
(57)【要約】

本発明は、神経系疾患、特に多発性硬化症又はHTLV-1関

連脊髄症のようなミエリン障害又は希突起膠細胞に影響

を与える疾患の治療又は診断のための、BD16及び/もし

くはBB18抗-CD100抗体又はそれらのキメラ型もしくはヒ

ト型、あるいはそれらの断片の使用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 中 枢 神 経 系 (CNS)又 は 抹 消 神 経 系 (PNS)炎 症 性 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 に 有 用 な 医 薬 の 調 製 の
た め の 、 BD16及 び ／ も し く は BB18抗 -CD100抗 体 、 又 は そ れ ら の キ メ ラ 型 も し く は ヒ ト 型 、
又 は BD16も し く は BB18に 類 似 の 又 は 密 接 に 関 連 す る エ ピ ト ー プ (類 ） を 認 識 す る ヒ ト 抗 -CD
100抗 体 、 又 は そ れ ら の 断 片 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 炎 症 性 障 害 が 、 希 突 起 膠 細 胞 に 影 響 を 与 え る ミ エ リ ン 障 害 又 は 疾 患 で あ る 、 請 求 項
１ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 炎 症 性 障 害 が 、 有 髄 末 梢 細 胞 に 影 響 を 与 え る 疾 患 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 CNS炎 症 性 障 害 が 、 多 発 性 硬 化 症 で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 CNS炎 症 性 障 害 が 、 HTLV-1関 連 脊 髄 症 で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 炎 症 性 障 害 が 、 末 梢 神 経 系 の 中 枢 の 外 傷 後 ミ エ リ ン 障 害 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使
用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 炎 症 性 障 害 が 、 乏 渇 感 症 、 ロ イ コ ジ ス ト ロ フ ィ 、 ギ ラ ン ・ バ レ ー 症 候 群 、 ア レ ク サ
ン ダ ー 病 、 カ ナ バ ン 病 、 ク ラ ッ ペ 病 、 ペ リ ツ ェ ウ ス ・ メ ル ツ バ ッ ハ ー 病 、 ツ ェ ル ウ ェ ガ ー
病 、 レ フ サ ム 病 、 CACH病 、 X -関 連 副 腎 性 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ 、 副 腎 性 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ 、
副 腎 脊 髄 神 経 障 害 、 未 知 起 源 の ロ イ コ ジ ス ト ロ フ ィ 、 及 び 多 発 性 神 経 根 炎 か ら な る 群 よ り
選 ば れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 中 枢 神 経 系 (CNS)又 は 末 梢 神 経 系 (PNS)炎 症 障 害 の 発 症 の 診 断 又 は 測 定 の た め の in vitro
で の 方 法 で あ っ て 、 対 照 対 象 の 生 物 試 料 中 の CD100セ マ フ ォ リ ン の レ ベ ル と 比 較 し て 、 試
験 対 象 の 生 物 試 料 中 の CD100セ マ フ ォ リ ン を 測 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 CD100の 高 レ ベ
ル が 前 記 障 害 又 は 低 予 後 の 指 標 で あ り 、 当 該 測 定 が BD16及 び ／ も し く は BB18抗 -CD100抗 体
、 そ れ ら の キ メ ラ 型 も し く は ヒ ト 型 、 又 は BD16も し く は BB18に 類 似 の 又 は 密 接 に 関 連 す る
エ ピ ト ー プ (類 ） を 認 識 す る ヒ ト 抗 -CD100抗 体 、 又 は そ れ ら の 断 片 を 用 い る 免 疫 学 的 検 定
で あ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 炎 症 性 障 害 が 、 希 突 起 膠 細 胞 に 影 響 を 与 え る ミ エ リ ン 障 害 又 は 疾 患 で あ る 、 請 求 項
８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 炎 症 性 障 害 が 、 有 髄 末 梢 細 胞 に 影 響 を 与 え る 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 CNS炎 症 性 障 害 が 、 多 発 性 硬 化 症 で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 CNS炎 症 性 障 害 が 、 HTLV-1関 連 脊 髄 症 で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 炎 症 性 障 害 が 、 末 梢 神 経 系 の 中 枢 の 外 傷 後 ミ エ リ ン 障 害 で あ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 炎 症 性 障 害 が 、 乏 渇 感 症 、 ロ イ コ ジ ス ト ロ フ ィ 、 ギ ラ ン ・ バ レ ー 症 候 群 、 ア レ ク サ
ン ダ ー 病 、 カ ナ バ ン 病 、 ク ラ ッ ペ 病 、 ペ リ ツ ェ ウ ス ・ メ ル ツ バ ッ ハ ー 病 、 ツ ェ ル ウ ェ ガ ー
病 、 レ フ サ ム 病 、 CACH病 、 X-関 連 副 腎 性 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ 、 副 腎 性 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ 、 副
腎 脊 髄 神 経 障 害 、 未 知 起 源 の ロ イ コ ジ ス ト ロ フ ィ 、 及 び 多 発 性 神 経 根 炎 か ら な る 群 よ り 選
ば れ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 CD100セ マ フ ォ リ ン が 、 ELISA法 の 手 段 に よ っ て 検 定 さ れ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 CD100セ マ フ ォ リ ン が 、 CSF試 料 を 使 っ て 検 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 神 経 炎 症 性 疾 患 の 治 療 又 は 診 断 の た め の 抗 -CD100抗 体 の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 CD100は 、 ほ と ん ど の 造 血 細 胞 の 表 面 に 発 現 す る ヒ ト の 150-kDaホ モ ダ イ マ ー で あ り 、 そ
の 遺 伝 子 は Ig及 び デ マ フ ォ リ ン 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 セ マ フ ォ リ ン 遺 伝 子 は 、 そ の
ほ と ん ど が 成 長 円 錐 誘 導 に 対 し て 化 学 的 避 妊 薬 と し て 作 用 す る こ と が 判 っ て い る 、 可 溶 性
及 び 膜 結 合 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 1998年 に Delaireら は 、 CD100が Tリ ン パ 球 の 活 性
化 に 役 立 つ こ と を 示 唆 し て い る 。 可 溶 性 CD100は 、 免 疫 細 胞 移 動 を 阻 害 す る こ と が 更 に 判
っ て い る (Delaireら , 2001)。 こ の ヒ ト 免 疫 性 セ マ フ ォ リ ン CD100(Hallら , 1996; Bismuth
 et al., 2002)は 、 金 属 プ ロ テ イ ナ ー ゼ に よ る タ ン パ ク 質 分 解 を 経 る 活 性 化 に Tリ ン パ 球
に よ っ て 高 レ ベ ル で 放 出 さ れ る (Elhabaziら , 2001)。 髄 鞘 形 成 中 に 希 突 起 膠 細 胞 中 に 更 に
発 現 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た (Moreau-Fauvarque, 2002)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 発 明 者 は 、 CD100が 炎 症 状 態 に お け る 神 経 免 疫 相 互 作 用 に 重 要 な 役 割 を 演 じ る と 仮 定 し
た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 多 発 性 硬 化 症 (MS)、 主 な CNS炎 症 性 髄 鞘 形 成 疾 患 及 び HTLV-I感 染 (HAM/TSP)に 関 連 し た 脊
髄 症 を 含 む 神 経 炎 症 性 疾 患 は 、 ミ エ リ ン 破 壊 、 希 突 起 膠 細 胞 及 び 脳 及 び 脊 髄 に お け る 軸 索
消 失 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 及 び 金 属 プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 高 発 現 を 伴
う 活 性 化 Tリ ン パ 球 の 存 在 は 、 患 者 の 中 枢 神 経 系 (CNS)の 活 性 病 変 と よ く 対 応 す る 。 Tリ ン
パ 球 の 浸 潤 は 、 細 胞 毒 性 、 炎 症 性 分 子 合 成 、 希 突 起 膠 細 胞 の ホ メ オ シ タ シ ス 不 全 及 び 軸 索
損 傷 に 関 与 し て い る と 推 測 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 発 明 者 ら は 、 ヒ ト 多 発 性 神 前 駆 体 及 び ラ ッ ト 希 突 起 膠 細 胞 に 与 え る 、 sCD100を 発 現 す る
慢 性 的 な 活 性 化 T細 胞 及 び 組 み 換 え sCD100の 効 果 を in vitroで 研 究 し た 。 こ れ ら の 細 胞 性
接 触 は 、 活 性 化 Tリ ン パ 球 及 び 希 突 起 膠 細 胞 又 は 成 人 の 脳 に お い て 神 経 又 は 希 突 起 膠 細 胞
を 生 成 す る こ と が で き る 多 発 性 神 経 前 駆 体 間 の 神 経 炎 症 で 生 じ る 相 互 作 用 と よ く 似 て い る
(Zhangら , 1999)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 発 明 者 ら は 、 細 胞 生 存 及 び 希 突 起 膠 細 胞 の 突 起 伸 長 (process extensions)を 特 に 解 析 し
た 。 BD16及 び BB18と 言 わ れ る 特 定 の 抗 -CD100モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 活 性 化 T細 胞 に お け る
可 溶 性 CD100と そ の 受 容 体 と の 相 互 作 用 を 妨 害 し 、 そ れ に よ っ て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が HTL
V-1関 連 疾 患 に お い て 希 突 起 膠 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 抑 制 す る 、 こ と を 発 明 者 ら は 明 ら か
に し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 髄 液 (CSF)中 の sCD100及 び HAM/TSP患 者 由 来 の 死 後 の 脳 中 の CD100-発 現 活 性 化 Tリ ン パ 球
の 存 在 も ま た 、 実 験 結 果 の 機 能 的 な 関 連 性 を 支 持 す る た め に 検 討 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の こ と に 基 い て 、 発 明 者 ら は 、 神 経 炎 症 性 疾 患 の 治 療 又 は 診 断 に お い て 特 定 の 抗 -CD1
00抗 体 、 特 に BD16及 び BB18と 呼 ば れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 を 提 案 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 治 療 又 は 診 断 方 法 は 、 任 意 の 対 象 又 は 患 者 に 有 用 で あ る 。 「 治 療 」 と は 、 治 療
的 処 置 及 び 予 防 又 は 抑 制 方 法 の 双 方 を 言 う 。 治 療 の 必 要 の あ る 人 は 、 既 に 障 害 を 有 し て い
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る 人 及 び 障 害 を 有 す る 傾 向 の あ る 人 又 は 障 害 を 予 防 す る 必 要 の あ る 人 を 含 む 。 患 者 は 好 ま
し く は 人 間 で あ り 、 好 ま し く は 成 人 で あ る が 、 本 発 明 に 従 う 方 法 は 他 の 動 物 又 は 脊 椎 動 物
