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(57)【 要 約 】

　 本 発 明 は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 (Inter feron Producing Cel l ; IP C)の 活 性 抑 制 物

質 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 、 腎 炎 の 治 療 剤 を 提 供 す る 。 IP C活 性 抑 制 物 質 に は 、 た と え

ば IP Cの 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 が 用 い ら れ る 。 た と え ば B S T2ま た は そ の ホ モ ロ グ を

認 識 す る 抗 体 は 、 本 発 明 に 有 用 で あ る 。 ま た 本 発 明 は 、 IP Cの 活 性 を 調 節 す る 作 用 を 有 す

る 物 質 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 、 腎 炎 の 治 療 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供 す る

。

　 本 発 明 に よ っ て 、 IP Cの 活 性 を 抑 制 す る こ と で 、 腎 炎 患 者 の 免 疫 バ ラ ン ス を 調 節 で き る

こ と が 明 ら か に さ れ た 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 腎 炎 の 新 た な 治 療 戦 略 を 提 供 し た 。 本 発 明 は

、 特 に 、 S L Eに 付 随 す る ル ー プ ス 腎 炎 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 抑 制 物 質 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 腎 炎 の 治 療 剤 。

【 請 求 項 ２ 】

イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 抑 制 物 質 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の イ ン タ ー フ ェ

ロ ン 産 生 お よ び 細 胞 の 生 存 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 抑 制 す る 作 用 を 有 す る 物 質 で あ る 請

求 項 １ に 記 載 の 治 療 剤 。

【 請 求 項 ３ 】

イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 抑 制 物 質 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の イ ン タ ー フ ェ

ロ ン 産 生 お よ び 細 胞 の 生 存 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 抑 制 す る 作 用 を 有 す る 抗 体 で あ る 請

求 項 ２ に 記 載 の 治 療 剤 。

【 請 求 項 ４ 】

抗 体 が 、 BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 認 識 す る 抗 体 、 ま た は そ の 少

な く と も 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 断 片 で あ る 請 求 項 ３ に 記 載 の 治 療 剤 。

【 請 求 項 ５ 】

抗 体 が 、 FER M BP-10339と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 3D3#7、 ま た は FER M BP-10340と

し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 3G7#6が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 少 な く と も 抗 原

結 合 領 域 を 含 む 抗 体 で あ る 請 求 項 ４ に 記 載 の 治 療 剤 。

【 請 求 項 ６ 】

イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 を 抑 制 す る 工 程 を 含 む 、 腎 炎 の 治 療 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

抑 制 す べ き イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の イ ン タ ー フ

ェ ロ ン 産 生 お よ び 細 胞 の 生 存 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 で あ る 請 求 項 ６ に 記 載 の 治 療 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 を 抑 制 す る 工 程 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の イ ン タ

ー フ ェ ロ ン 産 生 お よ び 細 胞 の 生 存 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 抑 制 す る 作 用 を 有 す る 抗 体 を

投 与 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 治 療 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

抗 体 が 、 BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 認 識 す る 抗 体 、 ま た は そ の 少

な く と も 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 治 療 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

抗 体 が 、 FER M BP-10339と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 3D3#7、 ま た は FER M BP-10340と

し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 3G7#6が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 少 な く と も 抗 原

結 合 領 域 を 含 む 抗 体 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の 治 療 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

次 の 工 程 を 含 む 、 被 験 化 合 物 の 腎 炎 の 治 療 効 果 の 検 出 方 法 。

(1) イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 と イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 誘 導

物 質 を 、 以 下 の i)-iii)の い ず れ か の 順 序 で 接 触 さ せ る 工 程 、

i) 被 験 化 合 物 と イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 を 接 触 後 に 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 を 誘 導 す

る 細 胞 刺 激 剤 を イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 に 接 触 さ せ る 、

ii)被 験 化 合 物 と イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 を 誘 導 す る 細 胞 刺 激 剤 を 同 時 に イ ン タ ー フ ェ ロ ン

産 生 細 胞 に 接 触 さ せ る 、 ま た は

iii)イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 を 誘 導 す る 細 胞 刺 激 剤 を イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 に 接 触 さ せ

た 後 に 、 被 験 化 合 物 と イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 を 接 触 さ せ る

(2) イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

(3) 対 照 と 比 較 し て 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 が 抑 制 さ れ た と き 、 被 験 化 合 物 の

腎 炎 の 治 療 効 果 が 検 出 さ れ る 工 程

【 請 求 項 １ ２ 】

細 胞 刺 激 剤 が ウ イ ル ス 、 ウ イ ル ス の 構 成 要 素 、 お よ び バ ク テ リ ア の D N Aか ら な る 群 か ら 選

択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 細 胞 刺 激 剤 で あ る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ３ 】

被 験 化 合 物 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 を 認 識 す る 抗 体 ま た は そ の 少 な く と も 抗 原 結 合

領 域 を 含 む 抗 体 断 片 で あ る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 腎 炎 の 治 療 効 果 が 検 出 さ れ た 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程

を 含 む 、 腎 炎 の 治 療 効 果 を 有 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

【 請 求 項 １ ５ 】

請 求 項 １ ４ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 化 合 物 を 有 効 成 分 と し て 含 有

す る 腎 炎 の 治 療 剤 。

【 請 求 項 １ ６ 】

イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 抑 制 物 質 の 、 腎 炎 の 治 療 剤 の 製 造 に お け る 使 用 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 腎 炎 の 治 療 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 腎 炎 は 腎 臓 に よ る 尿 の ろ 過 機 能 の 阻 害 に よ っ て も た ら さ れ る 疾 患 で あ る 。 ろ 過 機 能 の 低

下 に よ っ て 、 蛋 白 質 や 血 液 の 尿 へ の 漏 出 が 見 ら れ る 。 一 方 、 本 来 尿 中 に 排 泄 さ れ る べ き 代

謝 産 物 の 排 出 機 能 が 低 下 し 体 内 に 蓄 積 す る よ う に な る 。 腎 機 能 の 低 下 に よ り 、 た と え ば 尿

素 、 尿 酸 、 ク レ ア チ ニ ン な ど の 含 窒 素 化 合 物 が 体 内 に 蓄 積 す る 。 ま た 腎 炎 患 者 に は し ば し

ば 高 血 圧 が 見 ら れ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 腎 炎 に つ い て は 、 多 く の 原 因 が 指 摘 さ れ て い る 。 た と え ば 、 自 己 免 疫 応 答 に よ っ て 糸 球

体 が 障 害 さ れ る 。 リ ウ マ チ な ど の 自 己 免 疫 性 の 疾 患 に は 、 し ば し ば 腎 炎 が と も な う こ と か

ら 、 自 己 免 疫 は 腎 炎 の 主 要 な 原 因 の 一 つ と 考 え ら れ て い る 。 あ る い は 感 染 に 対 す る 正 常 な

免 疫 応 答 が 腎 炎 を 引 き 起 こ す 例 も 知 ら れ て い る 。 た と え ば 溶 血 性 連 鎖 球 菌 の 感 染 後 に 見 ら

れ る 急 性 腎 炎 は 、 次 の よ う な メ カ ニ ズ ム が 原 因 の 一 つ と 考 え ら れ て い る 。 す な わ ち 、 溶 血

性 連 鎖 球 菌 の 感 染 に 対 す る 正 常 な 免 疫 応 答 と し て 、 抗 体 が 産 生 さ れ る 。 そ し て 生 体 内 に は

、 溶 血 性 連 鎖 球 菌 の 抗 原 と そ の 抗 体 か ら な る 免 疫 複 合 体 が 生 じ る 。 こ の 免 疫 複 合 体 が 糸 球

体 基 底 膜 に 蓄 積 し 、 補 体 の 細 胞 障 害 作 用 を 活 性 化 し て 炎 症 の 原 因 と な る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 現 在 の と こ ろ 、 腎 炎 の 治 療 の 主 体 は 、 食 塩 や 蛋 白 質 の 制 限 を 目 的 と す る 食 事 療 法 で あ る

。 食 事 療 法 に は 症 状 の 進 行 を 遅 ら せ る 効 果 は 期 待 で き る が 、 腎 炎 の 原 因 を 取 り 除 く こ と は

で き な い 。 ま た 腎 炎 の 治 療 に 、 様 々 な 種 類 の ス テ ロ イ ド 剤 が 用 い ら れ る こ と も あ る 。 し か

し ス テ ロ イ ド 剤 に よ る 治 療 効 果 は 主 に そ の 抗 炎 症 作 用 に 依 存 し て い る 。 あ る い は 自 己 免 疫

性 疾 患 に 伴 う 腎 炎 に お い て は 、 免 疫 機 能 の 調 節 に よ っ て 腎 炎 症 状 が 抑 制 さ れ る 。 い ず れ に

せ よ 、 ス テ ロ イ ド 剤 に よ っ て 疾 患 の 原 因 は 除 去 で き な い の で 、 腎 炎 の 症 状 が 進 行 し た 場 合

に は 人 工 透 析 が 必 要 に な る こ と も あ る 。 人 工 透 析 は 、 身 体 的 に も 、 ま た 社 会 的 に も 、 患 者

の 負 担 が 大 き い 治 療 方 法 で あ る 。 ま た ス テ ロ イ ド 剤 の 免 疫 抑 制 作 用 は 、 感 染 症 の リ ス ク を

高 め る 可 能 性 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 腎 炎 の 例 と し て は 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ Systemic Lupus Erythematosus、 以 下 SL

Eと 記 載 す る ） が 原 因 で 起 こ る ル ー プ ス 腎 炎 (lupus nephritis)が 挙 げ ら れ る 。 SLEは 1942

年 に Klempererに よ り 提 唱 さ れ た 膠 原 病 の 代 表 的 な 病 気 で 、 自 己 抗 体 や 免 疫 複 合 体 の 出 現

等 に 基 づ く 多 臓 器 障 害 を 主 徴 と す る 疾 患 で あ る 。 本 疾 患 に 特 徴 的 な 顔 面 の 蝶 形 紅 斑 が 、 狼

（ lupus） に よ る 傷 （ 狼 瘡 ） に 似 て い る た め 、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 (Systemic Lupus Erythem

atosus)と 名 づ け ら れ た 。 SLEの 臨 床 症 状 は 皮 疹 に と ど ま ら ず ， 実 に 多 彩 で あ る 。 た と え ば

、 発 熱 、 多 関 節 痛 お よ び 多 関 節 炎 、 漿 膜 炎 、 貧 血 、 血 小 板 減 少 、 腎 症 状 、 あ る い は 神 経 症

状 な ど が 見 ら れ る 。 SLEは 圧 倒 的 に 女 性 、 特 に 20～ 30歳 代 の 女 性 に 好 発 し ， 発 症 の 男 女 比
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は 1対 10と さ れ て い る 。 日 本 に は 7,000～ 9,000人 の 患 者 が 存 在 し 、 有 病 率 は 人 口 10万 人 あ

た り 66～ 85人 と 推 定 さ れ る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 腎 臓 は SLEに お い て 侵 さ れ や す い 臓 器 の １ つ で あ る 。 実 際 、 患 者 の ７ ０ ～ ８ ０ ％ に 腎 障

害 が 起 こ る 。 SLE患 者 に 見 ら れ る 腎 障 害 は 、 特 に ル ー プ ス 腎 炎 と 呼 ば れ る 。 ル ー プ ス 腎 炎

は 、 糸 球 体 へ の 障 害 と 進 行 性 の 腎 機 能 低 下 を 特 徴 と す る 。 ル ー プ ス 腎 炎 の 糸 球 体 障 害 は 、

免 疫 系 が 自 己 抗 原 に 対 す る 抗 体 （ 自 己 抗 体 ） を 作 る た め に 起 こ る 自 己 免 疫 プ ロ セ ス と 関 係

が あ る 。 す な わ ち 、 糸 球 体 な ど の 腎 臓 組 織 に 結 合 し た 自 己 抗 体 と 補 体 の 複 合 体 が 腎 臓 に 蓄

積 し 、 炎 症 反 応 を 起 こ す と 考 え ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 ル ー プ ス 腎 炎 に は 、 血 尿 、 発 熱 、 顔 や 手 足 の 赤 い 斑 点 、 あ る い は む く み と い っ た 多 彩 な

症 状 が み ら れ る 。 ル ー プ ス 腎 炎 患 者 は 、 し ば し ば ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 （ 蛋 白 質 の 排 出 過 剰 ）

や 急 速 進 行 性 糸 球 体 腎 炎 を 起 こ し 、 急 性 腎 不 全 や 慢 性 腎 不 全 に 移 行 す る 場 合 が あ る 。 ル ー

プ ス 腎 炎 は 遺 伝 的 素 因 が あ る と 考 え ら れ て い る 。 慢 性 関 節 リ ウ マ チ や 強 皮 症 な ど 他 の 自 己

免 疫 疾 患 と 関 連 し て い る 可 能 性 も あ る 。 ま た 妊 娠 に よ っ て 誘 発 さ れ る ケ ー ス も 知 ら れ て い

る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 ル ー プ ス 腎 炎 の 治 療 は 、 原 因 疾 患 で あ る SLEの 治 療 と 同 様 に 、 ス テ ロ イ ド 剤 に よ る 薬 物

療 法 が 中 心 と な っ て い る 。 通 常 、 ２ ～ ３ 年 は ス テ ロ イ ド 剤 が 継 続 的 に 投 与 さ れ る 。 症 状 が

軽 快 し た 後 も 再 発 し や す い の で 、 薬 物 治 療 は 長 期 間 に わ た る こ と が 多 い 。 病 気 の 活 動 性 の

強 い 重 症 の 場 合 、 大 量 の ス テ ロ イ ド 剤 を 点 滴 で 静 脈 内 に 投 与 す る 「 パ ル ス 療 法 」 を 行 う こ

と も あ る 。 そ の 結 果 、 ス テ ロ イ ド 剤 の 副 作 用 が 問 題 と な る 場 合 が あ る (非 特 許 文 献 １ ／ Saa

g K.G. et al. , A M.J.Med.,96, 115, 1994)。 た と え ば ス テ ロ イ ド 剤 に よ っ て 患 者 の 免 疫

機 能 が 抑 制 さ れ 、 患 者 が 感 染 症 に 罹 患 す る 可 能 性 が 高 ま る 恐 れ が あ る こ と が 指 摘 さ れ て い

る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 ス テ ロ イ ド 剤 だ け で 効 果 が 現 れ な い と き は 、 さ ら に 免 疫 抑 制 剤 を 併 用 す る 。 急 に 腎 臓 の

機 能 が 低 下 す る 「 急 速 進 行 性 腎 炎 」 の 症 状 が あ る と き な ど に は 、 抗 凝 血 剤 を 投 与 す る こ と

も あ る 。

　 薬 物 治 療 の 他 に 、 自 己 抗 体 な ど の 自 己 免 疫 症 状 の 原 因 物 質 を 除 去 す る 治 療 法 も 知 ら れ て

い る 。 １ つ は 「 血 漿 交 換 」 と い う 方 法 で 、 透 析 と 同 じ よ う に 血 液 を 体 外 へ 導 き 出 し て 原 因

物 質 を 除 い て か ら 体 内 に 戻 す 。 所 要 時 間 は ３ ～ ４ 時 間 で 週 に １ 回 程 度 行 う 。 も う １ つ は 「

血 液 吸 着 」 と い い 、 血 液 を 体 外 へ 導 き 出 し 原 因 物 質 を ト リ プ ト フ ァ ン を 固 定 化 し た 膜 に 吸

着 さ せ て 除 去 す る と い う 方 法 で あ る 。 し か し 薬 物 療 法 と 同 様 に 治 療 効 果 に は 個 人 差 が あ る

。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 SLEの よ う な 自 己 免 疫 疾 患 患 者 の 血 中 IFN濃 度 が 高 い こ と が 報 告 さ れ て い る (非 特 許 文 献

２ ／ Science, 16 Nov. 2001 Vol.294)。 こ の よ う な 疾 患 に 対 し て 、 IFNの 作 用 を 抑 制 す れ

ば 、 症 状 を コ ン ト ロ ー ル で き る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う な ア プ ロ ー チ を 実 現 す る た め の サ

イ ト カ イ ン 拮 抗 剤 と し て 、 タ イ プ １ イ ン タ ー フ ェ ロ ン に 対 す る 抗 体 が 用 い ら れ た （ 特 許 文

献 １ ／ W O 01/054721)。 す な わ ち 、 IFN-α に 対 す る 抗 体 に よ る SLEの 治 療 が 提 案 さ れ た 。 し

か し IFN-α に 対 す る 抗 体 の 腎 炎 症 状 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て は 明 ら か で な い 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 更 に 重 要 な こ と は 、 SLEの よ う な 自 己 免 疫 性 の 疾 患 に 付 随 す る 腎 炎 に お い て は 、 自 己 免

疫 疾 患 の 治 療 が 主 体 と な っ て い る こ と で あ る 。 自 己 免 疫 疾 患 が 腎 炎 の 原 因 と な っ て い る 以

上 、 そ の 原 因 を 取 り 除 く た め の 治 療 が 重 要 で あ る こ と は 言 う ま で も な い 。 し か し 腎 炎 は 患

者 の 生 活 の 質 (Q OL)に 大 き な 影 響 を 与 え る 障 害 の 一 つ で あ る 。 し た が っ て 、 患 者 の Q OLの 維

持 の た め に は 、 腎 炎 に 対 す る 積 極 的 な 治 療 、 あ る い は 予 防 も 重 要 な 課 題 と 言 っ て 良 い 。

【 ０ ０ １ ２ 】

【 特 許 文 献 １ 】 W O 01/054721
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【 非 特 許 文 献 １ 】 Saag K.G. et al. , A M.J.Med.,96, 115, 1994

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Science, 16 Nov. 2001 Vol.294

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 腎 炎 の 治 療 に お い て 重 要 な こ と は 、 自 己 免 疫 症 状 の コ ン ト ロ ー ル の み な ら ず 、 腎 炎 症 状

の 緩 和 で あ る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 腎 炎 の 治 療 な ら び に 予 防 の た め の 技 術 の 提 供 を 課 題 と

す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 ヒ ト に お い て 、 免 疫 シ ス テ ム の バ ラ ン ス が 偏 る 原 因 の 一 つ は 、 タ イ プ １ イ ン タ ー フ ェ ロ

ン の 作 用 で あ る 。 タ イ プ １ イ ン タ ー フ ェ ロ ン に は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α （ IFNα ） お よ び

イ ン タ ー フ ェ ロ ン β （ IFNβ ） が 含 ま れ る 。 IFNα あ る い は IFNβ は 、 抗 ウ イ ル ス 活 性 、 あ

る い は 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る イ ン タ ー フ ェ ロ ン と し て 知 ら れ て い る 。 ウ イ ル ス 感 染 に 伴 っ て

、 こ れ ら の イ ン タ ー フ ェ ロ ン を 大 量 に 産 生 す る 細 胞 と し て 同 定 さ れ た の が イ ン タ ー フ ェ ロ

ン 産 生 細 胞 （ 以 下 、 IPCと 省 略 す る 場 合 が あ る ） で あ る 。 IPCは 血 中 に わ ず か し か 存 在 し て

い な い 。 末 梢 血 リ ン パ 球 に 占 め る IPCの 割 合 は 、 １ %以 下 と 考 え ら れ て い る 。 し か し IPCは

、 き わ め て 高 い イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 産 生 能 を 有 す る 。 IPCの IFN産 生 能 は 、 た と え ば 3000pg

/mL/10
6
cellsに 達 す る 。 つ ま り 、 細 胞 の 数 は 少 な い が 、 血 中 IFNα あ る い は IFNβ の 大 部 分

は 、 IPCに よ っ て も た ら さ れ て い る と 言 っ て 良 い 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 し た が っ て 、 IPCの イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 、 あ る い は IPCの 細 胞 数 そ の も の を 抑 制 す る こ

と が で き れ ば 、 生 体 内 の タ イ プ １ イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 量 を 制 御 す る こ と が で き る 。 そ の 結

果 、 偏 っ た 免 疫 バ ラ ン ス を 調 節 し 、 SLEの よ う な 自 己 免 疫 性 疾 患 の よ り 本 質 的 な 治 療 を 実

現 で き る 可 能 性 が あ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 生 体 内 に お い て IPCの 活 性 を 調 節 す る こ と が で き れ ば 、 自 己 免 疫 疾 患 の

症 状 を 改 善 で き る と 考 え た 。 そ し て 本 発 明 者 ら は 、 IPCの 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す る 数 多 く

の 抗 体 を 作 製 し 、 IPCの 活 性 に 及 ぼ す 影 響 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 特 定 の 抗 原 を 認 識 す る

抗 体 は 、 IPCの 活 性 を 調 節 す る 作 用 を 有 す る こ と を 明 ら か に し た 。 更 に 、 そ の 自 己 免 疫 疾

患 の 治 療 効 果 を 解 析 し た 。 そ し て IPCの 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 に よ っ て 、 特 に 腎 炎 の 治 療 効

果 が 得 ら れ る こ と を 確 認 し て 本 発 明 を 完 成 し た 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 腎 炎 治 療 剤 あ

る い は 予 防 剤 、 治 療 方 法 、 予 防 方 法 、 並 び に 治 療 剤 あ る い は 予 防 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法

に 関 す る 。

〔 １ 〕 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 抑 制 物 質 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 腎 炎 の 治 療 剤

。

〔 ２ 〕 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 抑 制 物 質 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の イ ン タ

ー フ ェ ロ ン 産 生 お よ び 細 胞 の 生 存 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 抑 制 す る 作 用 を 有 す る 物 質 で

あ る 〔 １ 〕 に 記 載 の 治 療 剤 。

〔 ３ 〕 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 抑 制 物 質 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の イ ン タ

ー フ ェ ロ ン 産 生 お よ び 細 胞 の 生 存 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 抑 制 す る 作 用 を 有 す る 抗 体 で

あ る 〔 ２ 〕 に 記 載 の 治 療 剤 。

〔 ４ 〕 抗 体 が 、 BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 認 識 す る 抗 体 、 ま た は

そ の 少 な く と も 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 断 片 で あ る 〔 ３ 〕 に 記 載 の 治 療 剤 。

〔 ５ 〕 抗 体 が 、 FER M BP-10339と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 3D3#7、 ま た は FER M BP-10

340と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 3G7#6が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 少 な く と も

抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 で あ る 〔 ４ 〕 に 記 載 の 治 療 剤 。

〔 ６ 〕 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 を 抑 制 す る 工 程 を 含 む 、 腎 炎 の 治 療 方 法 。

〔 ７ 〕 抑 制 す べ き イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の イ ン

タ ー フ ェ ロ ン 産 生 お よ び 細 胞 の 生 存 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 で あ る 〔 ６ 〕 に 記 載 の 治 療 方
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法 。

〔 ８ 〕 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 を 抑 制 す る 工 程 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の

イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 お よ び 細 胞 の 生 存 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 抑 制 す る 作 用 を 有 す る

抗 体 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 〔 ７ 〕 に 記 載 の 治 療 方 法 。

〔 ９ 〕 抗 体 が 、 BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 認 識 す る 抗 体 、 ま た は

そ の 少 な く と も 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 断 片 で あ る 、 〔 ８ 〕 に 記 載 の 治 療 方 法 。

〔 １ ０ 〕 抗 体 が 、 FER M BP-10339と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 3D3#7、 ま た は FER M BP-

10340と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 3G7#6が 産 生 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 少 な く と

も 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 で あ る 〔 ９ 〕 に 記 載 の 治 療 方 法 。

〔 １ １ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 被 験 化 合 物 の 腎 炎 の 治 療 効 果 の 検 出 方 法 。

(1) イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 と イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 誘 導

物 質 を 、 以 下 の i)-iii)の い ず れ か の 順 序 で 接 触 さ せ る 工 程 、

i) 被 験 化 合 物 と イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 を 接 触 後 に 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 を 誘 導 す

る 細 胞 刺 激 剤 を イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 に 接 触 さ せ る 、

ii)被 験 化 合 物 と イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 を 誘 導 す る 細 胞 刺 激 剤 を 同 時 に イ ン タ ー フ ェ ロ ン

産 生 細 胞 に 接 触 さ せ る 、 ま た は

iii)イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 を 誘 導 す る 細 胞 刺 激 剤 を イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 に 接 触 さ せ

た 後 に 、 被 験 化 合 物 と イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 を 接 触 さ せ る

