
JP 4768597 B2 2011.9.7

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　BD16及び／もしくはBB18抗-CD100抗体、又はそれらのキメラ型、ヒト型、それらの抗原
結合断片、可溶性CD100とプレキシンB1受容体との相互作用を妨害する抗体、又はそれら
の抗原結合断片を含む、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
のための医薬組成物であって、該炎症性疾患が、多発性硬化症、HTLV-1関連脊髄症及び多
発性神経根炎から成る群より選ばれる、医薬組成物。
【請求項２】
　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むin vitro検定方法であって、
　ここで、CD100の高レベルは、中枢神経系(CNS)又は抹消神経系(PNS)炎症性疾患、又は
低予後の指標であり、当該検定がBD16及び／もしくはBB18抗-CD100抗体、それらのキメラ
型、ヒト型、それらの抗原結合断片、可溶性CD100とプレキシンB1受容体との相互作用を
妨害する抗体、又はそれらの抗原結合断片を用いる免疫学的検定であり、該炎症性疾患は
、多発性硬化症、HTLV-1関連脊髄症及び多発性神経根炎から成る群より選ばれる、方法。
【請求項３】
　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２記載の方法。
【請求項４】
　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３記載の方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　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】
【０００２】
　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)。
【０００３】
　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。
【０００４】
　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。
【０００５】
　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)。
【０００６】
　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。
【０００７】
　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。
【０００８】
　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。
【０００９】
　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
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。
【００１０】
抗-CD100モノクローナル抗体
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　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。
【００１１】
　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
。
【００１２】
　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】
【００１３】
　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。
【００１４】
　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。
【００１５】
　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。
【００１６】
抗-CD100キメラ型又はヒト型抗体
　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。
【００１７】
　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)。
【００１８】
　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
使用を包含する。
【００１９】
　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
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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)。
【００２０】
完全ヒト抗-CD100抗体
　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。
【００２１】
　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。
【００２２】
　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。
【００２３】
　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。
【００２４】
　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。
【００２５】
治療
　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。
【００２６】
　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
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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。
【００２７】
　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。
【００２８】
　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。
【００２９】
　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。
【００３０】
　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。
【００３１】
　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。
【００３２】
医薬組成物
　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。
【００３３】
　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。
【００３４】
　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。
【００３５】
　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。
【００３６】
　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。
【００３７】
　医薬製剤の具体例は下記に提供される。
【００３８】
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　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
。
【００３９】
　「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
。
【００４０】
　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。
【００４１】
　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。
【００４２】
　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。
【００４３】
　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。
【００４４】
　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。
【００４５】
　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
また考慮される。
【００４６】
　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。
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【００４７】
　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。
【００４８】
　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。
【００４９】
　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。
【００５０】
　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。
【００５１】
　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
。
【００５２】
　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0.1μm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。
【００５３】
　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～4μm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。
【００５４】
　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。
【００５５】
　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
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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。
【００５６】
診断
　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。
【００５７】
　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。
【００５８】
　「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。
【００５９】
　「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。
【００６０】
　「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。
【００６１】
　「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。
【００６２】
　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。
【００６３】
　「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。
【００６４】
　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
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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。
【００６５】
　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。
【００６６】
　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。
【００６７】
　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。
【００６８】
　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。
【００６９】
　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。
【００７０】
　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
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。
【００７１】
　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。



(10) JP 4768597 B2 2011.9.7

10

20

30

40

50

【実施例】
【００７２】
実施例1 ：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。
【００７３】
　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)。
【００７４】
　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/μl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。
【００７５】
　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　　　　 +　　　　　 +　　　　　 +
【００７６】
　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。
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【００７７】
　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。
【００７８】
　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。
【００７９】
　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, 1μg/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。
【００８０】
　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
。
【００８１】
＜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
 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。
【００８２】
　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±0.1μm対2.7±0.2μm)及
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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。
【００８３】
　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。
【００８４】
　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/μl, 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/μl 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±0.2μm対非
処理培養物の2.1±0.3μm)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/μl 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。
【００８５】
　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
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
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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。
【００８６】
　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。
【００８７】
　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±23,1μg/mlのレベルでsCD100の存在を示した(表1)。
【００８８】
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【表１】

【００８９】
　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。
【００９０】
　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。
【００９１】
実施例2: 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。
【００９２】
　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
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
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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。
【００９３】
　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。
【００９４】
実施例3：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。
【００９５】
　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。
【００９６】
　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。
【００９７】
　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。
【００９８】
　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。
【００９９】
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【図面の簡単な説明】
【０１００】
【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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