
(57)【要約】
　Ｔ細胞またはナチュラルキラー（ＮＫ）細胞の表面上のＰ－セレクチン糖タンパク質リ
ガンド１（ＰＳＧＬ－１）に結合する多量体化合物は、Ｔ細胞若しくはＮＫ細胞の枯渇お
よび／またはＴ細胞若しくはＮＫ細胞のアポトーシスを誘起するために使用されうる。該
多量体化合物および本発明の方法は、例えば、Ｔ細胞の枯渇は、炎症性疾患、自己免疫疾
患、移植片拒絶、およびアレルギー疾患などの症状における、過剰な若しくは望ましくな
いＴ細胞またはＮＫ細胞が媒介する免疫応答を制御するのに使用できる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 過 剰 な 若 し く は 望 ま し く な い Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 を 特 徴 と す る 症 状 を 有 す る か ま
た は 当 該 症 状 を 発 症 す る 危 険 性 が あ る と 診 断 さ れ る 個 体 を 選 択 し ； お よ び
二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が そ れ ぞ れ （ ｉ ） Ｐ － セ レ ク チ ン 糖 タ ン
パ ク 質 リ ガ ン ド １ （ Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ） と 結 合 す る 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び （ ｉ ｉ ） 該 ポ リ ペ プ
チ ド 鎖 が 多 量 体 化 合 物 (multimeric compound)を 形 成 す る よ う 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 結
合 さ れ て い る 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 該 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の 少 な く と も 二 つ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ
－ １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 該 多 量 体 化 合 物 を 、 該 固 体 に 投 与 す る こ と を 有 し 、 こ の 際 、 該
Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の 少 な く と も 二 つ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 へ 該 多 量 体 化 合 物 が 結 合 す る
こ と に よ り Ｔ 細 胞 の 死 を も た ら す シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 誘 導 し 、 そ れ に よ り 該 個 体 に お い て
Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 を 防 止 ま た は 抑 制 す る 、
該 個 体 に お け る Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 の 防 止 ま た は 抑 制 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 多 量 体 化 合 物 は ホ モ 多 量 体 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 多 量 体 化 合 物 は ヘ テ ロ 多 量 体 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 は 細 胞 表 面 受 容 体 結 合 ド メ イ ン を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 結 合 ド メ イ ン は Ｐ － セ レ ク チ ン 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 を 有
す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 結 合 ド メ イ ン は Ｅ － セ レ ク チ ン 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 を 有
す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 結 合 ド メ イ ン は Ｌ － セ レ ク チ ン 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 を 有
す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 結 合 ド メ イ ン は 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 の 抗 原 結 合 ド メ イ ン ま た は そ の 断 片 を 有 す る 、 請
求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 結 合 ド メ イ ン は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ る Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合
ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 該 多 量 体 化 合 物 を 形 成 す る よ う 共 有 結 合 す
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 共 有 結 合 は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 さ ら に 、 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 該 多 量 体 化 合 物 に 結 合 し て お り 、 該 Ｔ 細 胞 表 面 上 の 複
数 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 架 橋 を 誘 起 す る 薬 剤 を 該 個 体 へ 投 与 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 炎 症 性 疾 患 を 有 す る と 診 断 さ れ た 個 体 を 選 択 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る と 診 断 さ れ た 個 体 を 選 択 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 同 種 ま た は 異 種 移 植 を 受 け た か ま た は 当 該 移 植 を 受 け る 予 定 の 個 体 を 選 択 す る こ と を 有
す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ア レ ル ギ ー 疾 患 を 有 す る と 診 断 さ れ た 個 体 を 選 択 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 Ｔ 細 胞 性 癌 を 有 す る と 診 断 さ れ た 個 体 を 選 択 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 該 Ｔ 細 胞 は 活 性 化 Ｔ 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 該 多 量 体 化 合 物 の 投 与 前 の 個 体 か ら 採 取 さ れ た 第 １ の 生 体 試 料 に お け る Ｔ 細 胞 数 を 検 出
し 、 お よ び 該 多 量 体 化 合 物 の 投 与 後 の 個 体 か ら 採 取 さ れ た 第 ２ の 生 体 試 料 に お け る Ｔ 細 胞
数 と 結 果 を 比 較 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 多 量 体 化 合 物 の 投 与 前 の 個 体 か ら 採 取 さ れ た 第 １ の 生 体 試 料 に お け る Ｔ 細 胞 の 生 物 活
性 を 検 出 し 、 お よ び 該 多 量 体 化 合 物 の 投 与 後 の 個 体 か ら 採 取 さ れ た 第 ２ の 生 体 試 料 に お け
る Ｔ 細 胞 の 生 物 活 性 と 結 果 を 比 較 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 該 投 与 が 、 該 個 体 に お け る 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 少 な く と も １ ０ ％ の 枯 渇 を も た ら す 、 請 求 項
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 そ の 細 胞 表 面 に お い て Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ を 発 現 し て い る Ｔ 細 胞 ま た は ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ Ｎ
Ｋ ） 細 胞 を 供 給 し 、
二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が そ れ ぞ れ （ ｉ ） Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ と 結 合 す
る 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び （ ｉ ｉ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 多 量 体 化 合 物 を 形 成 す る よ う 異 種 ア
ミ ノ 酸 配 列 に よ り 結 合 さ れ て い る 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 該 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の
表 面 上 の 少 な く と も 二 つ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 該 多 量 体 化 合 物 と 該 固 体 を
接 触 さ せ る こ と を 有 し 、 こ の 際 、 該 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 表 面 上 の 少 な く と も 二 つ の Ｐ
Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 へ 該 多 量 体 化 合 物 が 結 合 す る こ と に よ り Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 死
を も た ら す シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 誘 導 す る 、
Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 死 を 誘 起 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 多 量 体 化 合 物 は ホ モ 多 量 体 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 該 多 量 体 化 合 物 は ヘ テ ロ 多 量 体 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 該 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 は 細 胞 表 面 受 容 体 結 合 ド メ イ ン を 有 す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 該 結 合 ド メ イ ン は Ｐ － セ レ ク チ ン 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 を 有
す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 該 結 合 ド メ イ ン は Ｅ － セ レ ク チ ン 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 を 有
す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 該 結 合 ド メ イ ン は Ｌ － セ レ ク チ ン 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 を 有
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す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 該 結 合 ド メ イ ン は 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 の 抗 原 結 合 ド メ イ ン ま た は そ の 断 片 を 有 す る 、 請
求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 該 結 合 ド メ イ ン は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ る Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合
ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は 、 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 該 多 量 体 化 合 物 を 形 成 す る よ う 共 有 結 合
す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 該 共 有 結 合 は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 該 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン を 有 す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 さ ら に 、 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 該 多 量 体 化 合 物 に 結 合 し て お り 、 該 Ｔ 細 胞 表 面 上 の 複
数 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 架 橋 を 誘 起 す る 薬 剤 と 該 多 量 体 化 合 物 を 接 触 さ せ る こ と を 有 す る
、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 死 を 誘 起 す る こ と を 有 す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 該 多 量 体 化 合 物 と の 接 触 後 、 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 生 存 率 を 評 価 す る こ と を 有 す る 、
請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 該 多 量 体 化 合 物 と の 接 触 後 、 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 生 物 活 性 を 評 価 す る こ と を 有 す る
、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が そ れ ぞ れ （ ｉ ） Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ と 結 合
す る 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び （ ｉ ｉ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 多 量 体 化 合 物 を 形 成 す る よ う 異 種
ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 結 合 さ れ て い る 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 該 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の 少 な く
と も 二 つ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 へ 結 合 す る こ と に よ り Ｔ 細 胞 の 死 を も た ら す シ グ ナ ル
伝 達 経 路 を 誘 導 す る 、 該 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の 少 な く と も 二 つ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 に 結
合 す る 該 多 量 体 化 合 物 ； お よ び
炎 症 、 自 己 免 疫 、 移 植 片 拒 絶 、 ア レ ル ギ ー 症 状 、 ま た は Ｔ 細 胞 性 癌 を 治 療 す る た め の 該 多
量 体 化 合 物 の 使 用 に 関 す る 説 明 書 を 有 す る キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 免 疫 応 答 を 制 御 す る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 発 明 の 背 景
　 望 ま し く な い 免 疫 応 答 の 制 御 は 、 炎 症 性 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 移 植 片 拒 絶 、 ア レ ル ギ ー
疾 患 、 お よ び Ｔ 細 胞 で 誘 導 さ れ る 癌 (T cell-derived cancer)な ど の 病 気 の 治 療 に お い て
重 要 な 問 題 で あ る 。 過 度 に 攻 撃 的 な Ｔ 細 胞 の 活 性 は 、 免 疫 抑 制 に よ る か ま た は 免 疫 ト レ ラ
ン ス の 誘 導 に よ っ て 制 御 さ れ う る 。 ト レ ラ ン ス は 、 免 疫 系 が 抗 原 に 対 し て 応 答 し な く な る
状 態 と し て 規 定 さ れ る が 、 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 抑 制 す る 免 疫 抑 制 は 、 一 般 的 に 、 薬 剤
の 継 続 使 用 を 必 要 と す る 。 臓 器 移 植 で は 、 Ｔ 細 胞 は ア ロ 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 に お い て 不
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可 欠 な 役 割 を 果 た す 。 現 在 の 免 疫 抑 制 レ ジ メ は 、 一 般 的 に 、 Ｔ 細 胞 の 重 要 な 増 殖 因 子 で あ
る 、 Ｉ Ｌ － ２ の 転 写 を 遮 断 す る か 、 ま た は Ｉ Ｌ － ２ 依 存 性 の 増 殖 を 阻 害 す る 、 コ ル チ コ ス
テ ロ イ ド 、 シ ク ロ ス ポ リ ン ま た は ラ パ マ イ シ ン の 使 用 を 包 含 す る 。 し か し な が ら 、 Ｔ 細 胞
枯 渇 剤 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ ） と し て 、 ま た は サ イ ト カ イ ン シ グ ナ ル 伝 達 若
し く は Ｔ 細 胞 の 共 刺 激 (co-stimulatory)経 路 の 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ２ ５ 、 Ｂ ７ － １ 、 Ｂ
７ － ２ 、 Ｃ Ｄ １ ５ ２ 、 Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ ） と し て の い ず れ か で 作 用 す る 多 く の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 副 作 用 ま た は 毒 性 を 制 限 し つ つ 拒 絶 の 発 生 を 抑 制 す る の に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ
て い る 。 こ れ ら の 薬 剤 に よ っ て は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 お よ び 移 植 片 生 着 期 間 の 延 長 に お
い て あ る 程 度 成 功 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア ポ ト ー シ ス は 、 免 疫 系 の 適 切 な 機 能 、 お よ び 望 ま し く な い 細 胞 を 除 去 す る 主 要 な 機 構
を 維 持 す る の に 極 め て 重 要 で あ る と 広 く 考 え ら れ て い る (Kabelitz et al. Immunol. Toda
y 14:338-340 (1993); Raff, Nature:356:397-399 (1992))。 細 胞 の 内 側 ま た は 外 側 か ら
派 生 す る 様 々 な シ グ ナ ル は 、 細 胞 の 生 存 お よ び 死 に 影 響 を 及 ぼ す 。 Ｆ ａ ｓ （ ま た は 、 Ｃ Ｄ
９ ５ 、 Ｍ Ｗ ＝ ４ ３ ｋ Ｄ ） 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ ２ （ Ｍ Ｗ ＝ ７ ５ ｋ Ｄ ） 、 Ｃ Ｄ ２ （ Ｍ Ｗ ＝ ４ ５ ｋ Ｄ ） お
よ び Ｃ Ｔ Ｌ Ａ － ４ （ Ｍ Ｗ ＝ ３ ３ ｋ Ｄ ） な ど の Ｔ 細 胞 表 面 分 子 に 対 す る 抗 体 は 、 Ｔ 細 胞 の ア
ポ ト ー シ ス を 誘 起 す る (Osborne, Curr. Opin. Immunol. 8:245-248 (1996); Lin et al. 
J. Immunol. 158:598-603 (1997); Zhang et al. Nature:377:348-350 (1995); Lai et a
l. Eur. J. Immunol. 25:3243-3248 (1995); Mollereau et al. J. Immunol. 156:3184-3
190 (1996); Gribben et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:811-815 (1995))。 望 ま し
く な い Ｔ 細 胞 を 制 御 す る た め に Ｆ ａ ｓ お よ び Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ ２ 分 子 を 使 用 す る 試 み は 、 こ れ ら ２
分 子 が 免 疫 細 胞 の み な ら ず 、 肝 臓 な ど の 幾 つ か の 他 の 重 要 な 器 官 系 で も 発 現 す る と い う 事
実 に よ っ て 妨 げ ら れ た 。 こ の 発 現 パ タ ー ン は 、 潜 在 的 に 、 こ れ ら の ２ 抗 体 の 治 療 用 途 を 制
限 す る (Ogasawara et al. Nature 364:806-809 (1993); Pfeffer et al. Cell:73:457-46
7 (1993); Engelmann et al. J. Biological Chemistry 265:14497-14504 (1990))。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 セ レ ク チ ン 、 イ ン テ グ リ ン お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ｉ ｇ ） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー
は 、 白 血 球 お よ び 血 小 板 と 、 そ れ ら 自 身 ま た は 細 胞 外 基 質 お よ び 血 管 内 皮 と の 相 互 作 用 に
お い て 重 要 で あ る 、 ３ 種 の 主 要 な 固 着 分 子 で あ る (Springer, Nature 346:425(1990); Osb
orn, Cell 62:3 (1990); Hynes, Cell 69:11 (1992))。 一 つ の 細 胞 型 上 の 固 着 分 子 は 、 し
ば し ば 異 な る 細 胞 型 上 に 発 現 し た 他 の 固 着 分 子 と 結 合 し 、 リ ガ ン ド － 受 容 体 の 対 を 形 成 す
る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 セ レ ク チ ン 系 統 群 は 、 Ｐ － セ レ ク チ ン （ Ｃ Ｄ ６ ２ 、 Ｃ Ｄ ６ ２ Ｐ 、 Ｇ Ｍ Ｐ １ ４ ０ 、 お よ び
Ｐ Ａ Ｄ Ｇ Ｅ Ｍ と し て も 知 ら れ て い る ） 、 Ｅ － セ レ ク チ ン （ Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ お よ び Ｃ Ｄ ６ ２ Ｅ
と し て も 知 ら れ て い る ） 、 お よ び Ｌ － セ レ ク チ ン （ Ｌ Ｅ Ｃ Ａ Ｍ － １ 、 Ｍ ｅ ｌ － １ ４ 、 Ｌ Ａ
Ｍ － １ 、 お よ び Ｃ Ｄ ６ ２ Ｌ と し て も 知 ら れ て い る ） を 含 む 。 該 セ レ ク チ ン 類 は 、 高 度 に 類
似 し て お り 、 １ ２ ０ の ア ミ ノ 酸 Ｎ － 末 端 レ ク チ ン ド メ イ ン （ 120 amino acid N-terminal 
domain） 、 Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン 、 補 体 調 節 タ ン パ ク 質 に お い て 認 め ら れ る も の と 類 似 し て い
る か な り 多 数 の マ ル チ プ ル シ ョ ー ト コ ン セ ン サ ス 反 復 （ Ｓ Ｃ Ｒ ） ド メ イ ン 、 そ の 後 に 膜 貫
通 ド メ イ ン お よ び 短 い 細 胞 質 側 末 端 で 構 成 さ れ て い る  (Siegelman et al., Science 243:
1165-1172 (1989); Laskey et al., Cell 56:1045-1055 (1989); Tedder et al., J. Exp
. Med. 170:123-133 (1989); Johnson et al., Cell 56:1033-1044 (1989); Bevilancqua
 et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:9238-9242 (1987), Bevilacqua et al., Scie
nce 243:1160-1165 (1989), Bevilacqua et al., J. Clin. Invest. 91:379-387 (1983),
 Camerini et al., Nature 280:496-498 (1989))。 該 セ レ ク チ ン 類 は 重 複 部 分 を 有 し て い
る が 、 細 胞 表 面 の 受 容 体 に 対 し 異 な る 特 異 性 を 有 し て い る (Bevilacqua et al., J. Clin.
