
(57)【要約】
この発明は、ＴＳＧ１０１タンパク質に結合する抗体を用いてウイルス生成を阻害または
減少させる方法を提供する。この発明はまた、ＨＩＶ感染を含むウイルス感染の処置のた
めにＴＳＧ１０１抗体を用いる方法を提供する。この発明はさらに、ＴＳＧ１０１抗体を
用いてウイルス感染細胞を検出する方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に 感 染 し た 哺 乳 動 物 細 胞 か ら の ウ イ ル ス 出 芽 を 減 少 さ せ る 方 法 で
あ っ て 、 前 記 哺 乳 動 物 細 胞 を Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 の 十 分 量 と 接 触 さ せ
る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 抗 体 は 前 記 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 領 域 に 結 合 す る 、 請
求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 細 胞 は ヒ ト 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 抗 体 は 、 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )お よ び Ｑ
Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ア ミ ノ 酸 領 域 に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫 不
全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 哺 乳
動 物 に 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 治 療 上 有 効 な 量 投 与 す る ス テ ッ プ を 含
む 、 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 抗 体 は 前 記 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 領 域 に 結 合 す る 、 請
求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 抗 体 は 、 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )お よ び Ｑ
Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ア ミ ノ 酸 領 域 に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫 不
全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ７ か ら １ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 に 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 他 の 治 療 薬 剤 を 治 療 上 有 効 な 量 投 与 す る ス テ ッ
プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に 感 染 し た 哺 乳 動 物 細 胞 に 治 療 用 分 子 を 送 達 す る 方 法 で あ っ て 、
前 記 哺 乳 動 物 細 胞 を 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 み 、 前 記 抗 体 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト は 、 前 記 治 療 用 分 子 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗
体 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 抗 体 は 前 記 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 領 域 に 結 合 す る 、 請
求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 細 胞 は ヒ ト 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 抗 体 は 、 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )お よ び Ｑ
Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ア ミ ノ 酸 領 域 に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫 不
全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ４ か ら １ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 哺 乳
動 物 に 、 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 治 療 上 有 効 な 量 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 前 記 抗 体 コ ン ジ
ュ ゲ ー ト は 、 治 療 薬 剤 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を
含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 抗 体 は 前 記 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 領 域 に 結 合 す る 、 請
求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 抗 体 は 、 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )お よ び Ｑ
Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ア ミ ノ 酸 領 域 に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫 不
全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ か ら ２ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 に 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 他 の 治 療 薬 剤 を 治 療 上 有 効 な 量 投 与 す る ス テ ッ
プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に 感 染 し た 哺 乳 動 物 細 胞 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 哺 乳 動 物 の 細 胞 を 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 み 、 前 記 抗 体 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト は ラ ベ ル と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を
含 み 、 前 記 方 法 は さ ら に
　 （ ｂ ） 付 着 さ れ た 前 記 ラ ベ ル を 有 す る 細 胞 を 検 出 す る こ と に よ っ て 前 記 エ ン ベ ロ ー プ ウ
イ ル ス に 感 染 し た 前 記 細 胞 を 同 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 抗 体 は 前 記 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 領 域 に 結 合 す る 、 請
求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ り 、 前 記 抗 体 は 、 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ
Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )お よ び Ｑ Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ
:３ )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 領 域 に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、 請 求 項 ２
８ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫 不
全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ か ら ３ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 ラ ベ ル は 蛍 光 ラ ベ ル で あ り 、 付 着 さ れ た 前 記 ラ ベ ル を 有 す る 前 記 細 胞 は 蛍 光 活 性 化
細 胞 選 別 器 を 用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 哺 乳 動 物 由 来 の 流 体 か ら の 、 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 の エ ク ス ビ ボ 除 去 の
方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 前 記 流 体 を 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 十 分 量 と と
も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｂ ） 前 記 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に 結 合 さ れ た 細 胞 を 前 記 流 体 か ら 除 去 す る ス テ ッ プ と を 含
む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 抗 体 は 前 記 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 領 域 に 結 合 す る 、 請
求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 流 体 は 血 液 ま た は 血 清 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ３ ４ ま た は ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ
： ２ )お よ び Ｑ Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 領 域 に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫 不
全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に 結 合 さ れ た 前 記 細 胞 は 、 前 記 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に 結 合 す る 抗 体
を 含 む カ ラ ム を 用 い て 除 去 さ れ る 、 請 求 項 ３ ４ ま た は ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 処 置 ま た は 防 止 す る 方 法 で あ っ て
、 前 記 哺 乳 動 物 に 治 療 上 ま た は 予 防 上 十 分 な 量 の ワ ク チ ン 組 成 物 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含
み 、 前 記 ワ ク チ ン 組 成 物 は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 前 記 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 領 域 を 含 む
、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )
お よ び Ｑ Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 少 な く と も ５ ア ミ ノ 酸 の 断 片 を 含 む 、 請 求 項 ４ ３ に
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記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫 不
全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 処 置 ま た は 防 止 す る 方 法 で あ っ て
、 前 記 哺 乳 動 物 に 治 療 上 ま た は 予 防 上 十 分 な 量 の Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 組 成 物 を 投 与 す る ス テ ッ
プ を 含 み 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 組 成 物 は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 前 記 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端
領 域 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )
お よ び Ｑ Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 少 な く と も ５ ア ミ ノ 酸 の 断 片 を 含 む 、 請 求 項 ４ ８ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫 不
全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 こ の 出 願 は 、 全 体 に わ た っ て こ こ に 引 用 に よ り 援 用 す る ２ ０ ０ ２ 年 １ ０ 月 １ 日 に 提 出 さ
れ た 米 国 特 許 仮 出 願 番 号 第 ６ ０ ／ ４ １ ５ ， ２ ９ ９ 号 の 米 国 特 許 法 第 １ １ ９ 条 （ ｅ ） に よ る
利 益 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 １ ．
　 こ の 発 明 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 し て ウ イ ル ス 生 成 を 阻 害 ま た は 減 少 さ せ る
抗 体 に 関 す る 。 こ の 発 明 は ま た 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い て 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 を 含 む ウ イ ル ス
感 染 の 処 置 を 行 な う 方 法 に 関 す る 。 こ の 発 明 は さ ら に 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い て ウ イ ル
ス 感 染 細 胞 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ２ ．
　 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ な ど の ウ イ ル ス 性 疾 患 の 病 因 に お い て 、 病 原 体 と 宿 主 細 胞 の 相 互 作 用 は 重 要 な
役 割 を 演 じ る 。 典 型 的 な ウ イ ル ス 感 染 の た め に は 、 ウ イ ル ス は 細 胞 表 面 受 容 体 を 通 じ て 宿
主 細 胞 に 付 着 し 、 宿 主 細 胞 膜 と 融 合 し 、 細 胞 膜 を 横 切 っ て 移 動 し 、 ウ イ ル ス 粒 子 を 脱 外 被
し 、 宿 主 タ ン パ ク 質 合 成 機 構 を 用 い て ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 合 成 お よ び 集 合 し 、 宿 主 の 輸
送 機 構 を 通 じ て 宿 主 細 胞 か ら 放 出 す る 必 要 が あ る 。 ウ イ ル ス と 宿 主 細 胞 と の 相 互 作 用 は 、
ウ イ ル ス 病 因 の 、 ウ イ ル ス の 除 去 か ら 寄 生 ま た は 致 命 的 な 感 染 ま で に わ た る 結 果 を 定 め る
。 た と え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ は ヒ ト 細 胞 に 生 産 的 に 感 染 す る た め に さ ま ざ ま な 戦 略 を 用 い る 。 レ ト
ロ ウ イ ル ス の 生 活 環 は 、 宿 主 細 胞 に 付 着 す る こ と に よ っ て 始 ま る が 、 そ の 最 初 の 標 的 は Ｃ
Ｄ ４ ＋ Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 で あ り 、 特 定 の 受 容 体 を 介 し て 侵 入 す る 。 細 胞 内 で 、 Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム
は 「 逆 」 転 写 さ れ て 相 補 Ｄ Ｎ Ａ と な り 、 核 に 輸 送 さ れ て 宿 主 ゲ ノ ム に 組 込 ま れ る 。 こ の 組
込 ま れ た 「 プ ロ ウ イ ル ス 」 は 新 た な ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ お よ び タ ン パ ク 質 の 生 成 を 指 示 し 、 そ
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れ ら は 自 己 集 合 し て 、 形 質 膜 に 包 ま れ た 成 熟 し た 感 染 性 の ウ イ ル ス 粒 子 と し て 細 胞 か ら 「
出 芽 」 す る 。 す べ て の ウ イ ル ス と 同 様 、 Ｈ Ｉ Ｖ は 寄 生 性 で あ り 、 出 芽 過 程 を 行 な う 膜 分 裂
事 象 を 触 媒 で き な い 。 代 わ り に 、 新 生 ウ イ ル ス は 細 胞 の 膜 選 別 機 構 を 用 い て 感 染 の こ の 最
終 段 階 を 完 了 す る 。 こ う し た 宿 主 と ウ イ ル ス と の 相 互 作 用 は 、 欠 損 細 胞 表 面 受 容 体 （ Ｃ Ｃ
Ｒ ５ ） を 有 す る 個 体 が Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 に 対 し て 完 全 に 耐 性 で あ る こ と に よ っ て よ く 実 証 さ れ て
お り 、 ウ イ ル ス 病 因 に お け る 宿 主 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 経 路 の 重 要 な 役 割 が 解 明 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 腫 瘍 感 受 性 遺 伝 子 （ Tumor Susceptibility Gene） １ ０ １ （ Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 、 リ （ Ｌ ｉ ）
ら 、 1996, Cell 85, 319-29） は 、 細 胞 生 育 （ ゾ ン （ Zhong） ら 、 1998, Cancer Res 58, 2
699-702; オ ー （ Oh） ら 、 2002, Proc Natl Acad Sci USA 99, 5430-5; ク レ ン プ ラ ー （ Kr
empler） ら 、 2002, J Biol Chem 277, 43216-23; ワ グ ナ ー （ Wagner） ら 、 2003, Mol Cel
l Biol 23, 150-62; リ ら 、 1996, Cell 85, 319-29） 、 細 胞 タ ン パ ク 質 ト ラ フ ィ ッ キ ン グ
（ バ ブ ス ト （ Babst） ら 、 2000, Traffic 1, 248-58; ビ シ ョ ッ プ （ Bishop） ら 、 2002, J 
Cell Biol 157, 91-101） 、 お よ び ｐ ５ ３ の 分 解 （ リ ら 、 2001, Proc Natl Acad Sci USA 
98, 1619-24; ル ラ ン ド （ Ruland） ら 、 2001, Proc Natl Acad Sci USA 98, 1859-64; モ
イ レ ッ ト － ラ ー レ （ Moyret-Lalle） ら 、 2001, Cancer Res 61, 486-8） に お い て 重 要 な 役
割 を 行 な う 。 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ は ま た 、 こ の 最 終 段 階 に お け る 重 要 な 役 割 を 持 つ も の と し て 広
く 認 識 さ れ て お り 、 細 胞 内 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 阻 害 は Ｈ Ｉ Ｖ の 出 芽 過 程 を 妨 げ る 。 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０
１ は 他 の 細 胞 内 因 子 と 協 力 し て 作 用 す る こ と に よ り 、 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス の 出 芽 ま た は 展 開 に
お け る 重 要 な 役 割 を 演 じ る 。 ウ イ ル ス の 集 合 お よ び 出 芽 を 調 整 す る こ と が 以 前 に 示 さ れ て
い た Ｈ Ｉ Ｖ 　 Ｇ ａ ｇ タ ン パ ク 質 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ と 高 い 親 和 性 で 結 合 し 、 こ の Ｇ ａ ｇ ／ Ｔ
Ｓ Ｇ １ ０ １ 相 互 作 用 は 効 率 的 な Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 集 合 お よ び 出 芽 に 欠 か せ な い も の で あ り 、
Ｇ ａ ｇ ／ Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 相 互 作 用 の 分 断 は Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 出 芽 を 防 止 し 、 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス の
広 が り を 大 き く 制 限 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス 集 合 の 集 合 に お け る 最 終 ス テ ッ プ は 、 細 胞 膜 か ら の 出 芽 粒 子 の 分
離 を 必 要 と す る 。 Ｇ ａ ｇ に お け る ３ つ の 別 個 の 機 能 ド メ イ ン 、 す な わ ち 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ に お
け る Ｐ Ｔ Ａ Ｐ （ ゴ ッ ト リ ン ガ ー （ Gottlinger） ら 、 1991, Proc Natl Acad Sci USA 88, 3
195-9; ホ ワ ン （ Huang） ら 、 1995, J Virol 69, 6810-8） と 、 Ｒ Ｓ Ｖ （ ペ ア レ ン ト （ Pare
nt） ら 、 1995, J Virol 69, 5455-60） 、 Ｍ ｕ Ｌ Ｖ （ ユ エ ン （ Yuan） ら 、 1999, Embo J 18
, 4700-10） お よ び Ｍ － Ｐ Ｍ Ｖ （ ヤ ス ダ （ Yasuda） ら 、 1998, J Virol 72, 4095-103） に
お け る Ｐ Ｐ Ｐ Ｙ と 、 Ｅ Ｉ Ａ Ｖ に お け る Ｙ Ｘ Ｘ Ｌ （ パ フ ァ ー （ Puffer） ら 、 1997, J Virol 
71, 6541-6） と が 、 こ の 機 能 に 必 要 と さ れ る と し て 異 な る レ ト ロ ウ イ ル ス に お い て 同 定 さ
れ 、 後 期 （ late） ま た は Ｌ ド メ イ ン と 名 付 け ら れ た （ ウ ィ ル ズ （ Wills） ら 、 1991, Aids 
5, 639-54） 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ に お い て 、 Ｌ ド メ イ ン は Ｐ Ｔ Ａ Ｐ モ チ ー フ を 含 み 、 効 率 的 な Ｈ
Ｉ Ｖ － １ の 放 出 に 必 要 と さ れ る （ た と え ば 、 ウ ィ ル ズ ら 、 1994, J. Virol. 68, 6605-661
8; ゴ ッ ト リ ン ガ ー ら 、 1991, Proc Natl Acad Sci USA 88, 3195-3199; ホ ワ ン ら 、 1995,
 J Virol 69, 6810-6818を 参 照 ） 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ ｐ ６ の Ｌ ド メ イ ン 、 特 に Ｐ Ｔ Ａ Ｐ モ チ ー フ
が 細 胞 タ ン パ ク 質 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ に 結 合 し 、 そ れ を ウ イ ル ス 集 合 の 部 位 に 入 れ て ウ イ ル ス 出
芽 を 行 な う （ バ ー プ ラ ン ク （ VerPlank） ら 、 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:7724
-7729; ガ ル ス （ Garrus） ら 、 2001, Cell 107:55-65; マ ー テ ィ ン － セ ラ ー ノ （ Martin-Se
rrano） ら 、 2001, Nature Medicine 7:1313-19; ポ ル ニ ロ ス （ Pornillos） ら 、 2002, EMB
O J. 21:2397-2406; デ ミ ロ フ （ Demirov） ら 、 2002, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:95
5-960; Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ 02/072790号 ; 米 国 特 許 出 願 第 Ｕ Ｓ 2002/0177207号 ） 。 Ｔ Ｓ Ｇ １
０ １ の Ｕ Ｅ Ｖ ド メ イ ン は Ｐ Ｔ Ａ Ｐ モ チ ー フ お よ び モ ノ ユ ビ キ チ ン に 結 合 し （ ポ ル ニ ロ ス ら
、 2002, EMBO J. 21:2397-406; ポ ル ニ ロ ス ら 、 2002, Nat Struct Biol 9, 812-7） 、 こ
の モ ノ ユ ビ キ チ ン も ま た Ｈ Ｉ Ｖ － １ 出 芽 に 関 わ っ て い る （ パ ト ナ イ ク （ Patnaik） ら 、 200
0, Proc Natl Acad Sci USA 97, 13069-74; シ ュ ー ベ ル ト （ Schubert） ら 、 2000, Proc N
atl Acad Sci USA 97, 13057-62; ス ト ラ ッ ク （ Strack） ら 、 2000, Proc Natl Acad Sci 
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USA 97, 13063-8） 。 細 胞 内 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 枯 渇 （ ガ ル ス ら 、 2001, Cell 107:55-65） ま
た は 短 く し た 形 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 過 剰 発 現 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ の 放 出 を 阻 害 す る （ デ ミ ロ フ ら
、 2002, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:955-960） 。 特 定 の 状 況 下 で は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １
は ウ イ ル ス 放 出 を 促 進 す る た め に Ｈ Ｉ Ｖ － １ の Ｌ ド メ イ ン の 代 わ り に な る こ と す ら で き る
（ マ ー テ ィ ン － セ ラ ー ノ ら 、 2001, Nature Medicine 7:1313-19） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 酵 母 に お い て は 、 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ オ ー ソ ロ グ の Ｖ ｐ ｓ ２ ３ が Ｖ ｐ ｓ ２ ８ お よ び Ｖ ｐ ｓ ３ ７
と 相 互 作 用 し て 、 多 胞 体 経 路 へ の エ ン ド ソ ー ム タ ン パ ク 質 選 別 に 対 し て 重 要 な Ｅ Ｓ Ｃ Ｒ Ｔ
－ Ｉ と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 示 さ れ て い る （ カ ッ ツ マ ン （ Katzmann
） ら 、 2001, Cell 106, 145-55） 。 こ の 細 胞 内 で の 多 胞 体 形 成 が 、 形 質 膜 に お け る Ｈ Ｉ Ｖ
－ １ の 放 出 に 似 て い る の で は な い か と い う 仮 説 が 立 て ら れ て い る （ ガ ル ス ら 、 2001, Cell
 107:55-65; パ ト ナ イ ク ら 、 2000, Proc Natl Acad Sci USA 97, 13069-74） 。 哺 乳 動 物
細 胞 に お い て 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ は Ｖ ｐ ｓ ２ ８ と 相 互 作 用 し て 、 Ｅ Ｓ Ｃ Ｒ Ｔ － Ｉ 様 の 複 合 体 を
形 成 す る （ バ ブ ス ト ら 、 2000, Traffic 1, 248-58; ビ シ ョ ッ プ ら 、 2002, J Cell Biol 1
57, 91-101; ビ シ ョ ッ プ ら 、 2001, J Biol Chem 276, 11735-42） が 、 Ｖ ｐ ｓ ３ ７ の 哺 乳
動 物 の 相 同 体 は ま だ 同 定 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 最 近 の 調 査 （ ブ ロ ウ ア ー （ Blower） ら 、 2003, AIDS Rev. 5:113-25; バ ル デ ィ セ リ （ Va
ldiserri） ら 、 2003, Nat Med. 9:881-6） で は 、 世 界 中 で ４ ２ ０ ０ 万 人 も の 人 が Ｈ Ｉ Ｖ に
感 染 し て い る と 見 積 も ら れ て い る 。 こ の 疾 患 で 既 に ３ ０ ０ 万 人 を 超 え る 人 が 死 亡 し て い る
。 先 進 国 に お い て は 、 高 度 に 効 き 目 が 高 い タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ さ れ た 組 合 せ 療 法 の 出 現 に よ
り Ａ Ｉ Ｄ Ｓ の 進 行 が 遅 ら さ れ て い る が 、 発 展 途 上 国 、 特 に ２ １ ０ ０ 万 人 よ り 多 く の ア フ リ
カ 人 が 感 染 し て い る ア フ リ カ に お い て は 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ の 汎 流 行 が 「 人 間 発 展 カ タ ス ト ロ フ ィ
（ human development catastrophe） 」 を も た ら し て い る 。 南 ア フ リ カ だ け で も 、 死 者 は
２ ０ １ ５ 年 ま で に １ ０ ０ ０ 万 人 に 上 る と 予 測 さ れ て い る 。 関 連 す る 統 計 は ア ジ ア 太 平 洋 領
域 に お い て も 同 様 の 危 険 性 が あ る こ と を 警 告 し て お り 、 こ こ に は 国 連 の 見 積 り に よ る と 、
７ ０ ０ 万 人 よ り 多 く の Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 個 体 が 存 在 す る 。 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 汎 流 行 の 影 響 は 、 最 近 感 染 し
た 患 者 の 増 加 数 を 処 置 す る た め の 資 源 を 持 た な い 診 療 所 の 限 度 を 大 き く 上 回 っ て い る （ 南
ア フ リ カ の 成 人 人 口 の ２ ０ ％ 近 く が 感 染 し て い る ） 。 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 し た 患 者 お よ び 深 刻 な 病
状 の Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 患 者 の 処 置 が 、 ア フ リ カ お よ び そ の 他 の 発 展 途 上 国 の 既 に 過 負 担 の 健 康 管 理
シ ス テ ム を 圧 迫 し て い る 。 さ ら に 悪 い こ と に 、 Ｈ Ｉ Ｖ に 対 す る 現 在 の 処 置 は 、 当 初 は ウ イ
ル ス 負 荷 を 減 少 さ せ る こ と に 成 功 し て い た に も か か わ ら ず 、 そ の 効 力 を 失 い 始 め て い る 。
新 た に 感 染 し た 個 体 に お い て 薬 剤 耐 性 Ｈ Ｉ Ｖ 株 が 単 離 さ れ る こ と が 増 え て い る た め で あ る
。 Ｈ Ｉ Ｖ 疾 患 の 治 療 技 術 を さ ら に 複 雑 に し て い る の は 、 現 在 の 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 摂 生 の 毒
性 で あ り 、 そ の 大 き さ の た め に 、 医 師 が 処 置 を 開 始 お よ び 持 続 す る た め の 判 断 が 複 雑 に な
っ て い る 。 Ｈ Ｉ Ｖ 疾 患 の 処 置 に 対 す る 新 た な 治 療 範 例 の 同 定 、 特 に 耐 性 の 発 達 を 遅 ら せ る
保 証 の あ る 作 用 機 構 を 有 す る も の の 同 定 は 、 生 物 薬 剤 産 業 に 対 す る 世 界 的 な 挑 戦 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 多 く の ウ イ ル ス は 非 常 に 突 然 変 異 を 起 こ し や す い 。 こ う し た ウ イ ル ス を 直 接 タ ー
ゲ ッ テ ィ ン グ す る こ と に 依 存 す る 方 法 お よ び 組 成 物 は 通 常 、 こ う し た ウ イ ル ス に よ る 感 染
の 処 置 に お い て 十 分 で な い 。 た と え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ は 非 常 に 突 然 変 異 を 起 こ し や す い ウ イ
ル ス で あ り 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 感 染 の 過 程 に お い て 、 感 染 個 体 に お い て 生 成 さ れ る 抗 体 は 永 続 的
な 保 護 効 果 を 与 え な い 。 そ れ は 一 部 に は 、 中 和 回 避 変 異 体 （ タ ー リ （ Thali） ら 、 1992, J
. Acquired Immune Deficiency Syndromes 5:591-599） の 迅 速 な 出 現 の た め で あ る 。 Ｈ Ｉ
Ｖ 感 染 個 体 の 処 置 に 対 す る 現 在 の 療 法 は 主 に 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 の ２ つ の 別 個 の 段 階 、 す な わ ち
ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 複 製 と ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 成 熟 と に か か わ る ウ イ ル ス 酵 素 に 焦 点 を 当
て て い る 。 ウ イ ル ス は 頻 繁 に 突 然 変 異 を 起 こ す た め 、 薬 物 の 最 初 の 治 療 効 果 に か か わ ら ず
、 抗 ウ イ ル ス 阻 害 剤 に 耐 性 の 株 が 迅 速 に 発 達 す る 。 最 近 の 研 究 の １ つ に お い て は 、 薬 剤 耐
性 Ｈ Ｉ Ｖ 株 に 新 た に 感 染 し た 個 体 の パ ー セ ン テ ー ジ が ５ 年 間 で ６ 倍 増 加 し た （ リ ト ル （ Li
ttle） ら 、 2002, N Engl J Med. 347:385-94） 。 さ ら に 、 現 在 の 手 当 の 標 準 で あ る 、 逆 転
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写 酵 素 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ の 両 方 の 阻 害 剤 に よ っ て Ｈ Ｉ Ｖ を 攻 撃 す る 組 合 せ 療 法 は 、 多 重
薬 剤 耐 性 Ｈ Ｉ Ｖ 株 の 発 達 を も た ら し て い る 。 新 た な Ｈ Ｉ Ｖ に 基 づ く 標 的 に 向 け ら れ た 抗 レ
ト ロ ウ イ ル ス 薬 は か な り の 価 値 が あ る が 、 こ の 徐 々 に 重 要 に な っ て き て い る 問 題 に 対 処 し
て い な い 。 た と え ば 、 抗 － Ｈ Ｉ Ｖ 装 備 に 最 も 新 し く 加 わ っ た フ ュ ー ゼ オ ン （ 登 録 商 標 ） （
エ ン フ ュ ー ビ ル タ イ ド ） に 耐 性 の Ｈ Ｉ Ｖ 株 が 患 者 か ら 既 に 単 離 さ れ て い る 。 し た が っ て 、
そ の 抗 ウ イ ル ス 効 力 お よ び 新 た な 作 用 機 構 に も か か わ ら ず 、 薬 剤 耐 性 が フ ュ ー ゼ オ ン （ 登
録 商 標 ） な ど の ウ イ ル ス 融 合 阻 害 剤 の 治 療 の 可 能 性 を 揺 る が し て い る よ う で あ る 。 し た が
っ て 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 な ど の ウ イ ル ス 感 染 に 立 ち 向 か う 新 た な 治 療 お よ び 防 止 策 を 開 発 す る 必
要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ こ で の 考 察 ま た は 参 考 文 献 の 引 用 は 、 こ う し た 参 考 文 献 が こ の 発 明 に 対 す る 先 行 技 術
で あ る と 容 認 す る も の で あ る と 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ３ ．
　 こ の 発 明 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て ウ イ ル ス 生 成 を 阻 害 ま た
は 減 少 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 は ま た 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い て ウ イ ル ス 感 染
を 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 は ま た 、 感 染 細 胞 の 表 面 に お い て Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ を タ
ー ゲ ッ テ ィ ン グ し 、 た と え ば こ う し た 感 染 細 胞 に 治 療 用 お よ び ／ ま た は 診 断 用 薬 剤 を 送 達
す る な ど に よ っ て 、 ウ イ ル ス 感 染 を 処 置 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 局 面 の １ つ に お い て 、 こ の 発 明 は エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に 感 染 し た 哺 乳 動 物 細 胞 か ら の
ウ イ ル ス 出 芽 を 減 少 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 を Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ
ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 の 十 分 量 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。 別 の 局 面 に お い て 、 こ の
発 明 は 、 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に 感 染 し た 哺 乳 動 物 細 胞 に 治 療 用 分 子 を 送 達 す る 方 法 を 提
供 し 、 こ の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 を 、 治 療 用 分 子 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ
ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。 好 ま し
い 態 様 に お い て 、 抗 体 は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 領 域 に 結 合 す
る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 哺 乳 動 物 細 胞 は ヒ ト 細 胞 で あ る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て
、 抗 体 は 、 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )お よ び Ｑ Ｌ Ｒ
Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア
ミ ノ 酸 領 域 に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 好 ま し く は 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル
ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ
イ ル ス お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 こ の 発 明 は 哺 乳 動 物 に お け る エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 処
置 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 哺 乳 動 物 に 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を
治 療 上 有 効 な 量 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 こ の 発 明 は 哺 乳 動 物
に お け る エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 処 置 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 哺
乳 動 物 に 、 治 療 薬 剤 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 含
む 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 治 療 上 有 効 な 量 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て
、 抗 体 は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 領 域 に 結 合 す る 。 好 ま し い 態
様 に お い て 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ
Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )お よ び Ｑ Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ
Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ （ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 領 域 に 含 ま れ る エ
ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 好 ま し く は 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 さ ら に 別 の 好 ま し
い 態 様 に お い て 、 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、
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ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 お よ び エ ボ ラ ウ
イ ル ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 態 様 の １ つ に お い て 、 こ の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 に １ つ ま
た は そ れ 以 上 の 他 の 治 療 薬 剤 を 治 療 上 有 効 な 量 投 与 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に 感 染 し た 哺 乳 動 物 細 胞
を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 （ ａ ） 哺 乳 動 物 の 細 胞 を 、 ラ ベ ル と コ ン ジ ュ ゲ ー
ト さ れ た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 接 触 さ せ る
ス テ ッ プ と 、 （ ｂ ） 付 着 さ れ た ラ ベ ル を 有 す る 細 胞 を 検 出 す る こ と に よ っ て エ ン ベ ロ ー プ
ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 を 同 定 す る ス テ ッ プ と を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 は Ｔ
Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 領 域 に 結 合 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て
、 哺 乳 動 物 細 胞 は ヒ ト 細 胞 で あ る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ
Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )お よ び Ｑ Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ
Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 領 域 に 含 ま れ る エ ピ
ト ー プ に 結 合 す る 。 好 ま し く は 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に
お い て 、 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫
不 全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 態 様 の １ つ に お い て 、 ラ ベ ル は 蛍 光 ラ ベ ル で あ り 、 付 着 さ れ た ラ
ベ ル を 有 す る 細 胞 は 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 器 を 用 い て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 哺 乳 動 物 由 来 の 流 体 か ら の 、 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 の
エ ク ス ビ ボ （ ex vivo） 除 去 の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 （ ａ ） 流 体 を 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０
１ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 十 分 量 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る ス テ ッ プ
と 、 （ ｂ ） Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に 結 合 さ れ た 細 胞 を 流 体 か ら 除 去 す る ス テ ッ プ と を 含 む 。 流
体 は 血 液 ま た は 血 清 で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ
ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 領 域 に 結 合 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト
で あ る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )お よ び Ｑ Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ
Ｏ :３ )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 領 域 に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 好 ま し
く は 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 エ ン ベ ロ ー プ ウ イ
ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ
Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
態 様 の １ つ に お い て 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に 結 合 さ れ た 細 胞 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に 結 合 す
る 抗 体 を 含 む カ ラ ム を 用 い て 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 哺 乳 動 物 に お け る エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 処 置 ま た は 防 止
す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 に 治 療 上 ま た は 予 防 上 十 分 な 量 の ワ ク チ ン 組 成
物 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 ワ ク チ ン 組 成 物 は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端
ま た は Ｃ － 末 端 領 域 を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。 別 の 好 ま し
い 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  
Ｎ Ｏ ： ２ )お よ び Ｑ Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 領 域 を 含 む 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 エ ン ベ ロ ー
プ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型
（ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 。 態 様 の １ つ に お い て 、 こ の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 に 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 他 の 治 療 薬
剤 を 治 療 上 有 効 な 量 投 与 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 哺 乳 動 物 に お け る エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 処 置 ま た は 防 止
す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 哺 乳 動 物 に 、 治 療 上 ま た は 予 防 上 十 分 な 量 の Ｄ Ｎ Ａ ワ ク
チ ン 組 成 物 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク
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質 の 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む 。 態 様 の １ つ に お
い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 領 域
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。 さ ら
に 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 、 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ
Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )お よ び Ｑ Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ
Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 少 な く と も ５ ア ミ
ノ 酸 の 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 エ ン ベ
ロ ー プ ウ イ ル ス は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ
Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ５ ．
　 こ の 発 明 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て ウ イ ル ス 生 成 を 阻 害 ま た
は 減 少 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 は ま た 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い て ウ イ ル ス 感 染
を 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 は ま た 、 感 染 細 胞 の 表 面 に お い て Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ を タ
ー ゲ ッ テ ィ ン グ し 、 た と え ば こ う し た 感 染 細 胞 に 治 療 用 お よ び ／ ま た は 診 断 用 薬 剤 を 送 達
す る な ど に よ っ て 、 ウ イ ル ス 感 染 を 処 置 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 治 療 の 合 理 的 な 設 計 の た め に は 、 Ｈ Ｉ Ｖ 病 因 の 進 歩 し た 理 解 が 必 要 で あ る 。 最 近 の 研 究
に よ り 、 Ｈ Ｉ Ｖ お よ び エ ボ ラ ウ イ ル ス な ど の さ ま ざ ま な ウ イ ル ス の 病 因 に 宿 主 タ ン パ ク 質
Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ が 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 特 に 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ は ウ イ
ル ス 粒 子 が 感 染 細 胞 か ら 脱 出 ま た は 出 芽 す る 過 程 に 関 係 し て お り 、 し た が っ て 抗 ウ イ ル ス
薬 発 見 に 対 す る 新 た な 標 的 を 表 わ す も の で あ る 。 感 染 細 胞 か ら の エ ン ベ ロ ー プ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ
ル ス の 集 合 お よ び 放 出 の 下 に は 、 ウ イ ル ス お よ び 宿 主 タ ン パ ク 質 の 緊 密 な 協 力 が 存 在 す る
（ ペ レ ス （ Perez） ら 、 2001, Immunity 15(5): 687-90; フ リ ー ド （ Freed） , 2002, J Vi
rol 76(10): 4679-87; ポ ル ニ ロ ス ら 、 2002, Trends Cell Biol 12(12): 569-79） 。 感 染
の 最 終 段 階 を 支 配 す る タ ン パ ク 質 ： タ ン パ ク 質 お よ び タ ン パ ク 質 ： 膜 相 互 作 用 の 多 く は ま
だ 同 定 さ れ て い な い が 、 細 胞 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 は 重 要 な 役 割 を し て い る こ と が 示
さ れ て い る （ ガ ル ス ら 、 2001, Cell 107:55-65; カ ー タ ー （ Carter）  2002; ポ ル ニ ロ ス
ら 、 2002, Trends Cell Biol 12(12): 569-79; ポ ル ニ ロ ス ら 、 2002, Nat Struct Biol 9
, 812-7） 。 遺 伝 子 的 分 析 、 生 化 学 的 分 析 お よ び 顕 微 鏡 分 析 に よ り 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ は 、 レ
ト ロ ウ イ ル ス 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス お よ び フ ィ ロ ウ イ ル ス 族 の メ ン バ ー を 含 む 複 数 の エ ン ベ ロ
ー プ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス と 相 互 作 用 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 か な り の 進 化 上 の 相 違 に も か か わ ら ず 、 多 く の エ ン ベ ロ ー プ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス は 類 似 し た
戦 略 を 用 い て 感 染 の 最 終 段 階 を 完 了 す る （ マ ー テ ィ ン － セ ラ ー ノ ら 、 2001, Nature Medic
ine 7:1313-19; フ リ ー ド 、 2002 J Virol 76(10):4679-87） 。 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス １ 型
（ Ｈ Ｉ Ｖ － １ ） 、 水 疱 性 口 炎 ウ イ ル ス （ Ｖ Ｓ Ｖ ） 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス （ Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ ） 、 マ ー ル
ブ ル グ ウ イ ル ス （ Ｍ Ａ Ｒ Ｖ ） な ど に と っ て 特 に 重 要 な の は 、 細 胞 の 経 路 を ウ イ ル ス 粒 子 集
合 お よ び 出 芽 を 行 な う た め に 一 意 に 割 当 て る 配 列 モ チ ー フ で あ る 後 期 （ Late） ま た は Ｌ ド
メ イ ン で あ る 。 Ｌ ド メ イ ン 活 性 を 有 す る ３ つ の 配 列 モ チ ー フ が 特 徴 付 け さ れ て い る 。 す な
わ ち 、 Ｐ Ｐ ｘ Ｙ 、 Ｙ ｘ ｘ Ｌ お よ び Ｐ Ｔ Ａ Ｐ （ “ ｘ ” は あ ら ゆ る ア ミ ノ 酸 を 示 す ） で あ る 。
Ｈ Ｉ Ｖ － １ 出 芽 は 、 ｐ ６ Ｇ ａ ｇ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 に 見 ら れ る Ｐ Ｔ Ａ Ｐ モ チ ー フ を 必
要 と す る 。 Ｖ Ｓ Ｖ に 代 表 さ れ る よ う な ラ ブ ド ウ イ ル ス は 、 マ ト リ ッ ク ス （ Ｍ ） タ ン パ ク 質
内 の Ｐ Ｐ ｘ Ｙ モ チ ー フ を 利 用 す る 。 複 数 の ウ イ ル ス 族 の Ｌ ド メ イ ン は 、 エ ン ド ソ ー ム の 膜
選 別 に 対 し て 重 要 な 細 胞 タ ン パ ク 質 で あ る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ を 用 い る （ バ ー プ ラ ン ク ら 、 2001
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:7724-7729; ポ ル ニ ロ ス ら 、 2002, Nat Struct Biol 9
, 812-7） 。 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る ラ ン ダ ム ノ ッ ク ア ウ ト ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 最 初 に
同 定 さ れ た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ は ４ ３ Ｋ Ｄ ａ の 多 機 能 タ ン パ ク 質 で あ り 、 膜 ト ラ フ ィ ッ キ ン グ 、
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細 胞 周 期 調 節 、 微 小 管 集 合 お よ び タ ン パ ク 質 分 解 に か か わ る （ リ ら 、 1996, Cell 85, 319
-29; ビ シ ョ ッ プ ら 、 2001, J Biol Chem 276:11735-42; カ ッ ツ マ ン ら 、 2001,Cell 106, 
145-55; リ ら 、 2001, Proc Natl Acad Sci USA 98, 1619-24） 。 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の Ｃ － 末 端
は コ イ ル ド コ イ ル ド メ イ ン お よ び そ の 細 胞 内 レ ベ ル を 自 動 調 節 す る ド メ イ ン を 有 す る の に
対 し 、 Ｗ Ｗ お よ び Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン に 構 造 的 お よ び 機 能 的 に 似 て い る 結 合 ポ ケ ッ ト を 介 し て
複 数 の ウ イ ル ス Ｌ ド メ イ ン と 相 互 作 用 す る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ア ミ ノ 末 端 は 、 ユ ビ キ チ ン コ ン ジ
ュ ゲ ー ト し た （ Ｕ Ｂ Ｃ ） Ｅ ２ 酵 素 と 顕 著 な 相 同 性 を 有 す る （ ポ ル ニ ロ ス ら 、 2002, Nat St
ruct Biol 9, 812-7） 。 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の Ｕ Ｂ Ｃ 様 ド メ イ ン は 、 タ ン パ ク 質 の 回 転 お よ び 選
別 の 制 御 の 中 心 で あ る ７ ６ ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 の ユ ビ キ チ ン に 強 く 結 合 す る が 、 そ れ は 標
的 タ ン パ ク 質 の ユ ビ キ チ ン 化 に か か わ る 触 媒 シ ス テ イ ン 残 基 を 持 た な い （ ヒ ッ ケ （ Hicke
） 、 2001, Cell 106(5): 527-30） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 真 核 細 胞 に お い て 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ は Ｅ Ｓ Ｃ Ｒ Ｔ １ （ 輸 送 に 必 要 な エ ン ド ソ ー ム 選 別 複 合
体 ） の 成 分 で あ り 、 こ の Ｅ Ｓ Ｃ Ｒ Ｔ １ は 約 ３ ５ ０ ｋ Ｄ ａ の 細 胞 質 複 合 体 で あ っ て 、 Ｖ ｐ ｓ
２ ８ お よ び Ｖ ｐ ｓ ３ ７ も 含 む （ カ ッ ツ マ ン ら 、 2001, Cell 106, 145-55; ビ シ ョ ッ プ ら 、
2002, J Cell Biol 157, 91-101） 。 こ れ ら ３ つ の タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 お よ び 膜 ト ラ フ
ィ ッ キ ン グ に お け る そ れ ぞ れ の 役 割 は 現 在 調 査 中 で あ る 。 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 酵 母 相 同 体 で あ
る Ｖ ｐ ｓ ２ ３ は 、 タ ン パ ク 質 選 別 欠 損 を 機 能 的 に 相 補 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ た （ バ ブ
ス ト ら 、 2000, Traffic 1, 248-58） 。 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ レ ベ ル を 減 少 さ せ た 線 維 芽 細 胞 お よ
び 酵 母 Ｖ ｐ ｓ ２ ３ 完 全 欠 失 （ null） 変 異 体 は 、 ど ち ら も エ ン ド ソ ー ム ／ Ｍ Ｖ Ｂ 経 路 に お け
る 欠 陥 を 示 す 。 た と え ば 、 通 常 は リ ソ ソ ー ム 分 解 の た め に Ｍ Ｂ Ｖ 系 に 入 る 受 容 体 が 、 代 わ
り に 表 面 に 再 循 環 さ れ 、 細 胞 シ グ ナ リ ン グ に 大 き な 障 害 を も た ら す 。 カ ッ ツ マ ン ら は 最 近
の 実 験 的 分 析 に 基 づ き 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ／ Ｖ ｐ ｓ ２ ３ は 初 期 エ ン ド ソ ー ム の 表 面 に お い て ユ
ビ キ チ ン 化 さ れ た タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 そ れ ら が Ｍ Ｖ Ｂ 小 胞 に 入 る の を 助 け る こ と を 示 唆
し た （ カ ッ ツ マ ン ら 、 2001, Cell 106, 145-55） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ に 加 え て 、 Ｗ Ｗ ド メ イ ン を 有 す る 細 胞 タ ン パ ク 質 が エ ン ベ ロ ー プ Ｒ Ｎ Ａ ウ
イ ル ス の Ｌ ド メ イ ン 配 列 モ チ ー フ と 相 互 作 用 す る こ と が 示 さ れ た （ ハ ー テ ィ （ Harty） ら
、 2000, Proc Natl Acad Sci USA 97(25): 13871-6; キ コ ニ ョ ゴ （ Kikonyogo） ら 、 2001,
 Proc Natl Acad Sci USA 98(20): 11199-204） 。 た と え ば 、 フ ァ ー ウ ェ ス タ ン 結 合 ア ッ
セ イ に よ っ て 、 哺 乳 動 物 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ Ｎ ｅ ｄ ｄ ４ の Ｗ Ｗ ド メ イ ン お よ び そ の 酵 母 相
同 体 Ｒ ｓ ｐ ５ と Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ の Ｖ Ｐ ４ ０ Ｌ ド メ イ ン と の 特 定 的 な 相 互 作 用 が 示 さ れ た （ ハ ー テ
ィ ら 、 2000, Proc Natl Acad Sci USA 97(25): 13871-6; キ コ ニ ョ ゴ ら 、 2001, Proc Nat
l Acad Sci USA 98(20): 11199-204） 。 そ の デ ー タ は 、 ウ イ ル ス 出 芽 に お け る ユ ビ キ チ ン
の 重 要 な 役 割 を も 示 し て い る （ パ ト ナ イ ク ら 、 2000, Proc Natl Acad Sci USA 97, 13069
-74; カ ー タ ー 、 2002, Trends Microbiol 10(5): 203-5; マ イ ヤ ー ズ （ Myers） ら 、 2002,
 J Virol 76(22): 11226-35） 。 Ｎ ｅ ｄ ｄ ４ と Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ と の 間 に も 構 成 的 相 互 作 用 が
あ る か も し れ な い 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ は 、 エ ン ド ソ ー ム ／ Ｍ Ｖ Ｂ 経 路 に 全 く 関 係 し な い 態 様 で 感
染 細 胞 か ら 逃 れ る た め に Ｎ ｅ ｄ ｄ ４ お よ び Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ を 用 い て い る の か も し れ な い こ と
が 示 唆 さ れ て い る 。 し か し 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ は ウ イ ル ス 放 出 を 行 な う た め に ウ イ ル ス に よ っ
て 使 わ れ る 主 要 な 宿 主 因 子 と し て 広 く 認 め ら れ て い る 。 提 案 さ れ る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ／ Ｍ Ｖ Ｂ
結 合 は 部 分 的 に 、 Ｍ Ｖ Ｂ 形 成 の 生 物 物 理 的 過 程 に 基 づ い て お り 、 そ れ は エ ン ド ソ ー ム 脂 質
二 重 層 の 細 胞 質 か ら 内 腔 に 向 け て の 陥 入 を 含 む こ と が 知 ら れ て い る （ パ ト ナ イ ク ら 、 2000
, Proc Natl Acad Sci USA 97, 13069-74; ジ ャ ゼ ノ ス キ （ Jasenosky） ら 、 2001, J Viro
l 75(11): 5205-14） 。 エ ン ベ ロ ー プ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス も 同 様 の 位 相 要 因 に 面 す る 。 す な わ
ち 、 膜 の 内 部 小 葉 に お け る ウ イ ル ス 集 合 に 続 き 、 二 重 層 は や は り 細 胞 質 か ら 離 れ て 細 胞 外
環 境 に 向 け て め く れ る 必 要 が あ る 。 熱 力 学 的 に 安 定 な 二 重 層 を 分 割 す る い か な る 触 媒 能 力
も 有 さ な い ウ イ ル ス は 明 ら か に エ ン ド ソ ー ム 膜 因 子 を 助 け に 用 い て い る 。 し た が っ て 、 Ｔ
Ｓ Ｇ １ ０ １ ： Ｌ ド メ イ ン 相 互 作 用 は 、 新 生 ビ リ オ ン と 膜 分 裂 お よ び 出 芽 を 行 な う エ ン ド ソ
ー ム 機 構 と の 間 の 極 め て 重 要 な 連 結 体 を 提 供 し て い る だ ろ う 。 前 述 の と お り 、 Ｅ Ｓ Ｃ Ｒ Ｔ
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－ １ の 構 成 要 素 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ は 、 ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を 選 別 し て Ｍ Ｖ Ｂ 経 路
に 含 ま せ る 。 し か し こ の 選 別 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ お よ び 関 連 の エ ン ベ ロ ー プ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 感 染
し た 細 胞 に お い て は 覆 さ れ る か も 知 れ な い 。 す な わ ち 、 ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を
Ｍ Ｖ Ｂ 経 路 に 導 く 代 わ り に 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ お よ び そ の エ ン ド ソ ー ム 対 応 物 は 形 質 膜 お よ び
そ の 関 連 ウ イ ル ス 粒 子 が め く れ る よ う 指 示 し 、 形 質 膜 か ら 摘 み 取 ら れ る エ ン ベ ロ ー プ 粒 子
を 形 成 す る か も 知 れ な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ビ リ オ ン の 集 合 お よ び 放 出 を 行 な う 分 子 決 定 子 は ま だ 活 発 な 調 査 領 域 で あ る が 、 い く つ
か の 一 般 的 な 結 合 が 出 て い る 。 第 １ に 、 ビ リ オ ン 成 熟 の 際 に Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ が 形 質 膜 に 加 入
す る こ と が 完 全 に 要 求 さ れ る 。 中 心 的 な Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 役 割 を 支 持 す る デ ー タ は 強 力 で あ
る 。 す な わ ち 、 （ ｉ ） Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ Ｕ Ｂ Ｃ ド メ イ ン の 過 剰 発 現 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ Ｇ ａ ｇ 発 現
細 胞 に お け る Ｖ Ｌ Ｐ 形 成 を ト ラ ン ス ド ミ ナ ン ト に 妨 害 す る （ デ ミ ロ フ ら 、 2002, Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 99:955-960） 。 （ ii） Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 を 介 し た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 発 現 の 除 去
は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 出 芽 を 損 な う （ ガ ル ス ら 、 2001, Cell 107:55-65） 。 ま た 、 （ iii） こ れ
ら 両 方 の 場 合 に お い て 、 電 子 顕 微 鏡 分 析 に よ り 、 Ｌ ド メ イ ン 欠 損 ウ イ ル ス を 発 現 す る 細 胞
に お い て 見 ら れ る も の と 構 造 的 に 類 似 し た 、 膜 性 柄 を 介 し て 形 質 膜 に つ な が れ た ウ イ ル ス
粒 子 が 示 さ れ た 。 マ ー テ ィ ン － セ ラ ー ノ ら に よ っ て 示 さ れ た 通 り 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の フ ィ ロ
ウ イ ル ス Ｖ Ｐ ４ ０ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ － １ 　 ｐ ６ Ｇ ａ ｇ と の 結 合 を 妨 げ る よ う な Ｌ ド メ イ ン 点 突
然 変 異 は 、 ヒ ト 細 胞 か ら の ウ イ ル ス 粒 子 放 出 を か な り 減 少 さ せ 、 こ の 効 果 は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １
が 脂 質 二 重 層 に お い て ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 と 共 局 在 で き な く な る こ と と 一 致 す る （ マ ー テ
ィ ン － セ ラ ー ノ ら 、 2001, Nature Medicine 7:1313-19） 。 関 連 実 験 は 、 Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ の Ｌ ド
メ イ ン が 、 Ｖ Ｌ Ｐ 放 出 に 対 す る 識 別 可 能 な 影 響 な し に ｐ ６ Ｇ ａ ｇ の Ｌ ド メ イ ン と 置 換 可 能
で あ る こ と を 示 し て お り 、 こ れ は エ ン ベ ロ ー プ Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 出 芽 機 構 の 保 存 さ れ た 性
質 を 強 調 す る 。 重 要 な こ と に 、 一 旦 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ が Ｈ Ｉ Ｖ － １ の Ｇ ａ ｇ に 融 合 さ れ る と 、
Ｈ Ｉ Ｖ － １ の Ｌ ド メ イ ン は 重 要 で な く な る 。 し た が っ て 、 Ｌ ド メ イ ン の 主 要 な 役 割 は Ｔ Ｓ
Ｇ １ ０ １ を 形 質 膜 に 加 え る こ と で あ る 。 こ の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ と ウ イ ル ス Ｌ ド メ イ ン と の 間 の
相 互 作 用 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ お よ び Ｍ Ａ Ｒ Ｖ 感 染 の 防 止 お よ び 処 置 に 対 す る 新 た な 標 的
を 表 わ す （ ル バ ン （ Luban） 、 2001, Nat Med 7(12): 1278-80; シ ニ ア （ Senior） 、 2001,
 Drug Discov Today 6(23):1184-1186） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 発 明 者 は 、 ウ イ ル ス 感 染 を 阻 害 ま た は 減 少 さ せ る た め に 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い 得
る こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ５ ． １ ．
　 こ の 発 明 は 、 ウ イ ル ス 感 染 を 阻 害 ま た は 減 少 さ せ る た め の 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に
特 異 的 に 結 合 す る 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 の 用 法 を 含 む 。 し た が っ て 、 こ う し た 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １
０ １ 抗 体 は 広 範 囲 の 抗 ウ イ ル ス 剤 と し て 用 い ら れ 得 る 。 こ こ で 用 い ら れ る 「 抗 体 」 と い う
用 語 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を 示 す 。 態 様 の １ つ に お い て 、 抗 体 は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質
の Ｃ － 末 端 領 域 に 結 合 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 は ア ミ ノ 酸 領 域 Ｑ Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ
Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ ） に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 別
の 態 様 に お い て 、 抗 体 は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 領 域 に 結 合 す る 。 好 ま し い 態
様 に お い て 、 抗 体 は ア ミ ノ 酸 領 域 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  
Ｎ Ｏ ： ２ )に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 エ ピ ト ー プ 」 は 抗 原 決 定 基 、 す な わ ち 宿 主 に お け る 免 疫 応 答 を 誘 発
す る か 、 ま た は 抗 体 に よ っ て 結 合 さ れ る 分 子 の 領 域 を 示 す 。 こ の 領 域 は 連 続 的 な ア ミ ノ 酸
を 含 ん で も よ い が 必 ず し も 含 ま な く て も よ い 。 エ ピ ト ー プ と い う 用 語 は 当 該 技 術 分 野 に お
い て 「 抗 原 決 定 基 」 と し て も 公 知 で あ る 。 エ ピ ト ー プ は 、 宿 主 の 免 疫 系 に 対 し て 一 意 で あ
る 空 間 的 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に お い て た っ た ３ 個 の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い て も よ い 。 一 般 的
に 、 エ ピ ト ー プ は 少 な く と も ５ 個 の こ う し た ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と
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も ８ － １ ０ 個 の こ う し た ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 こ う し た ア ミ ノ 酸 の 空 間 的 コ ン フ ォ メ ー シ ョ
ン を 決 定 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 断 片
の 用 法 も 想 定 し て い る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 活 性 断 片 の 例 と し て は 、 抗 体 を ペ プ シ
ン ま た は パ パ イ ン な ど の 酵 素 で 処 理 す る こ と に よ っ て 生 成 で き る Ｆ （ ａ ｂ ） お よ び Ｆ （ ａ
ｂ ′ ） ２ 断 片 が あ る 。 抗 体 の 免 疫 活 性 断 片 を 生 成 お よ び 発 現 す る 方 法 の 例 は 、 こ こ に 全 体
に わ た り 引 用 に よ り 援 用 す る 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ４ ８ ， ２ ３ ７ 号 に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 は 、 カ ッ パ 、 ラ ム ダ 、 ア ル フ ァ 、 ガ ン マ 、 デ ル タ 、 イ プ シ ロ ン お よ
び ミ ュ ー 定 常 領 域 な ら び に 無 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 を 含 む 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ
れ る 。 軽 鎖 （ Ｌ 鎖 ） は カ ッ パ ま た は ラ ム ダ の い ず れ か に 分 類 さ れ る 。 軽 鎖 は 可 変 軽 （ Ｖ L

