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(57)【要約】
【課題】樹状細胞に特異的で、種々の障害の処置および／または診断に効果的な抗原結合
フラグメントの提供。
【解決手段】BDCA-1又はBDCA-4タンパク質に特異的に結合するポリペプチドドメインを含
んで成る単離された抗原－結合フラグメント。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１のエキソン１－６；エキソン１及び３－６；エキソン１－２及び４－６；又
はエキソン１－３及び５－６によりコードされるBDCA-1又はBDCA-4タンパク質に特異的に
結合するポリペプチドドメインを含んで成る単離された抗原－結合フラグメント。
【請求項２】
　モノクローナル抗体である請求項１記載の抗原－結合フラグメント。
【請求項３】
　前記抗体が、ヒト、ネズミ、ヒト型化又は二特異的抗体である請求項１記載の抗原－結
合フラグメント。
【請求項４】
　Fab、F(ab')2、scFv、又は融合ポリペプチドであり、又はファージ表示ライブラリーに
よりコードされる請求項１記載の抗原－結合フラグメント。
【請求項５】
　化学的官能成分に接合される請求項１～４のいずれか１項記載の抗原－結合フラグメン
ト。
【請求項６】
　前記化学的官能成分が、放射性同位体、蛍光化合物、化学ルミネセント化合物、バイオ
ルミネセント化合物、酵素及び常磁性ラベルから成る群から選択される請求項５記載の抗
原－結合フラグメント。
【請求項７】
　BDCA-1又はBDCA-4タンパク質に結合される請求項１～６のいずれか１項記載の抗原－結
合フラグメント。
【請求項８】
　BDCA-1又はBDCA-4タンパク質を発現する抹消血液単核細胞又は樹状突起細胞に結合され
る請求項７記載の抗原－結合フラグメント。
【請求項９】
　前記細胞が樹状突起細胞である請求項８記載の抗原－結合フラグメント。
【請求項１０】
　前記細胞がプラスマ細胞様樹状突起細胞である請求項９記載の抗原－結合フラグメント
。
【請求項１１】
　前記樹状突起細胞が、BDCA-4+である請求項10記載の抗原－結合フラグメント。
【請求項１２】
　前記樹状突起細胞がヒト細胞である請求項11記載の抗原－結合フラグメント。
【請求項１３】
　抗－BDCA－４抗体がまた、前記樹状突起細胞に結合される請求項10記載の抗原－結合フ
ラグメント。
【請求項１４】
　請求項１又は２記載の抗原－結合フラグメント、及び医薬的に許容できる賦形剤を含ん
で成る組成物。
【請求項１５】
　請求項２記載のモノクローナル抗体を生成するハイブリドーマ。
【請求項１６】
　BDCA-2+細胞について富化された細胞集団の調製方法であって、ヒト細胞の混合物と、
請求項１記載の抗原－結合フラグメントとを接触し、そして前記抗原－結合フラグメント
が結合する細胞を単離することを含んで成る方法。
【請求項１７】
　生物学的サンプルにおけるBDCA-1又はBDCA-4タンパク質の検出方法であって、
　（ａ）BDCA-1又はBDCA-4タンパク質と、請求項１記載の抗原－結合フラグメントとを、
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前記BDCA-1又はBDCA-4タンパク質と前記抗原－結合フラグメントとの間で複合体の形成を
可能にする条件下で接触し；そして
　（ｂ）前記複合体の形成を検出する；
　ことを含んで成る方法。
【請求項１８】
　前記BDCA-1又はBDCA-4タンパク質が、樹状突起細胞の表面上に表示される請求項17記載
の方法。
【請求項１９】
　前記複合体の形成を検出する段階が、前記樹状突起細胞の機能的調節の検出を含んで成
り、ここで前記機能的調節が、A:CD4+及びCD8+T細胞応答の誘発及びダウンレギュレーシ
ョン；B：耐性及び免疫性に対する免疫応答の分極；C：Th1細胞増殖、Th2細胞増殖又はTh
3/Tregulatory-1 CD4+T細胞増殖に対するCD4+T細胞応答の分極；D：B細胞応答及び/又はN
K細胞応答の調節である請求項18記載の方法。
【請求項２０】
　前記複合体の形成を検出する段階が、I型インターフェロン生成の検出又はダウンレギ
ュレーション、Th1免疫応答のダウンレギュレーション、細胞内Ca2+移動の誘発、又はTh2
に対する免疫応答の分極を含んで成る請求項19記載の方法。
【請求項２１】
　樹状突起細胞と、請求項１又は２記載の抗原－結合フラグメントとを接触することを含
んで成る、前記樹状突起細胞上にBDCA-1又はBDCA-4抗原を結合する方法。
【請求項２２】
　前記BDCA-1又はBDCA-4抗原の結合が、I型インターフェロン生成のダウンレギュレーシ
ョン、Th1免疫応答のダウンレギュレーション、細胞内Ca2+移動の誘発、又はTh2に対する
免疫応答の分極から選択された代謝変化をもたらす請求項21記載の方法。
【請求項２３】
　BDCA-1又はBDCA-4の結合を妨げる剤についてのスクリーニング方法であって、BDCA-1又
はBDCA-4タンパク質と、請求項１又は２記載の抗原－結合フラグメントとを、試験剤の存
在下で接触し、そして前記試験剤が前記タンパク質に対する抗原－結合フラグメントの結
合を低めるかどうかを決定することを含んで成る方法。
【請求項２４】
　請求項１又は２記載の抗原－結合フラグメント、及びBDCA-1又はBDCA-4タンパク質、緩
衝液、及び前記抗原－結合フラグメントに接合されるか、又は接合され得るラベルから成
る群から選択された成分を含んで成るキット。
【請求項２５】
　配列番号１、又は抗－BDCA-1又はBDCA-4抗体を結合できるそのポリペプチドフラグメン
トによりコードされる単離された又は組換えBDCA-1又はBDCA-4タンパク質。
【請求項２６】
　前記BDCA-1又はBDCA-4タンパク質が、配列番号１のエキソン１－６；エキソン１及び３
－６；エキソン１－２及び４－６；又はエキソン１－３及び５－６によりコードされる請
求項25記載のBDCA-1又はBDCA-4タンパク質。
【請求項２７】
　請求項25又は26記載のBDCA-1又はBDCA-4タンパク質をコードする、単離された又は組換
えポリヌクレオチド。
【請求項２８】
　（ａ）図12（配列番号１）に示され、そしてBDCA-1又はBDCA-4タンパク質又はフラグメ
ントをコードする配列の少なくとも15個の連続ヌクレオチドを含んで成るポリヌクレオチ
ド；（ｂ）（ａ）のDNAの補体にハイブリダイズし、そしてBDCA-1又はBDCA-4タンパク質
又はフラグメントをコードする少なくとも50個のヌクレオチドのポリヌクレオチド；及び
（ｃ）前記（ａ）及び（ｂ）に定義されるDNA配列に、遺伝子コードの結果として縮重し
、そしてBDCA-1又はBDCA-4タンパク質又はフラグメントをコードする配列を有するポリヌ
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クレオチドから選択された、BDCA-1又はBDCA-4タンパク質又はフラグメントをコードする
ポリヌクレオチド。
【請求項２９】
　（ａ）図12（配列番号１）に示される配列の少なくとも15個の連続ヌクレオチドを含ん
で成るポリヌクレオチド；又は（ｂ）（ａ）のDNAの補体にハイブリダイズする少なくと
も50個のヌクレオチドのポリヌクレオチド；又は（ｃ）（ａ）及び（ｂ）に定義されるDN
A配列に、遺伝子コードの結果として縮重する配列を有するポリヌクレオチドによりコー
ドされる、単離された又は組換えBDCA-1又はBDCA-4タンパク質又は抗－BDCA-1又はBDCA-4
抗体を結合できるそのポリペプチドフラグメント。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　樹状細胞（DC）の亜集団に特異的な抗体およびその誘導体に関する。組成物およびその
使用方法がまた提供され、その方法は、DCおよびその亜集団の単離および精製、ならびに
抗体またはリガンド媒介免疫療法を含む。本発明はまた、実質的に単離されたDC亜集団を
提供する。その使用の方法がまた、提供され、この方法には、DCベースの免疫療法、種々
の疾患の特徴づけ、および例えば、flt3－リガンドを用いるインビボの数的なDC増大を含
む。
【背景技術】
【０００２】
　強力な抗原提示細胞（APC）である、樹状細胞の造血性の発達は明白であり、そして単
球にいくらか密接に関連したいくつかの前駆経路に続き得る。DCは、リンパ球前駆体から
誘導され得る。Thomasら(1993) J.Immunol. 150: 821～834。血中と同様、胸腺に存在す
るDCの３つの異なるサブセットが存在し得る：１）プラスマ細胞様CD4+CD11c-DC;2）CD4+
CD11c+DC、および３）互いに嵌め込み合うDC。胸腺DCおよびＴ細胞が共通の幹細胞から生
じることが提唱されている。Thomasら(1996) Stem Cells 14: 196～206。
【０００３】
　潜在的な臨床用途のための多数のDCの生成は、近年では、サイトカインの前駆体のイン
ビトロ培養を通じて達成されている。種々のストラテジーを適合させて、樹状細胞へ抗原
を導入し、それにより、それらは、同時刺激の場合にはＴ細胞に対して、より効率的に提
示され得る。樹状細胞が抗原に対するＴ細胞応答に影響して体液性または全身性の経路の
いずれかが続くことがまた示されている。
【０００４】
　Ｔ細胞は、プロセシングされていないタンパク質には反応できず、むしろ、Ｔ細胞は、
ＭＨＣ分子と組み合わせて細胞表面で提示されるペプチドエピトープとして抗原を提示す
るためのアクセサリー細胞を必要とする。細胞の細胞質に内因性に生成された抗原は、代
表的にはクラスＩ経路に存在し、そして細胞傷害性Ｔリンパ球（CTL）反応を刺激する。
一方、外因性タンパク質は、MHCクラスＩＩコンパートメントでプロセシングされて、ヘ
ルパーＴ（CD4）細胞応答を誘導する。ナイーブなＴ細胞の刺激は、初回免疫の活性化に
おける二次シグナルとして働く同時刺激分子の存在を必要とする。Ｂ細胞およびマクロフ
ァージのようなAPCは、代表的に初回応答を誘導し得ない。対照的に、樹状細胞は、同時
刺激の接着ならびにMHCクラスＩおよびＩＩ分子（効果的細胞免疫の開始に必須）の構成
的な上方制御（アップレギュレーション）発現からその力価を駆動する。概説については
、Avigan(1999) Blood Rev.13: 51-64を参照のこと。
【０００５】
　ＤＣは、初回免疫応答の開始および耐性の発達に必須であるAPCである。DCは、ナイー
ブなＴ細胞集団の刺激に必要なMHCを発現する。DCの造血性の発達は、明白であり、そし
ていくつかの前駆経路を伴い得、そのいくつかは単球に密接に関連している。概説につい
ては、Avigan(1999) Bolld Rev.13: 51-64を参照のこと。異なるDCサブセットは、異なる
発達経路を有する。新たな概念は、１つのDCサブセットが、自己抗原に対する耐性の誘導
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に寄与し得る調節性機能を有するということである。Austyn(1998) Curr. Opin. Hematol
. 5:3-15。逆に、DCまたはそのサブセットはまた、自己タンパク質に対する免疫応答の誘
導に関与し得る。特定の自己免疫応答は、微小環境組織損傷、その後の局所ＤＣ活性化お
よび引き続くＴ細胞との相互作用（免疫応答を誘導する）に起因し得る。Ibrahimら(1995
) Immunol. Today 16: 181-186。
【０００６】
　DCがＴ細胞応答を開始する能力は、DC癌ワクチンにおいて用いられている。Hartら(199
9) Sem. Hematol. 36::21-25．例えば、DCは、CD34+細胞または単球からインビトロで生
成され、腫瘍由来ペプチドまたはタンパク質でパルスされ、そして患者に戻されて癌特異
的Ｔ細胞誘導においてAPCとして働く。Bruggerら(1999) Ann. N. Y. Acad. Sci. 872: 36
3-371。動物モデルは、DC腫瘍ワクチンがＴ細胞アネルギーを逆にし、引き続く腫瘍拒絶
を生じることを実証した。Avigan(1999)；またTarteら(1999) Leukemia 13: 653-663；Co
laco(1999) Molec. Med. Today 5: 14-17；Timmermanら(1999) Ann. Rev. Med. 50: 507-
529；Hartら(1999) Semin. Hematol. 36: 21-25；Thurnherら(1998) Urol. Int. 61: 67-
71；およびHermansら(1998) N. Z. Med. J. 111: 111-113を参照のこと。
【０００７】
　flt－リガンドの投与によりインビボでDCを増大する１つのアプローチが存在する。こ
れは、VEGF-誘導DC抑制を補償する効果を有する。Ohmら(1999) J. Immunol. 163: 3260-3
268。DCは、ワクチン接種および組み換えワクチンにおけるアジュバントとしての用途に
ついて提唱されている。Femandezら(1998) Cyto. Cell. Mol. Ther. 4: 53-65；およびGi
bcoら(1998) Cancer Immunol. Immunother. 46: 82-87。DCはまた、幹細胞移植の後の免
疫を増強する用途についても提唱されている。Bruggerら(1999) Ann. NY Acad. Sci. 363
-371。DCは、免疫学において多数の潜在的役割を果たす。例えば、DCは、ヒト免疫不全ウ
イルス（HIV）感染に関与する。Zoeteweijら(1998) J. Biomed. Sci. 5: 253-259。DCは
また、HIV治療における用途に適切であることが提唱されている。Weissmanら(1997) Clin
. Microbiol. Rev. 10: 358-367。
【０００８】
　さらなる免疫学的機能が、DCに関連している。これは、例えば、Th1またはTh2応答の示
差的誘導、自己免疫反応およびアレルギーである。Rissoanら(1999) Science 283: 1183-
1186；Hermansら(1998)NZ Med. J. 111: 111-113；およびDe Palmaら(1999) J. Immunol.
 162: 1982-1987。
【０００９】
　循環するIFN－αのレベルの増大およびIFN－α誘導因子（抗DNA抗体およびDNAの複合体
のようなもの）のレベルの増大が、SLE患者において見出され、そして疾患活性に関連し
ている。さらに、IFN－αで処置された非自己免疫障害を有する患者は、しばしば自己抗
体を、そして時にはＳＬＥを発生させる。Ronnblomら、からのいくつかの報告((1999) Cl
in. Exp. Immunol. 115: 196-202；(1999) J. Immunol. 163: 6306~6316；および(2000) 
J. Immunol. 165: 3519-3526))から、患者から誘導されたIFN－α誘導因子が健常ドナー
由来のPBMCにおいてIFN－αの分泌を誘導すること、およびそれらが天然のIFN－α産生細
胞を選択的に活性化することが示される（NIPC＝プラスマ細胞様（plasmacytoid)DC）。
【００１０】
　血中でのDCに対する研究は、細胞の不足およびDC特異的細胞表面マーカーの相対的欠失
によって阻害されている。DC単離の方法は、短時間培養後の成熟変化（低浮遊密度の獲得
など）か、またはDC活性化／成熟抗原（CD83、CMRF-44およびCMRF-56）の発現のいずれか
に基づく。Youngら(1988) Cell Immunol. 111: 167；Van Voorhisら(1982) J. Exp. Med.
 155: 1172；Zhouら(1995) J. Immunol. 154: 3821-835；Fearnleyら(1997) Blood 89: 3
708-3716；Manneringら(1988) J. Immunol. Met. 219: 69-83；Hockら(1999) Tiss. Anti
gens 53: 320-334；およびＨｏｃｋら、Immunol. 83: 573-581。
【００１１】
　機能的CD1a+DCは、代表的には、単球からエキソビボで、そしてCD34+造血前駆細胞から
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生成される。Benderら(1996) J. Immunol. Met. 196: 121-135；Picklら(1996) J. Immun
ol. 157: 3850-3859；Romaniら(1994) J. Exp. Med. 180: 83-93；Sallustoら(1994) J. 
Exp. Med. 179: 1109-1118；Cauxら(1992) Nature 360: 258~261；Mackensenら(1995) Bl
ood 86: 2699-2707；Szabolcsら(1995) J. Immunol. 154: 5851-5861；Herbstら(1996) B
lood 88: 2541-2548；de Wynterら(1998) Stem Cells 16: 387-396；Strunkら(1996) Blo
od 87: 1292-1302；米国特許番号第6,010,905号；および同第6,004,807号。DCが単球およ
び造血前記細胞からインビトロで生成される場合、インビボのDCの特徴の全てが保持また
は得られることは知られていない。
【００１２】
　さらに、ヒトDCに特異的なmAbを生成するいくつかの試みは失敗しており、DCおよび他
の白血球の両方によって発現される抗原に結合するmAbのみを生じている。ヒトDCは、他
の血球と、多数の免疫原性細胞表面構造を共有する。これには、HLA分子、CD18、CD29、C
D31、CD43、CD44、CD45、CD54、およびCD58が挙げられる。これらの抗原は、注射されたD
Cに対する免疫応答を、DC特異的抗原に対する特異性を有するＢ細胞が、骨髄腫細胞との
融合の能力を有するＢ細胞の間で、全く発現されないか、ごくまれにしか発現されないレ
ベルまで支配し得る。
【００１３】
　多くの研究者らが、共有された抗原についての特異性を有するＢ細胞を除去するために
、非ＤＣおよびシクロフォスファミドを成体マウスに注射することにより、または共有さ
れた抗原のついての特異性を有するＢ細胞を寛容化するために非ＤＣを新生仔マウスに注
射することにより、この問題を克服しようと努力してきた。O’Dohertyら(1993) Adv. Ex
p. Med. Biol. 329: 165-172；およびYamaguchiら(1995) J. Immunol. Met. 181: 115-12
4。
【００１４】
　CMRF44と名づけられたmAbは、幹細胞移植患者におけるDCのモニターに用いられてきた
。Fearnleyら(1999) Blood 93: 728-736。これらのCMRF44+細胞は、免疫応答を開始、維
持、および指向するのにおける用途に適切であることが提唱された。Fearnleyら(1997)。
DCは、ほとんどの場合、細胞表面マーカーの組み合わせを用いることにより単離されてき
た。例えば、米国特許第5,972,627号は、「少なくとも80％、CD34、CD45RA、およびCD10
を発現するが、CD19、CD2、CD3、CD4、CD8、CD20、CD14、CD15、CD16、CD56およびグリコ
ホリン（glycophorin）は発現しない」として、「ヒト造血樹状前駆細胞について富化さ
れた造血細胞」を記載している。
【００１５】
　血液からのDCの単離は、多数の免疫表現型基準、例えば、リンパ球系列（lin）－特異
的抗原（例えば、CD3、CD14、CD19、およびCD56）のパネルの非存在、ならびにHLA-DR、C
D4またはCD33の存在などに依存する。Romaniら(1996) J. Immunol. Met. 196: 137-151；
Thomasら(1993) J. Immunol. 150: 821-834；Thomasら(1994) J. Immunol. 153: 4016-40
28；O’Dohertyら(1994) Immunol. 82: 487-493；O’Dohertyら(1993) J. Exp. Med. 178
: 1067-1076；Nijmanら(1995) J. Exp. Med. 182: 163-174；Ferbasら(1994) J. Immunol
. 152: 4649-4662；Heuflerら(1996) Eur. J. Immunol. 26: 659-668；Itoら(1999) J. I
mmunol. 163: 1409-1419；Cellaら(1999) Nature Med. 5: 919-923；Robinsonら(1999) E
ur. J. Immunol. 29: 2769-2778；Olweusら(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:1255
1-12556；Robertら(1999) J. Exp. Med. 189: 627-636；およびKohrgruberら(1999) J. I
mmunol. 163: 3250-3259。
【００１６】
　非培養血液から単離されたDCの分析から、血液DCが、均一な細胞集団ではなく、少なく
とも２つの集団の混合物であることが証明された。Thomasら(1994)；O’Dohertyら(1994)
；Itoら(1999)；Cellaら(1999)；Robinsonら(1999)；Olweusら(1997)；Kohrgruberら(199
9)；Stroblら(1998) J. Immunol. 161: 740-748；およびRissoanら(1999) Science 283: 
1183-1186。最初の血液ＤＣ亜集団は、CD123brightCDllc-DCであり、これは、プラスマ細
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胞様の形態および強力なＴ細胞刺激機能を有する。第二の血液DC亜集団は、CD123dim、CD
11cbrightであり、これは、むしろ単球様の外観であり、CD45ROを発現し、そして外因性
サイトカインなしに培養された場合でさえ、自然に、代表的な成熟DCに発達する。
【００１７】
　プラスマ細胞様CD123brightCDllc-DCは、いくつかの特徴（プレＴ細胞レセプターα鎖
の発現など）を示し、これは、その細胞がリンパ前駆体から生じ得ることを示す。Strobl
ら(1998)；Rissoanら(1999)；およびBrunoら(1997) J. Exp. Med. 185: 875-884。CD123d
imCD11cbrightDCは、骨髄腫DCの全ての基準を示す。O’Dohertyら(1994)；およびItoら(1
999)。Robinsonら(1999)；Kohrgruberら(1999)；およびStroblら(1998)。プラスマ細胞様
CD123brightCDllc-DCと似ているDCは、リンパの組織のＴ細胞富化領域で検出され、そし
てその形態および表現型に起因して、最初に誤って、プラスマ細胞様Ｔ細胞またはプラス
マ細胞様単球と名づけられた。
【００１８】
　Grouardら(1997) J. Exp. Med. 185: 1101-1111；Lennertら(1975) Lancet 1: 1031-10
32；Lennertら(1984) Leukocyte Typing. Human Leukocyte differentiation antigens d
etected by monoclonal antibodies. Bernardら編、Springer-Verlag、Berlin;およびFac
chettiら(1988) Am. J. Pathol. 133: 15。CD123dimCDllcbright血液DCと似ているDCは、
胚中心の黒いゾーンおよび明るいゾーンにおいて見出されている。Grouard(1996) Nature
 384: 364~367。
【００１９】
　スプライシング改変体（バリアント）
　発現された遺伝子の総数は、40,000～150,000を超える範囲にわたると見積もられる。
この数は、コードされるタンパク質の数の正確な反映ではない。なぜなら、多くの場合、
これらの遺伝子からは、このmRNA（転写物）から１つより多いスプライシング改変体が生
じるからである。再度、見積もりは変化するが、おそらく500,000程度の多さの異なるmRN
Aがヒトにおいて産生される。ヒト遺伝子の少なくとも30％がいくつかのスプライシング
改変体を有すると推定される。Mironovら(1999) Genome Research 9: 1288-1293)。これ
らの数は、ある程度保存されるべきであると考えられる。
【００２０】
　類似の数がマウスおよびラットについても正しく、そして下等な生物体（例えば、Dros
ophila melanogaster、およびCaenorhabditis elegans）でもまたオルタネーティブスプ
ライシングが生じると考えられる。異なるスプライシング改変体（バリアント）から翻訳
されたタンパク質は、研究論文の数が増加していることによって証明されるように、有意
に異なる機能を有し得る。異なるスプライシング改変体が、異なる組織、異なる発生段階
、および異なる疾患状態で発現され得る。
【００２１】
　Ｃ型レクチン
　Ｃ型レクチンは、炭水化物認識ドメイン（CRD）においてアミノ酸配列類似性を示し、
そしてCa2+依存性様式において選択された炭水化物に結合する糖タンパク質のファミリー
である。Ｃ型レクチンは、４つのカテゴリーに下位分類される（Vastaら、1994；およびS
piess 1990）。第１の群は、II型膜結合タンパク質（例えば、アシアロ糖タンパク質レセ
プター、マクロファージガラクトースおよびＮ－アセチルグルコサミン（GlcNAc）特異的
レクチン、およびCD23（FcεRII)）を含む。この群の多くのメンバーは、ガラクトース／
フコース、ガラクトサミン／GalNAcまたはGlcNAc残基に対する特異性を示す。第２の群は
、軟骨および線維芽細胞のプロテオグリカンコアタンパク質を含む。第３の群は、いわゆ
る「コレクチン」（例えば、血清マンノース結合タンパク質、肺界面活性剤タンパク質SP
-A、およびコングルチニン）を含む。第４の群は、LEC-CAM（例えば、Mel-14、GMP-140お
よびELAM-1）として公知の特定の接着分子を含む。
【００２２】
　Ｃ型レクチンは、アグルチニン、オプソニン、補体アクチベーターおよび細胞関連認識
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分子として機能することが公知である（Vastaら、1994；Spiess 1990；およびKery 1991
）。例えば、マクロファージマンノースレセプターは、スカベンジャー機能（Shepherdら
、1990）および病原性生物（Pneumocystis carinii(Ezekowitzら、1991）およびCandida 
albicans (Ezekowitzら、1990）を含む）の取り込みの媒介を果たす。血清マンノース結
合タンパク質は、古典的経路を介して補体を活性化する能力において、C1qを模倣する。
このレクチンにおける遺伝的変異は、重篤な再発感染、下痢および成長不全（failure to
 thrive）についての素因を与える（Reidら、1994）。従って、Ｃ型レクチンは、生物学
的重要性を伴うさまざまな機能を示す。
【００２３】
　炭水化物部分は、必ずしもＣ型レクチンに対する「天然の」リガンドとして働くわけで
はない。例えば、CD23 (FCεRII )(Gal-Gal-Nacの結合（Kijimoto-Ochiaiら、1994）およ
びCRD配列により証明されるように、Ｃ型レクチンファミリーに属する）は、現在、炭水
化物非依存性様式でＩｇＥを認識することが公知である；酵素的に脱グリコシル化された
形態のIgEおよびE. coliにおいて生成された組換え（非グリコシル化）IgEは、ともに、C
D23に結合する（Vercelliら、1989）。従って、いくつかのＣ型レクチンは、それらの天
然のリガンドにおけるポリペプチド配列を認識する。
【００２４】
　いくつかのＣ型レクチンは、DCの表面で同定された。第１に、Jiangらは、最も広範に
用いられる、マウスDCに対するmAbの1つであるNLDC-145 mAb (Jiangら、1995）により認
識されるタンパク質をクローニングした。このタンパク質（現在は、DEC-205とよばれる
）は、Ｃ型レクチンファミリーの新たなメンバーであることがわかった（これは、10の異
なるCRDを含む）。第２に、Sallustoらは、ヒトDCが、マクロファージマンノースレセプ
ター（MMR）を発現することを報告した。このマクロファージマンノースレセプターはま
た、複数のCRDを含む（Sallustoら、1995）。
【００２５】
　両方のレセプターは、以下の観察に基づいて、DCによるグリコシル化分子のエンドサイ
トーシスを媒介すると提唱されている：ａ）DEC-205に対するポリクローナルウサギ抗体
が、DC表面上のDEC-205に結合するのみならず、実質的にインターナライズされること；
ｂ）これらのDCは、ウサギIgGと反応性のＴ細胞株を有効に活性化したこと；およびｃ）D
CによるFITC－デキストランのインターナリゼーションが、マンナン、マンノースレセプ
ター競合体（competitor）で有効にブロックされたこと（Jiangら、1995；およびSallust
oら、1995）。
【００２６】
　細胞型特異性に関して、DEC-205は、現在、低レベルではあるが、胸腺、腸、および肺
においてＢ細胞および内皮細胞により発現されることもまた公知であり（Witmer-Packら
、1995；およびInabaら、1995）、そしてMMRもまた、マクロファージによって、さらによ
り豊富に発現される（Stahl 1992）。他もまた、DC表面上で見出され、これらのものとし
ては、以下が挙げられる：DCIR、MDL-1、NURPIA、Dectin-1、Dectin-2、CLEC-1、CLEC-2
、Langerin；およびDC-sign。
【００２７】
　アレルギー
　アレルギー性応答（アレルギー性喘息およびアレルギー性鼻炎の応答を含む）は、初期
応答により特徴付けられ、この応答は、アレルゲン曝露の数秒から数分以内に発生し、そ
してアレルゲン曝露の部位への好酸球の浸潤により特徴付けられる。具体的には、アレル
ギー性応答の初期の間にTh2型リンパ球の活性化により、抗原特異的ＩｇＥ抗体の生成が
刺激される。抗原特異的IgE抗体は、続いて、ヒスタミン、ならびに肥満細胞および好塩
基球からの炎症の他のメディエーターの放出を誘発する。遅延型応答の間に、CD4+ TH2細
胞によるIL-4およびIL-5生成が上昇する。これらのサイトカインは、アレルゲン曝露の部
位（ここで、組織損傷および機能不全が生じる）へ好酸球を補充することにおいて重要な
役割を果たすようである。
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【００２８】
　現在、アレルギー性障害のための抗原免疫療法は、少量であるが、徐々に漸増量の抗原
を脱感作療法といわれるプロセスにおいて皮下注射することを含む。抗原免疫療法は、現
段階では、一時的に抑えるに過ぎず、治療的ではない。Weber(1997) JAMA 278: 1881-188
7；Stevens(1998) Acta Clinica Beligica 53: 66-72；およびCanadian Society of Alle
rgy and Clinical Immunology(1995) Can. Med. Assoc. J. 152: 1413-1419。
【００２９】
　治療を始める多くの患者は、レジメンを完了せず、そして注射を１週間しそこなった場
合、患者は、再び処置レジメン全体を開始しなければならない。種々の抗原が同定されて
おり、組換え手段により生成されている。総説については、Baldoら(1989) Allergy 44: 
81-97；Baldo (1991) Curr. Opin. Immunol. 3: 841-850；Blaser(1994) Ther. Umsch 51
: 19-23；およびValentaら(1996) Adv. Exp. Med. Bio. 409: 185-196を参照のこと。
【００３０】
　抗原免疫療法処置は、潜在的に、致死的なＩｇＥ媒介性アナフィラキシーを誘導する危
険性を示し、そしてアレルギー性遅延型応答のサイトカイン媒介性事象に対処しない。こ
の治療は、「失敗の可能性を有する」と記載されている。Ｗｅｂｅｒ（１９９７）。抗原
免疫療法に伴う別の重大な問題は、有害反応（特に、アナフィラキシー）の危険性が、１
回の投与あたりに与えられる量および時間に対して与えられる量の両方に関して、抗原の
投与量を有意に減少させることである。従って、伝統的なアレルギー免疫療法は長引くた
め、時間がかかり、不便、かつ高価である。
【００３１】
　IgE関連障害（例えば、アレルギー）の処置のための代替的アプローチは、ヒスタミン
放出を阻害する化合物の投与を含む。多くのこのような薬物は、医師の処方箋なしで購入
できる治療薬として入手可能である。他の薬物は、抗ＩｇＥ結合抗体を含む。しかし、こ
のアプローチの欠点は、症状がごまかされるに過ぎず、いずれの種類の恒久的な治癒も防
御ももたらさない。
【発明の開示】
【００３２】
　発明の簡単な説明
　本発明は、DCおよびそのサブセットが富化された造血細胞集団を富化するための方法に
関する。この方法から得られた細胞および細胞集団が富化された組成物はまた、本発明に
より提供される。遺伝的に改変したDCを作製する方法もまた、提供される。遺伝的に改変
したDCの組成物もまた、提供される。これらの細胞を使用する方法もまた含まれる。BDCA
-2およびBDCA-3に特異的な抗原結合フラグメントおよびこれらにより認識される抗原もま
た提供される。
【００３３】
　本発明は、AC144、AD5-1311、AD5-20E5、AD5-17F6、AD5-4B8、AD5-5E8、AD5-14H12また
はAD5-8E7と名付けられた抗体により特異的に認識されるDCのサブセットに特異的な抗原
結合フラグメントを含む。本発明は、BDCA-2（配列番号　）と名付けられた抗原のエピト
ープに特異的な抗原結合フラグメントを含む。本発明は、BDCA-3と名付けられた抗原のエ
ピトープに特異的な抗原結合フラグメントを含む。
【００３４】
　本発明は、本発明の抗原結合フラグメントにより特異的に認識される、実質的に単離ま
たは濃縮されたDC集団または亜集団をさらに含む。これらの抗原結合フラグメントは、AC
144、AD5-1311、AD5-20E5、AD5-17F6、AD5-4B8、AD5-5E8、AD5-14H12またはAD5-8E7、あ
るいはBDCA-1、BDCA-2、BDCA-3またはBDCA-4に特異的な抗原結合フラグメントのいずれか
１つであり得る。ニューロピリン（neuropilin)-1を認識する抗原結合フラグメントもま
た、BDCA-4を認識し、そして本明細書中における使用に適切である。
【００３５】
　本発明はさらに、細胞の実質的に全てが発現するか、またはBDCA-1、BDCA-2、BDCA-3お
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よびBDCA-4のうちの少なくとも１つの発現に基づいて単離、濃縮もしくは数え上げられた
DCの集団または亜集団を含む。これらの細胞は、任意の生理学的に受容可能な賦形剤中に
懸濁され得る。好ましくは、この賦形剤は、薬理学的に受容可能である。
　本発明はさらに、ヒト造血細胞の混合物を画分に分離することによりDCが富化された造
血細胞の組成物を得るための方法を包含し、この画分中の細胞の少なくとも80%がBDCA-1+

