
(57)【要約】
本発明は、樹状細胞、 T細胞および／または B細胞に関連する細胞免疫応答の機能不全また
は好ましくない機能により引き起こされる疾患の治療または予防のための可溶型 CD83タン
パク質およびそれをコードする核酸の使用を提供する。本発明はさらに、前記目的に特異
的に適した可溶型 CD83タンパク質、前記特異的な可溶型 CD83タンパク質に対する抗体およ
び、前記抗体を含有する測定方法およびキットを提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る 細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不 全 ま た は 好 ま し
く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 病 状 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 を 製 造 す
る た め の 、 CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 （ 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 ） 、 そ の
断 片 、 二 量 体 型 お よ び ／ ま た は 機 能 誘 導 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ の 使 用 で あ っ て 、 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 が CD83タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン ま
た は 、 そ の 断 片 ま た は 機 能 誘 導 体 、 好 ま し く は 配 列 番 号 ： ２ の 20か ら 144の ア ミ ノ 酸 残 基
ま た は 、 そ の 断 片 ま た は 機 能 誘 導 体 を 含 有 す る 、 請 求 項 １ の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 ２ の 使 用 で あ っ て 、 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 が さ ら に 、
(a)そ の C-末 端 で 隣 接 す る 細 胞 内 ド メ イ ン に 由 来 す る 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 し 、 好
ま し く は 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 が 配 列 番 号 ： ２ の 20か ら 145の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 し ； お
よ び ／ ま た は 、
(b)そ の N-末 端 に つ い た 機 能 配 列 、 好 ま し く は 10ア ミ ノ 酸 残 基 ま で の 機 能 配 列 を 有 し 、 最
も 好 ま し く は 、 N-末 端 で 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 Gly-Ser-Pro-Glyを 有 す る 、
請 求 項 ２ の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ２ の 使 用 で あ っ て 、 CD83タ ン パ ク 質 の 可 溶 型 が 配 列 番 号 ： ８ の 1か ら 130の ア ミ ノ
酸 残 基 を 含 有 す る 、 請 求 項 ２ の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ の 使 用 で あ っ て 、 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 が 二 量 体 、 好 ま し く は 、 可 溶 型 CD83タ
ン パ ク 質 の 単 量 体 型 の 一 つ 以 上 の シ ス テ イ ン を 介 し て 結 合 す る ホ モ 二 量 体 で あ る 、 請 求 項
１ の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ５ の 使 用 で あ っ て 、 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 が 請 求 項 ２ か ら ４ に 定 義 さ れ る よ う で
あ り 、 お よ び ／ ま た は 、 ホ モ 二 量 体 が 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 の 単 量 体 の 5番 目 の シ ス テ イ
ン を 介 し て 結 合 し て い る 、 請 求 項 ５ の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ の 使 用 で あ っ て 、 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 が 単 量 体 CD83タ ン パ ク 質 、 好 ま し く は
、 一 つ 以 上 の シ ス テ イ ン 残 基 が 同 一 ま た は 異 な る 少 数 の 、 お よ び ／ ま た は 極 性 の ア ミ ノ 酸
残 基 に 置 換 さ れ て い る 単 量 体 CD83タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ７ の 使 用 で あ っ て 、
(i)少 数 の 、 お よ び ／ ま た は 極 性 の ア ミ ノ 酸 残 基 が セ リ ン 、 ア ラ ニ ン 、 グ リ シ ン 等 か ら 選
択 さ れ 、 好 ま し く は セ リ ン で あ り ； お よ び ／ ま た は 、
(ii)可 溶 型 CD83が 請 求 項 ２ か ら ４ に 定 義 さ れ る よ う で あ り ； お よ び ／ ま た は 、
(iii)一 つ の シ ス テ イ ン 残 基 、 好 ま し く は 5番 目 の シ ス テ イ ン 残 基 が 置 換 さ れ て い る 、
請 求 項 ７ の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ７ ま た は ８ の 使 用 で あ っ て 、 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 が 配 列 番 号 ： ２ の 20か ら 144
の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 し 、 129の 位 置 の シ ス テ イ ン 残 基 が セ リ ン 残 基 ま た は 配 列 番 号 ： １
０ の 1か ら 130の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項 ７ ま た は ８ の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ か ら ９ の い ず れ か ひ と つ の 使 用 で あ っ て 、 医 薬 が
(a)麻 痺 の 治 療 ま た は 予 防 、 好 ま し く は 、 進 行 性 多 発 性 硬 化 症 に 伴 う 麻 痺 の 治 療 ま た は 予
防 に 適 し 、 お よ び ／ ま た は
(b)特 定 の 抗 原 と と も に 経 皮 、 皮 内 、 皮 下 ま た は 全 身 投 与 に 適 し て い る 、
請 求 項 １ か ら ９ の い ず れ か ひ と つ の 使 用 。
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【 請 求 項 １ １ 】
　 樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る 細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不 全 ま た は 好 ま し
く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 病 状 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 を 製 造 す
る た め の 、 請 求 項 １ か ら ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 さ れ る CD83タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
断 片 を 有 す る 核 酸 ま た は ベ ク タ ー の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ １ の 使 用 で あ っ て 、 DNA断 片 が 配 列 番 号 ： １ の 58か ら 432の ヌ ク レ オ チ ド を 含 有
す る 、 請 求 項 １ １ の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ １ ま た は １ ２ の 使 用 で あ っ て 、 医 薬 が 哺 乳 動 物 に お け る CD83の 発 現 の 際 の RNA
量 ま た は タ ン パ ク 質 量 の 下 方 制 御 に 適 し て い る 、 請 求 項 １ １ ま た は １ ２ の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ま た は １ １ の 使 用 で あ っ て 、 樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る
細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不 全 ま た は 好 ま し く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 前 記 疾 患 ま た は 病
状 が ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 組 織 ま た は 臓 器 移 植 の 拒 絶 、 筋 無 力 症 の よ う な 自 己 免 疫 症 候 群 、
多 発 性 硬 化 症 、 脈 管 炎 、 ク ロ ー ン 病 ま た は 潰 瘍 性 大 腸 炎 の よ う な 慢 性 炎 症 性 大 腸 炎 、 強 直
性 脊 椎 炎 （ Bechterew病 ） お よ び 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス の よ う な HLA B27関 連 自 己 免 疫 疾
患 、 乾 癬 の よ う な 皮 膚 病 、 関 節 リ ウ マ チ 、 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 お よ び AIDSか ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ま た は １ １ の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 配 列 番 号 ： ２ の 20か ら 144の ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る 、 CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ
ン パ ク 質 （ 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 ） 、 そ の 断 片 、 二 量 体 型 お よ び ／ ま た は 機 能 誘 導 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ５ の 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 タ ン パ ク 質 が さ ら に 、
(a)そ の C-末 端 で 隣 接 す る 細 胞 内 ド メ イ ン に 由 来 す る 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 し 、 好
ま し く は 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 が 配 列 番 号 ： ２ の 20か ら 145の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 し ； お
よ び ／ ま た は 、
(b)そ の N-末 端 に つ い た 機 能 配 列 、 好 ま し く は 10ア ミ ノ 酸 残 基 ま で の 機 能 配 列 を 有 し 、 最
も 好 ま し く は 、 N-末 端 で 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 Gly-Ser-Pro-Glyを 有 す る 、
請 求 項 １ ５ の 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 配 列 番 号 ： ８ の 1か ら 130の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 す る 、 請 求 項 １ ５ の 可 溶 型 CD83タ ン パ ク
質 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ５ か ら １ ７ の い ず れ か 一 項 の CD83タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は 組 換 え 発
現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 前 記 核 酸 ま た は 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 好 ま し く は 配 列 番 号 ： １ の 配
列 の 58か ら 435の ヌ ク レ オ チ ド ま た は 、 配 列 番 号 ： ７ の 37か ら 417を 含 有 す る 、 核 酸 ま た は
組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ 、 ５ ま た は ６ に 記 載 の 二 量 体 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 ７ か ら ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 単 量 体 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ ９ ま た は ２ ０ の CD83タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 １ ８ ま た は ２ １ の 核 酸 ま た は ベ ク タ ー で 形 質 転 換 ／ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 原 核
生 物 ま た は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 １ ５ か ら １ ７ 、 １ ９ も し く は ２ ０ の い ず れ か 一 項 の 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 の 製 造
方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ２ ２ の 形 質 転 換 ／ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物
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の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と を 特 徴 と す る 、 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 １ か ら ９ ま た は １ ５ か ら １ ７ 、 １ ９ も し く は ２ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 可 溶 型
CD83タ ン パ ク 質 、 ま た は 請 求 項 １ １ か ら １ ２ 、 １ ８ も し く は ２ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
核 酸 ま た は ベ ク タ ー を 含 有 す る 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 １ か ら ９ ま た は １ ５ か ら １ ７ 、 １ ９ も し く は ２ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 可 溶 型
CD83タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 ２ ５ の 抗 体 で あ っ て 、 天 然 の CD83タ ン パ ク 質 の 正 し い タ ン パ ク 質 折 り た た み 構 造
を 有 す る 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 に 対 し て 作 製 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 患 者 の 血 清 中 の 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 を イ ン ビ ト ロ で 定 量 す る 測 定 方 法 で あ っ て 、 血 清
試 料 を 請 求 項 ２ ５ ま た は ２ ６ の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 ２ ７ の 測 定 方 法 で あ っ て 、 患 者 の 血 清 中 の 増 加 し た 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 量 に 関
連 す る 疾 患 を 判 定 す る の に 適 し た 、 好 ま し く は 患 者 の B細 胞 白 血 病 に 関 連 す る 腫 瘍 、 自 己
免 疫 疾 患 、 ウ イ ル ス 感 染 等 を 判 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 ２ ７ ま た は ２ ８ の 測 定 方 法 を 実 施 す る た め の 、 請 求 項 ２ ５ ま た は ２ ６ の 抗 体 を 含
有 す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る 細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不 全 ま た は 好 ま し
く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 病 状 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 で あ っ て 、 請 求 項
１ か ら ９ ま た は １ ５ か ら １ ７ 、 １ ９ も し く は ２ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 可 溶 型 CD83タ ン
パ ク 質 、 ま た は 請 求 項 １ １ か ら １ ２ 、 １ ８ も し く は ２ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 ま た
は ベ ク タ ー を 薬 学 的 に 適 量 、 該 治 療 が 必 要 な ヒ ト に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 、 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る 細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不 全 ま
た は 好 ま し く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 可 溶 型 CD83タ
ン パ ク 質 お よ び そ れ を コ ー ド す る 核 酸 の 使 用 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 前 記 目 的 に 特
異 的 に 適 し た 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 、 前 記 特 異 的 な 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 お
よ び 、 前 記 抗 体 を 含 有 す る 測 定 方 法 お よ び キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 哺 乳 動 物 の 免 疫 系 は 、 非 常 に 多 く の 外 来 抗 原 に 反 応 す る 能 力 を 有 さ ね ば な ら な い 。 リ ン
パ 球 は 免 疫 系 の 中 心 的 な 要 素 を 構 成 し 、 そ れ は リ ン パ 球 が 抗 原 を 認 識 し 、 特 異 的 な 適 応 免
疫 応 答 を す る こ と が で き る か ら で あ る 。 リ ン パ 球 は 二 つ の 一 般 的 な 分 類 の 細 胞 、 抗 体 を 発
現 で き る Bリ ン パ 球 と 、 CD4+ヘ ル パ ー T細 胞 と CD8+細 胞 毒 性 T細 胞 に さ ら に 分 類 さ れ る Tリ ン
パ 球 に 分 け ら れ る 。 Tリ ン パ 球 の こ れ ら の サ ブ グ ル ー プ は 両 者 と も 、 主 要 組 織 適 合 複 合 体
（ MHC） と し て 知 ら れ る 表 面 タ ン パ ク 質 に 関 連 す る 抗 原 を 認 識 す る こ と が で き る 。 MHCの 認
識 は 、 T細 胞 受 容 体 （ TCR） 、 T細 胞 の 細 胞 膜 に 付 着 す る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 介 し て 起 き る
。 CD8+T細 胞 受 容 体 は 独 占 的 に 、 MHCク ラ ス I抗 原 と 細 胞 毒 性 T細 胞 と の 相 互 作 用 を 仲 介 し ；
CD4+T細 胞 受 容 体 は 独 占 的 に 、 MHCク ラ ス II抗 原 と ヘ ル パ ー T細 胞 と の 相 互 作 用 を 仲 介 す る
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 免 疫 応 答 の 誘 発 は 独 占 的 に T細 胞 だ け か ら 進 む の で は な く 、 む し ろ T細 胞 が い わ ゆ る 抗 原
提 示 細 胞 （ APCs、 ア ク セ サ リ ー 細 胞 と し て も 知 ら れ る ） と そ の 表 面 マ ー カ ー （ 例 え ば MHC 
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II） と 相 互 作 用 す る こ と に よ り 進 む 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ら の ア ク セ サ リ ー 細 胞 は 、 そ の 機 能 が 抗 原 を 提 示 す る こ と で あ る 「 単 純 」 APCsと 、
抗 原 を 提 示 す る こ と に 加 え 、 リ ン パ 球 を 活 性 化 す る ア ク セ サ リ ー 機 能 を 有 す る 「 専 門 」 AP
Csに さ ら に 分 け ら れ る 。 APCsそ れ 自 身 は 抗 原 特 異 性 を も た な い が 、 T細 胞 に 抗 原 を 提 示 す
る こ と に よ り 「 天 然 の ア ジ ュ バ ン ト 」 と し て 作 用 す る 。 単 核 食 細 胞 に 加 え 、 樹 状 細 胞 （ DC
） は APC型 の 構 成 員 で あ る 。 事 実 、 DCsは 現 在 知 ら れ て い る 最 も 効 力 の あ る APCで あ り 、 天
然 T細 胞 を 活 性 化 で き 、 そ れ ゆ え 「 天 然 の ア ジ ュ バ ン ト 」 と 呼 ば れ る 唯 一 の APCで あ る 。 こ
れ ら の 異 な る 特 性 と 機 能 の 結 果 、 今 日 ま で 二 つ の 型 の 樹 状 細 胞 に 分 け ら れ て い る ：
す な わ ち 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 お よ び 粘 膜 関 連 リ ン パ 組 織 に 存 在 す る 濾 胞 性 樹 状 細 胞 （ リ ン パ
関 連 DCsと し て も 知 ら れ る ） と 、 ほ と ん ど の 臓 器 の 間 質 腔 、 リ ン パ 節 と 脾 臓 の T細 胞 の 豊 富
な 区 画 に 見 出 さ れ 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 と し て 知 ら れ る 皮 膚 全 体 に わ た っ て 分 布 す る イ ン
タ ー デ ジ タ ル 樹 状 細 胞 （ 骨 髄 由 来 DCsと し て も 知 ら れ る ） で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 未 成 熟 な 樹 状 細 胞 、 す な わ ち T細 胞 を 完 全 に は 活 性 化 で き な い DCsは 、 抗 原 を 結 合 し 、 そ
れ ら を MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 に 加 工 す る 機 能 を 有 す る 。 TNF-ア ル フ ァ （ 腫 瘍 壊 死 因 子 ） お よ
び CD40Lの よ う な 刺 激 は 樹 状 細 胞 の 成 熟 化 を 誘 導 し 、 MHCク ラ ス Iお よ び MHCク ラ ス II分 子 の
新 規 の 大 量 合 成 と 、 例 え ば 内 臓 の 間 質 腔 か ら 血 液 を 介 し た 脾 臓 お よ び 肝 臓 の リ ン パ 節 へ の
DCの 移 動 を も た ら す 。 さ ら に 、 副 刺 激 因 子 の 分 子 （ 例 え ば CD80、 CD86） お よ び 接 着 分 子 （
例 え ば LFA3） の 発 現 の 増 加 が 第 二 の リ ン パ 系 組 織 へ の 移 動 の 間 に 起 き る 。 成 熟 DCは 、 第 二
の リ ン パ 系 組 織 の T細 胞 が 豊 富 な 領 域 に 到 達 す る と す ぐ に 、 MHCク ラ ス Iま た は MHCク ラ ス II
の 範 囲 内 で ペ プ チ ド 抗 原 を こ れ ら の T細 胞 に 提 示 す る こ と に よ り Tリ ン パ 球 を 活 性 化 す る 。
条 件 に 応 じ て 、 DCsは 順 に 免 疫 系 の 区 別 さ れ る 応 答 を も た ら す 、 各 種 T細 胞 の 活 性 化 を 刺 激
で き る 。 例 え ば 、 上 記 の よ う に 、 MHCク ラ ス Iを 発 現 す る DCsは 増 殖 の た め に 細 胞 毒 性 T細 胞
を 生 じ る こ と が で き 、 MHCク ラ ス IIを 発 現 す る DCsは ヘ ル パ ー T細 胞 と 相 互 作 用 で き る 。 成
熟 DCと そ れ ら が 産 生 す る IL-12の 存 在 下 で 、 こ れ ら の T細 胞 は イ ン タ ー フ ェ ロ ン － ガ ン マ を
産 生 す る Th1細 胞 に 分 化 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － ガ ン マ と IL-12は 、 一 緒 に T-キ ラ ー 細 胞 を 促 進 す る よ う に 作 用 す る
。 IL-4存 在 下 で 、 DCsは 、 順 に 好 酸 球 を 活 性 化 し 、 抗 体 産 生 す る B細 胞 を 支 援 す る IL-5と IL
-4を 分 泌 す る Th2細 胞 へ T細 胞 が 分 化 す る こ と を 誘 導 す る （ Banchereau, J.お よ び Steinman
, R.M. (1998) Nature 392: 245-252） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 DCsは ま た 、 い わ ゆ る イ ン ビ ト ロ で の 混 合 リ ン パ 球 反 応 （ MLR） 、 同 種 T細 胞 活 性 化 と 移
植 拒 絶 の モ デ ル で あ る が 、 を 誘 導 で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 MLR測 定 の 典 型 的 な 特 徴 は 、 大 き な DC-T細 胞 塊 の 形 成 で あ る 。 1日 目 で hCD83extを 添 加 す
る と 、 DCお よ び 増 殖 T細 胞 の 典 型 的 な 細 胞 塊 の 形 成 は 強 く 阻 害 さ れ た （ Lechmannら  (2001)
 J. Exp. Med. 194: 1813-1821） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 成 熟 DCは 特 徴 的 に 、 （ 例 え ば MHC Iお よ び II、 CD80/86、 CD40） の な か で も 特 に 、 マ ー カ
ー 分 子 で あ る CD83を そ の 細 胞 表 面 に 発 現 す る （ Zhou, L.-J.お よ び Tedder, T.F. (1995) J
. Immunology、 154: 3821-3835） 。 こ れ は 今 日 知 ら れ て い る 最 も よ い マ ー カ ー の 一 つ で あ
る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Igス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 の 一 分 子 で あ る CD83は 、 そ の 未 成 熟 型 が 205ア ミ ノ
酸 （ 配 列 番 号 ： ２ ） か ら な る 単 一 鎖 の 43 kDaの 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 最 初 の 19ア ミ ノ 酸 は
CD83の シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 表 し 、 そ れ ら は タ ン パ ク 質 が 膜 に 挿 入 さ れ る と 失 わ れ 、 186ア
ミ ノ 酸 の 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 と な る 。 成 熟 CD83は 、 ア ミ ノ 酸 20か ら 144（ 配 列 番 号 ： ２ ） で
形 成 さ れ る 細 胞 外 ド メ イ ン 、 ア ミ ノ 酸 145か ら 166（ 配 列 番 号 ： ２ ） を 含 有 す る 膜 貫 通 ド メ
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イ ン 、 お よ び ア ミ ノ 酸 167か ら 205（ 配 列 番 号 ： ２ ） か ら 形 成 さ れ る 細 胞 質 ド メ イ ン を 有 す
る 。 細 胞 外 ド メ イ ン は 構 造 的 特 徴 と し て 単 一 の Ig様 （ V型 ） ド メ イ ン を 有 し 、 成 熟 DCの 細
胞 表 面 で 非 常 に 強 く 発 現 さ れ る 。 CD83タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 少 な く と も 二 つ の
エ ク ソ ン に よ り コ ー ド さ れ ： 一 つ の エ ク ソ ン は Ig様 ド メ イ ン の 半 分 だ け を コ ー ド し 、 他 方
の エ ク ソ ン は 膜 貫 通 ド メ イ ン を コ ー ド す る 点 に お い て 、 典 型 的 な Ig様 ド メ イ ン と は 異 な る
（ Zhou, L.-J.、 Schwarting, R.、 Smith, H.M.お よ び Tedder, T.F. (1999) J. Immunolog
y、 149: 735-742を 参 照 せ よ ） 。 ヒ ト CD83を コ ー ド す る cDNAは 618 bpの オ ー プ ン リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム （ 配 列 番 号 ： １ 、 Genbank ID: Z11697お よ び 上 記 の Zhou, L.-J.ら (1995)を
参 照 せ よ ） を 含 有 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 CD83の 正 確 な 機 能 は 調 べ ら れ て い る が 、 CD83 mRNAの 核 移 行 の 阻 害 に よ る 成 熟 DC上 に お
け る CD83の 細 胞 表 面 で の 発 現 の 阻 害 が 、 こ れ ら の 細 胞 の T細 胞 刺 激 能 に 明 ら か な 低 減 を も
た ら す こ と が 示 さ れ て い る （ Kruse, M.ら  (2000) J. Exp. Med. 191: 1581-1589） 。 そ れ
ゆ え 、 CD83は DC機 能 に 必 要 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 、 可 溶 型 CD83を 細 胞 に 投 与 す る と 、 細 胞 が 発 現 す る CD83量 が 減 少 し （ 成 熟 樹 状 細
胞 ） 、 あ る い は 細 胞 が CD83を 産 生 し な く な る （ 未 成 熟 樹 状 細 胞 ） こ と が 明 ら か と な っ た 。
未 成 熟 樹 状 細 胞 は そ の 膜 中 /膜 上 に CD83を も た な い の で 、 こ の 観 察 か ら 、 可 溶 型 CD83は CD8
