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(57)【要約】
　本発明は、移植の被検レシピエントにおいて、ヒアル
ロン酸に特異的な抗体のレベルを決定することに基づく
、移植拒絶が起こる確率を決定するための方法に関する
。本発明は、同様に、被検体からの抗ヒアルロン酸抗体
の除去に基づき、移植拒絶を弱めるための方法および移
植拒絶を予防するための組成物にも関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　移植を受けた被検体において移植拒絶が起こる確率を決定するための方法であって、前
記被検体からのサンプル中の、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体の
レベルを決定し、前記少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルが
、リファレンス値に対して変化している場合、前記被検体において移植拒絶が起こる確率
が高いとすることを含む、方法。
【請求項２】
　（ａ）被検体からのサンプル中のヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベル決定が
、移植を受けてから１日後または２日後に行われる場合、リファレンス値と比較して前記
抗体のレベルの低下は、前記被検体における超急性移植拒絶の確率が高いことの指標であ
り、
　（ｂ）被検体からのサンプル中のヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベル決定が
、移植を受けてから少なくとも３日後に行われる場合、ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な
抗体のレベルの増加は、前記被検体における急性体液性拒絶の確率が高いことの指標であ
り、および／または
　（ｃ）被検体からのサンプル中のヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベル決定が
、移植を受けてから少なくとも２ヶ月後に行われる場合、ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的
な抗体のレベルの増加は、前記被検体における慢性移植拒絶の確率が高いことの指標であ
る、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体は、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒア
ルロン酸六糖および／またはヒアルロン酸十糖を標的とする抗体である、請求項１または
２に記載の方法。
【請求項４】
　移植は、異種移植または同種移植である、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　サンプルが、血液、血清および血漿からなる群から選択される、請求項１～４のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項６】
　移植を受けた被検体は、ヒト、げっ歯類または非ヒト霊長類である、請求項１～５のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　ヒアルロン酸が付着した生体適合性の固体支持体に付着するヒアルロン酸オリゴ糖を含
む、免疫吸着組成物。
【請求項８】
　ヒアルロン酸オリゴ糖は、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒアルロン酸六糖、
および／またはヒアルロン酸十糖からなる群から選択される、請求項７に記載の免疫吸着
組成物。
【請求項９】
　移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在する移植拒絶を弱める方法で使用するた
めの請求項７または８に記載の免疫吸着組成物。
【請求項１０】
　移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在する移植拒絶を弱める方法が、
　（ｉ）前記レシピエントから抗体含有体液を抜き取り；
　（ｉｉ）抜き取られた体液から、免疫吸着組成物を介した体液の体外灌流によって、ヒ
アルロン酸に対する既存抗体（preformed antibody）を除去して、レシピエントに再導入
するための灌流された体液を得る
ことを含む、請求項９に記載の使用のための免疫吸着組成物。
【請求項１１】
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　ヒアルロン酸に対する抗体は、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒアルロン酸六
糖、および／またはヒアルロン酸十糖を標的とする抗体である、請求項１０に記載の使用
のための免疫吸着組成物。
【請求項１２】
　体液が血液である、請求項１０または１１に記載の使用のための免疫吸着組成物。
【請求項１３】
　ポリマー骨格を形成する１つ以上のモノマー単位がヒアルロン酸オリゴ糖に接続する、
ポリマー骨格を含むポリマー構造。
【請求項１４】
　ポリマー骨格が、ポリアミド、ポリカーボネート、ポリイミノカーボネート、ポリ酸無
水物、ポリオルトエステル、ポリエステル、ポリジオキサノン、ポリヒドロキシカルボン
酸、ポリアミノ酸、ポリホスファゼン、多糖またはこれらの組み合わせからなる群から選
択される、請求項１３に記載のポリマー構造。
【請求項１５】
　ヒアルロン酸オリゴ糖が、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒアルロン酸六糖、
ヒアルロン酸十糖、またはこれらの１つ以上の混合物からなる群から選択される、請求項
１３または１４に記載のポリマー構造。
【請求項１６】
　移植の被検レシピエントにおいて抗体が介在する移植拒絶を弱める方法での使用のため
の請求項１３～１５のいずれか一項に記載のポリマー構造またはヒアルロン酸オリゴ糖。
【請求項１７】
　ヒアルロン酸オリゴ糖が、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒアルロン酸六糖、
ヒアルロン酸十糖、またはこれらの１つ以上の混合物からなる群から選択される、請求項
１６に記載の使用のためのヒアルロン酸オリゴ糖。
【請求項１８】
　外因性ヒアルロン酸オリゴ糖を表面に安定に組み込んだ細胞集団。
【請求項１９】
　ヒアルロン酸オリゴ糖が、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒアルロン酸六糖、
ヒアルロン酸十糖、またはこれらの１つ以上の混合物からなる群から選択される、請求項
１８に記載の細胞集団。
【請求項２０】
　細胞が赤血球である、請求項１８または１９に記載の細胞集団。
【請求項２１】
　赤血球がヒト由来である、請求項１８～２０のいずれか一項に記載の細胞集団。
【請求項２２】
　移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在する移植拒絶を弱める方法で使用するた
めの請求項１８～２１のいずれか一項に記載の細胞集団。
【請求項２３】
　血液または血漿が、ヒアルロン酸オリゴ糖に対する抗体を含まない、移植拒絶を弱める
ために移植の被検レシピエントに灌流するのに有用な血液、血漿または血清。
【請求項２４】
　ヒアルロン酸オリゴ糖に対する抗体は、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒアル
ロン酸六糖および／またはヒアルロン酸十糖を標的とする抗体である、請求項２３に記載
の血液、血漿または血清。
【請求項２５】
　前記血液または血漿は、ヒトまたは非ヒト霊長類に由来する、請求項２３または２４の
いずれかに記載の血液、血漿または血清。
【請求項２６】
　移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在する移植拒絶を弱める方法で使用するた
めの請求項２３～２５のいずれか一項に記載の血液、血漿または血清。
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【請求項２７】
　移植拒絶が急性体液性拒絶である、請求項７～１２のいずれか一項に記載の使用のため
の免疫吸着組成物、請求項１６に記載の使用のためのポリマー構造、請求項１６または１
７に記載の使用のためのヒアルロン酸オリゴ糖、または請求項２６に記載の使用のための
血液、血漿または血清。
【請求項２８】
　移植拒絶が異種移植または同種移植である、請求項７～１２のいずれか一項に記載の使
用のための免疫吸着組成物、請求項１６に記載の使用のためのポリマー構造、請求項１６
または１７に記載の使用のためのヒアルロン酸オリゴ糖、または請求項２６に記載の使用
のための血液、血漿または血清。
【請求項２９】
　移植を受けた被検体は、ヒト、げっ歯類または非ヒト霊長類である、請求項７～１２の
いずれか一項に記載の使用のための免疫吸着組成物、請求項１６に記載の使用のためのポ
リマー構造、請求項１６または１７に記載の使用のためのヒアルロン酸オリゴ糖、または
請求項２６に記載の使用のための血液、血漿または血清。
【請求項３０】
　被検体において全身性エリテマトーデス（systemic lupus erythematosus）（ＳＬＥ）
を診断するための方法であって、前記被検体からのサンプル中の、少なくとも１つのヒア
ルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルを決定し、前記少なくとも１つのヒアルロン酸
オリゴ糖に特異的な抗体のレベルが、リファレンス値に対して変化している場合、前記被
検体はＳＬＥと診断することを含む、方法。
【請求項３１】
　前記少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的なＩｇＭ抗体のレベルが、リファ
レンス値に対して減少している場合、前記被検体はＳＬＥと診断する、請求項３０に記載
の方法。
【請求項３２】
　前記少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的なＩｇＧ抗体のレベルが、リファ
レンス値に対して増加している場合、前記被検体はＳＬＥと診断する、請求項３０または
３１に記載の方法。
【請求項３３】
　少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体は、ヒアルロン酸二糖、ヒアル
ロン酸四糖、ヒアルロン酸六糖および／またはヒアルロン酸十糖を標的とする抗体である
、請求項３０～３２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　サンプルが、血液、血清および血漿からなる群から選択される、請求項３０～３３のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　被検体がヒトである、請求項３０～３４のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫調整の分野に関し、さらに特定的には、移植拒絶が起こる確率を決定す
るための方法、移植拒絶を弱めるための方法、および移植拒絶を予防するための組成物に
関し、これらはすべて、抗－ヒアルロン酸抗体のレベルが、移植拒絶を患う被検体におい
て増加するという知見に基づく。
【背景技術】
【０００２】
　移植は、個体の罹患臓器を交換することができる複雑な医学的治療であり、個体の生活
の質を向上させるか、または生存を可能にもする。
【０００３】
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　移植拒絶は、移植の最も大きな課題の１つである。移植拒絶は、異物（すなわち、抗原
）に対する免疫系の自然な応答の結果である。この複雑なプロセスは、主に、Ｔリンパ球
が介在するが、外来抗原、抗体、Ｔリンパ球、マクロファージ、サイトカイン（リンホカ
インまたはインターロイキンとしても知られる）、接着分子（すなわち、共刺激分子）お
よびＴリンパ球およびＢリンパ球の結合を高める膜タンパク質の間の重大な相互作用を含
む。
【０００４】
　免疫抑制治療の目標は、移植拒絶を防ぎ、治療することとともに、移植片を長持ちさせ
、患者を生存させることである。しかし、免疫抑制剤の効能および薬物動態の個体間およ
び個体内の変動に起因して、有害な反応を最低限にしつつ、十分な免疫抑制を維持するた
めに、投薬量の個別化が必要である。水への溶解度が低く、バイオアベイラビリティが低
いことが、免疫抑制剤（例えば、シクロスポリンおよびシロリムス）の複雑さの原因とな
っている。
【０００５】
　移植拒絶は、既存抗体（preformed antibody）によって引き起こされる超急性（移植後
数時間以内、または間もない日）、Ｔリンパ球によって引き起こされる急性（間もない日
または数ヶ月中）、または主に抗体によって引き起こされる慢性（数ヶ月後、または数年
後のこともある）であってもよい。拒絶を予測および／または予防するための方法論の開
発が、移植の成功率を高めるだろう。
【０００６】
　移植に利用可能なヒトの臓器が世界的に不足していることに起因して、異種移植（ある
種から別の種への生存細胞、組織または臓器の移植）が、従来の同種移植（同じ種の移植
）の代替として価値が高い。非ヒト霊長類は、ヒトへの有望な異種移植の臓器源として最
初に考えられてきた。チンパンジーは、臓器が同様の大きさを有しており、ヒトへの適合
性が良好な血液型を有するため、元々最良の選択肢であると考えられていた。しかし、チ
ンパンジーは、絶滅危惧種に列挙されているため、他の有望なドナーが求められてきた。
ヒヒは、もっと容易に入手可能であるが、有望なドナーとして現実的ではない。問題点と
しては、体が小さいこと、Ｏ型の血液型（万能供血者）が多くないこと、妊婦期間が長く
、典型的には子孫の数が少ないことが挙げられる。それに加え、非ヒト霊長類を使用する
主要な問題は、ヒトと非常に密接な関連性があるため、疾患を伝搬する危険性が高まるこ
とである。ブタは、臓器のドナーとして現時点で最良の候補であると考えられている。ヒ
トとの系統的距離が大きいため、異種間の疾患伝搬の危険性は低い。ブタは容易に入手可
能であり、その臓器は、大きさが解剖学的に匹敵し、多くの世代にわたって家畜化された
ことによってヒトと密接に接触してきたため、新しい感染体はなさそうである。
【０００７】
　異種移植後の超急性拒絶を克服するために、異種移植に使用するために動物の臓器／組
織が加工されてきた。異種細胞の拒絶を避けるための代替的な戦略は、ＥＰ　０６６１９
８０号に開示されており、レシピエントの血液からの異種抗体の除去および／またはｉｎ
　ｖｉｖｏでの異種抗体の阻害を含む。
【０００８】
　移植拒絶を予測するという価値を有する異なるマーカーが、当該技術分野で記載されて
きた。ＷＯ２０１１／１１９９８０号は、複数のバイオマーカー（同種移植を受けた被検
体からのサンプルのＣＤ４４、ＥＭＯＤ、ＰＥＤＦ）のレベルを評価することを含む、同
種移植を受けた被検体が急性拒絶を起こすかどうかを決定する方法を開示する。ＵＳ２０
０３１７５８１１Ａ１号は、タンパク質（例えば、ＭＬＣ２、ＴＰＭ１トロポニンＣまた
はアクチン）、または急性拒絶の診断および／または予後のためのマーカーとしてこれら
に対する抗体の使用を開示する。Ｊｏｈｎｓｏｎ　ＬＢらは、血清ヒアルロン酸（ＨＡ）
が、拒絶、早期機能不全または血管内血栓を患う患者において、肝臓移植後の内皮細胞の