に も 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る 好 ま し い 抗 -CD100抗 体 は 、 BD16及 び BB18と 言 わ れ る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 BD16は 、 国 際 特 許 出 願 WO 93/14125号 に 記 載 の よ う に 、 ECACC(寄 託 番 号  92-01 0801)に
寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 当 該
抗 体 の 単 離 は Heroldら , 1995に よ り 記 載 さ れ て い る 。 当 該 抗 体 は Beckman-Coulterか ら 更
に 購 入 す る こ と が で き る 。 こ の 抗 体 は Delaireら , 2001に よ り 免 疫 細 胞 移 動 で 試 験 さ れ た
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 BB18は 、 国 際 特 許 出 願 WO 93/14125号 に 記 載 の よ う に 、 ECACC(寄 託 番 号  92-01 0802)に
寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 別 の マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
こ の 抗 体 の 単 離 は Bougeretら , 1992に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 Ig Aで あ る 両 抗 体 は 、 立 体 的 な エ ピ ト ー プ に よ っ て ヒ ト 型 CD100セ マ フ ォ リ ン を 認 識 す
る 。 BB18は CD100の 内 在 化 を 誘 導 す る が 、 BB16は そ の 放 出 を 促 進 す る 。 BB18は キ ナ ー ゼ に
関 連 し て CD100を 維 持 す る が 、 BD16は 当 該 複 合 体 を 解 離 す る 。 BD16は CD2及 び CD3と 共 細 胞
分 裂 誘 起 性 で あ る が 、 BB18は PMA(ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル )と 共 細 胞 分 裂 誘 起 性 で あ る 。 当 該
異 な っ た 特 徴 及 び 性 質 に も か か わ ら ず 、 BD16及 び BB18抗 体 は ブ ロ ッ キ ン グ 抗 体 と し て 有 用
で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ れ ら の 抗 体 の ハ イ ブ リ ッ ド 型 及 び リ コ ン ビ ナ ン ト 型 、 及 び そ れ ら の 断 片 (例 え ば Fab, 
F(ab') 2 及 び Fv)も ま た 所 望 の 生 物 活 性 を 示 す 限 り 、 本 発 明 に 従 っ て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ れ は 、 本 発 明 に 従 う 有 用 な 抗 体 又 は こ れ ら の 断 片 が 、 実 質 的 に BD16又 は BB18抗 体 と 同
一 の 親 和 性 及 び こ れ ら の 抗 体 よ り も 高 い 特 異 性 で ヒ ト CD100と 結 合 す る こ と が で き 、 CNS炎
症 性 障 害 の 予 防 又 は 治 療 の 目 的 で 用 い ら れ る 場 合 に は 、 実 質 的 に BD16又 は BB18抗 体 よ り も
ヒ ト CD100の 活 性 に 関 し 同 一 の ブ ロ ッ キ ン グ 性 を 示 す 、 こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】

　 特 に 人 の 治 療 に 関 し て は 、 BD16又 は BB18抗 体 の キ メ ラ 型 又 は ヒ ト 型 を 用 い る こ と が 有 利
で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド 及 び リ コ ン ビ ナ ン ト 抗 体 は 、 以 下 の も の が 所 望 の 生 物 活 性 を 示 す 限 り に お
い て 起 源 種 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス も し く は サ ブ ク ラ ス を 無 視 し て 、 抗 -CD100抗 体 の
可 変 (超 可 変 を 含 む )ド メ イ ン を 定 常 領 域 (例 え ば 「 ヒ ト 化 」 抗 体 )で 、 又 は Ｌ 鎖 を Ｈ 鎖 で 、
又 は あ る 種 由 来 の 鎖 を 別 の 種 由 来 の 鎖 で 、 又 は 融 合 を 異 種 タ ン パ ク 質 で ス プ ラ イ シ ン グ す
る こ と に よ っ て 作 製 さ れ 得 る (例 え ば 、 Cabillyら , 米 国 特 許 第 4,816,567号 明 細 書 ; Mage
及 び Lamoyi, in Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 7
9-97 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 は 、 そ の 中 の Ｈ 鎖 及 び ／ 又 は Ｌ 鎖 部 分 は 特 定 種 か ら 得 ら れ た 抗 体 の
対 応 配 列 と 同 一 又 は 相 同 的 で あ る か あ る い は 特 定 の 抗 体 の ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス に 属 す る
が 、 鎖 （ 複 数 ） の 残 り は 別 の 種 か ら 得 ら れ た 抗 体 の 対 応 配 列 と 同 一 又 は 相 同 的 で あ る か あ
る い は 別 の 抗 体 の ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス に 属 す る 、 「 キ メ ラ 」 抗 体 (イ ム ノ グ ロ ブ リ ン )の
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使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 BD16又 は BB18抗 体 の 「 ヒ ト 」 型 は 、 マ ウ ス の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン か ら 得 ら れ る 最 小 配 列 を
含 む 、 特 定 の キ メ ラ イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 鎖 又 は そ れ ら の 断 片 (例 え ば Fv
、 Fab、 Fab'、 F(ab') 2 又 抗 体 の 他 の 抗 原 -結 合 配 列 )で あ る 。 お お む ね 、 ヒ ト 抗 体 は 、 受 容
抗 体 の 相 補 性 -決 定 領 域 (CDR)由 来 の 残 基 が 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 及 び 能 力 を 有 す る 非 -ヒ
ト 種 （ 供 与 抗 体 ） の CDR由 来 の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ る ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン (受 容 抗 体 )
で あ る 。 あ る 例 で は 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の Fvフ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 、 対 応 す る 非 -ヒ
ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ る 。 更 に 、 ヒ ト 型 抗 体 は 受 容 抗 体 中 に も 取 り 込 ま れ た CDRも し く
は フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 中 に も 見 ら れ な い 残 基 を 含 む こ と が で き る 。 こ ら れ の 変 更 は 、 抗 体
能 を 更 に 高 め か つ 最 適 化 す る た め に な さ れ る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 型 抗 体 は 、 少 な く と も 1種
の 典 型 的 に は 2種 の 可 変 ド メ イ ン の 全 て を 実 質 的 に 含 み 、 そ の 中 の 全 て の 又 は 実 質 的 に 全
て の CDR領 域 は 非 -ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 領 域 に 対 応 し 、 全 て の 又 は 実 質 的 に 全 て の FR領 域
は ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ・ コ ン セ ン サ ス 配 列 領 域 で あ る 。 ヒ ト 型 抗 体 は 好 ま し く は 少 な く
と も イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 (Fc)の 一 部 分 、 典 型 的 に は ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領
域 を も 含 む (利 用 可 能 な 技 術 の 総 説 と し て Bergerら , 2002を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 ヒ ト 抗 -CD100抗 体 す な わ ち BD16又 は BB18に 類 似 し た 又 は 密 接 に
関 連 し た エ ピ ト ー プ （ 複 数 ） を 認 識 す る ヒ ト 抗 -CD100抗 体 を 使 用 し て も よ い 。 こ れ ら の 抗
体 は 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 入 手 で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る 種 々 の 方 法 は 、 例 え ば 国 際 特 許 出 願 WO 01/040306号 に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ れ ら の 方 法 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 及 び ヒ ト 免 疫 系 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス 発 現 遺 伝 子 を 含 む 。 当 該 方 法 は 、 典 型 的 に は ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 有 す る
非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 免 疫 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 当 該 動 物 は 抗 原 に 結 合
す る 様 々 な 範 囲 の ヒ ト 抗 体 を 発 現 す る 。 次 い で 、 か か る 抗 体 の 抗 体 鎖 成 分 を コ ー ド す る 核
酸 は 当 該 動 物 か ら 表 示 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 ベ ク タ ー の 任 意 の 所 与 の コ ピ ー が
Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 の 無 作 為 な 組 み 合 わ せ を 受 け る よ う に 、 典 型 的 に は 、 Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 を コ ー ド
す る 核 酸 の 別 々 の 群 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 後 、 こ の 別 々 の 群 が ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ て 組 換
え ら れ る 。 ベ ク タ ー は 、 抗 体 鎖 を 発 現 す る よ う に 設 計 さ れ 、 そ の 結 果 、 抗 体 鎖 は 組 み 立 て
ら れ て か つ ベ ク タ ー を 含 む デ ィ ス プ レ イ パ ッ ケ ー ジ の 外 表 面 に 表 示 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 抗
体 鎖 は フ ァ ー ジ の 外 表 面 か ら フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発
現 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 デ ィ ス プ レ イ パ ッ ケ ー ジ は 標 的 に 結 合 す る 抗 体 の 表 示 の た め に 選 別
さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 可 変 領 域 の た め の 有 用 な cDNAラ イ ブ ラ リ ー は 、 種 々
の 異 な っ た 宿 主 例 え ば 細 菌 （ 例 え ば E. coli)又 は ウ イ ル ス 例 え ば ポ ッ ク ス ・ ウ イ ル ス Smit
h etら , 2001)又 は フ ァ ー ジ で 設 計 さ れ 、 発 現 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 で は 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 可 変 領 域 は 、 線 状 フ
