEM 細 胞 は 抗 4-1B
B に 対 し て ま っ た く 応 答 し な か っ た 。 CD28は 主 要 な 細 胞 表 面 の 分 子 で あ る の で 、 抗 － CD28
に 対 す る CEM 細 胞 の 応 答 を 試 験 し て 、 CEM 細 胞 の こ の 誘 導 が 4-1BB 共 刺 激 に 対 し て ユ ニ ー
ク で あ る か ど う か を 決 定 し た 。 抗 4-1BB と 対 照 的 に 、 CD28は 刺 激 さ れ た CEM 細 胞 お よ び 非
刺 激 CEM細 胞 の 双 方 に つ い て 細 胞 接 着 を 誘 導 し な か っ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 CEM 細 胞 接 着 に お け る 4-1BB お よ び CD28に 由 来 す る 独 特 の 共 刺 激 の 結 果 は 、 2 つ の 細 胞
表 面 の 分 子 が オ ー バ ー ラ ッ プ し な い シ グ ナ ル を 送 達 し て い る こ と を 示 し て い る 。 そ れ ら の
抗 原 が CEM 細 胞 表 面 に 豊 富 に 存 在 す る が 、 4-1BB を 使 用 す る と き 見 ら れ る よ う な 応 答 が 観
測 さ れ な い 、 い く つ か の 抗 4-1BB mAb を 試 験 し た 。 4-1BB シ グ ナ ル は CEM 細 胞 の 形 態 を 変
更 し た 。 ま た 、 CEM 細 胞 に お け る 顕 著 な 形 態 学 的 変 化 は 抗 4-1BB に 応 答 す る 培 養 プ レ ー ト
へ の 堅 固 な 結 合 の 直 後 で あ る こ と が 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 CEM 細 胞 は 培 養 の 間 に 分 散 し た 形 態 に 止 ま り 、 通 常 PMA ／ イ オ ノ マ イ シ ン 刺 激 後 に ク ラ
ス タ ー と な っ た 。 刺 激 さ れ た 細 胞 を 固 定 化 抗 4-1BB に 暴 露 し た と き 、 細 胞 の 形 状 は 劇 的 に
変 化 し た 。 PMA ／ イ オ ノ マ イ シ ン 刺 激 後 の 抗 4-1BB シ グ ナ ル は 、 丸 い 細 胞 を 鋭 い ス パ イ ク
を も つ 細 長 い 繊 維 芽 細 胞 の 形 状 に 完 全 に 変 更 し た 。 こ の 観 察 か ら 、 4-1BB シ グ ナ ル は 細 胞
を 培 養 プ レ ー ト へ の 細 胞 接 着 に 適 合 さ せ る 、 細 胞 骨 格 の 再 配 列 を 誘 導 す る こ と が で き る こ
と 示 唆 さ れ る 。 抗 － CD28を 使 用 し て 同 様 な 形 態 学 的 変 化 は 観 測 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 し か し な が ら 、 抗 4-1BB に よ り 引 き 起 こ さ れ る 接 着 お よ び 形 態 学 的 変 化 は 、 細 胞 の 増 殖
速 度 に 影 響 を 与 え な か っ た 。 4-1BB 共 刺 激 シ グ ナ ル は FNへ の Jurkat細 胞 の 接 着 を 誘 導 し た
。 CEM 細 胞 は T 細 胞 活 性 化 に お い て 4-1BB の 役 割 を 誘 発 す る た め の す ぐ れ た モ デ ル を 提 供
し た が 、 主 と し て 4-1BB 刺 激 の 間 に 4-1BB を 産 生 す る PMA ／ イ オ ノ マ イ シ ン 刺 激 の た め に
、 結 果 を 解 釈 す る た め に 障 害 が 存 在 し た 。 同 時 の 多 重 シ グ ナ ル は 、 最 終 の 結 果 の 原 因 と な
る 4-1BB の 作 用 の 識 別 を 困 難 と し た 。 こ の PBMCを 回 避 す る た め に 、 4-1BB 発 現 を 誘 導 す る
前 の 刺 激 を 使 用 し な い で 、 4-1BB を 構 成 的 に 発 現 す る 、 安 定 な T 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク タ
ン ト を 発 生 さ せ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 Jurkat細 胞 は 4-1BB を 検 出 可 能 な レ ベ ル で 発 現 し な か っ た 。 発 現 プ ラ ス ミ ド pcDNA3の 中
に 挿 入 さ れ た 4-1BB cDNAを 使 用 し て 、 4-1BB を 産 生 す る よ う に Jurkat細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 G418選 択 後 、 最 低 か ら 最 高 の 順 序 で 4-1BB 、 17-2、 8-1 お よ び 2-7 を 異 な る レ
ベ ル で 発 現 す る 、 3 つ の ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の ク ロ ー ン が 得 ら れ た 。 親 お よ び 各 々 の Ju
rkatト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の 4-1BB 発 現 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 測 定 し た 。 最 高
