
(57)【要約】

Nogoのエピトープ断片(Nogo 45-66を含む)は、特異的か

つ強力なT細胞応答およびB細胞応答を誘発する。Nogo抗

原反応性T細胞は、他の抗原で誘導され得る進行中の疾

患を寛解することができる。本発明は、免疫関連疾患の

治療においてNogoエピトープ断片を使用および同定する

ための組成物および方法を提供する。

　

　

　

　

　

　

　

　

　

JP 2007-537985 A 2007.12.27



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 有 効 量 の Nogoエ ピ ト ー プ を 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 で あ っ て 、 該 Nogoエ ピ ト ー プ
は 防 御 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 、 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Nogoエ ピ ト ー プ が Nogo-45-66ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Nogoエ ピ ト ー プ が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Nogoエ ピ ト ー プ が 、 野 生 型 Nogo配 列 と 比 較 し て 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 、
請 求 項 3載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Nogoエ ピ ト ー プ が 、 Nogo-45-66ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で
あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Nogoエ ピ ト ー プ が 第 2の 免 疫 調 節 因 子 と 共 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 第 2の 免 疫 調 節 因 子 が 抗 原 特 異 的 で あ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 抗 原 特 異 的 免 疫 調 節 因 子 が 、 自 己 免 疫 疾 患 に 関 連 し た 自 己 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 自 己 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 抗 原 特 異 的 免 疫 調 節 因 子 が ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ペ プ チ ド が 、 疾 患 に 関 連 し た 自 己 ポ リ ペ プ チ ド の 自 己 抗 原 エ ピ ト ー プ で あ る 、 請 求 項 9
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ペ プ チ ド が 、 順 序 付 け ら れ た ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ [ 1 E 2 Y 3 Y 4 K] n を 含 み 、 式 中 、 nは 2～ 6で あ
る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 2の 免 疫 調 節 因 子 が 非 抗 原 特 異 的 で あ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 非 抗 原 特 異 的 免 疫 調 節 因 子 が 免 疫 調 節 配 列 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 免 疫 調 節 配 列 が 、 5'-プ リ ン -ピ リ ミ ジ ン -[X]-[Y]-ピ リ ミ ジ ン -ピ リ ミ ジ ン -3'ま た は 5'-
プ リ ン -プ リ ン -[X]-[Y]-ピ リ ミ ジ ン -ピ リ ミ ジ ン -3'を 含 み 、 Xお よ び Yは シ ト シ ン -グ ア ニ
ン で あ り 得 な い こ と を 除 け ば 、 任 意 の 天 然 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 合 成 ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、
請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 非 抗 原 特 異 的 免 疫 調 節 因 子 が ス タ チ ン で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 の 抗 原 特 異 性 を 決 定 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 :
　 疾 患 関 連 抗 原 に 特 異 的 な 免 疫 学 的 因 子 を 含 む 患 者 試 料 を 、 少 な く と も 1つ の Nogoエ ピ ト
ー プ に 結 合 さ せ る 段 階 ;
　 該 患 者 試 料 の 免 疫 反 応 性 と 対 照 試 料 の 免 疫 反 応 性 を 比 較 す る 段 階 で あ り 、 該 対 照 と 比 較
し て 免 疫 反 応 性 が 陽 性 で あ れ ば 、 該 Nogoエ ピ ト ー プ が 該 免 疫 関 連 疾 患 に 関 与 し て い る こ と
が 分 か る 、 段 階 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 Nogoエ ピ ト ー プ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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　 Nogoエ ピ ト ー プ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド が Nogo45-66で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 薬 学
的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 Nogo45-66が 配 列
　
　
を 有 す る 、 請 求 項 18記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 Nogo45-66が 配 列
　
　
を 有 す る 、 請 求 項 18記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 Nogo-45-66が 配 列
　
　
を 有 す る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 Nogo-45-66が 配 列
　
　
を 有 す る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 は 、 身 体 の 健 康 な 細 胞 お よ び /ま た は 組 織 を 免 疫 応 答 が 標 的 と し て し ま う
間 違 い が 原 因 で 起 こ る 。 自 己 免 疫 疾 患 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 小 さ な 核 粒 子 な ど を 含 む
自 己 分 子 と 反 応 す る Tリ ン パ 球 お よ び Bリ ン パ 球 を 特 徴 と す る 。 自 己 免 疫 疾 患 と し て 、 あ る
特 定 の 組 織 に 影 響 を 及 ぼ す 疾 患 、 な ら び に 部 分 的 に 自 己 抗 原 の 分 布 に 応 じ て 、 複 数 の 組 織
に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 疾 患 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Nogoタ ン パ ク 質 は 、 中 枢 神 経 系 (CNS)ミ エ リ ン に 特 異 的 で あ る 主 要 な ミ エ リ ン 関 連 神 経
突 起 再 成 長 阻 害 剤 と し て 最 近 同 定 さ れ た レ チ ク ロ ン (Reticulon)(RTN)フ ァ ミ リ ー の メ ン バ
ー で あ る (Chen 2000, GrandPre 2000)。 Nogo-Aは 、 選 択 的 に 産 生 さ れ る 3種 類 の nogo遺 伝
子 転 写 物 の 中 で 最 も 長 く 、 1,163ア ミ ノ 酸 残 基 で あ り 、 CNS特 異 的 で あ る 。 3種 類 の ア イ ソ
フ ォ ー ム は 全 て C末 端 に 推 定 細 胞 外 66ア ミ ノ 酸 ル ー プ を 含 み 、 阻 害 能 力 の ほ と ん ど は こ の
ル ー プ に よ る も の だ と さ れ て い る 。 こ の 細 胞 外 ル ー プ は Nogo-66と 呼 ば れ 、 Nogo受 容 体 お
よ び p75補 助 受 容 体 と の 相 互 作 用 に よ っ て 作 用 し 、 RhoAお よ び Rac1を 介 し た 細 胞 内 シ グ ナ
ル 伝 達 の 拮 抗 的 調 節 に よ っ て 神 経 突 起 成 長 阻 害 を 媒 介 す る (Fournier 2001, Brittis 2001
, Wang 2002a, Niederost 2002)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 再 成 長 阻 害 に 結 び 付 け ら れ て い る 他 の ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 ミ エ リ ン 関 連 糖 タ
ン パ ク 質 (MAG)お よ び オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト -ミ エ リ ン 糖 タ ン パ ク 質 (OMgp))も ま た 、 Nogo
受 容 体 系 を 介 し た シ グ ナ ル 伝 達 に よ っ て 作 用 す る (Liu 2002, Wang 2002b)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 軸 索 再 生 の 改 善 を 目 的 と し た 、 い く つ か の 治 療 法 で は 、 Nogo-Nogo受 容 体 系 に お け る 相
互 作 用 の ブ ロ ッ ク が 試 み ら れ て い る (Karim 2001)。 こ れ ら の 治 療 法 に は 、 Nogo-Aを 認 識 す
る 組 換 え モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 IN-1(Merkler 2000, Brosamle 2000)、 Nogo受 容 体 ア ン タ ゴ
ニ ス ト ペ プ チ ド NEP1-40(GrandPre 2002)、 お よ び 短 縮 可 溶 性 Nogo受 容 体 (Fournier 2002)
の 使 用 が 含 ま れ た 。 も っ と 最 近 に な っ て 、 研 究 者 ら に よ り 様 々 な Nogoノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス

10

20

30

40

50

(3) JP 2007-537985 A 2007.12.27



モ デ ル が 作 成 さ れ 、 再 生 能 力 の 増 加 に 関 し て 相 反 す る 結 果 が 得 ら れ た (Simonen 2003, Zhe
ng 2003, Kim 2003)。 他 の グ ル ー プ ら は 、 ミ エ リ ン 関 連 軸 索 再 成 長 阻 害 剤 に 対 し て 免 疫 応
答 を 誘 導 す る こ と に よ っ て (Huang 1999)、 ま た は 特 異 的 に 、 Nogo-A由 来 ペ プ チ ド 472に 対
す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と に よ っ て (Hauben 2001)、 神 経 突 起 再 成 長 を 増 大 さ せ よ う と
し 、 ま ず ま ず の 成 功 を お さ め た 。 こ の 成 功 は 、 区 別 さ れ な い (non-descriminated)ミ エ リ
ン 成 分 に 対 す る 抗 体 応 答 の 発 生 、 ま た は p472に 対 す る T細 胞 特 異 的 応 答 に よ る も の だ と さ
れ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 実 験 的 自 己 免 疫 脳 脊 髄 炎 (EAE)は 、 ヒ ト 疾 患 で あ る 多 発 性 硬 化 症 (MS)へ の 病 態 生 理 学 的
お よ び 治 療 的 な 洞 察 の 情 報 源 と し て 徹 底 的 に 調 べ ら れ て き た 動 物 モ デ ル で あ る (Steinman 
2002, Steinman 1999)。 EAEは 、 主 に 、 CNSに 対 す る 免 疫 攻 撃 を 連 係 さ せ る ミ エ リ ン 抗 原 特
異 的 T細 胞 応 答 に よ っ て 媒 介 さ れ る (Steinman and Zamvil 1990)。 B細 胞 応 答 の 役 割 は EAE
お よ び MSで は 明 ら か で は な い が 、 ミ エ リ ン オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 糖 タ ン パ ク 質 (MOG)を 標
的 と す る 抗 体 は EAEお よ び MSの 両 方 で 病 原 性 で あ る と 考 え ら れ 、 他 の 抗 ミ エ リ ン 抗 体 が 検
出 さ れ て い る (Genain 1999, Steinman 1996)。 B細 胞 応 答 の エ ピ ト ー プ ス プ レ ッ デ ィ ン グ
は 、 能 動 的 な EAE誘 導 後 に 起 こ り 、 そ の 存 在 は 慢 性 モ デ ル に お け る 再 発 率 と 相 関 し て い る
。 近 年 、 軸 索 病 変 も MSに お け る 神 経 学 的 欠 陥 の 大 き な 決 定 要 因 と し て 浮 上 し (Trapp 1998)
、 軸 索 再 成 長 阻 害 剤 の 作 用 の ブ ロ ッ ク も こ の 疾 患 に 有 益 で あ り 得 る と い う 考 え に つ な が っ
た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 脱 髄 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 本 発 明 の
別 の 目 的 は 、 一 般 的 に 免 疫 系 を 損 な わ な い 、 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 特 定 の 方
法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 本 発 明 の こ れ ら の 目 的 お よ び 他 の 目 的 は 本 明 細 書 全 体 か ら 明 ら
か で あ ろ う 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 概 要
　 自 己 免 疫 疾 患 の 診 断 お よ び 治 療 に お い て 、 Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 (特 に 、 Nogoペ プ チ ド )を
使 用 す る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 が 提 供 さ れ る 。 1種 類 ま た は そ れ 以 上 の Nogoエ ピ ト ー プ
断 片 (特 に 、 Nogoペ プ チ ド 45-66)を 投 与 す る と 脱 髄 性 自 己 免 疫 疾 患 に お け る 免 疫 応 答 が 調
節 さ れ る と い う の が 本 発 明 の 発 見 で あ っ た 。 Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 は 、 炎 症 性 中 枢 神 経 系 疾
患 に 対 す る 防 御 免 疫 応 答 を 発 生 さ せ る の に 治 療 上 有 用 で あ る 。 Nogoエ ピ ト ー プ は 、 ペ プ チ
ド 、 DNAワ ク チ ン な ど と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 防 御 免 疫 応 答 を も た ら す Nogo断 片 は
特 に 関 心 が 高 く 、 Nogo-Aタ ン パ ク 質 の 細 胞 外 66ア ミ ノ 酸 ル ー プ に 存 在 す る ペ プ チ ド を 含 む
が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
態 様 の 詳 細 な 説 明
　 Nogoペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 か つ 強 力 な T細 胞 応 答 お よ び B細 胞 応 答 を 発 生 す る こ と が で
き 、 こ の 応 答 は 他 の ミ エ リ ン 抗 原 と 交 差 反 応 し な い 。 Nogo抗 原 反 応 性 T細 胞 は 、 他 の 抗 原
で 誘 導 さ れ 得 る 進 行 中 の 疾 患 を 寛 解 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 免 疫 関 連 疾 患 の 治 療 に
お い て Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 を 同 定 お よ び 使 用 す る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 を 提 供 す る 。 関
心 対 象 の 疾 患 と し て 、 炎 症 性 中 枢 神 経 系 疾 患 (例 え ば 、 EAE、 多 発 性 硬 化 症 (MS)な ど )が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 で は 、 抗 原 特 異 的 免 疫 学 的 因 子 を 含 む 患 者 試 料 と 、 Nogoま た は Nogo
か ら 得 ら れ た Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 を 接 触 さ せ 、 Nogoま た は Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 と 免 疫 学 的
因 子 と の 結 合 ま た は 反 応 性 の 存 在 を 同 定 す る こ と に よ っ て 、 自 己 免 疫 疾 患 患 者 の 自 己 抗 原
特 異 性 プ ロ フ ァ イ ル が 作 成 さ れ る 。 本 発 明 の 1つ の 態 様 で は 、 患 者 試 料 は 、 Nogoま た は 1種
類 も し く は そ れ 以 上 の Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 を 含 む 自 己 抗 原 ア レ イ と 接 触 さ れ る 。 自 己 抗 原
ア レ イ は 、 さ ら な る 自 己 抗 原 (特 に 、 他 の ミ エ リ ン 抗 原 、 例 え ば 、 ミ エ リ ン 関 連 糖 タ ン パ
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ク 質 (MAG)、 プ ロ テ オ リ ピ ド タ ン パ ク 質 (PLP)、 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBP)、 ミ エ リ
ン オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 糖 タ ン パ ク 質 (MOG)、 オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 特 異 的 糖 タ ン パ ク 質 (
OSP)、 2',3'-環 式 ヌ ク レ オ チ ド 3'-ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ (CPNア ー ゼ )、 お よ び α -Bク リ ス
タ リ ン (crystalin))を さ ら に 含 ん で も よ い 。 別 の 態 様 に お い て 、 自 己 抗 原 ま た は 自 己 抗 原
ア レ イ は 、 MHC抗 原 複 合 体 を 含 む 多 量 体 の 形 で 提 供 さ れ る 。 こ の 多 量 体 は 、 コ グ ネ イ ト T細
胞 抗 原 受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 す る の に 十 分 な ア ビ デ ィ テ ィ で T細 胞 に 結 合 す る 。 患 者 試 料
は 免 疫 学 的 因 子 と し て 自 己 抗 体 を 含 ん で も よ い 。 ま た は 、 患 者 試 料 は 免 疫 学 的 因 子 と し て
T細 胞 を 含 ん で も よ い 。 1つ の 態 様 に お い て 、 詳 細 な 結 合 分 析 に よ っ て 、 患 者 血 清 に 存 在 す
る 疾 患 関 連 抗 体 の 範 囲 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 測 定 が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 Nogoま た は Nogoか ら 得 ら れ る Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 は 、 炎 症
性 中 枢 神 経 系 疾 患 に 罹 患 し て い る 患 者 ま た は 炎 症 性 中 枢 神 経 系 疾 患 を 発 症 す る 危 険 性 の あ
る 患 者 を 免 疫 ま た は 治 療 す る の に 用 い ら れ る 。 Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 は 、 ペ プ チ ド 、 改 変 さ
れ た ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 な ど と し て 提 供 さ れ て も よ い 。 Nogoエ ピ ト ー プ
断 片 は 第 2の 免 疫 調 節 因 子 と 共 に 投 与 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の あ る 特 定 の 態 様 に お い て 、 第 2の 免 疫 調 節 因 子 は 抗 原 特 異 的 で あ る 。 1つ の 態 様
に お い て 、 抗 原 特 異 的 免 疫 調 節 因 子 は 、 自 己 免 疫 疾 患 に 関 連 し た 自 己 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 自 己 ベ ク タ ー で あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ
れ る 自 己 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 で も ペ プ チ ド で も よ い 。 あ る 特 定 の 態 様 に
お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 自 己 ベ ク タ ー は 1種 類 の 自 己 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原 特 異 的 免 疫 調 節 因 子 は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、
例 え ば 、 タ ン パ ク 質 で も ペ プ チ ド で も よ い 。 さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 疾 患 に 関 連 し た 自
己 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で も よ く 、 疾 患 に 関 連 し た 自 己 ポ リ ペ プ チ ド の 自 己 抗 原 エ ピ ト ー プ
に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 抗 原 エ ピ ト ー プ に 対 応 す る ア ミ
ノ 酸 を 含 む 態 様 で は 、 ラ ン ダ ム 共 重 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 ア ミ ノ 酸 を 無 作 為 化 し て も よ
く 、 ポ リ ペ プ チ ド が 、 順 序 付 け ら れ た ア ミ ノ 酸 モ チ ー フ を 含 む よ う に 、 ア ミ ノ 酸 を 順 序 付
け て も よ い 。 自 己 免 疫 疾 患 が 脱 髄 性 自 己 免 疫 疾 患 で あ る 態 様 で は 、 順 序 付 け ら れ た ア ミ ノ
酸 モ チ ー フ は [ 1 E 2 Y 3 Y 4 K] n で あ り 、 式 中 、 nは 2～ 6で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 第 2の 免 疫 調 節 因 子 は 非 抗 原 特 異 的 で あ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 非
抗 原 特 異 的 免 疫 調 節 因 子 は 、 オ ス テ オ ポ ン チ ン 、 ま た は オ ス テ オ ポ ン チ ン を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 自 己 ベ ク タ ー で あ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 非 抗 原 特 異 的 免 疫 調 節 因
子 は 免 疫 調 節 配 列 で あ る 。 免 疫 調 節 配 列 は 、 例 え ば 、 5'-プ リ ン -ピ リ ミ ジ ン -[X]-[Y]-ピ
リ ミ ジ ン -ピ リ ミ ジ ン -3'ま た は 5'-プ リ ン -プ リ ン -[X]-[Y]-ピ リ ミ ジ ン -ピ リ ミ ジ ン -3'で
も よ く 、 式 中 、 Xお よ び Yは シ ト シ ン -グ ア ニ ン で あ り 得 な い こ と を 除 け ば 、 任 意 の 天 然 ヌ
ク レ オ チ ド ま た は 合 成 ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 非 抗 原 特 異 的 免 疫 調 節 因 子 は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 初 回 発 症 後 に 投 与 さ