3と は 別 の 細 胞 （ 膜 ） と 相 互 作 用 し 、 す な わ ち 異 好 性 の 相 互 作 用 が 可 溶 型 CD83と 未 同 定 の
リ ガ ン ド の 間 に 生 ず る と 思 わ れ る と い う 結 論 が 導 か れ る （ Lechmann, M.ら 、 （ 2001年 12月
17日 ） J. Exp. Med. 194: 1813-1821、 お よ び （ 2002年 6月 ） Trends in Immunology, 23（
6） : 273-275） 。 イ ン ビ ボ で 可 溶 型 CD83が 存 在 す る 証 拠 も ま た 存 在 す る 。 可 溶 型 CD83は 正
常 ヒ ト 血 清 中 に 見 出 さ れ 、 活 性 化 さ れ た 樹 状 細 胞 お よ び B-リ ン パ 球 か ら 放 出 さ れ て い る と
思 わ れ る （ Hockら 、 (2001) Int. Immunol. 13: 959-967） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 WO 97/29781は 、 可 溶 型 CD83を 任 意 の 抗 原 と と も に ア ジ ュ バ ン ト と し て 用 い る 液 性 免 疫
応 答 を 刺 激 す る 方 法 お よ び 組 成 物 （ ワ ク チ ン ） に 関 す る 。 可 溶 型 は CD83融 合 タ ン パ ク 質 お
よ び ア ミ ノ 酸 1か ら 124か ら な る 可 溶 型 、 CD83の 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 有 す る 。 ワ ク チ ン 製 剤
の ア ジ ュ バ ン ト と し て の CD83の 用 途 に 加 え 、 こ の 文 献 は 哺 乳 動 物 に お け る 好 ま し く な い 抗
原 特 異 的 な 応 答 を 阻 害 す る CD83に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 抗 体 ） の 用 途 に つ い て 議 論 し て
い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 WO 93/21318は 、 こ こ で HB15と 命 名 さ れ た CD83、 HB15キ メ ラ 分 子 お よ び HB15の 細 胞 外 ド
メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 1か ら 125） か ら な る 断 片 を 含 む HB15断 片 に つ い て 記 載 し て い る 。 さ ら に
、 HB15に 対 す る 抗 体 が 記 述 さ れ て い る 。 し か し 、 前 記 抗 体 の 潜 在 的 な 用 途 も 機 能 も 記 載 さ
れ て い な い 。 HB15は リ ン パ 球 活 性 化 の ア ク セ サ リ ー 分 子 と し て の 役 割 が あ る の で 、 可 溶 型
HB15お よ び 断 片 は 免 疫 応 答 増 強 の ア ゴ ニ ス ト と し て 有 用 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 ま た 、
実 験 的 な 証 明 は な さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 US 5,710,262お よ び 対 応 WO 95/29236は 、 AIDSの 治 療 の 潜 在 的 に 有 用 な 医 薬 と し て ヒ ト
お よ び マ ウ ス の HB15を 開 示 し て い る （ マ ウ ス HB15の DNAお よ び ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て は 、
配 列 番 号 ： ３ お よ び ４ を 参 照 ） 。 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ う に 、 HB15の 細 胞 外 ド メ イ ン は
、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 最 初 の 19ア ミ ノ 酸 、 続 い て 細 胞 外 ド メ イ ン の 106ア ミ ノ 酸 を 含 有 す
る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 の WO 93/21318お よ び WO 95/29236は ま た 、 CD83に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 血 清
中 の 内 在 性 CD83ま た は モ ニ タ ー CD83量 を 排 除 す る こ と を 強 調 し て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 驚 い た こ と に 、 ア ミ ノ 酸 20か ら 144（ 配 列 番 号 ： ２ ） を 含 有 す る CD83の 細 胞 外 ド メ イ ン
（ 以 降 「 hCD83ext」 ） が 樹 状 細 胞 の リ ガ ン ド と の 異 好 性 の 相 互 作 用 に 関 与 す る こ と が 明 ら
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か と な っ た 。 最 新 の 文 献 が 完 全 な 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は 細 胞 外 ド メ イ ン の C-末 端 の ア ミ ノ
酸 を 欠 く 細 胞 外 ド メ イ ン に つ い て 記 載 し て い る だ け な の で （ US 5,710,262、 WO 95/29236
お よ び WO 97/29781） 、 hCD83extが 正 し い 構 造 を 導 入 し 、 樹 状 細 胞 と 相 互 作 用 す る こ と も
ま た 驚 く べ き こ と で あ っ た 。 さ ら に 大 き な 驚 き は 、 hCD83extの 樹 状 細 胞 に 対 す る 効 果 で あ
っ た ； hCD83extは 、 未 成 熟 な 樹 状 細 胞 の 成 熟 化 を 妨 げ 、 成 熟 樹 状 細 胞 に お け る CD83の 発 現
を 低 減 し た 。 結 果 と し て 、 樹 状 細 胞 は T細 胞 活 性 化 能 を 消 失 し た 。 そ れ ゆ え 、 可 溶 型 hCD83
ext自 身 が 、 好 ま し く な い 免 疫 応 答 、 特 に T細 胞 の 活 性 化 を 妨 げ る こ と に よ り 生 ず る 疾 患 ま
た は 病 状 の 治 療 ま た は 予 防 に 適 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 hCD83extは ま た 、 樹 状 細 胞 、 T
細 胞 お よ び /ま た は B細 胞 を 介 す る 好 ま し く な い 免 疫 応 答 に よ り 生 ず る 疾 患 ま た は 病 状 の 治
療 ま た は 予 防 に 適 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 最 近 、 hCD83extが 正 し い 天 然 の CD83の 構 造 を 有 し て い る 事 実 か ら 、 CD83に 対 す る 抗 体 の
調 製 に も 適 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た （ Lechmannら 、 Protein Expression and Purif
ication 24巻 、 445-452 (2002年 3月 5日 )） 。 前 記 文 献 は ま た 、 Cd83の 細 胞 外 ド メ イ ン の ク
ロ ー ニ ン グ と ア ミ ノ 酸 23か ら 128を 含 有 す る CD83断 片 の 単 離 に つ い て 開 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 、 ヒ ト 血 清 中 の 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 の 量 は 変 化 し 、 腫 瘍 お よ び B-細 胞 白 血 病 の
場 合 に 極 め て 高 い こ と が 明 ら か と な っ た 。 そ れ ゆ え 、 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体
は 、 患 者 の あ る 疾 患 （ 例 え ば 、 腫 瘍 、 自 己 免 疫 性 疾 患 、 ウ イ ル ス 感 染 等 ） を 判 断 す る 強 力
な ツ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 最 後 に 、 hCD83extが 単 量 体 と 二 量 体 の 形 態 で 存 在 し （ 両 者 と も 比 較 的 活 性 が あ る ） 、 hC
D83extの 細 胞 外 ド メ イ ン 中 の 一 つ 以 上 の シ ス テ イ ン 残 基 、 特 に 5番 目 の シ ス テ イ ン 残 基 を
異 な る ア ミ ノ 酸 残 基 （ 例 え ば セ リ ン 残 基 ） で 置 換 す る と 、 自 然 に 二 量 体 化 し に く い 単 量 体
の 細 胞 外 CD83分 子 と な る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 特 に 、 可 溶 型 hCD83extは 未 成 熟 お よ び 成 熟 樹 状 細 胞 に 関 与 し 、 未 成 熟 樹 状 細 胞 の 成 熟 化
を 妨 げ る 。 そ の 上 、 可 溶 型 hCD83extで 処 理 し た 成 熟 樹 状 細 胞 は 、 そ の T細 胞 刺 激 活 性 を 完
全 に 阻 害 さ れ る 。 そ れ ゆ え 、 T細 胞 は も は や 増 殖 し な い 。 CD83は T細 胞 （ お よ び B細 胞 ） と
の 相 互 作 用 で き る 成 熟 樹 状 細 胞 の マ ー カ ー と し て 認 識 さ れ る 。 元 々 、 可 溶 型 hCD83extで 処
理 し た 成 熟 し た 、 活 性 の あ る 樹 状 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ で T細 胞 （ お よ び B細 胞 ） と 塊 を 形 成
す る こ と が で き な い 。 し た が っ て 、 樹 状 細 胞 は も は や T細 胞 の 分 裂 /刺 激 を 誘 導 で き な い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 そ の 結 果 、 本 発 明 は 、 樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る 細 胞 免 疫 応 答 の
機 能 不 全 ま た は 好 ま し く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 病 状 の 治 療 ま た は 予 防
に 適 し た CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 の 使 用 を 提 供 す る 。 特 に 、 CD83フ ァ
ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 は 、 樹 状 細 胞 と T細 胞 と の 相 互 作 用 、 お よ び 樹 状 細 胞
と B細 胞 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 前 記 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 適 し た 特 異 的 な CD83タ ン パ ク 質 （ ホ モ 二 量 体 、 単
量 体 お よ び 特 定 の 置 換 ム テ イ ン を 含 む ） が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 最 終 的 に は 、 本 発 明 は 前 記 抗 体 が 患 者 血 清 中 の 増 強 さ れ た 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 と 相 関
す る 疾 患 を 判 定 す る 方 法 に 適 し て い る こ と を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 以 下 を 提 供 す る 。
(1)樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る 細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不 全 ま た は 好 ま
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し く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 病 状 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 を 製 造
す る た め の 、 CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 （ 以 降 単 に 「 可 溶 型 CD83タ ン パ
ク 質 」 ） 、 そ の 断 片 、 二 量 体 型 お よ び ／ ま た は 機 能 誘 導 体 の 使 用 。
(2)可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 が 二 量 体 、 好 ま し く は 可 溶 型 単 量 体 CD83タ ン パ ク 質 内 の 一 つ 以
上 の シ ス テ イ ン 残 基 を 介 し て 結 合 す る ホ モ 二 量 体 で あ る 、 上 記 (1)の 使 用 。
(3)可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 が 単 量 体 CD83タ ン パ ク 質 、 好 ま し く は 一 つ 以 上 の シ ス テ イ ン 残
基 が 同 一 ま た は 異 な る 小 さ な お よ び /ま た は 極 性 ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ て い る 単 量 体 CD8
3タ ン パ ク 質 で あ る 、 上 記 (1)の 使 用 。
(4)医 薬 が 麻 痺 の 治 療 又 は 予 防 、 好 ま し く は 進 行 性 多 発 性 硬 化 症 に 伴 う 麻 痺 の 治 療 ま た は
予 防 に 適 し て い る 、 上 記 (1)、 (2)ま た は (3)の 使 用 。
(5)樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る 細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不 全 ま た は 好 ま
し く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 病 状 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 を 製 造
す る た め の 、 上 記 (1)、 (2)ま た は (3)に 記 載 の CD83タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA断 片 を 有 す
る 核 酸 ま た は ベ ク タ ー の 使 用 。
(6)樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る 細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不 全 ま た は 好 ま
し く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 前 記 疾 患 ま た は 病 状 が ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 組 織 ま た は
臓 器 移 植 の 拒 絶 、 筋 無 力 症 の よ う な 自 己 免 疫 症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症 、 脈 管 炎 、 ク ロ ー ン 病
ま た は 潰 瘍 性 大 腸 炎 の よ う な 慢 性 炎 症 性 大 腸 炎 、 強 直 性 脊 椎 炎 （ Bechterew病 ） お よ び 全
身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス の よ う な HLA B27関 連 自 己 免 疫 疾 患 、 乾 癬 の よ う な 皮 膚 病 、 関 節 リ
ウ マ チ 、 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 お よ び AIDSか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 上 記 (1)な い し (
3)お よ び (5)の 使 用 。
(7)配 列 番 号 ： ２ の 20か ら 144の ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る 、 CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ
ン パ ク 質 、 そ の 断 片 、 二 量 体 型 お よ び ／ ま た は 機 能 誘 導 体 。
(8)上 記 (7)の CD83タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 。
(9)上 記 (1)ま た は (2)に 記 載 の 二 量 体 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 。
(10)上 記 (3)に 記 載 の 単 量 体 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 。
(11)上 記 (9)ま た は (10)の CD83タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 。
(12)上 記 (8)ま た は (11)の 核 酸 ま た は ベ ク タ ー で 形 質 転 換 ／ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 原 核
生 物 ま た は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 。
(13)上 記 (7)、 (9)ま た は (10)の 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 上 記 (12)の 形
質 転 換 ／ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と を 特
徴 と す る 、 製 造 方 法 。
(14)上 記 (7)、 (9)ま た は (10)の 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 、 ま た は 上 記 (5)、 (8)ま た は (11)に
記 載 の 核 酸 ま た は ベ ク タ ー を 含 有 す る 、 医 薬 組 成 物 。
(15)上 記 (7)、 (9)ま た は (10)に 記 載 の 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 。
(16)患 者 の 血 清 中 の 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 を イ ン ビ ト ロ で 定 量 す る 測 定 方 法 で あ っ て 、 血
清 試 料 を 上 記 (15)の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 測 定 方 法 。
(17上 記 (15)の 測 定 方 法 を 実 施 す る た め の 、 上 記 (14)の 抗 体 を 含 有 す る キ ッ ト 。
(18)樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る 細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不 全 ま た は 好 ま
し く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 病 状 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 で あ っ て 、 上 記
(7)、 (9)ま た は (10)の 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 、 ま た は 上 記 (5)、 (8)ま た は (11)に 記 載 の 核
酸 ま た は ベ ク タ ー を 薬 学 的 に 適 量 、 該 治 療 が 必 要 な ヒ ト に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 、 方
法 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 PCR法 を 用 い て 、 CD83の 細 胞 外 ド メ イ ン と 細 胞 質 ド メ イ ン の 最 初 の コ ド ン を 完 全 長 の ヒ
ト cDNAク ロ ー ン か ら 増 幅 し 、 発 現 ベ ク タ ー の グ ル タ チ オ ン -ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 後 ろ に
挿 入 し た 。 得 ら れ た 融 合 タ ン パ ク 質 に お い て 、 N-末 端 の グ ル タ チ オ ン -ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ （ GST） を ト ロ ン ビ ン 切 断 部 位 に よ り 、 細 胞 質 ド メ イ ン の Ileに ひ ろ が る 細 胞 外 CD83ド メ
イ ン か ら 分 離 し た 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 細 菌 の 一 晩 培 養 液 か ら 精 製 し 、 ト ロ ン ビ ン 切 断 に よ
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り 、 hCD83extを さ ら に 精 製 し た 。 精 製 hCD83extを 樹 状 細 胞 の 成 熟 化 と T細 胞 刺 激 （ MLR） ア
ッ セ イ に 用 い た 。 驚 く べ き こ と に 、 hCD83extを 未 成 熟 樹 状 細 胞 に 添 加 す る と 、 変 化 し た 表
面 マ ー カ ー の 発 現 パ タ ー ン が 誘 導 さ れ た 。 CD80発 現 は 96％ か ら 66％ に 減 少 し 、 CD83発 現 は
96％ か ら 30％ に 減 少 し た 。 ま た 、 成 熟 樹 状 細 胞 を hCD83extに 曝 す と 、 表 面 マ ー カ ー の 発 現
パ タ ー ン が 変 化 し た 。 CD83発 現 は 96％ か ら 66％ に 減 少 し た 。 hCD83extで 処 理 し た 樹 状 細 胞
は そ の T細 胞 増 殖 刺 激 能 を 失 っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B
細 胞 を 介 す る 疾 患 お よ び 病 状 の 治 療 へ の hCD83extの 潜 在 的 な 使 用 が 示 唆 さ れ た 。 そ れ ゆ え
、 多 発 性 硬 化 症 の モ デ ル で あ る 、 hCD83extの 実 験 的 自 己 免 疫 性 脳 脊 髄 炎 （ EAE） に 対 す る
効 果 が 研 究 さ れ た 。 驚 く べ き こ と に 、 hCD83extで 処 理 し た マ ウ ス は EAEに 伴 う 典 型 的 な 麻
痺 を 生 じ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 の 実 施 態 様 (1)に よ れ ば 、 CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク
質 、 そ の 断 片 、 ま た は そ の 機 能 誘 導 体 は 樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る
細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不 全 ま た は 好 ま し く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 病 状 の
治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 の 製 造 に 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 可 溶 型 CD83タ ン
パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ： ２ の 少 な く と も ア ミ ノ 酸 20か ら 144、 ま た は 20か ら 145を 含 有 す る 。
適 当 な 断 片 は 、 天 然 の CD83と 同 一 の 活 性 と 構 造 を 有 す る も の で あ る 。 適 切 な 誘 導 体 と し て
、 こ れ に 限 ら れ な い が 、 そ の C-末 端 ま た は N-末 端 に さ ら に 配 列 を つ け た 、 例 え ば C-末 端 に
膜 貫 通 ド メ イ ン の 一 部 を 、 ま た は N-末 端 に 短 い 機 能 ペ プ チ ド （ Gly-Ser-Pro-Gly） を 有 す
る タ ン パ ク 質 が 用 い ら れ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 お よ び 断 片 を 含 む 医 薬 は 、 例 え ば 進 行 性
多 発 性 硬 化 症 に 見 ら れ る よ う な 麻 痺 の 治 療 ま た は 予 防 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 同 様 に 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は ベ ク タ ー を 樹 状 細
胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る 細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不 全 ま た は 好 ま し く な い 機
能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 病 状 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 の 製 造 に 用 い る こ と が で き る
。 特 に 、 配 列 番 号 ： １ の ヌ ク レ オ チ ド 58か ら 432、 よ り 好 ま し く は 58か ら 435を 含 有 す る DN
A配 列 を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 医 薬 は 哺 乳 動 物 の CD83発 現 に お け る RNAお よ び ／ ま
た は タ ン パ ク 質 量 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ れ ら の 医 薬 の ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 組 織 ま た は 臓 器 移 植 の 拒 絶 、 筋 無 力 症 の よ う な 自 己
免 疫 症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症 、 脈 管 炎 、 ク ロ ー ン 病 ま た は 潰 瘍 性 大 腸 炎 の よ う な 慢 性 炎 症 性
大 腸 炎 、 強 直 性 脊 椎 炎 （ Bechterew病 ） お よ び 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス の よ う な HLA B27関
連 自 己 免 疫 疾 患 、 乾 癬 の よ う な 皮 膚 病 、 関 節 リ ウ マ チ 、 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 お よ び AI
DSの よ う な 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 使 用 が 適 切 で あ る 。 機 能 不 全 ま た は 好 ま し く な
い T細 胞 機 能 に よ り 生 ず る 病 状 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 方 法 と し て は 、 こ こ で 記 述 さ れ
る よ う な 有 効 量 の CD83ま た は 断 片 を 投 与 す る こ と が 特 徴 で あ る ； 方 法 と し て は ま た 、 上 述
の よ う に 、 有 効 量 の 核 酸 ま た は ベ ク タ ー を 投 与 す る こ と が 特 徴 で あ る ； 前 記 方 法 は ア レ ル
ギ ー 、 喘 息 、 組 織 ま た は 臓 器 移 植 の 拒 絶 、 筋 無 力 症 の よ う な 自 己 免 疫 症 候 群 、 多 発 性 硬 化
症 、 脈 管 炎 、 ク ロ ー ン 病 ま た は 潰 瘍 性 大 腸 炎 の よ う な 慢 性 炎 症 性 大 腸 炎 、 強 直 性 脊 椎 炎 （
Bechterew病 ） お よ び 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス の よ う な HLA B27関 連 自 己 免 疫 疾 患 、 乾 癬 の
よ う な 皮 膚 病 、 関 節 リ ウ マ チ 、 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 お よ び AIDSの よ う な 疾 患 の 治 療 ま
た は 予 防 に 適 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ こ で 定 義 さ れ る よ う に 、 用 語 「 相 互 作 用 を 阻 害 す る 」 は 、 本 発 明 の CD83フ ァ ミ リ ー を
構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 が イ ン ビ ト ロ の 生 理 学 的 pHと 塩 濃 度 で 、 好 ま し く は pH6.0か ら 8
.0の 範 囲 の pH濃 度 で 、 お よ び ／ ま た は 50 mMか ら 250 mM、 好 ま し く は 125 mMか ら 175 mMの
範 囲 の 塩 濃 度 で 、 樹 状 細 胞 の T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 対 す る 相 互 作 用 を こ わ す 、 お よ
び ／ ま た は 樹 状 細 胞 -T細 胞 塊 ま た は 樹 状 細 胞 -B細 胞 塊 の 形 成 を 阻 害 す る 能 力 が あ る こ と を
示 す た め に 用 い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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　 樹 状 細 胞 の T細 胞 へ の 結 合 お よ び 樹 状 細 胞 -T細 胞 塊 の 形 成 の 好 ま し い 測 定 法 は 実 施 例 に
提 供 さ れ る （ Lechmann, M.ら  (2001) J. Exp. Med. 194: 1813-1821） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 使 用 の た め の CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 は 、 樹 状 細 胞 の T細
胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 対 す る 結 合 、 お よ び ／ ま た は 樹 状 細 胞 -T細 胞 塊 ま た は 樹 状 細 胞 -
B細 胞 塊 の 形 成 の 破 壊 を 、 上 記 ア ッ セ イ の 一 つ で 測 定 し た 場 合 、 25％ 以 上 、 よ り 好 ま し く
は 50％ 以 上 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 75％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 90％ 以 上 生 ず る こ と が で き
る 。 CD83フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 の 「 可 溶 型 」 と い う 用 語 は 、 こ こ で は 少 な く と も CD83フ ァ
ミ リ ー を 構 成 す る タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン の 一 部 を 有 す る が 、 前 記 分 子 が 発 現 す る 細
胞 膜 に 固 定 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を も た な い タ ン パ ク 質 性 分 子 を 定 義 す る た め に 用 い ら れ
る 。 CD83の ア ミ ノ 酸 配 列 同 様 、 ヒ ト CD83タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 Zhou, L.J.
ら  (1992) J. Immunol. 149(2): 735-742（ Genbank受 託 番 号 Z11697） に 記 載 さ れ 、 そ れ ぞ