 Invest. 91:379-387 (1993); Feize, Current Opinion in Struct. Biol. 3:701-710 (1
993); Breg et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 184:1048-1055 (1992); Foxall et 
al., J. Cell Biol. 117:895-902 (1992); Larsen et al., J. Biol. Chem. 267:11104-1
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1110 (1992); Polley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:6224-6228 (1991))。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｐ － セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 お よ び Ｌ － セ レ ク チ ン は 、 炎 症 の 間 、 最 初 の 白 血 球
－ 内 皮 細 胞 お よ び 血 小 板 － 白 血 球 の 固 着 性 の 相 互 作 用 を 媒 介 す る (Bevilacqua et al., 19
93, 前 記 )。 全 三 種 の セ レ ク チ ン は 、 活 性 化 さ れ た 内 皮 と 白 血 球 の 初 期 の “ ロ ー リ ン グ ”
相 互 作 用 に 関 与 す る こ と が 証 明 さ れ て い る (von Andrian et al., Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 88:7538-7542 (1992); Ley et al., Blood 77:2553-2555 (1991); Abassi et al.,
 J. Clin. Invest. 92:2719-2730 (1993); Dore et al., Blood 82:1308-1316 (1993); J
ones et al., Biophys. J. 65:1560-1569 (1993); Mayadas et al., Cell 74:541-554 (1
993))。 活 性 化 型 血 小 板 お よ び 内 皮 細 胞 上 に 発 現 し た Ｐ － セ レ ク チ ン は 、 ほ と ん ど の 白 血
球 上 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る (McEver et al., J. Biol. Chem. 250:9799-9804 (
1984))。 サ イ ト カ イ ン － 活 性 化 型 内 皮 細 胞 上 （ 例 え ば 、 ６ － ８ 時 間 の Ｔ Ｎ Ｆ － α ま た は Ｉ
Ｌ － １ 刺 激 の 後 ） に 発 現 し た Ｅ － セ レ ク チ ン は 、 ほ と ん ど の 白 血 球 上 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク
質 に 結 合 す る (McEver et al., J. Clin. Invest. 100:485-492 (1997); Bevilacqua et a
l., 1987, 前 記 ; Bevilacqua et al., 1989, 前 記 )。 ほ と ん ど の 白 血 球 上 に 発 現 す る Ｌ －
セ レ ク チ ン は 、 い く つ か の 内 皮 細 胞 上 お よ び 他 の 白 血 球 上 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 に 結 合 す
る (Gallatin et al., Nature 304:30-34 (1983); Breg et al., Immunol. Rev. 108:5-18
 (1989); Breg et al., J. Cell. Biol. 114:343-349 (1991), Hallman et al., Biochem
. Biophys. Res. Comm. 174:236-243 (1991); Smith et al., J. Clin. Invest. 87:609-
618 (1991); Spertini et al., J. Immunol. 147:2565-2573 (1991))。 全 三 種 の セ レ ク チ
ン は 、 そ の 発 現 が 白 血 球 、 特 に Ｔ 細 胞 お よ び Ｎ Ｋ 細 胞 に 大 き く 制 限 さ れ る 細 胞 表 面 タ ン パ
ク 質 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 結 合 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ の 翻 訳 後 修 飾 が 、 Ｐ －
セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 お よ び Ｌ － セ レ ク チ ン へ の 結 合 の た め に 必 要 と さ れ る (McE
ver et al., J. Clin. Invest., 1997, 前 記 )。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 発 明 の 要 約
　 本 発 明 は 、 Ｔ 細 胞 が 、 Ｔ 細 胞 表 面 抗 原 Ｐ － セ レ ク チ ン 糖 タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド － １ （ Ｐ Ｓ
Ｇ Ｌ － １ ） の 関 与 に よ っ て 枯 渇 さ れ う る と い う 知 見 お よ び ／ ま た は ア ポ ト ー シ ス を 受 け る
よ う 誘 導 さ れ う る と い う 知 見 に 基 づ く も の で あ る 。 Ｔ 細 胞 の 枯 渇 は 、 過 剰 な 若 し く は 望 ま
し く な い Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 ま た は 過 剰 な 若 し く は 望 ま し く な い Ｔ 細 胞 の 増 殖 に 関
連 す る 症 状 の 治 療 に 特 に 有 効 で あ り う る 。 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 の 枯 渇 は 、 炎 症 性 疾 患 、 自 己 免
疫 疾 患 、 移 植 片 拒 絶 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 、 お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 で 誘 導 さ れ る 癌 (T cell-de
rived cancer)に 関 連 す る 望 ま し く な い Ｔ 細 胞 の 活 性 ま た は 増 殖 の 抑 制 ま た は 排 除 を 生 じ
さ せ う る 。 本 発 明 は 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 機 能 の 修 飾 因 子 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は も ち ろ
ん 、 Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 を 防 止 ま た は 抑 制 す る た め の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 機 能 の 修 飾 因 子
の 使 用 方 法 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 一 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 個 体 に お い て Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 の 防 止 ま た は 抑
制 方 法 を 特 徴 と す る 。 本 方 法 は 、 以 下 の 段 階 を 包 含 す る ： 過 剰 な 若 し く は 望 ま し く な い Ｔ
細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 を 特 徴 と す る 症 状 を 有 す る か ま た は 当 該 症 状 を 発 症 す る 危 険 性 が
あ る と 診 断 さ れ る 個 体 を 選 択 す る こ と ； お よ び 該 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ へ の 化 合
物 の 結 合 が Ｔ 細 胞 の 死 を も た ら す シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 誘 導 し 、 そ れ に よ り 該 個 体 に お け る
Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 を 防 止 ま た は 抑 制 す る 、 該 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 結
合 す る 化 合 物 を 、 該 個 体 に 投 与 す る こ と 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の よ う な 方 法 に 使 用 さ れ る 化 合 物 と し て は 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま
た は そ の 抗 原 結 合 断 片 が 挙 げ ら れ る 。 一 例 で は 、 該 化 合 物 は 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 特 異 的 に 結
合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
に 結 合 し 、 該 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の 複 数 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 架 橋 を 誘 起 す る 薬 剤 を 投 与 す る
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さ ら な る 段 階 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 本 方 法 は 、 Ｔ 細 胞 の 死 を も た ら す シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 誘 導 す る 、
該 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の 複 数 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 、 架 橋 を 誘 起 す る こ と を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 本 方 法 は 以 下 の 段 階 を 包 含 す る ： （ ｉ ） 過 剰 な 若 し く は 望 ま し く
な い Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 を 特 徴 と す る 症 状 を 有 す る か ま た は 当 該 症 状 を 発 症 す る 危
険 性 が あ る と 診 断 さ れ る 個 体 を 選 択 す る こ と ； お よ び
（ ｉ ｉ ） 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が そ れ ぞ れ （ ａ ） Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １
と 結 合 す る 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び （ ｂ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 多 量 体 化 合 物 (multimeric co
mpound)を 形 成 す る よ う 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 結 合 さ れ て い る 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る 、 該 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の 少 な く と も 二 つ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 該 多 量 体 化
合 物 を 、 該 固 体 に 投 与 す る こ と を 有 し 、 こ の 際 、 該 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の 少 な く と も 二 つ の Ｐ
Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 へ 該 多 量 体 化 合 物 が 結 合 す る こ と に よ り Ｔ 細 胞 の 死 を も た ら す シ グ
ナ ル 伝 達 経 路 を 誘 導 し 、 そ れ に よ り 該 個 体 に お い て Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 を 防 止 ま た
は 抑 制 す る こ と 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 該 多 量 体 化 合 物 は 、 ホ モ 多 量 体 化 合 物 ま た は ヘ テ ロ 多 量 体 化 合 物 で あ っ て も よ い 。 該 結
合 ド メ イ ン は 、 必 要 に 応 じ て 、 Ｐ － セ レ ク チ ン 細 胞 外 ド メ イ ン 若 し く は そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １
結 合 断 片 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 細 胞 外 ド メ イ ン 若 し く は そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 、 Ｌ － セ レ
ク チ ン 細 胞 外 ド メ イ ン 若 し く は そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 若 し く は
そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ る Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ
－ １ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 上 記 い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 該 多 量 体 化 合 物 は 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 ま た は Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 結
合 す る 抗 体 断 片 を 含 ま な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 該 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 必 要 に 応 じ て 、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン な ど
の 細 胞 表 面 受 容 体 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で い て も よ い 。 実 施 態 様 に よ っ て は 、 該 ポ リ ペ プ チ
ド 鎖 は 、 該 多 量 体 化 合 物 を 形 成 す る よ う 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 、 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド
結 合 な ど 、 共 有 結 合 的 に 結 合 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 本 方 法 は 、 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 該 多 量 体 化 合 物 に 結 合 し 、 該
Ｔ 細 胞 表 面 上 の 複 数 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 架 橋 を 誘 起 す る 薬 剤 を 該 個 体 へ 投 与 す る 付 加 的
な 段 階 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 は 、 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る と 診 断 さ れ た 個
体 を 選 択 す る 段 階 を 包 含 す る 。 他 の 例 に お い て 、 本 方 法 は 、 炎 症 性 疾 患 を 有 す る と 診 断 さ
れ た 個 体 を 選 択 す る 段 階 を 包 含 す る 。 他 の 例 に お い て 、 本 方 法 は 、 同 種 ま た は 異 種 移 植 を
受 け た か ま た は 当 該 移 植 を 受 け る 予 定 の 個 体 を 選 択 す る 段 階 を 包 含 す る 。 他 の 例 に お い て
、 本 方 法 は 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 を 有 す る と 診 断 さ れ た 個 体 を 選 択 す る 段 階 を 包 含 す る 。 他 の
例 に お い て 、 本 方 法 は 、 Ｔ 細 胞 性 癌 を 有 す る と 診 断 さ れ た 個 体 を 選 択 す る 段 階 を 包 含 す る
。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 該 Ｔ 細 胞 は 活 性 化 Ｔ 細 胞 で あ る 。 一 例 で は 、 該 Ｔ 細 胞 は Ｃ Ｄ ４ ＋
　 Ｔ 細 胞 で あ る 。 他 の 例 で は 、 Ｔ 細 胞 は Ｃ Ｄ ８ ＋ 　 Ｔ 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 本 方 法 は 、 該 化 合 物 （ 例 え ば 、 多 量 体 化 合 物 ） の 投 与 前 に 個 体 か
ら 採 取 し た 第 １ の 生 体 試 料 に お け る Ｔ 細 胞 数 を 検 出 し 、 化 合 物 （ 例 え ば 、 多 量 体 化 合 物 ）
の 投 与 後 の 個 体 か ら 採 取 し た 第 ２ の 生 体 試 料 に お け る Ｔ 細 胞 数 と 結 果 を 比 較 す る 段 階 を 包
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含 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 本 方 法 は 、 化 合 物 （ 例 え ば 、 多 量 体 化 合 物 ） の 投 与 前 に 個 体 か ら
採 取 し た 第 １ の 生 体 試 料 に お け る Ｔ 細 胞 の 生 物 活 性 を 検 出 し 、 化 合 物 （ 例 え ば 、 多 量 体 化
合 物 ） の 投 与 後 の 個 体 か ら 採 取 し た 第 ２ の 生 体 試 料 に お け る Ｔ 細 胞 の 生 物 活 性 と 結 果 を 比
較 す る 段 階 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 該 投 与 に よ り 、 該 個 体 の 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 少 な く と も １ ０ ％ の 枯 渇
を も た ら す 。 実 施 態 様 に よ っ て は 、 該 投 与 に よ り 、 該 個 体 の 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 少 な く と も １
０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ま た は そ れ 以 上 の 枯 渇 を も た ら す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 抗 体 若 し く は そ の 抗 原 結 合 断 片 ま た は 多 量 体 化 合 物 は 、 抗 体 若 し
く は そ の 抗 原 結 合 断 片 ま た は 多 量 体 化 合 物 に 曝 し た 後 に 個 体 の 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 少 な く と も
１ ０ ％ の 死 を 誘 起 す る 。 実 施 態 様 に よ っ て は 、 こ の よ う な 投 与 は 、 個 体 の 活 性 化 Ｔ 細 胞 の
少 な く と も １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ま た は そ れ 以 上 の 死 を 誘 起 す る 。
細 胞 の 死 は 、 抗 体 若 し く は そ の 抗 原 結 合 断 片 ま た は 多 量 体 化 合 物 に 曝 さ れ た 後 、 例 え ば 、
１ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 日 、 ま た は そ れ 以 上 の 日 数 な ど 、 い ず れ の 時 間 で 測 定 さ れ て
も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｔ 細 胞 ま た は ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ Ｎ Ｋ ） 細 胞 の 死 の 誘 起
方 法 を 特 徴 と す る 。 本 方 法 は 、 以 下 の 段 階 を 包 含 す る ： そ の 細 胞 表 面 上 に お い て Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ
－ １ を 発 現 し て い る Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 を 供 給 す る こ と ； お よ び 該 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細
胞 の 表 面 上 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 結 合 す る 化 合 物 と 該 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と
を 有 し 、 こ の 際 、 該 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 表 面 上 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ へ 化 合 物 が 結 合 す る こ
と に よ り Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 死 を も た ら す シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 誘 導 す る こ と 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の よ う な 方 法 に 使 用 さ れ る 化 合 物 と し て は 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま
た は そ の 抗 原 結 合 断 片 が 含 ま れ う る 。 一 例 で は 、 該 化 合 物 は 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 特 異 的 に 結
合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 実 施 態 様 に よ っ て は 、 本 方 法 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
に 結 合 し 、 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 表 面 上 の 複 数 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 架 橋 を 誘 起 す る 薬
剤 と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 接 触 さ せ る 段 階 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 以 下 の 段 階 を 包 含 す る ： （ ｉ ） そ の 細 胞 表 面 上 で Ｐ Ｓ Ｇ
Ｌ － １ を 発 現 し て い る Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 を 供 給 す る こ と ； お よ び （ ｉ ｉ ） 二 つ の ポ リ
ペ プ チ ド 鎖 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が そ れ ぞ れ （ ａ ） Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ と 結 合 す る 結 合 ド メ
イ ン 、 お よ び （ ｂ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が 多 量 体 化 合 物 を 形 成 す る よ う 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に
よ り 結 合 さ れ て い る 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 該 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 表 面 上 の 少 な
く と も 二 つ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 該 多 量 体 化 合 物 と 該 固 体 を 接 触 さ せ る こ
と を 有 し 、 こ の 際 、 該 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 表 面 上 の 少 な く と も 二 つ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ
ン パ ク 質 へ 該 多 量 体 化 合 物 が 結 合 す る こ と に よ り 該 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 死 を も た ら す
シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 誘 導 す る こ と 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 該 多 量 体 化 合 物 は 、 ホ モ 多 量 体 化 合 物 ま た は ヘ テ ロ 多 量 体 化 合 物 で あ っ て も よ い 。 該 結
合 ド メ イ ン は 、 必 要 に 応 じ て 、 Ｐ － セ レ ク チ ン 細 胞 外 ド メ イ ン 若 し く は そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １
結 合 断 片 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 細 胞 外 ド メ イ ン 若 し く は そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 、 Ｌ － セ レ
ク チ ン 細 胞 外 ド メ イ ン 若 し く は そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 若 し く は
そ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ る Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ
－ １ 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 上 記 い ず れ か の 組 み 合 わ せ を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 該 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 必 要 に 応 じ て 、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン な ど
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の 細 胞 表 面 受 容 体 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で い て も よ い 。 実 施 態 様 に よ っ て は 、 該 ポ リ ペ プ チ
ド 鎖 は 、 該 多 量 体 化 合 物 を 形 成 す る 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 、 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合
な ど 、 共 有 結 合 的 に 結 合 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 本 方 法 は 、 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 該 多 量 体 化 合 物 に 結 合 し 、 該
Ｔ 細 胞 表 面 上 の 複 数 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 架 橋 を 誘 起 す る 薬 剤 を 該 個 体 へ 投 与 す る 追 加 の
段 階 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 本 方 法 は 、 該 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 表 面 上 の 複 数 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ －
１ 抗 原 の 架 橋 を 誘 起 し 、 該 架 橋 が 該 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 死 を も た ら す シ グ ナ ル 伝 達 経
路 を 誘 導 す る 段 階 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 の 実 施 態 様 に よ っ て は 、 該 Ｔ 細 胞 は 活 性 化 Ｔ 細 胞 で あ る 。 一 例 で