れ る ス タ チ ン で あ る 。 ス タ チ ン は 、 例 え ば 、 ロ ス バ ス タ チ ン 、 メ バ ス タ チ ン 、 ロ バ ス タ チ
ン 、 プ ラ バ ス タ チ ン 、 シ ン バ ス タ チ ン 、 フ ル バ ス タ チ ン 、 ア ト ル バ ス タ チ ン 、 ま た は セ リ
バ ス タ チ ン で も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 が 働 く 機 構 に 限 定 さ れ な い が 、 Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 に 対 し て 反 応 性 の T細
胞 は 炎 症 部 位 に 遊 走 し 、 有 益 な Th2表 現 型 を と る こ と に よ っ て 他 の ミ エ リ ン 反 応 性 細 胞 を
交 差 調 節 (cross-regulate)す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Nogo-Aは 、 レ チ ク ロ ン タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 遺 伝 子 配 列 お よ び ア ミ
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ノ 酸 配 列 は 、 GenBank,ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF148537で 見 る こ と が で き る 。 Nogoは 、 2つ の
阻 害 ド メ イ ン (Nogo-66と 呼 ば れ る 細 胞 表 面 ド メ イ ン (GrandPre et al.(2000)  403:4
39を 参 照 の こ と )お よ び 長 い ア ミ ノ 末 端 領 域 )を 有 す る 。 Nogo-66ド メ イ ン は NgRに 結 合 す る
。 本 発 明 の 方 法 で は 、 Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 (例 え ば 、 Nogoポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の ペ プ
チ ド 断 片 )が 用 い ら れ て も よ く 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド も し く は そ の ペ プ チ ド 断 片 を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 用 い ら れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 、 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 」 、 「 Nogoポ リ ペ プ
チ ド 断 片 」 、 「 ペ プ チ ド 断 片 」 、 「 Nogoペ プ チ ド 断 片 」 ま た は 「 ポ リ ペ プ チ ド も し く は ペ
プ チ ド 断 片 」 、 あ る い は そ の 変 異 体 は 、 少 な く と も 2ア ミ ノ 酸 残 基 、 多 く て 10ア ミ ノ 酸 残
基 の 長 さ を 有 す る 短 い ペ プ チ ド 、 少 な く と も 11ア ミ ノ 酸 残 基 、 20ア ミ ノ 酸 残 基 、 50ア ミ ノ
酸 残 基 、 お よ び 約 100ア ミ ノ 酸 残 基 ま で の 長 さ を 有 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 な ら び に 約 200ア
ミ ノ 酸 残 基 ま で の さ ら に 長 い ペ プ チ ド を 示 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 用 語 「 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 断 片 」 は 、 自 然 状 態 で 関 連 す る 、 多
く て 5重 量 ％ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 物 質 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド
調 製 物 を 意 味 し 、 パ ー セ ン テ ー ジ が さ ら に 低 い こ と が 好 ま し い (例 え ば 、 多 く て 4％ 、 多 く
て 3％ 、 多 く て 2％ 、 多 く て 1％ 、 お よ び 多 く て 0.5％ )。 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド ま た
は ペ プ チ ド は 少 な く と も 96％ 純 粋 で あ る こ と が (す な わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド
は 、 調 製 物 に 存 在 す る 総 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 物 質 の 少 な く と も 96重 量 ％ を 構 成 す
る こ と が )好 ま し く 、 パ ー セ ン テ ー ジ が さ ら に 高 い こ と が 好 ま し い (例 え ば 、 少 な く と も 97
％ 、 少 な く と も 98％ 、 少 な く と も 99％ 、 少 な く と も 99.25％ 、 少 な く と も 99.5％ 、 お よ び
少 な く と も 99.75％ )。 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 断 片 は 、 自 然 状 態 で 関 連 す る 他 の ど の
抗 原 も 本 質 的 に 含 ま な い こ と が 特 に 好 ま し い 。 こ れ は 、 組 換 え 法 で ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ
プ チ ド 断 片 を 調 製 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 液 相 ペ プ チ ド 合 成 ま た は 固 相 ペ プ チ ド 合 成
の 周 知 の 方 法 (例 え ば 、 Merrifieldに 記 載 の 方 法 ま た は そ の バ リ エ ー シ ョ ン )で ポ リ ペ プ チ
ド ま た は ペ プ チ ド 断 片 を 合 成 す る こ と に よ っ て 実 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る Nogo抗 原 ま た は Nogo断 片 (例 え ば 、 Nogoエ ピ ト ー プ ポ リ ペ プ チ ド
も し く は ペ プ チ ド )は 、 本 明 細 書 で 詳 細 に 列 挙 さ れ た DNA配 列 の 1つ ま た は そ れ 以 上 に 実 質
的 に 相 同 な DNA配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 変 異 体 (例 え ば 、 少 な く と も 80％ 、 85％ 、 90％ 、
91％ 、 92％ 、 93％ 、 94％ 、 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ 、 99％ 、 ま た は 99.5％ 配 列 同 一 性 を 有
す る 変 異 体 )を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 断 片 は エ ピ ト ー プ を 提 供
す る か 、 エ ピ ト ー プ を 含 む 。 抗 体 の 結 合 部 位 は 、 一 般 的 に 、 高 親 和 性 結 合 を 実 現 す る た め
に 、 複 数 の 非 共 有 結 合 相 互 作 用 を 利 用 す る 。 抗 原 の 数 個 の 接 触 残 基 が 結 合 ポ ケ ッ ト に 接 近
し て い る 間 、 結 合 を 可 能 に す る コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 維 持 す る た め に 抗 原 分 子 の 他 の 部 分 も
必 要 と さ れ る こ と が あ る 。 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 部 分 は エ ピ ト ー プ と 呼 ば れ る 。 本 明 細 書 で
使 用 す る エ ピ ト ー プ は 、 高 親 和 性 結 合 に 十 分 な 抗 原 部 分 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 ま た は
ペ プ チ ド 抗 原 に お い て 、 一 般 的 に 、 線 状 エ ピ ト ー プ は 長 さ が 少 な く と も 約 7ア ミ ノ 酸 で あ
り 、 長 さ が 少 な く と も 8、 少 な く と も 9、 少 な く と も 10、 少 な く と も 11、 少 な く と も 12、 少
な く と も 14、 少 な く と も 16、 少 な く と も 18、 少 な く と も 20、 少 な く と も 22、 少 な く と も 24
、 ま た は 少 な く と も 30ア ミ ノ 酸 残 基 で も よ い 。 し か し な が ら 、 抗 体 は 、 抗 原 の 非 連 続 残 基
に よ っ て 形 成 さ れ る コ ン ホ メ ー シ ョ ン 依 存 決 定 基 も 認 識 す る こ と が あ り 、 従 っ て 、 エ ピ ト
ー プ は 、 結 合 の た め に 、 よ り 大 き な 抗 原 断 片 (例 え ば 、 ド メ イ ン 、 ま た は タ ン パ ク 質 配 列
の ほ ぼ 実 質 的 に 全 て ま で )が 存 在 す る こ と を 必 要 と す る 場 合 が あ る 。 そ れ ぞ れ の 抗 原 に つ
い て 、 複 数 の エ ピ ト ー プ (つ ま り 、 抗 原 の 免 疫 決 定 基 に 相 当 す る )が 存 在 す る が 、 抗 原 が 1
つ し か エ ピ ト ー プ を 含 ま な い 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
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　 「 特 異 的 」 と み な さ れ る 抗 体 結 合 の 親 和 性 の レ ベ ル は 、 部 分 的 に は 、 抗 体 ク ラ ス に よ っ
て 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 IgMク ラ ス の 抗 原 特 異 的 抗 体 の 親 和 性 は 、 例 え ば 、 IgGク ラ ス の 抗
体 よ り 低 い こ と が あ る 。 抗 体 相 互 作 用 を 「 特 異 的 」 で あ る と み な す た め に 、 本 明 細 書 で 使
用 す る 「 親 和 性 」 は 、 関 心 対 象 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 少 な く と も 約 10 - 7 M、 通 常 約 10 - 8 ～ 1
0 - 9 Mで あ り 、 10 - 1 1 ま で ま た は そ れ 以 上 で も よ い 。 用 語 「 特 異 性 」 は こ の よ う な 高 親 和 性
結 合 を 意 味 し 、 抗 体 が 他 の 分 子 に 同 程 度 に 結 合 で き な い こ と を 意 味 す る こ と を 目 的 と し な
い こ と が 当 業 者 に 理 解 さ れ る だ ろ う 。 例 え ば 、 抗 原 配 列 も し く は 構 造 の 関 連 性 の た め に 、
ま た は 抗 体 結 合 ポ ケ ッ ト 自 体 の 構 造 の た め に 、 異 な る エ ピ ト ー プ と の 交 差 反 応 性 が 認 め ら
れ る こ と が あ る 。 こ の よ う な 交 差 反 応 性 を 示 す 抗 体 は 、 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 依 然 と し
て 特 異 的 で あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ま た は ペ プ チ ド 配 列 は 、 組 換 え 法 に よ っ て 作 成 さ れ た 類 似 体 お よ び 変
異 体 を 含 む 。 こ こ で 、 こ の よ う な 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 配 列 は 、 組 換
え ポ リ ペ プ チ ド の 1つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 置 換 、 挿 入 、 付 加 、 お よ び /ま た は
欠 失 す る よ う に 核 酸 配 列 の 1つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド を 置 換 、 挿 入 、 付 加 、 お よ
び /ま た は 欠 失 す る こ と に よ っ て 改 変 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド お よ び そ の 類 似 体 は 、 寛 容 ま た は 防 御 T細
胞 応 答 を 誘 導 し て 自 己 免 疫 を 治 療 す る た め に 治 療 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 寛 容 ま た は
防 御 T細 胞 応 答 を 誘 導 す る た め に 、 自 己 免 疫 応 答 の 標 的 で あ る 本 発 明 の ネ イ テ ィ ブ な ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 送 達 す る こ と が で き る 。 ネ イ テ ィ ブ な ペ プ チ ド か ら 改 変 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 送 達 も 使 用 す る こ と が で き る 。 残 基 の 選 択 的 な 変 更 に よ る
ネ イ テ ィ ブ な ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 改 変 (変 更 ペ プ チ ド リ ガ ン ド (altered peptid
e ligand:APL))に よ っ て 、 抗 原 特 異 的 自 己 反 応 性 T細 胞 の 不 反 応 性 を 誘 導 す る こ と が で き
、 ま た は 抗 原 特 異 的 自 己 反 応 性 T細 胞 の 反 応 性 を 変 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 ペ プ チ ド 類 似 体 」 は 長 さ が 少 な く と も 7ア ミ ノ 酸 で あ り 、 類 似 体 と ネ イ テ ィ ブ 抗 原 ペ
プ チ ド と の 間 で ア ミ ノ 酸 配 列 に 少 な く と も 1つ の 違 い を 含 む 。 ネ イ テ ィ ブ ペ プ チ ド の あ る L
-ア ミ ノ 酸 を 、 タ ン パ ク 質 で 一 般 的 に 見 ら れ る 20種 類 の L-ア ミ ノ 酸 の 他 の い ず れ か 1つ 、 対
応 す る D-ア ミ ノ 酸 の い ず れ か 1つ 、 稀 な ア ミ ノ 酸 (例 え ば 、 4-ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン お よ び ヒ