ァ ー ジ 、 特 に フ ァ ー ジ M13、 Fd及 び F1の 表 面 上 の 抗 原 -結 合 ヒ ト Fab又 は scfv（ 「 単 一 鎖 可
変 領 域 」 ） 断 片 と し て 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 組 換 え ら れ 、 発 現 さ れ 及 び 表 示 さ れ る 。 See 
Raderら , (1997） ； Aujameら , (1997)； Hoogenboom, (1997） ； de Kruifら , (1996)； Bar
basら , (1996)； Winterら , (1994） を 参 照 さ れ た い 。 次 い で 、 フ ァ ー ジ -デ ィ ス プ レ イ ヒ
ト 抗 原 -結 合 断 片 は 、 選 択 さ れ た 抗 原 と 結 合 す る 能 力 を 選 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 本 発 明 の 第 一 の 態 様 で は 、 中 枢 神 経 系 (CNS)炎 症 性 障 害 の 予 防 方 法 又 は 治 療 方 法 で あ っ
て 、 BD16及 び ／ 又 は BB18抗 -CD 100抗 体 又 は そ れ ら の キ メ ラ 型 も し く は ヒ ト 型 の 有 効 量 を
そ の よ う な 治 療 を 必 要 と し て い る 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 対 象 は 、 CNS炎 症 性 障 害 の 予 防 又 は 治 療 に 有 用 な 医 薬 の 調 製 の た め の 、 BD1
6及 び ／ 又 は BB18抗 -CD100抗 体 又 は そ れ ら の キ メ ラ 型 も し く は ヒ ト 型 の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 活 性 化 Tリ ン パ 球 に よ る CNS又 は PNSの 浸 潤 は 、 炎 症 性 疾 患 の 始 ま り 及 び 進 行 を 支 持 で き
る 。 発 明 者 は 、 本 明 細 書 で 、 可 溶 性 CD100と し て 脱 髄 中 の 免 疫 セ マ フ ォ リ ン の 一 次 的 役 割
を 指 摘 し て い る 。 可 溶 性 CD100は 、 ウ イ ル ス に よ っ て -活 性 化 さ れ た Tリ ン パ 球 に よ っ て 産
生 さ れ 、 (希 突 起 膠 細 胞 分 化 能 を 有 す る )ヒ ト 神 経 前 駆 体 の ア ポ ト ー シ ス 死 及 び と 突 起 伸 長
の 漸 減 、 次 い で 未 発 達 の 希 突 起 膠 細 胞 の 死 を 誘 導 す る 。 HAM/TSPの CSF患 者 に お け る sCD100
の 特 異 的 発 現 及 び 脊 髄 に お け る （ そ の 他 の 神 経 事 例 と 比 べ て ） 多 数 の 浸 潤 CD100/CD45R0-
陽 性 Tリ ン パ 球 の 存 在 は 、 神 経 炎 症 性 脱 髄 疾 患 に お け る CD100の 可 能 性 の あ る 悪 影 響 を 立 証
す る も の で あ る 。 抗 -CD100抗 体 は 、 希 突 起 膠 細 胞 障 害 又 は 他 の 末 梢 髄 鞘 形 成 細 胞 の 障 害 、
そ の 結 果 と し て の 神 経 障 害 の 拡 大 を 予 防 す る た め に 更 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の CNS又 は PNS炎 症 性 障 害 は 、 好 ま し く は ミ エ リ ン 障 害 又 は 希 突 起 膠 細 胞
も し く は 多 の 髄 鞘 形 成 細 胞 、 例 え ば 末 梢 髄 鞘 形 成 細 胞 に 影 響 を 与 え る 疾 患 を 目 的 と し て い
る 。 多 発 性 硬 化 症 又 は HTLV-1関 連 脊 髄 症 の よ り 具 体 的 予 防 又 は 治 療 が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 よ り 一 般 的 な 神 経 炎 症 性 障 害 及 び 乏 突 起 膠 腫 並 び に 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 ギ ラ ン ・ バ レ
ー 症 候 群 、 ア レ ク サ ン ダ ー 病 、 カ ナ バ ン 病 、 ク ラ ッ ベ 病 、 ペ リ ツ ェ ウ ス ・ メ ル ツ バ ッ ハ ー
病 、 ゼ ル ウ ィ ガ ー 病 、 レ フ サ ム 病 、 CACH病 、 X-関 連 副 腎 性 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ 、 副 腎 性 白 質
ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 未 知 起 源 の 副 腎 脊 髄 神 経 障 害 も し く は 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 又 は 多 発 性
神 経 根 炎 及 び 慢 性 多 発 性 神 経 根 炎 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 障 害 は 、 例 え ば 脊 髄 傷 害 又 は 卒 中 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 外 傷
後 ミ エ リ ン 障 害 及 び CNS障 害 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 別 の 対 象 は 、 軸 索 髄 鞘 形 成 を 刺 激 す る 方 法 で あ っ て 、 BD16及 び ／ 又 は
BB18抗 -CD100抗 体 の 治 療 上 活 性 量 を そ の よ う な 治 療 を 必 要 と し て い る 患 者 に 投 与 す る こ と
を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

　 抗 -CD100抗 体 は 、 局 所 、 経 口 、 非 経 口 、 鼻 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 投 与 等 の た め の 医 薬 組 成
物 に 製 剤 化 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 好 ま し く は 、 医 薬 組 成 物 は 、 注 射 可 能 、 場 合 に よ り 神 経 系 又 は 脳 中 に 直 接 、 例 え ば 他 の
領 域 へ の 分 散 の た め の 脳 室 内 注 射 に よ る 製 剤 の た め に 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 媒 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 好 適 な 医 薬 組 成 物 は 、 特 に 等 張 で 殺 菌 し た 生 理 食 塩 水 (リ ン 酸 一 ナ ト リ ウ ム 又 は リ ン 酸
二 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 又 は 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 等
あ る い は か か る 塩 の 混 合 物 )又 は 添 加 す れ ば 場 合 に よ っ て は 注 射 可 能 溶 液 の 構 成 を 可 能 に
す る 殺 菌 水 又 は 生 理 食 塩 水 の 乾 燥 、 特 に 凍 結 乾 燥 組 成 物 で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 投 与 に 用 い ら れ る 抗 -CD100抗 体 の 用 量 は 、 種 々 の パ ラ メ ー タ ー の 一 機 能 と し て 、 特 に 関
連 し た 病 状 又 は 他 の 所 望 の 治 療 期 間 に 関 し て 使 用 さ れ る 投 与 方 式 の 一 機 能 と し て 採 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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　 抗 体 療 法 の た め の 医 薬 組 成 物 調 製 の た め に 、 タ ン パ ク 質 の 有 効 量 は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る
担 体 又 は 水 性 媒 体 中 に 溶 解 又 は 分 散 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 医 薬 製 剤 の 具 体 例 は 下 記 に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 又 は 水 性 媒 体 中 に 抗 -CD100抗 体 の 有 効 量 を 含 む
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 薬 学 的 に 」 又 は 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 」 と は 、 好 適 に は 動 物 又 は 人 間 に 投 与 さ れ る 場
合 に 、 逆 の ア レ ル ギ ー 性 又 は 他 の 望 ま し く な い 反 応 を 生 じ な い 分 子 全 体 及 び 組 成 物 を 言 う
。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 」 と は 、 任 意 の 及 び 全 て の 溶 媒 、 分 散 媒 体
、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 生 剤 及 び 抗 真 菌 剤 、 等 張 及 び 吸 収 遅 延 剤 等 を 含 む 。 薬 学 的 活 性 物 質 の
た め の か か る 媒 体 及 び 薬 剤 の 使 用 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 任 意 の 一 般 的 な 媒 体 又 は 薬
剤 は 活 性 成 分 と 適 合 し な い 範 囲 を 除 い て 、 治 療 組 成 物 に お け る そ の 使 用 が 考 察 さ れ る 。 補
充 的 活 性 成 分 は ま た 当 該 組 成 物 に 取 り 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 注 射 使 用 に 好 適 な 医 薬 剤 形 は 、 殺 菌 水 溶 剤 又 は 分 散 剤 ； ゴ マ 油 、 ピ ー ナ ッ ツ 油 又 は 水 性
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む 製 剤 ； 及 び 殺 菌 注 射 可 能 溶 液 又 は 分 散 液 の 即 時 調 製 の た め の
殺 菌 粉 剤 、 を 含 む 。 全 て の 場 合 に お い て 、 当 該 剤 形 は 、 殺 菌 性 で な け れ ば な ら ず そ し て 簡
便 に 注 射 針 が 通 過 す る 程 度 に 流 動 性 で な け れ ば な ら な い 。 製 造 及 び 保 存 条 件 下 で 安 定 で な
け れ ば な ら ず そ し て 微 生 物 、 例 え ば 細 菌 及 び 菌 類 の 汚 染 作 用 に 対 し て 保 存 さ れ な け れ ば な
ら な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 遊 離 塩 基 又 は 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 等 の 活 性 化 合 物 の 溶 剤 は 、 界 面 活 性 剤 、 例 え ば ヒ
ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス と 好 適 に 混 合 さ れ た 水 中 で 調 製 す る こ と が で き る 。 分 散 剤 は
ま た グ リ セ ロ ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 及 び そ の 混 合 物 中 で 及 び 油 中 で 調 製 す る
こ と が で き る 。 保 存 及 び 使 用 の 通 常 の 条 件 下 で は 、 こ れ ら の 調 製 物 は 微 生 物 の 繁 殖 を 抑 制
す る た め の 保 存 料 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 担 体 は 、 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ
ー ル 及 び 液 状 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 ） 、 そ の 好 適 な 混 合 物 及 び 植 物 油 を 含 む 溶 媒 又 は
分 散 媒 体 で も よ い 。 好 適 な 流 動 性 は 、 例 え ば コ ー テ ィ ン グ 例 え ば レ ク チ ン の 使 用 に よ り 、
分 散 剤 の 場 合 に は 所 望 の 粒 子 径 の 維 持 に よ っ て 及 び 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ っ て 維 持 す る こ
と が で き る 。 微 生 物 作 用 の 抑 制 は 、 種 々 の 抗 生 剤 及 び 抗 真 菌 剤 、 例 え ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ
ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル 等 に よ っ て も た ら さ れ る 。 多 く の 場
合 に は 、 等 張 剤 、 例 え ば 糖 類 又 は 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む こ と が 好 ま し い だ ろ う 。 注 射 可 能
