
(57)【要約】
【課題】　腎臓の内部構造（糸球体）が徐々に破壊されることによって起こる糸球体腎炎
や脾臓の大きさが正常な範囲を超えて拡大する脾腫等を発症する新規メカニズムによる自
己免疫疾患病態モデル動物と、それを用いた糸球体腎炎や脾腫等の自己免疫疾患の予防・
治療剤のスクリーニング方法を提供すること。
【解決手段】　アポトーシス細胞の食作用を促進する因子として同定した脂肪球皮膜糖タ
ンパク質（ Milk Fat Globule EGF factor-8、；ＭＦＧ－Ｅ８）発現遺伝子を欠損させた
マウス（ＭＦＧ－Ｅ８ - / -マウス）を作製し、被検物質投与後のかかる自己免疫疾患病態
モデル動物における糸球体腎炎、脾腫、ヒト全身性エリマトーデス等の症状の改善程度や
、モデル動物の脾臓及びリンパ節の胚中心の可染体マクロファージの被検物質存在下での
アポトーシス細胞の貪食作用を評価する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
染 色 体 上 の 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） 遺 伝 子 の 一 部 も し く は 全 部 が 欠 損 し 、 野
生 型 に お い て 発 現 さ れ る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る 機 能 が 失 わ れ 、 自 己 抗 体 を 産 生 す る こ と
を 特 徴 と す る 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ２ 】
糸 球 体 腎 炎 を 発 症 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ３ 】
脾 腫 を 発 症 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ４ 】
非 ヒ ト 動 物 が 、 齧 歯 目 動 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 記 載 の 自 己 免
疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ５ 】
齧 歯 目 動 物 が 、 マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト
動 物 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 に 由 来 す る こ と を 特 徴 と す
る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ 。
【 請 求 項 ７ 】
可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ 記 載 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ
ァ ー ジ 。
【 請 求 項 ８ 】
腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ 記 載 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ
ー ジ 。
【 請 求 項 ９ 】
染 色 体 上 の 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） 遺 伝 子 の 一 部 も し く は 全 部 が 欠 損 し 、 野
生 型 に お い て 発 現 さ れ る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る 機 能 が 失 わ れ 、 自 己 抗 体 を 産 生 す る 非 ヒ
ト 動 物 に 被 検 物 質 を 投 与 し 、 該 非 ヒ ト 動 物 に お け る 自 己 免 疫 疾 患 の 程 度 を 評 価 す る こ と を
特 徴 と す る 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
染 色 体 上 の 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） 遺 伝 子 の 一 部 も し く は 全 部 が 欠 損 し 、 野
生 型 に お い て 発 現 さ れ る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る 機 能 が 失 わ れ 、 自 己 抗 体 を 産 生 す る 非 ヒ
ト 動 物 に 被 検 物 質 を 投 与 し 、 該 非 ヒ ト 動 物 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ の ア ポ ト ー
シ ス 細 胞 に 対 す る 貪 食 作 用 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療
剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 に 由 来 す る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠
損 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 、 被 検 物 質 の 存 在 下 に ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と 接 触 さ せ 、 該 非 ヒ ト 動 物 の
Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 貪 食 作 用 の 程 度 を 評 価 す る
こ と を 特 徴 と す る 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ が 、 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 １ ０ 又 は １ １ 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ が 、 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ ０ 又 は １ １ 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
染 色 体 上 の 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） 遺 伝 子 の 一 部 も し く は 全 部 が 欠 損 し 、 野
生 型 に お い て 発 現 さ れ る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る 機 能 が 失 わ れ 、 自 己 抗 体 を 産 生 す る 非 ヒ
ト 動 物 と 、 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 の 場 合 と を 比 較 ・ 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ～ １ ３
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の い ず れ か 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
野 生 型 非 ヒ ト 動 物 が 、 染 色 体 上 の 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） 遺 伝 子 の 一 部 も し
く は 全 部 が 欠 損 し 、 野 生 型 に お い て 発 現 さ れ る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る 機 能 が 失 わ れ 、 自
己 抗 体 を 産 生 す る 非 ヒ ト 動 物 と 同 腹 の 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
４ 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
自 己 免 疫 疾 患 が 糸 球 体 腎 炎 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ～ １ ５ の い ず れ か 記 載 の 自 己
免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
自 己 免 疫 疾 患 が 脾 腫 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ～ １ ５ の い ず れ か 記 載 の 自 己 免 疫 疾
患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
非 ヒ ト 動 物 が 、 齧 歯 目 動 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ～ １ ７ の い ず れ か 記 載 の 自 己
免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
齧 歯 目 動 物 が 、 マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治
療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 ９ ～ １ ９ の い ず れ か 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ
り 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 。
【 請 求 項 ２ １ 】
検 体 か ら 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） 遺 伝 子 を 抽 出 し 、 そ の 遺 伝 子 異 常 の 有 無 を
調 べ る こ と を 特 徴 と す る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 異 常 に 起 因 す る 自 己 免 疫 疾 患 の 診 断 法 。
                                                                        
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 腎 臓 の 内 部 構 造 （ 糸 球 体 ） が 徐 々 に 破 壊 さ れ る こ と に よ っ て 起 こ る 糸 球 体 腎
炎 や 脾 臓 の 大 き さ が 正 常 な 範 囲 を 超 え て 拡 大 す る 脾 腫 等 を 発 症 す る 自 己 免 疫 疾 患 病 態 モ デ
ル 動 物 と 、 そ れ を 用 い た 糸 球 体 腎 炎 や 脾 腫 等 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 な ど に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 生 理 的 な 条 件 下 で 細 胞 自 ら が 積 極 的 に 惹 起 す る よ う に プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 、 す な わ
ち ア ポ ト ー シ ス は 、 老 化 し た 細 胞 や 病 態 細 胞 な ど の 生 体 に と っ て 好 ま し く な い 細 胞 を 排 除
す る た め に 生 体 に 備 わ っ た 機 構 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス で は 細 胞 の サ イ ズ は 急 速 に 縮 小 し 、
ま た 細 胞 核 も 凝 縮 、 断 片 化 す る 。 つ い で 、 こ の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は ア ポ ト ー シ ス 小 体 と な
り 、 最 終 的 に は マ ク ロ フ ァ ー ジ 等 の 食 細 胞 に よ り 貪 食 さ れ る 。 す な わ ち 、 ま ず 細 胞 が 縮 小
し て 隣 接 細 胞 か ら 離 れ 、 核 の Ｄ Ｎ Ａ と タ ン パ ク 質 と の 複 合 体 で あ る ク ロ マ チ ン が 核 膜 周 辺
に 凝 縮 し 、 核 の 濃 縮 が 生 じ る と 共 に 細 胞 表 面 の 微 絨 毛 が 消 失 し て 平 滑 化 し 、 大 小 の 突 起 が
出 現 し 、 や が て そ れ ら が く び れ て ち ぎ れ 、 膜 に 包 ま れ た 大 小 の 球 状 の ア ポ ト ー シ ス 小 体 に
断 片 化 し 、 こ れ ら の 小 体 が マ ク ロ フ ァ ー ジ や 隣 接 す る 食 細 胞 に よ り 貪 食 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の よ う に 、 ア ポ ト ー シ ス は 有 害 又 は 無 用 な 細 胞 を 除 去 す る プ ロ セ ス で あ り 、 哺 乳 類 の
ホ メ オ ス タ シ ス を 維 持 す る の に 欠 か せ な い （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 ア ポ ト ー シ ス
細 胞 は 食 細 胞 に よ っ て 速 や か に 取 り 込 ま れ 、 そ れ が 炎 症 や 、 瀕 死 の 細 胞 か ら 放 出 さ れ る 細
胞 内 の 抗 原 に 対 す る 自 己 免 疫 反 応 を 防 ぐ と 考 え ら れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ ， ３ 参
照 ） 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 表 面 に 露 出 し て い る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン （ Ｐ Ｓ ； phosphatid
ylserine） は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 有 用 な 認 識 シ グ ナ ル と し て 同 定 さ れ て い る （ 例 え ば 、 非
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特 許 文 献 ４ 参 照 ） 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 そ の 初 期 過 程 に お い て 、 細 胞 を 構 成 す る 細 胞 膜 リ ン
脂 質 の 配 列 変 化 を 伴 い 、 結 果 と し て 負 電 荷 の リ ン 脂 質 で あ る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン が 細 胞
表 面 へ 露 出 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ５ ， ６ 参 照 ） 。 こ の 細 胞 表
面 の 変 化 が マ ク ロ フ ァ ー ジ や 隣 接 す る 細 胞 に 認 識 さ れ 、 貪 食 過 程 が 進 行 す る と 考 え ら れ て
い る 。 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン と 選 択 的 に 結 合 す る ア ネ キ シ ン Ｖ に よ り 前 記 貪 食 過 程 が 阻 害
さ れ る こ と か ら 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 細 胞 表 面 に ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン が 露 出 す る こ と が
貪 食 機 構 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る も の と 考 え ら れ て い た （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ７ ， ８
参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 、 二 次 リ ン パ 組 織 の 胚 中 心 （ リ ン パ 濾 胞 の 中 心 ） は 、 Ｂ 細 胞 の 増 殖 、 選 択 、 成 熟 及
び 死 に 対 す る 固 有 の 微 小 環 境 を 提 供 す る (例 え ば 、 非 特 許 文 献 ９ ， １ ０ 参 照 )。 高 親 和 性 の
表 面 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る B細 胞 は 、 成 熟 の た め に 選 択 さ れ る が 、 低 親 和 性 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン を も つ B細 胞 は ア ポ ト ー シ ス に よ っ て 死 滅 さ せ ら れ 、 胚 中 心 の 可 染 体 （ tingible 
body） マ ク ロ フ ァ ー ジ と 呼 ば れ る 固 有 の マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 速 や か に 除 去 さ れ る こ と
も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 他 方 、 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ； milk fat globule-EGF factor8） は 、 母 乳
中 に 多 く 含 ま れ る 乳 腺 上 皮 由 来 の 分 泌 蛋 白 質 と し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ （ 例 え ば 、 非 特 許 文
献 １ １ 参 照 ） 、 そ の 後 、 他 の 多 く の 正 常 組 織 や い く つ か の 腫 瘍 細 胞 で 強 く 発 現 す る 分 泌 型
糖 タ ン パ ク 質 と し て 知 ら れ て い る 。 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ は 、 N末 端 側 か ら ２ つ の Ｅ Ｇ Ｆ （ 上 皮 増
