
(57)【要約】
　本発明は、特に炎症性疾患及び /又は自己免疫疾患を処置するための、ヒトＣＤ１６４
の細胞外ドメインを含む可溶性タンパク質の新規の治療上の使用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 の 処 置 及 び /又 は 予 防 の た め の 薬 剤 を 製 造 す る た め の
ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す
る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 が ：
a)　 配 列 番 号 １ 、 又 は
b)　 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の シ グ ナ ル 配 列 と 融 合 し て い る 配 列 番 号 １
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 可 溶 性 タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 １ の 活 性 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 又 は イ ソ 型 で あ る 、 請
求 項 1に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 可 溶 性 タ ン パ ク 質 が
a)　 MGC-24（ 配 列 番 号 ６ );又 は
b)　 下 記 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ イ ソ 型 ： Ｃ Ｄ １ ６ ４ － デ ル タ ４ （ 配 列 番 号 ４ )、 Ｃ Ｄ １ ６ ４ － デ
ル タ ５ （ 配 列 番 号 ５ )の い ず れ か の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 3に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 可 溶 性 タ ン パ ク 質 が グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る 、 請 求 項 1か ら 4ま で の い ず れ か 1項 に
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 可 溶 性 タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 位 置 の い ず れ か で グ リ コ シ ル 化 さ れ て
い る 、 請 求 項 5に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 可 溶 性 タ ン パ ク 質 が リ ン 酸 化 さ れ て い る 、 請 求 項 1か ら 6ま で の い ず れ か 1項 に 記 載
の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 可 溶 性 タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 位 置 の い ず れ か で リ ン 酸 化 さ れ て い る
、 請 求 項 7に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 可 溶 性 タ ン パ ク 質 が 、 ミ リ ス ト イ ル 化 さ れ て い る 、 請 求 項 1か ら 8ま で の い ず れ か 1
項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 可 溶 性 タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 位 置 の い ず れ か で ミ リ ス ト イ ル 化 さ れ
て い る 、 請 求 項 9に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 可 溶 性 タ ン パ ク 質 が 、 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1か ら 8ま で の い ず れ か
1項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 、 請 求 項 11に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ を 含 有 す る 、 請 求 項 11又 は 12に 記 載 の 使
用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 ２ で あ る 、 請 求 項 13に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fc領 域 を 含 む 、 請 求 項 11又 は 12に 記 載
の 使 用 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 可 溶 性 タ ン パ ク 質 が 、 活 性 誘 導 体 、 タ ン パ ク 質 分 解 抵 抗 性 修 飾 形 態 、 接 合 体 、 複 合
体 、 画 分 、 前 駆 体 及 び /又 は 塩 で あ る 、 請 求 項 1か ら 15ま で の い ず れ か 1項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 の 処 置 及 び /又 は 予 防 の た め の 薬 剤 を 製 造 す る た め の
ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す
る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 が ： 多 発 性 硬 化 症 、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 、 関 節 リ
ウ マ チ 、 若 年 性 突 発 性 関 節 炎 、 乾 癬 性 関 節 炎 、 骨 関 節 炎 、 脊 椎 関 節 症 、 炎 症 性 大 腸 炎 、 内
毒 素 血 、 ク ロ ー ン 病 、 ス テ ィ ル 病 、 ブ ド ウ 膜 炎 、 ヴ ェ グ ナ ー 肉 芽 腫 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 強
皮 症 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 壊 疽 性 膿 皮 症 、 多 発 性 筋 炎 、 皮 膚 筋 炎 、
心 筋 炎 、 乾 癬 、 全 身 性 硬 化 症 、 C型 肝 炎 、 ア レ ル ギ ー 、 ア レ ル ギ ー 性 炎 、 ア レ ル ギ ー 性 気
道 炎 症 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 (COPD)、 腸 間 膜 梗 塞 、 卒 中 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ア レ ル ギ ー 喘 息 、
気 管 支 喘 息 、 腸 間 膜 梗 塞 、 卒 中 、 線 維 症 、 虚 血 後 の 筋 肉 、 腎 臓 及 び 心 臓 の 炎 症 、 皮 膚 炎 、
糸 球 体 腎 炎 、 若 年 発 症 I型 糖 尿 病 、 過 敏 症 症 候 群 、 ウ ィ ル ス 性 又 は 急 性 肝 臓 疾 患 、 ア ル コ
ー ル 性 肝 不 全 、 結 核 、 敗 血 性 シ ョ ッ ク 、 HIV感 染 、 移 植 片 対 宿 主 病 (GVHD)、 及 び ア テ ロ ー
ム 性 動 脈 硬 化 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1か ら 17ま で の い ず れ か 1項 に 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 個 体 中 の １ 又 は 複 数 の サ イ ト カ イ ン の 発 現 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の
細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 可 溶
性 タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 を 前 記 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 個 体 中 の １ 又 は 複 数 の サ イ
ト カ イ ン の 発 現 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 、 TNF-α 、 IFN-γ 、 IL-2、 IL-4、 IL-5又 は IL-10で あ る 、 請 求 項 19
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 の 処 置 の た め に 、 医 薬 と し て 許 容 さ れ る １ 又 は 複 数
の 賦 形 剤 の 存 在 に お い て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と
８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 及 び 発 現 の イ ン ヒ ビ タ ー と し て の 化 合 物 の 特 性 を 同 定 し て 比 較 す る
た め の 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同
性 を 有 す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 ん で 成 る 、 ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 及 び 発 現 の イ ン ヒ ビ タ ー と し て の 化 合 物 の 特 性 を 同 定 し て 比 較 す る
た め の キ ッ ト で あ っ て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８
５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 ん で 成 る キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 炎 症 及 び 自 己 免 疫 疾 患 の 分 野 、 具 体 的 に は 、 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫
疾 患 を 予 防 及 び /又 は 処 置 す る の に 有 用 な 新 規 の タ ン パ ク 質 の 発 見 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 下 記 論 議 は 、 本 発 明 の 理 解 を 容 易 に す る よ う に 意 図 さ れ る も の で あ る が 、 し か し 従 来 技
術 が 本 発 明 と な る よ う に 意 図 又 は 容 認 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｃ Ｄ １ ６ ４ は 、 糖 タ ン パ ク 質 で あ る ム チ ン 様 受 容 体 又 は シ ア ロ ム チ ン の ス ー パ ー フ ァ ミ
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リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 シ ア ロ ム チ ン は 、 cDNAレ ベ ル 及 び ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で 限 ら れ た 類 似
性 を 示 す 50-3000kDの 膜 貫 通 型 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ム チ ン 様 発 現 型 タ ン パ ク 質 は 、 セ リ
ン 残 基 及 び ト レ オ ニ ン 残 基 に リ ン ク さ れ た 多 数 の O-グ リ コ シ ル 化 を 担 持 す る と い う 共 通 の
特 徴 を 有 し て お り 、 こ の こ と は 、 細 胞 間 又 は 細 胞 -細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 多 種 の 相 互 作 用
を 暗 示 す る 。 Oリ ン ク 型 側 鎖 の 高 密 度 ア レ イ は 、 細 胞 を 取 り 囲 む 多 糖 グ リ コ カ リ ッ ク ス を
超 え て 突 出 す る の に 十 分 に 、 ム チ ン 様 分 子 を 伸 ば す 拡 張 構 造 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ 、 そ し
て ま た 、 最 適 な 暴 露 及 び 極 め て 多 数 の 末 端 糖 に よ っ て も 特 徴 付 け ら れ る 。 構 造 的 構 成 並 び
に 負 電 荷 に よ っ て 、 細 胞 が ム チ ン の た め の 特 異 的 受 容 体 を 持 た な い 限 り (接 着 )、 ム チ ン 様
糖 タ ン パ ク 質 は 反 発 バ リ ア と し て 作 用 し う る 。 ム チ ン 受 容 体 の 機 能 は 、 細 胞 型 、 及 び コ ア
ム チ ン ・ ペ プ チ ド と 相 関 さ れ 、 ま た 、 グ リ コ シ ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 細 胞 特 異 的 発 現
と も 相 関 さ れ る 活 性 化 状 態 に 依 存 す る 。 こ れ ら の コ ア ム チ ン ・ ペ プ チ ド 及 び グ リ コ シ ル ・
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 細 胞 特 異 的 発 現 は 、 Oリ ン ク 型 オ リ ゴ 糖 側 鎖 の 構 造 及 び 提 示 、 膜 固
定 、 シ グ ナ ル 伝 達 能 力 、 及 び /又 は ム チ ン の 正 し い 細 胞 ド メ イ ン へ の 輸 送 を 調 節 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ は 、 マ ウ ス MGC-24v(M. musculus)及 び ラ ッ ト ・ エ ン ド リ ン (R.norvegicu
s)の オ ー ソ ロ グ で あ り 、 哺 乳 動 物 細 胞 の リ ソ ソ ー ム 及 び エ ン ド ソ ー ム 区 画 内 に 見 い だ さ れ
る 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 。 種 々 異 な る イ ソ 型 間 の 関 係 は 、 Ｃ Ｄ １ ６ ４ /エ ン ド リ ン の 機 能 上
重 要 な ド メ イ ン 及 び 細 胞 内 分 布 と と も に 記 載 さ れ て い る (Chan YH他 、 J Biol. Chem, 276:
2139-2152, 2001)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 そ の 自 然 の 状 態 に お い て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ は 、 2つ の 80-85kDaサ ブ ユ ニ ッ ト の ジ ス ル フ
ィ ド ・ リ ン ク 型 ホ モ ダ イ マ ー で あ る 。 Ｃ Ｄ １ ６ ４ は 高 グ リ コ シ ル 化 さ れ 、 O-及 び N-リ ン ク
型 グ リ カ ン の 両 方 を 含 有 す る 。 細 胞 外 領 域 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 内 (inter-disulphide)架 橋 を
含 有 す る 非 ム チ ン ・ ド メ イ ン に よ っ て リ ン ク さ れ た 2つ の ム チ ン ・ ド メ イ ン (I及 び II)、 並
び に 、 成 長 因 子 及 び サ イ ト カ イ ン 受 容 体 に お い て 既 に 判 明 し て い る コ ン セ ン サ ス ・ パ タ ー
ン に 似 た シ ス テ イ ン に 富 む モ チ ー フ か ら 成 っ て い る 。 Ｃ Ｄ １ ６ ４ は ま た 、 エ ン ド ソ ー ム 及
び リ ソ ソ ー ム に 対 し て タ ン パ ク 質 を タ ー ゲ ッ ト す る こ と が で き る C末 端 モ チ ー フ (す な わ ち
YHTL)を 含 む 、 シ ン グ ル ・ パ ス 膜 貫 通 型 ド メ イ ン と 13ア ミ ノ 酸 細 胞 内 領 域 と を 含 有 し て い
る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ヒ ト 染 色 体 6q21上 に 位 置 す る 単 一 ゲ ノ ム 転 写 ユ ニ ッ ト か ら 、 6つ の 真 正 エ ク ソ ン を 選 択
的 ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ り 、 4つ の ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４  mRNA種 が 生 じ る こ と が 記 載 さ れ
て い る (Zannettino A, J Biol Regul Homeost Agent, 15: 394-396, 2001; Watt及 び Chan
, Leuk Lymph, 37(: 1-25. 2000)。 お そ ら く 、 4つ の 選 択 的 プ ロ モ ー タ ー と 、 非 オ ー バ ー
ラ ッ プ 性 の 選 択 的 な 最 後 の 2つ の エ ク ソ ン と 、 常 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ る わ け で は な い 1つ
の 内 部 イ ン ト ロ ン と が あ る 。 主 要 な Ｃ Ｄ １ ６ ４ (E1-6)イ ソ 型 は 、 178ア ミ ノ 酸 の I型 膜 貫 通
型 糖 タ ン パ ク 質 を 表 す 。 既 述 の 他 の イ ソ 型 は 、 178ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る シ ア ロ ム チ ン Ｃ Ｄ
１ ６ ４ 又 は Ｃ Ｄ １ ６ ４ イ ソ 型 デ ル タ ５ ； 184残 基 の Ｃ Ｄ １ ６ ４ イ ソ 型 デ ル タ ４ ； 膜 貫 通 固
定 モ チ ー フ を 欠 き 189残 基 を 有 す る 、 MGC-24(24kDの マ ル チ -グ リ コ シ ル 化 型 コ ア タ ン パ ク
質 に 対 応 ） と 呼 ば れ る 、 200kDの 主 に 可 溶 性 の イ ソ 型 で あ る 。 全 て の イ ソ 型 は O-及 び N-リ
ン ク 型 グ リ コ シ ル 化 部 位 を 有 す る 高 グ リ コ シ ル 化 型 タ ン パ ク 質 で あ る (図 1)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 機 能 は 、 造 血 先 駆 細 胞 の 接 着 の 媒 介 又 は 調 整 、 並 び に 、 成 長 及 び /又 は 分
化 の 負 の 調 整 を 含 む 。 Ｃ Ｄ １ ６ ４ は 通 常 、 CD34+及 び CD34lo/-造 血 幹 細 胞 、 並 び に 付 随 す
る ミ ク ロ 環 境 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る (Watt他 、 Blood, 92: 849-866, 1998)。 Ｃ Ｄ １ ６ ４
は ま た 、 関 連 す る 脊 髄 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 及 び 赤 血 球 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 に よ っ て 、 脊 髄 間 質
細 胞 及 び 内 皮 細 胞 上 、 リ ン パ 球 上 に 弱 く 、 そ し て 間 葉 幹 細 胞 上 に 発 現 さ れ る 。 Ｃ Ｄ １ ６ ４
は 、 ヒ ト CD34+細 胞 が 脊 髄 間 質 細 胞 に 接 着 す る の を 容 易 に す る こ と に よ り 、 そ し て 、 CD34+
及 び CD38lo/-造 血 先 駆 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る こ と に よ り 、 造 血 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た
す こ と が で き 、 有 力 な シ グ ナ ル 伝 達 分 子 と し て 作 用 す る (Zannettino他 、 Blood, 92:2613-
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2628, 1998)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ ら の 効 果 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAbs) 105A5及 び 103B2/9E10に よ っ て 認 識 さ れ る
Ｃ Ｄ １ ６ ４ ク ラ ス I及 び /又 は エ ピ ト ー プ を 伴 う 。 エ ピ ト ー プ は 炭 水 化 物 依 存 性 で あ り 、 N
末 端 ム チ ン ・ ド メ イ ン I上 に 配 置 さ れ る (Watt他 、 Blood, 95, 3113-3124, 2000; Doyonnas
他 、 J. Immunol, 165: 840-851, 2000)。 造 血 細 胞 と 、 近 接 し た ミ ク ロ 環 境 内 の 間 質 /内 皮
細 胞 と の 相 互 作 用 は 、 造 血 幹 細 胞 の 自 己 再 生 、 静 止 、 関 与 及 び 移 動 を 調 整 す る 上 で 極 め て
重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 相 互 作 用 は 、 接 着 受 容 体 と 、 こ れ ら の 同 起 源 リ ガ ン ド
と 、 サ イ ト カ イ ン と の 間 の 協 働 を 伴 う 。 Ig、 イ ン テ グ リ ン 、 カ ド ヘ リ ン 、 及 び ム チ ン 様 タ
ン パ ク 質 群 を 含 む 細 胞 接 着 分 子 (CAMS)の 範 囲 が 、 こ れ ら の プ ロ セ ス に 関 与 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 in vitroの Ｃ Ｄ １ ６ ４ は 、 筋 原 性 分 化 に お け る 役 割 を 示 し た (Lee他 、 Mol Cell Biol, 2
1:7696-7706, 2001)。 筋 芽 細 胞 系 に お け る Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 過 剰 発 現 は 、 分 化 の 生 化 学 マ ー カ
ー の 発 現 を 加 速 し 、 多 核 筋 管 の 形 成 を 促 進 し た の に 対 し て 、 ア ン チ セ ン ス Ｃ Ｄ １ ６ ４ 又 は
C164の 可 溶 性 細 胞 外 領 域 は 、 筋 形 成 を 阻 害 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 可 溶 性 MGC-24の ピ ー ナ ッ ツ 凝 集 素 (PNA)は 、 多 く の 癌 腫 内 で 発 現 さ れ る 腫 瘍 関 連 炭 水 化
物 マ ー カ ー を 示 す 。 総 MGC-24 mRNAは 、 ヒ ト 結 腸 直 腸 癌 腫 に お い て 、 正 常 な 隣 接 す る 粘 膜
組 織 と 比 較 し て 低 い レ ベ ル で 見 い だ さ れ た (Matsui他 、 J Biochem, 127: 1103-1107, 2000
)。 癌 腫 に よ る リ ン パ 管 侵 襲 が 、 結 腸 癌 腫 に お け る 低 レ ベ ル の MGC-24 mRNAと 相 関 し て い る
の に 対 し て 、 高 レ ベ ル の MGC-24 mRNAが 相 関 す る 静 脈 浸 潤 及 び 遠 隔 転 移 は よ り 少 な か っ た
。 Ｃ Ｄ １ ６ ４ に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 癌 の 診 断 又 は 処 置 、 及 び 造 血 阻 害 に
有 用 で あ る こ と を 証 明 す る こ と が で き た (欧 州 特 許 第 889054号 明 細 書 、 同 第 761814号 明 細
書 )。
【 ０ ０ １ １ 】
　 そ の 他 の Ｃ Ｄ １ ６ ４ 様 タ ン パ ク 質 が 開 示 さ れ て い る が (NOV25、 国 際 公 開 第 02/098917号
パ ン フ レ ッ ト ； 配 列 番 号 ７ ８ ５ ２ 、 欧 州 特 許 第 1033401号 明 細 書 ； 図 1)、 こ れ ら の 生 物 学
的 特 性 は 分 析 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
発 明 の 概 要
　 驚 く べ き こ と に 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質
が 、 通 常 コ ン カ ナ バ リ ン Aの よ う な 物 質 で 刺 激 さ れ る と サ イ ト カ イ ン を 生 成 す る 細 胞 内 の
サ イ ト カ イ ン (つ ま り イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 、 IL-2、 IL-4、 IL-5、 IL-10及 び TNF-α )の 発 現
に 対 す る 阻 害 効 果 を 有 す る こ と が 見 い だ さ れ た 。 さ ら に 、 Ｃ Ｄ １ ６ ４ の こ の 可 溶 性 フ ラ グ
メ ン ト は 、 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 に 該 当 す る 動 物 モ デ ル に お け る 関 連 生 理 学
的 応 答 (例 え ば リ ン パ 球 又 は マ ク ロ フ ァ ー ジ の 移 動 )を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 従 っ て 、 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 の 処 置 用 及 び /又 は 予 防 用 の 薬 剤 を 製 造 す る
た め に 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 配 列
を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の い ず れ か
を 含 む 医 薬 組 成 物 は 、 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 の 処 置 及 び /又 は 予 防 に 適 し て お
り 、 そ し て 一 般 に は 、 サ イ ト カ イ ン の 発 現 を 阻 害 す る た め に 個 体 に 投 与 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 及 び 利 点 は 下 記 詳 細 な 説 明 か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ５ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ )が 、 コ ン
カ ナ バ リ ン A(ConA)の よ う な 物 質 で こ れ ら の 細 胞 を 刺 激 す る の に 続 い て 生 じ る 、 こ れ ら の
細 胞 に お け る 種 々 の サ イ ト カ イ ン (つ ま り イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 、 IL-2、 IL-4、 IL-5、 IL-1
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0及 び TNF-α )の 発 現 に 対 し て 阻 害 効 果 を 有 す る こ と が 見 い だ さ れ た 。 こ の タ ン パ ク 質 配 列
の 治 療 上 の 有 用 性 が 、 疾 患 用 の 動 物 モ デ ル に お い て さ ら に 確 認 さ れ 、 こ の 可 溶 性 タ ン パ ク
質 は 、 有 益 な in vivoの 生 物 学 的 特 性 、 例 え ば リ ン パ 球 移 動 の 低 減 又 は MBP(ミ エ リ ン 塩 基
性 タ ン パ ク 質 )特 異 的 T細 胞 増 殖 の 阻 害 を 示 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン は 可 溶 性 タ ン パ ク 質 と し て 分 子 の 残 り か ら 単 離 さ れ る