組 成 物 の 吸 収 遅 延 は 、 吸 収 を 遅 延 さ せ る 薬 剤 、 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 及 び
ゲ ラ チ ン の 組 成 物 の 使 用 に よ っ て も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 殺 菌 注 射 可 能 溶 剤 は 、 好 適 な 溶 媒 中 で 所 望 の 量 で 活 性 化 合 物 を 、 必 要 で あ れ ば 上 で 列 挙
し た 種 々 の そ の 他 の 成 分 と 共 に 取 り 込 み 、 次 い で 濾 過 滅 菌 に よ っ て 調 製 さ れ る 。 一 般 的 に
、 分 散 剤 は 、 種 々 の 殺 菌 活 性 成 分 を 、 基 本 的 な 分 散 媒 体 及 び 上 で 列 挙 し た も の か ら の 所 望
の 他 の 成 分 を 含 む 殺 菌 媒 体 に 取 り 込 む こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 殺 菌 注 射 可 能 溶 剤 の 調 製
の た め の 殺 菌 粉 剤 の 場 合 に は 、 好 ま し い 調 製 方 法 は 、 前 の そ の 滅 菌 -濾 過 溶 液 か ら 活 性 成
分 の 粉 剤 に 加 え て 任 意 の 追 加 の 所 望 成 分 を 与 え る 、 真 空 -乾 燥 及 び 凍 結 -乾 燥 技 術 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 溶 媒 と し て DMSOの 使 用 を 想 定 し て 極 度 に 迅 速 な 浸 透 、 活 性 剤 の 小 腫 瘍 域 へ の 高 濃 度 送 達
が も た ら さ れ る 場 合 に は 、 直 接 投 与 の た め の よ り 濃 縮 さ れ た 溶 液 又 は 高 濃 縮 溶 液 の 調 製 も
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ま た 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 製 剤 上 、 溶 剤 は 投 薬 剤 と 適 合 し た 様 式 で 及 び 治 療 上 有 効 量 で 投 与 さ れ る だ ろ う 。 製 剤 は
、 種 々 の 剤 形 、 例 え ば 上 記 の 注 射 溶 剤 の 種 類 で 簡 便 に は 投 与 さ れ る が 、 薬 物 徐 放 カ プ セ ル
剤 等 も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 水 溶 液 中 で の 非 経 口 投 与 の た め に は 、 例 え ば 溶 剤 は 、 必 要 な ら ば 好 適 に 緩 衝 化 す る べ き
で あ り 、 液 状 希 釈 剤 は 十 分 な 食 塩 水 又 は グ ル コ ー ス と ま ず 等 張 で な け れ ば な ら な い 。 こ れ
ら の 特 定 の 水 溶 剤 は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 鞘 内 、 脳 室 内 、 皮 下 及 び 腹 腔 内 投 与 に 特 に 好 適 で
あ る 。 こ れ に 関 連 し て 、 使 用 さ れ 得 る 殺 菌 水 性 媒 体 は 本 開 示 の 点 か ら 当 業 者 に 知 ら れ て い
る だ ろ う 。 例 え ば 、 1用 量 は 1 mlの 等 張 NaCl溶 液 に 溶 解 す る こ と が で き 、 及 び 1000 mlの 皮
下 注 入 液 に 添 加 す る こ と が で き 又 は 輸 液 の 提 案 部 位 に 注 射 す る こ と が で き る (例 え ば 、 「 R
emington's Pharmaceutical Sciences」  第 15 版 , 頁 1035-1038及 び 1570-1580)。 投 薬 の
い く つ か の 変 更 は 、 治 療 さ れ る 対 象 の 症 状 に 依 拠 し て 必 然 的 に 起 こ る だ ろ う 。 投 与 に 責 任
を 負 う 人 は と に か く 個 々 の 対 象 の た め の 好 適 な 用 量 を 決 定 す る だ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 抗 -CD100抗 体 は 、 約 0.0001～ 1.0 ミ リ グ ラ ム ／ 用 量 、 又 は 約 0.001～ 0.1 ミ リ グ ラ ム ／
用 量 、 又 は 約 0.1～ 1.0又 は 約 10 ミ リ グ ラ ム ／ 用 量 く ら い さ え も 含 む よ う に 治 療 混 合 物 内
で 製 剤 化 し 得 る 。 多 用 量 も 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 非 経 口 投 与 、 例 え ば 静 脈 内 又 は 筋 肉 内 投 与 の た め に 製 剤 化 さ れ た 化 合 物 に 加 え て 、 他 の
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 剤 形 は 、 例 え ば 錠 剤 又 は 経 口 投 与 用 の 他 の 固 形 ； リ ポ ソ ー ム 製 剤 ； 徐
放 カ プ セ ル 剤 ； 及 び ク リ ー ム 等 の 一 般 的 に 使 用 さ れ る 任 意 の 他 の 剤 形 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 点 鼻 液 も し く は ス プ レ ー 、 エ ア ゾ ー ル も し く は 吸 入 剤 、 膣 内 も し く は 直 腸 座 薬 及 び ペ ッ
サ リ ー を 含 む 他 の 投 与 方 法 も 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 リ ポ ソ ー ム 及 び ／ 又 は ナ ノ 粒 子 の 使 用 が 、 抗 体 の 導 入 の た め に 考 慮
さ れ る 。 リ ポ ソ ー ム の 調 合 及 び 使 用 は 一 般 的 に 当 業 者 に 知 ら れ て お り 以 下 に も 記 載 さ れ る
。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ナ ノ カ プ セ ル 剤 は 一 般 的 に 安 定 か つ 再 製 可 能 な 方 法 で 化 合 物 を 包 含 す る 。 細 胞 内 ポ リ マ
ー の 過 滞 留 に 起 因 す る 副 作 用 を 避 け る た め に 、 例 え ば （ 約 0.1μ mの サ イ ズ の ） 超 微 細 粒 子
は 、 in vivoで 分 解 す る こ と が で き る ポ リ マ ー を 使 っ て 設 計 さ れ る べ き で あ る 。 こ れ ら の
要 求 を 満 た す 生 分 解 性 シ ア ノ ア ク リ ル 酸 ポ リ ア ル キ ル ナ ノ 粒 子 は 本 発 明 で の 使 用 が 考 慮 さ
れ 、 か か る 粒 子 は 簡 便 に 作 製 で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 リ ポ ソ ー ム は 、 水 性 媒 体 に 分 散 さ れ る リ ン 脂 質 か ら 形 成 さ れ 及 び 自 然 に 多 層 同 軸 二 分 子
層 小 胞 （ 多 層 小 胞 (MLVs)と も 言 わ れ る )を 形 成 す る 。 MLVsは 一 般 的 に 25nm～ 4μ mの 直 径 を
有 す る 。 MLVsの 超 音 波 処 理 に よ り 、 核 に 水 溶 液 を 含 む 200～ 500Å の 範 囲 の 直 径 の 小 単 層 小
胞 (SUVs)が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 以 下 の 情 報 は リ ポ ソ ー ム 製 剤 に 用 い る こ と も で き る 。 リ ン 脂 質 は 、 水 に 分 散 さ れ る 場 合
に は 脂 質 の 水 に 対 す る モ ル 比 に よ っ て リ ポ ソ ー ム 以 外 の 種 々 の 構 造 を 形 成 し 得 る 。 低 比 で
は リ ポ ソ ー ム は 好 ま し い 構 造 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム の 物 理 的 性 質 は pH、 イ オ ン 強 度 及 び 二 価
の カ チ オ ン の 存 在 に 依 拠 す る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 イ オ ン 性 で 極 性 物 質 に 対 し て 低 透 過 性 を 示
す こ と が で き る が 、 高 温 で は そ の 透 過 性 を 著 し く 変 更 す る 相 転 移 を 受 け る 。 相 転 移 は 、 ゲ
ル 状 態 と し て 知 ら れ る ぎ っ し り 詰 ま っ た 規 則 的 構 造 か ら 流 動 状 態 と し て 知 ら れ る 大 ま か に
詰 ま っ た 低 規 則 性 構 造 へ の 変 化 を 含 む 。 こ れ は 、 特 徴 的 な 相 -転 移 温 度 と し て 生 じ 、 イ オ
ン 、 糖 類 及 び 薬 物 に 対 す る 透 過 性 を 増 加 さ せ る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 リ ポ ソ ー ム は 、 4種 の メ カ ニ ズ ム に よ っ て 相 互 作 用 す る :マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び 好 中 球 等 の
網 内 皮 系 の 食 細 胞 ； 非 ― 特 異 的 な 弱 い 疎 水 性 も し く は 静 電 気 力 に よ る か 又 は 細 胞 -表 面 成
分 と の 特 異 的 相 互 作 用 に よ る 細 胞 表 面 へ の 吸 着 ； リ ポ ソ ー ム 内 容 の 細 胞 質 へ の 自 然 放 出 を
伴 う 、 リ ポ ソ ー ム の 脂 質 二 分 子 層 の 血 漿 膜 へ の 挿 入 に よ る 血 漿 細 胞 膜 と の 融 合 ； 及 び 細 胞
又 は 亜 細 胞 膜 へ の リ ポ ソ ー ム 脂 質 の 移 動 、 あ る い は 逆 に リ ポ ソ ー ム 内 容 と は 関 係 な く リ ポ
ソ ー ム 脂 質 の 移 動 。 リ 同 時 に 2種 以 上 が 作 用 し て も よ い が 、 ポ ソ ー ム 製 剤 の 変 化 は メ カ ニ
ズ ム の 作 用 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

　 発 明 者 ら は 、 脳 脊 髄 液 (CSF)中 の sCD100及 び HAM/TSP患 者 由 来 の 死 後 脳 中 の CD100-発 現 活
性 化 T リ ン パ 球 の 存 在 を 証 明 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ の こ と に 基 い て 、 本 発 明 は 中 枢 神 経 系 (CNS)炎 症 性 障 害 の 進 行 の 診 断 又 は 決 定 の た め
の in vitroで の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 試 験 対 象 の 生 物 試 料 中 の CD100セ マ フ ォ リ
ン を 、 対 照 対 象 の 生 物 試 料 中 の CD100セ マ フ ォ リ ン の レ ベ ル と 比 較 し て 検 定 す る こ と を 含
み 、 こ こ で CD100の 増 加 レ ベ ル は 前 記 障 害 又 は 低 予 後 の 指 標 で あ り 、 当 該 検 定 は BD16及 び
／ 又 は BB18抗 -CD100抗 体 、 そ れ ら の キ メ ラ 型 も し く は ヒ ト 型 、 又 は そ れ ら の 断 片 を 用 い る
免 疫 学 的 検 定 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 「 生 物 試 料 」 は 、 血 清 、 血 液 、 髄 液 、 脳 脊 髄 液 、 尿 、 糞 、 腹 水 、 胸 水 、 羊 水 又 は 組 織 抽
出 物 も し く は 組 織 又 は 脳 、 髄 液 も し く は 神 経 等 の 器 官 バ イ オ プ シ ー を 含 む 、 対 象 由 来 の 液
体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 対 象 」 又 は 「 患 者 」 は 、 脊 椎 動 物 、 例 え ば 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト で あ り 、 そ の 年
齢 、 性 別 及 び 全 体 的 特 徴 に か か わ ら な い 。 子 供 及 び 幼 児 も 包 含 さ れ る 、 試 験 対 象 は 無 症 候
性 で も よ く 、 障 害 又 は 症 状 を 発 症 す る 可 能 性 が あ る と 考 え ら れ る 。 ミ エ リ ン 障 害 の 疑 い の
あ る 試 験 対 象 又 は 既 に 障 害 又 は 症 状 の 兆 候 を 示 し て い る 対 象 も 試 験 さ れ 得 る 。 CNS又 は PNS
炎 症 性 障 害 を 生 来 発 症 し や す い 対 象 も 好 ま し い 標 的 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 対 照 対 象 」 は 、 健 康 な 対 象 又 は ミ エ リ ン 障 害 の な い 対 象 で も よ い 。 CNS又 は PNS炎 症 性
障 害 の 進 行 を 診 断 す る た め に 、 CD100又 は そ れ ら の 受 容 体 発 現 の た め の 対 象 を 試 験 し 、 及
び 対 象 を 二 回 目 例 え ば 数 週 間 後 に 試 験 す る こ と に よ っ て 薬 物 効 果 や 症 状 の 広 が り を 観 察 す
る こ と は 非 常 に 有 用 で あ る 。 そ の よ う な 場 合 に お い て 、 二 度 目 の 試 験 結 果 は 一 回 目 の 試 験