機能不全を検出することができることを示し、このことは、血清ＨＡが、初期移植機能に
ついて非侵襲性の測定値を与え得ることを示す（Ｊｏｈｎｓｏｎ　ＬＢら、２００８　Ａ
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ｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　３（Ｓｕｐ
ｐｌ　５）：３７８）。Ｆａｂｒｅｇａ　Ｅらは、血中循環付着分子の放出は、肝臓での
拒絶の最初の事象と同時に起こる顕著な特徴であり、ヒアルロナンのレベルは、肝臓移植
の術後期の肝臓内皮細胞の機能の高感度マーカーであり得ることを示す（Ｆａｂｒｅｇａ
　Ｅら、２０００　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　６９：５６９－５７３）。
【０００９】
　従って、移植拒絶に関連する問題を克服し、移植を受けた患者の全体的な生存率を高め
るために、同種移植拒絶および／または異種移植拒絶の信頼性の高い代替マーカーおよび
／または予測因子を特定することが、当該技術分野で必要である。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明は、抗－ヒアルロン酸抗体のレベルに基づき、被検体において移植拒絶が起こる
確率を決定するための方法、移植拒絶を弱めるための組成物、既存抗体を除去するための
免疫吸着組成物、および移植の被検レシピエントに灌流される血液に関する。
【００１１】
　第１の態様において、本発明は、移植を受けた被検体において移植拒絶が起こる確率を
決定するための方法であって、前記被検体からのサンプル中の、少なくとも１つのヒアル
ロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルを決定し、前記少なくとも１つのヒアルロン酸オ
リゴ糖に特異的な抗体のレベルが、リファレンス値に対して変化している場合、前記被検
体において移植拒絶が起こる確率が高いとすることを含む、方法に関する。
【００１２】
　第２の態様において、本発明は、ヒアルロン酸が付着した生体適合性の固体支持体に付
着するヒアルロン酸オリゴ糖を含む、免疫吸着組成物に関する。
【００１３】
　さらなる態様において、本発明は、移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在する
移植拒絶を弱める方法で使用するための上述の免疫吸着組成物に関する。
【００１４】
　さらなる態様において、本発明は、ポリマー骨格を形成する１つ以上のモノマー単位が
ヒアルロン酸オリゴ糖に接続する、ポリマー骨格を含むポリマー構造に関する。
【００１５】
　さらなる態様において、本発明は、移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在する
移植拒絶を弱める方法に使用するための上述のポリマー構造に関する。
【００１６】
　さらなる態様において、本発明は、外因性ヒアルロン酸オリゴ糖を表面に安定に組み込
んだ細胞集団に関する。
【００１７】
　さらなる態様において、本発明は、移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在する
移植拒絶を弱める方法に使用するための上述の細胞集団に関する。
【００１８】
　さらなる態様において、本発明は、移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在する
移植拒絶を弱める方法に使用するためのヒアルロン酸オリゴ糖に関する。
【００１９】
　さらなる態様において、本発明は、血液または血漿が、ヒアルロン酸オリゴ糖に対する
抗体を含まない、移植拒絶を弱めるために移植の被検レシピエントに灌流するのに有用な
血液、血漿または血清に関する。
【００２０】
　さらなる態様において、本発明は、移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在する
移植拒絶を弱める方法に使用するための上述の血液、血漿または血清に関する。
【００２１】
　最後の態様において、本発明は、被検体において全身性エリテマトーデス（systemic l
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upus erythematosus）（ＳＬＥ）を診断するための方法であって、前記被検体からのサン
プル中の、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルを決定し、前
記少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルが、リファレンス値に
対して変化している場合、前記被検体はＳＬＥと診断することを含む、方法に関する。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】図１は、ブタ臓器を異種移植する前（Ａ）または急性体液性異種移植拒絶（ＡＨ
ＸＲ）のとき（Ｂ）の非ヒト霊長類において、グリカンアレイに結合した抗－炭水化物抗
体のレベルを示す。結果は、５回の実験の平均および標準偏差（Ｓ．Ｄ．）をあらわす。
【図２】図２は、ブタの赤血球（ＰＲＢＣ）曝露前（Ａ）およびＰＢＲＣ曝露から１週間
後または１３日後（Ｂ）の非ヒト霊長類において、グリカンアレイに結合した抗－炭水化
物抗体のレベルを示す。結果は、４回の実験の平均および標準偏差（Ｓ．Ｄ．）をあらわ
す。
【図３】図３は、ブタ臓器の異種移植前およびＡＨＸＲのときの非ヒト霊長類からの個々
の血清のグリコアレイ分析を示す。
【図４－１】図４は、ＰＲＢＣ曝露前、およびＰＲＢＣ曝露後の異なる時間点（最後のＰ
ＲＢＣ曝露から１週間後のＤ２９、Ｅ１９およびＥ７；ＰＲＢＣ曝露の２日目および最後
のＰＲＢＣ曝露から１３日後または２３日後のＣ６３）の非ヒト霊長類からの個々の血清
のグリコアレイ分析を示す。
【図４－２】図４は、ＰＲＢＣ曝露前、およびＰＲＢＣ曝露後の異なる時間点（最後のＰ
ＲＢＣ曝露から１週間後のＤ２９、Ｅ１９およびＥ７；ＰＲＢＣ曝露の２日目および最後
のＰＲＢＣ曝露から１３日後または２３日後のＣ６３）の非ヒト霊長類からの個々の血清
のグリコアレイ分析を示す。
【図５－１】図５は、ランダムに選択された３種類のヒト血清サンプルにおいて、ＩｇＭ
およびＩｇＧの抗－ヒアルロン酸（抗－ＨＡ）二糖、四糖および十糖の既存抗体のレベル
を示す。
【図５－２】図５は、ランダムに選択された３種類のヒト血清サンプルにおいて、ＩｇＭ
およびＩｇＧの抗－ヒアルロン酸（抗－ＨＡ）二糖、四糖および十糖の既存抗体のレベル
を示す。
【図６－１】図６は、ＰＲＢＣおよびハムスターの血液に曝露する前および後のラットに
おいて、ＩｇＭ抗－ＨＡ二糖、四糖および十糖の抗体のレベルを示す。免疫付与プロトコ
ルは、以下のとおりであった。１ｃｃを３回注射（０日目、２日目および４日目）および
抗体分析のために５日目に血液を抜き取った。
【図６－２】図６は、ＰＲＢＣおよびハムスターの血液に曝露する前および後のラットに
おいて、ＩｇＭ抗－ＨＡ二糖、四糖および十糖の抗体のレベルを示す。免疫付与プロトコ
ルは、以下のとおりであった。１ｃｃを３回注射（０日目、２日目および４日目）および
抗体分析のために５日目に血液を抜き取った。
【図７－１】図７は、ＰＲＢＣに曝露前および曝露後のラットにおいて、ＩｇＭおよびＩ
ｇＧの抗－ＨＡ二糖、四糖および十糖の抗体のレベルを示す。免疫付与プロトコルは、以
下の通りであった。１ｃｃを３回注射（０日目、１４日目および２８日目）および抗体分
析のために４０日目に血液を抜き取った。
【図７－２】図７は、ＰＲＢＣに曝露前および曝露後のラットにおいて、ＩｇＭおよびＩ
ｇＧの抗－ＨＡ二糖、四糖および十糖の抗体のレベルを示す。免疫付与プロトコルは、以
下の通りであった。１ｃｃを３回注射（０日目、１４日目および２８日目）および抗体分
析のために４０日目に血液を抜き取った。
【図８－１】図８は、ハムスターの血液に曝露前および曝露後のラットにおいて、ＩｇＭ
およびＩｇＧの抗－ＨＡ二糖、四糖および十糖の抗体のレベルを示す。免疫付与プロトコ
ルは、以下の通りであった。１ｃｃを３回注射（０日目、１４日目および２８日目）およ
び抗体分析のために４０日目に血液を抜き取った。
【図８－２】図８は、ハムスターの血液に曝露前および曝露後のラットにおいて、ＩｇＭ
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およびＩｇＧの抗－ＨＡ二糖、四糖および十糖の抗体のレベルを示す。免疫付与プロトコ
ルは、以下の通りであった。１ｃｃを３回注射（０日目、１４日目および２８日目）およ
び抗体分析のために４０日目に血液を抜き取った。
【図９－１】図９は、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ由来ヒアルロニダーゼで前処理したヒト
内皮細胞（ＨＭＥＣ）に対する非ヒト霊長類由来のＩｇＧ抗体（Ａ）およびＩｇＭ抗体（
Ｂ）の結合を示す。ヒアルロナン結合タンパク質（ＨＡＢＰ）をコントロールとして使用
した（Ｃ）。ヒストグラムあたり、３つのグラフが示されている。グラフ１は、血清を含
まない抗体のみに対応し、グラフ２は、ＨＭＥＣ細胞で免疫化された被検体の血清中の抗
体に対応し、この細胞は、ヒアルロニダーゼで処理されておらず、グラフ３は、ＨＭＥＣ
細胞で免疫化された被検体の血清中の抗体に対応し、この細胞は、ヒアルロニダーゼで前
処理されている。
【図９－２】図９は、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ由来ヒアルロニダーゼで前処理したヒト
内皮細胞（ＨＭＥＣ）に対する非ヒト霊長類由来のＩｇＧ抗体（Ａ）およびＩｇＭ抗体（
Ｂ）の結合を示す。ヒアルロナン結合タンパク質（ＨＡＢＰ）をコントロールとして使用
した（Ｃ）。ヒストグラムあたり、３つのグラフが示されている。グラフ１は、血清を含
まない抗体のみに対応し、グラフ２は、ＨＭＥＣ細胞で免疫化された被検体の血清中の抗
体に対応し、この細胞は、ヒアルロニダーゼで処理されておらず、グラフ３は、ＨＭＥＣ
細胞で免疫化された被検体の血清中の抗体に対応し、この細胞は、ヒアルロニダーゼで前
処理されている。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　本願発明者らは、４０６種類のグリカンを含む一連のグリカンを用い、ブタ臓器の異種
移植を受けたか、またはブタ赤血球（ＰＲＢＣ）に曝露された非ヒト霊長類モデルの抗－
炭水化物抗体のパターンを分析した。本願発明者らは、異種移植に対する急性体液性拒絶
の結果として、ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体の血清レベルの顕著な変化を観察し
た。ブタ赤血球の注射は、ヒアルロン酸を発現しないが、これも抗－ＨＡ二糖抗体のレベ
ルを増加させ、ヒアルロン酸抗原が宿主起源であることを示す。ヒトおよび非ヒト霊長類
における天然抗－ＨＡ二糖抗体の存在は、これらの抗体が例えばラット、マウスおよびウ
サギなどのモデルにはみられないため、特に関係がある。
【００２４】
　ヒトおよび非ヒト霊長類は、ヒアルロン酸（ＨＡ）に対する天然抗体（既存抗体）を有
する。本願発明者らは、ヒトにおいて、抗－ＨＡ二糖既存抗体、抗－ＨＡ四糖既存抗体お
よび抗－ＨＡ十糖既存抗体の存在を検出し、ＰＲＢＣで免疫化されたラットや、ハムスタ
ーの血液において、抗－ＨＡ　ＩｇＭ抗体の存在を検出した。
【００２５】
　本願発明者らは、異種抗体の反応性に含まれる抗原としてＨＡ四糖およびＨＡ六糖も特
定した。
【００２６】
　最後に、本願発明者らは、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）患者が、ヒアルロン酸二
糖に対するＩｇＭ抗体のレベル低下と、ヒアルロン酸二糖に対するＩｇＭ抗体のレベル上
昇を示すことも示した。
【００２７】
定義
　「抗体」、「免疫グロブリン」などの用語は、検体（抗原）に特異的に結合し、認識す
る、１種類以上の免疫グロブリン遺伝子によって実質的にコードされるポリペプチド、ま
たはそのフラグメントを指す。認識される免疫グロブリン遺伝子としては、カッパ、ラム
ダ、アルファ、ガンマ、デルタ、エプシロンおよびミューの定常領域遺伝子、およびミリ
アド免疫グロブリン可変領域遺伝子が挙げられる。軽鎖は、カッパまたはラムダのいずれ
かに分類される。重鎖は、ガンマ、ミュー、アルファ、デルタまたはエプシロンに分類さ
れ、それぞれ、免疫グロブリン分類ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥを規定
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する。例示的な免疫グロブリン（抗体）の構造単位は、２対のポリペプチド鎖で構成され
、それぞれの対が、１個の「軽」鎖（約２５ｋＤ）と１個の「重」鎖（約５０～７０ｋＤ
）とを有する。それぞれの鎖のＮ末端は、主に抗原認識を担う約１００～１１０またはそ
れより多いアミノ酸を含む可変領域を規定する。可変軽鎖（ＶＬ）および可変重鎖（ＶＨ
）という用語は、それぞれ、これらの軽鎖および重鎖を指す。それぞれの重鎖のＣ末端は
、互いにジスルフィド結合しており、抗体の定常領域を形成する。これらの重鎖の定常ド
メインのアミノ酸配列に依存して、抗体を異なる「分類」に割り当てることができる。Ｉ
ｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭの５分類の主な抗体が存在し、これらのいく
つかは、さらに「サブ分類」（アイソタイプ）、例えば、ＩｇＧｌ、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３
、ＩｇＧ４、ＩｇＡおよびＩｇＡ２に分けられてもよい。（約２５ｋＤａまたは約２１４
アミノ酸）の全長免疫グロブリン「軽鎖」は、ＮＨ２末端に約１１０アミノ酸の可変領域
と、ＣＯＯＨ末端にカッパ定常領域またはラムダ定常領域とを含む。（約５０ｋＤａまた
は約４４６アミノ酸の）全長免疫グロブリン「重鎖」は、同様に、可変領域（約１１６ア
ミノ酸）と、上述の重鎖定常領域または分類のいずれか、例えば、ガンマ（約３３０アミ
ノ酸）とを含む。異なる分類の免疫グロブリンのサブユニット構造および三次元構造は、
よく知られている。
【００２８】
　本発明の内容において、抗体によって認識され、標的にされ得る抗原は、炭水化物（特
に、ヒアルロン酸オリゴ糖）であり、この抗体は、ヒアルロン酸に特異的に結合する抗－
ヒアルロン酸抗体である。本発明の好ましい実施形態において、抗体は、ヒアルロン酸を
含む抗－ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体である。本発明のさらに好ましい実施形態
において、抗－ヒアルロン酸抗体は、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒアルロン
酸六糖および／またはヒアルロン酸十糖に特異的な抗体である。本明細書で使用する場合
、「抗体が～を標的とする」という表現は、特定の抗原に対する抗体の特異的な認識およ
び結合を指す。本明細書で使用する場合、「～に特異的に結合する」という表現は、ヒア
ルロン酸に特異的に結合し、他の炭水化物には特異的に結合しない抗体の能力を指す。
【００２９】
　「ＨＡオリゴ糖」という用語は、本明細書で使用する場合、少なくとも１つのヒアルロ
ナンの二糖単位を含む任意のオリゴ糖を指す。ヒアルロナンの二糖単位は、以下の式（式
Ｉ）を有する。
【００３０】
【化１】