である。
【００３６】
　本発明はさらに、ヒト造血細胞の混合物を画分に分離することによりDCが富化された造
血細胞の組成物を得るための方法を包含し、この画分中の細胞の少なくとも80%がBDCA-2+

である。
　本発明はさらに、ヒト造血細胞の混合物を画分に分離することによりDCが富化された造
血細胞の組成物を得るための方法を包含し、この画分中の細胞の少なくとも80%がBDCA-3+

である。
【００３７】
　本発明はさらに、ヒト造血細胞の混合物を画分に分離することによりDCが富化された造
血細胞の組成物を得るための方法を包含し、この画分中の細胞の少なくとも80%がBDCA-4+

である。
　本発明はさらに、以下の工程によりDCの実質的に純粋なサブセットを単離するための方
法を包含する：ａ）ヒト造血細胞の混合物を得る工程；およびｂ）この混合物から、BDCA
-2と名付けられた抗原に特異的な抗原結合フラグメントにより特異的に認識される細胞を
実質的に単離する工程。
【００３８】
　本発明はさらに、以下の工程によりDCの実質的に純粋なサブセットを単離するための方
法を包含する：ａ）ヒト造血細胞の混合物を得る工程；およびｂ）この混合物から、BDCA
-3と名付けられた抗原に特異的な抗原結合フラグメントにより特異的に認識される細胞を
実質的に単離する工程。
【００３９】
　本発明はさらに、以下の工程によりDCの実質的に純粋なサブセットを単離するための方
法を包含する：ａ）ヒト造血細胞の混合物を得る工程；およびｂ）この混合物から、BDCA
-4と名付けられた抗原に特異的な抗原結合フラグメントにより特異的に認識される細胞を
実質的に単離する工程。
【００４０】
　本発明はさらに、以下の工程によりDCを数え上げるための方法を包含する：ａ）細胞の
混合物を得る工程；およびｂ）この細胞を、抗原BDCA-1、BDCA-2、BDCA-3、およびBDCA-4
のいずれか１以上に特異的な抗原結合フラグメントで標識する工程。
　本発明はさらに、以下の工程によるDCの免疫能力を調節する方法を含む：ＤＣの実質的
に純粋な集団または亜集団を単離する工程；およびこのDCのカルシウム動員を調節する工
程。
【００４１】
　本発明はさらに、以下の工程により薬学的に有効な薬剤の存在について試験薬剤をスク
リーニングする方法を包含する：抗原BDCA-1、BDCA-2、BDCA-3、およびBDCA-4のいずれか
１以上に特異的な抗原結合フラグメントを有するＤＣの実質的に純粋な集団または亜集団
を単離する工程；これらの単離された細胞を上記の試験薬剤を用いてスクリーニングする
工程；この薬剤に対する細胞の応答をモニターする工程；上記の薬剤に曝した細胞の応答
と、コントロール薬剤に曝した細胞の応答とを比較する工程；およびこの試験薬剤が単離
された細胞のいずれか１つの免疫学的特性を調節したか否かを決定する工程。
【００４２】
　本発明はさらに、DCがカルシウムを動員する能力を改変することによるDCの免疫学的特
性を調節する方法を含む。
　本発明はさらに、好ましくは生理学的に受容可能な賦形剤中のＤＣの免疫原性組成物お
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よび免疫調節組成物を含む。
　本発明はさらに、DCの免疫原性組成物および免疫調節組成物の有効量を、必要とする被
験体に投与する工程により、生理学的状態を処置する方法を含む。
【００４３】
　本発明はさらに、以下の工程によりDCサイトカインを生成する方法を含む：BDCA-1、BD
CA-2、BDCA-3、およびBDCA-4のいずれか１以上に特異的な抗原結合フラグメントを有する
DCの実質的に純粋な集団または亜集団を単離する工程；およびこの細胞または細胞生成物
または上清からサイトカインを単離する工程。
　本発明はさらに、以下の工程によりDCサイトカイン生成を調節する方法を含む：BDCA-1
、BDCA-2、BDCA-3、およびBDCA-4のいずれか１以上に特異的な抗原結合フラグメントを有
するDCの実質的に純粋な集団または亜集団を単離する工程；およびDCサイトカイン生成を
調節する薬剤で細胞を処理する工程。
【００４４】
　本発明はさらに、DCサイトカイン生成を調節する薬剤の有効量を、必要とする被験体に
投与する工程により、DCサイトカイン生成をインビボで調節する方法を含む。
　本発明はさらに、以下の工程により抗原に特異的な抗体を生成する方法を含む：抗原を
負荷し、そしてBDCA-1、BDCA-2、BDCA-3、およびBDCA-4のいずれか１以上に特異的な抗原
結合フラグメントで単離したDCの実質的に純粋な集団または亜集団の有効量を、必要な被
験体に投与する工程であって、このDCがTh2応答を誘導するように調節される、工程。
【００４５】
　本発明はさらに、以下の工程により抗原に特異的なＴ細胞または体液性免疫応答を生成
する方法を含む：抗原を負荷し、そしてBDCA-1、BDCA-2、BDCA-3、およびBDCA-4のいずれ
か１以上に特異的な抗原結合フラグメントで単離したDCの実質的に純粋な集団または亜集
団の有効量を、必要な被験体に投与する工程であって、この細胞がTh1応答を誘導するよ
うに調節される、工程。
【００４６】
　本発明はさらに、組換え宿主細胞において、ポリペプチドを発現させ、この発現された
ポリペプチドを総組換え宿主細胞成分から精製することにより調製されたポリペプチドを
含み、ここで、このポリペプチドは、配列番号２の由来する約５つの連続したアミノ酸残
基を含む。
【００４７】
　本発明はさらに、精製したポリペプチドおよびそれらの組成物を含み、このポリペプチ
ドは、配列番号２由来の約５個連続したアミノ酸残基を含む。
　本発明はさらに、配列番号２でないポリペプチドのアミノ酸配列に連結するポリペプチ
ドアミノ酸配列の融合タンパク質を含み、このアミノ酸配列は、配列番号２由来の約５個
連続したアミノ酸残基を含む。
　本発明はさらに、少なくとも１つのBDCA-2スプライス改変体を含むポリペプチドを含む
。
【００４８】
　本発明はさらに、BDCA-2、そのスプライス改変体またはフラグメントの少なくとも５個
連続したアミノ酸残基をコードするポリヌクレオチドまたはその相補体を含む。
　本発明はさらに、BDCA-2、そのスプライス改変体またはフラグメントの少なくとも５個
連続したアミノ酸残基をコードするポリヌクレオチドまたはその相補体を含む組換え宿主
細胞を含む。
【００４９】
　本発明はさらに、DCとＴ細胞を含む組成物をBDCA-2、BDCA-3またはBDCA-4とＴ細胞との
相互作用を阻害する有効量の薬剤と接触させることによって、DCとＴ細胞の相互作用を阻
害する方法を包含する。
　本発明はさらに、被験体の炎症を減少させるのに有効なＴ細胞とBDCA-2、BDCA-3または
BDCA-4の相互作用を阻害する薬剤量を、それが必要な患者に投与することにより炎症を処
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置する方法を包含する。
【００５０】
　本発明はさらに、細胞でBDCA-2アンチセンスポリヌクレオチドを発現することによって
、細胞におけるBDCA-2発現を抑制する方法を包含する。
　本発明はさらに、BDCA-2、そのスプライス改変体またはフラグメントの少なくとも５個
連続したアミノ酸残基をコードするポリヌクレオチドまたはその相補体を含むトランスジ
ェニック動物を含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００５１】
　発明の詳細な説明
　本発明は、DCにおいて富化された細胞集団およびそれらのサブセットについて富化する
方法に関する。DCについて富化された組成物およびそれらから得られた細胞集団もまた、
本発明によって提供される。改変された細胞についての方法および組成物も提供される。
遺伝的に改変された細胞を含む、改変された細胞の組成物もまた提供される。改変と非改
変の両方の細胞の使用方法が提供される。抗原結合フラグメントおよびそれらによって認
識される抗原も提供される。
【００５２】
　免疫磁性的に精製したCD4+lin-DC（これらは、３つのDC抗原を同定する：BDCA-2、BDCA
-3およびBDCA-4）に対して惹起される新規のｍＡｂのパネルが本明細書中に記載される。
BDCA-2、BDCA-3は新規である。BDCA-4の場合、DC特異的抗原として以前に記載されていな
いが、抗原はニューロピリン（neuropilin)－１（神経細胞誘導を媒介するコラプシン／
セマホリンファミリーに対するレセプター）として同定された。Heら (1997) Cell 90: 7
39-751。
【００５３】
　非培養ヒト血液において、BDCA-2およびBDCA-4の発現は、プラスマ細胞様 CD123bright

CD11c-DCに厳密に制限され、一方、BDCA-3は、CD123-CD11cdimDCの小集団に制限される。
このBDCA-3+集団は、伝統的なCD123dimCD11cbrightDCと多くの免疫表現型特性を共有する
が、CD123dimCD11cdimDCと異なって、BDCA-3+DCはCD1c(BDCA-1）、CD2およびいくつかのF
cレセプターの発現を欠く。
【００５４】
　精製されていないDCの供給源は、当該分野において公知の任意のもの（例えば、骨髄、
胎児、新生児または成体あるいは他の造血細胞供給源（例えば、胎児の肝臓、末梢血また
は臍帯血液扁桃、リンパ節、鼻粘膜、脾臓、皮膚、気道上皮、肺、肝臓消化管、パイエル
腺叢など））であり得る。DCはまた、前駆細胞由来のDCのような培養細胞から単離され得
る。種々の技術が細胞を分離するために利用され得る。例えば、ネガティブ選択法によっ
て、非DCを最初に除去し得る。mAbは、ポジティブ選択とネガティブ選択との両方に対し
て特定の細胞系統および／または分化の段階に関する同定マーカーとして特に有用である
。
【００５５】
　所望される場合、最終的に分化した細胞の大集団が、比較的粗いネガティブ分離を用い
て最初に除去され得る。例えば、磁気ビーズ分離は、多くの関連しない細胞を除去するた
めに最初に使用され得る。全細胞の少なくとも約80％、通常少なくとも約70％が、DCの単
離前に除去される。好ましくは、DCは、ポジティブ選択によって細胞供給源から直接単離
される。
【００５６】
　分離のための手順としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：密度勾配遠
心分離；ロゼッティング（rosetting）；細胞密度を改変する粒子とのカップリング；抗
体でコーティングされた磁気ビーズまたは抗体でコーティングされたfero流体（非粒子（
nonoporticle)）を用いた磁性分離；アフィニティークロマトグラフィー；mAbに結合する
か、またはmAbと組み合わせて使用される細胞毒性剤（相補体および細胞毒素を含むが、
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これらに限定されない）；および固体マトリックス（例えば、プレート）に付着した抗体
によるパニング、洗浄または任意の他の便利な技術。
【００５７】
　正確な分離および分析を提供する技術としては、以下があげられるが、これらに限定さ
れない：磁気ビーズ分離およびフローサイトメトリー（これらは、洗練さの程度を変化し
得る（例えば、複数の色チャネル、ローアングルおよび鋭い光散乱検出チャネル、インピ
ーダンスチャネルなど）。
【００５８】
　細胞は、ヨウ化プロピジウム（PI）のような死細胞に関連する染料を利用して、死細胞
と対比して選択され得る。好ましくは、細胞は、ウシ胎仔血清（FCS）のような２％血清
、またはヒト血清アルブミン（HSA）を含む培地、あるいは任意の他の適切な、好ましく
は、無菌の等張培地中を収集される。生理学的指標として、ＨＡＳが好ましい。細胞の遺
伝的改変は、RNAでトランスフェクトされた組換えＤＮＡ構築物を有する実質的に均質な
細胞組成物の形質導入、細胞融合、抗原の充填および当該分野において公知の種々の方法
および／または本明細書に中で記載される種々の方法よってそれらが維持される間の任意
の点で達成され得る。
【００５９】
　細胞の改変のために、レトロウイルスベクターが利用され得るが、任意の他の適切なベ
クター、送達システムまたは細胞改変が利用され得る。これらは、例えば、アデノウイル
ス、アデノ随伴ウイルス、人工染色体、酵母または腫瘍のような抗原供給抗原由来のRNA
を含む。遺伝子改変は、あるならば、成熟DCが有限の寿命を有するので永続する必要がな
い。遺伝子アプローチは、免疫または寛容を誘導するために、DCにおいて外来（腫瘍、ウ
イルス、寄生物など）の抗原または自己抗原を発現するために使用される。改変の寿命は
また、（Ｔ細胞によるように）治療を制限する自殺遺伝子によって制御され得る。
【００６０】
　形質導入の方法としては、当該分野において周知の任意の以下のものが挙げられるが、
これらの限定されない：例えば、Bregniら(1992) Blood 80: 1418-1422によって記載され
る方法によって、プロデューサー細胞と共に細胞を直接同時培養する方法、または、例え
ば、Xuら(1994) Exp. Hemat. 22: 223-230；およびＨｕｇｈｅｓら(1992) J. Clin. Inve
st. 89: 1817によって記載される方法によって、適切な増殖因子およびポリカチオンと共
に、あるいはそれらなしで、ウイルス上清のみと共に培養すること。
【００６１】
　宿主への抗原を発現するための抗原を発現するか、または抗原を充填された改変細胞の
再導入実施形態に、Ｔ細胞は活性化されるか、アネルギー（anergize）されるか、または
除去され、そして抗原に対して特異的に指向する。通常、適切な抗原としては、ウイルス
的に感染された細胞、または癌細胞によって発現された抗原、微生物、酵母、原生動物、
自己抗原（寛容源）およびアレルギー源が挙げられる。より具体的に、適切な抗原として
は、以下が挙げられるが、これらに限定されない；ウイルスタンパク質、癌細胞のタンパ
ク質、組織特異的タンパク質または免疫寛容タンパク質。Ｔ細胞の「誘導」は、欠失また
はアネルギーによるような抗原特異的Ｔ細胞の不活性化を含み得る。不活性化は、それぞ
れ器官移植および自己免疫疾患におけるような寛容を確立または再確立するために特に有
用である。改変されたＤＣは、当該分野において公知の任意の方法によって投与され得、
これは、静脈内、皮下内、結節内および胸腺に直接を含むが、これらに限定されない。好
ましくは、投与は静脈内（IV）である。
【００６２】
　しばしば、細胞免疫治療は、骨髄血球搬出収集物またはヒト宿主由来の他の細胞の供給
源の除去、供給源からの細胞の単離を含む。一方、宿主は、造血幹細胞移植が行われる場
合、ネイティブの造血能力を部分的、実質的または完全に除去するために処置され得る。
単離された細胞は、所望の改変を有する細胞を提供するために、この時間の間改変され得
る。完全な造血除去の場合、幹細胞増強がまた必要とされる。次いで、細胞または改変さ



(14) JP 2008-148700 A 2008.7.3

10

20

30

れた細胞は、宿主に貯蔵され、新規の能力を提供する。細胞除去の方法、宿主除去および
幹／前駆細胞再増殖が当該分野において公知である。
【００６３】
　改変された細胞は、通常、静脈内、結節内および皮下内に、任意の生理学的に受容可能
なビヒクルの形態で投与され得る。通常、少なくとも、1×105の細胞、好ましくは、1×1
06以上の細胞が投与される。細胞は、注射、カテーテルなどによって導入され得る。所望
される場合、因子はまた以下を含み得るが、これらに限定されない；インターロイキン（
例えば、IL-2、IL-3、IL-4、IL-12およびflt－リガンド）および他のインターロイキン、
コロニー刺激因子（例えば、G－、M－およびGM－CSF）インターフェロン（例えば、γ－
インターフェロン）。
【００６４】
　用語「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」は、任意の長さのアミノ酸
残基のポリマーをいうために、本明細書中で交換可能に使用される。ポリマーは、直鎖ま
たは分枝であり得、これは、改変されたアミノ酸残基またはアミノ酸アナログを含み得、
そしてこれは、アミノ酸残基以外の化学的部分によって中断され得る。この用語はまた、
自然にまたは介入によって改変されたアミノ酸ポリマーを含み、これは以下を含むが、こ
れらに限定されない：ジスルフィド結合フォーメーション、グリコシル化、脂質化（lipi
dation）、アセチル化、リン酸化、あるいは任意の他の操作または改変（例えば、標識ま
たは生物活性化成分との結合）。他に記述または示されない場合、用語、抗原結合フラグ
メントは、免疫学的な特異性を有する任意のポリペプチドモノマーまたはポリマー（これ
は、インタクトな抗体を含む）、および本明細書中に記載されるような、より小さい、お
よびより大きい機能的に等価なポリペプチドを含む。
【００６５】
　１．抗原結合フラグメントおよびそれらの組成物
　本発明は、DCを特異的に認識する抗原結合フラグメントを含む。すなわち、抗原は、DC
上で見出され、その結果、抗原を認識する抗原結合フラグメントは優先的にDCまたはそれ
らのサブセットを認識するか、または結合する。あるいは、BDCA-4によるように、抗原は
、他の細胞型で見出される；しかし、造血細胞内で、抗原はDC上に主に発現する。
【００６６】
　本発明はさらに、少なくとも１つのDC抗原に結合する単離された抗原結合フラグメント
を含む物質の組成物を包含する。好ましくは、抗原結合フラグメントは、AC144、AD5-13A
11、AD5-20E5、AD5-17F6、AD5-4B8、AD5-5E8、AD5-14H12およびAD5-8E7と命名されたmAb
であるか、またはこれに由来する。表１は、各mAbによって認識される抗原およびエピト
ープ、ならびにDCに特異的なmAbのアイソタイプを示す。
【００６７】
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【表１】

