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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】自己免疫疾患の病態とＴＬＲ７の関連性を解析
するための、ヒトＴＬＲ７の検出技術の提供。
【解決手段】抗ヒトＴＬＲ７抗体を用いた酵素免疫アッ
セイおよび／または免疫沈降にるヒトＴＬＲ７の検出方
法が提供される。本検出方法により、自己免疫疾患、特
にＳＬＥを有する患者由来のサンプルを分析し、ＴＬＲ
７を検出することで、ＴＬＲ７を自己免疫疾患の病態を
示すマーカーとして使用することができる。また本検出
方法は、ＴＬＲ７を標的とした物質のスクリーニングに
も適用できる。
【選択図】図６
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗ヒトＴＬＲ７抗体を用いて被験者のサンプル中のヒトＴＬＲ７を検出する工程と、
　被験者のサンプルに関する検出結果を、健常人由来のサンプルに関する検出結果と比較
する工程と、
を含む、ヒト由来の体液サンプルを分析する方法。
【請求項２】
　酵素免疫アッセイおよび／または免疫沈降によってヒトＴＬＲ７を検出する、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
　複数の抗ヒトＴＬＲ７抗体を用いてサンプル中のヒトＴＬＲ７を検出する、請求項１ま
たは２に記載の方法。
【請求項４】
　前記サンプルが、ヒトの体液由来のサンプルである、請求項１～３のいずれかに記載の
方法。
【請求項５】
　前記サンプルが、ヒトの血漿および／または血清を含む、請求項１～４のいずれかに記
載の方法。
【請求項６】
　被験者が、自己免疫疾患の患者または自己免疫疾患が疑われる者である、請求項１～５
のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　ＴＬＲ７が活性化してなる自己免疫疾患を検査するための薬剤であって、抗ヒトＴＬＲ
７抗体を含む上記薬剤。
【請求項８】
　ヒト由来の体液サンプルを分析するための、請求項７に記載の薬剤。
【請求項９】
　自己免疫疾患がＳＬＥである、請求項７または８に記載の薬剤。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、トール様受容体７（toll-like receptor 7：ＴＬＲ７）を検出する技術に関
する。特に本発明は、可溶型ＴＬＲ７の検出に関しており、ＴＬＲ７を標的とした物質の
スクリーニング、ＴＬＲ７を標的とした治療などにも関する。
【背景技術】
【０００２】
　トール様受容体（ＴＬＲ）は病原体センサーの一つのファミリーを形成しており、病原
体成分に応答して活性化シグナルを誘導し、感染防御反応を誘導する。ＴＬＲは感染防御
に重要であるばかりでなく、自己免疫疾患などの病態における炎症誘導にも関わっている
。例えば、非特許文献１には、血清中のＴＬＲを非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ）の患者に
おける放射性肺炎の指標として用いることが提案されている。
【０００３】
　約１０種類のＴＬＲのうちＴＬＲ３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８及びＴＬＲ９は、細胞内小器
官である小胞体に分布し、細菌やウイルス由来の核酸を認識する。ＴＬＲ７とＴＬＲ８は
１本鎖ＲＮＡを認識し、ＴＬＲ９はＣｐＧモチーフを含む非メチル化１本鎖ＤＮＡ（Ｃｐ
Ｇ－ＤＮＡ）を認識する。
【０００４】
　しかし、ウイルス特有の２本鎖ＲＮＡとは異なり、一本鎖ＲＮＡやＤＮＡは宿主由来の
核酸と大きな違いはなく、ＴＬＲによるリガンド認識機構が厳密に制御されなければ、自
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己に対する反応を惹起し、自己免疫疾患に陥ってしまう。
【０００５】
　この点、ＴＬＲ７による自己免疫反応は、核酸を認識する場所をエンドリソソームに限
定することによって調節されている（非特許文献２）。定常時、細胞外にある自己の核酸
は急速に分解されるため、細胞内のエンドリソソームには到達せず、ＴＬＲ７には認識さ
れない。一方、微生物核酸は細菌の細胞壁やウイルス粒子に保護されているのでエンドリ
ソソームに到達し、そこで初めて放出され、ＴＬＲ７に認識される。
【０００６】
　これに対し、抗微生物ペプチドや自己抗体との相互作用によって自己の核酸が分解に耐
性を有するようになり、エンドリソソームに到達できるようになると、ＴＬＲ７依存性自
己免疫反応が引き起こされる。実際、ＴＬＲ７については、乾癬や全身性エリテマトーデ
ス（systemic lupus erythematosus：ＳＬＥ）との関連が示唆されている（非特許文献３
～５）。
【０００７】
　したがって、ＴＬＲ７は、乾癬やＳＬＥなどのＴＬＲ７依存性自己免疫疾患の治療標的
と考えられ、これまでにＴＬＲ７の発現や機能を抑制する様々な方法が提案されている。
具体的には、ＴＬＲ７に対して拮抗作用を持つオリゴＤＮＡや、ＴＬＲ７の発現を抑制す
るマイクロＲＮＡなどを用いた方法が試みられてきた。しかしながら、一般に核酸医薬の
安全性は未知数であり、また、ＴＬＲ７の機能を完全に抑制すると、感染症などの危険性
を招く可能性も否定できない。
【０００８】
　ＴＬＲ７は、自己免疫反応を制限するためにエンドリソソームに局在し、細胞表面から
は隔絶されていると考えられてきたため、細胞表面にのみ作用する抗体は使用できないと
の考えもあったが、安全性及び特異性の面で優れるとされる抗体医薬も提案されている（
特許文献１）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】国際公開ＷＯ２０１４／１７４７０４
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Int. J. Clin. Exp. Pathol., 711:8087-8095 (2014)
【非特許文献２】Barton, G.et al. d Medzhitov, R. Nat Immunol 7, pp. 49-56 (2006)
【非特許文献３】Lande, R. et al. Nature 449, pp. 564-569 (2007)
【非特許文献４】Christensen, S. R. et al. Immunity 25, pp. 417-428 (2006)
【非特許文献５】Ehlers, M. et al. J Exp Med 203, pp. 553-561 (2006)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）や関連する自己免疫疾患では、自己免疫応答による
炎症が誘導されており、病態に深く関与しているとされるが、これらの疾患の原因は不明
な点が多い。治療薬としては、非特異的な抗炎症作用を有するステロイドが用いられてい
るが、その副作用は症例によっては大きな問題となっており、治療標的を同定し、より特
異的な治療法を開発することが重要である。
【００１２】
　ＴＬＲ７は、エンドソームやライソソームに局在するＲＮＡセンサーであり、自己免疫
疾患の病態に関与すること、特に、自己免疫疾患であるＳＬＥにおいてその関与が示唆さ
れている。しかしながら、ＴＬＲ７に関する知見は、主にモデルマウスにおける知見であ
り、ヒトのサンプルにおいてＴＬＲ７の関与を示す結果はまだ充分ではない。
【００１３】
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　このように、ＳＬＥモデルマウスに関する研究において病態におけるＴＬＲ７の関与が
示唆されたため、ＳＬＥを含む膠原病などの治療標的分子としてＴＬＲ７が期待されてい
るものの、ＴＬＲ７を簡便に検出する技術が確立されておらず、ＴＬＲ７の病態への関与
を調べられる新たな手法が必要とされていた。特にヒトにおいては、ＳＬＥなどの自己免
疫疾患にＴＬＲ７が関与しているかどうか検討しようにも、マウスと比較して解析に使え
る手法が限定されており、ＴＬＲ７と病態との関連を解析することが困難であった。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　上記課題について鋭意検討したところ、本発明者らは、ヒトＴＬＲ７に対するモノクロ
ーナル抗体を実際に複数得るとともに、ＴＬＲ７を検出できる分析法を確立することに成
功し、これに基づいて本発明を完成させるに至った。
【００１５】
　本発明は、これに限定されるものではないが、以下の発明を包含する。
（１）　抗ヒトＴＬＲ７抗体を用いて被験者のサンプル中のヒトＴＬＲ７を検出する工程
と、被験者のサンプルに関する検出結果を、健常人由来のサンプルに関する検出結果と比
較する工程と、を含む、ヒト由来の体液サンプルを分析する方法。
（２）　酵素免疫アッセイおよび／または免疫沈降によってヒトＴＬＲ７を検出する、（
１）に記載の方法。
（３）　複数の抗ヒトＴＬＲ７抗体を用いてサンプル中のヒトＴＬＲ７を検出する、（１