殖 因 子 ） ド メ イ ン と 血 液 凝 固 因 子 Ｖ ， VIIIの Ｃ １ ， Ｃ ２ ド メ イ ン と ホ モ ロ ジ ー の あ る ド メ
イ ン で 構 成 さ れ て い る 。 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ は ヒ ト （ Ｂ Ａ ４ ６ ， lactadherin） 、 マ ウ ス （ Ｍ Ｆ
Ｇ － Ｅ ８ ） 、 ラ ッ ト （ ｒ Ａ Ｇ Ｓ ） 、 ブ タ （ Ｐ ４ ７ ） 、 ウ シ （ Ｐ Ａ Ｓ － ６ ， Ｐ Ａ Ｓ － ７ ） を
含 め 幾 つ か の 哺 乳 類 で そ の ホ モ ロ グ が 報 告 さ れ て お り 、 さ ら に 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ と ド メ イ ン
構 造 の 類 似 性 が あ る 内 皮 細 胞 特 異 的 細 胞 接 着 分 子 Ｄ Ｅ Ｌ １ が ク ロ ー ニ ン グ さ れ て お り 、 Ｍ
Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 及 び Ｄ Ｅ Ｌ １ は ２ 番 目 の Ｅ Ｇ Ｆ ド メ イ ン 内 に は イ ン テ グ リ ン と 結 合 す る Ｒ Ｇ Ｄ
配 列 を 含 ん で い る 。 一 方 、 Ｃ 末 側 の Ｃ １ ， Ｃ ２ ド メ イ ン は 細 胞 膜 の リ ン 脂 質 に 結 合 す る こ
と が 知 ら れ て い る 。 し か し 、 こ の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ は 、 酵 素 活 性 と の 関 連 や そ の 生 理 機 能 に つ
い て 不 明 な 点 が 多 く 、 こ の 点 を 明 ら か に す る た め に 、 マ ウ ス 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 Ｍ Ｆ Ｇ －
Ｅ ８ の ゲ ノ ム 遺 伝 子 と 染 色 体 マ ッ ピ ン グ 、 発 生 過 程 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 動 態 、 細 胞 内 局
在 な ど に つ い て 検 討 さ れ て お り 、 生 殖 原 基 が Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ の 発 生 初 期 の 主 要 発 現 部 位 で あ
り 、 発 生 の 後 期 に な る と 神 経 細 胞 や 軟 骨 原 基 に 特 徴 的 な 非 常 に 強 い 発 現 が あ る と さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 最 近 、 い く つ か の レ セ プ タ ー が ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン と 結 合 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
（ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ ， １ ２ 参 照 ） 。 本 発 明 者 ら は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ が 、 活 性 化 さ れ た マ
ク ロ フ ァ ー ジ か ら 分 泌 さ れ 、 Ｐ Ｓ を 認 識 し て ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 し 、 貪 食 す
る 食 細 胞 に 誘 導 す る こ と を 、 既 に 報 告 し て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ３ 参 照 ） 。 す な わ
ち 、 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） が 、 細 胞 が ア ポ ト ー シ ス へ 向 か い は じ め る と 細
胞 表 面 に 露 出 す る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン な ど の ア ミ ノ リ ン 脂 質 を 認 識 す る こ と で 、 ア ポ ト
ー シ ス 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 し 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 貪 食 作 用 を 促 進
す る こ と や 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ の 点 変 異 誘 導 体 で あ る Ｄ ８ ９ Ｅ 変 異 体 が マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る
ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 貪 食 作 用 を 阻 害 す る こ と を 報 告 し て い る （ 例 え ば 、 特 許 文 献 １ 参 照 ）
。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － １ ５ ５ ２ ５ １ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Cell, 88, 347-354, 1997
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Nature, 407, 784-788, 2000
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Nat. Rev. Immunol., 2, 965-975, 2002
【 非 特 許 文 献 ４ 】 J. Immunol., 148, 2207-2216, 1992
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Immunol. Today, 14: 131-136, 1993
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【 非 特 許 文 献 ６ 】 Cirk. Res., 77: 1136-1142, 1995
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Biochem. Biophys. Res. Commun., 205, 1488-1493, 1994
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 1624-1629, 1996
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Immunology, 107, 167-175, 2002
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Annu. Rev. Immunol. 12, 117-139, 1994
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Biochem. Biophys. Res. Commun. 254, 522-528, 1999
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Cell, 104, 325-328, 2001
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Nature, 417, 182-187, 2002
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 腎 臓 の 内 部 構 造 （ 糸 球 体 ） が 徐 々 に 破 壊 さ れ る こ と に よ っ て 起 こ る 糸
球 体 腎 炎 や 脾 臓 の 大 き さ が 正 常 な 範 囲 を 超 え て 拡 大 す る 脾 腫 等 を 発 症 す る 新 規 メ カ ニ ズ ム
に よ る 自 己 免 疫 疾 患 病 態 モ デ ル 動 物 と 、 そ れ を 用 い た 糸 球 体 腎 炎 や 脾 腫 等 の 自 己 免 疫 疾 患
の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 食 作 用 を 促 進 す る 因 子 と し て 、 脂 肪 球 皮 膜 糖 タ ン パ
ク 質 （ Milk Fat Globule EGF factor-8、 ； Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） を 既 に 同 定 し て い る 。 そ こ で
、 Ｍ Ｆ Ｇ － E８ 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ た マ ウ ス （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス ） を 作 製 し 、 か か る Ｍ
Ｆ Ｇ － E８ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 脾 臓 及 び リ ン パ 節 の 胚 中 心 の 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ に つ
い て 調 べ た と こ ろ 、 多 く の ア ポ ト ー シ ス リ ン パ 球 が 、 効 果 的 に 貧 食 さ れ て い な か っ た 。 そ
し て 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス は 、 肥 大 し た 白 色 髄 に 複 数 の リ ン パ 小 節 を 保 有 し て 脾 腫 を
発 症 し 、 自 己 抗 体 を 産 生 し 、 糸 球 体 腎 炎 を 発 症 し て い る こ と を 見 い 出 し た 。 こ れ ら の 結 果
は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ が 胚 中 心 の ア ポ ト ー シ ス Ｂ 細 胞 を 除 去 す る の に 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 そ
の 貪 食 機 能 の 欠 失 が 自 己 免 疫 疾 患 を 誘 導 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 本 発 明 は 、 こ れ ら の 知
見 に 基 づ き 完 成 す る に 至 っ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 染 色 体 上 の 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） 遺 伝 子 の 一 部 も し
く は 全 部 が 欠 損 し 、 野 生 型 に お い て 発 現 さ れ る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る 機 能 が 失 わ れ 、 自
己 抗 体 を 産 生 す る こ と を 特 徴 と す る 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 （ 請 求 項 １ ） や 、 糸 球
体 腎 炎 を 発 症 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 （ 請 求
項 ２ ） や 、 脾 腫 を 発 症 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非
ヒ ト 動 物 （ 請 求 項 ３ ） や 、 非 ヒ ト 動 物 が 、 齧 歯 目 動 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～
３ の い ず れ か 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 （ 請 求 項 ４ ） や 、 齧 歯 目 動 物 が 、 マ ウ
ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 （ 請 求 項 ５ ） に
関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 に 由 来 す
る こ と を 特 徴 と す る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ 請 求 項 ６ ） や 、 可 染 体 マ ク ロ フ ァ
ー ジ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ 記 載 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ 請 求 項 ７
） や 、 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ 記 載 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク
ロ フ ァ ー ジ （ 請 求 項 ８ ） に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 染 色 体 上 の 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） 遺 伝 子 の 一 部 も し く は
全 部 が 欠 損 し 、 野 生 型 に お い て 発 現 さ れ る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る 機 能 が 失 わ れ 、 自 己 抗
体 を 産 生 す る 非 ヒ ト 動 物 に 被 検 物 質 を 投 与 し 、 該 非 ヒ ト 動 物 に お け る 自 己 免 疫 疾 患 の 程 度
を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項
９ ） や 、 染 色 体 上 の 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） 遺 伝 子 の 一 部 も し く は 全 部 が 欠
損 し 、 野 生 型 に お い て 発 現 さ れ る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る 機 能 が 失 わ れ 、 自 己 抗 体 を 産 生
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す る 非 ヒ ト 動 物 に 被 検 物 質 を 投 与 し 、 該 非 ヒ ト 動 物 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ の
ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 貪 食 作 用 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 自 己 免 疫 疾 患 の 予
防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ０ ） や 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 記 載 の 自 己
免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 に 由 来 す る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 、 被 検 物 質 の 存
在 下 に ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と 接 触 さ せ 、 該 非 ヒ ト 動 物 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ の
ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 貪 食 作 用 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 自 己 免 疫 疾 患 の 予
防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ １ ） や 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ が
、 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 又 は １ １ 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患
の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ２ ） や 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー
ジ が 、 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 又 は １ １ 記 載 の 自 己 免 疫 疾
患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ３ ） や 、 染 色 体 上 の 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白
質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） 遺 伝 子 の 一 部 も し く は 全 部 が 欠 損 し 、 野 生 型 に お い て 発 現 さ れ る Ｍ Ｆ
Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る 機 能 が 失 わ れ 、 自 己 抗 体 を 産 生 す る 非 ヒ ト 動 物 と 、 野 生 型 非 ヒ ト 動 物
の 場 合 と を 比 較 ・ 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ～ １ ３ の い ず れ か 記 載 の 自 己 免 疫 疾
患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ４ ） や 、 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 が 、 染 色 体