(2) イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

(3) 対 照 と 比 較 し て 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 が 抑 制 さ れ た と き 、 被 験 化 合 物 の

腎 炎 の 治 療 効 果 が 検 出 さ れ る 工 程

〔 １ ２ 〕 細 胞 刺 激 剤 が ウ イ ル ス 、 ウ イ ル ス の 構 成 要 素 、 お よ び バ ク テ リ ア の D N Aか ら な る

群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 細 胞 刺 激 剤 で あ る 〔 １ １ 〕 に 記 載 の 方 法 。

〔 １ ３ 〕 被 験 化 合 物 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 を 認 識 す る 抗 体 ま た は そ の 少 な く と も

抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 断 片 で あ る 〔 １ １ 〕 に 記 載 の 方 法 。

〔 １ ４ 〕 〔 １ １ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 腎 炎 の 治 療 効 果 が 検 出 さ れ た 被 験 化 合 物 を 選 択 す

る 工 程 を 含 む 、 腎 炎 の 治 療 効 果 を 有 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

〔 １ ５ 〕 〔 １ ４ 〕 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 化 合 物 を 有 効 成 分 と し

て 含 有 す る 腎 炎 の 治 療 剤 。

〔 １ ６ 〕 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 抑 制 物 質 の 、 腎 炎 の 治 療 剤 の 製 造 に お け る 使 用

。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 あ る い は 本 発 明 は 、 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 選 択 さ れ た 化 合 物 の 、 腎 炎 の 治 療

剤 の 製 造 に お け る 使 用 に 関 す る 。 更 に 本 発 明 は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 抑 制 物

質 の 、 腎 炎 の 治 療 に お け る 使 用 に 関 す る 。 加 え て 本 発 明 は 、 腎 炎 の 治 療 に 利 用 さ れ る こ と

を 表 示 し た イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 抑 制 物 質 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 医 薬 組 成

物 を 含 む 、 腎 炎 の 治 療 用 の 医 薬 パ ッ ケ ー ジ を 提 供 す る 。

　 と こ ろ で 、 IPCを 認 識 す る 既 知 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 抗 BDCA-2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 (Dzionek, A. et al. J.Im munol. 165: 6037-6046, 2000.)は 、 ヒ ト IPCの IFN産 生 を 抑

制 す る 作 用 を 有 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 そ の 他 に も マ ウ ス の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産

生 細 胞 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 産 生 を 抑 制 す る こ と も 報 告

さ れ て い る (Blood 2004 Jun 1;103/11:4201-4206. Epub 2003 Dec)。 マ ウ ス の プ ラ ズ マ 細

胞 様 樹 状 細 胞 (Plasmacytoid Dendritic Cell)に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 樹 状 細

胞 数 の 減 少 が 報 告 さ れ た (J. Im munol. 2003, 171:6466-6477)。 し か し こ れ ら の 抗 体 の 腎

炎 に 対 す る 治 療 効 果 は 未 知 で あ る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 に よ り 、 IPCを 標 的 と す る 腎 炎 の 治 療 剤 が 提 供 さ れ た 。 す な わ ち IPCの 活 性 抑 制 剤

に よ っ て 、 腎 炎 を 治 療 し う る こ と が 明 ら か と な っ た 。 IPCは 、 た と え ば IPCの 細 胞 表 面 抗 原

を 認 識 す る 抗 体 な ど の 投 与 に よ っ て そ の 活 性 が 抑 制 さ れ る 。 た と え ば 、 BST2並 び に そ の ホ

10

20

30

40

50



(7) JP  WO2006/054748  A1  2006.5.26

モ ロ グ に 対 す る 抗 体 は 、 IPCに 結 合 し て そ の IFN産 生 お よ び 細 胞 の 生 存 そ の も の に 対 し て 抑

制 的 に 作 用 す る 。 そ し て BST2に 結 合 す る 抗 体 は 、 生 体 内 に 投 与 し た 場 合 に 、 実 際 に 腎 炎 に

対 す る 治 療 効 果 が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 に お い て は 、 IPCの 機 能 調 節 に よ っ て 腎 炎 の 治 療 効 果 を 達 成 し た 。 と こ ろ で 、 IFN

-α の 産 生 を 抑 制 す る 抗 体 と し て 抗 BDCA-2抗 体 、 お よ び 抗 BDCA-4抗 体 が 知 ら れ て い る 。 そ

し て こ れ ら の 抗 体 が SLE患 者 の 自 己 免 疫 症 状 に 対 す る 治 療 効 果 を 示 す 可 能 性 が 示 唆 さ れ て

い る (Blomberg S. et al. Arthrit is Rheum. 48. 2524, 2003)。 し か し こ れ ら の 抗 体 の 腎

炎 に 対 す る 影 響 は 明 ら か で な い 。 一 方 本 発 明 は 、 IFNの 機 能 調 節 で は な く 、 IFNを 産 生 す る

細 胞 を 標 的 と す る 腎 炎 の 治 療 戦 略 を 提 供 し た 。 つ ま り 本 発 明 の ア プ ロ ー チ は 、 よ り 本 質 的

な 腎 炎 治 療 を 可 能 と す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 た と え ば 、 本 発 明 に お い て は 次 の よ う な メ リ

ッ ト が 期 待 で き る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 ま ず 、 IPCの 活 性 抑 制 剤 は 、 少 量 で も 高 度 な 治 療 効 果 を 達 成 す る こ と が で き る 。 IPCは 、

わ ず か な 細 胞 が 多 量 の IFNを 産 生 す る 。 IFNの 中 和 に は 、 IFNの 分 子 数 に 応 じ た 抗 体 が 必 要

で あ る 。 し か し 本 発 明 に お い て は 、 産 生 細 胞 の 活 性 が 直 接 抑 制 さ れ る 。 そ の 結 果 、 抗 IFN

抗 体 に よ る 中 和 と 比 較 し て 、 よ り 少 量 の 抗 体 で 強 力 な IFNの 抑 制 効 果 を 期 待 で き る 。 抗 体

あ る い は 可 溶 性 受 容 体 な ど に よ っ て IFNの 機 能 を 調 節 す る 場 合 、 IFNの 濃 度 に 応 じ た 治 療 剤

が 必 要 と な る 。 一 方 、 IPCの 活 性 調 節 剤 は 、 き わ め て 多 量 の IFNを 産 生 し て い る IPCに 直 接

作 用 す る 。 そ の た め 、 IFNの 産 生 を 効 率 的 に 抑 制 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 抗 体 医 薬

の 製 造 コ ス ト は 高 い 。 現 在 の と こ ろ 、 製 造 コ ス ト の 大 幅 な 抑 制 を 実 現 で き る 方 法 は 確 立 さ

れ て い な い 。 し た が っ て 、 治 療 に 必 要 な 抗 体 の 投 与 量 が 少 な い こ と は 、 経 済 的 な 大 き な 利

点 で あ る 。 ま た 投 与 量 が 少 な い こ と は 、 経 済 的 に 有 利 な だ け で な く 、 副 作 用 の 危 険 性 を 小

さ く す る こ と に も つ な が る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 更 に 、 持 続 的 に IFNが 産 生 さ れ て い る 場 合 に は 、 IFNの 抗 体 に よ る 中 和 は 、 一 過 的 な 抑 制

に 留 ま る と 予 想 さ れ る 。 IFNに 結 合 し た 抗 体 は 免 疫 複 合 体 を 形 成 し 、 貪 食 細 胞 な ど の 作 用

に よ っ て 速 や か に 除 去 さ れ る 。 そ し て 、 抗 体 の IFN活 性 中 和 作 用 は 失 わ れ る 。 IPCは 高 度 な

IFN産 生 機 能 を 有 す る 細 胞 で あ る 。 し た が っ て 、 抗 IFN抗 体 の 作 用 に よ っ て 一 時 的 に IFN濃

度 を 低 下 さ せ た と し て も 、 IFNは 再 び 速 や か に 補 充 さ れ て し ま う 可 能 性 が 高 い 。

　 一 方 、 本 発 明 に お い て は 、 IPCの 活 性 を 抑 制 す る こ と か ら 、 長 期 間 に わ た る IFN産 生 抑 制

効 果 が 期 待 で き る 。 特 に 、 本 発 明 の 望 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 BST2あ る い は そ の ホ モ ロ グ を

認 識 す る 抗 体 は 、 IPCの IFN産 生 の み な ら ず 、 細 胞 数 を も 抑 制 す る 。 つ ま り 、 新 た な IPCが

供 給 さ れ る ま で は 、 IFN産 生 の 抑 制 効 果 が 持 続 す る 。 ま た IPCが 産 生 し 得 る 他 の 炎 症 性 サ イ

ト カ イ ン の 産 生 も 直 接 的 あ る い は 間 接 的 に 抑 制 さ れ る こ と に な る 。 こ れ ら の 効 果 が 相 乗 的

に 作 用 し 、 IFNの 産 生 は 効 果 的 に 抑 制 さ れ る 。 そ の 結 果 、 腎 炎 の 高 度 な 治 療 効 果 が 達 成 さ

れ る 。 特 に 腎 炎 の よ う な 慢 性 の 疾 患 の 治 療 方 法 に お い て は 、 治 療 効 果 の 持 続 性 が 大 き な 利

点 と な る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ２ 】

【 図 １ 】 FLT-3リ ガ ン ド 添 加 後 、 10日 間 培 養 し た マ ウ ス の 骨 髄 細 胞 （ IPCが 濃 縮 さ れ て い る

） の 細 胞 表 面 を 、 作 製 し た 抗 体 及 び 他 の マ ー カ ー で 染 色 し た FACS解 析 像 で あ る 。 培 養 上 清

陽 性 分 画 、 陰 性 分 画 を そ れ ぞ れ R2、 R3と し た 。 グ ラ フ 内 の 、 R1&R2は 抗 体 陽 性 の 細 胞 集 団

、 R1&R3は 抗 体 陰 性 の 細 胞 集 団 を 表 わ す 。

【 図 ２ 】 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 抽 出 し た 細 胞 の 形 態 を 表 わ す 顕 微 鏡 写 真 （ x400） で あ る

。 （ a） は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス PR8に 感 染 さ せ る 前 の 形 態 、 (b)は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ

ル ス PR8と 24時 間 培 養 し た 後 の 形 態 を 示 す 。 感 染 後 の 細 胞 は 樹 状 突 起 を 持 ち 、 樹 状 細 胞 に

典 型 的 な 形 態 を 示 し た 。

【 図 ３ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 SN K01、 SN K03を 用 い て 分 離 し た 細 胞 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生

能 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 中 、 横 軸 は 細 胞 の 処 理 の 種 類 を 、 縦 軸 は 培 養 上 清 中 の IFNα 濃
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度 (pg/mL)を 示 す 。 横 軸 の P(＋ )は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 し た 細 胞 に ウ イ ル ス を 感 染 さ

せ た 場 合 、 N(＋ )は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 し な か っ た 細 胞 に ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た 場

合 、 そ し て N(－ )は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 し な か っ た 細 胞 に ウ イ ル ス を 感 染 さ せ な か

っ た 場 合 の 結 果 を 示 す 。

【 図 ４ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 SN K01の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 能 に 対 す る 影 響 を 示 す グ ラ フ

で あ る 。 図 中 、 横 軸 は 処 理 に 用 い た 抗 体 の 濃 度 (μ g/ｍ L)を 、 縦 軸 は 培 養 上 清 中 の IFNα 濃

度 (pg/ｍ L)を 示 す 。 横 軸 の (-)は ウ イ ル ス 処 理 し て い な い 場 合 の 結 果 を 示 す 。 SN K01は 濃 度

依 存 的 に イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 抑 制 活 性 を 示 し た 。

【 図 ５ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 SN K03の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 能 に 対 す る 影 響 を 示 す グ ラ フ

で あ る 。 図 中 、 横 軸 は 処 理 に 用 い た 抗 体 の 濃 度 (μ g/ｍ L)を 、 縦 軸 は 培 養 上 清 中 の IFNα 濃

度 (pg/ｍ L)を 示 す 。 CTLは コ ン ト ロ ー ル 抗 体 で 処 理 し た 横 軸 の 場 合 の 結 果 を 示 す 。 SN K03は

濃 度 依 存 的 に イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 抑 制 活 性 を 示 し た 。

【 図 ６ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 SN K01に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ア ッ セ イ の 結 果 を 示

す 写 真 で あ る 。 写 真 上 は 抗 Hisタ グ 抗 体 、 下 は 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 SN K01に よ る 結

果 を 示 す 。 写 真 左 側 が pcD N A3.1-mBST2D-His、 右 側 が pcD N A3.1-mBST2H-Hisで 形 質 転 換 し た

COS7細 胞 の 結 果 で あ る 。 培 養 し た 細 胞 を 溶 解 処 理 し た 際 の 沈 殿 物 (P)と 上 清 (S)に つ い て の

結 果 を 示 し た 。

【 図 ７ 】 マ ウ ス BST2及 び そ の ホ モ ロ グ の ア ミ ノ 酸 配 列 と ゲ ノ ム 構 造 を 示 す 図 で あ る 。 (a)

は 各 ア イ ソ フ ォ ー ム の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト を 、 (b)は エ キ ソ ン マ ッ ピ ン グ を 示 す

。

【 図 ８ 】 ヒ ト BST2及 び そ の ホ モ ロ グ の ア ミ ノ 酸 配 列 と ゲ ノ ム 構 造 を 示 す 図 で あ る 。 (a)は

各 ア イ ソ フ ォ ー ム の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト を 、 (b)は エ キ ソ ン マ ッ ピ ン グ を 示 す 。

【 図 ９ 】 作 製 し た マ ウ ス BST2に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 能 に 対

す る 影 響 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 中 、 横 軸 は 処 理 に 用 い た ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 の 種 類

を 、 縦 軸 は 培 養 上 清 中 の IFNα 濃 度 (pg/ｍ L)を 示 す 。 CpGは CpGで 処 理 し た 際 、 PR8は イ ン フ

ル エ ン ザ ウ イ ル ス PR8を 感 染 さ せ た 際 の 結 果 を 示 す 。

【 図 １ ０ 】 作 製 し た ヒ ト BST2に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 能 に 対

す る 影 響 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 中 、 横 軸 は 処 理 に 用 い た 抗 体 の 種 類 と 濃 度 、 縦 軸 は ヒ ト

IPCを HSVで 刺 激 し た 際 の 培 養 上 清 中 の IFNα 濃 度 （ pg/mL） を 示 す 。

【 図 １ １ 】 抗 体 を 投 与 し た マ ウ ス か ら 採 取 し た 細 胞 の 解 析 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 （ a） は

投 与 の ス ケ ジ ュ ー ル を 示 す 。 （ b） は 骨 髄 細 胞 を CpGあ る い は イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス PR8

で 刺 激 し た 際 に 産 生 し た IFNの 濃 度 を 示 す 。 横 軸 が 投 与 し た 抗 体 を 示 し 、 IgGは コ ン ト ロ ー

ル 抗 体 を 示 す 。

【 図 １ ２ 】 ウ ィ ル ス を 感 染 さ せ た マ ウ ス に お け る 、 抗 マ ウ ス BST2抗 体 SN K01の 投 与 の 効 果

を 示 す 。 （ a） は 投 与 の ス ケ ジ ュ ー ル を 示 す 。 （ b） は 血 清 中 の INFα の 濃 度 を 示 し 、 横 軸

が 投 与 し た 抗 体 を 示 す 。 （ c） は 脾 臓 中 の IPCの 割 合 を 示 し 、 横 軸 が 投 与 し た 抗 体 を 、 縦 軸

が IPCの 割 合 を 示 す 。 「 抗 体 な し 」 は 抗 体 の か わ り に PBSの み を 投 与 し た 群 を 示 す 。

【 図 １ ３ 】 各 種 マ ウ ス に お け る IPCの 細 胞 数 を 解 析 し た 結 果 の 図 で あ る 。 縦 軸 は 各 種 臓 器

で の IPCの 割 合 (％ )を 示 す 。 横 軸 は マ ウ ス の 系 統 を 示 し 、 F1は NZBと NZ Wを 掛 け 合 わ せ た マ

ウ ス を 示 す 。

【 図 １ ４ 】 各 種 マ ウ ス 由 来 の 骨 髄 細 胞 を 用 い て 、 抗 体 の IFN産 生 に 及 ぼ す 影 響 を 示 す 図 で

あ る 。 骨 髄 細 胞 を イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル ス PR8(上 段 )あ る い は CpG(下 段 )で 刺 激 し た 際 に 産

生 し た IFNの 濃 度 を 測 定 し た 結 果 で あ り 、 縦 軸 が IFNα 濃 度 （ pg/mL） を 、 横 軸 は 由 来 の マ

ウ ス を 、 各 カ ラ ム は 処 理 に 用 い た 抗 体 を 示 す 。

【 図 １ ５ ａ ｂ 】 ル ー プ ス 腎 炎 発 症 モ デ ル を 用 い て 抗 体 の 効 果 を 検 討 し た 結 果 を 示 す 図 で あ

る (n=10)。 （ a） は 抗 体 投 与 の ス ケ ジ ュ ー ル を 示 す 。 （ b） は 抗 体 を 投 与 し た マ ウ ス 群 の 蛋

白 尿 頻 度 の 継 時 変 化 を 示 す 。

【 図 １ ５ ｃ 】 ル ー プ ス 腎 炎 発 症 モ デ ル を 用 い て 抗 体 の 効 果 を 検 討 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る

(n=10)。 (c)は 個 々 の マ ウ ス の 尿 中 の 蛋 白 量 を 示 す 。 縦 軸 の 蛋 白 尿 度 は 1: ～ 37mg/dl、 2:

～ 74mg/dl、 3: ～ 111mg/dl、 4: ～ 333mg/dl、 5: ～ 1000mg/dl、 6: ～ 3000mg/dlの 蛋 白 量
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を 示 す 。 ○ が 生 存 マ ウ ス の 、 ● は 死 亡 マ ウ ス の 値 で あ る 。

【 図 １ ６ 】 ル ー プ ス 腎 炎 発 症 モ デ ル を 用 い て 抗 体 の 効 果 を 検 討 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る （

n=10） 。 横 軸 は 投 与 し た 抗 体 、 縦 軸 は 抗 体 を 投 与 し た マ ウ ス の ５ ヶ 月 齢 で の 血 清 中 サ イ ト

カ イ ン の 濃 度 を 示 す 。 図 中 の 数 字 は 平 均 値 を 示 す 。

【 図 １ ７ 】 ル ー プ ス 腎 炎 発 症 モ デ ル を 用 い て 、 発 症 後 に 抗 体 を 投 与 し 、 そ の 治 療 効 果 を 検

討 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る （ n=6） 。 横 軸 は 投 与 し た 薬 剤 を 示 し 、 PDは 水 溶 性 プ レ ド ニ ン

（ 塩 野 義 製 薬 社 ） を 示 す 。 縦 軸 の 蛋 白 尿 度 は 図 １ ５ ｃ と 同 様 に 、 1： ～ 37mg/dl、 2： ～ 74m

g/dl、 3： ～ 111mg/dl、 4： ～ 333mg/dl、 5： ～ 1000mg/dl、 6： ～ 3000mg/dlの 尿 中 蛋 白 量 を

示 す 。 ○ は 生 存 マ ウ ス の 、 ● は 死 亡 マ ウ ス の 値 で あ る 。 図 中 の 数 字 は 平 均 値 を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 抑 制 物 質 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 腎 炎 の

治 療 剤 に 関 す る 。

　 本 発 明 に お い て 、 腎 炎 と は 腎 臓 に よ る 尿 の ろ 過 機 能 の 阻 害 に よ っ て も た ら さ れ る 疾 患 を

い い 、 そ の 原 因 は 限 定 さ れ な い 。 腎 臓 の ろ 過 機 能 の 低 下 は 、 蛋 白 質 や 血 液 の 尿 へ の 漏 出 を

指 標 と し て 診 断 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 に お い て 、 免 疫 応 答 を 発 症 メ カ ニ ズ ム に 含 む 腎 炎 は 、 治 療 対 象 と し て 好 ま し い 。

免 疫 応 答 を 発 症 メ カ ニ ズ ム に 含 む 腎 炎 に は 、 自 己 免 疫 疾 患 に 伴 う 腎 炎 が 含 ま れ る 。 た と え

ば 免 疫 複 合 体 の 糸 球 体 へ の 沈 着 を と も な う 腎 炎 を 、 本 発 明 に お け る 治 療 対 象 と し て 示 す こ

と が で き る 。 こ の よ う な 腎 炎 は 、 免 疫 複 合 体 性 腎 炎 (im mune complex nephritis)と 呼 ば れ

る 。 免 疫 複 合 体 を 構 成 す る 抗 原 あ る い は 抗 体 は 、 自 己 の も の で あ っ て も 外 来 性 抗 原 で あ っ

て も 良 い 。 こ の よ う な 腎 炎 と し て 、 ル ー プ ス 腎 炎 を 示 す こ と が で き る 。 あ る い は 、 自 己 免

疫 疾 患 に 伴 う 腎 炎 と し て は 、 た と え ば 糸 球 体 に 対 す る 自 己 抗 体 に よ っ て も た ら さ れ る 腎 炎

、 ま た は 糸 球 体 基 底 膜 に 対 す る 自 己 抗 体 に よ っ て も た ら さ れ る 抗 基 底 膜 抗 体 性 腎 炎 (anti-

basement membrane nephritis)を 示 す こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 に お い て 、 自 己 免 疫 疾 患 と は 、 免 疫 機 能 に よ っ て 組 織 の 障 害 や 炎 症 が も た ら さ れ

て い る こ と を 言 う 。 免 疫 機 能 に は 、 抗 体 に よ る 液 性 免 疫 と 、 免 疫 担 当 細 胞 に よ る 細 胞 性 免

疫 が 含 ま れ る 。 本 発 明 に お け る 自 己 免 疫 疾 患 は 、 自 己 抗 原 に 対 す る 免 疫 機 構 の 発 動 に よ っ

て 定 義 す る こ と も で き る 。 こ こ で い う 自 己 抗 原 に は 、 健 常 者 の 組 織 に 存 在 す る 抗 原 に 加 え

て 、 宿 主 に 何 ら か の 手 段 に よ っ て 導 入 さ れ た 外 来 性 の 抗 原 も 含 ま れ る 。 た と え ば 、 感 染 、

移 植 、 あ る い は 接 触 な ど に よ っ て 生 体 に 導 入 さ れ た 外 来 性 の 抗 原 に 対 す る 免 疫 機 能 の 攻 撃

が 細 胞 あ る い は 組 織 を 障 害 す る こ と が あ る 。 こ の よ う な 障 害 は 、 本 発 明 に お け る 自 己 免 疫

疾 患 に 含 ま れ る 。 生 体 が 自 己 免 疫 疾 患 を 有 し て い る こ と は 、 自 己 抗 原 に 対 す る 免 疫 機 構 の

反 応 性 を 指 標 と し て 検 出 す る こ と が で き る 。 自 己 免 疫 疾 患 の 指 標 と す る こ と が で き る 自 己

抗 原 と し て IgGな ど が 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 に お い て 、 自 己 免 疫 疾 患 に 伴 う 腎 炎 と は 、 自 己 免 疫 機 構 に よ る 細 胞 ま た は 組 織 の

障 害 が 観 察 さ れ 、 か つ 腎 臓 に お け る 炎 症 が 見 ら れ る 状 態 と 言 う こ と が で き る 。 本 発 明 に お

け る 腎 炎 は 、 自 己 免 疫 機 構 に よ る 直 接 的 な 障 害 の み な ら ず 、 間 接 的 な 障 害 も 含 ま れ る 。 た

と え ば 、 免 疫 担 当 細 胞 の 機 能 亢 進 に よ る 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 過 剰 に 起 因 す る 腎 炎 は

、 自 己 免 疫 疾 患 を 伴 う 腎 炎 の 代 表 的 な 病 態 で あ る 。 更 に 、 自 己 免 疫 疾 患 を 含 む 、 複 合 的 な

メ カ ニ ズ ム に よ っ て も た ら さ れ る 腎 炎 は 、 本 発 明 に お け る 治 療 の 対 象 で あ る 腎 炎 に 含 ま れ

る 。 た と え ば ル ー プ ス 腎 炎 は 、 本 発 明 に お け る 自 己 免 疫 疾 患 を 伴 う 腎 炎 の 代 表 的 な 疾 患 で

あ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 に お い て 、 ル ー プ ス 腎 炎 と は 、 全 身 性 エ リ ト マ ト ー デ ス （ SLE） が 原 因 で 起 こ る

