
(57)【要約】

本発明は、投薬された被験体の血液中のインバリアント

鎖（Ｉｉ）の中間分解産物、とりわけｐ１０　Ｉｉフラ

グメントの蓄積を測定することによる、カテプシンＳイ

ンヒビターのインビボ投与の影響のモニタリング方法に

関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ａ ） 治 療 さ れ る 被 験 体 の 血 液 サ ン プ ル を 採 取 す る こ と ；
ｂ ） 前 記 血 液 サ ン プ ル 中 の イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ｉ ｉ ） の 中 間 分 解 産 物 の 蓄 積 を 測 定 す る こ
と
を 含 ん で 成 る 、 カ テ プ シ ン Ｓ イ ン ヒ ビ タ ー の イ ン ビ ボ 投 与 の 影 響 の モ ニ タ リ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
ａ ） 治 療 さ れ る 被 験 体 の 血 液 サ ン プ ル を 採 取 す る こ と ；
ｂ ） 前 記 サ ン プ ル か ら 白 血 球 を 精 製 す る こ と ；
ｃ ） 精 製 さ れ た 白 血 球 の 全 細 胞 ラ イ セ ー ト を 作 成 す る こ と ；
ｄ ） 適 す る ア ッ セ イ 方 法 に よ り 、 イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ｉ ｉ ） の 中 間 分 解 産 物 の 存 在 に つ い
て ラ イ セ ー ト を 分 析 す る こ と
の 段 階 を 含 ん で 成 る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
段 階 （ ｄ ） の 適 す る ア ッ セ イ 方 法 が ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ も し く は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で あ る
、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ｉ ｉ ） の 中 間 分 解 産 物 が ｐ １ ０ Ｉ ｉ フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ 記
載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 関 連 出 願 の 交 差 引 用 ）
本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ０ 年 ９ 月 ６ 日 出 願 の 米 国 仮 出 願 番 号 第 ６ ０ ／ ２ ３ ０ ， ４ ８ ４ 号 明 細 書 の
利 益 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
本 発 明 は 、 投 薬 さ れ た 被 験 体 の 血 液 中 の イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ｉ ｉ ） の 中 間 分 解 産 物 、 と り
わ け ｐ １ ０ 　 Ｉ ｉ フ ラ グ メ ン ト の 蓄 積 を 測 定 す る こ と に よ る 、 カ テ プ シ ン Ｓ イ ン ヒ ビ タ ー
の イ ン ビ ボ 投 与 の 影 響 の モ ニ タ リ ン グ 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
Ｃ Ｄ ４ ＋ 　 Ｔ 細 胞 に よ る 抗 原 提 示 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 の 認 識 は 免 疫 学 的 応 答 の 決 定 的 に
重 要 な 構 成 要 素 で あ る 。 ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 は 、 他 の 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 と 同 様 、 合 成 後 に 小 胞
体 に 転 位 さ れ 、 そ こ で そ れ ら は 第 三 の タ ン パ ク 質 、 イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ｉ ｉ ） と 会 合 す る
。 こ の 分 子 は 、 小 胞 体 か ら の ク ラ ス Ｉ Ｉ － Ｉ ｉ 複 合 体 の 退 出 （ ｅ ｘ ｉ ｔ ） を 促 進 し か つ ク
ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 を 小 胞 体 お よ び 分 泌 経 路 中 の 結 合 ペ プ チ ド お よ び フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ な い
タ ン パ ク 質 か ら 保 護 す る 、 ク ラ ス Ｉ Ｉ 特 異 的 シ ャ ペ ロ ン と し て は た ら く タ イ プ Ｉ Ｉ の 膜 貫
通 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
