
(57)【要約】
【課題】抗原に対する寛容性を誘発するための医薬組成物を提供する。
【解決手段】個体への導入に好適なリンパ球様細胞又は造血細胞及び医薬として許容可能
な賦形剤を含み、ここで、前記細胞はプロモーターに作用可能に連結された融合タンパク
質をコードする核酸配列を含み、ここで、前記核酸配列はウイルスベクター又はその部分
を含み、前記融合タンパク質は、以下の：（１）イムノグロブリン重鎖又は軽鎖；及び（
２）前記抗原の少なくとも１つのエピトープを含むポリペプチドを含み、さらにここで、
前記個体への前記組成物の導入により、前記個体において前記抗原に対する寛容性が誘発
される、医薬組成物。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 抗 原 に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 す る た め の 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 個 体 へ の 導 入 に 好 適 な リ ン
パ 球 様 細 胞 又 は 造 血 細 胞 及 び 医 薬 と し て 許 容 可 能 な 賦 形 剤 を 含 み 、 こ こ で 、 前 記 細 胞 は プ
ロ モ ー タ ー に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 み 、 こ こ で
、 前 記 核 酸 配 列 は ウ イ ル ス ベ ク タ ー 又 は そ の 部 分 を 含 み 、 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 以 下 の
： （ １ ） イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 重 鎖 又 は 軽 鎖 ； 及 び （ ２ ） 前 記 抗 原 の 少 な く と も １ つ の エ ピ ト
ー プ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 そ し て こ こ で 、 前 記 個 体 へ の 導 入 に よ っ て 、 前 記 組 成 物
が 前 記 抗 原 に 対 す る 寛 容 性 を 前 記 個 体 に お い て 誘 発 す る 、 前 記 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 、 以 下 の ： レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 及 び バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク
タ ー か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 核 酸 配 列 の ２ 以 上 の コ ピ ー が 存 在 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン が IgGで あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 前 記 重 鎖 の N-末 端 可 変 領 域 を 含 み 、 か つ 該 N-末 端 可 変 領 域 の 第
１ フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に 隣 接 し て 挿 入 さ れ た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載
の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 細 胞 が 前 記 個 体 と 同 系 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 細 胞 が 骨 髄 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 細 胞 が B細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記 対 象 に お い て 抗 原 に 対 す る
寛 容 性 を 誘 発 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 、 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 が λ CIリ プ レ ッ サ ー タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 １ ２ ～ ２ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 み 、 さ ら に こ
こ で 、 該 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ が 、 可 変 重 鎖 の N-末 端 の 第 １ フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に 挿 入 さ れ
る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 ベ ク タ ー が レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 形 質 転 換 さ れ た 造 血 細 胞 を 前 記 動 物 中 に 導 入 す る 前 に 、 該 動 物 を 十 分 に 照 射 し て 、
内 因 性 の 造 血 細 胞 を 破 壊 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 （ ａ ） 造 血 細 胞 又 は リ ン パ 球 様 細 胞 中 で 安 定 に 維 持 さ れ る こ と の で き る ベ ク タ ー を 提 供
し 、 こ こ で 、 該 ベ ク タ ー は 、 該 造 血 細 胞 又 は リ ン パ 球 様 細 胞 中 で 機 能 的 な 転 写 及 び 翻 訳 制
御 領 域 に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た 融 合 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 み 、 さ
ら に こ こ で 、 該 融 合 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン は 、 少 な く と も １ つ の 異 種 性 エ ピ ト ー プ を Ｎ － 末 端
可 変 領 域 に 含 み ；
　 （ ｂ ） 動 物 由 来 の 造 血 細 胞 又 は リ ン パ 球 様 細 胞 の 集 団 を 前 記 ベ ク タ ー で 安 定 に 形 質 転 換
し て 、 形 質 転 換 細 胞 集 団 を 形 成 し ；
　 （ ｃ ） 前 記 形 質 転 換 細 胞 を 動 物 に 導 入 し ； そ し て
　 （ ｄ ） 前 記 動 物 が 上 記 異 種 性 エ ピ ト ー プ に 対 し て 寛 容 性 で あ る か を 決 定 す る こ と に よ っ
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て 、 該 異 種 性 エ ピ ト ー プ が 新 規 寛 容 原 で あ る か を 同 定 す る 、
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
　 （ ａ ） 宿 主 細 胞 中 で 安 定 に 維 持 さ れ る こ と の で き る ベ ク タ ー を 提 供 し 、 こ こ で 、 該 ベ ク
タ ー は 、 前 記 宿 主 細 胞 中 で 機 能 的 な 転 写 及 び 翻 訳 制 御 領 域 に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た 融 合 イ
ム ノ グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 み 、 さ ら に こ こ で 、 該 融 合 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン
は 、 少 な く と も １ つ の 異 種 性 エ ピ ト ー プ を 前 記 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の Ｎ － 末 端 可 変 領 域 に お
い て 有 し ；
　 （ ｂ ） 宿 主 細 胞 集 団 を 前 記 ベ ク タ ー で 安 定 に 形 質 転 換 し て 、 形 質 転 換 細 胞 集 団 を 形 成 し
、 前 記 融 合 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 産 生 さ せ ； そ し て
　 （ ｃ ） 前 記 異 種 性 エ ピ ト ー プ が 自 己 免 疫 性 応 答 又 は ア レ ル ギ ー 性 免 疫 応 答 に 関 連 す る か
を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 前 記 融 合 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 上 の 前 記 異 種 性 エ ピ ト ー プ が 寛 容 原
性 エ ピ ト ー プ で あ る か を 同 定 す る 、
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 が 、 Ｅ ． コ リ で あ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 ベ ク タ ー が 、 フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 宿 主 細 胞 が Ｊ ５ ５ ８ Ｌ 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 融 合 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 上 の 前 記 異 種 性 エ ピ ト ー プ が 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ で あ る か を
同 定 す る 前 記 ス テ ッ プ が 、 前 記 融 合 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン が 自 己 免 疫 性 又 は ア レ ル ギ ー 性 の 動
物 か ら の 免 疫 血 清 と 免 疫 反 応 す る か を 決 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 融 合 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 上 の 前 記 異 種 性 エ ピ ト ー プ が 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ で あ る か を
同 定 す る 前 記 ス テ ッ プ が 、 前 記 融 合 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン が 自 己 免 疫 性 又 は ア レ ル ギ ー 性 の 動
物 か ら の リ ン パ 球 様 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る か を 決 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 融 合 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン が 動 物 に お い て 前 記 エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 す る か
を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 前 記 異 種 性 エ ピ ト ー プ が 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ で あ る こ と を 確 認
す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 該 対 象 に お い て 寛 容 性 を 誘 発 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 対 象 に お い て 抗 原 に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 用
可 能 に 連 結 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 前 記 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 み
、 こ こ で 、 前 記 核 酸 配 列 が ウ イ ル ス ベ ク タ ー 又 は そ の 部 分 を 含 み 、 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 が
、 以 下 の ： （ １ ） イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 重 鎖 又 は 軽 鎖 ； 及 び （ ２ ） 前 記 抗 原 の 少 な く と も １ つ
の エ ピ ト ー プ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 そ し て こ こ で 、 前 記 対 象 へ の 導 入 に よ っ て 、 前
記 組 成 物 が 前 記 抗 原 に 対 す る 寛 容 性 を 前 記 対 象 に お い て 誘 発 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 、 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 が λ CIリ プ レ ッ サ ー タ
ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 １ ２ ～ ２ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 み 、 さ ら に
こ こ で 、 該 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ が 、 可 変 重 鎖 の N-末 端 の 第 １ フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に 挿 入 さ
れ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 ベ ク タ ー が レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ５ 】
　 対 象 に お い て 抗 原 に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 対 象 に 融 合 タ ン パ
ク 質 を 含 む 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 は 以 下 の ： （ １ ） イ
ム ノ グ ロ ブ リ ン 重 鎖 又 は 軽 鎖 ； 及 び （ ２ ） 前 記 抗 原 の 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む
ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 さ ら に こ こ で 、 前 記 対 象 へ の 導 入 に よ っ て 、 前 記 組 成 物 が 前 記 抗 原
に 対 す る 寛 容 性 を 前 記 対 象 に お い て 誘 発 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 又 は 重 鎖 が 、 IgGア イ ソ タ イ プ で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 、 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 が λ CIリ プ レ ッ サ ー タ
ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 １ ２ ～ ２ ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を 有 し 、 さ ら に
こ こ で 、 該 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ が 、 可 変 重 鎖 の N-末 端 の 第 １ フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に 挿 入 さ
れ る 、 前 記 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 自 己 － 非 自 己 の 識 別 は 免 疫 学 の 基 礎 の １ つ で あ る 。 通 常 、 個 体 は 免 疫 系 の 初 期 の 発 達 の
間 に 自 己 成 分 に 対 す る 寛 容 性 を 発 生 す る 。 し か し な が ら 、 こ の 非 応 答 状 態 は 抗 原 の 持 続 性
、 す な わ ち 、 寛 容 性 の 誘 発 が 一 生 の プ ロ セ ス で あ る こ と を 意 味 す る と い う 事 実 、 で あ る 。
 Smith, , ： 67 (1961) 。 事 実 、 年 配 の 個 体 に お け る 寛 容 性 の
破 壊 は 、 加 齢 す る 個 体 群 に お け る 自 己 免 疫 の 出 現 率 の 増 加 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 同 種 ま た は 異 種 の ガ ン マ グ ロ ブ リ ン は 、 寛 容 原 性 担 体 分 子  (一 次 IgG)と し て 使 用 さ れ て
き て い る 。  Scott, , ： 241 (1979)。  IgGの 異 な る 源 は そ れ ら の 持 続 性
お よ び ／ ま た は 寛 容 性 誘 発 の メ カ ニ ズ ム に お い て 変 化 す る こ と が あ る が 、 は る か に 、  IgG
担 体 は 大 人 に お い て ハ プ テ ン 、 ヌ ク レ オ シ ド お よ び ペ プ チ ド に 対 す る 寛 容 性 の 誘 発 に お い
て 最 も 効 率 的 で あ っ た 。  Borel, , ： 71(1980)； お よ び  Scott
, , ： 311 (1976)。 こ れ ら の 担 体 の そ れ ら の す ぐ れ た 寛 容 原 性 は 、 そ れ
ら の  in vivoの 持 続 性 お よ び  IgGに 化 学 的 に 結 合 し た エ ピ ト ー プ が mIgMを Ｂ 細 胞 Fcレ セ プ
タ ー と 架 橋 さ せ る 能 力 の お 陰 で あ る 。 し か し な が ら 、  IgG担 体 へ の エ ピ ト ー プ の 化 学 的 架
橋 は 、 遊 離 ア ミ ノ 基 の 利 用 可 能 性 お よ び 添 加 し た 決 定 基 の  IgGの 異 な る 部 分 へ の 非 調 節 の
タ ー ゲ テ ィ ン グ に よ り 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 組 換 え  DNA技 術 を 使 用 し て 、 異 種 エ ピ ト ー プ を 有 す る 分 子 を 遺 伝 子 操 作 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 生 物 学 的 に 重 要 で あ る 異 種 オ リ ゴ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ は 、 細 菌 の フ ラ ジ ェ
リ ン (Jennings et al., , ： 365(1989))； Ｂ 型 肝 炎 の 表 面 抗 原  (Rutgerse
t al., , ： 1065 (1988))； お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 相 補 的 決 定 領 域 （ Z
anetti et al., , ： 476 (1992)) に お い て 発 現 さ れ た 。 動 物 を 免 疫 化 し そ し
て 異 種 オ リ ゴ ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 発 生 す る 抗 原 と し て 働 く 組 換 え タ ン パ ク 質 の 能
力 を 試 験 す る い く つ か の 試 み が な さ れ て き た 。 し か し な が ら 、 免 疫 系 に 対 し て 提 示 さ れ た
オ リ ゴ ペ プ チ ド に 対 す る 寛 容 性 の 誘 発 お よ び 維 持 は 証 明 さ れ て き て い な い 。 抗 原 ま た は エ
ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 を 維 持 す る 能 力 は 、 エ ピ ト ー プ の  in vivo持 続 性 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し た が っ て 、 安 定 な 長 く 持 続 す る エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 す る 方 法 を 開 発 す る
こ と が 要 求 さ れ て い る 。 寛 容 性 が 維 持 さ れ る よ う に エ ピ ト ー プ の  in vivoの 持 続 性 を 提 供
で き る ベ ク タ ー を 開 発 す る こ と が 要 求 さ れ て い る 。 異 種 エ ピ ト ー プ を 有 し か つ 個 体 に お い
て 寛 容 性 を 誘 発 し か つ そ れ を 維 持 す る た め に 使 用 で き る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
組 換 え ベ ク タ ー が 要 求 さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
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【 ０ ０ ０ ５ 】
発 明 の 要 約
　 本 発 明 は 、 エ ピ ト ー プ お よ び そ れ ら の エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発
し か つ そ れ を 維 持 す る 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 新 規
な 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ お よ び こ の よ う な エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 を 同 定 す る た め に 有 用
で あ る 。 こ れ ら の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 ま た 、 自 己 免 疫 ま た は ア レ ル ギ ー 性 免 疫 の 応 答 に
関 連 す る エ ピ ト ー プ お よ び 前 記 エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 を 誘 発 し か つ そ れ を 維 持 す る た
め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 組 成 物 は 発 現 カ セ ッ ト お よ び ベ ク タ ー を 包 含 す る 。 発 現 カ セ ッ ト お よ び ベ ク タ ー は 形 質
転 換 さ れ た 細 胞 を 形 成 す る た め に 使 用 で き る 。 発 現 カ セ ッ ト は 、 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球
様 細 胞 に お い て 機 能 的 な 転 写 お よ び 翻 訳 調 節 領 域 に 作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ た 融 合 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を コ ー ド す る  DNA配 列 を 含 ん で な る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の
Ｎ － 末 端 の 可 変 領 域 に 少 な く と も １ つ の 異 種 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を 有 す る 。 ベ ク タ ー は 発
現 カ セ ッ ト を 含 み 、 そ し て 細 胞 を 寿 命 を 通 し て 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 に お い て 発
現 カ セ ッ ト の 安 定 な 維 持 を 提 供 す る 、 す な わ ち 、 発 現 カ セ ッ ト の 遺 伝 子 の 発 現 を 提 供 す る
こ と が で き る ベ ク タ ー で あ る 。 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 は ベ ク タ ー で 安 定 に 形 質 転
換 さ れ て 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 医 薬 組 成 物 を 包 含 す る 。 医 薬 組 成 物 は 、 薬 学 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 組
合 わ せ て 、 寛 容 性 を 誘 発 し お よ び ／ ま た は 維 持 す る た め に 十 分 な 量 の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン
を 含 ん で な る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 そ の Ｎ － 末 端 の 可 変 領 域 に 少 な く と も １ つ の 異 種
寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 新 規 な 寛 容 原 と し て 働 く こ と が で き る エ ピ ト ー プ ま た は エ ピ ト ー プ を
含 有 す る 抗 原 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド
す る 発 現 カ セ ッ ト で 細 胞 を 安 定 に 形 質 転 換 し て 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 産 生 ま た は 発 現 す
る 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 集 団 を 形 成 す る こ と を 包 含 す る 。 寛 容 性 を 誘 発 で き る こ と が 推 測
さ れ る 抗 原 か ら の １ ま た は ２ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 有 す る 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 種 々 の 方
法 に お い て エ ピ ト ー プ に 対 し て 寛 容 性 を 誘 発 す る 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が
で き る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 寛 容 性 を 誘 発 で き る か ど う か を 決 定 す る １ つ の 方 法 は 、 寛
容 原 量 の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 動 物 に 投 与 す る こ と で あ る 。 他 の 方 法 に お い て 、 融 合 免 疫
グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 動 物 に 投 与 し て 、 エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性
を 誘 発 お よ び ／ ま た は 維 持 す る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。 第 ３ の 方
法 に お い て 、 エ ピ ト ー プ ま た は エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 は ア レ ル ギ ー 性 ま た は 自 己 免 疫
性 の 免 疫 血 清 ま た は リ ン パ 球 と の 反 応 性 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 動 物 に お い て エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 お よ び 維 持 す る 方 法 を
包 含 す る 。 方 法 の １ つ は 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン 上 の 異 種 エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発
お よ び ／ ま た は 維 持 す る た め に 十 分 な 寛 容 原 量 の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 投 与 す る こ と を 包
含 す る 。 他 の 方 法 に お い て 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 動 物 に
投 与 し て 寛 容 性 を 誘 発 お よ び 維 持 す る 。 他 の 方 法 に お い て 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 む 医
薬 組 成 物 を 投 与 し て 異 種 エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 し 、 次 い で 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン
を 発 現 す る 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 投 与 し て 異 種 エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 を 維 持 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 抗 原 に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 お よ び 維 持 す る 組 成 物 お よ び 方 法 を 提 供 す る 。 組
成 物 は 発 現 カ セ ッ ト お よ び ベ ク タ ー を 含 ん で な り 、 そ れ ら は 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細
胞 に お い て 機 能 的 な 転 写 お よ び 翻 訳 調 節 領 域 に 作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ た 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン
を コ ー ド す る  DNA配 列 を 含 ん で な る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の 可 変 領
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域 の Ｎ － 末 端 に 位 置 す る 少 な く と も １ つ の 異 種 エ ピ ト ー プ を 有 す る 。 ベ ク タ ー は 、 好 ま し
く は 、 造 血 細 胞 の 中 へ の 発 現 カ セ ッ ト の 安 定 な 組 込 み を 提 供 で き る ベ ク タ ー で あ る 。 本 発
明 は 、 ま た 、 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 包 含 す る 。 Ｎ － 末 端 に 異 種 エ ピ ト ー プ を 有
す る 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま た は そ の 抗 原 に 対 す る 寛 容 性 の 誘 発 を
提 供 す る 医 薬 組 成 物 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 ま た 、 新 規 な 寛 容 原 性 抗
原 お よ び エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 方 法 、 な ら び に 抗 原 に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 お よ び 維 持 す る
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 明 細 書 お い て 使 用 す る と き 、 用 語 「 抗 原 」 は 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が
で き る 因 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 「 エ ピ ト ー プ 」 は 抗 原 の 一 部 分 で あ り 、 こ の 部 分 は 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き 、 そ
し て 抗 原 の そ の 部 分 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 と 結 合 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 「 異 種 エ ピ ト ー プ 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 担 体 分 子 と 通 常 ア ソ シ エ ー ト し な い エ ピ ト ー プ
で あ る 。 そ れ は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 担 体 分 子 と 同 一 で は な い 抗 原 か ら 得 ら れ る か 、 ま た は 誘 導
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 造 血 細 胞 」 は 、 血 球 を 形 成 す る こ と が で き る 細 胞 で あ り 、 骨 髄 細 胞 お よ び 他 の 骨 髄 外
組 織 の よ う な 組 織 か ら の リ ン パ 球 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 「 発 現 カ セ ッ ト ま た は ベ ク タ ー 」 は 、 染 色 体 の 中 に 組 込 ま れ た と き 、 造 血 細 胞 ま た は 他
の 型 の 細 胞 に お い て 安 定 に 維 持 さ れ る の で 、 発 現 カ セ ッ ト ま た は ベ ク タ ー は 、 細 胞 の 寿 命
に わ た っ て 、 機 能 的 活 性 、 す な わ ち 、 遺 伝 子 の 発 現 、 を 喪 失 し な い で 、 複 製 さ れ か つ 子 孫
細 胞 に 伝 達 さ れ る か 、 ま た は 細 胞 に お い て 維 持 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 「 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ 」 は 、 エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま た は エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 に 対
す る 免 疫 学 的 非 応 答 性 を 誘 発 す る こ と が で き る エ ピ ト ー プ で あ る 。 エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま
た は エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 に 対 す る 免 疫 学 的 非 応 答 性 の 誘 発 を 望 ん だ の で 、 寛 容 原 性
エ ピ ト ー プ を 選 択 す る 。 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ は 、 適 当 な ら ば 、 免 疫 系 に 提 示 さ れ た 、 免 疫
応 答 を 刺 激 す る こ と が で き る エ ピ ト ー プ と し て 同 定 す る こ と が で き る か 、 ま た は そ れ は 通
常 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き な い 自 己 抗 原 で あ る こ と が で き る 。 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ
は Ｔ 細 胞 ま た は Ｂ 細 胞 ま た は 双 方 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 。 選 択 す る こ と が で き る 適
当 な 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ は 、 好 ま し く は 、 自 己 免 疫 疾 患 ま た は ア レ ル ギ ー 性 反 応 に 関 連 す
る エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま た は 抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
Ａ ．
　 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト は 、 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 に お い て 機 能 的 な 転 写 お よ び
翻 訳 調 節 領 域 に 作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ た 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る  DNA配 列 を 含 む 。
融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 Ｎ － 末 端 の 可 変 領 域 に 少 な く と も １ つ の 異 種 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ
を 含 む 。 発 現 カ セ ッ ト は 、 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 カ セ ッ ト の 安 定 な 維 持 お よ
び 発 現 を 提 供 す る ベ ク タ ー の 中 に 組 込 ま れ る 。 宿 主 細 胞 が 造 血 細 胞 で あ る 場 合 、 ベ ク タ ー
は 好 ま し く は 造 血 細 胞 の 染 色 体 の 中 へ の ベ ク タ ー の 組 込 み を 提 供 す る ベ ク タ ー で あ る 。 宿
主 細 胞 が リ ン パ 球 様 細 胞 系 で あ る 場 合 、 ベ ク タ ー が 細 胞 の 寿 命 に わ た っ て 発 現 カ セ ッ ト の
安 定 な 維 持 お よ び 発 現 を 提 供 す る か ぎ り 、 ベ ク タ ー は 非 組 込 み ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 プ ラ ス
ミ ド で あ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 発 現 カ セ ッ ト お よ び ベ ク タ ー は 、 寛 容 原 性 因 子 と し て
使 用 す る た め の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 提 供 す る た め に 、 お よ び ／ ま た は 抗 原 お よ び ／ ま た
は エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 の 維 持 を 提 供 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る  DNA配 列 は 、
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, Chapter 3,　 J. Wiley／ Greene Press (1992) に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 標 準 的 方 法
を 使 用 し て 得 る こ と お よ び 構 築 す る こ と が で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る  DNA配 列
は 、 既 知 の 方 法 、 例 え ば 、  Hebell et al., , ： 102(1991) お よ び Huse et 
al.,　 , ： 1275 (1989) に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 得 る こ と が で き る 。 簡 単
に 述 べ る と 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 配 列 は 、 脾 細 胞 か ら 単 離 さ れ た メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA(mRNA)
ま た は 、 好 ま し く は 、 既 知 の 特 異 的 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応  (RT-PCR) を 使 用 し て 得 る こ と が で き る 。 プ ラ イ マ ー は 、 Fd断 片 （ Ｖ H  － CH１ ）
を 包 含 す る 可 変 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の 配 列 を 増 幅 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 こ の よ う
な プ ラ イ マ ー の 例 は 、 Huse et al. 、 前 掲 、 お よ び Ballard et al., , ： 9626 (19
86) に 開 示 さ れ て い る 。 典 型 的 に は 、 こ の よ う な プ ラ イ マ ー は 増 幅 す べ き 配 列 の 両 端 に 制
限 酵 素 の 認 識 配 列 を 含 む よ う に 設 計 さ れ る 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 は 当 業 者 に
知 ら れ て お り 、 そ し て ベ ク タ ー の 中 に 特 定 の 位 置 に お い て 容 易 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る よ う
に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 を コ ー ド す る  DNA配 列 は 、 介 在 す る 配 列 の  DNAが 除 去
さ れ て お り 、 か つ 完 全 に 機 能 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン が  DNA配 列 に よ り コ ー ド さ れ る よ う に 、
cDNA配 列 で あ る こ と が 好 ま し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を コ ー ド す る  DNA配 列 は 、 Fc断 片 を
も つ 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 両 方 を 有 す る 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る こ と が で き る か 、
ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 一 部 分 、 例 え ば 、  Fab断 片 、 F(ab) 2 断 片 、 ま た は 重 鎖 の み を コ ー
ド す る こ と が で き る 。 重 鎖 を コ ー ド す る  DNA配 列 に 対 す る 修 飾 を 行 う こ と が で き 、 そ し て
軽 鎖 を 供 給 し て 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 形 成 で き る Ｂ 細 胞 系 の 細 胞 に お い て 重 鎖 を コ ー ド す る  D
NA配 列 が 発 現 さ れ る と き 、 前 記 修 飾 は 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を な お 生 ず る こ と が で き る
。  DNA配 列 は 分 泌 さ れ た ま た は 膜 の 形 態 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を コ ー ド す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ニ ト ロ フ ェ ニ ル に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 重 鎖 を コ ー ド す る  DNA配 列 の 適 当 な 例 は 、  Heb
ell et al.、 前 掲 、 に 記 載 さ れ て い る 。 IgG1ま た は IgG2（ マ ウ ス ） は 、 寛 容 性 を 誘 発 す る
担 体 分 子 と し て 好 ま し い 。  DNA配 列 は 好 ま し く は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の IgG1ま た は IgG2型 の 重
鎖 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 抗 原 の 少 な く と も １ つ の 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 は 、 標 準 的 方 法 に よ
り 得 る こ と が で き そ し て 調 製 す る こ と が で き る 。 エ ピ ト ー プ が 15～ 20ア ミ ノ 酸 の 小 さ い ペ
プ チ ド で あ る 場 合 、 そ の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 自 動 化  DNA合 成 に よ
り 合 成 す る こ と が で き る 。  DNA配 列 が 抗 原 の す べ て ま た は 一 部 分 を コ ー ド す る （ す な わ ち
、 多 数 の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る ） 場 合 、 そ の 抗 原 を コ ー ド す る  DNA配 列 は 発 表 さ れ た 方
法 を 使 用 し て 単 離 し 、 そ し て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 い く つ か の 抗 原 の す べ
て ま た は 一 部 分 を コ ー ド す る  DNA配 列 は 、 ま た 、 デ ー タ ベ ー ス 、 例 え ば 、 遺 伝 子 バ ン ク を
サ ー チ す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な デ ー タ ベ ー ス に お い て 、 ま た
は 刊 行 物 の 参 照 に よ り 、 配 列 が い っ た ん 同 定 さ れ る と 、 抗 原 の す べ て ま た は 一 部 分 を コ ー
ド す る  DNA配 列 は 、 自 動 化 合 成 に よ る か 、 ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR) に よ り 得 る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 ブ タ ク サ の 花 粉 の 抗 原 Ｅ を コ ー ド す る  DNA配 列 は  Rafner et al.
, , ： 1229 (1991) ； お よ び Kuo et al., , ：
1077 (1993) に 開 示 さ れ た 。 抗 原 Ｅ の エ ピ ト ー プ は 、 ま た 、 Olson,　 , 
： 2109 (1986) ； お よ び  Bond et al., , ： 3380 (1991) に 記 載 さ れ て
い る よ う に し て 同 定 さ れ た 。 抗 原 Ｅ の １ ま た は ２ 以 上 の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列
は 、 Kuo et al,、 前 掲 、 に 記 載 さ れ て い る よ う に 標 準 的 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 適 当 な 抗 原 は 、 エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま た は エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 に 対 す る 免 疫 学 的
非 応 答 性 を 誘 発 お よ び 維 持 す る こ と が 望 ま し い も の で あ る 。 こ の よ う な 抗 原 は 、 花 粉 、 ブ
タ ク サ 、 ホ コ リ ダ ニ  (dustmites)、 お よ び 他 の 既 知 の ア レ ル ゲ ン を 包 含 す る 。 適 当 な 抗 原
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は 、 ま た 、 自 己 抗 原 、 例 え ば 、 凝 固 因 子 VIII、 ア セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ ー 、 コ ラ ー ゲ ン 、
ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 お よ び 組 織 適 合 性 抗 原 を 包 含 す る 。 適 当 な
抗 原 は 、 ま た 、 λ － CIリ プ レ ッ サ ー タ ン パ ク 質 か ら の エ ピ ト ー プ を 包 含 す る 。 こ れ ら の 抗
原 の 多 数 の ア ミ ノ 酸 配 列 な ら び に こ れ ら の 抗 原 の エ ピ ト ー プ は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 好
ま し い 抗 原 は ブ タ ク サ の 抗 原 お よ び 凝 固 因 子 VIIIを 包 含 す る 。 適 当 な 抗 原 を コ ー ド す る  D
NA配 列 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に そ し て 発 表 さ れ た 方 法 に 従 い 得 、 そ し て 調 製 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 抗 原 の 少 な く と も １ つ を コ ー ド す る  DNA配 列 を 得 、 そ し て 調 製 す る 前 に 、 エ ピ ト ー プ お
よ び ／ ま た は 抗 原 を 選 択 す る 。 エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま た は 抗 原 は 単 一 の エ ピ ト ー プ で あ る
か 、 ま た は 多 数 の エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 の す べ て ま た は 一 部 分 で あ る こ と が で き る 。
エ ピ ト ー プ は Ｔ 細 胞 と 相 互 作 用 す る も の 、 ま た は Ｂ 細 胞 と 相 互 作 用 す る も の 、 Ｔ 細 胞 お よ
び ／ ま た は Ｂ 細 胞 と 相 互 作 用 す る も の で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま た は １ ま た は ２ 以 上 の エ ピ ト ー プ の 選 択 は 下 記 の 基 準 に 基 づ い て
な す こ と が で き る 。 エ ピ ト ー プ を ま ず ペ プ チ ド ま た は エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 、 好 ま し
く は ア レ ル ギ ー 性 応 答 ま た は 自 己 免 疫 性 応 答 に 関 連 す る 抗 原 、 に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 す る
能 力 に つ い て 選 択 す る 。 第 ２ に 、 大 き い お よ び 複 合 体 の 抗 原 に 対 す る 寛 容 性 を 望 む 場 合 、
２ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 選 択 し て 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 中 に 組 合 わ せ る こ と が で き る 。 好 ま
し く は 、 抗 原 全 体 を 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 中 に 含 め る こ と が で き る 。 第 ３ に 、 Ｂ 細 胞 お よ
び ／ ま た は Ｔ 細 胞 の 寛 容 性 を 望 む 場 合 、 複 数 の エ ピ ト ー プ を 選 択 す る こ と が で き る 。 Ｂ 細
胞 で は な く Ｔ 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る か 、 ま た は そ の 逆 の あ る 種 の エ ピ ト ー プ は 当 業 者 に 知
ら れ て い る 。 第 ４ に 、 抗 原 に 対 す る ア レ ル ギ ー 性 応 答 ま た は 自 己 免 疫 性 応 答 を 有 す る 個 体
か ら の 免 疫 血 清 ま た は リ ン パ 球 と の 反 応 性 に 基 づ い て 、 エ ピ ト ー プ を 選 択 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 免 疫 優 性 で あ る か 、 ま た は 強 い 自 己 抗 体 応 答 を 刺 激 す る こ と が 知 ら れ て い る
エ ピ ト ー プ を 選 択 し て 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 中 に 含 ま れ る 抗 原 の 一 部 分 が エ ピ ト ー プ を
含 む よ う に す る こ と が で き る 。 第 ５ に 、 抗 原 上 の エ ピ ト ー プ に つ い て 知 ら れ て い る 情 報 が
ほ と ん ど あ る い は ま っ た く 存 在 し な い 場 合 、 抗 原 全 体 を 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 中 に 含 め る
こ と が 望 ま し い こ と が あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 は 、 約 ５ ～ ６ ア ミ ノ 酸 の エ ピ ト ー プ ま た は 約  100,000
ダ ル ト ン ま で の 分 子 量 を 有 す る 抗 原 を 含 む こ と が で き る 。 好 ま し い 大 き さ の 範 囲 は 約 ９ ア
ミ ノ 酸 ～ 約 50,000ダ ル ト ン で あ る 。 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ は 約 ９ ア
ミ ノ 酸 を 含 む コ ン セ ン サ ス 配 列 を 有 す る 。 エ ピ ト ー プ の 最 小 大 き さ は 約 ５ ～ ６ ア ミ ノ 酸 で
あ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 に お い て 提 示 さ れ る こ と が で き る 抗 原 の 最 大 大 き さ は 、 抗 原 お よ び
免 疫 グ ロ ブ リ ン 担 体 分 子 の 双 方 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 可 能 と す る 大 き さ で あ る 。 好 ま し い
抗 原 は 、 約 40,000ダ ル ト ン の 分 子 量 を 有 す る 凝 固 因 子 VIIIの Ａ ２ 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 い っ た ん エ ピ ト ー プ を 選 択 し そ し て そ の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 が 得 ら れ る と
、 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る  DNA配 列 と 組 合 わ せ て
、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る  DNA配 列 を 形 成 す る 。 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配
列 は 好 ま し く は イ ン フ レ ー ム お よ び 適 切 な 向 き に お い て 重 鎖 の Ｎ － 末 端 の 可 変 領 域 に お い
て 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る  DNA配 列 と 組 合 わ せ る 。 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列
の 組 合 わ せ の 位 置 は 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン に お け る エ ピ ト ー プ の 所 望 の 位 置 に 依 存 し て 変
化 す る こ と が で き る 。 エ ピ ト ー プ が 抗 原 全 体 ま た は 抗 原 の 大 き い 部 分 （ す な わ ち 、 約 25,0
00～ 約 100,000 ダ ル ト ン の 分 子 量 を 有 す る ） で あ る 場 合 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン 上 の エ ピ ト
ー プ の 位 置 は 、 そ れ が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 担 体 分 子 な ら び に 抗 原 ま た は 抗 原 の 一 部 分 の 双 方 の
フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 可 能 と す る よ う な 位 置 で あ る 。 抗 原 お よ び ／ ま た は 抗 原 の 一 部 分 が エ
ピ ト ー プ で あ る と き 、 そ れ は 好 ま し く は Ｎ － 末 端 の 第 １ の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に お け る ア
ミ ノ 酸 に お い て 重 鎖 の ア ミ ノ 末 端 で 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 融 合 さ れ る 。 よ り 小 さ い エ ピ ト ー プ
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（ す な わ ち 、 約 ５ ～ 30ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る も の ） は 第 １ の Ｎ － 末 端 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域
に 位 置 す る か 、 ま た は エ ピ ト ー プ が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 外 側 表 面 上 に お い て 暴 露 さ れ た
ま ま で あ る か ぎ り 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の 可 変 部 分 上 の 他 の 領 域 内 に 位 置 す る こ と が で き る
。 好 ま し く は 、 小 さ い エ ピ ト ー プ は 、 ま た 、 重 鎖 の 第 １ の Ｎ － 末 端 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域
の ア ミ ノ 酸 に お い て 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 必 要 に 応 じ て 、 少 な く と も １ つ の 異 種 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 は 、  D
NA配 列 の 一 方 ま た は 双 方 の 末 端 に フ ラ ン キ ン グ  DNA配 列 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の フ
ラ ン キ ン グ  DNA配 列 は 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 配 列 を 含 む こ と が で き 、 お よ び ／ ま
た は ２ つ の  DNA配 列 を 結 合 す べ き 位 置 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 一 部 分 を コ ー ド す る  DNA配
列 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 重 鎖 の 第 １ の Ｎ － 末 端 の フ レ ー ム
ワ ー ク 領 域 に お い て 結 合 さ れ て い る エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 は 、 そ の エ ピ ト ー プ
を コ ー ド す る  DNA配 列 の 一 方 ま た は 双 方 の 末 端 に お け る 第 １ の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 最 初
の ５ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る フ ラ ン キ ン グ  DNA配 列 を 含 む こ と が で き る 。 フ ラ ン キ ン グ  DNA
配 列 は 、 ま た 、 制 限 酵 素 の た め の 認 識 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 フ ラ ン キ ン グ  DNA配 列 は
好 ま し く は 約 ３ ～ 約 21ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。 フ ラ ン キ ン グ  DNA配 列 が 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 分 を コ ー ド す る と き 、 そ の 配 列 は エ ピ ト ー プ の  DNA配 列 と 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 配 列 と の 組 合 わ せ 点 の 位 置 に お い て 選 択 さ れ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 の 一
部 分 を コ ー ド す る フ ラ ン キ ン グ  DNA配 列 は 、 エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま た は 抗 原 お よ び 融 合 点
に お け る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 双 方 の 適 切 な フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 促 進 す る ア ミ ノ 酸 を 融 合 免 疫
グ ロ ブ リ ン の 中 に 提 供 す る こ と が で き る 。 フ ラ ン キ ン グ  DNA配 列 は 、 ま た 、 エ ピ ト ー プ を
コ ー ド す る  DNA配 列 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る  DNA配 列 と イ ン フ レ ー ム お よ び 適 切 な
向 き に お い て 組 合 わ せ ら れ る こ と を 保 証 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 は 、 標 準 的 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 方
法 を 使 用 し て 組 合 わ せ ら れ る 。 ２ つ の  DNA配 列 の 組 合 わ せ は 、 あ る 種 の 制 限 酵 素 認 識 配 列
を 有 す る フ ラ ン キ ン グ  DNA配 列 を も つ エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 を 形 成 す る こ と に
よ っ て 、 促 進 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は こ れ ら の フ ラ ン キ ン グ 配 列 に よ り 、 エ ピ ト ー プ
を コ ー ド す る  DNA配 列 を 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る  DNA配 列 と 組 合 わ せ る 位 置 を 選
択 す る こ と が で き 、 そ し て 配 列 を イ ン フ レ ー ム お よ び 適 切 な 向 き に お い て 確 実 に 組 合 わ せ
る こ と が で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 を 組 合 わ せ る と
き 、 そ れ ら は 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 融 合 重 鎖 を コ ー ド す る  DNA
配 列 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 遺 伝 暗 号 の 縮 重 の た め に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る エ ピ ト ー プ
と を コ ー ド す る 多 数 の  DNA配 列 が 存 在 す る こ と を 理 解 す べ き で あ る 。 こ の 組 の 配 列 は 有 限
の 組 で あ り 、 そ し て エ ピ ト ー プ お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 決 定 す る
こ と が で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 と 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ エ ピ ト ー プ と を コ ー ド
す る オ ー ル タ ネ イ ト  DNA配 列 が 考 え ら れ 、 そ し て 本 発 明 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 次 い で 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る  DNA配 列 を 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 に
お い て 機 能 的 な 転 写 お よ び 翻 訳 調 節 領 域 と 組 合 わ せ る こ と が で き る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン
を コ ー ド す る  DNA配 列 の 発 現 の た め に 重 要 な 調 節 領 域 は プ ロ モ ー タ ー を 包 含 す る 。 適 当 な
プ ロ モ ー タ ー は 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 に お い て 機 能 す る こ と が で き る も の で あ る
。 プ ロ モ ー タ ー は 、 好 ま し く は 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る  DNA配 列 の 構 成 的 発 現
を 提 供 す る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 好 ま し く は 、 寛 容 性 を 誘 発 お よ び ／ ま た は 維 持 す る 量 の 融
合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 提 供 す る 。 プ ロ モ ー タ ー の 適 当 な 例 は 、 β － ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 、
SV40プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び LTR RSウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 他 の 転 写 お よ び 翻 訳 調 節 領 域 は 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 お よ び 転 写 停 止 配 列 お よ び ポ リ ア デ
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ニ ル 化 配 列 を 含 む 。 エ ン ハ ン サ ー 配 列 は プ ロ モ ー タ ー 配 列 と 組 合 わ せ る こ と が で き 、 そ し
て 通 常 プ ロ モ ー タ ー 配 列 内 に ま た は そ れ ら に 隣 接 し て 見 出 さ れ る 。 あ る 種 の エ ン ハ ン サ ー
配 列 、 例 え ば 、 SV40か ら の も の は 多 数 の 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 活 性 で あ り 、 そ し て 相 同 性
ま た は 異 種 の プ ロ モ ー タ ー か ら  1,000倍 ま で の 転 写 の 刺 激 を 提 供 す る 。 ポ リ ア デ ニ ル 化 配
列 は コ ー デ ィ ン グ 配 列 か ら 下 流 に 見 出 さ れ 、 そ し て mRNAの 適 切 な 形 成 を 提 供 す る 。 ポ リ ア
デ ニ ル 化 配 列 は SV40か ら 得 る こ と が で き る 。 転 写 停 止 配 列 は 数  100ヌ ク レ オ チ ド 内 の ポ リ
ア デ ニ ル 化 配 列 か ら 下 流 に 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ れ ら の 転 写 お よ び 翻 訳 調 節 領 域 は 商 業 的 に 入 手 可 能 な ベ ク タ ー に い て 入 手 可 能 で あ る
。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 融 合 重 鎖 を コ ー ド す る  DNA配 列 は 、 転 写 お よ び 翻 訳 調 節 領 域
を 有 す る ベ ク タ ー の 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 発 現 カ セ ッ ト を 形 成 す る こ と に よ っ て 、 こ
れ ら の 調 節 配 列 と 組 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ベ ク タ ー は 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 に お い て 安 定 な 維 持 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 の
発 現 を 提 供 す る 能 力 に つ い て 選 択 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー が 細 胞 の 寿 命 に わ た っ て 融
合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 発 現 を 提 供 で き る 場 合 、 ベ ク タ ー は 細 胞 に お い て 安 定 に 維 持 さ れ る 。
安 定 な 維 持 は 真 核 細 胞 、 好 ま し く は リ ン パ 球 様 細 胞 の よ う な 細 胞 、 に お け る プ ラ ス ミ ド の
維 持 お よ び 発 現 を 包 含 す る こ と が で き る 。 そ の 場 合 に お い て 、 発 現 カ セ ッ ト を 含 む プ ラ ス
ミ ド は 自 律 的 に 複 製 さ れ な い か 、 ま た は 染 色 体 の 中 に 組 込 ま れ る よ う に な ら な い 。 細 胞 、
例 え ば 、 リ ン パ 球 様 細 胞 の 寿 命 は マ ウ ス に お い て 約 14～ 60日 で あ る か 、 ま た は ヒ ト に お い
て 数 年 で あ る こ と が で き る 。 発 現 カ セ ッ ト を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 、 ま た 、 リ ン
パ 球 様 細 胞 系 、 例 え ば 、  J558L細 胞 に お い て 、 複 製 さ れ る こ と な く 、 維 持 さ れ る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ベ ク タ ー は 、 ま た 、 宿 主 細 胞 、 例 え ば 、 造 血 細 胞 の 染 色 体 の 中 へ の 発 現 カ セ ッ ト の 組 込
み を 提 供 す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 動 物 の 骨 髄 か ら の 造 血 細 胞 に お い て 、 ベ ク タ
ー は 細 胞 の 混 合 集 団 の 中 に 導 入 さ れ 、 そ れ ら の い く つ か は 分 裂 す る 細 胞 で あ り そ し て い く
つ か は ま だ 分 裂 を 開 始 し て い な い 。 ベ ク タ ー を 染 色 体 の 中 に 組 込 み 、 次 い で 染 色 体 と と も
に 複 製 さ せ 、 子 孫 細 胞 に 転 移 さ せ る こ と が で き る 。 感 染 し た 細 胞 を 動 物 の 中 に 導 入 す る か
、 ま た は in vitroで 培 養 し た 後 約 １ ～ 12週 に お い て 、 細 胞 集 団 に お い て 遺 伝 子 の 発 現 を 検
出 す る こ と が で き る 場 合 、 ベ ク タ ー は 安 定 に 組 込 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 適 当 な ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ ド 、 例 え ば 、 pSNR1, pEMBL, pBR322,pRSA101, pUC118, pUC1
19, pBluescript、 お よ び  pCombを 包 含 す る (Barbas et al., , ： 7978 (1991))。
適 当 な ベ ク タ ー は 、 ま た 、 ウ イ ル ス の ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス お よ び レ ト ロ
ウ イ ル ス の ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 MBAEベ ク タ ー を 包 含 す る (Chamberset al., , ： 102
6 (1992))。 造 血 細 胞 の た め の 好 ま し い ベ ク タ ー は MBAEベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 融 合 重 鎖 を コ ー ド す る  DNA配 列 を 有 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 含 有 す る 細 菌 株 は 、 大 腸
菌  (E.coli) DH５ α （ pQ3. EZ)と 表 示 さ れ た 。 こ の 細 菌 株 は プ ラ ス ミ ド pQ3. EZ を 有 し 、
こ の プ ラ ス ミ ド は ニ ト ロ フ ェ ニ ル に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 重 鎖 の Ｎ － 末 端 の 第 １ フ レ ー ム
ワ ー ク 領 域 に お い て 結 合 さ れ た λ － CIリ プ レ ッ サ ー タ ン パ ク 質 か ら の 12－ 26ア ミ ノ 酸 の エ
ピ ト ー プ を 有 す る 融 合 重 鎖 を コ ー ド す る 。 こ の 細 菌 株 は ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー
・ コ レ ク シ ョ ン  (American Type Culture Collection) 米 国 マ リ イ ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ レ )
に 1994年 ２ 月 ７ 日 に 受 託 さ れ 、 そ し て 受 託 番 号  69555を 与 え ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 好 ま し い バ ー ジ ョ ン に お い て 、 エ ピ ト ー プ 、 例 え ば 、 λ － CIリ プ レ ッ サ ー タ ン パ ク 質 か
ら の 12－ 26エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 可 変 領 域 を コ ー ド す る
 DNA配 列 と 、 重 鎖 の 第 １ の Ｎ － 末 端 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に お い て 組 合 わ せ て 、 融 合 重 鎖
を コ ー ド す る  DNA配 列 を 形 成 す る 。 融 合 重 鎖 を コ ー ド す る  DNA配 列 を MBAEレ ト ロ ウ イ ル ス
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の ベ ク タ ー に お い て β － ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー と 組 合 わ せ る 。 好 ま し く は 、 こ の ベ ク タ ー
を 使 用 し て 骨 髄 細 胞 を 形 質 転 換 す る か 、 ま た は 軽 鎖 を 産 生 で き る 他 の Ｂ 細 胞 系 の 細 胞 を 形
質 転 換 す る 。 軽 鎖 は 融 合 重 鎖 と 結 合 し て 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 形 成 す る 。 ま た 、 軽 鎖 を コ
ー ド す る  DNA配 列 を 、 融 合 重 鎖 を コ ー ド す る も の と 同 一 の ベ ク タ ー の 中 に 含 め て 、 融 合 免
疫 グ ロ ブ リ ン の 発 現 を 提 供 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
Ｂ ．
　 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 発 現 カ セ ッ ト を 含 有 す る ベ ク タ ー を 使 用 し て 細 胞 を 形
質 転 換 す る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 新 規 な 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 方 法 に お い て 使
用 し 、 そ し て 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 生 成 す る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 、 ま た 、 動 物 の 中 に
導 入 し て 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に よ り 発 現 さ れ た 異 種 エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 お
よ び 維 持 す る か 、 ま た は 異 種 エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 お よ び 維 持
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 形 質 転 換 に 適 当 な 細 胞 は 、 造 血 細 胞 、 リ ン パ 球 様 細 胞 、 お よ び リ ン パ 球 様 細 胞 系 を 包 含
す る 。 細 胞 は 骨 髄 細 胞 、 リ ン パ 球 様 細 胞 、 お よ び  J558Lリ ン パ 球 様 細 胞 を 包 含 す る 。 宿 主
細 胞 は 、 好 ま し く は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を 形 成 し そ し て そ れ を 分 泌 で き る も の で あ る 。
形 質 転 換 さ れ た 細 胞 集 団 は 好 ま し く は Ｂ 細 胞 系 の 細 胞 を 包 含 し 、 そ し て 軽 鎖 を 内 因 的 に 合
成 す る も の で あ る 。 動 物 に 投 与 さ れ る 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 好 ま し く は 同 系 で あ る か 、 ま
た は 同 一 の 組 織 適 合 性 を 共 有 し て 注 射 さ れ た 細 胞 の 拒 絶 を 回 避 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ
セ イ の た め に 、 細 菌 宿 主 細 胞 、 例 え ば 、 大 腸 菌  (E.coli) な ど は 適 当 で あ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ベ ク タ ー は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 、 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 仲 介 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 、 ポ リ ブ レ ン 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 、 エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン 、 お よ び リ ポ ソ ー ム 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 使 用 し て 細 胞 の 中 に 導 入 す
る こ と が で き る 。
　 い っ た ん 発 現 カ セ ッ ト が 細 胞 の 中 に 導 入 さ れ る と 、 ベ ク タ ー 上 に 存 在 す る 選 択 可 能 な マ
ー カ ー 遺 伝 子 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 最 初 に 選 択 す る こ と
が で き る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 が 骨 髄 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 で あ る 場 合 、 選 択 は 使 用
す る こ と が で き な い 。 次 い で 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る
発 現 カ セ ッ ト の 存 在 お よ び ／ ま た は 発 現 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 形 質
転 換 さ れ た 細 胞 は 、 １ ま た は ２ 以 上 の 技 術 、 例 え ば 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 、
逆 転 写 PCR 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、  ELISA、 お よ び 免 疫 蛍 光 を 使 用 し て 、 発 現 カ セ ッ ト の
存 在 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た  DNAプ ロ ー ブ を サ
ザ ン ブ ロ ッ ト お よ び ／ ま た は ノ ザ ン ブ ロ ッ ト に お い て 使 用 で き る 。 約 50～ 100 ヌ ク レ オ チ
ド の プ ロ ー ブ が 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ イ の 条 件 下 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る よ う に 、
プ ロ ー ブ は エ ピ ト ー プ ま た は 抗 原 の 一 部 分 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 十 分 に
相 補 的 で あ る 。 逆 転 写 PCR の た め の プ ラ イ マ ー は 、 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に 、 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 分 子 の 可 変 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る cDNA配 列 を 増 幅 す る よ う に 設 計 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 発 現 さ れ て い る 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 ま た 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 、  ELISA、 ま た は 免 疫 蛍 光 を 使 用 し て 検 出 す る こ と が で き る 。 発 現 さ れ る 融 合 免 疫 グ ロ
ブ リ ン の 量 は 、 定 量 的 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 使 用 し て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 特 定 の 宿 主 細 胞 の 型 に お い て 産 生 さ れ そ し て 特 定 の プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー 配 列 を
有 す る 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 量 は 、 定 量 的 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 使 用 し て 評 価 す る こ と が
で き る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 最 大 量 の 構 成 的 発 現 を 提 供 す る プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ
ー 配 列 は 、 同 一 量 の 時 間 に わ た っ て 同 一 型 の 宿 主 細 胞 に お い て 産 生 さ れ た 融 合 免 疫 グ ロ ブ
リ ン の 量 を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 寛 容 性 を 誘 発 お よ び ／ ま た は 維
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持 す る た め に 十 分 な 量 を 提 供 す る プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー を 選 択 で き る 。 寛 容 性 を 誘
発 す る 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 量 は 本 明 細 書 に お い て 記 載 す る 因 子 に 従 い 変 化 す る こ と が あ
り 、 そ し て 標 準 的 方 法 を 使 用 し て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
Ｃ ．
　 本 発 明 は 、 ま た 、 薬 学 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 の 中 に 寛 容 原 量 の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 む
医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 そ の Ｎ － 末 端 の 可 変 領 域 上 に 少 な く と も
１ つ の 異 種 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を 有 す る 。 好 ま し く は 、 異 種 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を 重 鎖 の
第 １ の Ｎ － 末 端 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に 隣 接 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 組 合 わ せ る 。 融 合 免 疫
グ ロ ブ リ ン を 、 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ ま た は 前 記 エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 に 対 す る 寛 容 性
を 動 物 に お い て 誘 発 す る た め に 有 効 な 量 に お い て 、 薬 学 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 組 合 わ せ る
。 医 薬 組 成 物 を 動 物 に 投 与 し て 、 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 お よ び ／ ま た
は 維 持 す る た め に 動 物 に 投 与 す る こ と が で き る 。 １ ま た は ２ 以 上 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛
容 性 の 誘 発 は 、 動 物 の ア レ ル ギ ー ま た は 自 己 免 疫 疾 患 の 症 状 を 最 小 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 か ら 標 準 的 方 法 に よ り 単 離 す る こ と が で き る
。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 標 準 的 方 法 に 従 い プ ロ テ イ ン Ａ ま た は 他 の ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ
ム を 通 過 さ せ る こ と に よ っ て 、 細 胞 上 清 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 適 当 な 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ は ア レ ル ギ ー 性 応 答 ま た は 自 己 免 疫 性 応 答 に 関 連 す る エ ピ ト
ー プ で あ る 。 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ は 、 エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま た は エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗
原 に 対 す る 免 疫 学 的 非 応 答 性 を 生 ず る よ う な 方 法 に お い て 投 与 で き る も の で あ る 。 エ ピ ト
ー プ が 免 疫 優 性 応 答 を 刺 激 す る も の で あ る 場 合 、 そ の エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 は 、 ま た
、 そ の エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 に 対 し て 寛 容 性 を 生 ず る こ と が で き る 。 特 定 の 例 は 、 ブ
タ ク サ の 花 粉 の 抗 原 Ｅ ま た は 抗 原 Ｋ 、 ホ コ リ ダ ニ 抗 原 、 異 種 組 織 適 合 性 抗 原 、 凝 固 因 子 VI
II、 ア セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ ー 、 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 、 お よ び チ ロ グ ロ ブ リ ン を 包
含 す る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 単 一 の 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ ま た は 多 数 の 寛 容 原 性 エ ピ ト ー
プ を 含 有 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ は ア レ ル ギ ー 性 応 答 ま た は
自 己 免 疫 性 応 答 に お い て 免 疫 優 性 で あ る エ ピ ト ー プ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 動 物 に お い て 寛 容 性 を 誘 発 す る た め に 有 効 な 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 量 は 因 子 に 依 存 す る
が 、 当 業 者 に よ り 標 準 的 投 与 量 応 答 方 法 を 使 用 し て 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 因 子 は
、 治 療 す べ き 動 物 の 大 き さ 、 エ ピ ト ー プ の 数 お よ び 型 、 寛 容 性 の 型 、 動 物 の 年 齢 、 投 与 の
ル ー ト お よ び 回 数 、 お よ び 所 望 の 寛 容 性 の 期 間 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 動 物 の 年 齢 は 、 エ ピ ト ー プ の 有 効 寛 容 原 量 の 決 定 に お い て 重 要 な 因 子 で あ る こ と が で き
る 。 新 生 児 ま た は 乳 児 の 動 物 は 、 エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 す る た め に 大 人 が 要 求
す る 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 投 与 量 よ り 約  100～ 1000倍 よ り 少 な い 静 脈 内 に 投 与 さ れ る 融 合
免 疫 グ ロ ブ リ ン の 単 一 の 投 与 量 を 必 要 と す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 寛 容 原 量 は 、 ま た 、 動 物 の 大 き さ に 依 存 し 、 低 い 寛 容 性 の 場 合 を
除 外 し て 、 保 護 的 免 疫 応 答 を 引 き 出 す た め に 動 物 に 与 え ら れ た 抗 原 お よ び ／ ま た は エ ピ ト
ー プ の 量 よ り 、 典 型 的 に は 約 10～ 100 倍 よ り 高 い  (Ｂ 細 胞 の 寛 容 性 に つ い て ） 。 単 位 質 量
当 た り の 抗 原 の 寛 容 原 量 は 、 動 物 に 静 脈 内 に 単 一 の 投 与 量 と し て 投 与 さ れ る エ ピ ト ー プ ま
た は 抗 原 に 対 し て 高 い 投 与 量 の 寛 容 性 を 誘 発 す る た め に 、 典 型 的 に は 約 １ ～ 40mg／ kg体 重
で あ る 。 低 い 投 与 量 の 寛 容 性 は 、 ま た 、 あ る 場 合 に お い て 観 察 さ れ 、 そ し て 腹 腔 内 ま た は
静 脈 内 に １ 週 の 間 隔 で 生 理 食 塩 水 中 の サ ブ マ イ ク ロ グ ラ ム の 量 の 多 数 回 （ ＞ ４ ） の 投 与 後
に 、 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 寛 容 原 量 を 変 化 す る こ と が で き る 他 の 因 子 は 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ
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ン が ２ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 含 む か ど う か 、 お よ び そ れ ら の エ ピ ト ー プ が 免 疫 優 性 か ど う か
で あ る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 多 数 の エ ピ ト ー プ を 有 す る 場 合 、 そ れ ら の い く つ か は 免 疫
優 性 で あ り 、 動 物 に 静 脈 内 に 単 一 の 投 与 量 で 投 与 す る と き 、 約 10倍 低 い 投 与 量 の 融 合 免 疫
グ ロ ブ リ ン は 寛 容 性 を 誘 発 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 寛 容 原 量 は 、 ま た 、 Ｔ 細 胞 ま た は Ｂ 細 胞 の 寛 容 性 を 望 む か ど う か
に 依 存 し て 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 Ｔ 細 胞 の 寛 容 性 は 、 同 一 の エ ピ ト ー プ
ま た は 抗 原 に 対 す る Ｂ 細 胞 に つ い て よ り 約 10～ 100 倍 少 な い 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ の 投 与
量 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 他 の 因 子 は 動 物 の 循 環 に お け る 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 持 続 性 で あ る 。 い っ そ う ゆ っ く り
代 謝 し た 抗 原 は 、 よ り 長 い 期 間 、 典 型 的 に は 寛 容 性 の 維 持 の 約 ２ ～ 10倍 大 き い 時 間 の 寛 容
性 の 維 持 を 提 供 す る 。 エ ピ ト ー プ ま た は 抗 原 の 異 化 速 度 は 、 同 種 ま た は 異 種 の 担 体 免 疫 グ
ロ ブ リ ン の 半 減 期 な ら び に １ ま た は ２ 以 上 の エ ピ ト ー プ の 特 質 に 依 存 す る 。 同 種 ま た は 異
種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 半 減 期 速 度 は 約 ７ ～ 21日 で あ る （ マ ウ ス ） 。 修 飾 さ れ た ま た は 異 常
な ア ミ ノ 酸 、 例 え ば 、 Ｄ ア ミ ノ 酸 を 有 す る エ ピ ト ー プ な ら び に 複 合 体 の 抗 原 ま た は エ ピ ト
ー プ は 、 他 の 型 の エ ピ ト ー プ の よ う に 急 速 に 分 解 し な い こ と が あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 投 与 の モ ー ド は 、 ま た 、 必 要 な 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 寛 容 原 量 に 影 響 を 与 え る こ と が あ
る 。 通 常 の 場 合 に お い て 、 静 脈 内 投 与 は 寛 容 性 の 誘 発 に 好 ま し い ル ー ト で あ る 。 抗 原 を 投
与 す る 回 数 は 、 ま た 、 投 与 当 た り 要 求 さ れ る 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 量 に 影 響 を 与 え る こ と
が あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン 上 の 特 定 の 異 種 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ に つ い て 有 効 な 寛 容 原 量 は 、  i
n vivoま た は in vitroの 投 与 量 応 答 ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き
る 。 in vitro投 与 量 応 答 ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 標 準 的 リ ン パ 球 増 殖 ア ッ セ イ を 使 用 す る こ
と に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア レ ル ギ ー 性 ま た は 自 己 免 疫 性 動 物 か ら の リ
ン パ 球 を 異 な る 投 与 量 の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 組 合 わ せ 、 そ し て 増 殖 を 測 定 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 in vivo 投 与 量 応 答 ア ッ セ イ は 、 賦 形 剤 中 の 異 な る 投 与 量 の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 動 物
に 投 与 す る こ と に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 異 種 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 応
答 の 欠 如 は 、 異 種 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 的 抗 体 の 応 答 ま た は 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の 対 抗 投 与 量 に 対 す る リ ン パ 球 の 増 殖 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 決 定 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 免 疫 学 的 非 応 答 性 の 減 少 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 寛 容 性 の 誘 発 を 評 価 す る 。 免 疫 学 的
非 応 答 性 を 測 定 す る 方 法 は 、  in vivoま た は in vitroの 抗 原 の 提 示 お よ び 対 抗 に よ り 実 施
す る こ と が で き 、 そ し て こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま
た は 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 量 、 な ら び に エ ピ ト ー プ ま た は 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 使
用 す る 対 抗 に 応 答 す る リ ン パ 球 の 増 殖 を 測 定 す る こ と が で き る 。 寛 容 性 が 誘 発 さ れ た こ と
を 示 す 免 疫 学 的 応 答 性 の 減 少 は 、 抗 原 ま た は リ ン パ 球 の 応 答 性 の 約 ２ ～ 100 倍 、 典 型 的 に
は 約 20～ 100 倍 の 減 少 で あ る 。 減 少 の 範 囲 は 、 免 疫 学 的 応 答 性 の 測 定 に 使 用 さ れ る ア ッ セ
イ の 感 度 に 依 存 し て 変 化 す る こ と が あ る 。 例 え ば 、 抗 体 産 生 細 胞 の 数 の 減 少 は 抗 体 の 量 の
減 少 よ り 感 受 性 で あ る こ と は 知 ら れ て い る 。 減 少 の 範 囲 は 、 ま た 、 エ ピ ト ー プ が 免 疫 優 性
エ ピ ト ー プ で あ る 場 合 、 変 化 す る こ と が あ る 。 免 疫 優 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る 応 答 性 の ２ 倍
の 変 化 は 、 有 意 な レ ベ ル の エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま た は エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 に 対 す る
寛 容 性 を 生 ず る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 単 一 の 投 与 量 の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 寛 容 性 を 誘 発 す る こ と が で き る 。 あ る 場 合 に お い
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て 、 マ ウ ス に お け る 単 一 の 投 与 量 に よ り 誘 発 さ れ た 寛 容 性 は 約 ２ カ 月 ～ 約 ６ カ 月 持 続 す る
こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 動 物 に お い て 維 持 す べ き 寛 容 性 に つ い て 、 多 数 の 投 与 量 が
典 型 的 に は 要 求 さ れ る 。 動 物 の 寿 命 を 通 じ て 少 な く と も 単 一 の 投 与 量 の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ
ン に よ り 誘 発 さ れ た 時 間 の 間 、 寛 容 性 の 維 持 を 望 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 寛 容 原 量 の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 生 理 的 賦 形 剤 、 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 、 緩 衝 化 生 理 食 塩
水 お よ び 不 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト と 組 合 わ せ る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 種 々 の ル ー
ト 、 例 え ば 、 腹 腔 内 、 経 口 、 お よ び 静 脈 内 に よ り 投 与 で き る が 、 好 ま し く は 静 脈 内 ル ー ト
に よ り 投 与 さ れ る 。 ア レ ル ゲ ン ま た は 自 己 抗 原 に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 す る た め に 処 置 で き
る 動 物 は 、 マ ウ ス 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 お よ び モ ル モ ッ ト を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
Ｄ ．
　 本 発 明 は 、 ま た 、 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ と し て 働 く こ と が で き る エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 方
法 を 提 供 す る 。 新 規 な エ ピ ト ー プ の 同 定 は 、 自 己 免 疫 性 応 答 お よ び ア レ ル ギ ー 性 免 疫 応 答
の 診 断 お よ び 治 療 に お い て 有 用 で あ る こ と が あ る 。 １ つ の 方 法 は 、 宿 主 細 胞 に お け る 転 写
お よ び 翻 訳 調 節 領 域 に 作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ た 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る  DNA配 列 を
含 む ベ ク タ ー を 準 備 す る 工 程 を 包 含 す る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は Ｎ － 末 端 の 可 変 領 域 に 少
な く と も １ つ の 異 種 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を 有 す る 。 エ ピ ト ー プ は 寛 容 性 を 誘 発 す る こ と が
で き る こ と が 推 測 さ れ る も の で あ る こ と が で き る 。 細 胞 は 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に ベ ク タ
ー で 安 定 に 形 質 転 換 さ れ る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 ま た は 単
離 さ れ た 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 ア レ ル ギ ー 性 ま た は 自 己 免 疫 性 動 物 か ら の 免 疫 血 清 ま た
は リ ン パ 球 と 免 疫 反 応 す る 能 力 に つ い て 分 析 す る 。 自 己 免 疫 性 ま た は ア レ ル ギ ー 性 の 動 物
に つ い て の 免 疫 血 清 ま た は リ ン パ 球 と の 反 応 性 に よ り 同 定 さ れ た 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対
す る 寛 容 性 の 誘 発 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る in vitroま た は  in vivoに よ り 評 価 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 免 疫 血 清 と 反 応 し お よ び ／ ま た は リ ン パ 球 の 増 殖 を 刺 激 す る こ と が で
き る 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 動 物 に 投 与 し 、 そ し て 寛 容 性 の 誘 発 お よ び 維 持 を 本 明 細 書 お い
て 記 載 す る よ う に 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 他 の 方 法 に お い て 、 形 質 転 換 さ れ た 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 を 動 物 の 中 に 導 入 し
、 そ し て 前 述 し た よ う に エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 定 の 免 疫 学 的 応 答 性 を 評 価 す る ア ッ セ イ を
使 用 し て 、 異 種 エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 の 誘 発 お よ び 維 持 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 い く つ か の エ ピ ト ー プ お よ び 抗 原 は 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が 知 ら れ て い る 。 い く つ か
の エ ピ ト ー プ お よ び 抗 原 は 、 ア レ ル ギ ー 性 応 答 ま た は 自 己 免 疫 性 応 答 に 関 連 す る 免 疫 優 性
免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が 知 ら れ て い る 。 免 疫 応 答 を 引 き 出 す エ ピ ト ー プ は 、 融 合 免 疫 グ
ロ ブ リ ン に お い て 提 示 さ れ た と き 、 寛 容 性 を 誘 発 す る こ と が で き る か 、 ま た は 誘 発 す る こ
と が で き な い 。 ア レ ル ギ ー 性 応 答 ま た は 自 己 免 疫 性 応 答 に 関 連 す る こ と が 知 ら れ て い る い
く つ か の 抗 原 の エ ピ ト ー プ は 、 同 定 さ れ て き て い な い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ
リ ン に お い て 提 示 さ れ た と き 、 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が 知 ら れ て い る エ ピ ト ー プ が 寛 容
性 を 誘 発 す る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 ま た は 抗 原 の 新 規 な 寛 容 原 性 エ ピ
ト ー プ を 同 定 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 １ つ の 方 法 に お い て 、 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 に お い て 機 能 的 な 転 写 お よ び 翻 訳
調 節 領 域 に 作 用 可 能 に 連 鎖 さ れ た 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る  DNA配 列 を 含 ん で な る
ベ ク タ ー を 、 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 の 中 に 形 質 転 換 す る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は
、 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が 知 ら れ て い る エ ピ ト ー プ ま た は 新 規 な 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を
含 む こ と が で き る 。 プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー 配 列 は 、 好 ま し く は 、 エ ピ ト ー プ に 対 す
る 反 応 を  in vivoま た は in vitroで 誘 発 す る た め に 十 分 な レ ベ ル に お い て 、 造 血 細 胞 ま た
は リ ン パ 球 様 細 胞 に お け る 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 発 現 を 提 供 す る 。 こ の よ う な プ ロ モ ー タ
ー を 、 前 述 し た よ う に 、 同 定 し 、 in vitroア ッ セ イ ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 動
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物 に お い て 寛 容 性 を 誘 発 す る こ と が で き る 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 量 は 、 標 準 的 投 与 量 応 答
法 を 使 用 し て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 動 物 に 導 入 す る こ と が で き る 。 形 質 転 換 さ れ た 造 血 細 胞 を 動 物 の
中 に 導 入 す る と き 、 好 ま し く は 動 物 は 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 導 入 前 に 照 射 さ れ て 内 因 性 造
血 細 胞 が 破 壊 さ れ て い る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 腹 腔 内 ま た は 静 脈 内 の 注 射 に よ り 動 物 に
投 与 す る 。 次 い で 約 ２ ～ 20日 後 に 、 動 物 を エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 の 誘 発 に つ い て 分 析
す る 。 寛 容 性 は 、 異 種 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 的 抗 体 の 応 答 ま た は リ ン パ 球 増 殖
の 応 答 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 検 出 す る こ と が で き る 。 約 ２ ～ 100 倍 、 好 ま し く は 10～
100 倍 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 的 抗 体 ま た は リ ン パ 球 増 殖 の 応 答 の 減 少 は 、 エ ピ ト ー プ
に 対 す る 寛 容 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 好 ま し く は 、 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 形 質 転 換 さ れ
た 細 胞 は 他 の 遺 伝 的 に 同 一 の マ ウ ス 由 来 の 同 系 マ ウ ス 細 胞 で あ る か 、 ま た は ヒ ト 造 血 細 胞
ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 で あ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は ベ ク タ ー
で 形 質 転 換 さ れ た ヒ ト 骨 髄 組 織 を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 ヒ ト 骨 髄 組 織
を 免 疫 不 全 マ ウ ス 、 例 え ば 、 SCID－ SCIDマ ウ ス に  Chambers et al.、 前 掲 、 に 記 載 さ れ て
い る 方 法 に 従 い 投 与 す る こ と が で き る 。 エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 的 抗 体 の 応 答 ま た は リ ン
パ 球 増 殖 の 応 答 を 検 査 す る こ と に よ っ て 、 SCID－ SCIDマ ウ ス に お い て 寛 容 性 を 評 価 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 方 法 は 、 新 規 な 寛 容 原 、 好 ま し く は 自 己 免 疫 ま た は ア レ ル ギ ー 性 免 疫 の 応
答 に 関 連 す る も の に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ を 提 供 す る 。 こ の 方 法 に お い て 、 ア レ ル ギ ー
性 応 答 ま た は 自 己 免 疫 性 応 答 に 関 連 す る 抗 体 の エ ピ ト ー プ を 、 免 疫 血 清 と 免 疫 反 応 す る 能
力 、 ま た は ア レ ル ギ ー 性 応 答 ま た は 自 己 免 疫 性 応 答 を 有 す る 動 物 か ら の リ ン パ 球 の 増 殖 を
刺 激 す る 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 例 え ば 、 複 合 体 の 抗 原 、 例 え ば 、 凝 固 因 子 VI
IIの 一 部 分 を コ ー ド す る 異 な る cDNA配 列 を 抗 体 の Ｎ － 末 端 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る  DNA配
列 と 組 合 わ せ て 、 凝 固 因 子 VIII由 来 の 異 な る エ ピ ト ー プ を も つ 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー
ド す る cDNA配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る 。 複 数 の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 は 、
ラ ン ダ ム に 発 生 さ せ る こ と が で き る か 、 ま た は オ ー バ ー ラ ッ プ す る 線 状 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ
ー ド す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る か 、 ま た は  DNA配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 が
凝 固 因 子 VIII分 子 の 表 面 上 に 発 現 さ れ る （ 第 ３ 構 造 に 基 づ く ） 可 能 性 に 基 づ い て 選 択 す る
こ と が で き る 。 抗 原 の 異 な る 部 分 を コ ー ド す る cDNA配 列 を 、 前 述 し た よ う に 、 免 疫 グ ロ ブ
リ ン の Ｎ － 末 端 の 可 変 領 域 、 好 ま し く は 重 鎖 の 第 １ の Ｎ － 末 端 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 、 に
お け る cDNA配 列 と 組 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー 系 、 例 え ば 、  pCombを 使 用 し て 、 前 述 し た よ う に 組 合 わ せ た 抗 原
の 異 な る 部 分 を コ ー ド す る cDNA配 列 を 有 す る 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー を
発 生 さ せ る こ と が で き る 。  Barbas et al., , ： 7978 (1991) に 記 載 さ れ て い る よ
う に 、 制 限 酵 素 の 消 化 お よ び 結 合 の 標 準 的 方 法 を 使 用 し て 、 こ れ ら の cDNA配 列 を 有 す る よ
う に フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。  Barbas et al.、 前 掲 、 に 記 載 さ れ
て い る ア ッ セ イ に 類 似 す る パ ニ ン グ お よ び ／ ま た は フ ィ ル タ ー の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ
セ イ に お い て 、 フ ァ ー ジ ミ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を ア レ ル ギ ー 性 ま た は 自 己 免 疫 性 動 物 か ら の
免 疫 血 清 と の 免 疫 反 応 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 簡 単 に 述 べ る と 、 抗 原 由 来 の 少 な く と も １ つ の 異 種 エ ピ ト ー プ を も つ  Fab断 片 を 有 す る
フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー を 大 腸 菌  (E.coli) 株 の 中 に 形 質 転 換 す る 。 大 腸 菌  (E.coli) 株 を
抗 生 物 質 の 存 在 下 に 増 殖 さ せ て 、 フ ァ ー ジ ミ ド ベ ク タ ー を 有 す る 株 に つ い て 選 択 す る 。 フ
ァ ー ジ を 単 離 し 、 次 い で 、  Barbas et al.、 前 掲 、 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ア レ ル ギ ー
性 ま た は 自 己 免 疫 性 動 物 か ら の 免 疫 血 清 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 細 胞 へ の 結 合 に つ い て ス ク
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リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 溶 離 用 緩 衝 液 を 使 用 し て 、 付 着 性 フ ァ ー ジ を 溶 離 す る 。 溶
離 さ れ た フ ァ ー ジ を 大 腸 菌  (E.coli) 細 胞 の 中 に 転 移 さ せ 、 そ し て ア レ ル ギ ー 性 ま た は 自
己 免 疫 性 動 物 か ら の 免 疫 血 清 を 使 用 し て フ ィ ル タ ー の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 型 ア ッ セ イ を 使
用 し て 、 異 種 エ ピ ト ー プ を も つ  Fab断 片 を 有 す る フ ァ ー ジ ミ ド の 存 在 に つ い て 、 コ ロ ニ ー
を 検 査 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 陽 性 ク ロ ー ン か ら の フ ァ ー ジ ミ ド DNA を 単 離 し 、 そ し て 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞
を 形 質 転 換 す る た め に 使 用 で き る ベ ク タ ー の 中 に 、 融 合 Fab を コ ー ド す る  DNA配 列 を サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。  Fab断 片 よ り む し ろ 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 形 質 転 換 さ れ
た 細 胞 が 産 生 す る よ う に 、 ベ ク タ ー は 追 加 の  DNA配 列 を 含 有 す る こ と が で き る 。 記 載 し た
よ う に 同 定 さ れ た 陽 性 ク ロ ー ン か ら の ア レ ル ギ ー 性 ま た は 自 己 免 疫 性 動 物 か ら の 免 疫 血 清
と 反 応 す る 異 種 エ ピ ト ー プ を 有 す る 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 単 離 し 、 そ し て in vitroま た は
 in vivoに お い て 寛 容 性 を 誘 発 す る 能 力 に つ い て 試 験 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の よ う
な ベ ク タ ー を 有 す る 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 動 物 の 中 に 導 入 し 、 そ し て 本 明 細 書 お い て 記 載
す る よ う に  in vivoの 寛 容 性 の 誘 発 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 い っ た ん 寛 容 性 を 誘 発 す る こ と が で き る 新 規 な エ ピ ト ー プ お よ び ／ ま た は 融 合 免 疫 グ ロ
ブ リ ン が 同 定 さ れ る と 、 そ れ ら は 医 薬 組 成 物 お よ び エ ピ ト ー プ に 対 し て 動 物 を 寛 容 性 と す
る 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 自 己 免 疫 ま た は ア レ ル ギ ー 性 免 疫 の 応 答 に
関 連 す る 新 規 な 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ の 同 定 を 標 準 的 診 断 ア ッ セ イ に お い て 使 用 し て 、 自 己
免 疫 ま た は ア レ ル ギ ー 性 免 疫 の 応 答 の 存 在 を 評 価 す る か 、 ま た は 治 療 の 有 効 性 を モ ニ タ ー
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
Ｅ ．
　 本 発 明 は 、 ま た 、 動 物 に お い て エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発 お よ び 維 持 す る 方 法 を
提 供 す る 。 １ つ の 方 法 に お い て 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 を 前 述 し た よ う に
動 物 に 投 与 す る 。 他 の 方 法 お い て 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 産 生 す る 形 質 転 換 さ れ た 造 血 細
胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 を 動 物 の 中 に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 寛 容 性 を 動 物 に お い て 誘 発
お よ び 維 持 す る こ と が で き る 。 い か な る 方 法 に お い て も 本 発 明 を 限 定 し な い で 、 形 質 転 換
さ れ た 細 胞 に よ る  invivoに お い て 異 種 エ ピ ト ー プ を 有 す る 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 持 続 的
産 生 は 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 医 薬 組 成 物 を 使 用 す る と き と 同 様 に よ く 、 ま た は そ れ よ り
よ く 、 寛 容 性 の 維 持 を 可 能 と す る こ と が で き る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 １ つ の 方 法 に お い て 、 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 に お い て 安 定 に 維 持 で き る 融 合 免
疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る ベ ク タ ー が 提 供 さ れ る 。 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 少 な く と も １ つ
の 異 種 寛 容 原 性 エ ピ ト ー プ を 有 す る 。 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 、 例 え ば 、 末 梢 血 細
胞 を 、 ポ リ ブ レ ン を 使 用 し て ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 MBAEで 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 さ れ た 細
胞 は 典 型 的 に は 選 択 さ れ ず 、 そ し て 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 様 細 胞 の 全 体 の 集 団 を 動 物 に
投 与 す る 。 抗 体 を 使 用 し て 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 存 在 を 検 出 す る か 、 ま た は RT-PCRま た は
ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を 使 用 し て 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の mRNAの 発 現 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 形
質 転 換 さ れ た 細 胞 を 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の  in vivoま た は in vitroに お け る 産 生 に つ い て
評 価 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 動 物 に お い て 異 種 エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 を 誘 発
お よ び 維 持 す る た め に 十 分 な レ ベ ル に お け る 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 産 生 に つ い て 、 形 質 転
換 さ れ た 細 胞 の 集 団 を in vitroで 分 析 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 寛 容 性 を 誘 発 お よ び ／ ま た は 維 持 す る た め に 十 分 な レ ベ ル に お い て 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン
が 産 生 さ れ る よ う に 調 製 さ れ た 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 集 団 を 、 動 物 の 中 に 導 入 す る 。 動 物
の 中 に 導 入 さ れ る 細 胞 の 量 は 、 寛 容 性 を 誘 発 し 、 好 ま し く は 寛 容 性 を 維 持 す る た め に 十 分
な レ ベ ル に お い て 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 産 生 を 提 供 す る 量 で あ る 。 前 述 の よ う に ア ッ セ イ
を 用 い て 、 異 種 エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 原 の 誘 発 及 び 維 持 に つ い て 動 物 を モ ニ タ ー す る 。
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あ る 場 合 に お い て 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 集 団 の 中 へ の 導 入 の 前 に 、 内 因 性 造 血 細 胞 ま た
は リ ン パ 球 様 細 胞 を 破 壊 す る た め に 十 分 に 動 物 を 照 射 す る 。 免 疫 学 的 応 答 性 、 例 え ば 、 リ
ン パ 球 の 増 殖 ま た は 抗 体 の 応 答 、 の 約 ２ ～ 100 倍 の 減 少 が 見 ら れ る 場 合 、 動 物 は エ ピ ト ー
プ に 対 す る 寛 容 性 で あ る と 考 え ら れ る 。 少 な く と も 寛 容 原 性 医 薬 組 成 物 の 単 一 の 動 脈 内 注
射 で 寛 容 性 の 状 態 が 誘 発 さ れ る と 同 じ 長 さ で 、 寛 容 性 の 状 態 が 維 持 さ れ る 場 合 、 寛 容 性 は
維 持 さ れ る と 考 え ら れ る 。 マ ウ ス に お い て 、 寛 容 原 量 の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の １ 回 の 注 射
は 約 ２ ～ 20日 間 お よ び 約 ２ カ 月 ～ ６ カ 月 程 度 に 長 く 寛 容 性 を 生 ず る こ と が で き る 。 寛 容 性
は 動 物 の 寿 命 を 通 じ て 維 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 適 当 な 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト か ら の 骨 髄 細 胞 お よ び リ ン パ 球 様 細 胞
を 包 含 す る 。 適 当 な 動 物 は 、 免 疫 不 全 マ ウ ス 、 例 え ば 、 SCID－ SCIDマ ウ ス を 包 含 す る マ ウ
ス の 近 交 系 を 包 含 す る 。 ヒ ト の 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 使 用 す る エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 の
誘 発 お よ び 維 持 は 、 SCID－ SCIDマ ウ ス に 投 与 さ れ た ヒ ト の 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に お け る エ
ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 の 発 生 に よ り 評 価 す る こ と が で き る 。 他 の 形 質 転 換 さ れ た 動 物 細
胞 、 例 え ば 、 ウ シ の 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 、 ま た 、 SCID－ SCIDマ ウ ス に お け る 寛 容 性 の 誘
発 に つ い て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 他 の 方 法 に お い て 、 寛 容 原 量 の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 使 用 し て 寛 容 性 を 誘 発 す る こ と が
で き 、 そ し て 同 一 の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る 形 質 転 換 さ れ た 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ
球 系 細 胞 の 投 与 に よ り 、 寛 容 性 を 維 持 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に お い て 、 寛 容 原 量 の
融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 単 一 の 投 与 量 と し て 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 投 与 す る こ と が で き
る 。 あ る 状 態 の 免 疫 学 的 非 応 答 性 が 得 ら れ た 後 、 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る 形 質 転 換
さ れ た 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 系 細 胞 を 動 物 に 投 与 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 限 定 を 意
味 し な い が 、 形 質 転 換 さ れ た 造 血 細 胞 ま た は リ ン パ 球 系 細 胞 は エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性
の 維 持 を 生 ず る で あ ろ う 。 寛 容 性 を 誘 発 す る よ り む し ろ 維 持 す る た め に 形 質 転 換 さ れ た 細
胞 を 使 用 す る と き 発 現 す る た め に 必 要 な 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 量 は 、 寛 容 性 を 誘 発 お よ び
維 持 す る た め に 要 求 さ れ る 量 よ り 少 な い こ と が あ る 。 典 型 的 に は 、 寛 容 性 を 誘 発 す る よ り
む し ろ 維 持 す る た め に 、 約 10～ 100 倍 少 な い 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 抗 原 の 投 与 が 要 求
さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ４ 】
実 施 例 Ｉ

