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(57)【要約】
本発明は、樹状細胞またはその前駆体、特に抗原を提示している樹状細胞の細胞表面に位
置するタンパク質の同定に関する。特に、本発明は、これらのタンパク質と結合する抗体
などの化合物に関する。これらの化合物は、樹状細胞またはその前駆体のサブセットを検
出および／または濃縮するために用いることができる。これらの化合物はまた、抗原に対
する体液性および／もしくはT細胞媒介性免疫応答を調節する目的で樹状細胞もしくはそ
の前駆体に対して抗原をターゲティングさせるために用いること、または罹患状態に関与
する樹状細胞もしくはその前駆体に対して細胞傷害性物質をターゲティングさせるために
用いることができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　i）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；
　ii）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミノ
酸配列；ならびに／または
　iii）i）もしくはii）の生物活性断片および／または抗原性断片
を含むポリペプチドと結合する、化合物。
【請求項２】
　SEQ ID NO：1～8のいずれか1つまたは複数に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列
を含むポリペプチドと結合する、請求項1記載の化合物。
【請求項３】
　ポリペプチドである、請求項1または請求項2記載の化合物。
【請求項４】
　抗体またはその抗原結合性断片である、請求項3記載の化合物。
【請求項５】
　前記抗体がモノクローナル抗体、ヒト化抗体、一本鎖抗体、二重特異性抗体、三重特異
性抗体（triabody）または四重特異性抗体（tetrabody）である、請求項4記載の化合物。
【請求項６】
　前記抗体またはその抗原結合性断片が、SEQ ID NO：44～46または49～51のいずれか1つ
に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む少なくとも1つの相補性決定領域（CDR
）を含む、請求項4または請求項5記載の化合物。
【請求項７】
　前記抗体またはその抗原結合性断片が、3つのCDRを含む免疫グロブリン重鎖またはその
断片を含み、
　i）CDR1がSEQ ID NO：44に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含み、
　ii）CDR2がSEQ ID NO：45に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含み、かつ
　iii）CDR3がSEQ ID NO：46に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む、
請求項4～6のいずれか一項記載の化合物。
【請求項８】
　前記抗体またはその抗原結合性断片が、3つのCDRを含む免疫グロブリン軽鎖またはその
断片を含み、かつ
　i）CDR1がSEQ ID NO：49に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含み、
　ii）CDR2がSEQ ID NO：50に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含み、かつ
　iii）CDR3がSEQ ID NO：51に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む、
請求項4～7のいずれか一項記載の化合物。
【請求項９】
　前記抗体またはその抗原結合性断片が、
　i）SEQ ID NO：43に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む可変領域を含む免
疫グロブリン重鎖もしくはその断片、および／または
　ii）SEQ ID NO：48に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む可変領域を含む
免疫グロブリン軽鎖もしくはその断片
を含む、請求項4～8のいずれか一項記載の化合物。
【請求項１０】
　前記抗体またはその抗原結合性断片が、
　i）SEQ ID NO：42に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重
鎖もしくはその断片、および／または
　ii）SEQ ID NO：47に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む免疫グロブリン
軽鎖またはその断片
を含む、請求項4～9のいずれか一項記載の化合物。
【請求項１１】
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　前記抗体が、24/04-10B4、42/04-42D2、20/05-3A4もしくは23/05-4C6であるか、または
24/04-10B4、42/04-42D2、20/05-3A4もしくは23/05-4C6の少なくとも1つの相補性決定領
域を含む抗体である、請求項4または請求項5記載の化合物。
【請求項１２】
　ポリペプチドの可溶性断片が、
　i）SEQ ID NO：1～8および58～61のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；または
　ii）SEQ ID NO：1～8および58～61のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％
同一なアミノ酸配列
を含み、SEQ ID NO：1～8のいずれか1つの少なくとも約40個のN末端残基を含まない、
ポリペプチドの可溶性断片である請求項3記載の化合物。
【請求項１３】
　ポリペプチドに結合する抗体と競合して、該ポリペプチドと結合する化合物であって、
　SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列を含む、ポリペプチド。
【請求項１４】
　前記抗体が24/04-10B4、42/04-42D2、20/05-3A4および／または23/05-4C6である、請求
項13記載の化合物。
【請求項１５】
　治療物質と結合された、請求項1～14のいずれか一項記載の化合物。
【請求項１６】
　前記治療物質が抗原である、請求項15記載の化合物。
【請求項１７】
　前記抗原が、癌抗原、自己抗原、アレルゲン、ならびに／または病原性および／もしく
は感染性生物由来の抗原である、請求項16記載の化合物。
【請求項１８】
　病原性および／または感染性生物が、熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）
または三日熱マラリア原虫（Plasmodium vivax）である、請求項17記載の化合物。
【請求項１９】
　前記治療物質が細胞傷害性物質である、請求項15記載の化合物。
【請求項２０】
　前記治療物質が薬物および／または薬理学的物質である、請求項15記載の化合物。
【請求項２１】
　検出可能な程度に標識されている、請求項1～20のいずれか一項記載の化合物。
【請求項２２】
　請求項4記載の抗体を産生することができる、安定した抗体産生性の細胞株。
【請求項２３】
　European Collection of Cell Cultures（ECACC）に2008年4月29日に寄託参照番号0804
2901の下で寄託された24/04-10B4、European Collection of Cell Cultures（ECACC）に2
008年4月29日に寄託参照番号08041902の下で寄託された42/04-42D2、European Collectio
n of Cell Cultures（ECACC）に2008年4月29日に寄託参照番号08042903の下で寄託された
20/05-3A4、またはEuropean Collection of Cell Cultures（ECACC）に2008年4月29日に
寄託参照番号08042904の下で寄託された23/05-4C6である、請求項22記載の細胞株。
【請求項２４】
　請求項1～21のいずれか一項記載の化合物および薬学的に許容される担体を含む、組成
物。
【請求項２５】
　アジュバントをさらに含む、請求項24記載の組成物。
【請求項２６】
　前記化合物が、リポソーム中に封入されているか、またはその表面に露出されている、
請求項24または請求項25記載の組成物。
【請求項２７】
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　請求項1～21のいずれか一項記載の化合物および／または請求項24～26のいずれか一項
記載の組成物を対象に投与する段階
を含む、対象における免疫応答を調節する方法。
【請求項２８】
　抗原に対する免疫応答が誘導および／または強化される、請求項27記載の方法。
【請求項２９】
　対象に請求項16～18のいずれか一項記載の化合物が投与される、請求項28記載の方法。
【請求項３０】
　自己抗原またはアレルゲンに対する免疫応答が低下する、請求項27記載の方法。
【請求項３１】
　樹状細胞またはその前駆体を、請求項1～21のいずれか一項記載の化合物および／また
は請求項24～26のいずれか一項記載の組成物に、インビトロで曝露させる段階、ならびに
　該細胞を対象に投与する段階
を含む、対象における抗原に対する免疫応答を調節する方法。
【請求項３２】
　前記細胞が対象から単離されている、請求項31記載の方法。
【請求項３３】
　体液性および／またはT細胞媒介性応答を調節する段階
を含む、請求項27～32のいずれか一項記載の方法。
【請求項３４】
　ナイーブCD8+ T細胞の活性化および／またはナイーブCD4+ T細胞の活性化を調節する段
階
を含む、請求項33記載の方法。
【請求項３５】
　請求項1～21のいずれか一項記載の化合物および／または請求項24～26のいずれか一項
記載の組成物を対象に投与する段階
を含む、樹状細胞またはその前駆体が関与する疾患を治療および／または予防する方法。
【請求項３６】
　請求項19または請求項20記載の化合物を投与する段階
を含む、請求項35記載の方法。
【請求項３７】
　単離されたポリヌクレオチドおよび／または該ポリヌクレオチドをコードする構築物が
、対象の細胞内に存在する場合に、
　i）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；および／または
　ii）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミノ
酸配列
を含むポリペプチドの細胞内での活性のレベルを、該ポリヌクレオチドを欠く細胞と比較
した際に調節する、
対象に単離された該ポリヌクレオチドおよび／または該ポリヌクレオチドをコードする構
築物を投与する段階
を含む、樹状細胞またはその前駆体が関与する疾患を治療および／または予防する方法。
【請求項３８】
　前記ポリヌクレオチドが前記細胞内でのポリペプチドの活性のレベルを下方制御し、か
つ
　該ポリヌクレオチドが、アンチセンスポリヌクレオチド、センスポリヌクレオチド、触
媒性ポリヌクレオチド、マイクロRNAおよび二本鎖RNAから選択される、
請求項37記載の方法。
【請求項３９】
　樹状細胞またはその前駆体が関与する疾患が、癌、感染症、自己免疫疾患またはアレル
ギーである、請求項35～38のいずれか一項記載の方法。
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【請求項４０】
　自己免疫疾患がエリテマトーデスである、請求項39記載の方法。
【請求項４１】
　感染症がプラスモジウム属（Plasmodium sp.）感染症である、請求項39記載の方法。
【請求項４２】
　対象における免疫応答を調節するための医薬の製造のための、請求項1～21のいずれか
一項記載の化合物、および／または請求項24～26のいずれか一項記載の組成物の使用。
【請求項４３】
　対象における抗原に対する免疫応答を調節するための医薬の製造のための、請求項1～2
1のいずれか一項記載の化合物および／または請求項24～26のいずれか一項記載の組成物
にインビトロで曝露された、樹状細胞またはその前駆体の使用。
【請求項４４】
　対象における樹状細胞またはその前駆体が関与する疾患を治療および／または予防する
ための医薬の製造のための、請求項1～21のいずれか一項記載の化合物および／または請
求項24～26のいずれか一項記載の組成物の使用。
【請求項４５】
　i）樹状細胞またはその前駆体を含む試料を、請求項1～18、20または21のいずれか一項
記載の化合物と接触させる段階、
　ii）該化合物と結合した細胞を単離する段階
を含む、樹状細胞またはそのサブセットもしくは前駆体を試料から濃縮（enrich）する方
法。
【請求項４６】
　i）検出可能な程度に標識された第1のポリヌクレオチドであって、
　　a）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；および／または
　　b）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミ
ノ酸配列
を含むポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドにハイブリダイズする、第1のポ
リヌクレオチドと、
樹状細胞またはその前駆体を含む試料を接触させる段階、ならびに
　ii）検出可能な程度に標識された該細胞を単離する段階
を含む、樹状細胞またはそのサブセットもしくは前駆体を試料から濃縮する方法。
【請求項４７】
　段階ii）から得られた前記細胞が対象に投与される、請求項45または請求項46記載の方
法。
【請求項４８】
　前記細胞が、癌、感染症、自己免疫疾患またはアレルギーから選択される疾患を治療お
よび／または予防するために投与される、請求項47記載の方法。
【請求項４９】
　i）樹状細胞またはその前駆体を含む試料を、請求項1～18、20または21のいずれか一項
記載の化合物と接触させる段階、
　ii）該化合物と結合した細胞を検出する段階
を含む、試料中の樹状細胞またはそのサブセットもしくは前駆体を検出する方法。
【請求項５０】
　i）検出可能な程度に標識された第1のポリヌクレオチドであって、
　　a）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；および／または
　　b）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミ
ノ酸配列
を含むポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドにハイブリダイズする、第1のポ
リヌクレオチドと、
樹状細胞またはその前駆体を含む試料を接触させる段階、ならびに