上 の 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） 遺 伝 子 の 一 部 も し く は 全 部 が 欠 損 し 、 野 生 型 に
お い て 発 現 さ れ る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る 機 能 が 失 わ れ 、 自 己 抗 体 を 産 生 す る 非 ヒ ト 動 物
と 同 腹 の 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防
・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ５ ） や 、 自 己 免 疫 疾 患 が 糸 球 体 腎 炎 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ～ １ ５ の い ず れ か 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ６ ） や 、 自 己 免 疫 疾 患 が 脾 腫 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ～ １ ５
の い ず れ か 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ７ ） や 、
非 ヒ ト 動 物 が 、 齧 歯 目 動 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ ～ １ ７ の い ず れ か 記 載 の 自 己
免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ８ ） や 、 齧 歯 目 動 物 が 、 マ ウ ス
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 （ 請 求 項 １ ９ ） に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 請 求 項 ９ ～ １ ９ の い ず れ か 記 載 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク
リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 （ 請 求 項 ２
０ ） や 、 検 体 か ら 脂 肪 球 被 膜 糖 蛋 白 質 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ） 遺 伝 子 を 抽 出 し 、 そ の 遺 伝 子 異 常
の 有 無 を 調 べ る こ と を 特 徴 と す る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 異 常 に 起 因 す る 自 己 免 疫 疾 患 の 診 断 法 （ 請
求 項 ２ １ ） に 関 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 新 規 作 用 メ カ ニ ズ ム に よ る 新 し い タ イ プ の 抗 自 己 免 疫 疾 患 薬 、 例 え ば
腎 臓 の 内 部 構 造 （ 糸 球 体 ） が 徐 々 に 破 壊 さ れ る こ と に よ っ て 起 こ る 糸 球 体 腎 炎 や 脾 臓 の 大
き さ が 正 常 な 範 囲 を 超 え て 拡 大 す る 脾 腫 等 の 予 防 ・ 治 療 剤 を 開 発 す る こ と が で き る ば か り
で な く 、 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ や チ オ グ リ コ レ ー ト 刺 激 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ 等 の マ ク ロ フ
ァ ー ジ に よ る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 貪 食 作 用 の 機 構 解 明 が 可 能 と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 と し て は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 の 一 部 も し く は
全 部 が 欠 損 し 、 野 生 型 に お い て 発 現 さ れ る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る 機 能 が 失 わ れ 、 自 己 抗
体 を 産 生 す る モ デ ル 動 物 （ 以 下 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 の 機 能 が 染 色 体 上 で 欠 損 し た モ デ ル
動 物 と い う こ と が あ る ） で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 糸 球 体 腎 炎 及 び ／ 又 は
脾 腫 （ 巨 脾 症 ） の 症 状 を 呈 す る モ デ ル 動 物 を 好 適 に 例 示 す る こ と が で き る 。 ま た 、 上 記 非
ヒ ト 動 物 と し て は 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 の 齧
歯 目 動 物 を 具 体 的 に 挙 げ る こ と が で き 、 中 で も マ ウ ス を 好 適 に 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 「 自 己 抗 体 を 産 生 す る 」 と は 、 少 な く と も 、 血 清 内 の 抗 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 抗
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体 及 び ／ 又 は 抗 核 抗 体 濃 度 が 、 野 生 型 の 非 ヒ ト 動 物 に 比 し て 、 ２ 倍 以 上 高 い こ と を い う 。
ま た 、 自 己 免 疫 疾 患 と し て は 、 糸 球 体 腎 炎 、 脾 腫 、 ヒ ト 全 身 性 エ リ マ ト ー デ ス 等 を 例 示 す
る こ と が で き 、 糸 球 体 腎 炎 の 症 状 を 呈 す る と は 、 少 な く と も 、 糸 球 体 内 に 多 量 の Ｉ ｇ Ｇ が
認 め ら れ 、 糸 球 体 が 肥 大 し た 症 状 を 呈 す る こ と を い い 、 脾 腫 （ 巨 脾 症 ） の 症 状 を 呈 す る と
は 、 少 な く と も 、 白 色 髄 が 非 常 に 肥 大 し 、 複 数 の リ ン パ 小 節 を 有 す る 症 状 を 呈 す る こ と を
い う 。 本 発 明 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 は 、 抗 自 己 免 疫 疾 患 薬 、 例 え ば 糸 球 体 腎 炎
や 脾 腫 等 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に お け る 野 生 型 の 非 ヒ ト 動 物 と は 、 上 記 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 の 機 能 が 欠 損 し た 非
ヒ ト 動 物 と 同 種 の 動 物 を 意 味 し 、 中 で も 同 腹 の 動 物 を 好 適 に 例 示 す る こ と が で き る 。 ま た
上 記 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 の 機 能 が 欠 損 し た 非 ヒ ト 動 物 と し て は 、 メ ン デ ル の 法 則 に 従 い 出
生 し て く る も の が 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 型 と 同 腹 の 野 生 型 を 得 る こ と が で き 、 こ れ ら を 用 い
て 正 確 な 比 較 実 験 を す る こ と が で き る 点 で 好 ま し い 。 そ し て 上 記 の よ う に 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８
遺 伝 子 の 機 能 が 欠 損 し た 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 の 好 適 例 と し て は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８
ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 、 野 生 型 マ ウ ス と し て は 該 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス と 同 腹 の 野 生 型 マ ウ
ス を 、 そ れ ぞ れ 具 体 的 に 挙 げ る こ と が で き る 。 以 下 、 非 ヒ ト 動 物 が マ ウ ス の 場 合 を 例 に と
っ て 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 作 製 法 と し て は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ タ ン パ ク 質 を 発 現 す
る 機 能 を 失 っ た マ ウ ス を 作 製 す る こ と が で き る 方 法 で あ れ ば ど の よ う な 作 製 法 で も よ い が
、 例 え ば 、 マ ウ ス 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー か ら Ｐ Ｃ Ｒ 等 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 遺 伝 子 断 片 を 用
い て 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝
子 を 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 等 を 用 い て サ ブ ク ロ ー ン し 、 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 特 定
し 、 こ の ク ロ ー ン の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む フ ラ グ メ ン ト を ネ オ マ イ シ
ン 耐 性 遺 伝 子 カ セ ッ ト 等 で 置 換 す る こ と に よ っ て 、 タ ー ゲ ッ ト ベ ク タ ー を 作 製 す る 方 法 を
挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の 線 状 化 さ れ た ベ ク タ ー を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ 電 気 穿 孔 ） 法 等 に よ っ て Ｅ Ｓ 細
胞 に 導 入 し 、 Ｇ － ４ １ ８ な ど の 薬 剤 に 抵 抗 性 の 細 胞 の 中 か ら 相 同 的 組 換 え を 行 っ た Ｅ Ｓ 細
胞 を 選 択 し 、 そ の 細 胞 の ク ロ ー ン を マ ウ ス の 胚 盤 胞 中 に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し 、 か
か る 胚 盤 胞 を 仮 親 の マ ウ ス に 戻 し 、 キ メ ラ マ ウ ス を 作 製 す る 。 こ の キ メ ラ マ ウ ス を 野 生 型
の マ ウ ス と 交 配 さ せ る と 、 ヘ テ ロ 接 合 体 マ ウ ス （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / - ） を 得 る こ と が で き 、
ま た 、 こ の ヘ テ ロ 接 合 体 マ ウ ス の 雌 雄 を 交 配 さ せ る こ と に よ っ て 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ノ ッ ク ア
ウ ト マ ウ ス （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - ） を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ と し て は 、 上 記 本 発 明 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル
非 ヒ ト 動 物 に 由 来 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 す な わ ち 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 等 の
Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 が 染 色 体 上 で 欠 損 し た モ デ ル 動 物 か ら 得 ら れ る 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の
貪 食 作 用 が 喪 失 又 は 減 衰 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ ず 、 か か る マ ク ロ フ ァ
ー ジ と し て 、 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 メ タ ロ フ ィ リ ッ ク （ metaloph
ilic） マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 骨 髄 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 を 挙 げ る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 胚 中 心 （ リ ン パ 濾 胞 の 中 心 ） に 存 在 す る Ｃ Ｄ ６ ８ を 特 異 的 に 発 現 す る 可 染 体 マ ク ロ フ
ァ ー ジ は 、 、 抗 Ｃ Ｄ ６ ８ 抗 体 を 用 い て 常 法 に よ り 同 定 す る こ と が で き 、 ま た 、 腹 腔 マ ク ロ
フ ァ ー ジ は 、 ３ ％ （ ｗ /ｖ ） の チ オ グ リ コ レ ー ト の 腹 腔 内 注 射 を 受 け た マ ウ ス か ら 常 法 に
よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 か か る 本 発 明 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 ア ポ ト
ー シ ス 細 胞 の 貪 食 作 用 の 機 構 を 解 明 す る 上 で 、 ま た 、 抗 自 己 免 疫 疾 患 薬 、 例 え ば 糸 球 体 腎
炎 や 脾 腫 等 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て は 、 本 発 明 の Ｍ Ｆ Ｇ
－ Ｅ ８ 遺 伝 子 の 機 能 が 染 色 体 上 で 欠 損 し た 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 に 被 検 物 質 を 投
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与 し 、 該 非 ヒ ト 動 物 に お け る 自 己 免 疫 疾 患 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 や 、 本 発 明 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ
８ 遺 伝 子 の 機 能 が 染 色 体 上 で 欠 損 し た 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 に 被 検 物 質 を 投 与 し
、 該 非 ヒ ト 動 物 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 貪 食 作 用
の 程 度 を 評 価 す る 方 法 や 、 本 発 明 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 の 機 能 が 染 色 体 上 で 欠 損 し た 自 己
免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 に 由 来 す る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 、 被 検 物 質 の 存
在 下 に ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と 接 触 さ せ 、 該 非 ヒ ト 動 物 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ の
ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 貪 食 作 用 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ る も の で
は な く 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ る と 、 糸 球 体 腎 炎 、 脾 腫 、 ヒ ト 全 身 性 エ リ マ ト
ー デ ス 等 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 を 開 発 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 上 記 本 発 明 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 等 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 の 機 能 が 染 色 体
上 で 欠 損 し た 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 に 被 検 物 質 を 投 与 し 、 該 非 ヒ ト 動 物 に お け る
