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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】新規なACT-4レセプターポリペプチドの提供。
【解決手段】下記のアミノ酸配列：（ａ）特定のアミノ酸配列；又は（ｂ）該アミノ酸配
列に対して少なくとも90％の配列同一性を有する、該アミノ酸配列に関する変異体；を含
んでなるか又はから成る、ACT-4レセプターポリペプチド。
【選択図】なし



(2) JP 2009-240311 A 2009.10.22

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記のアミノ酸配列：
　（ａ）配列番号：２のアミノ酸配列；又は
　（ｂ）配列番号：２のアミノ酸配列に対して少なくとも90％の配列同一性を有する、配
列番号：２のアミノ酸配列に関する変異体；
　を含んでなるか又はから成る、ACT-4レセプターポリペプチド。
【請求項２】
　下記アミノ酸配列：
　（ａ）配列番号：２の細胞外ドメインアミノ酸配列；又は
　（ｂ）配列番号：２の細胞外ドメインアミノ酸配列に対して少なくとも90％の配列同一
性を有する、配列番号：２の細胞外ドメインに関する変異体；
　を含んでなるか又はから成り、ACT-4リガンドに対して特異的に結合するポリペプチド
。
【請求項３】
　融合ポリペプチドの部分を構成し、そして免疫グロブリン重鎖定常領域に融合されて組
換グロブリン融合生成物の部分を構成する、請求項１又は２に記載のポリペプチド。
【請求項４】
　L106抗体によって結合されるエピトープと同じエピトープに対する特異的結合について
抗体をスクリーニングする方法であって、スクリーニングすべき抗体、前記L106抗体及び
このL106抗体に特異的に結合する、請求項１～３のいずれか１項に記載のポリペプチドを
含む溶液を提供する段階；及び前記ポリペプチドと前記L106抗体の間又は前記ポリペプチ
ドと前記スクリーニングすべき抗体の間の特異的結合を測定して前記スクリーニングすべ
き抗体が前記L106抗体と同じエピトープと反応するか否かを表示する段階を含んで成る方
法における、請求項１～３のいずれか１項に記載のポリペプチドの使用方法；
　ここで、前記L106抗体は、ATCC No. HB11483として寄託されているハイブリドーマによ
り生産されるものである。
【請求項５】
　抗－ACT-4レセプターポリペプチド抗体により特異的に結合されるエピトープを局在化
させる方法における、請求項１～３のいずれか１項に記載のポリペプチドの使用方法であ
って、この方法は、前記ポリペプチド配列からの異なるアミノ酸セグメントを含むフラグ
メントのファミリーを用意し、ここで前記フラグメントのそれぞれは少なくとも４個の連
続するアミノ酸を含んでなり、前記フラグメントのファミリーは全体として前記ポリペプ
チドのアミノ酸配列の多く又は全てをカバーしており、そして次に前記フラグメントと抗
体との間の特異的結合を測定して、当該抗体により認識されるエピトープのアミノ酸配列
を示す工程を含む、ことを特徴とする前記使用方法。
【請求項６】
　前記少なくとも４個の連続するアミノ酸が、少なくとも６個の連続するアミノ酸である
、請求項５に記載の使用方法。
【請求項７】
　前記少なくとも４個の連続するアミノ酸が、少なくとも10個の連続するアミノ酸である
、請求項５に記載の使用方法。
【請求項８】
　前記少なくとも４個の連続するアミノ酸が、少なくとも20個の連続するアミノ酸である
、請求項５に記載の使用方法。
【請求項９】
　免疫抑制物質についてスクリーニングする方法における、請求項１～３のいずれか１項
に記載のポリペプチドの使用方法であって、この方法は、潜在的免疫抑制物質と前記ポリ
ペプチドを接触させ、そして免疫抑制活性を表示するものである、前記ポリペプチドと前
記作用物質の間の特異的結合を検出する工程を含んで成る、ことを特徴とする前記使用方
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法。
【請求項１０】
　前記ポリペプチドが固体表面に固定化されている、請求項９に記載の使用方法。
【請求項１１】
　ACT－４リガンドについてスクリーニングする方法における、請求項１～３のいずれか
１項に記載のポリペプチドの使用方法であって、前記方法が、前記 ACT－４リガンドを含
む生物標本を 前記ポリペプチドと接触させ、そして前記リガンドと前記ポリペプチドポ
リペプチドの間で形成された複合体を分離することによりACT-4リガンドを精製し、そし
て前記リガンドを得るため前記複合体を解離させる工程を含んでなることを特徴とする、
前記使用方法。
【請求項１２】
　請求項１～３のいずれか１項に記載のポリペプチドの特異的結合パートナーを検出する
目的で標本を試験する方法における、前記ポリペプチドの使用方法であって、この方法が
、試験すべき標本と、直接的又は間接的に標識付けされた ACT-4-h-1レセプターポリペプ
チドとを接触せしめ、そして特異的結合パートナーと前記ポリペプチドとの間の特異的結
合を検出することを含んでなり、試験された標本中に特異的結合が存在すれば、標本中に
そのような物質が存在するものとすることを特徴とする、前記使用方法。
【請求項１３】
　請求項１～３のいずれか１項に記載のポリペプチドに特異的に結合する抗体又はそのフ
ラグメントであって前記ポリペプチドに特異的に結合するもの（ATCC No. HB11483として
寄託されているハイブリドーマにより生産される抗体L106を除く）。
【請求項１４】
　前記抗体がモノクローナル抗体又はヒト型化抗体である、請求項13に記載の抗体又はそ
のフラグメント。
【請求項１５】
　トキシン（毒素）に連結されている、請求項13又は14に記載の抗体又はそのフラグメン
ト。
【請求項１６】
　請求項13～15のいずれか１項に記載の抗体又はそのフラグメントに由来するヒト型化重
鎖及びヒト型化軽鎖を含んで成るヒト型化抗体、又はそのフラグメント。
【請求項１７】
　（ｉ）前記ヒト型化軽鎖が、L106抗体の対応する相補性決定領域からのアミノ酸配列を
有する３個の相補性決定領域（CDR1、CDR2及びCDR3）を含んでなり、そしてヒト軽鎖可変
領域フレームワーク配列と実質的に同一の可変領域フレームワーク配列を有し；又は
　（ii）前記ヒト型化重鎖が、L106抗体の対応する相補性決定領域からのアミノ酸配列を
有する３個の相補性決定領域（CDR1、CDR2及びCDR3）を含んでなり、そしてヒト重鎖可変
領域フレームワーク配列と実質的に同一の可変領域フレームワーク配列を有し；そして／
又は
　（iii ）当該ヒト型化抗体は、L106抗体の結合親和性の３倍以内の結合親和性をもって
、請求項１～３のいずれか１項に記載のポリペプチドに特異的に結合し；
　ここで、前記L106抗体は、ATCC No. HB 11483として寄託されているハイブリドーマに
より生産されるものである、
　請求項16に記載のヒト型化抗体。
【請求項１８】
　医薬として許容されるビヒクル、賦形剤及び／又は希釈剤と共に、
　（ｉ）請求項１～３のいずれか１項に記載のACT-4レセプターポリペプチド；又は
　（ii）請求項13～17のいずれか１項に記載の抗体；
　を含んで成る診断用組成物。
【請求項１９】
　請求項13～17のいずれか１項に記載の抗体又はそのフラグメントを含んでなる、患者か
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ら得られる試料中における活性化されたCD4+T－細胞の存在を検出又は定量するための組
成物であって、前記試料中に存在するCD4+T－細胞上のACT-4レセプターの存在又は量が当
該患者における活性化されたCD4+T－細胞を示すものであり、これが免疫系の疾患又は状
態の診断となる、ことを特徴とする組成物。
【請求項２０】
　CD4+T－細胞の検出又は定量が、患者から得られる細胞性試料に対して、
　（ｉ）前記抗体を直接的又は間接的に標識し；
　（ii）工程（ｉ）の前記抗体に試料を暴露し；そして
　（iii ）前記試料中のCD4+T－細胞上に存在するACT-4レセプターポリペプチドへの前記
標識された抗体の特異的結合の量を決定する、
　工程により行われる、請求項19に記載の組成物。
【請求項２１】
　医薬として使用するための、請求項１～３のいずれか１項に記載のACT-4レセプターポ
リペプチド。
【請求項２２】
　請求項１～３のいずれか１項に記載のポリペプチドをコードする配列を含んで成るか又
はから成る核酸フラグメント。
【請求項２３】
　前記核酸フラグメントが、
　（ａ）配列番号：１のDNA配列又はそのRNA同等物；
　（ｃ）上記（ａ）の配列に対して少なくとも90％の配列同一性を有する配列；又は
　（３）請求項３に記載のポリペプチドをコードする配列；
　である、請求項22に記載の核酸フラグメント。
【請求項２４】
　請求項１に記載のポリペプチドをコードする核酸。
【請求項２５】
　全長50kDaのACT-4-h-1レセプターをコードする核酸以外の、請求項22～24のいずれか１
項に記載の核酸又は核酸フラグメントにより安定にトランスフェクトされており、そして
表面にACT-4レセプターポリペプチドを発現する、単離された細胞系。
【請求項２６】
　請求項22～24のいずれか１項に記載の核酸叉は核酸フラグメントを含んで成る発現ベク
ター。
【請求項２７】
　請求項26に記載の発現ベクターにより形質転換叉はトランスフェクトされた細胞系。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は一般に、 ACT－４と呼ばれる細胞表面レセプタとそれに対する抗体の分離及び
特徴づけ、並びに免疫応答を監視し及び／又は調節するための抗原及び抗体の使用に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　免疫応答は、白血球と呼ばれる末梢血細胞のさまざまな収集によって主として媒介され
る。白血球には、リンパ球、果粒球及び単球が含まれる。果粒球はさらに、好中球、好酸
球及び好塩基球に細分される。リンパ球はさらにＴリンパ球とＢリンパ球に細分される。
Ｔリンパ球は、胎芽のリンパ球関与基幹細胞に由来している。分化は胸腺内で起こり、前
胸腺細胞、皮質胸腺細胞及び延髄胸腺細胞を通って進行しさまざまなタイプの成熟Ｔ細胞
を産生する。これらの亜型には、活性化された時点で標的細胞を溶解させることのできる
 CD8

+T 細胞（細胞障害性／サプレッサーＴ細胞とも呼ばれる）及び活性化された時点で
その他の免疫系細胞型を刺激する能力をもつ CD4

+T 細胞（Ｔヘルパー及びＴインデュー
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サ細胞とも呼ばれる）が含まれる。
【０００３】
　免疫系応答は、いくつかの異なる状況の下で惹起される。最も頻繁な応答は、感染性微
生物に対する望ましい防御としてである。しかしながら、外来の組織の移植の後で、又は
体自身の抗原の１つが免疫応答の標的である自己免疫疾患においては、望ましくない免疫
応答が起こり得る。免疫応答は同様に或る種のレセプタに対する抗体又はマイトジェンに
よってインビトロ内で開始され得る。これらの状況の各々において、免疫応答は、白血球
細胞型の複雑な相互作用を介して刺激事象から形質導入される。しかしながら、参与する
細胞型及び細胞型間の相互作用の性質は、異なる刺激事象について変動する。例えば、侵
入する細菌に対する免疫応答は、往々にして、MHC クラスIIレセプターと細胞抗原の間の
複合体の形成によって形質導入され、これが次に CD4

+T 細胞を活性化する。これとは対
照的に、ウイルス感染に対する免疫応答は主として、MHC クラスＩ／ウイルス抗原複合体
の形成及びそれに続く CD8

+ 細胞の活性化によって形質導入される。
【０００４】
　最近になって、数多くの白血球細胞表面抗原が同定されてきており、そのうちのいくつ
かは、シグナル形質導入において或る役割を果たしていることが示された。シグナルは、
細胞表面レセプタと可溶性リガンド又は細胞表面結合リガンドのいずれかの間で形質導入
され得ることが発見された。白血球細胞表面分子のアミノ酸配列は、数多くの特徴的なく
り返し発生する配列又はモチーフを含んでいる。これらのモチーフは、進化において関わ
りをもち、類似の折りたたみパターンをもち、類似のタイプの相互作用を媒介するものと
予測されている。免疫グロブリン及び神経成長因子レセプタスーパーファミリーを含む数
多くのスーパーファミリーについて記述されてきた。
【０００５】
　神経成長因子レセプタファミリーのメンバーとしては、神経細胞上に見られるNGFR；Ｂ
細胞抗原CD40；活性化された CD４＋　細胞上に見られるOX－40抗原（Mallet et al., EM
BO J. 9 : 1063-1068 (1990) （あらゆる目的で本書に参考として内含される）；さまざ
まな細胞型の上に見られる腫瘍壊死因子（TNF)に対する２つのレセプタ、 LTNFR－１及び
TNFR－II；Ｔ細胞上に見られる４－１BB；ショープ繊維腫ウイルス内の読取り枠である S
FV－T2；そして場合によってはfas, CD27 及びCD30が含まれる。一般に Mallet ＆ Barcl
ay, Immunology Today 12 : 220-222 (1990)（あらゆる目的で本書に参考として内含され
ている）を参照のこと。
【０００６】
　細胞表面レセプタの同定は、移植体拒絶、自己免疫疾患及び炎症といった望ましくない
免疫応答を抑制するための新しい作用物質を示唆してきた。免疫細胞のレセプタが可溶性
分子又は細胞結合レセプタに結合しないよう遮断する作用物質、特に抗体は、免疫応答を
損なう可能性がある。理想的には、作用物質は、望ましい応答（例えば病原体に対する応
答）を発揮させる残留能力を残しながら、望ましくない免疫応答（例えば移植体拒絶）の
みを遮断しなければならない。例えばCD３レセプタ及びIL－２レセプタに対する抗原とい
ったいくつかの作用物質の免疫抑制作用がすでに臨床試験でテストされてきた。
【０００７】
　いくつかの試験は、励みになる結果を示したものの、多大な問題がまだ残っている。ま
ず第１に、患者は、異なる作用物質が利用できるのでないかぎり連続した免疫抑制効果を
妨げる遮断薬に対する免疫応答を発達させる可能性がある。第２に、標的抗原を発現する
細胞は、免疫機能を保持しながら、抗原を発現するのを停止することによって遮断薬の存
在に適応し得る可能性がある。この状況の下では、単一の免疫抑制物質での連続的な処置
は有効でない。第３に、治療薬の多くの標的が複数の白血球亜型の上にあり、その結果、
唯一の特異的細胞亜型の応答を選択的に遮断するか削除し、かくして感染性微生物と戦う
ための残留免疫能力を損なわずに残すことが一般に不可能となる。
【０００８】
　上述のことに基づき、免疫応答を抑制することのできる付加的な及び改良された作用物
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質、特に選択的抑制の能力をもつ作用物質に対するニーズが存在することは明らかである
。本発明は、部分的には、活性化されたヒト CD４＋　Ｔ－リンパ球の上に局在化された
細胞レセプタを提供することによって、これらのニーズ及びその他のニーズを満たすもの
である。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明の一実施態様においては、精製された ACT－４レセプタポリペプチドが提供され
ている。 ACT-4-h-1と呼ばれるこのような１つのポリペプチドのアミノ酸配列は、図５に
示されている。 ACT－４レセプタポリペプチドは標準的には、 ACT-4-h-1アミノ酸配列に
対する少なくとも80％のアミノ酸配列同一性を示す。ポリペプチドは、以下のドメインの
うち通常は少なくとも１つ、時として全てを含んでいる：シグナル配列、細胞内ドメイン
、膜内外ドメイン及び細胞外ドメイン。数多くのポリペプチドは、それが活性化された C
D4