） お よ び 定 常 軽 （ Ｃ L ） ド メ イ ン を 含 む 。 重 鎖 （ Ｈ 鎖 ） は ガ ン マ 、 ミ ュ ー 、 ア ル フ ァ 、 デ
ル タ 、 ま た は イ プ シ ロ ン に 分 類 さ れ 、 そ れ ら は 順 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ
、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ お よ び Ｉ ｇ Ｅ を 定 め る 。 重 鎖 は 、 可 変 重 （ Ｖ H ） 、 定 常 重 １ （ Ｃ Ｈ １ ）
、 ヒ ン ジ 、 定 常 重 ２ （ Ｃ Ｈ ２ ） 、 お よ び 定 常 重 ３ （ Ｃ Ｈ ３ ） ド メ イ ン を 含 む 。 Ｉ ｇ Ｇ 重 鎖
は さ ら に そ の 配 列 の 変 化 に 基 づ い て サ ブ ク ラ ス 化 さ れ 、 そ の サ ブ ク ラ ス は Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ
Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ お よ び Ｉ ｇ Ｇ ４ と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 抗 体 は さ ら に ２ 組 の 軽 お よ び 重 ド メ イ ン に 分 け る こ と が で き る 。 対 に な っ た Ｖ L お よ び
Ｖ H ド メ イ ン の 各 々 は 一 連 の ７ つ の サ ブ ド メ イ ン を 含 む 。 す な わ ち 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域
１ （ Ｆ Ｒ １ ） 、 相 補 性 決 定 領 域 １ （ Ｃ Ｄ Ｒ １ ） 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 ２ （ Ｆ Ｒ ２ ） 、 相 補
性 決 定 領 域 ２ （ Ｃ Ｄ Ｒ ２ ） 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 ３ （ Ｆ Ｒ ３ ） 、 相 補 性 決 定 領 域 ３ （ Ｃ Ｄ
Ｒ ３ ） 、 お よ び フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 ４ （ Ｆ Ｒ ４ ） で あ り 、 こ れ ら が 抗 体 － 抗 原 認 識 ド メ イ
ン を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 適 切 な 抗 原 特 異 性 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら の 遺 伝 子 を 適 切 な 生 物 活 性 の 第 ２ の ヒ ト 抗
体 か ら の 遺 伝 子 と と も に ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ っ て キ メ ラ 抗 体 を 作 成 し て も よ い 。
よ り 特 定 的 に は 、 抗 体 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 第 ２ の 抗 体 分 子 か ら の 定 常 領 域 遺
伝 子 と と も に ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ っ て キ メ ラ 抗 体 が 作 成 さ れ て も よ い 。 こ の 方 法
は 、 相 補 性 決 定 領 域 が マ ウ ス で あ り フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 が ヒ ト で あ る こ と に よ っ て そ の 抗
体 で 処 置 さ れ た ヒ ト 患 者 の 免 疫 応 答 の 可 能 性 を 減 少 さ せ る ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生
成 す る の に 用 い ら れ る （ 全 体 に わ た り こ こ に 引 用 に よ り 援 用 す る 米 国 特 許 第 ４ ， ８ １ ６ ，
５ ６ ７ 号 、 第 ４ ， ８ １ ６ ， ３ ９ ７ 号 、 第 ５ ， ６ ９ ３ ， ７ ６ ２ 号 、 第 ５ ， ５ ８ ５ ， ０ ８ ９ 号
、 第 ５ ， ５ ６ ５ ， ３ ３ ２ 号 お よ び 第 ５ ， ８ ２ １ ， ３ ３ ７ 号 ） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ の 発 明 に お い て 用 い る た め に 好 適 な 抗 体 は 天 然 供 給 源 か ら 得 て も 、 ま た は 遺 伝 子 工 学
技 術 に よ る 定 常 領 域 機 能 の 変 更 を 含 む 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 、 組 換 え も し く は 化 学 合 成 法 に よ
っ て 生 成 さ れ て も よ い （ 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ２ ４ ， ８ ２ １ 号 ） 。 こ の 発 明 の 抗 体 は い ず れ の
ア イ ソ タ イ プ で あ っ て も よ い が 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 抗 体 は た と え ば 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン と し て 存 在 し て も 、 ま た は パ パ イ ン も し く は ペ プ
シ ン な ど の さ ま ざ ま な ペ プ チ ダ ー ゼ に よ る 消 化 に よ っ て 生 成 さ れ る い く つ か の よ く 特 徴 付
け さ れ た 断 片 に 切 断 さ れ て も よ い 。 ペ プ シ ン は 抗 体 を ヒ ン ジ 領 域 中 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の
下 で 消 化 し て 、 軽 鎖 が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て Ｖ Ｈ － Ｃ Ｈ １ に つ な が れ て な る Ｆ ａ ｂ の
二 量 体 で あ る 、 抗 体 の Ｆ （ ａ ｂ ） ′ ２ 断 片 を 生 成 す る 。 ヒ ン ジ 領 域 中 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合
を 切 断 す る こ と に よ っ て Ｆ （ ａ ｂ ） ′ ２ 二 量 体 を Ｆ ａ ｂ ′ 単 量 体 に 変 え る た め の 穏 や か な
条 件 下 で 、 Ｆ （ ａ ｂ ） ′ ２ を 減 少 さ せ て も よ い 。 Ｆ ａ ｂ ′ 単 量 体 は 本 質 的 に ヒ ン ジ 領 域 の
部 分 を 有 す る Ｆ ａ ｂ で あ る 。 エ ピ ト ー プ 、 抗 体 お よ び 抗 体 断 片 の 詳 細 な 説 明 に つ い て は 、
ポ ー ル （ Paul） 編 、 １ ９ ９ ３ 年 「 基 礎 免 疫 学 （ Fundamental Immunology） 」 第 ３ 版 （ ニ ュ
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ー ヨ ー ク : Raven Press） を 参 照 さ れ た い 。 こ う し た Ｆ ａ ｂ ′ 断 片 を 、 化 学 的 に 、 ま た は
組 換 Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い て 、 新 規 に （ de novo） 合 成 し て も よ い こ と を 当 業 者 は 認 識 す る だ
ろ う 。 よ っ て こ こ で 用 い ら れ る 抗 体 断 片 と い う 用 語 は 、 抗 体 全 体 の 変 形 に よ っ て 生 成 さ れ
た 抗 体 断 片 ま た は 新 規 に 合 成 さ れ た も の を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 抗 体 は ま た 単 一 鎖 抗 体 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） で あ っ て も よ く 、 こ れ は 一 般 的 に
、 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン が ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ を 介 し て 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン に 融 合 さ れ て な
る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 ウ イ ル ス 感 染 を 阻 害 ま た は 減 少 さ せ る た め の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の
ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 の 用 法 も 含 む 。 こ こ で 用 い ら れ る 、 こ の 発 明 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体
の ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 と は 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 集 団 を 示 し 、 そ れ は 各 々 が 異 な る 結
合 特 異 性 を 有 す る 複 数 の 異 な る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 含 む 。 態 様 の １ つ に お い て 、 抗 －
Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 集 団 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｃ － 末 端 領 域 に 結 合 す る 抗 体 を 含
む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 集 団 は 、 ア ミ ノ 酸 領 域 Ｑ Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ
Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )に 含 ま れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の エ
ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 集 団 は 、 Ｔ
Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 領 域 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 抗 －
Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 集 団 は 、 ア ミ ノ 酸 領 域 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ
Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )に 含 ま れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 好 ま し く は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 の 複 数 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン
パ ク 質 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 性 を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 集 団 中 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 １ ０ ％
、 ５ ％ 、 ま た は １ ％ が 所 望 の エ ピ ト ー プ を 標 的 に す る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 集 団 中 の あ ら ゆ る 単 一 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 割 合 は 、 集 団 の ９ ０ ％ 、 ５
０ ％ ま た は １ ０ ％ を 超 え な い 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 は 異 な る 特 異 性 を 有 す る 少 な く と も ２
つ の 異 な る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 は 少 な く
と も １ ０ 種 の 異 な る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 含 む 。 最 も 好 ま し く は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団
は 異 な る 特 異 性 を 有 す る 少 な く と も １ ０ ０ 種 の 異 な る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ５ ． ２ ．
　 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 を 増 や す た め に Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 ま た は
そ の 断 片 が 用 い ら れ て も よ い 。 こ う し た 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ
ラ 、 単 一 鎖 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 、 お よ び Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ を 含 む が そ れ に 制 限 さ れ な い 。 好
ま し い 態 様 に お い て 、 抗 Ｃ － 末 端 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の 好 適 な
Ｃ － 末 端 断 片 を 用 い て 増 や さ れ る 。 こ う し た 抗 体 は ウ イ ル ス 生 成 の 阻 害 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ５ ． ２ ． １ 　
　 抗 体 は 、 免 疫 原 と し て の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 に よ っ て 好 適 な 対 象 を
免 疫 化 す る こ と に よ っ て 調 製 で き る 。 免 疫 化 し た 対 象 に お け る 抗 体 力 価 は 、 固 定 化 ポ リ ペ
プ チ ド を 用 い る 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 剤 検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） な ど の 標 準 的 な 技 術 に よ っ て 時
間 を 追 っ て モ ニ タ で き る 。 所 望 で あ れ ば 、 哺 乳 動 物 （ た と え ば 血 液 ） か ら 抗 体 分 子 を 単 離
し 、 Ｉ ｇ Ｇ 画 分 を 得 る た め の プ ロ テ イ ン Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ な ど の 周 知 の 技 術 に よ っ て さ
ら に 精 製 で き る 。 態 様 の １ つ に お い て 、 抗 － Ｎ 末 端 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 （ 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １
抗 体 “ Ｃ ” と も 呼 ば れ る ） は 、 ヒ ト Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 断 片 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ
Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ (Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ ： ２ )を 用 い て 増 や さ れ る 。 別 の 態 様 に お い
て 、 抗 － Ｃ 末 端 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 （ 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｅ ” と も 呼 ば れ る ） は 、 ヒ ト
Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｃ － 末 端 断 片 Ｑ Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ (Ｓ Ｅ
Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ Ｏ :３ )を 用 い て 増 や さ れ る 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 免 疫 化 か ら 適 切 な 時 間 が 経 っ た 後 、 た と え ば 特 定 の 抗 体 力 価 が 最 も 高 い と き に 、 対 象 か
ら 抗 体 生 成 細 胞 を 得 て 、 コ ー ラ ー （ Kohler） お よ び ミ ル ス タ イ ン （ Milstein） （ 1975, Na
ture 256:495-497） に よ っ て 最 初 に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 コ ツ ボ ル （ Kozbor）
ら （ 1983, Immunol. Today 4:72） に よ る ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 コ ー ル （ Cole
） ら （ 1985, モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 癌 治 療 法 （ Monoclonal Antibodies and Cancer Thera
py） 、 Alan R. Liss Inc., pp. 77-96） に よ る Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 ま た は ト リ
オ ー マ 技 術 な ど の 標 準 的 な 技 術 に よ っ て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る た め に 用 い て も よ
い 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を 生 成 す る た め の 技 術 は 周 知 で あ る （ 免 疫 学 の 最 新 プ ロ ト コ ル （ Curr
ent Protocols in Immunology） 、 1994, John Wiley & Sons, Inc., ニ ュ ー ヨ ー ク 、 NYを
参 照 ） 。 こ の 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 た と え ば 標 準
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 用 い て ， 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 に 対 し て ハ イ ブ リ ド ー
マ 培 養 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 実 質 的 に 均 質 な 抗 体 の 集 団 か ら 得 ら れ る 。 す な わ ち 、 集 団 を 含 む
個 々 の 抗 体 は 、 少 量 存 在 し 得 る 自 然 に 起 り 得 る 突 然 変 異 を 除 い て は 同 一 で あ る 。 よ っ て 、
「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と い う 修 飾 語 は 、 別 個 の 抗 体 の 混 合 物 で は な い と い う 抗 体 の 特 徴 を 示
す 。 た と え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は コ ー ラ ー ら （ 1975, Nature 256:495） に よ っ て 最 初
に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を 用 い て 作 成 さ れ て も 、 ま た は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 （ 米 国 特 許
第 ４ ， ８ １ ６ ， ５ ６ ７ 号 ） に よ っ て 作 成 さ れ て も よ い 。 こ こ で 用 い ら れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 」 と い う 用 語 は ま た 、 そ の 抗 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に お い て 、 マ ウ ス ま た は ハ ム ス タ ー な
ど そ の 他 の 適 切 な 宿 主 動 物 は 、 前 述 の よ う に 免 疫 化 さ れ て 、 免 疫 化 に 用 い ら れ た タ ン パ ク
質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 生 成 す る か ま た は 生 成 で き る リ ン パ 球 を 誘 発 す る （ た と え ば
、 こ こ に 全 体 に わ た り 引 用 に よ り 援 用 す る 米 国 特 許 第 ５ ， ９ １ ４ ， １ １ ２ 号 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 代 替 的 に 、 リ ン パ 球 が イ ン ビ ト ロ で 免 疫 化 さ れ て も よ い 。 リ ン パ 球 は 次 い で ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル な ど の 好 適 な 融 合 剤 を 用 い て 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ れ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を
形 成 す る （ ゴ ー デ ィ ン グ （ Goding） 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： 原 理 と 実 際 （ Monoclonal Ant
ibodies: Principles and Practice） 、 pp. 59-103 (Academic Press, 1986)） 。 こ う し
て 調 製 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 融 合 し て い な い 親 骨 髄 腫 細 胞 の 生 育 ま た は 生 存 を 阻
害 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 物 質 を 含 有 す る こ と が 好 ま し い 好 適 な 培 養 液 中 に 接 種 し て 生
育 さ れ る 。 た と え ば 、 親 骨 髄 腫 細 胞 が 酵 素 ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ ま た は Ｈ Ｐ Ｒ Ｔ ） を 持 た な い と き 、 そ の ハ イ ブ リ ド ー マ に 対 す
る 培 養 液 は 典 型 的 に ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ ン を 含 み （ Ｈ Ａ Ｔ 培 地
） 、 こ れ ら の 物 質 は Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ 欠 失 細 胞 の 生 育 を 防 止 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 好 ま し い 骨 髄 腫 細 胞 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 生 成 細 胞 に よ る 抗 体 の 安 定 し
た 高 レ ベ ル 生 成 を 支 持 し 、 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 な ど の 培 地 に 感 受 性 の 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の 中 で も
好 ま し い 骨 髄 腫 細 胞 系 は 、 ソ ー ク 研 究 所 細 胞 配 布 セ ン タ ー （ Salk Institute Cell Distri
bution Center） （ サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 Ｕ Ｓ Ａ ） よ り 入 手 可 能 な Ｍ Ｏ Ｐ Ｃ －
２ １ お よ び Ｍ Ｐ Ｃ － １ １ マ ウ ス 腫 瘍 由 来 の も の な ど の ネ ズ ミ 骨 髄 腫 系 、 な ら び に ア メ リ カ
ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ ロ ッ ク ビ ル 、 Ｍ ｄ 、 Ｕ Ｓ Ａ ） よ り 入 手 可 能 な Ｓ Ｐ － ２
細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ヒ ト 骨 髄 腫 お よ び マ ウ ス － ヒ ト ヘ テ ロ 骨 髄 腫 細 胞 系 も ま た 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
生 成 に 対 し て 記 載 さ れ て い る （ コ ツ ボ ル 、 1984, J. Immunol., 133:3001; ブ ロ デ ュ ー ル
（ Brodeur） ら 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 生 成 技 術 と 応 用 （ Monoclonal Antibody Production 
Techniques and Applications） 、 pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., ニ ュ ー ヨ ー ク 、 198
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7)） 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 生 育 す る 培 養 液 は 、 抗 原 に 対 し て 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 生 成 に 対 し て ア ッ セ イ さ れ る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 が 、 免 疫 沈 降 法 に よ っ て 、 ま た は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ
イ （ Ｒ Ｉ Ａ ） も し く は 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 剤 検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） な ど の イ ン ビ ト ロ 結 合 ア
ッ セ イ に よ っ て 定 め ら れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 た と え ば ム ン ソ ン （ Mu
nson） ら （ 1980, Anal. Biochem., 107:220） の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 に よ っ て 定 め る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 お よ び ／ ま た は 活 性 の 抗 体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 同 定
さ れ た 後 、 そ の ク ロ ー ン は 限 界 希 釈 手 順 に よ っ て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 標 準 的 な 方 法 に
よ っ て 生 育 さ れ て も よ い （ ゴ ー デ ィ ン グ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： 原 理 と 実 際 、 pp. 59-103
, Academic Press, 1986） 。 こ の 目 的 に 好 適 な 培 養 液 は た と え ば 、 Ｄ － Ｍ Ｅ Ｍ ま た は Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培 地 な ど で あ る 。 ま た 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 動 物 に お け る 腹 水 腫 瘍 と し
て イ ン ビ ボ で 生 育 さ れ て も よ い 。 サ ブ ク ロ ー ン に よ っ て 分 泌 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 た と え ば プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ゲ
ル 電 気 泳 動 、 透 析 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ な ど の 従 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精
製 手 順 に よ っ て 、 培 養 液 、 腹 水 ま た は 血 清 か ら 好 適 に 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 分 泌 ハ イ ブ リ ド ー マ の 調 製 の 代 わ り に 、 組 換 え 組 合 せ 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ラ イ ブ ラ リ （ た と え ば 、 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ） を Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ
ク 質 ま た は 断 片 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 ま た
は そ の 断 片 に 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 お よ び 単 離 で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ
レ イ ラ イ ブ ラ リ を 生 成 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト は 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る
（ た と え ば 、 フ ァ ル マ シ ア 組 換 え フ ァ ー ジ 抗 体 シ ス テ ム 、 カ タ ロ グ 番 号 第 ２ ７ － ９ ４ ０ ０
－ ０ １ 号 、 お よ び ス ト ラ タ ジ ー ン 抗 原 Ｓ ｕ ｒ ｆ Ｚ Ａ Ｐ （ 商 標 ） フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ キ ッ
ト 、 カ タ ロ グ 番 号 第 ２ ４ ０ ６ １ ２ 号 ） 。 加 え て 、 抗 体 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ の 生 成 お よ
び ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る た め に 特 に 適 し た 方 法 お よ び 試 薬 の 例 は た と え ば 、 米 国 特 許 第
５ ， ２ ２ ３ ， ４ ０ ９ 号 お よ び 第 ５ ， ５ １ ４ ， ５ ４ ８ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ８ ６ １
９ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ １ ／ １ ７ ２ ７ １ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ７ ９ １ 号 、 Ｐ
Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ５ ６ ７ ９ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ １ ２ ８ ８ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報
第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ １ ０ ４ ７ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ９ ６ ９ ０ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９
０ ／ ０ ２ ８ ０ ９ 号 ； フ ッ ク ス （ Fuchs） ら 、 1991, Bio/Technology 9: 1370-1372; ハ イ （
Hay） ら 、 1992, Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85; ヒ ュ ー ズ （ Huse） ら 、 1989, Scien
ce 246:1275-1281; グ リ フ ィ ズ （ Griffiths） ら 、 1993, EMBOJ. 12:725-734な ど に 見 出 す
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ま た 、 適 切 な 生 物 的 活 性 の ヒ ト 抗 体 分 子 か ら の 遺 伝 子 と と も に 適 切 な 抗 原 特 異 性 の マ ウ
ス 抗 体 分 子 か ら の 遺 伝 子 を ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ っ て 「 キ メ ラ 抗 体 」 を 生 成 す る た
め に 開 発 さ れ た 技 術 （ モ リ ソ ン （ Morrison） ら 、 1984 Proc. Natl. Acad. Sci., 81, 685
1-6855; ニ ュ ー バ ー ガ ー （ Neuberger） ら 、 1984, Nature 312, 604-608; タ ケ ダ （ Takeda
） ら 、 1985, Nature, 314, 452-454） を 用 い て も よ い 。 キ メ ラ 抗 体 と は 、 ネ ズ ミ ｍ Ａ ｂ 由
来 の 可 変 領 域 と ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 と を 有 す る も の な ど 、 異 な る 部 分 が 異 な る 動
物 種 に 由 来 す る 分 子 の こ と で あ る （ た と え ば 、 こ こ に 全 体 に わ た り 引 用 に よ り 援 用 す る キ
ャ ビ リ ー （ Cabilly） ら の 米 国 特 許 第 ４ ， ８ １ ６ ， ５ ６ ７ 号 お よ び ボ ス （ Boss） ら の 米 国
特 許 第 ４ ， ８ １ ６ ， ３ ９ ７ 号 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 と は 、 ヒ ト 以 外 の 種 か ら の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ）
と 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 か ら の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 と を 有 す る ヒ ト 以 外 の 種 か ら の 抗
体 分 子 で あ る （ た と え ば 、 こ こ に 全 体 に わ た り 引 用 に よ り 援 用 す る 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ８ ５
， ０ ８ ９ 号 を 参 照 ） 。 こ う し た キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 た と え ば Ｐ Ｃ
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Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ８ ７ ／ ０ ２ ６ ７ １ 号 、 欧 州 特 許 出 願 第 １ ８ ４ ， １ ８ ７ 号 、 欧 州 特 許 出 願 第 １
７ １ ， ４ ９ ６ 号 、 欧 州 特 許 出 願 第 １ ７ ３ ， ４ ９ ４ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ８ ６ ／ ０ １ ５ ３ ３
号 、 米 国 特 許 第 ４ ， ８ １ ６ ， ５ ６ ７ 号 お よ び 第 ５ ， ２ ２ ５ ， ５ ３ ９ 号 、 欧 州 特 許 出 願 第 １
２ ５ ， ０ ２ ３ 号 ； ベ タ ー （ Better） ら 、 1988, Science 240:1041-1043; リ ウ （ Liu） ら 、
1987, Proc, Natl. Acad. Sci. USA 84: 3439-3443; リ ウ ら 、 1987, J. Immunol. 139:35
21-3526; サ ン （ Sun） ら 、 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:214-218; ニ シ ム ラ （ N
ishimura） ら 、 1987, Canc. Res. 47:999-1005; ウ ッ ド （ Wood） ら 、 1985, Nature 314:4
46-449; シ ョ ー （ Shaw） ら 、 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559; モ リ ソ ン 、 19
85, Science 229:1202-1207; オ イ （ Oi） ら 、 1986, Bio/Techniques 4:214; ジ ョ ー ン ズ
（ Jones） ら 、 1986, Nature 321:552-525; バ ー ヘ イ ア ン （ Verhoeyan） ら 、 1988, Scienc
e 239:1534; な ら び に 、 ベ イ ド ラ ー （ Beidler） ら 、 1988, J. Immunol. 141:4053-4060に
記 載 さ れ る 方 法 を 用 い て 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 生 成 で
き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） 移 植 （ グ ラ フ テ ィ ン グ ） は 、 抗 体 を ヒ ト 化 す る 別 の 方 法 で あ
る 。 そ れ は ヒ ト の フ レ ー ム ワ ー ク に 完 全 な 抗 原 特 異 性 お よ び 結 合 親 和 性 を 移 す た め に ネ ズ
ミ 抗 体 を 再 構 築 す る ス テ ッ プ を 含 む （ ウ イ ン タ ー （ Winter） ら 、 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ２ ５ ，
５ ３ ９ 号 ） 。 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 は さ ま ざ ま な 抗 原 に 対 し て う ま く 構 築 さ れ て い る 。 た と え ば
、 ク イ ー ン （ Queen） ら 、 １ ９ ８ ９ 年 （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029） に 記 載 さ
れ る よ う な Ｉ Ｌ － ２ 受 容 体 に 対 す る 抗 体 、 リ ー ヒ マ ン （ Riechmann） ら （ 1988, Nature, 3
32:323） に 記 載 さ れ る よ う な 細 胞 表 面 受 容 体 Ｃ Ａ Ｍ Ｐ Ａ Ｔ Ｈ に 対 す る 抗 体 、 コ ー ル ら （ 19
91, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2869） に お け る Ｂ 型 肝 炎 に 対 す る 抗 体 、 お よ び テ ン
ペ ス ト （ Tempest） ら （ 1991, Bio-Technology, 9:267） に お け る ウ イ ル ス 抗 原 す な わ ち 呼
吸 器 系 合 胞 体 ウ イ ル ス に 対 す る 抗 体 な ど で あ る 。 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 抗 体 は 、 ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ が ヒ ト 抗 体 に 移 植 さ れ て 生 成 さ れ る 。 移 植 後 、 ほ と ん ど の 抗 体 は 親 和 性 を
維 持 す る た め に フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に お け る 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 変 更 に よ る 利 益 を 受 け る 。
こ れ は お そ ら く 、 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 が Ｃ Ｄ Ｒ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 維 持 す る た め に 必 要
だ か ら で あ り 、 い く つ か の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 抗 原 結 合 部 位 の 一 部 で あ る こ と が 示 さ れ
て い る 。 し か し 、 抗 原 部 位 を 導 入 し な い よ う に フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 保 存 す る た め に 、 そ
の 配 列 は 確 立 さ れ た 生 殖 細 胞 系 配 列 と 比 較 さ れ た 後 、 コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ヒ ト 患 者 の 治 療 的 処 置 に 対 し て は 、 完 全 に ヒ ト の （ completely human） 抗 体 が 特 に 望 ま
し い 。 こ う し た 抗 体 は 、 内 因 性 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 を 発 現 で き な い が
ヒ ト の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 を 発 現 で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て 生 成 で き る
。 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に よ っ て 通 常 の 態 様 で 免 疫
化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 従 来 の ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術
を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 含 ま れ る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ト
ラ ン ス ジ ー ン は Ｂ 細 胞 分 化 の 際 に 再 配 列 し 、 そ の 後 ク ラ ス ス イ ッ チ お よ び 体 細 胞 変 異 を 受
け る 。 よ っ て こ う し た 技 術 を 用 い る こ と に よ り 、 治 療 に 有 用 な Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ お よ び Ｉ ｇ
Ｅ 抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 抗 体 を 生 成 す る た め の こ の 技 術 の 概 要 に つ い て は 、
ロ ン バ ー グ （ Lonberg） お よ び ハ ッ サ ー （ Huszar） （ 1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93
） を 参 照 さ れ た い 。 ヒ ト 抗 体 お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る た め の こ の 技 術 の
詳 細 な 考 察 、 お よ び こ う し た 抗 体 を 生 成 す る た め の 手 順 に つ い て は 、 た と え ば 米 国 特 許 第
５ ， ６ ２ ５ ， １ ２ ６ 号 、 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ３ ３ ， ４ ２ ５ 号 、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ６ ９ ， ８ ２
５ 号 、 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ６ １ ， ０ １ ６ 号 、 お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ４ ５ ， ８ ０ ６ 号 を 参 照
さ れ た い 。 ま た 、 ア ブ ジ ェ ニ ク ス 社 （ フ リ ー モ ン ト 、 Ｃ Ａ 、 た と え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ８
５ ， ６ １ ５ 号 を 参 照 ） お よ び メ ダ レ ッ ク ス 社 （ プ リ ン ス ト ン 、 Ｎ Ｊ ） な ど の 会 社 は 、 前 述
と 同 様 の 技 術 を 用 い た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 に 向 け ら れ た ヒ ト 抗 体 の 提