Ｉ ｉ の 細 胞 質 尾 部 中 の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ モ チ ー フ は 、 該 複 合 体 を 分 泌 経 路 か ら エ ン ド ソ ー
ム 系 に 向 け る 。 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 が 抗 原 を 提 示 す る こ と が で き る 前 に 、 Ｉ ｉ は 除 去 さ
れ な け れ ば な ら な い 。 こ れ は Ｉ ｉ を 小 ペ プ チ ド に 解 体 す る 一 連 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 達 成
さ れ る 。 し か し な が ら 、 ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 の ペ プ チ ド 結 合 溝 を 占 有 す る ク ラ ス Ｉ Ｉ に 会 合 さ
れ る イ ン バ リ ア ン ト 鎖 ペ プ チ ド （ Ｃ Ｌ Ｉ Ｐ ） と 呼 ば れ る Ｉ ｉ フ ラ グ メ ン ト は 、 大 部 分 の 場
合 に 自 発 的 に 遊 離 さ れ な い 。 Ｃ Ｌ Ｉ Ｐ フ ラ グ メ ン ト は 、 細 胞 内 輸 送 の 間 お よ び エ ン ド ソ ー
ム 系 中 で の Ｉ ｉ の 分 解 後 の 双 方 に 、 ク ラ ス Ｉ Ｉ 結 合 ポ ケ ッ ト を 崩 壊 す る こ と （ ｃ ｏ ｌ ｌ ａ
ｐ ｓ ｉ ｎ ｇ ） か ら 保 護 す る 置 換 ペ プ チ ド と し て は た ら く 。 エ ン ド サ イ ト ー シ ス さ れ た タ ン
パ ク 質 か ら 生 成 さ れ る 抗 原 ペ プ チ ド の 結 合 は 、 空 の 、 さ ら に 開 放 の 結 合 部 位 を 必 要 と し 、
そ し て 従 っ て Ｃ Ｌ Ｉ Ｐ は 遊 離 さ れ な け れ ば な ら な い 一 方 、 該 開 放 の 結 合 部 位 は 他 の ペ プ チ
ド の 結 合 を 可 能 に す る よ う 安 定 化 さ れ る 必 要 が あ る 。 ヒ ト 白 血 球 抗 原 Ｄ Ｍ （ 「 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ
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Ｍ 」 ） は 、 こ れ ら の 機 能 の 双 方 を 媒 介 し 従 っ て 抗 原 ペ プ チ ド の 結 合 を 促 進 す る こ と が 十 分
に 報 告 さ れ て い る 。 ペ プ チ ド を 獲 得 し た 後 に 、 ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 は 、 ほ と ん ど 未 知 で あ る 経
路 を 介 し て 細 胞 表 面 に 輸 送 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
抗 原 の 提 示 の 封 鎖 は 免 疫 応 答 の 有 望 な 一 阻 害 方 法 で あ る 。 こ れ は 、 取 り 込 み 、 タ ン パ ク 質
分 解 的 プ ロ セ シ ン グ も し く は Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 へ の 結 合 を 混 乱 さ せ る こ と に よ り な す
こ と が で き る 。 取 り 込 み を 封 鎖 す る こ と は 、 多 く の 異 な る 細 胞 型 が こ の 機 能 を 必 要 と す る
た め に 問 題 が 多 い か も し れ な い 。 特 定 の 抗 原 の タ ン パ ク 質 分 解 的 プ ロ セ シ ン グ の 阻 害 は 、
異 な る プ ロ テ ア ー ゼ が 異 な る 抗 原 の 切 断 に 関 与 す る か も し れ な い た め に 有 用 で あ る か も し
れ な い が 、 し か し な が ら 、 こ れ ら の プ ロ テ ア ー ゼ は 特 異 的 で な く 、 そ し て 他 の 副 作 用 に つ
な が る か も し れ な い 。 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ へ の 抗 原 へ の 結 合 を 特 異 的 に 封 鎖 す る た め の 一 方
法 は 、 イ ン バ リ ア ン ト 鎖 の タ ン パ ク 質 分 解 を 阻 害 す る こ と で あ る 。 こ れ が 除 去 さ れ な い 場
合 に は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 分 子 は ペ プ チ ド を 入 れ る こ と が で き ず 、 こ れ ゆ え に 、 Ｉ ｉ の 分
解 を 封 鎖 す る こ と は 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 　 Ｔ 細 胞 へ の 抗 原 提 示 を 減 少 さ せ か つ 正 常 な 免 疫 応 答 を 混
乱 さ せ る と み ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