れ 配 列 番 号 ： １ お よ び 配 列 番 号 ： ２ と し て 提 供 さ れ て い る 。
　 こ こ で 定 義 さ れ る よ う に 、 CD83フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 に は 、 配 列 番 号 ： ２ で 示 さ れ る ヒ
ト CD83と 70％ 以 上 、 好 ま し く は 80％ 以 上 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 90％ 以 上 の ア ミ ノ 酸 同 一
性 を 有 す る い か な る 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 そ れ ゆ え 、 ヒ ト CD83そ れ 自 身 と は 別 に 、 CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る タ ン パ ク 質 と し て 、
配 列 番 号 ： ３ の 核 酸 配 列 で コ ー ド さ れ 、 配 列 番 号 ： ４ で 提 供 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ
る マ ウ ス HB15タ ン パ ク 質 が あ げ ら れ る （ Genbank受 託 番 号 NM_009856 (Berchtholdら )） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 他 の 天 然 に 存 在 す る CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る タ ン パ ク 質 を 、 例 え ば ヒ ト CD83コ ー デ ィ
ン グ 領 域 の 全 て ま た は 細 胞 外 部 分 、 ま た は マ ウ ス HB15コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 含 有 す る 核 酸 を
、 他 の 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 ま た は 同 種 生 物 の 他 の 組 織 か ら の 各 種 ソ ー ス の 核 酸 （
ゲ ノ ム DNA、 cDNA、 RNA） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ り 、 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 相 補 的 な 核 酸 配 列 間 の 結 合 （ 例 え ば セ ン ス /ア ン チ セ ン ス 、 s
iRNA等 ） で あ る 。 当 業 者 に 知 ら れ て い る よ う に 、 Tm（ 融 解 温 度 ） は 配 列 間 の 結 合 が も は や
安 定 で な く な る 温 度 で あ る 。 こ こ で 用 い ら れ る よ う に 、 用 語 「 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 」 は 、 CD83関 連 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 無 関 係 な 配 列 を 区 別 で き る 、 中 程 度 の ス ト リ ン ジ
ェ ン ト ま た は 高 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お い て 、 特 定 レ ベ ル の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 達 成 す
る た め に 用 い ら れ る 条 件 は ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 の 性 質 に 依 存 し て 変 化 す る 。 例 え ば 、
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 の 長 さ 、 配 列 相 補 性 の 程 度 、 配 列 組 成 （ 例 え ば 、 GC v. AT含 量 ）
お よ び 型 （ 例 え ば RNA v. DNA） が 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 選 択 す る 際 に 考 慮
さ れ る 。 さ ら に 、 一 方 の 核 酸 が 例 え ば フ ィ ル タ ー に 固 定 化 さ れ て い る か ど う か が 考 慮 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 般 に 、 核 酸 ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 は ナ ト リ ウ ム イ オ ン の 減 少 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 反 応 の 温 度 の 上 昇 に 伴 い 低 下 す る 。 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に よ る ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 例 は 以 下 の と お り で あ る ： 約 37℃ ま た は 42℃ で 、 2 x SSC/0.1 SDS （
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 ） ； お よ そ 室 温 で 、 0.5 x SSC/0.1% SDS（ 低 ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー の 洗 浄 条 件 ） ； 約 42℃ で 、 0.5 x SSC/0.1% SDS（ 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄
条 件 ） 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 例 は 以 下 の と お り で あ
る ： お よ そ 室 温 で 、 2 xSSC/0. 1% SDS（ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 ） ； お よ そ 室 温 で 、
0.5 x SSC/0.1% SDS（ 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 条 件 ） ； 約 42℃ で 、 0.5 x SSC/0.1% S
DS（ 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 条 件 ） ； お よ び 約 65℃ で 、 0.1 x SSC/0.1% SDS（
高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 ） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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　 典 型 的 に は 、 洗 浄 条 件 は 望 み の 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に な る よ う に 調 整 さ れ る 。 そ
れ ゆ え 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 例 え ば 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー
条 件 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の よ う な 特 定 の 条 件 で の 洗 浄 に よ り 、 ま た は そ れ ぞ
れ の 条 件 、 例 え ば 上 述 の 順 に そ れ ぞ れ 10-15分 、 あ げ ら れ た 工 程 の い ず れ か ま た は 全 て を
繰 り 返 す 条 件 を 用 い る こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の 最 適 条 件 は 、 行 わ れ る 個 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に 依 存 し て 変 化 し 、 経 験 的 に
決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 天 然 に 存 在 す る CD83タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を ク ロ ー ニ ン グ す る と 、 細 胞 外 ド メ イ
ン を 既 知 の CD83分 子 の 細 胞 外 ド メ イ ン と ク ロ ー ニ ン グ さ れ た CD83配 列 と を 比 較 す る こ と に
よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 そ の 結 果 、 任 意 の 天 然 に 存 在 す る 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 を こ
こ に 記 載 の 方 法 を 用 い て 組 換 え 的 に 発 現 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ こ に 記 載 の 既 知 の
方 法 お よ び 当 業 者 に 既 知 の 方 法 （ Sambrookら 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 室 マ ニ
ュ ア ル 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1989） を 用 い て 、
可 溶 型 CD83を コ ー ド す る 核 酸 を 製 造 し 、 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 の 宿
主 細 胞 を 形 質 転 換 で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 そ れ ゆ え 、 細 菌 シ ス テ ム に ク ロ ー ニ ン グ す る 場 合 、 pi、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Xの 、 plac
、 ptrp、 ptac（ ptrp-lacハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー ） の よ う な 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 同 様 、
T7等 の 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 シ ス テ ム に ク ロ ー ニ ン グ
す る 場 合 、 SV40、 RSV、 CMV-IEを 含 む CMV等 の 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 の ゲ
ノ ム 由 来 の 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー ） ま た は 哺 乳 動
物 ウ イ ル ス 由 来 の 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 マ ウ ス 乳 腺 腫 瘍 ウ イ ル ス の 末 端 反 復 配 列
； ア デ ノ ウ イ ル ス 後 期 プ ロ モ ー タ ー ） を 用 い る こ と が で き る 。 組 換 え DNA技 術 ま た は 合 成
法 に よ り 製 造 さ れ る プ ロ モ ー タ ー は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 転 写 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 発 現 の た め に 組 換 え ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス の 要 素 を 利 用 す る 哺 乳 動 物 の 発 現 シ ス テ ム
が 設 計 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る 場 合 、 目 的 の 核 酸 を ア
デ ノ ウ イ ル ス の 転 写 /翻 訳 コ ン ト ロ ー ル 複 合 体 、 例 え ば 後 期 プ ロ モ ー タ ー と 3部 か ら な る リ
ー ダ ー 配 列 に ラ イ ゲ ー ト す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 7.5Kプ ロ モ ー
タ ー を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 特 に 興 味 深 い こ と は 、 染 色 体 外 要 素 と し て の 複 製 能 を 有 す る 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス
（ BPV） に 基 づ く ベ ク タ ー で あ る 。 マ ウ ス 細 胞 に 染 色 体 外 ベ ク タ ー が 入 っ た 直 後 、 ベ ク タ
ー は 細 胞 当 り 約 100か ら 200コ ピ ー 複 製 す る 。 挿 入 cDNAの 転 写 に は プ ラ ス ミ ド の 宿 主 染 色 体
へ の 組 み 込 み は 必 要 な い の で 、 高 レ ベ ル の 発 現 が 起 き る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー を 、 プ ラ ス ミ
ド に 選 択 マ ー カ ー 、 例 え ば neo遺 伝 子 を 含 む こ と に よ り 、 安 定 発 現 に 用 い る こ と が で き る
。 あ る い は レ ト ロ ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 、 宿 主 細 胞 中 で 目 的 の 核 酸 の 発 現 を 導 入 す る 、 お よ び
発 現 さ せ る こ と が で き る ベ ク タ ー と し て 用 い る た め に 改 変 す る こ と が で き る 。 高 レ ベ ル の
発 現 を 、 こ れ に 限 定 は さ れ な い が 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン RAプ ロ モ ー タ ー お よ び ヒ ー ト シ ョ ッ
ク プ ロ モ ー タ ー を 含 む 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 達 成 で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 酵 母 に お い て 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー ま た は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 多 く の ベ ク タ ー が
用 い ら れ て い る 。 ADHま た は LEU2の よ う な 構 成 的 酵 母 プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は GALの よ う な 誘
導 性 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が で き る 。 あ る い は 、 例 え ば 相 同 組 換 え を 介 す る 、 外 来 核
酸 配 列 の 酵 母 染 色 体 へ の 組 み 込 み を 容 易 に す る ベ ク タ ー が 当 業 者 に は 知 ら れ て お り 、 用 い
ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 使 用 の た め の CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 目 的 の
核 酸 を 、 イ ン ビ ト ロ で の 発 現 の た め に （ 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ で の 転 写 /翻 訳 ア ッ セ イ ま た
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は 市 販 の キ ッ ト を 用 い て ） 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 、 ま た は 、 適 当 な 核 酸 を 適 切 な 細 胞 に
移 す こ と に よ り 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 （ 例 え ば 、 昆 虫 細 胞 ） の い ず れ か で 、 転 写 お よ び
/ま た は 翻 訳 を 容 易 に す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き る
。 ベ ク タ ー が 伝 播 し 、 そ の 核 酸 が 転 写 、 あ る い は コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 す る 細
胞 を こ こ で は 「 宿 主 細 胞 」 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ の 用 語 は ま た 、 目 的 の 宿 主 細 胞 の い か な る 子 孫 を も 含 む 。 さ ら に 、 本 発 明 の 目 的 の 核
酸 を 、 体 細 胞 遺 伝 子 治 療 に お け る イ ン ビ ボ 発 現 の た め に 、 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 で き る 。 こ
れ ら の ベ ク タ ー 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 発 明 の 核 酸 を DCへ の ベ ク タ ー の 感
染 /導 入 に よ り 発 現 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 宿 主 細 胞 と し て は 、 こ れ に 限 定 は さ れ な い が 、 細 菌 の よ う な 微 生 物 、 酵 母 、 昆 虫 お よ び
哺 乳 動 物 が あ げ ら れ る 。 例 え ば 、 目 的 核 酸 を 含 む 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 核 酸 、 プ ラ
ス ミ ド の 核 酸 ま た は コ ス ミ ド の 核 酸 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 ； 目 的 核 酸 を 含 む
組 換 え 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 ； 目 的 核 酸 を 含 む 、 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ
ク タ ー （ 例 え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 CaMV； タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 TMV
） を 感 染 し た 、 ま た は 組 換 え プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 Tiプ ラ ス ミ ド ） で 形 質 転
換 し た 植 物 細 胞 シ ス テ ム ； 目 的 核 酸 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 バ キ ュ
ロ ウ イ ル ス ） を 感 染 し た 昆 虫 細 胞 シ ス テ ム ； ま た は 目 的 核 酸 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ
ク タ ー （ 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ） を 感 染 し た 動
物 細 胞 シ ス テ ム 、 ま た は 安 定 発 煙 の た め に 操 作 し た 形 質 転 換 動 物 細 胞 シ ス テ ム が あ げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 宿 主 細 胞 中 で CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 を 長 期 間 発 現 す る た め に 、 安
定 発 現 が 好 ま し い 。 そ れ ゆ え 、 例 え ば ウ イ ル ス の 複 製 起 点 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、
適 当 な コ ン ト ロ ー ル 要 素 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ
ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 等 ） に よ り 制 御 さ れ る 目 的 核 酸 を 用 い て 細 胞 を 形 質 転 換 で き る 。
状 況 に 応 じ て 、 発 現 ベ ク タ ー は ま た 、 ベ ク タ ー を 有 す る 細 胞 が そ れ に よ り 同 定 さ れ 、 生 育
し 、 お よ び 広 が る よ う に な る 選 択 圧 に 対 す る 抵 抗 性 を 得 る 選 択 ま た は 同 定 マ ー カ ー を コ ー
ド す る 核 酸 を 含 む こ と が で き る 。 あ る い は 、 選 択 マ ー カ ー は 、 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 第 一 の ベ ク タ ー を も つ 宿 主 細 胞 に 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 第 二 の ベ ク タ ー 上 に 存 在 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ れ に 限 定 さ れ な い が 、 ヘ ル ペ ス 単 純 ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 、 ヒ ポ キ サ ン チ
ン -グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 含 む 多 く の 選 択 シ ス テ ム が 、 そ れ ぞ れ tk-、 hgprtま た は aprt細
胞 で 使 用 で き る 。 加 え て 、 代 謝 拮 抗 物 質 抵 抗 性 を 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 耐 性 を 与 え る dhfr；
キ ノ コ フ ェ ノ ー ル 酸 耐 性 を 与 え る gpt遺 伝 子 ； ア ミ ノ グ リ コ シ ド G-418耐 性 を 与 え る ネ オ マ
イ シ ン 遺 伝 子 ； お よ び ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 を 与 え る ハ イ グ ロ マ イ シ ン 遺 伝 子 の 選 択 の 基
礎 と し て 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 選 択 可 能 な 遺 伝 子 と し て 、 ト リ プ ト フ ァ ン の 代 わ り
に イ ン ド ー ル を 細 胞 に 利 用 さ せ る trpB； ヒ ス チ ジ ン の 変 わ り に ヒ ス チ ノ ー ル を 細 胞 に 利 用
さ せ る hisD； お よ び オ ル ニ チ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る 2-（ ジ フ ル オ ロ メ チ ル ）
-DL-オ ル ニ チ ン （ DFMO） に 対 す る 耐 性 を 与 え る ODC（ オ ル ニ チ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ ） が
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ こ で 用 い ら れ て い る よ う に 、 用 語 「 形 質 転 換 （ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン ） 」 は 、 細
胞 へ の 外 来 DNAの 取 り 込 み に 続 く 細 胞 の 遺 伝 的 変 化 を 意 味 す る 。 そ れ ゆ え 、 「 形 質 転 換 さ
れ た 細 胞 」 は 、 細 胞 内 （ ま た は そ の 細 胞 の 子 孫 ） に DNA分 子 が 組 換 え DNA技 術 に よ り 導 入 さ
れ て い る 細 胞 で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
　 DNAを 用 い た 細 胞 の 形 質 転 換 を 、 当 業 者 に は 既 知 の 従 来 法 に よ り 実 施 で き る 。 例 え ば 、
宿 主 細 胞 が 真 核 生 物 の も の で あ る 場 合 、 DNA形 質 転 換 法 と し て 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム
共 沈 殿 法 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の よ う な 従 来 の 機 械 的 手 法 、 電 気 穿 孔 法 、 リ ポ ソ ー
ム で 包 ん だ プ ラ ス ミ ド の 挿 入 お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー を あ げ る こ と が で き る 。 真 核 細 胞 は
ま た 、 目 的 核 酸 を コ ー ド す る DNA配 列 と 選 択 的 な 表 現 型 を コ ー ド す る 第 二 の 外 来 DNA分 子 を
、 こ こ で 記 載 し た よ う に 、 共 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 別 の 方 法 と し て は 、 サ ル ウ イ ル
ス 40（ SV40） ま た は ウ シ パ ピ ロ ー マ う ウ イ ル ス の よ う な 真 核 生 物 ウ イ ル ス の ベ ク タ ー を 、
一 過 的 に 真 核 細 胞 に 感 染 ま た は 形 質 転 換 し 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に 用 い る 方 法 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 形 質 転 換 に 続 き 、 可 溶 型 CD83を 従 来 法 に よ り 単 離 精 製 で き る 。 例 え ば 、 発 現 宿 主 （ 例 え
ば 、 細 菌 ） か ら 調 製 し た 溶 菌 液 （ ラ イ セ ー ト ） を HPLC、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ゲ
ル 電 気 泳 動 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ま た は 他 の 精 製 法 を 用 い て 精 製 で き る 。 実
質 的 に 純 粋 な タ ン パ ク 質 を 、 ペ プ チ ド 合 成 機 （ 例 え ば 、 ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ 、 フ
ォ ス タ ー シ テ ィ 、 CA； モ デ ル 430A等 ） を 用 い た 化 学 合 成 に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 実 施 態 様 (2)に よ れ ば 、 本 発 明 の 医 薬 に 使 用 す る た め の 化 合 物 は 二 量 体 構 造 の
可 溶 型 CD83で あ る 。 好 ま し く は 、 二 量 体 構 造 は ホ モ 二 量 体 で あ る 。 二 量 体 化 は 、 可 溶 型 CD
83タ ン パ ク 質 の 単 量 体 内 部 に 存 在 す る シ ス テ イ ン 残 基 （ こ れ は 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 12
、 27、 35、 100、 107、 129、 163に 存 在 す る ） 間 に 一 つ 以 上 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る
こ と に よ り 、 ま た は 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 の 単 量 体 内 部 の 同 一 ま た は 異 な る 官 能 基 （ 例 え
ば 、 カ ル ボ キ シ 基 、 ア ミ ノ 基 、 ヒ ド ロ キ シ 基 、 チ オ 基 等 ） を 結 合 す る 二 官 能 性 リ ン カ ー 分
子 （ 例 え ば 、 ジ ア ミ ン 、 ジ カ ル ボ ン 酸 化 合 物 等 ） に よ り 得 る こ と が で き る 。 後 者 か ら ま た
、 組 換 え 技 術 に よ り 直 接 作 ら れ る 二 量 体 構 造 を 得 る た め の 、 （ 例 え ば 、 -[(Gly) x Ser] y -（
xは 例 え ば 3ま た は 4、 yは 例 え ば 1な い し 5） の よ う な 小 さ な 極 性 ア ミ ノ 酸 残 基 か ら の ） ポ リ
ペ プ チ ド リ ン カ ー の 使 用 が で き る よ う に な る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 特 に 好 ま し い の は 、 可 溶 型 CD83の 5番 目 の シ ス テ イ ン 残 基 （ す な わ ち 、 配 列 番 号 ： ２ の
ア ミ ノ 酸 129お よ び 配 列 番 号 ： ８ の ア ミ ノ 酸 114に 相 当 す る シ ス テ イ ン 残 基 ） 間 の ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 に よ り 結 合 し た （ 配 列 番 号 ： ２ の 20か ら 144、 ま た は 配 列 番 号 ： ８ の 1か ら 130の
ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 す る ホ モ 二 量 体 の よ う な ） ホ モ 二 量 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 使 用 の た め の 化 合 物 は ま た 、 こ れ ら の 誘 導 体 が 上 述 の よ う に 可 溶 性 の ま ま で あ
り 、 上 述 の 樹 状 細 胞 の T細 胞 お よ び /ま た は B細 胞 へ の 結 合 、 お よ び /ま た は 樹 状 細 胞 -T細 胞
塊 の 形 成 を 妨 げ る こ と が で き る か ぎ り 、 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 付 加 、 欠 失 、 置 換 、 挿 入 ま
た は 反 転 し て い る 、 上 述 の 発 明 に よ る CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 の 誘 導
体 を 包 含 す る 。 こ れ は ま た 、 前 述 の CD83化 合 物 の ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 特 に 好 ま し い 付 加 は 、 前 に 定 義 し た 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 が そ の C-末 端 に 隣 接 す る 細 胞
質 ド メ イ ン に 由 来 す る 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 し 、 好 ま し く は 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質
が 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 20か ら 145を 含 有 し ； お よ び /ま た は そ の N-末 端 に 付 い た 機
能 配 列 、 好 ま し く は 10ア ミ ノ 酸 残 基 ま で の 機 能 配 列 、 お よ び 最 も 好 ま し く は N-末 端 に 更 な
る ア ミ ノ 酸 Gly-Ser-Pro-Glyを 有 す る よ う な 付 加 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 の 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る 場
合 、 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 保 守 的 に 置 換 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 保 守 的 な 置 換 に は
、 Met、 Ile、 Val、 Leuま た は Alaの よ う な 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 残 基 が 互 い に 置 換 さ れ る 置 換 が
包 含 さ れ る 。 同 様 に 、 極 性 ア ミ ノ 酸 残 基 は Lysと Arg、 Gluと Asp、 ま た は Glnと Asnの よ う に
、 互 い に 置 換 で き る 。