は 、 該 Ｔ 細 胞 は Ｃ Ｄ ４ ＋ 　 Ｔ 細 胞 で あ る 。 他 の 例 で は 、 該 Ｔ 細 胞 は Ｃ Ｄ ８ ＋ 　 Ｔ 細 胞 で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 の 実 施 態 様 に よ っ て は 、 本 方 法 は 、 該 化 合 物 （ 例 え ば 、 多 量 体 化
合 物 ） と の 接 触 後 に 該 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 生 存 率 を 評 価 す る 段 階 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 の 実 施 態 様 に よ っ て は 、 本 方 法 は 、 該 化 合 物 （ 例 え ば 、 多 量 体 化
合 物 ） と の 接 触 後 に 該 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 生 物 活 性 を 評 価 す る 段 階 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 実 施 態 様 に よ っ て は 、 本 方 法 は 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 死 を 誘 起 す る こ と を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 機 能 の 修 飾 因 子 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 特
徴 と す る 。 本 方 法 は 以 下 の 段 階 を 包 含 す る ： 細 胞 表 面 上 で Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ を 発 現 し て い る 細
胞 を 供 給 す る こ と ； 該 細 胞 を 試 験 物 質 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び 該 細 胞 を 試 験 物 質 と 接 触
さ せ た 後 の 該 細 胞 の 生 存 率 を 測 定 し 、 該 試 験 物 質 が Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 機 能 の 修 飾 因 子 で あ る か
否 か 判 定 す る こ と 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 該 試 験 物 質 に よ っ て 誘 起 さ れ る 該 細 胞 の 死 を 検 出 す る
こ と に よ り 、 該 試 験 物 質 が Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 機 能 の 修 飾 因 子 で あ る か 否 か 判 定 す る 段 階 を 包 含
す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 該 試 験 物 質 は 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は こ の
抗 原 結 合 断 片 で あ る 。 一 例 で は 、 該 試 験 物 質 は 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 に 結 合 し 、 細 胞 の 表 面 上 の 複 数 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 架 橋 を 誘 起 す る 薬 剤 と 接
触 さ せ る 段 階 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 細 胞 の 死 を も た ら す シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 誘 導 す る 、 該
細 胞 の 表 面 上 の 複 数 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 、 架 橋 を 誘 起 す る 段 階 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 該 Ｔ 細 胞 は 活 性 化 Ｔ 細 胞 で あ る 。 一 例 で は 、 該 Ｔ 細 胞 は Ｃ Ｄ ４ ＋
　 Ｔ 細 胞 で あ る 。 他 の 例 で は 、 該 Ｔ 細 胞 は Ｃ Ｄ ８ ＋ 　 Ｔ 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 大 量 の 該 試 験 物 質 を 製 造 し 、 該 試 験 物 質 を 製 薬 上 許 容
で き る 担 体 に 配 合 す る 段 階 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 該 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ へ 化 合 物 が 結 合 す る こ

10

20

30

40

50

(9) JP 2007-533618 A 2007.11.22



と に よ り Ｔ 細 胞 の 死 を も た ら す シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 誘 導 す る 、 該 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の Ｐ Ｓ Ｇ
Ｌ － １ に 結 合 す る 化 合 物 ； お よ び 炎 症 、 自 己 免 疫 、 移 植 片 拒 絶 、 ア レ ル ギ ー 症 状 、 ま た は
Ｔ 細 胞 性 癌 な ど の 、 過 剰 な 若 し く は 望 ま し く な い Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 ま た は 過 剰 な
若 し く は 望 ま し く な い Ｔ 細 胞 増 殖 に 関 連 す る 症 状 を 治 療 す る た め の 化 合 物 の 使 用 に 関 す る
説 明 書 を 含 む キ ッ ト を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 該 キ ッ ト は 、 （ ｉ ） 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ
ド 鎖 が そ れ ぞ れ （ ａ ） Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ と 結 合 す る 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び （ ｂ ） 該 ポ リ ペ プ チ
ド 鎖 が 多 量 体 化 合 物 を 形 成 す る よ う 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 結 合 さ れ て い る 異 種 ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 し 、 該 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の 少 な く と も 二 つ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 へ 結 合 す る こ
と に よ り Ｔ 細 胞 の 死 を も た ら す シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 誘 導 す る 、 該 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の 少 な く
と も 二 つ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 該 多 量 体 化 合 物 ； お よ び （ ｉ ｉ ） 炎 症 、 自
己 免 疫 、 移 植 片 拒 絶 、 ア レ ル ギ ー 症 状 、 ま た は Ｔ 細 胞 性 癌 な ど の 、 過 剰 な 若 し く は 望 ま し
く な い Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 ま た は 過 剰 な 若 し く は 望 ま し く な い Ｔ 細 胞 増 殖 に 関 連 す
る 症 状 を 治 療 す る た め の 化 合 物 の 使 用 に 関 す る 説 明 書 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 利 点 は 、 関 連 す る 望 ま し く な い ま た は 有 害 な 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す こ と な く 、
Ｔ 細 胞 を 枯 渇 お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 で き る こ と で あ る 。 例 え ば 、 実
施 態 様 に よ っ て は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 個 体 へ の 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 ま た は 多 量 体 化 合 物 の
投 与 に よ り 、 Ｉ Ｌ － ２ ま た は Ｔ Ｎ Ｆ － α な ど の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の レ ベ ル の 望 ま し く な
い 上 昇 は 生 じ な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 利 点 は 、 Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 す る ア ゴ ニ ス ト 組 成 物 の 使 用 に よ り
Ｔ 細 胞 の 枯 渇 を も た ら す こ と で あ る 。 よ っ て 、 本 発 明 は 、 免 疫 受 容 体 を 結 合 し 、 該 受 容 体
に よ り 媒 介 さ れ る 免 疫 の 活 性 化 を 妨 げ る こ と に よ り 作 用 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト 組 成 物 （ 例 え
ば 、 拮 抗 性 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 ま た は 拮 抗 性 の 可 溶 性 セ レ ク チ ン 断 片 ） の 使 用 に よ り も た
ら さ れ る 、 受 動 的 な 免 疫 抑 制 よ り む し ろ 、 能 動 的 な 免 疫 抑 制 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 利 点 は 、 そ の 発 現 が 白 血 球 、 お よ び 特 に Ｔ 細 胞 お よ び Ｎ Ｋ 細 胞 に か な り 限
定 さ れ る 、 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ の 標 的 化 が 可 能 で あ る こ と で あ る 。 し た が
っ て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 化 合 物 は 、 肝 臓 細 胞 な ど の 他 の 細 胞 型 の 有 意 な レ ベ ル の ア ポ ト
ー シ ス を 誘 起 し な い 。 生 存 を 脅 か す 全 身 性 サ イ ト カ イ ン 応 答 を 有 意 に 誘 起 し た り ま た 他 の
器 官 系 に 損 傷 を 与 え た り す る こ と な く 、 選 択 的 な 枯 渇 を 目 的 と し た Ｔ 細 胞 お よ び Ｎ Ｋ 細 胞
（ 移 植 片 拒 絶 に か か わ る 重 要 な Ｃ Ｄ ３ － 細 胞 型 ） の 標 的 化 は 、 免 疫 抑 制 剤 の 望 ま し い 特 性
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 特 記 し な い 限 り 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 技 術 的 お よ び 科 学 用 語 は す べ て 、 本 発 明 が 属
す る 分 野 に お け る 通 常 の 知 識 を 有 す る も の に よ っ て 一 般 的 に 理 解 さ れ る の と 同 様 の 意 味 を
有 す る 。 本 明 細 書 中 の 記 載 と 同 様 ま た は 等 価 の 方 法 お よ び 材 料 が 本 発 明 の 実 施 ま た は 試 験
に お い て 使 用 可 能 で あ る が 、 好 適 な 方 法 お よ び 材 料 を 以 下 に 説 明 す る 。 本 明 細 書 中 に 記 載
の す べ て の 刊 行 物 、 特 許 出 願 、 特 許 お よ び 他 の 参 考 文 献 が 、 そ の ま ま 文 献 と し て 引 用 さ れ
る 。 専 門 用 語 の 不 一 致 が あ る 場 合 に は 、 本 明 細 書 が 制 御 す る で あ ろ う 。 加 え て 、 記 載 の 材
料 お よ び 方 法 は 、 例 示 に す ぎ ず 、 本 発 明 を 何 ら 制 限 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 図 面 の 簡 単 な 説 明
　 図 １ は 、 い つ 活 性 化 Ｔ 細 胞 が 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ （ 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） が 媒 介
す る ア ポ ト ー シ ス シ グ ナ ル に 対 す る 感 受 性 を 得 る か を 調 べ た 経 時 的 な 実 験 の 結 果 を 示 す も
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の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 ２ は 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 の 細 胞 表 面 の ビ オ チ ン 化 お よ び 免 疫 沈 降 の
結 果 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 図 ３ は 、 脾 臓 Ｃ Ｄ ４ ＋ 　 Ｔ 細 胞 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 　 Ｔ 細 胞 、 Ｃ Ｄ １ ９ ＋ 　 Ｂ 細 胞 、 お よ び Ｎ Ｋ
細 胞 上 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 発 現 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 図 ４ は 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 、 お よ び Ｃ Ｄ ４ ＋ ８ ＋ 、 並 び に Ｃ Ｄ ４ － ８ － 胸 腺 細 胞 上 の
Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 発 現 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 図 ５ は 、 レ ス ポ ン ダ ー (responder)と し て の Ｔ Ａ Ｂ ４ （ ま た は ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ ） で 処 置
さ れ た Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス か ら 単 離 さ れ た 脾 臓 細 胞 お よ び ス テ ィ ミ ュ レ ー タ ー (stimulato
r)と し て の Ｈ ２ ミ ス マ ッ チ Ｃ ３ Ｈ 脾 臓 細 胞 を 用 い た 混 合 リ ン パ 球 イ ン キ ュ ベ ー ト で 生 産 さ
れ た Ｉ Ｌ － ２ レ ベ ル を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 ６ は 、 （ Ａ ） Ｔ Ａ Ｂ ４ 抗 体 で 免 疫 沈 降 し た タ ン パ ク 質 が 市 販 の 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 に
よ り 認 識 可 能 で あ る こ と お よ び （ Ｂ ） 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 で Ｔ 細 胞 可 溶 産 物 を 予 め 清 澄 化
(preclearing)す る こ と で 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ に よ り 認 識 さ れ た タ ン パ ク 質 を 枯 渇 で き る こ と を 示
す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 図 ７ は 、 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス か ら 皮 膚 移 植 を 受 け 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 （ 黒 塗 り の 菱 形
） ま た は 対 照 抗 体 （ 白 抜 き の 四 角 ） で 処 置 し た Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス に お け る 生 存 し た 移
植 片 の 割 合 （ ％ ） を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 図 ８ は 、 活 性 化 ヒ ト 末 梢 血 単 核 球 を 抗 ヒ ト Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 で 処 置 し た 後 の ア ポ ト ー シ
ス 性 Ｔ 細 胞 の 割 合 （ ％ ） の 経 時 変 化 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 図 ９ は 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 （ 黒 塗 り の 四 角 ） ま た は 対 照 抗 体 （ 白 抜 き の 四 角 ） で 処 置
し た 自 己 免 疫 性 非 肥 満 性 糖 尿 病 （ Ｎ Ｏ Ｄ ） オ ス マ ウ ス に お け る 糖 尿 病 の 発 症 率 を 示 す も の
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 図 １ ０ は 、 マ ウ ス Ｐ － セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 お よ び Ｌ － セ レ ク チ ン の マ ウ ス 活
性 化 Ｔ 細 胞 へ の 結 合 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 図 １ １ Ａ － １ １ Ｃ は 、 Ｅ － セ レ ク チ ン （ 図 １ １ Ａ ） 、 Ｐ － セ レ ク チ ン （ 図 １ １ Ｂ ） 、 お
よ び Ｌ － セ レ ク チ ン （ 図 １ １ Ｃ ） の 多 量 体 の 形 態 (multimeric forms)に よ る マ ウ ス 活 性 化
Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 誘 起 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 図 １ ２ は 、 可 溶 性 Ｐ － セ レ ク チ ン － Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 の 架 橋 に よ る イ ン ビ ト ロ で の マ
ウ ス 活 性 化 Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 誘 起 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 Ｔ 細 胞 の 表 面 上 に あ る Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 分 子 の 機 能 を 調 節 す る こ と に よ る Ｔ 細 胞
活 性 の 調 節 方 法 に 関 す る も の で あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の ア ゴ ニ ス ト 組 成 物 と Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １
の 結 合 は 、 Ｔ 細 胞 の 枯 渇 を 生 じ さ せ る こ と お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 が ア ポ ト ー シ ス を 受 け る
の を 誘 起 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の ア ゴ ニ ス ト 組 成 物 は 、 炎 症 性 疾 患 、 自
己 免 疫 疾 患 、 移 植 片 拒 絶 、 ア レ ル ギ ー 症 状 、 お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 が 誘 導 す る 癌 な ど の 免
疫 が 関 連 す る 症 状 を 制 御 す る た め の 治 療 剤 と し て 有 用 で あ る 。 該 ア ゴ ニ ス ト 組 成 物 は ま た
、 Ｔ 細 胞 の 存 在 ま た は 活 性 が 望 ま し く な い 生 体 試 料 か ら Ｔ 細 胞 を 枯 渇 さ せ る の に も 有 用 で
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あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質
　 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ は 、 好 中 球 、 Ｔ お よ び Ｂ リ ン パ 球 、 Ｎ Ｋ 細 胞 、 単 球 、 樹 状 細 胞 、 お よ び 原
始 ヒ ト Ｃ Ｄ ３ ４ 造 血 前 駆 細 胞 で 発 現 す る 細 胞 表 面 固 着 分 子 で あ る 。 セ ク レ チ ン と 相 互 作 用
で き る こ と に よ り 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ は 、 内 皮 で の 白 血 球 の ロ ー リ ン グ (rolling)お よ び 炎 症
組 織 へ の 白 血 球 の 溢 出 を 仲 介 す る 。 Ｔ 細 胞 の Ｅ － お よ び Ｐ － セ ク レ チ ン へ の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １
が 仲 介 す る 結 合 、 ま た は 移 動 は 、 特 異 に 調 節 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｌ Ａ （ 皮 膚 リ ン パ 球 抗 原
） エ ピ ト ー プ の 出 現 は 、 記 憶 の 移 行 (memory transition)に 未 経 験 で あ る (naive)Ｔ 細 胞 上
で 誘 導 さ れ る と 考 え ら れ る 。 活 性 化 ヘ ル パ ー １ の み で な く ヘ ル パ ー ２ Ｔ 細 胞 も 機 能 性 Ｐ Ｓ
Ｇ Ｌ － １ を 発 現 し て 、 皮 膚 の 炎 症 ド メ イ ン へ の 移 動 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ は 、 Ｐ － セ レ ク チ ン に 結 合 す る た め に 、 特 異 的 に シ ア リ ル 化 さ れ 、 フ コ シ
ル 化 さ れ 、 さ ら に 硫 酸 化 さ れ な け れ ば な ら な い シ ア ロ ム チ ン で あ る 。 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 分 子 は
、 そ の Ｎ 末 端 に お い て 異 な る 度 合 い の グ リ コ シ ル 化 お よ び 硫 酸 化 部 位 を 特 徴 と す る イ ソ 型
で 存 在 す る 。 休 止 抹 消 血 Ｔ お よ び Ｂ 細 胞 、 リ ン パ 細 胞 系 統 お よ び イ ン ビ ト ロ の 活 性 化 抹 消
血 Ｔ 細 胞 は 、 同 レ ベ ル の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ を 発 現 す る 。 し か し 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 の み が 機 能 性 形
態 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ を 示 し 、 Ｐ － セ レ ク チ ン に 貪 欲 に 結 合 す る 。 こ の よ う な 活 性 化 依 存 性 結
合 活 性 は 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 で の ア ル フ ァ （ １ ， ３ ） フ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 活 性 レ ベ
ル の 上 昇 に よ っ て 示 唆 さ れ る よ う に 、 異 な る 翻 訳 後 修 飾 の 結 果 で あ る と 考 え ら れ る 。 Ｐ Ｓ
Ｇ Ｌ － １ イ ソ 型 は ま た 、 Ｌ － セ ク レ チ ン お よ び Ｅ － セ ク レ チ ン に 対 し 異 な る 親 和 性 を 示 す
。 例 え ば 、 Ｃ Ｌ Ａ 陽 性 イ ソ 型 を 示 す ヒ ト Ｔ 細 胞 は Ｅ － お よ び Ｐ － セ ク レ チ ン の 双 方 に 繋 留
し  (tether)、 回 転 で き る が 、 Ｃ Ｌ Ａ エ ピ ト ー プ の な い Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ を 発 現 す る Ｔ 細 胞 は
Ｐ － セ レ ク チ ン に の み 結 合 す る 。 さ ら に 、 Ｐ － セ レ ク チ ン と Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ の 結 合 は 、 硫 酸
化 の た め の ３ つ の チ ロ シ ン 残 基 お よ び グ リ コ シ ル 化 の た め の １ つ の ト レ オ ニ ン 残 基 を 包 含
す る 末 端 デ カ ペ プ チ ド の 存 在 を 条 件 と す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 は 、 組 み 換 え 方 法 お よ び ／ ま た は 生 体 材 料 か ら の 天 然 の Ｐ Ｓ Ｇ
Ｌ － １ タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と に よ っ て 調 製 で き る 。 組 み 換 え Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質
は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ の い ず れ か に お い て 、 原 核 ま た は 真 核 細 胞 で 生 産 さ れ う る
。 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ を コ ー ド 化 す る 核 酸 は 、 タ ン パ ク 質 の 組 み 換 え 生 産 に 使 用 可 能 で あ る （ 例
え ば 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 核 酸 の 一 例 と し て Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ Ｔ Ｍ 　
受 託 番 号 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ３ ０ ０ ６ を 参 照 ） 。 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 対 す る 抗 体 も ま た 公 知 で あ り 、 抗
原 の 精 製 に 使 用 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Herron et al. (2000) Science Jun 2;288(5471):1
653-56; WO 00/25808を 参 照 ） お よ び ／ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 に 使 用 可 能 で あ る 。
Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ は さ ら に 、 以 下 に 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 Sako et al. (1993) Cell 75
:1179; Vachino et al. (1995) J. Biol. Chem. 270:21966; お よ び Veldman et al. (199
5) J. Biol. Chem. 270:16470な ど の 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ の 組 み 換 え 生 産 で は 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ お よ び そ の 修 飾 ア ル フ ァ （ １ ， ３ ） フ
コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 Ｆ ｕ ｃ － Ｔ Ｖ Ｉ Ｉ 、 双 方 の 同 時 発 現 が 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ の 機 能
発 現 に は 必 要 で あ る か も し れ な い 。 加 え て ま た は こ れ に 代 わ り 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ の 組 み 換 え
生 産 は 、 プ ロ ペ プ チ ド を 除 去 す る た め の Ｐ Ａ Ｃ Ｅ を コ ー ド 化 す る 核 酸 お よ び ／ ま た は チ ロ
シ ン ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド 化 す る 核 酸 と の 同 時 形 質 移 入 に よ り な し う る か も
し れ な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 は 、 生 体 材 料 か ら の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 単 離 お よ び 精 製 に 使 用 可 能
で あ る 。 例 え ば 、 個 体 由 来 の Ｔ 細 胞 ま た は Ｔ 細 胞 系 統 な ど の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 を 発
