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(57)【要約】
【課題】早期活性化分子のターゲティングに基づく免疫調節を提供すること。
【解決手段】本発明は、被験体、例えば望ましくない免疫応答によって特徴付けられる障
害を有する被験体を治療する方法によって特徴付けられる。障害は「正常な」応答、また
は、被験体において通常観察されるものと比較して増大している免疫応答によって特徴付
けられ得る。このような障害の例は本明細書に記載するとおりであり、そして、急性また
は慢性の炎症性障害および免疫障害、例えば自己免疫障害を包含する。方法は被験体に早
期活性化分子アゴニスト１つ以上の有効量を投与することを包含する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
明細書中に記載の発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の技術分野）
　本発明は被験体の免疫応答を調節するためのＣ型レクチン結合ドメインを含有するＩＩ
型オリゴマーシグナル伝達レセプタータンパク質のＮＫ遺伝子複合体ファミリーのメンバ
ーの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　免疫媒介疾患は人口の約５％が罹患している自己免疫疾患（Ｏ’Ｓｈｅａら、２００２
）、移植片拒絶、アレルギー、アテローム性動脈硬化症、感染性疾患および先進国におけ
る主要な死亡原因の１つである腫瘍性の過程を包含する薬理学的治療の新しい分野である
。従って、免疫応答の調節は我々の社会における罹患率および死亡率の主要原因の治療の
鍵である。
【０００３】
　ＣＤ６９は赤血球を除く全ての造血サブセットにおける免疫攻撃の後の白血球活性化に
続いて早期および一過性に発現される（Ｃｅｂｒｉａｎら、１９８８；Ｈａｒａら、１９
８６；Ｔｅｓｔｉら、１９９４）。ＣＤ６９は末梢リンパ組織におけるＴおよびＢ細胞の
小サブセット上においてインビボで検出される（Ｓａｎｃｈｅｚ－Ｍａｔｅｏｓら、１９
８９）が、ＣＤ６９は関節リウマチのようないくつかの慢性炎症性疾患およびウィルス性
慢性肝炎の白血球浸潤物中において（Ｇａｒｃｉａ－Ｍｏｎｚｏｅｎら、１９９０；Ｌａ
ｆｆｏｎら、１９９１）、移植片拒絶に関与する白血球において（Ｍａｍｐａｓｏら、１
９９３）、アレルギー応答に関与する白血球において（Ｈａｒｔｎｅｌｌら、１９９３）
、アテローム性動脈硬化症患部における免疫細胞において（Ｃａｓｐａｒ－Ｂａｕｇｕｉ
ｌら、１９９８）、腫瘍浸潤リンパ球において（Ｃｏｖｅｎｔｒｙら、１９９６）、また
は、持続性の感染症の場合に（Ｚａｊａｃら、１９９８）持続的に発現される。幾つかの
報告によればＣＤ６９は骨髄由来細胞の活性化に関与していることが示唆されている（Ｃ
ｅｂｒｉａｎら、１９８８；Ｔｅｓｔｉら、１９９４）。しかしなお、ほぼ正常な造血細
胞の発達およびＴ細胞の成熟が生理学的条件化のＣＤ６９－／－マウスにおいて起こって
いる（Ｌａｕｚｕｒｉｃａら、２０００）。
【０００４】
　ＣＤ６９は２種の別のタンパク質、即ち活性化誘導Ｃ型レクチン（ＡＩＣＬ）およびレ
クチン様転写物（ＬＬＴ１）と共に、ＮＫ複合体の部分を形成する（Ｈａｍａｎｎら、１
９９７；Ｂｏｌｅｓら、１９９９）。これらのタンパク質、即ちＣＤ６９、ＡＩＣＬおよ
びＬＬＴ１の３種全ての発現は、細胞活性化の早期の時点でアップレギュレートされる（
Ｅｉｃｈｌｅｒら、２００１）。
【０００５】
　自己免疫疾患は疾患の発症に寄与する異常で持続的な白血球の活性化の存在によって特
徴付けられる。サイトカインが自己免疫疾患の発症に必須の役割を果たしていることが解
明されている（Ｆａｌｃｏｎｅ　ａｎｄ　Ｓａｒｖｅｔｎｉｃｋ，１９９９）。従って、
これらのサイトカインのターゲティングは現在自己免疫疾患に対する新しい治療において
好ましい手法である。この点に関し、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）は炎症促進性カスケードの
最上部に位置すると考えられ、そして、抗ＴＮＦ療法はＲＡの治療のための有用な道具で
あることがわかっている（Ｆｅｌｄｍａｎｎ，２００２）。更に、他のサイトカインは逆
の抗炎症作用を示している。即ち、ＴＧＦ－β１の投与は数種の自己免疫疾患において有
用な作用を有し（Ｐｒｕｄ’ｈｏｍｍｅ　ａｎｄ　Ｐｉｃｃｉｒｉｌｌｏ，２０００）、
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関節炎（Ｋｕｒｕｖｉｌｌａら、１９９１）、アレルギー性脳脊髄炎（Ｃｈｅｎら、１９
９４）、大腸炎（Ｐｏｗｒｉｅら、１９９６）および自己免疫性糖尿病（Ｐｉｃｃｉｒｉ
ｌｌｏら、１９９８）において炎症促進性サイトカイン産生を抑止する。
【０００６】
　腫瘍に対する免疫応答はリンパ球およびサイトカインが原発性腫瘍の発生を防止する体
液性および細胞性の機序の組み合わさった作用を包含する「有効外因性腫瘍抑制系」とし
て挙動する（Ｄｉｇｈｅ　ＡＳ，１９９４；Ｋａｐｌａｎ　ＤＨ，１９９８；Ｓｈａｎｋ
ａｒａｎ　Ｖ，２００１；Ｓｍｙｔｈ　ａｎｄ　Ｇｏｄｆｒｅｙ，２０００；Ｓｍｙｔｈ
ら、２０００；ｖａｎ　ｄｅｎ　Ｂｒｏｅｋ　ＭＥ，１９９６）。サイトカインの作用は
、少なくとも腫瘍細胞の免疫原性の調節を指向した部分においては、免疫系の腫瘍抑制機
能のために重要である。進行腫瘍および転移はクラスＩＭＨＣ発現をダウンレギュレート
し、ＮＫ細胞殺傷に感受性となり、そしてこれによりＮＫ細胞は癌細胞を認識して破壊す
る。更に、ＮＫ細胞は活性化ＣＤ４　Ｔ細胞のＴｈ１ヘルパーエフェクター細胞への分化
を駆動するＴＧＦ－βおよびＩＦＮ－γのようなサイトカインを分泌する。この点に関し
、ＩＦＮγは、増大した自発的新生物疾患がＩＦＮＲγＲ－／－マウスにおいて発生して
いることから、腫瘍の形成の防止に寄与している（Ｄｉｇｈｅ　ＡＳ，１９９４；Ｋａｐ
ｌａｎ　ＤＨ，１９９８）。更にまた、ＴＧＦ－βは重要な免疫抑制の役割を有し、即ち
抗腫瘍免疫応答を抑制する。ＴＧＦ－βは免疫応答の防止および／または抑制を行って炎
症促進性サイトカインの産生を調節し（Ｌｅｔｔｅｒｉｏ　ａｎｄ　Ｒｏｂｅｒｔｓ，１
９９８）、そして、サイトカインネットワーク内のＴＧＦ－βの抑制作用は細胞の期とサ
イトカインの環境の両方に依存している。ＴＧＦ－βは免疫細胞、マクロファージ、ＮＫ
およびＴ細胞の活性化、増殖および細胞毒性を改変することにより抗腫瘍エフェクター機
序の調節に関与しているとされる（Ｇｏｒｅｌｉｋ　ａｎｄ　Ｆｌａｖｅｌｌ，　２００
０；Ｋｅｈｒｌら、１９８６）。近年、Ｔ細胞におけるＴＧＦ－βシグナル伝達のブロッ
クは腫瘍特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞の拡大を促進することにより抗腫瘍免疫を増強することが
報告されている（Ｇｏｒｅｌｉｋ　ａｎｄ　Ｆｌａｖｅｌｌ，２００１）。更にまた、他
のサイトカインは抗腫瘍エフェクター細胞の動員、増殖、分化および生存の重要な調節因
子である。多くの細胞により産生されるＭＣＰ－１は細胞の動員を活性化し、そしてＭＣ
Ｐ－１を欠損した動物は低減したＴ細胞応答を示す（Ａｌｌａｖｅｎａら、１９９４；Ｃ
ａｒｒら、１９９４；Ｇｕら、１９９７）。従って、サイトカインは抗腫瘍免疫の誘導に
おいて必須の役割を果たしており、そしてサイトカインをターゲティングすることはヒト
および数種のネズミモデルにおいて有効な治療法を与える（Ｇｉｌｌ　ＰＳ，１９９５）
。
【０００７】
　しかしながらＴＧＦ－β１の繊維原性および他の有害な作用はヒトにおけるその免疫療
法上の使用を制限している（Ｂｏｒｄｅｒ　ａｎｄ　Ｒｕｏｓｌａｈｔｉ，１９９２）。
ＴＧＦ－βは数種の病理学的状態において関与しており、その全身使用は癌原性の危険性
があり、これは全身ＴＧＦ－β産生を増強する薬剤であるシクロスポリンで治療した患者
で観察される腫瘍数の増加を説明していると考えられる（Ｈｏｊｏら、１９９９）。従っ
て、ＴＧＦ－β１の局所的調節は全身ＴＧＦ－β１の悪影響を回避することにより慢性炎
症性疾患の有効な治療をもたらすはずである。
【０００８】
　従って、ＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１は疾患における免疫療法の標的となり、こ
れにより、白血球はこれらの活性化マーカーの高水準を発現する。即ちヒトの治療におけ
る使用のため、例えば、これらの抗原１つ以上を発現する活性化細胞の存在に関わる疾患
の治療において、このような分子をターゲティングするために特定の抗体を開発すること
が望まれている。
【０００９】
　ネズミモノクローナル抗体（ｍＡｂ）は比較的容易に製造でき、そして抗ヒトＣＤ６９
に対する一部のマウスｍＡｂは現在入手可能であるが、ヒトにおけるその治療上の使用は
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、その免疫原性により、そして、その薬効および安全性が結果的に低下することから、多
くの制約がある（Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ，１９９５）。このような制約は、免疫原性およ
び／またはアレルギー応答を伴うことなく反復投与が可能である完全なヒトｍＡｂの使用
により克服できる。即ち、未転位のヒト免疫グロブリン（Ｉｇ）遺伝子を用いて操作した
トランスジェニックマウス系統の開発は、特定のヒトｍＡｂの作成のための良好な手法と
なっている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　（発明の要旨）
　本発明は部分的にはＣＤ６９、ＡＩＣＬおよび／またはＬＬＴ１の調節を用いて被験体
の免疫応答を調節することができ、そして、即ち種々の障害の治療に使用できるという発
見に基づいている。ＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１アゴニスト、ＣＤ６９、ＡＩＣＬ
およびＬＬＴ１アンタゴニストおよびＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１発現細胞の枯渇
剤は全て以下に記載するとおり有用である。ＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１およびそ
れらをコードする核酸は本明細書においては「早期活性化分子」と称する。
【００１１】
　従って、１つの実施形態において、本発明は、被験体、例えば望ましくない免疫応答に
よって特徴付けられる障害を有する被験体を治療する方法によって特徴付けられる。障害
は「正常な」応答、または、被験体において通常観察されるものと比較して増大している
免疫応答によって特徴付けられ得る。このような障害の例は本明細書に記載するとおりで
あり、そして、急性または慢性の炎症性障害および免疫障害、例えば自己免疫障害を包含
する。方法は被験体に早期活性化分子アゴニスト１つ以上の有効量を投与することを包含
する。（特段の記載が無い限り、アゴニストまたはアンタゴニストという用語の使用は、
核酸、タンパク質または両方のある水準においてある作用を発揮する薬剤を指す。）
　早期活性化分子アゴニストの例はＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１ポリペプチド、ペ
プチド、ペプチドミメティクまたはその機能性フラグメント；ＣＤ６９、ＡＩＣＬもしく
はＬＬＴ１ポリペプチドまたはその機能的フラグメントをコードする核酸、内因性のＣＤ
６９、ＡＩＣＬもしくはＬＬＴ１の発現を増大させる薬剤、例えばＣＤ６９、ＡＩＣＬも
しくはＬＬＴ１の転写を増大させる薬剤（例えば早期活性化分子プロモーターに結合して
転写を増大させる薬剤）、早期活性化分子に結合してその活性をアゴナイズする小分子、
拮抗性抗ＣＤ６９抗体分子、拮抗性抗ＡＩＣＬ抗体分子および拮抗性抗ＬＬＴ１抗体分子
を包含するが、これらに限定されない。小分子の例は、ペプチド、ペプチドミメティック
（例えばペプトイド）、アミノ酸、アミノ酸類縁体、ポリヌクレオチド、ポリヌクレオチ
ド類縁体、ヌクレオチド、ヌクレオチド類縁体、モル当り約５０００グラム未満の分子量
を有する有機および無機の化合物（例えばヘテロ有機および有機金属の化合物）、モル当
り約２０００グラム未満の分子量を有する有機または無機の化合物、モル当り約１０００
グラム未満の分子量を有する有機または無機の化合物、モル当り約５００グラム未満の分
子量を有する有機または無機の化合物、およびこのような化合物の塩、エステルおよび他
の薬学的に受容可能な形態を包含するが、これらに限定されない。他の早期活性化分子ア
ゴニストの例は、アゴニストＣＤ６９レセプター（ＣＤ６９Ｒ）ポリペプチド、ペプチド
、ペプチドミメティック、アゴニストＡＩＣＬレセプター（ＡＩＣＬ－Ｒ）ポリペプチド
、ペプチドおよびペプチドミメティック、アゴニストＬＬＴ１レセプター（ＬＬＴ１－Ｒ
）ポリペプチド、ペプチドおよびペプチドミメティック、ＣＤ６９Ｒの可溶性形態、ＡＩ
ＣＬ－Ｒの可溶性形態、ＬＬＴ１－Ｒの可溶性形態、アゴニストＣＤ６９Ｒ、ＡＩＣＬ－
ＲまたはＬＬＴ１－Ｒ融合タンパク質、例えば早期活性化タンパク質レセプター－血清タ
ンパク質融合タンパク質（例えばＣＤ６９Ｒ－免疫グロブリン融合タンパク質、ＣＤ６９
Ｒ－ヒト血清アルブミン融合タンパク質、ＡＩＣＬ－Ｒ－免疫グロブリン融合タンパク質
、ＡＩＣＬ－Ｒ－ヒト血清アルブミン融合タンパク質、ＬＬＴ１－Ｒ－免疫グロブリン融
合タンパク質、ＬＬＴ１－Ｒ－ヒト血清アルブミン融合タンパク質）、または血清中半減
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期および／または多価度を増大するように設計された他の形態のアゴニスト早期活性化タ
ンパク質レセプター融合タンパク質を包含するが、これらに限定されない。好ましいアゴ
ニストは抗早期活性化タンパク質抗体分子（例えば抗ＣＤ６９抗体分子、抗ＡＩＣＬ抗体
分子および抗ＬＬＴ１抗体分子）、早期活性化タンパク質レセプターポリペプチド、例え
ばＣＤ６９Ｒフラグメント、ＡＩＣＬ－Ｒフラグメント、ＬＬＴ１－Ｒフラグメント、Ｃ
Ｄ６９Ｒ融合タンパク質、ＡＩＣＬ－Ｒ融合タンパク質およびＬＬＴ１－Ｒ融合タンパク
質である。早期活性化分子活性を増大させる抗体分子は、例えば、早期活性化ポリペプチ
ドと相互作用、例えば結合することにより、相互作用、例えば早期活性化ポリペプチド結
合相手との早期活性化ポリペプチドの結合活性を変化させる抗体分子（例えば抗体分子は
早期活性化ポリペプチドのエピトープのコンホーメーションに影響することにより、増大
した相互作用、例えばエピトープへの早期活性化ポリペプチド結合相手による結合をもた
らすことができる）、早期活性化ポリペプチドに結合してタンパク質のクラスタリングを
増大させる抗体（例えば早期活性化ポリペプチドに結合するＩｇＭ）、および、何れかの
ＣＤ６９抗体、ＡＩＣＬ抗体または抗ＬＬＴ１抗体、例えばアゴニストとして作用できる
当該分野で知られている抗体を包含するが、これらに限定されない。
【００１２】
　好ましい実施形態においては、抗体は早期活性化分子を特異的にターゲティングするヒ
トモノクローナル抗体、例えばヒトＣＤ６９抗原に特異的なｈＡＩＭ－２９である。
【００１３】
　一部の実施形態においては、被験体は炎症性疾患、例えば急性または慢性の炎症性疾患
を有する。炎症性疾患の例は、急性肺傷害、急性呼吸窮迫症候群、関節炎（例えばＣＩＡ
）、喘息、気管支炎、嚢胞性線維症、自己免疫性糖尿病、脳脊髄炎、肝炎（例えばウィル
ス性慢性肝炎）、炎症性腸疾患、多発性硬化症、再灌流傷害（例えば心筋）、腎炎、膵臓
炎、乾癬、動脈閉塞（例えば網膜）、脳卒中、全身性エリテマトーデス、移植（例えば移
植組織、例えば移植された組織、例えば造血幹細胞または臓器、例えば腎臓の宿主媒介拒
絶、または、移植片媒介宿主応答、例えば移植片　対　宿主疾患）、紫外線誘発傷害およ
び／または血管炎を包含するが、これらに限定されない。炎症性疾患は急性または慢性で
あってよく、そして好ましくは白血球により媒介される。一部の実施形態においては、炎
症性疾患は慢性の炎症に関わるものであり、例えば疾患は炎症性腸疾患、例えばクローン
病および潰瘍性大腸炎、乾癬、サルコイドーシスおよび関節リウマチである。
【００１４】
　好ましい実施形態においては、方法は第２の治療剤、例えば炎症を治療するための治療
剤または薬剤と組み合わせて早期活性化分子アゴニスト１つ以上を投与することを包含す
る。第２の薬剤は抗体または抗体以外の薬剤であってよい。
【００１５】
　被験体は哺乳類、例えば霊長類、好ましくは高等霊長類、例えばヒトであることができ
る。
【００１６】
　一部の実施形態においては、早期活性化分子アゴニストは被験体に対し、全身投与（例
えば経口、非経口、皮下、静脈内、直腸、筋肉内、腹腔内、鼻内、経皮、または吸入また
は体腔内滴注）、局所投与、または、粘膜、例えば鼻、喉および気管支に適用することに
よって投与することができる。一部の実施形態においては、早期活性化分子アゴニストは
被験体における二次的な免疫応答よりも前、または、最中において投与できる。
【００１７】
　好ましい実施形態においては、早期活性化分子アゴニストは反復を原則として投与する
。例えばアゴニストは２回、４回、６回またはそれを超えて投与できる。投与は被験体の
状態の改善が観察されるか、期待されるまで反復できる。抗体の投与は５～７日ごとに、
１４～３０日ごとに、または３０～６０日ごとに約１回の頻度であることができる。他の
化合物の投与は更に高頻度であることができる。例えば小分子は一日当たり１回、２回、
３回、４回以上投与できる。
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【００１８】
　別の局面において、本発明は被験体、例えば望ましくない免疫応答によって特徴付けら
れる障害を有する被験体の治療方法によって特徴付けられる。障害は被験体において通常
観察されるものと比較して増大している免疫応答によって特徴付けられることができる。
このような障害の例は本明細書に記載するとおりであり、そして急性または慢性の炎症性
障害、および免疫障害、例えば自己免疫障害を包含する。方法は被験体に早期活性化ポリ
ペプチド発現細胞、例えばＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１の１つ以上を発現する細胞
の枯渇剤の有効量を投与することを包含する。
【００１９】
　早期活性化分子枯渇剤の例は、ＣＤ６９に結合しＣＤ６９発現細胞を枯渇させる抗体分
子、例えば抗マウスＣＤ６９抗体２．３に類似の抗ヒトＣＤ６９抗体、または、何れかの
ＣＤ６９抗体、例えば枯渇剤として作用できる当該分野で知られた抗体（またはそれに基
づいた抗体分子、例えばフラグメント、キメラ、ヒト化または脱免疫化抗体）、そのよう
な抗体により結合されるエピトープに結合する抗体分子、そのような抗体と結合で競合す
る抗体分子；ＡＩＣＬに結合しＡＩＣＬ発現細胞を枯渇させる抗体分子、例えば何れかの
ＡＩＣＬ抗体、例えば枯渇剤として作用できる当該分野で知られた抗体（またはそれに基
づいた抗体分子、例えばフラグメント、キメラ、ヒト化または脱免疫化抗体）、そのよう
な抗体により結合されるエピトープに結合する抗体分子、そのような抗体と結合で競合す
る抗体分子；ＬＬＴ１に結合しＬＬＴ１発現細胞を枯渇させる抗体分子、例えば何れかの
ＬＬＴ１抗体、例えば枯渇剤として作用できる当該分野で知られた抗体（またはそれに基
づいた抗体分子、例えばフラグメント、キメラ、ヒト化または脱免疫化抗体）、そのよう
な抗体により結合されるエピトープに結合する抗体分子、そのような抗体と結合で競合す
る抗体分子；または本明細書の方法により同定される抗体分子を包含するが、これらに限
定されない。好ましい実施形態においては、抗ヒトＣＤ６９抗体はヒトモノクローナル抗
体、例えばｈＡＩＭ－２９である。別の実施形態においては、枯渇性抗早期活性化ポリペ
プチド抗体分子（例えば枯渇性抗ＣＤ６９抗体分子、枯渇性抗ＡＩＣＬ抗体分子、枯渇性
抗ＬＬＴ１抗体分子）は免疫細胞を動員（例えばＦｃレセプターによるか、または補体系
の動員による）し、そして標的細胞、例えば早期活性化ポリペプチド発現細胞を不活性化
または殺傷することができる。即ち、別の実施形態においては、枯渇性抗早期活性化ポリ
ペプチド抗体は標的細胞（例えばＣＤ６９－、ＡＩＣＬ－および／またはＬＬＴ１－発現
細胞）の細胞溶解をもたらす伝統的な補体経路を活性化することができる。別の実施形態
においては、枯渇剤は、標的細胞、例えばＣＤ６９－、ＡＩＣＬ－および／またはＬＬＴ
１－発現細胞を不活性化または殺傷することができる、治療剤、例えばタンパク質、薬剤
または同位体にカップリングされる抗早期活性化ポリペプチド抗体分子である。
【００２０】
　一部の実施形態においては、被験体は炎症性疾患、例えば急性または慢性の炎症性疾患
を有する。炎症性疾患の例は急性肺傷害、急性呼吸窮迫症候群、関節炎（例えばＣＩＡ）
、喘息、気管支炎、嚢胞性線維症、自己免疫性糖尿病、脳脊髄炎、肝炎（例えばウイルス
性慢性肝炎）、炎症性腸疾患、多発性硬化症、再灌流傷害（例えば心筋）、腎炎、膵臓炎
、乾癬、動脈閉塞（例えば網膜）、脳卒中、全身性エリテマトーデス、移植（例えば移植
組織、例えば移植された組織、例えば造血幹細胞または臓器、例えば腎臓の宿主媒介拒絶
、または、移植片媒介宿主応答、例えば移植片　対　宿主疾患）、紫外線誘発傷害および
／または血管炎を包含するが、これらに限定されない。炎症性疾患は急性または慢性であ
ってよく、そして好ましくは白血球により媒介される。一部の実施形態においては、炎症
性疾患は慢性の炎症に関わるものであり、例えば疾患は炎症性腸疾患、例えばクローン病
および潰瘍性大腸炎、乾癬、サルコイドーシスおよび関節リウマチである。
【００２１】
　好ましい実施形態においては、方法は第２の治療剤、例えば炎症を治療するための治療
剤または薬剤と組み合わせて早期活性化ポリペプチド発現細胞の枯渇剤１つ以上を投与す
ることを包含する。第２の薬剤は抗体または抗体以外の薬剤であることができる。
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【００２２】
　被験体は哺乳類、例えば、霊長類、好ましくは高等霊長類、例えばヒトであることがで
きる。
【００２３】
　一部の実施形態においては、早期活性化分子枯渇剤は被験体に対し、全身投与（例えば
経口、非経口、皮下、静脈内、直腸、筋肉内、腹腔内、鼻内、経皮、または吸入または体
腔内滴注）、局所投与、または、粘膜、例えば鼻、喉および気管支に適用することによっ
て投与することができる。一部の実施形態においては、早期活性化分子枯渇剤は被験体に
おける二次的な免疫応答よりも前、または、最中において投与できる。
【００２４】
　好ましい実施形態においては、早期活性化分子枯渇剤は反復を原則として投与する。例
えば枯渇剤は２回、４回、６回またはそれを超えて投与できる。投与は被験体の状態の改
善が観察されるか、期待されるまで反復できる。抗体の投与は５～７日ごとに、１４～３
０日ごとに、または３０～６０日ごとに約１回の頻度であることができる。他の化合物の
投与は更に高頻度であることができる。例えば小分子は一日当たり１回、２回、３回、４
回以上投与できる。
【００２５】
　別の局面において、本発明は、被験体、例えば増大または増強された免疫応答を必要と
するか、それにより利益を受ける被験体の治療方法によって特徴付けられる。被験体は低
減された免疫応答、例えば疾患の非存在下において観察されるものと比較して低減した免
疫応答によって特徴付けられる障害、例えば被験体は免疫不全を有してよい。別の実施形
態においては、被験体は低減または相殺された免疫応答を有さないがなお増大または増強
された免疫応答による利益を被るものである。例えば被験体は望ましくない細胞または組
織によって特徴付けられるか、または、望ましくない細胞増殖によって特徴付けられる障
害、例えば癌を有する。方法はまた被験体における免疫応答、例えば抗原（例えばワクチ
ン）に対する免疫応答の増大または増強のために用いることができる。方法は被験体に早
期活性化分子アンタゴニスト（例えばＣＤ６９アンタゴニスト、ＡＩＣＬアンタゴニスト
、ＬＬＴ１アンタゴニストまたはこれらの組み合わせ）１つ以上を投与することを包含す
る。
【００２６】
　早期活性化分子アンタゴニストの例は早期活性化分子のアンチセンス（例えばＣＤ６９
、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１のアンチセンス）、早期活性化分子にターゲティングされたＲ
ＮＡｉ、拮抗性抗ＣＤ６９抗体分子、拮抗性抗ＡＩＣＬ抗体分子、拮抗性抗ＬＬＴ１抗体
分子、および、本明細書に記載した方法により同定される他の化合物、例えばＣＤ６９、
ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１の１つ以上と相互作用して細胞における
【００２７】
【数３】

の発現を低減する化合物、および、早期活性化分子に結合してその活性に拮抗する小分子
を包含するが、これらに限定されない。小分子の例は、ペプチド、ペプチドミメティック
（例えばペプトイド）、アミノ酸、アミノ酸類縁体、ポリヌクレオチド、ポリヌクレオチ
ド類縁体、ヌクレオチド、ヌクレオチド類縁体、モル当り約５０００グラム未満の分子量
を有する有機および無機の化合物（例えばヘテロ有機および有機金属の化合物）、モル当
り約２０００グラム未満の分子量を有する有機または無機の化合物、モル当り約１０００
グラム未満の分子量を有する有機または無機の化合物、モル当り約５００グラム未満の分
子量を有する有機または無機の化合物、およびこのような化合物の塩、エステルおよび他
の薬学的に受容可能な形態を包含するが、これらに限定されない。他の早期活性化分子ア
ンタゴニストの例は、アンタゴニストＣＤ６９レセプター（ＣＤ６９Ｒ）ポリペプチド、
ペプチド、ペプチドミメティック、アンタゴニストＡＩＣＬレセプター（ＡＩＣＬ－Ｒ）
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ポリペプチド、ペプチド、ペプチドミメティック、アンタゴニストＬＬＴ１レセプター（
ＬＬＴ１－Ｒ）ポリペプチド、ペプチド、ペプチドミメティック、ＣＤ６９Ｒの可溶性形
態、ＡＩＣＬ－Ｒの可溶性形態、ＬＬＴ１－Ｒの可溶性形態、アンタゴニストＣＤ６９Ｒ
、ＡＩＣＬ－ＲまたはＬＬＴ１－Ｒ融合タンパク質、例えば早期活性化ポリペプチド－血
清タンパク質融合タンパク質（例えばＣＤ６９Ｒ－免疫グロブリン融合タンパク質、ＣＤ
６９Ｒ－ヒト血清アルブミン融合タンパク質、ＡＩＣＬ－Ｒ－免疫グロブリン融合タンパ
ク質、ＡＩＣＬ－Ｒ－ヒト血清アルブミン融合タンパク質、ＬＬＴ１－Ｒ－免疫グロブリ
ン融合タンパク質、ＬＬＴ１－Ｒ－ヒト血清アルブミン融合タンパク質）、または血清中
半減期および／または多価度を増大するように設計された他の形態のアンタゴニスト早期
活性化ポリペプチドレセプター融合タンパク質を包含するが、これらに限定されない。拮
抗性抗早期活性化ポリペプチド抗体分子は、早期活性化ポリペプチドに結合して早期活性
化ポリペプチドと早期活性化ポリペプチド結合ポリペプチドの結合を妨害する抗体分子、
および、早期活性化ポリペプチドと結合して例えば早期活性化ポリペプチドの内在化によ
り細胞表面上の早期活性化ポリペプチドの濃度を低減する抗体分子を包含するが、これら
に限定されない。拮抗性抗ＣＤ６９抗体分子は、ＣＤ６９に結合してＣＤ６９結合相手へ
のＣＤ６９の結合を妨害する抗体分子、および、ＣＤ６９に結合して細胞表面上のＣＤ６
９の濃度を低減する抗体分子を包含するが、これらに限定されない。拮抗性抗ＣＤ６９抗
体分子の例は、抗ヒトＣＤ６９抗体、例えば抗マウスＣＤ６９抗体２．２に類似の抗ヒト
ＣＤ６９抗体、または抗ＣＤ６９抗体、例えばアンタゴニストとして作用できる当該分野
で知られた抗体（またはそれに基づいた抗体分子、例えばフラグメント、キメラ、ヒト化
または脱免疫化抗体）またはそのような抗体により結合されるエピトープに結合する抗体
分子、そのような抗体への結合で競合する抗体分子、または、ヒトＣＤ６９のアミノ酸残
基Ｇｌｕ１４０、Ａｓｐ１７１、Ｇｌｕ１８０、Ｇｌｕ１８５、Ｇｌｕ１８７、Ｐｈｅ１
７５、Ｍｅｔ１８４、Ｌｅｕ１９０、Ｇｌｕ１８５およびＬｙｓ１８８の１つ以上に結合
するか、これとの別の抗体、レセプターまたはリガンドとの結合を妨害する抗体分子を包
含するが、これらに限定されない。好ましい実施形態においては、抗ヒトＣＤ６９抗体は
ヒトモノクローナル抗体、例えばｈＡＩＭ－２９である。拮抗性抗ＡＩＣＬ抗体分子は、
ＡＩＣＬに結合してＡＩＣＬ結合相手へのＡＩＣＬの結合を妨害する抗体分子、および、
ＡＩＣＬに結合して細胞表面上のＡＩＣＬの濃度を低減する抗体分子を包含するが、これ
らに限定されない。拮抗性抗ＡＩＣＬ抗体分子の例は、抗ヒトＡＩＣＬ抗体、例えば抗Ａ
ＩＣＬ抗体、例えばアンタゴニストとして作用できる当該分野で知られた抗体（またはそ
れに基づいた抗体、例えばフラグメント、キメラ、ヒト化または脱免疫化抗体）またはそ
のような抗体により結合されるエピトープに結合する抗体分子、そのような抗体への結合
で競合する抗体分子、または、ヒトＡＩＣＬのアミノ酸残基３７～１４９の１つ以上に結
合するか、これとの別の抗体、レセプターまたはリガンドとの結合を妨害する抗体分子を
包含する。拮抗性抗ＬＬＴ１抗体分子は例えば、ＬＬＴ１に結合してＬＬＴ１結合相手へ
のＬＬＴ１の結合を妨害する抗体分子、および、ＬＬＴ１に結合して細胞表面上のＬＬＴ
１の濃度を低減する抗体分子を包含するが、これらに限定されない。拮抗性抗ＬＬＴ１抗
体分子の例は、抗ヒトＬＬＴ１抗体、例えば抗ＬＬＴ１抗体、例えばアンタゴニストとし
て作用できる当該分野で知られた抗体（またはそれに基づいた抗体分子、例えばフラグメ
ント、キメラ、ヒト化または脱免疫化抗体）またはそのような抗体により結合されるエピ
トープに結合する抗体分子、そのような抗体への結合で競合する抗体分子、または、ヒト
ＬＬＴ１のアミノ酸残基７６～１３２の１つ以上に結合するか、これとの別の抗体、レセ
プターまたはリガンドとの結合を妨害する抗体分子を包含する。
【００２８】
　一部の実施形態においては、被験体は望ましくない悪性または非悪性の細胞増殖によっ
て特徴付けられる疾患、例えば癌を有する。癌の例は、胆道癌；脳の癌；乳癌、子宮頸が
ん、絨毛癌；結腸癌；子宮内膜癌；食道がん；胃癌；上皮内新生物；白血病（例えばＢ細
胞慢性リンパ性白血病、例えば免疫グロブリン突然変異を欠いたＢ細胞慢性リンパ性白血
病）、リンパ腫；肝癌；肺癌（例えば小細胞肺癌および非小細胞肺癌）；黒色腫；神経芽
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種；口腔癌；卵巣癌；膵臓癌；前立腺癌；直腸がん；肉腫；皮膚癌；精巣癌；甲状腺癌；
および腎臓癌、並びに他の癌腫および肉腫を包含するが、これらに限定されない。１つの
実施形態においては、癌はＣＤ６９、ＡＩＣＬおよび／またはＬＬＴ１発現癌ではない。
別の実施形態においては、癌は免疫グロブリン突然変異を欠いたＢ細胞慢性リンパ性白血
病であり、そして被験体は早期活性化分子アンタゴニスト、例えばＡＩＣＬアンタゴニス
トを投与される。
【００２９】
　好ましい実施形態においては、方法は第２の治療剤と、例えば１つ以上の治療剤、例え
ば望ましくない細胞の増殖を治療するための治療剤または薬剤と組み合わせて早期活性化
分子アンタゴニストを投与することを包含する。第２の薬剤は抗体または非抗体薬剤であ
ることができる。治療剤は例えば化学療法剤、放射性同位体および細胞毒の１つ以上を包
含する。化学療法剤の例はタキソール、シトカラシンＢ、グラミシジンＤ、マイトマイシ
ン、エトポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ブスルフ
ァン、シスプラチン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオ
ン、マイトキサントロン、ミスラマイシン、クロラムブシル、ゲムシタビン、アクチノマ
イシン、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロパノロール、プロマイシン、マイ
タンシノイドおよびそれらの類縁体または相同体を包含する。別の治療剤は、抗代謝剤（
例えばメトトレキセート、６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、シタラビン、５－
フルオロウラシル、デカルバジン）、アルキル化剤（例えばメクロレタミン、チオエパク
ロラムブシル、ＣＣ－１０６５、メルファラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）およびロムス
チン（ＣＣＮＵ）、シクロホスファミド（ｃｙｃｌｏｔｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）、ブスル
ファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、マイトマイシンＣおよびシスジク
ロロジアミン白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラチン）、アントラサイクリン（例えばダウ
ノルビシン（以前のダウノマイシン）およびドキソルビシン）、抗生物質（例えばダクチ
ノマイシン（以前のアクチノマイシン）、ブレオマイシン、ミスラマイシンおよびアント
ラマイシン（ＡＭＣ））および抗有糸分裂剤（例えばビンクリスチン、ビンブラスチン、
タキソールおよびマイタンシノイド）を包含するが、これらに限定されない。放射性同位
体はアルファ、ベータおよび／またはガンマエミッターを包含する。放射性同位体の例は
２１２Ｂｉ、２１３Ｂｉ、１３１Ｉ、２１１Ａｔ、１８６Ｒｅ、９０Ｙおよび１１７Ｌｕ
を包含する。早期活性化分子アンタゴニストは治療剤の投与の前、同時、または後に投与
できる。
【００３０】
　１つの実施形態において被験体は免疫不全、例えば後天性免疫不全（例えばＡＩＤＳ）
、先天性の免疫不全、または環境または医療材（例えば化学療法剤または放射線療法）へ
の曝露により誘導または誘発された免疫不全を有する。
【００３１】
　別の実施形態においては、被験体は非病的な増殖亢進性障害、例えば線維症を有する。
線維性障害は外傷、手術、感染、環境汚染物、タバコ、アルコールまたは他の毒素１つ以
上と関連する場合がある。障害は例えば過剰創傷治癒（例えば過形成瘢痕またはケロイド
）、腎線維症（メサンギウム細胞増殖）、肝線維症（肝星細胞の増殖）の１つ以上と関連
する。線維性障害の例は、ケロイド、熱傷、過形成瘢痕または他の皮膚障害（例えば局所
または全身の強皮症、例えば全身強皮症）、肝硬変、腎線維症（例えば糖尿病および／ま
たは高血圧に関連）、外科的癒着（例えば胃腸手術または神経施術の癒着）、血管移植片
、特発性肺線維症、放射線誘導線維症、アスベスト関連線維症（例えば黒色または褐色肺
）、ウィルス性肝炎に関連する線維症、黄斑変性、網膜およびガラス体の網膜症、および
急性呼吸器症候群に関連する線維症を包含する。線維症は急性または慢性の線維症である
ことができる。急性線維症の例は、事故による傷害、感染症、手術、熱傷、放射線誘導線
維症および化学療法誘導線維症を包含する。慢性線維症は例えばウィルス感染、糖尿病お
よび高血圧に関連する。
【００３２】
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　被験体は哺乳類、例えば霊長類、好ましくは高等霊長類、例えばヒト（例えば炎症性障
害を有する患者）であることができる。
【００３３】
　一部の実施形態においては、早期活性化分子アンタゴニストは被験体に対し、全身投与
（例えば経口、非経口、皮下、静脈内、直腸、筋肉内、腹腔内、鼻内、経皮、または吸入
または体腔内滴注）、局所投与、または、粘膜、例えば鼻、喉および気管支に適用するこ
とによって投与することができる。好ましい実施形態においては、早期活性化分子アンタ
ゴニストは反復を原則として投与する。例えばアンタゴニストは２回、４回、６回または
それを超えて投与できる。投与は被験体の状態の改善が観察されるか、期待されるまで反
復できる。抗体の投与は５～７日ごとに、１４～３０日ごとに、または３０～６０日ごと
に約１回の頻度であることができる。他の化合物の投与は更に高頻度であることができる
。例えば小分子は一日当たり１回、２回、３回、４回以上投与できる。
【００３４】
　別の局面において、本発明は抗原、例えばワクチンへの免疫応答を増強する方法によっ
て特徴付けられる。方法は被験体に対し、抗原、例えばワクチンおよび／または抗原をコ
ードするＤＮＡおよび早期活性化分子アンタゴニストを投与し、これにより被験体による
抗原への免疫応答を増強することを包含する。
【００３５】
　早期活性化分子アンタゴニストの例は本明細書に記載するとおりである。
【００３６】
　一部の実施形態においては、早期活性化分子アンタゴニストは抗早期活性化ポリペプチ
ド抗体分子、例えば抗ＣＤ６９抗体分子、抗ＡＩＣＬ抗体分子、抗ＬＬＴ１抗体分子（例
えば本明細書に記載した拮抗性抗ＣＤ６９抗体分子、拮抗性抗ＡＩＣＬ抗体分子または拮
抗性抗ＬＬＴ１抗体分子）である。好ましい実施形態においては、抗ＣＤ６９抗体はヒト
モノクローナル抗体、例えばｈＡＩＭ－２９である。
【００３７】
　使用できる抗原の用量の例は一次免疫化においては抗原１００μｇ、そして少なくとも
２１日後に、二次免疫化において１００μｇである。期待される力価はマウスＩｇＧ２ａ
、ＩｇＧ２ｂおよびＩｇＧ３またはそれらの類縁体のヒトアイソタイプのようなＴｈ１型
アイソタイプに対して少なくとも高値で無ければならない。
【００３８】
　ワクチンの例は癌ワクチン（例えば黒色腫ワクチン、肉腫ワクチン、乳癌ワクチン、前
立腺癌ワクチン、結腸直腸癌ワクチン、膵臓癌ワクチンおよび肝癌ワクチン）、ＨＩＶワ
クチン、肝炎ワクチン（例えばＡ、ＢまたはＣ型）、マラリアワクチン、ヘルペスワクチ
ン、乳頭腫ワクチン（例えばＨＰＶ－６、１１、１６、１８、３１、３３および／または
４５）および痘瘡ワクチンを包含し得る。
【００３９】
　早期活性化分子アンタゴニストは被験体に対し、抗原および／または抗原をコードする
核酸の投与の前、同時、または後に投与できる。
【００４０】
　別の局面において、本発明は被験体における早期活性化分子が発現する癌、例えば被験
体におけるＣＤ６９－、ＡＩＣＬ－および／またはＬＬＴ１－発現癌を治療または防止す
る方法によって特徴付けられる。方法は早期活性化分子枯渇剤および／または早期活性化
分子アンタゴニストを被験体に投与することを包含する。
【００４１】
　早期活性化分子が発現する癌の例はリンパ腫（例えばＴ細胞リンパ腫（例えば末梢Ｔ細
胞リンパ腫（Ｄｏｒｆｍａｎら、２００２，Ｈｕｍ．Ｐａｔｈｏｌ．３３：３３０－４）
例えば皮膚Ｔ細胞リンパ腫（Ｂｅｒｔｉら、１９９１，Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ．Ｄｅｒｍａｔ
ｏｌ．９６：７１８－２３））、Ｂ細胞リンパ腫、非ホジキンリンパ腫（例えばＴまたは
Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫（Ｅｒｌａｎｓｏｎら、１９９８，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｈａｅｍａｔ
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ｏｌ．６０：１２５－３２））およびリンパ性白血病（例えばＴまたはＢ細胞慢性リンパ
性白血病（Ｄａｍｌｅら、２００２，Ｂｌｏｏｄ　９９：４０８７－９３）、例えば免疫
グロブリン突然変異を欠いたＢ細胞慢性リンパ性白血病（Ｋｌｅｉｎら、２００１，Ｊ．
Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１１：１６２５；Ｒｏｓｅｎｗａｌｄら、２００１，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅ
ｄ．１１：１６３９））および造血系起源の他の腫瘍（Ｔａｓｓｏｎｅら、１９９６．Ｔ
ｉｓｓｕｅ　Ａｎｔｉｇｅｎｓ　４８：６５－８）を包含する。
【００４２】
　早期活性化分子枯渇剤は本明細書に記載したものを包含し、早期活性化分子に結合して
早期活性化分子が発現する細胞を枯渇させる抗体分子を包含するが、これらに限定されな
い。早期活性化分子枯渇剤の例は、ＣＤ６９に結合しＣＤ６９発現細胞を枯渇させる抗体
分子、例えば抗マウスＣＤ６９抗体２．３に類似の抗ヒトＣＤ６９抗体、または、何れか
のＣＤ６９抗体、例えば枯渇剤として作用できる当該分野で知られた抗体（またはそれに
基づいた抗体分子、例えばフラグメント、キメラ、ヒト化または脱免疫化抗体）、そのよ
うな抗体により結合されるエピトープに結合する抗体分子、そのような抗体と結合で競合
する抗体分子；ＡＩＣＬに結合しＡＩＣＬ発現細胞を枯渇させる抗体分子、例えば何れか
のＡＩＣＬ抗体、例えば枯渇剤として作用できる当該分野で知られた抗体（またはそれに
基づいた抗体分子、例えばフラグメント、キメラ、ヒト化または脱免疫化抗体）、そのよ
うな抗体により結合されるエピトープに結合する抗体分子、そのような抗体と結合で競合
する抗体分子；ＬＬＴ１に結合しＬＬＴ１発現細胞を枯渇させる抗体分子、例えば何れか
のＬＬＴ１抗体、例えば枯渇剤として作用できる当該分野で知られた抗体（またはそれに
基づいた抗体分子、例えばフラグメント、キメラ、ヒト化または脱免疫化抗体）、そのよ
うな抗体により結合されるエピトープに結合する抗体分子、そのような抗体と結合で競合
する抗体分子；または本明細書の方法により同定される抗体分子を包含するが、それらに
限定されない。好ましい実施形態においては、抗ヒトＣＤ６９抗体はヒトモノクローナル
抗体、例えばｈＡＩＭ－２９である。別の実施形態においては、枯渇性抗早期活性化ポリ
ペプチド抗体分子は免疫細胞を動員（例えばＦｃレセプターによるか、または補体系の動
員による）し、そして標的細胞、例えば早期活性化ポリペプチド発現細胞を不活性化また
は殺傷することができる。即ち、別の実施形態においては、枯渇性抗早期活性化ポリペプ
チド抗体分子は標的細胞（例えばＣＤ６９発現細胞）の細胞溶解をもたらす伝統的な補体
経路を活性化することができる。別の実施形態においては、枯渇剤は、標的細胞、例えば
早期活性化ポリペプチド発現細胞を不活性化または殺傷することができる、治療剤、例え
ばタンパク質、薬剤または同位体にカップリングされる抗早期活性化ポリペプチド抗体分
子である。
【００４３】
　好ましい実施形態においては、方法は第２の薬剤と、例えば治療剤、例えば癌を治療す
るための治療剤１つ以上と組み合わせて早期活性化分子枯渇剤を投与することを包含する
。第２の薬剤は抗体または非抗体の薬剤であることができる。治療剤は例えば化学療法剤
、放射性同位体および細胞毒の１つ以上を包含する。化学療法剤の例はタキソール、シト
カラシンＢ、グラミシジンＤ、マイトマイシン、エトポシド、テノポシド、ビンクリスチ
ン、ビンブラスチン、コルヒチン、ブスルファン、シスプラチン、ドキソルビシン、ダウ
ノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、マイトキサントロン、ミスラマイシン、
クロラムブシル、ゲムシタビン、アクチノマイシン、プロカイン、テトラカイン、リドカ
イン、プロパノロール、プロマイシン、マイタンシノイドおよびそれらの類縁体または相
同体を包含する。別の治療剤は、抗代謝剤（例えばメトトレキセート、６－メルカプトプ
リン、６－チオグアニン、シタラビン、５－フルオロウラシル、デカルバジン）、アルキ
ル化剤（例えばメクロレタミン、チオエパクロラムブシル、ＣＣ－１０６５、メルファラ
ン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）およびロムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロホスファミド、ブ
スルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、マイトマイシンＣおよびシス
ジクロロジアミン白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラチン）、アントラサイクリン（例えば
ダウノルビシン（以前のダウノマイシン）およびドキソルビシン）、抗生物質（例えばダ
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クチノマイシン（以前のアクチノマイシン）、ブレオマイシン、ミスラマイシンおよびア
ントラマイシン（ＡＭＣ））および抗有糸分裂剤（例えばビンクリスチン、ビンブラスチ
ン、タキソールおよびマイタンシノイド）を包含するが、これらに限定されない。放射性
同位体はアルファ、ベータおよび／またはガンマエミッターを包含する。放射性同位体の
例は２１２Ｂｉ、２１３Ｂｉ、１３１Ｉ、２１１Ａｔ、１８６Ｒｅ、９０Ｙおよび１１７