自 己 免 疫 疾 患 の 程 度 を 評 価 す る 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お け
る 被 検 物 質 の 投 与 方 法 と し て は 、 経 口 投 与 、 静 脈 内 投 与 、 局 所 へ の 直 接 投 与 な ど の 方 法 を
挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 自 己 免 疫 疾 患 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 と し て は 、 糸 球 体 腎 炎 、
脾 腫 、 ヒ ト 全 身 性 エ リ マ ト ー デ ス 等 の 症 状 の 改 善 程 度 を 評 価 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き
る 。 自 己 免 疫 疾 患 の 程 度 を 評 価 す る に 際 し て は 、 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 と 同 種 の
野 生 型 非 ヒ ト 動 物 、 中 で も 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 と 同 腹 の 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比
較 評 価 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 上 記 本 発 明 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 等 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 の 機 能 が 染 色 体
上 で 欠 損 し た 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 に 被 検 物 質 を 投 与 し 、 該 非 ヒ ト 動 物 の Ｍ Ｆ Ｇ
－ Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 貪 食 作 用 の 程 度 を 評 価 す る 自 己 免
疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お け る 被 検 物 質 の 投 与 方 法 と し て は 、 経 口
投 与 、 静 脈 内 投 与 、 局 所 へ の 直 接 投 与 な ど の 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 非 ヒ ト 動
物 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ と し て は 、 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ や 腹 腔 マ ク ロ フ ァ
ー ジ な ど を 好 適 に 例 示 す る こ と が で き る 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 貪 食 作 用 の 程 度 を 評
価 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 チ オ グ リ コ レ ー ト 刺 激 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 用 い る 場 合 、
デ キ サ メ サ ゾ ン で ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た Ｃ Ａ Ｄ - / - マ ウ ス の 胸 腺 細 胞 を 貪 食 す る 程 度 を
、 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 反 応 に よ り 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 当 た り の Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 陽 性 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 数
を 定 量 す る こ と に よ り 評 価 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。 か か る 評 価 に 際 し て は 、 自 己
免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 と 同 種 の 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 、 中 で も 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト
動 物 と 同 腹 の 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 評 価 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 上 記 本 発 明 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 等 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 の 機 能 が 染 色 体
上 で 欠 損 し た 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 に 由 来 す る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ
を 、 被 検 物 質 の 存 在 下 に イ ン ビ ト ロ で ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と 接 触 さ せ 、 該 非 ヒ ト 動 物 の Ｍ Ｆ
Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 貪 食 作 用 の 程 度 を 評 価 す る 自 己
免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お け る 被 検 物 質 の 存 在 下 で の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ
８ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ と ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と の 接 触 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 培 養 に 用 い ら れ
る 培 地 中 で 、 被 検 物 質 の 存 在 下 に 共 培 養 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 ア ポ ト ー シ ス
細 胞 に 対 す る 貪 食 作 用 の 程 度 を 評 価 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 チ オ グ リ コ レ ー ト 刺 激 腹
腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 用 い る 場 合 、 デ キ サ メ サ ゾ ン で ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た Ｃ Ａ Ｄ - / - マ
ウ ス の 胸 腺 細 胞 を 貪 食 す る 程 度 を 、 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 反 応 に よ り 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 当 た り の Ｔ Ｕ
Ｎ Ｅ Ｌ 陽 性 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 数 を 定 量 す る こ と に よ り 評 価 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き
る 。 か か る 評 価 に 際 し て は 、 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 と 同 種 の 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 、
中 で も 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル 非 ヒ ト 動 物 と 同 腹 の 野 生 型 非 ヒ ト 動 物 と 比 較 評 価 す る こ と が 好
ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 記 本 発 明 の 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お け る 被 検 物 質 と し
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て は 、 天 然 若 し く は 人 為 的 に 合 成 さ れ た 各 種 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
低 分 子 有 機 化 合 物 を 例 示 す る こ と が で き る 。 か か る 被 検 物 質 の 中 か ら 、 糸 球 体 腎 炎 、 脾 腫
、 ヒ ト 全 身 性 エ リ マ ト ー デ ス 等 の 症 状 を 改 善 す る 物 質 や ア ポ ト ー シ ス 細 胞 に 対 す る 貪 食 作
用 を 増 強 す る 物 質 は 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の 候 補 物 質 で あ り 、 か か る 候 補 物 質 と し
て は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ の 他 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 中 の Ｒ Ｇ Ｄ モ チ ー フ を 有 す る Ｅ Ｇ Ｆ － ２ ド メ イ ン
、 高 プ ロ リ ン ／ ス レ オ ニ ン 含 有 ド メ イ ン 、 ２ つ の 因 子 VIII相 同 ド メ イ ン （ Ｃ １ 及 び Ｃ ２ ）
を 有 す る 組 換 え Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 変 異 体 、 か か る 変 異 体 に 対 す る 抗 体 、 Ｄ ｅ ｌ － １ 等 の Ｍ Ｆ Ｇ
－ Ｅ ８ の 相 同 体 な ど を 具 体 的 に 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら 候 補 物 質 の 中 か ら 薬 効 が 確 認
で き た 物 質 を 医 薬 用 の 治 療 剤 と し て 用 い る 場 合 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 通 常 の 担 体 、 結 合
剤 、 安 定 化 剤 、 賦 形 剤 、 希 釈 剤 、 ｐ Ｈ 緩 衝 剤 、 崩 壊 剤 、 可 溶 化 剤 、 溶 解 補 助 剤 、 等 張 剤 な
ど の 各 種 調 剤 用 配 合 成 分 を 添 加 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 治 療 剤 は 、 経 口 的 又 は 非 経 口 的
に 投 与 す る こ と が で き 、 例 え ば 粉 末 、 顆 粒 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 懸 濁 液 、 リ
ポ ソ ー ム に 封 入 又 は 包 埋 体 等 の 剤 型 で 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き 、 あ る い は 、 例 え ば 溶
液 、 乳 剤 、 懸 濁 液 等 の 剤 型 に し た も の を 注 射 の 型 で 非 経 口 投 与 す る こ と が で き る 他 、 ス プ
レ ー 剤 の 型 で 鼻 孔 内 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 経 口 的 に 投 与 す る 製 剤 の 場 合 、 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と し て は 、 慣 用 の 各 種 有 機 あ
る い は 無 機 担 体 物 質 が 用 い ら れ 、 例 え ば 錠 剤 に は 乳 糖 、 デ ン プ ン 等 の 賦 形 剤 、 タ ル ク 、 ス
テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 等 の 滑 沢 剤 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ
ド ン 等 の 結 合 剤 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 等 の 崩 壊 剤 等 を 配 合 す る こ と が で き 、 懸 濁
液 製 剤 に は 生 理 的 食 塩 水 ア ル コ ー ル 等 の 溶 剤 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ
コ ー ル 等 の 溶 解 補 助 剤 、 ス テ ア リ ル ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 レ
シ チ ン 等 の 懸 濁 化 剤 、 グ リ セ リ ン 、 Ｄ － マ ン ニ ト ー ル 等 の 等 張 化 剤 、 リ ン 酸 塩 、 酢 酸 塩 、
ク エ ン 酸 塩 等 の 緩 衝 剤 な ど を 配 合 す る こ と が で き る 。 ま た 必 要 に 応 じ て 、 防 腐 剤 、 抗 酸 化
剤 、 着 色 剤 、 甘 味 剤 な ど の 製 剤 添 加 物 を 配 合 す る こ と も で き る 。 非 経 口 的 に 投 与 す る 製 剤
の 場 合 、 蒸 留 水 、 生 理 的 食 塩 水 等 の 水 溶 性 溶 剤 、 サ リ チ ル 酸 ナ ト リ ウ ム 等 の 溶 解 補 助 剤 、
塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 グ リ セ リ ン 、 Ｄ － マ ン ニ ト ー ル 等 の 等 張 化 剤 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 等 の
安 定 化 剤 、 メ チ ル パ ラ ベ ン 等 の 保 存 剤 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 等 の 局 麻 剤 を 配 合 す る こ と が
で き る 。 ま た 、 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 の 投 与 量 は 、 疾 病 の 種 類 、 患 者 の 体 重 や 年 齢
、 投 与 形 態 、 症 状 等 に よ り 適 宜 選 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 異 常 に 起 因 す る 自 己 免 疫 疾 患 の 診 断 法 と し て は 、 検 体 の マ ク ロ フ
ァ ー ジ か ら Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 を 抽 出 し 、 そ の 塩 基 配 列 を 調 べ て 、 正 常 な Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺
伝 子 と 比 較 し て 異 常 の 有 無 を 調 べ る 方 法 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は こ れ ら の
例 示 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 を 標 的 と し た 破 壊 ）
　 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 染 色 体 遺 伝 子 を １ ２ ９ ／ ｓ ｖ マ ウ ス λ 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 。
エ ク ソ ン ４ ～ ６ を ｎ ｅ ｏ 遺 伝 子 で 置 換 し 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 Ａ 断 片 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片
を 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 の 下 流 に 挿 入 し 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 作 製 し た 。 Ｒ １  
Ｅ Ｓ 細 胞 を 、 文 献 （ Science, 292, 1546-1549, 2001） 記 載 の 通 り タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク
タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 Ｇ － ４ １ ８ 耐 性 ク ロ ー ン を 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 相 同 的 組 み 換 え
用 に ス ク リ ー ニ ン グ し 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ヌ ル マ ウ ス を 作 製 し た 。 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 対 立 遺 伝
子 を 保 有 す る Ｅ Ｓ ク ロ ー ン を 、 宿 主 の 胎 芽 に 導 入 し 、 キ メ ラ マ ウ ス を 作 製 し た 。 Ｅ Ｓ 細 胞