　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ cIタ ン パ ク 質 の 残 基 12－ 26を 含 ん で な る エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容
性 を 研 究 し た 。 な ぜ な ら 、 こ の エ ピ ト ー プ は Ｔ 細 胞 お よ び Ｂ 細 胞 の 両 方 に よ り 認 識 さ れ る
こ と が で き 、 そ し て Ｈ － ２ d  マ ウ ス に お け る こ の タ ン パ ク 質 の 主 要 な 免 疫 優 性 エ ピ ト ー プ
で あ る か ら で あ る 。 こ の エ ピ ト ー プ は Ｎ － 末 端 に そ の エ ピ ト ー プ を 有 す る マ ウ ス IgG の 融
合 タ ン パ ク 質 に お い て 発 現 さ れ た 。 同 種 IgG1は 寛 容 原 性 担 体 で あ る こ と が 知 ら れ て い る の
で 、 融 合 タ ン パ ク 質 の た め に 選 択 し た 。 同 種 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 特 に IgG)は 、 Ｂ 細 胞 の Fcレ
セ プ タ ー を 架 橋 し 、 循 環 に お い て 持 続 す る 能 力 を も ち 、 な ら び に 「 固 有 の 免 疫 原 性 」 、 す
な わ ち 、 可 溶 性 の 形 態 で 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 可 能 性 、 を 欠 如 す る の で 、 効 率 よ い 寛 容 原 性
担 体 を つ く る よ う で あ る 。 λ cIリ プ レ ッ サ ー タ ン パ ク 質 の 12－ 26エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 免
疫 グ ロ ブ リ ン IgG の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る  DNA構 築 物 は 、 プ ラ ス ミ ド pSNR－ １ を
修 飾 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 。 （ 第 １ 図 参 照 。 ）
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 λ cIリ プ レ ッ サ ー タ ン パ ク 質 の 主 要 な 免 疫 優 性 ペ プ チ ド （ 残 基 １ － 102)は 、 , 