の 4-1BB 産 生 体 、 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト 、 2-7 、 の 4-1BB の 発 現 レ ベ ル は 、 CEM に お い て
見 ら れ る も の よ り も 、 な お 10倍 低 か っ た 。 し た が っ て 、 T 細 胞 に お け る イ ン テ グ リ ン 仲 介
接 着 を 主 と し て 支 持 す る プ レ ー ト 結 合 し た 次 善 の FN(0.1μ g/ml) へ の ４ ｄ 仲 介 細 胞 接 着 の
た め に 、 親 Jurkatお よ び こ れ ら の ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 使 用 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 FNに 加 え て イ ソ 型 対 照 b1、 抗 － CD28、 抗 4-1BB ま た は 双 方 の 抗 － CD28お よ び 抗 4-1BB で
被 覆 し た プ レ ー ト を 使 用 し て 、 細 胞 接 着 ア ッ セ イ を 実 施 し 、 そ し て 可 溶 性 抗 － CD3 の 存 在
ま た は 非 存 在 下 に 37℃ に お い て 1 ～ 5 分 培 養 し た 後 、 プ レ ー ト に 結 合 し た 細 胞 を 測 定 し た
。 抗 － CD3 の 存 在 下 に の み 親 Jurkat細 胞 は 抗 4-1BB に 対 し て 即 座 に 応 答 し た が 、 4-1BB ト
ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト は 応 答 し な か っ た 。
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【 ０ １ ９ ２ 】
　 Jurkat4-1BB ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト か ら の デ ー タ は 、 4-1BB に 応 答 す る 細 胞 接 着 が 4-1B
B の 発 現 レ ベ ル に 依 存 す る 方 法 で 起 こ る こ と を 明 瞭 に 示 し た 。 最 高 の 応 答 は ト ラ ン ス フ ェ
ク タ ン ト 2-7 に お い て 見 ら れ た が 、 最 低 の 応 答 は ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト 17-2に お い て 見 ら
れ た 。 同 一 条 件 下 に 、 対 照 Igお よ び 抗 － CD28 mAbは 、 飽 和 濃 度 に お い て 試 験 し た す べ て の
細 胞 に つ い て 、 こ の よ う な 細 胞 接 着 を 誘 導 し な か っ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 4-1BB お よ び CD28の シ グ ナ ル が 互 い に 相 互 作 用 す る か ど う か を 検 査 す る た め に 、 双 方 の
抗 4-1BB お よ び 抗 － CD28の 存 在 下 の 細 胞 接 着 レ ベ ル を 測 定 し た 。 試 験 し た 。 2 つ の 共 刺 激
シ グ ナ ル は 相 乗 的 に よ り 高 い 細 胞 接 着 を 生 じ た 。 し た が っ て 、 4-1BB は 最 大 の 接 着 応 答 の
た め に CD28シ グ ナ リ ン グ を 必 要 と す る よ う に 見 え る 。 抗 － CD3 の 存 在 下 に 検 出 さ れ た 抗 体
仲 介 接 着 応 答 は 、 抗 － CD3 が 存 在 し な い と き 、 完 全 に 壊 滅 さ れ た 。 4-1BB 仲 介 細 胞 接 着 に
お け る 抗 － CD3 の 決 定 的 な 要 件 は 、 こ の 細 胞 接 着 が 4-1BB と 抗 4-1BB ま た は FNと の 間 の 相
互 作 用 で は な く 、 む し ろ に 細 胞 接 着 経 路 へ の 中 間 の CD3 シ グ ナ リ ン グ よ り 簡 単 な 引 き 起 こ
さ れ た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 総 合 す る と 、 4-1BB お よ び CD28の 双 方 は 共 刺 激 T 細 胞 で あ る が 、 4-1BB の 役 割 は FNへ の
T 細 胞 の 接 着 の 誘 導 に お い て CD28と 異 な る 。 抗 4-1BB シ グ ナ ル を 通 す 細 胞 接 着 は 、 CEM に
お い て 見 ら れ る よ う に 、 Jurkat細 胞 に お い て 増 殖 速 度 を 変 化 さ せ な か っ た 。 4-1BB 発 現 は
反 復 し た CD3 活 性 化 に よ り 漸 進 的 に 増 加 し た 。 以 前 の 研 究 お よ び ヒ ト 末 梢 血 T 細 胞 と の 連
結 は 、 抗 4-1BB 活 性 化 の 間 の 4-1BB 発 現 パ タ ー ン を 使 用 す る 、 1 系 列 の フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー 実 験 を 通 し て 強 化 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 4-1BB の 発 現 レ ベ ル は 、 健 康 な 個 体 か ら 新 し く 調 製 さ れ た T 細 胞 の 約 2 ％ の み で あ っ た