ド ロ キ シ リ ジ ン )、 ま た は 非 タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 (例 え ば 、 β -ア ラ ニ ン お よ び ホ モ セ リ ン )
に 変 え る こ と が で き る 。 化 学 的 手 段 (例 え ば 、 メ チ ル 化 (例 え ば 、 α -メ チ ル バ リ ン )、 脱 ア
ミ ド 、 ア ル キ ル ア ミ ン (例 え ば 、 エ チ ル ア ミ ン 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 お よ び エ チ レ ン ジ ア
ミ ン )に よ る C末 端 ア ミ ノ 酸 の ア ミ ド 化 、 お よ び ア ミ ノ 酸 側 鎖 基 官 能 基 の ア シ ル 化 も し く は
メ チ ル 化 (例 え ば 、 リ ジ ン の ε ア ミ ノ 基 の ア シ ル 化 )、 ア ル ギ ニ ン か ら シ ト ル リ ン へ の 脱 イ
ミ ノ 化 、 イ ソ ア ス パ ル チ ル 化 (isoaspartylation)、 ま た は セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン
、 も し く は ヒ ス チ ジ ン 残 基 に お け る リ ン 酸 化 )に よ っ て 変 え ら れ た ア ミ ノ 酸 も 本 発 明 の 範
囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 変 更 ペ プ チ ド リ ガ ン ド が 効 果 を 生 じ る 作 用 機 構 は 、 T細 胞 受 容 体 (TCR)の 不 完 全 動 員 (inc
omplete mobilization)を 含 ん で も よ い 。 APLが 誘 導 す る こ と が で き る 機 能 変 化 が い く つ か
あ る 。 1番 目 は 、 単 純 な ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の 機 能 変 化 で あ る 。 こ の 場 合 、 APLは 、 抗 原
提 示 細 胞 上 で ネ イ テ ィ ブ ペ プ チ ド と MHC結 合 に お い て 競 合 す る こ と が で き 、 完 全 に T細 胞 を
活 性 化 し な い 。 こ の こ と は 、 APLに よ っ て T細 胞 受 容 体 を 介 し て 伝 達 さ れ る シ グ ナ ル が な い
こ と を 意 味 す る 。 2番 目 は ア ネ ル ギ ー に よ る も の で あ る 。 こ の 場 合 、 APLは 、 T細 胞 が ネ イ
テ ィ ブ ペ プ チ ド に 応 答 し な い よ う に T細 胞 に お い て 完 全 非 反 応 性 の 状 態 を 誘 導 す る 。 3番 目
は 表 現 型 ス イ ッ チ (phenotypic switching)に よ る も の で あ る 。 こ の 場 合 、 APLは 、 炎 症 誘
発 性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 減 少 さ せ 、 お よ び /ま た は 非 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン (例 え ば 、 IL-4
ま た は IL-10)の 産 生 を 増 加 さ せ る よ う に T細 胞 に お い て 機 能 ス イ ッ チ を 誘 導 す る こ と が で
き る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 候 補 ポ リ ペ プ チ ド 類 似 体 ま た は ペ プ チ ド 類 似 体 は 、 MHCへ の 競 合 的 結 合 を 測 定 す る ア ッ
セ イ お よ び T細 胞 増 殖 を 測 定 す る ア ッ セ イ に よ っ て 疾 患 を 治 療 す る 能 力 に つ い て ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ネ イ テ ィ ブ な ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 結 合 を 阻 害 し 、 自
己 反 応 性 T細 胞 の 増 殖 を 刺 激 し な い 類 似 体 は 有 用 な 治 療 剤 で あ る 。 候 補 ポ リ ペ プ チ ド 類 似
体 ま た は ペ プ チ ド 類 似 体 は 、 類 似 体 が T細 胞 増 殖 を 引 き 起 こ す 能 力 を 直 接 測 定 す る こ と に
よ っ て 、 お よ び こ の よ う に 誘 導 さ れ る T細 胞 の 応 答 プ ロ フ ァ イ ル を 確 か め る こ と に よ っ て (
す な わ ち 、 T細 胞 が 抑 制 性 ま た は 炎 症 誘 発 性 の プ ロ フ ァ イ ル を 有 す る か ど う か を 確 か め る
こ と に よ っ て )、 T細 胞 増 殖 を 刺 激 ま た は 阻 害 す る 性 質 に つ い て さ ら に 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 関 心 対 象 の Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 と し て 、 Nogo1-22、 Nogo23-44、 お よ び Nogo45-66、 特 に
、 Nogo45-66、 ま た は 防 御 免 疫 応 答 を 誘 導 す る の に 十 分 な そ の 一 部 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ
に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 で は 、 C末 端 に あ る 細 胞 外 66ア ミ ノ 酸 ル ー プ に 1～ 66の 番 号 が 付 け
ら れ た 。 当 業 者 で あ れ ば 、 GenBankに 示 さ れ る Nogoタ ン パ ク 質 Aの 3種 類 の ア イ ソ フ ォ ー ム
の 細 胞 外 66ア ミ ノ 酸 ル ー プ の 対 応 す る 番 号 を 特 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の Nogoエ ピ ト
ー プ ペ プ チ ド の 1つ は 、 配 列 :
　
　
　
を 有 す る Nogo45-66で あ る 。 本 発 明 の 別 の Nogoエ ピ ト ー プ ペ プ チ ド は 、 配 列 :
　
　
　
を 有 す る Nogo45-66で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
患 者 反 応 性 の 特 異 性 分 析
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 に お い て 、 自 己 免 疫 疾 患 患 者 の 自 己 抗 原 特 異 性 プ ロ フ ァ イ ル は 、 抗
原 特 異 的 免 疫 学 的 因 子 を 含 む 患 者 試 料 と 、 少 な く と も 1つ の Nogoポ リ ペ プ チ ド も し く は ペ
プ チ ド ま た は こ れ ら か ら 得 ら れ た エ ピ ト ー プ 断 片 を 接 触 さ せ 、 Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 と 免 疫
学 的 因 子 と の 結 合 ま た は 反 応 性 の 存 在 を 同 定 す る こ と に よ っ て 作 成 さ れ る 。 本 発 明 の 1つ
の 態 様 に お い て 、 患 者 試 料 は 、 少 な く と も 1つ の Nogoポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 含 む
自 己 抗 原 ア レ イ と 接 触 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 自 己 抗 原 ま た は 自 己 抗 原 ア レ イ は 、 MH
C抗 原 複 合 体 を 含 む 多 量 体 の 形 で 提 供 さ れ る 。 こ の 多 量 体 は 、 コ グ ネ イ ト T細 胞 抗 原 受 容 体
に 特 異 的 に 結 合 す る の に 十 分 な ア ビ デ ィ テ ィ で T細 胞 に 結 合 す る 。 患 者 試 料 は 免 疫 学 的 因
子 と し て 自 己 抗 体 を 含 ん で も よ い 。 ま た は 、 患 者 試 料 は 免 疫 学 的 因 子 と し て T細 胞 を 含 ん
で も よ い 。 1つ の 態 様 に お い て 、 詳 細 な 結 合 分 析 に よ っ て 、 患 者 血 清 に 存 在 す る 疾 患 関 連
抗 体 の 範 囲 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 測 定 が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ヒ ト 患 者 サ ン プ リ ン グ の 形 式 は 、 疾 患 の 進 行 を 追 跡 す る 時 間 経 過 、 同 様 の 疾 患 段 階 (例
え ば 、 初 期 発 症 、 急 性 段 階 、 回 復 段 階 な ど )に あ る 異 な る 患 者 の 比 較 、 治 療 (薬 物 療 法 、 予
防 接 種 を 含 む )に 対 す る 応 答 間 の 患 者 の 追 跡 な ど を 含 む 。 疾 患 経 過 、 疾 患 に 関 与 す る 抗 原
な ど を 細 部 に わ た っ て 説 明 す る デ ー タ ベ ー ス を 得 る た め に 、 動 物 (例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ
ト 、 ウ サ ギ 、 サ ル な ど )か ら の デ ー タ を 編 集 お よ び 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 患 者 抗 体 を 集 め る こ と が で き る 生 物 学 的 試 料 と し て 、 血 液 お よ び 血 液 か ら の 派 生 物 (例
え ば 、 血 清 、 血 漿 、 血 漿 画 分 な ど )が 挙 げ ら れ る 。 他 の 試 料 供 給 源 は 体 液 (例 え ば 、 滑 液 、
リ ン パ 、 脳 脊 髄 液 、 気 管 支 吸 引 液 )で あ り 、 さ ら に 唾 液 、 乳 、 尿 な ど を 含 ん で も よ い 。 抗
体 お よ び T細 胞 受 容 体 は 両 方 と も 適 切 な リ ン パ 球 か ら 得 る こ と が で き る 。 リ ン パ 球 は 、 血
液 、 組 織 (例 え ば 、 脾 臓 、 胸 腺 、 リ ン パ 節 、 胎 児 肝 臓 、 自 己 免 疫 病 変 部 位 (例 え ば 、 脾 臓 、
関 節 、 腎 臓 )に あ る 組 織 、 脳 脊 髄 液 な ど )か ら 集 め る こ と が で き る 。 リ ン パ 球 を そ の ま ま 分
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析 し て も よ く 、 分 析 の た め に 溶 解 産 物 を 調 製 し て も よ い 。 患 者 試 料 は 抗 体 を 含 み 、 Nogoと
の 結 合 を 用 い て 、 こ れ ら の 抗 体 を プ ロ フ ァ イ ル す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 一 般 的 な ア ッ セ イ で は 、 抗 体 ま た は T細 胞 を 含 む 患 者 試 料 は 、 高 親 和 性 結 合 が 可 能 で あ
る が 、 非 特 異 的 相 互 作 用 を 最 小 限 に す る 条 件 下 で 抗 原 と 物 理 的 に 接 触 さ れ る 。 患 者 試 料 中
の 抗 体 に 結 合 す る 疾 患 関 連 抗 原 を 同 定 す る 手 段 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 検 出 方 法 を
使 用 す る 。 こ れ ら の 同 定 方 法 は 、 試 料 を 直 接 ま た は 間 接 的 に 前 標 識 し 、 抗 体 ま た は 間 接 標
識 に 結 合 す る 第 2段 階 の 抗 体 (例 え ば 、 標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト 血 清 、 ラ ッ ト 抗 マ ウ ス な ど )を 添 加
す る こ と を 含 ん で も よ い 。 他 の 同 定 方 法 と し て 、 ア レ イ 上 の ア ド レ ス 指 定 で き る 要 素 (例
え ば 、 ビ ー ズ 、 ナ ノ 粒 子 、 タ グ 、 切 断 可 能 な タ グ )お よ び 要 素 の 他 の 物 理 的 性 質 ま た は 要
素 に 付 与 さ れ る 他 の 物 理 的 性 質 の 分 析 が 挙 げ ら れ る 。 結 合 し た 抗 体 の 定 量 を 容 易 に す る た
め に 、 様 々 な 濃 度 の 1種 類 の エ ピ ト ー プ が 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 有 用 な 標 識 と し て 、 蛍 光 色 素 (例 え ば 、 Cy2、 Cy3、 Cy5、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ
ー ト (FITC)、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 6-
カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン (6-FAM)、 2',7'-ジ メ ト キ シ -4',5'-ジ ク ロ ロ -6-カ ル ボ キ シ フ
ル オ レ セ イ ン (JOE)、 6-カ ル ボ キ シ -X-ロ ー ダ ミ ン (ROX)、 6-カ ル ボ キ シ -2',4',7',4,7-ヘ
キ サ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン (HEX)、 5-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン (5-FAM)、 ま た は N,N,N',N
'-テ ト ラ メ チ ル -6-カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン (TAMRA))が 挙 げ ら れ る 。 間 接 標 識 と し て 、 ハ プ
テ ン (例 え ば 、 ジ ゴ キ シ ン お よ び ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ビ オ チ ン な ど )が 挙 げ ら れ る 。 こ の 場 合
、 第 2段 階 の 結 合 パ ー ト ナ ー (例 え ば 、 ア ビ ジ ン 、 抗 ジ ゴ キ シ ン 抗 体 な ど )は 、 酵 素 (例 え ば
、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ )、 蛍 光 色 素 、 放 射 性 標 識 な ど で 標 識 さ れ て も よ い 。 好 ま
し く は 、 対 照 試 料 が 含 ま れ る 場 合 、 対 照 配 列 を 標 識 す る の に 用 い ら れ る 蛍 光 レ ポ ー タ ー は
、 試 験 配 列 を 標 識 す る の に 用 い ら れ る 蛍 光 レ ポ ー タ ー と は 検 出 上 異 な る 励 起 波 長 お よ び /