： 381 (1990)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 残 基 12－ 26に お い て 見 出 さ れ る 。 こ の ペ プ チ ド
断 片 を コ ー ド す る  DNA配 列 は 、 標 準 的 自 動 化 法 に よ り 合 成 さ れ た 。 12－ 26エ ピ ト ー プ を コ
ー ド す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 は 、 下 記 の 配 列  (配 列 NO： １ ) を 有 す る ：
 5′ CTG GAG GAC GCG CGG CGG CTG AAG GCG ATA TAC GAG AAG AAG AAG 3′
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 3′ GAC CTC CTG CGC GCC GCC GAC TTC CGC TAT ATG CTC TTC TTC CCT 5′
こ の 断 片 に よ り コ ー ド さ れ る 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 下 記 の 通 り で あ る ：
 Leu-Glu-Asp-Ala-Arg-Arg-Leu-Lys-Ala-Ile-Tyr-Glu-Lys-Lys-Lys
　 （ 配 列 NO： ２ )
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 プ ラ ス ミ ド pSNR－ １ は 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ － ３ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル に 対 し て 特 異 的 な ネ ズ ミ
免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら の 可 変 重 鎖 ド メ イ ン （ VH） お よ び 重 鎖 一 定 領 域 １ － ３ （ CH１ － ３ ） を
コ ー ド す る  DNA配 列 を 包 含 す る プ ラ ス ミ ド で あ る 。 プ ラ ス ミ ド pSNR－ １ は 、 Ballard et a
l., , ： 9626 (1986) に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 構 築 し た 。 pSNR－ １ プ ラ ス ミ ド
は 、 ダ グ ラ ス ・ フ ィ ア ロ ン  (Douglas Fearon) (Johns Hopkins、 マ リ イ ラ ン ド 州 バ ル チ モ
ア ) か ら 入 手 し た 。 12－ 26エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 を 種 々 の 重 鎖 の 中 に 導 入 す る
た め に 、 プ ラ ス ミ ド pSNRを 後 述 す る よ う に 操 作 し た 。 VHの コ ー デ ィ ン グ 配 列 、  118bpの  D
NA配 列 、 プ ロ モ ー タ ー 要 素 を コ ー ド す る VHコ ー デ ィ ン グ 配 列 に 対 す る ５ ′ 上 流 の プ ロ モ ー
タ ー 要 素 、 お よ び ３ ′ 下 流 の イ ン ト ロ ン お よ び  IgHエ ン ハ ン サ ー 配 列 を 含 む pSNR－ １ プ ラ
ス ミ ド の 1.3kbpの 領 域 を 、 標 準 的 方 法 を 使 用 し て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の 配 列 は 制 限
酵 素 部 位  BamHIと  EcoRIと の 間 に お い て 定 め ら れ 、 そ し て  BamHIお よ び  EcoRI制 限 エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ を 使 用 し て プ ラ ス ミ ド pBS(Stratagene) の 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 単 一
切 断 し た PstI部 分 的 消 化 断 片 を 単 離 す る 条 件 下 に 、