）または（２）に記載の方法。
（４）　前記サンプルが、ヒトの体液由来のサンプルである、（１）～（３）のいずれか
に記載の方法。
（５）　前記サンプルが、ヒトの血漿および／または血清を含む、（１）～（４）のいず
れかに記載の方法。
（６）　被験者が、自己免疫疾患の患者または自己免疫疾患が疑われる者である、（１）
～（５）のいずれかに記載の方法。
（７）　ヒトＴＬＲ７を標的とする医薬のヒトにおける効果を評価する方法であって、抗
ヒトＴＬＲ７抗体を用いてヒト由来のサンプル中のヒトＴＬＲ７を検出することを含む、
上記方法。
（８）　ヒトＴＬＲ７を標的とする医薬が自己免疫疾患に対する医薬である、（７）に記
載の方法。
（９）　ヒトＴＬＲ７を標的とする医薬がＳＬＥに対する医薬である、（７）または（８
）に記載の方法。
（１０）　抗ヒトＴＬＲ７抗体を含んでなる、自己免疫疾患を検査するための薬剤。
（１１）　ヒト由来の体液サンプルを分析するための、（１０）に記載の薬剤。
（１２）　自己免疫疾患がＳＬＥである、（１０）または（１１）に記載の薬剤。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明によれば、ＴＬＲ７を簡便に検出することが可能になる。特に本発明によれば、
可溶型ＴＬＲ７の検出が可能であり、本発明は、ＴＬＲ７を標的とした物質のスクリーニ
ング、ＴＬＲ７を標的とした治療などにも適用できる。
【００１７】
　本発明によれば、ヒトの血清をはじめとする体液中の可溶型ＴＬＲ７を測定することが
できるため、自己免疫疾患における可溶型ＴＬＲ７の変動と病態との関連を調べることが
容易となる。従来、ヒトのサンプルを用いた解析としては、末梢血由来の白血球を用いて
、ＴＬＲ７の発現、ＴＬＲ７リガンドに対する応答を調べることが知られていたが、これ
らの解析は新鮮血を必要とするものであり、サンプルの入手が容易ではなかった。本発明
によれば、体液を用いてより多くのサンプル解析が可能となるため、ＴＬＲ７が関連する
疾患や病態の分析や治療、研究において本発明は極めて有用である。
【図面の簡単な説明】
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【００１８】
【図１】図１は、実験１における遺伝子配列の解析結果である（ｒＥ３およびＬＴＭ３、
下線はＣＤＲを示す）。
【図２】図２は、実験２の結果を示すヒストグラムである。
【図３】図３は、ｒＥ３およびＬＴＭ３のエピトープが異なることを示す図である。
【図４】図４は、実験３で作成したサルＴＬＲ７の標準曲線である。
【図５】図５は、実験４の免疫沈降とウエスタンブロッティング法で可溶型ＴＬＲ７を検
出した結果を示す図である。
【図６】図６は、実験５の結果を示すグラフである（－：平均値、＊: p＜0.05；＊＊＊:
 p＜0.001）。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　本発明においては、ヒトＴＬＲ７（本明細書中、ｈＴＬＲ７とも称する）に対する抗体
を使用する。本発明に係る抗ヒトＴＬＲ７抗体は、ヒトＴＬＲ７の細胞外ドメインを認識
するものであれば特に限定されず、例えば、抗体全体のみならず、その機能的断片であっ
てもよい。
【００２０】
　ＴＬＲはマウスでは１２種類、ヒトでは１０種類のファミリーが知られている。ＴＬＲ
１、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５、ＴＬＲ６は細胞表面に分布し、細菌膜成分であるリ
ポタンパク質、ＬＰＳなどの糖脂質、フラジェリンなどのタンパク質を認識する。ＴＬＲ
３、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８、ＴＬＲ９は細胞内小器官である小胞体に分布し、細菌やウイル
ス由来の核酸を認識する。
【００２１】
　ＴＬＲはＩ型の膜タンパク質で細胞外にＬＲＲ（Leucine rich repeat）を有する。病
原体成分を認識すると、細胞内のＴＩＲ（Toll/IL-1R homology）ドメインによりシグナ
ル伝達を行う。リガンドを認識したＴＬＲはＴＩＲドメインを介したシグナルを細胞内へ
伝えることにより、最終的にＮＦ－κＢやＩＲＦ（Interferon-Regulatory Factor）ファ
ミリーなどの転写因子を活性化させ、炎症性サイトカイン（ＩＬ－６やＩＬ－１２、ＴＮ
Ｆαなど）や炎症性ケモカイン（ＲＡＮＴＥＳなど）、Ｉ型インターフェロン（ＩＦＮα
やＩＦＮβ）の産生を誘導し、局所において適切な自然免疫応答を引き起こす。これらの
ＴＬＲを介した免疫応答は生体防御において必要不可欠であり、ＴＬＲ応答に関連する分
子が欠損すると、様々な病原体に感染し易くなることが報告されている。しかし、何らか
の原因で、自己に由来する物質がＴＬＲの内因性リガンドとなると、慢性的な炎症を引き
起こす可能性が指摘されている。
【００２２】
　実際、ＴＬＲ７は、ＳＬＥや乾癬の発症に関与することが知られている。抗ＴＬＲ７抗
体は、細胞表面ＴＬＲ７に結合し、当該細胞のＴＬＲ７応答を阻害することにより、免疫
の異常な活性化を防いで疾患の治療又は予防に寄与する。
【００２３】
　ヒトＴＬＲ７のｃＤＮＡのヌクレオチド配列は、例えばＧｅｎＢａｎｋにアクセッショ
ン番号：ＮＭ＿０１６５６２として登録されており、バリアントも知られている。ヒトＴ
ＬＲ７（バリアント２）のアミノ酸配列は、配列番号１７に記載されている。本発明に係
る抗ＴＬＲ７抗体は、可溶型ＴＬＲ７に結合する。可溶型ＴＬＲ７は、少なくともＴＬＲ
７の細胞外ドメインを含むタンパク質である。
【００２４】
　また、本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体の一態様は、以下のＣＤＲのうち少なくとも
１つを含む。
(a) 配列番号１で表されるアミノ酸配列からなる重鎖ＣＤＲ１
(b) 配列番号２で表されるアミノ酸配列からなる重鎖ＣＤＲ２
(c) 配列番号３で表されるアミノ酸配列からなる重鎖ＣＤＲ３
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(d) 配列番号４で表されるアミノ酸配列からなる軽鎖ＣＤＲ１
(e) 配列番号５で表されるアミノ酸配列からなる軽鎖ＣＤＲ２
(f) 配列番号６で表されるアミノ酸配列からなる軽鎖ＣＤＲ３
　本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体の別の態様は、以下のＣＤＲのうち少なくとも１つ
を含む。
(g) 配列番号９で表されるアミノ酸配列からなる重鎖ＣＤＲ１
(h) 配列番号１０で表されるアミノ酸配列からなる重鎖ＣＤＲ２
(i) 配列番号１１で表されるアミノ酸配列からなる重鎖ＣＤＲ３
(j) 配列番号１２で表されるアミノ酸配列からなる軽鎖ＣＤＲ１
(k) 配列番号１３で表されるアミノ酸配列からなる軽鎖ＣＤＲ２
(l) 配列番号１４で表されるアミノ酸配列からなる軽鎖ＣＤＲ３
　本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体は、上記(a)～(f)の重鎖ＣＤＲ１～３及び軽鎖ＣＤ
Ｒ１～３のうち、少なくとも２つ、少なくとも３つ、少なくとも４つ、少なくとも５つ、
又はすべてを含む抗体であってもよい。本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体は、上記(g)
～(l)の重鎖ＣＤＲ１～３及び軽鎖ＣＤＲ１～３のうち、少なくとも２つ、少なくとも３
つ、少なくとも４つ、少なくとも５つ、又はすべてを含む抗体であってもよい。
【００２５】
　また、本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体は、上記(a)～(f)の重鎖ＣＤＲ１～３及び軽
鎖ＣＤＲ１～３の少なくとも１つが、そのアミノ酸配列において、１又は２のアミノ酸の
欠失、置換又は付加を有するものであってもよい。本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体は
、上記(g)～(l)の重鎖ＣＤＲ１～３及び軽鎖ＣＤＲ１～３の少なくとも１つが、そのアミ
ノ酸配列において、１又は２のアミノ酸の欠失、置換又は付加を有するものであってもよ
い。
【００２６】
　本明細書において用語「アミノ酸」は、その最も広い意味で用いられ、天然のアミノ酸
のみならずアミノ酸変異体及び誘導体といったような非天然アミノ酸を含む。アミノ酸の
例としては、天然タンパク原性Ｌ－アミノ酸；Ｄ－アミノ酸；アミノ酸変異体及び誘導体
などの化学修飾されたアミノ酸；ノルロイシン、β－アラニン、オルニチンなどの天然非
タンパク原性アミノ酸；及びアミノ酸の特徴である当業界で公知の特性を有する化学的に
合成された化合物などが挙げられるがこれらに限定されない。非天然アミノ酸の例として
は、α－メチルアミノ酸（α－メチルアラニンなど）、Ｄ－アミノ酸、ヒスチジン様アミ
ノ酸（２－アミノ－ヒスチジン、β－ヒドロキシ－ヒスチジン、ホモヒスチジン、α－フ
ルオロメチル－ヒスチジン及びα－メチル－ヒスチジンなど）、側鎖に余分のメチレンを