【００３１】
　「ヒアルロン酸」、「ヒアルロナン」または「ヒアルロネート」または「ＨＡ」という
用語は、二糖繰り返し単位のポリマーであるアニオン性の非硫酸化グルコサミノグリカン
に関するものであり、それ自体が、交互にβ－１，４およびβ－１，３グリコシド結合に
よって接続しているＤ－グルクロン酸およびＤ－Ｎ－アセチルグルコサミン（ＧｌｃＡβ
１－３ＧｌｃＮＡｃβ）からなる。ヒアルロナンは、二糖繰り返し２５，０００個分の長
さであってもよい。ヒアルロナンのポリマーは、ｉｎ　ｖｉｖｏでの大きさが５，０００
～２０，０００，０００Ｄａの範囲であってもよい。ヒト滑液での平均分子量は、３～４
００万Ｄａであり、ヒト臍帯から精製したヒアルロナンは、３，１４０，０００Ｄａであ
る。
【００３２】
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　本発明の特定の実施形態において、ＨＡオリゴ糖は、上の式Ｉのオリゴ糖であり、２≦
ｎ≦２０である。好ましい実施形態において、ＨＡオリゴ糖は、二糖（ｎ＝１）、四糖（
ｎ＝２）、六糖（ｎ＝３）および十糖（ｎ＝５）である。本発明の抗－ヒアルロン酸抗体
は、ヒアルロン酸を含むオリゴ糖を標的とする抗体である。好ましい実施形態において、
本発明の抗－ヒアルロネート抗体は、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖および／また
はヒアルロン酸十糖を標的とする抗体である。
【００３３】
　「ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体」という用語は、本明細書で使用する場合、異
なる組成を有するオリゴ糖への特異的な結合を示すことなく、所与のＨＡオリゴ糖（例え
ば、ＨＡ二糖）に特異的に結合することができる抗体を指す。
【００３４】
　「診断」という用語は、本明細書で使用する場合、被検体においてあり得る疾患を決定
および／または特定しようとするプロセス（すなわち、診断手順）、およびこのプロセス
によって到達する意見（すなわち、診断意見）を指す。このように、なされるべき治療お
よび予後に関する医学的な決定を可能にする、個々の状態を別個の固有のカテゴリーに分
類しようとする試みであるとも考えることができる。当業者なら理解するように、このよ
うな診断は、診断される被検体１００％について正しいとは言えない場合があるが、好ま
しくは、１００％正しい。しかし、この用語は、このような病理（この場合には、ＳＬＥ
）を患う被検体の統計的に有意な割合を特定可能であることを必要とする。当業者は、よ
く知られている異なる統計学的評価を用い、例えば、信頼区間の決定、ｐ値の決定、Ｓｔ
ｕｄｅｎｔ検定、Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙなどによって、ある群が統計学的に有意であ
るか否かを決定してもよい（ＤｏｗｄｙおよびＷｅａｒｄｅｎ、１９８３を参照）。好ま
しい信頼区間は、少なくとも、５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくと
も８０％、少なくとも９０％または少なくとも９５％である。ｐ値は、好ましくは、０．
０５、０．０２５、０．００１またはそれより小さい。「非ヒト霊長類」という用語は、
ヒト以外の任意の霊長類を指し、限定されないが、サル、例えば、クモザル、リスザル、
マーモセット、ヒヒおよび同分類の動物および類人猿、例えば、ゴリラ、オランウータン
、テナガザル、フクロテナガザル、チンパンジーおよび同分類の動物が含まれる。
【００３５】
　「予測」という用語は、本明細書で使用する場合、移植が必要な被検体および移植を受
けた被検体が、移植後の拒絶を発生する可能性を決定することを指す。
【００３６】
　「拒絶」という用語は、細胞／組織／臓器の移植という観点で本発明で用いられ、移植
した細胞、組織および／または臓器がレシピエントの免疫系によって拒絶され、移植した
細胞、組織および／または臓器を破壊するプロセスに関連する。超急性拒絶（ＨＡＲ、促
進型体液性拒絶またはＡＣＨＲとしても知られる）、急性拒絶（細胞性拒絶としても知ら
れる）および慢性拒絶といった異なるカテゴリーの拒絶を区別することができる。
【００３７】
　超急性拒絶（ＨＡＲ）または促進型体液性拒絶（ＡＣＨＲ）は、血液供給の吻合から数
分以内に発症し、血中を循環する抗体によって引き起こされ、腎臓は柔らかく、糸球体毛
細血管での血行停止、部分的な血栓症、壊死、糸球体係蹄におけるフィブリン性血栓、間
質性出血、白血球増加症およびＰＭＮおよび血小板の凝集、赤血球の停滞、糸球体間質細
胞の膨潤、動脈壁へのＩｇＧ、ＩｇＭ、Ｃ３の沈着を伴うチアノーゼを生じる。この拒絶
は、移植から数分以内または数時間以内に起こり、移植の要素に関する既存抗体に起因し
て、既存の体液性免疫によって開始する。この拒絶は、典型的には、異種移植後に観察さ
れ、まれに（例えば、ＡＢＯ不適合）、同種移植の後に観察される。組織が移植により残
される場合、全身性炎症反応症候群が起こる。本発明の内容において、超急性拒絶は、移
植から少なくとも１時間後、２時間後、３時間後、４時間後、５時間後、６時間後、７時
間後、８時間後、９時間後、１０時間後、１１時間後、１２時間後、１３時間後、１４時
間後、１５時間後、１６時間後、１７時間後、１８時間後、１９時間後、２０時間後、２
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１時間後、２２時間後、２３時間後、１日後または２日後に起こると考えられる。
【００３８】
　体液性拒絶（本明細書では「抗体関連型拒絶」またはＡＢＭＲとも呼ばれる）は、超急
性拒絶（ＨＡＲ）を含み、血中に循環するドナーに特異的な抗体の検出および移植片の中
の補体要素の沈着による、強力な抗Ｔ細胞治療に耐性のある急性同種移植片の損傷を特徴
とする拒絶型である。急性拒絶症例の２０～３０％に発生する血中循環同種抗体の増加お
よび補体の活性化を伴うＡＢＭＲは、細胞性拒絶よりも予後が悪い。
【００３９】
　急性拒絶は、移植から２～６０日後に発生し、間質性の血管内皮細胞の膨潤、リンパ球
、形質細胞、免疫芽細胞、マクロファージ、好中球の間質性蓄積；好中球尿細管上皮の浮
腫／壊死を伴う管の分離；内皮細胞の膨潤および空胞形成、血管の浮腫、出血および炎症
、腎尿細管の壊死、硬化した糸球体、管の「甲状腺化」、クレアチニンクリアランス、倦
怠感、発熱、ＨＴＮ、尿量減少を特徴とする。急性拒絶は、免疫抑制（通常は薬物による
）が達成されない限り、一卵性双生児間の移植を除き、すべての移植である程度発生する
。急性拒絶は、移植から１週間程度の早期に開始し、最初の３週間の危険性が最も高いが
、数ヶ月後から数年後に起こることもある。特に、血管組織（例えば、腎臓または肝臓）
が、特に、血管内壁の内皮細胞で、最も早期の徴候を呈することが多いが、最終的に、腎
臓移植のほぼ１０～３０％、肝臓移植の５０～６０％で起こる。一般的に、急性拒絶は、
例えば、ラパマイシン、シクロスポリンＡ、抗－ＣＤ４０Ｌモノクローナル抗体などの免
疫抑制薬で阻害または抑制することができる。本発明の内容において、急性拒絶は、移植
から少なくとも３日後、４日後、５日後、６日後、７日後、８日後、９日後、１０日後、
１１日後、１２日後、１３日後、１４日後、１５日後、１ヶ月後、２ヶ月後、３ヶ月後ま
たは６ヶ月後に起こると考えられる。
【００４０】
　慢性拒絶は、後期に、多くは、移植から６０日を超えてから発生し、平滑筋の増殖およ
び半月体形成を伴う糸球体間質細胞の増加；メサンギウム増殖性糸球体腎炎および間質性
線維症を併発する急性変化を頻繁に伴い、一般的に、コルチコステロイドに対する応答が
悪い。急性拒絶をうまく免疫抑制できた場合であっても、慢性拒絶は、移植から数ヶ月～
数年以内にヒトで発生する。線維症は、あらゆる種類の臓器移植の慢性拒絶で一般的な要
素である。慢性拒絶は、一般的に、特定の臓器に特徴的な所定範囲の特定の障害によって
記述することができる。例えば、肺移植において、このような障害としては、気道の繊維
増殖性の破壊（閉塞性細気管支炎）が挙げられ、心臓移植または心臓組織の移植（例えば
、弁置換）において、このような障害としては、線維性アテローム性動脈硬化症が挙げら
れ、腎臓移植において、このような障害としては、閉塞性腎疾患、腎硬化症、尿細管間質
性腎炎が挙げられ、肝臓移植において、このような障害としては、胆管消失症候群が挙げ
られる。慢性拒絶は、虚血性障害、移植した組織の脱神経、脂質異常症および免疫抑制薬
に関連する高血圧も特徴とする場合がある。本発明の内容において、慢性拒絶は、移植か
ら数ヶ月後に発生すると考えられる。本発明の好ましい実施形態において、慢性拒絶は、
移植から少なくとも２ヶ月後、少なくとも３ヶ月後、少なくとも４ヶ月後、少なくとも５
ヶ月後、または少なくとも６ヶ月後に発生すると考えられる。
【００４１】
　「げっ歯類」という用語は、げっ歯目の任意の哺乳動物を指すために用いられ、限定さ
れないが、以下の種が挙げられる。マウス、ラット、リス、シマリス、ホリネズミ、ヤマ
アラシ、ビーバー、ハムスター、アレチネズミ、モルモット、デグー、チンチラ、プレー
リードッグおよびウッドチャック。
【００４２】
　「サンプル」という用語は、本明細書で使用する場合、被検体から得ることができる生
体液サンプルに関する。本発明の好ましい実施形態において、生体液は、抗体を含む任意
の体液である。本発明のさらに好ましい実施形態において、生体液は、血液（例えば、末
梢血液）、血清または血漿から選択される。本発明の方法のさらに好ましい実施形態にお
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いて、サンプルは、血清または血漿である。血液サンプルは、典型的には、通常は、肘の
内側部分の血管から、または手の裏側から動脈穿刺または静脈穿刺することによって抽出
され、血液サンプルは、気密バイアルまたは気密シリンジに集められる。微量法によって
分析するために、通常は、かかとまたは指の末節骨での毛管穿刺を行うことができる。血
清は、抗凝固剤非存在下、サンプルを１０分間放置して沈降させ、その結果、血清（上澄
み）から細胞（沈殿物）を分離させるために、凝集させ、その後、１，５００ｒｐｍで１
０分間遠心分離処理することによって、全血液サンプルから得ることができる。次に、血
漿サンプルを得るために、全血液を抗凝固剤と接触させ、３，０００ｒｐｍで２０分間遠
心分離処理する。遠心分離の沈殿物は、生成した要素に対応し、上澄みは、血漿に対応す
る。本発明の方法によるサンプル分析のために、得られた血清または血漿を保存管に移す
ことができる。
【００４３】
　本発明の内容において、「移植拒絶」(transplant rejection)という用語は、超急性、
急性および慢性の移植拒絶を含む。本発明の好ましい実施形態において、移植拒絶は、急
性体液性拒絶である。
【００４４】
　「被検体」または「個体」または「動物」または「患者」または「哺乳動物」という用
語は、診断、予後または治療が望ましい任意の被検体、特に、哺乳動物の被検体を意味す
る。哺乳動物の被検体としては、ヒト、飼育動物、家畜および動物園の動物、スポーツ用
動物または愛玩動物、例えば、イヌ、ネコ、モルモット、ウサギ、ラット、マウス、ウマ
、畜牛、乳牛などが挙げられる。本発明の好ましい実施形態において、被検体は、哺乳動
物である。本発明のさらに好ましい実施形態において、被検体は、ヒトまたは非ヒト霊長
類である。本発明によれば、移植のドナーおよび／またはレシピエントは、哺乳動物であ
る。一実施形態において、少なくともレシピエントはヒトである。ドナーは、移植片を除
去するときに生きていてもよく、死んでいてもよい。
【００４５】
　「全身性エリテマトーデス」（systemic lupus erythematosus）すなわちＳＬＥは、本
明細書で使用する場合、典型的には、皮膚、関節、腎臓および脳に害を及ぼす免疫系疾患
に関する。
【００４６】
　「移植」(transplantation)という用語は、提供被検体から受容被検体へと、または同
じ被検体の体内のある部分から別の部分へと細胞、組織または臓器を移す外科手術を指す
。「提供被験者」は、輸血または臓器移植によって、別の被検体に血液、細胞、組織また
は臓器を与える被検体である。本発明の内容において、提供被検体は、細胞、組織および
／または臓器を受容被検体に与える。本発明によれば、提供被検体は、ヒトまたは別の哺
乳動物である。「受容被検体」は、輸血または臓器移植によって別の被検体から血液、細
胞、組織または臓器を受ける被検体である。本発明の内容において、受容被検体は、提供
被検体から組織および／または臓器を受ける。本発明によれば、受容被検体は、ヒトまた
は別の哺乳動物である。移植される組織は、限定されないが、骨組織、腱、角膜組織、心
臓弁、血管および骨髄を含む。移植される臓器は、限定されないが、心臓、肺、肝臓、腎
臓、膵臓および腸を含む。提供被検体および受容被検体が同じ種の遺伝的に同一ではない
者である移植の特定の外科手術は、同種移植として知られている。従って、同種移植（ａ
ｌｌｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔ）（ａｌｌｏｇｒａｆｔ、ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ　ｔｒａｎ
ｓｐｌａｎｔまたはｈｏｍｏｇｒａｆｔとしても知られる）は、レシピエントとして同じ
種の遺伝的に同一ではない者に由来する細胞、組織または臓器の移植に関する。「同種移
植可能な」という用語は、比較的多く、または日常的に移植される臓器または組織を指す
。同種移植可能な臓器の例としては、心臓、肺、肝臓、膵臓、腎臓および腸が挙げられる
。提供被検体および受容被検体が異なる種の者である移植の特定の外科手術は、異種移植
として知られている。従って、異種移植（ｘｅｎｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔ）（ｘｅｎｏｇ
ｒａｆｔ、ｘｅｎｏｇｅｎｅｉｃ　ｔｒａｎｐｌａｎｔまたはｈｅｔｅｒｏｇｒａｆｔと
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しても知られる）は、ドナーおよびレシピエントが異なる種の者であるドナーに由来する
細胞、組織または臓器のレシピエントへの移植に関する。
【００４７】
移植拒絶が起こる確率を決定するための方法（本発明の第１の方法）
　第１の態様において、本発明は、移植を受けた被検体において移植拒絶が起こる確率を
決定するための方法であって、前記被検体からのサンプル中の、少なくとも１つのヒアル
ロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルを決定し、前記ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な
抗体のレベルが、リファレンス値に対して変化している場合、前記被検体において移植拒
絶が起こる確率が高いとすることを含む、方法に関する。
【００４８】
　第１の工程において、本発明の第１の方法は、移植を受けた被検体からのサンプル中、
少なくともヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルの決定を含む。
【００４９】
　少なくともヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルは、当業者に既知の望ましい
特異性を有する抗体のレベルまたは抗体の力価を決定するのに適した任意の方法によって
決定することができ、限定されないが、免疫化学アッセイ、例えば、ＥＬＩＳＡ（酵素免
疫吸着アッセイ）、免疫染色、免疫化学アッセイ、免疫蛍光、フローサイトメトリー、ウ
エスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、免疫組織化学アッセイおよび免疫沈降が挙げ
られる。非限定的な例として、抗－ヒアルロネート抗体のレベルは、抗－ヒアルロネート
抗体（またはそのフラグメント）に特異的に結合する能力を有する二次抗体によって、そ
の後、得られた抗－ヒアルロネート抗体－二次抗体の錯体の定量化によって定量化するこ
とができる。このようなアッセイに使用される抗体は、例えば、ポリクローナル血清、ハ
イブリドーマの上澄みまたはモノクローナル抗体、抗体フラグメント、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆ
ａｂ’　ｙ　Ｆ（ａｂ’）２、ＳｃＦｖ、二重特異性抗体、三重特異性抗体、四重特異性
抗体およびヒト化抗体であってもよい。同時に、抗体を標識してもよく、または標識しな
くてもよい。使用可能なマーカーの具体的で非排他的な例としては、放射性同位体、酵素
、フルオロフォア、化学発光試薬、酵素基質または補因子、酵素阻害剤、粒子、着色剤な
どが挙げられる。標識されていない抗体（一次抗体）および標識された抗体（二次抗体）
を使用する本発明で使用可能な多種多様なよく知られたアッセイが存在し、これらの技術
の中には、ウエスタンブロットまたはウエスタン転移、ＥＬＩＳＡ（酵素免疫吸着アッセ
イ）、ＲＩＡ（ラジオイムノアッセイ）、競合ＥＩＡ（酵素イムノアッセイ）、ＤＡＳ－
ＥＬＩＳＡ（二重抗体サンドイッチＥＬＩＳＡ）、免疫細胞化学技術および免疫組織化学
技術、特異的な抗体を含むバイオチップまたはマイクロアレイの使用に基づく技術、また
はフォーマット（例えば、ディップスティック）でのコロイド状沈殿に基づくアッセイが
挙げられる。抗－ヒアルロネート抗体を検出し、定量化する他の様式としては、アフィニ
ティクロマトグラフィー、結合リガンドアッセイなどの技術が挙げられる。
【００５０】
　本発明の好ましい実施形態において、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的
な抗体のレベルは、ＥＬＩＳＡまたは免疫組織化学によって、移植を受けた被検体からの
サンプルにおいて決定される。ＥＬＩＳＡにおいて、プレートを、限定されないが、ＨＡ
二糖、ＨＡ四糖、ＨＡ六糖および／またはＨＡ十糖を含むヒアルロン酸オリゴ糖でコーテ
ィングする。ＨＡオリゴ糖を、タンパク質、例えば、ヒト血清アルブミンに接続してもよ
く、またはポリアクリルアミドまたはセファロースに接合してもよい。または、ヒアルロ
ン酸オリゴ糖（限定されないが、二糖、四糖、六糖および十糖を含む）に対して特異的な
抗体を用いる。ヒアルロン酸抗体は、市販されているか、または、限定されないが、Ａｂ
ｃａｍ社製のヒトおよびマウスのＨＡのためのポリクローナル抗－ＨＡ　ａｂ５３８４２
抗体、ＭｙＢｉｏＳｏｕｒｃｅ社製のポリクローナルヒツジ抗－ヒトＨＡ　ＭＢＳ２２０
９３６抗体、Ａｃｒｉｓ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ社製のヒツジ抗－ヒトＨＡ　ＢＰ５４９
抗体が挙げられる。
【００５１】
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　好ましい実施形態において、本発明の第１の方法に従って決定される少なくとも１つの
ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体は、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭ
の１つ以上からなる群から選択される。別の実施形態において、検出される抗体は、Ｉｇ
Ｇｌ、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡおよびＩｇＡ２アイソタイプの１つ以上に
属するＩｇＧ抗体である。
【００５２】
　好ましい実施形態において、本発明の方法で決定される抗体は、ＨＡ二糖に対するＩｇ
Ｍ抗体、ＨＡ四糖に対するＩｇＭ抗体、ＨＡ六糖に対するＩｇＭ抗体、ＨＡ十糖に対する
ＩｇＭ抗体、ＨＡ二糖に対するＩｇＧ抗体、ＨＡ四糖に対するＩｇＧ抗体、ＨＡ六糖に対
するＩｇＧ抗体および／またはＨＡ十糖に対するＩｇＧ抗体からなる群から選択される。
【００５３】
　移植を受けた被検体からのサンプルにおいて、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖
に特異的な抗体のレベルは、移植後の異なる時間点で決定することができる。本発明の一
実施形態において、このレベルは、移植から１時間後、２時間後、３時間後、４時間後、
５時間後、６時間後、７時間後、８時間後、９時間後、１０時間後、１１時間後、１２時
間後、１３時間後、１４時間後、１５時間後、１６時間後、１７時間後、１８時間後、１
９時間後、２０時間後、２１時間後、２２時間後、２３時間後、１日後または２日後に決
定することができる。本発明の別の実施形態において、このレベルは、移植から３日後、
４日後、５日後、６日後、７日後、８日後、９日後、１０日後、１１日後、１２日後また
は１３日後に決定することができる。本発明の別の実施形態において、少なくとも１つの
ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルは、移植から２週間後、３週間後、１ヶ月
後、２ヶ月後、３ヶ月後、４ヶ月後、５ヶ月後または６ヶ月後に決定することができる。
【００５４】
　第２の工程において、本発明の第１の方法は、第１の工程で決定した少なくとも１つの
ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルをリファレンス値と比較し、サンプル中の
少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルが、リファレンス値に対
して変化している場合、移植を受けた被検体において移植拒絶が起こる確率が高い。
【００５５】
　「変化して」または「実質的に変化して」という用語は、リファレンス値と比較したと
きに、移植を受けた被検体からのサンプルにおいて、少なくとも１つのヒアルロン酸オリ
ゴ糖に特異的な抗体のレベルが増加または減少していることを指す。
【００５６】
　特に、リファレンス値と比較して、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な
抗体が、少なくとも１．１倍、１．５倍、５倍、１０倍、２０倍、３０倍、４０倍、５０
倍、６０倍、７０倍、８０倍、９０倍、１００倍、またはもっと多く増加するとき、レベ
ルが「上昇した」と考える。一方、リファレンス値と比較して、少なくとも１つのヒアル
ロン酸オリゴ糖に特異的な抗体が、少なくとも０．９倍、０．７５倍、０．２倍、０．１
倍、０．０５倍、０．０２５倍、０．０２倍、０．０１倍、０．００５倍、またはもっと
小さく減少しているとき、レベルが「減少した」と考える。リファレンス値と比較して、
少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルに「変化がない」という
用語は、リファレンス値に対して実質的に変わらないレベルを指す。例えば、レベルの差
が０．１％より小さく、０．２％より小さく、０．３％より小さく、０．４％より小さく
、０．５％より小さく、０．６％より小さく、０．７％より小さく、０．８％より小さく
、０．９％より小さく、１％より小さく、２％より小さく、３％より小さく、４％より小
さく、５％より小さく、６％より小さく、７％より小さく、８％より小さく、９％より小
さく、１０％より小さく、またはこの決定で用いられる実験方法に関連する誤差と同じ割
合値より大きくないとき、試験中のサンプルにおいて、少なくとも１つのヒアルロン酸オ
リゴ糖に特異的な抗体に変化がないと考えられる。
【００５７】
　特定の実施形態において、移植を受けた被検体において、少なくとも１つのヒアルロン



