
(57)【要約】
本発明は、少なくとも部分的に、例えばプロテインキナーゼＣシータ（ PKCシータ）など
、Ｔ調節性細胞上には存在せず、エフェクタ細胞（ Th1及び Th2）上には存在する特定の遺
伝子の発見に基づく。さらに、炎症性サイトカインの産生や、炎症性のエフェクタＴ細胞
の細胞増殖にとって重要な経路は、調節性Ｔ細胞によっては用いられていない。従って、
ある局面では、本発明は、免疫細胞中の
調節性Ｔ細胞機能をエフェクタＴ細胞機能に対して促進する方法を提供するものであり、
本方法は、免疫細胞を、この免疫細胞中のプロテインキナーゼＣシータ経路を阻害する作
用薬に接触させるステップを含む。
別の局面では、本発明は、対象における調節性Ｔ細胞機能をエフェクタＴ細胞機能に対し
て促進すると有益であろう状態を有する対象を治療する方法を提供し、本方法は、対象に
おける免疫細胞中のプロテインキナーゼＣシータ経路を阻害する作用薬を投与するステッ
プを含む。更に別の局面では、本発明は、調節性Ｔ細胞機能を調節することなく、エフェ
クタＴ細胞機能を特異的に調節する化合物をスクリーニングするための検定法を提供する
ものであり、本検定法は、プロテインキナーゼＣシータ経路分子を検査化合物に接触させ
るステップと、該検査化合物の、プロテインキナーゼＣシータ経路分子活性の調節能を判
定するステップとを含み、プロテインキナーゼＣシータ経路分子活性の調節は、当該検査
化合物が、エフェクタＴ細胞機能の特異的モジュレータであることの指標である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る 作 用 薬 を 投 与 す る ス テ ッ
プ を 含 む 、 こ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に お け る 状 態 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 但 し
こ の よ う な 治 療 の 効 果 は 、 対 象 に お い て エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 の 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 に 対 す
る バ ラ ン ス を 調 節 す る こ と で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 成 分 が 、  配 列 番 号 １ ， ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 及 び １ １ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 で
あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 成 分 が 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 及 び １ ２ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 作 用 薬 が 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 低 分 子 又 は 核 酸 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 状 態 が 移 植 、 ア レ ル ギ 異 常 、 自 己 免 疫 異 常 、 ウ ィ ル ス 感 染 、 微 生 物 感 染 、 寄 生 虫 感 染
又 は 癌 で あ る 、 請 求 項 １ 、 ２ 、 ３ 又 は ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
細 胞 集 団 を 、 PKCシ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る 作 用 薬 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ
を 含 む 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、
但 し 前 記 細 胞 集 団 が 、 Ｔ 細 胞 ； 未 刺 激 Ｔ 細 胞 ； 調 節 性 Ｔ 細 胞 ； エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 ； 又 は 末
梢 血 リ ン パ 球 の う ち の １ つ 以 上 を 含 み 、 ま た こ の よ う な 接 触 の 効 果 は 、 前 記 細 胞 集 団 に お
い て エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 の 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 に 対 す る バ ラ ン ス を 調 節 す る こ と で あ る 、
方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
あ る 作 用 薬 に 接 触 さ せ て あ る 細 胞 集 団 を 、 あ る 状 態 に 罹 患 し て い る 対 象 に 投 与 す る ス テ ッ
プ を 更 に 含 み 、 そ の 効 果 が 前 記 状 態 を 治 療 す る こ と で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 作 用 薬 が 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 低 分 子 又 は 核 酸 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 状 態 が 、 移 植 、 ア レ ル ギ 異 常 、 自 己 免 疫 異 常 、 ウ ィ ル ス 感 染 、 微 生 物 感 染 、 寄 生 虫 感
染 又 は 癌 で あ る 、 請 求 項 ６ 、 ７ 又 は ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る 作 用 薬 を 特 定 す る 検 定 法
で あ っ て 、
　 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 を 含 む 指 標 組 成 物 を 複 数 の 検 査 作 用 薬 に 接 触 さ せ
る ス テ ッ プ と ；
　 前 記 検 査 作 用 薬 の 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活 性 の 調 節 能 を 判
定 す る ス テ ッ プ と
を 含 み 、 但 し 、 特 定 さ れ る 前 記 作 用 薬 は 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 の 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 に 対
す る バ ラ ン ス を 調 節 す る こ と が で き る も の で あ る 、
検 定 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 作 用 薬 が 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 低 分 子 又 は 核 酸 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 検 定
法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 指 標 組 成 物 が 、 PKCシ ー タ 経 路 成 分 発 現 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 検 定 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
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　 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ３ 年 ５ 月 ２ 日 出 願 の 標 題 「 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 に 対 し て 免 疫 細 胞 中
の 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 を 促 進 す る 方 法 」 の 米 国 仮 出 願 第 60/467,477号 に 基 づ く 優 先 権 を 主 張
す る も の で あ る 。 こ の 出 願 は 、 さ ら に 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ １ 月 ８ 日 出 願 の 標 題 「 Th1及 び ／ 又
は Th2細 胞 の 細 胞 内 タ ン パ ク 質 及 び 免 疫 応 答 の 調 節 」 の 米 国 仮 出 願 第 60/424,777号 に 基 づ
く 優 先 権 を 主 張 す る も の で あ る 。 こ れ ら の 出 願 の 各 々 の 内 容 全 体 を 、 引 用 を も っ て こ こ に
援 用 す る こ と と す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ (PKC） は 、 1,2-ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル (DAG) 及 び 他 の 脂 質 に よ っ
て 生 理 学 的 に 活 性 化 す る 酵 素 の 一 フ ァ 入 り で あ る 。 活 性 化 す る と 、 こ の イ ソ 酵 素 は 膜 リ ン
脂 質 に 結 合 す る か 、 又 は 、 膜 受 容 体 に 結 合 し て 、 こ の 酵 素 を 細 胞 レ ベ ル 下 区 画 に 繋 ぎ 止 め
る
(reviewed in Liu and Heckman, Cell. Signal., 1998, 10,
529-542)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ イ ソ 酵 素 は 、 異 な る 細 胞 系 及 び 組 織 に お い て 、 数 及 び 発 現 レ ベ ル
が 異 な る 。 今 日 ま で の と こ ろ 、 11種 の 異 な る イ ソ 酵 素 （ ア ル フ ァ 、 ベ ー タ Ｉ 、 ベ ー タ Ｉ Ｉ
、 ガ ン マ 、 デ ル タ 、 イ プ シ ロ ン 、 ニ ュ ー 、 ラ ム ダ 、 ミ ュ ー 、 シ ー タ 及 び 及 び ゼ ー タ ） が 同
定 さ れ て お り 、 こ れ ら は そ れ ら の 示 差 的 な 発 現 パ タ ー ン 及 び コ フ ァ ク タ 要 件 に 基 づ い て 、
３ つ の グ ル ー プ に 分 類 さ れ て い る 。 治 療 薬 タ ー ゲ ッ ト と し て の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ へ の 関
心 は 、 そ れ が 主 要 な 細 胞 受 容 体 で あ り 、 こ の 受 容 体 を 介 し て 、 ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル と 呼 ば
れ る 一 ク ラ ス の 腫 瘍 促 進 因 子 が 、 そ れ ら の 多 面 発 現 作 用 を 細 胞 に 及 ぼ し て い る と い う 発 見
に よ り 生 ま れ た  (Liu and Heckman, Cell. Signal., 1998, 10, 529-542)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ  Ｃ シ ー タ （ PKC-シ ー タ 、 PKCT、 PRKCT、 nPKC-シ ー タ 及 び PRKCQと し
て も 知 ら れ る ） は 、 新 規 な セ リ ン ／ ス レ オ ニ ン プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ ア イ ソ フ ォ ー ム (nPK
C)の １ つ で あ り 、 数 々 の 組 織 で 広 汎 に 発 現 し 、 Ｔ 細 胞 及 び 胸 腺 細 胞 を 含 め 、 造 血 細 胞 系 で
最 も 高 い レ ベ ル で 見 ら れ る  (Baier et al., J. Biol. Chem., 1993, 268, 4997-5004;
Keenan et al., Immunology, 1997, 90, 557-563; Meller et al.,
Cell. Immunol., 1999, 193, 185-193; Wang et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun., 1993, 191, 240-246)。 こ の イ ソ 酵 素 は 、 末 梢 Ｔ 細 胞 に お い て 抗 原 に よ り 誘 導 さ
れ る 活 性 化 事 象 を 特 異 的 に 担 う こ と が 示 さ れ て い る 。 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ ・ ノ ッ
ク ア ウ ト マ ウ ス が 、 正 常 な 数 の 末 梢 Ｔ 細 胞 を 発 生 さ せ る よ う に 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ
ー タ は 胸 腺 中 の Ｔ 細 胞 の 発 生 に 必 要 で は な い 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の マ ウ ス に 抗 原 刺 激
を 与 え た 場 合 に は 、 こ れ ら は Ｔ 細 胞 応 答 を 行 え な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 特 定 の 分 子 が エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞  (Th1及 び Th2) 又 は 調
節 性 Ｔ 細 胞 に 優 先 的 に 関 連 す る と い う 発 見 に 基 づ く 。 例 え ば 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー
タ (PKCシ ー タ ） は Th1及 び Th2 系 譜 の 細 胞 に よ っ て 優 先 的 に 発 現 す る こ と が 見 出 さ れ て い
る 。 従 っ て 、 一 方 又 は 他 方 の サ ブ セ ッ ト の 細 胞 に よ る 免 疫 応 答 を 優 先 的 に 調 節 す る こ と が
で き る 。 本 発 明 は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 及 び エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 の 間 の 活 性 化 の 間 の バ ラ ン ス を 、
調 節 （ 例 え ば 上 方 も し く は 下 方 調 節 す る な ど ） す る こ と で 、 免 疫 応 答 を 調 節 す る 方 法 な ど
に 関 し 、 そ し て 、 こ の よ う な 応 答 を 調 節 す る 上 で 有 用 な 組 成 物 に も 関 す る 。 さ ら に 本 発 明
は 、 対 象 に お い て エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 を 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 に 対 し て 調 節 し た り 、 あ る い
は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 を エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 に 対 し て 調 節 す る と 有 益 で あ ろ う 状 態 を 診
断 、 治 療 又 は 予 防 す る 上 で 有 用 な 方 法 に も 関 す る 。 当 該 の 方 法 及 び 組 成 物 は 、 当 該 状 態 に
関 連 す る 抗 原 に 対 す る エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 応 答 が 強 す ぎ る こ と を 特 徴 と す る 状 態 の 診 断 、 治
療 又 は 予 防 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 応 答 が 弱 い こ と を 特 徴 と す る 状 態 の 診 断 、 治 療 又 は 予 防 、
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あ る い は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 応 答 が 弱 い こ と を 特 徴 と す る 状 態 の 診 断 、 治 療 又 は 予 防 に お い て
特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 あ る 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活
性 を 調 節 す る 作 用 薬 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 こ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に お け
る 状 態 を 治 療 す る 方 法 に 関 し 、 但 し こ の よ う な 治 療 の 効 果 は 、 対 象 に お い て エ フ ェ ク タ Ｔ
細 胞 機 能 の 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 に 対 す る バ ラ ン ス を 調 節 す る こ と で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は
、 該 成 分 は 、
配 列 番 号 １ ， ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 及 び １ １ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 で あ る 。 別 の 実 施
態 様 で は 、 該 成 分 は 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 及 び １ ２ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 該 作 用 薬 は 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド
、 低 分 子 又 は 核 酸 で あ る 。 更 な る 実 施 態 様 で は 、 該 状 態 は 移 植 、 ア レ ル ギ 疾 患 、 自 己 免 疫
疾 患 、 ウ ィ ル ス 感 染 、 細 菌 感 染 、 寄 生 虫 感 染 又 は 癌 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 集 団 を 、 PKCシ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る
作 用 薬 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活
性 を 調 節 す る 方 法 に 関 し 、 但 し 前 記 細 胞 集 団 は 、 以 下
Ｔ 細 胞 ； 未 刺 激 Ｔ 細 胞 ； 調 節 性 Ｔ 細 胞 ； エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 ； 又 は 末 梢 血 リ ン パ 球 の う ち の
１ つ 以 上 を 含 み 、 ま た こ の よ う な 接 触 の 効 果 は 、 当 該 細 胞 集 団 に お い て エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞
機 能 の 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 に 対 す る バ ラ ン ス を 調 節 す る こ と で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本
方 法 は 、 さ ら に 、 あ る 作 用 薬 に 接 触 さ せ て あ る 細 胞 集 団 を 、 あ る 状 態 に 罹 患 し て い る 対 象
に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 そ の 効 果 が 前 記 状 態 を 治 療 す る こ と で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で
は 、 該 作 用 薬 は 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 低 分 子 又 は 核 酸 で あ る 。 更 な る 実 施 態 様 で は 、
該 状 態 は 、 移 植 、 ア レ ル ギ 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 ウ ィ ル ス 感 染 、 細 菌 感 染 、 寄 生 虫 感 染 又
は 癌 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活 性 を 調 節
す る 作 用 薬 を 特 定 す る 検 定 法 に 関 し 、 該 検 定 法 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分
を 含 む 指 標 組 成 物 を 複 数 の 検 査 作 用 薬 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と ； 前 記 検 査 作 用 薬 の 、 プ ロ
テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活 性 の 調 節 能 を 判 定 す る ス テ ッ プ と 、 を 含 み
、 但 し 、 特 定 さ れ る 該 作 用 薬 は 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 の 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 に 対 す る バ ラ
ン ス を 調 節 す る こ と が で き る も の で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 該 作 用 薬 は 、 タ ン パ ク 質 、
ペ プ チ ド 、 低 分 子 又 は 核 酸 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 該 指 標 組 成 物 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ
ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 発 現 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】