カ テ プ シ ン Ｓ （ Ｃ ａ ｔ Ｓ ） は リ ン パ 組 織 中 で 発 現 さ れ る シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。
そ れ は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ の ペ プ チ ド を 入 れ る 必 要 条 件 で あ る イ ン バ リ ア ン ト 鎖 の タ ン パ
ク 質 分 解 に お い て 主 要 な 役 割 を 演 じ る と し て 同 定 さ れ て い る （ Ｒ ｉ ｅ ｓ ｅ ら （ １ ９ ９ ６ ）
Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｔ ｙ 　 ４ ： ３ ５ ７ ） 。 そ れ は カ テ プ シ ン Ｌ お よ び Ｋ と の ５ ０ ～ ６ ０ ％ の 同 一
性 を 有 す る が 、 し か し 、 そ れ が ア ル カ リ 性 の ｐ Ｈ に わ た る 広 範 な ｐ Ｈ の 至 適 を 有 す る こ と
に お い て 異 な る 。 阻 害 剤 は 、 動 物 モ デ ル に お い て 抗 原 提 示 を 調 節 す る こ と が 示 さ れ 、 ま た
、 喘 息 モ デ ル に お い て 有 効 で あ る （ Ｒ ｉ ｅ ｓ ｅ ら 、 Ｊ ． Ｃ ｌ ｉ ｎ ． Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ． （ １ ９
９ ８ ） １ ０ １ ： ２ ３ ５ １ ） 。 カ テ プ シ ン Ｓ が 欠 乏 し た マ ウ ス は 、 専 門 の 抗 原 提 示 細 胞 に よ
る 外 因 性 タ ン パ ク 質 を 提 示 す る 損 な わ れ た 能 力 を 有 す る （ Ｎ ａ ｋ ａ ｇ ａ ｗ ａ ら 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ
ｎ ｉ ｔ ｙ （ １ ９ ９ ９ ） １ ０ ： ２ ０ ７ ； Ｓ ｈ ｉ ら 、 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｔ ｙ （ １ ９ ９ ９ ） １ ０ ： １
９ ７ ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
ヒ ト カ テ プ シ ン Ｓ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、
狼 瘡 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ お よ び 喘 息 を 挙 げ る こ と が で き る 慢 性 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 に お い
て 有 用 性 を 見 出 し ； ま た 、 組 織 移 植 に 対 す る 免 疫 応 答 の 調 節 に お い て 潜 在 的 有 用 性 を 有 す
る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
カ テ プ シ ン Ｓ 活 性 、 例 え ば Ｉ ｉ 鎖 の タ ン パ ク 質 分 解 を 調 節 す る 作 用 物 質 を 用 い る 自 己 免 疫
の 調 節 方 法 、 な ら び に 自 己 免 疫 障 害 を 有 す る 被 験 体 の 治 療 方 法 、 免 疫 応 答 を 調 節 す る そ の
能 力 に つ い て の 治 療 の 評 価 方 法 は 、 第 Ｗ Ｏ 　 ９ ９ ／ ５ ８ １ ５ ３ 号 明 細 書 に 記 述 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
（ 発 明 の 要 約 ）
本 発 明 は ：
ａ ） 治 療 さ れ る 被 験 体 の 血 液 サ ン プ ル を 採 取 す る こ と ；
ｂ ） 前 記 血 液 サ ン プ ル 中 の イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ｉ ｉ ） の 中 間 分 解 産 物 の 蓄 積 を 測 定 す る こ
と
を 含 ん で 成 る 、 カ テ プ シ ン Ｓ イ ン ヒ ビ タ ー の イ ン ビ ボ 投 与 の 影 響 の モ ニ タ リ ン グ 方 法 も し
く は そ の た め の ア ッ セ イ に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
よ り 具 体 的 に は 、 前 記 方 法 は 、
ａ ） 治 療 さ れ る 被 験 体 の 血 液 サ ン プ ル を 採 取 す る こ と ；
ｂ ） 前 記 サ ン プ ル か ら 白 血 球 を 精 製 す る こ と ；
ｃ ） 精 製 さ れ た 白 血 球 の 全 細 胞 ラ イ セ ー ト を 作 成 す る こ と ；
ｄ ） 適 す る ア ッ セ イ 方 法 に よ り 、 イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ｉ ｉ ） の 中 間 分 解 産 物 の 存 在 に つ い
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て ラ イ セ ー ト を 分 析 す る こ と