と 、 サ イ ト カ イ ン の 発 現 、 あ る い は 自 己 免 疫 疾 患 及 び /又 は 炎 症 性 疾 患 に 関 連 す る 任 意 の
そ の 他 の 現 象 に 対 し て 何 ら か の 効 果 を 有 す る と い う 指 摘 は 、 従 来 技 術 に は な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 主 な 目 的 は 、 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 障 害 の 処 置 及 び /又 は 予 防 の た め の
薬 剤 を 製 造 す る た め の ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５
％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 使 用 に あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に 基 づ い て 使 用 す る こ と が で き る 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 中 で 、 最 も 好 ま し い 可 溶 性
タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ )、 又 は ヒ ト Ｃ
Ｄ １ ６ ４ の シ グ ナ ル 配 列 と 融 合 し て い る こ の 配 列 番 号 １ の 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に 基 づ い て 使 用 す る こ と が で き る 他 の 好 ま し い 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 １
の 活 性 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 又 は イ ソ 型 の 形 態 の 配 列 番 号 １ の 変 異 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有
す る ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の イ ソ 型 は 文 献 公 知 で あ る (Chan YH他 、 J Biol Chem, 276: 2139-215
2, 2001； 図 1)。 MGC-24（ 配 列 番 号 ６ ） と 呼 ば れ る こ れ ら の イ ソ 型 の う ち の 1つ は 、 機 能 性
膜 貫 通 型 ド メ イ ン を 欠 い て い る た め 可 溶 性 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 一 方 、 Ｃ Ｄ １ ６ ４ －
デ ル タ ４ （ 配 列 番 号 ４ )及 び Ｃ Ｄ １ ６ ４ － デ ル タ ５ （ 配 列 番 号 ５ ） と 呼 ば れ る 他 の 2つ は 膜
貫 通 型 ド メ イ ン を ま だ 保 存 し て い る 。 従 っ て こ れ ら の 後 者 の 膜 結 合 型 イ ソ 型 の 細 胞 外 ド メ
イ ン の 成 熟 形 態 は 、 本 発 明 に 従 い 有 用 で あ る と 考 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 「 可 溶 性 タ ン パ ク 質 」 と し て は 、 本 発 明 は 、 細 胞 膜 内 へ 組 み 込 ま せ る 配 列 、 例 え ば ヒ ト
完 全 長 Ｃ Ｄ １ ６ ４ 内 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 含 有 し な い タ ン パ ク 質 配 列 を 意 図 す る 。 従 っ て 、
こ れ ら の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る と 、 細 胞 内 に 局 在 化 さ れ る か 、 又
は 好 ま し く は シ グ ナ ル 配 列 に 融 合 さ れ る 場 合 に は 細 胞 外 空 間 内 に 分 泌 さ れ る こ と が 予 期 さ
れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有
す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 文 献 公 知 で あ る が (Lee YN他 、 Mol Cell Biol, 21:769
6-7706, 2001)、 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 及 び /又 は 予 防 す る た め の 何 ら
か の 有 用 性 は 指 摘 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 障 害 を 処 置 及 び /又 は 予 防 す る の に 有 用 な も の と し て 、 本
発 明 に お い て 定 義 さ れ た 可 溶 性 タ ン パ ク 質 配 列 は 、 同 様 の 特 性 を 有 す る か 又 は 有 す る と 思
わ れ る い か な る そ の 他 の ヒ ト 配 列 と も 明 確 に 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 国 際 公 開 第 02/098917号 パ ン フ レ ッ ト に は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形
態 （ 配 列 番 号 １ ） と 80%の 相 同 性 を 有 す る 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 NOV25（ 配 列 番 号 ８ :図 1B)
が 開 示 さ れ て お り 、 ま た こ れ が 自 己 免 疫 疾 患 を 含 む 種 々 の 疾 患 に お い て 有 用 で あ り 得 る と
示 唆 さ れ て い る 。 し か し 、 こ の 使 用 は 推 論 的 に す ぎ ず 、 さ ら に こ の 文 献 は 、 細 胞 膜 上 に 局
在 化 し て い る と 予 測 さ れ る 、 こ の タ ン パ ク 質 の 潜 在 的 な 細 胞 外 ド メ イ ン か ら 単 離 す る こ と
が で き る 可 溶 性 フ ラ グ メ ン ト の 治 療 上 の 有 用 性 を 認 識 し て い な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 欧 州 特 許 第 1033401号 明 細 書 に 開 示 さ れ た タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ７ 582)は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １
６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 と 同 一 の 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ;図 1B)を 含 む 。 任 意 の 種 類 の
疾 患 の 医 療 に お い て こ の タ ン パ ク 質 を 治 療 上 使 用 す る こ と が 示 唆 さ れ て は い る も の の 、 こ
の 文 献 も ま た 、 こ の タ ン パ ク 質 の 潜 在 的 な 細 胞 外 ド メ イ ン か ら 単 離 す る こ と が で き る 可 溶
性 フ ラ グ メ ン ト の 治 療 上 の 有 用 性 を 認 識 し て い な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ )の 配 列 と 比 較 し
た 場 合 に 、 こ の 配 列 と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 、 前 記 成 熟 形 態 の 任 意 の 変 異 体 で あ っ
て 、 実 施 例 で 提 示 す る ア ッ セ イ の い ず れ か に よ り 、 配 列 番 号 １ と 比 較 し て 活 性 が 同 程 度 で
あ る か 又 は 場 合 に よ っ て は 増 大 し て お り 、 し か も 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 の 使 用 及 び 方 法 の
い ず れ か に 関 し て 許 容 さ れ る よ う に な っ て い る 変 異 体 を 「 活 性 」 で あ る と 定 義 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 同 等 の 」 活 性 と は 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 変 異 体 に 関 し て 記 載 さ れ た ア ッ セ イ の い ず れ
か に お い て 測 定 さ れ た 活 性 が 、 配 列 番 号 １ に よ っ て 定 義 さ れ た 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 使 用 し
て 測 定 さ れ た 活 性 と 少 な く と も 同 じ 規 模 で あ り 、 ま た 好 ま し く は 、 前 記 活 性 の 75%、 80%、
85%、 90%、 95%、 96%、 97%、 98%、 99%、 又 は 100%で あ り 、 そ し て 前 記 活 性 の 101%以 下 、 102
%以 下 、 103%以 下 、 104%以 下 、 105%以 下 、 110%以 下 、 115%以 下 、 120%以 下 又 は 125%以 下 で
あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 増 大 し た 」 活 性 と は 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 変 異 体 に 関 し て 記 載 さ れ た ア ッ セ イ の い ず
れ か に お い て 測 定 さ れ た 活 性 が 、 配 列 番 号 １ に よ っ て 定 義 さ れ た 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 使 用
し て 測 定 さ れ た 活 性 の 少 な く と も 125%、 130%、 135%、 140%、 145%、 150%、 155%、 160%、 17
0%、 180%、 190%、 200%、 225%、 250%、 275%、 300%、 325%、 350%、 375%、 400%、 450%又 は 50
0%で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 し た 用 語 「 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 」 は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ
ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 任 意 の 配 列 で あ っ て 、 配 列 番
号 １ に お け る １ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 挿 入 、 欠 失 及 び /又 は 置 換 に よ り 生 成 す る こ と
が で き る 配 列 を 意 味 す る 。 類 似 の 活 性 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 オ ー ソ ロ ガ ス ・ タ ン パ ク 質
(Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 共 通 の 祖 先 か ら 進 化 し た 、 ヒ ト 以 外 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る )に 対 応
す る も の 、 又 は ヒ ト ・ ゲ ノ ム に お け る 多 形 に 由 来 す る も の の よ う に 、 天 然 型 で あ っ て よ っ
て よ い 。 ヌ ク レ オ チ ド 置 換 の 結 果 １ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 変 化 が 生 じ る 場 合 、 好 ま し い 可 溶
性 タ ン パ ク 質 は 、 １ 又 は 複 数 の 抗 炎 症 及 び /又 は 抗 自 己 免 疫 に 関 連 す る 活 性 を 保 持 す る タ
ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 或 い は 、 こ れ ら の 配 列 は 、 合 成 型 又 は 人 工 的 で あ る 。 合 成 型 配 列 又 は 人 工 的 配 列 は 、 周
知 の 化 学 合 成 、 組 換 え DNA技 術 、 部 位 特 定 型 突 然 変 異 誘 発 、 又 は こ れ に 適 し た そ の 他 の 任
意 の 技 術 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 実 質 的 に 対 応 す る 突 然 変 異 型
又 は 短 縮 型 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド か ら 成 る 有 限 集 合 を 提 供 す る 。 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ
プ チ ド は 、 従 来 技 術 及 び 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 提 供 さ れ た 教 示 内 容 を 用 い て 当 業 者 に よ
っ て 日 常 的 に 獲 得 し て 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ れ ら の 活 性 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 の 好 ま し い 変 化 が 、 「 保 存 的 」 又 は 「 安 全 」 置 換 と し
て 一 般 に 知 ら れ て い る 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 十 分 に 類 似 し た 化 学 特 性 を 有 す る こ と に
よ り 、 分 子 の 構 造 及 び 生 物 学 的 機 能 を 保 存 す る ア ミ ノ 酸 と の 置 換 で あ る 。 特 に ア ミ ノ 酸 の
挿 入 又 は 欠 失 が 数 個 の ア ミ ノ 酸 、 例 え ば 10個 未 満 及 び 好 ま し く は 3つ 未 満 の ア ミ ノ 酸 を 伴
う の に す ぎ ず 、 そ し て タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド の 機 能 的 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に と っ て 重 要
な ア ミ ノ 酸 を 除 去 又 は 置 換 す る の で は な い 場 合 に 、 配 列 の 機 能 を 変 化 さ せ る こ と な し に 、
挿 入 及 び 欠 失 を 上 記 配 列 に お い て 行 う こ と も で き る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 天 然 型 タ ン パ ク 質 の 配 列 及 び /又 は 構 造 に 関 す る 統 計 学 的 及 び 物 理 化 学 的 な 研 究 に 基 づ
い て 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 選 択 す る こ と が で き る 多 く の モ デ ル が 、 文 献 に よ っ て 提 供 さ れ
て い る (Rogov SI及 び Nekrasov AN, Protein Eng, 14: 459-463, 2001)。 ア ミ ノ 酸 の 特 異
的 な 部 分 集 合 を 使 用 す る と 、 折 り 畳 み 可 能 な 活 性 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る こ と が で き 、 タ ン
パ ク 質 構 造 内 に よ り 容 易 に 収 容 す る こ と が で き る ア ミ ノ 酸 「 同 義 」 置 換 の 分 類 を 助 け る こ
と が 、 タ ン パ ク 質 デ ザ イ ン 試 験 で 判 っ た (Murphy LR他 、 Protein Eng, 13:149-52, 2000)
。 同 義 ア ミ ノ 酸 基 及 び よ り 好 ま し い 同 義 基 は 、 表 Iに お い て 定 義 さ れ る 基 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 或 い は 、 機 能 に と っ て 必 須 の 本 発 明 の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 中 の ア ミ ノ 酸 は 、 当 業 者 に 知 ら
れ た 方 法 、 例 え ば 部 位 特 定 型 突 然 変 異 誘 発 又 は ア ラ ニ ン 走 査 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 同 定 す
る こ と も で き る (例 え ば Cunningham他 、 Science, 244:1081-5, 1989)。 特 に 興 味 深 い の は
、 荷 電 型 ア ミ ノ 酸 を 、 強 く 望 ま れ る 改 善 さ れ た 特 徴 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 凝 集 が 減
少 さ れ た タ ン パ ク 質 を 生 成 す る こ と が で き る 他 の 荷 電 型 ア ミ ノ 酸 又 は 中 性 ア ミ ノ 酸 と 置 換
す る こ と で あ る 。 凝 集 は 活 性 を 低 減 す る だ け で は な く 、 医 薬 製 剤 又 は 生 理 学 的 に 許 容 さ れ
る 製 剤 を 調 製 す る と き に 問 題 を は ら む お そ れ も あ る 。 な ぜ な ら ば 、 凝 集 体 は 免 疫 原 性 で あ
り 得 る か ら で あ る (Cleland他 、 Crit Rev Ther Drug Carrier Syst, 10: 307-77, 1993)。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 使 用 の た め に 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 得 る の に 使 用 す る こ と
が で き る タ ン パ ク 質 に お け る ア ミ ノ 酸 置 換 生 成 の 他 の 例 は 、 米 国 特 許 第 4,959,314号 、 同
第 4,588,585号 、 4,737,462号 、 同 第 5,116,943号 、 同 第 4,965,195号 、 同 第 4,879,111号 、
同 第 5,017,691号 、 及 び 同 第 4,904,584号 の 各 明 細 書 に 提 供 さ れ て い る よ う な 、 任 意 の 周 知
の 方 法 ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 或 い は 、 活 性 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 哺 乳 動 物 に 投 与 さ れ た と き に 前 記 可 溶 性 タ ン パ ク
質 の 免 疫 原 性 を 低 減 す る 配 列 変 化 か ら 生 じ る こ と も で き る 。 文 献 は こ れ ら の 配 列 変 化 に 関
す る 多 く の 例 を 提 供 し て い る 。 こ れ ら の 配 列 変 化 は こ の 範 囲 で デ ザ イ ン し て 導 入 す る か 、
又 は 特 に 治 療 タ ン パ ク 質 が ヒ ト 以 外 、 哺 乳 動 物 以 外 又 は 天 然 型 タ ン パ ク 質 以 外 で あ る と き
に は 、 治 療 タ ン パ ク 質 の 安 全 且 つ 効 果 的 な 投 与 を 可 能 に す る そ の 他 の 機 能 的 最 適 化 の た め
に 、 デ ザ イ ン し て 導 入 す る こ と が で き る (Vasserot AP他 、 Drug Disc Today, 8: 118-126,
 2003; Marshall SA他 、 Drug Disc Today, 8:212-221, 2003; Schellekens H, Nat Rev D
rug Disc, 1: 457-462, 2002, Gendel SM, Ann NY Acad SCI, 964; 87-98, 2002; Graddi
s TJ他 、 Curr Pharm Biotechnol, 3: 285-97, 2002； 国 際 公 開 第 03/104263号 ； 同 第 03/00
6047号 ； 第 02/98454号 ； 同 第 02/96454号 ； 同 第 02/79415号 ； 同 第 02/79232号 ； 同 第 02/665
14号 ； 同 第 01/40281号 ； 同 第 98/52976号 ； 同 第 96/40792号 ； 同 第 94/11028号 の 各 パ ン フ レ
ッ ト )。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 特 に ア ミ ノ 酸 の 挿 入 又 は 欠 失 が 数 個 の ア ミ ノ 酸 、 例 え ば 30個 未 満 及 び 好 ま し く は 10個 未
満 の ア ミ ノ 酸 を 伴 う の に す ぎ ず 、 そ し て 機 能 的 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に と っ て 重 要 な ア ミ ノ
酸 、 例 え ば シ ス テ イ ン 又 は プ ロ リ ン を 除 去 又 は 置 換 す る の で は な い 場 合 に 、 配 列 の 機 能 を
変 化 さ せ る こ と な し に 、 挿 入 及 び 欠 失 を 上 記 配 列 に お い て 行 う こ と も で き る こ と は 明 ら か
で あ る 。 こ れ ら の 変 化 は 、 ア ミ ノ 末 端 又 は カ ル ボ キ シ 末 端 で 発 生 す る か 、 或 い は 配 列 内 の
残 基 の 間 に 個 別 に 散 在 し て い る か 又 は 配 列 内 部 の １ 又 は 複 数 の 連 続 的 な 基 内 に 散 在 し て い
る 、 こ れ ら の 末 端 位 置 間 の い ず れ か の 場 所 で 発 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 実 際 問 題 と し て 、 任 意 の 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド が ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟
形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と 相 同 の パ ー セ ン テ ー ジ で あ る か ど う か を 、 周 知 の コ ン ピ ュ ー タ ・ プ
ロ グ ラ ム を 従 来 通 り に 用 い て 見 極 め る こ と が で き る 。 こ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム 及 び プ ロ グ
ラ ム の 一 例 と し て は 、 TBLASTN、 BLASTP、 FASTA、 TFASTA及 び CLUSTALW(Pearson及 び Lipman
、 (1988)Proc Natl Acad Sci USA 85(8):2444-8; Altschul他 (1990)、 J Mol Biol 215(3)
:403-410； Thompson他 (1994)、 Nucleic Acids Res 22(2):4673-4680; Higgins他 (1996) M
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eth Enzymol 266:383-402; Altschul他 (1997) Nuc Acids Res 25:3389-3402; Altschul他
(1993) Nature Genetics 3:266-272)が 挙 げ ら れ る 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 タ ン
パ ク 質 及 び 核 酸 の 配 列 相 同 性 は 、 ベ ー シ ッ ク ・ ロ ー カ ル ・ ア ラ イ ン メ ン ト ・ サ ー チ ・ ツ ー
ル (「 BLAST」 )を 用 い て 評 価 さ れ る 。 こ れ は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る (例 え ば Karlin及 び
Altschul(1990) Proc Natl Acad Sci USA 87(6):2264-8； Altschul他 、 1990, 1993, 1997
(全 て 前 出 )参 照 )。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 ク エ リ ー ・ ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 配 列 と 、 好 ま し く は タ ン パ ク 質 又 は
核 酸 配 列 デ ー タ ベ ー ス か ら 得 ら れ る 試 験 配 列 と の 間 の 、 本 明 細 書 中 で 「 高 ス コ ア リ ン グ ・
セ グ メ ン ト ペ ア 」 と 呼 ば れ る 類 似 セ グ メ ン ト を 同 定 す る こ と に よ り 、 相 同 配 列 を 同 定 す る
。 高 ス コ ア リ ン グ ・ セ グ メ ン ト ペ ア は 好 ま し く は 、 ス コ ア リ ン グ ・ マ ト リ ッ ク ス に よ っ て
同 定 (す な わ ち ア ラ イ ン メ ン ト )さ れ る 。 ス コ ア リ ン グ ・ マ ト リ ッ ク ス の 多 く が 当 業 者 に 知
ら れ て い る 。 好 ま し く は 、 使 用 さ れ る ス コ ア リ ン グ ・ マ ト リ ッ ク ス は 、 BLOSUM62マ ト リ ッ
ク ス で あ る (Gonnet他 、 (1992) Science 256(5062):1443-5; Henikoff及 び Henikoff(1993)
 Proteins 17(1):49-61参 照 )。 余 り 好 ま し く は な い が 、 PAM又 は PAM250マ ト リ ッ ク ス を 使
用 す る こ と も で き る (例 え ば Schwartz及 び Dayhoff編 (1978) Matrices for Detecting Dist
ance Relationships: Atlas of Protein Sequence and Structure, Washington: Nationa
l Biomedical Research Foundation参 照 )。 BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 同 定 さ れ た 全 て の 高 ス コ
ア リ ン グ ・ セ グ メ ン ト ペ ア の 統 計 的 有 意 性 を 評 価 し 、 そ し て 好 ま し く は ユ ー ザ ー 指 定 有 意
性 閾 値 、 例 え ば ユ ー ザ ー 指 定 パ ー セ ン ト 相 同 性 を 満 た す セ グ メ ン ト を 選 択 す る 。 好 ま し く
は 、 高 ス コ ア リ ン グ ・ セ グ メ ン ト ペ ア の 統 計 的 有 意 性 は 、 Karlinの 統 計 的 有 意 性 の 式 を 用
い て 評 価 さ れ る (例 え ば Karlin及 び Altschul(1990) Proc Natl Acad Sci USA 87(6):2264-
8参 照 )。 BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 デ フ ォ ル ト ・ パ ラ メ ー タ ー 又 は ユ ー ザ ー に よ っ て 提 供 さ れ
た 改 変 パ ラ メ ー タ ー と 共 に 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は パ ラ メ ー タ ー は デ フ ォ ル ト
・ パ ラ メ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 グ ロ ー バ ル 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト と も 呼 ば れ る 、 ク エ リ ー 配 列 (本 発 明 の 配 列 ） と 対 象 配
列 と の 間 の 最 良 の 全 体 的 マ ッ チ を 見 極 め る 好 ま し い 方 法 は 、 Brutlag他 (1990) Comp. App.