【００６８】
　非培養ヒト血液において、BDCA-2およびBDCA-4はCD123brightCDC11c-DC集団により発現
される。このDC集団は、現在一般にプラスマ細胞様DC (plasmacytoid DC）といわれてい
る。BDCA-2またはBDCA-4をプラスマ細胞様DCの免疫磁気性単離および／またはフローサイ
トメトリー同定のための表面マーカーとして用いることで、本明細書に記載されるこれら
の細胞の頻度、免疫表現型、形態、エンドサイトーシス能および成熟化についての結果は
、白血球抗原のラージパネルが用いられる以前の報告と完全に一致した。このことは、両
方の抗原が、非培養ヒト血液中のプラスマ細胞様DCに対する有用なマーカーであることを
はっきりと説明する。扁桃細胞の染色は、末梢リンパ器官のプラスマ細胞様DCに関連する
Ｔ細胞域がまた、他のリンパ組織関連DC集団（例えば、BDCA-2およびBDCA-4の発現に基づ
く、胚中心DC、樹枝状DC (interdigitating DC）、および小胞DC）からも区別され得るこ
とを示す（図16）。
【００６９】
　BDCA-2と異なり、BDCA-4はまた、インビトロでの種々の分化型DC集団で発現される：（
１）BDCA-2と対比して、BDCA-4は、Mo-DCおよびCD34-DCの両方で発現される；（２）BDCA
-2の発現は、培養中でいったんIL-3媒介成熟化を受けると、プラスマ細胞様DCにおいて完
全にダウンレギュレートされるが、BDCA-4の発現は、培養されたプラスマ細胞様DCにおい
て実際にアップレギュレートされる；および（３）BDCA-2と対比して、BDCA-4は、培養さ
れたCD11c+DCの大部分によって12時間以内に発現される。これにより、このことが、CD1c
+DC11cbrightの大集団にとってのみ事実なのか、またはCD1c-CD11CdimCD123-の小集団に
とってもまた事実なのか不明確にしている。プラスマ細胞様DC以外のBDCA-4+細胞が非培
養ヒト血液に存在しないという発見は、実際に、上述の分化型BDCA-4+DC集団のインビト
ロでの対応物が血液中に存在しないことを示す。
【００７０】
　抗BDCA-2mAbを用いたBDCA-2の架橋は、抗原－Ａｂ複合体の急速なインターナリゼーシ
ョンを誘導する。DCに対する他のエンドサイトーシスレセプターと類似して、これらは、
ランゲリン（Langerin）のように成熟に対してダウンレギュレートされる（Valladeauら
、（2000）Immunity 12: 71-81）。したがって、BDCA-2は抗原捕捉機能を有するレセプタ
ーであり得る。BDCA-2は、Ｃ型レクチンであり、連結後に急速にインターナリゼーション
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され（図８）、そしてBDCA-2リガンドはプロセスを受けてＴ細胞に対して提示される（図
15）。従って、DEC-205のように、BDCA-2は、Ｔ細胞に対するリガンドとして抗原取り込
み機能および提示機能を有する。
【００７１】
　BDCA-3の発現は、非培養ヒト血液中でCD1c-CD11cdimCD123-DCの小集団に限定される。
表現型、形態、エンドサイトーシスの能力および成熟の必要条件に関して、このＤＣ集団
はCD1+CD11cbrightCD123dimDC集団と全く同一である。しかし、BDCA-3およびCD1c発現自
体は別にして、免疫表現型分析により、いくつかの決定的な相違が明らかにされた。：CD
1c+BDCと対比して、BDCA-3+は、FcレセプターCD32、CD64、およびEcoRIを発現しない、そ
してこれらはCD2を発現しない。Fcレセプター発現の欠損は、CD1c+BDCと異なりBDCA-3+は
、Ig媒介の抗原取り込み能を有しないことを示す（Fangerら(1996) J. Immunol. 157: 54
1-548；Fangerら (1997) J. Immunol. 158: 3090-3098；およびMaurerら(1996) J. Immun
ol. 157: 607-616）。本明細書で示されるように、BDCA-3は100kDのタンパク質である。
【００７２】
　CD1c-CD11cdimDCと対比して、DC1c+CD11cbrightDCが、GM-CSF、IL-4およびTGF-β1と共
に培養された場合、ランゲルハルス細胞の特性（Lag抗原、Ｅ－カドヘリン、およびラン
ゲリンの発現、ならびにバーベック顆粒の存在）を取得する能力を有することについての
証拠がある。BDCA-3+DCおよびCD1c+DCが小細胞型の成熟工程を示す場合、このことは、BD
CA-3+DCがランゲルハルス細胞に分化する能力をすでに失っているかまたはまだ獲得して
いないかのいずれかであることを示す。
【００７３】
　本明細書で示される結果とは逆に、Itoら（1999）は、CD1c-CD11cdimDCと異なり、CD1c
+CD11cbrightDCが、CD1aを発現することを報告した。BL-6およびB5の２つのmAbは、CD1a
の染色のために使用され、そしてこの２つのmAbを比較した場合、染色強度の違いが実際
に観察された（B-B5での染色がおそらくより鮮やかであった）。本明細書中で示されるよ
うに、DCの染色は、CD1a mAbであるBL-6およびHI49の至適滴定量を用いた場合明らかに陰
性であったが、B-B5を用いた場合陽性であった。さらに、BL-6およびHI149と異なり、B-B
5は血液中の高い割合のCD19+B細胞を染色した。従って、B-Bの染色パターンは、CD1a mAb
よりもCD1c mAbのはっきりとした暗示であり、そして実際にCD1c mAb AD5-8E7は、B-B5の
MOLT-4細胞への結合を阻害する。従って、本発明者らは、B-5がCD1cを認識すること、お
よびCD1c+DCがCD1aを発現しないことを結論づける。
【００７４】
　CD1c、CD2およびCD14についてのCD1c+DCの染色は、低い割合のDCが、変動し得る程度で
CD14を発現すること、およびこれらの細胞でのCD1cおよびCD2の発現レベルが、CD14の発
現レベルと反比例することを明らかにした。この観察は、直系の分化モデル従い、CD1c+C
D2+CD11cbrightCD14-DCは、両方の細胞型の共通の前駆体の子孫というよりはCD14+CD1c-C
D2-単球の子孫である。かなりの割合のCD14+単球がすでに非常に低レベルのCD2を発現し
、そしてGM-CSFおよびIL-4と共に培養された場合に、代表的な樹枝状の形態および強力な
Ｔ細胞刺激性を有する成熟DCに急速に分化する能力を有することの観察によりこの概念は
さらに支持される（Crawfordら(1999) J. Immunol. 163: 5920-5928）。
【００７５】
　CD1c（BDCA-1）、BDCA-2、BDCA-3およびBDCA-4のmAbの使用は利便性、および明白な機
能的摂動なしにPBMC、白血球搬出物質、全血、扁桃などからDCを迅速に検出、列挙および
単離する簡便でかつ有効な方法を提供する。これは、これらのさらなる機能的および分子
的な特徴付けに対する補助として価値があり、これらの相互関係を明らかにする際に有用
であり得る。さらに、非常に均質にＤＣ集団を容易に単離する能力はこれらの病理的な使
用を容易にする。この抗原結合フラグメントはまた、組織（非造血組織（限定することな
く、気道上皮、皮膚、腸、肺および肝臓が挙げられる）および造血組織（限定することな
く、扁桃、脾臓、リンパ節および胸腺が挙げられる）の両方）からのＤＣの検出、列挙お
よび／または単離の際に有用である。
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【００７６】
　抗体を分泌するハイブリドーマもまた、本発明に含まれ、それらの抗原結合フラグメン
トを発現する他の細胞についても同様に本発明に含まれる。BCDA-2またはBCDA-3またはBC
DA-4を特異的に認識する任意の抗原フラグメントもまた本発明に含まれる。表１および本
発明で提供される実施例に見られるように、これらの抗原を特異的に認識する複数のタイ
プのｍＡｂが産生され得る。また、本明細書に示される結果に見られるように、抗原結合
フラグメントは、同じ抗原に対する同じエピトープであると認識する必要はない。このよ
うな全ての抗原結合フラグメントおよびこれらの組成物は、本発明に含まれる。
【００７７】
　用語「抗原結合フラグメント」は、優先的にDCまたはこれらの亜集団に結合する任意の
一部分を含む。適切な一部分としては、所望の標的分子と結合するアプトマーとして公知
のオリゴヌクレオチド（HermannおよびPantel(2000) Science 289: 820-825）、炭水化物
、レクチン、Fab、F(ab’)2、Fab’、scFv（単量体形態および多量体形態の両方）および
単離されたＨ鎖およびＬ鎖のようなIgフラグメント、が挙げられるがこれらに限定されな
い。抗原結合フラグメントは、インタクトなＩｇの特異性を保持するが、アビディティー
および／またはアフィニティーは変化され得る。
【００７８】
　該して、本明細書中に記載される特定の化合物、組成物および方法は、含有する抗原決
定基が提供されれば、標準的な免疫化学技術により慣用的に生成され得る抗体およびこれ
らの誘導体に関する。これらとしては、例えば、化学結合により、もしくは賦形剤または
アジュバンドと混合することにより結合した別の化合物と結合した抗原結合フラグメント
が挙げられるがこれらに限定されない。特異的な結合パターンおよびこれらを作製する方
法は、本明細書中に記載されており、そして当該分野で公知である。
【００７９】
　抗原結合フラグメント（これらの「誘導体」もまた含む）は、代表的に遺伝子操作によ
り生成されるが、これらは他の方法および方法の組み合わせにより代替的に獲得され得る
。これらの種別としては、加工ペプチドフラグメントおよび融合タンパク質が挙げられる
がこれらに限定されない。好ましい化合物として、抗DC CDRを含むポリペプチドフラグメ
ント、サイトカインエフェクター要素を含む抗体融合タンパク質、アジュバンドまたは薬
剤を含む抗体融合タンパク質、腫瘍細胞由来の抗原を含む抗体融合タンパク質、ウイルス
抗原、細菌抗原、寄生虫抗原、酵母抗原、自己抗原またはそれから誘導された抗原性ペプ
チド（Ｔ細胞エピトープ）、および単鎖Ｖ領域タンパク質が挙げられる。抗原結合フラグ
メントは、これらがヒト供給源から単離された場合、ヒト起源の抗原結合フラグメントで
あると考えられ、そして直接使用されるかあるいは他の細胞型およびこれらの誘導体また
はヒト染色体全体もしくはその一部分（例えば、ＶH、ＤH、ＪH、ＶL、ＪL、ＣH、ＣLの
遺伝子セグメントをコードするヒト染色体を有するマウス）おいてクローン化されそして
発現される。
【００８０】
　「融合ポリペプチド」は、天然で見出されるものとは異なる位置で連続するペプチド領
域を含むポリペプチドである。この領域は、通常別々のタンパク質に存在し得、１つにさ
れて融合タンパク質となる；これらは通常同じタンパク質内に存在し得るが、この融合ポ
リペプチドにおいて新しい配置に置かれる；またはこれらは合成的に配置され得る。例え
ば、本発明は、抗原結合フラグメントの機能的部分およびトキシンのような別のペプチド
からなる組換えタンパク質（およびこのタンパク質をコードするポリヌクレオチドまたは
これに相補なポリヌクレオチド）を含む。これらの融合タンパク質を作製する方法は当該
分野で公知であり、例えばこれらは、WO93/07286に記載される。
【００８１】
　ポリペプチドの「機能的に等価なフラグメント」は、付加、欠損、置換の任意の組み合
わせによりネイティブの配列と異なるが、用いられる状況に関連するフラグメントの少な
くとも１つの機能的特性は保護されている。
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【００８２】
　抗原結合フラグメントは、免疫性疾患に関連する臨床的状態を緩和する際に有用である
。本発明はさらに、抗原結合フラグメントのポリペプチド誘導体および診断、処置、およ
び新規薬剤の製造においてこれらの組成物を使用するための方法を包含する。
【００８３】
　本発明はまた、科学的機能部分と結合した抗原結合フラグメントを包含する。代表的に
は、この部分は、検出可能なシグナルを生成し得る標識である。これらの複合化した抗原
結合フラグメントは、例えば、幹細胞移植後および化学療法のような免疫切除療法後の種
々の組織、種々の疾患におけるDCの定量、ならびに例えば化学療法または自己免疫療法後
のDCの照射および画像化のような決定システムにおいて有用である。
【００８４】
　このような標識は当該分野で公知であり、放射性同位体、酵素、蛍光化合物、化学発光
化合物、生物発光化合物、基質コファクターおよび基質インヒビターならびに磁粉が挙げ
られるがこれらに限定されない。これらの標識の使用を教示する特許の例については、例
えば、米国特許番号第3,817,837号；3,850,752号；3,939,350号；3,996,345号；4,227,43
7号；4,275,149号；および4,366,241号を参照のこと。この部分は、共有結合され得るか
、組換え的に結合され得るか、または第２の薬剤（例えば、二次抗体、プロテインＡ、ま
たはビオチン－アビジン複合体）を通じて（共有的にまたは非共有的に）結合され得る。
【００８５】
　他の機能的部分としては、シグナルペプチド、免疫学的応答性を増強する薬剤、固体支
持体との結合を容易にする薬剤、ワクチンキャリアー、生物応答修飾因子、常磁性標識お
よび常磁性薬物が挙げられるがこれらに限定されない。シグナルペプチドは、原核生物形
態および真核生物形態を含む。免疫学的応答性を増強する薬剤としては、細菌スーパー抗
原およびアジュバンドが挙げられるがこれらに限定されない。固体支持体との結合を容易
にする薬剤としては、ビオチン、アビジンまたはこれらの誘導体が挙げられるがこれらに
限定されない。免疫原キャリアとしては、任意の生理学的に受容可能なバッファーが挙げ
られるがこれに限定されない。
【００８６】
　生物応答修飾因子としては、サイトカイン、特定の腫瘍壊死因子（TNF）、IL-2、イン
ターロイキン－4(IL-4）、GM-CSF；IL-10、IL-12、TGF-βおよび特定のインターフェロン
、ならびにケモカイン（MIP-3β、SDF-1、リンホタクチン、DC-CK1、エオタキシン、IP-1
0、TARC、ランテス、MIP-1x、MIP-1B、SLC、1-TAC、MIG、MDC、MCP-1、TCA-3、MCP-2、-3
、-1）が挙げられるがこれらに限定されない。米国特許第5,750,119号；およびWO特許公
開：96/10411；98/34641；98/23735；98/34642；97/10000；97/10001；および97/06821も
また参照のこと。このように、ケモカインは、Ｔ細胞のような他の細胞を誘引するのに有
用であり得る。
【００８７】
　「シグナルペプチド」または「リーダー配列」は、細胞膜（通常は真核生物細胞におけ
る小胞体（ER）で）ならびに細菌の内膜か、もしくは内膜および外膜の両方のいずれかを
通じて、新たに合成されたタンパク質を指向する短いアミノ酸配列である。シグナルペプ
チドは、代表的にポリペプチドのＮ末端に存在し、そして生合成と細胞からまたはＥＲ膜
を通じたポリペプチドの分泌との間に酵素的に除去される。従って、シグナルペプチドは
、分泌タンパク質には存在しないが、タンパク質産生時にのみ存在する。
【００８８】
　単鎖複合体を含む免疫毒素は、組換え手段により生成され得る。種々の免疫毒素の生成
は、当該分野で公知であり、そして例えばその方法は、「Monoclonal Antibody-toxin Co
njugates: Aiming the Magic Bullet」、Thorpeら(1982）、Monoclonal Antibodies in C
linical Medicine、Academic Press、168-190頁；Vitatta(1987) Science 238: 1098-110
4；およびWinterおよびMilstein(1991) Nature 349: 293-299で見出される。
【００８９】
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　適切な毒素としては、リシン、放射性核種、ヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質、Pseudo
monas外毒素Ａ、ジフテリア毒素、リシンＡ鎖、真菌毒素（例えば、真菌リボソーム不活
性化タンパク質（例えば、ゲロニン、レストリクトシンおよびホスホリパーゼ酵素））が
挙げられるがこれらに限定されない。該して、「Chimeric Toxins」、OlsensおよびPihl
、Pharmac. Ther. 15: 355-391(1981）；および「Monoclonal Antibodies for Cancer De
tection and Therapy」、BaldwinおよびByers編、159-179頁、224-266頁、Academic Pres
s(1985）を参照のこと。
【００９０】
　化学的に機能的な部分は、例えば抗原結合フラグメントおよび機能領域をコードする融
合遺伝子を、他の遺伝子から作製することにより（例えば、酵素）、組換え的に作製され
得る。遺伝子融合の場合、２つの成分が同じ遺伝子内に存在することになる。あるいは、
抗原結合フラグメントは、周知の種々の化学的手順にいずれかにより、この部分に化学的
に結合され得る。例えば、この部分がタンパク質である場合、この結合は、ホモ二機能性
クロスリンカーまたはヘテロ二機能性クロスリンカー（例えば、ＳＰＤＰ、ＳＭＣＣ、カ
ルボジイミド、グルタラルデヒドなど）によりなされ得る。この部分は、二次的な薬剤（
二次抗体、プロテインＡ、またはビオチン－アビジン複合体が挙げられるがこれらに限定
されない）を通じて共有的に結合または複合化され得る。常磁性部分および抗体に対する
これらの複合体は当該分野で周知である。例えば、Miltenyiら(1990) Cytometry 11: 231
-238を参照のこと。
【００９１】
　ここで、本出願人は、当該分野において記載される問題（O’Dohertyら(1993)；および
Yamaguchiら(1995)）を、近年記載された対側性（contralateral）フットパッド免疫化手
順を用いて克服した。Ｙｉｎら、（1997) Blood 90: 5002-5012を参照のこと。このシス
テムは、抗原に遭遇しない限り末梢リンパ器官を継続的に再循環するが、いったん抗原に
より活性化された場合１週間でないとしても、数日間末梢リンパ器官に直ちに保持される
ナイーブな抗原特異的Ｔ細胞およびＢ細胞を使用する。PICKERら(1992) Annu .Rev. Immu
nol .10:561-591；Butcherら(1996) Science 272: 60―66；Bradleyら(1996)Curr. Opin.
 Immunol. 8: 312: 320；Watsonら(1998) Cell. Adhes. Commun. 6: 105-110；Kearneyら
(1994) Immunity 1: 327-339；Jacobら(1992) J. Exp. Med. 176: 679-687；Ridderstaad
ら(1998) J. Immunol. 160: 4688-4695；およびTarlinton(1998) Curr. Opin. Immunol. 
10: 245-251を参照のこと。
【００９２】
　本明細書で提供される実施例において、－３、０、４、７、11および14日目にブリスト
ロール－８Ｂリンパ芽球腫細胞をマウスの左フットパッドに注射し、一方で０、４、７、
11および14日目にDCを右フットパッドに注射した。共有抗原に対する特異性を有するナイ
ーブなＢ細胞およびＴ細胞（例えば、ＨＬＡクラスＩＩ分子）は、－３日目と０日目との
間の左膝窩リンパ節において、ブリストール－８細胞により活性化され、その上そこで保
持される。他方、DCに対する固有の抗原に対して特異性を有する全てのリンパ球は０日目
以降の右膝窩リンパ節において活性化について利用可能なまま維持される。
【００９３】
　この免疫化技術を、大多数のDCの迅速な単離のための強力な手順と組み合わせ、そして
３つの新規のDC抗原（BDCA-2、BDCA-3およびBDCA-4）を認識するｍＡｂのパネルの生成を
可能にした。さらなるDC特異的抗体を生成する際でのこの抗原の使用により、より多くの
成功の機会を有する抗体生成のより伝統的な方法の使用が可能になる。
【００９４】
　抗体の産生および単離の方法は当該分野で周知である。例えば、HarlowおよびLane(198
8) Antibodies: A Laboratory Manual、Cold Spring Harbor Laboratory、New Yorkを参
照のこと。一般的な抗体精製方法としては、塩析（例えば、硫酸アンモニウムを用いる塩
析）；イオン交換クロマトグラフィー（例えば、カチオンまたはアニオン交換カラムを中
性ｐＨで行い、そして漸増イオン強度の段勾配で溶出するイオン交換クロマトグラフィー
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）、ゲル濾過クロマトグラフィー（ゲル濾過HPLCを含む）；およびアフィニティー樹脂（
例えば、プロテインＡ、プロテインＧ、ヒドロキシアパタイトまたは抗Ig）でのクロマト
グラフィーが挙げられるがこれらに限定されない。抗原結合フラグメントはまた、DCまた
はこれらの抗原部分を含むアフィニティーカラムで精製され得る。好ましくは、フラグメ
ントは、Protein-A-CL-SepharoseTM4Bクロマトグラフィー、その後にDEAE-SepharoseTM4B
イオン交換カラムを用いて精製される。
【００９５】
　本発明はまた、ハイブリッド抗体を包含する。この抗体において、一対のＨ鎖およびＬ
鎖は一次抗体からえられ、他の対のＨ鎖およびＬ鎖は異なる二次抗体から得られる。本発
明の目的のためには、一対のＬ鎖およびＨ鎖は抗DC抗体由来である。１つの例において、
それぞれのＬ－Ｈ鎖は、DC特異的抗原の異なるエピトープに結合する。このようなハイブ
リッドはまた、ヒト化したＨ鎖またはＬ鎖を用いて形成し得る。本発明はまた、他の二特
異性抗体（例えば、定常領域を通じて共有結合した２つの別々の抗体を含む抗体）を包含
する。
【００９６】
　本発明に包含される他の抗原特異的フラグメントは、Ｈ鎖またはＬ鎖が付加的な特性を
提供するため改変された抗体である。例えば、アミノ酸配列の変化は、生じたポリペプチ
ドの免疫原性の減少を引き起こし得る。この変化は、１つ以上のアミノ酸残基からＣ領域
ドメインのような領域の完全な再設計までの範囲に及ぶ。代表的な変化としては、補体結
合、膜レセプターとの相互作用および他のエフェクター機能に関与する変化が挙げられる
がこれらに限定されない。組換え抗体はまた、基質（例えば、サイトカイン）の細胞への
特異的な送達を補助するために設計され得る。種々のIgドメインが天然で存在するものと
は異なる秩序に置かれたペプチドもまた、本発明に包含される。
【００９７】
　抗原結合フラグメントの大きさは、所望の機能を提供するために必要な最小限の大きさ
のみであり得る。これは、必要に応じてさらなるアミノ酸配列（望ましくは、この抗原結
合フラグメントにネイティブなアミノ酸配列またはヘテロ供給源由来のアミノ酸配列のい
ずれか）を含み得る。抗DC抗原結合フラグメントは、抗体Ｖ領域配列由来の５つの連続し
たアミノ酸残基のみを含み得る。抗体Ｌ鎖またはＨ鎖Ｖ領域由来の７個のアミノ酸残基、
より好ましくは約10個のアミノ酸残基、より好ましくは約15個のアミノ酸残基、より好ま
しくは約25個のアミノ酸残基、より好ましくは約50個のアミノ酸残基、より好ましくは約
７５個のアミノ酸残基を含むポリペプチドもまた含まれる。抗体Ｌ鎖またはＨ鎖Ｖ領域の
全体を含むポリペプチドでさえ、より好ましい。
【００９８】
　置換は、１つ以上のアミノ酸残基の交換または改変からＶ領域のような領域の完全な再
設計までの範囲に及び得る。もし存在する場合、アミノ酸残基の置換は、好ましくはペプ
チドのフォールディングまたは機能的性質が悪化するように影響を及ぼさない保存的置換
である。保存的置換がなされ得る機能的に関連するアミノ酸残基のグループは、グリシン
／アラニン；バリン／イソロイシン／ロイシン；アスパラギン／グルタミン；アスパラギ
ン酸／グルタミン酸；セリン／スレオニン／メチオニン；リジン／アルギニン；およびフ
ェニルアラニン／チロシン／トリプトファンである。抗原結合フラグメントは、グリコシ
ル化され得るかもしくはグリコシル化され得ないか、翻訳後に改変され得るか（例えば、
アセチル化およびリン酸化）または合成的に改変され得る（例えば、標識基の結合）。
【００９９】
　Ｌ鎖およびＨ鎖の両方を含むポリペプチド誘導体は、Ｌ鎖およびＨ鎖を分離し、次いで
合成されて形成され得るか、またはインサイチュで両鎖の発現系により合成されて形成さ
れ得る。このような発現系は、Ｌ鎖およびＨ鎖について別々に転写可能な領域を含有する
プラスミドでトランスフェクトするか、またはそれぞれの鎖に対するプラスミドで同じ細
胞を同時トランスフェクトするかにより作製され得る。第３の方法では、Ｈ鎖をコードす
る領域を有する適切なプラスミドを、Ｈ鎖欠損変異体にトランスフェクトする。
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【０１００】
　Ｈ鎖欠損変異体は、フルオレセイン標識ウサギ抗マウスIgG（Ｈ鎖特異的、DAKO Corpor
ation、Carpinteria、CA）を有する細胞が産生する抗DC抗体を販売元の説明書に従って処
理することにより獲得され得る。染色した細胞集団および染色していない細胞集団を、フ
ローサイトメトリーにより分析する。染色していない細胞を滅菌チューブに回収し、そし
て限界希釈により１細胞／ウェルで96ウェルプレートに置く。次いで培養上清を、ヤギ抗
マウスIgG（Ｈ鎖特異的）およびヤギ抗マウスκを用いてELISAでアッセイする。
【０１０１】
　κポジティブ、IgGネガティブの表現型を有するクローンを少なくとも３回サブクロー
ニングし、安定な抗DC(-H)変異体を得た。推定Ｈ鎖欠損変異体由来のmRNAを単離し得、そ
してＬ鎖Ｖ領域cDNAの配列を決定する。ＶHについてのmRNAのリバースPCRを、２セットの
５’プライマーおよび３’プライマーを用いて行い、抗DC(-H)cDNAのクローニングに用い
た。Ｈ鎖欠損変異体は、これらのプライマーを含む検出可能なDNAを産生しなかった。こ
の細胞のトランスフェクションを、適切なＨ鎖プラスミドを用いて進めた。
【０１０２】
　本発明に包含される別の抗原結合フラグメント融合体は、Ｈ鎖およびＬ鎖の定常領域が
改変されて付加的な特性を提供する抗体である。例えば、アミノ酸配列の変化は、生じた
ポリペプチドの免疫原性の変化を引き起こし得る。この変化は、１つ以上のアミノ酸残基
から定常領域ドメインの完全な再設計までの範囲に及ぶ。予想される変化は、補体結合、
膜レセプターとの相互作用、および他のエフェクター機能に影響を及ぼすものである。組
換え抗体はまた、基質（例えば、リンホカインまたは抗原もしくは腫瘍、ウイルス、寄生
虫または細菌由来の抗原性ペプチド、あるいは寛容原（自己抗原））の細胞への特異的な
送達を補助するよう設計され得る。種々のIgドメインが天然とは異なる順序で配置されて
いるタンパク質もまた、本発明に包含される。
【０１０３】
　本発明はまた、抗DC抗体の単鎖Ｖ領域フラグメント（「scFv」）を包含する。単鎖Ｖ領
域フラグメントは、短い連結ペプチドを用いてＬ鎖および／またはＨ鎖Ｖ領域を連結する
ことにより作製される（Birdら(1988) Science 242: 423-426）。十分な可撓性および長
さを有する任意のペプチドがscFvのリンカーとして用いられ得る。通常このリンカーは、
免疫原性がほとんど有さないか全く有さないよう選択される。連結ペプチドの例は、（GG
GGS)3である。これは、あるＶ領域のカルボキシ末端と別のＶ領域のアミノ末端との間の
約3.5nmを橋渡しする。他のリンカー配列もまた用いられ得、そしてさらなる機能（例え
ば、薬物または固体支持体との結合あるいは基質（例えば、リンホカインまたは抗原もし
くは腫瘍、ウイルス、寄生虫または細菌由来の抗原ペプチド、あるいは寛容原（自己抗原
））の細胞への特異的な送達）が提供され得る。
【０１０４】
　全てのまたは任意のＨ鎖またはＬ鎖が任意の組み合わせで用いられ得る。代表的に、Ｖ
領域全体が、scFvに含まれる。例えば、Ｌ鎖Ｖ領域は、Ｈ鎖Ｖ領域と連結され得る。ある
いは、Ｌ鎖Ｖ領域の一部は、Ｈ鎖Ｖ領域またはその一部と連結され得る。Ｈ鎖Ｖ領域は、
本明細書中に記載される抗体に由来し、そしてＬ鎖Ｖ領域が別のIgに由来するようなscFv
もまた意図される。１つの成分が抗原結合フラグメントであり、そして別の成分がＴ細胞
エピトープのような異なるポリペプチドである二相性のscFvが作製され得る。
【０１０５】
　このscFvは、任意の順序で合成され得る（例えば、VH-（リンカー)-VLまたはVL-(リン
カー)-VH）。特定の発現系におけるこれら２つの構成の発現レベルにおいて差異があり得
る。この場合、これらの形態の１つが優先され得る。（X)-(リンカー)-(X)-(リンカー)-(
X)のような直列scFvもまた作成され得る（ここで，ＸはscFvまたはこれらの他のポリペプ
チドとの組み合わせである）。別の実施形態において、単鎖抗体ポリペプチドは、リンカ
ーポリペプチドを有さないか、またはごく短い、可撓性のないリンカーを有する。可能な
構成は、VL-VHおよびVH-VLである。この連結は、短すぎてこの鎖内のＶLとＶHとの間の相
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互作用を許さず、そしてこの鎖は、それぞれの末端にＶL／ＶH抗原結合部位を有するホモ
二量体を形成する。このような分子は、「二重特異性抗体（diabodies）」と呼ばれる。
【０１０６】
　scFvは、組換え的にかまたは合成的に生成され得る。scFvの合成的な生成に関して、自
動合成装置が用いられ得る。scFvの組換え生成に関して、scFvをコードするポリヌクレオ
チドを含有する適切なプラスミドが、適切な宿主細胞（真核生物細胞（例えば、酵母細胞
、植物細胞、昆虫細胞または哺乳動物細胞）かまたは原核細胞生物（例えば、Escherichi
a coli）のいずれか）に導入され得、そして発現したタンパク質が、標準的なタンパク質
精製技術を用いて単離され得る。ｓｃＦｖはまた、ファージ提示ライブラリーから獲得さ
れ得る。
【０１０７】
　scFvの生成について特定の有用な系は、プラスミドpET-22b(+)(Novagen、Madison、WI
）である。Escherichia coli pET-22b(+）は、６個の連続するヒスチジン残基からなるニ
ッケルイオン結合ドメインを含有し、これは適切なアフィニティー樹脂上で、発現したタ
ンパク質を精製することを可能にする。適切なベクターの別の例は、pcDNA3（Invitrogen
、SanDiego、CA）である。
【０１０８】
　遺伝子発現の条件は、好ましくはscFvが適切な三次構造をとることを保証する。用いら
れるプラスミド（特にプロモーター活性）および宿主細胞に依存して、生成率を改変する
ことが必要であり得る。例えば、原核細胞系においてより弱いプロモーターの使用、また
はより低い温度での発現が、適切に折り畳まれたscFvの産生を最適化するために必要であ
り得る；またはこれは真核生物細胞においてscFvを発現するために用いられ得る。
【０１０９】
　本発明はまた、複数のDC特異的抗原結合フラグメントを含む抗原結合フラグメントのポ
リマー形態を包含する。１つの実施形態は、抗原結合フラグメントの直鎖ポリマーであり
、必要に応じてキャリアと複合体化される。これらの直鎖ポリマーは、単一抗原結合フラ
グメントポリペプチドの複数のコピーまたは異なるポリペプチドの組み合わせを含み得、
そして直列ポリペプチドまたは他のアミノ酸配列により切り離されるポリペプチドを有し
得る。
【０１１０】
　別の実施形態は、多抗原ペプチド（MAP）である。MAPは、放射状にリシン樹状突起に枝
分かれした免疫学的な小インサートコアを有し、ここに多くの抗原結合フラグメントポリ
ペプチドが共有結合している。例えば、Posnettら(1988) J. Biol. Chem. 263: 1719-172
5；およびTam(1989) Met .Enz. 168: 7-15を参照のこと。この結果は、コアに対して高モ
ル比の抗原結合フラグメントポリペプチドを有する大きな高分子である。ＭＡＰは有効な
免疫原であり、そして免疫アッセイについての有用な抗原である。ＭＡＰを生成するため
のコアは、標準的なペプチド合成技術により作製され得るか、または商業的に獲得され得
る（Quality Controlled Biochemicals、Inc.、Hopkinton、MA）。代表的なコアマトリッ
クスは３つのレベルでのリシンおよび８つのアミノ酸残基から構成される。
【０１１１】
　本発明はさらに、本発明のDC特異的抗原結合フラグメントに対する抗イディオタイプ抗
原結合フラグメントを含む。このような抗イディオタイプは、当該分野で公知の任意の方
法によって作成され得る。
【０１１２】
　癌患者は、しばしば免疫抑制されており、そしていくつかの腫瘍関連抗原（TAA）に対
して耐性である。このようなTAAに対する活性な免疫応答を誘引することは、癌治療にお
ける重要なチャレンジを示す。所定の抗原での免疫化は、CTL応答を含む免疫応答、好ま
しくは強力なCTL応答を生成する。この抗原に対する抗体の産生は、腫瘍細胞がADCC（抗
体依存性細胞性細胞傷害）によって殺傷される場合に、役立ち得る。本発明は、当該分野
で公知の方法により特定の免疫応答を誘導するにおける、本発明の抗原結合フラグメント
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の使用によって、同定および単離されたDCの使用を包含する。免疫応答は、癌、感染性ウ
イルス、感染性細菌、感染性寄生生物、感染性酵母、および自己免疫疾患（耐性誘導）に
関連したものを含むが、これに限定されない、任意の抗原に対して特異的であり得る。
【０１１３】
　このような応答を誘導するのに特に適している小集団を単離する能力により、小集団の
混合物よりも効果的なDCの調製を生じる。ハイブリッド細胞（例えば、DC／腫瘍細胞）は
また、癌特異的療法として用いられ得る。改変細胞（細胞のヘルパーＴ細胞分極能力に関
して活性化された、インビトロ成熟された、調節された（Th1 v Th2 v Th3/Th-R）、そし
て細胞のＴ細胞刺激、またはアネルギー化、または欠失能力に関して調節された、細胞を
含むがこれに限定されない）が、同様に、本発明に包含され、そして遺伝子改変された細
胞またはトランスフェクトされた細胞、および抗原提示または内部移行について適切なペ
プチドまたはタンパク質とともにインキュベートされた細胞を含むがこれに限定されない
。小集団は、分化の１つの系列および別の系列の１つにおける特定の分化の段階を含むが
これに限定されない。
【０１１４】
　本発明はさらに、DC、その小集団およびその混合物を提供する。この細胞は、当該分野
で公知の任意の分別方法によって、本明細書で提供される抗原結合フラグメントを用いて
選択される。単離された細胞を含む組成物はまた、本発明によって包含される。これらは
、薬学的組成物および治療組成物、ならびに単離された細胞を含む任意の他の組成物を含
む。本明細書に記載の方法によって単離されたDC小集団は、好ましくは実質的に均質であ
る。すなわち、BDCA特異的抗原結合フラグメントによって単離された細胞は、好ましくは
、約80% BDCA+を超え、より好ましくは約90% BDCA+を超え、そして最も好ましくは約95% 
BDCA+を超える。当然ながら、この細胞と他のDC、または他の造血細胞との引き続く組み
合わせは、BDCA+細胞のパーセンテージを減少させ得、このような組み合わせがまた、本
発明によって包含される。
【０１１５】
　同様に、本明細書に記載の方法によって得られるDCは、当該分野で公知の任意の処置方
法における使用に適切である。これらの方法を達成するために変更されたDCはまた、本発
明によって包含される。これらの方法としては、以下が挙げられるがこれらに限定されな
い：
　ａ）自己免疫疾患、アレルギー、移植片対宿主病（GvHD）、異種同種移植変拒絶におけ