(6) JP 2010-536388 A 2010.12.2

10

20

30

40

50

　ii）検出可能な程度に標識された該細胞を検出する段階
を含む、試料中の樹状細胞またはそのサブセットもしくは前駆体を検出する方法。
【請求項５１】
　i）対象に対して、請求項1～18、20または21のいずれか一項記載の化合物を投与する段
階、
　ii）該化合物と結合した細胞を検出する段階
を含む、対象における樹状細胞またはそのサブセットもしくは前駆体を検出する方法。
【請求項５２】
　前記化合物が検出可能な程度に標識されている、請求項49または請求項51記載の方法。
【請求項５３】
　i）検出可能な程度に標識された第1のポリヌクレオチドであって、
　　a）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；および／または
　　b）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミ
ノ酸配列
を含むポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドにハイブリダイズする、第1のポ
リヌクレオチドを、
対象に対して投与する段階、ならびに
　ii）検出可能な程度に標識された細胞を検出する段階
を含む、対象における樹状細胞またはそのサブセットもしくは前駆体を検出する方法。
【請求項５４】
　前記樹状細胞が、以下のマーカー、CD8、CD24、Necl-2、CD11c、HLADRおよびBDCA3のう
ち1つまたは複数を発現する、請求項45～53のいずれか一項記載の方法。
【請求項５５】
　i）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；
　ii）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミノ
酸配列；ならびに／または
　iii）i）もしくはii）の生物活性断片および／または抗原性断片
を含む、実質的に精製されたポリペプチドならびに／または組換えポリペプチド。
【請求項５６】
　樹状細胞またはその前駆体のマーカーである、請求項55記載のポリペプチド。
【請求項５７】
　SEQ ID NO：1～8のいずれか1つまたは複数に対して少なくとも90％同一なアミノ酸を含
む、請求項55または請求項56記載のポリペプチド。
【請求項５８】
　少なくとも1つのC型レクチン様ドメインを含む、請求項55～57のいずれか一項記載のポ
リペプチド。
【請求項５９】
　膜貫通ドメインを欠く、請求項55～58のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項６０】
　生物活性断片および／または抗原性断片が、
　i）SEQ ID NO：58～61のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；または
　ii）SEQ ID NO：58～61のいずれか1つまたは複数に対して少なくとも50％同一なアミノ
酸配列
を含む可溶性断片であり、
　該可溶性断片が、SEQ ID NO：1～8のいずれか1つの少なくとも約40個のN末端残基を含
まず、かつ
　該可溶性断片が、SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列を含むポリ
ペプチドと結合することができる、
請求項55～59のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項６１】
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　膜貫通ドメインを含む、請求項55～58のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項６２】
　少なくとも1つの他のポリペプチドと融合されている、請求項55～61のいずれか一項記
載のポリペプチド。
【請求項６３】
　i）SEQ ID NO：9～16のいずれか1つに提示されたヌクレオチド配列、
　ii）SEQ ID NO：9～16のいずれか1つまたは複数に対して少なくとも50％同一なヌクレ
オチド配列、
　iii）請求項55～62のいずれか一項記載のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
、
　iv）請求項3～21のいずれか一項記載の化合物をコードするヌクレオチド配列、および
／または
　v）i）～iv）もしくはそれらの相補物のうちいずれか1つもしくは複数にハイブリダイ
ズする配列ヌクレオチド
を含む、単離されたポリヌクレオチドおよび／または外因性ポリヌクレオチド。
【請求項６４】
　SEQ ID NO：9～16のいずれか1つまたは複数に対して少なくとも90％同一なヌクレオチ
ド配列を含む、請求項63記載のポリヌクレオチド。
【請求項６５】
　SEQ ID NO：9～16のいずれか1つまたは複数にストリンジェントな条件下でハイブリダ
イズするヌクレオチド配列を含む、請求項63記載のポリヌクレオチド。
【請求項６６】
　細胞内でのポリヌクレオチドの発現を導くことができるプロモーターと機能的に連結さ
れている、請求項63～65のいずれか一項記載のポリヌクレオチド。
【請求項６７】
　ポリヌクレオチドが、対象の細胞内に存在する場合に、細胞内での請求項55～62のいず
れか一項記載のポリペプチドの活性のレベルを、該ポリヌクレオチドを欠く細胞と比較し
た際に調節する、
単離されたポリヌクレオチド。
【請求項６８】
　動物の細胞内での前記ポリヌクレオチドの発現を導くことができるプロモーターと機能
的に連結されている、請求項67記載のポリヌクレオチド。
【請求項６９】
　前記ポリペプチドをコードする遺伝子からのmRNAレベルを下方制御する、請求項67また
は請求項68記載のポリヌクレオチド。
【請求項７０】
　アンチセンスポリヌクレオチド、センスポリヌクレオチド、触媒性ポリヌクレオチド、
マイクロRNAおよび二本鎖RNA（dsRNA）から選択される、請求項67～69のいずれか一項記
載のポリヌクレオチド。
【請求項７１】
　アンチセンスポリヌクレオチドが、生理的条件下でSEQ ID NO：9～16に提示されたヌク
レオチドの配列のいずれか1つまたは複数を含むポリヌクレオチドにハイブリダイズする
、
アンチセンスポリヌクレオチドである請求項70記載のポリヌクレオチド。
【請求項７２】
　触媒性ポリヌクレオチドが、SEQ ID NO：9～16に提示されたヌクレオチドの配列のいず
れか1つまたは複数を含むポリヌクレオチドを切断することができる、
触媒性ポリヌクレオチドである請求項70記載のポリヌクレオチド。
【請求項７３】
　dsRNA分子が、SEQ ID NO：9～16に提示されたヌクレオチドの配列のいずれか1つまたは
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複数のうち少なくとも19個の連続したヌクレオチドを含むオリゴヌクレオチドを含み、
　該オリゴヌクレオチドのTがUで置き換えられ、
　二本鎖である該分子の部分が、少なくとも19塩基対の長さであり、かつ該オリゴヌクレ
オチドを含む、
dsRNA分子である請求項70記載のポリヌクレオチド。
【請求項７４】
　二本鎖部分の鎖が一本鎖部分によって連結されている、単一のプロモーターから発現さ
れる請求項73記載のポリヌクレオチド。
【請求項７５】
　請求項63～74のいずれか一項記載の少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む、ベクタ
ー。
【請求項７６】
　発現ベクターである、請求項75記載のベクター。
【請求項７７】
　請求項63～74のいずれか一項記載の少なくとも1つのポリヌクレオチドおよび／または
請求項75もしくは請求項76記載の少なくとも1つのベクターを含む、宿主細胞。
【請求項７８】
　細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞、動物細胞または植物細胞である、請求項77記載の宿主
細胞。
【請求項７９】
　請求項63～74のいずれか一項記載の外因性ポリヌクレオチドを含む、トランスジェニッ
ク植物。
【請求項８０】
　ポリヌクレオチドが請求項16～18のいずれか一項記載の化合物をコードする、請求項79
記載のトランスジェニック植物。
【請求項８１】
　請求項63～74のいずれか一項記載の外因性ポリヌクレオチドを含む、トランスジェニッ
ク非ヒト動物。
【請求項８２】
　抽出物が、請求項1～21のいずれか一項記載の化合物、請求項55～62のいずれか一項記
載のポリペプチドおよび／または請求項63～74のいずれか一項記載のポリヌクレオチドを
含む、
請求項77または請求項78記載の宿主細胞、請求項79または請求項80記載の植物ならび／ま
たは請求項81記載の動物の抽出物。
【請求項８３】
　請求項77または請求項78記載の宿主細胞、請求項75または請求項76記載のベクター、請
求項79または請求項80記載の植物および／または請求項81記載の非ヒト動物を、化合物ま
たはポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの発現を可能にする条件下で育成（cult
ivate）する段階、ならびに
　発現された該化合物または該ポリペプチドを回収する段階
を含む、請求項3～21のいずれか一項記載の化合物または請求項55～62のいずれか一項記
載のポリペプチドを調製するための方法。
【請求項８４】
　請求項83記載の方法を用いて産生された化合物またはポリペプチド。
【請求項８５】
　請求項45～48のいずれか一項記載の方法によって得られた、樹状細胞および／またはそ
の前駆体の濃縮された集団。
【請求項８６】
　i）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；
　ii）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミノ
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酸配列；ならびに／または
　iii）i）もしくはii）の生物活性断片および／または抗原性断片
を含むポリペプチドを発現する、樹状細胞ならびに／またはその前駆体の濃縮された集団
。
【請求項８７】
　請求項85または請求項86記載の樹状細胞および／またはその前駆体の濃縮された集団を
培養することによって得られた、拡大された（expanded）樹状細胞集団および／またはそ
の前駆体。
【請求項８８】
　請求項55～62のいずれか一項記載のポリペプチド、請求項63～74のいずれか一項記載の
ポリヌクレオチド、請求項75もしくは請求項76記載のベクター、請求項77もしくは請求項
78記載の宿主細胞、請求項79もしくは請求項80記載のトランスジェニック植物、請求項82
記載の抽出物、および／または請求項85～87のいずれか一項記載の細胞集団、ならびに薬
学的に許容される担体
を含む、組成物。
【請求項８９】
　i）請求項55～62のいずれか一項記載のポリペプチドを候補化合物と接触させる段階、
　ii）該化合物が該ポリペプチドと結合するか否かを決定する段階
を含む、請求項55～62のいずれか一項記載のポリペプチドと結合する分子を同定する方法
。
【請求項９０】
　a）請求項55～62のいずれか一項記載のポリペプチドを、該ポリペプチドと結合する結
合パートナーおよび候補物質に曝露させる段階、ならびに
　b）該候補物質が該ポリペプチドとの結合について該結合パートナーと競合する能力を
評価する段階
を含む、請求項55～62のいずれか一項記載のポリペプチドと結合する分子を同定する方法
。
【請求項９１】
　前記結合パートナーが抗体である、請求項90記載の方法。
【請求項９２】
　前記結合パートナーが検出可能な程度に標識されている、請求項90または請求項91記載
の方法。
【請求項９３】
　前記ポリペプチドが細胞内で発現される、請求項89～92のいずれか一項記載の方法。
【請求項９４】
　ポリペプチドの結晶の構造座標を用いて、候補化合物を該ポリペプチドと結合するその
能力に関してコンピュータ計算で評価する段階
を含む、請求項55～62のいずれか一項記載のポリペプチドと結合する化合物をスクリーニ
ングする方法。
【請求項９５】
　請求項89～94のいずれか一項記載の方法を用いて同定された化合物。
【請求項９６】
　請求項55～62のいずれか一項記載のポリペプチド、請求項63～74のいずれか一項記載の
ポリヌクレオチド、請求項75もしくは請求項76記載のベクター、請求項77もしくは請求項
78記載の宿主細胞、請求項79もしくは請求項80記載のトランスジェニック植物、請求項82
記載の抽出物、請求項85～87のいずれか一項記載の細胞集団、および／または請求項88記
載の組成物を、対象に投与する段階
を含む、対象における免疫応答を調節する方法。
【請求項９７】
　請求項16～18のいずれか一項記載の化合物をコードするポリヌクレオチドを含むDNAワ
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クチンが対象に投与され、
　対象への投与後に該化合物が産生されて、前記抗原に対する免疫応答が生じる、
請求項96記載の方法。
【請求項９８】
　請求項79もしくは請求項80記載のトランスジェニック植物またはその抽出物が対象に経
口投与される、請求項96記載の方法。
【請求項９９】
　トランスジェニック植物またはその抽出物が、請求項16～18のいずれか一項記載の化合
物を含む、請求項98記載の方法。
【請求項１００】
　樹状細胞またはその前駆体を、請求項55～62のいずれか一項記載のポリペプチド、請求
項63～74のいずれか一項記載のポリヌクレオチド、請求項75もしくは請求項76記載のベク
ター、請求項77もしくは請求項78記載の宿主細胞、請求項79もしくは請求項80記載のトラ
ンスジェニック植物、請求項82記載の抽出物、請求項85～87のいずれか一項記載の細胞集
団、および／または請求項88記載の組成物に、インビトロで曝露させる段階、ならびに
　該細胞を対象に投与する段階
を含む、対象における抗原に対する免疫応答を調節する方法。
【請求項１０１】
　請求項55～62のいずれか一項記載のポリペプチド、請求項63～74のいずれか一項記載の
ポリヌクレオチド、請求項75もしくは請求項76記載のベクター、請求項77もしくは請求項
78記載の宿主細胞、請求項79もしくは請求項80記載のトランスジェニック植物、請求項82
記載の抽出物、請求項85～87のいずれか一項記載の細胞集団、および／または請求項88記
載の組成物を対象に投与する段階
を含む、樹状細胞またはその前駆体が関与する疾患を治療および／または予防する方法。
【請求項１０２】
　対象における免疫応答を調節するための医薬の製造のための、請求項55～62のいずれか
一項記載のポリペプチド、請求項63～74のいずれか一項記載のポリヌクレオチド、請求項
75もしくは請求項76記載のベクター、請求項77もしくは請求項78記載の宿主細胞、請求項
79もしくは請求項80記載のトランスジェニック植物、請求項82記載の抽出物、請求項85～
87のいずれか一項記載の細胞集団、および／または請求項88記載の組成物の使用。
【請求項１０３】
　対象における抗原に対する免疫応答を調節するための医薬の製造のための、請求項55～
62のいずれか一項記載のポリペプチド、請求項63～74のいずれか一項記載のポリヌクレオ
チド、請求項75もしくは請求項76記載のベクター、請求項77もしくは請求項78記載の宿主
細胞、請求項79もしくは請求項80記載のトランスジェニック植物、請求項82記載の抽出物
、請求項85～87のいずれか一項記載の細胞集団、および／または請求項88記載の組成物に
インビトロで曝露された、樹状細胞またはその前駆体の使用。
【請求項１０４】
　対象における樹状細胞またはその前駆体が関与する疾患を治療および／または予防する
ための医薬の製造のための、請求項55～62のいずれか一項記載のポリペプチド、請求項63
～74のいずれか一項記載のポリヌクレオチド、請求項75もしくは請求項76記載のベクター
、請求項77もしくは請求項78記載の宿主細胞、請求項79もしくは請求項80記載のトランス
ジェニック植物、請求項82記載の抽出物、請求項85～87のいずれか一項記載の細胞集団、
および／または請求項88記載の組成物の使用。
【請求項１０５】
　請求項55～62のいずれか一項記載のポリペプチド、請求項63～74のいずれか一項記載の
ポリヌクレオチド、または請求項75もしくは76記載のベクター、および／または請求項77
もしくは78記載の宿主細胞を動物に投与する段階
を含む、請求項4～10のいずれか一項記載の化合物を産生する方法。
【請求項１０６】
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　前記ポリペプチドと結合する動物由来の抗体を単離する段階
をさらに含む、請求項105記載の方法。
【請求項１０７】
　前記ポリペプチドと結合する抗体を産生する動物由来の細胞を骨髄腫（myeloma tumor
）細胞と融合させてハイブリドーマを作製する段階
をさらに含む、請求項105記載の方法。
【請求項１０８】
　請求項1～21のいずれか一項記載の化合物、請求項22もしくは請求項23記載の細胞株、
請求項55～62のいずれか一項記載のポリペプチド、請求項63～74のいずれか一項記載のポ
リヌクレオチド、請求項75もしくは請求項76記載のベクター、請求項77もしくは請求項78
記載の宿主細胞、請求項79もしくは請求項80記載のトランスジェニック植物、請求項82記
載の抽出物、請求項85～87のいずれか一項記載の細胞集団、および／または請求項24～26
もしくは88のいずれか一項記載の組成物
を含む、キット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、樹状細胞およびその前駆体、特に抗原を提示している樹状細胞の細胞表面に
位置するタンパク質の同定に関する。特に、本発明は、これらのタンパク質と結合する抗
体などの化合物に関する。これらの化合物は、樹状細胞またはその前駆体のサブセットを
検出および／または濃縮（enrich）するために用いることができる。これらの化合物はま
た、抗原に対する体液性および／もしくはT細胞媒介性免疫応答を調節する目的で樹状細
胞もしくはその前駆体に抗原をターゲティングさせるために用いること、または罹患状態
に関与する樹状細胞もしくはその前駆体に細胞傷害性物質をターゲティングさせるために
用いることもできる。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　樹状細胞はリンパ器官、血液および末梢組織中にまばらに分布する骨髄由来細胞であり
、免疫応答の開始および維持において決定的に重要である。DCは抗原（Ag）プロセシング
、およびナイーブT細胞を活性化する能力といった共通の特性を有する。しかしながらDC
は異種起源性であり、マウスでは少なくとも7種の明確に異なるサブタイプが検出されて
いる（Shortman and Liu, 2002）。
【０００３】
　DCは、通常型DC（conventional DC）（cDC）および形質細胞様プレDC（plasmacytoid p
re-DC）（pDC）に大きく分類することができる。pDCは高レベルのIFNαを分泌することが
でき、活性化を受けて初めてDCとなる（O'Keeffe et al., 2002；Hochrein et al., 2001
）。cDCを、末梢組織からリンパを経由してリンパ節（LN）に遊走する古典的な「遊走性
」または間質性DC（ランゲルハンス細胞など）と、このような様式では遊走せずに血行性
前駆体から生じる「リンパ組織常在性」DC（脾臓、胸腺およびLNに認められる）とに分け
ることもできる。
【０００４】
　マウスのリンパ組織常在性DCはさらに、CD4-8-（DN）、CD4+8-（CD4+）およびCD4-8+（
CD8+）cDCサブセットに分けることもでき、CD4およびDNはCD8- DCと総称される。加えて
、感染または炎症の帰結として発生する炎症性DCもある（Shortman and Naik, 2007）。
これらのDCサブタイプは多くの共通の機能を有し、これには特に、ナイーブT細胞を活性
化するための抗原（Ag）の取り込み、プロセシングおよび提示がある。
【０００５】
　重要なこととして、DCはまた、サブセット特異的な役割も呈する。異なるDCサブタイプ
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はToll様受容体（TLR）を異なるパターンで発現し、その結果として、種々の感染に応答
する能力がさまざまである（Proietto et al., 2004；Takdea et al, 2003）。ケモカイ
ン産生が主としてCD8- DCによって行われる一方で、CD8+ DCはTh1型T細胞応答を導くIL-1
2の主たる産生体（producer）である。MHCクラスI分子を介して外因性Agを交差提示（cro
ss-present）する能力は、CD8+ DCサブセットによって最も効率的に遂行される活性であ
り（Pooley et al., 2001；den Haan et al., 2000）、このためにこれらのDCはCD8+ T細
胞に対するウイルスAgの主たる提示体（presenter）となっている（Belz et al., 2004；
Smith et al., 2003）。対照的に、CD8- DCは、MHCクラスII拘束的な（restricted）応答
を開始させるのにより適切な装備を備えるようである（Dudziak et al., 2007；Sclnorre
r et al., 2006）。
【０００６】
　DCの表面上の分子は、DCの認識機能、情報交換機能および活性化機能において重要であ
る。DCサブタイプ間で異なる分子は関心の対象となるが、これは、それらがこれらのサブ
タイプ間で観察される機能的な違いの基盤をなす可能性があるためである。さらに、DCサ
ブタイプ間で異なっている表面分子は特に関心の対象となるが、これは、免疫応答を操作
するために、それらがDCへのAgまたは治療物質の選択的送達のためのビーコンとなる可能
性があるためである。
【０００７】
　DC細胞表面分子に対する抗体（Ab）は、DCにAgを送達するため、および寛容を誘導する
ために用いられてきた（Bonifaz et al., 2002；Finkelman et al., 1996）。ターゲティ
ングさせたAgに対する免疫も誘導されているが、ほとんどの研究では、これは抗体-抗原
複合体がDC成熟物質（maturation agent）またはアジュバントと共投与された場合におい
てのみである（Bonifaz et al., 2002；Carter et al., 2006）。重要なこととして、細
胞表面分子を用いてAgをターゲティングさせて免疫を生じさせる効率は、いくつかの要因
に依存すると考えられる：（i）ターゲティングされるDCのサブセット；（ii）ターゲテ
ィングさせる分子の発現レベルに関する用量依存的効果；（iii）DC以外の細胞種上での
ターゲティングさせた分子の発現、これはターゲティングの有効性を限定する可能性があ
り、またはことによるとこれらの非DCによる寄与を持ち込むことにもなりかねない；（iv
）ターゲティングさせる分子の機能、これはAgプロセシングに影響する可能性、またはDC
成熟を誘導するかもしくは障害させるシグナルを送達する可能性がある；（v）ターゲテ
ィングされるDCサブセットのTLRプロファイル、特にTLRリガンドが共投与される場合。以
上の要因はすべて、臨床状況下で免疫応答を生じさせる能力に影響を及ぼすと考えられる
。当然ながら、これらの詳細は、ヒトへの移行の前に、マウスなどの実験動物を用いて確
立されなければならない。すなわち、DCへのAgのターゲティングおよび効率的なワクチン
接種のために必要とされるのは、分子的および機能的な特徴ならびに限局的な発現パター
ンという点に関してマウスと人類の間で保存されているDC表面分子である。
【０００８】
　ヒトは、マウスDCサブセットの等価物を含むと考えられる。cDCおよびpDCへの区分は、
ランゲルハンス細胞の存在がそうであるように、十分に確立されている。同じ組織源（胸
腺）から抽出した場合のマウスDCとヒトDCとの間の高い類似性（O'Keeffe et al., 2003
；Vandenabeele et al., 2001）は、高い類似性を示唆する。しかし、ほとんどのマウス
「リンパ器官常在性」DCサブセットのヒト等価物は、種間を通じて保存された表面マーカ
ーがないこと（すなわち、CD8マーカーはヒトDC上では発現されない）および分析用のヒ
トリンパ器官の試料の入手における困難さのために、不明なままである。マウスでの生物
現象（biology）のヒト臨床応用への移行のために求められるのは、マウス、ヒトおよび
他の種の間で保存されているDCサブセット特異的マーカー分子の同定である。そのような
表面分子は、明確に異なるDCサブタイプの特異的免疫機能を利用することにより、免疫応
答の目的にあった調整（tailoring）を行えるようにする可能性があると考えられる。
【０００９】
　樹状細胞に対するワクチンなどの治療薬のターゲティングのために用いうる樹状細胞マ
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ーカーの同定が必要である。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明者らは、マウスのpDC、CD8+ cDC、ならびにヒトのDCサブタイプおよび樹状細胞
前駆体によって優先的に発現される新規な表面C型レクチン様分子5B6を同定した。5B6分
子を介したDCに対する抗原のターゲティングされた送達は、抗原に対する免疫応答を強化
することが見いだされた。これはアジュバントを追加しなくても得られた。すなわち、本
発明者らは、とりわけマウスCD8+ DCおよびそれらのヒト対応物を同定するため、ならび
に免疫応答を操作してワクチン有効性を強化する目的で抗原をDCまたはその前駆体に送達
するためという双方に用いることができる新規表面マーカーを同定した。
【００１１】
　したがって、第1の局面において、本発明は、
　i）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；
　ii）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミノ
酸配列；ならび／または
　iii）i）もしくはii）の生物活性断片および／または抗原性断片
を含むポリペプチドと結合する化合物を提供する。
【００１２】
　1つの態様において、化合物はポリペプチドである。
【００１３】
　1つの好ましい態様において、化合物は抗体またはその抗原結合性断片である。そのよ
うな抗体の例には、モノクローナル抗体、ヒト化抗体、一本鎖抗体、二重特異性抗体、三
重特異性抗体（triabody）または四重特異性抗体（tetrabody）が非限定的に含まれる。
【００１４】
　1つの態様において、抗体またはその抗原結合性断片は、SEQ ID NO：44～46または49～
51のいずれか1つに対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む少なくとも1つの相補
性決定領域（CDR）を含む。
【００１５】
　1つのさらなる態様において、抗体またはその抗原結合性断片は、3つのCDRを含む免疫
グロブリン重鎖またはその断片を含み、
　i）CDR1はSEQ ID NO：44に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含み、
　ii）CDR2はSEQ ID NO：45に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含み、かつ
　iii）CDR3はSEQ ID NO：46に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む。
【００１６】
　もう1つの態様において、抗体またはその抗原結合性断片は、3つのCDRを含む免疫グロ
ブリン軽鎖またはその断片を含み、
　i）CDR1はSEQ ID NO：49に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含み、
　ii）CDR2はSEQ ID NO：50に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含み、かつ
　iii）CDR3はSEQ ID NO：51に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む。
【００１７】
　1つのさらなる態様において、抗体またはその抗原結合性断片は、
　i）SEQ ID NO：43に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む可変領域を含む免
疫グロブリン重鎖もしくはその断片、および／または
　ii）SEQ ID NO：48に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む可変領域を含む
免疫グロブリン軽鎖もしくはその断片
を含む。
【００１８】
　もう1つのさらなる態様において、抗体またはその抗原結合性断片は、
　i）SEQ ID NO：42に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重
鎖もしくはその断片、および／または
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　ii）SEQ ID NO：47に対して少なくとも90％同一なアミノ酸配列を含む免疫グロブリン
軽鎖またはその断片
を含む。
【００１９】
　1つの態様において、抗体は24/04-10B4（本明細書では10B4とも称される）、42/04-42D
2（本明細書では42D2とも称される）、20/05-3A4（本明細書では3A4とも称される）もし
くは23/05-4C6（本明細書では4C6とも称される）であるか、または24/04-10B4、42/04-42
D2、20/05-3A4もしくは23/05-4C6の少なくとも1つの相補性決定領域を含む抗体である。
抗体24/04-10B4、42/04-42D2、20/05-3A4および23/05-4C6は、2007年12月11日にEuropean
 Collection of Cell Cultures（ECACC）にそれぞれ寄託参照番号07121101、07121102、0
7121103および07121104の下で24/04-10B4-24-8、42/04-42D2-66-4-1、20/053A4-26-16、2
3/05-4C6-29-3として寄託されているハイブリドーマ細胞株によって産生される。これら
のハイブリドーマのより抗体分泌性の高いサブクローン（24/04-10B4-24-8-FACS 9-5、42
/04-42D2-66-4-1クローン4、20/05-3A4-26-16クローン5、23/05-4C6-29-3クローン5）は
、2008年4月29日にECACCにそれぞれ寄託参照番号08042901、08041902、08042903および08
042904の下で寄託されている。
【００２０】
　本発明者らはまた、5B6の可溶性断片が完全長膜結合型5B6と結合しうることも見いだし
た。したがって、1つの代替的な態様において、化合物は、
　i）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；または
　ii）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミノ
酸配列
を含むポリペプチドの可溶性断片であり、可溶性断片はSEQ ID NO：1～8のいずれか1つの
少なくとも約40個、少なくとも約50個、少なくとも約55個または少なくとも約100個のN末
端残基を含まない。
【００２１】
　好ましくは、可溶性断片は、
　i）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；または
　ii）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミノ
酸配列
を含むポリペプチドのC型レクチン様ドメインを含む。
【００２２】
　1つのさらなる態様において、可溶性断片は、
　i）SEQ ID NO：58～61のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；または
　ii）SEQ ID NO：58～61のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミ
ノ酸配列
であり、可溶性断片はSEQ ID NO：1～8のいずれか1つの少なくとも約40個のN末端残基を
含まず、かつ可溶性断片はSEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列を含
むポリペプチドと結合することができる。
【００２３】
　好ましくは、化合物はそのタンパク質と特異的に結合する。
【００２４】
　好ましくは、化合物は、SEQ ID NO：1～8のいずれか1つの少なくとも約40個、少なくと
も約50個、少なくとも約55個または少なくとも約100個のN末端残基以外の、ポリペプチド
の領域と結合する。
【００２５】
　もう1つの局面において、本発明は、ポリペプチドに結合する抗体と競合して、該ポリ
ペプチドと結合する化合物を提供し、該ポリペプチドはSEQ ID NO：1～8のいずれか1つに
提示されたアミノ酸配列を含む。
【００２６】
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　1つの好ましい態様において、抗体は24/04-10B4、42/04-42D2、20/05-3A4および／また
は23/05-4C6である。
【００２７】
　本発明の化合物は、治療物質を、樹状細胞またはその前駆体、特に抗原を提示している
樹状細胞に送達するために用いることができる。このため、1つのさらなる態様において
、化合物は治療物質と結合されている。そのような物質の例には、抗原、細胞傷害性物質
、薬物および／または薬理学的物質が非限定的に含まれる。
【００２８】
　抗原は、動物における免疫応答を誘導する任意の分子でありうる。その例には、癌抗原
、自己抗原、アレルゲン、ならびに／または病原性および／もしくは感染性生物由来の抗
原が非限定的に含まれる。
【００２９】
　1つの態様において、病原性および／または感染性生物由来の抗原は、熱帯熱マラリア
原虫（Plasmodium falciparum）または三日熱マラリア原虫（Plasmodium vivax）からの
ものでありうるが、これらには限定されない。
【００３０】
　もう1つの態様において、化合物は検出可能な程度に標識される。
【００３１】
　1つの態様において、化合物は単離された化合物および／または組換え化合物である。
【００３２】
　本発明の抗体を産生することができる、安定した抗体産生性の細胞株も同じく提供され
る。そのような細胞株の例には、European Collection of Cell Cultures（ECACC）に200
7年12月11日に寄託参照番号07121101の下で寄託された24/04-10B4、およびECACCに2008年
4月29日に寄託参照番号08042901の下で寄託されたそれのより産生性の高いサブクローン
、2007年12月11日にECACCに寄託参照番号07121102の下で寄託された42/04-42D2、およびE
CACCに2008年4月29日に寄託参照番号08041902の下で寄託されたそれのより産生性の高い
サブクローン、European Collection of Cell Cultures（ECACC）に2007年12月11日に寄
託参照番号07121103の下で寄託された20/05-3A4、およびECACCに2008年4月29日に寄託参
照番号08042903の下で寄託されたそれのより産生性の高いサブクローン、ならびにEurope
an Collection of Cell Cultures（ECACC）に2007年12月11日に寄託参照番号07121104の
下で寄託された23/05-4C6、およびECACCに2008年4月29日に寄託参照番号08042904の下で
寄託されたそれのより産生性の高いサブクローンがある。
【００３３】
　1つのさらなる局面において、本発明は、本発明の化合物および薬学的に許容される担
体を含む組成物を提供する。
【００３４】
　1つの態様において、組成物はさらにアジュバントを含む。
【００３５】
　もう1つの態様において、化合物はリポソーム中に封入されているか、またはその表面
に露出されている。
【００３６】
　もう1つの局面において、本発明は、本発明の化合物および／または本発明の組成物を
対象に投与する段階を含む、対象における免疫応答を調節する方法を提供する。
【００３７】
　1つの態様においては、抗原に対する免疫応答が誘導および／または強化される。
【００３８】
　1つの特に好ましい態様において、免疫応答はヘルパーT細胞応答を強化することによっ
て調節される。
【００３９】
　1つのさらなる好ましい態様において、免疫応答はCD4+および／またはCD8+ T細胞の活
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性化によって調節される。
【００４０】
　もう1つの特に好ましい態様において、免疫応答はB細胞抗体産生を強化することによっ
て調節される。産生される抗体の例には、IgG1、IgG2b、IgG2cおよび／またはIgG3抗体ア
イソタイプが含まれるが、これらには必ずしも限定されない。
【００４１】
　1つのさらなる好ましい態様において、免疫応答は記憶応答を生じさせることによって
調節される。
【００４２】
　1つの特に好ましい態様において、対象には抗原と結合された本発明の化合物を投与す
る。
【００４３】
　もう1つの態様においては、自己抗原またはアレルゲンに対する免疫応答が低下する。
この態様においては、免疫応答が、T細胞応答および／またはB細胞抗体応答を抑制するこ
とによって調節されることが好ましい。
【００４４】
　1つのさらなる局面において、本発明は、樹状細胞またはその前駆体を本発明の化合物
および／または本発明の組成物にインビトロで曝露させる段階、ならびに前記細胞を対象
に投与する段階を含む、対象における抗原に対する免疫応答を調節する方法を提供する。
【００４５】
　1つの態様において、細胞は対象から単離されている。
【００４６】
　好ましくは、体液性および／またはT細胞媒介性応答が調節される。
【００４７】
　1つのさらなる態様においては、ナイーブCD8+ T細胞の活性化、および／またはナイー
ブCD4+ T細胞の活性化が調節される。
【００４８】
　さらにもう1つの態様において、体液性応答はIgG1、IgG2b、IgG2cおよび／またはIgG3
抗体アイソタイプの産生を含む。もう1つの態様において、体液性応答はIgG1抗体アイソ
タイプの産生を少なくとも含む。
【００４９】
　好ましくは、樹状細胞は動物樹状細胞または動物樹状細胞の前駆体である。より好まし
くは、樹状細胞はヒト樹状細胞である。さらにより好ましくは、ヒト樹状細胞はNec1-2+
、HLA DR+および／またはBDCA-3+である。
【００５０】
　さらにもう1つの局面において、本発明は、本発明の化合物および／または本発明の組
成物を対象に投与する段階を含む、樹状細胞またはその前駆体が関与する疾患を治療およ
び／または予防する方法を提供する。
【００５１】
　好ましくは、本方法は、細胞傷害性物質、薬物および／または薬理学的物質と結合され
た化合物を投与する段階を含む。
【００５２】
　1つのさらなる局面において、本発明は、単離されたポリヌクレオチドおよび／または
ポリヌクレオチドをコードする構築物が、対象の細胞内に存在する場合に、
　i）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；および／または
　ii）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミノ
酸配列
を含むポリペプチドの細胞内での活性のレベルを該ポリヌクレオチドを欠く細胞と比較し
た際に調節する、対象に単離された該ポリヌクレオチドおよび／または該ポリヌクレオチ
ドをコードする構築物を投与する段階を含む、樹状細胞またはその前駆体が関与する疾患
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を治療および／または予防する方法を提供する。 
【００５３】
　1つの態様において、ポリヌクレオチドは細胞内でのポリペプチドの活性のレベルを下
方制御する。そのようなポリヌクレオチドの例には、アンチセンスポリヌクレオチド、セ
ンスポリヌクレオチド、触媒性ポリヌクレオチド、マイクロRNAおよび二本鎖RNAが非限定
的に含まれる。
【００５４】
　1つの代替的な態様において、ポリヌクレオチドはポリペプチドの活性のレベルを上方
制御する。例えば、ポリヌクレオチドは、SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたア
ミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする。
【００５５】
　樹状細胞またはその前駆体が関与する疾患の例には、癌、感染症、自己免疫疾患または
アレルギーが非限定的に含まれる。
【００５６】
　1つの態様において、自己免疫疾患はエリテマトーデスである。
【００５７】
　もう1つの態様において、感染症は、熱帯熱マラリア原虫または三日熱マラリア原虫な
どのプラスモジウム属（Plasmodium sp.）の感染症である。
【００５８】
　もう1つの局面において、本発明は、対象における免疫応答を調節するための医薬の製
造のための、本発明の化合物および／または本発明の組成物の使用を提供する。
【００５９】
　1つのさらなる局面において、本発明は、対象における抗原に対する免疫応答を調節す
るための医薬の製造のための、本発明の化合物および／または本発明の組成物にインビト
ロで曝露された樹状細胞またはその前駆体の使用を提供する。
【００６０】
　さらにもう1つの局面において、本発明は、対象における樹状細胞またはその前駆体が
関与する疾患を治療および／または予防するための医薬の製造のための、本発明の化合物
および／または本発明の組成物の使用に関する。
【００６１】
　1つのさらなる局面において、本発明は、
　i）樹状細胞またはその前駆体を含む試料を本発明の化合物と接触させる段階、および
　ii）化合物と結合した細胞を単離する段階
を含む、樹状細胞またはそのサブセットもしくは前駆体を試料から濃縮する方法を提供す
る。
【００６２】
　もう1つの局面において、本発明は、
　i）検出可能な程度に検出可能な程度に標識された第1のポリヌクレオチドであって、
　　a）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；および／または
　　b）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミ
ノ酸配列
を含むポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドにハイブリダイズする、第1のポ
リヌクレオチドと、
樹状細胞またはその前駆体を含む試料を接触させる段階、ならびに
　ii）検出可能な程度に標識された細胞を単離する段階
を含む、樹状細胞またはそのサブセットもしくは前駆体を試料から濃縮する方法を提供す
る。
【００６３】
　1つの好ましい態様においては、上記の2つの方法の段階ii）から得られた細胞が対象に
投与される。1つの態様において、細胞は、癌、感染症、自己免疫疾患またはアレルギー
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から選択される疾患を治療および／または予防するために投与される。
【００６４】
　1つのさらなる局面において、本発明は、
　i）樹状細胞またはその前駆体を含む試料を、本発明の化合物と接触させる段階、
　ii）化合物と結合した細胞を検出する段階
を含む、試料中の樹状細胞またはそのサブセットもしくは前駆体を検出する方法を提供す
る。
【００６５】
　さらにもう1つの局面において、本発明は、
　i）検出可能な程度に標識された第1のポリヌクレオチドであって、
　　a）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；および／または
　　b）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミ
ノ酸配列
を含むポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドにハイブリダイズする、第1のポ
リヌクレオチドと、
樹状細胞またはその前駆体を含む試料を接触させる段階、ならびに
　ii）検出可能な程度に標識された細胞を検出する段階
を含む、試料中の樹状細胞またはそのサブセットもしくは前駆体を検出する方法を提供す
る。
【００６６】
　もう1つの局面において、本発明は、
　i）対象に本発明の化合物を投与する段階、
　ii）化合物と結合した細胞を検出する段階
を含む、対象における樹状細胞またはそのサブセットもしくは前駆体を検出する方法を提
供する。
【００６７】
　1つの態様において、化合物は検出可能な程度に標識される。しかし、当業者は理解す
ると考えられるが、例えば、化合物と結合する検出可能な程度に標識された二次抗体を用
いるといった他の手順も用いうると考えられる。
【００６８】
　1つのさらなる局面において、本発明は、
　i）検出可能な程度に標識された第1のポリヌクレオチドであって、
　　a）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；および／または
　　b）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミ
ノ酸配列
を含むポリペプチドをコードする第2のポリヌクレオチドにハイブリダイズする、第1のポ
リヌクレオチドを、
対象に対して投与する段階、ならびに
　ii）検出可能な程度に標識された細胞を検出する段階
を含む、対象における樹状細胞またはそのサブセットもしくは前駆体を検出する方法を提
供する。
【００６９】
　1つの好ましい態様において、樹状細胞は、以下のマーカー、CD8、CD24、Necl-2、CD11
c、HLADRおよびBDCA3のうち1つまたは複数を発現する。
【００７０】
　好ましくは、樹状細胞は、以下のマーカー、Necl-2、HLADRおよびBDCA3のうち1つまた
は複数を発現するヒト樹状細胞である。
【００７１】
　1つの代替的な態様において、樹状細胞は、以下のマーカー、CD24、Necl-2、CD11cおよ
びCD8のうち1つまたは複数を発現するマウス樹状細胞である。
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【００７２】
　好ましくは、前駆体樹状細胞は、培養下で、および／または照射を受けたレシピエント
への移入後に樹状細胞に分化することができる、中間型（intermediate）または後期前駆
体樹状細胞である。
【００７３】
　好ましくは、対象は動物である。より好ましくは、対象はヒト、イヌ、ネコ、ウマ、ウ
シまたはヒツジなどの哺乳動物である。最も好ましくは、対象はヒトである。
【００７４】
　本発明者らはまた、一部のB細胞が本発明のポリペプチドを発現することも同定した。
そのような細胞は、CD19のような当技術分野で公知の任意のB細胞マーカーをターゲティ
ングすることにより、樹状細胞またはその前駆体から識別および／または分離することが
できる。
【００７５】
　もう1つの局面において、本発明は、
　i）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；
　ii）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミノ
酸配列；ならびに／または
　iii）i）もしくはii）の生物活性断片および／または抗原性断片
を含む、実質的に精製されたポリペプチドならび／または組換えポリペプチドを提供する
。
【００７６】
　好ましくは、ポリペプチドは樹状細胞またはその前駆体のマーカーである。　
【００７７】
　好ましくは、ポリペプチドは、少なくとも1つのC型レクチン様ドメインを含む。より好
ましくは、ポリペプチドは単一のC型レクチン様ドメインを含む。
【００７８】
　1つの態様において、ポリペプチドは膜貫通ドメインを欠いている。そのような可溶性
断片の例は本明細書に提示されている。1つの態様において、生物活性断片および／また
は抗原性断片は、
　i）SEQ ID NO：58～61のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；または
　ii）SEQ ID NO：58～61のいずれか1つまたは複数に対して少なくとも50％同一なアミノ
酸配列
を含む可溶性断片であり、可溶性断片はSEQ ID NO：1～8のいずれか1つの少なくとも約40
個のN末端残基を含まず、かつ可溶性断片はSEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示された
アミノ酸配列を含むポリペプチドと結合することができる。
【００７９】
　もう1つの態様において、ポリペプチドは膜貫通ドメインを含む。
【００８０】
　好ましくは、ポリペプチドは樹状細胞またはその前駆体から精製することができる。
【００８１】
　好ましくは、ポリペプチドは動物またはそれからの細胞から精製することができる。よ
り好ましくは、ポリペプチドはヒト、イヌ、ネコ、ウマ、ウシまたはヒツジなどの哺乳動
物から精製することができる。最も好ましくは、ポリペプチドはヒトから精製することが
できる。
【００８２】
　もう1つの態様において、ポリペプチドは少なくとも1つの他のポリペプチドと融合され
る。この少なくとも1つの他のポリペプチドは、本発明のポリペプチドの安定性を高める
ポリペプチド、または融合タンパク質の精製もしくは検出を補助するポリペプチドであっ
てよい。
【００８３】
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　もう1つの局面において、本発明は、
　i）SEQ ID NO：9～16のいずれか1つに提示されたヌクレオチド配列、
　ii）SEQ ID NO：9～16のいずれか1つまたは複数に対して少なくとも50％同一なヌクレ
オチド配列、
　iii）本発明のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、
　iv）本発明の化合物をコードするヌクレオチド配列、および／または
　v）i）～iv）もしくはそれらの相補物のうちいずれか1つもしくは複数にハイブリダイ
ズする配列ヌクレオチド
を含む、単離されたポリヌクレオチドおよび／または外因性ポリヌクレオチドを提供する
。
【００８４】
　1つの態様において、ポリヌクレオチドは、SEQ ID NO：9～16のいずれか1つまたは複数
にストリンジェントな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を含む。
【００８５】
　好ましくは、ポリヌクレオチドは、細胞内でのポリヌクレオチドの発現を導くことがで
きるプロモーターと機能的に連結される。
【００８６】
　1つのさらなる局面において、本発明は、ポリヌクレオチドが、対象の細胞内に存在す
る場合に、細胞内での本発明のポリペプチドの活性のレベルを該ポリヌクレオチドを欠く
細胞と比較した際に調節する、単離されたポリヌクレオチドを提供する。
【００８７】
　1つの態様において、ポリヌクレオチドは、動物の細胞内でのポリヌクレオチドの発現
を導くことができるプロモーターと機能的に連結される。
【００８８】
　1つの好ましい態様において、ポリヌクレオチドは、ポリペプチドをコードする遺伝子
からのmRNAレベルを下方制御する。そのようなポリヌクレオチドの例には、アンチセンス
ポリヌクレオチド、センスポリヌクレオチド、触媒性ポリヌクレオチド、マイクロRNAお
よび二本鎖RNA（dsRNA）が非限定的に含まれる。
【００８９】
　1つの態様において、アンチセンスポリヌクレオチドは、生理的条件下で、SEQ ID NO：
9～16に提示されたヌクレオチドの配列のいずれか1つまたは複数を含むポリヌクレオチド
にハイブリダイズする。
【００９０】
　もう1つの態様において、触媒性ポリヌクレオチドは、SEQ ID NO：9～16に提示された
ヌクレオチドの配列のいずれか1つまたは複数を含むポリヌクレオチドを切断することが
できる。
【００９１】
　1つのさらなる態様において、dsRNA分子は、SEQ ID NO：9～16に提示されたヌクレオチ
ドの配列のいずれか1つまたは複数のうち少なくとも19個の連続したヌクレオチドを含み
、該オリゴヌクレオチドのTはUで置き換えられ、二本鎖である該分子の部分は、少なくと
も19塩基対の長さでありかつ前記オリゴヌクレオチドを含む。
【００９２】
　もう1つのさらなる態様において、dsRNA分子は単一のプロモーターから発現され、二本
鎖部分の鎖は一本鎖部分によって連結されている。
【００９３】
　1つの代替的な態様において、ポリヌクレオチドは、ポリペプチドをコードする遺伝子
からのmRNAレベルを上方制御する。例えば、ポリヌクレオチドはポリペプチドをコードす
る。
【００９４】
　本発明の少なくとも1つのポリヌクレオチドを含むベクターも同じく提供される。好ま
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しくは、ベクターは発現ベクターである。
【００９５】
　1つのさらなる局面において、本発明は、本発明の少なくとも1つのポリヌクレオチドお
よび／または本発明の少なくとも1つのベクターを含む宿主細胞を、提供する。細胞は、
細菌細胞、酵母細胞、動物細胞、昆虫細胞または植物細胞などの、ただしこれらに限定さ
れない、任意の細胞種でありうる。
【００９６】
　1つのさらなる局面において、本発明は、本発明の外因性ポリヌクレオチドを含むトラ
ンスジェニック植物を提供する。
【００９７】
　好ましくは、外因性ポリヌクレオチドは、本発明のポリペプチドまたは本発明の化合物
をコードする。
【００９８】
　1つの態様において、ポリヌクレオチドは、抗原と結合された本発明の化合物をコード
する。
【００９９】
　もう1つの局面において、本発明は、本発明の外因性ポリヌクレオチドを含むトランス
ジェニック非ヒト動物を提供する。
【０１００】
　1つのさらなる局面において、本発明は、本発明の化合物、本発明のポリペプチドおよ
び／または本発明のポリヌクレオチドを含む、本発明の宿主細胞、本発明の植物および／
または本発明の動物の抽出物を提供する。
【０１０１】
　本発明の宿主細胞、本発明のベクター、本発明の植物および／または本発明の非ヒト動
物を、化合物またはポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの発現を可能にする条件
下で育成（cultivate）する段階、ならびに発現された化合物またはポリペプチドを回収
する段階を含む、本発明の化合物または本発明のポリペプチドを調製するための方法も同
じく提供される。
【０１０２】
　もう1つの局面において、本発明は、本発明の方法を用いて産生された化合物またはポ
リペプチドを提供する。
【０１０３】
　1つのさらなる局面において、本発明は、本発明の方法によって得られた樹状細胞およ
び／またはその前駆体の濃縮された集団を提供する。
【０１０４】
　1つのさらなる局面において、本発明は、
　i）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；
　ii）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミノ
酸配列；ならびに／または
　iii）i）もしくはii）の生物活性断片および／または抗原性断片
を含むポリペプチドを発現する、樹状細胞ならびに／またはその前駆体の濃縮された集団
を提供する。
【０１０５】
　1つのさらなる局面において、本発明は、本発明の樹状細胞および／またはその前駆体
の濃縮された集団を培養することによって得られた、拡大された（expanded）樹状細胞集
団および／またはその前駆体を提供する。
【０１０６】
　もう1つの局面において、本発明は、本発明のポリペプチド、本発明のポリヌクレオチ
ド、本発明のベクター、本発明の宿主細胞、本発明のトランスジェニック植物、本発明の
抽出物および／または本発明の細胞集団、ならびに薬学的に許容される担体を含む組成物
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を提供する。
【０１０７】
　さらにもう1つの局面において、本発明は、
　i）本発明のポリペプチドを候補化合物と接触させる段階、
　ii）化合物がポリペプチドと結合するか否かを決定する段階
を含む、本発明のポリペプチドと結合する分子を同定する方法を提供する。
【０１０８】
　1つのさらなる局面において、本発明は、
　a）本発明のポリペプチドを、そのポリペプチドと結合する結合パートナーおよび候補
物質に曝露させる段階、ならびに
　b）候補物質がポリペプチドとの結合について結合パートナーと競合する能力を評価す
る段階
を含む、本発明のポリペプチドと結合する分子を同定する方法を提供する。
【０１０９】
　1つの態様において、結合パートナーは抗体である。もう1つの態様において、結合パー
トナーは、
　i）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つに提示されたアミノ酸配列；または
　ii）SEQ ID NO：1～8のいずれか1つもしくは複数に対して少なくとも50％同一なアミノ
酸配列
を含むポリペプチドの可溶性断片であり、可溶性断片はSEQ ID NO：1～8のいずれか1つの
少なくとも約40個、少なくとも約50個または少なくとも約55個のN末端残基を含まない。
【０１１０】
　もう1つの態様において、結合パートナーは検出可能な程度に標識される。
【０１１１】
　1つのさらなる態様において、ポリペプチドは細胞内で発現される。
【０１１２】
　もう1つの局面において、本発明は、ポリペプチドの結晶の構造座標を用いて、候補化
合物をポリペプチドと結合するその能力に関してコンピュータ計算で評価する段階を含む
、本発明のポリペプチドと結合する化合物をスクリーニングする方法を提供する。
【０１１３】
　本発明の方法を用いて同定された化合物も同じく提供される。
【０１１４】
　1つのさらなる局面において、本発明は、本発明のポリペプチド、本発明のポリヌクレ
オチド、本発明のベクター、本発明の宿主細胞、本発明のトランスジェニック植物、本発
明の抽出物、本発明の細胞集団および／または本発明の組成物を対象に投与する段階を含
む、対象における免疫応答を調節する方法に関する。
【０１１５】
　1つの態様においては、抗原と結合された本発明の化合物をコードするポリヌクレオチ
ドを含むDNAワクチンが対象に投与され、対象への投与後に化合物が産生されて、抗原に
対する免疫応答が生じる。
【０１１６】
　もう1つの態様において、本発明のトランスジェニック植物またはその抽出物は対象に
経口投与される。好ましくは、トランスジェニック植物またはその抽出物は、抗原と結合
された本発明の化合物を含む。
【０１１７】
　もう1つの局面において、本発明は、樹状細胞またはその前駆体を、本発明のポリペプ
チド、本発明のポリヌクレオチド、本発明のベクター、本発明の宿主細胞、本発明のトラ
ンスジェニック植物、本発明の抽出物、本発明の細胞集団および／または本発明の組成物
に、インビトロで曝露させる段階、ならびに前記細胞を対象に投与する段階を含む、対象
における抗原に対する免疫応答を調節する方法を提供する。
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【０１１８】
　さらにもう1つの局面において、本発明は、本発明のポリペプチド、本発明のポリヌク
レオチド、本発明のベクター、本発明の宿主細胞、本発明のトランスジェニック植物、本
発明の抽出物、本発明の細胞集団および／または本発明の組成物を対象に投与する段階を
含む、樹状細胞またはその前駆体が関与する疾患を治療および／または予防する方法を提
供する。
【０１１９】
　対象における免疫応答を調節するための医薬の製造のための、本発明のポリペプチド、
本発明のポリヌクレオチド、本発明のベクター、本発明の宿主細胞、本発明のトランスジ
ェニック植物、本発明の抽出物、本発明の細胞集団および／または本発明の組成物の使用
も同じく提供される。
【０１２０】
　対象における抗原に対する免疫応答を調節するための医薬の製造のための、本発明のポ
リペプチド、本発明のポリヌクレオチド、本発明のベクター、本発明の宿主細胞、本発明
のトランスジェニック植物、本発明の抽出物、本発明の細胞集団および／または本発明の
組成物にインビトロで曝露された樹状細胞またはその前駆体の使用も同じく提供される。
【０１２１】
　対象における樹状細胞またはその前駆体が関与する疾患を治療および／または予防する
ための医薬の製造のための、本発明のポリペプチド、本発明のポリヌクレオチド、本発明
のベクター、本発明の宿主細胞、本発明のトランスジェニック植物、本発明の抽出物、本
発明の細胞集団および／または本発明の組成物の使用も同じく提供される。
【０１２２】
　もう1つの局面において、本発明は、本発明のポリペプチド、本発明のポリヌクレオチ
ド、本発明のベクターおよび／または本発明の宿主細胞を動物に投与する段階を含む、本
発明の化合物を産生する方法を提供する。
【０１２３】
　好ましくは、本方法はさらに、ポリペプチドと結合する動物由来の抗体を単離する段階
を含む。
【０１２４】
　1つの態様において、本方法はさらに、ポリペプチドと結合する抗体を産生する動物由
来の細胞を骨髄腫（myeloma tumor）細胞と融合させてハイブリドーマを作製する段階を
含む。
【０１２５】
　さらにもう1つの態様において、本発明は、本発明の化合物、本発明の細胞株、本発明
のポリペプチド、本発明のポリヌクレオチド、本発明のベクター、本発明の宿主細胞、本
発明のトランスジェニック植物、本発明の抽出物、本発明の細胞集団および／または本発
明の組成物を含むキットを提供する。
【０１２６】
　明らかであるように、本発明の1つの局面の好ましい特徴および特性は、本発明の多く
の他の局面にも適用可能である。
【０１２７】
　本明細書の全体を通じて、「含む（comprise）」という用語、または「含む（comprise
s）」もしくは「含む（comprising）」などの変形物は、記載された要素、整数もしくは
段階、または要素群、整数群もしくは段階群は含まれるものの、他の任意の要素、整数も
しくは段階、または要素群、整数群もしくは段階群も排除しないことを意味すると解釈さ
れる。
【０１２８】
　以下では、本発明を、以下の非限定的な実施例により、さらには添付の図面を参照しな
がら説明する。
【図面の簡単な説明】
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【０１２９】
【図１】マウス（m）およびヒト（h）の5B6遺伝子のゲノム構造、およびそれらによって
コードされる予想されるタンパク質構造。（A）マウス5B6および（B）ヒト5B6をコードす
る完全長cDNA。（C）マウス5B6およびヒト5B6によってコードされる予想されるタンパク
質配列のタンパク質配列アラインメント。配列同一性は濃いグレーで強調され、類似性は
薄いグレーで示されている。矢尻はエクソン境界を表している。（D）C57BL／6Jマウスの
ゲノム配列データベース（UCSCアセンブリ 2006年2月）およびヒトデータベース（UCSCア
センブリ 2006年3月）のそれぞれに対するcDNAのアラインメントによって決定されたマウ
ス5B6およびヒト5B6の遺伝子構造を模式的に表している。5B6遺伝子のコード領域をコー
ドするエクソンは黒のボックスによって表され、エクソンおよびイントロンのサイズ（bp
）が下に示されている。（E）マウス5B6およびヒト5B6のタンパク質の概略図。
【図２】マウス5B6およびヒト5B6のCTLD（Clec9A）と、配列相同性を有するタンパク質と
のアラインメント。ラットマンノース結合タンパク質A（MBP-A）を、機能的糖質認識ドメ
インを有する古典的C型レクチンドメインとして比較のために含めている。グレーのボッ
クスは保存された残基を指し示し、（+）はタンパク質ホモ二量体化に関与する可能性の
あるシステイン残基の別の対を指し示している。（*）は、ジスルフィド結合を形成する
と予想される保存されたシステイン残基を表示している。MBP-A中のCa2+を連結させる残
基は1および2と命名されている。
【図３】マウス5B6の遺伝子発現プロファイル。リアルタイムRT-PCRを用いて、（A）脾臓
cDCサブセット；DN、CD4+およびCD8+、胸腺cDCサブセット；CD8-およびCD8+、LN cDCサブ
セット；CD8-、CD8+、皮膚およびランゲルハンス細胞（LC）ならびに胸腺および脾臓pDC
を含むリンパ器官定常状態DCにおけるGapdhを基準として、5B6遺伝子の発現プロファイル
を調べた。（B）胸腺細胞（thym）、リンパ節（LN）BおよびT細胞、脾臓（spl）BおよびT
細胞、NK細胞、未熟マクロファージ（im mac）、成熟マクロファージ（mat mac）、脾臓p
DCおよびcDCを含む造血細胞。（C）定常状態（安静時）マウスから、ならびにLPSおよびC
pGによるインビボ活性化から3時間後に単離した脾臓cDC。
【図４】DCおよび他の造血細胞上でのm5B6（Clec9A）タンパク質の表面発現。（A）DCを
精製して、4色免疫蛍光染色によって表面標識した。DCを、CD11c（N418-PeCy7）、CD45RA
（14.8-APC）、CD8（53-6.7-APC-Cy7）およびm5B6（10B4-ビオチン）に対するmAbで染色
した。脾臓DCはCD4（GK1.5-FITC）でも染色し、胸腺DCはSirpα（p84-FITC）でも、皮下L
N DCはCD205（NLDC-145-FITC）でも染色した。以前に記載された通りに（Lahoud et al.,
 2006）、脾臓cDCはCD4+cDC（CD11hiCD45RA-CD4+CD8-）、DN cDC（CD11hiCD45RA-CD4-CD8
-）およびCD8+cDC（CD11hiCD45RA-CD8+CD4-）に分けた。胸腺cDCはCD8-cDC（SirpαhiCD8
lo）およびCD8+cDC（SirpαloCD8+）に分けた。LN cDCはCD8-cDC（CD11c+CD205-CD8-）、
皮膚cDC（CD11c+CD205intCD8-）、ランゲルハンス細胞（CD11c+CD205hiCD8-）およびCD8+

cDC（CD11c+CD205hiCD8+）に分けた。pDCはCD11cintCD45RA+として同定した。脾細胞は、
CD3（KT3-1.1-FITC）、CD19（1D3-PeCy7）、NK1.1（PK136-PeCy7）、CD49b（Hmα2-APC）
に対するmAbで染色して、B細胞（CD194-CD3-）、T細胞（CD19-CD3+）およびNK細胞（NK1.
1+CD49b+CD3-）を同定した。脾臓マクロファージは材料および方法の項で指示した通りに
濃縮し、CD11b（M1/70-Cy5）およびF4/80-FITCで染色してCD11bhiF4/80+として同定した
。骨髄細胞および脾細胞はCD11b（M1/70-Cy5）およびLy6C（5075-3.6-FITC）に対するmAb
で染色し、単球は側方散乱loLy6ChiCD11bhiとして定義された。骨髄マクロファージはLy6
CintCD11bhiであった。細胞集団をSA-PEで対比染色し、m5B6発現に関して分析した。実線
はゲーティングを行った細胞上でのm5B6染色を表し、点線はアイソタイプを一致させた対
照によるゲーティングを行った細胞の染色を表している。（B）脾臓DCの濃縮された調製
物をm5B6（10B4-ビオチン）、CD11c（N418-Quantum dot 655）、CD8α（YTS-169-PercpCy
5.5およびCD24（M1／69-Alexa 633）に対するmAbならびに120G8-FITCで染色し、続いてSA
-PEで対比染色した。pDC（CD11cint120G8+）およびcDC（CD11chi120G8-）をm5B6の発現に
関して分析した。cDC上で、m5B6発現はCD8aおよびCD24の発現と相関した。ほとんどの脾
臓pDCがm5B6を発現した。（C）血液DCの濃縮された調製物を、同じmAbを用いて脾臓DC（B
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）と並行して染色し、同一のゲーティング戦略を用いて分析した。血液DCはCD8αを発現
しなかったが、CD24を発現した。脾臓DCと同様に、CD24を発現する血液DCは5B6を共発現
し、血液由来のpDCは、それらの脾臓対応物と同じように、m5B6を発現した。
【図５】ヒトおよびマカクザルのDCおよび造血細胞上での5B6（CLEC9A）の発現。（A）ヒ
トおよびマカクザルの末梢血単核細胞（PBMC）を単離して、HLADR、BDCA3、5B6に対するm
Ab、ならびにPEを結合させたCD3（T細胞）、CD14（単球）、CD19（B細胞）およびCD56（
ナチュラルキラー細胞）を含む系列カクテル（Lineage cocktail）で表面免疫蛍光標識し
た。血液DCをHLADR+系列（PE）-としてゲーティングし、それらの5B6（ヒトおよびマカク
ザル）およびBDCA3（ヒト）の発現をさらに分析した。（B）ヒトPBMCを、必要な表面マー
カーおよび5B6に対するmAbで表面免疫蛍光標識した。単球（CD14+）、NK細胞（NKp46+）
、T細胞（CD3+）およびB細胞（CD19+）をゲーティングし、それらの5B6の発現に関して分
析した（実線）。点線は、アイソタイプを一致させた対照によるゲーティングを行った細
胞の染色を表している。（C）ヒト血液DC上での5B6の発現。ヒト末梢血単核細胞（PBMC）
を単離し、マウス抗ヒト抗体のカクテル（FMC17（CD14）、FMC63およびB1（CD19およびCD
20）ならびにBC3（CD3））を用いて単球、B細胞およびT細胞を枯渇させて、その後に抗マ
ウス磁性ビーズ（Biomag）による除去を行った。細胞の濃縮された調製物を、HLADR（L24
3-APCCy7）、5B6（10B4-APCまたは4C6-APC）およびBDCA-3（AD5-14H12-FITC）に対するmA
bによって表面免疫蛍光標識した。血液DCをHLADR+としてゲーティングし、それらのBDCA3
および5B6の発現に関してさらに分析した。点線はゲーティングを行った細胞のバックグ
ラウンド染色を表している。
【図６】抗m5B6 mAb 10B4（図中では抗Clec9Aと称している）を用いたDCのターゲティン
グは強力な体液性応答を誘導する（A、B）。マウスに対して、2μg（n＝5）、0.4μg（n
＝5）、0.08μg（n＝5）もしくは0.016μg（n＝4）の抗m5B6 mAb（10B4）を、または50μ
g（n＝5）および10μg（n＝5）の非ターゲティング性アイソタイプ対照mAb-1（eBioscien
ce）、または50μg（n＝2）の自家作製アイソタイプ対照mAb-2（GL117）のいずれかを静
脈内注射した。血清抗ラット反応性を（A）第2週および（B）第4週にELISAによって測定
した。平均力価+/-SEMを描写している。力価判定実験は2回行い、1つの代表的な実験を示
している。10μgの用量反応は、5回の実験の累積データを表している（第2週；n＝20、第
4週；n＝19）。（C）マウス（n＝5）に対して、10μgの抗m5B6 mAbまたは非ターゲティン
グ性アイソタイプ対照mAb-1（eBioscience）のいずれかを静脈内注射した。血清試料を第
2週、第4週および第6週に収集し、その後にマウスに対して10μgの非ターゲティング性ア
イソタイプ対照mAb-2（GL117）を注射した。血清抗ラットIg反応性を第2週、第4週、第6
週、第8週にELISAによって測定し、平均力価+/-SEMとして提示している。（D）マウスに
対して、10μgの抗m5B6 mAb（n＝7）または非ターゲティング性アイソタイプ対照mAb-2（
GL117；n＝4）のいずれかを静脈内注射した。血清抗ラットIg反応性のアイソタイプを第4
週にELISAによって測定した。棒グラフは平均力価+/-SEMを描写している。実験を2回ずつ
行い、代表的なデータを提示している。
【図７】抗m5B6 mAb 10B4（図中では抗Clec9Aと称している）を用いたDCのターゲティン
グによって誘導される体液性免疫の性質。C57BL/6または（A）C57BL/6 TRIF-/-MyD88-/-