結 果 及 び 一 般 的 に 「 健 康 な 」 対 象 に つ い て 得 ら れ た 結 果 と 対 比 さ れ る 。 次 に 、 「 対 照 対 象
」 は 同 一 の 試 験 対 象 又 は 「 健 康 な 」 対 象 の い ず れ か を 言 う 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 CNS又 は PNS炎 症 性 障 害 」 は 、 任 意 の 神 経 炎 症 性 障 害 、 ミ エ リ ン 障 害 、 又 は 上 記 の よ う
な 希 突 起 膠 細 胞 に 影 響 を 与 え る 障 害 を 含 む 。 多 発 性 硬 化 症 又 は HTLV-1関 連 脊 髄 症 の 進 行 の
診 断 又 は 観 察 は よ り 具 体 的 に 考 慮 さ れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の in vitro法 は 、 液 状 試 料 例 え
ば CSF試 料 中 の CD100を 簡 便 か つ 迅 速 に 検 定 す る こ と を 可 能 に す る 点 で 、 そ の 目 的 の た め に
は 特 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 患 者 の HTLV-1関 連 脊 髄 症 を 診 断 又 は 観 察 す る in vit
ro法 を 提 供 す る 。 こ こ で 、 CD100セ マ フ ォ リ ン は 、 BD16及 び ／ 又 は BB18抗 -CD100抗 体 、 そ
れ ら の キ メ ラ 型 も し く は ヒ ト 型 、 又 は そ れ ら の 断 片 を 採 用 す る ELISA法 の 手 段 に よ っ て 患
者 の CSF試 料 で 検 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 診 断 」 の 用 語 は 、 対 象 の 障 害 又 は 症 状 の 決 定 又 は 確 認 を 言 う 。 「 低 予 後 」 の 用 語 は 症
状 が 更 に 悪 化 し て い る こ と を 言 う 。
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【 ０ ０ ６ ４ 】
　 CD100セ マ フ ォ リ ン タ ン パ ク 質 又 は そ れ ら の 受 容 体 の 免 疫 学 的 検 定 法 は 当 業 者 に 周 知 で
あ る 。 か か る 検 定 は 、 競 合 、 直 接 反 応 又 は サ ン ド ウ ィ ッ チ 型 検 定 を 含 む 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ 、 酵 素 -標 識 及 び 仲 介 免 疫 学 的 検 定 、 例 え ば ELISAs;放 射 免 疫 学 的 検 定 ;免 疫 電
気 泳 動 ;免 疫 沈 降 等 を 含 む 種 々 の 技 術 が 採 用 で き る 。 反 応 は 一 般 的 に 暴 露 標 識 、 例 え ば 蛍
光 、 化 学 発 光 、 放 射 活 性 、 酵 素 標 識 又 は 色 素 分 子 、 あ る い は 抗 原 と そ れ と 反 応 す る 抗 体 も
し く は 抗 体 類 と の 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る 他 の 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 上 記 検 定 は 一 般 的 に 、 抗 原 -抗 体 複 合 体 が 結 合 さ れ て い る 固 相 支 持 体 か ら の 液 相 中 の 非
結 合 CD100の 分 離 を 含 む 。 本 発 明 の 実 施 に 用 い ら れ る 固 体 支 持 体 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス (例
え ば 膜 又 は マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル 型 );塩 化 ポ リ ビ ニ ル (例 え ば 紙 又 は マ イ ク ロ タ イ タ ー
ウ ェ ル );ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス (例 え ば ビ ー ズ 又 は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト );フ ッ 化
ポ リ ビ ニ リ デ ン ;ジ ア ゾ 化 紙 ;ナ イ ロ ン 膜 ;活 性 化 ビ ー ズ 、 磁 性 反 応 性 ビ ー ズ 等 の 物 質 を 含
む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 典 型 的 に は 、 固 体 支 持 体 は 、 好 適 な 結 合 条 件 下 で ま ず 固 相 成 分 (す な わ ち 抗 -CD100抗 体 )
と 反 応 し 、 そ の 結 果 当 該 成 分 は 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に 従 っ て 支 持 体 に 十 分 に 固 定 化 さ れ る
。 固 体 支 持 体 と 固 相 成 分 と の 反 応 後 、 任 意 の 非 -固 定 化 固 体 -相 成 分 は 洗 浄 に よ っ て 支 持 体
か ら 除 去 さ れ 、 次 い で 支 持 体 -結 合 成 分 は リ ガ ン ド 成 分 (す な わ ち 固 定 抗 体 の た め の CD100
分 子 )を 含 む 懸 濁 生 物 試 料 と 好 適 な 結 合 条 件 下 で 接 触 さ れ る 。 任 意 の 非 -結 合 リ ガ ン ド を 徐
去 す る た め に 洗 浄 し た 後 、 二 次 的 結 合 剤 成 分 が 好 適 な 結 合 条 件 下 で 添 加 さ れ る 。 こ こ で 、
二 次 的 結 合 剤 は 結 合 リ ガ ン ド と 選 択 的 に 会 合 す る こ と が で き る 。 二 次 的 結 合 剤 の 存 在 は 、
当 該 分 野 で 周 知 の 技 術 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 ELISA法 を 使 用 す る こ と が で き 、 こ こ で マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の
ウ ェ ル は 抗 -CD100抗 体 で 被 覆 さ れ て い る 。 次 い で 、 CD100分 子 を 含 む 又 は CD100分 子 を 含 む
懸 濁 生 物 試 料 が 被 覆 ウ ェ ル に 添 加 さ れ る 。 十 分 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 後 、 抗 体 -抗 原
複 合 体 が 形 成 さ れ 、 プ レ ー ト （ 複 数 ） は 非 結 合 成 分 を 除 去 す る た め に 洗 浄 さ れ 、 そ し て 検
出 可 能 な 二 次 的 結 合 分 子 が 添 加 さ れ 得 る 。 当 該 二 次 的 結 合 分 子 は 、 任 意 の 捕 獲 試 料 CD100
分 子 と 反 応 す る こ と が で き 、 プ レ ー ト は 洗 浄 さ れ 、 そ し て 二 次 的 結 合 分 子 の 存 在 は 当 該 分
野 で 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 従 っ て 、 １ つ の 具 体 的 実 施 態 様 で は 、 生 物 試 料 か ら の 結 合 CD100分 子 の 存 在 は 、 別 の 抗
体 を 含 む 二 次 的 結 合 剤 を 用 い て 直 ち に 検 出 す る こ と が で き 、 そ の CD100分 子 は 、 当 業 者 に
知 ら れ た 方 法 を 用 い て 、 検 出 可 能 な 酵 素 標 識 、 例 え ば ホ ー ス ラ デ ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 又 は ウ レ ア ー ゼ に 直 ち に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 次 い で 、
好 適 な 酵 素 基 質 が 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。 他 の 関 連 実 施 態 様
で は 、 競 合 -型 ELISA技 術 は 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 検 定 は 溶 液 中 で 実 施 す る こ と も で き 、 そ の 結 果 、 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド 及 び こ れ ら の タ ン
パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 が 沈 殿 条 件 下 で 複 合 体 を 形 成 す る 。 1つ の 具 体 的 実 施 態 様 で は 、 抗
体 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た カ ッ プ リ ン グ 法 、 例 え ば 直 接 化 学 的 又 は 間 接 的 カ ッ プ リ ン グ 法
を 用 い て 固 相 粒 子 (例 え ば ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 等 )に 結 合 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 抗 体 -
被 覆 粒 子 は 、 好 適 な 結 合 条 件 下 で CD100分 子 を 含 む 懸 濁 生 物 試 料 と 接 触 さ れ る 。 粒 子 -抗 原
-抗 体 複 合 体 は 凝 集 し 、 沈 殿 し 更 に 洗 浄 及 び ／ 又 は 遠 心 を 用 い て 試 料 か ら 分 離 さ れ る 。 反
応 混 合 物 は 、 任 意 の 多 数 の 標 準 的 方 法 、 例 え ば 上 記 の 免 疫 診 断 法 を 用 い て 、 抗 体 -抗 原 複
合 体 の 存 在 又 は 非 存 在 を 測 定 す る た め に 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 上 記 の よ う に し て 試 験 を 実 施 す る た め に 、 抗 -CD100抗 体 を 含 む 上 記 検 定 試 薬 は 、 好 適 な
指 示 書 及 び 他 の 必 要 な 試 薬 と 共 に キ ッ ト と し て 提 供 す る こ と が で き る 。 キ ッ ト は 、 用 い る
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具 体 的 免 疫 学 的 検 定 に よ っ て 、 好 適 な 標 識 及 び 他 の 包 装 試 薬 及 び 材 料 (す な わ ち 洗 浄 緩 衝
液 等 )を 含 む こ と も で き る 。 標 準 的 免 疫 学 的 検 定 例 え ば 上 記 の よ う な 試 験 は こ れ ら の キ ッ
ト を 用 い て 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 図 及 び 実 施 例 は 本 発 明 を そ の 範 囲 を 限 定 す る こ と な く 例 証 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ２ 】

 ： HTLV-1関 連 脊 髄 症 に お け る BD16抗 -CD100抗 体 に よ る 神 経 先 駆 細 胞 閉 塞 及 び 希 突
起 膠 細 胞 ポ ト ー シ ス
＜ 方 法 ＞
　 神 経 細 胞 及 び 免 疫 細 胞 間 の ク ロ ス ト ー ク を 模 倣 す る た め に 、 発 明 者 は 、 ヒ ト 多 能 神 経 前
駆 体 又 は ラ ッ ト の 一 次 希 突 起 膠 細 胞 で 慢 性 的 に 活 性 化 さ れ た （ HTLV-1感 染 の 、 ウ イ ル ス 生
産 性 の な い ） Tリ ン パ 球 の 一 次 的 共 培 養 物 か ら な る 実 験 的 実 例 を 用 い た 。 か か る 細 胞 接 触
は 、 活 性 化 T細 胞 と 、 希 突 起 膠 細 胞 も し く は 成 人 で 希 突 起 膠 細 胞 に 分 化 す る こ と が で き る
多 能 神 経 前 前 駆 細 胞 と の 間 の 脳 で 起 こ る 相 互 作 用 を 模 倣 す る 。 実 験 デ ー タ の 生 理 学 的 関 連
性 は 、 神 経 炎 症 性 疾 患 、 HTLV-1脊 髄 症 （ HAM/TSP） に 関 連 す る 脊 髄 症 に 罹 患 し た 患 者 由 来
の 死 後 脊 髄 及 び CSFを 分 析 す る こ と に よ っ て 試 験 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 T-神 経 細 胞 相 互 作 用 モ デ ル ： ヒ ト 多 能 神 経 前 駆 体 細 胞 株 Devは 、 神 経 、 星 状 細 胞 及 び 希
突 起 膠 細 胞 (Derringtonら , 1998;Buzanskaら , 2001)に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 。 ラ ッ ト 膠
細 胞 の 一 次 培 養 物 (Szymochaら , 2000)は 、 35～ 54%の 希 突 起 膠 細 胞 を 含 み 、 残 り の 細 胞 は
膠 酸 性 繊 維 タ ン パ ク 質 （ GFAP） -陽 性 星 状 細 胞 で あ っ た 。 希 突 起 膠 細 胞 (OL)は 、 細 胞 特 異
的 抗 体 の パ ネ ル （ 免 疫 化 学 又 は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 以 下 を 参 照 さ れ た い ） に よ っ て 特
定 さ れ る 希 突 起 膠 細 胞 の 明 確 な 表 現 型 局 面 を 含 ん だ ： プ レ -OL（ OL前 駆 体 ） 発 現 NG2（ 10～
15%） 、 未 成 熟 -OL発 現 ガ ラ ク ト セ レ ブ ロ シ ド (GalCer, 17～ 25%)及 び 環 状 ヌ ク レ オ ホ ス ホ