有するアミノ酸（「ホモ」アミノ酸）及び側鎖中のカルボン酸官能基アミノ酸がスルホン
酸基で置換されるアミノ酸（システイン酸など）が挙げられるがこれらに限定されない。
【００２７】
　本明細書において、「１又は２のアミノ酸の欠失、置換又は付加を有する」という場合
、欠失、置換等されるアミノ酸の個数は、結果として得られるＣＤＲのセットが抗原認識
機能を保持する限り特に限定されない。各ＣＤＲにおける欠失、置換又は付加の位置は、
結果として得られるＣＤＲのセットが抗原認識機能を保持する限り、N末端でも、C末端で
も、その中間であってもよい。
【００２８】
　本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体は、結果として得られるＣＤＲのセットが抗ＴＬＲ
７抗体のＣＤＲとしての機能を保持する限り、上記(a)～(f)の重鎖ＣＤＲ１～３及び軽鎖
ＣＤＲ１～３の少なくとも１つが、配列番号１～６に示されるアミノ酸配列と９０％以上
、９５％以上または９８％以上の同一性を有するアミノ酸配列からなるものであってもよ
い。本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体は、結果として得られるＣＤＲのセットが抗ＴＬ
Ｒ７抗体のＣＤＲとしての機能を保持する限り、上記(g)～(l)の重鎖ＣＤＲ１～３及び軽
鎖ＣＤＲ１～３の少なくとも１つが、配列番号９～１４に示されるアミノ酸配列と９０％
以上、９５％以上、９８％以上の同一性を有するアミノ酸配列からなるものであってもよ
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い。
【００２９】
　本明細書において、「配列番号Ｘに示すアミノ酸配列に対してＹ％以上の同一性を有す
る」とは、２つのポリペプチドのアミノ酸配列の一致が最大になるように整列（アライメ
ント）させたときに、共通するアミノ酸残基数の、配列番号Ｘに示す全アミノ酸数に対す
る割合がＹ％以上であることを意味する。
【００３０】
　本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体は、以下のいずれかであってもよい。
(1) 配列番号７で表されるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域と、配列番号８で表されるア
ミノ酸配列を含む軽鎖可変領域とを含む抗体、
(2) 配列番号７及び／又は８で表されるアミノ酸配列において、１又は数個のアミノ酸の
欠失、置換又は付加を有するアミノ酸配列を含む重鎖可変領域及び／又は軽鎖可変領域を
含む抗体、
(3) 配列番号７及び／又は８で表されるアミノ酸配列と７０％以上の同一性を有するアミ
ノ酸配列を含む重鎖可変領域及び／又は軽鎖可変領域を含む抗体、及び
(4) 上記(1)から(3)のいずれかの抗体と同じエピトープを認識する抗体。
【００３１】
　また別の態様において、本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体は、以下のいずれかであっ
てもよい。
(1) 配列番号１５で表されるアミノ酸配列を含む重鎖可変領域と、配列番号１６で表され
るアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域とを含む抗体、
(2) 配列番号１５及び／又は１６で表されるアミノ酸配列において、１又は数個のアミノ
酸の欠失、置換又は付加を有するアミノ酸配列を含む重鎖可変領域及び／又は軽鎖可変領
域を含む抗体、
(3) 配列番号１５及び／又は１６で表されるアミノ酸配列と７０％以上の同一性を有する
アミノ酸配列を含む重鎖可変領域及び／又は軽鎖可変領域を含む抗体、及び
(4) 上記(1)から(3)のいずれかの抗体と同じエピトープを認識する抗体。
【００３２】
　本明細書において、「配列番号Ａ及び／又はＢで表されるアミノ酸配列において、１又
は数個のアミノ酸の欠失、置換又は付加を有するアミノ酸配列を含む重鎖可変領域及び／
又は軽鎖可変領域を含む抗体」という場合、重鎖可変領域が、配列番号Ａで表されるアミ
ノ酸配列において１又は数個のアミノ酸の欠失、置換又は付加を有する配列からなること
、及び／又は、軽鎖可変領域が、配列番号Ｂで表されるアミノ酸配列において１又は数個
のアミノ酸の欠失、置換又は付加を有する配列からなることを意味する。欠失、置換又は
付加する個数は、結果として得られる重鎖可変領域と軽鎖可変領域を含む抗体が、抗原に
特異的に結合する限り特に限定されず、例えば、１個、２個、３個、４個、５個、６個、
７個、８個、９個、１０個とすることができる。欠失、置換又は付加する位置も、結果と
して得られる重鎖可変領域と軽鎖可変領域を含む抗体が、抗原に特異的に結合する限り特
に限定されない。
【００３３】
　本明細書において、「配列番号Ａ及び／又はＢで表されるアミノ酸配列と７０％以上の
同一性を有するアミノ酸配列を含む重鎖可変領域及び／又は軽鎖可変領域を含む抗体」と
いう場合、重鎖可変領域が配列番号Ａで表されるアミノ酸配列と７０％以上の同一性を有
すること、及び／又は、軽鎖可変領域が配列番号Ｂで表されるアミノ酸配列と７０％以上
の同一性を有することを意味する。同一性は、結果として得られる重鎖可変領域と軽鎖可
変領域を含む抗体が、ＴＬＲ７に特異的に結合する限り特に限定されないが、例えば、８
０％以上、８５％以上、９０％以上、９５％以上、９８％以上とすることができる。
【００３４】
　本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体は、配列番号１７で示されるヒトＴＬＲ７のアミノ
酸配列のうち、２７６位～３１３位の領域内に結合するものとしてもよい。
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　本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体は、モノクローナル抗体であってもポリクローナル
抗体であってもよい。また、本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＭ、Ｉ
ｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＥのいずれのアイソタイプであってもよい。
【００３５】
　本発明に用いられる抗ＴＬＲ７抗体は、細胞表面ＴＬＲ７にそれぞれ結合する限り、マ
ウス抗体、ヒト型ＣＤＲ移植抗体、ヒト型キメラ抗体、ヒト化抗体、完全ヒト抗体であっ
てもよく、低分子抗体であってもよいが、これらに限定されない。
【００３６】
　ヒト型ＣＤＲ移植抗体は、ヒト以外の動物の抗体のＣＤＲを、ヒト抗体のＣＤＲで置換
した抗体である。ヒト型キメラ抗体は、ヒト以外の動物の抗体に由来する可変領域と、ヒ
ト抗体に由来する定常領域からなる抗体である。また、ヒト化抗体とは、ヒト以外の動物
の抗体において、安全性の高い一部の領域を残して、ヒトの抗体に由来する部分を組み込
んだものをいい、ヒト型キメラ抗体、ヒト型ＣＤＲ移植抗体を含む概念である。
【００３７】
　本明細書において「低分子抗体」とは、抗体の断片又は抗体の断片に任意の分子を結合
させたものであって、もとの抗体と同一のエピトープを認識するものを意味する。具体的
には、ＶＬ、ＶＨ、ＣＬ及びＣＨ１領域からなるＦａｂ；２つのＦａｂがヒンジ領域でジ
スルフィド結合によって連結されているＦ（ａｂ’）２；ＶＬ及びＶＨからなるＦｖ；Ｖ
Ｌ及びＶＨを人工のポリペプチドリンカーで連結した一本鎖抗体であるｓｃＦｖのほか、
ｓｄＦｖ、Ｄｉａｂｏｄｙ、ｓｃ（Ｆｖ）２が挙げられるが、これらに限定されない。
【００３８】
　本発明で用いられる抗ＴＬＲ７抗体の作製方法は限定されないが、例えば、モノクロー
ナル抗体は、ＴＬＲ７又はその断片で免疫した非ヒト哺乳動物から抗体産生細胞を単離し
、これを骨髄腫細胞等と融合させてハイブリドーマを作製し、このハイブリドーマが産生
した抗体を精製することによって得ることができる。後述の実施例に記載のｒＥ３および
ＬＴＭ３はそのようにして作製されたモノクローナル抗体である。また、ポリクローナル
抗体は、ＴＬＲ７又はその断片で免疫した動物の血清から得ることができる。免疫に用い
るＴＬＲ７の断片は、得られる抗体が細胞表面ＴＬＲ７に結合してその機能を阻害する限
り特に限定されないが、例えば、配列番号１７の２７６位～３１３位アミノ酸配列を含む
ＴＬＲ７断片が挙げられる。
【００３９】
　特定のアミノ酸配列を有する抗ＴＬＲ７抗体を作製する場合は、例えば、抗ＴＬＲ７抗
体をコードする核酸を含む発現ベクターで適当な宿主を形質転換し、この形質転換体を適
当な条件で培養して抗体を発現させ、公知の方法に従って単離精製することによって、抗
ＴＬＲ７抗体を作製することができる。単離精製方法としては、例えば、プロテインＡ等
を用いたアフィニティカラム、その他のクロマトグラフィーカラム、フィルター、限外濾
過、塩析、透析が挙げられ、これらを適宜組み合わせることができる。
【００４０】
　また、「ある抗体Ｘと同一のエピトープに特異的に結合する抗体Ｙ」は、次のようにエ