または（B）C57/BL6 FcRγ-/-または（C）C57/BL6 nu／nuマウスに対して、10μgの抗m5B
6 mAb（10B4）またはターゲティングされていないアイソタイプ対照mAb-2（GL117）を静
脈内注射した。（D）C57BL/6マウスに対して、10μgの抗m5B6 mAbまたはアイソタイプ対
照mAb-2（GL117）を、LPS（10ng）とともに、または伴わずに静脈内注射した。（E）10μ
gのOVA結合抗m5B6 mAbもしくはOVA結合アイソタイプ対照mAb-2（GL117）または（F）漸増
用量の遊離OVAを、C57BL/6マウスに静脈内注射した。血清抗ラットIg Ab価を、第4週時点
でELISAによって測定した。各丸印は個々のマウスを表し、群の幾何平均を線によって描
写している。1回行った（C）および（E）を除き、実験は2～4回行い、同様の結果が得ら
れた。
【図８】抗m5B6-OVA 10B4（図中では抗Clec9A-OVAと称している）を用いたDCへのAgのタ
ーゲティングは、CD4およびCD8 T細胞増殖応答の両方を誘発する。OVA特異的なトランス
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ジェニックCD8（OT-I）またはCD4（0T-II）T細胞（106個）を、ナイーブC57/BL6 Ly5.1マ
ウスに養子移入した。1日後にマウスに対して、2.5μgの抗m5B6-OVA（n＝3）もしくはタ
ーゲティングされていないアイソタイプ対照-OVA mAb-2（GL117；n＝3）を静脈内注射す
るか、または免疫処置を行わずにおいた（n＝2）。mAb注射から3日後にマウスを殺処理し
、脾臓を採取した。細胞をLy5.2（S.450-15.2-PE）およびCD4（GK1.5-APC）またはCD8（Y
TS169-APC）に対するmAbで染色し、増殖性のCFSE標識トランスジェニックT細胞、（A）OT
-I（Ly5.24+CD8+）または（B）OT-II（Ly5.2+CD4+）をフローサイトメトリーによって計
数した。OVA特異的なT細胞の増殖応答は、フローサイトメトリーによるCFSE蛍光の低下と
して認められた。脾臓1つ当たりの増殖性のOT-I細胞およびOT-II細胞の総数を材料および
方法の項に記載した通りに算定し、データを+/-SEMとして提示している。実験は2.5μgの
OVA結合mAbを用いて2回、5μgを用いて1回行い、同様の結果が得られた。
【図９】マウスへの抗m5B6-Ova（図中では10B4と称している）の注射。10B4-OVA結合物は
、CD8+ DCおよびプライミングを受けたOVA特異的CD8 T細胞をAgに送達した。3匹のマウス
に対して、10μgのOVA結合10B4（抗5B6 mAb）またはOVA結合アイソタイプ対照mAb（GL117
）のいずれかを皮下に免疫処置した。1日後にマウスを殺処理し、DCを脾臓から単離して
、フローサイトメトリーによってCD8+、CD4+またはCD4-CD8-（DN）DCサブセットに選別し
た。段階的な用量のDCをCFSE標識OT-I細胞とともにインキュベートして、3日間培養した
。増殖性のOT-I細胞をフローサイトメトリーによって計数した。有意なOT-I細胞増殖を誘
導したのは、5B6特異的mAbによってターゲティングされたCD8+ DCのみであった。データ
は2つの独立した実験の代表である。
【図１０】抗5B6 Ab（10B4）は、アジュバントの存在下または非存在下における種々の投
与経路を介した抗原送達に非常に有効である。（A）10B4抗体は種々の投与経路を介して
強い体液性応答を誘導する。C57/BL6マウスの群（n＝5）に対して、10μgの10B4 mAbまた
はアイソタイプ対照mAb（GL117）を静脈内、皮下または腹腔内に注射した。血清試料を2
週間収集し、血清抗ラットIg反応性をELISAによって定量した。（B）10B4抗体は、アジュ
バントを伴って、または伴わずに強い体液性応答を誘導する。C57/BL6マウスの群（n＝5
）に対して、2μgの10B4 mAbまたはアイソタイプ対照mAb（GL117）を、LPS（1μg）また
はCpG（10μg）の存在下または非存在下で静脈内注射した。陽性対照マウスにはGL117お
よびアラム（Alum）を腹腔内注射した。血清試料を、初回注射から2週後、4週後および6
週後に入手した。続いてマウスに10μgのアイソタイプ対照mAb（GL117）および血清試料
の静脈内への追加投与を行い、血清試料を2週後に採取した。血清抗ラットIg反応性はELI
SAによって定量した。
【図１１】5B6の可溶性断片は膜結合型5B6と結合する。（A）マウス5B6およびヒト5B6か
ら作製した可溶性タンパク質のアミノ酸配列。マウス5B6およびヒト5B6のそれぞれに関し
て、ストーク（stalk）およびC型レクチン様ドメインの両方を含む元の構築物、ならびに
C型レクチン様ドメインを含むがストーク領域は含まない可溶性タンパク質-2／3構築物と
いう、2つの構築物を構築した。図中で、IL3リーダー配列はイタリック体で表記されて一
重下線が施され、ビオチン化コンセンサス配列はイタリック体で表記されて二重下線が施
され、FLAGタグはイタリック体で表記されて波線による下線が施されている。5B6配列は
赤で示されている。（B）可溶性5B6は、一過性にトランスフェクトされた293T細胞上の膜
結合型5B6と結合する。293T細胞に対して、完全長の非タグ付加m5B6（293T-m5B6）、h5B6
（293T-h5B6）または非DNA（293T）をコードする発現構築物を一過性にトランスフェクト
して、膜結合型m5B6またはh5B6を発現するトランスフェクタント細胞を作製した。2日後
に細胞を収集し、可溶性FLAGタグ付加m5B6およびh5B6（元の構築物からのストークを備え
る）ならびに可溶性FLAGタグ付加シーレ（Cire）を用いて表面免疫蛍光した。結合はビオ
チン化抗Flag mAb 9H10およびストレプトアビジンPEを用いて検出した。生細胞を前方散
乱およびヨウ化プロピジウム排除に対してゲーティングし、抗Flag Abおよびストレプト
アビジン-PE（点線）による対照染色を基準として、それらの可溶性5B6（実線）の表面結
合に関して分析した。（C）可溶性5B6と膜結合型5B6との結合はストークに依存しない。
トランスフェクトしないか、または完全長非タグ標識膜結合型m5B6（CHO-m5B6）をコード
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する発現構築物によって安定的にトラランスフェクトしたCHO細胞を、ビオチン化可溶性F
LAGタグ付加m5B6およびh5B6（図示したようにストークを有するもの、または有しないも
の）ならびにビオチン化可溶性FLAGタグ付加シーレを用いて表面免疫蛍光標識した。結合
はストレプトアビジンPEを用いて検出した。生細胞を前方散乱に対してゲーティングし、
ストレプトアビジン-PEによる対照染色（点線）を基準として、それらのビオチン化可溶
性5B6（実線）の表面結合に関して分析した。
【図１２】DC前駆体またはFlt3リガンド生成DC（FL DC）を記載の通りに単離した。多能
性始原細胞（MPP）は、lin-CD117+sca-1+CD34+として定義された。インビトロで作製され
たPre-DCは、培養物からのCFSElow lin-CD11c+細胞として定義された。FL DCは以下の通
りに定義された。pDCはCD11c+CD45RA+として；Sirpα+ cDCはCD11c+CD45RA-Sirpα+とし
て、Sirpα-cDCはCD11c+CD45RA-Sirpα-としてゲーティングされた。バックグラウンド染
色（破線によって指示）のレベルは、細胞集団を定義するために必要な抗体で染色された
細胞の蛍光強度によって決定された。5B6発現（実線によって指示）は、上述の抗体、な
らびに5B6に対する抗体（10B4-APC）による染色によって決定した。
【図１３】遺伝子融合を用いた組換え抗Clec9A-Ova（抗5B6-Ova）の作製。組換え抗Clec9
A（5B6）であるAb 10B4を、Ovaと融合された10B4κ鎖および10B4-重鎖をコードするプラ
スミドの、freestyle 293 F細胞への一過性トランスフェクションによって作製した。48
時間後に、その一過性トランスフェクション物から上清を収集し、抗5B6-Ova Abが5B6を
認識する能力を、組換えAb（293Fの一過性トランスフェクト体から）によるCHO-5B6トラ
ンスフェクタント細胞の免疫蛍光標識およびフローサイトメトリー分析によって検討した
。完全長膜結合型5B6を安定的に発現するCHO細胞をトランスフェクション上清（組換え抗
Clec9A-OvaAbを含む）とともにインキュベートし、結合を、ビオチン化抗ova Abとストレ
プトアビジン-PE（上のパネル）または抗ラットIg PE（下のパネル）とを用いて検出した
。実線は組換え抗Clec9A-Ova Ab（トランスフェクション上清）によるCHO-5B6細胞の染色
を指し示し、点線は二次Ab（上のパネルについては抗Ova-ビオチンおよびストレプトアビ
ジン-PE、下のパネルについては抗ラットIg PE）によるCHO-5B6細胞の染色を指し示して
いる。
【０１３０】
配列表の手引き
SEQ ID NO：1-ヒト5B6。
SEQ ID NO：2-マウス5B6。
SEQ ID NO：3-チンパンジー5B6。
SEQ ID NO：4-マカクザル5B6。
SEQ ID NO：5-イヌ5B6。
SEQ ID NO：6-ウシ5B6。
SEQ ID NO：7-ウマ5B6。
SEQ ID NO：8-ラット5B6。
SEQ ID NO：9-ヒト5B6をコードするオープンリーディングフレーム。
SEQ ID NO：10-マウス5B6をコードするオープンリーディングフレーム。
SEQ ID NO：11-チンパンジー5B6をコードするオープンリーディングフレーム。
SEQ ID NO：12-マカクザル5B6をコードするオープンリーディングフレーム。
SEQ ID NO：13-イヌ5B6をコードするオープンリーディングフレーム。
SEQ ID NO：14-ウシ5B6をコードするオープンリーディングフレーム。
SEQ ID NO：15-ウマ5B6をコードするオープンリーディングフレーム。
SEQ ID NO：16-ラット5B6をコードするオープンリーディングフレーム。
SEQ ID NO：17～28-オリゴヌクレオチドプライマー。
SEQ ID NO：29-マウス5B6の抗原性断片。
SEQ ID NO：30-ヒト5B6の抗原性断片。
SEQ ID NO：31-ビオチン化コンセンサス配列。
SEQ ID NO：32-マウスClec12aの部分配列。
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SEQ ID NO：33-マウスデクチン-1の部分配列。
SEQ ID NO：34-マウスClec8aの部分配列。
SEQ ID NO：35-マウスNKG2Dの部分配列。
SEQ ID NO：36-ヒトNKG2Dの部分配列。
SEQ ID NO：37-ラットMBP-Aの部分配列。
SEQ ID NO：38-ストークを含む可溶性flagタグ付加マウス5B6。
SEQ ID NO：39-ストークを含む可溶性flagタグ付加ヒト5B6。
SEQ ID NO：40-ストークを有しない可溶性flagタグ付加マウス5B6。
SEQ ID NO：41-ストークを有しない可溶性flagタグ付加ヒト5B6。
SEQ ID NO：42-10B4抗5B6抗体の重鎖のアミノ酸配列。
SEQ ID NO：43-10B4抗5B6抗体の重鎖の可変領域のアミノ酸配列。
SEQ ID NO：44-10B4抗5B6抗体の重鎖のCDR1のアミノ酸配列。
SEQ ID NO：45-10B4抗5B6抗体の重鎖のCDR2のアミノ酸配列。
SEQ ID NO：46-10B4抗5B6抗体の重鎖のCDR3のアミノ酸配列。
SEQ ID NO：47-10B4抗5B6抗体の軽鎖のアミノ酸配列。
SEQ ID N0：48-10B4抗5B6抗体の軽鎖の可変領域のアミノ酸配列。
SEQ ID NO：49-10B4抗5B6抗体の軽鎖のCDR1のアミノ酸配列。
SEQ ID NO：50-10B4抗5B6抗体の軽鎖のCDR2のアミノ酸配列。
SEQ ID NO：51-10B4抗5B6抗体の軽鎖のCDR3のアミノ酸配列。
SEQ ID NO：52～57-オリゴヌクレオチドプライマー。
SEQ ID NO：58-ストークを含む可溶性マウス5B6。
SEQ ID NO：59-ストークを含む可溶性ヒト5B6。
SEQ ID NO：60-ストークを有しない可溶性マウス5B6。
SEQ ID NO：61-ストークを有しない可溶性ヒト5B6。
【発明を実施するための形態】
【０１３１】
発明の詳細な説明
一般的な手法および定義
　別に明確に定義する場合を除き、本明細書で用いるすべての技術用語および科学用語は
、当業者（例えば、細胞培養、分子遺伝学、分子生物学、樹状細胞生物学、免疫学、免疫
細胞化学、タンパク質化学および生化学）が一般に理解しているものと同じ意味を持つも
のとする。
【０１３２】
　別に指示する場合を除き、本発明で利用する組換えタンパク質、細胞培養および免疫学
の手法は、当業者に周知の標準的な手順である。そのような手法は、J. Perbal, A Pract
ical Guide to Molecular Cloning, John Wiley and Sons (1984)、J. Sambrook et al.,
 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press (1
989)、T.A. Brown (編), Essential Molecular Biology: A Practical Approach, Volume
s 1 and 2, IRL Press (1991)、D.M. Glover and B.D. Hames (編), DNA Cloning: A Pra
ctical Approach, Volumes 1-4, IRL Press (1995 and 1996)、およびF.M. Ausubel et a
l. (編), Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub. Associates and Wile
y-Interscience (1988、現時点までのすべての改訂を含む), Ed Harlow and David Lane 
(編) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory, (1988)、お
よびJ.E. Coligan et al. (編) Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons 
(現時点までのすべての改訂を含む)といった文献中に記載および説明されている。
【０１３３】
　本明細書で用いる場合、「5B6」という用語は、SEQ ID NO：1～8のいずれか1つまたは
複数に提示されたアミノ酸配列、他の種からのオルソログ、それらの機能的な変異体また
は突然変異体、ならびにそれらの生物活性断片および／または抗原性断片を含む、ポリペ
プチドのことを指す。「5B6」および「CLEC9A」という用語は、本明細書中で互換的に用
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いられる。
【０１３４】
　本明細書で用いる場合、「C型レクチン様ドメイン」または「CTLD」という用語は、多
くの動物種から単離されたさまざまなタンパク質中で同定されているタンパク質ドメイン
ファミリーのことを指し、これについては例えば、Drickamer（1999）による総説を参照
されたい。CTLDドメインは最初、いわゆるC型レクチン（カルシウム依存性糖質結合タン
パク質）に共通するドメインとして同定され、「糖質認識ドメイン」（「CRD」）と命名
された。さらに最近では、このドメインが多くの真核生物タンパク質に共通し、そのうち
いくつかは糖部分とは結合しないことが明らかになっており、それ故にこのカノニカル（
canonical）ドメインはCTLDと命名されている。CTLDは、糖質、脂質およびタンパク質を
含む非常に多様な化合物と結合することが報告されている。CTLDはおよそ120個のアミノ
酸残基からなり、特徴的なこととして、2つまたは3つの鎖内ジスルフィド架橋を有する。
異なるタンパク質由来のCTLD間のアミノ酸配列レベルでの類似性は比較的低いものの、さ
まざまなCTLDの3D構造は高度に保存されていて、構造的な変異性はいわゆるループ領域に
本質的に限られ、多くの場合は最大5つのループによって規定されることが見いだされて
いる。本発明のポリペプチドのCTLDの一例は図1C中に強調表示されている。
【０１３５】
　本明細書で用いる場合、「治療すること（treating）」、「治療する（treat）」また
は「治療（treatment）」という用語は、特定された病状の少なくとも1つの症状を低下ま
たは消失させるのに十分な、本発明の化合物、本発明のポリペプチド、本発明のポリヌク
レオチドその他の治療的有効量を投与することを含む。
【０１３６】
　本明細書で用いる場合、「予防すること（preventing）」、「予防する（prevent）」
または「予防（prevention）」という用語は、特定された病状の少なくとも1つの症状を
停止または妨害するのに十分な、本発明の化合物、本発明のポリペプチド、本発明のポリ
ヌクレオチドその他の治療的有効量を投与することを含む。
【０１３７】
　本明細書で用いる場合、「試料」は、樹状細胞またはその前駆体を含むことが疑われる
任意の生物材料でありうる。その例には、血液、例えば、全末梢（whole peripheral）血
、臍帯血、胎児血液、骨髄、血漿、血清など、尿、培養細胞、唾液または尿道拭き取り検
体（urethral swab）、リンパ組織、例えば扁桃、パイエル板、虫垂、胸腺、脾臓および
リンパ節が非限定的に含まれる。試料は直接検査してもよく、または検査の前に何らかの
形の処置を必要としてもよい。例えば、生検試料は、検査の前に細胞懸濁液を生成するた
めの均質化を必要とすることがある。さらに、生物試料が液体形態でない範囲において（
例えば、それは固体、半固体または脱水した液体試料であってよい）、それが試料を流動
化（mobilizing）するための緩衝剤などの試薬の添加を必要としてもよい。流動化試薬は
、試料を例えば本発明の化合物との接触下に置く前に、試料と混合することができる。
【０１３８】
　本明細書で用いる場合、「免疫応答」という用語は、抗原に応答しての、対象における
免疫系の反応性の変更のことを指し、これには、抗体産生、細胞媒介性免疫の誘導、補体
活性化および／または免疫寛容の発生が含まれうる。
【０１３９】
　本明細書で用いる場合、「結合させる（conjugate）」、「結合された（conjugated）
」という用語、またはそれらの変形物は、本発明の化合物と治療物質との間の任意の形態
の共有的または非共有的な結合のこと、または本発明の化合物および治療物質をリポソー
ム中などで互いに近接させて配置することを指して幅広く用いられる。1つの態様におい
て、結合された本発明の化合物は、結合された化合物をコードする単一のオープンリーデ
ィングフレーム、例えば、C末端および／またはN末端で抗原と融合された抗体の重鎖また
は軽鎖をコードする単一のオープンリーディングフレームを含むポリヌクレオチドの発現
によって産生される。
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【０１４０】
　本明細書で用いる場合、「抽出物」という用語は、本発明の宿主細胞、植物または非ヒ
トトランスジェニック動物の任意の部分のことを指す。その部分は、植物の種子のような
実体の全体であってもよく、または少なくとも部分的な均質化および／もしくは精製によ
って得られてもよい。この用語は宿主細胞から分泌された部分を含み、それ故に培養上清
を範囲に含む。
【０１４１】
化合物
　本発明者らは、5B6（当技術分野ではCLEC9AおよびHEEE9341とも呼ばれる）が、樹状細
胞および／またはその前駆体のサブセットにおいて発現されることを初めて示した。この
ことは、5B6と結合する化合物を多種多様な診断的および治療的な手順に用いることを可
能にする。例えば、抗体-抗原結合物（conjugate）を、樹状細胞および／またはその前駆
体に抗原を送達して免疫応答を誘導させるために用いることができる。別の例では、検出
可能な程度に標識した化合物を、試料中の樹状細胞またはその前駆体を検出するために用
いることができる。1つのさらなる例では、抗体-細胞傷害性物質結合物を、有害な樹状細
胞またはその前駆体へのターゲティングのために用いることができる。
【０１４２】
　本発明の化合物は、5B6と結合する、好ましくは特異的に結合する、任意の種類の分子
でありうる。化合物は、例えば、精製されたおよび／または組換え型の、天然に存在する
リガンドまたは合成リガンドであってよい。化合物と5B6との間の結合は、共有的または
非共有的な相互作用、または共有的および非共有的な相互作用の組み合わせによって媒介
されうる。化合物と5B6との相互作用が非共有的に結合した複合体を生成させる場合には
、生じる結合は、典型的には静電結合、水素結合、または親水性／親油性相互作用の結果
である。1つの好ましい態様において、化合物は、精製されたポリペプチドおよび／また
は組換えポリペプチドである。特に好ましい5B6結合化合物は、精製されたおよび／また
は組換え型の、抗5B6抗体またはそれらの抗原結合性断片である。
【０１４３】
　必須ではないものの、化合物は5B6と特異的に結合してもよい。「特異的に結合する」
という語句は、特定の条件下で、化合物が5B6とは結合するが、その他の、例えばタンパ
ク質または糖質とは意味のある量では結合しないことを意味する。好ましくは、化合物は
、5B6とは特異的に結合するが、樹状細胞またはその前駆体を含む、対象から得られた試
料中の他の分子に対してはそうでない。そのような条件下での5B6と特異的結合は、その
特異性に関して選択された抗体が必要と考えられる。もう1つの態様において、化合物は
、別のタンパク質、特にCTLDを含むタンパク質と比較して、5B6に対する化合物の結合と
の間に10倍を上回る違い、好ましくは25倍、50倍または100倍を上回る違いがあれば、5B6
と「特異的に結合する」とみなされる。
【０１４４】
抗体
　「抗体」および「免疫グロブリン」という用語は、1対の低分子量の軽（L）鎖および1
対の重（H）鎖という2対のポリペプチド鎖からなり、その4つすべてがジスルフィド結合
によって相互に連結している、構造的に関連のある糖タンパク質のクラスのことを指す。
免疫グロブリンの構造は詳細に特徴づけられており、例えば、Fundamental Immunology C
h. 7（Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989)）を参照されたい。手短に述
べると、各重鎖は典型的には、1つの重鎖可変領域（本明細書ではVHと略記）および1つの
重鎖定常領域（本明細書ではCHと略記）で構成される。重鎖定常領域は典型的には、CH1
、CH2およびCH3という3つのドメインで構成される。各軽鎖は典型的には、1つの軽鎖可変
領域（本明細書ではVLと略記）および1つの軽鎖定常領域（本明細書ではCLと略記）で構
成される。軽鎖定常領域は典型的には、1つのドメインCLで構成される。VH領域およびVL
領域はさらに、相補性決定領域領域（CDR）とも呼ばれる、超可変性を有する領域（また
は構造的に規定されたループの配列および／または形態の点で超可変的でありうる超可変
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領域）が、より保存性の高いフレームワーク領域（FR）と呼ばれる領域の間に散在するも
のとして細分することもできる。
【０１４５】
　各VHおよびVLは典型的には、アミノ末端からカルボキシ末端に向かって次の順序に並ん
だ3つのCDRおよび4つのFRで構成される：FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3、FR4（Choth
ia and Lesk, 1987も参照のこと）。典型的には、この領域におけるアミノ酸残基の番号
付けは、Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. P
ublic Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)に記載
された方法によって行われる（本明細書における、KabatにおけるようなまたはKabatに従
った可変ドメイン残基の番号付けなどの語句は、重鎖可変ドメインまたは軽鎖可変ドメイ
ンに対するこの番号付け方式のことを指す）。この番号付け方式を用いると、ペプチドの
実際の線状アミノ酸配列は、可変ドメインのFRまたはCDRの短縮またはその中への挿入に
対応して、より少数のまたは追加のアミノ酸を含むことがある。
【０１４６】
　「ヒト化抗体」という用語は、本明細書で用いる場合、親抗体の抗原結合特性を保って
いるか実質的に保っているが、ヒトにおける免疫原性がより低い、非ヒト抗体、典型的に
はマウスのものに由来する抗体のことを指す。
【０１４７】
　相補性決定領域（CDR）という用語は、本明細書で用いる場合、免疫グロブリン結合部
位の可変断片（Fv）領域の結合親和性および特異性を相伴って規定するアミノ酸配列のこ
とを指す。
【０１４８】
　フレームワーク領域（FR）という用語は、本明細書で用いる場合、CDRの間に介在する
アミノ酸配列のことを指す。抗体のこれらの部分は、CDRを適切な向きに保持する（CDRが
抗原に結合することを可能にする）のに役立つ。可変領域は、軽鎖または重鎖のいずれに
しても、1つのフレームワークおよび典型的には3つのCDRを含む。
【０１４９】
　定常領域（CR）という用語は、本明細書で用いる場合、エフェクター機能を付与する抗
体分子の部分のことを指す。主題ヒト化抗体の定常領域は、ヒト免疫グロブリンに由来す
る。重鎖定常領域は、α、δ、ε、γまたはμという5種のアイソタイプのいずれかから
選択することができる。さらに、種々のサブクラスの重鎖（IgGサブクラスの重鎖など）
は異なるエフェクター機能を担っており、それ故に、所望の重鎖定常領域を選択すること
により、所望のエフェクター機能を備える抗体を作製することができる。好ましい重鎖定
常領域はγ1（IgG1）、γ2（IgG2）、γ3（IgG3）およびγ4（IgG4）であり、より好まし
くはγ4（IgG4）である。軽鎖定常領域はκ型またはλ型のものであることができ、好ま
しくはκ型のものである。
【０１５０】
　抗体は、完全な状態（intact）の免疫グロブリンとして、または、VHもしくはVLドメイ
ンのいずれかを含むドメイン抗体、重鎖可変領域の二量体（VHH、ラクダ科動物に関して
記載されているようなもの）、軽鎖可変領域の二量体（VLL）、軽鎖および重鎖の可変領
域のみを含むFv断片、または重鎖可変領域およびCH1ドメインを含むFd断片を非限定的に
含む種々の形態にある修飾物として存在することができる。重鎖および軽鎖の可変領域が
一つに連結されて一本鎖抗体を形成したものからなるscFv（Bird et al., 1988；Huston 
et al., 1988）、ならびに二重特異性抗体および三重特異性抗体といったscFvのオリゴマ
ーもまた、「抗体」という用語の範囲に含まれる。可変領域と定常領域の一部とを含む、
Fab、（Fab'）2およびFabFc2断片といった抗体の断片も、同じく範囲に含まれる。CDRグ
ラフト化抗体断片および抗体断片のオリゴマーも同じく範囲に含まれる。Fvの重鎖成分お
よび軽鎖成分は同じ抗体に由来してもよく、または異なる抗体に由来し、その結果キメラ
性Fv領域を生じてもよい。抗体は動物（例えばマウス、ウサギまたはラット）もしくはヒ
ト由来のものであってもよく、またはキメラ性（Morrison et al, 1984）であるか、もし
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くはヒト化（Jones et al, 1986）およびUK 8707252）されていてもよい。本明細書で用
いる場合、「抗体」という用語は、これらのさまざまな形態を含む。本明細書中に提示し
た指針、ならびに上記に引用した参考文献中およびHarlowおよびLane（前記）などの刊行
物中に記載されている当業者に周知のそのような方法を用いて、本発明の方法に用いるた
めの抗体を容易に作ることができる。
【０１５１】
　天然供給源からのものではない本発明の抗体または抗原結合性断片、例えばヒト化抗体
などは、好ましくは、親抗体の、例えば24/04-10B4、42/04-42D2、20/05-3A4および／ま
たは23/05-4C6の、結合特性のかなりの割合を保っている。特に、本発明のそのような抗
体または断片は、ヒト化抗体などの抗体または断片を作製するために用いられる親抗体に
よって認識される抗原と特異的に結合する能力を保っている。好ましくは、抗体または断
片は、親抗体と同じまたは実質的に同じ抗原結合親和性およびアビディティーを呈する。
理想的には、抗体または断片の親和性は親抗体の親和性の10％未満ではないと考えられ、
より好ましくは約30％未満ではなく、最も好ましくは親和性は親抗体の50％未満ではない
と考えられる。抗原結合親和性をアッセイするための方法は当技術分野で周知であり、こ
れには最大半量（half-maximal）結合アッセイ、競合アッセイおよびスキャッチャード分
析が含まれる。
【０１５２】
　種々のイムノアッセイ形式を、5B6に対して特異的に免疫反応性である抗体または断片
を選択するために用いることができる。例えば、あるタンパク質または糖質に対して特異
的に免疫反応性である抗体を選択するためには、表面標識およびフローサイトメトリー分
析または固相ELISAイムノアッセイがルーチン的に用いられる。特異的な免疫反応性の決
定に用いうるイムノアッセイの形式および条件に関する説明については、HarlowおよびLa
ne（前記）を参照されたい。
【０１５３】
　5B6結合性抗体は、1つの可変軽（VL）鎖および1つの可変重（VH）鎖を含むFv領域であ
ってもよい。軽鎖および重鎖は直接連結されてもよく、またはリンカーを経由して連結さ
れてもよい。本明細書で用いる場合、リンカーとは、軽鎖および重鎖と共有的に連結され
て、それらが対象とするエピトープと特異的に結合しうるコンフォメーションをそれらが
実現しうるように、その2つの鎖の間に十分な間隔および柔軟性を与える分子のことを指
す。タンパク質リンカーが特に好ましいが、それはそれらが融合ポリペプチドのIg部分に
内在する成分として発現されうるためである。
【０１５４】
　もう1つの態様においては、組換え的に作製された一本鎖scFv抗体、好ましくはヒト化s
cFvを本発明の方法に用いる。
【０１５５】
モノクローナル抗体
　5B6エピトープを対象とするモノクローナル抗体は当業者によって容易に作製可能であ
る。そのような抗体を、5B6エピトープ