 Biosci. 6:237-245の ア ル ゴ リ ズ ム に 基 づ い て FASTDBコ ン ピ ュ ー タ ・ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し
て 行 う こ と が で き る 。 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に お い て 、 ク エ リ ー 配 列 及 び 対 象 配 列 は 両 方 と
も ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 前 記 グ ロ ー バ ル 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 結 果 は パ ー セ ン ト 同 一 性 で
表 さ れ る 。 FASTDBア ミ ノ 酸 ア ラ イ ン メ ン ト に お い て 使 用 さ れ る 好 ま し い パ ラ メ ー タ ー は ：
マ ト リ ッ ク ス =PAM 0、 k-タ プ ル =2、 ミ ス マ ッ チ ・ ペ ナ ル テ ィ =1、 ジ ョ イ ニ ン グ ・ ペ ナ ル テ
ィ =20、 ラ ン ダ ム 化 グ ル ー プ =25、 長 さ =0、 カ ッ ト オ フ ・ ス コ ア =1、 ウ ィ ン ド ウ ・ サ イ ズ =
配 列 長 、 ギ ャ ッ プ ・ ペ ナ ル テ ィ =5、 ギ ャ ッ プ ・ サ イ ズ ・ ペ ナ ル テ ィ =0.05、 ウ ィ ン ド ウ ・
サ イ ズ =247又 は 対 象 ア ミ ノ 酸 配 列 長 の い ず れ か 短 い 方 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 対 象 配 列 が 、 内 部 欠 失 で は な く N末 端 又 は C末 端 の 欠 失 に よ り 、 ク エ リ ー 配 列 よ り も 短 い
場 合 、 パ ー セ ン ト 同 一 性 で 表 さ れ る 結 果 は マ ニ ュ ア ル で 補 正 さ れ な け れ ば な ら な い 。 な ぜ
な ら ば 、 FASTDBプ ロ グ ラ ム は 、 グ ロ ー バ ル ・ パ ー セ ン ト 同 一 性 を 計 算 す る と き に 対 象 配 列
の N末 端 及 び C末 端 の 切 断 を 計 上 し な い か ら で あ る 。 ク エ リ ー 配 列 に 対 し て 、 N末 端 及 び C末
端 で 切 断 さ れ た 対 象 配 列 の 場 合 、 パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 対 応 対 象 残 基 と マ ッ チ ン グ /ア ラ
イ ン メ ン ト さ れ な い 、 対 象 配 列 の N末 端 及 び C末 端 で あ る ク エ リ ー 配 列 の 残 基 の 数 を 、 ク エ
リ ー 配 列 の 総 塩 基 の パ ー セ ン ト と し て 計 算 す る こ と に よ り 、 補 正 さ れ る 。 残 基 が マ ッ チ ン
グ /ア ラ イ ン メ ン ト さ れ る か ど う か は 、 FASTDB配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 結 果 に よ っ て 見 極 め
ら れ る 。 次 い で こ の パ ー セ ン テ ー ジ を パ ー セ ン ト 同 一 性 か ら 差 し 引 き 、 指 定 パ ラ メ ー タ ー
を 使 用 し て 上 記 FASTDBプ ロ グ ラ ム に よ っ て 計 算 す る こ と に よ り 、 最 終 パ ー セ ン ト 同 一 性 ス
コ ア に 達 す る 。 こ の 最 終 パ ー セ ン ト 同 一 性 ス コ ア は 、 本 発 明 の 目 的 に 使 用 さ れ る も の で あ
る 。 ク エ リ ー 配 列 と マ ッ チ ン グ /ア ラ イ ン メ ン ト さ れ な い 対 象 配 列 の N末 端 及 び C末 端 寄 り
の 残 基 だ け 、 す な わ ち 対 象 配 列 の 最 も 遠 い N末 端 及 び C末 端 の 外 側 の ク エ リ ー ア ミ ノ 酸 残 基
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だ け が 、 パ ー セ ン ト 同 一 性 ス コ ア を マ ニ ュ ア ル 調 節 す る 目 的 で 考 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 例 え ば 、 90ア ミ ノ 酸 残 基 の 対 象 配 列 を 100残 基 の ク エ リ ー 配 列 と ア ラ イ ン メ ン ト す る こ
と に よ り 、 パ ー セ ン ト 同 一 性 を 見 極 め る 。 欠 失 は 対 象 配 列 の N末 端 で 発 生 し 、 従 っ て FASTD
Bア ラ イ ン メ ン ト は 、 N末 端 で 第 1残 基 と マ ッ チ ン グ /ア ラ イ ン メ ン ト し な い 。 10個 の 不 対 残
基 は 配 列 の 10%(マ ッ チ ン グ さ れ な い N及 び C末 端 に お け る 残 基 の 数 /ク エ リ ー 配 列 内 の 総 残
基 数 )な の で 、 FASTDBプ ロ グ ラ ム に よ っ て 計 算 さ れ た パ ー セ ン ト 同 一 性 ス コ ア か ら 10%を 差
し 引 く 。 残 る 90残 基 が 完 全 に マ ッ チ ン グ さ れ る の な ら ば 、 最 終 パ ー セ ン ト 同 一 性 は 90%に
な る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 用 及 び /又 は 予 防 用
の 薬 剤 を 製 造 す る た め に 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と
８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 形 態 を 使 用 す る こ
と が で き る 。 具 体 的 に は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 ア セ チ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 グ リ コ シ ル 化
、 リ ン 酸 化 及 び /又 は ミ リ ス ト イ ル 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ は 、 こ の よ う な 基 で 修 飾 さ れ る こ と が 知 ら れ て お り 、 一 連 の 特 異 的 位 置
は 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る よ う に 表 す こ と が で き る ：
　 a)潜 在 的 N-グ リ コ シ ル 化 部 位 が 、 残 基 3, 9, 18, 49, 54, 71, 81, 98及 び 123に 配 置 さ
れ ；
　 b)潜 在 的 O-グ リ コ シ ル 化 部 位 が 、 残 基 11, 12, 17, 20, 21, 25, 26, 31, 32, 89, 90, 
92, 96, 99, 100, 104, 108, 110, 111, 112, 113, 115, 117, 118, 119, 121, 122, 125
, 129, 130, 136に 配 置 さ れ ；
　 c)潜 在 的 cAMP及 び cGMP依 存 性 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ ・ リ ン 酸 化 部 位 が 、 残 基 134-137に 配
置 さ れ ；
　 d)潜 在 的 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ Cリ ン 酸 化 部 位 が 、 残 基 100-102及 び 112-114に 配 置 さ れ ；
　 e)潜 在 的 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ IIリ ン 酸 化 部 位 が 、 残 基 73-76及 び 136-139に 配 置 さ れ ；
　 f)sf-CD164に お け る 潜 在 的 N-ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 は 残 基 119に 配 置 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ の よ う な 修 飾 が 、 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト (図 1)に よ っ て 同 定 さ れ た よ う な 上 記 相 同 可 溶
性 タ ン パ ク 質 の 対 応 位 置 に 存 在 す る こ と も で き る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号
１ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク
質 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ れ ら の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号
１ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 、 異 種 タ ン パ ク 質 配 列 の コ ー ド 配 列 と フ レ ー ム 単 位 で ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ
り 、 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 異 種 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 場 合 に は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ ポ リ ペ プ チ
ド と は 別 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 N末 端 又 は C末 端 で 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 内 に 含 む こ と が で き る 異 種 配 列 の 例 は 下 記 の 通
り で あ る ： 膜 結 合 型 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 (Fc領 域 )、 多
量 体 化 ド メ イ ン 、 細 胞 外 タ ン パ ク 質 の ド メ イ ン 、 シ グ ナ ル 配 列 、 輸 出 配 列 、 又 は ア フ ィ ニ
テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ る 精 製 を 可 能 に す る 配 列 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 異 種 配 列 の 多 く は 、 発 現 プ ラ ス ミ ド に お い て 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 そ れ と い う の は
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、 こ れ ら の 配 列 は 、 こ れ ら と 融 合 し て い る タ ン パ ク 質 の 特 異 的 生 体 活 性 を 著 し く 損 な う こ
と な し に 付 加 的 な 特 性 を 提 供 す る た め に 、 融 合 タ ン パ ク 質 内 に 一 般 に 含 ま れ る か ら で あ る
(Terpe K, Appl Microbiol Biotechnol, 60: 523-33, 20030)。 こ の よ う な 付 加 的 な 特 性
の 例 は 、 よ り 長 く 継 続 す る 体 液 中 の 半 減 期 、 細 胞 外 局 在 化 、 又 は い わ ゆ る 「 ヒ ス チ ジ ン タ
グ 」 を 形 成 す る 一 連 の ヒ ス チ ジ ン に よ っ て (Gentz他 、 Proc Natl Acad Sci USA, 86: 821-
4, 1989)、 又 は イ ン フ ル エ ン ザ 血 球 凝 集 素 に 由 来 す る エ ピ ト ー プ で あ る 「 HA」 標 識 に よ っ
て (Wilson他 、 Cell, 37: 767-78, 1994)可 能 に さ れ る よ う な 、 よ り 容 易 な 精 製 処 置 で あ る
。 必 要 な 場 合 に は 、 異 種 配 列 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 的 切 断 に よ っ て 、 例 え ば 、 可 溶 性 タ ン パ
ク 質 と 異 種 配 列 と の 間 に タ ン パ ク 質 分 解 的 切 断 部 位 を 挿 入 し 、 そ し て 精 製 済 融 合 タ ン パ ク
質 を 適 切 な プ ロ テ ア ー ゼ に 暴 露 す る こ と に よ っ て 、 排 除 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 特 徴
は タ ン パ ク 質 の 製 造 及 び 医 薬 組 成 物 の 調 製 に お け る タ ン パ ク 質 の 使 用 を 容 易 に す る の で 、
可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 に と っ て 特 に 重 要 で あ る 。 例 え ば 、 例 (sf-CD164;配 列 番 号 ２ )に お
い て 使 用 さ れ る 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 可 溶 性 Ｃ Ｄ １ ６ ４ の C末 端 で 融 合 さ れ た ヘ キ サ -ヒ ス
チ ジ ン ・ ペ プ チ ド に よ っ て 精 製 さ れ た 。 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 領 域 を 含
む 場 合 、 融 合 は 直 接 的 に 、 又 は 1-3ア ミ ノ 酸 残 基 長 も の 短 さ 、 又 は よ り 長 い 、 例 え ば 13ア
ミ ノ 酸 残 基 長 で あ る こ と が 可 能 な 短 い リ ン カ ー ・ ペ プ チ ド を 介 し て 形 成 す る こ と が で き る
。 前 記 リ ン カ ー は 、 例 え ば 配 列 E-F-M(Glu-Phe-Met)の ト リ ペ プ チ ド 、 又 は 本 発 明 の 物 質 の
配 列 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 と の 間 に 導 入 さ れ た Glu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-Val-Leu-Gly-Gl
y-Gln-Phe-Metを 含 む 13-ア ミ ノ 酸 リ ン カ ー 配 列 で あ っ て よ い 。 結 果 と し て 生 じ た 融 合 タ ン
パ ク 質 は 、 改 善 さ れ た 特 性 、 例 え ば 体 液 中 の 延 長 さ れ た 滞 留 時 間 (半 減 期 )、 増 大 し た 特 異
的 活 性 、 増 大 し た 発 現 レ ベ ル を 有 し 、 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 が 容 易 に な る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 Ig分 子 の 定 常 領 域 に 融 合 さ れ る 。 好 ま
し く は 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば ヒ ト IgG1の CH2及 び CH3ド メ イ ン の よ う な 重 鎖 領 域 に
融 合 さ れ る 。 Ig分 子 の 他 の イ ソ 型 、 例 え ば イ ソ 型 IgG 2 又 は IgG 4 、 又 は 例 え ば IgM又 は IgAの
よ う な そ の 他 の Igク ラ ス も 、 本 発 明 に よ る 融 合 タ ン パ ク 質 の 生 成 に 適 し て い る 。 融 合 タ ン
パ ク 質 は モ ノ マ ー 又 は 多 量 体 、 ヘ テ ロ 多 量 体 又 は ホ モ 多 量 体 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 官 能 性 誘 導 体 は 、 １ 又 は 複 数 の 官 能 基 に 結 合 さ れ た 1つ
以 上 の 部 分 を 含 む 。 こ れ ら の 官 能 基 は ア ミ ノ 酸 残 基 上 に １ 又 は 複 数 の 側 鎖 と し て 発 生 す る
。 好 ま し く は 、 こ の 部 分 は ポ リ エ チ レ ン (PEG)部 分 で あ る 。 ペ ジ ル 化 (PEGylation)が 周 知
の 方 法 、 例 え ば 国 際 公 開 第 99/55377号 パ ン フ レ ッ ト に よ っ て 行 わ れ て よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有
す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 及 び 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 を 自 然 の 状 態
で 発 現 さ せ る ヒ ト 又 は 哺 乳 動 物 の 体 液 、 細 胞 、 又 は 組 織 か ら 抽 出 し て 分 離 す る こ と が で き
る 。 具 体 的 に は 、 直 接 的 に 分 離 さ れ る の か 又 は 培 養 さ れ る の か に か か わ ら ず 、 細 胞 は 、 こ
れ ら の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ (自 然 の 状 態 で 、 又 は 誘 発 剤 に 対 す る 暴 露 に 続 い て )、
そ し て こ れ ら を 分 泌 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 の 精 製 方 法 は 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、
そ し て 粒 子 を 分 裂 さ せ る た め に 洗 剤 又 は カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 を 使 用 し 、 こ れ に 続 い て 、 イ オ
ン 交 換 、 ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 密 度 に 基 づ く 沈 降 、 及 び ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ
て ポ リ ペ プ チ ド を 微 分 抽 出 及 び 分 離 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 一 般 に 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 及 び 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え DNA関 連 技 術 及 び 化 学
合 成 技 術 を 含 む 当 業 者 に 知 ら れ た 任 意 の 処 置 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 組 換 え DNA関 連 技 術 は 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 及 び 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 こ れ ら を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 先 ず 生 成 す る こ と に よ り 生 成 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ れ ら の
核 酸 は 、 PCRに よ っ て ゲ ノ ム DNAか ら 、 又 は よ り 効 率 的 に は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 完 全 配 列 （
配 列 番 号 ３ )又 は そ の 他 の 任 意 の 関 連 相 同 配 列 を 含 有 す る ベ ク タ ー か ら 得 る こ と が で き る
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。 所 望 の 配 列 に 対 し て 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー は 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア
ー ゼ 配 列 を 含 有 す る 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 配 列 は 、 更 な る ク ロ ー ニ ン グ の た め の 特 異
的 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 消 化 を 可 能 に し 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 が
、 ポ リ Aシ グ ナ ル 及 び 発 現 プ ラ ス ミ ド 内 の そ の 他 の 配 列 の 残 り に 対 し て 適 正 に 位 置 決 め さ
れ る こ と を 確 実 に 保 証 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 一 般 的 な 遺 伝 子 工 学 技 術 を 用 い て 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ウ ィ ル ス 又 は プ ラ ス ミ
ド 起 源 の 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー 内 で ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 使 用 し て 、 エ ピ ソ ー ム ・ ベ ク タ ー 又 は 非 相 同 /相 同 に 組 み 入 れ ら れ た ベ ク タ ー 、
並 び に 形 質 転 換 、 感 染 、 析 出 、 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 基 づ く 技 術 に よ っ て 、 原 核 又
は 真 核 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 自 己 の 転 写 開 始 /終 止 調 節 配 列 の
制 御 下 で 、 原 核 又 は 真 核 宿 主 細 胞 内 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 を 可 能 に す る べ き で あ る 。
こ れ ら の 調 節 配 列 は 、 前 記 細 胞 内 で 構 成 的 に 活 性 又 は 誘 発 性 で あ る よ う に 選 択 さ れ る 。 こ
の よ う な 細 胞 に お い て 実 質 的 に 富 化 さ れ た 細 胞 系 を 単 離 す る こ と に よ り 、 当 該 タ ン パ ク 質
を 発 現 さ せ る 安 定 的 な 細 胞 系 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ベ ク タ ー 及 び 原 核 又 は 真 核 宿 主 細 胞 を 使 用 し て 組 換 え タ ン パ ク 質 を い か に し て ク ロ ー ニ
ン グ し て 生 成 す る か に 関 す る 教 示 は 、 多 く の 書 籍 及 び 概 説 、 例 え ば Oxford University Pr
essに よ っ て 発 行 さ れ た シ リ ー ズ 「 A Practical Approach」 に お け る い く つ か の 表 題 (「 DN
A Cloning 2:Expression Systems」 1995; 「 DNA Cloning 4: Mammalian Systems」 1996; 
「 Protein Expression」 1999;「 Protein Purification Techniques」 2001)に よ っ て 提 供
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 典 型 的 な 発 現 ベ ク タ ー は 下 記 の も の ：
　 a)　 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性
を 有 す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 又 は 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 ；
及 び
　 b)　 発 現 カ セ ッ ト
を 含 む べ き で あ り 、
　 前 記 配 列 (a)は 、 配 列 (b)内 に 含 ま れ た 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 又 は 構 成 性 プ ロ モ ー タ ー
と 作 用 上 連 携 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 哺 乳 動 物 、 酵 母 、 昆 虫 又 は 細 菌 発 現 系 の い ず れ か で
あ る 。 商 業 的 に 入 手 可 能 な ベ ク タ ー 及 び 発 現 シ ス テ ム は 、 Genetics Institute(Cambridge
, MA)、 Stratagene(La Jolla, California)、 Promega(Madison, Wisconsin)、 及 び Invitr
ogen (San Diego, California)を 含 む 種 々 の 供 給 元 か ら 入 手 可 能 で あ る 。 所 望 の 場 合 に は
、 発 現 を 向 上 さ せ 、 そ し て 適 正 な タ ン パ ク 質 の 折 り 畳 み を 容 易 に す る た め に 、 配 列 の コ ド
ン ・ コ ン テ キ ス ト 及 び コ ド ン 対 合 を 、 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ る 特 定 の 発 現 生 物 に 関 し て
最 適 化 す る こ と が で き る (米 国 特 許 第 5,082,767号 明 細 書 ； Gustafsson C他 、 Trends Biote
chnol, 22: 346-53, 2004)。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 特 定 の プ ラ ス ミ ド 又 は ウ ィ ル ス ・ ベ ク タ ー を 選 択 す る 上 で 重 要 な フ ァ ク タ ー は 下 記 の も
の を 含 む ： ベ ク タ ー を 含 有 し な い レ シ ピ エ ン ト 細 胞 か ら 、 ベ ク タ ー を 含 有 す る レ シ ピ エ ン
ト 細 胞 を 認 識 し て 選 択 す る 際 の 容 易 さ ； 特 定 の 宿 主 内 で 所 望 さ れ る ベ ク タ ー の コ ピ ー 数 ；
及 び 異 な る 種 の 宿 主 細 胞 間 で ベ ク タ ー を 「 シ ャ ト ル 」 す る こ と が で き る こ と が 望 ま し い か
否 か 。 本 発 明 に よ る 組 換 え ベ ク タ ー の 一 例 と し て は 、 YAC(酵 母 人 工 染 色 体 )、 BAC(細 菌 人
工 染 色 体 )、 フ ァ ー ジ 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 プ ラ ス ミ ド 、 又 は 染 色 体 DNA、 非 染 色 体
DNA、 半 合 成 DNA又 は 合 成 DNAか ら 成 っ て い て よ い 線 状 DNA分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 一 般 に 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 複 製 起 点 、 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 を 可 能 に す る 選 択 可 能
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マ ー カ ー 、 及 び 下 流 構 造 配 列 の 転 写 を 導 く た め の 高 発 現 遺 伝 子 由 来 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む
こ と に な る 。 異 種 構 造 配 列 は 適 切 な 相 で 翻 訳 の 開 始 及 び 終 止 配 列 、 及 び 好 ま し く は 翻 訳 さ
れ た タ ン パ ク 質 の 細 胞 膜 周 辺 腔 は 細 胞 外 媒 質 内 へ の 分 泌 を 導 く こ と が で き る リ ー ダ ー 配 列
と 集 成 さ れ る 。 ベ ク タ ー が 、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 内 の 所 望 の 配 列 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 発
現 さ せ る よ う に 適 合 さ れ て い る 特 定 の 実 施 態 様 の 場 合 、 好 ま し い ベ ク タ ー は 、 所 望 の 宿 主
内 の 複 製 起 点 、 好 適 な プ ロ モ ー タ ー 及 び エ ン ハ ン サ ー 、 及 び 所 要 の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、
ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 ス プ ラ イ シ ン グ ・ ド ナ ー 及 び ア ク セ プ タ ー 部 位 、 転 写 終 止 配 列 、 及
び 5'-フ ラ ン キ ン グ 非 転 写 配 列 を 含 む こ と に な る 。 SV40ウ ィ ル ス ・ ゲ ノ ム 由 来 の DNA配 列 、
例 え ば SV40起 源 、 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ス プ ラ イ シ ン グ 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化
部 位 を 使 用 す る こ と に よ り 、 所 要 の 非 転 写 遺 伝 要 素 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー に お い て 使 用 さ れ る 好 適 な プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 異 種 遺 伝 子 が 発
現 さ れ る 細 胞 宿 主 を 考 慮 し て 選 択 さ れ る 。 当 該 核 酸 配 列 の 発 現 を 制 御 す る た め に 採 用 さ れ
た 特 定 の プ ロ モ ー タ ー は 、 タ ー ゲ ッ ト さ れ る 細 胞 内 の 核 酸 の 発 現 を 導 く こ と が で き る 限 り
、 重 要 で あ る と は 考 え ら れ な い 。 従 っ て 、 ヒ ト 細 胞 が タ ー ゲ ッ ト さ れ る 場 合 、 ヒ ト 細 胞 内
で 発 現 さ れ る こ と が 可 能 な プ ロ モ ー タ ー に 隣 接 し て 、 こ の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 核 酸 コ
ー ド 領 域 を 位 置 決 め す る こ と が 好 ま し い 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は 例 え ば ヒ ト ・ プ ロ モ ー タ ー
又 は ウ ィ ル ス ・ プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 使 用 さ れ る プ ロ モ ー タ ー は 構 成 性 又 は 誘 発 性 で あ っ
て よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 好 適 な プ ロ モ ー タ ー は 、 こ れ が 発 現 を 制 御 す る 核 酸 に 対 し て 異 種 で あ っ て よ く 、 或 い は
、 発 現 さ れ る べ き コ ー ド 配 列 を 含 有 す る 天 然 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 内 生 的 で あ っ て
も よ い 。 加 え て 、 プ ロ モ ー タ ー は 、 構 造 プ ロ モ ー タ ー /コ ー ド 配 列 が 挿 入 さ れ て い る 組 換
え ベ ク タ ー 配 列 に 対 し て 一 般 に 異 種 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 例 え ば CAT(ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ )ベ ク タ ー 及 び よ り 好 ま し く は p