10

20

30

40

50

(17) JP 2006-514921 A 2006.5.18



供 に 従 事 で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ を 認 識 し て 結 合 す る 完 全 に ヒ ト の 抗 体 は 、 「 誘 導 選 択 （ guided s
election） 」 と 呼 ば れ る 技 術 を 用 い て 生 成 で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ で は 、 選 択 さ れ た 非 ヒ
ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 た と え ば マ ウ ス 抗 体 を 用 い て 、 同 じ エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 完 全 に
ヒ ト の 抗 体 の 選 択 を 誘 導 す る （ ジ ェ ス パ ー ズ （ Jespers） ら 、 1994, Bio/technology 12:8
99-903） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 免 疫 原 と し て 用 い る た め に 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ま た は 免 疫 沈 降 な ど の 標 準
的 な 技 術 に よ っ て 、 既 存 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い て 病 原 体 の 付 加 的 な 抗 原 を 単 離 し
て も よ い 。 さ ら に 、 こ う し た 抗 体 を 用 い て （ た と え ば 細 胞 溶 解 物 ま た は 細 胞 上 清 中 の ） タ
ン パ ク 質 を 検 出 し て 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の 発 生 量 お よ び 発 現 の パ タ ー ン を 評 価 し て
も よ い 。 抗 体 を 検 出 可 能 な 物 質 と 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 検 出 を 容 易 に で き る 。 検 出 可
能 な 物 質 の 例 に は さ ま ざ ま な 酵 素 、 補 欠 分 子 族 、 蛍 光 材 料 、 発 光 材 料 、 生 物 発 光 材 料 、 お
よ び 放 射 性 材 料 が 含 ま れ る 。 好 適 な 酵 素 の 例 と し て は 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 、 ベ ー タ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ が
あ り 、 好 適 な 補 欠 分 子 族 複 合 体 の 例 と し て は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ
ン ／ ビ オ チ ン が あ り 、 好 適 な 蛍 光 材 料 の 例 と し て 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 ト リ ン が あ り 、 発 光 材 料 の 例 と し て は ル ミ ノ
ー ル が あ り 、 生 物 発 光 材 料 の 例 と し て は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン お よ び エ ク オ リ ン
が あ り 、 好 適 な 放 射 性 材 料 の 例 と し て は １ ２ ５ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 ３ ５ Ｓ ま た は ３ Ｈ が あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ５ ． ２ ． ２ ．
　 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ お よ び ウ マ な ど で あ る が そ れ に 制 限 さ れ な い
好 適 な 動 物 を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 生 成 で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 む 免 疫 原 調 製 物 を 用 い て 、 好 適 な 対 象 （ た
と え ば 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス ま た は そ の 他 の 哺 乳 動 物 ） を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 抗 体
を 調 製 す る 。 適 切 な 免 疫 原 調 製 物 は た と え ば 、 組 換 え に よ り 発 現 さ れ る か ま た は 化 学 的 に
合 成 さ れ た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で も よ い 。 調 製 物 は 、 フ ロ イ
ン ト の 完 全 ま た は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト な ど の ア ジ ュ バ ン ト （ 補 助 薬 ） 、 ま た は 類 似 の 免 疫
刺 激 剤 を さ ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 免 疫 原 と し て 用 い る の に 好 適 な Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の 断 片 は 、 ８ ア ミ ノ 酸 、 よ り 好
ま し く は １ ０ ア ミ ノ 酸 、 お よ び さ ら に 好 ま し く は １ ５ ア ミ ノ 酸 の 長 さ の 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ
ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 免 疫 原 と し て 用 い る た め の キ メ ラ ま た は 融 合 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ
ド を 提 供 す る 。 こ こ で 用 い ら れ る 「 キ メ ラ 」 ま た は 「 融 合 」 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド は
、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド に 動 作 可 能 に 結 合 さ れ た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド の す べ て ま た は 一
部 を 含 む 。 融 合 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 「 動 作 可 能 に 結 合 さ れ る 」 と い う 用
語 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド と 異 種 ポ リ ペ プ チ ド と が 互 い に フ レ ー ム を 合 せ て 融 合 さ
れ て い る こ と を 示 す こ と が 意 図 さ れ る 。 異 種 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド
の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 に 融 合 で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 有 用 な 融 合 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド の １ つ は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド が Ｇ Ｓ Ｔ 配
列 の Ｃ － 末 端 に 融 合 さ れ た Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ う し た 融 合 Ｔ
Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 替 え Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 容 易 に で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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　 別 の 態 様 に お い て 、 融 合 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド は Ｎ － 末 端 に 異 種 シ グ ナ ル 配 列 を 含
む こ と に よ っ て 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド が 分 泌 さ れ 、 高 親 和 性 抗 体 を 生 成 す る た め に
高 い 均 質 性 に 精 製 さ れ 得 る よ う に す る 。 た と え ば 、 免 疫 原 の 本 来 の シ グ ナ ル 配 列 を 除 去 し
、 別 の タ ン パ ク 質 か ら の シ グ ナ ル 配 列 で 置 換 し て も よ い 。 た と え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス エ
ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 の ｇ ｐ ６ ７ 分 泌 配 列 を 異 種 シ グ ナ ル 配 列 と し て 用 い 得 る （ 分 子 生 物
学 の 最 新 プ ロ ト コ ル （ Current Protocols in Molecular Biology） 、 ア ウ ズ ベ ル （ Ausube
l） ら 編 、 John Wiley & Sons、 1992） 。 真 核 生 物 異 種 シ グ ナ ル 配 列 の 他 の 例 に は 、 メ リ チ
ン お よ び ヒ ト 胎 盤 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ス ト ラ タ ジ ー ン 、 ラ ホ ー ヤ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア
） の 分 泌 配 列 が あ る 。 さ ら に 別 の 例 に お い て は 、 有 用 な 原 核 生 物 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は ｐ ｈ
ｏ Ａ 分 泌 シ グ ナ ル お よ び プ ロ テ イ ン Ａ 分 泌 シ グ ナ ル （ フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 、 ピ ス カ タ
ウ ェ イ 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー ） を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 融 合 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク
質 族 の メ ン バ ー に 由 来 す る 配 列 に Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド の す べ て ま た は 一 部 が 融 合 さ
れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 対 象 に お
け る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 向 け ら れ る 抗 体 を 生 成 す る た め の 免 疫 原 と し て 用
い 得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 キ メ ラ お よ び 融 合 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 準 的 な 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 生
成 で き る 。 態 様 の １ つ に お い て 、 融 合 遺 伝 子 は 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 装 置 を 含 む 従 来 の 技 術 に
よ っ て 合 成 で き る 。 代 替 的 に は 、 ２ つ の 連 続 す る 遺 伝 子 断 片 間 の 相 補 的 な オ ー バ ー ハ ン グ
を 起 こ さ せ る ア ン カ ー プ ラ イ マ を 用 い て 遺 伝 子 断 片 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 行 な う こ と が で き 、 そ
の 後 ア ニ ー リ ン グ お よ び 再 増 幅 を 行 な う こ と に よ っ て キ メ ラ 遺 伝 子 配 列 を 生 成 で き る （ 例
、 ア ウ ズ ベ ル ら 、 前 出 ） 。 さ ら に 、 融 合 ド メ イ ン （ 例 、 Ｇ Ｓ Ｔ ポ リ ペ プ チ ド ） を 既 に コ ー
ド し て い る 多 く の 発 現 ベ ク タ ー が 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 免 疫 原 を コ ー ド す る 核 酸 を 、
融 合 ド メ イ ン が ポ リ ペ プ チ ド に フ レ ー ム を 合 せ て 結 合 さ れ る よ う に し て 、 こ う し た 発 現 ベ
ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 次 に 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 免 疫 原 調 製 物 を 用 い て 好 適 な 動 物 を 免 疫 化 す る 。 そ の 動 物 は ヒ ト 抗
体 を 分 泌 で き る 特 定 化 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で あ る こ と が 好 ま し い 。 制 限 的 で な
い 例 と し て は 、 特 定 の 病 原 体 に 向 け ら れ た 抗 体 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 を 生 成 す る た め に 用
い 得 る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 が あ る （ フ ィ ッ シ ュ ウ ィ ル ド （ Fishwild） ら 、 1996
, Nature Biotechnology 14:845-851; メ ン デ ス （ Mendez） ら 、 1997, Nature Genetics 1
5:146-156） 。 こ の 発 明 の 態 様 の １ つ に お い て は 、 再 配 列 さ れ て い な い ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 標 的 免 疫 原 に よ っ て 免 疫 化 さ れ る 。 マ ウ ス
に お い て 免 疫 原 調 製 物 に 対 す る 活 発 な 免 疫 応 答 が 誘 発 さ れ た 後 、 マ ウ ス の 血 液 が 回 収 さ れ
て 、 血 漿 ま た は 血 清 か ら ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の 精 製 調 製 物 を 生 成 で き る 。 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の 精
製 調 製 物 を 得 る た め に 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の あ ら ゆ る 方 法 が 用 い ら れ て も よ く 、 そ
の 方 法 は 好 適 な カ ラ ム マ ト リ ッ ク ス に 結 合 さ れ た 抗 － ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 用 い る ア フ ィ ニ テ
ィ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 含 む が そ れ に 制 限 さ れ な い 。 抗 － ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 は 当 該 技 術
分 野 に お い て 公 知 の あ ら ゆ る 供 給 源 か ら 得 る こ と が で き 、 た と え ば ダ コ （ Dako） 社 お よ び
Ｉ Ｃ Ｎ な ど の 商 業 的 供 給 源 か ら 得 て も よ い 。 生 成 さ れ た Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の 調 製 物 は 、 異 な る 程
度 の 親 和 性 で 免 疫 原 に 結 合 す る Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 を 含 む 。 調 製 物 の か な り
の 部 分 が 免 疫 原 に 特 異 的 な Ｉ ｇ Ｇ 分 子 で あ る こ と が 好 ま し い 。 Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の ポ リ ク ロ ー ナ
ル 調 製 物 が 記 載 さ れ る が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の あ ら ゆ る １ 種 、 ま た は 異 な る 種 類 の あ ら
ゆ る 組 合 せ を 含 む ポ リ ク ロ ー ナ ル 調 製 物 も 想 定 さ れ て お り 、 こ の 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る こ
と が 意 図 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 向 け ら れ た 抗 体 の 集 団 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ
か ら 生 成 で き る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 と の 特
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異 性 の 十 分 に 大 き く て 多 様 な 集 団 を 有 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ の ア フ ィ ニ テ
ィ ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 抗 体 デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ の 生 成 お よ び
ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る た め に 特 に 適 し た 方 法 お よ び 試 薬 の 例 は た と え ば 、 米 国 特 許 第 ５
， ２ ２ ３ ， ４ ０ ９ 号 お よ び 第 ５ ， ５ １ ４ ， ５ ４ ８ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ８ ６ １ ９
号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ １ ／ １ ７ ２ ７ １ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ７ ９ １ 号 、 Ｐ Ｃ
Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ５ ６ ７ ９ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ １ ２ ８ ８ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第
Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ １ ０ ４ ７ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ９ ６ ９ ０ 号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ ０
／ ０ ２ ８ ０ ９ 号 ； フ ッ ク ス ら 、 1991, Bio/Technology 9: 1370-1372; ハ イ ら 、 1992, Hum
. Antibod. Hybridomas 3:81-85; ヒ ュ ー ズ ら 、 1989, Science 246:1275-1281; グ リ フ ィ
ズ ら 、 1993, EMBOJ. 12:725-734な ど に 見 出 す こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ
ブ ラ リ は 、 特 異 性 の 非 常 に 大 き な 集 団 か ら の 所 望 の 抗 体 の 選 択 を 可 能 に す る 。 フ ァ ー ジ デ
ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ の 付 加 的 な 利 点 は 、 選 択 さ れ た 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 便 利 に 得 ら
れ る こ と で あ り 、 そ れ に よ っ て そ の 後 の 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 が 容 易 に な る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 こ こ に 全 体 に わ た り 引 用 に よ り 援 用 す る 米 国 特 許 第 ６ ，
０ ５ ７ ， ０ ９ ８ 号 に 記 載 さ れ る よ う に 、 個 別 の メ ン バ ー の ク ロ ー ニ ン グ 単 離 な し に 選 択 さ
れ 提 示 さ れ た 抗 体 す べ て の 集 合 を 用 い る 方 法 に よ っ て 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ
の 断 片 に 向 け ら れ た 抗 体 の 集 団 が 生 成 さ れ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 好 ま し く は 複 数 の
抗 体 を 提 示 す る 提 示 ラ イ ブ ラ リ メ ン バ ー の 濃 縮 後 に 、 た と え ば 複 数 の エ ピ ト ー プ を 有 す る
抗 原 分 子 と の 特 異 性 の 十 分 に 大 き な レ パ ー ト リ ー を 有 す る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ
リ の ア フ ィ ニ テ ィ ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ る 。 選 択 さ れ た 提 示 抗 体 を コ ー ド す る 核
酸 が 除 去 さ れ て 好 適 な Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ を 用 い て 増 幅 さ れ る 。 核 酸 は ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て
精 製 さ れ る こ と に よ り 、 核 酸 の 全 長 が 単 離 さ れ る よ う に で き る 。 次 い で 各 々 の 核 酸 が 好 適
な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る こ と に よ り 、 異 な る 挿 入 物 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー の 集 団 が 得
ら れ る 。 発 現 ベ ク タ ー の 集 団 は 次 い で 好 適 な 宿 主 に お い て 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ５ ． ２ ． ３ ．
　 こ の 発 明 は 、 ウ イ ル ス 出 芽 を 阻 害 ま た は 減 少 さ せ る た め に 用 い 得 る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗
体 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 態 様 の １ つ に お い て 、 こ の 発 明 は レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 ア ッ
セ イ を 用 い て 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の ウ イ ル ス 感 染 に 対 す る 影 響 を 定 め る 方 法 を 提 供 す る
。 末 端 反 復 配 列 （ Ｌ Ｔ Ｒ ） プ ロ モ ー タ か ら 発 現 さ れ る 大 腸 菌 ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝 子 を 含 む ネ ズ ミ
白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｌ Ｖ ） 由 来 ベ ク タ ー （ ｐ Ｂ Ｍ Ｎ － Ｚ － Ｉ － Ｎ ｅ ｏ ） が 、 ２ ９ ３ 細 胞 （
フ ェ ニ ッ ク ス （ Phoenix） Ａ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） 由 来 の 両 栄 養 性 ネ ズ ミ 白 血 病 レ ト ロ ウ イ ル ス パ
ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 フ ェ ニ ッ ク ス Ａ ヘ ル パ ー 細 胞 に よ っ
て 生 成 さ れ る レ ト ロ ウ イ ル ス が 回 収 さ れ て 、 マ ウ ス Ｎ ２ Ａ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） の 感 染 に 用 い
ら れ る 。 Ｍ Ｌ Ｖ ベ ク タ ー の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 に 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体
が ２ ９ ３ ヘ ル パ ー 細 胞 に 加 え ら れ る 。 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の ウ イ ル ス 生 成 に 対 す る 効 果 は 、
ウ イ ル ス 上 清 が 標 的 細 胞 （ Ｎ ２ Ａ ） に 感 染 す る 効 率 に よ っ て 定 め ら れ る 。 次 い で 、 β － ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 の 細 胞 染 色 （ 正 の 細 胞 は 青 く 染 色 さ れ 、 図 ２ に お け る 暗 い 点 の よ う に
示 さ れ る ） に よ っ て Ｎ ２ Ａ 細 胞 の 感 染 が 定 め ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 典 型 的 に は 、 フ ェ ニ ッ ク ス Ａ 細 胞 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の １ 日 前 に ポ リ － Ｄ － リ ジ ン
被 覆 ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 接 種 さ れ る 。 次 に ４ マ イ ク ロ グ ラ ム の ｐ Ｂ Ｍ Ｎ － Ｚ － Ｉ － Ｎ ｅ ｏ
が １ ２ ｕ ｌ の リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン （ Invitrogen） ） の 存 在 下 で
各 ウ ェ ル に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 に 、 培 地 が
ト リ コ ス タ チ ン Ａ （ ３ ｕ Ｍ ） お よ び ５ ま た は １ ０ ｕ ｇ の 適 切 な 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 含
む １ ｍ ｌ ／ ウ ェ ル の 新 鮮 な 培 地 と 交 換 さ れ る 。 ２ ４ か ら ４ ８ 時 間 後 に ウ イ ル ス 上 清 が 回 収
さ れ 、 ０ ． ２ ｕ ｍ フ ィ ル タ で フ ィ ル タ リ ン グ さ れ 、 １ ｍ ｌ の ウ イ ル ス 上 清 が ポ リ ブ レ ン （
１ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 含 む １ ｍ ｌ の 新 鮮 な 培 地 と 混 合 さ れ て 、 Ｎ ２ ａ 細 胞 の １ ウ ェ ル の 感 染
に 用 い ら れ る 。 感 染 の ４ ８ 時 間 後 に Ｎ ２ ａ 細 胞 は 固 定 さ れ 、 β － Ｇ ａ ｌ 染 色 キ ッ ト （ イ ン
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ビ ト ロ ジ ェ ン ） に 記 載 さ れ る と お り に Ｘ － Ｇ ａ ｌ で 染 色 さ れ る 。 結 果 を デ ジ タ ル 画 像 で 記
録 す る 。 好 ま し く は 、 ウ イ ル ス 生 成 を 少 な く と も １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ７ ０ ％ ま た は
９ ０ ％ 減 少 さ せ る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 以 下 の 例 示 的 な 実 験 に お い て は 、 ２ つ の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｃ ” お よ び “ Ｅ ” の ウ
イ ル ス 感 染 に 対 す る 影 響 が テ ス ト さ れ る 。 非 特 異 的 抗 体 対 照 と し て ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ が 用 い ら
れ る 。 １ ０ 回 を 超 え る 独 立 し た 実 験 が 行 な わ れ 、 代 表 的 な 結 果 が 図 ２ に 示 さ れ る 。 抗 体 処
理 し て い な い フ ェ ニ ッ ク ス ヘ ル パ ー 細 胞 （ 正 の 対 照 ） は 、 効 率 的 な レ ト ロ ウ イ ル ス の 生 成
お よ び Ｎ ２ Ａ 標 的 細 胞 の 感 染 を 示 し た （ 左 上 パ ネ ル ） 。 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ は 影 響 し な か っ た （
左 中 パ ネ ル ） 。 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｃ ” は ウ イ ル ス 生 成 を 約 ２ ０ ％ － ６ ０ ％ 減 少 さ せ
た （ 左 下 パ ネ ル ） 。 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｅ ” は ウ イ ル ス 生 成 を 約 ５ ０ － ７ ０ ％ 減 少 さ
せ た （ 右 上 パ ネ ル ） 。 抗 － Ｃ 末 端 お よ び 抗 － Ｎ 末 端 抗 体 の 混 合 物 は 、 抗 － Ｃ 末 端 抗 体 の み
の と き と 同 様 の 結 果 を 与 え た （ 右 中 パ ネ ル ） 。 ウ イ ル ス 感 染 し て い な い Ｎ ２ ａ 細 胞 は 最 小
限 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 の み を 示 し た （ 右 下 パ ネ ル ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 ウ イ ル ス 出 芽 を 阻 害 ま た は 減 少 さ せ る た め に 用 い 得 る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １
０ １ 抗 体 は 、 た と え ば Ｈ Ｉ Ｖ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ヒ ト Ｃ Ｄ ４ ＋ ヒ ト Ｔ 細 胞 系 Ｈ
９ （ Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ と 示 さ れ る ） に お け る 、 そ れ ら の 細 胞 表 面 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ へ の 結 合 に 基 づ
い て 同 定 さ れ る 。 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 は 、 エ ン ベ ロ ー プ 欠 損 Ｈ Ｉ Ｖ 構 成 （ Ｈ Ｉ Ｖ ゲ ノ ム の Ｂ
ｇ ｌ Ｉ Ｉ 断 片 の 削 除 ） に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ヒ ト Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 で あ
る 。 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 は 、 欠 損 Ｈ Ｉ Ｖ エ ン ベ ロ ー プ の
た め に 非 感 染 型 の Ｈ Ｉ Ｖ を 生 成 し 、 よ っ て そ れ は 培 養 物 中 の 他 の Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 に 感 染
で き な い 。 態 様 の １ つ に お い て 、 非 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン Ｈ ９ 細 胞 が 対 照 と し て 用 い ら れ
る 。 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ に 結 合 す る が 非 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン Ｈ ９ 細 胞 に 結 合 し な い 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ
１ ０ １ 抗 体 が 、 ウ イ ル ス 出 芽 を 阻 害 ま た は 減 少 さ せ る た め に 用 い 得 る 抗 体 と し て 同 定 さ れ
る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｈ Ｉ Ｖ 生 成 細 胞 （ 例 、 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ ） お よ び 対 照 Ｈ ９ 細 胞 に お
け る 細 胞 表 面 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ に 対 す る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 結 合 は 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別
（ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） に よ っ て 同 定 さ れ る 。 態 様 の １ つ に お い て 、 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ お よ び Ｈ ９ 細 胞 は
ど ち ら も 固 定 さ れ 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 蛍 光 ラ ベ ル さ れ
た 二 次 抗 体 で 染 色 さ れ る 。 免 疫 染 色 さ れ た 細 胞 は 次 に Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ っ て 分 析 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 生 成 に 対 す る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 阻 害 的 効 果 を さ ら に 調
べ る た め に Ｈ Ｉ Ｖ － １ ウ イ ル ス 生 成 ア ッ セ イ が 用 い ら れ る 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ ベ ク タ ー ｐ Ｎ Ｌ ４
－ ３ が ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後
に 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 お よ び 任 意 に 非 特 異 的 対 照 抗 体 が 細 胞 培 養 物 に そ れ ぞ れ 加 え ら
れ る 。 さ ら に ２ ４ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 細 胞 溶 解 物 が 抽 出 さ れ 、 細 胞 培 養 上 清
が 集 め ら れ て 、 た と え ば ス ク ロ ー ス 勾 配 な ど に よ っ て Ｈ Ｉ Ｖ － １ ビ リ オ ン が 精 製 さ れ る 。
細 胞 溶 解 物 お よ び 精 製 さ れ た ビ リ オ ン の 両 方 が 、 た と え ば 抗 － ｐ ５ ５ お よ び ／ ま た は 抗 －
ｐ ２ ４ 抗 体 な ど の 抗 － Ｈ Ｉ Ｖ － １ 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 さ れ る 。 Ｈ
Ｉ Ｖ － １ ビ リ オ ン 放 出 の 顕 著 な 阻 害 （ た と え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 密 度 ト レ ー シ ン グ
に よ っ て 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ま た は ８ ０ ％ を 超 え る 阻 害 な ど ） を 示 す 抗
－ Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 同 定 で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の Ｈ Ｉ Ｖ 放 出 に 対 す る 影 響 が 、 Ｈ ９ Δ
Ｂ ｇ ｌ 細 胞 に 基 づ く Ｈ Ｉ Ｖ 放 出 ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 さ れ る 。 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 か ら の Ｈ
Ｉ Ｖ 放 出 は 、 細 胞 培 養 上 清 の Ｈ Ｉ Ｖ ｐ ２ ４ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 直 接 測 定 で き る 。 態 様 の １
つ に お い て 、 複 数 の 異 な る 濃 度 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 が そ れ ぞ れ Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 と と
も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 態 様 の １ つ に お い て 、 対 照 抗 体 （ 例 、 同 じ 濃 度 の ウ サ ギ Ｉ ｇ