を用いて作製するための方法の一例は、実施例の項に提示されている。
【０１５６】
　ハイブリドーマを用いてモノクローナル抗体を作るための一般的な方法は周知である。
抗体産生性の不死細胞株は、細胞融合によって作り出すことができ、発癌性DNAによるBリ
ンパ球の直接的な形質転換またはエプスタイン-バーウイルスによるトランスフェクショ
ンといった他の手法によって作り出すこともできる。5B6エピトープに対して作製された
一団のモノクローナル抗体は、さまざまな特性、すなわちアイソタイプおよびエピトープ
親和性に関してスクリーニングすることができる。
【０１５７】
　動物由来のモノクローナル抗体は、直接的インビボ免疫療法および体外免疫療法の両方
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のために用いることができる。しかし、例えば、マウス由来のモノクローナル抗体をヒト
において治療物質として用いた場合には、患者がヒト抗マウス抗体を産生することが観察
されている。このため、動物由来のモノクローナル抗体は、治療法には、特に長期的使用
には好ましくない。しかし、確立された遺伝子工学の手法を用いることで、動物由来の部
分およびヒト由来の部分を有するキメラ抗体またはヒト化抗体を作り出すことができる。
動物は例えば、マウス、またはラットなどの他の齧歯動物でありうる。
【０１５８】
　キメラ抗体の可変領域が例えばマウス由来であり、一方、定常領域がヒト由来である場
合には、そのキメラ抗体は「純粋な」マウス由来のモノクローナル抗体よりも一般に免疫
原性が低いと考えられる。これらのキメラ抗体は、「純粋な」マウス由来の抗体が不適で
あることが判明した場合には、治療的使用のためにより適している可能性が高いと考えら
れる。
【０１５９】
　キメラ抗体を作製するための方法は当業者にとって利用可能である。例えば、軽鎖およ
び重鎖を、例えば別々のプラスミド中にある免疫グロブリン軽鎖および免疫グロブリン重
鎖を用いて、別々に発現させることができる。続いてこれらを精製し、インビトロで集合
させて完全な抗体にすることができる。そのような集合を実現するための方法は記載され
ている（例えば、Sun et al, 1986を参照）。そのようなDNA構築物は、抗5B6抗体の軽鎖
または重鎖の可変領域に関する機能的に再配列化された遺伝子をコードするDNAが、ヒト
定常領域をコードするDNAと連結されたものを含みうる。軽鎖および重鎖に関するDNA構築
物がトランスフェクトされた骨髄腫またはハイブリドーマなどのリンパ系細胞は、抗体鎖
を発現して集合させることができる。
【０１６０】
　縮小され単離された軽鎖および重鎖からのIgG抗体の形成のためのインビトロ反応のパ
ラメーターも記載されている。完全なH2L2 IgG抗体としての重鎖および軽鎖の細胞内会合
および連結を実現するための、同じ細胞内での軽鎖および重鎖の共発現も可能である。そ
のような共発現は、同じ宿主細胞内で同じまたは異なるプラスミドのいずれかを用いて達
成することができる。
【０１６１】
　本発明のもう1つの好ましい態様において、抗5B6抗体は、ヒト化されており、すなわち
、抗体のヒト含量を最大にすると同時に、例えばラット、ウサギまたはネズミ親抗体など
の可変領域に起因する結合親和性の損失がほとんどまたは全くないような分子モデリング
法によって作製される抗体である。
【０１６２】
　以下に記載する方法は、抗5B6抗体のヒト化に適用可能である。
【０１６３】
　ヒト化に際しては、どのヒト抗体配列を使用すべきかを決定する上で検討すべきいくつ
かの要因がある。軽鎖および重鎖のヒト化は互いに独立して検討されるが、その論法はそ
れぞれについて基本的に同様である。
【０１６４】
　この選択過程は以下の原理に基づく。所与の抗体の抗原特異性および親和性は、主とし
て可変領域CDRのアミノ酸配列によって決まる。可変ドメインフレームワーク残基には直
接的な寄与はほとんどまたは全くない。フレームワーク領域の主な機能は、抗原を認識す
るようにCDRをその適正な空間定位に保持することにある。このため、動物の、例えば齧
歯動物のCDRのヒト可変ドメインフレームワークへの置換は、ヒト可変ドメインフレーム
ワークがその元になった動物可変ドメインに対して高度に相同的であるならば、それらの
正しい空間定位の保持をもたらす可能性が極めて高い。このため、ヒト可変ドメインは、
好ましくは、動物可変ドメインに対して高度に相同的であるものを選択すべきである。適
したヒト抗体可変ドメイン配列は、以下のように選択することができる。
【０１６５】
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段階1．
　コンピュータプログラムを用いて、動物由来の抗体の可変ドメインに対して最も相同的
であるヒト抗体可変ドメインの配列に関して、利用可能なすべてのタンパク質（およびDN
A）データベースを検索する。適したプログラムの出力は、動物由来の抗体に対して最も
相同的な配列のリスト、各配列に対する相同率（percent homology）、および動物由来の
配列に対する各配列のアラインメントである。これは重鎖および軽鎖の可変ドメイン配列
の両方について独立して行われる。上記の分析は、ヒト免疫グロブリン配列のみが含まれ
る場合には、より容易に達成される。
【０１６６】
段階2．
　ヒト抗体可変ドメイン配列をリスト化し、相同性を比較する。主として、比較は、極め
て可変的である重鎖のCDR3を除外したCDRの長さにわたって行われる。ヒト重鎖ならびに
κおよびλ軽鎖は、3つの重鎖サブグループ、4つのκ鎖サブグループおよび6つのλ鎖サ
ブグループというサブグループに分類される。各サブグループ内でのCDRサイズは類似し
ているが、サブグループ間では異なる。通常、相同性の最初の近似として、動物由来抗体
のCDRをヒトサブグループのうちの1つと合致させることが可能である。続いて、同様の長
さのCDRを有する抗体を、特にアミノ酸配列について、特にCDR内のアミノ鎖配列について
比較し、同じく周囲のフレームワーク領域中のアミノ酸配列についても比較する。最も相
同的であるヒト可変ドメインを、ヒト化のためのフレームワークとして選択する。
【０１６７】
実際のヒト化方法／手法
　抗体は、EP-A-0239400に従って所望のCDRをヒトフレームワークにグラフト化すること
によってヒト化しうる。したがって、そのCDRを再形成（reshape）することが望まれるヒ
トDNAから出発して、所望の再形成された抗体をコードするDNA配列を作製することができ
る。所望のCDRを含む動物由来可変ドメインのアミノ酸配列を、選択したヒト抗体可変ド
メイン配列のアミノ酸配列と比較する。ヒト可変領域に動物由来CDRを組み入れるために
動物中の対応する残基に変更する必要のあるヒト可変ドメイン中の残基を明らかにする。
また、ヒト配列を置換する、ヒト配列に付加する、またはヒト配列から欠失させる必要の
ある残基が存在する場合もある。
【０１６８】
　所望の残基を含むようにヒト可変ドメインのフレームワークに突然変異を誘発させるた
めに用いうるオリゴヌクレオチドを合成する。それらのオリゴヌクレオチドは、任意の都
合のよいサイズのものであってよい。通常は、利用しうる特定の合成装置の性能によって
のみ、長さが限定される。オリゴヌクレオチド指定インビトロ突然変異誘発法は周知であ
る。
【０１６９】
　または、ヒト化を、WO 92/07075の組換えポリメラーゼ連鎖反応（PCR）法を用いて達成
することもできる。この方法を用いて、CDRをヒト抗体のフレームワーク領域間に接合す
ることができる。一般に、WO 92/07075の手法は、2つのヒトフレームワーク領域ABおよび
CD、ならびにそれらの間にある、ドナーCDRによって置換させようとするCDRを含むテンプ
レートを用いて行うことができる。プライマーAおよびBはフレームワーク領域ABを増幅す
るために用いられ、プライマーCおよびDはフレームワーク領域CDを増幅するために用いら
れる。しかし、プライマーBおよびCはそれぞれその5'末端に、ドナーCDR配列のすべてま
たは少なくとも一部に対応する別の配列も含む。プライマーBおよびCは、PCRを行おうと
する条件下で互いにその5'末端のアニーリングを可能にするのに十分な長さだけ重複して
いる。このため、増幅された領域ABおよびCDは重複伸長によって遺伝子スプライシングを
行って、単一の反応でヒト化産物を生成することができる。
【０１７０】
　抗体を再形成するための突然変異誘発反応の後に、突然変異を誘発したDNAを、軽鎖ま
たは重鎖定常領域をコードする適切なDNAと連結し、発現ベクター中にクローニングして
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、宿主細胞、好ましくは哺乳動物細胞にトランスフェクトすることができる。これらの段
階はルーチン的な様式で行うことができる。したがって、再形成された抗体は、以下の段
階を含む方法によって調製することができる：
　（a）可変ドメインがヒト抗体に由来するフレームワーク領域および本発明のヒト化抗
体のために必要とされるCDRを含んでいる、Ig重鎖または軽鎖の少なくとも該可変ドメイ
ンをコードするDNA配列と機能的に連結された適したプロモーターを含む第1の複製可能な
発現ベクターを調製する段階；
　（b）相補的なIg軽鎖または重鎖それぞれの少なくとも可変ドメインをコードするDNA配
列と機能的に連結された適したプロモーターを含む第2の複製可能な発現ベクターを調製
する段階；
　（c）第1の、または両方の調製したベクターによって細胞株を形質転換する段階；およ
び
　（d）形質転換された細胞株を培養して改変抗体を産生させる段階。
【０１７１】
　好ましくは、段階（a）におけるDNA配列は、ヒト抗体鎖の可変ドメインおよび各定常ド
メインの両方をコードしている。ヒト化抗体は、任意の適した組換え発現系を用いて調製
することができる。改変抗体を産生するように形質転換される細胞株は、チャイニーズハ
ムスター卵巣（CHO）細胞株、または不死化哺乳動物細胞株であってよく、これは骨髄腫
、ハイブリドーマ、トリオーマもしくはクアドローマ（quadroma）細胞株などのリンパ系
起源のものが有利である。細胞株には、エプスタイン-バーウイルスなどのウイルスによ
る形質転換によって不死化されたB細胞などの正常なリンパ系細胞も含まれうる。最も好
ましくは、不死化細胞株は骨髄腫細胞株またはその派生物である。
【０１７２】
　抗体の発現のために用いられるCHO細胞は、ジヒドロ葉酸還元酵素（dhfr）欠損性であ
り、それ故に増殖のためにチミジンおよびヒポキサンチンに依存するものでもよい。親の
dhfr- CHO細胞株に対して、抗体をコードするDNA、およびdhfr陽性表現型のCHO細胞形質
転換体の選択を可能にするdhfr遺伝子をトランスフェクトする。選択は、チミジンおよび
ヒポキサンチンを欠く培地上でコロニーを培養することによって行うが、これらが存在し
ないことにより、非形質転換細胞が増殖すること、および形質転換細胞が葉酸経路を再利
用してそれ故に選択系を回避することが妨げられる。これらの形質転換体は通常、トラン
スフェクトされた関心対象のDNAおよびdhfrをコードするDNAの共組込み（co-integraton
）により、関心対象のDNAを低レベルで発現する。抗体をコードするDNAの発現レベルは、
メトトレキサート（MTX）を用いた増幅によって高めることができる。この薬物は酵素dhf
rの直接阻害薬であり、これらの条件下で生存するのに十分な程度にdhfr遺伝子コピー数
を増幅する耐性コロニーの単離を可能にする。dhfrおよび抗体をコードするDNA配列は元
の形質転換体において密に連結しているため、通常、同時に増幅が起こり、それ故に所望
の抗体の発現が増加する。
【０１７３】
　CHOまたは骨髄腫細胞とともに用いるのに好ましい別の発現系は、WO 87/04462に記載さ
れたグルタミンシンテターゼ（GS）増幅系である。この系は、酵素GSをコードするDNAお
よび所望の抗体をコードするDNAによる細胞のトランスフェクションを含む。続いて、グ
ルタミン非含有培地中で増殖し、それ故にGSをコードするDNAが組み込まれたと推測しう
る細胞を選択する。続いて、これらの選択されたクローンを、メチオニンスルホキシミン
（Msx）を用いた酵素GSの阻害に供する。細胞は、生存するために、GSをコードするDNAを
増幅し、それに伴って抗体をコードするDNAの同時増幅が起こると考えられる。
【０１７４】
　ヒト化抗体を産生させるために用いられる細胞株は好ましくは哺乳動物細胞株であるが
、細菌細胞株または酵母細胞株などの任意の他の適切な細胞株を用いることも可能である
。特に、大腸菌（E.coli）由来の細菌株が用いられうると想定される。得られた抗体を機
能に関して確かめる。機能が失われている場合には、段階（2）に戻って、抗体のフレー
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ムワークを改変することが必要である。
【０１７５】
　ひとたび発現されると、硫酸アンモニウム沈降、アフィニティーカラム、カラムクロマ
トグラフィー、ゲル電気泳動などを含む、当技術分野の標準的な手順に従って、本発明の
抗体全体、その二量体、個々の軽鎖および重鎖、または他の免疫グロブリン形態を回収お
よび精製することができる（概論については、Scopes, R., Protein Purification, Spri
nger-Verlag, N.Y.(1982)を参照）。薬学的用途には、均質度が少なくとも約90～95％の
実質的に純粋な免疫グロブリンが好ましく、98～99％またはそれ以上の均質度が最も好ま
しい。ひとたび部分的にまたは所望の均質度になるまで精製すると、続いてヒト化抗体を
、治療的に、またはアッセイ手順、免疫蛍光染色などの開発および実施に用いることがで
きる（概論については、Lefkovits and Pernis（編）, Immunological Methods, Vols.I 
and II, Academic Press (1979 and 1981)を参照）。
【０１７６】
　Greenwoodら（1993）によって行われた研究により、ヒトエフェクター細胞による抗体
のFc領域の認識を、免疫グロブリン分子の定常領域を人工的に操作することによって最適
化できることが実証されている。これは、所望の特異性を有する抗体の可変領域遺伝子を
、ヒト対象における有効な抗原依存性細胞傷害（ADCC）が実証されている免疫グロブリン
アイソタイプ、例えばIgG1およびIgG3アイソタイプをコードするヒト定常領域遺伝子と融
合させることによって達成しうると考えられる（Greenwood and Clark, Protein Enginee
ring of Antibody Molecules for Prophylactic and Therapeutic Applications in Man.
 Mike Clark (編), Academic Titles, Section II, p.85-113, (1993)）。その結果得ら
れる、5B6に対するキメラ抗体またはヒト化抗体は、体液性免疫および／またはT細胞媒介
性免疫を調節するのに特に有効であるはずである。
【０１７７】
　5B6に対する完全なヒト可変領域を有する抗体は、抗原負荷に応答してそのような抗体
を産生するが、その内因性座位は能力を失っているように改変されたトランスジェニック
動物に抗原を投与することによって調製されることもできる。抗体自体またはその類似体
のいずれかを得るために、その後にさまざまな操作を行うことができる（例えば、米国特
許第6,075,181号を参照）。
【０１７８】
抗体またはその断片をコードする遺伝子の調製
　抗体、軽鎖遺伝子および重鎖遺伝子の両方またはそれらの部分、例えば一本鎖Fv領域を
コードする遺伝子は、ハイブリドーマ細胞株からクローニングすることができる。それら
はすべて、例えばClontechによって製造されているような市販のキットを用いるRACEなど
の同じ一般的戦略を用いてクローニングしうる。典型的には、例えば、ハイブリドーマ細
胞から抽出したポリ(A)+ mRNAを、プライマーとしてランダムヘキサマーを用いて逆転写
させる。Fv領域に関しては、VHドメインおよびVLドメインを、2つのポリメラーゼ連鎖反
応（PCR）によって別々に増幅する。重鎖配列は、抗5B6重鎖それぞれのアミノ末端タンパ
ク質配列に従って設計された5'末端プライマー、およびコンセンサス免疫グロブリン定常
領域配列に従った3'末端プライマーを用いて増幅しうる（Kabat et al., Sequences of P
roteins of Immunological Interest. 5th edition. U.S. Department of Health and Hu
man Services, Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md
.(1991)）。軽鎖Fv領域は、抗5B6軽鎖のアミノ末端タンパク質配列に従って設計された5'
末端プライマーをプライマーC-κと組み合わせて用いて増幅する。当業者は、Fv領域を得
るために多くの適したプライマーを用いうることを理解すると考えられる。
【０１７９】
　PCR産物を適したクローニングベクター中にサブクローニングする。DNA制限による正確
な大きさのインサートを含むクローンを同定する。続いて、クローニング部位に隣接した
配列決定プライマーを用いて、二本鎖プラスミドDNAから重鎖または軽鎖のコード領域の
ヌクレオチド配列を決定することができる。DNAのシークエンシングを容易にするために
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、市販のキット（例えば、Sequenase（商標）キット、United States Biochemical Corp.
、Cleveland、Ohio、USA）を用いてもよい。Fv領域をコードするDNAを、例えば、PCRおよ
びLCRなどの増幅手法を含む、任意の適した方法によって調製することもできる。
【０１８０】
　化学合成によって一本鎖オリゴヌクレオチドを生成させる。これを、相補的配列とのハ
イブリダイゼーションによって、または一本鎖をテンプレートとして用いるDNAポリメラ
ーゼを用いる重合によって、二本鎖DNAに変換することができる。一本鎖Fv領域全体を化
学合成することも可能であるが、多数の短い配列（約100～150塩基）を合成して、その後
にこれらを連結することが好ましい。
【０１８１】
　または、部分配列をクローニングして、適切な制限酵素を用いて適切な部分配列を切断
することもできる。続いて、断片を連結して所望のDNA配列を生成させることができる。
【０１８２】
　Fvの可変軽鎖および可変重鎖のDNAが得られると、それらの配列を、当業者に周知の手
法を用いて、直接的にまたはペプチドリンカーをコードするDNA配列を介して、互いに連
結することができる。1つの態様において、重鎖領域および軽鎖領域は、重鎖Fvドメイン
のカルボキシ末端から始まって軽鎖Fvドメインのアミノ末端で終わる可動性のペプチドリ
ンカー（例えば、(Gly4Ser)3）によって連結される。この配列全体は、一本鎖抗原結合タ
ンパク質の形態にあるFvドメインをコードする。
【０１８３】
治療物質
　5B6と結合する本発明の化合物は、治療物質を送達するために用いることができる。治
療物質の例には、抗原、細胞傷害性物質、薬物および／または薬理学的物質が非限定的に
含まれる。
【０１８４】
　いくつかの態様において、治療物質は、5B6と結合する化合物と融合されたポリペプチ
ドであってよい。5B6と結合する化合物を含む融合ポリペプチドは、当業者に公知の方法
によって調製することができる。例えば、Fv領域をコードする遺伝子を、治療物質をコー
ドする遺伝子と融合させる。任意で、Fv遺伝子はペプチドコネクターをコードするセグメ
ントと連結される。ペプチドコネクターは、5B6と結合する化合物と治療物質との間に単
に間隔を与えるために、またはこれらの領域間の可動性を助長してそれらがそれぞれその
最適なコンフォメーションを達成することを可能にするために存在することができる。コ
ネクターを含むDNA配列がまた、クローニングを容易にする配列（プライマー部位または
制限部位など）を与えてもよく、または結合部分をコードする配列と治療物質をコードす
る配列との間でリーディングフレームを保たせてもよい。そのようなコネクターペプチド
の設計は当業者に周知である。
【０１８５】
　一般に、融合ポリペプチドの作製は、例えば、Fv軽鎖および重鎖ならびにそれらと融合
させる任意の他のタンパク質をコードするDNAを別々に調製する段階、ならびにDNA配列を
プラスミドまたは他のベクター中で組み換えて特定の所望の融合ポリペプチドをコードす
る構築物を形成する段階を含む。しかし、より簡単な1つのアプローチは、特定のFv領域
をコードするDNAを、所望の第2のポリペプチドを既にコードしている構築物中に挿入する
段階を含む。Fv領域をコードするDNA配列は、当業者に周知の手法を用いて構築物中に挿
入される。
【０１８６】
　5B6またはその断片と結合する化合物、例えば、Ab組換え一本鎖抗体の重鎖は、当業者
に周知でありかつ利用可能な任意の方法によって、治療物質と融合させること、または別
の様式で結合させることができる。2つの成分は、さまざまな周知の化学的手順のいずれ
かによって互いに化学結合させることができる。例えば、結合はヘテロ二官能性架橋剤、
例えばSPDP、カルボジイミド、グルタルアルデヒドなどによるものであってよい。さまざ
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まな免疫毒素の製造、ならびに化学的結合（conjugation）の方法は、当技術分野におい
て周知である（例えば、"Monoclonal Antibody-Toxin Conjugates: Aimimg the Magic Bu
llet", Thorpe et al., Monoclonal Antibodies in Clinical Medicine, Academic Press
, p. 168-190 (1982)；Waldmann, 1991；Vitetta et al., 1987；Pastan et al., 1986；
およびThorpe et al., 1987を参照）。
【０１８７】
　薬物および／または薬理学的物質の例には、DC活性化を促進する物質（例えば、TLRリ
ガンド）、DCの活性化または機能を抑制する物質（例えば、キナーゼおよびホスファター
ゼなどのDCシグナル伝達分子の特異的な阻害物質または促進物質）、およびDCの死滅を調
節する物質（例えば、アポトーシスの促進物質または抑制物質）が非限定的に含まれる。
そのような薬物および／または薬理学的物質は当業者に周知である。
【０１８８】
　当業者は、本発明の方法において細胞傷害性物質として用いるのに適した細菌性または
植物性のポリペプチド毒素が数多くあることを認識していると考えられる。これらのポリ
ペプチドには、天然型または改変型のシュードモナス外毒素、ジフテリア毒素、リシン、
アブリン、ゲロニン、モモルジンII、志賀毒素および志賀毒素様毒素のa鎖などの細菌RIP
、ルフィン、アトリコサンチン（atrichosanthin）、モモルジンI、オシロイバナ属（Mir
abilis）抗ウイルスタンパク質、ポークウィード抗ウイルスタンパク質、ブリオジン2（b
yodin 2）（米国特許第5,597,569号）、ガポリン（gaporin）、ならびに遺伝子操作され
たそれらの変異体などのポリペプチドが非限定的に含まれる。天然型のシュードモナス外
毒素およびジフテリア毒素は非常に毒性の強い化合物であり、典型的には肝臓毒性を介し
て死に到らしめる。好ましくは、シュードモナス外毒素およびジフテリア毒素は、毒素の
天然のターゲティング成分、例えばシュードモナス外毒素のドメインIaおよびジフテリア
毒素のB鎖が除去された形態に改変される。当業者は、本発明が特定の細胞傷害性物質に
限定されないことを理解していると考えられる。
【０１８９】
　本発明における使用に適したその他の細胞傷害性物質には、細菌性または植物性の毒素
、薬物などの物質、例えば、シクロホスファミド（CTX；サイトキサン）、クロランブシ
ル（CHL；リューケラン）、シスプラチン（CisP；CDDP；プラチノール）、ブスルファン
（ミレラン）、メルファラン、カルムスチン（BCNU）、ストレプトゾトシン、トリエチレ
ンメラミン（TEM）、マイトマイシンC、およびその他のアルキル化剤；メトトレキサート
（MTX）、エトポシド（VP-16；ベプシド）、6-メルカプトプリン（6MP）、6-チオグアニ
ン（6TG）、シラタビン（Ara-C）、5-フルオロウラシル（5FU）、ダカルバジン（DTIC）
、2-クロロデオキシアデノシン（2-CdA）、およびその他の代謝拮抗剤；アクチノマイシ
ンD、ドキソルビシン（DXR；アドリアマイシン）、ダウノルビシン（ダウノマイシン）、
ブレオマイシン、ミトラマイシンならびに他の抗生物質を含む抗生物質；ビンクリスチン
（VCR）、ビンブラスチンなどのアルカロイド；ならびに、細胞分裂阻害薬、デキサメタ
ゾン（DEX；デカドロン）などのグルココルチコイド、およびプレドニゾンなどのコルチ
コステロイド、ヒドロキシ尿素などのヌクレオチド酵素阻害薬を含むその他の抗癌剤など
が非限定的に含まれる。
【０１９０】
　当業者は、5B6と結合する化合物と周知の手法によって結合させて、樹状細胞またはそ
の前駆体を特異的に破壊するために送達することができる他の放射性同位体および化学的
細胞傷害性物質が数多くあることを認識していると考えられる（例えば、米国特許第4,54
2,225号を参照）。光活性化毒素の例には、ジヒドロピリジン-コノトキシンおよびω-コ
ノトキシンが含まれる。用いうる細胞傷害性試薬の例には、125I、131I、111In、123I、9