ジ エ ス テ ラ ー ゼ (CNPase)、 成 熟 -OL (プ レ 有 髄 OL)発 現 ミ エ リ ン 関 連 糖 タ ン パ ク 質 (MAG, 3
～ 15%)及 び ミ エ リ ン 系 タ ン パ ク 質 (MBP)。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ れ ら の 神 経 細 胞 は 以 下 を 使 用 し て 一 時 的 に 共 -培 養 し た (Giraudonら , 2000):HTLV-I感
染 (Popovicら , 1983)に よ っ て 活 性 化 さ れ 、 ELISA (Hallら , 1996)に よ っ て 検 出 さ れ る 可
溶 性 CD100（ sCD100） を 放 出 す る 1-ヒ ト  CD4+CD25+ 非 ウ イ ル ス -産 生 T-細 胞 株  C8166/45(1
400 ng/ml);2-非 活 性 化 CD4+ T細 胞 株 CEM。 T細 胞 は 、 神 経 培 養 物 の 洗 浄 に よ っ て 除 去 し 、
そ の 除 去 は CD4抗 原 の 存 在 に よ っ て 変 動 し た (フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー )。 神 経 細 胞 は 、 ト ラ
ン フ ェ ク ト さ れ た ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 （ 800 ng/ml産 生 )由 来 の リ コ ン ビ ナ ン ト 可 溶 性 CD100(
sCD100r) (0.6～ 10 ng/μ lの 濃 度 )で も 処 理 し た 。 神 経 細 胞 は 、 そ の よ う に 使 用 さ れ る か
又 は CD100 BB18-mAb カ ラ ム で 精 製 さ れ る 。 実 験 を 3回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 患 者 ： 3 HAM/TSP患 者 及 び 2非 -感 染 患 者 (パ ー キ ン ソ ン 病 、 自 動 車 事 故 )由 来 の CNS組 織 試
料 を CD100-発 現 T細 胞 に つ い て 試 験 し た 。 パ ラ フ ィ ン -埋 め 込 み 脊 髄 を ミ エ リ ン 検 出 用 の 通
常 の (ヘ マ ト キ シ リ ン -エ オ シ ン -サ フ ラ ン ） 及 び ラ ク ソ ー ル ・ フ ァ ス ト ・ ブ ル ー を 使 用 し
て 試 験 し た 。 こ れ ら の 患 者 の 脊 髄 は 、 Cartierら , 1997に よ っ て 前 に 記 載 の よ う に 、 軟 髄
膜 の 肥 厚 、 免 疫 細 胞 の 室 周 囲 浸 潤 と い う 、 胸 部 レ ベ ル に お け る 顕 著 な 萎 縮 に 対 し 中 程 度 を
示 し た 。 側 面 皮 質 -脊 髄 及 び 脊 髄 小 脳 路 の 再 生 は 、 ミ エ リ ン 及 び 軸 索 の 消 失 を 拡 散 し 、 星
状 細 胞 増 加 症 が 3例 観 察 さ れ た 。 HAM/TSP患 者 の 特 徴 ：  
　 　 　 　 年 齢 /性 別 　 　 疾 患 期 間 　 　 　 　 死 因 　 　 　 　 　 　 　 CNSニ ュ ー ロ パ シ ー
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 炎 症 　 　 　 ミ エ リ ン 　  　 　 萎 縮
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  　 　 　 /軸 索 喪 失 　 　
例 1： 　 　 　 62/F　 　 　 　 15年 間 　 　 　 肺 塞 栓 症 　 　 　 　 +++　 　 　 　  +++　 　 　 　  +++
例 2： 　 　 　 35/F　 　 　 　  4年 間 　 　  腸 管 膜 血 栓 症 　 　 　 ++　 　 　 　  +++　 　 　 　  ++
例 3： 　 　 　 65/F　 　 　 　  8年 間 　 　 　 　 　 肺 炎 　 　 　 　  +　 　 　 　 　  +　 　 　 　 　  +
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【 ０ ０ ７ ６ 】
　 TSP/HAMに 罹 患 し た 患 者 (9人 )、 髄 脳 膜 炎 に 罹 患 し た 患 者 (4人 )又 は 脳 脊 髄 炎 に 罹 患 し た
患 者 (3人 )の CSFを 、 Delaireら , 2001に よ っ て 前 に 記 載 さ れ た サ ン ド ウ ィ ッ チ に よ っ て sCD
100の 存 在 に つ い て 試 験 し た 。 試 験 し た 全 て の HAM/TSP患 者 は HTLV-1プ ロ ウ イ ル ス に つ い て
陽 性 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 免 疫 的 検 出 ： モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (抗 -CNPase, Sigma;抗 -GalCer、 抗 -NG2， Chemicon In
t.;抗 -MAG， Boehringer Mannheim;抗 -MBP, Serotec)又 は ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (抗 -G
FAP, Dako)を 用 い て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 中 又 は 培 養 ス ラ イ ド 上 で (Bougeretら , 1992;He
roldら , 1995)、 星 状 細 胞 及 び 希 突 起 膠 細 胞 を 免 疫 蛍 光 に よ っ て 同 定 し た 。 セ マ フ ォ リ ン
受 容 体 を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 -ヒ ト プ レ キ シ ン -B1(N18-Tebu)及 び 抗 -MAM ニ ュ ー ロ ピ リ ン -1 
ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Bagnardら , 2001)を 用 い て 検 出 し た 。 抗 -CD45ROモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 (ク ロ ー ン  UCHL1, Dako)及 び タ ン パ ク 質 (AA799-813)の 細 胞 内 部 分 に 対 す る 抗 -CD10
0ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 用 い る 免 疫 蛍 光 に よ っ て 、 Tリ ン パ 球 を HAM/TSP患 者 由 来 の 脊 髄
部 分 に お い て 検 出 し た 。 ト ル エ ン 及 び エ タ ノ ー ル で 脱 蝋 し た 後 、 当 該 部 分 を ブ ロ ッ キ ン グ
溶 液 (1%BSA, 0.3% ト リ ト ン , 1時 間 )中 で 、 次 い で 特 異 的 抗 体 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た (4℃ /
終 夜 )。 次 に 、 抗 -マ ウ ス Alexa546又 は 抗 -ウ サ ギ  Alexa488標 識 抗 体 (Molecular Probes)を
採 用 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 RNA検 出 : 前 に Szymochaら , 2000に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 、 mRNAを 抽 出 後 、 逆 転 写 及
び ポ リ メ ラ ー ゼ -連 鎖 反 応 (RT-PCR)及 び 好 適 な [P] dATP-5'末 端 -標 識 内 部 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ロ ー ブ を 用 い る サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 検 出 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ
イ マ ー を そ の mRNA配 列 か ら 選 択 し た (GenBankア ク セ ス 番 号 は 、 CD100に 関 し て HSU60800、
プ レ キ シ ン -B1に 関 し て NM002663、 プ レ キ シ ン -B2に 関 し て NM012401、 プ イ レ キ シ ン -B3に
関 し て AF149019、 Sema-3Aに 関 し て L26081、 対 照 と し て 用 い る ベ ー タ -ア ク チ ン に 関 し て NM
01101)。 1組 の オ リ ゴ マ ー を 3個 の プ レ キ シ ン -B mRNAに 共 通 の 300bpア ン プ リ コ ン の 増 幅 の
た め に 選 択 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 解 析 :各 実 験 で は 、 ア ポ ト ー シ ス 死 を 、 培 養 ス ラ イ ド (Promega)上 で 実 施 す
る TUNEL(タ ー ミ ナ ル デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ジ ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ -介 在 dUTPニ ッ ク -末 端
標 識 )-法 、 実 行 カ ス パ ー ゼ の 免 疫 検 出 、 活 性 -カ ス パ ー ゼ -3 (ウ サ ギ 血 清 -Pharmingen)及
び Dapi(4',6-ジ ア ミ ジ ノ -2 フ ェ ニ リ ン ド ー ル , Sigma, 1μ g/ml)核 染 色 に よ る ア ポ ト ー シ
ス 体 の 検 出 に よ っ て 検 出 し た 。 TUNEL、 活 性 -カ ス パ ー ゼ -3及 び OL-マ ー カ ー の 共 -検 出 も 実
施 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 統 計 的 解 析 ： AnalySiS 3.2 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 総 細 胞 (Dapi染 色 )、 TUNEL及 び 活 性
-カ ス パ ー ゼ -3-陽 性 細 胞 を 神 経 前 駆 体 及 び 一 次 膠 細 胞 中 で 計 数 し た (15～ 20の 顕 微 鏡 領 域 ,
 800～ 1000細 胞 , 3回 )。 希 突 起 膠 細 胞 の 突 起 数 及 び 長 さ の 測 定 は 同 一 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用
い て 実 施 し た 。 値 を 平 均 ± SEMと し て 表 し た 。 群 差 は ス チ ュ ー デ ン ト の t-検 定 で 計 算 し た
。
【 ０ ０ ８ １ 】
＜ 結 果 ＞
　 高 レ ベ ル の sCD100、 C8166/45を 産 生 す る 慢 性 活 性 化 T細 胞 又 は 非 -活 性 化 及 び 非 -CD100-
産 生 T細 胞 、 CEMと 接 触 後 の 神 経 細 胞 形 態 及 び 生 存 を 解 析 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 多 能 性 神
経 前 駆 体 及 び ラ ッ ト 一 次 的 希 突 起 膠 細 胞 で 可 溶 性 CD100の 効 果 を 試 験 し た 。 TUNEL陽 性 細 胞
中 の ア ポ ト ー シ ス 体 の 存 在 、 及 び 3個 の 独 立 し た 実 験 に お け る 免 疫 蛍 光 を 用 い る 活 性 -カ ス
パ ー ゼ -3陽 性 細 胞 の 増 加 数 (25.5± 8.8陽 性 細 胞 /領 域 対 非 処 理 細 胞 で の 11.3± 3.7)の 検 出
に よ っ て T細 胞 接 触 後 48時 間 に 証 明 さ れ る よ う に 、 ヒ ト 神 経 前 駆 体 の ア ポ ト ー シ ス 死 は C81
66/45 T細 胞 に よ っ て 誘 導 さ れ た (図 1, 代 表 的 実 験 )。 こ れ は 、 総 細 胞 数 の 減 少 (T細 胞 接 触
後 48時 間 に 24± 4.4%の 神 経 細 胞 消 失 、 及 び 72時 間 後 に 58.5± 9.2%の 消 失 )を 確 証 し た 。 CEM
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 T細 胞 は こ れ ら の 神 経 前 駆 体 に 何 の 影 響 も 与 え な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 CD100-産 生 T細 胞 も ま た 、 ラ ッ ト 一 次 膠 細 胞 培 養 物 に 障 害 を 誘 導 し た 。 進 行 性 崩 壊 及 び
突 起 伸 長 消 失 が GalCer-陽 性 細 胞 (未 熟 -OL)で 観 察 さ れ た 。 こ れ ら の 未 熟 -OLの 突 起 の 長 さ
及 び 数 は 、 そ の 長 さ (48時 間 で の 非 処 理 膠 細 胞 培 養 物 で は 、 1.1± 0.1μ m対 2.7± 0.2μ m)及
び 突 起 の 計 数 (48時 間 で の 非 処 理 膠 細 胞 培 養 物 で は 、 1.3± 0.2突 起 /細 胞 対 4.3± 0.5/細 胞 )
の 相 対 的 測 定 に よ る 3個 の 独 立 実 験 で 明 ら か な よ う に 、 接 触 後 24時 間 及 び 48時 間 に 飛 躍 的
に 減 少 し た （ 図 2） 。 更 に 、 ア ポ ト ー シ ス 死 を TUNEL-陽 性 細 胞 の 検 出 及 び 活 性 -カ ス パ ー ゼ
-3陽 性 細 胞 の 計 数 に よ っ て 48時 間 後 に 観 察 し た (非 処 理 培 養 物 で 、 19.7± 8.1/領 域 対 7.3±