腎 炎 を い う 。 よ り 具 体 的 に は 、 自 己 免 疫 性 疾 患 の 症 状 と 、 腎 炎 を 伴 う 疾 患 が 、 ル ー プ ス 腎

炎 に 含 ま れ る 。 自 己 免 疫 性 疾 患 の 症 状 は 、 た と え ば 、 抗 ２ 本 鎖 D N A(dsD N A)抗 体 な ど の 自 己
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抗 体 を 指 標 と し て 、 確 認 す る こ と が で き る 。 ル ー プ ス 腎 炎 は 本 発 明 に お け る 自 己 免 疫 疾 患

を 伴 う 腎 炎 と し て 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 以 上 の よ う な 自 己 免 疫 疾 患 は 、 い ず れ も IPCに よ っ て 自 己 免 疫 機 構 の 亢 進 が も た ら さ れ

て い る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 IPCの 機 能 抑 制 に 基 づ く 自 己 免 疫 疾 患 の 調 節 に よ っ て

治 療 効 果 が 期 待 で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に お い て は 、 こ れ ら の 疾 患 を 、 IPCの 機 能 亢

進 に よ る 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る 腎 炎 と 言 う こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 に お い て 、 腎 炎 の 治 療 と は 、 腎 炎 症 状 を 抑 制 す る こ と に 加 え 、 そ の 進 行 を 遅 ら せ

る こ と 、 あ る い は 腎 炎 症 状 へ の 進 行 を 防 ぐ こ と を 含 む 。 よ り 具 体 的 に は 、 た と え ば 次 に 示

す よ う な 腎 炎 に 特 徴 的 な 症 状 の 少 な く と も 一 つ の 症 状 を 抑 制 、 そ の 進 行 の 防 止 、 あ る い は

症 状 の 発 生 そ の も の を 防 ぐ こ と に よ っ て 、 腎 炎 の 治 療 効 果 が 達 成 さ れ る 。

　 － 蛋 白 尿 、

　 － 血 尿 、

　 － 血 液 の ろ 過 機 能 低 下 に 伴 う 窒 素 化 合 物 の 血 中 濃 度 の 上 昇

　 － 糸 球 体 に お け る 免 疫 複 合 体 の 沈 着 、 あ る い は

　 － 腎 臓 組 織 に 対 す る 自 己 抗 体 の 沈 着 等

　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 腎 炎 の 予 防 を 含 む 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 IPCの 活 性 抑 制 物 質 を

有 効 成 分 と し て 含 む 、 腎 炎 の 治 療 剤 お よ び 予 防 剤 の 、 い ず れ か ま た は 両 方 を 提 供 す る 。 あ

る い は 本 発 明 は 、 IPCの 機 能 を 抑 制 す る 工 程 を 含 む 、 腎 炎 の 治 療 方 法 お よ び 予 防 方 法 の 、

い ず れ か ま た は 両 方 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 上 記 の 腎 炎 に 特 徴 的 な 症 状 の 進 行 状 態 を 評 価 す る 方 法 は 公 知 で あ る 。 た と え ば 尿 中 の ア

ル ブ ミ ン 濃 度 は 、 一 般 に 、 生 化 学 的 な 反 応 に 基 づ く 尿 試 験 紙 に よ る 方 法 、 あ る い は イ ム ノ

ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 尿 中 の 血 液 の 検 出 に は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン

を 検 出 す る た め の 尿 試 験 紙 が 用 い ら れ て い る 。 ま た 腎 機 能 の 指 標 と な る 血 中 の 含 窒 素 化 合

物 と し て は 、 尿 素 、 尿 酸 、 お よ び ク レ ア チ ニ ン を 示 す こ と が で き る 。 中 で も ク レ ア チ ニ ン

は 、 代 表 的 な 腎 機 能 マ ー カ ー で あ る 。 ク レ ア チ ニ ン は 、 ヤ ッ フ ェ 法 や 酵 素 的 な 測 定 方 法 に

よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 更 に 腎 臓 組 織 に お け る 免 疫 複 合 体 あ る い は 自 己 抗 体 の 沈 着

は 、 腎 臓 組 織 の 顕 微 鏡 観 察 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 検 査 に 必 要 な 腎 臓 組 織 は 、 腎 生

検 (renal biopsy)に よ っ て 生 体 か ら 採 取 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 ま た 、 本 発 明 に お け る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 (IPC)と は 、 IFN産 生 能 を 有 す る 細 胞 を

い う 。 た と え ば 、 細 胞 表 面 に BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か ま た は 両 方 の 発 現 が 検 出

さ れ る 細 胞 を IPCと し て 同 定 す る こ と が で き る 。 BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か ま た

は 両 方 は 、 細 胞 の 活 性 化 に 伴 っ て 発 現 す る 場 合 が 含 ま れ る 。 た と え ば ヒ ト 並 び に マ ウ ス に

お い て 、 樹 状 細 胞 の 前 駆 細 胞 で あ っ て 、 刺 激 に よ り IFNを 産 生 す る 細 胞 は 、 IPCと し て 好 ま

し い 。 以 下 、 特 に 断 り の 無 い 場 合 に は 、 IPCは 、 樹 状 細 胞 の 前 駆 細 胞 で あ る 細 胞 の み な ら

ず 、 IFN産 生 能 を 有 す る 細 胞 を 言 う 。 中 で も 細 胞 表 面 に BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ

か ま た は 両 方 を 発 現 す る 細 胞 は 、 IPCと し て 好 ま し い 。 こ の よ う な IPCの 同 定 方 法 は 公 知 で

あ る 。 た と え ば い く つ か の 細 胞 表 面 マ ー カ ー を 指 標 と し て IPCを 他 の 血 液 細 胞 と 識 別 す る

こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 ヒ ト IPCの 細 胞 表 面 マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル は 次 の と お り で

あ る (Shortman,K. and Liu, YJ. Nature Reviews 2: 151-161, 2002)。 近 年 に な っ て 、 BD

CA-2陽 性 細 胞 を IPCと 位 置 づ け る 報 告 も あ る (Dzionek, A. et al. J.Im munol. 165: 6037-

6046, 2000.)。 し た が っ て 、 BDCA-2陽 性 細 胞 は 、 本 発 明 に お け る IPCと し て 好 ま し い 。

　 　 ［ ヒ ト IPCの 細 胞 表 面 抗 原 の プ ロ フ ァ イ ル ］

　 CD4陽 性 、 CD123陽 性 、

　 Lineage(CD3、 CD14、 CD16、 CD19、 CD20、 CD56)陰 性 、 CD11c陰 性

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 あ る い は マ ウ ス IPCは 、 以 下 の プ ロ フ ァ イ ル に よ っ て 定 義 さ れ て い る 。
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　 　 ［ マ ウ ス IPCの 細 胞 表 面 抗 原 の プ ロ フ ァ イ ル ］

　 － CD11c、 B220、 Ly6C、 お よ び CD45RBが 陽 性

　 － CD11b、 CD3、 CD19が 陰 性

　 更 に 、 ヒ ト あ る い は マ ウ ス の IPCに 共 通 し て 見 ら れ る 特 徴 と し て 、 以 下 の よ う な 特 徴 を

示 す こ と が で き る 。

　 　 ［ 細 胞 の 形 態 上 の 特 徴 ］

　 － プ ラ ズ マ 細 胞 に 似 て い る

　 － 細 胞 表 面 が 平 滑 な 丸 い 細 胞

　 － 核 が 比 較 的 大 き い

　 　 ［ 細 胞 の 機 能 的 な 特 徴 ］

　 － ウ イ ル ス 感 染 時 に 、 短 期 間 に 大 量 の Type-1 interferonを 産 生 す る

　 － ウ イ ル ス 感 染 後 、 樹 状 細 胞 に 分 化 す る

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 、 IPCの 活 性 抑 制 と は 、 IPCが 有 す る 機 能 の 少 な く と も 一 つ を 抑 制 す る こ

と を 言 う 。 す な わ ち 、 IPCの 活 性 抑 制 剤 に は 、 IPCが 有 す る 機 能 の 少 な く と も 一 つ を 抑 制 す

る 任 意 の 物 質 が 含 ま れ る 。 IPCの 機 能 と し て 、 IFNの 産 生 と 細 胞 生 存 を 示 す こ と が で き る 。

細 胞 の 生 存 は 、 細 胞 数 と 言 い 換 え る こ と も で き る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 機 能 の 両 方 あ る

い は い ず れ か を 抑 制 す る 場 合 に 、 IPCの 活 性 を 抑 制 す る と 言 う 。 そ し て 、 こ れ ら の 機 能 の

両 方 あ る い は い ず れ か を 抑 制 す る 物 質 を 、 IPCの 活 性 抑 制 剤 と し て 利 用 す る こ と が で き る

。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 IPCに よ っ て 産 生 さ れ る タ イ プ １ IFNが 種 々 の 疾 患 の 原 因 と な っ て い る こ と が 明 ら か に さ

れ て い る 。 し た が っ て そ の 産 生 を 抑 制 す る こ と は 、 そ れ ら の 疾 患 の 治 療 戦 略 と し て 有 用 で

あ る 。 た と え ば 、 自 己 免 疫 性 の 疾 患 の 病 態 と IFNα の 関 連 性 が 指 摘 さ れ て い る 。 IFNα の 大

部 分 が IPCに よ っ て 産 生 さ れ て い る 。 し た が っ て そ の 産 生 を 抑 制 す れ ば 、 IFNα に よ っ て も

た ら さ れ る 病 態 を 緩 和 す る こ と が で き る 。 な お 本 発 明 に お い て 、 IPCに よ る IFN産 生 抑 制 と

は 、 IPCが 産 生 す る IFNの 少 な く と も １ 種 類 の IFN産 生 を 抑 制 す る こ と を 言 う 。 本 発 明 に お

け る 好 ま し い IFNは 、 タ イ プ １ IFNで あ る 。 中 で も IFNα は 重 要 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 IPCに は 、 少 数 の 細 胞 で 大 量 の IFNを 産 生 す る 細 胞 が 含 ま れ る 。 た と え ば 、 ウ イ ル ス な ど

で 刺 激 を 受 け た 樹 状 細 胞 の 前 駆 細 胞 は 、 生 体 が 産 生 す る IFNの 大 部 分 を 産 生 す る 。 大 量 の I

FNを 産 生 す る IPCの 細 胞 数 を 抑 制 す る こ と は 、 結 果 と し て IFNの 産 生 量 を 抑 制 す る こ と に な

る 。 し た が っ て 、 IPCの 細 胞 数 の 抑 制 に よ っ て も 、 IFNα に よ っ て も た ら さ れ る 病 態 を 緩 和

す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 に お い て 、 好 ま し い IPCの 活 性 抑 制 剤 は 、 IPCの 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 し 、 そ の 活 性

を 抑 制 す る 抗 体 で あ る 。 具 体 的 に は 、 IPCの イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 能 、 お よ び IPCの 細 胞 の

数 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 抑 制 す る 抗 体 で あ る 。 あ る 抗 体 が 、 IPCの 活 性 を 抑 制 す る こ

と は 、 た と え ば 後 に 述 べ る 腎 炎 の 治 療 効 果 の 検 出 方 法 な ど に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る

。 た と え ば 本 発 明 者 ら は 、 BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か ま た は 両 方 を 認 識 す る 抗 体

が 、 IPCの 活 性 を 抑 制 す る こ と を 確 認 し た 。

　 す な わ ち 本 発 明 は 、 BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か ま た は 両 方 を 認 識 す る 抗 体 、 ま

た は そ の 少 な く と も 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 腎 炎 の 治 療 剤

に 関 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か ま た は 両 方 を 認 識 す る 抗 体

、 ま た は そ の 少 な く と も 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 断 片 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 腎 炎 の 治 療

方 法 に 関 す る 。 あ る い は 本 発 明 は 、 BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か ま た は 両 方 を 認 識

す る 抗 体 、 ま た は そ の 少 な く と も 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 断 片 の 、 腎 炎 の 治 療 剤 の 製 造 に

お け る 使 用 に 関 す る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 に お い て IPCは 、 IFNを 産 生 す る 細 胞 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 た と え ば 、 ヒ ト
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、 お よ び マ ウ ス に お い て は 、 BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か ま た は 両 方 を 発 現 し て い

る 細 胞 群 は 、 高 度 な IFN産 生 能 を 有 す る こ と が 確 認 さ れ た （ 以 下 、 BST2お よ び そ の ホ モ ロ

グ の い ず れ か ま た は 両 方 を 発 現 し て い る 細 胞 群 を BST2陽 性 細 胞 と 記 載 す る 場 合 が あ る ） 。

し た が っ て 、 ヒ ト 、 お よ び マ ウ ス の BST2陽 性 細 胞 は 、 本 発 明 に お け る IPCと し て 好 ま し い

。 特 に ヒ ト IPCに お い て は 、 そ の 活 性 化 に 伴 っ て BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の 発 現 レ ベ ル が

顕 著 に 上 昇 す る 。 そ の た め 、 BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ を 認 識 す る 抗 体 は 、 ヒ ト に お い て は

、 活 性 化 さ れ た IPCに 対 し て 特 異 的 に 作 用 す る 。 し た が っ て 、 ヒ ト IPCは 本 発 明 の IPCと し

て 特 に 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 BST2あ る い は そ の ホ モ ロ グ に 対 す る 抗 体 が 、 IPCの 活 性 を 抑 制 す る こ と

を 明 ら か に し た 。 そ し て 、 IPCの 活 性 抑 制 を 通 じ て 、 腎 炎 の 症 状 を 緩 和 し う る こ と を 確 認

し た 。 す な わ ち 本 発 明 者 ら は 、 IPCの 活 性 を 抑 制 す る 方 法 を 見 出 し 、 そ し て 実 際 に そ の 方

法 に よ っ て IPCの 活 性 を 抑 制 す る こ と に よ っ て 腎 炎 の 治 療 を 実 現 で き る こ と を 確 認 し た 。

こ れ ら の 知 見 に 基 づ い て 、 IPCの 機 能 の 抑 制 が 、 腎 炎 の 治 療 戦 略 と し て 有 用 で あ る こ と が

明 ら か に さ れ た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 そ の 他 、 BDCA-2に 対 す る 抗 体 (Dzionek, A. et al. J.Im munol. 165: 6037-6046, 2000.

)も 、 IPCの 機 能 を 抑 制 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る (Dzionek, A. et al. J. Exp. Med.

 194;1823-34. 2001.)。 し た が っ て 、 BDCA-2に 結 合 す る 抗 体 も 、 本 発 明 に お け る 「 IPC活

性 抑 制 物 質 」 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 BST2遺 伝 子 は 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 定 義 さ れ

る ヒ ト 由 来 の 蛋 白 質 で あ る 。 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の

塩 基 配 列 か ら な る cD N Aに よ っ て コ ー ド さ れ て い る 。 ヒ ト BST2の cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ と 、 モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て の 報 告 が あ る (Ishikawa J. et al. Genomics 26:527, 1995; G

enBank Acc#.D28137)。 BST2は 、 プ レ B細 胞 増 殖 支 持 能 を 有 す る 膜 蛋 白 質 で あ る と さ れ た (

特 開 平 7-196694)。 BST2の ゲ ノ ム 遺 伝 子 と プ ロ モ ー タ ー に つ い て の 知 見 も 得 ら れ て い る (W O

99/43803)。 ま た 、 ヒ ト BST2は 、 ミ エ ロ ー マ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 抗 H M1.24

抗 体 が 認 識 し て い る 抗 原 で あ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る (Ohmoto T. et al. B.B.R.C 25

8: 583, 1999)。 抗 H M1.24抗 体 は 、 ヒ ト プ ラ ズ マ セ ル ラ イ ン を 免 疫 原 と し て 樹 立 さ れ た モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る (Goto T. et al. Blood 84:1992, 1994)。 そ の 後 ミ エ ロ ー マ を 特

異 的 に 認 識 す る こ と が 明 ら か に さ れ 、 ミ エ ロ ー マ の 治 療 を 目 的 と し て ヒ ト 化 抗 体 が 作 成 さ

れ た (Ozaki S. et al. Blood 93: 3922, 1999; ： W O98/14580)。 ヒ ト 化 抗 H M1.24抗 体 は 、

造 血 組 織 の 癌 に 対 す る 治 療 効 果 を 有 し て い る (W O02/064159)。 現 在 は そ の 実 用 化 を 目 指 し

て 臨 床 試 験 が 進 め ら れ て い る 。 以 上 の よ う に ヒ ト BST2は 、 造 血 器 系 の 腫 瘍 に お け る マ ー カ

ー と し て 利 用 さ れ て い る 。 ま た 、 ヒ ト BST2に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 、 Ｔ 細 胞 や Ｂ 細 胞 の

活 性 化 を 抑 制 し 、 自 己 免 疫 疾 患 な ど の 治 療 薬 と な り う る こ と が 示 唆 さ れ て い る （ 特 開 平 10

-298106） 。 し か し 現 在 の と こ ろ BST2を 認 識 す る 抗 体 と IPCの 関 連 を 示 唆 す る 報 告 は 無 い 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 発 明 に お い て 、 BST2は そ の ホ モ ロ グ を 含 む 。 BST2の ホ モ ロ グ と は 、 配 列 番 号 ： ２ に 記

載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 と 定 義 す る こ と が で き る 。 こ の

よ う な 蛋 白 質 は 、 天 然 に 存 在 す る 蛋 白 質 を 含 む 。 一 般 に 真 核 生 物 の 遺 伝 子 は 、 IFN遺 伝 子

等 で 知 ら れ て い る よ う に 、 多 型 現 象 (polymorphism)を 有 す る 。 こ の 多 型 現 象 に よ っ て 生 じ

た 塩 基 配 列 の 変 化 に よ っ て 、 １ ま た は 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 お よ び ／

ま た は 付 加 さ れ る 場 合 が あ る 。 こ の よ う に ヒ ト に 由 来 す る 蛋 白 質 で あ っ て 、 か つ 配 列 番 号

： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、

お よ び ／ ま た は 付 加 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な

る 蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 は 、 本 発 明 の BST2ホ モ ロ グ に 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 具 体 的 に は 、 た と え ば BST2の ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト 、 あ る い は 遺 伝 子 多 型 に よ っ て
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生 じ る 変 異 体 は 、 BST2ホ モ ロ グ に 含 ま れ る 。 た と え ば 本 発 明 者 ら は 、 配 列 番 号 ： １ の 塩 基

配 列 か ら な る cD N Aに 対 す る ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト の 存 在 を 明 ら か に し た 。 こ の ス プ ラ

イ シ ン グ バ リ ア ン ト は 、 配 列 番 号 ： ３ ま た は 配 列 番 号 ： ５ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な り 、 配 列

番 号 ： ４ ま た は 配 列 番 号 ： ６ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 あ る い は 多 型 現 象 に よ っ て 塩 基 配 列 に 変 化 は あ っ て も 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 わ ら な い 場 合

も あ る 。 こ の よ う な 塩 基 配 列 の 変 異 は 、 サ イ レ ン ト 変 異 と 呼 ば れ る 。 サ イ レ ン ト 変 異 を 有

す る 塩 基 配 列 か ら な る 遺 伝 子 も 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 な お こ こ で 言 う 多 型 現 象 と は 、 集 団

内 に お い て 、 あ る 遺 伝 子 が 個 体 間 で 異 な る 塩 基 配 列 を 有 す る こ と を 言 う 。 一 般 に 、 遺 伝 学

的 に は 多 型 と 変 異 は 遺 伝 子 型 の 分 布 率 に よ っ て 定 義 さ れ て い る 。 し か し こ こ で 言 う 多 型 は

、 異 な る 塩 基 配 列 が 見 出 さ れ る 割 合 （ 分 布 率 ） と は 無 関 係 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 BST2の ホ モ ロ グ は 、 ヒ ト 以 外 の 種 に お け る 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 を 含 む 。 BST2と 機 能 的

に 同 等 な 蛋 白 質 は 、 た と え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 利 用 し て 同 定 す る こ と が で き る 。

す な わ ち 、 配 列 番 号 ： １ に 示 す よ う な BST2を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は そ の

断 片 を プ ロ ー ブ と し 、 こ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す

る の で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 実 施 す れ ば 、 塩 基 配

列 と し て は 相 同 性 の 高 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 選 択 さ れ 、 そ の 結 果 と し て 単 離 さ れ る 蛋 白 質

に は BST2と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 可 能 性 が 高 ま る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 BST2の マ ウ ス に お け る ホ モ ロ グ に 対 す る 抗 体 が 、 ヒ ト に お け る 抗 体 と 同

様 に マ ウ ス IPCの 活 性 を 抑 制 す る こ と を 確 認 し た 。 マ ウ ス BST2は 、 配 列 番 号 ： ９ に 記 載 の

塩 基 配 列 を 有 し 配 列 番 号 ： １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い た 。 更 に 本 発 明 者 ら

は 、 BST2の ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト で あ る BST2Hに つ い て も 同 様 に 、 マ ウ ス に お け る ホ

モ ロ グ の 存 在 を 確 認 し た 。 マ ウ ス BST2Hの 塩 基 配 列 は 配 列 番 号 ： ７ に 、 こ の 塩 基 配 列 に よ

っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ８ に 示 し た 。 マ ウ ス の BST2Hに 対 す る 抗 体 も

、 IPCの 活 性 を 抑 制 す る こ と が 確 認 さ れ た 。

　 本 発 明 に お い て 明 ら か に さ れ た ヒ ト と マ ウ ス の BST2と そ の ホ モ ロ グ の 塩 基 配 列 情 報 、 お

よ び ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 を 以 下 に ま と め た 。

　 　 　 　 　 　 　 　 　 塩 基 配 列 　 　 　 ア ミ ノ 酸 配 列 　 　 ア ミ ノ 酸 配 列 の 長 さ

　 　 ヒ ト BST2D　 　 配 列 番 号 ： １ 　 　 配 列 番 号 ： ２ 　 　 　 （ １ ８ ０ ）

　 　 ヒ ト BST2H　 　 配 列 番 号 ： ３ 　 　 配 列 番 号 ： ４ 　 　 　 （ １ ５ ８ ）

　 　 ヒ ト BST2HS　 配 列 番 号 ： ５ 　 　 配 列 番 号 ： ６ 　 　 　 （ １ ０ ０ ）

　 マ ウ ス BST2H　 　 配 列 番 号 ： ７ 　 　 配 列 番 号 ： ８ 　 　 　 （ １ ７ ８ ）

　 マ ウ ス BST2D　 　 配 列 番 号 ： ９ 　 　 配 列 番 号 ： １ ０ 　 　 （ １ ７ ２ ）

　 マ ウ ス BST2HS　 配 列 番 号 ： １ ８ 　 配 列 番 号 ： １ ９ 　 　 （ １ ０ ５ ）

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 な お ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 具 体 的 に は 例 え ば 6× SSC、 40%ホ ル ム ア ミ ド 、 25℃

で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 1× SSC、 55℃ で の 洗 浄 と い っ た 条 件 を 示 す こ と が で き る

。 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 塩 濃 度 、 ホ ル ム ア ミ ド の 濃 度 、 あ る い は 温 度 と い っ た 条 件 に 左

右 さ れ る 。 当 業 者 は 、 こ れ ら の 条 件 を 必 要 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 得 ら れ る よ う に 適 宜 調

節 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 た と え ば ヒ ト 以 外 の 動 物 種 に お け る

BST2の ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 単 離 が 可 能 で あ る 。 ヒ ト 以 外 の 動 物 種 、

す な わ ち マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 あ る い は ヤ ギ 等 の 動 物 種 か ら 得 る こ と が で き る

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が コ ー ド す る BST2の ホ モ ロ グ は 、 本 発 明 に お け る 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質

を 構 成 す る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 等 を 利 用 し て 単 離 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が コ ー ド す る 蛋
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白 質 は 、 通 常 、 ヒ ト BST2D（ 配 列 番 号 ： ２ ） と ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 高 い 相 同 性 を 有 す る

。 高 い 相 同 性 と は 、 少 な く と も 30％ 以 上 、 好 ま し く は 50％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 80％ 以

上 （ 例 え ば 、 95％ 以 上 、 あ る い は 98％ 、 更 に は 99％ 以 上 ） の 配 列 の 同 一 性 を 指 す 。 塩 基 配

列 や ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 は 、 イ ン タ ー ネ ッ ト を 利 用 し た ホ モ ロ ジ ー 検 索 サ イ ト を 利 用 し