KK232-8及 び pCM7ベ ク タ ー を 使 用 し て 、 任 意 の 所 望 の 遺 伝 子 か ら 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 選
択 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 細 菌 プ ロ モ ー タ ー は LacI、 LacZ、 T3又 は T7バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジ RNAポ リ メ ラ ー ゼ ・ プ ロ モ ー タ ー 、 gpt、 ラ ム ダ PR、 PL及 び trpプ ロ モ ー タ ー (欧 州 特 許
第 0036776号 明 細 書 )、 ポ リ ヘ ド リ ン ・ プ ロ モ ー タ ー 、 又 は バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス に 由 来 す る p1
0タ ン パ ク 質 プ ロ モ ー タ ー (Kit Novagen)(Smith他 (1983) Mol Cell Biol 3(12):2156-65; 
O'Reilly他 、 1992)、 ラ ム ダ PRプ ロ モ ー タ ー 又 は trcプ ロ モ ー タ ー で あ る 。 真 核 細 胞 プ ロ モ
ー タ ー は 、 CMV前 初 期 HSVチ ミ ジ ン ・ キ ナ ー ゼ 、 初 期 及 び 後 期 SV40、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 由 来 LT
R、 及 び マ ウ ス ・ メ タ ロ チ オ ネ イ ン -Lを 含 む 。 加 え て 、 特 定 の 細 胞 タ イ プ に 対 し て 特 異 的
な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 脂 肪 組 織 、 筋 肉 組 織 又 は 肝 臓 に お け る 発 現 を 容 易 に す る プ ロ モ ー
タ ー を 選 択 す る こ と も で き る 。 好 都 合 な ベ ク タ ー 及 び プ ロ モ ー タ ー の 選 択 は 、 当 業 者 の 技
術 レ ベ ル に 十 分 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 cDNA挿 入 体 を 採 用 す る 場 合 、 典 型 的 に は 、 遺 伝 子 転 写 物 を 適 正 に ポ リ ア デ ニ ル 化 す る た
め の ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 む こ と を 望 む こ と に な る 。 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 性
質 は 、 本 発 明 の 実 施 の 成 功 に と っ て 重 要 で あ る と は 考 え ら れ ず 、 そ し て こ の よ う な 任 意 の
配 列 、 例 え ば ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン 及 び SV40ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 採 用 す る こ と が で き る
。 ま た 、 発 現 カ セ ッ ト の 要 素 と し て 、 タ ー ミ ネ ー タ ー も 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 要 素 は 、 メ
ッ セ ー ジ ・ レ ベ ル を 高 め 、 そ し て カ セ ッ ト か ら そ の 他 の 配 列 内 へ の リ ー ド ス ル ー を 最 小 化
す る の に 役 立 つ こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ベ ク タ ー は 、 付 加 的 な 非 コ ー ド 配 列 を 含 有 す る こ と も で き る 。 こ れ ら の 配 列 の 一 例 と し
て は 、 非 コ ー ド 5'及 び 3'配 列 、 ベ ク タ ー 配 列 、 精 製 、 プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ ミ ン グ の た め に
使 用 さ れ る 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 異 種 配 列 は 、 転 写 、 及 び mRNAプ ロ セ ッ シ ン グ 、 例
え ば リ ボ ソ ー ム 結 合 及 び mRNAの 安 定 性 に お い て 役 割 を 演 じ る こ と が で き る 転 写 型 、 非 翻 訳
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型 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 選 択 可 能 マ ー カ ー は 、 発 現 構 造 を 含 有 す る 細 胞 の 容 易 な 同 定 を 可 能 に す る 細 胞 に 、 同 定
可 能 な 変 化 を も た ら す 。 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 選 択 す る た め の 選 択 可 能 マ ー カ ー 遺 伝
子 は 、 好 ま し く は ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 又 は 真 核 細 胞 培 養 に 対 す る ネ オ マ イ シ ン 抵 抗
性 、 S. cerevisiae又 は tetracyclineの た め の TRP1、 E. coliに お け る リ フ ァ ン ピ シ ン 又 は
ア ン ピ リ シ ン 抵 抗 、 又 は マ イ コ バ ク テ リ ア の た め の レ バ ン ・ サ ッ カ ラ ー ゼ で あ り 、 こ の 後
者 の マ ー カ ー は ネ ガ テ ィ ブ 選 択 マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 代 表 的 で は あ る が 非 限 定 的 な 一 例 と し て 、 細 菌 の 使 用 の た め の 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー は 、
選 択 可 能 マ ー カ ー 、 及 び pBR322(ATCC 37017)の 遺 伝 要 素 を 含 む 商 業 的 に 入 手 可 能 な プ ラ ス
ミ ド に 由 来 す る 細 菌 複 製 起 点 を 含 む こ と が で き る 。 こ の よ う な 商 業 的 ベ ク タ ー の 一 例 と し
て は 、 pKK223-3(Pharmacia, Uppsala, Sweden)及 び pGEM1(Promega Biotec, Madison, WI,
 USA)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 そ の 他 の 多 数 の 好 適 な ベ ク タ ー 、 例 え ば 下 記 細 菌 ベ ク タ ー が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 そ
し て 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る ： pTrc-His, pET30-His, pQE70, pQE60, pQE-9(Qiagen), pb
s, pD10, phagescript, psiX174, pbluescript SK, pbsks, pNH8A, pNH16A, pNH18A, pNH
46A(Stratagene); ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5(Pharmacia); pWLNEO, 
pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG(Stratagene);pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL(Pharmacia);pQE-30(
QIAexpress)。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た ベ ク タ ー は 、 昆 虫 細 胞 及 び 昆 虫 細 胞 系 に お い て 伝 搬 す る こ
と が で き る バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ・ ベ ク タ ー で あ る 。 具 体 的 な 好 適 な 宿 主 ベ ク タ ー は 、 pVL 13
92/1393バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 転 移 ベ ク タ ー (Pharmingen)で あ り 、 こ の ベ ク タ ー は 、 Spodopter
a frugiperdaに 由 来 す る SF9細 胞 系 (ATCC N° CRL 1711)を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る の に 使 用
さ れ る 。 別 の 好 適 な バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ・ ベ ク タ ー は 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 例 え ば FastBa
cHTで あ る 。 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 系 に お け る APM1球 状 ヘ ッ ド ・ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適
し た そ の 他 の ベ ク タ ー の 一 例 と し て は 、 Chai他 (1993; Biotechnol Appl Biochem. Dec;18
(第 3部 ):259-73)； Vlasak他 (1983; Eur J Biochem Sep 1; 135(1):123-6);及 び Lenhard他
(1996; Gene Mar 9;169(2):187-90)に よ っ て 記 載 さ れ た も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 更 な る ベ ク タ ー は 、 哺 乳 動 物 ベ ク タ ー で あ る 。 多 数 の 好 適
な ベ ク タ ー 系 が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 こ れ ら の ベ ク タ ー 系 は 例 え ば pcDNA4HisMax、 pcDN
A3.1Hygro-His及 び pcDNA3.1Hygroで あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 更 な る ベ ク タ ー は 、 ウ ィ ル ス ・ ベ ク タ ー 、 例 え ば ア デ ノ ウ
ィ ル ス に 由 来 す る ベ ク タ ー で あ る 。 本 発 明 に よ る 好 ま し い ア デ ノ ウ ィ ル ス ・ ベ ク タ ー は 、
Feldman及 び Steg(1996; Semin Interv Cardiol 1(3):203-8)又 は Ohno他 (1994; Science 2
65(5173):781-4)に よ っ て 記 載 さ れ た ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 レ ト ロ ウ ィ ル ス ・ ベ ク タ ー 及 び ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス ・ ベ ク タ ー は 、 in vivoの 外 生 的 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 具 体 的 に は ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 に 転 移 さ せ る た め に 選 択 さ れ る 組 換 え
遺 伝 子 送 達 系 で あ る こ と が 一 般 に 理 解 さ れ て い る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 遺 伝 子 を 細 胞 内 に
効 率 的 に 送 達 す る の を 可 能 に し 、 転 移 さ せ ら れ た 核 酸 は 、 宿 主 の 染 色 体 DNA内 に 安 定 的 に
組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 別 の 可 能 性 は 、 相 同 組 換 え に よ っ て ゲ ノ ム の 適 切 な 遺 伝 子 内
に 調 節 配 列 を 導 入 し 、 ひ い て は 調 節 配 列 と 、 発 現 の 誘 発 が 必 要 と さ れ る 遺 伝 子 と を 作 用 リ
ン ク さ せ る こ と に よ り 、 遺 伝 子 を 内 生 的 に 活 性 化 し す る こ と で あ る (国 際 公 開 第 91/09955
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号 パ ン フ レ ッ ト ； 同 第 02/10372号 パ ン フ レ ッ ト )。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 宿 主 細 胞 は 原 核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 で あ っ て よ い 。 好 ま し い の は 真 核 宿 主 、 例 え ば 哺 乳 動
物 細 胞 、 例 え ば ヒ ト 、 サ ル 、 マ ウ ス 及 び チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (CHO)細 胞 で あ る
。 な ぜ な ら ば こ れ ら の 細 胞 は 、 正 し い 部 位 に お け る 正 し い 折 り 畳 み 又 は グ リ コ シ ル 化 を 含
む 翻 訳 後 修 飾 を 、 タ ン パ ク 質 分 子 に 提 供 す る か ら で あ る 。 酵 母 細 胞 も 、 グ リ コ シ ル 化 を 含
む 翻 訳 後 ペ プ チ ド 修 飾 を 行 う こ と が で き る 。 酵 母 に お け る 所 望 の タ ン パ ク 質 の 生 成 の た め
に 利 用 す る こ と が で き る 強 力 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 及 び 高 コ ピ ー 数 の プ ラ ス ミ ド を 利 用 す る
多 数 の 組 換 え DNA法 が 存 在 す る 。 酵 母 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 哺 乳 動 物 遺 伝 子 生 成 物 中 の
リ ー ダ ー 配 列 を 認 識 し 、 リ ー ダ ー 配 列 を 担 持 す る ペ プ チ ド (す な わ ち プ レ ペ プ チ ド )を 分 泌
す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め の レ シ ピ エ ン ト と し て 使 用 さ れ る 好 ま し い 宿 主 細 胞
は 下 記 の 通 り で あ る ：
　 a)原 核 宿 主 細 胞 ： Escherichia coli 菌 株 (す な わ ち 、 DH5-α 菌 株 )、 Bacillus subtilis
, Salmonella typhimurium、 及 び Pseudomonas, Streptomyces及 び Staphylococcusの よ う
な 種 に 由 来 す る 菌 株 ；
　 b)真 核 宿 主 細 胞 ： HeLa細 胞 (ATCC N° CCL2; ATCC N° CCL2.1, ATCC N° CCL2.2)、 Cv 1細
胞 (ATCC N° CCL70)、 COS細 胞 (ATCC N° CRL1650; N° CRL1651)、 Sf-9細 胞 (ATCC N° CRL171
1)、 C127細 胞 (ATCC N° CRL-1804)、 3T3(ATCC N° CRL-6361)、 CHO(ATCC N° CCL-61)、 ヒ ト
腎 臓 293(ATCC N° 45504; N° CRL-1573)、 BHK(ECACC N°  84100501; N°  84111301)、 PLC
細 胞 、 HepG2、 及 び Hep3B。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 真 核 宿 主 (例 え ば 酵 母 、 昆 虫 又 は 哺 乳 動 物 の 細 胞 )の 場 合 、 宿 主 の 性 質 に 応 じ て 、 種 々 異
な る 転 写 調 節 配 列 及 び 翻 訳 調 節 配 列 を 採 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 ウ ィ ル ス
源 、 例 え ば ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ウ シ 乳 頭 腫 ウ ィ ル ス 、 又 は シ ミ ア ン ウ ィ ル ス な ど に 由 来 し て
よ い 。 こ の 場 合 、 調 節 シ グ ナ ル は 、 高 レ ベ ル の 発 現 を 有 す る 特 定 の 遺 伝 子 と 連 携 す る 。 そ
の 例 は 、 ヘ ル ペ ス ・ ウ ィ ル ス の TKプ ロ モ ー タ ー 、 SV40初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 酵 母 gal4遺 伝 子
プ ロ モ ー タ ー な ど で あ る 。 抑 制 及 び 活 性 化 を 可 能 に す る 転 写 開 始 調 節 シ グ ナ ル を 選 択 す る
こ と が で き る の で 、 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 。 導 入 さ れ た DNAに よ っ て 安 定
的 に 形 質 転 換 さ れ て い る 細 胞 は 、 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 宿 主 細 胞 の 選 択 を 可 能 に す る １
又 は 複 数 の マ ー カ ー を 導 入 す る こ と に よ っ て も 選 択 す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー は 、 栄 養
要 求 性 宿 主 、 殺 生 剤 、 例 え ば 抗 生 物 質 、 又 は 重 金 属 、 例 え ば 銅 、 な ど に 光 栄 養 を 提 供 す る
こ と も で き る 。  選 択 可 能 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 発 現 さ れ る べ き DNA遺 伝 子 配 列 に 直 接 的 に リ
ン ク す る か 、 又 は 、 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 同 じ 細 胞 内 に 導 入 す る こ と が で き
る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 最 適 な 合 成 の た め に 、 付 加 的 な 要 素 を 必 要 と す る こ と も で き る
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 が 、 開 始 部 位 と し て 役 立 つ た め の メ チ オ ニ ン を 欠 い
て い る 場 合 、 コ ン ベ ン シ ョ ナ ル な 技 術 を 用 い て 、 核 酸 の 第 1コ ド ン の 次 に 、 開 始 用 メ チ オ
ニ ン を 導 入 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 可 溶 性 Ｃ Ｄ １ ６ ４ ポ リ ペ プ チ ド cDNAに 由 来 す る 挿
入 体 が ポ リ Aシ グ ナ ル を 欠 い て い る 場 合 、 こ の 配 列 は 、 例 え ば 、 BglI及 び SalI制 限 エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ 酵 素 を 使 用 し て 、 pSG5(Stratagene)か ら ポ リ Aシ グ ナ ル を ス プ ラ イ シ ン グ し
、 そ し て こ れ を 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー pXT1(Stratagene)内 に 組 み 込 む こ と に よ り 、 構 造 に
加 え る こ と が で き る 。 pXT1は LTR及 び モ ロ ニ ー ・ マ ウ ス 白 血 病 ウ ィ ル ス に 由 来 す る gag遺 伝
子 の 一 部 で あ る 。 構 造 内 の LTRの 位 置 は 、 効 率 的 な 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 可 能
に す る 。 ベ ク タ ー は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ・ チ ミ ジ ン ・ キ ナ ー ゼ ・ プ ロ モ ー タ ー と 、 選 択 可 能 ネ
オ マ イ シ ン 遺 伝 子 と を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 組 換 え 生 成 処 置 に お い て 採 用 さ れ る 宿 主 に 応 じ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は グ リ コ シ ル
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化 型 で あ っ て も 非 グ リ コ シ ル 化 型 で あ っ て も よ い 。 加 え て 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 い く つ
か の 事 例 に お い て 宿 主 媒 介 型 プ ロ セ ス の 結 果 と し て 、 初 期 修 飾 型 メ チ オ ニ ン 残 基 を 含 む こ
と も で き る 。 こ の よ う に 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る よ う に 、 翻 訳 開 始 コ ド ン に よ っ て コ
ー ド さ れ る N末 端 メ チ オ ニ ン が 、 全 て の 真 核 細 胞 内 の 翻 訳 後 に 、 任 意 の タ ン パ ク 質 か ら 高
効 率 で 除 去 さ れ る 。 た い て い の タ ン パ ク 質 上 の N末 端 メ チ オ ニ ン も 、 た い て い の 原 核 細 胞
内 で 効 率 的 に 除 去 さ れ る が 、 い く つ か の タ ン パ ク 質 に 関 し て は 、 こ の 原 核 細 胞 除 去 プ ロ セ
ス が 、 N末 端 メ チ オ ニ ン が 共 有 結 合 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 性 質 に 応 じ て 非 効 率 的 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 限 ら れ た 長 さ を 考 え る と 、 化 学 合 成 技 術 に よ っ て 、 例 え ば 固
相 合 成 及 び 液 相 合 成 に よ っ て 生 成 す る こ と も で き る 。 固 相 合 成 と し て 、 例 え ば 、 合 成 さ れ
る べ き ペ プ チ ド の C末 端 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 は 、 有 機 溶 剤 中 に 不 溶 性 の 支 持 体 に 結 合 さ れ
、 そ し て 反 応 の 交 互 反 復 に よ っ て 、 す な わ ち 、 ア ミ ノ 基 を 有 す る ア ミ ノ 酸 と 、 適 切 な 保 護
基 で 保 護 さ れ た 側 鎖 官 能 基 と が C末 端 か ら N末 端 へ 順 番 に 1つ づ つ 縮 合 さ れ る 一 方 の 反 応 と
、 樹 脂 に 結 合 さ れ た ア ミ ノ 酸 、 又 は ペ プ チ ド の ア ミ ノ 基 の 保 護 基 が 放 出 さ れ る 他 方 の 反 応
と の 交 互 の 反 復 に よ っ て 、 ペ プ チ ド 鎖 は こ の よ う に 延 長 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 固 相 合 成 法 は 、 使 用 さ れ る 保 護 基 の タ イ プ に 応 じ て 、 tBoc法 と Fmoc法 と に 概 ね 分 類 さ れ
る 。 典 型 的 に 使 用 さ れ る 保 護 基 は 、 tBoc(t-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )、 Cl-Z(2-ク ロ ロ ベ ン ジ
ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル )、 Br-Z(2-ブ ロ モ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル )、 Bzl(ベ ン ジ ル )、 Fmoc
(9-フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )、 Mbh(4,4'-ジ メ ト キ シ ジ ベ ン ズ ヒ ド リ ル )、 Mtr(4-
メ ト キ シ -2,3,6-ト リ メ チ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル )、 Trt(ト リ チ ル )、 Tos(ト シ ル )、 Z(ベ ン
ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル )、 及 び ア ミ ノ 基 の た め の Cl2-Bzl(2,6-ジ ク ロ ロ ベ ン ジ ル )； グ ア ニ
ジ ノ 基 の た め の NO2(ニ ト ロ )及 び Pmc(2,2,5,7,8-ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン -6-ス ル ホ ニ ル );及
び ヒ ド ロ キ シ ル 基 の た め の tBu(t-ブ チ ル )を 含 む 。 所 望 の ペ プ チ ド の 合 成 後 、 ペ プ チ ド は
、 脱 保 護 反 応 を 施 さ れ 、 固 形 支 持 体 か ら 切 断 さ れ る 。 こ の よ う な ペ プ チ ド 切 断 反 応 は 、 Bo
c法 の 場 合 に は フ ッ 化 水 素 又 は ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ン 酸 を 用 い て 、 ま た Fmoc法 の 場
合 に は TFAを 用 い て 行 わ れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 同 等 の 長 さ の 全 体 的 に 合 成 の タ ン パ
ク 質 が 、 文 献 に お い て 開 示 さ れ て い る (Brown A他 、 J Pept Sci 2: 40-46, 1996; Muir TW
, Annu Rev Biochem, 72:249-89, 2003; Casi G及 び Hilvert D, Curr Opin Struct Biol,
 13;589-94, 2003)。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 化 学 合 成 は 、 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を 利 用 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 の
構 造 及 び 機 能 の 天 然 型 の 範 囲 を 拡 張 す る の を 可 能 に す る (Anthony-Cahill SJ及 び Magliery
 TJ, Curr Pharm Biotechnol, 3: 285-97, 2002)。 こ れ ら の 分 子 は 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の
配 列 及 び /又 は 構 造 上 で デ ザ イ ン す る こ と に よ り 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 、 ア ミ ノ 酸 キ ラ リ テ ィ 、
及 び /又 は ペ プ チ ド 主 鎖 の レ ベ ル で 化 学 的 に 修 飾 す る こ と が で き る 残 基 を 選 択 し 、 次 い で
、 関 連 特 性 、 例 え ば 効 能 、 精 製 し 易 さ 、 半 減 期 を 改 善 す る こ と が で き る 。 含 ま れ る べ き ア
ミ ノ 酸 に 対 す る 好 ま し い 代 わ り の 「 同 義 」 基 は 、 表 IIに 定 義 さ れ た 基 で あ る 。 こ れ ら の 化
合 物 を 合 成 し て 開 発 す る 技 術 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る (Hruby VJ 及 び Balse PM, Cu
rr Med Chem, 7:945-70, 2000; Golebiowski A他 、 Curr Opin Drug Discov Devel, 4: 42
8-34, 2001; Villain M他 、 Chem Biol, 8: 673-9, 2001, 国 際 公 開 第 02/10195号 パ ン フ レ
ッ ト )。 in vitro及 び in vivo双 方 の 翻 訳 系 を 用 い て 、 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 を タ ン パ ク 質 内 に
組 み 込 ん で 、 タ ン パ ク 質 構 造 及 び 機 能 を 調 査 及 び /又 は 改 善 す る 種 々 の 方 法 も 文 献 に お い
て 開 示 さ れ て い る (Dougherty DA, Curr Opin Chem Bio, 4: 645-52, 2000)。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 に 基 づ き 使 用 す る こ と が で き る 合 成 又 は 組 換 え 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 精 製 は 、 こ の
目 的 に 関 し て 知 ら れ て い る 方 法 の う ち の い ず れ か 1つ 、 す な わ ち 、 析 出 、 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ (ア ニ オ ン 又 は カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア
パ タ イ ト ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 及 び レ ク チ ン ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ )、 電 気 泳 動 、 微 分 抽 出 、
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塩 分 別 、 又 は 遠 心 分 離 な ど )を 伴 う 任 意 の コ ン ベ ン シ ョ ナ ル な 処 置 に よ っ て 行 う こ と が で
き る 。 例 え ば 、 種 々 の タ ン パ ク 質 精 製 法 の た め の 酵 素 学 に お け る 方 法 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 優 先 し て 用 い る こ と が で き る 精 製 処 置 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 又 は 標 的 タ ン パ ク 質 (
直 接 可 溶 性 Ｃ Ｄ １ ６ ４ 、 又 は 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 の 場 合 、 異 種 配 列 、 例 え ば ヒ ス チ ジ ン
タ グ )に 十 分 な ア フ ィ ニ テ ィ 及 び 特 異 性 を 持 っ て 結 合 す る 任 意 の そ の 他 の 化 学 基 を 使 用 し
た ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で あ る 。 結 合 基 は 、 カ ラ ム 内 部 に 含 有 さ れ る ゲ ル ・ マ
ト リ ッ ク ス 上 に 生 成 さ れ そ し て 固 定 化 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 不 純 調 製 物 は カ ラ ム
を 通 過 さ せ ら れ る 。 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は ア フ ィ ニ テ ィ に よ っ て カ ラ ム に 結 合 さ れ る の に 対
し て 、 不 純 物 は 通 過 す る こ と に な る 。 残 り の 不 純 物 を 洗 い 流 し た あ と 、 pH又 は イ オ ン 強 度
を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を ゲ ル か ら 溶 離 す る こ と が で き る 。 或 い は