る、特定のＴ細胞耐性（刺激の代わりの殺傷またはアネルギー）を誘導するための、単離
されたDCを用いた治療。例えば、このようなＴ細胞に特異的なDCは、溶解、不活性化、ま
たは死誘導部分を含み、これにより、例えば、CD95Lトランスフェクションにおけるよう
な抗原標識または遺伝子改変による望ましくない免疫反応に関与するＴ細胞を特異的に標
的するように、改変され得る。Ｔ細胞に対するDC特異性は、主に、MHC IおよびIIを介し
た適切なＴ細胞エピトープ（ペプチド）の提示により生じる。耐性誘導機能を有するDCの
特定のサブセットは、患者に直接投与され得る。末梢耐性は、改変されたDCによって媒介
され得、Ｔ細胞の欠失（殺傷）、アネルギーおよび抑制／調節を誘導し得る；
【０１１６】
　ｂ）特定のＴ細胞において、特定のサイトカイン発現プロフィールを誘導するための、
単離されたDCを用いる免疫調節。これは、Th1（特定の炎症性免疫応答についてのサイト
カイン）、Th2（特定の体液性免疫応答のサイトカイン）、またはTh3（特定の免疫抑制の
サイトカイン）の産生に影響するのに特に有用である。例えば、アレルギーおよび喘息の
場合、Th1応答の誘導は、Th2応答を生じる兆候を減少または排除し得る；
　ｃ）腫瘍抗原、ウイルス抗原、および細胞抗原を含むがこれに限定されない、DC提示抗
原での治療；
　ｄ）免疫反応を誘導するのに十分な量および条件下での、DC（提示抗原とともにまたは
提示抗原なしに）および種々のコファクター（補助因子）（これは、サイトカイン、同時
刺激分子、およびエフェクター分子を含むがこれに限定されない）を用いた治療；および
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　ｅ）抗原提示細胞を得るためのインビトロでのＴ細胞刺激。
【０１１７】
　本明細書に記載される抗原結合フラグメントはまた、多くの処置方法に適切である。こ
れらとしては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：
　ａ）自己免疫あるいは至適のおよび選択的な取り込み／トランスフェクションについて
ＤＣに対する抗原または核酸（ウイルス、プラスミドDNA、RNAなど）のインビボ標的化に
関与するDC（例えば）のリガンド－またはリガンド媒介免疫治療を模倣する抗体。BDCA-2
が、抗原取り込みおよびプロセシング機能を有する分子であるらしいのと同様に、この文
脈において特に有用であり得る。
【０１１８】
　ｂ）免疫モニタリング：例えば、種々の疾患においておよび、例えば、増殖誘導リガン
ド（例えば、flt3－リガンドまたはG-CSF）を用いた、動員の際の、BDCA-2+、BDCA-3+、
およびBDCA-4+DCの列挙および特徴付け。
【０１１９】
　宿主に対して有害でない任意のキャリアが、DCに用いられ得る。適切なキャリアは、代
表的には、大きく、緩徐に代謝された高分子（例えば、タンパク質）；ポリサッカライド
（例えば、ラテックス機能化セファロース、アガロース、セルロース、セルロースビーズ
など）；ポリマー性（重合体）アミノ酸残基（例えば、ポリグルタミン酸、ポリリジンな
ど）；アミノ酸コポリマー；および不活性なウイルス粒子または弱毒化細菌（例えば、サ
ルモネラ）である。
【０１２０】
　２．さらなるDC特異的抗原結合フラグメントの獲得方法。
　本発明は、DC特異的抗原結合フラグメントを得る方法を包含する。
　詳細には以下に記載のように、新しいDC特異的抗原結合フラグメントを生成する方法と
しては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：１）ファージディスプレイ技術の使
用（これにより抗体レパートリーをコードするcDNAは、好ましくは、PCRおよび種特異的
Ｖ領域に特異的なオリゴヌクレオチドプライマーを用いて、リンパ球または脾臓ＲＮＡか
ら増幅される）；２）抗原を用いた哺乳動物の免疫、およびポリクローナル抗体またはｍ
ＡＢの生成工程；ならびに３）ファージ（非常に大きく多様なＶ遺伝子レパートリー）上
での提示による、事前免疫なしに抗体を作成するためのファージディスプレイの使用。一
般に、Hoogenboomら(1998) Immunotechnol. 4: 1-20を参照のこと。好ましくは、治療目
的のために、非ヒト抗原結合フラグメントが用いられるべき場合、これらは、当該分野で
公知の方法によってヒト化され得る。
【０１２１】
　Medezら(1997) Nature Genetics 18: 410により記載の方法が用いられ得る。要するに
、精製した抗原を用いて、ナイーブなマウス抗体レパートリーを欠き、代わりに生殖細胞
系においてほとんどのヒト抗体Ｖ遺伝子を有するトランスジェニックマウスを免疫する。
続いて、ヒト抗体がマウスＢ細胞により産生される。この抗体遺伝子は、ＰＣＲライブラ
リー選択または古典的ハイブリドーマ技術によりＢ細胞から回収される。
【０１２２】
　あるいは、抗体は、精製されたDC特異的抗原での注射後、マウス（例えば、BALB/c）マ
ウスから得られ得る。mAbは、標準的ハイブリドーマ技術を用いて生成される。Maltiら(1
997) Biotechnol. Int. 1: 85-93 （ヒトハイブリドーマ）；およびKohlerおよびMilstei
n(1975) Nature 256: 495-497（マウスハイブリドーマ）。引き続き、マウス抗体は、例
えば、Rosokら(1996) J. Biol. Chem. 271: 22611-22618；Bacaら(1997) J. Biol. Chem.
 272: 10678-10684；Raderら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 8910-8915；およびWint
erおよびMilstein(1991) Nature 349: 293-299に記載の方法により、ヒト化され得る。
【０１２３】
　ファージディスプレイアプローチをまた用いて、DCに対するヒト抗体を迅速に生成し得
る。このアプローチは、Henderikxら(1998) Cancer Res. 58: 4324-32によって記載の方
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法を使用し得る。ファージ上で提示された抗体フラグメントは、固定された抗原またはDC
に結合する抗体を分離することにより、異なる単鎖抗体を含む大きいナイーブなファージ
抗体／フラグメントライブラリーから選択される。ヒト抗体フラグメントを、生殖系列Ｖ
ドメインから構築するか、またはフレームワークおよびCDR領域の両方において、多くの
変異（変異は、相同遺伝子再配列（re-assortment）またはエラープローン（error prone
）PCRのいずれかによって標的される）により合成したナイーブなレパートリーから選択
する。DCと特異的に反応性の抗原結合フラグメントは、本明細書に記載のように、腫瘍お
よび正常細胞に対するスクリーニングによって同定され、DC特異的抗原結合フラグメント
を同定し得る。
【０１２４】
　本発明はまた、適切なファージディスプレイライブラリーを作成することにより、DCに
特異的な抗原結合フラグメントを同定する方法；DC特異的抗原を単離する方法；ＤＣに特
異的に結合する抗原結合フラグメントを提示するファージを得るための標準的免疫化学技
術による、抗原を用いたファージディスプレイライブラリーのスクリーニング方法；また
はDCおよび他の関連細胞（例えば、APC）に対するスクリーニングおよびDCに優先的に結
合するファージの選択によって、DC特異的抗原結合フラグメントについて得られたファー
ジディスプレイライブラリーをスクリーニングする方法、を包含する。ファージディスプ
レイによる抗原結合フラグメントを生成する方法は、当該分野で周知である。Hoogenboom
ら(1998）。
【０１２５】
　リンパ球（PBL）または脾臓ＲＮＡを代表的には用いて、抗体フラグメントレパートリ
ーを作成する。相同体再整列（homologous reassortment）またはエラープローン（error
 prone）PCRを用いる変異誘発が多様性を増大する。当該分野で公知の任意の方法を用い
得る。
【０１２６】
　抗体遺伝子のレパートリーは、PCRを用いて、免疫したマウスまたはヒトから増幅され
得る。そしてそれによって得られたscFvまたはFab抗体フラグメントが、クローニングさ
れてバクテリオファージの表面上で発現され得る。抗体遺伝子レパートリーは、PCRおよ
び宿主動物特異的Ｖ領域に特異的なオリゴヌクレオチドプライマーを用いて、リンパ球ま
たは脾臓RNAから増幅される。ファージディスプレイをまた用いて、ファージ上で非常に
大きくかつ多様なＶ遺伝子レパートリーを提示することにより、事前免疫なしに、抗体を
作成し得る。
【０１２７】
　PBLに存在する天然のＶ遺伝子レパートリーが、PCR増幅によって単離され、そしてVHお
よびVL領域が、PCRを用いて一緒にランダムにスプライシングされる。変異は、相同遺伝
子再配列番号またはエラープローンPCRによって、Ｖ－ドメイン遺伝子に対して標的化さ
れ得る。Zhaoら(1998) Nat. Biotechnol. 15: 258；およびHoogenboomら(1998）。合成ヒ
トライブラリーをまた全体的に作成し、そしてDC特異的抗体フラグメントをスクリーニン
グするために用い得る。ファージディスプレイライブラリーを操作するために用いた方法
にかかわらず、得られたファージの各々は、その表面に提示された機能的抗体フラグメン
トを有し、そしてファージゲノムにおいて抗体フラグメントをコードする遺伝子を含む。
例えば、WO97/02342を参照のこと。
【０１２８】
　結合抗体が非結合抗体から差引きされ得るアフィニティークロマトグラフィーは、かね
て確立されている。Nissimら(1994) EMBO J. 13: 692-698；およびVaughamら(1996) Nat.
 Biotechnol. 14: 309-314。成功に影響する重大なパラメーターは、特定の抗原に対して
生成された抗体フラグメントの数およびアフィニティーである。最近まで、多くの多様な
ライブラリーの産生は、いくらか困難なままであった。歴史的に、scFvレパートリーは、
VHおよびVL RT-PCR産物から直接アセンブルされてきた。RNAのアベイラビリティーおよび
RT-PCRの効率は、利用可能なＶ遺伝子の数という因数を制限している。また、アセンブル
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には、３つのフラグメント（すなわち、VHおよびVLならびにリンカー領域）を連結するこ
とが必要であった。Marksら(1991) J. Mol. Biol. 222: 581-597。
【０１２９】
　改善されたライブラリー構築方法は、別のプラスミドベクターにおいて、クローニング
されたＶＨおよびＶＬ遺伝子レパートリーを用いて、scFvアセンブリのための物質の安定
かつ無限の適用をもたらす。Sheetsら(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 6175-616
2。また、効率性は、VLライブラリーの５’末端でリンカー領域をコードするDNAを有する
ことにより増大される。従って、３つでなく、連結されるべき２つのフラグメントしか有
さない。
【０１３０】
　抗ＤＣ抗原結合フラグメントをまた、送達または操作し得る。例えば、Ｌ鎖およびＨ鎖
のＶ領域の免疫原性活性は、一連の短いポリペプチド（Ｖ領域アミノ酸配列全体にまたが
る）を調製することによりスクリーニングされ得る。20または50アミノ酸残基長の一連の
ポリペプチドを用いて、各Ｖ領域が、有用な機能的特性について調査され得る。タンパク
質配列のコンピューター分析を実行して潜在的に免疫原性のポリペプチドを同定すること
も可能である。次いで、このようなペプチドを合成して試験し得る。
【０１３１】
　本発明はさらに、所望の特性を有する他の抗DC抗原結合フラグメントを生成するために
種々の様式で合わされた、本明細書に記載の抗原結合フラグメントの種々の適合を包含す
る。例えば、改変残基を有する抗原結合フラグメントが、MAPに含まれ得る。別の例にお
いて、scFvをサイトカイン（例えば、IL-2）に融合する。このような組み合わせの全てが
本発明によって包含される。
【０１３２】
　抗原結合フラグメントは、任意の適切な手順（タンパク質分解、組み換え方法または化
学的合成）によって作成され得る。これらの方法は、当該分野で公知であるので詳細に記
載する必要はない。タンパク質分解酵素の例としては、トリプシン、キモトリプシン、ペ
プシン、パパイン、V8プロテアーゼ、スブチリシン、プラスミン、およびトロンビンが挙
げられるがこれらに限定されない。インタクトな抗原結合フラグメントは、同時にまたは
引き続いて、１つ以上のプロテアーゼとともにインキュベートされ得る。あるいは、また
はさらに、インタクトな抗体は、ジスルフィド還元剤で処理され得る。次いで、ペプチド
は、当該分野で公知の技術（ゲルろ過クロマトグラフィー、ゲル電気泳動、および逆相HP
LCが挙げられるがこれらに限定されない）によって互いに分離され得る。
【０１３３】
　抗DC抗原結合フラグメントがまた、当該分野で公知の任意の方法による適切な発現系に
おいて、このペプチドをコードするポリヌクレオチドからの発現によって作成され得る。
代表的には、適切なポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、適切なプロモーター
の制御下で発現ベクターに連結され、そして意図される宿主細胞を遺伝子的に変更するた
めに用いられる。真核生物および原核生物の両方の宿主系を用い得る。次いで、ポリペプ
チドが溶解した細胞から、または培養培地から単離され、そしてその意図される用途に必
要な程度まで精製される。本発明の用途に適切な原核生物宿主細胞の例としては、E. col
i、Bacillus substilis、および任意の他の適切な宿主細胞が挙げられる。真核生物宿主
細胞の例としては、酵母、鳥類、昆虫、植物、および動物細胞（例えば、COS7細胞、HeLa
細胞、およびCHO細胞）が挙げられるがこれらに限定されない。
【０１３４】
　必要に応じて、マトリックスコートしたチャネルまたはビーズおよび細胞同時培養が、
抗原結合フラグメント産生細胞の増殖を強化するために含まれ得る。大量のｍＡｂの産生
のため、腹水を得ることが一般に、より都合がよい。腹水を得る方法は、免疫学的にナイ
ーブな、組織適合性または免疫耐性の哺乳動物（特にマウス）にハイブリドーマ細胞を注
射する工程を一般的に含む。この哺乳動物は、適切な組成物；例えば、Pristaneの事前投
与による腹水産生のためにプライミングされ得る。腹水を動物から取り出し、そして抗体
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を単離するために処理する。
【０１３５】
　あるいは、抗原結合フラグメントは、タンパク質合成の標準的方法と組み合わせて、ア
ミノ酸配列データおよび本開示において提供される他の情報を用いて化学的に合成され得
る。適切な方法は固相メリフィールド法である。Applied Biosystems, Inc. (Foster Cit
y, CA）により製造されたような、自動ペプチドシンセサイザーは商業的に入手可能であ
る。
【０１３６】
　抗ＤＣ抗原結合フラグメントを得る別の方法は、BDCA-2、BDCA-3、および／またはBDCA
-4を用いて適切な宿主動物を免疫し、次にポリクローナル抗体またはｍＡｂ産生および単
離の標準的な技術を行うことである。このように産生されたｍＡｂは、当該分野で公知の
方法によって「ヒト化」され得る。従って、本発明はヒト化ｍＡｂを包含する。
【０１３７】
　「ヒト化された」抗体においては、配列の少なくとも一部がその最初の形態から変更さ
れ、それは、よりヒトIgらしくされている。１つのバージョンでは、Ｈ鎖領域およびＬ鎖
領域が、ヒト配列で置換される。これは、抗DC V領域および異種Ig(C)領域を含む融合ポ
リペプチドである。別のバージョンでは、CDR領域は、抗DCアミノ酸配列を含み、一方Ｖ
フレームワーク領域はまた、ヒト配列に変換されている。例えば、EP 0329400を参照のこ
と。第三のバージョンでは、Ｖ領域は、ヒトおよびマウスＶ領域のコンセンサス配列を設
計することにより、ならびにコンセンサス配列の間で異なるＣＤＲ外側の残基を変換する
ことにより、ヒト化される。
【０１３８】
　ヒト化抗体の作成において、フレームワーク残基の選択が、高い結合親和性を保持する
ことを助け得る。原理的には、任意のヒト抗体由来のフレームワーク配列が、ＣＤＲ接合
（グラフティング）のためのテンプレートとして働き得る；しかし、このようなフレーム
ワークへの直鎖状ＣＤＲ置換は、抗原結合アフィニティーの有意な損失を導き得る。Glas
erら(1992) J. Immunol. 149: 2606；Tempestら(1992 )Biotechnol. 9: 26；およびShala
byら(1992) J. Exp. Med. 17: 217。元来のマウス抗体に対してより相同なヒト抗体であ
ればあるほど、ヒトフレームワークは、アフィニティー（親和性）を減じ得るマウスＣＤ
Ｒへと歪みを誘導する可能性が低くなる。
【０１３９】
　抗体配列データベースに対する配列相同性検索に基づいて、ヒト抗体IC4は、muM4TS.22
に対して良好なフレームワーク相同体を提供するが、他の高度に相同なヒト抗体（特にヒ
トサブグループＩ由来のκＬ鎖またはヒトサブグループIII 由来のＨ鎖）が同様に適切で
ある。Kabatら（1987）。種々のコンピュータープログラム（例えば、ENCAD）は、Ｖ領域
の理想的配列を予想する。Levittら(1983) J. Mol. Biol. 168: 595。従って、本発明は
、異なるＶ領域を有するヒト抗体を包含する。適切なＶ領域配列を決定し、そしてこれら
の配列を至適化することは、当業者の範囲内である。免疫原性の低下した抗体を得るため
の方法はまた、米国特許第5,270,202号およびEP699,755に記載されている。
【０１４０】
　特定の適用（例えば、抗原結合フラグメントまたはDCAが、植物種子のような適切な貯
蔵媒体で発現される場合）において、抗原結合フラグメントが、精製なしに保存され得る
。Fielderら(1995) Biotechnol. 13: 1090-1093。ほとんどの適用について、このポリペ
プチドが他の細胞性成分から少なくとも部分的に精製されていることが一般に好ましい。
好ましくは、このペプチドは、総タンパク質の少なくとも約50重量％程度までの純度であ
る。より好ましくは、このペプチドは少なくとも50～75％純粋である。臨床使用には、こ
のペプチドは好ましくは少なくとも約80％純粋である。
【０１４１】
　このペプチドが個体に投与されるべき場合、好ましくはそれは、少なくとも80％純粋で
あり、より好ましくは少なくとも90％純粋、なおより好ましくは少なくとも95％純粋、そ
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して発熱物質（パイロジェン）および他の混入物を含まない。この文脈では、純度％は、
調製物の総タンパク質含量の重量パーセントとして算出され、そして組成物精製に意図的
に添加される成分を含まない。
【０１４２】
　本発明はまた、生物学的サンプルにおいて、DCおよびそのサブセットを検出、列挙、お
よび／または同定する方法、ならびに体液中で可溶性BDCA-2、BDCA-3もしくはBDCA-4のよ
うな抗原および／またはＤＣを測定する工程を包含する。この方法は、生物学的サンプル
を獲得する工程、コントロールの生物学的サンプルに対して比較した場合、このサンプル
に対する抗体の抗体－抗原結合および結合の検出（もしあれば）を可能にする条件下で、
本明細書に記載の抗原結合フラグメントとこのサンプルを接触する工程を包含する。
【０１４３】
　生物学的サンプルが、例えば、DC濃度または抗原濃度について富化することにより、適
切に調製された後、DCまたは抗原と抗体との間の複合体の形成を可能にする条件下で、過
剰の抗原結合フラグメントとこれを混合する。次いで、形成された複合体の量または複合
体の数（DCを保有する）を決定し、そして予期されるまたは既知のDC濃度の範囲に既知の
量の標的抗原を含む標準的サンプルと形成された複合体と最終的に比較する。複合体形成
は、免疫沈澱または比濁法によって観察され得るが、これは、標識（例えば、125Ｉのよ
うな放射性同位体、ペルオキシダーゼおよびβガラクトシダーゼのような酵素、またはフ
ルオレセインのような蛍光色素）で標識した試薬を用いて、一般により高感度である。細
胞および抗原を検出する方法は、当該分野で周知である。細胞検出のためには、フローサ
イトメトリーが特に有用であり、抗原を用いる、ELISAが好ましい。
【０１４４】
　抗原に対する抗DC抗原結合フラグメントの特異的認識は、当該分野で公知の任意の免疫
アッセイによって試験され得る。直接結合アッセイの任意の形式が適切である。このよう
なアッセイの１つでは、結合パートナーの１つ、抗原または推定抗原結合フラグメントが
標識される。適切な標識としては、125Ｉのような放射性同位体、ペルオキシダーゼのよ
うな酵素、フルオレセインのような蛍光標識および化学発光標識が挙げられるがこれらに
限定されない。代表的には、他の結合パートナーが、（例えば、マイクロタイタープレー
トのような固相へのコーティングによって）不溶化され、未結合の可溶性結合パートナー
の除去を容易にする。標識した結合パートナーと未標識の結合パートナーを合わせた後、
固相を洗浄し、そして結合した標識の量を決定する。
【０１４５】
　免疫療法に用いる場合、本明細書に記載の抗原結合フラグメントは、本明細書で記載の
、および当該分野で公知の治療剤で、未標識であってもまたは標識されていてもよい。こ
れらの試薬は、本発明の抗原結合フラグメントに直接または間接的にのいずれかで結合さ
れ得る。間接結合の１例は、スペーサー部分の使用による。これらのスペーサー部分は、
順に、不溶性または可溶性のいずれかであり得（Dienerら(1986) Science 231: 148）、
そして標的部位で薬物を放出できるように選択され得る。免疫療法のための抗原結合フラ
グメントに結合され得る治療剤の例としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない
：抗原（腫瘍抗原、ウイルス抗原、細菌抗原、寄生生物由来抗原、および自己抗原を含む
）、生体反応修飾因子、薬物、放射性同位体、レクチンおよび毒素。
【０１４６】
　体反応修飾因子としては、サイトカインおよびケモカインが挙げられ、これには、以下
：IL-2、IL-3、IL-4、G-CSF、GM-CSF、IL-10、IL-12、TGF-β、MTP-AB、SDF-1、リンホタ
クチン、DC-CK1、エオトキシン（Eotoxin）、IP-10、TARC、Rantes、MIP-1α、MIP-1β、
SLC、ITAC、MIE、MDC、MCP-1、TCA-3、MCP-2、-3、-4およびインターフェロンが挙げられ
るがこれらに限定されない。それによって抗原結合フラグメントが標識され得るインター
フェロンとしては、IFN-α、IFN-β、およびIFN-γ、ならびにそれらのサブタイプが挙げ
られ得る。
【０１４７】
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　免疫療法のための放射性同位体的に結合体化された抗原結合フラグメントを用いること
において、特定の同位体が、同位体の安定性および放射のような因子に依存して他のもの
よりも好ましくあり得る。所望の場合、抗原結合フラグメントによる細胞集団認識は、以
下に記載されるインビボ診断技術により評価され得る。一般に、αおよびβ粒子を放射す
る放射性同位体が免疫療法に好ましい。例えば、組織に数ミリメートル浸透し得る高エネ
ルギーβエミッター（例えば、90Ｙ）が、好ましくあり得る。一方ではショートレンジの
高エネルギーαエミッター（例えば、212Ｂｉ）が、好ましくあり得る。治療目的のため
、本発明の抗原結合フラグメントに結合し得る放射性同位体の例としては、125Ｉ、131Ｉ
、90Ｙ、67Cu、212Bi、211At、212Pb、47Sc、109Pd、および188Reが挙げられるがこれら
に限定されない。
【０１４８】
　レクチンは、植物材料から通常単離されるタンパク質であり、これは、特定の糖部分に
結合する。多くのレクチンがまた、細胞を凝集させ、そしてリンパ球を刺激する。しかし
、リシンは免疫療法的に用いられる毒性のレクチンである。これは、好ましくは、リシン
のαペプチド（これが毒性を担う）を抗体分子に結合して、毒性効果の特異的送達を可能
にすることによって達成される。
【０１４９】
　毒素は、植物、動物、または微生物によって産生される毒性物質であり、十分な用量で
はしばしば致死性である。ジフテリア毒素は、治療的に用いられ得るCorynebacterium di
phtheriaにより産生される物質である。この毒素は、αサブユニットおよびβサブユニッ
ト（適切な条件下では分離可能である）からなる。この毒性のＡ鎖成分は、本明細書に記
載される抗原結合フラグメントに結合し得、そしてDCの特定のサブユニットへの部位特異
的送達に用いられ得る。
【０１５０】
　組み換え方法が当該分野で周知である。本発明の実行は、他に示さない限り、当業者の
範囲内である、分子生物学（組み換え技術を含む）、微生物学、細胞生物学、生物化学お
よび免疫学の従来の技術を用いる。このような技術は、文献、例えば、「Molecular Clon
ing:A Laboratory Manual」第二版（Sambrooｋら、1989）；「Oligonucleotide Synthesi
s」（Gait編、1984）；「Animal Cell Culture」（Freshney編、1987）；「Methods in E
nzymology」（Academic Press, Inc）；「Handbook of Experimental Immunology」（Wei
&Blackwell編）；「Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells」（Miller&Calos編、1
987）；「Current Prptocols in Molecular Biology」(Ausubelら編、1987）「PCR：The 
Polymerase Chain Reaction」（Mullisら編、1994）；および「Current Protocols in Im
munology」（Coliganら編、1991）。これらの技術は、ポリヌクレオチドおよびポリペプ
チドの産生に適用され、そしてそれ自体、本発明を作成および実施するのに考慮され得る
。特に有用な技術は、以下の節に考察される。
【０１５１】
　本発明は、BDCA抗原をコードする種々のポリヌクレオチドを提供する。本発明はまた、
これらの抗原およびその機能的に等価なフラグメントの機能的に等価な改変体および誘導
体をコードするポリヌクレオチドを包含する。これらは、これによってコードされるポリ
ペプチドの特性を強化し得るか、減少し得るか、または有意に影響しない。これらの機能
的に等価な改変体、誘導体およびフラグメントは、そのそれぞれの抗体に特異的に結合す
る能力を示し得る。
【０１５２】
　例えば、コードされたポリペプチドの特性に有意に影響しない変化としては、コードさ
れたアミノ酸配列を変化しないＤＮＡ配列における変化、ならびにアミノ酸残基の保存的
置換、１または数個のアミノ酸残基の欠失または付加、およびアミノ酸アナログによるア
ミノ酸残基の置換を生じる変化が挙げられるがこれらに限定されない。保存的置換は、保
存的アミノ酸置換がグリシン／アラニン；バリン／イソロイシン／ロイシン；アスパラギ
ン／グルタミン；アスパラギン酸／グルタミン酸；セリン／トレオニン／メチオニン；リ
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ジン／アルギニン；およびフェニルアラニン／チロシン／トリプトファンである、保存的
置換である。
【０１５３】
　本発明のポリヌクレオチドは、以下のようなさらなる配列を含み得る：同じ転写単位内
のさらなるコード配列、プロモーターのような制御エレメント、リボソーム結合部位、お
よびポリアデニル化部位、同じまたは異なるプロモーターの制御下のさらなる転写単位、
宿主細胞のクローニング、発現および形質転換を可能にする配列、ならびに本発明の実施
形態を提供するのに所望され得るような任意の構築物。
【０１５４】
　本発明は、BDCA-2およびBDCA-3をコードするポリヌクレオチド（好ましくは、図12に見
い出されるcDNA配列）と安定なハイブリッドを形成する、少なくとも約15個連続するヌク
レオチド、好ましくは、少なくとも約20ヌクレオチド、より好ましくは、少なくとも約25
個連続するヌクレオチド、より好ましくは、少なくとも約35連続するヌクレオチド、より
好ましくは、少なくとも約50個連続するヌクレオチド、さらにより好ましくは、少なくと
も約７５ヌクレオチド、なおより好ましくは、少なくとも約100ヌクレオチド、なおより
好ましくは、少なくとも約200ヌクレオチド、そしてさらにより好ましくは、少なくとも
約300ヌクレオチドのポリヌクレオチドを包含する。任意の条件設定が、この試験に使用
され得るが、ただし、少なくとも１つの設定は、この試験ポリヌクレオチドが、その必要
とされる特異性を示すところに存在する。
【０１５５】
　ハイブリダイゼーション反応は、異なる「ストリンジェンシー」の条件下で行われ得る
。ハイブリダイゼーション反応のストリンジェンシーを増加する条件は、開示されている
。例えば、SambrookおよびManiatisを参照のこと。関連する条件の例（ストリンジェンシ
ーを増加するための）は、以下を含む：25℃、37℃、50℃および68℃でのインキュベーシ
ョン温度；10×SSC、6×SSC、1×SSC、0.1×SSC（ここで、SSCは、0.15 M NaClおよび15 
mM クエン酸緩衝液）および他の緩衝液系を使用するそれらの等価物の緩衝液濃度；０％
、25％、50%および75％のホルムアミド濃度；５分～24時間のインキュベーション時間；
１回、２回またはそれ以上の洗浄工程；１分、２分または15分の洗浄インキュベーション
時間；ならびに６×SSC、１×SSC、0.1×SSCまたは脱イオン水の洗浄溶液。
【０１５６】
　本発明はまた、BDCAポリヌクレオチドをコードするポリヌクレオチドを提供する。好ま
しくは、これらのポリヌクレオチドは、図12のポリヌクレオチドであるかまたは図12のポ
リヌクレオチドから誘導される。
　本発明はまた、検出可能な標識を共有結合連結したポリヌクレオチドを提供する。この
ようなポリヌクレオチドは、例えば、関連するヌクレオチド配列の検出のためのプローブ
として有用である。
【０１５７】
　本発明のポリヌクレオチドは、化学合成、組換えクローニング方法、PCR、またはそれ
らの任意の組み合わせを使用して得られる。化学ポリヌクレオチド合成の方法は、当該分
野で周知であり、そして本明細書中に詳細に記載する必要はない。当業者は、本明細書中
に提供されるデータを使用して、DNA合成機を使用するかまたは商業的サービスへ注文す
ることによって、所望のポリヌクレオチドを獲得し得る。
【０１５８】
　あるいは、BDCAをコードするヌクレオチドおよびそれらにコードされるペプチドは、プ
ロデューシング細胞株、クローニングベクターまたは発現ベクターから得られ得る。所望
の配列をコードするRNAまたはDNAは、標準的な組換え技術によって単離、増幅およびプロ
セシングされ得る。このような技術としては、制限ヌクレアーゼでの消化、およびポリメ
ラーゼ連鎖反応（PCR）による増幅、またはそれらの適切な組み合わせが挙げられる。PCR
技術は、米国特許第4,683,195号；同第4,800,159号；同第4,754,065号；および同第4,683
,202号、ならびにPCR: The Polymerase Chain Reaction, Mullisら編、Birkauswer Press
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, Boston (1994）に記載される。それによってコードされるペプチドの単離および精製は
、当該分野で公知の任意の方法により得る。
【０１５９】
　所望の配列を含むポリヌクレオチドは、適切なベクターに挿入され得、次いで、このベ
クターは、複製および増幅のために適切な宿主細胞に導入され得る。ポリヌクレオチドは
、当該分野で公知の任意の手段によって宿主細胞に挿入され得る。細胞は、直接的な取り
込み、エンドサイトーシス、トランスフェクション、ｆ－接合またはエレクトロポレーシ
ョンにより外因性ポリヌクレオチドを導入することによって、形質転換される。一旦導入
されると、外因性ポリヌクレオチドは、非組み込みベクター（例えば、プラスミド）とし
て細胞内に維持されるか、または宿主細胞ゲノムに組み込まれ得る。増幅されたＤＮＡは
、標準的な方法によって宿主細胞から単離され得る。例えば、Sambrookら（1989）を参照
のこと。RNAもまた、形質転換された宿主細胞から得られ得、これは、DNA依存性RNAポリ
メラーゼを使用することによって得られ得る。
【０１６０】
　本発明はさらに、BDCA-2および／またはBDCA-3をコードするポリヌクレオチドを含む種
々の発現ベクターを包含する。これらのベクターは、組換えポリペプチドの発現ならびに
BDCAコードポリヌクレオチドの供給源のために使用され得る。クローニングベクターは、
ポリヌクレオチドの複製コピーを得るためか、または将来の回収のために寄託機関でこれ
らのポリヌクレオチドを保存するために使用され得る。発現ベクター（およびこれらの発
現ベクターを含む宿主細胞）は、それらが含むポリヌクレオチドから産生されるポリペプ
チドを得るために使用され得る。
【０１６１】
　これらはまた、個体中でBDCA-2および／またはBDCA-3を発現し、そしてこれによって、
このポリペプチドを合成し得るインタクトな細胞を有することが所望される場合（例えば
、遺伝子治療において）に、使用され得る。適切なクローニングベクターおよび発現ベク
ターとしては、例えば、細菌、哺乳動物、酵母および昆虫の発現系における使用のための
、当該分野で公知のベクターが挙げられる。特定のベクターおよび適切な宿主細胞は、当
該分野で公知であり、そして本明細書中に詳細に記載しない。例えば、GacesaおよびRamj
i、Vectors, John Wiley & Sons(1994）を参照のこと。
【０１６２】
　クローニングベクターおよび発現ベクターは、代表的に、選択マーカー（例えば、その
ベクターで形質転換された宿主細胞の生存または増殖に必要なタンパク質をコードする遺
伝子）を含むが、このようなマーカー遺伝子は、宿主細胞に同時導入される別のポリヌク
レオチド配列に保持され得る。選択遺伝子が導入されている宿主細胞のみが、選択条件下
で増殖する。代表的な選択遺伝子は、（ａ）抗生物質または他の毒性物質（例えば、アン
ピシリン、ネオマイシン、メトトレキサート）に対する耐性を付与するか；（ｂ）栄養要
求性の欠損を相補するか；または（ｃ）複合培地から利用可能でない重要な栄養素を供給
する。適切なマーカー遺伝子の選択は、宿主細胞に依存し、そして異なる宿主について適
切な遺伝子が、当該分野で公知である。ベクターはまた、代表的に、宿主によって認識さ
れる複製系を含む。
【０１６３】
　適切なクローニングベクターは、標準的な技術に従って構築され得るか、または当該分
野で利用可能な多くのクローニングベクターから選択され得る。選択されるクローニング
ベクターは、使用されることが意図される宿主細胞に従って変更し得るが、有用なクロー
ニングベクターは、一般に、自律複製能力を有するか、特定の制限エンドヌクレアーゼに
対する単一の標的を保有し得るか、またはそのベクターを含むクローンの選択において使
用され得るマーカーの遺伝子を保持し得る。適切な例としては、プラスミドおよび細菌ウ
イルス、例えば、pUC18、mp18、mp19、pBR322、pMB9、ColE1、pCR1、RP4、ファージDNA、
ならびにpSA3およびpAT28のようなシャトルベクターが挙げられる。これらのクローニン
グベクターおよび多くの他のクローニングベクターが、市販業者（例えば、BioRad、Stra