+T 細胞上に存在すること及び、休止Ｔ細胞上には実質的に不在であることを特徴とす
る。いくつかの全長ポリペプチドは、脱グリコシル化の前に約50KDa 、そしてその後には
約27KDaの分子量をもつ。
【００１０】
　本発明は同様に、 ACT－４レセプタポリペプチドの細胞外ドメインも提供する。この細
胞外ドメインは標準的には、少なくとも１つのジスルフィド結合ループを含み、時として
このようなループを３つ含んでいる。細胞外ドメインは通常可溶性で、 ACT－４リガンド
に対し特異的に結合することができる。時として細胞外ドメインは第２のポリペプチド例
えば免疫グロブリン重鎖の定常領域に融合される。いくつかの細胞外ドメインは基本的に
、L106と呼称される抗体によって特異的に結合されたエピトープから成る。
【００１１】
　本発明のもう１つの態様においては、 ACT-4-h-1レセプタポリペプチドに特異的に結合
する抗体が提供されている。抗体は通常モノクローナル抗体である。このような抗体の１
つの例が、L106と呼称されている。いくつかの抗体は CD4

+T 細胞の活性化を阻害し、一
方、その他の抗体はこれらの細胞の活性化を刺激する。本発明のいくつかの抗体は、 ACT
－４－ｈ－１レセプタポリペプチドに対する特異的結合のためL106抗体と競合し、これら
の抗体のうちの大部分が同様に、活性化された CD４＋　Ｔ細胞に対する特異的結合のた
めL106と競合する。本発明のその他の抗体は、L106抗体によって結合されるものとは異な
るエピトープに対し特異的に結合する。同様に提供されているのは、 ACT-4-h-1レセプタ
ポリペプチドに特異的に結合するL106抗体のフラグメントである。
【００１２】
　同様に提供されているのは、ヒト化された重鎖とヒト化された軽鎖を含む、ヒト化され
た抗体である。ヒト化軽鎖は、L106抗体軽鎖の対応する相補性決定領域からのアミノ酸配
列を有し、かつヒト軽鎖可変領域枠組構造配列と実質的に同一の可変領域枠組構造配列を
もつ、３つの相補性決定領域（CDR1，CDR2及びCDR3）を含む。ヒト化重鎖は、L106抗体重
鎖の対応する相補性決定領域からのアミノ酸配列を有しかつヒト重鎖可変領域枠組構造配
列と実質的に同一の可変領域枠組構造配列をもつ３つの相補性決定領域（CDR1，CDR2及び
CDR3）を含む。ヒト化抗体は、L106抗体の結合親和力の３倍以内である結合親和力で、 A
CT-4-h-1レセプターポリペプチドに対し特異的に結合する。
【００１３】
　もう１つの態様においては、本発明は、以上で論述されている ACT－４レセプタポリペ
プチドをコードする核酸フラグメントを提供する。このような核酸フラグメントの一例に
は、図５に示されている ACT-4-h-1レセプタをコードするヌクレオチド配列が含まれてい
る。核酸フラグメントは、標準的には、図５の核酸配列に対する少なくとも80パーセント
の配列同一性を示す。
【００１４】
　本発明は同様に、以上で論述した核酸フラグメントを含む分離された細胞系統をも提供
する。細胞系統は通常は、その細胞表面上で ACT－４レセプタポリペプチドを発現する。
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核酸フラグメントが細胞系統のゲノム内に取り込まれた時のように、細胞系統のいくつか
は安定している。
　本発明は同様に、免疫抑制物質のスクリーニング方法をも提供する。 ACT-4-h-1レセプ
タポリペプチドが、潜在的免疫抑制物質と接触させられる。 ACT-4-h-1レセプタポリペプ
チド又はフラグメントと作用物質の間の特異的結合が次に検出される。特異的結合の存在
は、免疫抑制活性を表示するものである。
【００１５】
　本発明は同様に、 ACT－４リガンドについてのスクリーニング方法も提供している。 A
CT－４リガンドを含む生物標本が ACT-4-h-1レセプタポリペプチドと接触させられる。リ
ガンドと ACT-4-h-1レセプタポリペプチドの間に１つの複合体が形成される。その後、複
合体は解離され、リガンドが得られる。
　もう１つの態様においては、本発明は、免疫疾患又は状態を患う患者の体内の免疫応答
を抑制する方法を提供する。薬学組成物が治療上有効な用量だけ患者に投与される。薬学
組成物は、 ACT-4-h-1レセプタポリペプチドに特異的に結合するモノクローナル抗体及び
薬学的に活性な担体を含む。
【００１６】
　同様に提供されているのは、活性化された CD4

+T 細胞を検出する方法である。患者か
らの組織標本が、 ACT-4-h-1レセプタポリペプチドに特異的に結合するモノクローナル抗
体と接触させられる。モノクローナル抗体と組織標本の間の特異的結合が検出される。特
異的結合の存在は、活性化された CD4

+T 細胞の存在を明らかにする。活性化された CD4
+

T 細胞の存在は、往々にして免疫系の疾病又は状態の診断となる。
【００１７】
　同様に提供されているのは、選択された抗原に対する免疫応答を誘発する方法である。
 ACT-4-h-1レセプタポリペプチドに特異的に結合し、 CD4

+T 細胞の活性化を刺激するモ
ノクローナル抗体が患者に投与される。患者は、選択された抗原に露呈される。
　本発明に同様に、 ACT-4-h-1レセプタポリペプチドに特異的に結合する ACT－４リガン
ドをも提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１は、異なる細胞型に対する ACT-4-h-1の発現を分析するための末梢血リンパ
球の２色染色を示す。
【図２】図２は、アロ抗原で活性化されたCD4

+T 細胞上での ACT-4-h-1発現の動態を示す
。 MCF＝平均チャンネル螢光。
【図３】図３は、破傷風トキソイドで活性化された CD4

+T 細胞上の ACT-4-h-1発現の動
態を示す。
【図４】図４は、PHA で活性化された CD4

+T 細胞上の ACT-4-h-1発現の動態を示す。
【００１９】
【図５－１】図５－１は、ACT-4-h-1のcDNA（上部）及び演繹されたアミノ酸配列（下部
）を示す。Ｎ末端シグナル配列、２つの考えられるシグナル分割部位（垂直矢印）および
２つのグリコシル化部位（gly)の場所を示している。
【図５－２】図５－２は、ACT-4-h-1のcDNA（上部）及び演繹されたアミノ酸配列（下部
）を示す。膜内外ドメイン（TM）および停止コドン及びポリ-A-シグナル配列の場所を示
している。
【図５－３】図５－３は、ACT-4-h-1のcDNA（上部）及び演繹されたアミノ酸配列（下部
）を示す。Ｎ末端シグナル配列、２つの考えられるシグナル分割部位（垂直矢印）および
２つのグリコシル化部位（gly)の場所を示している。
【図５－４】図５－４は、ACT-4-h-1のcDNA（上部）及び演繹されたアミノ酸配列（下部
）を示す。膜内外ドメイン（TM）および停止コドン及びポリ-A-シグナル配列の場所を示
している。
【００２０】
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【図６】図６は、ACT-4-h-1を発現する安定したトランスフェクタントの産生のための発
現ベクターの構築を示す。
【図７】図７は、COS－７、ジャーカット及びSP２／０細胞系統の安定したトランスフェ
クタント上の ACT-4-h-1の発現を示すFACSTM分析を示す。
【図８】図８は、組換え型グロブリンを形成するための免疫グロブリン重鎖定常領域と A
CT-4-h-1細胞外ドメインの融合部を示す。
【図９】図９は、組換え型グロブリンを形成するための免疫グロブリン重鎖定常領域と A
CT-4-h-1細胞外ドメインの融合から形成された組換えグロブリンの概略的トポグラフィ表
示である。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　定　義
　天然に発生する20のアミノ酸についての略号は、従来の慣用法に従う（Immunology-ASy
nthesis(E. S. Golub ＆ D. R. Gren. eds., Sinauer Associates, Sunderland, MA 、第
２版、1991年）（あらゆる目的のため本書に参考として内含されている）。20の慣習的ア
ミノ酸、α，α－２置換アミノ酸などの天然でないアミノ酸、Ｎ－アルキルアミノ酸、乳
酸及びその他の非慣習的アミノ酸の立体異性体（例えばＤ－アミノ酸）も、本発明のポリ
ペプチドに適切な成分でありうる。非慣習的アミノ酸の例としては、４－ヒドロキシプロ
リン、γ－カルボキシグルタメート、ε－N,N,N－トリメチルリジン、ε－Ｎ－アセチル
リジン、Ｏ－ホスホセリン、Ｎ－アセチルセリン、Ｎ－ホルミルメチオニン、３－メチル
ヒスチジン、５－ヒドロキシリジン、ω－Ｎ－メチルアルギニン及びその他の類似のアミ
ノ酸及びイミノ酸（例：４－ヒドロキシプロリン）が含まれる。
【００２２】
　本書で使用されているポリペプチド表記法において、標準的慣用及び慣習に従って、左
手方向はアミノ末端方向であり、右手方向はカルボキシ末端方向である。同様に、相反す
る規定のないかぎり、１本鎖ポリヌクレオチド配列の左側端部は５′末端である；２本鎖
ポリヌクレオチド配列の左手方向は５′方向として記されている。発生期のRNA 写しの５
′→３′付加方向は、転写方向と呼ばれる。RNA と同じ配列をもちRNA 写しの５′末端ま
で５′である配列領域は「上流配列」と呼ばれる；RNA と同じ配列をもちRNA 写しの３′
末端まで３′であるDNA ストランド上の配列領域は「下流配列」と呼ばれる。
【００２３】
　「ポリヌクレオチド配列」というのは５′から３′末端へ読みとられたデオキシリボヌ
クレオチド又はリボヌクレオチドのことである。これには、自己複製プラスミド、DNA 又
はRNA の感染性重合体及び非機能的DNA 又はRNA が含まれる。
　以下の用語は、２つ以上のポリヌクレオチドの間の配列関係を記述するのに使用される
：「基準配列」、「比較ウインドウ」、「配列同一性」、「配列同一性の百分率」及び「
実質的同一性」。「基準配列」は、配列比較のための基準として用いられる定義された配
列である；基準配列は、例えば図５に示されているポリヌクレオチド配列といった配列リ
スト内に与えられた全長cDNA又は遺伝子配列の１セグメントとしての、より大きい配列の
サブセットであってもよいし、或いは完全cDNA又は遺伝子配列を含んでいてもよい。
【００２４】
　一般に、基準配列は、長さが少なくとも20ヌクレオチドであり、頻繁に少なくとも25ヌ
クレオチドそして往々にして少なくとも50ヌクレオチドである。２つのポリヌクレオチド
は各々、（１）２つのポリヌクレオチド間で類似している１つの配列（すなわち完全なポ
リヌクレオチド配列の一部分）を含み、かつ（２）２つのヌクレオチド間で相違する１つ
の配列をさらに含みうることから、２つ（又はそれ以上）のポリヌクレオチド間の配列比
較は、標準的には、配列類似性の局所的領域を同定し比較するべく「比較ウインドウ」全
体にわたり２つのポリヌクレオチドの配列を比較することによって行なわれる。
【００２５】
　ここで用いられている「比較ウインドウ」というのは、１つのポリヌクレオチド配列を
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少なくとも20の隣接するヌクレオチドの基準配列に比較することができかつ比較ウインド
ウ内のポリヌクレオチド配列の部分には２つの配列の最適なアラインメントのため基準配
列（付加や欠失を含まない）に比較した場合に20パーセント以下の付加又は欠失（すなわ
ちギャップ）が含まれうる、少なくとも20の隣接するヌクレオチド位置の概念的セグメン
トのことである。
【００２６】
　比較ウインドウを整列させるための配列の最適なアラインメントは、Smith ＆ Waterma
n, Appl. Math, 2 : 482 (1981) の局所的相同性アルゴリズム、Needleman ＆ Wunsch, J
. Mol. Biol. 48 : 443(1970)の相同性アラインメントアルゴリズム、Pearson ＆ Lipman
, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 85 : 2444 (1988)の類似性探索方法、これらのアルゴ
リズムのコンピュータ化された実現（FASTDB (Intelligenetics), BLAST (National Cent
er for Biomedical Information)又はGAP, BESTFIT, FASTA 及びTFASTA (Wisconsin Gene
tics Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575, Science Dr., Ma
dison, WI)) 、又は検査によって行なうことができ、さまざまな方法によって生成された
最良のアラインメント（すなわち比較ウインドウ全体にわたり最高の配列類似性百分率を
結果としてもたらすもの）が選択される。
【００２７】
　「配列同一性」という語は、２つのポリペプチド配列が比較ウインドウ全体にわたり同
一である（すなわちヌクレオチド毎のベースで）ことを意味する。「配列同一性百分率」
という語は、比較ウインドウ全体にわたり２つの最適に整列された配列を比較し、符合し
た位置の数を生成するべく両方の配列内で同一の核酸塩基（例えばA.T.C.G.U又はI）が発
生する位置の数を決定し、比較ウインドウ内の合計位置数（すなわちウインドウサイズ）
により符合した位置の数を除し、結果に100 を乗じて配列同一性の百分率を生成すること
によって計算される。
【００２８】
　ここで使用される「実質的同一性」という語は、少なくとも20のヌクレオチド位置、頻
繁には少なくとも25～50のヌクレオチドの比較ウインドウ全体にわたり基準配列に比較し
て少なくとも70, 80又は85パーセントの配列同一性、好ましくは少なくとも90～95パーセ
ントの配列同一性、より普通には99パーセントの配列同一性をもつ１つの配列がポリヌク
レオチドに含まれており、ここで比較ウインドウ全体にわたり合計で基準配列の20パーセ
ント以下となる欠失又は付加を含みうるポリヌクレオチド配列に対し基準配列を比較する
ことによって配列同一性の百分率が計算されている、ポリヌクレオチド配列の１つの特徴
を表わしている。基準配列は、例えば、図５に示されている全長 ACT－４－ｈ－１配列の
セグメントとしての、より大きな配列のサブセットであってよい。
【００２９】
　ポリペプチドに適用される場合、「実質的な同一性」という語は、例えば省略時ギャッ
プ重量を用いたプログラムBLAZE (Intelligenetics) GAP 又はBESTFIT によって最適に整
列された時点で２つのペプチド配列が少なくとも70パーセント又は80パーセントの配列同
一性、好ましくは少なくとも90パーセントの配列同一性、より好ましくは少なくとも95パ
ーセント以上の配列同一性（例えば99パーセントの配列同一性）を共有していることを意
味している。好ましくは、同一でない残基位置は、保存的アミノ酸置換によって異なる。
保存的アミノ酸置換というのは、類似の側鎖をもつ残基の互換性のことを言う。
【００３０】
　例えば、脂肪族側鎖を有するアミノ酸のグループは、グリシン、アラニン、バリン、ロ
イシン及びイソロイシンである；脂肪族－ヒドロキシル側鎖を有するアミノ酸のグループ
はセリン及びトレオニンである；アミド含有側鎖を有するアミノ酸のグループはアスパラ
ギン及びグルタミンである；芳香族側鎖を有するアミノ酸のグループは、フェニルアラニ
ン、チロンシ及びトリプトファンである；塩基性側鎖をもつアミノ酸のグループは、リジ
ン、アルギリン及びヒスチジンである；又、硫黄含有側鎖をもつアミノ酸のグループはシ
ステイン及びメチオニンである。好ましい保存的アミノ酸置換グループは；バリン－ロイ
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シン・イソロイシン、フェニルアラニン－チロシン、リジン－アルギニン、アラニン－バ
リン及びアスパラギン－グルタミン、である。
【００３１】
　「実質的に純粋な」という語は、対象の種が、存在する優勢種である（すなわちモルベ
ースでそれが組成物中のその他のどの個別種よりも豊富である）ことを意味し、好ましく
は、実質的に精製された分画は、対象の種が、存在する全ての巨大分子種の少なくとも約
50パーセント（モルベースで）を構成している組成物である。一般に、実質的に純粋な組
成物は、組成物中に存在する全ての巨大分子種の約80～90パーセント以上を構成すること
になる。最も好ましくは、対象の種は、完全な均質性にまで精製され（従来の検出方法で
組成物内に汚染種を検出することはできない）、ここで組成物は本質的に単一の巨大分子
株から成る。
【００３２】
　ここで対象物に適用して用いられている「自然に発生する」という語は、その対象物が
自然の中に発見できるという事実を言う。例えば、自然の中の供給源から分離でき、実験
室で人が意図的に修飾しておらず、１つの生体（ウイルスを含む）の中に存在するポリペ
プチド又はポリヌクレオチドは、「自然に発生する」ものである。
【００３３】
　「エピトープ」という語は、免疫グロブリン又はＴ細胞レセプタに対し特異的に結合す
ることのできるあらゆるタンパク質決定因子を内含する。特異的結合は、抗原に対する抗
体結合のための解離定数が１μＭ以下、好ましくは100nM 以下、最も好ましくは１nM以下
であるときに存在する。エピトープ決定因子は通常、アミノ酸又は糖側鎖といった分子の
化学的に活性な表面の群化から成り、通常特異的な３つの寸法上の構造特性ならびに特異
的負荷特性を有する。
【００３４】
　ここで使用する「高等同起源変異体」という語は、霊長類、ブタ及びウシといった高等
哺乳動物種とヒトの間で進化上及び機能上関連性がある遺伝子配列のことを言う。この語
には、ラットといったげっ歯類からの遺伝子配列は含まれていない。従って、 ACT-4-h-1
遺伝子に対する同起源の霊長類遺伝子は、 ACT-4-h-1レセプタタンパク質に対する最大の
配列同一性度をもち ACT-4-h-1タンパク質のものに類似した発現パターン（すなちわ活性
化された CD4