ピトープの配列を決定してから作製することができる。
　例えば、多数のランダムな配列のペプチドを固相担体に固定してアレイ化し、抗体Ｘと
反応させ、酵素標識２次抗体で結合を検出して、抗体Ｘが特異的に結合するペプチドのア
ミノ酸配列を調べ、このアミノ酸配列と抗原タンパク質のアミノ酸配列の相同性を検索す
ることによって、抗原タンパク質上のエピトープを決定することが可能である。固相担体
に固定するペプチドを、予め、抗原タンパク質の部分ペプチド群としてもよい。
【００４１】
　また、抗原タンパク質の種々の部分ペプチドの存在下で、抗体Ｘと抗原タンパク質との
結合をＥＬＩＳＡ法で検出し、競合活性の有無を調べることによっても、抗原タンパク質
上のエピトープを決定することが可能である。
【００４２】
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　エピトープの配列を決定することができれば、これに特異的に結合する抗体Ｙは、公知
の方法にしたがって当業者が作製することができる。例えば、エピトープ配列を含むペプ
チドを固相担体に固定し、当該ペプチドと種々の抗体の結合を検出することにより、同エ
ピトープに特異的に結合する抗体を得ることができる。
【００４３】
　ここで、「種々の抗体」としては、動物を抗原タンパク質又はその部分ペプチドで免疫
することによって得たものを用いてもよいし、ファージディスプレイ法によって作製した
抗体ライブラリ又は抗体フラグメントライブラリを用いてもよい。ファージディスプレイ
法によるライブラリを用いる場合、エピトープ配列を含むペプチドを固相担体に固定しパ
ニングを繰り返すことによって、同エピトープに特異的に結合する抗体Ｙを得ることもで
きる。
【００４４】
　また、ヒトキメラ抗体及びヒトＣＤＲ移植抗体は、ヒト以外の動物の抗体を産生するハ
イブリドーマのｍＲＮＡから抗体遺伝子をクローン化し、これをヒト抗体遺伝子の一部と
遺伝子組換え技術で連結することによって作製することができる。
【００４５】
　例えば、ヒト型キメラ抗体の場合、マウス抗体を産生するハイブリドーマのｍＲＮＡか
ら逆転写酵素によりｃＤＮＡを合成し、重鎖可変領域（ＶＨ）及び軽鎖可変領域（ＬＨ）
をＰＣＲでクローニングして配列を解析する。次に、一致率の高い抗体塩基配列から、リ
ーダー配列を含む５’プライマーを作製し、５’プライマーと可変部３’プライマーによ
って上記ｃＤＮＡから、シグナル配列から可変領域の３’末端までをＰＣＲでクローニン
グする。一方で、ヒトＩｇＧ１の重鎖及び軽鎖の定常領域をクローニングし、重鎖と軽鎖
それぞれについて、マウス抗体由来可変領域と、ヒト抗体由来定常領域とをＰＣＲによる
Overlapping Hanging法で連結し、増幅する。得られたＤＮＡを適当なベクターに挿入し
、これを形質転換して、ヒト型キメラ抗体を得ることができる。
【００４６】
　ＣＤＲ移植抗体の場合、使用するマウス抗体可変部と最も相同性の高いヒト抗体可変部
を選択してクローン化し、メガプライマー法を用いた部位選択的突然変異導入により、Ｃ
ＤＲの塩基配列を改変する。なお、フレームワーク領域を構成するアミノ酸配列をヒト化
すると抗原との特異的な結合ができなくなる場合には、フレームワークの一部のアミノ酸
をヒト型からラット型に変換してもよい。
【００４７】
　「配列番号Ｘに示されるアミノ酸配列において１又は２個のアミノ酸の欠失、置換又は
付加を有するアミノ酸配列からなるＣＤＲ」や、「配列番号Ｘに示されるアミノ酸配列に
対してＹ％以上の同一性を有するアミノ酸配列からなるＣＤＲ」は、部位特異的変異導入
法、ランダム変異導入法、チェーンシャフリング法、ＣＤＲウォーキング法などの公知の
方法を用いて作製され得る。
【００４８】
　これらの方法により、ファージディスプレイ法によってＣＤＲに種々の変異を有する抗
体又は抗体断片をファージ表面に提示させ、抗原を使用してスクリーニングすることによ
り、より親和性が成熟したＣＤＲを得られることが当業者によく知られている（例えば、
Wu et al., PNAS, 95:6037-6042(1998); Schier, R. et al., J. Mol. Bio. 263:551-567
(1996); Schier, R. et al., J. Mol. Biol. 255:28-43(1996); Yang, W.P. et al., J. 
Mol. Biol., 254:392-403(1995)。）。本発明は、このような方法で成熟させたＣＤＲを
含む抗体も包含する。
【００４９】
　その他の抗体の製造方法として、トリコスタチンＡ処理ニワトリＢ細胞由来ＤＴ４０細
胞株から抗体産生株を取得するAdlib法（Seo, H. et al., Nat. Biotechnol., 6:731-736
, 2002）、マウス抗体遺伝子が破壊されヒト抗体遺伝子が導入されたマウスであるＫＭマ
ウスを免疫してヒト抗体を作製する方法（Itoh, K. et al., Jpn. J. Cancer Res., 92:1
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313-1321, 2001；Koide, A. et al., J. Mol. Biol., 284:1141-1151, 1998）等があり、
これらも本発明に係る抗体の産生に応用することができる。
【００５０】
　本発明の抗ＴＬＲ７抗体が低分子抗体である場合、当該低分子抗体をコードするＤＮＡ
を用いて上記方法で発現させてもよいし、また、全長の抗体をパパイン、ペプシン等の酵
素で処理して作製してもよい。
【００５１】
　本発明で用いられる抗体は、作製方法や精製方法により、アミノ酸配列、分子量、等電
点、糖鎖の有無、形態などが異なり得る。しかしながら、得られた抗体が、本発明の抗体
と同等の機能を有している限り、本発明に含まれる。例えば、本発明の抗体を、大腸菌等
の原核細胞で発現させた場合、本来の抗体のアミノ酸配列のＮ末端にメチオニン残基が付
加される。本発明は、かかる抗体も包含する。
【００５２】
　本発明において、抗体は公知の方法によって準備すればよい。例えば、ヒトＴＬＲ７に
対する抗体は、非ヒト動物を目的抗原で免疫し、免疫成立後の動物からリンパ液、リンパ
組織、血球試料又は骨髄由来の細胞を採取し、公知の方法（例えば、Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎ
ｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ（１９７５）２５６，ｐ．４９５－４９７、Ｋｅｎ
ｎｅｔ，Ｒ．ｅｄ．，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ｐ．３６５－３６
７，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８０））に従って、抗原に対する抗体を
産生する抗体産生細胞とミエローマ細胞とを融合させることによりハイブリドーマを樹立
し、モノクローナル抗体を得ることができる。このような方法の具体的な例は、ＷＯ２０
０９／４８０７２（２００９年４月１６日公開）及びＷＯ２０１０／１１７０１１（２０
１０年１０月１４日公開）に記載されている。
【００５３】
　本発明の抗体には、モノクローナル抗体に加え、ヒトに対する異種抗原性を低下させる
こと等を目的として人為的に改変した遺伝子組換え型抗体、例えば、キメラ抗体、ヒト化
抗体、ヒト抗体なども含まれる。これらの抗体は、既知の方法を用いて製造することがで
きる。
【００５４】
　キメラ抗体としては、抗体の可変領域と定常領域が互いに異種である抗体、例えばマウ
ス又はラット由来抗体の可変領域をヒト由来の定常領域に接合したキメラ抗体を挙げるこ
とができる（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，８１，６８５１－
６８５５，（１９８４）参照）。
【００５５】
　ヒト化抗体としては、ＣＤＲのみをヒト由来の抗体に組み込んだ抗体（Ｎａｔｕｒｅ（
１９８６）３２１，ｐ．５２２－５２５参照）、ＣＤＲ移植法によって、ＣＤＲの配列に
加え一部のフレームワークのアミノ酸残基もヒト抗体に移植した抗体（国際公開ＷＯ９０
／０７８６１号）などを挙げることができる。
【００５６】
　好ましい態様において本発明の抗体としては、ヒト抗体を挙げることができる。例えば
、抗ＴＬＲ７ヒト抗体とは、ヒト染色体由来の抗体の遺伝子配列のみを有するヒト抗体を
意味する。抗ＴＬＲ７ヒト抗体は、ヒト抗体の重鎖と軽鎖の遺伝子を含むヒト染色体断片
を有するヒト抗体産生マウスを用いた方法によって取得することができる。この方法につ
いては、例えば、下記を参照することができる。
Tomizuka, K. et al., Nature Genetics (1997) 16, p.133-143
Kuroiwa, Y. et.al., Nucl.Acids Res. (1998) 26, p.3447-3448
Yoshida, H. et.al., Animal Cell Technology: Basic and Applied Aspects vol.10, p.