Ｌｕを包含する。早期活性化分子枯渇剤は治療剤の投与の前、同時、または後に投与でき
る。
【００４４】
　被験体は哺乳類、例えば霊長類、好ましくは高等霊長類、例えばヒト（例えば早期活性
化ポリペプチド発現癌を有する患者）であることができる。
【００４５】
　一部の実施形態においては、早期活性化分子枯渇剤は被験体に対し、全身投与（例えば
経口、非経口、皮下、静脈内、直腸、筋肉内、腹腔内、鼻内、経皮、または吸入または体
腔内滴注）、局所投与、または、粘膜、例えば鼻、喉および気管支に適用することによっ
て投与することができる。
【００４６】
　好ましい実施形態においては、早期活性化分子枯渇剤は反復を原則として投与する。例
えば枯渇剤は２回、４回、６回またはそれを超えて投与できる。投与は被験体の状態の改
善が観察されるか、期待されるまで反復できる。抗体の投与は５～７日ごとに、１４～３
０日ごとに、または３０～６０日ごとに約１回の頻度であることができる。他の化合物の
投与は更に高頻度であることができる。例えば小分子は一日当たり１回、２回、３回、４
回以上投与できる。
【００４７】
　本発明は更に配列番号２のアミノ酸またはそのフラグメントにより示されるエピトープ
に結合するモノクローナル抗体を含む組成物を包含する。エピトープは例えばタンパク質
の細胞外領域上に示されることができるが、ＴＰ１／５５の抗体により認識されるもの以
外のエピトープである。１つの実施形態においては、モノクローナル抗体はヒト抗体であ
り、そしてＩｇＭ／λのアイソタイプを保有することができる。ヒトモノクローナル抗体
は例えばヒトＣＤ６９抗原に特異的にターゲティングされたｈＡＩＭ－２９を包含する。
別の局面において、本発明は例えば炎症性サイトカインおよび自己免疫抗体を産生する細
胞のような、活性化末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）または他のこのような活性化された細胞
上に発現または過剰発現されるＣＤ６９分子のネイティブな形態を認識するモノクローナ
ル抗体を包含する。しかしながらこのような抗体はＣＤ６９発現を欠いたナイーブな免疫
細胞は認識しない。１つの実施形態において、本発明のモノクローナル抗体はこのような
細胞に結合した場合に細胞内のカルシウム濃度の上昇をもたらすことができる。このよう
なモノクローナル抗体はまたＣＤ６９表面抗原を発現または過剰発現するＰＢＭＣまたは
他の活性化細胞のホルビルミリステートアセテート（ＰＭＡ）誘導増殖活性を増強するこ
とができる。
【００４８】
　本発明には生物学的試料中の早期活性化分子を検出するためのキットも包含される。試
料は好ましくは望ましくない免疫応答によって特徴付けられる障害または状態を保有する
と考えられるヒト被験体から得られたものである。生物学的試料は例えば体液、例えば血
液または他の適当な液体または組織を包含することができる。１つの実施形態においては
、キットは本発明の意図するモノクローナル抗体を有する容器、および、早期活性化分子
に結合して免疫学的複合体を形成するためにモノクローナル抗体を使用すること、および
、複合体の存在または非存在を該生物学的試料中の早期活性化分子の存在または非存在に
相関付けるように該複合体を検出することに関する指示書を含む。別の実施形態において
は、キットはモノクローナル抗体としてヒトＣＤ６９抗原に特異的なｈＡＩＭ－２９を含
むことができる。
【００４９】
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　本発明はまた望ましくない免疫応答によって特徴付けられる障害または状態を有する被
験体の治療のための方法を包含し、これによれば、本発明の意図する少なくとも１つのモ
ノクローナル抗体の有効量を、単独または第２の治療剤と組み合わせて、必要とする被験
体に投与する。１つの実施形態においては、モノクローナル抗体はヒトＣＤ６９に対して
特異的なヒト抗体、例えばｈＡＩＭ－２９であり得る。第２の治療剤は例えば本明細書に
記載した任意の化学療法剤、放射性同位体または細胞毒を含み得る。
【００５０】
　別の局面において、本発明は早期活性化分子を調節する化合物、例えばＣＤ６９、ＡＩ
ＣＬまたはＬＬＴ１アゴニスト、ＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１アンタゴニスト、ま
たは、ＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１枯渇剤を同定し、これにより免疫応答を調節す
るための方法によって特徴付けられる。方法は化合物（例えば早期活性化分子と相互作用
、例えば結合する化合物）に早期活性化分子を発現する細胞を接触させること、および、
早期活性化分子の発現および／または早期活性化分子活性に対する化合物の作用を測定す
ることを包含する。早期活性化分子の発現は例えば早期活性化ポリペプチドをコードする
核酸の発現、早期活性化ポリペプチドの発現、および／または、細胞表面上の早期活性化
ポリペプチドの発現を測定することにより測定できる。
【００５１】
　好ましい実施形態においては、方法は早期活性化ポリペプチド、例えばＣＤ６９、ＡＩ
ＣＬまたはＬＬＴ１、または早期活性化ポリペプチドの可溶性形態（例えばＣＤ６９の可
溶化形態、例えばＣＤ６９の膜貫通および／または原形質領域を欠いたＣＤ６９ポリペプ
チド；ＡＩＣＬの可溶化形態、例えばＡＩＣＬの膜貫通および／または原形質領域を欠い
たＡＩＣＬポリペプチド；ＬＬＴ１の可溶化形態、例えばＬＬＴ１の膜貫通および／また
は原形質領域を欠いたＬＬＴ１の可溶化形態）を化合物と接触させること、および、早期
活性化ポリペプチドまたは可溶性早期活性化ポリペプチドと相互作用、例えば結合する化
合物の能力を評価することを包含する。
【００５２】
　早期活性化分子の発現および／または活性を増大させる化合物（例えば早期活性化分子
アゴニスト）は免疫応答を低減する化合物として同定され得る。好ましい実施形態におい
て、増大された早期活性化分子活性は
【００５３】
【数４】

の発現である。１つの実施形態においては、化合物の非存在下および存在下における細胞
の早期活性化分子の発現および／または早期活性化分子の活性、例えば、
【００５４】

【数５】

の発現を評価することを含む当該分野で知られた方法により、早期活性化分子の発現およ
び／または活性を増大させる能力について化合物を評価することができる。好ましくは、
化合物は早期活性化分子と相互作用、例えば結合する。考えられる化合物は、例えば小分
子、例えば本明細書に記載する小分子、ペプチド、融合タンパク質、例えばＣＤ６９Ｒ融
合タンパク質、ＡＩＣＬ－Ｒ融合タンパク質およびＬＬＴ１－Ｒ融合タンパク質、例えば
本明細書に記載のもの、抗体分子および核酸分子を包含する。早期活性化分子の活性を増
大させる抗体分子は、例えば、早期活性化ポリペプチドと相互作用、例えば結合して、相
互作用、例えば早期活性化ポリペプチドの結合相手の結合活性を変化させる抗体分子また
は細胞内発現抗体（例えば抗体、細胞内発現抗体またはそのフラグメントは早期活性化ポ
リペプチドのエピトープのコンホーメーションに影響することにより、増大された相互作
用、例えばエピトープへの早期活性化ポリペプチド結合相手による結合をもたらすことが
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できる）、早期活性化ポリペプチドに結合してポリペプチドのクラスター形成を増大させ
る抗体分子（例えば早期活性化ポリペプチドに結合するＩｇＭ）、および、何れかのＣＤ
６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１抗体分子、例えばアゴニストとして作用できる当該分野で
知られた抗体を包含するが、これらに限定されない。一部の実施形態においては、細胞系
の試験は、早期活性化ポリペプチドの活性、例えば、
【００５５】
【数６】

の増大した発現、ＭＡＰＫ活性化、増大したＣａ２＋シグナル伝達および／またはＣＤ６
９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１のような早期活性化ポリペプチドの増大した二量体形成を測
定するものである。
【００５６】
【数７】

の発現および／または二量体形成を増大させる化合物は早期活性化分子アゴニストとして
選択できる。別の実施形態においては、細胞系試験は早期活性化分子が発現することの調
節、例えば増大を測定する。例えば、化合物存在下における早期活性化ポリペプチド発現
または核酸（例えばｍＲＮＡまたはｃＤＮＡ）の発現を評価し、化合物投与前の細胞にお
ける早期活性化分子の発現と比較することができる。発現水準の上昇は早期活性化分子が
発現する水準の何れかの統計学的に有意な増大である。選択された化合物はアゴニストで
あると確認できる。１つの実施形態においては、細胞の早期活性化分子の発現を増大およ
び／または早期活性化分子活性、例えば、
【００５７】
【数８】

の発現を増大させる化合物を、例えば化合物を被験体、例えば動物モデル、例えば炎症性
疾患（例えば慢性または急性の炎症性疾患）に関する動物モデル、および／または、免疫
障害、例えば自己免疫障害に関する動物モデルに投与することにより、選択、例えばその
後のスクリーニングのために選択する。炎症性疾患の動物モデルの例は、コラーゲン誘導
関節炎のマウスモデルを包含する。
【００５８】
　早期活性化分子の発現および／または活性を低減する化合物は免疫応答を増大させる化
合物として同定できる。好ましい実施形態においては、低減される早期活性化分子活性は
【００５９】
【数９】

の発現および／または早期活性化ポリペプチドの二量体の形成、例えばＣＤ６９、ＡＩＣ
ＬまたはＬＬＴ１の二量体形成の抑制である。１つの実施形態においては、化合物の非存
在下および存在下における細胞の早期活性化分子の発現（例えば核酸、ポリペプチドおよ
び／または細胞表面発現）および／または早期活性化分子の活性、例えば、
【００６０】

【数１０】

の発現を評価することを含む当該分野で知られた方法により、早期活性化分子の発現およ
び／または活性を低減させる能力について化合物を評価することができる。好ましくは、
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化合物は早期活性化分子と相互作用、例えば結合する。考えられる化合物は、例えば小分
子（例えば本明細書に記載する小分子）、ペプチド、融合ポリペプチド（例えば本明細書
に記載したＣＤ６９Ｒ融合タンパク質、ＡＩＣＬ－Ｒ融合タンパク質またはＬＬＴ１－Ｒ
融合タンパク質）、抗体分子および核酸分子を包含する。抗体分子の例は、早期活性化ポ
リペプチドと結合して、早期活性化ポリペプチドと早期活性化結合ポリペプチドとの結合
を妨害する抗体分子または細胞内発現抗体、および早期活性化ポリペプチドと結合して例
えば内在化により細胞表面上の早期活性化ポリペプチドの水準を低減する抗体分子を包含
するが、これらに限定されない。抗ＣＤ６９抗体分子の例は、抗ヒトＣＤ６９抗体、例え
ば抗マウスＣＤ６９抗体２．２に類似の抗ヒトＣＤ６９抗体、または抗ヒトＣＤ６９抗体
、例えばアンタゴニストとして作用できる当該分野で知られた抗体（またはそれに基づい
た抗体）、そのような抗体により結合されるエピトープに結合する抗体分子、そのような
抗体への結合で競合する抗体分子、ヒトＣＤ６９のアミノ酸残基Ｇｌｕ１４０、Ａｓｐ１
７１、Ｇｌｕ１８０、Ｇｌｕ１８５、Ｇｌｕ１８７、Ｐｈｅ１７５、Ｍｅｔ１８４、Ｌｅ
ｕ１９０、Ｇｌｕ１８５およびＬｙｓ１８８の１つ以上に結合するか、これとの別の抗体
、レセプターまたはリガンドとの結合を妨害する抗体分子、または本明細書に記載した他
の抗体を包含するが、これらに限定されない。抗ＡＩＣＬ抗体の例は、抗ヒトＡＩＣＬ抗
体、例えば抗ＡＩＣＬ抗体、例えばアンタゴニストとして作用できる当該分野で知られた
抗体（またはそれに基づいた抗体分子、例えばフラグメント、キメラ、ヒト化または脱免
疫化抗体）またはそのような抗体により結合されるエピトープに結合する抗体分子、その
ような抗体への結合で競合する抗体分子、または、ヒトＡＩＣＬのアミノ酸残基３７～１
４９の１つ以上に結合するか、これとの別の抗体、レセプターまたはリガンドとの結合を
妨害する抗体分子、または本明細書に記載した他の抗体を包含する。抗ＬＬＴ１抗体の例
は、抗ヒトＬＬＴ１抗体、例えば抗ＬＬＴ１抗体、例えばアンタゴニストとして作用でき
る当該分野で知られた抗体（またはそれに基づいた抗体、例えばフラグメント、キメラ、
ヒト化または脱免疫化抗体）またはそのような抗体により結合されるエピトープに結合す
る抗体分子、そのような抗体への結合で競合する抗体分子、または、ヒトＬＬＴ１のアミ
ノ酸残基７６～１３２の１つ以上に結合するか、これとの別の抗体、レセプターまたはリ
ガンドとの結合を妨害する抗体分子、または本明細書に記載した他の抗体を包含する。一
部の実施形態においては、細胞系の試験は、早期活性化分子の活性、例えば、
【００６１】
【数１１】

の低減した発現、低減したＭＡＰＫ、低減したＣａ２＋シグナル伝達および／または低減
した二量体形成、例えば低減したＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１二量体形成を測定す
るものである。
【００６２】

【数１２】

の発現および／または二量体形成を低減させる化合物は早期活性化分子アンタゴニストと
して選択できる。別の実施形態においては、細胞系試験は早期活性化分子が発現すること
の調節、例えば低減を測定する。例えば、化合物存在下における早期活性化ポリペプチド
発現または核酸（例えばｍＲＮＡまたはｃＤＮＡ）の発現を評価し、化合物投与前の細胞
における早期活性化分子の発現と比較することができる。発現水準の低減は早期活性化分
子が発現する水準の何れかの統計学的に有意な低減である。別の実施形態においては、細
胞系試験は例えば化合物の投与の前の細胞表面上の早期活性化ポリペプチドの水準と比較
した場合の細胞表面の早期活性化ポリペプチドの調節、例えば低減した水準を測定する。
【００６３】
　１つの実施形態においては、細胞の早期活性化分子の発現を抑制および／または早期活
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性化分子の活性、例えば、
【００６４】
【数１３】

の発現を抑制する化合物を、例えば被験体、動物モデル、例えば望ましくない細胞増殖の
動物モデル（例えば癌の動物モデル）、免疫不全の動物モデルおよび／またはワクチン薬
効の動物モデルに投与することにより、選択、例えばその後のスクリーニングのために選
択する。
【００６５】
　別の局面において、本発明は免疫応答を調節する化合物を同定する方法によって特徴付
けられる。方法は早期活性化ポリペプチドまたは早期活性化核酸（例えば早期活性化遺伝
子の調節領域）と相互作用、例えば結合する化合物をスクリーニングすること、および、
早期活性化分子の発現および／または早期活性化分子の活性、例えば、
【００６６】

【数１４】

の発現および／または二量体形成、例えばＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１の二量体形
成に対する化合物の作用を測定することを包含する。
【００６７】
　１つの実施形態においては、化合物と早期活性化ポリペプチドの間の相互作用は、イン
ビトロで、例えば単離された早期活性化ポリペプチド、例えば早期活性化ポリペプチドの
可溶性形態、例えば本明細書に記載した可溶性ＣＤ６９、可溶性ＡＩＣＬまたは可溶性Ｌ
ＬＴ１を用いて評価する。早期活性化ポリペプチドおよび／または化合物は、溶液中に存
在（例えばミセル）するか、または、固体支持体、例えばカラム、ビーズ、ウェルまたは
ディッシュまたはチップ（例えばマイクロアレイ）に結合していることができる。一部の
実施形態においては、方法は例えば試験化合物のライブラリを評価する場合のように一回
以上反復する。
【００６８】
　別の実施形態において、化合物と早期活性化分子の間の相互作用は細胞系試験を用いて
評価する。
【００６９】
　好ましい実施形態においては、早期活性化分子と相互作用、例えば結合する化合物を、
早期活性化分子を発現する細胞と接触させることにより、早期活性化分子の発現および／
または活性に対する化合物の作用を測定する。
【００７０】
　１つの実施形態において、方法は早期活性化分子と相互作用して早期活性化分子の発現
および／または早期活性化分子の活性を増大させる、例えば、
【００７１】
【数１５】

の発現、低減したＭＡＰＫ、増大されたＣａ２＋シグナル伝達および／または二量体形成
を増大させる化合物を同定することにより免疫応答を低減する候補として化合物を同定す
ることを包含する。好ましい実施形態においては、増大される早期活性化分子活性は、
【００７２】
【数１６】
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の発現である。１つの実施形態においては、化合物の非存在下および存在下における細胞
の早期活性化分子の発現および／または早期活性化分子の活性、例えば、
【００７３】
【数１７】

の発現を評価することを含む当該分野で知られた方法により、早期活性化分子の発現およ
び／または活性を増大させる能力について化合物を評価することができる。考えられる化
合物は、例えば小有機分子（例えば本明細書に記載する小分子）、ペプチド、融合ペプチ
ド（例えばＣＤ６９Ｒ融合タンパク質、ＡＩＣＬ－Ｒ融合タンパク質またはＬＬＴ１－Ｒ
融合タンパク質、例えば本明細書に記載のもの）、抗体分子および核酸分子を包含する。
早期活性化分子の活性を増大させる抗体は、例えば、早期活性化ポリペプチドと相互作用
、例えば結合して、相互作用、例えば早期活性化ポリペプチドの結合相手の結合活性を変
化させる抗体分子または細胞内発現抗体（例えば抗体分子または細胞内発現抗体は早期活
性化ポリペプチドのエピトープのコンホーメーションに影響することにより、増大された
相互作用、例えばエピトープへの早期活性化ポリペプチド結合相手による結合をもたらす
ことができる）、早期活性化ポリペプチドに結合して早期活性化ポリペプチドのクラスタ
ー形成を増大させる抗体分子（例えば早期活性化ポリペプチドに結合するＩｇＭ）、およ
び、何れかのＣＤ６９抗体分子、ＡＩＣＬ抗体分子またはＬＬＴ１抗体分子、例えばアゴ
ニストとして作用できる当該分野で知られた抗体を包含するが、これらに限定されない。
一部の実施形態においては、細胞系の試験は、早期活性化分子の活性、例えば、
【００７４】

【数１８】

の増大した発現、増大したＭＡＰＫ、増大したＣａ２＋シグナル伝達および／または早期
活性化ポリペプチドの増大した二量体形成を測定するものである。
【００７５】

【数１９】

の発現、増大したＭＡＰＫ、増大したＣａ２＋シグナル伝達および／またはＣＤ６９二量
体形成を増大させる化合物は早期活性化分子アゴニストとして選択できる。別の実施形態
においては、細胞系試験は早期活性化分子が発現することの調節、例えば増大を測定する
。例えば、化合物存在下における早期活性化ポリペプチド発現または核酸（例えばｍＲＮ
ＡまたはｃＤＮＡ）の発現を評価し、化合物投与前の細胞における早期活性化分子の発現
と比較する。発現水準の上昇は早期活性化分子が発現する水準の何れかの統計学的に有意
な増大である。
【００７６】
　１つの実施形態においては、細胞の早期活性化分子の発現を増大および／または早期活
性化分子活性、例えば、
【００７７】
【数２０】

の発現を増大させる化合物を、例えば化合物を被験体、例えば動物モデル、例えば炎症性
疾患（例えば慢性または急性の炎症性疾患）に関する動物モデル、および／または、免疫
障害、例えば自己免疫障害に関する動物モデルに投与することにより、選択、例えばその
後のスクリーニングのために選択する。炎症性疾患の動物モデルの例は、コラーゲン誘導
関節炎のマウスモデルを包含する。
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【００７８】
　別の実施形態においては、方法は早期活性化分子と相互作用して早期活性化分子の発現
および／または早期活性化分子の活性を低減する、例えば、
【００７９】
【数２１】

の発現を低減、ＭＡＰＫを低減、Ｃａ２＋シグナル伝達および／または二量体形成、例え
ばＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１の二量体形成を低減する化合物を同定することによ
り免疫応答を増大する候補として化合物を同定することを包含する。早期活性化分子の発
現は例えば早期活性化ポリペプチドをコードする核酸の発現、早期活性化ポリペプチドの
発現、および／または細胞表面上の早期活性化ポリペプチドの発現を測定することにより
測定できる。好ましい実施形態においては、低減される早期活性化分子活性は、
【００８０】
【数２２】

の発現である。１つの実施形態においては、化合物の非存在下および存在下における細胞
の早期活性化分子の発現および／または早期活性化分子の活性、例えば、
【００８１】
【数２３】

の発現を評価することを含む当該分野で知られた方法により、早期活性化分子の発現およ
び／または活性を低減する能力について化合物を評価することができる。考えられる化合
物は、例えば小分子（例えば本明細書に記載する小分子）、ペプチド、融合ペプチド（例
えばＣＤ６９Ｒ融合ポリペプチド、ＡＩＣＬ－Ｒ融合ポリペプチドおよびＬＬＴ１－Ｒ融
合ポリペプチド、例えば本明細書に記載のもの）、抗体分子および核酸分子を包含するが
、これらに限定されない。抗体の例は、早期活性化ポリペプチドと結合して、早期活性化
ポリペプチドと早期活性化結合ポリペプチドとの結合を妨害する抗体分子、および早期活
性化ポリペプチドと結合して細胞表面上の早期活性化ポリペプチドの水準を低減する抗体
分子を包含する。抗ＣＤ６９抗体分子の例は、例えば抗ヒトＣＤ６９抗体分子、例えば抗
マウスＣＤ６９抗体２．２に類似の抗ヒトＣＤ６９抗体分子、または抗ヒトＣＤ６９抗体
分子、例えば当該分野で知られた抗体、そのような抗体により結合されるエピトープに結
合する抗体分子、そのような抗体への結合で競合する抗体分子、または、ヒトＣＤ６９の
アミノ酸残基Ｇｌｕ１４０、Ａｓｐ１７１、Ｇｌｕ１８０、Ｇｌｕ１８５、Ｇｌｕ１８７
、Ｐｈｅ１７５、Ｍｅｔ１８４、Ｌｅｕ１９０、Ｇｌｕ１８５およびＬｙｓ１８８の１つ
以上への結合を妨害する抗体分子、または本明細書に記載した他の抗体を包含するが、こ
れらに限定されない。抗ＡＩＣＬ抗体分子は、例えば抗ヒトＡＩＣＬ抗体、例えばアンタ
ゴニストとして作用できる当該分野で知られた抗ＡＩＣＬ抗体（またはそれに基づいた抗
体、例えばフラグメント、キメラ、ヒト化または脱免疫化抗体）またはそのような抗体に
より結合されるエピトープに結合する抗体分子、そのような抗体への結合で競合する抗体
分子、または、ヒトＡＩＣＬのアミノ酸残基３７～１４９の１つ以上に結合するか、これ
との別の抗体、レセプターまたはリガンドとの結合を妨害する抗体分子、または本明細書
に記載した他の抗体を包含する。抗ＬＬＴ１抗体分子は、例えば抗ヒトＬＬＴ１抗体、例
えばアンタゴニストとして作用できる当該分野で知られた抗ＬＬＴ１抗体（またはそれに
基づいた抗体、例えばフラグメント、キメラ、ヒト化または脱免疫化抗体）またはそのよ
うな抗体により結合されるエピトープに結合する抗体分子、そのような抗体への結合で競
合する抗体分子、または、ヒトＬＬＴ１のアミノ酸残基７６～１３２の１つ以上に結合す
るか、これとの別の抗体、レセプターまたはリガンドとの結合を妨害する抗体分子、また
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は本明細書に記載した他の抗体を包含する。一部の実施形態においては、細胞系の試験は
、早期活性化分子の活性、例えば、
【００８２】
【数２４】

の低減した発現、低減したＭＡＰＫ、低減したＣａ２＋シグナル伝達および／または低減
した二量体形成、例えばＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１二量体形成を測定するもので
ある。
【００８３】

【数２５】

の発現および／または二量体形成を低減させる化合物は早期活性化分子アンタゴニストと
して選択できる。別の実施形態においては、細胞系試験は早期活性化分子が発現すること
の調節、例えば低減を測定する。例えば、化合物存在下における早期活性化ポリペプチド
発現または核酸（例えばｍＲＮＡまたはｃＤＮＡ）の発現を評価し、化合物投与前の細胞
における早期活性化分子の発現と比較することができる。発現水準の低減は早期活性化分
子が発現する水準の何れかの統計学的に有意な低減である。別の実施形態においては、細
胞系試験は例えば化合物の投与の前の細胞表面上の早期活性化ポリペプチドの水準と比較
した場合の細胞表面の早期活性化ポリペプチドの調節、例えば低減した水準を測定する。
【００８４】
　１つの実施形態においては、細胞の早期活性化分子の発現を抑制および／または早期活
性化分子の活性、例えば、
【００８５】

【数２６】

の発現を抑制する化合物を、例えば被験体、動物モデル、例えば望ましくない細胞増殖の
動物モデル（例えば癌の動物モデル）、免疫不全の動物モデルおよび／またはワクチン薬
効の動物モデルに投与することにより、選択、例えばその後のスクリーニングのために選
択する。
【００８６】
　別の局面において、本発明は免疫応答を調節する化合物を同定する方法によって特徴付
けられる。方法は早期活性化分子の発現および／または早期活性化分子の活性を調節する
化合物を準備すること、および、被験体、例えば動物モデルに化合物を投与することを包
含する。
【００８７】
　１つの実施形態において、化合物は早期活性化分子の発現および／または早期活性化分
子の活性を増大させる、例えば、
【００８８】
【数２７】

の発現を増大させる、および／または、二量体形成（例えばＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬ
ＬＴ１の二量体形成）を増大させる化合物であり、そして化合物は被験体、例えば炎症性
疾患（例えば慢性または急性の炎症性疾患）の動物モデルおよび／または免疫障害、例え
ば自己免疫障害の動物モデルに投与し、そして、障害の症状１つ以上を低減する化合物を
選択する。炎症性疾患の動物モデルの例は、コラーゲン誘導関節炎のマウスモデルを包含
する。
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【００８９】
　別の実施形態において、化合物は早期活性化分子の発現および／または早期活性化分子
の活性を低減する、例えば、
【００９０】
【数２８】

の発現を低減する、および／または、二量体形成（例えばＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬ
Ｔ１の二量体形成）を低減させる化合物であり、そして化合物は被験体、例えば望ましく
ない細胞増殖の動物モデル（例えば癌の動物モデル）、免疫不全の動物モデル、および／
またはワクチン薬効の動物モデルに投与し、そして障害の症状１つ以上を低減する化合物
を選択する。
【００９１】
　化合物は本明細書に記載した方法で同定された化合物であることができ、または、早期
活性化分子と相互作用することが知られている別の化合物であることができる。
【００９２】
　別の局面において、本発明は決定、例えば医療上または財政上の決定を行う方法によっ
て特徴付けられる。方法は、本明細書に記載した障害に関わる被験体の治療に関するデー
タまたは情報を作成または受領すること、および、データまたは情報を用いて決定、例え
ば第１の結果および第２の結果との間での選択を行うことを包含する。
【００９３】
　好ましい実施形態においては、データは早期活性化分子アゴニスト、アンタゴニストま
たは枯渇剤（例えばＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１アゴニスト、アンタゴニストまた
は枯渇剤）の投与に対する応答である。
【００９４】
　好ましい実施形態においては、決定は参照標準とデータを比較すること、および、参照
とのデータの関係に基づいて決定を行うことにより行う。例えばデータは被験体の応答の
数値または他の項目であることができ、そして数値または他の項目が参照標準との予め選
択された関係を有する場合、例えば、データにおける数値または項目が参照標準よりも高
値である場合、第１の結果を選択し、そしてデータが参照標準より低値であれば第２の結
果を選択する。結果は業務または治療を与えるか与えないか、または、業務または治療の
全てまたは部分に対して支払うか支払わないものであり得る。
【００９５】
　好ましい実施形態においては、第１の結果は医療の第１の過程、例えば本明細書に記載
した何れかの治療、例えば早期活性化分子アゴニスト、アンタゴニストまたは枯渇剤の追
加的投与を示唆するか提供するものであり、そして第２の過程は治療を行わないことを示
唆するか治療を提供しないものである。
【００９６】
　好ましい実施形態においては、第１の結果は被験体に提供される業務または治療に対し
て支払うことへの承認または資金転科を包含またはもたらすものであり、そして第２の結
果は被験体に提供される業務または治療に対して支払うことへの拒絶を包含またはもたら
すものである。例えば、ある法人、例えば病院、医療提供者、国家法人または保険会社ま
たは医療費を支払う他の法人は本明細書に記載した結果を使用することにより、ある団体
、例えば被験体患者以外の団体が患者に提供された業務または治療に対して支払うかどう
かを決定する。例えば第１の法人、例えば保険会社は結果を使用して財政的支払いを患者
に対してまたは患者の代わりに提供するべきかどうか、例えば第３者、例えば商品または
業務のベンダー、病院、医師または他の医療提供者に対し、患者に提供された業務または
治療に関して支払いを行うかどうか決定することができる。例えば第１の法人、例えば保
険会社は本明細書に記載した方法の結果を用いて保険のプランまたはプログラム、例えば
健康保険または生命保険のプランまたはプログラムにおいて、ある個人を継続、中止、加
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入するかどうかを決定できる。
【００９７】
　別の局面において、本発明はデータベース、例えば本明細書で参照する参照数値を確立
するため、または、その他の点において１以上の被験体を評価するために有用であるデー
タベースを提供する方法によって特徴付けられる。方法は疾患、例えば本明細書に記載す
る疾患の治療における、データ、例えば早期活性化分子アゴニスト、アンタゴニストまた
は枯渇剤（例えばＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１アゴニスト、アンタゴニストまたは
枯渇剤）の投与への応答を発生または受領することおよび、データをデータベースに入力
することを包含する。
【００９８】
　好ましい実施形態においては、患者の疾患状態のインジケーター（例えば数値）１つ以
上、および、患者の識別子をデータベースに入力する。
【００９９】
　好ましい実施形態においては、データベースは複数の入力を包含し、その各々はデータ
（疾患、例えば本明細書に記載した疾患の治療における早期活性化分子アゴニスト、アン
タゴニストまたは枯渇剤の投与への応答に関するデータ）１つ以上、および、患者の疾患
状態のインジケーターおよび患者の識別子を包含する。
【０１００】
　別の局面において、本発明は患者から得たデータ（疾患、例えば本明細書に記載した疾
患の治療における早期活性化分子アゴニスト、アンタゴニストまたは枯渇剤の投与への応
答に関するデータ）を本明細書に記載したデータベースから得たデータと比較することを
包含する。
【０１０１】
　別の局面において、本発明は本明細書に記載したデータベースから得たデータを標準と
して包含することを包含する参照標準の構築方法によって特徴付けられる。例えばデータ
ベースから数値を入手し、それらに対して数学的作業を実施し、そして参照標準に到達す
る際の、例えばデータベースから選択した複数の数値の平均を取る際の参照として結果を
使用し、そして平均を標準として使用することができる。
【０１０２】
　別の局面において、本発明は抗原に対する抗体の産生を増強する方法によって特徴付け
られる。方法は動物に抗原を投与すること、および、動物に早期活性化分子アンタゴニス
トを投与することを包含する。
【０１０３】
　動物は例えば哺乳類、例えばマウス、ラット、ヤギ、ヒツジ、ブタ、ウシまたはウマで
あることができる。
【０１０４】
　１つの実施形態において抗原は動物に対して相同であり、例えば抗原はそれを投与する
動物の種と同じ種から得たものであり、例えば抗原はマウスに投与されるネズミ抗原であ
る。別の実施形態においては、抗原は非相同、例えば抗原はそれを投与する動物の種とは
異なる種から得たものであり、例えば抗原はマウスに投与されるヒト抗原である。
【０１０５】
　別の実施形態においては、方法は更に、例えばモノクローナル抗体を作成するために、
動物から免疫細胞を単離することを包含する。
【０１０６】
　本発明は早期活性化分子ＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１の何れかの調節が免疫反応
性において役割を果たすことを発見したことに部分的には基づいている。理論に制約され
ないがこれはＴＧＦ－β１合成の調節を介して影響されると考えられる。ＣＤ６９、ＡＩ
ＣＬおよびＬＬＴ１はＮＫ遺伝子複合体に局在する構造的に同様のレセプターであり、造
血起源の大部分の細胞により発現される（Ｂｏｌｅｓら、１９９９）。３種の全てのタン
パク質は有意な配列同様性を相互に有している少なくとも１つのＣ型レクチンドメインを
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有する。ＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１のアップレギュレートされた水準は、ＮＫ遺
伝子複合体に関わる他のレクチン様タンパク質とは異なり、細胞活性化の早期の時点にお
いて観察される（Ｅｉｃｈｌｅｒら、２００１）。
【０１０７】
　疾患の２種の異なる動物モデルを分析することにより、免疫応答の調節におけるＣＤ６
９の役割を調べた。第１に、ＣＤ６９の抑制的役割およびＣＤ６９のターゲティングをネ
ズミコラーゲン誘導関節炎（ＣＩＡ）において評価した。ＣＩＡは広範に受け入れられて
いる炎症性関節症、主に関節リウマチ（ＲＡ）の実験モデルである（Ｆｅｌｄｍａｎｎら
、１９９６）。ＣＩＡは自己免疫の研究のためのモデルを与え、そして自己に対する免疫
応答が悪化しているような他の疾患にも延長できる。ＣＤ６９はＣＩＡにおける
【０１０８】
【数２９】

の調節を介して抑制的役割を果たすことがわかっている。第２のモデルである腫瘍モデル
は腫瘍の成育および転移を抑制するために免疫応答を増強することが目標である場合に逆
の手法を与える。従って、有効な免疫応答を再樹立する際の炎症性疾患および免疫不全症
候群にまで拡張できる有効な治療法を試験するための実験系を構成する。この手法におけ
るＣＤ６９の使用はＭＨＣクラスＩ遺伝子の発現が消失しているネズミ誘導腫瘍および転
移のモデルにおいて分析されている。ＣＤ６９に特異的なモノクローナル抗体（ｍＡｂ）
が免疫コンピテント（ｗｔ）および免疫弱化（ＳＣＩＤ＆ＲＡＧＩ－／－）腫瘍担持マウ
スにおける有効な治療法を与える。ＣＤ６９と同様、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１は白血球中
低濃度で発現され、そして強力に一過性にアップレギュレートされる（Ｈｏｍａｎｎら、
１９９７；Ｅｉｃｈｌｅｒら、２００１）。更に、ＡＩＣＬは特定の癌、即ち未突然変異
免疫グロブリン系統におけるＢ－ＣＬＬにおいてアップレギュレートされることがわかっ
ている（Ｋｌｅｉｎら、２００１　Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１１：１６２５；Ｒｏｓｅｎｗ
ａｌｄら、２００１　Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ　１１：１６３９）。これは
【０１０９】

【数３０】

の増大した発現をもたらし、これにより、この障害を有する被験体において免疫抑制性の
ミクロ環境がもたらされる。免疫反応性の負のモジュレーターとしてのＣＤ６９の役割の
解明は、ＣＤ６９、ＡＩＣＬおよび／またはＬＬＴ１のターゲティングにより、癌、慢性
炎症および他の免疫媒介疾患（免疫不全、自己免疫疾患、自己移植片移植等）の治療のた
めの興味深く新しい方法が得られる。更にまた、ＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１は活
性化白血球浸潤炎症組織により選択的に発現され腫瘍応答を媒介するため、ＣＤ６９、Ａ
ＩＣＬおよび／またはＬＬＴ１を介したＴＧＦβ１の薬理学的刺激は局在化された作用を
有し、これにより全身ＴＧＦ－β１アップレギュレーションまたは送達の有害な帰結を回
避できる。更にまた、ＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１は活性化組織白血球の適当なマ
ーカーである。特定の早期活性化分子試薬を使用したこの活性化サブセットの枯渇は活性
な免疫／炎症応答を抑制できる。従って、例えば、
【０１１０】

【数３１】

の放出を抑制することによる早期活性化分子の拮抗は高度に活性化された免疫エフェクタ
ー細胞の増大した動員および生存による局所的に増強された免疫応答を可能とする（ワク
チンへの増強された応答、免疫不全の治療等に適している）。
【０１１１】
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　従ってＴＧＦ－β１合成の選択的で局所的な活性化または抑制を可能にする免疫調節分
子の説明は免疫媒介疾患の治療への新しい方法である。更にまた、早期活性化分子は炎症
部位において炎症促進性サイトカインを活動的に産生する白血球集団の特定のマーカーと
して使用できる。ＣＤ６９、ＡＩＣＬおよび／またはＬＬＴ１のターゲティングを介した
この有害な集団の枯渇は下流の炎症促進性のエフェクターの制御を可能とする。誘導性白
血球レセプターＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１を介したこれらの新しく可能である方
法は本明細書に記載する通りである。
【０１１２】
　本発明の実施形態の１つ以上の詳細は添付する以下の説明において明らかにされている
。本明細書に記載したものと同様または等価である如何なる方法および材料も本発明の実
施および試験において使用できるが、好ましい方法および材料をここでは記載する。本発
明のその他の特徴、目的および利点は詳細な説明および請求項から明らかである。明細書
および請求項において、特段の記載が無い限り単数表示は複数表示も含むものとする。特
段定義しない限り、本明細書において使用する全ての技術的および科学的な用語は本発明
の属する技術分野における当業者が一般的に理解するものと同様の意味を有する。本明細
書において引用した全ての特許および出版物は参照によりその全体が本明細書に組み込ま
れる。
　本発明は例えば、以下の項目を提供する。
（項目１）
望ましくない免疫応答によって特徴付けられる障害または状態を有する被験体を処置する
方法であって、該方法は、有効量の早期活性化分子アゴニストを該被験体に投与する工程
を包含する、方法。
（項目２）
上記早期活性化分子アゴニストが、早期活性化分子を通じてシグナル伝達を増大させるか
、またはそのリガンドもしくはレセプターとの相互作用を増大させる、項目１に記載の方
法。
（項目３）
上記早期活性化分子アゴニストが、

【数１】

の産生を増大させる、項目１に記載の方法。
（項目４）
上記アゴニストが、ＣＤ６９アゴニストである、項目１に記載の方法。
（項目５）
上記アゴニストが、拮抗性抗ＣＤ６９抗体分子である、項目４に記載の方法。
（項目６）
上記アゴニストが、ヒト化抗ＣＤ６９抗体分子、ヒト抗ＣＤ６９抗体分子、キメラ抗ＣＤ
６９抗体分子および脱免疫化抗ＣＤ６９抗体分子からなる群より選択される拮抗性抗ＣＤ
６９抗体分子である、項目５に記載の方法。
（項目７）
上記ヒト抗ＣＤ６９抗体分子が、モノクローナル抗体である、項目６に記載の方法。
（項目８）
上記アゴニストが、ＡＩＣＬアゴニストである、項目１に記載の方法。
（項目９）
上記アゴニストが、拮抗性抗ＡＩＣＬ抗体分子である、項目８に記載の方法。
（項目１０）
上記アゴニストが、ヒト化抗ＡＩＣＬ抗体分子、ヒト抗ＡＩＣＬ抗体分子、キメラ抗ＡＩ
ＣＬ抗体分子および脱免疫化抗ＡＩＣＬ抗体分子からなる群より選択される拮抗性抗ＡＩ
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ＣＬ抗体分子である、項目９に記載の方法。
（項目１１）
上記アゴニストが、ＬＬＴ１アゴニストである、項目１に記載の方法。
（項目１２）
上記アゴニストが、拮抗性抗ＬＬＴ１抗体分子である、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
上記アゴニストが、ヒト化抗ＬＬＴ１抗体分子、ヒト抗ＬＬＴ１抗体分子、キメラ抗ＬＬ
Ｔ１抗体分子および脱免疫化抗ＬＬＴ１抗体分子からなる群より選択される拮抗性抗ＬＬ
Ｔ１抗体分子である、項目１２に記載の方法。
（項目１４）
上記障害が、急性もしくは慢性の炎症性障害、または免疫障害である、項目１に記載の方
法。
（項目１５）
上記障害が、自己免疫障害である、項目１４に記載の方法。
（項目１６）
上記障害が、慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、強皮症、シェーグレン症候群
、自己免疫性糖尿病、甲状腺炎、および他の臓器特異的免疫疾患（乾癬を含む）からなる
群より選択される、項目１に記載の方法。
（項目１７）
上記障害が、神経障害、胃腸障害、心臓血管障害または呼吸器障害である、項目１に記載
の方法。
（項目１８）
上記障害が神経障害であり、そして該神経障害が、多発性硬化症、重症筋無力症、および
他の神経免疫媒介性疾患からなる群より選択される、項目１７に記載の方法。
（項目１９）
上記障害が胃腸障害であり、そして該胃腸障害が、クローン病、大腸炎、セリアック病お
よび肝炎からなる群より選択される、項目１７に記載の方法。
（項目２０）
上記障害が呼吸器障害であり、そして該呼吸器障害が、気腫および呼吸気道感染症からな
る群より選択される、項目１７に記載の方法。
（項目２１）
上記障害が心臓血管障害であり、そして該心臓血管障害が、アテローム性動脈硬化症、心
筋症、リウマチ熱、心内膜炎、血管炎および他の免疫媒介疾患からなる群より選択される
、項目１７に記載の方法。
（項目２２）
上記障害が、アレルギー性作用または過敏性反応（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩおよびＩＶ型）（喘
息、鼻炎、および他の免疫媒介過敏性反応が挙げられる）である、項目１に記載の方法。
（項目２３）
上記障害が、移植組織拒絶または移植片拒絶である、項目１に記載の方法。
（項目２４）
上記障害または状態が、急性肺傷害、急性呼吸窮迫症候群、気管支炎、嚢胞性線維症、再
灌流傷害、腎炎、膵臓炎、動脈閉塞、脳卒中、紫外線誘発傷害、血管炎およびサルコイド
ーシスである、項目１に記載の方法。
（項目２５）
増大した免疫応答もしくは増強された免疫応答を必要とするか、またはそれにより利益を
得る被験体を処置する方法であって、該方法は、有効量の早期活性化分子アンタゴニスト
を該被験体に投与する工程を包含する、方法。
（項目２６）
上記早期活性化分子アンタゴニストが、早期活性化分子のシグナル伝達を低減するか、早
期活性化ポリペプチドレセプターもしくはリガンドとの早期活性化ポリペプチドの相互作
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用を低減するか、または細胞表面における早期活性化ポリペプチドの発現を低減する、項
目２５に記載の方法。
（項目２７）
上記早期活性化分子アンタゴニストが、
【数２】