+ 細胞上で発現されたもの）を示す発現されたタンパク質をコードする霊長
類遺伝子である。
　「患者」という語には、ヒト及び獣医の対象も含まれる。
【００３５】
　詳細な説明
　Ｉ． ACT－４レセプタポリペプチド
　本発明の１実施態様に従うと、活性化された CD４＋　Ｔ細胞の表面上のレセプタ（ AC
T－４レセプタと呼ぶ）及びそのフラグメントが提供される。 ACT－４レセプタポリペプ
チドという語は、包括的に全長レセプタ及びそのフラグメントを包含するものとして使用
されている、特徴づけすべき最初の ACT－４レセプタ（以下 ACT－４－ｈ－１と呼ぶ）の
アミノ酸配列は、図５に示されている。
【００３６】
　接尾辞－ｈは、ヒト由来を表わし、接尾辞－１は ACT-4-h-1が特徴づけすべき最初の A
CT－４レセプタであることを表わしている。 ACT－４レセプタという語は、図５に示され
ている配列をもつタンパク質のことを指すだけではなく、 ACT-4-h-1の対立、非対立及び
高等同起源の変異体を表わすその他のタンパク質及びそのいずれかの天然の又は誘発され
た突然変異体のことも意味する。通常、 ACT－４レセプタポリペプチドは、同様に、 ACT
－４－ｈ－１配列と実質的な配列同一性を示すことになる。標準的には、 ACT－４レセプ
タポリペプチドは、 ACT-4-h-1配列からの少なくとも４つ、より一般的には５，６，７，
10又は20，50以上の隣接アミノ酸を含むことになる。当該技術分野においては、結合ドメ
イン又はエピトープといった機能的ドメインが４つという少ないアミノ酸残基から形成さ
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れ得る、ということは周知のことである。
【００３７】
　ACT－４レセプタポリペプチドは標準的には、 ACT-4-h-1のアミノ酸配列と実質的アミ
ノ酸配列同一性を示し、図５に示されている ACT-4-h-1をコードするヌクレオチド配列と
実質的な配列同一性を示すヌクレオチド配列によってコードされることになる。 ACT－４
レセプタタンパク質をコードするヌクレオチドは同様に、標準的には緊縮条件下で ACT-4
-h-1配列にハイブリッド形成する。しかしながら、これらのヌクレオチドは、Mallet et 
al., EMBO. J. 9 : 1063-68 (1990)（あらゆる目的で本書に参考として内含されている）
により記述されている通り、OX－40レセプタをコードする核酸に対し緊縮条件下でハイブ
リッド形成しない。（特にMallet et al. の参考文献の表2Aを参照のこと）。緊縮条件は
配列依存性で、異なる状況下で異なるものとなる。
【００３８】
　一般に、緊縮条件は、規定のイオン強度及びpHで特定の配列について熱融点（Tm）より
も約５℃低く選択される。Tmは、標的配列の50％が完全に符合したプローブに対しハイブ
リッド形成する温度（規定のイオン強度及びPh下で）である。標準的には、緊縮条件は、
塩濃度がPh７で少なくとも約0.02モルであり温度が少なくとも約60℃である条件となる。
なかでも相補的ストランドの塩基組成及びサイズ、有機溶剤の存在及び塩基ミス対合の程
度を含むその他の要因がハイブリダイゼーションの緊縮性に大きく影響することから、パ
ラメータの組合せは、いずれか１つのパラメータの絶対的測定よりも重要である。
【００３９】
　通常、 ACT－４レセプタポリペプチドは ACT-4-h-1と少なくとも１つの抗原決定因子を
共有するが、ラットOX－40ポリペプチドに対する抗体とは特異的に反応しない。共通の抗
原決定因子の存在は、 ACT-4-h-1に対して調製されたあらゆる抗体との変異体タンパク質
の交叉反応性によって証明される（第IV節参照）。交叉反応性は往々にして ACT-4-h-1に
対するポリクローナル血清を用いてテストされるが、L106と呼称される抗体のような ACT
-4-h-1に対する単数又は複数のモノクローナル抗体を用いてテストできる。
【００４０】
　往々にしてATC－４レセプタポリペプチドは、修飾されたポリペプチドバックボーンを
含むことになる。修飾には、アセチル化、カルボキシル化などといったポリペプチドの化
学的誘導体化が含まれる。これらには同様にグリコシル化修飾（Ｎ及びＯ連鎖）及び標準
的ポリペプチドの変異体の処理も含まれる。これらの処理段階は、特定的にはユビキチン
化及びリン酸化といった酵素的修飾を含む。例えばHershko ＆ Chiechanover, Ann. Rev.
 Bioch. 51 : 335-364 (1982) を参照のこと。例えば ACT-4-h-1タンパク質は、アミノ酸
配列に基づいて予想された分子量がわずか27KDa であるのに対して観察された分子量が約
50KDa であるという点で大幅に修飾されている。２つの推定上のグリコシル化部位がその
細胞外ドメイン内で同定された。
【００４１】
　ACT－４レセプタは、 ACT-4-h-1について見られたトポロジー上の特長の一部又は全て
を共有している可能性がある。 ACT-4-h-1のためのアミノ酸配列には、22又は24個のアミ
ノ酸推定Ｎ末端シグナル配列が含まれている。24のアミノ酸配列は、von Heijne, Nuclei
c Acids Res. 14 : 4683-4690 (1986)の基準に基づいている確率の方が高いと思われる（
これはあらゆる目的で本書に参考として内含されている）。ACT-4-h-1レセプタは、残基 
213～240 にわたる27個のアミノ酸の単一の付加的な疎水性の広がりを内含している。こ
の疎水性の広がりは、恐らく膜内外ドメインに対応し、その存在は、 ACT-4-h-1がＩ型の
細胞膜内タンパク質である（すなわち、細胞外領域を含むＮ末端ドメインと細胞内領域を
含むＣ末端を伴う単一の膜内外ドメインを有する）ことと一貫性をもつものである。
【００４２】
　膜内外セグメントに対しアミノ近位にある ACT-4-h-1の 189個又は 191個のアミノ酸（
シグナル分割部位の正確な場所に応じて異なる）は細胞外ドメインと呼ばれ、一方膜内外
セグメントに対してカルボキシ近位の37個のアミノ酸は、細胞内ドメインと呼ばれる。ア
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ミノ末端から、細胞外ドメインは、NH２　末端疎水性推定シグナル配列を１つと、対合し
たシステイン残基の間のジスルフィド結合によって形成された３つの鎖内ループを有して
いる。
【００４３】
　ACT－４レセプタポリペプチドのトポロジー配置は、神経成長因子レセプタファミリー
のその他のメンバーのもの、特にラットOX－40レセプタと類似している。しかしながらそ
の他のメンバーは、細胞外ジスルフィドループ及びグリコシル化部位の数及び細胞内ドメ
インのサイズにおいて幾分かの相違を示している。 Mallet ＆ Barclay、前掲書、を参照
のこと。
【００４４】
　上述のドメインの全てが必ずしも全ての ACT－４レセプタポリペプチドの中に存在する
わけではないが、大部分のものの中に１つの細胞外ドメインが存在するものと予想される
。実際、いくつかの ACT－４レセプタポリペプチドにおいては、細胞外ドメインのみが存
在する可能性があり、このようなタンパク質の自然の状態は、細胞表面結合タンパク質と
してではなく、例えば細胞外体液内に分散した可溶性タンパク質としてである。可溶性変
異体形態の存在は、神経成長因子レセプタファミリー SFV－T2の１つのメンバーを含むそ
の他の細胞表面レセプタについて観察されてきた。 Mallet ＆ Barclayの前掲書を参照の
こと。
【００４５】
　実質的に全長のポリペプチドの他に、本発明はポリペプチドの生物学的に活性なフラグ
メントを提供する。有意な生物活性としては、レセプタ結合、抗体結合（例えば、フラグ
メントが抗体への特異的結合について無傷の ACT－４レセプタと競合する）、免疫原性（
すなわち、フラグメントに対するＢ又はＴ細胞応答を刺激するエピトープの所有）及び A
CT－４レセプタポリペプチドのそのリガンドに対する結合のアゴニズム又はアンタゴニズ
ム（拮抗作用）が含まれる。 ACT－４レセプタタンパク質のセグメント又はそのドメイン
は通常、約５，７，９，11，13，16，20，40又は100 個の隣接アミノ酸を含むことになる
。
【００４６】
　ACT－４レセプタポリペプチドのセグメントは往々にして、機能的又は構造的ドメイン
の境界の近くで終結されている。構造的及び機能的ドメインは、図５に示されているよう
なヌクレオチド及び／又はアミノ酸配列データを公共の又は所有権を主張できる配列デー
タベースと比較することによって、同定される。好ましくは、既知の構造及び／又は機能
をもつその他のタンパク質の中で起こる配列モチーフ又は予測されたタンパク質コンホー
メーションドメインを同定するためには、コンピュータ化された比較方法が使用される。
構造的ドメインには、それ自体３つのジスルフィド結合ループを含む細胞外ドメイン、膜
内外ドメイン及び細胞内ドメインが含まれている。機能的ドメインは、 ACT－４レセプタ
ポリペプチドがそれを通して外部可溶性分子又はその他の細胞結合リガンド及び細胞内シ
グナル形質導入ドメインと相互作用する細胞外結合ドメインを含んでいる。
【００４７】
　いくつかのフラグメントは、単数又は複数のジスルフィド結合ループといった細胞外ド
メインのみを含むことになる。このようなフラグメントは往々にして無傷の ACT－４レセ
プタポリペプチドの結合特異性を保持することになるが、膜結合されるのではなくむしろ
可溶性となる。かかるフラグメントは、 ACT－４レセプタ結合の競合的阻害物質として役
立つ。
【００４８】
　ACT－４レセプタはさらに、神経成長因子レセプタファミリのメンバーとしてのその状
態によって識別される。 ACT-4-h-1のアミノ酸配列は、少なくとも20％ NGF－Ｒ， TNF－
Ｒ，CD40，４－１BB及び fas／AP01と同一である。ACT-4-h-1は、同様に活性化CD４＋　
細胞上の選択的発現によって特徴づけられるラットOX－40遺伝子との62％のアミノ酸配列
同一性を示す。
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【００４９】
　ACT－４レセプタは同様に特徴的細胞分布によっても同定される。最も特記すべきこと
に、 ACT－４レセプタは通常、活性化された CD4

+T 細胞上で容易に検出される（発現す
る細胞百分率は通常約25％又は50％以上、往々にして約80％以上；平均チャンネル螢光は
通常、免疫螢光染色後Coulter プロフィールフローサイトメーター上で約10以上、往々に
して約20～25）。ACT－４レセプタは通常、休止Ｔ細胞、Ｂ－細胞(PMAで活性化されたの
でないかぎり）、NK細胞及び単球(PMAで活性化されたのでないかぎり）上では実質的に不
在である。実質的に不在というのは、ACT－４を発現する細胞の百分率が一般的に約５％
未満、更に一般的に約２％未満であり、平均チャンネルが、細胞の免疫螢光染色の後Coul
ter プロフィールフローサイトメータで測定した場合、一般的に４未満、さらに一般的に
は約２未満であることを意味している（例２を参照のこと）。
【００５０】
　ACT－４レセプタは通常、活性化されたCD8

+ 細胞上で低レベルで発現される（発現細胞
百分率は約４～10％；免疫螢光染色後Coulterプロフィールフローサイトメータ上での平
均チャンネル螢光は約２～４）。CD8

+ 細胞上に見られる低い発現レベルは、発現が CD8
+

 細胞の亜集団に制限されていることを示唆している。活性化された CD4
+ 細胞の表面上

のACT4レセプタの発現は、アロ抗原、破傷風トキソイド又はマイトジュン（例えばPHA)刺
激を含むいくつかのさまざまな活性化メカニズムについて観察されてきた。発現は、アロ
抗原又は破傷風トキソイド刺激から約７日後に、又PHA 刺激から約３日後にピークになる
。
【００５１】
　これらのデータは、休止細胞上では実質的に不在である早期活性化抗原として ACT－４
レセプタを分類すべきであるということを示している。 ACT－４レセプタが活性化された
 CD4

+ 細胞上で優先的に発現され、活性化された CD8
+ 細胞上でははるかに低い程度でし

か発現されないが、(PMAなどのきわめて非生理的な刺激に応答しての場合を除いて）リン
パ球様細胞の大部分又は全てのその他の亜型上では実質的に不在であるという観察事実は
、ヒト白血球上で見られるその他の活性化抗原の細胞型特異性と対照的である。
【００５２】
　活性化された CD4