(15) JP 2015-528568 A 2015.9.28

10

20

30

40

50

酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルは、移植から３日後、４日後、５日後、６日後、７日
後、８日後、９日後または１０日後に得られた被検体からのサンプルにおいて決定される
。本発明の好ましい実施形態において、移植を受けた被検体において、少なくとも１つの
ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルは、移植から３日後、４日後、５日後また
は６日後に得られた被検体からのサンプルにおいて決定される。
【００５８】
　「リファレンス値」という用語は、移植を将来受ける被検体からのサンプル中の少なく
とも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルに関し、このサンプルは、移植
を受ける前の被検体から得られる。少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗
体のレベルが抗－ヒアルロネート抗体のリファレンス値として決定されるサンプルを、被
検体が移植を受ける１時間前、２時間前、５時間前、１２時間前、１日前、２日前、５日
前、１０日前、２０日前、１ヶ月前、２ヶ月前、６ヶ月前または１年前に得ることができ
る。好ましい実施形態において、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体
のレベルが抗－ヒアルロネート抗体のリファレンス値として決定されるサンプルは、被検
体が移植を受ける１時間前、２時間前、５時間前、１２時間前、１日前または２日前に得
られる。
【００５９】
　このリファレンス値が確立されたら、移植を受けた被検体における少なくとも１つのヒ
アルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルをこのリファレンス値と比較し、これによっ
て、このリファレンス値を下回った場合には、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に
特異的な抗体のレベルが「低い」または「減少した」と割り当て、またはリファレンス値
より高い場合には、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルが「
高い」または「上昇した」と割り当てることができる。
【００６０】
　特に、リファレンス値と比較して、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な
抗体のレベルが、少なくとも１．１倍、１．５倍、５倍、１０倍、２０倍、３０倍、４０
倍、５０倍、６０倍、７０倍、８０倍、９０倍、１００倍、またはもっと多く増加すると
き、抗－ヒアルロン酸抗体のレベルが「上昇した」と考える。一方、リファレンス値と比
較して、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルが、少なくとも
０．９倍、０．７５倍、０．２倍、０．１倍、０．０５倍、０．０２５倍、０．０２倍、
０．０１倍、０．００５倍、またはもっと小さく減少しているとき、少なくとも１つのヒ
アルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルが「減少した」と考える。
【００６１】
　移植を受けた被検体からのサンプルにおける少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に
特異的な抗体のレベルと、リファレンス値とを比較したら、本発明の第１の方法によって
、被検体において移植拒絶が起こる確率を決定することができ、少なくとも１つのヒアル
ロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルが、リファレンス値に対して変化している場合、
被検体において移植拒絶が起こる確率が高い。
【００６２】
　本発明の特定の実施形態において、被検体からのサンプル中のヒアルロン酸オリゴ糖に
特異的な抗体のレベル決定が、移植を受けてから１日後または２日後に行われる場合、リ
ファレンス値と比較して前記抗体のレベルの低下は、被検体における超急性移植拒絶の確
率が高いことの指標である。
【００６３】
　本発明の別の特定の実施形態において、被検体からのサンプル中のヒアルロン酸オリゴ
糖に特異的な抗体のレベル決定が、移植を受けてから少なくとも３日後に行われる場合、
ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルの増加は、被検体における急性体液性拒絶
の確率が高いことの指標である。
【００６４】
　別の特定の実施形態において、被検体からのサンプル中のヒアルロン酸オリゴ糖に特異
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的な抗体のレベル決定が、移植を受けてから少なくとも２ヶ月後に行われる場合、ヒアル
ロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルの増加は、被検体における慢性移植拒絶の確率が
高いことの指標である。
【００６５】
　本発明の第１の方法によれば、抗－ヒアルロン酸抗体のレベルは、移植を受けた被検体
のサンプルにおいて決定される。
【００６６】
　特定の実施形態において、移植は、異種移植または同種移植である。
【００６７】
　特定の実施形態において、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体は、
ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒアルロン酸六糖および／またはヒアルロン酸十
糖を標的とする抗体である。
【００６８】
　特定の実施形態において、サンプルは、血液、血清および血漿からなる群から選択され
る。好ましい実施形態において、サンプルは、血液サンプルである。
【００６９】
　特定の実施形態において、移植を受けた被検体は、哺乳動物である。別の実施形態にお
いて、哺乳動物は、霊長類である。好ましい実施形態において、霊長類は、ヒトではない
またはヒト霊長類である。本発明の別の好ましい実施形態において、移植を受けた被検体
は、免疫抑制治療を受ける。免疫抑制治療を、移植前に、治療後に、治療前と治療後の両
方に、移植を受ける被検体に投与することができる。移植において治療に一般的に使用さ
れる免疫抑制剤としては、限定されないが、モノクローナル抗体、例えば、バシリキシマ
ブ（Ｓｉｍｕｌｅｃｔ（商標））、ダクリズマブ（Ｚｅｎａｐａｘ（商標））またはムロ
モナブ－ＣＤ３（Ｏｒｔｈｏｃｌｏｎｅ　ＯＫＴ３（商標））、ポリクローナル抗体、例
えば、ウサギの抗胸腺細胞免疫グロブリン（Ｔｈｙｍｏｇｌｏｂｕｌｉｎ（商標））また
はウマの抗胸腺細胞免疫グロブリン（ＡＴＧＡＭ（商標）、Ｌｙｍｐｈｏｇｌｏｂｕｌｉ
ｎ（商標））、コルチコステロイド、例えば、メチルプレドニゾロン、プレドニゾンまた
はプレドニゾロン、カルシニューリン阻害剤、例えば、シクロスポリン（Ｎｅｏｒａｌ（
商標）、Ｓａｎｄｉｍｍｕｎｅ（商標））またはタクロリムス（Ｐｒｏｇｒａｆ（商標）
）、ｍＴＯＲ阻害剤、例えば、シロリムス（Ｒａｐａｍｕｎｅ（商標））またはエベロリ
ムス（Ｃｅｒｔｉｃａｎ（商標））、抗増殖剤、例えば、アゼチオプリン（Ｉｍｕｒａｎ
（商標））、プリン合成阻害剤、例えば、ミコフェノール酸モフェチル（ＣｅｌｌＣｅｐ
ｔ（商標））またはミコフェノール酸ナトリウム（Ｍｙｆｏｒｔｉｃ（商標））、アルキ
ル化剤、例えば、シクロホスファミド、ニトロ尿素または白金化合物、葉酸類似体、例え
ば、メトトレキサート、プリン類似体、例えば、アゼチオプリンまたはメルカプトプリン
、ピリミジン類似体、タンパク質合成阻害剤および細胞毒性抗生物質、例えば、ダクチノ
マイシン、アントラサイクリン、マイトマイシンＣ、ブレオマイシンまたはミトラマイシ
ンが挙げられる。免疫抑制治療を、移植前に、治療後に、治療前と治療後の両方に、移植
を受ける被検体に投与することができる。本発明の別の好ましい実施形態において、移植
を受けた被検体は、抗－αＧａｌ（Ｇａｌα１－３Ｇａｌβ１－４ＧｌｃＮＡｃ）抗体を
失わせるための治療を受ける。抗－αＧａｌ抗体を失わせるための治療を、移植前に、治
療後に、治療前と治療後の両方に、移植を受ける被検体に投与することができる。抗－α
Ｇａｌ抗体を失わせるための薬剤としては、限定されないが、αＧａｌ類似体ＧＡＳ９１
４が挙げられる。
【００７０】
拒絶を弱めるための本発明の免疫吸着組成物およびその使用
　さらなる態様において、本発明は、ヒアルロン酸が付着した生体適合性の固体支持体を
含む、移植の被検レシピエントの体液から抗体を除去し、レシピエントによる移植拒絶を
弱めるのに有用な免疫吸着組成物に関する。
【００７１】
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　ヒアルロン酸オリゴ酸が付着する支持体は、シートまたは粒子の形態であってもよい。
多様な生体適合性の固体支持体材料が当該技術分野で知られている。その非限定的な例は
、シリカ、合成シリケート、例えば、多孔性ガラス、生物起源のシリケート、例えば、珪
藻土、シリケート含有鉱物、例えば、カオリナイトおよび合成ポリマー、例えば、ポリス
チレン、ポリプロピレンおよび多糖である。
【００７２】
　好ましい実施形態において、免疫吸着組成物の一部を形成するヒアルロン酸オリゴ糖は
、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒアルロン酸六糖、および／またはヒアルロン
酸十糖からなる群から選択される。
【００７３】
　抗原が結合する固体支持体は、連続した大きな表面の形態または粒子の形態であっても
よい。多様な生体適合性の固体支持体材料が当該技術分野で知られている。その例は、シ
リカ、合成シリケート、例えば、多孔性ガラス、生物起源のシリケート、例えば、珪藻土
、シリケート含有鉱物、例えば、カオリナイトおよび合成ポリマー、例えば、ポリスチレ
ン、ポリプロピレンおよび多糖である。好ましい支持体は、米国特許出願第０７／２７０
，９５０号に記載されている。
【００７４】
　抗原は、固体支持体に共有結合しているか、または、非共有結合によって（受動的に）
吸着する。共有結合は、支持体の官能基と抗体の適合するリンカーアーム部との反応によ
る結合であってもよい。間接的な結合に用いられる接続部分は、好ましくは、固体支持体
表面から抗原を単純に離すのに役立つ適切な長さ（少なくとも１つの炭素原子）の有機二
官能分子である。
【００７５】
　多くのアグリコン接続アームが当該技術分野で知られている。例えば、パラ－ニトロフ
ェニル基を含む接続アーム（すなわち、－ＹＲ＝－ＯＣ６Ｈ４ｐＮＯ２）は、Ｅｋｂｅｒ
ｇら（１９８２　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ　Ｒｅｓ　１１０：５５－６７）によって開示され
ている。合成中の適切な時間に、ニトロ基をアミノ基に還元し、これをＮ－トリフルオロ
アセトアミドとして保護することができる。支持体にカップリングする前に、トリフルオ
ロアセトアミド基を除去することによって、アミノ基を脱保護する。
【００７６】
　硫黄を含有する接続アームは、Ｄａｈｍｅｎら（１９８３　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ　Ｒｅ
ｓ　１１８：２９２－３０１）によって開示される。具体的に、接続アームは、２－ブロ
モエチル基からチオ求核試薬との置換反応で誘導され、例えば、－ＯＣＨ２ＣＨ２ＳＣＨ

２ＣＯ２ＣＨ３および－ＯＣＨ２ＣＨ２ＳＣ６Ｈ４－ｐＮＨ２といった種々の末端官能基
を有する接続アームが導かれることを示している。
【００７７】
　Ｒａｎａら（１９８１　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ　Ｒｅｓ　９１：１４９－１５７）は、ト
リフルオロアセトアミド保護基を除去し、カップリングに使用する一級アミノ酸を脱保護
する６－トリフルオロアセトアミド－ヘキシル接続アーム（－Ｏ－（ＣＨ２）６－ＮＨＣ
ＯＣＦ３）を開示する。
【００７８】
　既知の接続アームの他の例示としては、７－メトキシカルボニル－３，６，ジオキサヘ
プチル接続アーム（－ＯＣＨ２－ＣＨ２）２ＯＣＨ２ＣＯ２ＣＨ３）（Ａｍｖａｍ－Ｚｏ
ｌｌｏら、１９８６　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ　Ｒｅｓ　１５０：１９９－２１２）；２－（
４－メトキシカルボニルブタンカルボキサミド）エチル（－ＯＣＨ２ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）
（ＣＨ２）４ＣＯ２ＣＨ３）（Ｐａｕｌｓｅｎら、１９８２　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ　Ｒｅ
ｓ　１０４：１９５－２１９）；適切なモノマーとのラジカル共重合によってコポリマー
が得られるアリル接続アーム（－ＯＣＨ２ＣＨ＝ＣＨ２）（Ｃｈｅｒｎｙａｋら、１９８
４　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ　Ｒｅｓ　１２８：２６９－２８２）；他のアリル接続アーム［
－Ｏ（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）２ＣＨ２ＣＨ＝ＣＨ２］（Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ－Ｓａｎｔａｎａ
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ら、１９８９　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ　Ｒｅｓ　８：５３１－５３７）が知られている。さ
らに、アリル接続アームは、２－アミノエタンチオール存在下、誘導体化され、接続アー
ム－ＯＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＳＣＨ２ＣＨ２ＮＨ２を得ることができる（Ｌｅｅら、１９７
４　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ　Ｒｅｓ　３７：１９３、以下参照）。他の適切な接続アームは
、米国特許第４１３７４０１号、４２３８４７３号、４３６２７２０号およびＤａｈｍｅ
ｎら（１９８４　Ｃａｒｂｏｈｙｄ　Ｒｅｓ　１２７：１５－２５）およびＧａｒｅｇｇ
ら（１９８５　Ｃａｒｂｏｈｙｄｒ　Ｒｅｓ　１３６：２０７－２１３）に開示される。
【００７９】
　さらに、Ｒａｔｃｌｉｆｆｅら（米国特許出願第０７／２７８，１０６号）に示される
ように、Ｒ基は、還元糖末端に接続アームを含むさらなる糖またはオリゴ糖であってもよ
い。
【００８０】
　好ましくは、グリコン部分は、疎水性基であり、最も好ましくは、アグリコン部分は、
－（ＣＨ２）８ＣＯＯＣＨ３、－（ＣＨ２）５ＯＣＨ２ＣＨ＝ＣＨ２および－（ＣＨ２）