10

20

30

40

50

(21) JP 2006-514921 A 2006.5.18



Ｇ ） も そ れ ぞ れ Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 抗 体 を 加 え て か ら ４ ８
時 間 後 に 培 養 上 清 が 回 収 さ れ て Ｈ Ｉ Ｖ ｐ ２ ４ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 供 さ れ る 。 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗
体 の デ ー タ を 対 応 す る 対 照 抗 体 の デ ー タ と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体
の ウ イ ル ス 放 出 の 阻 害 に 対 す る 効 果 が 定 め ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 ウ イ ル ス 放 出 に 続 く Ｈ Ｉ Ｖ 伝 染 性 に 対 す る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １
抗 体 の 影 響 が 定 め ら れ る 。 態 様 の １ つ に お い て 、 ジ ャ ー カ ッ ト （ Jurkat） 細 胞 か ら の Ｈ Ｉ
Ｖ 上 清 を 用 い て 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 存 在 下 で Ｍ Ａ Ｇ Ｉ 細 胞 に 感 染 さ せ る 。 ウ サ ギ Ｉ
ｇ Ｇ を 対 照 と し て 用 い 得 る 。 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の Ｈ Ｉ Ｖ 伝 染 性 に 対 す る 効 果 は 、 対 照
と の 比 較 に よ っ て 定 め ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ５ ． ３ ．
　 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 ウ イ ル ス 生 成 の 阻 害 に 効 果 的 で あ る 。 し た が っ て こ の 発 明 は 、 た
と え ば 抗 － Ｃ 末 端 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 な ど の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い て Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 を 含 む ウ
イ ル ス 感 染 を 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ５ ． ３ ． １ ．
　 こ の 発 明 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 処 置 ま た は 防 止 で き る 疾 患 ま た
は 障 害 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス ま た は フ ィ ロ ウ イ ル ス 、 Ａ 型 肝 炎 、 Ｂ 型 肝 炎
、 Ｃ 型 肝 炎 、 イ ン フ ル エ ン ザ 、 水 痘 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ｉ 型 単 純 ヘ ル ペ ス （ Ｈ Ｓ Ｖ － Ｉ ）
、 Ｉ Ｉ 型 単 純 ヘ ル ペ ス （ Ｈ Ｓ Ｖ － Ｉ Ｉ ） 、 牛 疫 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 エ コ ー ウ イ ル ス 、 ロ タ
ウ イ ル ス 、 呼 吸 器 系 合 胞 体 （ Ｒ Ｓ ） ウ イ ル ス 、 乳 頭 腫 ウ イ ル ス 、 パ ポ バ ウ イ ル ス 、 サ イ ト
メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 エ キ ノ ウ イ ル ス 、 ア ル ボ ウ イ ル ス 、 ハ ン タ ウ イ ル ス 、 コ ク サ ッ キ ー ウ イ
ル ス 、 流 行 性 耳 下 腺 炎 ウ イ ル ス 、 麻 疹 ウ イ ル ス 、 風 疹 ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 ヒ ト 免
疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ ） 、 お よ び ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 （ Ｈ Ｉ Ｖ － Ｉ Ｉ
） 、 あ ら ゆ る ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 科 、 エ ン テ ロ ウ イ ル ス 、 カ リ チ ウ イ ル ス 科 、 ウ イ ル ス の あ
ら ゆ る ノ ー ウ ォ ー ク 群 、 ト ガ ウ イ ル ス 、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス 、 デ ン グ 熱 ウ イ ル ス な ど の フ ラ
ビ ウ イ ル ス 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス
、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 ブ ニ ヤ ウ イ ル ス 、 ア レ ナ ウ イ ル
ス 、 レ オ ウ イ ル ス 、 ロ タ ウ イ ル ス 、 オ ル ビ ウ イ ル ス 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス Ｉ 型 、 ヒ
ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 型 、 サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ー マ ウ
イ ル ス 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 、 エ プ ス タ イ ン － バ ー ウ イ ル ス 、 ヒ ト ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス － ６ 、 サ
ル ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス １ （ Ｂ ウ イ ル ス ） 、 お よ び ポ ッ ク ス ウ イ ル ス に よ り も た ら さ れ る も の
を 含 む が 、 そ れ に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 発 明 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 処 置 ま た は 防 止 で き る 付 加 的 な
疾 患 ま た は 障 害 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 ヒ ト 呼 吸 器 系 合 胞 体 ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病
ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス Ｉ Ｉ 、 ブ タ ロ タ ウ イ ル ス 、 ブ タ パ ル ボ ウ イ ル ス 、 ウ シ ウ イ
ル ス 性 下 痢 ウ イ ル ス 、 ニ ュ ー カ ッ ス ル 病 ウ イ ル ス ｈ 、 ブ タ 流 感 ウ イ ル ス 、 ブ タ 流 感 ウ イ ル
ス 、 口 蹄 疫 ウ イ ル ス 、 ブ タ コ レ ラ （ hog colera） ウ イ ル ス 、 ブ タ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
、 豚 コ レ ラ （ African swine fever） ウ イ ル ス 、 ウ シ 伝 染 性 鼻 気 管 炎 ウ イ ル ス 、 伝 染 性 喉
頭 気 管 炎 ウ イ ル ス 、 ラ ク ロ ス ウ イ ル ス 、 新 生 仔 ウ シ 下 痢 ウ イ ル ス 、 ベ ネ ズ エ ラ ウ マ 脳 脊 髄
炎 ウ イ ル ス 、 プ ン タ ト ロ （ punta toro） ウ イ ル ス 、 ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス 、 マ ウ ス 乳 癌 ウ
イ ル ス 、 ウ マ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ま た は ウ マ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ウ シ 呼 吸 器 系 合 胞 体
ウ イ ル ス ま た は ウ シ パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に よ り も た ら さ れ る も の を 含 む が 、 そ れ
に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ５ ． ３ ． ２ ．
　 態 様 の １ つ に お い て 、 こ の 発 明 は 、 感 染 哺 乳 動 物 細 胞 か ら の Ｈ Ｉ Ｖ － １ 出 芽 な ど の ウ イ
ル ス 出 芽 を 阻 害 ま た は 減 少 さ せ る た め に 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 、 好 ま し く は 抗 － Ｃ 末 端 Ｔ
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ウ イ ル ス 感 染 の 処 置 の た め の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 用 法

ウ イ ル ス 感 染

ウ イ ル ス 放 出 を 阻 害 す る た め に 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い る 方 法



Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の 方 法 に お い て は 、 １ つ ま た は そ れ 以
上 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 が 感 染 細 胞 に 接 触 さ せ ら れ る 。 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 感 染 細
胞 の 表 面 上 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 こ の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 結 合 が 、
細 胞 か ら の ウ イ ル ス 粒 子 の 放 出 ま た は 出 芽 を 阻 害 ま た は 減 少 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 発 明 は ま た 、 た と え ば ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 に お け る た と え ば Ｈ
Ｉ Ｖ － １ な ど の エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス に よ る 感 染 を 処 置 す る た め に 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体
、 好 ま し く は 抗 － Ｃ 末 端 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の 方 法 に お
い て は 、 ウ イ ル ス に 感 染 し た た と え ば ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 に 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 抗 －
Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 投 与 で き る 。 投 与 後 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 感 染 細 胞 の 表 面 上 の Ｔ
Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 し て 感 染 細 胞 か ら の ウ イ ル ス 出 芽 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 、 好 ま し く は 抗 － Ｃ 末 端 Ｔ
Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 他 の 治 療 用 抗 ウ イ ル ス 薬 と と も に 用 い ら れ る 。
こ う し た 組 合 せ 療 法 に お い て 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 治 療 薬 の 投 与 の 前 、 同 時 ま た は
後 に 投 与 で き る 。 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 と 治 療 薬 と の 投 与 の 時 間 間 隔 は 、 当 業 者 の 熟 知 す
る ル ー チ ン 実 験 に よ り 定 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 が 結 合 し た 感 染 細 胞 の 溶
解 に 介 在 し 得 る ア イ ソ タ イ プ に 属 す る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 、 た と え ば 抗 － Ｃ 末 端 Ｔ Ｓ Ｇ
１ ０ １ 抗 体 を 用 い て ウ イ ル ス 感 染 を 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗
－ Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 成 長 因 子 受 容 体 に 結 合 し て 血 清 補 体 を 活 性 化 す る か 、 お よ び ／ ま
た は 、 た と え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ な ど の エ フ ェ ク タ 細 胞 を 活 性 化 す る こ と に よ っ て 抗 体 依 存
性 細 胞 傷 害 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） に 介 在 す る ア イ ソ タ イ プ に 属 す る 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、
ア イ ソ タ イ プ は Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ ま た は Ｉ ｇ Ｍ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 用 量 は 、 当 業 者 の 熟 知 す る ル ー チ ン 実 験 に よ り 定 め る こ と が で
き る 。 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 投 与 の 効 果 ま た は 利 益 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の あ
ら ゆ る 方 法 に よ っ て 評 価 で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ５ ． ３ ． ３ ．

　 こ の 発 明 は 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 に 治 療 お よ び ／ ま た は 診 断 用 薬 剤 を 送 達 す る た め に 抗 －
Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 感 染 細 胞 は 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 － 薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ さ
れ 殺 さ れ て も よ い 。 た と え ば 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 た と え ば 細 胞 増 殖 抑 制 も し く は
細 胞 破 壊 剤 な ど の 細 胞 毒 、 ま た は 放 射 性 金 属 イ オ ン な ど の 治 療 的 部 分 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ
れ て も よ い 。 抗 体 － 薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ っ て 調
製 で き る （ た と え ば 、 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Immunoconjugates） 、 ボ ー ゲ ル （ Vogel） 編
、 1987; タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 薬 （ Targeted Drugs） 、 ゴ ー ル ド バ ー グ （ Goldberg） 編 、 1983
; 抗 体 介 在 送 達 系 （ Antibody Mediated Delivery Systems） 、 ロ ッ ド ウ ェ ル （ Rodwell）
編 、 1988を 参 照 ） 。 パ ク リ タ キ ソ ー ル 、 サ イ 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 （ dihydroxy anthracin dione） 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ミ ト 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 、 お よ び ピ ュ ー ロ マ イ シ ン な ら び に そ れ ら の 類 似 体 ま た
は 同 族 体 な ど で あ る が そ れ に 制 限 さ れ な い 治 療 薬 を 、 こ の 発 明 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に
コ ン ジ ュ ゲ ー ト で き る 。 こ の 発 明 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト で き る そ の 他
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治 療 お よ び ／ ま た は 診 断 用 薬 剤 を 送 達 す る た め に 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を
用 い る 方 法



の 治 療 薬 剤 は 、 代 謝 拮 抗 物 質 、 た と 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 、 た と え
ば メ ク ロ レ タ ミ ン 、 チ オ エ パ ク ロ ラ ム ブ シ ル （ thioepa chlorambucil） 、 メ ル フ ァ ラ ン 、
カ ル ム ス チ ン （ Ｂ Ｓ Ｎ Ｕ ） お よ び ロ ム ス チ ン （ Ｃ Ｃ Ｎ Ｕ ） 、 シ ク ロ ト ス フ ァ ミ ド （ cyclot
hosphamide） 、 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 プ ラ チ ナ （ Ｉ Ｉ ） （ Ｄ Ｄ Ｐ ） シ ス プ ラ チ ン ； ア ン
ト ラ サ イ ク リ ン 、 た と え ば ダ ウ ノ ル ビ シ ン （ ダ ウ ノ マ イ シ ン ） お よ び ド キ ソ ル ビ シ ン ； 抗
生 物 質 、 た と え ば ダ ク チ ノ マ イ シ ン （ ア ク チ ノ マ イ シ ン ） 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ミ ト ラ マ イ
シ ン 、 ア ン ス ラ マ イ シ ン （ Ａ Ｍ Ｃ ） ； な ら び に 抗 － 有 糸 分 裂 剤 、 た と え ば ビ ン ク リ ス チ ン
お よ び ビ ン ブ ラ ス チ ン を 含 む が そ れ に 制 限 さ れ な い 。 こ の 発 明 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に
コ ン ジ ュ ゲ ー ト で き る 治 療 薬 剤 は ま た 、 所 望 の 生 物 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ
プ チ ド で あ っ て も よ い 。 こ う し た タ ン パ ク 質 は た と え ば 、 ア ブ リ ン 、 リ シ ン Ａ 、 シ ュ ー ド
モ ナ ス 菌 体 外 毒 素 、 ま た は ジ フ テ リ ア 毒 素 な ど の 毒 素 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 薬 物 分 子 は リ ン カ ー を 介 し て 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に 結 合 さ れ て も よ い 。 こ う し た コ ン
ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 の た め に あ ら ゆ る 好 適 な リ ン カ ー を 用 い る こ と が で き る 。 い く つ か の 態
様 に お い て 、 リ ン カ ー は 、 標 的 部 位 に お い て 非 修 飾 の 形 の 薬 分 子 を コ ン ジ ュ ゲ ー ト か ら 放
出 で き る リ ン カ ー で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 た と え ば 、 所 与 の 処 置 摂 生 の 効 力 を 定 め る た め な ど の 臨 床 検 査 手 順 の 一 部 と し て ウ イ ル
ス 感 染 の 進 行 を モ ニ タ す る た め に 、 抗 体 を 診 断 的 に 用 い る こ と も で き る 。 抗 体 を 検 出 可 能
な 物 質 と 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 検 出 を 容 易 に で き る 。 検 出 可 能 な 物 質 の 例 に は さ ま ざ
ま な 酵 素 、 補 欠 分 子 族 、 蛍 光 材 料 、 発 光 材 料 、 生 物 発 光 材 料 、 放 射 性 材 料 、 さ ま ざ ま な 陽
電 子 放 射 断 層 撮 影 法 を 用 い る 陽 電 子 放 射 金 属 、 お よ び 非 放 射 性 常 磁 性 金 属 イ オ ン が 含 ま れ
る 。 こ の 発 明 に 従 っ た 診 断 法 と し て 用 い る た め の 、 抗 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト で き る 金 属 イ オ
ン に つ い て は 、 一 般 的 に 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ４ １ ， ９ ０ ０ 号 を 参 照 さ れ た い 。 好 適 な 酵 素 の
例 と し て は 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 、 ベ ー タ ガ ラ ク ト
シ ダ ー ゼ ま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ が あ り 、 好 適 な 補 欠 分 子 族 複 合 体 の 例 と し て
は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン が あ り 、 好 適 な 蛍 光 材 料 の 例
と し て は た と え ば 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） な ど の 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 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 ト リ ン が あ り 、 発 光 材
料 の 例 と し て は ル ミ ノ ー ル が あ り 、 生 物 発 光 材 料 の 例 と し て は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ
リ ン お よ び エ ク オ リ ン が あ り 、 好 適 な 放 射 性 材 料 の 例 と し て は １ ２ ５ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 １ １