+T 細胞の表面上の ACT－４レセプタの発現は、レセプタがこれらの
細胞の活性化において１つの役割を果たしていることを示唆している。このような役割は
、神経成長因子レセプタファミリーのその他のいくつかのメンバーの役割と一貫性あるも
のである。例えば、CD40は、Ｂリンパ球内のG1－Ｓ相転移を刺激し、神経成長因子レセプ
タは、サイトカイン神経成長因子からのシグナルを形質導入し、その結果、神経細胞の分
化及び存続がもたらされる（Barde, Y-A。Neuron 2：1525～1534 (1989))。（あらゆる目
的のため本書に参考として内含されている）。しかしながら、例えばその他のリンパ球様
細胞型との相互作用といった ACT－４レセプタに対するその他の役割も考慮することがで
きる。かかる役割の存在は、腫瘍壊死因子レセプタと相互作用して炎症又は腫瘍細胞死滅
という結果をもたらし得る腫瘍壊死因子といったその他の神経成長因子レセプタのさまざ
まな機能と一貫したものである。
【００５３】
　ACT－４レセプタの実質的に１つ以上の機能的ドメイン（例えば細胞外ドメイン）を含
むフラグメント又は類似体を、非相同ポリペプチド配列に融合させ、かくして結果として
得られた融合タンパク質が ACT－４レセプタフラグメント及び／又は融合パートナーによ
って付与される機能的特性（単数又は複数）を示すようにすることが可能である。融合パ
ートナーに対する ACT－４レセプタフラグメントの配向は、構築の容易さ、タンパク質分
解に対する安定性、熱安定性、免疫学的反応性、アミノ－又はカルボキシル末端残基の修
飾、などといった実験上の考慮事項によって左右されることになる。潜在的融合パートナ
ーには、β－ガラクトシダーゼといった色素産生酵素、タンパク質Ａ又はG, Blanar ＆ R
utter, Science 256 : 1014-1018 (1992) によって記述されているようなFLAGタンパク質
、毒素（例えばジフテリア毒素、シュードモナスエクトトキシンＡ、リシン毒素又はホス
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ホリパーゼＣ）及び免疫グロブリン成分が含まれる。
【００５４】
　ACT－４レセプタフラグメントと免疫グロブリン成分の融合によって形成される組換え
型グロブリン（Rg）は、往々にして、使用される特定の免疫グロブリンのクラスの定常領
域と結びつけられる生理的特性の大部分又は全てを有する。例えば、組換え型グロブリン
は、補体を固定し、抗体依存性細胞毒性を媒介し、Ｂ細胞を刺激し、又は血管壁を横断し
、かつ間質空間に進入することができる。組換え型グロブリンは通常、重鎖免疫グロブリ
ンの定常領域ドメインのＮ末端に対して ACT－４レセプタ細胞外ドメインのＣ末端を融合
し、かくして真正の免疫グロブリン鎖のコンホーメーションを刺激することによって形成
される。
【００５５】
　免疫グロブリン鎖は、好ましくは、特に組換え型グロブリンが治療目的で使用される場
合に、ヒト由来のものである。組換え型グロブリンは通常可溶性であり、未修飾 ACT－４
レセプタに比べ数多くの有利な特性をもつ。これらの特性としては、血清半減期の延長；
エフェクタ機能による。 ACT－４レセプタが親和力をもっている標的細胞を溶解させる能
力；そして結合分析において組換え型グロブリンを固定化するのに使用できるプロテイン
Ａ及びＧといった分子を結合する能力、が含まれる。
【００５６】
　II．ポリペプチド産生方法
　Ａ．組換え技術
　図５に示されている ACT-4-h-1のヌクレオチド及びアミノ酸配列及び上述の第III 節で
記述されている通りに得られたその他の ACT－４レセプタについての対応する配列は、全
長 ACT－４レセプタポリペプチド配列のポリペプチド及びそのフラグメントの産生を可能
にする。かかるポリペプチドは、 ACT－４レセプタをコードするポリヌクレオチド又はそ
のフラグメント及び類似体の発現により、原核生物又は真核生物宿主の細胞の中で産生さ
れうる。
【００５７】
　クローニングされたDNA 配列は、発現ベクター内で発現抑制配列に対して配列が作動的
に連鎖された（すなわちこの配列の機能を確保するよう位置づけされた）後、宿主内で発
現される。発現ベクターは、標準的にはエピソームとしてか又は宿主染色体DNA の一部と
して宿主生体の中で複製可能である。一般に、発現ベクターは、望ましいDNA配列で形質
転換された細胞の検出及び／又は選択を可能にするべく、例えばテトラサイクリン耐性又
はハイグロマイシン耐性といった選択マーカーを内含している（例えば米国特許 4,704,3
62号参照）。
【００５８】
　大腸菌（E. coli）は、本発明のDNA 配列をクローニングするために有用な１つの原核
生物宿主である。使用に適したその他の微生物宿主としては、バシルス・ズブチリス（Ba
cillus subtilis）といったバシラス属及びサルモネラ（Salmonella）、セラチア（Serra
tia）及びさまざまなシュードモナス（Pseudomonas）の種などのその他の腸内細菌科が含
まれる。これらの原核生物宿主においては、標準的に宿主細胞と相容性ある発現抑制配列
（例えば複製起点）を含む発現ベクターを作ることもできる。さらに、ラクトースプロモ
ータ系、トリプトファン（trp)プロモータ系、ベーターラクタマーゼプロモータ系又はフ
ァージラムダからのプロモータ系といった、任意の数のさまざまな周知のプロモータが存
在することになる。プロモータは標準的に、任意にはオペレータ配列と共に発現を制御し
、転写及び翻訳を開始及び完了するためリボソーム結合部位配列などを有する。
【００５９】
　酵母といったその他の微生物も、発現のために使用することができる。サッカロミセス
（Saccharomyces）が好ましい宿主であり、適切なベクターは、３－ホスフォグリセレー
トキナーゼ又はその他の解糖酵素を含むプロモータ及び望まれる通りに複製起点、終結配
列などといった発現抑制配列を有している。 ACT－４レセプタ又はリガンドポリペプチド
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を発現するためには、通常バキュロウイルスから誘導される適切なベクターを伴う昆虫細
胞（例、SF９）も同様に適している。 Luckow et al. Bio／Technology 6 : 47-55 (1988
) （あらゆる目的のため参考として内含されている）を参照のこと。
【００６０】
　同様に、本発明のポリペプチドを発現し産生するのに、高等真核哺乳動物組織細胞培養
も使用することができる（Winnacker 「遺伝子からクローンへ」（VCH Publishers, NY, 
NY, 1987) を参照のこと）（あらゆる目的のため参考として内含されている）。当該技術
分野においてヒトタンパク質を分泌し真正に修飾することのできる数多くの適当な宿主細
胞系統が開発されてきたため、現在のところ真核生物細胞が好まれており、これには、CH
O 細胞系統、さまざまなCOS 細胞系統、HeLa細胞、骨髄腫細胞系統、ジャーカット細胞な
どが含まれる。
【００６１】
　これらの細胞の発現ベクターは、複製起点、プロモータ（例えばHsv tkプロモータ又は
pgk(ホスホグリセレートキナーゼ）プロモータ）、エンハンサー（Queen et al., Immuno
l. Rev.89 : 49 (1986)) 及び、リボソーム結合部位、RNA スプライス部位、ポリアデニ
ル化部位（例えばSV40大TAg poly A付加部位）などの必要な処理情報部位といった発現抑
制配列、及び転写ターミネーター配列を含んでいる可能性がある。好ましい発現制御配列
は、免疫グロブリン遺伝子、SV40、アデノウイルス、ウシ乳頭腫ウイルスなどから誘導さ
れたプロモータである。
【００６２】
　問題のDNA セグメントを含むベクター（例えば ACT－４レセプタをコードするポリペプ
チド）は、細胞宿主のタイプによって変わる周知の方法によって宿主の中に移入すること
ができる。例えば、原核生物細胞のためには一般にCaCl2 トランスフェクションが利用さ
れ、一方その他の細胞宿主については、CaPO4 処理又は電気穿孔法を使用することができ
る。ベクターはエピソームとして存在してもよいし又は、宿主染色体の中に組込まれても
よい。
【００６３】
　Ｂ．自然に発生する ACT－４レセプタタンパク質
　天然の ACT－４レセプタポリペプチドは、アフィニティクロマトグラフィといった従来
の技術により分離される。例えば、予め精製された ACT-4-h-1に対してポリクローナル又
はモノクローナル抗体が発生させられ、周知の技術によって適切なアフィニティカラムに
付着される。例えば Hudson ＆ Hay, Praetical Immunology（実践免疫学）（Blackwell 
Scientific Publications, Oxford, UK, 1980)、第８章（あらゆる目的のため参考として
内含されている）を参照のこと。
【００６４】
　例えば、ジメチルピメリミデートといったホモ２機能性架橋剤でのFcドメインの架橋を
介してプロテインＡセファロースカラムに抗－ACT-4-h-1を固定化することができる。次
に細胞抽出物をカラム内で通過させ、 ACT－４レセプタタンパク質をカラムによって特異
的に結合させ、例えばpH2.5 の 0.5Ｍの発熱性酸で溶出させる。通常、このような分離技
術によって、無傷の形のACT レセプタが得られる。無傷の分子の化学的（例えば臭化シア
ン）又は酵素的分割（例えばV8プロテアーゼ又はトリプシン）により、無傷の ACT－４レ
セプタからペプチドフラグメントが生成される。
【００６５】
　Ｃ．その他の方法
　代替的には、 ACT－４レセプタポリペプチドを、化学的方法によって合成することもで
きるし、或いは、翻訳を導くべくポリヌクレオチド鋳型を用いてインビトロ翻訳システム
によって産生することもできる。ポリペプチドの化学的合成及びインビトロ翻訳の方法は
当該技術分野において周知のものであり、 Berger ＆ Kimmel, Methods in Eugymology（
酵素学方法）、第 152巻、Gruide to Molecular Cloning Techniques（分子クローニング
技術の指針）Academic Press Inc., San Diego, CA, 1987) によってさらに記述されてい
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る。
【００６６】
　III ．核酸
　Ａ．ACT－４レセプタ核酸のクローニング
　例５は、 ACT-4-h-1と呼ばれる ACT－４レセプタのcDNAクローンについての核酸配列デ
ータを示す。配列には、翻訳された領域及び３′及び５′フランキング領域の両方が含ま
れる。この配列データは、その他の ACT－４レセプタ遺伝子を分離するために用いられる
プローブを設計するのに使用することができる。これらの遺伝子には、 ACT-4-h-1をコー
ドするヒトゲノミック遺伝子及び高等哺乳動物種からのcDNA及びゲノミッククローン、及
び対立及び非対立変異体、そしてこれらの遺伝子全ての天然の及び誘発された突然変異体
が含まれる。
【００６７】
　特定的には、本出願で開示されている全ての ACT－４レセプタポリペプチドをコードす
る全ての核酸フラグメントが提供される。数多くの種のゲノミックライブラリが市販され
ており（例えばClontech, Palo Alto, CA)、又従来の手順によってこれを改めて分離する
ことも可能である。cDNAライブラリは、大量に ACT-4-h-1を発現する活性化された CD4