。 レ ベ ル は 反 復 し た in vitroの 抗 － CD3 お よ び 抗 － CD28の 活 性 化 を 通 し て 増 加 し た 。 抗 －
CD3 お よ び 抗 － CD28で 3 ～ 4 日 間 刺 激 し た T 細 胞 は 約 20％ の 細 胞 が 4-1BB 陽 性 で あ る こ と
を 示 し た が 、 レ ベ ル は ピ ー ク 後 段 階 的 に 減 少 し た 。 抗 － CD3 お よ び 抗 － CD28の 非 存 在 下 に
IL-2中 の 活 性 化 さ れ た 細 胞 の 数 は 拡 大 さ れ た 。 4-1BB の 発 現 レ ベ ル は 、 IL-2中 の 培 養 の 間
に 漸 進 的 に 減 少 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 し か し な が ら 、 抗 － CD3 お よ び 抗 － CD28を 使 用 し て 再 刺 激 す る と き 、 4-1BB 陽 性 の 細 胞
数 お よ び 発 現 レ ベ ル の 双 方 に お け る 4-1BB の 劇 的 増 加 が 得 ら れ 、 4-1BBを 使 用 し て 50％ の
よ り 大 き い 陽 性 の 細 胞 を 生 じ た 。 追 加 の 抗 4-1BB シ グ ナ ル を 抗 － CD3 お よ び 抗 － CD28の 刺
激 に 付 加 す る と き 、 反 復 し た 刺 激 サ イ ク ル は 4-1BB の 発 現 レ ベ ル を な お よ り 高 く 漸 進 的 に
増 加 し た 。 こ れ ら の 観 察 か ら 示 唆 さ れ る よ う に 、 4-1BB を 産 生 す る 細 胞 集 団 は 、 反 復 し た
刺 激 の 間 の 追 加 の 4-1BB 共 刺 激 の た め に 、 増 殖 上 の 利 点 を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 T 細 胞 の 大 き い 部 分 は 、 4-1BB 発 現 に 関 し て 延 長 し て 活 性 化 し た 後 で さ え 、 4-1BB の 発
現 を な お 記 録 し た 。 4-1BB シ グ ナ リ ン グ は 、 主 と し て イ ン テ グ リ ン を 通 し て 、 一 次 T 細 胞
の 接 着 を 誘 導 し た 。 抗 － CD3 お よ び 抗 － CD28を 使 用 し て 3 日 間 の 連 続 的 刺 激 サ イ ク ル に よ
り 活 性 化 さ れ た ヒ ト 一 次 T 細 胞 を 調 製 し て 、 細 胞 の 4-1BB 発 現 を 増 加 さ せ た 。 再 刺 激 の 前
に 、 細 胞 を IL-2中 で 7 日 間 維 持 し た 。 各 刺 激 工 程 後 、 CEM お よ び Jurkat細 胞 に お い て 観 測
さ れ る よ う に 、 活 性 化 さ れ た 一 次 T細 胞 を 次 善 の FNに 対 す る 細 胞 接 着 を 誘 導 で き る か ど う
か を 決 定 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 1 時 間 後 、 可 溶 性 抗 － CD3 の 存 在 下 に 0.1 μ g/mlの 次 善 の FNに 加 え て 抗 － CD28ま た は 抗
－ CD28お よ び 抗 4-1BB で 被 覆 し た プ レ ー ト に 結 合 し た 細 胞 の 百 分 率 を 決 定 し た 。 抗 － CD3 
単 独 ま た は 抗 － CD3 お よ び 抗 4-1BB は FNに 対 す る 無 視 で き る 接 着 を 誘 導 し た が 、 抗 － CD28
共 刺 激 は 次 善 の FNで 被 覆 し た プ レ ー ト に 対 し て 約 16％ の 結 合 を 生 じ た 。 し か し な が ら 、 活
性 化 さ れ た T 細 胞 を 双 方 の 抗 4-1BB お よ び 抗 － CD28に よ り 共 刺 激 し た と き 、 細 胞 接 着 の 劇
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的 増 加 が 見 ら れ 、 1 時 間 後 、 プ レ ー ト に 堅 固 に 結 合 し た 50％ の 細 胞 を 生 じ た 。 ア ッ セ イ に
お い て 使 用 し た 刺 激 し た T細 胞 の 約 50％ の み が 4-1BB を 発 現 し た こ と を 考 慮 す る と 、 観 測
さ れ た 細 胞 接 着 は 達 成 可 能 な 最 大 レ ベ ル で あ っ た と 言 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 反 復 し た 再 刺 激 に よ り さ ら に 活 性 化 さ れ た 細 胞 は 、 シ グ ナ ル 抗 － CD28単 独 に 対 す る 応 答
性 を 段 階 的 に 喪 失 し た が 、 抗 － CD28お よ び 4-1BB の 双 方 か ら の 組 合 わ さ れ た シ グ ナ ル に 対
し て 喪 失 し な か っ た 。 イ ン テ グ リ ン 、 主 と し て (X401(CD49d/CD29) お よ び a5b1(CD49e/CD2