、 前 掲 、 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、  pBH／ VHを PstIで 消 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 12－ 26エ ピ ト ー プ を 修 飾 し 、 次 い で 免 疫 グ ロ ブ リ ン の VH領 域 の 中 に 、 そ の 領 域 の 適 切 な
フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 提 供 す る 位 置 に お い て 、 挿 入 し た 。 12－ 26エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 合
成  DNA配 列 の ３ ′ 末 端 に 、 VHコ ー デ ィ ン グ 配 列 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (FRI) の 最 初 の ５ ア
ミ ノ 酸 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 付 加 す る こ と に よ っ て 、 12－ 26エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA
配 列 を 修 飾 し た 。 こ の 修 飾 は 適 切 な フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 可 能 と し 、 そ し て 免 疫 グ ロ ブ リ ン
分 子 の 第 ３ 構 造 に お け る 最 小 の 崩 壊 を 生 ず る よ う に 選 択 し た 。 エ ピ ト ー プ の 挿 入 が 分 子 を
破 壊 し な い よ う で あ る 部 位 で あ る と 思 わ れ る Ig分 子 の 領 域 は 、 Ig分 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 な ら
び に 第 ３ 構 造 を 分 析 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 Ig鎖 上 の Ｎ － 末 端 お よ び  C
DR領 域 は 、 好 ま し く は 、 エ ピ ト ー プ を 挿 入 し て 第 ３ 構 造 の 最 小 の 破 壊 を 生 ず る こ と が で き
る 領 域 で あ る 。 Ｎ － 末 端 領 域 に お け る 挿 入 は 、 よ り 大 き い ポ リ ペ プ チ ド ≧ 10kDa の 挿 入 を
可 能 と す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ り 、 VHの 第 １ フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 最 初 の ５ ア ミ ノ 酸 の 配 列
を 含 む 修 飾 さ れ た 12－ 26配 列 を 得 た 。 Ｈ － １ ｄ フ ラ ジ ェ リ ン 遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド
pPX1647 (P. Brey博 士 、 Praxis－ Lederle Corp.), pUC119の 誘 導 プ ラ ス ミ ド の  BamHI／ Cl
aI部 位 の 中 に 、 合 成 の 45塩 基 対 の  DNA配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 12－ 26エ ピ
ト ー プ を コ ー ド す る 45塩 基 対 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。  PCR
技 術 お よ び ２ つ の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 修 飾 さ れ た 12－ 26配 列 を 増 幅 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を OS－ １ お よ び OS－ ２ と 表 示 し た 。 プ ラ イ マ ー OS－ １ は 、 PstI部 位
の コ ー デ ィ ン グ 配 列 お よ び 12－ 26配 列 の 最 初 の ５ ア ミ ノ 酸 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 有 す る
。 OS－ １ の 配 列 （ 配 列 NO： ３ ） は 下 記 の 通 り で あ る ：
　 5′ TGATCTACTG CAGCTGGAGG ACGCGCGGCG G 3′
プ ラ イ マ ー OS－ ２ は PstI部 位 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 対 し て 相 補 的 で あ り 、 そ し て VHの 第 １
フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 最 初 の ５ ア ミ ノ 酸 お よ び 12－ 26配 列 の 最 後 の ６ ア ミ ノ 酸 の コ ー デ ィ
ン グ 配 列 に 対 し て 相 補 的 で あ る 。 OS－ ２ の 配 列 （ 配 列 NO： ４ ） は 下 記 の 通 り で あ る ：
　 5′ CGACCTCCTG CAGTTGGACC TGCTTCTTCT TCTCGTATAT 3′
PCR 法 の 82bpの 産 物 、 す な わ ち 、 修 飾 さ れ た 12－ 26配 列 は 、 標 準 的 方 法 を 使 用 し て 高 篩 ア
ガ ロ ー ス に よ り 単 離 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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　 82塩 基 対 の  PCR断 片 を PstIで 消 化 し て 、 FR１ の 最 初 の ５ ア ミ ノ 酸 を 含 む 修 飾 さ れ た 12－
26エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 65bpの 断 片 を 生 成 し た 。 65bpの 断 片 を プ ラ ス ミ ド pBS の 中 に pS
T1部 位 に お い て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ は 、 修 飾 さ れ た 12－ 26配 列 を Ps
tIで 消 化 す る こ と に よ っ て 実 施 し た 。 修 飾 さ れ た 12－ 26の PstI断 片 を 含 有 す る 選 択 さ れ た
プ ラ ス ミ ド を 配 列 決 定 し て 、 そ の 断 片 の 存 在 を 適 切 な 向 き に お い て 確 証 し た 。 修 飾 さ れ た
12－ 26配 列 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド を  pBS／ 12－ 26と 呼 び 、 配 列 決 定 し て 構 造 を 確 証 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 pBS ／ 12－ 26か ら の 修 飾 さ れ た 12－ 26断 片 を  pBS／ VHの 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 最
初 に  pBS／ VHを PstIで 部 分 的 に 消 化 し て VH領 域 を PstI部 位  (こ の 部 位 は VHの 第 １ フ レ ー ム
ワ ー ク の ア ミ ノ 酸 ４ お よ び ５ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 位 置 す る ） に お い て 切 断 す る こ と に よ
っ て 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ を 実 施 し た 。  pBS／ 12－ 26を PstIで 完 全 に 消 化 し た 。 結 合 後 、 Ｐ
3 2 標 識 12－ 26オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 細 菌 コ ロ ニ ー の フ ィ ル タ ー ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 VHの 第 １ フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 最 初 の ５ ア ミ ノ 酸 の コ ー デ
ィ ン グ 配 列 後 に 挿 入 さ れ た 修 飾 さ れ た 12－ 26を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド を 選 択 し た 。 生 ず る VH
融 合 配 列 は 下 記 の 通 り で あ る ： L-FRI-12-26-FRI(Ｌ ＝ リ ー ダ ー 配 列 ；  FRI＝ VHの 第 １ フ レ
ー ム ワ ー ク 領 域 の 最 初 の ５ ア ミ ノ 酸 ） 。 二 本 鎖 の 配 列 決 定 を 実 施 し て 、 適 切 な 部 位 の 挿 入
な ら び に 向 き を 確 証 し た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を  pBS／ VH／ 12－ 26と 表 示 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 プ ラ ス ミ ド の 中 の VH／ 12－ 26組 換 え 配 列 の 存 在 を 、  DNA配 列 決 定 法 に よ り 評 価 し た 。 修
飾 さ れ た 12－ 26イ ン サ ー ト を 取 り 囲 み か つ 含 む VII　 DNA配 列 （ 配 列 NO： ５ ） は 、 下 記 の 通
り で あ る ：
　 CAG GTC CAA CTG CAG CTG GAG GAC GCG CGG CGG CTG AAG GCG
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 L　  E　  D　  A　  R　  R　  L　  K　  A
　 ATA TAC GAG AAG AAG AAG CAG GTC CAA CTG CAG
　 I　  Y　  E　  K　  K　  K
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 pBS ／ VH／ 12－ 26か ら の 修 飾 さ れ た 12－ 26／ VH組 換 え 体 を 、 プ ラ ス ミ ド pSV2－ neo の 中
に  BamHI／ ECORI 部 位 に お い て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 pSV2－ neo プ ラ ス ミ ド を pSNR(Al 
Bothwell博 士 、  YaleUniversity、 コ ネ チ カ ッ ト 州 ニ ュ ー ヘ ブ ン ) か ら 誘 導 し 、 そ し て IgG