+ 
細胞から最もうまく調製される。
【００６８】
　クローンを分離するために使用されるプローブは、標準的には、図５に示されているcD
NA配列の少なくとも約24の隣接するヌクレオチド（又はその補体）の配列を含んでいる。
例えば、図５に示されている配列に対応する全長ポリヌクレオチドを標識付けし、例えば
λEMBL４又はλGEM11 内のヒトゲノミッククローンライブラリ（Promega Corporation, M
adison, WI) からゲノミッククローンを分離するためのハイブリダイゼーションプローブ
としてこれを使用することができる；プラークリフトをスクリーニングするための標準的
なハイブリダイゼーション条件(Benton ＆ Davis, Science 196 :180 (1978)) は、50％
のホルムアミド、５×SSC 又はSSPE，１～５×のDenhardt溶液、 0.1～１％のSDS, 100～
200 μｇのせん断された非相同DNA 又はtRNA，０～10％の硫酸デキストラン、約１～10８
cpm／μｇの比活性をもつ１×105～１×107cpm／mlの変性プローブ及び約６～36時間42℃
でのインキュベーションである。
【００６９】
　予備ハイブリダイゼーション条件は、プローブが内含されておらずインキュベーション
時間が標準的に短縮されているという点を除いて、基本的に同一である。洗浄条件は、標
準的に１～３×のSSC, 0.1～１％のSDS,50～70℃で、約５～30分毎に洗浄溶液を交換する
。ハイブリダイゼーション及び洗浄の条件は、例えば ACT-4-h-1のヒトゲノミッククロー
ンについてよりも、高等同起源又は非対立変異体の分離についての方が、標準的に緊縮性
が低い。
【００７０】
　代替的には、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR)を利用する方法によって ACT－４レセプタ遺
伝子をクローニングするのにプローブを使用することができる。PCR 増幅のための方法は
、例えば、PCR 技術：DNA 増幅のための原理と応用（H. A. Erlich編、Freeman Press, N
Y, NY, 1992)；PCR プロトコル；方法及び応用の指針（eds. Innis, et al., Academic P
ress, San Diego, CA, 1990) ; Mattila etal., Nucleic Acids Res. 19 : 4967 (1991) 
; Eckert, K. A.及びKunkel, T. A., PCRの方法と応用１：17（1991) ; PCR (Mc Pherson
 et al 編、IRL Press, Oxford)；及び米国特許 4683202号（その各々が、あらゆる目的
のため本書に参考として内含されている）の中で記述されている。
【００７１】
　あるいは、図５に示されている配列の全部又は一部分に対応する合成ポリヌクレオチド
配列を、オリゴヌクレオチドの化学的合成によって構築することができる。
【００７２】
　本発明のポリヌクレオチド内に、ヌクレオチドの置換、欠失及び付加を取り込むことが
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できる。ヌクレオチド配列の変動は、遺伝子コードの縮重、さまざまな ACT－４レセプタ
対立遺伝子の配列多形、わずかな配列決定ミスの結果としてもたらされることもあれば、
EMS に対する露呈又は照射を用いたコーディング核酸の無作為突然変異誘発又は部位特異
的突然変異又はその他の近代分子生物学技術によって工学処理された変化によって導入さ
れることもある。
【００７３】
　Sambrook et al.,分子クローニング；実験室マニュアル（C. S. H. P.Press, NY 、第
２版、1989) （あらゆる目的のため本書に参考として内含されている）を参照のこと。機
能的ポリペプチドを産生するため転写及び翻訳され得るヌクレオチド配列については、遺
伝子コードの縮重は、同じポリペプチドをコードする数多くのヌクレオチド配列を結果と
してもたらす。本発明はこのような配列を全て含んでいる。一般に、ヌクレオチドの置換
、欠失及び付加によって、緊縮性条件の下で図５に示されている ACT-4-h-1の配列をハイ
ブリッド形成する ACT－４レセプタポリヌクレオチドの能力が実質的に分断されてはなら
ない。
【００７４】
　標準的には、 ACT－４レセプタポリヌクレオチドは、自然に発生する ACT－４レセプタ
配列（例えば図５）と実質的に同一のものである少なくとも25個の連続的ヌクレオチドを
含み、より通常には、 ACT－４レセプタポリヌクレオチドは、自然に発生する ACT－４レ
セプタ配列と実質的に同一のものである少なくとも50～100 の連続的ヌクレオチドを含ん
でいる。
【００７５】
　ACT－４レセプタヌクレオチドは、ハイブリダイゼーションプローブ及びPCR(又はLCR)
プライマとして使用するためのものといった短かいオリゴヌクレオチド（例えば、図５に
示されている ACT-h-1配列からの約10, 15, 25, 50又は 100個の隣接する塩基）であり得
る。 ACT－４レセプタポリヌクレオチド配列は同様に、コードされたポリペプチド産物が
産生されるように、コーディング配列の転写（発現配列）及び翻訳を容易にする配列を含
むより大きなポリヌクレオチドの一部分をも含む可能性がある。
【００７６】
　かかるポリヌクレオチドの構築は、当該技術分野において周知のことであり、Sambrook
 et al.,前掲書中（C. S. H. P. Press. NY 、第２版、1989）でさらに詳しく説明されて
いる。 ACT－４レセプタポリヌクレオチドは、融合タンパク質の発現をコードするため異
なるタンパク質（例えばグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼ又
は免疫グロブリンFcドメイン）をコードするもう１つのポリヌクレオチド配列と同一枠で
融合され得る。（例えばByrn et al., Nature, 344 : 667-670 (1990) を参照のこと）（
あらゆる目的のための本書中に参考として内含されている）。
【００７７】
　IV．抗体とハイブリドーマ
　本発明のもう１つの実施態様においては、 ACT－４レセプタ及びそのリガンドに対する
抗体（第Ｖ節参照）が提供されている。
【００７８】
　Ａ．抗体の一般的特性
　抗体及び免疫グロブリンは標準的に４つの共有結合したペプチド鎖で構成されている。
各々の軽鎖は、重鎖に共有結合されている。又、各重鎖の方は、もう一つのものに共有結
合されて、免疫グロブリンコンホーメーションとしても知られている「Ｙ」字形構造を形
成する。これらの分子のフラグメント、さらには重鎖又は軽鎖単独でも、抗原を結合させ
ることができる。抗体、抗体フラグメント及び個々の鎖は、本書で免疫グロブリンとも呼
ばれている。
【００７９】
　正常な抗体重鎖又は軽鎖は、Ｎ末端（NH2)可変（Ｖ）領域及びＣ末端（－COOH）定常（
Ｃ）領域を有する。重鎖可変領域は、VH （例えばVγを含む）と呼ばれ、軽鎖可変領域は
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VL（VK 又はVλを含む）と呼ばれる。可変領域は、抗体の同起源抗原に結合する分子の一
部であり、一方Fc領域（Ｃ領域の第２及び第３のドメイン）は抗体のエフェクタ機能（例
えば補体固定、オプソニン化作用）を決定する。全長免疫グロブリン又は抗体「軽鎖」（
一般に約25KDa、約214 のアミノ酸）は、Ｎ末端にある可変領域遺伝子（一般に約110 の
アミノ酸）及びCOOH末端にあるκ（カッパ）又はλ（ラムダ）定常領域遺伝子によりコー
ドされる。
【００８０】
　全長免疫グロブリン又は抗体「重鎖」（一般に約50Kd、約446 のアミノ酸）は、同様に
して、可変領域遺伝子（一般に約116 のアミノ酸をコードする）及び例えばガンマといっ
た定常領域遺伝子の１つ（約330 のアミノ酸をコードする）によってコードされる。標準
的には、「VL」は、VL 及び／又はJL （Ｊ又はジョイニング領域）遺伝子セグメントによ
ってコードされる軽鎖の一部分を含むことになり、「VH」は、VH 及び／又はDH （Ｄ又は
ダイバーシチ領域）及びJH 遺伝子セグメントによりコードされる重鎖の一部を含むこと
になる。一般にRoitt et al., Immunolog(免疫学）（第２版、1989）、第６章及びPaul, 
Fundamental Immunology（基礎免疫学）（Raven Press 、第２版、1989）（各々、あらゆ
る目的のため本書に参考として内含されている）を参照のこと。
【００８１】
　免疫グロブリン軽鎖又は重鎖可変領域は、相補性決定領域又はCDR とも呼ばれる３つの
超可変領域によって中断された「枠組み構造」領域で構成されている。枠組み構造領域及
びCDR の範囲は、定義づけされている（Kabat et al, (1987) 、「免疫学的に有利なタン
パク質の配列」米国保健社会福祉省；Clothia et al., J. Mol. Biol. 196 : 901-917 (1
987)（その各々が本書にあらゆる目的のため参考として内含されている）を参照のこと。
異なる軽鎖又は重鎖の枠組み構造領域の配列は、１つの種の中で比較的保存されている。
構成要素の軽鎖及び重鎖の組合わさった枠組み構造領域である抗体の枠組み構造領域は、
３次元空間内にCDR を位置づけ整列させるのに役立つ。CDR は、まず第１に抗原のエピト
ープに対する結合を担っている。CDR は標準的に、Ｎ末端から始め順に番号づけされたCD
R1，CDR2及びCDR3と呼ばれている。
【００８２】
　CH としても知られている重鎖分子の定常領域は、抗体のイソタイプを決定する。抗体
は、重鎖イソタイプに応じてIgM, IgD, IgG, IgA及びIgE と呼ばれている。イソタイプは
、それぞれ重鎖定常領域のミュー（μ）、デルタ（Δ）、ガンマ（γ）、アルファ（α）
及びイプシロン（ε）セグメントの中でコードされる。さらに、γ亜型がいくつか存在す
る。軽鎖としてはκとλの２つの型がある。これらの亜型の決定因子は標準的に、一般に
CL とも呼ばれている、特にＣκ又はＣλという軽鎖の定常領域の中にある。
【００８３】
　重鎖イソタイプは、オプソニン化作用又は補体固定といった抗体の異なるエフェクター
機能を決定する。さらに、重鎖イソタイプは抗体の分泌された形態を決定する。分泌され
たIgG, IgD及びIgE イソタイプは標準的に、単一ユニット又は単量体形態で発見される。
分泌されたIgM イソタイプは、五量体形態で見い出される。分泌されたIgA は、単量体及
び２量体の両方の形で見い出される。
【００８４】
　Ｂ．抗体の産生
　ACT－４レセプタ、それに対するリガンド又はそのいずれかの結合フラグメントのいず
れかを結合させる抗体は、さまざまな手段で産生できる。マウス、ラットなどのヒト以外
のモノクローナル抗体の産生は、周知のことであり、例えば、 ACT－４レセプタ又はその
リガンド又はこれらのいずれかの免疫原性フラグメントを含む調製物で動物を免疫するこ
とによって達成できる。特に免疫原として有用なのは、 ACT－４レセプタ遺伝子で安定し
た形でトランスフェクションを受けその細胞表面上で ACT－４レセプタを発現する細胞で
ある。免疫された動物から得られる抗体産生細胞は、不死化され、 ACT－４レセプタ又は
そのリガンドに結合する抗体の産生についてスクリーニングされる。 Harlow ＆ Lave 、
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「抗体、実験室マニュアル」（C. S. H. P NY, 1988)（あらゆる目的のため本書に参考と
して内含）を参照のこと。
【００８５】
　ヒトモノクローナル抗体の生成のためのいくつかの技術も同様に記述されてきたが、一
般にマウス技術よりもわずらわしく、全ての抗原に適用できるものではない。再考のため
には、例えばLarricket al.米国特許第 5,001,065号を参照のこと（あらゆる目的のため
本書に参考として内含）。さまざまな抗原に対するヒトモノクローナル抗体を生成するの
に使用され成功をおさめてきた１つの技術は、（あらゆる目的のため本書に参考として内
含されている）Ostberg et al のトリオーマ方法（1983）、ハイブリドーマ２：361-367,
 Ostberg、米国特許第 4,634,664号及びEngleman et al.,米国特許第 4,634,666号である
。この方法によって得られた抗体産生細胞系統は、ヒトのもの２つとマウスのもの１つの
計３個の細胞の子孫であることからトリオーマと呼ばれる。トリオーマは、ヒト細胞から
作られた普通のハイブリドーマよりも安定した形で抗体を産生するものであることがわか
っている。
【００８６】
　１つの代替的アプローチは、組換え型DNA 技術によりヒト以外の抗体のCDR 領域をヒト
の定常領域に連鎖させることによるヒト化された免疫グロブリンの生成である。Queen et
 al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 : 10029-10033 (1989)及びWO90／07861(あらゆる
目的のため参考として内含）を参照のこと。ヒト化された免疫グロブリンは、実質的にヒ
ト免疫グロブリン（受容体免疫グロブリンと呼ばれる）からの可変領域枠組み構造残基、
及び実質的に例えばL106抗体といったマウス免疫グロブリン（供与体免疫グロブリンと呼
ばれる）からの相補性決定領域を有する。定常領域が存在する場合、これも同様に実質的
にヒト免疫グロブリンからのものである。
【００８７】
　ヒト可変領域は通常、CDR が誘導されたマウス可変領域ドメインと高度の配列同一性を
示す枠組み構造配列をもつヒト抗体から選ばれる。重鎖及び軽鎖可変領域枠組残基は、同
じヒト抗体配列から誘導されてもよいし異なるヒト抗体配列から誘導される可能性もある
。ヒト抗体配列は、自然に発生するヒト抗体の配列でもあり得るし、又はいくつかのヒト
抗体のコンセンサス配列でもあり得る。Carter et al.,WO92／22653 を参照のこと。ヒト
可変領域枠組み構造残基からのいくつかのアミノ酸は、CDR コンホーメーション及び／又
は抗原への結合に対するそれらの考えられる影響に基づいて、置換のために選択される。
このような考えられる影響の調査は、モデリング、特定の場所におけるアミノ酸の特性の
検査、又は特定のアミノ酸の置換又は突然変異誘発の効果の経験的観察によるものである
。
【００８８】
　例えば、アミノ酸がマウスL106可変領域枠組み構造残基と選択されたヒト可変領域枠組
み構造残基の間で異なっている場合、ヒト枠組み構造アミノ酸は通常、そのアミノ酸が、
　（１）抗原を直接非共有結合する、
　（２）CDR 領域に隣接している、
　（３）CDR 領域とその他の形で相互作用する（例えばCDR 領域の約
　3A以内にある）又は、
　（３）VL－VH界面に参与する。
【００８９】
　ということが合理的に予想される場合、マウス抗体からの等価の枠組み構造アミノ酸に
よって置換されるべきである。
　その他の置換候補は、その位置におけるヒト免疫グロブリンにとって尋常でない受容体
ヒト枠組み構造アミノ酸である。これらのアミノ酸は、L106抗体の同等の位置から又はよ
り標準的なヒト免疫グロブリンの同等の位置からのアミノ酸と置換され得る。
【００９０】
　ヒトモノクローナル抗体又はその結合フラグメントをコードするDNA 配列を分離するた
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めのもう１つのアプローチは、Huse et al., Science 246 : 1275-1281 (1989) によって
概略的に示されている一般的プロトコルに従ってヒトＢ細胞からDNA ライブラリをスクリ
ーニングし、その後望ましい特異性をもつ抗体（又は結合フラグメント）をコードする配
列をクローニングし増幅させることによるものである。Huseによって記述されているプロ
トコルは、ファージディスプレイ技術と組合せることによってさらに効果的なものとなる
。例えばDower et al., WO91／17271 及びMc Cafferty et al., WO92／01047 を参照のこ
と。ファージディスプレイ技術は同様に、 ACT－４レセプタ又はそのリガンドに対する親
和力をもつものとして以前に示されてきた抗体のCDR 領域を突然変異誘発するのにも使用
できる。結合親和力を改善した抗体が選択される。
【００９１】
　106抗体と同じエピトープに特異的に結合する抗－ACT－４レセプタ抗体は、通常、競合
結合検定によって同定される。この検定は、３つの成分つまり ACT－４ポリペプチド（例
えば ACT-4-h-1）、通常標識付けされているL106抗体及び試験下の抗体、を有する。往々
にして、 ACT－４レセプタポリペプチドは固体支持体に固定化される。テスト抗体は、 A
CT－４レセプタポリペプチドに特異的に結合するL106抗体の量を低減する場合にL106抗体
と同じエピトープに結合する。このような抗体を得るために必要なスクリーニングの範囲
は、免疫原としてL106により結合された特異的エピトープが使用されるプロトコルで抗体
を生成することによって、低減することができる。L106と同じエピトープに対し結合する
抗体は、完全にではないが実質的にL106抗体と同じアミノ酸配列を示すこともあるし、或
いはL106抗体に対する関連性のない一次構造を有することもある。
【００９２】
　L106と異なる結合特異性をもつ（すなわち異なるエピトープに結合する）抗－ACT－４
レセプタ抗体が、相補的アプローチによって同定される。 ACT－４レセプタポリペプチド
に対する結合についてL106抗体と競合できなかったことに関して、テスト抗体をスクリー
ニングする。スクリーニングの範囲は、L106によって結合された特異的エピトープが欠如
しているフラグメントが免疫原として用いられるプロトコルを利用して抗体を生成するこ
とによって低減することができる。
【００９３】
　CD4

+ 細胞の活性化を刺激するか又は阻害する能力を有する抗体を、下記第VI節で論述
したスクリーニング手順により同定することができる。いくつかの抗体は、一部の刺激（
例えば分裂促進性をもたないがアロ抗原性をもつか又はその逆）に応答して活性化を阻害
するが、その他の刺激には応答しない。いくつかの抗体の阻害能力は、抗体が付加される
活性化後の時間数に応じて異なる。抗体の中にはその他の刺激とは独立してCD4