9)は 主 と し て FN相 互 作 用 を 伝 達 す る た め の 主 要 な 接 着 分 子 で あ る 。 FNに 対 す る 4-1BB 誘 導
細 胞 接 着 が イ ン テ グ リ ン に よ り 仲 介 さ れ る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 接 着 ア ッ セ イ 前 に
イ ン テ グ リ ン b1に 対 す る ブ ロ ッ キ ン グ mAb と 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抗 4-1BB に よ り
誘 導 さ れ る 接 着 は 、 抗 イ ン テ グ リ ン を 使 用 す る 前 処 理 の 結 果 と し て 、 50％ よ り 高 く 効 果 的
に 阻 害 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 こ れ ら の 結 果 が 示 す よ う に 、 4-1BB は FNと の 直 接 的 ア ソ シ エ ー シ ョ ン に 関 係 す る よ り む
し ろ 、 FN相 互 作 用 を 促 進 す る よ う に イ ン テ グ リ ン を 活 性 化 す る こ と が で き る 。 ネ ズ ミ 4-1B
B は FNに 対 し て 強 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る が 、 4-1BB と FNと の 間 の
直 接 的 相 互 作 用 は こ の 細 胞 接 着 に お け る 主 要 な 力 で あ る よ う に 思 わ れ な い 。 FNは CD28共 刺
激 に 対 す る 相 乗 的 4-1BB 作 用 を 増 強 し た 。 4-1BB お よ び CD28は FNに 対 す る T 細 胞 の 接 着 を
促 進 す る た め に 共 同 し た が 、 細 胞 接 着 の 応 答 が 増 殖 の 応 答 の た め の 4-1BB と CD28と の 間 の
相 乗 性 に 影 響 を 与 え る か ど う か を 決 定 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 CD28と 共 同 的 に 働 く 場 合 、 4-1BB の 作 用 が FNに よ り さ ら に 増 幅 さ れ る と 仮 定 さ れ た 。 事
実 、 FNそ れ 自 体 は T 細 胞 を 共 刺 激 し て 、 T 細 胞 活 性 化 の た め の 抗 原 の 限 界 値 を 減 少 さ せ る
こ と が 示 さ れ た 。 こ の 可 能 性 を 試 験 す る た め に 、 抗 － CD28、 抗 4-1BB 、 ま た は 双 方 の 抗 体
に よ り 共 刺 激 さ れ た 活 性 化 一 次 T 細 胞 の 増 殖 の 応 答 に お け る FNの 作 用 を 決 定 し た 。 抗 4-1B
B の 作 用 を 最 大 化 す る た め に 、 0.5 μ g/mlの 次 善 の 抗 － CD28濃 度 を 選 択 し た 。 な ぜ な ら 、
そ れ は 抗 － CD3 に よ る 限 界 的 増 殖 の み に 導 く か ら で あ る 。 こ れ ら の 条 件 下 に 、 FNの 存 在 ま
た は 非 存 在 下 に 抗 － CD28仲 介 増 殖 に 対 す る 抗 4-1BB の 作 用 を 決 定 し た 。 抗 4-1BB 単 独 は 高
度 に 精 製 さ れ た ヒ ト T 細 胞 を 抗 － CD3 で 適 度 に 共 刺 激 す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 し か し な が ら 、 抗 4-1BB は 次 善 の 抗 － CD28を 高 い 増 殖 応 答 に 導 か せ 、 共 刺 激 に お い て CD
28と 4-1BB と の 間 に 明 確 な 共 同 が 存 在 し た こ と が 示 さ れ る 。 次 に 、 こ の CD28と の 4-1BB の
共 同 が FNに よ り 増 幅 さ れ る か ど う か を 決 定 し た 。 実 験 の 結 果 に よ り 、 CD28と 4-1BB と の 間
の 相 乗 的 共 同 が FNに よ り 大 き く 増 強 さ れ る こ と が 証 明 さ れ た 。 こ の 実 験 に お い て 使 用 し た
次 善 の FN濃 度 は 、 CD28ま た は 4-1BB を ほ と ん ど 共 刺 激 し な か っ た 。 次 善 の CD28お よ び FNの
影 響 下 に 、 細 胞 は 4-1BB シ グ ナ ル の 存 在 に よ り 抗 － CD3 活 性 に 完 全 に 応 答 す る こ と が で き
た 。 こ れ に よ り 示 さ れ る よ う に 、 4-1BB の 主 要 な 役 割 は 、 TCR 共 刺 激 お よ び 細 胞 接 着 を 一
体 化 す る こ と に よ っ て 、 抗 原 の 活 性 化 に 応 答 す る よ う に T 細 胞 を 増 感 す る こ と で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 T 細 胞 の 増 殖 の 応 答 に 対 す る 抗 4-1BB の 作 用 は 、 4-1BBFc 、 す な わ ち 、 4-1BB
に 対 す る 競 合 的 ブ ロ ッ キ ン グ 因 子 を 培 養 に 含 め る と き 、 完 全 に 壊 滅 さ れ 、 抗 4-1BB の 特 異
