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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物におけるヒト免疫不全ウイルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）またはエボラウイルスによ
るウイルス出芽を減少させるための医薬組成物であって、ＴＳＧ１０１タンパク質に結合
し、ＶＲＥＴＶＮＶＩＴＬＹＫＤＬＫＰＶＬ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）およびＱＬＲＡ
ＬＭＱＫＡＲＫＴＡＧＬＳＤＬＹ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）からなる群より選択される
アミノ酸領域に含まれるエピトープに結合する抗体を治療上有効な量含む、医薬組成物。
【請求項２】
　前記抗体は前記ＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端またはＣ－末端領域に結合する、請
求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　前記哺乳動物はヒトである、請求項２に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　前記抗体はモノクローナル抗体である、請求項１～３のいずれかに記載の医薬組成物。
【請求項５】
　哺乳動物におけるヒト免疫不全ウイルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）またはエボラウイルスによ
る感染を処置するための医薬組成物であって、ＴＳＧ１０１タンパク質に結合し、ＶＲＥ
ＴＶＮＶＩＴＬＹＫＤＬＫＰＶＬ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）およびＱＬＲＡＬＭＱＫＡ
ＲＫＴＡＧＬＳＤＬＹ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）からなる群より選択されるアミノ酸領
域に含まれるエピトープに結合する抗体を治療上有効な量含む、医薬組成物。
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【請求項６】
　前記抗体は前記ＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端またはＣ－末端領域に結合する、請
求項５に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　前記哺乳動物はヒトである、請求項６に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　前記抗体はモノクローナル抗体である、請求項５～７のいずれかに記載の医薬組成物。
【請求項９】
　１つまたはそれ以上の他の治療薬剤を治療上有効な量含む、請求項５に記載の医薬組成
物。
【請求項１０】
　ヒト免疫不全ウイルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）に感染した哺乳動物細胞に治療用分子を送達
するための医薬組成物であって、ＴＳＧ１０１タンパク質に結合し、ＶＲＥＴＶＮＶＩＴ
ＬＹＫＤＬＫＰＶＬ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）およびＱＬＲＡＬＭＱＫＡＲＫＴＡＧＬ
ＳＤＬＹ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）からなる群より選択されるアミノ酸領域に含まれる
エピトープに結合する抗体が治療用分子とコンジュゲートされた抗体コンジュゲートを含
む、医薬組成物。
【請求項１１】
　前記抗体は前記ＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端またはＣ－末端領域に結合する、請
求項１０に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　前記哺乳動物細胞はヒト細胞である、請求項１１に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　前記抗体はモノクローナル抗体である、請求項１０～１２のいずれかに記載の医薬組成
物。
【請求項１４】
　哺乳動物におけるヒト免疫不全ウイルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）による感染を処置するため
の医薬組成物であって、ＴＳＧ１０１タンパク質に結合し、ＶＲＥＴＶＮＶＩＴＬＹＫＤ
ＬＫＰＶＬ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）およびＱＬＲＡＬＭＱＫＡＲＫＴＡＧＬＳＤＬＹ
（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）からなる群より選択されるアミノ酸領域に含まれるエピトー
プに結合する抗体が治療用分子とコンジュゲートされた抗体コンジュゲートを含む、医薬
組成物。
【請求項１５】
　前記抗体は前記ＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端またはＣ－末端領域に結合する、請
求項１４に記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　前記哺乳動物はヒトである、請求項１５に記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　前記抗体はモノクローナル抗体である、請求項１４～１６のいずれかに記載の医薬組成
物。
【請求項１８】
　１つまたはそれ以上の他の治療薬剤を治療上有効な量含む、請求項１４に記載の医薬組
成物。
【請求項１９】
　ヒト免疫不全ウイルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）に感染した哺乳動物細胞を同定する方法であ
って、
　（ａ）哺乳動物の細胞を抗体コンジュゲートと接触させるステップを含み、前記抗体コ
ンジュゲートはラベルとコンジュゲートされたＴＳＧ１０１タンパク質に結合し、ＶＲＥ
ＴＶＮＶＩＴＬＹＫＤＬＫＰＶＬ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）およびＱＬＲＡＬＭＱＫＡ
ＲＫＴＡＧＬＳＤＬＹ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）からなる群より選択されるアミノ酸領
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域に含まれるエピトープに結合する抗体を含み、前記方法はさらに
　（ｂ）付着された前記ラベルを有する細胞を検出することによって前記ヒト免疫不全ウ
イルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）に感染した前記細胞を同定するステップを含む、方法。
【請求項２０】
　前記抗体は前記ＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端またはＣ－末端領域に結合する、請
求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記抗体はモノクローナル抗体である、請求項１９または２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記ラベルは蛍光ラベルであり、付着された前記ラベルを有する前記細胞は蛍光活性化
細胞選別器を用いて検出される、請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　哺乳動物由来の血液または血清からの、ヒト免疫不全ウイルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）に感
染した細胞のエクスビボ除去の方法であって、
　（ａ）前記血液または血清を、ＴＳＧ１０１タンパク質に結合し、ＶＲＥＴＶＮＶＩＴ
ＬＹＫＤＬＫＰＶＬ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）およびＱＬＲＡＬＭＱＫＡＲＫＴＡＧＬ
ＳＤＬＹ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）からなる群より選択されるアミノ酸領域に含まれる
エピトープに結合するＴＳＧ１０１抗体の十分量とともにインキュベートするステップと
、
　（ｂ）前記ＴＳＧ１０１抗体に結合された細胞を前記血液または血清から除去するステ
ップとを含む、方法。
【請求項２４】
　前記抗体は前記ＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端またはＣ－末端領域に結合する、請
求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記哺乳動物はヒトである、請求項２３または２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記ＴＳＧ１０１抗体はモノクローナル抗体である、請求項２３に記載の方法。
【請求項２７】
　前記ＴＳＧ１０１抗体に結合された前記細胞は、前記ＴＳＧ１０１抗体に結合する抗体
を含むカラムを用いて除去される、請求項２３～２６のいずれかに記載の方法。
【請求項２８】
　哺乳動物におけるヒト免疫不全ウイルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）またはエボラウイルスによ
る感染を処置または防止するためのワクチン組成物であって、ＴＳＧ１０１タンパク質、
ならびに、ＶＲＥＴＶＮＶＩＴＬＹＫＤＬＫＰＶＬ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）およびＱ
ＬＲＡＬＭＱＫＡＲＫＴＡＧＬＳＤＬＹ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）からなる群より選択
されるアミノ酸配列を含むポリペプチドを治療上または予防上十分な量含む、ワクチン組
成物。
【請求項２９】
　前記ポリペプチドは前記ＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端またはＣ－末端領域を含む
、請求項２８に記載のワクチン組成物。
【請求項３０】
　前記哺乳動物はヒトである、請求項２８または２９に記載のワクチン組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この出願は、全体にわたってここに引用により援用する２００２年１０月１日に提出さ
れた米国特許仮出願番号第６０／４１５，２９９号の米国特許法第１１９条（ｅ）による
利益を主張する。
【０００２】
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　１．発明の分野
　この発明は、ＴＳＧ１０１タンパク質に結合してウイルス生成を阻害または減少させる
抗体に関する。この発明はまた、ＴＳＧ１０１抗体を用いて、ＨＩＶ感染を含むウイルス
感染の処置を行なう方法に関する。この発明はさらに、ＴＳＧ１０１抗体を用いてウイル
ス感染細胞を検出する方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　２．発明の背景
　ＡＩＤＳなどのウイルス性疾患の病因において、病原体と宿主細胞の相互作用は重要な
役割を演じる。典型的なウイルス感染のためには、ウイルスは細胞表面受容体を通じて宿
主細胞に付着し、宿主細胞膜と融合し、細胞膜を横切って移動し、ウイルス粒子を脱外被
し、宿主タンパク質合成機構を用いてウイルスタンパク質を合成および集合し、宿主の輸
送機構を通じて宿主細胞から放出する必要がある。ウイルスと宿主細胞との相互作用は、
ウイルス病因の、ウイルスの除去から寄生または致命的な感染までにわたる結果を定める
。たとえば、ＨＩＶはヒト細胞に生産的に感染するためにさまざまな戦略を用いる。レト
ロウイルスの生活環は、宿主細胞に付着することによって始まるが、その最初の標的はＣ
Ｄ４＋Ｔヘルパー細胞であり、特定の受容体を介して侵入する。細胞内で、ＲＮＡゲノム
は「逆」転写されて相補ＤＮＡとなり、核に輸送されて宿主ゲノムに組込まれる。この組
込まれた「プロウイルス」は新たなウイルスＲＮＡおよびタンパク質の生成を指示し、そ
れらは自己集合して、形質膜に包まれた成熟した感染性のウイルス粒子として細胞から「
出芽」する。すべてのウイルスと同様、ＨＩＶは寄生性であり、出芽過程を行なう膜分裂
事象を触媒できない。代わりに、新生ウイルスは細胞の膜選別機構を用いて感染のこの最
終段階を完了する。こうした宿主とウイルスとの相互作用は、欠損細胞表面受容体（ＣＣ
Ｒ５）を有する個体がＨＩＶ感染に対して完全に耐性であることによってよく実証されて
おり、ウイルス病因における宿主遺伝子および遺伝子経路の重要な役割が解明されている
。
【０００４】
　腫瘍感受性遺伝子（Tumor Susceptibility Gene）１０１（ＴＳＧ１０１、リ（Ｌｉ）
ら、1996, Cell 85, 319-29）は、細胞生育（ゾン（Zhong）ら、1998, Cancer Res 58, 2
699-702; オー（Oh）ら、2002, Proc Natl Acad Sci USA 99, 5430-5; クレンプラー（Kr
empler）ら、2002, J Biol Chem 277, 43216-23; ワグナー（Wagner）ら、2003, Mol Cel
l Biol 23, 150-62; リら、1996, Cell 85, 319-29）、細胞タンパク質トラフィッキング
（バブスト（Babst）ら、2000, Traffic 1, 248-58; ビショップ（Bishop）ら、2002, J 
Cell Biol 157, 91-101）、およびｐ５３の分解（リら、2001, Proc Natl Acad Sci USA 
98, 1619-24; ルランド（Ruland）ら、2001, Proc Natl Acad Sci USA 98, 1859-64; モ
イレット－ラーレ（Moyret-Lalle）ら、2001, Cancer Res 61, 486-8）において重要な役
割を行なう。ＴＳＧ１０１はまた、この最終段階における重要な役割を持つものとして広
く認識されており、細胞内ＴＳＧ１０１の阻害はＨＩＶの出芽過程を妨げる。ＴＳＧ１０
１は他の細胞内因子と協力して作用することにより、ＨＩＶウイルスの出芽または展開に
おける重要な役割を演じる。ウイルスの集合および出芽を調整することが以前に示されて
いたＨＩＶ　Ｇａｇタンパク質は、ＴＳＧ１０１と高い親和性で結合し、このＧａｇ／Ｔ
ＳＧ１０１相互作用は効率的なＨＩＶウイルス集合および出芽に欠かせないものであり、
Ｇａｇ／ＴＳＧ１０１相互作用の分断はＨＩＶウイルス出芽を防止し、ＨＩＶウイルスの
広がりを大きく制限する。
【０００５】
　エンベロープウイルス集合の集合における最終ステップは、細胞膜からの出芽粒子の分
離を必要とする。Ｇａｇにおける３つの別個の機能ドメイン、すなわち、ＨＩＶ－１にお
けるＰＴＡＰ（ゴットリンガー（Gottlinger）ら、1991, Proc Natl Acad Sci USA 88, 3
195-9; ホワン（Huang）ら、1995, J Virol 69, 6810-8）と、ＲＳＶ（ペアレント（Pare
nt）ら、1995, J Virol 69, 5455-60）、ＭｕＬＶ（ユエン（Yuan）ら、1999, Embo J 18
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, 4700-10）およびＭ－ＰＭＶ（ヤスダ（Yasuda）ら、1998, J Virol 72, 4095-103）に
おけるＰＰＰＹと、ＥＩＡＶにおけるＹＸＸＬ（パファー（Puffer）ら、1997, J Virol 
71, 6541-6）とが、この機能に必要とされるとして異なるレトロウイルスにおいて同定さ
れ、後期（late）またはＬドメインと名付けられた（ウィルズ（Wills）ら、1991, Aids 
5, 639-54）。ＨＩＶ－１において、ＬドメインはＰＴＡＰモチーフを含み、効率的なＨ
ＩＶ－１の放出に必要とされる（たとえば、ウィルズら、1994, J. Virol. 68, 6605-661
8; ゴットリンガーら、1991, Proc Natl Acad Sci USA 88, 3195-3199; ホワンら、1995,
 J Virol 69, 6810-6818を参照）。ＨＩＶ－１ｐ６のＬドメイン、特にＰＴＡＰモチーフ
が細胞タンパク質ＴＳＧ１０１に結合し、それをウイルス集合の部位に入れてウイルス出
芽を行なう（バープランク（VerPlank）ら、2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:7724
-7729; ガルス（Garrus）ら、2001, Cell 107:55-65; マーティン－セラーノ（Martin-Se
rrano）ら、2001, Nature Medicine 7:1313-19; ポルニロス（Pornillos）ら、2002, EMB
O J. 21:2397-2406; デミロフ（Demirov）ら、2002, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:95
5-960; ＰＣＴ公開第ＷＯ02/072790号; 米国特許出願第ＵＳ2002/0177207号）。ＴＳＧ１
０１のＵＥＶドメインはＰＴＡＰモチーフおよびモノユビキチンに結合し（ポルニロスら
、2002, EMBO J. 21:2397-406; ポルニロスら、2002, Nat Struct Biol 9, 812-7）、こ
のモノユビキチンもまたＨＩＶ－１出芽に関わっている（パトナイク（Patnaik）ら、200
0, Proc Natl Acad Sci USA 97, 13069-74; シューベルト（Schubert）ら、2000, Proc N
atl Acad Sci USA 97, 13057-62; ストラック（Strack）ら、2000, Proc Natl Acad Sci 
USA 97, 13063-8）。細胞内ＴＳＧ１０１の枯渇（ガルスら、2001, Cell 107:55-65）ま
たは短くした形のＴＳＧ１０１の過剰発現は、ＨＩＶ－１の放出を阻害する（デミロフら
、2002, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:955-960）。特定の状況下では、ＴＳＧ１０１
はウイルス放出を促進するためにＨＩＶ－１のＬドメインの代わりになることすらできる
（マーティン－セラーノら、2001, Nature Medicine 7:1313-19）。
【０００６】
　酵母においては、Ｔｓｇ１０１オーソログのＶｐｓ２３がＶｐｓ２８およびＶｐｓ３７
と相互作用して、多胞体経路へのエンドソームタンパク質選別に対して重要なＥＳＣＲＴ
－Ｉと呼ばれるタンパク質複合体を形成することが示されている（カッツマン（Katzmann
）ら、2001, Cell 106, 145-55）。この細胞内での多胞体形成が、形質膜におけるＨＩＶ
－１の放出に似ているのではないかという仮説が立てられている（ガルスら、2001, Cell
107:55-65; パトナイクら、2000, Proc Natl Acad Sci USA 97, 13069-74）。哺乳動物細
胞において、ＴＳＧ１０１はＶｐｓ２８と相互作用して、ＥＳＣＲＴ－Ｉ様の複合体を形
成する（バブストら、2000, Traffic 1, 248-58; ビショップら、2002, J Cell Biol 157
, 91-101; ビショップら、2001, J Biol Chem 276, 11735-42）が、Ｖｐｓ３７の哺乳動
物の相同体はまだ同定されていない。
【０００７】
　最近の調査（ブロウアー（Blower）ら、2003, AIDS Rev. 5:113-25; バルディセリ（Va
ldiserri）ら、2003, Nat Med. 9:881-6）では、世界中で４２００万人もの人がＨＩＶに
感染していると見積もられている。この疾患で既に３００万人を超える人が死亡している
。先進国においては、高度に効き目が高いターゲッティングされた組合せ療法の出現によ
りＡＩＤＳの進行が遅らされているが、発展途上国、特に２１００万人より多くのアフリ
カ人が感染しているアフリカにおいては、ＡＩＤＳの汎流行が「人間発展カタストロフィ
（human development catastrophe）」をもたらしている。南アフリカだけでも、死者は
２０１５年までに１０００万人に上ると予測されている。関連する統計はアジア太平洋領
域においても同様の危険性があることを警告しており、ここには国連の見積りによると、
７００万人より多くのＨＩＶ感染個体が存在する。ＡＩＤＳ汎流行の影響は、最近感染し
た患者の増加数を処置するための資源を持たない診療所の限度を大きく上回っている（南
アフリカの成人人口の２０％近くが感染している）。ＨＩＶ感染した患者および深刻な病
状のＡＩＤＳ患者の処置が、アフリカおよびその他の発展途上国の既に過負担の健康管理
システムを圧迫している。さらに悪いことに、ＨＩＶに対する現在の処置は、当初はウイ
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ルス負荷を減少させることに成功していたにもかかわらず、その効力を失い始めている。
新たに感染した個体において薬剤耐性ＨＩＶ株が単離されることが増えているためである
。ＨＩＶ疾患の治療技術をさらに複雑にしているのは、現在の抗レトロウイルス摂生の毒
性であり、その大きさのために、医師が処置を開始および持続するための判断が複雑にな
っている。ＨＩＶ疾患の処置に対する新たな治療範例の同定、特に耐性の発達を遅らせる
保証のある作用機構を有するものの同定は、生物薬剤産業に対する世界的な挑戦である。
【０００８】
　また、多くのウイルスは非常に突然変異を起こしやすい。こうしたウイルスを直接ター
ゲッティングすることに依存する方法および組成物は通常、こうしたウイルスによる感染
の処置において十分でない。たとえば、ＨＩＶ－１は非常に突然変異を起こしやすいウイ
ルスであり、ＨＩＶ－１感染の過程において、感染個体において生成される抗体は永続的
な保護効果を与えない。それは一部には、中和回避変異体（ターリ（Thali）ら、1992, J
. Acquired Immune Deficiency Syndromes 5:591-599）の迅速な出現のためである。ＨＩ
Ｖ感染個体の処置に対する現在の療法は主に、ＨＩＶ感染の２つの別個の段階、すなわち
ウイルスゲノムの複製とウイルスタンパク質の成熟とにかかわるウイルス酵素に焦点を当
てている。ウイルスは頻繁に突然変異を起こすため、薬物の最初の治療効果にかかわらず
、抗ウイルス阻害剤に耐性の株が迅速に発達する。最近の研究の１つにおいては、薬剤耐
性ＨＩＶ株に新たに感染した個体のパーセンテージが５年間で６倍増加した（リトル（Li
ttle）ら、2002, N Engl J Med. 347:385-94）。さらに、現在の手当の標準である、逆転
写酵素およびプロテアーゼの両方の阻害剤によってＨＩＶを攻撃する組合せ療法は、多重
薬剤耐性ＨＩＶ株の発達をもたらしている。新たなＨＩＶに基づく標的に向けられた抗レ
トロウイルス薬はかなりの価値があるが、この徐々に重要になってきている問題に対処し
ていない。たとえば、抗－ＨＩＶ装備に最も新しく加わったフューゼオン（登録商標）（
エンフュービルタイド）に耐性のＨＩＶ株が患者から既に単離されている。したがって、
その抗ウイルス効力および新たな作用機構にもかかわらず、薬剤耐性がフューゼオン（登
録商標）などのウイルス融合阻害剤の治療の可能性を揺るがしているようである。したが
って、ＨＩＶ感染などのウイルス感染に立ち向かう新たな治療および防止策を開発する必
要がある。
【０００９】
　ここでの考察または参考文献の引用は、こうした参考文献がこの発明に対する先行技術
であると容認するものであると解釈されるべきではない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　３．発明の概要
　この発明は、ＴＳＧ１０１タンパク質に結合する抗体を用いてウイルス生成を阻害また
は減少させる方法を提供する。この発明はまた、ＴＳＧ１０１抗体を用いてウイルス感染