　 伝 統 的 な 免 疫 応 答 に お い て は 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 (Teff)応 答 が 、 調 節 性 細 胞  (Treg) の
応 答 よ り も 優 勢 に な っ て 、 抗 原 が 除 去 さ れ る 。 寛 容 は 、 伝 統 的 活 性 化 経 路 と 同 じ ス テ ッ プ
（ 即 ち 、 抗 原 提 示 及 び Ｔ 細 胞 活 性 化 ） で 開 始 す る が 、 抗 原 の 豊 富 度 、 Ｔ 細 胞 に そ れ が 提 示
さ れ る 手 段 、 CD4＋ 細 胞 支 援 の 相 対 的 利 用 能 を 含 む 、 し か し こ れ ら に 限 定 は し な い が 、 と
い っ た 因 子 が 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 と 呼 ば れ る 、 異 な る ク ラ ス の リ ン パ 球 の 増 殖 を 引 き 起 こ す 。
エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 が 伝 統 的 な 免 疫 応 答 を 媒 介 す る の と 同 様 に 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 は 寛 容 原 性 応
答 を 媒 介 す る 。 し か し な が ら 、 例 え ば ア レ ル ギ 、 自 己 免 疫 疾 患 、 臓 器 拒 絶 、 治 療 的 タ ン パ
ク 質 の 慢 性 投 与 又 は 等 に 伴 う も の な ど 、 不 要 な も し く は 方 向 の 誤 っ た 応 答 は 、 望 ま し く な
く 、 か つ 、 場 合 に よ っ て は 致 命 的 に な る こ と も あ る 身 体 内 の 状 態 に 結 び 付 く こ と が あ る 。
調 節 性 Ｔ 細 胞 の エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 に 対 す る バ ラ ン ス が 優 勢 に な る 又 は シ フ ト す る 。 抗 原 が
保 持 さ れ 、 免 疫 寛 容 が 起 き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も 部 分 的 に は 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞  (Th1 及 び Th2) 及 び 調 節 性 Ｔ 細
胞 間 で 示 差 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 の 同 定 に 基 づ く 。 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 が 優 先 的 に 発 現 す る 遺
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伝 の 中 に 、 PKCシ ー タ  の 遺 伝 子 や 、 Ｔ 細 胞 に お い て NFκ Bを 通 じ た PKCシ ー タ か ら の シ グ ナ
ル 伝 達 に 必 要 で あ る こ と が 公 知 の 他 の タ ン パ ク 質 メ ン バ の 遺 伝 子 が あ る （ 図 １ ） 。 PKCシ
ー タ 経 路 の タ ン パ ク 質 メ ン バ は 、 PKCシ ー タ を 含 め 、 限 定 は し な い が 、 望 ま し く な い 免 疫
応 答 を 遮 断 す る こ と の で き る で あ ろ う 化 合 物 を 含 む 種 々 の 化 合 物 を 同 定 す る た め に 用 い る
こ と が で き る 。 同 定 さ れ た 化 合 物 の 所 望 の 特 性 に は 、 限 定 は し な い が 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 媒 介
性 応 答 が 優 勢 と な る よ う な 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 及 び 調 節 性 Ｔ 細 胞 間 の バ ラ ン ス へ の 影 響 能
が あ る 。 こ の よ う な 調 節 性 応 答 が 優 勢 に 発 生 す る と 、 将 来 の 望 ま し く な い 免 疫 応 答 を 制 御
及 び ／ 又 は 予 防 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 調 節 性 Ｔ 細 胞 は 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 刺 激 に 対 し て 活 性 化 及 び 分 裂 す る こ と が で き る が 、 PKC
シ ー タ シ グ ナ ル 伝 達 系 を 用 い て い な い よ う で あ る た め 、 PKCシ ー タ 及 び こ の 経 路 の メ ン バ
を 選 択 的 に 標 的 に し 、 下 方 調 節 す る な ど 調 節 す る 化 合 物 は 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 応 答 の 優 先
的 モ ジ ュ レ ー タ と し て 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 を 促 進 す る
な ど 、 優 先 的 な 調 節 を 行 う と 有 益 で あ ろ う 状 態 の 治 療 又 は 予 防 に 有 用 で あ る 。 あ る 実 施 態
様 で は 、 こ の よ う な 化 合 物 は 、 対 象 に お い て 調 節 性 Ｔ 細 胞 応 答 機 能 を 調 節 し な い （ あ る い
は 、 例 え ば 付 加 的 な 作 用 薬 又 は プ ロ ト コ ル の 使 用 を 通 じ て 、 こ の よ う な 応 答 を 好 ま し い 方
向 で 調 節 す る ） 。 同 様 に 、 こ れ ら の 化 合 物 は 、 当 該 状 態 に 関 連 す る 抗 原 に 対 し て 、
エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 応 答 が 強 す ぎ る こ と を 特 徴 と す る と 同 時 に 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 の 応 答 が 強 固
に な る と 助 け ら れ る で あ ろ う 状 態 の 治 療 又 は 予 防 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 で は 、 PKCシ ー タ 経 路 の メ ン バ の い ず れ か （ 例 え ば 図 １ を 参 照 さ
れ た い ） を 発 現 さ せ 、 高 ス ル ー プ ッ ト の ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 な ど の ス ク リ ー ニ ン グ 検 定
で 用 い て 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 に 結 合 し て そ の 機 能 を 阻 害 す る で あ ろ う 化 合 物 を 同 定 で き
よ う 。 こ の 経 路 を 遮 断 す る と 、 炎 症 性 応 答 が 優 先 的 に 阻 害 さ れ る 。 従 っ て 、 こ の 経 路 を 狙
っ た 化 合 物 は 、 臓 器 移 植 片 の 破 壊 な ど 、 望 ま し く な い 炎 症 性 応 答 を 軽 減 、 予 防 又 は 停 止 さ
せ る と 共 に 、 T 調 節 性 細 胞 集 団 へ の 影 響 を 抑 え る か 、 あ る い は 、 T 調 節 性 集 団 へ 正 味 で 正
の 効 果 を 与 え る こ と が で き る で あ ろ う 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な 化 合 物 は 、 調 節 性
Ｔ 細 胞 集 団 の 好 ま し い 展 開 を 可 能 に し 、 ひ い て は 、 移 植 臓 器 へ の 将 来 の あ ら ゆ る 攻 撃 を 、
付 加 的 な 化 合 物 を 用 い る こ と な く 最 終 的 に 制 御 す る こ と に な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に こ れ ら の 化 合 物 は 、 多 発 性 硬 化 症 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 又 は 炎 症 性 腸 疾 患
な ど の 数 多 く の 疾 患 に お け る 自 己 免 疫 攻 撃 を 停 止 さ せ る 上 で も 有 用 で あ ろ う 。 例 え ば 移 植
片 拒 絶 の 場 合 と 同 様 に 、 こ れ ら の 薬 物 は 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 に よ る 組 織 破 壊 を 停 止 さ せ る
と 同 時 に 、 免 疫 系 の 調 節 部 門 に 優 勢 を 発 揮 し 直 さ せ 、 最 終 的 に は 付 加 的 な 薬 物 治 療 な く と
も 当 該 疾 患 を 制 御 す る こ と を 可 能 に す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 調 節 性 Ｔ 細 胞 は ま た 、 抗 体 応 答 を 制 御 す る 働 き も す る こ と が 示 さ れ て い る 。 い く つ か の
自 己 免 疫 疾 患 は 、 大 部 分 を 自 己 抗 体 に よ っ て 媒 介 さ れ て い る 。 こ の 治 療 法 は 、 エ フ ェ ク タ
Ｔ 細 胞 に よ り Ｂ 細 胞 に 提 供 さ れ る Ｔ 細 胞 支 援 を 阻 害 す る た め 、 重 症 筋 無 力 症 な ど の 自 己 抗
体 媒 介 性 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る 上 で も 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 で は 、 現 在 用 い ら れ て い る 免 疫 抑 制 剤 と は 異 な り 、 こ こ で 解 説 さ
れ た 化 合 物 は 、 恒 常 性 免 疫 調 節 機 序 の 発 生 を 促 す た め 、 望 ま し く な い 免 疫 応 答 を 制 御 す る
た め に も 、 中 期 の 治 療 法 や 、 又 は 、 長 期 間 も し く は 長 い コ ー ス の 治 療 法 で は な く 、 あ る 短
期 間 、 投 与 す る だ け で よ い 。 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 で は 、 こ こ で 解 説 さ れ た 化 合 物 を 、 複
数 回 の 短 期 間 治 療 法 で 投 与 し て よ い 。 こ こ で 解 説 さ れ た 化 合 物 を 、 ２ 回 の 治 療 法 、 又 は ３
回 の 治 療 法 、 あ る い は ４ 回 以 上 の 治 療 法 で 投 与 し て も よ い 。 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、
検 査 を 、 本 治 療 を 受 け て い る 患 者 に 行 っ て 、 前 記 治 療 法 の 効 験 を 判 定 し 、 更 な る 治 療 期 間
が 必 要 で あ る か を 判 定 し て も よ い 。 行 わ れ る 前 記 検 査 に は 、 限 定 は し な い が 、 生 検 、 血 液
検 査 、 腎 臓 移 植 片 が 適 正 に 機 能 し て い る か を 判 定 す る 検 定 、 Ｘ 線 、 MRI又 は 身 体 検 査 、 が
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含 ま れ よ う 。 そ の 結 果 の 免 疫 調 節 が 天 然 の Ｔ 細 胞 機 序 に よ っ て 媒 介 さ れ と 考 え ら れ る た め
、 免 疫 調 節 を 維 持 す る た め に 付 加 的 な 薬 物 が 必 要 に な る 必 要 性 は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 応 答 の 優
勢 が い っ た ん 確 立 さ れ れ ば 、 低 減 又 は な く す こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 免 疫 抑 制
剤 に よ る 長 期 又 は 生 涯 の 治 療 を な く す こ と が で き 、 自 己 免 疫 性 及 び 臓 器 移 植 な ど の 治 療 法
に 現 在 伴 う 副 作 用 の 、 全 て で は な い に し て も そ の 数 多 く が 無 く な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 図 １ に 見 ら れ る よ う に 、 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 に は 、 抗 原 （ TCR） 及 び CD28の た め の Ｔ 細 胞 受
容 体 の 両 方 を 通 じ た シ グ ナ ル 伝 達 が 必 要 で あ る 。 CD4分 子 は 付 加 的 な キ ナ ー ゼ ・ シ グ ナ ル
と な り 、 完 全 で 強 力 な 細 胞 応 答 が 行 わ れ る 。 こ れ ら の 初 期 Ｔ 細 胞 活 性 化 事 象 に よ り リ ン 酸
化 す る 分 子 の 中 に 、 ア ダ プ タ タ ン パ ク 質 vavが あ る 。 リ ン 酸 化 vav は 、 接 着 分 子 を 相 互 作
用 し て 細 胞 の 形 状 を 変 え 、 ま た PKCシ ー タ を 活 性 化 す る 役 目 も す る こ と が 示 さ れ て い る 。
活 性 化 し た PKCシ ー タ は 細 胞 膜 に 遊 走 し て そ こ で ス カ フ ォ ー ド タ ン パ ク 質 CARMA1に 付 着 す
る 。 さ ら に CARMA1 と 相 互 作 用 す る の は タ ン パ ク 質 Bcl 10で あ る 。 Bcl 10 は PKCシ ー タ に
よ り リ ン 酸 化 し た 後 、 阻 害 性 分 子 で あ る Iκ Bを NFκ Bか ら 遊 離 さ せ る こ と が で き 、 こ う し
て NFκ Bを 活 性 化 さ せ る こ と が で き る 。 こ う し て 活 性 化 し た NFκ Bは 核 内 に 入 り 、 そ こ で DN
A上 の 特 異 的 部 位 に 結 合 し て 、 炎 症 性 免 疫 応 答 に 特 徴 的 で あ り 、 か つ 炎 症 性 免 疫 応 答 を 媒
介 す る 分 子 の 数 多 く を コ ー ド す る 遺 伝 子 の mRNAの 転 写 を 起 こ さ せ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
Ｉ ． 　 定 義
　 こ こ で 用 い ら れ る 用 語 「 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 」 と は 、 PKCT、 PRKCT、 nPKC-シ ー
タ 及 び PRKCQと し て も 公 知 の セ リ ン ／ ス レ オ ニ ン プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ を 言 う 。 プ ロ テ イ ン
キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 配 列 番 号 ： １ に 示 し 、 そ し て プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
Ｃ シ ー タ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ２ に 示 す 。 PKCシ ー タ は 種 々 の 組 織 に 広 汎 に 発 現 す
る が 高 レ ベ ル で 見 ら れ る の は 、 Ｔ 細 胞 及 び 胸 腺 細 胞 を 含 む 造 血 細 胞 系 で あ る  (Baier et a
l., J. Biol. Chem., 1993, 268, 4997-5004;
Keenan et al., Immunology, 1997, 90, 557-563; Meller et al.,
Cell. Immunol., 1999, 193, 185-193; Wang, et al., Biochem. Biophys.
Res. Commun., 1993, 191, 240-246)。 こ の イ ソ 酵 素 は 、 カ ル シ ウ ム 独 立 的 な 態 様 で 働 き
、 当 該 タ ン パ ク 質 を が マ ウ ス 胸 腺 腫 細 胞 で 一 過 性 に 過 剰 発 現 さ せ た と こ ろ 、
イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ プ ロ モ ー タ 誘 導 性 コ ン ス ト ラ ク ト が 転 写 活 性 化 し た  (Baier et
al., Eur. J. Biochem., 1994, 225, 195-203)。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 用 語 「 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 」 は 、 細 胞 が 細 胞 外 か ら の 影 響 又 は シ グ ナ ル （
例 え ば サ イ ト カ イ ン 受 容 体 又 は 抗 原 受 容 体 な ど 、 細 胞 の 表 面 上 の 受 容 体 に よ り 伝 達 さ れ る
シ グ ナ ル ） を 細 胞 応 答 （ 例 え ば 遺 伝 子 転 写 の 調 節 ） に 変 換 す る 手 段 を 包 含 す る も の で あ り
、 PKCシ ー タ は 、 当 該 シ グ ナ ル の 転 写 に 関 与 す る 分 子 の １ つ で あ る 。 こ こ で 用 い ら れ る 「 P
KCシ ー タ 経 路 成 分 」 又 は 「 経 路 成 分 」 は 、 細 胞 外 か ら の 影 響 又 は シ グ ナ ル を 細 胞 応 答 に 伝
達 す る こ と に 関 与 す る 、 例 え ば PKCシ ー タ や 、 又 は 、 PKCシ ー タ の 上 流 も し く は 下 流 の 分 子
な ど 、 PKCシ ー タ に 関 与 す る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 中 の 分 子 を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 PKCシ ー
タ 経 路 成 分 が 調 節 さ れ る と 、 PKCシ ー タ の 生 物 学 的 活 性 の 調 節 が 起 き る と よ い 。 PKCシ ー タ
経 路 の 成 分 の 例 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 概 略 的 に は 図 １ に 概 観 さ れ て い る が 、 そ の 中 に は
、 PKCシ ー タ 、 vav、 CARMA1、 Bcl10、 Iκ B及 び NFκ B、 が あ る 。 vavの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
配 列 番 号 ： ３ に 示 し 、 そ し て vav の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ４ に 示 す ； CARMA1の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 配 列 番 号 ： ５ に 示 し 、 そ し て CARMA1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ６ に 示 す ；
Bcl 10の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 配 列 番 号 ： ７ に 示 し 、 そ し て Bcl 10 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列
番 号 ： ８ に 示 す ； Iκ Bの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 配 列 番 号 ： ９ に 示 し 、 そ し て Iκ Bの ア ミ ノ 酸
配 列 を 配 列 番 号 ： １ ０ に 示 す ； NFκ Bの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を  配 列 番 号 ： １ １ に 示 し 、 そ し
て NFκ Bの ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： １ ２ に 示 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 の 用 語 「 CARMA1」 と は 、 TCR誘 導 性 NFκ B活 性 化 及 び CD28共 刺 激 依
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存 的  Jnk活 性 化 の 脂 質 ラ フ ト 関 連 調 節 因 子 を 言 い 、 CARD 11と し て も 公 知 で あ る 。 CARMA 
は ス カ フ ォ ー ド タ ン パ ク 質 で あ る 。 CARMA1 は 、 細 胞 膜 の 特 化 し た 領 域 で 多 重 タ ン パ ク 質
複 合 体 が 集 合 す る た め の 分 子 ス カ フ ォ ー ド と し て 働 く 一 ク ラ ス の タ ン パ ク 質 で あ る 膜 結 合
グ ア ニ ル 酸 キ ナ ー ゼ  (MAGUK) フ ァ ミ リ に 属 す る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 特 徴 的 な カ ス パ ー
ゼ 関 連 動 員 ド メ イ ン （ CARD） を 持 つ こ と で 定 義 さ れ る 、 CARDタ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ の メ ン バ
で も あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 CARD14 タ ン パ ク 質 の そ れ と 同 様 な ド メ イ ン 構 造 を 有 す る
。 両 タ ン パ ク 質 の CARDド メ イ ン は 、 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 及 び NF-κ B活 性 化 の 正 の 調 節 因 子 と
し て 働 く こ と が 公 知 の タ ン パ ク 質 で あ る BCL10と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る こ と が 示 さ れ て い
る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 内 で 発 現 す る と 、 NF-カ ッ パ Bを 活 性 化 し 、 BCL10の リ ン 酸 化
を 誘 導 し た 。
Gaide, O.et al. Nat. Immunol. 3 (9), 836-843
(2002) Wang, D., et al. Nat. Immunol. 3 (9), 830-835 (2002); Gaide, O., et
al. FEBS Lett. 496 (2-3), 121-127 (2001); Bertin, J., et al. J. Biol.
Chem. 276 (15), 11877-11882 (2001)
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 用 語 「 Bcl 10」 と は 、 カ ス パ ー ゼ 動 員 ド メ イ ン （ CARD） を 含 有 す る タ
ン パ ク 質 を 言 い 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し 、 NF-カ ッ パ Bを 活 性 化 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
こ の タ ン パ ク 質 は 、 NF-カ ッ パ Bシ グ ナ ル 伝 達 に お い て 上 流 の 調 節 因 子 と し て 働 く と 考 え ら
れ て い る 、 CARD9、 10、 11 及 び 14を 含 む タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 他 の CARDド メ イ ン と 相 互 作
用 す る と 報 告 さ れ て い る 。 Bcl10 遺 伝 子 は 、 粘 膜 関 連 リ ン パ 系 組 織 （ MALT） リ ン パ 腫 の 場
合 の そ の 転 座 に よ り 、 同 定 さ れ た 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 MALTリ ン パ 腫 で 転 座 し て い る こ と
が 公 知 の 別 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 で あ る MALT1と 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 見
出 さ れ て い る 。 MALT1 及 び こ の タ ン パ ク 質 は 、 NF-カ ッ パ Bの 活 性 化 に お い て 相 乗 作 用 す る
と 考 え ら れ て お り 、 こ れ ら の い ず れ の 調 節 不 能 も 、 悪 性 病 変 に つ な が る 同 じ 病 原 性 プ ロ セ
ス に 寄 与 し て い る か も 知 れ な い （ 例 え ば  GenBank 登 録 番 号 NM_003921;  Maes, B. et al.
  Blood 99 (4), 1398-1404 (2002);
Kawano, T. et al. Anticancer Res. 22 (1A), 305-309 (2002); Wang, L., et
al. J. Biol. Chem. 276 (24), 21405-21409 (2001); Lucas, P.C., et al.
J. Biol. Chem. 276 (22), 19012-19019 (2001); Bertin, J., et al.  J. Biol. Chem. 
276 (15),
11877-11882 (2001); Ruland, J., et al. Cell 104 (1), 33-42 (2001);
Bertin, J., et al.  J. Biol.
Chem. 275 (52), 41082-41086 (2000)） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 用 語 「 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 」 は 、 （ 例 え ば 他 の 細 胞 の 活 性 化 を 調 節 す る
サ イ ト カ イ ン を 産 生 し た り 、 あ る い は 細 胞 傷 害 性 活 性 に よ り ） 抗 原 を 消 失 さ せ る 働 き を す
る Ｔ 細 胞 を 包 含 す る も の で あ る 。 用 語 「 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 」 は 、 Ｔ ヘ ル パ 細 胞 （ 例 え ば Th
1 及 び Th2 細 部 ） 及 び 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 を 包 含 す る 。 Th1細 胞 は 、 遅 延 型 過 敏 反 応 や マ ク
ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 を 媒 介 す る が 、 他 方  Th2細 胞 は 、 Ｂ 細 胞 を 支 援 し 、 ア レ ル ギ 反 応 に お い
て 重 要 で あ る  (Mosmann and
Coffman, 1989, Annu. Rev. Immunol. 7, 145-173; Paul and Seder, 1994, Cell
76, 241-251; Arthur and Mason, 1986, J. Exp. Med. 163, 774-786;
Paliard et al., 1988, J. Immunol. 141, 849-855; Finkelman et
al., 1988, J. Immunol. 141, 2335-2341)。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 用 語 「 Ｔ ヘ ル パ １ 型 応 答 」
(Th1応 答 ) と は 、 IFN-γ 、 IL-2、 TNF、 及 び リ ン ホ ト キ シ ン  (LT) や 、 Th2細 胞 で な く Th1
細 胞 に よ っ て 優 先 的 又 は 排 他 的 に 産 生 さ れ る 他 の サ イ ト カ イ ン 、 か ら 選 択 さ れ る 一 種 以 上
の サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 特 徴 と す る 応 答 を 言 う 。 こ こ で 用 い ら れ る 「 Ｔ ヘ ル パ ２ 型 応 答 」
 (Th2応 答 ) と は 、 IL-4、 IL-5、 IL-6 及 び IL-10か ら 選 択 さ れ る 一 種 以 上 の サ イ ト カ イ ン
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の 産 生 を 特 徴 と す る と 共 に 、 Th2細 胞 に よ り 提 供 さ れ る 効 率 的 な Ｂ 細 胞 「 支 援 」 （ 例 え ば
、 IgG1及 び ／ 又 は IgE産 生 の 亢 進 な ど ） と 関 連 す る CD4＋ Ｔ 細 胞 に よ る 応 答 を 言 う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 用 語 「 調 節 性 Ｔ 細 胞 」 は 、 低 レ ベ ル の IL-2、 IL-4、 IL-5、 及 び IL-12
を 産 生 す る Ｔ 細 胞 を 包 含 す る 。 調 節 性 Ｔ 細 胞 は 、 TNFα 、 TGFβ 、 IFN-γ 、 及 び IL-10を 、
エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 よ り は 低 レ ベ ル で は あ る が 、 産 生 す る 。 TGFβ は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 に よ り
産 生 さ れ る 主 な サ イ ト カ イ ン で あ る が 、 こ の サ イ ト カ イ ン は 、 例 え ば Th1又 は Th2細 胞 よ り
も 一 桁 少 な い な ど 、 Th1 又 は Th2 細 胞 が 産 生 す る そ れ よ り も 低 い レ ベ ル 又 は 同 等 な レ ベ ル
で 、 産 生 さ れ る 。 調 節 性 Ｔ 細 胞 は 、 CD4+CD25+集 団 の 細 胞 に 見 え る こ と が で き る （ 例 え ば  
Waldmann and Cobbold.  2001.
 Immunity.  14:399を 参 照 さ れ た い ） 。 調 節 性 Ｔ 細 胞 活 性 は 、 培 養 に お い て 活 性 化 シ グ ナ
ル （ 例 え ば 抗 原 及 び 抗 原 提 示 細 胞 で 、 又 は 、 抗 CD3抗 体 や 、 抗 CD28抗 体 な ど 、 MHCの 関 係 で
抗 原 を 模 倣 す る シ グ ナ ル で ） で 刺 激 を 受 け た Th1、 Th2, 又 は 未 刺 激 Ｔ 細 胞 の 増 殖 及 び サ イ
ト カ イ ン 産 生 を 能 動 的 に 抑 制 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 文 言 「 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 の エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 に 対 す る バ ラ ン ス を
調 節 す る 」 又 は 「 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 を エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 に 対 し て 調 節 す る 」 は 、 Ｔ エ
フ ェ ク タ ／ Ｔ 調 節 性 細 胞 活 性 の バ ラ ン ス が 治 療 前 の バ ラ ン ス に 比 較 し て シ フ ト し て い る よ
う に 、 少 な く と も １ つ の 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 （ Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 及 び Ｔ 調 節 性 細 胞 の 両 方 を
含 む 一 細 胞 集 団 に お い て ） を 優 先 的 に 変 化 さ せ る こ と を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 文 言 「 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 の 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 に 対 す る バ ラ ン ス を
調 節 す る 」 又 は 「 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 を 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 に 対 し て 調 節 す る 」 は 、
Ｔ エ フ ェ ク タ ／ Ｔ 調 節 性 細 胞 活 性 の バ ラ ン ス が 、 治 療 前 の バ ラ ン ス に 比 較 し て シ フ ト し て
い る よ う に 、 少 な く と も １ つ の エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 （ Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 及 び Ｔ 調 節 性 細
胞 の 両 方 を 含 む 一 細 胞 集 団 に お い て ） を 優 先 的 に 変 化 さ せ る こ と を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 作 用 薬 」 は 、 本 発 明 の 分 子 の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 、 例 え ば 上 方 調
節 も し く は 刺 激 し た り 、 そ し て 下 方 調 節 も し く は 阻 害 す る な ど 、 調 節 す る 化 合 物 を 包 含 す
る 。 こ こ で 用 い ら れ る 用 語 「 阻 害 剤 」 又 は 「 阻 害 性 作 用 薬 」 は 、 本 発 明 の 分 子 の 発 現 及 び
／ 又 は 活 性 を 阻 害 す る 作 用 薬 を 包 含 す る も の で あ る 。 阻 害 剤 の 例 に は 、 抗 体 、 RNAi、 RNAi
 を 媒 介 す る 化 合 物 （ 例 え ば siRNA） 、 ア ン チ セ ン ス RNA、 本 発 明 の 分 子 の ド ミ ナ ン ト ／ ネ
ガ テ ィ ブ 変 異 体 、 ペ プ チ ド 、 及 び ／ 又 は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 用 語 「 刺 激 因 子 」 又 は 「 刺 激 剤 」 に は 、 本 発 明 の 分 子 の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 増 加 さ せ
る 、 ア ゴ ニ ス ト な ご の 作 用 薬 が 含 ま れ る 。 刺 激 剤 の 例 に は 、 活 性 タ ン パ ク 質 及 び 核 酸 分 子
や 、 本 発 明 の 分 子 の ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク が あ る 。 本 発 明 の 作 用 薬 は 、 本 発
明 の 分 子 の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 、 増 加 又 は 減 少 さ せ る な ど 、 直 接 調 節 す る こ と が で き る
。 作 用 薬 の 例 は こ こ に 解 説 さ れ て い る か 、 又 は 、 以 下 に 詳 述 す る よ う に 、 こ の よ う な 化 合
物 を 選 抜 す る ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 を 用 い て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 に 関 し 、 好 ま し く は 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 「 検 査 化 合
物 又 は 作 用 薬 」 に は 、 例 え ば Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 の 相 対 的 活 性 を Ｔ 調 節 性 細 胞 の 相 対 的 活 性
に 比 較 し て 、 あ る い は そ の 逆 な ど 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 の バ ラ ン ス を 調 節 す る こ と が 当 業 で 公 知
で な い 分 子 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 複 数 の 作 用 薬 を 本 方 法 を 用 い て 検 査 す る と よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 を 、 活 性 化 剤 の 存 在 下 で 行 う こ と が
で き る 。 こ こ で 用 い ら れ る 用 語 「 活 性 化 剤 」 は 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 （ 例 え ば サ イ ト カ イ ン 産 生
、 標 的 細 胞 の 増 殖 、 及 び ／ 又 は 溶 解 な ど の エ フ ェ ク タ 機 能 ） を 刺 激 す る 一 種 以 上 の 作 用 薬
を 包 含 す る 。 活 性 化 剤 の 例 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 そ の 中 に は 、 限 定 は し な い が 、 例 え ば マ
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イ ト ジ ェ ン （ 例 え ば フ ィ ト ヘ ム ア グ ル チ ニ ン 又 は コ ン カ ナ バ リ ン Ａ ） 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 又 は
CD3と （ と き に は 、 抗 原 提 示 細 胞 又 は CD28と 反 応 す る 抗 体 と 組 み 合 わ さ れ て ） 反 応 す る 抗
体 、 又 は 、 抗 原 や 抗 原 提 示 細 胞 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 調 節 性 作 用 薬 を 、 長 期 又 は 長 い 治 療 期 間 で は な く 、 短 期 の 治 療 期
間 に わ た っ て 用 い る と よ い 。 こ こ で 用 い ら れ る 言 語 「 短 期 の 治 療 」 に は 、 治 療 し よ う と す
る 疾 病 の 経 過 に 対 し て 、 比 較 的 に 短 期 の 治 療 計 画 が 包 含 さ れ る 。 例 え ば 、 短 期 の 治 療 は 、
約 １ 週 間 か ら 約 ８ 週 間 の 間 、 続 く か も 知 れ な い 。 対 照 的 に 、 「 中 期 の 治 療 」 に は 、 短 期 の
治 療 よ り も 長 い 期 間 の 治 療 計 画 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 中 期 の 治 療 は 、 ２ ヶ 月 を 越 え て 約 ４
ヶ 月 ま で 続 く か も 知 れ な い （ 例 え ば 約 ８ 乃 至 約 １ ６ 週 な ど ） 。 「 長 期 の 治 療 」 に は 、 例 え
ば 約 ５ ヶ 月 以 上 な ど 、 約 ４ ヶ 月 よ り も 長 く 続 く 治 療 計 画 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 長 期 の 治 療
は 、 約 ６ ヶ 月 続 く 場 合 か ら 、 疾 病 が 続 く 限 り 長 く 続 く 場 合 ま で あ る で あ ろ う 。 あ る 一 個 体
に 対 す る 、 上 述 し た 治 療 経 過 の う ち の １ つ 以 上 の 妥 当 性 は 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 判 断 す る
こ と が で き る 。 加 え て 、 あ る 対 象 に と っ て 適 当 な 治 療 は 必 要 に 応 じ て 、 時 間 と 共 に 変 わ る
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 寛 容 」 に は 、 活 性 化 性 の 受 容 体 が 媒 介 す る 刺 激 に 対 す る 不 応 性 が 包
含 さ れ る 。 こ の よ う な 不 応 性 は 、 一 般 に 抗 原 特 異 的 で あ り 、 寛 容 性 抗 原 へ の 曝 露 が 終 わ っ
た 後 も 続 く 。 例 え ば 寛 容 は 、 IL-2な ど の サ イ ト カ イ ン 産 生 が な い こ と を 特 徴 と す る 。 寛 容
は 自 己 抗 原 や 、 又 は 外 来 抗 原 に 対 し て も 起 き 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 の 用 語 「 Ｔ 細 胞 」 （ 即 ち Ｔ リ ン パ 球 ） に は 、 胸 腺 細 胞 、 未 熟 Ｔ 細 胞 、
成 熟 Ｔ 細 胞 等 を 含 め 、 哺 乳 動 物 （ 例 え ば ヒ ト ） 由 来 の Ｔ 細 胞 系 譜 の あ ら ゆ る 細 胞 が 含 ま れ
る も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 好 ま し く は 、 Ｔ 細 胞 は 、 CD4又 は CD8の 両 者 で は な く い ず れ か