10

20

30

40

50

(13) JP 2006-523432 A 2006.10.19



【 ０ ０ ５ ７ 】
　 発 明 の 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 の 好 ま し い 置 換 ム テ イ ン は 、 発 明 の 態 様 (3)お よ び (10)の
も の で あ り 、 こ こ で 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 は 一 つ 以 上 の シ ス テ イ ン 残 基 が 同 一 の 、 ま た は
異 な る 短 い 、 お よ び /ま た は 極 性 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ て い る 単 量 体 CD83タ ン パ ク 質
で あ る 。 好 ま し く は 、 小 さ い 、 お よ び /ま た は 極 性 の ア ミ ノ 酸 残 基 は セ リ ン 、 ア ラ ニ ン 、
グ リ シ ン 、 バ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 等 か ら 選 択 さ れ 、 好 ま し く は セ リ ン で あ る 。 さ ら に 一 つ の
シ ス テ イ ン 残 基 、 よ り 好 ま し く は 5番 目 の シ ス テ イ ン 残 基 が 置 換 さ れ て い る こ と が 好 ま し
い 。 最 も 好 ま し く は 、 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 は 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 20か ら 144を
含 有 し 、 129位 の シ ス テ イ ン 残 基 が セ リ ン 残 基 、 ま た は 配 列 番 号 ： １ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 1か
ら 130に 置 換 さ れ て い る 。 そ の よ う に 定 義 さ れ る 単 量 体 分 子 は 、 医 薬 応 用 に 特 に 重 要 で あ
る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 発 明 に よ れ ば 、 CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 の 誘 導 体 は ま た 、 そ の 中 の
一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 変 化 し た 側 鎖 を 有 す る 誘 導 体 を 包 含 す る 。 そ の よ う な 誘 導 体 ポ リ ペ
プ チ ド に は 例 え ば 、 遊 離 の ア ミ ノ 基 が 塩 酸 ア ミ ン 、 p-ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル 基 、 カ ロ ベ ン ズ
オ キ シ 基 を 形 成 す る ； 遊 離 の カ ル ボ キ シ 基 が 塩 、 メ チ ル お よ び エ チ ル エ ス テ ル を 形 成 す る
； 遊 離 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 が 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 誘 導 体 の よ う に 0-ア シ ル ま た は 0-ア ル
キ ル 誘 導 体 、 例 え ば プ ロ リ ン に 対 し て 4-ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 リ ジ ン に 対 し て 5-ヒ ド ロ キ
シ リ ジ ン 、 セ リ ン に 対 し て ホ モ セ リ ン 、 リ ジ ン に 対 し て オ ミ チ ン 等 を 形 成 す る ア ミ ノ 酸 を
含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 包 含 さ れ る 。 ま た 、 共 有 結 合 、 例 え ば 環 状 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す
る 二 つ の シ ス テ イ ン 残 基 間 に 形 成 さ れ る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 変 え る こ と が で き る ア ミ ノ 酸
誘 導 体 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 誘 導 体 は 、 こ れ ら の 分 子 が 上 述
の よ う に 可 溶 性 で あ り 、 上 述 の 樹 状 細 胞 の T細 胞 お よ び /ま た は B細 胞 へ の 結 合 、 お よ び /ま
た は 樹 状 細 胞 -T細 胞 塊 の 形 成 を 妨 げ る こ と が で き る か ぎ り 、 CD83分 子 の 天 然 の グ リ コ シ ル
化 パ タ ー ン ま た は 変 化 し た グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 し 、 あ る い は グ リ コ シ ル 化 さ れ な い
。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 の 使 用 の た め の 可 溶 型 CD83は 、 配 列 番 号 ： ２ で 示 さ れ る ヒ ト
CD83タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 20か ら 144、 よ り 好 ま し く は ア ミ ノ 酸 20か ら 145、 ま た は 配 列 番
号 ： ８ の ア ミ ノ 酸 1か ら 130を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 さ ら に 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 の 使 用 の た め の 可 溶 型 CD83は 、 配 列 番 号 ： ４ で 示 さ れ
る マ ウ ス HB15タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 22か ら 135を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る 細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不
全 ま た は 好 ま し く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 病 状 の 治 療 ま た は 予 防 の た め
の 医 薬 を 製 造 す る た め の 、 CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 ま た は そ の よ う な
タ ン パ ク 質 の 誘 導 体 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は 発 現 ベ ク タ ー の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 上 述 の よ う な 、 本 発 明 の 使 用 の た め の 核 酸 は 、 塩 基 ア デ ニ ン 、 チ ミ ン 、 グ ア ニ ン お よ び
シ ト シ ン を 含 む DNA（ デ オ キ シ リ ボ 核 酸 ） ま た は 塩 基 ア デ ニ ン 、 ウ ラ シ ル 、 グ ア ニ ン お よ
び シ ト シ ン を 含 む RNA（ リ ボ 核 酸 ） 、 も し く は 二 つ の 混 合 物 の 形 態 を と り う る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 発 明 の 使 用 の た め の 核 酸 が ヒ ト CD83タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 場 合 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 の 部
分 は 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ： １ の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 58か ら 432で あ る 。 あ る い は 、 コ ー
デ ィ ン グ 領 域 の 部 分 は 、 配 列 番 号 ： １ の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 58か ら 435で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 発 明 の 使 用 の た め の 核 酸 が マ ウ ス HB15タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 場 合 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 の
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部 分 は 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ： ３ の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 76か ら 418で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 発 明 の 使 用 の た め の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。 用 語 「 ベ ク
タ ー 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 挿 入 ま た は 取 り 込 み に よ り 操 作 す る こ と が で き る 、 当 業 者 に は
既 知 の プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス ま た は 他 の 媒 体 を 意 味 す る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 遺 伝 子 操
作 に 用 い ら れ （ す な わ ち 「 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 」 ） 、 あ る い は 挿 入 ポ リ ペ プ チ ド が 転 写
ま た は 翻 訳 さ れ る （ 「 発 現 ベ ク タ ー 」 ） 。 一 般 に ベ ク タ ー は 少 な く と も 、 細 胞 中 で 増 殖 す
る た め の 複 製 起 点 と プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 こ こ で 説 明 し た 発 現 制 御 要 素 を 含 む 発 現 ベ ク タ
ー 内 に 存 在 す る 制 御 要 素 （ 例 え ば 、 イ ン ト ロ ン の ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル 、 mRNAの イ ン フ
レ ー ム 翻 訳 を 可 能 に す る た め の 遺 伝 子 の 正 し い 読 み 取 り 枠 （ リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ） の 維
持 、 停 止 コ ド ン 等 ） は 、 適 正 な 転 写 お よ び 翻 訳 を 容 易 に す る こ と に 関 連 す る 。 用 語 「 制 御
要 素 」 は 、 そ の 存 在 が 発 現 に 影 響 を お よ ぼ す 少 な く と も 一 つ 以 上 の 要 素 を 含 む こ と を 意 味
し 、 別 の 要 素 、 例 え ば リ ー ダ ー 配 列 お よ び 融 合 パ ー ト ナ ー 配 列 を 含 む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ こ で 用 い ら れ て い る よ う に 、 用 語 「 発 現 制 御 要 素 」 は 、 操 作 で き る よ う に つ な げ た 核
酸 配 列 の 発 現 を 調 節 す る 一 つ 以 上 の 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 核 酸 配 列 に 操 作 で き る よ う に つ
な げ た 発 現 制 御 要 素 は 、 核 酸 配 列 の 転 写 お よ び 、 必 要 に 応 じ て 翻 訳 を 制 御 す る 。 そ れ ゆ え
、 発 現 制 御 要 素 は 、 必 要 に 応 じ て 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 、
タ ン パ ク 質 コ ー ド 遺 伝 子 の 前 の 開 始 コ ド ン （ 例 え ば 、 ATG） を 含 む 。 「 操 作 で き る よ う に
つ な げ る 」 と は 、 記 載 し た 要 素 を 所 望 の 方 法 で 機 能 す る よ う な 関 係 に 並 べ る こ と を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 直 接 転 写 に 十 分 な 最 小 の 配 列 を 意 味 す る 。 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー と
誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 両 者 が 発 明 に 包 含 さ れ る （ 例 え ば 、 Bitterら 、 Methods in Enzymol
ogy 153: 516-544,1987を 参 照 せ よ ） 。 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー は 外 部 シ グ ナ ル ま た は 薬 剤 に
よ り 活 性 化 さ れ る 。 ま た 発 明 に は 、 特 定 の 細 胞 型 、 組 織 ま た は 生 理 的 条 件 で 制 御 可 能 な プ
ロ モ ー タ ー 依 存 性 の 遺 伝 子 発 現 を 行 わ せ る の に 十 分 な プ ロ モ ー タ ー 要 素 が 含 ま れ る ； そ の
よ う な 要 素 は 遺 伝 子 の 5’ 、 3’ ま た は イ ン ト ロ ン 領 域 に 存 在 す る 。 発 明 に 有 用 な プ ロ モ ー
タ ー と し て は ま た 、 条 件 付 プ ロ モ ー タ ー が あ げ ら れ る 。 「 条 件 付 プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 あ る
条 件 下 で の み 活 性 の あ る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー は 、 あ る 化 合 物 の よ
う な 特 定 の 薬 剤 が 存 在 す る と 、 不 活 性 ま た は 抑 制 さ れ る 。 薬 剤 が 存 在 し な い と 、 転 写 が 賦
活 化 ま た は 活 性 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 核 酸 を 、 体 細 胞 遺 伝 子 治 療 の た め の イ ン ビ ボ 発 現 用 に 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入
す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 ベ ク タ ー を
樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び /ま た は B細 胞 へ 感 染 /導 入 す る こ と に よ り 、 発 明 の 核 酸 を 発 現 す る
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら に 発 明 は 、 樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る 細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不
全 ま た は 好 ま し く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 病 状 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 に
関 し 、 こ こ で 効 果 的 な 量 の 可 溶 型 hCD83extが 被 検 者 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 そ の 上 、 発 明 は 樹 状 細 胞 、 T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 に 関 連 す る 細 胞 免 疫 応 答 の 機 能 不
全 ま た は 好 ま し く な い 機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 ま た は 病 状 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 に
関 し 、 こ こ で 効 果 的 な 量 の 可 溶 型 hCD83extを コ ー ド す る 核 酸 ま た は 発 現 ベ ク タ ー が 被 検 者
に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 発 明 に よ れ ば 、 可 溶 型 CD83extま た は 、 hCD83extを コ ー ド す る 核 酸 ま た は 発 現 ベ ク タ ー
を 、 例 え ば 移 植 片 対 宿 主 疾 患 ま た は 宿 主 対 移 植 片 疾 患 の 結 果 生 ず る 、 組 織 お よ び /ま た は
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臓 器 移 植 、 特 に 異 種 組 織 お よ び /ま た は 臓 器 移 植 の 拒 絶 を 治 療 又 は 予 防 す る た め に 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 CD83フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 可 溶 型 タ ン パ ク 質 ま た は 、
hCD83extを コ ー ド す る 核 酸 ま た は 発 現 ベ ク タ ー を 外 来 抗 原 へ の 望 ま し く な い 応 答 、 そ れ に
伴 う ア レ ル ギ ー お よ び 喘 息 、 あ る い は 類 似 の 症 状 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 用 い る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 可 溶 型 hCD83ext、 ま た は 可 溶 型 hCD83extを コ ー ド す る 核 酸 ま た は 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し
て 治 療 ま た は 予 防 で き る 他 の 障 害 、 疾 患 お よ び 症 状 と し て は 、 筋 無 力 症 の よ う な 自 己 免 疫
症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症 、 脈 管 炎 、 ク ロ ー ン 病 ま た は 潰 瘍 性 大 腸 炎 の よ う な 慢 性 炎 症 性 大 腸
炎 、 強 直 性 脊 椎 炎 （ Bechterew病 ） お よ び 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス の よ う な HLA B27関 連 自
己 免 疫 疾 患 、 乾 癬 の よ う な 皮 膚 病 、 関 節 リ ウ マ チ 、 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 お よ び AIDSを
あ げ る こ と が で き る 。
　 特 に hCD83extは 、 多 発 性 硬 化 症 に 伴 う 麻 痺 の 治 療 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 治 療 ま た は 予 防 用 途 の た め に 、 本 発 明 の 化 合 物 が そ れ だ け で 、 あ る い は 他 の 免 疫 調 節 化
合 物 、 例 え ば 体 性 誘 導 抗 原 と の 組 合 せ で 被 検 者 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 よ り 好 ま し く は ヒ
ト 患 者 に 、 医 療 指 示 に 適 し た 方 法 で 、 治 療 ま た は 予 防 の た め に 投 与 さ れ る 。 経 皮 、 皮 内 、
皮 下 お よ び /ま た は 組 織 投 与 が hCD83extお よ び そ の 誘 導 体 の 送 達 の た め に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 一 定 量 の 本 発 明 の 一 つ 以 上 の 化 合 物 を 用 い た 医 薬 組 成 物 の 製 造 お よ び /ま た は 本 発 明 の
用 途 に 対 す る そ の 利 用 は 、 通 常 の 医 薬 技 術 に よ る 通 例 の 方 法 で 行 わ れ る 。 こ の た め に 、 本
発 明 の 化 合 物 は 、 各 種 の 用 途 指 示 お よ び 型 に 適 し た 医 薬 剤 形 に 対 す る 適 当 な 、 薬 学 的 に 許
容 さ れ う る ア ジ ュ バ ン ト お よ び /ま た は 担 体 と と も に 加 工 さ れ る 。 そ れ に よ り 、 医 薬 を そ
れ ぞ れ の 所 望 の 放 出 速 度 、 例 え ば 速 浸 効 果 お よ び /ま た は 徐 放 効 果 も し く は 持 続 効 果 が 得
ら れ る よ う に 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 注 射 液 お よ び 輸 液 が 属 す る 非 経 口 用 途 の 製 剤 は 、 上 記 の 適 応 に 対 し て 最 も 重 要 な 全 身 に
用 い ら れ る 医 薬 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 好 ま し く は 、 多 く の 取 り 出 し 口 を も つ 穿 孔 ボ ト ル に 加 え 、 注 射 液 は バ イ ア ル の 形 態 で 、
あ る い は 、 例 え ば ready-to-useの シ リ ン ジ ま た は 一 回 使 用 の シ リ ン ジ の よ う な 、 い わ ゆ る
ready-to-useの 注 射 製 剤 と し て 調 製 さ れ る 。 注 射 製 剤 の 投 与 と し て 、 皮 下 （ s.c.） 、 筋 肉
内 （ i.m.） 、 静 脈 内 （ i.v.） 、 節 間 （ i.n.） ま た は 皮 内 （ i.e.） 投 与 の 形 態 を あ げ る こ と
が で き る 。 そ れ ぞ れ に 適 当 な 注 射 剤 を 、 溶 液 、 結 晶 懸 濁 液 、 ナ ノ 粒 子 ま た は 、 例 え ば ハ イ
ド ロ ゾ ル の よ う な コ ロ イ ド 分 散 系 と し て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 注 射 製 剤 を ま た 、 水 性 等 張 希 釈 剤 を 用 い て 発 明 の 化 合 物 を 所 望 の 用 量 に 調 整 可 能 な 濃 縮
液 と し て 製 造 で き る 。 さ ら に そ れ ら を ま た 、 適 当 な 希 釈 剤 で 使 用 直 前 に 好 ま し く は 溶 解 ま
た は 分 散 す る 、 例 え ば 凍 結 乾 燥 品 の よ う な 粉 末 と し て 製 造 す る こ と が で き る 。 輸 液 は ま た
、 等 張 溶 液 、 脂 肪 乳 剤 、 リ ポ ソ ー ム 製 剤 、 マ イ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン お よ び 、 混 合 ミ セ ル 、 例
え ば リ ン 脂 質 に 基 づ く 液 体 の 形 態 で 製 造 す る こ と が で き る 。 注 射 製 剤 同 様 、 輸 液 製 剤 は ま
た 希 釈 液 の た め の 濃 縮 液 の 形 態 で 調 製 す る こ と が で き る 。 注 射 製 剤 は ま た 、 外 来 治 療 同 様
、 静 止 状 態 で の 、 例 え ば ミ ニ ポ ン プ で の 連 続 的 な 輸 液 の 形 態 で 投 与 で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 の 、 注 射 器 ま た は 包 装 材 の よ う な 物 質 、 例 え ば プ ラ ス チ ッ ク や ガ ラ ス へ
の 吸 着 を 減 ら す た め に 、 ア ル ブ ミ ン 、 血 漿 増 量 剤 、 界 面 活 性 化 合 物 、 有 機 溶 媒 、 pH作 用 化
合 物 、 複 合 体 形 成 化 合 物 ま た は ポ リ マ ー 化 合 物 を 非 経 口 医 薬 製 剤 に 添 加 す る こ と が で き る
。
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【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 を 非 経 口 用 途 の 製 剤 の ナ ノ 粒 子 、 例 え ば ポ リ （ メ ト ） ア ク リ レ ー ト 、 ポ
リ ア セ テ ー ト 、 ポ リ グ リ コ レ ー ト 、 ポ リ ア ミ ノ 酸 ま た は ポ リ エ ー テ ル ウ レ タ ン に 基 づ く 微
細 分 散 粒 子 に 結 合 す る こ と が で き る 。 非 経 口 製 剤 は ま た 、 持 続 性 製 剤 と し て 、 例 え ば 複 数
ユ ニ ッ ト 原 理 に 基 づ き 修 飾 す る こ と が で き る 。 こ こ で 、 本 発 明 の 化 合 物 は 最 も 微 細 な 分 布
型 お よ び /ま た は 分 散 、 懸 濁 型 に 、 あ る い は 結 晶 懸 濁 液 と し て 取 り 込 ま れ る 。 も し く は 単
一 ユ ニ ッ ト 原 理 に 基 づ き 、 本 発 明 の 化 合 物 は 医 薬 剤 形 、 例 え ば 錠 剤 ま た は 続 い て 移 植 さ れ
る シ ー ド に 取 り 込 ま れ る 。 単 一 ユ ニ ッ ト ま た は 複 数 ユ ニ ッ ト 医 薬 剤 形 中 の こ れ ら の 移 植 ま
た は 持 続 性 医 薬 は し ば し ば 、 い わ ゆ る 生 分 解 性 ポ リ マ ー 、 例 え ば 乳 酸 と グ リ コ ー ル 酸 の ポ
リ エ ー テ ル ウ レ タ ン 、 ポ リ エ ー テ ル ウ レ タ ン 、 ポ リ ア ミ ノ 酸 、 ポ リ （ メ ト ） ア ク リ レ ー ト
ま た は 多 糖 類 か ら な る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 滅 菌 水 、 例 え ば 有 機 お よ び 無 機 酸 ま た は 塩 基 な ら び に そ れ ら の 塩 の よ う な pHの 値 に 影 響
を 及 ぼ す 物 質 、 pHの 値 を 設 定 す る た め の 緩 衝 物 質 、 例 え ば 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 炭 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 ブ ド ウ 糖 お よ び 果 糖 の よ う な 等 張 剤 、 界 面 活 性 剤 お よ び /ま た は 界 面 活 性 物 質 、 お よ
び 、 例 え ば ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン の 部 分 脂 肪 酸 エ ス テ ル （ Tween（ 登 録 商 標 ） ）
ま た は 例 え ば ポ リ オ キ シ エ チ レ ン の 脂 肪 酸 エ ス テ ル （ Cremophor（ 登 録 商 標 ） ） 、 例 え ば
ピ ー ナ ッ ツ 油 、 大 豆 油 お よ び ヒ マ シ 油 の よ う な 脂 肪 油 、 例 え ば オ レ イ ン 酸 エ チ ル 、 ミ リ ス
チ ン 酸 イ ソ プ ロ ピ ル お よ び 中 性 油 （ Miglyol（ 登 録 商 標 ） ） の よ う な 合 成 脂 肪 酸 エ ス テ ル
、 な ら び に 、 例 え ば ゼ ラ チ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン の よ う な ポ リ マ ー ア
ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 N,N-ジ メ チ ル ア セ ト ア ミ ド 、 プ
ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 溶 解 度 を 増 加 す る 有 機 溶 媒 添 加 剤 ま た は 例 え ば ク エ ン 酸 塩 お
よ び 尿 素 の よ う な 複 合 体 形 成 化 合 物 、 例 え ば 安 息 香 酸 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル お よ び 安 息 香 酸
ヒ ド ロ キ シ メ チ ル の よ う な 防 腐 剤 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 例 え ば 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う
な 抗 酸 化 剤 、 お よ び 例 え ば EDTAの よ う な 安 定 化 剤 が 、 非 経 口 用 途 の 製 剤 の 製 造 に ア ジ ュ バ
ン ト お よ び 担 体 と し て 適 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 懸 濁 液 に お い て は 、 本 発 明 の 化 合 物 の 環 境 を 界 面 活 性 剤 お よ び 解 膠 剤 か ら 保 護 し 、 シ ェ
－ ク さ れ る べ き 沈 殿 物 の 能 力 を 保 証 す る た め の 増 粘 剤 、 ま た は EDTAの よ う な 錯 体 形 成 剤 の
添 加 が 続 く 。 こ の 工 程 は 、 各 種 ポ リ マ ー 剤 複 合 体 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ
ス チ ロ ー ル 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 Pluronics（ 登 録 商 標 ） ま た は ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル ソ ル ビ タ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル を 用 い て 達 成 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 化 合 物 は
ま た 、 封 入 体 化 合 物 の 形 態 、 例 え ば シ ク ロ デ キ ス ト リ ン を 用 い て 液 体 製 剤 に 取 り 込 む こ と
が で き る 。 さ ら な る ア ジ ュ バ ン ト と し て 、 分 散 剤 も ま た 適 当 で あ る 。 凍 結 乾 燥 物 製 造 の た
め に 、 例 え ば マ ン ニ ッ ト 、 デ キ ス ト ラ ン 、 白 糖 、 ヒ ト ア ル ブ ミ ン 、 乳 糖 、 PVPま た は ゼ ラ