て 調 べ る こ と が で き る ［ 例 え ば 日 本 D N Aデ ー タ バ ン ク （ D DBJ） に お い て 、 FASTA、 BLAST、 P

SI-BLAST、 お よ び SSEARCH 等 の 相 同 性 検 索 が 利 用 で き る ［ 例 え ば 日 本 D N Aデ ー タ バ ン ク （

D DBJ） の ウ ェ ブ サ イ ト の 相 同 性 検 索 （ Search and Analysis） の ペ ー ジ ; http://w w w.ddb

j.nig.ac.jp/E-mail/homology-j.html］ 。 ま た 、 National Center for Biotechnology In

formation (NCBI) に お い て 、 BLASTを 用 い た 検 索 を 行 う こ と が で き る （ 例 え ば NCBIの ホ ー

ム ペ ー ジ の ウ ェ ブ サ イ ト の BLASTの ペ ー ジ ; http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/; Altsc

hul, S.F. et al. , J. Mol. Biol. , 1990, 215(3):403-10; Altschul, S.F. & Gish, W.,

 Meth. Enzymol. , 1996, 266:460-480; Altschul, S.F. et al. , Nucleic Acids Res., 1

997, 25:3389-3402） ］ 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 例 え ば Advanced BLAST 2.1に お け る ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 の 算 出 は 、 プ ロ グ ラ ム に bla

stpを 用 い 、 Expect値 を 10、 Filterは 全 て OFFに し て 、 Matrixに BLOSU M62を 用 い 、 Gap exis

tence cost、 Per residue gap cost、 お よ び Lambda ratioを そ れ ぞ れ 11、 1、 0.85（ デ

フ ォ ル ト 値 ） に 設 定 し て 検 索 を 行 い 、 同 一 性 （ identity） の 値 （ %） を 得 る こ と が で き る

（ Karlin, S. and S. F. Altschul (1990) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 87:2264-68; Ka

rlin, S. and S. F. Altschul (1993) Proc. Natl . Acad. Sci. USA 90:5873-7） 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 更 に 既 に 構 造 が 明 ら か に さ れ て い る cD N A、 あ る い は ゲ ノ ム D N Aの 塩 基 配 列 情 報 の 検 索 に

よ っ て 、 他 の 種 に お け る BST2ホ モ ロ グ を 見 出 す こ と も で き る 。 す な わ ち 、 公 知 の 塩 基 配 列

情 報 あ る い は ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 を 蓄 積 し た デ ー タ ベ ー ス を 対 象 と し て 、 ヒ ト BST2の 塩 基 配

列 情 報 お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 を ク エ リ ー と す る 相 同 性 検 索 に よ っ て 、 類 似 の 配

列 情 報 が 検 索 さ れ る 。 も し も 他 の 種 に 由 来 す る 相 同 性 の 高 い 既 知 の 遺 伝 子 並 び に 蛋 白 質 が

デ ー タ ベ ー ス 中 に 存 在 す れ ば 、 相 同 性 検 索 に よ っ て 、 そ れ を 見 出 す こ と が で き る 。 遺 伝 子

の 全 長 が 同 定 さ れ て い な く て も 、 ESTな ど の 断 片 配 列 情 報 が 得 ら れ れ ば 、 イ ン シ リ コ ク ロ

ー ニ ン グ に よ っ て 、 遺 伝 子 の 全 長 配 列 を 構 成 で き る 場 合 も あ る 。 こ う し て 明 ら か に さ れ た

他 の 種 に 由 来 す る ホ モ ロ グ に つ い て 、 実 際 に 当 該 動 物 種 の IPCに お け る 発 現 が 確 認 で き れ

ば 、 本 発 明 に お け る BST2の ホ モ ロ グ と し て 利 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 発 明 に 用 い る BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か ま た は 両 方 を 認 識 す る 抗 体 は 、 BST2

お よ び そ の ホ モ ロ グ 、 あ る い は そ れ ら の 断 片 を 免 疫 原 と し て 調 製 す る こ と が で き る 。 本 発

明 に お け る 抗 体 は 、 任 意 の ク ラ ス で あ っ て よ い 。 ま た 抗 体 が 由 来 す る 生 物 種 も 限 定 さ れ な

い 。 更 に 、 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 断 片 を 抗 体 と し て 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば Ig

Gの 酵 素 的 な 消 化 に よ っ て 生 成 さ れ る 、 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 断 片 も 、 本 発 明 に お け る

抗 体 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 パ パ イ ン あ る い は ペ プ シ ン に よ る 消 化 に

よ っ て 、 Fabあ る い は F(ab')2な ど の 抗 体 断 片 を 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体 断 片 は 、

抗 原 と の 結 合 親 和 性 を 有 す る 抗 体 分 子 と し て 利 用 し う る こ と は 周 知 で あ る 。 あ る い は 、 必

要 な 抗 原 結 合 活 性 を 維 持 し て い る 限 り 、 遺 伝 子 組 み 換 え に よ っ て 構 築 さ れ た 抗 体 を 用 い る

こ と も で き る 。 遺 伝 子 組 み 換 え に よ っ て 構 築 さ れ た 抗 体 と は 、 た と え ば キ メ ラ 抗 体 、 CDR

移 植 抗 体 、 あ る い は シ ン グ ル チ ェ イ ン Fv等 を 示 す こ と が で き る 。 任 意 の 免 疫 原 を 利 用 し て

こ れ ら の 抗 体 を 得 る 方 法 は 公 知 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 発 明 に お い て 、 抗 体 は 、 必 要 に 応 じ て 修 飾 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 BST2

ま た は そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か ま た は 両 方 を 認 識 す る 抗 体 は 、 IPCの 細 胞 数 を 抑 制 す る 作

用 を 有 す る 。 す な わ ち 、 抗 体 そ の も の が IPCに 対 す る 細 胞 傷 害 性 を 有 し て い る と 考 え ら れ

た 。 強 い エ フ ェ ク タ ー 作 用 を 示 す 抗 体 の サ ブ ク ラ ス は 公 知 で あ る 。 あ る い は 、 抗 体 を 細 胞

傷 害 物 質 (cytotoxic agent)に よ っ て 修 飾 す る こ と に よ っ て 、 IPCの 活 性 抑 制 効 果 を 更 に 増
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強 す る こ と が で き る 。 細 胞 傷 害 物 質 と し て は 、 以 下 の よ う な 物 質 を 示 す こ と が で き る 。

　 ト キ シ ン 類 ： 緑 膿 菌 毒 素 (Pseudomonas Endotoxin; PE)、 ジ フ テ リ ア ト キ シ ン 、 リ シ ン

　 放 射 性 同 位 元 素 ： Tc
9 9 m

、 Sr
8 9
、 I

1 3 1
、 Y

9 0

　 抗 癌 剤 ： カ リ キ ア マ イ シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 パ ク リ タ キ セ ル

　 蛋 白 質 か ら な る ト キ シ ン 類 は 、 ２ 官 能 性 試 薬 に よ っ て 抗 体 あ る い は そ の 断 片 な ど に 結 合

す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に ト キ シ ン 類 を コ ー ド す る 遺 伝 子

を 接 合 し 、 両 者 の 融 合 蛋 白 質 を 得 る こ と も で き る 。 放 射 性 同 位 元 素 を 抗 体 に 結 合 す る 方 法

も 公 知 で あ る 。 た と え ば 、 キ レ ー ト 剤 を 利 用 し て 、 抗 体 を 放 射 性 同 位 元 素 で 標 識 す る 方 法

が 公 知 で あ る 。 更 に 抗 癌 剤 は 、 糖 鎖 あ る い は ２ 官 能 性 試 薬 な ど の 利 用 に よ り 、 抗 体 に 結 合

す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 抗 体 は 、 人 為 的 に 構 造 を 改 変 さ れ た 抗 体 で あ っ て も 良 い 。 た

と え ば 、 抗 体 の 細 胞 傷 害 作 用 や 安 定 性 を 改 善 す る た め の 様 々 な 修 飾 方 法 が 公 知 で あ る 。 具

体 的 に は 、 重 鎖 の 糖 鎖 が 改 変 さ れ た イ ム ノ グ ロ ブ リ ン が 知 ら れ て い る (Shinkawa, T. et a

l. J. Biol. Chem.278:3466-3473. 2003.)。 糖 鎖 の 改 変 に よ っ て 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の A D

CC（ 抗 体 依 存 性 の 細 胞 傷 害 ;Antibody Dependent Cell-mediated Cytotoxicity） 活 性 が 増

強 さ れ た 。 あ る い は 、 Fc領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 さ れ た イ ム ノ グ ロ ブ リ ン も 公 知 で あ る

。 す な わ ち 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の Fc受 容 体 と の 結 合 活 性 を 人 為 的 に 高 め る こ と に よ っ て 、

A DCC活 性 が 増 強 さ れ た (Shield,RL.et al. J.Biol.Chem. 276;6591-6604, 2001.)。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 ま た 、 Fc受 容 体 に 結 合 し た IgGは 、 細 胞 内 に い っ た ん 取 り 込 ま れ る 。 そ の 後 、 エ ン ド ソ

ー ム に 発 現 し た Fc受 容 体 と 結 合 し て 、 再 び 血 中 に 放 出 さ れ る 現 象 が 明 ら か に さ れ て い る 。

Fc受 容 体 と の 結 合 活 性 が 高 い IgGは 、 細 胞 に 取 り 込 ま れ た 後 に 再 び 血 中 に 放 出 さ れ る 可 能

性 が 高 ま る 。 そ の 結 果 、 IgGの 血 中 に お け る 滞 留 期 間 が 延 長 さ れ る (Hinton,PR. et al. J

Biol Chem. 279:6213-6216. 2004)。 そ の 他 、 Fc領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 改 変 は 、 CDC（ 補 体

依 存 性 の 細 胞 傷 害 作 用 ;Complement Dependent Cytotoxicity） 活 性 の 変 化 を も た ら す と も

言 わ れ て い る 。 こ れ ら の 改 変 を 施 し た 抗 体 を 本 発 明 に お け る 抗 体 と し て 用 い る こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 た と え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 抗 体 産 生 細 胞 か ら

採 取 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 用 い る こ と が で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 細 胞 は 、

た と え ば BST2ま た は そ の ホ モ ロ グ 、 そ の 断 片 、 あ る い は そ れ ら を 産 生 す る 細 胞 ま た は そ の

細 胞 膜 分 画 を 免 疫 原 と し て 免 疫 動 物 に 投 与 し 、 そ の 抗 体 産 生 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と

に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 に 用 い る 抗 体 は 、 た と え ば 次 の

工 程 を 含 む 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。

(1)BST2ま た は そ の ホ モ ロ グ を 免 疫 原 と し て 免 疫 動 物 に 投 与 す る 工 程

(2)(1)の 免 疫 動 物 の 抗 体 産 生 細 胞 か ら 、 BST2を 認 識 す る 抗 体 を 産 生 す る 抗 体 産 生 細 胞 を 選

択 す る 工 程 、

(3)(2)で 選 択 さ れ た 抗 体 産 生 細 胞 を 培 養 す る か 、 ま た は 当 該 抗 体 産 生 細 胞 が 産 生 す る 抗 体

を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 単 離 し 、 こ の 遺 伝 子 を 発 現 可 能 に 保 持 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 、 お

よ び

(4)(3)の 培 養 物 か ら イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 を 抑 制 す る 抗 体 を 回 収 す る 工 程 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 一 般 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 に お い て は 、 免 疫 細 胞 と 腫 瘍 細 胞 と の 細 胞 融 合

に よ っ て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ が 抗 体 産 生 細 胞 と し て 利 用 さ れ る 。 本 発 明 に お け る 免 疫

原 に は 、 BST2ま た は そ の ホ モ ロ グ 、 あ る い は そ の 断 片 を 用 い る こ と が で き る 。 免 疫 原 は 、

そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 で 形 質 転 換 し た 細 胞 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 更 に 、 BST2ま た

は そ の ホ モ ロ グ を 発 現 し て い る 細 胞 を 免 疫 原 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 細

胞 と し て は 、 具 体 的 に は 以 下 の よ う な 細 胞 を 示 す こ と が で き る 。 こ れ ら の 細 胞 の 細 胞 膜 分

画 を 免 疫 原 と す る こ と も で き る 。
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－ 生 体 か ら 採 取 さ れ た IPC

－ 造 血 幹 細 胞 な ど か ら 分 化 誘 導 さ れ た IPC

－ 外 来 性 の BST2ま た は そ の ホ モ ロ グ 遺 伝 子 を 発 現 可 能 に 保 持 す る 細 胞

　 生 体 か ら IPCを 採 取 す る た め に は 、 た と え ば 先 に 述 べ た よ う な 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 発 現

プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ い て 、 目 的 と す る 細 胞 を 採 取 す れ ば よ い 。 複 数 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー を

指 標 と し て 特 定 の 細 胞 を 集 め る た め の 方 法 は 公 知 で あ る 。 た と え ば 免 疫 染 色 と セ ル ソ ー タ

ー を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 目 的 と す る 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に 適 合 す る 細 胞 を 容 易 に 分 取 す

る こ と が で き る 。 た と え ば ヒ ト の IPCは 、 BDCA-2陽 性 細 胞 を 選 択 す る こ と に よ り 、 IPCが 濃

縮 さ れ る 。 ヒ ト か ら 採 取 さ れ た IPCは 、 必 要 に 応 じ て 活 性 化 さ れ た 後 に 免 疫 原 と し て 利 用

さ れ る 。

　 IPCは 、 生 体 の 末 梢 血 あ る い は 造 血 組 織 以 外 に 、 培 養 細 胞 と し て 得 る こ と も で き る 。 た

と え ば ヒ ト お よ び マ ウ ス の 造 血 幹 細 胞 を 培 養 し 、 IPCに 分 化 さ せ る こ と に よ っ て 大 量 に 得

る こ と が で き る 。 ヒ ト お よ び マ ウ ス 造 血 幹 細 胞 を in vitroで IPCに 分 化 さ せ る た め の 条 件

は 公 知 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 た と え ば 、 in vitroに お け る 造 血 幹 細 胞 か ら の ヒ ト (Blom, B. et al.J.Exp.Med. 192:

1785-1796, 2000.; Chen, W. et al. Blood 103: 2547-2553, 2004.)、 お よ び マ ウ ス (Gil

liert et al 2002, J. Exp. Med. 958-953)の IPCの 誘 導 が 報 告 さ れ て い る 。 あ る い は in v

ivoで の マ ウ ス IPCの 誘 導 も 公 知 で あ る (Bjorck ら の Blood 2001, 3520-3526)。 た だ し 、 こ

れ ら の 方 法 に よ っ て 誘 導 さ れ た IPCを 免 疫 原 に 用 い た 報 告 は 無 い 。 し か し 本 発 明 者 ら は 、 i

n vitroで 分 化 さ せ た IPCが 、 IPCを 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る た め の 免 疫 原 と し

て 有 利 で あ る こ と を 見 出 し た 。 特 に 、 こ の 免 疫 原 の 使 用 に よ っ て 、 マ ウ ス IPCの IFN産 生 能

を 調 節 し う る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 得 ら れ る こ と は 、 ま っ た く 予 想 さ れ な か っ た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 具 体 的 に は 、 造 血 幹 細 胞 を 含 む 細 胞 集 団 を IPC誘 導 剤 の 存 在 下 で 培 養 す る こ と に よ り 、 I

PCへ の 分 化 が 誘 導 さ れ る 。 造 血 幹 細 胞 を 含 む 細 胞 集 団 と し て は 、 た と え ば 骨 髄 細 胞 を 用 い

る こ と が で き る 。 ま た IPC誘 導 剤 に は 、 FLT-3リ ガ ン ド 、 あ る い は FLT-3リ ガ ン ド と ト ロ ン

ボ ポ エ チ ン (TPO)の 組 み 合 わ せ を 用 い る こ と が で き る 。 培 地 中 の FLT-3リ ガ ン ド の 濃 度 は 、

通 常 １ ～ １ ０ ０ ng/mLと す る こ と が で き る 。 そ の 他 の 培 養 条 件 は 、 一 般 的 な 血 液 細 胞 の 培

養 条 件 を 応 用 す れ ば よ い 。 す な わ ち 基 礎 培 地 と し て は 、 RPMI1640等 を 用 い 、 更 に 10%程 度

の 牛 胎 児 血 清 を 加 え る こ と が で き る 。 あ る い は ヒ ト IPCの 誘 導 に お い て は 、 Yssel 's Mediu

mが 用 い ら れ た 。 in vitroに お け る IPCへ の 分 化 は 、 ヒ ト で は 、 た と え ば ２ ５ 日 前 後 に ピ ー

ク を 迎 え る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 培 養 さ れ た 造 血 幹 細 胞 か ら 、 IPCに 分 化 し た 細 胞 を 取 得 す れ ば 、 免 疫 原 の た め の IPCを 得

る こ と が で き る 。 実 際 に は 、 い く つ か の 細 胞 表 面 マ ー カ ー を 利 用 し て 、 IPCに 特 徴 的 な 細

胞 表 面 抗 原 を 有 す る 細 胞 を 分 取 す る 。 す な わ ち 、 た と え ば BDCA-2陽 性 細 胞 を ヒ ト IPCと し

て 取 得 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 CD11c陽 性 、 CD11b陰 性 、 お よ び B220陽 性 の 細 胞 分 画

を セ ル ソ ー タ ー で 分 取 し マ ウ ス IPCを 得 る こ と が で き る 。

　 あ る い は 、 既 に IPC特 異 的 で あ る こ と が 明 ら か な 抗 体 を 利 用 し て 、 当 該 抗 体 陽 性 の 細 胞

を IPCと し て 分 取 す る こ と も で き る 。 本 発 明 者 ら が 樹 立 し た 、 マ ウ ス IPC特 異 抗 原 を 認 識 す

る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 2E6(W O 2004/013325, FER M-BP-8445)が 産 生 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 を 、 マ ウ ス IPCの 分 取 に 利 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 IPCは 、 末 梢 血 か ら 分 取 す る こ と も で き る 。 し か し 先 に 述 べ た よ う に IPCの 末 梢 血 に お け

る ポ ピ ュ レ ー シ ョ ン は 極 め て 低 い の で 、 末 梢 血 か ら IPCを 採 集 す る に は 多 量 の 血 液 が 必 要

と な る 。 し た が っ て 、 免 疫 原 と す る IPCに は 、 造 血 幹 細 胞 か ら 分 化 さ せ た 細 胞 を 利 用 す る

の が 有 利 で あ る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 本 発 明 に 用 い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 に お い て は 、 IPCの み な ら ず 、 配 列 番 号 ： ２
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、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 配 列 番 号 に 記

載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 蛋 白 質 、 ま た は そ の 断 片 を 免 疫 原 と し て 利 用 す る こ と も で き る 。

本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ か ら

な る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 配 列 番 号 に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 蛋 白 質 を 抗 原 と し

て 認 識 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 蛋 白 質 を 免 疫 原 と し て 用 い

る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か

の 配 列 番 号 に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 蛋 白 質 は 、 組 み 換 え 体 と し て 得 る こ と が で き る 。

た と え ば 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド

し て い る 。 ま た 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 の 塩 基 配 列 は 配 列 番 号 ： ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ

ー ド し て い る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 塩 基 配 列 か ら な る D N Aを 適 当 な 宿 主 － ベ ク タ ー を 使

っ て 発 現 さ せ れ ば 、 目 的 と す る 蛋 白 質 を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 あ る い は 、 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ

る い ず れ か の 配 列 番 号 に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ た 連 続 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な

る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 免 疫 原 と す る こ と も で き る 。 免 疫 原 と し て 選 択 す べ き ア ミ ノ 酸 配 列 は

、 た と え ば ５ － ５ ０ 、 好 ま し く は ７ － ２ ０ 程 度 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 任 意 の ア ミ ノ 酸 配 列

を 有 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 得 る 方 法 は 公 知 で あ る 。 た と え ば 、 化 学 的 に ア ミ ノ 酸 を 結 合 さ

せ て 、 目 的 と す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。 あ る い は 、

上 記 組 み 換 え 体 と し て 得 ら れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 を 切 断 す る こ と に よ っ て

、 所 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 断 片 を 得 る こ と も で き る 。 得 ら れ た オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 適

当 な キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 と 結 合 す る こ と に よ っ て 、 よ り 免 疫 原 性 を 高 め る こ と が で き る 。 キ

ャ リ ア ー 蛋 白 質 に は 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン や ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン な ど が 用

い ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 配 列 番 号 ： ２ と 、 配 列 番 号 ： ４ お よ び 配 列 番 号 ： ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 大 部 分 は 一 致 し て

い る 。 し た が っ て 、 共 通 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 利 用 す る こ と に よ

っ て 、 こ れ ら の 蛋 白 質 の 全 て を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 ま た ３

種 類 の 蛋 白 質 の そ れ ぞ れ に つ い て 、 ２ 種 類 が 共 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 利 用 す る こ と に よ っ

て 、 特 定 の ２ つ の 蛋 白 質 を 、 他 の １ つ と 識 別 す る こ と が で き る 。 あ る い は 各 ア ミ ノ 酸 配 列

に 固 有 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 各 蛋 白 質 を 特 異 的 に 識 別 す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 を 取 得 す る こ と も で き る 。 た と え ば 、 配 列 番 号 ： ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い

て 、 N末 端 か ら １ ３ ９ ～ １ ５ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ４ に 固 有 の ア ミ ノ 酸 配 列 で

あ る 。 同 様 に 、 配 列 番 号 ： ６ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て は 、 N末 端 か ら ９ ６ ～ １ ０ ０

の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ： ６ に 固 有 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 続 い て 免 疫 原 を 、 適 当 な 免 疫 動 物 に 免 疫 す る 。 IPCは 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と と も に 免 疫

動 物 へ 投 与 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号

： ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 配 列 番 号 に 記 載 の 蛋 白 質 、 若 し く は そ の 部 分 ア

ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド を 、 ア ジ ュ バ ン ト と と も に 免 疫 動 物 に 投 与 す る こ と が で き る

。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 更 に 、 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る い

ず れ か の 配 列 番 号 に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る D N Aを 発 現 可 能 に 保 持 し た 形 質 転 換

細 胞 を 免 疫 原 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 お よ

び 配 列 番 号 ： ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 配 列 番 号 に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド

領 域 を 構 成 す る 塩 基 配 列 を 含 む D N Aは 、 上 記 D N Aと し て 好 ま し い 。 こ れ ら の D N Aを 適 当 な 発

現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す れ ば 免 疫 原 と し て 有 用 な 形 質 転 換 細 胞 を 得

る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ６ ７ 】

　 免 疫 原 と す る た め の 宿 主 細 胞 は 、 免 疫 動 物 と 同 じ 種 に 由 来 す る 細 胞 と す る こ と が で き る

。 同 種 の 細 胞 を 用 い る こ と に よ り 、 外 来 性 の 蛋 白 質 に 対 す る 特 異 的 な 免 疫 応 答 を 誘 導 す る

こ と が で き る 。 た と え ば 、 免 疫 動 物 に ラ ッ ト を 用 い る の で あ れ ば 、 ラ ッ ト に 由 来 す る 宿 主

細 胞 を 用 い る の が 有 利 で あ る 。 上 記 蛋 白 質 を 含 む 形 質 転 換 細 胞 の 分 画 を 免 疫 原 と し て 用 い

る こ と も で き る 。 実 施 例 に 示 し た よ う に 、 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号

： ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 配 列 番 号 に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に は 、 膜 貫 通 ド

メ イ ン が 見 ら れ た （ 図 ８ の 膜 貫 通 領 域 ;transmembrane region） 。 し た が っ て 、 こ れ ら の

ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 は 、 細 胞 膜 に 発 現 す る 可 能 性 が あ る 。 実 際 に COS細 胞 に 発 現

さ せ た 場 合 に は 、 配 列 番 号 ： ８ お よ び 配 列 番 号 ： １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白

質 は 、 形 質 転 換 体 培 養 物 の 沈 殿 分 画 に お い て よ り 多 く の 蛋 白 質 が 検 出 さ れ た 。 し た が っ て

、 上 記 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 の 、 細 胞 膜 分 画 を 免 疫 原 と し て 利 用 で き る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 本 発 明 に お け る 免 疫 動 物 は 、 IPCを 異 物 と 認 識 す る あ ら ゆ る 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 を 利 用 す る

こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る た め に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ と す る た め の 融 合 パ

ー ト ナ ー の 入 手 が 容 易 な 動 物 が 有 利 で あ る 。 た と え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ラ ビ ッ ト 、 ウ シ

、 ヤ ギ な ど の 細 胞 に 由 来 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 樹 立 が 確 立 さ れ て い る 。 こ れ ら の 免 疫 動 物

を 、 本 発 明 に 用 い る こ と が で き る 。 一 方 ア ジ ュ バ ン ト に は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン

ト や フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 等 が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 免 疫 動 物 は 、 ３ ～ １ ０ 日 間 隔 で 複 数 回 免 疫 さ れ る 。 １ 回 の 免 疫 に 用 い ら れ る IPCの 数 は

、 任 意 で あ る 。 通 常 、 １ ０
３

～ １ ０
８

、 た と え ば １ ０
６

の IPCが 免 疫 さ れ る 。 ま た 蛋 白 質

や ペ プ チ ド に よ る 免 疫 に お い て は 、 一 般 に １ ～ １ ０ ０ μ gが 免 疫 さ れ る 。 複 数 回 の 免 疫 を

経 た 免 疫 動 物 か ら 免 疫 担 当 細 胞 を 回 収 し 、 目 的 と す る 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ

す る こ と に よ り 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 免 疫 担 当 細 胞 と は 、

免 疫 動 物 に お い て 抗 体 産 生 能 を 有 す る 細 胞 を 言 う 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 免 疫 担 当 細 胞 は 、 た と え ば ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。

免 疫 担 当 細 胞 は 、 １ つ の 細 胞 が １ 種 類 の 抗 体 を 産 生 し て い る 。 し た が っ て 、 １ つ の 細 胞 に

由 来 す る 細 胞 集 団 を 確 立 す る こ と （ す な わ ち ク ロ ー ニ ン グ ） が で き れ ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 と は 、 免 疫 担 当 細 胞 を 適 当 な 細 胞 株 と 融 合 さ

せ 、 不 死 化 す る (im mortalize)し た 後 に ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 を 言 う 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 法

に 有 用 な 多 く の 細 胞 株 が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 細 胞 株 は 、 リ ン パ 球 系 細 胞 の 不 死 化 効 率

に 優 れ 、 か つ 細 胞 融 合 に 成 功 し た 細 胞 の 選 択 に 必 要 な 各 種 の 遺 伝 マ ー カ ー を 有 し て い る 。

更 に 抗 体 産 生 細 胞 の 取 得 を 目 的 と す る 場 合 に は 、 抗 体 産 生 能 を 欠 落 し た 細 胞 株 を 用 い る こ

と も で き る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 た と え ば マ ウ ス ミ エ ロ ー マ P3x63Ag8.653(ATCC CRL-1580)は 、 マ ウ ス や ラ ッ ト の 細 胞 融

合 法 に 有 用 な 細 胞 株 と し て 広 く 用 い ら れ て い る 。 ヒ ト の IPCを 免 疫 原 に 用 い る の で あ れ ば

、 マ ウ ス や ラ ッ ト を 免 疫 動 物 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 一 方 、 後 に 述 べ る 実 施 例 に お

い て は 、 マ ウ ス の IPCを 免 疫 原 と し て い る の で 、 免 疫 動 物 は マ ウ ス 以 外 の 動 物 （ た と え ば

ラ ッ ト ） と な る 。 一 般 に ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 同 種 の 細 胞 の 融 合 に よ っ て 作 成 さ れ る が 、 近

縁 の 異 種 間 で の ヘ テ ロ ハ イ ブ リ ド ー マ か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 細 胞 融 合 の 具 体 的 な プ ロ ト コ ル は 公 知 で あ る 。 す な わ ち 、 免 疫 動 物 の 免 疫 担 当 細 胞 を 適

当 な 融 合 パ ー ト ナ ー と 混 合 し 、 細 胞 融 合 さ せ る 。 免 疫 担 当 細 胞 に は 、 脾 細 胞 や 末 梢 血 B細

胞 な ど が 用 い ら れ る 。 融 合 パ ー ト ナ ー と し て は 、 先 に 述 べ た 各 種 の 細 胞 株 を 利 用 す る こ と

が で き る 。 細 胞 融 合 に は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 法 や 、 電 気 融 合 法 が 用 い ら れ る 。

　 次 に 、 融 合 細 胞 が 有 す る 選 択 マ ー カ ー に 基 づ い て 、 細 胞 融 合 に 成 功 し た 細 胞 が 選 択 さ れ

る 。 た と え ば H AT感 受 性 の 細 胞 株 を 細 胞 融 合 に 用 い た 場 合 に は 、 H AT培 地 に お い て 成 育 す る
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細 胞 を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 融 合 に 成 功 し た 細 胞 が 選 択 さ れ る 。 更 に 選 択 さ れ た 細

胞 が 産 生 す る 抗 体 が 、 目 的 と す る 反 応 性 を 有 し て い る こ と を 確 認 す る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 各 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 抗 体 の 反 応 性 に 基 づ い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 す な わ ち 、 BS

T2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か ま た は 両 方 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ が

選 択 さ れ る 。 好 ま し く は 、 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 最 終 的 に 目

的 と す る 抗 体 の 産 生 が 確 認 さ れ た 場 合 に 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ

リ ド ー マ と し て 選 択 す る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 具 体 的 に は 、 た と え ば 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ か ら な る 群 か

ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 配 列 番 号 に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 や 、 そ の 部 分 ア ミ

ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド を 抗 原 と し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 抗 原 を 適 当 な

固 相 に 結 合 し 、 抗 原 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 免 疫 動 物 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 認

識 す る 標 識 抗 体 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 内 壁 に 抗 原 を 結 合 さ

せ 、 酵 素 標 識 抗 体 を 使 っ た ELISA法 を 利 用 す れ ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 迅 速 に ス ク リ ー

ニ ン グ す る こ と が で き る 。 抗 原 に 対 す る 結 合 活 性 が 確 認 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 必

要 に 応 じ て 実 際 に IPCの 活 性 に 与 え る 影 響 が 確 認 さ れ る 。 IPCに 対 す る 影 響 は 、 た と え ば 後

に 述 べ る よ う な 方 法 に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 こ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 を コ ー

ド す る cD N Aを 取 得 し 、 こ れ を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と に よ っ て 発 現 さ せ る こ と

が で き る 。 抗 体 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る cD N Aを 取 得 し 、 適 当 な 宿 主 細 胞 に 発 現 さ せ る 技 術

は 公 知 で あ る 。 ま た 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 可 変 領 域 を 、 定 常 領 域 と 結 合 さ せ る こ と に よ っ て

キ メ ラ 抗 体 と す る 手 法 も 公 知 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 更 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 結 合 活 性 を 他 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に 移 植 す る こ と も で

き る 。 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 可 変 領 域 は 、 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR)と 、 フ レ ー ム 領 域 で 構 成 さ

れ て い る 。 各 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 抗 原 結 合 特 性 は CDRに よ っ て 決 定 さ れ て お り 、 フ レ ー ム

は 抗 原 結 合 領 域 の 構 造 を 維 持 し て い る 。 CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 が き わ め て 多 様 性 に 富 む の に

対 し て 、 フ レ ー ム 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 高 度 に 保 存 さ れ て い る 。 CDRを 構 成 す る ア ミ ノ 酸

配 列 を 他 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 の フ レ ー ム 領 域 に 組 み 込 む こ と に よ っ て 、 抗 原 結 合 活 性

も 移 植 で き る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ の 方 法 を 利 用 し て 、 異 種 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン が 有 す

る 抗 原 結 合 特 性 を ヒ ト ・ イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に 移 植 す る 方 法 が 確 立 さ れ て い る 。 本 発 明 に お

い て 、 抗 原 結 合 領 域 と は 、 フ レ ー ム に 移 植 (graft)さ れ た CDRを 含 み う る 。 し た が っ て 、 あ

る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 「 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 断 片 」 と は 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CD

Rを 移 植 さ れ た 可 変 領 域 を 含 む ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 断 片 を 含 む 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 こ の よ う に し て 作 成 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は い ず れ も 本 発 明 に 利 用 す る こ と が で き

る 。 す な わ ち 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 を コ ー ド す る cD N Aに 由 来 す る ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ た 抗 原 結 合 領 域 を 含 む イ ム ノ グ ロ ブ リ ン か ら な る モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 、 あ る い は そ の 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 断 片 を 本 発 明 に 利 用 す る こ と が で き

る 。

　 本 発 明 に 利 用 す る こ と が で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 、

た と え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 3D3#7あ る い は 3G7#6を 示 す こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 3D3#

7お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ 3G7#6は 、 ２ ０ ０ ５ 年 ５ 月 ２ ７ 日 付 け で 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合

研 究 所 内 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 対 し て 、 受 託 番 号 FER M BP-10339お よ び 受 託 番 号 FER M BP

-10340と し て 寄 託 さ れ て い る 。 以 下 に 、 寄 託 を 特 定 す る 内 容 を 記 載 す る 。

　 (a)寄 託 機 関 の 名 称 ・ あ て 名

　 　 名 称 ： 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー

　 　 あ て 名 ： 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 １ 号 中 央 第 ６ （ 郵 便 番 号 305-8566）

10

20

30

40

50



(20) JP  WO2006/054748  A1  2006.5.26

　 (b)寄 託 日 ： ２ ０ ０ ５ 年 ５ 月 ２ ７ 日

　 (c)受 託 番 号 ： BP-10339 （ ハ イ ブ リ ド ー マ 3D3#7）

　 (c)受 託 番 号 ： BP-10340 （ ハ イ ブ リ ド ー マ 3G7#6）

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 本 発 明 に 利 用 す る た め の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 そ れ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養

し そ の 培 養 物 か ら 回 収 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 in vitroま た は in vivoで

培 養 す る こ と が で き る 。 in vitroに お い て は 、 RPMI1640な ど の 公 知 の 培 地 を 用 い て 、 ハ イ

ブ リ ド ー マ を 培 養 す る こ と が で き る 。 培 養 上 清 に は 当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ が 分 泌 し た イ ム ノ

グ ロ ブ リ ン が 蓄 積 さ れ る 。 し た が っ て 、 培 養 上 清 を 採 取 し 、 必 要 に 応 じ て 精 製 す る こ と に

よ り 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 培 地 に は 、 血 清 を 添 加 し な い 方

が 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 精 製 が 容 易 で あ る 。 し か し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の よ り 迅 速 な 増 殖 と

、 抗 体 産 生 の 促 進 を 目 的 と し て 、 １ ０ %程 度 の ウ シ 胎 児 血 清 を 培 地 に 加 え る こ と も で き る

。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 in vivoに お い て 培 養 す る こ と も で き る 。 具 体 的 に は 、 ヌ ー ド マ ウ

ス の 腹 腔 に ハ イ ブ リ ド ー マ を 接 種 す る こ と に よ り 、 腹 腔 内 で ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 す る こ

と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 腹 水 中 に 蓄 積 す る 。 し た が っ て 、 腹 水 を 採 取 し 、 必

要 に 応 じ て 精 製 す れ ば 、 必 要 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 得 ら れ た モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 目 的 に 応 じ て 適 宜 、 修 飾 、 あ る い は 加 工 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か ま た は 両 方 に 結 合 す る 抗 体 は 、 IPCに 接 触 さ せ る と

そ の 活 性 を 抑 制 す る 。 し た が っ て こ れ ら の 抗 体 を 、 本 発 明 に お け る IPCの 活 性 抑 制 剤 に 利

用 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 下 記 (a)-(c)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く

と も １ 種 類 の 成 分 を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 腎 炎 の 治 療 剤 を 提 供 す る 。 あ る い は 本 発 明 は 、

下 記 (a)-(c)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 類 の 成 分 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 腎

炎 の 治 療 方 法 に 関 す る 。 更 に 本 発 明 は 、 下 記 (a)-(c)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と

も １ 種 類 の 成 分 の 腎 炎 の 治 療 剤 の 製 造 に お け る 使 用 に 関 す る 。

　 (a)BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か ま た は 両 方 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は そ の 抗 原 結

合 領 域 を 含 む 断 片

　 (b)(a)の 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 を 移 植 し た イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 ま た は そ の 抗 原 結 合 領 域

を 含 む 断 片 、 お よ び

　 (c)(a)ま た は (b)に 記 載 の 成 分 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド

　 本 発 明 に お い て 、 IPCの 活 性 を 抑 制 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 配 列 番 号 ： ２ 、

配 列 番 号 ： ４ 、 お よ び 配 列 番 号 ： ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 配 列 番 号 に 記 載

の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 抗 体 が IPCの IFN産 生 活 性 の 抑 制 作 用 を 有 す る こ と は 次 の よ う に し て 確 認 す る こ と が で き

る 。 IPCは ウ イ ル ス の 刺 激 に よ っ て IFNを 大 量 に 産 生 す る 。 IPCに 対 す る ウ イ ル ス 刺 激 の 前

、 後 、 あ る い は ウ イ ル ス 刺 激 と 同 時 に 抗 体 を 与 え 、 抗 体 を 与 え な い IPCを 対 照 と し て 、 IFN

の 産 生 能 を 比 較 す る 。 IFN産 生 能 は 、 IPCの 培 養 上 清 中 に 含 ま れ る IFN-α や IFN-β を 測 定 す

る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 比 較 の 結 果 、 抗 体 の 添 加 に よ っ て 、 上 清 中 の IFN

の 量 が 有 意 に 低 下 す れ ば 、 試 験 さ れ た 抗 体 は 、 IFN産 生 能 を 抑 制 す る 作 用 を 有 す る こ と が

確 認 で き る 。 こ れ ら IFNの 測 定 方 法 は 公 知 で あ る 。 IPCは 、 生 体 に お け る IFNの 大 部 分 を 産

生 す る 細 胞 で あ る 。 し た が っ て 、 IPCの IFN産 生 能 の 抑 制 に よ っ て 、 生 体 の IFNの 産 生 状 態

を 調 節 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 本 発 明 に お い て 、 IPC活 性 に は IPCの 細 胞 数 の 維 持 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 本 発 明 に お け

る IPCの 活 性 の 抑 制 は 、 IPCの 細 胞 数 の 抑 制 を 含 む 。 IFN産 生 と 同 様 に 、 感 染 性 の ウ イ ル ス

な ど の 刺 激 に よ っ て IPCの 活 性 化 が 誘 導 さ れ る 。 活 性 化 さ れ た IPCの 細 胞 数 が 、 抗 体 の 存 在

下 で 抑 制 さ れ る こ と を 確 認 す れ ば 、 当 該 抗 体 が IPCの 活 性 を 抑 制 し て い る こ と が わ か る 。
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比 較 対 照 と し て は 、 IFN産 生 と 同 様 に 、 活 性 を 確 認 す べ き 抗 体 と 同 じ 動 物 種 に 由 来 す る 不

活 性 な イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 用 い る こ と が で き る 。 IPCの 細 胞 数 は 、 細 胞 の 計 数 に よ っ て 定

量 的 に 比 較 す る こ と が で き る 。 細 胞 数 は 、 FACSや 顕 微 鏡 に よ っ て 計 数 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 、 好 ま し い IPCの 活 性 抑 制 剤 は 、 IPCの 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 し 、 そ の 活 性

を 抑 制 す る 抗 体 で あ る 。 た と え ば BST2お よ び そ の ホ モ ロ グ の い ず れ か ま た は 両 方 を 認 識 す

る 抗 体 は 、 本 発 明 に お け る IPC活 性 抑 制 剤 と し て 好 ま し い 。 抗 体 を 、 そ の 抗 体 が 由 来 す る

生 物 種 と は 異 な る 宿 主 に 投 与 す る 場 合 に は 、 当 該 宿 主 に と っ て 異 物 と 認 識 さ れ に く い 形 に

加 工 す る の が 望 ま し い 。 た と え ば 、 次 の よ う な 分 子 に 加 工 す る こ と に よ り 、 イ ム ノ グ ロ ブ

リ ン を 異 物 と し て 認 識 さ れ に く く す る こ と が で き る 。 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 を 以 下 の よ う

に 加 工 す る 手 法 は 公 知 で あ る 。

－ 定 常 領 域 を 欠 失 し た 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 断 片 (Monoclonal Antibodies : Principles an

d Practice, third edition, Academic Press Limited. 1995; Antibody Engineering, A

 Practical Approach, IRL PRESS, 1996)

－ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 と 宿 主 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 と で 構 成 さ れ

る キ メ ラ 抗 体 (遺 伝 子 発 現 実 験 マ ニ ュ ア ル 　 講 談 社 　 1994年 　 （ 石 田 　 功 、 安 東 　 民 衛 　

編 ） )

－ 宿 主 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に お け る 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CDRに 置

換 し た CDR置 換 抗 体 (遺 伝 子 発 現 実 験 マ ニ ュ ア ル 　 講 談 社 　 1994年 　 （ 石 田 　 功 、 安 東 　 民

衛 　 編 ） )

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 あ る い は ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 を 組 み 込 ま れ た 非 ヒ ト 動 物 を 免 疫 動 物 と し て 用 い る こ と に よ り

、 非 ヒ ト 動 物 を 用 い な が ら 、 ヒ ト 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 た と え ば 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 を

組 み 込 ん だ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 、 ヒ ト 抗 体 を 製 造 す る た め の 免 疫 動 物 と し て 実 用

化 さ れ て い る (Ishida et al. , Cloning and Stem Cells, 4:85-95,2002)。 こ の よ う な 動

物 を 用 い る こ と に よ り 、 ヒ ト の BST2を 抗 原 と し て 、 BST2を 認 識 す る ヒ ト 抗 体 を 得 る こ と が

で き る 。 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト に 投 与 す る 抗 体 と し て 好 ま し い 抗 体 で あ る 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 あ る い は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 法 (McCafferty J. et al. , Nature 348:552-554,1990

; Kretzschmar T et.al . , Curr Opin Biotechnol. 2002 Dec;13(6):598-602.)に よ っ て 、

ヒ ト の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 遺 伝 子 を 取 得 す る こ と も で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー

法 に お い て は 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が フ ァ ー ジ 遺 伝 子 に 組

み 込 ま れ る 。 多 様 な イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を ソ ー ス と し て 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 作

成 す る こ と も で き る 。 フ ァ ー ジ は 自 身 を 構 成 す る 蛋 白 質 の 融 合 蛋 白 質 と し て 、 当 該 可 変 領

域 を 発 現 す る 。 フ ァ ー ジ に よ っ て 発 現 さ れ た フ ァ ー ジ 表 面 の 可 変 領 域 は 、 抗 原 と の 結 合 活

性 を 維 持 し て い る 。 し た が っ て 、 抗 原 あ る い は 抗 原 を 発 現 し た 細 胞 な ど に 結 合 す る フ ァ ー

ジ を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 目 的 と す る 結 合 活 性 を 有 す る 可

変 領 域 を 発 現 し た フ ァ ー ジ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 更 に 、 こ う し て 選 択 さ れ

た フ ァ ー ジ 粒 子 の 中 に は 、 目 的 と す る 結 合 活 性 を 有 す る 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 保

持 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 法 に お い て は 、 可 変 領 域 の 結 合 活 性 を 指

標 と し て 、 目 的 と す る 結 合 活 性 を 有 す る 可 変 領 域 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 を 取 得 す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 本 発 明 に よ る 腎 炎 の 治 療 剤 、 ま た は 治 療 方 法 に お い て 、 抗 体 、 ま た は そ の 少 な く と も 抗

原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 断 片 は 、 蛋 白 質 と し て 、 あ る い は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド と し て 、 投 与 す る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る に は 、 目 的 と す る 蛋 白 質

を 発 現 で き る よ う に 、 適 当 な プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 目 的 と す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド を 配 置 し た ベ ク タ ー を 利 用 す る の が 望 ま し い 。 ベ ク タ ー に は 、 エ ン ハ ン サ ー

や タ ー ミ ネ ー タ ー を 配 置 す る こ と も で き る 。 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 構 成 す る 重 鎖 と 軽 鎖 の 遺

伝 子 を 保 持 し 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 子 を 発 現 す る こ と が で き る ベ ク タ ー が 公 知 で あ る 。
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　 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る こ と が で き る ベ ク タ ー は 、 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 投 与

す る こ と が で き る 。 生 体 へ の 投 与 に あ た っ て は 、 生 体 へ の 投 与 に よ っ て 細 胞 に 感 染 さ せ る

こ と が で き る も の は そ の ま ま 投 与 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 い っ た ん 生 体 か ら 分 離 し

た リ ン パ 球 に ベ ク タ ー を 導 入 し て 再 び 生 体 に 戻 す こ と も で き る (ex vivo)。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 本 発 明 に 基 づ く 腎 炎 の 治 療 剤 、 ま た は 治 療 方 法 に お い て 、 生 体 に 投 与 さ れ る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 の 量 は 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン と し て 体 重 １ kgあ た り 、 通 常 ０ ． ５ mg～ １ ０ ０ mg、 た

と え ば １ mg～ ５ ０ mg、 好 ま し く は ２ mg～ １ ０ mgで あ る 。 生 体 へ の 抗 体 の 投 与 間 隔 は 、 治 療

期 間 中 の 生 体 内 に お け る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 有 効 濃 度 が 維 持 で き る よ う に 適 宜 調 節 す る こ

と が で き る 。 具 体 的 に は 、 た と え ば 、 １ ～ ２ 週 間 間 隔 で 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 経 路

は 、 任 意 で あ る 。 当 業 者 は 、 治 療 に 際 し て 効 果 的 な 投 与 経 路 を 適 宜 選 択 す る こ と が で き る

。 具 体 的 に は 、 経 口 的 に 、 あ る い は 非 経 口 的 な 投 与 を 示 す こ と が で き る 。 た と え ば 、 静 脈

内 注 射 、 筋 肉 内 注 射 、 腹 腔 内 注 射 、 あ る い は 皮 下 注 射 等 に よ り 、 全 身 あ る い は 局 所 に 抗 体

を 投 与 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に お け る 非 経 口 投 与 に 適 当 な 製 剤 と し て 、 注 射 剤 、 座 剤

、 噴 霧 剤 な ど が あ げ ら れ る 。 ま た 細 胞 に 与 え る 場 合 に は 、 培 養 液 中 に 通 常 １ μ g/mL、 好 ま

し く は １ ０ μ g/mL以 上 、 よ り 好 ま し く は ５ ０ μ g/mL以 上 、 更 に 好 ま し く は ０ ． ５ mg/mL以

上 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 与 え る 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 本 発 明 の 腎 炎 の 治 療 剤 、 ま た は 治 療 方 法 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 任 意 の 方 法

に よ り 生 体 に 投 与 す る こ と が で き る 。 通 常 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担

体 と 配 合 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は 、 必 要 に 応 じ て 増 粘 剤 、 安 定 剤 、 防 腐 剤 お よ び

可 溶 化 剤 な ど の 添 加 剤 を 配 合 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 担 体 ま た は 添 加 剤 と し て は 、

ラ ク ト ー ス 、 ク エ ン 酸 、 ス テ ア リ ン 酸 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス ク ロ ー ス 、 デ ン プ

ン 、 タ ル ク 、 ジ ェ ラ チ ン 、 寒 天 、 植 物 油 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど が 挙 げ ら れ る 。 「 薬 学

的 に 許 容 さ れ る 」 と い う 用 語 は 、 各 国 政 府 の 監 督 当 局 に よ り 承 認 さ れ て い る か 、 ま た は 各

国 の 薬 局 方 も し く は 一 般 的 に 認 知 さ れ て い る 薬 局 方 に 動 物 、 哺 乳 動 物 、 お よ び 特 に ヒ ト へ

の 使 用 に 関 し て 列 記 さ れ て い る こ と を 言 う 。 本 発 明 の 腎 炎 の 治 療 剤 は 、 1回 ま た は 複 数 回

の 用 量 の 凍 結 乾 燥 粉 末 ま た は 錠 剤 の 形 態 で 供 給 す る こ と も で き る 。 凍 結 乾 燥 粉 末 ま た は 錠

剤 に は 、 更 に 、 投 与 の 前 に 該 組 成 物 を 所 望 の 濃 度 と な る よ う に 溶 解 す る た め の 注 射 用 の 滅

菌 済 み の 水 、 生 理 的 食 塩 水 ま た は 緩 衝 液 を 組 み 合 わ せ る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 更 に 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る ベ ク タ ー と し て 投 与 す る 場 合 に は 、 重 鎖 と 軽 鎖 を 別