9mTcおよび32Pが含まれる。抗体は、当技術分野で周知の手法を用いて、そのような試薬
で標識することができる。例えば、抗体の放射標識に関する手法については、Wenzel and
 Meares, Radioimmunoimaging and Radioimmunotherapy, Elsevier, N.Y. (1983)を参照
されたい（Colcher et al., 1986；"Order, Analysis, Results and Future Prospective
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 of the Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody in Cancer Therapy", Monoclonal 
Antibodies for Cancer Detection and Therapy, Baldwin et al. (編), Academic Press
, p. 303-16, (1985)も参照されたい）。
【０１９１】
　1つの例では、インジウム-111またはイットリウム-90に対する高親和性キレート部位を
与えるために、安定なチオ尿素共有結合によって、リンカー-キレーターチウキセタンを
、5B6と結合する化合物と結合させる。
【０１９２】
抗原
　「抗原」という用語はさらに、上記のものなどの公知の抗原または野生型抗原のペプチ
ド類似体またはタンパク質類似体も範囲に含むことを意図している。類似体は野生型抗原
よりも可溶性であるかまたはより安定的であってよく、また、抗原の免疫学的活性をより
高める突然変異または修飾も含んでよい。本発明において同じく有用であるのは、所望の
抗原のアミノ酸配列に相同的なアミノ酸配列を有するペプチドまたはタンパク質であり、
この相同抗原は各々の腫瘍または生物に対する免疫応答を誘導する。
【０１９３】
　「癌抗原」とは、本明細書で用いる場合、腫瘍細胞または癌細胞に随伴し、MHC分子の
状況下で抗原提示細胞の表面上に発現された時に免疫応答を誘発することができる、分子
または化合物（例えば、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、脂質、糖脂質、糖質およ
び／またはDNA）のことである。癌抗原には、自己抗原のほか、癌に特異的に随伴しない
可能性もあるが、にもかかわらず動物に対して投与された場合に腫瘍細胞もしくは癌細胞
に対する免疫応答を誘導および／もしくは強化する、および／または腫瘍細胞もしくは癌
細胞の増殖を低下させる他の抗原も含まれる。
【０１９４】
　「病原性および／または感染性生物由来の抗原」とは、本明細書で用いる場合、任意の
生物の抗原のことであり、これには感染性ウイルス、感染性細菌、原生動物（シュードモ
ナス属など）および蠕虫類を含む感染性寄生生物ならびに感染性真菌が非限定的に含まれ
る。典型的には、本発明における使用のためには、抗原は、生物由来のタンパク質もしく
はその抗原性断片、または、対応する生物に対して特異的な免疫応答を誘導する、天然に
存在する抗原と同一であるか類似している合成化合物である。天然に存在する生物抗原に
類似している化合物または抗原は、当業者に周知である。天然に存在する生物抗原に類似
している化合物の非限定的な例は、多糖抗原のペプチド模倣物である。
【０１９５】
　癌抗原の具体的な態様には、例えば、Ras p21原癌遺伝子、腫瘍抑制因子p53およびHER-
2／neuおよびBCR-abl癌遺伝子のタンパク質産物、ならびにCDK4、MUM1、カスパーゼ8およ
びβカテニンといった突然変異抗原；ガレクチン4、ガレクチン9、炭酸脱水酵素、アルド
ラーゼA、PRAME、Her2/neu、ErbB-2およびKSA、αフェトプロテイン（AFP）、ヒト絨毛性
ゴナドトロピン（hCG）などの癌胎児性抗原といった過剰発現性抗原；胎児性癌抗原（CEA
）などの自己抗原、ならびにMart 1/Melan A、gp100、gp75、チロシナーゼ、TRP1およびT
RP2などのメラノサイト分化抗原；PSA、PAP、PSMA、PSM-P1およびPSM-P2などの前立腺関
連抗原；MAGE 1、MAGE 3、MAGE 4、GAGE 1、GAGE 2、BAGE、RAGEなどの再活性化された胎
児性遺伝子産物、ならびにNY-ESO1、SSX2およびSCP1などの他の癌精巣抗原；Muc-1および
Muc-2などのムチン；GM2、GD2およびGD3などのガングリオシド、中性糖脂質ならびにルイ
ス（y）およびグロボH（globo-H）などの糖タンパク質；ならびにTn、トンプソン-フライ
デンライヒ（Thompson-Freidenreich）抗原（TF）およびsTnなどの糖タンパク質。
【０１９６】
　癌抗原およびそれらの各々の腫瘍細胞標的には、例えば、癌に関する抗原としてのサイ
トケラチン、特にサイトケラチン8、18および19が含まれる。上皮膜抗原（EMA）、ヒト胎
児性抗原（HEA-125）、ヒト乳脂肪球、MBr1、MBr8、Ber-EP4、17-1A、C26およびT16も公
知の癌抗原である。デスミンおよび筋特異的アクチンは筋原性肉腫の抗原である。胎盤性
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アルカリホスファターゼ、β-ヒト絨毛性ゴナドトロピンおよびα-フェトプロテインは、
栄養膜細胞および生殖細胞腫瘍の抗原である。前立腺特異的抗原は前立腺癌の抗原であり
、胎児性癌抗原は結腸腺癌のものである。HMB-45は黒色腫の抗原である。子宮頸癌では有
用な抗原はヒトパピローマウイルスによってコードされている可能性が考えられる。クロ
モグラニン-A（Chromagranin-A）およびシナプトフィジンは、神経内分泌腫瘍および神経
外胚葉性腫瘍の抗原である。特に関心の対象であるのは、壊死領域を有する固形腫瘍塊を
形成する悪性度の高い腫瘍である。
【０１９７】
　ある種の癌の素因となることが知られている病原体に由来する抗原も、本発明において
有利に用いることができる。本明細書で提供する癌ワクチンにおける使用に関して特に関
心の対象となる病原体には、B型肝炎ウイルス（肝細胞癌）、C型肝炎ウイルス（ヘパトー
マ）、エプスタイン-バーウイルス（EBV）（バーキットリンパ腫、鼻咽頭癌、免疫抑制状
態にある個体におけるPTLD）、HTLVL（成人T細胞白血病）、発癌性ヒトパピローマウイル
ス16型、18型、33型、45型（成人子宮頸癌）およびヘリコバクター-ピロリ菌（Helicobac
ter pylori）（B細胞性胃リンパ腫）が含まれる。哺乳動物、より具体的にはヒトにおい
て抗原として役立つ可能性のあるその他の医学的な重要性のある微生物は、文献中に、例
えばC. G. A Thomas, Medical Microbiology, Bailliere Tindall, (1983)に広範に記載
されている。
【０１９８】
　例示的なウイルス病原体には、哺乳動物、より具体的にはヒトを感染させる感染性ウイ
ルスが非限定的に含まれる。感染性ウイルスの例には、以下が非限定的に含まれる：レト
ロウイルス科（Retroviridae）（例えば、ヒト免疫不全ウイルス、HIV-1（HTLV-III、LAV
またはHTLV-III／LAVまたはHIV-IIIとも呼ばれる；およびHIV-LPなどの他の分離株；ピコ
ルナウイルス科（Picornaviridae）（例えば、ポリオウイルス、A型肝炎ウイルス；エン
テロウイルス、ヒトコクサッキーウイルス、ライノウイルス、エコーウイルス）；カリシ
ウイルス科（Calciviridae）（例えば、胃腸炎を引き起こす系統）；トガウイルス科（To
gaviridae）（例えば、ウマ脳炎ウイルス、風疹ウイルス）；フラビウイルス科（Flavivi
dae）（例えば、デング熱ウイルス、脳炎ウイルス、黄熱病ウイルス）；コロナウイルス
科（Coronoviridae）（例えば、SARSコロナウイルスなどのコロナウイルス）；ラブドウ
イルス科（Rhabdoviradae）（例えば、水疱性口炎ウイルス、狂犬病ウイルス）；フィロ
ウイルス科（Filoviridae）（例えば、エボラウイルス）；パラミクソウイルス科（Param
yxoviridae）（例えば、パラインフルエンザウイルス、ムンプスウイルス、麻疹ウイルス
、呼吸器合胞体ウイルス）；オルトミクソウイルス科（Orthomyxoviridae）（例えば、イ
ンフルエンザウイルス）；ブンガウイルス科（Bungaviridae）（例えば、ハンタンウイル
ス、ブンガウイルス、フレボウイルスおよびナイロウイルス）；アレナウイルス科（Aren
a viridae）（出血熱ウイルス）；レオウイルス科（Reoviridae）（例えば、レオウイル
ス、オルビウイルス（orbiviurse）およびロタウイルス）；ビルナウイルス科（Birnavir
idae）；ヘパドナウイルス科（Hepadnaviridae）（B型肝炎ウイルス）；パルボウイルス
科（Parvovirida）（パルボウイルス）；パポバウイルス科（Papovaviridae）（パピロー
マウイルス、ポリオーマウイルス）；アデノウイルス科（Adenoviridae）（ほとんどのア
デノウイルス）；ヘルペスウイルス科（Herpesviridae）単純ヘルペスウイルス（HSV）1
および2、水痘ウイルス、サイトメガロウイルス（CMV）、ヘルペスウイルス；ポックスウ
イルス科（Poxyiridae）（天然痘ウイルス、ワクシニアウイルス、ポックスウイルス）；
およびイリドウイルス科（Iridoviridae）（例えば、アフリカブタ熱ウイルス）；および
未分類ウイルス（例えば、海綿状脳症の病原性因子、デルタ型肝炎の病因（B型肝炎ウイ
ルスの欠損性従位物（defective satellite）と考えられる）、非A非B型肝炎の病因（ク
ラス1＝内部的に伝染；クラス2＝非経口的に伝染（すなわちC型肝炎）；ノーウォークウ
イルスおよび関連ウイルス、ならびにアストロウイルス）。
【０１９９】
　また、グラム陰性菌およびグラム陰性菌を、脊椎動物における主題組成物および方法に
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よる標的とすることもできる。そのようなグラム陽性菌には、パスツレラ属（Pasteurell
a sp.）、ブドウ球菌属（Staphylococci sp.）および連鎖球菌属（Streptococcus sp.）
が非限定的に含まれる。グラム陰性菌には、大腸菌（Escherichia coli）、シュードモナ
ス属（Pseudomonas sp.）およびサルモネラ属（Salmonella sp.）が非限定的に含まれる
。感染性細菌の具体的な例には、以下が非限定的に含まれる：ヘリコバクター-ピロリ（H
elicobacter pyloris）、ライム病ボレリア（Borella burgdorferi）、レジオネラ菌（Le
gionella pneumophilia）、マイコバクテリウム属（Mycobacterium sp.）（例えば、結核
菌（M. tuberculosis）、マイコバクテリウム-アビウム（M. avium）、マイコバクテリウ
ム-イントラセルラーレ（M. intracellulare）、マイコバクテリウム-カンサイイ（M. ka
nsaii）、マイコバクテリウム-ゴルドナエ（M. gordonae）など）、黄色ブドウ球菌（Sta
phylococcus aureus）、淋菌（Neisseria gonorrhoeae）、髄膜炎菌（Neisseria meningi
tidis）、リステリア菌（Listeria monocytogenes）、化膿性連鎖球菌（Streptococcus p
yogenes）（A群連鎖球菌）、ストレプトコッカス-アガラクチア（Streptococcus agalact
iae）（B群連鎖球菌）、連鎖球菌（ビリダンス群）、糞便連鎖球菌（Streptococcus faec
alis）、ストレプトコッカス-ボビス（Streptococcus bovis）、連鎖球菌（嫌気性属）、
肺炎球菌（Streptococcus pneumoniae）、病原性カンピロバクター属（Campylobacter sp
.）、腸球菌属（Enterococcus sp.）、インフルエンザ菌（Haemophilus infuenzae）、炭
疽菌（Bacillus antracis）、ジフテリア菌（Corynebacterium diphtheriae）、コリネバ
クテリウム属（Corynebacterium sp.）、ブタ丹毒菌（Erysipelothrix rhusiopathiae）
、ウェルシュ菌（Clostridium perfiringers）、破傷風菌（Clostridium tetani）、エン
テロバクター-アエロゲネス（Enterobacter aerogenes）、肺炎桿菌（Klebsiella pneumo
niae）、パスツレラ-ムルトシダ（Pasturella multocida）、バクテロイデス属（Bactero
ides sp.）、フソバクテリウム-ヌクレアツム（Fusobacterium nucleatum）、ストレプト
バシラス-モニリフォルミス（Streptobacillus moniliformis）、梅毒トレポネーマ（Tre
ponema pallidium）、トレポネーマ-ペルテヌエ（Treponema pertenue）、レプトスピラ
属（Leptospira）、リケッチア属（Rickettsia）およびアクチノマイセス-イスラエリ（A
ctinomyces israelli）。
【０２００】
　主題組成物における抗原の供給源としての使い道がある可能性のある細菌性病原体のポ
リペプチドには、以下が非限定的に含まれる：フルンケル症の原因となるエロモナス-サ
ルモニシダ（Aeromonis salmonicida）の鉄調節外膜タンパク質（「IROMP」）、外膜タン
パク質（「OMP」）およびAタンパク質、細菌性腎臓病（BKD）の原因となるレニバクテリ
ウム-サーモニナラム（Renibacterium salmoninarum）のp57タンパク質、エルシニア症（
Yersiniosis）の主要表面関連抗原（「msa」）、表面発現細胞毒素（「mpr」）、表面発
現溶血素（「ish」）および鞭毛抗原；パスツレラ症（Pasteurellosis）の細胞外タンパ
ク質（「ECP」）、鉄調節外膜タンパク質（「IROMP」）および構造タンパク質；ビブリオ
-アングイラルム（Vibrosis anguillarum）およびビブリオ-オルダリイ（V.ordalii）のO
MPおよび鞭毛タンパク質；エドワジエラ-イクタルリ（Edwardsiellosis ictaluri）およ
びエドワジエラ-タルダ（E.tarda）の鞭毛タンパク質、OMPタンパク質、aroAおよびpurA
；ならびにイクチオフチリウス属（Ichthyophthirius）の表面抗原；ならびにサイトファ
ーガ-カラムナリ（Cytophaga columnari）の構造タンパク質および調節タンパク質；なら
びにリケッチアの構造タンパク質および調節タンパク質。この種の抗原は、組換え的に、
または当技術分野で公知の任意の他の手段によって単離または調製することができる。
【０２０１】
　病原体の例にはさらに、哺乳動物、より具体的にはヒトを感染させる感染性真菌および
寄生生物が非限定的に含まれる。感染性真菌の例には、以下が非限定的に含まれる：クリ
プトコッカス-ネオフォルマンス（Cryptococcus neoformans）、ヒストプラスマ-カプス
ラーツム（Histoplasma capsulatum）、コクシジオイデス-イミティス（Coccidioides im
mitis）、ブラストミセス-デルマティティディス（Blastomyces dermatitidis）、クラミ
ジア-トラコマチス（Chlamydia trachomatis）およびカンジダ-アルビカンス（Candida a
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lbicans）。
【０２０２】
　寄生生物の例には、細胞内寄生生物および偏性細胞内寄生生物が含まれる。寄生生物の
例には、以下が非限定的に含まれる：熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum）、
卵形マラリア原虫（Plasmodium ovale）、四日熱マラリア原虫（Plasmodium malariae）
、三日熱マラリア原虫（Plasmdodium vivax）、二日熱マラリア原虫（Plasmodium knowle
si）、ネズミバベシア（Babesia microti）、バベシア原虫（Babesia divergens）、クル
ーズトリパノソーマ（Trypanosoma cruzi）、トキソプラズマ-ゴンディ（Toxoplasma gon
dii）、旋毛虫（Trichinella spiralis）、森林型熱帯リーシュマニア（Leishmania majo
r）、ドノバン-リーシュマニア（Leishmania donovani）、ブラジル-リーシュマニア（Le
ishmania braziliensis）、皮膚リーシュマニア（Leishmania tropica）、ガンビアトリ
パノソーマ（Trypanosoma gambiense）、ローデシアトリパノソーマ（Trypanosoma rhode
siense）、バンクロフト糸状虫（Wuchereria bancrofti）、マレー糸状虫（Brugia malay
i）、チモール糸状虫（Brugia timori）、回虫（Ascaris lumbricoides）、回旋糸状虫（
Onchocerca volvulus）およびマンソン住血吸虫（Schistosoma mansoni）。
【０２０３】
　哺乳動物、より具体的にはヒトにおいて抗原として役立つ可能性のあるその他の医学的
な重要性のある微生物は、文献中に広範に記載されており、例えば、C. G. A Thomas, Me
dical Microbiology, Bailliere Tindall, (1983)を参照されたい。ヒトの感染症および
ヒト病原体の治療に加えて、本発明の組成物および方法は、非ヒト哺乳動物の感染を治療
するためにも有用である。例示的な非ヒト病原体には、以下が含まれる：マウス乳腺癌ウ
イルス（「MMTV」）、ラウス肉腫ウイルス（「RSV」）、トリ白血病ウイルス（「ALV」）
、トリ骨髄芽球症ウイルス（「AMV」）、マウス白血病ウイルス（「MLV」）、ネコ白血病
ウイルス（「FeLV」）、マウス肉腫ウイルス（「MSV」）、テナガザル白血病ウイルス（
「GALV」）、脾臓壊死ウイルス（「SNV」）、細網内皮症ウイルス（「RV」）、サル肉腫
ウイルス（「SSV」）、メーソン-ファイザーサルウイルス（「MPMV」）、サルレトロウイ
ルス1型（「SRV-1」）、HIV-1、HIV-2、SIV、ビスナウイルス、ネコ免疫不全ウイルス（
「FIV」）およびウマ伝染性貧血ウイルス（「EIAV」）などのレンチウイルス、HTLV-1、H
TLV-II、サルT細胞白血病ウイルス（「STLV」）およびウシ白血病ウイルス（「BLV」）な
どのT細胞白血病ウイルス、ならびにヒト泡沫状ウイルス（「HFV」）、サル泡沫状ウイル
ス（「SFV」）およびウシ泡沫状ウイルス（「BFV」）などの泡沫状ウイルス。
【０２０４】
検出可能な標識
　5B6と結合する化合物は、広範囲にわたる検出系に用いることができる。例えば、化合
物を、対象の内部領域を画像化するため、および／または対象における疾患の有無を診断
するために用いることができる。例えば、5B6と結合する化合物は、5B6を発現する細胞が
役割を果たしている疾患の診断のために用いることができる。
【０２０５】
　本発明の診断的または予後判定的な方法が、患者試料中に存在する5B6のレベルまたは5
B6のレベルを発現する細胞のレベルを決定するためのある程度の定量を含むことは、当業
者には明らかであると考えられる。そのような定量は、適切な対照試料を含めることによ
って容易に与えられる。
【０２０６】
　好ましくは、内部対照を本発明の方法に含める。好ましい内部対照は、1例または複数
例の健常個体から採取した1つまたは複数の試料である。
【０２０７】
　5B6と結合する化合物は、診断的に用いる場合、インビトロまたはインビボでの結合イ
ベントの容易な検出を可能にするための検出可能な標識などの診断的試薬と連結させるこ
とができる。適した標識には、ビオチン、酵素、化学発光分子、発蛍光団、色素マーカー
、または標的分子の検出および／もしくは位置決定のための他の画像化試薬といった放射
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性同位体または非放射性標識が含まれる。または、化合物と結合する第2の標識抗体また
はアビジン（例えば）を検出のために用いることもできる。
【０２０８】
　酵素イムノアッセイの場合には、酵素を、一般的にはグルタルアルデヒドまたは過ヨウ
素酸によって第2の抗体と結合させる。しかし、容易に理解されると考えられるが、当業
者にとって容易に利用可能な、多種多様にわたる結合（conjugation）手法が存在する。
よく用いられる酵素には、西洋ワサビペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、β-
ガラクトシダーゼおよびアルカリホスファターゼが特に含まれる。特定の酵素とともに用
いることになる基質は、一般に、対応する酵素によって加水分解を受けると検出可能な色
の変化を生じるように選択される。適した酵素の例には、アルカリホスファターゼおよび
ペルオキシダーゼが含まれる。また、上述したような発色基質ではなくて蛍光産物を生じ
る、蛍光発生基質を用いることも可能である。
【０２０９】
　別の例では、フルオレセインおよびローダミンなどの、ただしこれらには限定されない
蛍光化合物を、例えば抗体と、それらの結合能力を変化させることなしに化学的に結合さ
せることができる。特定の波長の光による照射で活性化されると、蛍光色素で標識された
抗体が光エネルギーを吸収して、分子における励起状態を誘導し、光学顕微鏡で視覚的に
検出可能な特徴的な色の光を発する。
【０２１０】
　さらに別の非限定的な例として、5B6と結合する化合物を造影剤と結合させたものを、
組織化学的な組織切片における5B6発現の検出に用いることもできる。化合物は、適した
超磁性（supermagnetic）標識、常磁性標識、高電子密度標識、エコー源性標識、放射性
標識、またはビオチンもしくはアビジンのような非放射性標識と共有的または非共有的に
結合させることができる。
【０２１１】
標識された樹状細胞またはその前駆体の検出および単離
　本明細書で用いる場合、「濃縮すること（enriching）」および「濃縮された（enriche
d）」という用語は、処置された試料中での非樹状細胞またはその前駆体に対する樹状細
胞またはその前駆体の相対濃度が同等な非処置試料よりも大きくなるような樹状細胞また
はその前駆体の単離を範囲に含むように、それらの最も広い意味で用いられる。好ましく
は、濃縮された樹状細胞および／またはその前駆体は、元の試料から得られた試料中の非
樹状細胞またはその前駆体の少なくとも10％、より好ましくは少なくとも20％、より好ま
しくは少なくとも30％、より好ましくは少なくとも40％、より好ましくは少なくとも50％
、より好ましくは少なくとも60％、より好ましくは少なくとも70％、より好ましくは少な
くとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも90％、より好ま
しくは少なくとも95％、さらにより好ましくは少なくとも99％から分離されている。最も
好ましくは、濃縮された細胞集団は、非樹状細胞またはその前駆体を全く含まない（つま
り、純粋である）。「濃縮する（enrich）」という用語および変形物は、本明細書中で、
「単離する（isolate）」という用語およびその変形物と互換的に用いられる。さらに、
本発明の方法を用いて濃縮された細胞の集団が、単一の樹状細胞またはその前駆体のみを
含んでもよい。加えて、本発明の濃縮方法を、単一の樹状細胞またはその前駆体を単離す
るために用いることもできる。
【０２１２】
　樹状細胞またはその前駆体は、細胞選別、特に蛍光活性化細胞選別（FACS）を含む当技
術分野で周知の種々の手法によって、基体（例えば、パニングにおけるようなプラスチッ
ク表面）に結合させた親和性試薬を用いることによって、または、ビーズ（例えば、着色
されたラテックスビーズまたは磁性粒子）の特性に基づいて単離しうる固相粒子に結合さ
せた親和性試薬を用いることによって、試料から濃縮することができる。当然ながら、樹
状細胞および／またはその前駆体を濃縮するために用いられる手順は、細胞がいかにして
標識されているかに依存すると考えられる。
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【０２１３】
　1つの例では、細胞選別装置にとって適切な特徴（例えば、蛍光色素の場合には、選別
装置の光源によって励起されうる色素、および細胞選別装置の検出器によって検出されう
る発光スペクトル）を有する任意の検出可能な物質を用いることができる。フローサイト
メトリーでは、細胞または他の粒子を含む液体流にレーザー光のビームを透過させて投射
し、それらが集束光に当たって信号を生じた時にそれらを検出器によって拾い上げる。続
いて、これらの信号はコンピュータ記憶およびデータ解析のために変換されて、さまざま
な細胞特性に関する情報を提供することができる。適した色素によって標識された細胞は
レーザービームによって励起され、特徴的な波長の光を発する。この発せられた光を検出
器によって拾い上げ、これらのアナログ信号をデジタル信号に変換することで、それらの
記憶、解析および表示が可能になる。
【０２１４】
　蛍光活性化細胞選別装置（FACS）などの多くのより大型のフローサイトメーターも同じ
く「細胞選別装置」であり、細胞を特定の集団からチューブ内または他の収集容器内に選
択的に回収させる能力を有する装置も同様である。1つの特に好ましい態様において、細
胞はFACSを用いて単離される。この手順は当技術分野で周知であり、例えば、Melamed et
 al., Flow Cytometry and Sorting, Wiley-Liss, Inc., (1990)；Shapiro, Practical F
low Cytometry, 4th Edition, Wiley-Liss, Inc., (2003)；およびRobinson et al., Han
dbook of Flow Cytometry Methods, Wiley-Liss, Inc. (1993)に記載されている。
【０２１５】
　細胞を選別するために、装置の電子機器は、レーザービームによって調べられた各細胞
について収集された信号を解釈し、その信号をコンピュータ上に設定された選別基準と比
較する。細胞が必要な基準を満たすならば、電荷が液体流に加えられ、それは細胞を含む
液滴へと正確に分けられる。この電荷は、関心対象の細胞が流れから離脱しようとするま
さにその瞬間に流れに対して加えられ、荷電した液滴が流れから分かれた後は取り除かれ
る。液滴が降下するのに伴って、それらは強く正または負に荷電した2枚の金属プレート
の間を通過する。荷電した液滴は反対の極性を有する金属プレートの方に引き寄せられて
、さらなる検査のために、収集容器内に、または顕微鏡スライド上に回収される。
【０２１６】
　細胞は、例えば、レーザー、例えばアルゴンレーザー（488nm）などを用いて、および
例えばAutocloneユニット（Coulter EPICS Altra, Beckman-Coulter, Miami, Fla., USA
）が装着されたフローサイトメーターにより、単一の細胞として、または複数の細胞とし
て、収集容器内に自動的に回収させることができる。本発明の方法のために有用な適した
FACS機器のその他の例には、MoFlo（商標）High-speed cell sorter（Dako-Cytomation l
td）、FACS Aria（商標）（Becton Dickinson）、FACS Diva（Becton Dickinson）、ALTR
A（商標）Hyper sort（Beckman Coulter）およびCyFlow（商標）sorting system（Partec
 GmbH）が非限定的に含まれる。
【０２１７】
　固相粒子を用いた、試料からの樹状細胞および／またはその前駆体の濃縮には、所望の
特性を備えた任意の粒子を利用することができる。例えば、沈殿が容易になるように、大
きな粒子（例えば、直径が約90～100μmを上回る）を用いてもよい。好ましくは、粒子は
「磁性粒子」（すなわち、磁場を用いて収集することができる粒子）である。標識された
細胞はカラム中に保たれる（磁場によって保持される）が、非標識細胞はそのまま通過し
てもう一方の端から溶出する。磁性粒子は現在、Dynal Biotech（Oslo, Norway）およびM
ilteni Biotech GmbH（Germany）を含む種々の製造元から販売されている。磁性細胞選別
（MACS）の一例は、Al-Mufti et al.（1999）によって提示されている。
【０２１８】
　また、レーザー捕捉マイクロダイセクションを、本発明の方法を用いて、標識された樹
状細胞またはその前駆体をスライド上に選択的に濃縮するために用いることもできる。レ
ーザー捕捉マイクロダイセクションを用いる方法は、当技術分野で公知である（例えば、
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米国特許第20030227611号およびBauer et al, 2002を参照）。
【０２１９】
　濃縮の後には、細胞を直ちに用いること、または樹状細胞および／もしくはその前駆体
の数を増やすために当技術分野で公知の手法を用いてインビトロで培養することができる
。さらに、成熟樹状細胞を生じさせるために樹状細胞前駆体を培養することもできる。
【０２２０】
5B6と結合する化合物の同定
　5B6と結合し、それ故に例えば治療物質との会合用のターゲティング物質（targeting a
gent）として有用な化合物、および／または5B6と結合してその生物活性を直接的に阻害
するか拮抗させる化合物を同定することができる、被験化合物のスクリーニングの方法は
記載されている。
【０２２１】
　5B6活性の阻害物質は、5B6ポリペプチドと結合することができ、その結果として樹状細
胞またはその前駆体におけるその生物活性を阻害することができる薬物を同定する上で有
用なアッセイおよび手法の行使によってスクリーニングされる。そのようなアッセイには
、5B6ポリペプチドを発現させるためのファージディスプレイのための哺乳動物細胞株（
例えば、CHO細胞または293T細胞）の使用、および、見込みのある結合性化合物の結合試
験のためのタンパク質を産生させるために、初代細胞もしくは親細胞株またはトランスフ
ェクトされた哺乳動物細胞または大腸菌もしくは他の微生物を用いることが含まれる。
【０２２２】
　その他の従来の薬物スクリーニング手法は、本発明のタンパク質、抗体またはポリヌク
レオチド配列を用いて行われる。一例として、本発明の5B6ポリペプチドと特異的に結合
する化合物を同定するための1つの方法は、被験化合物と5B6との結合が可能になるように
、5B6を発現する選択された細胞を被験化合物と接触させる段階、および、5B6と結合する
被験化合物がもしあればその量を決定する段階を単に含む。そのような方法は、被験化合
物と固体支持体上に固定化された5B6ポリペプチドとのインキュベーションを伴う。典型
的には、固定化された化合物を含む表面を、タンパク質を含む溶液と接触するようにさせ
、適切な任意の適切な検出システムを用いて結合を測定する。適した検出システムは当技
術分野で公知であり、そのいくつかは本明細書に記載されている。
【０２２３】
　5B6と結合する抗体またはその断片を作製するための方法は上述している。
【０２２４】
　コンピュータモデリングおよび検索の技術は、本発明のポリペプチドと結合しうる化合
物の同定を可能にする。5B6またはその活性部位の三次元幾何構造を決定することができ
る。これは、完全な分子構造を決定することができる、X線結晶学を含む公知の方法によ
って行うことができる。
【０２２５】
　コンピュータ利用による数値モデリングの方法は、構造（例えば、不完全な、または正
確さが十分でない構造が決定される態様において）を完成させるため、またはその精度を
向上させるために用いることができる。タンパク質もしくは核酸などの特定の生体高分子
に対して特異的なパラメーター化モデル、分子の動きの計算に基づく分子動態モデル、熱
アンサンブルに基づく統計力学モデル、または複合モデルを非限定的に含む、当技術分野
で認知されている任意の方法を用いることができる。
【０２２６】
　5B6の三次元構造は、GRAM、DOCKまたはAUTODOCK（Dunbrack et al, 1997）などのドッ
キングプログラムを用いたコンピュータモデリングの使用を通じて、アンタゴニストまた
はアゴニストを同定するために用いることができる。また、コンピュータプログラムを、
候補化合物とポリペプチドとの引力、斥力および立体障害を予測するために用いることも
できる。一般に、適合が強固である（例えば、立体障害がより少ない、および／または引
力がより大きい）ほど、これらの特性はより強固な結合定数に一致することから、見込み