チ ン 類 の よ う な 材 料 も 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 重 要 な さ ら な る 全 身 投 与 剤 形 は 、 錠 剤 、 ゼ ラ チ ン の ハ ー ド カ プ セ ル 剤 ま た は ソ フ ト カ プ
セ ル 剤 、 被 覆 錠 剤 、 粉 末 、 小 球 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 剤 、 矩 形 圧 縮 剤 、 顆 粒 剤 、 チ ュ ア ブ ル
錠 、 ト ロ ー チ 剤 、 増 粘 剤 ま た は 小 袋 の よ う な 経 口 投 与 で あ る 。 こ れ ら の 固 形 経 口 投 与 剤 形
は 、 徐 放 作 用 お よ び /ま た は 持 続 性 シ ス テ ム と し て 調 製 さ れ る 。 こ れ ら に は 、 一 定 量 の 一
つ 以 上 の 微 粉 末 化 さ れ た 本 発 明 の 化 合 物 を 含 む 医 薬 、 マ ト リ ッ ク ス に 基 づ く 、 例 え ば 脂 肪
、 ワ ッ ク ス 様 お よ び /ま た は ポ リ マ ー 化 合 物 、 ま た は い わ ゆ る リ ザ ー バ ー シ ス テ ム を 用 い
る こ と に よ る 分 散 剤 お よ び 侵 食 剤 が 含 ま れ る 。 緩 染 剤 お よ び /ま た は 制 御 放 出 剤 と し て 、
フ ィ ル ム ま た は 、 例 え ば エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ
（ メ ト ） ア ク リ レ ー ト 誘 導 体 （ 例 え ば Eudragit（ 登 録 商 標 ） ） 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ
ル セ ル ロ ー ス フ タ レ ー ト の よ う な マ ト リ ッ ク ス 形 成 剤 が 、 有 機 溶 液 な ら び に 水 性 分 散 剤 の
形 態 で 適 当 で あ る 。 こ れ に 関 し て は 、 体 内 の 保 持 時 間 の 増 加 が 体 内 の 粘 膜 へ の 集 中 的 な 接
触 に よ り 達 成 さ れ る 、 い わ ゆ る 生 体 接 着 材 料 も ま た あ げ ら れ る 。 生 体 接 着 ポ リ マ ー の 例 と
し て は 、 Carbomers（ 登 録 商 標 ） の グ ル ー プ を あ げ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ８ ５ 】
　 舌 下 投 与 に つ い て は 、 例 え ば 本 発 明 の 化 合 物 の 徐 放 性 を 有 す る 、 適 当 な サ イ ズ を も つ 矩
形 の 非 崩 壊 錠 剤 の よ う な 圧 縮 剤 が 特 に 適 当 で あ る 。 胃 腸 管 の 各 種 の 場 所 に お け る 、 本 発 明
の 化 合 物 を 標 的 放 出 す る た め に 、 各 種 の 場 所 で 放 出 さ れ る 小 球 の 混 合 物 、 例 え ば 胃 液 可 溶
性 で 小 腸 可 溶 性 小 球 、 お よ び /ま た は 胃 液 抵 抗 性 で 大 腸 可 溶 性 小 球 の 混 合 物 を 用 い う る 。
核 を 有 す る 適 切 に 製 造 さ れ た 積 層 錠 剤 、 こ れ に よ り 薬 剤 の 被 覆 が 胃 液 中 に 急 速 に 放 出 さ れ
、 薬 剤 の 核 が ゆ っ く り 小 腸 の 環 境 に 放 出 さ れ る よ う な 、 胃 腸 管 の 各 場 所 で の 放 出 に つ い て
の 同 一 の 目 的 を 考 え る こ と が で き る 。 胃 腸 管 の 各 種 の 場 所 に お け る 制 御 放 出 の 目 的 を 、 多
層 錠 剤 で 達 す る こ と も で き る 。 差 動 放 出 剤 を 含 む 小 球 混 合 物 を ゼ ラ チ ン の ハ ー ド カ プ セ ル
剤 に 充 填 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 抗 粘 着 お よ び 潤 滑 お よ び 分 離 剤 、 フ レ ー ム 分 散 二 酸 化 ケ イ 素 の よ う な 分 散 剤 、 各 種 デ ン
プ ン 型 の 錠 剤 分 解 物 質 、 PVC、 例 え ば ワ ッ ク ス 様 お よ び /ま た は Eudragit（ 登 録 商 標 ） 、 セ
ル ロ ー ス ま た は Cremophor（ 登 録 商 標 ） に 基 づ く ポ リ マ ー 化 合 物 の よ う な 造 粒 剤 ま た は 緩
染 剤 と し て の セ ル ロ ー ス エ ス テ ル が 、 例 え ば 錠 剤 ま た は 、 ゼ ラ チ ン の ハ ー ド カ プ セ ル 剤 お
よ び ソ フ ト カ プ セ ル 剤 、 な ら び に 被 覆 錠 剤 お よ び 粒 剤 の よ う な 圧 縮 剤 の 製 造 の た め の さ ら
な る ア ジ ュ バ ン ト と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 抗 酸 化 剤 、 例 え ば 白 糖 、 キ シ リ ッ ト ま た は マ ン ニ ッ ト の よ う な 甘 味 剤 、 マ ス キ ン グ フ レ
ー バ ー 、 芳 香 族 化 合 物 、 保 存 料 、 着 色 剤 、 緩 衝 物 質 、 例 え ば 微 結 晶 性 セ ル ロ ー ス 、 デ ン プ
ン お よ び デ ン プ ン 水 解 物 （ 例 え ば Celutab（ 登 録 商 標 ） ） 、 乳 糖 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン お よ び リ ン 酸 二 カ ル シ ウ ム の よ う な 直 接 的 な 打 錠 剤 、 潤 滑 剤 、
乳 糖 ま た は デ ン プ ン の よ う な 賦 形 剤 、 乳 糖 の 形 状 の 結 合 剤 、 例 え ば コ ム ギ ま た は ト ウ モ ロ
コ シ お よ び /ま た は コ メ の デ ン プ ン の よ う な デ ン プ ン 類 、 例 え ば メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド
ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス ま た は シ リ カ の よ う な セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 滑 石 粉 、 例 え ば ス テ
ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 カ ル シ ウ ム の よ う な ス
テ ア リ ン 酸 塩 、 タ ル ク 、 ケ イ 化 タ ル ク 、 ス テ ア リ ン 酸 、 ア セ チ ル ア ル コ ー ル お よ び 水 和 脂
肪 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 こ れ に 関 し て は 、 特 に 浸 透 圧 原 理 に 基 づ い て 構 築 さ れ た 経 口 治 療 シ ス テ ム 、 例 え ば GIT
（ 胃 腸 治 療 シ ス テ ム ） ま た は OROS（ 経 口 浸 透 圧 シ ス テ ム ） も ま た あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 水 に 急 速 に 溶 解 ま た は 懸 濁 さ れ る 即 時 に 引 用 で き る 医 薬 剤 形 を 示 す 発 泡 錠 剤 も 経 口 投 与
圧 縮 剤 に 含 ま れ る 。 前 記 経 口 投 与 剤 形 と し て 、 上 述 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ 、 安 定 性 増 加 の
た め の 保 存 料 と 取 り 込 み や す く す る た め の 任 意 の 芳 香 族 化 合 物 、 お よ び よ り よ い 区 別 の た
め の 着 色 剤 、 な ら び に 抗 酸 化 剤 お よ び /ま た は ビ タ ミ ン 類 お よ び 糖 ま た は 人 工 甘 味 料 の よ
う な 甘 味 料 を 含 む 、 溶 液 、 例 え ば 点 滴 剤 、 ジ ュ ー ス お よ び 懸 濁 液 が あ げ ら れ る 。 こ れ に は
、 摂 取 前 に 水 で 処 方 さ れ る 濃 縮 ジ ュ ー ス も 含 ま れ る 。 本 発 明 の 一 つ 以 上 の 化 合 物 を 組 合 わ
せ た イ オ ン 交 換 樹 脂 も ま た 、 液 体 摂 取 剤 形 の 製 造 の た め に あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 特 殊 な 放 出 形 態 が 、 例 え ば 体 液 に 接 触 し た 後 に 気 体 を 発 生 し 、 そ れ ゆ え 胃 液 表 面 に 浮 遊
す る 錠 剤 ま た は 小 球 に 基 づ く い わ ゆ る 浮 遊 医 薬 剤 形 の 調 製 時 に 存 在 す る 。 さ ら に 、 い わ ゆ
る 電 子 制 御 の 放 出 シ ス テ ム も ま た 、 本 発 明 の 化 合 物 の 放 出 を 選 択 的 に 、 個 々 の 必 要 に 応 じ
て 調 整 す る こ と に よ り 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 さ ら な る 全 身 投 与 の グ ル ー プ で 、 任 意 に 局 所 的 に 硬 化 の ア ル 医 薬 剤 形 が 、 直 腸 に 投 与 可
能 な 医 薬 と し て あ げ ら れ る 。 こ れ ら と し て 、 坐 剤 お よ び 浣 腸 剤 が あ る 。 浣 腸 剤 は こ の 投 与
剤 形 を 製 造 す る た め に 、 水 性 溶 媒 を も つ 錠 剤 に 基 づ き 調 整 す る こ と が で き る 。 直 腸 カ プ セ
ル 剤 も ま た 、 ゼ ラ チ ン ま た は 他 の 担 体 に 基 づ き 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
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　 例 え ば Witepsol（ 登 録 商 標 ） 、 Massa Estarinum（ 登 録 商 標 ） 、 Novata（ 登 録 商 標 ） 、
コ コ ナ ッ ツ 脂 肪 、 グ リ セ ロ ー ル -ゼ ラ チ ン 塊 、 グ リ セ ロ ー ル -石 鹸 -ゲ ル お よ び ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル の よ う な 硬 化 脂 肪 が 坐 剤 の 基 剤 と し て 適 当 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 数 週 間 ま で の 本 発 明 の 化 合 物 の 全 身 放 出 に よ る 長 期 間 の 投 与 に 関 し 、 好 ま し く は い わ ゆ
る 生 分 解 性 ポ リ マ ー に 基 づ き 製 剤 化 さ れ た 圧 縮 植 込 錠 が 適 当 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 全 身 的 に 活 性 の あ る 医 薬 の さ ら に 重 要 な グ ル ー プ と し て 、 肝 臓 循 環 シ ス テ ム お よ び /ま
た は 肝 臓 代 謝 を 回 避 す る こ と に よ り 、 上 述 の 直 腸 剤 形 と 同 様 に 、 群 を 抜 く 経 皮 シ ス テ ム も
ま た 強 調 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 膏 薬 は 特 に 、 本 発 明 の 化 合 物 を 、 適 当 な ア ジ ュ バ ン
ト お よ び 担 体 の 異 な る 層 お よ び /ま た は 混 合 物 に 基 づ き 、 よ り 長 い ま た は よ り 短 い 時 間 に
調 節 し た 方 法 で 放 出 す る こ と が で き る 経 皮 シ ス テ ム と し て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 溶 媒 や 、 例 え ば Eudragit（ 登 録 商 標 ） に 基 づ く ポ リ マ ー 化 合 物 の よ う な 適 当 な ア ジ ュ バ
ン ト お よ び 担 体 と は 別 に 、 例 え ば オ レ イ ン 酸 、 Azone（ 登 録 商 標 ） 、 ア ジ ピ ン 酸 誘 導 体 、
エ タ ノ ー ル 、 尿 素 、 プ ロ ピ ル グ リ コ ー ル の よ う な 膜 浸 透 性 増 加 材 料 お よ び /ま た は 膜 透 過
促 進 剤 が 、 透 過 性 の 改 良 促 進 の た め の こ の 型 の 経 皮 シ ス テ ム の 製 造 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 局 所 的 投 与 の た め の 医 薬 と し て は 、 以 下 の も の が 特 別 な 製 剤 と し て 適 当 で あ る ： 膣 ま た
は 性 器 に 塗 布 可 能 な エ マ ル ジ ョ ン 、 ク リ ー ム 、 フ ォ ー ム タ ブ レ ッ ト 、 持 続 性 植 込 錠 、 卵 ま
た は 経 尿 道 投 与 で き る 導 入 溶 液 。 眼 科 用 投 与 の た め に は 、 高 度 に 滅 菌 し た 眼 球 用 軟 膏 、 溶
液 お よ び /ま た は 点 滴 剤 ま た は ク リ ー ム お よ び エ マ ル ジ ョ ン が 適 当 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 同 様 に 、 対 応 す る 耳 鼻 科 用 点 滴 剤 、 軟 膏 ま た は ク リ ー ム を 耳 に 投 与 す る た め に デ ザ イ ン
す る こ と が で き る 。 上 述 の 適 用 の た め に 、 例 え ば Carbopol（ 登 録 商 標 ） に 基 づ く ゲ ル ま た
は 、 例 え ば ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン お よ び セ ル ロ ー ス 誘 導 体 の よ う な 他 の 化 合 物 の よ う な 半
固 体 製 剤 の 投 与 も ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 通 例 の 皮 膚 ま た は 粘 膜 へ の 塗 布 の た め に 、 標 準 的 な エ マ ル ジ ョ ン 、 ゲ ル 、 軟 膏 、 ク リ ー
ム ま た は 混 合 相 、 お よ び /ま た は 両 親 媒 性 エ マ ル ジ ョ ン 系 （ オ イ ル /水 -、 水 /オ イ ル 混 合 相
） を リ ポ ソ ー ム 同 様 あ げ る こ と が で き る 。 適 当 な 基 礎 製 造 の た め の ゲ ル 材 料 と し て の ア ル
ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ま た は 、 例 え ば グ ア ー ル ガ ム ま た は キ サ ン タ ン ガ ム の よ う な セ ル ロ ー
ス 誘 導 体 、 例 え ば 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は ベ ン ト ナ イ ト の よ う な 無 機 ゲ ル 材 料 （ い わ ゆ
る 揺 変 性 ゲ ル 材 料 ） 、 例 え ば Carbopol（ 登 録 商 標 ） の よ う な ポ リ ア ク リ ル 酸 誘 導 体 、 ポ リ
ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 微 結 晶 性 セ ル ロ ー ス ま た は カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス が ア ジ ュ バ ン
ト お よ び /ま た は 担 体 と し て 適 当 で あ る 。 さ ら に 、 両 親 媒 性 低 分 子 量 お よ び 両 親 媒 性 高 分
子 量 の 化 合 物 が リ ン 脂 質 同 様 適 当 で あ る 。 ゲ ル は 、 水 に 基 づ く ハ イ ド ロ ゲ ル と し て 、 ま た
例 え ば 低 分 子 量 お よ び 高 分 子 量 の パ ラ フ ィ ン 炭 化 水 素 と ワ セ リ ン の 混 合 物 に 基 づ く 疎 水 性
オ ル ガ ノ ゲ ル と し て 存 在 し う る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 陰 イ オ ン 性 、 陽 イ オ ン 性 ま た は 中 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば ア ル カ リ 石 鹸 、 メ チ ル 石 鹸 、 ア
ミ ン 石 鹸 、 ス ル フ ァ ネ ー ト 化 合 物 、 陽 イ オ ン 性 石 鹸 、 高 級 脂 肪 ア ル コ ー ル 、 ソ ル ビ タ ン と
ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン の 部 分 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 例 え ば ラ ネ ッ ト 型 、 羊 毛 脂 、 ラ ノ
リ ン ま た は 他 の 合 成 産 物 を 乳 化 剤 と し て 、 オ イ ル /水 お よ び /ま た は 水 /オ イ ル エ マ ル ジ ョ
ン を 製 造 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 親 水 性 オ ル ガ ノ ゲ ル を 例 え ば 、 高 分 子 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 基 礎 と し て 製 剤 す る こ
と が で き る 。 こ れ ら の ゲ ル 様 形 態 は 洗 浄 可 能 で あ る 。 ワ セ リ ン 、 天 然 ま た は 合 成 の ワ ッ ク
ス 類 、 脂 肪 酸 、 脂 肪 ア ル コ ー ル 、 例 え ば モ ノ -、 ジ -ま た は ト リ グ リ セ リ ド の よ う な 脂 肪 酸
エ ス テ ル 、 パ ラ フ ィ ン 油 ま た は 植 物 油 、 硬 化 ヒ マ シ 油 ま た は コ コ ナ ッ ツ 油 、 ブ タ 脂 肪 、 例
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え ば Softisan（ 登 録 商 標 ） の よ う な ア ク リ ル 酸 、 カ プ ロ ン 酸 、 ラ ウ リ ン 酸 お よ び ス テ ア リ
ン 酸 、 ま た は Miglyol（ 登 録 商 標 ） の よ う な ト リ グ リ セ リ ド 混 合 物 に 基 づ く 合 成 油 脂 が 、
軟 膏 、 ク リ ー ム ま た は 乳 化 剤 の 製 造 の た め の 、 油 脂 お よ び /ま た は ワ ッ ク ス 様 組 成 物 の 形
態 で 脂 質 と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 浸 透 効 果 を 有 す る 酸 お よ び 塩 基 、 例 え ば 塩 酸 、 ク エ ン 酸 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 、 水
酸 化 カ リ ウ ム 水 溶 液 、 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 、 さ ら に 緩 衝 シ ス テ ム 、 例 え ば ク エ ン 酸 塩 、 リ ン 酸
塩 、 ト リ ス 緩 衝 液 ま た は ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン が pHを 調 整 す る た め に 用 い ら れ る 。 保 存 料
、 例 え ば メ チ ル -ま た は プ ロ ピ ル ベ ン ゾ エ ー ト （ パ ラ ベ ン ス ） ま た は ソ ル ビ ン 酸 を 、 安 定
性 を 増 す た め に 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ペ ー ス ト 、 粉 末 ま た は 溶 液 が 、 さ ら に 局 所 投 与 の 形 態 と し て あ げ ら れ る 。 ペ ー ス ト は し
ば し ば 、 稠 度 を 与 え る 基 礎 と し て 非 常 に 多 量 の 脂 肪 物 質 と と も に 、 脂 肪 親 和 性 お よ び 親 水
性 の 補 助 剤 を 含 む 。 粉 末 ま た は 局 所 投 与 の 粉 末 は 例 え ば 、 凝 集 を 防 ぐ だ け で な く 、 潤 滑 性
同 様 、 流 動 性 を 増 加 す る た め の 希 釈 剤 と し て 機 能 す る 、 小 麦 ま た は 米 の デ ン プ ン の よ う な
デ ン プ ン 類 、 フ レ ー ム 分 散 二 酸 化 ケ イ 素 ま た は シ リ カ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 鼻 の 点 滴 薬 ま た は 鼻 の 噴 霧 剤 は 経 鼻 投 与 形 態 と し て 機 能 す る 。 こ の 関 連 で 、 噴 霧 器 ま た
は 鼻 の ク リ ー ム も し く は 軟 膏 を 使 用 す る こ と が で き る よ う に な る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 さ ら に 、 鼻 の 噴 霧 剤 ま た は 乾 燥 粉 製 剤 は 、 制 御 用 量 の エ ア ロ ゾ ル 同 様 、 本 発 明 の 化 合 物
の 全 身 投 与 に も 適 し て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ れ ら の 高 圧 お よ び /ま た は 制 御 用 量 の エ ア ロ ゾ ル お よ び 乾 燥 粉 製 剤 は 、 吸 入 お よ び /ま
た は 吹 送 さ れ る 。 こ の 型 の 投 与 形 態 は ま た 確 か に 、 肺 ま た は 気 管 支 お よ び 咽 頭 へ の 直 接 的
、 局 所 的 適 用 に と っ て 重 要 で あ る 。 そ れ に よ り 、 乾 燥 粉 組 成 物 は 例 え ば 、 発 明 の 化 合 物 -
ソ フ ト ペ レ ッ ト と し て 、 例 え ば 乳 糖 お よ び /ま た は ブ ド ウ 糖 の よ う な 適 当 な 担 体 と の 発 明
の 化 合 物 -ペ レ ッ ト 混 合 物 と し て 製 剤 で き る 。 吸 入 ま た は 吹 送 の た め に 、 鼻 、 口 お よ び /ま
た は 咽 頭 の 処 置 に 適 し て い る 共 通 の ア プ リ ケ ー タ ー が 適 切 で あ る 。 本 発 明 の 化 合 物 は ま た
、 超 音 波 噴 霧 装 置 に よ り 適 用 さ れ る 。 エ ア ロ ゾ ル 噴 霧 製 剤 お よ び 制 御 用 量 エ ア ロ ゾ ル の 高
圧 ガ ス と し て 、 テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン ま た は HFC 134aお よ び /ま た は ヘ プ タ フ ル オ ロ プ ロ
パ ン ま た は HFC 227が 適 し て お り 、 こ こ で 、 非 フ ッ 素 化 炭 化 水 素 ま た は 、 例 え ば プ ロ パ ン
、 ブ タ ン ま た は ジ メ チ ル エ ー テ ル の よ う な 常 圧 、 室 温 で 気 体 の 他 の 高 圧 ガ ス が 好 ま し い 。
制 御 用 量 エ ア ロ ゾ ル の 代 わ り に 、 高 圧 ガ ス を 含 ま な い 、 主 導 ポ ン プ シ ス テ ム を 用 い る こ と
も で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 高 圧 ガ ス エ ア ロ ゾ ル は ま た 適 切 に 、 例 え ば ミ リ ス チ ン 酸 イ ソ プ ロ ピ ル 、 ポ リ オ キ シ エ チ
レ ン ソ ル ビ タ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ト リ オ レ イ ン 酸 ソ ル ビ タ ン 、 レ シ チ ン ま た は 大 豆 レ シ チ
ン の よ う な 界 面 活 性 ア ジ ュ バ ン ト を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 医 薬 組 成 物 が 、 あ る 種 の 動 物 へ の 投 与 の た め に 、 発 明 の 使 用 の た め の 核 酸 を 含
有 す る 場 合 、 発 明 の 使 用 の た め の 核 酸 は 、 好 ま し く は そ の 種 に 由 来 す る 。 例 え ば 、 医 薬 組
成 物 が ヒ ト に 投 与 さ れ る 場 合 、 医 薬 の 核 酸 は 好 ま し く は 、 可 溶 型 ヒ ト CD83タ ン パ ク 質 ま た
は そ の 誘 導 体 を 含 有 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 発 明 の 使 用 の た め の 核 酸 を 、 細 胞 膜 透 過 性 お よ び /ま た は 核 酸 の 細 胞 取 り 込 み を 増 加 す
る 薬 剤 と 同 時 に 投 与 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 薬 剤 の 例 と し て は 、 Antony, T.ら （ 1999
） Biochemistry 38: 10775-10784に 例 と し て 記 載 さ れ た ポ リ ア ミ ン ； Escriou, V.ら （ 199
8） Biochem. Biophys. Acta 1368 (2): 276-288に 例 と し て 記 載 さ れ た 分 岐 ポ リ ア ミ ン ； G
uy-Caffey, J. K.ら （ 1995） J. Biol. Chem. 270 (52): 31391-31396に 例 と し て 記 載 さ れ
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た ポ リ ア ミ ノ 脂 質 ； Felgner, P. L.ら （ 1987） PNAS USA 84 (21): 7413-7417に 記 載 さ れ
た DOTMA、 お よ び Benimetskaya, L.ら （ 1998） NAR 26 (23): 5310-5317に 例 と し て 記 載 さ
れ た 陽 イ オ ン 性 ポ ル フ ィ リ ン 類 を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 発 明 の 態 様 (15)に よ れ ば 、 上 で 定 義 さ れ る 可 溶 型 CD83は CD83に 対 す る 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー
ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル ） を 調 製 す る の に 適 し て い る 。 抗 体 を 当 業 者 に 既 知 の 標 準 的 な
方 法 に 従 い 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体 は 具 体 的 に 、 発 明 の 態 様 (16)の ア ッ セ イ
法 お よ び キ ッ ト (17)に 対 し て 有 用 で あ る 。 前 記 ア ッ セ イ 法 は 具 体 的 に は 、 患 者 の 血 清 中 の
増 加 し た 可 溶 型 CD83タ ン パ ク 質 と 相 関 す る 疾 患 を 判 断 す る の に 適 し て い る 、 好 ま し く は 患
者 の B細 胞 白 血 病 を 含 む 、 腫 瘍 、 自 己 免 疫 性 疾 患 、 ウ イ ル ス 感 染 等 を 判 断 す る 方 法 で あ る
。
【 ０ １ １ ０ 】
　 Elisa試 験 を 用 い て 、 可 溶 型 CD83を 健 常 者 に お い て 約 0.25 ng/ml（ +/- 0.25 ng/ml） の
濃 度 で 検 出 し た 。 驚 い た こ と に 、 腫 瘍 患 者 で は 、 15 ng/mlま で の 濃 度 を 検 出 し た 。 そ れ ゆ
え 、 こ の 試 験 に よ り 腫 瘍 患 者 の 診 断 お よ び 予 後 評 価 が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 自 己 免 疫 性 疾
患 、 ア レ ル ギ ー お よ び 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 お よ び /ま た は 寄 生 虫 感 染 を 患 っ て い る 患 者 に も
可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 以 下 に 、 発 明 の 各 種 態 様 を よ り 詳 細 に 実 施 例 に よ り 記 載 す る 。 し か し 、 発 明 は 実 施 例 に
限 定 す る よ う に 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ １ ２ 】
実 施 例 1： 大 腸 菌 に お け る ヒ ト の 細 胞 外 CD83ド メ イ ン の 組 換 え 発 現
　 ヒ ト の 全 長 cDNAク ロ ー ン を 鋳 型 と し て 用 い て 、 CD83の 細 胞 外 ド メ イ ン を 次 の PCRプ ラ イ
マ ー ：
5’ -TCCCCGGGAACGCCGGAGGTGAAGGTGGCT-3’ （ 配 列 番 号 ： ５ ）
5’ -AATTAGAATTCTCAAATCTCCGCTCTGTATT-3’ （ 配 列 番 号 ： ６ ）
に よ り PCR増 幅 し た （ PCR条 件 ： 94℃ 1分 を 1サ イ ク ル 、 94℃ 1分 の 「 変 性 」 、 64℃ 1分 の 「 ア
ニ ー リ ン グ 」 か ら な る 工 程 を 30サ イ ク ル 、 72℃ 1分 の 「 伸 長 」 ） 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 増 幅 し た cDNA断 片 を 発 現 ベ ク タ ー pGEX2T（ ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ク 、 フ
ラ イ ブ ル ク 、 ド イ ツ ） の SmaIと EcoRIの 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 プ ラ ス ミ ド pGEX2ThCD83ex
tを 得 た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌 TOP10F’ ［ F {lacI q Tn10 (Tet R ) mcrA Δ (mrr- hsd RM
S- mcrBC) p80 lacZ, Δ M15 Δ lacX74 recA1 deoR araD139 Δ (ara-leu) 7697 galU galK
 rpsL(Str R ) endA1 nupG)（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 、 フ ロ ー ニ ン ゲ ン 、 オ ラ ン ダ ） に 形 質 転 換
し た 。 pGEX2ThCD83extの 正 し い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 確 か め た 。 細 胞
外 CD83を ア ミ ノ 末 端 に 融 合 の パ ー ト ナ ー と し て グ ル タ チ オ ン 　 S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 含
有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 し た 。 ト ロ ン ビ ン 切 断 認 識 部 位 を GSTと 細 胞 外 CD83ド メ
イ ン の 間 に 挿 入 し た （ 図 １ 参 照 ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
実 施 例 2： 組 換 え ヒ ト CD83extの 精 製