８ＣＨ２ＯＨからなる群から選択される疎水性基である。
【００８１】
　次いで、ヒアルロン酸抗原の官能性接続アームを使用し、この抗原を生体適合性の固体
支持体に付着する。このような付着は、当該技術分野でよく知られており、例えば、米国
特許出願第０７／８８７，７４６号に開示される。
【００８２】
　ヒアルロン酸が結合した２つ以上のオリゴ糖の組み合わせを含む固体支持体を使用し、
生体液から抗－ヒアルロネート抗体を除去してもよい。または、生体液を、一連の固体支
持体に連続して通してもよく、それぞれが、結合した１つ以上の異なるヒアルロン酸抗原
を有しており、異なる特異性を有する抗－ヒアルロネート抗体を除去する。
【００８３】
　別の態様において、本発明は、移植の被検レシピエントにおいて抗体が介在する移植拒
絶を弱める方法で使用するための本発明の免疫吸着組成物に関する。別の態様において、
本発明は、移植の被検レシピエントにおいて抗体が介在する移植拒絶を弱めるための方法
であって、
　（ａ）前記レシピエントから抗体含有体液を抜き取り；
　（ｂ）抜き取られた体液から、免疫吸着組成物を介した体液の体外灌流によって、ヒア
ルロン酸に対する既存抗体を除去して、レシピエントに再導入するための灌流された体液
を得ることを含む、方法に関する。
【００８４】
　本発明の免疫吸着組成物の使用という観点で、流体は、抗体を含む任意の体液である。
さらに好ましい実施形態において、体液は、血液（例えば、末梢血液）、血清または血漿
から選択される。さらに好ましい実施形態において、体液は、血液である。血液は、当業
者に既知の従来の技術によって移植の被検レシピエントから得られる。抗凝固剤（限定さ
れないが、ヘパリンまたはクエン酸塩）を加え、凝固を防ぐ。所望な場合、抗－ヒアルロ
ネート抗体を失わせる前に、血液から細胞を除去してもよい。
【００８５】
　被検体からの体液の抜き取りは、限定されないが、デバイス、例えば、カテーテル、シ
リンジ、カニューレ、またはＵＳ７０４８７２４号に開示される患者から流体を排出させ
る装置；および方法、例えば、胸腔穿刺（胸腔から流体を除去するための侵襲的手技）、
穿刺（体腔、通常は、腹腔から流体を排出させるための医学的手技）、心膜腔穿刺（囲心
嚢領域から流体を除去する）および透析（血液透析、腹膜透析、血液濾過、腸透析）を含
む当業者に既知の方法およびデバイスによって行うことができる。本発明の特定の実施形
態において、被検体の体内から抜き取られる体液は、血液である。本発明の好ましい実施
形態において、血液は、血液灌流によって被検体の体内から抜き取られる。血液は、従来
の技術によって抜き取られ、典型的には、抗凝固剤（例えば、ヘパリン、クエン酸塩）が
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凝固を防ぐために加えられる。所望な場合、異種抗体を失わせる前に、血液から細胞を除
去してもよい。
【００８６】
　１つ以上の抗原が結合した固体支持体に血液を灌流させることによって、ヒアルロン酸
オリゴ糖に特異的な抗体を失わせる。本発明において、ヒアルロン酸抗原が結合した固体
支持体に血液を灌流させることによって、ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体を失わせ
る。ヒアルロン酸抗原は、限定されないが、ヒアルロン酸（特に、ヒアルロン酸二糖、ヒ
アルロン酸四糖、ヒアルロン酸六糖および／またはヒアルロン酸十糖）を含むオリゴ糖を
含む。
【００８７】
　支持体に結合した抗原（ヒアルロン酸オリゴ糖）と、生体液に存在する相補的な抗－ヒ
アルロネート抗体との結合を促進する条件で、体液を固体支持体と接触させる。体外血液
灌流を実行するための好ましい装置および技術は、米国特許出願第０７／２７０，９５０
号に記載される。３５℃～４０℃の範囲の接触温度が好ましく用いられる。接触時間は、
典型的には、１～６時間の範囲であろう。次いで、生体液（すなわち、抗－ヒアルロネー
ト抗体が失われた血液、血漿または血清）の未結合部分を、患者に再導入するために集め
、または連続的な原理に基づき再導入してもよい。レシピエントの生体液からの抗体の除
去は、移植の前に行われてもよく、または、被検体が移植されると（典型的には、移植前
に１日に１回、８回まで繰り返される）、抗体が実質的に存在しない状態で、または、抗
体が比較的低い力価で存在するときに移植片が導入される。レシピエントの抗体の力価を
、イムノアッセイによって監視してもよい。このような条件での移植片の挿入によって、
抗体が介在する超急性拒絶の可能性を減らし（抗体の力価がその後増加したとしても）、
移植片の生存率を高める。この現象は、「順応」、「適応」または「アネルギー」といっ
たさまざまな用語で呼ばれる。抗体の除去は、必要な場合、移植後に継続されてもよい。
【００８８】
　非特異的な免疫抑制剤（例えば、すでに述べられているもの）を使用する従来の薬理学
的免疫抑制計画を組み合わせて使用してもよい。
【００８９】
　特定の実施形態において、ヒアルロン酸に対する既存抗体は、ヒアルロン酸を含むオリ
ゴ糖を標的とする抗体である。さらに特定の実施形態において、ヒアルロン酸オリゴ糖に
対する既存抗体は、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒアルロン酸六糖および／ま
たはヒアルロン酸十糖を標的とする抗体である。
【００９０】
　特定の実施形態において、移植は、異種移植または同種移植である。
【００９１】
　特定の実施形態において、移植拒絶は、急性体液性拒絶である。
【００９２】
　特定の実施形態において、移植の被検レシピエントは、ヒトまたは非ヒト霊長類である
。
【００９３】
ポリマー構造およびその使用
　別の実施形態において、本発明は、ポリマー骨格を形成する１つ以上のモノマー単位が
ヒアルロン酸オリゴ糖に接続する、ポリマー骨格を含むポリマー構造に関する。
【００９４】
　本発明のポリマー構造のポリマー部分は、直鎖または分枝鎖の様式で、環（例えば、大
環）の形態で、星形（デンドリマー）の形態で、または球状（例えば、フラーレン）の形
態で接続した、少なくとも２つの同一または異なるモノマー単位で構成され、分子量の不
均一性を示してもよい。本発明の化合物は、少なくともある程度まで親水性であるため、
そのポリマー部分は、少なくともある程度まで親水性であるはずである。当業者は、本発
明に使用可能な多数の親水性ポリマーを容易に認識するだろう。本発明のポリマー構造を
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ｉｎ　ｖｉｖｏで使用する場合、生分解性であり、生理学的に忍容性であり、生理学的に
分解可能であるべきである。このような場合には、ポリマーは、生理学的に忍容性である
ために多くの要求を満たさなければならない。つまり、（ｉ）使用する被検体において免
疫応答を誘発せず、（ｉｉ）細網内皮系（ＲＥＳ）における非特異的な相互作用および蓄
積を避けなければならない。ｉｎ　ｖｉｖｏでの使用に適したポリマーとしては、ポリア
ミド、ポリカーボネート、ポリイミノカーボネート、ポリ酸無水物、ポリオルトエステル
、ポリエステル、ポリジオキサノン、ポリヒドロキシカルボン酸、ポリアミノ酸（ポリリ
ジンを含む）、ポリホスファゼンおよび多糖が挙げられる。好ましいポリマーとしては、
ポリアミノ酸、ポリエステル、ポリアミドまたは酸無水物として接続するポリヒドロキシ
－カルボン酸、または多糖、好ましくは、分子量が約７０ｋＤまでのものが挙げられる。
ポリマーは、血中で十分な半減期を達成するために、好ましくは、分子量が少なくとも約
２ｋｄである。
【００９５】
　ｉｎ　ｖｉｖｏでの使用に特に好ましい適切なポリマーとしては、ポリアスパラギン酸
アミド、ポリコハク酸イミド、ポリグルタメートおよびポリアミノ酸に属するポリリジン
－フマル酸アミド、ポリエステル、ポリアミドまたはポリ酸無水物の形態のリンゴ酸、酒
石酸またはクエン酸に基づくポリヒドロキシカルボン酸に属する官能性ポリヒドロキシカ
ルボン酸、および置換キトサン、ヘパリン、ヒアルロン酸またはデンプン誘導体が挙げら
れる。当業者は、他の適切なポリマーを容易に認識するだろう。
【００９６】
　本発明のポリマー構造のヒアルロン酸オリゴ糖を形成する部分は、ヒアルロン酸二糖、
ヒアルロン酸四糖、ヒアルロン酸六糖、ヒアルロン酸十糖、またはこれらの１つ以上の混
合物からなる群から選択される。
【００９７】
　（スペーサーを介して）炭素骨格部分を有するポリマー骨格の保持量の程度は、一般的
に、約０．５～約５０％、好ましくは、約２～約２５％である。保持量の程度は、望まし
い機能によって変わる。ポリマーは、スペーサーを介して複数のヒアルロン酸オリゴ糖を
有していてもよく、または、たった１つのスペーサーに接続したヒアルロン酸オリゴ糖を
有していてもよい。複数のヒアルロン酸オリゴ糖が存在する場合、これらは同じであって
もよく、または異なっていてもよい。ポリマーに保有されるヒアルロン酸オリゴ糖または
スペーサー－ヒアルロン酸オリゴ糖の絶対数も、特定のヒアルロン酸オリゴ糖（二糖、四
糖、六糖または十糖）および意図する用途によって変わるだろう。さらに、有利には、複
数の炭水化物含有ポリマーを一緒に接続してもよい。
【００９８】
　スペーサーは、ヒアルロン酸オリゴ糖部分とポリマー部分とに接続し、これらを空間的
に分離する部分である。この空間的な分離は、ヒアルロン酸オリゴ糖とポリマーとの立体
的な相互作用を防ぐのに必要な場合があり、これにより、ヒアルロン酸オリゴ糖部分の最
適な立体的な接近可能性を確保する。スペーサーは、天然に存在する分子または天然に存
在しない合成分子であってもよい。
【００９９】
　ヒアルロン酸オリゴ糖およびポリマー部分へのスペーサーのカップリングを容易にする
ために、スペーサーは、有利には、二官能である。二官能スペーサーは、２個の反応性官
能基を有するスペーサーであり、この反応性官能基を使用し、共有結合生成によって、一
方ではポリマー部分の活性化された基のスペーサーに接続し、他方ではヒアルロン酸オリ
ゴ糖部分の別の活性化された基に接続する。
【０１００】
　「反応性基」は、供与基として作用する官能基、好ましくは、ＯＨ、ＮＨ２またはＳＨ
官能基であり、「活性化された基」と反応して共有結合を生成する。特に好ましくは、こ
の観点でＮＨ２基またはＯＨ基である。ポリマーが、反応性基を含有するモノマーで構成
される場合、反応性基は、実際に、ポリマーの要素である。
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【０１０１】
　「活性化された基」は、受容基として作用し、「反応性基」と反応して共有結合を生成
する官能基である。好ましくは、ブロミド、ヨージド、活性エステルが使用され、特に好
ましくは、ｐ－ニトロフェニルまたはＮ－ヒドロキシスクシンイミド誘導体が使用される
。カルボニルクロリドおよびカルボン酸イミダゾリド、混合カルボン酸無水物およびフェ
ニルラジカルも好ましい。好ましくは、アルデヒド、アクリル酸エステル、アクリルアミ
ド、マロンイミド、スクシンイミド、２－ビニルピリジン、ヨード酢酸エステル、イソチ
オシアネートおよび／またはイソシアネートが使用される。最も好ましいのは、Ｎ－ヒド
ロキシスクシンイミド活性基、マレイミド、スクシンイミド、アクリルアミド、アルデヒ
ドまたはイソシアネートである。活性化された基は、ポリマーの一部として存在するか、
または、ポリマーにすでにある部分である反応性基から当業者に既知のプロセスによって
調製されてもよい。Ｒ．Ｃ．Ｌａｒｏｃｋ、ＣＯＭＰＲＥＨＥＮＳＩＶＥ　ＯＲＧＡＮＩ
Ｃ　ＴＲＡＮＳＦＯＲＭＡＴＩＯＮＳ、ＶＣＫ－Ｖｅｒｌａｇｓｇｅｓｅｌｌｓｃｈａｆ
ｔ、Ｗｅｉｎｈｅｉｍ／Ｇｅｒｍａｎｙ（１９８９）。
【０１０２】
　移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在する移植拒絶を弱めるときに本発明のポ
リマー構造を使用してもよい。従って、別の態様において、本発明は、移植の被検レシピ
エントにおいて、抗体が介在する移植拒絶を弱める方法で使用するための本発明のポリマ
ー構造の使用に関する。または、本発明は、本発明のポリマー構造を、その抗原に対する
レシピエントの抗体を阻害するのに十分な量で投与することを含む、移植の被検レシピエ
ントにおいて、抗体が介在する移植拒絶を弱めるための方法に関する。
【０１０３】
　「抗体が介在する移植拒絶を弱める」という用語は、抗体が介在する移植体液性拒絶の
軽減または低下を指す。
【０１０４】
　好ましい実施形態において、ポリマー構造は、その抗原に対するレシピエントの抗体を
阻害するのに十分な量で、レシピエントに非経口投与される。
【０１０５】
　「非経口投与」という用語は、限定されないが、静脈内、動脈内、筋肉内、脳内、脳室
内および皮下を含む投与を指す。
【０１０６】
　「既存抗体」という用語は、移植を受けていない被検体および／または移植前の被検体
に存在する、ヒアルロン酸から誘導されるオリゴ糖を標的とする抗体に関する。
【０１０７】
　本発明の非経口投与可能な組成物は、適切な単位投薬形態で滅菌した溶液、懸濁物また
は凍結乾燥した製品に適合するように調整されてもよい。限定されないが、以下のものを
含む十分な賦形剤を使用してもよい。
　－抗菌性防腐剤、例えば、メチルパラベン、プロピルパラベン（ｐｒｏｐｈｙｌｐａｒ
ａｂｅｎ）など。
　－酸化防止剤、例えば、ピロ亜硫酸ナトリウム、没食子酸プロピルなど。
　－安定化剤および懸濁剤、例えば、可溶性または膨潤性に改変されたセルロース、例え
ば、カルボキシメチルセルロースナトリウム（Ａｑｕａｓｏｒｂ社、Ｂｌａｎｏｓｅ、Ｎ
ｙｍｃｅｌ）。
　－等張化剤、例えば、塩化ナトリウム。
　－可溶化剤、例えば、プロピレングリコールまたはポリエチレングリコール。
【０１０８】
　上述の製剤は、標準的な方法、例えば、スペイン国および米国の薬局方および同様の参
考文書に記載されるか、または参照されている方法を用いて調製されるだろう。
【０１０９】
　投与されるポリマー構造の量は、前記抗原に対する受容体の抗体を阻害するのに必要な
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量である。この量は、医師によって決定されるべきである。特定の実施形態において、レ
シピエントの抗体は、ヒアルロン酸を含むオリゴ糖を標的とする抗体である。さらに特定
の実施形態において、レシピエントの抗体は、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒ
アルロン酸六糖および／またはヒアルロン酸十糖を標的とする抗体である。
【０１１０】
　組成物は、免疫抑制剤も伴っていてもよい。
【０１１１】
　特定の実施形態において、移植拒絶は、急性体液性拒絶である。
【０１１２】
　別の実施形態において、移植は、異種移植または同種移植である。
【０１１３】
　別の実施形態において、移植を受けた被検体は、ヒトまたは非ヒト霊長類である。
【０１１４】
ＨＡオリゴ糖を表面に安定に組み込んだ細胞およびその使用
　別の実施形態において、本発明は、その表面にＨＡオリゴ糖を安定に組み込んだ細胞に
関する。これらの細胞は、外部で調製した合成分子構築物の細胞膜への挿入または組み込
みによって得られ、細胞によって発現される細胞表面抗原の量的および質的な変化に影響
を及ぼす。
【０１１５】
　当該技術分野で既知の任意の脂質アンカーを用いて細胞を改質することができる。一実
施形態において、ＷＯ９９０５２５５号に記載されるように、ＧＰＩ接続タンパク質が、
脂質の尾部を介して細胞膜に自然に固定される能力を発揮するような方法によって、細胞
を改質することができ、生体源から単離されるＧＰＩ接続タンパク質の膜への挿入を含む
方法を記載する。単離されたＧＰＩが固定されたタンパク質は、細胞表面の膜に再び組み
込まれるという独特の能力を有すると述べられている。細胞表面への抗原の局在化は、膜
アンカーとして糖脂質を使用することによっても達成されるだろう。例えば、ＷＯ２００
３／０３４０７４号は、制御された量の糖脂質を膜に挿入する工程を含む、目的の分子で
細胞表面を修飾するための方法を記載する。挿入される糖脂質の量によって、望ましい抗
原発現度を有する細胞を与えるように制御する。さらに、ＷＯ２００３０８７３４６号は
、「膜アンカー」として改質された脂質を膜に挿入する工程を含む方法を記載する。改質
された糖脂質は、細胞または多細胞構造の表面に抗原を局在化させる。これにより、新し
い特徴が細胞または多細胞構造に付与されるだろう。
【０１１６】
　好ましい実施形態において、ヒアルロン酸オリゴ糖を安定に組み込んだ細胞は、細胞と
、構造Ｆ－Ｓ１－Ｓ２－Ｌを有し、ＦがＨＡオリゴ糖であり、Ｓ１－Ｓ２が、ＬにＦを接
続するスペーサーであり、Ｌが、細胞の脂質二重層に組み入れられる脂質であり、ジアシ
ル糖脂質およびジアルキル糖脂質からなる群から選択され、ジアシル糖脂質およびジアル
キル糖脂質から誘導されるグリセロリン脂質およびスフィンゴシンを含む（セラミドを含
む）合成膜アンカーとを接触させることによって得られる。好ましくは、Ｌは、ジアシル
糖脂質およびジアルキル糖脂質（グリセロリン脂質を含む）からなる群から選択される脂
質である。さらに好ましくは、Ｌは、ジアシル糖脂質、ホスファチデート、ホスファチジ
ルコリン、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルセリン、ホスファチジルイ
ノシトール、ホスファチジルグリセロール、およびｔｒａｎｓ－３－ヘキサデセン酸、ｃ
ｉｓ－５－ヘキサデセン酸、ｃｉｓ－７－ヘキサデセン酸、ｃｉｓ－９－ヘキサデセン酸
、ｃｉｓ－６－オクタデセン酸、ｃｉｓ－９－オクタデセン酸、ｔｒａｎｓ－９－オクタ
デセン酸、ｔｒａｎｓ－１１－オクタデセン酸、ｃｉｓ－１１－オクタデセン酸、ｃｉｓ
－１１－エイコセン酸またはｃｉｓ－１３－ドコセン酸のうち１つ以上から誘導されるジ
ホスファチジルグリセロールからなる群から選択される。さらに好ましくは、脂質は、１
つ以上のｃｉｓ－不飽和脂肪酸から誘導される。最も好ましくは、Ｌは、１，２－Ｏ－ジ
オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）、１，
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２－Ｏ－ジステアリル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノールアミン（ＤＳＰ
Ｅ）およびｒａｃ－１，２－ジオレオイルグリセロール（ＤＯＧ）からなる群から選択さ
れる。
【０１１７】
　特定の実施形態において、ヒアルロン酸オリゴ糖は、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸
四糖、ヒアルロン酸六糖および／またはヒアルロン酸十糖からなる群から選択される。
【０１１８】
　外因性ＨＡオリゴ糖を表面に安定に組み込んだ細胞は、通常は、細胞または多細胞構造
と糖脂質アンカーとを接触させることによって得られる。好ましくは、懸濁物中の水溶性
合成膜アンカーまたは合成分子構築物の濃度は、０．１～１０ｍｇ／ｍＬの範囲である。
好ましくは、温度は、２～３７℃の範囲である。さらに好ましくは、温度は、２～２５℃
の範囲である。最も好ましくは、温度は、２～４℃の範囲である。好ましい実施形態にお
いて、細胞は赤血球である。
【０１１９】
　移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在する移植拒絶を弱めるときに、本発明の
外因性ＨＡオリゴ糖を表面に安定に組み込んだ細胞を使用することができる。従って、別
の態様において、本発明は、移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在する移植拒絶
を弱める方法で使用するための、ＨＡオリゴ糖を表面に安定に組み込んだ細胞集団に関す
る。または、本発明は、ＨＡオリゴ糖を表面に安定に組み込んだ細胞集団を、前記抗原に
対するレシピエントの抗原を阻害するのに十分な量で投与することを含む、移植の被検レ
シピエントにおいて、抗体が介在する移植拒絶を弱めるための方法に関する。
【０１２０】
　「抗体が介在する移植拒絶を弱める」という用語は、抗体が介在する移植体液性拒絶の
軽減または低下を指す。
【０１２１】
　好ましい実施形態において、細胞集団は、前記抗原に対するレシピエントの抗原を阻害
するのに十分な量でレシピエントに非経口投与される。
【０１２２】
　「非経口投与」という用語は、限定されないが、静脈内、動脈内、筋肉内、脳内、脳室
内および皮下を含む投与を指す。
【０１２３】
　「既存抗体」という用語は、移植を受けていない被検体および／または移植前の被検体
に存在する、ヒアルロン酸から誘導されるオリゴ糖を標的とする抗体に関する。
【０１２４】
　本発明の非経口投与可能な組成物は、適切な単位投薬形態で滅菌した溶液、懸濁物また
は凍結乾燥した製品に適合するように調整されてもよい。限定されないが、以下のものを
含む十分な賦形剤を使用してもよい。
　－　抗菌性防腐剤、例えば、メチルパラベン、プロピルパラベン（ｐｒｏｐｈｙｌｐａ
ｒａｂｅｎ）など。
　－　酸化防止剤、例えば、ピロ亜硫酸ナトリウム、没食子酸プロピルなど。
　－　安定化剤および懸濁剤、例えば、可溶性または膨潤性に改変されたセルロース、例
えば、カルボキシメチルセルロースナトリウム（Ａｑｕａｓｏｒｂ社、Ｂｌａｎｏｓｅ、
Ｎｙｍｃｅｌ）。
　－　等張化剤、例えば、塩化ナトリウム。
　－　可溶化剤、例えば、プロピレングリコールまたはポリエチレングリコール。
【０１２５】
　上述の製剤は、標準的な方法、例えば、スペイン国および米国の薬局方および同様の参
考文書に記載されるか、または参照されている方法を用いて調製されるだろう。
【０１２６】
　投与される細胞集団の量は、前記抗原に対する受容体の抗体を阻害するのに必要な量で
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ある。この量は、医師によって決定されるべきである。特定の実施形態において、レシピ
エントの抗体は、ヒアルロン酸を含むオリゴ糖を標的とする抗体である。さらに特定の実
施形態において、レシピエントの抗体は、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒアル
ロン酸六糖および／またはヒアルロン酸十糖を標的とする抗体である。
【０１２７】
　組成物は、免疫抑制剤も伴っていてもよい。
【０１２８】
　特定の実施形態において、移植拒絶は、急性体液性拒絶である。
【０１２９】
　別の実施形態において、移植は、異種移植または同種移植である。
【０１３０】
　別の実施形態において、移植を受けた被検体は、ヒトまたは非ヒト霊長類である。
【０１３１】
本発明の抗原の使用／移植拒絶を弱めるための方法
　本発明は、移植レシピエントにヒアルロン酸抗原を非経口で導入することも想定する。
血中に導入すると、これらの抗原は、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な
既存抗体に結合し、この抗体の活性を中和するだろう。
【０１３２】
　従って、別の態様において、本発明は、移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在
する移植拒絶を弱めるときに使用するためのヒアルロン酸オリゴ糖に関する。または、本
発明は、その抗原に対するレシピエントの抗体を阻害するのに十分な量のヒアルロン酸オ
リゴ糖を投与することを含む、移植の被検レシピエントにおいて、抗体が介在する移植拒
絶を弱める方法に関する。
【０１３３】
　「抗体が介在する移植拒絶を弱める」という用語は、抗体が介在する移植体液性拒絶の
軽減または低下を指す。
【０１３４】
　好ましい実施形態において、ヒアルロン酸オリゴ糖は、その抗原に対するレシピエント
の抗体を阻害するのに十分な量でレシピエントに非経口投与される。
【０１３５】
　「非経口投与」という用語は、限定されないが、静脈内、動脈内、筋肉内、脳内、脳室
内および皮下を含む投与を指す。
【０１３６】
　「既存抗体」という用語は、移植を受けていない被検体および／または移植前の被検体
に存在する、ヒアルロン酸から誘導されるオリゴ糖を標的とする抗体に関する。
【０１３７】
　本発明の非経口投与可能な組成物は、適切な単位投薬形態で滅菌した溶液、懸濁物また
は凍結乾燥した製品に適合するように調整されてもよい。限定されないが、以下のものを
含む十分な賦形剤を使用してもよい。
　－　抗菌性防腐剤、例えば、メチルパラベン、プロピルパラベン（ｐｒｏｐｈｙｌｐａ
ｒａｂｅｎ）など。
　－　酸化防止剤、例えば、ピロ亜硫酸ナトリウム、没食子酸プロピルなど。
　－　安定化剤および懸濁剤、例えば、可溶性または膨潤性に改変されたセルロース、例
えば、カルボキシメチルセルロースナトリウム（Ａｑｕａｓｏｒｂ社、Ｂｌａｎｏｓｅ、
Ｎｙｍｃｅｌ）。
　－　等張化剤、例えば、塩化ナトリウム。
　－　可溶化剤、例えば、プロピレングリコールまたはポリエチレングリコール。
【０１３８】
　上述の製剤は、標準的な方法、例えば、スペイン国および米国の薬局方および同様の参
考文書に記載されるか、または参照されている方法を用いて調製されるだろう。
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【０１３９】
　投与されるヒアルロン酸抗原の量は、前記抗原に対する受容体の抗体を阻害するのに必
要な量である。この量は、医師によって決定されるべきである。特定の実施形態において
、レシピエントの抗体は、ヒアルロン酸を含むオリゴ糖を標的とする抗体である。さらに
特定の実施形態において、レシピエントの抗体は、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖
、ヒアルロン酸六糖および／またはヒアルロン酸十糖を標的とする抗体である。
【０１４０】
　抗－ヒアルロネート抗体除去技術に使用したのと同じヒアルロン酸抗原をこの阻害技術
に使用してもよい。これらのヒアルロン酸抗原またはその医薬的に許容され得る誘導体（
例えば、エステル）のうち１つ以上を、従来の医薬的に許容され得る注射可能なビヒクル
（例えば、注射用の水）中で注射可能なように配合する。配合は、典型的には、抗原とビ
ヒクルとを混合し、発熱物質を除去する混合物を超濾過または滅菌濾過することによって
混合物の発熱物質を除去することを含む。混合物は、貯蔵のために凍結乾燥され、所望な
場合、滅菌ビヒクル中で再構築されてもよい。注射可能な製剤は、断続的なボーラス注射
によって、または静脈内持続投与によって投与されてもよい。投与は、典型的には、移植
片の血管再建の前に開始され、移植後も所定時間続けられるだろう。特定の投薬量および
投与の計画は、移植の種類、レシピエントおよびドナーの年齢、体重および病歴、抗原の
薬物動態によって変わるだろう。典型的には、抗原は、約１００ｍｇ／ｈｒ～１０００ｍ
ｇ／ｈｒの範囲の投薬量で１～２０日間連続して投与されるだろう。これに伴う薬理学的
免疫抑制が好ましい。すでに述べたような抗体の体外除去を、抗原の非経口投与と組み合
わせて使用してもよい。
【０１４１】
　組成物は、免疫抑制剤も伴っていてもよい。
【０１４２】
　特定の実施形態において、移植拒絶は、急性体液性拒絶である。
【０１４３】
　別の実施形態において、移植は、異種移植または同種移植である。
【０１４４】
　別の実施形態において、移植を受けた被検体は、ヒトまたは非ヒト霊長類である。
【０１４５】
ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体を失った血液、血漿または血清
　別の態様において、本発明は、血液または血漿が、ヒアルロン酸オリゴ糖に対する既存
抗体を含まない、移植拒絶を弱めるために移植の被検レシピエントに灌流するのに有用な
血液、血漿または血清に関する。
【０１４６】
　この血液、血漿または血清は、すでに記載したように、本発明の免疫吸着組成物を用い
て得ることができる。
【０１４７】
　既存抗体は、ヒアルロン酸を含むオリゴ糖を標的とする抗体である。特に、既存抗体は
、ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒアルロン酸六糖および／またはヒアルロン酸
十糖を標的とする抗体である。
【０１４８】
　好ましい実施形態において、移植拒絶は、急性体液性拒絶である。別の好ましい実施形
態において、移植は、異種移植または同種移植である。さらに別の好ましい実施形態にお
いて、移植の被検レシピエントは、ヒトまたは非ヒト霊長類である。
【０１４９】
被検体のＳＬＥを診断するための方法
　本願発明者らは、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）患者が、ＩｇＭ抗－ＨＡ二糖抗体
の低下およびＩｇＧ抗－ＨＡ二糖抗体の増強を示すことを観察し、この抗ＨＡ抗体の変化
が、ＨＡ分子全体の免疫原性ではなく、特定のＨＡオリゴ糖の免疫原性に関連し得ること