性 が 示 さ れ た 。 4-1BB の シ グ ナ リ ン グ は 、 CD28の 共 刺 激 に 必 要 な CD3 シ グ ナ ル の 限 界 値 を
低 下 さ せ た 。 共 刺 激 シ グ ナ ル は 抗 原 の 限 界 値 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 強 化 さ れ た 共 刺
激 入 力 は 抗 原 刺 激 の 限 界 値 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 CD28共 刺 激 に 対 す る 相 乗 的 4-1BB 
の 作 用 が CD3 シ グ ナ ル の 限 界 値 を さ ら に 低 下 さ せ る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る た め
に 、 増 殖 に よ り 測 定 し た T 細 胞 の 活 性 化 に 必 要 な 抗 － CD3 濃 度 を 滴 定 に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 抗 － CD28、 抗 4-1BB ま た は 双 方 抗 － CD28お よ び 抗 4-1BB に よ る 異 な る 共 刺 激 条 件 下 に 、
抗 － CD3 濃 度 を 0.01、 0.1 お よ び 1mg/mlで 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 活 性 化 さ れ た 一 次 T 
細 胞 を 増 殖 さ せ た 。 CD28共 刺 激 に 対 す る 4-1BB の 相 乗 的 作 用 は 0.1mg/mlの 抗 － CD3 で 高 い
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増 殖 を 可 能 と し 、 こ の 濃 度 は 、 細 胞 が 抗 － CD28ま た は 抗 4-1BB の 単 独 で 共 刺 激 さ れ る 場 合
、 比 較 的 低 い 増 殖 の 応 答 に 導 く で あ ろ う 濃 度 で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 こ の よ う な 高 い 増 殖 の 応 答 は 、 細 胞 を 抗 － CD3 単 独 で 共 刺 激 し た と き よ り も 10よ り 高 い
抗 － CD3(1mg/ml) に よ り 達 成 さ れ た 。 し た が っ て 、 有 効 な 抗 － CD3 濃 度 は CD28共 刺 激 に 対
す る 4-1BB の エ ン ゲ ー ジ メ ン ト に よ り 低 下 さ せ る こ と が で き る で あ ろ う 。 し か し な が ら 、
抗 4-1BB 共 刺 激 単 独 は 適 度 の 増 殖 を 生 じ た 。 こ れ ら の 結 果 が 証 明 す る よ う に 、 4-1BB シ グ
ナ ル は CD28と の 共 同 に よ り 抗 － CD3 の 限 界 値 の 低 下 に お い て 顕 著 な 衝 撃 を 発 生 す る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 CD28共 刺 激 に 対 す る 4-1BB の 作 用 を 確 認 す る た め に 、 10mg/lの 固 定 し た 抗 － CD28濃 度 に
お い て 抗 4-1BB の 量 を 増 加 さ せ て 共 刺 激 条 件 下 に 0.1mg/mlの 抗 － CD3 に 対 す る T 細 胞 増 殖
の 応 答 を 測 定 し た 。 CD28共 刺 激 に 対 す る 4-1BB の 相 乗 的 作 用 は 投 与 量 依 存 的 方 法 で あ る こ
と が 、 結 果 に よ り 示 さ れ た 。 し た が っ て 、 4-1BB シ グ ナ ル は 接 着 の 応 答 を 増 強 す る こ と に
よ っ て CD28仲 介 T 細 胞 活 性 化 を 相 乗 化 し 、 こ れ に よ り 低 い 抗 － CD3 濃 度 で 高 い 増 殖 の 応 答
を 可 能 と す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 こ の 4-1BB の 機 能 は 、 慢 性 的 免 疫 反 応 の 間 の 制 限 さ れ た 共 刺 激 シ グ ナ ル に お い て 連 続 的
に 活 性 化 さ れ る か 、 あ る い は 生 き 残 る こ と が 要 求 さ れ る T 細 胞 に つ い て 重 要 で あ る 。 特 に
、 T 細 胞 の 免 疫 監 視 機 構 を し ば し ば ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 免 疫 原 性 が 弱 い 腫 瘍 細 胞 を 根
絶 す る た め に 、 細 胞 障 害 性 T 細 胞 の 応 答 を 増 幅 す る こ と に お い て 、 4-1BB の 役 割 は 重 大 で
あ る 。 4-1BB に よ り 促 進 さ れ た 接 着 応 答 は 、 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 8+T 細 胞 の 細 胞 障 害 性 の 4-
1BB 仲 介 増 幅 の た め の 、 主 要 な 仲 介 経 路 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】