1 重 鎖 の 中 に 挿 入 さ れ た Ｖ H 　 (NP結 合 ) を 含 有 す る 。 pSNR－ １ か ら 誘 導 さ れ 、 α 1  鎖 の 一
定 領 域 １ － ３ （ CH１ － ３ ） を 含 有 す る 8.5kbpの  EcoRI断 片 を 、 ま た 、 pSV2－ neo の 中 に サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 CH１ － ３ コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む 、 プ ラ ス ミ ド pSNR－ １ の  EcoRI部
位 の 間 の 8.5kbpの 領 域 の 欠 失 は 、 , Vol.１ ： Su
pplement 3. 1. 3, John Wiley & Sons (1989)に 開 示 さ れ て い る よ う な 標 準 的 技 術 を 使 用
し て 実 施 し た 。 完 全 な プ ラ ス ミ ド は 、 可 変 重 鎖 の Ｎ － 末 端 の 第 １ フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に 挿
入 さ れ た 12－ 26エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 65塩 基 対 の 配 列 を も つ 可 変 重 鎖 を コ ー ド す る 配 列
、 お よ び （ CH１ － ３ ) 一 定 領 域 １ － ３ を コ ー ド す る 配 列 を 含 有 す る 。 修 飾 さ れ た 可 変 領 域
の 配 列 の 向 き お よ び 一 定 領 域 を 、 、 前 掲 、 に 記
載 さ れ て い る よ う に 、 サ ザ ン 制 限 分 析 に よ り 評 価 し た 。 有 望 な 組 換 え 体 を ア ン ピ シ リ ン に
よ り 選 択 し 、 そ し て 大 規 模 の プ ラ ス ミ ド の 調 製 物 を 標 準 的 方 法 に よ り 成 長 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
実 施 例 II