(26) JP 2015-528568 A 2015.9.28

10

20

30

40

50

を示唆した。
【０１５０】
　従って、別の態様において、本発明は、被検体において全身性エリテマトーデス（ＳＬ
Ｅ）を診断するための方法であって、前記被検体からのサンプル中の、少なくとも１つの
ヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルを決定し、前記少なくとも１つのヒアルロ
ン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルが、リファレンス値に対して変化している場合、前
記被検体はＳＬＥと診断することを含む、方法に関する。
【０１５１】
　第１の態様において、本発明のＳＬＥを診断する方法は、被検体からのサンプル中、少
なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルを決定することを含む。少
なくともヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルを決定するための適切な方法は、
被検体において移植拒絶が起こる確率を決定するための方法という観点で上に記載してい
る。本発明の好ましい実施形態において、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異
的な抗体のレベルは、被検体からのサンプル中、ＥＬＩＳＡまたは免疫組織化学法によっ
て決定される。
【０１５２】
　特定の実施形態において、本発明の診断方法に従って決定される少なくとも１つのヒア
ルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体は、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭの１
つ以上からなる群から選択される。好ましい実施形態において、少なくとも１つのヒアル
ロン酸オリゴ糖に特異的な抗体は、ＩｇＧまたはＩｇＭの１つ以上からなる群から決定さ
れる。好ましい実施形態において、本発明の方法で決定される抗体は、ＨＡ二糖に対する
ＩｇＭ抗体、ＨＡ四糖に対するＩｇＭ抗体、ＨＡ六糖に対するＩｇＭ抗体、ＨＡ十糖に対
するＩｇＭ抗体、ＨＡ二糖に対するＩｇＧ抗体、ＨＡ四糖に対するＩｇＧ抗体、ＨＡ六糖
に対するＩｇＧ抗体および／またはＨＡ十糖に対するＩｇＧ抗体からなる群から選択され
る。
【０１５３】
　第２の工程において、本発明のＳＬＥ診断方法は、第１の工程で決定した少なくとも１
つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルをリファレンス値と比較し、サンプル
中の少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルが、リファレンス値
に対して変化している場合、被検体はＳＬＥと診断する。
【０１５４】
　「変化して」または「実質的に変化して」という用語は、被検体において移植拒絶が起
こる確率を決定するための方法という観点で上に記載している。
【０１５５】
　本発明のＳＬＥ診断方法という観点で、「リファレンス値」という用語は、健康な被検
体またはＳＬＥと診断されていない被検体からのサンプルにおける少なくとも１つのヒア
ルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルに関する。
【０１５６】
　このリファレンス値が確立されたら、移植を受ける被検体における少なくとも１つのヒ
アルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルをこのリファレンス値と比較し、これによっ
て、このリファレンス値を下回った場合には、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に
特異的な抗体のレベルが「低い」または「減少した」と割り当て、リファレンス値より高
い場合には、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベルが「高い」
または「上昇した」と割り当てることができる。
【０１５７】
　特に、リファレンス値と比較して、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な
抗体が、少なくとも１．１倍、１．５倍、５倍、１０倍、２０倍、３０倍、４０倍、５０
倍、６０倍、７０倍、８０倍、９０倍、１００倍、またはもっと多く増加するとき、抗ヒ
アルロン酸抗体のレベルが「上昇した」と考える。リファレンス値と比較して、少なくと
も１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体が、少なくとも０．９倍、０．７５倍、０
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．２倍、０．１倍、０．０５倍、０．０２５倍、０．０２倍、０．０１倍、０．００５倍
、またはもっと小さく減少しているとき、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異
的な抗体のレベルが「減少した」と考える。
【０１５８】
　ＳＬＥと診断する被検体からのサンプルにおける少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ
糖に特異的な抗体のレベルと、リファレンス値とを比較したら、本発明の方法によって診
断を決定することができ、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体のレベ
ルが、リファレンス値に対して変化している場合、被検体はＳＬＥと診断する。
【０１５９】
　特定の実施形態において、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体は、
ＩｇＧまたはＩｇＭの１つ以上からなる群から決定される。
【０１６０】
　特定の実施形態において、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的なＩｇＭ抗
体のレベルは、ＳＬＥと診断され得る被検体からのサンプルで決定され、少なくとも１つ
のヒアルロン酸オリゴ糖に特異的なＩｇＭ抗体のレベルが、リファレンス値に対して減少
している場合、前記被検体はＳＬＥと診断する。
【０１６１】
　別の特定の実施形態において、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的なＩｇ
Ｇ抗体のレベルは、ＳＬＥと診断され得る被検体からのサンプルで決定され、少なくとも
１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的なＩｇＧ抗体のレベルが、リファレンス値に対して
増加している場合、前記被検体はＳＬＥと診断する。
【０１６２】
　特定の実施形態において、少なくとも１つのヒアルロン酸オリゴ糖に特異的な抗体は、
ヒアルロン酸二糖、ヒアルロン酸四糖、ヒアルロン酸六糖および／またはヒアルロン酸十
糖を標的とする抗体である。
【０１６３】
　特定の実施形態において、サンプルは、血液、血清および血漿からなる群から選択され
る。好ましい実施形態において、サンプルは、血液サンプルである。
【０１６４】
　特定の実施形態において、ＳＬＥであると診断され得る被検体は、哺乳動物である。好
ましい実施形態において、被検体は、ヒトである。
【０１６５】
　本発明を以下の実施例を用いて以下に詳細に記載するが、これらの実施例は、単に具体
例であると解釈すべきであり、本発明の範囲を限定するものではない。
【実施例】
【０１６６】
動物、材料および方法
　動物
　生存状態での試験をＪｕａｎ　Ｃａｎａｌｅｊｏ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｅｒで行
った。この試験には、合計９匹のヒヒ（Ｐａｐｉｏ　ａｎｕｂｉｓ）（Ｃｏｎｓｏｒｔ　
Ｂｉｏｓｅｒｖｉｃｅｓ社、Ｓｔｅｙｍｉｎｇ、英国）が含まれていた。５匹の動物が、
ブタ臓器の異種移植を受け（４匹が心臓、１匹が腎臓）、一方、他の４匹は、ブタの赤血
球（ＰＲＢＣ）に曝露された。体重が１０～２０ｋｇのヒト補体制御タンパク質ＤＡＦ（
ｈＤＡＦ）のためのブタトランスジェニック動物（Ｉｍｕｔｒａｎ、ケンブリッジ、英国
によって提供）および非トランスジェニック動物を、Ｇａｌｉｃｉａ　Ｄｅｐａｒｔｍｅ
ｎｔ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅによって承認され、認可された設備に入れた。この
試験は、Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｏｆ　Ｊｕａｎ　Ｃａｎａｌｅｊｏ　
Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｅｒによって承認され、モニタリングされた。
【０１６７】
　抗－炭水化物抗体分析のための移植手順および血液サンプル
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　すでに記載されているように、異所性のブタの心臓および腎臓を、ヒヒの腹腔に配置し
た（Ｓｃｈｍｏｅｃｋｅｌ　Ｍら、１９９８　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　６５：
１５７０－１５７７；Ｃｏｚｚｉ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．　１９９７　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ
ａｔｉｏｎ．６４：１３８３－１３９２）。抗－炭水化物抗体分析のための血液サンプル
は、移植前の動物および急性体液性異種移植拒絶（ＡＨＸＲ）のときの動物それぞれから
得た。
【０１６８】
　抗－炭水化物抗体分析のためのＰＲＢＣ免疫付与および血液サンプル
　３匹の動物（Ｄ２９、Ｅ１９およびＥ７）を、５立方センチメートル（ｃｃ）のＰＲＢ
Ｃを週に１回、３回注射し、抗－炭水化物抗体の血液サンプルを最後の注射から１週間経
過時に分析した。別の動物は、抗－ブタ溶血性抗体（ＡＰＨＡ）のレベルの増強が観察さ
れるまで、５ｃｃのＰＲＢＣを１日に１回、７回注射され（Ｃ６３）、１回目のＰＲＢＣ
注射から２日目、２０日目および３０日目に血液サンプルを分析した。
【０１６９】
　ＧＡＳ９１４治療
　５例の移植レシピエントのうち４例は、抗－αＧａｌ抗体（４）を失わせるために、Ｇ
ＡＳ　９１４（Ｎｏｖａｒｔｉｓ　Ｐｈａｒｍａ　Ａ．Ｇ．社、バーゼル、スイス）を受
けた。投薬量は、－１７日目、－１４日目、－１１日目に５ｍｇ／ｋｇ／ｄ；－５日目～
０日目まで１ｍｇ／ｋｇ／ｄ；移植から拒絶が起こるまで１ｍｇ／ｋｇ／１２ｈであった
。ＰＲＢＣに曝露した１種類（Ｅ１９）を除くすべての動物に対し、１ｍｇ／ｋｇ／日の
ＧＡＳ９１４を１回目の注射に対して－５日目から、最後の注射から１０日後まで皮下注
射した。その後、１回目のＰＲＢＣ注射から３０日目まで、１日おきに、これらの動物を
１ｍｇ／ｋｇのＧＡＳ９１４で治療した。
【０１７０】
　免疫抑制：
　誘発のみのためのシクロホスファミド（ＣｙＰ）、シクロスポリン（ＣｙＡ）、ミコフ
ェノール酸ナトリウム（ＭＰＳ、Ｎｏｖａｒｔｉｓ　Ｐｈａｒｍａ　Ａ．Ｇ．社、バーゼ
ル、スイス）およびステロイドからなる移植実験の免疫抑制。４０ｍｇ／ｋｇのＣｙＰを
－１日目に静脈投与し、２０ｍｇ／ｋｇのＣｙＰを０日目、２日目および４日目に投与し
、総白血球数に従って最後の投薬量を調節した（下限は２×１０９／Ｌ）。－１日目にＣ
ｙＡを１００ｍｇ／ｋｇ／１２時間の投薬量で経口投与し始めた。移植後、ヒヒにおいて
十分な目標とされる１，０００～１，５００ｎｇ／ｍｌの血中トラフ濃度が維持されるよ
うにＣｙＡの投薬量を調節した。－１日目に３５ｍｇ／ｋｇ／１２時間の投薬量でＭＰＳ
の経口投与を開始した。移植後、ミコフェノール酸のトラフ濃度が４～６μ／ｍｌに維持
されるように、レシピエントの臨床症状に従って、ＭＰＳの投薬量を調節した。１ｍｇ／
ｋｇのメチルプレドニゾロンを０日目、１日目および２日目に静脈投与し、０．２ｍｇ／
ｋｇの維持投薬量に達するまで０．０５ｍｇ／ｋｇ／ｄａｙずつ減らした。生検診断によ
るブタ心臓の拒絶および１５％を超えるＡＰＨＡの増加は、１５ｍｇ／ｋｇのメチルプレ
ドニゾロンを１日に１回、３日間にわたって３回断続的に治療した。
【０１７１】
　ＰＲＢＣに曝露した１種類のヒヒ（Ｃ６３）を、２００ｍｇ／ｋｇのシクロホスファミ
ド（ＣｙＰ）を用い、２０日から４日にわたって治療した。成熟免疫系の大部分が失われ
、造血前駆体が無傷で残ったまま、抗体および自己抗体のレベルが大きく低下したため、
ＣｙＰの投薬が選択された。残念なことに、この動物は、ＣｙＰ治療の副作用により、３
１日目に死亡した。
【０１７２】
　組織病理学的試験
　すべての移植において、再灌流から３０分後に、切開による異種移植片の生検が得られ
、さらに、ＡＨＸＲ後の剖検が得られた。組織サンプルを、１０％の緩衝化ホルマリンで
少なくとも２４時間固定し、脱水し、パラフィンに埋め込んだ。厚みが４μｍの試験片を
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ヘマトキシンおよびエオジンで染色した。パラフィンに埋め込まれた材料について、Ｉｇ
ＧおよびＩｇＭの免疫組織化学試験を行った。レバミゾールを用いて内在性アルカリホス
ファターゼを１０分間阻害した後、アルカリホスファターゼが接合したヤギ抗－ヒトＩｇ
ＧおよびＩｇＭ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社）とともに、希釈率１：５０で３０分間
、サンプルをインキュベートした。製品の推奨内容に従って、ＥｎＶｉｓｉｏｎＴＭＧ｜
２、Ｒａｂｂｉｔ／Ｍｏｕｓｅ（ＬＩＮＫ）（Ｄａｋｏ）とともに組織サンプルをインキ
ュベートした。この試薬は、デキストランポリマーであり、ウサギおよびマウスの免疫グ
ロブリンに対する抗体も含む。最後に、アルカリホスファターゼで標識された増幅ポリマ
ーを加える。この反応を、これもキットに含まれているＰｅｒｍａｎｅｎｔ　Ｒｅｄ　Ｃ
ｈｒｏｍｏｇｅｎによって視覚化する。抗原としてのヒアルロナンの役割の可能性を観察
するために、いくつかの組織片を５０ｕ／ｍＬのＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓヒアルロニダ
ーゼ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社）を用いて３７℃で２時間前処理し、このヒアルロ
ニダーゼは、他のヒアルロニダーゼとは異なり、ヒアルロナンに特異的である。
【０１７３】
　グリカンスクリーニング
　４０６種類のグリカンで構成されるグリカンアレイｖ４．１（Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ　
ｆｏｒ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｇｌｙｃｏｍｉｃｓ、Ｐｒｏｔｅｉｎ－Ｇｌｙｃａｎ　
Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　Ｃｏｒｅ－Ｈ）（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆｕｎｃｔｉｏｎａ
ｌｇｌｙｃｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ）について、ブタ臓器の異種移植後またはＰＲＢＣ曝露後
に得られたヒヒ血清の炭水化物結合特異性を観察した。Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ　ｆｏｒ　
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｇｌｙｃｏｍｉｃｓプロジェクト番号１３１３および１５７７の
２種類の異なる試験を行った。２０日目のＣ６３を除き、それぞれの動物からの免疫付与
前および免疫付与後のサンプルを同じグリコアレイ試験で分析し、２０日目のＣ６３は、
番号１５７７の試験で行い、この動物からの他のサンプルは、番号１３１３の試験で分析
した。異なるグリコアレイ試験の潜在的効果を評価するために、従属変数としてそのｌｏ
ｇ表現を用い、独立変数として、サンプルの種類（免疫付与前または免疫付与後）および
試験（番号１３１３または番号１５７７）を用い、繰り返し測定した線形混合モデルをそ
れぞれの炭水化物についてフィッティングした。
【０１７４】
　ラットにおける抗－炭水化物抗体の精製
　ラットを、２種類のプロトコルに従ってＰＲＢＣおよびハムスターの血液のいずれかに
よって免疫付与し、主にＩｇＭ抗－炭水化物抗体またはＩｇＧ抗－炭水化物抗体を製造し
た。１日おきに１ｍｌを３回注射し（０日目、２日目および４日目）、５日目に血液サン
プルを抜き取り、これを使用してＩｇＭ抗体を観察し、２週間ごとに３回注射し、最後の
注射から１２日後に得た血液を使用し、ＩｇＧを観察した。
【０１７５】
　ＨＡオリゴ糖に特異的なＥＬＩＳＡ
　酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）プレートを、Ｓｈｅｍｙａｋｉｎ－Ｏｖｃｈ
ｉｎｎｉｋｏｖ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
、Ｒｕｓｓｉａｎ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（モスクワ、ロシア）から得
たポリアクリルアミドと接合したＨＡオリゴ糖（二糖、四糖および十糖）でコーティング
した。この施設で二糖形態を合成し、一方、四糖分子および十糖分子は、Ｓｉｇｍａ（ス
ペイン）から得られ、このセンターでポリアクリルアミドに結合させた。抗－ＨＡ抗体を
決定するためのプロトコルは、他の抗－炭水化物抗体を決定するためにすでに記載されて
いるＥＬＩＳＡを最低限だけ改変したものに基づく（Ｍａｎｅｚ　Ｒら、２００１　Ｘｅ
ｎｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　８：１５－２３；Ｏｂｕｋｈｏｖａ　Ｐら、２０
０７　Ｘｅｎｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　１４：６２７－６３５）。
【０１７６】
結果
　ヒヒに対するブタの臓器異種移植
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　ヒト補体制御タンパク質ＤＡＦ（ｈＤＡＦ）のためのブタトランスジェニック動物から
の臓器を用い、４例のヒヒへの心臓異種移植を行い、一方、腎臓異種移植を非トランスジ
ェニック（野生）動物から行った（表１）。３匹のヒヒ（２匹の心臓レシピエントおよび
腎臓レシピエント）において、移植前および移植後に抗－αＧａｌ抗体を失わせ、１匹を
除き、すべての動物が、誘発のためにＣｙＰ、ＭＰＡ、ＣｙＡおよびステロイドを用いた
管理を含む複数薬剤による免疫抑制計画を受けた。ＡＨＸＲ後にすべての動物を安楽死さ
せ、ＡＨＸＲは、移植してから４日目～６０日目に起こり、４例において重篤であり（グ
レードＩＩＩ）、１例で軽度であった（グレードＩ）（表１）。
【０１７７】
表１：　ブタ、臓器の種類、免疫抑制プロトコル、この試験に含まれる個々の非ヒト霊長
類の生存期間および最終的な異種移植片の組織構造
【０１７８】
【表１】