の プ ラ ス ミ ド と し て コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る と し て 、 体 重 １ kgあ た り 各 プ ラ ス ミ ド を ０ ．

１ ～ １ ０ mg、 た と え ば １ ～ ５ mgを 投 与 す る こ と が で き る 。 ま た in vitroに お い て 細 胞 に 導

入 す る た め に は 、 １ ～ ５ μ g/10
6
cellの ベ ク タ ー が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 更 に 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 被 験 化 合 物 の 腎 炎 の 治 療 効 果 の 検 出 方 法 に 関 す る 。

(1) イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 と イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 誘 導

物 質 を 、 以 下 の i)-iii)の い ず れ か の 順 序 で 接 触 さ せ る 工 程 、

i) 被 験 化 合 物 と イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 を 接 触 後 に 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 を 誘 導 す

る 細 胞 刺 激 剤 を イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 に 接 触 さ せ る 、

ii)被 験 化 合 物 と イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 を 誘 導 す る 細 胞 刺 激 剤 を 同 時 に イ ン タ ー フ ェ ロ ン

産 生 細 胞 に 接 触 さ せ る 、 ま た は

iii)イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 を 誘 導 す る 細 胞 刺 激 剤 を イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 に 接 触 さ せ

た 後 に 、 被 験 化 合 物 と イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 を 接 触 さ せ る

(2) イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

(3) 対 照 と 比 較 し て 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の 活 性 が 抑 制 さ れ た と き 、 被 験 化 合 物 の

腎 炎 の 治 療 効 果 が 検 出 さ れ る 工 程

【 ０ ０ ９ １ 】

　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 細 胞 刺 激 剤 と は IPCの 活 性 化 お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 を 誘
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導 し う る 物 質 を 言 う 。 た と え ば 、 ウ イ ル ス や ウ イ ル ス の 構 成 成 分 を 、 細 胞 刺 激 剤 と し て 示

す こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス (Herpes simplex virus;HSV)、 あ る

い は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス (Influenza virus)な ど の ウ イ ル ス の 投 与 に よ り IPCが 活 性 化

す る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ の 他 、 バ ク テ リ ア 中 の D N Aで あ る CpGの IPC活 性 化 作 用 も 公 知

で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 刺 激 剤 は 、 単 独 で 用 い て も 良 い し 、 異 な る 細 胞 刺 激 剤 を 組 み 合 わ せ

て 用 い る こ と も で き る 。 細 胞 刺 激 剤 と 被 験 化 合 物 と は 、 同 時 に IPCに 接 触 さ せ て も 良 い し

、 細 胞 刺 激 剤 と の 接 触 の 前 あ る い は 後 に IPCと 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 本 発 明 に お い て 、 細 胞 刺 激 剤 、 IPC、 お よ び 被 験 化 合 物 は 、 生 体 外 (in vitro)、 生 体 内 (

in vivo)、 あ る い は ex vivoに お い て 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 生 体 外 (in vitro)に お い

て は 、 IPCを 培 養 可 能 な 条 件 下 で 、 先 に 述 べ た よ う な 任 意 の 順 番 で 細 胞 刺 激 剤 お よ び 被 験

化 合 物 を IPCと 接 触 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 生 体 内 (in vivo)に お い て は 、 生 体 内 の IPC

に 対 し て 、 被 験 化 合 物 あ る い は 細 胞 刺 激 剤 を 投 与 し た 後 に 、 IPCを 採 取 す る 。 採 取 さ れ た I

PCを 生 体 外 に お い て 細 胞 刺 激 剤 あ る い は 被 験 化 合 物 に 接 触 さ せ た 後 、 細 胞 の 活 性 化 の レ ベ

ル を 評 価 す る こ と が で き る 。 細 胞 の 活 性 化 の レ ベ ル は 、 細 胞 が 産 生 す る IFNの 濃 度 の 変 化

な ど に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。

　 更 に ex vivoで の 評 価 に お い て は 、 生 体 外 で 調 製 さ れ た IPCに 対 し て 、 細 胞 刺 激 剤 ま た は

被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 。 接 触 後 の IPCを 生 体 に 投 与 し 、 更 に 被 験 化 合 物 ま た は 細 胞 刺 激

剤 を 投 与 す る 。 生 体 内 に お け る IPCの 活 性 化 の レ ベ ル を 評 価 し 、 被 験 化 合 物 の 作 用 が 評 価

さ れ る 。 IPCの 活 性 化 の レ ベ ル は 、 た と え ば 血 中 の IFNの レ ベ ル を 指 標 と し て 評 価 す る こ と

が で き る 。 な お 生 体 外 に お け る IPCの 調 製 と は 、 生 体 か ら IPCを 採 取 す る こ と 、 あ る い は IP

Cの 前 駆 細 胞 の 分 化 誘 導 に よ っ て 人 工 的 に IPCを 調 製 す る こ と を 言 う 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 な お 本 発 明 の 方 法 に お け る 対 照 と し て は 、 被 験 化 合 物 に 代 え て 腎 炎 の 治 療 効 果 が 予 め 知

ら れ て い る 物 質 を 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、 生 理 食 塩 水 は 治 療 効 果 の 無 い 物 質 で あ

る 。 あ る い は 腎 炎 の 治 療 効 果 を 有 す る こ と が 確 認 さ れ て い る 物 質 を 対 象 と し て 用 い 、 そ の

物 質 と の 相 対 的 な 比 較 に よ っ て 被 験 化 合 物 の 作 用 を 評 価 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 本 発 明 に よ る 腎 炎 の 治 療 効 果 の 検 出 方 法 に お い て 、 IPCの 活 性 と は 、 た と え ば IFNの 産 生

レ ベ ル 、 お よ び IPCの 数 の 、 い ず れ か 、 ま た は 両 方 を 言 う 。 特 に 好 ま し い 活 性 は 、 IPCに よ

る IFNの 産 生 能 で あ る 。 IPCの IFN産 生 能 は 、 細 胞 の 培 養 物 中 に 含 ま れ る IFNの 量 、 あ る い は

濃 度 を 決 定 す る こ と に よ っ て 比 較 す る こ と が で き る 。 各 種 の IFNを 測 定 す る た め の 試 薬 、

あ る い は キ ッ ト が 市 販 さ れ て い る 。 あ る い は 、 IPCの 細 胞 数 は 、 IPCの 培 養 物 中 に 存 在 す る

細 胞 数 を 計 数 す る こ と に よ っ て 比 較 す る こ と が で き る 。 細 胞 数 は 、 IPCの 細 胞 表 面 抗 原 を

認 識 す る 抗 体 を 使 っ た FACSに よ っ て 明 ら か に す る こ と が で き る 。 IPCの 細 胞 表 面 抗 原 に は

、 た と え ば BST2や BDCA-2な ど を 利 用 す る こ と が で き る 。 そ の 他 、 CD4並 び に CD123を 、 IPC

を 計 数 す る た め の マ ー カ ー と す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 本 発 明 に お い て 、 腎 炎 の 治 療 効 果 を 検 出 す る た め に 必 要 な 試 薬 に は 、 更 に IPCを 活 性 化

す る た め の 細 胞 刺 激 剤 、 IPCの 培 養 の た め の 培 地 や 培 養 容 器 な ど を 組 み 合 わ せ る こ と も で

き る 。 ま た 、 IPCの 活 性 化 作 用 に 与 え る 影 響 が 明 ら か な 物 質 を 対 照 と し て 組 み 合 わ せ る こ

と も で き る 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 更 に 本 発 明 の 腎 炎 の 治 療 効 果 を 測 定 す る 方 法 を 利 用 し て 、 腎 炎 の 治 療 剤 の 候 補 化 合 物 の

ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が 提 供 さ れ る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 、 腎 炎 の 治 療 効 果

を 有 す る 被 験 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。

(1)本 発 明 の 腎 炎 の 治 療 効 果 を 測 定 す る 方 法 に よ っ て 、 被 験 化 合 物 が 有 し て い る 腎 炎 の 治

療 効 果 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

(2)対 照 と 比 較 し て 前 記 効 果 が 大 き い 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程

　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 用 い る 被 験 化 合 物 と し て は 、 IPCの 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識
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す る 抗 体 、 そ の 少 な く と も 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 抗 体 断 片 、 あ る い は そ の 可 変 領 域 を 含 む 断

片 を 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 と し て 、 可 変 領 域 を 発 現 さ せ た フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 用

い る こ と も で き る 。 あ る い は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー に よ り 合 成 さ れ た 化 合 物 標

品 の ほ か 、 動 ・ 植 物 組 織 の 抽 出 物 も し く は 微 生 物 培 養 物 等 の 複 数 の 化 合 物 を 含 む 混 合 物 、

ま た そ れ ら か ら 精 製 さ れ た 標 品 な ど を 候 補 化 合 物 と し て 用 い る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 本 発 明 に 基 づ い て 、 IPC表 面 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 の 、 腎 炎 の 治 療 効 果 を 見 出 す た め に は

、 た と え ば 次 の 工 程 を 含 む 検 出 方 法 を 実 施 す る こ と が で き る 。

(1) イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 と イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 細 胞 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 誘 導

物 質 を 、 以 下 の i)-iii)の い ず れ か の 順 序 で 接 触 さ せ る 工 程 、

i) 抗 体 と IPCを 接 触 後 に 、 IFN産 生 を 誘 導 す る 細 胞 刺 激 剤 を IPCに 接 触 さ せ る 、

ii)抗 体 と IFN産 生 を 誘 導 す る 細 胞 刺 激 剤 を 同 時 に IPCに 接 触 さ せ る 、 ま た は

iii)IFN産 生 を 誘 導 す る 細 胞 刺 激 剤 を IPCに 接 触 さ せ た 後 に 、 抗 体 と IPCを 接 触 さ せ る

(2) IPCの 活 性 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

(3) 対 照 と 比 較 し て 、 IPCの 活 性 が 抑 制 さ れ た と き 、 抗 体 の 腎 炎 の 治 療 効 果 が 検 出 さ れ る

工 程

　 本 発 明 に 基 づ く 、 抗 体 の 腎 炎 の 治 療 効 果 の 検 出 方 法 は 、 更 に 当 該 活 性 を 有 す る 抗 体 の ス

ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 可 能 と す る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 腎 炎 の 治 療 効 果

を 有 す る 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。

(1)本 発 明 の 腎 炎 の 治 療 効 果 を 測 定 す る 方 法 に よ っ て 、 抗 体 が 有 し て い る 腎 炎 の 治 療 効 果

を 測 定 す る 工 程 、 お よ び

(2)対 照 と 比 較 し て 前 記 効 果 が 大 き い 抗 体 を 選 択 す る 工 程

　 本 発 明 の 検 出 方 法 並 び に ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 、 抗 体 と は 、 天 然 の イ ム ノ グ ロ ブ

リ ン 分 子 、 そ の 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 断 片 、 ア ミ ノ 酸 配 列 や 糖 鎖 が 修 飾 さ れ た 変 異 体 、 お よ

び 化 学 的 な 修 飾 を 施 し た 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 断 片 は 、 イ ム ノ グ

ロ ブ リ ン を 酵 素 的 に 消 化 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 あ る い は 、 当 該 領 域 を コ ー

ド す る 遺 伝 子 を 単 離 し 、 適 当 な 発 現 系 に お い て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 遺 伝 子 工 学 的 に 得

る こ と も で き る 。 こ の よ う な イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 組 み 換 え 体 と し て 、 た と え ば フ ァ ー ジ 抗

体 ラ イ ブ ラ リ ー を 示 す こ と が で き る 。 一 方 、 IPCお よ び 細 胞 刺 激 剤 は 、 先 に 示 し た よ う な

も の を 利 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 IPCに 対 す る 刺 激 は IFNの 産 生 を 誘 導 す る こ と か ら 、 そ の 活 性 化 の 調 節 に よ っ て IFN産 生

を 調 節 す る こ と が で き る 。 そ し て 本 発 明 者 ら は 、 IPCの 活 性 の 抑 制 を 通 じ て 、 腎 炎 の 治 療

効 果 を 得 ら れ る こ と を 明 ら か に し た 。 し た が っ て 、 IPCの 活 性 を 抑 制 す る こ と が で き る 物

質 は 腎 炎 の 治 療 剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に

よ っ て 選 択 す る こ と が で き る 化 合 物 は 、 腎 炎 の 治 療 剤 と し て 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 、 腎 炎 の 治 療 効 果 を 有 す る こ と が 明 ら か な 物 質 を

接 触 さ せ た IPCを 対 照 と し て 用 い れ ば 、 こ の 物 質 よ り も 治 療 効 果 の 大 き い 物 質 を 見 出 す こ

と が で き る 。 IPCは 生 体 中 の IFNの 大 部 分 を 産 生 す る 重 要 な 細 胞 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発

明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 は 、 免 疫 バ ラ ン ス の 調 節 に よ る

腎 炎 の 治 療 剤 と し て 重 要 で あ る 。 あ る い は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ

と が で き る 化 合 物 は 、 免 疫 バ ラ ン ス の 調 節 に よ る 腎 炎 の 治 療 剤 の 製 造 に 使 用 す る こ と が で

き る 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 選 択 さ れ た 化 合 物 を 、 必 要 に 応 じ て 、 IPC以 外 の 様 々

な 細 胞 に 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 他 の 細 胞 に 対 す る 作 用 を 確 認 す る こ と が で き る 。 IPC以

外 の 細 胞 に 対 し て 顕 著 な 増 殖 抑 制 や 細 胞 障 害 作 用 が 検 出 さ れ な け れ ば 、 そ の 化 合 物 は 安 全

な 治 療 薬 と し て 使 用 で き る 可 能 性 が 高 ま る 。 あ る い は 、 特 定 の 細 胞 に 対 す る 障 害 作 用 が 確

認 さ れ た 場 合 で あ っ て も 、 局 所 投 与 な ど 、 投 与 形 態 を 選 択 す る こ と に よ り 、 治 療 薬 と し て
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利 用 で き る 可 能 性 は あ る 。 更 に 、 SLEモ デ ル 動 物 な ど に 投 与 し て 、 よ り 詳 細 に 腎 炎 の 治 療

効 果 を 評 価 す る こ と が で き る 。

　 な お 、 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ た 全 て の 先 行 技 術 文 献 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み

入 れ ら れ る 。

　 以 下 、 実 施 例 に 基 づ い て 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ １ ０ １ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 製 プ ロ ト コ ー ル

　 免 疫 原 と す る 細 胞 は 以 下 の よ う に し て 調 製 し た 。 Balb/cマ ウ ス 雌 （ 4～ 6週 令 ） の 骨 髄 細

胞 を 、 10ng/mlの FLT-3リ ガ ン ド （ R& D Systems社 製 ） を 添 加 し た 10％ FCS-RPMI1640培 地 〔 1

0％ 牛 胎 児 血 清 （ FCS） 、 お よ び ペ ニ シ リ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む RPMI1640培 地 〕 に

て 10日 間 培 養 し た 。 10日 後 、 IPC（ Interferon producing cell） を 、 CD11c陽 性 、 CD11b陰

性 、 B220陽 性 分 画 と し て セ ル ソ ー タ ー （ FACSVantage, Becton Dickinson社 製 ） で 分 離 し

た 。 抗 体 は Becton Dickinson社 製 の も の を 用 い た 。

　 上 記 の 分 離 し た 細 胞 を 、 0、 4、 11日 目 に 、 片 足 あ た り 1x10
6
個 ず つ 、 完 全 フ ロ イ ン ド ア

ジ ュ バ ン ト （ CFA:ヤ ト ロ ン 社 製 ） と 共 に ラ ッ ト の フ ッ ト パ ッ ド （ foot pad） へ 注 入 し た 。

12日 目 に 免 疫 ラ ッ ト の リ ン パ 節 を 分 離 し 、 リ ン パ 球 を 採 取 し た 。 マ ウ ス の ミ エ ロ ー マ 細 胞

P3x63Ag8.653と ラ ッ ト の リ ン パ 球 を ４ ： ５ の 割 合 で 混 合 し 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PE

G） を 加 え て 細 胞 を 融 合 し た 。 融 合 後 の 細 胞 を 十 分 に 洗 浄 し て H AT培 地 に 分 散 さ せ 、 1ウ ェ

ル あ た り 5x10
4
個 の 細 胞 を 含 む よ う に 96 well plateに ま い た 。

【 ０ １ ０ ２ 】

　 細 胞 が 増 殖 し た ウ ェ ル の 細 胞 を 回 収 し て 希 釈 し て 、 そ の 培 養 上 清 を マ ウ ス 脾 臓 細 胞 、 及

び 培 養 骨 髄 細 胞 に 対 す る 反 応 性 を 指 標 と し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の

詳 細 は 実 施 例 ２ の と お り で あ る 。 陽 性 反 応 を 示 し た ウ ェ ル の 細 胞 を 限 外 希 釈 に よ り ク ロ ー

ニ ン グ し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン を 確 立 し た 。 更 に 、 ハ

イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 、 あ る い は ハ イ ブ リ ド ー マ を マ ウ ス の 腹 腔 内 に 移 植 し て 得 ら れ た

腹 水 よ り 精 製 さ れ た 抗 体 の 反 応 性 を 解 析 し た 。

【 実 施 例 ２ 】

【 ０ １ ０ ３ 】

　 培 養 上 清 の ス ク リ ー ニ ン グ

　 Balb/cマ ウ ス 雌 （ 4～ 6週 令 ） の 骨 髄 細 胞 を 、 10ng/mlの FLT-3リ ガ ン ド を 添 加 し た 10％ FC

S-RPMI1640培 地 に て 10日 間 培 養 し た 。 10日 目 に は 約 40％ の 細 胞 が IPCに な っ た 。 こ の 細 胞

を 用 い 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を １ 次 抗 体 と し 、 2次 抗 体 に FITC標 識 抗 ラ ッ ト Ig抗 体 （ B

D Pharmingen社 製 ） を 用 い て 染 色 し た 。 そ の 後 、 各 種 抗 体 （ CD11b、 CD11c、 CD3、 CD19、 C

D45RB、 B220、 Ly6C； い ず れ も Becton Dickinson社 製 ） に よ り 二 重 染 色 し 、 フ ロ ー サ イ ト

メ ト リ ー 法 に よ り 解 析 （ FACS解 析 ） し た 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 培 養 上 清 陽 性 分 画 、 陰 性 分 画 を そ れ ぞ れ R2、 R3と し 各 々 の Gate内 で の 各 種 抗 原 の 発 現 を

ヒ ス ト グ ラ ム で 示 し た （ 図 １ ） 。 作 製 し た 数 種 類 の 抗 体 に よ っ て 染 色 さ れ る 細 胞 群 は 、 文

献 上 で 定 義 さ れ て い る マ ウ ス IPC（ Nature Im munol. , 2001; 2, 1144-1150.） の 細 胞 表 面

抗 原 プ ロ フ ァ イ ル が 一 致 し た 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 抗 体 は マ ウ ス IPCに 特 異 的 に 結 合 す

る 抗 体 で あ る と 考 え ら れ た 。

【 実 施 例 ３ 】

【 ０ １ ０ ５ 】

　 抗 体 で 分 離 し た 細 胞 の 形 態

　 実 施 例 ２ と 同 様 に 培 養 し た 骨 髄 細 胞 を 、 培 養 上 清 を 1次 抗 体 と し 、 2次 抗 体 に FITC標 識 抗

ラ ッ ト Ig抗 体 を 用 い て 染 色 し た 。 そ の 後 、 セ ル ソ ー タ ー （ FACSVantage, Becton Dickinso

n社 製 ） を 用 い て 陽 性 細 胞 を 分 離 し た 。 サ イ ト ス ピ ン 後 、 ギ ム ザ 染 色 し 、 顕 微 鏡 下 に て 観

察 し た と こ ろ 、 IPCに 特 異 的 な 形 態 を 示 し た （ 図 ２ a） 。 す な わ ち 、 こ の 細 胞 の 形 は 丸 く 、

大 き な 核 を 有 し て い た 。
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【 ０ １ ０ ６ 】

　 1x10
5
個 の 細 胞 を 96 well 丸 底 プ レ ー ト に て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス PR8と 共 に 24時 間 37

℃ に て 培 養 し 、 同 様 に ギ ム ザ 染 色 し た 後 、 顕 微 鏡 下 に て 観 察 し た と こ ろ 、 形 態 的 に 典 型 的

な 樹 状 細 胞 に 分 化 し た （ 図 ２ ｂ ） 。 こ の 結 果 か ら 、 上 記 抗 体 に よ っ て 分 離 さ れ た 細 胞 は 、

ウ イ ル ス 感 染 に よ っ て 樹 状 細 胞 に 分 化 す る と い う マ ウ ス IPCの 特 徴 を 有 し て い る こ と が 確

認 さ れ た 。 こ の よ う な マ ウ ス IPC特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び そ の 抗 体 を 産 生 す る

ハ イ ブ リ ド ー マ の う ち 、 SN K01、 SN K03を 選 択 し て 以 降 の 実 験 に 用 い た 。

【 実 施 例 ４ 】

【 ０ １ ０ ７ 】

　 抗 体 で 分 離 し た 細 胞 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 能

　 実 施 例 ２ と 同 様 に 培 養 し た 骨 髄 細 胞 を SN K01、 SN K03培 養 上 清 お よ び 2次 抗 体 で 染 色 後 、

セ ル ソ ー タ ー に て 陽 性 、 陰 性 細 胞 を 分 離 し た 。 各 々 の 分 画 の 細 胞 、 1x10
5
個 ず つ を 96 well

 丸 底 プ レ ー ト に 分 注 し （ 100μ l/well） 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス PR8を 感 染 さ せ 、 24時

間 後 の 培 養 上 清 中 の IFNα の 濃 度 を 以 下 の よ う な ELISA法 に て 測 定 し た 。

【 ０ １ ０ ８ 】

　 ま ず ラ ッ ト 抗 マ ウ ス IFNα 抗 体 （ PBL Biomedical Laboratory社 製 ） を 96 wellプ レ ー ト

に 4℃ で 一 晩 反 応 さ せ 、 プ レ ー ト コ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 培 養 上 清 100μ lを 添 加

し 、 4℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 IFNα と IFNβ を 認 識 す る 標 識 化 抗 イ ン タ

ー フ ェ ロ ン 抗 体 を 添 加 し 、 1時 間 反 応 さ せ て 、 検 出 を 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の 反 応 は 3連 で 行 い

、 平 均 値 を 求 め た 。 検 量 線 を 作 成 す る こ と に よ り 、 培 養 上 清 中 の IFNα 濃 度 を 算 出 し た 。

　 抗 体 陽 性 細 胞 で は 、 陰 性 細 胞 に 比 べ て 、 高 い イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 産 生 が 認 め ら れ た 。 す

な わ ち 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 SN K01、 SN K03が 認 識 す る 抗 原 は IPCに 特 異 的 な 表 面 抗 原 で あ

る こ と が 確 認 で き た （ 図 ３ ） 。

【 実 施 例 ５ 】

【 ０ １ ０ ９ 】

　 抗 体 の マ ウ ス イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生 能 へ の 影 響

　 実 施 例 ２ と 同 様 に 培 養 し た マ ウ ス 骨 髄 細 胞 を 1x10
5
個 ず つ 、 96 well丸 底 プ レ ー ト に 分 注

し た 。 こ れ に 抗 体 、 ま た は コ ン ト ロ ー ル 抗 体 で あ る ラ ッ ト IgGを 添 加 し 、 37℃ に て 30分 間

培 養 後 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス PR8を 添 加 し 、 37℃ に て 24時 間 培 養 し 、 培 養 上 清 中 の IFN

α を 上 記 実 施 例 ４ に 示 し た ELISAに よ り 測 定 し た （ 図 ４ ） 。 そ の 結 果 、 SN K01は 濃 度 依 存 的

に IFNα の 産 生 を 抑 制 し た 。 ま た 、 SN K03抗 体 も 同 様 に 濃 度 依 存 的 に IFNα の 産 生 を 抑 制 し

た （ 図 ５ ） 。

【 実 施 例 ６ 】

【 ０ １ １ ０ 】

　 抗 体 が 認 識 す る 分 子 の ク ロ ー ニ ン グ

１ ） IPC-cD N Aラ イ ブ ラ リ ー の 作 製

　 実 施 例 ２ と 同 様 に FLT-3リ ガ ン ド で 骨 髄 細 胞 か ら 誘 導 し た IPCよ り 全 RN Aを フ ェ ノ ー ル -グ

ア ニ ジ ン 法 に よ り 抽 出 し 、 oligo-dTカ ラ ム に よ り mRN Aを 精 製 し た 。 精 製 し た mRN Aか ら Gubl

er-Hoffman法 に よ り cD N Aを 合 成 し 、 両 端 に EcoRI-NotIア ダ プ タ ー (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 )