を処置する方法を提供する。この発明はまた、感染細胞の表面においてＴＳＧ１０１をタ
ーゲッティングし、たとえばこうした感染細胞に治療用および／または診断用薬剤を送達
するなどによって、ウイルス感染を処置するための方法および組成物を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　局面の１つにおいて、この発明はエンベロープウイルスに感染した哺乳動物細胞からの
ウイルス出芽を減少させる方法を提供する。この方法は、哺乳動物細胞をＴＳＧ１０１タ
ンパク質に結合する抗体の十分量と接触させるステップを含む。別の局面において、この
発明は、エンベロープウイルスに感染した哺乳動物細胞に治療用分子を送達する方法を提
供し、この方法は、哺乳動物細胞を、治療用分子とコンジュゲートされたＴＳＧ１０１タ
ンパク質に結合する抗体を含む抗体コンジュゲートに接触させるステップを含む。好まし
い態様において、抗体はＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端またはＣ－末端領域に結合す
る。好ましい態様において、哺乳動物細胞はヒト細胞である。別の好ましい態様において
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、抗体は、ＶＲＥＴＶＮＶＩＴＬＹＫＤＬＫＰＶＬ(ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２)およびＱＬＲ
ＡＬＭＱＫＡＲＫＴＡＧＬＳＤＬＹ(ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ:３)からなる群より選択されるア
ミノ酸領域に含まれるエピトープに結合する。好ましくは、抗体はモノクローナル抗体で
ある。さらに別の好ましい態様において、エンベロープウイルスは、ヒト免疫不全ウイル
スＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）、ヒト免疫不全ウイルスＩＩ型（ＨＩＶ－ＩＩ）、マールブルグウ
イルスおよびエボラウイルスからなる群より選択される。
【００１２】
　別の局面において、この発明は哺乳動物におけるエンベロープウイルスによる感染を処
置する方法を提供し、この方法は哺乳動物に、ＴＳＧ１０１タンパク質に結合する抗体を
治療上有効な量投与するステップを含む。さらに別の局面において、この発明は哺乳動物
におけるエンベロープウイルスによる感染を処置するための方法を提供し、この方法は哺
乳動物に、治療薬剤とコンジュゲートされたＴＳＧ１０１タンパク質に結合する抗体を含
む抗体コンジュゲートを治療上有効な量投与するステップを含む。好ましい態様において
、抗体はＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端またはＣ－末端領域に結合する。好ましい態
様において、哺乳動物はヒトである。別の好ましい態様において、抗体は、ＶＲＥＴＶＮ
ＶＩＴＬＹＫＤＬＫＰＶＬ(ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２)およびＱＬＲＡＬＭＱＫＡＲＫＴＡＧ
ＬＳＤＬＹ（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ:３)からなる群より選択されるアミノ酸領域に含まれるエ
ピトープに結合する。好ましくは、抗体はモノクローナル抗体である。さらに別の好まし
い態様において、エンベロープウイルスは、ヒト免疫不全ウイルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）、
ヒト免疫不全ウイルスＩＩ型（ＨＩＶ－ＩＩ）、マールブルグウイルス、およびエボラウ
イルスからなる群より選択される。態様の１つにおいて、この方法は、哺乳動物に１つま
たはそれ以上の他の治療薬剤を治療上有効な量投与するステップをさらに含む。
【００１３】
　さらに別の局面において、この発明は、エンベロープウイルスに感染した哺乳動物細胞
を同定する方法を提供し、この方法は、（ａ）哺乳動物の細胞を、ラベルとコンジュゲー
トされたＴＳＧ１０１タンパク質に結合する抗体を含む抗体コンジュゲートに接触させる
ステップと、（ｂ）付着されたラベルを有する細胞を検出することによってエンベロープ
ウイルスに感染した細胞を同定するステップとを含む。好ましい態様において、抗体はＴ
ＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端またはＣ－末端領域に結合する。好ましい態様において
、哺乳動物細胞はヒト細胞である。別の好ましい態様において、抗体は、ＶＲＥＴＶＮＶ
ＩＴＬＹＫＤＬＫＰＶＬ(ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２)およびＱＬＲＡＬＭＱＫＡＲＫＴＡＧＬ
ＳＤＬＹ(ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ:３)からなる群より選択されるアミノ酸領域に含まれるエピ
トープに結合する。好ましくは、抗体はモノクローナル抗体である。別の好ましい態様に
おいて、エンベロープウイルスは、ヒト免疫不全ウイルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）、ヒト免疫
不全ウイルスＩＩ型（ＨＩＶ－ＩＩ）、マールブルグウイルスおよびエボラウイルスから
なる群より選択される。態様の１つにおいて、ラベルは蛍光ラベルであり、付着されたラ
ベルを有する細胞は蛍光活性化細胞選別器を用いて検出される。
【００１４】
　この発明はまた、哺乳動物由来の流体からの、エンベロープウイルスに感染した細胞の
エクスビボ（ex vivo）除去の方法を提供する。この方法は、（ａ）流体を、ＴＳＧ１０
１タンパク質に結合するＴＳＧ１０１抗体の十分量とともにインキュベートするステップ
と、（ｂ）ＴＳＧ１０１抗体に結合された細胞を流体から除去するステップとを含む。流
体は血液または血清であってもよい。好ましい態様において、抗体はＴＳＧ１０１タンパ
ク質のＮ－末端またはＣ－末端領域に結合する。好ましい態様において、哺乳動物はヒト
である。別の好ましい態様において、抗体は、ＶＲＥＴＶＮＶＩＴＬＹＫＤＬＫＰＶＬ(
ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２)およびＱＬＲＡＬＭＱＫＡＲＫＴＡＧＬＳＤＬＹ(ＳＥＱ ＩＤ Ｎ
Ｏ:３)からなる群より選択されるアミノ酸領域に含まれるエピトープに結合する。好まし
くは、抗体はモノクローナル抗体である。別の好ましい態様において、エンベロープウイ
ルスは、ヒト免疫不全ウイルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）、ヒト免疫不全ウイルスＩＩ型（ＨＩ
Ｖ－ＩＩ）、マールブルグウイルス、およびエボラウイルスからなる群より選択される。
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態様の１つにおいて、ＴＳＧ１０１抗体に結合された細胞は、ＴＳＧ１０１抗体に結合す
る抗体を含むカラムを用いて除去される。
【００１５】
　この発明はまた、哺乳動物におけるエンベロープウイルスによる感染を処置または防止
する方法を提供し、この方法は、哺乳動物に治療上または予防上十分な量のワクチン組成
物を投与するステップを含み、ワクチン組成物はＴＳＧ１０１タンパク質を含むポリペプ
チドを含む。好ましい態様において、ポリペプチドはＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端
またはＣ－末端領域を含む。好ましい態様において、哺乳動物はヒトである。別の好まし
い態様において、ポリペプチドはＶＲＥＴＶＮＶＩＴＬＹＫＤＬＫＰＶＬ(ＳＥＱ ＩＤ 
ＮＯ：２)およびＱＬＲＡＬＭＱＫＡＲＫＴＡＧＬＳＤＬＹ(ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ:３)からな
る群より選択されるアミノ酸領域を含む。さらに別の好ましい態様において、エンベロー
プウイルスは、ヒト免疫不全ウイルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）、ヒト免疫不全ウイルスＩＩ型
（ＨＩＶ－ＩＩ）、マールブルグウイルス、およびエボラウイルスからなる群より選択さ
れる。態様の１つにおいて、この方法は、哺乳動物に、１つまたはそれ以上の他の治療薬
剤を治療上有効な量投与するステップをさらに含む。
【００１６】
　この発明はまた、哺乳動物におけるエンベロープウイルスによる感染を処置または防止
する方法を提供し、この方法は、哺乳動物に、治療上または予防上十分な量のＤＮＡワク
チン組成物を投与するステップを含み、ＤＮＡワクチン組成物は、ＴＳＧ１０１タンパク
質の断片を含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド分子を含む。態様の１つにお
いて、ポリヌクレオチド分子は、ＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端またはＣ－末端領域
を含むポリペプチドをコードする。好ましい態様において、哺乳動物はヒトである。さら
に別の好ましい態様において、ポリヌクレオチド分子は、ＶＲＥＴＶＮＶＩＴＬＹＫＤＬ
ＫＰＶＬ(ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２)およびＱＬＲＡＬＭＱＫＡＲＫＴＡＧＬＳＤＬＹ(ＳＥ
Ｑ ＩＤ ＮＯ:３)からなる群より選択されるアミノ酸配列、またはその少なくとも５アミ
ノ酸の断片を含むポリペプチドをコードする。さらに別の好ましい態様において、エンベ
ロープウイルスは、ヒト免疫不全ウイルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）、ヒト免疫不全ウイルスＩ
Ｉ型（ＨＩＶ－ＩＩ）、マールブルグウイルス、およびエボラウイルスからなる群より選
択される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１７】
　５．発明の詳細な説明
　この発明は、ＴＳＧ１０１タンパク質に結合する抗体を用いてウイルス生成を阻害また
は減少させる方法を提供する。この発明はまた、ＴＳＧ１０１抗体を用いてウイルス感染
を処置する方法を提供する。この発明はまた、感染細胞の表面においてＴＳＧ１０１をタ
ーゲッティングし、たとえばこうした感染細胞に治療用および／または診断用薬剤を送達
するなどによって、ウイルス感染を処置するための方法および組成物を提供する。
【００１８】
　治療の合理的な設計のためには、ＨＩＶ病因の進歩した理解が必要である。最近の研究
により、ＨＩＶおよびエボラウイルスなどのさまざまなウイルスの病因に宿主タンパク質
ＴＳＧ１０１が重要な役割を演じていることが示されている。特に、ＴＳＧ１０１はウイ
ルス粒子が感染細胞から脱出または出芽する過程に関係しており、したがって抗ウイルス
薬発見に対する新たな標的を表わすものである。感染細胞からのエンベロープＲＮＡウイ
ルスの集合および放出の下には、ウイルスおよび宿主タンパク質の緊密な協力が存在する
（ペレス（Perez）ら、2001, Immunity 15(5): 687-90; フリード（Freed）, 2002, J Vi
rol 76(10): 4679-87; ポルニロスら、2002, Trends Cell Biol 12(12): 569-79）。感染
の最終段階を支配するタンパク質：タンパク質およびタンパク質：膜相互作用の多くはま
だ同定されていないが、細胞のＴＳＧ１０１タンパク質は重要な役割をしていることが示
されている（ガルスら、2001, Cell 107:55-65; カーター（Carter） 2002; ポルニロス
ら、2002, Trends Cell Biol 12(12): 569-79; ポルニロスら、2002, Nat Struct Biol 9
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, 812-7）。遺伝子的分析、生化学的分析および顕微鏡分析により、ＴＳＧ１０１は、レ
トロウイルス、ラブドウイルスおよびフィロウイルス族のメンバーを含む複数のエンベロ
ープＲＮＡウイルスと相互作用することが示されている。
【００１９】
　かなりの進化上の相違にもかかわらず、多くのエンベロープＲＮＡウイルスは類似した
戦略を用いて感染の最終段階を完了する（マーティン－セラーノら、2001, Nature Medic
ine 7:1313-19; フリード、2002 J Virol 76(10):4679-87）。ヒト免疫不全ウイルス１型
（ＨＩＶ－１）、水疱性口炎ウイルス（ＶＳＶ）、エボラウイルス（ＥＢＯＶ）、マール
ブルグウイルス（ＭＡＲＶ）などにとって特に重要なのは、細胞の経路をウイルス粒子集
合および出芽を行なうために一意に割当てる配列モチーフである後期（Late）またはＬド
メインである。Ｌドメイン活性を有する３つの配列モチーフが特徴付けされている。すな
わち、ＰＰｘＹ、ＹｘｘＬおよびＰＴＡＰ（“ｘ”はあらゆるアミノ酸を示す）である。
ＨＩＶ－１出芽は、ｐ６Ｇａｇタンパク質のアミノ末端に見られるＰＴＡＰモチーフを必
要とする。ＶＳＶに代表されるようなラブドウイルスは、マトリックス（Ｍ）タンパク質
内のＰＰｘＹモチーフを利用する。複数のウイルス族のＬドメインは、エンドソームの膜
選別に対して重要な細胞タンパク質であるＴＳＧ１０１を用いる（バープランクら、2001
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:7724-7729; ポルニロスら、2002, Nat Struct Biol 9
, 812-7）。哺乳動物細胞におけるランダムノックアウトスクリーニングによって最初に
同定されたＴＳＧ１０１は４３ＫＤａの多機能タンパク質であり、膜トラフィッキング、
細胞周期調節、微小管集合およびタンパク質分解にかかわる（リら、1996, Cell 85, 319
-29; ビショップら、2001, J Biol Chem 276:11735-42; カッツマンら、2001,Cell 106, 
145-55; リら、2001, Proc Natl Acad Sci USA 98, 1619-24）。ＴＳＧ１０１のＣ－末端
はコイルドコイルドメインおよびその細胞内レベルを自動調節するドメインを有するのに
対し、ＷＷおよびＳＨ３ドメインに構造的および機能的に似ている結合ポケットを介して
複数のウイルスＬドメインと相互作用するＴＳＧ１０１アミノ末端は、ユビキチンコンジ
ュゲートした（ＵＢＣ）Ｅ２酵素と顕著な相同性を有する（ポルニロスら、2002, Nat St
ruct Biol 9, 812-7）。ＴＳＧ１０１のＵＢＣ様ドメインは、タンパク質の回転および選
別の制御の中心である７６アミノ酸タンパク質のユビキチンに強く結合するが、それは標
的タンパク質のユビキチン化にかかわる触媒システイン残基を持たない（ヒッケ（Hicke
）、2001, Cell 106(5): 527-30）。
【００２０】
　真核細胞において、ＴＳＧ１０１はＥＳＣＲＴ１（輸送に必要なエンドソーム選別複合
体）の成分であり、このＥＳＣＲＴ１は約３５０ｋＤａの細胞質複合体であって、Ｖｐｓ
２８およびＶｐｓ３７も含む（カッツマンら、2001, Cell 106, 145-55; ビショップら、
2002, J Cell Biol 157, 91-101）。これら３つのタンパク質の相互作用および膜トラフ
ィッキングにおけるそれぞれの役割は現在調査中である。ＴＳＧ１０１の酵母相同体であ
るＶｐｓ２３は、タンパク質選別欠損を機能的に相補することによって同定された（バブ
ストら、2000, Traffic 1, 248-58）。ＴＳＧ１０１レベルを減少させた線維芽細胞およ
び酵母Ｖｐｓ２３完全欠失（null）変異体は、どちらもエンドソーム／ＭＶＢ経路におけ
る欠陥を示す。たとえば、通常はリソソーム分解のためにＭＢＶ系に入る受容体が、代わ
りに表面に再循環され、細胞シグナリングに大きな障害をもたらす。カッツマンらは最近
の実験的分析に基づき、ＴＳＧ１０１／Ｖｐｓ２３は初期エンドソームの表面においてユ
ビキチン化されたタンパク質に結合し、それらがＭＶＢ小胞に入るのを助けることを示唆
した（カッツマンら、2001, Cell 106, 145-55）。
【００２１】
　ＴＳＧ１０１に加えて、ＷＷドメインを有する細胞タンパク質がエンベロープＲＮＡウ
イルスのＬドメイン配列モチーフと相互作用することが示された（ハーティ（Harty）ら
、2000, Proc Natl Acad Sci USA 97(25): 13871-6; キコニョゴ（Kikonyogo）ら、2001,
 Proc Natl Acad Sci USA 98(20): 11199-204）。たとえば、ファーウェスタン結合アッ
セイによって、哺乳動物ユビキチンリガーゼＮｅｄｄ４のＷＷドメインおよびその酵母相
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同体Ｒｓｐ５とＥＢＯＶのＶＰ４０Ｌドメインとの特定的な相互作用が示された（ハーテ
ィら、2000, Proc Natl Acad Sci USA 97(25): 13871-6; キコニョゴら、2001, Proc Nat
l Acad Sci USA 98(20): 11199-204）。そのデータは、ウイルス出芽におけるユビキチン
の重要な役割をも示している（パトナイクら、2000, Proc Natl Acad Sci USA 97, 13069
-74; カーター、2002, Trends Microbiol 10(5): 203-5; マイヤーズ（Myers）ら、2002,
 J Virol 76(22): 11226-35）。Ｎｅｄｄ４とＴＳＧ１０１との間にも構成的相互作用が
あるかもしれない。ＨＩＶ－１は、エンドソーム／ＭＶＢ経路に全く関係しない態様で感
染細胞から逃れるためにＮｅｄｄ４およびＴＳＧ１０１を用いているのかもしれないこと
が示唆されている。しかし、ＴＳＧ１０１はウイルス放出を行なうためにウイルスによっ
て使われる主要な宿主因子として広く認められている。提案されるＴＳＧ１０１／ＭＶＢ
結合は部分的に、ＭＶＢ形成の生物物理的過程に基づいており、それはエンドソーム脂質
二重層の細胞質から内腔に向けての陥入を含むことが知られている（パトナイクら、2000
, Proc Natl Acad Sci USA 97, 13069-74; ジャゼノスキ（Jasenosky）ら、2001, J Viro
l 75(11): 5205-14）。エンベロープＲＮＡウイルスも同様の位相要因に面する。すなわ
ち、膜の内部小葉におけるウイルス集合に続き、二重層はやはり細胞質から離れて細胞外
環境に向けてめくれる必要がある。熱力学的に安定な二重層を分割するいかなる触媒能力
も有さないウイルスは明らかにエンドソーム膜因子を助けに用いている。したがって、Ｔ
ＳＧ１０１：Ｌドメイン相互作用は、新生ビリオンと膜分裂および出芽を行なうエンドソ
ーム機構との間の極めて重要な連結体を提供しているだろう。前述のとおり、ＥＳＣＲＴ
－１の構成要素のＴＳＧ１０１は、ユビキチン化されたタンパク質を選別してＭＶＢ経路
に含ませる。しかしこの選別は、ＨＩＶおよび関連のエンベロープＲＮＡウイルスに感染
した細胞においては覆されるかも知れない。すなわち、ユビキチン化されたタンパク質を
ＭＶＢ経路に導く代わりに、ＴＳＧ１０１およびそのエンドソーム対応物は形質膜および
その関連ウイルス粒子がめくれるよう指示し、形質膜から摘み取られるエンベロープ粒子
を形成するかも知れない。
【００２２】
　ビリオンの集合および放出を行なう分子決定子はまだ活発な調査領域であるが、いくつ
かの一般的な結合が出ている。第１に、ビリオン成熟の際にＴＳＧ１０１が形質膜に加入
することが完全に要求される。中心的なＴＳＧ１０１の役割を支持するデータは強力であ
る。すなわち、（ｉ）ＴＳＧ１０１ＵＢＣドメインの過剰発現は、ＨＩＶ－１Ｇａｇ発現
細胞におけるＶＬＰ形成をトランスドミナントに妨害する（デミロフら、2002, Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 99:955-960）。（ii）ＲＮＡ干渉を介したＴＳＧ１０１発現の除去
は、ＨＩＶ－１出芽を損なう（ガルスら、2001, Cell 107:55-65）。また、（iii）これ
ら両方の場合において、電子顕微鏡分析により、Ｌドメイン欠損ウイルスを発現する細胞
において見られるものと構造的に類似した、膜性柄を介して形質膜につながれたウイルス
粒子が示された。マーティン－セラーノらによって示された通り、ＴＳＧ１０１のフィロ
ウイルスＶＰ４０またはＨＩＶ－１　ｐ６Ｇａｇとの結合を妨げるようなＬドメイン点突
然変異は、ヒト細胞からのウイルス粒子放出をかなり減少させ、この効果はＴＳＧ１０１
が脂質二重層においてウイルスタンパク質と共局在できなくなることと一致する（マーテ
ィン－セラーノら、2001, Nature Medicine 7:1313-19）。関連実験は、ＥＢＯＶのＬド
メインが、ＶＬＰ放出に対する識別可能な影響なしにｐ６ＧａｇのＬドメインと置換可能
であることを示しており、これはエンベロープＲＮＡウイルスの出芽機構の保存された性
質を強調する。重要なことに、一旦ＴＳＧ１０１がＨＩＶ－１のＧａｇに融合されると、
ＨＩＶ－１のＬドメインは重要でなくなる。したがって、Ｌドメインの主要な役割はＴＳ
Ｇ１０１を形質膜に加えることである。このＴＳＧ１０１とウイルスＬドメインとの間の
相互作用は、ＨＩＶ、ＥＢＯＶおよびＭＡＲＶ感染の防止および処置に対する新たな標的
を表わす（ルバン（Luban）、2001, Nat Med 7(12): 1278-80; シニア（Senior）、2001,
 Drug Discov Today 6(23):1184-1186）。
【００２３】
　発明者は、ウイルス感染を阻害または減少させるために抗－ＴＳＧ１０１抗体を用い得
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ることを発見した。
【００２４】
　５．１．抗－ＴＳＧ１０１抗体
　この発明は、ウイルス感染を阻害または減少させるための、ＴＳＧ１０１タンパク質に
特異的に結合する結合部位を含む抗体の用法を含む。したがって、こうした抗－ＴＳＧ１
０１抗体は広範囲の抗ウイルス剤として用いられ得る。ここで用いられる「抗体」という
用語は免疫グロブリン分子を示す。態様の１つにおいて、抗体はＴＳＧ１０１タンパク質
のＣ－末端領域に結合する。好ましい態様において、抗体はアミノ酸領域ＱＬＲＡＬＭＱ
ＫＡＲＫＴＡＧＬＳＤＬＹ(ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ:３）に含まれるエピトープに結合する。別
の態様において、抗体はＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端領域に結合する。好ましい態
様において、抗体はアミノ酸領域ＶＲＥＴＶＮＶＩＴＬＹＫＤＬＫＰＶＬ(ＳＥＱ ＩＤ 
ＮＯ：２)に含まれるエピトープに結合する。
【００２５】
　ここで用いられる「エピトープ」は抗原決定基、すなわち宿主における免疫応答を誘発
するか、または抗体によって結合される分子の領域を示す。この領域は連続的なアミノ酸
を含んでもよいが必ずしも含まなくてもよい。エピトープという用語は当該技術分野にお
いて「抗原決定基」としても公知である。エピトープは、宿主の免疫系に対して一意であ
る空間的コンフォメーションにおいてたった３個のアミノ酸を含んでいてもよい。一般的
に、エピトープは少なくとも５個のこうしたアミノ酸からなり、より一般的には少なくと
も８－１０個のこうしたアミノ酸からなる。こうしたアミノ酸の空間的コンフォメーショ
ンを決定する方法は当該技術分野において公知である。
【００２６】
　この発明はまた、ＴＳＧ１０１タンパク質に特異的に結合する結合部位を含む抗体断片
の用法も想定している。免疫グロブリン分子の免疫活性断片の例としては、抗体をペプシ
ンまたはパパインなどの酵素で処理することによって生成できるＦ（ａｂ）およびＦ（ａ
ｂ′）２断片がある。抗体の免疫活性断片を生成および発現する方法の例は、ここに全体
にわたり引用により援用する米国特許第５，６４８，２３７号に見出すことができる。
【００２７】
　免疫グロブリン分子は、カッパ、ラムダ、アルファ、ガンマ、デルタ、イプシロンおよ
びミュー定常領域ならびに無数の免疫グロブリン可変領域を含む遺伝子によってコードさ
れる。軽鎖（Ｌ鎖）はカッパまたはラムダのいずれかに分類される。軽鎖は可変軽（ＶL