と 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 と を 発 現 す る 成 熟 Ｔ 細 胞 で あ る と よ い 。 こ こ で 解 説 さ れ た 多 様 な Ｔ 細 胞
集 団 を 、 そ れ ら の サ イ ト カ イ ン ・ プ ロ フ ィ ー ル 及 び そ れ ら の 機 能 に 基 づ い て 、 定 義 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 未 刺 激 Ｔ 細 胞 」 は 、 コ グ ネ ー ト 抗 原 に 曝 露 さ れ て お ら ず 、 従 っ て 活
性 化 も し く は 記 憶 細 胞 で は な い Ｔ 細 胞 を 包 含 す る 。 未 刺 激 Ｔ 細 胞 は 循 環 し て お ら ず 、 そ し
て ヒ ト 未 刺 激 Ｔ 細 胞 は CD45RA+で あ る 。 未 刺 激 Ｔ 細 胞 が 抗 原 を 認 識 し 、 限 定 は し な い が 抗
原 量 、 投 与 経 路 及 び 投 与 の タ イ ミ ン グ に 応 じ て 付 加 的 な シ グ ナ ル を 受 け 取 る と 、 こ れ ら は
増 殖 及 び 分 化 し て 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 な ど 、 多 様 な Ｔ 細 胞 の サ ブ セ ッ ト に な る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 記 憶 Ｔ 細 胞 」 は 、 抗 原 へ の 曝 露 後 に 、 機 能 的 に 休 止 期 に な り 、 か つ
、 抗 原 の 非 存 在 下 で も 長 期 間 、 生 存 す る こ と の で き る リ ン パ 球 を 包 含 す る 。 ヒ ト 記 憶 Ｔ 細
胞 は CD45RA－ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 本 発 明 の 分 子 」 （ 例 え ば 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド 分 子 ） は 、 特 定 の 細 胞 種 、 例 え ば  エ
フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 又 は 調 節 性 Ｔ 細 胞 で 優 先 的 に 発 現 す る （ 及 び ／ 又 は 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 及
び Ｔ 調 節 性 細 胞 の 間 の バ ラ ン ス を 調 節 す る 上 で 優 先 的 に 活 性 で あ る ） と よ い 。 こ の よ う な
分 子 は 、 こ の 細 胞 種 の 分 化 に つ な が る プ ロ セ ス で 必 要 で あ っ て も よ く 、 そ し て 、 こ の 細 胞
種 の 分 化 の 前 又 は 初 期 段 階 で 発 現 す る も の で も よ い 。 こ の よ う な 分 子 は 、 細 胞 に よ っ て 分
泌 さ れ て も 、 細 胞 外 （ 細 胞 表 面 上 で 発 現 ） に 分 泌 さ れ て も 、 あ る い は 細 胞 内 で 発 現 し て も
よ く 、 分 化 に つ な が る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 し て い て も よ い 。 本 発 明 の モ ジ ュ レ ー タ 分
子 に は 、 本 発 明 の 分 子 や 、 本 発 明 の 分 子 の 発 現 を を 調 節 す る 分 子 （ 例 え ば 薬 物 ） が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 Ｔ エ フ ェ ク タ （ Teff） 分 子 」 に は 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 中 で 優 先 的 に
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発 現 す る 、 及 び ／ 又 は 、 優 先 的 に 活 性 な 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 Ｔ 調 節 性 （ Treg） 分 子 」 に は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 中 で 優 先 的 に 発 現 す る
、 及 び ／ 又 は 、 優 先 的 な 活 性 な 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 低 分 子 を 検 査 化 合 物 と し て 用 い る こ と が で き る 。 用 語 「 低 分 子 」 は
、 当 業 の 用 語 で あ り 、 約 １ ０ ０ ０ 分 子 量 未 満 、 又 は 、 約 ５ ０ ０ 分 子 量 未 満 、 で あ る 分 子 を
包 含 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 低 分 子 は ペ プ チ ド 結 合 を 排 他 的 に 含 ま な い 。 別 の 実 施 態 様
で は 、 低 分 子 は オ リ ゴ マ で は な い 。 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と の で き る 低 分 子
化 合 物 の 例 に は 、 限 定 は し な い が 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 核 酸 、 糖 、 低 有 機
分 子 （ 例 え ば ポ リ ケ チ ド ）  (Cane et al. 1998. Science 282:63)、 及 び 天 然 生 成 物 抽 出
ラ イ ブ ラ リ 、 が あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 当 該 の 化 合 物 は 、 低 分 子 の 、 有 機 非 ペ プ チ ド 性
化 合 物 で あ る 。 更 な る 実 施 態 様 で は 、 低 分 子 は 生 合 成 に よ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 結 合 （ 例 え ば ホ ス ト ジ エ ス テ ル 結 合 ） 又
は 置 換 結 合 に よ り 互 い に 共 有 結 合 し た ２ つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 ペ プ チ ド 」 は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ り 連 結 し た ア ミ ノ 酸 の 比 較 的 に 短
い 鎖 を 包 含 す る 。 用 語 「 ペ プ チ ド ミ メ テ ッ ク 」 は 、 ペ プ チ ド を 模 倣 又 は 拮 抗 す る こ と の で
き る 非 ペ プ チ ド 性 構 造 要 素 を 含 有 す る 化 合 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 レ ポ ー タ 遺 伝 子 」 は 、 RNA又 は タ ン パ ク 質 で よ い 検 出 可 能 な 遺 伝 子
産 物 を 発 現 す る 遺 伝 子 を 包 含 す る 。 好 適 な レ ポ ー タ 遺 伝 子 は 、 容 易 に 検 出 可 能 な も の で あ
る 。 当 該 の レ ポ ー タ 遺 伝 子 は 、 さ ら に 、 所 望 の 転 写 調 節 配 列 を 含 む 遺 伝 子 と の 融 合 遺 伝 子
や 、 又 は 、 他 の 所 望 の 特 性 を 示 す 遺 伝 子 と の 融 合 遺 伝 子 の 形 の コ ン ス ト ラ ク ト 中 に 含 ま れ
て い て も よ い 。 レ ポ ー タ 遺 伝 子 の 例 に は 、 限 定 は し な い が 、 CAT (chloramphenicol acety
l transferase) (Alton and Vapnek (1979), Nature
282: 864-869) ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 及 び 他 の 酵 素 検 出 系 、 例 え ば ベ ー タ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ
； ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ
(deWet et al. (1987), Mol. Cell. Biol. 7:725-737)； 細 菌 ル シ フ ェ ラ ー ゼ  (Engebrech
t and Silverman (1984), Proc.
Natl. Acad. Sci., USA 1: 4154-4158; Baldwin et al. (1984), Biochemistry
23: 3663-3667)； ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
(Toh et al. (1989) Eur. J. Biochem. 182: 231-238, Hall et al.
(1983) J. Mol. Appl. Gen. 2: 101)、 ヒ ト 胎 盤 分 泌 性 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ  (Cullen 
and Malim (1992) Methods in Enzymol. 216:362-368) 及 び 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質  (米 国 特
許 第 5,491,084号 ；  WO 96/23898)、 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
こ こ で 用 い ら れ る 「 治 療 」 は 、 あ る 疾 患 も し く は 異 常 、 疾 患 も し く は 異 常 の 症 状 、 あ る い
は 、 あ る 疾 患 も し く は 異 常 に 対 す る 素 因 、 を 有 す る 患 者 へ の 、 又 は 、 前 記 患 者 由 来 の 摘 出
組 織 又 は 細 胞 株 へ の 、 前 記 疾 患 も し く は 異 常 、 疾 患 も し く は 異 常 の 少 な く と も １ つ の 症 状
、 を 治 癒 さ せ る 、 治 す 、 軽 減 す る 、 緩 和 す る 、 変 化 さ せ る 、 治 療 す る 、 改 善 さ せ る 、 向 上
さ せ る 又 は 影 響 し た り 、 あ る い は エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 の 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 に 対 す る バ ラ
ン ス を 調 節 す る こ と を 目 的 と し た 、 治 療 薬 の 適 用 又 は 投 与 で あ る と 、 定 義 し て お く 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
Ｉ Ｉ ． 　 調 節 性 作 用 薬
        Ａ ． 　 刺 激 剤
　 　 本 発 明 の 調 節 法 で は 、  細 胞 内 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 の 発 現 及 び ／ 又 は
活 性 、 及 び ／ 又 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 、 前 記
細 胞 を 刺 激 剤 に 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 刺 激 す る 。 こ の よ う な 刺 激 剤 の 例 に は 、 細 胞 内 の
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プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 増 加 さ せ る た め に 前 記 細 胞
に 導 入 さ れ る 活 性 タ ン パ ク 質 及 び 核 酸 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 好 適 な 刺 激 剤 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の タ ン パ ク 質 産 物 を コ ー ド す る
核 酸 分 子 で あ り 、 こ の 場 合 、 前 記 核 酸 分 子 を 、 細 胞 内 に 、 こ の 細 胞 内 で の プ ロ テ イ ン キ ナ
ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 の 活 性 化 タ ン パ ク 質 の 発 現 に 適 し た 形 で 導 入 す る 。 細 胞 内 で あ る タ ン パ
ク 質 を 発 現 さ せ る た め に は 、 典 型 的 に は 、 経 路 成 分 の 一 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分
子 を ま ず 組 換 え 発 現 ベ ク タ 内 に 、 こ こ で 解 説 さ れ た も の な ど 、 標 準 的 な 分 子 学 技 術 を 用 い
て 導 入 す る 。 あ る 経 路 成 分 の 一 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） を 用 い 、 経 路 成 分 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い た プ ラ イ マ を 用 い た
増 幅 な ど に よ り 、 得 る こ と が で き る 。 あ る 経 路 成 分 の 一 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分
子 を 単 離 又 は 増 幅 後 に 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 発 現 ベ ク タ 内 に 導 入 し 、 標 的 細 胞 に 、 こ こ で 解
説 し た 通 り の 標 準 的 な 方 法 に よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 生 物 活 性 を 保 持 し た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 こ こ で 解 説 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
バ リ ア ン ト も 、 本 発 明 の 包 含 す る と こ ろ で あ る 。 例 え ば 、 開 示 さ れ た 核 酸 分 子 と 高 ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 。 こ こ で 用 い る 用 語 「 高 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と は 、 互 い に 実 質 的 な 相 同 性 （ 例 え ば 典 型 的 に は 70
%を 越 え る ） を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 互 い に 安 定 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま ま で あ る よ
う な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 の 条 件 を 記 述 す る も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 高 ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 好 適 な 非 限 定 的 例 は 、 約 ４ ５ ℃ の 温 度 の ６ × 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） を 含 有 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 で 数 時 間 乃 至 一 晩 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た 後 、 約 ５ ０ 乃 至 ６ ５ ℃ の 温 度 の ０ ． ２ × SSC、 0.1% SDSを 含 有
す る 洗 浄 緩 衝 液 中 で １ 回 以 上 、 洗 浄 す る 、 と い う も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る 際 の 使 用 に 適 し た ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を
含 め 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 （ 即 ち 、 対 生 物 活 性
断 片 ） を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 又 は そ の 対 生 物 活 性 断 片 を 、
細 胞 又 は 組 織 源 か ら 、 適 し た 精 製 ス キ ー ム に よ り 、 標 準 的 な タ ン パ ク 質 精 製 技 術 を 用 い て
得 る こ と が で き る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 経 路 成 分 イ ム ノ ゲ ン 又 は 対 生 物 活 性 断 片 を 組 換 え
Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 、 作 製 す る 。 組 換 え 発 現 の 代 わ り に 、 経 路 成 分 又 は 対 生 物 活 性 断 片 を 、
標 準 的 な ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 用 い て 化 学 合 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 対 生 物 活 性 断 片 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 、
「 単 離 さ れ て い る 」 か 、 又 は 「 精 製 さ れ て い る 」 と よ い 。 用 語 「 単 離 さ れ た 」 及 び 「 精 製
さ れ た 」 は こ こ で は 交 換 可 能 に 用 い ら れ て い る 。 「 単 離 さ れ た 」 又 は 「 精 製 さ れ た 」 と は
、 当 該 の ポ リ ペ プ チ ド 、 対 生 物 活 性 断 片 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 元 の
細 胞 又 は 組 織 由 来 の 細 胞 物 質 又 は 他 の 混 入 タ ン パ ク 質 を 実 質 的 に 含 ま な い か 、 消 化 混 合 物
中 の 不 要 な 断 片 な ど の 他 の タ ン パ ク 質 断 片 を 実 質 的 に 含 ま な い か 、 あ る い は 、 化 学 合 成 さ
れ た 場 合 に は 、 化 学 的 前 駆 体 又 は 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。 言 語
「 細 胞 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 」 は 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 そ れ が 単 離 さ れ た 又 は 組 換 え
に よ り 作 製 さ れ た 元 の 細 胞 の 他 の 成 分 か ら 分 離 さ れ て い る よ う な 製 剤 を 包 含 す る 。 あ る 実
施 態 様 で は 、 言 語 「 細 胞 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 」 は 、 （ 乾 燥 重 量 で ） 約 ３ ０ ％ 未 満 の 混
入 タ ン パ ク 質 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ ％ 未 満 の 混 入 タ ン パ ク 質 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 約
１ ０ ％ 未 満 の 混 入 タ ン パ ク 質 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 約 １ ０ ％ 未 満 の 混 入 タ ン パ ク 質 、 そ
し て 最 も 好 ま し く は 約 ５ ％ 未 満 の 混 入 タ ン パ ク 質 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 製 剤 を 包 含 す る
。 ポ リ ペ プ チ ド を 組 換 え に よ り 作 製 し た 場 合 、 そ れ が 培 養 基 を 実 質 的 に 含 ま な い こ と も 好
ま し く 、 即 ち 培 養 基 が ポ リ ペ プ チ ド 製 剤 の 体 積 の 約 ２ ０ ％ 未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 １ ０ ％
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未 満 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 ５ ％ 未 満 を 占 め る と よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド を 化 学 的 も し く は
酵 素 処 理 な ど に よ り 、 単 離 さ れ た も し く は 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 か ら 作 製 す る 場 合 は 、 当
該 製 材 は 、 好 ま し く は 、 酵 素 反 応 成 分 又 は 化 学 反 応 成 分 を 実 質 的 に 含 ま ず 、 ま た 、 不 要 な
断 片 を 含 ま な い と よ く 、 即 ち 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 製 剤 の （ 乾 燥 重 量 で ） 少 な く と も ７
５ ％ を 占 め 、 好 ま し く は 製 剤 の 少 な く と も ８ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ８ ５ ％ 、 そ
し て さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ９ ％ 、 又 は そ れ 以 上 を 占 め る と
よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 言 語 「 化 学 的 前 駆 体 又 は 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 」 は 、 当 該 の ポ リ ペ プ チ ド が
、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 に 関 与 し た 化 学 的 前 駆 体 又 は 他 の 化 学 物 質 か ら 分 離 さ れ て い る
よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 製 剤 を 包 含 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 言 語 「 化 学 的 前 駆 体 又 は 他 の
化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 」 は 、 （ 乾 燥 重 量 で ） 約 ３ ０ ％ 未 満 の 化 学 的 前 駆 体 又 は 試 薬
、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ ％ 未 満 の 化 学 的 前 駆 体 又 は 試 薬 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 約 １ ０ ％
未 満 の 化 学 的 前 駆 体 又 は 試 薬 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 ５ ％ 未 満 の 化 学 的 前 駆 体 又 は 試 薬
を 有 す る 製 剤 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の ポ リ ペ プ チ ド の 対 生 物 活 性 断 片 は 、 完 全 長 タ ン
パ ク 質 よ り は 少 な い ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る と 共 に 、 完 全 長 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ つ の 生
物 学 的 活 性 を 示 す よ う な 、 あ る 経 路 成 分 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 と 充 分 同 一 な 、 又
は 、 由 来 と す る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 典 型 的 に は 、 生 物 学 的 活
性 部 分 は 、 完 全 長 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ つ の 活 性 を 持 つ ド メ イ ン 又 は モ チ ー フ を 含 む
。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 部 分 は 、 例 え ば 10、 20、 30、 40、 50、 100、 150、
200、 250、 300、 350、 400、 450、 500、 550、 600、 650、 700、 750、 800、 850、 900、 950、
1000又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 長 で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て よ い 。 さ ら に 、 当 該 タ ン パ ク
質 の 他 の 領 域 が 欠 失 し て い る よ う な 他 の 生 物 学 的 活 性 部 分 も 組 換 え 技 術 に よ り 作 製 で き 、
本 来 の タ ン パ ク 質 の 機 能 的 活 性 の う ち の １ つ 以 上 に つ い て 、 評 価 す る こ と が で き る 。 変 異
体 を 検 定 試 薬 と し て 用 い る こ と も で き 、
例 え ば 、 生 物 学 的 特 性 を 減 少 さ せ た 、 高 め た 又 は 変 化 さ せ た 変 異 体 を 、 こ こ で 解 説 さ れ た
活 性 検 定 の う ち の １ つ で 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 生 物 活 性 を 保 持 し た 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の バ リ
ア ン ト も 、 本 発 明 の 包 含 す る と こ ろ で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な バ リ ア ン ト ・
ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 約 80%、 85%、 90%、 95%、 98% の 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 二 つ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 又 は ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 ） 間 の パ ー セ ン ト 同 一
性 を 決 定 す る に は 、 こ れ ら 配 列 を 最 適 な 比 較 が で き る よ う に ア ラ イ メ ン ト す る （ 例 え ば 、
最 適 に ア ラ イ メ ン ト す る に は 、 第 一 及 び 第 二 の ア ミ ノ 酸 に ギ ャ ッ プ を 導 入 す る こ と が で き
る ） 。 次 に 、 相 当 す る ア ミ ノ 酸 位 置 又 は ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に あ る ア ミ ノ 酸 残 基 又 は ヌ ク レ
オ チ ド を 比 較 す る 。 第 一 の 配 列 中 の あ る 位 置 に 、 第 二 の 配 列 中 の 相 当 す る 位 置 に あ る の と
同 じ 残 基 が 来 て い れ ば 、 こ れ ら 分 子 は そ の 位 置 に お い て 同 一 で あ る 。 二 つ の 配 列 間 の パ ー
セ ン ト 同 一 性 は 、 導 入 し た ギ ャ ッ プ の 数 、 及 び ／ 又 は 、 導 入 し た ギ ャ ッ プ の 長 さ を 、 選 択
的 に ペ ナ ル テ ィ ー と し て 得 点 に 科 し た と き の 、 こ れ ら 配 列 に 共 通 の 同 一 位 置 の 数 の 関 数 で
あ る （ 即 ち 、 ％ 相 同 性 ＝ 同 一 位 置 の 数 ／ 位 置 の 総 数 × 100） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 二 つ の 配 列 間 の 配 列 の 比 較 及 び パ ー セ ン ト 同 一 性 の 決 定 は 、 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い
て 行 う こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 該 ア ラ イ メ ン ト は 、 充 分 な 同 一 性 を 有 す る よ う
な い ア ラ イ メ ン ト さ れ た あ る 特 定 の 部 分 に わ た っ て は 行 わ れ る が 、 同 一 性 の 程 度 の 低 い 部
分 に わ た っ て は 行 わ れ な い （ 即 ち 局 部 的 ア ラ イ メ ン ト ） 。 配 列 の 比 較 の た め に 用 い ら れ る
局 部 的 ア ラ イ メ ン ト ・ ア ル ゴ リ ズ ム の 好 適 な 非 限 定 的 例 は 、 カ ー リ ン 及 び ア ル チ ュ ル  (19
93) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-77の 通 り に 改 良 し た カ ー リ ン 及 び ア ル チ ュ ル  
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(1990) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87:2264-68の ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 こ の よ う な ア ル チ ュ ル の ア ル ゴ リ ズ
ム を 、 Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10 の BLASTプ ロ グ ラ ム (ヴ ァ ー
ジ ョ ン 2.0) に 導 入 す る 。 あ る 経 路 成 分 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 又 は そ の 一 部 分 を ク エ リ ー
と し て 用 い て 、 ス コ ア ＝ ５ ０ 、 ワ ー ド 長 ＝ ３ と し て 、 BLASTア ラ イ メ ン ト を 作 製 し 、 パ ー
セ ン ト 同 一 性 を 、 BLASTタ ン パ ク 質 検 索 （ 例 え ば XBLASTプ ロ グ ラ ム ） を 用 い て 計 算 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 適 し た ギ ャ ッ プ を 導 入 す る こ と に よ り ア ラ イ メ ン ト を 最 適 化 し 、 パ
ー セ ン ト 同 一 性 を 、 こ の ア ラ イ メ ン ト 後 の 配 列 の 長 さ に わ た っ て 決 定 す る （ 即 ち ギ ャ ッ プ
の あ る ア ラ イ メ ン ト ） 。 比 較 を 目 的 と し て ギ ャ ッ プ の あ る ア ラ イ メ ン ト を 行 う に は 、 Gapp
ed BLAST を Altschul et
al., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402が 解 説 す る と お り に 利 用 で き る 。 別
の 実 施 態 様 で は 、 適 し た ギ ャ ッ プ を 導 入 す る こ と に よ り ア ラ イ メ ン ト を 最 適 化 し 、 パ ー セ
ン ト 同 一 性 を 、 こ の ア ラ イ メ ン ト 後 の 配 列 の 全 長 に わ た っ て 決 定 す る
（ 即 ち 包 括 的 ア ラ イ メ ン ト ） 。 配 列 の 包 括 的 な 比 較 の た め に 用 い ら れ る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ
ム の 好 適 な 非 限 定 的 例 は 、 Myers and Miller, CABIOS (1989)の ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 こ
の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム を 、 GCG配 列 ア ラ イ メ ン ト ・ ソ フ ト ウ ェ ア ・ パ ッ ケ ー ジ の 一 部 で あ
る ALIGN プ ロ グ ラ ム （ ヴ ァ ー ジ ョ ン 2.0） に 導 入 す る 。 ALIGNプ ロ グ ラ ム を ア ミ ノ 酸 配 列 の
比 較 の た め に 用 い る 場 合 、 PAM120ウ ェ イ ト 残 基 表 、 １ ２ の ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ ル テ ィ 、 及 び ４
の ギ ャ ッ プ ・ ペ ナ ル テ ィ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の キ メ ラ 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 を
提 供 す る も の で あ る 。 こ こ で 用 い ら れ る 「 キ メ ラ タ ン パ ク 質 」 又 は 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 は
、 あ る 経 路 成 分 の あ る ポ リ ペ プ チ ド
を 、 異 な る ポ リ ペ プ チ ド に 作 動 的 に 連 結 さ せ て 含 む 。 あ る 融 合 タ ン パ ク 質 内 に 、 あ る 経 路
成 分 の ポ リ ペ プ チ ド 全 体 が 存 在 し て い て も 、 あ る い は 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 対 生 物 活 性 部
分 が 存 在 し て い て も よ い 。 こ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経
路 成 分 の 活 性 を 変 調 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の キ メ ラ 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 標 準 的 な 組 換 え DNA技 術 に よ り 作
製 す る と よ い 。 例 え ば 、 異 な る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る DNA断 片 を 、 平 滑 末 端 又 は
付 着 末 端 を 連 結 に 用 い た り 、 適 し た 末 端 に す る 制 限 酵 素 消 化 、 適 当 な 場 合 の 付 着 末 端 の 充
填 、 望 ま し く な い 接 合 を 避 け る た め に ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 、 及 び 酵 素 連 結 な ど の
従 来 技 術 に 従 っ て 、 相 互 に イ ン -フ レ ー ム で 連 結 す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合
成 装 置 を 含 む 従 来 技 術 に よ り 、 融 合 遺 伝 子 を 合 成 す る こ と が で き る 。 代 替 的 に は 、 遺 伝 子
断 片 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 、 ２ つ の 連 続 し た 遺 伝 子 断 片 の 間 に 相 補 な 張 り 出 し 部 分 を 生 じ さ せ る
ア ン カ ー ・ プ ラ イ マ を 用 い て 行 っ た 後 、 こ れ ら の 張 り 出 し 部 分 を ア ニ ー ル し 、 再 増 幅 す る
こ と で 、 キ メ ラ 遺 伝 子 配 列 を 作 製 す る こ と も で き る （ 例 え ば Current Protocols in Molec
ular Biology,
eds. Ausubel et al. John Wiley & Sons: 1992を 参 照 さ れ た い ） 。 さ ら に 、 融 合 部 分 を
既 に コ ー ド し て い る 数 多 く の 発 現 ベ ク タ が 市 販 さ れ て い る 。 あ る 経 路 成 分 の ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 、 こ の よ う な 発 現 ベ ク タ 内 に 、 こ の よ う な 融 合 部 分 が あ る 経 路 成
分 の ポ リ ペ プ チ ド に イ ン -フ レ ー ム で 連 結 し て い る よ う に 、 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 刺 激 す る た め に 用 い る こ と の
で き る 他 の 刺 激 剤 は 、 細 胞 内 の あ る 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活 性 を 刺 激 す る 化 合 物 で あ り 、 例
え ば 、 あ る 経 路 成 分 の タ ン パ ク 質 産 物 を 直 接 、 刺 激 す る 化 合 物 や 、 あ る 経 路 成 分 の タ ン パ
ク 質 産 物 と 、 基 質 又 は 標 的 DNA結 合 部 位 と の 間 の 相 互 作 用 を 促 進 す る 化 合 物 で あ る 。 こ の
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よ う な 化 合 物 は 、 以 下 に 詳 述 す る よ う に 、 こ の よ う な 化 合 物 を 選 抜 す る ス ク リ ー ニ ン グ 検
定 を 用 い て 、 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
        Ｂ ． 　 阻 害 剤
　 本 発 明 の 阻 害 剤 に は 、 例 え ば 、 あ る PKCθ 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活 性 を 阻 害 す る よ う 作 用
す る 細 胞 内 結 合 分 子 で あ っ て よ い 。 細 胞 内 で 発 現 す る 分 子 に つ い て は 、 細 胞 内 結 合 分 子 は
、 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 調 節 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ こ で 用 い る 用 語 「 細 胞 内
結 合 分 子 」 に は 、 当 該 タ ン パ ク 質 自 体 に 結 合 し た り 、 当 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 （
例 え ば mRNA分 子 ） に 結 合 し た り 、 あ る い は 、 当 該 タ ン パ ク 質 が 通 常 相 互 作 用 す る 相 手 で あ
る 標 的 に （ 例 え ば 、 マ ー カ が 結 合 す る 先 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 配 列 に ） 結 合 す る こ と で 、 こ の タ ン
パ ク 質 の 発 現 又 は 活 性 を 阻 害 す る よ う 細 胞 内 で 作 用 す る 分 子 を 包 含 す る も の と 、 意 図 さ れ
て い る 。 以 下 に さ ら に 詳 述 さ れ る 、 細 胞 内 結 合 分 子 の 例 に は 、 ア ン チ セ ン ス ・ マ ー カ 核 酸
分 子 （ 例 え ば mRNAの 翻 訳 を 阻 害 す る た め ） 、 細 胞 内 抗 体 （ 例 え ば タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害
す る た め ） 、 及 び 、 当 該 の 経 路 成 分 タ ン パ ク 質 の ド ミ ナ ン ト ・ ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 、 が あ る
。 細 胞 表 面 上 に 分 泌 又 は 発 現 す る 分 子 の 場 合 、 細 胞 内 結 合 分 子 （ 例 え ば ア ン チ セ ン ス 核 酸
分 子 、 又 は 、 RNAiを 媒 介 す る 分 子 ） に よ る 阻 害 に 加 え て 、 こ の よ う な 分 子 の 活 性 を 、 例 え
ば リ ガ ン ド と 、 抗 体 な ど の そ の 受 容 体 と の 間 の 結 合 を 破 壊 す る な ど 、 細 胞 外 で 作 用 す る 作
用 薬 を 用 い て 阻 害 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 阻 害 剤 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 を コ ー ド
す る 遺 伝 子 も し く は 前 記 遺 伝 子 の 一 部 分 に 対 し て 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、 あ る い