、 HPLC(高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ )を 用 い る こ と も で き る 。 溶 離 は 、 タ ン パ ク 質 精 製 の
た め に 一 般 に 採 用 さ れ る 水 -ア セ ト ニ ト リ ル 系 溶 剤 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 或 い は 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 文 献 中 に 開 示 さ れ た 多 数 の 方 法 の い ず れ か を 適 用 し て 、
可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の ミ ル ク か ら 単 離 す る こ と も で き
る (Protein Purification Applications, A Practical Approach (新 版 )、 Simon Roe編 、
AEA Technology Products and Systems, Biosciences, Harwell; Clark (1998) J Mammar
y Gland Biol Neoplasia 3:337-50； 米 国 特 許 第 6,140,552号 明 細 書 )。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 用 及 び /又 は 予 防 用 の 薬 剤 を 製 造 す る た め に 、
ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す
る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 活 性 誘 導 体 、 タ ン パ ク 質 分 解 抵 抗 性 修 飾 形 態 、 接 合 体
、 複 合 体 、 画 分 、 前 駆 体 及 び /又 は 塩 と し て 生 成 、 調 製 、 投 与 又 は 一 般 的 に 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 誘 導 体 」 と い う 用 語 は 、 周 知 の 方 法 に 基 づ い て 、 ア ミ ノ 酸 部
分 の 側 鎖 上 、 又 は N末 端 基 又 は C末 端 基 上 に 存 在 す る 官 能 基 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 こ
の よ う な 誘 導 体 は 、 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ ル 基 の エ ス テ ル 又 は 脂 肪 族 ア ミ ド 、 及 び 遊 離 ア ミ
ノ 基 の N-ア シ ル 誘 導 体 又 は 遊 離 ヒ ド ロ キ シ ル 基 の O-ア シ ル 誘 導 体 を 含 み 、 そ し て ア シ ル 基
と 一 緒 に 、 例 え ば ア ル カ ノ イ ル 基 又 は ア ロ イ ル 基 と し て 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 「 画 分 」 と い う 用 語 は 、 単 独 の 、 又 は 関 連 分 子 又 は 関 連 分 子 に 結 合 さ れ た 残 基 と の 組 み
合 わ さ れ た 状 態 に お け る 、 化 合 物 自 体 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 任 意 の フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば 糖
又 は ホ ス フ ェ ー ト の 残 基 、 又 は 元 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド の 凝 集 体 を 意 味 す る 。 こ の
よ う な 分 子 は 、 一 次 配 列 を 通 常 は 変 化 さ せ な い 他 の 修 飾 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド の in vivo又
は in vitro化 学 誘 導 体 化 (ア セ チ ル 化 又 は カ ル ボ キ シ ル 化 )、 ペ プ チ ド の 合 成 中 及 び プ ロ セ
ッ シ ン グ 中 、 又 は 更 な る プ ロ セ ッ シ ン グ ・ ス テ ッ プ 中 に 、 ペ プ チ ド の リ ン 酸 化 (ホ ス ホ チ
ロ シ ン 、 ホ ス ホ セ リ ン 又 は ホ ス ホ ト レ オ ニ ン 残 基 の 導 入 )又 は グ リ コ シ ル 化 (グ リ コ シ ル 化
に 影 響 を 与 え る 酵 素 、 例 え ば 哺 乳 動 物 の グ リ コ シ ル 化 酵 素 又 は 脱 グ リ コ シ ル 化 酵 素 に ペ プ
チ ド を 暴 露 す る こ と に よ る )の パ タ ー ン を 修 飾 す る こ と に よ り 形 成 さ れ た 修 飾 か ら 生 じ る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 「 前 駆 体 」 と は 、 細 胞 又 は 身 体 へ の 投 与 前 又 は 投 与 後 の 代 謝 的 及 び 酵 素 的 プ ロ セ ッ シ ン
グ に よ っ て 、 本 発 明 の 化 合 物 に 変 換 す る こ と が で き る 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 明 細 書 中 の 「 塩 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は こ れ ら の 類 似
体 の 、 カ ル ボ キ シ ル 基 の 塩 及 び ア ミ ノ 基 の 酸 付 加 塩 の 両 方 を 意 味 す る 。 カ ル ボ キ シ ル 基 の
塩 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 手 段 に よ っ て 形 成 す る こ と が で き 、 そ し て 、 無 機 塩 、 例 え ば ナ ト
リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 第 二 鉄 塩 又 は 亜 鉛 塩 な ど 、 及 び 例 え ば ア ミ ン 、 例 え
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ば ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ シ ン 、 ピ ペ リ ジ ン 、 及 び プ ロ カ イ ン な ど と 一
緒 に 形 成 さ れ た よ う な 有 機 塩 基 を 有 す る 塩 を 含 む 。 酸 付 加 塩 は 、 例 え ば 鉱 酸 、 例 え ば 塩 酸
又 は 硫 酸 を 有 す る 塩 、 及 び 有 機 酸 、 例 え ば 酢 酸 又 は シ ュ ウ 酸 を 有 す る 塩 を 含 む 。 こ の よ う
な 塩 は い ず れ も 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド 又 は こ れ ら の 類 似 体 と 実 質 的 に 同 様
の 活 性 を 有 す る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 接 合 体 又 は 複 合 体 は 、 放 射 性 標 識 、 ビ オ チ ン 、 蛍 光 標 識 、 細 胞 毒 性 薬 、 薬 物 送 達 薬 の 中
か ら 選 択 さ れ た 分 子 と 一 緒 に 形 成 す る こ と が で き る 。 当 業 者 に 知 ら れ た 分 子 及 び 方 法 を 用
い て 、 こ れ ら の 接 合 体 又 は 複 合 体 を 生 成 す る こ と に よ り 、 例 え ば そ の 他 の タ ン パ ク 質 (放
射 性 又 は 蛍 光 標 識 、 ビ オ チ ン ） と の 相 互 作 用 の 検 出 を 可 能 に す る か 、 又 は 治 療 効 力 を 改 善
す る か (細 胞 毒 性 薬 )、 又 は ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 及 び そ の 他 の 天 然 型
又 は 合 成 型 ポ リ マ ー を 使 用 し て 薬 物 送 達 効 力 を 改 善 す る (Pillai O及 び Panchagnula R, Cu
rr Opin Chem Biol, 5: 447-451, 2001)こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ポ リ マ ー は 任 意 の 分 子 量 を 有 し て い て よ く 、 分 枝 型 又 は 非 分 枝 型 で あ っ て よ い 。 ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル の 場 合 、 好 ま し い 分 子 量 は 、 取 り 扱 い 及 び 製 造 の し 易 さ の た め に 、 約 1 
kDa～ 約 100 kDa(「 約 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の 調 製 の 際 に 、 い く つ か
の 分 子 の 量 が 、 言 及 さ れ た 分 子 量 よ り も 多 い か 又 は 少 な い こ と を 示 す )で あ る 。 所 望 の 治
療 プ ロ フ ィ ー ル (例 え ば 所 望 さ れ る 徐 放 継 続 期 間 、 生 体 活 性 に 対 し て 効 果 が あ る 場 合 に は
そ れ ら の 効 果 、 取 り 扱 い 易 さ 、 治 療 タ ン パ ク 質 又 は 類 似 体 に 対 す る ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル の 抗 原 性 及 び そ の 他 の 既 知 の 効 果 の 度 合 い 又 は 欠 乏 )に 応 じ て 、 他 の サ イ ズ を 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子 (又 は そ の 他 の 化 学 部 分 )は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 ド メ イ ン
又 は 抗 原 ド メ イ ン に 対 す る 効 果 を 考 慮 し つ つ 、 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ れ る べ き で あ る 。 当
業 者 に と っ て 利 用 可 能 な 多 数 の 結 合 方 法 、 例 え ば 欧 州 特 許 0 401 384号 明 細 書 (本 明 細 書 中
に 参 考 の た め 引 用 す る (PEGと G-CSFと の カ ッ プ リ ン グ ))。 ま た 、 塩 化 ト レ シ ル を 使 用 し て G
M-CSFの ペ ジ ル 化 を 報 告 す る Malik他 (1992) Exp Hematol 20(8):1028-35を 参 照 さ れ た い 。
例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル は 、 反 応 性 基 、 例 え ば 遊 離 ア ミ ノ 基 又 は 遊 離 カ ル ボ キ シ
ル 基 を 介 し て 、 ア ミ ノ 酸 残 基 を 通 し て 共 有 結 合 す る こ と が で き る 。 反 応 性 基 は 、 活 性 化 さ
れ た ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子 が 結 合 さ れ 得 る 基 で あ る 。 遊 離 ア ミ ノ 基 を 有 す る ア ミ ノ
酸 残 基 は 、 リ シ ン 残 基 及 び N末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で よ く 、 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 を 有 す
る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 、 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 及 び C末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含
ん で よ い 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 分 子 に 結 合 す る た め の 反 応 性 基 と し て 、 ス ル フ ヒ ド リ
ル 基 を 使 用 す る こ と も で き る 。 治 療 目 的 で 好 ま し い の は 、 ア ミ ノ 基 に お け る 結 合 、 例 え ば
N末 端 又 は リ シ ン 基 に お け る 結 合 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 -CONH-ペ プ チ ド 結 合 を 、 下 記 の も の ： (CH2NH)還 元 型 結 合 ； (NHCO)レ ト ロ -イ ン ベ ル ソ 結
合 ； (CH2-O)メ チ レ ン -オ キ シ 結 合 ； (CH2-S)チ オ メ チ レ ン 結 合 ； (CH2CH20)カ ル バ 結 合 ； (C
O-CH2)セ ト メ チ レ ン 結 合 ； (CHOH-CH2)ヒ ド ロ キ シ エ チ レ ン 結 合 ； (N-N)結 合 ； E-ア ル セ ン
結 合 ； 又 は -CH=CH-結 合 、 の う ち の １ 又 は 複 数 と 置 換 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 分 解 に
対 し て 抵 抗 性 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る こ と が で き る 。 こ う し て 、 本 発 明 は 、 可 溶 性 Ｃ Ｄ
１ ６ ４ 、 又 は 1つ 以 上 の ペ プ チ ド 結 合 が 上 記 の よ う に 修 飾 さ れ て い る そ の 変 異 体 を も 含 む
。 加 え て 、 ア ミ ノ 酸 は L又 は Dの 本 体 内 部 に キ ラ リ テ ィ を 有 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 の 場
合 、 ア ミ ノ 酸 の キ ラ リ テ ィ を 変 化 さ せ て 本 体 内 部 に 半 減 期 を 延 長 す る こ と が 好 ま し い 。 こ
の よ う に 、 い く つ か の 実 施 態 様 の 場 合 、 ア ミ ノ 酸 の １ 又 は 複 数 が 好 ま し く は L形 態 を 成 す
。 他 の 実 施 態 様 の 場 合 、 ア ミ ノ 酸 の １ 又 は 複 数 が 好 ま し く は D形 態 を 成 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 サ イ ト カ イ ン 放 出 及 び /又 は 発 現 の 阻 害 を 検 出 す る の を 可 能 に す る 動 物 細 胞 、 組 織 及 び
モ デ ル を 利 用 す る in vivo又 は in vitroア ッ セ イ 、 並 び に 、 細 胞 動 員 の 阻 害 の よ う な in vi
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vo又 は in vitroア ッ セ イ に よ っ て 、 (安 全 性 、 薬 物 動 態 学 的 特 性 及 び 効 力 の 点 で )本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド 及 び 関 連 試 薬 の 治 療 用 途 を 評 価 す る こ と が で き る 。 種 々 の 分 子 生 物 学 技 術 、
例 え ば 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 又 は RNA干 渉 を 適 用 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に お い て 記 載 さ れ
た 生 物 学 的 及 び 治 療 上 の 活 性 の 更 な る 特 徴 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 in vivoで の 脊 椎 動 物 の 細 胞 の 内 部 に 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 送 達 す る 方 法 の 具 体 的 な 1実 施
態 様 は 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 、 そ の 細 胞 を 含 む 組 織 の 間 質 空 間 内 に 当 該 ポ リ ペ プ
チ ド を 作 業 上 コ ー ド す る ネ イ ク ド ・ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と を 含 む 調 製 物 を 導 入 す る ス テ ッ プ
を 含 む 。 こ れ に よ り 、 ネ イ ク ド ・ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 内 部 内 に 取 り 込 ま れ 、 生 理 学
的 効 果 を 有 す る 。 こ の こ と は 特 に in vitroの 転 移 に あ て は ま る が 、 し か し in vivoに 適 用
す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 用 及 び /又 は 予 防 用 の 薬 剤 を 製 造 す る た め に 、
ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す
る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 使 用 す る こ と が で き
る 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 組 換 え Ｃ Ｄ １ ６ ４ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 、 ヒ ト 以
外 の 動 物 及 び 植 物 を 発 生 さ せ る の に 使 用 す る こ と も で き る 。 動 物 又 は 植 物 は ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク で あ っ て よ く 、 す な わ ち こ れ ら の 細 胞 の そ れ ぞ れ は 、 Ｃ Ｄ １ ６ ４ ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 遺 伝 子 を 含 有 し 、 或 い は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 動 物 又
は 植 物 の 体 細 胞 内 に 、 例 え ば 哺 乳 動 物 の 乳 腺 分 泌 上 皮 細 胞 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。 好
ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 は 、 哺 乳 動 物 、 例 え ば ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ブ タ
又 は ウ サ ギ で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 例 え ば 哺 乳 動 物 を 作 り 出 す 方 法 は 当 業 者 に
よ く 知 ら れ て お り 、 任 意 の こ の よ う な 方 法 を 、 本 発 明 に お い て 用 い る こ と が で き る 。 さ ら
に 、 組 換 え 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の ポ リ ペ プ チ ド を ミ ル ク 中 に 分 泌 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺
乳 動 物 を 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク
質 を ミ ル ク 中 に 分 泌 す る の を 保 証 す る た め の シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 「 ネ イ ク ド 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む in vitro及 び in vivoで の 使 用 の た め の 組 成 物 が
、 従 来 技 術 に お い て 記 載 さ れ て い る (国 際 公 開 第 90/11092号 ； 同 第 95/11307号 の パ ン フ レ
ッ ト ； Tascon他 、 Nature Medicine 2: 888-892, 1996)。 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 態 様 の
場 合 、 細 胞 内 へ の 「 ネ イ ク ド 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 転 移 は 、 粒 子 ボ ン バ ー ド メ ン ト (バ イ
オ リ ス テ ィ ッ ク )で 進 め る こ と が で き る 。 前 記 粒 子 は 、 高 い 速 度 ま で 加 速 さ れ た 、 DNAを コ
ー ト さ れ た マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル で あ る 。 こ の 速 度 は 、 Klein他 ((1990) Curr Genet 
Feb; 17(2):97-103)に よ っ て 記 載 さ れ た よ う な 、 細 胞 膜 を 穿 孔 し 、 そ し て 細 胞 を 殺 す こ と
な し に 細 胞 に 侵 入 す る の を 可 能 に す る 速 度 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 の 場 合 、 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 リ ポ ソ ー ム 内 に 捕 捉 す る こ と が で き る (Ghosh及 び Bacchawat, (1991) Targ
eted Diagn Ther 4:87-103; Wong他 (1980) Gene 10:87-94; Nicolau他 (1987) Methods En
zymol 149:157-76)。 こ れ ら の リ ポ ソ ー ム は さ ら に 、 リ ポ ソ ー ム 膜 内 に レ プ チ ン 、 ト リ グ
リ セ リ ド 、 ACRP30、 又 は そ の 他 の 既 知 の LSRリ ガ ン ド を 組 み 込 む こ と に よ り 、 LSRを 発 現 さ
せ る 細 胞 に タ ー ゲ ッ ト す る こ と が で き る 。 所 望 の 宿 主 生 物 に 注 入 さ れ る べ き ベ ク タ ー の 量
は 、 注 入 部 位 に 応 じ て 変 化 す る 。 指 示 投 与 量 と し て は 、 動 物 体 内 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 体
内 、 例 え ば マ ウ ス 体 内 に 0.1～ 100 μ gの ベ ク タ ー が 注 入 さ れ る こ と に な る 。 本 発 明 に よ る
ベ ク タ ー の 別 の 実 施 態 様 の 場 合 、 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 内 、 好 ま し く は 、 治 療 さ れ る 動 物
か ら 予 め 捕 集 さ れ た 宿 主 細 胞 内 、 よ り 好 ま し く は 体 細 胞 、 例 え ば 筋 細 胞 内 に in vitroで 導
入 す る こ と が で き る 。 後 続 の ス テ ッ プ に お い て 、 所 望 の Ｃ Ｄ １ ６ ４ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の
所 望 の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 、 動 物 体 内 に 再 導 入 す
る こ と に よ り 、 体 内 に 組 換 え タ ン パ ク 質 を 局 所 的 又 は 前 進 的 に 送 達 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 in vivo投 与 の 場 合 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 任 意 の 好 適 な 製 剤 の 形 態 で 、 任 意 の 濃 度 範
囲 (例 え ば 1-500 μ g/ml、 好 ま し く は 50-100 μ g/ml)で 、 任 意 の 容 積 (例 え ば 1-100 ml、 好
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ま し く は 1-20 ml)で 投 与 す る こ と が で き 、 そ し て 任 意 の 頻 度 (1日 、 2日 、 3日 、 5日 、 10日
毎 、 又 は 任 意 の 日 数 毎 )で 任 意 の 回 数 (例 え ば 1, 2, 3, 5又 は 10回 )に わ た っ て 投 与 す る こ
と が で き る 。 好 ま し い 濃 度 、 頻 度 、 投 与 様 式 な ど は 、 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー
、 動 物 な ど に 依 存 す る こ と に な り 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 見 極 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有
す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 炎 症 促 進 及 び /又 は 免 疫 に 関 連 す る サ イ ト カ イ ン 発
現 を 阻 害 す る こ と が で き 、 ひ い て は 、 「 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 」 を 予 防 及 び /
又 は 処 置 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 免 疫 系 の 一 次 機 能 は 、 外 来 侵 入 体 、 例 え ば 微 生 物 に よ る 感 染 に 対 し て 個 体 を 保 護 す る こ
と で あ る 。 免 疫 系 が 個 体 自 身 の 組 織 を 攻 撃 し 、 し ば し ば 炎 症 プ ロ セ ス を 伴 う 自 己 免 疫 疾 患
と し て 知 ら れ る 病 理 状 態 を 招 く こ と が 生 じ る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 具 体 的 に は 、 明 確 な 非 オ ー バ ー ラ ッ プ 性 サ イ ト カ イ ン 発 現 パ タ ー ン に 基 づ い て 、 Tヘ ル
パ ー 1型 細 胞 (Th1)及 び Tヘ ル パ ー 2型 細 胞 (Th2） と 呼 ば れ る 2つ の 異 な る サ ブ セ ッ ト に 、 CD4
+1細 胞 を 割 り 当 て る こ と が で き る 。 Th1は 、 IL-2、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 、 IL-12及 び TNF-
α の 分 泌 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ 、 そ し て Th2は 、 IL-4、 IL-5、 IL-9、 IL-10及 び IL-13の 分
泌 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 に も か か わ ら ず 、 こ れ ら は 厳 密 な 部 分 集 合 で は な い 。 そ れ と
い う の も 、 IFN-γ 及 び IL-10が Th1応 答 並 び に Rh2応 答 と 関 連 す る 効 果 を 抑 制 す る こ と が で
き る か ら で あ る 。 ま た 、 IL-4及 び IL-13は IL-12の 生 成 を 促 進 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り
Th1を 促 進 し て 、 Th2応 答 を 潜 在 的 に 阻 害 す る 。 Th1 T細 胞 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 及 び
遅 延 型 過 敏 症 (DTH)を 媒 介 す る こ と が 可 能 で あ り 、 炎 症 促 進 性 又 は 細 胞 媒 介 型 免 疫 応 答 を
生 じ さ せ る の に 対 し て 、 Th2 T細 胞 は 、 IgG1及 び IgE分 泌 を 促 進 し 、 即 時 型 ア レ ル ギ ー 反 応
を 導 く (体 液 性 免 疫 ； 抗 体 媒 介 型 応 答 を 刺 激 し 、 マ ス ト 細 胞 を 活 性 化 し 、 そ し て 組 織 好 酸
球 増 加 を 誘 発 す る )。 Th1は 、 関 節 リ ウ マ チ 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 及 び 結 核 の よ う な 疾 患 の 病
原 に お け る 主 要 な 特 徴 で あ る の に 対 し て 、 Th2は 、 ア レ ル ギ ー 、 抗 寄 生 虫 応 答 、 及 び 喘 息
性 気 道 に 関 与 す る (例 え ば 線 維 形 成 の 役 割 )。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有
す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 薬 剤 又 は 医 薬 組 成 物 を 使 用 す る こ と が で き る 障 害
の 非 限 定 的 リ ス ト は 下 記 の も の を 含 む ： 多 発 性 硬 化 症 、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 、 関 節 リ ウ マ チ
、 若 年 性 突 発 性 関 節 炎 、 乾 癬 性 関 節 炎 、 骨 関 節 炎 、 脊 椎 関 節 症 、 炎 症 性 大 腸 炎 、 内 毒 素 血
、 ク ロ ー ン 病 、 ス テ ィ ル 病 、 ブ ド ウ 膜 炎 、 ヴ ェ グ ナ ー 肉 芽 腫 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 強 皮 症 、
シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 壊 疽 性 膿 皮 症 、 多 発 性 筋 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 心 筋 炎
、 乾 癬 、 全 身 性 硬 化 、 C型 肝 炎 、 ア レ ル ギ ー 、 ア レ ル ギ ー 性 炎 、 ア レ ル ギ ー 性 気 道 炎 症 、
慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 (COPD)、 腸 間 膜 梗 塞 、 卒 中 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ア レ ル ギ ー 喘 息 、 気 管 支 喘
息 、 腸 間 膜 梗 塞 、 卒 中 、 線 維 症 、 虚 血 後 の 筋 肉 、 腎 臓 及 び 心 臓 の 炎 症 、 皮 膚 炎 、 糸 球 体 腎
炎 、 若 年 発 症 I型 糖 尿 病 、 過 敏 症 症 候 群 、 ウ ィ ル ス 性 又 は 急 性 肝 臓 疾 患 、 ア ル コ ー ル 性 肝
不 全 、 結 核 、 敗 血 性 シ ョ ッ ク 、 HIV感 染 、 移 植 片 対 宿 主 病 (GVHD)、 及 び ア テ ロ ー ム 性 動 脈
硬 化 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 関 節 リ ウ マ チ は 、 関 節 の 炎 症 の 兆 候 及 び 症 状 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 で あ る 。 全 身
性 紅 斑 性 狼 瘡 (SLE)は 、 皮 膚 上 の 赤 い 鱗 状 斑 、 及 び こ の 疾 患 の 進 行 し た 段 階 で は 腎 臓 機 能
不 全 を 特 徴 と し 、 ま た 特 に 腎 臓 に お け る 血 管 内 の 免 疫 複 合 体 の 堆 積 に よ っ て ト リ ガ ー さ れ
た 免 疫 性 反 応 と 関 連 す る 。 多 発 性 硬 化 症 は 、 衰 弱 、 身 体 の 振 戦 、 及 び 極 端 な 場 合 に は 、 麻
痺 を 引 き 起 こ し 得 る 再 発 性 炎 症 状 態 を 特 徴 と す る ヒ ト の 疾 患 で あ り 、 そ し て 末 梢 神 経 細 胞
を 取 り 囲 む 保 護 ミ エ リ ン 鞘 の 免 疫 系 発 作 を 伴 う 。 ア レ ル ギ ー 性 炎 症 は 、 Th2細 胞 に 基 づ く
ア ト ピ ー 疾 患 の 原 因 論 と 一 致 す る 。 例 え ば 、 IL-4の 不 在 に お け る Th2細 胞 の 不 完 全 な プ ラ
イ ミ ン グ の 結 果 、 後 続 の 気 道 攻 撃 後 に ア レ ル ギ ー 炎 症 応 答 が 発 生 し な く な る 。 IL-5及 び IL