現 す る 細 胞 型 が 、 タ ン パ ク 質 源 と し て 使 用 さ れ う る 。 精 製 し た ら 、 該 タ ン パ ク 質 は 本 明 細
書 に 記 載 の 様 々 な 方 法 に 使 用 さ れ う る 。 例 え ば 、 精 製 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 は 、 Ｔ 細 胞
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上 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 機 能 の 修 飾 因 子 の イ ン ビ ト ロ ス ク リ ー ニ ン グ に ま た は 該 タ ン パ ク 質 に 対
す る 抗 体 を 調 製 す る た め の 免 疫 原 と し て 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体
　 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 ま た は 類 似 体 ） は 、 本 発 明 の 方 法
に 有 用 な 抗 体 の 産 生 に 使 用 可 能 で あ る 。 上 記 の 通 り 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ
の ペ プ チ ド 断 片 は 、 組 み 換 え 技 術 に よ っ て 生 産 で き 、 ま た 固 相 合 成 方 法 を 用 い て 合 成 可 能
で あ る 。 組 み 換 え Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の ペ プ チ ド 断 片 は 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １
抗 体 を 生 産 す る た め の 免 疫 原 と し て 使 用 可 能 で あ る 。 加 え て 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 な ど の 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 は 、 次 に 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 を 生 産 す る た め の 免 疫 原 と し て
使 用 可 能 な 、 例 え ば 、 天 然 構 造 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド な ど の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ポ リ ペ プ
チ ド を 精 製 す る の に 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 ま た は Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド
に 特 異 的 に 結 合 す る よ う 操 作 さ れ た 抗 体 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ポ リ ペ プ
チ ド な ど の 特 定 の 抗 原 に 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 抗 体 は 、 試 料 中 に お い て 他 の 分 子 を 実 質 的
に 認 識 ま た は 結 合 し な い で あ ろ う 。 ゆ え に 、 本 発 明 は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド を 試 験 化 合 物 と
接 触 さ せ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 試 験 化 合 物 に 結 合 す る か 否 か 決 定 す る こ と に よ り （ 例 え ば 、
該 結 合 の 直 接 的 な 検 出 、 該 ポ リ ペ プ チ ド と 該 試 験 化 合 物 の 結 合 を 阻 害 す る 競 合 分 子 の 検 出
、 お よ び ／ ま た は ア ポ ト ー シ ス 誘 起 活 性 に 関 す る ア ッ セ イ を 用 い た 結 合 の 検 出 に よ り ） 、
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 試 験 化 合 物 （ 例 え ば 、 抗 体 ） を 同 定 す る 方 法 を 特 徴 と す
る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 通 常 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｋ Ｌ Ｈ な ど の 、 担 体 タ ン パ ク 質 と カ ッ プ リ ン グ さ
せ 、 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し 、 そ し て 宿 主 哺 乳 動 物 に 注 射 さ れ う る 。 次 い で 、 該 動 物 に お い
て 生 産 さ れ た 抗 体 は 、 ペ プ チ ド 抗 原 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 さ れ
う る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 特 に 、 様 々 な 宿 主 動 物 が 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 抗 原 性 断 片 の 注 射 に よ
っ て 免 疫 化 さ れ う る 。 一 般 的 に 使 用 さ れ る 宿 主 動 物 と し て は 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ
ト 、 お よ び ラ ッ ト が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 学 的 な 応 答 の 増 加 に 使 用 可 能 な 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト
と し て は 、 宿 主 の 種 に 依 存 し 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ 完 全 お よ び 不 完 全 ） 、 水 酸 化 ア
ル ミ ニ ウ ム な ど の 無 機 質 ゲ ル 、 リ ゾ レ シ チ ン な ど の 界 面 活 性 物 質 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー
ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 乳 剤 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ニ ア ン 、 お よ び ジ ニ
ト ロ フ ェ ノ ー ル が 挙 げ ら れ る 。 潜 在 的 に 有 用 で あ る ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 Ｂ Ｃ Ｇ （
カ ル メ ッ ト － ゲ ラ ン 杆 菌 ） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム － パ ル ヴ ム が あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 は 、 免 疫 化 し た 動 物 の 血 清 中 に 含 ま れ る 抗 体 分 子 の 異 種 集 団 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 さ ら に は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 、 ヒ ト 化 ま た は キ メ ラ 抗 体 、 単 鎖 抗 体 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 、 お よ び
Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 生 産 さ れ た 分 子 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 特 定 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 同 種 集 団 で あ る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ －
１ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 標 準 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ 例 え ば 、 Kohler et al., Nature 25
6:495 [1975]; Kohler et al., Eur J Immunol 6:511 [1976]; Kohler et al., Eur J Im
munol 6:292 [1976]; Hammerling et al., Monoclonal Antibodies and T Cell Hybridom
as, Elsevier, N.Y. [1981]な ど を 参 照 ） を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 特 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler et al., Nature 256:495 (1975)、 お よ び 米 国 特
許 第 ４ ， ３ ７ ６ ， １ １ ０ 号 に 記 載 さ れ て い る よ う な イ ン キ ュ ベ ー ト 物 で の 連 続 細 胞 系 統 に
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よ る 抗 体 分 子 の 生 産 を 可 能 と す る い ず れ か の 技 術 ； ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kosbo
r et al., Immunology Today 4:72 [1983]; Cole et al., Proc Natl Acad Sci USA 80:2
026 [1983])、 お よ び Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Cole et al., Monoclonal Antibodies
 and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96 [1983])に よ り 得 ら れ る 。 こ の よ
う な 抗 体 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ な ど の い ず れ か の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
ク ラ ス お よ び そ の サ ブ ク ラ ス を 有 し て い て も よ い 。 本 発 明 の ｍ Ａ ｂ を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド
ー マ は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で イ ン キ ュ ベ ー ト し て も よ い 。 イ ン ビ ボ に お い て 高 力
価 の ｍ Ａ ｂ を 生 産 で き る こ と は 、 特 に 有 用 な 生 産 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 製 造 し た ら 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ま た は
、 例 え ば 、 Ausubelら の 上 記 文 献 に 記 載 の よ う な 標 準 的 な 方 法 に よ る 免 疫 沈 降 分 析 に よ り
、 特 異 的 な Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 認 識 に つ い て 試 験 さ れ る 。 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ を 特 異 的 に 認 識 し 、 特 異
的 に 結 合 す る 抗 体 が 本 発 明 に お い て 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ３ ＋ 細 胞 な ど の Ｔ 細 胞 の 表
面 上 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 に 結 合 し 、 個 体 に お け る Ｔ 細 胞 の 枯 渇 お よ び ／ ま た は ア ポ ト ー シ
ス を 誘 起 す る 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 が 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 該 抗 体 は 、 例 え ば 、 （ 例 え ば 、 炎 症 性 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 移 植 片 拒 絶 、 ア レ ル ギ ー 疾
患 、 お よ び Ｔ 細 胞 で 誘 導 さ れ る 癌 な ど の 症 状 に 関 連 す る 、 Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 な ど
の 、 望 ま し く な い 免 疫 応 答 を 抑 制 ま た は 排 除 す る た め の ） 治 療 レ ジ メ の 一 部 と し て 使 用 さ
れ う る 。 抗 体 は ま た 、 候 補 化 合 物 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ へ の 結 合 能 を 測 定 す る た め の ス ク リ ー ニ
ン グ ア ッ セ イ に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 加 え て 、 好 適 な 生 物 活 性 を 有 す る ヒ ト 抗 体 分 子 由 来 の 遺 伝 子 と 共 に 、 好 適 な 抗 原 特 異 性
を 有 す る マ ウ ス 抗 体 分 子 由 来 の 遺 伝 子 を ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ る 、 「 キ メ ラ 抗 体 」
の 生 産 の た め に 開 発 さ れ た 技 術 (Morrison et al., Proc Natl Acad Sci USA 81:6851 [19
84]; Neuberger et al., Nature 312:604 [1984]; Takeda et al., Nature 314:452 [198
4])が 使 用 可 能 で あ る 。 キ メ ラ 抗 体 は 、 マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 由 来 の 可 変 ド メ イ ン
お よ び ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン を 有 す る も の な ど の 、 異 な る 部 分 が 異 な る 動 物
種 由 来 で あ る 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ま た は 、 単 鎖 抗 体 の 生 産 に 関 し て 記 載 の 技 術 （ 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ４ ６ ， ７ ７ ８ 号 、 第 ４
， ９ ４ ６ ， ７ ７ ８ 号 、 お よ び 第 ４ ， ７ ０ ４ ， ６ ９ ２ 号 ） が 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド に
対 す る 単 鎖 抗 体 、 ま た は そ の 断 片 の 生 産 に 適 用 可 能 で あ る 。 単 鎖 抗 体 は 、 単 鎖 の ポ リ ペ プ
チ ド が 得 ら れ る よ う 、 ア ミ ノ 酸 架 橋 を 介 し て Ｆ ｖ ド メ イ ン の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を 架 橋 す る こ
と に よ っ て 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 特 定 の エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 結 合 す る 抗 体 断 片 は 、 既 知 の 技 術 に よ り 産 生 可 能 で あ る 。
例 え ば 、 こ の よ う な 断 片 と し て は 、 以 下 に 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ
ン 消 化 に よ っ て 生 産 さ れ う る Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 、 お よ び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 の ジ ス ル フ
ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る Ｆ ａ ｂ 断 片 が 挙 げ ら れ る 。 ま た は 、 所 望 の 特 異
性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｆ ａ ｂ 断 片 を 迅 速 か つ 容 易 に 同 定 で き る よ う に 、 Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ
イ ブ ラ リ ー を 構 築 し て も よ い (Huse et al., Science 246:1275 [1989])。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 抗 体 は 、 当 該 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 に よ り ヒ ト 化 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 所 望 の 結 合
特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 商 業 的 に ヒ ト 化 さ れ う る (Scotgene, Scotland; Oxf
ord Molecular, Palo Alto, Calif.)。 形 質 転 換 動 物 で 発 現 す る も の な ど の 、 十 分 な ヒ ト
抗 体 も ま た 本 発 明 の 態 様 で あ る (Green et al., Nature Genetics 7:13 [1994]; 並 び に 米
国 特 許 第 ５ ， ５ ４ ５ ， ８ ０ ６ 号 お よ び 第 ５ ， ５ ６ ９ ， ８ ２ ５ 号 )。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 多 量 体 化 合 物
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　 Ｔ 細 胞 ま た は Ｎ Ｋ 細 胞 の 表 面 上 の 複 数 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 多 量 体 化 合
物 は 、 該 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 誘 起 に 使 用 さ れ う る 。 該 多 量 体 化 合 物 は 少 な く と も
二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 む 。 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は そ れ ぞ れ 、 （ ｉ ） Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 結 合
す る 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び （ ｉ ｉ ） 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 概 し て 、 多 量 体 化 合 物 は 、 所 定 の 細 胞 表 面 上 の 少 な く と も 二 つ の 異 な る Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ
ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 し か し な が ら 、 多 量 体 化 合 物 は 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １
０ 、 １ ２ 、 ま た は そ れ 以 上 の 異 な る Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 ド メ イ ン を 有 す る よ う 調 合 さ れ 得 、
そ れ に よ り 、 該 多 量 体 化 合 物 が 、 所 定 の 細 胞 表 面 上 の ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０
、 １ ２ 、 ま た は そ れ 以 上 の 異 な る Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る よ う 誘 起 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
  結 合 ド メ イ ン は 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 結 合 す る 任 意 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ ま た は 、 例 え ば 、 グ リ
コ シ ル 化 お よ び ／ ま た は 硫 酸 化 な ど の 修 飾 を 有 す る 任 意 の ア ミ ノ 酸 配 列 ） を 有 し て い て も
よ い 。 該 結 合 ド メ イ ン は 、 天 然 の ま た は 非 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ に も 対 応 し う る 。
例 え ば 、 結 合 ド メ イ ン は 、 セ レ ク チ ン （ 例 え ば 、 Ｐ － セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 ま た
は Ｌ － セ レ ク チ ン ） の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 ド メ イ ン を 含 み う る 。 セ レ ク チ ン の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １
結 合 ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 、 必 要 に 応 じ て 、 （ ｉ ） セ レ ク チ ン （ 例 え ば 、 Ｐ － セ
レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 ま た は Ｌ － セ レ ク チ ン ） の 細 胞 外 ド メ イ ン ； （ ｉ ｉ ） セ レ ク
チ ン （ 例 え ば 、 Ｐ － セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 ま た は Ｌ － セ レ ク チ ン ） の カ ル シ ウ ム
依 存 性 レ ク チ ン ド メ イ ン ； ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ へ の 結 合 を 媒 介 す る セ レ ク チ ン
（ 例 え ば 、 Ｐ － セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 ま た は Ｌ － セ レ ク チ ン ） の 細 胞 外 ド メ イ ン
の 断 片 を 含 ん で い て も よ い 。 該 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 加 え て 、 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 変 化 を
天 然 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 ド メ イ ン に 導 入 し て 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 機 能 を 保 持 し た 非 天 然 の
配 列 を 得 て も よ い 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 結 合 し て お り 、 任 意 の （ ｉ ） セ
レ ク チ ン （ 例 え ば 、 Ｐ － セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 ま た は Ｌ － セ レ ク チ ン ） の 細 胞 外
ド メ イ ン ； （ ｉ ｉ ） セ レ ク チ ン （ 例 え ば 、 Ｐ － セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 ま た は Ｌ －
セ レ ク チ ン ） の カ ル シ ウ ム 依 存 性 レ ク チ ン ド メ イ ン ； ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ へ の
結 合 を 媒 介 す る セ レ ク チ ン （ 例 え ば 、 Ｐ － セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 ま た は Ｌ － セ レ
ク チ ン ） の 細 胞 外 ド メ イ ン の 断 片 と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ま た は
９ ８ ％ は 同 一 で あ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 包 含 し う る 。 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 変 異 誘 発 の 技 術
が 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 ド メ イ ン を コ ー ド 化 す る 核 酸 配 列 に 変 化 を 誘 起 す る た め に 使 用 さ れ
う る 。 次 い で 、 修 飾 さ れ た 結 合 ド メ イ ン は 、 例 え ば 、 固 定 化 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ま た は 細 胞 表 面
上 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ な ど の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 対 す る そ の 結 合 能 力 を 評 価 さ れ う る 。 ま た 、 結 合
ド メ イ ン は 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 若 し く は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 ド メ イ ン 、 ま た は Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ と 結 合 し て お り 、 抗
Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 若 し く は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 ド メ イ ン と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ま た は ９
８ ％ は 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 包 含 し う る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 ド メ イ ン は 、 Ｐ － セ レ ク チ ン の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 に 対 応 す る ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 み う る 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む （ 本 明 細 書 に 記 載 の 多 量 体 化 合 物 の
） ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 一 例 と し て は 、 以 下 の 成 分 ： （ ｉ ） Ｃ Ｄ ３ ３ シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ Ｍ ｅ
ｔ １ － Ａ ｌ ａ １ ６ ） ； （ ｉ ｉ ） マ ウ ス Ｐ － セ レ ク チ ン （ 細 胞 外 ド メ イ ン の Ｔ ｒ ｐ ４ ２ － Ａ
ｌ ａ ７ ０ ９ ） ； （ ｉ ｉ ｉ ） Ｉ Ｅ Ｇ Ｒ Ｍ Ｄ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ） ； お よ び （ ｉ ｖ ） ヒ
ト Ｉ ｇ Ｇ １ （ Ｐ ｒ ｏ １ ０ ０ － Ｌ ｙ ｓ ３ ３ ０ ） 、 を 含 む 組 換 え 型 の マ ウ ス Ｐ － セ レ ク チ ン ／
Ｆ ｃ キ メ ラ （ Ｒ ＆ Ｄ  Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ Ｍ ｉ ｎ ｎ ｅ ａ ｐ ｏ ｌ ｉ ｓ 、 Ｍ Ｎ よ り 入 手 可 能 ） が 挙 げ
ら れ る 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 包 含 す る ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 他 の 例 と し て は 、 以 下 の 成
分 ： （ ｉ ） ヒ ト Ｐ － セ レ ク チ ン （ Ｍ ｅ ｔ １ － Ａ ｌ ａ ７ ７ １ 、 細 胞 外 ド メ イ ン ） ； （ ｉ ｉ ）
Ｉ Ｅ Ｇ Ｒ Ｍ Ｄ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ） ； お よ び （ ｉ ｉ ｉ ） ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ （ Ｐ ｒ ｏ １ ０
０ － Ｌ ｙ ｓ ３ ３ ０ ） 、 を 含 む 組 換 え 型 の ヒ ト Ｐ － セ レ ク チ ン ／ Ｆ ｃ キ メ ラ （ Ｒ ＆ Ｄ  Ｓ ｙ