）および定常軽（ＣL）ドメインを含む。重鎖（Ｈ鎖）はガンマ、ミュー、アルファ、デ
ルタ、またはイプシロンに分類され、それらは順に免疫グロブリンクラスＩｇＧ、ＩｇＭ
、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥを定める。重鎖は、可変重（ＶH）、定常重１（ＣＨ１）
、ヒンジ、定常重２（ＣＨ２）、および定常重３（ＣＨ３）ドメインを含む。ＩｇＧ重鎖
はさらにその配列の変化に基づいてサブクラス化され、そのサブクラスはＩｇＧ１、Ｉｇ
Ｇ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４と呼ばれる。
【００２８】
　抗体はさらに２組の軽および重ドメインに分けることができる。対になったＶLおよび
ＶHドメインの各々は一連の７つのサブドメインを含む。すなわち、フレームワーク領域
１（ＦＲ１）、相補性決定領域１（ＣＤＲ１）、フレームワーク領域２（ＦＲ２）、相補
性決定領域２（ＣＤＲ２）、フレームワーク領域３（ＦＲ３）、相補性決定領域３（ＣＤ
Ｒ３）、およびフレームワーク領域４（ＦＲ４）であり、これらが抗体－抗原認識ドメイ
ンを構成する。
【００２９】
　適切な抗原特異性のモノクローナル抗体からの遺伝子を適切な生物活性の第２のヒト抗
体からの遺伝子とともにスプライシングすることによってキメラ抗体を作成してもよい。
より特定的には、抗体の可変領域をコードする遺伝子を第２の抗体分子からの定常領域遺
伝子とともにスプライシングすることによってキメラ抗体が作成されてもよい。この方法
は、相補性決定領域がマウスでありフレームワーク領域がヒトであることによってその抗
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体で処置されたヒト患者の免疫応答の可能性を減少させるヒト化モノクローナル抗体を生
成するのに用いられる（全体にわたりここに引用により援用する米国特許第４，８１６，
５６７号、第４，８１６，３９７号、第５，６９３，７６２号、第５，５８５，０８９号
、第５，５６５，３３２号および第５，８２１，３３７号）。
【００３０】
　この発明において用いるために好適な抗体は天然供給源から得ても、または遺伝子工学
技術による定常領域機能の変更を含む、ハイブリドーマ、組換えもしくは化学合成法によ
って生成されてもよい（米国特許第５，６２４，８２１号）。この発明の抗体はいずれの
アイソタイプであってもよいが、ヒトＩｇＧ１であることが好ましい。
【００３１】
　抗体はたとえば完全な免疫グロブリンとして存在しても、またはパパインもしくはペプ
シンなどのさまざまなペプチダーゼによる消化によって生成されるいくつかのよく特徴付
けされた断片に切断されてもよい。ペプシンは抗体をヒンジ領域中のジスルフィド結合の
下で消化して、軽鎖がジスルフィド結合によってＶＨ－ＣＨ１につながれてなるＦａｂの
二量体である、抗体のＦ（ａｂ）′２断片を生成する。ヒンジ領域中のジスルフィド結合
を切断することによってＦ（ａｂ）′２二量体をＦａｂ′単量体に変えるための穏やかな
条件下で、Ｆ（ａｂ）′２を減少させてもよい。Ｆａｂ′単量体は本質的にヒンジ領域の
部分を有するＦａｂである。エピトープ、抗体および抗体断片の詳細な説明については、
ポール（Paul）編、１９９３年「基礎免疫学（Fundamental Immunology）」第３版（ニュ
ーヨーク: Raven Press）を参照されたい。こうしたＦａｂ′断片を、化学的に、または
組換ＤＮＡ技術を用いて、新規に（de novo）合成してもよいことを当業者は認識するだ
ろう。よってここで用いられる抗体断片という用語は、抗体全体の変形によって生成され
た抗体断片または新規に合成されたものを含む。
【００３２】
　ここで用いられる抗体はまた単一鎖抗体（ｓｃＦｖ）であってもよく、これは一般的に
、軽鎖の可変ドメインがポリペプチドリンカを介して重鎖の可変ドメインに融合されてな
る融合ポリペプチドを含む。
【００３３】
　この発明はまた、ウイルス感染を阻害または減少させるための抗－ＴＳＧ１０１抗体の
ポリクローナル集団の用法も含む。ここで用いられる、この発明の抗－ＴＳＧ１０１抗体
のポリクローナル集団とは、抗－ＴＳＧ１０１抗体の集団を示し、それは各々が異なる結
合特異性を有する複数の異なる抗－ＴＳＧ１０１抗体を含む。態様の１つにおいて、抗－
ＴＳＧ１０１抗体の集団は、ＴＳＧ１０１タンパク質のＣ－末端領域に結合する抗体を含
む。好ましい態様において、抗－ＴＳＧ１０１抗体の集団は、アミノ酸領域ＱＬＲＡＬＭ
ＱＫＡＲＫＴＡＧＬＳＤＬＹ(ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ:３)に含まれる１つまたはそれ以上のエ
ピトープに結合する抗体を含む。別の態様において、抗－ＴＳＧ１０１抗体の集団は、Ｔ
ＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端領域に結合する抗体を含む。特定の態様において、抗－
ＴＳＧ１０１抗体の集団は、アミノ酸領域ＶＲＥＴＶＮＶＩＴＬＹＫＤＬＫＰＶＬ(ＳＥ
Ｑ ＩＤ ＮＯ：２)に含まれる１つまたはそれ以上のエピトープに結合する抗体を含む。
【００３４】
　好ましくは、ポリクローナル集団の複数の抗－ＴＳＧ１０１抗体は、ＴＳＧ１０１タン
パク質の異なるエピトープに対する特異性を含む。好ましい態様において、ポリクローナ
ル集団中の抗－ＴＳＧ１０１抗体の少なくとも９０％、７５％、５０％、２０％、１０％
、５％、または１％が所望のエピトープを標的にする。別の好ましい態様においては、ポ
リクローナル集団中のあらゆる単一の抗－ＴＳＧ１０１抗体の割合は、集団の９０％、５
０％または１０％を超えない。ポリクローナル集団は異なる特異性を有する少なくとも２
つの異なる抗－ＴＳＧ１０１抗体を含む。より好ましくは、ポリクローナル集団は少なく
とも１０種の異なる抗－ＴＳＧ１０１抗体を含む。最も好ましくは、ポリクローナル集団
は異なる特異性を有する少なくとも１００種の異なる抗－ＴＳＧ１０１抗体を含む。
【００３５】
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　５．２．抗－ＴＳＧ１０１抗体の生成
　ＴＳＧ１０１タンパク質に結合する抗体を増やすためにＴＳＧ１０１タンパク質または
その断片が用いられてもよい。こうした抗体は、ポリクローナル、モノクローナル、キメ
ラ、単一鎖、Ｆａｂ断片、およびＦａｂ発現ライブラリを含むがそれに制限されない。好
ましい態様において、抗Ｃ－末端ＴＳＧ１０１抗体は、ＴＳＧ１０１タンパク質の好適な
Ｃ－末端断片を用いて増やされる。こうした抗体はウイルス生成の阻害に有用である。
【００３６】
　５．２．１　モノクローナル抗－ＴＳＧ１０１抗体の生成
　抗体は、免疫原としてのＴＳＧ１０１タンパク質またはその断片によって好適な対象を
免疫化することによって調製できる。免疫化した対象における抗体力価は、固定化ポリペ
プチドを用いる酵素結合免疫吸着剤検定法（ＥＬＩＳＡ）などの標準的な技術によって時
間を追ってモニタできる。所望であれば、哺乳動物（たとえば血液）から抗体分子を単離
し、ＩｇＧ画分を得るためのプロテインＡクロマトグラフィなどの周知の技術によってさ
らに精製できる。態様の１つにおいて、抗－Ｎ末端ＴＳＧ１０１抗体（抗－ＴＳＧ１０１
抗体“Ｃ”とも呼ばれる）は、ヒトＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端断片ＶＲＥＴＶＮ
ＶＩＴＬＹＫＤＬＫＰＶＬ(ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２)を用いて増やされる。別の態様におい
て、抗－Ｃ末端ＴＳＧ１０１抗体（抗－ＴＳＧ１０１抗体“Ｅ”とも呼ばれる）は、ヒト
ＴＳＧ１０１タンパク質のＣ－末端断片ＱＬＲＡＬＭＱＫＡＲＫＴＡＧＬＳＤＬＹ(ＳＥ
Ｑ ＩＤ ＮＯ:３)を用いて増やされる。
【００３７】
　免疫化から適切な時間が経った後、たとえば特定の抗体力価が最も高いときに、対象か
ら抗体生成細胞を得て、コーラー（Kohler）およびミルスタイン（Milstein）（1975, Na
ture 256:495-497）によって最初に記載されたハイブリドーマ技術、コツボル（Kozbor）
ら（1983, Immunol. Today 4:72）によるヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術、コール（Cole
）ら（1985, モノクローナル抗体と癌治療法（Monoclonal Antibodies and Cancer Thera
py）、Alan R. Liss Inc., pp. 77-96）によるＥＢＶ－ハイブリドーマ技術、またはトリ
オーマ技術などの標準的な技術によってモノクローナル抗体を調製するために用いてもよ
い。ハイブリドーマを生成するための技術は周知である（免疫学の最新プロトコル（Curr
ent Protocols in Immunology）、1994, John Wiley & Sons, Inc., ニューヨーク、NYを
参照）。この発明のモノクローナル抗体を生成するハイブリドーマ細胞は、たとえば標準
ＥＬＩＳＡアッセイを用いて，目的のポリペプチドに結合する抗体に対してハイブリドー
マ培養上清をスクリーニングすることにより検出される。
【００３８】
　モノクローナル抗体は実質的に均質な抗体の集団から得られる。すなわち、集団を含む
個々の抗体は、少量存在し得る自然に起り得る突然変異を除いては同一である。よって、
「モノクローナル」という修飾語は、別個の抗体の混合物ではないという抗体の特徴を示
す。たとえば、モノクローナル抗体はコーラーら（1975, Nature 256:495）によって最初
に記載されたハイブリドーマ法を用いて作成されても、または組換えＤＮＡ法（米国特許
第４，８１６，５６７号）によって作成されてもよい。ここで用いられる「モノクローナ
ル抗体」という用語はまた、その抗体が免疫グロブリンであることを示す。
【００３９】
　モノクローナル抗体を生成するハイブリドーマ法において、マウスまたはハムスターな
どその他の適切な宿主動物は、前述のように免疫化されて、免疫化に用いられたタンパク
質に特異的に結合する抗体を生成するかまたは生成できるリンパ球を誘発する（たとえば
、ここに全体にわたり引用により援用する米国特許第５，９１４，１１２号を参照）。
【００４０】
　代替的に、リンパ球がインビトロで免疫化されてもよい。リンパ球は次いでポリエチレ
ングリコールなどの好適な融合剤を用いて骨髄腫細胞と融合され、ハイブリドーマ細胞を
形成する（ゴーディング（Goding）、モノクローナル抗体：原理と実際（Monoclonal Ant
ibodies: Principles and Practice）、pp. 59-103 (Academic Press, 1986)）。こうし
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て調製されたハイブリドーマ細胞は、融合していない親骨髄腫細胞の生育または生存を阻
害する１つまたはそれ以上の物質を含有することが好ましい好適な培養液中に接種して生
育される。たとえば、親骨髄腫細胞が酵素ヒポキサンチングアニンホスホリボシルトラン
スフェラーゼ（ＨＧＰＲＴまたはＨＰＲＴ）を持たないとき、そのハイブリドーマに対す
る培養液は典型的にヒポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジンを含み（ＨＡＴ培地
）、これらの物質はＨＧＰＲＴ欠失細胞の生育を防止する。
【００４１】
　好ましい骨髄腫細胞は、効率的に融合し、選択された抗体生成細胞による抗体の安定し
た高レベル生成を支持し、ＨＡＴ培地などの培地に感受性の細胞である。これらの中でも
好ましい骨髄腫細胞系は、ソーク研究所細胞配布センター（Salk Institute Cell Distri
bution Center）（サンディエゴ、カリフォルニア、ＵＳＡ）より入手可能なＭＯＰＣ－
２１およびＭＰＣ－１１マウス腫瘍由来のものなどのネズミ骨髄腫系、ならびにアメリカ
ンタイプカルチャーコレクション（ロックビル、Ｍｄ、ＵＳＡ）より入手可能なＳＰ－２
細胞である。
【００４２】
　ヒト骨髄腫およびマウス－ヒトヘテロ骨髄腫細胞系もまた、ヒトモノクローナル抗体の
生成に対して記載されている（コツボル、1984, J. Immunol., 133:3001; ブロデュール
（Brodeur）ら、モノクローナル抗体生成技術と応用（Monoclonal Antibody Production 
Techniques and Applications）、pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., ニューヨーク、198
7)）。ハイブリドーマ細胞が生育する培養液は、抗原に対して向けられたモノクローナル
抗体の生成に対してアッセイされる。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によって生成され
るモノクローナル抗体の結合特異性が、免疫沈降法によって、またはラジオイムノアッセ
イ（ＲＩＡ）もしくは酵素結合免疫吸着剤検定法（ＥＬＩＳＡ）などのインビトロ結合ア
ッセイによって定められる。モノクローナル抗体の結合親和性は、たとえばムンソン（Mu
nson）ら（1980, Anal. Biochem., 107:220）のスキャッチャード分析によって定めるこ
とができる。
【００４３】
　所望の特異性、親和性および／または活性の抗体を生成するハイブリドーマ細胞が同定
された後、そのクローンは限界希釈手順によってサブクローニングされ、標準的な方法に
よって生育されてもよい（ゴーディング、モノクローナル抗体：原理と実際、pp. 59-103
, Academic Press, 1986）。この目的に好適な培養液はたとえば、Ｄ－ＭＥＭまたはＲＰ
ＭＩ－１６４０培地などである。また、ハイブリドーマ細胞は動物における腹水腫瘍とし
てインビボで生育されてもよい。サブクローンによって分泌されるモノクローナル抗体は
、たとえばプロテインＡ－セファロース、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィ、ゲ
ル電気泳動、透析、またはアフィニティクロマトグラフィなどの従来の免疫グロブリン精
製手順によって、培養液、腹水または血清から好適に分離される。
【００４４】
　モノクローナル抗体分泌ハイブリドーマの調製の代わりに、組換え組合せ免疫グロブリ
ンライブラリ（たとえば、抗体ファージディスプレイライブラリ）をＴＳＧ１０１タンパ
ク質または断片によってスクリーニングすることによって、ＴＳＧ１０１タンパク質また
はその断片に向けられたモノクローナル抗体を同定および単離できる。ファージディスプ
レイライブラリを生成およびスクリーニングするためのキットは商業的に入手可能である
（たとえば、ファルマシア組換えファージ抗体システム、カタログ番号第２７－９４００
－０１号、およびストラタジーン抗原ＳｕｒｆＺＡＰ（商標）ファージディスプレイキッ
ト、カタログ番号第２４０６１２号）。加えて、抗体ディスプレイライブラリの生成およ
びスクリーニングに用いるために特に適した方法および試薬の例はたとえば、米国特許第
５，２２３，４０９号および第５，５１４，５４８号、ＰＣＴ公報第ＷＯ９２／１８６１
９号、ＰＣＴ公報第ＷＯ９１／１７２７１号、ＰＣＴ公報第ＷＯ９２／２０７９１号、Ｐ
ＣＴ公報第ＷＯ９２／１５６７９号、ＰＣＴ公報第ＷＯ９３／０１２８８号、ＰＣＴ公報
第ＷＯ９２／０１０４７号、ＰＣＴ公報第ＷＯ９２／０９６９０号、ＰＣＴ公報第ＷＯ９
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０／０２８０９号；フックス（Fuchs）ら、1991, Bio/Technology 9: 1370-1372; ハイ（
Hay）ら、1992, Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85; ヒューズ（Huse）ら、1989, Scien
ce 246:1275-1281; グリフィズ（Griffiths）ら、1993, EMBOJ. 12:725-734などに見出す
ことができる。
【００４５】
　また、適切な生物的活性のヒト抗体分子からの遺伝子とともに適切な抗原特異性のマウ
ス抗体分子からの遺伝子をスプライシングすることによって「キメラ抗体」を生成するた
めに開発された技術（モリソン（Morrison）ら、1984 Proc. Natl. Acad. Sci., 81, 685
1-6855; ニューバーガー（Neuberger）ら、1984, Nature 312, 604-608; タケダ（Takeda
）ら、1985, Nature, 314, 452-454）を用いてもよい。キメラ抗体とは、ネズミｍＡｂ由
来の可変領域とヒト免疫グロブリン定常領域とを有するものなど、異なる部分が異なる動
物種に由来する分子のことである（たとえば、ここに全体にわたり引用により援用するキ
ャビリー（Cabilly）らの米国特許第４，８１６，５６７号およびボス（Boss）らの米国
特許第４，８１６，３９７号を参照）。
【００４６】
　ヒト化抗体とは、ヒト以外の種からの１つまたはそれ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）
と、ヒト免疫グロブリン分子からのフレームワーク領域とを有するヒト以外の種からの抗
体分子である（たとえば、ここに全体にわたり引用により援用する米国特許第５，５８５
，０８９号を参照）。こうしたキメラおよびヒト化モノクローナル抗体は、たとえばＰＣ
Ｔ公報第ＷＯ８７／０２６７１号、欧州特許出願第１８４，１８７号、欧州特許出願第１
７１，４９６号、欧州特許出願第１７３，４９４号、ＰＣＴ公報第ＷＯ８６／０１５３３
号、米国特許第４，８１６，５６７号および第５，２２５，５３９号、欧州特許出願第１
２５，０２３号；ベター（Better）ら、1988, Science 240:1041-1043; リウ（Liu）ら、
1987, Proc, Natl. Acad. Sci. USA 84: 3439-3443; リウら、1987, J. Immunol. 139:35
21-3526; サン（Sun）ら、1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:214-218; ニシムラ（N
ishimura）ら、1987, Canc. Res. 47:999-1005; ウッド（Wood）ら、1985, Nature 314:4
46-449; ショー（Shaw）ら、1988, J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559; モリソン、19
85, Science 229:1202-1207; オイ（Oi）ら、1986, Bio/Techniques 4:214; ジョーンズ
（Jones）ら、1986, Nature 321:552-525; バーヘイアン（Verhoeyan）ら、1988, Scienc
e 239:1534; ならびに、ベイドラー（Beidler）ら、1988, J. Immunol. 141:4053-4060に
記載される方法を用いて、当該技術分野において公知の組換えＤＮＡ技術によって生成で
きる。
【００４７】
　相補性決定領域（ＣＤＲ）移植（グラフティング）は、抗体をヒト化する別の方法であ
る。それはヒトのフレームワークに完全な抗原特異性および結合親和性を移すためにネズ
ミ抗体を再構築するステップを含む（ウインター（Winter）ら、米国特許第５，２２５，
５３９号）。ＣＤＲ移植抗体はさまざまな抗原に対してうまく構築されている。たとえば
、クイーン（Queen）ら、１９８９年（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029）に記載さ
れるようなＩＬ－２受容体に対する抗体、リーヒマン（Riechmann）ら（1988, Nature, 3
32:323）に記載されるような細胞表面受容体ＣＡＭＰＡＴＨに対する抗体、コールら（19
91, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2869）におけるＢ型肝炎に対する抗体、およびテン
ペスト（Tempest）ら（1991, Bio-Technology, 9:267）におけるウイルス抗原すなわち呼
吸器系合胞体ウイルスに対する抗体などである。ＣＤＲ移植抗体は、ネズミモノクローナ
ル抗体のＣＤＲがヒト抗体に移植されて生成される。移植後、ほとんどの抗体は親和性を
維持するためにフレームワーク領域における付加的なアミノ酸変更による利益を受ける。
これはおそらく、フレームワーク残基がＣＤＲコンフォメーションを維持するために必要
だからであり、いくつかのフレームワーク残基は抗原結合部位の一部であることが示され
ている。しかし、抗原部位を導入しないようにフレームワーク領域を保存するために、そ
の配列は確立された生殖細胞系配列と比較された後、コンピュータモデリングされる。
【００４８】
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　ヒト患者の治療的処置に対しては、完全にヒトの（completely human）抗体が特に望ま