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-13は 、 特 徴 的 な 好 酸 球 浸 潤 物 及 び 粘 液 過 剰 分 泌 に よ り 直 接 的 に 関 与 す る こ と が 判 っ て い
る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 多 発 性 硬 化 症 の 場 合 、 Th1媒 介 型 免 疫 応 答 は 、 そ の 疾 患 を 促 進 す る と 考 え ら れ る の に 対
し て 、 Th2は 、 疾 患 の 進 行 に 対 す る 改 善 効 果 を 有 す る と 考 え ら れ る 。 IL-10を 発 現 さ せ る T
細 胞 は 、 多 発 性 硬 化 症 用 ラ ッ ト モ デ ル の 試 験 用 自 己 免 疫 脳 脊 髄 炎 (EAE)を 抑 制 す る こ と が
判 っ て い る 。 TNF-α は 、 EAEの 誘 発 に 関 与 す る と い う 仮 説 が た て ら れ て い る (TNF-α は Th1
及 び Th2の 双 方 の 培 養 に よ っ て 分 泌 す る こ と が で き る )。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ヒ ト 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 (SLE)は Th2応 答 に よ っ て 駆 動 さ れ る と 考 え ら れ る 。 し か し 、 IFN-
γ は 、 マ ウ ス ・ モ デ ル に お け る 疾 患 の 進 行 に 対 し て 主 要 な 効 果 を 有 す る こ と が 示 さ れ 、 こ
れ に 対 し て 、 IL-4は 、 疾 患 維 持 を 媒 介 す る と 予 期 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 心 筋 炎 は 、 心 筋 の 炎 症 に よ っ て 定 義 さ れ 、 急 性 上 部 呼 吸 器 感 染 後 の 心 筋 特 異 的 抗 原 に 対
す る 自 己 免 疫 応 答 に よ っ て 媒 介 さ れ る と 考 え ら れ る 。 マ ウ ス モ デ ル に お け る 試 験 用 自 己 免
疫 心 筋 炎 (EAM)の 重 症 性 は 、 抗 IL-4の 投 与 に よ っ て 低 減 さ れ 、 疾 患 の 進 行 に お け る IL-4の
役 割 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 は 、 個 体 中 の １ 又 は 複 数 の サ イ ト カ イ ン の 発 現 を 阻 害 す る 方 法 で
あ っ て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同
性 を 有 す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 を 前 記 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 、
個 体 中 の １ 又 は 複 数 の サ イ ト カ イ ン の 発 現 を 阻 害 す る 方 法 で あ る 。 サ イ ト カ イ ン は TNF-α
、 IFN-γ 、 IL-2、 IL-4、 IL-5又 は IL-10で あ る 。 こ れ ら の 方 法 は そ の 必 要 の あ る 個 体 に 、
下 記 の 医 薬 と し て 又 は 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 組 成 物 を 提 供 又 は 投 与 す る こ と を 含 み 、 そ し
て 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 及 び /又 は 治 療 の た め の 方 法 と し て 考 え る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 態 様 は 、 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 炎 症 性 疾 患 及 び /又 は 自 己 免 疫
疾 患 の 治 療 の た め に 、 医 薬 と し て 許 容 さ れ る １ 又 は 複 数 の 賦 形 剤 の 存 在 に お い て 、 ヒ ト Ｃ
Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 配 列
を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 、 医 薬 組 成 物 に よ っ て 表 さ れ る 。 こ れ ら の 組 成 物 は さ ら に
、 付 加 的 な 免 疫 抑 制 剤 又 は 抗 炎 症 性 物 質 を 含 む こ と が で き る 。 或 い は 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質
を 含 む 医 薬 組 成 物 は 、 種 々 の 治 療 計 画 に お い て 用 い る た め に 合 体 さ せ て 「 カ ク テ ル 」 に す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 医 薬 と し て 許 容 さ れ る 任 意 の 好 適 な 担 体 、 動 物 へ の 投 与 に 適 し
た 、 最 終 的 に は 助 剤 (例 え ば 賦 形 剤 、 安 定 剤 又 は 希 釈 剤 )を 含 む 生 物 学 的 に 適 合 可 能 な ビ ヒ
ク ル 及 び 添 加 剤 (例 え ば 生 理 食 塩 水 )を 含 有 す る こ と も で き る 。 こ れ ら の 助 剤 は 、 活 性 化 合
物 を 処 理 し て 医 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 調 製 物 に す る の を 容 易 に す る 。 医 薬 組 成 物
を 任 意 の 許 容 さ れ る 方 法 で 調 製 す る こ と に よ り 、 投 与 様 式 の ニ ー ズ を 満 た す こ と が で き る
。 例 え ば 生 体 材 料 及 び 薬 物 送 達 の た め の 他 の ポ リ マ ー 、 並 び に 特 定 の 投 与 様 式 を 有 効 に す
る た め の 種 々 異 な る 技 術 及 び モ デ ル が 、 文 献 に お い て 開 示 さ れ て い る (Cleland JL他 、 Cur
r Opin Biotechnol, 12: 212-9, 2001; Luo B及 び Prestwich GD、 Exp Opin Ther Patents
, 11: 1395-1410, 2001)。
【 ０ １ １ ０ 】
　 「 医 薬 と し て 許 容 さ れ る 」 と は 、 活 性 成 分 の 生 体 活 性 の 硬 化 を 妨 害 せ ず 、 し か も 投 与 さ
れ る 宿 主 に 対 し て 毒 性 で な い 任 意 の 担 体 を 含 む も の と す る 。 例 え ば 、 非 経 口 投 与 の 場 合 、
上 記 活 性 成 分 は 、 ビ ヒ ク ル 、 例 え ば 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 溶 液 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 及
び リ ン ガ ー 溶 液 中 で 注 射 す る た め の 単 位 投 与 形 態 で 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
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　 活 性 成 分 の 所 望 の 血 中 濃 度 を 確 立 す る た め に 、 認 め ら れ た 任 意 の 投 与 様 式 を 用 い る こ と
が で き 、 ま た こ の 投 与 様 式 を 当 業 者 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 投 与 は 種 々 の
非 経 口 ル ー ト 、 例 え ば 皮 下 、 静 脈 内 、 硬 膜 外 、 局 所 、 皮 内 、 く も 膜 下 、 直 接 心 室 内 、 腹 腔
内 、 経 皮 (例 え ば 徐 放 性 製 剤 )、 筋 内 、 腹 腔 内 、 鼻 腔 内 、 肺 内 (吸 入 )、 眼 内 、 口 腔 又 は 頬 ル
ー ト に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 非 経 口 投 与 は ボ ー ラ ス 注 射 に よ っ て 、 又 は 所 定 の 時 間 に
わ た る 漸 次 的 な 潅 流 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 そ の 他 の 特 に 好 ま し い 投 与 ル ー ト は 、 エ
ア ロ ゾ ル 及 び デ ポ 製 剤 で あ る 。 本 発 明 の 薬 剤 の 徐 放 性 製 剤 、 具 体 的 に は デ ポ 剤 が 特 に 考 え
ら れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 非 経 口 投 与 の た め の 調 製 物 は 、 滅 菌 水 性 又 は 非 水 性 溶 液 、 懸 濁 液 、 及 び エ マ ル ジ ョ ン を
含 み 、 こ れ ら は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 助 剤 又 は 賦 形 剤 を 含 有 す る こ と が で き 、 日 常 的 な 方 法
に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 好 適 な 油 性 注 射 懸 濁 液 と し て 、 活 性 化 合 物 の 懸
濁 液 を 投 与 す る こ と が で き る 。 好 適 な 親 油 性 溶 剤 又 は ビ ヒ ク ル は 、 脂 肪 油 、 例 え ば ご ま 油
、 又 は 合 成 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 例 え ば ご ま 油 、 又 は 合 成 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 例 え ば オ レ イ ン 酸
エ チ ル 又 は ト リ グ リ セ リ ド を 含 む 。 懸 濁 液 の 粘 度 を 高 め る 物 質 を 含 有 す る こ と が で き る 水
性 注 射 懸 濁 液 は 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 及 び /
又 は デ キ ス ト ラ ン を 含 む 。 任 意 に は 、 懸 濁 液 は 安 定 剤 を 含 有 す る こ と も で き る 。 医 薬 組 成
物 は 、 注 射 に よ る 投 与 に 適 し た 溶 液 を 含 み 、 ま た 、 約 0.01～ 99パ ー セ ン ト 、 好 ま し く は 約
20～ 75パ ー セ ン ト の 活 性 化 合 物 を 、 賦 形 剤 と 一 緒 に 含 有 す る 。 直 腸 投 与 す る こ と が で き る
組 成 物 は 坐 剤 を 含 む 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 非 経 口 (例 え ば 静 脈 内 、 皮 下 、 筋 内 )投 与 の 場 合 、 活 性 タ ン パ ク 質 は 、 医 薬 と し て 許 容 さ
れ る 非 経 口 ビ ヒ ク ル (例 え ば 水 、 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 溶 液 )、 及 び 等 張 性 (例 え ば
マ ニ ト ー ル )又 は 化 学 安 定 性 (例 え ば 保 存 剤 及 び 緩 衝 液 )を 維 持 す る 添 加 剤 と 組 み 合 わ さ れ
た 溶 液 、 懸 濁 液 、 エ マ ル ジ ョ ン 又 は 凍 結 乾 燥 粉 末 と し て 調 製 す る こ と が で き る 。 製 剤 は 、
一 般 に 用 い ら れ る 技 術 に よ っ て 滅 菌 さ れ る 。 経 粘 膜 投 与 の 場 合 、 浸 透 さ れ る べ き バ リ ア に
適 し た 浸 透 剤 が 製 剤 中 に 使 用 さ れ る 。 こ の よ う な 浸 透 剤 は 当 業 者 に 概 ね 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 経 口 で 摂 取 す る こ と が で き る 医 薬 と し て 又 は 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 調 製 物 は 、 ゼ ラ チ ン
か ら 形 成 さ れ た 押 込 型 カ プ セ ル 、 並 び に ゼ ラ チ ン 及 び 可 塑 剤 、 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 又 は ソ
ル ビ ト ー ル か ら 形 成 さ れ た 軟 質 の 密 封 カ プ セ ル を 含 む 。 押 込 型 カ プ セ ル は 、 充 填 剤 、 例 え
ば ラ ク ト ー ス 、 バ イ ン ダ ー 、 例 え ば 澱 粉 、 及 び /又 は 滑 剤 、 例 え ば タ ル ク 又 は ス テ ア リ ン
酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 及 び 任 意 に は 安 定 剤 と の 混 和 物 中 に 活 性 成 分 を 含 有 す る こ と が で き る 。
軟 質 カ プ セ ル の 場 合 、 活 性 化 合 物 は 好 適 な 液 体 、 例 え ば 脂 肪 油 、 液 体 パ ラ フ ィ ン 又 は 液 体
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 中 に 溶 解 又 は 懸 濁 さ せ る こ と が で き る 。 加 え て 安 定 剤 を 添 加 す る
こ と が で き る 。 経 口 投 与 の た め の 全 て の 製 剤 は 、 こ の よ う な 投 与 に 適 し た 投 与 形 態 を 成 し
て い る べ き で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 頬 投 与 の 場 合 、 組 成 物 は 、 コ ン ベ ン シ ョ ナ ル な 様 式 で 調 製 さ れ た 錠 剤 又 は ト ロ ー チ 剤 の
形 態 を 成 す こ と が で き る 。 吸 入 に よ る 投 与 の 場 合 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る た め の 化 合 物
は 、 好 適 な 気 体 駆 出 剤 、 例 え ば 二 酸 化 炭 素 の 使 用 と と も に 、 圧 縮 パ ッ ク 又 は ネ ブ ラ イ ザ ー
か ら エ ア ロ ゾ ル 噴 霧 の 形 態 で 好 都 合 に 送 達 さ れ る 。 圧 縮 型 エ ア ロ ゾ ル の 場 合 、 投 与 単 位 は
、 計 量 送 達 の た め の 弁 を 設 け る こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 化 合 物 と 好 適 な 粉 末 ベ
ー ス 、 例 え ば ラ ク ト ー ス 又 は 澱 粉 と の 粉 末 混 合 物 を 含 有 す る 、 吸 入 器 又 は 吹 入 れ 器 に お い
て 使 用 す る た め の カ プ セ ル 及 び カ ー ト リ ッ ジ 、 例 え ば ゼ ラ チ ン を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 注 射 、 例 え ば ボ ー ラ ス 注 射 又 は 連 続 輸 液 に よ る 非 経 口 投 与 の た め に 、 化 合 物 を 調 製 す る
こ と が で き る 。 注 射 用 製 剤 は 、 保 存 剤 が 添 加 さ れ た 単 位 投 与 形 態 、 例 え ば ア ン プ ル 又 は 多
数 回 投 与 容 器 の 形 態 で 提 供 す る こ と が で き る 。 組 成 物 は 、 水 性 ビ ヒ ク ル 中 の 懸 濁 液 、 溶 液
又 は エ マ ル ジ ョ ン の よ う な 形 態 を 成 す こ と が で き 、 そ し て 、 調 製 剤 、 例 え ば 懸 濁 剤 、 安 定
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剤 及 び /又 は 分 散 剤 を 含 有 す る こ と が で き る 。 或 い は 、 活 性 成 分 は 、 使 用 前 に 好 適 な ビ ヒ
ク ル 、 例 え ば 発 熱 物 質 な し の 滅 菌 水 で 戻 す た め の 粉 末 又 は 凍 結 乾 燥 形 態 を 成 し て い て も よ
い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 前 述 の 製 剤 に 加 え て 、 化 合 物 は デ ポ 調 製 物 と し て 調 製 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 長
時 間 作 用 性 製 剤 は 、 埋 込 み (例 え ば 皮 下 又 は 筋 内 )に よ っ て 、 又 は 筋 内 注 射 に よ っ て 投 与 す
る こ と が で き る 。 こ う し て 、 例 え ば 化 合 物 は 、 好 適 な 高 分 子 又 は 疎 水 性 材 料 (例 え ば 許 容
さ れ る 油 中 の エ マ ル ジ ョ ン と し て ） と 、 又 は イ オ ン 交 換 樹 脂 と 一 緒 に 調 製 す る か 、 又 は 控
え め に 可 溶 性 の 誘 導 体 と し て 、 例 え ば 控 え め に 可 溶 性 の 塩 と し て 調 製 す る こ と が で き る 。
或 い は 、 化 合 物 は 、 徐 放 シ ス テ ム 、 例 え ば 治 療 薬 を 含 有 す る 固 形 疎 水 性 ポ リ マ ー の 半 透 性
マ ト リ ッ ク ス を 使 用 し て 送 達 す る こ と も で き る 。 種 々 の 徐 放 性 材 料 が 確 立 さ れ て お り 、 ま
た 当 業 者 に よ っ て よ く 知 ら れ て い る 。 徐 放 性 カ プ セ ル は 、 こ れ ら の 化 学 的 な 性 質 に 応 じ て
、 数 週 間 か ら 100日 よ り も 長 い 期 間 に わ た っ て 化 合 物 を 放 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 言 う ま で も な く 、 投 与 量 は 、 レ シ ピ エ ン ト の 年 齢 、 性 別 、 健 康 状 態 お よ び 体 重 、 も し あ
る な ら ば 並 行 し て 行 わ れ て い る 治 療 の 種 類 、 治 療 の 頻 度 、 及 び 所 望 の 効 果 の 性 質 に 依 存 す
る こ と に な る 。 投 与 量 は 、 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ ま た 決 定 可 能 で あ る よ う に 、 個 々 の 患
者 に 合 わ せ て 調 整 さ れ る 。 各 治 療 に 必 要 な 総 投 与 量 は 、 多 数 回 の 投 与 又 は 単 回 投 与 に よ っ
て 投 与 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 単 独 で 、 又 は そ の 状 態 に 対 す る 、 又 は
そ の 状 態 の そ の 他 の 症 状 に 対 す る そ の 他 の 治 療 と の 組 み 合 わ せ に お い て 投 与 す る こ と が で
き る 。 通 常 、 活 性 成 分 の 一 日 投 与 量 は 、 体 重 1キ ロ グ ラ ム 当 た り 0.01～ 100ミ リ グ ラ ム 又 は
そ れ 以 上 か ら 成 る 。 通 常 、 所 望 の 結 果 を 得 る た め に は 、 1日 1キ ロ グ ラ ム 当 た り 1～ 40ミ リ
グ ラ ム を 数 回 に 分 け て 又 は 徐 放 形 態 で 投 与 す る こ と が 効 果 的 で あ る 。 2回 目 又 は 後 続 の 投
与 は 、 そ の 個 体 に 対 す る 初 回 又 は 前 回 の 投 与 量 と 同 じ か 、 ま た は こ れ よ り も 少 な い か 又 は
多 い 投 与 量 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 「 有 効 な 量 」 と は 、 疾 患 の 経 過 及 び 重 症 度 に 影 響 を 与 え る の に 十 分 で あ っ て 、 こ の よ う
な 病 理 の 軽 減 又 は 緩 和 を 招 く 量 を 意 味 す る 。 有 効 な 量 は 投 与 ル ー ト 及 び 患 者 の 状 態 に 依 存
す る こ と に な る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 最 小 有 効 濃 度 値 を 用 い て 、 投 与 イ ン タ ー バ ル を 決 定 す る こ と も で き る 。 化 合 物 は 、 時 間
の 10-90%、 好 ま し く は 30-90%、 及 び 最 も 好 ま し く は 50-90%に わ た っ て 、 最 小 有 効 濃 度 を 上
回 る 血 漿 レ ベ ル を 維 持 す る 投 薬 計 画 を 用 い て 投 与 さ れ る べ き で あ る 。 局 所 的 な 投 与 又 は 選
択 的 取 込 み の 場 合 、 薬 物 の 有 効 局 所 的 濃 度 は 、 血 漿 濃 度 に は 関 係 し な い こ と が あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 組 成 物 の 投 与 量 は 、 も ち ろ ん 、 治 療 さ れ る 患 者 、 患 者 の 体 重 、 病 気 の 重 症 度 、 投 与 様 式
、 及 び 処 方 す る 医 師 の 判 断 に 依 存 す る こ と に な る 。 単 回 又 は 複 数 回 で 個 体 に 投 与 さ れ る 投
与 量 は 、 薬 物 動 態 学 的 特 性 、 投 与 ル ー ト 、 患 者 の 状 態 及 び 特 徴 (性 別 、 年 齢 、 体 重 、 健 康
状 態 、 大 き さ )、 症 状 の 程 度 、 並 行 し て 行 わ れ て い る 治 療 、 治 療 頻 度 及 び 所 望 さ れ る 効 果
を 含 む 、 種 々 の フ ァ ク タ ー に 応 じ て 変 化 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 物 質 は 毎 日 又 は 一 日 お き に 、 よ り 低 い 頻 度 で 投 与 す る こ と が で き る 。 好 ま し く
は 、 本 発 明 の 物 質 の う ち の １ 又 は 複 数 が 、 1週 間 当 た り 1回 、 2回 又 は 3回 に わ た っ て 投 与 さ
れ る 。 1日 投 与 量 は 、 所 望 の 結 果 を 得 る の に 効 果 的 な 、 数 回 に 分 け た 形 態 又 は 徐 放 形 態 で
与 え ら れ る 。 2回 目 又 は 後 続 の 投 与 は 、 そ の 個 体 に 対 す る 初 回 又 は 前 回 の 投 与 量 と 同 じ か
、 ま た は こ れ よ り も 少 な い か 又 は 多 い 投 与 量 で 行 う こ と が で き る 。 2回 目 又 は 後 続 の 投 与
は 疾 患 発 症 中 又 は 疾 患 発 症 前 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 本 発 明 の 物 質 は 、 他 の 治 療 計 画 又 は 治 療 薬 (複 数 投 薬 計 画 )の 前 、 同 時
又 は 後 に 個 体 に 予 防 的 又 は 治 療 的 に 治 療 上 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と が で き る 。 他 の 治 療 薬
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と 同 時 に 投 与 さ れ る 活 性 物 質 を 、 同 じ 又 は 異 な る 組 成 物 中 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 任 意 の 化 合 物 に 関 し て 、 治 療 上 有 効 な 投 与 量 を 細 胞 培
養 ア ッ セ イ か ら 最 初 に 評 価 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 投 与 量 を 動 物 モ デ ル に お い て 定 め
る こ と に よ り 、 循 環 濃 度 範 囲 を 得 る こ と が で き る 。 こ の 循 環 濃 度 範 囲 は 、 in vitro系 で サ
イ ト カ イ ン 発 現 を 減 少 さ せ る こ と が 示 さ れ た 濃 度 点 又 は 濃 度 範 囲 を 含 む 。 こ の よ う な 情 報
を 用 い て 、 ヒ ト に お け る 有 用 な 投 与 量 を よ り 正 確 に 決 定 す る こ と が で き る 。 治 療 上 有 効 な
量 は 、 患 者 の 症 状 を 改 善 す る 化 合 物 量 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 化 合 物 の 毒 性 及 び 治 療 効 力
は 、 例 え ば LD50(試 験 個 体 群 の 50%を 致 死 さ せ る 投 与 量 )及 び ED50(個 体 群 の 50%に お い て 治
療 上 効 果 的 な 投 与 量 )を 決 定 す る た め の 、 細 胞 培 養 又 は 試 験 動 物 に お け る 標 準 的 な 薬 学 手
順 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 毒 性 効 果 と 治 療 効 果 と の 投 与 量 比 は 、 治 療 指 数 で あ り
、 そ し て LD50と ED50と の 比 と し て 表 す こ と が で き る 。 高 い 治 療 指 数 を 示 す 化 合 物 が 好 ま し
い 。 こ れ ら の 細 胞 培 養 ア ッ セ イ 及 び 動 物 研 究 か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト に お け る 使 用 の
た め の 投 与 量 範 囲 を 定 め る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 化 合 物 の 投 与 量 は 好 ま
し く は 、 毒 性 が ほ と ん ど 又 は 全 く な い ED50を 含 む 循 環 濃 度 範 囲 内 に あ る 。 投 与 量 は 、 採 用
さ れ る 投 与 形 態 及 び 利 用 さ れ る 投 与 ル ー ト に 応 じ て こ の 範 囲 内 で 変 化 す る こ と が で き る 。
正 確 な 製 剤 、 投 与 ル ー ト 及 び 投 与 量 は 、 患 者 の 状 態 に 関 し て 個 々 の 医 師 に よ っ て 選 択 す る
こ と が で き る (例 え ば Fingl他 、 1975, 「 The Pharmacological Basis of Therapeutics」
第 1章 参 照 )。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 新 規 の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ 及 び キ ッ ト で あ っ て 、 サ イ ト カ イ ン の
分 泌 及 び 発 現 の イ ン ヒ ビ タ ー と し て の 化 合 物 の 特 性 を 同 定 し て 比 較 す る た め に 使 用 す る こ
と が で き る 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５ ％ 以 上 の
相 同 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 、 新 規 の ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ 及
び キ ッ ト を 提 供 す る 。 キ ッ ト 及 び ア ッ セ イ は 、 最 終 的 に は 標 識 付 け さ れ る か 又 は 固 形 支 持
体 上 に 固 定 化 さ れ る 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 （ 配 列 番 号 １ ） と ８ ５
％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 む べ き で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 本 発 明 を 説 明 す る た め に 使 用 さ れ る 用 語 の 意 味 及 び 範 囲 を 説 明 し て 定 義 す
る た め に 、 下 記 定 義 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に 相 互 に 置 き 換 え 可 能 に 使 用 さ れ る 用 語 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 及 び 「 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 」 及 び 核 酸 は 、 一 本 鎖 又 は 二 本 鎖 の 形 態 の 、 2つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド か ら
成 る RNA、 DNA又 は RNA/DNAハ イ ブ リ ッ ド 配 列 を 含 む 。 こ れ ら の 用 語 は 、 1つ 以 上 の 修 飾 を 含
む 「 修 飾 型 ヌ ク レ オ チ ド 」 を 含 む 。 修 飾 型 ヌ ク レ オ チ ド の 一 例 と し て は ： (a)選 択 的 連 結
基 、 (b)プ リ ン の 類 似 形 、 (c)ピ リ ミ ジ ン の 類 似 形 、 又 は (d)類 似 の 糖 が 挙 げ ら れ る 。 類 似
の リ ン ク 基 、 プ リ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 及 び 糖 の 例 は 従 来 技 術 に お い て 知 ら れ て い る (国 際 公 開 9
5/04064号 パ ン フ レ ッ ト )。 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 合 成 、 組
換 え 、 ex vivo生 成 、 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 任 意 の 周 知 の 方 法 に よ っ て 、 並 び に
当 業 者 に 知 ら れ た 任 意 の 精 製 法 を 利 用 し て 、 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 構 造 、 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド と い う 用 語 は
、 当 業 者 に よ る 使 用 と 一 致 し て 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 。 「 上 流 」 及 び 「 下 流 」 と い う 用
語 も 、 当 業 者 に よ る 使 用 と 一 致 し て 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 。 「 塩 基 対 合 」 及 び 「 ワ ト ソ
ン ・ ク リ ッ ク 塩 基 対 合 」 は 相 互 に 置 き 換 え 可 能 に 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ 、 当 業 者 に よ る 使
用 と 一 致 し て 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 。 同 様 に 「 相 補 的 」 、 「 の 相 補 体 」 、 「 相 補 体 」 、
「 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 「 相 補 的 核 酸 」 及 び 「 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 と い う 用
語 も 互 に 置 き 換 え 可 能 に 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ 、 当 業 者 に よ る 使 用 と 一 致 し て 本 明 細 書 中
に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
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　 同 様 に 、 「 精 製 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 他 の 化 合 物 、 例 え ば 核 酸 、 脂 質 、 炭 水 化 物 及 び
そ の 他 の タ ン パ ク 質 か ら 単 離 さ れ た 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 記 述 す る の に 使 用 さ れ る 。 い く つ