69-73 (Kitagawa,Y., Matsuda,T. and Iijima,S. eds.), Kluwer Academic Publishers, 
1999
Tomizuka, K. et.al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2000) 97, p.722-727
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　このようなヒト抗体産生マウスは、具体的には、内在性免疫グロブリン重鎖及び軽鎖の
遺伝子座が破壊され、代わりにヒト人工染色体（Human Artificial Chromosome：ＨＡＣ
）ベクターやマウス人工染色体（Mouse Artificial Chromosome：ＭＡＣ）ベクターなど
のベクターを介してヒト免疫グロブリン重鎖及び軽鎖の遺伝子座が導入された遺伝子組み
換え動物を、ノックアウト動物及びトランスジェニック動物の作製、及びこれらの動物同
士を掛け合わせることにより作り出すことができる。
【００５７】
　また、遺伝子組換え技術により、そのようなヒト抗体の重鎖及び軽鎖の各々をコードす
るｃＤＮＡ、好ましくは該ｃＤＮＡを含むベクターにより真核細胞を形質転換し、遺伝子
組換えヒトモノクローナル抗体を産生する形質転換細胞を培養することにより、この抗体
を培養上清中から得ることもできる。ここで、宿主としては例えば真核細胞、好ましくは
ＣＨＯ細胞、リンパ球やミエローマ等の哺乳動物細胞を用いることができる。
【００５８】
　また、抗ＴＬＲ７ヒト抗体は、ヒト抗体ライブラリより選別したファージディスプレイ
由来のヒト抗体を取得する方法により取得することもできる。この方法に関しては、例え
ば、下記の文献などを参照できる。
Wormstone, I.M.et.al, Investigative Ophthalmology & Visual Science.(2002) 43(7),
 p.2301-2308
Carmen, S. et.al., Briefings in Functional Genomics and Proteomics (2002), 1(2),
 p.189-203
Siriwardena, D. et.al., Ophthalmology (2002) 109(3), 427-431
　ある抗ＴＬＲ７抗体を、本発明に用いることができるか否かは、当業者が適宜決定する
ことができる。例えば、下記の少なくとも１つを確認することにより、得られた抗体から
、ヒトＴＬＲ７の検出に用いられるものを選択することが可能である。
（ａ）得られた抗体が細胞表面のＴＬＲ７に結合するか否か
（ｂ）免疫細胞をＴＬＲ７のリガンドによって刺激しつつ、得られた抗体と接触させたと
きに、免疫細胞から分泌される炎症性サイトカイン量が抑制されるか否か
（ｃ）Ｂ細胞をＴＬＲ７のリガンドによって刺激しつつ、得られた抗体と接触させたとき
に、Ｂ細胞の増殖が抑制されるか否か
（ｄ）マウスなどの炎症性疾患モデル動物に得られた抗体を投与することによって、病態
が改善されるか否か
　本発明に係る抗ＴＬＲ７抗体は、疾患の診断や治療に有用である。本発明に係る抗ＴＬ
Ｒ７抗体が特に有用な疾患としては、各種の自己免疫疾患が挙げられる。自己免疫疾患と
しては、例えば、関節リウマチ（ＲＡ）、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、強皮症、
多発性筋炎（ＰＭ）、シェーグレン症候群、ＡＮＣＡ関連性血管炎、ベーチェット病、川
崎病、混合性クリオグロブリン血症、多発性硬化症、ギランバレー症候群、筋無力症、１
型糖尿病、バセドウ病、橋本病、アジソン病、ＩＰＥＸ、ＡＰＳ type-II、自己免疫性心
筋炎、間質性肺炎、気管支喘息、自己免疫性肝炎、原発性胆汁性肝硬変、クローン病、潰
瘍性大腸炎、乾癬、アトピー性皮膚炎、溶血性貧血、自己免疫性甲状腺炎、特発性若年性
関節炎の多関節炎型などが挙げられる。中でも、本発明に係る抗ＴＬＲ７抗体は、その発
症の機序にＴＬＲ７応答が関与することが報告されているＳＬＥや乾癬に有用と考えられ
る。
【００５９】
　本発明に係る抗ＴＬＲ７抗体は、一つの態様において、薬学的に許容できる担体や添加
物を含む。担体及び添加物の例として、水、食塩水、リン酸緩衝液、デキストロース、グ
リセロール、エタノール等薬学的に許容される有機溶剤、コラーゲン、ポリビニルアルコ
ール、ポリビニルピロリドン、カルボキシビニルポリマー、カルボキシメチルセルロース
ナトリウム、ポリアクリル酸ナトリウム、アルギン酸ナトリウム、水溶性デキストラン、
カルボキシメチルスターチナトリウム、ぺクチン、メチルセルロース、エチルセルロース
、キサンタンガム、アラビアゴム、カゼイン、寒天、ポリエチレングリコール、ジグリセ
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リン、グリセリン、プロピレングリコール、ワセリン、パラフィン、ステアリルアルコー
ル、ステアリン酸、ヒト血清アルブミン、マンニトール、ソルビトール、ラクトース、界
面活性剤等が挙げられるがこれらに限定されない。
【００６０】
　抗ヒトＴＬＲ７抗体を用いた分析
　一つの態様において、本発明に係る抗ヒトＴＬＲ７抗体は、ヒトＴＬＲ７を検出するた
めに使用される。すなわち、本発明は、抗ヒトＴＬＲ７抗体を用いてサンプル中のヒトＴ
ＬＲ７を認識または検出することを含む、ヒトＴＬＲ７の検出方法に関する。本発明の利
用分野は、臨床、医薬品、食品など広範囲に渡り、例えば、ＴＬＲ７が関与する自己免疫
疾患に関する分析はもちろん、ＴＬＲ７抗体の投与を決定する際の指標などとして本発明
による分析結果を利用することができる。
【００６１】
　一つの態様において本発明は、抗ヒトＴＬＲ７抗体を用いてヒトＴＬＲ７を認識又は検
出することを含む、ヒトＴＬＲ７が関与する疾患の検査方法に関する。
　上記認識又は検出は、ヒトＴＬＲ７に対する抗体又はその機能的断片を用いることがで
きる。抗体又はその機能的断片を用いて目的分子を検出する方法は、当業者に周知の方法
を用いて行うことができ、例えば、酵素免疫アッセイ、ラジオイムノアッセイ、蛍光イム
ノアッセイ、発光イムノアッセイ、フローサイトメトリー、ウエスタンブロット法、免疫
沈降法、免疫比濁法、免疫拡散法などの手法によってヒトＴＬＲ７が検出される。
【００６２】
　ここで、抗体の機能的断片とは、その機能が維持された抗体断片を意味し、例えば、ヒ
トＴＬＲ７に対する抗体の機能性断片とは、ヒトＴＬＲ７を認識する機能が維持された抗
体断片を意味する。抗体断片としては、例えば、ｓｃＦｖおよびドメイン抗体などの抗体
フラグメントなどを好適に使用することができる。
【００６３】
　好ましい態様において、本発明では酵素免疫アッセイ、免疫沈降またはフローサイトメ
トリーによってヒトＴＬＲ７を検出する。
　現在、抗体・抗原間の親和性を利用して標的物質を検出および／または定量する方法と
して、ＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍｅ－Ｌｉｎｋｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ｓｏｒｂｅｎｔ　Ａｓ
ｓａｙ：エライザ）法に代表される酵素免疫アッセイ（ＥＩＡ：エンザイムイムノアッセ
イ）が幅広い分野で利用されており、各種診断や種々の生物学的検査になくてはならない
技法の１つとなっている。また、酵素免疫アッセイを応用したバイオセンサーであるイム
ノセンサーも開発され、広く利用されている。
【００６４】
　ＥＬＩＳＡ法の測定原理は、標的物質である抗原または抗体を、標識酵素を連結した抗
体または抗原と反応させ、その標識酵素の酵素活性から標的物質を検出および／または定
量するものである。すなわち、ＥＬＩＳＡ法においては、抗体による分子認識により得ら
れた信号を、酵素を利用して増幅することによって、標的物質の高感度な検出を達成して
いる。
【００６５】
　本発明においては、ＥＬＩＳＡ法などに一般に用いられる標識酵素を制限なく使用する
ことができる。標識酵素としては、ペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ、グル
コースオキシダーゼおよびガラクトシダーゼなどを好適な例として挙げることができるが