　 イ ン テ グ リ ン 活 性 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 数 分 以 内 に T 細 胞 の 活 性 化 に よ り 誘 導 さ
れ 、 イ ン テ グ リ ン レ セ プ タ ー の 機 能 の 定 量 的 変 更 が 示 唆 さ れ る 。 イ ン テ グ リ ン は 、 FNま た
は 他 の 適 当 な ECM タ ン パ ク 質 の 存 在 下 に 突 然 変 異 誘 発 よ り 低 い レ ベ ル の 抗 － CD3 に よ り 活
性 化 さ れ た T 細 胞 を 共 刺 激 す る 。 イ ン テ グ リ ン a4b1お よ び a5b1は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン (FN)ま
た は 小 胞 細 胞 接 着 分 子 1(VCAM-1) に 結 合 し 、 FN共 刺 激 さ れ た T 細 胞 の 増 殖 お よ び 細 胞 内 CA
+2の シ グ ナ リ ン グ の 仲 介 に お い て 主 要 な 役 割 を 演 ず る 。 T 細 胞 の FN仲 介 接 着 は イ ン テ グ リ
ン の 活 性 化 お よ び 結 合 活 性 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 T 細 胞 を 活 性 化 す る レ セ プ タ ー は 、 CD3/TCR 複 合 体 お よ び CD2 、 CD7 、 CD28お よ び サ イ
ト カ イ ン を 包 含 す る 。 T 細 胞 を ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル 、 PMA ま た は CA+ イ オ ノ ホ ア 、 イ オ ノ
マ イ シ ン で 処 理 す る と 、 ま た 、 イ ン テ グ リ ン 活 性 は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ 、 タ ン パ ク 質
キ ナ ー ゼ C お よ び 細 胞 内 カ ル シ ウ ム を こ の 調 節 事 象 と 関 係 づ け る 。 イ ン テ グ リ ン は ア ソ シ
エ ー ト さ れ た 細 胞 内 細 胞 骨 格 タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ し て ア ク チ ン の 末 端 は フ ォ ー カ ル 接 着
と し て 知 ら れ て い る 細 胞 結 合 構 造 に 繊 維 束 応 力 を 加 え る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 イ ン テ グ リ ン の 刺 激 は 究 極 的 に Rho 依 存 的 フ ォ ー カ ル 接 着 の 形 成 に 導 き 、 こ れ は パ ク シ
リ ン の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 な ら び に FAK 、 Src お よ び Csk の メ ン バ ー の 活 性 の 変 化 に よ り 達
成 さ れ る 。 CD28、 す な わ ち 、 T 細 胞 上 の 糖 タ ン パ ク 質 は 、 ま た 、 FN、 VCAM-1お よ び 細 胞 内
接 着 分 子 -1(ICAM-1)に 対 す る 接 着 を 増 加 さ せ る 。 b1-イ ン テ グ リ ン 依 存 的 接 着 の CD28仲 介
調 節 1:1 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル -3- キ ナ ー ゼ (PI3-K) の ア ソ シ エ ー シ ョ ン を 含
む 。 CD28は 、 IL-2遺 伝 子 の 発 現 を 生 ず る 、 T 細 胞 活 性 化 の た め の 細 胞 表 面 の 分 子 と し て 適
切 に 特 徴 づ け ら れ た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 細 胞 接 着 に 対 す る 4-1BB の 作 用 は 抗 － CD3 を 絶 対 的 を 必 要 と し た が 、 抗 － CD28を 必 要 と
し な か っ た 。 こ う し て 、 4-1BB の 機 能 は 抗 原 活 性 化 に よ り 厳 密 に コ ン ト ロ ー ル さ れ る 。 Ju
rkat細 胞 の 接 着 に お い て CD28お よ び 4-1BB の シ グ ナ ル の 間 で 相 乗 性 が 存 在 し 、 こ う し て 内
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部 か ら 外 へ の 接 着 応 答 に 適 合 す る よ う に TCR シ グ ナ ル を 促 進 す る 下 流 の 経 路 の た め に 、 4-
1BB は CD28共 刺 激 を 補 足 す る 機 能 を す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 一 次 T 細 胞 の 初 期 の 活 性 化 後 、 細 胞 特 異 的 リ ガ ン ド ま た は ECM に 対 す る 1 系 列 の 接 着 応
答 も ま た T 細 胞 の 増 殖 を 共 刺 激 す る 。 イ ン テ グ リ ン 活 性 化 は 、 そ れ ら の リ ガ ン ド に 対 す る
結 合 活 性 を 増 強 す る た め に TCR シ グ ナ ル を 必 要 と す る 。 4-1BBお よ び 接 着 分 子 の 双 方 の 発
現 は 延 長 し た TCR 活 性 化 を 必 要 と す る こ と が あ り 、 そ し て 4-1BB は 細 胞 接 着 を 活 性 化 す る
こ と が で き 、 活 性 化 さ れ た T 細 胞 を 高 い 活 性 化 状 態 に 維 持 し 、 こ れ は 特 に 弱 い 抗 原 提 示 に
お い て 陽 性 の フ ィ ー ド バ ッ ク 増 幅 ル ー プ に よ り 4-1BB 発 現 を 増 強 す る 。 4-1BB の 発 現 は 高
度 に in vitroCD28共 刺 激 に 依 存 的 で あ り 、 し た が っ て 、 一 次 T 細 胞 に お け る 4-1BB お よ び
CD28共 刺 激 の 相 関 は Jurkat4-1BB ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト に お け る そ れ ら よ り も い っ そ う 複
雑 な で あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 抗 － CD3 シ グ ナ ル の 限 界 値 の そ れ 以 上 の 低 下 に お け る 4-1BB お よ び CD28の 本 質 的 共 存 に
よ り 示 さ れ る 2 つ の 分 子 の 共 同 は 、 接 着 分 子 の 活 性 化 に 主 と し て 帰 属 さ れ る 。 し た が っ て
、 4-1BB は 抗 原 レ セ プ タ ー の シ グ ナ リ ン グ の 限 界 値 を 低 下 し 、 こ れ に よ り エ フ ェ ク タ ー T 
細 胞 の 機 能 に 影 響 を 与 え る と い う 作 用 を 有 す る 。 TCRシ グ ナ リ ン グ の 強 度 は 、 主 と し て 共
刺 激 に よ り 影 響 を 受 け 、 ま た 、 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 、 IFお よ び IL-2の 産 生 パ タ ー ン に 影
響 を 与 え る 。 4-1BB 仲 介 増 幅 さ れ た T 細 胞 の 応 答 は 、 細 胞 障 害 性 T 細 胞 上 の 接 着 分 子 の ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 結 合 活 性 か ら か 、 あ る い は 免 疫 原 性 が 低 い 腫 瘍 の 抗 原 性 限 界 値 を
低 下 さ せ る H4-1BBの 能 力 か ら 適 切 に 生 ず る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