１ Ｉ ｎ 、 １ ７ ７ Ｌ ｕ 、 ９ ０ Ｙ ま た は ９ ９ Ｔ ｃ が あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 抗 体 に 治 療 用 部 分 を コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る 技 術 は 周 知 で あ り 、 た と え ば 、 そ の 各 々 が こ こ
に 引 用 に よ り 援 用 さ れ る 、 ア ー ノ ン （ Arnon） ら 、 「 癌 治 療 に お け る 薬 物 の 免 疫 タ ー ゲ ッ
テ ィ ン グ の た め の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 （ “ Monoclonal Antibodies For Immunotargetin
g Of Drugs In Cancer Therapy” ） 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 癌 治 療 （ Monoclonal Antibod
ies And Cancer Therapy） よ り 、 ラ イ ス フ ェ ル ド （ Reisfeld） ら 編 、 pp. 243-56 (Alan R
. Liss, Inc. 1985); ヘ ル ス ト ロ ム （ Hellstrom） ら 、 「 薬 物 送 達 の た め の 抗 体 」 （ “ Ant
ibodies for Drug Delivery” ） 、 調 節 薬 物 送 達 （ Controlled Drug Delivery） （ 第 ２ 版
） よ り 、 ロ ビ ン ソ ン （ Robinson） ら 編 、 pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); ソ ル
ペ （ Thorpe） 、 「 癌 治 療 に お け る 細 胞 毒 性 薬 剤 の 抗 体 担 体 ： 概 説 」 （ “ Antibody Carrier
s Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review” ） 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ’ ８ ４
： 生 物 学 的 お よ び 臨 床 的 適 用 （ Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical A
pplications） よ り 、 ピ ン チ ェ ラ （ Pinchera） ら 編 、 pp. 475-506 (1985); 「 癌 治 療 に お
け る 放 射 ラ ベ ル 抗 体 の 治 療 的 用 法 の 分 析 、 結 果 お よ び 将 来 の 予 想 」 （ “ Analysis, Result
s, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Can
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cer Therapy” ） 、 癌 検 出 お よ び 治 療 の た め の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Monoclonal Antibodi
es For Cancer Detection And Therapy） よ り 、 バ ル ド ウ ィ ン （ Baldwin） ら 編 、 pp. 303-
16 (Academic press 1985)、 お よ び ソ ル ペ ら 「 抗 体 － 毒 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 お よ び 細
胞 毒 特 性 」 （ “ The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjuga
tes” ） Immunol. Rev., 62:119-58 (1982)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 代 替 的 に は 、 こ こ に 引 用 に よ り 援 用 す る セ ガ ー ル （ Segal） ら の 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ７ ６
， ９ ８ ０ 号 に 記 載 さ れ る よ う に 、 抗 体 を 第 ２ の 抗 体 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て 抗 体 ヘ テ ロ コ ン
ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ５ ． ３ ． ４ ．
　 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 、 た と え ば Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 領 域 ま た は Ｃ －
末 端 領 域 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 ま た は ラ ベ ル 抗 体 は 、 た と え ば 細 胞 表 面 上 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０
１ タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 ウ イ ル ス 感 染 の 診 断 お よ び 予 後 に 用 い ら れ
て も よ い 。 こ う し た 診 断 法 は ま た 、 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル の 異 常 、 ま た は Ｔ ｓ
ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の 構 造 お よ び ／ ま た は 一 時 的 、 組 織 、 細 胞 、 も し く は 亜 細 胞 内 の 所 在
の 異 常 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 分 析 さ れ る 組 織 ま た は 細 胞 型 は 、 ウ イ ル ス に よ っ て 感 染 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る か ま
た は そ の 疑 い が あ る も の を 含 ん で も よ い 。 こ こ で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 単 離 法 は た と え ば
、 こ こ に 全 体 に わ た り 引 用 に よ り 援 用 す る 、 ハ ー ロ ウ お よ び レ ー ン （ ハ ー ロ ウ （ Harlow）
, E.お よ び レ ー ン （ Lane） , D., 1988,「 抗 体 ： 実 験 室 マ ニ ュ ア ル 」 （ “ Antibodies: A L
aboratory Manual” ） , Cold Spring Harbor Laboratory Press.,コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ
ー バ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク ） に 記 載 さ れ る も の な ど で あ っ て も よ い 。 単 離 さ れ る 細 胞 は 細 胞 培
養 物 由 来 で あ っ て も 、 ま た は 患 者 由 来 で あ っ て も よ い 。 培 養 物 か ら 取 ら れ た 細 胞 の 分 析 は
、 細 胞 に 基 づ く 遺 伝 子 治 療 技 術 の 一 部 と し て 用 い ら れ る 細 胞 、 ま た は 代 替 的 に Ｔ ｓ ｇ １ ０
１ 遺 伝 子 の 発 現 に 対 す る 化 合 物 の 効 果 を テ ス ト す る た め の 細 胞 の 評 価 に お け る 必 要 な ス テ
ッ プ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 断 片 ま た は そ の 保 存 さ れ た 変 異 体 も し く は ペ プ チ ド 断 片 を 検 出 す る た め の
好 ま し い 診 断 法 は た と え ば 、 そ れ ら の 抗 － Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 断 片 特 異 的 抗 体 と の 相 互 作 用 に よ
っ て Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 断 片 ま た は 保 存 変 異 体 も し く は ペ プ チ ド 断 片 を 検 出 す る 免 疫 ア ッ セ イ を
含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 た と え ば 、 こ の 発 明 に お い て 有 用 で あ る 前 述 の も の な ど の 抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片 を 用 い
て 、 細 胞 の 表 面 に お け る Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 断 片 ま た は そ の 保 存 変 異 体 も し く は ペ プ チ ド 断 片 の
存 在 に よ っ て 、 感 染 細 胞 を 定 量 的 ま た は 定 性 的 に 検 出 し て も よ い 。 こ れ は た と え ば 、 光 学
顕 微 鏡 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 ま た は 蛍 光 測 定 検 出 と 組 合 さ れ た 、 蛍 光 ラ ベ ル さ れ た 抗
体 （ こ の 節 の 下 記 を 参 照 ） を 用 い る 免 疫 蛍 光 技 術 に よ っ て 成 し 遂 げ る こ と が で き る 。 こ う
し た 技 術 は 、 ウ イ ル ス 出 芽 過 程 に お い て Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 断 片 が 細 胞 表 面 に 加 え ら れ る ウ イ ル
ス 感 染 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ の 発 明 に お い て 有 用 な 抗 体 （ ま た は そ の 断 片 ） は 付 加 的 に 、 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 断 片 ま た は
そ の 保 存 変 異 体 も し く は ペ プ チ ド 断 片 の イ ン サ イ チ ュ ー （ in situ） 検 出 の た め に 、 免 疫
蛍 光 ま た は 免 疫 電 子 顕 微 鏡 法 な ど に お い て 組 織 学 的 に 用 い ら れ て も よ い 。 イ ン サ イ チ ュ ー
検 出 は 、 患 者 か ら 組 織 学 的 検 体 を 除 去 し 、 そ こ に こ の 発 明 の ラ ベ ル さ れ た 抗 体 を 適 用 す る
こ と に よ っ て 成 し 遂 げ ら れ て も よ い 。 抗 体 （ ま た は 断 片 ） は 、 生 物 サ ン プ ル に ラ ベ ル 抗 体
（ ま た は 断 片 ） を 被 せ る こ と に よ っ て 適 用 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 こ う し た 手 順 を 用 い る
こ と に よ り 、 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 断 片 ま た は 保 存 変 異 体 も し く は ペ プ チ ド 断 片 の 存 在 だ け で な く
、 検 査 さ れ る 組 織 内 で の そ の 分 布 を も 定 め る こ と が で き る 。 通 常 の 当 業 者 は 、 こ の 発 明 を
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用 い て こ う し た イ ン サ イ チ ュ ー 検 出 を 達 成 す る た め に あ ら ゆ る 広 範 囲 の 組 織 学 法 （ 染 色 手
順 な ど ） を 変 更 で き る こ と を 容 易 に 認 め る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 断 片 ま た は そ の 保 存 変 異 体 も し く は ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る 免 疫 ア ッ セ イ は
典 型 的 に 、 生 物 流 体 、 組 織 抽 出 物 、 採 取 さ れ た ば か り の 細 胞 、 ま た は 細 胞 培 養 物 中 で イ ン
キ ュ ベ ー ト さ れ て い た 細 胞 の 溶 解 物 な ど の サ ン プ ル を 、 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 断 片 ま た は そ の 保 存
変 異 体 も し く は ペ プ チ ド 断 片 を 識 別 可 能 な 検 出 可 能 に ラ ベ ル さ れ た 抗 体 の 存 在 下 で イ ン キ
ュ ベ ー ト す る ス テ ッ プ と 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の い く つ か の 技 術 の い ず れ か に よ っ
て 、 結 合 さ れ た 抗 体 を 検 出 す る ス テ ッ プ と を 含 む 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 生 物 サ ン プ ル は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス な ど の 固 相 支 持 体 も し く は 担 体 、 ま た は 細 胞 、 細 胞
粒 子 も し く は 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 固 定 で き る そ の 他 の 固 体 支 持 体 に 接 触 さ せ て そ の 上 に 固
定 し て も よ い 。 次 い で そ の 支 持 体 を 好 適 な 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 検 出 可 能 に ラ ベ ル さ れ た Ｔ ｓ
ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 特 異 的 抗 体 に よ っ て 処 理 す る 。 次 い で 緩 衝 液 で 固 相 支 持 体 の ２ 度 目 の
洗 浄 を 行 な っ て 、 非 結 合 抗 体 を 除 去 し て も よ い 。 次 い で 、 固 体 支 持 体 上 の 結 合 し た ラ ベ ル
の 量 が 従 来 の 手 段 に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 「 固 相 支 持 体 ま た は 担 体 」 に よ っ て 、 抗 原 ま た は 抗 体 に 結 合 で き る あ ら ゆ る 支 持 体 が 意
図 さ れ る 。 周 知 の 支 持 体 ま た は 担 体 は 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ
チ レ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 天 然 お よ び 修 飾 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド 、 斑 レ イ 岩 お よ び 磁 鉄 鉱 を 含 む 。 こ の 発 明 の 目 的 の た め に 、 担 体 の 性 質 は あ る 程
度 可 溶 性 で あ っ て も 、 ま た は 不 溶 性 で あ っ て も よ い 。 支 持 体 材 料 は 、 結 合 さ れ た 分 子 が 抗
原 ま た は 抗 体 に 結 合 で き れ ば 、 事 実 上 あ ら ゆ る 可 能 な 構 造 的 構 成 を 有 し て も よ い 。 よ っ て
支 持 体 構 成 は ビ ー ズ な ど の よ う に 球 状 で あ っ て も 、 ま た は 試 験 管 の 内 表 面 も し く は 棒 の 外
表 面 の よ う に 円 筒 状 で あ っ て も よ い 。 代 替 的 に は 、 表 面 は シ ー ト 、 テ ス ト ス ト リ ッ プ な ど
の よ う に 平 ら で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 支 持 体 は ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ を 含 む 。 当 業 者 は 抗
体 ま た は 抗 原 を 結 合 す る た め の 多 く の 他 の 好 適 な 担 体 を 知 る か 、 ま た は そ れ を ル ー チ ン 実
験 法 を 用 い る こ と に よ っ て 確 認 で き る だ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 抗 － Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 断 片 抗 体 の 所 与 の ロ ッ ト の 結 合 活 性 が 周 知 の 方 法 に 従 っ て 定 め ら れ て
も よ い 。 当 業 者 は 、 ル ー チ ン 実 験 法 を 用 い る こ と に よ っ て 各 決 定 に 対 す る 動 作 的 か つ 最 適
な ア ッ セ イ 条 件 を 定 め ら れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 遺 伝 子 ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体 を 検 出 可 能 に ラ ベ ル で き る 態 様 の １ つ は 、 そ れ
を 酵 素 と 結 合 さ せ て 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ Ｅ Ｉ Ａ ） に お い て 用 い る こ と に よ る （ ボ ラ ー （ Vo
ller） , A., 「 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 剤 検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 」 （ “ The Enzyme Linked Immu
nosorbent Assay (ELISA)” ） , 1978, Diagnostic Horizons 2:1-7, Microbiological As
sociates Quarterly Publication, Walkersville, MD); ボ ラ ー , Aら 、 1978, J.Clin.Pat
hol. 31:507-520; バ ト ラ ー （ Butler） , J.E., 1981., Meth. Enzymol. 73:482-523; マ
ジ オ （ Maggio） , E.編 , 1980, 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ Enzyme Immunoassay） , CRC Press, 
ボ カ ラ ト ン , FL,; イ シ カ ワ （ Ishikawa） , E.ら 編 , 1981, 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ Enzyme Im
munoassay） , Kgaku Shoin, 東 京 ） 。 抗 体 に 結 合 さ せ た 酵 素 は 、 適 切 な 基 質 、 好 ま し く は
色 素 生 成 基 質 と 反 応 し 、 た と え ば 分 光 光 度 、 蛍 光 測 定 ま た は 視 覚 的 手 段 に よ っ て 検 出 可 能
な 化 学 的 部 分 を 生 成 す る 。 抗 体 を 検 出 可 能 に ラ ベ ル す る た め に 用 い 得 る 酵 素 は 、 リ ン ゴ 酸
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ブ ド ウ 球 菌 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 デ ル タ － ５ － ス テ ロ イ ド イ ソ メ ラ ー ゼ 、 酵
母 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ア ル フ ァ － グ リ セ ロ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ト リ オ ー
ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 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 、 ア
ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ベ ー タ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ
ー ゼ 、 お よ び ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ を 含 む が そ れ に 制 限 さ れ な い 。 検 出 は 、 酵 素 に
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対 す る 色 素 生 成 基 質 を 用 い る 比 色 法 に よ っ て 成 し 遂 げ ら れ 得 る 。 ま た 、 基 質 の 酵 素 反 応 の
程 度 を 同 様 に 調 製 し た 基 準 と 比 較 す る 視 覚 的 比 較 に よ っ て 検 出 が な さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 さ ま ざ ま な そ の 他 の 免 疫 ア ッ セ イ の い ず れ か を 用 い て 検 出 が な さ れ て も よ い 。 た と え ば
、 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 放 射 ラ ベ ル す る こ と に よ り 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ） （
た と え ば 、 こ こ に 引 用 に よ り 援 用 す る ワ イ ン ト ラ ウ ブ （ Weintraub） , B., ラ ジ オ イ ム ノ
ア ッ セ イ の 原 理 （ Principles of Radioimmunoassays） 、 放 射 リ ガ ン ド ア ッ セ イ 技 術 の 第
７ 訓 練 コ ー ス （ Seventh Training Course on Radioligand Assay Techniques） 、 The End
ocrine Society, 1986年 3月 を 参 照 ） を 用 い て Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ ペ プ チ ド を 検 出 で き る 。 放 射
性 ア イ ソ ト ー プ は 、 ガ ン マ カ ウ ン タ も し く は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ の 使 用 な ど の 手 段
に よ っ て 、 ま た は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ に よ っ て 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 抗 体 を 蛍 光 性 の 化 合 物 で ラ ベ ル す る こ と も 可 能 で あ る 。 蛍 光 ラ ベ ル さ れ た 抗 体 が 適 切 な
波 長 の 光 に 露 出 さ れ る と 、 そ の 存 在 が 蛍 光 に よ っ て 検 出 で き る 。 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る
蛍 光 ラ ベ ル 化 合 物 に は 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ィ コ エ リ ト
リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ｏ － フ タ ル ア ル デ ヒ ド 、 お よ び フ ル オ レ サ
ミ ン が あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 1 5 2 Ｅ ｕ ま た は そ の 他 の ラ ン タ ン 系 列 な ど の 蛍 光 発 光 金 属 を 用 い て も 抗 体 を 検 出 可 能 に
ラ ベ ル で き る 。 こ れ ら の 金 属 は 、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン ペ ン タ 酢 酸 （ Ｄ Ｔ Ｐ Ａ ） ま た は エ
チ レ ン ジ ア ミ ン テ ト ラ 酢 酸 （ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） な ど の 金 属 キ レ ー ト 基 を 用 い て 抗 体 に 付 着 で き る
。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 化 学 発 光 化 合 物 と 結 合 さ せ る こ と に よ っ て も 抗 体 を 検 出 可 能 に ラ ベ ル で き る 。 化 学 発 光
標 識 抗 体 の 存 在 は 、 化 学 反 応 の 経 路 に お い て 生 じ る 発 光 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 定
め ら れ る 。 特 に 有 用 な 化 学 発 光 ラ ベ ル 化 合 物 の 例 は 、 ル ミ ノ ー ル 、 イ ソ ル ミ ノ ー ル 、 セ ロ
マ チ ッ ク （ theromatic） ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム 塩 お よ
び シ ュ ウ 酸 エ ス テ ル で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 同 様 に 、 こ の 発 明 の 抗 体 を ラ ベ ル す る た め に 生 物 発 光 化 合 物 が 用 い ら れ て も よ い 。 生 物
発 光 は 生 物 系 に お い て 見 出 さ れ る 化 学 発 光 の 一 種 で 、 触 媒 タ ン パ ク 質 が 化 学 発 光 反 応 の 効
率 を 高 め て い る 。 生 物 発 光 タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 発 光 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 定 め
ら れ る 。 ラ ベ リ ン グ の 目 的 に 対 す る 重 要 な 生 物 発 光 化 合 物 は 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ル シ フ ェ ラ
ー ゼ お よ び エ ク オ リ ン で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ５ ． ３ ． ５ ．
　 こ の 発 明 は 、 イ ン ビ ト ロ （ ま た は エ ク ス ビ ボ ） に お い て 非 感 染 組 織 お よ び ／ ま た は 細 胞
か ら ウ イ ル ス 感 染 細 胞 を 枯 渇 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 た と え ば 、 非 感 染 細 胞 か ら の ウ イ ル
ス 感 染 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 枯 渇 の た め に 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ る 組 織 は 、 血 液 も し く は 血 清 ま
た は そ の 他 の 体 液 で あ っ て も よ い 。 特 に 、 こ の 発 明 は 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 を 殺 す か ま た は
そ れ ら を 感 染 細 胞 か ら 分 離 す る こ と に よ っ て 枯 渇 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 態 様 の １ つ に お
い て 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 た と え ば ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た 組 織 お よ び ／
ま た は 細 胞 と 、 イ ン ビ ト ロ で た と え ば イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る な ど し て 組 合 せ ら れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 態 様 の １ つ に お い て 、 固 体 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 さ れ た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 、 た と え ば Ｔ Ｓ
Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ － 末 端 ま た は Ｃ － 末 端 領 域 を 結 合 す る 抗 体 を 含 む カ ラ ム が 用 い ら
れ て 、 た と え ば 血 液 も し く は 血 清 ま た は そ の 他 の 体 液 な ど の 生 物 サ ン プ ル か ら ウ イ ル ス 感
染 細 胞 が 除 去 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 組 織 か ら の ウ イ ル ス 感 染 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 枯 渇 に 用 い ら れ る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、
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第 ５ ． ３ ． ２ ． 節 で 開 示 し た 検 出 可 能 な ラ ベ ル （ た と え ば 、 さ ま ざ ま な 酵 素 、 蛍 光 材 料 、
発 光 材 料 、 生 物 発 光 材 料 、 お よ び 放 射 性 材 料 ） ま た は 治 療 用 薬 剤 （ た と え ば 、 細 胞 増 殖 抑
制 お よ び 細 胞 破 壊 剤 ） と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 検 出 可 能 な 物 質 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法
に よ っ て ウ イ ル ス 感 染 細 胞 を 非 感 染 細 胞 か ら 選 別 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 態 様 の
１ つ に お い て 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 は 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 器 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） を 用 い て 選 別 さ れ
る 。 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） は 、 粒 子 の 蛍 光 特 性 に 基 づ い て 細 胞 を 含 む 粒 子 を 分
離 す る た め の 周 知 の 方 法 で あ る （ カ マ ー チ （ Kamarch） 、 1987, Methods Enzymol, 151:15
0-165） 。 個 々 の 粒 子 に お け る 蛍 光 部 分 の レ ー ザ 励 起 に よ っ て 小 さ な 電 荷 が も た ら さ れ 、
混 合 物 か ら の 正 お よ び 負 の 粒 子 の 電 磁 的 分 離 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 態 様 の １ つ に お い て 、 た と え ば ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た た と え ば 血 液 細 胞 な ど
の 細 胞 が 、 蛍 光 ラ ベ ル さ れ た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 特 異 的 抗 体 と 共 に 、 ラ ベ ル さ れ た 抗 体 を 細 胞 に
結 合 さ せ る た め に 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 代 替 的 な 態 様 に お い て 、 こ う し た 細
胞 は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 特 異 的 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 細 胞 は 洗 浄 さ れ 、 細 胞 は Ｔ Ｓ Ｇ
１ ０ １ 特 異 的 抗 体 を 認 識 す る 第 ２ の ラ ベ ル 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 こ れ ら の 態
様 に 従 う と 、 細 胞 は 洗 浄 さ れ て 細 胞 選 別 器 を 通 じ て 処 理 さ れ る こ と に よ り 、 分 離 さ れ る 両
方 の 抗 体 に 結 合 す る 細 胞 の 、 両 方 の 抗 体 に 結 合 し な い 混 成 細 胞 か ら の 分 離 を 可 能 に す る 。
Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 選 別 さ れ た 粒 子 は 、 ９ ６ ウ ェ ル ま た は ３ ８ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト の 個 々 の ウ ェ ル に 直
接 堆 積 さ れ る こ と に よ っ て 分 離 を 容 易 に し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 磁 気 ビ ー ズ を 用 い て ウ イ ル ス 感 染 細 胞 を 非 感 染 細 胞 か ら 分 離 で き
る 。 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 は 、 そ の 磁 気 ビ ー ズ （ 直 径 ０ ． ５ － １ ０ ０ ｎ ｍ ） に 結 合 す る 能 力 に
基 づ い て 粒 子 を 分 離 す る 方 法 で あ る 磁 気 活 性 化 細 胞 選 別 （ Ｍ Ａ Ｃ Ｓ ） 技 術 を 用 い て 選 別 さ
れ て も よ い （ デ ィ ナ ル （ Dynal） 、 １ ９ ９ ５ ） 。 磁 気 ミ ク ロ ス フ ェ ア に は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １
を 免 疫 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 の 共 有 付 加 を 含 む さ ま ざ ま な 有 用 な 変 更 が 行 な わ れ て も よ い
。 次 い で 磁 界 が 印 加 さ れ る こ と に よ っ て 、 選 択 さ れ た ビ ー ズ が 物 理 的 に 操 作 さ れ る 。 ビ ー
ズ は 次 い で 細 胞 と 混 合 さ れ て 結 合 可 能 に さ れ る 。 細 胞 は 次 い で 磁 界 を 通 さ れ る こ と に よ り
、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 が 分 離 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ５ ． ３ ． ６ ．
　 用 量 は 、 医 師 が ル ー チ ン テ ス ト を 行 な う こ と に よ っ て 定 め 得 る 。 ヒ ト へ の 投 与 の 前 に 、
動 物 モ デ ル に お い て 効 力 が 示 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 感 染 性
疾 患 に 対 す る あ ら ゆ る 動 物 モ デ ル を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 一 般 的 に 、 抗 体 に つ い て は 、 好 ま し い 用 量 は ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ か ら １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体
重 （ 一 般 的 に １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ か ら ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） で あ る 。 抗 体 が 脳 内 で 作 用 す る も の で
あ る と き に は 、 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ か ら １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 用 量 が 通 常 適 切 で あ る 。 一 般 的 に
、 部 分 的 に ヒ ト の 抗 体 お よ び 完 全 に ヒ ト の 抗 体 は 、 他 の 抗 体 よ り も ヒ ト 体 内 に お け る 半 減
期 が 長 い 。 し た が っ て 、 よ り 低 い 用 量 お よ び よ り 少 な い 頻 度 の 投 与 が 可 能 で あ る こ と が 多
い 。 抗 体 を 安 定 化 し 、 （ た と え ば 脳 へ の ） 摂 取 お よ び 組 織 浸 透 を 高 め る た め に 脂 質 化 な ど
の 修 飾 が 用 い ら れ て も よ い 。 抗 体 の 脂 質 化 の 方 法 は 、 ク ル イ ク シ ャ ン ク （ Cruikshank） ら
、 1997, J. Acquired Immune Deficiency Syndromes and Human Retrovirology 14:193に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 こ こ に 定 め ら れ る と お り 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 治 療 上 有 効 な 量 （ す な わ ち 有 効 用 量
） は 約 ０ ． ０ ０ １ か ら ３ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 、 好 ま し く は 約 ０ ． ０ １ か ら ２ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体
重 、 よ り 好 ま し く は 約 ０ ． １ か ら ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 、 お よ び さ ら に 好 ま し く は 約 １ か ら
１ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ２ か ら ９ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ３ か ら ８ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ４ か ら ７ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ま た
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は ５ か ら ６ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 疾 患 も し く は 障 害 の 深 刻 度 、 以 前 の 処 置 、 被 験 者 の 一 般 的 な 健 康 お よ び ／ も し く は 年 齢
、 な ら び に 存 在 す る 他 の 疾 患 を 含 む が そ れ に 制 限 さ れ な い 特 定 の 因 子 が 、 被 験 者 を 効 果 的
に 処 置 す る た め に 要 求 さ れ る 用 量 に 影 響 し 得 る こ と を 当 業 者 は 認 め る で あ ろ う 。 さ ら に 、
治 療 上 有 効 な 量 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に よ る 被 験 者 の 処 置 は 、 単 一 の 処 置 を 含 ん で も 、
ま た は 好 ま し く は 一 連 の 処 置 を 含 ん で も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 被 験 者 は 約 ０ ． １
か ら ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 の 範 囲 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に よ っ て 週 １ 回 、 約 １ か ら １ ０ 週
間 、 好 ま し く は ２ か ら ８ 週 間 、 よ り 好 ま し く は 約 ３ か ら ７ 週 間 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ４ 、
５ ま た は ６ 週 間 に わ た っ て 処 置 さ れ る 。 ま た 、 処 置 に 用 い ら れ る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の
有 効 用 量 は 、 特 定 の 処 置 の 経 過 と と も に 増 加 ま た は 減 少 し 得 る こ と が 認 識 さ れ る で あ ろ う
。 用 量 の 変 化 は 、 こ こ に 記 載 さ れ る よ う な 診 断 ア ッ セ イ の 結 果 か ら も た ら さ れ 、 か つ 明 ら
か に な っ て も よ い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 薬 剤 の 適 切 な 用 量 は 、 通 常 の 医 師 、 獣 医 師 、 ま た は 研 究 者 の 知 識
の 範 囲 内 の い く つ か の 因 子 に 依 存 す る こ と が 理 解 さ れ る 。 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 用 量 は
、 た と え ば 被 験 者 ま た は 処 理 さ れ る サ ン プ ル の 個 性 、 大 き さ お よ び 状 態 に 依 存 し 、 さ ら に
適 用 可 能 で あ れ ば 組 成 物 が 投 与 さ れ る 経 路 、 お よ び 感 染 性 病 原 体 に 対 し て 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０
１ 抗 体 が 有 す る こ と を 作 業 者 が 所 望 す る 効 果 に 依 存 し て 変 化 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ５ ． ３ ． ７ ．
　 こ の 発 明 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 投 与 に 適 し た 医 薬 組 成 物 に 取 込 ま れ て も よ い 。 こ
う し た 組 成 物 は 典 型 的 に 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 と 医 薬 的 に 受 容 可 能 な 担 体 と を 含 む 。 こ
こ で 用 い ら れ る 「 医 薬 的 に 受 容 可 能 な 担 体 」 と い う 言 葉 は 、 医 薬 投 与 に 適 合 す る あ ら ゆ る
す べ て の 溶 剤 、 分 散 媒 、 被 覆 、 抗 バ ク テ リ ア お よ び 抗 真 菌 剤 、 等 張 お よ び 吸 収 遅 延 剤 な ど
を 含 む こ と が 意 図 さ れ る 。 医 薬 的 活 性 物 質 に 対 し て こ う し た 媒 質 お よ び 薬 剤 を 用 い る こ と
は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 あ ら ゆ る 従 来 の 媒 質 ま た は 薬 剤 が 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １
抗 体 に 適 合 し な い 場 合 を 除 き 、 組 成 物 に お け る そ の 使 用 が 予 期 さ れ る 。 組 成 物 に 追 加 の 抗
－ Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 が 取 込 ま れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 こ の 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 そ の 投 与 の 意 図 さ れ る 経 路 に 適 合 す る よ う に 配 合 さ れ る 。 投
与 の 好 ま し い 経 路 は 、 皮 下 お よ び 静 脈 内 投 与 を 含 む 。 投 与 の 経 路 の 他 の 例 に は 、 非 経 口 、
皮 内 、 経 皮 （ 局 所 ） お よ び 経 粘 膜 投 与 が あ る 。 非 経 口 、 皮 内 ま た は 皮 下 適 用 に 用 い ら れ る
溶 液 ま た は 懸 濁 液 は 以 下 の 成 分 を 含 み 得 る 。 す な わ ち 、 注 射 の た め の 水 な ど の 滅 菌 希 釈 液
、 食 塩 溶 液 、 固 定 油 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た
は そ の 他 の 合 成 溶 剤 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ま た は メ チ ル パ ラ ベ ン な ど の 抗 菌 剤 、 ア ス コ ル
ビ ン 酸 ま た は 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム な ど の 酸 化 防 止 剤 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン テ ト ラ 酢 酸 な ど の
キ レ ー ト 剤 、 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 ま た は リ ン 酸 塩 な ど の 緩 衝 液 、 お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム ま
た は デ キ ス ト ロ ー ス な ど の 張 性 の 調 整 の た め の 薬 剤 で あ る 。 塩 酸 ま た は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム
な ど の 酸 ま た は 塩 基 に よ っ て ｐ Ｈ を 調 整 で き る 。 非 経 口 調 製 物 は 、 ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ
ッ ク で で き た ア ン プ ル 、 使 い 捨 て 注 射 器 ま た は 複 数 用 量 バ イ ア ル 中 に 封 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 注 射 可 能 な 使 用 に 好 適 な 医 薬 組 成 物 は 、 滅 菌 水 溶 液 （ 水 溶 性 の と き ） ま た は 分 散 物 、 お
よ び 滅 菌 注 射 可 能 溶 液 ま た は 分 散 物 の 即 時 調 製 の た め の 滅 菌 粉 末 を 含 む 。 静 脈 内 投 与 に 対
し て 、 好 適 な 担 体 は 生 理 食 塩 水 、 静 菌 水 、 ク レ モ フ ォ ー ル （ Cremophor） Ｅ Ｌ （ 商 標 ） （
Ｂ Ａ Ｓ Ｆ 、 パ ー シ ッ パ ニ ー 、 Ｎ Ｊ ） ま た は リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） を 含 む 。 す べ て の
場 合 に お い て 、 組 成 物 は 滅 菌 さ れ る 必 要 が あ り 、 ま た 粘 性 が 低 く 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 が
注 射 可 能 で あ る 程 度 に 流 動 性 で あ る べ き で あ る 。 そ れ は 製 造 お よ び 貯 蔵 の 条 件 下 で 安 定 で
あ る 必 要 が あ り 、 ま た バ ク テ リ ア お よ び 真 菌 な ど の 微 生 物 の 混 入 作 用 に 対 抗 し て 保 存 さ れ
る 必 要 が あ る 。
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【 ０ １ １ ４ 】
　 担 体 は 、 た と え ば 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ た と え ば 、 グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ
ン グ リ コ ー ル 、 お よ び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 お よ び そ の 好 適 な 混 合 物 を 含
む 溶 剤 ま た は 分 散 媒 質 で あ っ て も よ い 。 た と え ば 、 レ シ チ ン な ど の 被 覆 剤 の 使 用 、 分 散 の
場 合 に は 必 要 と さ れ る 粒 子 の 大 き さ の 維 持 、 お よ び 界 面 活 性 剤 の 使 用 な ど に よ っ て 、 適 切
な 流 動 性 を 維 持 で き る 。 微 生 物 作 用 の 防 止 は 、 た と え ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ
ェ ノ ー ル 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル な ど の さ ま ざ ま な 抗 バ ク テ リ ア お よ び 抗 真 菌 剤
に よ っ て 達 成 で き る 。 多 く の 場 合 、 組 成 物 に た と え ば 糖 、 マ ン ニ ト ー ル な ど の 多 価 ア ル コ
ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 等 張 性 の 薬 剤 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 注 射 可
能 組 成 物 の 持 続 性 の 吸 収 は 、 た と え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン な ど
の 吸 収 を 遅 ら せ る 薬 剤 を 組 成 物 中 に 含 ま せ る こ と に よ っ て も た ら さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 滅 菌 注 射 可 能 溶 液 は 、 必 要 に 応 じ て 上 に 挙 げ た 成 分 の １ つ ま た は 組 合 せ を 有 す る 適 切 な
溶 剤 中 に 必 要 量 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 （ た と え ば １ つ ま た は そ れ 以 上 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０
１ 抗 体 ） を 取 込 み 、 そ の 後 フ ィ ル タ 滅 菌 す る こ と に よ っ て 調 製 で き る 。 分 散 物 は 一 般 的 に
、 基 本 の 分 散 媒 お よ び 上 に 挙 げ た う ち の 必 要 な 他 の 成 分 を 含 む 滅 菌 賦 形 剤 に 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １
０ １ 抗 体 を 取 込 む こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 滅 菌 注 射 可 能 溶 液 の 調 製 の た め の 滅 菌 粉 末 の
場 合 に は 、 調 製 の 好 ま し い 方 法 は 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 で あ り 、 こ れ は 予 め 滅 菌 フ ィ ル
タ 処 理 さ れ た 溶 液 か ら 、 活 性 成 分 と あ ら ゆ る 付 加 的 な 所 望 の 成 分 と の 粉 末 を 得 る も の で あ
る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 態 様 の １ つ に お い て 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 イ ン プ ラ ン ト お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル
送 達 系 を 含 む 徐 放 性 配 合 物 な ど 、 体 内 か ら の 迅 速 な 除 去 に 対 し て 化 合 物 を 保 護 す る 担 体 と
共 に 調 製 さ れ る 。 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 酢 酸 な ど の 生 物 分 解 性 、 生 体 適 合 性 重 合 体 が 用 い ら
れ 得 る 。 こ う し た 配 合 物 の 調 製 方 法 は 当 業 者 に 明 ら か に な る だ ろ う 。 ま た 、 ア ル ザ 社 （ Al
za Corporation） お よ び ノ バ フ ァ ー マ ス ー テ ィ カ ル ス 社 （ Nova Pharmaceuticals, Inc.）
よ り 材 料 を 商 業 的 に 得 る こ と が で き る 。 （ ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共
に 感 染 細 胞 に タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ さ れ た リ ポ ソ ー ム を 含 む ） リ ポ ソ ー ム 懸 濁 物 が 医 薬 的 に 受
容 可 能 な 担 体 と し て 用 い ら れ て も よ い 。 こ れ ら は 、 た と え ば こ こ に 全 体 に わ た っ て 引 用 に
よ り 援 用 す る 米 国 特 許 第 ４ ， ５ ２ ２ ， ８ １ １ 号 に 記 載 さ れ る よ う な 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に
従 っ て 調 製 で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 投 与 の 簡 便 性 お よ び 用 量 の 均 一 性 の た め に 、 用 量 単 位 形 の 非 経 口 組 成 物 を 配 合 す る こ と
が 有 利 で あ る 。 こ こ で 用 い ら れ る 用 量 単 位 形 と は 、 処 置 さ れ る 被 験 者 に 対 す る 単 位 用 量 と
し て 好 適 な 物 理 的 に 別 個 の 単 位 を 示 す 。 す な わ ち 、 各 単 位 は 、 必 要 と さ れ る 医 薬 担 体 に 関
連 し て 所 望 の 治 療 効 果 を も た ら す た め に 算 出 さ れ た 予 め 定 め ら れ た 量 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １
抗 体 を 含 む 。 こ の 発 明 の 用 量 単 位 形 に 対 す る 仕 様 は 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 一 意 の 特 徴
お よ び 達 成 す べ き 特 定 の 治 療 効 果 、 な ら び に 個 体 の 処 置 に 対 す る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 な
ど の 調 合 の 技 術 分 野 に お い て 固 有 の 制 限 に よ っ て 規 定 さ れ 、 か つ そ れ に 直 接 依 存 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 キ ッ ト 、 容 器 、 パ ッ ク ま た は デ ィ ス ペ ン サ 中 に 、 投 与 に 対 す る 指 示 と 共
に 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ５ ． ４ ．