、他の酵素を用いることも可能である。ＥＬＩＳＡ法などにおいては、標識酵素が触媒す
る反応によって生じる反応生成物を、吸光、蛍光、発光によって検出する方法が一般的で
あり、また、イムノセンサーの場合、標識酵素による酵素反応を電気化学的に検出する方
法が主流となっている。その他の酵素反応の検出法としては、標識酵素であるアルカリフ
ォスファターゼ等の反応により不溶性生成物を生成させ、その沈殿物を水晶振動子などの
ピエゾ素子を利用して検出する方法などが知られている。
【００６６】
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　一般に酵素免疫アッセイとして種々の方法が知られているが、本発明は、公知のあらゆ
る酵素免疫アッセイに対して応用することが可能である。また、本発明は、酵素免疫アッ
セイを応用したイムノセンサーに応用することも可能である。
【００６７】
　本発明において、酵素免疫アッセイとは、酵素反応と免疫反応とを利用することにより
、標的物質を検出および／または定量する方法をいう。より具体的には、酵素で標識した
抗原または抗体を用いて抗原抗体反応を行い、酵素活性を測定することにより抗原抗体反
応を検出して、標的物質を検出および／または定量する方法である。また、一般に、酵素
免疫アッセイには、競合法と非競合法（例えば、サンドイッチ法）が知られている。競合
法は、抗原または抗体を標識酵素で標識し、標識した抗原を試料中の遊離抗原と競合させ
て、対応する抗体または抗原と抗原抗体反応を行わせる。その後、基質を添加して、酵素
反応によって抗原抗体反応の信号を増幅し、検出および／または定量を行う。一方、非競
合法として一般的なサンドイッチ法では、非標識抗体（捕獲抗体、第１抗体）を試料中の
標的物質（抗原）と結合させ、ついで、酵素標識した標識化抗体（検出抗体、第２抗体）
を、抗原と捕獲抗体との複合体に結合させる。その後、基質を添加して、酵素反応によっ
て抗原抗体反応の信号を増幅し、標的物質の検出および／または定量を行うものである。
特に、サンドイッチ法は、異なる二つの抗体を用いて検出するため、特異性が高い。その
他にも、酵素免疫アッセイとして、ダブルレイヤー法等が知られており、本発明をこれら
の測定法に応用することができる。また、サンドイッチ法を始めとする方法では、通常、
捕獲抗体と検出抗体とではそれぞれエピトープが異なる。
【００６８】
　標識酵素と抗体を連結する方法は、特に制限されず、化学的手法を用いてもよいし、遺
伝子工学的手法を用いてもよい。また、標識酵素を抗体に直接連結してもよいし、間接的
に結合させてもよい。
【００６９】
　化学的手法により標識酵素を抗体に連結する場合、直接連結することもできるし、リン
カーやスペーサーを介して連結させることもできる。また、ジゴキシゲニン、アビジン、
ビオチンなどの特異的結合を利用して、標識酵素と抗体を連結することができる。また、
遺伝子工学的手法により標識酵素を抗体に連結する場合、融合タンパク質法を利用して、
例えば、融合タンパク質（キメラタンパク質）として酵素標識された抗体を作製すること
もできる。
【００７０】
　具体的には、標識酵素の抗体への連結は、これに限定されるものではないが、二価架橋
剤を使用する方法を始めとする公知の方法を利用することができる。したがって、例えば
、アミノ基、カルボキシル基、水酸基、チオール基、イミダゾール基、フェニル基などを
利用することができる。アミノ基相互間を連結する場合、例えば、イソシアネート法、グ
ルタルアルデヒド法、次フルオロベンゼン法、ベンゾキノン法などを挙げることができる
。また、アミノ基とカルボキシル基とを結合する場合、カルボキシル基をサクシニルイミ
ドエステル化する方法の他、カルボジイミド法、ウッドワード試薬法、アミノ基と糖鎖を
架橋する過ヨウ素酸酸化法（Ｎａｋａｎｅ法）も適用できる。さらに、チオール基を利用
する場合には、例えば、一方の側のカルボキシル基をサクシニルイミドエステル化して、
これにシステインを反応させてチオール基を導入し、チオール基反応性二価架橋剤を用い
て双方を結合させることができる。その他、フェニル基を利用する方法としてはジアゾ化
法、アルキル化法などがある。
【００７１】
　なお、抗体に酵素と結合させるための適当な官能基がない場合には、これらにアミノ基
、カルボキシル基或いはチオール基等を導入してもよい。その際にはスペーサーを介して
導入し、酵素と結合し易くしてもよい。
【００７２】
　また、抗体と標識酵素との連結比は１：１には限定されず、任意の比率とすることがで
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きる。例えば、グルタルアルデビド法や過ヨウ素酸法（Ｊ．　Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ　ａｎｄ　Ｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２２，　１０８４，　１９７４）を利用し
て、分子認識素子に複数の標識酵素を連結することができる。
【００７３】
　本発明の好ましい態様において、免疫沈降法によって抗原であるＴＬＲ７を分析するこ
とができる。免疫沈降法では、可溶性の抗原と抗体が特異的に反応して不溶化することを
利用するが、比較的穏和な条件で抗原を検出・分離・精製することができる。例えば、基
質と抗体を多数架橋させることによって、大きな構造体として不溶化させる。一般に、セ
ファロースビーズなどの担体に抗体を結合させるが、磁気ビーズを使用する方法もよく行
われる。
モノクローナル抗体よりもポリクローナル抗体の方が免疫沈降を行いやすい。
【００７４】
　免疫沈降法においては、サンプルに特異性のない抗体（使用する場合は担体も）を混ぜ
、遠心分離によって非特異的に吸着する成分を取り除いてもよい。磁気ビーズを用いる場
合は、遠心分離の代わりに磁石による分離を行う。
【００７５】
　本発明の１つの態様において、抗体や抗原であるＴＬＲ７を基材に固定化することがで
きる。例えば、本発明をＥＬＩＳＡ法に適用する場合などでは、本発明の抗体が基材に固
定化される。本発明において抗体や抗原を固定化する基材としては、公知のあらゆる材料
を使用することができる。したがって、例えば、多孔性ガラス、シリカゲル、ヒドロキシ
アパタイトなどの無機高分子化合物；および、金、銀、白金などの金属；が基材として利
用可能である。さらに、エチレン－酢酸ビニル共重合体、ポリ塩化ビニル、ポリウレタン
、ポリエチレン、ポリスチレン、ナイロン、ポリエステル、ポリカーボネートなどの合成
高分子；デンプン、グルテン、キチン、セルロース、天然ゴムなどの天然高分子；および
これらの誘導体を挙げることができる。また、疎水基を有するアガロース誘導体、ニトロ
セルロース、およびそれらの誘導体なども、本発明に使用する基材として挙げることがで
きる。特に、本発明においては、使用する測定方法に応じて基材の材質を選択することが
でき、基材の形状は、特に限定されず、使用方法に応じて、マイクロプレート、ビーズ、
フイルム、シート、チューブ、繊維、スティック等の形状とすることができる。
【００７６】
　本発明において、抗原または抗体を基材に固定化する場合、固定化の方法は、特に限定
されず、公知のあらゆる方法を使用することができる。例えば、物理吸着、包括固定、そ
して化学的な結合反応による固定化を利用することができる。物理吸着としては、疎水性
樹脂表面へのタンパク質の吸着を挙げることができる。包括固定は、ゲルやポリマー等の
支持体に固定化すべき物質を包括させることによって固定化を達成する方法である。また
、化学的な結合に基づく固定化方法は、支持体表面に導入された官能基を、固定化すべき
物質の官能基と化学的に結合させる方法である。
【００７７】
　化学的な固定化方法としては、例えば、シランカップリング剤、プラズマ重合膜、酸無
水物を利用して、抗体または抗原を基材へ固定化することを挙げることができる。例えば
、酸無水物を介した共有結合によって、抗体または抗原を基材上に固定化する場合、基材
表面に存在する酸無水物基を介して抗体などを固定化してもよいし、基材表面に存在する
カルボキシル基、ホルミル基、アミノ基、アジド基、イソシアネート基、クロロホルミル
基、エポキシ基等の他の反応性官能基に酸無水物基を導入した後、この酸無水物基を介し
て抗体などを固定化してもよい。また、酸無水物基、反応性官能基のいずれも高分子材料