に 起 因 す る キ メ ラ マ ウ ス を 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス （ Nippon SLC社 製 ） と 交 配 し 、 Ｍ Ｆ Ｇ
－ Ｅ ８ + / - マ ウ ス を 作 製 し た 。 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / - を 親 と し て 交 配 し て 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ
ウ ス を 作 製 し 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + 及 び Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - の 同 腹 仔 の 表 現 型 を 分 析 し た 。 全 て
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の マ ウ ス を 、 特 定 病 原 体 未 感 染 施 設 に 収 容 し 、 全 て の 動 物 実 験 は 大 阪 大 学 医 学 部 動 物 実 験
委 員 会 に 承 認 さ れ た 細 則 に 従 っ て 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
（ Ｐ Ｃ Ｒ 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 ）
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 文 献 （ Nucleic Acids Res. 19, 4293, 1991） 記 載 の 通 り 調 製 し 、 Ｍ Ｆ
Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 の 遺 伝 子 型 を Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 定 量 し た 。 野 生 型 に 特 異 な セ ン ス プ ラ イ マ ー （
５ '‐ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ ； 配 列 番 号 １ ） 又 は 突 然 変 異 対 立 遺 伝
子 （ ５ '‐ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ  ； 配 列 番 号 ２ ） を 、 共 通 の ア ン チ
セ ン ス プ ラ イ マ ー （ ５ '‐ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ  ； 配 列 番 号 ３ ） と
共 に 使 用 し た 。 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 に 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を EcoRV及 び KpnIで 処
理 し 、 ０ ． ８ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 し て 単 離 し 、 Hybond Ｎ + 膜 （ Amercham Bioscie
nce 社 製 ） に 移 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の す ぐ 外 側
に 局 在 す る ５ ４ ０ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 使 用 し て 行 っ た 。 ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
用 に 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を ２ ． ２ Ｍ の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む １ ． ５ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 単 離 し 、
Hybond Ｎ + 膜 に 移 し 、 マ ウ ス Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を プ ロ ー ブ と し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ 免 疫 沈 降 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ）
　 プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ ー ス と 抗 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 抗 体 ２ ４ ２ ２ と の 複 合 体 を 、 文 献 （ Natu
re, 417, 182-187, 2002） 記 載 の 通 り 、 調 製 し た 。 チ オ グ リ コ レ ー ト 刺 激 腹 腔 マ ク ロ フ ァ
ー ジ を 、 ３ ％ （ ｗ /ｖ ） の チ オ グ リ コ レ ー ト （ Sigma社 製 ） の 腹 腔 内 注 射 を 受 け た １ ２ 週 齢
の マ ウ ス か ら 調 製 し た 。 細 胞 （ １ × １ ０ 7 ） を Ａ Ｉ Ｍ Ｖ 培 地 （ Invitrogen社 製 ） で ４ ８ 時
間 培 養 し た 。 上 澄 液 を 回 収 し 、 Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 緩 衝 液 （ １ ％ の ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ 、 ０ ． １ ％ の
Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ５ ％ の デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ． ５ ｍ Ｍ の
Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｇ Ｔ Ａ 、 １ ０ ％ の グ リ セ ロ ー ル 、 １ ｍ Ｍ の ［ ｐ -ア ミ ジ ノ フ ェ ニ ル
］ メ タ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ ラ イ ド ハ イ ド ロ ク ロ ラ イ ド 、 １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ロ イ ペ プ チ ン 及 び
１ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ペ プ ス タ チ ン を 含 む ５ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ － Ｎ ａ Ｏ Ｈ 緩 衝 液 ［ ｐ Ｈ ７ ． ６
］ ） に 細 胞 を 溶 解 し た 。 培 養 上 澄 液 及 び 細 胞 可 溶 化 液 を 、 ２ ４ ２ ２ － プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ
ァ ロ ー ス 複 合 体 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ０ ． ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 緩 衝 液 で
洗 浄 し た 後 、 ビ ー ズ に 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 、 ０ ． １ ％ の ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ を 含 む １ ０
０ ｍ Ｍ の ト リ エ チ ル ア ミ ン （ ｐ Ｈ １ １ ． ５ ） で 溶 出 し た 。 溶 出 物 の 一 定 分 量 を 、 非 還 元 条
件 で Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 法 （ １ ０ ％ ゲ ル ） で 分 離 し 、 そ の 後 、 ビ オ チ ン 標 識 化 ハ ム ス タ ー 抗
マ ウ ス Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク ロ ー ン １ ８ Ａ ２ 、 Ｋ ． Ａ ． 、 Ｒ ． Ｈ ． 、 Ｍ ．
Ｔ ． 、 及 び Ｓ ． Ｎ ． 未 発 表 ） と ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Roche社 製 ）
で ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。 抗 体 が 認 識 し た タ ン パ ク 質 を 、 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン ス 反
応 （ Renaissance社 製 ） に よ り 視 覚 化 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
（ イ ン ビ ト ロ 貪 食 作 用 分 析 ）
　 イ ン ビ ト ロ 貪 食 作 用 分 析 を 、 本 質 的 に 文 献 （ Nature, 417, 182-187, 2002） 記 載 の 通 り
に 行 っ た 。 ６ 週 齢 の Ｃ Ａ Ｄ - / - マ ウ ス の 胸 腺 細 胞 （ Nat. Immunol., 4, 138-144, 2003） の
１ × １ ０ 6 細 胞 を 、 １ ０ μ Ｍ の デ キ サ メ サ ゾ ン で 、 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 ア ポ
ト ー シ ス を 誘 導 し 、 ８ ウ ェ ル の Lab‐ Tek IIチ ャ ン バ ー ス ラ イ ド （ Nalge Nunc 社 製 ） 中 で
培 養 し た チ オ グ リ コ レ ー ト 刺 激 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ １ × １ ０ 5 細 胞 ） に 添 加 し た 。 １ ．
５ 時 間 の 共 培 養 の 後 、 細 胞 を 固 定 し 、 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 反 応 さ せ 、 光 学 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 Ｔ Ｕ
Ｎ Ｅ Ｌ 陽 性 胸 腺 細 胞 の 数 を 数 え 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 当 た り の Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 陽 性 の ア ポ ト ー シ ス
細 胞 数 を 定 量 す る こ と に よ り 、 貪 食 作 用 の 指 標 と し た 。 少 な く と も １ ５ ０ の マ ク ロ フ ァ ー
ジ を 検 査 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
（ 組 織 化 学 及 び 電 子 顕 微 鏡 分 析 及 び 自 己 抗 体 ア ッ セ イ ）
　 ヘ マ ト キ シ リ ン 及 び エ オ シ ン 染 色 を 行 う た め に 、 マ ウ ス 脾 臓 及 び リ ン パ 節 を 、 ０ ． １ ％
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の リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ２ ） 中 の ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ／ ４ ％ ス ク ロ ー ス に 固 定 し
、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し 、 ４ μ ｍ の 切 片 に し た 。 免 疫 組 織 化 学 分 析 を 行 う た め に 、 凍 結 し た
組 織 の 切 片 （ ４ μ ｍ ） を 冷 却 ア セ ト ン で 固 定 し 、 非 特 異 的 部 位 を 、 ５ ％ の ヤ ギ 血 清 （ Invi
trogen社 製 ） 及 び １ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Sigma 社 製 ） で ブ ロ ッ ク し た 。 使 用 し た モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Alexa‐ Fluro 488 ス プ レ プ ト ア ビ ジ ン （ Molecular probes社 製 ）
、 Ｃ ｙ － ３ 結 合 抗 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 抗 体 （ ク ロ ー ン １ ８ Ａ ２ ） と 共 に ビ オ チ ン 化 し た 抗 Ｃ Ｄ ６
８ 抗 体 （ Serotec社 製 ） 又 は 抗 Ｆ ４ ／ ８ ０ 抗 体 （ ク ロ ー ン ６ － １ ６ Ａ 、 Ｍ ． Ｔ ． ） 、 及 び
Ｃ ｙ ３ 結 合 抗 ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ Jackson社 製 ） と 共 に ラ ッ ト 抗 Ｍ Ｏ Ｍ Ａ － １ 抗 体 （ BMA B
iomedical社 製 ） で あ っ た 。 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 染 色 を Apoptag kit（ Intergen社 製 ） を 用 い て 行 っ
た 。 染 色 し た 切 片 を 、 １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｄ Ａ Ｐ Ｉ （ Dojindo Laboratories 社 製 ） を 含 む Flu
orSave mounting 試 薬 （ Calbiochem社 製 ） で マ ウ ン ト し 、 蛍 光 顕 微 鏡 （ オ リ ン パ ス 社 製 ）
で 観 察 し た 。 電 子 顕 微 鏡 で の 観 察 に は 、 １ ０ 週 齢 の マ ウ ス に KLHを 投 与 し た 後 、 脾 臓 を ２
％ の グ ル ト ア ル デ ヒ ド 及 び ２ ％ の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む ０ ． １ Ｍ の リ ン 酸 緩 衝 液 （
ｐ Ｈ ７ ． ２ ） 内 に 固 定 し た 。 ７ ． ５ ％ の ス ク ロ ー ス を 含 む 同 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 後 、 サ ン プ
ル を １ ％ の Ｏ ｓ Ｏ ４ で 固 定 (post-fix)し 、 Epon ８ １ ２ に 包 埋 し た 。 切 片 （ ８ ０ μ m） を ウ
ル ト ラ ミ ク ロ ト ー ム （ Nissei社 製 ） で 調 製 し 、 ク エ ン 酸 鉛 及 び 酢 酸 ウ ラ ニ ル で 染 色 し 、 Ｈ
ｉ ｔ ａ ｃ ｈ ｉ  Ｈ ‐ ７ １ ０ ０ 電 子 顕 微 鏡 （ 日 立 ハ イ テ ク ノ ロ ジ ー  社 製 ） で 観 察 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 抗 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 抗 体 及 び Ａ Ｎ Ａ を 、 Ｍ Ｂ Ｌ か ら の Mesacup EIAを 用 い て 、 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ
（ Ｇ ＋ Ｍ ＋ Ａ ） 抗 体 （ Cappel社 製 ） で 定 量 化 し た 。 ４ ５ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 自 動 Micro-ELIS
A readerを 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
（ 免 疫 化 ）
　 リ ン パ 節 の 胚 中 心 を 発 達 さ せ る た め に 、 文 献 1 4 記 載 の 通 り に 、 マ ウ ス を ヒ ト ア ル ブ ミ ン
で 免 疫 化 し た 。 要 約 す る と 、 １ ０ 週 齢 の マ ウ ス の 腹 腔 内 に ０ ． ５ ｍ ｌ の ウ サ ギ 抗 ヒ ト ア ル
ブ ミ ン 抗 体 （ ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） (Sigma社 製 )を 注 入 し 、 ２ ４ 時 間 後 に 、 フ ッ ド パ ッ ド に ２ ５
μ ｇ の ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン を 注 入 し た 。 膝 窩 及 び 笨 窩 リ ン パ 節 を 、 抗 原 注 入 後 ６ 日 目 に 調
製 し た 。 Ｋ Ｌ Ｈ で 免 疫 化 す る た め に は 、 マ ウ ス の 腹 腔 内 に １ ５ μ ｇ の Ｋ Ｌ Ｈ （ Wako社 製 ）
及 び フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ド を 注 入 し た 。 免 疫 を ２ 回 繰 返 し 、 脾 臓 を ２ 回 目 の 注 入
の ４ 日 後 に 単 離 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
（ 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ の 発 現 ）
　 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ の イ ン ビ ボ で の 生 理 学 的 な 役 割 を 調 べ る た め に 、 そ の 発 現 を 先 ず ノ ー ザ ン
ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 調 べ た （ 図 １ ａ ） 。 文 献 （ Proc. Natl. Acad. 