　 こ の 発 明 は 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 生 成 す る た め の ワ ク チ ン と し て 用 い 得 る Ｔ Ｓ Ｇ １
０ １ タ ン パ ク 質 の 断 片 を 提 供 す る 。 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 断 片 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、
当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 標 準 的 な 方 法 に よ り 調 製 で き る 。 態 様 の １ つ に お い て 、 こ の
発 明 は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｕ Ｅ Ｖ ド メ イ ン を 含 ま な い Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の 断
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片 を 提 供 す る 。 特 定 的 な 態 様 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 Ｕ Ｅ Ｖ ド メ イ ン を 含 ま な い ヒ ト Ｔ Ｓ
Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の 断 片 ま た は そ の ネ ズ ミ 相 同 体 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、
こ の 発 明 は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｃ － 末 端 領 域 を 含 む 断 片 を 提 供 す る 。 別 の 態 様 に お
い て 、 こ の 発 明 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の コ イ ル ド コ イ ル ド メ イ ン を 含 む Ｔ Ｓ Ｇ １ ０
１ タ ン パ ク 質 の 断 片 を 提 供 す る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　
Ｎ Ｏ ： ３ と し て 記 載 し た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｃ － 末 端 ド メ イ ン を 含 む Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １
タ ン パ ク 質 の 断 片 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 は ま た 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の こ う し た 断 片
と 少 な く と も ３ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ９ ０ ％ ま た は ９ ５ ％ 相 同 で あ る あ ら ゆ る 配 列 を 提
供 す る 。 こ の 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 断 片 ま た は ポ リ ペ
プ チ ド の 長 さ は 少 な く と も ５ 、 １ ０ 、 ２ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 前 述 の あ ら ゆ る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 断 片 と 機 能 的 に 同 等 で あ る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １
タ ン パ ク 質 の 断 片 を 提 供 す る 。 こ う し た 同 等 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 断 片 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 遺 伝 子 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 内
の ア ミ ノ 酸 残 基 の 削 除 、 付 加 ま た は 置 換 を 含 ん で も よ い が 、 そ れ は サ イ レ ン ト 変 化 を も た
ら す た め 、 機 能 的 に 同 等 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 断 片 を 生 成 す る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 関
係 す る 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 可 溶 性 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 お よ び ／ ま た は 両 親 媒 性 の 性 質 の 類
似 性 に 基 づ い て 行 な わ れ て も よ い 。 た と え ば 、 無 極 性 （ 疎 水 性 ） ア ミ ノ 酸 は 、 ア ラ ニ ン 、
ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 お よ
び メ チ オ ニ ン を 含 む 。 極 性 の 中 性 ア ミ ノ 酸 は 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ
ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 お よ び グ ル タ ミ ン を 含 む 。 正 に 帯 電 し た （ 塩 基 性 ） ア ミ ノ
酸 は 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ ジ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン を 含 む 。 ま た 、 負 に 帯 電 し た （ 酸 性 ） ア ミ ノ
酸 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 を 含 む 。 こ こ で 用 い ら れ る 「 機 能 的 に 同 等 」 と
は 、 内 因 性 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 断 片 と 実 質 的 に 類 似 の イ ン ビ ボ 活 性 を 示 す こ と が で き
る タ ン パ ク 質 断 片 を 示 す 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 こ の 発 明 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ペ プ チ ド 断 片 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 技 術 を 用 い る 組
換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 生 成 さ れ て も よ い 。 つ ま り 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ
プ チ ド を コ ー ド す る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 遺 伝 子 配 列 を 含 む 核 酸 を 発 現 す る こ と に よ っ て こ の 発 明
の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド を 調 製 す る 方 法 で あ る 。 当 業 者 に 周 知 の 方 法
を 用 い て 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 な ら び に 適 切 な 転 写 お よ び 翻 訳 調
節 シ グ ナ ル を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 で き る 。 こ れ ら の 方 法 は た と え ば 、 イ ン ビ ト ロ 組 換
え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 、 合 成 技 術 、 お よ び イ ン ビ ボ 遺 伝 子 組 換 え を 含 む 。 た と え ば 、 前 出 の １ ９ ８
９ 年 の サ ン ブ ル ッ ク （ Sambrook） ら 、 お よ び 前 出 の １ ９ ８ ９ 年 の ア ウ ズ ベ ル ら に 記 載 さ れ
る 技 術 を 参 照 さ れ た い 。 代 替 的 に は 、 た と え ば 合 成 装 置 を 用 い て Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 を コ ー ド で き る Ｒ Ｎ Ａ を 化 学 的 に 合 成 し て も よ い 。 た と え ば 、 こ こ に 全 体 に わ た っ
て 引 用 に よ り 援 用 す る 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 」 （ “ Oligonucleotide Synthesis” ）
、 １ ９ ８ ４ 、 ガ イ ト （ Gait） , Ｍ ． Ｊ ． 編 集 、 IRL Press、 オ ッ ク ス フ ォ ー ド に 記 載 さ れ
る 技 術 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ペ プ チ ド は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 も し く は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト ま た は 類 似 の
免 疫 刺 激 剤 な ど の 好 適 な 担 体 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 用 い る こ と が で き る 。 不
完 全 セ ピ ッ ク ア ジ ュ バ ン ト （ Incomplete Seppic Adjuvant） （ セ ピ ッ ク 、 パ リ 、 フ ラ ン ス
） な ど の 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 非 代 謝 性 鉱 油 ま た は 代 謝 可 能 な 油 と 組 合 さ れ た １ つ ま た
は そ れ 以 上 の 界 面 活 性 剤 を 含 む 、 油 ／ 界 面 活 性 剤 ベ ー ス の ア ジ ュ バ ン ト が 用 い ら れ て も よ
い 。 不 完 全 セ ピ ッ ク ア ジ ュ バ ン ト は 、 抗 体 生 成 に 対 し て 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に
匹 敵 す る 効 果 を 有 す る が 、 よ り 低 い 炎 症 反 応 を 誘 導 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ワ ク チ ン と し て 用 い る た め の ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 遺 伝 子
の 部 分 を 提 供 す る 。 ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 遺 伝 子 断 片 は ま た 、 前 述 の こ の 発 明 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン

10

20

30

40

50

(31) JP 2006-514921 A 2006.5.18



パ ク 質 断 片 の い ず れ か を 生 成 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 こ
の 発 明 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の Ｕ Ｅ Ｖ ド メ イ ン を 含 ま な い 断 片 を コ ー ド す る ヌ ク レ
オ チ ド 領 域 を 含 む ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 遺 伝 子 の 断 片 を 提 供 す る 。 特 定 的 な 態 様 に お い て 、 Ｔ Ｓ Ｇ
１ ０ １ 遺 伝 子 の 断 片 は ヒ ト ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 遺 伝 子 の 断 片 、 ま た は そ の ネ ズ ミ 相 同 体 で あ る 。
こ の 発 明 は ま た 、 ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 遺 伝 子 の こ う し た 断 片 と 少 な く と も ３ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ７ ０
％ 、 ９ ０ ％ ま た は ９ ５ ％ 相 同 で あ る あ ら ゆ る 配 列 を 提 供 す る 。 こ の 発 明 の い く つ か の 態 様
に お い て 、 ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 遺 伝 子 の 断 片 の 長 さ は 少 な く と も ２ ０ 、 ２ ５ 、 ４ ０ 、 ６ ０ 、 ８ ０
、 １ ０ ０ 、 ５ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ 塩 基 で あ る 。 こ う し た 配 列 は Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ペ プ チ ド の 生 成 に
有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 （ ａ ） 前 述 の ｔ ｓ ｇ １ ０ １ コ ー ド 配 列 お よ び ／ ま た は そ れ ら の 相 補 （
す な わ ち ア ン チ セ ン ス ） の い ず れ か を 含 む Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー 、 （ ｂ ） コ ー ド 配 列 の 発 現 を 指
示 す る 調 節 因 子 に 動 作 可 能 に 関 連 付 け ら れ た 前 述 の ｔ ｓ ｇ １ ０ １ コ ー ド 配 列 の い ず れ か を
含 む Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び （ ｃ ） こ の 発 明 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 断 片 を 生 成 す
る た め に 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 中 で コ ー ド 配 列 の 発 現 を 指 示 す る 調 節 因 子 に 動 作 可 能 に 関 連
付 け ら れ た 前 述 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ コ ー ド 配 列 の い ず れ か を 含 む 、 遺 伝 子 工 学 に よ り 処 理 さ れ
た 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 こ こ で 用 い ら れ る 調 節 因 子 は 、 誘 導 性 お よ び 非 誘 導 性 プ ロ モ ー タ
、 エ ン ハ ン サ 、 オ ペ レ ー タ 、 な ら び に 発 現 を 行 な い か つ 調 節 す る こ と が 当 業 者 に 公 知 の そ
の 他 の 因 子 を 含 む が そ れ に 制 限 さ れ な い 。 こ う し た 調 節 因 子 は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ｈ
Ｃ Ｍ Ｖ 極 初 期 遺 伝 子 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ア デ ノ ウ イ ル ス の 初 期 ま た は 後 期 プ ロ モ ー タ 、 ｌ ａ ｃ 系 、
ｔ ｒ ｐ 系 、 Ｔ Ａ Ｃ 系 、 Ｔ Ｒ Ｃ 系 、 フ ァ ー ジ Ａ の 主 要 オ ペ レ ー タ お よ び プ ロ モ ー タ 領 域 、 ｆ
ｄ コ ー ト タ ン パ ク 質 の 調 節 領 域 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ の プ ロ モ ー タ 、 酸 性 ホ
ス フ ァ タ ー ゼ の プ ロ モ ー タ 、 な ら び に 酵 母 α － 接 合 因 子 の プ ロ モ ー タ を 含 む が そ れ に 制 限
さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 裸 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ワ ク チ ン お よ び そ の 用 法 を 提
供 す る 。 前 述 の こ の 発 明 の ｔ ｓ ｇ １ ０ １ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は 、 こ の 発 明 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体
を 誘 発 す る こ と に よ っ て ウ イ ル ス 性 疾 患 を 阻 害 す る た め の ワ ク チ ン と し て 投 与 で き る 。 た
と え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ を プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー の ｐ Ｇ Ｅ Ｍ 族 な ど の 転 写 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ す る こ と に よ っ て 、 ま た は ワ ク シ ニ ア な ど の ウ イ ル ス の 転 写 プ ロ モ ー タ の 制 御 下 で 、 Ｄ
Ｎ Ａ を Ｒ Ｎ Ａ に 転 換 す る こ と が で き 、 そ の Ｒ Ｎ Ａ が 裸 の Ｒ Ｎ Ａ ワ ク チ ン と し て 用 い ら れ る
。 裸 の Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ ワ ク チ ン は 単 独 で 注 射 さ れ て も 、 ま た は ウ イ ル ス に 向 け ら れ
た １ つ も し く は そ れ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ ワ ク チ ン と 組 合 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 こ の 発 明 の 裸 の Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ ワ ク チ ン は 、 た と え ば 筋 間 投 与 さ れ て も 、 ま た は
代 替 的 に 点 鼻 薬 中 に 用 い ら れ て も よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ 断 片 ま た は そ の 部 分 は 、 裸
の Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ と し て 、 リ ポ ソ ー ム に 包 ま れ た Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ と し て 、 ウ
イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 受 容 体 タ ン パ ク 質 を 含 む プ ロ テ オ リ ポ ソ ー ム に 閉 じ 込 め ら れ た Ｄ Ｎ Ａ
も し く は Ｒ Ｎ Ａ と し て 、 注 射 さ れ て も よ い （ ニ コ ラ ウ （ Nicolau） , C.ら 、 Proc. Natl. A
cad. Sci. U.S.A. 1983, 80, 1068; カ ノ ダ （ Kanoda） , Y. ら 、 Science 1989, 243, 375
; マ ン ニ ー ノ （ Mannino） , R. J.ら 、 Biotechniques 1988, 6, 682） 。 代 替 的 に は 、 Ｄ Ｎ
Ａ は 担 体 と 共 に 注 射 で き る 。 担 体 は タ ン パ ク 質 、 ま た は た と え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ な ど
の サ イ ト カ イ ン 、 ま た は ポ リ リ シ ン － 糖 タ ン パ ク 質 担 体 （ ウ ー （ Wu） , G. Y. お よ び ウ ー
, C.H.、 J. Biol. Chem. 1988, 263, 14621） 、 ま た は た と え ば ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス も し
く は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ の い ず れ か を 含 む 発 現 ベ ク タ ー な ど の 複 製 し な い ベ
ク タ ー で あ っ て も よ い 。 こ う し た 担 体 タ ン パ ク 質 お よ び ベ ク タ ー な ら び に そ の 用 法 は 当 業
者 に 公 知 で あ る （ た と え ば 、 ア ク サ デ ィ （ Acsadi） , G.ら 、 Nature 1991, 352, 815-818
を 参 照 ） 。 加 え て 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で 小 さ な 金 の ビ ー ズ を 被 覆 し 、 そ の ビ ー ズ が た と
え ば 遺 伝 子 銃 に よ っ て 皮 膚 内 に 導 入 さ れ て も よ い （ コ ー エ ン （ Cohen） 、 J.Science 1993,
 259, 1691-1692; ウ ル マ ー （ Ulmer） , J.B.ら 、 Science 1993, 259, 1745-1749） 。
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【 ０ １ ２ ７ 】
　 こ の 発 明 は ま た 、 遺 伝 子 療 法 に よ っ て 動 物 に お け る Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 な ど の ウ イ ル ス 感 染 を 処
置 す る 方 法 を 提 供 す る 。 さ ま ざ ま な 遺 伝 子 療 法 ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 抗 体 を
生 成 さ せ る た め に 細 胞 に イ ン ビ ボ で Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 を 導
入 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ の 発 明 に 従 っ て 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 入 手 可 能 な 遺 伝 子 療 法 の た め の あ ら ゆ る 方 法
を 用 い る こ と が で き る 。 例 示 的 な 方 法 を 以 下 に 述 べ る 。 遺 伝 子 療 法 の 一 般 的 な 概 説 と し て
は 、 ゴ ー ル ド ス ピ ー ル （ Goldspiel） ら 、 1993, Clinical Pharmacy 12:488-505; ウ ー お
よ び ウ ー , 1991, Biotherapy 3:87-95; ト ル ス ト シ ェ フ （ Tolstoshev） 、 1993, Ann. Rev
. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596; ム リ ガ ン （ Mulligan） 、 1993, Science 260:926-93
2; な ら び に 、 モ ー ガ ン （ Morgan） お よ び ア ン ダ ー ソ ン （ Anderson） 、 1993, Ann. Rev. B
iochem. 62:191-217; 1993年 5月 、 TIBTECH 11(5):155-215を 参 照 さ れ た い 。 用 い 得 る 組 換
え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 の 当 該 技 術 分 野 に お い て 一 般 的 に 公 知 の 方 法 は 、 ア ウ ズ ベ ル ら 編 、 1993、 分
子 生 物 学 の 最 新 プ ロ ト コ ル 、 John Wiley & Sons, ニ ュ ー ヨ ー ク ; お よ び 、 ク リ ー グ ラ ー
（ Kriegler） , 1990, 遺 伝 子 転 移 お よ び 発 現 、 実 験 室 マ ニ ュ ア ル （ Gene Transfer and Ex
pression, A Laboratory Manual） , Stockton Press, ニ ュ ー ヨ ー ク 、 に 記 載 さ れ て い る
。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 好 ま し い 局 面 に お い て 、 そ の 治 療 は 、 好 適 な 宿 主 中 で Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ ま た は そ の 断 片 も し
く は キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 で あ る Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 核 酸 を 含 む 。 特
に 、 こ う し た 核 酸 は Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ コ ー ド 領 域 に 動 作 可 能 に 繋 が れ た プ ロ モ ー タ を 有 し 、 こ
の プ ロ モ ー タ は 誘 導 性 ま た は 構 成 性 で あ り 、 任 意 に は 組 織 特 異 的 で あ る 。 別 の 特 定 の 態 様
に お い て は 、 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ コ ー ド 配 列 お よ び あ ら ゆ る そ の 他 の 所 望 の 配 列 が 、 ゲ ノ ム 中 の
所 望 の 部 位 で 相 同 組 換 え を 起 こ す 領 域 に よ っ て フ ラ ン ク に さ れ る こ と に よ り 、 Ｔ ｓ ｇ １ ０
１ 核 酸 の 染 色 体 内 発 現 を 与 え る よ う な 核 酸 分 子 が 用 い ら れ る （ た と え ば 、 コ ラ ー （ Koller
） お よ び ス ミ ジ ー ズ （ Smithies） , 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:8932-8935
; ゼ イ ル ス ト ラ （ Zijlstra） ら 、 1989, Nature 342:435-438を 参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 患 者 へ の 核 酸 の 送 達 は 、 患 者 が 核 酸 ま た は 核 酸 を 有 す る ベ ク タ ー に 直 接 露 出 さ れ る 直 接
的 な も の で あ っ て も 、 ま た は 細 胞 を ま ず イ ン ビ ト ロ で 核 酸 に よ っ て 形 質 転 換 し 、 次 い で 患
者 に 移 植 す る 間 接 的 な も の で あ っ て も よ い 。 こ れ ら ２ つ の ア プ ロ ー チ は そ れ ぞ れ 、 イ ン ビ
ボ ま た は エ ク ス ビ ボ 遺 伝 子 療 法 と し て 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 核 酸 は イ ン ビ ボ で 直 接 投 与 さ れ 、 そ こ で 発 現 さ れ る こ と に よ っ て
コ ー ド さ れ る 産 物 を 生 成 す る 。 こ れ は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 多 数 の 方 法 、 た と え ば
、 そ れ を 適 切 な 核 酸 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 と し て 構 築 し 、 そ れ を た と え ば 欠 損 も し く は 弱 毒
レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は そ の 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い た 感 染 な ど に よ っ て 、 細 胞 内 に 入
る よ う に 投 与 す る こ と （ 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ８ ０ ， ２ ８ ６ 号 を 参 照 ） 、 ま た は 裸 の Ｄ Ｎ Ａ の
直 接 注 射 、 ま た は 微 粒 子 ボ ン バ ー ド メ ン ト （ た と え ば 遺 伝 子 銃 、 バ イ オ リ ス テ ィ ッ ク （ Bi
olistic） 、 デ ュ ポ ン ） の 使 用 、 ま た は 脂 質 も し く は 細 胞 表 面 受 容 体 も し く は ト ラ ン ス フ
ェ ク テ ィ ン グ 剤 に よ る 被 覆 、 リ ポ ソ ー ム 、 微 粒 子 も し く は マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 へ の 被 包 、
ま た は 核 に 入 る こ と が 公 知 の ペ プ チ ド へ の 結 合 に よ る 投 与 、 受 容 体 介 在 エ ン ド サ イ ト ー シ
ス を 受 け る リ ガ ン ド へ の 結 合 に よ る 投 与 （ た と え ば 、 ウ ー お よ び ウ ー 、 1987, J.Biol. Ch
em. 262:4429-4432を 参 照 ） （ 受 容 体 を 特 定 的 に 発 現 す る 細 胞 系 を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る
た め に 用 い 得 る ） な ど の い ず れ か に よ っ て 、 達 成 で き る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 核 酸 － リ
ガ ン ド 複 合 体 が 形 成 さ れ て も よ く 、 こ こ で リ ガ ン ド は フ ソ ジ ェ ニ ッ ク （ fusogenic） ウ イ
ル ス ペ プ チ ド を 含 む こ と に よ っ て エ ン ド ソ ー ム を 妨 害 し 、 核 酸 が リ ソ ソ ー ム 分 解 を 避 け ら
れ る よ う に す る 。 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 特 定 の 受 容 体 を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る こ と に よ っ
て 、 核 酸 を 細 胞 特 異 的 吸 収 お よ び 発 現 に 対 し て イ ン ビ ボ で タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ で き る （ た と
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え ば 、 １ ９ ９ ２ 年 ４ 月 １ ６ 日 付 の Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ６ １ ８ ０ （ ウ ー ら ） 、 １ ９ ９ ２
年 １ ２ 月 ２ ３ 日 付 の Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ２ ６ ３ ５ 号 （ ウ イ ル ソ ン （ Wilson） ら ） 、 １ ９ ９ ２ 年 １
１ 月 ２ ６ 日 付 の Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ３ １ ６ 号 （ フ ィ ン ダ イ ス （ Findeis） ら ） 、 １ ９ ９ ３ 年 ７
月 ２ ２ 日 付 の Ｗ Ｏ ９ ３ ／ １ ４ １ ８ ８ 号 （ ク ラ ー ケ （ Clarke） ら ） 、 １ ９ ９ ３ 年 １ ０ 月 １ ４
日 付 の Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ２ ０ ２ ２ １ 号 （ ヤ ン グ （ Young） ） を 参 照 ） 。 代 替 的 に は 、 核 酸 を 細 胞
内 に 導 入 し 、 相 同 組 換 え に よ っ て 発 現 の た め に 宿 主 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ 内 に 取 込 ん で も よ い （ コ ラ
ー お よ び ス ミ ジ ー ズ , 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:8932-8935; ゼ イ ル ス ト
ラ ら 、 1989, Nature 342:435-438） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て は 、 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 核 酸 を 含 む ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 用 い ら れ る 。 た と
え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 用 い ら れ て も よ い （ ミ ラ ー （ Miller） ら 、 1993, Meth. 
Enzymol. 217:581-599を 参 照 ） 。 こ れ ら の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の
パ ッ ケ ー ジ ン グ お よ び 宿 主 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ へ の 組 込 み に 必 要 で な い レ ト ロ ウ イ ル ス 配 列 を 削 除
す る よ う に 変 更 さ れ て い る 。 遺 伝 子 療 法 に 用 い ら れ る Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 核 酸 は 、 患 者 へ の 遺 伝
子 の 送 達 を 容 易 に す る ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 関 す る
さ ら な る 詳 細 は 、 ボ ー セ ン （ Boesen） ら 、 1994, Biotherapy 6:291-302に 見 出 す こ と が で
き 、 こ れ は 幹 細 胞 を 化 学 療 法 に 対 し て よ り 耐 性 に す る た め に 造 血 幹 細 胞 に ｍ ｄ ｒ １ 遺 伝 子
を 送 達 す る た め の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 用 法 を 記 載 し て い る 。 遺 伝 子 療 法 に お け る レ
ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 用 法 を 例 示 す る そ の 他 の 参 考 文 献 は 以 下 の と お り で あ る 。 ク ラ ウ
ス （ Clowes） ら 、 1994, J.Clin. Invest. 93:644-651; キ エ ム （ Kiem） ら 、 1994, Blood 
83:1467-1473; サ ー モ ン ズ （ Salmons） お よ び グ ン ズ バ ー グ （ Gunzberg） , 1993, Human G
ene Therapy 4:129-141; な ら び に グ ロ ス マ ン （ Grossman） お よ び ウ イ ル ソ ン , 1993, Cur
r. Opin. Genet. and Devel. 3:110-114。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 遺 伝 子 療 法 に 用 い 得 る 別 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 。 ア デ ノ ウ イ ル
ス は 、 遺 伝 子 を 呼 吸 上 皮 に 送 達 す る た め の 特 に 魅 力 的 な 媒 体 で あ る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス は 本
来 呼 吸 上 皮 に 感 染 し 、 そ こ で 軽 い 疾 患 を も た ら す 。 ア デ ノ ウ イ ル ス に 基 づ く 送 達 系 の そ の
他 の 標 的 は 、 肝 臓 、 中 枢 神 経 系 、 内 皮 細 胞 、 お よ び 筋 肉 で あ る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 非 分
裂 細 胞 に 感 染 で き る と い う 利 点 を 有 す る 。 コ ザ ル ス キ （ Kozarsky） お よ び ウ イ ル ソ ン  (19
93, Current Opinion in Genetics and Development 3:499-503） は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス に
基 づ く 遺 伝 子 療 法 の 概 説 を 示 す 。 ボ ウ ト （ Bout） ら  (1994, Human Gene Therapy 5:3-10)
は 、 ア カ ゲ ザ ル の 呼 吸 上 皮 に 遺 伝 子 を 転 移 す る た め の ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 用 法 を 示
し て い る 。 遺 伝 子 療 法 に お け る ア デ ノ ウ イ ル ス の 用 法 の そ の 他 の 事 例 は 、 ロ ー ゼ ン フ ェ ル
ド （ Rozenfeld） ら 、 1991, Science 252:431-434; ロ ー ゼ ン フ ェ ル ド ら 、 1992, Cell 68:
143-155; お よ び マ ス ト ラ ン ジ ェ リ （ Mastrangeli） ら 、 1993, J. Clin. Invest. 91:225-
234に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス （ Ａ Ａ Ｖ ） を 遺 伝 子 療 法 に 用 い る こ と も 提 案 さ れ て い る （ ワ ル シ ュ
（ Walsh） ら 、 1993, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300） 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 遺 伝 子 療 法 へ の 別 の ア プ ロ ー チ は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン
酸 カ ル シ ウ ム 介 在 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は ウ イ ル ス 感 染 な ど の 方 法 に よ っ て 遺 伝 子
を 組 織 培 養 物 中 の 細 胞 に 転 移 す る こ と を 含 む 。 通 常 、 転 移 の 方 法 は 、 細 胞 へ の 選 択 可 能 な
マ ー カ の 転 移 を 含 む 。 細 胞 は 次 い で 選 択 を 受 け る こ と に よ り 、 転 移 さ れ た 遺 伝 子 を 吸 収 し
て 発 現 し て い る 細 胞 が 単 離 さ れ る 。 そ れ ら の 細 胞 は 次 に 患 者 に 送 達 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 こ の 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 結 果 的 に 得 ら れ る 組 換 え 細 胞 の イ ン ビ ボ で の 投 与 に 先 立 っ
て 、 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 こ う し た 導 入 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の あ ら ゆ る 方 法 に よ っ
て 行 な う こ と が で き 、 そ れ は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 微 量 注 射
、 核 酸 配 列 を 含 む ウ イ ル ス ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー に よ る 感 染 、 細 胞 融 合 、 染
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色 体 介 在 遺 伝 子 転 移 、 マ イ ク ロ セ ル 介 在 遺 伝 子 転 移 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 融 合 な ど を 含 む が
そ れ に 制 限 さ れ な い 。 細 胞 へ の 外 来 遺 伝 子 の 導 入 の た め の 多 数 の 技 術 が 当 該 技 術 分 野 に お
い て 公 知 で あ り （ た と え ば 、 レ フ ラ ー （ Loeffler） お よ び ベ ー ル （ Behr） , 1993, Meth. 
Enzymol. 217:599-618; コ ー エ ン ら 、 1993, Meth. Enzymol. 217:618-644; ク ラ イ ン （ Cl
ine） 、 1985, Pharmac. Ther. 29:69-92を 参 照 ） 、 受 容 細 胞 の 必 要 な 発 達 お よ び 生 理 機 能
が 妨 害 さ れ な け れ ば 、 こ の 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ 得 る 。 そ の 技 術 は 核 酸 の 細 胞 へ の 安 定 し
た 転 移 を 与 え る べ き で あ り 、 そ れ に よ っ て 核 酸 は 細 胞 に よ っ て 発 現 可 能 と な り 、 ま た 好 ま
し く は 遺 伝 性 で あ っ て そ の 細 胞 後 代 に よ っ て 発 現 可 能 と な る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 結 果 的 に 得 ら れ る 組 換 え 細 胞 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の さ ま ざ ま な 方 法 に よ っ て
患 者 に 送 達 で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 上 皮 細 胞 は た と え ば 皮 下 的 に 注 射 さ れ る 。 別
の 態 様 で は 、 組 換 え 皮 膚 細 胞 が 皮 膚 移 植 片 と し て 患 者 に 適 用 さ れ て も よ い 。 組 換 え 血 液 細
胞 （ た と え ば 造 血 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 ） は 、 静 脈 内 に 投 与 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 使 用
に 想 定 さ れ る 細 胞 の 量 は 、 所 望 の 効 果 、 患 者 の 状 態 な ど に 依 存 し 、 当 業 者 に よ っ て 定 め る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 遺 伝 子 療 法 の 目 的 の た め に 核 酸 を 導 入 で き る 細 胞 は 、 あ ら ゆ る 所 望 の 入 手 可 能 な 細 胞 系
を 含 み 、 上 皮 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト 、 繊 維 芽 細 胞 、 筋 細 胞 、 肝 細 胞 ； Ｔ リ ン パ
球 、 Ｂ リ ン パ 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 巨 核 球 、 顆 粒 球 な ど の 血 液 細
胞 ； た と え ば 骨 髄 、 臍 帯 血 、 末 梢 血 、 胎 児 肝 臓 な ど か ら 得 ら れ る よ う な さ ま ざ ま な 幹 細 胞
ま た は 始 原 細 胞 、 特 に 造 血 幹 細 胞 ま た は 始 原 細 胞 を 含 む が そ れ に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 療 法 に 用 い ら れ る 細 胞 は 患 者 の 自 己 由 来 の も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 遺 伝 子 療 法 に お い て 組 換 え 細 胞 が 用 い ら れ る 態 様 に お い て 、 Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 核 酸 が 細 胞 に
導 入 さ れ る こ と に よ り 、 そ れ が 細 胞 ま た は そ の 後 代 に よ っ て 発 現 可 能 と な り 、 そ の 組 換 え
細 胞 が 次 い で 治 療 効 果 の た め に イ ン ビ ボ で 投 与 さ れ る 。 特 定 的 な 態 様 に お い て は 、 幹 細 胞
ま た は 始 原 細 胞 が 用 い ら れ る 。 単 離 し て イ ン ビ ト ロ で 維 持 可 能 な あ ら ゆ る 幹 細 胞 お よ び ／
ま た は 始 原 細 胞 が 、 こ の 発 明 の こ の 態 様 に 従 っ て 用 い ら れ 得 る 。 こ う し た 幹 細 胞 は 、 造 血
幹 細 胞 （ Ｈ Ｓ Ｃ ） 、 皮 膚 お よ び 腸 の 内 側 な ど の 上 皮 組 織 の 幹 細 胞 、 胎 芽 心 筋 細 胞 、 肝 臓 幹
細 胞 （ Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ０ ８ ５ ９ ８ 号 ） 、 お よ び 神 経 幹 細 胞 （ ス テ ン プ ル （ Stempl
e） お よ び ア ン ダ ー ソ ン 、 １ ９ ９ ２ 、 Cell 71:973-985） を 含 む が そ れ に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 上 皮 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ Ｃ ） ま た は ケ ラ チ ノ サ イ ト は 、 皮 膚 お よ び 腸 の 内 側 な ど の 組 織 か ら 公
知 の 手 順 に よ っ て 得 る こ と が で き る （ ラ イ ン ワ ル ド （ Rheinwald） 、 1980, Meth. Cell Bi
o. 21A:229） 。 皮 膚 な ど の 層 状 の 上 皮 組 織 に お い て は 、 基 底 板 に 最 も 近 い 層 で あ る 胚 層 内
の 幹 細 胞 の 有 糸 分 裂 に よ っ て 再 生 が 起 こ る 。 腸 の 内 側 の 幹 細 胞 は 、 こ の 組 織 の 迅 速 な 再 生
速 度 を 与 え る 。 患 者 ま た は ド ナ ー の 皮 膚 ま た は 腸 の 内 側 か ら 得 ら れ た Ｅ Ｓ Ｃ ま た は ケ ラ チ
ノ サ イ ト は 、 組 織 培 養 物 中 で 生 育 で き る （ ラ イ ン ワ ル ド 、 1980, Meth. Cell Bio. 21A:22
9; ピ ッ テ ル コ ウ （ Pittelkow） お よ び ス コ ッ ト （ Scott） , 1986, Mayo Clinic Proc. 61:
771） 。 Ｅ Ｓ Ｃ が ド ナ ー か ら 提 供 さ れ た も の で あ る と き 、 宿 主 対 移 植 片 の 反 応 性 を 抑 制 す
る た め の 方 法 （ た と え ば 穏 や か な 免 疫 抑 制 を 起 こ す た め の 照 射 、 薬 物 ま た は 抗 体 投 与 ） が
用 い ら れ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 造 血 幹 細 胞 （ Ｈ Ｓ Ｃ ） に 関 し て 、 Ｈ Ｓ Ｃ の イ ン ビ ト ロ で の 単 離 、 増 殖 お よ び 維 持 を 与 え
る あ ら ゆ る 技 術 を こ の 発 明 の こ の 態 様 に お い て 用 い る こ と が で き る 。 こ れ を 達 成 し 得 る 技
術 は 、 （ ａ ） 将 来 の 宿 主 ま た は ド ナ ー か ら 単 離 さ れ た 骨 髄 細 胞 か ら の Ｈ Ｓ Ｃ 培 養 物 の 単 離
お よ び 確 立 、 ま た は （ ｂ ） 同 種 ま た は 異 種 で あ っ て も よ い 以 前 に 確 立 さ れ た 長 期 Ｈ Ｓ Ｃ 培
養 物 の 使 用 を 含 む 。 非 自 己 由 来 Ｈ Ｓ Ｃ は 、 将 来 の 宿 主 ／ 患 者 の 移 植 免 疫 反 応 を 抑 制 す る 方
法 と 共 に 用 い ら れ る こ と が 好 ま し い 。 こ の 発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 ヒ ト 骨 髄 細 胞 は 、
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針 吸 引 に よ っ て 臀 部 腸 骨 稜 か ら 得 る こ と が で き る （ た と え ば コ ド （ Kodo） ら 、 1984, J. C
lin. Invest. 73:1377-1384を 参 照 ） 。 こ の 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｈ Ｓ Ｃ は 高 度
に 濃 縮 ま た は 実 質 的 に 純 粋 な 形 に で き る 。 こ の 濃 縮 は 長 期 培 養 の 前 、 間 ま た は 後 に 達 成 で
き 、 ま た 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の あ ら ゆ る 技 術 に よ っ て 行 な わ れ 得 る 。 骨 髄 細 胞 の 長
期 培 養 物 は 、 た と え ば 変 形 デ ク ス タ ー 細 胞 培 養 技 術 （ デ ク ス タ ー （ Dexter） ら 、 1977, J.
Cell Physiol. 91:335） ま た は ウ イ ッ ト ロ ッ ク － ヴ ィ ッ テ 培 養 技 術 （ ウ イ ッ ト ロ ッ ク （ Wi
tlock） お よ び ヴ ィ ッ テ （ Witte） , 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79:3608-3612
） を 用 い る こ と に よ っ て 確 立 お よ び 維 持 で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 療 法 の 目 的 の た め に 導 入 さ れ る 核 酸 は 、 コ ー ド 領 域 に 動 作
可 能 に 結 合 さ れ た 誘 導 可 能 プ ロ モ ー タ を 含 む こ と に よ り 、 転 写 の 適 切 な 誘 導 因 子 の 有 無 を
制 御 す る こ と に よ っ て 核 酸 の 発 現 が 調 節 可 能 に な る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 こ の 発 明 の Ｔ ｓ ｇ １ ０ １ 断 片 ま た は そ の 機 能 的 派 生 物 を コ ー ド す る 核 酸 を 送 達 す る た め
に 用 い る た め に 適 用 可 能 な 付 加 的 な 方 法 を 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ５ ． ５ ．
　 こ の 発 明 は ま た 、 こ の 発 明 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 、 ま た は 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 増
や す た め に 用 い 得 る １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は こ の 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を コ ー ド す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 、 ま た は こ う
し た 核 酸 に よ っ て 転 換 さ れ た 細 胞 を １ つ ま た は そ れ 以 上 の 容 器 中 に 含 む キ ッ ト を 提 供 す る
。 核 酸 は 染 色 体 内 に 組 込 ま れ て も 、 ま た は ベ ク タ ー （ た と え ば プ ラ ス ミ ド 、 特 に プ ラ ス ミ
ド 発 現 ベ ク タ ー ） と し て 存 在 し て も よ い 。 こ の 発 明 の 医 薬 組 成 物 を 含 む キ ッ ト も 提 供 さ れ
る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ６ ．
　 以 下 の 実 施 例 は こ の 発 明 の 例 示 の た め に 示 さ れ る も の で あ り 、 い か な る 態 様 に お い て も
こ の 発 明 を 制 限 す る こ と は 意 図 さ れ な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ６ ． １ ．
　 ウ イ ル ス 感 染 に 対 す る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 影 響 を 定 め る た め に 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 感
染 ア ッ セ イ が 開 発 さ れ た 。 末 端 反 復 配 列 （ Ｌ Ｔ Ｒ ） プ ロ モ ー タ か ら 発 現 さ れ る 大 腸 菌 ｌ ａ
ｃ Ｚ 遺 伝 子 を 含 む ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｌ Ｖ ） 由 来 ベ ク タ ー （ ｐ Ｂ Ｍ Ｎ － Ｚ － Ｉ － Ｎ
ｅ ｏ ） が 、 ２ ９ ３ 細 胞 （ フ ェ ニ ッ ク ス Ａ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） 由 来 の 両 栄 養 性 ネ ズ ミ 白 血 病 レ ト ロ
ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 フ ェ ニ ッ ク ス Ａ ヘ ル パ ー
細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ る レ ト ロ ウ イ ル ス が 回 収 さ れ て 、 マ ウ ス Ｎ ２ Ａ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） の
感 染 に 用 い ら れ た 。 Ｍ Ｌ Ｖ ベ ク タ ー の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 に 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ
１ ０ １ 抗 体 が ２ ９ ３ ヘ ル パ ー 細 胞 に 加 え ら れ た 。 ウ イ ル ス 生 成 に 対 す る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体
の 効 果 は 、 ウ イ ル ス 上 清 が 標 的 細 胞 （ Ｎ ２ Ａ ） に 感 染 す る 効 率 に よ っ て 定 め ら れ た 。 次 に
、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 の 細 胞 染 色 （ 正 の 細 胞 は 青 く 染 色 さ れ 、 図 ２ に お け る 暗 い 点
の よ う に 示 さ れ る ） に よ っ て Ｎ ２ Ａ 細 胞 の 感 染 が 定 め ら れ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 典 型 的 に 、 フ ェ ニ ッ ク ス Ａ 細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の １ 日 前 に ポ リ － Ｄ － リ ジ ン
被 覆 ６ － ウ ェ ル プ レ ー ト に 接 種 さ れ た 。 次 に 、 ４ マ イ ク ロ グ ラ ム の ｐ Ｂ Ｍ Ｎ － Ｚ － Ｉ － Ｎ
ｅ ｏ が 、 １ ２ ｕ ｌ の リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） の 存 在 下 で 各 ウ ェ ル
に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 に 、 培 地 が ト リ コ ス
タ チ ン Ａ （ ３ ｕ Ｍ ） お よ び ５ ま た は １ ０ ｕ ｇ の 適 切 な 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 含 む １ ｍ ｌ
／ ウ ェ ル の 新 鮮 な 培 地 と 交 換 さ れ た 。 ２ ４ か ら ４ ８ 時 間 後 に ウ イ ル ス 上 清 が 回 収 さ れ 、 ０
． ２ ｕ ｍ フ ィ ル タ で フ ィ ル タ リ ン グ さ れ 、 １ ｍ ｌ の ウ イ ル ス 上 清 が ポ リ ブ レ ン （ １ ０ ｕ ｇ
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実 施 例 １ ： 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 調 製 お よ び 用 法