の発現を低減する、項目２５に記載の方法。
（項目２８）
上記アンタゴニストが、ＣＤ６９アンタゴニストである、項目２５に記載の方法。
（項目２９）
上記ＣＤ６９アンタゴニストが、拮抗性抗ＣＤ６９抗体分子である、項目２８に記載の方
法。
（項目３０）
上記ＣＤ６９アンタゴニストが、ヒト化抗ＣＤ６９抗体分子、ヒト抗ＣＤ６９抗体分子、
キメラ抗ＣＤ６９抗体分子および脱免疫化抗ＣＤ６９抗体分子からなる群より選択される
拮抗性抗ＣＤ６９抗体分子である、項目２９に記載の方法。
（項目３１）
上記ヒト抗ＣＤ６９抗体分子が、モノクローナル抗体である、項目３０に記載の方法。
（項目３２）
上記アンタゴニストが、ＡＩＣＬアンタゴニストである、項目２５に記載の方法。
（項目３３）
上記アンタゴニストが、拮抗性抗ＡＩＣＬ抗体分子である、項目３２に記載の方法。
（項目３４）
上記アンタゴニストが、ヒト化抗ＡＩＣＬ抗体分子、ヒト抗ＡＩＣＬ抗体分子、キメラ抗
ＡＩＣＬ抗体分子および脱免疫化抗ＡＩＣＬ抗体分子からなる群より選択される、拮抗性
抗ＡＩＣＬ抗体分子である、項目３３に記載の方法。
（項目３５）
上記アンタゴニストが、ＬＬＴ１アンタゴニストである、項目２５に記載の方法。
（項目３６）
上記アンタゴニストが、拮抗性抗ＬＬＴ１抗体分子である、項目３５に記載の方法。
（項目３７）
上記アンタゴニストが、ヒト化抗ＬＬＴ１抗体分子、ヒト抗ＬＬＴ１抗体分子、キメラ抗
ＬＬＴ１抗体分子および脱免疫化抗ＬＬＴ１抗体分子からなる群より選択される拮抗性抗
ＬＬＴ１抗体分子である、項目３６に記載の方法。
（項目３８）
上記障害が、低減した免疫応答によって特徴付けられる、項目２５に記載の方法。
（項目３９）
上記障害が、望ましくない細胞もしくは組織によって特徴付けられるか、または望ましく
ない細胞増殖によって特徴付けられる、項目２５に記載の方法。
（項目４０）
上記障害が癌である、項目２５に記載の方法。
（項目４１）
上記障害が線維症である、項目２５に記載の方法。
（項目４２）
上記障害が免疫不全障害である、項目２５に記載の方法。
（項目４３）
上記免疫不全障害が、先天性免疫不全障害、後天性免疫不全障害、放射線療法に関連する
免疫抑制症候群、および化学療法に関連する免疫抑制症候群からなる群より選択される、
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項目４２に記載の方法。
（項目４４）
抗原に対する免疫応答を増強する方法であって、該方法は、有効量の抗原および／または
抗原をコードする抗原と、早期活性化分子アンタゴニストとを被験体に投与して、それに
より該被験体による該抗原に対する免疫応答を増強する工程を包含する、方法。
（項目４５）
上記抗原が、ワクチンに含まれる、項目４４に記載の方法。
（項目４６）
上記アンタゴニストが、ＣＤ６９アンタゴニストである、項目４４に記載の方法。
（項目４７）
上記ＣＤ６９アンタゴニストが、拮抗性抗ＣＤ６９抗体分子である、項目４６に記載の方
法。
（項目４８）
上記ＣＤ６９アンタゴニストが、ヒト化抗ＣＤ６９抗体分子、ヒト抗ＣＤ６９抗体分子、
キメラ抗ＣＤ６９抗体分子および脱免疫化抗ＣＤ６９抗体分子からなる群より選択される
拮抗性抗ＣＤ６９抗体分子である、項目４７に記載の方法。
（項目４９）
上記ヒト抗ＣＤ６９抗体分子が、モノクローナル抗体である、項目４８に記載の方法。
（項目５０）
上記アンタゴニストが、ＡＩＣＬアンタゴニストである、項目４４に記載の方法。
（項目５１）
上記アンタゴニストが、拮抗性抗ＡＩＣＬ抗体分子である、項目５０に記載の方法。
（項目５２）
上記アンタゴニストが、ヒト化抗ＡＩＣＬ抗体分子、ヒト抗ＡＩＣＬ抗体分子、キメラ抗
ＡＩＣＬ抗体分子および脱免疫化抗ＡＩＣＬ抗体分子からなる群より選択される拮抗性抗
ＡＩＣＬ抗体分子である、項目５１に記載の方法。
（項目５３）
上記アンタゴニストが、ＬＬＴ１アンタゴニストである、項目４４に記載の方法。
（項目５４）
上記アンタゴニストが、拮抗性抗ＬＬＴ１抗体分子である、項目５３に記載の方法。
（項目５５）
上記アンタゴニストが、ヒト化抗ＬＬＴ１抗体分子、ヒト抗ＬＬＴ１抗体分子、キメラ抗
ＬＬＴ１抗体分子および脱免疫化抗ＬＬＴ１抗体分子からなる群より選択される拮抗性抗
ＬＬＴ１抗体分子である、項目５４に記載の方法。
（項目５６）
望ましくない免疫応答によって特徴付けられる障害または状態を有する被験体を処置する
方法であって、該方法は、有効量の早期活性化分子枯渇剤を該被験体に投与する工程を包
含する、方法。
（項目５７）
上記枯渇剤が、ＣＤ６９枯渇剤である、項目５６に記載の方法。
（項目５８）
上記枯渇剤が、枯渇性抗ＣＤ６９抗体分子である、項目５７に記載の方法。
（項目５９）
上記枯渇剤が、ヒト化抗ＣＤ６９抗体分子、ヒト抗ＣＤ６９抗体分子、キメラ抗ＣＤ６９
抗体分子および脱免疫化抗ＣＤ６９抗体分子からなる群より選択される枯渇性抗ＣＤ６９
抗体分子である、項目５８に記載の方法。
（項目６０）
上記ヒト抗ＣＤ６９抗体分子が、モノクローナル抗体である、項目５９に記載の方法。
（項目６１）
上記枯渇剤が、ＡＩＣＬ枯渇剤である、項目５６に記載の方法。
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（項目６２）
上記枯渇剤が、枯渇性抗ＡＩＣＬ抗体分子である、項目６１に記載の方法。
（項目６３）
上記枯渇剤が、ヒト化抗ＡＩＣＬ抗体分子、ヒト抗ＡＩＣＬ抗体分子、キメラ抗ＡＩＣＬ
抗体分子および脱免疫化抗ＡＩＣＬ抗体分子からなる群より選択される枯渇性抗ＡＩＣＬ
抗体分子である、項目６２に記載の方法。
（項目６４）
上記枯渇剤が、ＬＬＴ１枯渇剤である、項目５６に記載の方法。
（項目６５）
上記枯渇剤が、枯渇性抗ＬＬＴ１抗体分子である、項目６４に記載の方法。
（項目６６）
上記枯渇剤が、ヒト化抗ＬＬＴ１抗体分子、ヒト抗ＬＬＴ１抗体分子、キメラ抗ＬＬＴ１
抗体分子および脱免疫化抗ＬＬＴ１抗体分子からなる群より選択される枯渇性抗ＬＬＴ１
抗体分子である、項目６５に記載の方法。
（項目６７）
上記障害が、急性もしくは慢性の炎症性障害、または免疫障害である、項目５６に記載の
方法。
（項目６８）
上記障害が、自己免疫障害である、項目６７に記載の方法。
（項目６９）
上記障害が、慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、強皮症、シェーグレン症候群
、自己免疫性糖尿病、甲状腺炎、および他の臓器特異的免疫疾患（乾癬を含む）からなる
群より選択される、項目５６に記載の方法。
（項目７０）
上記障害が、神経障害、胃腸障害、心臓血管障害または呼吸器障害である、項目５６に記
載の方法。
（項目７１）
上記障害が神経障害であり、そして該神経障害が、多発性硬化症、重症筋無力症、および
他の神経免疫媒介性疾患からなる群より選択される、項目７０に記載の方法。
（項目７２）
上記障害が胃腸障害であり、そして該胃腸障害が、クローン病、大腸炎、セリアック病お
よび肝炎からなる群より選択される、項目７０に記載の方法。
（項目７３）
上記障害が呼吸器障害であり、そして該呼吸器障害が、気腫および呼吸気道感染症からな
る群より選択される、項目７０に記載の方法。
（項目７４）
上記障害が心臓血管障害であり、そして該心臓血管障害が、アテローム性動脈硬化症、心
筋症、リウマチ熱、心内膜炎、血管炎および他の免疫媒介性疾患からなる群より選択され
る、項目７０に記載の方法。
（項目７５）
上記障害が、アレルギー性作用または過敏性反応（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩおよびＩＶ型）（喘
息、鼻炎、および他の免疫媒介性過敏性反応が挙げられる）である、項目５６に記載の方
法。
（項目７６）
上記障害が、移植組織拒絶または移植片拒絶である、項目５６に記載の方法。
（項目７７）
上記障害または状態が、急性肺傷害、急性呼吸窮迫症候群、喘息、気管支炎、嚢胞性線維
症、再灌流傷害、腎炎、膵臓炎、動脈閉塞、脳卒中、移植、紫外線誘発傷害、血管炎、お
よびサルコイドーシスである、項目５６に記載の方法。
（項目７８）
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早期活性化分子が発現する癌を有する被験体を処置する方法であって、該方法は、有効量
の早期活性化分子枯渇剤を該被験体に投与する工程を包含する、方法。
（項目７９）
上記枯渇剤が、ＣＤ６９枯渇剤である、項目７８に記載の方法。
（項目８０）
上記枯渇剤が、枯渇性抗ＣＤ６９抗体分子である、項目７９に記載の方法。
（項目８１）
上記枯渇剤が、ヒト化抗ＣＤ６９抗体分子、ヒト抗ＣＤ６９抗体分子、キメラ抗ＣＤ６９
抗体分子および脱免疫化抗ＣＤ６９抗体分子からなる群より選択される枯渇性抗ＣＤ６９
抗体分子である、項目８０に記載の方法。
（項目８２）
上記ヒト抗ＣＤ６９抗体分子が、モノクローナル抗体である、項目８１に記載の方法。
（項目８３）
上記枯渇剤が、ＡＩＣＬ枯渇剤である、項目７８に記載の方法。
（項目８４）
上記枯渇剤が、枯渇性抗ＡＩＣＬ抗体分子である、項目８３に記載の方法。
（項目８５）
上記枯渇剤が、ヒト化抗ＡＩＣＬ抗体分子、ヒト抗ＡＩＣＬ抗体分子、キメラ抗ＡＩＣＬ
抗体分子および脱免疫化抗ＡＩＣＬ抗体分子からなる群より選択される枯渇性抗ＡＩＣＬ
抗体分子である、項目８４に記載の方法。
（項目８６）
上記枯渇剤が、ＬＬＴ１枯渇剤である、項目７８に記載の方法。
（項目８７）
上記枯渇剤が、枯渇性抗ＬＬＴ１抗体分子である、項目８６に記載の方法。
（項目８８）
上記枯渇剤が、ヒト化抗ＬＬＴ１抗体分子、ヒト抗ＬＬＴ１抗体分子、キメラ抗ＬＬＴ１
抗体分子および脱免疫化抗ＬＬＴ１抗体分子からなる群より選択される枯渇性抗ＬＬＴ１
抗体分子である、項目８７に記載の方法。
（項目８９）
上記早期活性化分子が発現する癌が、造血新生物性障害（造血起源の増殖性細胞／新生細
胞の関与する疾患（例えば、リンパ腫およびリンパ性白血病）が挙げられる）からなる群
より選択される、項目７８に記載の方法。
（項目９０）
上記早期活性化分子が発現する癌がリンパ腫であり、そして該リンパ腫が、Ｔ細胞リンパ
腫（末梢Ｔ細胞リンパ腫、成人Ｔ細胞白血病／リンパ腫（ＡＴＬ）、皮膚Ｔ細胞リンパ腫
（ＣＴＣＬ）、大顆粒球リンパ性白血病（ＬＧＦ）が挙げられる）、Ｂ細胞リンパ腫、ホ
ジキンリンパ腫および非ホジキンリンパ腫からなる群より選択される、項目８９に記載の
方法。
（項目９１）
上記早期活性化分子が発現する癌がリンパ性白血病であり、そして該リンパ性白血病が、
不完全に分化した急性白血病（例えば、急性巨核芽球白血病）；骨髄性障害（急性前骨髄
性白血病（ＡＰＭＬ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）および慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）
が挙げられるが、これらに限定されない）；リンパ性悪性疾患（急性リンパ芽球白血病（
ＡＬＬ）（Ｂ系統ＡＬＬおよびＴ系統ＡＬＬを含む）、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、
前リンパ性白血病（ＰＬＬ）、毛様細胞白血病（ＨＬＬ）およびヴァルデンストレームマ
クログロブリン血症（ＷＭ）が挙げられるが、これらに限定されない）からなる群より選
択される、項目８９に記載の方法。
（項目９２）
上記早期活性化分子が発現する癌が、早期活性化分子を異所的に発現すし得る非造血器腫
瘍である、項目８９に記載の方法。
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（項目９３）
上記リンパ性白血病が、免疫グロブリン変異を欠くＢ細胞慢性リンパ性白血病である、項
目９１に記載の方法。
（項目９４）
上記枯渇剤が、ＡＩＣＬ枯渇剤である、項目９３に記載の方法。
（項目９５）
早期活性化分子が発現するリンパ性白血病を有する被験体を処置する方法であって、該方
法は、有効量の早期活性化分子アンタゴニストを被験体に投与する工程を包含する、方法
。
（項目９６）
上記リンパ性白血病が、免疫グロブリン変異を欠くＢ細胞慢性リンパ球白血病である、項
目９５に記載の方法。
（項目９７）
上記早期活性化分子アンタゴニストが、早期活性化分子のシグナル伝達を低減するか、早
期活性化ポリペプチドレセプターもしくはリガンドとの早期活性化ポリペプチドの相互作
用を低減するか、または細胞表面における早期活性化ポリペプチドの発現を低減する、項
目９５に記載の方法。
（項目９８）
上記アンタゴニストが、ＡＩＣＬアンタゴニストである、項目９６に記載の方法。
（項目９９）
上記ＡＩＣＬアンタゴニストが、拮抗性抗ＡＩＣＬ抗体分子である、項目９８に記載の方
法。
（項目１００）
上記ＡＩＣＬアンタゴニストが、ヒト化抗ＡＩＣＬ抗体分子、ヒト抗ＡＩＣＬ抗体分子、
キメラ抗ＡＩＣＬ抗体分子および脱免疫化抗ＡＩＣＬ抗体分子からなる群より選択される
拮抗性抗ＡＩＣＬ抗体分子である、項目９９に記載の方法。
（項目１０１）
生物学的試料中の早期活性化分子を検出するためのキットであって、該キットが、以下：
　ａ）該早期活性化分子に対して特異的なモノクローナル抗体を含む容器；および、
　ｂ）該早期活性化分子に結合して免疫学的複合体を形成するためにモノクローナル抗体
を使用すること、および該複合体の存在もしくは非存在を該生物学的試料中の該早期活性
化分子の存在もしくは非存在と相関付けるように該複合体を検出することに関する、指示
書
を含む、キット。
（項目１０２）
上記生物学的試料が、体液および動物組織からなる群より選択される、項目１０１に記載
のキット。
（項目１０３）
上記生物学的試料がヒトに由来する、項目１０２に記載のキット。
（項目１０４）
上記モノクローナル抗体が、ヒトモノクローナル抗体である、項目１０１に記載のキット
。
（項目１０５）
望ましくない免疫応答によって特徴付けられる障害または状態を有する被験体を処置する
方法であって、該方法は、早期活性化分子に特異的な抗体の有効量を、単独でかまたは第
２の治療剤と組み合わせて、該被験体に投与する工程を包含する、方法。
（項目１０６）
上記第２の治療剤が、化学療法剤；放射性同位体；および細胞毒からなる群より選択され
る、項目１０５に記載の方法。
（項目１０７）
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上記抗体が、モノクローナル抗体である、項目１０５に記載の方法。
（項目１０８）
上記モノクローナル抗体が、ヒト抗体である、項目１０７に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【０１１３】
【図１】図１はＣＤ６９－／－マウスにおける悪化ＣＩＡ。Ａ、ＣＦＡ処置コントロール
マウス（左パネル）をＣＤ６９＋／＋マウスおよびＣＤ６９－／－マウス（それぞれ中央
および右パネル）におけるＣＩＡの最も重度な症例の代表写真と比較している。Ｂ、方法
において記載したとおり評価されたＣＤ６９＋／＋（白丸）、ＣＤ６９＋／－（黒三角）
およびＣＤ６９－／－（黒四角）マウスにおける関節炎の発生率（罹患マウスのパーセン
トとして）および臨床徴候の重症度。結果は個別の３実験（１８匹のマウス／群／実験）
の算術平均値±ｓｄに相当する。＊、ｐ＜０．０１　対　ＣＤ６９＋／＋（Ｓｔｕｄｅｎ
ｔのｔ検定）。
【図２】Ａ、図２はコントロール（ＣＦＡ、左、１００ｘ）およびＣＩＩ免疫化ＣＤ６９
＋／＋（中央パネル、１００ｘ）およびＣＤ６９－／－（右パネル、６０ｘ）のマウスの
全手掌の関節組織病理学の代表的切断面。矢先端は軟骨および骨の糜爛を指し、→は白血
球浸潤物およびパンヌスを示す。Ｂ、方法に記載したＣＤ６９＋／＋（白四角）およびＣ
Ｄ６９－／－（黒四角）のマウスの手掌の炎症、軟骨損傷、パンヌス形成および骨糜爛の
スコア。結果は、独立した３実験（８匹のマウス／群／実験）の各重症度群に割り付けら
れた関節の比率の算術平均値±ｓｄとして示す。＊、ｐ＜０．０１　対　ＣＤ６９＋／＋

（Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙのＵ検定）。
【図３】図３はＣＤ６９－／－マウスにおける増強されたＣＩＩ特異的免疫応答。ａ、Ｃ
Ｄ６９＋／＋マウスと比較した場合のＣＤ６９－／－の肥大した脾臓。水平の棒＝１ｃｍ
。ｂ、ＣＦＡコントロールおよびＣＩＩ免疫化（ＣＩＡ）ＣＤ６９＋／＋（白四角）およ
びＣＤ６９－／－（黒四角）マウスの脾臓重量および細胞数（算術平均値±ｓｄ）を示す
。＊、Ｐ＜０．０１、ＷＴ免疫化マウスと比較（Ｓｔｕｄｅｎｔのｔ検定）。ｃ、不活性
化ＣＩＩ（ｘ軸）の種々の濃度で刺激したＣＩＩ免疫化ＣＤ６９＋／＋（白四角）および
ＣＤ６９－／－（黒四角）マウスよりえた脾臓（Ｓｐ）およびリンパ節（ＬＮ）細胞の増
殖。データは独立した３実験の３Ｈ－ＴｄＲ取り込みの算術平均値±ｓｄを示す。＊、ｐ
＜０．０１　対　ＣＤ６９＋／＋（Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙのＵ検定）。ｄ、ＣＤ６９
－／－マウスにおけるＣＩＩ特異的Ｔｈ１依存性アイソタイプの漸増。ＣＦＡ処置コント
ロールまたはＣＩＩ免疫化（ＣＩＡ）ＣＤ６９＋／＋（白四角）およびＣＤ６９－／－（
黒四角）マウスの屠殺時（５０ｄ）において採取した血清中のＣＩＩ特異的ＩｇＧ１およ
びＩｇＧ２ｂ（１／２００００血清希釈）、ＩｇＧ２ｃおよびＩｇＧ３（１／５０００血
清希釈）、および、ＩｇＭおよびＩｇＡ（１／２００血清希釈）抗体濃度。データは個別
の３実験（１０匹のマウス／群／実験）における４９５ｎｍにおける吸光度単位の算術平
均値±ｓｄとして表示する。＊、ｐ＜０．０１　対　ＣＤ６９＋／＋（Ｓｔｕｄｅｎｔの
ｔ検定）。
【図４】図４はＣＩＩ免疫化ＣＤ６９－／－マウスにおける局所的サイトカインｍＲＮＡ
分析。ＣＩＡＣＤ６９＋／＋（白四角）およびＣＤ６９－／－（黒四角）マウス後肢手掌
のｍＲＮＡ分析。各レーンは群当り６匹のマウスのｍＲＮＡのプール物に相当し、各棒は
同じ実験（６匹のマウス／群／実験）を示す。結果は各試料におけるＬ－３２発現につい
て規格化した密度の自由単位において表示する（個別の４実験の算術平均値±ｓｄ）。＊
、ｐ＜０．０１　対　ＣＤ６９＋／＋（Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙのＵ検定）。
【図５】図５はＣＩＩ免疫化ＣＤ６９－／－マウスから得た関節および精製白血球滑膜細
胞の局所的サイトカイン分析である。Ａ、ＣＤ６９＋／＋（白四角）およびＣＤ６９－／

－（黒四角）マウス後肢手掌から得たｍＲＮＡのリアルタイム定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析。
各棒は独立した２実験の群当り１２匹のマウスの算術平均値±ｓｄを示す。各サイトカイ
ンの結果を各試料と平行して測定したＧＡＰＤＨ発現に対して規格化されている。＊、ｐ
＜０．０１　対　ＣＤ６９＋／＋（Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙのＵ検定）。Ｂ、ＣＩＡの
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ＣＤ６９＋／＋（白四角）およびＣＤ６９－／－（黒四角）マウスから得た滑膜洗浄液中
の活性および総量としてのＴＧＦ－β１、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－αおよびＲＡＮＴＥＳの
濃度。データは独立した３実験（６匹のマウス／群／実験）の算術平均値±ｓｄに相当す
る。＊、ｐ＜０．０１　対　ＣＤ６９＋／＋（Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙのＵ検定）。Ｃ
、ＣＤ６９＋／＋（白四角）およびＣＤ６９－／－（黒四角）精製滑膜細胞サブセットか
ら得たｍＲＮＡの定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析である。各棒は独立した２実験における群当り
１２匹のマウスの算術平均値±ｓｄを示す。各サイトカインの結果は各試料において平行
して測定したＧＡＰＤＨ発現に対して規格化されている。＊、ｐ＜０．０１　対　ＣＤ６
９＋／＋（Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙのＵ検定）。
【図６】図６はＷＴおよびＣＤ６９欠損マウスにおける抗ＴＧＦ－βのブロッキングの作
用である。ａ、左パネル：ＣＤ６９＋／＋マウスを第２１日（第２免疫化）から抗ＴＧＦ
－β（黒四角）、アイソタイプコントロールＩｇＧ１（σ）または担体（τ）をブロック
する処理を行った。精密カリパスを用いて測定した手掌の炎症を第２１日に対する相対的
な炎症ｍｍとして表示する。結果は独立した２実験における群当り１２匹のマウスの算術
平均値±ｓｄで示す。右パネル：アイソタイプコントロール抗体（白四角）または抗ＴＧ
Ｆ－β（黒四角）で処置した手掌から得たｍＲＮＡの定量的リアルタイムＲＴ－ＰＣＲに
よる分析。各棒は独立した２実験における群当り１２匹のマウスの算術平均値±ｓｄを示
す。各サイトカインの結果は各試料において平行して測定したＧＡＰＤＨ発現に対して規
格化されている。＊、ｐ＜０．０１　対　コントロール抗体（Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ
のＵ検定）。ｂ、ＣＤ６９－／－マウスをａと同様に処理し、上記のとおり手掌炎症を測
定（左パネル）し、ｍＲＮＡを測定した（右パネル）。
【図７】図７はＣＩＡマウスから得たマウス脾細胞および滑膜白血球におけるＴＧＦ－β
１分泌がＣＤ６９結合により誘導されることを示している。Ａ、Ｃｏｎ－Ａ刺激脾細胞を
ＣＤ６９（実線、左パネル）およびアイソタイプマッチの抗体（点線、左パネル）につい
て染色した。次に活性化脾細胞を種々のサブセットで精製し、そして抗マウスＣＤ６９（
黒四角）またはアイソタイプマッチのコントロール抗体（白四角）で処理し、そして、架
橋二次抗体を添加した。活性および総量のＴＧＦ－β１を測定した（右パネル）。Ｂ、Ｃ
ＩＡマウスより得たマウス滑膜細胞をＣＤ１１ｂおよびＣＤ６９（中央パネル）またはア
イソタイプコントロールＡｂ（左パネル）について染色した。滑膜細胞をＡと同様に処理
し、活性および総量のＴＧＦ－β１を測定した（右パネル）。ＡおよびＢにおける結果は
独立した４実験の算術平均値±ＳＤとして表示する。＊、ｐ＜０．０１　対　コントロー
ル抗体（Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙのＵ検定）。
【図８】図８はヒト滑膜白血球およびヒトＣＤ６９Ｔ細胞安定形質転換体における
【０１１４】
【数５９】

の産生はＣＤ６９架橋により誘導されることを示している。Ａ、関節リウマチを有する患
者から得たヒト滑膜白血球をＣＤ６９（実線、左パネル）およびアイソタイプマッチの抗
体（点線、左パネル）について染色した。滑膜白血球を抗ヒトＣＤ６９（黒四角）または
アイソタイプマッチのコントロール抗体（白四角）で架橋二次Ａｂの存在下（ＸＬ）また
は非存在下（－）に処理し、活性および総量のＴＧＦ－β１を測定した（右パネル）。＊
、ｐ＜０．０１　対　コントロール抗体（Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙのＵ検定）。これら
の結果は反応性関節炎および強直性脊椎炎の患者から得た滑膜白血球に対して得られた同
様のデータの代表である。Ｂ、ＪｕｒｋａｔヒトＴ細胞白血病細胞系統（点線、左パネル
）およびＣＤ６９安定形質転換体（実線、左パネル）をＣＤ６９について染色した。ＣＤ
６９結合により
【０１１５】
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【数６０】

は産生されたがＴＮＦ－Ｉは産生されなかった。ヒトＴリンパ芽球様細胞系統Ｊｕｒｋａ
ｔ（ＪＫ）（η）およびＣＤ６９を発現する安定形質転換体（ＪＫ－ＣＤ６９）（黒四角
）を架橋抗ＣＤ６９抗体で２４時間処理した。ＡおよびＢに示す結果は独立した４実験の
算術平均値±ＳＤとして示す。＊、親ＪＫ細胞系統に対してｐ＜０．０１（Ｍａｎｎ－Ｗ
ｈｉｔｎｅｙのＵ検定）。
【図９－１】図９はＣＤ６９－／－マウスにおける増大した抗腫瘍活性を示す。マウスに
は１０４ＲＭＡ－Ｓ（Ａ）またはＲＭＡ（Ｃ）腫瘍細胞を腹腔内注射した。マウスは体重
および腹水の発生をモニタリングすることにより１２週まで腫瘍の生育に関して毎日観察
した。同様の結果が１０５ＲＭＡ－Ｓ（Ｂ）を皮下注射したマウスでも観察された。（Ａ
、ｎ＝９；Ｂ、ｎ＝６；Ｃ、ｎ＝９）。（Ｄ）ＮＫまたはＴリンパ球をＣＤ６９－／－マ
ウスから枯渇させた後に１０４ＲＭＡ－Ｓ腫瘍細胞を腹腔内接種した。マウスは腫瘍接種
の前の－１日（腫瘍攻撃前）および後の＋２日および＋４日にコントロール希釈剤または
抗ＡｓｉａｌｏＧＭ１抗血清（１００μｌ／注射）の何れかを用いてＮＫ細胞枯渇のため
の処理をした。（Ｄ、ｎ＝７）。マウスは腫瘍接種の前の－１日（腫瘍攻撃前）および後
の＋２日および＋４日にＧＫ１．５抗－ＣＤ４またはアイソタイプコントロールｍＡｂｓ
（１００μｌ／注射）の何れかを用いてリンパ球ＴＣＤ４＋枯渇のための処理をした。（
Ｄ、ｎ＝７）。示した結果は独立した２実験の代表である。白符号はｗｔのマウスであり
黒符号はＣＤ６９－／－マウスを示す。（Ｅ）写真は１０４ＲＭ－１細胞の静脈内接種（
上）により攻撃した後２週間のＣＤ６９－／－およびｗｔマウスの肺である。群当り１０
匹のうち代表的な１匹のマウスを示す。肺転移の数を計数（下）し、各符号が１匹のマウ
スを表している。白符号はｗｔのマウスであり黒符号はＣＤ６９－／－マウスを示す。結
果は独立した２実験の代表である。
【図９－２】図９はＣＤ６９－／－マウスにおける増大した抗腫瘍活性を示す。マウスに
は１０４ＲＭＡ－Ｓ（Ａ）またはＲＭＡ（Ｃ）腫瘍細胞を腹腔内注射した。マウスは体重
および腹水の発生をモニタリングすることにより１２週まで腫瘍の生育に関して毎日観察
した。同様の結果が１０５ＲＭＡ－Ｓ（Ｂ）を皮下注射したマウスでも観察された。（Ａ
、ｎ＝９；Ｂ、ｎ＝６；Ｃ、ｎ＝９）。（Ｄ）ＮＫまたはＴリンパ球をＣＤ６９－／－マ
ウスから枯渇させた後に１０４ＲＭＡ－Ｓ腫瘍細胞を腹腔内接種した。マウスは腫瘍接種
の前の－１日（腫瘍攻撃前）および後の＋２日および＋４日にコントロール希釈剤または
抗ＡｓｉａｌｏＧＭ１抗血清（１００μｌ／注射）の何れかを用いてＮＫ細胞枯渇のため
の処理をした。（Ｄ、ｎ＝７）。マウスは腫瘍接種の前の－１日（腫瘍攻撃前）および後
の＋２日および＋４日にＧＫ１．５抗－ＣＤ４またはアイソタイプコントロールｍＡｂｓ
（１００μｌ／注射）の何れかを用いてリンパ球ＴＣＤ４＋枯渇のための処理をした。（
Ｄ、ｎ＝７）。示した結果は独立した２実験の代表である。白符号はｗｔのマウスであり
黒符号はＣＤ６９－／－マウスを示す。（Ｅ）写真は１０４ＲＭ－１細胞の静脈内接種（
上）により攻撃した後２週間のＣＤ６９－／－およびｗｔマウスの肺である。群当り１０
匹のうち代表的な１匹のマウスを示す。肺転移の数を計数（下）し、各符号が１匹のマウ
スを表している。白符号はｗｔのマウスであり黒符号はＣＤ６９－／－マウスを示す。結
果は独立した２実験の代表である。
【図１０】図１０はＣＤ６９－／－ＲＡＧ欠損マウスにおける抗腫瘍応答の悪化を示す。
マウスには１０６ＲＡＭ－Ｓ腫瘍細胞を腹腔内注射した。ＣＤ６９＋／＋－およびＣＤ６
９－／－－ＲＡＧ２－／－マウスから得た総未分画腹腔細胞（Ａ、Ｂ）を腫瘍接種の７２
時間後に調べた。（Ａ）フォワードスキャッタードＦＡＣＳの分析。群当り１０匹のうち
代表的な１匹のマウスを示す。（Ｂ）コールターマルチサイザー細胞計数器による特徴の
比較。示した結果は独立した２実験の代表である（ｎ＝８）。
【図１１－１】図１１はＣＤ６９－／－マウスにおける増大した細胞毒性およびリンパ球
の動員を示す。マウスには１０４ＲＭＡ－Ｓ細胞（Ａ）またはＲＭ－１（Ｂ）を腹腔内投
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与した。腫瘍接種の７２時間後、ＣＤ６９－／－およびｗｔマウスから得た総未分画腹腔
細胞（Ａ、Ｂ）をＹＡＣ標的細胞に対する細胞毒性について分析した。実験群当り２匹の
動物を使用した（平均値±ＳＥ）。結果は同様に実施した３実験の代表である。異なる符
合は異なるマウスから精製されたＮＫ細胞を指し、白符号（ｗｔ）および黒符号（ＣＤ６
９－／－）で表した。（Ｃ、Ｄ、Ｅ）腫瘍細胞に応答したＣＤ６９－／－マウスにおける
リンパ球の腹腔および脾臓の蓄積。マウスにはＰＢＳまたは１０５ＲＭ－１細胞を腹腔内
注射した（ｎ＝７匹のマウス／群）。腹腔洗浄液を３日後および６日後に収集し、そして
、総白血球数（ｘ１０－６）を測定した（Ｃ）。洗浄液から収集した細胞をコールターマ
ルチサイザー細胞計数器で分析し、特徴を腫瘍接種後の所定の時間と比較した（Ｄ）。デ
ータは２／２、２／２および４／４のｗｔ（点線）／ＣＤ６９－／－（実線）マウスを用
いた独立した３実験の代表である。８週齢のＣＤ６９－／－およびｗｔマウスから摘出し
た増大した脾臓を１０５ＲＭ－１の腹腔内攻撃３日後に比較した（Ｅ）。示した脾臓は数
回の独立した実験の代表である。
【図１１－２】図１１はＣＤ６９－／－マウスにおける増大した細胞毒性およびリンパ球
の動員を示す。マウスには１０４ＲＭＡ－Ｓ細胞（Ａ）またはＲＭ－１（Ｂ）を腹腔内投
与した。腫瘍接種の７２時間後、ＣＤ６９－／－およびｗｔマウスから得た総未分画腹腔
細胞（Ａ、Ｂ）をＹＡＣ標的細胞に対する細胞毒性について分析した。実験群当り２匹の
動物を使用した（平均値±ＳＥ）。結果は同様に実施した３実験の代表である。異なる符
合は異なるマウスから精製されたＮＫ細胞を指し、白符号（ｗｔ）および黒符号（ＣＤ６
９－／－）で表した。（Ｃ、Ｄ、Ｅ）腫瘍細胞に応答したＣＤ６９－／－マウスにおける
リンパ球の腹腔および脾臓の蓄積。マウスにはＰＢＳまたは１０５ＲＭ－１細胞を腹腔内
注射した（ｎ＝７匹のマウス／群）。腹腔洗浄液を３日後および６日後に収集し、そして
、総白血球数（ｘ１０－６）を測定した（Ｃ）。洗浄液から収集した細胞をコールターマ
ルチサイザー細胞計数器で分析し、特徴を腫瘍接種後の所定の時間と比較した（Ｄ）。デ
ータは２／２、２／２および４／４のｗｔ（点線）／ＣＤ６９－／－（実線）マウスを用
いた独立した３実験の代表である。８週齢のＣＤ６９－／－およびｗｔマウスから摘出し
た増大した脾臓を１０５ＲＭ－１の腹腔内攻撃３日後に比較した（Ｅ）。示した脾臓は数
回の独立した実験の代表である。
【図１２】図１２はＣＤ６９－／－リンパ球の自発的細胞死の減衰を示す。未処理マウス
（Ａ）の未分画腹腔細胞を培地に播種し、細胞の生存をＰＩ染色により測定した。数値は
ＰＩ＋細胞のパーセントを示す（平均値±ＳＤ）。結果は独立した３実験の代表を示す。
（Ｂ、Ｃ）ＣＤ６９＋／＋（左）およびＣＤ６９－／－（右）攻撃マウスから得た脾細胞
（Ｂ）および精製ＮＫ細胞（Ｃ）の細胞内カスパーゼ－３活性の分析（１０５ＲＭ－１を
用いて３日間）。カスパーゼ－３の活性化は蛍光原性基質ＰｈｉＰｈｉＬｕｘ－Ｇ１Ｄ２
を用いて検出した。ＦＬ－１におけるＰｈｉＰｈｉＬｕｘ染色対フォワードスキャッター
チャンネルを示す。データは１つの実験の代表である（ｎ＝６）。
【図１３】図１３はＣＤ６９－／－マウスにおけるサイトカインの発現を示す。（Ａ）腹
腔細胞におけるサイトカインの相対濃度およびケモカインｍＲＮＡ濃度を１０５ＲＭ－１
細胞の腹腔内接種の３日後に分析した。結果は各試料においてＧＡＰＤＨまたはＬ３２の
発現について規格化した密度の自由単位において表示する。実験群当り５匹の動物を使用
し、結果は独立した４実験の代表とする。（Ｂ）チオグリコレート処理ＣＤ６９－／－お
よびｗｔマウスから得たＬＰＳ活性化腹腔細胞中のＭＣＰ－１濃度である。データは独立
した３実験の１つの代表の実験の平均値±ＳＥ（各群につきｎ＝４）を示す。＊、ｐ＜０
．００４。
【図１４】図１４はｗｔマウスにおける抗ＴＧＦ－βのブロッキングにより増大した抗腫
瘍活性を示す。１０４ＲＭＡ－Ｓ細胞を第０日に腹腔内注射され、そして腫瘍の接種の－
３、－１日（腫瘍攻撃前）および＋１日および毎週、１Ｄ１１抗ＴＧＦ－βｍＡｂ（５０
０μｇ／注射）またはＰＢＳの何れかで処置したｗｔおよびＣＤ６９－／－マウスの生存
プロットである（ｎ＝４）。示した結果は独立した２試験の代表である。
【図１５－１】図１５はＣＤ６９の結合がＴＧＦ－β１を誘導することを示す。精製され
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た休止期のＣＤ３＋Ｔ細胞を抗－ＣＤ３コーティング９６穴プレートに添加した。Ａ）抗
ＣＤ３で活性化した後のＣＤ６９の発現を培養２４時間後ＦＩＴＣ抗ネズミＣＤ６９ｍＡ
ｂ（実線）で染色することにより分析した。点線は陰性コントロールを示す。Ｂ）ＣＤ６
９の抗体結合はマウスＴリンパ球においてＴＧＦ－β１の分泌を誘導する。抗ＣＤ６９（
ＣＤ６９．２．２）またはアイソタイプコントロール（ネズミＩｇＧ１）を添加した後に
ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体を添加した。ＣＤ６９誘導ＴＧＦ－β分泌のＰＤ９８０５９によ
る抑制。細胞は７２時間血清非含有の培地中でインキュベートし、そしてＴＧＦ－β１を
ＥＬＩＳＡで測定した。データは連数のウェルの平均値±ＳＤで示し、そして独立した３
実験の代表である。Ｃ）培養細胞を採取してトリパンブルーを添加した。死滅細胞（トリ
パンブルー陽性）を培養４８時間後に測定した。データは３連のウェルの平均値である（
棒±ＳＤ）。（Ｄ）ＣＤ６９の結合は抗ＣＤ３刺激Ｔリンパ球においてＥｒｋ－１および
Ｅｒｋ－２の活性化を誘導する。予備活性化されたＴ細胞を抗ＣＤ６９またはアイソタイ
プコントロールｍＡｂで氷上でコーティングし、そして、温（３７℃）ヤギ抗ネズミ抗体
の添加後５、１０、１５、２５および６０分に細胞溶解させた。細胞溶解物をポリクロー
ナル抗ホスホＥｒｋ１／２（上）抗体でブロットし、次に抗Ｅｒｋ　ｍＡｂ（下）を用い
て等しいタンパク質負荷量を確認した。Ｅｒｋ１およびＥｒｋ２の位置は矢印で示す。Ｅ
ｒｋ１（上右）およびＥｒｋ２（下右）のホスホリル化（ホスホ－Ｅｒｋ／総Ｅｒｋ、自
由密度単位）の相対レベルを示す。コントロール（白四角）およびＣＤ６９－／－（黒四
角）。
【図１５－２】図１５はＣＤ６９の結合がＴＧＦ－β１を誘導することを示す。精製され
た休止期のＣＤ３＋Ｔ細胞を抗－ＣＤ３コーティング９６穴プレートに添加した。Ａ）抗
ＣＤ３で活性化した後のＣＤ６９の発現を培養２４時間後ＦＩＴＣ抗ネズミＣＤ６９ｍＡ
ｂ（実線）で染色することにより分析した。点線は陰性コントロールを示す。Ｂ）ＣＤ６
９の抗体結合はマウスＴリンパ球においてＴＧＦ－β１の分泌を誘導する。抗ＣＤ６９（
ＣＤ６９．２．２）またはアイソタイプコントロール（ネズミＩｇＧ１）を添加した後に
ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体を添加した。ＣＤ６９誘導ＴＧＦ－β分泌のＰＤ９８０５９によ
る抑制。細胞は７２時間血清非含有の培地中でインキュベートし、そしてＴＧＦ－β１を
ＥＬＩＳＡで測定した。データは連数のウェルの平均±ＳＤで示し、そして独立した３実
験の代表である。Ｃ）培養細胞を採取してトリパンブルーを添加した。死滅細胞（トリパ
ンブルー陽性）を培養４８時間後に測定した。データは３連のウェルの平均である（棒±
ＳＤ）。（Ｄ）ＣＤ６９の結合は抗ＣＤ３刺激Ｔリンパ球においてＥｒｋ－１およびＥｒ
ｋ－２の活性化を誘導する。予備活性化されたＴ細胞を抗ＣＤ６９またはアイソタイプコ
ントロールｍＡｂで氷上でコーティングし、そして、温（３７℃）ヤギ抗ネズミ抗体の添
加後５、１０、１５、２５および６０分に細胞溶解させた。細胞溶解物をポリクローナル
抗ホスホＥｒｋ１／２（上）抗体でブロットし、次に抗Ｅｒｋ　ｍＡｂ（下）を用いて等
しいタンパク質負荷量を確認した。Ｅｒｋ１およびＥｒｋ２の位置は矢印で示す。Ｅｒｋ
１（上右）およびＥｒｋ２（下右）のホスホリル化（ホスホ－Ｅｒｋ／総Ｅｒｋ、自由密
度単位）の相対レベルを示す。コントロール（白四角）およびＣＤ６９－／－（黒四角）
。
【図１６】図１６はｗｔおよびＲＡＧ欠損マウスにおける抗ＣＤ６９ｍＡｂの治療上の抗
腫瘍活性を示す。抗ＣＤ６９ｍＡｂまたはアイソタイプのコントロールｍＡｂで処置した
ｗｔおよびＳＣＩＤのマウスの生存プロットを示す。１０４ＲＭＡ－Ｓ腫瘍細胞をｗｔマ
ウス（Ａ、Ｂ）に腹腔内注射し、そして、１０６ＲＭＡ－ＳをＳＣＩＤマウスに与えた。
（Ｃ）マウスには抗ＣＤ６９またはアイソタイプコントロールｍＡｂ（Ａ、Ｂ、Ｃ）を記
載の通り処置し、そして、体重および腹水の発生をモニタリングしながら２０週まで腫瘍
の生育を毎日観察した。（Ａ、ｎ＝９；Ｂ、ｎ＝６；Ｃ、ｎ＝９）。示した結果は独立し
た２実験の代表である。
【図１７】図１７は抗ＣＤ６９Ａｂｓが腹腔腫瘍生育の早期の段階に影響することを示し
ている。ｗｔ（Ａ）またはＲＡＧ１－／－（Ｂ）マウスの腹腔細胞を１０６ＲＭＡ－Ｓ腫
瘍細胞の腹腔内注射後３日に調べた。マウスには腫瘍接種の１日前に抗ＣＤ６９（実線）
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またはアイソタイプコントロールｍＡｂ（点線）を投与した（マウス当り５００μｇ）。
洗浄液から収集した細胞をコールターマルチサイザー細胞計数器で分析し、特徴を比較し
た（ｎ＝８，マウス／群）。データは独立した２実験の代表である。
【図１８】図１８は野生型およびＣＤ６９欠損マウスにおけるＤＮＰ－ＫＨＬに対する抗
体応答を示す。免疫化後のプロトコルは尾基部への皮下投与または腹腔内投与によるマウ
ス当りＤＮＰ－ＫＨＬ１００μｇの注射およびアジュバントとしてのＡｌｕｍまたはＣＦ
Ａの使用とした。マウスは第０日（図示せず）および第１回の注射後７日に採血した（一
次免疫化）。２回目の注射は第２１日に行い、マウスは第２８日に採血した（二次免疫化
）。ａ、４匹のマウス／群／実験の算術平均値±ｓｄとして表示した一次免疫化における
ＩｇＭ（１：２０００血清希釈）の濃度を独立した２実験において分析した。ｂ、（ａ）
の場合と同様に表示した二次免疫化におけるＩｇＭ（１：２０００血清希釈）、ＩｇＧ１
（１：２００００）、ＩｇＧ２ｃ（１：１００００）、ＩｇＧ２ｂ（１：１００００）お
よびＩｇＧ３（１：１００００）の濃度。＊、ＷＴマウスにおける同様の投与に対してｐ
＜０．０１（Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙのＵ検定）。
【図１９】図１９は胸腺細胞上のＣＤ６９発現を抗ＣＤ６９　２．２抗体がダウンレギュ
レートすることを示している。２．２抗マウスＣＤ６９ｍＡｂを投与（右パネル）または
投与しない（左パネル）ＤＢＡ／１マウスから得た胸腺細胞を単離し、Ｈ１．２Ｆ３抗マ
ウスＣＤ６９ＦＩＴＣｍＡｂおよび抗マウスＣＤ３　ＡＰＣ　ｍＡｂでＦＡＣＳ染色した
。５実験中の１例を示した。
【図２０】図２０はＣＩＡにおける２．２抗ＣＤ６９ｍＡｂの投与の作用を示す。ＤＢＡ
／１マウスにブロッキング抗ＣＤ６９ｍＡｂ２．２（黒三角）またはアイソタイプコント
ロールＩｇＧ１ｍＡｂ（黒四角）を第２０日および２８日に投与した。精密カリパスを用
いて測定した手掌の炎症を第２１日の値に対する相対的な炎症のｍｍとして示す。結果は
独立した２実験における群当り１２匹のマウスの算術平均値±ｓｄとして示す。＊、ｐ＜
０．０１　対　コントロール抗体（Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙのＵ検定）。
【図２１】図２１は抗ＣＤ６９　２．３抗体がＣＤ６９発現胸腺細胞を枯渇させることを
示す。２．３抗マウスＣＤ６９ｍＡｂを投与（右パネル）または投与しない（左パネル）
ＤＢＡ／１マウスから得た胸腺細胞を単離して、Ｈ１．２Ｆ３抗マウスＣＤ６９ＦＩＴＣ
ｍＡｂおよび抗マウスＣＤ３　ＡＰＣ　ｍＡｂでＦＡＣＳ染色した。５実験中の１例を示
した。
【図２２】図２２はＣＩＡにおける２．３抗ＣＤ６９ｍＡｂ投与の作用を示す。ＤＢＡ／
１マウスに枯渇性抗ＣＤ６９ｍＡｂ（黒三角）またはアイソタイプコントロールＩｇＧ２
ａ　ｍＡｂ（黒四角）を第２０日および２８日に投与した。精密カリパスを用いて測定し
た手掌の炎症を第２１日の値に対する相対的な炎症のｍｍとして表示する。結果は独立し
た２実験における群当り１２匹のマウスの算術平均±ｓｄで示す。＊、ｐ＜０．０１　対
　コントロール抗体（Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙのＵ検定）。
【図２３】図２３はヒトＣＤ６９のアミノ酸配列（配列番号２）およびヒトＣＤ６９をコ
ードする核酸配列（配列番号１）を示す。
【図２４】図２４はヒトＡＩＣＬのアミノ酸配列（配列番号４）およびヒトＡＩＣＬをコ
ードする核酸配列（配列番号３）を示す。
【図２５】図２５はヒトＬＬＴ１のアミノ酸配列（配列番号６）およびヒトＬＬＴ１をコ
ードする核酸配列（配列番号５）を示す。
【発明を実施するための形態】
【０１１６】
　（発明の詳細な説明）
　上記した通り、免疫反応性におけるＣＤ６９の抑制的役割はネズミコラーゲン誘導関節
炎（ＣＩＡ）の実験モデルを用いて明らかにされている。ＣＤ６９欠損マウスはより高度
のＣＩＡの発生率および重症度を示し、ＩＩ型コラーゲン（ＣＩＩ）に対するＢおよびＴ
免疫応答も悪化している。ＣＩＡにおいて保護的役割を果たしている
【０１１７】
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【数３２】