　 VH／ 12－ 26融 合 お よ び IgG1の CH１ － ３ の 両 方 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 有 す る 組 換 え プ ラ
ス ミ ド を 宿 主 細 胞 の 中 に 導 入 し 、 そ し て 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 検 出 し た 。 形 質 転 換 お よ
び 発 現 の 検 出 を 、 、 前 掲 、 に 記 載 さ れ て い る よ
う に 、 標 準 的 方 法 に よ り 実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 12－ 26IgG1 DNA構 築 物 （ Ｑ ３ ） な ら び に 調 節 pSNR構 築 物 （ Ｐ ６ ） を 、 λ 軽 鎖 の み を 合 成
す る  J558L骨 髄 腫 細 胞 の 中 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し た 。 安 定 な 組 込 み 体 を 抗 生 物 質 G4
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18の 存 在 に お い て 成 長 に つ い て 選 択 し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト お よ び  ELISAに よ り 細 胞 培
養 の 上 清 を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 12－ 26IgG1融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ト ラ ン ス フ ェ ク
ト ー マ を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ロ ー ラ ー ボ ト ル 中 に お い て 大 量 培 養 に お い て 無 血 清 培 地 （ ５ ％ の  FCSを 含 む RPMI－ 1640
） 中 で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ を 高 い 密 度 に 成 長 さ せ た 。 無 血 清 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ の
上 清 か ら の 精 製 は 、 pH８ に お け る プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ズ と の 結 合 、 pH４ に お け る 溶 離
、 な ら び に 抗 マ ウ ス  IgGア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム と の 結 合 に よ り 、 首 尾 よ く 達 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 選 択 さ れ た ク ロ ー ン か ら 精 製 さ れ た 上 清 を 、 標 準 的 方 法 に よ り ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト お よ
び  ELISAで 12－ 26エ ピ ト ー プ の 発 現 に つ い て 分 析 し た 。 （ 第 ２ 図 お よ び 第 ３ 図 参 照 。 ） ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の た め に 、 試 料 を 10％  SDS－ PAGE上 で 電 気 泳 動 さ せ た 。 ゲ ル を ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス に 移 し 、 抗 マ ウ ス IgG(左 の レ ー ン ) ま た は 抗 12－ 26モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｂ
3.11 (右 の レ ー ン ) ＋ 二 次 試 薬 と し て ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 抗 体 で プ ロ ー ビ ン グ
し た 。 結 果 を 第 ２ 図 に 示 す 。 12－ 26IgG1構 築 物 （ Ｑ ３ ） を 含 有 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ
か ら の 細 胞 培 養 物 の み は 、 マ ウ ス IgG に 対 し て 特 異 的 な 抗 体  (左 の レ ー ン ) お よ び 12－ 26
エ ピ ト ー プ に 対 し て 特 異 的 な 抗 体  (右 の レ ー ン ) と 反 応 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ELISA 競 合 阻 害 ア ッ セ イ の た め に 、 前 も っ て 抗 体 価 測 定 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｂ 3.11を 増
加 す る 量 の 12－ 26ペ プ チ ド 、 ま た は ウ サ ギ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン に 化 学 的 に 結 合 し た 12－ 26ペ
プ チ ド (RGG／ 12－ 26)、 ま た は 12－ 26IgG1 (Ｑ ３ ) と 混 合 し た 。 固 定 化 12－ 26ペ プ チ ド に
結 合 す る 混 合 物 の 能 力 を 標 準 的 方 法 に よ り 決 定 し た 。 第 ３ 図 に 示 す 結 果 が 示 す よ う に 、 12
－ 26IgG 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 溶 液 中 の 12－ 26ペ プ チ ド と 比 較 し て 、 12－ 26ペ プ チ ド に 対 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 を 効 率 よ く 阻 害 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 競 合 阻 害 ELISA の 研 究 は 、 こ れ ら の 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 、 遊 離 合 成 ペ プ チ ド ま た は ウ
サ ギ IgG に 化 学 的 に 複 合 化 し た 12－ 26と 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 抗 12－ 26Ｂ 3.11へ の 結 合 に
つ い て 効 率 よ く 競 合 す る こ と が で き る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 12－ 26IgG は 、  CFA中 に 乳 化
し た と き 、 12－ 26エ ピ ト ー プ に つ い て 免 疫 原 性 で あ る  (デ ー タ は 示 さ れ て い な い ) 。 こ れ
が 示 唆 す る よ う に 、 挿 入 さ れ た ペ プ チ ド は 、 自 己  IgG分 子 に 関 し て さ え 、 生 理 学 的 に 関 係
す る 方 法 に お い て プ ロ セ シ ン グ さ れ か つ 提 示 さ れ る こ と が で き る 。 実 験 は 、 ま た 、 12－ 26
融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン が Ｈ － ２ d  制 限 12－ 26特 異 Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ （ ９ Ｃ 127)に お い て
IL－ ２ の 産 生  (CTLLア ッ セ イ に よ り 測 定 ) を 刺 激 す る こ と が で き る こ と を 示 す  (デ ー タ は
示 さ れ て い な い ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
実 施 例 III