(32) JP 2008-148700 A 2008.7.3

10

20

30

40

50

tageneおよびInvitroen）から入手可能である。
【０１６４】
　発現ベクターは、一般に、目的のBDCAをコードするポリヌクレオチドを含む、複製可能
なポリヌクレオチド構築物である。BDCAをコードするポリヌクレオチドは、適切な転写制
御エレメント（例えば、プロモーター、エンハンサーおよびターミネーター）に作動可能
に連結される。発現（すなわち、翻訳）のために、１以上の翻訳制御エレメントがまた、
通常必要とされる（例えば、リボソーム結合部位、翻訳開始部位、および終止コドン）。
これらの制御エレメント（転写および翻訳の）は、BDCAをコードする遺伝子に由来し得る
か、またはそれらは、異種（すなわち、他の遺伝子または他の生物に由来する）であり得
る。シグナルペプチドをコードするポリヌクレオチド配列もまた、BDCAを、細胞膜を横切
るかまたは細胞膜中に留まるか、あるいは細胞から分泌されるのを可能にするために、含
まれ得る。
【０１６５】
　真核生物細胞（酵母、鳥類および哺乳動物細胞を含む）における発現に適切な多くの発
現ベクターが、当該分野で公知である。発現ベクターの１例は、pcDNA3(Invitrogen, San
 Diego, CA）であり、ここでは、転写は、サイトメガロウイルス（CMV）初期プロモータ
ー／エンハンサーによって駆動される。このベクターはまた、目的のポリヌクレオチドの
挿入のための、複数の制限酵素認識部位を含む。発現ベクター（系）の別の例は、バキュ
ロウイルス／昆虫系である。BDCAをコードするポリヌクレオチドを含む、抗体標的化遺伝
子治療における使用に適切な他のベクターも存在する。適切な系は、例えば、Brownら(19
94) Virol. 198: 477-488；およびMiyamuraら(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 8
507-8511によって記載される。
【０１６６】
　目的のポリヌクレオチドを含むベクターは、以下を含む多くの適切な手段のいずれかに
よって、宿主細胞に導入され得る：エレクトロポレーション、あるいは塩化カルシウム、
塩化ルビジウム、リン酸カルシウム、DEAEデキストランまたは他の物質を使用するトラン
スフェクション、；微粒子銃；リポフェクション；および感染。BDCAをコードするベクタ
ーまたはポリヌクレオチドを導入する手段の選択は、しばしば、宿主細胞の特徴に依存す
る。
【０１６７】
　一旦適切な宿主細胞に導入されると、BDCAの発現は、当該分野で公知の任意のアッセイ
を使用して決定され得る。例えば、それらの存在は、培養上清（ポリペプチドが分泌され
る場合）または細胞溶解物のRIAまたはELISAによって検出され得る。
　本発明のベクターは、BDCAをコードする１以上のポリヌクレオチドを含み得る。これは
また、所望の結果を増強、促進または調節する他のポリペプチド（例えば、サイトカイン
（IL-2、IL-4、GM-CSF、TNF-αおよびIFN-γを含むが、これらに限定されない））をコー
ドするポリヌクレオチド配列を含み得る。組換えBDCAをコードするワクシニアベクターも
また、本発明に含まれる。
【０１６８】
　本発明の他の実施形態は、上記のような、BDCAをコードするポリヌクレオチドで形質転
換した宿主細胞およびこのポリヌクレオチド配列を含むベクターで形質転換した宿主細胞
である。原核生物細胞および真核生物細胞の両方が、使用され得る。原核生物宿主として
は、細菌細胞（例えば、E.coliおよびMycobacteria）が挙げられるが、これらに限定され
ない。真核生物宿主としては、酵母、昆虫、鳥類、植物および哺乳動物細胞が挙げられる
が、これらに限定されない。宿主系は、当該分野で公知であり、そして本明細書中に詳細
に記載する必要はない。哺乳動物宿主細胞の例としては、CHOおよびNS0 (European Colle
cction of Cell Cultures(England）から入手可能）が挙げられるが、これらに限定され
ない。プラスミド（例えば、CMVプロモーターによって駆動される）でのNS0細胞のトラン
スフェクション、その後の、グルタミンシンセターゼを使用におけるこのプラスミドの増
幅は、タンパク質産生の有用な系を提供する。Cockettら(1990) Bio/Technology 8: 662-
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667。
【０１６９】
　本発明の宿主細胞は、とりわけ、BDCAをコードするポリヌクレオチドの貯蔵所として、
またはその産生のためのビヒクルとして、使用され得る。これらは、BDCAのインビボ発現
のためのビヒクルとしてもまた使用され得る。
【０１７０】
　本発明のポリヌクレオチドは、いくつかの用途を有する。これらは、例えば、BDCAの産
生のための発現系において有用である。これらはまた、当該分野で周知の方法を使用して
サンプル中のBDCAまたは関連する配列をコードするポリヌクレオチドの存在についてアッ
セイするためのハイブリダイゼーションプローブとして有用である。さらに、これらのポ
リヌクレオチドはまた、所望のポリヌクレオチドの増幅をもたらすためのプライマーとし
て有用である。本発明のポリヌクレオチドはまた、薬学的組成物（ワクチンを含む）にお
いて、および遺伝子治療のために有用である。
【０１７１】
　これらのポリヌクレオチドはまた、BDCAコード配列の検出のためのハイブリダイゼーシ
ョンプローブとして使用され得る。適切なハイブリダイゼーションサンプルとしては、遺
伝子治療における使用のためにエキソビボで形質転換された細胞が挙げられる。１つの例
において、DNAまたはRNAは、サンプルから抽出され、そして必要に応じて、ゲル上で泳動
しそして／または制限ヌクレアーゼで消化する。この処理したサンプルポリヌクレオチド
は、代表的に、洗浄に適切な媒体に移される。次いで、このサンプルポリヌクレオチドに
、BDCAコードポリヌクレオチドプローブを接触させる。
【０１７２】
　これは、このサンプルが相補的ポリヌクレオチド配列を含む場合に安定な二重鎖が形成
するのを可能にする条件下で行う。形成される任意の適切な二重鎖を、任意の適切な手段
によって検出する。例えば、ポリヌクレオチドプローブは、標識された形態で供給され得
、そして洗浄後にサンプルと共に残存する標識は、形成された安定な二重鎖の量を反映す
る。第２の例において、ハイブリダイゼーションを、インサイチュで行う。適切に調製さ
れた組織サンプルに、標識プローブを被せて、BDCAコード配列の位置を示す。
【０１７３】
　短いポリヌクレオチドもまた、PCR反応のためのプライマー（特に、このプライマーと
ハイブリダイズする領域を含む長い配列を増幅するための）として使用され得る。これは
、さらなる遺伝子操作のためのポリヌクレオチドを産生するために、分離目的で行われる
。これはまた、BDCAコードポリヌクレオチドが、例えば、診断目的のサンプルに存在する
か否かを決定するために、分析目的で行われる。
【０１７４】
　これらのポリヌクレオチドの別の用途は、ワクチンおよび遺伝子治療における。一般原
理は、このポリヌクレオチドを投与して、その結果、これによってコードされるポリペプ
チドの発現を促進するかまたは減弱することである。従って、本発明は、免疫応答を誘導
する方法および処置方法を包含し、これらは、BDCAをコードする有効量のポリヌクレオチ
ドを個体に投与する工程を包含する。これらの方法において、BDCAをコードするポリヌク
レオチドは、直接的にかまたはこのポリヌクレオチドをトランスフェクトした細胞を介し
て、個体に投与される。
【０１７５】
　好ましくは、このポリヌクレオチドは、環状プラスミド（好ましくは、スーパーコイル
形態にある）の形態にある。好ましくは、このポリヌクレオチドは、細胞内で複製される
。従って、このポリヌクレオチドは、適切なプロモーター（例えば、標的組織型の細胞に
おいて内因的に活性である異種プロモーター）に作動可能に連結されている。好ましくは
、一旦細胞核に存在すると、プラスミドは、環状の非複製エピソーム分子として存続する
。インビトロ変異は、例えば、より高い親和性および／または結合力を有する分子をコー
ドするように、プラスミド構築物に対して行われ得る。
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【０１７６】
　BDCAポリヌクレオチドを含有するプラスミドが、真核生物細胞において発現可能である
か否かを決定するために、細胞（例えば、COS-7、CHOまたはHeLa）を、これらのプラスミ
ドでトランスフェクトし得る。次いで、発現を、イムノアッセイ；例えば、ウエスタンブ
ロットによって、決定する。小さいBDCAは、例えば、得られたポリペプチドがタグ（例え
ば、標的エピトープまたは酵素標識）と融合されるようなプラスミドを構築することによ
って、検出され得る。発現されたポリペプチドのさらなる特徴づけは、ポリペプチドを精
製し、次いで、本明細書中に記載の機能的アッセイの１つを行うことによって、達成され
得る。
【０１７７】
　遺伝子治療の１つの様式において、本発明のポリヌクレオチドは、エキソビボで細胞を
遺伝的に改変するために使用される。このストラテジーにおいて、ドナーから取り出した
細胞または細胞株から得た細胞を、BDCAベクターで形質導入またはトランスフェクトし、
次いで、レシピエントに投与する。トランスフェクションのために適切な細胞株としては
、末梢血単核細胞が挙げられる。
【０１７８】
　遺伝子治療の別の様式において、本発明のポリヌクレオチドは、インビボで細胞を改変
するために使用される。この目的には、種々の型の癌を処置することが含まれ得るが、こ
れらに限定されない。
　これらのポリヌクレオチドはまた、BDCA-2を発現しない細胞、およびBDCA-2を発現する
トランスジェニック動物を産生するために使用され得る。
【０１７９】
　本発明から、BDCA-2を発現しないかまたは有意に減少されたレベルでBDCA-2を発現する
ように操作された細胞が得られる。このような細胞は、細胞（好ましくは、DC）を選択し
、そしてその細胞にBDCA-2をコードするポリヌクレオチドを含む発現構築物を提供するこ
とによって産生され、ここで、このポリヌクレオチドは、アンチセンスの状態でありかつ
プロモーターに作動可能に連結される。このようなポリヌクレオチドの発現は、BDCA-2欠
損性の細胞を効果的に産生する。
【０１８０】
　他の実施形態において、本発明は、BDCA-2を有意に減少された量で産生するかまたはさ
らにBDCA-2の産生を「ノックアウト」する、組換え宿主細胞を調製するために方法を提供
する。これらの組換え宿主細胞は、当該分野で周知の１以上の手段を使用することによっ
て調製され得る。例えば、遺伝子発現は、ゲノム内へのアンチセンスDNAまたはRNAの構築
物の組み込みによって阻害され得る。内因性BDCA-2遺伝子の欠失または変異は、これらを
非機能的にし得る。BDCA-2 mRNAを特異的に切断するリボザイム（RNA切断酵素）をコード
する核酸を、この組換え宿主細胞に導入し得る。
【０１８１】
　用語「ノックアウト」とは、細胞中の内因性DNA配列（例えば、BDCA-2）によってコー
ドされるタンパク質の少なくとも一部の発現の、部分的または完全な抑制をいう。用語「
ノックアウト構築物」とは、細胞中の内因性DNAによってコードされるタンパク質の発現
を減少または抑制するように設計された核酸配列をいう。
　これらの組換え構築物は、ノックアウト動物に組み込まれ、その結果、BDCA-2の産生が
DCにおいて抑制される。ノックアウトおよびトランスジェニック動物の調製は、当該分野
で公知であり、そして米国特許第5,434,340号、同第5,530,179号および同第5,557,032号
に記載される。
【０１８２】
　本発明はさらに、BDCA-2を過剰発現する動物を産生するための方法およびBDCA-2を過剰
発現するように産生された動物を提供する。これらの方法は、一般に、動物に細胞を導入
する工程を包含し、これらの動物細胞は、その中にBDCA-2ポリペプチドをコードするDNA
セグメントを挿入するためにインビトロで処置され、これらの動物細胞は、この動物中で
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インビボにてBDCA-2を発現する。
【０１８３】
　Ｄ．キット
　本発明は、血清および他の供給源におけるＢＤＣＡ－２（可溶性ＢＤＣＡ－２（そのア
イソフォームを含む）を含む）を測定するための、抗DC特異的抗原結合フラグメントを含
むキットを包含する。これらのキットを使用する診断手順は、診断室、実験室、医師、ま
たは個人によって行われ得る。臨床サンプルは、試験される標的の富化のために、必要に
応じて前処理される。次いで、使用者は、キットに含まれる試薬を適用して、その診断成
分における変化したレベルまたは変更を検出する。
【０１８４】
　必要に応じて、試薬は、標識と結合体化され得、サンプル中の標的と共に形成される任
意の複合体の検出を可能にする。別の選択肢において、第１の試薬がその標的を見出した
後にその第１の試薬と結合し得そしてそれによって検出可能な標識を供給し得る、第２の
試薬が、提供される。例えば、標識した抗マウスIgGは、二次試薬として提供され得る。
標識したアビジンは、一次試薬が、ビオチンと結合体化されている場合の、二次試薬であ
る。
【０１８５】
　これらのキットは、種々の生物学的サンプル（液体サンプル、細胞懸濁物および組織サ
ンプルを含む）に対して使用され得る。キット形態で供給され得る適切なアッセイとして
は、本明細書中に記載のアッセイが含まれる。
【０１８６】
　各試薬は、固体形態で供給されるか、または貯蔵およびその後に試験を行う時の反応媒
体の交換または反応媒体への添加のために適切な液体緩衝液中に溶解／懸濁されている。
適切なパッケージングが提供される。このキットは、必要に応じて、この手順に有用なさ
らなる成分を提供する。これらの任意の成分としては、緩衝液、捕捉試薬、発色試薬、標
識、反応表面、検出手段、コントロールサンプル、指示書および説明書が挙げられるが、
これらに限定されない。
【０１８７】
　Ｅ．治療組成物
　１．合成物
　本明細書中に記載される薬学的組成物の調製は、薬学的調製物の調製のための一般に受
け入れられた手順に従って行われる。例えば、Remington’s Pharmaceutical Sciences 
第18版(1990）、E.W.Martin編、Mack Publishing Co.,PAを参照のこと。意図される用途
および投与形態に依存して、薬学的組成物の調製において活性成分をさらに処理すること
が望ましくあり得る。適切な処理としては、滅菌、適切な非イオン性かつ非干渉成分との
混合、用量単位への分割、および送達デバイスへの封入が挙げられる。１つの実施形態に
おいて、治療組成物は、DC、その亜集団またはその混合物を含む。別の実施形態において
、組成物は、本明細書中に記載される抗原結合フラグメントを含む。好ましくは、この抗
原結合フラグメントは、表１に列挙したmAbであるか、またはこれらのmAbに由来する。好
ましくは、これらのDC組成物は、これらの抗原結合フラグメントのうちの１つで単離され
たDCを含む。
【０１８８】
　（ａ）一般的な投与形態
　本発明の薬学的組成物は、この形態の組成物に適切な様式によって投与される。代表的
な経路としては、静脈内、皮下、筋内、腹腔内、経皮、経口、鼻内、皮内、および肺内（
すなわち、エアロゾルによる）が挙げられる。ヒトのための薬学的組成物は、代表的には
、非経口経路、最も代表的には、静脈内、皮下、筋内で投与される。必要ではないが、薬
学的組成物は、好ましくは、正確な量の投与のために適切な単位投薬形態で供給される。
徐放形態または持続放出形態もまた本発明によって意図され、これによって、比較的一定
レベルの活性化合物が、長期間にわたって提供される。
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【０１８９】
　（ｂ）液体処方物
　液体の薬学的に受容可能な組成物は、例えば、液体賦形剤（例えば、水、生理食塩水、
水性デキストロース、グリセロールまたはエタノール）中に、本発明の実施形態のポリペ
プチドまたはポリヌクレオチドを溶解または分散させることによって調製され得る。組成
物はまた、必要に応じて、他の医療因子、薬学的因子、キャリアおよび補助物質（例えば
、湿潤剤または乳化剤、およびｐＨ緩衝剤）を含み得る。注射用組成物は、液体の溶液ま
たは懸濁液として、エマルジョンとして、または注射前の液体中での溶解または懸濁に適
切な固体形態として供給され得る。
【０１９０】
　経口、鼻内または局所投与のための薬学的組成物は、固体、半固体または液体形態（錠
剤、カプセル、粉末、液体および懸濁液を含む）で供給される。気道を介する投与のため
に、好ましい組成物は、適切なエアロゾルデバイスを用いたときに固体、粉末または液体
エアロゾルを提供する組成物である。
【０１９１】
　本発明はまた、腫瘍細胞または新生物細胞の領域あるいは免疫系にリポソームを特異的
に送達するための、膜に結合したペプチドを有するリポソームを含有する組成物を包含す
る。これらのリポソームは、これらが、ペプチドに加えて、上記のような免疫療法剤を含
むように産生され得、これらの免疫療法剤は、次いで、認識部位に放出される。Wolffら(
1984) Biochem. Biophys. Acta 802: 259。別のこのような送達系は、抗原結合フラグメ
ントの提示のために、キメラパルボウイルスB19キャプシドを利用する。Brownら(1994) V
irol. 198: 477-488；およびMiyamuraら(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 8507-8
511。このようなキメラ系は、本明細書中に記載の使用のために包含される。
【０１９２】
　本発明の実施形態の組成物は、多くの方法でそれらの効力について評価され得る。従っ
て、試験化合物は、適切な薬学的組成物として調製され、そして試験被験体に投与される
。初期研究は、好ましくは、小動物（例えば、マウスまたはウサギ）においてなされ、必
要に応じて、次に、非ヒト霊長類において、そして最後に、ヒトにおいてなされる。免疫
原性は、好ましくは、以前に抗体応答を有さない個体において試験される。適切な試験用
量の試験組成物が、適切な処置スケジュールで投与される。予測される範囲内の異なる用
量およびスケジュールを比較することが適切であり得る。
【０１９３】
　抗原結合フラグメントの投与についての投薬範囲は、所望の効果を生じるのに十分大き
く、ここで、疾患の症状は、過度の副作用（例えば、望ましくない交差反応およびアナフ
ィラキシー反応）を引き起こすことなく回復される。一般に、投薬は、患者の年齢、状態
、性別および疾患の程度に伴い変化し、そして当業者によって決定され得る。投薬は、任
意の合併症が生じる場合に個々の医師によって調整され得る。一般に、これらの組成物が
、治療因子と共に結合体化されて投与される場合に、より低用量（インビボ免疫診断画像
化に使用される用量に匹敵する）で使用され得る。
【０１９４】
　２．抗原結合フラグメント
　本発明は、本明細書中に記載の抗原結合フラグメントを含む薬学的組成物を包含する。
このような薬学的組成物は、単独でかまたは他の治療形態（化学療法、放射線療法または
免疫療法（WO98/23735；WO98/34642；WO97/10000；WO97/10001；およびWO97/06821に記載
される)）と組み合わせて、免疫応答の誘導または補助および新生物疾患の処置、あるい
は自己免疫疾患（ＧｖＨＤ、同種移植片拒絶、アレルゲンなど）の寛容および処置に有用
である。他の処置方法は、本明細書中に記載され、そして／または当該分野で公知である
。適切な疾患としては、ウイルス疾患、寄生生物疾患、細菌疾患、真菌疾患、新生物疾患
および自己免疫疾患が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１９５】
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　マウス乳癌モデルにおいて、Flt3-Ligand (Flt3-L)(DCおよびＢ細胞を含む種々の造血
系統に対する刺激性サイトカイン）は、ワクチンとして、マウス乳癌細胞と組み合わせて
使用されている。Chenら(1997) Cancer Res. 57: 3511-6。DCはまた、腫瘍抗原で負荷さ
れ得るかまたは腫瘍抗原を発現するように形質導入され得；次いで、これらの細胞は、腫
瘍ワクチン接種に対するアジュバントとして使用される。
【０１９６】
　DCは、適切なMHC拘束状況下で輸入リンパ系に、内因的に腫瘍関連抗原を提示する。Wan
ら(1997) Hum. Gene Ther. 8: 1355-63；Peiperら(1997) Surgery 122: 235-41；およびS
mithら(1997) Int. Immunol .9: 1085-93。現在の黒色腫ワクチンは、抗原提示網を操作
し、そして腫瘍保護免疫の媒介に効果的な最良の細胞性免疫応答と抗体抗腫瘍免疫応答を
合わせる。これらの治療は、副作用を伴わずに、いくつかの場合において、後退、疾患の
進行の遅延、または生存の改善を生じた。Kuhnら(1997) Dermatol. Surg. 23: 649-54。
黒色腫ワクチンはまた、Confortiら(1997) J. Surg. Oncol. 66: 55-64に概説される。
【０１９７】
　ワクチンは、薬学的に受容可能なキャリアにパッケージングされ得るか、当該分野で公
知のアジュバントまたは他の成分（例えば、サイトカイン）と混合される。獣医学用途の
ワクチンは、細菌および細菌成分を含むアジュバント（フロイント完全アジュバントまた
はフロイント不完全アジュバント）が、処方物において許容されるという例外を除いて、
実質的にヒトのワクチンと類似する。
【０１９８】
　（Ｆ．処置方法）
　種々の障害（本明細書中に記載され、そして／または当該分野で公知のような）を処置
するための方法もまた、本発明に含まれる。これらの方法は、所望の効果を達成する（既
存の状態を軽減するかまたは再発を防止する）のに有効量の本発明の組成物を含有する、
ある量の薬学的組成物を投与する工程を包含する。癌の処置について、投与される薬学的
組成物の量は、その所望の効果を精製するのに有効な量である。有効量は、１回または一
連の投与において提供され得る。有効量は、ボーラスでまたは連続灌流によって提供され
得る。適切な活性薬剤としては、抗新生物薬剤、生物応答（bioresponse）変更因子およ
びエフェクター細胞（例えば、Douillardら(1986) Hybridomas (補遺1: 5139）に記載さ
れるような）が挙げられる。
【０１９９】
　薬学的組成物および処置様式は、新生物に対する免疫応答を直接的または間接的に誘導
することによって患者を処置するために適切である。「個体」、「患者」または「被験体
」は、脊椎動物、好ましくは、哺乳動物、より好ましくは、ヒトである。哺乳動物として
は、以下が挙げられるが、これらに限定されない：ヒト、野生動物（ｗｉｌｄ　ａｎｉｍ
ａｌ）、野生動物（feral animal）、家畜動物、スポーツ用動物、およびペット。「癌被
験体」は、悪性疾患または新生物を有するかあるいはそれらの危険性があると診断された
、哺乳動物、好ましくは、ヒトである。
【０２００】
　本明細書中で使用される場合、「処置」とは、処置される個体または細胞の疾患経過を
変更する試みにおける、臨床的介入をいい、そして予防的にかまたは臨床的病状の経過中
に行われ得る。処置の治療的効果としては、疾患の発生または再発の予防、症状の軽減、
疾患の任意の直接的または間接的な病理学的結果の減少、転移の防止、疾患進行速度の減
少、疾患状態の回復または軽減、および環開または予後の改善が挙げられるが、これらに
限定されない。
【０２０１】
　疾患状態に関係する「病理学」とは、罹患した個体の生活の幸福、正常な生理学、また
は生活の質を含む任意の状態である。これは、以下を含み得るがこれらに限定されない：
以前に罹患していない領域への罹患した組織の破壊的挿入、正常な組織機能を犠牲にする
増殖、不規則な生物学的活性もしくは抑制された生物学的活性、炎症応答もしくは免疫学
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的応答の悪化もしくは抑制、他の病原性生物または因子に対する増加した感受性、ならび
に望ましくない臨床的症状（例えば、痛み、熱、悪心、疲労、気分の変化ならびに主治医
により決定され得るような他の疾患特徴）。
【０２０２】
　「有効量」とは、処置の際の有益な臨床結果または所望の臨床結果をもたらすに十分な
量である。有効量は、１用量以上で患者に投与され得る。処置に関して、有効な量は、疾
患の進行を緩和、軽減、安定化、逆行または遅延するに十分であるか、あるいは疾患の病
理学的結果を減少するに十分である、量である。この有効量は、一般的に、症例に応じて
医師により決定され、この有効量は、当業者の範囲内である。いくつかの因子が、有効量
を達するために適切な投薬量を決定する場合に、代表的に考慮される。これらの因子とし
ては、患者の年齢、性別、および体重、処置する状態、その状態の重篤度、および投与さ
れる抗原結合フラグメントの形態および有効濃度が挙げられる。
【０２０３】
　用語「免疫調節性」または「免疫応答を調節する」は、本明細書中で使用される場合、
免疫刺激効果ならびに免疫抑制効果を含む。免疫刺激効果としては、細胞性免疫応答また
は体液性免疫応答を直接的または間接的増強する効果が、挙げられるがこれらに限定され
ない。免疫刺激効果の例としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：増加し
た抗原特異的抗体産生；リンパ球集団（例えば、ＮＫ細胞、CD4+細胞、CD8+細胞、マクロ
ファージなど）の活性化または増殖；サイトカインまたはケモカイン（IL-1、IL-2、IL-4
、IL-5、IL-6、IL-12、インターフェロン、TNF-α、IL-10、TGF-βなどを含むが、これら
に限定されない）の増加した合成。
【０２０４】
　免疫抑制効果としては、細胞性免疫応答または体液性免疫応答を直接または間接的に減
少する効果が挙げられる。免疫抑制効果の例としては、以下が挙げられるが、これらに限
定されない：抗原特異的抗体産生の減少（例えば、減少したIgE生成）；免疫抑制活性（
例えば、免疫寛容を生じる活性）を有するリンパ球または他の細胞集団の活性化；ならび
に特定の細胞機能に対する抑制効果を有するサイトカイン（IL-10およびTGF-βを含むが
、これらに限定されない）の増加した合成。この１つの例は、ＩＦＮ－γであり、これは
、IgEおよびIgG1へのIL-4誘導性クラス変換をブロックし、それによりこれらの抗体サブ
クラスのレベルを減少するようである。
【０２０５】
　癌治療に適切なヒト被験体は、２つの処置群をさらに含み、これらの群は、臨床基準に
より区別され得る。「進行した疾患」または「高腫瘍負荷」を有する患者は、臨床的に測
定可能な腫瘍を保有する患者である。臨床的に測定可能な腫瘍は、腫瘍塊に基づいて（例
えば、触診により、CATスキャンによるか、ソノグラムによるか、乳房Ｘ線像によるか、
またはＸ線により；生化学的ポジティブマーカーまたは組織病理学的マーカーそれ自体で
は、この集団を同定するために不十分である）検出され得る腫瘍である。本発明において
具体化される薬学的組成物は、その状態を緩和する目的で、抗腫瘍応答を惹起するために
これらの患者に投与される。理想的には、腫瘍塊の減少が、結果として生じるが、任意の
臨床的改善が利益を構成する。臨床的改善は、腫瘍の進行の危険もしくは進行の減少、ま
たは腫瘍の病理学的結果の減少を含む。
【０２０６】
　適切な被験体の第２の群は、「アジュバント群」として当該分野で公知である。これら
は、癌の病歴を有したが別の治療様式に応答した個体である。事前治療は、外科的切除、
放射線療法、および従来の化学療法を含み得た（が、これらに限定されない）。結果とし
て、これらの個体は、臨床的に測定可能な腫瘍を有さない。しかし、これらは、もとの腫
瘍部位付近でかまたは転移によってのいずれかで、疾患の進行の危険があると疑われる。
【０２０７】
　「アジュバント」とは、本明細書中で使用される場合、いくつかの意味を有し、そのす
べてが、この用語が使用される状況に依存して明らかである。薬学的調製物の状況におい
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て、アジュバントは、抗原とともに（皮下にかまたは他の方法で）与えられるか、または
抗原に組換え融合されて、その抗原の免疫原性を増強する、化学的因子または生物学的因
子である。概説について、Singhら(1999) Nature Biotech. 17: 1075-1081を参照のこと
。単離されたDCもまた、アジュバントとしての使用について示唆されている。その中にお
ける使用のための組成物が、本発明中に包含される。癌診断または癌処置の状況で、アジ
ュバントは、臨床的に検出可能な腫瘍塊を有さないが、再発の危険が疑われる、癌患者の
種類をいう。
【０２０８】
　この群は、さらに高リスク個体および低リスク個体へと部分分割され得る。この部分分
割は、最初の処置の前または後に観察される特徴に基づいてなされる。これらの特徴は、
臨床的分野で公知であり、そして種々の各癌について適切に規定される。高リスク部分群
を代表する特徴は、腫瘍が隣接組織に侵襲したか、リンパ節の関与を示す、特徴である。
【０２０９】
　別の適切な群は、癌に対する遺伝的素因を有するが、なお癌の臨床的徴候を有未だ示さ
ない、群である。例えば、乳癌に関連する遺伝子変異について試験の結果がポジティブで
あるがなお妊娠可能な年齢である女性は、予防手術を実施するのが適切であるまで、癌の
発症を予防するような予防的処置において本明細書中に記載される抗原結合フラグメント
の１つ以上を受けることを望み得る。
【０２１０】
　ヒト癌患者（神経膠芽細胞、黒色腫、神経芽細胞腫、腺癌、神経膠腫、軟部組織肉腫お
よび種々の癌腫（小細胞肺癌を含む）を含むが、これらに限定されない）は、特に適切な
被験体である。適切な癌腫は、さらに、以下を含むがこれらに限定されない、腫瘍学の分
野で公知の任意の癌腫を含む：神経膠星状細胞腫、線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、乏突
起神経膠腫、脳室上衣細胞腫、髄芽細胞腫、未分化神経外胚葉性腫瘍（primitive neural
 ectodermal tumor)(PNET）、軟骨肉腫、骨原性肉腫、膵管腺癌、小細胞肺腺癌および大
細胞肺腺癌（small and large cell lung adenocarcinoma）、脊索腫、血管肉腫、内皮肉
腫（endotheliosarcoma）、扁平上皮癌、気管支肺胞癌腫（bronchoalveolarcarcinoma）
、上皮腺癌（epithelial adenocarcinoma）、およびその肝臓転移、リンパ管肉腫、リン
パ管内皮腫、肝細胞癌、胆管癌、骨膜腫、中皮腫、ユーイング肉腫、横紋筋肉腫、結腸癌
腫（colon carcinoma）、基底細胞癌、汗腺癌、乳頭状癌、汗腺癌、乳頭状腺癌、嚢胞腺
癌、髄様癌、気管支原生癌、腎細胞癌、胆管癌腫（bileduct carcinoma）、絨毛癌、精上
皮腫、胎生期癌、ウィルムス腫瘍、精巣腫瘍、髄芽細胞腫、頭蓋咽頭腫、脳室上衣細胞腫
、松果体腫、血管芽細胞腫、聴神経腫、乏突起神経膠腫、髄膜腫、神経芽細胞腫、網膜芽
細胞腫、白血病、多発性骨髄腫、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、およびＨ
鎖病、腺管癌および小葉癌のような乳癌、子宮頚の扁平上皮癌および子宮頚の腺癌、子宮
上皮癌腫瘍、卵巣上皮癌腫瘍、前立腺腺癌、膀胱の移行性扁平上皮癌、Ｂ細胞リンパ腫お
よびＴ細胞リンパ腫（結節性およびびまん性）プラスマ細胞腫、急性および慢性白血病、
悪性黒色腫、軟部組織肉腫ならびに平滑筋肉腫。
【０２１１】
　患者は、疾患の進行形態を有し得、その症例において、処置目標は、疾患進行の緩和も
しくは逆転、および／または副作用の軽減を含み得る。その患者は、処置された状態の病
歴を有し得、その症例において、治療目標は、代表的には、再発の危険の減少または遅延
を含む。
【０２１２】
　自己免疫障害は、種々の細胞、組織および器官の自己破壊を生じる、方向を誤った免疫
応答により生じる。これらの障害の原因は、未知である。MHCを介する自己の認識は、免
疫応答において重要であることが公知である。しかし、自己免疫応答の予防および自己免
疫を担う細胞は、十分には理解されていない。
【０２１３】
　自己免疫は、因子（遺伝的影響、体液性影響および環境的影響を含む）の組み合わせか
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ら生じる。多くの自己免疫障害は、Ｂ細胞機能亢進により特徴付けられ、これは、Ｂ細胞
および自己抗体の増殖ならびに高ガンマグロブリン血症により顕著である。Ｂ細胞機能亢
進は、おそらくＴ細胞異常に関連する。ホルモン因子および遺伝的因子は、自己免疫障害
の発症に強力に影響する（例えば、エリテマトーデスは、妊娠可能な年齢の女性に優勢に
影響し、そして特定のHLAハプロタイプは、特定の自己免疫障害の危険の増加と関連する
）。
【０２１４】
　一般的自己免疫障害としては、慢性関節リウマチ、若年性慢性関節リウマチ、乾癬性関
節炎、強直性脊椎炎、シェーグレン症候群、エリテマトーデス、グッドパスチャー症候群
、ライター症候群、強皮症、脈管炎、多発性筋炎および皮膚筋炎が挙げられるが、これら
に限定されない。これらの状態の多くは、免疫学的障害に関連する異常な炎症反応を含む
。本明細書中に記載されるDCは、特に、その障害に関与するＴ細胞を不活性化するかまた
はＴ細胞における寛容原化を誘導するために使用される場合、これらの障害の処置におけ
る使用に適切である。処置の方法は、当該分野で公知である。本明細書中で考察されるよ
うに、本明細書中に記載の方法により得られるDCのサブセットの１つ以上が、自己免疫の
処置における使用に適切である。
【０２１５】
　抗原結合フラグメントの「免疫原性活性」は、インタクトな抗体が認識する抗原に特異
的に結合することをいう。このような結合は、免疫応答を惹起しても惹起しなくてもよい
。特定の免疫応答は、抗体、Ｂ細胞応答、Ｔ細胞応答、それらの任意の組み合わせ、なら
びにこれらから生じ得るエフェクター機能を惹起し得る。限定はしないが、抗体媒介性機
能ADCCおよび補体媒介性細胞溶解（CDC）が含まれる。Ｔ細胞応答としては、Ｔヘルパー
細胞機能、細胞傷害性Ｔ細胞機能、炎症／誘導物質Ｔ細胞機能、およびＴ細胞媒介性免疫
抑制が挙げられるが、限定はしない。直接または間接的のいずれかで、これらの基準のい
ずれかに従う特定の免疫応答を惹起し得る化合物（単独またはキャリアもしくはアジュバ
ントとの組み合わせてのいずれかで）は、「免疫原性」と呼ばれる。抗原結合フラグメン
ト「活性」または「機能」は、抗体の免疫学的活性のいずれか（癌の検出、改善または緩
和を含む）をいう。
【０２１６】
　「免疫応答」は、悪性組織または疾患組織、身体が曝露される疾患原因因子および他の
外来因子に対する免疫学的応答の誘導または増強をいう。免疫応答は、抗体産生により示
されるように、体液性であり得；そして／またはナチュラルキラー細胞または細胞傷害性
Ｔリンパ球（CTL）およびそれらにより産生されるサイトカインのような細胞によって示
される細胞溶解性応答によって示されるように、細胞媒介性であり得る。免疫応答は、感
染または悪性疾患の部位の単核細胞浸潤によりモニターされ得る。代表的には、このよう
なモニタリングは、組織病理学による。「癌特異的免疫応答」は、悪性疾患に対して生じ
るが非癌性細胞に対しては生じない、免疫応答である。本明細書中に記載の処置は、代表
的には、細胞媒介性免疫応答を誘導または増強するが、抗体媒介性免疫応答もまた誘導ま
たは増強し得る。この処置はまた、抗原に対する免疫応答の型に影響し得る。
【０２１７】
　本発明による組成物はまた、抗原特異的Th1免疫応答を誘導する際の使用に適切である
。Th1型免疫応答を刺激することは、本発明に従って処置される宿主において測定され得
、そして以下を含むがこれらに限定されない、当該分野で公知の任意の方法により決定さ
れ得る：抗原チャレンジ前後に測定したIL-4のレベルの減少；あるいは抗原刺激したかも
しくは刺激およびチャレンジした、本発明の組成物を用いずに処置したコントロールと比
較して、処置した宿主におけるIL-4のより低いレベル（またはレベルを欠く）の検出；抗
原刺激したかもしくは刺激およびチャレンジしたコントロールと比較して、処置した宿主
におけるIL-12、IL-18および／もしくはIFN（α、βもしくはγ、好ましくはIFN－γ）の
レベルにおける増加；未処置のコントロールと比較して、処置した宿主におけるIgG2a抗
体生成；抗原刺激したかもしくは刺激およびチャレンジした、未処置宿主と比較して、抗
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原チャレンジ前後に測定した抗原特異的IgEのレベルの減少、あるいは処置した宿主にお
ける抗原特異的IgEのより低いレベル（またはレベルを欠く）の検出。
【０２１８】
　種々のこれらの決定は、APCおよび／またはリンパ球、好ましくはDCおよび／またはＴ
細胞により生成されるサイトカインを、本明細書中に記載されそして当該分野で公知の方
法を使用してインビトロまたはエキソビボで測定することによって、なされ得る。抗体産
生を決定するための方法としては、当該分野で公知の任意のものが挙げられる。
【０２１９】
　Th1に偏ったサイトカイン誘導は、増強した細胞性免疫応答（例えば、NK細胞、細胞傷
害性キラー細胞、Th1ヘルパーおよび記憶細胞によって行われる免疫応答）を生成する。
これらの応答は、ウイルス、真菌、原生動物寄生生物、細菌、アレルギー性疾患および喘
息、ならびに腫瘍に対する予防的または治療的ワクチン接種における使用に特に有益であ
る。
【０２２０】
　本発明は、BDCA-2の連結を介するＩ型インターフェロン産生のダウンレギュレーション
、BDCA-2の連結を介するＴｈ１免疫応答のダウンレギュレーション、およびBDCA-2の連結
を介するTh2に対する免疫応答の分極をさらに含む。これらの指標は、BDCA-2の連結を妨
害することによって逆転され得る。本発明はさらに、BDCA-2の連結を妨害するために適切
な部分およびこれらの部分の組成についてスクリーニングすることを包含する。
【０２２１】
　抗原結合フラグメントは、種々の治療薬剤と組み合わせて使用され、両方の投与は、通
常、実質的に同時に生じる。用語「実質的に同時に」は、それらが時間に関して合理的に
近接して投与されることを意味する。治療薬剤の投与は、毎日であってもまたは他の適切
な任意の間隔であってもよく、例えば、病気の性質、患者の状態および薬剤の半減期のよ
うな因子に依存する。
【０２２２】
　治療組成物は、注射によってか、または経時的な漸次灌流によって、投与され得る。抗
原結合フラグメントは、静脈内、腹腔内、筋肉内、皮下、腔内（intracavity）、結節内
（intranodal）、鞘内または経皮的に、単独でかまたは他の治療剤と組み合わせて、投与
され得る。
【０２２３】
　投与の別の方法は、例えば、腫瘍中への直接の注射による、病変内局注である。癌患者
への種々の形態の免疫療法の病変内局注投与は、免疫学的因子の全身投与に伴って観察さ
れる毒性を生じない。Fletcherら(1987) Lymphokine Res. 6: 45；Rabinowichら(1984) C
ancer Res. 47: 173；Rosenbergら(1989) Science 233: 1318；およびPizzら(1984) J. I
nt. Cancer 34: 359。
【０２２４】
　さらに、処置が必要な領域へ局所的にその組成物を投与することが望ましくあり得；こ
れは、例えば、注射、カテーテル、または移植片による手術の間の局所注入によって達成
され得、その移植片は、多孔性、非多孔性またはゼラチン状の物質であり、これらとして
は、シラスチック膜または繊維のような、膜が挙げられる。そのような適切な膜は、Guil
ford sceincesにより提供されるGliadel（登録商標）である。
【０２２５】
　抗BDCA-2モノクローナル抗体（AC144）とのBDCA-2の連結が細胞内Ca2+移動を誘導する
という事実は、プラスマ細胞様DC（およびBDCA-2を発現する他のすべての細胞）は、BDCA
-2シグナル伝達の誘発またはBDCA-2シグナル伝達の誘発の阻害によって、機能的に調節さ
れ得ることを示す。DCの機能的調節に関して、以下の局面が、特許請求の範囲によって包
含される：
【０２２６】
　Ａ）CD4+およびCD8+T細胞応答の誘導およびダウンレギュレーション。
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　Ｂ）寛容または免疫に対する免疫応答の分極。
　Ｃ）Th1細胞発達、Th2細胞発達またはTh3/T調節性-1 CD4+T細胞発達に対する、CD4+T細
胞応答の分極。後者は、おそらくTGF-βおよび/またはIL-10の分泌を介して、免疫応答を
ダウンレギュレートする。
【０２２７】
　Ｄ）DCは、通常、Ｔ細胞についての抗原提示細胞と考えられる。しかし、いくつかの実
験室からの最近の研究は、これらがＢ細胞活性化および抗体合成の調節において、重要な
役割を有すると示された。従って、Ｂ細胞応答は、DC上のBDCA-2を介して調節され得る。
同じことが、ＮＫ細胞応答についても真であり得る。
【０２２８】
　Ｉ型インターフェロンはヒトにおいてTh1型免疫応答を誘導し得るので（Parronchiら(1
996) Eur. J. Immunol. 26: 697~703）、BDCA-2の誘発は、Th2細胞発達に対するCD4+T細
胞応答を分極するが、BDCA-2シグナル伝達の阻害は、Th1細胞発達に対するCD4+T細胞応答
を分極する。従って、本発明は、それぞれBDCA-2シグナル伝達の誘発またはBDCA-2シグナ
ル伝達の誘発の阻害による、Th2細胞発達またはTh1細胞発達に対するCD4+T細胞応答の分
極を包含する。
【０２２９】
　本明細書中に引用されるすべての刊行物は、本明細書中においてその全体が参考として
援用される。以下の実施例は、本発明を例示するために提供されるが、本発明を限定はし
ない。
【０２３０】
　実施例１.　DC特異的モノクローナル抗体（mAb）の生成
　６～８週齢の５匹の雌性Balb/cマウス（Simonsen Laboratories、Gilroy、CA）に、麻
酔下で、右足蹠に約5×105～1×106の精製HLA-DR+lin-血液DCを０日目、４日目、７日目
、11日目および14日目に、そして左足蹠に約1×106のHLA-A2+Bristol-8 Ｂリンパ芽球腫
を、－３日目、０日目、４日目、７日目、11日目、および14日目に接種した。両方の細胞
型を、室温で10分間1:100PHA（Gibco/BRL、Gaithersburg、MD）とともにインキュベート
し、そして注射前にＰＢＳで洗浄した。この処置は、非特異的アジュバント効果を提供し
、そしてフロイントアジュバントのようなアジュバントについての必要性を除去する。
【０２３１】
　15日目、HLA-DR+lin-DCの５回目の注射の１日後、マウス右脚の膝窩リンパ節を除去し
た。リンパ球懸濁物を調製し、そして細胞を、KohlerおよびMilstein(1975) Nature 256:
 495により記載される方法の改変形を使用して、SP2/0 Ag14黒色腫細胞に融合した。融合
細胞を、20% FCS（HyClone、Logan、UT）、2mmol/L Ｌグルタミン、15mmol/L Hepes、10-
4mmol/Lヒポキサンチン（Gibco/BRL）を補充したDMEM中で96ウェルプレート上にプレート
し、そして９％ CO2を含む37℃インキュベーター中に配置した。
【０２３２】
　目に見えるハイブリドーマコロニーが明らかな場合、これらのウェルからの上清を、抗
体分泌およびPBMCに対する非反応性（＜１％ポジティブ細胞）についてフローサイトメト
リーによってスクリーニングした。簡単には、ラット抗マウスκ mAb結合体化ポリスチレ
ンビーズ（直径2.5μm、Interfacial Dynamics Corp.、Portland、OR）とPBMCの混合物を
、室温で20分間50μlハイブリドーマ上清とともにインキュベートした。次いで、ビーズ
／細胞混合物を、5mmol/L EDTAおよび0.5% BSAを含むPBS(pH7.4)(PBS/EDTA/BSA)で２回洗
浄し、そしてビーズおよび試験細胞へのこの上清由来のマウスIgM、IgG1、IgG2aおよびIg
G2bの結合を、PE結合体化ラット抗マウスIgM mAb（クローンX54、BD Biosciences、San J
ose、CA）、PE結合体化ラット抗マウスIgG1 mAb（クローンX56、BD Biosciences）および
ＰＥ結合体化ラット抗マウスIgG2 mAb（クローンX57、BD Biosciences）で染色すること
によって、検出した。PBMCおよびポリスチレンビーズを、スキャッターシグナルによりフ
ローサイトメトリー分析において容易に区別し得る。
【０２３３】
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　次いで、第１回のスクリーニング基準を満たした培養上清を、有意な比率の血液DCに対
する反応性についてのフローサイトメトリー分析によってスクリーニングした。手短かに
は、ラット抗マウスmAb結合体化ポリスチレンビーズおよび富化した血液DC（Ｂ細胞、Ｔ
細胞および単球を除去した、PBMC）の混合物を、室温で20分間、50μlハイブリドーマ上
清とともにインキュベートした。次いで、この混合物を２回、PBS/EDTA/BSAで洗浄し、そ
してPE結合体化ラット抗マウスIgM mAb、PE結合体化ラット抗マウスIgG1 mAbおよびPE結
合体化ラット抗マウスIgG2 mAbで染色して、ビーズおよび富化した血液DCへのこの上清由
来のマウスIgM、IgG1、IgG2aおよびIgG2bの結合を検出した。
【０２３４】
　フローサイトメトリー分析におけるHLA-DR-細胞からのHLA-DR+DC細胞の識別のために、
ビーズ／細胞混合物を１回洗浄し、PE結合体化ラット抗マウスIgG2 mAbの遊離結合部位お
よびビーズ結合体化ラット抗マウスκ mAbの遊離結合部位（free binding site）を、室
温で５分間、100μg/mlのマウスIgG2aとのインキュベーションによって飽和させ、そして
この混合物を、抗HLA-DR-FITC（クローンAC122、IgG2a）により対比染色した。
【０２３５】
　選択したハイブリドーマ細胞を培養中で増殖して、ストックを液体窒素中で凍結し、サ
ブクローンを、限界希釈によって確立し、そして一連のポジティブサブクローンもまた液
体窒素中で凍結した。mAbのアイソタイプを、ISOTYPE Ab-STAT Kit（SangStat Medical C
orp.、Palo Alto、CA）により決定した。
【０２３６】
　mAb生成のために、ハイブリドーマ細胞を、mAbリッチな腹水のコレクションを用いてBa
lb/cマウスにおける腹水腫瘍としてか、またはmAbリッチな培養上清のコレクションを用
いて細胞培養（ローラー培養または中空線維培養）中でのいずれかで、増殖させた。純粋
なIgG mAbを、Protein Aアフィニティークロマトグラフィーにより、いくつかの場合では
その後に疎水性相互作用クロマトグラフィーにより、腹水または細胞培養上清から調製し
、そして5mmol/L EDTAおよび0.05％アジ化ナトリウムを含むPBS中に４℃で貯蔵した。
【０２３７】
　精製mAbを、標準的技術に従って、FITC（Sigma、St. Louis、MO）、PE（Cyanotech Cor
p.、Kailua Kona、HI）、Cy5（Amersham Life Science Inc.、Arlington Heights、IL）
、APC（Europa Bioproducts Ltd.、Cambridge、UK）、ビオチン（Pierce、Rockford、IL
）およびコロイド状超常磁性ビーズ（直径約50mm、Miltenyi Biotec GmbH、Bergisch Gla
dbach、Germany）に結合体化した。Hermanson(1996) Bioconjugate Techniques. Academi
c Press Inc.、San Diego、785頁；Aslamら（1998) Bioconjugation: protein coupling 
techniques for the biomedical sciences.、Macmillan Reference Ltd.、London、833頁
；ならびにKantorら(1997) Magnetic cell sorting with colloidal superparamagnetic 
particles.、Cell Separation Methods and Applications、Recktenwaldsら編、Marcel D
ekker Inc.、New York、153~173頁。
【０２３８】
　細胞調製物
　正常な健常なボランティアからのバフィコートを、the Institute for Transfusionmed
icine、Hospital Merheim、Cologne、Germanyから得た。PBMCを、標準的Ficoll-Paque（P
harmacia、Uppsala、Sweden）密度勾配遠心分離によりバフィコートから調製した。
【０２３９】
　末梢血白血球を、等張性塩化アンモニウム緩衝液（155mmol/L NH4Cl、10mmol/L KHCO3
および0.1mM EDTA）中での赤血球の溶解によって、バフィコートから調製した。Hanselら
(1991) J. Immunol. Met. 145: 105~110。CD4+lin-血液DCを、本明細書の他の場所に詳細
に記載されるような２工程免疫磁気細胞ソーティング（MACS）により、PBMCから単離した
。Robertら（1999)；およびMiltenyiら(1999) High gradient magnetic cell sorting、F
low cytometry and cell sorting、Radbruch編、Springer-Verlag、Berlin、218～247頁
。
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【０２４０】
　簡単には、単球、Ｔ細胞およびNK細胞を、CD3（クローンBW264/56）、CD11b（クローン
M1/70.15.11.5）、CD16（クローンVEP-13）に対するmAbを使用し、いくつかの実験におい
ては、Ｂ細胞および単球上で発現する不十分にしか規定されていない抗原（クローンL179
）に対するmAbを使用して、除去した。除去した細胞画分から、その後、血液DCを、CD4(M
-T321）に対する抗体を使用して、高純度に濃縮した。ハイブリドーマ培養上清（上記を
参照のこと）をスクリーニングするために、血液DCを、CD3およびL179抗原発現に基づく
Ｔ細胞、Ｂ細胞および単球の免疫磁気除去によって、部分的にのみ濃縮した。
【０２４１】
　CD1c発現細胞、BDCA-2発現細胞、およびBDCA-3発現細胞を、一次試薬としてPE結合体化
mAbもしくはFITC結合体化mAb（それぞれ、AD5-8E7、AC144およびAD6-5E8）を用い、そし
て二次試薬として抗PEmAb結合体化マイクロビーズもしくは抗FITCmAb結合体化マイクロビ
ーズ（Miltenyi Biotec GmbH）を用いる間接的磁気標識、ならびにMACSによる標識細胞の
濃縮によって、PBMCまたは扁桃から単離した。いくつかの実験において、BDCA-3+細胞を
、抗BDCA-3 mAb（AD5-5E8）結合体化マイクロビーズを用いる直接的磁気標識に基づいて
単離した。
【０２４２】
　CD1c+B細胞を含まない高度に純粋なCD1c+血液DC細胞を、CD19 mAb結合体化マイクロビ
ーズ（Miltenyi Biotec GmbH）を使用するCD18+B細胞の免疫磁気除去、続いてのCD1c+細
胞の免疫磁気濃縮によって得た。好塩基細胞を、磁気標識キット（Miltenyi Biotec）を
用いる、CD3発現細胞、CD7発現細胞、CD14発現細胞、CD15発現細胞、CD36発現細胞、CD45
RA発現細胞、およびHLA-DR発現細胞の間接的磁気標識に基づく、非好塩基細胞の免疫磁気
除去によって、PBMCから精製した。CD14+単球、CD34+造血前駆細胞およびCD3+T細胞を、
それぞれCD14 mAb結合体化マイクロビーズ、CD34 mAb結合体化マイクロビーズおよびCD3 
mAb結合体化マイクロビーズ（Miltenyi Biotec GmbH）を用いる直接磁気標識に基づいて
、免疫磁気精製した。
【０２４３】
　細胞培養
　「未成熟」単球由来DC(Mo-DC)の生成のために、精製CD14+単球を、培地［2mmol/L Ｌ－
グルタミン、10% FCS（Sigma）、100mmol/Lピルビン酸ナトリウム（Gibco/BRL）、100 U/
mlペニシリン（Gibco/BRL）および100μg/mlストレプトマイシン（Gibco/BRL）を補充し
た、RPMI 1640(Gibco/BRL)］中で5×105~1×106細胞/mlの細胞密度で、500～1000U/ml rI
L-4（PeproTech、Rocky Hill、NJ）および100ng/ml rGM-CSF（PeptoTech）の存在下で、
加湿5%CO2含有雰囲気下で37℃で7日間培養した。「成熟」Mo-DCの生成のために、「未成
熟」Mo-DCを１回洗浄し、そして20ng/ml TNF-α(PeproTech）の存在下でさらに３日間培
地中で培養した。
【０２４４】
　CD34+造血前駆細胞由来DC(CD34-DC)の生成のために、精製CD34+細胞を、100ng/ml rFlt
3-Ligand(PeproTech)、0.5ng/mL rTGF-β1(PeproTech）、10ng/ml rTNF-α、20ng/ml rSC
F(PeproTech)および100ng/ml rGM-CSFの存在下で、培地中で１１日間、細胞密度5×104細
胞/mlで培養した。新鮮に単離したCD4+lin-血液DCを、10ng/ml rIL-3(PeproTech）の存在
下で48時間まで、培地中で細胞密度5×105～1×106細胞/mlで培養した。単離したCD1c発
現DC、BDCA-2発現DC、およびBDCA-3発現DCを、いかなるサイトカインも含まないか、また
は10ng/ml rIL-3、20ng/ml IL-4(PeproTech)および100ng/ml GM-CSFの存在下で、培地中
で48時間まで、細胞密度5×105～1×106細胞/mlで培養した。
【０２４５】
　実施例２.　血液DCのフローサイトメトリー分析
　FACScalibur（BD Biosciences）を、１色フローサイトメトリー、２色フローサイトメ
トリー、３色フローサイトメトリーまたは４色フローサイトメトリーのために使用した。
5×103～2×105細胞／サンプルのデータを、リスト様式で得、そしてCellQuestソフトウ
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ェア（BD Biosciences）を使用して分析した。
【０２４６】
　以下のmAb（クローン名）を、フローサイトメトリーについてのこの研究において使用
した：PharMingen, San Diego, CAからのCD1a(HI149）、CD10(HI10a)、CD11a(G43-25B）
、CD11c(B-ly6）、CD25(M-A261）、CD27(M-T271）、CD32(FL18.26）、CD38(HIT2）、CD40
(5C3）、CD43(IG10）、CD54(HA58）、CD62L(Dreg56）、CD64(10.1）、CD69(FN50）、CD98
(UM7F8）、抗HLA-DQ(TU169）、および抗TCRαβ T1OB9.1A-31；BD BiosciencesからのCD2
(S5.2）、CD8(SK1）、CD13(L138）、CD14(MFP9）、CD19(SJ25-Cl）、CD33(P67.6）、CD34
(8G12）、CD45RO(UCHL-1）、CD56(NCAM16.2）、CD71(L01.1）、CD123(9F5）、抗IgD(TA4.
1）、抗マウスIgG1(X56）、抗マウスIgG2(X57）、および抗マウスIgM(X54)；CLB, Amster
dam, NetherlandsからのCD5(CLB-T11/11、6G4）、CD7(CLB-T-3A1/1、7F3）、CD16(CLB-Fc
R gran/1、5D2）、CD45RA(F8-11-13）、CD80(CLB-DALI)；CD18(7E4）、CD23(9P25)；Coul
ter Immunotech, Marseilles, FranceからのCD58(AICD58）、CD77(38.13）、CD83(HB15A
）、CD86(HA5.2B7）、CD116(SC06)；Miltenyi Biotec GmbHからのCD4(M-T321）、CD11b(M
l/70.15.11.5）、CD14(TUK4）、CD15(VIMC6）、抗HLA-DR(910/D7）、抗AC133(AC133/1）
、および抗TCRαβ(BW242/412)；Amcell, Sunnyvale, CAからのCD36(AC106）、CD123(AC1
45）、抗HLA-DR(AC122およびAC123）および抗GPA(AC107)；Ancell, Bayport, MNからのCD
1c(M241)；Southern Biotechnology Associates, Birmingham, Alabamaからのポリクロー
ナル抗IgG、抗IgM(SA-DA4）、ポリクローナル抗κ、およびポリクローナル抗λ；W. Knap
p, Institute of Immunology, University of Vienna, Vienna, AustriaからのCD61(VIPL
2)；J.Moll, Forschungszentrum Karlsruhe, Karlsruhe, GermanyからのCD44(IM7)；Calt
ag Laboratories, Burlingame, CAからのCD20(H147)；E.Butcher, Department of Pathol
ogy, Stanford University, Stanford, CAからの抗CLA(HECA-452)；J. P. Kinet, Molecu
lar Allergy and Immunology Section, National Institute of Allergy and Infectious
 Diseases, National Institutes of Health, Rockville, Marylandからの抗FcεRI(15-1
)；M. R. Parwaresch, Department of Pathology, Christian Albrechts University, Ki
el, GermanyからのCD11c(Ki-M1)；D. N. Hart, Mater Medical Research Institute ,Mat
er Misericordiae Hospitals, South Brisbane, Queensland, AustraliaからのCMRF-44お
よびCMRF-56；ならびにSigmaからの抗HLA-A、抗HLA-B、抗HLA-C(W6/32）。
【０２４７】
　全ての抗体を、FITC、PE、ビオチンまたはCy5と結合体化したmAbとして使用した。ビオ
チン化mAbでの間接的な免疫蛍光染色のために、ストレプトアビジン－APC(BD Bioscience
s）を使用した。フローサイトメトリー分析において死細胞を排除するために、細胞をプ
ロピジウムヨージドで染色した。Fcレセプター媒介ｍＡｂ結合を最小にするために、細胞
を、大部分の実験において、ヒトIgGを含むFcR遮断薬(Miltenyi Biotec GmbH）の存在下
で染色した。
【０２４８】
　顕微鏡分析
　細胞を、細胞遠心機（Cytospin 3, Shandon, Pittsburgh, PA）において、スライド上
にスピンダウンさせた。蛍光顕微鏡検査のために、細胞遠心分離の後に、スライドを一晩
風乾し、そしてFluoromount G(Southern Biotechnology Associates）で封入した。メイ
－グリュンヴァルト／ギームザ染色のために、スライドを、細胞遠心分離の後に少なくと
も２時間に間にわたって風乾し、メイ－グリュンヴァルト／ギームザ溶液（Merck, Darms
tadt, Germany）中で２分間、室温で染色し、蒸留水中で徹底的にリンスし、ギームザ溶
液（Merck）中で15分間、室温で染色し、蒸留水中で繰り返し洗浄し、そして少なくとも
２時間風乾した。Zeiss Axioscop（顕微鏡)(Zeiss, Oberkochen, Germany）を、分析のた
めに使用した。デジタル写真を、Xillix Microlmager Ml1400-12X (Xillix, Vancouver, 
Canada）を使用して作成した。
【０２４９】
　実施例３.　交差阻害、同時キャッピングおよび同時インターナリゼーションの分析
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　２つの異なるmAbクローンが同じ（かまたは密接に関連する）抗原エピトープを認識す
るか否かを分析するために、交差阻害結合アッセイを実施した。1×106と2×106との間の
細胞を、これら２つのmAbクローンのうちの一方とともに、約100μg/mlの濃度で10分間、
４℃で予備インキュベートし、次いで、他方のmAbクローンのPE結合体で、その最適な力
価でさらに５分間、４℃で染色した。PBMCを使用して、BDCA-2、BDCA-3、およびBDCA-4に
特異的なmAbクローンの交差阻害を分析し、そしてMOLT-4細胞を使用して、CD1c特異的mAb
クローンの交差阻害を分析した。細胞染色を、フローサイトメトリーによって分析した。
【０２５０】
　AD5-5E8およびAD5-14H12が同じ抗原（または同じ抗原複合体）を認識するか否かを確認
するために、同時キャッピングアッセイを実施した。簡単に言えば、BDCA-3発現細胞を、
PE結合体化AD5-14HI2 mAbおよび抗PE mAb結合体化マイクロビーズを用いて間接的に磁気
により標識することによって、PBMCから単離し、そして単離した細胞を、30分間37℃でイ
ンキュベートして、mAb－抗原複合体のキャッピングを誘導した。その後、細胞を、0.1％
アジ化ナトリウムを補充した氷冷PBS/EDTA/BSA(PBS/EDTA/BSA/アジド）で洗浄し、そして
PBS/EDTA/BSA/アジド中のFITC結合体化AD5-5E8 mAbで10分間４℃で染色した。細胞染色を
、蛍光顕微鏡検査によって分析した。
【０２５１】
　同時インターナリゼーションアッセイを使用して、AC144およびAD5-17F6が同じ抗原（
または同じ抗原複合体）を認識するか否かを調査した。簡単に言えば、1×106のPBMCを、
50μg/mlのAC144 mAbとともに、15分間室温で、PBS/BSA中でインキュベートし、PBS/BSA
中で２回洗浄し、次いで細胞培養培地中で、37℃で30分間インキュベートした。AC144 mA
bが培養の際にインターナリゼーションされるか否かを分析するために、細胞のアリコー
トを、培養期間の前後に、ラット抗マウスIgG1-PEで染色した。
【０２５２】
　全てのAC144 mAb結合部位が非結合体化AC144 mAbで培養前に飽和されたか否か、および
いずれかの遊離の結合部位が培養後に再出現したか否かを決定するために、細胞のアリコ
ートを、培養期間の前後に、AC144-PEで染色した。AD5-17F6抗原が同時インターナリゼー
ションされたか否かを分析するために、アリコートを、培養期間の前後に、AD5-17F6-PE
で染色した。全ての細胞を、フローサイトメトリー分析においてCD123brightHLA-DR+プラ
スマ細胞様（plasmacytoid)DCをゲートオンし得るように、CD123-FITCおよびHLA-DR-Cy5
で対比染色した。
【０２５３】
　実施例４.　エンドサイトーシスアッセイ
　血液DCサブセットのエンドサイトーシスを評価するために、精製したCD1c+、BDCA-2+お
よびBDCA-3+血液DC、ならびに（コントロールとして）精製したCD3+T細胞を、37℃で、1m
g/ml Luciferイエロー（LY）を含む培地中で、０分間、15分間、45分間、および75分間イ
ンキュベートした。その後、細胞を氷冷PBS/EDTA/BSA中で３回洗浄し、そしてフローサイ
トメトリーによって分析した。
【０２５４】
　実施例５.　単離された血液DCの非培養血液細胞との反応性
　表１に列挙するmAbの血液細胞との反応性によって、これらを以下の４つの群に分割し
得る：（１）AC144、AD5-13A11およびADB-4B8；（２）AD5-17F6；（３）AD5-5E8およびAD
5-14H12；ならびに（４）AD5-8E7。
【０２５５】
　第１群のmAb（AC144、AD5-13A11およびADB-4B8）は、全てのPBMCの約0.41±0.17％（ｎ
＝10）を染色する（図1A）。前方向散乱シグナルと側方向散乱シグナルとのドットプロッ
トにおいて、これらの希少な細胞は、小さな休止リンパ球と単球との間に位置する均一な
細胞集団を構成する（図1B）。従って、これらの希少な細胞は、αβT細胞レセプター（T
CRαβ）、CD14、CD19およびCD56（それぞれＴ細胞、単球、Ｂ細胞およびNK細胞において
発現される系列マーカー）を発現しない（図1A）。高度に精製された血液DC（95%より多
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いHLA-DR+、TCRαβ-、CD14-、CD19-およびCD56-）の染色は、第１群のmAbが、CD11c-CD1
23bright血液DCと反応性である（図２）がCD11c+血液DCとは反応性ではないことを明らか
にする。これらの全てが単一の抗原と反応するか否かを分析するために、本発明者らは、
二色染色および交差阻害研究を実施した。その結果は、この群の全てのmAbが、同じ抗原
の単一のエピトープを認識することを示す。この抗原を、BDCA-2と命名した。
【０２５６】
　図３に示すように、第２群のmAb（AD5-17F6）は、AC144（第１群のBDCA-2特異的mAbの
１つ）と同じPBMCの間で細胞を認識する。それにもかかわらず、AD5-17F6は、BDCA-2とは
異なる抗原を染色する。このことは、AD5-17F6がBDCA-2の抗BDCA-2 mAb媒介インターナリ
ゼーションの前後で等強度の表面染色を示した同時インターナリゼーション実験によって
、ならびにAC144 mAbおよびAD5-17F6 mAbが全体的に異なる染色パターンを示した培養後
のＤＣの染色によって、明らかに実証された（図４）。AD5-17F6によって認識される抗原
を、BDCA-4と命名した。これは、ニューロピリン－１（neuropilin-1）と同一である。He
ら（1997）。
【０２５７】
　第３群のmAb（AD5-5E8およびAD5-14H12）は、全てのPBMCの約0.04±0.01％（ｎ＝10）
を染色する（図lA）。散乱シグナル（図1B）ならびにTCRαβ、CD14、CD19およびCD56に
対するmAbでの対比染色（図1A）によれば、これらの細胞は、リンパ球および単球とは異
なり、そして第１群の抗体によって認識される細胞よりわずかに大きい。従って、血液DC
の染色は、異なるサブセットが、AD5-5E8およびAD5-14H12によって認識されること（すな
わち、CD11cdimCD123-血液DC）を示す（図２）。二色染色、交差ブロッキング研究および
同時キャッピング実験によれば、両方のmAbが、同じ抗原の、空間的に関連していない２
つのエピトープを認識するようである。本発明者らは、この抗原をBDCA-3と命名した。
【０２５８】
　第４の群（mAb AD5-8E7）は、2.39±0.96％（ｎ＝10）までの分画されていないPBMCと
反応する（図1A）。系列マーカーTCRαβ、CD14、およびCD19の光散乱分析（図1B）およ
び対比染色は、mAbが、Ｔ細胞および単球とは反応性ではなく、小さな休止CD19+B細胞の
主要なサブセットと反応性であることを明らかにする。精製したDCの染色は、AD5-8E7が
、Ｂ細胞に加えて、第１群および第２群のmAbによって認識されるサブセットとは異なる
、血液DCの第３のサブセット（すなわち、CD11cbrightCD123dim血液DC）を染色すること
を示す。
【０２５９】
　かなりの割合のCD11CbrightCD123dim血液DCが、CD56を発現する（以下を参照のこと）
。この理由により、いくらかのAD5-8E7反応性PBMCは、CD56（図1A）を染色する。AD5-8E7
は、精製したNK細胞に対して反応性ではない。AD5-8E7によって認識される抗原を、最初
は、BDCA-1と命名した。なぜならこれは、新たな抗原であるようであったからである。し
かし、AD5-8E7はCD1c mAb M241のMOLT-4細胞に対する結合を完全にブロックすることが、
後に明らかとなった（図６）。従って、AD5-8E7によって認識される抗原は、CD1cである
。
【０２６０】
　表１に列挙されるmAbのいずれも、顆粒球、血小板、赤血球、精製した好塩基性細胞お
よび精製したCD34+造血前駆細胞と反応性ではない。
【０２６１】
　実施例６.　培養された血液DC、Mo-DCおよびCD34-DCにおける、BDCA-2、BDCA-3およびB
DCA-4の発現
　新たに単離されたプラスマ細胞様CD11c-血液DCは、生存および変異に関してIL-3に依存
するが、一方でCD11c+血液DCの生存および変異は、サイトカイン依存性がはるかに低い。
CD11c-およびCD11c+血液DCにおける、BDCA-2、BDCA-3およびBDCA-4の発現を、rIL-3の存
在下での全血液DCの培養の０時間、１時間、３時間、６時間、９時間、12時間、18時間、
24時間、36時間、および48時間後に、分析した。この結果を図4に示す。BDCA-2の発現は
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、CD11c-血液DCにおいて、48時間以内に完全にダウンレギュレーションされる。対照的に
、BDCA-4は、CD11c-血液DCにおいてなおさらにアップレギュレートされ、そしてBDCA-2と
は異なり、これはまた、全てでなければ大部分のCD11c+DCにおいて、高レベルに発現され
る。
【０２６２】
　BDCA-3の発現は、CD11c-血液DCにおいて迅速に誘導され、24時間後に最も高い発現レベ
ルに達する。その後、BDCA-3発現は、再度ダウンレギュレートされるようである。CD11c+