は、ＣＤ６９－／－マウスの炎症病巣において低減しており、
【０１１８】
【数３３】

およびＲＡＮＴＥＳにおける増大に相関している。ＣＩＩで攻撃した野生型マウスにおけ
るブロッキング抗ＴＧＦβ抗体の局所注射はまたＣＤ６９＋／＋マウスにおいてもＣＩＡ
の重症度および炎症促進性サイトカインｍＲＮＡ濃度を上昇させたが、ＣＤ６９－／－マ
ウスではさせなかった。更にまた、ＣＤ６９の結合は活性化マウスＴリンパ球、マウス滑
膜細胞、慢性関節症より得たヒト滑膜単核細胞およびヒトＣＤ６９のＪｕｒｋａｔ安定形
質転換体において全体の、および活性なＴＧＦ－β１の産生を直接誘導したが、親ＣＤ６
９陰性細胞系統ではしなかった。即ち、ＣＤ６９は異なる炎症促進性メディエーターの産
生を同様にダウンレギュレートするサイトカインである
【０１１９】
【数３４】

の合成を介した自己免疫反応および炎症の負のモジュレーターである。
【０１２０】
　更にまた、ＣＤ６９の抑制性の役割は腫瘍に対するＣＤ６９－／－マウスの感受性を分
析することによりインビボで明らかにされている。腫瘍により攻撃されたＣＤ６９－／－

マウスは野生型マウスと比較して強力に低減された腫瘍生育および延長された生存を示し
ている。この強力な抗腫瘍応答はＴＧＦ－βの減衰した産生、炎症性サイトカインおよび
ケモカインＭＣＰ－１の増大と相関しており、そしてリンパ様エフェクターの増大した動
員および低減したアポトーシスと関連していた。腫瘍生育に対するＣＤ６９－／－マウス
の抵抗性はＮＫおよびＴリンパ球媒介性であり、そして免疫弱化ＣＤ６９－／－ＲＡＧ陰
性マウスにおいて持続していた。更にまた、野生型マウスにおけるＴＧＦ－βブロックは
抗腫瘍応答を増大させ、その増強された抗腫瘍免疫性の根拠としてのＣＤ６９－／－マウ
ス中で観察されたＴＧＦ－βの低減した産生と直接関連していた。更にまた、ＣＤ６９の
結合により細胞外のシグナル調節キナーゼ（ＥＲＫ）の活性化およびＴ細胞によるＴＧＦ
－βの産生が誘導された。特異的薬理学的インヒビターであるＰＤ９８０５９によるＥＲ
ＫのブロッキングはＴＧＦ－βの産生を抑制し、ＴＧＦ－βの調節とＣＤ６９シグナル伝
達を直接関連付けていた。
【０１２１】
　更にまた、アンタゴニスト２．２抗ＣＤ６９ｍＡｂのインビボ投与は野生型マウスおよ
び免疫弱化ＳＣＩＤおよびＲＡＧ欠損マウスにおいて抗腫瘍応答を増強することが明らか
にされている。従って、抗ＣＤ６９モノクローナル抗体のインビボ投与は免疫応答を回復
するために感染性疾患および免疫不全症候群にまで延長され得る腫瘍免疫性の操作におい
て免疫応答を増強する新しい試みとして明らかにされている。
【０１２２】
　抗ＣＤ６９抗体によるインビボ処置は使用する抗ＣＤ６９に応じて種々の作用をもたら
し；アンタゴニスト２．２．抗ＣＤ６９抗体は免疫応答を増強し、増大したＣＩＡの重症
度および腫瘍の拒絶をもたらす。枯渇性２．３抗ＣＤ６９はＣＤ６９＋活性化エフェクタ
ー白血球を欠失させ、減衰したＣＩＡをもたらす。更に、この枯渇性２．３抗ＣＤ６９抗
体はＣＤ６９＋腫瘍を直接拒絶する場合がある。
【０１２３】
　重要な点は、ｈＡＩＭ－２９と命名されたヒトモノクローナル抗体（ｍＡｂ）が作成さ
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れており、そして活性化ヒト白血球の表面上のヒトＣＤ６９を特異的に認識する（Ｍｏｌ
ｉｎａら、２００３）。実験によればｈＡＩＭ－２９はＩｇ架橋を伴うことなく細胞内カ
ルシウム流入を活性化し、そして、他のマウス抗ＣＤ６９抗体と同様の態様でホルボール
ミリステートアセテート（ＰＭＡ）誘導細胞増殖を増強する。
【０１２４】
　ＣＤ６９と同様、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１は白血球中低濃度で発現され、そして強力に
一過性にアップレギュレートされる（Ｈａｍａｎｎら、１９９７；Ｅｉｃｈｌｅｒら、２
００１）。従ってＡＩＣＬおよびＬＬＴ１はＣＤ６９と同様に
【０１２５】
【数３５】

の放出を調節すると考えられる。
【０１２６】
　免疫反応性の負のモジュレーターとしての早期活性化ポリペプチドの役割はこれらのポ
リペプチドのターゲティングにより慢性炎症および他の免疫媒介疾患を治療することであ
る。更に、ＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１は活性化白血球浸潤炎症組織において選択
的に発現されるため、ＣＤ６９、ＡＩＣＬおよび／またはＬＬＴ１を介したＴＧＦ－β１
合成の薬理学的刺激は局在化された作用を有し、即ち、全身性のＴＧＦ－β１のアップレ
ギュレーションまたは送達の有害な結果を回避することができる。
【０１２７】
　本発明は種々の操作法を介してＣＤ６９、ＡＩＣＬおよび／またはＬＬＴ１をターゲテ
ィングすることにより免疫応答を調節する操作法を提供する。
【０１２８】
　本発明の１つの特定の目的／目標は早期活性化分子シグナル伝達または早期活性化分子
アゴニストとして同定される推定上のリガンドまたはレセプターとの相互作用を促進する
物質を用いた早期活性化分子のターゲティングに基づいた免疫応答の調節である。第２の
目的は、早期活性化分子が発現することを抑制し、早期活性化分子のそのレセプターまた
はリガンドとの結合をブロッキングし、または、早期活性化分子アンタゴニストとして同
定される細胞表面からの早期活性化ポリペプチドダウン調節を誘導するものを含む、早期
活性化分子シグナル伝達を抑制またはブロックする物質を用いた早期活性化分子を介した
免疫応答の調節である。第３の目的は早期活性化分子枯渇剤として同定されるＣＤ６９＋
、ＡＩＣＬ＋および／またはＬＬＴ１＋細胞を枯渇させる物質を用いた早期活性化分子を
発現する細胞の枯渇を介した免疫調節である。
【０１２９】
　本発明の他の特定の目的はＣＤ６９＋、ＡＩＣＬ＋および／またはＬＬＴ１＋細胞のア
ゴニスト、アンタゴニストまたは枯渇剤として使用するための薬剤を発見、同定またはそ
の他評価するための方法を包含する。これらの方法はＣａ２＋シグナル伝達、ＭＡＰＫの
活性化、ＴＧＦ－βの産生、アポトーシスメディエーターの誘導および細胞溶解を、評価
の方法の全てまたは部分として使用できる。更に、これらの物質の一部の例は抗体である
抗早期活性化ポリペプチド抗体分子またはこれらの抗体から直接または間接的に誘導され
た物質の使用のように本明細書において特に同定される。更にまた、早期活性化分子関連
コンストラクトまたは生成物を用いたアフィニティークロマトグラフィーの使用により同
定される早期活性化ポリペプチドの推定リガンドまたはレセプター、または、早期活性化
分子に対するそのアゴニスト、アンタゴニストまたは枯渇剤としての活性が記載した方法
のいずれかにより同定されることが本発明の目的である。
【０１３０】
　本発明の別の特定の目的は免疫媒介疾患の治療における早期活性化分子を直接または間
接的に介した免疫応答を調節できる物質の使用である。自己免疫または腫瘍の過程は早期
活性化分子の有無および早期活性化分子を介して作用する物質の投与により影響される。
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即ち、本発明の方法は下記の多くの他の免疫媒介疾患を治療するために使用できる：
　－　自己免疫疾患、例えば関節リウマチおよび免疫要素のある他の型の慢性または急性
の関節炎または関節症、全身性エリテマトーデス、強皮症、シェーグレン症候群、自己免
疫性糖尿病、甲状腺炎、および、他の臓器特異的免疫疾患、例えば乾癬。更に包含される
ものとしては、神経学的疾患、例えば多発性硬化症、重症筋無力症、および他の神経免疫
媒介性疾患である。更に包含されるものとしては、胃腸疾患、例えばクローン病、大腸炎
、セリアック病、肝炎および他の免疫媒介障害である；
　－　心臓血管疾患、例えばアテローム性動脈硬化症、心筋症、リウマチ熱、心内膜炎、
血管炎および他の免疫媒介心臓血管疾患；
　－　呼吸器疾患、例えば気腫、呼吸気道感染症および他の免疫媒介呼吸器障害。
【０１３１】
　－　アレルギー過程および過敏性反応（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩおよびＩＶ型）、例えば喘息
、鼻炎、および他の免疫媒介過敏性反応；
　－　移植臓器および移植片の拒絶、例えば臓器移植、組織移植片または輸血。更に包含
されるものとしては、移植片　対　宿主疾患、例えば骨髄移植中に起こるもの；
　－　癌性疾患、例えば白血病、リンパ増殖性疾患、固形癌および全ての他の型の望まし
くない細胞増殖、例えば非悪性および悪性の障害、例えば全ての他の型の癌；
　－　感染性疾患、例えば細菌、ウィルス、カビまたは寄生虫の感染症、敗血症性ショッ
ク症候群および他の感染物質に対する免疫病理学的な応答；
　－　先天性の免疫不全疾患および後天性の免疫不全症候群および放射線療法および化学
療法による免疫抑制症候群；
　－　変性過程、例えばミクログリアのような免疫コンピテント細胞の関与する神経変性
；
　－　抗原特異的応答の性質を調整するために使用される抗原のコントロール投与；
　－　遺伝子療法。
【０１３２】
　更にまた、一部の免疫媒介過程は早期活性化分子を介した介入により有利となる場合が
あり、例えば種々の免疫媒介過程、例えば前述したものに適用できる免疫抑制、または、
ワクチン接種並びに微生物抗原または腫瘍抗原をコードするＤＮＡを注射する保護免疫、
または前述したものを包含する免疫媒介疾患の治療のための他の過程が挙げられる。
【０１３３】
　ＴＧＦ－βサイトカインおよびＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１シグナル伝達の他の
メディエーターは多面的な作用を有するため、上記で示唆した疾患の全ては免疫調節にお
けるこれらの早期活性化分子の記載した作用を含み得、そして、特定の目的は後に記載す
る実施例に基づいたもののような、後述する予測に限定されない。早期活性化分子を介し
たアゴニスト手法は多岐にわたって報告されている免疫調節に対する結果的作用を有する
ＴＧＦ－βの高度な生成を予測する（Ｌｅｔｔｅｒｉｏ　ａｎｄ　Ｒｏｂｅｒｔｓ，１９
９７；Ｐｕｄ’ｈｏｍｍｅ　ａｎｄ　Ｐｉｃｃｉｒｉｌｌｏ，２０００）。ＴＧＦ－βの
免疫抑制因子作用は自己免疫疾患、移植組織拒絶および上記で列挙したものとは別の型の
もののような免疫系の活性化が悪化している免疫疾患の治療のために有用である。アンタ
ゴニストによる方法は腫瘍拒絶、感染治療またはワクチン接種としてのその防止のような
免疫系を増強する必要がある疾患または過程の治療のために使用される逆経路を介して作
用する。枯渇による方法は抗原刺激に応答して局所的に活性化される細胞であり、免疫応
答を媒介するＣＤ６９＋、ＡＩＣＬ＋および／またはＬＬＴ１＋細胞を排除する。従って
予測される結果は自己免疫疾患、移植組織拒絶および上記で列挙したものとは別の形態の
ような免疫応答の悪化に関連する疾患の軽減である。
【０１３４】
　（早期活性化ポリペプチド）
　「早期活性化タンパク質」および「早期活性化ポリペプチド」という用語はＣＤ６９、
ＡＩＣＬ、ＬＬＴ１およびそのフラグメントを指す。「タンパク質」および「ポリペプチ
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ド」という用語は本明細書においては、互換に使用する。
【０１３５】
　（ＣＤ６９）
　本明細書においては、「極めて早期活性化される」タンパク質、「活性化誘導分子」お
よび「ｇｐ３４／２８」としても知られる「ＣＤ６９」は哺乳類ＣＤ６９、好ましくはヒ
トＣＤ６９タンパク質を指す。従って、「ヒトＣＤ６９」という用語はＬｏｐｅｚ－Ｃａ
ｂｒｅｒａ（１９９３）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７８（２）５３７－５４７に記載のアミ
ノ酸配列（配列番号２）を有するかこれと相同（例えば少なくとも約８５％、９０％、９
５％同一）であるか；または、（ａ）ヒトＣＤ６９をコードする核酸配列（例えばＬｏｐ
ｅｚ－Ｃａｂｒｅｒａ（１９９３）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７８（２）５３７－５４７に
記載のヒトＣＤ６９をコードする核酸配列（配列番号１））（図２３参照）；（ｂ）天然
に存在するＣＤ６９配列に縮重した核酸配列；（ｃ）天然に存在するヒトＣＤ６９核酸配
列に相同（例えば少なくとも約８５％、９０％、９５％同一）である核酸配列；または（
ｄ）ストリンジェントな条件下、例えば高度にストリンジェントな条件下で上記した核酸
配列の１つにハイブリダイズする核酸配列によりコードされるポリペプチドを指す。好ま
しいＣＤ６９はＣＤ６９の天然に存在する変異体または対立遺伝子である。
【０１３６】
　（ＡＩＣＬ）
　本明細書においては、「活性化誘導Ｃ型レクチン」としても知られる「ＡＩＣＬ」は哺
乳類ＡＩＣＬ、好ましくはヒトＡＩＣＬタンパク質である。従って、「ヒトＡＩＣＬ」と
いう用語はＨａｍａｎｎら、（１９９７）　Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ　４５：２９
５－３００に記載のアミノ酸配列（配列番号４）を有するかこれと相同（例えば少なくと
も約８５％、９０％、９５％同一）であるか；または、（ａ）ヒトＡＩＣＬをコードする
核酸配列（例えばＨａｍａｎｎら、（１９９７）　Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ　４５
：２９５－３００に記載のヒトＡＩＣＬをコードする核酸配列（配列番号３））（図２４
参照）；（ｂ）天然に存在するヒトＡＩＣＬ配列に縮重した核酸配列；（ｃ）天然に存在
するヒトＡＩＣＬ核酸配列に相同（例えば少なくとも約８５％、９０％、９５％同一）で
ある核酸配列；または（ｄ）ストリンジェントな条件下、例えば高度にストリンジェント
な条件下で上記した核酸配列の１つにハイブリダイズする核酸配列によりコードされるポ
リペプチドを指す。好ましいＡＩＣＬはＡＩＣＬの天然に存在する変異体または対立遺伝
子である。
【０１３７】
　（ＬＬＴ１）
　本明細書においては、「レクチン様転写物」としても知られる「ＬＬＴ１」は哺乳類Ｌ
ＬＴ１、好ましくはヒトＬＬＴ１タンパク質である。従って、「ヒトＬＬＴ１」という用
語はＢｏｌｅｓら、（１９９９）Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ　５０：１－７に記載の
アミノ酸配列（配列番号６）を有するかこれと相同（例えば少なくとも約８５％、９０％
、９５％同一）であるか；または、（ａ）ヒトＬＬＴ１をコードする核酸配列（例えばＢ
ｏｌｅｓら、（１９９９）Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ　５０：１－７に記載のヒトＬ
ＬＴ１をコードする核酸配列（配列番号５））（図２５参照）；（ｂ）天然に存在するヒ
トＬＬＴ１配列に縮重した核酸配列；（ｃ）天然に存在するヒトＬＬＴ１核酸配列に相同
（例えば少なくとも約８５％、９０％、９５％同一）である核酸配列；または（ｄ）スト
リンジェントな条件下、例えば高度にストリンジェントな条件下で上記した核酸配列の１
つにハイブリダイズする核酸配列によりコードされるポリペプチドを指す。好ましいＬＬ
Ｔ１はＬＬＴ１の天然に存在する変異体または対立遺伝子である。
【０１３８】
　（抗早期活性化ポリペプチド抗体分子）
　「抗早期活性化ポリペプチド抗体分子」は早期活性化ポリペプチド、好ましくはヒト早
期活性化タンパク質と相互作用（例えば結合）する抗体分子である。好ましくは、抗早期
活性化ポリペプチド抗体分子は早期活性化ポリペプチドの細胞外ドメイン（すなわち細胞
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の外部に位置する早期活性化ポリペプチドのエピトープ）に結合する。
【０１３９】
　一部の局面において、抗早期活性化ポリペプチド抗体分子は抗ＣＤ６９抗体分子、例え
ば抗ヒトＣＤ６９抗体分子であることができる。ヒトＣＤ６９に対するモノクローナル抗
体の例は、抗マウス抗体２．２に類似の抗ヒトＣＤ６９抗体分子、抗マウスＣＤ６９抗体
２．３に類似の抗ヒトＣＤ６９抗体分子、または抗ヒトＣＤ６９抗体、例えば当該分野で
知られた抗体であってＣＤ６９のアゴニスト、アンタゴニストまたは枯渇剤として作用す
ることができるもの、または、このような抗体のエピトープに重複するか結合に関してそ
のような抗体と競合するエピトープを有する抗体分子を包含するが、これらに限定されな
い。当該分野で知られている抗ヒトＣＤ６９抗体の例は、ＴＰ１／８、ＴＰ１／２２、Ｔ
Ｐ１／２８、ＴＰ１／３３、ＴＰ１／５５（例えばＣｅｂｒｉａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９
８８）Ｊ，Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６８：１６２１－３７に記載のもの）；ＣＨ／４、ＣＨ／
１、ＣＨ／２、ＦＡＢ／１（例えばＳａｎｃｈｅｚ－Ｍａｔｅｏｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９１）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２１：２３１７－２５に記載のもの）；Ｌ７８、Ｍ
ＬＲ３、ＦＮ６１、ＦＮ５０（例えばＳｃｈｗａｒｔｉｎｇ，　Ｒ．ｅｔ　ａｌ．（Ｅｄ
ｓ）Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ　Ｔｙｐｉｎｇ　ＩＶ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ，１９８９，ｐ．４２８に記載のもの）；ＭＬＲ３（例えばＣｏｒｔｅ，Ｇ
ら、（１９８１）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１１：１６２－１６４に記載のもの）；
ＥＡ１（例えばＨａｒａ，Ｔ（１９８６）　Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６４：１９８８－２
００５に記載のもの）；Ｌｅｕ２３（例えばＬａｎｉｅｒ，Ｌ．Ｌ．ｅｔ　ａｌ．，（１
９８８）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６７：１５７２－１５８５に記載のもの）；およびＣ１
．１８、Ｅ１６．５（例えばＧｅｒｏｓａ，Ｆ（１９９１）Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２
８：１５９－１６８に記載のものが含まれる。本発明において使用できる抗体分子の非限
定的な例は、ｈＡＩＭ－２９；ＣＤ６９ポリペプチドのネック部の残基１つ以上（例えば
ヒトＣＤ６９の残基６２～８４の残基１つ以上）を含むエピトープと相互作用、例えば結
合する抗体分子；ＣＤ６９ポリペプチドのＮＫドメイン（または炭水化物認識ドメイン（
ＣＲＤ））の残基１つ以上（例えばヒトＣＤ６９の残基８２～１９９の残基１つ以上）を
含むエピトープと相互作用、例えば結合する抗体分子；ＣＤ６９ポリペプチドの細胞内ド
メインの残基１つ以上（例えばヒトＣＤ６９の１～４０の残基１つ以上）を含むエピトー
プと相互作用、例えば結合する抗体分子；本明細書に記載の方法で活性が測定できる（例
えば、
【０１４０】
【数３６】

の産生、ＭＡＰＫ活性化またはＣａ２＋シグナル伝達）下流エフェクターとのＣＤ６９原
形質および／または膜貫通領域の相互作用を結合時に調節、例えば増強または低減するエ
ピトープと相互作用、例えば結合する抗体分子；結合するとＣＤ６９二量体形成を調節、
例えば増強または低減するエピトープ（例えばヒトＣＤ６９の残基Ｃｙｓ６８またはＣｙ
ｓ６８近傍に位置する残基を含むエピトープ）であるエピトープ（例えばコンホーメーシ
ョンまたは線状のエピトープ）と相互作用、例えば結合する抗体分子；ＣＤ６９の細胞表
面発現を調節できる抗体分子、例えば細胞表面からのＣＤ６９をダウン調節できる抗体分
子；ＣＤ６９リガンドまたはレセプターの結合を調節できる抗体分子、例えばＣＤ６９へ
のリガンドまたはレセプターの結合を抑制、例えば競合的に抑制、または増強することが
できる抗体；ヒトＣＤ６９のアミノ酸残基Ｇｌｕ１４０、Ａｓｐ１７１、Ｇｌｕ１８０、
Ｇｌｕ１８５、Ｇｌｕ１８７、Ｐｈｅ１７５、Ｍｅｔ１８４、Ｌｅｕ１９０、Ｇｌｕ１８
５およびＬｙｓ１８８の１つ以上と相互作用、例えば結合するか、これらへのリガンドま
たはレセプターの結合を抑制または増強できる抗体分子）を包含する。
【０１４１】
　他の実施形態においては、抗早期活性化ポリペプチド抗体分子は抗ＡＩＣＬ抗体分子、
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例えば抗ヒトＡＩＣＬ抗体分子であることができる。ヒトＡＩＣＬに対するモノクローナ
ル抗体の例は、当該分野で知られた抗ヒトＡＩＣＬ抗体であってＡＩＣＬのアゴニスト、
アンタゴニストまたは枯渇剤として作用するもの、または、このような抗体のエピトープ
に重複するか結合に関してそのような抗体と競合するエピトープを有する抗体分子を包含
するが、これらに限定されない。本発明において使用できる抗体分子の例は、ＡＩＣＬポ
リペプチドのネック部の残基１つ以上（例えばヒトＡＩＣＬの残基２６～３６の残基１つ
以上）を含むエピトープと相互作用、例えば結合する抗体分子；ＡＩＣＬポリペプチドの
ＮＫドメイン（または炭水化物認識ドメイン（ＣＲＤ））の残基１つ以上（例えばヒトＡ
ＩＣＬの残基３７～１４９の残基１つ以上）を含むエピトープと相互作用、例えば結合す
る抗体分子；ＡＩＣＬポリペプチドの細胞内ドメインの残基１つ以上（例えばヒトＡＩＣ
Ｌの１～７の残基１つ以上）を含むエピトープと相互作用、例えば結合する抗体分子；本
明細書に記載の方法で活性が測定できる（例えば、
【０１４２】
【数３７】

の産生、ＭＡＰＫ活性化またはＣａ２＋シグナル伝達）下流エフェクターとのＡＩＣＬ原
形質および／または膜貫通領域の相互作用を結合時に調節、例えば増強または低減するエ
ピトープと相互作用、例えば結合する抗体分子；エピトープ（例えばコンホーメーション
または線状のエピトープ）と相互作用、例えば結合する抗体分子；ＡＩＣＬの細胞表面発
現を調節できる抗体分子、例えば細胞表面からのＡＩＣＬをダウン調節できる抗体分子；
ＡＩＣＬリガンドまたはレセプターの結合を調節できる抗体分子、例えばＡＩＣＬへのリ
ガンドまたはレセプターの結合を抑制、例えば競合的に抑制、または増強することができ
る抗体を包含する。
【０１４３】
　更に他の実施形態においては、抗早期活性化ポリペプチド抗体分子は抗ＬＬＴ１抗体分
子、例えば抗ヒトＬＬＴ１抗体分子であることができる。ヒトＬＬＴ１に対するモノクロ
ーナル抗体の例は、当該分野で知られた抗ヒトＬＬＴ１抗体であってＬＬＴ１のアゴニス
ト、アンタゴニストまたは枯渇剤として作用するもの、または、このような抗体のエピト
ープに重複するか結合に関してそのような抗体と競合するエピトープを有する抗体分子を
包含するが、これらに限定されない。本発明において使用できる抗体分子の例は、ＬＬＴ
１ポリペプチドのネック部の残基１つ以上（例えばヒトＬＬＴ１の残基６０～７５の残基
１つ以上）を含むエピトープと相互作用、例えば結合する抗体分子；ＬＬＴ１ポリペプチ
ドのＮＫドメイン（または炭水化物認識ドメイン（ＣＲＤ））の残基１つ以上（例えばヒ
トＬＬＴ１の残基７６～１３２の残基１つ以上）を含むエピトープと相互作用、例えば結
合する抗体分子；ＬＬＴ１ポリペプチドの細胞内ドメインの残基１つ以上（例えばヒトＬ
ＬＴ１の１～３０の残基１つ以上）を含むエピトープと相互作用、例えば結合する抗体分
子；本明細書に記載の方法で活性が測定できる（例えば、
【０１４４】
【数３８】

の産生、ＭＡＰＫ活性化またはＣａ２＋シグナル伝達）下流エフェクターとのＬＬＴ１原
形質および／または膜貫通領域の相互作用を結合時に調節、例えば増強または低減するエ
ピトープと相互作用、例えば結合する抗体分子；結合するとＬＬＴ１二量体形成を調節、
例えば増強または低減するエピトープ（例えばヒトＬＬＴ１の残基Ｃｙｓ６３またはＣｙ
ｓ６３近傍に位置する残基を含むエピトープ）であるエピトープ（例えばコンホーメーシ
ョンまたは線状のエピトープ）と相互作用、例えば結合する抗体分子；エピトープ（例え
ばコンホーメーションまたは線状のエピトープ）と相互作用、例えば結合する抗体分子；
ＬＬＴ１の細胞表面発現を調節できる抗体分子、例えば細胞表面からのＬＬＴ１をダウン
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調節できる抗体分子；ＬＬＴ１リガンドまたはＬＬＴ１レセプターの結合を調節できる抗
体分子、例えばＬＬＴ１へのリガンドまたはレセプターの結合を抑制、例えば競合的に抑
制、または増強することができる抗体を包含する。
【０１４５】
　１つの実施形態において、抗早期活性化ポリペプチド抗体分子は本明細書に記載した抗
体、例えば、アゴニスト、アンタゴニストまたは枯渇剤として作用できる当該分野で知ら
れた抗ヒトＣＤ６９抗体、当該分野で知られた抗ヒトＡＩＣＬ抗体、または当該分野で知
られた抗ＬＬＴ１抗体、または、抗マウス早期活性化ポリペプチド抗体、例えば抗マウス
ＣＤ６９抗体（例えば抗体２．２、２．３またはＨ１．２Ｆ３（例えばＹｏｋｏｙａｍａ
ら、（１９８８）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４１：３６９－３７６に記載のもの））に類似
の抗ヒト早期活性化ポリペプチド抗体のエピトープの全てまたは部分に結合する。抗ＣＤ
６９抗体はＳａｎｃｈｅｚ－Ｍａｔｅｏｓ（１９９１）に記載のエピトープの残基１つ以
上と結合できるか、または、記載したエピトープの１つに結合する抗体と結合に関して競
合することができる。抗早期活性化ポリペプチド抗体分子は、本明細書に記載した抗体、
例えば本明細書に記載した当該分野で知られている抗ヒト早期活性化ポリペプチド抗体の
ヒト早期活性化ポリペプチドへの結合を抑制、例えば競合的に抑制することができる。抗
早期活性化ポリペプチド抗体分子はエピトープ、例えばコンホーメーションまたは線状エ
ピトープに結合してよく、そのエピトープは結合時には、本明細書に記載した抗体、例え
ば本明細書に記載した当該分野で知られた抗ヒト早期活性化ポリペプチド抗体の結合を防
止する。エピトープは、空間的または機能的に関連してごく近傍に存在することができ、
例えば本明細書に記載した抗体、例えば本明細書に記載した当該分野で知られた抗ヒト早
期活性化ポリペプチド抗体により認識されるものに対して線状配列において、またはコン
ホーメーション上、重複するか隣接するエピトープであることができる。
【０１４６】
　好ましい実施形態においては、抗早期活性化ポリペプチド抗体分子と早期活性化ポリペ
プチドとの間の相互作用、例えば結合は高い親和性（例えば親和性定数が少なくとも約１
０９Ｍ－１以上）および特異性で起こる。好ましくは、抗早期活性化ポリペプチド抗体分
子は免疫応答を調節し、例えば早期活性化分子アゴニスト、早期活性化分子アンタゴニス
トまたは早期活性化分子枯渇性抗体である。
【０１４７】
　本明細書においては、「特異的に結合する」とは、結合剤、好ましくは抗体が（１）少
なくとも１ｘ１０７Ｍ－１の親和性で早期活性化ポリペプチド、例えばヒト早期活性化ポ
リペプチドに結合し、そして（２）早期活性化ポリペプチド以外の非特異的抗原（例えば
ＢＳＡ、カゼイン）への結合に関するその親和性よりも少なくとも２倍、５０倍、１００
倍、１０００倍以上である親和性で早期活性化ポリペプチド、例えばヒト早期活性化ポリ
ペプチドに優先的に結合するという特性を指す。
【０１４８】
　本明細書に記載した説明からわかるとおり、多くの型の抗早期活性化ポリペプチド抗体
分子、例えば抗体またはその抗原結合フラグメントが本発明の方法において有用である。
抗体分子は種々のアイソタイプ、例えばＩｇＧ（例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２（例えばＩｇ
Ｇ２ａ、ＩｇＧ２ｂ）、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４）、ＩｇＭ、即ちＩｇＭ／λ、ＩｇＡ１、Ｉ
ｇＡ２、ＩｇＤまたはＩｇＥのものであることができる。好ましい抗体分子はＩｇＧアイ
ソタイプである。抗体分子は完全長（例えばＩｇＧ１またはＩｇＧ４抗体）であることが
でき、または、抗原結合フラグメント（例えばＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖまたは単一
鎖Ｆｖフラグメント）のみを含むことができる。抗体は好ましくは操作された抗体分子、
例えば完全なヒトまたはヒト化抗体である。
【０１４９】
　抗体または本明細書に記載した他の薬剤はＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１をアゴナ
イズ、拮抗または枯渇させる能力について評価することができる。
【０１５０】
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　枯渇剤の抗早期活性化ポリペプチド抗体は動物に対し、単独または毒素とコンジュゲー
トして投与された場合に、早期活性化ポリペプチド＋細胞、例えばＣＤ６９＋、ＡＩＣＬ
＋および／またはＬＬＴ１＋腫瘍細胞；例えば慢性炎症浸潤部におけるＣＤ６９＋、ＡＩ
ＣＬ＋および／またはＬＬＴ１＋白血球の絶対数を低減するものである。これは通常はこ
れらの細胞の直接の細胞溶解を介して作用する（例えば骨髄または肝臓のような臓器コン
パートメント内の細胞の一過性の隔離とは異なる）。
【０１５１】
　拮抗性抗早期活性化ポリペプチド抗体は動物に投与された場合に、本明細書においては
「ブロッキングアンタゴニスト」と称される例えばその天然のリガンドまたはレセプター
の１つ以上によるＣＤ６９、ＡＩＣＬおよび／またはＬＬＴ１の結合により誘導される内
因性シグナル伝達をブロックすることにより（例えばその天然のリガンドまたはレセプタ
ーとのＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１の相互作用をブロックすることにより）、ＣＤ
６９＋、ＡＩＣＬ＋および／またはＬＬＴ１＋細胞がそのＴＧＦ－ベータサイトカインの
産生を低減するように誘導する抗体である。他の早期活性化ポリペプチドアンタゴニスト
は、例えば早期活性化ポリペプチドに結合してポリペプチドを内在化させることにより細
胞表面上の早期活性化ポリペプチドの濃度を低減する「ダウン調節アンタゴニスト」を包
含する。
【０１５２】
　作動性抗早期活性化ポリペプチド抗体は動物に投与された場合に、例えば天然のリガン
ドまたはレセプターへの結合の非存在下において、または、その天然のリガンドまたはレ
セプター１つ以上によるＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１の結合により誘導される内因
性シグナル伝達に加えて、シグナル伝達を増大させることにより、ＴＧＦ－ベータサイト
カインの産生を増大するようにＣＤ６９＋、ＡＩＣＬ＋および／またはＬＬＴ１＋細胞を
誘導するものである。
【０１５３】
　種々のインビトロの方法を、例えば全動物試験と組み合わせて使用することにより枯渇
剤、アンタゴニストまたはアゴニストとしての活性について候補を評価することができる
。インビトロ試験は全ての場合においてインビボ活性を示すものではないが、しかしなお
、スクリーニング手法においては有用である。
【０１５４】
　（早期活性化分子枯渇剤）
　インビトロ早期活性化ポリペプチド枯渇剤抗体は、早期活性化ポリペプチドを発現して
いる細胞と共にインキュベートした場合に、これらの細胞の絶対数を低減するものである
、これは例えば補体依存性、Ｆｃ－レセプター依存性、または毒素依存性の機序を介して
、その直接の細胞溶解により行われる。即ち、早期活性化ポリペプチド枯渇剤はインビト
ロ殺傷試験において早期活性化ポリペプチドを発現している細胞を殺傷できる。アイソタ
イプは、抗早期活性化ポリペプチドが補体系機序により枯渇剤として機能するかどうかに
おいて、重要な役割を果たす。抗体が補体に結合できれば、それは恐らくは枯渇剤として
挙動する。ほとんどの天然に存在する抗体は補体に対して比較的高い親和性を有し、従っ
て、枯渇剤となる。このことは補体に対して低い親和性を有するネズミＩｇＧ１およびヒ
トＩｇＧ４の場合には起こりにくい。更に、抗体は補体に対して低減された、または増大
した親和性を有するように操作することができる。マウスまたは他の抗マウスの早期活性
化ポリペプチド枯渇剤抗体は補体の存在下インビトロで早期活性化ポリペプチドを発現す
るマウス細胞を殺傷できる。このような抗体を試験するために有用な標的の早期活性化ポ
リペプチド発現細胞は例えばネズミ白血病、例えばＣＤ６９に対するＥＬ４胸腺腫の細胞
系統を包含する。例えばマウスまたは他の抗ヒトのＣＤ６９枯渇剤抗体（例えばｈＡＩＭ
－２９ｍＡｂ）はヒトＣＤ６９発現細胞、例えば関節リウマチの滑膜液由来のＣＤ６９発
現ヒトＴリンパ球、ＣＤ６９発現ヒト白血病または安定なＣＤ６９の形質転換体、例えば
ＣＤ６９を安定に発現するＪｕｒｋａｔ白血病細胞を殺傷できる。この抗体はＣＤ６９を
発現しないコントロール細胞、例えばＣＤ６９を発現しない親Ｊｕｒｋａｔ白血病細胞は
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殺傷しない（あるいははるかに低い水準で殺傷する）。即ち、抗体が枯渇剤として機能す
る能力は、早期活性化ポリペプチドを発現する標的細胞および早期活性化ポリペプチドを
発現しないコントロール細胞を溶解する能力について、インビトロで試験できる。候補枯
渇剤は早期活性化ポリペプチドを発現する細胞を溶解するが、早期活性化ポリペプチドを
発現しないコントロール細胞は溶解しない（あるいははるかに低い程度に溶解する）。１
つの例においては、細胞の溶解は、標的（およびコントロール）細胞をＣＲ５１にロード
し、そして典型的には３７℃で２時間、新鮮ウサギ仔補体の存在下に抗体をインキュベー
トする試験においてモニタリングできる。その後、上澄みを回収し、上澄み中に放出され
たＣＲ５１の量により細胞溶解の水準を評価する。細胞溶解は溶解した細胞によるＣＲ５

１の放出により示される。
【０１５５】
　（早期活性化分子アゴニスト）
　インビトロ作動性抗早期活性化ポリペプチド抗体はＣＤ６９＋、ＡＩＣＬ＋および／ま
たはＬＬＴ１＋細胞と共にインキュベートした場合に、例えば天然のリガンドまたはレセ
プターへの結合の非存在下においてシグナル伝達を増大させることにより、または、イン
ビトロの培養系中に存在するその天然のリガンドまたはレセプター１つ以上によるＣＤ６
９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１の結合により誘導される内因性シグナル伝達に加えてシグナ
ル伝達を増大させることにより、ＴＧＦ－βサイトカインの産生を増大させるものである
。即ち、早期活性化ポリペプチドを発現する細胞と共に候補アゴニストをインキュベート
し、そして例えばコントロール細胞、例えば早期活性化ポリペプチドを発現しない細胞と
比較した場合の
【０１５６】
【数３９】

の産生に対するその作用を評価することにより、アゴニストのインビトロスクリーニング
を行うことができる。例えば、抗マウスＣＤ６９抗体は、ＣｏｎＡ活性化ＣＤ６９発現脾
細胞による
【０１５７】

【数４０】

の産生を促進するその能力を評価することにより、インビトロでアゴニストとして挙動す
る能力について評価することができる。ｈＡＩＭ－２９ｍＡｂのような抗ヒトＣＤ６９抗
体はＣＤ６９で安定にトランスフェクトされたＪｕｒｋａｔ細胞による
【０１５８】

【数４１】

の合成を媒介する能力について評価できる。アゴニストは早期活性化ポリペプチドを発現
する細胞における
【０１５９】
【数４２】

の産生を促進するが、コントロール系統、好ましくは早期活性化ポリペプチドを発現しな
い親系統では促進しない。アゴニズムは候補アゴニストと架橋する二次架橋抗体を添加す
る必要があり得る。アゴニストは枯渇剤として作用すべきではない。
【０１６０】
　（早期活性化分子アンタゴニスト）
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　インビトロ拮抗性抗早期活性化ポリペプチド抗体はＣＤ６９＋、ＡＩＣＬ＋および／ま
たはＬＬＴ１＋細胞と共にインキュベートした場合に、例えばインビトロの培養系中に存
在するその天然のリガンドまたはレセプター１つ以上によるＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬ
ＬＴ１の結合により誘導される内因性シグナル伝達をブロックすることにより、
【数４２－２】

サイトカインの産生を低減するものである。即ち、早期活性化ポリペプチドを発現する細
胞と共に候補アンタゴニストをインキュベートし、そして例えばコントロール細胞、例え
ば早期活性化ポリペプチドを発現しない細胞と比較した場合の
【０１６１】
【数４３】

産生に対するその作用を評価することにより、アンタゴニストのインビトロスクリーニン
グを行うことができる。例えば、抗マウスＣＤ６９抗体は、ＣｏｎＡ活性化ＣＤ６９発現
脾細胞による
【０１６２】
【数４４】

の産生を抑制するかまたは低減するその能力を評価することにより、インビトロでアンタ
ゴニストとして挙動する能力について評価することができる。ｈＡＩＭ－２９ｍＡｂのよ
うな抗ヒトＣＤ６９抗体はＣＤ６９で安定にトランスフェクトされたＪｕｒｋａｔ細胞に
よる
【０１６３】
【数４５】

の合成を媒介する能力について評価できる。アンタゴニストは早期活性化ポリペプチドを
発現する細胞における
【０１６４】
【数４６】

の産生を抑制するが、コントロール系統、好ましくは早期活性化ポリペプチドを発現しな
い親系統では抑制しない。インビトロでのアンタゴニストはまたダウン調節するアンタゴ
ニスト、例えばインビトロダウン調節拮抗性抗早期活性化ポリペプチド抗体であることが
できる。インビトロアンタゴニストは、候補アンタゴニストを、早期活性化ポリペプチド
を発現する細胞と共にインキュベートし、早期活性化ポリペプチドが細胞表面から消失す
るかどうかを評価することによりスクリーニングすることができる。例えばネズミ抗早期
活性化ポリペプチド抗体は、ネズミ抗早期活性化ポリペプチド抗体の存在を検出すること
ができる試薬、例えば抗マウスポリクローナル試薬を用いながら、早期活性化ポリペプチ
ドをダウン調節するその能力について評価することができる。試薬が候補を検出しなかっ
た場合は、アンタゴニストはダウン調節アンタゴニストとして同定できる。アンタゴニス
トは枯渇剤として作用するべきではない。
【０１６５】
　更にまた、アンタゴニストは以下の特性の１つ以上を有することができる：
　１）純粋な早期活性化ポリペプチドの、その精製されたレセプターまたはリガンドへの
、部分精製された製剤、例えば細胞由来の膜画分であって通常は早期活性化ポリペプチド
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に応答するもの、例えば早期活性化ポリペプチドレセプターを発現するものへの、または
、早期活性化ポリペプチドに通常は応答する、例えば早期活性化ポリペプチドレセプター
を発現する全細胞への結合をブロックする；
　２）早期活性化ポリペプチドを発現する細胞の精製された早期活性化ポリペプチドレセ
プターへの結合をブロックする；
　３）早期活性化ポリペプチドを発現する細胞の、早期活性化ポリペプチドレセプターを
発現する細胞（例えば通常は早期活性化ポリペプチドに応答する細胞）への、または、部
分精製された製剤、例えば細胞由来の膜画分であって通常は早期活性化ポリペプチドに応
答するもの、例えば早期活性化ポリペプチドレセプターを発現するものへの結合をブロッ
クする。例えば候補アンタゴニストはＪｕｒｋａｔ細胞のヒトＣＤ６９安定トランスフェ
クト体への推定ＣＤ６９Ｒを含有する製剤の結合をブロックする（親ＣＤ６９－細胞系統
では異なる）；
　４）早期活性化ポリペプチドを発現する細胞へのアゴニストモノクローナル抗体の結合
をブロックすることにより、アゴニスト抗体による
【０１６６】
【数４７】