ま た は 発 光 波 長 で 蛍 光 シ グ ナ ル を 発 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 標 識 を 必 要 と し な い 方 法 を 用 い て 、 検 出 を 行 っ て も よ い 。 例 と し て 、 単 一 電 子 ト ラ ン ジ
ス タ 、 カ ー ボ ン ナ ノ チ ュ ー ブ ま た は カ ー ボ ン ナ ノ チ ュ ー ブ 網 目 構 造 に 適 用 さ れ る タ ン パ ク
質 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 、 原 子 間 力 顕 微 鏡 、 お よ び 当 業 者 に 周 知 の 他 の 方 法 な ど の 方 法 ま
た は 装 置 を 用 い て 、 結 合 し た 自 己 抗 原 の 電 荷 ま た は 質 量 の 変 化 を 検 出 す る こ と が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 一 般 的 に 、 ア ッ セ イ は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 な よ う に 様 々 な 負 の 対 照 お よ び 正 の 対
照 を 含 む 。 こ れ ら は 、 既 知 の 自 己 抗 体 を 含 む 「 添 加 (spiked)」 試 料 、 既 知 の 疾 患 を 有 す る
患 者 な ど の 正 の 対 照 を 含 ん で も よ い 。 負 の 対 照 は 、 正 常 患 者 か ら の 血 清 、 動 物 血 清 な ど を
含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 抗 体 含 有 試 料 と 抗 原 と の 結 合 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に 従 っ て 行 わ れ る 。 結
合 条 件 お よ び 洗 浄 は 、 好 ま し く は 、 高 親 和 性 結 合 パ ー ト ナ ー だ け が 保 持 さ れ る 条 件 下 で 行
わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 対 照 試 料 と 比 較 し て 患 者 試 料 の 結 合 レ ベ ル を ア ッ セ イ す る た め に 、 同 じ 試 料 と の 結 合 ま
た は 別 々 の 試 料 と の 結 合 に お い て 、 異 な る 抗 体 の 2色 標 識 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ど の
抗 原 に つ い て も 、 一 方 の 色 と 他 方 の 色 と の 比 か ら 、 2種 類 の 試 料 に お け る 特 定 の 特 異 性 を
有 す る 抗 体 の 相 対 量 を 求 め る こ と が で き る 。 さ ら に 、 2種 類 の 試 料 の 結 合 を 比 較 す る こ と
に よ っ て 、 ア ッ セ イ の 内 部 標 準 が 得 ら れ る 。 競 合 ア ッ セ イ は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ
る 。 こ の 場 合 、 既 知 の 特 異 性 の 競 合 抗 体 ま た は エ ピ ト ー プ 含 有 分 子 を 結 合 反 応 物 に 含 め る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 患 者 試 料 か ら 自 己 抗 原 特 異 性 プ ロ フ ァ イ ル を 求 め る た め に 、 様 々 な 方 法 を 使 用 す る こ と
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が で き る 。 自 己 抗 原 特 異 性 プ ロ フ ァ イ ル は 、 最 初 、 患 者 一 人 ひ と り に つ い て 求 め ら れ 、 本
明 細 書 で 使 用 す る よ う に 、 患 者 試 料 の 抗 体 お よ び /ま た は T細 胞 が 結 合 し た 自 己 抗 原 ま た は
エ ピ ト ー プ を 意 味 す る 。 患 者 試 料 か ら 得 ら れ た 結 合 パ タ ー ン と 、 対 照 ま た は 基 準 か ら 得 ら
れ た 結 合 パ タ ー ン の 比 較 は 、 適 切 な 演 繹 法 、 AIシ ス テ ム 、 統 計 比 較 、 パ タ ー ン 認 識 ア ル ゴ
リ ズ ム な ど を 用 い て 行 わ れ る 。 基 準 パ タ ー ン か ら の 情 報 は 、 誘 導 、 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ
ス プ レ ッ デ ィ ン グ 、 相 対 量 、 経 時 変 化 、 産 生 さ れ る 抗 体 ア イ ソ タ イ プ の 変 化 、 お よ び 他 の
関 連 す る 変 化 を 求 め る 分 析 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 特 定 の 試 料 の 特 異 性 の サ ブ セ ッ ト が 同 定 さ れ た ら 、 こ の デ ー タ を 新 た な 診 断 剤 の 開 発 に
、 お よ び 一 人 一 人 に 最 も 適 し た 治 療 の 選 択 に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 人 一 人 に つ い て 自
己 抗 体 特 異 性 を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 疾 患 状 態 で 存 在 す る 特 異 的 な エ ピ ト ー プ 標 的 が 確
か め ら れ る 。 次 い で 、 患 者 一 人 一 人 お よ び 疾 患 に 対 し て 最 大 の 特 異 性 を 有 す る 1種 類 ま た
は そ れ 以 上 の 治 療 剤 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
治 療 方 法
　 用 語 「 治 療 」 ま た は 「 治 療 す る 」 は 、 哺 乳 動 物 の 疾 患 (ヒ ト お よ び 動 物 の 自 己 免 疫 疾 患
を 含 む )の 任 意 の 治 療 を 意 味 す る 。 治 療 は 、 疾 患 を 阻 止 す る こ と (す な わ ち 、 疾 患 の 誘 導 前
に Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 疾 患 の 臨 床 症 状 を 発 生 さ せ な い こ と
)、 疾 患 を 抑 止 す る こ と (す な わ ち 、 誘 導 事 象 の 後 だ が 、 疾 患 が 臨 床 的 に 出 現 ま た は 再 出 現
す る 前 に Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 疾 患 の 臨 床 症 状 を 発 生 さ せ な
い こ と )、 疾 患 を 阻 害 す る こ と (す な わ ち 、 疾 患 の 初 回 出 現 の 後 に Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 組 成
物 を 投 与 す る こ と に よ っ て 臨 床 症 状 の 発 生 を 止 め る こ と )、 お よ び /ま た は 疾 患 を 軽 減 す る
こ と (す な わ ち 、 疾 患 の 初 回 出 現 の 後 に Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ っ
て 臨 床 症 状 を 後 退 さ せ る こ と )を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ヒ ト 医 学 で は 、 最 終 的 な 誘 導 事 象 が 分 か ら な い 場 合 が あ る の で 、 ま た は 事 象 が 出 現 す る
ま で 患 者 が 確 か め ら れ な い の で 、 「 阻 止 」 と 「 抑 止 」 は 常 に 区 別 で き る と は 限 ら な い こ と
が 理 解 さ れ る だ ろ う 。 従 っ て 、 「 治 療 」 と は 別 個 の も の と し て 用 語 「 予 防 」 を 、 本 明 細 書
で 定 義 さ れ る 「 阻 止 す る 」 お よ び 「 抑 止 す る 」 の 両 方 を 含 む よ う に 使 用 す る こ と は よ く あ
る こ と で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 治 療 」 は 「 予 防 」 を 含 む こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 用 語 「 有 効 量 」 は 、 治 療 さ れ て い る 疾 患 状 態 を 治 療 す る の に 十 分 な 投 薬 量 を 意 味 す る 。
こ れ は 、 患 者 、 疾 患 、 お よ び 行 わ れ て い る 治 療 に 応 じ て 異 な る 。 イ ン ビ ボ 活 性 は 、 ヒ ト の
状 態 を 模 倣 す る 異 常 な B細 胞 機 能 お よ び T細 胞 機 能 の 動 物 モ デ ル を 対 照 群 お よ び 治 療 群 に お
い て 試 験 す る こ と に よ っ て 証 明 す る こ と が で き る 。 ヒ ト で の 臨 床 効 力 は 、 当 業 者 に 周 知 の
方 法 を 用 い て 臨 床 試 験 に お い て 証 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 様 々 な 投 与 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 を 含 む 治 療 処 方 物 の 投 与
量 は 、 疾 患 の 種 類 、 投 与 頻 度 、 投 与 方 法 、 投 与 目 的 、 宿 主 か ら の Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 の ク
リ ア ラ ン ス な ど に 応 じ て 大 幅 に 異 な る 。 投 与 さ れ る 投 与 量 は 、 既 知 の 要 因 (例 え ば 、 特 定
の Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 の 薬 力 学 的 特 性 、 投 与 方 法 お よ び 投 与 経 路 、 レ シ ピ エ ン ト の 年 齢 、
健 康 状 態 、 お よ び 体 重 、 症 状 の 種 類 お よ び 程 度 、 現 在 の 治 療 、 治 療 の 頻 度 お よ び 望 ま れ る
効 果 )に 応 じ て 異 な る 。 こ の 用 量 は 、 毎 週 、 隔 週 、 も し く は 毎 月 の よ う に 、 よ り 少 な い 回
数 で 投 与 さ れ て も よ く 、 有 効 な 投 与 量 レ ベ ル を 維 持 す る た め に 少 量 に 分 け て 毎 日 、 週 二 回
な ど で 投 与 さ れ て も よ い 。 一 般 的 に 、 活 性 Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 の 一 日 量 は 約 0.01～ 100mg/
kg体 重 で あ り う る 。 内 部 投 与 に 適 し た 剤 形 は 、 一 般 的 に 、 約 0.1mg～ 500mgの 活 性 Nogoエ ピ
ト ー プ 断 片 /単 位 を 含 む 。 活 性 Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 は 、 組 成 物 の 総 重 量 に 基 づ い て 0.5～ 95
重 量 ％ ま で 変 化 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 療 法 を 開 発 お よ び 選 択 す る た め に 、 1種 類 ま た は そ れ
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以 上 の Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 ま た は そ の 変 異 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 療 法 は
、 Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 お よ び 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 治 療 剤 を 投 与 す る こ と を 含
む 。 治 療 方 法 と し て 、 特 異 的 抗 原 の 経 口 投 与 (「 経 口 寛 容 」 と 呼 ば れ る (Annu Rev Immunol
. 12:809-37))、 ネ イ テ ィ ブ ペ プ チ ド の 投 与 (Science 258:1491-4; J Neurol Sci. 152:31
-8)、 変 更 ペ プ チ ド リ ガ ン ド の 投 与 (Nature 379:343-5)、 タ ン パ ク 質 全 体 の 投 与 (Science 
263:1139)、 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 投 与 、 お よ び 標 的 自 己 タ ン パ ク 質 ま た は ア
レ ル ゲ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 投 与 (J. Immunol 162:3336-41; Curr. Dir
. Autoimmun. 2:203-16)が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の 療 法 の 全 て に つ
い て 、 免 疫 抑 制 の た め に 投 与 さ れ る 抗 原 (ま た は DNAに コ ー ド さ れ る 抗 原 )は 、 抗 体 ま た は T
細 胞 受 容 体 に よ っ て 同 定 さ れ る エ ピ ト ー プ の 全 て ま た は 一 部 を 含 ん で も よ い 。 1つ の 態 様
に お い て 、 こ の よ う に 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ の 1つ ま た は そ れ 以 上 、 通 常 、 2つ 以 上 、 さ ら
に 通 常 、 3つ 以 上 が 投 与 さ れ 、 10以 上 と 多 く の 異 な る エ ピ ト ー プ を 含 ん で も よ い 。 個 々 の
ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを 投 与 し て も よ い 。 ま た は 、 タ ン パ ク 質 全 体 、
ま た は 抗 原 タ ン パ ク 質 の 全 て も し く は 実 質 的 に 全 て を コ ー ド す る DNAを 投 与 し て も よ い 。
従 っ て 、 1種 類 ま た は そ れ 以 上 、 通 常 、 2種 類 以 上 、 3種 類 以 上 と 多 く の タ ン パ ク 質 抗 原 を
投 与 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 抗 原 特 異 的 療 法 」 は 、 本 発 明 の 新 規 の 方 法
に よ っ て 確 か め ら れ た 抗 原 特 異 的 プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ く 治 療 レ ジ メ を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 治 療 は 、 Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 の 投 与 と 、 宿 主 組 織 (例 え ば 、 筋 肉 ま