血液DCにおけるBDCA-3の発現の分析は、BDCA-3-CD11cbrightおよびBDCA-3+CD11cdimサブ
セットが培養の開始時に存在するという事実によって、複雑になる。BDCA-3の発現は、BD
CA-3+CD11cdim血液DC集団における培養の少なくとも６時間まで変化しないままであり、
そしてBDCA-3-CD11cbright血液DCサブセットの少なくともいくらかの細胞において、３時
間以内で誘導される。
【０２６３】
　Mo-DCおよびCD34-DCにおける、BDCA-2、BDCA-3およびBDCA-4の発現
　機能的CD1a+DCを、エキソビボで、単球およびＣＤ３４+造血前駆細胞から生成した。Be
nderら(1996)；Picklら(1996)；Romaniら(1994)；Sallustoら(1994)；Cauxら(1992)；Mac
kensenら(1995)；Szabolcsら(1995)；Herbstら(1996)；de Wynterら(1998)；およびStrun
kら(1996)。図７は、Mo-DC（これらは、rGM-CSFの存在下で単球を７日間培養することに
よって生成した）ならびにIL-4およびCD34-DC（rFlt3リガンド、rTGF-β1、rTNF-α、rSC
FおよびrGM-CSFの存在下でCD34+造血前駆細胞を１１日間培養することによって生成した
）が、CD1a、CD1cおよびBDCA-4を発現するが、BDCA-2もBDCA-3もいずれも発現しないこと
を示す。
【０２６４】
　実施例７.　抗BDCA-2 mAb媒介架橋の際のBDCA-2のインターナリゼーション
　抗DCA-2 mAb標識BDCA-2+細胞の37℃でのインキュベーションがmAbインターナリゼーシ
ョンを生じる可能性を、FITC結合体化AC144 mAb（IgG1）でのPBMCの染色によって、検討
した。次いで、37℃でのインキュベーションに続いて、残っている細胞表面関連mAbを、P
E結合体化ラット抗マウスIgG1 mAbでの染色によって検出した。図８に示すように、細胞
を37℃でインキュベートした場合に、ラット抗マウスIgG1-PE染色の強度は、バックグラ
ウンドレベルまで非常に迅速に低下する。
【０２６５】
　対照的に、AC144-FITC染色の強度は、約50％のレベルまで一時的にのみ低下するが、そ
の後、ほぼインキュベーション前のレベルまで戻る。このことは、BDCA-2が、レセプター
媒介エンドサイトーシスと類似の速度論で、抗BDCA-2 mAb架橋の際にインターナリゼーシ
ョンされることを実証する。AC144-FITC染色強度の一時的な低下は、恐らく、エンドサイ
トーシス前のBDCA-2/抗BDCA-2 mAb複合体のパッチングおよびキャッピングに起因する。
【０２６６】
　実施例８.　単離されたCD1c+、BDCA-2+およびBDCA-3+血液DCの形態
　CD1c+、BDCA-2+およびBDCA-3+細胞を、PE結合体化一次mAbおよび抗PE Ab結合体化マイ
クロビーズで間接的に磁気によって標識すること、ならびに標識した細胞をMACSによって
濃縮することによって、PBMCから単離した（図９）。細胞遠心分離スライドのメイ－グリ
ュンヴァルト／ギームザ染色（図９）の際に、新たに単離されたBDCA-2発現細胞は、血液
および扁桃由来のCD11c-CD4+lin-DCの代表的なリンパプラスマ細胞様形態を示す：すなわ
ち、楕円形または湾入した核を有する、中程度の大きさの円形細胞。
【０２６７】
　対照的に、新たに単離されたCD1c+血液DCと新たに単離されたBDCA-3+血液DCとの両方が
、血液または扁桃由来のCD11c+CD4+lin-DCの代表的な形態学的特性を示す：すなわち、短
い細胞プロセスおよびさらに過度に小裂片に分かれた核を有する、あまり円形ではない細
胞。CD1c+BDCに加えて、小さな休止リンパ球の代表的な形態を有するCD1c+B細胞は、単離
されたCD1c+PBMCの細胞遠心分離スライドにおいて、見られ得る。高度に純粋なCD1c+BDC
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は、CD1c+細胞の濃縮の前に、CD19+B細胞が磁気的にPBMCから除去された場合に、得られ
る。
【０２６８】
　実施例９.　CD1c+、BDCA-2+およびBDCA-3+血液DCの表面表現型
　BDCA-2+およびBDCA-3+血液DCの表現型を、PE結合体化mAbおよびFITC結合体化mAbを用い
る二色免疫蛍光によって分析した。CD1c+血液DCの分析のために、Ｂ細胞の排除のために
、CD19-Cy5を使用して、三色染色を実施した。表現型分析の結果を表２に示し、そして以
下のように要約し得る：血液DCサブセットのいずれも、CD1a、CD8、CD15、CD16、CD19、C
D20、CD23、CD25、CD27、ＣD34、CD61、CD69、CD7.1、CD77、CD80、CD83、グリコホリンA
(GPA）、TCRαβ、AC133、IgD、IgMおよびCMRF-56抗原を発現しない。全ての血液DCサブ
セットが、CD43、CD44、CD54およびMHCクラスＩ分子を、類似のレベルで発現する。
【０２６９】
　BDCA-2+血液DCは、これらがCD45RAおよび少量のCD10除いて、CD13、CD40、CD45RO、CD5
6を発現しない点、ならびにこれらが、より高レベルのCD4を除いて、より低レベルのCD18
、CD38、CD58、CD98、CD116およびCLAを発現する点で、他の２つのサブセットとは異なる
。CD1c+血液DCは、これらが、より低レベルのCD62Lを除いて、CD2、より高レベルのMHCク
ラスII分子を発現する点、ならびにこれらが、FcレセプターCD32、CD64およびFcεR1を発
現する点で、他の２つのサブセットとは異なる。
【０２７０】
　恐らく、Fcレセプター発現に起因して、CD1c+血液DCはまた、IgG、κおよびλに対して
ポジティブである。さらに、いくらかのCD1c+DCは、CD14およびCD11bに対してポジティブ
であり、これによって、発現レベルは、CD1c発現とCD2発現との両方のレベルに逆に相関
する。BDCA-3+血液DCは、これらがCD36をずっと低いレベルで発現する点、およびこれら
が低レベルのCD5を発現するようである点で、他の２つのサブセットとは異なる。最後に
、CD11cおよびCD123を除いて、少なくとも１つのさらなる抗原（CD33）は、３つ全てのサ
ブセットの識別に有用である：CD33は、BDCA-2+DCにおいて低レベルで、BDCA-3+DCにおい
て中程度のレベルで、そしてCD1c+DCにおいて高レベルで、発現される。
【０２７１】
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【表２】