表面に無い場合には材料表面に直接酸無水物基を導入して固定化してもよいし、あるいは
反応性官能基を導入した後、酸無水物基を導入して固定化してもよい。酸無水物基はスチ
レン－無水マレイン酸共重合体、エチレン－無水マレイン酸共重合体、メチルビニルエー
テル－無水マレイン酸共重合体などと反応させることにより導入できる他、例えばポリウ
レタンに無水マレイン酸をγ線や電子線によりグラフト重合させ酸無水物基を導入するこ
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ともできる。
【００７８】
　高分子材料表面に反応性官能基を導入する方法としては、例えばエチレン－酢酸ビニル
共重合体にカルボキシル基を導入する場合は、エチレン－酢酸ビニル共重合体をケン化し
た後、カルボキシメチル化することにより導入される。また、カルボキシル基はヒドラジ
ル基を経てアジド基に誘導することができる。さらに、カルボキシル基は塩化チオニル、
塩化アセチルなどによりクロル化することによりクロロホルミル基に変えることもできる
。
【００７９】
　エチレン－酢酸ビニル共重合体にアミノ基を導入するには、ケン化したエチレン－酢酸
ビニル共重合体をアミノアセタール化すればよい。エポキシ基を導入するには、エピクロ
ルヒドリン、ジエチレングリコールジグリシジルエーテルなどと反応させることにより導
入できる。イソシアネート基はヘキサメチレンジイソシアナート、トリレンジイソシアナ
ートなどと反応させることにより導入できる。ホルミル基はグルタルアルデヒド、ジアル
デヒドデンプンなどと反応させることにより導入できる。
【００８０】
　また、本発明においては、種々の試料を分析することができる。本発明において、血液
（全血、血漿、血清）、リンパ液、唾液、尿、組織病片などの生体からの試料を分析する
ことが好ましく、羊水中に存在する胎児の細胞や、試験管内での分裂卵細胞の一部を検体
とすることもできる。本発明により分析する試料は、必要に応じて、前処理などの処理を
施してもよいことは言うまでもない。例えば、これらの検体は直接、又は必要に応じて遠
心分離操作等により沈渣として濃縮した後、例えば、酵素処理、熱処理、界面活性剤処理
、超音波処理、あるいはこれらの組み合わせ等による細胞破壊処理を予め施したものを使
用することができる。好ましい態様において、本発明の検出方法は、ヒトの体液由来のサ
ンプル中の可溶型ＴＬＲ７を検出する。体液は、例えば、血液（全血、血漿、血清）、リ
ンパ液、組織液、体腔液、消化液、唾液、または尿などであり、より好ましくは血漿また
は血清である。
【００８１】
　一態様において、本発明の検出方法では、サンドイッチＥＬＩＳＡ法のように、複数の
抗ヒトＴＬＲ７抗体を用いてサンプル中のヒトＴＬＲ７を検出する。サンドイッチＥＬＩ
ＳＡ法によってヒトＴＬＲ７を検出する場合、例えば固相担体に第１の抗ヒトＴＬＲ７抗
体を固定し、ヒトの体液由来のサンプルを添加し、反応させた後、さらに酵素で標識した
別のエピトープを認識する第２の抗ヒトＴＬＲ７抗体を添加して反応させる。洗浄後、酵
素基質と反応、発色させ、吸光度を測定することにより、ヒトＴＬＲ７量を求めることが
できる。第１抗体および第２抗体としては、本発明に係る抗ヒトＴＬＲ７抗体のうち、そ
れぞれエピトープの異なるものを任意に組み合わせることができる。そのような組み合わ
せとしては、例えば、配列番号１７で示されるヒトＴＬＲ７のアミノ酸配列のうち、２７
６位～３１３位の領域内に結合する抗体（例えばｒＥ３）とその他の抗ヒトＴＬＲ７抗体
（例えばＬＴＭ３）の組み合わせが挙げられる。
【００８２】
　以上のようにしてサンプル中に存在するヒトＴＬＲ７を検出および定量することにより
、ヒトＴＬＲ７が関連する疾患の検査を行うことができる。すなわち、本発明の一つの態
様は検査用の薬剤である。例えば、サンプル中に存在するヒトＴＬＲ７の量が所定の閾値
よりも少ない場合に、ヒトＴＬＲ７が関連する疾患に罹患している疑いがあると判断され
る。健常人および疾病罹患者由来のサンプルにおける測定値を用いたＲＯＣ曲線を用いた
統計的解析によりカットオフ値を設定することもできる。
【００８３】
　また、サンプル中に存在するヒトＴＬＲ７を検出および定量することにより、ヒトＴＬ
Ｒ７を標的とする医薬のヒトにおける効果を評価することができる。すなわち、本発明に
係る抗ヒトＴＬＲ７抗体は、ヒトＴＬＲ７を標的とする医薬のためのコンパニオン診断薬
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として有用である。この場合、被験者由来のサンプルにおけるヒトＴＬＲ７の量が所定の
閾値よりも少ない場合に、当該被験者において当該医薬は治療効果を有すると予測するこ
とができる。この所定の閾値の設定については、上述のとおりである。ここでヒトＴＬＲ
７を標的とする医薬としては、各種の自己免疫疾患に対する医薬が挙げられる。自己免疫
疾患としては、例えば、関節リウマチ（ＲＡ）、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、強
皮症、多発性筋炎（ＰＭ）、シェーグレン症候群、ＡＮＣＡ関連性血管炎、ベーチェット
病、川崎病、混合性クリオグロブリン血症、多発性硬化症、ギランバレー症候群、筋無力
症、１型糖尿病、バセドウ病、橋本病、アジソン病、ＩＰＥＸ、ＡＰＳ type-II、自己免
疫性心筋炎、間質性肺炎、気管支喘息、自己免疫性肝炎、原発性胆汁性肝硬変、クローン
病、潰瘍性大腸炎、乾癬、アトピー性皮膚炎、溶血性貧血、自己免疫性甲状腺炎、特発性
若年性関節炎の多関節炎型などが挙げられる。中でも、本発明に係る抗ヒトＴＬＲ７抗体
は、その発症の機序に抗ＴＬＲ７抗体が関与することが報告されているＳＬＥや乾癬に対
する医薬のヒトにおける効果の評価に有用と考えられる。
【００８４】
　本発明は、１つの態様において、標的物質であるヒトＴＬＲ７の測定キットを提供する
。本発明の標的物質の測定キットは、ある態様において、抗ヒトＴＬＲ７抗体を含んでな
る。本発明の測定キットは、さらに、抗体が固定化される基材、標準溶液、増感剤、バッ
ファー、使用説明書、パッケージなどを含んでもよい。
【実施例】
【００８５】
　具体的な実験例を挙げつつ本発明をさらに詳しく説明するが、本発明は下記の実験例に
限定されるものではない。なお、本明細書において、特に記載しない限り、濃度などは重
量基準であり、数値範囲はその端点を含むものとして記載される。
【００８６】
　実験１：抗ｈＴＬＲ７抗体の取得
　（１）ベクター構築とｈＴＬＲ７発現細胞の樹立
　遺伝子のＣ末端側にFlag-Hisタグを６つ付加したレトロウイルスベクター（pMXs）に、
In Fusion酵素（タカラバイオ）を用いてｈＴＬＲ７遺伝子（全長、配列番号１７で表さ
れるアミノ酸配列をコードする遺伝子）を組み込んだ。このレトロウイルスベクターを、
パッケージング細胞株（Plat-E、HEK293細胞由来）にトランスフェクション試薬（Fugene
 6、Roche）を用いて遺伝子導入した。２４時間後、培養上清を回収し、ウイルス懸濁液
とした。このウイルス懸濁液をリポソームトランスフェクション試薬（ＤＯＴＡＰ、Roch
e）と混和して目的細胞に加え、２０００ｒｐｍで１時間、遠心処理を行った。なお、レ
トロウイルスベクターとパッケージング細胞株は、東京大学医科学研究所の北村俊雄教授
より分与していただいた。
【００８７】
　（２）免疫
（ＬＴＭ３）　ＴＬＲ９欠損マウス（バックグラウンド：BALB/c）に、アジュバント（Ti
ter MAX Gold、CYT）と混合した抗原（hTLR7-Flag-His×6/hUnc93B1-HA×2強制発現Ba/F3
細胞株）を１週間ごとに合計３回、足底部、尾根部、腹腔内に投与した。４回目は、リン
酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で懸濁した抗原を腹腔内に投与した。最終免疫日から５日目
にマウスから脾臓を摘出して、ハイブリドーマの作製に用いた。
（ｒＥ３）　野生型ラット（バックグラウンド：Wister）に、アジュバント（Titer MAX 
Gold、CYT）と混合した抗原（hTLR7-Flag-His×6/hUnc93B1-HA×2強制発現Ba/F3細胞株）
を１週間ごとに合計３回、足底部、尾根部、腹腔内に投与した。４回目は、リン酸緩衝生
理食塩水（ＰＢＳ）で懸濁した抗原を腹腔内に投与した。最終免疫日から５日目にラット