は 、 前 記 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ 、 で あ る 。
細 胞 内 で あ る 特 定 の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 下 方 調 節 す る た め の ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 使 用 は 当
業 で 公 知 で あ る （ 例 え ば  Weintraub, H. et al., Antisense RNA as a molecular tool f
or
genetic analysis, Reviews - Trends in Genetics, Vol. 1(1) 1986; Askari,
F.K. and McDonnell, W.M. (1996) N. Eng. J. Med. 334:316-318; Bennett,
M.R. and Schwartz, S.M. (1995) Circulation 92:1981-1993; Mercola, D. and
Cohen, J.S. (1995) Cancer Gene Ther. 2:47-59; Rossi, J.J. (1995) Br.
Med. Bull. 51:217-225; Wagner, R.W. (1994) Nature 372:333-335を 参 照 さ れ た い ） 。
ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 別 の 核 酸 分 子 の コ ー デ ィ ン グ 鎖 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド
配 列 （ 例 え ば mRNA配 列 ） を 含 み 、 従 っ て 、 他 方 の 核 酸 分 子 の コ ー デ ィ ン グ 鎖 に 水 素 結 合 す
る こ と が で き る 。 あ る mRNAの 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 配 列 は 、 当 該 mRNAの コ ー
デ ィ ン グ 領 域 中 、 当 該 mRNAの 5'側 も し く は 3'側 非 翻 訳 領 域 中 、 又 は 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 と
非 翻 訳 領 域 と の 間 の 橋 渡 し を し て い る 領 域 中 （ 例 え ば 、 5'側 非 翻 訳 領 域 と コ ー デ ィ ン グ 領
域 と の 間 の 接 合 部 ） 、 に 見 ら れ る 一 配 列 に 相 補 的 で あ っ て よ い 。 さ ら に 、 ア ン チ セ ン ス 核
酸 は 、 例 え ば 転 写 開 始 配 列 又 は 調 節 因 子 な ど 、 当 該 mRNAを コ ー ド す る 遺 伝 子 の う ち の 一 調
節 領 域 に 対 し て 配 列 上 、 相 補 的 で あ っ て よ い 。 好 ま し く は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 コ ー デ
ィ ン グ 鎖 上 の 開 始 コ ド ン 、 又 は 、 mRNAの 3'側 非 翻 訳 領 域 、 の 前 、 又 は こ れ に 延 び る 領 域 に
対 し て 相 補 的 で あ る よ う に デ ザ イ ン さ れ て い る と よ い 。 細 胞 内 で タ ン パ ク 質 発 現 を 阻 害 す
る た め の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 ワ ト ソ ン 及 び ク リ ッ ク の 塩 基 対 の 規 則 に 従 っ て 構 築 さ
れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い て 、 デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 様 々 な 形 で 存 在 し 得 る 。 例 え ば 、 当 該 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は
、 あ る 遺 伝 子 の 一 部 分 に 対 し て の み 、 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て よ い 。 ア ン チ
セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 業 で 公 知 の 化 学 合 成 法 を 用 い て 構 築 す る こ と が で き る
。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 天 然 型 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て も 、 あ る い は 、 当
該 分 子 の 生 物 学 的 安 定 性 を 高 め る よ う に 、 又 は 、 ア ン チ セ ン ス 及 び セ ン ス 核 酸 の 間 で 形 成
さ れ る 二 重 鎖 の 物 理 的 安 定 性 を 高 め る よ う に 、 デ ザ イ ン さ れ た 様 々 に 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ
チ ド を 用 い て も 、 化 学 合 成 す る こ と が で き 、 例 え ば ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 誘 導 体 及 び ア ク リ
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ジ ン 置 換 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と が で き る 。 培 養 細 胞 で の 発 現 を 阻 害 す る た め に は 、 １
つ 以 上 の ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 典 型 的 に は 約 200μ gの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド ／ mlな ど で 、 培 養 基 中 の 細 胞 に 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 代 替 的 に は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 、 核 酸 が ア ン チ セ ン ス 方 向 で 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ し て あ る 発 現 ベ ク タ を 用 い て 生 物 学 的 に 作 製 す る こ と が で き る （ 即 ち 、 挿 入 さ れ た 核 酸
か ら 転 写 さ れ る 核 酸 は 、 目 的 の 標 的 核 酸 に 対 し て ア ン チ セ ン ス 方 向 に な る ） 。 ア ン チ セ ン
ス 方 向 で ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 核 酸 に 作 動 的 に 連 結 し た 調 節 配 列 と し て は 、 目 的 細 胞 内 で 当
該 ア ン チ セ ン ス RNA分 子 の 発 現 を 命 令 す る も の を 選 ぶ こ と が で き 、 ア ン チ セ ン ス RNAの 構 成
的 、 組 織 特 異 的 又 は 誘 導 性 発 現 を 命 令 す る よ う な プ ロ モ ー タ 及 び ／ 又 は エ ン ハ ン サ 又 は 他
の 調 節 配 列 を 選 ぶ こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス RNAの 誘 導 性 発 現 に は 、 Tet 系 （
例 え ば Gossen, M. and Bujard, H. (1992) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89:5547-5551; Gossen, M. et al. (1995) Science
268:1766-1769; PCT 公 報 No. WO
94/29442; 及 び PCT公 報  No. WO 96/01313に 解 説 さ れ て い る よ う に ） な ど の 誘 導 性 真 核 性
調 節 系 を 用 い る こ と が で き る 。 当 該 の ア ン チ セ ン ス 発 現 ベ ク タ は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ に 関
し て 以 下 に 解 説 さ れ て い よ う に 調 製 さ れ る が 、 例 外 と し て cDNA（ 又 は そ の 部 分 ） は 、 ア ン
チ セ ン ス 方 向 で ベ ク タ 内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 当 該 の ア ン チ セ ン ス 発 現 ベ ク タ は 、 例 え
ば 組 換 え プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド 又 は 弱 毒 化 ウ ィ ル ス な ど の 形 で あ っ て よ い 。 当 該 の ア
ン チ セ ン ス 発 現 ベ ク タ は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ に 関 し て こ こ で 解 説 す る よ う に 、 標 準 的 な ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 を 用 い て 細 胞 内 に 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 RNAiを 媒 介 す る 化 合 物 を 用 い て プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成
分 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 RNA干 渉 は 、 二 本 鎖 RNA（ dsRNA） を 用 い て 、 こ の dsRNAと 同 じ
配 列 を 含 有 す る メ ッ セ ン ジ ャ RNA（ mRNA） を 破 壊 す る 、 転 写 後 の 標 的 決 定 さ れ た 遺 伝 子 サ
イ レ ン シ ン グ 技 術 で あ る  (Sharp, P.A. and Zamore, P.D. 287, 2431-2432 (2000); Zamo
re, P.D., et
al. Cell 101, 25-33 (2000). 
Tuschl, T. et al. Genes Dev. 13, 3191-3197 (1999))。 こ の プ ロ セ ス は 、 内 因 性 の リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 長 い dsRNA配 列 を 、 小 型 干 渉 RNA又 は siRNAと 呼 ば れ る 、 よ り 短 い ２ １ 乃
至 ２ ２ ヌ ク レ オ チ ド 長 の RNAに 切 断 す る と き に 起 き る 。 そ の 後 、 こ の 小 型 の RNAセ グ メ ン ト
は 、 標 的 mRNAの 分 解 を 媒 介 す る 。 RNAiの 合 成 の た め の キ ッ ト が 、 例 え ば ニ ュ ー イ ン グ ラ ン
ド ・ バ イ オ ラ ブ ズ 社 及 び ア ン ビ オ ン 社 か ら 市 販 さ れ て い る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 ア ン チ セ
ン ス RNAに 関 し て 上 述 し た 化 学 法 の １ つ 以 上 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 阻 害 剤 と し て 用 い ら れ る ア ン チ セ ン ス 核 酸 は リ ボ 酵 素 で あ る 。 リ ボ
酵 素 は 、 そ れ ら が 相 補 的 な 領 域 を 有 す る 相 手 の mRNAな ど の 一 本 鎖 核 酸 を 切 断 す る こ と の で
き る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 持 つ 触 媒 性 RNA分 子 で あ る 。 （ リ ボ 酵 素 の レ ビ ュ ー に つ い て
は 、 例 え ば Ohkawa, J. et al. (1995) J. Biochem. 118:251-258;
Sigurdsson, S.T. and Eckstein, F. (1995) Trends Biotechnol. 13:286-289;
Rossi, J.J. (1995) Trends Biotechnol. 13:301-306; Kiehntopf, M. et
al. (1995) J. Mol. Med. 73:65-71を 参 照 さ れ た い ） 。 あ る 経 路 成 分 の mRNAに 対 し て 特 異
性 を 有 す る リ ボ 酵 素 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分  cDNA配 列 の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に 基 づ い て デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 活 性 部 位 の 塩 基 配 列 が 、 あ る 経 路 成
分 の mRNA中 で 切 断 し よ う と す る 塩 基 配 列 に 対 し て 相 補 的 に な っ て い る よ う な テ ト ラ ヒ メ ナ
L-19 IVS RNA の 誘 導 体 を 構 築 す る こ と が で き る 。 例 え ば 両 者 と も Cechら の 米 国 特 許 第 4,9
87,071号 及 び 第 5,116,742号 を 参 照 さ れ た い 。 代 替 的 に は 、 経 路 成 分  mRNAを 用 い て 、 特 異
的 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 触 媒 性 RNAを 、 RNA分 子 の プ ー ル か ら 選 抜 す る こ と が で き
る 。 例 え ば Bartel, D. and Szostak,
J.W. (1993) Science 261: 1411-1418を 参 照 さ れ た い 。
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【 ０ ０ ６ ４ 】
　 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 、 又 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の
一 部 分 又 は 断 片 、 の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 を イ ム ノ ゲ ン と し て 用 い る こ と で 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル
及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 の た め の 標 準 的 技 術 を 用 い て 、 経 路 成 分 に 結 合 し た り 、 又 は
、 経 路 成 分 結 合 を 遮 断 す る 抗 体 を 作 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 抗 体 を 作 製 す る た め に は 、 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る こ と も で き る が 、 あ る い は 代 替
的 に 本 発 明 は 、 イ ム ノ ゲ ン と し て 用 い る た め の 抗 原 性 ペ プ チ ド 断 片 を 提 供 す る も の で あ る
。 好 ま し く は 、 当 該 ペ プ チ ド に 対 し て 生 じ た 抗 体 が 、 あ る 経 路 成 分 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異
的 に 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 抗 原 性 断 片 は 、 あ る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路
成 分 の あ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち で 少 な く と も ８ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、
そ し て 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 包 含 す る と よ い 。 好 ま し く は 、 該 抗 原 性 ペ プ チ ド
が 、 少 な く と も １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も １ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基
、 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も ２ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 少 な
く と も ３ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む と よ い 。 該 抗 原 性 ペ プ チ ド に 包 含 さ れ る 好 適 な エ ピ ト
ー プ は 、 親 水 性 領 域 な ど 、 当 該 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 に 位 置 す る ポ リ ペ プ チ ド 領 域 で あ る 。
こ の よ う な 領 域 は 、 当 業 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 容 易 に 特 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 イ ム ノ ゲ ン は 、 典 型 的 に は 、 適 し た 対 象 （ 例 え ば ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス 又 は 他 の 哺 乳 動
物 ） を イ ム ノ ゲ ン で 免 疫 す る こ と に よ り 、 抗 体 を 調 製 す る た め に 用 い ら れ る 。 適 し た 免 疫
原 性 製 剤 に は 、 例 え ば 、 組 換 え 発 現 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド 又 は 化 学 合 成 し た ポ リ ペ プ チ ド な
ど を 含 め る こ と が で き る 。 当 該 の 製 剤 に は 、 さ ら に 、 フ ロ イ ン ト 完 全 も し く は 不 完 全 ア ジ
ュ バ ン ト な ど の ア ジ ュ バ ン ト 、 又 は 、 同 様 の 免 疫 刺 激 剤 を 含 め る こ と も で き る 。 免 疫 原 性
製 剤 で 適 し た 対 象 を 免 疫 す る と 、 そ れ ぞ れ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 応 答 が 誘 導 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 阻 害 化 合 物 は 抗 体 又 は 修 飾 さ れ た 抗 体 分 子 で あ る 。 用 語 「
抗 体 」 は こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 及 び 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫
学 的 に 活 性 な 部 分 、 即 ち 、 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 （ 免 疫 反 応 ） す る 抗 原 結 合 部 位 を 含 有 す る
分 子 、 を 言 う 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 の 例 に は 、
ペ プ シ ン な ど の 酵 素 で 抗 体 を 処 理 す る と 作 製 す る こ と の で き る F（ ab）  及 び F（ ab’ ） 2 断
片 や 、 抗 体 分 子 か ら ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る と 共 に 、 ミ ニ ボ デ ィ 又 は ジ ア ボ デ ィ な
ど の 修 飾 さ れ た 抗 原 結 合 分 子 を 作 製 す る た め に 用 い る こ と も で き る VH及 び VLド メ イ ン が あ
る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る も の で あ る 。 用 語 「 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 」 又 は 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 」 は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 あ る 抗 原
の 特 定 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 反 応 す る こ と が で き る 抗 原 結 合 部 位 を 一 種 の み 、 含 有 す る 抗 体
分 子 の 集 団 を 言 う 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 は 、 こ の よ う に 、 典 型 的 に は 、 そ れ が 免 疫
反 応 す る 相 手 で あ る 特 定 の 抗 原 又 は ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 単 一 の 結 合 親 和 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 適 し た 対 象 を イ ム ノ ゲ ン で 免 疫 す る こ と に よ り 、 上 述 し た よ う
に 調 製 す る こ と が で き る 。 免 疫 後 の 対 象 の 抗 体 価 は 、 固 定 し た 抗 原 を 用 い た 酵 素 結 合 免 疫
吸 着 検 定 法 （ ELISA） な ど 、 標 準 的 な 技 術 に よ り 、 経 時 的 に 観 察 す る こ と が で き る 。 必 要
に 応 じ 、 抗 体 分 子 を 哺 乳 動 物 か ら （ 例 え ば 血 液 か ら ） 単 離 し 、 IgG画 分 を 得 る た め の プ ロ
テ イ ン Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ な ど 、 公 知 の 技 術 に よ り 更 に 精 製 す る こ と が で き る 。 免 疫 か ら
適 当 な 時 間 後 、 例 え ば 抗 体 価 が 最 高 に な っ た と き 、 に 、 抗 体 産 生 細 胞 を 対 象 か ら 得 、 例 え
ば ケ ー ラ ー 及 び ミ ル ス タ イ ン が 最 初 に 解 説 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術  (1975) Nature 256:4
95-497) (Brown et al. (1981) J.
Immunol. 127:539-46; Brown et al.  (1980) J. Biol. Chem .255:4980-83; Yeh et al.
(1976) PNAS 76:2927-31; and Yeh et al. (1982) Int. J. Cancer
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29:269-75も 参 照 さ れ た い )、 よ り 最 近 の ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術  (Kozbor et al. 
(1983)
Immunol Today 4:72)、 EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術  (Cole et al. (1985), Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96) 又 は ト リ オ ー マ 技 術
な ど 、 標 準 的 な 技 術 に よ り モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 技 術 は 公 知 で あ る （ 概 略 的 に は R. H. Kennet
h, in Monoclonal Antibodies: A New Dimension In
Biological Analyses, Plenum Publishing Corp., New York, New York (1980); E.
A. Lerner (1981) Yale J. Biol. Med., 54:387-402; M. L. Gefter et al.
(1977) Somatic Cell Genet. 3:231-36を 参 照 さ れ た い ） 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 不 死 細 胞
株 （ 典 型 的 に は 骨 髄 腫 ） を 、 上 述 し た よ う に イ ム ノ ゲ ン で 免 疫 し た 動 物 由 来 の リ ン パ 球 （
典 型 的 は 脾 細 胞 ） に 融 合 さ せ 、 そ の 結 果 で き た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養 上 清 を ス ク リ ー
ニ ン グ し て 、 当 該 抗 原 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 特 定 す
る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 リ ン パ 球 及 び 不 死 化 細 胞 株 を 融 合 さ せ る た め に 用 い ら れ る 数 多 く あ る 公 知 の プ ロ ト コ ル
の い ず れ も 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 目 的 で 応 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば G. Gal
fre et al. (1977) Nature 266:55052; 上 に 引 用 し た Gefter et al. Somatic Cell
Genet.； 上 に 引 用 し た  Lerner, Yale
J. Biol. Med.; 上 に 引 用 し た Kenneth, Monoclonal
Antibodiesを 参 照 さ れ た い ） 。 さ ら に 、 当 業 者 で あ れ ば 、 有 用 で あ る こ の よ う な 方 法 の 数
多 く の 変 更 例 が あ る こ と を 認 識 さ れ よ う 。 典 型 手 に は 、 不 死 細 胞 株 （ 例 え ば 骨 髄 腫 細 胞 株
） は 、 リ ン パ 球 と 同 じ 哺 乳 動 物 種 を 由 来 と す る 。 例 え ば 、 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 本 発
明 の 免 疫 原 性 製 剤 で 免 疫 し た マ ウ ス 由 来 の リ ン パ 球 を 、 不 死 化 さ せ た マ ウ ス 細 胞 株 と 融 合
さ せ る こ と に よ り 、 作 製 す る こ と が で き る 。
好 適 な 不 死 細 胞 株 は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 有 す る 培 養 基 （
「 培 養 媒 質 」 ） に 対 し て 感 受 性 あ る マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 で あ る 。 P3-NS1/1-Ag4-1、 P3-x63
-Ag8.653 又 は  Sp2/O-Ag14 骨 髄 腫 株 な ど 、 数 多 く の 骨 髄 腫 細 胞 株 の い ず れ も 、 標 準 的 な
技 術 に 従 っ て 融 合 相 手 と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 骨 髄 腫 株 は ATCCか ら 入 手 可 能
で あ る 。 典 型 的 に は 、 HAT感 受 性 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 を マ ウ ス 脾 細 胞 に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル （ 「 PEG」 ） を 用 い て 融 合 さ せ る 。 次 に こ の 融 合 で 出 来 た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 未
融 合 の 骨 髄 腫 細 胞 及 び 非 生 産 的 に 融 合 し た 骨 髄 腫 細 胞 （ 未 融 合 の 脾 細 胞 は 形 質 転 換 し て い
な い た め に 数 日 後 に 死 滅 す る ） を 致 死 さ せ る HAT培 地 を 用 い て 選 抜 す る 。 プ ロ テ イ ン キ ナ
ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 例 え ば 標
準 的 な ELISA検 定 法 を 用 い る な ど し て 、 当 該 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 に つ い て 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ 培 養 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 検 出 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 分 泌 性 ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る 代 わ り に 、 組 換 え コ ン ビ ナ ト リ ア
ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ・ ラ イ ブ ラ リ （ 例 え ば 抗 体 フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ） を 抗
原 で ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 こ の 抗 原 に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ・ ラ イ ブ ラ リ ・ メ ン バ を 単
離 す る こ と で も 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 及 び 単 離 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ ・ デ ィ
ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト は 市 販 さ れ て い る （ 例
え ば フ ァ ル マ シ ア ・ リ コ ン ビ ナ ン ト ・ フ ァ ー ジ 抗 体 系 、 カ タ ロ グ 番 号 27-9400-01; 及 び ス
ト ラ ー タ ジ ー ン SurfZAP T M 　 フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ ・ キ ッ ト 、 カ タ ロ グ 番 号 240612） 。
加 え て 、 抗 体 デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る 上 で の 使 用 に 特 に
適 し た 方 法 及 び 試 薬 の 例 は 、 例 え ば  Ladner et al. 米 国 特 許 第 5,223,409号 ； Kang et al
. PCT 国 際 公 報  No. WO 92/18619； Dower et al. PCT国 際 公 報  No. WO 91/17271; Winter
 et al. PCT 国 際 公 報  WO 92/20791； Markland et al. PCT 国 際 公 報  No. WO 92/15679；
Breitling et
al. PCT 国 際 公 報  WO 93/01288;
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McCafferty et al. PCT 国 際 公 報 No. WO 92/01047; Garrard et al. PCT 国 際 公 報 No. WO
 92/09690; Ladner et al. PCT 国 際 公 報 No. WO 90/02809; Fuchs et al. (1991)
Bio/Technology 9:1370-1372; Hay et al. (1992) Hum. Antibod.
Hybridomas 3:81-85; Huse et al. (1989) Science 246:1275-1281;
Griffiths et al. (1993) EMBO J 12:725-734; Hawkins et al.
(1992) J. Mol. Biol. 226:889-896; Clarkson et al. (1991) Nature
352:624-628; Gram et al. (1992) PNAS 89:3576-3580; Garrad et
al. (1991) Bio/Technology 9:1373-1377; Hoogenboom et al.
(1991) Nuc. Acid Res. 19:4133-4137; Barbas et al. (1991) PNAS
88:7978-7982; 及 び  McCafferty et
al. Nature (1990) 348:552-554に 見 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 細 胞 内 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 阻 害 す る た め に 用 い
る こ と の で き る 別 の 種 類 の 阻 害 剤 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 に 特 異 的 な 細 胞 内
抗 体 、 好 ま し く は 本 発 明 の 細 胞 内 分 子 、 で あ る 。 細 胞 内 の タ ン パ ク 質 機 能 を 阻 害 す る た め
の 細 胞 内 抗 体 の 使 用 は 当 業 に お い て 公 知 で あ る （ 例 え ば Carlson, J. R. (1988) Mol. Cel
l. Biol. 8:2638-2646; Biocca,
S. et al. (1990) EMBO J. 9:101-108; Werge, T.M. et al.
(1990) FEBS Letters 274:193-198; Carlson, J.R. (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90:7427-7428; Marasco, W.A. et al. (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:7889-7893; Biocca, S. et al. (1994) Bio/Technology
12:396-399; Chen, S-Y. et al. (1994) Human Gene Therapy 5:595-601;
Duan, L et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5075-5079;
Chen, S-Y. et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:5932-5936;
Beerli, R.R. et al. (1994) J. Biol. Chem. 269:23931-23936;
Beerli, R.R. et al. (1994) Biochem. Biophys. Res. Commun.
204:666-672; Mhashilkar, A.M. et al. (1995) EMBO J. 14:1542-1551;
Richardson, J.H. et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
92:3137-3141; PCT 公 報 No. WO
94/02610 by Marasco et al.; 及 び PCT 公 報  No. WO
95/03832 by Duan et al.を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 細 胞 内 抗 体 を 用 い て 活 性 を 阻 害 す る た め に は 、 ベ ク タ を 細 胞 内 に 導 入 す る と 、 抗 体 鎖 が
こ の 細 胞 の 細 胞 区 画 内 で 機 能 的 抗 体 と し て 発 現 す る よ う な 形 の 抗 体 鎖 を コ ー ド す る 組 換 え
発 現 ベ ク タ を 調 製 す る 。 本 発 明 の 阻 害 法 に 従 っ て プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 の 活 性
を 阻 害 す る た め に は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 の タ ン パ ク 質 産 物 に 特 異 的 に 結 合
す る 細 胞 内 抗 体 を 、 当 該 細 胞 の 細 胞 質 内 で 発 現 さ せ る 。 細 胞 内 抗 体 発 現 ベ ク タ を 調 製 す る
た め に は 、 目 的 の 標 的 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 鎖 を コ ー ド す る 抗 体 軽 鎖 及 び 重 鎖 cDNAを
、 典 型 的 に は 当 該 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌
す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 単 離 す る 。 抗 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 、 又 は 、 組 換 え モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 は 、 以 下 に 解 説 す る よ
う に 調 製 す る こ と が で き る 。 マ ー カ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 し た
ら （ 例 え ば ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 又 は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ラ イ ブ ラ
リ 由 来 の 組 換 え 抗 体 な ど ） 、 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 軽 鎖 及 び 重 鎖 を コ ー ド す る DNAを
標 準 的 な 分 子 生 物 学 技 術 に よ り 、 単 離 す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 抗 体 の 場 合 、 軽 鎖 及 び 重
鎖  cDNAを 、 例 え ば PCR増 幅 又 は cDNAラ イ ブ ラ リ ・ ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 得 る こ と が で き
る 。 フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ な ど を 由 来 と す る 組 換 え 抗 体 の 場 合 、 軽 鎖 及 び
重 鎖 を コ ー ド す る  cDNA を 、 当 該 ラ イ ブ ラ リ ・ ス ク リ ー ニ ン グ ・ プ ロ セ ス で 単 離 さ れ た デ
ィ ス プ レ イ ・ パ ッ ケ ー ジ （ 例 え ば フ ァ ー ジ ） か ら 回 収 す る こ と が で き る 。 PCRプ ラ イ マ 又
は cDNAラ イ ブ ラ リ ・ プ ロ ー ブ を 調 製 す る こ と の で き る 元 と な る 抗 体 軽 鎖 及 び 重 鎖 遺 伝 子 の
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ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 当 業 で 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 数 多 く の こ の よ う な 配 列 が Kabat, E.A.,
 et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242 及 び 「 Vbase」 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 配 列 デ ー タ ベ ー
ス に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 得 ら れ た 抗 体 軽 鎖 及 び 重 鎖 配 列 を 組 換 え 発 現 ベ ク タ 内 に 標 準 的 な 方 法 を 用 い 手 ク ロ ー ニ
ン グ す る 。 こ の 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 細 胞 質 内 発 現 を 可 能 に す る た め 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 疎 水 性 リ
ー ダ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 取 り 除 く 。 細 胞 内 抗 体 発 現 ベ ク タ に は 、 い く つ か 様
々 な 形 の １ つ で 細 胞 内 抗 体 を コ ー ド さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 あ る 実 施 態 様 で は 、 完