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ｓ ｔ ｅ ｍ Ｍ ｉ ｎ ｎ ｅ ａ ｐ ｏ ｌ ｉ ｓ 、 Ｍ Ｎ よ り 入 手 可 能 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 ド メ イ ン は 、 Ｅ － セ レ ク チ ン の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 に 対 応 す る ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 み う る 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む （ 本 明 細 書 に 記 載 の 多 量 体 化 合 物 の
） ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 一 例 と し て は 、 以 下 の 成 分 ： （ ｉ ） マ ウ ス Ｅ － セ レ ク チ ン （ Ｍ ｅ ｔ １
－ Ｐ ｒ ｏ ５ ５ ７ 、 細 胞 外 ド メ イ ン ） ； （ ｉ ｉ ） Ｉ Ｅ Ｇ Ｒ Ｍ Ｄ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ）
； （ ｉ ｉ ｉ ） ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ （ Ｐ ｒ ｏ １ ０ ０ － Ｌ ｙ ｓ ３ ３ ０ ） ； お よ び （ ｉ ｖ ） Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ
Ｈ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ） 、 を 含 む 組 換 え 型 の マ ウ ス Ｅ － セ レ ク チ ン ／ Ｆ ｃ キ メ ラ （
Ｒ ＆ Ｄ  Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ Ｍ ｉ ｎ ｎ ｅ ａ ｐ ｏ ｌ ｉ ｓ 、 Ｍ Ｎ よ り 入 手 可 能 ） が 挙 げ ら れ る 。 そ の
よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 他 の 例 と し て は 、 以 下 の 成 分 ： （ ｉ ） ヒ ト Ｅ
－ セ レ ク チ ン （ Ｍ ｅ ｔ １ － Ｐ ｒ ｏ ５ ５ ６ 、 細 胞 外 ド メ イ ン ） ； （ ｉ ｉ ） Ｉ Ｅ Ｇ Ｒ Ｍ Ｄ （ Ｓ
Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ） ； （ ｉ ｉ ｉ ） ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ （ Ｐ ｒ ｏ １ ０ ０ － Ｌ ｙ ｓ ３ ３ ０ ） ； お
よ び （ ｉ ｖ ） Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ） 、 を 含 む 組 換 え 型 の ヒ ト Ｅ － セ レ
ク チ ン ／ Ｆ ｃ キ メ ラ （ Ｒ ＆ Ｄ  Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ Ｍ ｉ ｎ ｎ ｅ ａ ｐ ｏ ｌ ｉ ｓ 、 Ｍ Ｎ よ り 入 手 可 能
） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 ド メ イ ン は 、 Ｌ － セ レ ク チ ン の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 に 対 応 す る ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 み う る 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む （ 本 明 細 書 に 記 載 の 多 量 体 化 合 物 の
） ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 一 例 と し て は 、 以 下 の 成 分 ： （ ｉ ） マ ウ ス Ｌ － セ レ ク チ ン （ Ｍ ｅ ｔ １
－ Ａ ｓ ｎ ３ ３ ２ 、 細 胞 外 ド メ イ ン ） ； （ ｉ ｉ ） Ｉ Ｅ Ｇ Ｒ Ｍ Ｄ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ）
； （ ｉ ｉ ｉ ） ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ （ Ｐ ｒ ｏ １ ０ ０ － Ｌ ｙ ｓ ３ ３ ０ ） ； お よ び （ ｉ ｖ ） Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ
Ｈ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ） 、 を 含 む 組 換 え 型 の マ ウ ス Ｌ － セ レ ク チ ン ／ Ｆ ｃ キ メ ラ （
Ｒ ＆ Ｄ  Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ Ｍ ｉ ｎ ｎ ｅ ａ ｐ ｏ ｌ ｉ ｓ 、 Ｍ Ｎ よ り 入 手 可 能 ） が 挙 げ ら れ る 。 そ の
よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 他 の 例 と し て は 、 以 下 の 成 分 ： （ ｉ ） ヒ ト Ｌ
－ セ レ ク チ ン （ Ｍ ｅ ｔ １ － Ａ ｓ ｎ ３ ３ ２ 、 細 胞 外 ド メ イ ン ） ； （ ｉ ｉ ） Ｉ Ｅ Ｇ Ｒ Ｍ Ｄ （ Ｓ
Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ） ； （ ｉ ｉ ｉ ） ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ （ Ｐ ｒ ｏ １ ０ ０ － Ｌ ｙ ｓ ３ ３ ０ ） ； お
よ び （ ｉ ｖ ） Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ Ｈ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ） 、 を 含 む 組 換 え 型 の ヒ ト Ｌ － セ レ
ク チ ン ／ Ｆ ｃ キ メ ラ （ Ｒ ＆ Ｄ  Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ Ｍ ｉ ｎ ｎ ｅ ａ ｐ ｏ ｌ ｉ ｓ 、 Ｍ Ｎ よ り 入 手 可 能
） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 多 量 体 化 合 物 は 、 ホ モ 多 量 体 化 合 物 ま た は ヘ テ ロ 多 量 体 化 合 物 と し て 調 合 さ れ う る 。 ホ
モ 多 量 体 化 合 物 は 同 一 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 ド メ イ ン を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の み を 含 む 。
例 え ば 、 ホ モ 多 量 体 化 合 物 は 、 Ｐ － セ レ ク チ ン の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 ド メ イ ン 断 片 を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 み う る 。 ヘ テ ロ 多 量 体 化 合 物 は 異 な る Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 ド メ イ ン を 有 す
る ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 む 。 例 え ば 、 ヘ テ ロ 多 量 体 化 合 物 は 、 Ｐ － セ レ ク チ ン の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ －
１ 結 合 ド メ イ ン 断 片 を 含 む 第 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 お よ び Ｅ － セ レ ク チ ン の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結
合 ド メ イ ン 断 片 を 含 む 第 二 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て よ い 。 し か し な が ら 、 本 明 細 書 に 記
載 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 天 然 の タ ン パ ク 質 の 配 列 と は 一 致 し な い 。 異 種 ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 結 合 を 可 能 と す る 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 例 え ば
、 該 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 は 、 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 な ど に よ り 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に
共 有 結 合 し う る 。 異 種 配 列 の 一 例 と し て は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン が 挙 げ ら れ
る 。 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の Ｆ ｃ ド メ イ ン 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 二 量 体 化 合 物 の 形 成
を も た ら し う る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 結 合 へ の 貢 献 に 加 え て 、 該 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 例 え ば 、 細 胞 表 面
の 受 容 体 結 合 ド メ イ ン な ど の 架 橋 結 合 ド メ イ ン を も 含 み う る 。 該 結 合 ド メ イ ン へ の 薬 剤 の
結 合 に お い て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 お よ び そ れ ら が 結 合 す る 細 胞 表 面 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク
質 の 架 橋 が 結 果 と し て 生 じ う る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン は 、 Ｆ ｃ 受 容 体 結 合 ド
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メ イ ン を 含 む 。 例 え ば 、 架 橋 体 （ cross-linker） は 、 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 の 架 橋 結 合 ド メ イ
ン に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 Ｆ ｃ 抗 体 ） で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 機 能 を 調 節 す る 化 合 物 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
　 本 発 明 は 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ へ の 結 合 に 際 し Ｔ 細 胞 の 枯 渇 お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー
シ ス を 誘 起 す る 化 合 物 （ し か し 、 当 該 化 合 物 に 限 定 さ れ る も の で は な い ） を 含 む Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ
－ １ （ ま た は Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ の ド メ イ ン ） と 相 互 作 用 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を も 包 含 す
る 。 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 活 性 を 調 節 す る 膜 内 外 、 細 胞 外 、 ま た は 細 胞 内 タ ン パ ク 質 と の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ
－ １ の 相 互 作 用 を 調 節 す る 化 合 物 お よ び Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ さ れ う る 化 合 物 と し て は 、 以 下 に 制 限 さ れ る も の で は な い
が 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 結 合 し 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に よ り 媒 介 さ れ る 生
物 学 的 機 能 を 調 節 す る 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 お よ び そ の 断 片 、 並 び に 他 の 有 機 化 合 物 が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 こ の よ う な 化 合 物 と し て は 、 以 下 に 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 例 え ば 、 以 下 に 制 限 さ
れ る も の で は な い が 、 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の も の ； (Lam et al., Nature 354:
82 [1991]; Houghten et al., Nature 354:84 [1991])な ど の 、 可 溶 性 ペ プ チ ド 、 並 び に
Ｄ － お よ び ／ ま た は Ｌ － 体 の ア ミ ノ 酸 か ら 作 製 さ れ る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー 由 来
の 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の も の 、 ホ ス ホ ペ プ チ ド （ 以 下 に 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 ラ ン ダ
ム ま た は 部 分 的 に 変 性 し た 定 方 向 ホ ス ホ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の も の を 包 含 す る ； Songya
ng et al., Cell 72:767 [1993]） 、 抗 体 （ 以 下 に 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 ポ リ ク ロ
ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 化 、 抗 イ デ ィ オ 型 、 キ メ ラ ま た は 単 鎖 抗 体 、 並 び に Ｆ Ａ ｂ
、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ お よ び Ｆ Ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー 断 片 、 並 び に そ の エ ピ ト ー プ 結 合 断 片 を
包 含 す る ） 、 並 び に 有 機 ま た は 無 機 小 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ さ れ う る 他 の 分 子 と し て は 、 以 下 に 制 限 さ れ る も の で は な
い が 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 の 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 有 機 小 分
子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ お よ び 探 索 技 術 に よ り 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 可
能 な 、 化 合 物 の 同 定 、 ま た は 既 に 同 定 さ れ た 化 合 物 の 改 良 が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 化 合
物 ま た は 組 成 物 が 同 定 さ れ て い る 場 合 、 活 性 部 位 ま た は ド メ イ ン が 同 定 さ れ る 。 一 般 的 に
、 こ の よ う な 活 性 部 位 は 、 活 性 の 天 然 の 修 飾 因 子 に 対 す る 結 合 部 位 で あ っ て も よ い 。 該 活
性 部 位 は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 、 核 酸 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 関 連 す る
化 合 物 若 し く は 組 成 物 の そ の 天 然 の リ ガ ン ド と の 複 合 体 の 研 究 な ど の 当 該 分 野 に お い て 既
知 の 方 法 を 用 い て 同 定 し う る 。 後 者 の 場 合 に お い て は 、 化 学 的 ま た は Ｘ 線 結 晶 方 法 が 、 そ
の 因 子 上 の ど こ に 修 飾 因 子 （ ま た は 、 リ ガ ン ド ） が 見 出 さ れ る か を 知 得 す る こ と に よ り 活
性 部 位 を 見 出 す の に 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 結 合 を 変 化 さ せ う る 化 合 物 の 設 計 お よ び 産 生 に 関 し 参 考 文 献 を 用 い 上 述 し た が 、 Ｐ Ｓ Ｇ
Ｌ － １ タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 Ｔ 細 胞 の 枯 渇 お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 す
る 化 合 物 に 関 す る 、 天 然 産 物 ま た は 合 成 化 学 物 質 を 含 む 既 知 化 合 物 お よ び タ ン パ ク 質 を 含
む 生 物 活 性 物 質 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 イ ン ビ ト ロ 系 が 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ （ ま た は 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ の ド メ イ ン ） と 相 互 作 用 可 能 な
化 合 物 を 同 定 す る た め に 設 計 さ れ て も よ い 。 同 定 さ れ る 化 合 物 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記
載 の よ う に 、 Ｔ 細 胞 活 性 を 調 節 す る の に 有 用 で あ り 、 ゆ え に 、 炎 症 、 自 己 免 疫 、 移 植 片 拒
絶 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 、 ま た は Ｔ 細 胞 性 癌 な ど の 過 剰 な 若 し く は 望 ま し く な い Ｔ 細 胞 が 媒 介
す る 免 疫 応 答 ま た は 過 剰 な 若 し く は 望 ま し く な い Ｔ 細 胞 増 殖 に 関 連 す る 症 状 の 治 療 に 有 用
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で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 結 合 す る 化 合 物 の 同 定 に 使 用 さ れ る ア ッ セ イ の 原 理 は 、 ２ 成 分 が 相 互 作
用 し 結 合 す る の に 十 分 な 、 従 っ て 、 反 応 混 合 物 中 で 除 去 お よ び ／ ま た は 検 出 さ れ う る 複 合
体 の 形 成 に 十 分 な 条 件 お よ び 時 間 の 下 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ （ ま た は 、 そ の ド メ イ ン ） お よ び 試
験 化 合 物 の 反 応 混 合 物 を 調 製 す る こ と を 包 含 す る 。 使 用 さ れ る Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 種 は 、 ス ク リ
ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 目 標 に 基 づ き 異 な り う る 。 場 合 に よ っ て は 、 ア ッ セ イ 系 （ 例 え ば 、 生
成 す る 複 合 体 の 標 識 化 、 単 離 な ど ） に お い て 好 適 な 異 種 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に
融 合 し た Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ の ド メ イ ン に 対 応 す る ペ プ チ ド を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 該 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 様 々 な 方 法 に お い て 行 な い う る 。 例 え ば 、 こ の よ う な ア
ッ セ イ を 行 な う 一 つ の 方 法 と し て は 、 固 相 上 に Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
ペ プ チ ド 若 し く は 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 試 験 化 合 物 を 固 着 し 、 反 応 終 了 時 に 固 相 上 に 固 着
し た Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ／ 試 験 化 合 物 複 合 体 を 検 出 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 方 法 の 一
実 施 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 反 応 物 は 、 固 体 表 面 に 固 着 さ れ て い て も よ く 、 固 着 し な
い 試 験 化 合 物 を 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標 識 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 実 際 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 簡 便 に 、 固 相 と し て 使 用 し て も よ い 。 固 着 し
た 成 分 を 、 非 共 有 ま た は 共 有 結 合 に よ っ て 固 定 化 し て も よ い 。 非 共 有 結 合 は 、 固 体 表 面 を
タ ン パ ク 質 の 溶 液 で 簡 単 に 被 覆 し 、 乾 燥 す る こ と に よ り 達 成 さ れ て も よ い 。 ま た は 、 固 定
化 さ れ る タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 、 固 定 化 抗 体 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 固 体 表
面 へ の タ ン パ ク 質 の 固 着 に 使 用 し て も よ い 。 該 表 面 は 、 予 め 調 製 さ れ 、 貯 蔵 さ れ て い て も
よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ア ッ セ イ を 行 な う た め に 、 固 定 化 さ れ て い な い 成 分 を 、 固 着 成 分 を 包 含 す る 被 覆 表 面 に
添 加 す る 。 反 応 終 了 後 、 未 反 応 成 分 を 、 形 成 さ れ た 複 合 体 が 固 体 表 面 で 固 定 化 さ れ 続 け る
よ う な 条 件 下 で （ 例 え ば 、 洗 浄 に よ っ て ） 除 去 す る 。 固 体 表 面 上 に 固 着 し た 複 合 体 の 検 出
は 、 数 多 く の 方 法 で 達 成 し う る 。 事 前 に 固 定 化 さ れ て い な い 成 分 が 予 め 標 識 さ れ て い る 場
合 に は 、 表 面 に 固 定 化 さ れ た 標 識 の 検 出 は 、 複 合 体 が 形 成 さ れ た こ と を 示 す 。 事 前 に 固 定
化 さ れ て い な い 成 分 が 予 め 標 識 さ れ て い な い 場 合 に は 、 間 接 的 な 標 識 を 用 い て ； 例 え ば 、
事 前 に 固 定 化 さ れ て い な い 成 分 に 特 異 的 な 標 識 抗 体 を 用 い て （ さ ら に 、 こ の 抗 体 は 、 直 接
標 識 さ れ て い て も ま た は 標 識 さ れ た 抗 Ｉ ｇ 抗 体 で 間 接 的 に 標 識 さ れ て い て も よ い ） 、 表 面
上 に 固 着 し た 複 合 体 を 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ま た は 、 反 応 は 液 相 で 行 な っ て も よ く 、 反 応 生 成 物 を 未 反 応 成 分 か ら 分 離 し 、 例 え ば 、
溶 液 中 に 形 成 さ れ る 複 合 体 を 固 着 す る た め の 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
ペ プ チ ド 若 し く は 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 試 験 化 合 物 に 特 異 的 な 固 定 化 抗 体 、 お よ び 固 着 し
た 複 合 体 を 検 出 す る た め の 可 能 な 複 合 体 の 他 の 成 分 に 特 異 的 な 標 識 抗 体 を 用 い て 、 複 合 体
を 検 出 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ま た は 、 細 胞 に よ る ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ と 相 互 作 用 す る 化 合 物 を 同 定 し て
も よ い 。 こ の 際 に は 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ を 発 現 す る 細 胞 系 統 、 ま た は Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ を 発 現 す る
よ う に 遺 伝 子 操 作 さ れ た 細 胞 系 統 が 使 用 可 能 で あ る 。 細 胞 に よ る ア ッ セ イ は 、 本 明 細 書 に
記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 同 定 さ れ る 化 合 物 の 機 能 的 な 効 果 を 評 価 す る の に 特 に 有 用 で
あ る 。 例 え ば 、 化 合 物 が Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ タ ン パ ク 質 へ の 結 合 能 に 基 づ き 同 定 さ れ た ら 、 次 い
で 、 該 化 合 物 に つ い て 、 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 若 し く は イ ン ビ ボ の Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の
誘 起 能 ま た は イ ン ビ ト ロ 若 し く は イ ン ビ ボ の Ｔ 細 胞 の 枯 渇 能 を 試 験 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 薬 剤 組 成 物
　 本 発 明 の 目 的 が 個 体 に お け る 免 疫 応 答 を 変 化 さ せ る こ と で あ る 場 合 に は 、 例 え ば 、 Ｐ Ｓ
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Ｇ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 、 抗 体 、 多 量 体 化 合 物 、 小 分 子 、 ま た は 他 の 化
合 物 を 含 む 薬 剤 組 成 物 も 本 発 明 の 一 態 様 で あ る 。 好 ま し い 例 に お い て 、 該 化 合 物 は Ｐ Ｓ Ｇ
Ｌ － １ の ア ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 に し た が っ て 使 用 さ れ る 薬 剤 組 成 物 は 、 一 つ 以 上 の 生 理 学 的 に 許 容 で き る 担 体 ま
た は 賦 形 剤 を 用 い て 公 知 の 方 法 で 調 合 さ れ う る 。 よ っ て 、 該 化 合 物 並 び に こ れ ら の 生 理 学
上 に 許 容 で き る 塩 お よ び 溶 媒 和 化 合 物 は 、 様 々 な 投 与 経 路 に よ る 投 与 を 目 的 と し て 調 合 さ
れ て も よ い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 該 化 合 物 は 、 例 え ば 、 大 量 瞬 時 投 与 ま た は 連 続 輸 液 な ど 注 射 に よ る 非 経 口 投 与 用 に 調 合
し て も よ い 。 注 射 用 の 製 剤 形 態 は 、 保 存 剤 を 添 加 し て 、 例 え ば 、 ア ン プ ル で ま た は マ ル チ
ド ー ス コ ン テ ナ な ど の 単 位 剤 形 (unit dosage form)で 提 供 さ れ て も よ い 。 該 組 成 物 は 、 懸
濁 液 、 溶 液 ま た は 油 性 若 し く は 水 性 媒 体 に お け る エ マ ル ジ ョ ン な ど の 形 態 を と っ て い て も