の産生を防止する；
　５）例えば早期活性化ポリペプチドに結合してポリペプチドを内在化させることにより
細胞表面上の早期活性化ポリペプチドの濃度を低減する。
【０１６７】
　（抗体分子）
　本明細書においては、抗体分子という用語は、相補性決定領域（ＣＤＲ）の十分な数、
好ましくは６つを、ＣＤＲの同種抗原への結合を可能にするフレームワーク内に存在させ
て含んでいる分子を指す。即ち、用語には完全長の抗体（例えば天然に存在する抗体およ
び操作された抗体）、および、天然に存在または操作された抗体の抗原結合フラグメント
が包含される。用語は種々の型の抗体または抗体分子、例えば単一特異的、モノクローナ
ル抗体、組み換え、ヒト、非ヒト、例えばネズミのものを包含する。更に包含されるもの
は、単一鎖の抗体、細胞内発現抗体および２価の抗体である。更に包含されるものは、キ
メラ、ＣＤＲグラフト、ヒト化、脱免疫化、並びに免疫原性を低減するように操作されて
いるその他の抗体分子、例えば非ヒト起源から誘導した、例えば非ヒト動物、例えばマウ
スから誘導したＣＤＲを有するもの、および／または、例えばファージディスプレイ法を
用いた配列のランダムまたは部分ランダム作成に由来するものである。このような非ヒト
はヒト、ヒト化、またはヒトに投与した場合に抗原性の低い他のフレームワークに挿入で
きる。
【０１６８】
　即ち、抗体分子は非ヒト起源の、例えば非ヒト抗体由来、例えばマウス免疫グロブリン
または別の非ヒト免疫グロブリン由来、コンセンサス配列由来、または、ファージディス
プレイまたは多様性を発生させるための何らか別の方法により作成された配列由来のＣＤ
Ｒを有し；そして非ヒトフレームワークよりもヒトにおいて抗原性が低い、例えば非ヒト
免疫グロブリン由来のＣＤＲの場合は、非ヒトＣＤＲが選択される非ヒトフレームワーク
よりも抗原性の低いフレームワークを有する。免疫グロブリンのフレームワークは例えば
ヒト、ヒト化非ヒト、例えばマウス、ヒトにおいて抗原性が低減するように修飾されたフ
レームワーク、または、合成フレームワーク、例えばコンセンサス配列、または多様性を
発生させるためのインビトロの方法で得られたものであることができる。
【０１６９】
　好ましい抗体分子は、少なくとも１つ、好ましくは２つの重（Ｈ）鎖可変領域（本明細
書においてはＶＨと略記する）またはその抗原結合フラグメント、および、少なくとも１
つ、好ましくは２つの軽（Ｌ）鎖可変領域（本明細書においてはＶＬと略記する）または
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その抗原結合フラグメントを含むことができる。ＶＨおよびＶＬ領域は「フレームワーク
領域（ＦＲ）」と称されるより保存された領域で散在する「相補性決定領域（ＣＤＲ）」
と称される超可変の領域に細分される。フレームワーク領域およびＣＤＲの範囲は詳細に
定義されている（例えばＫａｂａｔ，Ｅ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｓｅｑｕｅ
ｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅ
ｓｔ，Ｆｉｆｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｕ，Ｓ，Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔ
ｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．
９１－３２４２およびＣｈｏｔｈｉａ，Ｃ．ｅｔ　ａｌ．，（１９８７）　Ｊ．Ｍｏｌ．
Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７を参照でき、参照により本明細書に組み込まれる）。
好ましくは抗体分子の各ＶＨおよびＶＬは以下の順序、即ちＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、
ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４で、アミノ末端からカルボキシ末端に向けて配置し
た３つのＣＤＲおよび４つのＦＲよりなる。ＣＤＲおよびＦＲは異なる入手元に由来する
ものであって良い。
【０１７０】
　抗体分子のＶＨおよびＶＬ鎖は重鎖または軽鎖の定常領域の全てまたは部分を含むこと
ができる。１つの実施形態において、抗体分子は２つの重鎖免疫グロブリン鎖および２つ
の軽鎖免疫グロブリン鎖の４量体であり、ここで免疫グロブリンの重鎖と軽鎖は例えばジ
スルフィド結合により相互に連結されている。完全長の重鎖定常領域は３つのドメイン、
即ちＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３よりなる。軽鎖定常領域は１つのドメインＣＬよりなる
。重鎖および軽鎖の可変領域は抗原と相互作用する結合ドメインを含有する。抗体の定常
領域は典型的には、免疫系の種々の細胞（例えばエフェクター細胞）および伝統的な補体
系の第１の成分（Ｃｌｑ）を含む宿主の組織または因子への抗体分子の結合を媒介する。
抗体分子はＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＤ、ＩｇＭ（並びにそのサブタイプ）を包含す
ることができ、ここで軽鎖はカッパまたはラムダ型のものであり得る。
【０１７１】
　上記したとおり、抗体分子の「抗原結合フラグメント」は抗体分子の用語の範囲内であ
る。抗原結合フラグメントは本明細書においては、早期活性化ポリペプチド（例えばヒト
早期活性化ポリペプチド）に特異的に結合する抗体の部分を指す。結合フラグメントの例
は（ｉ）Ｆａｂフラグメント、即ちＶＬ、ＶＨ、ＣＬおよびＣＨ１ドメインよりなる１価
のフラグメント；（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、即ち、ヒンジ領域においてジス
ルフィド結合により連結された２つのＦａｂフラグメントを含む２価のフラグメント；（
ｉｉｉ）ＶＨおよびＣＨ１ドメインよりなるＦｄフラグメント；（ｉｖ）抗体の単一アー
ムのＶＬおよびＶＨドメインよりなるＦｖフラグメント、（ｖ）ＶＨドメインよりなるｄ
Ａｂフラグメント（Ｗａｒｄら、（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３４１：５４４－５４６）
；および（ｖｉ）例えば可変領域の抗原結合う分に特異的に結合するために十分なフレー
ムワークを有する単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）１つ以上、を包含する。
【０１７２】
　抗体フラグメントはまたペプシンまたはパパインのようなプロテアーゼで未損傷の抗体
を切断することにより、そして場合により切断された産物を還元剤で処理することにより
、化学的な方法で製造してよい。あるいは、有用なフラグメントはトランケーションされ
た重鎖および／または軽鎖の遺伝子で形質転換された宿主細胞を用いて生成してよい。
【０１７３】
　軽鎖可変領域の抗原結合部分および重鎖可変領域の抗原結合部分、例えばＦｖフラグメ
ントの２つのドメイン、ＶＬおよびＶＨを、組み換え法を用いながら、１価の分子を形成
できるようにＶＬおよびＶＨ領域が対になった単一のタンパク質鎖としてそれらが形成さ
れることを可能にする合成リンカーにより、連結することができる（単一鎖Ｆｖ（ｓｃＦ
ｖ）として知られている；例えばＢｉｒｄら、（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４
２３－４２６；およびＨｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３参照）。このような単一鎖の抗体も
また抗体の「抗原結合フラグメント」の用語に包含されるものとする。これらの抗体フラ
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グメントは当業者の知る従来の方法を用いて得られ、そして、フラグメントは未損傷の抗
体と同様の態様で用途に関してスクリーニングする。
【０１７４】
　「単一特異性抗体または抗体分子」という用語は特定の標的、例えばエピトープに対す
る単一の結合特異性および親和性を示す抗体または抗体分子を指す。この用語には「モノ
クローナル抗体」または「モノクローナル抗体組成物」が包含される。
【０１７５】
　「組み換え」抗体または抗体分子という用語は、本明細書においては、組み換え手段に
より製造、発現、作成または単離される抗体または抗体分子、例えば宿主細胞へトランス
フェクトされた組み換え発現ベクターを用いて発現された抗体分子、組み換えコンビナト
リアル抗体ライブラリから単離された抗体分子、ヒト免疫グロブリン遺伝子に対するトラ
ンスジェニックな動物（例えばマウス）から単離された抗体分子、または、他のＤＮＡ配
列にヒト免疫グロブリン遺伝子配列をスプライシングすることを含む何れかの他の手段に
より製造、発現、作成または単離される抗体分子を指す。このような組み換え抗体分子は
ヒト化、ＣＤＲグラフト、キメラ、脱免疫化、インビトロ作成（例えばファージディスプ
レイによる）された抗体を包含し、そして、場合によりヒト生殖細胞系統免疫グロブリン
配列から誘導された定常領域を包含してよい。
【０１７６】
　例えば抗体の他の部分、例えば定常領域を欠失、付加または置換することにより修飾さ
れたモノクローナル、キメラおよびヒト化抗体もまた本発明の範囲に包含される。例えば
抗体は以下の通り、即ち（ｉ）定常領域を欠失させること；（ｉｉ）定常領域を別の定常
領域、例えば抗体の半減期、安定性または親和性を増大させる意味を有する定常領域、ま
たは、別の種または抗体クラスに由来する定常領域で置き換えること；または（ｉｉｉ）
定常領域のアミノ酸１つ以上を修飾することにより、例えばグリコシル化部位数、エフェ
クター細胞機能、Ｆｃレセプター（ＦｃＲ）結合、補体固定、胎盤輸送性等に関して改変
すること、により修飾できる。
【０１７７】
　好ましいモノクローナル抗体には、例えばその生殖細胞系統にヒトＩｇ転位遺伝子座を
有するｆｉｖｅ－ｆｅａｔｕｒｅのＢＡＢκ，λマウス系統の使用が関わっており（Ｍａ
ｇａｄａｎら、２００２；Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎら、１９９９）、それにおいては、即ち早
期ヒト活性化マーカーＣＤ６９に対して指向されたヒトｍＡｂであるｈＡＩＭ－２９が形
成される。
【０１７８】
　１つの実施形態において抗体の定常領域は例えば異なる種に由来する別の定常領域によ
り置き換えられることができる。この置き換えは分子生物学の手法を用いて実施できる。
例えば、抗体のＶＬまたはＶＨ領域をコードする核酸は、ＶＨまたはＶＬコード核酸を軽
鎖または重鎖の定常領域をコードする別の核酸に作動可能に連結することによりそれぞれ
完全長の軽鎖または重鎖の遺伝子に変換することができる。ヒト軽鎖および重鎖の定常領
域の遺伝子の配列は当該分野で知られている。好ましくは、定常領域はヒト由来であるが
、他の種、例えばげっ歯類（例えばマウスまたはラット）、霊長類、ラクダ、ウサギに由
来する定常領域も使用できる。これらの種に由来する定常領域は当該分野で知られている
（例えばＫａｂａｔ，Ｅ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ
　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，Ｆｉｆｔ
ｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｕ，Ｓ，Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈ
ｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．９１－３２４２
参照）。
【０１７９】
　抗体の定常領域を改変するための方法は当該分野で公知である。改変された機能、例え
ば細胞上のＦｃＲまたは補体のＣｌｑ成分のようなエフェクターリガンドに対する改変さ
れた親和性を有する抗体は、抗体の定常部分のアミノ酸残基少なくとも１つを異なる残基
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で置き換えることにより製造できる（例えば参照によりその全体が本明細書に組み込まれ
るＥＰ３８８，１５１Ａ１、ＵＳ５，６２４，８２１およびＵＳ５，６４８，２６０を参
照）。ネズミまたは他の種の免疫グロブリンに適用した場合にこれらの機能を低減または
消失させる同様の型の改変も報告されている。
【０１８０】
　（抗早期活性化ポリペプチド抗体の生成）
　抗早期活性化ポリペプチド抗体分子の生成に有用な免疫原は、早期活性化ポリペプチド
を発現する細胞、早期活性化ポリペプチドを発現する細胞由来の膜調製物、早期活性化ポ
リペプチド含有の小胞またはミセル、早期活性化ポリペプチドまたは早期活性化ポリペプ
チドのフラグメント、例えば単離または精製された早期活性化ポリペプチド、例えばヒト
早期活性化ポリペプチド、例えば生化学的に単離された早期活性化ポリペプチドまたはそ
の部分、または、組み換えにより製造された早期活性化ポリペプチドまたはそのフラグメ
ント、例えば早期活性化ポリペプチドの細胞外または細胞内ドメイン、または早期活性化
ポリペプチドを含有する融合タンパク質または本明細書に記載したそのフラグメントまた
はコンストラクトの何れかを包含する。抗原は好ましくはヒト抗原である。可溶性早期活
性化ポリペプチドは例えば可溶性ポリペプチド（例えば早期活性化ポリペプチドの膜貫通
および／または細胞内ドメインの全てまたは部分を欠失した早期活性化ポリペプチド）の
組み換え製造によるか、または、早期活性化ポリペプチドを発現する細胞の溶解により得
ることができる。ＣＤ６９への抗体を作成するための手法はＳａｎｃｈｅｚ－Ｍａｔｅｏ
ｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２１：２３１７－２３２５
に記載されており、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。これらの手法並びに
当該分野で知られた他の手法を用いてＣＤ６９、ＡＩＣＬおよびＬＬＴ１のいずれかに対
する抗体を作成することができる。
【０１８１】
　配列番号２の残基約６２～８４またはその部分を含んでいるＣＤ６９のフラグメント、
配列番号４の残基約２６～３６またはその部分を含んでいるＡＩＣＬのフラグメント、ま
たは、配列番号６の残基約６０～７５またはその部分を含んでいるＬＬＴ１のフラグメン
トを用いて各々のネック領域に対する抗体または早期活性化ポリペプチドをそれぞれ作成
することができ、例えばフラグメントは免疫原として使用するか、または、抗体の特異性
を特性化するために使用することができる。同様に、配列番号２の残基８２～１９９また
はその部分を含んでいるＣＤ６９のフラグメント、配列番号４の残基３７～１４９または
その部分を含んでいるＡＩＣＬのフラグメント、または、配列番号６の残基７６～１３２
またはその部分を含んでいるＬＬＴ１のフラグメントを用いて早期活性化タンパク質のＮ
Ｋドメインに対する抗体を作成することができ；配列番号２の残基６２～１９９またはそ
の部分を含んでいるＣＤ６９のフラグメント、配列番号４の残基２６～１４９またはその
部分を含んでいるＡＩＣＬのフラグメント、または、配列番号６の残基６０～１３２また
はその部分を含んでいるＬＬＴ１のフラグメントを用いて早期活性化ポリペプチドタンパ
ク質の細胞外領域に対する抗体を作成することができ；配列番号２の残基約１～４０また
はその部分を含んでいるＣＤ６９のフラグメント、配列番号４の残基約１～７を含んでい
るＡＩＣＬのフラグメント、または、配列番号６の残基約１～３０またはその部分を含ん
でいるＬＬＴ１のフラグメントを用いて早期活性化タンパク質の細胞内領域に対する抗体
を作成することができる。
【０１８２】
　ＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１の何れかの領域またはドメイン、特にＣＤ６９、Ａ
ＩＣＬまたはＬＬＴ１の細胞外領域またはドメインと反応するかそれに特異的である抗体
分子を作成し、本発明における使用に対する適正に関して試験できる。
【０１８３】
　ネイティブな早期活性化タンパク質のみ、変性またはその他の態様で非ネイティブであ
る早期活性化タンパク質のみに結合するか、または、両方に結合する抗体が本発明の範囲
に包含される。線状またはコンホーメーションエピトープの抗体が本発明の範囲に包含さ
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れる。コンホーメーションエピトープは場合により、ネイティブには結合するが変性早期
活性化タンパク質には結合しない抗体を発見することにより発見できる。
【０１８４】
　以下により詳細に説明するとおり、早期活性化ポリペプチドに対する抗体分子（好まし
くは異なる生物、例えばげっ歯類、ヒツジ、ヒトに由来するモノクローナル抗体）は当該
分野で知られた方法を用いて製造できる。抗体分子が得られた後、例えば抗体分子がアゴ
ニスト、アンタゴニストまたは枯渇剤抗体であるかどうかを調べるために、本発明におけ
る使用における適正について抗体を試験することができる。
【０１８５】
　モノクローナル抗体は種々の方法、例えばＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａ
ｔｕｒｅ２５６：４９５（１９７５）の従来のモノクローナル抗体方法、例えば標準的な
体細胞ハイブリダイゼーション方法により製造できる。一般的にはＨａｌｌｏｗ，　Ｅ．
　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ｄ．（１９８８）Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．を参照できる。体細胞ハイ
ブリダイゼーション法が好ましいが、原則として、モノクローナル抗体を製造する他の手
法、例えばＢリンパ球のウィルスまたは癌原性の形質転換も使用できる。ハイブリドーマ
を製造するための好ましい動物系はネズミ系である。マウスにおけるハイブリドーマ製造
は十分確立された操作法である。免疫化のプロトコルおよび融合のための免疫化脾細胞の
単離のための手法は当該分野で公知である。融合相手（例えばネズミミエローマ細胞）お
よび融合の操作法も知られている。
【０１８６】
　抗体は非ヒトの供給源から得ることができ、そして、可変領域、および、とりわけＣＤ
Ｒを配列決定し、そして本発明において有用な抗体分子、例えばヒト化抗体分子を製造す
るために使用できる。ＣＤＲの位置およびフレームワーク残基を決定できる（例えば、Ｋ
ａｂａｔ，Ｅ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，Ｆｉｆｔｈ　Ｅｄｉ
ｔｉｏｎ，Ｕ，Ｓ，Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　
Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．９１－３２４２およびＣｈ
ｏｔｈｉａ，Ｃ．ｅｔ　ａｌ．，（１９８７）　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１
－９１７を参照でき、参照により本明細書に組み込まれる）。
【０１８７】
　抗体または免疫グロブリンの鎖は当該分野で知られた方法によりヒト化することができ
る。ネズミ抗体が得られた後、可変領域を配列決定し得る。ＣＤＲの位置およびフレーム
ワーク残基を決定できる（例えば、Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉ
ｎｔｅｒｅｓｔ，Ｆｉｆｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｕ，Ｓ，Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　
Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏ
ｎ　Ｎｏ．９１－３２４２およびＣｈｏｔｈｉａ，Ｃ．ｅｔ　ａｌ．，（１９８７）Ｊ．
Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７を参照でき、参照により本明細書に組み込ま
れる）。軽鎖および重鎖の可変領域は場合により相当する定常領域にライゲーションでき
る。ネズミ抗早期活性化ポリペプチド抗体は当該分野で知られた方法を用いて配列決定で
きる。
【０１８８】
　ヒト化またはＣＤＲグラフト抗体分子または免疫グロブリンは免疫グロブリン鎖のＣＤ
Ｒの１、２または全てを置き換えることができるＣＤＲグラフティングまたはＣＤＲ置換
により製造できる。例えば米国特許５，２２５，５３９；Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．１９
８６　Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５５２－５２５；Ｖｅｒｈｏｅｙａｎら、１９８８　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４；Ｂｅｉｄｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．１９８８　Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．１４１：４０５３－４０６０；Ｗｉｎｔｅｒ　ＵＳ５，２２５，５３９を参照で
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き、これらは参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０１８９】
　Ｗｉｎｔｅｒは本発明のヒト化抗体を製造するために使用してよいＣＤＲグラフティン
グ法を記載しており（英国特許出願ＧＢ２１８８６３８Ａ、１９８７年３月２６日出願；
Ｗｉｎｔｅｒ　ＵＳ５，２２５，５３９）、その内容は参照によりその全体が本明細書に
組み込まれる。特定のヒト抗体のＣＤＲの全てを非ヒトＣＤＲの少なくとも部分と置き換
えるか、または、ＣＤＲの一部のみを非ヒトＣＤＲと置き換えて良い。所定の抗原へのヒ
ト化抗体の結合に必要な数のＣＤＲのみを置き換える必要がある。
【０１９０】
　ヒト化抗体は抗原結合に直接関与しないＦｖ可変領域の配列をヒトＦｖ可変領域の等価
な配列と置き換えることにより作成できる。ヒト化抗体を作成するための一般的方法はＭ
ｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓ．Ｌ．，１９８５，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２９：１２０２－１２０７，
Ｏｉら、１９８６，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　４：２１４，およびＱｕｅｅｎら、Ｕ
Ｓ５，５８５，０８９，ＵＳ５，６９３，７６１およびＵＳ５，６９３，７６２に記載さ
れており、その内容は参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。これらの方法は重
鎖または軽鎖の少なくとも一方に由来する免疫グロブリンＦｖ可変領域の全てまたは部分
をコードする核酸配列を単離し、操作し、そして、発現することを包含する。このような
核酸の供給源は当業者のよく知るものであり、そして、例えば前述の通り所定の標的に対
する抗体を産生するハイブリドーマから得てよい。次にヒト化抗体またはそのフラグメン
トをコードする組み換えＤＮＡを適切な発現ベクターにクローニングすることができる。
【０１９１】
　特定のアミノ酸が置換、欠失または付加されているヒト化抗体も即ち本発明の範囲内で
ある。特に好ましいヒト化抗体は例えば抗原への結合を向上させるためにフレームワーク
領域内にアミノ酸置換を有する。例えばヒト化免疫グロブリン鎖の選択された少ない数の
アクセプターフレームワーク残基を相当するドナーアミノ酸と置き換えることができる。
置換の好ましい位置はＣＤＲに隣接するアミノ酸残基、または、ＣＤＲと相互作用可能な
ものである（例えばＵＳ５，５８５，０８９参照）。ドナーからのアミノ酸の選択の基準
はＵＳ５，５８５，０８９、例えばＵＳ５，５８５，０８９のコラム１２～１６に記載さ
れており、その内容は参照により本明細書に組み込まれる。アクセプターフレームワーク
は成熟ヒト抗体フレームワーク配列またはコンセンサス配列であることができる。本明細
書においては、「コンセンサス配列」という用語は関連する配列のファミリーでもっとも
頻繁に存在するアミノ酸（またはヌクレオチド）から形成された配列を指す（例えばＷｉ
ｎｎａｋｅｒ，　Ｆｒｏｍ　Ｇｅｎｅｓ　ｔｏ　Ｃｌｏｎｅｓ　（Ｖｅｒｌａｇｓｇｅｓ
ｅｌｌｓｈａｆｔ，Ｗｅｉｎｈｅｉｍ，　Ｇｅｒｍａｎｙ　１９８７）参照）。タンパク
質のファミリーにおいて、コンセンサス配列の各位置はファミリーにおけるその位置で最
も頻繁に存在するアミノ酸により占有される。２つのアミノ酸が等しく頻繁に存在する場
合は、いずれかがコンセンサス配列に含まれることができる。「コンセンサスフレームワ
ーク」とはコンセンサス免疫グロブリン配列のフレームワーク領域を指す。
【０１９２】
　抗体を含む免疫グロブリン鎖をヒト化するための他の技術は１９９２年１２月２３日に
公開されたＰａｄｌａｎ等のＥＰ５１９５９６Ａ１に記載されている。
【０１９３】
　抗早期活性化ポリペプチド抗体分子はまた免疫原性を低減させる別の方法、例えばヒト
Ｔ細胞エピトープの特異的欠失、または、ＷＯ９８／５２９７６およびＷＯ００／３４３
１７に開示されている方法による「脱免疫化」により修飾してもよく、これらの内容は参
照により本明細書に組み込まれる。
【０１９４】
　一部の実施形態においては、抗早期活性化ポリペプチド抗体分子は非ヒト抗早期活性化
ポリペプチド軽鎖または重鎖可変領域由来のＣＤＲにそれぞれ同一であるＣＤＲ少なくと
も１、２そして好ましくは３つを有する軽鎖または重鎖可変領域を含む。１つの好ましい
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実施形態においては、修飾された抗体またはその抗原結合フラグメントは、同じ非ヒト抗
早期活性化ポリペプチド抗体、例えば当該分野で知られた抗ヒトＣＤ６９、ＡＩＣＬまた
はＬＬＴ１抗体分子、例えばＳａｎｃｈｅｚ－Ｍａｔｅｏｓ（１９９１）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．２１：２３１７－２３２５に記載の抗ＣＤ６９抗体分子のパネルに由来す
るＣＤＲの６つ全てを含む。
【０１９５】
　修飾された抗早期活性化ポリペプチド抗体またはその抗原結合フラグメントの軽鎖およ
び重鎖の免疫グロブリンは更に、ヒトまたは非ヒト、例えばげっ歯類の抗体中に存在する
軽鎖または重鎖の可変フレームワーク由来の軽鎖または重鎖の可変フレームワーク配列を
含むことができる。
【０１９６】
　ヒトタンパク質に対して指向されたヒトモノクローナル抗体（ｍＡｂ）はマウス系以外
のヒト免疫グロブリン遺伝子を担持するトランスジェニックマウスを用いて作成できる。
このようなトランスジェニックマウスはヒト免疫グロブリン重鎖および軽鎖遺伝子の部分
を担持するマウスを包含する。例えばｆｉｖｅ－ｆｅａｔｕｒｅのＢＡＢκ，λトランス
ジェニックマウス系統は不活性化内因性ＩｇＨおよびＩｇκバックグラウンド内のヒトμ
重鎖およびκおよびλ軽鎖のトランスジーンを担持している（Ｍａｇａｄａｎら、２００
２；Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎら、１９９９）。これらの遺伝子座転位マウスの免疫化によりヒ
トおよび非ヒトの抗原（Ａｇ）の広範な種類のものに対するヒトＩｇＭ（ＨｕＩｇＭ）Ａ
ｂの生成および分泌を誘導する免疫応答の発生が可能となる（Ｍａｇａｄａｎら、２００
２）。Ｍｏｌｉｎａ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）はこれらのマウスを用いてトＣＤ６９抗
原に特異的に結合するＨｕＩｇＭ　ｍＡｂ、ｈＡＩＭ－２９を発生させている。
【０１９７】
　同様に、ＭｅｄａｒｅｘおよびＧｅｎＭａｂより入手可能なＨｕＭＡｂマウス（登録商
標）において、抗体を作成するためのマウス遺伝子を不活性化し、そして、重鎖および軽
鎖をコードする未配列のヒト抗体遺伝子由来のキー遺伝子配列の多くと置き換える。入手
可能な別のマウスはＡｂｇｅｎｉｘのＸｅｎｏＭｏｕｓｅ（登録商標）であり、これはヒ
ト重鎖抗体遺伝子の約８０％およびヒト軽鎖遺伝子のかなりの量を有する。他のトランス
ジェニックマウスは相当する天然のヒト免疫グロブリン遺伝子座中に存在する可変および
定常遺伝子の完全なセットを含むヒト抗体を作成するために使用可能である。これらのマ
ウスはＫｉｒｉｎＴＣマウスＴＭとも称され、Ｍｅｄａｒｅｘから入手可能である。Ｋｉ
ｒｉｎＴＣマウスＴＭは「トランスクロモソミック」であり、これは、抗体を作成するた
めのマウス遺伝子が不活性化されており、そして、全てのアイソタイプ（ＩｇＧ１－４、
ＩｇＡ１－２、ＩｇＤ、ＩｇＭおよびＩｇＥ）をコードする全ての重鎖クラスを含むヒト
抗体遺伝子の全てを含有するヒト染色体により置き換えられていることを意味する。Ｍｅ
ｄａｒｅｘからはＫＭ－マウス（登録商標）、即ちＫｉｒｉｎのＴＣＭｏｕｓｅにＨｕＭ
Ａｂ－Ｍｏｕｓｅの特性を組み合わせた交配マウスも入手可能である。ＫＭ－マウスは、
ＫｉｒｉｎＴＣマウスと同様、全てのヒトの抗体アイソタイプを産生する能力を温存して
いる。目的の抗原で免疫化したこれらのトランスジェニックマウスの脾細胞を用いてヒト
タンパク質由来のエピトープに対する特異的な親和性を有するヒトｍＡｂを分泌するハイ
ブリドーマを作成する（例えばＷｏｏｄ等の国際特許出願ＷＯ９１／００９０６、Ｋｕｃ
ｈｅｒｌａｐａｔｉ等のＰＣＴ出願ＷＯ９１／１０７４１；Ｌｏｎｂｅｒｇ等の国際特許
出願ＷＯ９２／０３９１８；Ｋａｙ等の国際特許出願９２／０３９１７；Ｌｏｎｂｅｒｇ
，Ｎ．ｅｔ　ａｌ．，１９９４　Ｎａｔｕｒｅ　３６８：８５６－８５９；Ｇｒｅｅｎ，
Ｌ．Ｌ．ｅｔ　ａｌ．，１９９４　Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔ．７：１３－２１；Ｍｏｒ
ｒｉｓｏｎ，Ｓ．Ｌ．ｅｔ　ａｌ．１９９４　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ　８１：６８５１－６８５５；Ｂｒｕｇｇｅｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．１９９３　Ｙｅ
ａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　７：３３－４０；Ｔｕａｉｌｌｏｎ　ｅｔ　ａｌ．１９９３　Ｐ
ＮＡＳ　９０：３７２０－３７２４；　Ｂｒｕｇｇｅｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．１９９１　Ｅ
ｕｒ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　２１：１３２３－１３２６を参照できる）。ヒトｍＡｂの単
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離のための操作法は従来のマウス免疫化およびハイブリドーマ作成のために使用されてい
るものと同様である（Ｂｒｕｇｇｅｍａｎｎ　ａｎｄ　Ｔａｕｓｓｉｇ，１９９７；Ｂｒ
ｕｇｇｅｍａｎｎ　ａｎｄ　Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ，１９９６；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ，１
９９５参照）。
【０１９８】
　キメラ抗体、例えばキメラ免疫グロブリン鎖は当該分野で知られている組み換えＤＮＡ
手法により作成できる。例えば、ネズミ（または他の種）モノクローナル抗体分子のＦｃ
定常領域をコードする遺伝子を制限酵素で消化してネズミＦｃをコードする領域を除去し
、そしてヒトＦｃ定常領域をコードする遺伝子の等価な部分を置換する（Ｒｏｂｉｎｓｏ
ｎ等の国際特許出願ＰＣＴ／ＵＳ８６／０２２６９；Ａｋｉｒａ等の欧州特許出願１８４
，１８７；Ｔａｎｉｇｕｃｈｉ，Ｍの欧州特許出願１７１．４９６；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ等
の欧州特許出願１７３，４９４；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ等の国際特許出願ＷＯ８６／０１５
３３；Ｃａｂｉｌｌｙ等の米国特許４，８１６，５６７；Ｃａｂｉｌｌｙ等の欧州特許出
願１２５，０２３；Ｂｅｔｔｅｒら、（１９９８　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４０：１０４１－
１０４３）；Ｌｉｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）　ＰＮＡＳ８４：３４３９－３４４３；
Ｌｉｕら、１９８７，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３９：３５２１－３５２６；Ｓｕｎ　ｅｔ
　ａｌ．（１９８７）ＰＮＡＳ　８４：２１４－２１８；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａら、１９８
７，Ｃａｎｃ．Ｒｅｓ．４７：９９９－１００５；Ｗｏｏｄら、（１９８５）Ｎａｔｕｒ
ｅ　３１４：４４６－４４９；およびＳｈａｗら、１９８８，Ｊ．Ｎａｔｌ　Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｉｎｓｔ．８０：１５５３－１５５９参照）。
【０１９９】
　同様に用語に包含されるものは可変領域の全てまたは部分、例えばＣＤＲの１つ以上ま
たは全てが非免疫細胞の選択肢、例えばインビトロファージディスプレイ、タンパク質チ
ップまたは候補配列が抗原に結合する能力を有するかどうかを試験できる何れかの他の方
法において作成されるインビトロ作成された種である。例えばコンビナトリアル抗体ディ
スプレイ方法が特定の抗原特異性を有する抗体フラグメントを同定して単離するために開
発されており、そして抗体分子の製造のために利用することができる。
【０２００】
　ディスプレイパッケージ（例えばフィラメントファージ）の表面上にディスプレイされ
ると、抗体ライブラリは抗原またはそのペプチドフラグメントを用いてスクリーニングさ
れ、抗原に対する特異性を有する抗体を発現するパッケージが同定および単離される。選
択された抗体をコードする核酸をディスプレイパッケージから（例えばファージゲノムか
ら）回収し、そして標準的な組み換えＤＮＡ手法により他の発現ベクターにサブクローニ
ングすることができる。
【０２０１】
　表面タンパク質に対する高い親和性を有する特定の抗体は当業者の知る方法、例えばラ
イブラリのスクリーニングを含む方法により作成できる（Ｌａｄｎｅｒ，Ｒ．Ｃ．等の米
国特許５，２３３，４０９；Ｌａｄｎｅｒ，Ｒ．Ｃ．等の米国特許５，４０３，４８４参
照）。更にまた、これらのライブラリの方法は抗体の構造決定基を模倣した結合決定基を
得るためのスクリーニングにおいて使用できる。
【０２０２】
　抗原結合部位はまた、所望の結合活性を有するコンビナトリアルライブラリの種々の型
をスクリーニングすることにより、そして、活性物質種を同定するためには、記載した方
法により、得ることもできる。
【０２０３】
　１つの実施形態においては、多様化させたペプチドのライブラリをディスプレイパッケ
ージの集団により発現させ、ペプチドディスプレイライブラリを作成する。理想的にはデ
ィスプレイパッケージは極めて広範な多様性のペプチドディスプレイライブラリのサンプ
リング、親和性分離の各回の後の迅速な分類、および精製されたディスプレイパッケージ
からのペプチドコード遺伝子の容易な単離を可能にする系を含む。ペプチドディスプレイ
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ライブラリは、例えば迅速に増幅でき、操作が容易であり、そして多数のクローンを作成
できるような、原核生物およびウィルスにおけるものである。好ましいディスプレイパッ
ケージは例えば増殖中の細菌細胞、細菌胞子、および、最も好ましくは細菌ウィルス（特
に、ＤＮＡウィルス）を包含する。しかしながら、本発明は潜在的なディスプレイパッケ
ージとしての酵母およびその胞子を含む真核細胞の使用も意図している。
【０２０４】
　本発明において有用である抗早期活性化ポリペプチド抗体分子は例えば所望の抗体の免
疫グロブリン軽鎖および重鎖をコードするＤＮＡで形質転換された宿主細胞により産生さ
れる組み換え抗体であることができる。組み換え抗体分子は知られた遺伝子操作法により
製造してよい。例えば、組み換え抗体は、本発明において有用な抗体を産生するハイブリ
ドーマ細胞に由来する所望の抗体の免疫グロブリン軽鎖および重鎖をコードするヌクレオ
チド配列、例えばｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ配列をクローニングすることにより作成し
てよい。次にこれらのポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を、両方の遺伝子がそ
れ自体の転写および翻訳の発現の制御配列に作動可能に連結されるように、発現ベクター
内に挿入する。発現ベクターおよび発現制御配列は使用する発現宿主細胞と適合するよう
に選択する。典型的には、両方の遺伝子を同じ発現ベクターに挿入する。原核細胞または
真核細胞の宿主細胞を使用してよい。
【０２０５】
　真核細胞の宿主細胞における発現は、このような細胞が原核細胞と比較してより正確に
折りたたまれ免疫学的に活性な抗体を組み立てて分泌することから、好ましいものである
。しかしながら、不適切な折込のために不活性となっている何れかの生成した抗体を知ら
れた方法に従って復元してよい（Ｋｉｍ　ａｎｄ　Ｂａｌｄｗｉｎ，”Ｓｐｅｃｉｆｉｃ
　Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｆｏｌｄｉｎｇ　Ｒｅａｃｔｉｏｎｓ　
ｏｆ　Ｓｍａｌｌ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｏｆ　Ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｆｏｌｄｉｎｇ”，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５１，ｐｐ．４５
９－８９（１９８２））。宿主細胞は未損傷の抗体の部分、例えば本発明によればやはり
抗体の相同体である軽鎖二量体または重鎖二量体を産生することも可能である。
【０２０６】
　上記した操作法のバリエーションも本発明において有用である。例えば抗体の軽鎖また
は重鎖の何れか（両方ではない）をコードするＤＮＡを用いて宿主細胞を形質転換するこ
とが望ましい場合がある。組み換えＤＮＡ手法もまた、早期活性化ポリペプチドの結合に
必要でない軽鎖および重鎖の何れかまたは両方をコードするＤＮＡの一部または全てを除
去するために使用してよく、例えば、定常領域は例えば特定のアミノ酸を欠失させること
により修飾してよい。このようなトランケーションされたＤＮＡ分子から発現された分子
は本発明の方法において有用である。更にまた、１つの重鎖および１つの軽鎖が抗早期活
性化ポリペプチド抗体であり、そして別の重鎖および軽鎖がその早期活性化ポリペプチド
以外の抗原またはその早期活性化ポリペプチドの別のエピトープに対して特異的である２
機能性の抗体を作成してもよい。
【０２０７】
　（抗体分子結合体）
　本発明の抗体分子は他の部分、例えば標識または治療剤、例えば毒素（例えばタンパク
質（例えばジフテリアまたはリシン）または化学毒素）、治療用アイソトープ、または他
の治療部分に結合、共有結合または非共有結合することができる。
【０２０８】
　従って、抗早期活性化ポリペプチド抗体分子は別の機能性分子（例えば別のペプチドま
たはタンパク質）に誘導体化または連結することができる。本発明の抗体および抗体部分
は免疫付着分子を含む本明細書に記載した抗体の誘導体化またはその他修飾された形態を
含むものとする。例えば、本発明の抗体または抗体部分を、１つ以上の他の分子の実体、
例えば他の抗体（例えば二重特異性の抗体またはダイアボディー（ｄｉａｂｏｄｙ））、
検出可能な薬剤、細胞毒性薬剤、医薬品および／または他の分子との抗体または抗体部分
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の会合を媒介できるタンパク質またはペプチド（例えばストレプトアビジンコア領域また
はポリヒスチジンタグ）に機能性に連結（化学的カップリング、遺伝子融合、非共有結合
的会合またはその他による）することができる。
【０２０９】
　誘導体化された抗体の１つの型は２つ以上の抗体（同じかまたは異なる型、例えば２重
特異性の抗体の作成のため）を架橋することにより作成する。適当な架橋剤は、適切なス
ペーサー（例えばｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル）
により隔てられた２つの異なった反応性を有する基を有するヘテロ２官能性のもの、また
は、ホモ２官能性のもの（例えばスベリン酸ジスクシンイミジル）である。このようなリ
ンカーはＰｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬよ
り入手できる。
【０２１０】
　本発明の抗体または抗体部分を誘導体化（または標識）する際に使用する有用な検出可
能な薬剤は、蛍光化合物、種々の酵素、補欠分子族、ルミネセント物質、バイオルミネセ
ント物質、蛍光発生金属原子、例えばユーロピウム（Ｅｕ）、および他のランタニド類、
および放射性物質（後述）を包含する。例示される蛍光性の検出可能な薬剤は、フルオレ
セイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、５－ジメチルアミン－１－ナ
フタレンスルホニルクロリド、フィコエリスリン等を包含する。抗体はまた検出可能な酵
素、例えばアルカリホスファターゼ、セイヨウワサビペルオキシダーゼ、β－ガラクトシ
ダーゼ、アセチルコリンエステラーゼ、グルコースオキシダーゼ等で誘導体化してもよい
。抗体を検出可能な酵素で誘導体化する場合は、検出可能な反応性生物を生成するために
酵素が使用する別の試薬を添加することにより検出される。例えば、検出可能な薬剤であ
るセイヨウワサビペルオキシダーゼが存在する場合は、過酸化水素およびジアミノベンジ
ジンの添加により検出可能な着色された反応生成物がもたらされる。抗体はまた補欠分子
族（例えば、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチン）を用いて誘導体
化してもよい。例えば抗体はビオチンで誘導体化し、そしてアビジンまたはストレプトア
ビジンの結合の間接的測定により検出してよい。適当な蛍光物質の例は、ウンベリフェロ
ン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリア
ジニルアミンフルオレセイン、ダンシルクロリド、または、フィコエリスリンを包含し；
ルミネセント物質の例はルミノールを包含し；そして、バイオルミネセント物質の例はル
シフェラーゼ、ルシフェリンおよびエクオリンを包含する。
【０２１１】
　抗早期活性化ポリペプチド抗体またはその抗原結合フラグメントは別の分子の実体、典
型的には標識または治療（例えば細胞毒性または細胞殺傷性）薬剤または部分にコンジュ
ゲートしてよい。
【０２１２】
　細胞毒または細胞毒性の薬剤は細胞にとって有害である何れかの薬剤を包含する。例え
ばタキソール、シトカラシンＢ、グラミシジンＤ、臭化エチジウム、エメチン、マイトマ
イシン、エトポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキ
ソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、ミトキサトロン、ミス
ラマイシン、アクチノマイシンＤ、１－デヒドロテストステロン、グルココルチコイド、
プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロール、ピューロマイシン、マイタ
ンシノイド、例えばマイタンシノール（米国特許５，２０８，０２０参照）、ＣＣ－１０
６５（米国特許５，４７５，０９２、５，５８５，４９９、５，８４６，５４５参照）お
よびこれらの類縁体または相同体を包含する。治療剤は、例えば抗代謝剤（例えばメトト
レキセート、６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、シトラビン、５－フルオロウラ
シル、デカルバジン）、アルキル化剤（例えばメクロレタミン、チオエパクロラムブシル
、ＣＣ－１０６５、メルファラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）およびロムスチン（ＣＣＮ
Ｕ）、シクロホスファミド、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン
、マイトマイシンＣおよびシスジクロロジアミン白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラチン）
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、アントラサイクリン（例えばダウノルビシン（以前のダウノマイシン）およびドキソル
ビシン）、抗生物質（例えばダクチノマイシン（以前のアクチノマイシン）、ブレオマイ
シン、ミスラマイシンおよびアントラマイシン（ＡＭＣ））および抗有糸分裂剤（例えば
ビンクリスチン、ビンブラスチン、タキソールおよびマイタンシノイド）を包含する。
【０２１３】
　抗早期活性化ポリペプチド抗体またはその抗原結合フラグメントは別の分子実体、例え
ば免疫原性および／または半減期を調節する部分にコンジュゲートして良い。１つの実施
形態においては、分子の実体はポリエチレングリコール（ＰＥＧ）またはその誘導体であ
る。ペグ化は潜在的な免疫原性を低減および／または半減期を延長することのできる化学
的コンジュゲート形成法である。抗体をペグ化するための種々の方法が知られている。例
えばＢｈａｎｄｒａら、（２００２）Ｐｈａｒｍａｚｉｅ５７（１）：５－２９が参照で
きる。
【０２１４】
　（他の早期活性化ポリペプチド結合剤）
　「早期活性化ポリペプチド結合剤」とは早期活性化ポリペプチド、好ましくはヒト早期
活性化ポリペプチドと相互作用（例えば結合）する薬剤である。好ましくは、相互作用、
例えば結合は高い親和性、例えば親和性定数少なくとも１０７Ｍ－１、好ましくは１０８

Ｍ－１～１０１０Ｍ－１、または約１０９Ｍ－１と特異性で起こる。早期活性化ポリペプ
チド結合剤はＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１アゴニスト、アンタゴニストまたは枯渇
剤であることができる。早期活性化ポリペプチド結合剤の例は抗早期活性化ポリペプチド
抗体（例えば上記した抗体）並びに小分子またはペプチドミメティックを包含する。
【０２１５】
　本発明の方法において有用であるものは、早期活性化ポリペプチドミメティック剤であ
る。ペプチド、セミペプチド化合物または非ペプチド化合物（例えば小型有機分子）を包
含するこれらの薬剤は、早期活性化分子活性のインヒビターである。
【０２１６】
　好ましい実施形態においては、薬剤はコンビナトリアルライブラリ、例えばペプチドま
たは有機物のコンビナトリアルライブラリ、または天然産物のライブラリのメンバーであ
る。好ましい実施形態においては、複数の被験化合物、例えばライブラリメンバーは少な
くとも１０、１０２、１０３、１０４、１０５、１０６、１０７または１０８化合物を包
含する。好ましい実施形態においては、複数の被験化合物、例えばライブラリメンバーは
構造的または機能的な特性を共有する。
【０２１７】
　１つの実施形態において、本発明は早期活性化ポリペプチド結合剤のライブラリを提供
する。コンビナトリアルライブラリの合成は当該分野でよく知られており、検討されてい
る（例えばＥ．Ｍ．Ｇｏｒｄｏｎら、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．（１９９４）３７：１３８
５－１４０１；ＤｅＷｉｔｔ，Ｓ．Ｈ．；Ｃｚａｒｎｉｋ，Ａ．Ｗ．Ａｃｃ．Ｃｈｅｍ．
Ｒｅｓ．（１９９６）２９：１１４；Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ，Ｒ．Ｗ．；Ｃｏｍｂｓ，Ａ．
Ｐ．；Ｔｅｍｐｅｓｔ，Ｐ．Ａ．；Ｂｒｏｗｎ，Ｓ．Ｄ．；Ｋｅａｔｉｎｇ，Ｔ，Ａ，Ａ
ｃｃ．Ｃｈｅｍ．Ｒｅｓ．（１９９６）２９：１２３；Ｅｌｌｍａｎ，Ｊ．Ａ．Ａｃｃ．
Ｃｈｅｍ．Ｒｅｓ．（１９９６）２９：１３２；Ｇｏｒｄｏｎ．Ｅ．Ｍ．；Ｇａｌｌｏｐ
，Ｍ．Ａ．；Ｐａｔｅｌ，Ｄ．Ｖ．Ａｃｃ．Ｃｈｅｍ．Ｒｅｓ．（１９９６）２９：１４
４；Ｌｏｗｅ，Ｇ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｒｅｖ．（１９９５）３０９，Ｂｌｏｎｄｅｌｌ
ｅら、Ｔｒｅｎｄｓ　Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９５）１４：８３；Ｃｈｅｎ　ｅｔ　
ａｌ．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．（１９９４）１１６：２６６１；米国特許５，３５
９，１１５、５，３６２，８９９および５，２８８，５１４；ＰＣＴ公開番号ＷＯ９２／
１００９２、ＷＯ９３／０９６６８、ＷＯ９１／０７０８７、ＷＯ９３／２０２４２、Ｗ
Ｏ９４／０８０５１参照）。
【０２１８】
　本発明の化合物のライブラリは、一部は当該分野で公知である種々の方法に従って製造
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できる。例えば「スプリットプール」法を以下の通り実施でき、即ち、官能性付与された
重合体支持体のビーズを複数の反応容器内に入れられ；固相ペプチド合成のための種々の
重合体支持体が知られており、その一部は市販されている（例えばＭ．Ｂｏｄａｎｓｋｙ
”Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ”，２ｎｄ　ｅｄ
ｉｔｉｏｎ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｂｅｒｌｉｎ（１９９３）参照）。ビー
ズ各分に対し、種々の活性化アミノ酸の溶液を添加し、反応を進行させ、複数の固定化ア
ミノ酸を、各反応容器に１つずつ生成する。次に誘導体化されたビーズの各分を洗浄し、
「プールし」（即ち、再度合わせ）、そしてビーズのプールを再度分割し、各分が別の反
応容器に入るようにする。次に別の活性化アミノ酸をビーズの各分に添加する。合成のサ
イクルは所望のペプチド長が得られるまで反復する。各合成サイクルにおいて添加したア
ミノ酸残基は無作為に選択でき；あるいは、アミノ酸は「偏った（ｂｉａｓｅｄ）」ライ
ブラリ、例えばインヒビターの特定の部分が非無作為に選択されており、これにより、例
えば抗イディオタイプの抗体抗原結合部位のような、抗体と相互作用することができる既
知ペプチドに対する既知の構造の類似性または相同性を有するインヒビターを与えるよう
なライブラリを提供するように選択することができる。広範な種類のペプチド、ペプチド
ミメティックまたは非ペプチドの化合物がこの方法で容易に作成できる。
【０２１９】
　「スプリットプール」法は本発明の被験化合物のライブラリを作成するために使用でき
るペプチド、例えばインヒビターのライブラリを与える。別の代表的な合成においては、
「ｄｉｖｅｒｓｏｍｅｒライブラリ」をＨｏｂｂｓ　ＤｅＷｉｔｔ　ｅｔ　ａｌ．（Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９０：６９６９（１９９３））の方法により
作成する。他の合成方法、例えばＨｏｕｇｈｔｅｎの「ティーバッグ」法（例えばＨｏｕ
ｇｈｔｅｎら、Ｎａｔｕｒｅ　３５４：８４－８６（１９９１））を用いて本発明の化合
物のライブラリを合成することもできる。
【０２２０】
　化合物のライブラリはライブラリの何れかのメンバーが所望の活性を有するかどうかを
調べるため、そして有している場合には活性物質種を発見するためにスクリーニングでき
る。コンビナトリアルライブラリをスクリーニングする方法は報告されている（例えばＧ
ｏｒｄｏｎら、Ｊ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ．，前出を参照）。可溶性化合物のライブラリはレ
セプターに対するリガンドを単離するための適切なレセプターを用いたアフィニティーク
ロマトグラフィーとその後の従来の方法（例えば質量スペクトル、ＮＭＲ等）により単離
されたリガンドの同定によりスクリーニングすることができる。固定化された化合物は可
溶性レセプターに化合物を接触させることによりスクリーニングすることができ；好まし
くは可溶性レセプターを、リガンドの結合を示すために検出されることが可能な標識（例
えば蛍光団、比色酵素、放射性同位体、ルミネセント化合物等）にコンジュゲートする。
あるいは、固定化された化合物を選択的に放出させ、そして膜を通して拡散させ、レセプ
ターと相互作用させる。本発明のライブラリをスクリーニングするために有用な試験の例
は、後述するとおりである。
【０２２１】
　１つの実施形態においては、本発明の化合物は、早期活性化ポリペプチドとの相互作用
の能力について、ポリペプチドに直接結合する各化合物の活性を試験することにより、例
えば被験化合物を早期活性化ポリペプチドおよび細胞溶解物と共にマルチウェルプレート
、例えば標準的な９６穴のマイクロタイタープレートの１つのウェル中においてインキュ
ベートすることにより、スクリーニングすることができる。この実施形態においては、各
個々の化合物の活性を測定できる。被験化合物を添加しないウェルをコントロールとして
使用できる。インキュベートの後、各被験化合物の活性を、各ウェルを試験することによ
り測定できる。即ち、複数の被験化合物の活性を平行して測定できる。
【０２２２】
　更に別の実施形態において、多数の被験化合物を同時に結合活性について試験できる。
例えば、被験化合物を固体樹脂ビーズ上で「１ビーズ－１化合物」合成において合成する
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ことができ；化合物は感光性のリンカーを介して樹脂の支持体に固定化できる。次に、複
数のビーズ（例えば１００，０００ビーズ以上もの多数）をコウボ細胞と組み合わせて、
各液滴が単一のビーズ（従って単一の被験化合物）を含んでいる複数の「ナノ液滴」に噴
霧する。次にナノ液滴をＵＶ光に曝露することにより、ビーズから化合物を切断させる。
この試験フォーマットは迅速フォーマットにおいて被験化合物の大型ライブラリをスクリ
ーニングすることを可能にする。
【０２２３】
　化合物のコンビナトリアルライブラリはライブラリの各メンバーの正体（ｉｄｅｎｔｉ
ｔｙ）をコードするための「タグ」を用いて合成できる（例えばＷ．Ｃ．Ｓｔｉｌｌ等の
米国特許５，５６５，３２４およびＰＣＴ出願ＷＯ９４／０８０５１およびＷＯ９５／２
８６４０参照）。一般的に、本方法は固体支持体または化合物に結合した不活性であるが
容易に検出できるタグの使用によって特徴付けられる。活性化合物が検出される（例えば
上記した方法の１つによる）と、化合物の正体が独特の付属タグの同定により決定される
。このタグ付け方法は極めて低い濃度で同定できる化合物の大型のライブラリの合成を可
能にする。このようなタグ付けスキームは例えば上記した「ナノ液滴」スクリーニング試
験において、ビーズから放出される化合物を同定するために有用である。
【０２２４】
　好ましい実施形態においては、本発明の化合物のライブラリは少なくとも３０化合物、
より好ましくは少なくとも１００化合物、そして更に好ましくは少なくとも５００化合物
を含有する。より好ましい実施形態においては、本発明の化合物のライブラリは１０９化
合物未満、より好ましくは１０８化合物未満、そして更に好ましくは１０７化合物未満を
含有する。
【０２２５】
　（スクリーニング試験）
　本発明はモジュレーター、即ち早期活性化タンパク質または早期活性化核酸と結合し、
例えば早期活性化分子の発現または早期活性化分子の活性に対して刺激または抑制の作用
を有する候補または被験化合物または薬剤（例えばタンパク質、ペプチド、ペプチドミメ
ティック、ペプトイド、小分子またはその他の薬剤）を発見するための試験（本発明にお
いては「スクリーニング試験」とも称する）を提供する。このようにして同定された化合
物を用いて治療プロトコルにおける標的遺伝子産物（例えば早期活性化分子遺伝子）の活
性を調節し、標的遺伝子産物の生物学的機能を精密化し、または、正常な標的遺伝子の相
互作用を崩壊させる化合物を同定することができる。
【０２２６】
　１つの実施形態においては、本発明は早期活性化タンパク質またはポリペプチドまたは
その生物学的に活性な部分の基質である候補または被験化合物をスクリーニングするため
の試験法を提供する。別の実施形態においては、本発明は早期活性化タンパク質またはポ
リペプチドまたはその生物学的に活性な部分に結合するか、またはその活性を調節する候
補または被験化合物、例えば早期活性化タンパク質またはポリペプチドのシグナル伝達を
調節する化合物をスクリーニングするための試験法を提供する。
【０２２７】
　インヒビターの存在下における早期活性化タンパク質活性の試験法はシグナル伝達活性
の性質を決定するために使用できる。試験法は観察された活性が早期活性化ポリペプチド
に起因するものであることを確認するための別のコントロール物および工程を包含できる
。例えば、コントロール試料、例えば早期活性化核酸を過剰発現するベクターの代わりに
コントロールベクターで形質転換された細胞から得られた試料を平行して試験できる。活
性はまた、クロマトグラフィー分画において活性および早期活性化ポリペプチドが同時精
製されるかどうかを調べることで、トラックすることができる。別の試験法および条件は
、例えばＹａｍａｏｋａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８）Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２７３：
１１８９５－１１９０１およびＴｈｉｅｎ－Ｋｈａｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）　Ｊ　
Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２７２：３１３１５－３１３２０に記載されている。
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【０２２８】
　本発明の被験化合物は当該分野で知られたコンビナトリアルライブラリ法における多く
の方法の何れか、例えば、生物学的ライブラリ；ペプトイドライブラリ（酵素による分解
に対して耐性があるがなお生物活性を保持しているペプチドの機能性を有するが新しい非
ペプチド骨格を有する分子のライブラリ；例えばＺｕｃｋｅｒｍａｎｎ，Ｒ．Ｎ．ｅｔ　
ａｌ．（１９９４）Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：２６７８－８５参照）；空間的に指定
できるパラレル固相または溶液相のライブラリ；脱回旋（ｄｅｃｏｎｖｏｌｕｔｉｏｎ）
を必要とする合成ライブラリ法；「１ビーズ－１化合物ライブラリ法；およびアフィニテ
ィークロマトグラフィー選択を使用する合成ライブラリ法を用いて得ることができる。生
物学的ライブラリおよびペプトイドライブラリの方法は、ペプチドライブラリに限定され
るが、他の４つの方法はペプチド、非ペプチドオリゴマーまたは化合物の小分子ライブラ
リに適用できる（Ｌａｍ（１９９７）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓ．１２：
１４５）。
【０２２９】
　分子ライブラリの合成のための方法の例は例えばＤｅＷｉｔｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９
３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９０：６９０９；Ｅｒｂ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９１：１１４２２；　
Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：２６７
８；Ｃｈｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ２６１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌ
ｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：
２０５９；Ｃａｒｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅ
ｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０６１；およびＧａｌｌｏｐ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｊ．Ｍ
ｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：１２３３に記載されている。
【０２３０】
　化合物のライブラリは溶液（例えばＨｏｕｇｈｔｅｎ（１９９２）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉ
ｑｕｅｓ１３：４１２－４２１）またはビーズ（Ｌａｍ（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ３５４
：８２－８４）、チップ（Ｆｏｄｏｒ（１９９３）Ｎａｔｕｒｅ３６４：５５５－５５６
）、細菌（Ｌａｄｎｅｒ，米国特許５，２２３，４０９）、胞子（Ｌａｄｎｅｒ，米国特
許５，２２３，４０９）、プラスミド（Ｃｕｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ　
Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ８９：１８６５－１８６９）中、またはファージ上
（Ｓｃｏｔｔ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ２４９：３８６－３９０
；Ｄｅｖｌｉｎ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ２４９：４０４－４０６；Ｃｗｉｒｌａ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８７：６３７８－６３
８２；Ｆｅｌｉｃｉ（１９９１）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：３０１－３１０；Ｌａ
ｄｎｅｒ前出）に存在してよい。
【０２３１】
　１つの実施形態において、試験は細胞系試験であり、その場合、早期活性化タンパク質
またはその生物学的に活性な部分を発現する細胞を被験化合物と接触させ、被験化合物が
早期活性化分子活性を調節する能力を測定する。早期活性化分子活性を調節する被験化合
物の能力の測定は、環境の刺激物、例えば早期活性化ポリペプチドリガンド、小分子をモ
ニタリング、例えば感知すること；生物学的メッセンジャー、例えば、
【０２３２】
【数４８】