(46) JP 2010-536388 A 2010.12.2

10

20

30

40

50

のあるアゴニストまたはアンタゴニストはより効力が大きいと考えられる。さらに、見込
みのあるアゴニストまたはアンタゴニストの設計における特異性がより高いほど、それが
他のタンパク質と干渉する可能性はより低いと考えられる。
【０２２７】
　最初に、見込みのある化合物を、例えば、組換えバクテリオファージによって作製され
るランダムペプチドライブラリーまたは化学ライブラリーのスクリーニングなどによる本
発明の方法を用いて入手することが可能と考えられる。続いて、このようにして選択され
た化合物を、1つまたは複数の有望な見込みのある化合物が同定されるまで、コンピュー
タモデリングプログラムによって系統的に修飾する。
【０２２８】
　そのようなコンピュータモデリングは、作り出しうると考えられる無数の本質的にラン
ダムな化学修飾とは反対に、有限数の合理的化学修飾の選択を可能にし、その中の任意の
ものが有用なアゴニストまたはアンタゴニストを導きうる可能性があると考えられる。そ
れぞれの化学修飾は、追加の化学的段階を必要とし、それは有限数の化合物の合成につい
ては妥当であるが、見込みのあるすべての修飾物を合成する必要があるならば直ちに手に
負えなくなる。このため、三次元構造モデリングおよびコンピュータモデリングの使用に
より、これらの多数の化合物をコンピュータのモニタスクリーン上で迅速にスクリーニン
グすることができ、無数の化合物を労力をかけて合成することなしに、可能性のある少数
の候補化合物を決定することができる。
【０２２９】
　ほとんどの型のモデルについては、構成原子および原子団の間の力を表す標準的な分子
力場が必要であり、物理化学で公知な力場から選択することができる。当技術分野で公知
であり、そのような方法に用いることができる例示的な力場には、定原子価（Constant V
alence）力場（CVFF）、AMBER力場およびCHARM力場が非限定的に含まれる。不完全な、ま
たはより正確でない試行的構造は、これらのモデリング方法によって計算される完全でよ
り正確な構造に対する拘束条件として役立てることができる。
【０２３０】
　分子モデリングシステムのさらなる例には、CHARMmプログラムおよびQUANTAプログラム
（Polygen Corporation, Waltham, MA）がある。CHARMmはエネルギー最小化および分子動
態学の機能を実行する。QUANTAは分子構造の構築、グラフィックモデリングおよび解析を
実行する。QUANTAは分子相互の挙動の対話型構築、修飾、可視化および解析を可能にする
。
【０２３１】
微生物の寄託の詳細
　ハイブリドーマ20/05-3A4-26-16-クローン5およびハイブリドーマ23/05-4C6-29-3-クロ
ーンは、ヒトC型レクチンクローン5B6に対するモノクローナルAbを分泌するハイブリドー
マである。
【０２３２】
　ハイブリドーマ24/04-10B4-24-8-FACS 9-5およびハイブリドーマ42/04-42D2-66-4-1-ク
ローン4は、マウスC型レクチンクローン5B6に対するモノクローナルAbを分泌するハイブ
リドーマである。ハイブリドーマ24//04-10B4-24-8-FACS 9-5も、ヒトC型レクチン（lect
ion）クローン5B6に対するモノクローナル抗体を分泌する。
【０２３３】
　抗体24/04-10B4、42/04-42D2、20/05-3A4および23/05-4C6は、2007年12月11日にEurope
an Collection of Cell Cultures（ECACC）にそれぞれ寄託参照番号07121101、07121102
、07121103および07121104の下で24/04-10B4-24-8、42/04-42D2-66-4-1、20/05-3A4-26-1
6、23/05-4C6-29-3として寄託されているハイブリドーマ細胞株によって産生される。
【０２３４】
　上記のハイブリドーマの抗体分泌性のより高いサブクローン（24/04-10B4-24-8-FACS 9
-5、42/04-42D266-4-1-クローン4、20/05-3A4-26-16-クローン5、23/05-4C6-29-3-クロー
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ン5）は、2008年4月29日にECACCに寄託されており、以下の番号が指定されている。
　・ハイブリドーマ24/04-10B4-24-8-FACS 9-5‐アクセッション番号08042901、
　・ハイブリドーマ42/04-42D2-66-4-1クローン4‐アクセッション番号08041902、
　・ハイブリドーマ20/O5-3A4-26-16-クローン5‐アクセッション番号08042903、および
　・ハイブリドーマ23/05-4C6-29-3-クローン5‐アクセッション番号08042904。
【０２３５】
　これらの寄託は、特許手続きのための微生物の寄託の国際的承認に関するブダペスト条
約およびその下での規約の条項に基づいて行われた。これは、寄託日から30年間にわたり
、生存可能な培養物が維持されることを保証するものである。生物はブダペスト条約の規
定に従い、ECACCによって提供されるものとする。
【０２３６】
　本出願の譲受人は、寄託された培養物が、適した条件下で育成されていた場合に死滅ま
たは損失または破壊を受けた場合には、通知後直ちに、それを同じ培養物の生存可能な標
本と取り替えることに同意している。寄託された系統の入手可能性は、特許法に従ってあ
らゆる政府の権限下で認められた権利に違反して、本発明を実施することの認可であると
みなされるべきではない。
【０２３７】
ポリペプチド
　「実質的に精製された」または「精製された」により、本発明者らは、その天然の状態
にあるポリペプチドに付随する、1つまたは複数の脂質、核酸、他のポリペプチドまたは
他の混入性分子から分離されたポリペプチドを意味する。好ましくは、実質的に精製され
たポリペプチドは、それに天然で付随する他の成分の少なくとも60％を含まず、より好ま
しくは少なくとも75％を含まず、より好ましくは少なくとも90％を含まない。
【０２３８】
　ポリペプチドの文脈における「組換え」という用語は、細胞によって、または無細胞発
現系において、その天然の状態と比較して変化した量または変化した速度で産生されるポ
リペプチドのことを指す。1つの態様において、細胞は、そのポリペプチドを天然では産
生しない細胞である。しかし、細胞が、変化したまたは好ましくは増加した量のポリペプ
チドを産生させる原因となる非内因性遺伝子を含む細胞であってもよい。本発明の組換え
ポリペプチドには、それが産生されるトランスジェニック（組換え）細胞または無細胞発
現系の他の成分から分離されていないポリペプチド、および、その後に少なくとも一部の
他の成分から精製される、そのような細胞または無細胞系で産生されたポリペプチドが含
まれる。
【０２３９】
　「ポリペプチド」および「タンパク質」という用語は一般に互換的に用いられ、単一の
ポリペプチド鎖のことを指すが、それは非アミノ酸基の付加によって修飾されてもよく、
修飾されていなくてもよい。そのようなポリペプチド鎖は、他のポリペプチドもしくはタ
ンパク質、または補因子などの他の分子と会合してもよい。「タンパク質」および「ポリ
ペプチド」という用語は、本明細書で用いる場合、本明細書に記載したポリペプチドの変
異体、突然変異体、生物活性断片、修飾物、類似体および／または誘導体も含む。
【０２４０】
　ポリペプチドの一致率（％identity）は、GAP（Needleman and Wunsch, 1970）分析（G
CGプログラム）によって、ギャップクリエーションペナルティ（gap creation penalty）
＝5およびギャップ伸長ペナルティ＝0.3を用いて決定される。クエリー配列は少なくとも
25アミノ酸長であり、GAP分析は2つの配列を少なくとも25アミノ酸の領域にわたって整列
化する。より好ましくは、クエリー配列は少なくとも50アミノ酸長であり、GAP分析は2つ
の配列を少なくとも50アミノ酸の領域にわたって整列化する。より好ましくは、クエリー
配列は少なくとも100アミノ酸長であり、GAP分析は2つの配列を少なくとも100アミノ酸の
領域にわたって整列化する。さらにより好ましくは、クエリー配列は少なくとも200アミ
ノ酸長であり、GAP分析は2つの配列を少なくとも200アミノ酸の領域にわたって整列化す
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る。さらにより好ましくは、GAP分析は2つの配列をその全長にわたって整列化する。
【０２４１】
　本明細書で用いる場合、「生物活性断片」とは、完全長ポリペプチドの規定された活性
を維持している、本明細書に記載したようなポリペプチドの一部分である。生物活性断片
は、それらが規定された活性を維持している限り、任意のサイズであってよい。好ましく
は、生物活性断片は、少なくとも100アミノ酸長である。1つの好ましい態様において、生
物活性断片は、樹状細胞などの細胞によって発現される完全長5B6タンパク質と結合する
ことができる。1つの特に好ましい態様において、生物活性断片は、樹状細胞などの細胞
によって発現される完全長5B6タンパク質と結合することができる可溶性断片である。そ
のような可溶性生物活性断片の例には、5B6のCTLD領域を含むものの、SEQ ID NO：1～8の
いずれか1つの少なくとも約40個、少なくとも約50個または少なくとも約55個または少な
くとも約100個のN末端残基を欠くものが含まれる。加えて、本発明のポリペプチドの可溶
性生物活性断片の例は、SEQ ID NO：58～61にも提示されている。さらに、本発明のポリ
ペプチドの可溶性生物活性断片を含む融合タンパク質の例は、図11A（SEQ ID NO：38～41
）にも提示されている。
【０２４２】
　本明細書で用いる場合、「抗原性断片」とは、完全長の天然のポリペプチドと結合する
と考えられる抗体の産生を誘導するために、動物、例えばマウス、ウサギまたはヒトに対
して投与することができる、本明細書に記載したようなポリペプチドのタンパク質のこと
である。
【０２４３】
　本明細書で用いる場合、「抗原結合断片」とは、完全長分子と同じ抗原と結合すること
ができる、本明細書で定義した抗体の一部分のことを指す。
【０２４４】
　定義したポリペプチドに関して、以上に提示したものを上回る数値を示す一致率が、好
ましい態様の範囲に含まれることは理解されると考えられる。したがって、適用可能な場
合には、最小限の一致率の数値に照らし合わせて、ポリペプチドは、関連する指定したSE
Q ID NOに対して少なくとも50％、より好ましくは少なくとも55％、より好ましくは少な
くとも60％、より好ましくは少なくとも65％、より好ましくは少なくとも70％、より好ま
しくは少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましくは少なくとも85％
、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも91％、より好ましくは少な
くとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より好ましくは少なくとも94％、より好ま
しくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、より好ましくは少なくとも97％
、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なくとも99％、より好ましくは少な
くとも99.1％、より好ましくは少なくとも99.2％、より好ましくは少なくとも99.3％、よ
り好ましくは少なくとも99.4％、より好ましくは少なくとも99.5％、より好ましくは少な
くとも99.6％、より好ましくは少なくとも99.7％、より好ましくは少なくとも99.8％、さ
らにより好ましくは少なくとも99.9％同一なアミノ酸配列を含むことが好ましい。
【０２４５】
　本発明のポリペプチドには、5B6ならびにその断片および変異体のほかに、5B6と結合す
るポリペプチド、例えば抗体、天然型または組換え型のリガンド／結合パートナーなども
含まれ、それらは検出可能な標識、または抗原もしくはタンパク質毒素といった他のポリ
ペプチドと結合／融合されていてもいなくてもよい。
【０２４６】
　本明細書に記載したポリペプチドのアミノ酸配列突然変異体は、本明細書で定義した核
酸に適切なヌクレオチド変化を導入することによって、または所望のポリペプチドのイン
ビトロ合成によって調製することができる。そのような突然変異体は、アミノ酸配列内部
の残基の欠失、挿入または置換を含む。最終的なタンパク質産物が所望の特徴を有するこ
とを条件として、最終構築物に達するために欠失、挿入および置換の組み合わせを実施す
ることができる。
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【０２４７】
　突然変異体（改変）ポリペプチドは、当技術分野で公知の任意の手法を用いて調製する
ことができる。例えば、本明細書に記載したポリヌクレオチドを、インビトロ突然変異誘
発にかけることができる。そのようなインビトロ突然変異誘発法は、ポリヌクレオチドを
適したベクター中にサブクローニングする段階、ベクターを大腸菌XL-1 red（Stratagene
）などの「突然変異誘発物（mutator）」系統に形質転換導入する段階、および形質転換
された細菌を適した世代数だけ増殖させる段階を含みうる。別の例では、本発明のポリヌ
クレオチドを、Harayama（1998）によって広く記載されているDNAシャフリング法にかけ
る。突然変異した／改変されたDNAに由来する産物を、それらが所望の表現型を付与しう
るか否かを判定するために、本明細書に記載した手法を用いて直ちにスクリーニングする
ことができる。
【０２４８】
　アミノ酸配列突然変異体の設計において、突然変異部位の位置および突然変異の性質は
、改変しようとする特徴に依存すると考えられる。突然変異のための部位は、例えば（1
）まず保存的アミノ酸選択範囲での置換、続いて達成された結果に応じたより根本的な選
択部での置換、（2）標的残基の欠失、または（3）位置特定された部位に隣接させての他
の残基の挿入によって、個別的にまたは連続して改変することができる。
【０２４９】
　アミノ酸配列の欠失は一般に、約1～15残基、より好ましくは約1～10残基、典型的に約
1～5個の連続した残基の範囲にわたる。
【０２５０】
　置換突然変異体は、ポリペプチド分子中に、除去された少なくとも1つのアミノ酸残基
、およびその場所に挿入された異なる残基を有する。置換突然変異誘発に関して最大の関
心対象となる部位には、機能に関して重要であると同定された部位が含まれる。関心対象
の他の部位には、さまざまな系統もしくは種から得られる特定の残基が同一であるもの（
例えば、図1参照）、および／または関連タンパク質から得られる特定の残基が同一であ
るもの（例えば、図2参照）が含まれる。これらの位置は生物活性にとって重要な可能性
がある。これらの部位、特に少なくとも3つの他の同一に保存された部位のある配列中に
含まれるものを、好ましくは、比較的保存的な様式で置換する。そのような保存的置換は
表1に示されている。
【０２５１】
　（表１）例示的な置換
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【０２５２】
　1つの好ましい態様において、突然変異体／変異体ポリペプチドは、天然に存在するポ
リペプチドと比較して、1つまたは2つまたは3つまたは4つの保存的アミノ酸変化を有する
。保存的アミノ酸変化の詳細は表1に提示されている。1つの好ましい態様において、変化
は、本明細書とともに提示された異なるポリペプチド間で高度に保存されているモチーフ
の1つまたは複数におけるものではない。当業者には周知であると考えられるが、そのよ
うなわずかな変化は、組換え細胞内で発現された場合にポリペプチドの活性を変化させな
いと合理的に予想することができる。
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【０２５３】
　さらに、必要であれば、非天然アミノ酸または化学的アミノ酸類似体を、本明細書に記
載したポリペプチドに置換または付加として導入することもできる。そのようなアミノ酸
には、一般的アミノ酸のD-異性体、2,4-ジアミノ酪酸、α-アミノイソ酪酸、4-アミノ酪
酸、2-アミノ酪酸、6-アミノヘキサン酸、2-アミノイソ酪酸、3-アミノプロピオン酸、オ
ルニチン、ノルロイシン、ノルバリン、ヒドロキシプロリン、サルコシン、シトルリン、
ホモシトルリン、システイン酸、t-ブチルグリシン、t-ブチルアラニン、フェニルグリシ
ン、シクロヘキシルアラニン、β-アラニン、フルオロ-アミノ酸、遺伝子工学により改造
された（designer）アミノ酸、例えばβ-メチルアミノ酸、Cα-メチルアミノ酸、Nα-メ
チルアミノ酸およびアミノ酸類似体全般などが非限定的に含まれる。
【０２５４】
　同じく本発明の範囲に含まれるものには、合成中または合成後に、例えば、ビオチン化
、ベンジル化、グリコシル化、アセチル化、リン酸化、アミド化、公知の保護／遮断基に
よる誘導体化、タンパク質加水分解切断、抗体分子または他の細胞リガンドとの連結など
によって、異なるように修飾された本発明のポリペプチドがある。これらの修飾は、ポリ
ペプチドの安定性および／または生物活性を高めるために役立つ可能性がある。
【０２５５】
　本明細書に記載したポリペプチドは、天然ポリペプチドの産生および回収、組換えポリ
ペプチドの産生および回収、ならびにポリペプチドの化学合成を含む、種々のやり方で産
生することができる。1つの態様において、単離された本発明のポリペプチドは、ポリペ
プチドを産生させるのに有効な条件下でポリペプチドを発現しうる細胞を培養して、ポリ
ペプチドを回収することによって産生される。培養のために好ましい細胞は、本発明の組
換え細胞である。有効な培養条件には、ポリペプチド産生を可能にする有効な培地、バイ
オリアクター、温度、pHおよび酸素の条件が非限定的に含まれる。有効な培地とは、細胞
が培養されて本発明のポリペプチドを産生するような任意の培地のことを指す。そのよう
な培地は、典型的には、同化しうる炭素、窒素およびリンの供給源、ならびに適切な塩、
ミネラル、金属および他の栄養分、例えばビタミンなどを有する水性培地を含む。本発明
の細胞は、従来の発酵バイオリアクター、組織培養フラスコ、振盪フラスコ、試験管、マ
イクロタイターディッシュおよびペトリ皿などの中で培養することができる。培養は、組
換え細胞にとって適切な温度、pHおよび酸素含量で行うことができる。そのような培養条
件は当業者の専門技術の範囲内にある。
【０２５６】
ポリヌクレオチド
　一本鎖または二本鎖で、センスまたはアンチセンスの向きまたは両方の組み合わせにあ
り、dsRNAまたは他の様式にある、DNA、RNAまたはこれらの組み合わせを含む「単離され
たポリヌクレオチド」により、本発明者らは、その天然の状態でそれに付随または連結し
ているポリヌクレオチド配列から少なくとも部分的に分離されているポリヌクレオチドを
意味する。好ましくは、単離されたポリヌクレオチドは、それらに天然で付随する他の成
分の少なくとも60％を含まず、好ましくは少なくとも75％を含まず、最も好ましくは少な
くとも90％を含まない。さらに、「ポリヌクレオチド」という用語は、本明細書において
、「核酸」という用語と互換的に用いられる。
【０２５７】
　ポリヌクレオチドの文脈における「外因性」という用語は、細胞または無細胞発現系に
おいて、その天然の状態と比較して変化した量で存在するポリヌクレオチドのことを指す
。1つの態様において、細胞は、そのポリヌクレオチドを天然では含まない細胞である。
しかし、細胞が、コードされたポリペプチドの、変化した、または好ましくは増加した量
の産生をもたらす非内因性ポリヌクレオチドを含む細胞であってもよい。本発明の外因性
ポリヌクレオチドには、それが存在するトランスジェニック（組換え）細胞または無細胞
発現系の他の成分から分離されていないポリヌクレオチド、および、その後に少なくとも
一部の他の成分から精製される、そのような細胞または無細胞系で産生されたポリヌクレ
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オチドが含まれる。
【０２５８】
　ポリヌクレオチドの一致率は、GAP（Needleman and Wunsch, 1970）分析（GCGプログラ
ム）により、ギャップクリエーションペナルティ＝5およびギャップ伸長ペナルティ＝0.3
を用いて決定される。別に指定する場合を除き、クエリー配列は少なくとも45ヌクレオチ
ド長であり、GAP分析は2つの配列を少なくとも45ヌクレオチドの領域にわたって整列化す
る。好ましくは、クエリー配列は少なくとも150ヌクレオチド長であり、GAP分析は2つの
配列を少なくとも150ヌクレオチドの領域にわたって整列化する。より好ましくは、クエ
リー配列は少なくとも250ヌクレオチド長であり、GAP分析は2つの配列を少なくとも250ヌ
クレオチド長の領域にわたって整列化する。さらにより好ましくは、GAP分析は2つの配列
をその全長にわたって整列化する。
【０２５９】
　定義したポリヌクレオチドに関して、以上に提示したものを上回る数値を示す一致率が
、好ましい態様の範囲に含まれることは理解されると考えられる。したがって、適用可能
な場合には、最小限の一致率の数値に照らし合わせて、本発明のポリヌクレオチドは、関
連する指定したSEQ ID NOに対して少なくとも50％、より好ましくは少なくとも55％、よ
り好ましくは少なくとも60％、より好ましくは少なくとも65％、より好ましくは少なくと
も70％、より好ましくは少なくとも75％、より好ましくは少なくとも80％、より好ましく
は少なくとも85％、より好ましくは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも91％、よ
り好ましくは少なくとも92％、より好ましくは少なくとも93％、より好ましくは少なくと
も94％、より好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも96％、より好ましく
は少なくとも97％、より好ましくは少なくとも98％、より好ましくは少なくとも99％、よ
り好ましくは少なくとも99.1％、より好ましくは少なくとも99.2％、より好ましくは少な
くとも99.3％、より好ましくは少なくとも99.4％、より好ましくは少なくとも99.5％、よ
り好ましくは少なくとも99.6％、より好ましくは少なくとも99.7％、より好ましくは少な
くとも99.8％、さらにより好ましくは少なくとも99.9％同一な配列を含むことが好ましい
。
【０２６０】
　本明細書で用いる場合、「ハイブリダイズする」という用語は、2つの一本鎖核酸分子
が、少なくとも部分的に二本鎖である核酸を水素結合を通じて形成しうることを指す。
【０２６１】
　本明細書で用いる場合、「ストリンジェントな条件」という語句は、ポリヌクレオチド
、プローブ、プライマーおよび／またはオリゴヌクレオチドが、その標的配列にハイブリ
ダイズするが、他の配列にはハイブリダイズしないと考えられる条件のことを指す。スト
リンジェントな条件は配列依存的であり、環境が異なれば異なると考えられる。長い配列
は短い配列よりも高い温度で特異的にハイブリダイズすると考えられる。一般に、ストリ
ンジェントな条件は、規定のイオン強度およびpHでの特定の配列の熱融点（Tm）よりも約
5℃低くなるように選択する。Tmは、標的に対して相補的なプローブの50％が平衡状態で
標的配列にハイブリダイズする温度（規定のイオン強度、pHおよび核酸濃度の下で）であ
る。標的配列は一般に過剰に存在するため、Tmでは平衡状態でプローブの50％が占有され
る。典型的には、ストリンジェントな条件は、塩濃度がナトリウムイオン濃度で約1.0M未
満、典型的にはナトリウムイオン（または他の塩の）濃度で約0.01～1.0M、pH7.0～8.3で
あり、温度は短いプローブ、プライマーまたはオリゴヌクレオチド（例えば、10～50ヌク
レオチド）に関しては少なくとも約30℃であり、より長いプローブ、プライマーまたはオ
リゴヌクレオチドに関しては少なくとも約60℃であると考えられる。ストリンジェントな
条件を、ホルムアミドなどの脱安定剤の添加によって達成することもできる。
【０２６２】
　ストリンジェントな条件は当業者に公知であり、Ausubel et al.（前記）、6.3.1-6.3.
6、ならびに本明細書に記載した実施例に記載がある。好ましくは、条件は、互いに少な
くとも約65％、70％、75％、85％、90％、95％、98％または99％相同な配列が、典型的に
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は互いにハイブリダイズしたままに保たれるようなものである。ストリンジェントなハイ
ブリダイゼーション条件の非限定的な一例は、6×SSC、50mM Tris-HCl（PH 7.5）、1mM E
DTA、0.02％ PVP、0.02％ Ficoll、0.02％ BSAおよび500mg／mlの変性サケ精子DNAを含む
高塩濃度緩衝液中、65℃でのハイブリダイゼーションに続く、0.2×SSC、0.01％ BSA中、
50℃での1回または複数回の洗浄である。もう1つの態様においては、中等度ストリンジェ
ンシーの条件下で、SEQ ID NO：9～16のヌクレオチド配列を含む核酸分子の1つまたは複
数にハイブリダイズしうる核酸配列が提供される。中等度ストリンジェンシーのハイブリ
ダイゼーション条件の非限定的な一例は、6×SSC、5×デンハルト溶液、0.5％ SDSおよび
100mg／mlの変性サケ精子DNA中、55℃でのハイブリダイゼーションに続く、1×SSC、0.1
％ SDS中、37℃での1回または複数回の洗浄である。用いうる中等度ストリンジェンシー
の他の条件は当技術分野で周知であり、例えば、Ausubel et al.（前記）およびKriegler
, Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, (1990)を参
照されたい。さらにもう1つの態様においては、SEQ ID NO：9～16のヌクレオチド配列の
いずれか1つまたは複数を含む核酸分子にハイブリダイズしうる核酸が提供される。低ス
トリンジェンシーのハイブリダイゼーション条件の非限定的な一例は、35％ホルムアミド
、5×SSC、50mM Tris-HCl（pH 7.5）、5mM EDTA、0.02％ PVP、0.02％ Ficoll、0.2％ BS
A、100mg／mlの変性サケ精子DNA、10％（wt／vol）デキストラン硫酸中、40℃でのハイブ
リダイゼーションに続く、2×SSC、25mM Tris-HCl（pH 7.4）、5mM EDTAおよび0.1％ SDS
中、50℃での1回または複数回の洗浄である。用いうる低ストリンジェンシーの他の条件
は当技術分野で周知であり、例えば、Ausubel et al.（前記）およびKriegler（前記）を
参照されたい。
【０２６３】
　本発明のポリヌクレオチドは、天然に存在する分子と比較して、ヌクレオチド残基の欠
失、挿入または置換である1つまたは複数の突然変異を有してもよい。突然変異体は天然
に存在する（すなわち、天然供給源から単離された）ものでもよく、または合成性でもよ
い（例えば、核酸に対する部位指定突然変異誘発による）。
【０２６４】
　通常は、ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドのモノマーをホスホジエステル結
合またはその類似体によって連結して、サイズが比較的短いモノマー単位、例えば12～18
個から数百個のモノマー単位までの範囲にわたるオリゴヌクレオチドを形成させる。ホス
ホジエステル結合の類似体には以下が含まれる：ホスホロチオエート、ホスホロジチオエ
ート、ホスホロセレノエート、ホスホロジセレノエート、ホスホロアニロチオエート、ホ
スホルアニリデートおよびホスホルアミデート。
【０２６５】
アンチセンスポリヌクレオチド
　「アンチセンスポリヌクレオチド」という用語は、本発明のポリペプチドをコードする
特定のmRNA分子の少なくとも一部分に対して相補的であり、mRNA翻訳などの転写後イベン
トに干渉することができる、DNAまたはRNAまたはそれらの組み合わせの分子を意味すると
解釈されるものとする。アンチセンス方法の使用は当技術分野で周知である（例えば、G.
 Hartmann and S. Endres, Manual of Antisense Methodology, Kluwer (1999)を参照）
。植物におけるアンチセンス手法の使用は、Bourque, 1995およびSenior, 1998によって
総説されている。Bourque, 1995は、アンチセンス配列が遺伝子不活性化の方法としてど
のように利用されてきたかという例を数多く挙げている。また、任意の酵素活性の100％
阻害を達成することは必ずしも必要でなく、部分的阻害でも系における測定可能な変化を
もたらす可能性がかなり高いという記述も参照されたい。Senior（1998）は、現在ではア
ンチセンス方法が遺伝子発現を操作するための極めて十分に確立された手法であると述べ
ている。
【０２６６】
　本発明のアンチセンスポリヌクレオチドは、標的ポリヌクレオチドに生理的条件下でハ
イブリダイズすると考えられる。本明細書で用いる場合、「生理的条件下でハイブリダイ
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ズするアンチセンスポリヌクレオチド」という用語は、ポリヌクレオチド（完全または部
分的に一本鎖である）が、細胞内、好ましくはヒト細胞内で通常の条件下で、SEQ ID NO
：1～8のいずれか1つに提示されたものなどのタンパク質をコードするmRNAと二本鎖ポリ
ヌクレオチドを形成することが少なくとも可能であることを意味する。
【０２６７】
　アンチセンス分子は、構造遺伝子に対応する配列、または遺伝子発現もしくはスプライ
シングイベントに対する制御をもたらす配列を含むことができる。例えば、アンチセンス
配列は、本発明の遺伝子のターゲティングされたコード領域、または5'-非翻訳領域（UTR
）もしくは3'-UTR、またはこれらの組み合わせに対応してもよい。それは一部には、転写
中または転写後にスプライシングで除去されると思われるイントロン配列に対して相補的
であってもよいが、好ましくは標的遺伝子のエクソン配列のみに対して相補的である。UT
Rの多様性が一般に大きいことに鑑みれば、これらの領域を標的とすることで遺伝子阻害
のより大きな特異性が得られる。
【０２６８】
　アンチセンス配列の長さは、少なくとも19個の連続したヌクレオチド、好ましくは少な
くとも50ヌクレオチド、より好ましくは少なくとも100、200、500または1000ヌクレオチ
ドであるべきである。遺伝子転写物の全体に対して相補的な完全長配列を用いることもで
きる。その長さは最も好ましくは100～2000ヌクレオチドである。ターゲティングされる
転写物に対するアンチセンス配列の同一性の度合いは、少なくとも90％、より好ましくは
95～100％であるべきである。アンチセンスRNA分子は当然ながら、分子を安定化するため
に機能しうる無関係な配列を含んでもよい。
【０２６９】
触媒性ポリヌクレオチド
　触媒性ポリヌクレオチド／核酸という用語は、異なる基質を特異的に認識してこの基質
の化学修飾を触媒する、DNA分子もしくはDNA含有分子（当技術分野では「デオキシリボザ
イム」としても知られる）またはRNA分子もしくはRNA含有分子（「リボザイム」としても
知られる）のことを指す。触媒性核酸中の核酸塩基は、塩基A、C、G、T（およびRNAの場
合はU）でありうる。
【０２７０】
　典型的には、触媒性核酸は、標的核酸の特異的認識のためのアンチセンス配列、および
核酸を切断する酵素活性（本明細書では「触媒ドメイン」とも称する）を含む。本発明に
おいて特に有用なリボザイムの型は、ハンマーヘッド型リボザイム（Haseloff and Gerla
ch, 1988；Perriman et al., 1992）およびヘアピン型リボザイム（Shippy et al., 1999
）である。
【０２７１】
　本発明のリボザイムおよびリボザイムをコードするDNAは、当技術分野で周知の方法を
用いて化学合成することができる。また、リボザイムを、RNAポリメラーゼプロモーター
、例えばT7 RNAポリメラーゼまたはSP6 RNAポリメラーゼのプロモーターと機能的に連結
されたDNA分子（転写されるとRNA分子を生じる）から調製することもできる。したがって
、同じく本発明によって提供されるものには、本発明の触媒性ポリヌクレオチドをコード
する核酸分子、すなわちDNAまたはcDNAがある。ベクターが、DNA分子と機能的に連結され
たRNAポリメラーゼプロモーターも含む場合には、RNAポリメラーゼおよびヌクレオチドと
のインキュベーションによってリボザイムをインビトロで生成させることができる。1つ
の別の態様では、DNAを発現カセットまたは転写カセット中に挿入することができる。合
成後に、RNA分子を、リボザイムを安定化してそれをRNアーゼに対して抵抗性にする能力
を有するDNA分子との連結によって修飾することができる。
【０２７２】
　本明細書に記載したアンチセンスポリヌクレオチドの場合と同じく、本発明の触媒性ポ
リヌクレオチドも、「生理的条件」下、すなわち細胞内部の条件（特にヒト細胞などの動
物細胞内部の条件）下で、標的核酸分子（例えば、SEQ ID NO：1～8に提示されたいずれ
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かのポリペプチドをコードするmRNA）とハイブリダイズしうるべきである。
【０２７３】
RNA干渉
　RNA干渉（RNAi）は、特定のタンパク質の産生を特異的に阻害するために特に有用であ
る。理論に制約されることは望まないが、Waterhouse et al.（1998）は、dsRNA（二重鎖
RNA）を用いてタンパク質産生を低下させることができる機序に関するモデルを提示して
いる。この技術は、関心対象の遺伝子のmRNAまたはその一部、この場合には本発明による
ポリペプチドをコードするmRNAと本質的に同一な配列を含むdsRNA分子の存在に依拠して
いる。簡便には、dsRNAは、センス配列およびアンチセンス配列が、センス配列およびア
ンチセンス配列をハイブリダイズさせてループ構造を形成する無関係な配列を有するdsRN
A分子を形成させることを可能にする無関係な配列に隣接している、組換えベクターまた
は宿主細胞内で単一のプロモーターから産生させることができる。本発明に適したdsRNA
分子の設計および作製は、特にWaterhouse et al.（1998）、Smith et al.（2000）、WO 
99/32619、WO 99/53050、WO 99/49029およびWO 01/34815を考慮すれば、十分に当業者の
能力の範囲内にある。
【０２７４】
　1つの例では、不活性化しようとする標的遺伝子に対する相同性を有する、少なくとも
部分的に二本鎖であるRNA産物の合成を導くDNAを導入する。このため、このDNAは、RNAへ
と転写された場合にハイブリダイズして二本鎖RNA領域を形成することができる、センス
配列およびアンチセンス配列の両方を含む。1つの好ましい態様において、センス配列お
よびアンチセンス配列は、RNAへと転写された場合にスプライシングで除去されるイント
ロンを含む、スペーサー領域によって隔てられる。この配置は、より高い効率での遺伝子
サイレンシングをもたらすことが示されている。二本鎖領域は、1つのDNA領域または2つ
のそれから転写される、1つまたは2つのRNA分子を含みうる。二本鎖分子の存在は、二本
鎖RNA、さらには標的植物遺伝子からの相同的RNA転写物の両方を破壊して、標的遺伝子の
活性を有効に低下または消失させることができる、内因性植物系からの応答を誘発すると
考えられている。
【０２７５】
　ハイブリダイズするセンス配列およびアンチセンス配列の長さは、それぞれ少なくとも
19個の連続したヌクレオチド、好ましくは少なくとも30または5Oヌクレオチド、より好ま
しくは少なくとも100、200、500または1000ヌクレオチドであるべきである。遺伝子転写
物の全体に対応する完全長配列を用いることもできる。その長さは最も好ましくは100～2
000ヌクレオチドである。ターゲティングされる転写物に対するセンス配列およびアンチ
センス配列の同一性の度合いは、少なくとも85％、好ましくは90％、より好ましくは95～
100％であるべきである。アンチセンスRNA分子は当然ながら、分子を安定化するために機
能しうる無関係な配列を含んでもよい。RNA分子は、RNAポリメラーゼIIプロモーターまた
はRNAポリメラーゼIIIプロモーターの制御下で発現させることができる。後者の例には、
tRNAプロモーターまたはsnRNAプロモーターが含まれる。
【０２７６】
　好ましい短鎖干渉性RNA（「siRNA」）分子は、標的mRNAの約19～21個の連続したヌクレ
オチドと同一なヌクレオチド配列を含む。好ましくは、標的mRNA配列は、ジヌクレオチド
AAで始まり、GC含量は約30～70％（好ましくは、30～60％、より好ましくは40～15％、よ
り好ましくは約45％～55％）であり、それを導入しようとする動物（好ましくはヒト）の
ゲノム中の標的以外のいかなるヌクレオチド配列に対しても、例えば、標準的なBLAST検
索による判定で、高い一致率を有しない。
【０２７７】
マイクロRNA
　マイクロRNA調節は、従来のRNAi／PTGSから逸脱して、遺伝子調節に向けて進化した、R
NAサイレンシング経路の明らかに特殊化した分枝路である。マイクロRNAは、特徴的な逆
向き反復配列として構成された遺伝子様エレメント中にコードされる特定クラスの低分子