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う な 変 更 を 包 含 す る こ と を 意 図 す る 。
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【 ０ ２ ２ ４ 】
【 図 １ 】 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 認 知 相 に 関 係 す る 分 子 を 示 す 。
【 図 ２ 】 Ｔ 細 胞 活 性 化 の 後 期 部 分 に お い て 起 こ る Ｔ 細 胞 の ク ロ ー ナ ル 拡 張 に 関 係 す る 分 子
を 示 す 。
【 図 ３ 】 正 常 Ｔ 細 胞 活 性 化 経 路 の 休 止 部 分 を 示 す 。
【 図 ４ 】 正 常 Ｔ 細 胞 活 性 化 経 路 の 間 の 「 プ ラ イ ム ド 」 細 胞 を 示 す 。
【 図 ５ 】 非 自 己 、 抗 原 提 示 細 胞 の 存 在 に よ り 活 性 化 さ れ た 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 、 お よ び 正 常 Ｔ
細 胞 活 性 化 経 路 の 結 論 を 表 す 。
【 図 ６ 】 Ｔ 細 胞 活 性 化 経 路 に お け る 工 程 を ブ ロ ッ ク す る た め に 使 用 さ れ る 、 そ れ ぞ れ 、 ア
ネ ル ギ ー 化 Ｔ 細 胞 CTLA4-1g単 独 、 4-1BB/APと CTLA4-1gと の 組 合 わ せ 、 お よ び 4-1BB/AP単 独
を 示 す 。
【 図 ７ 】 Ｔ 細 胞 活 性 化 経 路 を ブ ロ ッ ク す る と き の 4-1BB/APと CTLA4-1gと の 組 合 わ せ を 示 す
。
【 図 ８ 】 Ｔ 細 胞 活 性 化 経 路 に お け る 工 程 を ブ ロ ッ ク す る た め に 使 用 す る と き の 4-1BB/AP単
独 を 示 す 。
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 12月 4日 (2006.12.4)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有 効 量 を 含 有 し 、 該 ア ン タ
ゴ ニ ス ト は 、 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ リ ガ ン ド の Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 阻 止
す る こ と が で き 、 該 ア ン タ ゴ ニ ス ト 自 体 は Ｃ Ｄ ４ +ま た は Ｃ Ｄ ８ +Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る こ と
が で き な い 、 自 己 免 疫 反 応 を 処 置 す る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト が ０ .２ ０ μ ｍ ｏ ｌ ～ ２ .０ μ ｍ ｏ ｌ の 投 与 量 範 囲 に て 、 １ 日 に １ ～ ３
回 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト が 錠 剤 の 形 態 で ま た は 静 脈 注 射 に よ っ て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の
医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 自 己 免 疫 反 応 が 、
　 ａ ） 　 真 性 糖 尿 病 ；
　 ｂ ） 　 慢 性 関 節 リ ウ マ チ ； ま た は
　 ｃ ） 　 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス ；
を 患 っ て い る 患 者 に お け る も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
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【 請 求 項 ５ 】
前 記 免 疫 反 応 が 臓 器 移 植 後 に 起 こ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
Ｃ Ｄ ４ +Ｔ リ ン パ 球 上 の Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が で き 、 そ れ
に よ っ て 該 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 を ブ ロ ッ ク す る 作 用 物 質 の 有 効 量 を 含 有 す
る 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ の 進 行 を 阻 止 す る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 作 用 物 質 が 、
　 ａ ） 　 ４ － １ Ｂ Ｂ － Ｆ ｃ 分 子 ；
　 ｂ ） 　 ブ ロ ッ キ ン グ 抗 ４ － １ Ｂ Ｂ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； お よ び
　 ｃ ） 　 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 す る Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ リ ガ ン ド の 部 分 を 含
む 融 合 タ ン パ ク 質
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 化 を 阻 止 す る 、 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ レ セ プ タ ー タ ン パ
ク 質 に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有 効 量 を 含 有 す る 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 を ブ ロ ッ ク す る た め の 医
薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
少 な く と も １ つ の Ｔ 細 胞 と 接 触 し 、 そ れ に よ り 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ ８ +Ｔ 細 胞 を 活 性 化
す る 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 性 Ｈ ４ － １ Ｂ Ｂ 抗 体 の 有 効 量 を 含 有 す る 、 病 原 性 ウ イ ル ス Ｈ Ｉ Ｖ －
１ に よ り 引 き 起 こ さ れ る ヒ ト 後 天 性 免 疫 不 全 症 を 処 置 す る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 抗 体 が ０ .２ ０ μ ｍ ｏ ｌ ～ ２ .０ μ ｍ ｏ ｌ の 投 与 量 範 囲 に て 、 １ 日 に １ ～ ３ 回 投 与 さ れ
る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ ８ +Ｔ 細 胞 が 、
　 ａ ） 　 Ｃ Ｄ ４ +細 胞 ；
　 ｂ ） 　 星 状 細 胞 ；
　 ｃ ） 　 マ ク ロ フ ァ ー ジ ；
　 ｄ ） 　 樹 状 細 胞 ； お よ び
　 ｅ ） 　 小 グ リ ア 細 胞 ；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 感 染 細 胞 を 殺 す こ と が 可 能 な 、 請 求 項 ９ 記 載 の 医
薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 抗 体 が 、 錠 剤 の 形 態 で ま た は 静 脈 注 射 に よ っ て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 医 薬 組
成 物 。