しい。こうした抗体は、内因性の免疫グロブリン重鎖および軽鎖遺伝子を発現できないが
ヒトの重鎖および軽鎖遺伝子を発現できるトランスジェニックマウスを用いて生成できる
。このトランスジェニックマウスは、ＴＳＧ１０１タンパク質によって通常の態様で免疫
化されている。
【００４９】
　ＴＳＧ１０１タンパク質に向けられたモノクローナル抗体は従来のハイブリドーマ技術
を用いて得ることができる。トランスジェニックマウスに含まれるヒト免疫グロブリント
ランスジーンはＢ細胞分化の際に再配列し、その後クラススイッチおよび体細胞変異を受
ける。よってこうした技術を用いることにより、治療に有用なＩｇＧ、ＩｇＡおよびＩｇ
Ｅ抗体を生成することができる。ヒト抗体を生成するためのこの技術の概要については、
ロンバーグ（Lonberg）およびハッサー（Huszar）（1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93
）を参照されたい。ヒト抗体およびヒトモノクローナル抗体を生成するためのこの技術の
詳細な考察、およびこうした抗体を生成するための手順については、たとえば米国特許第
５，６２５，１２６号、米国特許第５，６３３，４２５号、米国特許第５，５６９，８２
５号、米国特許第５，６６１，０１６号、および米国特許第５，５４５，８０６号を参照
されたい。また、アブジェニクス社（フリーモント、ＣＡ、たとえば米国特許第５，９８
５，６１５号を参照）およびメダレックス社（プリンストン、ＮＪ）などの会社は、前述
と同様の技術を用いたＴＳＧ１０１タンパク質またはその断片に向けられたヒト抗体の提
供に従事できる。
【００５０】
　選択されたエピトープを認識して結合する完全にヒトの抗体は、「誘導選択（guided s
election）」と呼ばれる技術を用いて生成できる。このアプローチでは、選択された非ヒ
トモノクローナル抗体、たとえばマウス抗体を用いて、同じエピトープを認識する完全に
ヒトの抗体の選択を誘導する（ジェスパーズ（Jespers）ら、1994, Bio/technology 12:8
99-903）。
【００５１】
　免疫原として用いるために、アフィニティクロマトグラフィまたは免疫沈降などの標準
的な技術によって、既存の抗－ＴＳＧ１０１抗体を用いて病原体の付加的な抗原を単離し
てもよい。さらに、こうした抗体を用いて（たとえば細胞溶解物または細胞上清中の）タ
ンパク質を検出して、ＴＳＧ１０１タンパク質の発生量および発現のパターンを評価して
もよい。抗体を検出可能な物質と結合させることによって、検出を容易にできる。検出可
能な物質の例にはさまざまな酵素、補欠分子族、蛍光材料、発光材料、生物発光材料、お
よび放射性材料が含まれる。好適な酵素の例としてはセイヨウワサビペルオキシダーゼ、
アルカリホスファターゼ、ベータガラクトシダーゼまたはアセチルコリンエステラーゼが
あり、好適な補欠分子族複合体の例としてはストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジ
ン／ビオチンがあり、好適な蛍光材料の例としてはウンベリフェロン、フルオレセイン、
フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレ
セイン、ダンシルクロリドまたはフィコエリトリンがあり、発光材料の例としてはルミノ
ールがあり、生物発光材料の例としてはルシフェラーゼ、ルシフェリンおよびエクオリン
があり、好適な放射性材料の例としては１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓまたは３Ｈがある。
【００５２】
　５．２．２．ポリクローナル抗－ＴＳＧ１０１抗体の生成
　抗－ＴＳＧ１０１抗体は、マウス、ウサギおよびウマなどであるがそれに制限されない
好適な動物を免疫化することによって生成できる。
【００５３】
　ＴＳＧ１０１タンパク質またはその断片を含む免疫原調製物を用いて、好適な対象（た
とえば、ウサギ、ヤギ、マウスまたはその他の哺乳動物）を免疫化することによって抗体
を調製する。適切な免疫原調製物はたとえば、組換えにより発現されるかまたは化学的に
合成されたＴＳＧ１０１ペプチドまたはポリペプチドを含んでもよい。調製物は、フロイ
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ントの完全または不完全アジュバントなどのアジュバント（補助薬）、または類似の免疫
刺激剤をさらに含んでもよい。
【００５４】
　免疫原として用いるのに好適なＴＳＧ１０１タンパク質の断片は、８アミノ酸、より好
ましくは１０アミノ酸、およびさらに好ましくは１５アミノ酸の長さの、ＴＳＧ１０１タ
ンパク質の少なくとも一部を含む。
【００５５】
　この発明はまた、免疫原として用いるためのキメラまたは融合ＴＳＧ１０１ポリペプチ
ドを提供する。ここで用いられる「キメラ」または「融合」ＴＳＧ１０１ポリペプチドは
、異種ポリペプチドに動作可能に結合されたＴＳＧ１０１ポリペプチドのすべてまたは一
部を含む。融合ＴＳＧ１０１ポリペプチドにおいて、「動作可能に結合される」という用
語は、ＴＳＧ１０１ポリペプチドと異種ポリペプチドとが互いにフレームを合せて融合さ
れていることを示すことが意図される。異種ポリペプチドは、ＴＳＧ１０１ポリペプチド
のＮ－末端またはＣ－末端に融合できる。
【００５６】
　有用な融合ＴＳＧ１０１ポリペプチドの１つは、ＴＳＧ１０１ポリペプチドがＧＳＴ配
列のＣ－末端に融合されたＧＳＴ融合ＴＳＧ１０１ポリペプチドである。こうした融合Ｔ
ＳＧ１０１ポリペプチドは、組替えＴＳＧ１０１ポリペプチドの精製を容易にできる。
【００５７】
　別の態様において、融合ＴＳＧ１０１ポリペプチドはＮ－末端に異種シグナル配列を含
むことによって、ＴＳＧ１０１ポリペプチドが分泌され、高親和性抗体を生成するために
高い均質性に精製され得るようにする。たとえば、免疫原の本来のシグナル配列を除去し
、別のタンパク質からのシグナル配列で置換してもよい。たとえば、バキュロウイルスエ
ンベロープタンパク質のｇｐ６７分泌配列を異種シグナル配列として用い得る（分子生物
学の最新プロトコル（Current Protocols in Molecular Biology）、アウズベル（Ausube
l）ら編、John Wiley & Sons、1992）。真核生物異種シグナル配列の他の例には、メリチ
ンおよびヒト胎盤アルカリホスファターゼ（ストラタジーン、ラホーヤ、カリフォルニア
）の分泌配列がある。さらに別の例においては、有用な原核生物異種シグナル配列はｐｈ
ｏＡ分泌シグナルおよびプロテインＡ分泌シグナル（ファルマシアバイオテク、ピスカタ
ウェイ、ニュージャージー）を含む。
【００５８】
　さらに別の態様において、融合ＴＳＧ１０１ポリペプチドは、免疫グロブリンタンパク
質族のメンバーに由来する配列にＴＳＧ１０１ポリペプチドのすべてまたは一部が融合さ
れた免疫グロブリン融合タンパク質である。免疫グロブリン融合タンパク質は、対象にお
けるＴＳＧ１０１ポリペプチドに対して向けられる抗体を生成するための免疫原として用
い得る。
【００５９】
　キメラおよび融合ＴＳＧ１０１ポリペプチドは、標準的な組換えＤＮＡ技術によって生
成できる。態様の１つにおいて、融合遺伝子は、自動ＤＮＡ合成装置を含む従来の技術に
よって合成できる。代替的には、２つの連続する遺伝子断片間の相補的なオーバーハング
を起こさせるアンカープライマを用いて遺伝子断片のＰＣＲ増幅を行なうことができ、そ
の後アニーリングおよび再増幅を行なうことによってキメラ遺伝子配列を生成できる（例
、アウズベルら、前出）。さらに、融合ドメイン（例、ＧＳＴポリペプチド）を既にコー
ドしている多くの発現ベクターが商業的に入手可能である。免疫原をコードする核酸を、
融合ドメインがポリペプチドにフレームを合せて結合されるようにして、こうした発現ベ
クターにクローニングできる。
【００６０】
　次に、ＴＳＧ１０１免疫原調製物を用いて好適な動物を免疫化する。その動物はヒト抗
体を分泌できる特定化されたトランスジェニック動物であることが好ましい。制限的でな
い例としては、特定の病原体に向けられた抗体のポリクローナル集団を生成するために用
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い得るトランスジェニックマウス系統がある（フィッシュウィルド（Fishwild）ら、1996
, Nature Biotechnology 14:845-851; メンデス（Mendez）ら、1997, Nature Genetics 1
5:146-156）。この発明の態様の１つにおいては、再配列されていないヒト免疫グロブリ
ン遺伝子を有するトランスジェニックマウスが標的免疫原によって免疫化される。マウス
において免疫原調製物に対する活発な免疫応答が誘発された後、マウスの血液が回収され
て、血漿または血清からヒトＩｇＧ分子の精製調製物を生成できる。ヒトＩｇＧ分子の精
製調製物を得るために当該技術分野において公知のあらゆる方法が用いられてもよく、そ
の方法は好適なカラムマトリックスに結合された抗－ヒトＩｇＧ抗体を用いるアフィニテ
ィカラムクロマトグラフィを含むがそれに制限されない。抗－ヒトＩｇＧ抗体は当該技術
分野において公知のあらゆる供給源から得ることができ、たとえばダコ（Dako）社および
ＩＣＮなどの商業的供給源から得てもよい。生成されたＩｇＧ分子の調製物は、異なる程
度の親和性で免疫原に結合するＩｇＧ分子のポリクローナル集団を含む。調製物のかなり
の部分が免疫原に特異的なＩｇＧ分子であることが好ましい。ＩｇＧ分子のポリクローナ
ル調製物が記載されるが、免疫グロブリン分子のあらゆる１種、または異なる種類のあら
ゆる組合せを含むポリクローナル調製物も想定されており、この発明の範囲に含まれるこ
とが意図されることが理解される。
【００６１】
　ＴＳＧ１０１タンパク質に向けられた抗体の集団は、ファージディスプレイライブラリ
から生成できる。ポリクローナル抗体は、ＴＳＧ１０１タンパク質またはその断片との特
異性の十分に大きくて多様な集団を有するファージディスプレイライブラリのアフィニテ
ィスクリーニングによって得ることができる。抗体ディスプレイライブラリの生成および
スクリーニングに用いるために特に適した方法および試薬の例はたとえば、米国特許第５
，２２３，４０９号および第５，５１４，５４８号、ＰＣＴ公報第ＷＯ９２／１８６１９
号、ＰＣＴ公報第ＷＯ９１／１７２７１号、ＰＣＴ公報第ＷＯ９２／２０７９１号、ＰＣ
Ｔ公報第ＷＯ９２／１５６７９号、ＰＣＴ公報第ＷＯ９３／０１２８８号、ＰＣＴ公報第
ＷＯ９２／０１０４７号、ＰＣＴ公報第ＷＯ９２／０９６９０号、ＰＣＴ公報第ＷＯ９０
／０２８０９号；フックスら、1991, Bio/Technology 9: 1370-1372; ハイら、1992, Hum
. Antibod. Hybridomas 3:81-85; ヒューズら、1989, Science 246:1275-1281; グリフィ
ズら、1993, EMBOJ. 12:725-734などに見出すことができる。ファージディスプレイライ
ブラリは、特異性の非常に大きな集団からの所望の抗体の選択を可能にする。ファージデ
ィスプレイライブラリの付加的な利点は、選択された抗体をコードする核酸を便利に得ら
れることであり、それによってその後の発現ベクターの構築が容易になる。
【００６２】
　別の好ましい態様においては、ここに全体にわたり引用により援用する米国特許第６，
０５７，０９８号に記載されるように、個別のメンバーのクローニング単離なしに選択さ
れ提示された抗体すべての集合を用いる方法によって、ＴＳＧ１０１タンパク質またはそ
の断片に向けられた抗体の集団が生成される。ポリクローナル抗体は、好ましくは複数の
抗体を提示する提示ライブラリメンバーの濃縮後に、たとえば複数のエピトープを有する
抗原分子との特異性の十分に大きなレパートリーを有するファージディスプレイライブラ
リのアフィニティスクリーニングによって得られる。選択された提示抗体をコードする核
酸が除去されて好適なＰＣＲプライマを用いて増幅される。核酸はゲル電気泳動によって
精製されることにより、核酸の全長が単離されるようにできる。次いで各々の核酸が好適
な発現ベクターに挿入されることにより、異なる挿入物を有する発現ベクターの集団が得
られる。発現ベクターの集団は次いで好適な宿主において発現される。
【００６３】
　５．２．３．ウイルス生成を阻害する抗－ＴＳＧ１０１抗体の同定
　この発明は、ウイルス出芽を阻害または減少させるために用い得る抗－ＴＳＧ１０１抗
体を同定する方法を提供する。態様の１つにおいて、この発明はレトロウイルス感染アッ
セイを用いて抗－ＴＳＧ１０１抗体のウイルス感染に対する影響を定める方法を提供する
。末端反復配列（ＬＴＲ）プロモータから発現される大腸菌ｌａｃＺ遺伝子を含むネズミ
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白血病ウイルス（ＭＬＶ）由来ベクター（ｐＢＭＮ－Ｚ－Ｉ－Ｎｅｏ）が、２９３細胞（
フェニックス（Phoenix）Ａ、ＡＴＣＣ）由来の両栄養性ネズミ白血病レトロウイルスパ
ッケージング細胞系にトランスフェクションされる。フェニックスＡヘルパー細胞によっ
て生成されるレトロウイルスが回収されて、マウスＮ２Ａ細胞（ＡＴＣＣ）の感染に用い
られる。ＭＬＶベクターのトランスフェクションの２４時間後に、抗－ＴＳＧ１０１抗体
が２９３ヘルパー細胞に加えられる。ＴＳＧ１０１抗体のウイルス生成に対する効果は、
ウイルス上清が標的細胞（Ｎ２Ａ）に感染する効率によって定められる。次いで、β－ガ
ラクトシダーゼ活性の細胞染色（正の細胞は青く染色され、図２における暗い点のように
示される）によってＮ２Ａ細胞の感染が定められる。
【００６４】
　典型的には、フェニックスＡ細胞はトランスフェクションの１日前にポリ－Ｄ－リジン
被覆６ウェルプレートに接種される。次に４マイクログラムのｐＢＭＮ－Ｚ－Ｉ－Ｎｅｏ
が１２μｌのリポフェクタミン２０００（インビトロジェン（Invitrogen））の存在下で
各ウェルにトランスフェクションされる。トランスフェクションの２４時間後に、培地が
トリコスタチンＡ（３μＭ）および５または１０μｇの適切な抗－ＴＳＧ１０１抗体を含
む１ｍｌ／ウェルの新鮮な培地と交換される。２４から４８時間後にウイルス上清が回収
され、０．２μｍフィルタでフィルタリングされ、１ｍｌのウイルス上清がポリブレン（
１０μｇ／ｍｌ）を含む１ｍｌの新鮮な培地と混合されて、Ｎ２ａ細胞の１ウェルの感染
に用いられる。感染の４８時間後にＮ２ａ細胞は固定され、β－Ｇａｌ染色キット（イン
ビトロジェン）に記載されるとおりにＸ－Ｇａｌで染色される。結果をデジタル画像で記
録する。好ましくは、ウイルス生成を少なくとも１０％、２０％、５０％、７０％または
９０％減少させる抗－ＴＳＧ１０１抗体が同定される。
【００６５】
　以下の例示的な実験においては、２つの抗－ＴＳＧ１０１抗体“Ｃ”および“Ｅ”のウ
イルス感染に対する影響がテストされる。非特異的抗体対照としてウサギＩｇＧが用いら
れる。１０回を超える独立した実験が行なわれ、代表的な結果が図２に示される。抗体処
理していないフェニックスヘルパー細胞（正の対照）は、効率的なレトロウイルスの生成
およびＮ２Ａ標的細胞の感染を示した（左上パネル）。ウサギＩｇＧは影響しなかった（
左中パネル）。抗－ＴＳＧ１０１抗体“Ｃ”はウイルス生成を約２０％－６０％減少させ
た（左下パネル）。抗－ＴＳＧ１０１抗体“Ｅ”はウイルス生成を約５０－７０％減少さ
せた（右上パネル）。抗－Ｃ末端および抗－Ｎ末端抗体の混合物は、抗－Ｃ末端抗体のみ
のときと同様の結果を与えた（右中パネル）。ウイルス感染していないＮ２ａ細胞は最小
限のバックグラウンド染色のみを示した（右下パネル）。
【００６６】
　別の態様において、ウイルス出芽を阻害または減少させるために用い得る抗－ＴＳＧ１
０１抗体は、たとえばＨＩＶでトランスフェクションされたヒトＣＤ４＋ヒトＴ細胞系Ｈ
９（Ｈ９ΔＢｇｌと示される）における、それらの細胞表面ＴＳＧ１０１への結合に基づ
いて同定される。Ｈ９ΔＢｇｌ細胞は、エンベロープ欠損ＨＩＶ構成（ＨＩＶゲノムのＢ
ｇｌＩＩ断片の削除）によってトランスフェクションされたヒトＣＤ４＋Ｔリンパ球であ
る。安定にトランスフェクションされたＨ９ΔＢｇｌ細胞は、欠損ＨＩＶエンベロープの
ために非感染型のＨＩＶを生成し、よってそれは培養物中の他のＨ９ΔＢｇｌ細胞に感染
できない。態様の１つにおいて、非トランスフェクションＨ９細胞が対照として用いられ
る。Ｈ９ΔＢｇｌに結合するが非トランスフェクションＨ９細胞に結合しない抗－ＴＳＧ
１０１抗体が、ウイルス出芽を阻害または減少させるために用い得る抗体として同定され
る。
【００６７】
　好ましい態様において、ＨＩＶ生成細胞（例、Ｈ９ΔＢｇｌ）および対照Ｈ９細胞にお
ける細胞表面ＴＳＧ１０１に対する抗－ＴＳＧ１０１抗体の結合は、蛍光活性化細胞選別
（ＦＡＣＳ）によって同定される。態様の１つにおいて、Ｈ９ΔＢｇｌおよびＨ９細胞は
どちらも固定され、抗－ＴＳＧ１０１抗体とともにインキュベートされ、蛍光ラベルされ
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た二次抗体で染色される。免疫染色された細胞は次にＦＡＣＳによって分析される。
【００６８】
　別の態様において、レトロウイルス生成に対するＴＳＧ１０１の阻害的効果をさらに調
べるためにＨＩＶ－１ウイルス生成アッセイが用いられる。ＨＩＶ－１ベクターｐＮＬ４
－３が２９３Ｔ細胞にトランスフェクションされる。トランスフェクションの２４時間後
に、抗－ＴＳＧ１０１抗体および任意に非特異的対照抗体が細胞培養物にそれぞれ加えら
れる。さらに２４時間のインキュベーションの後、細胞溶解物が抽出され、細胞培養上清
が集められて、たとえばスクロース勾配などによってＨＩＶ－１ビリオンが精製される。
細胞溶解物および精製されたビリオンの両方が、たとえば抗－ｐ５５および／または抗－
ｐ２４抗体などの抗－ＨＩＶ－１抗体を用いたウェスタンブロットにより分析される。Ｈ
ＩＶ－１ビリオン放出の顕著な阻害（たとえば、ウェスタンブロットの密度トレーシング
によって、４０％、５０％、６０％、７０％、または８０％を超える阻害など）を示す抗
－ＴＳＧ１０１抗体を同定できる。
【００６９】
　さらに別の態様において、抗－ＴＳＧ１０１抗体のＨＩＶ放出に対する影響が、Ｈ９Δ
Ｂｇｌ細胞に基づくＨＩＶ放出アッセイを用いて評価される。Ｈ９ΔＢｇｌ細胞からのＨ
ＩＶ放出は、細胞培養上清のＨＩＶｐ２４ＥＬＩＳＡによって直接測定できる。態様の１
つにおいて、複数の異なる濃度の抗－ＴＳＧ１０１抗体がそれぞれＨ９ΔＢｇｌ細胞とと
もにインキュベートされる。態様の１つにおいて、対照抗体（例、同じ濃度のウサギＩｇ
Ｇ）もそれぞれＨ９ΔＢｇｌ細胞とともにインキュベートされる。抗体を加えてから４８
時間後に培養上清が回収されてＨＩＶｐ２４ＥＬＩＳＡに供される。抗－ＴＳＧ１０１抗
体のデータを対応する対照抗体のデータと比較することによって、抗－ＴＳＧ１０１抗体
のウイルス放出の阻害に対する効果が定められる。
【００７０】
　さらに別の態様において、ウイルス放出に続くＨＩＶ伝染性に対する抗－ＴＳＧ１０１
抗体の影響が定められる。態様の１つにおいて、ジャーカット（Jurkat）細胞からのＨＩ
Ｖ上清を用いて、抗－ＴＳＧ１０１抗体の存在下でＭＡＧＩ細胞に感染させる。ウサギＩ
ｇＧを対照として用い得る。抗－ＴＳＧ１０１抗体のＨＩＶ伝染性に対する効果は、対照
との比較によって定められる。
【００７１】
　５．３．ウイルス感染の処置のための抗－ＴＳＧ１０１抗体の用法
　ＴＳＧ１０１抗体は、ウイルス生成の阻害に効果的である。したがってこの発明は、た
とえば抗－Ｃ末端ＴＳＧ１０１抗体などのＴＳＧ１０１抗体を用いてＨＩＶ感染を含むウ
イルス感染を処置する方法を提供する。
【００７２】
　５．３．１．ウイルス感染
　この発明の抗－ＴＳＧ１０１抗体を用いることによって処置または防止できる疾患また
は障害は、レトロウイルス、ラブドウイルスまたはフィロウイルス、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎
、Ｃ型肝炎、インフルエンザ、水痘、アデノウイルス、Ｉ型単純ヘルペス（ＨＳＶ－Ｉ）
、ＩＩ型単純ヘルペス（ＨＳＶ－ＩＩ）、牛疫、ライノウイルス、エコーウイルス、ロタ
ウイルス、呼吸器系合胞体（ＲＳ）ウイルス、乳頭腫ウイルス、パポバウイルス、サイト
メガロウイルス、エキノウイルス、アルボウイルス、ハンタウイルス、コクサッキーウイ
ルス、流行性耳下腺炎ウイルス、麻疹ウイルス、風疹ウイルス、ポリオウイルス、ヒト免
疫不全ウイルスＩ型（ＨＩＶ－Ｉ）、およびヒト免疫不全ウイルスＩＩ型（ＨＩＶ－ＩＩ
）、あらゆるピコルナウイルス科、エンテロウイルス、カリチウイルス科、ウイルスのあ
らゆるノーウォーク群、トガウイルス、アルファウイルス、デング熱ウイルスなどのフラ
ビウイルス、コロナウイルス、狂犬病ウイルス、マールブルグウイルス、エボラウイルス
、パラインフルエンザウイルス、オルソミクソウイルス、ブニヤウイルス、アレナウイル
ス、レオウイルス、ロタウイルス、オルビウイルス、ヒトＴ細胞白血病ウイルスＩ型、ヒ
トＴ細胞白血病ウイルスＩＩ型、サル免疫不全ウイルス、レンチウイルス、ポリオーマウ