を 結 合 後 、 ス パ ン カ ラ ム （ ク ロ マ ス ピ ン 400、 ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） に よ り 未 反 応 の EcoRIア

ダ プ タ ー お よ び 500塩 基 以 下 の 短 い cD N Aを 除 去 し た 。 得 ら れ た 両 端 に EcoRIサ イ ト を 有 す る

cD N Aを 動 物 細 胞 用 発 現 用 ベ ク タ ー pM E18s (XhoI断 片 を 除 い た も の )の EcoRIサ イ ト に T4リ ガ

ー ゼ に よ り 結 合 し 、 大 腸 菌 D H10（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） に エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン 法

に よ り 形 質 転 換 し た 。 こ れ を 100μ g/mlの カ ル ベ ニ シ リ ン を 含 む LB培 地 （ LB・ カ ル ベ ニ シ

リ ン ） 500mlで 30℃ で 一 晩 培 養 し 、 QIA filter plasmid maxi kit (Qiagen社 製 )に よ り 同

キ ッ ト の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て plasmidを 抽 出 、 精 製 し 、 IPC-cD N Aラ イ ブ ラ リ ー を 得 た 。

【 ０ １ １ １ 】

２ ） COS7細 胞 に よ る 発 現 ク ロ ー ニ ン グ

　 COS7細 胞 を 6cmデ ィ シ ュ に 5x10
5
個 ず つ 10枚 ま き 、 37℃ 、 5％ CO 2 存 在 下 で 20時 間 培 養 後 、

Effectene trasfection Reagent(Qiagen社 製 )に よ り 同 製 品 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 上 記
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１ ） で 取 得 し た IPC cD N Aラ イ ブ ラ リ ー を transfectionし た 。 48時 間 、 37℃ 、 5％ CO 2 下 で 培

養 後 、 PBS（ Phosphate Buffered Saline） で 洗 浄 、 PBS/5m M EDTAで 細 胞 を デ ィ シ ュ か ら 剥

離 し 、 さ ら に PBSで 洗 浄 後 、 セ ル ス ト レ ナ ー （ 70μ m, フ ァ ル コ ン 社 製 ） を 通 し た 。 遠 心 後

（ 1300rpm, 5分 ） 上 清 を 除 去 し 、 PBS/ 0.5% BSA/2m M EDTAを １ ml添 加 し て 懸 濁 し 、 Fc bloc

k (フ ァ ー ミ ン ジ ェ ン 社 製 ) 40μ lを 加 え 4℃ で 20分 間 置 い た 。 こ れ に ビ オ チ ン 化 し た SN K01

抗 体 30～ 50μ gを 加 え 、 氷 上 で 30分 間 保 持 し た 。 PBSで 洗 浄 後 、 100μ lの Ｐ Ｂ Ｓ に 懸 濁 し 、

ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン マ イ ク ロ ビ ー ズ （ Miltenyi Biotec社 製 ） 10-20μ lを 加 え 10℃ で 15分

静 置 し た 。 PBS/ 0.5% BSA/2m M EDTAで 洗 浄 す る こ と に よ り 過 剰 な ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン マ イ

ク ロ ビ ー ズ を 除 去 し 、 １ mlの PBS/ 0.5% BSA/2m M EDTAに 懸 濁 し た 。 AutoM ACS（ Miltenyi Bi

otec社 製 ） で posseldsの 条 件 で 細 胞 を 分 取 し た 。 改 良 Hirt法 （ BioTechniques Vol.24,760

-762,1998） に よ り plasmidを 抽 出 、 精 製 し た 。 得 ら れ た plasmidを 大 腸 菌 D H10に エ レ ク ト

ロ ポ ー レ ー シ ョ ン 法 に よ り 形 質 転 換 し 、 LB・ カ ル ベ ニ シ リ ン 100mlで 30℃ で 一 晩 培 養 し 、 Q

IA filter plasmid midi kit (Qiagen社 製 )に よ り 同 キ ッ ト の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て plas

midを 抽 出 、 精 製 し た 。

【 ０ １ １ ２ 】

　 以 上 の 操 作 を １ ク ー ル と し て 、 こ の 後 同 じ 操 作 を ４ 回 繰 り 返 し 、 SN K01抗 体 に 反 応 す る

抗 原 を コ ー ド す る plasmidを 濃 縮 し た 。 最 後 に 、 AutoM ACSの か わ り に セ ル ソ ー タ ー （ FACSV

antage, Becton Dickinson社 製 ） に よ り 陽 性 細 胞 を 分 取 し 、 こ れ ら よ り 抽 出 し た plasmid

を 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 D H10を 適 量 LB・ カ ル ベ ニ シ リ ン プ レ ー ト に 塗 布 し た 。 30℃ で 一 晩 培

養 し 、 現 れ た コ ロ ニ ー を 30個 ピ ッ ク ア ッ プ し 、 そ れ ぞ れ よ り plasmidを 抽 出 、 COS7細 胞 に t

ransfectionし 、 SN K01抗 体 を 用 い て FACS解 析 す る こ と に よ り 陽 性 plasmidを 選 抜 し た 。

【 ０ １ １ ３ 】

　 得 ら れ た plasmid上 に ク ロ ー ン 化 さ れ て い る cD N Aの 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 マ ウ ス 遺 伝 子 デ

ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る 塩 基 配 列 情 報 と blastサ ー チ す る こ と に よ り 、 そ の 遺 伝 子 を

決 定 し た 。 ま た 、 同 時 に ヒ ト 遺 伝 子 デ ー タ ベ ー ス を サ ー チ す る こ と に よ り そ の カ ウ ン タ ー

パ ー ト を 同 定 し た 。

　 そ の 結 果 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 SN K01が 結 合 し た ク ロ ー ン は 、 配 列 番 号 ： ７ お よ び 、 配 列

番 号 ： ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 有 し て い た 。 こ れ ら の 塩 基 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ

酸 配 列 を 、 配 列 番 号 ： ８ お よ び 配 列 番 号 ： １ ０ に 示 し た 。

【 ０ １ １ ４ 】

　 配 列 番 号 ： ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 は 、 マ ウ ス BST2と し て 既 知 の 塩 基 配 列 で あ っ た (GenBank

 Acc#.BC027328)。 一 方 、 配 列 番 号 ： ７ に 記 載 の 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ９ の 塩 基 配 列 と

部 分 的 に 同 一 の 塩 基 配 列 を 有 し て い た が 、 3＇ 末 端 側 に 異 な る 塩 基 配 列 が 見 ら れ 、 異 な る

ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い た 。 す な わ ち 、 配 列 番 号 ： ８ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 、

N末 端 か ら 139位 ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ： １ ０ に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と 一 致

し た 。 そ し て 配 列 番 号 ： ８ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 N末 端 か ら 140～ 178番 目 の ア

ミ ノ 酸 は 、 配 列 番 号 ： ８ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 固 有 の 配 列 で あ っ た 。 両 者 は オ ー タ ナ テ

ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 生 じ た バ リ ア ン ト で あ る と 考 え ら れ た 。 こ れ ら の 知 見 に 基 づ

い て 、 配 列 番 号 ： ７ に 記 載 の 塩 基 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ８

） か ら な る タ ン パ ク 質 は 、 マ ウ ス BST2の 新 規 な ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト で あ る と 考 え ら

れ た 。 以 下 、 配 列 番 号 ： ７ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る 遺 伝 子 を mBST2H、 配 列 番 号 ： ９ に 記

載 の 塩 基 配 列 か ら な る 遺 伝 子 を mBST2Dと も 称 す る 。 （ 図 ７ (ａ )）

【 ０ １ １ ５ 】

３ ） FACSに よ る 確 認

　 上 記 発 現 ク ロ ー ニ ン グ 法 に よ り 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を QIA filter plasmid midi kit (Q

iagen社 製 )に よ り 再 度 大 腸 菌 よ り 高 度 に 精 製 し 、 も う 一 度 COS7細 胞 に transfectionし た 。

48時 間 後 、 定 法 に 従 っ て 、 SN K01抗 体 お よ び FITC標 識 抗 ラ ッ ト Ig抗 体 で 反 応 さ せ 、 FACS解

析 を 行 う こ と で 、 plasmid上 に ク ロ ー ン 化 さ れ て い る cD N Aが 、 抗 原 を コ ー ド し て い る か ど

う か を 確 認 し た 。

　 そ の 結 果 、 上 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 SN K01は 、 プ ラ ス ミ ド を 導 入 し た COS7細 胞 に 対 す る
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結 合 が 観 察 さ れ た 。 し た が っ て 、 プ ラ ス ミ ド 上 に ク ロ ー ン 化 さ れ て い る cD N Aは 、 い ず れ も

こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ た 抗 原 を コ ー ド し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。

【 実 施 例 ７ 】

【 ０ １ １ ６ 】

　 ウ エ ス タ ン ブ ロ テ ィ ン グ 法 に よ る 抗 体 の 反 応 性 の 確 認

　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 配 列 番 号 ： ８ ま た は 配 列 番 号 ： １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列

を 有 す る 蛋 白 質 を 認 識 し 結 合 す る こ と を 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ っ て 確 認 し た

。 配 列 番 号 ： ８ ま た は 配 列 番 号 ： １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 遺 伝 子 組 み 換 え 体 と し て 発

現 さ せ 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 反 応 性 を 確 認 し た 。 具 体 的 な 操 作 は 次 の と お り

で あ る 。

【 ０ １ １ ７ 】

１ ） pcD N A3.1-mBST2Dお よ び pcD N A3.1-mBST2Hの 構 築

　 ク ロ ー ニ ン グ し た mBST2Dお よ び mBST2Hを コ ー ド す る plasmid(1μ g)を 鋳 型 と し て 、 PCRに

よ り 配 列 番 号 ： ７ ま た は 配 列 番 号 ： ９ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 有 す る D N Aを 増 幅 し た 。 PCRに 用

い た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 は 次 の と お り で あ る 。

forward primer（ 配 列 番 号 ： １ １ ） :

5'-tt t t tgctagcgacggatcacatggcgccctctttctatcactatctgcccgtgcccatggatgagatgggggggaa

gcaagga-3'

reverse primer（ 配 列 番 号 ： １ ２ ）

5'-ttt t t t tctcgagtcctcaaaagagcaggaacagtgac-3'

　 ま た 反 応 液 の 組 成 は 以 下 の と お り で あ る 。

　 　 1Ｘ GC bufferI,

　 　 dNTP mix (0.25 m M ),

　 　 LA Taq D N A polymerase 5U(以 上 タ カ ラ バ イ オ 製 )/100μ L

　 　 forward primer (1 pmol):

　 　 reverse primer (1 pmol)

【 ０ １ １ ８ 】

　 ９ ５ ℃ で １ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 ［ ９ ５ ℃ ３ ０ 秒 ／ ５ ５ ℃ ３ ０ 秒 ／ ７ ２ ℃ １ 分 ３ ０ 秒 ］

を １ サ イ ク ル と し て 、 ２ ５ 回 の 条 件 で PCRを 行 っ た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に て 目 的 の

大 き さ の D N A断 片 が 増 幅 さ れ て い る こ と を 確 認 後 、 フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ フ ォ ル ム 抽 出 、 エ タ

ノ ー ル 沈 殿 後 、 回 収 し た 増 幅 産 物 を TE buffer 10 μ Lに 溶 解 し た 。 こ れ を 制 限 酵 素 Nhe I

お よ び Xho I (タ カ ラ バ イ オ 製 )で 切 断 後 、 QIAquick Gel Extraction Kit (QIA GEN社 製 )を

用 い て ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 精 製 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 後 、 TE buffer ４ μ Lに 溶

解 し た 。

【 ０ １ １ ９ 】

　 一 方 、 哺 乳 動 物 細 胞 発 現 plasmid pcD N A3.1（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 5μ gを 制 限 酵 素 Nh

e Iお よ び Xho Iで 消 化 、 CIAP (タ カ ラ バ イ オ 製 )処 理 後 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り

精 製 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 後 、 TE buffer ４ μ Lに 溶 解 し た 。 前 述 の D N A断 片 そ れ ぞ れ ２ μ L

と 、 こ の plasmid 0.5μ Lを ligation kit ver.II (タ カ ラ バ イ オ 製 )を 用 い て 連 結 し 、 大 腸

菌 D H5に 形 質 転 換 し た 。

【 ０ １ ２ ０ 】

　 LB培 地 （ １ ０ ０ μ g/mlア ン ピ シ リ ン ） に て ３ ７ ℃ で 一 晩 培 養 後 、 出 現 し た コ ロ ニ ー 数 個

を 選 び 、 QIAprep Spin miniprep kit(QIA GEN社 製 )を 用 い て plasmidを 抽 出 し た 。 抽 出 さ れ

た プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ て い る D N A断 片 の 塩 基 配 列 を 定 法 に 従 っ て 決 定 し た 。 配 列 番 号 ：

８ ま た は 配 列 番 号 ： １ ０ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 有 す る D N A断 片 が

挿 入 さ れ て い る プ ラ ス ミ ド で あ る こ と を 確 認 し 、 目 的 の 構 築 物 pcD N A3.1-mBST2Dお よ び pcD

N A3.1-mBST2Hを 得 た 。

【 ０ １ ２ １ 】

２ ） pcD N A3.1-mBST2D-Hisお よ び pcD N A3.1-mBST2H-Hisの 構 築

　 pcD N A3.1-mBST2D（ pcD N A3.1-mBST2D-His構 築 の 場 合 ） あ る い は pcD N A3.1-mBST2H（ pcD N A
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3.1-mBST2H-His構 築 の 場 合 ） 1μ gを 鋳 型 と し て 、 PCRに よ り Hisタ グ を コ ー ド す る 塩 基 配 列

を 付 加 し た 。 PCRに 用 い た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 は 次 の と お り で あ る 。 な お forward prime

r（ 配 列 番 号 ： １ ３ ） は 、 pcD N A3.1-mBST2D-Hisと pcD N A3.1-mBST2H-Hisに 同 じ も の を 用 い

た 。 反 応 液 の 組 成 と 温 度 サ イ ク ル の 条 件 は １ ） と 同 様 と し た 。

forward primer（ 配 列 番 号 ： １ ３ ） :

5'-ccagctcacccgcacccaggacagtc-3'

reverse primer（ pcD N A3.1-mBST2D-His用 、 配 列 番 号 ： １ ４ ） :

5' -ttt t t t tctcgagtcaatgatgatgatgatgatgaaagagcagaaacagtgacactttga-3'

reverse primer（ pcD N A3.1-mBST2H-His用 、 配 列 番 号 ： １ ５ ） :

5'-tt t t t t tctcgagtcaatgatgatgatgatgatggaagtctccttt tggatcctgagctg-3'

【 ０ １ ２ ２ 】

　 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に て 目 的 の 大 き さ の D N A断 片 が 増 幅 さ れ て い る こ と を 確 認 後 、

フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ フ ォ ル ム 抽 出 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 後 、 TE buffer 10 μ Lに 溶 解 し た 。 こ れ

を 制 限 酵 素 Bam H Iお よ び Xho I (タ カ ラ バ イ オ 製 )で 切 断 後 、 QIAquick Gel Extraction Ki

t (QIA GEN社 製 )を 用 い て ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 精 製 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 後 、 TE b

uffer ４ μ lに 溶 解 し た 。

【 ０ １ ２ ３ 】

　 一 方 、 pcD N A3.1-mBST2D お よ び pcD N A3.1-mBST2H 5μ gを 制 限 酵 素 Bam H Iお よ び Xho Iで

消 化 、 CIAP (タ カ ラ バ イ オ 製 )処 理 後 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 精 製 し 、 エ タ ノ ー

ル 沈 殿 後 、 TE buffer ４ μ Lに 溶 解 し た 。 PCRで 増 幅 さ れ た D N A断 片 そ れ ぞ れ ２ μ Lと こ れ

ら の plasmid 0.5μ Lを ligation kit ver.II (タ カ ラ バ イ オ 製 )を 用 い て 連 結 し 、 大 腸 菌 D H

5に 形 質 転 換 し た 。

【 ０ １ ２ ４ 】

　 LB培 地 （ １ ０ ０ μ g/mlア ン ピ シ リ ン ） に て ３ ７ ℃ で 一 晩 培 養 後 、 出 現 し た コ ロ ニ ー 数 個

を 選 び 、 QIAprep Spin miniprep kit(QIA GEN社 製 )を 用 い て こ れ ら よ り plasmidを 抽 出 し た

。 抽 出 さ れ た プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ て い る D N A断 片 の 塩 基 配 列 を 定 法 に 従 っ て 決 定 し た 。 H

isタ グ を コ ー ド す る 塩 基 配 列 が 付 加 さ れ た D N A断 片 が 挿 入 さ れ て い る こ と を 確 認 し 、 目 的

の 構 築 物 pcD N A3.1-mBST2D-Hisお よ び pcD N A3.1-mBST2H-Hisを 得 た 。

【 ０ １ ２ ５ 】

３ ） Western-blotting

　 ６ cmデ ィ シ ュ に COS7細 胞 を ５ ｘ １ ０
５

で １ ０ 枚 ま き 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ CO 2 下 で ２ ０ 時 間 培

養 し た 。 培 養 後 の COS7細 胞 に 、 Effectene trasfection Ｒ eagent(Qiagen社 製 )に よ り 、 pc

D N A3.1-mBST2D-Hisあ る い は pcD N A3.1-mBST2H-Hisを 形 質 転 換 し た 。 操 作 は 、 同 製 品 の プ ロ

ト コ ー ル に 従 っ た 。 ３ ７ ℃ ・ ５ ％ CO 2 下 で ４ ８ 時 間 の 培 養 後 、 PBSで 洗 浄 、 PBS/5m M EDTAで

細 胞 を デ ィ シ ュ か ら 剥 離 し 回 収 し た 。 回 収 し た 細 胞 は 、 さ ら に PBSで 洗 浄 後 、 1xHalt Prot

ease Inhibitor Coctail (PIERCE 社 製 )を 含 む 2mlの RIPA bufferを 加 え て 氷 上 で １ 時 間 溶

解 し た 。 RIPA bufferの 組 成 を 以 下 に 示 す 。

　 50 m M Tris-HCl(pH7.4),

　 150 m M NaCl,

　 1% Triton x-100,

　 0.5% sodium deoxycholate,

　 0.1% SDS

【 ０ １ ２ ６ 】

　 溶 解 後 の 細 胞 は 、 ４ ℃ 、 15000 rpm、 5分 間 の 遠 心 分 離 し た 。 上 清 は Microcon Y M-10(MI

LLIPORE社 製 )に て 50μ L以 下 ま で 濃 縮 し 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ イ ン グ の 試 料 と し た 。 一 方

、 沈 殿 物 は 、 1xHalt Protease Inhibitor Coctail (PIERCE 社 製 )を 含 む １ mLの RIPA buff

erで も う 一 度 洗 浄 後 に 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 試 料 と し た 。

　 沈 殿 に は ２ ０ ０ μ Lの 1x変 性 bufferを 、 濃 縮 し た 上 清 に は 等 量 の ２ ｘ 変 性 bufferを 加 え

１ ０ ０ ℃ に て １ ０ 分 間 煮 沸 し た 後 、 そ れ ぞ れ ５ μ Lを NuPA GE4-12% Bis-Tris Gel (イ ン ビ

ト ロ ジ ェ ン 社 製 )に て 電 気 泳 動 し た 。 泳 動 後 の ゲ ル か ら 試 料 を セ ミ ド ラ イ 方 式 の ブ ロ ッ テ
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ィ ン グ 装 置 （ BIO CRAFT社 製 、 M O DEL BE-330） に て 、 PV DF膜 （ MILLIPORE社 製 ） に ト ラ ン ス

フ ァ ー し た 。

【 ０ １ ２ ７ 】

　 抗 体 に よ る 検 出 は イ ム ノ ス タ ー キ ッ ト （ 和 光 純 薬 社 製 ） を 用 い た 。 ま ず 、 １ 次 抗 体 と し

て 、 HRP標 識 抗 His tag 抗 体 （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を ５ ０ ０ ０ 倍 希 釈 の 濃 度 で 用 い て

、 イ ム ノ ス タ ー キ ッ ト の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て シ グ ナ ル を 検 出 し た 。 シ グ ナ ル の 検 出 後 、

PV DF膜 を 変 性 溶 液 （ ７ M　 塩 酸 グ ア ニ ジ ン 、 ５ ０ m M グ リ シ ン 、 0.05m M EDTA、 0.1 M 塩 化

カ リ ウ ム 、 20 m M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ） で 室 温 で １ 時 間 振 と う 処 理 す る こ と に よ り 、

標 識 抗 His tag 抗 体 を 除 去 し た 。 次 に 、 ビ オ チ ン 標 識 し た SN K01抗 体 を 用 い て 、 同 様 に 、

シ グ ナ ル を 検 出 し た 。 結 果 を 図 ６ に 示 す 。

【 ０ １ ２ ８ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 SN K01に お い て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 予 想 さ れ る 分 子 量 （ 約 ２ ０ kD）

の 位 置 に 明 瞭 な バ ン ド が 見 ら れ た 。 SN K01は 、 BST2D（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） と BST2H（ 配 列 番

号 ： ８ ） の 両 方 に 対 し て 強 く 反 応 し た 。 ２ ０ kD以 上 の 位 置 に も 強 い 反 応 が 検 出 さ れ た 。 こ

れ ら の 分 子 量 の 大 き い 蛋 白 質 は 、 糖 鎖 の 修 飾 を 有 し て い る と 予 想 さ れ た 。 BST2D（ 配 列 番

号 ： １ ０ ） は 、 上 清 よ り も 沈 殿 で 強 い シ グ ナ ル が 見 ら れ た 。 BST2H（ 配 列 番 号 ： ８ ） も 沈

殿 で よ り 強 い シ グ ナ ル が 見 ら れ た が 、 上 清 に 対 し て も 抗 体 の 強 い 反 応 が 検 出 さ れ た 。 BST2

D（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） に 対 す る Hisタ グ 抗 体 の シ グ ナ ル が 検 出 さ れ て い な い の は 、 C末 端 に

付 加 し た Hisタ グ が プ ロ セ シ ン グ に よ っ て 除 去 さ れ て し ま っ た た め と 考 え ら れ た 。

【 実 施 例 ８ 】

【 ０ １ ２ ９ 】

　 マ ウ ス BST2の 新 規 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト の ク ロ ー ニ ン グ

　 セ ル ソ ー タ ー （ FACSVantage, Becton Dickinson社 製 ） に よ り 高 度 に 分 離 し た マ ウ ス IPC

か ら 抽 出 し た RN Aよ り 合 成 し た cD N Aを 鋳 型 と し て 、 定 法 に 従 っ て PCRを 行 い 、 抗 原 遺 伝 子 が

IPCに 特 異 的 に 発 現 し て い る こ と を 確 認 し た 。 PCRに 用 い た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 は 次 の 通

り で あ る 。

配 列 番 号 ： ７ 用 forward（ 配 列 番 号 ： １ ６ ） ：

　 5'-acatggcgccctctttctatcac-3'

　 reverse（ 配 列 番 号 ： １ ７ ） ：

　 5'-gagcccaggttttgaaggaagtg-3'

　 そ の 結 果 、 cD N Aに 該 当 す る 増 幅 断 片 の 他 に 、 短 い 増 幅 断 片 が 観 察 さ れ た 。 本 増 幅 断 片 を

定 法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ し て 塩 基 配 列 を 確 認 し た と こ ろ 、 配 列 番 号 ： ７ に 示 し た mBST2Hの

第 2エ ク ソ ン 部 分 が 欠 失 し た 塩 基 配 列 を 有 し て い た 。 す な わ ち 、 配 列 番 号 ： １ ８ に 示 し た

塩 基 配 列 を 有 す る 、 マ ウ ス BST2の 新 規 の ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト で あ る と 考 え ら れ た 。

こ の 遺 伝 子 が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： １ ９ に 示 し た 。 こ の 配 列 番 号 ： １ ８ 記