か の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 試 料 の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 最 小 約 50%
、 約 60%、 約 75%、 約 85%、 約 90%、 約 95%、 約 96%、 約 97%、 約 98%、 約 99%、 又 は 約 99.5%が 単
一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 場 合 に 、 実 質 的 に 純 粋 で あ る 。 い く つ か の 好 ま し い 実 施 態 様 に
お い て 、 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド は 典 型 的 に は 、 タ ン パ ク 質 試 料 の 約 50%、 約 60%、 約
70%、 約 80%、 約 90%、 約 95%、 約 96%、 約 97%、 約 98%、 約 99%、 又 は 約 99.5%(重 量 /重 量 )を 含
む 。 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 多 数 の 方 法 、 例 え ば 試 料 の ア ガ ロ ー ス 又 は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
・ ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド 純 度 又 は 同 質 性 が 示 さ れ 、 続 い て ゲ ル 染 色 時 の 単
一 ポ リ ペ プ チ ド ・ バ ン ド が 視 覚 化 さ れ る 。 或 る 特 定 の 目 的 で 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る
HPLC又 は そ の 他 の 方 法 を 用 い て 、 よ り 高 い 分 解 能 を 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 精 製 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 絶 対 的 な 純 粋 性 を 必 要
と は し な い 。 む し ろ こ の 用 語 は 相 対 的 な 定 義 と し て 意 図 さ れ る 。 出 発 材 料 又 は 天 然 材 料 を
、 1桁 以 上 に 、 好 ま し く は 2又 は 3桁 に 、 及 び よ り 好 ま し く は 4又 は 5桁 に 精 製 す る こ と が 特
に 考 え ら れ る 。 或 い は 、 精 製 は 、 相 同 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (DNA、 RNA又 は そ の 両 方 )又 は ポ リ
ペ プ チ ド に 対 す る 「 最 小 の 」 パ ー セ ン ト 純 度 と し て 表 す こ と も で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様
と し て は 、 Ｃ Ｄ １ ６ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は
ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 最 小 ； 10%、 20%、 30%、 40%、 50%、 60%、 70%、 80%、 90%、 95%、 96%
、 96%、 98%、 99%、 99.5%、 100%純 粋 で あ る 。 更 な る 好 ま し い 実 施 態 様 と し て 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 任 意 の 番 号 の 位 置 か ら 1000番 目 の 位 置 ま で に 、 異 種 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 90%～ 100%(例 え ば 99.995%純 粋 )の 範 囲 の 「 最 小 」 純 度
を 有 し て い る 。 加 え て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 純 度 は 、 担 体 溶 液 以 外 の 全
て の 材 料 及 び 化 合 物 に 対 す る パ ー セ ン テ ー ジ (上 述 の 通 り ） と し て 表 す こ と が で き る 。 100
0番 目 の 位 置 ま で の 各 番 号 は 、 個 々 の 純 粋 種 と し て 主 張 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 そ の 材 料 が 、 元 の 環 境 (例 え ば こ れ が 自 然 に 発 生 す る も
の な ら ば 自 然 環 境 )か ら 取 り 出 さ れ る こ と を 必 要 と す る 。 例 え ば 、 生 き て い る 動 物 中 に 存
在 す る 自 然 発 生 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 単 離 さ れ て お ら ず 、 自 然 系 内 の
共 存 す る 材 料 の う ち の い く つ か 又 は 全 て か ら 離 さ れ た 、 同 じ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は DNA又
は ポ リ ペ プ チ ド は 単 離 さ れ て い る 。 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ベ ク タ ー の 一 部 で あ
っ て よ く 、 且 つ /又 は こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 組 成 物 の 一 部 で あ
っ て よ く 、 そ し て 、 ベ ク タ ー 又 は 組 成 物 が そ の 自 然 環 境 の 部 分 で な い と い う 点 で 、 や は り
単 離 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 「 プ ラ イ マ ー 」 と い う 用 語 は 、 タ ー ゲ ッ ト ・ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 相 補 的 で あ り 、
そ し て 、 タ ー ゲ ッ ト ・ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る の に 使 用 さ れ る 特 異 的 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 プ ラ イ マ ー は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 、
又 は 逆 転 写 酵 素 に よ っ て 触 媒 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 重 合 の た め の 開 始 点 と し て 役 立 つ 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 「 タ ン パ ク 質 」 又 は 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 ポ リ マ ー の 長 さ に は 関 係 な し に ア ミ ノ 酸 の ポ
リ マ ー を 意 味 す る 。 従 っ て 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド
の 定 義 に 含 ま れ る 。 こ の 用 語 は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 後 修 飾 を 特 定 ま た は 排 除 し な い
。 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 基 、 ア セ チ ル 基 、 ホ ス フ ェ ー ト 基 、 脂 質 基 、 及 び ミ リ ス ト イ ル 化 基
な ど の 共 有 結 合 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 に 明 ら か に 含 ま れ る
。 ま た こ の 定 義 に は 、 リ ン 酸 化 又 は 脱 リ ン 酸 化 ポ リ ペ プ チ ド も 含 ま れ る 。 ま た こ の 定 義 に
は 、 ア ミ ノ 酸 の １ 又 は 複 数 の 類 似 体 (非 自 然 発 生 型 ア ミ ノ 酸 、 無 関 係 の 生 体 系 内 に だ け 自
然 発 生 す る ア ミ ノ 酸 、 哺 乳 動 物 系 に 由 来 す る 修 飾 型 ア ミ ノ 酸 な ど を 含 む )、 置 換 型 リ ン ケ
ー ジ を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に 当 業 者 に 知 ら れ て い る 自 然 発 生 型 及 び 非 自 然 発 生 型 の
そ の 他 の 修 飾 が 含 ま れ る 。
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【 ０ １ ３ ４ 】
　 「 含 む 」 、 「 か ら 成 る 」 及 び 「 本 質 的 に ～ か ら 成 る 」 は 、 こ れ ら の 標 準 的 な 意 味 に 従 っ
て 定 義 さ れ る 。 M.P.E.P.に 示 さ れ た 定 義 さ れ た 意 味 は 、 こ の 技 術 分 野 に お い て 定 義 さ れ た
意 味 を 管 理 し て お り 、 連 邦 巡 回 判 例 法 に 示 さ れ た 定 義 さ れ た 意 味 が 、 M.P.E.P.に 示 さ れ た
意 味 を 管 理 し て い る 。 こ の 点 を 考 慮 し て 、 こ れ ら の 用 語 は 本 出 願 全 体 を 通 し て 互 い に 置 き
換 え る こ と に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の 用 語 と 関 連 す る 特 定 の 意 味 を 付 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 処 置 す る 」 と い う 用 語 は 、 臨 床 的 症 状 の 開 始 後 に 化 合 物 を 投
与 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 予 防 す る 」 と い う 用 語 は 、 臨 床 的 症 状 の 開 始 前 に 化 合 物 を 投
与 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 文 脈 内 の 「 予 防 」 と い う 用 語 は 、 疾 患 又 は 疾 患 の １ 又 は 複 数 の 症 状 の 完 全 な 予
防 を 意 味 す る だ け で は な く 、 疾 患 の 早 期 発 症 前 又 は 早 期 発 症 時 の 疾 患 の 影 響 を 部 分 的 又 は
実 質 的 に 予 防 、 減 衰 、 低 減 、 減 少 又 は 縮 小 す る こ と を も 意 味 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 文 脈 内 の 「 治 療 」 と い う 用 語 は 、 疾 患 発 症 後 の 病 理 発 生 の 減 衰 、 低 減 、 減 少 又
は 縮 小 を 含 む 、 疾 患 の 進 行 に 対 す る 任 意 の 有 益 な 効 果 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 定 期 刊 行 物 の 論 文 又 は 要 約 、 発 行 済 又 は 未 発 行 の 米 国 又 は 外 国 特 許 出 願 明 細 書 、 発 行 済
の 米 国 又 は 外 国 特 許 明 細 書 、 又 は そ の 他 の 参 考 文 献 を 含 む 、 本 明 細 書 中 に 引 用 し た 全 て の
参 考 文 献 の 全 体 を 、 引 用 参 考 文 献 に 提 供 さ れ た 全 て の デ ー タ 、 表 、 図 面 及 び 本 文 を 含 め て
、 参 考 の た め 本 明 細 書 中 に 引 用 す る 。 加 え て 、 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ た 参 考 文 献 中 に 引 用
さ れ た 文 献 の 内 容 全 体 も 参 考 の た め 本 明 細 書 中 に 引 用 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 既 知 の 方 法 ス テ ッ プ 、 コ ン ベ ン シ ョ ナ ル な 方 法 ス テ ッ プ 、 既 知 の 方 法 又 は コ ン ベ ン シ ョ
ナ ル な 方 法 に 言 及 す る こ と が 、 本 発 明 の 任 意 の 特 徴 、 説 明 又 は 実 施 態 様 が 関 連 技 術 に お い
て 開 示 、 教 示 又 は 示 唆 さ れ て い る こ と を 認 め る こ と に は 決 し て な い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 を 下 記 実 施 例 に よ っ て 以 下 に 説 明 す る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 本 発 明 を 限 定 す る も の
と は 決 し て 解 釈 す る べ き で は な い 。 実 施 例 は 、 特 定 さ れ た 図 面 に 関 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 の 前 記 説 明 は 本 発 明 の 全 体 的 な 性 質 を 完 全 に 明 ら か に す る の で 、 当 業 者
の 知 識 (本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ た 参 考 文 献 の 内 容 を 含 む )を 応 用 す る こ と に よ り 、 他 者 が 不
必 要 な 試 験 を 行 う こ と な し に 、 ま た 本 発 明 の 全 体 的 な 概 念 を 逸 脱 す る こ と な し に 、 種 々 の
用 途 の た め に こ の よ う な 特 定 の 実 施 態 様 を 変 更 し 、 且 つ /又 は 、 改 変 す る こ と が で き る 。
従 っ て こ の よ う な 改 変 及 び 変 更 は 意 味 に お い て 、 本 明 細 書 中 に 提 供 さ れ た 教 示 及 び 指 針 に
基 づ く 、 開 示 さ れ た 実 施 態 様 の 同 等 物 の 範 囲 で あ る も の と す る 。 言 う ま で も な く 、 本 明 細
書 中 の 語 法 又 は 用 語 は 、 説 明 を 目 的 と し た も の で あ り 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い の
で 、 本 発 明 の 用 語 又 は 語 法 は 、 当 業 者 の 知 識 と 組 み 合 わ せ て 、 本 明 細 書 中 に 提 供 さ れ た 教
示 内 容 及 び 指 針 に 照 ら し て 、 当 業 者 に よ っ て 解 釈 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ４ ３ 】
実 施 例 1:His標 識 付 き sf-CD164の 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る ク ロ ー ニ ン グ 、 ハ イ ・ ス ル ー プ ッ
ト 発 現 及 び 調 製
　 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 完 全 細 胞 外 領 域 を コ ー ド す る cDNA配 列  (NCBI Acc. No. NP_006007；
配 列 番 号 ３ の 残 基 1-163)を 、 Gateway（ 登 録 商 標 ） ク ロ ー ニ ン グ 技 術 (Invitrogen)を 用 い
て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 発 現 プ ラ ス ミ ド を 生 成 し た 。 こ の 発 現 プ ラ ス ミ ド は
、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ の 細 胞 外 領 域 の 成 熟 形 態 (140ア ミ ノ 酸 )を 、 ヘ キ サ -ヒ ス チ ジ ン タ グ で 融
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合 さ れ た そ の C末 端 を 有 す る 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 (146ア ミ ノ 酸 ； sf-CD164;配 列 番 号 ２ ）
と し て 発 現 さ せ そ し て 分 泌 す る の を 可 能 に し 、 次 い で ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 の た め に 使 用 す る
。 分 泌 は 天 然 型 Ｃ Ｄ １ ６ ４ シ グ ナ ル 配 列 (NCBI Acc. No. NP_006007； 配 列 番 号 ３ の 残 基 1-
23)に よ っ て 駆 動 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 ハ イ ・ ス ル ー プ ッ ト 発 現 の た め に 選 択 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 エ プ ス タ イ ン -バ ー ル ・
ウ ィ ル ス 核 抗 原 を 発 現 さ せ る ヒ ト 胚 腎 臓 293細 胞 (HEK293-EBNA, Invitrogen)で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 Ex-cell VPRO無 血 清 培 地 (種 ス ト ッ ク 、 維 持 培 地 、 JRH Biosciences)中 の 懸 濁 液 中 で 、
細 胞 を 維 持 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 16時 間 ～ 20時 間 前 (ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 第 -
1日 )に 、 細 胞 を 2x T225フ ラ ス コ 内 で 播 種 し (2 x 10 5 細 胞 /mlの 密 度 )、 そ れ ぞ れ の フ ラ ス
コ は 、 2% FBS(ウ シ 胎 仔 血 清 )播 種 培 地 (JRH Biosciences） と と も に 50 mlの DMEM(Dulbecco
の 変 性 イ ー グ ル 培 地 )/F12 (1:1)を 含 有 す る 。 翌 日 (ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 第 0日 )、 JetPEI
（ 登 録 商 標 ） 試 薬 (2μ l/μ g プ ラ ス ミ ド ； PolyPlus-ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン )を 使 用 し て 、
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 。 フ ラ ス コ 毎 に 、 113 μ gの sf-CD164発 現 プ ラ ス ミ ド を 、 2
.3 μ gの 緑 蛍 光 タ ン パ ク 質 (GFP)発 現 プ ラ ス ミ ド と 一 緒 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 次
い で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 を 2 x T225フ ラ ス コ に 添 加 し 、 そ し て 37℃ (5% CO 2 )で
6日 間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 GFPに よ る 蛍 光 を 質 的 に 評 価 す る た め に 、 第 1日 及
び 第 6日 に 顕 微 鏡 (Axiovert 10 Zeiss)に よ っ て 、 ポ ジ テ ィ ブ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 確
認 し た 。 第 6日 (捕 集 日 )に 、 2つ の フ ラ ス コ か ら の 上 澄 み (100ml)を プ ー ル し 、 そ し て 遠 心
分 離 し (4℃ 、 400g)、 固 有 の 識 別 子 を 担 持 す る ポ ッ ト 内 に 入 れ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 C末 端 His標 識 付 き 組 換 え タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 細 胞 に 由 来 す る 100 ml及 び 500 mlの 培
地 試 料 か ら 始 め て 、 精 製 プ ロ セ ス を 実 施 し た 。 試 料 を 1容 積 の 低 温 緩 衝 液 A(50 mM NaH 2 PO 4
; 600 mM NaCl; 8.7 % (w/v)グ リ セ ロ ー ル 、 pH7.5)で 希 釈 す る こ と に よ り 、 最 終 溶 液 を そ
れ ぞ れ 200 ml及 び 1000 mlに し た 。 試 料 を 0.22 μ m滅 菌 フ ィ ル タ ー (Millipore, 500 mlフ
ィ ル タ ー ・ ユ ニ ッ ト )を 通 し て 濾 過 し 、 そ し て 四 角 い 滅 菌 培 地 瓶 (Nalgene)内 に 4℃ で 保 持
し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 精 製 は 、 自 動 サ ン プ ル ・ ロ ー ダ ー (Labomatic)に 接 続 さ れ た VISIONワ ー ク ス テ ー シ ョ ン (
Applied Biosystems)に お い て 、 4℃ で 実 施 し た 。 精 製 手 順 は 、 2つ の 連 続 ス テ ッ プ 、 つ ま
り Niイ オ ン (4.6 x 50 mm, 0.83 ml)で 負 荷 さ れ た Poros 20 MC(Applied Biosystems)カ ラ
ム 上 の 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 及 び こ れ に 続 く Sephadex G-25培 地 (Amersh
am Pharmacia)カ ラ ム (1.0 x 10 cm)上 の ゲ ル 濾 過 か ら 成 っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 第 1の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ・ ス テ ッ プ に 際 し て 、 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ・ カ ラ ム (Ni-カ ラ ム )を
30カ ラ ム 容 積 の EDTA溶 液 (100 mM EDTA; 1M NaCl; pH 8.0)で 再 生 さ せ 、 15カ ラ ム 容 積 の 10
0 mM NiSO 4 溶 液 で 洗 浄 す る こ と に よ り Niイ オ ン で 再 負 荷 し 、 10カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 Aで 洗
浄 し 、 続 い て 7カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 B(50 mM NaH 2 PO 4 ; 600 mM NaCl; 8.7 % (w/v)グ リ セ ロ
ー ル 、 400 mM;イ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH7.5)で 洗 浄 し 、 そ し て 最 後 に 15 mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 有 す
る 15カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 Aで 平 衡 さ せ た 。 試 料 を Labomatic サ ン プ ル ・ ロ ー ダ ー に よ っ て
、 200 mlサ ン プ ル ・ ル ー プ 内 に 移 し 、 続 い て 10 ml/分 の 流 量 で Ni金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ・ カ ラ
ム 上 に 装 填 し た 。 1000 ml試 料 に 対 し て 、 装 填 手 順 を 5回 繰 り 返 し た 。 N-カ ラ ム を 12容 積 の
緩 衝 液 Aで 洗 浄 し 、 続 い て 、 20mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 有 す る 29カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 Aで 洗 浄 し
た 。 こ の 洗 浄 後 、 ゆ る く 付 着 さ れ た 汚 染 タ ン パ ク 質 を カ ラ ム か ら 溶 離 し た 。 組 換 え His標
識 付 き タ ン パ ク 質 を 、 流 量 2 ml/分 で 10カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 Bを 用 い て 、 Ni-カ ラ ム か ら 最
後 に 溶 離 し 、 溶 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 1.6 ml画 分 で 捕 集 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 第 2ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ・ ス テ ッ プ に 際 し て 、 Sephadex G-25ゲ ル 濾 過 カ ラ ム を 2 mlの 緩 衝
液 D(1.137 M NaCl； 2.7 mM KCl; 1.5 mM KH2 PO 4 ； 8 mM Na 2 HPO 4 ； pH 7.2)で 再 生 さ せ 、 続
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い て 、 4カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 C(137 mM NaCl; 2.7 mM KCl; 1.5 mM KH2 PO 4 ； 8 mM Na 2 HPO 4
； 20 %(w/v)グ リ セ ロ ー ル ； pH 7.4)で 平 衡 さ せ た 。 Ni-カ ラ ム か ら 溶 離 さ れ た ピ ー ク 画 分
が 、 VISION上 の 一 体 化 さ れ た サ ン プ ル ・ ロ ー ダ ー を 通 し て 、 自 動 的 に Sephadex G-25カ ラ
ム 上 に ロ ー デ ィ ン グ し 、 そ し て タ ン パ ク 質 を 流 量 2 ml/分 で 緩 衝 液 Cを 用 い て 溶 離 し た 。 脱
塩 さ れ た 試 料 を 2.2 ml画 分 で 回 収 し た 。 画 分 を 0.22 μ m滅 菌 遠 心 分 離 フ ィ ル タ ー (Millipo
re)を 通 し て 濾 過 し 、 ア リ コ ー ト し 、 凍 結 し 、 そ し て -80℃ で 保 存 し た 。 試 料 の ア リ コ ー ト
を 、 抗 His抗 体 を 用 い た ク ー マ シ ー 染 色 及 び ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト に よ っ て 、 SDS-PAGE(4-
12 % NuPAGEゲ ル ; Novex)上 で 分 析 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 0.1 %ク ー マ シ ー ・ ブ ル ー R250染 色 溶 液 (30 %メ タ ノ ー ル 、 10%酢 酸 )中 で 室 温 で 1時 間 に
わ た っ て 、 NuPAGEゲ ル を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 ク ー マ シ ー 染 色 を 実 施 し た 。 続
い て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が ク リ ア に な り 、 タ ン パ ク 質 バ ン ド が は っ き り と 目 に 見 え る ま で
、 ゲ ル を 20 %メ タ ノ ー ル 、 7.5 %酢 酸 中 で 脱 染 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト に 際 し て は 、 NuPAGEゲ ル か ら ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 へ 、 290mAで 1時
間 に わ た っ て 4℃ で 、 タ ン パ ク 質 を 電 気 移 動 し た 。 膜 を 緩 衝 液 E(137 mM NaCl； 2.7 mM KCl
; 1.5 mM KH 2 PO 4 ； 8 mM Na 2 HPO 4 ； 0.1 % Tween 20, pH 7.4)中 の 5%粉 乳 で 1時 間 に わ た っ
て 室 温 で ブ ロ ッ ク し 、 続 い て 、 緩 衝 液 E中 の 2.5 %粉 乳 中 の 2種 の ウ サ ギ ・ ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 His抗 体 (G-18及 び H-15、 そ れ ぞ れ 0.2μ g/ml； Santa Cruz） と 一 緒 に 、 4℃ で 一 晩 に わ た
っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 室 温 で さ ら に 1時 間 に わ た っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 膜 を 緩
衝 液 E(3 x 10分 )で 洗 浄 し 、 そ し て 次 い で 2.5 %粉 乳 を 含 有 す る 緩 衝 液 E中 に 1/3000で 希 釈
さ れ た 二 次 HRP接 合 型 抗 ウ サ ギ 抗 体 (DAKO, HRP 0399） と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 緩 衝
液 Eで 洗 浄 (3 x 10分 )し た 後 、 膜 を 1分 間 に わ た っ て ECLキ ッ ト (Amersham Pharmacia)で 現
像 し た 。 膜 を 続 い て Hyperfilm(Amersham Pharmacia)に 晒 し 、 フ ィ ル ム を 現 像 し 、 そ し て
ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 画 像 を 視 覚 的 に 分 析 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 有 す る BCAタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ ・ キ ッ ト (Pierce)を 標 準 通 り 使 用
し て 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
実 施 例 2： 細 胞 ベ ー ス ・ ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ た サ イ ト カ イ ン 放 出 に 対 す る sf-CD164
の 効 果
　 下 記 in vitro細 胞 ベ ー ス ・ ア ッ セ イ は 、 コ ン カ ナ バ リ ン A(Concanavalin A)(Con A)に よ
っ て 誘 発 さ れ た サ イ ト カ イ ン 分 泌 に 対 す る sf-CD164の 効 果 を 測 定 す る 。 サ イ ト カ イ ン 分 泌
は 、 IL-2、 IFN-γ 、 TNF-α 、 IL-5、 IL-4及 び IL-10に 対 す る サ イ ト カ イ ン ・ ビ ー ド ・ ア レ
イ (CBA)ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 下 記 装 置 及 び ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し た ：
　 ・ 96ウ ェ ル ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト ・ フ ォ ト メ ー タ ー EX(Labsystem)
　 ・ Graph Pad Software(Prism)
　 ・ Excelソ フ ト ウ ェ ア (Microsoft)
　 ・ フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (Becton-Dickinson)
　 ・ CBA Analysisソ フ ト ウ ェ ア
　 ・ 細 胞 培 養 の た め の フ ー ド
　 ・ 細 胞 培 養 の た め の イ ン キ ュ ベ ー タ ー
　 ・ 遠 心 分 離 機
　 ・ ピ ペ ッ ト
　 下 記 材 料 及 び 試 薬 を 使 用 し た ：
　 ・ バ フ ィ ー ・ コ ー ト
　 ・ DMEM(GIBCO)
　 ・ ヒ ト 血 清 型 AB(SIGMA)
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　 ・ L-グ ル タ ミ ン (GIBCO)