Sci., USA 87, 8417-8421, 1990、 Biochem. Biophys. Res. Commun., 254, 522-528, 199
9） 記 載 の 通 り 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ は 乳 腺 で 強 く 発 現 し た 。 脾 臓 、 リ ン パ 節 及 び 脳 等 の 他 の い
く つ か の 組 織 も Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８  ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 し た 。 抗 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 抗 体 と の 脾 臓 切 片 の
免 疫 組 織 分 析 は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ が 、 胚 中 心 に 局 在 す る 制 限 さ れ た 細 胞 で 発 現 す る こ と を 示
し た （ 図 １ ｂ ） 。 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 脾 臓 切 片 は 、 抗 体 で 染 色 さ れ ず 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ
８ 抗 体 の 特 異 性 を 確 認 し た 。 胚 中 心 （ リ ン パ 濾 胞 の 中 心 ） に は 、 特 異 的 に Ｃ Ｄ ６ ８ を 発 現
す る が Ｆ ４ ／ ８ ０ は 発 現 し な い 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ と 呼 ば れ る マ ク ロ フ ァ ー ジ が 存 在 し
て い る （ J. Exp. Med., 174, 827-836, 1991） 。 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る 細 胞 は 、 Ｃ Ｄ ６
８ を 発 現 す る が Ｆ ４ ／ ８ ０ を 発 現 せ ず 、 Ｃ Ｄ ６ ８ 又 は Ｆ ４ ／ ８ ０ に よ る 二 重 染 色 は 、 可 染
体 マ ク ロ フ ァ ー ジ が Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る こ と を 示 唆 し た 。 Ｃ Ｄ ６ ８ + 可 染 体 マ ク ロ フ
ァ ー ジ は 、 脾 臓 だ け で な く 、 リ ン パ 節 及 び 胸 腺 に も 存 在 す る （ J. Exp. Med., 174, 827-8
36, 1991） 。 抗 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 抗 体 で の 染 色 は 、 リ ン パ 節 の Ｃ Ｄ ６ ８ + マ ク ロ フ ァ ー ジ が Ｍ
Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 す る こ と を 示 唆 し た （ 図 １ ｂ ） が 、 胸 腺 の 切 片 に お い て は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ
８ の シ グ ナ ル は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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（ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 を 標 的 と し た 破 壊 ）
　 本 発 明 者 ら は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス を ジ ー ン タ ー ゲ テ ィ ン グ 法 に よ り 作 製 し た 。 マ
ウ ス Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 は 、 第 ７ 染 色 体 に 局 在 し 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ １ ５ ． ３ ｋ ｂ 内 に １ ０ 個
の エ ク ソ ン に よ り コ ー ド さ れ て い る 。 エ ク ソ ン ４ ～ ６ を ｎ ｅ ｏ 耐 性 遺 伝 子 と 置 換 し た タ ー
ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 構 築 し （ 図 ２ ａ ） 、 マ ウ ス 胚 幹 細 胞 （ Ｅ Ｓ ） に 注 入 し た 。 突 然 変
異 を 有 す る Ｅ Ｓ ク ロ ー ン を 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 同 定 し た 。 ２ つ の
Ｅ Ｓ ク ロ ー ン 由 来 の マ ウ ス は 、 同 一 の 表 現 型 を 有 し た 。 ヘ テ ロ 接 合 の 動 物 を イ ン タ ー ク ロ
ス し 、 そ の 結 果 生 じ た 同 腹 仔 の 尾 部 Ｄ Ｎ Ａ を 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 外 の 配 列 を 含 む
プ ロ ー ブ を 用 い た サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 分 析 し た 。 図 ２ ｂ に 示 す
よ う に 、 EcoRV及 び KpnIで 二 重 処 理 し た Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + に は 、 ７ ． ２ ｋ ｂ の バ
ン ド が 現 れ 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - に は 、 ５ ． ６ ｋ ｂ の バ ン ド が 現 れ 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / - で は そ
の 両 方 が 現 れ た 。 そ の サ イ ズ は 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー と Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 の 相 同
的 組 換 で 想 定 さ れ た 通 り で あ っ た 。 neo 遺 伝 子 プ ロ ー ブ を 用 い た KpnIで 処 理 し た Ｄ Ｎ Ａ の
サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / - 又 は Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ
ス に お い て は 単 一 の バ ン ド が 現 れ （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 、 タ ー ゲ ッ ト ベ ク タ ー が 他
の 部 位 に 挿 入 さ れ て い な い こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 チ オ グ リ コ レ ー ト 刺 激 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ が 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 高 分 泌 し
て い る こ と を 先 に 報 告 し た （ Nature, 417, 182-187, 2002） 。 実 際 、 抗 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 抗 体
を 用 い た 免 疫 沈 降 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 、 野 生 型 マ ウ ス の チ オ グ リ コ レ ー ト 刺
激 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 培 養 上 澄 液 に お け る ７ ４ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 が 明 ら か に な っ た （
図 ２ ｃ ） 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ク ロ フ ァ ー ジ の 上 澄 液 で は 検 出 さ れ ず
、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - 対 立 遺 伝 子 が 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ に 対 す る ヌ ル 対 立 遺 伝 子 で あ る こ と を 確
認 し た 。 チ オ グ リ コ レ ー ト 刺 激 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 貪 食 す る 能 力 を
、 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し た Ｃ Ａ Ｄ - / - 胸 腺 細 胞 を 用 い て 調 べ た 。 Ｃ Ａ Ｄ - / - 胸 腺 細 胞 は ア ポ
ト ー シ ス 刺 激 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 分 解 を お こ さ な い （ Nat. Immunol., 4, 138-144, 2003） 。 し
か し 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + マ ク ロ フ ァ ー ジ と 共 培 用 す る と 、 細 胞 は ア ポ ト ー シ ス の 指 標 で あ
る Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 陽 性 と な り 、 食 細 胞 指 標 は １ ． ２ ０ で あ り （ 図 ２ ｄ 及 び ２ ｅ ） 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ
８ + / + マ ク ロ フ ァ ー ジ が 効 果 的 に ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 貪 食 し 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ を 切 断 す る こ と
を 示 し た 。 他 方 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ - / - マ ウ ス の マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 全 く 又
は 少 数 し か 貪 食 せ ず 、 食 細 胞 指 標 は ０ ． ３ １ で あ っ た 。 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ク ロ フ ァ ー ジ
の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 貪 食 す る 能 力 は 、 組 み 替 え Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 添 加 す る こ と に よ っ て 、
用 量 依 存 的 に 回 復 し た 。 す な わ ち 、 こ れ ら の マ ク ロ フ ァ ー ジ に ０ ． １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 組 換 Ｍ
Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 添 加 す る と 、 食 細 胞 指 標 は ０ ． ９ ２ ま で 増 加 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
（ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ヌ ル マ ウ ス の 脾 腫 ）
　 ３ つ の 遺 伝 子 型 （ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / - 及 び Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - ） は 通 常 の
メ ン デ ル 遺 伝 の 法 則 通 り に 現 れ た 。 Ｍ Ｆ Ｇ - / - マ ウ ス は 、 通 常 の 繁 殖 力 で 繁 殖 し 、 そ の 乳
腺 は 少 な く と も 非 妊 娠 時 は 普 通 で あ る よ う に 見 え た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。 し か し
、 図 ３ ａ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス は 年 齢 依 存 的 に 脾 臓 の 大 き さ が 正 常
な 範 囲 を 超 え て 拡 大 す る 脾 腫 （ 巨 脾 症 ） を 発 症 し た 。 ４ ０ 週 齢 で は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - の
脾 臓 は 、 野 生 型 よ り 約 ３ 倍 重 か っ た （ 図 ３ ｂ ） 。 脾 臓 の 組 織 化 学 分 析 で 、 白 色 髄 が Ｍ Ｆ Ｇ
－ Ｅ ８ - / - マ ウ ス で 非 常 に 肥 大 し 、 複 数 の リ ン パ 小 節 を 保 有 し て い る こ と が 示 さ れ た （ 図
３ ｃ ） 。 マ ー カ ー Ｍ Ｏ Ｍ Ａ － １ に よ っ て 定 義 さ れ る メ タ ロ フ ィ リ ッ ク マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、
白 色 髄 の 周 辺 帯 と 濾 胞 帯 の 境 界 に 局 在 し て い る （ Immunology, 58, 665-669, 1986） 。 抗
Ｍ Ｏ Ｍ Ａ － １ 抗 体 に よ る 脾 臓 切 片 の 染 色 に よ り 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 脾 臓 の 濾 胞 帯
の 肥 大 を 確 認 し た （ 図 ３ ｄ ） 。 脾 臓 内 の Ｂ 細 胞 と Ｔ 細 胞 の 比 率 は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + と Ｍ
Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス と で 同 じ で あ っ た が 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - 脾 臓 の リ ン パ 球 の 数 は 、 野 生
型 の 脾 臓 よ り ２ ～ ３ 倍 多 か っ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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（ 胚 中 心 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 貪 食 障 害 ）