　 生 理 食 塩 水 中 の 、 ま た は 不 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト (IFA) 中 に 乳 化 さ れ た 12－ 26ペ
プ チ ド の 高 い 投 与 量 で 静 脈 内 的 ま た は 腹 腔 内 的 に 動 物 を 前 処 置 す る と 、 完 全 フ ロ イ ン ド ア
ジ ュ バ ン ト (CFA) 中 の ペ プ チ ド で 引 き 続 い て 免 疫 化 し た と き 、 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 の 寛 容 性 を
誘 発 す る こ と が で き る 。 Scherer et al., , Cold Spring Harbor
, NY, ： 497 (1989)。 12－ 26エ ピ ト ー プ に 対 す る 寛 容 性 の 誘 発 は Ｔ 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ に
お い て 確 証 さ れ た 。 し か し な が ら 、 ペ プ チ ド で 処 置 し た 動 物 は Ｂ 細 胞 の レ ベ ル に お い て 寛
容 性 で は な い 。 す な わ ち 、 12－ 26フ ラ ジ ェ リ ン （ 「 担 体 エ ピ ト ー プ 」 を 提 供 す る ） で 対 抗
し た と き 、 応 答 は 減 少 し な か っ た （ 下 記 を 参 照 ） 。 こ れ は 、 ペ プ チ ド の 対 抗 に よ る 減 少 が
Ｂ 細 胞 で は な く 、 Ｔ 細 胞 の 寛 容 性 で あ っ た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 12－ 26IgG1融 合 タ ン パ ク 質 が Ｂ 細 胞 の 寛 容 性 を 誘 発 す る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す
る た め に 、 下 記 の 実 験 を 実 施 し た 。 マ ウ ス 脾 細 胞 を in vitroで RPMI－ 1640＋ ５ ％  FCS中 で
18時 間 培 養 し た 。 次 い で 、 マ ウ ス 脾 細 胞 を 増 加 す る 濃 度 の 12－ 26ペ プ チ ド 、 ウ サ ギ ガ ン マ
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グ ロ ブ リ ン と 12－ 26と の 化 学 的 複 合 体 (RGG－ 12－ 26） 、 ま た は 12－ 26IgG1（ Ｑ ３ ） と イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 18時 間 に お い て 、 こ れ ら の 脾 細 胞 を 洗 浄 し 、 次 い で リ ポ 多 糖 類 （ マ イ ト
ジ ェ ン の 刺 激 、 示 さ れ て い な い ） ま た は 12－ 26ペ プ チ ド を 含 有 す る サ ル モ ネ ラ ・ フ ラ ジ ェ
リ ン （ Salmonella flagellin) の Ａ 29融 合 タ ン パ ク 質 で 対 抗 し た 。 12－ 26エ ピ ト ー プ を 含
有 す る サ ル モ ネ ラ ・ フ ラ ジ ェ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 前 に  in vivoお よ び in vitroの 両 方
に お い て 免 疫 原 性 で あ る こ と が 示 さ れ た  (デ ー タ は 示 さ れ て い な い ) 。 寛 容 性 の 誘 発 の 対
照 と し て 、 脾 細 胞 を in vitroに お い て 非 応 答 性 を 誘 発 す る こ と が 以 前 に 示 さ れ て い る ウ サ
ギ 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン で 処 理 し た 。 G. Warneret al., , ： 2185 (1991) 
。 抗 Igの 効 果 は 各 グ ラ フ の 右 端 に 白 抜 き 円 と し て 示 さ れ て い る 。 細 胞 の 応 答 性 を  ELISAに
よ り 測 定 し た 。 結 果 は 第 ４ 図 と し て 示 さ れ て い る （ Ａ 29融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 12－ 26ペ プ
チ ド の 対 抗 ） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 結 果 が 示 す よ う に 、 脾 細 胞 を Ａ 29融 合 タ ン パ ク 質 で 対 抗 し た と き 、 、 12－ 26IgG1融 合 タ
ン パ ク 質 （ Ｑ 3.13) 、 ま た は 化 学 的 複 合 体 (RGG－ 12－ 26） の 双 方 は マ イ ク ロ グ ラ ム の レ ベ
ル に お い て 寛 容 性 で あ っ た 。 対 照 的 に 、 遊 離 ペ プ チ ド は Ｂ 細 胞 の 応 答 性 を い か な る 投 与 量
に お い て も 阻 害 し な い 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 結 果 は 12－ 26IgG1融 合 タ ン パ ク 質 が in vit
roで Ｂ 細 胞 に お い て 寛 容 性 を 誘 発 す る こ と が で き る こ と を 示 す 。 同 様 な 結 果 が  in vivoに
お い て 下 記 の よ う に し て 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 12－ 26－ IgG 融 合 タ ン パ ク 質 を  in vivoの 寛 容 性 の 誘 発 に つ い て 試 験 し た 。 生 理 食 塩 水
中 の １ mgの 12－ 26－ IgG 融 合 タ ン パ ク 質 、 12－ 26－ IgG ま た は 遊 離 ペ プ チ ド を CAF 1 マ ウ ス
に 注 射 し た 。 対 照 の マ ウ ス に 生 理 食 塩 水 中 の  PBSを 与 え た 。 こ れ ら の マ ウ ス か ら の 脾 細 胞
を 10日 後 in vitroに お い て 12－ 26－ フ ラ ジ ェ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 で 対 抗 し た 。 第 ４ 図 に つ
い て 記 載 す る よ う に 、 対 抗 後 ４ 日 に  ELISAア ッ セ イ に よ り 、 12－ 26に 対 す る 応 答 性 を 測 定
し た 。 結 果 を 第 ５ 図 に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 結 果 が 示 す よ う に 、 12－ 26－ IgG 融 合 タ ン パ ク 質 な ら び に 化 学 的 複 合 体 (RGG－ 12－ 26）
は  in vivoお よ び in vitroに お い て 寛 容 性 を 誘 発 す る こ と が で き る 。 第 ４ 図 お よ び 第 ５ 図
を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
実 施 例 IV

　 Kang et al.,　 , ： 9803 (1990) に 記 載 さ れ て い る よ う に 、
ネ ズ ミ モ ロ ニ ー ロ ウ イ ル ス の 構 築 物 が 調 製 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス の ベ ク タ ー MBAEは 、 Hozumi博 士 か ら 入 手 す る か 、 ま た は  Kang et al.、
前 掲 、 に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 す る こ と が で き る 。 簡 単 に 述 べ る と 、 モ ロ ニ ー ネ ズ ミ
白 血 病 の 長 い 末 端 の 反 復 お よ び G418耐 性 を コ ー ド す る  noe遺 伝 子 を 含 有 す る レ ト ロ ウ イ ル
ス の ベ ク タ ー を 、 β － ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー の 配 列 の 挿 入 に よ り 修 飾
し た 。 β － ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー の 配 列 を  neo遺 伝 子 か ら 下 流 に お い
て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 次 い で 、 HindIII お よ び  SalＩ で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ
て 異 種 遺 伝 子 を β － ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー か ら 下 流 に 挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 MBAEの 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た  DNA配 列 を 、 12－ 26－ IgGH鎖 を 含 有 す る ト ラ ン ス フ
ェ ク ト ー マ Ｑ ３ か ら の  PCR増 幅 逆 転 写 RNA か ら 誘 導 し た 。 Ｑ ３ ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ は 実
施 例 IIに 記 載 す る よ う に 調 製 し た 。 Ｑ ３ ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ か ら の  DNAを 収 穫 し 、 そ し
て 、 前 掲 、 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 標 準 的  P
CR反 応 に お い て 逆 転 写 酵 素 と イ ン キ ュ ベ ー ト し て cDNA分 子 を 形 成 し た 。 cDNA分 子 は 下 記 の
プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 増 幅 し た ：

10

20

30

40

50

(21) JP 2008-1709 A 2008.1.10

J. Immunol. 146 

12－ 26IgG1融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る  DNA配 列 を 含 有 す る レ ト ロ ウ イ ル ス の ベ ク タ ー の
構 築

Proc. Natl. Acad. Sci. 87

Current Protocols in Molecular Biology



　 Ｖ H 5′ プ ラ イ マ ー （ 配 列 NO： ６ ） ：
　 　 5′ TGG ACT AAG TCG ACA CCA TGG GAT GCA GC
　 pep3′ プ ラ イ マ ー （ 配 列 NO： ７ ） ：
　 　 5′ GGC AAC AGA AGC TTT CAC TTC TTC TTC TCG TAT 3′
１ つ の こ の よ う な cDNAは 、 リ ー ダ ー 配 列 を コ ー ド す る  DNA配 列 お よ び 可 変 重 鎖 遺 伝 子 か ら
の 12－ 26エ ピ ト ー プ お よ び 後 続 す る 停 止 コ ド ン を 含 む 。 停 止 コ ド ン は 12－ 26（ プ ラ イ マ ー
中 ） の 最 後 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る  DNA配 列 の 末 端 に お い て  PCRプ ラ イ マ ー の 中 に 設 計 し
て ペ プ チ ド ミ ニ 遺 伝 子 を 構 築 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 リ ー ダ ー 配 列 を コ ー ド す る  DNA配 列 お よ び 12－ 26エ ピ ト ー プ お よ び 後 続 す る 停 止 コ ド ン
を コ ー ド す る 配 列 を  pBluescriptの 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 次 い で MBAEベ ク タ ー の 中 に
サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ は 、 第 ７ 図 に 示 す よ う に 、  SalＩ お よ び HindII
I を 使 用 し て 実 施 し て 、 β － ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー 配 列 か ら 下 流 に ペ
プ チ ド の ミ ニ 遺 伝 子 を 挿 入 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 組 換 え MBAEベ ク タ ー は 、 N. Hozumi(カ ナ ダ 国 ト ロ ン ト ) か ら 入 手 可 能 な φ － ２ 細 胞 系 の
中 へ の リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た
細 胞 系 を RPMI５ ％  FCS中 で  0.8mg／ mlの 粗 G418の 存 在 下 に 増 殖 さ せ た 。 G418耐 性 ク ロ ー ン
を 制 限 希 釈 法 に よ り 単 離 し 、 そ し て ウ イ ル ス 価 を  NIH 3T3細 胞 に つ い て  0.8mg／ mlの G418
 (粗 製 重 量 ) の 存 在 下 に 決 定 し た 。 ペ プ チ ド の ミ ニ 遺 伝 子 構 築 物 に つ い て 、 10 5  ～ 10 6 　 C
FU／ mlの 力 価 を も つ １ つ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ψ － ２ ク ロ ー ン  (MBAE pEP19) を
引 き 続 く 遺 伝 子 転 移 実 験 の た め に 選 択 し た 。 ヘ ル パ ー ウ イ ル ス の 存 在 を 、