を感知することにより達成することができる。細胞は例えば哺乳類、例えばヒト起源であ
ることができる。
【０２３３】
　ある化合物、例えば早期活性化分子基質への早期活性化ポリペプチドの結合を調節する
、または、早期活性化ポリペプチドに結合する被験化合物の能力も評価することができる
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。これは例えば化合物、例えば基質を放射性同位体または酵素標識にカップリングさせ、
複合体中の標識された化合物、例えば基質を検出することにより化合物、例えば基質の早
期活性化ポリペプチドへの結合を測定するようにすれば達成できる。あるいは、早期活性
化ポリペプチドを放射性同位体または酵素標識とカップリングさせ、複合体中の早期活性
化ポリペプチドの基質への早期活性化ポリペプチドの結合を調節する被験化合物の能力を
モニタリングする。例えば、化合物（例えば早期活性化ポリペプチドの基質）を１２５Ｉ
、３５Ｓ、１４Ｃまたは３Ｈにより、直接または間接的に標識し、そして、放射線放出を
直接計数するか、シンチレーション計数により放射性同位体を検出することができる。あ
るいは、化合物を例えばセイヨウワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼまた
はルシフェラーゼで酵素標識し、そして適切な基質から生成物への変換を測定することに
より酵素標識を検出することができる。
【０２３４】
　相互作用物質のいずれかの標識を伴うか伴わない場合の化合物（例えば早期活性化ポリ
ペプチドの基質）が早期活性化ポリペプチドと相互作用する能力を評価することができる
。例えば、マイクロフィジオメーターを用いて化合物または早期活性化ポリペプチドの何
れをも標識することなく早期活性化ポリペプチドとの化合物の相互作用を検出することが
できる。ＭｃＣｏｎｎｅｌｌ，Ｈ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｓｃｉｅｎｃｅ２５７
：１９０６－１９１２。本明細書においては、「マイクロフィジオメーター」（例えばサ
イトセンサー）とは、光位置指定電圧測定センサー（ＬＡＰＳ）を用いて細胞が環境を酸
性化する速度を測定する分析機器である。この酸性化速度の変化は化合物と早期活性化ポ
リペプチドとの間の相互作用の指標として使用できる。
【０２３５】
　更に別の実施形態において、早期活性化タンパク質またはその生物学的に活性な部分を
被験化合物と接触させ、化合物が早期活性化タンパク質またはその生物学的に活性な部分
に結合する能力を評価する無細胞試験が提供される。本発明の試験において使用される好
ましい早期活性化タンパク質の生物学的に活性な部分は非早期活性化分子との相互作用に
関係するフラグメント、例えば高い表面確率点を有するフラグメントを包含する。
【０２３６】
　単離されたタンパク質（例えばＣＤ６９、ＡＩＣＬまたはＬＬＴ１タンパク質または生
物学的に活性なその部分）の可溶性および／または膜結合性の形態を本発明の無細胞試験
に使用できる。タンパク質の膜結合形態を使用する場合は、可溶化剤を使用することが望
ましい。このような可溶化剤の例は非イオン系洗剤、例えばｎ－オクチルグルコシド、ｎ
－ドデシルグルコシド、ｎ－ドデシルマルトシド、オクタノイル－Ｎ－メチルグルカミド
、デカノイル－Ｎ－メチルグルカミド、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００、Ｔｒｉｔ
ｏｎ（登録商標）Ｘ－１１４、Ｔｈｅｓｉｔ（登録商標）、イソトリデシポリ（エチレン
グリコールエーテル）ｎ、３－［（３－コラミドプロピル）ジメチルアミニオ］－１－プ
ロパンスルホネート（ＣＨＡＰＳ）、３－［（３－コラミドプロピル）ジメチルアミニオ
］－２－ヒドロキシ－１－プロパンスルホネート（ＣＨＡＰＳＯ）またはＮ－ドデシル－
Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－アンモニオ－１－プロパンスルホネートを包含する。
【０２３７】
　無細胞試験では、標的遺伝子タンパク質と被験化合物の反応混合物を、２成分が相互作
用して結合することにより採取および／または検出可能な複合体を形成するのに十分な条
件下および時間に渡り調製する。
【０２３８】
　２分子間の相互作用は例えば蛍光エネルギー転移（ＦＥＴ）（例えばＬａｋｏｗｉｃｚ
　等の米国特許５，６３１，１６９；Ｓｔａｖｒｉａｎｏｐｏｕｌｏｓ等の米国特許４，
８６８，１０３参照）を用いても検出できる。第１の「ドナー」分子上の蛍光団標識は、
その放射蛍光エネルギーが第２の「アクセプター」分子上の蛍光標識により吸収され、後
者分子が次にこの吸収エネルギーにより蛍光を発することができるように選択する。ある
いは、「ドナー」タンパク質分子は単にトリプトファン残基の天然の蛍光エネルギーを利
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用しても良い。標識は「アクセプター」分子標識が「ドナー」のものとは異なるように、
異なる波長の光を放射するように選択する。標識間のエネルギーの転移の効率は分子を隔
てている距離に関係するため、分子間の空間的関係を評価することができる。分子間に結
合が起こるような状況下では、試験における「アクセプター」分子標識の蛍光放射は最大
となる。ＦＥＴ結合事象は当該分野でよく知られた（例えば蛍光計を用いた）標準的な蛍
光測定検出手段により好都合に測定することができる。
【０２３９】
　別の実施形態においては、標的分子に結合するＣＤ６９タンパク質の能力の測定は、リ
アルタイムの生体分子相互作用分析（ＢＩＡ）（例えばＳｊｏｌａｎｄｅｒ，Ｓ．ａｎｄ
　Ｕｒｂａｎｉｃｚｋｙ，Ｃ．（１９９１）Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６３：２３３８－２３
４５およびＳｚａｂｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．
Ｂｉｏｌ．５：６９９－７０５参照）を用いて達成できる。「表面プラズモン共鳴」また
は「ＢＩＡ」は何れの相互作用体（例えばＢＩＡコア）も標識することなく、生体特異的
な相互作用をリアルタイムで検出する。結合表面における質量の変化（結合事象を示す）
が表面付近の光の屈折率の変化（表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）の光学的減少）をもたら
し、その結果、生体分子間のリアルタイム反応の指標として使用できる検出可能なシグナ
ルが生じる。
【０２４０】
　１つの実施形態において、標的遺伝子産物または被験物質を固相にアンカリングする。
固相にアンカリングされた標的遺伝子産物／被験化合物複合体は反応終了時に検出できる
。好ましくは、標的遺伝子産物は固相表面にアンカリングし、そして被験化合物（アンカ
リングしない）を直接または間接的に前述した検出可能な標識で標識することができる。
【０２４１】
　早期活性化ポリペプチド、抗早期活性化ポリペプチド抗体またはその標的分子の何れか
を固定化することによりタンパク質の一方または両方の非複合体化形態からの複合体の分
離を容易にし、そして、試験の自動化に適合するようにすることが望ましい。被験化合物
の早期活性化タンパク質への結合、または、早期活性化タンパク質と標的分子の候補化合
物の存在下または非存在下の相互作用は、反応体を含有するために適する何れかの容器中
で行うことができる。このような容器の例はマイクロタイタープレート、試験管およびミ
クロ遠沈管を包含する。１つの実施形態においては、タンパク質の一方または両方をマト
リックスに結合可能とするドメインを付加する融合タンパク質を準備できる。例えばグル
タチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ／早期活性化ポリペプチド融合タンパク質またはグル
タチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ／標的融合タンパク質をグルタチオンセファロースビ
ーズ（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）またはグルタチオン誘
導体化マイクロタイタープレートに吸着させ、次にこれを被験化合物または早期活性化タ
ンパク質および非吸着標的タンパク質または早期活性化タンパク質と組み合わせ、そして
混合物を複合体形成誘導条件下（例えば塩およびｐＨに関する生理学的条件）でインキュ
ベートする。インキュベーションの後、ビーズまたはマイクロタイタープレートウェルを
洗浄して未結合の成分があればそれを除去し、ビーズの場合は固定化されたマトリックス
、複合体を例えば上記したように直接または間接的に測定する。あるいは、複合体をマト
リックスから解離させ、そして早期活性化ポリペプチドの結合または活性の水準を標準的
な手法を用いて測定することができる。
【０２４２】
　早期活性化タンパク質または標的分子をマトリックスに固定化する別の手法は、ビオチ
ンおよびストレプトアビジンのコンジュゲートの使用を包含する。ビオチニル化早期活性
化タンパク質または標的分子はビオチン－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド）から
、当該分野で知られた方法（例えばビオチニル化キット、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａ
ｌｓ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）を用いて製造でき、そしてストレプトアビジンコーティ
ング９６穴プレート（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ）中に固定化する。
【０２４３】
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　試験を実施する際には、アンカリングされた成分を含有するコーティングされた表面に
非固定化成分を添加する。反応が終了した後、形成された何れの複合体も固体表面上に固
定化されたまま残存するような条件下で未反応の成分を除去（例えば洗浄による）する。
固体表面上にアンカリングされた複合体の検出は多くの方法で達成できる。以前非固定化
の成分を予備標識する場合は、表面上に固定化された標識は複合体が形成されたことを示
している。以前非固定化の成分を予備標識しない場合は、間接的な標識を用いて表面上に
アンカリングされた複合体を検出し；例えば固定化された成分に特異的な標識された抗体
を使用する（抗体はその後例えば標識された抗Ｉｇ抗体で直接または間接的に標識できる
）。
【０２４４】
　１つの実施形態においては、この試験は早期活性化タンパク質または標的分子に対して
は反応性であるが早期活性化タンパク質のその標的分子への結合を妨害しない抗体を利用
して行う。このような抗体はプレートのウェルに誘導することができ、未結合の標的また
は早期活性化タンパク質を抗体コンジュゲート形成によりウェル中で捕獲する。ＧＳＴ固
定化複合体に関して上記したものの他にこのような複合体を検出するための方法は、早期
活性化タンパク質または標的分子に対して反応性である抗体を使用した免疫検出、並びに
、早期活性化タンパク質または標的分子に備わった酵素活性の検出に依存した酵素結合試
験を包含する。
【０２４５】
　あるいは、無細胞試験は液相で行う。このような試験においては、反応生成物は、示差
的遠心分離（例えばＲｉｖａｓ，Ｇ．，ａｎｄ　Ｍｉｎｔｏｎ，Ａ．Ｐ．，（１９９３）
Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｓｃｉ　１８：２８４－７）；クロマトグラフィー（ゲ
ル濾過クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー）；電気泳動（例えばＡｕｓ
ｕｂｅｌ，Ｆ．ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　１９９９，Ｊ．Ｗｉｌｅｙ：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ参照
）；および免疫沈降（例えばＡｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．（１９９９）
Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊ
．Ｗｉｌｅｙ：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ参照）を含む多くの標準的な方法のいずれかにより未反
応の成分から分離する。このような樹脂およびクロマトグラフィー法は当該分野で公知で
ある（例えばＨｅｅｇａａｒｄ，Ｎ．Ｈ．，（１９９８）Ｊ　Ｍｏｌ　Ｒｅｃｏｇｎｉｔ
　１１：１４１－８；Ｈａｇｅ，Ｄ．Ｓ．，ａｎｄ　Ｔｗｅｅｄ，Ｓ．Ａ．（１９９７）
Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ　Ｂ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｓｃｉ　Ａｐｐｌ．６９９：４９９－５
２５参照）。更にまた、蛍光エネルギー転移はまた溶液から複合体を更に精製することな
く結合を検出するために本明細書に記載したとおり好都合に利用してよい。
【０２４６】
　好ましい実施形態においては、試験は早期活性化タンパク質またはその生物学的に活性
な部分を早期活性化タンパク質に結合する既知化合物と接触させて試験混合物を形成する
こと、試験混合物を被験化合物と接触させること、および、被験化合物が早期活性化タン
パク質と相互作用する能力を測定することを含み、ここで、被験化合物が早期活性化タン
パク質と相互作用する能力を測定することは、既知化合物と比較して、早期活性化タンパ
ク質またはその生物学的に活性な部分に優先的に被験化合物が結合するか、または、標的
分子の活性を調節する能力を測定することを包含する。
【０２４７】
　本発明の標的遺伝子産物は、細胞、または細胞外のマクロ分子、例えばタンパク質の１
つ以上とインビボで相互作用することができる。この説明の目的のためには、このような
細胞および細胞外のマクロ分子とは本明細書においては「結合相手」と称する。このよう
な相互作用を崩壊させる化合物は標的遺伝子産物の活性を調節する際に有用である。この
ような化合物の例は抗体、ペプチドおよび小分子のような分子である。本実施形態におけ
る使用のために好ましい標的遺伝子／産物は本明細書において発見される早期活性化遺伝
子である。別の実施形態においては、本発明は早期活性化標的分子の下流のエフェクター
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の活性の調節を介して早期活性化タンパク質の活性を調節する被験化合物の能力を測定す
るための方法を提供する。例えば、適切な標的上のエフェクター分子の活性を測定でき、
または、適切な標的に対するエフェクターの結合を測定できる。好ましい実施形態におい
ては、
【０２４８】
【数４９】

の活性を測定する。
【０２４９】
　標的遺伝子産物およびその細胞または細胞外の結合相手との間の相互作用を妨害する化
合物を発見するためには、標的遺伝子産物およびその結合相手を含有する反応混合物を、
２物質が複合体を形成するのに十分な条件下および時間に渡り調製する。インヒビターを
試験するためには、反応混合物を被験化合物の存在下または非存在下に準備する。被験化
合物はまず反応混合物に含有させるか、または、標的遺伝子およびその細胞または細胞外
の結合相手の添加の後の時点で添加することができる。コントロール反応混合物を被験化
合物の非存在下、または、プラセボ存在下でインキュベートする。次に、標的遺伝子産物
および細胞または細胞外の結合相手との間に複合体形成があったかどうかを検出する。コ
ントロール反応において複合体の形成があったが、被験化合物を含有する反応混合物にお
いては無かったことは、化合物が標的遺伝子産物と相互作用結合相手の相互作用を妨害す
ることを示している。更に、被験化合物と正常な標的遺伝子産物を含有する反応混合物内
の複合体形成を被験化合物と突然変異体標的遺伝子産物を含有する反応混合物内の複合体
形成と比較することができる。この比較は突然変異体の相互作用を崩壊させるが正常な標
的遺伝子産物は崩壊させない化合物を発見することが望ましい場合に重要となる。
【０２５０】
　これらの試験は非相同または相同のフォーマットで実施できる。非相同の試験では標的
遺伝子産物または結合相手のいずれかを固相にアンカリングし、そして反応終了時に固相
上にアンカリングされている複合体を検出する。相同の試験では全反応を液相で行う。何
れの方法においても、反応体の添加の順序を変えることにより試験する化合物に関する異
なる情報を得ることができる。例えば標的遺伝子産物と結合相手との間の相互作用を例え
ば競合により妨害する被験化合物は被験物質の存在下に反応を実施することにより発見す
ることができる。あるいは、予め形成された複合体を崩壊させる被験化合物、例えば複合
体から成分の１つを排除するようなより高い結合定数を有する化合物は、複合体が形成さ
れた後に反応混合物に被験化合物を添加することにより試験できる。種々のフォーマット
を以下に概説する。
【０２５１】
　異種の試験系においては、標的遺伝子産物または相互作用性の細胞または細胞外の結合
相手を個体表面（例えばマイクロタイタープレート）上にアンカリングし、非アンカリン
グ物質種を直接または間接的に標識する。アンカリング物質種は非共有結合または共有結
合により固定化できる。あるいは、アンカリングすべき物質種に特異的な固定化された抗
体を用いて固体表面に物質種をアンカリングすることができる。
【０２５２】
　試験を実施するためには、固定化された物質種の相手を被験化合物の存在下または非存
在下にコーティングされた表面に曝露する。反応が終了した後に、未反応の成分を除去（
例えば洗浄による）し、そして形成された複合体は固体表面上に固定化されたまま存在す
る。非固定化物質種を予備標識する場合は、表面上に固定化された標識の検出は複合体が
形成されたことを示す。非固定化物質種を予備標識しない場合は、間接的な標識を用いて
表面上にアンカリングされた複合体を検出し；例えば当初は非固定であった物質種に特異
的な標識された抗体を使用する（抗体はその後例えば標識された抗Ｉｇ抗体で直接標識す
るかまたは間接的に標識できる）。反応成分の添加の順序に応じて、複合体形成を抑制す
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る、または、形成された複合体を崩壊させる被験化合物を検出できる。
【０２５３】
　あるいは、反応は液相で、被験化合物の存在下または非存在下に行うことができ、反応
生成物を未反応の成分から分離し、複合体を検出し；例えば溶液中に形成された何れかの
複合体をアンカリングするために結合成分の１つに特異的な固定化抗体、および、アンカ
リングされた複合体を検出するために他の結合相手に特異的な標識された抗体を用いる。
ここでもまた、液相への反応体の添加の順序に応じて、複合体を抑制する、または形成さ
れた複合体を崩壊させる被験化合物を発見できる。
【０２５４】
　本発明の代替の実施形態においては、相同の試験を使用する。例えば、標的遺伝子産物
および相互作用性の細胞または細胞外の結合相手の産物の予め形成された複合体を調製し
、その際、標的遺伝子産物またはその結合相手のいずれかを標識するが、標識から発せら
れるシグナルは複合体形成によりクエンチングされるようにする（例えば免疫試験のため
にこの方法を利用している米国特許４，１０９，４９６参照）。予め形成された複合体化
の物質種の１つと競合してこれを置き換える被験化合物を添加することにより、バックグ
ラウンドを超えるシグナルが発生する。このようにして、標的遺伝子産物－結合相手相互
作用を崩壊させる被験物質を発見することができる。
【０２５５】
　更に別の局面において、早期活性化タンパク質はツーハイブリッド試験またはスリーハ
イブリッド試験において「バイトタンパク質」として使用（例えば米国特許５，２８３，
３１７；Ｚｅｒｖｏｓら、（１９９３）Ｃｅｌｌ　７２：２２３－２３２；Ｍａｄｕｒａ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：１２０４６－１２０５４
；Ｂａｒｔｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１４：９２０
－９２４；Ｉｗａｂｕｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　８：１６９
３－１６９６；およびＢｒｅｎｔのＷＯ９４／１０３００を参照できる）することにより
早期活性化タンパク質と結合または相互作用（「早期活性化タンパク質結合タンパク質」
または「早期活性化タンパク質－ｂｐ」）し、そして、早期活性化分子の活性、例えば、
【０２５６】

【数５０】

の発現に関与する他のタンパク質を発見することができる。このような早期活性化タンパ
ク質－ｂｐは早期活性化ポリペプチド媒介シグナル伝達経路の下流のエレメントとしての
早期活性化タンパク質または早期活性化ポリペプチド標的によるシグナルの活性化剤また
はインヒビターとなりえる。
【０２５７】
　ツーハイブリッド系は大部分の転写因子のモジュール性に基づいており、分離可能なＤ
ＮＡ結合および活性化ドメインよりなる。慨すれば、試験は２つの異なるＤＮＡコンスト
ラクトを利用する。１つのコンストラクトにおいては、早期活性化タンパク質をコードす
る遺伝子を既知転写因子のＤＮＡ結合ドメインをコードする遺伝子（例えばＧＡＬ－４）
に融合させる。もう一方のコンストラクトにおいては、未同定のタンパク質（「プレイ」
または「サンプル」）をコードするＤＮＡ配列のライブラリに由来するＤＮＡ配列を既知
転写因子の活性化ドメインをコードする遺伝子に融合させる。（あるいは、早期活性化タ
ンパク質は活性化剤ドメインに融合できる。）「バイト」および「プレイ」タンパク質が
インビボで相互作用して早期活性化ポリペプチド依存性複合体を形成できれば、転写因子
のＤＮＡ結合および活性化ドメインが近接する。この近接により転写因子に応答して転写
可能な調節部位に作動可能に連結されたレポーター遺伝子（例えばｌａｃＺ）の転写が可
能となる。レポーター遺伝子の発現を検出でき、そして、機能的転写因子を含有する細胞
コロニーを単離し、早期活性化タンパク質と相互作用するタンパク質をコードするクロー
ニングされた遺伝子を得るために使用できる。
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【０２５８】
　別の実施形態においては、早期活性化分子が発現するモジュレーターを同定する。例え
ば細胞または無細胞の混合物を候補化合物と接触させ、早期活性化ｍＲＮＡまたはタンパ
ク質の発現を候補化合物非存在下の早期活性化ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルと
比較して評価する。早期活性化ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現が候補化合物存在下にお
いて非存在下の場合より高値であれば、候補化合物は早期活性化ｍＲＮＡまたはタンパク
質発現の刺激物質（即ち早期活性化分子アゴニスト）として同定される。あるいは、早期
活性化ｍＲＮＡまたはタンパク質が候補化合物の存在下において非存在下の場合より低値
（統計学的に有意に低値）であれば、候補化合物は早期活性化ｍＲＮＡまたはタンパク質
発現の抑制物質（即ち早期活性化分子アンタゴニスト）として同定される。早期活性化ｍ
ＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルはｍＲＮＡまたはタンパク質の発現を検出するため
の知られた方法により測定することができる。
【０２５９】
　別の局面において、本発明は本明細書に記載した試験法の２つ以上の組み合わせに関す
る。例えば調節剤は細胞系または無細胞の試験を用いて発見することができ、そして、早
期活性化タンパク質の活性を調節する薬剤の能力は、例えば癌の動物モデルのような動物
において、インビボで確認することができる。
【０２６０】
　本発明は、先に記載したスクリーニング試験により同定された新しい薬剤に関する。従
って、適切なモデルにおいて本明細書に記載したとおり同定された薬剤（例えば早期活性
化分子調節剤、アンチセンス核酸分子、早期活性化タンパク質特異的抗体または他の早期
活性化分子結合相手）を使用することによりそのような薬剤による治療の薬効、毒性、副
作用または作用機序を調べることも、本発明の範囲に包含される。更にまた、上記したス
クリーニング試験により同定された新しい薬剤を本明細書に記載した治療のために使用す
ることができる。
【０２６１】
　（実質的に同一または相同）
　本明細書においては、「実質的に同一」（または「実質的に相同」）という用語は、第
１および第２のアミノ酸またはヌクレオチド配列が同様の活性を有するように第２のアミ
ノ酸またはヌクレオチド配列に対し十分な数量の同一または等価（例えば側鎖が同じ、例
えば保存されたアミノ酸置換である）なアミノ酸残基またはヌクレオチドを含有する第１
のアミノ酸またはヌクレオチド配列を指す。抗体の場合は、第２の抗体が同じ特異性を有
し、少なくとも５０％の親和性を有する。
【０２６２】
　２配列間の「相同性」の計算は以下の通り行う。配列を至適比較目的のために整列させ
る（例えば至適アライメントとなるように第１および第２のアミノ酸またはヌクレオチド
配列の一方または両方にギャップを導入し、非騒動配列は比較目的のためには無視するこ
とができる）。好ましい実施形態においては、比較のために配置した参照配列の長さは参
照配列の長さの少なくとも３０％、好ましくは少なくとも４０％、より好ましくは少なく
とも５０％、更に好ましくは少なくとも６０％、更により好ましくは少なくとも７０％、
８０％、９０％、１００％である。次に相当するアミノ酸位置またはヌクレオチド位置に
おけるアミノ酸残基またはヌクレオチドを比較する。第１の配列が第２の配列の相当する
位置と同じアミノ酸残基またはヌクレオチドにより占有されていれば、分子はその位置に
おいて同一である（本明細書においてはアミノ酸または核酸の「同一性」はアミノ酸また
は核酸の「相同性」と等しい）。２配列間のパーセント同一性は、２配列の至適アライメ
ントのために導入することが必要な、ギャップの数、各ギャップの長さを考慮した配列に
より共有される同一の位置の数の関数である。
【０２６３】
　２配列の比較および２配列の間のパーセントホモロジーの測定は数学的アルゴリズムを
用いて実施できる。好ましい実施形態においては、２アミノ酸配列の間のパーセント相同
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性は、Ｂｌｏｓｓｕｍ６２マトリックスまたはＰＡＭ２５０マトリックスのいずれか、お
よび、ギャップウエイト１６、１４、１２、１０、８、６または４および長ウエイト１、
２、３、４、５または６を用いながら、ＧＣＧソフトウエアパッケージにＧＡＰプログラ
ムを組み込んだアルゴリズムであるＮｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ（１９７
０），Ｊ，Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４４－４５３を用いて測定する。更に別の好まし
い実施形態においては、２ヌクレオチド配列の間のパーセント相同性はＮＷＳｇａｐｄｎ
ａ．ＣＭＰマトリックスおよびギャップウエイト４０、５０、６０、７０または８０およ
び長ウエイト１、２、３、４、５または６を用いながら、ＧＣＧソフトウエアパッケージ
中でＧＡＰプログラムを使用しながら求める。特に好ましいパラメーターのセット（およ
び分子が本発明の相同性範囲内にあるかどうかを調べるためにどのパラメーターを適用す
べきか、担当者がわからない場合に使用しなければならないもの）は、ギャップペナルテ
ィー１２、ギャップ伸長ペナルティー４およびフレームシフトギャップペナルティー５の
Ｂｌｏｓｓｕｍ６２スコアリングマトリックスである。
【０２６４】
　本明細書においては、「低ストリンジェンシー、中ストリンジェンシー、高ストリンジ
ェンシーまたは超高ストリンジェンシー条件下にハイブリダイズする」という表現はハイ
ブリダイゼーションおよび洗浄の条件を説明するものである。ハイブリダイゼーション反
応を実施するためのガイダンスは参照により本明細書に組み込まれるＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ
　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９），６．３．１－６．３．６に記載されている。水
性または非水性の条件がその参考文献には記載されており、何れを使用することもできる
。本明細書においては特定のハイブリダイゼーション条件とは、以下の通り、即ち１）低
ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件は約４５℃の６Ｘ塩化ナトリウム／クエ
ン酸ナトリウム（ＳＳＣ）、次いで０．２ＸＳＳＣで２回洗浄、少なくとも５０℃の０．
１％ＳＤＳ（洗浄温度は低ストリンジェンシー条件では５５℃まで上昇させることができ
る）；２）中ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件は約４５℃の６ＸＳＳＣ、
次いで０．２ＸＳＳＣで１回以上洗浄、６０℃の０．１％ＳＤＳ；３）高ストリンジェン
シーハイブリダイゼーション条件は約４５℃の６ＸＳＳＣ、次いで０．２ＸＳＳＣで１回
以上洗浄、６５℃の０．１％ＳＤＳ；そして好ましくは、４）超高ストリンジェンシーハ
イブリダイゼーション条件は６５℃で０．５Ｍリン酸ナトリウム、７％ＳＤＳ、次に０．
２ＸＳＳＣで１回以上洗浄、６５℃の１％ＳＤＳとする。超高ストリンジェンシー条件（
４）が好ましい条件であり特段の記載が無い限り使用すべきものである。
【０２６５】
　本発明の結合剤ポリペプチドはポリペプチドの機能に実質的に影響しない別の保存的ま
たは非必須のアミノ酸の置換を有してよい。特定の置換が耐容性を示すかどうか、即ち所
望の生物学的活性、例えば結合活性に悪影響を及ぼさないかどうかは、Ｂｏｗｉｅ，ＪＵ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４７：１３０６－１３１０に記載の通り
調べることができる。「保存的アミノ酸置換」とは、同様の側鎖を有するアミノ酸残基に
よりアミノ酸残基が置き換えられているものである。同様の側鎖を有するアミノ酸のファ
ミリーは当該分野で定義されている。これらのファミリーには塩基性側鎖（例えばリジン
、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖（例えばアスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷
電極性側鎖（例えばグリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシ
ン、システイン）、非極性側鎖（例えばアラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プ
ロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、ベータ分枝側鎖（例えばス
レオニン、バリン、イソロイシン）および芳香族側鎖（例えばチロシン、フェニルアラニ
ン、トリプトファン、ヒスチジン）を有するアミノ酸が包含される。
【０２６６】
　「非必須」アミノ酸残基とは生物学的活性を低下させることなく、または、より好まし
くは実質的に改変することなく例えば抗体のような結合剤の野生型の配列から改変するこ
とができる残基であり、「必須な」アミノ酸残基はこのような変化をもたらす。
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【０２６７】
　（薬学的組成物）
　別の局面において、本発明は組成物、例えば薬学的に受容可能な組成物を提供し、これ
には製薬上許容しうる担体と共に製剤された本明細書に記載した早期活性化分子結合剤、
抗早期活性化ポリペプチド抗体が含まれる。
【０２６８】
　本明細書においては、「薬学的に受容可能な担体」とは、生理学的に適合性のある全て
の溶媒、分散媒体、コーティング、抗細菌および抗カビ剤、等張性付与および吸収遅延剤
等を包含する。担体は静脈内、筋肉内、皮下、非経口、脊髄または表皮への投与に（例え
ば注射または注入による）に適するものである。投与経路に応じて、活性化合物、即ち早
期活性化分子結合剤は酸の作用および化合物を不活性化する可能性のあるその他の天然の
条件から化合物を保護する物質でコーティングしてよい。
【０２６９】
　「薬学的に受容可能な塩」とは、親化合物の所望の生物学的活性を有し、そして望まし
くない毒性学的作用を付与しない塩を指す（例えばＢｅｒｇｅ，Ｓ．Ｍ．（１９７７）Ｊ
．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．６６：１－１９参照）。このような塩の例は酸付加塩および塩基
付加塩を包含する。酸付加塩は非毒性の無機酸、例えば塩酸、硝酸、リン酸、硫酸、臭化
水素酸、臭化ヨウ素酸、リン酸などから誘導されたもの、並びに、非毒性の有機酸、例え
ば脂肪族モノカルボン酸およびジカルボン酸、フェニル置換アルカン酸、ヒドロキシアル
カン酸、芳香族酸、脂肪族および芳香族のスルホン酸等から誘導されたものを包含する。
塩基付加塩は、アルカリ土類金属、例えばナトリウム、カリウム、マグネシウム、カルシ
ウム等から誘導されたもの、並びに、非毒性の有機アミン、例えばＮ，Ｎ’－ジベンジル
エチレンジアミン、Ｎ－メチルグルカミン、クロロプロカイン、コリン、ジエタノールア
ミン、エチレンジアミン、プロカイン等から誘導されたものを包含する。
【０２７０】
　組成物は種々の形態であってよい。これらには例えば液体、半固体および固体の剤型、
例えば液体の溶液（例えば注射および注入用の溶液）、分散液または懸濁液、錠剤、丸薬
、粉末、リポソームおよび坐剤が包含される。好ましい形態は投与の意図する様式および
治療用途により異なる。典型的な好ましい組成物は注射用または注入用の溶液の形態、例
えば他の抗体を用いたヒトの受動免疫化に用いられるものと同様の組成物である。好まし
い投与様式は非経口（例えば静脈内、皮下、腹腔内、筋肉内）である。好ましい実施形態
においては、抗体は静脈内の注入または注射により（例えばニードルレス注射により）投
与する。別の好ましい実施形態においては、抗体は筋肉内または皮下注射により投与する
。
【０２７１】
　「非経口投与」および「非経口で投与される」という用語は、本明細書においては、通
常は注射による、経腸および局所投与とは異なる投与の様式を意味し、例えば静脈内、筋
肉内、動脈内、包膜内、嚢胞内、眼窩内、心臓内、皮内、腹腔内、経気管、皮下、表皮下
、関節内、内包下、くも膜下、脊髄内、硬膜内および胸骨内の注射および注入を包含する
。
【０２７２】
　治療用組成物は典型的には滅菌され製造および保存の条件下で安定でなければならない
。組成物は溶液、マイクロエマルジョン、分散液、リポソームまたは他の高濃度薬剤に適
する秩序のある構造として製剤できる。滅菌注射用溶液は、必要に応じて上記した成分の
１つまたは組み合わせと共に所望の量の活性化合物（即ち抗体または抗体部分）を適切な
溶媒に配合し、次に濾過滅菌することにより調製できる。一般的に、分散液は基材となる
分散媒体および上記したもののような所望の他の成分を含有する滅菌されたベヒクル中に
活性化合物を配合することにより調製する。滅菌注射用溶液の調製のための滅菌粉末の場
合は、好ましい調製方法は活性成分の粉末および予め自身の濾過滅菌された溶液から得ら
れた所望の別の成分を与える真空乾燥または凍結乾燥である。溶液の適切な流動性は例え
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ばレシチンのようなコーティングの使用により、分散剤の場合は必要な粒径を維持するこ
とにより、そして、界面活性剤の使用により維持することができる。注射用組成物の延長
された吸収は、例えばモノステアレート塩およびゼラチンのような吸収を遅延させる薬剤
を組成物中に含有させることにより達成できる。
【０２７３】
　早期活性化分子結合剤は当該分野で知られた種々の方法により投与できるが、多くの治
療用途において好ましい投与の経路／様式は静脈内の注射または注入である。当業者の知
るとおり、投与の経路および／または様式は所望の結果により異なる。特定の実施形態に
おいては、活性化合物は制御放出製剤、例えばインプラント、経皮パッチおよびマイクロ
カプセル送達システムのように、急速な放出から化合物を保護する担体と共に調製してよ
い。生体分解性、生体適合性の重合体、例えばエチレンビニルアセテート、ポリ無水物、
ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステルおよびポリ乳酸を使用してよい。こ
のような製剤の調製のための多くの方法は特許付与されているか、当業者の一般的に知る
ものである。例えばＳｕｓｔａｉｎｅｄ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓ
ｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍ，Ｊ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎ，ｅｄ．，
Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７８を参照できる。
【０２７４】
　一部の実施形態においては、早期活性化分子結合剤の薬学的組成物は、単独または他の
薬剤と組み合わせて、局所的または経皮パッチにより送達または投与することができる。
結合剤が小分子であるような実施形態においては、経口投与を使用できる。更に、組成物
は、特に関節炎、例えば乾癬性関節炎の治療のため、および、皮膚患部への直接注射のた
めには、非経口で送達できる。非経口療法は典型的には皮内、関節内、筋肉内または静脈
内で行う。早期活性化分子結合剤はクリームまたはオイルベースの担体中で直接適用でき
る。あるいは、エアロゾルを局所使用できる。これらの化合物はまた経口投与できる。
【０２７５】
　治療用組成物は当該分野で知られた医療用装置と共に投与できる。例えば好ましい実施
形態においては、本発明の治療用組成物はニードルレスの皮下注射装置、例えば米国特許
５，３９９，１６３、５，３８３，８５１、５，３１２，３３５、５，０６４，４１３、
４，９４１，８８０、４，７９０，８２４または４，５９６，５５６に開示されている装
置を用いて投与できる。本発明において有用なよく知られたインプラントおよびモジュー
ルの例は制御された速度で医薬品を分注するためのインプラント可能なマイクロ注入ポン
プを開示している米国特許４，４８７，６０３；皮膚を経由する医薬品の投与のための治
療用装置を開示している米国特許４，４８６，１９４；厳密な注入速度で医薬品を送達す
るための医療用注入ポンプを開示している米国特許４，４４７，２３３；連続薬剤送達の
ための可変流動のインプラント可能な注入装置を開示している米国特許４，４４７，２２
４；マルチチャンバーコンパートメントを有する浸透圧薬剤送達システムを開示している
米国特許４，４３９，１９６；および浸透圧薬剤送達システムを開示している米国特許４
，４７５，１９６を包含する。これらの特許は参照により本明細書に組み込まれる。多く
の他のインプラント、送達システムおよびモジュールが当該分野で知られている。
【０２７６】
　投与計画は至適な所望の応答（例えば治療応答）が得られるように調節する。例えば単
回ボーラス投与で行ってよく、数回の分割投与を経時的に行ってもよく、あるいは、投与
は治療状況の緊急事態により示されるとおり比例的に増減させてよい。投与が容易であり
薬剤が均質であるような単位剤型に非経口組成物を製剤することが特に好都合である。本
明細書において使用する単位剤型とは治療すべき被験体への単位としての投薬に適する物
理的な個々の単位を指し；各単位は必要な薬品担体と組み合わせて所望の治療効果をもた
らすために計算された活性化合物の諸定量を含有する。本発明の単位剤型に関する詳細は
、（ａ）活性化合物の独特の性質および達成すべき特定の治療効果、および（ｂ）個体に
おける感受性に対して治療用のこれら活性化合物を折り合わせるという技術に固有の制約
事項により推定されるか、これに直接依存している。
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【０２７７】
　本発明の抗体または抗体部分の治療または予防上有効な量の非限定的な例は０．１～２
０ｍｇ／ｋｇ、より好ましくは１～１０ｍｇ／ｋｇである。１つの実施形態において、抗
早期活性化ポリペプチド抗体は静脈内注入により、１０ｍｇ／分未満、好ましくは５ｍｇ
／分以下の速度で、約１～１００ｍｇ／ｍ２、好ましくは約５～５０ｍｇ／ｍ２、約７～
２５ｍｇ／ｍ２、そしてより好ましくは約１０ｍｇ／ｍ２の用量に達するまで投与する。
用量の値は軽減すべき状態の型および重症度により変動する。更にまた、何れの患者被験
体に対しても、特定の投薬計画は、個体の必要性および組成物の投与を行うか投与を監督
する担当者の専門的判断に従って経時的に調節しなければならず、そして、本明細書に記
載した用量範囲は単なる例示に過ぎず、そして請求項に記載した組成物の範囲または実施
を限定する意図はない。
【０２７８】
　本発明の薬学的組成物は結合剤の「治療有効量」または「予防有効量」を含有してよい
。「治療有効量」とは、必要な用量および期間において、所望の治療結果を達成するため
に有効な量を指す。早期活性化分子結合剤の治療有効量は個体の疾患状態、年齢、性別お
よび体重、および、個体において所望の応答を誘起する抗体または抗体部分の能力のよう
な要因に応じて変動してよい。治療有効量はまた、早期活性化分子結合剤の毒性または有
害な作用よりも治療上有益な作用のほうが勝っているようなものである。「治療上有効な
用量」は好ましくは未投与の被験体と比較して測定可能なパラメーターを抑制する。化合
物が測定可能なパラメーターを抑制する能力は、ヒトにおける薬効を予測できる動物モデ
ル系において評価することができる。あるいは、組成物のこの性質は当業者の知る試験法
によりインビトロでのこのような抑制を化合物が抑制する能力を調べることにより評価で
きる。
【０２７９】
　「予防有効量」とは、必要な用量および期間において、所望の予防結果を達成するため
に有効な量を指す。典型的には、予防用量は疾患よりも前、またはその早期の段階におい
て被験体において使用するため、予防有効量は治療有効量よりも低値である。
【０２８０】
　（使用）
　本明細書に記載した、または本発明に記載した方法により同定された早期活性化分子の
アゴニスト、アンタゴニストおよび枯渇剤は、増強された、または低減された免疫応答に
よって特徴付けられる障害を有する被験体を治療するために使用できる。例えば早期活性
化分子アゴニストは低減した免疫応答によって特徴付けられる障害を有する患者、または
、低減または相殺された免疫応答を有さないがなお増大または増強された免疫応答による
利益を被る被験体を治療するために使用できる。このような障害は望ましくない細胞増殖
によって特徴付けられる障害、例えば癌または免疫不全を包含する。方法は被験体、例え
ば低減した免疫応答によって特徴付けられる障害を有する被験体に、早期活性化分子アン
タゴニストの治療有効量を投与することを包含する。別の実施形態においては、方法は早
期活性化分子アンタゴニストの予防有効量を投与することによりこのような障害を予防す
るために使用できる。
【０２８１】
　即ち、一部の特徴において、早期活性化分子アンタゴニストを用いて、過剰増殖細胞の
成長または増殖を抑制することにより、および／または、過剰増殖細胞の殺傷を誘発する
ことにより、被験体における望ましくない細胞増殖、例えば癌を治療または予防すること
ができる。早期活性化分子アンタゴニストは早期活性化分子の発現および／または活性を
低減することにより被験体における腫瘍免疫を増強することができる。例えば癌、例えば
リンパ性白血病、例えば免疫グロブリン変異を欠いたＢ細胞慢性白血病を有する被験体に
おいてはＡＩＣＬがアップレギュレートされる（Ｋｌｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）
Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１１：１６２５；Ｒｏｓｅｎｗａｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）
Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１１．．１６３９）。ＡＩＣＬアンタゴニスト、例えばブロッキン
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グまたはダウンレギュレーティングＡＩＣＬアンタゴニストを用いてＡＩＣＬの発現また
は活性化を低減することにより、そのような被験体における腫瘍免疫を増強することがで
きる。特別の理論に制約されないが、早期活性化ポリペプチドを拮抗することにより
【０２８２】
【数５１】