 
【０１７９】
　ＰＲＢＣ免疫付与
　ブタ血液の注射は、動物における副作用と関係はなかった。２０日目に受けたＣｙＰ治
療の副作用の結果として、１匹のみが１回目のＰＲＢＣ注射から３０日目に死亡した（Ｃ
６３）。
【０１８０】
　（ブタ臓器の異種移植前またはＰＲＢＣ曝露前の非ヒト霊長類における抗－炭水化物抗
体）
　ブタ臓器を受ける前またはＰＲＢＣに曝露する前の健康なヒヒの抗－炭水化物抗体の仕
様を、それぞれ図１Ａおよび図２Ａに示す。両群でパターンが非常によく似ており、平均
反応性で上位２０種の１５種が両群で同じであった。ヒアルロナン二糖に対する抗体（３
００番；ＧｌｃＡβ１－３ＧｌｃＮＡｃβ）の平均的なレベルは、ＰＲＢＣに曝露前のヒ
ヒにおいて最も高い反応性と、ブタ臓器の異種移植を受けたこれらの動物における２番目
に高い反応性とを示した。このことは、Ｇａｌに対する抗体（番号１０４）が除去されて
いない動物（Ａ１５、Ａ１４）またはＧＡＳ９１４（Ｃ６３）を与える前に入手可能な血
液サンプルについて妥当であり、正味の蛍光単位（ＮＦＵ）の平均±Ｓ．Ｄ．は、抗－ヒ
アルロナン二糖抗体について１８３３２±１４２０１、抗－Ｇａｌ抗体について３８６５
±２８９２であった。
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【０１８１】
　ブタ臓器の異種移植後またはＰＲＢＣ曝露後の非ヒト霊長類における抗－炭水化物抗体
　ブタ臓器の異種移植後に４９種類の炭水化物に対し、ＰＲＢＣ曝露後に１４４種類の炭
水化物に対し、ベースラインサンプルと比較して、平均的な抗体結合が少なくとも１００
０ＮＦＵ増加した（図１Ｂおよび２Ｂ）。ヒアルロナン二糖（ＨＡｄ）に対する抗体は、
ブタ臓器の異種移植後およびＰＲＢＣ曝露後の両方で、上位２０種類の中に存在した唯一
の抗体であった（表２および表３）。
【０１８２】
表２：　ベースラインサンプルと比較して、平均で異種移植後に増加した上位２０種類
【０１８３】
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【表２】

 
【０１８４】
表３：　ベースラインのサンプルと比較して、平均がＰＲＢＣ曝露後に増加した上位２０
種類
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【０１８５】
【表３】

 
【０１８６】
　それぞれの非ヒト霊長類について、移植前と比較して、ブタ臓器を異種移植した後の抗
－炭水化物抗体の反応性を図３に示す。ＨＡ二糖に対する抗体は、ＡＨＸＲでの抗－炭水
化物抗体の上位２０種類の増強の５のうち４に存在した唯一の抗体であった（図３）。抗
－ＨＡ二糖抗体が中程度増強された２種類が存在した。一方は、軽度の拒絶（Ｄ１０）で
あり、他方は、腎臓の異種移植（Ｄ１７）であり、これらの抗体およびＬ－ラムノースに
対する抗体（番号１１）は、ＡＨＸＲで増強された唯一の抗－炭水化物抗体であり、一方
、その他はすべてほとんど変化がなかった。抗－ＨＡ二糖のもっと顕著な上昇は、重篤な
拒絶の他の２例（Ａ１４およびＤ１２）でみられた。例外は、Ａ１５の場合であり、抗－
ＨＡ二糖の反応性の増強は、２０種類の最も増加したものの中に存在しない唯一の例であ
った。対照的に、移植前と比較して、移植後に反応性が低下したのは、３５種類の炭水化
物の１つであり、最も大きな低下を示した。この例での異種移植は、なんら処理が用いら
れなかったため、最も生存日数が短かった（４日）。このことは、他の実施された抗体（
例えば、抗－αＧａｌ）のときに起こるのと同様に、新しい抗体の生成が過剰な抗体を生
成するまでは、移植後の過剰な抗原が抗体の初期の減少と関係があることを示唆している
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。しかし、抗－ＨＡ二糖の生成は、異種移植してから２日または３日以内に生じる抗－α
Ｇａｌ抗体と比較して遅いように思われる。
【０１８７】
　抗－ＨＡ二糖抗体は、すべての場合において、ＰＲＢＣ曝露後に増加した上位２０種に
存在する唯一の抗体であった（図４）。ノイラミン酸に対する抗体（番号１４）は、上位
２０種の増強のうち、４例のうち３例でみられるが、抗－ＨＡ二糖が最も高いレベルを示
したＥ１９はほとんど変化せず、ＰＲＢＣ曝露後に、もっと高いレベルを示し、上昇する
。興味深いことに、抗－ＨＡ二糖抗体の増強は、動物Ｃ６３においてＰＲＢＣ曝露中、２
日目には存在せず、ＰＲＢＣ注射が終了してから２週間の２０日目に現れた。このことは
、Ｃ６３において２日目に生じる多くの他の抗－炭水化物抗体と比較して、抗－ＨＡ二糖
抗体の増強が遅いことを示唆しているだろう（図４）。一旦抗－ＨＡ二糖の増加が起こる
と、長期間維持される。Ｃ６３の動物において、抗－炭水化物抗体のほとんどがＣｙＰ治
療から３０日目に減少した（図４）が、この状況でさえ、抗－ＨＡ二糖は、もっと高い抗
－炭水化物抗体レベルを示していた。
【０１８８】
　ＩｇＧ抗体およびＩｇＭ抗体がＡＨＸＲでの異種移植片に蓄積することに対するヒアル
ロニダーゼの影響
　ＡＨＸＲにおけるＨＡ抗原の潜在的な影響を観察するために、組織サンプル中のＩｇＭ
およびＩｇＧの蓄積の存在を、ＨＡに特異的なＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓヒアルロニダー
ゼと先にインキュベートしたもの、インキュベートしていないものについて観察した。表
４は、抗体の蓄積を等級付けするために半定量的なスコアを示す。
【０１８９】
表４：　ヒアルロニダーゼ治療を行った／行わなかったときに、ＡＨＸＲでの異種移植片
へのＩｇＭ抗体およびＩｇＧ抗体の蓄積
【０１９０】
【表４】

 
【０１９１】
　重篤なＡＨＸＲを有するすべての場合に、顕著なＩｇＭの蓄積が示され、軽度ＡＨＸＲ
（Ｄ１０）で最小であり、一方、すべての場合にＩｇＧの蓄積は存在しなかった。ヒアル
ロニダーゼを用いた組織サンプルの前処理は、３例（Ａ１５、Ａ１４およびＤ１０）での
ＩｇＧ蓄積の完全な消失および他の２例（Ｄ１２およびＤ１７）での顕著な低下と関係が
あった。ＩｇＭ蓄積は、１例（Ｄ１０）で消滅し、２例（Ａ１４およびＤ１２）で顕著に
低下し、他の２例（Ａ１５およびＤ１７）では変化が示されなかった。このことは、ＡＨ
ＸＴＲのとき、ＨＡ抗原が内皮細胞に存在することを示す。ＡＨＸＲでの異種移植片に存
在するＩｇＧの蓄積は、主にＨＡ抗原を標的としており、一方、ＩｇＭは、これらを標的
とするが、他の抗原も標的とするだろう。Ａ１５の場合には、αＧａｌは、ＩｇＭ抗体に
対して最も可能性が高い抗原であり、一方、Ｄ１７では不明である。
【０１９２】
　培養した内皮細胞株および内皮一次培養物でのＨＡの発現は、炎症性サイトカインおよ
び細菌のリポ多糖によって誘発することができる。この誘発性は、ＣＤ４４の細胞表面で
の発現によって、大きな血管由来ではなく、微小血管から誘導される内皮細胞に厳格に制



(35) JP 2015-528568 A 2015.9.28

10

20

30

40

50

限されるようである。記載したＨＡ合成および分解酵素のためのｍＲＮＡの変化は、初期
にはみられず、このことは、炎症中に発生するＨＡ細胞外オリゴ糖が保持されることを示
唆している。しかし、内皮細胞が内皮ヒアルロナンシンターゼ２を増やすある種のストレ
ス条件およびヒアルロナン合成よりも示されている（Ｍａｒｏｓｋｉ　Ｊら、２０１１　
Ｅｘｐ　Ｐｈｙｓｉｏｌ　９６：９７７－９８６）。従って、ＡＨＸＲでの抗－ＨＡ二糖
抗体の増強によって、異種移植内皮細胞に免疫原性ＨＡが存在する。このＨＡは、異種移
植内皮細胞による炭水化物の産生またはこれらの細胞による細胞外ＨＡの結合が原因であ
ると思われ、この場合には、レシピエント由来である。しかし、ＰＲＢＣ曝露後に抗－Ｈ
Ａ二糖抗体を用いて観察された変化は、内皮細胞で起こることとは対照的に、ＲＢＣでの
ＨＡ発現の証拠がないため、この反応性の原因となるＨＡ抗原が内在性ＨＡから作られる
ことを示唆する。
【０１９３】
　ＨＡ二糖、ＨＡ四糖およびＨＡ十糖に対するヒト血清の既存抗体
　ＨＡは、二糖繰り返し単位から構築される。二糖繰り返し単位は、生きている身体のヒ
アルロン酸に１０，０００以上存在する。ＨＡは、その分子量によって生体活性が変わる
。高分子量ヒアルロン酸の生物学的特徴は、水の保持、細胞の管理、分化の制御である。
低分子量ＨＡおよびＨＡオリゴ糖は、高分子量ＨＡが有していない種々の活性を有してい
ることが知られている。これらは、細胞外マトリックスでの炎症および分解に関与するサ
イトカインおよびケモカインを誘発する。それに加え、低分子量ＨＡが血管形成性を示す
多くの報告があり、一方、高分子量ＨＡは、血管形成およびサイトカインの産生を抑制す
る。
【０１９４】
　ヒトは、ＨＡ二糖に対する既存抗体も有している（ｖｏｎ　Ｇｕｎｔｅｎ　Ｓら、２０
０９　Ｊ　Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１２３：１２６８－１２７６；
Ｈｕｆｌｅｊｔ　ＭＥら、２００９　Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　４６：３０３７－３０４
９）。従って、本願発明者等は、特異的なＥＬＩＳＡＳによって、ＨＡ二糖、四糖および
十糖に対する既存抗体を観察するためにランダムに選択したヒト血清を使用した。さらに
、ＨＡオリゴ糖に対する抗体を、主にＩｇＭ抗体またはＩｇＧ抗体を生成する２つのプロ
トコルにしたがってＰＲＢＣおよびハムスターの血液のいずれかで免疫化したラットで観
察した。
【０１９５】
　ヒトは、ＨＡ二糖および四糖に対するＩｇＭ既存抗体を有しており、二糖に対する力価
がはるかに低く、一方、ＩｇＧ既存抗体は、ＨＡ二糖のみに対する抗体である（図５）。
ラットは、ヒトと比較して、ＨＡ二糖、四糖および十糖に対する既存抗体のレベルが低く
、多くの場合、検出することができなかった（図６）。しかし、ＰＲＢＣまたはハムスタ
ー血液を１日おきに３回注射すると、ＨＡ二糖、四糖および十糖を標的とするＩｇＭ抗体
が顕著に生成する（図６）。この免疫付与プロトコルでは、これらのＨＡオリゴ糖に対す
るＩｇＧ抗体は検出されなかった。対照的に、ＰＲＢＣ（図７）またはハムスターの血液
（図８）を１週間おきに３回注射すると、抗－ＨＡ　ＩｇＭ抗体の産生変動は、ハムスタ
ー血液を用いたときに観察されたが、ＰＲＢＣを用いたときには観察されず、両方の免疫
プロトコルを用い、抗－ＨＡ二糖、四糖および十糖のＩｇＧ抗体の顕著な産生が観察され
た。
【０１９６】
　ヒト内皮細胞をヒアルロニダーゼで前処理することは、ブタの血液を用いて免疫化した
霊長類からの血清抗体の結合の強化と関係がある
　本願発明者らは、ブタの血液を用いた非ヒト霊長類の免疫付与は、ヒト内皮細胞に対す
る異種抗体の交差反応性の生成と関係があることがすでに示されている。ＨＡ抗体がこの
反応性に関与しているかどうかを観察するために、ヒト内皮細胞（ＨＭＥＣ）を、２０Ｕ
／ｍｌのＨＡに特異的なＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ由来ヒアルロニダーゼで１時間前処理
した。このヒアルロニダーゼは、ＨＡを４個の糖および６個の糖（四糖および六糖）のフ



(36) JP 2015-528568 A 2015.9.28

10

20

30

40

ラグメントに開裂させる。フローサイトメトリーの結果は、ヒアルロニダーゼで前処理し
たＨＭＥＣに結合する非ヒト霊長類ＩｇＧ抗体の強化を示し（図９Ａ）、ＩｇＭ抗体につ
いては観察されなかった（図９Ｂ）。このことは、ＨＡの四糖および六糖の生成は、ブタ
の血液で免疫化された非ヒト霊長類からの血清に対するＨＭＥＣの免疫原性を高める。Ｈ
ＭＥＣ細胞に対するＨＡのヒアルロニダーゼ前処理の影響を示すために、高分子量ＨＡに
結合するヒアルロナン結合タンパク質（ＨＡＢＰ）をコントロールとして使用した（図９
Ｃ）。この場合には、四糖および六糖のフラグメントがＨＡＢＰによって結合しないため
、ヒアルロニダーゼを用いたＨＭＥＣ細胞の前処理は、ベースラインと比較して、ＨＡ発
現の現象と関連がある。
【０１９７】
　非ヒト霊長類に移植されたブタ臓器からの生検で得られた結果と合わせてこれらの結果
を評価し、ヒアルロニダーゼで前処理するとＩｇＧ抗体の顕著な低下が示され、このこと
は、ほとんどの免疫原性ＨＡオリゴ糖が少なくとも６個の炭水化物を含むことを示唆する
。後者の場合に、免疫化された非ヒト霊長類の血清に曝露前に前処理を行ったＨＭＥＣ試
験とは対照的に、抗体がすでにＨＡに結合しているときにヒアルロニダーゼ前処理を行っ
た。ヒアルロニダーゼは、四糖および六糖の両方のフラグメントで生成する。六糖は、同
じヒアルロニダーゼによって四糖と二糖のフラグメントに開裂し得るが、四糖は、二糖の
フラグメントには切断することができない。従って、ＨＭＥＣで観察される抗体ＩｇＧ結
合の増強と、異種移植拒絶のときのブタ組織サンプルでの低下は、ＨＡの免疫原性六糖の
生成でのみ説明することができる。
【０１９８】
　全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）患者における抗－ＨＡ二糖抗体の分析
　ＨＡ二糖に対する抗体のレベルを、ＳＬＥ患者のコホート群で評価した。その理由は、
６９４種類の抗原を含む抗原マイクロアレイを用いたＳＬＥ患者の最近の研究で、疾患と
ともに増加した４種の抗体の１つとして抗－ＨＡ抗体を特定したからである。他の３種類
は、二本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）、一本鎖ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）およびＥｐｓｔｅｉｎ－
Ｂａｒｒウイルス（ＥＢＶ）に対する抗体であった。
【０１９９】
　この試験も、ＳＬＥが、ＩｇＭ自然自己抗体の減少と関係があることを示していた。本
願発明者らは、特異的ＥＬＩＳＡによって、ＳＬＥ患者の抗－ＨＡ二糖抗体および抗－Ｄ
ＮＡ抗体（Ａ群；ｎ＝１７）、抗－ＤＮＡ抗体をもたないＳＬＥ（Ｂ群；ｎ＝１０）およ
び血液バンクからのコントロール（Ｃ群；ｎ＝１３）のレベルを分析した。ＩｇＭ抗－Ｈ
Ａ二糖抗体の値は、Ａ群で（平均±Ｓ．Ｅ．）が０．５８±０．０７、Ｂ群で０．７１±
０．１３、Ｃ群で０．７４±０．１１であり、Ａ群とＢ群またはＣ群とのＡＮＯＶＡ比較
において、ｐ＝０．１であった。ＩｇＧの場合、その値は、Ａ群で０．３７±０．０８、
Ｂ群で０．２７±０．０５、Ｃ群で０．２７±０．０３であり、Ａ群とＢ群またはＣ群と
のＡＮＯＶＡ比較において、ｐ＝０．３であった。これらの結果は、ＳＬＥ患者において
ＩｇＭの低下およびＩｇＧ抗－ＨＡ二糖抗体の増強を指摘し、このことから、観察される
抗－ＨＡ抗体の変化が、ＨＡ分子全体ではなく、特定のＨＡオリゴ糖の免疫原性に関係し
得ることが観察された。
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