、 前 掲 、 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 標 準 的 方 法  (「 感 染 の 水 平
の 広 が り 」 法 ) に よ り ア ッ セ イ し 、 そ し て 検 出 さ れ な か っ た 。 ウ イ ル ス 産 生 系 統 を 各 個 々
の 実 験 の た め に 新 し く 融 解 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ATCCか ら 入 手 可 能 な Ａ 20.2Ｊ 　 Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 細 胞 を 発 現 さ れ た ウ イ ル ス で 感 染 さ せ 、
そ し て ペ プ チ ド を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 検 出 し た 。 第 ６ Ａ 図 参 照 。 Ａ 20.2Ｊ 　 Ｂ 細 胞
リ ン パ 腫 細 胞 の 感 染 後 、 細 胞 を G418中 で 増 殖 さ せ 、  200μ ｌ の 上 清 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ
ィ ン グ に よ り 分 析 し た 。 レ ト ロ ウ イ ル ス の 12－ 26ミ ニ 遺 伝 子 で 感 染 し た ４ つ の ψ － ２ ／ Ａ
20.2Ｊ ク ロ ー ン か ら の 上 清 を ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト し 、 そ し て 12－ 26エ ピ ト ー プ に 対 し て 特 異
的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｂ 3.11と 反 応 さ せ た 。 第 ６ Ａ 図 に お い て 見 ら れ る よ う に 、 ペ プ チ
ド は 感 染 し た リ ン パ 腫 細 胞 に お い て 発 現 さ れ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 Ａ 20.2Ｊ 感 染 細 胞 は ペ プ チ ド を 産 生 ば か り で な く 、 か つ ま た そ れ を 12－ 26反 応 性 Ｔ 細 胞
ハ イ ブ リ ド ー マ に 提 示 す る 。 簡 単 に 述 べ る と 、 感 染 し た Ａ 20.2Ｊ 細 胞 か ら の 力 価 決 定 体 積
の 上 清 を 12－ 26反 応 性 Ｔ 細 胞 の ク ロ ー ン （ Ｔ 32） と 24～ 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 12－
26反 応 性 Ｔ 細 胞 の ク ロ ー ン は 、 Tom Briner博 士 お よ び  M. Gefter博 士  (Massachusetts In
stitute of Techonology、 マ サ チ ュ セ ッ ツ 州 ケ ン ブ リ ッ ジ ) か ら 入 手 し た 。 Ｔ 細 胞 の ク ロ
ー ン の 応 答 性 は 、  3 Ｈ － チ ミ ジ ン の 組 込 み お よ び 標 準 的 IL－ ２ ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 。
結 果 を 第 ６ Ｂ 図 に 示 す 。 結 果 が 示 す よ う に 、 こ の ペ プ チ ド は 12－ 26反 応 性 Ｔ 細 胞 の ク ロ ー
ン に 提 示 す る こ と が で き る の で 、 Ａ 20細 胞 は そ れ を 有 す る 。 こ れ ら の ク ロ ー ン に よ る IL－
２ の 産 生 を ま た 測 定 し 、 そ し て 結 果 は 12－ 26ペ プ チ ド が 感 染 し た 細 胞 に よ り 産 生 さ れ 、 分
泌 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
実 施 例 Ｖ

　 12－ 26エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る ウ イ ル ス の ベ ク タ ー MBAE12－ 26で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ た 骨 髄 細 胞 を 有 す る マ ウ ス （ 第 ７ 図 ） を 調 製 し た 。 Balb／ ｃ マ ウ ス か ら の 骨 髄 子 孫 を
、  Chambers et al., , ： 1026 (1992) に 記 載 さ れ て い る よ う
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に 、 MBAE12－ 26ベ ク タ ー で 感 染 さ せ た 。 骨 髄 の 収 穫 前 に 、 骨 髄 ド ナ ー の Balb／ ｃ マ ウ ス を
 150mg／ kgの ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル で ３ ～ ４ 日 間 静 脈 内 処 置 し た 。 分 画 し た 骨 髄 細 胞 を 氷
上 に 保 持 し 、 次 い で 完 全  RPM１ ＋ 15％ FC５ お よ び 10単 位 ／ mlの IL－ ３ 中 で 洗 浄 し た 。 次 い
で 、 骨 髄 細 胞 を 約 80％ の コ ン フ ル エ ン ト 層 の 照 射 （ 2000ラ ド ） し た ψ － ２ パ ッ ケ ー ジ ン グ
系 統 と 同 時 培 養 し た 。 付 着 性 ψ － ２ ウ イ ル ス 産 生 系 統 と の 同 時 培 養 を 37℃ に お い て 48時 間
下 記 の よ う に し て 実 施 し た ：
　 下 記 の 成 分 を 含 有 す る 10mlの 培 地 中 の ５ × 10 6  骨 髄 細 胞 ／ ６ ウ ェ ル ：
　 　 　 － 　 15％  FCS
　 　 　 － 　 ６ μ ｇ ／ mlの ポ リ ブ レ ン
　 　 　 － 　 100単 位 ／ mlの IL－ ６
　 　 　 － 　 200単 位 ／ mlの IL－ ３
【 ０ １ ０ ３ 】
　 非 付 着 性 骨 髄 細 胞 を 48時 間 後 に 収 穫 し 、 洗 浄 し 、  HEPES緩 衝 化 イ ー グ ル 培 地 中 に 再 懸 濁
さ せ た 。 同 系 受 容 体 Balb／ ｃ マ ウ ス を  900ラ ド で 致 死 的 に 照 射 し 、 照 射 し た マ ウ ス に  400
μ ｌ の 体 積 の ４ × 10 6  細 胞 を 静 脈 内 注 射 し た 。 受 容 体 よ り 通 常 を 移 植 前 の １ ～ ２ 週 に 酸 性
化 水 上 で 開 始 し て グ ラ ム 陰 性 感 染 を 防 止 し 、 オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 し た ケ ー ジ 中 で オ ー ト ク
レ ー ブ 処 理 し た 食 物 、 敷 き 料 （ bedding)、 お よ び 抗 生 物 質 を 補 充 し た 酸 性 化 水 で 維 持 し た
。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ２ 週 後 、 受 容 体 マ ウ ス か ら の リ ン パ 球 を 尾 の 採 血 か ら 収 穫 し 、 RT－ PCR に よ り 12－ 26配
列 の 存 在 に つ い て 検 査 し た 。 感 染 リ ン パ 球 お よ び ψ － ２ MBAE12－ 26含 有 細 胞 系 の 両 方 に お
い て 、 約  100塩 基 対 の 断 片 が 検 出 さ れ た 。 第 ８ 図 参 照 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 簡 単 に 述 べ る と 、 ２ 週 に お い て 動 物 か ら 、 ま た は 感 染 し た 〔 ψ ？ 〕 － ２ パ ッ ケ ー ジ ン グ
系 統 か ら 、 採 っ た 末 梢 血 細 胞 か ら の  RNAを 逆 転 写 し た 。 Ｖ H  （ 配 列 NO： ６ ） お よ び pep(配
列 NO： ７ ) プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 12－ 26エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 を 増 幅 し た 。
増 幅 さ れ た 生 成 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 12－ 26エ ピ ト ー プ を コ ー ド す
る  DNA配 列 を 含 有 す る 生 成 物 を サ ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 検 出 し た 。 12－ 26コ ー デ ィ ン グ 配 列
の 検 出 に 使 用 し た プ ロ ー ブ は 下 記 の 通 り で あ る  (配 列 NO： ８ ） ：
　 　 　 　 5 -TGATCTACTG CAGCTGGAGG ACGCGCGGCG G-3′

、 前 掲 、 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 標 準 的 条 件 下 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 実 施 し た 。 12－ 26エ ピ ト ー プ の 発 現 を 示 し た 12－ 26プ ロ ー ブ へ の 末 梢 血 細 胞 に お
い て 検 出 さ れ た 断 片 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 投 与 後 ２ 週 に お い て 細 胞 の 中 で 起 こ っ
た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ６ 】
【 図 １ Ａ 】 IgG1の Ｎ － 末 端 に λ － CIリ プ レ ッ サ ー タ ン パ ク 質 の 12－ 26エ ピ ト ー プ を 含 む 融
合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る ネ ズ ミ DNA 構 築 物 の 調 製 方 法 ： （ Ａ ） 実 施 例 １ に 記 載 す る
よ う に 修 飾 さ れ た 、 γ １ Ｈ 鎖 の ゲ ノ ム 配 列 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド pSNRの 地 図 。
【 図 １ Ｂ 】 IgG1の Ｎ － 末 端 に λ － CIリ プ レ ッ サ ー タ ン パ ク 質 の 12－ 26エ ピ ト ー プ を 含 む 融
合 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る ネ ズ ミ DNA 構 築 物 の 調 製 方 法 ： （ Ｂ ） 重 鎖 の 可 変 領 域 を コ
ー ド す る  DNA配 列 と 組 合 わ せ た 12－ 26エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 を 示 す 制 限 地 図 お
よ び 配 列 。
【 図 ２ 】 12－ 26－ IgG 融 合 タ ン パ ク 質 上 の 異 種 エ ピ ト ー プ の 検 出 。 12－ 26－ IgG1構 築 物 （
Ｑ ３ ） 、 な ら び に 対 照 pSNR構 築 物 （ Ｐ ６ ） を 、 λ 軽 鎖 の み を 合 成 す る  J558L細 胞 の 中 に エ
レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し た 。 組 換 え IgG を 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 全 部 の 上 清 か ら 、 抗 マ ウ
ス  IgG－ セ フ ァ ロ ー ズ ま た は プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ ー ズ の カ ラ ム で 精 製 し た 。 ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ： 試 料 を 10％  SDS－ PAGE上 で 電 気 泳 動 さ せ た 。 ゲ ル を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
に 移 し 、 抗 マ ウ ス IgG(左 の レ ー ン ) ま た は 抗 12－ 26モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｂ 3.11 (右 の レ ー
ン ) ＋ 第 ２ 試 薬 と し て ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 抗 体 で プ ロ ー ビ ン グ し た 。
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【 図 ３ 】 ELISA 阻 害 曲 線 。 前 も っ て 抗 体 価 測 定 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｂ 3.11を 増 加 す る
量 の 12－ 26ペ プ チ ド 、 ウ サ ギ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン の 化 学 結 合 し た 12－ 26ペ プ チ ド (RGG／ 12－
26) 、 ま た は Ｑ ３ （ 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 12－ 26IgG1) と 混 合 し た 。
【 図 ４ 】 in vitroで 決 定 し た 12－ 26－ IgG 融 合 タ ン パ ク 質 に よ る 寛 容 性 の 誘 発 。 脾 細 胞 を
増 加 す る 量 の 12－ 26ペ プ チ ド ま た は 12－ 26－ IgG 融 合 タ ン パ ク 質 （ Ｑ 3.13) ま た は 12－ 26
－ ウ サ ギ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン (RGG) 複 合 体 と 18時 間 培 養 し た 。 次 い で 細 胞 を 洗 浄 し 、 12－ 26
エ ピ ト ー プ  (12－ 26－ フ ァ ジ ェ リ ン (fagellin)) を 含 有 す る 抗 原 で 対 抗 し 、 そ し て  ELISA
ア ッ セ イ を 第 ４ 日 の 上 清 に つ い て 実 施 し た 。
【 図 ５ 】 12－ 26－ IgG を 使 用 す る  in vivo寛 容 性 の 誘 発 。 Balb／ Ｃ マ ウ ス に 寛 容 原 投 与 量
の 対 照 IgG(Ｐ ６ ） を １ mg／ マ ウ ス 〔 充 填 し た 棒 〕 、 12－ 26ペ プ チ ド を 100 μ ｇ ／ マ ウ ス 〔
白 抜 き 棒 〕 、 ウ サ ギ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン に 化 学 結 合 し た 12－ 26の 化 学 複 合 体 （ 12－ 26－ RGG)
を １ mg／ マ ウ ス 〔 し ま の あ る  (stripped) 棒 〕 お よ び 融 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ｑ 3.13） を １
mg／ マ ウ ス 〔 ダ ッ シ ュ と 点 の 棒 〕 に お い て を 注 射 し た 。 ７ 日 後 、 第 ４ 図 に 記 載 す る よ う に
12－ 26エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 抗 原 を 使 用 す る in vitroの 対 抗 に 対 す る 応 答 性 に つ い て 、 脾
細 胞 を 評 価 し た 。
【 図 ６ Ａ 】 MBAE－ 12－ 26ベ ク タ ー で 感 染 し た Ａ 20.2Ｊ 細 胞 か ら の 上 清 に お け る 12－ 26ペ プ
チ ド の 発 現 を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 。 上 清 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 に ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト し
、 抗 12－ 26モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｂ 3.11で プ ロ ー ビ ン グ し た 。 MBpepA, MBpepB, MBpepC、 お
よ び MBpepDは 、 MBAE－ 12－ 26ベ ク タ ー を コ ー ド す る 12－ 26ペ プ チ ド を 産 生 す る 個 々 に 感 染
し た Ａ 20.2Ｊ ク ロ ー ン を 表 す 。
【 図 ６ Ｂ 】 MBAE－ 12－ 26ベ ク タ ー で 感 染 し た Ａ 20細 胞 か ら の 上 清 ま た は 対 照 上 清 と の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン に 応 答 す る Ｔ 細 胞 抗 12－ 26－ IgGTH1ク ロ ー ン の 増 殖 を 示 す 。
【 図 ７ 】 12－ 26エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る  DNA配 列 を 含 有 す る MBAEレ ト ロ ウ イ ル ス の ベ ク タ
ー の 構 築 を 示 す 。
【 図 ８ 】 照 射 し た 受 容 体 に お け る 成 熟 後 に お け る MBAE－ 12－ 26感 染 し た 骨 髄 細 胞 か ら の 逆
転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR) 生 成 物 か ら 調 製 さ れ た cDNAの サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 感
染 し た 骨 髄 細 胞 の 受 容 後 ２ 週 の マ ウ ス か ら 、 末 梢 血 細 胞 を 得 た 。  RNAを 逆 転 写 し 、 そ し て
Ｖ H  お よ び 12－ 26プ ラ イ マ ー を 使 用 し て  PCRを 実 施 し た 。 12－ 26エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る
 DNA配 列 に 対 し て 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 し て 、 ゲ ル を プ ロ ー ビ ン グ
し た 。 実 験 は 、 骨 髄 の 移 植 後 ２ 週 に お い て 、 末 梢 血 細 胞 か ら の  RNAの RT-PCRに 基 づ く 12－
26エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る mRNAの 発 現 を 証 明 し た 。
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【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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