　 上 記 細 菌 を 一 晩 培 養 し た 培 養 液 を 新 鮮 な LB培 地 （ 100 i-ig/ml ア ン ピ シ リ ン を 添 加 ） で
1:10に 希 釈 し 、 吸 光 度 1.0ま で 培 養 し た 。 IPTGを 添 加 し （ 終 濃 度 1 mM） 、 培 養 を さ ら に 1時
間 行 っ た 。 細 胞 を 沈 殿 さ せ 、 500 mlの 培 養 あ た り 10 mlの ネ イ テ ィ ブ 緩 衝 液 （ 140 mM NaCI
, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2 HPO 4 , 1.8 mM KH 2 P0 4 , 2.6 mM MnCl 2 , 26 mM MgCI 2 , 1 μ g/ml 
ロ イ ペ プ チ ン , 1 pg/ml ア プ ロ チ ニ ン , 1 pg/ml DNAse I, pH 7.6） に 再 懸 濁 し 、 50 μ g/
mlの リ ゾ チ ー ム を 添 加 し た 。 氷 上 で 15分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 溶 菌 液 （ ラ イ セ ー ト
） を 20,000 x gで 遠 心 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
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培 養 ：



　 上 清 40 mlを 、 予 め 4カ ラ ム 容 量 の 結 合 緩 衝 液 ： PBS（ リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 的 食 塩 水 ） 、 pH7
.6で 平 衡 化 し た AKTAエ ク ス プ ロ ー ラ ー 　 10シ ス テ ム （ ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ
テ ク 、 ウ プ サ ラ 、 ス ウ ェ ー デ ン ） の GSTrapの 5 mlカ ラ ム に 添 加 し た 。 カ ラ ム を 12カ ラ ム 容
量 の 同 一 の 結 合 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 続 い て 5カ ラ ム 容 量 の 溶 出 緩 衝 液 ： 5 mM 還 元 グ ル タ チ オ
ン を 含 む 50 mM Tris-HCl, pH 8.0を 用 い て 、 流 速 5 ml/minで 溶 出 し た 。 カ ラ ム を そ の 後 、
5カ ラ ム 容 量 の 2 M NaCl/PBS, pH 7.6お よ び 5カ ラ ム 容 量 の 結 合 緩 衝 液 で 処 理 し た （ 図 2A）
。
【 ０ １ １ ６ 】

　 GST-CD83extを 含 む 画 分 を 50 mM 1-メ チ ル -ピ ペ ラ ジ ン （ Sigma） , 50 mM Bis-Tris（ シ
グ マ ） , 25 mM Tris（ シ グ マ ）  pH9.5（ 緩 衝 液 A） に 対 し て 透 析 し 、 AKTAエ ク ス プ ロ ー ラ
ー 　 10シ ス テ ム （ ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ク ） の 15Q PE 4.6/100陰 イ オ ン 交
換 カ ラ ム に の せ た 。 タ ン パ ク 質 を 3種 類 の 異 な る 塩 の 直 線 濃 度 勾 配 ： 標 的 濃 度 ま で の 16カ
ラ ム 容 量 の 10% 緩 衝 液 B（ 緩 衝 液 A/1 M NaCl） ； 標 的 濃 度 ま で の 20カ ラ ム 容 量 の 50% 緩 衝
液 Bお よ び 標 的 濃 度 ま で の 10カ ラ ム 容 量 の 100% 緩 衝 液 Bで 分 離 し た （ 図 2B参 照 ） 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 GST-CD83extを 含 む 画 分 を PBS, pH 7.6に 対 し て 透 析 し た 。 そ の 後 、 GST-CD83ext融 合 タ
ン パ ク 質 を ト ロ ン ビ ン （ 20 U/ml） と グ ル タ チ オ ン -セ フ ァ ロ ー ス ・ マ ト リ ッ ク ス 上 で 、 22
℃ 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 hCD83extタ ン パ ク 質 を GSTと 分 離 す る た め に 、 こ の 溶 液 を
吸 着 工 程 に お い て 用 い た の と 同 一 の 緩 衝 液 条 件 で 、 プ レ パ ッ ク の グ ル タ チ オ ン -セ フ ァ ロ
ー ス 4Bカ ラ ム に 充 填 し た 。 結 合 緩 衝 液 条 件 下 で 、 組 換 え ヒ ト CD83extタ ン パ ク 質 を 含 む 素
通 り 画 分 を 集 め た 。 結 果 を 図 2Cに 示 す 。
【 ０ １ １ ８ 】

　 最 終 的 に 、 上 記 の 素 通 り 画 分 を AKTAエ ク ス プ ロ ー ラ ー 　 10シ ス テ ム （ ア マ シ ャ ム ・ フ ァ
ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ク ） の Superdex 200 (26/16) prep gradeカ ラ ム に 溶 出 緩 衝 液 ： PBS, 
pH 7.6を 用 い 、 流 速 3 ml/minで 充 填 す る こ と に よ り 、 分 取 ゲ ル 濾 過 に よ る 分 離 を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 正 し い 画 分 を 銀 染 色 、 ク ー マ シ ー 染 色 お よ び 抗 CD83（ コ ー ル タ ー -イ ム ノ テ ッ ク 、 マ ル
セ イ ユ 、 フ ラ ン ス ） を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 で 試 験 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】

　 HPLCで 精 製 し た 組 換 え 可 溶 型 CD83ド メ イ ン を 1:20希 釈 し た DPBS（ バ イ オ ウ ィ テ ー カ ー ・
ヨ ー ロ ッ パ ） に 対 し て 透 析 し た 。 そ の 後 、 こ の タ ン パ ク 質 溶 液 を 液 体 窒 素 で 凍 結 し 、 ア ル
フ ァ  1-2 LD凍 結 乾 燥 機 （ ク リ ス ト ） を 用 い て 4時 間 凍 結 乾 燥 し た 。 タ ン パ ク 質 を 、 0.22 
μ mの フ ィ ル タ ー を 通 し た ddH 2 Oを 用 い て 、 終 濃 度 が 1x DPBSに な る よ う に 再 溶 解 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 SDS Page分 析 か ら 、 凍 結 乾 燥 し た 組 換 え タ ン パ ク 質 は こ の 手 順 後 も 分 解 し て お ら ず 、 非
凍 結 乾 燥 タ ン パ ク 質 と 互 換 性 が あ る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 2E） 。
【 ０ １ ２ ２ 】
実 施 例 3： 樹 状 細 胞 成 熟 化 の 阻 害 、 イ ン ビ ト ロ の 細 胞 塊 お よ び MLR実 験 （ ヒ ト ）

　 特 に 記 載 し な い 限 り 、 全 て の 細 胞 を 、 グ ル タ ミ ン （ 200 μ g/ml） （ バ イ オ ウ ィ テ ー カ ー
、 バ ル ビ エ 、 ベ ル ギ ー ） 、 ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 20 μ g/ml） 、 10 mM HEPES,
 pH7.5（ シ グ マ -ア ル ド リ ッ チ ） お よ び 輸 血 医 学 部 門 （ エ ア ラ ン ゲ ン 、 ド イ ツ ） か ら 得 ら
れ た 単 一 ド ナ ー の 熱 不 活 性 化 （ 56℃ ； 30分 ） し た 1% ヒ ト 血 漿 を 添 加 し た RPMI 1640（ バ イ
オ ウ ィ テ ー カ ー 、 バ ル ビ エ 、 ベ ル ギ ー ） か ら な る 標 準 培 地 （ 1% ヒ ト 血 漿 培 地 ） を 用 い て
培 養 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
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吸 着 工 程 ：

中 間 精 製 工 程 ：

さ ら な る 精 製 工 程 ：

組 換 え 可 溶 型 CD83の 凍 結 乾 燥 ：

培 養 ：



　 PBMCsを バ フ ィ ー コ ー ト か ら フ ィ コ ー ル -ハ イ パ ッ ク （ ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ
オ テ ク 、 フ ラ イ ブ ル ク 、 ド イ ツ ） の 沈 降 に よ り 分 離 し 、 IgGを コ ー ト し た （ コ ー ン 分 画 の
γ -グ ロ ブ リ ン  10 μ g/ml； シ グ マ -ア ル ド リ ッ チ ） 100ｍ ｍ 培 養 デ ィ ッ シ ュ に 播 き 、 5% CO