よ く 、 懸 濁 剤 、 安 定 化 剤 お よ び ／ ま た は 分 散 剤 な ど の 調 合 剤 を 含 ん で い て も よ い 。 あ る い
は 、 活 性 成 分 は 、 使 用 前 に 、 例 え ば 、 無 菌 か つ 発 熱 物 質 を 含 ま な い 水 な ど 適 当 な 媒 体 と 共
に 構 成 さ れ る 粉 末 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 を 制 御 す る 方 法 お よ び Ｔ 細 胞 集 団 を 枯 渇 す る 方 法
　 本 明 細 書 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 記 載 し た の と 同 様 の 化 合 物 は 、 例 え
ば 、 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド に よ り 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 な 機 能 の 調 節 お よ び ／ ま た は 過
剰 な 若 し く は 望 ま し く な い 免 疫 応 答 、 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答 に 関 連 す る 疾 患
の 治 療 に 有 用 で あ り う る 。 こ れ ら の 化 合 物 と し て は 、 以 下 に 制 限 さ れ る も の で は な い が 、
Ｔ 細 胞 の 表 面 上 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 結 合 し 、 Ｔ 細 胞 の 死 を も た ら す シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 誘 導
す る 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 お よ び そ の 断 片 、 並 び に 他 の 有 機 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 方
法 は 、 必 要 に 応 じ て 、 細 胞 表 面 上 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ の 架 橋 を 誘 起 す る 架 橋 剤 を 添 加 す る こ と
を 包 含 し て い て も よ い 。 本 明 細 書 に 記 載 の 化 合 物 は 、 Ｔ 細 胞 活 性 の 枯 渇 ま た は 排 除 が 望 ま
し い 場 合 に 使 用 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 化 合 物 で 治 療 し う る 特 に 有 用 な 症 状 と し て は 、 炎 症
性 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 移 植 片 拒 絶 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 、 お よ び Ｔ 細 胞 で 誘 導 さ れ る 癌 が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 化 合 物 で 治 療 し う る 症 状 と し て は 、 以 下 に 制 限 さ れ る
も の で は な い が 、 真 性 糖 尿 病 、 関 節 炎 （ リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 若 年 性 関 節 リ ウ マ チ 、 骨 関 節
炎 、 お よ び 乾 癬 性 関 節 炎 を 包 含 す る ） 、 多 発 性 硬 化 症 、 脳 脊 髄 炎 、 重 症 筋 無 力 症 、 全 身 性
紅 斑 性 狼 瘡 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 、 皮 膚 炎 （ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 お よ び 湿 疹 性 皮 膚 炎 を 包 含
す る ） 、 乾 癬 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 ク ロ ー ン 病 、 ア フ タ 性 潰 瘍 、 虹 彩 炎 、 結 膜 炎 、 角 結
膜 炎 、 Ｉ 型 糖 尿 病 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 潰 瘍 性 結 腸 炎 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 喘 息 、 皮 膚 性 紅 斑
性 狼 瘡 、 強 皮 症 、 膣 炎 、 直 腸 炎 、 薬 疹 、 ラ イ 反 転 反 応 (leprosy reversal reactions)、 ラ
イ 性 結 節 性 紅 斑 、 自 己 免 疫 性 ブ ド ウ 膜 炎 、 ア レ ル ギ ー 性 脳 脊 髄 炎 、 急 性 壊 死 性 出 血 性 脳 症
、 特 発 性 両 側 性 進 行 性 感 覚 神 経 性 聴 力 損 失 、 再 生 不 良 性 貧 血 、 真 正 赤 血 球 性 貧 血 、 特 発 性
血 小 板 減 少 症 、 多 発 性 軟 骨 炎 、 ヴ ェ グ ナ ー 肉 芽 腫 症 、 慢 性 活 動 性 肝 炎 、 ス テ ィ ー ヴ ェ ン ズ
－ ジ ョ ン ソ ン 症 候 群 、 特 発 性 ス プ ル ー 、 扁 平 苔 癬 、 グ レ ー ブ ス 病 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 原
発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 後 部 ブ ド ウ 膜 炎 、 間 質 性 肺 線 維 症 、 移 植 片 対 宿 主 疾 患 、 骨 髄 移 植 、 肝
臓 移 植 ま た は い ず れ か の 器 官 若 し く は 組 織 の 移 植 な ど の 移 植 の 症 例 （ 同 種 ま た は 異 種 組 織
を 用 い た 移 植 を 包 含 す る ） 、 ア ト ピ ー 性 ア レ ル ギ ー な ど の ア レ ル ギ ー 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 、 並 び に
白 血 病 お よ び ／ ま た は リ ン パ 腫 な ど の Ｔ 細 胞 新 生 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ の い ず れ か で 、 細 胞 集 団 か ら Ｔ 細 胞 を 枯 渇
す る の に 使 用 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 個 体 由 来 の 生 体 試 料 か ら 、 該 試 料 を 、 本 明 細 書 に 記 載
さ れ る 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 化 合 物 と 、 さ ら に 必 要 に 応 じ て 架 橋 剤 と 共 に 、 接 触 さ せ る こ と に よ
っ て 、 イ ン ビ ト ロ で Ｔ 細 胞 を 枯 渇 す る こ と が で き る 。 本 方 法 は 、 例 え ば 、 細 胞 集 団 中 の 非
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Ｔ 細 胞 を 強 化 さ せ る 点 に お い て 、 さ ら に は 細 胞 集 団 か ら Ｔ 細 胞 活 性 を 減 少 す る か ま た は 排
除 す る 点 に お い て 、 有 用 で あ り う る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 下 記 は 、 本 発 明 の 実 施 例 で あ る 。 下 記 実 施 例 は 、 本 発 明 の 概 念 を 制 限 す る も の で な い と
解 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 実 施 例 １ ： 抗 Ｔ 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 タ ン パ ク 質 （ 「 Ｔ Ａ Ｉ Ｐ 」 ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 調 製
　 Ｔ Ａ Ｉ Ｐ に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 所 望 の 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 生
産 す る の に Kohler and Milstein ((1976) European Journal of Immunology 6:511-519)
の 既 知 の 細 胞 融 合 方 法 を 適 用 す る こ と に よ っ て 得 た 。 コ ン カ ナ バ リ ン Ａ （ Ｃ ｏ ｎ Ａ ） 活 性
化 Ｂ ａ ｂ ／ ｃ の 脾 臓 Ｔ 細 胞 を 注 射 し た ハ ム ス タ ー か ら の 抗 体 産 生 細 胞 を 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞
系 と 融 合 さ せ て 、 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 形 成 し た 。 こ れ ら の 細 胞 の ２ 集 団 は 、
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル で 融 合 さ せ 、 得 ら れ た 抗 体 産 生 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ し て 、 標 準 的
な 組 織 イ ン キ ュ ベ ー ト 方 法 に よ っ て 増 殖 さ せ た 。 こ れ ら の 方 法 に し た が っ て 得 ら れ た 一 つ
の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 イ ン ビ ト ロ で Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 し か つ イ ン ビ ボ で Ｔ 細 胞
を 枯 渇 す る こ と が で き る 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ と 称 す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 し た 。 Ｔ Ａ Ｂ ４
に よ っ て 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 を 、 Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 タ ン パ ク 質 （ Ｔ Ａ Ｉ Ｐ ） と
称 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ （ Ｂ ６ ） お よ び Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ は 、 Jackson lab (Bar Harbor, ME)か ら
購 入 し た 。 シ リ ア ン ハ ム ス タ ー は 、 Animal Core Facility, National Taiwan University
 Medical Collegeか ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 Ｔ Ａ Ｂ ４ ハ イ ブ リ ド ー マ の 濃 縮 イ ン キ ュ ベ ー ト 液 上 清 を 、 ２ ０ ， ０ ０ ０ × ｇ で １ ０ 分 間
遠 心 し 、 上 清 を 結 合 緩 衝 液 （ ０ ． １ Ｍ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ５ ． ０ ） で １ ： １ の 比 で 希 釈
し た 。 プ ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム （ 約 １ ｍ ｌ の ベ ッ ド ボ リ ュ ー ム ） を 、 ３ ～ ５ ｍ ｌ の 結 合 緩 衝 液
で ３ 回 洗 浄 し た 。 透 明 な イ ン キ ュ ベ ー ト 液 上 清 を プ ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム に の せ 、 流 動 液 を 集
め 、 カ ラ ム に 再 度 の せ た 。 カ ラ ム を ６ ～ １ ０ ｍ ｌ の 結 合 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 結 合 し た 抗 体 を
５ ｍ ｌ の 溶 出 緩 衝 液 （ ０ ． １ Ｍ グ リ シ ン － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ２ ． ８ ） で カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ た
。 各 画 分 は １ ｍ ｌ の 溶 出 さ れ た 抗 体 を 含 み 、 各 １ ｍ ｌ の 画 分 を ５ ０ μ ｌ の １ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ
－ Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ と 混 合 す る こ と に よ っ て 、 溶 出 画 分 を 中 性 の ｐ Ｈ に 調 節 し た 。 抗 体
を 包 含 す る 画 分 を 溜 め 、 各 透 析 に つ い て ３ 時 間 、 ２ リ ッ ト ル の Ｐ Ｂ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ で ３ 回
透 析 し た 。 抗 体 試 料 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 Bio-Rad Protein Assay (BIO-RAD, Hercules
, CA)を 用 い て Bradfordに よ っ て 記 載 さ れ た 方 法 で 測 定 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 実 施 例 ２ ： マ ウ ス 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 の 調 製 並 び に Ｔ 細 胞 の 活 性 化 お よ び 強 化
　 マ ウ ス の 脾 臓 を 、 ８ ｍ ｌ の ハ ン ク ス 液 （ Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ ） に 浸 漬 し 、 滅 菌 し た カ バ ー ガ ラ ス で
ゆ る や か に 細 か く 切 り 刻 み 、 １ ５ ｍ ｌ の 遠 心 管 (Costar)に 移 し 、 さ ら に ２ ０ ０ × ｇ で ５ 分
間 遠 心 し た 。 上 清 を 捨 て 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 壁 を ゆ る や か に た た く こ と に よ っ て 残 り の 緩
衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 混 入 し た 赤 血 球 （ Ｒ Ｂ Ｃ ） を 、 １ ｍ ｌ の Ｒ Ｂ Ｃ 溶 解 緩 衝 液 （ ０ ． ６ Ｍ
　 Ｎ Ｈ ４ Ｃ ｌ 、 ０ ． １ ７ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － ベ ー ス 、 ｐ Ｈ 　 ７ ． ６ ５ ） を 添 加 す る こ と に よ っ
て 溶 解 し た 後 、 室 温 で ２ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ９ ｍ ｌ の Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ で 迅 速 に 急 冷 し た 。 細
胞 を ２ ０ ０ × ｇ 、 ５ 分 間 で ペ レ ッ ト 化 し 、 ２ 回 洗 浄 し て 、 Ｒ Ｐ Ｉ Ｍ イ ン キ ュ ベ ー ト 液 に 再
懸 濁 し た 。 混 合 物 中 の 細 胞 の 濃 度 お よ び 生 存 率 を 、 血 球 計 数 器 (Cambridge Scientific In
c.)お よ び ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 (Trypan blue exclusion） で 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 脾 臓 細 胞 を 、 Ｒ Ｐ Ｉ Ｍ 培 地 で ３ × １ ０ ６ ／ ｍ ｌ の 最 終 濃 度 に な る よ う に 調 節 し 、 コ ン カ
ナ バ リ ン Ａ を ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 最 終 濃 度 に な る よ う に 加 え て 、 Ｔ 細 胞 を 活 性 化 し た 。 細 胞 懸
濁 液 を 、 集 め る 前 に 、 ６ ウ ェ ル の イ ン キ ュ ベ ー ト プ レ ー ト （ ５ ｍ ｌ ／ ウ ェ ル ） ま た は １ ０
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ｃ ｍ の イ ン キ ュ ベ ー ト 皿 （ １ ０ ｍ ｌ ／ 皿 ） に 移 し 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ 　 Ｃ Ｏ ２ で ４ ８ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 活 性 化 Ｔ 細 胞 を 包 含 す る 、 活 性 化 さ れ た 脾 臓 細 胞 を 、 ５ ｍ ｌ の Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ
に 再 懸 濁 し 、 遠 心 管 の パ ー コ ー ル 溶 液 の ５ ５ ％ ク ッ シ ョ ン ５ ｍ ｌ の 頂 上 に 注 意 深 く の せ た
。 分 離 し た 層 を 乱 さ な い よ う に 注 意 し た 。 細 胞 を 止 め ず に ２ ５ ℃ で １ ， ９ ０ ０ × ｇ で １ ３
分 間 遠 心 し た 。 強 化 さ れ た (enriched)Ｔ 細 胞 を ２ 層 の 界 面 か ら 集 め 、 Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ で ２ 回 洗 浄
し 、 実 験 用 に 用 意 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 実 施 例 ３ ： 活 性 化 Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス
　 活 性 化 Ｔ 細 胞 （ 実 施 例 ２ 参 照 ） を 、 ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｉ Ｌ － ２ を 包 含 す る Ｒ Ｐ Ｉ Ｍ 培 地 に
５ × １ ０ ５ 細 胞 ／ ｍ ｌ の 最 終 濃 度 に な る よ う に 再 懸 濁 し 、 表 １ に 示 さ れ る 条 件 に し た が っ
て 、 対 照 Ｉ ｇ 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ 、 ま た は 抗 Ｃ Ｄ ３ で 処 理 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】
　 １ ８ ～ ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 各 イ ン キ ュ ベ ー ト 物 の ア ポ ト ー シ ス の 程 度 を ７
－ Ａ Ａ Ｄ ア ポ ト ー シ ス ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 し た 。 処 理 し た 細 胞 を 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 管 (Falcon)
に 移 し 、 氷 冷 し た Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ に お け る １ ％ ウ シ 胎 児 血 清 、 ０ ． ０ ５ ％ ア ジ 化 ナ
ト リ ウ ム ） で ２ 回 洗 浄 し 、 ４ ℃ で ２ ０ ０ × ｇ で ペ レ ッ ト 化 し た 。 細 胞 を 、 １ ～ ２ × １ ０ ７

細 胞 ／ ｍ ｌ の 最 終 濃 度 に な る よ う に 氷 冷 し た Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 に 再 懸 濁 し た 。 染 色 す る た め に
、 ０ ． １ ｍ ｌ の 再 懸 濁 さ れ た 細 胞 を 、 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 最 終 濃 度 で ７ － Ａ Ａ Ｄ と 混 合 し た 後
、 暗 所 で ４ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に 、 染 色 さ れ た 細 胞 を 氷 冷 し た Ｆ Ａ Ｃ
Ｓ 溶 液 で ２ 回 洗 浄 し 、 ０ ． ５ ｍ ｌ の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 に 再 懸 濁 し て 、 Ｂ Ｄ 　 Ｌ Ｓ Ｒ フ ロ ー サ イ
ト メ ー タ ー (Beckton Dickison)で 分 析 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 図 １ は 、 い つ 活 性 化 Ｔ 細 胞 が Ｔ Ａ Ｂ ４ （ 抗 Ｔ Ａ Ｉ Ｐ ） が 媒 介 す る ア ポ ト ー シ ス シ グ ナ ル
に 対 す る 感 受 性 を 得 る か を 調 べ た 代 表 的 な 経 時 的 な 実 験 の 結 果 を 示 す も の で あ る 。 マ ウ ス
の 脾 細 胞 を 、 Ｃ ｏ ｎ － Ａ で 活 性 化 し 、 Ｉ Ｌ － ２ 含 有 培 地 に 維 持 し た 。 活 性 化 Ｔ 細 胞 を 集 め
、 再 懸 濁 し 、 架 橋 体 (cross-linker)と し て の 抗 ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の 存 在 下 で Ｔ Ａ Ｂ ４
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 対 照 の ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ Ｇ で 攻 撃 し た 。 Ｔ Ａ Ｉ Ｐ 架 橋 が 低 レ ベ ル
（ ６ ． ５ ％ ） の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 を 誘 起 で き た こ と が １ 日 目 で 明 ら か で あ っ た 。 し か し
な が ら 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ で 誘 起 さ れ た ア ポ ト ー シ ス の 程 度 は 、 ２ 日 目 で １ ７ ％ か ら 増 加 し 、 ４ 日
で ５ ２ ％ で ピ ー ク と な り 、 ６ 日 目 に は ４ ４ ％ に ま で 減 少 し た 。 対 照 の ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ Ｇ は
、 Ｉ Ｌ － ２ の み を 投 与 し た イ ン キ ュ ベ ー ト 物 に 比 し て 、 特 異 的 な ア ポ ト ー シ ス Ｔ 細 胞 死 を
誘 起 し な か っ た 。 抗 Ｃ Ｄ ３ （ ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て ） は 、 活 性 化 し て か ら ４ ８ 時
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間 後 に ３ ８ ％ の Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 し た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 実 施 例 ４ ： 異 な る 組 織 に お け る Ｔ Ａ Ｉ Ｐ 抗 原 の 発 現
　 細 胞 を 氷 冷 し た Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ に お け る １ ％ ウ シ 胎 児 血 清 、 ０ ． ０ ５ ％ ア ジ 化 ナ
ト リ ウ ム ） で ２ 回 洗 浄 し 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 管 (Falcon)で ４ ℃ で ２ ０ ０ × ｇ で 遠 心 し た 。 細 胞 を 、
１ × １ ０ ７ 細 胞 ／ ｍ ｌ の 最 終 濃 度 に な る よ う に 氷 冷 し た Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 に 再 懸 濁 し 、 Ｆ Ａ Ｃ
Ｓ 管 (Falcon)中 の 再 懸 濁 し た 細 胞 の ０ ． １ ｍ ｌ の ア リ コ ー ト を 各 ア ッ セ イ に 使 用 し た 。 表
面 を 染 色 す る た め に 、 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 最 終 濃 度 で Ｔ Ａ Ｂ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 対 照 の
ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ を 細 胞 に 添 加 し 、 混 合 物 を 暗 所 で ４ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細
胞 を 氷 冷 し た Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 で １ 回 洗 浄 し た 後 、 （ １ ） 脾 細 胞 で は 、 １ ０ ０ μ ｌ の 氷 冷 し た
Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 に お け る サ イ ク ロ ム (cychrome)接 合 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 （ ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 Ｆ Ｉ Ｔ
Ｃ 接 合 抗 ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ 、 お よ び Ｐ Ｅ 接 合 抗 Ｃ Ｄ ８ ／ Ｃ Ｄ ４ ／ Ｃ Ｄ １ ９ ／ Ｃ Ｄ １ １ ｂ ／ ｐ
ａ ｎ － Ｎ Ｋ ／ Ｉ － Ａ ／ Ｉ － Ｅ ／ Ｍ ａ ｃ － ３ 抗 体 （ ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） ； 並 び に （ ２ ） 胸 腺 細 胞
で は 、 １ ０ ０ μ ｌ の 氷 冷 し た Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 に お け る Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 接 合 抗 ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ 、 Ｐ Ｅ
接 合 抗 Ｃ Ｄ ８ 抗 体 、 お よ び サ イ ク ロ ム 接 合 抗 Ｃ Ｄ ４ 抗 体 （ ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で 、 染 色 し た 。
反 応 は 、 暗 所 で ４ ℃ で ３ ０ 分 間 、 行 な っ た 。 最 後 に 、 染 色 細 胞 を 氷 冷 し た Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 で
２ 回 洗 浄 し 、 １ ｍ ｌ の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 に 再 懸 濁 し て 、 Ｂ Ｄ 　 Ｌ Ｓ Ｒ フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (B
eckton Dickison)で 分 析 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 図 ３ お よ び ４ は 、 脾 細 胞 お よ び 胸 腺 細 胞 の 様 々 な サ ブ 集 団 で の Ｔ Ａ Ｉ Ｐ 抗 原 の 分 布 を Ｆ
Ａ Ｃ Ｓ 分 析 に よ り 示 す も の で あ る 。 図 ３ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｃ Ｄ １ ９ ＋ 　 Ｂ 細 胞 は 、 低 い
が 検 出 可 能 な 量 の Ｔ Ａ Ｉ Ｐ タ ン パ ク 質 を 表 面 上 に 発 現 し た 。 有 意 に よ り 高 い 量 の Ｔ Ａ Ｉ Ｐ
タ ン パ ク 質 が 、 Ｃ Ｄ ３ ＋ 　 Ｔ 細 胞 お よ び Ｎ Ｋ 細 胞 の 画 分 で 検 出 さ れ た 。 ほ と ん ど の Ｃ Ｄ ４
＋ 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 、 お よ び Ｃ Ｄ ４ ＋ ８ ＋ 　 胸 腺 Ｔ 細 胞 は 、 有 意 な 量 の Ｔ Ａ Ｉ Ｐ タ ン パ ク 質 を 発
現 し た 。 こ れ に 対 し て 、 Ｔ Ａ Ｉ Ｐ タ ン パ ク 質 は 、 Ｃ Ｄ ４ － ８ － 　 胸 腺 Ｔ 細 胞 の 小 集 団 で し
か 発 現 し な か っ た （ 図 ４ ） 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 脳 、 胸 腺 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 胃 、 腎 臓 、 脾 臓 、 お よ び 皮 膚 な ど の 、 Ｂ ６ お よ び Ｂ ａ ｌ ｂ
／ ｃ マ ウ ス の 組 織 を 集 め 、 室 温 で 一 晩 、 １ ０ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン
ブ ロ ッ ク 中 に 包 埋 し た 。 ４ μ ｍ 厚 の 、 組 織 切 片 を 、 Leica RM2135ミ ク ロ ト ー ム で パ ラ フ ィ
ン ブ ロ ッ ク か ら 調 製 し 、 ４ ５ ℃ の 水 中 に 広 げ 、 被 覆 ス ラ イ ド に の せ た 。 ス ラ イ ド を ３ ７ ℃
で 乾 燥 し 、 次 の 実 験 の た め に 用 意 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 組 織 パ ラ フ ィ ン 切 片 を 包 含 す る ス ラ イ ド を 脱 ろ う し 、 標 準 的 な プ ロ ト コ ル に し た が っ て
キ シ レ ン － １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル シ リ ー ズ で 乾 燥 し 、 最 後 に １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル に 保 持 し た