た は 皮 膚 )に 注 射 さ れ る DNA発 現 カ セ ッ ト の 投 与 、 ま た は 抗 原 特 異 的 で 抑 制 的 な T細 胞 応 答
を 誘 導 す る ペ プ チ ド の 投 与 (例 え ば 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 PCT出 願 US00
/0623、 US02/37686、 お よ び WO02/084249に 記 載 の 投 与 )の 組 み 合 わ せ を 含 む 。 ベ ク タ ー は
、 自 己 抗 原 、 移 植 抗 原 な ど の 少 な く と も 一 部 を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 む 。 こ の 予 防 接 種
に 応 答 し て 、 抑 制 応 答 が 惹 起 さ れ る 。 抗 原 特 異 的 T細 胞 増 殖 が 阻 害 さ れ 、 Th1サ イ ト カ イ ン
の 産 生 が 低 下 す る 。 Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 を 含 む 治 療 用 組 成 物 は 、 1つ の エ ピ ト ー プ を コ ー
ド す る DNAま た は エ ピ ト ー プ 配 列 の カ ク テ ル を 用 い て 処 方 す る こ と が で き る 。 場 合 に よ っ
て は 、 そ れ ぞ れ の 配 列 が 異 な る エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 複 数 の 配 列 を 含 む こ と が 望 ま し い
場 合 が あ る 。 例 え ば 、 Leadbetter et al.(1998)J. Immunol. 161:504-512を 参 照 の こ と 。
よ り 強 力 な 、 お よ び /ま た は 持 続 的 な 抑 制 応 答 を 誘 導 す る た め に 、 異 な る エ ピ ト ー プ の 複
数 の コ ー ド 配 列 か ら な る 処 方 物 を 使 用 す る こ と が で き る 。 複 数 の 自 己 反 応 性 T細 胞 集 団 を
特 異 的 に 標 的 化 す る こ と に よ っ て 、 こ の よ う な 処 方 物 は 、 自 己 抗 原 耐 性 の 発 生 を 遅 く 、 ま
た は 阻 止 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 標 的 抗 原 を 伴 う 自 己 免 疫 疾 患 の 阻 止 は 、 明 白 な 疾 患 が 発 生 す る 前 に Nogoエ ピ ト ー プ 断 片
を 投 与 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 進 行 中 の 疾 患 の 治 療 は 特 に 関 心 が 高 い (こ の 場 合 、 Nog
oエ ピ ト ー プ 断 片 は 患 者 の 臨 床 症 状 を 安 定 化 ま た は 改 善 す る )。 こ の よ う な 治 療 は 、 望 ま し
く は 、 罹 患 組 織 の 機 能 が 完 全 に 消 失 す る 前 に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
実 験
実 施 例 1
NogoA/B/C変 異 体 マ ウ ス に お け る EAEの 誘 導
　 EAEモ デ ル に お け る Nogo-Aタ ン パ ク 質 の 軸 索 再 生 に 対 す る 寄 与 を 研 究 す る た め に 、 本 発
明 者 ら は 、 Nogo-66(Zheng 2003)を 含 む 共 通 C末 端 領 域 の 標 的 変 異 に よ っ て 作 成 さ れ た Nogo
-A/B/Cノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス (C57BL/6× 129Sバ ッ ク グ ラ ウ ン ド )に お い て 、 完 全 フ ロ イ ン ト
ア ジ ュ バ ン ト (CFA)で 乳 化 さ れ た 100μ gの MOG35-55ペ プ チ ド の 皮 下 注 射 お よ び 静 脈 内 百 日
咳 菌 毒 素 を 用 い て 疾 患 を 誘 導 し た 。 誘 導 後 6週 間 、 動 物 を 疾 患 表 現 型 に つ い て 追 跡 し た 。
図 1Aに 示 す よ う に 、 Nogo KOマ ウ ス の 疾 患 重 篤 度 は 野 生 型 C57BL/6対 照 と 比 較 し て 違 い が な
か っ た (統 計 的 に 有 意 で な か っ た )。 こ れ は 、 主 に 、 死 亡 率 の 低 下 に よ る も の で あ る (図 1B)
。 実 験 の 終 わ り で の 標 準 的 な ミ エ リ ン 染 色 に よ る 組 織 学 的 評 価 に よ っ て 、 病 変 の タ イ プ に
も 重 篤 度 に も 、 軸 索 染 色 に よ り 証 明 さ れ る よ う に 軸 索 病 変 の 存 在 に も は っ き り と し た 違 い
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は 認 め ら れ な か っ た 。 Nogo-66は 、 EAEに お け る 疾 患 経 過 を 変 え る こ と が で き る 調 節 性 自 己
抗 原 と し て 特 定 の 役 割 を 果 た し て い る の か も し れ な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
感 受 性 マ ウ ス 系 統 に お け る EAEの 誘 導 お よ び Nogo-66ペ プ チ ド に よ る T細 胞 応 答
　 Nogo-Aが 自 己 免 疫 性 脱 髄 の 標 的 自 己 抗 原 と し て 作 用 す る 可 能 性 を 確 か め る た め に 、 露 出
し て い る 細 胞 外 66ア ミ ノ 酸 ル ー プ Nogo-66が 免 疫 細 胞 と 最 も 相 互 作 用 し や す い 領 域 で あ る
は ず な の で 、 本 発 明 者 ら は Nogo-66に 焦 点 を あ て る こ と に し た 。 適 切 な 年 齢 の EAE感 受 性 SJ
L/Jお よ び C57BL/6雌 マ ウ ス に 、 百 日 咳 菌 毒 素 の 静 脈 内 投 与 と 共 に 、 CFAに 溶 解 し た 様 々 な
濃 度 (200μ g～ 1000μ g)の Nogo-66由 来 ペ プ チ ド を 皮 下 注 射 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 全 て の 配 列 (ペ プ チ ド 1-22、 23-44、 お よ び 45-66)を 含 む よ う に 、 3種 類 の 任 意 に 選 択 さ
れ た ペ プ チ ド を 合 成 し た 。 選 択 さ れ た Nogo免 疫 動 物 の 脳 お よ び 脊 髄 の 組 織 学 的 評 価 に よ っ
て 、 髄 膜 お よ び 実 質 に 炎 症 が 存 在 す る こ と が 認 め ら れ た 。 免 疫 用 抗 原 に 対 す る T細 胞 増 殖
応 答 の 発 生 を 評 価 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 実 験 の 終 わ り に 流 入 領 域 リ ン パ 節 を 集 め 、
Nogoお よ び 非 関 連 ペ プ チ ド の 本 発 明 者 ら の パ ネ ル に 対 し て 全 リ ン パ 節 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ を
準 備 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 SJL/J動 物 に お け る pNogo1-22お よ び pNogo45-66に 対 し て 強 力 か
つ 特 異 的 な 増 殖 応 答 を 発 見 し 、 C57BL/6動 物 で は 、 そ れ よ り 低 い 程 度 で pNogo1-22お よ び pN
ogo23-44に 対 す る 増 殖 応 答 を 見 出 し た (図 2)。 従 っ て 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 こ れ ら の 2種
類 の 系 統 間 で わ ず か に 異 な る よ う に 見 え る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 Nogo-66ペ プ チ ド 免 疫 に よ っ て 、 他 の ミ エ リ ン 抗 原 に 対 す る エ ピ ト ー プ ス プ レ ッ デ ィ ン
グ を 伴 う B細 胞 応 答 が 誘 導 さ れ る 。 免 疫 用 Nogoペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 抗 体 応 答 の 誘 導 お
よ び 他 の ミ エ リ ン 抗 原 に 対 す る ス プ レ ッ ド を 追 跡 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 者 ら
の 研 究 室 で 開 発 さ れ た 、 293種 類 の 抗 原 (タ ン パ ク 質 、 な ら び に 全 て の 主 要 な EAE関 連 標 的
に 相 当 す る 重 複 ペ プ チ ド お よ び 数 種 類 の Nogo-66重 複 ペ プ チ ド の セ ッ ト と p472(Robinson, 
2001)を 含 む )を 含 む 2304フ ィ チ ャ ー ス ポ ッ ト ペ プ チ ド ア レ イ を 使 用 し た 。 数 匹 の 免 疫 動 物
か ら 血 清 を 、 3種 類 全 て の Nogoペ プ チ ド を 用 い た EAE誘 導 後 に 様 々 な 時 点 で 入 手 し 、 本 発 明
者 ら の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て プ ロ テ オ ー ム ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 結 果 か ら 、 そ
れ ぞ れ の Nogo-66ペ プ チ ド で 免 疫 し た 後 に 、 免 疫 用 抗 原 に 対 し て 強 力 か つ 特 異 的 な B細 胞 応
答 が 両 系 統 に お い て 生 じ る こ と が 分 か る (図 3Aお よ び 3B)。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 数 匹 の グ ル ー プ 分 け し た 動 物 か ら の ア レ イ デ ー タ の 統 計 解 析 お よ び ク ラ ス タ ー 解 析 に よ
っ て 、 他 の ミ エ リ ン ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 (例 え ば 、
　
　
　
　
　
　
　
)に 対 す る 抗 体 応 答 の 著 し い 分 子 内 お よ び 分 子 間 エ ピ ト ー プ ス プ レ ッ デ ィ ン グ も 明 ら か に
な っ た 。 こ れ は 、 両 系 統 に お け る pNogo45-66に よ る 免 疫 の 後 に 、 C57BL/6マ ウ ス の 場 合 で
は pNogo23-44に よ る 免 疫 の 後 に 特 に 関 係 が あ る 。 B細 胞 応 答 の ス プ レ ッ デ ィ ン グ は 、 そ れ
ぞ れ の 系 統 内 で そ れ ぞ れ の 免 疫 用 抗 原 に 特 異 的 な パ タ ー ン を 示 し 、 こ れ ら の 間 で 重 複 は ほ
と ん ど な か っ た 。 B細 胞 応 答 は 、 pNogo1-22か ら 主 に MBPペ プ チ ド に 、 pNg23-44か ら MOGお よ
び MBPペ プ チ ド に (特 に 、 C57BL/6動 物 )、 pNogo45-66か ら MAG、 MBP、 PLP、 OSP、 お よ び α -B
ク リ ス タ リ ン に 広 が る (図 3C)。 従 っ て 、 本 発 明 者 ら の 結 果 か ら 、 pNogo45-66は 、 他 の 2種
類 の 合 成 ペ プ チ ド よ り か な り 強 力 な B細 胞 抗 原 で あ る こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 Nogo-66ペ プ チ ド に 対 す る T細 胞 応 答 は 特 異 的 で あ り 、 他 の ミ エ リ ン 抗 原 と 交 差 反 応 し な
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い 。 本 発 明 者 ら は 、 Nogoペ プ チ ド と 、 既 知 の ミ エ リ ン 自 己 抗 原 で あ る PLP139-151ま た は MO
G35-55と の 交 差 反 応 性 を 評 価 す る こ と に よ っ て T細 胞 応 答 の 特 異 性 を 研 究 し た 。 こ れ を 行
う た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 抗 pNogo1-22、 抗 pNogo45-66、 お よ び 抗 PLP13-151特 異 的 T細 胞
株 を 、 こ れ ら の ペ プ チ ド で 免 疫 し た SJL/J動 物 か ら 作 成 し た 。 図 4か ら 分 か る よ う に 、 PLP1
39-151特 異 的 T細 胞 株 は 、 そ の 適 切 な 抗 原 に 対 し て 活 発 に 増 殖 す る が 、 3種 類 全 て の Nogo-6
6ペ プ チ ド に 対 し て 反 応 性 を 示 さ な い 。 Nogoペ プ チ ド を 用 い て 作 成 さ れ た T細 胞 株 も 、 こ れ
ら の 特 異 的 ペ プ チ ド に 対 し て の み 反 応 性 を 示 し 、 PLP139-151、 MBP85-99、 ま た は MOG35-55
に 対 し て 増 殖 し な い 。 従 っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 Nogo免 疫 に よ っ て 、 他 の ミ エ リ ン 自 己 抗 原
に 対 し て 交 差 反 応 性 を 示 さ な い 特 異 的 T細 胞 応 答 が 生 じ る と い う 結 論 を 下 し て い る 。 現 在
、 Nogoタ ン パ ク 質 の 二 次 構 造 は 分 か っ て い な い の で 、 本 発 明 者 ら は 、 コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ
ン グ 、 な ら び に ハ イ ド ロ パ チ シ テ ィ ー (hydropathicity)(Kyte and Doolitle)、 極 性 (Zimm
erman)、 認 識 因 子 、 お よ び バ ル キ ネ ス (bulkiness)の 周 知 の 一 次 構 造 ス ケ ー ル を 用 い て 、 N
ogoペ プ チ ド の 一 次 構 造 と PLP139-151お よ び MOG35-55の 一 次 構 造 を 比 較 し た 。 こ れ ら の 尺
度 を 用 い て も 、 本 発 明 者 ら は 、 Nogo-66ペ プ チ ド と 他 の 研 究 さ れ た ミ エ リ ン 抗 原 と を 関 連
付 け て 比 較 す る こ と が で き な か っ た (図 4)。 前 述 の 一 次 構 造 ス ケ ー ル に 基 づ い た 潜 在 的 な
免 疫 原 性 ド メ イ ン の 完 全 長 Nogo-66配 列 分 析 は 、 本 発 明 者 ら の 実 験 に お け る 免 疫 の た め に