(56) JP 2010-536388 A 2010.12.2

10

20

30

40

50

RNAである。転写されると、マイクロRNA遺伝子はステムループを形成した前駆体RNAを生
じ、その後にそれからマイクロRNAがプロセシングされる。マイクロRNAは典型的には約21
ヌクレオチド長である。放出されたmiRNAは、配列特異的な遺伝子抑圧を発揮するアルゴ
ノートタンパク質の特定のサブセットを含む、RISC様複合体中に組み入れられる（例えば
、Millar and Waterhouse, 2005；Pasquinelli et al, 2005；Almeida and Allshire, 20
05を参照）。
【０２７８】
共抑制
　用いうる別の分子生物的アプローチは共抑制である。共抑制の機序は十分には解明され
ていないが、転写後遺伝子サイレンシング（PTGS）を伴うと考えられており、その点でア
ンチセンス抑制の多くの例と非常に類似している。これは、植物の中に、ある遺伝子の余
分な1コピーまたはその断片をその発現のためのプロモーターに対してセンスの向きに導
入することを伴う。センス断片のサイズ、標的遺伝子領域に対するその対応関係、および
標的遺伝子に対するその配列同一性の度合いは、アンチセンス配列に関して上述した通り
である。場合によっては、遺伝子配列のこの追加のコピーは標的植物遺伝子の発現と干渉
する。共抑制をアプローチ実行する方法については、WO 97/20936およびEP 0465572を参
照されたい。
【０２７９】
組換えベクター
　本発明の1つの態様は、ポリヌクレオチド分子を宿主細胞内に送達することができる任
意のベクター中に挿入された、本明細書に記載した少なくとも1つの単離されたポリヌク
レオチド分子、および／または本明細書に記載したポリペプチドもしくは化合物（抗体な
ど）をコードするポリヌクレオチドを含む、組換えベクターを含む。そのようなベクター
は、天然では本発明のポリヌクレオチド分子に隣接して認められず、好ましくはポリヌク
レオチド分子の由来である種以外の種に由来するポリヌクレオチド配列である、異種ポリ
ヌクレオチド配列を含む。ベクターは、RNAまたはDNA、原核生物性または真核生物性のい
ずれでもよく、典型的にはトランスポゾン（米国特許第5,792,294号に記載されたものな
ど）、ウイルスまたはプラスミドである。
【０２８０】
　組換えベクターの一つの型は、発現ベクターと機能的に連結されたポリヌクレオチドを
含む。機能的に連結されたという語句は、分子が宿主細胞内に形質転換導入された時に発
現されうるような様式での、発現ベクター中へのポリヌクレオチド分子の挿入のことを指
す。本明細書で用いる場合、発現ベクターとは、宿主細胞を形質転換させて、指定のポリ
ヌクレオチド分子の発現を生じさせることができる、DNAベクターまたはRNAベクターのこ
とである。好ましくは、発現ベクターは宿主細胞内で複製可能である。発現ベクターは原
核生物性または真核生物性のいずれでもよく、典型的にはウイルスまたはプラスミドであ
る。発現ベクターには、細菌細胞、真菌細胞、内部寄生生物細胞、節足動物細胞、動物細
胞および植物細胞を含む組換え細胞において機能する（すなわち、遺伝子発現を導く）任
意のベクターが含まれる。本発明のベクターはまた、無細胞発現系においてポリペプチド
を産生するために用いることもでき、そのような系は当技術分野で周知である。
【０２８１】
　「機能的に連結された」とは、本明細書で用いる場合、2つまたはそれ以上の核酸（例
えば、DNA）セグメント間の機能的関係のことを指す。典型的には、それは転写調節エレ
メントと転写される配列との機能的関係のことを指す。例えば、プロモーターは、それが
適切な宿主細胞および／または無細胞発現系におけるコード配列の転写を刺激または調節
する場合には、本明細書で定義したポリヌクレオチドなどのコード配列と機能的に連結さ
れている。一般に、転写される配列と機能的に連結されたプロモーター転写調節エレメン
トは、転写される配列と物理的に連続しており、すなわち、それらはシス作用性である。
しかし、エンハンサーなどの一部の転写調節エレメントは、それらが転写を強化するコー
ド配列と物理的に連続していること、または近接して位置することは必ずしも必要でない
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。
【０２８２】
　特に、本発明の発現ベクターは、転写制御配列、翻訳制御配列、複製起点、および組換
え細胞と適合性であり、かつ本発明のポリヌクレオチド分子の発現を制御する他の調節配
列などの調節配列を含む。特に、本発明の組換え分子は転写制御配列を含む。転写制御配
列とは、転写の開始、伸長および終結を制御する配列のことである。特に重要な転写制御
配列は、プロモーター、エンハンサー、オペレーターおよびレプレッサー配列といった、
転写開始を制御するものである。適した転写制御配列には、本発明の組換え細胞の少なく
とも1つにおいて機能しうる任意の転写制御配列が含まれる。そのような種々の転写制御
配列が当業者に公知である。好ましい転写制御配列には、細菌細胞、酵母細胞、節足動物
細胞、線虫細胞、植物細胞または動物細胞において機能するものが含まれ、これには例え
ば、tac、lac、trp、trc、oxy-pro、omp/lpp、rrnB、バクテリオファージλ、バクテリオ
ファージT7、T7lac、バクテリオファージT3、バクテリオファージSP6、バクテリオファー
ジSP01、メタロチオネイン、α-接合因子、ピキア属（Pichia）アルコールオキシダーゼ
、アルファウイルスのサブゲノムプロモーター（シンドビスウイルスのサブゲノムプロモ
ーターなど）、抗生物質耐性遺伝子、バキュロウイルス、ヘリオチス-ゼア（Heliothis z
ea）昆虫ウイルス、ワクシニアウイルス、ヘルペスウイルス、アライグマポックスウイル
ス、他のポックスウイルス、アデノウイルス、サイトメガロウイルス（中間初期（interm
ediate early）プロモーターなど）、シミアンウイルス40、レトロウイルス、アクチン、
レトロウイルス長末端反復配列、ラウス肉腫ウイルス、熱ショック、リン酸および硝酸に
よる転写制御配列、ならびに原核細胞または真核細胞における遺伝子発現を制御すること
ができる他の配列などがあるが、これらには限定されない。
【０２８３】
宿主細胞
　本発明のもう1つの態様は、本明細書に記載した1つまたは複数の組換え分子によって形
質転換された宿主細胞、またはそれらの子孫細胞を含む、組換え細胞である。細胞内への
ポリヌクレオチド分子の形質転換導入は、ポリヌクレオチド分子を細胞内に挿入すること
ができる任意の方法によって達成しうる。形質転換の手法には、トランスフェクション、
エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、リポフェクション、吸着およびプ
ロトプラスト融合が非限定的に含まれる。組換え細胞は単細胞であり続けてもよく、また
は組織、臓器もしくは多細胞生物体へと増殖させてもよい。本発明の形質転換導入された
ポリヌクレオチド分子は、染色体外に保たれてもよく、または、それらが発現される能力
が保たれるような様式で、形質転換（すなわち、組換え）細胞の染色体内部の1つもしく
は複数の部位に組み込まれてもよい。
【０２８４】
　形質転換のために適した宿主細胞には、本発明のポリヌクレオチドを用いて形質転換す
ることができる任意の細胞が含まれる。本発明の宿主細胞は、本明細書に記載したポリペ
プチドを内因性に（すなわち、天然で）産生することができてもよく、または、本明細書
に記載した少なくとも1つのポリヌクレオチド分子によって形質転換された後にそのよう
なポリペプチドを産生することができてもよい。本発明の宿主細胞は、本明細書に記載し
た少なくとも1つのタンパク質を産生することができる任意の細胞であってよく、これに
は細菌細胞、真菌（酵母を含む）細胞、寄生生物細胞、線虫細胞、節足動物細胞、動物細
胞および植物細胞が含まれる。宿主細胞の例には、サルモネラ属（Salmonella）、エシェ
リキア属（Escherichia）、バシラス属（Bacillus）、リステリア属（Listeria）、サッ
カロミセス属（Saccharomyces）、スポドプテラ属（Spodoptera）、マイコバクテリウム
属（Mycobacterium）、トリコプルシア属（Trichoplusia）、BHK（ベビーハムスター腎臓
）細胞、CHO細胞、293細胞、EL4細胞、MDCK細胞、CRFK細胞、CV-1細胞、COS（例えば、CO
S-7）細胞およびベロ細胞が含まれる。宿主細胞のさらなる例には、大腸菌K-12派生株を
含む大腸菌；チフス菌（Salmonella typhi）；弱毒系統を含むネズミチフス菌（Salmonel
la typhimurium）；ヨウトガ（Spodoptera frugiperda）；イラクサギンウワバ（Trichop
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lusia ni）；および非腫瘍形成性マウスG8筋芽細胞（例えば、ATCC CRL 1246）が含まれ
る。
【０２８５】
　組換えDNA技術を用いることで、例えば、宿主細胞内のポリヌクレオチド分子のコピー
数、それらのポリヌクレオチド分子が転写される効率、その結果生じる転写物が翻訳され
る効率、および翻訳後修飾の効率を操作することにより、形質転換導入されたポリヌクレ
オチド分子の発現を改善することができる。本発明のポリヌクレオチド分子の発現を増加
させるために有用な組換え手法には、ポリヌクレオチド分子を高コピー数プラスミドと機
能的に連結させること、1つまたは複数の宿主細胞染色体中へのポリヌクレオチド分子の
組込み、プラスミドへのベクター安定性配列の付加、転写制御シグナル（例えば、プロモ
ーター、オペレーター、エンハンサー）の置換または改変、翻訳制御シグナル（例えば、
リボソーム結合部位、シャイン-ダルガルノ配列）の置換または改変、宿主細胞のコドン
使用に対応する本発明のポリヌクレオチド分子の改変、および転写物を不安定化する配列
の削除が非限定的に含まれる。
【０２８６】
トランスジェニック植物
　「植物」という用語は、完全な植物体、植物器官（例えば、葉、茎根など）、種子、植
物細胞などのことを指す。本発明の実施における使用を想定している植物には、単子葉植
物および双子葉植物の両方が含まれる。標的植物には、以下が非限定的に含まれる：穀物
（コムギ、オオムギ、ライムギ、カラスムギ、イネ、モロコシおよび関連する農作物）；
ビート（サトウダイコンおよび飼料用ビート）；ナシ状果、核果および軟質果実（リンゴ
、セイヨウナシ、プラム、モモ、アーモンド、チェリー、イチゴ、ラズベリーおよびブラ
ックベリー）；マメ科植物（マメ、レンズマメ、エンドウ、ダイズ）；油脂植物（ナタネ
、カラシ、ケシ、オリーブ、ヒマワリ、ココナッツ、トウゴマ、カカオ豆、ラッカセイ）
；キュウリ科植物（ペポカボチャ、キュウリ、メロン）；繊維植物（ワタ、アマ、アサ、
ジュート）；柑橘類果物（オレンジ、レモン、グレープフルーツ、マンダリン）；野菜（
ホウレンソウ、レタス、アスパラガス、キャベツ、ニンジン、タマネギ、トマト、ジャガ
イモ、パプリカ）；クスノキ類（アボガド、シナモン、ショウノウ）；またはトウモロコ
シ、タバコ、ナッツ類、コーヒー、サトウキビ、チャ、ブトウ樹、ホップ、シバ、バナナ
および天然のゴムノキ、ならびに観賞植物（花、灌木、広葉樹および常緑樹、例えば針葉
樹など）。
【０２８７】
　本発明の文脈において定義されるトランスジェニック植物には、所望の植物または植物
器官における少なくとも1つのポリペプチドおよび／または本発明のポリヌクレオチドの
産生を引き起こすために組換え手法を用いて遺伝的に操作された植物（ならびに前記植物
の部分および細胞）およびそれらの子孫が含まれる。トランスジェニック植物は、A. Sla
ter et al., Plant Biotechnology - The Genetic Manipulation of Plants, Oxford Uni
versity Press (2003)、およびP. Christou and H. Klee, Handbook of Plant Biotechno
logy, John Wiley and Sons (2004)に一般的に記載されたもののような、当技術分野で公
知の手法を用いて作製することができる。
【０２８８】
　本発明のポリヌクレオチドは、すべての発生段階中でトランスジェニック植物において
構成的に発現させることができる。植物または植物器官の用途に応じて、ポリヌクレオチ
ドを発生段階特異的な様式で発現させることもできる。さらに、ポリヌクレオチドを組織
特異的に発現させることもできる。
【０２８９】
　植物における関心対象のポリヌクレオチドの発現を引き起こすことが公知であるか見い
だされている調節配列を、本発明に用いることができる。用いる調節配列の選択は、関心
対象の標的植物および／または標的器官に依存する。そのような調節配列は植物もしくは
植物ウイルスから得ることもでき、または化学合成することもできる。そのような調節配
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列は当業者に周知である。
【０２９０】
　構成的な植物プロモーターは周知である。前述したプロモーターのほかに、いくつかの
他の適したプロモーターには、ノパリンシンターゼプロモーター、オクトピンシンターゼ
プロモーター、CaMV 35Sプロモーター、リブロース-1,5-二リン酸カルボキシラーゼプロ
モーター、Adh1を基にしたpEmu、Act1、SAMシンターゼプロモーターおよびUbiプロモータ
ー、ならびにクロロフィルa/b結合タンパク質のプロモーターが非限定的に含まれる。ま
たは、導入遺伝子が調節された様式で発現されることが望ましいこともある。ポリヌクレ
オチドの調節された発現は、コード配列を組織特異的、発生特異的または誘導性のプロモ
ーターの制御下に置くことによって可能である。いくつかの組織特異的に調節される遺伝
子および／またはプロモーターが、植物で報告されている。これらには、種子貯蔵タンパ
ク質（ナピン、クルシフェリン、β-コングリシニン、グリシニンおよびファゼオリン）
、ゼインもしくは油体タンパク質（オレオシンなど）をコードする遺伝子、または脂肪酸
生合成に関与する遺伝子（アシル担体タンパク質、ステアロイル-ACPデサチュラーゼおよ
び脂肪酸デサチュラーゼ（fad 2-1）を含む）、および胚発生中に発現される他の遺伝子
（Bce4など）が含まれる。種子特異的発現のために特に有用であるのは、マメのビシリン
プロモーターである。成熟葉における発現のために有用な他のプロモーターには、アラビ
ドプシス（Arabidopsis）由来のSAGプロモーターのように老化の開始時にスイッチがオン
になるものがある。開花時または開花から果実発生まで、少なくとも成熟の始まりまで発
現される果実特異的プロモーターの1つのクラスが、米国特許第4,943,674号で考察されて
いる。組織特異的プロモーターの他の例には、葉に対する損傷（例えば、咀嚼昆虫による
）後に葉細胞における発現を導くもの、塊茎（例えば、パタチン遺伝子プロモーター）お
よび繊維細胞（発生上の調節を受ける繊維細胞タンパク質の一例はE6繊維である）におけ
るものがある。
【０２９１】
　関心対象の核酸配列を含む発現構築物の標的植物への導入のために、いくつかの手法を
利用することができる。そのような手法には、カルシウム／ポリエチレングリコール法を
用いたプロトプラストの形質転換、エレクトロポレーションおよびマイクロインジェクシ
ョンまたは（コーティングされた）粒子の射入（bombardment）が含まれる。これらのい
わゆる直接的なDNA形質転換法に加えて、ウイルスベクターおよび細菌ベクター（例えば
、アグロバクテリウム属由来のもの）などのベクターを含む形質転換系も広く利用可能で
ある。選択および／またはスクリーニングの後に、形質転換されたプロトプラスト、細胞
または植物部分を、当技術分野で公知の方法を用いて完全な植物体へと再生させることが
できる。形質転換および／または再生の手法の選択は本発明にとって決定的に重要なもの
ではない。
【０２９２】
　トランスジェニック細胞および植物における導入遺伝子の存在を確かめるために、ポリ
メラーゼ連鎖反応（PCR）増幅またはサザンブロット分析を、当業者に公知の方法を用い
て行うことができる。導入遺伝子の発現産物は、産物の性質に応じてさまざまな任意のや
り方で検出することができ、これにはウエスタンブロットおよび酵素アッセイが含まれる
。さまざまな植物組織中での発現を定量し、複製を検出するための1つの特に有用なやり
方は、GUSなどのレポーター遺伝子を用いることである。ひとたびトランスジェニック植
物が得られれば、それらを成長させて、所望の表現型を有する植物組織または部分を生じ
させることができる。植物組織または植物部分を収穫し、および／または種子を収集する
。種子は、所望の特徴を有する組織または部分を備えた別の植物を成長させるための供給
源として役立てることができる。
【０２９３】
トランスジェニック非ヒト動物
　本発明のトランスジェニック非ヒト動物は、「ノックアウト体」および「ノックイン体
」という2つの種類に大きくカテゴリー化することができる。「ノックアウト体」は、好
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ましくは標的遺伝子の発現がわずかであるかまたは検出不能になるような標的遺伝子の機
能の低下をもたらす、トランスジェニック配列の導入を介した標的遺伝子中の変化を有す
る。「ノックイン体」は、例えば、標的遺伝子の追加コピーの導入による、または標的遺
伝子の内因性コピーの発現強化を与える調節配列を機能的に挿入することによる、標的遺
伝子の発現増強をもたらす宿主細胞ゲノム中の変化を有するトランスジェニック動物のこ
とである。ノックインまたはノックアウトのトランスジェニック動物は、標的遺伝子に関
してヘテロ接合性またはホモ接合性のいずれでもよい。
【０２９４】
　トランスジェニック動物を作製するための手法は当技術分野で周知である。この主題に
関する有用な一般的教科書の1つは、Houdebine, Transgenic animals - Generation and 
Use, Harwood Academic, (1997)である。
【０２９５】
　異種DNAは、例えば、受精した哺乳動物卵細胞に導入することができる。例えば、全能
性または多能性の胚性幹細胞を、マイクロインジェクション、リン酸カルシウムを介した
沈降、リポソーム融合、レトロウイルス感染、エレクトロポレーションまたは他の手段に
よって形質転換させ、続いて形質転換細胞を胚に導入し、続いて胚を発生させてトランス
ジェニック動物にすることができる。1つの非常に好ましい方法では、発生中の胚を、所
望のDNAを含むレトロウイルスに感染させて、感染した胚からトランスジェニック動物を
生じさせる。しかし、別の好ましい方法では、胚、好ましくは単細胞期の胚の前核または
細胞質に適切なDNAを同時注入し、胚を発生させて成熟トランスジェニック動物とする。
【０２９６】
　トランスジェニック動物を作製するために用いられる別の方法は、標準的な方法によっ
て前核期の卵に核酸を微量注入する段階を含む。続いて、注入された卵を培養してから、
偽妊娠レシピエントの卵管に移植する。
【０２９７】
　また、トランスジェニック動物を核移植技術によって作製することもできる。この方法
を用いて、ドナー動物の線維芽細胞を、調節配列の制御下にある関心対象の結合ドメイン
または結合パートナーのコード配列を組み入れたプラスミドによって安定的にトランスフ
ェクトさせる。続いて、安定なトランスフェクト体を除核卵母細胞と融合させ、培養して
、雌レシピエントに移植する。
【０２９８】
遺伝子治療
　本明細書に記載した治療用ポリヌクレオチド分子は、「遺伝子治療」としばしば称され
る治療様式におけるその種のポリヌクレオチドの発現により、本発明に従って用いること
ができる。例えば、ヒト5B6（例えば、SEQ ID NO：1）をコードするポリヌクレオチド、
またはその断片を、疾患の治療のための遺伝子治療の手法に用いることができる。すなわ
ち、患者からの細胞を、DNAまたはRNAなどのポリヌクレオチドがポリペプチドをコードす
るようにエクスビボで人為的に操作する。続いて、人為的に操作された細胞を、そのポリ
ペプチドによって治療しようとする患者に与えることができる。この態様において、細胞
は、例えば、幹細胞または分化した幹細胞を形質転換するために用いることができる、本
明細書に記載したポリペプチドをコードするRNAを含むレトロウイルスプラスミドベクタ
ーの使用によって、エクスビボで人為的に操作してもよい。そのような方法は当技術分野
で周知であり、本発明におけるそれらの使用は本明細書における教示から明らかであると
考えられる。
【０２９９】
　さらに、細胞を、インビボでのポリペプチドの発現のために、当技術分野で公知の手順
によってインビボで人為的に操作してもよい。例えば、本明細書に記載したポリペプチド
をコードするポリヌクレオチドを、複製能が欠損したレトロウイルスベクターまたはアデ
ノウイルスベクターまたは他のベクター（例えば、ポックスウイルスベクター）における
発現のために人為的に操作してもよい。続いて、発現構築物を単離することができる。パ
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ッケージング細胞に対して、ヒト5B6などの本明細書に記載したポリペプチドをコードす
るRNAを含むプラスミドベクターによる形質導入を行って、パッケージング細胞が関心対
象の遺伝子を含む感染性ウイルス粒子を産生するようにする。これらの産生細胞を、イン
ビボでの細胞の人為的に操作およびインビボでのポリペプチドの発現のために患者に投与
することができる。ポリペプチドを投与するためのこれらの方法および他の方法は、本発
明の教示により、当業者には明らかなはずである。
【０３００】
　本明細書中に上述したレトロウイルスプラスミドベクターを得ることができるレトロウ
イルスには、モロニーマウス白血病ウイルス、脾臓壊死ウイルス、ラウス肉腫ウイルス、
ハーベイ肉腫ウイルス、トリ白血病ウイルス、テナガザル白血病ウイルス、ヒト免疫不全
ウイルス、アデノウイルス、骨髄増殖性肉腫ウイルスおよび乳腺癌ウイルスが非限定的に
含まれる。1つの好ましい態様において、レトロウイルスプラスミドベクターはモロニー
マウス白血病ウイルスから得られる。
【０３０１】
　そのようなベクターは、ポリペプチドを発現させるための1つまたは複数のプロモータ
ーを含むと考えられる。用いうる適したプロモーターには、以下が非限定的に含まれる：
レトロウイルスLTR；SV40プロモーター；およびヒトサイトメガロウイルス（CMV）プロモ
ーター。ヒストン、RNAポリメラーゼIII、メタロチオネインプロモーター、熱ショックプ
ロモーター、アルブミンプロモーター、5B6プロモーター、ヒトグロビンプロモーターお
よびβ-アクチンプロモーターを非限定的に含む、真核生物細胞プロモーターなどの細胞
プロモーターを用いることもできる。用いうるそのほかのウイルス性プロモーターには、
アデノウイルスプロモーター、チミジンキナーゼ（TK）プロモーターおよびB19パルボウ
イルスプロモーターが非限定的に含まれる。適したプロモーターの選択は、本明細書に含
まれる教示から、当業者には明らかであると考えられる。
【０３０２】
　レトロウイルスプラスミドベクターを用いてパッケージング細胞株に形質導入して、産
生細胞株を形成させることができる。トランスフェクトさせることができるパッケージン
グ細胞の例には、PE501、PA317、Y-2、Y-AM、PA12、T19-14X、VT-19-17-H2、YCRE、YCRIP
、GP+E-86、GP+envAm12、およびMiller（1990）によって記載されたDAN細胞株が非限定的
に含まれる。ベクターは、当技術分野で公知の任意の手段によってパッケージング細胞内
に形質導入される。そのような手段には、エレクトポレーション、リポソームの使用、お
よびCaPO4沈降が非限定的に含まれる。1つの代替法では、レトロウイルスプラスミドベク
ターをリポソーム中に封入するか、または脂質と結合させて、宿主に投与する。
【０３０３】
　産生細胞株は、ポリペプチドをコードする核酸配列を含む感染性レトロウイルスベクタ
ー粒子を生成すると考えられる。続いて、そのようなレトロウイルスベクター粒子を用い
て、真核細胞にインビトロまたはインビボで形質導入する。形質導入された真核細胞は、
ポリペプチドをコードする核酸配列を発現すると考えられる。形質導入を行いうる真核細
胞には、胚性幹細胞、胚性癌細胞、ならびに造血幹細胞、肝細胞、線維芽細胞、筋芽細胞
、ケラチノサイト、筋細胞（特に骨格筋細胞）、内皮細胞および気管支上皮細胞が含まれ
る。
【０３０４】
　本発明による遺伝子治療は、患者における遺伝子治療用ポリヌクレオチドの一過性の（
一時的な）存在、または患者へのポリヌクレオチドの永続的導入を伴いうる。
【０３０５】
　本発明による、本明細書で考察した物質の直接投与のような遺伝子治療は、単独で用い
てもよく、または他の治療様式とともに用いてもよい。
【０３０６】
薬学的組成物、投与量および投与経路
　5B6と結合する化合物を、許容される担体または希釈剤とともに含む組成物は、本発明
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の方法において有用である。本発明のポリペプチド、ポリヌクレオチド、ベクター、植物
、抽出物、細胞株および／または宿主細胞を含む組成物も同じく提供される。
【０３０７】
　治療用組成物は、適切な純度を有する所望の成分（5B6と結合する化合物など）を、任
意で薬学的に許容される担体、添加剤または安定化剤と混合することにより、凍結乾燥製
剤、水溶液または水性懸濁液の形態で調製することができる（Remington's Pharmaceutic
al Sciences, 16th edition, Osol, A. ed. (1980)）。許容される担体、添加剤または安
定化剤は、好ましくは、用いられる投与量および濃度でレシピエントに対して無毒性であ
り、これには、Tris、HEPES、PIPES、リン酸、クエン酸および他の有機酸などの緩衝剤；
アスコルビン酸およびメチオニンなどの抗酸化剤；保存料（オクタデシルジメチルベンジ
ル塩化アンモニウム；塩化ヘキサメトニウム；塩化ベンザルコニウム；塩化ベンゼトニウ
ム；フェノール、ブチルもしくはベンジルアルコール；メチルもしくはプロピルパラベン
などのアルキルパラベン；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；3-ペンタ
ノール；およびm-クレゾールなど）；低分子量（約10残基未満）のポリペプチド；血清ア
ルブミン、ゼラチンまたは免疫グロブリンなどのタンパク質；ポリビニルピロリドンなど
の親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニンまた
はリジンなどのアミノ酸；グルコース、マンノースまたはデキストリンを含む単糖類、二
糖類および他の糖質；スクロース、マンニトール、トレハロースまたはソルビトールなど
の糖類；ナトリウムなどの塩形成性対イオン；ならびに／または、TWEEN（商標）、PLURO
NICS（商標）またはポリエチレングリコール（PEG）などの非イオン性界面活性剤が含ま
れる。
【０３０８】
　そのような担体のそのほかの例には、イオン交換体、アルミナ、ステアリン酸アルミニ
ウム、レシチン、血清タンパク質、例えばヒト血清アルブミン、緩衝物質、例えばグリシ
ン、ソルビン酸、ソルビン酸カリウム、飽和植物脂肪酸の部分的グリセリド混合物、水、
塩、または電解質、例えば硫酸プロタミン、リン酸水素二ナトリウム、リン酸水素カリウ
ム、塩化ナトリウム、コロイド状シリカ、三ケイ酸マグネシウム、ポリビニルピロリドン
、および、セルロースを基にした物質が含まれる。
【０３０９】
　インビボ投与のために用いようとする治療用組成物は、無菌であるべきである。これは
、凍結乾燥および再構成の前または後での、無菌濾過膜を通しての濾過によって容易に達
成される。組成物は、全身投与される場合には、凍結乾燥形態または溶液の状態で保存す
ることができる。凍結乾燥形態にある場合、それは典型的には使用時点での適切な希釈剤
による再構成用の他の成分と組み合わせて製剤化される。液体製剤の一例は、皮下注射用
の単回用量バイアル内に充填された、無菌で、透明で、無色の、保存処置がなされていな
い（unpreserved）溶液である。
【０３１０】
　治療用組成物は一般に、無菌のアクセスポート（access port）を有する容器、例えば
、皮下注射針による貫通が可能なストッパーを有する静脈内用の溶液バックまたはバイア
ルの内部に配置される。組成物は好ましくは、皮下、静脈内、腹腔内、筋肉内または非経
口的に、例えば、静脈内注射もしくは注入として投与されるか、または体腔内に投与され
る。
【０３１１】
　化合物は、1回の用量当たり約0.001～2000mg／kg体重、より好ましくは1回の用量当た
り約0.01～500mg／kg体重の量で投与される。反復用量を、治療に当たる医師によって処
方された通りに投与することもできる。
【０３１２】
　組成物の単回投与または多回投与は、患者が必要とし、かつ患者によって認容される投
与量および頻度に応じて行われる。投与量および頻度は典型的には、投与される具体的な
治療物質または予防用物質、疾患の重症度および種類、または必要な免疫応答、投与経路
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、ならびに患者の年齢、体重、反応および既往歴に応じて、各患者に特異的な要因によっ
て異なると考えられる。当業者は、そのような要因を検討すること、および、例えば文献
中に報告され、Physician's Desk Reference, 56th ed., (2002)で推奨されている投与量
に従うことにより、適したレジメンを選択することができる。一般に、用量は、許容され
ない毒性を患者に生じさせることなく、疾患の症状または徴候を治療または改善するのに
十分である。
【０３１３】
　本発明の別の例では、5B6と結合する化合物を、癌または病原体もしくは感染性生物の
抗原といった抗原と結合させて、体液性および／またはT細胞媒介性免疫応答を強化する
ためのワクチンとして、筋肉内、皮下もしくは静脈内注射によって、または経口的に送達
する。別の例では、5B6と結合する化合物を自己抗原またはアレルゲン性抗原と結合させ
たものを、33D1およびDEC-205に関して記載されたものと同様に、免疫応答を減じさせる
目的で抗原を送達するために用いることができる（Bonifaz et al, 2002；Finkelman et 
al, 1996）。
【０３１４】
　本発明の別の例では、5B6と結合する化合物の放射性標識形態を、静脈内注射により、5
B6を発現する標的細胞に対して治療用物質として送達することができる。放射性標識抗体
およびそれらを治療薬として患者に投与するための方法の以前の例は、当業者に公知であ
る。その例には、HLA-DRのβサブユニットに対するヨウ素131標識Lym-1、ならびに抗CD20
ヨウ素111およびイットリウム90標識イブリツモマブチウキセタン（IDEC-Y2B8、ZEVALIN
（登録商標）およびヨウ素I 131トシツモマブ（BEXXAR（登録商標））が含まれる。
【０３１５】
　1つの態様において、組成物はアジュバントを含まない。もう1つの態様において、組成
物はアジュバントを含む。アジュバントの例には、水酸化アルミニウム、リン酸アルミニ
ウム、硫酸アルミニウムカリウム（アラム）、ムラミルジペプチド、細菌エンドトキシン
、リピドX、ポリリボヌクレオチド、アルギン酸ナトリウム、ラノリン、リゾレシチン、
ビタミンA、サポニン、リポソーム、レバミソール、DEAE-デキストラン、ブロックコポリ
マー（blocked copolymer）または他の合成アジュバントが非限定的に含まれる。そのよ
うなアジュバントはさまざまな販売元から販売されており、例えば、Merck Adjuvant 65
（Merck and Company, Inc., Rahway, N.J.）またはフロイント不完全アジュバントもし
くはフロイント完全アジュバント（Difco Laboratories, Detroit, Mich.）がある。
【０３１６】
　1つの態様において、組成物はリポソームまたは膜小胞を含む。そのようなリポソーム
の例は、米国特許第2007/0026057号、Leserman（2004）およびvan Broekhoven et al.（2
004）に記載されている。これらの場合には、本発明の化合物は、樹状細胞もしくはその
前駆体に対してリポソームをターゲティングさせるために用いること、および／または、
例えば、樹状細胞もしくはその前駆体に対する化合物-抗原結合物の送達を強化するため
に用いることができる。米国特許第2007/0026047号に概説されているように、本発明に用
いるための膜小胞の調製のための方法は、WO 00/64471に記載されている。
【０３１７】
　免疫応答を誘導および／または強化するための組成物は、慣例的には注射によって非経
口的に、例えば皮下、筋肉内または静脈内に投与される。他の投与様式に適したそのほか
の製剤には、坐薬、および場合によっては経口製剤が含まれる。坐薬の場合、従来の結合
剤および担体には、例えば、ポリアルキレングリコールまたはトリグリセリドが含まれう
る。そのような坐薬は、有効成分を0.5％～10％、好ましくは1％～2％の範囲で含む混合
物から形成することができる。経口製剤は、例えば、医薬品等級のマンニトール、ラクト
ース、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、セルロース、炭酸
マグネシウムのような、通常用いられる添加剤を含む。これらの組成物は、溶液、懸濁液
、錠剤、丸剤、カプセル、徐放性製剤または粉末の形態をとり、有効成分が10％～95％、
好ましくは25％～70％を占める。ワクチン組成物を凍結乾燥する場合には、凍結乾燥され
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た材料を、投与の前に、例えば懸濁液として再構成することができる。再構成は好ましく
は緩衝液中で行わせる。患者に対する経口投与のためのカプセル、錠剤および丸剤には、
例えば、Eudragit「S」、Eudragit「L」、酢酸セルロース、酢酸フタル酸セルロースまた
はヒドロキシプロピルメチルセルロースを含む、腸溶性コーティングを施してもよい。
【０３１８】
　任意の治療レジメンにおいて、治療用組成物は、患者に対して、単独で、または他の治
療物質、組成物などを含むカクテルとして投与することができる。
【０３１９】
　1つの態様において、免疫応答は、抗原と結合させた本発明の化合物をコードするDNAワ
クチンを用いることによって調節される。DNAワクチン接種は、対象の組織の細胞による
抗原の発現のための、対象の組織中への、抗原をコードするDNAの直接的なインビボ導入
を伴う。そのようなワクチンを本明細書では「DNAワクチン」または「核酸を基にしたワ
クチン」と呼ぶ。DNAワクチンは、米国特許5,939,400号、米国特許第6,110,898号、WO 95
／20660、WO 93／19183、Demangel et al.（2005）およびNchinda et al.（2008）に記載
されている。
【０３２０】
　現在までのところ、哺乳動物系におけるほとんどのDNAワクチンは、サイトメガロウイ
ルス（CMV）に由来するウイルスプロモーターに依拠している。これらは、さまざまな哺
乳動物種において筋肉接種および皮膚接種の両方で優れた効率を有している。DNA免疫処
置によって誘発される免疫応答に影響を及ぼすことが知られている1つの要因はDNA送達の
方法であり、例えば、非経口的経路は遺伝子移入の割合が低く、遺伝子発現のばらつきが
かなり大きい恐れがある。遺伝子銃を用いたプラスミドの高速接種でマウスの免疫応答が
強化されているが、これはおそらく、DNAトランスフェクションの効率がより高く、かつ
樹状細胞による抗原提示がより有効であるためと考えられる。また、本発明の核酸を基に
したワクチンを含むベクターを、当技術分野で公知の他の方法、例えば、トランスフェク
ション、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、形質導入、細胞融合、DE
AEデキストラン、リン酸カルシウム沈降、リポフェクション（リソソーム融合）、または
DNAベクター輸送体によって、所望の宿主内に導入することもできる。
【０３２１】
　抗原性ポリペプチドを産生するトランスジェニック植物は、当技術分野で周知の手順に
よって構築することができる。植物由来のさまざまな食用ワクチンが、現在、動物病原体
およびヒト病原体の両方に対して開発中である。抗原エピトープを提示するウイルス様粒
子（VLP）またはキメラ性植物ウイルスを産生するトランスジェニック植物を用いた経口
免疫処置によっても免疫応答がもたらされている。粒子状形態にあるこれらのVLPまたは
キメラ性ウイルスは、胃内での抗原の安定性の増加をもたらして、消化管における取り込
みに利用可能な抗原の量を有効に増加させる可能性がある。
【０３２２】
実施例
材料および方法
マウス
　C57BL/6J Wehi、C57/BL6Ly5.1、ならびにOVA特異的なCD8（OT-I）およびCD4（OT-II）T
CR-トランスジェニックC57BL/6のバックグラウンドを持つマウスを、The Walter and Eli
za Hall Institute（WEHI）において特定病原体除去環境で交配させた。C57BL/6に対して
戻し交雑させたTRIF-/-（Yamamoto et al, 2003）およびMyD88-/-（Adachi et al, 1998
）に雑種形成を行わせ、TRIF-/-MyD88-/-ダブルノックアウトマウスを得た。C57BL/6に対
して戻し交雑させたFcRγ鎖-/-マウス（Van de Velde et al, 2006）は、Burnet Institu
te, Austinから入手した。雌性マウスを6～12週齡で用いた。または、齢を一致させた性
別コホートを作成した。動物はNational Health and Medical Research Council of Aust
raliaの指針に従って取り扱った。実験手順はWEHlのAnimal Ethics Committeeによる承認
を得た。
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【０３２３】
5B6の配列同定
　シークエンシングは、Big Dye Terminatorバージョン3.1（Applied Biosystems, Victo
ria, Australia）および200ngのプラスミドDNAを用いて行い、ABI 3730xl 96キャピラリ
ー自動DNAシークエンサー上での電気泳動にかけた。配列と、発現配列タグ、cDNAおよび
タンパク質のデータベースとの比較は、National Center for Biotechnology Informatio
n（www.ncbi.nlm.nih.gov）を用いて、基本局所配列比較検索ツール（basic local align
ment search tool）（BLAST）によって行った。ゲノム位置決定は、University of Calif
ornia Santa Cruz, Genome Browser（www.genome.ucsc.edu/）を用いて、マウスのアセン
ブリ（2006年2月）およびヒトのアセンブリ（2006年3月）に対するBLATアラインメントに
よって行った。
【０３２４】
定量的RT-PCR
　RNA（最大1μg）をRQ1 DNアーゼ（Promega）でDNアーゼ処理し、続いてランダムプライ
マー（Promega）およびSuperscript II 逆転写酵素（Gibco BRL, Geithersburg, MD）を
用いてcDNAに逆転写させた。造血細胞における5B6およびGapdhの発現を決定するために、
Quantitect SYBR Green PCRキット（Qiagen）およびLight cycler（Roche, Victoria；Au
stralia）を用いて、リアルタイム逆転写PCR（RT-PCR）を行った。リアルタイムRT-PCRの
ための特異的プライマーは以下の通りとした。

95℃、15分間の最初の活性化段階に続いて、94℃で15秒間（変性）、50～60℃で20～30秒
間（アニーリング）および72℃で10～12秒間（伸長）を40サイクル行い、その後に融点分
析を行った。各遺伝子の発現レベルを、10-2～10-6pgの特異的DNA断片から作成した標準
曲線を用いて決定し、Gapdhに対する相対的な比として表した。
【０３２５】
5B6の組換え体の表面発現
　完全長マウスおよびヒト5B6（m5B6およびh5B6）を、脾臓DC cDNAから、Advantage cDNA
ポリメラーゼ（Clontech）および以下のプライマー：

を用いるPCR増幅によって単離し、その結果得られた産物をpGemT easyプラスミド（Prome
ga）中にサブクローニングした。m5B6およびh5B6を、C末端（細胞外）FLAGタグ付加タン
パク質としてチャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞の表面上に、および緑色蛍光タン
パク質（GFP）を5B6のN末端細胞質ドメインと融合させた融合タンパク質としてマウスEL4
細胞の表面上に発現させた。FLAGタグ付加タンパク質を作製するためには、5B6をコード
するcDNAをAdvantage high fidelityポリメラーゼ（Clontech）を用いて増幅し、AscIお
よびMlu-1で制限消化した上で、FLAGエピトープを含むように改変されたpEF-Bosベクター
（T. Willson博士；WEHIにより寄贈）中にサブクローニングした。
【０３２６】
　CHO細胞に対して、pEF-Bos-5B6レクチン、およびネオマイシンホスホトランスフェラー
ゼ遺伝子を含むpGK-neoプラスミドをエレクトロポレーション（Gene Pulsar, Biorad, NS
W, Australia）によってコトンランスフェクトし、トランスフェクト体を1mg／mlのG418
（Geneticin, Life Technologies）によって選択した。5B6レクチン陽性細胞をラット抗F
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別によって単離した。GFPタグ付加タンパク質は、5B6レクチンをコードするcDNAを増幅し
、EcoRIで制限消化した上でpEGFP-C2 ベクター（Clontech）中にサブクローニングし、そ
の後にEL4細胞へのエレクトロポレーションを行って、1mg／mlのG418で選択することによ
って作製した。5B6陽性細胞は、GFP陽性細胞のフローサイトメトリー選別によって単離し
た。完全長非タグ標識タンパク質は、5B6レクチンをコードするcDNAを増幅し、EcoRIで制
限消化した上でpIRES-Neoベクター中にサブクローニングし、その後にCHO細胞へのエレク
トロポレーションを行って、1mg／mlのG418で選択することによって作製した。
【０３２７】
C型レクチンに対するmAbの作製
　ウィスターラットに対して、50μgのキーホールリンペットヘモシアニン（KLH）結合ペ
プチド：5B6マウスペプチド

、ヒトペプチド

、または5B6-FLAGを発現する1×107個のCHO細胞による免疫処置を4週間間隔で3～4回行い
、さらに最終追加投与を行って、その4日後にSp2/0骨髄腫細胞と融合させた。特異的mAb
を分泌するハイブリドーマを、C型5B6-FLAGを発現するCHO細胞およびGFP-5B6を発現するE
L4細胞を用いた上清のフローサイトメトリー分析によって同定した。マウス5B6およびヒ
ト5B6のそれぞれに対して特異的な反応性を呈したハイブリドーマが作製された。
【０３２８】
　まとめると、以下のmAbが作製され、本研究に利用された。2種類のラットmAb 24/04-10
B4（ペプチド免疫処置による）および42/04-4202（CHO-5B6-FLAG免疫処置による）がマウ
ス5B6（m5B6）に対して産生された。2種類のラット抗体20/05-3A4および23/05-4C6（h5B6
ペプチド免疫処置による）がh5B6に対して産生された。ラットMAb 24/04-10B4もヒト5B6
を認識することが見いだされた。
【０３２９】
抗5B6抗体10B4のクローニング、発現およびシークエンシング
　ハイブリドーマ24/04-10B4-24-8-FACS9-5から、Qiagen RNeasy miniキット（Qiagen）
を製造元の推奨に従ってカラム上でのDNアーゼ消化とともに用いて、全RNAを単離した。5
' RACE ready cDNAをSMART RACE cDNA増幅キット（Clontech）を用いて調製し、製造元が
推奨している汎用プライマーおよび以下の遺伝子特異的プライマー（IgG2a遺伝子特異的
プライマー：

、κ遺伝子特異的プライマー：

）を製造元の推奨に従って用いて、抗体の重鎖配列および軽鎖配列を増幅した。その結果
得られたPCR断片をpGemTeasyプラスミド（Promega）中にサブクローニングして、シーク
エンシングを行った。完全長IgG2a重鎖は

を用いて増幅し、完全長κ鎖は
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およびHotstar DNAポリメラーゼ（Qiagen）を用いて増幅した。
【０３３０】
　PCR産物をゲルから切り出して、Qiaquick spin Gel抽出キット（Qiagen）を用いて精製
し、EcoRIおよびNotI酵素で消化した上で、Minelute PCR精製キット（Qiagen）を用いて
再び精製した。κ鎖はpcDNA 3.1（Invitrogen）中にサブクローニングした。重鎖は、pcD
NA 3.1のNotI-XbaI領域内に可溶性Ova cDNAインサートと融合されたAla-Ala-Alaリンカー
を含むように改変されたpcDNA 3.1ベクター（自家作製）中にサブクローニングした。こ
の構築物は、重鎖のC末端領域がアラニンリンカーおよびovaと融合された単一の融合タン
パク質の作製を可能にする。プラスミドDNAをEndo-freeプラスミドDNA抽出キット（Qiage
n）を用いて調製し、κ鎖、およびOvaと連結された重鎖をコードするプラスミドを、free
style 293F細胞（Invitrogen）に対して、製造元の推奨に従って一過性にコトランスフェ
クトした。一過性トランスフェクションから48時間後に上清を収集し、抗Clec9A-Ova Ab
の存在に関して検討した。組換えAbを、完全長（膜結合型）5B6を安定的に発現するCHO細
胞と結合するその能力に関して確かめ、結合は（1）ビオチン化Ova特異的血清（Calbioch
em）とストレプトアビジンPE、および（2）抗ラットIg PE（Caltag）という2通りのアプ
ローチを用いて検出した。
【０３３１】
DCの単離およびフローサイトメトリー分析
　リンパ系器官からのDCの単離は、以前の記載の通りに行った（Vremec et al, 2000）。
手短に述べると、組織を機械的に切り刻み、コラゲナーゼおよびDNアーゼで消化した上で
、エチレンジアミン四酢酸（EDTA）で処理した。低密度細胞を密度遠心分離（1.077g／cm
3 Nycodenz, Axis-Shield, Oslo, Norway）によって濃縮した。非DC系列細胞をmAb（KT3-
1.1、抗CD3；T24／31.7、抗Thy1；TER119、抗赤血球；ID3、抗CD19；および1A8、抗Ly6G
）でコーティングし、続いて抗ラットIg磁性ビーズ（Biomagビーズ、QIAGEN, Victoria, 
Australia）を用いて除去した。血液DCは赤血球（RBC）の除去（0.168M NH4Cl；4℃で5分
間）および上記の通りの無関係な細胞を除去することによって濃縮したが、ただしmAbカ
クテルにはmAb F4／80も含めた。DC濃縮集団をラットIgおよび抗FcR mAb（2.4G2）を用い
てブロックし、続いて、蛍光色素と結合させた、CD11c（N418）、CD205（NLDC-145）、CD
4（GK1.S）、GD8（YTS169.4）、CD24（M1/69）、120G8またはCD45RA（14.8）、Sirpα（p
S4）およびm5B6（24/04-10B4-ビオチン）に対するmAbで染色した。
【０３３２】
　cDCはCD11chiCD45RA-またはCD11chi120G8-として選択された。脾臓cDCは、CD4+cDC（CD
11chiCD45RA-CD4+ CD8-）、二重陰性（DN）cDC（CD11chiCD45RA-CD4-CD8-）およびCD8+cD
C（CD11chiCD45RA-CD8+ CD4-）にさらに細分された。胸腺DCはCD8-cDC（SirpαhiCD8lo）
およびCD8+ cDC（SirpαloCD8hi）に細分された。LN cDCはCD8-cDC（CD11chiCD205-CD8-

）、皮膚DC（CD11c+CD205intCD8-）、ランゲルハンス細胞（CD11c+CD205hiCD8-）およびC
D8+ cDC（CD11c+CD205hiCD8+）に細分され、これらは以前の記載の通りであった（Lahoud
 et al, 2006）。pDCは、CD11cintCD45RA+またはCD11cint120G8+として分離された。ビオ
チン染色をストレプトアビジン（SA）-フィコエリトリン（PE）を用いて検出した。さま
ざまなDC集団上でのm5B6の発現を分析して、アイソタイプ対照染色（IgG2a, BD Pharming
en, San Diego, CA, USA）と比較した。フローサイトメトリー分析はLSR II（Becton Dic
kinson, Franklin Lakes, NJ, USA）上で行い、自己蛍光およびヨウ化プロピジウム（PI
）陽性の死細胞は除外した。
【０３３３】
ヒト血液DCおよび造血細胞の単離およびフローサイトメトリー分析
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　ヒト血液から、Ficoll-Pacque-PLUS（GE Healthcare, Rydalmere, NSW, Australia）密
度分離法を用いて、末梢血単核細胞（PBMC）を単離した。血液ドナーからはインフォーム
ドコンセントを得ており、採取はHuman Research Ethics Committee, Melbourne Health
による承認を得た。PBMCをラットIgおよび抗FcR mAb（2.4G2）でブロックし、続いて、HL
A-DRに対するmAb（L243；Becton Dickinson）ならびにPEと結合させた、系列マーカー、
すなわちCD3（BW264156；T細胞）、CD14（Tuk4；単球）、CD19（6D5；B細胞）およびCD56
（AF12-7H3；NK細胞）に対するmAbのカクテルによって染色した。血液DCはHLA_DRhi、系
列-細胞としてゲーティングされ、それらのBDCA-1（ADJ-8E3）、BDCA-3（AD5-14H2）、BD
CA-4（AD5-17F6）およびCD16（VEP13）の発現に基づいてさらに分離された。PBMCは、CD3
（BW264156；T細胞）、CD19（6D5；B細胞）、CD56（AF12-7H3）およびNKp46（9E2）（CD5
6+Kp46+；NK細胞）およびCD14（Tuk4；単球）に対するmAbを用いて単離された、他の造血
細胞の供給源としても用いた。h5B6（20/05-3A4）の発現に関する染色およびフローサイ
トメトリー分析を行い、PI陽性の死細胞は除外した。別に指定する場合を除き、抗ヒトmA
bはすべてMiltenyi Biotec（North Ryde, NSW, Australia）から購入した。
【０３３４】
マウス造血細胞上の5B6の単離および分析
　脾細胞懸濁液を、DC単離の場合と同様に調製した（Vremec et al, 2000）。細胞を、CD
3（KT3-1.1）、CD19（1D3）、NK1.1（PK136）、CD49b（Hmα2；eBioscience, San Diego,
 CA, USA）に対するmAbで染色し、続いてB細胞（CD19+CD3-）、T細胞（CD19-CD3+）およ
びNK細胞（CD49b+K1.1+CD3-）を選択した。脾臓マクロファージを1.082g／cm3の密度遠心
分離（Nycodenz）によってまず濃縮し、CD3+ T細胞およびCD19+ B細胞を免疫磁性ビーズ
によって除去した。濃縮された細胞を、CD11b（M1/7O）およびF4／80に対するmAbで染色
し、続いてマクロファージをCD11bhiF4／80+としてゲーティングした。骨髄マクロファー
ジおよび単球は、脾臓の場合と同様にまず濃縮し、続いてCD11b（M1/70）およびLy6C（50
75-3.6）で染色した。続いて単球を側方散乱loLy6ChiCD11bhiとしてゲーティングし、マ
クロファージをLy6CintCD11bhiとしてゲーティングした。すべての細胞をラットIgおよび
抗FcR mAb（2.4G2）でブロックし、その後に抗5B6 mAb（10B4-ビオチン）を含むさまざま
なmAbカクテルによる免疫蛍光染色を行った。ビオチン染色はストレプトアビジン-PEを用
いて検出した。試料はLSR II（Becton Dickinson）上で5B6の発現に関して分析し、PI陽
性の死細胞は除外した。
【０３３５】
抗5B6 mAbを用いた免疫処置
　マウス（C57BL6またはTRIF-/-MyD88-/-マウス）に対して、10μgのラット抗5B6 mAb（1
0B4）またはアイソタイプ対照mAb 1（IgG2a、eBioscience）またはアイソタイプ対照mAb 
2（IgG2a,-抗β-Gal、GL117）による皮下（s.c.）または静脈内（i.v.）の免疫処置を行
った。血清試料を2～8週の時点で入手し、抗ラットIg反応性のレベルをELISAによって決
定した。抗5B6 mAbおよびGL117対照mAbは、オボアルブミン（OVA）にも化学的に結合させ
た。遊離OVAおよび非結合mAbを除去するために結合物をクロマトグラフィーで精製した。
mAbとOVAとの所望の比は1：1であり、これはSDS-PAGEおよびクーマシーブルー染色で確認
される。それらが標的Agを引き続いて認識する能力は、トランスフェクトされた細胞株を
結合物で染色し、ビオチン化OVA特異的血清（Calbiochem）およびその後にストレプトア
ビジン-PEを用いて結合を検出することによって検証される。C57BL6マウスに対して、2.5
～10μgの10B4-Ova（OVAと結合させた抗5B6 mAb）または対照-OVA（OVAと結合させたアイ
ソタイプ対照GL117 mAb）による免疫処置を行った。
【０３３６】
血清Abの検出のためのELISA
　ELISAプレート（Costar, Broadway, Cambridge, UK）を、2μg／mlのラットGL117 mAb
により、4℃で一晩かけてコーティングした。非結合mAbは洗い流した（PBS, 0.05％ Twee
n-20）。系列希釈した血清試料をプレーティングして（PBS／5％粉乳）、4℃で一晩イン
キュベートした。結合したマウス抗ラットIg抗体をロバ抗マウスIgG HRP（Chemicon Inte
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rnational, Temecula, CA, USA）で検出し、ABTSを用いて視覚化した。光学密度が0.1を
上回った場合に力価を陽性とみなした。抗ラット応答のアイソタイプは上記と同様にアッ
セイしたが、ただし検出には抗マウスIgG1-、IgG2b-、IgG2c-およびIgG3-HRP結合物（1／
4000）を用いた（Southern Biotech, Birmingham, AL, USA）。抗OVA応答はプレートを10
μg／mlのOVAでコーティングすることによってアッセイし、抗ラットIg抗体を上記の通り
に検出した。
【０３３７】
抗原提示アッセイ
　10μgの10B4-Ova（OVAと結合させた抗5B6 mAb）およびGL117-Ovaによる免疫処置を行っ
たマウスを1日後に殺処理し、脾臓を摘出した。別のものに記載された通りにDCを脾臓か
ら単離し（Vremec et al, 2000）、CD8+またはCD8-DCをフローサイトメトリーによって精
製した。
【０３３８】
トランスジェニックT細胞の精製およびインビボ増殖アッセイ
　トランスジェニックT細胞を精製し、カルボキシフルオレセイン二酢酸スクシンイミジ
ルエステル（CFSE）で標識した（Caminschi et al, 2006）。CFSE標識細胞（106個）をC5
7BL6Ly5.1マウスに静脈内注射した。3日後に脾臓を摘出し、細胞懸濁液を調製してRBCを
排除した上で、CD4（GK1.5-APC）またはCD8（YTS169-APC）およびLy5.2（S.450-15.2-PE
）に対するmAbで染色した。増殖性のOT-II細胞（CD4+Ly5.2+）またはOT-I細胞（CD8+Ly5.
2+）をCFSE蛍光の喪失によって視覚化し、一定数の較正用ビーズ（BD Pharmingen）の添
加によって算定した。死細胞はPIを用いて除外した。分析はFACSCalibur装置（Becton Di
ckinson）を用いて行った。
【０３３９】
CFSEで標識したT細胞の増殖アッセイ
　精製したOT-I細胞を0.1％ BSA／PBS中で1回洗浄し、続いて1×107個／mlに再懸濁させ
た。CFSE（5mM）を添加し（1μl／細胞107個）、細胞を37℃で10分間インキュベートした
。2.5％ FCSを含むRPMI-1640培地を添加して、細胞を2回洗浄した。T細胞（5×104個／ウ
ェル）を、DC（104個または別に指定した通り）とともに、U底96ウェルプレート内で、20
0μlのDC培養液（10％ FCS、100U／mlペニシリン、100μg／mlのストレプトマイシン、10
-4Mのメルカプトエタノールを含む改変RPMI-1640培地）中にてインキュベートした。培養
後にT細胞を算定するために、1ウェル当たり2.5×104個の較正用ビーズ（BD Bioscience 
Pharmingen）を添加し、適切なマーカー（抗TCR-Vα2 mAb（B20.1-PE, Pharmingen）によ
る染色によってT細胞を視覚化した。死細胞はヨウ化プロピジウムを用いて除外した。分
析はFACScanまたはFACScalibur（Becton Dickinson）上にて行った。増殖性のT細胞をCFS
E蛍光の喪失によって同定し、ビーズに対して相対的に算定することで、1ウェル当たりの
増殖性T細胞の総カウント数を求めた。
【０３４０】
可溶性5B6の組換え発現
　可溶性5B6を作製するためには、ヒンジおよび外部ドメイン領域を含むcDNAを、Advanta
ge high fidelity 2ポリメラーゼ（Clontech）および以下のプライマー