(21) JP 4931347 B2 2012.5.16

10

20

30

40

50

イルス、パルボウイルス、エプスタイン－バーウイルス、ヒトヘルペスウイルス－６、サ
ルヘルペスウイルス１（Ｂウイルス）、およびポックスウイルスによりもたらされるもの
を含むが、それに制限されない。
【００７３】
　この発明の抗－ＴＳＧ１０１抗体を用いることによって処置または防止できる付加的な
疾患または障害は、インフルエンザウイルス、ヒト呼吸器系合胞体ウイルス、仮性狂犬病
ウイルス、仮性狂犬病ウイルスＩＩ、ブタロタウイルス、ブタパルボウイルス、ウシウイ
ルス性下痢ウイルス、ニューカッスル病ウイルスｈ、ブタ流感ウイルス、ブタ流感ウイル
ス、口蹄疫ウイルス、ブタコレラ（hog colera）ウイルス、ブタインフルエンザウイルス
、豚コレラ（African swine fever）ウイルス、ウシ伝染性鼻気管炎ウイルス、伝染性喉
頭気管炎ウイルス、ラクロスウイルス、新生仔ウシ下痢ウイルス、ベネズエラウマ脳脊髄
炎ウイルス、プンタトロ（punta toro）ウイルス、ネズミ白血病ウイルス、マウス乳癌ウ
イルス、ウマインフルエンザウイルスまたはウマヘルペスウイルス、ウシ呼吸器系合胞体
ウイルスまたはウシパラインフルエンザウイルスによりもたらされるものを含むが、それ
に制限されない。
【００７４】
　５．３．２．ウイルス放出を阻害するために抗－ＴＳＧ１０１抗体を用いる方法
　態様の１つにおいて、この発明は、感染哺乳動物細胞からのＨＩＶ－１出芽などのウイ
ルス出芽を阻害または減少させるために抗－ＴＳＧ１０１抗体、好ましくは抗－Ｃ末端Ｔ
ＳＧ１０１抗体を用いる方法を提供する。この発明の方法においては、１つまたはそれ以
上の抗－ＴＳＧ１０１抗体が感染細胞に接触させられる。抗－ＴＳＧ１０１抗体は感染細
胞の表面上のＴＳＧ１０１タンパク質に結合する。この抗－ＴＳＧ１０１抗体の結合が、
細胞からのウイルス粒子の放出または出芽を阻害または減少させる。
【００７５】
　別の態様において、この発明はまた、たとえばヒトなどの哺乳動物におけるたとえばＨ
ＩＶ－１などのエンベロープウイルスによる感染を処置するために抗－ＴＳＧ１０１抗体
、好ましくは抗－Ｃ末端ＴＳＧ１０１抗体を用いる方法を提供する。この発明の方法にお
いては、ウイルスに感染したたとえばヒトなどの哺乳動物に、１つまたはそれ以上の抗－
ＴＳＧ１０１抗体を投与できる。投与後、抗－ＴＳＧ１０１抗体は感染細胞の表面上のＴ
ＳＧ１０１タンパク質に結合して感染細胞からのウイルス出芽を阻害する。
【００７６】
　この発明のさらに別の態様において、抗－ＴＳＧ１０１抗体、好ましくは抗－Ｃ末端Ｔ
ＳＧ１０１抗体は、１つまたはそれ以上の他の治療用抗ウイルス薬とともに用いられる。
こうした組合せ療法において、抗－ＴＳＧ１０１抗体は、治療薬の投与の前、同時または
後に投与できる。抗－ＴＳＧ１０１抗体と治療薬との投与の時間間隔は、当業者の熟知す
るルーチン実験により定めることができる。
【００７７】
　さらに別の態様において、この発明は、抗－ＴＳＧ１０１抗体が結合した感染細胞の溶
解に介在し得るアイソタイプに属する抗－ＴＳＧ１０１抗体、たとえば抗－Ｃ末端ＴＳＧ
１０１抗体を用いてウイルス感染を処置する方法を提供する。好ましい態様において、抗
－ＴＳＧ１０１抗体は、成長因子受容体に結合して血清補体を活性化するか、および／ま
たは、たとえばマクロファージなどのエフェクタ細胞を活性化することによって抗体依存
性細胞傷害（ＡＤＣＣ）に介在するアイソタイプに属する。別の好ましい態様において、
アイソタイプはＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ３またはＩｇＭである。
【００７８】
　抗－ＴＳＧ１０１抗体の用量は、当業者の熟知するルーチン実験により定めることがで
きる。抗－ＴＳＧ１０１抗体の投与の効果または利益は、当該技術分野において公知のあ
らゆる方法によって評価できる。
【００７９】
　５．３．３．治療および／または診断用薬剤を送達するために抗－ＴＳＧ１０１抗体を
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用いる方法
　この発明は、ウイルス感染細胞に治療および／または診断用薬剤を送達するために抗－
ＴＳＧ１０１抗体を用いるための方法および組成物を提供する。
【００８０】
　感染細胞は、抗－ＴＳＧ１０１抗体－薬物コンジュゲートを用いてターゲッティングさ
れ殺されてもよい。たとえば、抗－ＴＳＧ１０１抗体は、たとえば細胞増殖抑制もしくは
細胞破壊剤などの細胞毒、または放射性金属イオンなどの治療的部分とコンジュゲートさ
れてもよい。抗体－薬物コンジュゲートは、当該技術分野において公知の方法によって調
製できる（たとえば、免疫コンジュゲート（Immunoconjugates）、ボーゲル（Vogel）編
、1987; ターゲッティング薬（Targeted Drugs）、ゴールドバーグ（Goldberg）編、1983
; 抗体介在送達系（Antibody Mediated Delivery Systems）、ロッドウェル（Rodwell）
編、1988を参照）。パクリタキソール、サイトカラシンＢ、グラミシジンＤ、臭化エチジ
ウム、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラ
スチン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオ
ン（dihydroxy anthracin dione）、ミトキサントロン、ミトラマイシン、アクチノマイ
シンＤ、１－デヒドロテストステロン、グルココルチコイド、プロカイン、テトラカイン
、リドカイン、プロプラノロール、およびピューロマイシンならびにそれらの類似体また
は同族体などであるがそれに制限されない治療薬を、この発明の抗－ＴＳＧ１０１抗体に
コンジュゲートできる。この発明の抗－ＴＳＧ１０１抗体にコンジュゲートできるその他
の治療薬剤は、代謝拮抗物質、たとえばメトトレキセート、６－メルカプトプリン、６－
チオグアニン、シタラビン、５－フルオロウラシルデカルバジン；アルキル化剤、たとえ
ばメクロレタミン、チオエパクロラムブシル（thioepa chlorambucil）、メルファラン、
カルムスチン（ＢＳＮＵ）およびロムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロトスファミド（cyclot
hosphamide）、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、マイトマイ
シンＣ、およびシス－ジクロロジアミンプラチナ（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラチン；アン
トラサイクリン、たとえばダウノルビシン（ダウノマイシン）およびドキソルビシン；抗
生物質、たとえばダクチノマイシン（アクチノマイシン）、ブレオマイシン、ミトラマイ
シン、アンスラマイシン（ＡＭＣ）；ならびに抗－有糸分裂剤、たとえばビンクリスチン
およびビンブラスチンを含むがそれに制限されない。この発明の抗－ＴＳＧ１０１抗体に
コンジュゲートできる治療薬剤はまた、所望の生物活性を有するタンパク質またはポリペ
プチドであってもよい。こうしたタンパク質はたとえば、アブリン、リシンＡ、シュード
モナス菌体外毒素、またはジフテリア毒素などの毒素を含んでもよい。
【００８１】
　薬物分子はリンカーを介して抗－ＴＳＧ１０１抗体に結合されてもよい。こうしたコン
ジュゲートの調製のためにあらゆる好適なリンカーを用いることができる。いくつかの態
様において、リンカーは、標的部位において非修飾の形の薬分子をコンジュゲートから放
出できるリンカーであってもよい。
【００８２】
　たとえば、所与の処置摂生の効力を定めるためなどの臨床検査手順の一部としてウイル
ス感染の進行をモニタするために、抗体を診断的に用いることもできる。抗体を検出可能
な物質と結合させることによって、検出を容易にできる。検出可能な物質の例にはさまざ
まな酵素、補欠分子族、蛍光材料、発光材料、生物発光材料、放射性材料、さまざまな陽
電子放射断層撮影法を用いる陽電子放射金属、および非放射性常磁性金属イオンが含まれ
る。この発明に従った診断法として用いるための、抗体にコンジュゲートできる金属イオ
ンについては、一般的に米国特許第４，７４１，９００号を参照されたい。好適な酵素の
例としてはセイヨウワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ベータガラクト
シダーゼまたはアセチルコリンエステラーゼがあり、好適な補欠分子族複合体の例として
はストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンがあり、好適な蛍光材料の例
としてはたとえば緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）などの蛍光タンパク質、ウンベリフェロ
ン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリア
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ジニルアミンフルオレセイン、ダンシルクロリドまたはフィコエリトリンがあり、発光材
料の例としてはルミノールがあり、生物発光材料の例としてはルシフェラーゼ、ルシフェ
リンおよびエクオリンがあり、好適な放射性材料の例としては１２５Ｉ、１３１Ｉ、１１

１Ｉｎ、１７７Ｌｕ、９０Ｙまたは９９Ｔｃがある。
【００８３】
　抗体に治療用部分をコンジュゲートする技術は周知であり、たとえば、その各々がここ
に引用により援用される、アーノン（Arnon）ら、「癌治療における薬物の免疫ターゲッ
ティングのためのモノクローナル抗体」（“Monoclonal Antibodies For Immunotargetin
g Of Drugs In Cancer Therapy”）、モノクローナル抗体と癌治療（Monoclonal Antibod
ies And Cancer Therapy）より、ライスフェルド（Reisfeld）ら編、pp. 243-56 (Alan R
. Liss, Inc. 1985); ヘルストロム（Hellstrom）ら、「薬物送達のための抗体」（“Ant
ibodies for Drug Delivery”）、調節薬物送達（Controlled Drug Delivery）（第２版
）より、ロビンソン（Robinson）ら編、pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); ソル
ペ（Thorpe）、「癌治療における細胞毒性薬剤の抗体担体：概説」（“Antibody Carrier
s Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review”）、モノクローナル抗体’８４
：生物学的および臨床的適用（Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical A
pplications）より、ピンチェラ（Pinchera）ら編、pp. 475-506 (1985); 「癌治療にお
ける放射ラベル抗体の治療的用法の分析、結果および将来の予想」（“Analysis, Result
s, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Can
cer Therapy”）、癌検出および治療のためのモノクローナル抗体（Monoclonal Antibodi
es For Cancer Detection And Therapy）より、バルドウィン（Baldwin）ら編、pp. 303-
16 (Academic press 1985)、およびソルペら「抗体－毒素コンジュゲートの調製および細
胞毒特性」（“The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjuga
tes”）Immunol. Rev., 62:119-58 (1982)を参照されたい。
【００８４】
　代替的には、ここに引用により援用するセガール（Segal）らの米国特許第４，６７６
，９８０号に記載されるように、抗体を第２の抗体とコンジュゲートして抗体ヘテロコン
ジュゲートを形成してもよい。
【００８５】
　５．３．４．ウイルス感染細胞の検出
　Ｔｓｇ１０１タンパク質、たとえばＴＳＧ１０１タンパク質のＮ－末端領域またはＣ－
末端領域に対して向けられた抗体またはラベル抗体は、たとえば細胞表面上のＴＳＧ１０
１タンパク質の存在を検出することによって、ウイルス感染の診断および予後に用いられ
てもよい。こうした診断法はまた、Ｔｓｇ１０１遺伝子発現のレベルの異常、またはＴｓ
ｇ１０１タンパク質の構造および／または一時的、組織、細胞、もしくは亜細胞内の所在
の異常を検出するために用いられてもよい。
【００８６】
　分析される組織または細胞型は、ウイルスによって感染されることが知られているかま
たはその疑いがあるものを含んでもよい。ここで用いられるタンパク質単離法はたとえば
、ここに全体にわたり引用により援用する、ハーロウおよびレーン（ハーロウ（Harlow）
, E.およびレーン（Lane）, D., 1988,「抗体：実験室マニュアル」（“Antibodies: A L
aboratory Manual”）, Cold Spring Harbor Laboratory Press.,コールドスプリングハ
ーバー、ニューヨーク）に記載されるものなどであってもよい。単離される細胞は細胞培
養物由来であっても、または患者由来であってもよい。培養物から取られた細胞の分析は
、細胞に基づく遺伝子治療技術の一部として用いられる細胞、または代替的にＴｓｇ１０
１遺伝子の発現に対する化合物の効果をテストするための細胞の評価における必要なステ
ップであり得る。
【００８７】
　Ｔｓｇ１０１断片またはその保存された変異体もしくはペプチド断片を検出するための
好ましい診断法はたとえば、それらの抗－Ｔｓｇ１０１断片特異的抗体との相互作用によ