全 長 抗 体 が 細 胞 内 で 発 現 す る よ う に 、 当 該 ベ ク タ は 完 全 長 抗 体 軽 鎖 及 び 重 鎖 を コ ー ド す る
。 別 の 実 施 態 様 で は 、 当 該 ベ ク タ は 、 完 全 長 軽 鎖 は コ ー ド し て い る が 、 Fab断 片 が 細 胞 内
で 発 現 す る よ う に 、 重 鎖 は VH/CH1領 域 し か コ ー ド し て い な い 。 最 も 好 適 な 実 施 態 様 で は 、
当 該 の ベ ク タ は 一 本 鎖 抗 体  (scFv) を コ ー ド し て い る が 、 こ の 場 合 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 可 変
領 域 は 、 可 撓 性 の ペ プ チ ド ・ リ ン カ （ 例 え ば （ Gly4Ser)3） に よ り 連 結 さ れ て お り 、 胃 一
本 鎖 抗 体 と し て 発 現 す る 。 細 胞 内 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 の 活 性 を 阻 害 す る た
め に は 、 細 胞 内 抗 体 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ を 、 こ こ で 解 説 す る よ う に 、 標 準 的 な ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り 、 細 胞 内 に 導 入 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 阻 害 剤 の さ ら に 別 の 形 は 、 例 え ば ド ミ ナ ン ト ・ ネ ガ テ ィ ブ 阻 害 剤 な ど 、 プ ロ テ
イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 の ポ リ ペ プ チ ド の 阻 害 形 で あ る 。 例 え ば 、 あ る 実 施 態 様 で は 、
活 性 部 位 （ 例 え ば 酵 素 活 性 部 位 又 は DNA結 合 ド メ イ ン ） を 変 異 さ せ る こ と が で き る 。 こ の
よ う な ド ミ ナ ン ト ・ ネ ガ テ ィ ブ タ ン パ ク 質 は 、 標 準 的 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り 細
胞 内 に 導 入 さ れ る 、 当 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ を 用 い て 、 細 胞 内 で 発
現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 マ ー カ タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る た め に 使 用 で き る 他 の 阻 害 剤 は 、 マ ー カ 活 性 を 直 接
、 阻 害 す る 、 あ る い は 、 マ ー カ と 、 標 的 DNA又 は 別 の タ ン パ ク 質 と の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害
す る  、 化 合 物 で あ る 。 こ の よ う な 化 合 物 は 、 以 下 に 詳 述 す る よ う に 、 こ の よ う な 化 合 物
を 選 抜 す る ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 を 用 い て 、 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
Ｉ Ｉ Ｉ ． 　 ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法
　 本 発 明 は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 に 対 し 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 中 で 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ
経 路 成 分 に 対 し て 調 節 効 果 を 有 す る モ ジ ュ レ ー タ 、 即 ち 候 補 又 は 検 査 化 合 物 又 は 作 用 薬 （
例 え ば ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 低 分 子 又 は 他 の 薬 物 ） 、 を 同 定 す る 方 法 （ こ こ
で は 「 ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 」 と も 呼 ば れ る ） を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
Ａ ． 　 無 細 胞 検 定 法
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 を 無 細 胞 の 形 で 行 う こ と が で き る 。 例 え ば
PKCシ ー タ や 、 又 は 、 PKCシ ー タ に 関 与 す る 経 路 中 の PKCシ ー タ の 上 流 又 は 下 流 で 作 用 す る
非 PKCシ ー タ ポ リ ペ プ チ ド な ど 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 、 例 え ば PKCシ ー タ
、 例 え ば CARMA1、 vav 又 は  Bcl 10を 、 ホ ス ト 細 胞 内 で 組 換 え 法 に よ り 発 現 さ せ 、 こ の ポ
リ ペ プ チ ド を 、 ホ ス ト 細 胞 培 養 基 か ら 、 例 え ば イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ゲ ル 濾 過 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 限 外 濾 過 、 電 気 泳 動 、 及 び ／ 又 は 、 無 細 胞 組 成 物 中 で 用 い る こ と の で き
る タ ン パ ク 質 を 作 製 す る た め に プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 に 特 異 的 な 抗 体 を 用
い た イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 法 な ど 、 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め の 標 準 的 な 方 法 を 用 い
て 単 離 す る こ と が で き る 。 代 替 的 に は 、 あ る 経 路 成 分 の 抽 出 物 、 又 は 、 あ る 経 路 成 分 を 発
現 す る 細 胞 、 を 、 無 細 胞 組 成 物 と し て 用 い る た め に 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 次 に 当 該 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 を 検 査 化 合 物 に 接
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触 さ せ 、 こ の 検 査 化 合 物 の 経 路 成 分 又 は そ の 対 生 物 活 性 断 片 へ の 結 合 能 を 判 定 す る 。 検 査
化 合 物 の 経 路 成 分 へ の 結 合 は 、 例 え ば 、 検 査 化 合 物 の 経 路 成 分 へ の 結 合 を 、 標 識 さ れ た 化
合 物 又 は 経 路 成 分 を 複 合 体 中 で 検 出 す る こ と で 判 定 で き る よ う に 、 検 査 化 合 物 又 は 経 路 成
分 （ 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 ） を 酵 素 標 識 又 は 放 射 性 同 位 体 標 識 に 結 び 付 け る こ
と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 検 査 化 合 物 又 は 経 路 成 分 （ 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド
） は 、
125I、 35S、 14C、 又 は 3H、  で 、 直 接 又 は 間 接 的 に 標 識 す る こ と が で き 、 該 放 射 性 同 位 体
を 、 電 波 放 出 を 直 接 計 数 し た り 、 あ る い は シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ り 、 検 出 す る こ と が
で き る 。 代 替 的 に は 、 検 査 化 合 物 又 は 経 路 成 分 （ 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド ） を 、 例 え ば 西 洋 わ
さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 又 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ で 酵 素 標 識 し 、 こ
の 酵 素 標 識 を 、 適 し た 基 質 の 生 成 物 へ の 転 化 を 判 定 す る こ と に よ り 、 検 出 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 検 査 化 合 物 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 へ の 結 合 は 、 リ ア ル タ イ ム ・ バ イ オ
モ ラ キ ュ ラ ー ・ イ ン タ ー ア ク シ ョ ン ・ ア ナ リ シ ス （ BIA） な ど の 技 術 を 用 い て も 達 成 す る
こ と が で き る 。 Sjolander, S. and Urbaniczky, C. (1991) Anal. Chem.
63:2338-2345 and Szabo et al. (1995) Curr. Opin. Struct. Biol.
5:699-705。 こ こ で 用 い ら れ る 「 BIA」 は 、 相 互 作 用 物 質 の い ず れ も 標 識 す る こ と な く 、 生
物 特 異 的 な 相 互 作 用 を リ ア ル タ イ ム で 研 究 す る 技 術 で あ る （ 例 え ば BIAcore T M ） 。 表 面 プ
ラ ス モ ン 共 鳴 （ SPR） の 光 学 的 現 象 の 変 化 を 、 生 物 分 子 間 の リ ア ル タ イ ム 反 応 の 指 標 と し
て 用 い る こ と が で き る 。 あ る 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 当 該 の 検 定 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分
又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 、 経 路 成 分 の 標 的 分 子 に 接 触 さ せ て 検 定 混 合 物 を 形 成 す
る ス テ ッ プ と 、 該 検 定 混 合 物 を 検 査 化 合 物 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 検 査 化 合 物 の ポ リ ペ
プ チ ド 経 路 成 分 と の 相 互 作 用 能 を 判 定 す る ス テ ッ プ と を 含 み 、 但 し 、 検 査 化 合 物 の 経 路 成
分 と の 相 互 作 用 能 を 判 定 す る 該 ス テ ッ プ は 、 検 査 化 合 物 が 、 コ ン ト ロ ー ル 分 子 に 比 較 し て
経 路 成 分 又 は そ の 対 生 物 活 性 部 分 に 優 先 的 に 結 合 す る 能 力 を 判 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 別
の 実 施 態 様 で は 、 当 該 の 検 定 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を
経 路 成 分 の 標 的 分 子 に 接 触 さ せ て 検 定 混 合 物 を 形 成 す る ス テ ッ プ と 、 該 検 定 混 合 物 を 検 査
化 合 物 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 検 査 化 合 物 の 、 ポ リ ペ プ チ ド プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー
タ 経 路 成 分 と 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 公 知 の モ ジ ュ レ ー タ と の 間 の 結 合 の 調 節 能 を 判 定 す る ス
テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 例 え ば vav、 CARMA1、 及 び Bcl 10な ど 、 本 発 明 の 分 子 の 結 合 相 手 が
既 知 で あ る 場 合 、 こ の 結 合 相 手 を ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 で 用 い て 、 モ ジ ュ レ ー タ 化 合 物 を
同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 当 該 の 検 定 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 又 は そ の 対 生 物 活 性 部 分 を 検
査 化 合 物 に 接 触 さ せ 、 こ の 検 査 化 合 物 の 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性
な 部 分 の 活 性 の 調 節 （ 例 え ば 刺 激 又 は 阻 害 ） 能 を 判 定 す る よ う な 無 細 胞 検 定 で あ る 。 本 発
明 の こ の 実 施 態 様 は 、 当 該 経 路 成 分 が 細 胞 内 分 子 で あ り 、 そ の 活 性 を 無 細 胞 系 で 測 定 す る
こ と が で き る 場 合 に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 該 無 細 胞 検 定 は 、 ポ リ ペ プ チ ド プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ
経 路 成 分 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分
が 結 合 す る 相 手 （ 例 え ば 既 知 の 結 合 相 手 ） で あ る 分 子 に 接 触 さ せ て 検 定 混 合 物 を 形 成 す る
ス テ ッ プ と 、 該 検 定 混 合 物 を 検 査 化 合 物 に 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 コ ン ト ロ ー ル 化 合 物 に
比 較 し た と き の 検 査 化 合 物 の 、 経 路 成 分 の 活 性 の 調 節 能 を 判 定 す る ス テ ッ プ と を 含 む 。 標
的 分 子 の 活 性 は 、 例 え ば 、 vav又 は Bcl 10な ど の 適 し た 基 質 の リ ン 酸 化 を 検 出 し た り 、 標
的 の 触 媒 ／ 酵 素 活 性 を 適 し た 基 質 を 用 い て 検 出 し た り 、 （ ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど の 検 出 可 能
な マ ー カ を コ ー ド す る 核 酸 に 作 動 的 に 連 結 さ せ た 標 的 応 答 性 調 節 因 子 を 含 む ） レ ポ ー タ 遺
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伝 子 の 誘 導 を 検 出 し た り 、 あ る い は 、 標 的 に よ り 調 節 さ れ る 細 胞 応 答 を 検 出 す る な ど に よ
り 、 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 検 査 化 合 物 の 存 在 下 に お け る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分
の 標 的 分 子 へ の 結 合 量 は 、 検 査 化 合 物 の 非 存 在 下 に お け る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経
路 成 分 の 標 的 分 子 へ の 結 合 量 よ り も 多 く 、 こ の 場 合 、 該 検 査 化 合 物 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー
ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 結 合 を 促 進 す る 化 合 物 と し て 同 定 さ れ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 検 査
化 合 物 の 存 在 下 に お け る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 標 的 分 子 へ の 結 合 量 は 、
検 査 化 合 物 の 非 存 在 下 に お け る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 標 的 分 子 へ の 結 合
量 よ り も 少 な く 、 こ の 場 合 、 該 検 査 化 合 物 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 結
合 を 阻 害 す る 化 合 物 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 該 検 査 化 合 物 の ポ リ ペ プ チ ド  プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 へ の 結 合 は 、 上 述
し た よ う に 直 接 で も 、 又 は 間 接 的 に も 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 と 標 的 分 子 の 間 の 相 互 作 用 を 調 節 す る 検 査 化 合 物 を 同 定 す る 本 発
明 の 方 法 に お い て は 、 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 を 本 方 法 に 用 い て も よ い が 、 あ る い は
代 替 的 に は 、 経 路 成 分 の 数 部 分 の み を 用 い て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 と 標 的 分 子 と
の 間 の 相 互 作 用 の 程 度 は 、 例 え ば 、 当 該 の ポ リ ペ プ チ ド の １ つ は 、 検 出 可 能 な 物 質 （ 例 え
ば 放 射 性 標 識 ） で 標 識 し 、 未 標 識 の ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 し 、 未 標 識 の ポ リ ペ プ チ ド と 関 連
付 け ら れ た 検 出 可 能 な 物 質 を 提 供 す る こ と に よ り 、 判 定 す る こ と が で き る 。 本 検 定 は 、 経
路 成 分 タ ン パ ク 質 と 標 的 分 子 と の 間 の 相 互 作 用 を 刺 激 又 は 阻 害 す る 検 査 化 合 物 を 同 定 す る
た め に 用 い る こ と が で き る 。 ア ゴ ニ ス ト な ど 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 と 標 的 分 子 と の 間 の
相 互 作 用 を 刺 激 す る 検 査 化 合 物 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 と 標 的 分 子 と の 間 の 相 互 作 用 の
程 度 を 、 検 査 化 合 物 の 非 存 在 下 で の 相 互 作 用 の 程 度 と 比 較 し て 増 加 さ せ る そ の 能 力 に 基 づ
い て 同 定 さ れ る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト な ど 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 と 標 的 分 子 と の 間 の 相 互 作
用 を 阻 害 す る 検 査 化 合 物 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 と 標 的 分 子 と の 間 の 相 互 作 用 の 程 度 を
、 検 査 化 合 物 の 非 存 在 下 で の 相 互 作 用 の 程 度 と 比 較 し て 減 少 さ せ る そ の 能 力 に 基 づ い て 同
定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 検 定 の ２ つ 以 上 の 実 施 態 様 に お い て 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分  
又 は 経 路 成 分 標 的 分 子 の い ず れ か を 固 定 す る こ と が 、 例 え ば 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 一 方 又 は
両 方 の 未 複 合 体 形 成 型 か ら の 複 合 体 形 成 型 の 分 離 を 容 易 に し た り 、 あ る い は 、 検 定 の 自 動
化 に 適 合 さ せ る た め に 、 好 ま し い で あ ろ う 。 検 査 化 合 物 の ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 へ の 結 合
、 あ る い は 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 と 経 路 成 分 標 的 分 子 と の 相 互 作 用 を 、 検 査 化 合 物 の 存
在 下 及 び 非 存 在 下 で 行 わ せ る に は 、 反 応 体 を 容 れ る の に 適 し て い れ ば い ず れ の 容 器 で も 可
能 で あ る 。 こ の よ う な 容 器 の 例 に は 、 微 量 定 量 プ レ ー ト 、 試 験 管 、 及 び マ イ ク ロ 遠 心 管 、
が あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の う ち の 一 方 又 は 両 方 を マ ト リ ッ ク ス に 結
合 で き る よ う に す る ド メ イ ン を 加 え た 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ／ 経 路 成 分 融 合 タ ン パ ク 質 又 は グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ ／ 標 的 タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン ・ セ フ ァ ロ ー ス ・ ビ ー ズ （ ミ ズ ー リ 州 セ
ン ト ル イ ス 、 シ グ マ ケ ミ カ ル 社 ） 又 は グ ル タ チ オ ン 誘 導 体 化 微 量 定 量 プ レ ー ト に 吸 着 さ せ
る こ と が で き 、 そ の 後 、 検 査 化 合 物 か 、 又 は 、 検 査 化 合 物 と 吸 着 さ せ て い な い 標 的 ポ リ ペ
プ チ ド も し く は ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 に 配 合 し 、 こ の 混 合 物 を 、 複 合 体 形 成 に つ な が る 条
件 下 （ 例 え ば 塩 及 び ｐ Ｈ に 関 し て 生 理 条 件 ） で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、
こ の ビ ー ズ 又 は 微 量 定 量 プ レ ー ト の ウ ェ ル を 洗 浄 し て 未 結 合 の 成 分 を 取 り 除 き 、 ビ ー ズ の
場 合 に は 当 該 マ ト リ ッ ク ス を 固 定 し 、 そ し て 複 合 体 形 成 を 、 直 接 又 は 間 接 的 に 、 例 え ば 上
述 し た 通 り に 判 定 す る 。 代 替 的 に は 、 当 該 複 合 体 を マ ト リ ッ ク ス か ら 解 離 さ せ 、 経 路 成 分
の 結 合 又 は 活 性 レ ベ ル を 、 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
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　 ポ リ ペ プ チ ド を マ ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 す る 他 の 技 術 も 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法
で 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 又 は 経 路 成 分 標 的 分 子 を 、 ビ オ チ
ン 及 び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 結 合 を 利 用 し て 固 定 す る こ と が で き る 。 ビ オ チ ン 化 ポ リ ペ プ
チ ド 経 路 成 分 又 は 標 的 分 子 を 、 当 業 で 公 知 の 技 術 を 用 い て ビ オ チ ン -NHS（ N-ヒ ド ロ キ シ -
ス ク シ ン イ ミ ド ） か ら 調 製 し （ 例 え ば イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 ピ ア ー ス ・ ケ ミ カ ル ズ
社 の ビ オ チ ン 化 キ ッ ト ） 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 被 覆 し た ９ ６ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト （ ピ ア ー
ス ・ ケ ミ カ ル 社 ） の ウ ェ ル に 固 定 す る こ と が で き る 。 代 替 的 に は 、 経 路 成 分 又 は 標 的 分 子
に 対 し て は 反 応 性 で あ る が 、 経 路 成 分 の そ の 標 的 分 子 へ の 結 合 に は 干 渉 し な い よ う な 抗 体
を プ レ ー ト の ウ ェ ル に 誘 導 体 化 す る こ と が で き 、 未 結 合 の 標 識 又 は 経 路 成 分 を 抗 体 結 合 に
よ り ウ ェ ル 内 に 捕 捉 す る 。 GST固 定 化 複 合 体 に 関 し て 上 述 し た も の に 加 え 、 こ の よ う な 複
合 体 を 検 出 す る 方 法 に は 、 経 路 成 分 又 は 標 的 分 子 と 反 応 性 の 抗 体 を 用 い た 、 複 合 体 の 免 疫
検 出 や 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 又 は 標 的 分 子 に 関 連 す る 酵 素 活 性 の 検 出 に 依 拠 す る 酵 素 結
合 検 定 法 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 　 　 Ｂ ． 細 胞 ベ ー ス の 検 定
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 を 天 然 で 発 現 す る 細 胞 、 又 は
、 よ り 好 ま し く は 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ を 細 胞 内 に 導 入 す る な ど に
よ り 発 現 す る よ う に 操 作 さ れ た 細 胞 を 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 で 用 い る と よ い 。 代 替
的 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 （ 例 え ば プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 発 現 細 胞 か
ら の 細 胞 抽 出 物 、 又 は 、 天 然 も し く は 組 換 え の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 精
製 済 み 分 子 を 含 む 組 成 物 ） を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 （ 又 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の
上 流 又 は 下 流 で 作 用 す る 分 子 ） の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 は 、 多 様 な 「 リ ー
ド ・ ア ウ ト 」 を 用 い て 同 定 す る こ と が で き る 。 経 路 成 分 の 発 現 、 及 び ／ 又 は 、 発 現 プ ロ フ
ァ イ ル 、 の 変 化 を 検 出 す る 方 法 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 そ の 中 に は 、 例 え ば 、 示 差 的 デ ィ ス
プ レ イ 法 、 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 、 定 量 的 RT-PCR、 及 び ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 、 が
あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 「 リ ー ド ・ ア ウ ト 」 の 一 例 は 、 発 現 ベ ク タ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 検 査 化 合 物 の 存 在 下
及 び 非 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 当 該 化 合 物 の 、 経 路 成 分 の 発 現 に 及 ぼ す 効 果 、 又 は 、
経 路 成 分 に よ り 調 節 さ れ る 生 物 学 的 応 答 に 及 ぼ す 効 果 、 を 判 定 す る こ と の で き る 指 標 細 胞
の 使 用 で あ る 。 生 物 学 的 活 性 に は 、 各 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 に つ い て 標 準
的 な 技 術 に 従 っ て in vivo又 は  in vitroで 判 定 さ れ る 活 性 が あ る 。 生 物 学 的 活 性 は 直 接 的
な 活 性 で も 、 又 は 、 間 接 的 な 活 性 で も よ い 。 こ の よ う な 活 性 の 例 に は 、 PKCシ ー タ の 細 胞
膜 へ の 泳 動 、 Bcl
10な ど の 適 し た 基 質 の リ ン 酸 化 の 検 出 、 あ る い は NFκ Bの 活 性 化 、 又 は 、 そ の 核 へ の 転 位
の 検 出 、 あ る い は 、 転 写 が NFκ Bに よ り 調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 転 写 の 検 出 、 （ 例 え ば mRNAが
測 定 さ れ る 場 合 、 遺 伝 子 産 物 が 測 定 さ れ る 場 合 、 あ る い は 、 レ ポ ー タ 遺 伝 子 の 転 写 が 測 定
さ れ る 場 合 ） 、 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 例 え ば Bcl 10の リ ン 酸 化 、 NFκ Bの 活 性 化 も し く は そ の 核 へ の 転 位
、 あ る い は サ イ ト カ イ ン 産 生 な ど 、 本 発 明 の 分 子 の １ つ の 生 物 学 的 活 性 が 調 節 さ れ る 。 別
の 実 施 態 様 で は 、 例 え ば サ イ ト カ イ ン 産 生 及 び
Bcl 10の リ ン 酸 化 な ど 、 本 発 明 の 分 子 の ２ つ の 生 物 学 的 活 性 が 調 節 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 あ る 検 査 化 合 物 の 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 標 的 分 子 へ の 結 合 の 調 節 能
、 又 は 、 そ れ 自 体 へ の 結 合 の 調 節 能 、 を 判 定 す る こ と も で き る 。 検 査 化 合 物 の 、 プ ロ テ イ
ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 標 的 分 子 （ 例 え ば 結 合 相 手 、 例 え ば  vav 又 は CARMA1） へ
の 結 合 の 調 節 能 の 判 定 は 、 標 識 さ れ た 経 路 成 分 -標 的 分 子 の 複 合 体 を 複 合 体 中 で 検 出 す る
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こ と に よ り 検 査 化 合 物 の 経 路 成 分 へ の 結 合 が 判 定 さ れ る よ う に 、 経 路 成 分 の 標 的 分 子 を 放
射 性 同 位 体 、 酵 素 又 は 蛍 光 標 識 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 上 述 し た よ う に 達 成 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 経 路 成 分 に 関 与 す る 経 路 中 の 上 流 又 は 下 流 で 作 用 す る 異 な る 分 子 （
即 ち 、 経 路 成 分 で は な い 分 子 ） を 、 ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 で 用 い る 指 標 組 成 物 中 に 含 め る
こ と が で き る 。 上 流 又 は 下 流 の 指 標 と し て 用 い て も よ い 分 子 の 非 限 定 的 な 例 に は 、 NF-カ
ッ パ B及 び NFATシ グ ナ ル 伝 達 経 路 の メ ン バ が あ る 。 こ の よ う な 分 子 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン
グ 検 定 法 で 同 定 さ れ る 化 合 物 は 、 間 接 的 で は あ っ て も 、 本 発 明 の 分 子 の 活 性 を 調 節 す る 上
で も 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 検 定 で 用 い ら れ る 細 胞 は 、 真 核 性 由 来 で も 、 又 は 原 核 性 由 来 で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 あ る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 、 当 該 経 路 成 分 の 上 流 又 は 下 流 で 作 用 す る 非 ポ リ ペ プ チ ド 経 路
成 分 を 指 標 細 胞 内 で 発 現 さ せ る た め に 使 用 で き る 組 換 え 発 現 ベ ク タ は 当 業 で 公 知 で あ る 。
あ る 実 施 態 様 で は 、 こ の 発 現 ベ ク タ 内 で 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 、 指 標 細 胞 内 で の 当 該 ポ リ
ペ プ チ ド の 誘 導 性 又 は 構 成 的 発 現 を 可 能 に す る 調 節 配 列 に 作 動 的 に 連 結 さ せ る （ 例 え ば サ
イ ト メ ガ ロ ・ プ ロ モ ー タ ／ エ ン ハ ン サ な ど の ウ ィ ル ス 調 節 配 列 を 用 い る こ と が で き る ） 。
指 標 細 胞 内 で の 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 性 又 は 構 成 的 発 現 を 可 能 に す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ
の 使 用 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 活 性 を 亢 進 又 は 阻 害 す る 化 合 物 の 同 定
に と っ て 好 ま し い 。 あ る 代 替 的 な 実 施 態 様 で は 、 こ の 発 現 ベ ク タ 内 で 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列
を 、 内 因 性 遺 伝 子 の 調 節 配 列 （ 即 ち 、 内 因 性 経 路 成 分 遺 伝 子 を 由 来 と す る プ ロ モ ー タ 調 節
領 域 ） に 作 動 的 に 連 結 さ せ る 。 発 現 が 内 因 性 調 節 配 列 に よ り 制 御 さ れ る よ う な 組 換 え 発 現
ベ ク タ の 使 用 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 転 写 発 現 を 亢 進 又 は 阻 害 す る 化
合 物 の 同 定 に と っ て 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 検 定 は 細 胞 ベ ー ス の 検 定 法 で あ り 、 こ の 場 合 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 を 発 現 す る 細 胞 を 検 査 化 合 物 に 接 触 さ せ 、 こ の 検 査 化 合 物 の 、 経 路 成 分
の 活 性 の 調 節 能 を 判 定 す る 。 当 該 の 細 胞 は 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 由 来 で も 、 又 は 酵 母 細 胞 由
来 で も よ い 。 本 成 分 （ 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 、 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 ） は
、 例 え ば 、 細 胞 に と っ て 異 種 の も の を 発 現 さ せ る こ と も 、 又 は 天 然 の も の を 発 現 さ せ る こ
と も で き る 。
当 該 検 査 化 合 物 の 、 本 成 分 の 活 性 の 調 節 能 の 判 定 は 、 こ こ で 解 説 さ れ た よ う に 、 プ ロ テ イ
ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 活 性 の い ず れ か を 検 定 す る こ と に よ り 、 行 う こ と が で き る
。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 例 え ば 、 当 該 検 査 化 合 物 の 、 あ る ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 の 活 性 の 調 節 能 の 判 定 は 、 例 え
ば プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 又 は そ の 標 的 分 子 の 活 性 を 検 定 す る こ と に よ り 、
行 う こ と が で き る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 当 該 検 査 化 合 物 の 、 あ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 生
物 学 的 に 活 性 な 部 分 の 活 性 の 調 節 能 の 判 定 は 、 標 的 分 子 又 は そ の 対 生 物 活 性 部 分 へ の 結 合
能 に つ い て 検 定 す る こ と に よ り 、 行 う こ と が で き る 。 あ る 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 あ る ポ リ
ペ プ チ ド 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 発 現 す る 該 細 胞 は 、 さ ら に 標 的 分 子 又 は そ の 生
物 学 的 活 性 な 部 分 を 発 現 す る 。 別 の 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 当 該 細 胞 は 、 三 種 以 上 の プ ロ テ
イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 発 現 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の た め の 細 胞 ベ ー ス の 検 定 法 に よ れ ば 、 当 該 検 査 化 合 物 の 、 あ る ポ リ ペ プ チ ド 又
は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 の 活 性 の 調 節 能 の 判 定 は 、 あ る ポ リ ペ プ チ ド の 天 然 の 活 性 の
い ず れ か に つ い て 検 定 し た り 、 あ る い は 、 こ こ で 解 説 す る よ う に 、 あ る ポ リ ペ プ チ ド の 活
性 と 一 致 す る 間 接 的 な 活 性 、 例 え ば サ イ ト カ イ ン 産 生 や 、 又 は 、 未 刺 激 Ｔ 細 胞 の エ フ ェ ク
タ Ｔ 細 胞 へ の 分 化 な ど 、 を 検 定 し た り 、 あ る い は 、 応 答 因 子 を 有 す る 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ

10

20

30

40

50

(23) JP 2006-508191 A 2006.3.9



た タ ン パ ク 質 の 活 性 を 検 定 す る こ と に よ り 、 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 さ ら に 、 当 該 検 査 化 合 物 の 、 あ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 の 活 性 の
調 節 能 の 判 定 は 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド に と っ て 天 然 で は な い が 、 そ の た め に 細 胞 が 組 換 え 操
作 さ れ て い る よ う な 活 性 に つ い て 検 定 す る こ と に よ り 、 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 当 該
細 胞 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 調 節 を 受 け る 遺 伝 子 に 作 動 的 に 連 結 さ れ た レ ポ ー タ ・ タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 含 む レ ポ ー タ 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト を 発 現 す る よ う に 、 操 作
す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 細 胞 ベ ー ス の 検 定 法 は 、 経 路
成 分 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ と し て 当 該 化 合 物 を 同 定 す る 最 終 ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ こ で 交 換 可 能 に 用 い ら れ て い る よ う に 、 用 語 「 作 動 的 に 連 結 さ れ た 」 及 び 「 作 動 的 に
連 結 さ れ た 」 は 、 当 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 ホ ス ト 細 胞 内 （ 又 は 細 胞 抽 出 物 に よ り ） で こ
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 が 可 能 な 態 様 で 調 節 配 列 に 連 結 さ れ て い る こ と を 意 味 す る も の
と 、 意 図 さ れ て い る 。 調 節 配 列 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 適 し た ホ ス ト
細 胞 内 で 直 接 発 現 さ せ る よ う に 、 選 択 す る こ と が で き る 。 調 節 配 列 と い う 用 語 に は 、 プ ロ
モ ー タ 、 エ ン ハ ン サ 、 ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン ・ シ グ ナ ル 、 及 び 他 の 発 現 調 節 配 列 が 含 ま れ
る も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 こ の よ う な 調 節 配 列 は 当 業 で 公 知 で あ り 、 Goeddel, Gene Ex
pression Technology:  Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA
(1990)に 解 説 さ れ て い る 。 発 現 ベ ク タ の デ ザ イ ン は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し よ う と す る ホ ス
ト 細 胞 、 及 び ／ 又 は 、 発 現 さ せ た い ポ リ ペ プ チ ド の 種 類 及 び ／ 又 は 量 、 な ど の 因 子 に 応 じ
る で あ ろ う こ と は 理 解 さ れ ね ば な ら な い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 多 種 の レ ポ ー タ 遺 伝 子 が 当 業 で 公 知 で あ り 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 で 用 い る た
め に 適 し て い る 。 適 し た レ ポ ー タ 遺 伝 子 の 例 に は 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ベ ー タ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 又 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ
を コ ー ド す る も の が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 測 定 す る た め の 標 準 的 な 方 法
は 当 業 で 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 局 面 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 を 二 種 ハ イ ブ リ ッ ド 検 定 法 又 は 三 種
ハ イ ブ リ ッ ド 検 定 法 で 「 ベ イ ト ・ タ ン パ ク 質 」 と し て 用 い て （ 例 え ば 米 国 特 許 第 5,283,31
7号 ；  Zervos et
al. (1993) Cell 72:223-232; Madura et al. (1993) J. Biol.
Chem. 268:12046-12054; Bartel et al. (1993)  Biotechniques 14:920-924;
Iwabuchi et al. (1993) Oncogene 8:1693-1696; 及 び Brent WO94/10300を 参 照 さ れ た い
） 、 PKCシ ー タ 経 路 成 分 に 結 合 又 は 相 互 作 用 す る と 共 に 、 当 該 経 路 成 分 の 活 性 に 関 与 す る
他 の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 経 路 成 分 － 標 的 分 子 も 、 一 ポ リ ペ プ
チ ド 経 路 成 分 に よ り 調 節 さ れ る 細 胞 活 性 の 調 節 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 少 な く と も １ 例 の 二 種 ハ イ ブ リ ッ ド 系 は 、 分 離 可 能 な DNA結 合 ド メ イ ン 及 び 活 性 化 ド メ
イ ン か ら 成 る 、 大 半 の 転 写 因 子 の モ ジ ュ ー ル 性 に 基 づ く 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 本 検 定 は 、
２ つ の 異 な る DNAコ ン ス ト ラ ク ト を 利 用 す る 。 １ つ の コ ン ス ト ラ ク ト で は 、 あ る ポ リ ペ プ
チ ド 経 路 成 分 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 公 知 の 転 写 因 子 （ 例 え ば GAL-4） の DNA結 合 ド メ イ ン
を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 融 合 さ せ る 。 他 方 の コ ン ス ト ラ ク ト で は 、 未 同 定 の タ ン パ ク 質 （ 「
プ レ イ 」 又 は 「 試 料 」 ） を コ ー ド す る 、 DNA配 列 の ラ イ ブ ラ リ 由 来 の  DNA配 列 を 、 公 知 の
転 写 因 子 の 活 性 化 ド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 融 合 さ せ る 。 該 「 ベ イ ト 」 及 び 「 プ レ イ
」 タ ン パ ク 質 が in vivoで 相 互 作 用 し て 経 路 成 分 依 存 的 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き れ ば
、 該 転 写 因 子 の 該 DNA結 合 ド メ イ ン 及 び 活 性 化 ド メ イ ン は 近 く に 来 て い る 。 こ の 近 さ に よ
り 、 該 転 写 因 子 に 対 し て 応 答 性 の 転 写 調 節 部 位 に 作 動 的 に 連 結 さ れ た レ ポ ー タ 遺 伝 子 （ 例
え ば LacZ) の 転 写 が 可 能 で あ る 。 こ の レ ポ ー タ 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 し 、 機 能 的 転 写 因 子 を
含 有 す る 細 胞 コ ロ ニ を 単 離 し 、 ポ リ ペ プ チ ド 経 路 成 分 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド
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す る ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 当 業 で CytoTrap T M シ ス テ ム と 呼 ば れ る 、 別 の 二 種 ハ イ ブ リ ッ ド 系 の 例 は 、 Rasシ グ ナ ル
伝 達 カ ス ケ ー ド の 分 子 の モ ジ ュ ー ル 性 に 基 づ く も の で あ る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 該 検 定 法
は 、 「 ベ イ ト 」 タ ン パ ク 質  及 び  Son-of-Sevenless (SOS) 及 び 未 同 定 の タ ン パ ク 質 （ 「
プ レ イ 」 タ ン パ ク 質 ） の cDNAを 、 ミ リ ス チ ル 化 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ベ ク タ 内 に 含
む 融 合 タ ン パ ク 質 を 特 徴 と す る 。 適 し た ベ イ ト -プ レ イ の 組 合 せ が 発 現 す る と 、 SOS が 細
胞 膜 に 転 位 し て 、 そ こ で Rasを 活 性 化 さ せ る 。 Rasシ グ ナ リ ン グ 経 路 を 細 胞 質 で 再 構 築 さ せ
る と 、 PKCシ ー タ 経 路 成 分 タ ン パ ク 質 な ど 、 目 的 の ベ イ ト タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る タ ン
パ ク 質 の 同 定 が 可 能 で あ る 。
更 な る 哺 乳 動 物 二 種 ハ イ ブ リ ッ ド 系 も 当 業 で 公 知 で あ り 、 経 路 成 分 と 相 互 作 用 す る タ ン パ
ク 質 を 同 定 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ で 解 説 さ れ た ２ つ 以 上 の 検 定 法 の 組 合 せ に 関 す る 。 例 え
ば 、 調 節 性 作 用 薬 を 細 胞 ベ ー ス の 検 定 法 又 は 無 細 胞 検 定 法 を 用 い て 同 定 す る こ と が で き 、
こ の 作 用 薬 の 、 経 路 成 分 タ ン パ ク 質 の 活 性 及 び ／ 又 は 発 現 の 調 節 能 を 、 当 業 で 公 知 の 技 術
や 、 又 は 、 こ こ で 解 説 す る 通 り に 、 細 胞 培 養 な ど の in vitro系 や 、 あ る い は 、 炎 症 の 動 物
モ デ ル な ど の 動 物 な ど in vivoで 、 確 認 す る こ と が で き る 。  
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 あ る 実 施 態 様 に お い て は 、 あ る 検 査 化 合 物 が PKCシ ー タ
経 路 成 分 を 調 節 す る と 明 ら か に な っ た ら 、 こ の 検 査 化 合 物 の 効 果 を 、 Ｔ 調 節 性 細 胞 機 能 に
対 す る エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 の 調 節 能 に つ い て 検 定 し 、 例 え ば   in vitro （ 例 え ば 細 胞
株 又 は 対 象 由 来 の 細 胞 を 用 い て ）  又 は  in vivo （ 例 え ば 動 物 モ デ ル を 用 い て ） の い ず れ
か で 、 免 疫 細 胞 に お け る 効 果 の 測 定 に 基 づ い て 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 モ ジ ュ レ ー タ と し て 確
認 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に は 、 さ ら に 、 少 な く と も １ つ
の Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 活 性 及 び ／ 又 は 少 な く と も １ つ の Ｔ 調 節 性 活 性 に 対 す る 当 該 化 合 物 の
効 果 を 判 定 し 、 そ れ に よ り 、 あ る 化 合 物 が 所 望 の 効 果 を 有 す る こ と を 確 認 す る ス テ ッ プ を
含 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 化 合 物 を 、 例 え ば Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 に よ る 増 殖 又 は サ イ ト カ イ ン 産
生 又 は 細 胞 傷 害 性 な ど 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 に 関 連 す る 活 性 の 調 節 能 に つ い て さ ら に 検 定 す
る 。 更 な る 実 施 態 様 で は 、 化 合 物 の 能 力 を 、 さ ら に 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 に よ る 増 殖 又 は サ イ ト
カ イ ン 産 生 な ど 、 Ｔ 調 節 性 細 胞 に 関 連 す る 活 性 の 調 節 能 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 の 下 方 調 節 能
又 は 寛 容 の 誘 導 能 に つ い て 、 検 定 す る 。 例 え ば 、 あ る 検 査 化 合 物 の 寛 容 調 節 能 の 判 定 は 、
二 次 Ｔ 細 胞 応 答 を 検 定 す る こ と に よ り 、 行 う こ と が で き る 。 Ｔ 細 胞 が IL-2合 成 及 び ／ 又 は
Ｔ 細 胞 増 殖 で 判 断 さ れ る 、 後 続 の 活 性 化 の 試 み に 無 応 答 で あ れ ば 、 寛 容 状 態 が 誘 導 さ れ た
こ と に な り 、 例 え ば Ｔ 調 節 性 細 胞 が 活 性 化 し た こ と に な る 。 反 対 に 、 IL-2 合 成 が 刺 激 さ
れ 、 Ｔ 細 胞 が 増 殖 す れ ば 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 が 活 性 化 し た こ と に な る 。 本 発 明 に 基 づ く 検
定 で の 基 礎 と し て 用 い る こ と の で き る 検 定 系 な ど に つ い て は 、 例 え ば Gimmi, C.D. et al.
 (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90,
6586-6590; 及 び Schwartz (1990) Science,
248, 1349-1356 を 参 照 さ れ た い 。 Ｔ 細 胞 増 殖 は 、 例 え ば  [3H] チ ミ ジ ン 取 り 込 み や 、 MAP
キ ナ ー ゼ ・ カ ス ケ ー ド の メ ン バ の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 や 、 又 は 、 AP-1複 合 体
の 活 性 化 で も 、 測 定 す る こ と が で き る 。 サ イ ト カ イ ン ・ レ ベ ル は 、 限 定 は し な い が カ リ フ
ォ ル ニ ア 州 ラ ・ ホ ー ヤ の ス ト ラ ー タ ジ ー ン 社 を 含 め 、 免 疫 検 定 用 に 市 販 さ れ て い る キ ッ ト
の い か な る 数 に よ っ て も 、 検 定 す る こ と が で き る 。 寛 容 化 し た Ｔ 細 胞 は 、 刺 激 を 受 け た Ｔ
細 胞 に 比 べ て 減 少 し た IL-2産 生 を 有 す る で あ ろ う 。 寛 容 化 Ｔ 細 胞 の 減 衰 し た 活 性 を 測 定 す
る 方 法 に は 、 限 定 は し な い が 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 移 動 を 測 定 す る 、 MAPキ ナ ー ゼ ・ カ ス ケ
ー ド の メ ン バ 、 NFATカ ス ケ ー ド の メ ン バ 、 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 測 定 す る 、 及 び ／ 又 は 、
そ の Ｔ 細 胞 受 容 体 と の 結 合 時 の Ｔ 細 胞 中 の 転 写 因 子 の AP-1複 合 体 の 活 性 を 測 定 す る 、 方 法
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が あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 Ｔ 調 節 性 及 び ／ 又 は Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 の 集 団 の 増 殖 の 検 定 は 、 こ こ
で 解 説 さ れ た 技 術 又 は 当 業 で 公 知 の 技 術 を 用 い て 、 一 方 又 は 他 方 の 集 団 に 関 連 す る マ ー カ
を 発 現 し て い る 細 胞 を 検 出 す る こ と に よ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 代 替 的 に は , こ こ で 解 説 さ れ た と お り に 同 定 さ れ た プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成
分 の モ ジ ュ レ ー タ を 動 物 モ デ ル で 用 い て 、 こ の よ う な モ ジ ュ レ ー タ の 作 用 機 序 を 判 定 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 作 用 薬 を 、 ヒ ト 疾 患 の 公 知 の 動 物 モ デ ル （ 例 え ば 多 発 性 硬 化 症 の
モ デ ル と し て の EAE、 及 び 、 糖 尿 病 の モ デ ル と し て の NODマ ウ ス な ど ） や 、 又 は 、 ヒ ト 自 己
免 疫 疾 患 の よ く 特 徴 付 け ら れ た 他 の 動 物 モ デ ル で 、 検 査 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 動
物 モ デ ル に は 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス の モ デ ル で あ る mrl/lpr/lpr マ ウ ス 、 リ ウ マ チ 性
関 節 炎 の モ デ ル で あ る マ ウ ス コ ラ ー ゲ ン 誘 導 性 関 節 炎 、 及 び マ ウ ス 実 験 的 重 症 筋 無 力 症 （
Paul ed., Fundamental Immunology, Raven Press, New York,
1989, pp. 840-856を 参 照 さ れ た い ） 、 が あ る 。 本 発 明 の 調 節 性 （ 即 ち 刺 激 性 も し く は 阻
害 性 ） 作 用 薬 を 検 査 動 物 に 投 与 す る こ と が で き 、 そ の 後 、 こ の 検 査 動 物 で の 疾 患 の 経 過 を
、 用 い る 特 定 の モ デ ル に と っ て 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 観 察 す る こ と が で き る 。 調 節 性 作 用
薬 の 有 効 性 は 、 未 治 療 の 動 物 （ 又 は コ ン ト ロ ー ル 作 用 薬 で 治 療 し た 動 物 ） に 比 較 し た と き
の 、 当 該 作 用 薬 で 治 療 し た 動 物 に お け る 疾 患 状 態 の 改 善 が 証 左 と な る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 こ の よ う な 化 合 物 を 細 胞 に 接 触 さ せ る 前 に 、 こ れ ら を （ 上 に 解 説 し た ） 医 薬 組 成 物 と し
て 調 合 す る こ と が 好 ま し い だ ろ う と 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 あ る 局 面 で は 、 こ こ に 解 説 し た よ う な 細 胞 ベ ー ス の 系 を 用 い て 、 例 え ば エ フ ェ ク タ Ｔ 細
胞 機 能 を Ｔ 調 節 性 細 胞 機 能 に 対 し て 調 節 す る よ う に 作 用 す る で あ ろ う 作 用 薬 を 同 定 で き よ
う 。 例 え ば 、 こ の よ う な 細 胞 系 を 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 を Ｔ 調 節 性 細 胞 機 能 に 対 し て 調
節 す る 能 力 を 示 す と 思 わ れ る 作 用 薬 に 、 曝 露 さ れ た 細 胞 で 応 答 を 惹 起 す る た め に 充 分 な 濃
度 、 及 び 充 分 な 時 間 、 曝 露 し て も よ い 。 曝 露 後 、 細 胞 を 調 べ て 、 一 つ 以 上 の 応 答 が 変 化 し
た か を 判 定 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 加 え て 、 あ る 実 施 態 様 で は 、 化 合 物 の 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 マ ー カ 及 び ／ 又 は エ フ ェ ク タ
Ｔ 細 胞 マ ー カ の 調 節 能 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 加 え て 、 こ こ で 解 説 し た も の な ど 、 動 物 ベ ー ス の 疾 患 系 を 、 例 え ば エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機
能 を Ｔ 調 節 性 細 胞 機 能 に 対 し て 調 節 す る こ と の 出 来 る 作 用 薬 を 同 定 す る な ど の た め に 用 い
て よ い 。 こ の よ う な 動 物 モ デ ル を 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 を Ｔ 調 節 性 細 胞 機 能 に 対 し て 調
節 す る 上 で 有 効 で あ ろ う 薬 物 、 医 薬 、 治 療 法 及 び 介 入 の 特 定 の た め の 検 査 基 体 と し て 用 い
て よ い 。 加 え て 、 こ こ で 解 説 さ れ た 通 り に 同 定 さ れ た 作 用 薬 （ 例 え ば 本 発 明 の 分 子 の 調 節
性 作 用 薬 ） を 動 物 モ デ ル で 用 い て 、 こ の よ う な 作 用 薬 を 用 い た 治 療 の 効 験 、 毒 性 、 又 は 副
作 用 を 判 定 す る こ と も で き る 。 代 替 的 に は 、 こ こ で 解 説 さ れ た 通 り に 同 定 さ れ た 作 用 薬 を
動 物 モ デ ル で 用 い て 、 こ の よ う な 作 用 薬 の 作 用 機 序 を 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 加 え て 、 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 用 い て 、 あ る 作 用 薬 の 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 を Ｔ 調 節
性 細 胞 機 能 に 対 し て 調 節 す る 能 力 を 評 価 す る こ と も で き よ う 。 例 え ば 、 一 つ 以 上 の 遺 伝 子
の 発 現 パ タ ー ン が 、 「 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 」 又 は 「 転 写 プ ロ フ ァ イ ル 」 の 一 部 を 成 し て い る
こ と が あ り 、 こ の 場 合 、 こ れ ら プ ロ フ ァ イ ル を こ の よ う な 評 価 で 用 い て も よ い 。 「 遺 伝 子
発 現 プ ロ フ ァ イ ル 」 又 は 「 転 写 プ ロ フ ァ イ ル 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 特 定 の 組 合 せ の 条
件 下 で 特 定 の 組 織 又 は 細 胞 種 で 得 ら れ る mRNA発 現 パ タ ー ン を 包 含 す る 。 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ
ァ イ ル は 、 例 え ば 、 示 差 的 デ ィ ス プ レ イ 法 、 ノ ー ザ ン 分 析 及 び ／ 又 は RT-PCRを 用 い る な ど
に よ り 、 作 製 で き よ う 。

10

20

30

40

50

(26) JP 2006-508191 A 2006.3.9



【 ０ １ １ ６ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 分 子 の 配 列 を 、 こ の よ う な 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 作 製
及 び 確 証 の た め の プ ロ ー ブ 及 び ／ 又 は PCRプ ラ イ マ と し て 用 い て よ い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 細 胞 も し く は 動 物 ベ ー ス の モ デ ル 系 内 の 既 知 の 状 態 に 関 し
て 特 徴 付 け ら れ よ う 。 次 に 、 検 査 作 用 薬 が 有 す る 、 こ の よ う な 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を
修 飾 す る 効 果 を 確 認 し た り 、 そ し て 、 こ の プ ロ フ ァ イ ル を 、 よ り 好 ま し い プ ロ フ ァ イ ル の
そ れ に よ り 似 た も の に す る た め に 、 こ れ ら の 既 知 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 比 較 し て も
よ い だ ろ う 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 こ こ で 解 説 し た 通 り の 治 療 に 関 す る 上 述 の ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 に よ
り 同 定 さ れ た 新 規 な 作 用 薬 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
Ｉ Ｖ ． 　 検 査 化 合 物
　 本 発 明 の 検 査 化 合 物 又 は 作 用 薬 は 、 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ； 空 間 指 定 可 能 な パ ラ レ ル 固 相
又 は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ； 逆 重 畳 積 分 を 要 す る 合 成 ラ イ ブ ラ リ 法 ； 「 ワ ン -ビ ー ズ ・ ワ ン -コ ン
パ ウ ン ド 」 ラ イ ブ ラ リ 法 ； 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 選 抜 法 を 用 い た 合 成 ラ イ
ブ ラ リ 法 、 を 含 め 、 当 業 で 公 知 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ラ イ ブ ラ リ 法 に お け る 数 多 く の ア プ
ロ ー チ の い ず れ か を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 生 物 学 的 ・ ラ イ ブ ラ リ ・ ア プ ロ ー チ は ペ プ
チ ド ・ ラ イ ブ ラ リ に 限 ら れ て い る が 、 他 の ４ つ の ア プ ロ ー チ は 、 化 合 物 の ペ プ チ ド 、 非 ペ
プ チ ド ・ オ リ ゴ マ 又 は 低 分 子 ラ イ ブ ラ リ に 応 用 可 能 で あ る  (Lam, K. S. (1997) Anticanc
er Drug Des. 12:145)。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 分 子 ラ イ ブ ラ リ の 合 成 の 方 法 の 例 は 、 例 え ば DeWitt
et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6909; Erb et al.
(1994)  Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA 91:11422; Zuckermann et al. (1994) J. Med. Chem. 37:2678;
Cho et al. (1993) Science 261:1303; Carrell et al. (1994) Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 33:2059; Carell et al. (1994) Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 33:2061; and in Gallop et al. (1994) J. Med. Chem.
37:1233で な ど 、 当 業 に 見 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ は 、 溶 液 中 （ 例 え ば Houghten
(1992) Biotechniques 13:412-421)、 又 は ビ ー ズ 上  (Lam (1991) Nature 354:82-84)、 チ
ッ プ 上  (Fodor (1993) Nature 364:555-556)、 細 菌 （ Ladner USP 5,223,409)、 胞 子  (Lad
ner USP '409)、 プ ラ ス ミ ド  (Cull et al. (1992) Proc.
Natl. Acad. Sci., USA 89:1865-1869) 又 は フ ァ ー ジ 上  (Scott and Smith (1990) Scien
ce 249:386-390); (Devlin (1990)
Science 249:404-406); (Cwirla et al. (1990) Proc.
Natl. Acad. Sci., USA 87:6378-6382); (Felici (1991) J. Mol. Biol.
222:301-310); (Ladner supra.)に 提 示 さ せ る こ と が で き る 。 あ る 好 適 な 実 施 態 様 で は 、
本 ラ イ ブ ラ リ は 天 然 生 成 物 ラ イ ブ ラ リ で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 活 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と の で き る 化 合 物 の 非 限 定 的 な 例 に は 、 限 定 は し な
い が 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 糖 、 低 有 機 分 子 、 及 び 天 然 生 成 物 抽 出 物 ラ イ ブ ラ リ 、 が あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 候 補 ／ 検 査 化 合 物 又 は 作 用 薬 に は 、 例 え ば 、 １ ） ペ プ チ ド 、 例 え ば  Igを 尾 に 持 つ 融 合
ペ プ チ ド 及 び ラ ン ダ ム ・ ペ プ チ ド ・ ラ イ ブ ラ リ （ 例 え ば , Lam, K.S. et al.  (1991) Nat
ure 354:82-84; Houghten, R. et al.  (1991) Nature 354:84-86を 参 照 さ れ た い ） 並 び
に D型  及 び ／ 又 は  L型 立 体 配 置 ア ミ ノ 酸 か ら 作 製 さ れ た コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 由 来 分 子 ラ
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イ ブ ラ リ を 含 む 可 溶 性 ペ プ チ ド ； ２ ） ホ ス ホ ペ プ チ ド
（ 例 え ば ラ ン ダ ム 及 び 部 分 的 に 縮 重 し た 、 配 向 し た ホ ス ホ ペ プ チ ド ・ ラ イ ブ ラ リ の メ ン バ
、 例 え ば Songyang,
Z. et al.  (1993) Cell
72:767-778を 参 照 さ れ た い ） ； ３ ） 抗 体 （ 例 え ば ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト
化 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 、 キ メ ラ 、 及 び 一 本 鎖 抗 体 や 、 抗 体 の Fab、 F(ab')2、 Fab発 現 ラ イ
ブ ラ リ 断 片 、 及 び エ ピ ト ー プ 結 合 断 片 ） ； ４ ） 低 有 機 及 び 無 機 分 子 （ 例 え ば 、 コ ン ビ ナ ト
リ ア ル 及 び 天 然 生 成 物 ラ イ ブ ラ リ か ら 得 ら れ る 分 子 ） ； ５ ） 酵 素
（ 例 え ば エ ン ド リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ヒ ド ロ ラ ー ゼ 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 シ ン タ
タ ー ゼ 、 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 オ キ シ ド -レ ダ ク タ
ー ゼ 及 び ATPases） 、 ６ ） プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 変 異 型 、 例 え ば プ ロ テ
イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の ド ミ ナ ン ト ・ ネ ガ テ ィ ブ 変 異 型 、 及 び ７ ） ア ン チ セ ン ス
RNA分 子 、 又 は 、 RNAiを 媒 介 す る 分 子 、 が あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 構 造 ベ ー ス の 薬 物 を デ ザ イ ン す る 当 業 で 公 知 の 技 術 を 用 い て も 、 １ つ 以 上 の プ ロ テ イ ン
キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
Ｖ ． 　 診 断 検 定 法
　 さ ら に 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 （ 血 液 、 血 清 、 細 胞 、 組 織 な ど ） の 関 連 か ら 、 プ ロ テ イ
ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 を 判 定 し て 、 あ る 個 体 が 疾 患 又 は 異 常 に 罹 患 し て い る
か 、 あ る い は 、 こ の よ う な 疾 患 又 は 異 常 を 発 症 す る リ ス ク が あ る か を 判 定 し た り 、 あ る い
は 、 治 療 の 効 験 及 び ／ 又 は 疾 患 の 寛 解 を 評 価 す る 観 察 法 と し て の 使 用 に 向 け た 、 診 断 検 定
法 も 特 徴 と す る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 あ る 個 体 に 、 こ の よ う な 異 常 （ 例 え ば プ ロ テ イ ン キ ナ
ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の 発 現 又 は 活 性 に 関 連 す る 異 常 ） の リ ス ク が あ る か ど う か を 判 定 す
る 予 後 （ 又 は 予 測 ） 検 定 法 、 あ る い は 、 疾 患 又 は 異 常 の 再 発 を 防 ぐ 方 法 、 を 提 供 す る も の
で あ る 。 こ の よ う な 検 定 法 は 、 予 後 又 は 予 測 目 的 で 、 ひ い て は 、 あ る 疾 患 又 は 異 常 の 発 症
前 に 個 体 を 予 防 的 に 治 療 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経
路 成 分 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に 好 適 な 作 用 薬 は 、 経 路 成 分 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と
の で き る 抗 体 、 好 ま し く は 、 経 路 成 分 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 検 出 可 能 な 標
識 又 は プ ラ イ マ の 付 い た 抗 体 、 で あ る 。 用 語 「 生 物 試 料 」 は 、 対 象 か ら 単 離 さ れ た 組 織 、
細 胞 及 び 生 物 学 的 流 体 や 、 対 象 内 に 存 在 す る 流 体 を 包 含 す る も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 さ
ら に 本 発 明 は 、 対 象 に お い て 特 定 の 抗 原 に 対 す る Ｔ
エ フ ェ ク タ 細 胞 と Ｔ 調 節 性 細 胞 と の 間 の バ ラ ン ス を 評 価 す る た め に 、 生 物 試 料 中 の 経 路 成
分 の 発 現 又 は 活 性 を 検 出 す る た め の キ ッ ト も 包 含 す る 。 例 え ば 、 該 キ ッ ト に は 、 生 物 試 料
中 の 経 路 成 分 又 は そ の 活 性 を 検 出 す る こ と の で き る 標 識 済 み 化 合 物 又 は 作 用 薬 ； 生 物 試 料
中 の 経 路 成 分 の 量 を 判 定 す る た め の 手 段 ； 及 び ／ 又 は 、 試 料 中 の 経 路 成 分 の 量 を 標 準 と 比
較 す る た め の 手 段 、 を 含 め る こ と が で き る 。 該 化 合 物 又 は 作 用 薬 を 適 し た 容 器 内 に 梱 包 す
る こ と が で き る 。 該 キ ッ ト に は 、 さ ら に 、 該 キ ッ ト を 用 い る た め に 指 示 も 含 め る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
Ｖ Ｉ ． 　 組 換 え 発 現 ベ ク タ
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 試 薬 （ 例 え ば 融 合 タ ン パ ク 質 試 薬 ） を 作 製 し
た り 、 あ る い は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 を 、 in vitro 又 は  in vivoな ど
の 患 者 の 細 胞 な ど 、 細 胞 内 で 発 現 さ せ る た め の 、 ベ ク タ 、 好 ま し く は 発 現 ベ ク タ 、 に 関 す
る 。 こ こ で 用 い る 用 語 「 ベ ク タ 」 と は 、 連 結 さ れ た 先 の 別 の 核 酸 を 輸 送 す る こ と の で き る
核 酸 分 子 を 言 う 。 好 適 な ベ ク タ は 、 付 加 的 な DNAセ グ メ ン ト を ラ イ ゲ ー ト す る こ と の で き
る 環 状 の 二 本 鎖 DNAル ー プ を 言 う 「 プ ラ ス ミ ド 」 で あ る 。 プ ラ ス ミ ド が 最 も 普 通 に 用 い ら
れ て い る 形 の ベ ク タ で あ る た め 、 本 明 細 書 に お い て 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 及 び 「 ベ ク タ 」 は 交
換 可 能 に 用 い ら れ て い る 場 合 が あ る 。 好 適 な タ ン パ ク 質 試 薬 に は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ
シ ー タ 経 路 成 分 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 対 生 物 活 性 断 片 、 が 含 ま れ る 。
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【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 、 ホ ス ト 細 胞
内 で こ の 核 酸 が 発 現 す る た め に 適 し た 形 で 含 む が 、 こ の こ と は 、 当 該 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ
が 、 発 現 に 用 い よ う と す る ホ ス ト 細 胞 に 基 づ い て 選 択 さ れ る と 共 に 、 発 現 さ せ よ う と す る
核 酸 配 列 に 作 動 的 に 連 結 さ れ た 一 つ 以 上 の 調 節 配 列 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 組 換 え 発 現 ベ
ク タ に お い て 、 「 作 動 的 に 連 結 さ れ た 」 と は 、 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 こ の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 発 現 が 可 能 な 態 様 で （ 例 え ば
in vitro 転 写 ／ 翻 訳 系 で 、 又 は 、 ベ ク タ を ホ ス ト 細 胞 内 に 導 入 す る 場 合 に は ホ ス ト 細 胞
内 で ） 調 節 配 列 に 連 結 さ れ て い る こ と を 意 味 す る も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 用 語 「 調 節 配
列 」 に は 、 プ ロ モ ー タ 、 エ ン ハ ン サ 及 び 他 の 発 現 制 御 配 列 （ 例 え ば ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン
・ シ グ ナ ル ） が 含 ま れ る も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 当 該 の 発 現 ベ ク タ を ホ ス ト 細 胞 内 に 導
入 し 、 そ れ に よ り 、 融 合 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 を 作 製 す る こ と が で き
る 。 代 替 的 に は , レ ト ロ ウ ィ ル ス 発 現 ベ ク タ 及 び ／ 又 は ア デ ノ ウ ィ ル ス 発 現 ベ ク タ を 利 用
し て も 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ を 、 原 核 も し く は 真 核 細 胞 で の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 用 に デ ザ
イ ン す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド を  E. coliな ど の 細 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 （ バ
キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 ベ ク タ を 用 い て ） 酵 母 細 胞 又 は 哺 乳 動 物 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と が で き
る 。 適 し た ホ ス ト 細 胞 は さ ら に Goeddel, Gene Expression Technology:  Methods in Enz
ymology 185, Academic Press, San Diego, CA
(1990)に 論 じ ら れ て い る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 原 核 生 物 で の タ ン パ ク 質 発 現 は 、 融 合 も し く は 非 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 命 令 す る 構 成
的 又 は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ を 含 有 す る ベ ク タ を 持 つ E. coli内 で 最 も 頻 繁 に 行 わ れ て い る 。
融 合 ベ ク タ は 、 そ の 中 に コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 に 数 多 く の ア ミ ノ 酸 を 、 通 常 は 組 換 え タ
ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 に 付 け 加 え る 。 こ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 典 型 的 に 、 ３ つ の 目
的 に 役 立 つ ： １ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 を 増 加 さ せ る ； ２ ） 組 換 え タ ン パ ク 質 の 可 溶 性
を 増 す ； 及 び ３ ） ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 時 の リ ガ ン ド と し て 作 用 す る こ と に よ り 、 組 換 え タ ン
パ ク 質 の 精 製 を 助 け る 。 し ば し ば 、 融 合 発 現 ベ ク タ に お い て は 、 原 核 性 の タ ン パ ク 質 切 断
部 位 を 融 合 部 分 と 組 換 え タ ン パ ク 質 部 分 と の 間 の 接 合 部 に 導 入 し て 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 精
製 後 に 、 こ の 融 合 部 分 か ら 組 換 え タ ン パ ク 質 を 分 離 で き る よ う に す る 。 精 製 済 み の 融 合 タ
ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の 無 細 胞 検 定 法 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ 経 路 成 分 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 核 酸 分 子 を 、 例 え ば こ こ で 解 説 さ れ た 細 胞 ベ ー ス の 検 定 で 用 い る な ど の た め に 、 哺
乳 動 物 細 胞 で 発 現 さ せ る 。 哺 乳 動 物 細 胞 で 用 い る 場 合 の 発 現 ベ ク タ の 制 御 機 能 は 、 し ば し
ば 、 ウ ィ ル ス 調 節 配 列 に 提 供 さ せ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 当 該 の 組 換 え 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク
タ は 、 特 定 の 細 胞 種 で 優 先 的 に 核 酸 の 発 現 を 命 令 す る こ と が で き る （ 例 え ば 組 織 特 異 的 調
節 配 列 を 用 い て 核 酸 を 発 現 さ せ る ） 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ が 導 入 さ れ た 検 定 細 胞 に 関 す る 。 検 定 細 胞 は 原
核 性 で も 、 又 は 真 核 性 で も よ い が 、 好 ま し く は 真 核 性 で あ る 。 好 適 な 検 定 細 胞 は Ｔ 細 胞 、
例 え ば ヒ ト Ｔ 細 胞 、 で あ る 。 Ｔ 細 胞 を ヒ ト 血 液 か ら 得 、 本 発 明 の 検 定 で の 使 用 前 に ex viv
oで 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 ベ ク タ DNAは 、 原 核 も し く は 真 核 細 胞 に 従 来 の 形 質 転 換 又 は
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 に よ り 導 入 す る こ と が で き る 。 ホ ス ト 細 胞 を 形 質 転 換 又 は ト ラ
ン ス フ ェ ク ト す る た め に 適 し た 方 法 は 、 Sambrook, et al. (Molecular Cloning:  A Labo
ratory Manual. 2nd, ed., Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1989)、 及 び 他 の 研 究 室 用 手 引 き に 見 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
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Ｖ Ｉ Ｉ ． 　 発 明 の 方 法
　 Ａ ． 使 用 の 方 法
　 本 発 明 の 調 節 法 は 、 （ 例 え ば 細 胞 を 本 作 用 薬 と 一 緒 に 培 養 す る か 、 又 は 、 本 作 用 薬 を 培
養 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り ）  in vitroで 行 う こ と も 、 あ る い は 代 替 的 に は （ 例 え ば 対
象 に 本 作 用 薬 を 投 与 し た り 、 あ る い は 、 本 作 用 薬 を 対 象 の 細 胞 に 、 例 え ば 遺 伝 子 治 療 法 な
ど に よ り 、 導 入 す る こ と に よ り ）  in vivoで 行 う こ と も で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 対 象 を 、 Ｔ エ フ ェ ク タ Ｔ 調 節 性 細 胞 と の 間 の バ ラ ン ス の 調 節 を 、 PK
Cシ ー タ 経 路 成 分 を 調 節 す る 治 療 の 前 に 行 う と 有 益 で あ ろ う も の と し て 特 定 す る 。 例 え ば
、 あ る 実 施 態 様 で は 、 Ｔ 調 節 性 及 び Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 の 相 対 的 活 性 を 測 定 す る こ と が で き
る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 及 び Ｔ 調 節 性 細 胞 の 相 対 数 を 計 算 す る こ と が で
き る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 及 び Ｔ 調 節 性 細 胞 の 存 在 を 、 移 植 の 部 位 な ど 、 特
定 の 部 位 で 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 又 は Ｔ 調 節 性 細 胞 の 調 節 を 行 う と 有 益 で あ ろ う 対 象 を
特 定 す る た め に 、 対 象 の 細 胞 を 、 経 路 成 分 の う ち の 一 つ 以 上 の 活 性 及 び ／ 又 は 発 現 に つ い
て 、 （ こ こ で 解 説 さ れ た 通 り に 同 定 さ れ た ） 経 路 成 分 の モ ジ ュ レ ー タ に よ る 治 療 の 前 に 、
検 定 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 対 象 を 、 従 来 の 免 疫 調 節 性 試 薬 に よ る 治 療 後 に 観 察 し て 、 こ の 患 者
に と っ て 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 及 び Ｔ 調 節 性 細 胞 間 の バ ラ ン ス の 調 節 を 行 う と 有 益 で あ ろ う か ど
う か を 判 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 抗 原 へ の 曝 露 前 、 又 は 、 抗 原 へ の 曝 露 と 同 時 に 、 経 路 成 分 の モ ジ ュ
レ ー タ を  in vivo 又 は in vitro で 対 象 に 投 与 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 治 療 法 は 、 Ｖ
Ｉ Ｉ Ｉ 因 子 治 療 な ど 、 反 復 投 与 の た め の 治 療 的 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 in vitroで 調 節 法 を 実 施 す る た め に は 、 細 胞 を 標 準 的 な 方 法 で 対 象 か ら 得 、 こ の 細 胞 内
で の 経 路 成 分 の 活 性 を 調 節 す る た め に 、 in vitro で 本 発 明 の 調 節 性 作 用 薬 と 一 緒 に イ ン
キ ュ ベ ー ト （ 即 ち 培 養 ） す る 。 例 え ば 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） を 対 象 か ら 得 、 フ ィ ッ コ
ー ル ／ ハ イ パ ッ ク な ど の 密 度 勾 配 遠 心 分 離 法 に よ り 、 単 離 す る こ と が で き る 。 標 準 的 な 方
法 を 用 い て 特 定 の 細 胞 集 団 を 枯 渇 さ せ た り 、 又 は 濃 縮 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 特 異 一
次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAb） と 一 緒 に 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 mAbに 結 合 す る 細 胞
を 、 こ の 一 次 mAbに 結 合 す る 二 次 抗 体 で 被 覆 し た 磁 気 ビ ー ズ を 用 い て 単 離 す る な ど 、 Ｔ 細
胞 表 面 マ ー カ に 対 す る 抗 体 を 用 い た 正 の 選 抜 法 に よ り 、 Ｔ 細 胞 を 濃 縮 す る こ と が で き る 。
特 定 の 細 胞 集 団 は 、 標 準 的 な 方 法 に 従 っ た 蛍 光 活 性 化 セ ル ・ ソ ー テ ィ ン グ 法 に よ っ て も 、
単 離 す る こ と が で き る 。 必 要 に 応 じ 、 本 発 明 の 調 節 性 作 用 薬 で in vitroで 処 理 さ れ た 細 胞
を 対 象 に 再 投 与 す る こ と が で き る 。 対 象 へ の 投 与 に 際 し 、 ま ず 細 胞 由 来 の 残 余 物 質 を 培 養
物 か ら 取 り 除 い て か ら 、 こ れ ら を 対 象 に 投 与 す る こ と が 好 ま し い で あ ろ う 。 こ れ は 、 例 え
ば 細 胞 の フ ィ ッ コ ー ル ／ ハ イ パ ッ ク 勾 配 遠 心 分 子 法 な ど に よ っ て 、 行 う こ と が で き る 。 細
胞 を ex vivoで 遺 伝 子 改 変 し た 後 、 対 象 に 再 投 与 す る こ と に 関 す る 更 な る 議 論 に つ い て は
、 W.F. Anderson ら に よ る 米 国 特 許 第
5,399,346号 も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 対 象 に お い て 本 調 節 法 を in vivoで 実 施 す る 場 合 は 、 本 調 節 性 作 用 薬 を 、 対 象 に 、 こ の
対 象 の 細 胞 内 で 経 路 成 分 の 活 性 が 調 節 さ れ る よ う に 、 投 与 す る こ と が で き る 。 用 語 「 対 象
」 に は 、 免 疫 応 答 を 惹 起 す る こ と の で き る 生 物 が 包 含 さ れ る も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 好
適 な 対 象 は 哺 乳 動 物 で あ る 。 対 象 の 例 に は ヒ ト 、 サ ル 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ
シ 、 ウ マ 、 ヤ ギ 及 び ヒ ツ ジ が あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
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　 （ マ ー カ タ ン パ ク 質 、 ア ン チ セ ン ス RNA、 細 胞 内 抗 体 又 は ド ミ ナ ン ト ・ ネ ガ テ ィ ブ 阻 害
剤 を コ ー ド す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ を 含 む ） 核 酸 を 含 む 刺 激 剤 又 は 阻 害 剤 の 場 合 、 本 作 用 薬
を 、 対 象 の 細 胞 内 に 、 核 酸 （ 例 え ば DNA） を in vivoの 細 胞 に 導 入 す る た め の 当 業 で 公 知 の
方 法 を 用 い て 、 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 の 例 は 、 以 下 、 非 ウ ィ ル ス 法 及 び
ウ ィ ル ス 法 の 両 方 を 包 含 す る ：
　 直 接 の 注 射 ： 裸 の DNAを in　 vivoの 細 胞 内 に 、 当 該 DNAを 細 胞 に 直 接 注 射 す る こ と に よ り
、 導 入 す る こ と が で き る （ 例 え ば  Acsadi et
al. (1991) Nature 332:815-818; Wolff, et al. (1990) Science
247:1465-1468を 参 照 さ れ た い ） 。 例 え ば 、 DNAを in vivoの 細 胞 に 注 射 す る 送 達 器 具 （ 例
え ば 「 遺 伝 子 ガ ン 」 ） を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 器 具 は （ 例 え ば バ イ オ ラ ド 社 か
ら ） 市 販 さ れ て い る 。
　 陽 イ オ ン リ ピ ド ： 裸 の DNAを in　 vivoの 細 胞 内 に 、  こ の DNAを 陽 イ オ ン リ ピ ド と 複 合 体
形 成 さ せ た り 、 あ る い は 、 こ の DNAを 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム に 封 入 す る こ と に よ り 、 導 入
す る こ と が で き る 。 適 し た 陽 イ オ ン リ ピ ド 調 合 物 の 例 に は 、 N-[-1-(2,3-ジ オ レ オ イ ル オ
キ シ ） プ ロ ピ ル ]N,N,N-ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ リ ド  (DOTMA) 及 び 1:1 の モ ル 比 の 1,
2-ジ ミ リ ス チ ル オ キ シ -プ ロ ピ ル -3-ジ メ チ ル ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ブ ロ ミ ド  (DM
RIE) 及 び ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン  (DOPE) （ 例 え ば  Logan, J.J.
et al. (1995) Gene Therapy 2:38-49; San, H. et al. (1993) Human
Gene Therapy 4:781-788を 参 照 さ れ た い ） 。
　 受 容 体 媒 介 性 DNA取 り 込 み ： さ ら に 、 裸 の DNAを in　 vivoの 細 胞 内 に 、 細 胞 表 面 受 容 体 に
対 す る リ ガ ン ド に 結 合 さ せ た ポ リ リ ジ ン な ど の 陽 イ オ ン に DNAを 複 合 体 形 成 さ せ る こ と で
も 、 導 入 す る こ と が で き る （ 例 え ば  Wu, G. and Wu,
C.H. (1988) J. Biol. Chem. 263:14621; Wilson, et al. (1992) J.
Biol. Chem. 267:963-967； 及 び 米 国 特 許 第 5,166,320号 を 参 照 さ れ た い ） 。 受 容 体 へ の DN
A-リ ガ ン ド 複 合 体 を 結 合 に よ り 、 受 容 体 媒 介 性 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ り 、 DNAの 取 り 込
み が 促 さ れ る 。 天 然 で エ ン ド ソ ー ム を 破 壊 す る こ と で 、 細 胞 質 内 に 物 質 を 放 出 す る ア デ ノ
ウ ィ ル ス ・ カ プ シ ド に 連 結 さ せ た DNA-リ ガ ン ド 複 合 体 を 用 い る と 、 細 胞 内 ラ イ ソ ゾ ー ム に
よ る 複 合 体 の 分 解 を 避 け る こ と が で き る （ 例 え ば  Curiel, et al. (1991) Proc. Natl. A
cad. Sci., USA
88:8850; Cristiano, et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci., USA
90:2122-2126を 参 照 さ れ た い ） 。
　 レ ト ロ ウ ィ ル ス ： 　 欠 陥 レ ト ロ ウ ィ ル ス は 、 遺 伝 子 治 療 を 目 的 と し た 遺 伝 子 輸 送 で の 使
用 に 関 し 、 よ く 特 徴 付 け ら れ て い る （ レ ビ ュ ー に つ い て は Miller, A.D. (1990) Blood 76
:271を 参 照 さ れ た い ） 。 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ゲ ノ ム に 取 り 入 れ て
有 す る 組 換 え レ ト ロ ウ ィ ル ス を 構 築 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ・ ゲ ノ ム
の 数 部 分 を 取 り 除 い て 、 こ の レ ト ロ ウ ィ ル ス を 複 製 欠 陥 に す る こ と が で き る 。 次 に こ の 複
製 欠 陥 レ ト ロ ウ ィ ル ス を ビ リ オ ン に パ ッ ケ ー ジ す れ ば 、 こ の ビ リ オ ン を 用 い て 、 標 準 的 な
技 術 に よ り ヘ ル パ ウ ィ ル ス の 使 用 を 通 じ て 標 的 細 胞 を 感 染 さ せ る こ と が で き る 。 組 換 え レ
ト ロ ウ ィ ル ス を 作 製 す る た め の プ ロ ト コ ル や 、 in vitro 又 は  in vivo の 細 胞 を こ の よ う
な ウ ィ ル ス に 感 染 さ せ る た め の プ ロ ト コ ル は 、  Current
Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F.M. et
al. (eds.) Greene Publishing Associates, (1989), Sections 9.10-9.14 及 び 他 の 標 準
的 な 研 究 室 用 手 引 き に 見 る こ と が で き る 。 適 し た レ ト ロ ウ ィ ル ス の 例 に は 、 当 業 者 に 公 知
の  pLJ、 pZIP、 pWE 及 び pEM が あ る 。 適 し た パ ッ ケ ー ジ ン グ ・ ウ ィ ル ス 系 の 例 に は 、 Ψ Cr
ip、 Ψ Cre、 ψ 2及 び ψ Am、 が あ る 。 レ ト ロ ウ ィ ル ス は 、
in vitro 及 び ／ 又 は  in vivoの 上 皮 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 リ ン パ 球 、 筋 原 細 胞 、 肝 細 胞 、 骨
髄 細 胞 を 、 含 む 多 種 の 様 々 な 細 胞 種 に 遺 伝 子 を 導 入 す る た め に 用 い ら れ て き た （ 例 え ば  E
glitis, et al. (1985) Science 230:1395-1398; Danos
and Mulligan (1988) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 85:6460-6464; Wilson et
al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 85:3014-3018; Armentano et