の合成が抑制されると考えられている。
【０２８３】
【数５２】

は免疫インヒビターとして作用することから、
【０２８４】

【数５３】

を抑制することにより、免疫細胞は過剰増殖細胞の成長または増殖の抑制を継続できる。
更に、早期活性化分子枯渇剤は早期活性化分子が発現する癌を治療または防止するために
使用できる。例えば、ＡＩＣＬ枯渇剤は白血球性白血病、例えば免疫グロブリン変異を欠
いたＢ細胞慢性白血病を有する被験体における過剰増殖性のＡＩＣＬ発現細胞の成長また
は増殖を抑制するために使用できる。本明細書においては、過剰増殖性の細胞、例えば新
生物細胞の「成長または増殖を抑制する」とは、その成長または転移を遅延、妨害、停止
または終止させることを指し、必ずしも新生物の成長の全体的消失を意味しない。本明細
書においては、過剰増殖性の細胞、例えば新生物細胞の「殺傷を誘導する」とは、その細
胞の部分的または完全な消失を意味し、必ずしも新生物の成長の全体的消失を意味しない
。
【０２８５】
　２つの状況の間の定量的な相違を意味する「誘導」、「抑制」、「強化」、「上昇」、
「増大」、「低減」等の用語は、２つの状況の間の少なくとも統計学的に有意な相違を指
す。例えば、「過剰増殖細胞の成長を抑制するために有効な量」とは、細胞の成長速度が
未投与の細胞と少なくとも統計学的に有意差があることを意味する。このような用語は本
明細書においては例えば細胞の増殖の速度に適用する。
【０２８６】
　本明細書においては、「癌」、「過剰増殖性」および「新生物」という用語は自立的に
成長する能力を有する細胞を指す。このような細胞の例は、急速に増殖する細胞の成長に
よって特徴付けられる異常な状況または状態を有する細胞を包含する。過剰増殖および新
生物の疾患状況は、病的、即ち疾患状況を特性化または構成するものとして分類してよく
、または、非病的、即ち、正常からは逸脱しているが、疾患状況を伴っていないものとし
て分類してよい。用語は、組織病理学的な型または侵襲性の段階とは無関係に、全ての型
の癌性の成長または癌遺伝子の過程、転移組織または悪性に形質転換された細胞、組織ま
たは臓器を包含するものとする。「病的な過剰増殖」細胞は悪性腫瘍の成長によって特徴
付けられる疾患状況において起こる。非病的過剰増殖細胞の例は、創傷の修復に伴う細胞
の増殖を包含する。
【０２８７】
　即ち、１つの特徴において、早期活性化分子に対するアンタゴニストは非病的過剰増殖
によって特徴付けられる障害、例えば線維性障害を治療または防止するために使用できる
。線維性障害は外傷、手術、感染、環境汚染物、タバコ、アルコールまたは他の毒素１つ
以上と関連する場合がある。障害は例えば過剰創傷治癒（例えば過形成瘢痕またはケロイ
ド）、腎線維症（メサンギウム細胞増殖）、肝線維症（肝星細胞の増殖）と関連する。線
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維性障害の例は、ケロイド、熱傷、過形成瘢痕または他の皮膚障害（例えば局所または全
身の強皮症、例えば全身強皮症）、肝硬変、腎線維症（例えば糖尿病および／または高血
圧に関連）、外科的癒着（例えば胃腸手術または神経手術の癒着）、血管移植片、特発性
肺線維症、放射線誘導線維症、アスベスト誘導線維症（例えば灰色または茶色肺）、ウィ
ルス性肝炎に関連する線維症、黄斑変性、網膜およびガラス体の網膜症、および急性呼吸
器症候群に関連する線維症を包含する。線維症は急性または慢性の線維症であることがで
きる。急性線維症の例は、事故による傷害、感染症、手術、熱傷、放射線誘導線維症およ
び化学療法誘導線維症を包含する。慢性線維症は例えばウィルス感染、糖尿病および高血
圧に関連する。
【０２８８】
　「癌」または「新生物」という用語は種々の臓器系の悪性疾患、例えば肺、甲状腺、リ
ンパ、胃腸および泌尿器が罹患したもの、並びに、腺癌、例えば大部分の結腸癌、腎細胞
癌、前立腺癌、および／または、精巣腫瘍、非小細胞肺癌、小腸の癌および食道の癌の悪
性疾患を包含する。
【０２８９】
　「癌腫」という用語は上皮または内分泌組織の悪性疾患を指すものと認識されており、
例えば呼吸器系の癌腫、胃腸系の癌腫、泌尿器系の癌腫、精巣の癌腫、乳房の癌腫、前立
腺の癌腫、内分泌系の癌腫および黒色腫を包含する。癌腫の例としては、頚部、肺、前立
腺、乳房、頭部および頸部、結腸および卵巣から生じるものを包含する。用語には、癌腫
性肉腫、例えば癌腫性および肉守勢の組織よりなる悪性腫瘍が包含される。「腺癌」とは
下流組織から誘導された癌腫、または腫瘍細胞が認識されうる腺構造を形成するものを指
す。「肉腫」という用語は間葉由来の悪性腫瘍を指すものと認識されている。
【０２９０】
　細胞増殖性および／または分化性の障害の例は、癌、例えば癌腫、肉腫、転移性障害ま
たは造血性の新生物障害、例えば白血病を包含する。転移性の腫瘍は複数の原発腫瘍の型
から生じる場合があり、例えば前立腺、結腸、肺、乳房および肝臓起源のものが挙げられ
る。
【０２９１】
　癌または新生物性状態のその他の例は、上記したものの他に、例えば腺維肉腫、筋肉腫
、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨原性肉腫、軟骨腫、血管肉腫、内皮肉腫、リンパ管肉腫、リン
パ管内皮肉腫、骨膜腫、中皮腫、ユーイング肉腫、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、胃癌、食道
癌、直腸癌、膵臓癌、卵巣癌、前立腺癌、子宮癌、頭部および頚部の癌、皮膚癌、脳の癌
、扁平上皮細胞癌、皮脂腺癌、乳頭状癌、乳頭状腺癌、嚢胞腺癌、髄様癌、気管支原生癌
、腎細胞癌、肝細胞癌、胆管癌、絨毛癌、精上皮腫、胎生期癌、ウィルムス腫、子宮頸癌
、精巣癌、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、膀胱癌、上皮癌、神経膠腫、星状細胞癌、髄芽細
胞腫、頭蓋咽頭腫、脳室上衣細胞腫、松果体腫、血管芽細胞腫、聴神経腫、乏突起神経膠
腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽腫、網膜芽細胞腫、白血病、リンパ腫またはカポジ肉腫を包
含する。このような新生物性の状態の多くが進行して転移状態、例えば腫瘍細胞が新しい
場所に移動し、転移腫瘍を形成する。
【０２９２】
　増殖性障害の他の例は、造血系の新生物性障害を包含する。本明細書においては、「造
血系の新生物性障害」という用語は造血系起源の過形成性／新生物形成性の細胞が関与す
る疾患を包含する。造血系の新生物性障害は骨髄性、リンパ性または赤血球系の系統、ま
たはその前駆細胞から生じる場合がある。好ましくは、疾患は低分化の急性の白血病、例
えば正赤芽球性白血病および急性巨核芽球性白血病から生じるものである。別の例示され
る骨髄性の障害は、例えば、急性前骨髄性白血病（ＡＰＭＬ）、急性骨髄性白血病（ＡＭ
Ｌ）および慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）（Ｖａｉｃｋｕｓ，Ｌ．（１９９１）Ｃｒｉｔ　
Ｒｅｖ．ｉｎ　Ｏｎｃｏｌ．／Ｈｅｍｏｔｏｌ．１１：２６７－９７に解説）を包含し；
リンパ性悪性疾患には例えば、急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）、例えばＢ細胞系統Ａ
ＬＬおよびＴ細胞系統ＡＬＬ、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）（例えばＴまたはＢ細胞慢
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性リンパ性白血病、例えば免疫グロブリン突然変異を伴うまたは伴わないＢ細胞慢性リン
パ性白血病）、多形核球性白血病（ＰＬＬ）、毛様細胞白血病（ＨＬＬ）およびヴァルデ
ンストレームマクログロブリン血症（ＷＭ）が包含される。別の形態の悪性リンパ腫は、
例えば、ホジキンリンパ腫およびその変異体、末梢Ｔ細胞リンパ腫、成人Ｔ細胞白血病／
リンパ腫（ＡＴＬ）、皮膚Ｔ細胞リンパ腫（ＣＴＣＬ）、大顆粒リンパ性白血病（ＬＧＦ
）、ホジキン病およびリードスターンバーグ病を包含する。
【０２９３】
　早期活性化分子アンタゴニストは治療剤、例えば望ましくない細胞の増殖を治療または
防止するための治療剤または物質１つ以上と組み合わせて投与できる。治療剤は例えば化
学療法剤、放射性同位体および細胞毒１つ以上を包含する。化学療法剤の例はタキソール
、シトカラシンＢ、グラミシジンＤ、マイトマイシン、エトポシド、テノポシド、ビンク
リスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ブスルファン、シスプラチン、ドキソルビシン
、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン、マイトキサントロン、ミスラマイ
シン、クロラムブシル、ゲムシタビン、アクチノマイシン、プロカイン、テトラカイン、
リドカイン、プロパノロール、プロマイシン、マイタンシノイドおよびそれらの類縁体ま
たは相同体を包含する。別の治療剤は、例えば、抗代謝剤（例えばメトトレキセート、６
－メルカプトプリン、６－チオグアニン、シトラビン、５－フルオロウラシル、デカルバ
ジン）、アルキル化剤（例えばメクロレタミン、チオエパクロラムブシル、ＣＣ－１０６
５、メルファラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）およびロムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロホ
スファミド、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、マイトマイシ
ンＣおよびシスジクロロジアミン白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラチン）、アントラサイ
クリン（例えばダウノルビシン（以前のダウノマイシン）およびドキソルビシン）、抗生
物質（例えばダクチノマイシン（以前のアクチノマイシン）、ブレオマイシン、ミスラマ
イシンおよびアントラマイシン（ＡＭＣ））および抗有糸分裂剤（例えばビンクリスチン
、ビンブラスチン、タキソールおよびマイタンシノイド）を包含する。放射性同位体はア
ルファ、ベータおよび／またはガンマエミッターを包含する。放射性同位体の例は２１２

Ｂｉ、２１３Ｂｉ、１３１Ｉ、２１１Ａｔ、１８６Ｒｅ、９０Ｙおよび１１７Ｌｕを包含
する。早期活性化分子アンタゴニストおよび治療剤は同時または逐次的に投与できる。更
にまた、早期活性化分子アンタゴニストは他の癌治療の選択肢、例えば癌性組織または癌
性組織を含有する臓器の全てまたは部分を除去する手術と組み合わせて投与することもで
きる。
【０２９４】
　本明細書においては、「細胞毒性剤」、「抗癌剤」および「抗腫瘍剤」という用語は、
互換的に使用するものとし、そして成長または増殖を抑制（例えば細胞増殖インヒビター
）または過剰増殖細胞の殺傷を誘導する特性を有する薬剤を指す。好ましくは、細胞毒性
剤は新生物、特に固形癌、軟組織腫瘍、転移疾患、リンパ腫または白血病の発症または進
行を抑制する。
【０２９５】
　本明細書においては、ある薬剤の単独または細胞毒性剤と組み合わせた場合の「治療有
効量」とは、過剰増殖細胞の成長または増殖の抑制または殺傷の誘導において被験体、例
えば患者に単回または複数回投与した場合に組み合わせにおいて有効である組成物のよう
な薬剤の量を指す。このような成長の抑制または殺傷はそのような治療の非存在下におい
て期待されるよりも被験体、例えば患者の生存が延長されること、または、そのような治
療の非存在下と比較して被験体の予後が改善されていることにより反映される。
【０２９６】
　本明細書においては、ある薬剤の単独または細胞毒性剤と組み合わせた場合の「予防有
効量」とは、障害、例えば新生物性障害の発症または再発を防止または発生遅延させる場
合に被験体、例えば患者に単回または複数回投与した場合に組み合わせにおいて有効であ
る組成物のような薬剤の量を指す。
【０２９７】
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　癌治療を受けている患者に投与する場合に、早期活性化分子アンタゴニストは他の抗癌
剤を含有するカクテルとして投与してよい。それらはまた放射線療法の副作用を治療する
薬剤、例えば抗嘔吐剤、放射線保護剤等を含有するカクテルとして投与してよい。
【０２９８】
　早期活性化分子アゴニストおよび早期活性化ポリペプチドを発現する細胞の枯渇剤は増
大した、例えば悪化した免疫応答によって特徴付けられる障害を有する被験体の治療のた
めに使用できる。このような障害は急性または慢性の炎症性障害および免疫障害、例えば
自己免疫障害を包含する。方法は被験体、例えば増大した免疫応答によって特徴付けられ
る障害を有する被験体に対し、早期活性化分子アゴニストおよび／または早期活性化ポリ
ペプチド発現細胞の枯渇剤の治療有効量を投与することを包含する。別の実施形態におい
ては、方法は早期活性化分子アゴニストの予防有効量を投与することによりそのような障
害を防止するために使用できる。
【０２９９】
　炎症性疾患、例えば急性肺傷害、急性呼吸窮迫症候群、関節炎（例えばＣＩＡ）、喘息
、気管支炎、嚢胞性線維症、肝炎、炎症性腸疾患、多発性硬化症、再灌流傷害（例えば心
筋）、腎炎、膵臓炎、乾癬、動脈閉塞（例えば網膜）、脳卒中、全身性エリテマトーデス
、移植、紫外線誘発傷害および／または血管炎が、本発明を用いて治療し得る。炎症性疾
患は急性または慢性であってよく、そして好ましくは白血球により媒介される（Ｗｅｉｓ
ｓｍａｎｎら、Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．３８９：１１－２４，１９８２；Ｊ
ａｎｏｆｆ，Ａ．，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｍｅｄ．３６：２０７－２１６，１９８５；Ｈａ
ｒｔら、Ｊ．Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ．１６：１１８４－１１９１，１９８９；Ｄｏｒｉｎｇ
，Ａｍ．Ｊ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｃｒｉｔ．Ｃａｒｅ　Ｍｅｄ．１５０：Ｓ１１４－Ｓ１１７
，１９９４；Ｄｅｍｌｉｎｇ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｍｅｄ．４６：１９３－２０２，１９
９５において検討されている）。慢性炎症の特徴を有する疾患は、例えば炎症性腸疾患、
例えばクローン病および潰瘍性大腸炎、乾癬、サルコイドーシスおよび関節リウマチを包
含する。
【０３００】
　早期活性化分子アゴニストは単独または１つ以上の治療剤、例えば炎症を治療するため
の治療剤または薬剤と組み合わせて投与できる。
【０３０１】
　本明細書に記載するか本発明に記載した方法により同定される早期活性化分子アンタゴ
ニストはまた、抗原、例えばワクチン、または、抗原をコードする核酸、例えばワクチン
への免疫応答を増強するために使用できる。方法は抗原、例えばワクチンおよび／または
抗原をコードするＤＮＡおよび早期活性化分子アンタゴニストを被験体に投与することに
より、被験体による抗原への免疫応答を増強することを包含する。
【０３０２】
　ワクチンの例には、癌ワクチン、ＨＩＶワクチン、肝炎ワクチン、マラリアワクチン、
ヘルペスワクチン、乳頭腫ワクチン、インフルエンザワクチン、および痘瘡ワクチンが包
含される。本明細書に記載した早期活性化分子アンタゴニストと共に投与できる種々の癌
ワクチンが開発されている。このようなワクチンの例は、自系腫瘍細胞ワクチン；同種異
型腫瘍細胞ワクチン；ガングリオシド（例えば黒色腫または肉腫用のもの）；ＣＥＡ（例
えば結腸直腸癌、他の胃腸悪性疾患、膵臓癌および乳癌用のもの）；ＰＳＡ（例えば前立
腺癌用）；ＭＡＲＴ－１　１００、チロシナーゼ（例えば黒色腫用）；ｐ５３（種々のｐ
５３発現癌用）；アルファ－フェトプロテイン（ＡＦＰ）（例えば肝細胞癌のような肝癌
用）を包含する。
【０３０３】
　早期活性化分子アンタゴニストは抗原の投与の前、同時、または後に、被験体に投与で
きる。
【０３０４】
　用量水準は使用する抗原に基づいて決定する。更に、投与の時期、および使用するアジ
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ュバントがある場合は、それらは当該分野で知られた方法により決定できる。
【実施例】
【０３０５】
　自己免疫反応性および炎症におけるＣＤ６９の機能的なインビボの役割を確認するため
に、ＣＤ６９欠損Ｂ６マウスにおけるＣＩＡの挙動を分析した。ＣＩＡの悪化した形態は
ＣＤ６９－／－マウスにおいて観察され、これはＩＩ型コラーゲン（ＣＩＩ）特異的Ｔお
よびＢ細胞応答、一部の炎症メディエーターの増大、および、減衰した局所的な
【０３０６】
【数５４】

の合成と相関していた。
【０３０７】
【数５５】

の局所的ブロッキングにより重症度は野生型では増大したが、ＣＤ６９欠損マウスでは増
大しなかった。更にまた、ＣＤ６９のインビトロ結合により
【０３０８】
【数５６】

の産生が誘導された。これらの結果はＣＤ６９が
【０３０９】
【数５７】

の合成を介した自己免疫反応性の負の調節物質であることを強力に示唆している。更にま
た、ＣＤ６９－／－マウスにおける増強したＮＫ依存性抗腫瘍応答が報告されている。Ｃ
Ｄ６９欠損の抗腫瘍応答に対する影響はｗｔマウスと比較した場合に高い保護性およびＭ
ＨＣクラスＩ腫瘍細胞の拒絶をもたらす。この強力な抗腫瘍応答は、減衰したＴＧＦ－β
の産生、炎症性サイトカインおよびケモカインＭＣＰ－１の増大に相関しながら腫瘍－宿
主のミクロ環境に依存しており、そしてリンパ様エフェクター細胞の増大した動員および
減衰したアポトーシスを伴っていた。増強された抗腫瘍応答はＮＫ細胞およびＴリンパ球
媒介性であり、そして、免疫弱化ＣＤ６９－／－ＲＡＧ－陰性マウスにおいて持続してい
た。更にまた抗ＴＧＦ－β　ｍＡｂのインビボ投与により増強された腫瘍応答が誘導され
た。更に、ＣＤ６９の結合は細胞外シグナル調節キナーゼ（ＥＲＫ）活性化およびＴ細胞
によるＴＧＦ－β産生を誘導した。ＰＤ９８０５９によるＥＲＫのブロッキングはＴＧＦ
－β産生を抑制し、ＴＧＦ－β調節にＣＤ６９シグナル伝達を直接に関連付けている。更
に、アンタゴニスト２．２抗ＣＤ６９ｍＡｂのインビボ投与は野生型マウスおよびＭＨＣ
クラスＩ陰性細胞で攻撃された免疫弱化ＳＣＩＤおよびＲＡＧ欠損マウスにおいて増強さ
れた抗腫瘍応答を誘導したことがわかっている。
【０３１０】
　これらの結果はＣＤ６９がＴＧＦ－β１合成を介した免疫反応性の負の調節物質である
ことを示している。抗ＣＤ６９抗体のインビボ投与は使用する抗ＣＤ６９に応じて種々の
作用をもたらす。アンタゴニスト２．２抗ＣＤ６９ｍＡｂは免疫応答を増強し、上昇した
ＣＩＡの重症度およびより効果的な腫瘍拒絶をもたらした。枯渇性２．３抗ＣＤ６９抗体
はＣＤ６９＋活性化エフェクター白血球を欠失させ、減衰したＣＩＡをもたらした。更に
、この抗体は直接ＣＤ６９＋腫瘍を排除した。
【０３１１】



(75) JP 2011-148829 A 2011.8.4

10

20

30

40

50

　ヒトＣＤ６９抗原に対して特異的なヒトモノクローナル抗体の産生のためのトランスジ
ェニックマウスの使用に関しては、Ｍｏｌｉｎａ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）が詳細に報
告しており、ｈＡＩＭ－２９ｍＡｂ（ＩｇＭ／λ）の単離と特性化のための材料および方
法を提供しており、これはヒトＣＤ６９抗原に対するその高い特異性に基づき、ＣＤ６９
抗原を発現する活性化細胞の存在に関わる疾患の治療または防止における治療上の用途を
有している。
【０３１２】
　以下の実施例は本発明を説明するためにものであり、本発明の請求項を限定するもので
はない。
【０３１３】
　（実施例１：ＣＤ６９欠損マウスは悪化したＣＩＡを発症する）
　慢性自己免疫性関節炎のモデルにおいてＣＤ６９の役割を調べるために、相互交配した
Ｂ６　ＷＴおよびＣＤ６９－／－マウス（Ｌａｕｚｕｒｉｃａら、２０００）を、Ｂ６マ
ウスにおいて中等度の関節炎をもたらすＣＦＡ中ＣＩＩで皮内免疫化することにより誘導
したＣＩＡの発生率および重症度に対して比較した（Ｃａｍｐｂｅｌｌら、２０００）。
ＣＤ６９欠損マウスはＣＩＡの悪化した形態を発症し、後肢手掌、踵／手首の関節および
指に重度の浮腫を有しており（図１ａ）、そしてＷＴマウスと比較して発生率および重症
度は有意に高値であった（図１ｂ）。更にまたＣＤ６９を中等度のレベルで発現するＣＤ
６９＋／－マウス（Ｌａｕｚｕｒｉｃａら、２０００）はＷＴマウスより高いＣＩＡ発生
率および重症度を示したが、ＣＤ６９－／－マウスよりは有意に低値であった（図１ｂ）
。
【０３１４】
　更に関節炎を調べるために、種々の等級のＣＩＡを有するＣＤ６９－／－およびＷＴマ
ウスの手掌のエオシン染色切片を組織学的分析において評価した。これらの結果は臨床評
価において観察された結果と平行しており、ＷＴマウスと比較してＣＤ６９－／－マウス
において重症の病態を有する関節の比率は有意に高値であった（図２Ａ）。ＣＤ６９欠損
マウスの関節は炎症細胞の広範な浸潤を示している場合が多く、パンヌス組織が辺縁部か
ら軟骨まで伸長し、肋軟骨下の骨の髄質を経由していた（図２ＡおよびＢ）。後期の段階
の疾患においては、関節の軟骨および骨の破壊があり、正常な関節構造が消失していた。
従って、これらの結果は、ＣＩＡ重症度とＣＤ６９の発現との間の明確な反比例相関を示
しており、ＣＩＡ発症におけるＣＤ６９のインビボの抑制的役割を示唆している。
【０３１５】
　（実施例２：ＣＤ６９－／－マウスにおける増強したＩＩ型コラーゲン特異的免疫応答
）
　これらの結果はＣＤ６９－／－マウスにおける悪化した免疫応答をＣＩＩがトリガーす
ることを強力に示唆していた。従って、脾臓は１３週齢の段階でＷＴマウスと比較してＣ
Ｄ６９－／－ＣＩＩ攻撃マウスにおいて有意に肥大しており（約１．４倍の重量、ｐ＜．
００１、ｔ検定）、関節炎ＣＤ６９－／－マウスにおいて免疫系がより高度に活性化され
ていることを示唆していた（図３Ａ、Ｂ）。脾臓重量の増加は増加した細胞性と相関して
いた（図３Ｂ）。次に細胞性におけるこの増加が脾臓内に存在する免疫細胞の何れかのサ
ブ集団における相違に起因するものであるかを確認した。Ｔ細胞、Ｂ細胞、マクロファー
ジおよびＮＫ細胞の比率並びにＣＤ４／ＣＤ８比、ナイーブ／エフェクターメモリー細胞
（ＣＤ６２Ｌ／ＣＤ４４）およびＣＤ４５低ＣＤ２５＋ＣＤ４＋調節Ｔ細胞を分析した。
これらのサブセットの比率は何れかの刺激剤の非存在下およびＣＩＩ攻撃後のいずれにお
いても、ＷＴおよびＣＤ６９－／－マウスの間で保存されていた（図示せず）。
【０３１６】
　リンパ球の反応性を調べるために、脾臓およびリンパ節のリンパ球のＣＩＩ特異的増殖
応答を分析した。ＣＤ６９－／－マウス由来のリンパ球は試験したＣＩＩの種々の用量に
おいてＷＴマウスよりも有意に高度な範囲まで増殖し（図３Ｃ）、ＣＩＩ攻撃マウス由来
の免疫細胞のＣＩＩ特異的増殖におけるＣＤ６９の抑制的影響を示している。
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【０３１７】
　ＣＩＩの体液性応答も調べた。抗ＣＩＩアイソタイプの血清中濃度の分析によれば、Ｔ
ｈ１－依存性アイソタイプＩｇＧ２ｃの有意に増強された水準が観察され、これはＢ６マ
ウスにおいてはＩｇＧ２ａおよびＩｇＧ２ｂと等価であった（図３Ｄ）。ＩｇＧ３の有意
な増加も観察され、ＣＤ６９－／－マウスにおけるＢ細胞の過剰応答性を示しており、一
方、ＩｇＭの低下はＩｇＧへの増強されたシフトを示唆していた。Ｔｈ－２依存性ＩｇＧ
１は有意差を示さず、そしてＣＩＩは有意なＩｇＡ応答を誘導しなかった。総括すれば、
これらの結果はＣＤ６９欠損マウスにおけるより強力なＴおよびＢ細胞免疫応答性を示唆
している。
【０３１８】
　（実施例３：ＣＤ６９欠損マウスは減衰した局所的ＴＧＦ－β１産生を示す）
　広範なアレイのサイトカインが関節炎の炎症および発症に関与している（Ｏ’Ｓｈｅａ
，Ｊ．Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．，２００２．Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２：３７－４
５；Ｆｅｌｄｍａｎｎ，Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．１９９６．Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．１４：３９７－４４０．Ｃａｍｐｂｅｌｌ，Ｉ．Ｋ．，ｅｔ　ａｌ．２００１．Ｊ．Ｃ
ｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１０７：１５１９－２７）。関節は関節炎におけるサイトカイン
産生の最も関連性の高い部位であるため、どのようにしてＣＤ６９欠損がＣＩＡマウスの
関節におけるサイトカイン発現の特徴に影響するかを調べた。Ｒｎａｓｅ保護試験によれ
ば、ＣＤ６９欠損は一部の炎症メディエーター、例えばＩＬ－１β、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＩ
Ｐ－１χおよびＭＩＰ－１βのｍＲＮＡ発現を増強する（図４）。しかしながら、大部分
の有意差はＣＤ６９－／－マウスにおける抗炎症性サイトカインＴＧＦ－βおよびβ２の
ｍＲＮＡレベルの低下であった（図４）。リアルタイム定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析によれば
、ＴＧＦ－β１およびβ２に対する関節ｍＲＮＡの減少およびＩＬ－１βおよびＲＡＮＴ
ＥＳにおける増加が確認された（図５Ａ）。
【０３１９】
　次に、活性化白血球により直接産生された活性および総量としてのＴＧＦ－β１タンパ
ク質の濃度（Ｋｅｈｒｌ，Ｊ．Ｈ．，ｅｔ　ａｌ．１９８６．Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６
３：１０３７－５０）およびＣＩＡ攻撃マウス屠殺時に得た関節組織の洗浄液中の他のサ
イトカインを検出した。ＴＧＦ－β１の未変化の全身濃度（図示せず）とは対照的に、滑
膜洗浄液中の活性および総量のＴＧＦ－β１濃度はＣＤ６９欠損マウスにおいて有意に低
下していた（図５Ｂ）。一方、炎症促進性サイトカイン、例えばＩＬ－１βおよびＲＡＮ
ＴＥＳはＷＴと比較してＣＤ６９－／－マウスの滑膜洗浄液中では増加しており、ＴＮＦ
－α濃度は局所的には未変化のままであった（図５Ｂ）。ＴＧＦ－β１はＣＩＡにおいて
優勢な保護的役割を有する抗炎症サイトカインである（Ｋｕｒｕｖｉｌｌａ，　Ａ．Ｐ．
，ｅｔ　ａｌ．１９９１．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．８８：２９
１８－２９２１）ため、これらの結果は、このサイトカインの局所的産生の欠損はＩＬ－
１βおよび種々のケモカインの増強された産生を介してＣＤ６９－／－マウスにおいて観
察された増強された炎症応答、即ち、滑膜における炎症促進性サイトカインと抗炎症サイ
トカインとの間のバランスを変化させること説明するものであることを示唆している（Ｏ
’Ｓｈｅａ，Ｊ．Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．２００２．Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２：
３７－４５）。
【０３２０】
　ＣＤ６９－／－マウスにおいて観察されたサイトカイン発現のパターンの原因である細
胞集団を確認するために、ＣＩＡ攻撃マウス由来の精製滑膜細胞を分析した。滑膜細胞は
主にＣＤ１１ｂ＋マクロファージ（６６．３±２９．４％）であり、一部がＣＤ３＋細胞
（９．６±５．３％）および非白血球ＣＤ４５－細胞（２４．１＋１４．８％）であった
。３種のサブセットを単離し、そして、定量的ＲＴ－ＰＣＲによれば、ＣＤ３＋およびＣ
Ｄ１１ｂ＋白血球の両方がＣＤ６９欠損マウスにおけるＴＧＦ－βの減少に寄与していた
。しかしなお、ＣＤ１１ｂ＋サブセットはＩＬ－１βにより媒介されるその後のより高値
の炎症促進応答に関与しており（図５Ｃ）、滑膜の存続において重要な役割を果たしてい
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ると考えられた。
【０３２１】
　（実施例４：ＴＧＦ－βのブロッキングによりＷＴマウスではＣＩＡ重症度が上昇する
がＣＤ６９欠損マウスでは上昇しない）
　ＣＩＡにおけるＴＧＦ－β１の保護的作用はそれ自体が一部の炎症促進性および走化性
のサイトカインのバランスの脱調節を説明している（Ｏ’Ｓｈｅａ，Ｊ．Ｊ．，ｅｔ　ａ
ｌ．２００２．Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２：３７－４５；Ｋｕｒｕｖｉｌｌａ
，　Ａ．Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．１９９１．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
．８８：２９１８－２９２１；Ｂｒａｎｄｅｓ，Ｍ．Ｅ．，ｅｔ　ａｌ．１９９１．Ｊ．
Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．８７：１１０８－１１１３）。これらの結果はＣＤ６９欠損マ
ウスの関節におけるより高度な白血球の浸潤および炎症応答を説明している。ＴＧＦ－β
活性とＣＩＡの重症度との間の機能的関連性を明らかにするために、ブロッキング抗ＴＧ
Ｆ－β（Ｄａｓｃｈ，Ｊ．Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．１９８９，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４２：
１５３６－４１）をＣＩＡ　ＷＴマウスの手掌に局所注射した。ＴＧＦ－βブロッキング
はコントロール抗体または担体と比較して手掌炎症の有意な増大を誘導した（図６Ａ）。
定量的ＲＴ－ＰＣＲによる関節ｍＲＮＡの分析によれば、ＩＬ－１βおよびＲＡＮＴＥＳ
の有意な増大が観察されたが、ＴＮＦ－αおよびＩＬ－１８では観察されなかった（図６
Ａ）。これらの結果は、ＣＩＡ　ＷＴマウスにおけるＴＧＦ－βブロッキングはＣＤ６９
欠損マウスで観察されたものと同様の表現型をもたらすことを示している。
【０３２２】
　一方、ＣＩＡ　ＣＤ６９－／－マウスにおける抗ＴＧＦ－βの局所注射は手掌炎症を更
に増大させなかった（図６Ｂ）。従って、ｍＲＮＡ分析は炎症促進性サイトカインに関し
てはｍＲＮＡレベルの有意な調節を示さなかった。これらの所見はＴＧＦ－βブロッキン
グおよびＣＤ６９欠損が共同してＣＩＡの重症度を上昇させているわけではないことを明
らかにしており、それらの相互依存性を示唆している。
【０３２３】
　（実施例５：ＣＤ６９結合によるＴＧＦ－β１産生の誘導
　ＣＤ６９がＴＧＦ－β合成を調節できるかどうかを分析するために、ＣｏｎＡ活性化マ
ウス脾細胞におけるＣＤ６９結合後のＴＧＦ－β１の産生を調べた（図７Ａ）。ＣＤ６９
架橋により、種々の白血球サブセットにおいて総量および活性ＴＧＦ－β１の産生が顕著
に誘導され（図７Ａ）、ＮＫ細胞および抗ＣＤ３活性化脾細胞のデータと一致していた（
Ｅｓｐｌｕｇｕｅｓ，Ｅ．ｅｔ　ａｌ．２００３．Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９７：１０９
３－１１０６）。更にまた、ＣＤ６９架橋はＣＩＡを有するＷＴマウスの浸潤滑膜細胞に
おけるＴＧＦ－β１産生をトリガーしており、その大部分ではＣＤ１１ｂ＋細胞がＣＤ６
９を担持していた（図７Ｂ）。一方、ＣＤ６９架橋後のＴＮＦ－α、ＲＡＮＴＥＳまたは
ＩＬ－１βの合成には差は観察されなかった（図示せず）。
【０３２４】
　これらの結果がヒトに拡長できるかどうかを確認するために、炎症性関節病を有する患
者から得たＣＤ６９＋滑膜単核細胞におけるＴＧＦ－β１の産生を分析した（図８Ａ）。
架橋しているが可溶性ではない抗ＣＤ６９は別の共同刺激物とは独立してＴＧＦ－β１の
合成を誘導したが（図８Ａ）、他のサイトカイン、例えばＴＮＦ－αまたはＩＬ－６につ
いては、差は認められなかった（図示せず）。ＣＤ６９媒介ＴＧＦβ１産生試験において
は、増大した活性ＴＧＦ－β１は総ＴＧＦ－β１合成と相関していた（図７および８）。
これらの結果はマウス（図７）およびヒト（図８）の両方において、ＣＤ６９結合とＴＧ
Ｆ－β１合成の間には直接の関連があり、そしてＣＤ６９－／－マウスと比較した場合の
ＣＤ６９＋／＋マウスにおいて観察されたより高値のＴＧＦ－β１濃度を説明していると
考えられる。
【０３２５】
　ＣＤ６９架橋とＴＧＦ－β１産生の直接の関係を明らかにするために、ヒトＣＤ６９を
安定にトランスフェクトしたＪｕｒｋａｔＴ細胞（ＪＫ－ＣＤ６９）を利用した。ＣＤ６
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９発現ＪＫ－ＣＤ６９は、親のＣＤ６９陰性ＪｕｒｋａｔＴ細胞系統においてＴＧＦ－β
合成が無かったこととは対照的に、抗ＣＤ６９抗体と架橋した後に有意に活性のＴＧＦ－
βを産生した（図８Ｂ）。更に、本発明者等のデータによれば、ＣＤ６９の架橋はＴＮＦ
－α産生を誘導しなかった（図８Ｂ）。総括すれば、これらの結果はＣＤ６９、即ち活性
化後に発現されるレセプターは、炎症病巣における活性ＴＧＦ－βの直接の分泌を介して
自己免疫応答および炎症反応をダウンレギュレートすることを明らかにしている。
【０３２６】
　（実施例６：抗ＣＤ６９抗体によるＣＩＡのインビボ処置）
　抗ＣＤ６９抗体のインビボ処置の作用を２つの異なる抗ＣＤ６９抗体、即ちｍＡｂ２．
２およびｍＡｂ２．３を用いてＤＢＡ１野生型マウスにおけるＣＩＡモデルで分析した。
【０３２７】
　ｍＡｂ２．２はインビトロでは非枯渇剤抗体として挙動する。ＩｇＧ１としてそれは補
体に結合できず、インビトロクロム試験においてＣＤ６９発現細胞を溶解しない（図示せ
ず）。更にｍＡｂ２．２は架橋の非存在下においてはインビトロ　ＴＧＦ－ｂ合成を誘導
しない（Ｅｓｐｌｕｇｕｅｓら、２００３．Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１９７：１０９３；Ｓ
ａｎｃｈｏ　ｅｔ　ａｌ．２００３．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．１１２：８７２）。
【０３２８】
　２．２抗マウスＣＤ６９抗体の作用をＤＢＡ／１マウスのＣＩＡモデルにおいてインビ
ボで分析した。この抗体のインビボ投与によりＣＤ３ｈｉ胸腺細胞のような分子を発現す
る集団におけるＣＤ６９の発現の完全な消失がもたらされる（図２２）。左パネルの上部
右四分図に示すとおり、胸腺細胞の１４．２％がＣＤ６９を発現する。ｍＡｂ２．２処置
の後は、僅か０．９％がＣＤ６９を発現する（上部右四分図、右パネル）。しかしながら
、総量の胸腺細胞プールは、各パネルの上部四分図の合計が同様、即ち２０．７％（コン
トロールは６．５＋１４．２、処置群は１９．８＋０．９）であることから、一定のまま
である。このことは、ｍＡｂ２．２がインビボのＣＤ６９＋細胞の枯渇を媒介しないこと
を示している。別の試験によれば、ｍＡｂ２．２は細胞表面からＣＤ６９を除去し、即ち
ＣＤ６９のダウンレギュレーションにより拮抗作用を示している。
【０３２９】
　ｍＡｂ２．２でのＣＩＡ誘導ＤＢＡ／１マウスの処置は、二次応答の開始の間の２０～
２８日に投与した場合には有意にＣＩＡを悪化させ（図２３）、ＣＤ６９欠損マウスにお
ける本発明者等の結果と合致している（図１）。
【０３３０】
　アイソタイプコントロール処置および抗ＣＤ６９　ｍＡｂ２．２処置の野生型マウスの
後肢手掌のｍＲＮＡの定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析によれば、
【数５７－２】

のレベルは増大［２５．０＋／－９～５８．４＋／－８単位、ｐ＜０．０１（Ｍａｎｎ－
ＷｈｉｔｎｅｙのＵ検定）］し、そして
【０３３１】
【数５８】

は減少した［５６．５＋／－１３～１８．２＋／－８単位、ｐ＜０．０１（Ｍａｎｎ－Ｗ
ｈｉｔｎｅｙのＵ検定）］。ＩＬ－４、ＴＮＦ、ＭＣＰ－１およびＩＮＦ－ガンマｍＲＮ
Ａのレベルは不変であった（独立した２実験において群当りＮ＝１２匹。各サイトカイン
に関する結果を各試料に平行して測定したＧＡＰＤＨ発現に対して正規化している）。結
果はｍＡｂ２．２によるＣＤ６９のダウンレギュレーションにより低減した
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【数５８－２】

ｍＲＮＡおよび増大した
【数５８－３】

ｍＲＮＡレベルがもたらされ、観察された炎症の悪化と合致していた。
【０３３２】
　ｍＡｂ２．３はインビトロでは枯渇剤抗体として挙動する。ＩｇＧ２ａとしてそれは補
体に結合し、インビトロクロム試験においてＣＤ６９発現細胞を溶解する（図示せず）。
【０３３３】
　ｍＡｂ２．３の作用もまたＤＢＡ／１マウスのＣＩＡモデルにおいてインビボで分析し
た。この抗体のインビボ投与によりＣＤ６９発現ＣＤ３ｈｉ胸腺細胞の枯渇がもたらされ
る（図２４）。左パネルの上部右四分図に示すとおり、この実験においては、胸腺細胞の
１６．７％がＣＤ６９を発現する。ｍＡｂ２．３投与の後は、僅か０．１％がＣＤ６９を
発現する（上部右四分図、右パネル）。しかしながら、総量の胸腺細胞プールは、各パネ
ルの上部四分図の合計が今回は異なっており、即ちコントロールで２４．８％であったの
に対し投与群で僅か８．３％であったことから、強力に減少している。このことはｍＡｂ
２．３がＣＤ６９を機能的に「ブロッキング」したというよりはむしろ、全てのＣＤ６９
発現細胞を枯渇させたことを示す。
【０３３４】
　ｍＡｂ２．３のＣＩＡ誘導ＤＢＡ／１マウスへの投与は、二次応答の開始の間の２０～
２８日に投与した場合には有意にＣＩＡを低減している（図２５）。
【０３３５】
　これらの結果はダウン調節抗ＣＤ６９での処置が特定の免疫応答を増強するために有用
であることを示している。一方、ＣＤ６９発現細胞の枯渇は免疫系の活性化により媒介さ
れる疾患を軽減し得る。
【０３３６】
　（実施例７：ＣＤ６９欠損マウスは増強した抗腫瘍応答を起こす）
　インビボの抗腫瘍機能におけるＣＤ６９の考えられる役割を評価するために、野生型（
ｗｔ）およびＣＤ６９－／－マウスにＲＭＡ－Ｓ細胞を腹腔内注射し、腫瘍の進行を分析
した（図９Ａ）。１０４ＲＡＭ－Ｓ細胞に応答して、全てのｗｔマウスは５週間までに腫
瘍を形成し、第１５日には検出可能な重量増加が観察されたのに対し、７週間の遅延時に
おいてもＣＤ６９－／－マウスでは僅か２０％のみ検出可能な腫瘍を形成した（図９Ａ）
。同様の結果が１０５ＲＡＭ－Ｓをマウスに皮下注射した場合にも観察され（図９Ｂ）、
腫瘍攻撃の部位による目立った相違は無かった。一方、ｗｔとＣＤ６９－／－マウスとの
間にはＨ－２＋ＲＭＡ細胞腫瘍の進行において僅かな相違が観察され（図９Ｃ、データ示
さず）、即ち、ＣＤ８＋ＣＴＬがＣＤ６９－／－マウスにおいて観察された増強された抗
腫瘍応答においてあまり役割を果たしていないことを示唆していた。
【０３３７】
　以前の研究によればＮＫ細胞はｗｔマウスにおいてＲＭＡ－Ｓの成長をインビボで制御
している（Ｓｍｙｔｈら、１９９８）。ＣＤ６９－／－マウスにおけるＲＭＡ－Ｓ腫瘍の
成長の制御におけるＮＫ細胞の関与を更に調べるために、動物をＮＫ細胞枯渇させた後に
抗Ａｓｉａｌｏ－ＧＭ１血清を投与して腫瘍誘導を行った。コントロール担体または抗Ａ
ｓｉａｌｏ－ＧＭ１の何れかの注射は腫瘍攻撃の第－１日に開始し、腫瘍接種後第＋２日
および＋４日に継続した。予測されたとおり、腫瘍の成長は全てのＮＫ細胞枯渇マウスに
おいて観察されたが、コントロールマウスでは観察されなかった（図９Ｄ）。抗ａｓｉａ
ｌｏＧＭ１投与ＣＤ６９－／－マウスは腫瘍接種後最初の１０日間以内に腫瘍を形成し、
これはパーフォリン欠損Ｃ５７ＢＬ／６マウスにおいて観察された最も早期のＲＭＡ－Ｓ
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腫瘍の形成に匹敵するものであった（Ｓｍｙｔｈ　ａｎｄ　Ｊｏｈｎｓｔｏｎｅ，２００
０；Ｓｍｙｔｈら、１９９８）。ＣＤ６９－／－マウスにおけるＣＤ４＋リンパ球の枯渇
は腫瘍の形成を増大させたが、ＮＫ細胞枯渇よりも低水準であった（図９Ｄ）。これらの
結果は、ＮＫ細胞はＣＤ６９－／－マウスにおけるＲＭＡ－Ｓ腫瘍の拒絶において重要な
関与を有するが、Ｔ細胞もまたこの過程において役割を果たしていることを示している。
ＣＤ６９－／－マウスにおける腫瘍の抑制へのＴ細胞の関連性と合致して、ＲＭＡの過剰
成長の増強された制御は腫瘍接種の３日後にＣＤ６９－／－マウスにおいて観察された（
データ示さず）。
【０３３８】
　ＣＤ６９－／－マウスの増大した抗腫瘍活性は、Ｃ５７ＢＬ／６層状的ＲＭ－１クラス
Ｉ－ＣＤ６９－前立腺癌細胞による攻撃の後にも観察されたことから、ＲＭＡ－Ｓ細胞に
限定されたものではなかった。ＲＭ－１（１０４）細胞で静脈内攻撃した場合には、ｗｔ
マウスと比較してＣＤ６９－／－マウスにおいて肺転移の数は有意に減少していた。ｗｔ
マウスには多数の肺転移があったのに対し、ＣＤ６９－／－マウスでは転移はほぼ皆無で
あった（図９Ｅ）。
【０３３９】
　（実施例８：ＣＤ６９－／－ＲＡＧ欠損マウスにおける増大した抗腫瘍応答）
　ＣＤ６９－／－マウスで観察された増強された抗腫瘍応答に対する生来の免疫の寄与を
分析するために、ＣＤ６９－／－ＲＡＧ欠損マウスおよびＣＤ６９＋／＋ＲＡＧ欠損マウ
スにＲＭＡ－Ｓ細胞を腹腔内注射し、腫瘍の進行を分析した（図１０）。腫瘍細胞は１０
６ＲＭＡ－Ｓ細胞に応答して全ての野生型ＲＡＧ欠損マウスにおいて過剰増殖したのに対
し、ＣＤ６９－／－ＲＡＧ欠損マウスはほぼ完全に腫瘍細胞増殖を制御した（図１０Ａ、
Ｂ）。
【０３４０】
　（実施例９：ＣＤ６９－／－マウスにおける増強された免疫応答）
　腫瘍の拒絶に増大したＮＫ細胞機能が関連しているかどうかを調べるために、ＲＭＡ－
ＳプライミングＣＤ６９－／－マウスおよびｗｔマウスの腹腔細胞の細胞溶解活性をイン
ビトロでＮＫ感受性ＹＡＣ－１腫瘍細胞を溶解するその能力に基づいて測定した。ＲＭＡ
－Ｓ接種（第３日）ＣＤ６９－／－マウス由来の新しく単離した未分画の腹腔細胞はｗｔ
マウスから誘導したものよりもＹＡＣ－１の殺傷においてより効率的であり（図１１Ａ）
、ＣＤ６９－／－マウスにおけるインビボのＮＫ免疫応答とインビトロ　ＮＫ細胞毒性と
の間の相関を示していた。ＣＤ６９－／－マウスの増大した腫瘍誘導ＮＫ細胞溶解活性は
またＲＭ－１前立腺癌細胞の攻撃後にも観察された（図１１Ｂ）。Ｔリンパ球および総腹
腔細胞をＲＭ－１またはＲＭＡ－Ｓ細胞で攻撃または未攻撃のマウスにおいて定量した。
腹腔ＮＫ細胞は２色フローサイトメトリーにより抗体ＤＸ５および２Ｂ４で陽性染色され
るものとして定義した。図１１Ｃおよび表Ｉに示すとおり、未攻撃の腹腔洗浄液中の総細
胞性はｗｔマウスと比較してＣＤ６９－／－マウスにおいて中等度の増大が観察された。
このことはリンパ球、特にＮＫ細胞およびＣＤ３＋Ｔリンパ球の数および比率における増
大（２倍）によるものと考えられた（表ＩＡ）。ＲＭ－１腫瘍攻撃により、ＣＤ６９－／