(24) JP 4931347 B2 2012.5.16

10

20

30

40

50

ってＴｓｇ１０１断片または保存変異体もしくはペプチド断片を検出する免疫アッセイを
含んでもよい。
【００８８】
　たとえば、この発明において有用である前述のものなどの抗体または抗体の断片を用い
て、細胞の表面におけるＴｓｇ１０１断片またはその保存変異体もしくはペプチド断片の
存在によって、感染細胞を定量的または定性的に検出してもよい。これはたとえば、光学
顕微鏡、フローサイトメトリー、または蛍光測定検出と組合された、蛍光ラベルされた抗
体（この節の下記を参照）を用いる免疫蛍光技術によって成し遂げることができる。こう
した技術は、ウイルス出芽過程においてＴｓｇ１０１断片が細胞表面に加えられるウイル
ス感染において特に有用である。
【００８９】
　この発明において有用な抗体（またはその断片）は付加的に、Ｔｓｇ１０１断片または
その保存変異体もしくはペプチド断片のインサイチュー（in situ）検出のために、免疫
蛍光または免疫電子顕微鏡法などにおいて組織学的に用いられてもよい。インサイチュー
検出は、患者から組織学的検体を除去し、そこにこの発明のラベルされた抗体を適用する
ことによって成し遂げられてもよい。抗体（または断片）は、生物サンプルにラベル抗体
（または断片）を被せることによって適用されることが好ましい。こうした手順を用いる
ことにより、Ｔｓｇ１０１断片または保存変異体もしくはペプチド断片の存在だけでなく
、検査される組織内でのその分布をも定めることができる。通常の当業者は、この発明を
用いてこうしたインサイチュー検出を達成するためにあらゆる広範囲の組織学法（染色手
順など）を変更できることを容易に認めるであろう。
【００９０】
　Ｔｓｇ１０１断片またはその保存変異体もしくはペプチド断片に対する免疫アッセイは
典型的に、生物流体、組織抽出物、採取されたばかりの細胞、または細胞培養物中でイン
キュベートされていた細胞の溶解物などのサンプルを、Ｔｓｇ１０１断片またはその保存
変異体もしくはペプチド断片を識別可能な検出可能にラベルされた抗体の存在下でインキ
ュベートするステップと、当該技術分野において周知のいくつかの技術のいずれかによっ
て、結合された抗体を検出するステップとを含む。
【００９１】
　生物サンプルは、ニトロセルロースなどの固相支持体もしくは担体、または細胞、細胞
粒子もしくは可溶性タンパク質を固定できるその他の固体支持体に接触させてその上に固
定してもよい。次いでその支持体を好適な緩衝液で洗浄し、検出可能にラベルされたＴｓ
ｇ１０１タンパク質特異的抗体によって処理する。次いで緩衝液で固相支持体の２度目の
洗浄を行なって、非結合抗体を除去してもよい。次いで、固体支持体上の結合したラベル
の量が従来の手段によって検出される。
【００９２】
　「固相支持体または担体」によって、抗原または抗体に結合できるあらゆる支持体が意
図される。周知の支持体または担体は、ガラス、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリエ
チレン、デキストラン、ナイロン、アミラーゼ、天然および修飾セルロース、ポリアクリ
ルアミド、斑レイ岩および磁鉄鉱を含む。この発明の目的のために、担体の性質はある程
度可溶性であっても、または不溶性であってもよい。支持体材料は、結合された分子が抗
原または抗体に結合できれば、事実上あらゆる可能な構造的構成を有してもよい。よって
支持体構成はビーズなどのように球状であっても、または試験管の内表面もしくは棒の外
表面のように円筒状であってもよい。代替的には、表面はシート、テストストリップなど
のように平らであってもよい。好ましい支持体はポリスチレンビーズを含む。当業者は抗
体または抗原を結合するための多くの他の好適な担体を知るか、またはそれをルーチン実
験法を用いることによって確認できるだろう。
【００９３】
　抗－Ｔｓｇ１０１断片抗体の所与のロットの結合活性が周知の方法に従って定められて
もよい。当業者は、ルーチン実験法を用いることによって各決定に対する動作的かつ最適
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なアッセイ条件を定められるだろう。
【００９４】
　Ｔｓｇ１０１遺伝子ペプチド特異的抗体を検出可能にラベルできる態様の１つは、それ
を酵素と結合させて酵素免疫アッセイ（ＥＩＡ）において用いることによる（ボラー（Vo
ller）, A., 「酵素結合免疫吸着剤検定法（ＥＬＩＳＡ）」（“The Enzyme Linked Immu
nosorbent Assay (ELISA)”）, 1978, Diagnostic Horizons 2:1-7, Microbiological As
sociates Quarterly Publication, Walkersville, MD); ボラー, Aら、1978, J.Clin.Pat
hol. 31:507-520; バトラー（Butler）, J.E., 1981., Meth. Enzymol. 73:482-523; マ
ジオ（Maggio）, E.編, 1980, 酵素免疫アッセイ（Enzyme Immunoassay）, CRC Press, 
ボカラトン, FL,; イシカワ（Ishikawa）, E.ら編, 1981, 酵素免疫アッセイ（Enzyme Im
munoassay）, Kgaku Shoin, 東京）。抗体に結合させた酵素は、適切な基質、好ましくは
色素生成基質と反応し、たとえば分光光度、蛍光測定または視覚的手段によって検出可能
な化学的部分を生成する。抗体を検出可能にラベルするために用い得る酵素は、リンゴ酸
デヒドロゲナーゼ、ブドウ球菌ヌクレアーゼ、デルタ－５－ステロイドイソメラーゼ、酵
母アルコールデヒドロゲナーゼ、アルファ－グリセロリン酸デヒドロゲナーゼ、トリオー
スリン酸イソメラーゼ、セイヨウワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ア
スパラギナーゼ、グルコースオキシダーゼ、ベータ－ガラクトシダーゼ、リボヌクレアー
ゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ、グルコアミラ
ーゼ、およびアセチルコリンエステラーゼを含むがそれに制限されない。検出は、酵素に
対する色素生成基質を用いる比色法によって成し遂げられ得る。また、基質の酵素反応の
程度を同様に調製した基準と比較する視覚的比較によって検出がなされてもよい。
【００９５】
　さまざまなその他の免疫アッセイのいずれかを用いて検出がなされてもよい。たとえば
、抗体または抗体断片を放射ラベルすることにより、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）（
たとえば、ここに引用により援用するワイントラウブ（Weintraub）, B., ラジオイムノ
アッセイの原理（Principles of Radioimmunoassays）、放射リガンドアッセイ技術の第
７訓練コース（Seventh Training Course on Radioligand Assay Techniques）、The End
ocrine Society, 1986年3月を参照）を用いてＴｓｇ１０１ペプチドを検出できる。放射
性アイソトープは、ガンマカウンタもしくはシンチレーションカウンタの使用などの手段
によって、またはオートラジオグラフィによって検出できる。
【００９６】
　抗体を蛍光性の化合物でラベルすることも可能である。蛍光ラベルされた抗体が適切な
波長の光に露出されると、その存在が蛍光によって検出できる。最も一般的に用いられる
蛍光ラベル化合物には、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、フィコエリト
リン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタルアルデヒド、およびフルオレサ
ミンがある。
【００９７】
　152Ｅｕまたはその他のランタン系列などの蛍光発光金属を用いても抗体を検出可能に
ラベルできる。これらの金属は、ジエチレントリアミンペンタ酢酸（ＤＴＰＡ）またはエ
チレンジアミンテトラ酢酸（ＥＤＴＡ）などの金属キレート基を用いて抗体に付着できる
。
【００９８】
　化学発光化合物と結合させることによっても抗体を検出可能にラベルできる。化学発光
標識抗体の存在は、化学反応の経路において生じる発光の存在を検出することによって定
められる。特に有用な化学発光ラベル化合物の例は、ルミノール、イソルミノール、セロ
マチック（theromatic）アクリジニウムエステル、イミダゾール、アクリジニウム塩およ
びシュウ酸エステルである。
【００９９】
　同様に、この発明の抗体をラベルするために生物発光化合物が用いられてもよい。生物
発光は生物系において見出される化学発光の一種で、触媒タンパク質が化学発光反応の効
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率を高めている。生物発光タンパク質の存在は、発光の存在を検出することによって定め
られる。ラベリングの目的に対する重要な生物発光化合物は、ルシフェリン、ルシフェラ
ーゼおよびエクオリンである。
【０１００】
　５．３．５．インビトロにおけるウイルス感染細胞の枯渇
　この発明は、インビトロ（またはエクスビボ）において非感染組織および／または細胞
からウイルス感染細胞を枯渇させる方法を提供する。たとえば、非感染細胞からのウイル
ス感染細胞のインビトロ枯渇のために哺乳動物から得られる組織は、血液もしくは血清ま
たはその他の体液であってもよい。特に、この発明は、ウイルス感染細胞を殺すかまたは
それらを感染細胞から分離することによって枯渇させる方法を提供する。態様の１つにお
いて、抗－ＴＳＧ１０１抗体は、たとえばヒトなどの哺乳動物から得られた組織および／
または細胞と、インビトロでたとえばインキュベートされるなどして組合せられる。
【０１０１】
　態様の１つにおいて、固体マトリックスに結合されたＴＳＧ１０１抗体、たとえばＴＳ
Ｇ１０１タンパク質のＮ－末端またはＣ－末端領域を結合する抗体を含むカラムが用いら
れて、たとえば血液もしくは血清またはその他の体液などの生物サンプルからウイルス感
染細胞が除去される。
【０１０２】
　組織からのウイルス感染細胞のインビトロ枯渇に用いられる抗－ＴＳＧ１０１抗体は、
第５．３．２．節で開示した検出可能なラベル（たとえば、さまざまな酵素、蛍光材料、
発光材料、生物発光材料、および放射性材料）または治療用薬剤（たとえば、細胞増殖抑
制および細胞破壊剤）とコンジュゲートされてもよい。
【０１０３】
　検出可能な物質とコンジュゲートされた抗－ＴＳＧ１０１抗体は、当業者に公知の方法
によってウイルス感染細胞を非感染細胞から選別するために用いることができる。態様の
１つにおいて、ウイルス感染細胞は蛍光活性化細胞選別器（ＦＡＣＳ）を用いて選別され
る。蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）は、粒子の蛍光特性に基づいて細胞を含む粒子を分
離するための周知の方法である（カマーチ（Kamarch）、1987, Methods Enzymol, 151:15
0-165）。個々の粒子における蛍光部分のレーザ励起によって小さな電荷がもたらされ、
混合物からの正および負の粒子の電磁的分離を可能にする。
【０１０４】
　態様の１つにおいて、たとえばヒトなどの哺乳動物から得られたたとえば血液細胞など
の細胞が、蛍光ラベルされたＴＳＧ１０１特異的抗体と共に、ラベルされた抗体を細胞に
結合させるために十分な時間インキュベートされる。代替的な態様において、こうした細
胞はＴＳＧ１０１特異的抗体と共にインキュベートされ、細胞は洗浄され、細胞はＴＳＧ
１０１特異的抗体を認識する第２のラベル抗体と共にインキュベートされる。これらの態
様に従うと、細胞は洗浄されて細胞選別器を通じて処理されることにより、分離される両
方の抗体に結合する細胞の、両方の抗体に結合しない混成細胞からの分離を可能にする。
ＦＡＣＳ選別された粒子は、９６ウェルまたは３８４ウェルプレートの個々のウェルに直
接堆積されることによって分離を容易にしてもよい。
【０１０５】
　別の態様においては、磁気ビーズを用いてウイルス感染細胞を非感染細胞から分離でき
る。ウイルス感染細胞は、その磁気ビーズ（直径０．５－１００ｎｍ）に結合する能力に
基づいて粒子を分離する方法である磁気活性化細胞選別（ＭＡＣＳ）技術を用いて選別さ
れてもよい（ディナル（Dynal）、１９９５）。磁気ミクロスフェアには、ＴＳＧ１０１
を免疫特異的に認識する抗体の共有付加を含むさまざまな有用な変更が行なわれてもよい
。次いで磁界が印加されることによって、選択されたビーズが物理的に操作される。ビー
ズは次いで細胞と混合されて結合可能にされる。細胞は次いで磁界を通されることにより
、ウイルス感染細胞が分離される。
【０１０６】
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　５．３．６．抗－ＴＳＧ１０１抗体の用量
　用量は、医師がルーチンテストを行なうことによって定め得る。ヒトへの投与の前に、
動物モデルにおいて効力が示されることが好ましい。当該技術分野において公知の感染性
疾患に対するあらゆる動物モデルを用いることができる。
【０１０７】
　一般的に、抗体については、好ましい用量は０．１ｍｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇ体
重（一般的に１０ｍｇ／ｋｇから２０ｍｇ／ｋｇ）である。抗体が脳内で作用するもので
あるときには、５０ｍｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇの用量が通常適切である。一般的に
、部分的にヒトの抗体および完全にヒトの抗体は、他の抗体よりもヒト体内における半減
期が長い。したがって、より低い用量およびより少ない頻度の投与が可能であることが多
い。抗体を安定化し、（たとえば脳への）摂取および組織浸透を高めるために脂質化など
の修飾が用いられてもよい。抗体の脂質化の方法は、クルイクシャンク（Cruikshank）ら
、1997, J. Acquired Immune Deficiency Syndromes and Human Retrovirology 14:193に
記載されている。
【０１０８】
　ここに定められるとおり、抗－ＴＳＧ１０１抗体の治療上有効な量（すなわち有効用量
）は約０．００１から３０ｍｇ／ｋｇ体重、好ましくは約０．０１から２５ｍｇ／ｋｇ体
重、より好ましくは約０．１から２０ｍｇ／ｋｇ体重、およびさらに好ましくは約１から
１０ｍｇ／ｋｇ、２から９ｍｇ／ｋｇ、３から８ｍｇ／ｋｇ、４から７ｍｇ／ｋｇ、また
は５から６ｍｇ／ｋｇ体重である。
【０１０９】
　疾患もしくは障害の深刻度、以前の処置、被験者の一般的な健康および／もしくは年齢
、ならびに存在する他の疾患を含むがそれに制限されない特定の因子が、被験者を効果的
に処置するために要求される用量に影響し得ることを当業者は認めるであろう。さらに、
治療上有効な量の抗－ＴＳＧ１０１抗体による被験者の処置は、単一の処置を含んでも、
または好ましくは一連の処置を含んでもよい。好ましい態様において、被験者は約０．１
から２０ｍｇ／ｋｇ体重の範囲の抗－ＴＳＧ１０１抗体によって週１回、約１から１０週
間、好ましくは２から８週間、より好ましくは約３から７週間、さらに好ましくは約４、
５または６週間にわたって処置される。また、処置に用いられる抗－ＴＳＧ１０１抗体の
有効用量は、特定の処置の経過とともに増加または減少し得ることが認識されるであろう
。用量の変化は、ここに記載されるような診断アッセイの結果からもたらされ、かつ明ら
かになってもよい。
【０１１０】
　抗－ＴＳＧ１０１抗体薬剤の適切な用量は、通常の医師、獣医師、または研究者の知識
の範囲内のいくつかの因子に依存することが理解される。抗－ＴＳＧ１０１抗体の用量は
、たとえば被験者または処理されるサンプルの個性、大きさおよび状態に依存し、さらに
適用可能であれば組成物が投与される経路、および感染性病原体に対して抗－ＴＳＧ１０
１抗体が有することを作業者が所望する効果に依存して変化する。
【０１１１】
　５．３．７．医薬配合および投与
　この発明の抗－ＴＳＧ１０１抗体は、投与に適した医薬組成物に取込まれてもよい。こ
うした組成物は典型的に、抗－ＴＳＧ１０１抗体と医薬的に受容可能な担体とを含む。こ
こで用いられる「医薬的に受容可能な担体」という言葉は、医薬投与に適合するあらゆる
すべての溶剤、分散媒、被覆、抗バクテリアおよび抗真菌剤、等張および吸収遅延剤など
を含むことが意図される。医薬的活性物質に対してこうした媒質および薬剤を用いること
は当該技術分野において周知である。あらゆる従来の媒質または薬剤が抗－ＴＳＧ１０１
抗体に適合しない場合を除き、組成物におけるその使用が予期される。組成物に追加の抗
－ＴＳＧ１０１抗体が取込まれてもよい。
【０１１２】
　この発明の医薬組成物は、その投与の意図される経路に適合するように配合される。投
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与の好ましい経路は、皮下および静脈内投与を含む。投与の経路の他の例には、非経口、
皮内、経皮（局所）および経粘膜投与がある。非経口、皮内または皮下適用に用いられる
溶液または懸濁液は以下の成分を含み得る。すなわち、注射のための水などの滅菌希釈液
、食塩溶液、固定油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコールまた
はその他の合成溶剤、ベンジルアルコールまたはメチルパラベンなどの抗菌剤、アスコル
ビン酸または重亜硫酸ナトリウムなどの酸化防止剤、エチレンジアミンテトラ酢酸などの
キレート剤、酢酸塩、クエン酸塩またはリン酸塩などの緩衝液、および塩化ナトリウムま
たはデキストロースなどの張性の調整のための薬剤である。塩酸または水酸化ナトリウム
などの酸または塩基によってｐＨを調整できる。非経口調製物は、ガラスまたはプラスチ
ックでできたアンプル、使い捨て注射器または複数用量バイアル中に封入されてもよい。
【０１１３】
　注射可能な使用に好適な医薬組成物は、滅菌水溶液（水溶性のとき）または分散物、お
よび滅菌注射可能溶液または分散物の即時調製のための滅菌粉末を含む。静脈内投与に対
して、好適な担体は生理食塩水、静菌水、クレモフォール（Cremophor）ＥＬ（商標）（
ＢＡＳＦ、パーシッパニー、ＮＪ）またはリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）を含む。すべての
場合において、組成物は滅菌される必要があり、また粘性が低く抗－ＴＳＧ１０１抗体が
注射可能である程度に流動性であるべきである。それは製造および貯蔵の条件下で安定で
ある必要があり、またバクテリアおよび真菌などの微生物の混入作用に対抗して保存され
る必要がある。
【０１１４】
　担体は、たとえば、水、エタノール、ポリオール（たとえば、グリセロール、プロピレ
ングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）、およびその好適な混合物を含
む溶剤または分散媒質であってもよい。たとえば、レシチンなどの被覆剤の使用、分散の
場合には必要とされる粒子の大きさの維持、および界面活性剤の使用などによって、適切
な流動性を維持できる。微生物作用の防止は、たとえばパラベン、クロロブタノール、フ
ェノール、アスコルビン酸、チメロサールなどのさまざまな抗バクテリアおよび抗真菌剤
によって達成できる。多くの場合、組成物にたとえば糖、マンニトールなどの多価アルコ
ール、ソルビトール、塩化ナトリウムなどの等張性の薬剤を含むことが好ましい。注射可
能組成物の持続性の吸収は、たとえばモノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンなど
の吸収を遅らせる薬剤を組成物中に含ませることによってもたらされ得る。
【０１１５】
　滅菌注射可能溶液は、必要に応じて上に挙げた成分の１つまたは組合せを有する適切な
溶剤中に必要量の抗－ＴＳＧ１０１抗体（たとえば１つまたはそれ以上の抗－ＴＳＧ１０
１抗体）を取込み、その後フィルタ滅菌することによって調製できる。分散物は一般的に
、基本の分散媒および上に挙げたうちの必要な他の成分を含む滅菌賦形剤に抗－ＴＳＧ１
０１抗体を取込むことによって調製される。滅菌注射可能溶液の調製のための滅菌粉末の
場合には、調製の好ましい方法は真空乾燥および凍結乾燥であり、これは予め滅菌フィル
タ処理された溶液から、活性成分とあらゆる付加的な所望の成分との粉末を得るものであ
る。
【０１１６】
　態様の１つにおいて、抗－ＴＳＧ１０１抗体は、インプラントおよびマイクロカプセル
送達系を含む徐放性配合物など、体内からの迅速な除去に対して化合物を保護する担体と
共に調製される。エチレンビニルアセテート、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲ
ン、ポリオルトエステル、およびポリ酢酸などの生物分解性、生体適合性重合体が用いら
れ得る。こうした配合物の調製方法は当業者に明らかになるだろう。また、アルザ社（Al
za Corporation）およびノバファーマスーティカルス社（Nova Pharmaceuticals, Inc.）
より材料を商業的に得ることができる。（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体と共
に感染細胞にターゲッティングされたリポソームを含む）リポソーム懸濁物が医薬的に受
容可能な担体として用いられてもよい。これらは、たとえばここに全体にわたって引用に
より援用する米国特許第４，５２２，８１１号に記載されるような当業者に公知の方法に
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従って調製できる。
【０１１７】
　投与の簡便性および用量の均一性のために、用量単位形の非経口組成物を配合すること
が有利である。ここで用いられる用量単位形とは、処置される被験者に対する単位用量と
して好適な物理的に別個の単位を示す。すなわち、各単位は、必要とされる医薬担体に関
連して所望の治療効果をもたらすために算出された予め定められた量の抗－ＴＳＧ１０１
抗体を含む。この発明の用量単位形に対する仕様は、抗－ＴＳＧ１０１抗体の一意の特徴
および達成すべき特定の治療効果、ならびに個体の処置に対する抗－ＴＳＧ１０１抗体な
どの調合の技術分野において固有の制限によって規定され、かつそれに直接依存する。
【０１１８】
　医薬組成物は、キット、容器、パックまたはディスペンサ中に、投与に対する指示と共
に含まれてもよい。
【０１１９】
　５．４．ウイルス感染の処置および防止のためのＴＳＧ１０１ワクチンおよびＤＮＡワ
クチン
　この発明は、抗－ＴＳＧ１０１抗体を生成するためのワクチンとして用い得るＴＳＧ１
０１タンパク質の断片を提供する。ＴＳＧ１０１タンパク質断片またはポリペプチドは、
当該技術分野において公知の標準的な方法により調製できる。態様の１つにおいて、この
発明はＴＳＧ１０１タンパク質のＵＥＶドメインを含まないＴＳＧ１０１タンパク質の断
片を提供する。特定的な態様において、この発明は、ＵＥＶドメインを含まないヒトＴＳ
Ｇ１０１タンパク質の断片またはそのネズミ相同体を提供する。好ましい態様において、
この発明はＴＳＧ１０１タンパク質のＣ－末端領域を含む断片を提供する。別の態様にお
いて、この発明は、ＴＳＧ１０１タンパク質のコイルドコイルドメインを含むＴＳＧ１０
１タンパク質の断片を提供する。さらに別の態様において、この発明は、ＳＥＱ　ＩＤ　
ＮＯ：３として記載したＴＳＧ１０１タンパク質のＣ－末端ドメインを含むＴＳＧ１０１
タンパク質の断片を提供する。この発明はまた、ＴＳＧ１０１タンパク質のこうした断片
と少なくとも３０％、５０％、７０％、９０％または９５％相同であるあらゆる配列を提
供する。この発明のいくつかの態様において、ＴＳＧ１０１タンパク質断片またはポリペ
プチドの長さは少なくとも５、１０、２０、５０、１００アミノ酸である。
【０１２０】
　この発明はまた、前述のあらゆるＴＳＧ１０１断片と機能的に同等であるＴＳＧ１０１
タンパク質の断片を提供する。こうした同等ＴＳＧ１０１断片は、ＴＳＧ１０１タンパク
質をコードするＴＳＧ１０１タンパク質遺伝子配列によってコードされるアミノ酸配列内
のアミノ酸残基の削除、付加または置換を含んでもよいが、それはサイレント変化をもた
らすため、機能的に同等のＴＳＧ１０１タンパク質断片を生成する。アミノ酸置換は、関
係する残基の極性、電荷、可溶性、疎水性、親水性、および／または両親媒性の性質の類
似性に基づいて行なわれてもよい。たとえば、無極性（疎水性）アミノ酸は、アラニン、
ロイシン、イソロイシン、バリン、プロリン、フェニルアラニン、トリプトファン、およ
びメチオニンを含む。極性の中性アミノ酸は、グリシン、セリン、スレオニン、システイ
ン、チロシン、アスパラギン、およびグルタミンを含む。正に帯電した（塩基性）アミノ
酸は、アルギニン、リジンおよびヒスチジンを含む。また、負に帯電した（酸性）アミノ
酸は、アスパラギン酸およびグルタミン酸を含む。ここで用いられる「機能的に同等」と
は、内因性ＴＳＧ１０１タンパク質断片と実質的に類似のインビボ活性を示すことができ
るタンパク質断片を示す。
【０１２１】
　この発明のＴＳＧ１０１ペプチド断片は、当該技術分野において周知の技術を用いる組
換えＤＮＡ技術によって生成されてもよい。つまり、ＴＳＧ１０１ポリペプチドまたはペ
プチドをコードするＴＳＧ１０１遺伝子配列を含む核酸を発現することによってこの発明
のＴＳＧ１０１ポリペプチドおよびペプチドを調製する方法である。当業者に周知の方法
を用いて、ＴＳＧ１０１ポリペプチドをコードする配列ならびに適切な転写および翻訳調
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節シグナルを含む発現ベクターを構築できる。これらの方法はたとえば、インビトロ組換
えＤＮＡ技術、合成技術、およびインビボ遺伝子組換えを含む。たとえば、前出の１９８
９年のサンブルック（Sambrook）ら、および前出の１９８９年のアウズベルらに記載され
る技術を参照されたい。代替的には、たとえば合成装置を用いてＴＳＧ１０１ポリペプチ
ド配列をコードできるＲＮＡを化学的に合成してもよい。たとえば、ここに全体にわたっ