(44) JP 2007-84562 A 2007.4.5



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)  17/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/00    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｄ          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)  38/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｎ          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)  31/18     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  37/02    　　　　          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)  37/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/18    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  16/18     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/06    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  19/00     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  16/18    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  14/705    (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  19/00    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   9/16     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  14/705   　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   9/16    　　　　          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ          　　　　　

(74)代理人  100076521
            弁理士　坪井　有四郎
(74)代理人  100126778
            弁理士　品川　永敏
(72)発明者  クワン，ビヤング　エス．
            アメリカ合衆国，インディアナ　４６０３３，カーメル，マウンテン　アッシュ　８１２
Ｆターム(参考) 4B024 AA01  BA11  BA41  BA63  CA04  DA05  GA01  GA11  HA01 
　　　　 　　  4B050 DD11  LL01 
　　　　 　　  4C084 AA02  AA06  AA17  BA44  CA53  MA01  MA17  MA35  NA14  ZA892
　　　　 　　        ZA962 ZB052 ZB072 ZB152 ZB212 ZB332 ZC352 ZC552
　　　　 　　  4C085 AA13  AA14  BB42  CC08  CC32  DD62  DD88  EE01  GG01 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA20  AA30  BA10  BA41  CA40  DA50  DA76  EA22 
　　　　 　　        FA74 

(45) JP 2007-84562 A 2007.4.5



专利名称(译) 如何使用人受体蛋白4-1BB

公开(公告)号 JP2007084562A 公开(公告)日 2007-04-05

申请号 JP2006299163 申请日 2006-11-02

[标]申请(专利权)人(译) 印第安纳UNIV RES TECH

申请(专利权)人(译) 美国印第安纳大学的研究和技术公司

[标]发明人 クワンビヤングエス

发明人 クワン,ビヤング エス.

IPC分类号 A61K45/00 A61P37/02 A61P3/10 A61P19/02 A61P29/00 A61P17/00 A61K39/395 A61K38/00 A61P31
/18 A61P37/06 C07K16/18 C07K19/00 C07K14/705 C12N9/16 C12N15/09 G01N33/53 A61K45/06 
A61P43/00 C07K14/52 C07K14/715 C07K16/28 C12N5/10 C12N5/20 C12P21/08 G01N33/577

CPC分类号 A61K38/00 A61K2039/505 A61P17/00 A61P19/02 A61P29/00 C07K14/52 C07K14/70578 C07K14/715 
C07K16/28 C07K16/2809 C07K16/2818 C07K16/2878 C07K2317/74 C07K2319/00

FI分类号 A61K45/00 A61P37/02 A61P3/10 A61P19/02 A61P29/00.101 A61P17/00 A61K39/395.D A61K39/395.
N A61K37/02 A61P31/18 A61P37/06 C07K16/18 C07K19/00 C07K14/705 C12N9/16 C12N15/00.A 
A61K38/00 A61K39/395.DZN.A A61K39/395.NZN.A

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/BA11 4B024/BA41 4B024/BA63 4B024/CA04 4B024/DA05 4B024/GA01 4B024
/GA11 4B024/HA01 4B050/DD11 4B050/LL01 4C084/AA02 4C084/AA06 4C084/AA17 4C084/BA44 
4C084/CA53 4C084/MA01 4C084/MA17 4C084/MA35 4C084/NA14 4C084/ZA892 4C084/ZA962 4C084
/ZB052 4C084/ZB072 4C084/ZB152 4C084/ZB212 4C084/ZB332 4C084/ZC352 4C084/ZC552 4C085
/AA13 4C085/AA14 4C085/BB42 4C085/CC08 4C085/CC32 4C085/DD62 4C085/DD88 4C085/EE01 
4C085/GG01 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/BA41 4H045
/CA40 4H045/DA50 4H045/DA76 4H045/EA22 4H045/FA74

代理人(译) 品川EiSatoshi

优先权 09/007097 1998-01-14 US

其他公开文献 JP4814758B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供抑制H4-1BB受体蛋白活化的方法和治疗由自身免疫
反应和病原性病毒HIV-1引起的疾病的方法。解决方案：用抗-4-1BB单克
隆抗体处理表达H4-1BB受体蛋白的T细胞，以抑制免疫反应。本发明还
提供了人受体H4-1BB的cDNA。人受体H4-1BB的cDNA与小鼠cDNA 4-
1BB具有约65％的同源性。 Ž
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