－マウスの腹腔に動員された細胞の総数はｗｔマウスと比較して有意に増大していた（図
１１Ｄ、表ＩＡ）。このことはリンパ球の動員の増大を反映しており；ＮＫ細胞とＣＤ３
＋　Ｔリンパ球の数はｗｔマウスと比較してＣＤ６９欠損マウスにおいてほぼ３倍の高値
となった（図１１、表Ｉ）。一方、腹腔ＣＤ５＋Ｂ２２０＋Ｂ－１およびＣＤ５＋Ｂ２２
０＋Ｂ－２リンパ球の数は、基本状態およびＲＭ－１によるフォローアップ腫瘍攻撃の両
方において、ＣＤ６９－／－およびｗｔマウスで同様であった（データ示さず）。ｗｔマ
ウスと比較してＣＤ６９－／－の腹腔中の単球および顆粒球に僅かな増大が検出されたの
みであった（図１１Ａ）。更にまたｗｔマウスにおいて腫瘍攻撃後第６日に観察された細
胞動員の低下はＣＤ６９－／－マウスでは観察されなかった（図１０Ｃ）。これらのデー
タはＣＤ６９－／－マウスにおける腹腔中のＮＫ細胞およびＣＤ３＋Ｔリンパ球の数と抗
腫瘍応答との間の相関を明らかにしている。即ち、ＣＤ６９は腫瘍攻撃の部位に動員され
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たＮＫ細胞およびＣＤ３＋Ｔリンパ球の数を調節すると考えられる。
【０３４１】
　脾臓は腹腔の炎症により強力な影響を受けるリンパ性臓器である。従って、腫瘍攻撃第
６日において、ＣＤ６９－／－マウスの脾臓はｗｔマウスと比較してはるかに肥大してい
た（図１１Ｄ）。脾臓細胞数は同様の傾向を示していたが、フローサイトメトリーによる
分析では、ＣＤ６９－／－およびｗｔマウスではＢ２２０＋、ＣＤ３＋およびＤＸ５＋脾
臓リンパ球の比率は同様であった。これらのデータをあわせると、炎症の部位におけるリ
ンパ球蓄積の調節物質としてのＣＤ６９の役割が示唆される。
【０３４２】
　（実施例１０：ＣＤ６９－／－マウスにおける増強されたリンパ球生存）
　末梢においては、ホメオスタシス機序が活性化細胞の増殖と消失を調節する（Ｋｒａｍ
ｍｅｒ，２０００）。ＣＤ６９－／－マウスの脾臓および腹腔におけるリンパ球の蓄積の
機序を調べるために、免疫細胞の生存をこれらのマウスにおいて分析した。腹腔細胞の生
存性をインビトロで調べたところ、細胞の生存性の増大がｗｔマウスと比較してＣＤ６９
－／－マウスにおいて検出された（図１２Ａ）。ｗｔマウス（２８．８９±１．１８％、
ｎ＝９）と比較してＲＭ－１攻撃ＣＤ６９－／－（２３．３６±１．７３％、ｎ＝９）で
は脾臓リンパ球の自発的アポトーシス（２４時間）の１９％低下が細胞周期の分析による
低下したＤＮＡ含量として検出された（ｐ＜０．０２）。更にｗｔマウス（４４．５６±
１．３、ｎ＝６）と比較してＲＭ－１攻撃ＣＤ６９－／－（２５．４６±０．５％、ｎ＝
６）では脾臓リンパ球の自発的アポトーシス（４８時間）の有意な低下がカスパーゼ－３
活性化分析で測定され（図１２Ｂ）、この差は有意であった（ｐ＜０．０００１）。同様
に、ｗｔマウス（４５±１．８％、ｎ＝４）と比較してＲＭ－１攻撃ＣＤ６９－／－（３
５．２６±１．６％、ｎ＝４）のソーティングされたＤＸ５＋ＣＤ３－ＮＫ脾細胞を用い
てカスパーゼ－３活性化分析を実施した場合に自発的アポトーシス（４８時間）の有意な
低下がカスパーゼ－３により測定され、この差は有意であった（ｐ＜０．０００１）。従
って、リンパ球の生存の相違はＣＤ６９－／－マウスの腹腔内に観察される上昇した脾臓
の大きさおよび細胞性に寄与していると考えられる。
【０３４３】
　（実施例１１：ＣＤ６９－／－マウスにおける低減したＴＧＦ－βおよび増大した炎症
促進性因子）
　広範なアレイの成長因子およびサイトカインにより抗腫瘍応答が操作され、これらの因
子の改変された発現は免疫応答に大きな影響を有する。従って、ｗｔマウスと比較した場
合のＣＤ６９－／－の増強された抗腫瘍応答がサイトカインおよびケモカインの特性の相
違により影響されるかどうかを調べた。サイトカインｍＲＮＡの相対レベルの評価はＲＮ
ａｓｅ保護試験により実施した。ｗｔマウスと比較した場合のＲＭ－１攻撃ＣＤ６９－／

－の腹腔細胞ＲＮＡの分析によれば、ＴＧＦ－βの産生の変化が示された。ＣＤ６９－／

－腹腔細胞はｗｔ腹腔細胞よりも少ないＴＧＦ－β１、－β２および－β３転写物を産生
した（図１３）。ｍＲＮＡ個別の４実験で観察されたｍＲＮＡ濃度の低下はＴＧＦ－β１
濃度の３３±５％～ＴＧＦ－３β濃度の７４±１９％の範囲であった。ＴＧＦ－β２ＲＮ
Ａの低下は性別に依存しており、雄の２０％～雌の１１０％に変動した。ＲＭ－１プライ
ミングＣＤ６９－／－マウスの腹腔細胞の分析によれば、ｗｔマウスと比較してサイトカ
インＩＬ－１２ｐ３５（３２－６８％）、ＩＬ－１α（２７－６４％）、ＩＬ－１β（雄
３２％～雌２９４％）およびケモカインＭＣＰ－１α（１３３％）の増大が明らかになっ
た（図１３）。しかしながら、ＬＴ－β、ＩＦＮγ、ＭＩＦ、ＩＬ－１－Ｒα、ＩＬ－１
８、エオタキシン、ＭＩＰ－１α、ＭＩＰ－１β、ＩＰ－１０、ＭＩＰ－１α、ＭＩＰ－
１βおよびエオタキシンの優位な変化は観察されなかった（図１３、データ示さず）。即
ち、これらの結果はＣＤ６９－／－マウスの免疫細胞がサイトカイン発現の異常なパター
ンを有し、免疫抑制因子の欠損した合成および炎症促進性サイトカインおよびケモカイン
ＭＣＰ－１αの増大した製造を伴うことを示唆している。ＭＣＰ－１産生を更に検討する
ために、チオグリコレート投与マウスのＬＰＳ活性化腹腔細胞がＭＣＰ－１を産生する能
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力を試験した。図１３Ｂに示すとおり、ＣＤ６９－／－マウスの腹腔細胞により産生され
たＭＣＰ－１の濃度はｗｔマウスにより生成された濃度のほぼ３倍高値であった。ＣＤ６
９－／－マウスにおいて観察されたこのようなサイトカインおよびケモカインの変化はｗ
ｔマウスと比較してＣＤ６９－／－で観察されたより強力な免疫応答およびＴおよびＮＫ
リンパ球の富化を説明していると考えられる。
【０３４４】
　（実施例１２：ｗｔマウスの抗腫瘍応答におけるブロッキングＴＧＦ－βの作用）
　ＴＧＦ－βの低下がＣＤ６９－／－マウスで観察された増大した抗腫瘍応答を説明して
いるかどうかを調べるために、ｗｔマウスにブロッキング抗ＴＧＦ－β　ｍＡｂを投与し
た。ＴＧＦ－βのブロッキングは、コントロール抗体または担体と比較した場合、腫瘍の
形成を防止した（図１４）。これらの結果は腫瘍攻撃マウスにおけるＴＧＦ－βブロッキ
ングはＣＤ６９欠損マウスで観察されたものと同様の表現型をもたらすことを示している
。
【０３４５】
　（実施例１３：ＣＤ６９はＴＧＦ－β分泌をアップレギュレートする）
　ＴＧＦ－βがＴ細胞においてＣＤ６９を介したシグナル伝達によりアップレギュレート
されるかどうか調べた。抗ＣＤ３による刺激はＢ６マウスの精製された脾臓Ｔ細胞上のＣ
Ｄ６９の高度な発現を誘導した（図１５Ａ）。ＣＤ３活性化Ｔ細胞上のＣＤ６９の結合は
ＴＧＦ－β産生を顕著に誘導した（図１５Ｂ）。この作用はコントロールアイソタイプマ
ッチ抗体を用いた場合には観察されず（図１５Ｂ）、ＣＤ３の抗体架橋のみでは前に報告
されている通り（Ｃｈｅｎら、２００１）ＴＧＦ－βの分泌は誘導されないことを示して
いる。細胞培養後４８時間の生存および非生存の細胞の定量（図１５Ｃ）は、リンパ球生
存の低下を示しており、これは増大したＴＧＦ－β濃度と相関している。
【０３４６】
　トランスフェクトされた成熟細胞系統上のＣＤ６９の結合は活性化細胞外シグナル調節
キナーゼ（ＥＲＫ）酵素のホスホリル化を誘導する（Ｚｉｎｇｏｎｉら、２０００）。Ｔ
ＧＦ－β産生のＣＤ６９誘導により活性化される誘導経路を調べるために、ＥＲＫ活性化
の分析を行った。ＣＤ６９結合は抗ＣＤ３刺激Ｔリンパ球におけるＥＲＫ－１およびＥＲ
Ｋ－２の活性化を誘導する（図１５Ｄ）。ＥＲＫの活性化は５～１０分で既に検出され、
そして最高値は１５分に観察された。更に、Ｔリンパ球のＥＲＫ活性化をＰＤ０９８０５
９の予備投与により防止した場合にはＣＤ６９誘導ＴＧＦ－β放出の有意な低下が観察さ
れており（図１５Ｂ）、ＥＲＫ活性化経路がＴＧＦ－β産生のＣＤ６９誘導に関与してい
ることを示している。これらの結果は、ＥＲＫシグナル伝達を介したＣＤ６９シグナル伝
達とＴＧＦ－β産生の間の直接の関連を明らかにするものであり、そして、リンパ球のホ
メオスタシスに対するＣＤ６９の重要な役割を示唆している。
【０３４７】
　（実施例１４：抗ＣＤ６９Ａｂはインビボの抗腫瘍応答を増大させる）
　ＲＭＡ－Ｓ腫瘍担持マウスの腫瘍治療におけるインビボ機能の媒介におけるＣＤ６９の
役割を調べるためにマウスｍＡｂを選択した。ＭＨＣクラスＩ－ＲＭＡ－Ｓ同系腫瘍細胞
（腹腔内１０５）を投与したＣ５７Ｂ６マウスは致命的腫瘍を発症し、動物の１００％が
死亡した（図１６Ａ）。マウスに腫瘍細胞の注射の前後にｍＡｂ抗ＣＤ６９　２．２を数
回投与した場合、８０％のマウスが腫瘍を伴うことなく生存し（図１６Ａ）；そして同じ
抑制的傾向が程度は低かったが抗体の単回投与の後にも観察された（図１６、データ示さ
ず）。更にまた、ＳＣＩＤマウスに抗ＣＤ６９　２．２を投与した場合、ＲＭＡ－Ｓ誘導
腫瘍の成長が抑制された。これらの結果はｍＡｂ抗腫瘍作用の一部はＴまたはＢリンパ球
の非存在下に起こることを示している。
【０３４８】
　更にまた、抗ＣＤ６９投与マウスはＲＭ－１腫瘍細胞を殺傷することができ、そして抗
ＣＤ６９　２．２投与マウスの肺には検出可能なＲＭ－１転移は僅かであった（１．２５
±０．９）のに対し、アイソタイプコントロールマウスはＲＭ－１肺転移を制限すること
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ができずＲＭ－１細胞の１０４の静脈内注射の１４日後には平均で２１．５０±５．５の
転移が検出された。
【０３４９】
　（実施例１５：抗ＣＤ６９ｍＡｂは腹腔腫瘍成長の早期の段階に影響する）
　腫瘍成長に対する抗ＣＤ６９ｍＡｂ投与のインビボ作用を、２ｘ１０６ＲＭＡ－Ｓ腫瘍
細胞の腹腔内接種の３日後に腹腔細胞をｅｘ　ｖｉｖｏ分析することにより調べた。ＲＭ
Ａ－Ｓ細胞は、サイズフォワードスキャッタードＦＡＣＳ分析により特性化した場合、抗
ＣＤ６９　２．２ｍＡｂ投与マウスの腹腔細胞分析では検出されなかった（３ｘ１０６回
収腫瘍細胞）のに対し、コントロールアイソタイプｍＡｂを投与したマウスの腹腔細胞分
析ではＲＭＡ－Ｓ細胞の過剰増殖が観察された（２０ｘ１０６回収腫瘍細胞）。抗ＣＤ６
９ｍＡｂ投与ＲＡＧ１－／－マウスの腹腔細胞分析でも同様の結果が観察され；コントロ
ールｍＡｂ投与マウスではＲＭＡ－Ｓ細胞のみが過剰成育していたが、抗ＣＤ６９投与マ
ウスの７５％では検出可能なＲＭＡ－Ｓ細胞はなかった（図１７）。即ち、抗ＣＤ６９誘
導腫瘍細胞の排除は早期の免疫応答の間に起こっており、そしてＴおよびＢリンパ球の非
存在下でも有効である。
【０３５０】
　（実施例１６：ＷＴおよびＣＤ６９欠損マウスにおけるＤＮＰ－ＫＬＨへの抗体の応答
　抗体応答に対するＣＤ６９の作用を調べるために、ＤＮＰ－ＫＬＨを野生型およびＣＤ
６９欠損マウスに注射した。種々のアジュバント（ＣＦＡまたはＡｌｕｍ）および種々の
免疫化経路（腹腔内または尾基部皮下）で試験した。更にＬａｕｚｕｒｉｃａら、（２０
００）Ｂｌｏｏｄ　９５：２３１２－２３２０に記載されているＤＮＰ－ＫＬＨ投与のプ
ロトコルを改定した。抗原用量を１００μｇ／注射に増量し、そして２回目の注射は第２
１日に行うことにより胚中心反応の十分な発生を可能にした。これらの実験の結果を図１
９に示す。
【０３５１】
　ＤＮＰ－ＫＬＨの一次免疫化においては、Ａｇの腹腔内投与により高水準のＩｇＭ応答
が得られたが、ＣＦＡ－ＤＮＰ－ＫＬＨの皮下投与ではより高度な差（ｐ＝０．０１９）
が得られた（図１９）。従って、野生型とＣＤ６９欠損マウスとの間にはＩｇＭに関する
有意差は無かった。ＩｇＧサブタイプのレベルは、それが一次応答に相当し、野生型とＣ
Ｄ６９欠損マウスとの間の有意差が明らかにならなかったため（図示せず）、低値（１：
２０００血清希釈で測定）であった。
【０３５２】
　ＤＮＰ－ＫＬＨの二次免疫化においては、腹腔内投与がＩｇＭの誘導において最も有効
であり、有意差は示されなかった（図１９ｂ）。ＩｇＧアイソタイプレベルは高値であっ
た（結果は１：１００００－１：２００００血清希釈で表示）。最も該当する相違は投与
経路とは無関係にＣＦＡ－ＤＮＰ－ＫＬＨへの応答においてＩｇＧ２ｃに関してみとめら
れたが、腹腔内投与がより有効であった（図１９ｂ）。更にまた、ＩｇＧ２ｂおよびＩｇ
Ｇ３は腹腔内ＣＦＡ－ＤＮＰ－ＫＬＨに応答して増大した（図１９ｂ）。
【０３５３】
　アジュバントに関してはＣＦＡを使用した場合にのみ有意差があった。これらの結果は
Ｔｈ１を促進するアジュバント、例えばＣＦＡは、ＡｌｕｍのようなＴｈ２応答を増強す
るために使用されるアジュバントよりも容易に、ＣＤ６９欠損マウスにおける悪化したＴ
ｈ１応答を検出可能にすることを示唆している。
【０３５４】
　また、ＤＮＰ－ＫＬＨのｉ．ｐ．投与がｓ．ｃ．免疫化よりもより有効に抗体応答を与
えたので、投与経路は異なる結果を示す。
【０３５５】
　更にまた、ＤＮＰ－ＫＬＨは外部の抗原であり、ＩＩ型コラーゲンは自己抗原に対する
反応を促進するため、抗原の性質は免疫応答において異なった役割を果たすことができる
。結果として、この系およびＩＩ型コラーゲンによる二次免疫化を使用した場合には、顕
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著な類似性、即ち、ＣＤ６９欠損マウスにおけるＣ－ＩＩ特異的ＩｇＧ２ｃ、ＩｇＧ２ｂ
およびＩｇＧ３の顕著な増加の所見がある。
【０３５６】
　（材料および方法）
　マウス。マウスはＣｅｎｔｒｏ　Ｎａｃｉｏｎａｌ　ｄｅ　Ｂｉｏｔｅｃｎｏｌｏｇｉ
ａ　（Ｍａｄｒｉｄ，Ｓｐａｉｎ）においてＳＰＦ条件下、認可されたプロトコルに従っ
て飼育された。全ての実験はＢＡＬＢ／ｃ遺伝子バックグラウンドにおいて実施したＲＡ
Ｇ２－／－試験におけるインビボの腫瘍攻撃を除き、Ｃ５７ＢＬ／６遺伝子バックグラウ
ンドにおいてマウスを使用して実施した。Ｃ５７ＢＬ／６およびＢＡＬＢ／ｃ野生型およ
び遺伝子ターゲティングＣＤ６９－／－マウスは実験時には６～１２週齢であり、同腹仔
または親が同腹仔である同齢の仔をコントロールとして使用した。ＲＡＧ１－／－および
ＲＡＧ２－／－マウスはＪａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｓ（Ｂａｒ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｍａｉｎｅ
）より購入した。ＲＡＧ２－／－ｘＣＤ６９－／－マウスの作成のために、ＦＡＣＳによ
りＣＤ３＋細胞に関する血統を調べることによりＲＡＧ２遺伝子座の状況を追跡した。Ｃ
Ｄ６９遺伝子座の遺伝子タイピングは前に報告されている通りポリメラーゼ連鎖反応によ
り実施した（Ｌａｕｚｕｒｉｃａら、２０００）。
【０３５７】
　ＣＩＡの誘導および評価。ＣＦＡは加熱殺菌Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ（Ｈ３７Ｒ
ａ；Ｄｉｆｃｏ，Ｄｅｔｒｏｉｔ，Ｍｉｃｈｉｇａｎ）１００ｍｇとＩＦＡ（Ｓｉｇｍａ
，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｉｓｓｏｕｒｉ）２０ｍｌを混合することにより調製した。Ｃｈ
ｉｃｋＣＩＩ（Ｓｉｇｍａ，２ｍｇ／ｍｌ）を１０ｍＭ酢酸中に４℃で一晩溶解し、等量
のＣＦＡと合わせた。マウスの尾基部に皮内注射し、第２１日に報告されている通りブー
ストした（Ｃｈａｍｐｂｅｌｌら、２０００；Ｃｈａｍｐｂｅｌｌら、２００１）。加熱
殺菌Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ　１ｍｇ／ｍｌと共にＣＦＡを用いてＤＢＡ１マウス
（Ｈａｒｌａｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ）に対しても同じプロトコルに従
った。コントロールマウスはＣＩＩを用いることなくＣＦＡを投与した。関節炎の重症度
はデジタルカリパスを用いて以下のスケール、即ち：等級０、浮腫なし；１、軽度の浮腫
および紅斑；２、顕著な炎症；３、関節の強直、に従って、直接の観察によりモニタリン
グした。各四肢を等級付けし、動物当り１２の最高可能スコアとした。
【０３５８】
　屠殺後、手掌を無作為に収集し、固定し、脱石灰化し、パラフィン包埋した。切片（５
μｍ）をヘマトキシリンおよびエオシンで染色し、炎症なし（０）、滑膜細胞層の軽度な
肥厚および／または内層に一部炎症細胞（１）、滑膜内層の肥厚、内層の浸潤および局在
化した軟骨の糜爛（２）、および滑膜空間の浸潤、パンヌス形成、軟骨崩壊および骨の糜
爛（３）としてスコアした。
【０３５９】
　ＴＧＦ－βのブロッキング。２５μｌＰＢＳ中２ｍｇ／ｍｌのブロッキング抗ＴＧＦ－
β　１Ｄ１１．１６．８（マウスＩｇＧ１ハイブリドーマ、ＡＴＣＣ、Ｍａｎａｓｓａｓ
，Ｖｉｒｇｉｎｉａより購入）（Ｄａｓｃｈら、１９８９）、ＰＢＳのみ、または非該当
のコントロールのアイソタイプマッチｍＡｂをＣＩＩの二回目の注射（２１ｄ）以降２日
おきに手掌の１つに皮下注射し、手掌の炎症をモニタリングした。
【０３６０】
　腫瘍攻撃マウスにおける活性ＴＧＦ－βのインビボブロッキングは腫瘍接種から－３、
－１および１日に、そして腫瘍接種後は毎週、ＴＧＦ－β（１Ｄ１１．１６．８）に対す
るｍＡｂ０．５ｍｇの投与により行った。
【０３６１】
　細胞増殖試験。２００μｌのＲＰＭＩ培地（５０μＭ２－ＭＥおよび１０％ＦＣＳ含有
）中のドレーニングＬＮおよび脾臓細胞（２ｘ１０５）を変性ＣＩＩ（１０分間煮沸）０
～５０μｇ／ｍｌと共に７２時間３７℃（５％ＣＯ２）で、９６穴プレート中３連で培養
した。培養の最後１２時間、細胞を１μＣｉ／穴の３Ｈ－ＴｄＲ（Ａｍｅｒｓｈａｍ，Ｌ
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ｉｔｔｌｅ　Ｃｈａｎｆｏｎｔ，Ｅｎｇｌａｎｄ）でパルスし、その後ガラス繊維フィル
ターに回収し、３Ｈ－ＴｄＲの取り込みを測定した。
【０３６２】
　抗ＣＩＩ抗体の検出。ＣＩＩに対するＡｂのＥＬＩＳＡは以前に報告されている通り実
施した（Ｃａｍｐｂｅｌｌら、１９９８）。ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ、ＩｇＧ
３またはＩｇＭ（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａ
ｍ，Ａｌａｂａｍａ）およびＩｇＡ（Ｓｉｇｍａ）に特異的なＨＲＰコンジュゲート二次
Ａｂを使用した。
【０３６３】
　細胞の単離。脾細胞サブセットの陽性選択は全て、ＢＤ－Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎより入
手したＣＤ１１ｂ、ＣＤ３、ＣＤ４およびＣＤ８に対する特異的ビオチンコンジュゲート
抗体および約９８％の細胞純度を与えるビオチンバインダーダイナビーズ（Ｄｙｎａｌ　
Ａ．Ｓ．，Ｏｓｌｏ，Ｎｏｒｗａｙ）を用いて実施した。マウス滑膜細胞はヒト滑膜組織
に関して記載されている通り（２６）、ＣＩＡ　ＷＴマウスから単離し、その後のサブセ
ットの精製は上記したとおり実施した。ＣＤ１１ｂ＋およびＣＤ３＋滑膜細胞の陽性選択
の後、滑膜細胞をビオチンＣＤ４５と共にインキュベートし、過剰のアビジン－磁気ビー
ズを用いて陰性選択した。残存するＣＤ４５陰性細胞はＲＮＡ抽出に使用した。Ａｍｅｒ
ｉｃａｎ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ　１９８７基準（２７）を
満たした反応性関節炎、強直性脊髄炎およびＲＡを有する患者の炎症膝部から採取した滑
膜溶出物からＳＦ白血球を採取し、Ｆｉｃｏｌｌ－Ｈｙｐａｑｕｅ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ
，Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）密度勾配遠心分離機により精製した。
【０３６４】
　ＲＮａｓｅ保護試験および定量的リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ分析。関節をＰｏｌｙｔｒ
ｏｎ（登録商標）（Ｋｉｎｅｍａｔｉｃａ，Ｌｉｔｔａｕ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）で
ホモゲナイズし、全ＲＮＡをＵｌｔｒａｓｐｅｃＲＮＡ試薬（Ｂｉｏｔｅｃｘ，Ｈｏｕｓ
ｔｏｎ，Ｔｅｘａｓ）を用いて単離した。腫瘍攻撃実験においては、全ＲＮＡを未分画の
腹腔細胞から抽出した。ＲＮａｓｅ保護試験はＲｉｂｏｑｕａｎｔ　ＭｕｌｔｉＰｒｏｂ
ｅ　ＲＮａｓｅ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍ（ＰｈａｒＭｉｎｇ
ｅｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）を用いて２．５～５μｇのＲＮＡに
対して実施した。ＲＴ－ＰＣＲではＤＮａｓｅＩ処理ＲＮＡ２μｇをＭｕＬＶ　ＲＴ（Ｒ
ｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　Ｌｔｄ，Ｌｅｗｅｓ，ＵＫ）を用いて逆転写した。
リアルタイムＰＣＲは約２００ｂｐ長の産物を生成する種々のエクソンからのプライマー
を用いてＬｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ急速サーマルサイクラーシステム（Ｒｏｃｈｅ）におい
て実施した。
【０３６５】
　抗ＣＤ６９ｍＡｂ。マウスＣＤ６９に特異的なネズミｍＡｂは、ＣＤ６９を発現するマ
ウスｐｒｅ－Ｂ細胞で免疫化したＣＤ６９－／－マウス（Ｌａｕｚｕｒｉｃａら、２００
０）から得た脾細胞とのＮＳ－１ミエローマ細胞の融合により作成した。ＣＤ６９に特異
的な抗体を精製し、インビトロサイトカイン産生試験において使用した。
【０３６６】
　抗ＣＤ６９でのインビボ処置。ＣＩＡにおける抗ＣＤ６９でのインビボ処置のために、
２．２（ＩｇＧ１）および２．３（ＩｇＧ２ａ）マウス抗マウスＣＤ６９、３００μｇを
予防用（ｄ２０および２８）または治療用（ｄ３２および４０）として腹腔内注射した。
アイソタイプコントロールとして２．８（ＩｇＧ１）および２．２２（ＩｇＧ２ａ）を使
用した。次に手掌の炎症をモニタリングした。腫瘍攻撃ｗｔマウスにおける抗ＣＤ６９で
のインビボ処置のためには、２．２（ＩｇＧ１）マウス抗マウスＣＤ６９を５００μｇ腹
腔内注射（ｄ．＋４、＋８および＋１２）するか、または、２．３（ＩｇＧ２ａ）マウス
抗マウスＣＤ６９、１００μｇを腹腔内注射（ｄ．－１、＋２、＋４、および＋８）した
。ＳＣＩＤマウスには２．２（ＩｇＧ１）マウス抗マウスＣＤ６９を５００μｇ腹腔内注
射（ｄ．－１および＋６）した。ＲＡＧ１－／－マウスには腫瘍接種の日に２．２（Ｉｇ
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Ｇ１）マウス抗マウスＣＤ６９を５００μｇ腹腔内注射した。
【０３６７】
　ＣＩＡにおけるサイトカイン産生の測定。関節組織の洗浄液におけるサイトカインの濃
度を測定するために、隣接する滑膜を伴った膝蓋骨を、以前に報告されている通り（Ｌｕ
ｂｂｅｒｔｓら、２０００）膝関節から標準的な方法においてマウス屠殺時（第５０日）
に採取し、室温で１時間０．１％ＢＳＡを含有するＲＰＭＩ－１６４０培地（２００μｌ
／膝蓋骨）中でインキュベートした。次に、活性および総量のＴＧＦ－β１（Ｅｍａｘ　
ＩｍｍｕｎｏＡｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍ；Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏｒｐ．，Ｍａｄｉｓｏｎ
，Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ）およびＩＬ－１β、ＴＮＦ－αおよびＲＡＮＴＥＳ（ＯｐｔＥＩ
Ａ　ＥＬＩＳＡ　Ｓｅｔｓ；ＢＤ－Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）を培養上澄み中で定量した。
インビトロサイトカイン産生については、マウス脾細胞（１６時間５μｇ／ｍｌ　Ｃｏｎ
Ａ；Ｓｉｇｍａで予備刺激；次に、上記したとおり精製）または滑膜細胞を抗マウスＣＤ
６９、クローンＣＤ６９．２．２（マウスＩｇＧ１）またはコントロールマウスＩｇＧ１
　ｍＡｂ（共に１０μｇ／ｍｌ）＋２０μｇ／ｍｌのＦｃフラグメント特異的ヤギ抗マウ
スＩｇＧ（Ｆ（ａｂ’）２，Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｗｅｓｔ
　Ｇｒｏｖｅ，Ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉａ）と共にインキュベートした。次に活性および
総量のＴＧＦ－β１、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－αおよびＲＡＮＴＥＳを上記したとおり２４
時間後に培地上澄み中で試験した。更に、炎症性関節疾患（ＲＡ、反応性関節炎、強直性
脊髄炎）を有する患者から得たヒト滑膜液白血球に、架橋の存在下または非存在下、抗ヒ
トＣＤ６９　ＴＰ１／８またはアイソタイプコントロールｍＡｂを１ｘ１０６細胞／ｍｌ
で処置した。ＴＧＦ－β１は上記したとおり２４時間後に培養上澄みにおいて試験した。
【０３６８】
　抗腫瘍応答におけるＴＧＦ－βおよびＭＣＰ－１産生およびＥＬＩＳＡ。インビトロ　
ＴＧＦ－β産生については、Ｃ５７ＢＬ／６またはＢＡＬＢ／ｃマウスのリンパ節および
脾臓の単一細胞懸濁液由来の精製ＣＤ３＋Ｔ細胞を入手した。ＣＤ３＋Ｔリンパ球の単離
のためには、細胞を抗ＭＡＣ－１　ｍＡｂと共にインキュベートし、その後４℃でウサギ
抗マウス／ラットＩｇＧ（ＤＡＫＯ，Ｄｅｎｍａｒｋ）でコーティングしたペトリ皿上で
２パニングの工程を行った。ＣＤ３＋細胞の平均の純度はフローサイトメトリー分析によ
れば＞９５％であった。Ｔリンパ球をプレート結合抗ＣＤ３　ｍＡｂ（１μｇ／ｍｌ）で
刺激（２ｘ１０６細胞／ｍｌ）した。細胞を平底９６穴プレート中の血清非含有Ｓｔｅｍ
－Ｓｐａｎ（Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ．，Ｖａｎｃｏｕ
ｖｅｒ，ＢＣ）培地２００μｌ中に添加した。精製抗ＣＤ６９、クローンＣＤ６９．２．
２（ＩｇＧ１－κ）またはコントロールマウスＩｇＧ１　ｍＡｂを２０μｇ／ｍｌで添加
した。架橋のためには、Ｆｃ特異的ヤギ抗マウスＩｇＧ　Ｆ（ａｂ’）２（Ｊａｃｋｓｏ
ｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｗｅｓｔ　
Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ）のＦ（ａｂ’）２フラグメントを終濃度２０μｇ／ｍｌで添加した。
ＰＤ９８０５９（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）はｍＡｂの添加１
時間前に添加し、そしてＰＤ９８０５９の終濃度は２０μＭとした。培養液をインキュベ
ート（３７℃、５％　ＣＯ２）し、７２時間後に上澄みを採取し、そして、分泌されたＴ
ＧＦ－βを、ＴＧＦ－β１Ｅｍａｘ　ＩｍｍｕｎｏＡｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍ
ｅｇａ　Ｃｏｒｐ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）ＥＬＩＳＡキットを用いて、製造元のプロ
トコルに従って試験した。ＭＣＰ－１産生を測定するために、チオグリコレート溶液（３
％　ｗ／ｖ；Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）１ｍｌをＣＤ６９－／－マウスおよ
びｗｔマウスに腹腔内注射した。３日後にマウスを安楽死させ、白血球浸潤物を５ｍｌの
２％ＦＣＳ含有冷ＲＰＭＩ　１６４０を用いて腹腔洗浄により回収した。腹腔細胞を平底
２４穴プレート中の完全培地１ｍｌに添加し、２ｘ１０６細胞／ｍｌで、ＬＰＳ（１μｇ
／ｍｌ）で一夜刺激した。培養上澄みを回収し、マウスＭＣＰ－１　ＯｐｔＥＩＡ　ＥＬ
ＩＳＡ　Ｓｅｔ（ＢＤ　ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ）を用いてＭＣＰ－１を試験した。
【０３６９】
　細胞培養。ＲＭ－１前立腺癌（Ｈ－２ｂ）（ＤｒＴ．Ｔｈｏｍｐｓｏｎ，Ｂａｙｌｏｒ
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　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｈｏｕｓｔｏｎ，ＴＸより寄贈）、ＹＡＣ
－１（Ｈ－２ａ）、ＲＭＡ（Ｈ－２ｂ）リンパ腫細胞系統およびＲＭＡ－Ｓ（Ｈ－２ｂ）
変異リンパ腫細胞（ローシャーウィルス誘導ネズミ細胞系統ＲＢＬ－５由来であり、ＭＨ
ＣクラスＩ分子のペプチドローディングに関して欠損）および３００．１９　ｐｒｅ－Ｂ
細胞を、１０％熱不活性化ウシ胎児血清（ＦＣＳ）、２ｍｍＬ－グルタミン、１００Ｕ／
ｍｌペニシリンおよび１００ｕｇ／ｍｌストレプトマイシン（Ｇｉｂｃｏ－Ｌｉｆｅ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）を添加したＲＰＭＩ１６４０培地中
、３７℃　５％　ＣＯ２下に培養した。
【０３７０】
　インビボの腫瘍制御。ＰＢＳ　０．２ｍｌ中の腫瘍細胞（ＲＭＡ、ＲＭＡ－ＳまたはＲ
Ｍ－１）を未処置のｗｔおよびＣＤ６９－／－マウス、および、抗体枯渇マウスに、前述
の通り、腹腔内または皮下注射した。ＮＫ細胞枯渇マウスを用いて実施した実験において
は、腫瘍接種１日前、および腫瘍攻撃後＋２日および＋４日に、１００μｌのウサギ抗Ａ
ｓｉａｌｏ－ＧＭ－１（Ｗａｋｏ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ｒｉｃｈｍｏｎｄ，ＶＡ）を動
物に腹腔内注射した。リンパ球Ｔ　ＣＤ４＋枯渇に関しては、－１日（腫瘍攻撃前）およ
び腫瘍攻撃後＋２日および＋４日に、ＧＫ１．５抗ＣＤ４またはアイソタイプコントロー
ルｍＡｂ（１００μｌ／注射）で、マウスを処置した。１２週間腫瘍腹水症発症について
毎日体重をモニタリングすることによりマウスを観察した。マウスは不可逆的な腫瘍成長
の明らかな兆候に相当する体重２５％増となり、動物が瀕死状態となった時点で倫理的理
由から屠殺した。
【０３７１】
　ＲＭ－１肺コロニー形成。１００μｌ　ＰＢＳに懸濁したＲＭ－１細胞（１ｘ１０４）
をＣＤ６９－／－およびｗｔマウスの尾部静脈に注射した。マウスを１４日後に安楽死さ
せ、肺を摘出し、４％パラホルムアルデヒド溶液に固定し、個々の表面の肺転移を解剖顕
微鏡を使用して計数した。
【０３７２】
　フローサイトメトリー。脾臓および腹腔の滲出細胞（１ｘ１０６）をまずブロッキング
溶液（５％熱不活性化ウシ胎児血清、１５％熱不活性化ウサギ血清、０．０２％アジ化ナ
トリウムおよび２．４Ｇ２　ｍＡｂを添加したＰＢＳ）と共に予備インキュベートするこ
とによりＦｃγレセプターへのＡｂの結合を回避した。次に細胞を３０分間氷上でＦＩＴ
Ｃ－またはＰＥ－コンジュゲート抗体またはビオチニル化抗体で、その後、ストレプトア
ビジン－ＦＩＴＣまたは－ＰＥ（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｂｉｒｍｉｎｇｈ
ａｍ，Ａｌ．）で染色した。以下の抗体、すなわち抗ＤＸ５（ＤＸ５）、－２Ｂ４（２Ｂ
４）、－ＣＤ３（１４５－２Ｃ１１）、－Ｂ２２０／ＣＤ４５（ＲＡ３－６Ｂ２）、－Ｃ
Ｄ４（ＧＫ１．５）、－ＣＤ８（５３．６．７）、－ＣＤ５（５３－７．３）、－ＣＤ１
１ｂ（Ｍ１／７０）および－ＣＤ６９（Ｈ１．２Ｆ３）（全てＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ，Ｓ
ａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を使用した。最後に細胞を洗浄し、そして、１０４生存細胞を
計数し、ＣｅｌｌＱｕｅｓｔソフトウエア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）を使用
しながら、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒフローサイトメーター（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎ
ｓｏｎ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ）上で分析した。腹腔に移行した細胞の数を
Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｍｕｌｔｉｓｉｚｅｒ　ＩＩ（Ｂｅｃｋｔｏｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ｆｕ
ｌｌｅｒｔｏｎｅ，Ｃａ）を用いて測定した。
【０３７３】
　ＩＬ－２活性化ＮＫ細胞。精製した脾臓ＮＫ細胞はＣＥＬＬｅｃｔｉｏｎ　Ｂｉｏｔｉ
ｎ　Ｂｉｎｄｅｒ　Ｋｉｔ　（Ｄｙｎａｌ，Ｏｓｌｏ，Ｎｏｒｗａｙ）およびビオチニル
化抗ＤＸ５抗体を使用して製造元の指示書に従って取得した。慨すれば、生存単一細胞懸
濁液をポリスチレン組織培養皿（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｍｏｕｎｔａｉｎ
　Ｖｉｅｗ，ＣＡ）上でインキュベートした（３７℃で１時間）。非付着脾細胞をビオチ
ニル化抗ＤＸ５抗体と共にインキュベート（１５分、４℃）し、２回洗浄し、ＣＥＬＬｅ
ｃｔｉｏｎビオチン磁気Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（１ｘ１０６細胞当り１ｘ１０７磁気ビーズ
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）を添加して抗体コーティング細胞を捕獲した。細胞純度は常時＞９５％　ＤＸ５＋であ
った。ＮＫ細胞を２０％不活性化ＦＣＳを含有する完全培地中、単独または１０００ＵＩ
／ｍｌヒトｒＩＬ－２と共に培養した（７２時間）。
【０３７４】
　５１Ｃｒ放出試験。直接的ＮＫ細胞毒性活性は標準的な５１Ｃｒ放出試験により評価し
た。全ての実験において、５ｘ１０３Ｎａ２

５１ＣｒＯ４標識ＹＡＣ－１標的細胞を記載
した比率でエフェクター細胞と混合した（４時間、３７℃）。自発的な５１Ｃｒ放出は培
地のみと共に標的細胞をインキュベートすることにより測定し；最大放出は終濃度２．５
％でトリトンＸ１００を添加することにより測定した。特異的細胞溶解は％特異的溶解＝
［（試料ｃｐｍ－自発的ｃｐｍ）／（最大ｃｐｍ－自発的ｃｐｍ）］ｘ１００として計算
した。自発的５１Ｃｒ放出は常時＜１０％であり、全実験は３連で実施した。
【０３７５】
　細胞死試験。攻撃マウス（１０５ＲＭ－１で３日）の脾細胞（４ｘ１０６細胞／ｍｌ）
を２４穴プレート（Ｃｏｓｔａｒ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）中で培養し培養開始２４
時間後に細胞死を試験した。細胞周期をモニタリングし、細胞をヨウ化プロピジウム（Ｐ
Ｉ）で染色し、そして、ＸＬサイトメーター（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ，Ｆｕｌ
ｌｅｒｔｏｎｅ，ＣＡ）上のフローサイトメトリー分析によりアポトーシスを測定した。
データは平均±ＳＥ（ｎ＝９）で示す。カスパーゼ－３活性は製造元のプロトコルに従っ
てＰｈｉＰｈｉＬｕｘ－Ｇ１Ｄ２基質溶液（ＯｎｃｏＩｍｍｕｎｉｎ，Ｃｏｌｌｅｇｅ　
Ｐａｒｋ，ＭＤ）と共にインキュベートすることにより培養開始後４８時間に試験した。
フローサイトメトリー分析はＸＬサイトメーターを用いてインキュベーション時間の終り
６０分以内に実施した。未投与マウスの腹腔細胞（１ｘ１０６）を２４穴プレート中で培
養し、所定時間においてＰＩ染色により細胞死を調べた。ＰＩ＋染色試料をアポトーシス
細胞とみなした。
【０３７６】
　ウエスタンブロット分析。Ｃ５７ＢＬ／６　Ｔ細胞を血清非含有培地中プレート結合抗
ＣＤ３（５μｇ／ｍｌ）で予備活性化した（３７℃、一夜）。細胞を回収し、２回洗浄し
、次に血清非含有培地中で４時間休止させた。予備活性化Ｔ細胞を抗ＣＤ６９（ＩｇＧ１
）またはコントロールマウスＩｇＧ１　ｍＡｂ（各々１０μｇ／ｍｌ）を添加した培地中
、氷上で３０分間インキュベートした。細胞を冷培地で２回洗浄し、Ｆｃ特異的ヤギ抗マ
ウスＩｇＧＦ（ａｂ’）２（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ）を３７℃の培地中２０μｇ
／ｍｌで添加した。所定の時間において、氷冷ＰＢＳを添加することにより反応を停止し
、その後、細胞を遠心分離した。ペレット化した細胞をプロテアーゼおよびホスファター
ゼインヒビターを含有する氷冷細胞溶解緩衝液（６２．５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ
６．８、２５℃、２％　ｗ／ｖ　ＳＤＳ、１０％グリセロール、５０ｍＭ　ＤＴＴ、０．
０１％　ｗ／ｖブロモフェノールブルー）中で細胞溶解した。不溶性細胞断片を除去する
ために遠心分離（１３，０００ｇ、２０分）の後、細胞溶解液上澄みを１２％ＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥゲル上で分離し、Ｉｍｍｕｎ－ＢｌｏｔＰＶＤＦ膜（ＢｉｏＲａｄ，Ｈｅｒｃｕｌ
ｅｓ，ＣＡ）上に移し、そして所定の抗体でブロッティングした。ポリクローナル抗ホス
ホＥｒｋ　１／２抗体はＣａｌｂｉｏｃｈｅｍ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）から入手し
た。ブロットをはがし、Ｅｒｋキナーゼ（Ｅｒｋ　１／２）モノクローナル抗体（Ｚｙｍ
ｅｄ　Ｌａｂ．Ｉｎｃ．Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ）で再プローブし、等しいタ
ンパク質のロード量を確認した。ウエスタンブロットは抗ウサギＨＲＰまたは抗マウスＨ
ＲＰを使用して実施し、増強されたケミルミネセンスにより可視化した。
【０３７７】
　細胞の生存性の分析。Ｔ細胞はＴＧＦ－β産生試験と同様に培養し、２４時間および４
８時間の培養の後、トリパンブルー添加により細胞の生存性を調べた。
【０３７８】
　（その他の実施形態）
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　本発明の特定の実施形態の上述した詳細な説明から早期活性化分子のターゲティングに
基づいた免疫調節の独特の方法が説明されたことは明らかである。本明細書においては特
定の実施形態を詳細に開示したが、これは説明を目的にした例示に過ぎず、添付する請求
項の範囲を限定するものではない。特に、請求項により定義される本発明の精神および範
囲から外れることなく本発明の置き換え、改変および修正を行うことができると考えられ
る。例えば特定の型の組織または転位すべき特定のエフェクターの選択は、本明細書に記
載した実施形態の知識が在れば当業者には日常的な事項であると考えられる。
【０３７９】
　（参考文献）
【０３８０】
【表１】
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