10

20

30

40

50

(31) JP 2006-508191 A 2006.3.9



al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 87:6141-6145; Huber et al.
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 88:8039-8043; Ferry, et al.
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 88:8377-8381; Chowdhury, et al.
(1991) Science 254:1802-1805; van Beusechem, et al. (1992) Proc.
Natl. Acad. Sci., USA 89:7640-7644; Kay, et al. (1992) Human Gene
Therapy 3:641-647; Dai, et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci., USA
89:10892-10895; Hwu, et al. (1993) J. Immunol. 150:4104-4115； 米 国 特 許 第 4,868,11
6号 ； 米 国 特 許 第 4,980,286号 ；  PCT 出 願 WO 89/07136; PCT 出 願 WO 89/02468; PCT 出 願 W
O 89/05345; 及 び  PCT 出 願 WO 92/07573を 参 照 さ れ た い ） 。 レ ト ロ ウ ィ ル ス ・ ベ ク タ に は
、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ・ ゲ ノ ム （ 及 び そ れ に 挿 入 さ れ た 外 来 核 酸 ） が ホ ス ト ゲ ノ ム に 組 み 込 ま
れ て 細 胞 内 に 核 酸 を 安 定 に 導 入 す る た め に は 、 標 的 細 胞 の 分 裂 が 必 要 で あ る 。 こ の よ う に
、 標 的 細 胞 の 複 製 を 刺 激 す る 必 要 が あ る で あ ろ う 。
　 ア デ ノ ウ ィ ル ス ： ア デ ノ ウ ィ ル ス の ゲ ノ ム は 、 目 的 の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド し 、 発 現 は す
る が 、 通 常 の 溶 解 に よ る ウ ィ ル ス 生 命 周 期 と い う 点 で の そ の 複 製 能 が 不 活 性 化 し て い る よ
う に 操 作 す る こ と が で き る 。 例 え ば Berkner, et al. (1988) BioTechniques 6:616; Rose
nfeld,
et al. (1991) Science 252:431-434; and Rosenfeld et al.
(1992) Cell 68:143-155を 参 照 さ れ た い 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス 株  Ad タ イ プ 5 dl324 又 は 他 の
ア デ ノ ウ ィ ル ス 株 （ 例 え ば Ad2、 Ad3、 及 び Ad7等 ） を 由 来 と す る 適 し た ア デ ノ ウ ィ ル ス 株
は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス は 、 有 効 な 遺 伝 子 送 達 賦 形 剤 と な る た め に
も 分 裂 細 胞 を 必 要 と し な い た め 有 利 で あ り 、 気 道 上 皮  (Rosenfeld, et al. (1992) cited
 supra)、 内 皮 細 胞 （ Lemarchand, et al. (1992) Proc.
Natl. Acad. Sci., USA 89:6482-6486)、 肝 細 胞  (Herz and Gerard (1993) Proc. Natl. 
Acad. Sci., USA 90:2812-2816)
及 び 筋 細 胞 （ Quantin, et al.
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 89:2581-2584)を 含 め 、 多 種 の 細 胞 種 を 感 染 さ せ る
た め に 用 い る こ と が で き る 。 加 え て 、 導 入 さ れ た ア デ ノ ウ ィ ル ス DNA（ 及 び そ こ に 含 ま れ
た 外 来 の DNA） は ホ ス ト 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ ず 、 エ ピ ソ ー ム の ま ま 留 ま る た め 、 導
入 さ れ た DNAが ホ ス ト ゲ ノ ム （ 例 え ば レ ト ロ ウ ィ ル ス DNA） に 組 み 込 ま れ た 場 合 の 挿 入 的 変
異 誘 発 の 結 果 起 き か ね な い 潜 在 的 問 題 が 避 け ら れ る 。 さ ら に 、 外 来 の DNAの た め の ア デ ノ
ウ ィ ル ス ・ ゲ ノ ム の 運 搬 能 力 は 他 の 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ に 比 較 し て 大 き い （ 最 高 で ８ キ ロ ベ
ー ス ）  (Berkner, et al. cited supra; Haj-Ahmand and Graham
(1986) J. Virol. 57:267)。 現 在 用 い ら れ て い る 大 半 の 複 製 欠 陥 ア デ ノ ウ ィ ル ス ・ ベ ク タ
は 、 ウ ィ ル ス E1及 び E3 遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 欠 失 さ せ て あ る が 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 遺 伝
物 質 の 80%も を 留 め て い る 。
　 ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス ： 　 ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス
(AAV) は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 又 は 疱 疹 ウ ィ ル ス な ど の 別 の ウ ィ ル ス を 、 効 率 的 な 複 製 及 び 増
殖 能 あ る 生 命 周 期 の た め の ヘ ル パ ウ ィ ル ス と し て 必 要 と す る 天 然 で 発 生 す る 欠 陥 ウ ィ ル ス
で あ る 。 （ レ ビ ュ ー に つ い て は Muzyczka, et al. Curr. Topics in Micro. Immunol.
(1992) 158:97-129を 参 照 さ れ た い ） 。 そ れ は ま た 、 非 分 裂 細 胞 に そ の DNAを 組 み 込 ま せ 、
高 頻 度 で 安 定 し た 組 込 み を 示 す 数 少 な い ウ ィ ル ス の う ち の １ つ で も あ る （ 例 え ば  Flotte,
 et al. (1992) Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol.
7:349-356; Samulski et al. (1989) J. Virol. 63:3822-3828; 及 び McLaughlin, et al.
 (1989) J.
Virol. 62:1963-1973を 参 照 さ れ た い ） 。 ３ ０ ０ 塩 基 対 と い っ た 少 な い AAVを 含 有 す る ベ ク
タ を パ ッ ケ ー ジ し 、 組 み 込 む こ と が で き る 。 外 因 性 の DNAの た め の ス ペ ー ス は 、 約 4,5kbと
限 ら れ て い る 。 Tratschin, et al. (1985) Mol.
Cell. Biol. 5:3251-3260 に 解 説 さ れ た も の な ど の AAVベ ク タ は 、 DNAを 細 胞 に 導 入 す る た
め に 用 い る こ と が で き る 。 多 種 の 核 酸 が 様 々 な 細 胞 種 に 、 AAVベ ク タ を 用 い て 導 入 さ れ て
き た 。 （ 例 え ば Hermonat, et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 81:6466-6470;
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Tratschin, et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 4:2072-2081;
Wondisford, et al. (1988) Mol. Endocrinol. 2:32-39; Tratschin, et
al. (1984) J. Virol. 51:611-619; 及 び  Flotte, et al. (1993) J. Biol. Chem. 268:3
781-3790を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 特 定 の 発 現 ベ ク タ 系 の 効 験 や 、 核 酸 を 細 胞 に 導 入 す る 方 法 は 、 当 業 で 慣 例 的 に 用 い ら れ
て い る 標 準 的 な ア プ ロ ー チ に よ り 、 評 価 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 胞 に 導 入 さ れ た DN
Aは 、 フ ィ ル タ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 （ 例 え ば サ ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 法 ） に よ り 検 出
す る こ と が で き 、 導 入 さ れ た DNAの 転 写 で 生 じ る RNAは 、 例 え ば ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 法 、 RN
ase保 護 法 又 は リ バ ー ス -ト ラ ン ス ク リ プ タ ー ゼ -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） に な ど
に よ り 、 検 出 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 産 物 は 、 適 し た 検 定 法 、 例 え ば 特 異 抗 体 に よ る 産
生 し た タ ン パ ク 質 の 免 疫 学 的 抗 体 、 あ る い は 、 遺 伝 子 産 物 の 機 能 的 活 性 を 検 出 す る 機 能 検
定 法 な ど に よ り 、 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 マ ー カ を コ ー ド す る レ ト ロ ウ ィ ル ス 発 現 ベ ク タ を 用 い て 、 マ ー カ タ
ン パ ク 質 を in vivoの 細 胞 内 で 発 現 さ せ る こ と で 、 マ ー カ タ ン パ ク 質 の in vivoで の 発 現 又
は 活 性 を 刺 激 す る 。 こ の よ う な レ ト ロ ウ ィ ル ス ・ ベ ク タ は 、 （ 例 え ば 上 述 し た よ う に ） 当
業 で 公 知 の 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 化 合 物 な ど の 調 節 性 作 用 薬 を 対 象 に 医 薬 組 成 物 と し て 投 与 す る こ と も で き る 。 こ の よ う
な 組 成 物 は 、 典 型 的 に 、 本 調 節 性 作 用 薬 と 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と を 含 む 。 こ こ で 用 い
ら れ る 用 語 「 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 」 に は 、 医 薬 投 与 に 適 合 性 あ る あ ら ゆ る 溶 媒 、 分 散
媒 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 剤 及 び 抗 カ ビ 剤 、 等 張 剤 及 び 吸 収 遅 延 剤 等 が 含 ま れ る も の と 、 意
図 さ れ て い る 。 薬 学 的 に 活 性 な 物 質 の た め の こ の よ う な 媒 質 及 び 薬 剤 の 使 用 は 、 当 業 で 公
知 で あ る 。 従 来 の 媒 質 又 は 薬 剤 が 当 該 活 性 化 合 物 に 対 し て 不 適 合 で な い 限 り 、 組 成 物 中 へ
の そ の 使 用 は 考 察 さ れ た と こ ろ で あ る 。 補 助 的 な 活 性 化 合 物 も 本 組 成 物 中 に 取 り 入 れ る こ
と が で き る 。 医 薬 組 成 物 は 下 記 の よ う に 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 Ｂ ． 　 治 療 の 方 法
　 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 が 優 勢 な こ と に 関 連 す る 数 多 く の 疾 患 状 態 が 公 知 で あ り 、 該 疾 患
状 態 に 罹 患 し た 個 体 で 生 じ た 応 答 の 種 類 を 調 節 す る と 有 益 で あ ろ う 。 本 方 法 に は 、 調 節 性
作 用 薬 を 、 こ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に 直 接 、 投 与 す る こ と や 、 又 は 、 当 該 対 象 か
ら 得 ら れ た 細 胞 を 作 用 薬 で ex vivo処 理 し た 後 、 こ の 細 胞 を 対 象 へ 再 投 与 す る こ と を 含 め
る こ と が で き る 。 該 治 療 を 、 さ ら に 、 他 の 免 疫 調 節 性 作 用 薬 を 投 与 す る こ と で 向 上 さ せ て
も よ い 。 本 発 明 の 免 疫 調 節 性 作 用 薬 の こ の よ う な 疾 患 へ の 応 用 は 、 以 下 で 更 に 詳 述 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 数 多 く の 自 己 免 疫 異 常 は 、 活 性 化 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 の 不 適 切 又 は 望 ま し く な い 活 性 化 が
原 因 で 、 当 該 疾 患 の 病 理 に 関 与 す る サ イ ト カ イ ン 及 び 自 己 抗 体 が 産 生 し た 結 果 で あ る 。 加
え て 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 機 能 は 移 植 片 拒 絶 に も 関 与 し て い る 。 ア レ ル ギ も ま た 、 Ｔ エ フ ェ
ク タ 細 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ る 。 従 っ て 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 又 は 抗 体 応 答 を 低 下 さ せ た い 場
合 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 少 な く と も １ つ の Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 機 能 が 少 な く と も
１ つ の Ｔ 調 節 性 細 胞 機 能 に 対 し て 下 方 調 節 さ れ る よ う に 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 に 優 先 的 に 関
連 す る 分 子 の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 下 方 調 節 す る こ と が で き る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 こ の
よ う な 異 常 を 、 例 え ば 少 な く と も １ つ の Ｔ 調 節 性 細 胞 機 能 が
少 な く と も １ つ の Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 機 能 に 対 し て 上 方 調 節 さ れ る よ う に 、 Ｔ 調 節 性 細 胞 に
優 先 的 に 関 連 す る 分 子 の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 上 方 調 節 す る こ と に よ り 、 改 善 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 対 照 的 に 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 の 少 な く と も １ つ の 活 性 を 高 め る 、 及 び ／ 又 は 、  Ｔ 調 節
性 細 胞 の 少 な く と も １ つ の 活 性 を 下 方 調 節 す る 、 と 有 益 で あ ろ う 状 態 も あ る 。 例 え ば 、 免
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疫 エ フ ェ ク タ 細 胞 は 、 癌 細 胞 に 対 し て 有 効 に 反 応 す る こ と が し ば し ば で き な い 。 従 っ て 、
エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 又 は 抗 体 応 答 の 亢 進 が 好 ま し い 場 合 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い る こ と で 、 例
え ば 少 な く と も １ つ の Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 機 能 が 少 な く と も １ つ の Ｔ 調 節 性 細 胞 機 能 に 対 し
て 上 方 調 節 さ れ る よ う に 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 に 優 先 的 に 関 す る 分 子 の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性
を 上 方 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 こ れ ら の 調 節 法 を あ る １ つ の 抗 原 と 組 み 合 わ せ て 用 い て 、 こ の 抗 原
に 対 す る 免 疫 応 答 を 高 め る 又 は 軽 減 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 応 答 を
、 ワ ク チ ン 製 剤 に お い て 高 め た り 、 あ る い は 、 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 因 子 な ど 、 対 象 に 慢 性 的 に 投 与 せ
ね ば な ら な い 治 療 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る エ フ ェ ク タ 細 胞 応 答 を 減 ら す た め に 、 軽 減 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 対 象 に お い て 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 の 少 な く と も １ つ の 活 性 を 調 節 す る こ
と に 比 べ 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 の 少 な く と も １ つ の 活 性 を 優 先 的 に 下 方 調 節 す る こ と は 、 例
え ば 皮 膚 、 組 織 及 び 臓 器 移 植 、 移 植 片 対 宿 主 疾 患 （ GVHD） 、 あ る い は 、 全 身 性 エ リ テ マ ト
ー デ ス 及 び 多 発 性 硬 化 症 な ど の 自 己 免 疫 疾 患 に 場 合 な ど に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 調 節 性 Ｔ
細 胞 機 能 を 優 先 的 に 促 進 す る 、 及 び ／ 又 は 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 を 低 下 さ せ る と 、 組 織
移 植 に お い て 組 織 破 壊 が 減 少 す る 。 典 型 的 に は 、 組 織 移 植 片 に お い て 、 組 織 片 の 拒 絶 は 、
そ れ が 免 疫 細 胞 に よ っ て 異 物 と 認 識 さ れ る こ と で 惹 起 さ れ 、 こ の 移 植 片 を 破 壊 す る 免 疫 反
応 が 起 き る 。 こ こ で 解 説 さ れ た 通 り の 作 用 薬 又 は モ ジ ュ レ ー タ を 、 単 独 又 は 別 の 免 疫 調 節
性 作 用 薬 と 組 み 合 わ せ て 、 移 植 前 又 は 移 植 時 に 投 与 す る と 、 対 象 に お け る エ フ ェ ク タ Ｔ 細
胞 機 能 や 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 を 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 数 多 く の 自 己 免 疫 異 常 は 、 自 己 組 織 に 対 し て 反 応 性 で あ る と 共 に 、 こ の 疾 患 の 病 理 に 関
与 す る サ イ ト カ イ ン 及 び 自 己 抗 体 の 産 生 を 促 進 す る 免 疫 細 胞 の 不 適 切 な 活 性 化 が 原 因 で あ
る 。 自 己 反 応 性 の 免 疫 細 胞 の 活 性 化 を 妨 げ る と 、 疾 患 の 症 状 が 軽 減 又 は 消 失 す る で あ ろ う
。 自 己 免 疫 異 常 を 防 止 又 は 軽 減 す る 上 で の 試 薬 の 効 験 は 、 ヒ ト 自 己 免 疫 疾 患 の 良 く 特 徴 付
け ら れ た 多 く の 動 物 モ デ ル を 用 い て 判 断 す る こ と が で き る 。 例 に は 、 マ ウ ス 実 験 的 自 己 免
疫 脳 炎 、 MRL/lpr/lpr マ ウ ス 又 は NZBハ イ ブ リ ッ ド ・ マ ウ ス の 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、
あ る い は 、 マ ウ ス 自 己 免 疫 コ ラ ー ゲ ン 性 関 節 炎 、 NOD マ ウ ス 及 び BB ラ ッ ト の 糖 尿 病 、 及
び マ ウ ス 実 験 的 重 症 筋 無 力 症 （ Paul ed., Fundamental
Immunology, Raven Press, New York, 1989, pp. 840-856を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 自 己 免 疫 性 」 と は 、 対 象 の 免 疫 系 （ 例 え ば Ｔ 及 び Ｂ 細 胞 ） が 彼 又 は
彼 女 自 身 の 組 織 に 対 し て 反 応 を 始 め る 状 態 を 言 う 。
本 発 明 に 従 っ て 治 療 で き る と 思 わ れ る 自 己 免 疫 成 分 を 有 す る 自 己 免 疫 疾 患 及 び 異 常 の 非 限
定 的 例 に は 、 １ 型 糖 尿 病 、 （ リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 若 年 性 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 乾 癬 性 関 節 炎
を 含 む ） 関 節 炎 、 多 発 性 硬 化 症 、 重 症 筋 無 力 症 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 自 己 免 疫 甲 状
腺 炎 、 （ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 及 び 湿 疹 性 皮 膚 炎 を 含 む ） 皮 膚 炎 、 乾 癬 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群
に 続 発 す る 乾 性 角 結 膜 炎 を 含 む シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 円 形 脱 毛 症 、 節 足 動 物 の 咬 創 を 原 因
と す る ア レ ル ギ ー 性 応 答 、 ク ロ ー ン 病 、 虹 彩 炎 、 結 膜 炎 、 角 結 膜 炎 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 喘 息
、 ア レ ル ギ ー 性 喘 息 、 皮 膚 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 強 皮 症 、 薬 疹 、 ら い 反 転 反 応 、 ら い 性 結
節 性 紅 斑 、 自 己 免 疫 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 音 性 難 聴 、 再 生 不 良 性 貧 血 、 真 性 赤 血 球 性 貧 血 、 特 発 性 血 小 板 減 少 症 、 多
発 性 軟 骨 炎 、 ウ ェ グ ナ ー 肉 芽 腫 症 、 慢 性 進 行 性 肝 炎 、 ス テ ィ ー ブ ン ス -ジ ョ ン ソ ン 症 候 群
、 特 発 性 ス プ ル ー 、 扁 平 苔 癬 、 ク ロ ー ン 病 、 グ レ ー ブ ズ 眼 症 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 原 発 性
胆 汁 性 肝 硬 変 、 後 部 ブ ド ウ 膜 炎 、 及 び 間 質 性 肺 線 維 症 、 が あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 好 ま し く は 、 エ フ ェ ク タ 細 胞 機 能 の 阻 害 が 、 例 え ば IgE産 生 を 阻 害 す る な ど に よ り 、 ア
レ ル ギ ー 及 び ア レ ル ギ ー 性 反 応 の 治 療 に お い て 治 療 上 、 有 用 で あ る と よ い 。  エ フ ェ ク タ
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Ｔ 細 胞 機 能 の 阻 害 、 及 び ／ 又 は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 機 能 の 促 進 は 、 適 し た MHC分 子 と 共 に 、 ア
レ ル ゲ ン へ の 曝 露 に 伴 わ せ る こ と が で き る 。 ア レ ル ギ ー 性 反 応 は 、 ア レ ル ゲ ン の 進 入 経 路
や 、 マ ス ト 細 胞 又 は 好 塩 基 球 上 の IgEの 付 着 パ タ ー ン に 応 じ て 、 本 来 全 身 性 で も 、 又 は 局
所 性 で も よ い 。 こ の よ う に 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 媒 介 性 ア レ ル ギ 性 応 答 の 阻 害 は 、 作 用 薬 又
は 阻 害 剤 の 投 与 に よ り 、 局 所 的 で も 、 又 は 全 身 で も 、 起 き 得 る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 好 ま し く は 、 少 な く と も １ つ の エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 の 阻 害 が 、 免 疫 細 胞 の ウ ィ ル ス 感
染 に お い て も 治 療 上 有 用 で あ る と よ い 。 例 え ば 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） に お い て
は 、 ウ ィ ル ス の 複 製 は 、 免 疫 細 胞 の 活 性 化 に よ り 刺 激 さ れ る 。 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 を 阻
害 す る と ウ ィ ル ス 複 製 が 阻 害 さ れ 、 ひ い て は AIDSの 経 過 が 改 善 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 の 上 方 調 節 も 治 療 に お い て 有 用 で あ る 。 少 な く と も １ つ の Ｔ エ フ ェ ク
タ 活 性 の 上 方 調 節 は 、 既 存 の 免 疫 応 答 を 高 め た り 、 あ る い は 、 最 初 の 免 疫 応 答 を 惹 起 す る
上 で 有 用 で あ ろ う 。 例 え ば 、 好 ま し く は 少 な く と も １ つ の
Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 活 性 を 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 中 の 本 発 明 の 分 子 を 刺 激 す る 作 用 薬 を 用 い て
増 加 さ せ る こ と が 、 細 菌 、 ウ ィ ル ス 、 又 は 寄 生 虫 な ど の 微 生 物 感 染 の 場 合 に 有 用 で あ る 。
こ れ ら に は 、 疱 疹 又 は 帯 状 ヘ ル ペ ス な ど の ウ ィ ル ス 性 皮 膚 疾 患 が 含 ま れ 、 こ の 場 合 、 こ の
よ う な 作 用 薬 を 皮 膚 に 局 所 的 に 送 達 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 イ ン フ ル エ ン ザ 、 通 常 の
風 邪 、 及 び 脳 炎 な ど の 全 身 性 ウ ィ ル ス 性 疾 患 は 、 こ の よ う な 作 用 薬 の 全 身 投 与 に よ り 、 軽
減 す る で あ ろ う 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 Ｔ 調 節 性 細 胞 に 関 連 す る 本 発 明 の 少 な く と も １ つ の
分 子 の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 下 方 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ウ ィ ル ス な ど の 病 原 体 に 対 す る 免 疫 性 は 、 ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 に 、 適 し た ア ジ ュ バ ン ト
に 入 れ た エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 を 活 性 化 す る 作 用 薬 を 一 緒 に し て ワ ク チ ン 接 種 す る こ と に
よ り 、 誘 導 す る こ と が で き る 。 核 酸 ワ ク チ ン は 、 例 え ば 注 射 （ 例 え ば 筋 肉 内 、 皮 内 、 あ る
い は 、 粒 子 加 速 器 又 は 圧 縮 ガ ス を 用 い て 粒 子 を 皮 膚 に 注 射 す る 銃 を 用 い て 、 DNAで 被 覆 さ
れ た 金 粒 子 を 上 皮 に バ イ オ リ ス テ ィ ッ ク 注 射 す る な ど ） 多 種 の 手 段 に よ り 投 与 す る こ と が
で き る  (Haynes et al. 1996. 
J. Biotechnol. 
44:37)） 。 代 替 的 に は , 核 酸 ワ ク チ ン を 非 侵 襲 的 手 段 で 投 与 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、
純 粋 な も し く は 脂 質 で 調 合 さ れ た DNAを 呼 吸 系 又 は 標 的 決 定 さ れ た 他 の 箇 所 に 送 達 す る こ
と が で き 、 例 え ば ペ イ ヤ ー ズ ・ パ ッ チ は 、 DNAの 経 口 送 達 で あ る (Schubbert.  1997. Proc
. Natl. Acad. Sci., USA 94:961)。 弱 毒 化 し た 微 生 物 は 、 粘 膜 表 面 へ の 送 達 に 用 い る こ
と が で き る (Sizemore et
al. (1995) Science. 270:29)。 ワ ク チ ン が 有 用 で あ ろ う 病 原 体 に は 、 Ｂ 型 肝 炎 、 Ｃ 型 肝
炎 、 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ ィ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 、 HIV-1、 HIV-2、 結 核 、 マ ラ リ
ア 及 び 住 血 吸 虫 が あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 別 の 用 途 で は 、  少 な く と も １ つ の  エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 の 優 先 的 上 方 調 節 又 は 亢 進 は
、 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 に お い て 有 用 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 免 疫 応 答 を 活 性 化 シ グ ナ ル の
伝 播 に よ り 刺 激 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 腫 瘍 特 異 抗 原 な ど の 自 己 由 来 抗 原 な ど 、 対 象
が 充 分 な 免 疫 応 答 を 生 じ ら れ な い よ う な 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を こ の 態 様 で 誘 導 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の  エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 機 能 を 優 先 的 に 調 節 し な が ら も 、 Ｔ 調
節 性 応 答 に は ほ と ん ど 効 果 を 有 さ な い 、 あ る い は そ の 逆 を 行 う と 有 用 で あ ろ う 異 常 の 危 険
性 の あ る （ 又 は 易 罹 患 性 の ） 、 あ る い は 、 疾 患 、 異 常 又 は 状 態 を 有 す る 、 対 象 を 治 療 す る
予 防 法 及 び 治 療 法 の 両 方 を 提 供 す る も の で あ る 。 予 防 的 作 用 薬 の 投 与 は 、 疾 患 又 は 異 常 が
予 防 、 又 は 代 替 的 に は 、 そ の 進 行 が 遅 ら さ れ る よ う に 、 症 状 の 発 現 前 に 行 う こ と が で き る
。