+ 細胞を
活性化する能力を有する可能性があるものもあれば、PHA により提供されるものといった
ようなもう１つの刺激の効力を増大させる能力しかもたない抗－ACT－４レセプタ抗体も
ある。
　上述の手順によって分離された抗体は、例えば、一次抗体での動物の免疫によって抗イ
ディオタイプ抗体を生成するために用いることができる。抗－ACT－４レセプタ抗体につ
いては、一次抗体に対するその結合が ACT－４レセプタ又はそのフラグメントによって阻
害されている抗イディオタイプ抗体が選択される。抗イディオタイプ抗体及び ACT－４レ
セプタ又はそのフラグメントの両方が一次免疫グロブリンに結合することから、抗イディ
オタイプ免疫グロブリンは、１つのエピトープの「内部的イメージ」を表わす可能性があ
り、かくして ACT－４リガンドに置換することができる。
【００９４】
　Ｃ．エピトープマッピング
　L106又はその他のあらゆる抗 ACT－４レセプタ抗体によって結合されたエピトープは、
 ACT-4-h-1といった ACT－４レセプタポリペプチドからの異なるアミノ酸を含むフラグメ
ントファミリーを提供することによって決定される。各フラグメントは、標準的には、少
なくとも４，６，８，10，20，50又は 100個の隣接するアミノ酸を含む。集合的にポリペ
プチドファミリーは、全長 ACT－４レセプタポリペプチドのアミノ酸配列の多く又は全て
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を網羅する。このファミリーのメンバーを、例えばL106抗体に対する結合について個別に
テストする。テスト中の抗体に特異的に結合できる最小のフラグメントは、抗体により認
識されたエピトープのアミノ酸配列を明確に表わす。
【００９５】
　Ｄ．抗体フラグメント及びイムノトキシン
　本発明のもう１つの実施態様においては、 ACT－４レセプタ又はそのリガンドに対する
抗体のフラグメントが提供されている。標準的には、これらのフラグメントは、少なくと
も107 M、より標準的には108 又は109 Mの親和力で ACT－４レセプタに対する特異的結合
を示す。抗体フラグメントは、別々の重鎖、軽鎖Fab, Fab'F(ab')2、Fabc及びFvを含む。
フラグメントは組換え型DNA 技術、又は無傷免疫グロブリンの酵素又は化学的分離によっ
て産生される。
【００９６】
　もう１つの実施態様においては、イムノトキシンが提供されている。イムノトキシンと
いうのは、望ましい特異性をもつ抗体に連鎖された毒素から成るキメラ化合物である。抗
体は、毒素に対するターゲティング用作用物質として役立つ。一般にPastan et al., Cel
l 47 : 641-648 (1986) を参照のこと。化学的技術又は組換え型DNA 技術により無傷抗体
又はそのフラグメントに対し毒素半分がカップリングされる。好ましくは毒素は、隣接す
るタンパク質の形で免疫グロブリン鎖に連鎖される。例えば、（あらゆる目的のため参考
として内含されている）Chovnich et al., Cancer Res. 51 : 465; Chaudhary et al., N
ature 339 : 394 (1989) を参照のこと。適当な毒素成分の例が、上述の第Ｉ節にリスト
アップされており、例えば「動物、細菌及び植物毒素の特異性と作用」(Cuatrecases編、
Chapman Hall, London, 1976) （あらゆる目的のため参考として内含）の中で再考されて
いる。
【００９７】
　Ｅ．ハイブリドーマ及びその他の細胞系統
　上述の抗体及びそのフラグメントを産生する全てのハイブリドーマ、トリオーマ及びそ
の他の細胞系統が、明示的に本発明に内含されている。これらには、L106マウス抗体を産
生するATCC HB 11483として寄託されたハイブリドーマ系統HBL106が含まれる。
【００９８】
　Ｆ．抗体の使用
　抗－ACT－４レセプタ抗体及びその結合フラグメントは、好ましくはさまざまな組織に
由来するヒト又は霊長類cDNAを含むcDNA発現ライブラリをスクリーニングするため及び構
造的に関係ある免疫交叉反応タンパク質をコードするcDNAインサートを含むクローンを同
定するために有用である。（あらゆる目的のため参考として内含されている）Aruffo ＆ 
Seed, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 : 8573-8577 (1987) を参照のこと。抗体は、抗
体を生成するのに使用される未変性 ACT－４レセプタポリペプチド又はそのフラグメント
と構造的又は進化的に関係ある免疫交叉反応タンパク質を同定し及び／又は精製するのに
も有用である。これに類似して、ACT－４リガンドに対する抗体も、さらなるリガンド及
びその変異体を分離する上で有用である。抗体、その結合フラグメント、イムノトキシン
及びイディオタイプ抗体の診断及び治療目的の使用については、以下の第VII 節で記述さ
れている。
【００９９】
　Ｖ． ACT－４リガンド
　ACT－４リガンドという語は、 ACT－４レセプタポリペプチドに対して特異的に結合し
、少なくとも部分的に非共有結合によってかかるポリペプチドと複合体を形成することの
できるタンパク質を指すものとして用いられている。リガンドは、自然に発生する分子で
も、又合成の分子でもあり得、可溶な形であってもよいし或いは細胞の表面に固定させら
れていてもよい。数多くの異なるリガンドが同じ ACT－４レセプタに結合できる。換言す
ると、１つのリガンドが複数の ACT－４レセプタに結合できる。「 ACT－４リガンド」と
いう語は、通常 ACT－４レセプタポリペプチドに対する抗体を含まない。
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【０１００】
　通常、ACT－４レセプタに対するリガンドの結合は、ACT－４レセプタを支持する細胞及
び／又は ACT－４リガンドを支持する細胞の物理的及び／又は機能的表現型を変更するシ
グナルを開始させることになる。ACT－４又はそのリガンドのいずれかに対する抗体は、
シグナル形質導入を遮断又は刺激する能力を有する可能性がある。当然のことながら、レ
セプタとしての ACT－４の、そしてリガンドとしてのその特異的結合パートナーの呼称が
幾分か恣意的なものであり、状況によって逆転されるかもしれないということが認識され
るだろう。
【０１０１】
　ACT－４リガンドは、神経成長因子レセプタースーパーファミリーのメンバーに結合す
るその他のリガンドの特性のいくつかを共有することが予想される。これらのリガンドと
しては、サイトカイン、TNF－α、 TNF－β、CD40－Ｌ、CD－27－Ｌ及びCD30－Ｌがある
。TNF－βを除いて、これらのリガンドは、II型の細胞膜内膜細胞表面タンパク質として
及び可溶性タンパク質としての両方で存在する。これらのリガンドの細胞外ドメインは、
約150 のアミノ酸で構成され、切開かれた円筒形構造（あらゆる目的のため参考として内
含されているBazan et al., Current Biology 3 : 603-606 (1993)により「ゼリーロール
」と呼ばれるもの）へと組立てられるいくつかのβ－ひだ付きシートを形成する。
【０１０２】
　ACT－４リガンドを供給するためのソース材料は、異なる細胞型、特にリンパ球様細胞
及び造血細胞、体液及び組織抽出物を、プローブとして好ましくは可溶性の形の標識づけ
された ACT－４レセプタを用いてスクリーニングすることにより同定される。往々にして
、 ACT－４レセプタ又はその結合フラグメントは、スクリーニングを目的として第２のタ
ンパク質に融合される。特に適しているのは、免疫グロブリン重鎖の定常領域に対し ACT
－４の細胞外部分を融合させることによって形成された組換え型グロブリンである。
【０１０３】
　ACT－４リガンドは、古典的タンパク質化学の技術を用いてこのスクリーニング方法に
よって同定された細胞又はその他の生物学的材料から精製される。このような技術には、
硫酸アンモニウムといった物質を用いた選択的沈降、カラムクロマトグラフィ、免疫精製
方法その他が含まれる。例えば（あらゆる目的のため参考として内含されている）R. Sco
pes 、タンパク質精製：原理と実践（Springtr-Verlag, NY, 1982)を参照のこと。通常、
精製手順には、ACT－４ポリペプチド又はその結合フラグメントが固定化された試薬とし
て用いられるアフィニティクロマトグラフィ段階が含まれることになる。 ACT－４－定常
領域は、プロテインＡ又はＧへの定常領域半分の結合によって適当に固定化することがで
きる。 ACT－４リガンドは同様に、親和力試薬として ACT－４レセプタに対する抗－イデ
ィオタイプ抗体を用いても精製できる。
【０１０４】
　アミノ酸配列を決定するため又はレセプタのポリペプチドフラグメントを得るためには
、レセプタをトリプシンで消化することができる。ペプチドフラグメントは、逆相高性能
液相クロマトグラフィ（HPLC）により分離でき、気相配列決定により分析できる。当該技
術分野において既知のその他の配列決定方法も同じく使用できる。 ACT－４リガンドをコ
ードするcDNA又はゲノミッククローンの分離のための縮重したプローブを設計するのに、
この配列データを用いることができる。
【０１０５】
　あるいは、発現クローニングによって ACT－４リガンドをコードするcDNAクローンを得
ることができる。このアプローチにおいては、cDNAライブラリが、 ACT－４リガンドを発
現する細胞（上述の通り同定されたもの）から調製される。ライブラリは適切な細胞（例
えば COS－７）内で発現され、 ACT－４リガンドを支持するクローンは、任意に免疫グロ
ブリン重鎖の定常ドメインに融合された標識づけされた ACT－４又はその結合フラグメン
トでのスクリーニングにより同定される。
【０１０６】
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　ACT－４リガンド又はその結合ドメインは、それぞれの ACT－４レセプタを親和力で精
製するのに使用できる。 ACT－４リガンド及びその結合フラグメントは、 ACT－４リガン
ド結合のアゴニスト又はアンタゴニストとしても有用であり、以下の第VII で論述される
治療法において使用可能である。膜結合した ACT－４リガンドについては、結合フラグメ
ントは、 ACT－４レセプタの細胞外ドメインの一部を含むことになる。 ACT－４リガンド
及びそのフラグメントは、スクリーニング検定において、 ACT－４及び／又はそのリガン
ドのアゴニスト及びアンタゴニストを同定するためにも有用である。 ACT－４リガンドは
、 ACT－４レセプタについて以上で論述したとおり毒素及び免疫グロブリン定常ドメイン
といったその他のタンパク質にも融合できる。
【０１０７】
　VI．アゴニスト及びアンタゴニストについてのスクリーニング
　ACT－４レセプタ及び ACT－４リガンドフラグメント、その類似体、それに対する抗体
及び抗イディオタイプ抗体、ならびにその他の化学的又は生物学的作用物質を、 ACT－４
リガンドのそのレセプタに対する結合を遮断又は増強する能力についてスクリーニングす
る。その上、自らの表面に固定された ACT－４レセプタ又は ACT－４リガンドのいずれか
を支持する細胞の中のDNA 合成又はタンパク質リン酸化といった代謝プロセスを刺激又は
阻害するその能力についてもこれらをテストする。
【０１０８】
　いくつかの方法においては、テスト中の化合物は、 ACT－４リガンド（又はその融合タ
ンパク質）の精製された結合フラグメントに対する ACT－４レセプタ（又はその融合タン
パク質）の精製された結合フラグメントの結合を遮断又は増強するその能力についてスク
リーニングされる。かかる実験においては、レセプタ又はリガンドフラグメントのいずれ
かが通常固定支持体に固定化される。このときテスト化合物は、支持体への結合について
 ACT－４リガンド又はレセプタフラグメント（そのうち支持体に付着されていない方）と
競合する。通常、テスト化合物又は競合するリガンド又はレセプタのいずれかが標識付け
される。
【０１０９】
　その他の方法においては、 ACT－４レセプタとリガンド又はこれらの分子の結合フラグ
メントのいずれか又は両方が細胞表面上で発現される。例えば、 ACT-4-h-1抗原は例えば
 COS－７細胞内の組換え型DNA から発現される（例６参照）。これらの方法では、アゴニ
ズム又はアンタゴニズムの存在は、テスト化合物の存在下で起こる ACT－４レセプタとそ
のリガンドの間の結合の度合から決定される。代替的には、テスト化合物の活性は ACT－
４レセプタを支持する細胞及び／又は ACT－４リガンドを支持する細胞の中でのDNA 内へ
の 3Hチミジンの取込み又はタンパク質内への32Ｐの取込みの測定によって検定される。
【０１１０】
　ACT－４で誘発されたDNA 合成又はタンパク質リン酸化を遮断する化合物はアンタゴニ
ストである。 ACT－４レセプタ又はそのリガンドとの相互作用を介してDNA 合成又はリン
酸化を活性化する化合物は、アゴニストである。アゴニスト又はアンタゴニストとしての
活性は、白血球活性化のその他の機能的又は物理的終点から、又は細胞溶解活性又は血管
から組織内への白血球の血管外遊出といった臨床的に望ましい又は望ましくない結果から
も、決定することができる。
【０１１１】
　インビトロでのＴ細胞増殖に対してアゴニスト又はアンタゴニストとして作用する作用
物質の能力は、インビボでの免疫応答に影響を及ぼす能力と相関関係づけすることができ
る。インビボ活性は、標準的には、マウス又はラットといった適切な動物モデルを用いて
検定される。同種異系移植片拒絶に対する作用物質の効果を検定するためには、例えば、
同種異系組織の導入の前にさまざまな回数で動物に対し潜在的治療薬を投与し、移植片拒
絶について動物を監視することができる。移植を実施し移植片拒絶を監視するための適当
な方法が記述されてきた（例えばHislop et al., J. Thorac. Cardiovasc, 100 : 360-37
0 (1990)（あらゆる目的のため参考として内含）を参照のこと）。
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【０１１２】
　VII ．治療及び診断用の方法と組成物
　Ａ．診断方法
　ACT－４レセプタ又はそのmRNA又は ACT－４リガンド又はそのmRNAの発生量の変化又は
機能的突然変異と関連づけられる免疫系の疾病及び状態は、本発明のプローブ及び／又は
抗体を用いて診断できる。 ACT－４レセプタに対する抗体及びそのmRNAと相補的な核酸プ
ローブを提供することにより、活性化されたCD4

+ T細胞をその他の白血球亜型から区別す
ることができる。
【０１１３】
　このような細胞の存在は、例えば侵入する細菌といったものに対するMHC II型により誘
発された免疫応答を指示するものである。活性化されたCD4

+ 細胞及び CD8
+ 細胞の数を

比較することにより、これらのそれぞれの活性化された細胞型を優先的に誘発する細菌及
びウイルス感染の鑑別診断が可能となり得る。活性化されたCD４＋　細胞の存在は同様に
、同種異系移植片拒絶、対宿主性移植片病、自己免疫疾患、アレルギー及び炎症といった
免疫系の望ましくない疾病及び状態を表示するものである。このような疾病及び状態を治
療する上での治療薬の効力を監視することが可能である。
【０１１４】
　診断は、細胞標本（例えば血液標本、リンパ節生検材料又は組織）を患者からとり出す
ことで達成できる。次に、この標本を分析して次のものを決定する：（１）標本の個々の
細胞内の発現された ACT－４レセプタ又はリガンドの量（例えば抗体を用いた固定した細
胞の免疫組織化学的染色又はFACSＴＭ分析による）、（２）個々の細胞中の ACT－４レセ
プタ又はリガンドmRNAの量（標識付けされた相補的ポリヌクレオチドプローブでのインサ
イチュハイブリダイゼーションによる）、（３）RNA 抽出とそれに続く標識付けされた相
補的ポリポリヌクレオチドプローブに対するハイブリダイゼーションによる細胞標本中の
 ACT－４レセプタ又はリガンドmRNAの量（例えばノーザンブロット法、ドットブロット法
、溶液ハイブリダイゼーション又は定量的PCR による）、又は（４）細胞試料中の ACTレ
セプタ又はリガンドの量（例えば細胞分断とそれに続く結果として得られた細胞の抽出物
の免疫学的検定又はウエスタンブロット法による）。
【０１１５】
　診断は同様に、診断用試薬（例えば活性化された CD４＋　Ｔ－細胞の診断のための標
識付けされた抗 ACT－４レセプタ抗体のインビボ投与及びインビボ画像診断によっても達
成できる。投与される診断作用物質の濃度は、標的抗原をもつ細胞に対する結合が背景シ
グナルと比べて検出可能であるよう充分なものでなくてはならない。さらに、最良の標的
対背異シグナル比が得られるように、診断用試薬が循環系から急速に清澄化できることが
望ましい。診断用試薬は、カメラ画像診断のため放射性同位元素で、又磁気共鳴又は電子
スピン共鳴画像診断のためには常磁性同位元素で標識づけできる。
【０１１６】
　臨床的に立証された正常レベル範囲の外側にある、１つの個体からの細胞標本中の ACT
－４レセプタ又はリガンドのタンパク質又はmRNAのレベルの変化（標準的には増大）が、
その標本を得た個体の中の望ましくない免疫反応の存在及び／又は、このような反応を発
生させる（又はこのような反応を進展させる）その個体の素因を表示する可能性がある。
タンパク質又はmRNAレベルは、或る種の系列の細胞（すなわち ACT－４レセプタに対する
活性化されたCD4

+ 細胞）及び発達上の起源を同定し型別するための分化マーカーとして
利用できる。このような細胞型特異的検出は、望ましくない免疫応答の組織病理学的診断
のために使用できる。
【０１１７】
　Ｂ．診断キット
　本発明のもう１つの態様においては、上述の診断方法のための診断キットが提供されて
いる。このキットには、 ACT－４レセプタに対する標識付けされた抗体といった診断用試
薬及び標識を検出するための試薬及び／又は器具を封じ込めたコンテナが含まれている。
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このようなキットの中にきまって見られるその他の構成要素も、テストを実施するための
説明書と共に含まれている可能性がある。
【０１１８】
　Ｃ．薬学組成物
　予防又は治療処置のために用いられる薬学組成物は、有効治療薬、例えば、 ACT－４レ
セプタ、リガンド、そのフラグメント、及びそれに対する抗体及びイディオタイプで抗体
そしてその他のさまざまな成分を含んで成る。好ましい形態は、意図されている投与様式
及び治療の利用分野に応じて異なる。組成物は、同様に、望ましい製剤形態に応じて、動
物又はヒトに投与するための薬学組成物を調剤するのに一般に用いられるビヒクルとして
定義づけられている薬学的に受容可能な非毒性の担体又は希釈剤も含んでいてもよい。希
釈剤は、組合せの生物活性に影響しないように選択される。このような希釈剤の例には、
精製水、生理食塩水、リンゲル液、右旋糖溶液及びハンクス液がある。さらに薬学組成物
又は製剤はその他の担体、アジュバンド、又は非毒性、非治療用、非免疫原性の安定剤な
ども内含している可能性がある。
【０１１９】
　Ｄ．治療方法
　治療方法は、ヒト又は動物特に脊椎哺乳動物におけるさまざまな疾病の治療のために上
述の治療薬を利用する。治療薬には、 ACT－４レセプタ、その結合フラグメント、 ACT－
４リガンド、その結合フラグメント、抗－ACT－４レセプタ及びそれに対する、リガンド
抗体及び抗イディオタイプ抗体、これらの抗体の結合フラグメント、これらの抗体のヒト
化されたバージョン、イムノトキシン及びその他の上述の作用物質が含まれる。一部の治
療薬は ACT－４レセプタとそのリガンドの作用を遮断するか又はその他の形で拮抗するこ
とによって機能する。
【０１２０】
　その他の治療薬は、その標的であるポリペプチドを支持する細胞を死滅させることによ
って機能する。例えば、エフェクター機能をもつか又は毒素、放射性同位元素又は薬物に
接合されている抗 ACT－４レセプタ抗体は、活性化された CD4