2 中 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 1時 間 お よ び 7時 間 後 に 、 非 接 着 細 胞
画 分 を 回 収 し 、 接 着 細 胞 を さ ら に 、 サ イ ト カ イ ン GM-CSF（ 800 U/ml） と IL-4（ 500 U/ml）
を 添 加 し た 1% ヒ ト 血 漿 培 地 で 培 養 し た 。 終 濃 度 400 U/mlま で の GM-CSFと IL-4（ 500 U/ml
） を 添 加 し た 新 鮮 な 培 地 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 3日 目 に 添 加 し た 。 4ま た は 5日 目 に 、 非 接
着 細 胞 を 回 収 、 計 測 し 、 新 し い デ ィ ッ シ ュ に 0.3-0.5 x 10 5 細 胞 /mlの 密 度 で 移 し た 。 最 後
の DC成 熟 の た め に 、 1% ヒ ト 血 漿 培 地 に TNF-α （ 1.25 ng/ml） 、 GM-CSF（ 40 U/ml） 、 IL-4
（ 200 U/ml） 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2 （ 0.5 μ g/ml） を 添 加 し た （ Lechmann, M.ら  (2001
) J. Exp. Med. 194: 1813-1821） 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　 DCの 表 現 型 に 対 す る hCD83extの 影 響 を 解 析 す る た め に 、 FACS解 析 を 8日 目 に 行 っ た （ 図 3
参 照 ） 。 DCは 、 IL-1β 、 TNF-α お よ び PGE 2 か ら な る 特 異 的 な 成 熟 カ ク テ ル を 用 い る こ と に
よ り 完 全 に 成 熟 化 す る （ 図 3a） 。 面 白 い こ と に 、 こ の 成 熟 カ ク テ ル を hCD83ext（ 4 μ g/ml
） と と も に 5日 目 の 未 成 熟 DCに 投 与 し 、 8日 目 の 最 後 の FACS解 析 ま で 放 置 す る と 、 こ れ ら の
細 胞 で は 正 常 に 成 熟 し た DCに 比 べ （ 図 3a） 、 CD80お よ び CD83の 細 胞 表 面 で の 発 現 が 明 ら か
に 低 減 す る こ と （ そ れ ぞ れ 、 96％ か ら 66％ 、 96％ か ら 30％ ） が 明 ら か と な っ た （ 図 3c） 。
そ れ ゆ え 、 hCD83extは DC成 熟 化 の 減 少 （ ま た 、 CD14陽 性 細 胞 の 増 加 ） を 誘 導 す る 。 対 照 的
に 、 7日 目 に 24時 間 hCD83と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 8日 目 に 解 析 し た 成 熟 DCは 、 CD80発 現 に つ
い て 最 小 の 影 響 だ け を 示 し （ 96％ か ら 92％ ） 、 一 方 、 CD83の 発 現 は ま た 減 少 し た （ 96％ か
ら 66％ ） （ 図 3b） 。 興 味 深 い こ と に 、 CD86の 発 現 は い ず れ の 時 間 点 に お い て も 、 hCD83ext
投 与 に よ り 影 響 さ れ な っ た 。 ま た MHCク ラ ス Iお よ び IIの 発 現 は 、 未 成 熟 DC、 成 熟 DCい ず れ
の 場 合 も 影 響 さ れ な か っ た （ Lechmann, M.ら  (2001) J. Exp. Med. 194: 1813-1821） （
図 3参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ５ 】

　 CD4+お よ び CD84’ T細 胞 を バ フ ィ ー コ ー ト （ 回 収 し た 非 接 着 細 胞 画 分 を ノ イ ラ ミ ダ ー ゼ
処 理 し た ヒ ツ ジ 赤 血 球 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 フ ィ コ ー ル 濃 度 勾 配 遠 心 に よ り 回 収 し 、 単 一
の ABド ナ ー の ヒ ト 血 清 を 5％ 添 加 し た RPMIで 培 養 し た ） か ら 単 離 し 、 異 な る 比 率 の 成 熟 同
種 DCsを 用 い て 刺 激 し た 。 細 胞 を 未 処 理 の ま ま 残 す 、 ま た は 、 異 な る 濃 度 の hCD83extま た
は 対 照 と し て BSA（ バ イ オ ラ ド ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 T-細 胞 （ 2 x 10 5 /ウ ェ ル
） と DCsを 、 96ウ ェ ル の 細 胞 培 養 デ ィ ッ シ ュ で 、 単 一 の ABド ナ ー の ヒ ト 血 清 を 5％ 添 加 し た
RPMI 200 p,l中 で 4日 間 共 培 養 し た 。 細 胞 を [ 3 H]-チ ミ ジ ン （ 1 μ Ci/ウ ェ ル ； ア マ シ ャ ム
・ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ク ） で 、 16時 間 パ ル ス ラ ベ ル し た 。 培 養 上 清 を IH-110ハ ー ベ ス
タ （ イ ノ テ ッ ク 、 ド テ ィ コ ン 、 ス イ ス ） を 用 い た ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー メ イ ト 上 に 回 収 し
、 フ ィ ル タ ー を 1450マ イ ク ロ プ レ ー ト カ ウ ン タ ー で カ ウ ン ト し た （ ワ ラ ッ ク 、 ト ゥ ル ク 、
フ ィ ン ラ ン ド ） （ Lechmann, M.ら  (2001) J. Exp. Med. 194: 1813-1821） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 こ れ ら の MLR法 の 典 型 的 な 特 徴 は 、 大 き な DC-T細 胞 塊 の 形 成 で あ る 。 1日 目 に hCD83extを
添 加 す る と 、 DCと 増 殖 T細 胞 の 典 型 的 な 細 胞 塊 の 形 成 が 強 く 阻 害 さ れ た （ Lechmann, M.ら  
(2001) J. Exp. Med. 194: 1813-1821） 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 さ ら に 、 可 溶 型 hCD83extで 処 理 し た 成 熟 樹 状 細 胞 は 、 そ の T細 胞 を 刺 激 す る 能 力 に 関 し
て 、 濃 度 依 存 的 に 阻 害 さ れ る 。 そ れ ゆ え 、 T細 胞 は も は や 増 殖 し な い （ 図 4参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
実 施 例 4： イ ン ビ ト ロ 細 胞 塊 お よ び MLR実 験 （ マ ウ ス ）
　 雄 性 ま た は 雌 性 の C57/BL6マ ウ ス お よ び BALB/Cマ ウ ス （ チ ャ ー ル ス リ バ ー 、 ウ ィ ガ 、 ザ
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ル ツ フ ェ ル ト 、 ド イ ツ ） を 1な い し 4月 齢 で 用 い た 。
【 ０ １ ２ ９ 】

　 C57/BL6の BM-DCsの 産 生 を 記 載 ど お り に 行 っ た （ J. Immunol. Methods 223: 77, 1999）
。 RPMI 1640（ ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 、 カ ー ル ス ル ー エ 、 ド イ ツ ） に 100 U/ml ペ ニ シ リ ン
（ シ グ マ ） 、 100 μ g/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ シ グ マ ） 、 2 mM L-グ ル タ ミ ン （ シ グ マ ）
、 50 pg/ml ME（ シ グ マ ） 、 10% 熱 不 活 性 化 し た 濾 過 済 み FCS（ PAA、 コ ル ベ 、 ド イ ツ ） を
添 加 し た 。 GM-CSFは イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 0、 3、 6お よ び 8日 目 に 、 200 U/ml（ PrepoTech/
Tebu、 ロ ッ キ ー ヒ ル 、 NJ） で 用 い た 。
【 ０ １ ３ ０ 】

　 CD4+お よ び CD8+ T細 胞 を BALB/Cマ ウ ス の 鼠 径 部 お よ び 間 葉 リ ン パ 節 か ら 単 離 し 、 同 種 ML
Rに 用 い た 。 こ れ ら の T-細 胞 （ 2 x 20 5 細 胞 /ウ ェ ル ） と 9日 目 の BM-DCsを （ 異 な る 比 率 で ）
、 96ウ ェ ル の 細 胞 培 養 デ ィ ッ シ ュ で 、 100 U/ml ペ ニ シ リ ン 、 100 μ g/ml ス ト レ プ ト マ イ
シ ン 、 2 mM L-グ ル タ ミ ン 、 50 μ g/ml ME、 10% 熱 不 活 性 化 し た 濾 過 済 み FCSを 添 加 し た RP
MI 1640の 200 μ l中 で 3日 間 共 培 養 し た 。 細 胞 を [ 3 H]-チ ミ ジ ン （ 1 μ Ci/ウ ェ ル ； ア マ シ
ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ク ） で 、 16時 間 パ ル ス ラ ベ ル し た 。 培 養 上 清 を IH-110ハ ー
ベ ス タ （ イ ノ テ ッ ク 、 ド テ ィ コ ン 、 ス イ ス ） を 用 い た ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー メ イ ト 上 に 回
収 し 、 フ ィ ル タ ー を 1450マ イ ク ロ プ レ ー ト カ ウ ン タ ー で カ ウ ン ト し た （ ワ ラ ッ ク 、 ト ゥ ル
ク 、 フ ィ ン ラ ン ド ） 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 マ ウ ス 樹 状 細 胞 と マ ウ ス T細 胞 の 間 の 塊 形 成 は 可 溶 型 ヒ ト hCD83extに よ り 阻 害 さ れ た 。
さ ら に 、 可 溶 型 ヒ ト hCD83extで 処 理 さ れ た ネ ズ ミ 樹 状 細 胞 は 、 そ の T細 胞 刺 激 能 に 関 し て
、 濃 度 依 存 的 に 阻 害 を 受 け た 。 そ れ ゆ え 、 T細 胞 は も は や 増 殖 し な い （ 図 5A参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ２ 】

　 凍 結 乾 燥 し た タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 を 、 上 述 の 混 合 リ ン パ 球 反 応 解 析 に お け る そ の
阻 害 活 性 に よ り 測 定 し た 。 タ ン パ ク 質 は 、 非 凍 結 乾 燥 タ ン パ ク 質 同 様 、 投 与 量 依 存 的 に 、
樹 状 細 胞 が 介 す る T-細 胞 刺 激 を 阻 害 す る （ 図 5B参 照 ） 。 そ れ ゆ え 、 組 換 え 可 溶 型 CD83は 、
凍 結 乾 燥 後 も 安 定 で 、 そ の 生 物 学 的 活 性 を 維 持 す る 。 同 様 の 効 果 が ヒ ト の シ ス テ ム に お い
て 観 察 さ れ た （ デ ー タ 未 出 ） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 5： 実 験 的 自 己 免 疫 性 脳 脊 髄 炎 （ EAE） の 阻 害
　 EAEは 多 発 性 硬 化 症 の 標 準 モ デ ル で あ る 。 EAEを 完 全 フ ロ イ ン ト ・ ア ジ ュ バ ン ト （ CFA）
と ミ エ リ ン 乏 突 起 膠 細 胞 糖 タ ン パ ク 質 （ MOG 3 5 - 5 5 ） を 含 む 50 μ lの 懸 濁 液 を 0日 に 両 方 の t
ightsに 皮 下 注 射 す る こ と に よ り マ ウ ス に 誘 導 し た 。 同 日 、 100 μ lの 百 日 咳 毒 素 （ 2 μ g/
ml） を 腹 腔 内 注 射 し た 。 2日 目 に 、 2回 目 の 百 日 咳 毒 素 の 投 与 を 行 っ た 。 麻 痺 の 臨 床 的 徴 候
は 10日 目 と 14日 目 の 間 に 現 れ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】

　 hCD83extの EAEに 伴 う 麻 痺 の 阻 害 ・ 抑 制 能 を 試 験 す る た め に 、 100 μ lの hCD83（ 1 μ g/1
 μ l） を － 1日 目 、 1日 目 と 3日 目 に 注 射 に よ り 投 与 し た （ 図 6A参 照 ） 。 対 照 と し て 、 マ ウ
ス の 一 群 に 100 μ lの BSA（ 1 μ g/1 μ l） を 注 射 し た 。 第 三 群 の マ ウ ス は 未 処 理 の ま ま 置
い た 。 三 群 全 て の マ ウ ス に EAEを 0日 に 誘 導 し た 。 驚 く こ と に 、 hCD83extは 殆 ど 完 全 に EAE
に 伴 う 麻 痺 を 阻 害 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】

　 EAEを 二 回 誘 導 し て も 、 CD83処 理 マ ウ ス は 保 護 さ れ て い る （ 可 溶 型 CD83の 三 回 の 投 与 が E
AEか ら マ ウ ス を 保 護 す る ） こ と が 示 さ れ た 。 EAEを 上 述 の よ う に 誘 導 し た ： 100 μ lの hCD8
3（ ま た は 対 照 と し て BSA） を － 1日 目 、 1日 目 と 3日 目 に 注 射 し た （ i.p.） 。 EAEを 0日 に M. 
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tuberculosis濃 縮 CFAで 乳 化 し た MOGペ プ チ ド の 皮 下 （ s.c.） 注 射 に よ り 誘 導 し た 。 さ ら に
、 200 ngの 百 日 咳 毒 素 （ Pt） を 0日 と 2日 に 投 与 し た （ i.p.） 。 hCD83は 殆 ど 完 全 に 麻 痺 を
阻 害 し た が 、 BSA処 理 お よ び 未 処 理 の マ ウ ス は 強 い 疾 患 症 状 を 発 症 し た （ 図 6B参 照 ； 1. EA
E、 左 パ ネ ル ） 。 28日 目 、 上 述 の よ う に 、 マ ウ ス を MOGペ プ チ ド で 免 疫 す る こ と に よ り 、 EA
Eの 二 回 目 の 誘 導 を 行 っ た 。 際 立 っ た こ と に 、 可 溶 型 CD83で 三 回 処 理 し た マ ウ ス は 完 全 に
保 護 さ れ た が 、 未 処 理 お よ び BSA処 理 マ ウ ス は 麻 痺 を 起 こ し た （ 図 6B； 2. EAE 右 パ ネ ル ）
。
【 ０ １ ３ ６ 】

　 EAEを 0日 に M. tuberculosis濃 縮 CFAで 乳 化 し た MOGペ プ チ ド の 皮 下 （ s.c.） 注 射 に よ り
上 述 の よ う に 誘 導 し た 。 さ ら に 、 200 ngの 百 日 咳 毒 素 （ Pt） を 0日 と 2日 に 投 与 し た （ i.p.
） 。 hCD83ext（ 100 μ g/投 与 ） を 3日 目 か ら 1日 お き に 14回 投 与 し た 。 こ の よ う な 治 療 設 定
で さ え 、 可 溶 型 CD83は EAE症 状 に 強 く 影 響 を 与 え る こ と が で き た 。 BSA（ 100 μ g/投 与 ） を
陰 性 対 照 と し て 用 い た （ 図 6C参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 例 6： ヒ ト CD83に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
　 約 50 μ gの GST-hCD83ext融 合 タ ン パ ク 質 を LOU/Cラ ッ ト に 腹 腔 内 （ ip） お よ び 皮 下 （ sc
） 注 射 し た 。 2ヶ 月 の 間 隔 の 後 、 抗 原 に よ る 最 後 の ブ ー ス ト を 融 合 3日 前 に ipと scで 行 っ た
。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 P3X63-Ag8.653と ラ ッ ト 免 疫 脾 臓 細 胞 の 融 合 を 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て
行 っ た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 を 、 ポ リ ス チ レ ン ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 吸 着 し た GS
T-hCD83extタ ン パ ク 質 を 用 い た 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ で 試 験 し た 。 培 養 上 清 と 1時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 後 、 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た ヤ ギ 抗 ラ ッ ト
IgG+IgM抗 体 （ ダ イ ア ノ ー ヴ ァ 、 ハ ン ブ ル ク 、 ド イ ツ ） と 色 原 体 と し て の o-フ ェ ニ レ ン ジ
ア ミ ン を 用 い た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 反 応 で 検 出 し た 。 無 関 係 の GST融 合 タ ン パ ク 質 を 陰 性 対
照 と し て 用 い た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン イ ソ タ イ プ を ビ オ チ ン 化 抗 ラ ッ ト
免 疫 グ ロ ブ リ ン （ IgG） サ ブ ク ラ ス 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ATCC、 ロ ッ ク ビ ル 、 MD）
を 用 い て 決 定 し た 。 CD83-1G11（ ラ ッ ト IgG1） お よ び CD83-4B5（ ラ ッ ト IgG2a） を ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト と FACS解 析 に 用 い た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
実 施 例 7： 患 者 の 可 溶 型 CD83の 定 量
　 Elisaテ ス ト を 用 い て 、 健 常 者 で 可 溶 型 CD83を 約 0.25 ng/ml（ +/- 0.25 ng/ml） の 濃 度
で 検 出 し た 。 驚 い た こ と に 、 腫 瘍 患 者 で は 15 ng/mlま で の 濃 度 を 検 出 し た 。 そ れ ゆ え 、 こ
の 試 験 は 、 腫 瘍 患 者 の 診 断 お よ び 予 後 評 価 と な り う る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
実 施 例 8： hCD83extは ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た ホ モ 二 量 体 タ ン パ ク 質 で あ る
　 HPLC精 製 組 換 え ヒ ト CD83extタ ン パ ク 質 （ 実 施 例 1に 記 載 の よ う な ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発
現 、 実 施 例 2に 記 載 の よ う な 精 製 ） を Laemmliの SDS-PAGEシ ス テ ム を 用 い て 解 析 し た 。 CD83
の 可 能 な オ リ ゴ マ ー の 形 態 を 同 定 す る た め に 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ ME） を 試 料 緩 衝
液 （ 2% SDS、 5% 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ ME） 、 10% グ リ セ ロ ー ル 、 0.2 mM EDTA、 0.00
5% ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 、 62.5 mM Tris pH6,8） か ら 除 い た 。 こ の 還 元 剤 非 存 在 下 で
、 CD83の 分 子 間 お よ び 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 完 全 に 残 る 。 還 元 お よ び 非 還 元 タ ン パ ク
質 試 料 を と も に 5分 間 95℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ れ ぞ れ を SDS-PAGEで 比 較 し た （ 図 7参 照
） 。 電 気 泳 動 の 間 、 オ リ ゴ マ ー -SDS-タ ン パ ク 質 の 移 動 度 は 、 完 全 に 変 性 し た SDS-ポ リ ペ
プ チ ド 組 成 物 の 移 動 度 よ り も 小 さ か っ た 。 MEな し で よ り 上 の バ ン ド は 推 定 サ イ ズ の CD83二
量 体 （ 約 25 kDa） で あ る と 思 わ れ る が 、 単 量 体 CD83の バ ン ド （ 約 14 kDa） は か す か で あ る
。 抗 CD83抗 体 で あ る CD83-1G11（ Lechmannら 、 Protein Expression and Purification 24:
 445-452 (2002年 3月 2日 )） を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 か ら 、 タ ン パ ク 質 の バ ン ド
の 特 異 性 が 確 認 さ れ た 。 そ の 結 果 、 hCD83extは ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た ホ モ 二 量 体 タ ン パ ク
質 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
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　 単 離 し た ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た ホ モ 二 量 体 タ ン パ ク 質 の 阻 害 活 性 を 実 施 例 3お よ び 4に 記
載 の MLR実 験 法 で 測 定 し た 。 単 離 し た ホ モ 二 量 体 の 阻 害 活 性 は 実 施 例 3お よ び 4に 記 載 の も
の と 同 一 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
実 施 例 9： 可 溶 型 CD83の 変 異 体 の 生 成