／ ｍ ｌ ） を 含 む １ ｍ ｌ の 新 鮮 な 培 地 と 混 合 さ れ て 、 Ｎ ２ ａ 細 胞 の １ ウ ェ ル の 感 染 に 用 い ら
れ た 。 感 染 の ４ ８ 時 間 後 に Ｎ ２ ａ 細 胞 は 固 定 さ れ 、 β － Ｇ ａ ｌ 染 色 キ ッ ト （ イ ン ビ ト ロ ジ
ェ ン ） に 記 載 さ れ る と お り に Ｘ － Ｇ ａ ｌ で 染 色 さ れ た 。 結 果 を デ ジ タ ル 画 像 で 記 録 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 以 下 の 実 験 で は 、 Ｎ － 末 端 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 対 す る ウ サ ギ 抗 体 と 、 Ｃ － 末 端 Ｔ
Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に 対 す る ウ サ ギ 抗 体 と の ２ つ の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の ウ イ ル ス 感
染 に 対 す る 影 響 が テ ス ト さ れ た 。 抗 － Ｎ 末 端 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 ヒ ト Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン
パ ク 質 の Ｎ － 末 端 断 片 Ｖ Ｒ Ｅ Ｔ Ｖ Ｎ Ｖ Ｉ Ｔ Ｌ Ｙ Ｋ Ｄ Ｌ Ｋ Ｐ Ｖ Ｌ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２
） を 用 い て 増 や さ れ た 。 抗 － Ｃ 末 端 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 ヒ ト Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の
Ｃ － 末 端 断 片 Ｑ Ｌ Ｒ Ａ Ｌ Ｍ Ｑ Ｋ Ａ Ｒ Ｋ Ｔ Ａ Ｇ Ｌ Ｓ Ｄ Ｌ Ｙ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ） を 用
い て 増 や さ れ た 。 非 特 異 的 抗 体 対 照 と し て ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ が 用 い ら れ た 。 １ ０ 回 を 超 え る 独
立 し た 実 験 が 行 な わ れ 、 代 表 的 な 結 果 が 図 ２ に 示 さ れ る 。 抗 体 処 理 し て い な い フ ェ ニ ッ ク
ス ヘ ル パ ー 細 胞 （ 正 の 対 照 ） は 、 効 率 的 な レ ト ロ ウ イ ル ス の 生 成 お よ び Ｎ ２ Ａ 標 的 細 胞 の
感 染 を 示 し た （ 左 上 パ ネ ル ） 。 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ は 影 響 し な か っ た （ 左 中 パ ネ ル ） 。 Ｎ － 末 端
Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ に 対 す る ウ サ ギ 抗 体 は 約 ２ ０ ％ － ６ ０ ％ の 阻 害 を 示 し た （ 左 下 パ ネ ル ） 。 し
か し 、 Ｃ － 末 端 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ に 対 す る ウ サ ギ 抗 体 は レ ト ロ ウ イ ル ス の 生 成 お よ び Ｎ ２ Ａ 標
的 細 胞 の 感 染 を 顕 著 に 阻 害 し た （ ５ ０ － ７ ０ ％ 阻 害 、 右 上 パ ネ ル ） 。 抗 － Ｃ 末 端 お よ び 抗
－ Ｎ 末 端 抗 体 の 混 合 物 は 、 抗 － Ｃ 末 端 抗 体 の み の 場 合 と 同 様 の 結 果 を 与 え た （ 右 中 パ ネ ル
） 。 ウ イ ル ス 感 染 し て い な い Ｎ ２ ａ 細 胞 は 、 最 小 限 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 の み を 示 し た
（ 右 下 パ ネ ル ） 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 感 染 ア ッ セ イ に お い て も 類 似 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ５ １ 】
　 ６ ． ２ ．
　 こ の 実 施 例 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ 放 出 の 際 に Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の ド メ イ ン が 細 胞 表 面 に 露 出 さ れ 、 抗 －
Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 が Ｈ Ｉ Ｖ 放 出 お よ び 感 染 を 阻 害 し た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 １ ． ウ イ ル ス 放 出 の 際 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 局 在 性
　 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ が 形 質 膜 に お け る ウ イ ル ス 放 出 に 積 極 的 に か か わ っ て い る こ と を 示 す た め
に 、 Ｇ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 ベ ク タ ー が 構 築 さ れ て 、 Ｍ － Ｍ ｕ Ｌ Ｖ ウ
イ ル ス を 積 極 的 に 生 成 す る フ ェ ニ ッ ク ス 細 胞 （ ス タ ン フ ォ ー ド 大 学 の ノ ラ ン （ Nolan） ら
に よ り 開 発 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス ヘ ル パ ー 細 胞 系 ） に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 、 共 焦 点 顕 微 鏡 （ ウ ル ト ラ ビ ュ ー （ Ultraview） 、 パ ー キ
ン － エ ル マ ー ） の 下 で Ｇ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 融 合 タ ン パ ク 質 の ト ラ フ ィ ッ ク が 観 察 さ れ た
。 図 ３ Ａ － Ｅ は 、 Ｇ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 が 細 胞 質 か ら 細 胞 表 面 へ 移 動 し て ウ イ
ル ス 生 成 細 胞 か ら 「 出 芽 」 す る 画 像 の 時 間 経 過 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ２ ． Ｈ Ｉ Ｖ 出 芽 の 際 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 細 胞 表 面 局 在 性
　 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ が Ｈ Ｉ Ｖ 出 芽 に も 積 極 的 に か か わ っ て い る か ど う か を 定 め る た め に 、 抗 －
Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 用 い て 、 Ｈ Ｉ Ｖ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ヒ ト Ｃ Ｄ ４ ＋ ヒ ト Ｔ 細
胞 系 Ｈ ９ （ Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ と 示 す ） に お け る 細 胞 表 面 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ を 直 接 検 出 し 、 対 照 と し
て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て い な い Ｈ ９ 細 胞 を 用 い た 。 ２ つ の ウ サ ギ 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 １ つ は Ｎ － 末 端 に 対 す る も の （ 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ “ Ｃ ” と 示 す ） で 、
１ つ は Ｃ － 末 端 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ に 対 す る も の （ 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ “ Ｅ ” と 示 す ） 、 が こ の 研
究 に 対 し て 用 い ら れ た 。 ど ち ら の 抗 体 も よ く 特 徴 付 け さ れ た も の で あ る （ リ ら 、 2001, Pr
oc Natl Acad Sci USA 98(4): 1619-24） 。 ど ち ら の 抗 体 も 、 Ｈ Ｉ Ｖ を 生 成 す る Ｈ ９ Δ Ｂ
ｇ ｌ 細 胞 に お い て の み Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 細 胞 表 面 局 在 性 を 特 異 的 に 検 出 し 、 対 照 Ｈ ９ 細 胞 に
お い て は 細 胞 表 面 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ は 検 出 さ れ な か っ た （ 図 ４ ） 。 興 味 深 い こ と に 、 抗 － Ｔ Ｓ
Ｇ １ ０ １ 抗 体 は 、 抗 － Ｈ Ｉ Ｖ 抗 体 に よ っ て 観 察 さ れ る よ う な 「 キ ャ ッ プ 形 成 」 様 出 芽 構 造

10

20

30

40

50

(37) JP 2006-514921 A 2006.5.18

実 施 例 ２ ： ウ イ ル ス 出 芽 の 際 に 細 胞 表 面 に 局 在 化 さ れ る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １



を 検 出 し た （ リ ー （ Lee） ら 、 1999, J Virol. 73:5654-62） 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ３ ． Ｈ Ｉ Ｖ 出 芽 の 際 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 細 胞 表 面 局 在 性 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ プ ロ フ ァ イ ル
　 次 い で 、 Ｈ Ｉ Ｖ 生 成 細 胞 （ Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ ） お よ び 対 照 Ｈ ９ 細 胞 に お け る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の
細 胞 表 面 局 在 性 が 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 器 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） に よ っ て 調 べ ら れ た 。 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ
お よ び Ｈ ９ 細 胞 は い ず れ も 固 定 さ れ 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 で 染 色 さ れ 、 蛍 光 ラ ベ ル さ れ
た 二 次 抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ た 。 免 疫 染 色 さ れ た 細 胞 は Ｆ Ａ Ｃ Ｓ で 分 析 さ れ た 。 ６ 回 を 超
え る 独 立 し た 実 験 に よ り 、 約 ７ ０ － ８ ５ ％ の Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 が 表 面 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ に 対 し
て 正 に 染 色 さ れ た の に 対 し 、 約 ０ ． １ ％ 未 満 の Ｈ ９ 対 照 細 胞 が 表 面 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ に 対 し て
正 に 染 色 さ れ た こ と が 示 さ れ た （ 図 ５ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 共 焦 点 顕 微 鏡 に よ る Ｈ ９ Δ Ｂ
ｇ ｌ お よ び Ｈ ９ 対 照 細 胞 の 両 方 の 直 接 調 査 に よ っ て さ ら に 確 認 さ れ た 。 少 数 （ ０ ． １ ％ 未
満 ） の Ｈ ９ 対 照 細 胞 は 、 共 焦 点 顕 微 鏡 分 析 後 の 免 疫 染 色 手 順 に 関 連 す る 弱 い バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド 蛍 光 シ グ ナ ル に よ っ て も た ら さ れ た 。 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 の 正 の 集 団 は 明 る い 蛍 光 を 示
し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ４ ． ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ２ ９ ３ 細 胞 に お け る Ｈ Ｉ Ｖ 生 成 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗
体 阻 害
　 Ｈ Ｉ Ｖ － １ ウ イ ル ス 生 成 ア ッ セ イ を 用 い て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 生 成 に 対 す る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １
の 阻 害 的 効 果 を さ ら に 調 べ た 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ ベ ク タ ー ｐ Ｎ Ｌ ４ － ３ が ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 、 ２ つ の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗
体 （ １ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 す な わ ち 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｅ ” お よ び 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗
体 “ Ｂ ” 、 な ら び に 非 特 異 的 対 照 抗 体 （ １ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ ） が そ れ ぞ れ 細 胞 培 養 物 に 加 え ら
れ た 。 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｂ ” は ネ ズ ミ Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ Ｎ － 末 端 断 片 に 対 し て 増 や さ れ
た も の で 、 ヒ ト Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 に あ ま り 結 合 し な い 。 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｂ
” は 対 照 と し て 用 い ら れ た 。 追 加 の ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 細 胞 溶 解 物 が 抽 出
さ れ 、 細 胞 培 養 上 清 が 回 収 さ れ て 、 ス ク ロ ー ス 勾 配 に よ っ て Ｈ Ｉ Ｖ － １ ビ リ オ ン が 精 製 さ
れ た 。 細 胞 溶 解 物 お よ び 精 製 ビ リ オ ン の 両 方 が 、 ２ つ の 抗 － Ｈ Ｉ Ｖ － １ 抗 体 （ 抗 － ｐ ５ ５
お よ び 抗 － ｐ ２ ４ ） を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 さ れ た 。 図 ６ に 示 さ れ る と お
り 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｅ ” 処 理 は Ｈ Ｉ Ｖ － １ ビ リ オ ン 放 出 の 顕 著 な 阻 害 を 示 し た （
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 密 度 追 跡 に よ る ７ ０ ％ を 超 え る 阻 害 、 レ ー ン ８ ） の に 対 し 、 抗 － Ｔ
Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｂ ” （ レ ー ン ７ ） お よ び 対 照 抗 体 （ レ ー ン ６ ） は Ｈ Ｉ Ｖ － １ 放 出 の 顕 著
な 阻 害 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ５ ． ヒ ト Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 （ Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 ） か ら の Ｈ Ｉ Ｖ 放 出 の 抗 体 阻 害
　 Ｈ Ｉ Ｖ 放 出 に 対 す る 抗 体 の 効 果 を 特 定 的 に 調 べ る た め に 、 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 に 基 づ く Ｈ
Ｉ Ｖ 放 出 ア ッ セ イ が 開 発 さ れ た 。 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 は 、 エ ン ベ ロ ー プ 欠 損 Ｈ Ｉ Ｖ 構 成 （ Ｈ
Ｉ Ｖ ゲ ノ ム の Ｂ ｇ ｌ Ｉ Ｉ 断 片 の 削 除 ） に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ヒ ト Ｃ Ｄ ４ ＋
Ｔ リ ン パ 球 で あ る 。 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 は 、 非 感 染 性 の
形 の Ｈ Ｉ Ｖ （ Ｈ Ｉ Ｖ エ ン ベ ロ ー プ 欠 損 の た め に 培 養 物 中 の 他 の Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 に 感 染 で
き な い ） を 生 成 し 、 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 か ら の Ｈ Ｉ Ｖ 放 出 は 細 胞 培 養 上 清 の Ｈ Ｉ Ｖ ｐ ２ ４ Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 直 接 測 定 で き る 。 い く つ か の 濃 度 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｅ ” お よ び 対 照
抗 体 （ 同 じ 濃 度 の ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ ） を 用 い て 、 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 抗 体 を 加 え て ４ ８ 時 間 後 に 、 培 養 上 清 を 回 収 し て Ｈ Ｉ Ｖ ｐ ２ ４ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 供 し た 。
８ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ に お い て ウ イ ル ス 放 出 の 顕 著 な 抗 体 阻 害 が 観 察 さ れ た （ 図 ７ ） 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ６ ． Ｈ Ｉ Ｖ 伝 染 性 の 抗 体 阻 害
　 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 が ウ イ ル ス 放 出 に 続 く Ｈ Ｉ Ｖ 伝 染 性 に 対 す る 付 加 的 な 影 響 を 有 す
る か ど う か を 定 め る た め に 、 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 か ら の Ｈ Ｉ Ｖ 上 清 を 用 い て 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １
０ １ 抗 体 “ Ｅ ” お よ び 対 照 と し て の ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ （ ４ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ ） の 存 在 下 で Ｍ Ａ Ｇ Ｉ
細 胞 を 感 染 し た 。 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は Ｈ Ｉ Ｖ 伝 染 性 の 顕 著 な 阻 害 を 示 し （ 図 ８ ） 、 Ｔ
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Ｓ Ｇ １ ０ １ が ウ イ ル ス 放 出 に 続 く 標 的 細 胞 の Ｈ Ｉ Ｖ 成 熟 お よ び ／ ま た は 感 染 に お け る 役 割
を 有 す る こ と を 示 唆 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ６ ． ３ ．
　 こ の 実 施 例 は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ が Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ 　 Ｖ Ｐ ４ ０ と 相 互 作 用 し 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ が Ｅ Ｂ
Ｏ Ｖ 　 Ｖ Ｌ Ｐ に 取 込 ま れ 、 ま た 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 が Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ ウ イ ル ス 様 粒 子 （ Ｖ Ｌ Ｐ
） の 放 出 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 フ ィ ロ ウ イ ル ス 科 族 の 唯 一 の メ ン バ ー で あ る Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ お よ び Ｍ Ａ Ｒ Ｖ は マ イ ナ ス 鎖 非 分
節 の １ ９ Ｋ ｂ の Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム を 有 し 、 そ の ゲ ノ ム は ７ つ の 遺 伝 子 、 す な わ ち 核 タ ン パ ク 質
（ Ｎ Ｐ ） 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 Ｖ Ｐ ３ ５ 、 Ｖ Ｐ ４ ０ 、 糖 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｐ ） 、 Ｖ Ｐ ３ ０ 、
Ｖ Ｐ ２ ４ 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Ｌ ） を 含 み 、 そ れ ら は Ｍ Ａ Ｒ Ｖ に お い て は ７ つ の
タ ン パ ク 質 を 、 Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ に お い て は ８ つ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 。 近 年 の 研 究 に よ
り 、 ３ ２ ６ ア ミ ノ 酸 マ ト リ ッ ク ス （ Ｍ ） タ ン パ ク 質 で あ る Ｖ Ｐ ４ ０ の 細 胞 局 在 性 お よ び 役
割 に 対 す る い く つ か の 洞 察 が も た ら さ れ た （ ジ ャ ゼ ノ ス キ ら 、 2001, J Virol 75(11): 52
05-14; コ レ ス ニ コ バ （ Kolesnikova） ら 、 2002, J Virol 76(4): 1825-38） 。 Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ ま
た は Ｍ Ａ Ｒ Ｖ の い ず れ か に 感 染 し た 細 胞 に お い て は 、 Ｖ Ｐ ４ ０ の 大 部 分 が 形 質 膜 の 細 胞 質
面 に 疎 水 性 相 互 作 用 を 介 し て 末 梢 的 に 会 合 す る 。 重 要 な こ と に 、 本 物 の ウ イ ル ス に 類 似 し
た い く つ か の 形 態 特 性 を 有 す る 非 感 染 性 粒 子 で あ る ウ イ ル ス 様 粒 子 （ Ｖ Ｌ Ｐ ） の 生 成 に は
、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 中 の Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ お よ び Ｍ Ａ Ｒ Ｖ 　 Ｖ Ｐ ４ ０ の 発 現 が 必 要
で あ る 。 Ｖ Ｐ ４ ０ が 感 染 細 胞 か ら の 自 身 の 放 出 を 指 示 す る 能 力 は 、 他 の エ ン ベ ロ ー プ Ｒ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス と 共 通 の プ ロ リ ン に 富 む 配 列 モ チ ー フ に マ ッ ピ ン グ さ れ た （ ハ ー テ ィ ら 、 2000
, Proc Natl Acad Sci USA 97(25): 13871-6） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 １ ． エ ボ ラ 集 合 お よ び 放 出 の 代 理 モ デ ル と し て の ウ イ ル ス 様 粒 子 の 生 成
　 い く つ か の ウ イ ル ス 様 粒 子 は 、 ウ イ ル ス マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 の 単 な る 発 現 に よ っ て
生 成 で き る （ ジ ョ ン ソ ン （ Johnson） ら 、 2000, Curr Opin Struct Biol 10, 229-235） 。
Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ お よ び Ｍ Ａ Ｒ Ｖ マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ Ｖ Ｐ ４ ０ ） は 形 質 膜 お よ び ウ イ ル ス 封
入 体 の 両 方 に 局 在 化 す る こ と が 示 さ れ て お り （ コ レ ス ニ コ バ ら 、 2002, J Virol 76(4): 1
825-38; マ ー テ ィ ン － セ ラ ー ノ ら 、 2001, Nature Medicine 7:1313-19） 、 Ｖ Ｐ ４ ０ は 成
熟 ビ リ オ ン の 集 合 お よ び 放 出 を 行 な う こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 し か し 、 Ｖ Ｐ ４ ０ の み の 発
現 に よ っ て Ｖ Ｌ Ｐ を 効 率 的 に 生 成 す る 試 み は 全 く 実 を 結 ば ず 、 ア モ ル フ ァ ス Ｖ Ｐ ４ ０ 含 有
材 料 の 非 効 率 的 な 放 出 が 示 さ れ た （ バ バ リ （ Bavari） ら 、 2002, J Exp Med 195, 593-602
） 。 レ ト ロ ウ イ ル ス に お い て 、 集 合 複 合 体 の ラ フ ト （ raft） 局 在 化 は Ｎ － 末 端 ア シ ル 化 Ｇ
ａ ｇ タ ン パ ク 質 の 会 合 に よ っ て 制 御 さ れ る （ キ ャ ン ベ ル （ Campbell） ら 、 2001, J Clin V
irol 22, 217-227） の に 対 し 、 Ｖ Ｐ ４ ０ な ど の フ ィ ロ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の ラ フ ト タ ー ゲ
ッ テ ィ ン グ は 主 に ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｐ ） に よ っ て 制 御 さ れ て い る よ う で あ る （ バ
バ リ ら 、 2002, J Exp Med 195, 593-602） 。 し た が っ て 、 フ ィ ロ ウ イ ル ス Ｖ Ｌ Ｐ の 生 成 に
は Ｇ Ｐ お よ び Ｖ Ｐ ４ ０ の 両 方 の 共 発 現 が 必 要 な の で は な い か と い う 仮 説 が 立 て ら れ た 。 Ｇ
Ｐ お よ び Ｖ Ｐ ４ ０ が 培 養 上 清 に 放 出 さ れ る か ど う か が ま ず 調 べ ら れ た 。 Ｇ Ｐ ま た は Ｖ Ｐ ４
０ の い ず れ か の み を 発 現 す る 細 胞 に お い て は 、 い ず れ の タ ン パ ク 質 も 細 胞 と 上 清 と の 両 方
に お い て 検 出 さ れ た （ 図 ９ Ａ ） 。 し か し 、 両 方 の タ ン パ ク 質 の 共 発 現 に よ っ て 、 細 胞 か ら
の 放 出 が か な り 増 加 し た （ 図 ９ Ａ ） 。 も し 放 出 さ れ た Ｇ Ｐ お よ び Ｖ Ｐ ４ ０ が 粒 子 中 で 会 合
し て い る な ら 、 Ｖ Ｐ ４ ０ は 抗 － Ｇ Ｐ ｍ Ａ ｂ に よ っ て 共 免 疫 沈 降 す る は ず だ と 推 論 さ れ た 。
図 ９ Ｂ に 示 さ れ る と お り 、 Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ の Ｇ Ｐ お よ び Ｖ Ｐ ４ ０ の 両 方 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し た 細 胞 の 上 清 か ら の 抗 Ｇ Ｐ － 免 疫 沈 降 物 か ら Ｖ Ｐ ４ ０ は 容 易 に 検 出 さ れ た 。 Ｖ Ｐ ４ ０ の
み を 発 現 す る 細 胞 の 上 清 か ら は Ｖ Ｐ ４ ０ は 落 と さ れ ず 、 こ の 共 免 疫 沈 降 （ co-IP） が 特 異
的 で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
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実 施 例 ３ ： 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 は エ ボ ラ ウ イ ル ス の 放 出 を 阻 害 す る