任 意 の 選 択 さ れ た 各 ペ プ チ ド の 配 列 内 に 可 能 性 の 高 い 領 域 が 存 在 す る こ と を 示 し て い る よ
う に 見 え る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Nogoペ プ チ ド 反 応 性 T細 胞 は 正 常 な 活 性 化 表 現 型 を 示 す 。 本 発 明 者 ら は 、 PLP139-151、 p
Nogo1-22、 お よ び pNogo45-66で 免 疫 し た 10日 後 に 雌 SJL/J動 物 か ら 全 リ ン パ 節 細 胞 を 精 製
し 、 い く つ か の 活 性 化 マ ー カ ー お よ び 補 助 刺 激 分 子 の 発 現 を 蛍 光 活 性 化 細 胞 ス キ ャ ン (FAC
Scan)分 析 に よ っ て 調 べ た 。 本 発 明 者 ら は 、 T細 胞 に お け る CD25、 CD18、 CD40L、 CD62、 CD6
9、 CD28、 お よ び CTLA4eの 細 胞 表 面 発 現 に も 、 樹 状 細 胞 に お け る CD80、 CD86、 CD40の 細 胞
表 面 発 現 に も 違 い を 見 つ け る こ と が で き な か っ た (図 5Aお よ び 5B)。 Nogoペ プ チ ド は 、 APC
に よ る 正 常 な 提 示 が 可 能 で あ り 、 免 疫 が 正 常 な T細 胞 活 性 化 に つ な が る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 抗 Nogo反 応 性 T細 胞 株 の 養 子 移 入 に よ っ て 、 SJL/Jマ ウ ス に お け る EAEが 寛 解 す る 。 次 に
、 本 発 明 者 ら は 、 抗 NogoT細 胞 株 の 養 子 移 入 に よ っ て SJL/J雌 マ ウ ス に お い て 疾 患 を 誘 導 す
る こ と を 試 み た 。 こ れ を 行 う た め に 、 未 処 置 マ ウ ス を 、 CFAで 乳 化 し た pNogo1-22ま た は pN
ogo45-66で 免 疫 し 、 10日 後 に 流 入 領 域 リ ン パ 節 を 集 め 、 全 リ ン パ 節 細 胞 培 養 物 を 精 製 し 、
Nogoペ プ チ ド を 用 い て イ ン ビ ト ロ で 再 評 価 し た 。 こ れ ら か ら 、 本 発 明 者 ら は 抗 原 特 異 的 T
細 胞 株 (TCL)を 樹 立 し 、 養 子 移 入 お よ び サ イ ト カ イ ン 分 泌 プ ロ フ ァ イ ル 評 価 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 5000万 個 ま で の pNogo1-22反 応 性 TCLま た は pNogo45-66反 応 性 TCLを 未 処
置 SJLマ ウ ス の 静 脈 内 に 移 入 し 、 疾 患 臨 床 徴 候 を 追 跡 し た 。 実 験 の 1つ で は 、 動 物 に 1000万
個 の TCLを 投 与 し 、 15日 後 に 、 CFAに 溶 解 し た 100μ gの Nogoペ プ チ ド エ マ ル ジ ョ ン お よ び 静
脈 内 百 日 咳 菌 毒 素 注 射 を 用 い て 追 加 免 疫 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 イ ン ビ ト ロ 増 殖 反 応 に よ っ
て 、 2ヵ 月 後 ま で 養 子 移 入 動 物 に Nogo反 応 性 T細 胞 が 存 在 す る こ と を 認 め る こ と が で き た が
、 こ れ ら の 動 物 は 疾 患 の 臨 床 徴 候 を 示 さ な か っ た (図 6A)。 Nogo-66は ミ エ リ ン の 微 量 成 分
で あ り 、 従 っ て 、 隠 蔽 自 己 抗 原 で あ る 可 能 性 が 高 い の で 、 疾 患 誘 導 時 の こ の 能 率 の 悪 さ は
、 Nogo反 応 性 細 胞 を 、 既 に 罹 患 し て い る 動 物 に 移 入 す る こ と に よ っ て 克 服 で き る か も し れ
な い 。 こ の 場 合 、 Nogo-66は 急 性 脱 髄 病 巣 に お け る T細 胞 へ の 提 示 に 使 用 で き る か も し れ な
い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 CFAに 溶 解 し た 100μ gの PLP139-151ペ プ チ ド を 用 い た 免 疫 に よ っ て SJL/J
マ ウ ス に お い て EAEを 誘 導 し 、 こ れ ら の 動 物 の 疾 患 経 過 を 追 跡 し た 。 2回 目 の 再 発 の ピ ー ク
(31日 目 )に 動 物 を ラ ン ダ ム に 3つ の グ ル ー プ に 分 け 、 PBS、 PBSに 溶 解 し た 抗 pNogo1-22反 応
性 T細 胞 ま た は 抗 pNogo45-66反 応 性 T細 胞 (平 均 1500万 個 の 細 胞 )を 、 静 脈 内 投 与 に よ っ て 3
週 間 、 毎 週 投 与 し た 。 TCL移 入 の 4日 後 に 、 Nogo反 応 性 TCLを 投 与 し た 動 物 、 特 に 、 抗 pNogo
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45-66 TCLを 投 与 し た 動 物 (図 6B)は 、 統 計 的 に 有 意 な 臨 床 ス コ ア 低 下 を 示 し た (マ ン -ホ イ
ッ ト ニ ー (Mann-Whitney)p<0.05)。 こ れ ら の 動 物 に つ い て 、 実 験 の さ ら に 45日 間 全 体 に わ
た っ て 、 最 後 の TCL投 与 の 30日 後 ま で 、 こ の 改 善 は 持 続 し た 。 抗 pNogo1-22に つ い て は 、 効
果 は 一 過 的 で あ り 、 臨 床 ス コ ア は 最 後 の 投 与 後 に 悪 化 し た が 、 PBS対 照 レ ベ ル と 比 較 し て
悪 化 し な か っ た 。 実 験 の 終 わ り に 、 本 発 明 者 ら は 、 イ ン ビ ト ロ 増 殖 ア ッ セ イ に よ っ て 、 PL
P139-151お よ び Nogo反 応 性 T細 胞 が 両 方 と も 存 在 す る こ と を 依 然 と し て 認 め る こ と が で き
た (図 6B)。 実 際 に は 、 pNogo45-66に 対 す る 増 殖 は 、 EAE誘 導 抗 原 に 対 す る 増 殖 よ り 非 常 に
強 か っ た 。 こ の こ と は 、 こ れ ら の 細 胞 に よ る PLP反 応 性 T細 胞 の 交 差 抑 制 (cross-suppressi
on)が あ る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 養 子 移 入 さ れ た Nogo反 応 性 T細 胞 が EAE動 物 の CNSを 通 過 で き る こ と を 証 明 す る た め に 、
本 発 明 者 ら は 、 Thy1.1a SJL/J雌 を Nogoペ プ チ ド ま た は PLP139-151で 免 疫 し 、 10日 後 に 流
入 領 域 リ ン パ 節 を 集 め 、 免 疫 用 抗 原 を 用 い て 全 リ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で 再 評 価 し た 。 次 い
で 、 本 発 明 者 ら は 、 EAEで 誘 導 さ れ て お り 、 疾 患 の ピ ー ク に あ る 野 生 型 (Thy1.2)SJL/J雌 に
、 1000万 個 の Thy1.1a T細 胞 を 静 脈 内 投 与 し た 。 3日 後 に 、 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 動 物 か
ら CNSを 集 め 、 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て CNSに Thy1.1a細 胞 が 存 在 す る こ と を 調 べ た 。 本 発 明
者 ら は 、 EAE動 物 の CNSの い く つ か の 病 変 、 脈 管 構 造 、 脈 管 周 囲 浸 潤 物 、 お よ び 実 質 に 、 養
子 移 入 さ れ た 抗 PLP細 胞 お よ び 抗 Nogo細 胞 が 存 在 す る こ と を 認 め る こ と が で き た (図 6B)。
こ の こ と か ら 、 本 発 明 者 ら は 、 Nogo反 応 性 T細 胞 が 、 活 発 な EAEを 有 す る 動 物 の CNSに 遊 走
す る こ と が で き 、 末 梢 部 で は な く 局 所 的 に 疾 患 を 調 節 す る 可 能 性 が あ る と 結 論 を 下 し て い
る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 者 ら は 、 イ ン ビ ト ロ サ イ ト カ イ ン 産 生 ア ッ セ イ に よ っ て 抗 Nogo TCLの 表
現 型 を 調 べ た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 抗 Nogop1-22 TCLお よ び 抗 pNogo45-66 TCLを 、 放 射 線 を
照 射 し た 同 系 の 抗 原 提 示 細 胞 の 存 在 下 で 特 異 的 抗 原 を 用 い て イ ン ビ ト ロ で 刺 激 し た 。 48時
間 後 に 上 清 を 回 収 し 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 を ELISAで 測 定 し た 。 結 果 か ら 、 抗 pNogoは 多 量 の
IL-4お よ び IL-10を 産 生 す る Th2表 現 型 を 自 然 発 生 し た の に 対 し て 、 抗 pNogo1-22 TCLは 多
く の IFNγ を 産 生 し た こ と が 分 か る (図 6C)。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 に 基 づ い て 、 養 子 移 入 さ れ た Nogo反 応 性 細 胞 は 、 活 発 な 脱 髄 病 巣 に 遊 走 す
る こ と に よ っ て 進 行 中 の EAEを 調 節 す る 。 脱 髄 病 巣 に お い て 、 養 子 移 入 Nogo反 応 性 細 胞 は
特 異 的 抗 原 に 遭 遇 し 、 自 己 免 疫 応 答 を 調 節 す る こ と が で き る 潜 在 的 に 有 益 な 表 現 型 に 分 化
す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 前 記 の デ ー タ か ら 、 Nogo-66配 列 は 、 EAE感 受 性 マ ウ ス 系 統 に お い て 脱 髄 性 自 己 免 疫 応 答
を 誘 導 す る こ と が で き る 少 な く と も 3つ の 抗 原 的 に 重 要 な ド メ イ ン を 含 む こ と が 分 か る 。
こ れ ら の ド メ イ ン は 系 統 特 異 的 で あ る よ う に 思 わ れ る 。 SJL/J(H-2s)動 物 は 、 ペ プ チ ド Ng1
-22お よ び Ng45-66に 対 し て の み T細 胞 反 応 を 示 し 、 C57BL/6(H-2b)動 物 は 、 Ng1-22お よ び Ng
23-44に 対 し て T細 胞 反 応 を 示 す 。 本 発 明 者 ら は 、 強 力 で 、 特 異 的 な 、 か つ 他 の 既 知 の 自 己
抗 原 と 交 差 反 応 し な い T細 胞 応 答 が 存 在 し 、 特 異 的 で あ る が 、 い く つ か の 他 の ミ エ リ ン 抗
原 に 対 し て 著 し い エ ピ ト ー プ ス プ レ ッ デ ィ ン グ を 示 す B細 胞 応 答 も 存 在 す る こ と を 証 明 す
る こ と が で き た 。 最 後 に 、 本 発 明 者 ら は 、 Nogo抗 原 反 応 性 T細 胞 が 、 恐 ら く 、 炎 症 部 位 へ
遊 走 し 、 有 益 な Tヘ ル パ ー 2表 現 型 を と る こ と に よ っ て 他 の ミ エ リ ン 反 応 性 細 胞 を 交 差 調 節
し た 後 に 、 他 の 抗 原 で 誘 導 さ れ た 進 行 中 の EAEを 寛 解 す る こ と が で き る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 従 っ て 、 こ の 意 味 で は 、 Nogo抗 原 は 、 こ れ ら の 系 統 の 他 の 既 知 の ミ エ リ ン EAE抗 原 (例 え
ば 、 PLP139-151お よ び MOG35-55)ま た は マ イ ナ ー 決 定 基 (minor determinant)で あ る MBP85-
99、 MOBP、 OSP、 お よ び CNPア ー ゼ と 非 常 に 似 た 特 性 を 示 す よ う に 思 わ れ る 。 し か し な が ら
、 こ れ ら の 抗 原 と は 異 な り 、 MAGお よ び OMgp以 外 の 、 こ れ ら の 他 の ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 は
ど れ も 軸 索 再 成 長 に 役 割 を 果 た す こ と が 知 ら れ て お ら ず 、 従 っ て 、 CNS自 己 免 疫 性 脱 髄 へ
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の Nogo-66の 寄 与 の 認 識 は 二 重 に 重 要 で あ る 。 ま ず 第 1に 、 EAE抗 原 と し て 、 Nogo-66は 、 こ
の 疾 患 お よ び MSに お け る 軸 索 病 変 に 関 し て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る の か も し れ な い 。 ま た
、 Nogo-66に 対 す る 免 疫 応 答 を 調 節 す る と 、 EAEが 寛 解 で き る よ う に 見 ら れ る の で 、 こ の 現
象 を 利 用 し て ヒ ト 自 己 免 疫 脱 髄 性 疾 患 を 治 療 す る た め に 、 い く つ か の 抗 原 特 異 的 治 療 法 を
考 案 で き る か も し れ な い 。 第 2に 、 Nogoペ プ チ ド を 用 い た 免 疫 は 、 MAGな ど の 他 の ミ エ リ ン
抗 原 に 対 し て 、 こ の よ う な 広 範 な 基 礎 と な る B細 胞 応 答 を 発 生 す る こ と が で き る の で 、 こ
れ ら の 抗 原 に よ る 予 防 接 種 は 、 脊 髄 損 傷 な ど の CNS外 傷 モ デ ル に お け る 軸 索 再 生 の 改 善 に
有 益 な 役 割 を 果 た す か も し れ な い 。 ミ エ リ ン 抗 原 に よ る 免 疫 後 の B細 胞 応 答 の エ ピ ト ー プ
ス プ レ ッ デ ィ ン グ の 現 象 は 、 こ の よ う な 状 況 で は 、 1回 の ミ エ リ ン 抗 原 予 防 接 種 で も 、 他
の い く つ か の 潜 在 的 に 重 要 な 神 経 突 起 成 長 阻 害 剤 (例 え ば 、 MAG)に 対 す る 治 療 上 重 要 な 抗
体 応 答 を 得 る こ と が で き る こ と を 意 味 し て い る も か も し れ な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】