。 切 片 を 、 標 準 的 な プ ロ ト コ ル に し た が っ て １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル － ９ ０ ％ エ タ ノ ー ル － ８
５ ％ エ タ ノ ー ル － ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル － Ｐ Ｂ Ｓ の 連 続 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン か ら さ ら に 最 後 に
Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 に ま で し て 再 水 和 さ せ た 。 以 下 の 反 応 は す べ て 、 給 湿 ボ ッ ク ス で 行 な っ た 。 非
特 異 的 な 結 合 を 、 組 織 切 片 を 遮 断 緩 衝 液 （ １ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 ） 中 で 室 温 で １ 時 間 （ ま た は
４ ℃ で 一 晩 ） イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 遮 断 し た 。 遮 断 緩 衝 液 を 除 き 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ ま
た は 正 常 ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ （ １ ： ２ ０ ０ 希 釈 ） を 切 片 に 加 え て 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を さ ら
に 室 温 で １ 時 間 （ ま た は ４ ℃ で 一 晩 ） 続 け た 。 切 片 を 、 各 々 ５ 分 間 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し
て 、 一 次 抗 体 を 除 去 し 、 １ ： ２ ５ ０ の 希 釈 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 接 合 ヤ ギ 抗 ハ ム ス タ ー
Ｉ ｇ と 反 応 さ せ 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 切 片 を 、 再 度 、 各 々 ５ 分 間 、 Ｐ Ｂ Ｓ
で ２ 回 洗 浄 し て 、 抗 体 － 酵 素 接 合 体 を 除 去 し 、 着 色 反 応 を 、 暗 所 で Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ ／ Ｎ Ｂ Ｔ 基 質
溶 液 で 室 温 で ３ ０ 分 間 発 色 さ せ た 。 切 片 を 再 度 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 過 剰 な 酵 素 基 質 を 除 去 し
、 Ｐ Ｂ Ｓ － エ タ ノ ー ル － キ シ レ ン シ リ ー ズ で 脱 水 し 、 顕 微 鏡 検 査 に の せ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 結 果 か ら 、 Ｔ Ａ Ｉ Ｐ タ ン パ ク 質 の 発 現 は 骨 髄 由 来 組 織 で の み 検 出 さ れ 試 験 さ れ 、 残 り の
組 織 で は 検 出 さ れ な か っ た こ と が 示 さ れ た 。
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【 ０ １ ２ ０ 】
　 実 施 例 ５ ： Ｔ Ａ Ｉ Ｐ 抗 原 の 細 胞 表 面 ビ オ チ ン 化 お よ び 免 疫 沈 降
　 ５ × １ ０ ７ Ｒ Ｌ オ ス １ ま た は Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 を 、 氷 上 で ３ ０ 分 間 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ
ス ル ホ － Ｎ Ｈ Ｓ － ビ オ チ ン (Sulfo-NHS-biotin)(Pierce)を 包 含 す る Ｐ Ｂ Ｓ 　 １ ｍ ｌ 中 で 表
面 ビ オ チ ン 化 し た 。 反 応 を 、 細 胞 を 氷 上 で １ ０ 分 間 、 ０ ． ５ ｍ ｌ の ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ
ル 培 地 (Life Technologies, Inc.)で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 終 了 し た 。 細 胞 を
１ ｍ ｌ の ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 で １ 回 お よ び １ ｍ ｌ の リ ン 酸 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 し た
。
【 ０ １ ２ １ 】
　 標 識 さ れ た 細 胞 を 、 完 全 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル (complete protease inhibitor c
ocktail)(Roche)を 包 含 す る 冷 却 溶 解 緩 衝 液 （ １ ％ 　 Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ － １ ０ ０ 、 ２ ０ ｍ
Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ 　 ８ ． ０ 、 １ ６ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ ） 中
で ５ ． ０ × １ ０ ７ 細 胞 ／ ｍ ｌ の 密 度 で １ ５ 分 間 溶 解 し 、 不 溶 材 料 を １ ０ ， ０ ０ ０ × ｇ で １
０ 分 間 ペ レ ッ ト 化 し た ； こ れ ら お よ び す べ て の 次 の 段 階 は 、 ４ ℃ で 行 な わ れ た 。 免 疫 沈 降
で は 、 溶 解 産 物 を 、 ５ ０ μ ｌ の 充 填 プ ロ テ イ ン Ｇ － セ フ ァ ロ ー ス (Amersham Pharmacia Bi
otech)と 共 に ３ ０ 分 間 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 非 特 異 的 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 除 去 し
た 。 ビ ー ズ を ペ レ ッ ト 化 し 、 上 清 の ア リ コ ー ト （ 定 常 的 に ５ ． ０ × １ ０ ７ 細 胞 に 相 当 ） を
、 １ ０ μ ｇ の ｍ Ａ ｂ 　 Ｔ Ａ Ｂ ４ ま た は 正 常 な ハ ム ス タ ー 血 清 由 来 の Ｉ ｇ Ｇ が 予 め の せ ら れ
た ２ ０ μ ｌ の プ ロ テ イ ン Ｇ － セ フ ァ ロ ー ス と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ４ ℃ で ４ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 後 、 樹 脂 を 、 洗 浄 緩 衝 液 （ ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ － １ ０ ０ 、 ５ ０
ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ 　 ８ ． ５ 、 ４ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、
１ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 オ ボ ア ル ブ ミ ン ） で ４ 回 、 お よ び ４ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の 代 わ り に ２ ５ ０
ｍ Ｍ を 包 含 す る 、 同 様 の 洗 浄 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 し た 。 Ｔ Ａ Ｂ ４ に 特 異 的 に 結 合 す る タ ン パ
ク 質 を 、 ５ ０ μ ｌ の １ × Ｓ Ｄ Ｓ サ ン プ ル 緩 衝 液 で 溶 出 し た 。 溶 出 し た タ ン パ ク 質 を 、 ８ ％
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 (Millipore)に 移 し た 。 フ ィ ル タ ー に つ
い て 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 接 合 ア ビ ジ ン (PharMingen)で ビ オ チ ン 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を 分 析
し 、 化 学 発 光 試 薬 (NEN T M Life Science Products)で 発 色 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 図 ２ に 示 さ れ る よ う に 、 約 １ ２ ０ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 有 す る ビ オ チ ン 化 さ れ た 表 面 タ ン パ ク
質 が 、 Ｒ Ｌ １ 細 胞 （ Ｔ Ａ Ｉ Ｐ ＋ 　 Ｔ 細 胞 ） で は Ｔ Ａ Ｂ ４ に よ っ て は 同 定 さ れ た が 、 ３ Ｔ ３
細 胞 （ Ｔ Ａ Ｉ Ｐ － 　 Ｔ 細 胞 ） で は 同 定 さ れ な か っ た 。 こ れ に 対 し て 、 ハ ム ス タ ー の 正 常 血
清 で 被 覆 し た プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー ス は 、 こ の １ ２ ０ ｋ Ｄ の タ ン パ ク 質 を 抽 出 で き な か
っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 こ の １ ２ ０ ｋ Ｄ の タ ン パ ク 質 は Ｔ 細 胞 の 細 胞 表 面 で モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 Ｔ Ａ Ｂ ４ に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 実 施 例 ６ ： イ ン ビ ボ で の Ｔ 細 胞 の 枯 渇
　 イ ン ビ ボ で の Ｔ 細 胞 お よ び 他 の 細 胞 の 集 団 へ の Ｔ Ａ Ｂ ４ の 効 果 を 試 験 す る た め に 、 マ ウ
ス に 、 ３ ０ ０ μ ｇ の Ｔ Ａ Ｂ ４ ま た は 対 照 の ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ を 腹 腔 内 に 注 射 し 、 ４ 日 目 に 、
脾 細 胞 、 胸 腺 細 胞 、 お よ び 末 梢 血 の 単 核 細 胞 を 全 細 胞 計 測 の た め に お よ び Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ る
細 胞 表 面 マ ー カ ー の 分 析 の た め に 集 め た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ア ッ セ イ で は 、 細 胞 を 、 ４ ℃ で ２ ０ 分 間 ２ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、
２ 回 洗 浄 し て 、 １ × １ ０ ７ 細 胞 ／ ｍ ｌ の 最 終 濃 度 に な る よ う に 氷 冷 し た Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 に 再
懸 濁 し た 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 管 (Falcon)中 の 再 懸 濁 さ れ た 細 胞 の １ ０ ０ μ ｌ の ア リ コ ー ト を 各 ア ッ
セ イ に 使 用 し た 。 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 最 終 濃 度 の Ｔ Ａ Ｂ ４ ま た は 対 照 の ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ を 細 胞
に 添 加 し て 、 混 合 物 を 暗 所 で ４ ℃ で ３ ０ 分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 氷 冷 し た Ｆ Ａ
Ｃ Ｓ で １ 回 洗 浄 し 、 （ １ ） 脾 細 胞 で は 、 １ ０ ０ μ ｌ の 氷 冷 し た Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 に お け る サ イ
ク ロ ム (cychrome)接 合 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 （ ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 接 合 抗 ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ お
よ び Ｐ Ｅ 接 合 抗 Ｃ Ｄ ８ ／ Ｃ Ｄ ４ ／ Ｃ Ｄ １ ９ ／ Ｃ Ｄ １ １ ｂ ／ ｐ ａ ｎ － Ｎ Ｋ ／ Ｉ － Ａ ／ Ｉ － Ｅ
／ Ｍ ａ ｃ － ３ 抗 体 （ ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） ； 並 び に （ ２ ） 胸 腺 細 胞 で は 、 １ ０ ０ μ ｌ の 氷 冷 し た
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Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 に お け る Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 接 合 抗 ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ 、 Ｐ Ｅ 接 合 抗 Ｃ Ｄ ８ 抗 体 、 お よ び サ
イ ク ロ ム 接 合 抗 Ｃ Ｄ ４ 抗 体 （ ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） と 、 反 応 さ せ た 。 反 応 は 、 暗 所 で ４ ℃ で ３ ０
分 間 、 行 な っ た 。 最 後 に 、 染 色 し た 細 胞 を 、 氷 冷 し た Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 で ２ 回 洗 浄 し 、 １ ， ０
０ ０ μ ｌ の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 溶 液 中 に 再 懸 濁 し て 、 Ｂ Ｄ 　 Ｌ Ｓ Ｒ フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (Beckton D
ickison)で 分 析 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 注 射 し て か ら ４ 日 後 に 、 末 梢 血 の 白 血 球 （ Ｐ Ｂ Ｌ ） に お け る Ｃ Ｄ ３ ＋ 　 Ｔ 細 胞 の パ ー セ
ン ト は 、 対 照 マ ウ ス の ３ ６ ． ７ ％ か ら Ｔ Ａ Ｂ ４ で 処 置 し た マ ウ ス の ４ ． １ ％ に ま で 減 少 し
た （ 表 ２ ） 。 Ｔ Ａ Ｂ ４ 処 置 に よ り 、 脾 細 胞 の 全 数 は 若 干 減 少 し た 。 し か し な が ら 、 Ｔ Ａ Ｂ
４ 処 置 マ ウ ス で は 、 Ｃ Ｄ ３ ＋ 　 Ｔ 細 胞 の 数 が ６ ２ ％ 減 少 し 、 Ｎ Ｋ 細 胞 の 数 が ５ ０ ％ 減 少 し
、 さ ら に Ｃ Ｄ １ ９ ＋ 　 Ｂ 細 胞 の 全 数 が 若 干 増 加 し た 。 Ｔ Ａ Ｂ ４ 処 置 マ ウ ス か ら 回 収 し た 胸
腺 細 胞 の 全 数 は 、 対 照 で 見 ら れ た レ ベ ル の た っ た ４ ８ ％ で あ っ た （ ５ ２ ％ 減 少 ） 。 さ ら に
、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 　 Ｔ 細 胞 以 外 で は 、 す べ て の 他 の Ｃ Ｄ ８ ＋ 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｃ Ｄ ８ ＋ 、 お よ び Ｃ Ｄ ４
－ Ｃ Ｄ ８ － 　 Ｔ 細 胞 は 減 少 し 、 こ の 際 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｃ Ｄ ８ ＋ 　 サ ブ 集 団 は 最 も 顕 著 に 影 響 を
受 け た （ ６ ４ ． ７ ％ 減 少 ） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ７ 】
　 実 施 例 ７ ： 抗 Ｔ Ａ Ｉ Ｐ 抗 体 は 、 Ｉ Ｌ － ２ ま た は Ｔ Ｎ Ｆ － α の 分 泌 を 誘 起 し な い
　 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス （ Ｈ － ２ ｄ ） に 、 ３ ０ ０ μ ｇ の Ｔ Ａ Ｂ ４ ま た は 対 照 の ハ ム ス タ ー Ｉ
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ｇ を 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 脾 細 胞 を 注 射 し て か ら ７ 日 目 に 単 離 し 、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 処 置 Ｃ
３ Ｈ （ Ｈ － ２ ｋ ） 脾 細 胞 （ ス テ ィ ミ ュ レ ー タ ー (stimulator)と し て ） を 有 す る イ ン キ ュ ベ
ー ト 物 に お け る レ ス ポ ン ダ ー (responder)と し て 使 用 し た 。 ３ 日 後 、 イ ン キ ュ ベ ー ト 物 上
清 を 集 め 、 Ｉ Ｌ － ２ 含 量 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ セ ッ ト (PharMingen)に よ っ て 測 定 し た 。 図 ５ に 示 さ
れ る よ う に 、 Ｉ Ｌ － ２ の 生 産 は 、 対 照 マ ウ ス の も の に 比 し て Ｔ Ａ Ｂ ４ 処 置 マ ウ ス 由 来 の レ
ス ポ ン ダ ー 細 胞 で は 抑 制 さ れ た 。 Ｉ Ｌ － ２ お よ び Ｔ Ｎ Ｆ － α の 血 漿 レ ベ ル も ま た 分 析 し た
と こ ろ 、 対 照 お よ び Ｔ Ａ Ｂ ４ 処 置 マ ウ ス の 血 清 で は Ｉ Ｌ － ２ （ ま た は Ｔ Ｎ Ｆ － α ） の レ ベ
ル に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 Ｉ Ｌ － ２ の 生 産 は Ｔ 細 胞 の 活 性 に は 重 要 で あ る の で 、
こ れ ら の 結 果 か ら 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ な ど の 、 Ｔ Ａ Ｉ Ｐ に 特 異 的 な 抗 体 は 、 Ｔ 細 胞 を 操 作 し 、 自 己
免 疫 疾 患 お よ び 移 植 片 拒 絶 に 関 連 す る も の な ど の 望 ま し く な い Ｔ 細 胞 が 媒 介 す る 免 疫 応 答
を 制 御 す る の に イ ン ビ ボ で 使 用 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 実 施 例 ８ ： 移 植 片 拒 絶 を 防 止 す る た め の 抗 Ｔ Ａ Ｉ Ｐ 抗 体 の 使 用
　 ８ ～ １ ２ 週 齢 の マ ウ ス （ Jackson Laboratoryか ら 得 た ） に 、 ア セ プ ロ マ ジ ン マ レ エ ー ト
(Acepromazin maleate)(Fermenta Animal Health Co., Kansas City, MO)で 麻 酔 を か け た
。 皮 膚 移 植 前 に 、 胸 腺 摘 除 さ れ て い な い レ シ ピ エ ン ト Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス （ Ｈ － ２ ｂ ）
に 、 皮 膚 移 植 外 科 手 術 す る ７ 日 前 に 、 ５ ０ ０ μ ｇ の Ｔ Ａ Ｂ ４ ま た は イ ソ 型 の 対 照 抗 体 を 腹
腔 内 注 射 し た 。 ７ 日 後 、 十 分 同 種 の ミ ス マ ッ チ し た (fully allogeneic mismatched)Ｂ ａ
ｌ ｂ ／ ｃ ｊ マ ウ ス （ Ｈ － ２ ｄ ） の 皮 膚 の 側 腹 部 を 、 抗 体 で 予 め 処 置 さ れ た Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６
マ ウ ス の 側 腹 部 に 移 植 し た 。 移 植 し て か ら ７ 日 目 に 、 マ ウ ス に 再 度 ５ ０ ０ μ ｇ の Ｔ Ａ Ｂ ４
ま た は イ ソ 型 の 対 照 抗 体 を 注 射 し た 。 マ ウ ス を 移 植 片 の 移 植 後 毎 日 モ ニ タ ー し た 。 ５ ０ ％
の ド ナ ー の 皮 膚 が 壊 死 し た ら 、 そ の 移 植 片 は 拒 絶 さ れ た と 考 え た 。 移 植 片 の 生 存 率 （ ％ ）
を 図 ７ に 示 す （ ｎ ＝ ８ ） 。 デ ー タ か ら 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ 抗 体 に よ る 処 置 は 同 種 皮 膚 移 植 片 の 生 存
を 延 ば す こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 実 施 例 ９ ： Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ と し て の Ｔ Ａ Ｉ Ｐ の 同 定
　 Ｃ Ｄ １ ６ ２ と も 称 す る 、 Ｐ － セ レ ク チ ン 糖 タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド － １ （ Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ） は
、 Ｔ 細 胞 な ど の 、 白 血 球 で 発 現 す る 主 要 な Ｐ － セ レ ク チ ン リ ガ ン ド で あ る (Sako et al. (
1993) Cell 75:1179; Vachino et al. (1995) J. Biol. Chem. 270:21966; Veldman et a
l. (1995) J. Biol. Chem. 270:16470)。 そ の 分 子 量 お よ び 二 量 体 の な り や す さ な ど の 、
Ｔ Ａ Ｉ Ｐ の 生 化 学 的 な 特 性 か ら 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ は Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に 類 似 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た
。 こ れ ら ２ 種 の 抗 原 の 関 係 を 調 べ る た め に 、 以 下 の よ う に 試 験 し た ： １ ） Ｔ Ａ Ｂ ４ に よ っ
て 沈 降 す る 抗 原 が 市 販 の 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 に よ っ て 認 識 で き る か ど う か ； お よ び ２ ） 抗
Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 が 細 胞 溶 解 産 物 か ら Ｔ Ａ Ｂ ４ を 枯 渇 で き る か ど う か 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 Ｒ Ｌ オ ス １ 　 Ｔ 細 胞 を 、 完 全 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル (complete protease inhibit
or cocktail)を 包 含 す る 溶 解 緩 衝 液 （ １ ％ 　 Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ － １ ０ ０ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ
ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ 　 ８ ． ０ 、 １ ６ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ ） 中 で １ ． ０
× １ ０ ８ 細 胞 /／ ｍ ｌ の 密 度 で １ 時 間 溶 解 し 、 不 溶 材 料 を １ ０ ， ０ ０ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 ペ
レ ッ ト 化 し た 。 こ れ ら お よ び す べ て の 次 の 段 階 は 、 ４ ℃ で 行 な わ れ た 。 ５ ． ０ × １ ０ ７ 細
胞 に 相 当 す る 溶 解 産 物 を 、 １ ０ μ ｇ の 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 　 ｍ Ａ ｂ （ ク ロ ー ン ２ Ｐ Ｈ １ 、 Phar
Mingen, San Diego, CA） 、 抗 Ｔ Ａ Ｉ Ｐ 　 ｍ Ａ ｂ 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ 、 ま た は 正 常 ハ ム ス タ ー 血 清
由 来 の Ｉ ｇ Ｇ が 予 め の せ ら れ た ２ ０ μ ｌ の プ ロ テ イ ン Ｇ － セ フ ァ ロ ー ス と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 ４ ℃ で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ビ ー ズ を 洗 浄 緩 衝 液 （ ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｒ
ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ － １ ０ ０ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ 　 ８ ． ５ 、 ４ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ
Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 オ ボ ア ル ブ ミ ン ） で ４ 回 、 お よ び ４ ０ ０ ｍ Ｍ
　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の 代 わ り に ２ ５ ０ ｍ Ｍ を 包 含 す る 、 同 様 の 洗 浄 緩 衝 液 で ２ 回 洗 浄 し た 。 結 合 タ
ン パ ク 質 を 、 ４ ０ μ ｌ の １ × Ｓ Ｄ Ｓ サ ン プ ル 緩 衝 液 で 溶 出 し た 。 溶 出 し た タ ン パ ク 質 を 、
６ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 移 し た 。 膜 を 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 　
ｍ Ａ ｂ で 免 疫 ブ ロ ッ ト し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 接 合 ヤ ギ 抗 ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ （ Ｈ ＋ Ｌ ） に よ っ て
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さ ら に は 化 学 発 光 (Renaissance,NEN)に よ っ て 出 現 さ せ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 表 面 ビ オ チ ン 化 Ｒ Ｌ オ ス １ 　 Ｔ 細 胞 を 、 溶 解 緩 衝 液 中 で １ ． ０ × １ ０ ８ 細 胞 ／ ｍ ｌ の 密
度 で 溶 解 し た 。 細 胞 抽 出 物 を 、 ４ ℃ で 一 晩 、 ４ ０ μ ｌ の プ ロ テ イ ン Ｇ － セ フ ァ ロ ー ス に 結
合 し た 抗 体 ２ ０ μ ｇ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 枯 渇 を 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 　 ｍ Ａ ｂ （ ２ Ｐ
Ｈ １ ） ま た は 対 照 の ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ を 用 い て 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ ま た は 対 照 の 正 常 ハ ム ス タ ー 血 清 を
用 い て 行 な っ た 。 枯 渇 し た 溶 解 産 物 に つ い て 、 さ ら に Ｔ Ａ Ｂ ４ ま た は 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 　 ｍ
Ａ ｂ で 、 そ れ ぞ れ 、 免 疫 沈 降 を 行 な っ た 。 免 疫 沈 降 物 を 、 ６ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル で 分 離 し 、 蛍 光 板 間 接 撮 影 に よ っ て 検 出 し た 。 図 ６ に 示 さ れ る よ う に 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ
－ １ 抗 体 は Ｔ 細 胞 溶 解 産 物 か ら Ｔ Ａ Ｉ Ｐ タ ン パ ク 質 を 枯 渇 で き る 。 加 え て 、 抗 Ｔ Ａ Ｉ Ｐ 抗
体 （ Ｔ Ａ Ｂ ４ ） で 免 疫 沈 降 し た タ ン パ ク 質 は 、 ウ ェ ス タ ン 分 析 に よ っ て 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗
体 に よ っ て 認 識 さ れ う る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 実 施 例 １ ０ ： 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 に よ る ヒ ト Ｔ 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 誘 起