　 ２ ． Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ 　 Ｇ Ｐ お よ び Ｖ Ｐ ４ ０ に よ り 形 成 さ れ る 粒 子 は エ ボ ラ ウ イ ル ス の 形 態 特 性
を 示 す
　 共 免 疫 沈 降 実 験 は 、 上 清 に 放 出 さ れ た Ｇ Ｐ お よ び Ｖ Ｐ ４ ０ が 何 ら か の 形 で 互 い に 会 合 し
て い る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 複 合 体 が ウ イ ル ス 様 粒 子 （ Ｖ Ｌ Ｐ ） を 表 わ す か ど う か を 確
認 す る た め に 、 培 養 上 清 か ら の 粒 状 材 料 が ス ク ロ ー ス 勾 配 超 遠 心 分 離 に よ っ て 精 製 さ れ （
バ バ リ ら 、 2002, J Exp Med 195, 593-602） 、 電 子 顕 微 鏡 を 用 い て 分 析 さ れ た 。 興 味 深 い
こ と に 、 Ｇ Ｐ お よ び Ｖ Ｐ ４ ０ に よ っ て 共 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の 上 清 か ら 得 ら
れ た 粒 子 の ほ と ん ど は 、 フ ィ ロ ウ イ ル ス に 著 し く 類 似 し た 線 状 形 態 を 示 し た （ 図 １ ０ Ａ お
よ び Ｂ ） （ ゲ イ ス バ ー ト （ Geisbert） ら 、 1995, Virus Res 39,129-150; マ ー フ ィ （ Murp
hy） ら 、 1978, エ ボ ラ お よ び マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス 形 態 お よ び 分 類 （ Ebola and Marburg 
virus morphology and taxonomy） , 初 版 （ ア ム ス テ ル ダ ム 、 Elsvier)） 。 こ れ に 対 し 、
単 独 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 か ら 得 ら れ た 材 料 は 、 細 胞 死 の 際 に 放 出 さ れ た と
思 わ れ る 少 量 の 膜 断 片 し か 含 ん で い な か っ た 。 Ｖ Ｌ Ｐ は 直 径 が ５ ０ － ７ ０ ｎ ｍ で あ り 、 長
さ が １ － ２ μ ｍ で あ る （ 図 １ ０ ） 。 こ れ は 、 イ ン ビ ト ロ 感 染 後 の 細 胞 培 養 上 清 に お い て 見
ら れ る エ ボ ラ ビ リ オ ン の 長 さ の 範 囲 に 類 似 し て い る （ ゲ イ ス バ ー ト ら 、 1995, Virus Res 
39,129-150） 。 Ｖ Ｌ Ｐ の 直 径 が （ Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ の ８ ０ ｎ ｍ に 比 べ て ） よ り 小 さ い の は 、 お そ ら
く リ ボ 核 タ ン パ ク 質 複 合 物 の 欠 如 に よ る も の で あ ろ う 。 分 岐 形 、 棒 形 、 Ｕ 形 お よ び ６ 形 な
ど 、 フ ィ ロ ウ イ ル ス に 対 し て 記 載 さ れ る あ ら ゆ る 種 類 の 形 態 （ フ ェ ル ド マ ン （ Feldmann）
ら 、 1996, Adv Virus Res 47, 1-52; ゲ イ ス バ ー ト ら 、 1995, Virus Res 39,129-150） が
こ れ ら の 粒 子 に お い て 観 察 さ れ た （ 図 １ ０ ） 。 ま た 、 Ｖ Ｌ Ｐ は ５ － １ ０ ｎ ｍ の 表 面 突 起 ま
た は 「 ス パ イ ク 」 で 覆 わ れ て お り （ 図 １ ０ ） 、 こ れ は Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ の 特 徴 で あ る （ フ ェ ル ド マ
ン ら 、 1996, Adv Virus Res 47, 1-52; ゲ イ ス バ ー ト ら 、 1995, Virus Res 39,129-150）
。 抗 － エ ボ ラ Ｇ Ｐ 抗 体 に よ る Ｖ Ｌ Ｐ の 免 疫 金 染 色 は 、 粒 子 の 表 面 上 の ス パ イ ク の エ ボ ラ 糖
タ ン パ ク 質 と し て の 同 一 性 を 示 し た （ 図 １ ０ Ｂ ） 。 マ ー ル ブ ル グ ウ イ ル ス に 対 す る Ｖ Ｌ Ｐ
も 類 似 の 態 様 で 生 成 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 要 約 す る と 、 生 物 学 的 封 じ 込 め （ biocontainment） 実 験 室 の 制 限 な し に 行 な わ れ 得 る エ
ボ ラ ウ イ ル ス の 集 合 お よ び 放 出 に 対 す る 代 理 ア ッ セ イ を 確 立 し た 。 こ の ア ッ セ イ は 、 エ ボ
ラ ウ イ ル ス 出 芽 を 阻 害 し 得 る 薬 剤 の 初 期 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ３ ． エ ボ ラ ウ イ ル ス 生 活 環 に お け る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 役 割 に 関 す る 研 究
　 我 々 は 、 Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ 集 合 お よ び 放 出 に お け る 液 胞 タ ン パ ク 質 選 別 （ ｖ ｐ ｓ ） タ ン パ ク 質 Ｔ
Ｓ Ｇ １ ０ １ の Ｖ Ｐ ４ ０ の 後 期 ド メ イ ン と の 相 互 作 用 の か か わ り を 調 べ る た め に 一 連 の 生 化
学 的 研 究 を 行 な っ た 。 こ れ ら の 研 究 に は 、 Ｃ － 末 端 が Ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ で 標 識 さ れ た １ 組
の 短 く し た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ が 用 い ら れ た 。 全 長 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ な ら び に １ ４ ０ 、 ２ ５ ０ お よ び
３ ０ ０ の 位 置 で 短 く さ れ た 変 異 体 と 、 Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ 　 Ｖ Ｐ ４ ０ と に よ っ て ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 が ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 ４ ８ 時 間 後 に 細 胞 が 溶 解 さ れ 、 抗 － Ｍ ｙ ｃ 抗 体 に よ る 免 疫 沈 降
を 受 け た 。 図 １ １ に 示 さ れ る と お り 、 Ｖ Ｐ ４ ０ は 、 １ － １ ４ ０ の 短 く さ れ た 変 異 体 を 除 く
す べ て の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 と と も に 共 沈 し た 。 こ の 変 異 体 と 会 合 し な い こ と は 、 残
基 １ ４ １ － １ ４ ５ が Ｈ Ｉ Ｖ 　 Ｇ ａ ｇ 由 来 Ｐ Ｔ Ａ Ｐ ペ プ チ ド と の 重 要 な 接 触 を 行 な う こ と を
示 す 構 造 的 デ ー タ （ ポ ル ニ ロ ス ら 、 2002, Nat Struct Biol 9, 812-7） に 一 致 し て い る 。
興 味 深 い こ と に 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の １ － ３ ０ ０ 変 異 体 と の Ｖ Ｐ ４ ０ の 会 合 は 、 全 長 ま た は １
－ ２ ５ ０ 変 異 体 と の も の よ り も 顕 著 に 強 か っ た （ 図 １ １ ） 。 全 長 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 会 合 の 方
が 低 か っ た の は 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の Ｕ Ｅ Ｖ ド メ イ ン と の 分 子 間 ま た は 分 子 内 会 合 を 形 成 し 得
る 、 こ の 分 子 の Ｃ － 末 端 領 域 中 の Ｐ Ｔ Ａ Ｐ モ チ ー フ の 存 在 の た め だ ろ う 。 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ０
－ ３ ０ ０ の 削 除 に よ る 相 互 作 用 の 劇 的 な 減 少 は 、 こ の 領 域 に お け る 残 基 が ウ イ ル ス マ ト リ
ッ ク ス タ ン パ ク 質 と の 結 合 に 寄 与 し て い る 可 能 性 を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ お よ び Ｖ Ｐ ４ ０ が Ｐ Ｔ Ａ Ｐ モ チ ー フ を 通 じ て 直 接 会 合 し て い る こ と を 確 か
め る た め に 、 フ ァ ー ウ ェ ス タ ン 分 析 を 行 な っ た 。 エ ボ ラ Ｖ Ｐ ４ ０ （ １ － ３ ２ ６ ） お よ び 短
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く し た （ ３ １ － ３ ２ ６ ） エ ボ ラ Ｖ Ｐ ４ ０ タ ン パ ク 質 、 な ら び に Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の Ｈ Ａ タ グ Ｕ
Ｅ Ｖ ド メ イ ン を バ ク テ リ ア で 生 成 し た 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を ４ － ２ ０ ％ 勾 配 ゲ ル で 電 気
泳 動 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 へ の 電 気 泳 動 的 転 写 （ electroblotted） を 行 な っ た 。 ブ ロ ッ
キ ン グ の 後 、 ブ ロ ッ ト を 精 製 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 （ Ｕ Ｅ Ｖ ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 洗 浄 し 、 抗 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 と し て の Ｈ Ｒ Ｐ ラ ベ ル ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 抗 体
を 用 い た 増 強 化 学 発 光 に よ っ て タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 し た 。 図 １ ２ に 示
さ れ る と お り 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ は 全 長 エ ボ ラ Ｖ Ｐ ４ ０ と 相 互 作 用 し た が 、 短 く し た エ ボ ラ Ｖ
Ｐ ４ ０ と は 相 互 作 用 せ ず 、 Ｖ Ｐ ４ ０ の Ｎ 末 端 に お け る Ｐ Ｔ Ａ Ｐ モ チ ー フ が Ｖ Ｐ ４ ０ － Ｔ Ｓ
Ｇ １ ０ １ （ Ｕ Ｅ Ｖ ） 相 互 作 用 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 エ ボ ラ Ｖ Ｐ
４ ０ 抗 体 に よ っ て 展 開 し た 同 じ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 、 全 長 お よ び 短 く し た Ｖ Ｐ ４
０ の 両 方 を 検 出 で き 、 ブ ロ ッ ト 上 の 両 方 の タ ン パ ク 質 の 存 在 が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ４ ． エ ボ ラ Ｖ Ｐ ４ ０ － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 相 互 作 用 の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 バ イ オ セ ン サ （ Ｓ Ｐ
Ｒ ） 分 析
　 Ｓ Ｐ Ｒ 測 定 を 用 い て 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ と 相 互 作 用 す る エ ボ ラ Ｖ Ｐ ４ ０ の 定 量 分 析 を 行 な っ
た 。 エ ボ ラ Ｖ Ｐ ４ ０ の Ｎ 末 端 か ら の １ １ ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド （ Ｂ ｉ ｏ
－ Ｉ Ｌ Ｐ Ｔ Ａ Ｐ Ｐ Ｅ Ｙ Ｍ Ｅ ） を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン チ ッ プ 上 に 固 定 し た 。 Ｕ Ｅ Ｖ ド メ イ ン
の み を 含 む 精 製 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 を 異 な る 濃 度 （ １ 、 ２ 、 ５ 、 ２ ０ ｕ Ｍ ） で 連 続 的
に 注 入 し た 。 図 １ ３ に 示 さ れ る よ う に 、 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 間 の 中 程 度 の 親 和 性 の
相 互 作 用 が 検 出 で き る 。 こ の Ｓ Ｐ Ｒ デ ー タ に 基 づ い て 、 我 々 は こ の 相 互 作 用 に 対 す る 約 ２
μ Ｍ の Ｋ Ｄ 値 を 算 出 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ５ ． エ ボ ラ Ｖ Ｌ Ｐ お よ び ビ リ オ ン へ の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 取 込 み
　 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ が Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ 　 Ｖ Ｌ Ｐ に 取 込 ま れ て い る か ど う か を 定 め る た め に 、 Ｔ Ｓ Ｇ １
０ １ （ １ － ３ １ ２ ） を Ｇ Ｐ ま た は Ｇ Ｐ ＋ Ｖ Ｐ ４ ０ と と も に ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 中 で 発 現 し た 。 抗
Ｇ Ｐ 抗 体 を 用 い て Ｖ Ｌ Ｐ を 上 清 か ら 免 疫 沈 降 し た 。 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ （ １ － ３ １ ２ ） の 発 現 の
結 果 、 Ｖ Ｌ Ｐ 放 出 が 顕 著 に 増 加 し 、 Ｖ Ｌ Ｐ 出 芽 に お け る Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 正 の 役 割 が 示 唆 さ
れ た （ 図 １ ４ Ａ 、 レ ー ン ４ ） 。 加 え て 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ （ １ － ３ １ ２ ） は 、 Ｇ Ｐ お よ び Ｖ Ｐ
４ ０ と と も に 発 現 さ れ た と き に 培 養 上 清 か ら 抗 － Ｇ Ｐ 抗 体 に よ っ て 共 免 疫 沈 降 し た （ 図 １
４ Ａ 、 レ ー ン ４ ） 。 Ｖ Ｐ ４ ０ 不 在 下 で 発 現 さ れ た と き に は Ｇ Ｐ と 会 合 し た Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ は
見 出 さ れ ず （ 図 １ ４ Ａ 、 レ ー ン ３ ） 、 そ の Ｇ Ｐ と の 会 合 は Ｖ Ｌ Ｐ の 形 成 に 依 存 す る こ と が
示 唆 さ れ た 。 全 長 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ に つ い て も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。 こ れ ら の デ ー タ は Ｔ Ｓ
Ｇ １ ０ １ が Ｖ Ｌ Ｐ に 取 込 ま れ る こ と を 強 く 示 唆 す る も の で あ り 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ が ウ イ ル ス
集 合 お よ び ／ ま た は 出 芽 に お け る 役 割 を 果 た す と い う 仮 説 を 支 持 す る も の で あ る 。 こ の 結
果 を さ ら に 実 証 す る た め に 、 我 々 は ま た 、 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 存 在 に つ い て 、 不 活 性 化 し バ ン
ド 精 製 し た Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ （ ｉ Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ ） を 分 析 し た 。 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 存 在 に つ い て 、 ５ μ ｇ の
ｉ Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ を 免 疫 ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 し た 。 図 ６ Ｂ に 示 さ れ る と お り 、 我 々 は ｉ Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ
中 に 容 易 に 検 出 可 能 な レ ベ ル の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ を 見 出 し 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス 中 へ の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０
１ の 取 込 み を 明 ら か に 示 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ６ ． エ ボ ラ ウ イ ル ス 放 出 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 影 響
　 生 化 学 的 デ ー タ お よ び Ｖ Ｌ Ｐ 放 出 デ ー タ は 、 エ ボ ラ ウ イ ル ス の 出 現 に Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ が 重
要 で あ る こ と を 示 唆 し た 。 し た が っ て 、 エ ボ ラ ザ イ ー ル － ９ ５ ウ イ ル ス に 感 染 し た ヒ ー ラ
細 胞 に お け る ウ イ ル ス 生 成 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｃ ” お よ び “
Ｅ ” （ Ｈ Ｉ Ｖ に 対 す る 阻 害 的 影 響 を 示 し た 、 実 施 例 １ お よ び ２ を 参 照 ） の 影 響 を テ ス ト し
た 。 ヒ ー ラ 細 胞 の 単 分 子 層 を １ Ｍ Ｏ Ｉ の ウ イ ル ス と と も に ５ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗
浄 し 、 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 ま た は 対 照 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 を 含 む 培 地 を ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ に
て 加 え た 。 ２ ４ 時 間 後 に 上 清 を 集 め 、 放 出 さ れ た ウ イ ル ス を 以 前 に 述 べ た よ う に （ バ バ リ
ら 、 2002, J Exp Med 195, 593-602） プ ラ ー ク ア ッ セ イ に よ っ て 数 え た 。 図 １ ５ に 示 す と
お り 、 こ れ ら の 抗 体 は ヒ ー ラ 細 胞 上 清 へ の ビ リ オ ン の 放 出 を 部 分 的 に 阻 害 し た 。
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【 ０ １ ６ ８ 】
　 ７ ．
　 こ こ に 引 用 さ れ る す べ て の 参 考 文 献 は 、 個 々 の 出 版 物 ま た は 特 許 ま た は 特 許 出 願 の 各 々
が す べ て の 目 的 に 対 し て 全 体 に わ た っ て 引 用 に よ り 援 用 さ れ る と 特 定 的 か つ 個 別 に 示 さ れ
た 場 合 と 同 程 度 に 、 こ こ に 全 体 に わ た っ て か つ す べ て の 目 的 に 対 し て 引 用 に よ り 援 用 さ れ
る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 当 業 者 に 明 ら か に な る と お り 、 こ の 発 明 の 趣 旨 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 多 く の
変 更 お よ び 修 正 を 行 な い 得 る 。 こ こ に 記 載 さ れ る 特 定 の 実 施 例 は 例 示 の た め に の み 提 供 さ
れ る も の で あ り 、 こ の 発 明 は 添 付 の ク レ ー ム お よ び こ う し た ク レ ー ム が 与 え る 同 等 物 の 全
体 の 範 囲 に よ っ て の み 制 限 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ０ 】
【 図 １ 】 ヒ ト Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ タ ン パ ク 質 の ３ ９ ０ ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ）
。 （ ジ ー ン バ ン ク 登 録 番 号 （ GenBank Accession No.） Ｕ ８ ２ １ ３ ０ ． １ ／ Ｇ Ｉ ： １ ７ ７
２ ６ ６ ３ ） 。
【 図 ２ 】 Ｍ Ｌ Ｖ ウ イ ル ス 生 成 に 対 す る 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 の 影 響 。 左 上 パ ネ ル ： 抗 体 処
理 し て い な い フ ェ ニ ッ ク ス ヘ ル パ ー 細 胞 （ 正 の 対 照 ） は 効 率 的 な レ ト ロ ウ イ ル ス の 生 成 お
よ び Ｎ ２ Ａ 標 的 細 胞 の 感 染 を 示 し た 。 左 中 パ ネ ル ： ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ は 影 響 し な か っ た 。 左 下
パ ネ ル ： Ｎ － 末 端 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ に 対 す る ウ サ ギ 抗 体 は ２ ０ ％ 未 満 の 阻 害 の 影 響 を 有 し た 。
右 上 パ ネ ル ： Ｃ － 末 端 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ に 対 す る ウ サ ギ 抗 体 は レ ト ロ ウ イ ル ス の 生 成 お よ び Ｎ
２ Ａ 標 的 細 胞 の 感 染 を 顕 著 に 阻 害 し た （ ５ ０ － ７ ０ ％ 阻 害 ） 。 右 中 パ ネ ル ： 抗 － Ｃ 末 端 お
よ び 抗 － Ｎ 末 端 抗 体 の 混 合 物 は 抗 － Ｃ 末 端 抗 体 の み の と き と 同 様 の 結 果 を 与 え た 。 右 下 パ
ネ ル ： ウ イ ル ス 感 染 し て い な い Ｎ ２ ａ 細 胞 は 最 小 限 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 の み を 示 し た
。
【 図 ３ 】 ウ イ ル ス 放 出 の 際 に Ｇ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ は 細 胞 表 面 に 局 在 化 す る 。 Ｇ Ｆ Ｐ － Ｔ
Ｓ Ｇ １ ０ １ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 後 の 活 性 ウ イ ル ス 放 出 を 伴 う フ ェ ニ ッ ク ス
ヘ ル パ ー 細 胞 の ラ イ ブ 共 焦 点 画 像 。 図 ３ Ａ 、 ４ つ の 細 胞 の 明 視 野 画 像 。 図 ３ Ｂ － Ｅ 、 同 じ
視 野 の 異 な る 区 画 の ラ イ ブ 共 焦 点 蛍 光 画 像 。 白 矢 印 は 、 Ｇ Ｆ Ｐ － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 細 胞 表 面
局 在 性 を 示 す 。
【 図 ４ 】 Ｈ Ｉ Ｖ 出 芽 の 際 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 細 胞 表 面 局 在 化 。 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 （ Ｈ Ｉ Ｖ ウ
イ ル ス 組 込 み を 有 す る Ｃ Ｄ ４ ＋ ヒ ト Ｔ リ ン パ 球 ） は 、 欠 損 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 有 す
る Ｈ Ｉ Ｖ ビ リ オ ン （ こ の 非 感 染 性 の 形 の Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス は 他 の 細 胞 に 感 染 せ ず 、 よ っ て ウ
イ ル ス 放 出 の 研 究 を 特 定 的 に 可 能 に す る ） を 積 極 的 に 生 成 お よ び 放 出 し た 。 Ｈ Ｉ Ｖ を 有 さ
な い 親 Ｈ ９ 細 胞 を 対 照 と し て 用 い た 。 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ お よ び Ｈ ９ 細 胞 は い ず れ も ２ ％ パ ラ ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド で 室 温 に て １ ０ 分 間 固 定 し た （ こ の 表 面 固 定 は 細 胞 を 易 透 化 し な い ） 。 抗
－ Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 両 方 の 細 胞 系 と と も に ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 蛍 光 ラ ベ ル し た
二 次 抗 体 で 検 出 し た 。 上 パ ネ ル ： 蛍 光 画 像 、 下 パ ネ ル ： 明 視 野 画 像 。
【 図 ５ 】 Ｈ Ｉ Ｖ 出 芽 の 際 の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 細 胞 表 面 局 在 化 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ プ ロ フ ァ イ ル 。 Ｈ ９
Δ Ｂ ｇ ｌ お よ び Ｈ ９ 細 胞 は い ず れ も ２ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 室 温 に て １ ０ 分 間 固 定 し
た （ こ の 表 面 固 定 は 細 胞 を 易 透 化 し な い ） 。 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 を 両 方 の 細 胞 系 と と も
に ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 蛍 光 ラ ベ ル し た 二 次 抗 体 で 検 出 し た 。 免 疫 染 色 細 胞 を Ｆ Ａ
Ｃ Ｓ で 分 析 し た 。 上 パ ネ ル ： Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 、 ８ ５ ％ の 細 胞 が 表 面 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ に 対 し
て 正 に 染 色 さ れ る 。 下 パ ネ ル ： Ｈ ９ 対 照 細 胞 、 ０ ． １ ％ 未 満 の 細 胞 が 表 面 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ に
対 し て 正 に 染 色 さ れ る 。
【 図 ６ 】 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に よ る Ｈ Ｉ Ｖ － １ 生 成 の 阻 害 。 レ ー ン １ お よ び ５ 、 偽 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 。 レ ー ン ２ お よ び ６ 、 ｐ Ｎ Ｌ ４ － ３ お よ び 対 照 抗 体 （ ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ ） 。
レ ー ン ３ お よ び ７ 、 ｐ Ｎ Ｌ ４ － ３ お よ び 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｂ ” 。 レ ー ン ４ お よ び ８
、 ｐ Ｎ Ｌ ４ － ３ お よ び 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｅ ” 。
【 図 ７ 】 Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ 細 胞 か ら の Ｈ Ｉ Ｖ 放 出 の 抗 体 阻 害 。 Ｈ Ｉ Ｖ を 生 成 す る Ｈ ９ Δ Ｂ ｇ ｌ
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細 胞 を 異 な る 濃 度 の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｅ ” と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ４ ８ 時 間 後
に ウ イ ル ス 上 清 を 回 収 し て Ｈ Ｉ Ｖ ｐ ３ ４ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト に よ り ア ッ セ イ し た 。 ３ 回 の 独
立 し た 実 験 （ 各 々 ３ 組 ） の 平 均 を 示 し た 。 ８ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ に お い て ウ イ ル ス 放 出 の 顕 著 な
抗 体 阻 害 （ ＊ Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） が 観 察 さ れ た 。
【 図 ８ 】 Ｈ Ｉ Ｖ 伝 染 性 の 抗 体 阻 害 。 （ 野 生 型 Ｈ Ｉ Ｖ － １ に 感 染 し た ） Ｈ Ｉ Ｖ 生 成 ジ ャ ー カ
ッ ト 細 胞 を ４ ０ ｕ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 “ Ｅ ” と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ４
８ 時 間 後 に ウ イ ル ス 上 清 を 回 収 し て 、 Ｍ Ａ Ｇ Ｉ 細 胞 の 感 染 に 用 い た 。 Ｈ Ｉ Ｖ ｐ ２ ４ Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ キ ッ ト に よ り ア ッ セ イ し た 。 ３ 回 の 独 立 し た 実 験 （ 各 々 ３ 組 ） の 平 均 を 示 し た 。 ４ ０
ｕ ｇ ／ ｍ ｌ に お い て ウ イ ル ス 放 出 の 顕 著 な 抗 体 阻 害 が 観 察 さ れ た 。
【 図 ９ 】 培 養 上 清 へ の エ ボ ラ Ｇ Ｐ お よ び Ｖ Ｐ ４ ０ の 放 出 。 図 ９ Ａ 、 示 さ れ る プ ラ ス ミ ド で
２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 上 清 の 浮 遊 物 を 取 除 き 、 粒 状 材 料 を 超 遠 心 分 離
に よ っ て ２ ０ ％ ス ク ロ ー ス を 通 じ て 沈 殿 さ せ た 。 免 疫 ブ ロ ッ ト （ Ｉ Ｂ ） に よ っ て 、 細 胞 溶
解 物 お よ び 上 清 か ら の 粒 状 材 料 に お け る 個 々 の タ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。 図 ９ Ｂ 、 エ ボ ラ Ｖ
Ｐ ４ ０ の み ま た は Ｇ Ｐ ＋ Ｖ Ｐ ４ ０ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 か ら の 上 清 を 抗 － Ｇ Ｐ
ｍ Ａ ｂ で 免 疫 沈 降 し 、 免 疫 ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 し た 。 下 パ ネ ル は 全 細 胞 溶 解 物 中 の Ｖ Ｐ ４
０ の 発 現 を 示 す 。 Ｉ ｇ Ｈ ： 免 疫 沈 降 に 用 い た 抗 体 か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 。
【 図 １ ０ 】 Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ 　 Ｇ Ｐ お よ び Ｖ Ｐ ４ ０ に よ っ て 生 成 さ れ る ウ イ ル ス 様 粒 子 の 電 子 顕 微
鏡 分 析 。 エ ボ ラ Ｇ Ｐ ＋ Ｖ Ｐ ４ ０ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 の 上 清 の 超 遠 心
分 離 に よ っ て 得 ら れ た 粒 子 を 、 酢 酸 ウ ラ ニ ル で ネ ガ テ ィ ブ 染 色 し て 超 微 細 構 造 を 示 し （ 図
１ ０ Ａ ） 、 ま た は 抗 － Ｅ ｂ ｏ － Ｇ Ｐ ｍ Ａ ｂ に 続 く 免 疫 金 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ａ ｂ に よ っ て 染 色
し （ 図 １ ０ Ｂ ） 、 電 子 顕 微 鏡 法 に よ っ て 分 析 し た 。
【 図 １ １ 】 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に お け る Ｖ Ｐ ４ ０ と Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ と の 会 合 。 Ｍ ｙ ｃ 標 識 Ｔ Ｓ Ｇ １
０ １ の 全 長 （ Ｆ Ｌ ） ま た は 示 さ れ る 短 く し た も の と Ｖ Ｐ ４ ０ と で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン し た 。 ４ ８ 時 間 後 に 細 胞 を 溶 解 し 、 抗 Ｍ ｙ ｃ に よ る 免 疫 沈 降 に 供 し た 。
【 図 １ ２ 】 エ ボ ラ Ｖ Ｐ ４ ０ と Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ Ｕ Ｅ Ｖ ド メ イ ン と の 会 合 の フ ァ ー ウ ェ ス タ ン 分
析 。
【 図 １ ３ 】 エ ボ ラ Ｖ Ｐ ４ ０ の Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ と の 相 互 作 用 の Ｓ Ｐ Ｒ 分 析 。
【 図 １ ４ 】 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の エ ボ ラ Ｖ Ｌ Ｐ お よ び 不 活 性 化 エ ボ ラ ウ イ ル ス と の 会 合 。 図 １ ４
Ａ は 、 ２ ９ ３ 細 胞 を 示 さ れ る プ ラ ス ミ ド に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 上 清 を 抗 － Ｇ
Ｐ ｍ Ａ ｂ に よ っ て 免 疫 沈 降 し 、 右 側 に 示 す 抗 体 に よ る 免 疫 ブ ロ ッ ト に よ っ て 分 析 し た 。 下
側 の ３ つ の パ ネ ル は 、 全 細 胞 溶 解 物 中 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 を
示 す 。 図 １ ４ Ｂ は 、 ５ μ ｇ 不 活 性 化 エ ボ ラ ウ イ ル ス （ ｉ Ｅ Ｂ Ｏ Ｖ ） を Ｓ Ｂ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ お
よ び ウ サ ギ 抗 － Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に 供 し た 。 分 子 量 マ ー カ
ー お よ び Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ の 位 置 が 示 さ れ る 。
【 図 １ ５ 】 抗 Ｔ Ｓ Ｇ １ ０ １ 抗 体 に よ る ヒ ー ラ 細 胞 に お け る エ ボ ラ ウ イ ル ス 放 出 の 阻 害 の 結
果 。
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【 図 １ 】 【 図 ３ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ５ 】
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【 図 ２ 】
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【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】
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【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ４ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 8月 25日 (2005.8.25)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】

(53) JP 2006-514921 A 2006.5.18

2006514921000001.app
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摘要(译)

本发明提供了使用结合TSG101蛋白的抗体抑制或减少病毒产生的方法。
本发明还提供了使用TSG 101抗体治疗包括HIV感染的病毒感染的方法。
本发明进一步提供了使用TSG101抗体检测病毒感染细胞的方法。
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