を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
適 す る ア ッ セ イ 方 法 は 例 え ば ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ も し く は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ 方
法 を 含 ん で 成 る 。 イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ｉ ｉ ） の 特 定 の 一 中 間 分 解 産 物 は ｐ １ ０ Ｉ ｉ で あ る
。 さ ら な る 一 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 上 の 方 法 も し く は ア ッ セ イ を 実 施 す る の に 適 す る 材
料 を 含 ん で 成 る 試 験 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
（ 詳 細 な 記 述 ）
従 っ て 、 本 発 明 は 、 投 薬 さ れ た 被 験 体 の 血 液 中 の イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ｉ ｉ ） の 中 間 分 解 産
物 、 と り わ け ｐ １ ０ Ｉ ｉ フ ラ グ メ ン ト の 蓄 積 を 測 定 す る こ と に よ る 、 カ テ プ シ ン Ｓ イ ン ヒ
ビ タ ー の イ ン ビ ボ 投 与 の 影 響 の モ ニ タ ー 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 前 記 ア ッ セ イ は 臨 床 試 験 の 設 定 で と り わ け 有 用 で あ る 。 し か し な が ら 、 そ れ は 、
限 定 さ れ る も の で な い が サ ル 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト お よ び げ っ 歯 類 を 挙 げ る
こ と が で き る 動 物 試 験 に お け る イ ン ビ ボ の カ テ プ シ ン Ｓ イ ン ヒ ビ タ ー の 影 響 を モ ニ タ ー す
る の に も ま た 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
臨 床 試 験 の 設 定 に お け る カ テ プ シ ン Ｓ イ ン ヒ ビ タ ー の イ ン ビ ボ 投 与 の 影 響 は 、 投 薬 さ れ た
被 験 体 の 血 液 中 の イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ｉ ｉ ） の 中 間 分 解 産 物 、 す な わ ち ｐ １ ０ Ｉ ｉ フ ラ グ
メ ン ト の 蓄 積 を 測 定 す る こ と に よ り モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
簡 潔 に は 、 時 間 の あ る 期 間 の 間 、 好 ま し く は １ ６ ～ ３ ０ 時 間 の カ テ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー の
投 与 後 に 、 血 液 を 引 き 抜 き 、 そ し て 白 血 球 を 例 え ば 赤 血 球 の 溶 解 も し く は フ ィ コ ー ル （ Ｆ
Ｉ Ｃ Ｏ Ｌ Ｌ ） 勾 配 遠 心 分 離 の い ず れ か に よ り 精 製 す る 。 Ｗ Ｂ Ｃ の 全 細 胞 ラ イ セ ー ト を そ の
後 作 成 し 、 そ し て そ の 後 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ も し く は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ の い ず
れ か に よ り 分 析 す る 。 ウ ェ ス タ ン ア ッ セ イ の た め に は 、 細 胞 ラ イ セ ー ト を 最 初 に Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
ゲ ル 上 で 分 離 す る 。 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン に 転 写 し た 後 、 Ｉ ｉ 、 お よ び ｐ １ ０ Ｉ ｉ
を 包 含 す る そ の 中 間 分 解 産 物 を そ の 後 、 Ｉ ｉ に 対 す る マ ウ ス ｍ Ａ ｂ 例 え ば Ｐ ｉ ｎ １ ． １ 、
ま た は Ｉ ｉ 全 体 も し く は 一 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使
用 し て 検 出 す る こ と が で き る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ の た め に は 、 Ｐ ｉ ｎ １ ． １ を 包 含 す る
Ｉ ｉ に 対 す る 一 対 の 抗 体 、 お よ び ｐ １ ０ Ｉ ｉ の Ｃ 末 端 に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