5， 3実 験 )。 こ の こ と は 、 希 突 起 膠 細 胞 の 減 少 数 /領 域 (図 3, 代 表 的 実 験 )か ら 明 ら か な よ
う に 、 希 突 起 膠 細 胞 群 の 一 部 分 の 消 失 及 び 膠 細 胞 培 養 物 中 の 総 希 突 起 膠 細 胞 の パ ー セ ン テ
ー ジ の 減 少 を も た ら し た (48時 間 後 で は 26.8± 3.6%消 失 , 3実 験 )。 興 味 深 い こ と に 、 プ レ -
OL(NG2-陽 性 )及 び 成 熟 -OL(MBP-陽 性 , 図 3-B)は 、 未 熟 -OL(GalCer-陽 性 )と 比 較 し て T細 胞
ア ポ ト ー シ ス 死 に 感 受 性 で な か っ た 。 星 状 細 胞 の 数 及 び 形 態 は 変 化 し な か っ た 。 CEM T細
胞 は 神 経 前 駆 体 及 び 膠 細 胞 培 養 物 に 何 の 影 響 も 与 え な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 証 拠 と な る 数 々 の 株 は sCD100が こ れ ら の T細 胞 -誘 導 障 害 に 関 連 す る こ と を 示 し た 。 共 -
培 養 に 添 加 し た 場 合 に は 、 抗 -CD100 BD16 mAbは 神 経 前 駆 体 及 び 未 熟 -OLに 拮 抗 す る こ と が
で き た 。 事 実 、 BD-16抗 体 は 、 T細 胞 と 接 触 48時 間 後 の ア ポ ト ー シ ス 神 経 前 駆 体 の 数 を 用 量
依 存 的 に 劇 的 に 減 少 さ せ (図 4-A)、 そ し て 細 胞 消 失 を 減 少 さ せ た (抗 体 -非 処 理 共 -培 養 中 で
は 72時 間 後 に 41.5± 0.7%対 62± 7.1%)。 同 様 に 、 ラ ッ ト 共 -培 養 の BD16-抗 体 で の 処 理 は 、 T
UNEL-陽 性 細 胞 数 を 減 少 さ せ 、 か つ 未 熟 -OL(CNPase-陽 性 細 胞 )を 救 援 し た 。 こ の こ と は 、 T
細 胞 -誘 導 希 突 起 膠 細 胞 消 失 (抗 体 -非 処 理 共 -培 養 で 15.5± 4.9%対 26.3± 5.4%)で の 減 少 を
も た ら し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 CD100の 直 接 的 効 果 は 神 経 細 胞 を ダ イ マ ー と し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ジ ャ ー カ ッ ト
細 胞 (Delaireら , 2001)か ら 放 出 さ れ る リ コ ン ビ ナ ン ト sCD100で 処 理 す る こ と に よ っ て 証
明 さ れ た (sCD100r, 0.6～ 10ng/μ l, 3実 験 )。 同 様 に CD100-産 生 T細 胞 と 接 触 さ せ る た め の
sCD100rに よ る 処 理 は 、 活 性 -カ ス パ ー ゼ -3陽 性 細 胞 の 増 加 数 (4.2ng/μ l sCD100rで 処 理 し
た 培 養 物 中 の 25.3± 3.6/領 域 対 非 処 理 培 養 物 中 の 11.1± 2.3) (図 1， 代 表 的 実 験 )及 び こ れ
ら の 前 駆 体 の 消 失 (72時 間 で 43.5+/-13.4%細 胞 消 失 )に よ っ て 証 明 さ れ る よ う に 、 神 経 前 駆
体 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 。 sCD100rは 、 図 4-Bに 示 さ れ る よ う に 用 量 依 存 的 に 神 経 前 駆
体 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 。 膠 細 胞 培 養 物 の sCD100r(3実 験 )に よ る 処 理 も ま た 希 突 起 膠
細 胞 障 害 及 び ア ポ ト ー シ ス を も た ら し た (図 2, 3, 4)。 突 起 数 (48時 間 に 1.4± 0.2突 起 /希
突 起 膠 細 胞 対 非 処 理 培 養 物 の 5.3± 0.4)及 び そ れ ら の 相 対 的 長 さ (48時 間 に 1± 0.2μ m対 非
処 理 培 養 物 の 2.1± 0.3μ m)の 減 少 は 未 熟 -OLで 検 出 し た (GalCer-陽 性 , 図 2)。 こ れ は 、 希
突 起 膠 細 胞 発 現 活 性 -カ ス パ ー ゼ -3の 増 加 数 に よ っ て 追 跡 さ れ た (4.2ng/μ l sCD100rで 処
理 し た 培 養 物 中 の 15± 2.3陽 性 細 胞 /領 域 対 非 処 理 培 養 物 の 6± 1.9陽 性 細 胞 )。 事 実 、 sCD10
0rは 、 図 3(1つ の 代 表 的 実 験 )か ら 明 ら か な よ う に 希 突 起 膠 細 胞 数 /領 域 を 減 少 さ せ 、 総 希
突 起 膠 細 胞 数 を 減 少 さ せ た (処 理 48時 間 後 に 29± 4%消 失 )。 よ り 高 用 量 の sCD100r(10pg/ml)
は 、 72時 間 後 に 総 希 突 起 膠 細 胞 の 37%の 死 及 び 神 経 前 駆 体 の 64%の 死 を 誘 導 し た 。 二 重 -標
識 (TUNEL及 び OL-マ ー カ ー )は 、 未 熟 -OLが CD100-産 生 T細 胞 と 同 様 に sCD100に 感 受 性 で あ る
こ と を 示 し た 。 発 明 者 ら は ま た 、 SCD100rが 用 量 依 存 的 に 希 突 起 膠 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を
誘 導 す る こ と を 観 察 し た (Figure 4-C)。 一 方 、 星 状 細 胞 で は 全 く 検 出 可 能 な 変 化 は 認 め ら
れ な か っ た 。 こ れ ら の ヒ ト 及 び ラ ッ ト の 神 経 細 胞 を 、 非 処 理 分 子 、 CD27(sControl)で 不 可
逆 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ジ ャ ー カ ッ ト 由 来 の 上 清 で 処 理 し て も 何 ら 変 化 を 誘 導 し な
か っ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 CD100は 、 免 疫 及 び 神 経 細 胞 に 存 在 す る ニ ュ ー ロ ピ リ ン 及 び プ レ キ シ ン フ ァ ミ リ ー 受 容
体 に よ っ て そ の 効 果 を 仲 介 す る こ と が で き た 。 ニ ュ ー ロ ピ リ ン は プ レ キ シ ン と 共 -受 容 体
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と し て 働 く が 、 プ レ キ シ ン は 単 独 で 、 膜 貫 通 型 及 び 分 泌 型 セ マ フ ォ リ ン の 十 分 に 機 能 的 シ
グ ナ ル ト ラ ン ス ・ デ ュ ー サ と し て 働 く (Tamagnoneら , 1999)。 ニ ュ ー ロ ピ リ ン -1は ヒ ト 神
経 前 駆 体 に 存 在 し 、 こ れ ら の 細 胞 の Sema 3A-誘 導 ア ポ ト ー シ ス (Bagnardら , 2001)を 仲 介
す る の で 、 ニ ュ ー ロ ピ リ ン -1及 び Sema 3Aは 、 神 経 前 駆 体 の T細 胞 -誘 導 ア ポ ト ー シ ス と 推
測 さ れ た 。 し か し な が ら 、 T-神 経 細 胞 共 -培 養 物 中 に 添 加 し た 場 合 に 、 Sema 3A-誘 導 神 経
前 駆 体 の 死 を 妨 害 す る こ と が 判 明 し て い る (Bagnardら , 2001)抗 -MAMニ ュ ー ロ ピ リ ン -1抗
体 (抗 -NPL-1)は 、 CD-100-産 生 T細 胞 に よ っ て 誘 導 さ れ る 死 速 度 に ほ と ん ど 影 響 を 与 え な か
っ た (図 5-A)。 更 に 、 Sema 3A活 性 に 与 え る 抗 -CD100抗 体 BD16の 効 果 の 可 能 性 (Delaireら , 
2001)は 、 T細 胞 中 で の Sema 3Aの 非 発 現 に よ っ て 度 外 視 さ れ た (RT-PCR, 図 5-B)。 こ ら れ の
観 察 は T細 胞 -介 在 死 に お け る ニ ュ ー ロ ピ リ ン -1/Sema 3Aの 関 り 合 い を 排 除 し た 。 プ レ キ シ
ン 類 、 特 に 、 sCD100の 受 容 体 と し て 同 定 さ れ た プ レ キ シ ン -B1(Derringtonら , 1998)の 関
連 を 更 に 調 べ た 。 ヒ ト 神 経 前 駆 体 及 び ヒ ト 胎 児 皮 質 (陽 性 対 照 と し て 用 い ら れ る )中 の プ レ
キ シ ン -B1、 B2又 は B3を コ ー ド す る mRNAの 存 在 を RT-PCRに よ っ て 検 査 し た 。 こ れ ら 3種 の プ
レ キ シ ン 間 の RNA配 列 の 高 相 同 性 を 考 慮 し て 、 オ リ ゴ マ ー を 、 神 経 前 駆 体 及 び ヒ ト 胎 児 脳
に 共 通 の 300bpア ン プ リ コ ン を 増 幅 さ せ る そ の 能 力 で 選 択 し た 。 ア ン プ リ コ ン は 、 制 限 酵
素 Pst1及 び Sau-3AIに よ っ て 更 に 同 定 し た 。 そ れ ら は 、 プ レ キ シ ン -B1及 び プ レ キ シ ン -B3
ア ン プ リ コ ン 中 に 171bp及 び 129bp産 物 、 及 び プ レ キ シ ン -B1及 び プ レ キ シ ン -B2ア ン プ リ コ
ン 中 に 205bp and 95bp産 物 を そ れ ぞ れ 産 生 す る こ と が で き る 。 図 5-Cか ら 明 ら か な よ う に
、 Pst1は 、 300bpア ン プ リ コ ン 由 来 の 期 待 産 物 を 産 生 し た 。 こ れ は 、 ヒ ト 胎 児 上 皮 に お い
て 明 ら か な よ う に 、 ヒ ト 神 経 前 駆 体 中 の 低 度 の プ レ キ シ ン -B1又 は -B3 mRNA及 び -B2の 存 在
を 証 明 す る も の で あ る 。 細 胞 膜 で の プ レ キ シ ン -B1の 存 在 は 、 生 き た 神 経 前 駆 体 で の 免 疫
検 出 及 び 50～ 54%細 胞 で の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 確 認 し た (図 5-D)。 神 経 前 駆 体 の
抗 -プ レ キ シ ン -B1抗 体 -処 理 は 、 共 -培 養 に よ っ て ア ポ ト ー シ ス 神 経 細 胞 数 (図 5-A)及 び 細
胞 消 失 (48時 間 後 に 非 処 理 共 -培 養 物 中 で 5%対 25.4%)を 著 し く 減 少 さ せ た 。 こ れ は 、 こ の CD
100産 生 T細 胞 介 在 -ア ポ ト ー シ ス と 関 連 す る 可 能 性 を 示 し て い る 。 T-介 在 希 突 起 膠 細 胞 ア
ポ ト ー シ ス に 与 え る 抗 -プ レ キ シ ン -B1効 果 の 存 在 は (プ レ キ シ ン -B1の 発 現 に も か か わ ら ず
)、 ラ ッ ト プ レ キ シ ン -B1を 妨 害 す る 抗 -ヒ ト プ レ キ シ ン -B1の 不 能 及 び 別 の プ レ キ シ ン 受 容
体 の 関 連 に 起 因 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 従 っ て 、 こ れ ら の 観 察 は 、 活 性 化 Tリ ン パ 球 に よ っ て 産 生 さ れ る sCD100が 未 熟 -OL及 び ヒ
ト 神 経 前 駆 体 を 著 し く 損 な い 、 炎 症 の T-細 胞 神 経 細 胞 ク ロ ス ト ー ク 分 子 と し て セ マ フ ォ リ
ン が 同 定 さ れ る 、 こ と を 証 明 し た 。 こ れ ら の 実 験 デ ー タ の 機 能 的 関 連 を 、 他 の 神 経 疾 患 を
有 す る 患 者 と 比 較 し て 神 経 炎 症 性 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 で 調 査 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 発 明 者 ら は 、 CD100が HTLV-1に 慢 性 的 に 感 染 し た Tリ ン パ 球 に よ っ て 高 レ ベ ル で 放 出 さ れ
る 、 HAM/TSP患 者 を 特 に 調 査 し た 。 sCD100の 発 現 を HAM/TSP患 者 (n=9)、 髄 膜 炎 患 者 (n=4)又
は 脳 脊 髄 炎 患 者 (n=3)の 脳 脊 髄 液 (CSF)で ELISAに よ り 解 析 し た と こ ろ 、 HAM/TSP' CSFで 97,
7± 23,1μ g/mlの レ ベ ル で sCD100の 存 在 を 示 し た (表 1)。
【 ０ ０ ８ ８ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ れ は 、 CD100が 検 出 不 可 能 な 髄 膜 炎 及 び 脳 脊 髄 炎 の CSFと 比 較 す る と 著 し か っ た 。 興 味
深 い こ と に 、 こ ら れ の sCD100レ ベ ル は 、 CD3架 橋 で 活 性 化 さ れ た T細 胞 中 に 見 ら れ た レ ベ ル
に 匹 敵 し た (40 ng/ml)。 ウ イ ル ス タ ン パ ク Taxで 慢 性 的 に 活 性 化 さ れ (Moritoyoら , 1999)
、 高 レ ベ ル の MMPを 産 生 す る HAM/TSP患 者 の CSFに 存 在 す る T細 胞 は 、 そ の よ う な 患 者 で 検 出
可 能 で あ っ て 非 神 経 炎 症 性 疾 患 の 患 者 で は 検 出 さ れ な い sCD100発 現 源 の 一 つ で あ る 。 更 に