+T 細胞を選択的に死滅さ
せることができる。このような選択的な排除は、患者がその後露呈され得る侵入微生物と
闘うため不活性化された CD4

+ 細胞及びCD8
+ 細胞の形で残留免疫能力を保存する一方で

、望ましくない免疫応答を減少又は削除できることから、特に有利である。その他の治療
薬は、 ACT－４レセプタとリガンドの間の相互作用のアゴニストとして機能する。
【０１２１】
　１．投与の用量と方法
　治療向けの利用分野においては、薬学組成物（例えば、抗－ ACT－４レセプタ抗体を含
むもの）は、インビボ又は半ビボで、すでに望ましくない免疫応答（例えば移植体拒絶）
に苦しむ患者に対して、その状態及びその合併症を治ゆさせ、その進行を部分的に停止さ
せるか検出可能なほどに遅くさせるのに充分な量で投与される。これを達成するのに適切
な量を、「治療上有効な用量」又は「効めある用量」と定義づける。
【０１２２】
　この用途のために有効な量は、その状態の重症度、患者の全身状態、及び投与経路そし
て該当する場合にはその他の免疫抑制薬との組合せに応じて異なるが、一般には、一回の
用量あたり約10ng～約１ｇの有効作用物質の範囲内にあり、患者一人あたり10mg～100mg 
の単一用量単位が一般に用いられる。薬学組成物は、静脈内輸注によって全身的にか又は
注射により局所的に投与することができる。後者の方法は、宿主対移植片拒絶といったよ
うな局所化された望ましくない免疫応答にとって特に有用である。薬物送達方法の簡単な
再考については、（あらゆる目的で参考として内含されている）Langer, Science 249 : 
1527-1533 (1990)を参照のこと。
【０１２３】
　予防的利用分野においては、薬学組成物は、望ましくない免疫反応にすでに苦しんでい
るわけではないが、その危険性のある患者（例えば、移植手術を受けようとしている患者



(26) JP 2009-240311 A 2009.10.22

10

20

30

40

50

）に投与される。投与すべき抗体の量は、「予防的に有効な用量」であり、その精確な量
は患者の健康状態及び全身的免疫レベルによって異なるが、一般には一回の用量あたり10
ng～１ｇ、特に患者一人あたり10mg～100mgの範囲内にある。
【０１２４】
　本発明の治療薬は従来の免疫調節作用物質よりもさらに選択的でかつ一般に毒性がより
低いものである可能性が高いことから、従来の作用物質で頻繁に見られた副作用をひき起
す可能性は低くなる。その上、治療薬のいくつかはヒトタンパク質配列（例えば ACT－４
レセプタ又はリガンド又はヒト化抗体の結合フラグメント）であることから、マウス抗CD

3抗体で見られたもののような免疫応答をひき起こす可能性は低い。本発明の治療薬は同
様に伝統的療法とも組合せることができ、かかる作用物質の用量を副作用と関連するレベ
ルより低いレベルまで低下させるために使用できる。例えば、α３ドメインに対する抗体
、Ｔ細胞抗原（例えばOKT4及びOKT3) 、抗胸腺細胞グロブリンといったその他の免疫抑制
物質ならびにサイクロ（登録商標）スポリン、グルココルチコイド、アザチオプリン、プ
レドンソンといった化学療法剤を、本発明の治療薬と合わせて使用することが可能である
。
【０１２５】
　標的細胞の特定的集団を破壊するためには、本発明の治療薬をもう１つの分子に接合さ
せることが有利でありうる。例えば、作用物質を、特定の免疫抑制物質を含むリボソーム
、特異的モノクローナル抗体、又は細胞毒素又はその他の細胞活性調節因子に結びつける
ことができ、かくして、標的細胞集団に対する接合体の結合は、その集団の変性を結果と
してもたらすことになる。以上で、数多くのタンパク質毒素について論述してきた。例え
ば化学療法剤には、ドキソルビシン、ダウノルビシン、メトトレキセート、細胞毒素及び
アンチセンスRNA が含まれる。抗生物質も同じく使用できる。さらにイットリウム－90、
リン－32、鉛－212 、ヨウ素－131 又はパラジウム－109 といった放射性同位元素も使用
できる。発出された放射線は、標的細胞を破壊する。
【０１２６】
　２．治療に敏感に反応する疾病及び状態
　上述の薬学組成物は、免疫系のいくつかの疾病及び状態を治療するのに適している。
　ａ．移植体拒絶
　最近になって、皮ふ、腎臓、肝臓、心臓、肺、膵臓及び骨髄といった組織及び臓器を移
植するための外科手術の効率に多大な改善が見られてきた。恐らく、顕著な主要問題点は
、移植された同種異系移植片又は臓器に対する被移植者内の免疫寛容を誘発するための満
足のいく作用物質が欠如していることであろう。
【０１２７】
　同種異系細胞又は臓器が宿主に移植された時点で（すなわち提供者と被提供者は同一種
からの異なる個体である）、宿主の免疫系は、移植体内の外来性抗原に対する免疫応答（
対宿主移植片病）を構築して移植された組織の破壊を導く可能性が高い。CD細胞、CD8

+ 
細胞及び単球が全て、移植体組織の拒絶に関与している。本発明の治療薬は、被提供者の
体内のアロ抗原に誘発される免疫応答を遮断し（例えば抗－ ACT－４レセプタ抗体による
 CD4

+T 細胞のアロゲン（allogen)活性化の遮断又は排除）、かくしてこのような細胞が
移植された組織又は器官の破壊に参加するのを予防するのに有用である。
【０１２８】
　ｂ．対宿主性移植片病
　本発明の治療薬にとっての関連する用途は、「対宿主性移植片」病（GVHD）に関与する
免疫応答を変調することにある。GVHDは、同種異系の被移植者に対して免疫学的にコンピ
テントな細胞が移植されたときに起こる潜在的に致命的な病気である。この状況下で、提
供者の免疫コンピテント細胞は被移植者の体内で組織を攻撃する可能性がある。皮ふ、消
化管、上皮及び肝臓の組織は、頻繁に標的となり、GVHDの経過の中で破壊される可能性が
ある。この疾病は、骨髄移植におけるように免疫組織が移植される場合に特に重大な問題
を提供する。しかし、これより重症度の低いGVHDは、心臓及び肝臓の移植を含むその他の
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症例においても報告されてきた。本発明の治療薬は、提供者のＴ細胞（特に ACT－４レセ
プタに対しターゲティングされた治療薬については、活性化された CD4

+T 細胞）の活性
化を遮断するか又はこの細胞を排除し、宿主内で標的細胞を溶解させるその能力を阻害す
るために用いられる。
【０１２９】
　ｃ．自己免疫疾患
　免疫抑制が望まれるもう１つの状況は、インシュリン依存性糖尿病、多発性硬化症、ス
ティッフマン症候群、慢性関節リウマチ、重症筋無力症及び紅斑性狠瘡といった自己免疫
疾患の治療の場合である。これらの疾病においては、体は、自分自身の抗原の１つの破壊
そして潜在的には肢体不自由及び／又は致命的な結果を導くこの抗原に対する細胞及び／
又は体液性免疫応答を発達させる。活性化された CD４＋　Ｔ細胞は、多くの自己免疫疾
患において主要な役割を果たすと考えられている。自己免疫疾患は、本発明の治療薬の１
つ、特に ACT－４レセプタに対してターゲティングされた治療薬の１つを投与することに
よって治療される。任意には、自己免疫疾患の標的となっている自己抗原又はフラグメン
トを、免疫抑制剤の直前、又はそれと同時に又はその直後に投与することができる。この
ようにして、抑制治療に隠れて自己抗原に対し寛容を誘発することができ、かくして連続
した免疫抑制の必要性がなくなる。例えば、Cobfold et al., WO90／15152 (1990)参照。
【０１３０】
　ｄ．炎症
　炎症は、流体の蓄積を伴う毛細管膨張及び顆粒球及び単球といった食細胞白血球の移動
の結果である。炎症は、宿主をさまざまな感染から防御する上で重要であるが、アナフィ
ラキシーショック、関節炎及び痛風といった炎症性障害において望ましくない結果ももた
らし得る。活性化されたＴ細胞は、炎症において重要な変調の役目をもち、それ自体食細
胞白血球を活性化することになるインターフェロンγ及びコロニー刺激因子を放出する。
活性化された食細胞白血球は、標的内皮細胞に対し食細胞を付着させるのに役立つホーミ
ング受容体と呼ばれる一定数の特異的細胞表面分子を発現するように誘発される。本発明
の治療薬で治療することによって、炎症性応答を低減させるか又は排除することができる
。例えば、 ACT－４レセプタに対しターゲティングされた治療薬は、 CD4

+ 細胞の活性化
を遮断するか又は活性化された CD４＋　細胞を排除し、これらの細胞が食細胞細胞型の
活性化に必要とされる分子を放出できないようにすることによって機能する。
【０１３１】
　ｅ．病原菌
　本発明は同様に、病原菌の結果をもたらされる疾病及び状態を予防又は治療する上での
ワクチンの効力を増大させる方法をも提供している。 CD4

+T 細胞を活性化する能力をも
つ治療薬（例えば ACT-4-h-1レセプタポリペプチドに対する或る種のモノクローナル抗体
）が、選択された抗原を含むワクチンの直前、又はそれと同時に、又はその直後に投与さ
れる。治療薬は、選択された抗原に対する免疫応答を増大させるのに役立つ。これらの方
法は、免疫不全疾患を患う患者の場合に特に有利であり得る。
　以下の例は、本発明を例示するために提供されるものであり、本発明を制限しようとす
るものではない。
【実施例】
【０１３２】
　例１. ACT-4-h-1に対するモノクローナル抗体
　マウスを、PHA で形質転換されたＴリンパ系球で免疫化した。免疫化されたマウスから
の脾細胞をSP2/0骨髄腫と融合させ、Ｔ細胞クローンに特異的な抗体を分泌するハイブリ
ドーマを選択した。これらのハイブリドーマを限界希釈によってクローニングした。結果
として得られたハイブリドーマの１つによって産生されたL106と呼称されるモノクローナ
ル抗体をさらなる特徴づけのために選択した。L106抗体はIgG イソタイプを有することが
わかった。HBL106と呼称される抗体を産生するハイブリドーマを、1993年11月３日付けで
メリーランド州ロックヴィルにあるAmerican Type Culture Collectionに寄託し、ATCC H
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B 11483 という受入れ番号が割当てられた。
【０１３３】
　例２. L106抗体により認識されるポリペプチドの細胞分布
　L106抗体に結合する組織及び細胞型を同定する目的で、ヒト白血球分化抗原に関する第
４回国際研究集会及び会議（1989年ウィーン）で、幾人かの参加者に対し、抗体L106を含
む標本が提供された。
【０１３４】
　研究集会からのデータは、「白血球型別IV」（W. Knapp, Oxpord.U, Press, 1989) （
あらゆる目的のため参考として内含）の中で紹介されており、付随するコンピュータデー
タベースは、Walter R,Gilks.（イギリス、ケンブリッジ大学MRC 生物統計ユニット）か
ら入手できる。この参考文献では、L106抗体が約50KDa のポリペプチドを結合させるとい
うことが報告されている。このポリペプチドは、HUT102細胞（形質転換されたＴ細胞系統
）、PHA で活性化された末梢血リンパ球、EBV で形質転換されたＢリンパ球様細胞系統、
及びHTLV－IIで形質転換されたＴ細胞系統、PMA で活性化された扁桃腺細胞、ConA－又は
PHA で活性化されたPBL 及びPMA で活性化された単球上に存在するものと報告された。又
このポリペプチドは、とりわけ、休止好塩基球、内皮細胞、線芽芽細胞、インターフェロ
ンγで活性化された単球、末梢非Ｔ細胞、末梢顆粒球、末梢単球、末梢単核細胞、末梢Ｔ
細胞及び末梢赤血球の上では実質的に存在しないものと報告された。
【０１３５】
　本件発明者は、50KDa のポリペプチド（以下「 ACT-4-h-1レセプタ」と呼ぶ）が活性化
されたＴ細胞のCD4

+ 亜種上で優先的に発現されるということを示すデータを得た。１回
の一連の実験において、２色染色法により未分画PBL 上で細胞特異的 ACT-4-h-1発現を分
析した。（例３の中で記述されている培養条件を用いて）約２日間、PHA でPBL を活性化
し、２つの異なる標識付けをされた抗体（FITC及びPE標識）での染色により、異なる細胞
亜型上での ACT-4-h-1の細胞表面発現について分析した。基本的にDicker et al, J. Imm
unol. 150 : 1105-1121 1993) （あらゆる目的のため参考として内含）によって記述され
ている通りに、FACSＴＭ分析により、標識を検出した。
【０１３６】
　１つの抗体、L106は、 ACT-4-hに特異的であり、もう１つの抗体は特定の白血球亜型に
対し特異的であった。図１は、各チャートのＹ軸上にL106の染色が示され、それぞれのチ
ャートのＸ軸として抗－CD4、抗－CD8及び抗－CD19の染色が示されている３つのチャート
を示している。抗－CD４で染色されたチャートについて、多くの細胞は２重陽性（つまり
、CD４及び ACT-4-h-1の両方を発現する）として現われている。抗－CD19（Ｂ細胞マーカ
ー）で染色されたチャートについて、２重陽性細胞は実質的に不在である。
【０１３７】
　もう１つの一連の実験においては、分離された細胞型上での単色染色によって ACT-4-h
-1の発現を分析した。螢光標識づけされたL106抗体を用いて細胞を染色し、標識をFACSＴ
Ｍ分析によって検出した。Engleman et al., J. Immunol. 127 : 2124-2129（1981)（あ
らゆる目的のため参考として内含されている）を参照のこと。いくつかの実験では、約２
日間（ここでも例３に記述されている培養条件を用いて）PHA 刺激によって細胞を活性化
した。この実験からの結果ならびに上述の２色染色実験からの結果は、表１にまとめられ
ている。表１は、活性化されたCD４＋　細胞の約80％が、 CD4

+ 細胞が分離されている（
１色染色）か又は分画化されたPBL 中にある（２色染色）かとは無関係に、20より大きい
平均チャンネル螢光で ACT-4-h-1を発現したことを示している。
【０１３８】
　活性化されたCD8

+ 細胞上の ACT-4-h-1の発現レベルは、活性化されたCD4
+T 細胞上の

ものに比べ、２色染色実験にははるかに低く、１色染色実験ではさらにはるかに低いもの
である。従って、活性化されたCD8

+ 細胞上の発現の程度は、C8
+細胞が活性化前にその他

のPBLから分画化されているか否かに応じて異なると思われる。分画化されていないCD8
+ 

細胞内（２色染色）では、約４の平均チャンネル螢光で、約10％の細胞が ACT-4-h-1を発



(29) JP 2009-240311 A 2009.10.22

10

現している。分画化された細胞内では、約２の平均チャンネル螢光でわずか約４％の細胞
しか ACT-4-h-1を発現しない。これらのデータは、 ACT-4-h-1が、活性化されたCD8

+ 細
胞の小さい亜型上のみで発現され、CD8

+ 細胞がその他のPBL の存在下で活性化された時
点でこの亜型が幾分かさらに優勢となることを示唆している。
【０１３９】
　表１は同様に、テストされた全ての休止白血球亜型（すなわちCD4

+T 細胞、 CD8
+T 細

胞、CD19+B 細胞、CD14+単球、顆粒球及び血小板）上で ACT-4-h-1が実質的に存在せず、
活性化されたＢ細胞及び単球上でも実質的に存在しなかったということを示している。 A
CT-4-h-1は同様に、テストされた大部分の腫瘍細胞系統上で不在であることがわかった。
しかしながら、Molt3, Raji 及びNC37細胞系統はまさに低レベルの発現を示した。
【０１４０】
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【表１】

【０１４１】
　例３. CD4

+T 細胞の活性化に対して応答する ACT-4-h-1発現の時間的経移
　さまざまな活性化刺激に応答しての ACT-4-h-1レセプタの発現について、 CD4

+T 細胞
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をテストした。固相免疫吸着剤により末梢血単球から CD4
+T 細胞を精製した（「パニン