前 記 ア ッ セ イ は 、 限 定 さ れ る も の で な い が サ ル 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト お よ び
げ っ 歯 類 を 挙 げ る こ と が で き る 動 物 試 験 に お い て イ ン ビ ボ の カ テ プ シ ン Ｓ イ ン ヒ ビ タ ー の
影 響 を モ ニ タ ー す る の に も ま た 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の 利 点 は 、 該 方 法 が 単 純 か つ カ テ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 化 合 物 の イ ン ビ ボ の 効 力 の 測
定 に お い て よ り 信 頼 で き る と 考 え ら れ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
該 方 法 は 、 実 験 的 ス ク リ ー ニ ン グ も し く は 臨 床 の 設 定 に お い て カ テ プ シ ン 阻 害 化 合 物 の 効
力 を ア ッ セ イ す る の に 使 用 す る こ と が で き る の み で な い 。 そ れ は 、 カ テ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ
ー で 治 療 さ れ て い る 患 者 を モ ニ タ ー し て 、 そ れ ら の 治 療 の 効 力 を 確 認 し か つ 必 要 な 場 合 は
投 与 を 調 節 す る の に も ま た 有 用 で あ る 。 こ れ は 、 処 方 医 も し く は 監 督 医 が 、 所 望 の カ テ プ
シ ン Ｓ 阻 害 薬 物 の レ ジ メ ン を よ り 正 確 か つ 効 果 的 に 投 与 す る こ と を 可 能 に す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
実 施 例 １
ヒ ト 血 液 中 の カ テ プ シ ン Ｓ 阻 害 の モ ニ タ リ ン グ
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臨 床 試 験 の 設 定 に お け る カ テ プ シ ン Ｓ イ ン ヒ ビ タ ー の イ ン ビ ボ 投 与 の 影 響 は 、 投 薬 さ れ た
被 験 体 の 血 液 中 の イ ン バ リ ア ン ト 鎖 （ Ｉ ｉ ） の 中 間 分 解 産 物 、 と り わ け ｐ １ ０ Ｉ ｉ フ ラ グ
メ ン ト の 蓄 積 を 測 定 す る こ と に よ り モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 簡 潔 に は 、 時 間 の あ る 期
間 の 間 、 好 ま し く は １ ６ ～ ３ ０ 時 間 の カ テ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー の 投 与 後 に 、 血 液 を 引 き 抜
き 、 そ し て 白 血 球 を 例 え ば 赤 血 球 の 溶 解 も し く は フ ィ コ ー ル （ Ｆ Ｉ Ｃ Ｏ Ｌ Ｌ ） 勾 配 遠 心 分
離 の い ず れ か に よ り 精 製 す る 。 Ｗ Ｂ Ｃ の 全 細 胞 ラ イ セ ー ト を そ の 後 作 成 し 、 そ し て ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ も し く は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ の い ず れ か に よ り 分 析 す る 。 ウ ェ ス タ
ン ア ッ セ イ の た め に は 、 細 胞 ラ イ セ ー ト を 最 初 に Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 上 で 分 離 す る 。 ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン に 転 写 し た 後 、 Ｉ ｉ 、 お よ び ｐ １ ０ Ｉ ｉ を 包 含 す る そ の 中 間 分
解 産 物 を そ の 後 、 Ｉ ｉ に 対 す る マ ウ ス ｍ Ａ ｂ 例 え ば Ｐ ｉ ｎ １ ． １ 、 も し く は ｐ １ ０ Ｉ ｉ フ
ラ グ メ ン ト の Ｃ 末 端 に 特 異 的 な ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て 検 出 す る こ と が で き
る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ の た め に は 、 Ｐ ｉ ｎ １ ． １ を 包 含 す る Ｉ ｉ に 対 す る 一 対 の 抗 体 、
お よ び ｐ １ ０ Ｉ ｉ の Ｃ 末 端 に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。
同 一 の ア ッ セ イ を 、 例 え ば サ ル 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト お よ び げ っ 歯 類 で の 動