、 CD100陽 性 浸 潤 細 胞 を 3人 の HAM/TSP患 者 由 来 の 死 後 CNS中 に 検 出 し た 。 こ れ ら の 患 者 で は
、 免 疫 細 胞 浸 潤 レ ベ ル は ミ エ リ ン /軸 索 消 失 及 び 脊 髄 萎 縮 の 程 度 と 関 連 す る (材 料 の 項 を 参
照 さ れ た い )。 活 性 化 T細 胞 の マ ー カ ー で あ る 抗 -CD100及 び 抗 -CD45ROを 用 い る こ ら れ の 患
者 の 脊 髄 を 浸 潤 す る 免 疫 細 胞 の 解 析 は 、 こ れ ら の 分 子 の 共 -発 現 を 示 し た 。 最 も 高 い 密 度
の 二 重 -標 識 Tリ ン パ 球 は 、 髄 膜 (meningia)中 に 及 び 血 管 周 辺 に 見 ら れ た 。 二 重 -標 識 Tリ ン
パ 球 は 、 灰 白 質 及 び 白 質 の 柔 組 織 中 に も 観 察 さ れ た 。 興 味 深 い こ と に 、 白 質 中 及 び 血 管 周
辺 の 星 状 細 胞 増 加 症 は 、 GFAP免 疫 染 色 に よ っ て 明 ら か と な り 、 発 明 者 ら は 前 研 究 で こ れ ら
の HAM/TSP患 者 の 一 人 の 星 状 細 胞 内 に 金 属 プ ロ テ イ ナ ー ゼ MMP-9を 検 出 し た 。 一 方 、 非 感 染
患 者 由 来 の 脊 髄 中 に は ほ と ん ど CD45RO-陽 性 は 存 在 せ ず 、 全 て CD100-陰 性 Tリ ン パ 球 で あ っ
た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 sCD100産 生 Tリ ン パ 球 が 、 突 起 伸 長 の 漸 減 後 に 神 経 前 駆 体 及 び 未 熟 希
突 起 膠 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 、 こ と を 示 し た 。 活 性 化 T細 胞 由 来 の sCD100の 特 異
的 抗 体 に よ る 閉 塞 は 、 こ の 免 疫 性 セ マ フ ォ リ ン が 、 お そ ら く プ レ キ シ ン フ ァ ミ リ ー の 受 容
体 に よ っ て 希 突 起 膠 細 胞 突 起 の 変 動 及 び 神 経 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る こ と が で き る 、
こ と を 証 明 し た 。 CSF中 の sCD100の 存 在 及 び HAM/TSP患 者 の 脊 髄 を 浸 潤 す る Tリ ン パ 球 を 発
現 す る CD100の 存 在 は 、 炎 症 中 の CNSで は sCD100の 有 害 効 果 の 可 能 性 を 指 摘 し て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】

: BB18は CD100の 内 在 化 を 誘 導 す る 。
　 膜 CD100 (mCD100)は CD100 mAb BD16又 は BB18を 添 加 す る こ と に よ っ て 残 余 T細 胞 表 面 か
ら ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る の で 、 発 明 者 ら は ビ オ チ ン で CD100の 表 面 を 標 識 後 の 発
運 命 を 試 験 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 次 い で 、 新 た に 単 離 さ れ た ヒ ト PBMCを ビ オ チ ン で 表 面 -標 識 し た 。 細 胞 を 指 示 し た 腹 水 m
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Ab (1/100 最 終 希 釈 )又 は PMA (1ng/ml)で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 1時 間
後 、 細 胞 上 清 を 回 収 し 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 補 い 、 濾 過 し て 細 胞 残 骸 を 除 去 し た 後 、 BD
16及 び BB18 mAbの 混 合 物 で 免 疫 沈 降 し た 。 平 行 し て 、 細 胞 を 氷 -冷 PBAで 2回 洗 浄 し 、 NP40-
系 溶 解 緩 衝 液 及 び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 で 溶 解 さ せ た 。 CD100 ippを SDS-PAGE及 び ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ -複 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 検 出 法 を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に 供 し た 。
試 験 し た ほ と ん ど の 個 体 か ら 単 離 し た PBMCに つ い て 同 様 な 結 果 を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 そ の 結 果 、 発 明 者 ら は 、 BD16又 は ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル PMAで イ ン キ ュ ベ ー ト し た 細 胞 の
培 養 上 清 か ら CD100 (sCD100)の 可 溶 化 体 を 検 出 し た が 、 BB18に よ る 残 余 T細 胞 の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン は 分 子 内 在 化 を 誘 発 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

： 神 経 炎 症 性 疾 患 に お け る sCD100の 検 出
　 発 明 者 ら は 、 45血 清 を 更 に 試 験 し 、 (EDTAで 採 取 し た ） 健 常 人 由 来 の 22血 漿 に つ い て 可
溶 性 CD100の 存 在 を 検 定 (ELISA)し た 。 血 漿 中 の sCD100の レ ベ ル は そ れ ら の ほ と ん ど (18/22
)で 検 出 不 可 能 で あ っ た が 、 発 明 者 ら は 、 平 均 121ナ ノ グ ラ ム /ml及 び 標 準 偏 差 26 ng/mlで
、 血 清 中 の sCD100の レ ベ ル を 測 定 す る こ と が で き た 。 こ れ は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細
胞 株 由 来 の sCD100精 製 後 に 標 準 sCD100と 比 較 す る こ と に よ り 行 っ た 。 BB18mAbア フ ィ ニ テ
ィ ー ・ カ ラ ム で 精 製 す る と 高 レ ベ ル の sCD100が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 次 に 、 発 明 者 ら は 、 国 際 単 位 (IU)/mlで CD100値 を 与 え る 、 異 な っ た 標 準 sCD100(凍 結 乾
燥 )を 用 い る 試 験 を 利 用 し た 。 従 っ て 、 多 発 性 硬 化 症 (MS)患 者 の 血 清 中 の sCD100レ ベ ル を
測 定 す る こ と が で き た 。 MS血 清 中 の sCD100レ ベ ル (21,66 IU/ml， SD 4,52)は 、 標 準 個 体 (5
,60 IU/ml， SD 3,55)で 観 察 さ れ る レ ベ ル の 少 な く も 2倍 で あ っ た 。 更 に 、 発 明 者 ら は 、 危
険 な 状 態 に あ る 多 発 性 神 経 根 炎 (PRN)の 5患 者 の 血 漿 を 試 験 し た 。 sCD100レ ベ ル は 実 に 高 か
っ た が (33,84 IU/ml， SD 22,88)、 健 常 人 の sCD100の レ ベ ル は 微 々 た る も の で あ っ た (1,91
 IU/ml， SD 1,38)。 こ れ ら の 実 験 の 結 果 を 図 6に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 sCD100が 神 経 系 、 特 に HAM(HTLV1関 連 脊 髄 症 )、 MS及 び PRN等 の 有 髄
細 胞 に 関 連 す る 神 経 -炎 症 性 疾 患 に 有 害 な 影 響 を 与 え る 、 こ と を 確 認 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 sCD100効 果 を 抑 制 又 は 阻 害 す る た め に 、 BD16又 は BB18モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 等 の 抗 -CD100抗 体 を 中 和 す る 使 用 を 更 に 支 持 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 上 記 ELISA法 は 、 進 化 及 び 、 例 え ば 発 生 し て い る MS又 は HAM等 の 危 機 を 観 察 す る 簡 便 な 方
法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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dendroglial progenitors with extensive myelination capacity. Proc Natl Acad Sci 
USA 1999; 96(7): 4089-94
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ０ 】
【 図 １ 】 ヒ ト 神 経 前 駆 体 に お け る CD100-誘 導 死 。 こ の 図 は 、 CD100-産 生 Tリ ン パ 球 (TUNEL
陽 性 細 胞 )で の 一 時 的 接 触 又 は 可 溶 性 CD100リ コ ン ビ ナ ン ト タ ン パ ク 質 (活 性 カ ス パ ー ゼ -3
陽 性 細 胞 )で の 処 理 (処 理 後 48時 間 )し た 後 の ヒ ト 神 経 前 駆 体 で の ア ポ ト ー シ ス 死 を 示 す 。
総 (非 斜 線 )及 び 活 性 カ ス パ ー ゼ -3陽 性 細 胞 (斜 線 )の 計 数 (AnalySIS TM)を 示 す (平 均 ± SEM,
 代 表 的 実 験 )。
【 図 ２ 】 希 突 起 膠 細 胞 突 起 の CD100-誘 導 変 化 。 こ の 図 は 、 CD100-産 生 Tリ ン パ 球 で の 一 時
的 接 触 又 は 可 溶 性 CD100リ コ ン ビ ナ ン ト タ ン パ ク 質 で の 処 理 後 (処 理 後 24時 間 及 び 48時 間 )
の 未 熟 ラ ッ ト 希 突 起 膠 細 胞 (OL)で の 突 起 伸 長 の 進 行 性 消 失 を 示 す 。 OL突 起 の 測 定 は 、 各 処
理 後 を 意 味 す る (平 均 ± SEM, 10～ 20測 定 , 3実 験 )。
【 図 ３ 】 未 熟 -OLの CD100-誘 導 死 。 こ の 図 は 、 CD100-産 生 Tリ ン パ 球 で の 一 時 的 接 触 又 は OL
の 可 溶 性 CD100リ コ ン ビ ナ ン ト 誘 導 消 失 で の 処 理 (処 理 後 48時 間 )を 示 す 。 各 処 理 後 の 総 OL
消 失 を 示 す (平 均 ± SEM OL/領 域 , 代 表 的 実 験 )。
【 図 ４ 】 神 経 前 駆 体 及 び 希 突 起 膠 細 胞 の T細 胞 -誘 導 死 に お け る CD100の 関 連 。 こ の 図 は 、
神 経 前 駆 体 の T細 胞 -誘 導 死 の 減 少 (図 4A)及 び CD100-妨 害 抗 体 BD16の 処 理 に よ る 希 突 起 膠 細
胞 の T細 胞 -誘 導 死 の 減 少 を 示 す 。 図 4B及 び 4Cは 、 sCD100リ コ ン ビ ナ ン ト タ ン パ ク 質 で の 処
理 が 神 経 前 駆 体 (B)及 び 希 突 起 膠 細 胞 (C)の T細 胞 -誘 導 死 を 用 量 -依 存 的 に 模 倣 し た こ と を
示 す 。
【 図 ５ 】 神 経 前 駆 体 の T細 胞 -誘 導 死 に お け る プ レ キ シ ン -Bの 関 連 。 A－ 抗 -プ レ キ シ ン -B1
抗 体 に よ る 神 経 細 胞 死 の 減 少 ； 抗 -ニ ュ ー ロ ピ リ ニ ル 抗 体 に は 影 響 な し (活 性 カ ス パ ー ゼ -3
陽 性 細 胞 の 計 数 :平 均 ± SEM/領 域 )。 B－ 神 経 細 胞 中 で は な く T細 胞 中 で の Sema3A mRNAの RT-
PCRに よ る 検 出 。 C－ RT-PCRに よ る 検 出 及 び ヒ ト 神 経 細 胞 中 の プ レ キ シ ン Bフ ァ ミ リ ー mRNA
の 制 限 酵 素 消 化 :Pst1及 び Sau-3AIは 、 そ れ ぞ れ プ レ キ シ ン -B1、 プ レ キ シ ン -B2及 び プ レ キ
シ ン -B3遺 伝 子 に 共 通 の 300bp産 物 由 来 の 171pb及 び 129bp又 は 205bp及 び 95bp産 物 を 生 成 し
た 。 D－ プ レ キ シ ン -B1は ヒ ト 神 経 前 駆 体 で 免 疫 検 出 し た (FACS解 析 )。
【 図 ６ 】 健 常 対 象 者 又 は 神 経 炎 症 性 疾 患 の 患 者 の sCD100 IU/mlの レ ベ ル （ MS＝ 多 発 性 硬 化
症 ； PRN＝ 多 発 性 神 経 炎 ） 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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