を用いて増幅した。増幅されたcDNAをMlu-1で制限消化し、大腸菌ビオチンホロ酵素シン
テターゼBirAによって特異的に認識されるビオチン化コンセンサス配列（ペプチドコンセ
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ンサス配列

）およびFLAGエピトープを含むように改変されたpEF-BosベクターのMlu-1部位にサブクロ
ーニングした。したがって、その結果得られたレクチン融合構築物は以下を含んだ（N末
端から順に）：IL3シグナル配列（分泌を確実にするため）、ビオチン化コンセンサスペ
プチド配列、FLAG-タグ、ヒンジ領域およびレクチンドメイン。組換えタンパク質は、8μ
g DNA／75cm2フラスコを含むDMEM-10％ FCS中での、ヒュージーン（Fugene）を用いた、2
93T細胞（ポリオーマ／SV40ラージT抗原が安定的にトランスフェクトされたヒト腎臓上皮
細胞株）の一過性トランスフェクションによって発現させた。8時間後に培地を除去し、
細胞を2回洗浄した上で、10mlのX-Vivo-10タンパク質非含有/無血清培地（BioWhittaker,
 Walkersville, MD）中にて36～60時間インキュベートした。分泌された組換えタンパク
質を含む培地を収集し、培養上清からの組換えタンパク質を、カットオフ値10,000mwtの
遠心分離装置（Nanosep 10K Omega, PALL Life Sciences）を用いて100倍に濃縮した。続
いて、濃縮されたタンパク質をそのまま用いるか、またはBIR酵素（Avidity, Denver, CO
）を用いて酵素的にビオチン化した。
【０３４１】
可溶性5B6を用いた結合アッセイ
　293T細胞に対して、pIRES Neo中にある完全長非タグ付加5B6をコードする発現構築物を
一過性にトランスフェクトした。2～3日後に細胞を収集し、（1）可溶性FLAGタグ付加ビ
オチン化m5B6、h5B6およびシーレで標識してストレプトアビジンPEで検出するか、または
（2）可溶性FLAGタグ付加5B6、ビオチン化抗FLAG mAb 9H10およびストレプトアビジン-PE
、のいずれかを用いる表面免疫蛍光標識を行った。生細胞を前方散乱もしくは側方散乱に
関して、またはヨウ化プロピジウム排除によってゲーティングし、それらの可溶性5B6の
表面結合に関して分析した。可溶性5B6の結合の特異性は、シーレなどの他の可溶性FLAG
タグ付加C型レクチンに対する結合との比較によって示された。
【０３４２】
ELISA
　組換え可溶性タンパク質の分泌は、捕捉／ツーサイト（two-site）ELISAによってアッ
セイした。手短に述べると、96ウェルのポリ塩化ビニル製マイクロタイタープレート（Co
star, Broadway, Cambridge, UK）を、精製した捕捉用mAb、すなわち抗FLAG 9H10 12.5ug
／ml（自家作製）でコーティングした。培養上清を、ビオチン化抗m5B6抗体（24/04-1013
4）-（2ug／ml）、ストレプトアビジン-HRPおよびABTS基質を用いて検出した。ビオチン
化組換え可溶性タンパク質は、捕捉／ツーサイトELISAによってアッセイした。手短に述
べると、96ウェルのポリ塩化ビニル製マイクロタイタープレート（Costar, Broadway, Ca
mbridge, UK）を、精製した捕捉用mAb、すなわち抗FLAG 9H10 12.5ug／ml（自家作製）で
コーティングした。培養上清を、ストレプトアビジン-HRPおよびABTS基質を用いて検出し
た。
【０３４３】
Flt3リガンドを培養させたDCの作製
　骨髄（BM）細胞を大腿骨および脛骨から流出させ、0.168M NH4CIに対する短時間の曝露
によって赤血球を溶解させた。細胞を、10mLのDC培養液（10％ FCS、100U／mlペニシリン
、100μg／mlのストレプトマイシン、10-4Mのメルカプトエタノールを含む改変RPMI-1640
培地）中に再懸濁させ、遠心分離によって2～3回洗浄した。細胞懸濁液を篩に通過させた
。細胞を遠心分離し、DC培養液中に1.5×106個／mLとして再懸濁させた。Flt3L（FL）を2
00～300ng／mLの濃度で添加した。8日間の培養後に細胞を収集し、CD11c（N418-PE.Cy7）
、Sirpα（p84-FITC）、CD45RA（14.8-PE）および5B6（10B4-APC）に対する抗体で染色し
た。
【０３４４】
骨髄からの前駆体の単離
　BM細胞を上記と同様に調製し、5mLのNycodenz培地（Nycomed Pharma）中に1.086g／cm3
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として再懸濁させた。この細胞懸濁液の上に同じ密度の5mLの新たなNycodenz培地の層を
重ね、さらに2mLのFCSの層を細胞懸濁液の上に重ねた。2900rpmで10分間遠心分離した後
に、低密度の細胞を単離して、系列抗原 CD2、CD3、CD8、CD45R、CD11b、TER119およびLy
6Gに対する抗体でコーティングし、ビーズ8個／細胞の比のポリクローナルヒツジ抗ラッ
トIgG磁性biomagビーズ（Qiagen）とともにインキュベートした。ビーズを磁石（Dynal）
を用いて除去し、非結合画分を、CD117（ACK-2-FITC）、幹細胞抗原-1（sca-1；E13 161-
7-Alexa Fluor 680）およびCD34（RAM34-ビオチン；ストレプトアビジン-PEで視覚化）ま
たはCD117（ACK-2-FITC）、CD135（A2F1O-PE）およびCD115（AFS98-ビオチン；ストレプ
トアビジン-PerCP.Cy5.5で視覚化）に対するモノクローナル抗体（mAb）で染色した。多
能性始原細胞はCD117+ Sca-1+ CD34+画分として単離された。
【０３４５】
培養物からのDC前駆体の単離
　記載した通りに、BMを抽出して、細胞3×106個／mLの濃度で培養した。培養の前に、細
胞をCFSE（Molecular Probes）で標識した。CFSE標識は以前の記載の通りに行った。手短
に述べると、細胞をPBS-BSA中での遠心分離によって2回洗浄し、1×107個／mLの濃度で再
懸濁させた。CFSEを細胞懸濁液に最終濃度0.5μMとして添加し、この溶液を間欠的に混合
しながら37℃で10分間インキュベートした。続いて、細胞を2回洗浄し、DC培養液中に再
懸濁させた。
【０３４６】
　3.5日間の培養の後に細胞を収集し、低密度細胞を上記の通りにNycodenz培地（1.086g
／cm3）中での遠心分離によって単離した。これらの細胞を、系列抗原（CD19、CD127、MH
CクラスII、Ly6GおよびTER119）に対するビオチン化抗体でコーティングして、抗ビオチ
ン磁性ビーズとともにインキュベートした。結合した細胞を、MACS磁性カラム（Myltenyi
）を用いて単離した。残りの系列+細胞を視覚化するために、除去処理を行ったこの画分
をストレプトアビジン-PerCP.Cy5.5とともにインキュベートした。洗浄の後に、細胞を、
CD11c（N418-PE.Cy7）および5B6（10B4-APC）に対するmAbの組み合わせによって染色した
。プレDCはCFSElowlin-CD11c+細胞として単離された。
【０３４７】
結果
脾臓DCサブセット間の遺伝子発現パターンの比較
　遺伝子発現プロファイル分析により、CD8- cDCと対比してCD8+ cDCサブセットによって
優先的に発現されるマウスcDNAクローンが同定された。5B6と命名されたこのクローンは
、CD8+ DCにおいて差異を伴って発現される、第6番染色体上に認められる遺伝子である「
仮想的C型レクチン」の断片に相当した（Riken 9830005G006,（最近、C型レクチンドメイ
ンファミリー9、メンバーA、（Clec9a）Genbankアクセッション番号AK036399.1、Unigene
 ID Mm.391518と命名）。さらに、公開データベースの分析により、最近になってCLEC9A
（Genbackアクセッション番号NM_207345）と再命名された、第12番染色体上の5B6のヒト
オルソログ（HEEE9341）が明らかになった。チンパンジー（Genbankアクセッション番号X
P_001143778）、マカクザル（XP_001114857）、イヌ（Genbankアクセッション番号XP_854
151）、ウシ（XP_873119）、ウマ（XP_001493987）およびラット（Genbankアクセッショ
ン番号XP_578403）などの他の動物にもオルソログが存在することが同定されている。
【０３４８】
C型レクチンの同定、特性決定およびクローニング
　本発明者らは、マウスおよびヒトの5B6をコードする完全長cDNAをPCRによって増幅し、
遺伝子のシークエンシングを行った（図1Aおよび1B）。
【０３４９】
　13.4kbのゲノムDNAの範囲にまたがる7個のエクソンによってコードされるマウス5B6の
完全長コード配列（図1D）は、264アミノ酸（aa）のタンパク質をコードする単一のオー
プンリーディングフレーム（ORF）（795bp）を含む（図1C）。ヒト5B6のコード配列は、1
2.9kbのゲノムDNAの範囲にまたがる6個のエクソンによってコードされ（図1D）、同様に
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、241aaのタンパク質をコードする単一のORFを含む（図1C）。
【０３５０】
　マウスおよびヒトの5B6遺伝子はそれぞれ、その細胞外領域内にある単一のC型レクチン
ドメイン、細胞質尾部、およびシグナル伝達モチーフの可能性のあるYXXL残基を含む膜貫
通領域を有する、膜貫通タンパク質と推定されるものをコードする（Fuller et al, 2007
）（図1C）。ヒト5B6は、マウスのものよりも短いヒンジ領域を有する。マウスおよびヒ
トのタンパク質配列のアラインメントは図1Cに示されている（同一性53％；類似性69％）
。提唱されるマウスおよびヒトの5B6タンパク質の構造の概略図は図1Eに示されている。
【０３５１】
　NCBI Blastタンパク質分析を用いることで、m5B6はマウスのデクチン-1（Clec7A）、Cl
ec12BおよびNKG2Dとの配列類似性が最も高く、一方、h5B6はLOX-1（Clec8A）、Clec12Bお
よびDCAL-2（Clec12A）と最も類似していることが明らかになった。5B6のCTLDは、古典的
なC型レクチンであるラットマンノース結合タンパク質A（MBP-A）と同じく、2つのジスル
フィド結合を形成する4個の保存的なシステイン残基を有する（図2）。さらに、5B6は、
さらに2つのシステイン残基をネック（neck）領域に保有し、これらはタンパク質のホモ
二量体化を可能にする可能性がある（Weis et al, 1998）。決定的に重要なこととして、
古典的なC型レクチンにおいてCa2+結合に関与する残基はマウスおよびヒトの5B6には存在
しない（図2）。
【０３５２】
マウス5B6の遺伝子発現
　マイクロアレイ分析により、5B6は、CD8- DCと対比してCD8+ DCにおいて3.5倍の高さの
レベルで、DN DCと対比してCD8+ DCにおいて2.6倍の高さのレベルで発現されると予想さ
れた。このため、本発明者らはプライマーを設計し、マウス脾臓cDCサブセットにおける5
B6の発現を定量的RT-PCRによって調べた。5B6はCD8+ cDCによって優先的に発現されるこ
とが確認された。脾臓CD8+ DCは脾臓CD4+ cDCよりも22倍の多さのmRNAを発現した（図3A
）。
【０３５３】
　本発明者らは、一団の造血細胞種にわたってのマウスおよびヒトの5B6遺伝子の発現を
定量的リアルタイムRT-PCRによって検討した。5B6 mRNAの発現はcDCおよびpDCの双方のDC
に特異的であり、NK細胞におけるmRNA発現は中等レベルであった（図3B）。これはCD8- c
DCと対比して脾臓CD8+ DCにおいて優先的に発現された。これはまた、胸腺CD8+ cDCおよ
びLN CD8+DEC205hi cDCにおいても差異を伴って発現された（図3A）。さらに、3種類の脾
臓cDC集団のすべてにおいて、遺伝子発現は、それぞれToll様受容体9および4に対するリ
ガンドであるCpGおよびLPSによるインビボ活性化の3時間後には低下した（図3C）。
【０３５４】
マウス5B6タンパク質の表面発現
　m5B6およびh5B6のタンパク質発現について調べるために、本発明者らは、5B6トランス
フェクト細胞の表面にあるタンパク質をフローサイトメトリーによって認識するmAbを作
製した。一団の新たに単離したマウス造血細胞をmAb 10B4で染色することにより、m5B6が
cDCのあるサブセット上およびほとんどのpDC上で発現されることが指し示された（図4A）
。注目されることに、m5B6タンパク質は、T細胞、ほとんどのB細胞、単球およびマクロフ
ァージを含む、調べた他のほとんどの造血細胞上では検出されなかった。若干のmRNAを発
現したNK細胞上でも、それは同じく検出されなかった（図4A）。しかし、B細胞のわずか
な（3％）割合は、m5B6に関して明らかに陽性染色された。10B4による何らかの染色が認
められたのは骨髄細胞のおよそ3％に過ぎず、このほとんどは弱かった。したがって、造
血系において、m5B6の表面発現は主としてDCに限定されて生じる（図4A）。加えて、mAb 
10B4による凍結切片の染色からも、DCに起因する範囲を越える染色は認められなかった（
非提示データ）。
【０３５５】
　続いて、脾臓、LNおよび胸腺cDC上でのm5B6の表面レベルを比較した。m5B6は、脾臓、
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胸腺およびLNのCD8+ cDCによって発現された（図4A）。ほとんどの脾臓、胸腺およびLN C
D8-cDCならびに遊走性cDC（皮膚DCおよびランゲルハンス細胞）は、m5B6発現に関して陰
性であった（図4A、B）。しかし、CD8-cDCのわずかな割合は、バックグラウンド染色を上
回るものを示した。これは、このCD8-cDCゲーティングの内部に存在することが知られて
いる、まだCD8αを発現していないCD8+ cDC系列のDCのわずかな割合に起因する可能性が
ある。炎症性マウス脾臓由来の炎症性CD11intCD11bhi DCの標本上では、m5B6染色は全く
検出されなかった（Naik et al, 2006）（非提示データ）。これらのDC表面発現プロファ
イルは、定量的RT-PCRによって観察された遺伝子発現と一致した（図3）。
【０３５６】
マウス血液DC上でのマウス5B6の表面発現
　マウス血液は、脾臓内に認められるDCと比べて成熟DC（CD11chi）を極めてわずかしか
含まず、これらのわずかな血液DCではCD8の発現はみられない（O’Keeffe et al, 2003）
。しかし、マウスでは、CD24発現はCD8の発現と相関づけられている。血液内の成熟DCの
わずかな割合はこのマーカーを発現する。おそらくこれらの細胞はCD8+になる途上にある
と考えられる。血液DC上での5B6の発現を明らかにするために、本発明者らはそれらを単
離して、CD24および5B6によって染色した。CD24を発現するDC（これらはCD8+DCになるよ
うに運命づけられている）は5B6も発現する（図4C）。
【０３５７】
マカクザルおよびヒトの5B6の表面発現
　ヒト5B6（h5B6）の表面発現について調べるために、本発明者らは、フローサイトメト
リーによる測定でh5B6-トランスフェクト細胞の表面上の天然タンパク質を認識した（非
提示データ）、2種類のモノクローナル抗体（20/05-3A4；23/05-4C6）を作製した。ヒト
またはマカクザルから新たに単離した末梢血細胞の染色により、5B6はDCのサブセット上
で発現されることが指し示された（図5）。特に、HLADR+ DCのわずかなサブセットはh5B6
に関して陽性であった（図5A）。ほとんどの他のヒト血液細胞は陽性染色を示さなかった
が、ヒト血液B細胞上では低レベルの染色が観察された（図5B）。5B6を発現するDCがマウ
ス血液中に見いだされるものと類似しているか否かを明らかにするために、これらの血液
DCをBDCA-1、BDCA-3およびBDCA-4によっても染色した。mAb 3A4または4C6による染色は、
わずかなBDCA-3+ DCサブセット（マウスCD8+ cDCの等価物と提唱されている）に限定され
、BDCA-4+サブセットには存在しなかった（非提示データ）。このことは、h5B6が、マウ
スCD24+に類似した種類のcDCであるCD8+ DC系列上には存在するが（Galibert et al, 200
5）、マウスとは対照的に、pDC上には存在しないことを示唆する。
【０３５８】
　さらに、抗マウス5B6 Ab（10B4）はh5B6と結合することが見いだされた。トランスフェ
クト細胞の表面上（非提示データ）およびヒトBDCA-3+ DC上でのh5B6の発現はいずれも、
抗マウス5B6 mAb（10B4）を用いて検出することができたものの、抗h5B6 Ab（4C6）で観
察されたレベルよりも低かった（図5C）。
【０３５９】
免疫調節における5B6の役割
　ある種のDC表面分子に対するAgを標的とするAbは、免疫応答を調節することができる（
Bonifaz et al, 2002；Finkelman et al, 1996；Carter et al, 2006）。CD8- DC上で発
現される表面分子Fireに対するAbは体液性免疫を強化すること、および、DCターゲティン
グに関する他の研究とは対照的に、この強化は追加のアジュバントも危険シグナル（dang
er signal）も必要としないことが以前に実証されている（Corbett et al, 2005）。残念
ながら、Fireには細胞表面で発現されるヒトでの対応物はないが（Caminschi et al, 200
6）、5B6は、マウスおよびヒトで共通しており、ヒトへの応用の可能性をもたらすもので
ある。こうしたことから、5B6を介したDCに対する抗原のターゲティングの効果を調べた
。混入性LPS（エンドトキシン）が免疫処置においてアジュバントとして作用したという
可能性を除外するために、これらの実験で用いたmAbはすべてLPS混入に関して検査し、検
出限界（1 EU／ml）未満であったことが見いだされている。これは、アイソタイプ対照mA
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bに対する免疫を強化するために必要な20ngのLPSよりも1 logを超えて少ない（非提示デ
ータ）。
【０３６０】
　5B6に対するAbを、体液性免疫を調節するために用いうるか否かを明らかにするために
、マウスに対して、10μgの抗5B6（10B4）またはターゲティングされていないアイソタイ
プ対照（GL117）mAbによる免疫処置を静脈内に行った。ラットIgG2aはマウスにおいて抗
原性であるが、これはこのターゲティング性mAbそれ自体が外来性抗原決定基を含むため
である。このため、免疫応答に対するDCターゲティングの効果を、ELISAアッセイで抗ラ
ットIgG応答を測定することによって評価することができる。このアッセイでは、ターゲ
ティングされていないAb（GL117）を被覆Agとして用いるため、非特異的結合のいかなる
バイアスも、ターゲティングされていない免疫原に関するものと考えられる。
【０３６１】
　追加のDC活性化物質を伴わない、抗m5B6 mAb 10B4の単独での注射は、顕著かつ長期的
な抗ラットIg応答を生じさせた（図6）。およそ2μgの10B4は最適な応答を生じさせたが
、16ngほどの少なさであっても検出可能な力価をもたらした（図6A、B）。10μgのターゲ
ティング性mAbに対する応答は、10μgの非ターゲティング性アイソタイプ対照mAbの5000
倍の高さであった。有意な抗ラットIg価を得るためには、ターゲティングされたmAbと比
較して、少なくとも3000倍高いレベルの非ターゲティング性ラットIgが必要であった（図
6A、B）。さらに、ターゲティング性抗5B6 mAbを用いてひとたび抗ラット反応性が確立さ
れれば、非ターゲティング性アイソタイプ対照ラットIgは有意な追加刺激をもたらしたが
、このことは記憶応答が生じたことを示唆する（図6C）。5B6ターゲティングによって誘
導される抗ラットIg応答はIgG1アイソタイプによるものが優位であるが、有意なIgG2c成
分を含め、他のアイソタイプもかかわっていた（図6D）。
【０３６２】
抗5B6 mAbはAgをCD8+ DCに送達するために用いることができる
　DC上のm5B6に対するAgのターゲティングによって得られる強化された抗体応答の顕著な
特徴は、追加のDC活性化物質もアジュバントも用いていないことである（図6、7A、B、C
）。用いた10B4 mAbは「エンドトキシン非含有」条件下で調製しており、濃縮されたmAb
は検出可能なエンドトキシンを含まなかった（1 EU／ml未満）。強化された抗体応答が微
量のエンドトキシンまたは他の微生物産物に起因するのではないことを確かめるために、
Toll様受容体（TLR）リガンドに応答することができないMyD88-/-TRIF-/-マウスを用いて
実験を再度行った。m5B6に対するmAbの注射によるラットIgに対する同等で強力な抗体応
答の誘導がこれらのマウスでも認められ（図7A）、このことはこの応答がTLRリガンドに
よって媒介される「危険」シグナルとは無関係であることを指し示している。リポ多糖（
LPS）を意図的にターゲティング性抗5B6 mAbとともに注射したところ、抗体応答は強化さ
れたこともあれば（図7D）、そうでないこともあった（図7E）。
【０３６３】
　強化された応答について可能性のある理由としては、抗m5B6 mAbとFcRとの結合、さら
にはm5B6それ自体も考えられる。この可能性は、FcγRIまたはFcγRIII34の活性化を通じ
てシグナルを伝達することができないFcRγ鎖欠損マウスへの10B4 mAbの注射によって否
定された（図7B）。これらは対照マウスと同一な抗ラットIg応答を生じた。
【０３６４】
　体液性応答の強化は、DCにAgを送達するように設計したターゲティング戦略によって得
られたことから、この強化はAg特異的なCD4+ヘルパーT細胞の活性化に主として起因する
と推定された。しかし、一部のB細胞は少量の5B6を発現したため、B細胞への直接的なタ
ーゲティングの可能性を否定することはできないと考えられる。胸腺由来T細胞を欠くヌ
ードマウスに抗5B6 mAb 10B4を注射することによって、T細胞の役割について検証した。
ラットIgに対する強化された抗体応答は消失しており（図7C）、このことはそれがヘルパ
ーT細胞に依存することを示している。
【０３６５】
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　抗5B6 mAbは、化学的に連結されたOVA Agを送達し、抗OVA抗体応答を強化するために役
立てることもできる。陽性の抗OVA価を生じさせるためには400倍の高さのレベルの遊離OV
Aの注射が必要であり、それでもなお、これは抗5B6 mAbを介したDCへのOVAのターゲティ
ングによって誘導される力価よりも数桁小さかった（図7E、F）。
【０３６６】
抗5B6 Abは、アジュバントの存在下および非存在下において、種々の経路を介した抗原送
達に極めて有効である
　本発明者らは、種々の投与経路を介した、5B6（Clec9A）に対する抗原のターゲティン
グが体液性応答に及ぼす効果を比較した。抗5B6 Ab（10B4）の静脈内、皮下および腹腔内
投与はすべて、ラットIgに対する体液性応答を有意に強化し、一方、アイソタイプ対照Ab
（GL117）を用いた場合はごくわずかな応答しか観察されなかった（図1OA）。さらに、5B
6に対する抗原のターゲティングは、アジュバントの非存在下でも強力な体液性応答を誘
導した。アジュバントの共投与が、生じる抗体応答をさらに強めることができるか否かを
明らかにするために、マウスに対して、抗5B6（10B4）mAbまたはアイソタイプ対照（GL11
7）と、LPS（1μg）またはCpG（10μg）とを静脈内注射した。10B4による抗原のターゲテ
ィングは、アジュバントを伴う場合も伴わない場合も強い体液性応答を誘導し、アジュバ
ントの添加は一次的な体液性応答およびその後の記憶応答を強化するように見えたが、そ
れはわずかに過ぎなかった（図10B）。したがって、抗5B6 mAbを用いた5B6に対する抗原
のターゲティングはアジュバントを伴っても伴わなくても成功裏に用いうると考えられる
。ワクチン戦略は、ワクチン接種の対象となる病原体または抗原性材料、および必要な応
答の種類に従って／応じて、設計することができる。
【０３６７】
m5B6のターゲティングに対する強化されたT細胞応答
　特定のAgに対するT細胞応答が5B6に対するAgのターゲティングによって強化されたか否
かを直接明らかにするために、少数のCFSE標識したOVA特異的なCD8（OT-I）またはCD4（O
T-II）トランスジェニックT細胞をC57BL/6マウスに養子免疫移入し、続いてそれに対して
OVAと結合した抗m5B6（10B4）またはOVAと結合したアイソタイプ対照mAb（GL117）による
免疫処置を行った。3日後に、移入したAg特異的T細胞の増殖応答を、CFSE蛍光の減少とし
て算定した。非ターゲティング性対照OVAと結合したmAbによるマウスの免疫処置はOT-I増
殖もOT-II増殖も誘導することができず、このことは、提示されたAgがこれらのT細胞を活
性化するには不十分であったことを指し示している。これとは対照的に、抗m5B6-0VA mAb
結合物によるマウスの免疫処置は、OT-IおよびOT-II T細胞のいずれもの大幅な増殖を誘
導した（図8）。m5B6にターゲティングされたAgは、CD4およびCD8 T細胞のいずれもの活
性化の強化をもたらした。
【０３６８】
　5B6分子を細胞表面に発現するCD8+ DCは、ナイーブOT-I細胞を活性化して増殖させたが
、一方、CD8-DCはそうではなく（図9）、このことは抗5B6 mAb（10B4-0VA）による免疫処
置がOVA AgをCD8+ DCサブセットに成功裏に輸送したことを立証している。
【０３６９】
m5B6に対する結合はDCを活性化する
　抗m5B6によるDCへのAgのターゲティングに対する強化された抗体応答またはT細胞応答
を得るためには追加のDC活性化物質もアジュバントも必要でなかったことから、DC活性化
シグナルは5B6それ自体によって与えられたと考えることが可能である。DCが活性化され
たか否かを確かめるために、それらを、ターゲティング性抗5B6 mAb 10B4による免疫処置
を行ったマウスの脾臓およびLN、ならびに免疫処置を行わなかった対照マウスから単離し
た。DCを、DC成熟マーカーであるMHCクラスII、CD80、CD86およびCD40に対する抗体とと
もに、DCサブセット分離用マーカーによって染色した。mAbの主要な標的であるCD8+ cDC
を含め、いずれのDCサブセットにおいても、DC活性化に関するこれらのマーカーの増加の
証拠はみられなかった（非提示データ）。5B6に対するAgのターゲティングは、DC活性化
の通常の徴候を伴わずに免疫応答を強化するように見えた。
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【０３７０】
可溶性5B6は膜結合型5B6と種交差的な様式で相互作用することができる
　5B6分子の結合パートナーを同定するために、本発明者らは、ストーク領域およびC型レ
クチン様ドメイン（CTLD）を含む5B6の外部ドメインを範囲に含む、図11A中に「元のもの
（ストークを有する）」として表した、可溶性FLAGタグ付加m5B6およびh5B6を作製した。
可溶性のFLAGタグ付加外部ドメイン型のC型レクチンシーレも、対照分子として作製した
。可溶性5B6（ストークおよびCTLDを有する）を、pIresNeoベクター中にある完全長非タ
グ付加5B6構築物による一過性トランスフェクション後に膜結合型m5B6およびh5B6を発現
する293T細胞との結合に関してスクリーニングした。可溶性マウス5B6は、膜結合型マウ
ス5B6およびヒト5B6を発現する293T生細胞のいずれとも結合することができたが、モック
（DNAを有しない）トランスフェクト293T細胞との結合はごくわずかまたは皆無であった
（図11B）。同様に、可溶性ヒト5B6は、膜結合型マウス5B6およびヒト5B6を発現する293T
生細胞のいずれとも結合することができたが、モックトランスフェクト293T細胞とは結合
しなかった。対照的に、対照可溶性分子シーレは対照またはトランスフェクト細胞株のい
ずれともごくわずかな結合しか示さなかった。したがって、可溶性5B6は膜結合型5B6と種
交差的な様式で相互作用することができる。
【０３７１】
　この相互作用をさらに特徴づけるために、本発明者らは、5B6のCTLDを含むがストーク
領域は含まない、図11A中に「可溶性タンパク質-2／3（ストークを有しない）と表した、
ビオチン化可溶性FLAGタグ付加m5B6およびh5B6を作製した。可溶性マウスおよびヒト5B6
は両方とも、膜結合型マウス5B6を発現するCHO生細胞とは結合することができたが、非ト
ランスフェクトCHO細胞との結合はごくわずかまたは皆無であった（図11c）対照的に、対
照可溶性分子シーレは対照またはトランスフェクト細胞株のいずれともごくわずかな結合
しか示さなかった。膜結合型5B6に対する可溶性5B6の結合は、元の5B6タンパク質（スト
ーク＋CTLD）および可溶性2／3タンパク質（CTLDのみ、ストークは有しない）のいずれを
用いても検出され、このことは5B6のCTLDが膜結合型5B6との種交差的な相互作用を媒介し
うることを指し示している。
【０３７２】
DC前駆体上でのマウス5B6の表面発現
　本発明者らは、一団の造血前駆体およびDC前駆体上での表面発現を調べた。5B6の表面
発現は、すべての造血系列への分化能を保っている、運命づけられていない（uncommitte
d）初期の多能性始原細胞上では検出されなかった。対照的に、培養下または照射を受け
たレシピエント内でDCを生成することができる直前の前駆体であるプレDCは、5B6の低レ
ベルの発現を示した。5B6発現はFlt3リガンド生成Sirpα- cDC（エクスビボのCD8+ cDCと
機能的に同等（Naik et al, 2005)）およびpDC上では検出されたが、同じ培養物からのSi
rpα+ cDC上では検出されなかった（図12）。
【０３７３】
抗5B6抗体10B4のクローニング、発現およびシークエンシング
　本発明者らは抗5B6 Ab 10B4の重鎖および軽鎖をクローニングし、さらに重鎖および軽
鎖を個別の発現ベクター中にサブクローニングした。これにより、κ鎖、ならびに重鎖の
C末端領域がアラニンリンカーおよびovaと融合された単一の融合タンパク質重鎖の作製が
可能になった。組換えAbの産生はfreestyle 293F細胞の一過性トランスフェクションによ
って行った。
【０３７４】
　mAb 24/04-10B4の重鎖（SEQ ID NO：42）および軽鎖（SEQ ID NO：47）のアミノ酸配列
は、対応する遺伝子のシークエンシングによって決定した。
【０３７５】
　抗5B6-Ova組換えAbが5B6を認識する能力は、組換えAbによるCHO-5B6トランスフェクト
細胞の標識、ならびに抗Ovaおよび抗ラットIg試薬を用いた検出によって確認した。組換
えAbはCHO-5B6細胞と結合することが示されたが（図13）、一方、親（非トランスフェク
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【０３７６】
　当業者には、概括的に記載された本発明の精神または範囲から逸脱することなく、具体
的な態様に示された本発明に数多くの変更および／または改変を加えうることが理解され
ると考えられる。したがって、本発明の態様はあらゆる面において限定的なものではなく
、例示的なものであるとみなされるべきである。
【０３７７】
　本出願は、そのすべての内容が参照により本明細書に組み入れられる、US 61/052,865
およびUS 60/969,118に対する優先権を主張する。
【０３７８】
　本明細書で考察および／または参照したすべての刊行物は、その全体が参照により本明
細書に組み入れられる。
【０３７９】
　本明細書に含まれる文書、行為、材料、装置または物品などの議論は、単に本発明に関
する状況を提供することのみを目的としている。それは、これらの事項のいずれかまたは
すべてが、先行技術基盤の一部を構成すること、または本出願の各請求項の優先権主張日
の前に存在していたために本発明に関連する分野における共通の一般的知識であったこと
を認定するものとみなされるべきではない。
【０３８０】
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摘要(译)

本发明涉及位于树突细胞或其前体细胞表面上的蛋白质的鉴定，特别是
抗原呈递树突细胞。特别地，本发明涉及结合这些蛋白质的化合物，例
如抗体。这些化合物可用于检测和/或富集树突细胞或其前体的子集。这
些化合物还可用于将抗原靶向树突细胞或其前体，以调节体液和/或T细
胞介导的对抗原的免疫应答，或用于将细胞毒性剂靶向参与疾病状态的
树突细胞或其前体。