　 ヒ ト CD83の 細 胞 外 ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 20-145） の 変 異 体 を 以 下 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト ： セ
ン ス -pGEX2ThCD83： 5'-TCCCCCCGGG AACGCCGGAG GTGAAGGTGGCT-3'お よ び ア ン チ セ ン ス -CD8
3extra_mutantCtoS： 5'-AATTAGAATT CTCAAATCTC CGCTCTGTAT TTCTTAAAAG TCTCTTCTTT ACG
CTGTGCAG GGGAT-3'（ MWG-バ イ オ テ ク AG； そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： １ １ お よ び １ ２ ） を 用 い て P
CR増 幅 し た 。 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 129番 目 の シ ス チ ジ ン が セ リ ン
に な る 変 異 が 導 入 さ れ る よ う に gか ら cの ヌ ク レ オ チ ド ・ ト ラ ン ス バ ー ジ ョ ン が 挿 入 さ れ た
（ 図 8参 照 ） 。 PCR条 件 は 以 下 の と お り で あ っ た ： 5分  94℃ で の 最 初 の 変 性 工 程 、 31サ イ ク
ル ： 1分  94℃ で の 変 性 、 1分  61℃ で の ア ニ ー リ ン グ 、 2分  72℃ で の 伸 長 ； お よ び 10分  72
℃ で の 最 後 の 伸 長 工 程 。 増 幅 し た cDNA断 片 を 発 現 ベ ク タ ー pGEX2T（ ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ
シ ア ・ バ イ オ テ ク ） の SmaIと EcoRI部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 結 果 、 プ ラ ス ミ ド pGEX2Th
CD83ext_mut129_CtoSを 得 、 こ れ を 大 腸 菌 株 TOPO10（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） に 形 質 転 換 し た
。 正 し い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 確 認 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】

　 変 異 体 hCD83extの 発 現 と 精 製 を 上 記 の よ う に 組 換 え 体 hCD83extタ ン パ ク 質 に つ い て 行 っ
た ：
　 細 菌 を 一 晩 培 養 し た 培 養 液 を 新 鮮 な LB培 地 （ 100 μ g/ml ア ン ピ シ リ ン を 添 加 ） で 1:10
に 希 釈 し た 。 吸 光 度 0.9で 1 mM IPTGを 添 加 し 、 培 養 を さ ら に 1時 間 行 っ た 。 そ の 後 、 細 胞
を 沈 殿 さ せ 、 500 mlの 培 養 あ た り 10 mlの ネ イ テ ィ ブ 緩 衝 液 （ 140 mM NaCI, 2.7 mM KCI, 
10 mM Na 2 HPO 4 , 1.8 mM KH 2 P0 4 , 2.6 mM MnCl 2 , 26 mM MgCI 2 , 1 μ g/ml ロ イ ペ プ チ ン , 
1 μ g/ml ア プ ロ チ ニ ン , 1 μ g/ml DNAse I, pH 7.6） に 再 懸 濁 し 、 50 μ g/mlの リ ゾ チ ー
ム を 添 加 し た 。 氷 上 で 15分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 溶 菌 液 （ ラ イ セ ー ト ） を 20000gで
遠 心 し た 。 タ ン パ ク 質 の 精 製 ： 吸 着 工 程 ： 上 清 40 mlを AKTAエ ク ス プ ロ ー ラ ー 　 10シ ス テ
ム （ ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ク ） の GSTrapの 5 mlカ ラ ム に 添 加 し た 。 結 合 緩
衝 液 ： PBS（ 140 mM NaCI, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2 HPO 4 , 1.8 mM KH 2 P0 4 、 pH7.6） 。 溶 出
緩 衝 液 ： 5 mM 還 元 グ ル タ チ オ ン を 含 む 50 mM Tris-HCl, pH 8.0。 流 速 ： 5 ml。 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ の 手 順 ： 4CV（ カ ラ ム 容 量 ） の 結 合 緩 衝 液 、 40 mlの 上 清 、 12CVの 結 合 緩 衝 液 、 5C
Vの 溶 出 緩 衝 液 、 5CVの 2N NaCI/PBS, pH7.6、 5CVの 結 合 緩 衝 液 。 そ の 後 、 GST-hCD83ext融
合 タ ン パ ク 質 を ト ロ ン ビ ン  20U/mlと 22℃ で 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 GSTか ら hCD83ext
を 分 離 す る た め に 、 溶 出 液 を 吸 着 工 程 の 緩 衝 液 条 件 を 用 い た GSTrap 5 mlカ ラ ム に 再 度 充
填 し た 。 結 合 緩 衝 液 条 件 下 で 、 組 換 え ヒ ト CD83extタ ン パ ク 質 を 含 む 素 通 り を 回 収 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 精 製 し た hCD83ext_mut129_Cys to Serを 精 製 し た hCD83extと SDS-PAGEに よ り 比 較 し た （
図 9参 照 ） 。 非 還 元 条 件 下 同 様 、 還 元 条 件 下 で 、 CD83の 変 異 体 は 14 kDaの 安 定 し た 単 量 体
の バ ン ド を 示 し た 。 こ の バ ン ド は 、 還 元 条 件 下 で 解 析 し た hCD83ext野 生 型 タ ン パ ク 質 に 相
当 す る 。 非 還 元 条 件 下 で は 、 CD83二 量 体 を 変 異 体 CD83タ ン パ ク 質 で 検 出 で き な か っ た 。 す
な わ ち 、 細 胞 外 CD83ド メ イ ン の 5番 目 の カ ル ボ キ シ 末 端 シ ス テ イ ン が ホ モ 二 量 体 の 生 成 に
必 要 で あ る 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り バ ン ド の 特 異 性 を 確 認 し た （ デ ー タ は 示 さ な
い ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 実 施 例 3お よ び 4に 記 載 し た MLR実 験 で の 試 験 に よ る hCD83ext_mut129_C to Sの 阻 害 活 性
は 実 施 例 3お よ び 4で 試 験 し た 化 合 物 の 活 性 に 相 当 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
実 施 例 10： 可 溶 型 CD83は 脾 臓 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る
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hCD83ext_mut129_Cys to Ser変 異 体 タ ン パ ク 質 の 大 腸 菌 に お け る 組 換 え 発 現



　 MOGを 用 い た マ ウ ス の 免 疫 30日 後 、 ま た は 60日 後 、 再 刺 激 ア ッ セ イ の た め に 脾 臓 を 取 り
出 し た 。 細 胞 を 、 ペ ニ シ リ ン （ 10O U/ml、 シ グ マ ） 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 100 μ g/ml、
シ グ マ ） 、 L-グ ル タ ミ ン （ 2 mM、 シ グ マ ） お よ び 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ 50 μ M、 シ グ
マ ） を 添 加 し た HL-1無 血 清 培 地 で 培 養 し た 。 MOG-特 異 的 細 胞 を 、 96ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー
ト の 200 μ l HL-1/ウ ェ ル 中 で 4× 10 5 脾 臓 細 胞 を 異 な る 濃 度 の MOGペ プ チ ド と イ ン キ ュ ベ ー
ト す る こ と に よ り 解 析 し た 。 さ ら に 、 対 照 と し て 、 4× 10 5 脾 臓 細 胞 を IL-2（ 500 U/ml、 プ
ロ ロ イ キ ン ） で 刺 激 し た 。 陰 性 対 照 と し て 、 未 刺 激 の 培 養 液 が 用 い ら れ た 。 72時 間 後 、 培
養 液 を [ 3 H]チ ミ ジ ン （ 0.4 Ci/mmol、 ア マ シ ャ ム  TRA-20） で パ ル ス 標 識 し た 。 12時 間 後 、
チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を マ イ ク ロ プ レ ー ト ・ カ ウ ン タ ー （ ワ ラ ッ ク ） を 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 hCD83ext処 理 マ ウ ス に 由 来 す る 脾 臓 細 胞 は 明 ら か な 増 殖 の 減 少 を 示 す （ 図 10A参 照 ） 。
さ ら に 、 対 照 と し て 、 4× 10 5 脾 臓 細 胞 が IL-2（ 500 U/ml） で 刺 激 さ れ た 。 ま た 、 hCD83ext
処 理 細 胞 は 、 IL-2に 応 答 し て 増 殖 す る こ と が 可 能 で あ っ た （ 図 10A、 右 手 挿 入 図 参 照 ） 。
こ れ ら の デ ー タ は 明 ら か に 、 脾 臓 細 胞 の 増 殖 は CD83処 理 マ ウ ス で 減 少 し た が 、 IL-2を 用 い
て 再 刺 激 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 す な わ ち 、 脾 臓 細 胞 は 死 ん で い な か っ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 EAEを 二 回 誘 導 さ れ た hCD83ext処 理 、 BSA処 理 、 ま た は 未 処 理 の マ ウ ス に 由 来 す る 脾 臓 細
胞 の 再 刺 激 （ 図 10B参 照 ） 。 hCD83ext処 理 マ ウ ス は 増 殖 能 に わ ず か な 減 少 を 示 し た 。 し か
し 、 BSA処 理 お よ び 未 処 理 マ ウ ス が IL-2に 応 答 し て 強 く 増 殖 す る 一 方 、 hCD83ext処 理 マ ウ
ス は IL-2に 応 答 し て 増 殖 し な く な っ た （ 図 10B、 右 手 挿 入 図 参 照 ） 。
　 こ れ ら の デ ー タ は 明 ら か に 、 脾 臓 細 胞 の 増 殖 が CD83処 理 マ ウ ス で 減 少 し て い る こ と を 示
す 。
【 ０ １ ４ ８ 】
実 施 例 11： 可 溶 型 CD83は 脾 臓 細 胞 の サ イ ト カ イ ン 産 生 を 阻 害 す る
　 （ 実 施 例 10に 記 載 し た よ う に ） 異 な る 濃 度 の MOGペ プ チ ド で 刺 激 し た 回 収 脾 臓 細 胞 を そ
の エ ク ス ビ ボ で の サ イ ト カ イ ン 産 生 に つ い て 試 験 し た 。 培 養 上 清 を 96時 間 後 に 採 取 し 、 市
販 の INF-γ 、 IL-2、 IL-4、 IL-10用 の サ ン ド イ ッ チ ELISAキ ッ ト （ BDバ イ オ サ イ エ ン シ ズ ）
を 用 い て 試 験 し た 。 （ 第 一 の EAE誘 導 後 の ） hCD83ext処 理 細 胞 で は 、 そ の INF-γ 産 生 が 強
く 阻 害 さ れ る （ 図 11A参 照 ） 。 ま た 、 IL-10産 生 は あ き ら か に 減 少 す る 。 IL-2お よ び IL-4産
生 は 格 段 に は 影 響 さ れ な い 。 こ れ ら の デ ー タ は 明 ら か に 、 可 溶 型 CD83が 処 理 動 物 に お い て
サ イ ト カ イ ン 産 生 の 減 少 を も た ら す こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 脾 臓 細 胞 の サ イ ト カ イ ン 産 生 は ま た 、 EAEを 二 回 誘 導 さ れ た 動 物 由 来 の 脾 臓 細 胞 で 測 定
さ れ た （ 図 11B参 照 ） 。 INF-γ 産 生 は 強 く 阻 害 さ れ る 。 IL-10産 生 に つ い て も 同 様 で あ る 。
IL-2産 生 は そ れ ほ ど 影 響 を 受 け な い 。 BSA処 理 お よ び 未 処 理 細 胞 で い く ら か の IL-4産 生 が
あ っ た が 、 値 は 非 常 に 低 く 、 検 出 限 界 に 近 い も の で あ る 。 こ の 場 合 も や は り 、 こ れ ら の デ
ー タ は 明 ら か に 、 可 溶 型 CD83が EAEを 二 回 誘 導 し た 動 物 の サ イ ト カ イ ン 産 生 を 減 少 す る こ
と を 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ０ 】
【 図 １ 】 pGEX2ThCD83extベ ク タ ー の 部 分 配 列 。 CD83細 胞 外 ド メ イ ン の 配 列 を 太 字 で 示 す 。
ア ミ ノ 酸 配 列 「 GSPG」 を CD83細 胞 外 ド メ イ ン の N-末 端 に 付 加 し 、 こ れ は 下 線 を 付 し た ト ロ
ン ビ ン 切 断 部 位 の 部 分 で あ る 。 C-末 端 ア ミ ノ 酸 「 I」 は CD83の 細 胞 質 ド メ イ ン の 部 分 で あ
る 。 SmaIと EcoRIの ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 破 線 （ --） で 示 す 。
【 図 ２ Ａ 】 hCD83extの 精 製 。 A-Dは 四 つ の 精 製 工 程 に お け る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の 溶 出 プ ロ
フ ィ ー ル を 示 す 。 集 め た 画 分 を 黒 で 示 す 。 集 め た 画 分 の タ ン パ ク 質 を 還 元 条 件 お よ び 変 性
条 件 の 15％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 染 色 で
可 視 化 し た 。 さ ら に 、 Dは ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 も 示 す 。 GSTrapカ ラ ム を 用 い た ア フ
ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ： レ ー ン 1： 分 子 量 マ ー カ ー （ MWM） ； レ ー ン 4-10： GST-hCD83e
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A：



xt画 分 。
【 図 ２ Ｂ 】 hCD83extの 精 製 。 A-Dは 四 つ の 精 製 工 程 に お け る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の 溶 出 プ ロ
フ ィ ー ル を 示 す 。 集 め た 画 分 を 黒 で 示 す 。 集 め た 画 分 の タ ン パ ク 質 を 還 元 条 件 お よ び 変 性
条 件 の 15％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 染 色 で
可 視 化 し た 。 さ ら に 、 Dは ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 も 示 す 。 Source 15QPE 4.6/100カ ラ
ム を 用 い た 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ： レ ー ン 1： MWM： レ ー ン 2-7 GST-hCD83ext画 分
。
【 図 ２ Ｃ 】 hCD83extの 精 製 。 A-Dは 四 つ の 精 製 工 程 に お け る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の 溶 出 プ ロ
フ ィ ー ル を 示 す 。 集 め た 画 分 を 黒 で 示 す 。 集 め た 画 分 の タ ン パ ク 質 を 還 元 条 件 お よ び 変 性
条 件 の 15％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 染 色 で
可 視 化 し た 。 さ ら に 、 Dは ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 も 示 す 。 GSTrapア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ を 用 い た ト ロ ン ビ ン 切 断 産 物 の 精 製 ： レ ー ン 1： MWM； レ ー ン 2-4： 切 断 さ れ た h
CD83extを 含 む 素 通 り 画 分 。
【 図 ２ Ｄ 】 hCD83extの 精 製 。 A-Dは 四 つ の 精 製 工 程 に お け る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の 溶 出 プ ロ
フ ィ ー ル を 示 す 。 集 め た 画 分 を 黒 で 示 す 。 集 め た 画 分 の タ ン パ ク 質 を 還 元 条 件 お よ び 変 性
条 件 の 15％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 染 色 で
可 視 化 し た 。 さ ら に 、 Dは ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 も 示 す 。 Superdex 75 (26/16)カ ラ
ム を 用 い た ゲ ル 濾 過 ： レ ー ン 1： MWM； レ ー ン 2： hCD83ext。 右 パ ネ ル は 、 抗 CD83抗 体 を 用
い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。
【 図 ２ Ｅ 】 hCD83extの 精 製 。 A-Dは 四 つ の 精 製 工 程 に お け る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ の 溶 出 プ ロ
フ ィ ー ル を 示 す 。 集 め た 画 分 を 黒 で 示 す 。 集 め た 画 分 の タ ン パ ク 質 を 還 元 条 件 お よ び 変 性
条 件 の 15％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 染 色 で
可 視 化 し た 。 さ ら に 、 Dは ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 も 示 す 。 凍 結 乾 燥 、 凍 結 乾 燥 の 前 後
に 採 取 し た 等 量 の CD83ext試 料 を 15% SDS-PAGEに の せ た 。
【 図 ３ 】 hCD83は DCの 成 熟 を 阻 害 す る 。 DCの FACS解 析 。 5-8日 の 成 熟 カ ク テ ル （ ＝ 成 熟 D
Cの 擬 似 対 照 ） の 存 在 で 成 熟 化 す る 未 成 熟 DC。 成 熟 カ ク テ ル （ 5-8日 ） の 存 在 で 成 熟 化
さ れ 、 7日 目 に hCD83extが 添 加 さ れ た 未 成 熟 DC。 hCD83と 組 合 わ せ た 、 5-8日 の 成 熟 カ ク
テ ル の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 未 成 熟 DC。 8日 目 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 表 記 抗 体 で 染 色 し
、 FACSで 解 析 し た 。
【 図 ４ 】 hCD83extは 同 種 T細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 。 MLR解 析 ： hCD83extは 投 与 量 に 依 存 し て
T細 胞 の 増 殖 を 低 減 さ せ た 。 hCD83extと 同 様 に 精 製 し た GSTと BSA（ そ れ ぞ れ 5μ g/ml） を 対
照 と し て 用 い た 。
【 図 ５ 】 hCD83extは ネ ズ ミ の 同 種 T細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 。 MLR解 析 ： hCD83extは 投 与
量 に 依 存 し て T細 胞 の 増 殖 を 低 減 さ せ た （ 濃 度 は 図 4参 照 ） 。 hCD83extと 同 様 に 精 製 し た GS
T（ 5μ g/ml） を 対 照 と し て 用 い た 。 図 5Aに 示 し た よ う に MLR解 析 に お け る 生 物 学 的 活 性
は 凍 結 乾 燥 後 も 保 持 さ れ る 。
【 図 ６ 】 hCD83extは 実 験 的 自 己 免 疫 性 脳 脊 髄 炎 （ EAE） を 阻 害 す る 。 多 発 性 硬 化 症 （ MS
） の イ ン ビ ボ ・ モ デ ル ； 阻 害 は 長 い 持 続 効 果 を 有 し ； 治 療 用 途 に 適 し て い る （ hCD8
3extは 、 EAE誘 導 後 3日 目 か ら 2日 ご と に （ 合 計 14回 ） 投 与 さ れ た ） 。
【 図 ７ 】 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ ME） 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お け る hCD83extの SDS-PA
GE。
【 図 ８ 】 pGEX2ThCD83ext_mut129_CtoSベ ク タ ー の 部 分 配 列 。 細 胞 外 CD83ド メ イ ン の 配 列 を
太 字 で 示 す 。 置 換 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 残 基 を 拡 大 し て 示 す 。 ア ミ ノ 酸 配 列
「 GSPG」 を 細 胞 外 CD83ド メ イ ン の N-末 端 に 付 加 し 、 こ れ は 下 線 を 付 し た ト ロ ン ビ ン 切 断 部
位 の 部 分 で あ る 。 C-末 端 ア ミ ノ 酸 「 I」 は CD83の 細 胞 質 ド メ イ ン の 部 分 で あ る 。 SmaIと Eco
RIの ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 破 線 （ --） で 示 す 。
【 図 ９ 】 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ ME） 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お け る hCD83extお よ び hC
D83ext_mut129_CtoSの SDS-PAGE。
【 図 １ ０ 】 CD83は 、 1回 目 の EAE誘 導 後 （ ） の 脾 臓 細 胞 の 再 刺 激 お よ び 2回 目 の EAE誘 導 後
（ ） の 再 刺 激 も 阻 害 す る 。
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【 図 １ １ Ａ 】 可 溶 型 CD83は 、 1回 目 の EAE誘 導 後 （ ） お よ び 2回 目 の EAE誘 導 後 （ ） の 脾 臓
細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン 産 生 を 阻 害 す る 。
【 図 １ １ Ｂ 】 可 溶 型 CD83は 、 1回 目 の EAE誘 導 後 （ ） お よ び 2回 目 の EAE誘 導 後 （ ） の 脾 臓
細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン 産 生 を 阻 害 す る 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ １ ５ １ 】
配 列 番 号 ： ５ 　 CD83extの プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ： ６ 　 CD83extの プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ： ７ 　 pGEX2ThCD83extの 部 分 配 列
配 列 番 号 ： ８ 　 pGEX2ThCD83extの 部 分 配 列
配 列 番 号 ： ９ 　 pGEX2ThCD83ext_mut129_CtoSの 部 分 配 列
配 列 番 号 ： １ ０ 　 pGEX2ThCD83ext_mut129_CtoSの 部 分 配 列
配 列 番 号 ： １ １ 　 pGEX2ThCD83の セ ン ス プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ： １ ２ 　 pGEX2ThCD83の セ ン ス プ ラ イ マ ー
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】
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【 図 ２ Ｂ 】
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【 図 ２ Ｅ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ Ａ 】

【 図 １ １ Ｂ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明提供可溶形式的CD83和编码它们的核酸用于治疗由涉及T细胞的
细胞免疫应答的功能障碍或不希望的功能引起的疾病的用途。此外，本
发明提供了特别适用于所述目的的可溶性CD83分子，针对所述特异性可
溶性CD83蛋白的抗体和包含所述抗体的测定方法和试剂盒。