　 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ が 、 胚 中 心 で 発 生 し た ア ポ ト ー シ ス Ｂ 細 胞 を 貪 食 す る こ と は 知 ら
れ て い る （ Anat. Rec., 229, 511-520, 1991） 。 ４ ０ 週 齢 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + マ ウ ス の 脾
臓 で は 、 胚 中 心 の Ｃ Ｄ ６ ８ 陽 性 マ ク ロ フ ァ ー ジ と 結 合 し て い る ア ポ ト ー シ ス を お こ し た Ｔ
Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 陽 性 細 胞 の 数 は 少 な か っ た （ 図 ４ ａ ） 。 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の Ｃ Ｄ ６ ８ 陽 性
細 胞 は 、 明 ら か に 野 生 型 マ ウ ス の Ｃ Ｄ ６ ８ 陽 性 細 胞 よ り 大 き く 、 よ り 多 く の Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 陽
性 細 胞 と 結 合 し て い た 。 Ｃ Ｄ ６ ８ 陽 性 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 肥 大 と 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - 脾 臓 の
Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 陽 性 細 胞 と の 強 い 結 合 は 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） で マ
ウ ス を 免 疫 し 、 B細 胞 を 活 性 化 す る と 明 瞭 で あ っ た （ 図 ４ ａ ） 。 Ｃ Ｄ ６ ８ は 、 主 に 後 期 エ
ン ド ソ ー ム 又 は リ ソ ソ ー ム 内 に 局 在 し て い る （ Adv. Immunol., 68, 271-314, 1998） 。 し
た が っ て 、 Ｋ Ｌ Ｈ で 処 理 し た Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 脾 臓 内 の Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 陽 性 細 胞 を 保
有 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ を 共 焦 点 顕 微 鏡 で 分 析 し た と こ ろ （ 図 ４ ｂ ） 、 Ｃ Ｄ ６ ８ を 細 胞 内 に
見 い 出 し た 。 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 陽 性 物 質 で あ る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 核 は Ｃ Ｄ ６ ８ と 共 在 し て い な
か っ た が 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 表 面 の 細 胞 外 に 存 在 し て い た よ う で あ る 。 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / -

マ ク ロ フ ァ ー ジ 内 の ア ポ ト ー シ ス 物 質 が 細 胞 外 に 局 在 し て い る こ と を 確 認 す る た め に 、 脾
臓 切 片 を 電 子 透 過 型 顕 微 鏡 で 分 析 し た 。 図 ４ ｃ に 示 す よ う に 、 野 生 型 マ ウ ス の 可 染 体 マ ク
ロ フ ァ ー ジ は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 凝 縮 核 を 細 胞 内 に 保 有 し て お り 、 い く つ か の ア ポ ト ー
シ ス 物 質 は 分 解 さ れ て い た 。 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - 脾 臓 で は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は 一 見 、 可 染
体 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 局 在 し て い た が 、 こ れ は イ ン タ ク ト な 原 形 質 膜 を 保 有 し て た 。 こ の こ
と は 、 こ れ ら の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 が マ ク ロ フ ァ ー ジ の 外 側 に 局 在 す る こ と を 示 唆 し て い る
。 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 脾 臓 か ら 調 製 し た リ ン パ 球 は 、 Ｆ ａ ｓ リ ガ ン ド 又 は Ｕ Ｖ の 処
理 に よ り 野 生 型 細 胞 と 同 じ 効 率 で ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し 、 Ｐ Ｓ を 表 面 に 露 出 し た 。 こ れ ら
の 結 果 か ら 、 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 貪 食 す る 能 力 は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８
の 欠 如 に よ っ て 障 害 さ れ て い る と 結 論 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
（ Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス に お け る 糸 球 体 腎 炎 の 発 症 ）
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 全 身 へ 連 続 的 に 注 入 す る と 、 自 己 抗 体 が 産 生 さ れ る こ と が 知 ら れ て
い る （ J. Exp. Med., 188, 387-392, 1998） 。 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス は 、 自 発 的 に 自 己
抗 体 を 年 齢 依 存 的 に 産 生 し た 。 図 ５ ａ に 示 す よ う に 、 １ ０ 週 齢 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - の 血 清
内 の 抗 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 抗 体 又 は 抗 核 抗 体 （ Ａ Ｎ Ａ ） の 濃 度 は 、 野 生 型 マ ウ ス と 同 じ で あ っ た
。 し か し 、 ４ ０ 週 齢 で は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス 、 特 に メ ス の マ ウ ス は 、 血 清 内 に 、 抗
二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 抗 体 及 び Ａ Ｎ Ａ を 高 い 濃 度 で 保 有 し て い た 。 す な わ ち 、 オ ス の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８
- / - マ ウ ス の 抗 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 抗 体 及 び Ａ Ｎ Ａ の 濃 度 は 、 野 生 型 マ ウ ス よ り そ れ ぞ れ ２ ． ３
倍 及 び ５ ． ４ 倍 高 か っ た 。 メ ス の マ ウ ス で は 、 こ れ ら の 値 は 野 生 型 マ ウ ス よ り ６ ． ３ 倍 及
び ８ ． ０ 倍 高 か っ た 。 ４ ０ 週 齢 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 全 Ｉ ｇ Ｇ レ ベ ル も 、 同 齢 の 野
生 型 マ ウ ス よ り ２ 倍 高 か っ た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。 循 環 し て い る 自 己 抗 体 は 、 腎
臓 に 免 疫 複 合 体 と し て 堆 積 し 、 糸 球 体 腎 炎 を 誘 発 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Semin. Nephr
ol., 12, 379-394, 1992） 。 腎 臓 の 凍 結 切 片 を 、 蛍 光 抗 体 法 に よ り 調 べ た と こ ろ 、 Ｍ Ｆ Ｇ
－ Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 糸 球 体 内 に 多 量 の Ｉ ｇ Ｇ の 堆 積 が 明 ら か に な っ た （ 図 ５ ｂ ） 。 Ｉ ｇ Ｇ
の 堆 積 と 一 致 し て 、 細 胞 過 多 及 び 糸 球 体 の 肥 大 が 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 糸 球 体 で 見
ら れ 、 こ れ ら の マ ウ ス が 糸 球 体 腎 炎 を 発 症 し た こ と を 示 し て い る （ 図 ５ ｃ ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
（ ま と め ）
　 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 除 去 は 通 常 非 常 に 効 率 的 で あ り 、 ア ポ ト ー シ ス の 割 合 が 非 常 に 高 い
組 織 で も ほ と ん ど ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 見 い 出 す こ と が で き な い （ Nature, 372, 100-103, 
1994） 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ 内 の い く つ か の 分 子 が 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の レ セ プ タ ー 又 は ア ポ
ト ー シ ス 細 胞 と マ ク ロ フ ァ ー ジ と の 間 の 架 橋 分 子 （ bridging molecules） と し て 提 案 さ れ
た （ Nature, 407, 784-788, 2000） が 、 各 分 子 の 生 理 学 的 役 割 は 明 確 に は な っ て い な か っ
た 。 上 記 実 施 例 は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ が 、 脾 臓 及 び リ ン パ 節 の 胚 中 心 の 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ
並 び に チ オ グ リ コ レ ー ト 刺 激 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ で 特 異 的 に 発 現 す る こ と を 示 し た 。 胚 中
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心 で は 、 抗 原 に 対 し て 減 衰 し た 親 和 性 を 有 す る Ｂ 細 胞 が 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ す （ Immuni
ty, 4, 107-111, 1996） 。 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 こ れ ら の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 排 除 に
寄 与 し 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス で 得 ら れ た 結 果 は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ が こ の 過 程 に 重 要 な 役
割 を 果 た し て い る こ と を 示 し て い る 。 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス は 、 多 量 の 自 己 抗 体 を 発 生
さ せ た 。 こ の 結 果 は 貪 食 さ れ な か っ た ア ポ ト ー シ ス Ｂ 細 胞 は 二 次 的 ネ ク ロ ー シ ス を 起 し 、
遊 離 し た 物 質 は 濾 胞 性 の 樹 状 細 胞 と 結 合 し 、 自 己 反 応 性 Ｂ 細 胞 に 生 存 シ グ ナ ル を 与 え る 可
能 性 を 示 唆 し て い る （ Immunol., 74, 61-88, 2000） 。 さ ら に こ の シ グ ナ ル は 、 リ ン パ 球
の 成 長 を 刺 激 す る サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る Ｔ 細 胞 を 活 性 化 し 、 脾 腫 を 誘 発 し て の で あ ろ う
。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と 結 合 し て い た 。 こ の こ
と は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ク ロ フ ァ ー ジ が ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を ま だ 認 識 で き る こ と を 示 し
て い る 。 Hoffmann et al.は 以 前 に 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 貪 食 に 関
し て ２ 段 階 モ デ ル を 提 案 し た （ J. Cell Biol., 155, 649-659, 2001） 。 こ の モ デ ル に お
い て は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は 、 先 ず マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 繋 ぎ と め ら れ 、 次 に Ｐ Ｓ 依 存
方 式 で 、 マ ク ロ ピ ノ サ イ ト ー シ ス に 貪 食 さ れ る 。 こ の シ ナ リ オ で は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ は 、 マ
ク ロ ピ ノ サ イ ト ー シ ス 段 階 で 機 能 し て い る よ う に 思 わ れ る 。 Ｃ Ｄ － ６ ８ 陽 性 可 染 体 マ ク ロ
フ ァ ー ジ は 、 二 次 リ ン パ 組 織 の 胚 中 心 だ け で な く 、 胸 腺 に も 存 在 す る （ J. Exp. Med., 17
4, 827-836, 1991） 。 胸 腺 マ ク ロ フ ァ ー ジ に Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ が 発 現 し な い こ と は 、 異 な る 組