　 ・ ペ ニ シ リ ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン (GIBCO)
　 ・ Ficoll(PHARMACIA)
　 ・ 細 胞 培 養 用 96ウ ェ ル ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト (COSTAR)
　 ・ コ ン カ ナ バ リ ン A(SIGMA)
　 ・ ヒ ト Th1/Th2サ イ ト カ イ ン CBAキ ッ ト (Becton-Dickinson)
　 ・ PBS(GIBCO)
　 ・ Falcon 50ml 滅 菌 管 (Becton-Dickinson)
　 ・ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA; SIGMA)
　 ・ グ リ セ ロ ー ル (MERCK)
　 ・ ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (DMSO; SIGMA)
　 ・ 96ウ ェ ル ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト 円 錐 底 (NUNC)
　 ・ autoMACS（ 登 録 商 標 ） セ パ レ ー タ ー 及 び MACS細 胞 単 離 キ ッ ト (Miltenyl Biotec)
　 細 胞 を 、 細 胞 ベ ー ス ・ ア ッ セ イ の た め に 下 記 の よ う に 単 離 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMC)を 、 DMEMで 希 釈 さ れ た バ フ ィ ー ・ コ ー ト か ら 単 離 し た 。 そ の
後 、 50 mlの Falcon管 内 の 15 mlの Ficoll層 上 に 、 希 釈 血 液 25 mlを ゆ っ く り と 添 加 し 、 そ
し て 管 を 遠 心 分 離 し た (2000 rpm, 20分 、 制 動 な し の 室 温 で )。 次 い で 間 相 (環 )を 捕 集 し 、
そ し て 細 胞 を 25 mlの DMEMで 洗 浄 し 、 続 い て 遠 心 分 離 ス テ ッ プ を 行 っ た (1200 rpm、 5分 )。
こ の 手 順 を 3回 繰 り 返 し た 。 バ フ ィ ー ・ コ ー ト は ほ ぼ 600 x 10 6 の 総 細 胞 数 を も た ら し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 白 血 球 (T細 胞 、 B細 胞 、 単 球 )の 部 分 個 体 群 を 、 単 離 キ ッ ト の 製 造 元 の 指 示 書 (MACS; Mil
tenyl Biotec)に 従 っ て PBMCか ら 調 製 し た 。 上 述 の バ フ ィ ー ・ コ ー ト か ら PBMCを 単 離 し た
。 単 個 細 胞 懸 濁 液 を 確 保 す る よ う に 注 意 し た 。 CD4 + T細 胞 を 調 製 す る た め に 、 CD4 + T細
胞 単 離 キ ッ ト IIを 使 用 し た (カ タ ロ グ 番 号 130-091-155, Miltenyl Biotec)。 PBMCを カ ウ ン
ト し 、 10分 間 に わ た っ て 遠 心 分 離 し 、 そ し て 1ml当 た り の 細 胞 数 2.5 x 10 8 の 濃 度 (細 胞 数 1
0 7 当 た り 40 μ lの 緩 衝 液 )で 、 低 温 PBS緩 衝 液 (0.5% BSA及 び 2mM EDTAを 補 充 さ れ た リ ン 酸
緩 衝 生 理 食 塩 水 pH7.2)中 に 再 懸 濁 し た 。 総 細 胞 数 10 7 当 た り 10 μ lの ビ オ チ ン -抗 体 カ ク テ
ル (キ ッ ト と と も に 供 給 )を 添 加 し た 。 懸 濁 液 を よ く 混 ぜ 、 そ し て 10分 間 に わ た っ て 4-8℃
で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 数 10 7 当 た り 30 μ lの 緩 衝 液 を 添 加 し 、 続 い て 、 総 細 胞 数 10 7

当 た り 20 μ lの 抗 ビ オ チ ン MicroBeadsを 添 加 し た 。 懸 濁 液 を よ く 混 ぜ 、 そ し て さ ら に 15分
間 に わ た っ て 4-8℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 10-20x標 識 容 積 を 添 加 す る こ と に よ り 、 細 胞
を 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 そ し て 10分 間 に わ た っ て 300xgで 遠 心 分 離 し た 。 上 澄 み を 完 全 に 取 り
除 き 、 そ し て 細 胞 を 、 500 μ lの 緩 衝 液 中 の 細 胞 数 が 10 8 に な る ま で 再 懸 濁 し た 。 autoMACS
（ 登 録 商 標 ） セ パ レ ー タ ー で 磁 気 分 離 を 行 っ た 。 製 造 元 の 指 示 書 に 従 っ て 、 autoMACS（ 登
録 商 標 ） セ パ レ ー タ ー を 準 備 し て プ ラ イ ミ ン グ し た 。 磁 気 標 識 付 き 細 胞 を 含 有 す る 管 を au
toMACS（ 登 録 商 標 ） セ パ レ ー タ ー 内 に 入 れ 、 そ し て プ ロ グ ラ ム 「 減 損 」 を 選 ん だ 。 ネ ガ テ
ィ ブ 画 分 を 捕 集 し た (出 口 「 neg1」 )。 こ の 画 分 は 、 富 化 さ れ た CD4 + T細 胞 を あ ら わ す 。
所 望 の 場 合 に は 、 ポ ジ テ ィ ブ な 画 分 を 続 い て 捕 集 し た (出 口 「 pos1」 )。 こ の 画 分 は 、 磁 気
標 識 が 付 け ら れ た 非 CD4 + T細 胞 を 表 す 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 細 胞 ベ ー ス ・ ア ッ セ イ の た め に 適 用 さ れ た 条 件 は 下 記 の も の で あ る ：
　 -　 2%グ リ セ ロ ー ル 中 最 終 100 μ lに お い て 、 96ウ ェ ル ・ プ レ ー ト の 1ウ ェ ル 当 た り の 細
胞 数 100 000、
　 -　 5 ng/mlの マ イ ト ジ ェ ン ・ コ ン カ ナ バ リ ン A(ConA)、
　 -　 各 ア ッ セ イ に 対 し て 48時 間 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 下 記 の も の を 混 合 す る こ と に よ り 、 各 ウ ェ ル 内 に 細 胞 を 準 備 し た ：
　 -　 DMEM + 2.5%ヒ ト 血 清  + 1% L-グ ル タ ミ ン  + 1%ペ ニ シ リ ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン 中 で
希 釈 さ れ た 80 μ lの 細 胞 1.25 x 10 6 個 /ml；
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　 -　 PBS + 20%グ リ セ ロ ー ル 中 で 希 釈 さ れ た sf-CD164を 含 有 す る 10 μ lの 溶 液 (タ ン パ ク
質 の 最 終 希 釈 率 は 1/10で あ る );
　 -　 10 μ l ConA。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 48時 間 後 、 細 胞 の 上 澄 み を 捕 集 し 、 そ し て ヒ ト ・ サ イ ト カ イ ン を ヒ ト Th1/Th2サ イ ト カ
イ ン CBAキ ッ ト (Becton-Dickinson)に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 マ イ ク ロ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト か ら 生 じ た 試 料 と 混 合 す る 前 に 数 秒 間 に わ た っ て 強 力 に 渦 流
形 成 す る こ と に よ り 、 混 合 さ れ た ヒ ト Th1/Th2捕 捉 ビ ー ド 懸 濁 液 を 調 製 し た 。 そ れ ぞ れ の
被 分 析 ア ッ セ イ に 際 し て 、 そ れ ぞ れ の 捕 捉 ビ ー ド の 10 μ lア リ コ ー ト を 、 「 混 合 さ れ た 捕
捉 ビ ー ド 」 と 標 識 付 け さ れ た 単 一 の 管 内 に 添 加 し た 。 ビ ー ド 混 合 物 を 十 分 に 渦 流 形 成 し た
。 ア ッ セ イ 希 釈 剤 (20 μ lの 上 澄 み  + 60 μ lの ア ッ セ イ 希 釈 剤 )を 使 用 し て 、 上 澄 み を 希
釈 し た (1:4)。 次 い で 、 試 料 を 96ウ ェ ル ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト 円 錐 底 (Nunc)内 に
移 す 前 に 、 試 料 希 釈 物 を 混 合 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 希 釈 さ れ た 上 澄 み 50 μ lを 96ウ ェ ル ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト 円 錐 底 (Nunc)内 に 添
加 す る こ と に よ り 、 ヒ ト Th1/Th2サ イ ト カ イ ン CBAア ッ セ イ を 実 施 し た 。 混 合 さ れ た 捕 捉 ビ
ー ド 50 μ lを 添 加 し 、 続 い て ヒ ト Th1/Th2 PE検 出 試 薬 50 μ lを 添 加 し た 。 次 い で プ レ ー ト
を 3時 間 に わ た っ て RTで イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 直 接 的 な 露 光 か ら 保 護 し 、 続 い て 5分 間
に わ た っ て 1500rpmで 遠 心 分 離 し た 。 次 い で 上 澄 み を 注 意 深 く 廃 棄 し た 。 後 続 の ス テ ッ プ
に お い て 、 洗 浄 緩 衝 液 200 μ lを そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 2回 添 加 し 、 5分 間 に わ た っ て 1500rpm
で 遠 心 分 離 し 、 そ し て 上 澄 み を 注 意 深 く 廃 棄 し た 。 そ の 後 、 洗 浄 緩 衝 液 130 μ lを そ れ ぞ
れ の ウ ェ ル に 添 加 す る こ と に よ り 、 ビ ー ド ・ ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し た 。 試 料 を フ ロ ー サ イ ト
メ ー タ ー 上 で 最 後 に 分 析 し た 。 CBA ア プ リ ケ ー シ ョ ン ・ ソ フ ト ウ ェ ア 、 Activity Base及
び Microsoft Excel ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 、 デ ー タ を 分 析 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ヒ ト PBMC細 胞 (混 合 物 )及 び 単 離 さ れ た 細 胞 か ら の サ イ ト カ イ ン 放 出 に 対 す る sf-CD164の
効 果 を 、 6種 の サ イ ト カ イ ン ： TNF-α 、 IFN-γ 、 IL-2、 IL-4、 IL-5又 は IL-10に 関 し て 測 定
し た 。 こ れ ら の サ イ ト カ イ ン の 放 出 は 両 細 胞 ベ ー ス ・ ア ッ セ イ に お い て 、 投 与 量 に 応 じ て
sf-CD164に よ っ て 有 意 に 減 じ ら れ た (IC50を 表 IIIに 要 約 し た )。 IL-2及 び TNF-α の 2つ の 投
与 量 依 存 性 曲 線 例 を 、 ヒ ト PBMC及 び 単 離 さ れ た CD4+T細 胞 に 関 し て 、 そ れ ぞ れ 図 2及 び 図 3
に 示 す 。
【 ０ １ ６ ３ 】
実 施 例 3： LPS誘 発 型 TNF-α 放 出 動 物 モ デ ル に お い て 測 定 さ れ た 、 サ イ ト カ イ ン 放 出 に 対 す
る sf-CD164投 与 の 効 果
　 マ ウ ス に お け る リ ポ 多 糖 (LPS)誘 発 型 TNF-α 放 出 モ デ ル を 、 国 際 公 開 第 98/38179号 パ ン
フ レ ッ ト に 従 っ て 準 備 し た 。 LPS(O111:B4; SIGMA)を C3H/HeNマ ウ ス (Charles River, Fran
ce)に 注 射 し た (0.3 mg/kg, i.p.)。 90分 後 に 血 液 を 採 取 し 、 そ し て ELISAキ ッ ト (R&D)を 使
用 し て 血 漿 TNF-α を 測 定 し た 。 sf-CD164及 び デ キ サ メ タ ゾ ン を PBS中 に 希 釈 し 、 そ し て LPS
投 与 の 15分 前 に 注 射 し た (sf-CD164を 0.03、 0.1及 び 0.3 mg/kg, iv； 又 は デ キ サ メ タ ゾ ン
を 0.1 mg/kg, sc)。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 正 の 対 照 と し て 使 用 さ れ た 抗 炎 症 化 合 物 デ キ サ メ タ ゾ ン は 、 LPS誘 発 型 TNF-α 放 出 を 72%
だ け 有 意 に (p<0.001)阻 害 し た 。 sf-CD164は 0.3 mg/kgで 、 LPS誘 発 型 TNF-α 放 出 を 38%だ け
有 意 に (p<0.01)阻 害 し た (図 4)。 0.03及 び 0.1 mg/kgの よ り 低 い 投 与 量 は 、 TNF-α を 阻 害 す
る こ と は で き た が 、 し か し こ の 阻 害 は 統 計 的 に は あ ま り 有 意 で は な か っ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
実 施 例 4： 2種 の 動 物 モ デ ル に お い て 測 定 さ れ た 、 免 疫 細 胞 動 員 に 対 す る sf-CD164投 与 の 効
果
　 腹 膜 に お け る チ オ グ リ コ ー ル 酸 塩 誘 発 型 白 血 球 動 員 の ア ッ セ イ に よ っ て 、 免 疫 細 胞 動 員
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に 対 す る sf-CD164投 与 の 効 果 を 最 初 に 試 験 し た (図 5)。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 マ ウ ス (系 統 C3H、 生 後 8週 間 、 n=6； Elevage Janvier, France)に 、 0.02% BSAを 含 有 す
る PBS中 に 希 釈 さ れ た sf-CD164(0.03、 0.1及 び 0.3 mg/kg, iv)又 は デ キ サ メ タ ゾ ン (1 mg/k
g, sc)を 注 射 し た 。 試 験 分 子 投 与 か ら 15分 後 に 、 チ オ グ リ コ ー ル 酸 塩 (1.5%, 40 ml/kg, i
p; SIGMA)を 注 射 し た 。 試 験 分 子 の 第 2の 投 与 を 24時 間 後 に 行 っ た 。 チ オ グ リ コ ー ル 酸 塩 に
よ る 攻 撃 か ら 48時 間 後 に 動 物 を 犠 牲 に し 、 そ し て 腹 膜 腔 の 洗 浄 を 、 2 x 5ml PBS-1mM EDTA
(+4℃ )を 使 用 し て 行 っ た 。 遠 心 分 離 (3000rpmで 10分 間 )後 、 ぺ レ ッ ト を 1 ml PBS中 に 再 懸
濁 し た 。 Beckman/Coulterカ ウ ン タ ー を 使 用 し て 、 腹 膜 細 胞 を カ ウ ン ト し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 デ キ サ メ タ ゾ ン は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 動 員 を 69%だ け 有 意 に (p<0.001)阻 害 し た 。 こ の 効
果 は 投 与 量 に 依 存 し た 。 sf-CD164(0.03、 0.1及 び 0.3 mg/kg)は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 腹 膜 に
お け る チ オ グ リ コ ー ル 酸 塩 誘 発 型 動 員 を そ れ ぞ れ 5%、 26%(p<0.05)及 び 43%(p<0.001)だ け
有 意 に 阻 害 し 、 ま た 、 腹 膜 に お け る リ ン パ 球 (そ れ ぞ れ 14%、 18%及 び 34%)及 び 好 中 球 (そ れ
ぞ れ 3%、 9%及 び 23%)の 動 員 を 有 意 に 阻 害 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 同 様 の 結 果 が 、 好 中 球 及 び リ ン パ 球 の 腹 膜 に お け る LPS誘 発 型 動 員 に お い て 得 ら れ た (図
5)。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 上 述 の 同 じ 投 与 プ ロ ト コ ル を 、 LPS(O111:B4; SIGMA; 0.9 mg/kg, 40 ml/kg, ip） と 一
緒 に 使 用 し た 。 Sf-CD164(0.03、 0.1及 び 0.3 mg/kg)は 、 好 中 球 の 腹 膜 に お け る LPS誘 発 型
動 員 を そ れ ぞ れ 9%、 35%(p<0.001)及 び 43%(p<0.001)だ け 有 意 に 阻 害 し た 。 同 じ 投 与 量 で Sf
-CD164は 、 活 性 化 リ ン パ 球 の 動 員 を も そ れ ぞ れ 8%、 26%(p<0.05)及 び 47%(p<0.001)だ け 有
意 に 阻 害 し た 。 デ キ サ メ タ ゾ ン (0.1 mg/kg)は 、 活 性 化 リ ン パ 球 の 動 員 を 有 意 に (p<0.001)
阻 害 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
実 施 例 5： MBP特 異 的 抗 原 の 処 理 及 び 提 示 に 関 す る 細 胞 ベ ー ス ・ ア ッ セ イ に お け る sf-CD164
の 効 果
　 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド Ac1-11(MBP(Ac1-11))に よ っ て 誘 発 さ れ る ミ エ リ ン
塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBP)特 異 的 T細 胞 の 増 殖 に 対 す る 、 sf-CD164の 効 果 を 試 験 す る た め の ア
ッ セ イ を 開 発 し た 。 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBP)の 免 疫 優 性 ペ プ チ ド Ac1-11で 上 皮 免
疫 化 (ECi)す る こ と に よ り 、 Ac1-11特 異 的 T細 胞 受 容 体 に 関 し て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る
マ ウ ス が 、 試 験 用 ア レ ル ギ ー 脳 脊 髄 炎 (EAE)の 誘 発 形 態 及 び 自 然 形 態 の 両 方 に 対 し て 保 護
さ れ る こ と が 判 っ て い る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 B10.PL及 び MBPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス の 脾 臓 を 捕 集 し 、 そ し て 均 質 化 す る こ と に
よ り 、 単 個 細 胞 懸 濁 液 を 得 た 。 Gay溶 液 で 赤 血 球 を 溶 解 し た 後 、 脾 細 胞 を PBS中 に 再 懸 濁 し
、 洗 浄 し 、 そ し て カ ウ ン ト し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 単 離 処 理 後 、 ト リ パ ン ブ ル ー 色 素 排 除 に よ れ ば 、 細 胞 生 存 可 能 性 は 90%を 上 回 っ た 。 次
い で 、 B10.PL抗 原 提 示 細 胞 (APC)に 、 25Gyの g-放 射 線 (刺 激 因 子 )を 当 て 、 洗 浄 し 、 そ し て
細 胞 数 1.9*10 6 /mlで 完 全 培 地 中 に 再 懸 濁 し た 。 応 答 細 胞 個 体 群 を 、 完 全 培 地 に お い て 細 胞
数 3.8*10 6 /mlで 調 節 し た 。 1ウ ェ ル 当 た り 80 μ lの 各 細 胞 懸 濁 液 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト 内 で
混 合 し た 。 次 い で 抗 原 を 20 μ lの 容 積 ： 1ウ ェ ル 当 た り 10 μ g/mlの マ ウ ス MBP又 は 1 μ g/m
lの Ac 1-11 MBPペ プ チ ド で 添 加 し た (適 切 な 負 の 対 照 は そ れ ぞ れ BSA、 MSA及 び 無 関 連 な MBP
に 由 来 す る ペ プ チ ド で あ る )。 タ ン パ ク 質 又 は 小 分 子 を 20 μ lの 容 積 で 添 加 し 、 次 い で 5% 
CO 2 を 有 す る 加 湿 雰 囲 気 中 で 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 3日 間 の 培 養 後 、 上 澄 み を 捕 集 し
、 そ し て -80℃ で 凍 結 し 、 そ の 後 、 サ イ ト カ イ ン 生 成 の 試 験 を 行 う か 、 或 い は 、 1 μ Ciの 3
Hチ ミ ジ ン を 添 加 し 、 そ し て 14-16時 間 に わ た っ て さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 放 射 能 の
取 込 み に 関 し て カ ウ ン ト し た 。
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【 ０ １ ７ ３ 】
　 Sf-CD164(50 μ g/ml)は 、 Ac1-11(1 μ g/ml;図 6)に よ っ て 誘 発 さ れ た MBP特 異 的 T細 胞 の
増 殖 を 有 意 に 阻 害 し た 。 こ の よ う に 、 Sf-CD164又 は 可 溶 性 Ｃ Ｄ １ ６ ４ は 、 多 発 性 硬 化 症 の
治 療 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
実 施 例 6:劇 症 肝 炎 の 動 物 モ デ ル に お け る Sf-CD164投 与 の 効 果
　 Sf-CD164タ ン パ ク 質 は 、 ConAで 刺 激 さ れ た ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMC)に よ っ て 、 或 る 特
定 の サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を 阻 害 す る こ と が in vitroで 示 さ れ て い る 。 サ イ ト カ イ ン は 、 T
細 胞 で 誘 発 さ れ る ConAで 誘 発 さ れ る 肝 炎 に お い て 重 要 な 役 割 を 演 じ る の で (Seino他 、 2001
, Annals of surgery 234, 681; Kusters S, Gastroenterology 111(2):462-71, 1996; T
oyonaga他 、 1994, PNAS 91, 614-618)、 我 々 は こ の モ デ ル に お い て Sf-CD164を 試 験 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 メ ス の C57/BL6マ ウ ス (生 後 8週 ； IFFA CREDO)を 使 用 し た 。 一 般 に 、 1試 験 群 当 た り 7匹 の
動 物 を 使 用 す る 。 12時 間 の 明 -暗 サ イ ク ル 下 の 標 準 的 な 条 件 に お い て マ ウ ス を 維 持 し 、 放
射 線 処 理 さ れ た 食 品 及 び 水 を 自 由 に 与 え た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 コ ン カ ナ バ リ ン A(ConA; Sigma参 照 番 号 C7275)を 、 18mg/kg ivで 注 射 し 、 そ し て 血 液 試
料 を 注 射 か ら 1.30時 間 後 及 び 8時 間 後 に 採 取 し た 。 ConA注 射 の 30分 前 に Sf-CD164を 注 射 し
た 。 正 の 対 照 に は デ キ サ メ タ ゾ ン (0.1 mg/kg)を 注 射 し 、 そ し て 負 の 対 照 に は PBS-BSA 1.8
%グ リ セ ロ ー ル を 注 射 し た 。 犠 牲 に し た と き に 、 血 液 を 心 臓 か ら 採 取 し た 。 ConA注 射 か ら 1
.5時 間 後 に 、 TH1/TH2 CBAア ッ セ イ を 用 い て 、 IL-6及 び IFN-ガ ン マ ・ サ イ ト カ イ ン ・ レ ベ
ル を 測 定 し た 。 COBAS機 器 (Hitachi)を 用 い て 、 ト ラ ン ス ア ミ ラ ー ゼ 血 液 パ ラ メ ー タ ー を 見
極 め た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 試 験 は 、 sf-CD164(1 mg/kg)は 、 sf-CD164の 皮 下 送 達 後 、 劇 症 肝 炎 を 模 倣 す る マ ウ ス ・
モ デ ル に お け る 肝 臓 の 損 傷 を 防 ぐ こ と を 示 す 。 そ れ と い う の も 、 sf-CD164は 関 連 パ ラ メ ー
タ ー 、 例 え ば ト ラ ン ス ア ミ ラ ー ゼ ・ レ ベ ル (ALAT)、 IFN-γ 及 び IL-6サ イ ト カ イ ン ・ レ ベ ル
を 減 少 さ せ る か ら で あ る (図 7)。 ALATレ ベ ル の 減 少 は 、 IFN-γ 及 び IL-6の 両 レ ベ ル の 減 少
に 帰 因 し 得 る 。 種 々 異 な る サ イ ト カ イ ン が 、 ConA注 射 後 の 肝 臓 損 傷 に 関 与 し て い る 。 例 え
ば 抗 TNF-ア ル フ ァ 抗 体 が 、 疾 患 に 対 す る 保 護 を も た ら し (Seino他 、 2001, Annals of surg
ery 234, 681)、 そ し て NKT細 胞 に よ る IL-4生 成 の 阻 害 は 、 マ ウ ス に お け る T細 胞 媒 介 型 肝
炎 に お い て 肝 臓 を 保 護 す る こ と が 判 っ た (Ajuebor他 、 2003 J. Immunology 170, 5252-9)
。
【 ０ １ ７ ８ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ９ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ０ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ １ 】
【 図 １ 】 A)完 全 長 の ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ (hCD164; NCBI Acc. No. NP_006007； 配 列 番 号 ３ )、
ヒ ト Ｃ Ｄ １ ６ ４ － デ ル タ ４ (hCD164-DELTA4； NCBI Acc. No. AAG53908； 配 列 番 号 ４ )、 Ｃ
Ｄ １ ６ ４ － デ ル タ ５ (hCD164-DELTA5； NCBI Acc. No. AAG53907； 配 列 番 号 ５ )、 及 び MGC-2
4(hMGC-24； NCBI Acc. No. Q04900； 配 列 番 号 ６ )の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ ン メ ン ト 。 シ グ ナ ル 配
列 を 四 角 で 囲 む 。 細 胞 外 領 域 の 最 後 を 矢 印 で 示 す 。 グ リ コ シ ル 化 部 位 を ア ス タ リ ス ク で 示
す 。 (B)Ｃ Ｄ １ ６ ４ （ 配 列 番 号 ３ の ア ミ ノ 酸 24-163及 び 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 1-140に 相 当
す る 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 1-140)、 MGC-24（ 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 24-163)、 Ｃ Ｄ １ ６
４ － デ ル タ ４ （ 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 24-150)、 Ｃ Ｄ １ ６ ４ － デ ル タ ５ （ 配 列 番 号 ５ の ア
ミ ノ 酸 24-145)、 配 列 番 号 ７ ８ ５ ２ (欧 州 特 許 第 1033401号 明 細 書 ； 配 列 番 号 ７ の ア ミ ノ 酸 2
4-163)、 及 び NOV25(国 際 公 開 第 02/098917号 パ ン フ レ ッ ト ； 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 24-161)
の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 形 態 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ ン メ ン ト 。 配 列 番 号 １ と は 異 な る NOV25内
の 位 置 に 下 線 を 付 す 。
【 図 ２ 】 ConAで 刺 激 さ れ た ヒ ト PBMC細 胞 混 合 物 に sf-CD164を 投 与 す る こ と に よ る 、 IL-2(A
)及 び TNF-α (B)の 発 現 に 対 す る 効 果 。 X軸 は 、 sf-CD164濃 度 (μ g/ml)を 表 す 。 Y軸 は 分 泌 に
よ り 放 出 さ れ た サ イ ト カ イ ン の パ ー セ ン テ ー ジ を 示 す 。
【 図 ３ 】 ConAで 刺 激 さ れ た ヒ ト CD4 T細 胞 混 合 物 に sf-CD164を 投 与 す る こ と に よ る 、 IL-2(
A)及 び TNF-α (B)の 発 現 に 対 す る 効 果 。 X軸 は 、 sf-CD164濃 度 (μ g/ml)を 表 す 。 Y軸 は 分 泌
に よ り 放 出 さ れ た サ イ ト カ イ ン の パ ー セ ン テ ー ジ を 示 す 。
【 図 ４ 】 LPS誘 発 型 TNF-α 放 出 の た め の 動 物 モ デ ル に お け る TNF-α 放 出 に 対 す る sf-CD164
投 与 の 効 果 。 ア ス タ リ ス ク は 統 計 的 有 意 性 を 示 す 。
【 図 ５ 】 腹 膜 に お け る チ オ グ リ コ ー ル 酸 塩 誘 発 型 (A)又 は LPS誘 発 型 (B)の 細 胞 動 員 の た め
の 動 物 モ デ ル に お け る 細 胞 移 動 に 対 す る 、 sf-CD164投 与 の 効 果 。 Y軸 は 1 μ l当 た り の 細 胞
の 濃 度 (Aの 場 合 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 Bの 場 合 活 性 化 さ れ た リ ン パ 球 )を 示 す 。 ア ス タ リ ス ク は
統 計 的 有 意 性 を 示 す 。
【 図 ６ 】 自 己 抗 原 MBP特 異 的 T細 胞 の 増 殖 に 対 す る 、 sf-CD164投 与 の 効 果 。 Y軸 は 、 分 裂 細
胞 に よ る 標 識 付 き ヌ ク レ オ チ ド (3Hチ ミ ジ ン )の 組 み 込 み に 関 連 す る 放 射 能 (CPM、 1分 当 た
り の カ ウ ン ト ） を 表 す 。 ア ス タ リ ス ク は 統 計 的 有 意 性 を 示 す 。
【 図 ７ 】 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ ・ レ ベ ル (ALAT; A)、 IL-6放 出 (B)、 及 び IFN-γ (C)放 出 に 対
す る 、 ConA誘 発 型 肝 炎 動 物 モ デ ル へ の sf-CD164投 与 の 効 果 。 Dexaは デ キ サ メ タ ゾ ン を 表 す
。 ア ス タ リ ス ク は 統 計 的 有 意 性 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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