【０２７２】
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【０２７３】
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【表４】

【０２７４】
　実施例10.　培養後のCD1c+、BDCA-2+およびBDCA-3+血液DCにおける、MHCクラスII、CD8
3、および同時刺激分子の発現
　新たに単離されたCD1c+血液DCおよびBDCA-3+血液DCを、いかなるサイトカインをも補充
しない培地中で１日間培養し、そして新たに単離されたBDCA-2+血液DCを、IL-3およびCD4
0 mAbを補充した培地中で、CD32トランスフェクトした線維芽細胞上で２日間培養した。
この培養期間の後に、細胞を、CD1a、CD80、CD83、CD86およびHLA-DRの発現に関して分析
した。比較のために、いわゆる「未熟」Mo-DC（単球を７日間、GM-CSFおよびIL-4の存在
下で培養することによって生成した）およびいわゆる「成熟」Mo-DC（「未熟」Mo-DCの、
３日間のTNF-αの存在下での培養によって生成した）もまた、含めた。
【０２７５】
　Sallustoら(1995) J. Exp. Med. 182:389-400；ならびにSallustoら(1998) J. Immunol
. 28: 2760-2769。図10に示すように、「未熟」Mo-DCおよび「成熟」Mo-DCとは対照的に
、血液DCサブセットのいずれも、この培養期間の後に、CD1aを発現しない。しかし、同時
刺激分子であるCD80およびCD86、DC活性化抗原CD83（Zhouら(1995)；Zhouら(1992) J. Im
munol. 149: 735-742；およびZhouら(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 2588-2592
）、ならびにHLA-DR分子は、培養の際に、３つ全ての血液DCサブセットにおいて、成熟Mo
-DCと比較して類似のレベルまで、アップレギュレートされる。これらの結果は、３つ全
ての血液DCサブセットをIL-3、IL-4およびGM-CSFで補充した培地中で２日間培養した別の
実験と有意には異ならなかった。血液および扁桃由来のCD11-cCD4+lin-DCに関して以前に
示されたように、BDCA-2+血液DCは、IL-3を含まない培地中で培養される場合に、急速に
死滅する。
【０２７６】
　実施例11.　新たに単離されたCD1c+、BDCA-2+およびBDCA-3+血液DCのエンドサイトーシ
ス能力
　精製したCD1c+、BDCA-2+およびBDCA-3+血液DC、ならびにコントロールとして、精製し
たCD3+T細胞のエンドサイトーシス能力を、これらの細胞を37℃で、LYの存在下で培養し
、そして種々の時間の後のLYの取込みをフローサイトメトリーによって分析することによ
って、試験した。図11に示すように、精製したCD3+T細胞とは異なり、精製したCD1c+血液
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DC、BDCA-3+血液DC、およびいくらかの程度まではBDCA-2+血液DCもまた、LYをエンドサイ
トーシスする能力を有する。類似の結果が、FITC－デキストランを使用して得られた。全
ての血液DC集団のエンドサイトーシス能力は、Mo-DCと比較した場合に、ずっと低い。
【０２７７】
　BDCA-4のアミノ酸配列を、この抗原をAD5-17F6 mAb（AD5-17F6アフィニティーカラム）
で精製し、そしてこの精製した抗原をMALDI TOF質量分析によって分析することによって
、得た。BDCA-4は、ニューロピリン－１と同一である。Heら（1997）。
【０２７８】
　実施例12.　BDCA-2の抗BDCA-2モノクローナル抗体（AC144）との連結は、細胞内Ca2+移
動を誘導するが、BDCA-4（ニューロピリン－１）の抗BDCA-4との連結は、Ca2+移動を誘導
しない
　材料および方法：
　BDCA-2+BDCA-4+BDCおよびBDCA-2でトランスフェクトしたかまたはトランスフェクトし
ていないU937細胞における、細胞質ゾルカルシウムの測定。BDCA-2+BDCA-4+血液DCおよび
BDCA-2でトランスフェクトしたかまたはトランスフェクトしていないU937細胞を、Indo-1
 AM（Sigma, St. Louis ,MO）とともに、Valituttiら(1993) Eur. J. Immunol. 23: 790-
795によって記載されるように、装填した。
【０２７９】
　抗BDCA-2（AC144、IgG1）または抗BDCA-4（AD5-17F6、IgG1）mAbを、それぞれ新たに単
離されたBDCA-2+BDCA-4+BDCおよびBDCA-2でトランスフェクトされたかまたはトランスフ
ェクトされていないU937細胞に添加し、続いて架橋剤としてラット抗マウスIgG1 mAb(X56
）を添加したか、または添加しなかった。細胞を、フローサイトメーターで分析して、Ｃ
ａ2+フラックスを検出した。生存細胞（散乱基準に基づく）およびIndo-1で標識した細胞
（405nm対525nmの発光スペクトルに基づく）のみを、この分析に含んだ。
【０２８０】
　図13は、細胞内移動が、抗BDCA-2 mAb単独（Ａ）ならびにまたは抗BDCA-2および架橋し
ている二次mAb(B、D、E）を介して、免疫磁気的に精製したBDCA-2+BDCA-4+BDC（A、B）お
よびBDCA-2でトランスフェクトしたU937細胞（Ｄ）においては誘導されるが、トランスフ
ェクトされていないU937細胞（Ｅ）においては誘導されないことを示す。
　免疫磁気的に精製したBDCA-2+BDCA-4+BDCにおけるBDCA-4の、抗BDCA-4 mAbおよび架橋
二次mAbとの連結は、細胞質ゾルCa2+移動を誘導しない。時間（Ｘ軸、204,80秒に対応す
る1024の値）に対するIndo-1蛍光（Ｙ軸）の、Ca2+依存性の405nm/525nm比を示す。
【０２８１】
　図13に示すように、プラスマ細胞様BDC（図13AおよびB）およびBDCA-2でトランスフェ
クトされたU937細胞（図13D）の上の表面BDCA-2の、特定のmAb（AC144、IgG1）との連結
、続いて二次架橋mAb（ラット抗マウスIgG1、X56）との連結あり（図13BおよびD）または
なし（図13A）は、細胞質ゾルカルシウム濃度の迅速かつ一時的な上昇を惹起した。対照
的に、プラスマ細胞様DCの、抗BDCA-4 mAb（AD5-17F6）とのインキュベーション、続いて
、二次架橋mAb（ラット抗マウスIgG1、X56）とのインキュベーション（図14C）、または
トランスフェクトされていないU937細胞の、抗BDCA-2 mAb（AC144、IgG1）とのインキュ
ベーション、続いて、二次架橋mAb（ラット抗マウスIgG1、X56）とのインキュベーション
（図13E）は、細胞質ゾルカルシウム濃度の迅速かつ一時的な上昇を誘導しなかった。
【０２８２】
　実施例13.　ウイルス刺激（インフルエンザウイルス株PR8）に応答しての、精製したBD
CA-2+BDCA-4+BDCによるＩ型インターフェロンの生成は、抗BDCA-2 mAbでのBDCA-2の誘発
によって阻害される
　CD4+CD123brightCD11c-プラスマ細胞様DCは、エンベロープされたウイルス、細菌、お
よび腫瘍細胞に応答して、主要なＩ型インターフェロンプロデューサーであることが示さ
れた。Fitgerald-Bocarslyら(1993) Pharmacol. Ther. 60: 39-62；Siegalら(1999) Scie
nce 284: 1835-1837；Cellaら(1999) Nature Med. 5: 919-923。この理由によって、これ
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らはまた、天然Ｉ型インターフェロン産生細胞（NIPC）と呼ばれてきた。プラスマ細胞様
DCは、BDCA-2およびBDCA-4を発現する。
【０２８３】
　図14に示すように、プラスマ細胞様DCにおける表面BDCA-2の、特定のmAbとの連結、続
いて二次架橋mAb（ラット抗マウスIgG1、X56）との連結は、インフルエンザウイルス株PR
8（5HAU/ml）での刺激に応答して、血液または扁桃由来の、免疫磁気的に精製したプラス
マ細胞様BDCA-2+BDCA-4+DCによって、Ｉ型インターフェロンの分泌を阻害する。抗BDCA-2
、インフルエンザウイルスおよび架橋ｍＡｂを含む培養物における、Ｉ型インターフェロ
ン産生のレベル（図14、AC144+RamG1+FLU）は、インフルエンザウイルス単独（図14、FLU
）またはアイソタイプコントロールmAb（抗サイトケラチンmAb CK3-11D5、IgG1）、イン
フルエンザウイルスおよび架橋mAb（図14、CK3＋RamG1＋FLU）を含む培養物よりずっと低
い。
【０２８４】
　対照的に、プラスマ細胞様DCにおける表面BDCA-4の、特定のmAbとの連結、続いて二次
架橋mAb（ラット抗マウスIgG1、X56）との連結は、血液または扁桃由来の、免疫磁気的に
精製したプラスマ細胞様BDCA-2+BDCA-4+DCによって、インフルエンザウイルス株PR8（5HA
U/ml）での刺激に応答して、Ｉ型インターフェロンの分泌を阻害しない。抗BDCA-4、イン
フルエンザウイルスおよび架橋ｍＡｂを含む培養物における、Ｉ型インターフェロン産生
のレベル（図14、17F6＋RamG1＋FLU）は、アイソタイプコントロールmAb（抗サイトケラ
チンmAb CK3-11D5、IgG1）、インフルエンザウイルスおよび架橋mAb（図14、CK3＋RamG1
＋FLU）を含む培養物におけるレベルと同じである。
【０２８５】
　材料および方法：
　BDCA-2発現およびBDCA-4発現のプラスマ細胞様（plasmacytoid）DCを、PBMC（図14A）
または扁桃細胞（図14B）から、抗BDCA-4（AD5-17F6）結合体化微小ビーズを用いた直接
的な磁気標識およびMACSによる標識細胞の富化によって単離した。単離したBDCA-2発現お
よびBDCA-4発現のプラスマ細胞様DCを、24時間培地中で、ａ）IL-3単独（図14、コントロ
ール）；ｂ）IL-3、抗BDCA-2 mAb（AC144、IgG1）およびラット抗マウスIgG1 mAb（図14
、AC144＋RamGl)；ｃ）IL-3、抗BDCA-2 mAb（AC144、IgG1）、ラット抗マウスIgG1 mAb、
およびインフルエンザウイルス菌株PR8（図14、AC144＋RamGl＋FLU)；ｄ）IL-3およびイ
ンフルエンザウイルス菌株PR8（図14、FLU)；ｅ）IL-3、抗サイトケラチン mAb（CK3-11D
5、IgG1）、ラット抗マウスIgG1 mAb、およびインフルエンザウイルス菌株PR8（図14、CK
3＋RamGl＋FLU）；およびｆ）IL-3、抗BDCA-4 mAb（AD5-17F6）、ラット抗マウスIgG1 mA
b、およびインフルエンザウイルス菌株PR8（図14、17F6＋RamGl＋FLU）の存在下で培養し
た。
【０２８６】
　培地上清中の分泌Ｉ型インターフェロンを、標準IFN-α曲線を参照して、Daudi細胞増
殖の阻害を評価することによって測定した（Nedermanら(1990) Biologicals 18: 29-34）
。
【０２８７】
　BDCA-2+BDCA-4+プラスマ細胞様DCによるＩ型インターフェロン産生の阻害に関して、増
加したレベルの循環しているＩ型インターフェロンおよび増加したレベルのＩ型インター
フェロン誘導因子（抗DNA抗体およびDNAの複合体のようなもの）は、SLE患者に見出され
、疾患の活性と相関している。さらに、Ｉ型インターフェロンで処置された非自己免疫障
害を有する患者は、頻繁に自己抗体を発生し、そして時々SLEを発生する。Ronnblomらか
らのいくつかの論文（(1999)Clin. Exp. Immunol. 115: 196-202；(1999) J. Immunol. 1
63: 6306-6313；および(2000) J. Immunol. 165: 3519-3526）は、患者由来のＩ型インタ
ーフェロン誘導因子が、健康なドナー由来のPBMCにおけるＩ型インターフェロンの分泌を
誘導し、そしてこれらが、選択的に天然のＩ型インターフェロン産生細胞（NIPC＝プラズ
マ細胞様 DC）を活性化することを示した。
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【０２８８】
　本明細書中に示される、BDCA-2の連結がウイルス刺激によって誘導されるＩ型インター
フェロンの産生を抑制するという知見は、BDCA-2に対する結合が、単にBDCA-2の連結によ
ってだけではなく、NIPC（＝BDCA-2＋BDCA-4＋プラスマ細胞様DC）を枯渇することによっ
てもまた疾患を処置するために、適用され得ることを示す。従って、本発明は、NIPCのイ
ンビボ、インビトロ、およびエキソビボ枯渇をさらに含む。このような枯渇は、自己免疫
疾患の処置または予防における使用に適切である。
【０２８９】
　図14は、BDCA-4ではなくBDCA-2と特定のmAbとの連結、続く、２次架橋mAbとの連結が、
インフルエンザウイルス菌株PR8を用いた刺激に応答した血液または扁桃由来のプラスマ
細胞様BDCA-2+BDCA-4+DCによる、Ｉ型インターフェロンの分泌を阻害することを示す。血
液（Ａ）または扁桃（Ｂ）由来のプラスマ細胞様BDCA-2+BDCA-4+DCを、IL-3単独（コント
ロール）；IL-3、抗BDCA-2 mAbおよびラット抗マウスIgG1 mAb（AC144＋RamGl)；IL-3、
抗BDCA-2 mAb、ラット抗マウスIgG1 mAb、およびインフルエンザウイルス菌株PR8（AC144
＋RamGl＋FLU)；IL-3およびインフルエンザウイルス菌株PR8（FLU)；IL-3、抗サイトケラ
チン mAb、ラット抗マウスIgG1 mAb、およびインフルエンザウイルス菌株PR8（CK3＋RamG
l＋FLU)；IL-3、抗BDCA-4 mAb、ラット抗マウスIgG1 mAb、およびインフルエンザウイル
ス菌株PR8（17F6＋RamGl＋FLU）の存在下で２４時間培養した。培養上清中の分泌された
Ｉ型インターフェロン（U/ml）を、標準Ｉ型インターフェロン曲線を参照してバイオアッ
セイによって測定した。
【０２９０】
　実施例14.　BDCA-2は、リガンドをエンドサイトーシスし得るだけでなく、リガンドを
抗原プロセシングおよびローディング区画に送達して、リガンドをCD4+クラスＩＩ制限Ｔ
細胞に対して提示し得る
　材料および方法
　BDCA-2発現およびBDCA-4発現のプラスマ細胞様DCを、PBMCから、抗BDCA-4（AD5-17F6）
結合体化微小ビーズを用いた直接的な磁気標識およびMACSによる標識細胞の富化によって
単離した。単離したBDCA-2発現およびBDCA-4発現のプラスマ細胞様DCを、96ウェル平底マ
イクロプレート中IgG1 mAbs（0.2μg/ml）の存在下で、B13 T細胞クローンの４×104細胞
／ウェルと共に共培養した（Lanzavecchiaら(1988) J. Exp. Med. 167: 345-352）。
【０２９１】
　アッセイに使用したmAbは以下であった：AC144（抗BDCA-2、IgG1）、ZM3.8（抗ILT3、I
gG1）およびCK3-11D5（抗サイトケラチン、IgG1）。48時間後、培養物を、（3H）チミジ
ン（１μCi／ウェル）を用いてパルスし、そして取り込まれた放射能を、さらに16時間後
に測定した。（3H）チミジン取り込み（cpm）を、培養物中の単離BDCA-2発現およびBDCA-
4発現プラスマ細胞様DCの数に対してプロットした（図15）。
【０２９２】
　図15は、単離されたBDCA-2発現およびBDCA-4発現プラスマ細胞様DCによる、マウスIgG1
に特異的なＴ細胞クローンに対する抗BDCA-2 mAb（AC144、IgG1）の提示を示す。BDCA-2+

BDCA-4+プラスマ細胞様DCは、抗ＩLT-3 mAb（ZM3.8、IgG1、黒三角）および抗サイトケラ
チンmAb（CK3-11D5、IgG1、黒丸）よりもはるかに効果的に、Ｔ細胞に対して抗BDCA-2 mA
b（AC144、IgG1、黒四角）を提示した。
【０２９３】
　抗BDCA-2 mAb（AC144、IgG1）標識BDCA-2+BDCA-4+プラスマ細胞様DCの37℃でのインキ
ュベーションは、細胞表面上で抗BDCA-2 mAb/BDCA-2複合体の極めて急速なインターナリ
ゼーションを生じた（図８を参照のこと）。ここで、抗BDCA-2 mAb（AC144、IgG1）は抗
原プロセシングおよびローディング区画にアクセスし、そして抗体由来のペプチドは、マ
ウスIgG1ペプチドエピトープに特異的なCD4+クラスII制限Ｔ細胞クローン（B13）に効果
的に提示されることを示す。抗BDCA-2 mAbの提示を、IgG1 mAbリガンドをプロセシングお
よびペプチドローディング区画に標的化し得ることが公知のレセプター（ILT3）に結合す
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るIgG1 mAbの提示、および、BDCA-2+BDCA-4+プラスマ細胞様DC上の細胞表面分子に結合し
ないが、流体相を占め得るIgG1 mAb（抗サイトケラチンmAb CK3-11D5、IgG1）の提示に対
して比較した。図15に示されるように、BDCA-2+BDCA-4+プラスマ細胞様DCは、抗ILT-3 mA
bおよび抗サイトケラチンmAbよりもはるかに効果的に、Ｔ細胞に対して抗BDCA-2 mAb（AC
144）を提示した。
【０２９４】
　実施例15.　扁桃細胞において、BDCA-2の発現は、CD123+T細胞－ゾーン関連プラスマ細
胞様ＤＣに対して制限され、一方BDCA-4はまた、数個の他の細胞に対して低いレベルで発
現され得る
　図16は、扁桃プラスマ細胞様CD123+ DCに対するBDCA-2およびBDCA-4の発現を示す。そ
れぞれ、BDCA-2に対するFITC結合体化mAb（AC144）ならびにCD123およびBDCA-4に対するP
E結合体化mAb（AD5-17F6）を用いた扁桃細胞の２色染色を示す。BDCA-2の発現がCD123bri
ghtプラスマ細胞様ＤＣに対して制限され、一方、BDCA-4がまた数個の他の細胞に対して
低いレベルで発現されることに注意する。
【０２９５】
　実施例16.　BDCA-4 mAb（AD5-17F6）は、ニューロピリン１を認識する
　ニューロピリン１は、神経細胞ガイダンスを媒介するコラプシン／セマホリン（semaph
orin）ファミリーに対するレセプターである。ニューロピリン１はまた、血管内皮増殖因
子に対するアイソフォーム特異的レセプターとして内皮細胞および腫瘍細胞によって発現
される。しかし、以前は、ニューロピリン１が血液および扁桃のプラスマ細胞様 DCに対
して発現されること、およびニューロピリン１が少なくとも新鮮な非培養血液においてプ
ラスマ細胞様DCに対して優れたマーカーを示すことは、知られていなかった。
【０２９６】
　材料および方法
　ニューロピリン１を、抗BDCA-4 mAb AD5-17F6（抗NRP-1(ML)）を用いて、トランスフェ
クトされていないPAE細胞（Ｐ）およびニューロピリン１をトランスフェクトしたPEA細胞
（NP）の細胞溶解物から免疫沈降した（Sokerら (1998) Cell 92: 735-745）。沈降した
タンパク質を、SDS-PAGEおよびBDCA-4特異的mAb AD5-17F6（ML）またはニューロピリン１
特異的mAb（Shay Soker、Children’s Hospital、Boston、MA（Ｓ）より）を用いるウエ
スタンブロットにより分析した。
【０２９７】
　図17は、ニューロピリン１を、ニューロピリン１をトランスフェクトしたPAE細胞（NP
）の細胞溶解物から、抗BDCA-4 mAb AD5-17F6（抗NRP-1(ML)）を用いて免疫沈降したが、
トランスフェクトされていないPAE細胞（Ｐ）では免疫沈降されなかったことを示す。沈
降したタンパク質を、SDS-PAGEおよびBDCA-4特異的mAb AD5-17F6（ML）またはニューロピ
リン１特異的mAb (Shay Soker、Children’s Hospital、Boston、MA（Ｓ）より）を用い
るウエスタンブロットにより分析した。
【０２９８】
　BDCA-4特異的mAb AD5-17F6が、ニューロピリン１トランスフェクトしたPEA細胞（NP）
からは約130～140kDaの特異的バンドを免疫沈降するが、トランスフェクトしていないPAE
細胞（Ｐ）からはそうでないことに注意する。このバンドは、ニューロピリン１特異的mA
b（Shay Soker（Ｓ）より）で検出し得るが、抗BDCA-4 mAb AD5-17F6（ML）では検出し得
なかった。従って、本発明者らの抗BDCA-4 mAb AD5-17F6は、標準的な免疫沈降実験にお
いてネイティブ形態のニューロピリン１を認識するが、SDS-PAGE／ウエスタンブロット実
験に使用される場合、ニューロピリン１の変性形態を検出できない。
【０２９９】
　興味深いことに、ニューロピリン１はまた、血管内皮増殖因子（VEGF）に対するアイソ
フォーム特異的レセプターとして内皮細胞および腫瘍細胞によって発現される。より興味
深いことには、いくつかの論文（Gabrilovichら(1996) Nature Med. 2: 1267；Nature Me
d. 2: 1096-103；Gabrilovichら(1999) Clin. Cancer Res. 5: 2963-70；Ohmら(1999) J.
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 Immunol. 163: 3260-8；Oyamaら(1998) J. Immunol. 160: 1224-32；Gabrilovichら(199
8) Blood 92: 4150-66；Ishidaら(1998) J. Immunol. 161: 4842-51）は、大きなパーセ
ンテージの腫瘍によって産生されるVEGFが、インビボにおいてDC生成および機能を減少し
たことを示す。これらのＤＣに対する効果がニューロピリン１（BDCA-4）によって媒介さ
れるか否かは明らかではないが、本発明はニューロピリン１に媒介されるDCの機能調節を
含む。
【０３００】
　実施例17.　ポリI:Cでの刺激に応答した精製BDCA-2+BDCA-4+BDCによるI型インターフェ
ロン(IFN-α)の産生は、抗BDCA-2 mAbを用いてBDCA-2を誘発することによって阻害される
　CD4+CD123brightCD11c-プラスマ細胞様DCは、エンベロープウイルス、細菌および腫瘍
細胞に応答した主要なＩ型インターフェロンインデューサーであることが示された。Fitz
gerald-Bocarslyら(1993) Pharmacol. Ther. 60: 39-62；Siegalら(1999) Science 284: 
1835-1837；Cellaら(1999) Nature Med. 5: 919-923。こういうわけで、これらはまた、
天然Ｉ型インターフェロン産生細胞（NIPC）と呼ばれる。
【０３０１】
　プラスマ細胞様DCは、BDCA-2およびBDCA-4を発現する。図19に示されるように、プラス
マ細胞様DC上での表面BDCA-2と特異的mAbとの連結、続く２次架橋mAb（ヤギ抗マウスIgG
）との連結は、ポリＩ：Ｃでの刺激に応答した血液または扁桃から免疫磁気的に精製され
たプラスマ細胞様BDCA-2+BDCA-4+DCによるIFN-αの分泌を阻害する。抗BDCA-2、ポリＩ：
Ｃおよび架橋mAbを用いた培養物中のIFN-αの産生レベル（図18、AC144＋ヤギ抗マウスIg
G＋ポリI:C）は、マウスIgG1、ポリI:Cおよび架橋mABを用いた培養物（図18、マウスIgG1
＋ヤギ抗マウスIgG＋ポリI:C）と同様に低かった。
【０３０２】
　（材料および方法）
　CD11c-CD123brightプラスマ細胞様DCを、BDCA-4微小ビーズを用いてヒト末梢血単核球
から分離した。CD11c-C123brightプラスマ細胞様DC（１×106細胞/ml）を、10μg/mlのAC
144 mAbまたはマウスＩgG1 mAb（CF6B、抗TPO）を用いて、RPMI、10% FCS、l0mM HEPES、
50μM 2-ME、20μg/ml ジェネティシン中、37℃で30分間インキュベートした。20μg/ml
のヤギ抗マウスIgG（Ｃhemicon International）を添加し、そして細胞を、再び37℃で30
分間インキュベートした。これらの細胞を、20μgのポリI:C（Sigma）の有りまたは無し
で、37℃で24時間培養した。細胞上清を収集し、そしてIFN－α濃度を、ELISA（Endogen
）によって決定した。アッセイの感度は、3pg/mlである。
【０３０３】
　図18、BDCA-4ではなくBDCA-2と特定のmAbとの連結、続く、２次架橋mAbとの連結が、ポ
リI:Cを用いた刺激に応答した血液または扁桃由来のプラスマ細胞様BDCA-2+BDCA-4+DCに
よる、IFN－αの分泌を阻害することを示す。血液由来のプラスマ細胞様BDCA-2＋BDCA-4
＋DCを、10μg/mlのAC144 mAb（２および４）またはマウスIgG1 mAb（CF6B、抗TPO、１お
よび３）を用いて37℃で30分間培養した。20μgのヤギ抗マウスIgGを添加し、そしてこの
細胞をさらに37℃で30分間インキュベートした。これらの細胞を、20μgのポリI:Cの有り
（３および４）または無し（１および２）で、37℃で24時間培養した。培養上清を収集し
、そしてIFN－α濃度を、ELISAによって決定した。
　実施例18.　種々の組織および精製血球集団におけるRT-PCRによるBDCA-2 mRNAの発現分
析
　核酸配列およびアミノ酸配列
　BDCA-2をコードするcDNAを、COS細胞における発現クローニングによって得た。図５は
、BDCA-2のアミノ酸配列（発現される６個のエキソンを有するアイソフォーム）を示す。
BDCA-2は、Ｃ型レクチンＩＩ型膜タンパク質である。このようなレクチンは、例えば、Ba
tesら(1999) J. Immunol. 163: 1973-1983に記載される。既知のＣ型レクチンに対するBD
CA-2の比較を、実施例20に示す。
【０３０４】
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　図19は、BDCA-2 cDNAの存在に関する、Clonetechからのヒトの複数組織のcDNAパネルの
分析（レーン１：心臓；レーン２：脳；レーン３：胎盤；レーン４：肺；レーン５：肝臓
；レーン６：骨格筋；レーン７：腎臓；レーン８：膵臓；レーン９：脾臓；レーン10：胸
腺；レーン11：精巣；レーン12：卵巣；レーン13：小腸；レーン14：リンパ節；レーン15
：骨髄；レーン16：胎児肝臓；レーン17：扁桃）、および異なる集団の白血球から調製さ
れたcDNAの分析（レーン18：Ｔ細胞；レーン19：Ｂ細胞；レーン20：NK細胞；レーン21：
単球；レーン22：CD11cbrightCD123低DC；レーン23:CD11c-CD123brightプラスマ細胞様BD
C）を示す。
【０３０５】
　全てのcDNAをいくつかの異なるハウスキーピング遺伝子（グリセルアルデヒド－３リン
酸デヒドロゲナーゼ、ホスホリパーゼＡ２、α－チューブリン、およびβ－アクチン）の
mRNA発現レベルに対して標準化した。標準化は、組織特異性および相対的な標的mRNAの量
の正確な評価を確実にする。同じ量のcDNA（約50pg）を、各RT-PCR反応に使用した。RT-P
CR反応を、BDCA-2に特異的なプライマー（順方向：5'－TTGAAAGAACCACACCCCGAAAGT（配列
番号）および逆方向：5'－TAGCTTTCTACAACGGTGGATGCC（配列番号））ならびに上記の４つ
のハウスキーピング遺伝子に対するプライマー（CLONTECH）を用いて、AdvanTaq Plus DN
Aポリメラーゼ（CLONTECH）を使用して実施した。
【０３０６】
　サイクル条件を以下のようにした：94℃で30秒および68℃で２分。34サイクルをBDCA-2
に関して使用し、そして38サイクルをグリセルアルデヒド－３リン酸デヒドロゲナーゼ（
G3PDH）に関して使用した。BDCA-2 mRNAシグナルを、CD11c-CD123brightプラスマ細胞様D
Cのみに検出することに注意する。さらに４回のPCRサイクルをBDCA-2 cDNAの増幅に対し
て使用した場合（34サイクルの代わりに38サイクル）、弱いシグナルをまた、膵臓、精巣
、卵巣、骨髄および扁桃に検出した。精巣由来のcDNAを用いて（38PCRサイクル）、より
短い転写物（スプライス改変体）のシグナルが、CD11c-CD123brightプラスマ細胞様DC由
来のシグナルに対して比較した場合より顕著であり、そして全長転写物由来のシグナルは
、実際には、さらにより多くのPCRサイクルでのみ検出可能であった。
【０３０７】
　実施例19.　BDCA-2およびBDCA-2スプライス改変体のエキソン／イントロン構造
　BDCA-2スプライス改変体に関する情報を、開始コドンの前のmRNA配列に相補的なプライ
マー（順方向プライマー：５'－TTGAAAGAACCACACCCCGAAAGT（配列番号））および終止コ
ドンの後ろのmRNA配列に相補的なプライマー（逆方向：5'－TAGCTTTCTACAACGGTGGATGCC（
配列番号））を用いたプラスマ細胞様DC由来のRT-PCR増幅、生じるフラグメントのプラス
ミドへのクローニング、および挿入物の配列決定によって得た。結果を図20に示す。比較
に関して、マウス樹状細胞関連Ｃ型レクチン２（デクチン－２（Dectin-2)）のスプライ
ス改変体を、図21に示す。
【０３０８】
　図22は、示される推定イントロンの位置と共に、BDCA-2とマウスデクチン－２とのmRNA
配列のアラインメントを示す。表５は、エキソンのパラメーターを示す。
【０３０９】
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【表５】