載 の 遺 伝 子 を 、 以 下 mBST2HSと も 称 す る 。

　 mBST2D、 mBST2H、 mBST2HSの ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト を 図 ７ (ａ )に 、 そ れ ぞ れ の ゲ

ノ ム 構 造 を 図 ７ (ｂ )に 示 す 。

【 実 施 例 ９ 】

【 ０ １ ３ ０ 】

　 マ ウ ス BST2発 現 ベ ク タ ー の 作 製

　 実 施 例 ６ に よ り 得 ら れ た mBST2Dお よ び mBST2Hの cD N Aを 鋳 型 と し 、 以 下 の 塩 基 配 列 か ら な

る プ ラ イ マ ー を 使 っ て 以 下 の 条 件 で PCRを 行 っ た 。

forward primer ；

tttttgctagcgacggatcacatggcgccctctttctatcactatctgcccgtgcccatggatgagatgggggggaagca

agga（ 配 列 番 号 ： １ １ ） お よ び

reverse primer； tttt t t tctcgagtcctcaaaagagcaggaacagtgac（ 配 列 番 号 ： １ ２ ）

　 D N Aポ リ メ ラ ー ゼ ： LA Taq（ タ カ ラ バ イ オ 社 ）

　 ［ 95℃ を 30秒 、 55℃ を 30秒 、 72℃ を 2分 ］ を 25サ イ ク ル

【 ０ １ ３ １ 】
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　 増 幅 さ れ た そ れ ぞ れ の 断 片 を 制 限 酵 素 NheI及 び XhoI（ い ず れ も タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） で 処

理 し て 切 断 し た 後 、 同 様 に NheIと XhoIで 処 理 し た 動 物 細 胞 発 現 用 ベ ク タ ー pcD N A3.1-Zeo(+

)（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） と ligation kit ver.II（ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） を 用 い て 連 結 し 、

そ れ ぞ れ の 発 現 ベ ク タ ー と し た 。 mBST2HSの 発 現 ベ ク タ ー に つ い て は mBST2Hの 第 2エ ク ソ ン

部 分 を PCR法 を 用 い て 定 法 に 従 っ て 除 去 す る こ と に よ っ て 作 製 し た 。

【 実 施 例 １ ０ 】

【 ０ １ ３ ２ 】

　 ヒ ト オ ー ソ ロ グ cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ と 発 現 ベ ク タ ー の 作 製

　 本 発 明 に お い て 同 定 さ れ た マ ウ ス IPC特 異 抗 原 BST2の ヒ ト オ ー ソ ロ グ を 検 索 し た と こ ろ

、 ヒ ト BST2と し て 報 告 さ れ た 既 知 の 遺 伝 子 で あ っ た （ Ishikawa,J. et al. Genomics, 199

5; 26, 527-； GenBank Acc#. D28137） 。 更 に マ ウ ス で 見 出 さ れ た 新 規 ス プ ラ イ シ ン グ バ

リ ア ン ト の ヒ ト オ ー ソ ロ グ も 含 め て 以 下 の よ う に し て PCR法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ し 、 3種 類

の 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し た 。

【 ０ １ ３ ３ 】

　 下 記 の 実 施 例 に 示 し た 方 法 に 従 っ て 、 Herpes Simplex virus 刺 激 を 行 っ た ヒ ト IPCを 調

製 し 、 RN Aを 抽 出 後 、 ス ー パ ー ス ク リ プ ト フ ァ ー ス ト ス ト ラ ン ド シ ス テ ム キ ッ ト （ イ ン ビ

ト ロ ジ ェ ン 社 ） を 用 い て 、 フ ァ ー ス ト ス ト ラ ン ド cD N Aを 合 成 し た 。 こ れ を 鋳 型 に 、 hBST2

primer F; aaaaaaagctagctggatggcatctacttcgtatg（ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） お よ び hBST2 prime

r R ; aaaaaaactcgagacccataacaacaggcagcacat （ 配 列 番 号 ： ２ １ ） で 、 LA Taq(タ カ ラ バ

イ オ )を 酵 素 に も ち い て PCR(95℃ を 30 秒 、 55℃ を 30 秒 、 72℃ を 2分 、 25 cycle)を 行 っ た

。 増 幅 さ れ た 断 片 を 、 制 限 酵 素 NheIお よ び XhoIで 切 断 後 、 pcD N A3.1-Zeo(+)（ イ ン ビ ト ロ

ジ ェ ン 社 ） の NheI-XhoIサ イ ト に 挿 入 し 、 ヒ ト BST2の 発 現 プ ラ ス ミ ド と し た 。

【 ０ １ ３ ４ 】

　 マ ウ ス ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト の オ ー ソ ロ グ で あ る 遺 伝 子 に 関 し て は 、 IPCの cD N Aラ

イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 と し て 以 下 の 塩 基 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー で 、 LA Taq(タ カ ラ バ イ オ )を

酵 素 に 用 い て PCR(95℃ を 30 秒 、 55℃ を 30 秒 、 72℃ を 2分 、 25 cycle)を 行 っ た 。 cD N Aは 、

GeneRacer kit （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） に よ っ て 合 成 し た 。 増 幅 さ れ た 断 片 を 、 制 限 酵 素

NheIお よ び XhoIで 切 断 後 、 pcD N A3.1-Zeo(+)（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） の NheI-XhoIサ イ ト に

挿 入 し 、 発 現 プ ラ ス ミ ド と し た 。

　 mBST2Hオ ー ソ ロ グ 用 の プ ラ イ マ ー

　 hBST2 primer F（ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） お よ び

　 primerhBHR； ttttt tctcgagctagggatgtgggggtgagaggaatgtggcaggtggagggtagcgggggaaggc

tatctctgacctcagtcgctccacctctgcagac（ 配 列 番 号 ： ２ ２ ）

　 mBST2HSオ ー ソ ロ グ 用 の プ ラ イ マ ー

　 hBST2 primer F（ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） お よ び

　 primerhBST2HSR1； aaaaaaactcgagcttatggtttaatgtagtgatctctccacagtgtggttgcaggtggc

ggcct（ 配 列 番 号 ： ２ ３ ）

【 ０ １ ３ ５ 】

　 既 知 遺 伝 子 で あ る ヒ ト BST2の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： １ に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ２

に 示 し た 。 以 下 、 こ の 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 を hBST2Dと も 称 す る 。 ま た 、 上 記 に よ り 得 ら れ

た mBST2Hの ヒ ト オ ー ソ ロ グ （ 以 下 、 hBST2Hと も 称 す る ） の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： ３ に 、 ア

ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ４ に 、 ま た 、 mBST2HSの ヒ ト オ ー ソ ロ グ （ 以 下 、 hBST2HSと も 称 す

る ） の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： ５ に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ６ に 示 し た 。

　 hBST2D、 hBST2H、 hBST2HSの ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト を 図 ８ (a)に 、 そ れ ぞ れ の ゲ ノ

ム 構 造 を 図 ８ (b)に 示 し た 。 hBST2Hお よ び hBST2HSは 新 規 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト で あ る

こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 実 施 例 １ １ 】

【 ０ １ ３ ６ 】

　 マ ウ ス BST2を 認 識 す る 抗 体 の 作 製 と 評 価

１ ） 抗 マ ウ ス BST2抗 体 の 作 製
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　 マ ウ ス BST2の 3種 類 の サ ブ タ イ プ D、 H、 HSの い ず れ か 、 あ る い は 複 数 を 認 識 す る 抗 体 を

以 下 の よ う に 作 製 し た 。

　 6cmデ ィ ッ シ ュ 5枚 に 、 1枚 あ た り 4x10
5
個 の COS7細 胞 を 播 種 し 、 20時 間 培 養 後 に Effecten

e trasfection Reagent(Qiagen社 製 )を 用 い て 同 製 品 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 上 記 実 施 例

１ ０ で 作 製 し た そ れ ぞ れ の タ イ プ の cD N Aが ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 3種 類 の 発 現 ベ ク タ ー を 同

量 （ デ ィ ッ シ ュ 1枚 あ た り 1μ g） ず つ 混 合 し て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 24時 間 後 、 新

鮮 な 培 地 に 交 換 し 、 更 に 24時 間 後 、 PBS/5ｍ M EDTAで 細 胞 を 回 収 し 、 PBSで 洗 浄 し た 後 に 、

Wister rat（ 5～ 6週 令 ） の 両 足 の foot padに ア ジ ュ バ ン ド CFAと と も に 注 入 し た 。

【 ０ １ ３ ７ 】

　 こ の よ う な 操 作 を 0、 4、 11日 目 に 行 っ て 免 疫 し た ラ ッ ト か ら 、 12日 目 に リ ン パ 節 を 採 取

し て 、 実 施 例 １ に 示 し た の と 同 様 の 方 法 で 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ

の 培 養 上 清 を Cell ELISAに よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 3種 類 の 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ

ェ ク シ ョ ン し た COS7細 胞 に は 反 応 し 、 宿 主 の COS7細 胞 に は 反 応 し な い ク ロ ー ン を 選 択 し た

。 更 に FACS解 析 で も 結 合 活 性 を 確 認 し て 細 胞 の ク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、 最 終 的 に は 5つ の 陽

性 ク ロ ー ン を 得 た 。

【 ０ １ ３ ８ 】

２ ） マ ウ ス IFN産 生 能 へ の 影 響

　 得 ら れ た ク ロ ー ン の 培 養 上 清 を 用 い て 、 実 施 例 ５ に 示 し た 方 法 に 従 っ て 、 IFN産 生 に 与

え る 影 響 を 検 討 し た と こ ろ 、 い ず れ も コ ン ト ロ ー ル 抗 体 と 比 較 し て IPCの IFN産 生 を 抑 制 す

る 活 性 が あ っ た 。 更 に 、 0.1μ Mの CpG O D N 1668（ M W G Biotech社 ） を 用 い て 刺 激 し た 際 に

も 、 IFN産 生 抑 制 活 性 を 示 し た （ 図 ９ ） 。 こ の こ と か ら 、 SN K01以 外 の mBST2に 対 す る 抗 体

も IPCか ら の IFN産 生 を 抑 制 す る 活 性 を 示 す こ と が 確 認 さ れ た 。

【 実 施 例 １ ２ 】

【 ０ １ ３ ９ 】

　 ヒ ト BST2（ hBST2） を 認 識 す る 抗 体 の 作 製 と 評 価

１ ） ヒ ト BST2抗 体 の 作 製

　 ヒ ト BST2の 3種 類 の サ ブ タ イ プ D、 H、 HSの い ず れ か 、 あ る い は 複 数 を 認 識 す る 抗 体 を 実

施 例 １ １ と 同 様 の 方 法 に 従 っ て 作 製 し た 。 実 施 例 １ ０ で 作 製 し た そ れ ぞ れ の タ イ プ の ヒ ト

cD N Aが ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 3種 類 の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い 、 培 養 上 清 を FACS解 析 す る こ と に

よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 3D3#7、 3E2#8、 5C11#7、 3G7#6な ど 、 複 数

の ク ロ ー ン が 得 ら れ た 。 得 ら れ た 複 数 の ク ロ ー ン の 精 製 抗 体 を 取 得 し 、 更 に 解 析 を 行 っ た

。

【 ０ １ ４ ０ 】

２ ） ヒ ト IFN産 生 能 へ の 影 響

　 健 常 人 よ り 末 梢 血 を 採 取 し 、 PBL（ 末 梢 血 リ ン パ 球 ） を 分 離 し た 。 Lineage抗 体 (CD3、 CD

14、 CD16、 CD19、 CD20、 CD56抗 体 )に て M ACSで 種 々 の 細 胞 を 除 去 し た 後 、 CD4陽 性 、 CD123

陽 性 、 Lineage陰 性 細 胞 群 を IPCと し て セ ル ソ ー タ ー で 分 離 し た 。 こ の よ う に 取 得 し た ヒ ト

IPCを 2x10
4
cells/wellで 96 wellプ レ ー ト に 播 種 し 、 そ れ ぞ れ 3、 10、 30μ g/mLの 濃 度 で 抗

BST2抗 体 を 添 加 し て 37℃ で 1時 間 培 養 し た 。 1時 間 培 養 後 に Herpes Simplex virus(20 pfu/

cell)を 添 加 し 、 37℃ で 24時 間 培 養 し 、 培 養 上 清 中 の IFNα を ELISA kit(Bender Med Syste

m社 )に よ り 、 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 抗 ヒ ト BST2抗 体 は 、 既 に 報 告 の あ る BDCA2抗 体 (Milten

yi社 )と 同 様 に 、 ヒ ト IFN産 生 抑 制 活 性 を 示 す こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 １ ０ ） 。 す な わ ち

、 ヒ ト BST2を 認 識 す る 抗 体 は 、 そ の 分 子 を 発 現 す る 細 胞 の IFN産 生 活 性 に 影 響 を 与 え る こ

と が 明 ら か と な っ た 。

【 実 施 例 １ ３ 】

【 ０ １ ４ １ 】

　 抗 体 の in vivoに お け る 評 価

１ ） 抗 体 投 与 マ ウ ス よ り 採 取 し た 細 胞 の 解 析

　 Balb/cマ ウ ス の 腹 腔 内 に SN K01、 SN K03、 お よ び コ ン ト ロ ー ル の ラ ッ ト IgGを 1匹 あ た り 30

0μ gず つ 、 一 日 お き に 3回 投 与 し （ 0.9mg/マ ウ ス ） 、 6日 目 に 脾 臓 、 骨 髄 を 採 取 し た 。 更 に
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、 骨 髄 細 胞 を 1x10
6
/wellに て 96wellプ レ ー ト に 播 種 し 、 CpG（ 0.5μ M） あ る い は イ ン フ ル

エ ン ザ ウ イ ル ス PR8に よ っ て 刺 激 し 、 24時 間 後 の 培 養 上 清 の サ イ ト カ イ ン 値 を ELISAに よ り

測 定 し た （ 図 １ １ ） 。

　 そ の 結 果 、 SN K01、 SN K03投 与 群 に お い て 、 IPCの 各 種 刺 激 に 対 す る IFNの 産 生 能 が 低 い こ

と が 明 ら か に な っ た 。 す な わ ち 、 抗 体 の 投 与 に よ り 、 IPCの 機 能 に 変 化 を 生 じ 、 in vitro

で の 刺 激 に よ る IFN産 生 能 が 抑 制 さ れ た こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ １ ４ ２ 】

２ ） ウ イ ル ス 感 染 マ ウ ス を 用 い た 解 析

　 抗 体 を 前 投 与 （ 1.5日 前 と 0.5日 前 に そ れ ぞ れ 一 匹 あ た り 500μ g） し た マ ウ ス （ n=3） に 5

x10
4
pfu/mouseの M C M V（ マ ウ ス サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ） を 腹 腔 内 に 投 与 し 、 感 染 を 起 し た

。 こ の 感 染 後 、 1.5日 後 の マ ウ ス の 血 清 中 の IFNα を ELISAに よ り 測 定 し た 。 ま た 、 脾 臓 で

の IPCの 細 胞 数 (cell population)を B220、 CD11c、 CD11bの 染 色 に よ っ て 解 析 し た （ 図 １ ２

） 。

　 そ の 結 果 、 SN K01投 与 群 に お い て 、 血 清 中 の IFN産 生 量 は 抑 制 さ れ て い た 。 す な わ ち 、 本

抗 体 投 与 に よ り 、 分 子 が 発 現 し て い る 細 胞 の 機 能 に 変 化 を 生 じ 、 in vivoに お け る IFN産 生

能 が 抑 制 さ れ た こ と が 示 さ れ た 。

【 実 施 例 １ ４ 】

【 ０ １ ４ ３ 】

　 自 己 免 疫 疾 患 発 症 モ デ ル マ ウ ス を 用 い た 解 析

　 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 を 自 然 発 症 す る NZB(New Zealand Black)マ ウ ス と 、 一 見 正 常 に 見

え る NZ W(New Zealand White)マ ウ ス の F1マ ウ ス は 、 ル ー プ ス 腎 炎 を 自 然 発 症 す る 。 (Helye

r BJ et al. Nature 197;197,1963)　 こ れ ら の マ ウ ス (日 本 SLC)を 用 い て 、 解 析 を 行 っ た

。 ま ず 、 骨 髄 、 脾 臓 、 末 梢 血 中 の IPCの 細 胞 数 (cell population)を FACS解 析 に よ っ て 測 定

し た 。 そ の 結 果 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 129マ ウ ス と 比 較 し て 、 自 己 免 疫 疾 患 を 発 症

す る NZB、 NZB/W F1マ ウ ス で は 、 IPCの 数 が 特 に 骨 髄 で 増 加 し て い る こ と が 示 さ れ た （ 図 １

３ ） 。

【 ０ １ ４ ４ 】

　 ま た 、 そ れ ぞ れ の マ ウ ス か ら 採 取 し た 骨 髄 細 胞 を 1x10
6
/wellに て 96wellプ レ ー ト に 播 種

し 、 CpG（ 0.5μ M） あ る い は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス PR8に よ っ て 刺 激 し 、 各 種 抗 体 を 添 加

し て 、 24時 間 後 の 培 養 上 清 の サ イ ト カ イ ン 値 を 実 施 例 5に 示 し た よ う な 、 ELISA法 に よ り 測

定 し た 。 そ の 結 果 、 コ ン ト ロ ー ル IgG、 あ る い は W O2004/013325記 載 の 2Ｅ 6抗 体 添 加 時 と は

異 な り 、 SN K01抗 体 、 SN K03抗 体 添 加 時 に は 、 IFN産 生 抑 制 活 性 が 見 ら れ た （ 図 １ ４ ） 。 こ

の こ と よ り 、 SN K01、 SN K03抗 体 は モ デ ル マ ウ ス 由 来 IPCの IFN産 生 を 抑 制 す る こ と が 明 ら か

に な っ た 。

【 実 施 例 １ ５ 】

【 ０ １ ４ ５ 】

　 ル ー プ ス 腎 炎 モ デ ル マ ウ ス へ の 抗 体 投 与 試 験

　 NZB/W F1マ ウ ス (日 本 SLC)を 、 SPF環 境 下 で 飼 育 し 、 2ヶ 月 齢 か ら 7ヶ 月 齢 ま で の 5ヶ 月 間

、 次 の よ う に 抗 体 投 与 を 行 っ た 。 各 群 10匹 の マ ウ ス に 、 SN K01、 SN K03、 お よ び コ ン ト ロ ー

ル の ラ ッ ト IgG (ICN Pharmaceuticals,Inc.)を 1匹 あ た り 250μ gず つ 、 週 2回 腹 腔 内 に 投 与

し た 。

【 ０ １ ４ ６ 】

　 2週 間 に 1回 、 定 期 的 に 尿 10μ Ｌ を 濾 紙 に と り 、 ア ル コ ー ル 固 定 後 、 BPB(Bromophenol Bl

ue)で 染 色 し 、 既 知 濃 度 の 蛋 白 質 （ BSA； bovine serum albmin） 溶 液 を ス タ ン ダ ー ド と し

て 、 含 ま れ る 蛋 白 質 量 を 解 析 し た （ Knight et al. Clin.Exp.Im munol.28;352-358, 1977

） 。 蛋 白 質 量 の 指 標 と し て 、 1: ～ 37mg/dl、 2: ～ 74mg/dl、 3: ～ 111mg/dl、 4: ～ 333mg/

dl、 5: ～ 1000mg/dl、 6: ～ 3000mg/dlと し 、 3: 111mg/dl以 上 を 陽 性 と 判 定 し て 累 積 陽 性

率 (蛋 白 尿 頻 度 )を 算 定 し た 。 そ の 結 果 、 SN K01、 SN K03抗 体 投 与 群 で は 蛋 白 尿 の 抑 制 が 見 ら

れ 、 腎 炎 が 抑 制 さ れ た こ と が 示 さ れ た （ 図 １ ５ ） 。

　 5ヶ 月 齢 の 各 マ ウ ス よ り 血 清 を 採 取 し 、 血 清 中 の IFNα 濃 度 を 実 施 例 ４ に 示 し た 方 法 で 、
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ま た 、 TNFα 濃 度 を ELISA Development kit（ Genzyme-Techne社 製 ） に よ り 測 定 し た 。 そ の

結 果 、 SN K01、 SN K03抗 体 投 与 群 で は 、 そ れ ぞ れ の サ イ ト カ イ ン 産 生 量 が 抑 制 さ れ て い た （

図 １ ６ ） 。

【 実 施 例 １ ６ 】

【 ０ １ ４ ７ 】

　 ル ー プ ス 腎 炎 モ デ ル マ ウ ス へ の 抗 体 投 与 に よ る 治 療 効 果 の 検 討

　 NZB/W F1マ ウ ス を 飼 育 し 、 腎 炎 が 発 症 す る 5ヶ 月 齢 よ り 8ヶ 月 齢 ま で 抗 体 を 投 与 し 、 そ の

効 果 を 比 較 検 討 し た 。 各 群 を ６ 匹 と し 、 以 下 に 示 す 物 質 を 週 ２ 回 腹 腔 内 に 投 与 し た 。 各 群

の 尿 中 の 蛋 白 質 量 を 実 施 例 15と 同 様 に 測 定 し 、 比 較 検 討 し た 。 プ レ ド ニ ン は 自 己 免 疫 疾 患

の 治 療 に 利 用 さ れ る ス テ ロ イ ド で あ る 。 塩 野 義 製 薬 社 製 の コ ハ ク 酸 プ レ ド ニ ゾ ロ ン ナ ト リ

ウ ム を プ レ ド ニ ン （ 以 下 プ レ ド ニ ン あ る い は PDと 称 す る ） と し て 用 い た 。

　 １ ） SN K01抗 体 250μ g+プ レ ド ニ ン 0.5mg、

　 ２ ） コ ン ト ロ ー ル の ラ ッ ト IgG（ ICN Pharmaceuticals, Inc. ） 250μ g +プ レ ド ニ ン 0.5

mg、

　 ３ ） プ レ ド ニ ン 0.5mgの み

　 治 療 後 8ヶ 月 齢 の マ ウ ス で は 、 SN K01抗 体 と プ レ ド ニ ン を 併 用 し た 群 に お い て 、 プ レ ド ニ

ン 単 独 も し く は 、 プ レ ド ニ ン ＋ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 の 投 与 群 に 比 較 し 、 蛋 白 尿 の 程 度 の 抑 制

が 見 ら れ 、 腎 炎 発 症 に お い て 治 療 効 果 が あ る こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 １ ７ ） 。 な お 図 に お い

て 、 黒 丸 は 死 亡 マ ウ ス で 、 死 亡 直 前 の 蛋 白 尿 の 程 度 を 示 す 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ ４ ８ 】

　 本 発 明 に よ っ て IPCを 治 療 標 的 と す る 腎 炎 の 治 療 剤 、 並 び に 治 療 方 法 が 提 供 さ れ た 。 IPC

に は 他 の 細 胞 の 数 千 倍 も の IFNを 産 生 す る 細 胞 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 そ の IFN産 生 能 、

お よ び 細 胞 生 存 （ あ る い は 細 胞 数 ） の い ず れ か あ る い は 両 方 を 抑 制 す れ ば 、 IFNの 産 生 が

効 果 的 に 抑 制 さ れ 、 腎 炎 な ど の 症 状 を 緩 和 す る こ と が で き る 。 IPCに 作 用 す る 本 発 明 の 治

療 剤 は 、 腎 炎 症 状 の 抑 制 の み で は な く 、 腎 炎 患 者 の 免 疫 バ ラ ン ス の 改 善 を 通 じ て よ り 本 質

的 な 治 療 を 実 現 す る 。

【 ０ １ ４ ９ 】

　 加 え て 本 発 明 は 、 腎 炎 の 治 療 活 性 の 検 出 方 法 と 、 そ の 方 法 を 利 用 し た 治 療 に 有 用 な 候 補

化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 し た 。 本 発 明 に よ っ て 、 IPCの 活 性 の 調 節 が 、 腎 炎 の

治 療 に お い て 重 要 な 課 題 で あ る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 し た が っ て 、 IPCの 活 性 を 調 節 す

る 化 合 物 を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 腎 炎 の 治 療 に 有 用 な 化 合 物 を 選 択 す る こ と が で き る 。

す な わ ち 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 化 合 物 は 、 腎 炎 の 治 療 に 有 用

で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ ａ ｂ 】 【 図 １ ５ ｃ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】
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【 図 ２ 】
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【 図 ６ 】

【 配 列 表 】
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