て引用により援用する「オリゴヌクレオチド合成」（“Oligonucleotide Synthesis”）
、１９８４、ガイト（Gait）, Ｍ．Ｊ．編集、IRL Press、オックスフォードに記載され
る技術を参照されたい。
【０１２２】
　ＴＳＧ１０１ペプチドは、フロイントの完全もしくは不完全アジュバントまたは類似の
免疫刺激剤などの好適な担体および／またはアジュバントと共に用いることができる。不
完全セピックアジュバント（Incomplete Seppic Adjuvant）（セピック、パリ、フランス
）などの、１つまたはそれ以上の非代謝性鉱油または代謝可能な油と組合された１つまた
はそれ以上の界面活性剤を含む、油／界面活性剤ベースのアジュバントが用いられてもよ
い。不完全セピックアジュバントは、抗体生成に対して不完全フロイントアジュバントに
匹敵する効果を有するが、より低い炎症反応を誘導する。
【０１２３】
　この発明はまた、ＤＮＡまたはＲＮＡワクチンとして用いるためのｔｓｇ１０１遺伝子
の部分を提供する。ｔｓｇ１０１遺伝子断片はまた、前述のこの発明のＴＳＧ１０１タン
パク質断片のいずれかを生成するために用いることができる。好ましい態様において、こ
の発明は、ＴＳＧ１０１タンパク質のＵＥＶドメインを含まない断片をコードするヌクレ
オチド領域を含むｔｓｇ１０１遺伝子の断片を提供する。特定的な態様において、ＴＳＧ
１０１遺伝子の断片はヒトｔｓｇ１０１遺伝子の断片、またはそのネズミ相同体である。
この発明はまた、ｔｓｇ１０１遺伝子のこうした断片と少なくとも３０％、５０％、７０
％、９０％または９５％相同であるあらゆる配列を提供する。この発明のいくつかの態様
において、ｔｓｇ１０１遺伝子の断片の長さは少なくとも２０、２５、４０、６０、８０
、１００、５００、１０００塩基である。こうした配列はＴＳＧ１０１ペプチドの生成に
有用であり得る。
【０１２４】
　この発明はまた、（ａ）前述のｔｓｇ１０１コード配列および／またはそれらの相補（
すなわちアンチセンス）のいずれかを含むＤＮＡベクター、（ｂ）コード配列の発現を指
示する調節因子に動作可能に関連付けられた前述のｔｓｇ１０１コード配列のいずれかを
含むＤＮＡ発現ベクター、および（ｃ）この発明のＴＳＧ１０１タンパク質断片を生成す
るために用いられる宿主細胞中でコード配列の発現を指示する調節因子に動作可能に関連
付けられた前述のＴＳＧ１０１コード配列のいずれかを含む、遺伝子工学により処理され
た宿主細胞を提供する。ここで用いられる調節因子は、誘導性および非誘導性プロモータ
、エンハンサ、オペレータ、ならびに発現を行ないかつ調節することが当業者に公知のそ
の他の因子を含むがそれに制限されない。こうした調節因子は、サイトメガロウイルスｈ
ＣＭＶ極初期遺伝子、ＳＶ４０アデノウイルスの初期または後期プロモータ、ｌａｃ系、
ｔｒｐ系、ＴＡＣ系、ＴＲＣ系、ファージＡの主要オペレータおよびプロモータ領域、ｆ
ｄコートタンパク質の調節領域、３－ホスホグリセリン酸キナーゼのプロモータ、酸性ホ
スファターゼのプロモータ、ならびに酵母α－接合因子のプロモータを含むがそれに制限
されない。
【０１２５】
　別の態様において、この発明は、裸のＤＮＡまたはＲＮＡワクチンおよびその用法を提
供する。前述のこの発明のｔｓｇ１０１ＤＮＡ断片は、この発明の抗－ＴＳＧ１０１抗体
を誘発することによってウイルス性疾患を阻害するためのワクチンとして投与できる。た
とえば、ＤＮＡをプラスミドベクターのｐＧＥＭ族などの転写ベクターにサブクローニン
グすることによって、またはワクシニアなどのウイルスの転写プロモータの制御下で、Ｄ
ＮＡをＲＮＡに転換することができ、そのＲＮＡが裸のＲＮＡワクチンとして用いられる
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。裸のＤＮＡもしくはＲＮＡワクチンは単独で注射されても、またはウイルスに向けられ
た１つもしくはそれ以上のＤＮＡもしくはＲＮＡワクチンと組合されてもよい。
【０１２６】
　この発明の裸のＤＮＡもしくはＲＮＡワクチンは、たとえば筋間投与されても、または
代替的に点鼻薬中に用いられてもよい。ＤＮＡもしくはＲＮＡ断片またはその部分は、裸
のＤＮＡもしくはＲＮＡとして、リポソームに包まれたＤＮＡもしくはＲＮＡとして、ウ
イルスエンベロープ受容体タンパク質を含むプロテオリポソームに閉じ込められたＤＮＡ
もしくはＲＮＡとして、注射されてもよい（ニコラウ（Nicolau）, C.ら、Proc. Natl. A
cad. Sci. U.S.A. 1983, 80, 1068; カノダ（Kanoda）, Y. ら、Science 1989, 243, 375
; マンニーノ（Mannino）, R. J.ら、Biotechniques 1988, 6, 682）。代替的には、ＤＮ
Ａは担体と共に注射できる。担体はタンパク質、またはたとえばインターロイキン２など
のサイトカイン、またはポリリシン－糖タンパク質担体（ウー（Wu）, G. Y. およびウー
, C.H.、J. Biol. Chem. 1988, 263, 14621）、またはたとえばラウス肉腫ウイルスもし
くはサイトメガロウイルスプロモータのいずれかを含む発現ベクターなどの複製しないベ
クターであってもよい。こうした担体タンパク質およびベクターならびにその用法は当業
者に公知である（たとえば、アクサディ（Acsadi）, G.ら、Nature 1991, 352, 815-818
を参照）。加えて、ＤＮＡまたはＲＮＡで小さな金のビーズを被覆し、そのビーズがたと
えば遺伝子銃によって皮膚内に導入されてもよい（コーエン（Cohen）、J.Science 1993,
 259, 1691-1692; ウルマー（Ulmer）, J.B.ら、Science 1993, 259, 1745-1749）。
【０１２７】
　この発明はまた、遺伝子療法によって動物におけるＨＩＶ感染などのウイルス感染を処
置する方法を提供する。さまざまな遺伝子療法アプローチを用いて、Ｔｓｇ１０１抗体を
生成させるために細胞にインビボでＴｓｇ１０１タンパク質の断片をコードする核酸を導
入し得る。
【０１２８】
　この発明に従って、当該技術分野において入手可能な遺伝子療法のためのあらゆる方法
を用いることができる。例示的な方法を以下に述べる。遺伝子療法の一般的な概説として
は、ゴールドスピール（Goldspiel）ら、1993, Clinical Pharmacy 12:488-505; ウーお
よびウー, 1991, Biotherapy 3:87-95; トルストシェフ（Tolstoshev）、1993, Ann. Rev
. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596; ムリガン（Mulligan）、1993, Science 260:926-93
2; ならびに、モーガン（Morgan）およびアンダーソン（Anderson）、1993, Ann. Rev. B
iochem. 62:191-217; 1993年5月、TIBTECH 11(5):155-215を参照されたい。用い得る組換
えＤＮＡ技術の当該技術分野において一般的に公知の方法は、アウズベルら編、1993、分
子生物学の最新プロトコル、John Wiley & Sons, ニューヨーク; および、クリーグラー
（Kriegler）, 1990, 遺伝子転移および発現、実験室マニュアル（Gene Transfer and Ex
pression, A Laboratory Manual）, Stockton Press, ニューヨーク、に記載されている
。
【０１２９】
　好ましい局面において、その治療は、好適な宿主中でＴｓｇ１０１またはその断片もし
くはキメラタンパク質を発現する発現ベクターの一部であるＴｓｇ１０１核酸を含む。特
に、こうした核酸はＴｓｇ１０１コード領域に動作可能に繋がれたプロモータを有し、こ
のプロモータは誘導性または構成性であり、任意には組織特異的である。別の特定の態様
においては、Ｔｓｇ１０１コード配列およびあらゆるその他の所望の配列が、ゲノム中の
所望の部位で相同組換えを起こす領域によってフランクにされることにより、Ｔｓｇ１０
１核酸の染色体内発現を与えるような核酸分子が用いられる（たとえば、コラー（Koller
）およびスミジーズ（Smithies）, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:8932-8935
; ゼイルストラ（Zijlstra）ら、1989, Nature 342:435-438を参照）。
【０１３０】
　患者への核酸の送達は、患者が核酸または核酸を有するベクターに直接露出される直接
的なものであっても、または細胞をまずインビトロで核酸によって形質転換し、次いで患
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者に移植する間接的なものであってもよい。これら２つのアプローチはそれぞれ、インビ
ボまたはエクスビボ遺伝子療法として公知である。
【０１３１】
　特定の態様において、核酸はインビボで直接投与され、そこで発現されることによって
コードされる産物を生成する。これは当該技術分野において公知の多数の方法、たとえば
、それを適切な核酸発現ベクターの一部として構築し、それをたとえば欠損もしくは弱毒
レトロウイルスまたはその他のウイルスベクターを用いた感染などによって、細胞内に入
るように投与すること（米国特許第４，９８０，２８６号を参照）、または裸のＤＮＡの
直接注射、または微粒子ボンバードメント（たとえば遺伝子銃、バイオリスティック（Bi
olistic）、デュポン）の使用、または脂質もしくは細胞表面受容体もしくはトランスフ
ェクティング剤による被覆、リポソーム、微粒子もしくはマイクロカプセル中への被包、
または核に入ることが公知のペプチドへの結合による投与、受容体介在エンドサイトーシ
スを受けるリガンドへの結合による投与（たとえば、ウーおよびウー、1987, J.Biol. Ch
em. 262:4429-4432を参照）（受容体を特定的に発現する細胞系をターゲッティングする
ために用い得る）などのいずれかによって、達成できる。別の態様においては、核酸－リ
ガンド複合体が形成されてもよく、ここでリガンドはフソジェニック（fusogenic）ウイ
ルスペプチドを含むことによってエンドソームを妨害し、核酸がリソソーム分解を避けら
れるようにする。さらに別の態様では、特定の受容体をターゲッティングすることによっ
て、核酸を細胞特異的吸収および発現に対してインビボでターゲッティングできる（たと
えば、１９９２年４月１６日付のＰＣＴ公報ＷＯ９２／０６１８０（ウーら）、１９９２
年１２月２３日付のＷＯ９２／２２６３５号（ウイルソン（Wilson）ら）、１９９２年１
１月２６日付のＷＯ９２／２０３１６号（フィンダイス（Findeis）ら）、１９９３年７
月２２日付のＷＯ９３／１４１８８号（クラーケ（Clarke）ら）、１９９３年１０月１４
日付のＷＯ９３／２０２２１号（ヤング（Young））を参照）。代替的には、核酸を細胞
内に導入し、相同組換えによって発現のために宿主細胞ＤＮＡ内に取込んでもよい（コラ
ーおよびスミジーズ, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:8932-8935; ゼイルスト
ラら、1989, Nature 342:435-438）。
【０１３２】
　特定の態様においては、Ｔｓｇ１０１核酸を含むウイルスベクターが用いられる。たと
えば、レトロウイルスベクターが用いられてもよい（ミラー（Miller）ら、1993, Meth. 
Enzymol. 217:581-599を参照）。これらのレトロウイルスベクターは、ウイルスゲノムの
パッケージングおよび宿主細胞ＤＮＡへの組込みに必要でないレトロウイルス配列を削除
するように変更されている。遺伝子療法に用いられるＴｓｇ１０１核酸は、患者への遺伝
子の送達を容易にするベクターにクローニングされる。レトロウイルスベクターに関する
さらなる詳細は、ボーセン（Boesen）ら、1994, Biotherapy 6:291-302に見出すことがで
き、これは幹細胞を化学療法に対してより耐性にするために造血幹細胞にｍｄｒ１遺伝子
を送達するためのレトロウイルスベクターの用法を記載している。遺伝子療法におけるレ
トロウイルスベクターの用法を例示するその他の参考文献は以下のとおりである。クラウ
ス（Clowes）ら、1994, J.Clin. Invest. 93:644-651; キエム（Kiem）ら、1994, Blood 
83:1467-1473; サーモンズ（Salmons）およびグンズバーグ（Gunzberg）, 1993, Human G
ene Therapy 4:129-141; ならびにグロスマン（Grossman）およびウイルソン, 1993, Cur
r. Opin. Genet. and Devel. 3:110-114。
【０１３３】
　アデノウイルスは、遺伝子療法に用い得る別のウイルスベクターである。アデノウイル
スは、遺伝子を呼吸上皮に送達するための特に魅力的な媒体である。アデノウイルスは本
来呼吸上皮に感染し、そこで軽い疾患をもたらす。アデノウイルスに基づく送達系のその
他の標的は、肝臓、中枢神経系、内皮細胞、および筋肉である。アデノウイルスは、非分
裂細胞に感染できるという利点を有する。コザルスキ（Kozarsky）およびウイルソン (19
93, Current Opinion in Genetics and Development 3:499-503）は、アデノウイルスに
基づく遺伝子療法の概説を示す。ボウト（Bout）ら (1994, Human Gene Therapy 5:3-10)
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は、アカゲザルの呼吸上皮に遺伝子を転移するためのアデノウイルスベクターの用法を示
している。遺伝子療法におけるアデノウイルスの用法のその他の事例は、ローゼンフェル
ド（Rozenfeld）ら、1991, Science 252:431-434; ローゼンフェルドら、1992, Cell 68:
143-155; およびマストランジェリ（Mastrangeli）ら、1993, J. Clin. Invest. 91:225-
234に見出すことができる。
【０１３４】
　アデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）を遺伝子療法に用いることも提案されている（ワルシュ
（Walsh）ら、1993, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300）。
【０１３５】
　遺伝子療法への別のアプローチは、エレクトロポレーション、リポフェクション、リン
酸カルシウム介在トランスフェクション、またはウイルス感染などの方法によって遺伝子
を組織培養物中の細胞に転移することを含む。通常、転移の方法は、細胞への選択可能な
マーカの転移を含む。細胞は次いで選択を受けることにより、転移された遺伝子を吸収し
て発現している細胞が単離される。それらの細胞は次に患者に送達される。
【０１３６】
　この態様において、核酸は、結果的に得られる組換え細胞のインビボでの投与に先立っ
て、細胞に導入される。こうした導入は当該技術分野において公知のあらゆる方法によっ
て行なうことができ、それはトランスフェクション、エレクトロポレーション、微量注射
、核酸配列を含むウイルスまたはバクテリオファージベクターによる感染、細胞融合、染
色体介在遺伝子転移、マイクロセル介在遺伝子転移、スフェロプラスト融合などを含むが
それに制限されない。細胞への外来遺伝子の導入のための多数の技術が当該技術分野にお
いて公知であり（たとえば、レフラー（Loeffler）およびベール（Behr）, 1993, Meth. 
Enzymol. 217:599-618; コーエンら、1993, Meth. Enzymol. 217:618-644; クライン（Cl
ine）、1985, Pharmac. Ther. 29:69-92を参照）、受容細胞の必要な発達および生理機能
が妨害されなければ、この発明に従って用いられ得る。その技術は核酸の細胞への安定し
た転移を与えるべきであり、それによって核酸は細胞によって発現可能となり、また好ま
しくは遺伝性であってその細胞後代によって発現可能となる。
【０１３７】
　結果的に得られる組換え細胞は、当該技術分野において公知のさまざまな方法によって
患者に送達できる。好ましい態様において、上皮細胞はたとえば皮下的に注射される。別
の態様では、組換え皮膚細胞が皮膚移植片として患者に適用されてもよい。組換え血液細
胞（たとえば造血幹細胞または始原細胞）は、静脈内に投与されることが好ましい。使用
に想定される細胞の量は、所望の効果、患者の状態などに依存し、当業者によって定める
ことができる。
【０１３８】
　遺伝子療法の目的のために核酸を導入できる細胞は、あらゆる所望の入手可能な細胞系
を含み、上皮細胞、内皮細胞、ケラチノサイト、繊維芽細胞、筋細胞、肝細胞；Ｔリンパ
球、Ｂリンパ球、単球、マクロファージ、好中球、好酸球、巨核球、顆粒球などの血液細
胞；たとえば骨髄、臍帯血、末梢血、胎児肝臓などから得られるようなさまざまな幹細胞
または始原細胞、特に造血幹細胞または始原細胞を含むがそれに制限されない。
【０１３９】
　好ましい態様において、遺伝子療法に用いられる細胞は患者の自己由来のものである。
【０１４０】
　遺伝子療法において組換え細胞が用いられる態様において、Ｔｓｇ１０１核酸が細胞に
導入されることにより、それが細胞またはその後代によって発現可能となり、その組換え
細胞が次いで治療効果のためにインビボで投与される。特定的な態様においては、幹細胞
または始原細胞が用いられる。単離してインビトロで維持可能なあらゆる幹細胞および／
または始原細胞が、この発明のこの態様に従って用いられ得る。こうした幹細胞は、造血
幹細胞（ＨＳＣ）、皮膚および腸の内側などの上皮組織の幹細胞、胎芽心筋細胞、肝臓幹
細胞（ＰＣＴ公報第ＷＯ９４／０８５９８号）、および神経幹細胞（ステンプル（Stempl
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e）およびアンダーソン、１９９２、Cell 71:973-985）を含むがそれに制限されない。
【０１４１】
　上皮幹細胞（ＥＳＣ）またはケラチノサイトは、皮膚および腸の内側などの組織から公
知の手順によって得ることができる（ラインワルド（Rheinwald）、1980, Meth. Cell Bi
o. 21A:229）。皮膚などの層状の上皮組織においては、基底板に最も近い層である胚層内
の幹細胞の有糸分裂によって再生が起こる。腸の内側の幹細胞は、この組織の迅速な再生
速度を与える。患者またはドナーの皮膚または腸の内側から得られたＥＳＣまたはケラチ
ノサイトは、組織培養物中で生育できる（ラインワルド、1980, Meth. Cell Bio. 21A:22
9; ピッテルコウ（Pittelkow）およびスコット（Scott）, 1986, Mayo Clinic Proc. 61:
771）。ＥＳＣがドナーから提供されたものであるとき、宿主対移植片の反応性を抑制す
るための方法（たとえば穏やかな免疫抑制を起こすための照射、薬物または抗体投与）が
用いられてもよい。
【０１４２】
　造血幹細胞（ＨＳＣ）に関して、ＨＳＣのインビトロでの単離、増殖および維持を与え
るあらゆる技術をこの発明のこの態様において用いることができる。これを達成し得る技
術は、（ａ）将来の宿主またはドナーから単離された骨髄細胞からのＨＳＣ培養物の単離
および確立、または（ｂ）同種または異種であってもよい以前に確立された長期ＨＳＣ培
養物の使用を含む。非自己由来ＨＳＣは、将来の宿主／患者の移植免疫反応を抑制する方
法と共に用いられることが好ましい。この発明の特定の態様において、ヒト骨髄細胞は、
針吸引によって臀部腸骨稜から得ることができる（たとえばコド（Kodo）ら、1984, J. C
lin. Invest. 73:1377-1384を参照）。この発明の好ましい態様において、ＨＳＣは高度
に濃縮または実質的に純粋な形にできる。この濃縮は長期培養の前、間または後に達成で
き、また当該技術分野において公知のあらゆる技術によって行なわれ得る。骨髄細胞の長
期培養物は、たとえば変形デクスター細胞培養技術（デクスター（Dexter）ら、1977, J.
Cell Physiol. 91:335）またはウイットロック－ヴィッテ培養技術（ウイットロック（Wi
tlock）およびヴィッテ（Witte）, 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 79:3608-3612
）を用いることによって確立および維持できる。
【０１４３】
　特定の態様において、遺伝子療法の目的のために導入される核酸は、コード領域に動作
可能に結合された誘導可能プロモータを含むことにより、転写の適切な誘導因子の有無を
制御することによって核酸の発現が調節可能になる。
【０１４４】
　この発明のＴｓｇ１０１断片またはその機能的派生物をコードする核酸を送達するため
に用いるために適用可能な付加的な方法を以下に説明する。
【０１４５】
　５．５．キット
　この発明はまた、この発明の抗－ＴＳＧ１０１抗体、または抗－ＴＳＧ１０１抗体を増
やすために用い得る１つまたはそれ以上のＴＳＧ１０１ポリペプチド、またはこの発明の
ポリペプチド抗－ＴＳＧ１０１抗体をコードする１つまたはそれ以上の核酸、またはこう
した核酸によって転換された細胞を１つまたはそれ以上の容器中に含むキットを提供する
。核酸は染色体内に組込まれても、またはベクター（たとえばプラスミド、特にプラスミ
ド発現ベクター）として存在してもよい。この発明の医薬組成物を含むキットも提供され
る。
【０１４６】
　６．実施例
　以下の実施例はこの発明の例示のために示されるものであり、いかなる態様においても
この発明を制限することは意図されない。
【実施例１】
【０１４７】
　６．１．実施例１：抗－ＴＳＧ１０１抗体の調製および用法
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　ウイルス感染に対する抗－ＴＳＧ１０１抗体の影響を定めるために、レトロウイルス感
染アッセイが開発された。末端反復配列（ＬＴＲ）プロモータから発現される大腸菌ｌａ
ｃＺ遺伝子を含むネズミ白血病ウイルス（ＭＬＶ）由来ベクター（ｐＢＭＮ－Ｚ－Ｉ－Ｎ
ｅｏ）が、２９３細胞（フェニックスＡ、ＡＴＣＣ）由来の両栄養性ネズミ白血病レトロ
ウイルスパッケージング細胞系にトランスフェクションされた。フェニックスＡヘルパー
細胞によって生成されるレトロウイルスが回収されて、マウスＮ２Ａ細胞（ＡＴＣＣ）の
感染に用いられた。ＭＬＶベクターのトランスフェクションの２４時間後に、抗－ＴＳＧ
１０１抗体が２９３ヘルパー細胞に加えられた。ウイルス生成に対するＴＳＧ１０１抗体
の効果は、ウイルス上清が標的細胞（Ｎ２Ａ）に感染する効率によって定められた。次に
、β－ガラクトシダーゼ活性の細胞染色（正の細胞は青く染色され、図２における暗い点
のように示される）によってＮ２Ａ細胞の感染が定められた。
【０１４８】
　典型的に、フェニックスＡ細胞は、トランスフェクションの１日前にポリ－Ｄ－リジン
被覆６－ウェルプレートに接種された。次に、４マイクログラムのｐＢＭＮ－Ｚ－Ｉ－Ｎ
ｅｏが、１２μｌのリポフェクタミン２０００（インビトロジェン）の存在下で各ウェル
にトランスフェクションされた。トランスフェクションの２４時間後に、培地がトリコス
タチンＡ（３μＭ）および５または１０μｇの適切な抗－ＴＳＧ１０１抗体を含む１ｍｌ
／ウェルの新鮮な培地と交換された。２４から４８時間後にウイルス上清が回収され、０
．２μｍフィルタでフィルタリングされ、１ｍｌのウイルス上清がポリブレン（１０μｇ
／ｍｌ）を含む１ｍｌの新鮮な培地と混合されて、Ｎ２ａ細胞の１ウェルの感染に用いら
れた。感染の４８時間後にＮ２ａ細胞は固定され、β－Ｇａｌ染色キット（インビトロジ
ェン）に記載されるとおりにＸ－Ｇａｌで染色された。結果をデジタル画像で記録した。
【０１４９】
　以下の実験では、Ｎ－末端ＴＳＧ１０１タンパク質に対するウサギ抗体と、Ｃ－末端Ｔ
ＳＧ１０１タンパク質に対するウサギ抗体との２つの抗－ＴＳＧ１０１抗体のウイルス感
染に対する影響がテストされた。抗－Ｎ末端ＴＳＧ１０１抗体は、ヒトＴＳＧ１０１タン
パク質のＮ－末端断片ＶＲＥＴＶＮＶＩＴＬＹＫＤＬＫＰＶＬ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２
）を用いて増やされた。抗－Ｃ末端ＴＳＧ１０１抗体は、ヒトＴＳＧ１０１タンパク質の
Ｃ－末端断片ＱＬＲＡＬＭＱＫＡＲＫＴＡＧＬＳＤＬＹ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）を用
いて増やされた。非特異的抗体対照としてウサギＩｇＧが用いられた。１０回を超える独
立した実験が行なわれ、代表的な結果が図２に示される。抗体処理していないフェニック
スヘルパー細胞（正の対照）は、効率的なレトロウイルスの生成およびＮ２Ａ標的細胞の
感染を示した（左上パネル）。ウサギＩｇＧは影響しなかった（左中パネル）。Ｎ－末端
ＴＳＧ１０１に対するウサギ抗体は約２０％－６０％の阻害を示した（左下パネル）。し
かし、Ｃ－末端ＴＳＧ１０１に対するウサギ抗体はレトロウイルスの生成およびＮ２Ａ標
的細胞の感染を顕著に阻害した（５０－７０％阻害、右上パネル）。抗－Ｃ末端および抗
－Ｎ末端抗体の混合物は、抗－Ｃ末端抗体のみの場合と同様の結果を与えた（右中パネル
）。ウイルス感染していないＮ２ａ細胞は、最小限のバックグラウンド染色のみを示した
（右下パネル）。
【０１５０】
　ＨＩＶウイルス感染アッセイにおいても類似の結果が得られた。
【実施例２】
【０１５１】
　６．２．実施例２：ウイルス出芽の際に細胞表面に局在化されるＴＳＧ１０１
　この実施例は、ＨＩＶ放出の際にＴＳＧ１０１のドメインが細胞表面に露出され、抗－
ＴＳＧ１０１抗体がＨＩＶ放出および感染を阻害したことを示す。
【０１５２】
　１．ウイルス放出の際のＴＳＧ１０１局在性
　ＴＳＧ１０１が形質膜におけるウイルス放出に積極的にかかわっていることを示すため
に、ＧＦＰ－ＴＳＧ１０１融合タンパク質の発現ベクターが構築されて、Ｍ－ＭｕＬＶウ
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イルスを積極的に生成するフェニックス細胞（スタンフォード大学のノラン（Nolan）ら