織 の マ ク ロ フ ァ ー ジ が 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 貪 食 に 異 な る 分 子 を 用 い る こ と を 示 し て い る
。 こ の こ と に 関 し て 、 本 発 明 者 ら は 、 近 年 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ の 相 同 体 （ Ｄ ｅ ｌ － １ ） を 見 い 出
し 、 そ の 発 現 が Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ の 発 現 と 完 全 に 異 な る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 他 方 、 チ オ グ リ コ レ ー ト 刺 激 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ を 発 現 し 、 そ の 貪 食
作 用 は Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ に 強 く 依 存 す る 。 チ オ グ リ コ レ ー ト 刺 激 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 炎 症
部 位 の 好 中 球 及 び リ ン パ 球 の 速 や か な 排 除 に 関 与 す る 専 門 の マ ク ロ フ ァ ー ジ を 代 表 す る （
J. Leukoc. Biol., 61, 375-380, 1997） 。 バ ク テ リ ア 又 は ウ イ ル ス 感 染 に 対 す る Ｍ Ｆ Ｇ
－ Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 反 応 を 観 察 す る こ と は 興 味 深 い か も し れ な い 。 最 後 に 、 全 身 性 エ リ マ
ト ー デ ス の ヒ ト の 患 者 は 、 胚 中 心 の 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 貪 食 に し
ば し ば 欠 陥 が あ る （ Arthritis Rheum., 46, 191-201, 2002） こ と か ら 、 本 発 明 の 自 己 免
疫 マ ウ ス は 、 ヒ ト 全 身 性 エ リ マ ト ー デ ス の モ デ ル 動 物 と し て 有 用 で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
【 図 １ 】 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ の 発 現 に 関 す る 図 で あ る 。 ａ ． １ ０
週 齢 の マ ウ ス の 示 さ れ た 組 織 か ら 調 製 し た 全 Ｒ Ｎ Ａ （ １ ０ μ ｇ ） を 、 3 2 Ｐ 標 識 マ ウ ス Ｍ Ｆ
Ｇ － Ｅ ８ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を プ ロ ー ブ と し て ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た （ 上 パ ネ
ル ） 。 下 の パ ネ ル ； フ ィ ル タ ー を メ チ レ ン ブ ル ー で 染 色 し た 。 ｂ ． １ ０ 週 齢 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ
８ + / + （ Ｗ Ｔ ） マ ウ ス 又 は Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - （ Ｋ Ｏ ） マ ウ ス の 脾 臓 切 片 を 抗 Ｆ ４ ／ ８ ０ 抗 体
又 は 抗 Ｃ Ｄ ６ ８ 抗 体 （ 緑 ） 及 び 抗 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 抗 体 （ 赤 ） で 染 色 し た 。 切 片 を ヘ モ キ シ リ
ン － エ オ シ ン （ Ｈ Ｅ ） で 染 色 し た 。 マ ウ ス を ヒ ト ア ル ブ ミ ン で 免 疫 化 し て リ ン パ 節 を 発 達
さ せ 、 切 片 を 上 記 の 通 り 染 色 し た 。 Ｈ Ｅ で 染 色 し た 切 片 の 、 付 点 の 四 角 は 、 免 疫 染 色 パ ネ
ル で 示 す 区 域 に 対 応 す る 。 ス ケ ー ル バ ー 、 １ ０ ０ μ ｍ 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 自 己 免 疫 疾 患 モ デ ル マ ウ ス を 作 製 す る た め の 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 遺 伝 子 を 標
的 と し た 破 壊 に 関 す る 図 で あ る 。 ａ ． 内 在 性 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 部 位 （ Ｗ Ｔ ） 、 タ ー ゲ ッ ト ベ
ク タ ー 及 び タ ー ゲ ッ ト 部 位 （ Ｋ Ｏ ） を 示 し た 。 エ ク ソ ン を 黒 の 四 角 で 示 し 、 番 号 を 付 し た
。 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 （ Ｎ ｅ ｏ ） 及 び ジ フ テ リ ア 毒 素 Ａ （ Ｄ Ｔ Ａ ） を コ ー ド す る 遺 伝
子 を 示 し た 。 ｂ の サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 使 用 し た プ ロ ー ブ を バ ー で 示 し た 。 プ
ロ ー ブ に よ り 検 出 さ れ た EcoRV‐ KpnIで 処 理 し た 断 片 を 示 し た 。 ｂ ． Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / - の 親
か ら 生 じ た 仔 の 尾 部 DＮ Ａ （ ５ μ ｇ ） を 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 分 析 し た
。 ｃ ． １ ２ 週 齢 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + 又 は Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス か ら 調 製 し た チ オ グ リ コ レ
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ー ト 刺 激 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ を ４ ８ 時 間 培 養 し た 。 細 胞 抽 出 液 及 び 培 養 上 澄 液 を 、 抗 Ｍ Ｆ
Ｇ － Ｅ ８ 抗 体 ２ ４ ２ ２ で 免 疫 沈 降 し 、 １ ８ Ａ ２ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
し た 。 ｄ ． チ オ グ リ コ レ ー ト 刺 激 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 、 組 換 え Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ （ ０ ． １ μ
ｇ ／ ｍ ｌ ） の 存 在 又 は 非 存 在 下 で Ｃ Ａ Ｄ 欠 損 マ ウ ス か ら 調 製 し た ア ポ ト ー シ ス 胸 腺 細 胞 と
共 培 養 し 、 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ （ 茶 ） で 染 色 し た 後 、 光 学 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 倍 率 は ４ ０ ０ 倍 。 ｅ
． マ ク ロ フ ァ ー ジ 当 た り の 貪 食 さ れ た （ Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 陽 性 ） ア ポ ト ー シ ス 細 胞 数 で 示 さ れ た
貪 食 作 用 指 標 。 実 験 は ３ 回 行 い 、 平 均 値 が 標 準 偏 差 と 共 に 示 さ れ て い る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ ヌ ル マ ウ ス の 脾 腫 発 症 に 関 す る 図 で あ る 。 ａ ． ４ ０ 週 齢 の
Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + 及 び Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 脾 臓 を 撮 影 し た 。 ス ケ ー ル バ ー 、 １ セ ン チ
。 ｂ ． １ ０ 週 齢 又 は ４ ０ 週 齢 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + マ ウ ス （ 白 い バ ー ） 及 び Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / -

マ ウ ス （ 黒 い バ ー ） の 脾 臓 を 秤 量 し 、 １ ０ 匹 の マ ウ ス の 平 均 値 を 標 準 偏 差 と 共 に 示 し た 。
ｃ ． ４ ０ 週 齢 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + マ ウ ス 及 び Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 脾 臓 切 片 を ヘ マ ト キ
シ リ ン 及 び エ オ シ ン で 染 色 し た 。 ス ケ ー ル バ ー 、 ０ ． １ ｍ ｍ 。 ｄ ． ４ ０ 週 齢 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ
８ + / + マ ウ ス 及 び Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 脾 臓 切 片 を 抗 Ｍ Ｏ Ｍ Ａ － １ 抗 体 （ 赤 ） で 染 色 し
た 。 ス ケ ー ル バ ー 、 ０ ． １ ｍ ｍ 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の 胚 中 心 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ 欠 損 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る ア ポ ト ー シ ス 細
胞 の 貪 食 障 害 に 関 す る 図 で あ る 。 ａ ． 脾 臓 切 片 は 、 ４ ０ 週 齢 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + マ ウ ス 及
び Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス 、 又 は Ｋ Ｌ Ｈ で 免 疫 化 し た １ ０ 週 齢 の マ ウ ス か ら 調 製 し 、 抗 Ｃ
Ｄ ６ ８ 抗 体 （ 赤 ） 及 び Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ （ 緑 ） で 染 色 し た 。 ス ケ ー ル バ ー 、 １ ０ ０ μ ｍ 。 付 点 の
区 域 の 拡 大 図 を 右 の パ ネ ル に 示 す 。 ス ケ ー ル バ ー 、 ２ ５ μ ｍ 。 ｂ ． Ｋ Ｌ Ｈ で 免 疫 化 し た １
０ 週 齢 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 脾 臓 に 局 在 す る Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 陽 性 細 胞 （ 緑 ） と 結 合 し た
Ｃ Ｄ ６ ８ 陽 性 （ 赤 ） 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 、 共 焦 点 顕 微 鏡 （ Zeiss社 製 ） で 観 察 し 、 ３
Ｄ 投 影 シ ス テ ム を 使 用 し て ３ 次 元 の 像 を 作 成 し た 。 ｃ ． Ｋ Ｌ Ｈ で 免 疫 化 し た １ ０ 週 齢 の Ｍ
Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + 又 は Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 脾 臓 切 片 を 、 電 子 顕 微 鏡 に よ り 分 析 し た 。 Ｍ
Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + 脾 臓 の 可 染 体 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ Ｔ Ｂ Ｍ ） は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 残 遺 物 し
か 保 有 し な い （ 矢 印 ） が 、 Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - 脾 臓 で Ｔ Ｂ Ｍ と 結 合 し た ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は
ま だ イ ン タ ク ト で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス に お い て 糸 球 体 腎 炎 の 発 症 を 示 す 図 で あ る 。 ａ
． １ ０ 又 は ４ ０ 週 齢 の オ ス （ Ｍ ） 及 び メ ス （ Ｆ ） の マ ウ ス （ 各 グ ル ー プ に ８ 匹 の マ ウ ス ）
の 抗 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 抗 体 及 び 抗 核 抗 体 （ Ａ Ｎ Ａ ） の 血 清 濃 度 は 、 平 均 で プ ロ ッ ト し た （ バ ー
） 。 ｂ ． ４ ０ 週 齢 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + マ ウ ス 及 び Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 腎 臓 の 凍 結 切 片
を Ｃ ｙ ３ 結 合 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ Jackson社 製 ） で 染 色 し た 。 ス ケ ー ル バ ー 、 １ ０ ０ μ
ｍ 。 ｃ ． ４ ０ 週 齢 の Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ + / + マ ウ ス 及 び Ｍ Ｆ Ｇ － Ｅ ８ - / - マ ウ ス の 腎 臓 切 片 を パ ラ
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 過 ヨ ウ 素 酸 シ ッ フ （ Ｐ Ａ Ｓ ） で 染 色 し た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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