マ ウ ス
　 雌 SJL/Jお よ び C57BL/6マ ウ ス は 、 5週 齡 で Jackson laboratories(Maine)か ら 入 手 し た 。
実 験 を 始 め た 時 、 マ ウ ス は 6～ 8週 齡 で あ っ た 。 Nogo-A/B/Cノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 Zheng 
et al(Zheng 2003)に 記 載 の よ う に 作 成 し た 。 SJL/J Thy1.1a同 系 マ ウ ス は 、 Harley Tse(T
se et al 1998)か ら 厚 意 に よ り 供 与 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
ペ プ チ ド
　
　
　
　
　
　
ペ プ チ ド を 、 本 発 明 者 ら の 施 設 に お い て 標 準 的 な 9-フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 化 学
に よ っ て 合 成 し 、 HPLC精 製 し 、 PBSに 2mg/ml濃 度 ま で 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
組 織 学
　 動 物 を CO 2 過 剰 投 与 に よ っ て 屠 殺 し 、 4％ ホ ル マ リ ン で 灌 流 し た 。 こ の 後 、 脳 お よ び 脊 髄
を 解 剖 し 、 保 存 し た 。 標 準 的 な 組 織 学 的 技 法 の た め に 、 試 料 を パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た 後 、 切
断 お よ び 染 色 し た 。 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 ヘ マ ト キ シ リ ン -エ オ シ ン 、 ル ク ソ
ー ル フ ァ ス ト ブ ル ー 、 お よ び ビ ー ル シ ョ ウ ス キ ー 染 色 を 行 っ た 。 Thy1.1a免 疫 組 織 化 学 の
場 合 、 CNSを 液 体 N 2 に 部 分 的 に 浸 し た 後 、 Tissue Tek(OCT)で 急 速 冷 凍 し た 。 染 色 の た め に
、 8μ m凍 結 切 片 を ビ オ チ ン 化 抗 Thy1.1a抗 体 結 合 体 (Pharmingen)で 染 色 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
免 疫
　 Nogo免 疫 の た め に 、 SJL/Jお よ び C57BL/6雌 マ ウ ス に 、 CFAに 溶 解 し た Nogoペ プ チ ド エ マ
ル ジ ョ ン (100μ g～ 500μ g/注 射 の 濃 度 )を 皮 下 注 射 し た 。 CFAは 、 IFA(Difco)お よ び 1mg/ml
熱 不 活 化 結 核 菌 (Mycobacterium tuberculosis)(株 H37RA;Difco laboratories, Detroit M
I)か ら な っ た 。 動 物 の 異 な る 部 位 (側 腹 部 お よ び 鼠 径 部 )に 1週 間 あ け て 2回 皮 下 注 射 を 行 っ
た 。 2回 目 の 免 疫 時 お よ び 48時 間 後 に 、 マ ウ ス に 、 PBSに 溶 解 し た 百 日 咳 菌 毒 素 (List Labo
ratories)(500ng/動 物 )を 静 脈 内 注 射 し た 。 Nogo-A/B/Cノ ッ ク ア ウ ト の 場 合 、 動 物 を 、 CFA
に 溶 解 し た 100μ gの MOG35-55ペ プ チ ド エ マ ル ジ ョ ン で 皮 下 免 疫 し 、 免 疫 時 お よ び 48時 間 後
に 、 300ngの 百 日 咳 菌 毒 素 を 2回 静 脈 内 注 射 し た 。 慢 性 EAEは 、 SJL/Jマ ウ ス に お い て 、 CFA
に 溶 解 し た 100mgの PLP139-151ペ プ チ ド エ マ ル ジ ョ ン の 皮 下 注 射 に よ っ て 誘 導 し た 。 動 物
の 臨 床 ス コ ア を 、 以 下 の ス ケ ー ル に 従 っ て 毎 日 付 け た :0-正 常 ;1-尾 部 麻 痺 ;2-後 肢 麻 痺 ;3-
完 全 な 後 肢 麻 痺 ;4-前 肢 の 不 全 麻 痺 ま た は 麻 痺 ;5-死 亡 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
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増 殖 ア ッ セ イ
　 全 リ ン パ 節 細 胞 を 、 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に お い て 0.5× 10 6 細 胞 /ウ ェ ル
で 培 養 し た 。 培 地 は 、 L-グ ル タ ミ ン (2mM)、 ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (1mM)、 非 必 須 ア ミ ノ 酸
(0.1mM)、 ペ ニ シ リ ン (100U/ml)、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン (0.1mg/ml)、 2-ME(5× 10 - 5 M)、 お よ
び 10％ 胎 仔 ウ シ 血 清 を 添 加 し た RPMI1640か ら な っ た 。 培 養 の 最 後 の 16時 間 、 ウ ェ ル に 1μ C
i[ 3 H]TdRを パ ル ス ラ ベ ル し 、 ベ ー タ プ レ ー ト (betaplate)シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を
用 い て 、 取 り 込 ま れ た 放 射 能 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 は 、 説 明 さ れ た 特 定 の 方 法 、 プ ロ ト コ ー ル 、 お よ び 試 薬 に 限 定 さ れ ず 、 こ の よ う
な 方 法 、 プ ロ ト コ ー ル 、 お よ び 試 薬 は 異 な っ て も よ い こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本 明
細 書 で 使 用 す る 専 門 用 語 は 特 定 の 態 様 を 説 明 す る こ と だ け を 目 的 と し 、 本 発 明 の 範 囲 を 限
定 す る こ と を 目 的 と せ ず 、 本 発 明 の 範 囲 は 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て の み 限 定 さ れ る
こ と も 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 単 数 形 「 a」 、 「 an」 、 お よ び 「 the」 は 、 特 に 文 脈 に よ っ て は っ き
り と 規 定 さ れ て い な い 限 り 複 数 の 指 示 物 を 含 む 。 従 っ て 、 例 え ば 、 「 1つ の 試 薬 」 に つ い
て の 言 及 は 複 数 の こ の よ う な 試 薬 を 含 み 、 「 特 定 の 試 薬 」 に つ い て の 言 及 は 1つ ま た は そ
れ 以 上 の 試 薬 お よ び 当 業 者 に 周 知 の そ の 等 価 物 な ど を 含 む 。 特 別 の 明 確 な 定 め の な い 限 り
、 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 本 発 明 が 属 す る 技 術 分 野 の 当
業 者 に 一 般 的 に 理 解 さ れ て い る も の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 全 て の 刊 行 物 は 、 説 明 お よ び 開 示 の た め に (例 え ば 、 本 発 明 と 共 に 用
い ら れ 得 る 刊 行 物 に 記 載 の 方 法 の 説 明 お よ び 開 示 の た め に )参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入
れ ら れ る 。 前 記 で お よ び 本 文 全 体 を 通 し て 述 べ ら れ た 刊 行 物 は 、 単 に 、 本 願 の 出 願 日 前 の
刊 行 物 を 開 示 す る た め に 示 さ れ る 。 本 明 細 書 に は 、 本 発 明 者 ら が 、 先 行 す る 発 明 ゆ え に 、
こ の よ う な 開 示 に 先 行 す る 権 利 が な い こ と を 認 め る も の と し て 解 釈 さ れ る も の は 何 も な い
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 当 業 者 に 本 発 明 を 作 成 お よ び 使 用 す る 方 法 を 完 全 に 開 示 お よ び 説 明 す
る た め に 示 さ れ る が 、 本 発 明 と み な さ れ る も の の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 目 的 と し な い 。 使
用 さ れ る 数 値 （ 例 え ば 、 量 、 温 度 、 濃 度 な ど ） に 関 す る 精 度 を 保 証 す る よ う に 努 力 が な さ
れ た が 、 い く ら か の 実 験 誤 差 お よ び 偏 差 が 占 め ら れ る は ず で あ る 。 特 別 の 定 め の な い 限 り
、 部 は 重 量 部 で あ り 、 分 子 量 は 平 均 分 子 量 で あ り 、 温 度 は 摂 氏 で あ り 、 圧 力 は 大 気 圧 で あ
る か 、 ま た は 大 気 圧 に 近 い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ １ 】
【 図 １ Ａ 】 Nogo KOマ ウ ス の 疾 患 重 篤 度 の 低 下 は 野 生 型 C57BL/6対 照 と 比 較 し て 統 計 学 的 に
有 意 で な い 。
【 図 １ Ｂ 】 Nogo KOマ ウ ス の 死 亡 率 は 低 い 。
【 図 ２ 】 免 疫 用 抗 原 に 対 す る T細 胞 増 殖 応 答 の 評 価 。
【 図 ３ Ａ 】 Nogo-66ペ プ チ ド に よ る 免 疫 後 の 結 果 。
【 図 ３ Ｂ 】 Nogo-66ペ プ チ ド に よ る 免 疫 後 の 結 果 。
【 図 ３ Ｃ 】 他 の ミ エ リ ン ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 応 答 の 分 子 内 お よ び 分 子
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間 エ ピ ト ー プ ス プ レ ッ デ ィ ン グ 。
【 図 ４ 】 Nogo免 疫 に よ っ て 、 他 の ミ エ リ ン 自 己 抗 原 と 交 差 反 応 性 を 示 さ な い 特 異 的 T細 胞
応 答 が 発 生 す る 。
【 図 ５ 】 図 5A～ B。 T細 胞 に お け る CD25、 CD18、 CD40L、 CD62、 CD69、 CD28、 お よ び CTLA4e
の 細 胞 表 面 発 現 、 ま た は 樹 状 細 胞 に お け る CD80、 CD86、 CD40の 細 胞 表 面 発 現 は 、 Nogoで 免
疫 さ れ た 動 物 と 、 他 の ミ エ リ ン 抗 原 で 免 疫 さ れ た 動 物 の 間 で 違 い が な い 。
【 図 ６ Ａ 】 動 物 を 、 Nogoエ ピ ト ー プ 断 片 (特 に 、 Nogoペ プ チ ド 、 pNogo1-22ま た は pNogo45-
66)で 免 疫 し 、 養 子 移 入 の た め に 抗 原 特 異 的 T細 胞 株 (TCL)を 樹 立 し た 。 Nogo反 応 性 TCLを 与
え た SJLマ ウ ス は EAEを 誘 導 し な か っ た 。
【 図 ６ Ｂ 】 PLP139-151を 用 い た 免 疫 に よ っ て 、 SJL/Jマ ウ ス に お い て EAEが 誘 導 さ れ た 。 2
回 目 の 再 発 の ピ ー ク に 、 静 脈 内 投 与 に よ っ て 、 動 物 に PBS、 抗 p-Nogo1-22ま た は 抗 pNogo45
-66反 応 性 T細 胞 を 与 え た 。 Nogo反 応 性 T細 胞 を 与 え た 動 物 (特 に 、 抗 pNogo45-66 TCLを 与 え
た 動 物 )は 、 臨 床 ス コ ア の 統 計 的 に 有 意 な 低 下 を 示 し た 。 イ ン ビ ト ロ 増 殖 ア ッ セ イ に よ っ
て 、 PLP139-151反 応 性 T細 胞 お よ び Nogo反 応 性 T細 胞 が 両 方 と も 存 在 す る こ と が 証 明 さ れ た
。
【 図 ６ Ｃ 】 抗 Nogo TCLの 表 現 型 を 、 イ ン ビ ト ロ サ イ ト カ イ ン 産 生 ア ッ セ イ に よ っ て 調 べ た
。 抗 Nogo1-22お よ び 抗 Nogo45-66 TCLを 、 放 射 線 を 照 射 し た 同 系 の 抗 原 提 示 細 胞 の 存 在 下
で 特 異 的 抗 原 を 用 い て イ ン ビ ト ロ で 刺 激 し た 。 上 清 を 回 収 し 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 を ELISA
で 測 定 し た 。 抗 pNogo45-66 TCLは 、 多 量 の IL-4お よ び IL-10を 産 生 す る Th2表 現 型 を 示 し た
の に 対 し て 、 抗 pNogo1-22 TCLは 多 く の IFNγ を 産 生 し た 。
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