　 ヒ ト Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス に お け る Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ に よ っ て 果 た さ れ る 役 割 を 決 定 す る た
め に 、 経 時 的 な 実 験 を 行 な い 、 い つ 活 性 化 ヒ ト Ｔ 細 胞 が Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ が 媒 介 す る ア ポ ト ー
シ ス シ グ ナ ル に 対 す る 感 受 性 を 得 る か を 調 べ た 。 ヒ ト Ｔ 細 胞 を 、 フ ィ ト ヘ ム ア グ ル チ ニ ン
（ Ｐ Ｈ Ａ ） マ イ ト ジ ェ ン で 刺 激 し 、 さ ら に Ｉ Ｌ － ２ 含 有 培 地 中 に 展 開 さ せ た 。 活 性 化 Ｔ 細
胞 を 集 め た 後 、 Ｉ Ｌ － ２ お よ び 架 橋 抗 体 の 存 在 下 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ で 攻 撃 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ヒ ト の 末 梢 血 を 、 健 常 な 成 人 か ら 採 取 し 、 へ パ リ ン 化 し 、 フ ィ コ ー ル パ ッ ク プ ラ ス (Fic
oll-Paque Plus)(Pharmacia Biotech)を 用 い て 異 な る 密 度 に 基 づ い た 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ
Ｂ Ｍ Ｃ ） を 強 化 し た 。 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 １ ％ Ｐ Ｈ Ａ (Life Technologies, GibcoBRL)で ４ ８ 時
間 活 性 化 し た 後 、 ア ッ セ イ 期 間 中 組 換 え ヒ ト Ｉ Ｌ － ２ （ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） 中 に 維 持 し た 。 抗
ヒ ト Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 能 を 評 価 す る た め に 、 活 性 化 細 胞 を ： （ １ ） １
μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 ク ロ ー ン Ｋ Ｐ Ｌ － １ (BD PharMingen)に 架 橋 体 (cross-li
nker)ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ （ ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） (Jackson ImmunoResearch Laboratories)
を 加 え た も の ； （ ２ ） イ ソ 型 の 対 照 精 製 マ ウ ス Ｉ ｇ に 架 橋 体 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ を 加 え た
も の ； ま た は （ ３ ） 架 橋 体 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ 単 独 で 、 処 置 し た 。 ６ 時 間 処 置 し た 後 、 初
期 の ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の パ ー セ ン ト を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ っ て 測 定 し 、 抗 ア ネ ク シ ン Ｖ (anti-An
nexin V)(BD PharMingen)お よ び Ｐ Ｉ (Sigma)で 染 色 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 図 ８ に 示 さ れ る よ う に 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 に 架 橋 体 を 加 え た も の を 用 い て Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ －
１ に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た シ グ ナ ル 伝 達 (signaling)は 、 Ｐ Ｈ Ａ 活 性 化 ヒ ト Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ 主
に Ｔ 細 胞 ） に お い て 有 意 な レ ベ ル の ア ポ ト ー シ ス を 引 き 起 こ し た 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の パ
ー セ ン ト は 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 処 置 イ ン キ ュ ベ ー ト 物 に お い て ３ 日 目 の ８ ． ５ ％ か ら ８ 日 目
の ２ ４ ％ ま で 増 加 し た 。 同 位 体 マ ッ チ コ ン ト ロ ー ル (isotopic-matched control)、 ま た は
架 橋 抗 体 単 独 は い ず れ も 、 こ れ ら の 細 胞 に 効 果 が な か っ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 実 施 例 １ １ ： 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た め の 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ア ゴ ニ ス ト 抗 体 の 使 用
　 よ く 公 認 さ れ た 自 己 免 疫 性 糖 尿 病 動 物 で あ る 、 肥 満 で な い 糖 尿 病 (non-obese diabetic)
（ Ｎ Ｏ Ｄ ） マ ウ ス を 、 標 準 的 な 条 件 下 で 飼 育 し た 。 突 発 性 糖 尿 病 (spontaneous diabete)
が 約 ２ ０ 週 齢 の Ｎ Ｏ Ｄ マ ウ ス で 発 症 し た 。 実 験 群 で は 、 マ ウ ス に 、 １ ４ 、 １ ５ お よ び １ ７
週 齢 の マ ウ ス 当 た り 、 ３ ０ ０ μ ｇ の 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 （ Ｔ Ａ Ｂ ４ ） を ３ 回 腹 腔 内 投 与 し
た 。 同 じ 投 与 量 の 注 射 を ２ ４ お よ び ２ ６ 週 齢 で さ ら に ２ 回 与 え た 。 対 照 群 に は 、 同 じ 投 与
量 の ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ を 与 え た 。 マ ウ ス を 、 １ ５ 週 齢 以 降 毎 週 ２ 回 メ デ ィ － テ ス ト グ ル コ ー
ス ス ト リ ッ プ (Medi-Test Glucose strip)(Macherey-Nagel, Germany)に よ っ て 尿 中 グ ル コ
ー ス を モ ニ タ ー し た 。 ２ 回 の 連 続 し た 測 定 で ３ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｄ ｌ を 超 え る 非 空 腹 時 尿 中 グ ル
コ ー ス レ ベ ル が 糖 尿 病 と 考 え た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
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　 図 ９ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ （ 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ ） 抗 体 処 置 に よ っ て 、 対 照 の 抗 体 処
置 に 比 べ て 有 意 な 保 護 が 得 ら れ た 。 ゆ え に 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 に よ る 処 置 は 、 自 己 免 疫
Ｔ 細 胞 の 活 性 を 抑 制 し 、 Ｉ 型 糖 尿 病 の 発 症 を 遅 延 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 実 施 例 １ ２ ： 活 性 化 Ｔ 細 胞 へ の Ｐ － セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 お よ び Ｌ － セ レ ク チ
ン の 結 合
　 セ レ ク チ ン 類 （ Ｐ － セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 お よ び Ｌ － セ レ ク チ ン ） の 活 性 化 Ｔ
細 胞 へ の 結 合 活 性 を 測 定 す る た め 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ か ら 新 し く 調 製 し た
脾 細 胞 を 活 性 化 し 、 ２ 、 ４ 、 お よ び ６ 日 目 に 収 集 し た 。 活 性 化 さ れ て い な い Ｔ 細 胞 （ す な
わ ち 、 ０ 日 目 に 新 し く 調 製 し た 脾 細 胞 ） も 分 析 し た 。 ２ 日 目 の 試 料 は 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ＋ １ ０ ％
Ｆ Ｂ Ｓ に お け る 、 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ の コ ン カ ナ バ リ ン Ａ （ Ｃ ｏ ｎ 　 Ａ ） を 用 い 、 ２ 日 間 、 活 性
化 さ れ た ３ × １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ の 脾 細 胞 を 含 ん で い た 。 生 細 胞 を フ ィ コ ー ル 濃 度 勾 配 分 離
に よ り 単 離 し た 。 Ｃ ｏ ｎ 　 Ａ を 用 い ３ 日 間 活 性 化 し 、 さ ら に １ 日 、 ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｉ Ｌ －
２ を 包 含 す る イ ン キ ュ ベ ー ト 液 中 に 維 持 し た 細 胞 か ら ４ 日 目 の 試 料 を 得 た 。 Ｃ ｏ ｎ 　 Ａ を
用 い ３ 日 間 活 性 化 し 、 さ ら に ３ 日 間 、 ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｉ Ｌ － ２ を 包 含 す る イ ン キ ュ ベ ー ト
液 中 に 維 持 し た 細 胞 か ら ６ 日 目 の 試 料 を 得 た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 に よ り 該 試 料 を ア ッ セ イ す る た め 、 ０ 、 ２ 、 ４ お よ び ６ 日 目 か ら
ウ ェ ル 当 た り ２ × １ ０ ５ の 細 胞 を 、 二 倍 段 階 希 釈 法 に よ り 、 ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ か ら ０ ． １ ５
６ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 範 囲 に お い て 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ （ R&D System, Minneapolis, MN） の Ｆ
ｃ ド メ イ ン に 融 合 し た 、 ４ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル の マ ウ ス Ｐ － セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 ま
た は Ｌ － セ レ ク チ ン を 用 い 、 ４ ℃ に て ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 該 イ ン キ ュ ベ ー ト 後
、 細 胞 を 、 １ × Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ 緩 衝 液 （ Biochrom AG、 Berlin社 製 の 、 カ ル シ ウ ム お よ び
マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン を 含 有 し な い １ × Ｐ Ｂ Ｓ 並 び に ２ ％ Ｆ Ｂ Ｓ ） を 用 い て 洗 浄 し た 。 試 料
を 、 ９ ５ μ ｌ ／ ウ ェ ル の 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． ２ お よ び 第 二 の 試 薬 （ Jackson Immuno Research La
boratories, Inc., West Grove, PAよ り 入 手 し た 、 Ｆ ｃ 断 片 に 特 異 的 で あ る Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 抗 ヒ
ト Ｉ ｇ Ｇ ） を 用 い 、 ３ ． ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 、 ４ ℃ に て ３ ０ 分 間 さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
次 い で 、 １ × Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ 緩 衝 液 を 用 い て 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｃ ａ ｌ ｉ ｂ ｕ ｒ 分 析 の 結 果 を 図 １ ０ に 示 す 。 ２ ０ μ ｌ ／ ｍ ｌ に お い て 、 Ｐ － セ
レ ク チ ン の マ ウ ス 活 性 化 Ｔ 細 胞 へ の 結 合 は 徐 々 に 増 加 し 、 ２ 日 目 か ら ４ 日 目 に 最 大 に な り
６ 日 目 に は や や 減 少 し た 。 Ｅ － セ レ ク チ ン の 結 合 は 、 ２ 日 目 か ら ４ 日 目 に 有 意 に 上 昇 し 、
６ 日 目 に ピ ー ク を 維 持 し た 。 Ｌ － セ レ ク チ ン の マ ウ ス 活 性 化 Ｔ 細 胞 へ の 結 合 は 明 ら か で は
な く 、 活 性 化 期 間 、 す な わ ち ０ か ら ６ 日 目 を 通 じ て 変 化 し な か っ た 。 Ｌ － セ レ ク チ ン で の
観 察 結 果 は 、 Ｌ － セ レ ク チ ン の そ の リ ガ ン ド へ の 明 ら か な 低 い 結 合 能 に 起 因 し た も の で あ
る 。 同 様 の 結 果 が 、 上 記 実 験 に お い て 、 三 種 の セ レ ク チ ン が 低 濃 度 で あ る 場 合 に も 観 察 さ
れ た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 実 施 例 １ ３ ： 多 量 体 形 態 の Ｅ － セ レ ク チ ン お よ び Ｐ － セ レ ク チ ン は 活 性 化 Ｔ 細 胞 の ア ポ
ト ー シ ス を 誘 起 す る
　 ９ ６ － ウ ェ ル プ レ ー ト （ Ｎ Ｕ Ｎ Ｃ ） を 、 １ × Ｐ Ｂ Ｓ に お け る ２ ０ μ ｌ ／ ｍ ｌ の 抗 ヒ ト Ｆ
ｃ Ｉ ｇ ５ ０ μ ｌ で 、 ４ ℃ に て 終 夜 、 コ ー テ ィ ン グ し 、 １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 用 い 、 ３ ７ ℃ に て ２ 時
間 ブ ロ ッ ク し 、 室 温 に て ２ 時 間 、 ５ ０ μ ｌ の セ レ ク チ ン － ヒ ト Ｆ ｃ 融 合 物 （ ０ ． ０ ６ ３ か
ら ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 全 実 験 段 階 に お い て 、 各 ウ ェ ル を 、 １ × Ｐ
Ｂ Ｓ を 用 い ５ 回 、 徹 底 的 に 洗 浄 し た 。 次 い で 、 Ｃ ｏ ｎ 　 Ａ を 用 い 、 ４ 日 間 、 事 前 に 活 性 化
し た ２ × １ ０ ５ 個 の Ｔ 細 胞 を 、 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 ４ ℃ に て ５ 分 間 、 ２ ０ ０ × ｇ で の プ レ
ー ト の 遠 心 分 離 の 前 に ３ ７ ℃ に て ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 得 ら れ た 活 性 化 Ｔ 細 胞 を 包
含 す る ペ レ ッ ト を 、 ア ネ キ シ ン Ｖ － ビ オ チ ン 接 合 体 と 共 に 、 室 温 に て １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 次 い で 、 ア ビ ジ ン 接 合 体 （ 希 釈 度 １ ： ５ ０ ０ ０ の Ｓ Ａ － β － ｇ ａ ｌ ） と 共 に 、 ３
７ ℃ に て さ ら に ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 い ず れ の 結 合 反 応 に お い て も 、 各 ウ ェ ル を
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、 ア ネ キ シ ン Ｖ 結 合 緩 衝 液 を 用 い て 、 三 度 洗 浄 し た 。 １ １ ０ μ ｌ の Ｚ － 緩 衝 混 合 液 （ ２ ０
ｍ ｌ の Ｚ － 緩 衝 液 に ５ ４ μ ｌ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ） お よ び ３ ０ μ ｌ の Ｏ Ｎ Ｐ Ｇ （
０ ． ０ ４ ｇ ／ １ ０ ｍ ｌ ） を 、 ４ ℃ に て 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 発 色 が 生 じ た
。 ４ ２ ０ ｎ ｍ で の 光 学 密 度 の 読 み を 記 録 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 Ｃ ｏ ｎ － Ａ 活 性 化 Ｔ 細 胞 の セ レ ク チ ン 誘 起 ア ポ ト ー シ ス の レ ベ ル は 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ の Ｆ
ｃ と 融 合 し た Ｐ － セ レ ク チ ン （ 図 １ １ Ａ ） ま た は Ｅ － セ レ ク チ ン （ 図 １ １ Ｂ ） の 濃 度 の 増
加 （ ０ ． ０ ６ ３ μ ｌ ／ ｍ ｌ か ら ５ μ ｌ ／ ｍ ｌ ） に 伴 い 増 加 し た 。 ハ ム ス タ ー 抗 体 Ｔ Ａ Ｂ ４
は 活 性 化 Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 し （ 実 施 例 １ 参 照 ） 、 該 実 験 に お い て は ポ ジ テ ィ ブ
コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て の 、 抗 ヒ ト Ｆ ｃ 、 ヒ ト Ｉ ｇ
（ Ｈ Ｉ ｇ ） 、 お よ び Ｂ Ｓ Ａ は ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 し な か っ た 。 Ｌ － セ レ ク チ ン が 活 性 化 Ｔ
細 胞 に は 良 好 に 結 合 し な か っ た の と 一 致 し て （ 実 施 例 １ ２ ） 、 Ｌ － セ レ ク チ ン 　 ヒ ト Ｆ ｃ
融 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 下 に お い て は 、 何 ら 顕 著 な ア ポ ト ー シ ス は 認 め ら れ な か っ た （ 図 １
１ Ｃ ） 。 　 要 約 す る と 、 Ｐ － セ レ ク チ ン ま た は Ｅ － セ レ ク チ ン の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 結 合 断 片 お
よ び ヒ ト Ｆ ｃ 断 片 を 包 含 す る プ レ ー ト 結 合 融 合 タ ン パ ク 質 (plate-bound fusion protein)
は 活 性 化 Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 実 施 例 １ ４ ： 可 溶 性 Ｐ － セ レ ク チ ン － Ｆ ｃ 融 合 物 の 架 橋 は 活 性 化 Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス
を 誘 起 す る
　 マ ウ ス セ レ ク チ ン 類 （ Ｐ － セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 お よ び Ｌ － セ レ ク チ ン ） は 、
先 に 詳 述 し た と お り 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ の Ｆ ｃ ド メ イ ン に 融 合 し 、 可 溶 な 二 量 体 の 融 合 タ ン パ
ク 質 を 形 成 し た 。 該 可 溶 性 セ レ ク チ ン が 活 性 化 Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 し う る か 否 か
を 評 価 す る た め 、 プ レ ー ト 結 合 抗 ヒ ト Ｆ ｃ 　 Ｉ ｇ (plate-bound anti-human Fc Ig)が 省 略
さ れ て い る こ と を 除 き 、 実 施 例 １ ３ に て 詳 述 の 実 験 を 実 施 し た 。 可 溶 な 形 態 の Ｐ － セ レ ク
チ ン 融 合 タ ン パ ク 質 （ 二 量 体 ） 単 独 の 存 在 下 に お い て は 、 無 視 可 能 か ま た は 低 レ ベ ル の 活
性 化 Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス し か 生 じ な か っ た （ 図 １ ２ ） 。 し か し な が ら 、 架 橋 体 （ 抗 ヒ ト
Ｆ ｃ ） の 添 加 に よ り 、 該 ア ポ ト ー シ ス 活 性 は 大 幅 に 増 加 し 、 プ レ ー ト 結 合 抗 体 (plate-bou
nd antibody)の 存 在 下 に お い て 誘 起 さ れ る の と ほ ぼ 同 程 度 ま で に 増 加 し た 。 抗 ヒ ト Ｆ ｃ 、
ヒ ト Ｉ ｇ （ Ｈ Ｉ ｇ ） 、 ま た は Ｂ Ｓ Ａ の い ず れ も ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 し な か っ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 Ｅ － セ レ ク チ ン － Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 の 場 合 に お い て も 、 Ｐ － セ レ ク チ ン － Ｆ ｃ 融 合 タ
ン パ ク 質 の 場 合 と 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。 さ ら に 、 Ｌ － セ レ ク チ ン の プ レ ー ト 結 合 体 (pla
te-bound)（ 多 量 体 の 形 態 ） の 場 合 に 得 ら れ た 結 果 と 一 致 し て 、 可 溶 な 形 態 の Ｌ － セ レ ク
チ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 活 性 化 Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 し な か っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 他 の 実 施 態 様
　 本 発 明 を 詳 細 な 説 明 と 合 わ せ て 説 明 し て き た が 、 前 記 説 明 は 詳 細 に 説 明 す る こ と を 意 図
す る も の で あ り 、 本 発 明 の 概 念 を 制 限 す る も の で は な い と 解 さ れ る 。 本 発 明 の 他 の 態 様 、
利 点 、 お よ び 修 飾 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 の 概 念 に 含 ま れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ５ 】
【 図 １ 】 い つ 活 性 化 Ｔ 細 胞 が 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ （ 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） が 媒 介 す
る ア ポ ト ー シ ス シ グ ナ ル に 対 す る 感 受 性 を 得 る か を 調 べ た 経 時 的 な 実 験 の 代 表 的 結 果 を 示
す も の で あ る 。
【 図 ２ 】 Ｔ Ａ Ｂ ４ 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 の 細 胞 表 面 の ビ オ チ ン 化 お よ び 免 疫 沈 降 の
結 果 を 示 す も の で あ る 。
【 図 ３ 】 脾 臓 Ｃ Ｄ ４ ＋ 　 Ｔ 細 胞 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 　 Ｔ 細 胞 、 Ｃ Ｄ １ ９ ＋ 　 Ｂ 細 胞 、 お よ び Ｎ Ｋ 細
胞 上 の Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 発 現 を 示 す も の で あ る 。
【 図 ４ 】 Ｃ Ｄ ４ ＋ 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 、 お よ び Ｃ Ｄ ４ ＋ ８ ＋ 、 お よ び Ｃ Ｄ ４ － ８ － 胸 腺 細 胞 上 の Ｐ
Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 原 の 発 現 を 示 す も の で あ る 。
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【 図 ５ 】 レ ス ポ ン ダ ー (responder)と し て の Ｔ Ａ Ｂ ４ （ ま た は ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ ） で 処 置 さ
れ た Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス か ら 単 離 さ れ た 脾 臓 細 胞 お よ び ス テ ィ ミ ュ レ ー タ ー (stimulator)
と し て の Ｈ ２ ミ ス マ ッ チ Ｃ ３ Ｈ 脾 臓 細 胞 を 用 い た 混 合 リ ン パ 球 イ ン キ ュ ベ ー ト で 生 産 さ れ
た Ｉ Ｌ － ２ レ ベ ル を 示 す も の で あ る 。
【 図 ６ 】 （ Ａ ） Ｔ Ａ Ｂ ４ 抗 体 で 免 疫 沈 降 し た タ ン パ ク 質 が 市 販 の 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 に よ
り 認 識 可 能 で あ る こ と お よ び （ Ｂ ） 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 で Ｔ 細 胞 溶 解 産 物 を 予 め 清 澄 化 (p
reclearing)す る こ と で 、 Ｔ Ａ Ｂ ４ に よ り 認 識 さ れ た タ ン パ ク 質 を 枯 渇 で き る こ と を 示 す
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す も の で あ る 。
【 図 ７ 】 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス か ら 皮 膚 移 植 を 受 け 、 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 （ 黒 塗 り の 菱 形 ）
ま た は 対 照 抗 体 （ 白 抜 き の 四 角 ） で 処 置 し た Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス に お け る 生 存 し た 移 植
片 の 割 合 （ ％ ） を 示 す も の で あ る 。
【 図 ８ 】 活 性 化 ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 を 抗 ヒ ト Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 で 処 置 し た 後 の ア ポ ト ー シ
ス 性 Ｔ 細 胞 の 割 合 （ ％ ） の 経 時 変 化 を 示 す も の で あ る 。
【 図 ９ 】 抗 Ｐ Ｓ Ｇ Ｌ － １ 抗 体 （ 黒 塗 り の 四 角 ） ま た は 対 照 抗 体 （ 白 抜 き の 四 角 ） で 処 置 し
た 自 己 免 疫 性 非 肥 満 性 糖 尿 病 （ Ｎ Ｏ Ｄ ） オ ス マ ウ ス に お け る 糖 尿 病 の 発 症 率 を 示 す も の で
あ る 。
【 図 １ ０ 】 マ ウ ス Ｐ － セ レ ク チ ン 、 Ｅ － セ レ ク チ ン 、 お よ び Ｌ － セ レ ク チ ン の マ ウ ス 活 性
化 Ｔ 細 胞 へ の 結 合 を 示 す も の で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ Ａ － １ １ Ｃ は 、 Ｅ － セ レ ク チ ン （ 図 １ １ Ａ ） 、 Ｐ － セ レ ク チ ン （ 図 １ １
Ｂ ） 、 お よ び Ｌ － セ レ ク チ ン （ 図 １ １ Ｃ ） の 多 量 体 形 態 （ multimeric forms） に よ る マ ウ
ス 活 性 化 Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 誘 起 を 示 し て い る 。
【 図 １ ２ 】 可 溶 性 Ｐ － セ レ ク チ ン － Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 の 架 橋 に よ る イ ン ビ ト ロ で の マ ウ
ス 活 性 化 Ｔ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 誘 起 を 示 し て い る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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