により開発されたレトロウイルスヘルパー細胞系）にトランスフェクションされた。トラ
ンスフェクションの２４時間後、共焦点顕微鏡（ウルトラビュー（Ultraview）、パーキ
ン－エルマー）の下でＧＦＰ－ＴＳＧ１０１融合タンパク質のトラフィックが観察された
。図３Ａ－Ｅは、ＧＦＰ－ＴＳＧ１０１タンパク質が細胞質から細胞表面へ移動してウイ
ルス生成細胞から「出芽」する画像の時間経過を示す。
【０１５３】
　２．ＨＩＶ出芽の際のＴＳＧ１０１の細胞表面局在性
　ＴＳＧ１０１がＨＩＶ出芽にも積極的にかかわっているかどうかを定めるために、抗－
ＴＳＧ１０１抗体を用いて、ＨＩＶでトランスフェクションされたヒトＣＤ４＋ヒトＴ細
胞系Ｈ９（Ｈ９ΔＢｇｌと示す）における細胞表面ＴＳＧ１０１を直接検出し、対照とし
てトランスフェクションしていないＨ９細胞を用いた。２つのウサギ抗－ＴＳＧ１０１ポ
リクローナル抗体、１つはＮ－末端に対するもの（抗－ＴＳＧ１０１“Ｃ”と示す）で、
１つはＣ－末端ＴＳＧ１０１に対するもの（抗－ＴＳＧ１０１“Ｅ”と示す）、がこの研
究に対して用いられた。どちらの抗体もよく特徴付けされたものである（リら、2001, Pr
oc Natl Acad Sci USA 98(4): 1619-24）。どちらの抗体も、ＨＩＶを生成するＨ９ΔＢ
ｇｌ細胞においてのみＴＳＧ１０１の細胞表面局在性を特異的に検出し、対照Ｈ９細胞に
おいては細胞表面ＴＳＧ１０１は検出されなかった（図４）。興味深いことに、抗－ＴＳ
Ｇ１０１抗体は、抗－ＨＩＶ抗体によって観察されるような「キャップ形成」様出芽構造
を検出した（リー（Lee）ら、1999, J Virol. 73:5654-62）。
【０１５４】
　３．ＨＩＶ出芽の際のＴＳＧ１０１の細胞表面局在性のＦＡＣＳプロファイル
　次いで、ＨＩＶ生成細胞（Ｈ９ΔＢｇｌ）および対照Ｈ９細胞におけるＴＳＧ１０１の
細胞表面局在性が蛍光活性化細胞選別器（ＦＡＣＳ）によって調べられた。Ｈ９ΔＢｇｌ
およびＨ９細胞はいずれも固定され、抗－ＴＳＧ１０１抗体で染色され、蛍光ラベルされ
た二次抗体によって検出された。免疫染色された細胞はＦＡＣＳで分析された。６回を超
える独立した実験により、約７０－８５％のＨ９ΔＢｇｌ細胞が表面ＴＳＧ１０１に対し
て正に染色されたのに対し、約０．１％未満のＨ９対照細胞が表面ＴＳＧ１０１に対して
正に染色されたことが示された（図５）。これらの結果は、共焦点顕微鏡によるＨ９ΔＢ
ｇｌおよびＨ９対照細胞の両方の直接調査によってさらに確認された。少数（０．１％未
満）のＨ９対照細胞は、共焦点顕微鏡分析後の免疫染色手順に関連する弱いバックグラウ
ンド蛍光シグナルによってもたらされた。Ｈ９ΔＢｇｌ細胞の正の集団は明るい蛍光を示
した。
【０１５５】
　４．トランスフェクションされた２９３細胞におけるＨＩＶ生成の抗－ＴＳＧ１０１抗
体阻害
　ＨＩＶ－１ウイルス生成アッセイを用いて、レトロウイルス生成に対するＴＳＧ１０１
の阻害的効果をさらに調べた。ＨＩＶ－１ベクターｐＮＬ４－３が２９３Ｔ細胞にトラン
スフェクションされた。トランスフェクションの２４時間後、２つの抗－ＴＳＧ１０１抗
体（１０μｇ／ｍｌ）、すなわち抗－ＴＳＧ１０１抗体“Ｅ”および抗－ＴＳＧ１０１抗
体“Ｂ”、ならびに非特異的対照抗体（１０μｇ／ｍｌ）がそれぞれ細胞培養物に加えら
れた。抗－ＴＳＧ１０１抗体“Ｂ”はネズミＴＳＧ１０１Ｎ－末端断片に対して増やされ
たもので、ヒトＴＳＧ１０１タンパク質にあまり結合しない。抗－ＴＳＧ１０１抗体“Ｂ
”は対照として用いられた。追加の２４時間インキュベーションの後、細胞溶解物が抽出
され、細胞培養上清が回収されて、スクロース勾配によってＨＩＶ－１ビリオンが精製さ
れた。細胞溶解物および精製ビリオンの両方が、２つの抗－ＨＩＶ－１抗体（抗－ｐ５５
および抗－ｐ２４）を用いたウェスタンブロットにより分析された。図６に示されるとお
り、抗－ＴＳＧ１０１抗体“Ｅ”処理はＨＩＶ－１ビリオン放出の顕著な阻害を示した（
ウェスタンブロットの密度追跡による７０％を超える阻害、レーン８）のに対し、抗－Ｔ
ＳＧ１０１抗体“Ｂ”（レーン７）および対照抗体（レーン６）はＨＩＶ－１放出の顕著
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な阻害を示さなかった。
【０１５６】
　５．ヒトＣＤ４＋Ｔリンパ球（Ｈ９ΔＢｇｌ細胞）からのＨＩＶ放出の抗体阻害
　ＨＩＶ放出に対する抗体の効果を特定的に調べるために、Ｈ９ΔＢｇｌ細胞に基づくＨ
ＩＶ放出アッセイが開発された。Ｈ９ΔＢｇｌ細胞は、エンベロープ欠損ＨＩＶ構成（Ｈ
ＩＶゲノムのＢｇｌＩＩ断片の削除）によってトランスフェクションされたヒトＣＤ４＋
Ｔリンパ球である。安定にトランスフェクションされたＨ９ΔＢｇｌ細胞は、非感染性の
形のＨＩＶ（ＨＩＶエンベロープ欠損のために培養物中の他のＨ９ΔＢｇｌ細胞に感染で
きない）を生成し、Ｈ９ΔＢｇｌ細胞からのＨＩＶ放出は細胞培養上清のＨＩＶｐ２４Ｅ
ＬＩＳＡによって直接測定できる。いくつかの濃度のＴＳＧ１０１抗体“Ｅ”および対照
抗体（同じ濃度のウサギＩｇＧ）を用いて、Ｈ９ΔＢｇｌ細胞とともにインキュベートし
た。抗体を加えて４８時間後に、培養上清を回収してＨＩＶｐ２４ＥＬＩＳＡに供した。
８０μｇ／ｍｌにおいてウイルス放出の顕著な抗体阻害が観察された（図７）。
【０１５７】
　６．ＨＩＶ伝染性の抗体阻害
　抗－ＴＳＧ１０１抗体がウイルス放出に続くＨＩＶ伝染性に対する付加的な影響を有す
るかどうかを定めるために、ジャーカット細胞からのＨＩＶ上清を用いて、抗－ＴＳＧ１
０１抗体“Ｅ”および対照としてのウサギＩｇＧ（４０μｇ／ｍｌ）の存在下でＭＡＧＩ
細胞を感染した。抗－ＴＳＧ１０１抗体はＨＩＶ伝染性の顕著な阻害を示し（図８）、Ｔ
ＳＧ１０１がウイルス放出に続く標的細胞のＨＩＶ成熟および／または感染における役割
を有することを示唆した。
【実施例３】
【０１５８】
　６．３．実施例３：抗－ＴＳＧ１０１抗体はエボラウイルスの放出を阻害する
　この実施例は、ＴＳＧ１０１がＥＢＯＶ　ＶＰ４０と相互作用し、ＴＳＧ１０１がＥＢ
ＯＶ　ＶＬＰに取込まれ、また抗－ＴＳＧ１０１抗体がＥＢＯＶウイルス様粒子（ＶＬＰ
）の放出を阻害することを示す。
【０１５９】
　フィロウイルス科族の唯一のメンバーであるＥＢＯＶおよびＭＡＲＶはマイナス鎖非分
節の１９ＫｂのＲＮＡゲノムを有し、そのゲノムは７つの遺伝子、すなわち核タンパク質
（ＮＰ）、ウイルスタンパク質ＶＰ３５、ＶＰ４０、糖タンパク質（ＧＰ）、ＶＰ３０、
ＶＰ２４、およびＲＮＡポリメラーゼ（Ｌ）を含み、それらはＭＡＲＶにおいては７つの
タンパク質を、ＥＢＯＶにおいては８つのタンパク質をコードしている。近年の研究によ
り、３２６アミノ酸マトリックス（Ｍ）タンパク質であるＶＰ４０の細胞局在性および役
割に対するいくつかの洞察がもたらされた（ジャゼノスキら、2001, J Virol 75(11): 52
05-14; コレスニコバ（Kolesnikova）ら、2002, J Virol 76(4): 1825-38）。ＥＢＯＶま
たはＭＡＲＶのいずれかに感染した細胞においては、ＶＰ４０の大部分が形質膜の細胞質
面に疎水性相互作用を介して末梢的に会合する。重要なことに、本物のウイルスに類似し
たいくつかの形態特性を有する非感染性粒子であるウイルス様粒子（ＶＬＰ）の生成には
、トランスフェクションされた細胞中のＥＢＯＶおよびＭＡＲＶ　ＶＰ４０の発現が必要
である。ＶＰ４０が感染細胞からの自身の放出を指示する能力は、他のエンベロープＲＮ
Ａウイルスと共通のプロリンに富む配列モチーフにマッピングされた（ハーティら、2000
, Proc Natl Acad Sci USA 97(25): 13871-6）。
【０１６０】
　１．エボラ集合および放出の代理モデルとしてのウイルス様粒子の生成
　いくつかのウイルス様粒子は、ウイルスマトリックスタンパク質の単なる発現によって
生成できる（ジョンソン（Johnson）ら、2000, Curr Opin Struct Biol 10, 229-235）。
ＥＢＯＶおよびＭＡＲＶマトリックスタンパク質（ＶＰ４０）は形質膜およびウイルス封
入体の両方に局在化することが示されており（コレスニコバら、2002, J Virol 76(4): 1
825-38; マーティン－セラーノら、2001, Nature Medicine 7:1313-19）、ＶＰ４０は成
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熟ビリオンの集合および放出を行なうことが示唆されている。しかし、ＶＰ４０のみの発
現によってＶＬＰを効率的に生成する試みは全く実を結ばず、アモルファスＶＰ４０含有
材料の非効率的な放出が示された（ババリ（Bavari）ら、2002, J Exp Med 195, 593-602
）。レトロウイルスにおいて、集合複合体のラフト（raft）局在化はＮ－末端アシル化Ｇ
ａｇタンパク質の会合によって制御される（キャンベル（Campbell）ら、2001, J Clin V
irol 22, 217-227）のに対し、ＶＰ４０などのフィロウイルスタンパク質のラフトターゲ
ッティングは主にウイルス糖タンパク質（ＧＰ）によって制御されているようである（バ
バリら、2002, J Exp Med 195, 593-602）。したがって、フィロウイルスＶＬＰの生成に
はＧＰおよびＶＰ４０の両方の共発現が必要なのではないかという仮説が立てられた。Ｇ
ＰおよびＶＰ４０が培養上清に放出されるかどうかがまず調べられた。ＧＰまたはＶＰ４
０のいずれかのみを発現する細胞においては、いずれのタンパク質も細胞と上清との両方
において検出された（図９Ａ）。しかし、両方のタンパク質の共発現によって、細胞から
の放出がかなり増加した（図９Ａ）。もし放出されたＧＰおよびＶＰ４０が粒子中で会合
しているなら、ＶＰ４０は抗－ＧＰｍＡｂによって共免疫沈降するはずだと推論された。
図９Ｂに示されるとおり、ＥＢＯＶのＧＰおよびＶＰ４０の両方でトランスフェクション
した細胞の上清からの抗ＧＰ－免疫沈降物からＶＰ４０は容易に検出された。ＶＰ４０の
みを発現する細胞の上清からはＶＰ４０は落とされず、この共免疫沈降（co-IP）が特異
的であることを示した。
【０１６１】
　２．ＥＢＯＶ　ＧＰおよびＶＰ４０により形成される粒子はエボラウイルスの形態特性
を示す
　共免疫沈降実験は、上清に放出されたＧＰおよびＶＰ４０が何らかの形で互いに会合し
ていることを示した。これらの複合体がウイルス様粒子（ＶＬＰ）を表わすかどうかを確
認するために、培養上清からの粒状材料がスクロース勾配超遠心分離によって精製され（
ババリら、2002, J Exp Med 195, 593-602）、電子顕微鏡を用いて分析された。興味深い
ことに、ＧＰおよびＶＰ４０によって共トランスフェクションされた細胞の上清から得ら
れた粒子のほとんどは、フィロウイルスに著しく類似した線状形態を示した（図１０Ａお
よびＢ）（ゲイスバート（Geisbert）ら、1995, Virus Res 39,129-150; マーフィ（Murp
hy）ら、1978, エボラおよびマールブルグウイルス形態および分類（Ebola and Marburg 
virus morphology and taxonomy）, 初版（アムステルダム、Elsvier)）。これに対し、
単独でトランスフェクションされた細胞から得られた材料は、細胞死の際に放出されたと
思われる少量の膜断片しか含んでいなかった。ＶＬＰは直径が５０－７０ｎｍであり、長
さが１－２μｍである（図１０）。これは、インビトロ感染後の細胞培養上清において見
られるエボラビリオンの長さの範囲に類似している（ゲイスバートら、1995, Virus Res 
39,129-150）。ＶＬＰの直径が（ＥＢＯＶの８０ｎｍに比べて）より小さいのは、おそら
くリボ核タンパク質複合物の欠如によるものであろう。分岐形、棒形、Ｕ形および６形な
ど、フィロウイルスに対して記載されるあらゆる種類の形態（フェルドマン（Feldmann）
ら、1996, Adv Virus Res 47, 1-52; ゲイスバートら、1995, Virus Res 39,129-150）が
これらの粒子において観察された（図１０）。また、ＶＬＰは５－１０ｎｍの表面突起ま
たは「スパイク」で覆われており（図１０）、これはＥＢＯＶの特徴である（フェルドマ
ンら、1996, Adv Virus Res 47, 1-52; ゲイスバートら、1995, Virus Res 39,129-150）
。抗－エボラＧＰ抗体によるＶＬＰの免疫金染色は、粒子の表面上のスパイクのエボラ糖
タンパク質としての同一性を示した（図１０Ｂ）。マールブルグウイルスに対するＶＬＰ
も類似の態様で生成された。
【０１６２】
　要約すると、生物学的封じ込め（biocontainment）実験室の制限なしに行なわれ得るエ
ボラウイルスの集合および放出に対する代理アッセイを確立した。このアッセイは、エボ
ラウイルス出芽を阻害し得る薬剤の初期スクリーニングに用いることができる。
【０１６３】
　３．エボラウイルス生活環におけるＴＳＧ１０１の役割に関する研究
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　我々は、ＥＢＯＶ集合および放出における液胞タンパク質選別（ｖｐｓ）タンパク質Ｔ
ＳＧ１０１のＶＰ４０の後期ドメインとの相互作用のかかわりを調べるために一連の生化
学的研究を行なった。これらの研究には、Ｃ－末端がＭｙｃエピトープで標識された１組
の短くしたＴＳＧ１０１が用いられた。全長ＴＳＧ１０１ならびに１４０、２５０および
３００の位置で短くされた変異体と、ＥＢＯＶ　ＶＰ４０とによって２９３Ｔ細胞がトラ
ンスフェクションされた。４８時間後に細胞が溶解され、抗－Ｍｙｃ抗体による免疫沈降
を受けた。図１１に示されるとおり、ＶＰ４０は、１－１４０の短くされた変異体を除く
すべてのＴＳＧ１０１タンパク質とともに共沈した。この変異体と会合しないことは、残
基１４１－１４５がＨＩＶ　Ｇａｇ由来ＰＴＡＰペプチドとの重要な接触を行なうことを
示す構造的データ（ポルニロスら、2002, Nat Struct Biol 9, 812-7）に一致している。
興味深いことに、ＴＳＧ１０１の１－３００変異体とのＶＰ４０の会合は、全長または１
－２５０変異体とのものよりも顕著に強かった（図１１）。全長ＴＳＧ１０１の会合の方
が低かったのは、ＴＳＧ１０１のＵＥＶドメインとの分子間または分子内会合を形成し得
る、この分子のＣ－末端領域中のＰＴＡＰモチーフの存在のためだろう。アミノ酸２５０
－３００の削除による相互作用の劇的な減少は、この領域における残基がウイルスマトリ
ックスタンパク質との結合に寄与している可能性を示唆する。
【０１６４】
　ＴＳＧ１０１およびＶＰ４０がＰＴＡＰモチーフを通じて直接会合していることを確か
めるために、ファーウェスタン分析を行なった。エボラＶＰ４０（１－３２６）および短
くした（３１－３２６）エボラＶＰ４０タンパク質、ならびにＴＳＧ１０１のＨＡタグＵ
ＥＶドメインをバクテリアで生成した。これらのタンパク質を４－２０％勾配ゲルで電気
泳動し、ニトロセルロース膜への電気泳動的転写（electroblotted）を行なった。ブロッ
キングの後、ブロットを精製ＴＳＧ１０１タンパク質（ＵＥＶ）とともにインキュベート
し、洗浄し、抗ＴＳＧ１０１抗体および二次抗体としてのＨＲＰラベルヤギ抗ウサギ抗体
を用いた増強化学発光によってタンパク質－タンパク質相互作用を検出した。図１２に示
されるとおり、ＴＳＧ１０１は全長エボラＶＰ４０と相互作用したが、短くしたエボラＶ
Ｐ４０とは相互作用せず、ＶＰ４０のＮ末端におけるＰＴＡＰモチーフがＶＰ４０－ＴＳ
Ｇ１０１（ＵＥＶ）相互作用に重要な役割を果たしていることが確認された。エボラＶＰ
４０抗体によって展開した同じウェスタンブロットによって、全長および短くしたＶＰ４
０の両方を検出でき、ブロット上の両方のタンパク質の存在が示された。
【０１６５】
　４．エボラＶＰ４０－ＴＳＧ１０１相互作用の表面プラズモン共鳴バイオセンサ（ＳＰ
Ｒ）分析
　ＳＰＲ測定を用いて、ＴＳＧ１０１と相互作用するエボラＶＰ４０の定量分析を行なっ
た。エボラＶＰ４０のＮ末端からの１１アミノ酸残基を含むビオチン化ペプチド（Ｂｉｏ
－ＩＬＰＴＡＰＰＥＹＭＥ）をストレプトアビジンチップ上に固定した。ＵＥＶドメイン
のみを含む精製ＴＳＧ１０１タンパク質を異なる濃度（１、２、５、２０μＭ）で連続的
に注入した。図１３に示されるように、ペプチドおよびタンパク質間の中程度の親和性の
相互作用が検出できる。このＳＰＲデータに基づいて、我々はこの相互作用に対する約２
μＭのＫＤ値を算出した。
【０１６６】
　５．エボラＶＬＰおよびビリオンへのＴＳＧ１０１の取込み
　ＴＳＧ１０１がＥＢＯＶ　ＶＬＰに取込まれているかどうかを定めるために、ＴＳＧ１
０１（１－３１２）をＧＰまたはＧＰ＋ＶＰ４０とともに２９３Ｔ細胞中で発現した。抗
ＧＰ抗体を用いてＶＬＰを上清から免疫沈降した。ＴＳＧ１０１（１－３１２）の発現の
結果、ＶＬＰ放出が顕著に増加し、ＶＬＰ出芽におけるＴＳＧ１０１の正の役割が示唆さ
れた（図１４Ａ、レーン４）。加えて、ＴＳＧ１０１（１－３１２）は、ＧＰおよびＶＰ
４０とともに発現されたときに培養上清から抗－ＧＰ抗体によって共免疫沈降した（図１
４Ａ、レーン４）。ＶＰ４０不在下で発現されたときにはＧＰと会合したＴＳＧ１０１は
見出されず（図１４Ａ、レーン３）、そのＧＰとの会合はＶＬＰの形成に依存することが
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示唆された。全長ＴＳＧ１０１についても同様の結果が得られた。これらのデータはＴＳ
Ｇ１０１がＶＬＰに取込まれることを強く示唆するものであり、ＴＳＧ１０１がウイルス
集合および／または出芽における役割を果たすという仮説を支持するものである。この結
果をさらに実証するために、我々はまた、ＴＳＧ１０１の存在について、不活性化しバン
ド精製したＥＢＯＶ（ｉＥＢＯＶ）を分析した。ＴＳＧ１０１の存在について、５μｇの
ｉＥＢＯＶを免疫ブロットにより分析した。図６Ｂに示されるとおり、我々はｉＥＢＯＶ
中に容易に検出可能なレベルのＴＳＧ１０１を見出し、エボラウイルス中へのＴＳＧ１０
１の取込みを明らかに示した。
【０１６７】
　６．エボラウイルス放出に対するポリクローナル抗ＴＳＧ１０１抗体の影響
　生化学的データおよびＶＬＰ放出データは、エボラウイルスの出現にＴＳＧ１０１が重
要であることを示唆した。したがって、エボラザイール－９５ウイルスに感染したヒーラ
細胞におけるウイルス生成に対するポリクローナル抗－ＴＳＧ１０１抗体“Ｃ”および“
Ｅ”（ＨＩＶに対する阻害的影響を示した、実施例１および２を参照）の影響をテストし
た。ヒーラ細胞の単分子層を１ＭＯＩのウイルスとともに５０分間インキュベートし、洗
浄し、抗－ＴＳＧ１０１抗体または対照ウサギ抗マウス抗体を含む培地を５μｇ／ｍｌに
て加えた。２４時間後に上清を集め、放出されたウイルスを以前に述べたように（ババリ
ら、2002, J Exp Med 195, 593-602）プラークアッセイによって数えた。図１５に示すと
おり、これらの抗体はヒーラ細胞上清へのビリオンの放出を部分的に阻害した。
【０１６８】
　７．引用した参考文献
　ここに引用されるすべての参考文献は、個々の出版物または特許または特許出願の各々
がすべての目的に対して全体にわたって引用により援用されると特定的かつ個別に示され
た場合と同程度に、ここに全体にわたってかつすべての目的に対して引用により援用され
る。
【０１６９】
　当業者に明らかになるとおり、この発明の趣旨および範囲から逸脱することなく多くの
変更および修正を行ない得る。ここに記載される特定の実施例は例示のためにのみ提供さ
れるものであり、この発明は添付のクレームおよびこうしたクレームが与える同等物の全
体の範囲によってのみ制限される。
【図面の簡単な説明】
【０１７０】
【図１】ヒトＴＳＧ１０１タンパク質の３９０アミノ酸配列（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１）
。（ジーンバンク登録番号（GenBank Accession No.）Ｕ８２１３０．１／ＧＩ：１７７
２６６３）。
【図２】ＭＬＶウイルス生成に対する抗－ＴＳＧ１０１抗体の影響。左上パネル：抗体処
理していないフェニックスヘルパー細胞（正の対照）は効率的なレトロウイルスの生成お
よびＮ２Ａ標的細胞の感染を示した。左中パネル：ウサギＩｇＧは影響しなかった。左下
パネル：Ｎ－末端ＴＳＧ１０１に対するウサギ抗体は２０％未満の阻害の影響を有した。
右上パネル：Ｃ－末端ＴＳＧ１０１に対するウサギ抗体はレトロウイルスの生成およびＮ
２Ａ標的細胞の感染を顕著に阻害した（５０－７０％阻害）。右中パネル：抗－Ｃ末端お
よび抗－Ｎ末端抗体の混合物は抗－Ｃ末端抗体のみのときと同様の結果を与えた。右下パ
ネル：ウイルス感染していないＮ２ａ細胞は最小限のバックグラウンド染色のみを示した
。
【図３】ウイルス放出の際にＧＦＰ－ＴＳＧ１０１は細胞表面に局在化する。ＧＦＰ－Ｔ
ＳＧ１０１のトランスフェクションの２４時間後の活性ウイルス放出を伴うフェニックス
ヘルパー細胞のライブ共焦点画像。図３Ａ、４つの細胞の明視野画像。図３Ｂ－Ｅ、同じ
視野の異なる区画のライブ共焦点蛍光画像。白矢印は、ＧＦＰ－ＴＳＧ１０１の細胞表面
局在性を示す。
【図４】ＨＩＶ出芽の際のＴＳＧ１０１の細胞表面局在化。Ｈ９ΔＢｇｌ細胞（ＨＩＶウ
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イルス組込みを有するＣＤ４＋ヒトＴリンパ球）は、欠損エンベロープタンパク質を有す
るＨＩＶビリオン（この非感染性の形のＨＩＶウイルスは他の細胞に感染せず、よってウ
イルス放出の研究を特定的に可能にする）を積極的に生成および放出した。ＨＩＶを有さ
ない親Ｈ９細胞を対照として用いた。Ｈ９ΔＢｇｌおよびＨ９細胞はいずれも２％パラホ
ルムアルデヒドで室温にて１０分間固定した（この表面固定は細胞を易透化しない）。抗
－ＴＳＧ１０１抗体を両方の細胞系とともに２０分間インキュベートし、蛍光ラベルした
二次抗体で検出した。上パネル：蛍光画像、下パネル：明視野画像。
【図５】ＨＩＶ出芽の際のＴＳＧ１０１の細胞表面局在化のＦＡＣＳプロファイル。Ｈ９
ΔＢｇｌおよびＨ９細胞はいずれも２％パラホルムアルデヒドで室温にて１０分間固定し
た（この表面固定は細胞を易透化しない）。抗－ＴＳＧ１０１抗体を両方の細胞系ととも
に２０分間インキュベートし、蛍光ラベルした二次抗体で検出した。免疫染色細胞をＦＡ
ＣＳで分析した。上パネル：Ｈ９ΔＢｇｌ細胞、８５％の細胞が表面ＴＳＧ１０１に対し
て正に染色される。下パネル：Ｈ９対照細胞、０．１％未満の細胞が表面ＴＳＧ１０１に
対して正に染色される。
【図６】抗－ＴＳＧ１０１抗体によるＨＩＶ－１生成の阻害。レーン１および５、偽トラ
ンスフェクション。レーン２および６、ｐＮＬ４－３および対照抗体（ウサギＩｇＧ）。
レーン３および７、ｐＮＬ４－３および抗－ＴＳＧ１０１抗体“Ｂ”。レーン４および８
、ｐＮＬ４－３および抗－ＴＳＧ１０１抗体“Ｅ”。
【図７】Ｈ９ΔＢｇｌ細胞からのＨＩＶ放出の抗体阻害。ＨＩＶを生成するＨ９ΔＢｇｌ
細胞を異なる濃度の抗－ＴＳＧ１０１抗体“Ｅ”とともにインキュベートし、４８時間後
にウイルス上清を回収してＨＩＶｐ３４ＥＬＩＳＡキットによりアッセイした。３回の独
立した実験（各々３組）の平均を示した。８０μｇ／ｍｌにおいてウイルス放出の顕著な
抗体阻害（＊Ｐ＜０．０５）が観察された。
【図８】ＨＩＶ伝染性の抗体阻害。（野生型ＨＩＶ－１に感染した）ＨＩＶ生成ジャーカ
ット細胞を４０μｇ／ｍｌの抗－ＴＳＧ１０１抗体“Ｅ”とともにインキュベートし、４
８時間後にウイルス上清を回収して、ＭＡＧＩ細胞の感染に用いた。ＨＩＶｐ２４ＥＬＩ
ＳＡキットによりアッセイした。３回の独立した実験（各々３組）の平均を示した。４０
μｇ／ｍｌにおいてウイルス放出の顕著な抗体阻害が観察された。
【図９】培養上清へのエボラＧＰおよびＶＰ４０の放出。図９Ａ、示されるプラスミドで
２９３Ｔ細胞をトランスフェクションし、上清の浮遊物を取除き、粒状材料を超遠心分離
によって２０％スクロースを通じて沈殿させた。免疫ブロット（ＩＢ）によって、細胞溶
解物および上清からの粒状材料における個々のタンパク質を検出した。図９Ｂ、エボラＶ
Ｐ４０のみまたはＧＰ＋ＶＰ４０でトランスフェクションした細胞からの上清を抗－ＧＰ
ｍＡｂで免疫沈降し、免疫ブロットにより分析した。下パネルは全細胞溶解物中のＶＰ４
０の発現を示す。ＩｇＨ：免疫沈降に用いた抗体からの免疫グロブリン重鎖。
【図１０】ＥＢＯＶ　ＧＰおよびＶＰ４０によって生成されるウイルス様粒子の電子顕微
鏡分析。エボラＧＰ＋ＶＰ４０でトランスフェクションした２９３Ｔ細胞の上清の超遠心
分離によって得られた粒子を、酢酸ウラニルでネガティブ染色して超微細構造を示し（図
１０Ａ）、または抗－Ｅｂｏ－ＧＰｍＡｂに続く免疫金ウサギ抗マウスＡｂによって染色
し（図１０Ｂ）、電子顕微鏡法によって分析した。
【図１１】２９３Ｔ細胞におけるＶＰ４０とＴＳＧ１０１との会合。Ｍｙｃ標識ＴＳＧ１
０１の全長（ＦＬ）または示される短くしたものとＶＰ４０とで細胞をトランスフェクシ
ョンした。４８時間後に細胞を溶解し、抗Ｍｙｃによる免疫沈降に供した。
【図１２】エボラＶＰ４０とＴＳＧ１０１ＵＥＶドメインとの会合のファーウェスタン分
析。
【図１３】エボラＶＰ４０のＴＳＧ１０１との相互作用のＳＰＲ分析。
【図１４】ＴＳＧ１０１のエボラＶＬＰおよび不活性化エボラウイルスとの会合。図１４
Ａは、２９３細胞を示されるプラスミドによってトランスフェクションし、上清を抗－Ｇ
ＰｍＡｂによって免疫沈降し、右側に示す抗体による免疫ブロットによって分析した。下
側の３つのパネルは、全細胞溶解物中のトランスフェクションされたタンパク質の発現を
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示す。図１４Ｂは、５μｇ不活性化エボラウイルス（ｉＥＢＯＶ）をＳＢＳ－ＰＡＧＥお
よびウサギ抗－ＴＳＧ１０１抗体によるウェスタンブロット解析に供した。分子量マーカ
ーおよびＴＳＧ１０１の位置が示される。
【図１５】抗ＴＳＧ１０１抗体によるヒーラ細胞におけるエボラウイルス放出の阻害の結
果。
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摘要(译)

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