から脾臓を摘出して、ハイブリドーマの作製に用いた。
【００８８】
　（３）ハイブリドーマの作製
　免疫後の脾臓細胞とSp2/Oマウスミエローマ細胞株を混合し、ＨＶＪ－Ｅ細胞融合キッ
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ト（石原産業）を用いて細胞融合を行った。細胞融合操作の翌日から、ハイブリドーマを
選択するために、ＨＡＴ含有培養液（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジンを含有
する培養液）で培養した。
【００８９】
　（４）ハイブリドーマのスクリーニング試験
　顕微鏡下でコロニーを形成しているハイブリドーマから培養上清を採取し、スクリーニ
ングに用いた。サポニン０．１％溶液を用いて細胞膜透過処理を行った後、hTLR7-Flag-H
is×6/hUnc93B1-HA×2強制発現Ba/F3細胞株と何も発現させていないBa/F3細胞を、培養上
清でそれぞれ染色し、フローサイトメトリーで解析して抗ｈＴＬＲ７抗体を産生するハイ
ブリドーマを選別した。
【００９０】
　（５）抗体可変領域遺伝子配列の決定
　各抗体のハイブリドーマについて、遺伝子配列を解析した（Genescript社にて実施）。
結果を図２に示す。
【００９１】
　実験２：フローサイトメトリーによるモノクローナル抗体の特異性評価
　ｈＴＬＲ７-Flag-His×6/hUnc93B1-HA×2、サルＴＬＲ７、マウスＴＬＲ７を強制発現
したBa/F3細胞株を、サポニン０．１％溶液を用いて細胞膜透過処理を行い、ｒＥ３およ
びＬＴＭ３で染色した。各抗体の結合評価は、フローサイトメトリーで解析して、未発現
細胞の染色とヒストグラムを比較した。その結果、ｒＥ３およびＬＴＭ３は、ヒトＴＬＲ
７だけでなくサルＴＬＲ７にも交差活性を示したが、マウスＴＬＲ７には交差活性を示さ
なかった（図２）。
【００９２】
　実験３：ＥＬＩＳＡ系の確立
　ｒＥ３およびＬＴＭ３は、お互いのエピトープが異なっているため（図３）、これらの
モノクローナル抗体を用いたサンドイッチＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）を行
った。具体的には、ＬＴＭ３抗体を捕獲抗体、ビオチン化ｒＥ３抗体（ｒＥ３－ｂｉｏ）
を検出抗体とし、直接検出法により抗原を検出した。
【００９３】
　（１）プレートの準備
　ＰＢＳで希釈したＬＴＭ３（１０μｇ／ｍｌ）を、９６穴プレートに播種し、４℃で一
晩静置した。ＰＢＳ（０．０５重量％のTweenを含有）で３回洗浄後、ブロッキング試薬
（Blocking One、ナカライテスク）を４倍希釈したものでブロッキングを行った。
【００９４】
　（２）検体の準備
　検体には、健常人から採取したサンプル（血清：７検体、血漿：９検体）を用いた。ブ
ロッキング試薬（Blocking One、ナカライテスク）を１０倍希釈した液（以下、希釈液と
する）に、最終濃度が０．１％になるように界面活性剤（Triton-X100）を添加した。こ
の希釈液を用いて、５μｌの検体を１０倍に希釈した。また、濃度既知のサルＴＬＲ７蛋
白質（細胞外ドメイン、ｍａｃａｃａ ＴＬＲ７）を８ｎｇ／ｍｌから０．０３１２５ｎ
ｇ／ｍｌまで２倍ずつ希釈液で段階希釈を行って、標準曲線作成用の検体を調製した。な
お、サルＴＬＲ７蛋白質は、東京大学薬学部の清水敏之博士よりご供与いただいた。
【００９５】
　（３）　ｈＴＬＲ７の検出
　プレートを３回洗浄後、ビオチン化したｒＥ３抗体１μｇ／ｍｌを添加した。室温で２
時間、静置した。３回、洗浄後、アビジン・ＨＲＰ複合体を添加し、室温で３０分静置し
た。
【００９６】
　３回洗浄後、ＨＲＰ基質（西洋ワサビペルオキシダーゼ基質）を加えて１５分間反応さ
せた。次いで、１Ｎ硫酸を添加して反応を停止させた。
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　次いで、４５０ｎｍの波長の吸光度を測定し、５７０ｎｍ波長の吸光度を適宜除いた。
サルＴＬＲ７についての標準曲線を図４に示す。
【００９７】
【表１】

【００９８】
　（４）標準曲線を用いた定量
　健常人またはＳＬＥ（全身性エリテマトーデス）患者の血漿から得られたサンプルに関
して可溶型ＴＬＲ７を測定し、標準曲線に基づいて可溶型ＴＬＲ７を定量したところ、結
果は以下の通りであった。
・健常人：３２４６ｐｇ／ｍｌ
・ＳＬＥ患者：２７３ｐｇ／ｍｌ
　このように、抗原決定基の異なる複数の抗体を用いて、サンドイッチＥＬＩＳＡによっ
て可溶型ＴＬＲ７を実際に定量することができた。
【００９９】
　実験４：免疫沈降とウエスタンブロッティング法による可溶型ＴＬＲ７の検出
　ヒト血清または血漿５００μｌを、界面活性剤（Triton-X100、最終濃度：１％）５０
０μｌで処理した。続いて、担体（NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow、ＧＥヘルス
ケア）に担持させたｒＥ３を用いて免疫沈降した。
【０１００】
　次いで、これらの検体をＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分子量で分離し、ウエスタンブロッ
ティングにてｈＴＬＲ７を検出した。ｈＴＬＲ７の検出には、下記の抗体を使用した。
・１次抗体：Rabbit Anti-TLR7 monoclonal antibody（ＣＳＴ）
・２次抗体：Anti-Rabbit IgG (H＋L) antibody-HRP（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓ
ｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
　発色基質を加えて、検出されたバンドの分子量を評価した。結果を図５に示すが、およ
そ１３０ｋＤａのバンドを検出したので、ｈＴＬＲ７の全長型と判断した。
【０１０１】
　実験５：ＥＬＩＳＡによる可溶型ＴＬＲ７の検出
　実験３で確立したＥＬＩＳＡ系を用いて、ヒトの末梢血由来の血清または血漿を分析し
、疾患との関連性を調べた。具体的には、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、皮膚筋炎
（ＤＭ）、多発性筋炎（ＰＭ）、全身性強皮症（ＳＳｃ）、混合性結合組織病（ＭＣＴＤ
）の患者および健常人（Ｈｅａｌｔｈｙ）から採取した末梢血由来の血清または血漿につ
いて、ＴＬＲ７を定量した。
【０１０２】
　分析結果を図６に示すが、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）および皮膚筋炎（ＤＭ）
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の患者由来のサンプルについては、健常人由来のサンプルとは明確な有意差が見られた（
＊＊＊）。また、多発性筋炎（ＰＭ）、全身性強皮症（ＳＳｃ）、混合性結合組織病（Ｍ
ＣＴＤ）の患者由来のサンプルについても、健常人由来のサンプルと有意差が見られた（
＊）。例えば、全身性エリテマトーデスの患者群の結果からＲＯＣ曲線を描き、健常人由
来のサンプルの結果と比較してYouden indexが最大となる濃度を求めたところ１３２７ｐ
ｇ／ｍｌだった。例えば、この数値を閾値として設定してサンプルの分析をすることが可
能である。
【０１０３】
　この結果は、可溶型ＴＬＲ７が自己免疫疾患の病態を示すマーカーとして有用であるこ
とを示すものであり、ＴＬＲ７に対する抗体を投与するにあたって本発明によってＴＬＲ
７を検出することで、自己免疫疾患の診断や治療に有用に応用できるものである。
【産業上の利用可能性】
【０１０４】
　抗ヒトＴＬＲ７抗体を樹立し、可溶型ＴＬＲ７を検出し得るアッセイ系を構築した。ヒ
ト血清を解析した結果、可溶型ＴＬＲ７が血清中に検出されるという結果を得た。さらに
、健常人と自己免疫疾患の患者由来の血清で可溶型ＴＬＲ７の量に有意差があることが判
明した。この検出系により得られる結果は、ＴＬＲ７が病態に関与する疾患において、病
態の状態を示す指標として有用であると考えられる。

【図１】 【図２】

【図３】
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