グ」）。10％のヒト血清で補足したRPMI培地を含むマイクロタイターウェルの中で、活性
化剤と共に５×104 のCD4

+T 細胞を培養した。３つの異なる活性化剤を使用した：すなわ
ち（１）５×104 の照射済み（3000ラド）の単球、（２）PHA(１μｇ／ml）及び（３）破
傷風トキソイド（５μｇ／ml）。収穫の12～16時間前に　３Ｈ－チミジンを付加した。収
穫後、Engleman et al., J. Immunol. 127 : 2124-2129 (1981) によって記述される通り
、さまざまな標識づけされた抗体（L106、抗－CD４及び抗－CD８）とのインキュベーショ
ンによって、細胞表面抗原の発現について細胞をテストした。
【０１４２】
　図２は、アロ抗原活性化に応答しての ACT-4-h-1の出現を示している。活性化以前には
、いかなる発現も観察されなかった。 ACT-4-h-1レセプタを発現する細胞の百分率は、時
間と共に増大し、アロ抗原活性化から約７日後に約30％でピークに達している。これらの
結果は同様に、 ACT-4-h-1を発現する細胞が基本的に全て、CD４レセプタを発現したこと
、そして基本的にこのような細胞がいずれもCD８レセプタを発現しなかったことを示して
いる。図３は、破傷風トキソイド活性化に応答しての ACT-4-h-1の出現についての類似の
データを示している。ここでも又、 ACT-4-h-1を発現する細胞の百分率は約７日でピーク
に達した。しかしながら、この時点で、より高い百分率の細胞（約60％）がレセプタを発
現した。図４は、PHA 活性化に応答しての CD4

+T 細胞上の ACT-4-h-1の出現について類
似のデータを示している。この状況下で、レセプタを発現する CD4

+T 細胞の百分率は、
３日間の活性化後約65％でピークに達している。
【０１４３】
　結論としては、 ACT-4-h-1が、さまざまな活性化刺激に応答して発現される CD4

+T 細
胞活性化抗原であるということがいえる。
【０１４４】
　例４. ACT-4-h-1 cDNAのクローニング
　ACT-4-h-1レセプタについてのcDNAクローンを、 Aruffo＆ Seed(上述）によって初めて
開発されたわずかに修飾されたCOS細胞発現システムを用いて分離した。72時間PHA で活
性化されたヒト末梢血リンパ球から、RNA を分離した。TRI 試薬を用いて全RNAを抽出し
（Molecular Research Center)、オリゴdT－磁気ビーズ精製（Promega)によってポリ（Ａ
）＋RNA を分離した。スーパースクリプト逆転写酵素(Gibco／BRL)及びオリゴdTプライマ
を用いて、 Gubler ＆ Haffman, Gene 25 : 263-369 (1982)の方法により、cDNAを合成し
た。平滑化されたcDNAを非自立相補性 Bst×１アダプタに連結させ、セファクリルＳ－40
0 スピンカラム上を通過させて、未連結のアダプタ及び小さなフラグメント(300未満の塩
基対）を除去した。
【０１４５】
　次に、 pcDNA－Ｉ（Invitrogen) のアンピシリン耐性バージョンである Bst×１切断真
核生物発現ベクター pcDNA－IRL へと、リンカーcDNAを連結させた。沈降され洗浄された
連結反応産物をE. coli 菌株WM1000（Bio Rad)内に電気穿孔した。形質転換された細菌の
アリコートの平板培養及び計数は、増幅されていないライブラリ内の合計 200万の独立し
たクローンの計数値を明らかにした。平均インサートサイズは1.2kb であることが見極め
られた。ライブラリのバルクを、液体培養すなわち250ml の標準LB培地内で増幅させた。
アルカリ性溶解によりプラスミドを回収し、イオン交換カラム（Qiagen) 上で精製した。
【０１４６】
　亜集密的 COS－７細胞を電気穿孔により精製プラスミドDNA でトランスフェクションし
た。細胞を100mm の皿上に平板培養し、48時間成長させた。細胞を PBS－EDTA溶液で平板
から回収し、モノクローナル抗体L106を用いてインキュベートし、標準的手順に従ってパ
ニングした。２回目のパニングにより、平板に吸着された数多くのCOS 細胞としての富化
が明らかにされた。Hirtの方法により、免疫選択された細胞からエピソームDNA を回収し
、増幅のため細菌内に電気穿孔させた。
【０１４７】
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　２回目のHirt調製物からのプラスミドで形質転換された細菌を、約100 コロニーの小さ
いプールに希釈させた。このプールを増幅させ、そのDNA を精製し、免疫螢光により COS
－７細胞上のL106抗原の発現を付与する能力についてテストした。 COS－７細胞の単層を
染色するために、フィコエリトリン接合されたL106抗体を使用し、次に手動式免疫螢光顕
微鏡によって細胞を検査した。８つのプールのうち４つからのミニプレップDNA が、発現
についてのテストの際に陽性であった。最高の発現をもつプール、つまりプールＥを最高
12のコロニーから成るより小さなプールに分割した。８つのサブプールのうちの３つが陽
性であり、サブプールE1を平板固定して単一のコロニーの分析を可能にした。クローンE1
－27は、トランスフェクションを受けたCOS 細胞の表面上での ACT-4-h-1レセプタの高レ
ベル発現を付与することがわかった。
【０１４８】
　例５. cDNA配列分析
　E1－27と呼称されるクローンからのインサートをｐブルースクリプトへサブクローニン
グし、ALF シークエンサー（Pharmacia)上でT7ポリメラーゼ自動読取り配列決定キット（
Pharmacia)を用いて、ジデオキシ鎖終結方法により配列決定した。制限地図作製により、
サブクローニングのためのいくつかの適切な部位が明らかになった。ｐBluescriptで５つ
のサブクローンを生成し、Ｍ13順向万能プライマを用いて両方のストランド上で配列決定
した。
【０１４９】
　図５に、 ACT-4-h-1のcDNA及び演繹されたアミノ酸の配列が示されている。1.137 の塩
基対の ACT-4-h-1 cDNA配列は、14－bpの５′未翻訳領域及び209bp の３′未翻訳領域を
含んでいる。AAT AAA ポリアデニル化シグナルが1041の位置に存在し、その後に1057の位
置から開始する80bpのポリＡテールが続いている。最も長い読取り枠は、位置15で最初の
ATG で始まり、位置846 のTGAで終わる。予想されたアミノ酸配列は、標準的な１型細胞
膜内タンパク質のものである。疎水性分析は、塩基性残基の短かい広がりとそれに続く疎
水性残基のより長い広がりを伴う、開始ATG に続く推定上のシグナル配列を明らかにして
いる。
【０１５０】
　予想されたシグナルペプチド分割部位が、残基22又は24に存在しており（あらゆる目的
のための参考として内含されているvon Heijne, Nucleic Acids Res. 14, 4683-4690 (19
86) ）の基準によると後者の方がより確率が高いものである）、253 のアミノ酸残基の成
熟タンパク質（又はより確率の低い部分で分割が起こった場合、255 のアミノ酸）を残す
。疎水性分析は同様に、膜内外ドメインであるものと予測された27の疎水性残基の単一の
大きな広がりも明らかにし、これが189(又は191)のアミノ酸の細胞外ドメイン及び37のア
ミノ酸の細胞内ドメインを予測している。細胞外ドメインはシステインが豊富であり、こ
こでは、135 のアミノ酸の広がりの中に18のシステインが見い出される。成熟タンパク値
についての予測された分子質量（Mr）は27,400であり、アミノ酸残基146 及び160 に２つ
の潜在的Ｎ－グリコシル化部位が存在する。
【０１５１】
　BLAZE プログラムを用いてスイス－プロットデータベース内の既知の配列と ACT-4-h-1
のアミノ酸配列を比較すると、神経成長因子レセプタスーパーファミリーのメンバーとの
配列類似性が明らかになる。アミノ酸配列は、ギャップ及び欠失を考慮に入れて、 NGF－
Ｒ， TNF－Ｒ，CD40，41－BB及び fas／APO－１について少なくとも20％同一であり、OX
－40について62％同一である。
　さまざまなタンパク質のアラインメントにより、多数のシステイン富化モチーフの保存
が明らかになる。これらのモチーフのうち３つが ACT-4-h-1及びOX－40内に存在し、これ
に対し、 NGF－Ｒ及びCD40内には、このようなモチーフが４つ存在する。
【０１５２】
　プログラムBLAST 及びFASTDBを用いてGenbank 及びEMBLデータベース内の既知の配列と
 ACT-4-h-1のヌクレオチド配列を比較することにより、神経成長因子レセプタファミリー
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、OX－40のわずか１つのメンバーとの高度の配列類似性が明らかになった。ギャップと挿
入を考慮して、配列同一性は66％である。 ACT-4-h-1とOX－40ヌクレオチド配列を比較す
ると、その両方が14－bp５′の未翻訳領域を含み、両方が約80bpのポリＡテールを含んで
いることが明らかとなる。
【０１５３】
　しかしながら、 ACT-4-h-1においては、187bp から209bp へと３′の未翻訳領域がわず
かに延びており、コーディング領域は816bp から834bp へと延び、差は18bpつまり６個の
アミノ酸の挿入である。２つのアミノ酸配列を整列させると、アミノ酸挿入のうち４つが
シグナル配列分割部位の前に起こることがわかる。従って、成熟した ACT-4-h-1レセプタ
タンパク質は、OX－40よりも１つ多いアミノ酸残基を含む（すなわち、252 に対し253 の
アミノ酸）。驚くべきことに、 ACT-4-h-1ヌクレオチド配列は、OX－40配列よりもはるか
にGCを豊富に有し（70％対55％）、このことはすなわち、２つの配列が緊縮条件下でハイ
ブリッド形成しないということを表わしている。
【０１５４】
　例６. 安定した ACT-4-h-1トランスフェクタントの産生
　例４で記述されている構成体から XbaＩ－HindIII フラグメントを切除し、 XbaＩ／Hi
ndIII で消化された pcDNA-I-neo (Invitrogen)の中に挿入して、 ACT-4-h-1-neo と呼ば
れる発現ベクターを生成した（図６）。このベクターをSf１で直線化し、３つの真核細胞
系統内に電気穿孔した。すなわち、これらの細胞系統とは、SP２／０（Balb／ｃ菌株から
誘導されたマウス骨髄腫）。ジャーカット（形質転換されたヒトＴ細胞系統）及び COS－
７（粘着性サル細胞系統）であった。
【０１５５】
　48時間の回収期間の後、形質転換した細胞を１mg／ml G418 (Gibco) 内で選択した。３
週間の選択の後、飽和濃度のL106抗体を用いて新生耐性細胞系統をインキュベートし、洗
浄して、 ACT-4-h-1を発現する細胞を選択するべくヤギ抗マウスIgG でコーティングされ
た100mm のペトリ皿の上に層状化させた。結合していない細胞を洗い落とした後、粘着細
胞を回収し、組織培養内で膨張させた。細胞系統をさらに２回のパニング及び発現に付し
た。結果として得られた細胞系統は、直接免疫螢光染色により、豊富なSTAN-4-h-1を発現
するものであることが示された（図７）。
【０１５６】
　例７. ACT-4-h-1免疫グロブリン融合タンパク質の産生
　ACT-4-h-1の細胞外ドメインがそのＣ末端を介してヒト免疫グロブリンの定常ドメイン
のＮ末端に結合されている可溶性融合タンパク質が構築されてきた。例４に記されている
 ACT-4-h-1をコードするベクターを SmaＩ－及び NotＩで分割させて、膜内外、細胞質及
び３′未翻訳領域を含む SmaＩ部位の下流の全ての ACT-4-h-1配列を切除した。残りの領
域は、 ACT-4-h-1の可溶性細胞外部分をコードする（図８）。 ACT-4-h-1細胞外ドメイン
に結び合わせるべき免疫グロブリン定常領域の供給源は、5K－41BB－Eg１と呼ばれるプラ
スミドであった（あらゆる目的のため参考として内含されているProc. Natl. Acad. Sci.
 (USA) 89: 10360-10364)。このプラスミドは、ヒトIg、イソタイプガンマ１のヒンジ、C
H２及び末端CH３ドメインをコードする1.3kb のBamHＩ/EagＩゲノミックフラグメントを
含む。
【０１５７】
　このフラグメントは、平滑末端連結によって形成されるべき SmaＩ接合部を横切ってペ
プチド読取り枠を保存しながら、 ACT-4-h-1ベクターの SmaＩ－ NotＩ末端内へ挿入する
のに修飾を必要とした。ベクター5K－41BB－Eg１をBamH１で切断し、結果として得られた
５′拡張部にクレノウフラグメントを充てんした。次にベクターを EagＩで切断し、平滑
末端及び NotＩ適合性末端をもつ1.3kb のフラグメントを放出させた。このフラグメント
を、 SmaＩ/NotＩで消化された ACT-4-h-1ベクターと連結させた。連結混合物をE. coli 
内に電気穿孔させ、多数の形質転換体クローンを、プライマとして ACT-4-h-1及びIgG1ヌ
クレオチドを用いたPCR でスクリーニングした。
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　ACT-4-h-1-IgG1コーディングを含むプラスミドをCOS 細胞内に電気穿孔した。細胞を５
日間成長させ、その時点でその上清を収穫し、0.2 ミクロンの膜を通して無菌ろ過した。
ドットブロット法により ACT-4-h-1-IgG1の発現について上清をテストした。上清をニト
ロセルロース上にブロッティングし、５％の脱脂粉乳で遮断した。抗体L106又はアルカリ
性ホスファターゼで標識づけされたヤギ抗ヒト免疫グロブリンIgG (American Qualex) で
、複製ブロットをプローブ探査した。抗体L106を、アルカリ性ホスファターゼで標識づけ
したヤギ抗マウスIgG で検出した。比色基質として NBT／BCIP（Pierce) を用いた。適切
なベクター構築を確認するべく、高産生力の陽性クローンを配列決定した。結果として得
られた融合遺伝子は、図９に記されている。
【０１５９】
　明確化及び理解を目的として、本発明は、これらの例及び上述の開示において、幾分か
詳細に記述されてきた。しかしながら、添付のクレームの範囲内で残る種の変更及び修正
を実施できるということは明らかであろう。全ての公報及び特許出願は、あらゆる目的の
ための参考として、あたかも各々が個別に参考として内含されているものとして記された
場合と同じ範囲で、本書中に内含されている。
【０１６０】
　本明細書及び添付のクレームにおいて、状況が許す場合、「分離された」材料とは、（
ａ）精製されていること、及び／又は（ｂ）本書で言及されている目的のいずれか１つ又
は複数のものの範囲内に入る少なくとも１つの目的のために使用することができるように
なるのに充分な程に汚染不純物の無い状態にあること、及び／又は（ｃ）自然の形態にお
いて付随するか又は自然に結びつけられた又は配合された主要な天然の成分のうちの少な
くとも１つのものが実質的に無い又はすでにそれが除去された状態にある、例えばこのよ
うな自然の付随成分の全て又は実質的な全てを含まないか又はそれを除去されてしまって
いる天然由来の材料又は天然由来の材料と同一の構造をもつ材料であること、及び／又は
（ｄ）化学的又は生物学的又は薬学的に規定された賦形剤、希釈剤、ビヒクル又は本書に
言及されている目的のうちのいずれか１つ又は複数のものの中に入る少なくとも１つの目
的にとって受容可能な特徴をもつその他の材料の性質をもつさらなる材料と共に前記特徴
のいずれか１つを有する材料を含んで成る組成物の形をしていること、という特徴のうち
のいずれか１つ又は複数のものを有する材料を意味している。
【０１６１】
　この材料の開示には、分離された形でのこのような材料の開示が含まれ、この開示には
以上の記述、図面及び添付のクレームの内容及び、当業者にとっては明らかとなる本書に
言及されている特長の修正及び変更及び組合せ及び副次的組合せが内含される。
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