物 試 験 に お い て イ ン ビ ボ で の カ テ プ シ ン Ｓ イ ン ヒ ビ タ ー の 影 響 を モ ニ タ ー す る の に も ま た
適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 実 施 例 に お い て 、 ヒ ト 血 液 か ら の 精 製 さ れ た 末 梢 血 単 核 細 胞 を 、 カ テ プ シ ン Ｓ イ ン ヒ ビ
タ ー Ｌ Ｈ Ｖ Ｓ （ モ ル ホ リ ン 尿 素 － ロ イ シ ン － ホ モ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン － ビ ニ ル ス ル ホ ン フ ェ
ニ ル 、 ４ － モ ル ホ リ ン カ ル ボ キ サ ミ ド 、 Ｎ － ［ （ １ Ｓ ） － ３ － メ チ ル － １ － ［ ［ ［ （ １ Ｓ
， ２ Ｅ ） － １ － （ ２ － フ ェ ニ ル エ チ ル ） － ３ － （ フ ェ ニ ル ス ル ホ ニ ル ） － ２ － プ ロ ペ ニ ル
］ ア ミ ノ ］ カ ル ボ ニ ル ］ ブ チ ル ］ － （ ９ Ｃ ｌ ） と も ま た 称 さ れ る ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 こ の 化 合 物 は 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ７ ６ ， ８ ５ ８ 号 明 細 書 、 な ら び に Ｐ ａ ｌ ｍ ｅ ｒ ら
（ １ ９ ９ ５ ） Ｊ ． Ｍ ｅ ｄ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ３ ８ ： ３ １ ９ ３ お よ び Ｒ ｉ ｅ ｓ ｅ ら （ １ ９ ９ ６ ） Ｉ
ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ｔ ｙ 　 ４ ： ３ ５ ７ に 記 述 さ れ て い る 。 ２ ４ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 サ
ン プ ル を 標 準 的 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 泳 動 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ
レ ン に 転 写 し 、 そ し て ｐ １ ０ Ｉ ｉ フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る イ ン バ リ ア ン ト 鎖 を 認 識 す る 抗
体 で プ ロ ー ビ ン グ し た 。 Ｌ Ｈ Ｖ Ｓ の 存 在 下 で 、 ｐ １ ０ Ｉ ｉ フ ラ グ メ ン ト は 容 易 に 見 る こ と
が で き る （ 図 １ ） 。 こ れ は カ テ プ シ ン Ｓ の 阻 害 に よ る Ｉ ｉ の 分 解 に お け る 封 鎖 を 表 す 。
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【 図 １ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(7) JP 2004-508553 A 2004.3.18



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(8) JP 2004-508553 A 2004.3.18



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(9) JP 2004-508553 A 2004.3.18



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(10) JP 2004-508553 A 2004.3.18



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(11) JP 2004-508553 A 2004.3.18



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(12) JP 2004-508553 A 2004.3.18



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(13) JP 2004-508553 A 2004.3.18



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(14) JP 2004-508553 A 2004.3.18



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(15) JP 2004-508553 A 2004.3.18



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(16) JP 2004-508553 A 2004.3.18



【 国 際 調 査 報 告 】
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