【０３１０】
　イントロンの位置は、Homo sapiens Chromosome 12 Clone RP11- 277J24, Working Dra
ft Sequence,21 unordered pieces（GenBank登録番号AC006517）および転写物のスプライ
シングに関する規則に基づく。BDCA-2のイントロン／エキソン構造は、デクチンのイント
ロン／エキソン構造に類似する。
　少なくとも４個のBDCA-2スプライス改変体が生成される。６個のエキソン全てを有する
タンパク質をコードするｍＲＮＡ；エキソン１、３、４、５、および６を含むタンパク質
をコードするmRNA；エキソン１、２、４、５、および６を含むタンパク質をコードするmR
NA、ならびにエキソン１、２、３、５、および６を含むタンパク質をコードするmRNAが存
在する。
【０３１１】
　実施例20.　BDCA-2相同性およびタンパク質ドメイン
　ヒトBDCA-2、ヒトDCIR（樹状細胞免疫レセプター）、およびマウスデクチン－２（樹状
細胞関連Ｃ型レクチン２）のアミノ酸配列のアラインメントを、図23に示す。
　ヒトDCIR（GenBank登録番号AJ133532）は、約51%のaaが191aaのストレッチにわたって
同一である、ヒト分子間でBDCA-2に対する最も高い相同性を有する分子である（Batesら(
1999) J. Immunol. 163 : 1973を参照のこと）。
【０３１２】
　マウスデクチン－２（GenBank登録番号AF240357）は、約51%のaaが211aaのストレッチ
にわたって同一である、おそらくヒトBDCA-2のホモログである（Ariizumiら(2000) J. Bi
ol. Chem. 16: 11957；WO 98/28332；PCT/US97/23761；および米国特許第6,046,158号を
参照のこと）。
【０３１３】
　BDCA-2（213aa）、DCIR（237aa）およびDectin-2（209aa）は全て、カルシウム依存（
Ｃ型）レクチンファミリーのＩＩ型膜糖タンパク質である。各分子は、推定細胞質ドメイ
ン（BDCA-2:aa1-21；DCIR:aa1-44；デクチン－２：aa1-17）、推定膜貫通ドメイン（BDCA
-2:aa22-41；DCIR:44-69；デクチン－２：18-40）、および推定細胞外ドメイン（BDCA-2:
aa42-213；DCIR:70-237；デクチン－２：40-209）を含む。推定細胞外ドメイン内におい
て、各分子は、COOH－末端に単一炭水化物認識ドメイン（CRD）を含む（BDCA-2:aa83-206
；DCIR:106-230；デクチン－２：79-202）。図23は、ヒトBDCA-2、ヒトDCIRおよびマウス
デクチン－２のアラインメントを示す。
【０３１４】
　PROSITEデータベースを用いて見いだされる推定タンパク質ドメイン／モチーフを、表
６に示す。
【０３１５】
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【表６】

【０３１６】
　BDCA-2は、３つの推定Ｎ－グリコシル化部位を含み（aa110-113 NCSV；ａa137-140 NSS
Y；aa164-167 NVTF）、一方、デクチン－２（aa131-134 NESL）およびDCIR（aa185-188 N
ESS）は、１つの推定Ｎ－グリコシル化部位のみを含む。BDCA-2およびデクチン－２の全
ての推定リン酸化部位は、推定細胞外ドメインに位置する。従って、これらは細胞内キナ
ーゼによってリン酸化されるようにはあまりならないようである。ナチュラルキラー遺伝
子複合体にコードされる多くのＣ型レクチン（例えば、CD94、Ly-49、およびNKG2）と同
様に、DCIRは、コンセンサス免疫レセプターチロシンベースの阻害モチーフ（ITIMモチー
フ；（I/V)XYXX(L/V)）を細胞質ドメイン（aa5~10 ITYAEV）に含む。興味深いことに、こ
のITIMモチーフは、BDCA-2およびデクチン－２の相対的に短い細胞質テイル（BDCA-2:21a
a；デクチン－２：17aa）には見出されない。
【０３１７】
　実施例21.　BDCA-3タンパク質分析
　BDCA-3発現HD-MY-Z細胞を、BDCA-3発現をアップレギュレートするために10ng/ml PMA（
Sigma）および0.5mg/ml イオノマイシンを用いて24時間刺激した。３×107個のPMA/イオ
ノマイシン刺激HD-MY-Z細胞を、1mg/ml Sulfo-NHS-LC-ビオチン（Pierce）を用いた15分
間４℃でのインキュベーションによって表面ビオチン化し、そして２回洗浄した。細胞を
、10% スクロースおよびプロテイナーゼインヒビター（フェニルメチルスルホニルフルオ
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ライド、ペプスタチンＡ、ロイペプチン、アプロチニン（Servaより））を補充した50mM 
Tris-HCl pH 8.0中に再懸濁し、そして０℃で超音波処理した（５×４秒、70％アウトプ
ット）。
【０３１８】
　超音波処理した細胞を、900×g、４℃で10分間遠心分離して、核およびインタクトな細
胞を除去した。この上清を、30,000×g、４℃で２時間遠心分離して、精製細胞膜を得た
。膜を、プロテイナーゼインヒビターおよび１％ NP-40を補充した50mM Tris-HCl（pH8.0
）、150mM NaCl中で１時間０℃でインキュベートすることによって溶解した。不溶性膜フ
ラグメントを、30,000×g、４℃で遠心分離することによって除去した。上清に対して、M
nCl2およびCaCl2を、各々1mMの終濃度で添加した。溶解物を、ConA Sepharoseカラム（１
ml）上で吸着させ、そして結合タンパク質を、10mlの溶出緩衝液（0.5M D(+)マンノース
、20mM Tris-HCI（pH7.4）、0.5M NaCl、１％ NP-40）を用いて溶出し、そしてＣｅｔｒ
ｉｐｒｅｐ－１０遠心分離濃縮器（Ａｍｉｃｏｎ）を用いて１ｍｌの容積に濃縮した。
【０３１９】
　タンパク質を、150μlの抗NIP mAb結合体化MicroBeads（Miltenyi Biotec）を用いた３
０分間、４℃でのインキュベート、およびμMACSカラム分離によって、予備切断した。BD
CA-3の特異的な免疫沈降に関して、タンパク質を、2μgのNIP結合体化BDCA-3特異的mAb A
D5-14H12（IgG1）、または特異性のコントロールのために一次試薬として2μgのNIP結合
体化CD19特異的mAb SJ25-C1（IgG1）を用いるかのいずれかで14時間４℃でインキュベー
トし、そして二次試薬として抗NIP mAb結合体化MicroBeadsを用いて３時間４℃でインキ
ュベートした。沈降したタンパク質を、μMACSカラム分離によって単離した。保持された
タンパク質を、DTTを含む70μlのSDS-PAGＥ緩衝液を用いて溶出した。沈降されたタンパ
ク質を、SDS－PAGE（４～12％）およびストレプトアビジン－ペルオキシダーゼを用いた
ウエスタンブロティングによって分析した。
【０３２０】
　図24の結果は、BDCA-3特異的mAb AD5-14H12が、HD-MY-Z細胞から約100kDの細胞表面タ
ンパク質を特異的に免疫沈降することを示す。従って、BDCA-3は、見かけ上100kDの分子
量を有する。
　上述の本発明は、明確さおよび理解のために例示および実施例によっていくらか詳細に
記載されているが、特定の変化および改変が実施され得ることは当業者に明らかである。
従って、説明および実施例は、本発明の範囲の制限として解釈されるべきではなく、本発
明の範囲は、添付の特許請求の範囲によって線引きされる。
【図面の簡単な説明】
【０３２１】
【図１】図１は、フィコールパック（Ficoll-Paque）密度勾配遠心分離によって単離され
た末梢血単核細胞（PBMC）のフローサイトメトリー分析からの点プロットを示す。図１に
おいて、PBMC上のBDCA-2、BDCA-3およびCD1c（ＢDCA-1）を示す。　図１Ａは、それぞれ
、BDCA-2（AC144）、BDCA-3（AD5-5E8）およびCD1c（AD5-8E7）に対するFITC結合mAb、お
よびTCRαβヘテロダイマー、CD14、CA19およびCD56に対するPE結合mAbによるPBMCの染色
を示す。数は、それぞれの象現の細胞の百分率を示す。ヨウ化プロピジウム蛍光および光
散乱シグナルを、生細胞のゲーティングのために使用した。　図1Bは、（ａ）PBMC，（ｂ
）ゲーティングされたBDCA－２+細胞、（ｃ）ゲーティングされたBDCA-３+細胞および（
ｄ）ゲーティングされたCD1ｃ+細胞、の散乱プロフィールを示す。
【０３２２】
【図２】図２は、BDCA-2、BDCA-3、BDCA-4およびCD1c(BDCA-1）が、３つの別の血液DCサ
ブセットで発現することを示す。血液DCは、CD3、CD11bおよびCD16ポジティブ細胞の枯渇
、続いてCD4ポジティブ細胞の富化によってPBMCから単離された。血液DCの精製は、光散
乱特性（左上点プロット）および抗－HLA-DR-Cy5 対 抗-Lin-FITC（抗－TCRαβ、CD14、
CD19およびCD56）染色（上中央点プロット）によって示される。わずかなｌｉｎ+細胞し
か存在しないことに注意をすること。血液CD上のBDCA-2、BDCA-3、BDCA-4およびCD1cの発
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現は、CD11c、CD123および抗原自身に対するPE結合mAbおよびFITC結合mAbによる一連の二
色染色で特徴付けられる。BDCA-2、BDCA-3、BDCA-4およびCD1cは、３つの別の血液DCサブ
セットのうち１つのみ排他的に発現することに注意すること。サブセットは、CD123-PE 
対 CD11c-FITC（左上部点プロット）：CD11c-CD123bright血液DC；CD11cbrightCD123dim

血液DC；およびCD11cdimCD123-血液DCによる血液DCの染色にしたがって規定される。
【０３２３】
【図３】図３は、PBMCでのBDCA-4の発現を示す。BDCA-2（AC144）に対するFITC結合mAbお
よびBDCA-4(AD5-17F6）に対するＰＥ結合mAbによるPBMCの二色染色を示す。いくつかの単
一のポジティブ（BDCA-2＋BDCA-4-およびBDCA-2-BDCA-4+）なPRMCが検出されることに注
意すること。
【０３２４】
【図４】図４は、IL-3の存在下における種々の培養期間後に精製された血液DCでのBDCA-2
、BDCA-3およびBDCA-4の発現を示す。精製された血液DCを、rIL-3の存在下で、０時間、
１時間、３時間、６時間、９時間、12時間、18時間、24時間、36時間、および48時間培養
し、次いで、CD11c、BDCA-3、BDCA-2およびBDCA-4の発現についてフローサイトメトリー
により分析した。　（Ａ）ヒストグラムは、それぞれ、PE結合抗-BDCA-2mAb（AC144）お
よび抗-BDCA-4mAb（AD-5-17F6）（太線）、およびＰＥ結合アイソタイプ対応コントロー
ルｍＡｂ（薄罫線）でゲーティングされたCD11c-、CD11c+血液DCの染色を示す。点プロッ
トは、抗－BDCA-3（AD5-5E8）ビオチン／ストレプトアビジン－APCに対するCD11c-PEによ
る血液DCの染色を示す。　（Ｂ）ダイアグラムは、それぞれ、CD11c-（黒三角）およびCD
11c+（黒四角）DCの抗-BDCA-2-PE、抗－BDCA-4-PEおよび抗BDCA-3ビオチン／ストレプト
アビジン－APC染色についての平均蛍光強度（MFI）値を示す。BDCA-2およびBDCA-4につい
て、MFI値は、それぞれ、AC144およびAD-17F6で得られた値からアイソタイプコントロー
ルｍＡｂによって得られた値を減算することによって計算された。BDCA-3について、MFI
値は、いずれの染色ｍＡｂ（自己蛍光）もなしで得られた値をAD5-5E8によって得られた
値から減算することによって計算された。
【０３２５】
【図５】図５は、６つのエキソン全てが発現されているBDCA-2の１つのアイソフォームの
アミノ酸配列を示す（配列番号２）。
【図６】図６は、BDCA-1-特異的mAb AD5-8E7がMOLT-4細胞へのCD1c mAb M241の結合をブ
ロックすることを示す。MOLT-4細胞を、飽和量のAD5-8E7 mAb（太線）またはアイソトー
プコントロールmAb（薄罫線）とプレインキュベートし、次いで、PE結合CD1c mAb（M241
）で染色した。
【０３２６】
【図７】図７は、Mo-DCおよびCD34+細胞由来DC(CD34-DC)におけるBDCA-2、BDCA-3およびB
DCA-4の発現を示す。CD14+単球およびCD34+造血前駆細胞を、それぞれ、CD14およびCD34 
mAb結合ミクロビーズでの直接磁気標識を介して免疫磁性的に精製した。精製した単球を
、rGM-CSFおよびrIL-4の存在下で７日間培養し、そして精製したCD34-DCをrflt3-リガン
ド、rTGF－β1、rTNF－α、rSCFおよびrGM-CSFの存在下で11日間培養した。培養期間後、
細胞をCD1aーFITC、CD1c-PE（AD5-8E7）、抗-BDCA-2PE（AC114）、抗－BDCA-3-PE（AD5-5
E8）および抗－BDCA-4-PE（AD5-17F6）で染色した。ヒストグラムは、それぞれ、（Ａ）M
o-DCおよび（Ｂ）CD34-DC（太線）を示す。薄罫線は、アイソタイプコントロールｍＡｂ
による染色を示す。最も左部分のヒストグラムを除いて（CD1a染色）、ゲーティングされ
たCD1a+細胞を（Ｂ）に示す。
【０３２７】
【図８】図８は、抗－BDCA-2mAb標識されたBDCA2+細胞の培養が、急速なmAbインターナリ
ゼーションを引き起こすことを示す。PBMCを、４℃でFITC結合抗-BDCA-2mAb（AC144、IgG
1）で標識し、37℃で示される時間インキュベートした。次いで、４℃でPE結合ラット抗
－マウスIgG1 mAb（X56）およびCy5結合CD123 mAb（AC145、IgG2a）で染色した。ゲーテ
ィングされたBDCA-2+CD123細胞の抗-DBCA-2-FITC（黒四角）およびラット抗－マウスIgG1
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 mAb-PE（黒三角）染色のMFI値を示す。
【０３２８】
【図９】図９は、免疫磁性的に精製したCD1c+、BDCA-2+およびBDCA-3+血液DCの形態を示
す。DC1c+、BDCA-2+およびBDCA-3+細胞を、PE結合1次mAb（ADa5-8E7、AC144およびAD5-5E
8）および抗－PE mAb結合ミクロビーズで間接磁性標識することによってPBMCから単離し
、続いて、MACSによって標識した細胞の富化を行った。点プロットは、それぞれ、CD1c+

（上点プロット）、BDCA-2+（中点プロット）およびBDCA（下点プロット）の磁性的な富
化の前（左点プロット）および後（右点プロット）のHLA-DR-FITCおよびPE結合mAbによる
PBMCの染色を示す。右側の３つの像は、細胞遠心分離後の単離されたCD1c+（上点プロッ
ト）、BDCA-2+（中点プロット）およびBDCA3+細胞のメイ－グリュンヴァルト／ギームザ
染料を示す。富化されたCD1c+細胞の像において小さなリンパ球が見られ得ることに注意
をすること。これらは、CD1c+B細胞である。
【０３２９】
【図１０】図10は、培養時の、CD1c+、BDCA-2+およびBDCA-3+血液DC上のMHCクラスII、CD
83および同時刺激分子のアップレギュレーションを示す。精製したCD1c+(A)、BDCA-2+(C)
およびBDCA-3+（Ｂ）を、それぞれ、培地中で１日間（CD1c+およびBDCA-3+BDC）またはCD
32－形質導入Ｌ細胞上のrIL-3および抗-CD40mAbを含む培地で２日間（BDCA-2+）培養した
。単球をrGM-CSFおよびrIL-4の存在下で培地中で７日間培養することによって、「未熟な
」Mo-DC(D)を作製した。TNFαの存在下で未熟なMo-DCを培地中でさらに３日間培養するこ
とによって、「成熟した」Mo-DC(E)を作製した。ヒストグラムは、それぞれ、CD1a-FITC
、CD80-PE、CD83-PE、CD86-PEおよびHLA-DR-PEによる細胞染色を示す（太線）。薄罫線は
、アイソタイプおよび蛍光染色対応コントロールｍＡｂによる細胞染色を示す。
【０３３０】
【図１１】図11は、精製したCD3+T細胞と比較した、新たに単離されたCD1c+、BDCA-2+お
よびBDCA-3+血液DCのエンドサイトーシス容量を示す。単離されたCD1c+DC（黒菱形）、BD
CA-2+BDC（黒三角）、BDCA-3+DC（黒四角）およびCD3+T細胞（＊）を、37℃で1mg/mlのル
シファーイエロー（LY）を含む培地中で０、15、45および75分間インキュベートし、氷冷
のPBS/EDTA/BSA中で３度洗浄し、次いでフローサイトメトリーで分析した。MFI値を減算
後のLY蛍光についてMFI値を示す。これはLY非存在下での４℃でのインキュベーションで
得られた。
【図１２】図12は、BDCA-2のcDNA配列を示す（配列番号１）。
【０３３１】
【図１３】図13は、抗－BDCA-2mAb単独（Ａ）および／または抗BDCA-2および架橋二次mAb
（Ｂ、Ｄ、Ｅ）を介する細胞内Ca2+動員が、免疫磁性的に精製したBDCA-2+BDCA-4+血液DC
（Ａ、Ｂ）およびBDCA-2トランスフェクトU937細胞（Ｄ）において誘導されるが、非トラ
ンスフェクトU937細胞（Ｅ）において誘導されないことを示す。免疫磁性的に精製したBD
CA-2+BDCA-4+BDCにおけるBDCA-4の抗-BDCA-4mAbおよび架橋二次mAbとの連結は、細胞内Ca
2+動員を誘導しない。時間（Ｘ－軸、1024の値は、204，80秒に対応する）に対するイン
ド－１－フルオレッセンス（Ｙ－軸）Ca2+依存性の405nm/525nm比が示される。Ａは、BDC
A-2+BDCA-4+血液DC、抗－BDCA-2（AC144、IgG1）である。Ｂは、BDCA-2+BDCA-4+血液DC、
抗－BDCA-2（AC144、IgG1）およびラット抗－マウスIgG1(X56）である。Ｃは、BDCA-2＋B
DCA-4＋血液DC、抗BDCA-4（AD5-17F6、IgG1）およびラット抗マウスIgG1（X56）である。
Ｄは、BDCA-2トランスフェクトU937細胞、抗－BDCA-2（AC144、IgG1）およびラット抗－
マウスIgG1（X56）である。Ｅは、非トランスフェクトU937細胞、抗－BDCA-2（AC144、Ig
G1）およびラット抗－マウスIgG1（X56）である。
【０３３２】
【図１４】図14は、特異的mAb、続いて二次架橋mAbとのBDCA-2の連結（しかしBDCA-4は連
結していない）が、インフルエンザウイルス株PR8による刺激に応答して、血液または扁
桃由来のプラスマ細胞様 BDCA-2+BDCA-4+DCによるＩ型インターフェロンの分泌を阻害す
ることを示す。新たに単離された血液（Ａ）または扁桃（Ｂ）由来のプラスマ細胞様 BDC
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A-2+BDCA-4+DCをIL-3単独（コントロール）；IL-3、抗－BDCA-2mAbおよびラット抗－マウ
スIgG1 mAb（AC144＋RamG1)；IL-3、抗－BDCA-2mAb、ラット抗－マウスIgG1 mAbおよびイ
ンフルエンザウイルス株PR8（AC144＋RamG1＋FLU)；IL-3およびインフルエンザウイルス
株PR8（FLU)；IL-3、抗－サイトケラチンmAb、ラット抗－マウスIgG1 mAbおよびインフル
エンザウイルス株PR8（CK3＋RamG1＋FLU)；IL-3、抗－BDCA-4mAb、ラット抗－マウスIgG1
 mAbおよびインフルエンザウイルス株PR8（17F6＋RamG1＋FLU）の存在下で24時間培養し
た。培養上清中の分泌されたＩ型インターフェロン（U/ml）を、Ｉ型インターフェロン（
U/ml）標準曲線を参照にしてバイオアッセイによって測定した。
【０３３３】
【図１５】図15は、単離されたBDCA-2およびBDCA-4発現プラスマ細胞様 DCによるマウスI
gG1に特異的なＴ細胞クローンに対する抗－BDCA-2-mAb（AC144、IgG1）の存在を示す。BD
CA-2+BDCA-4+プラスマ細胞様 DCは、Ｔ細胞に対して、抗－ILT-3mAb（ZM3.8、IgG1、黒三
角）および抗－サイトケラチンmAb（CK3－11D5、IgG1、黒丸）よりも抗－BDCA-2mAb（AC1
44、IgG1、黒四角）をずっと効果的に提示する。
【図１６】図16は、扁桃プラスマ細胞様CD123+DCにおけるBDCA-2およびBDCA-4の発現を示
す。
【０３３４】
【図１７】図17は、ニューロピリン（neuropilin)－１（ジーンバンク受託番号003873）
は、抗－BDCA-4mAb AD5-17F6（抗－NRP-1(ML)）により、ニューロピリン－１－トランス
フェクトPEA細胞（NP）の細胞溶解産物から免疫沈澱するが、非トランスフェクトPAE細胞
（Ｐ）の細胞溶解産物から免疫沈澱しないことを示す。沈殿タンパク質を、Shay Soker、
Children’s Hospital、Boston、MA(S)からのBDCA-4特異的mAb AD5-17F6(ML)またはニュ
ーロピリン－１特異的ｍＡｂを用いSDS-PAGEおよびウエスタンブロッティングによって分
析した。
【０３３５】
【図１８】図18は、特異的mAb、続いて二次架橋mAbとのBDCA-2の連結（しかしBDCA-4は連
結していない）が、ポリI:Cによる刺激に応答して血液または扁桃由来のプラスマ細胞様B
DCA-2+BDCA-4+DCによるINF-αの分泌を阻害することを示す。血液由来のプラスマ細胞様 
BDCA-2+BDCA-4+DCを、10μg/mlのAC144 mAb（２および４）またはマウスIgG1 mAb（CF6B
、抗－TPO、１および３）で37℃で30分間培養した。
【図１９】図19は、BDCA-2cDNAについての、CLONTECHから得たヒトの複数の組織のcDNAパ
ネルの分析（レーン１：心臓；レーン２：脳；レーン３：胎盤；レーン４：肺；レーン５
：肝臓；レーン６：骨格筋；レーン７：腎臓；レーン８：膵臓；レーン９：脾臓；レーン
10：胸腺；レーン11：精巣；レーン12：卵巣；レーン13：小腸；レーン14：リンパ節；レ
ーン15：骨髄；レーン16：胎児の肝臓；レーン17：扁桃）および血液白血球の異なる集団
から調製されたcDNAの分析（レーン18：Ｔ細胞；レーン19：Ｂ細胞；レーン20:NK細胞；
レーン21：単球；レーン22:CD11cbrightCD123lowBDC；レーン23：CD11c-CD123birhgtプラ
スマ細胞様 DC）を示す。コントロールは、G3PDHである。
【０３３６】
【図２０】図20は、BDCA-2転写物のスプライス改変体を示す。スプライス改変体を、発現
分析において使用するBDCA-2に対して特異的なプライマーを用いて、RT-PCRによって分析
した。増幅したフラグメントはプラスミドベクターにクローニングし、そして配列決定さ
れた。
【図２１】図21は、デクチン－２転写物のスプライス改変体を示す。
【図２２】図22は、BDCA-2およびマウスデクチン－２のmRNA配列の配列を示される推定イ
ントロンの正確な位置とともに示す。図23において、＊は、全ての整列された配列におけ
る同一の保存された残基を表し、：は保存的置換を表し、．は、半保存的置換を表し、影
付き領域は、保存的炭水化物認識ドメイン（CRD）を示し、イタリックは、推定膜貫通ド
メインを示す。以下のシンボルは、CRDにおいてＣ型レクチン間で強く保存された残基を
強調表示する。
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【０３３７】
【図２３】図23は、ヒトBDCA-2、ヒトDCIRおよびマウスデクチン－２のアミノ酸配列の配
列を示す。
【図２４】図24は、BDCA-3特異的mAb AD5-14H12(IgG1)を用いて表面ビオチン化HD-MY-Z細
胞の細胞溶解産物から免疫沈澱したBDCA-3を示す。特異性のコントロールのために、CD19
－特異的mAb SJ25-C1(IgG1)を使用した。沈殿タンパク質を、SDS-PAGE（４～12％）およ
びストレプトアビジンペルオキシダーゼを用いたウエスタンブロッティングによって分析
した。BDCA-3特異的mAb AD5-14H12は、HD-MY-Z細胞由来の約100kDの細胞表面タンパク質
を特異的に免疫沈殿することに注意すること。従って、BDCA-3は、見かけの100kDの分子
量を有する。
【図１】 【図２】
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