10

20

30

40

50

(35) JP 2006-508191 A 2006.3.9



【 ０ １ ５ ６ 】
　 こ れ ら の 作 用 薬 を  in vitro （ 例 え ば 細 胞 を 本 作 用 薬 に 接 触 さ せ る な ど に よ り ）  で 投
与 す る こ と も 、 あ る い は 代 替 的 に は 、 in vivo （ 例 え ば 本 作 用 薬 を 対 象 に 投 与 す る な ど に
よ り ） で 投 与 す る こ と も で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 を 上 方 も し く は 下
方 調 節 し な が ら も 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 に は 影 響 し な い と 有 益 で あ ろ う 疾 患 又 は 異 常 に 罹 患 し た
個 体 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 調 節 性 作 用 薬 は 単 独 で 投 与 す る こ と も 、 あ る い は 、 一 つ 以 上 の 付 加 的 な 作 用 薬
と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 あ る 実 施 態 様 で は 、 こ こ で 解 説 さ れ た ２
つ の 作 用 薬 を 対 象 に 投 与 す る こ と が で き る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 こ こ で 解 説 さ れ た 作 用 薬
を 、 他 の 免 疫 調 節 性 作 用 薬 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 他 の 免 疫 調 節 性 試 薬 の
例 に は 、 共 刺 激 シ グ ナ ル を 遮 断 す る 抗 体 、 （ 例 え ば 抗 CD28、 ICOS)、 阻 害 性 シ グ ナ ル を CTL
A4を 介 し て 活 性 化 す る 抗 体 、 及 び ／ 又 は 、 他 の 免 疫 細 胞 マ ー カ に 対 す る 抗 体 （ 例 え ば 抗 CD
40、 抗 CD40リ ガ ン ド 、 又 は 抗 サ イ ト カ イ ン ） 、 融 合 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば CTLA4-Fc、 PD-1-F
c)、 及 び 免 疫 抑 制 剤 、 （ 例 え ば ラ パ マ イ シ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ 又 は FK506） 、 が あ る 。
場 合 に よ っ て は 、 免 疫 応 答 を 惹 起 又 は 増 強 す る た め に 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 シ グ ナ ル を 送 達 す る
作 用 薬 な ど 、 免 疫 応 答 を 上 方 調 節 す る 他 の 作 用 薬 を 更 に 投 与 す る こ と が 好 ま し い で あ ろ う
。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 現 在 の 免 疫 抑 制 剤 と は 異 な り 、 こ こ で 解 説 さ れ た 作 用 薬 又 は 阻 害 剤 は 、 恒 常 性 免 疫 調 節
機 序 の 発 生 を 促 す た め 、 望 ま し く な い 免 疫 応 答 を 制 御 す る た め に 、 長 期 治 療 で は な く 、 短
期 投 与 （ 例 え ば 数 週 間 か ら 数 ヶ 月 間 ） を 要 す る で あ ろ う 。 本 作 用 薬 又 は 阻 害 剤 に よ る 、 又
は 一 般 的 な 免 疫 抑 制 剤 に よ る 、 長 期 治 療 は 、 対 象 に 、 当 該 状 態 に 関 連 す る 抗 原 （ 例 え ば ド
ナ ー 抗 原 、 自 己 抗 原 ） に 対 す る 強 固 な 調 節 性 Ｔ 細 胞 応 答 が 生 ず る た め に 不 要 で あ る 。 そ の
結 果 の 免 疫 調 節 は 天 然 の Ｔ 細 胞 機 序 に よ り 媒 介 さ れ る た め 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 応 答 が い っ た ん
優 勢 に 生 ず れ ば 、 免 疫 調 節 を 維 持 す る た め に も 薬 物 は 必 要 で な い で あ ろ う 。 免 疫 抑 制 剤 に
よ る 生 涯 に わ た る 治 療 を 無 く す こ と で 、 自 己 免 疫 の 治 療 及 び 臓 器 移 植 に 現 在 伴 う 副 作 用 が
、 全 部 で は な い に し て も 、 そ の 多 く が 無 く な る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 患 者 か ら 免 疫 細 胞 を 取 り 出 し 、 免 疫 細 胞 を in vitro で 、 エ フ ェ ク
タ Ｔ 細 胞 機 能 を 活 性 化 す る 作 用 薬 に 接 触 さ せ 、 こ の  in vitro で 刺 激 を 受 け た 免 疫 細 胞 を
患 者 に 再 導 入 す る こ と に よ り 、 感 染 患 者 に お け る 免 疫 応 答 を 高 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ ． 　 医 薬 組 成 物
　 こ こ で 解 説 し た 通 り の 阻 害 剤 又 は 刺 激 剤 な ど 、 調 節 性 作 用 薬 を 、 投 与 に 適 し た 医 薬 組 成
物 に 取 り 入 れ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 典 型 的 に は 、 本 作 用 薬 と 、 薬 学 的 に
許 容 可 能 な 担 体 と を 含 む 。 こ こ で 用 い る 言 語 「 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 」 に は 、 医 薬 投 与
に 適 合 性 あ る あ ら ゆ る 溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 剤 及 び 抗 カ ビ 剤 、 等 張 剤 及 び 吸
収 遅 延 剤 等 が 含 ま れ る も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 薬 学 的 に 活 性 な 物 質 の た め の こ の よ う な
媒 質 及 び 薬 剤 の 使 用 は 、 当 業 で 公 知 で あ る 。 従 来 の 媒 質 又 は 薬 剤 が 当 該 活 性 化 合 物 に 対 し
て 不 適 合 で な い 限 り 、 組 成 物 中 へ の そ の 使 用 は 考 察 さ れ た と こ ろ で あ る 。 補 助 的 な 活 性 化
合 物 も 本 組 成 物 中 に 取 り 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 そ れ に 意 図 さ れ た 投 与 経 路 と 適 合 性 が あ る よ う に 調 合 さ れ る 。
投 与 経 路 の 例 に は 、 非 経 口 、 例 え ば 静 脈 内 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 経 口 （ 例 え ば 吸 入 ） 、
経 皮 （ 局 所 ） 、 経 粘 膜 、 及 び 直 腸 投 与 が あ る 。 非 経 口 、 皮 内 、 又 は 皮 下 用 途 に 用 い ら れ る
溶 液 又 は 懸 濁 液 に は 、 以 下 の 成 分 を 含 め る こ と が で き る ： 無 菌 の 希 釈 剤 、 例 え ば 注 射 用 の
水 、 生 理 食 塩 水 、 不 揮 発 性 油 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ
ー ル 又 は 他 の 合 成 溶 媒 ； 抗 菌 剤 、 例 え ば ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 又 は メ チ ル パ ラ ベ ン ； 抗 酸 化
剤 、 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 又 は 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム ； キ レ ー ト 剤 、 例 え ば エ チ レ ン ジ ア
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ミ ン 四 酢 酸 ； 緩 衝 剤 、 例 え ば 酢 酸 、 ク エ ン 酸 又 は リ ン 酸 並 び に 塩 化 ナ ト リ ウ ム 又 は デ キ ス
ト ロ ー ス な ど 、 張 性 の 調 節 用 の 薬 剤 。 ｐ Ｈ は 、 塩 酸 又 は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 酸 又 は 塩
基 で 調 節 す る こ と が で き る 。 非 経 口 用 製 剤 は 、 ガ ラ ス 製 又 は プ ラ ス チ ッ ク 製 の ア ン プ ル 、
使 い 捨 て 用 シ リ ン ジ 又 は 多 人 数 用 バ イ ア ル に 封 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 注 射 に よ る 使 用 に 適 し た 医 薬 組 成 物 に は 、 無 菌 の 水 溶 液 （ 水 溶 性 の 場 合 ） 又 は 分 散 液 、
及 び 、 無 菌 の 注 射 用 溶 液 又 は 分 散 液 の 即 時 調 製 用 の 無 菌 粉 末 、 が あ る 。 静 脈 内 投 与 の 場 合
、 適 し た 担 体 に は 、 生 理 食 塩 水 、 静 菌 水 、 Cremophor EL T M （ ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 パ ー シ パ
ニ ー 、 BASF社 ） 又 は リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS)、 が あ る 。 い ず れ の 場 合 も 、 当 該 組 成 物
は 無 菌 で な く て は な ら ず 、 注 射 筒 へ の 注 入 が 容 易 な 程 度 に 流 動 性 で な く て は な ら な い 。 そ
れ は 製 造 及 び 保 管 条 件 下 で 安 定 で な く て は な ら ず 、 細 菌 及 び 真 菌 な ど の 微 生 物 の 汚 染 作 用
か ら 保 護 さ れ て い な け れ ば な ら な い 。 当 該 担 体 は 、 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （
例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 及 び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 ） 、 及
び こ れ ら の 適 し た 混 合 物 を 含 有 す る 溶 媒 又 は 分 散 媒 で あ っ て よ い 。 適 正 な 流 動 性 は 、 例 え
ば レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ を 用 い た り 、 分 散 液 の 場 合 に は 必 要 な 粒 子 サ イ ズ を 維 持 し
た り 、 界 面 活 性 剤 を 用 い る な ど し て 、 維 持 す る こ と が で き る 。 微 生 物 の 活 動 を 防 止 す る に
は 、 例 え ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル 等
の 多 様 な 抗 菌 剤 及 び 抗 カ ビ 剤 に よ り 、 達 成 す る こ と が で き る 。 多 く の 場 合 、 例 え ば 糖 類 、
マ ン ニ ト ー ル な ど の 多 価 ア ル コ ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 及 び 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 等 張 剤 を
組 成 物 中 に 含 め る こ と が 好 ま し い 。 注 射 用 組 成 物 の 吸 収 を 長 引 か せ る に は 、 モ ノ ス テ ア リ
ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 及 び ゼ ラ チ ン な ど 、 吸 収 を 遅 ら せ る 薬 剤 を 組 成 物 中 に 含 め る こ と で 、 可
能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 無 菌 の 注 射 用 溶 液 は 、 必 要 量 の 活 性 化 合 物 を 適 し た 溶 媒 に 、 必 要 に 応 じ て 上 に 列 挙 し た
成 分 の １ つ 又 は 組 み 合 わ せ と 一 緒 に 加 え た 後 、 滅 菌 マ イ ク ロ 濾 過 を 行 う こ と に よ り 、 調 製
で き る 。 分 散 液 は 一 般 的 に は 、 塩 基 性 の 分 散 媒 と 、 上 に 列 挙 し た も の の 中 で 必 要 な 他 の 成
分 と を 含 有 す る 無 菌 の 賦 形 剤 に 当 該 活 性 化 合 物 を 加 え る こ と で 、 調 製 さ れ て い る 。 無 菌 の
注 射 用 溶 液 の 調 製 用 の 無 菌 粉 末 の 場 合 、 好 適 な 調 製 法 は 真 空 乾 燥 及 び 凍 結 乾 燥 で あ り 、 そ
の 結 果 、 活 性 成 分 及 び 付 加 的 な 所 望 の 成 分 の 粉 末 が 、 予 め 殺 菌 濾 過 さ れ た そ の 溶 液 か ら 生
じ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 経 口 用 組 成 物 は 一 般 に 、 不 活 性 の 希 釈 剤 及 び 食 用 の 担 体 を 含 む 。 こ れ ら を ゼ ラ チ ン ・ カ
プ セ ル に 封 入 す る こ と も 、 又 は 圧 縮 し て 錠 剤 に す る こ と も で き る 。 経 口 に よ る 治 療 的 投 与
の 場 合 、 活 性 化 合 物 を 医 薬 品 添 加 物 と 一 緒 に 取 り 入 れ 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 又 は カ プ セ ル の
形 で 用 い る こ と が で き る 。 経 口 用 組 成 物 は 、 さ ら に 、 口 内 洗 浄 剤 と し て 用 い る 流 動 性 の 担
体 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 こ の 流 動 性 の 担 体 中 の 化 合 物 は 経 口 利 用 さ れ
、 さ っ と 口 に 入 れ て 喀 出 さ れ る か 、 又 は 飲 み 込 ま れ る 。 薬 学 的 に 適 合 性 あ る 結 合 剤 、 及 び
／ 又 は 、 ア ジ ュ バ ン ト 物 質 を 、 組 成 物 の 一 部 と し て 含 め る こ と が で き る 。 錠 剤 、 丸 剤 、 カ
プ セ ル 、 ト ロ ー チ 等 は 以 下 の 成 分 、 又 は 同 様 の 性 質 の 化 合 物 の い ず れ か を 含 有 す る こ と が
で き る ： 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム 又 は ゼ ラ チ ン な ど の 結 合 剤 ； で ん ぷ ん 又 は
ラ ク ト ー ス な ど の 医 薬 品 添 加 物 、 ア ル ギ ン 酸 、 Primogel、 又 は コ ー ン ス タ ー チ な ど の 崩 壊
剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 又 は Sterotesな ど の 潤 滑 剤 ； コ ロ イ ド 状 二 酸 化 珪 素 な ど の
推 進 剤 ； シ ョ 糖 又 は サ ッ カ リ ン な ど の 甘 味 料 ； 又 は 、 ペ パ ー ミ ン ト 、 サ リ チ ル 酸 メ チ ル 、
又 は オ レ ン ジ 着 香 料 な ど の 着 香 料 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 吸 入 に よ る 投 与 の 場 合 、 当 該 化 合 物 を 、 二 酸 化 炭 素 な ど の ガ ス な ど 、 適 し た 推 進 剤 を 含
有 す る 加 圧 さ れ た 容 器 又 は デ ィ ス ペ ン サ や 、 又 は ネ ブ ラ イ ザ か ら の エ ー ロ ゾ ル ・ ス プ レ ー
の 形 で 送 達 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 全 身 投 与 は ま た 、 経 粘 膜 又 は 経 皮 手 段 に よ っ て も よ い 。 経 粘 膜 又 は 経 皮 投 与 の 場 合 、 透
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過 さ せ よ う と す る 障 壁 に 適 し た 浸 透 剤 を 調 合 物 中 に 用 い る 。 こ の よ う な 浸 透 剤 は 一 般 に 当
業 で 公 知 で あ る が 、 そ の 中 に は 、 例 え ば 、 経 粘 膜 投 与 用 の 場 合 、 界 面 活 性 剤 、 胆 汁 酸 塩 、
及 び フ シ ジ ン 酸 誘 導 体 、 が あ る 。 経 粘 膜 投 与 は 、 鼻 孔 用 ス プ レ ー 又 は 座 薬 の 使 用 を 通 じ て
行 う こ と が で き る 。 経 皮 投 与 の 場 合 、 当 該 活 性 化 合 物 を 、 当 業 で 広 く 公 知 の よ う に 、 軟 膏
、 軟 膏 剤 、 ゲ ル 、 又 は ク リ ー ム に 調 合 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 さ ら に 本 化 合 物 を （ 例 え ば コ コ ア バ タ ー 及 び 多 の グ リ セ リ ド な ど の 従 来 の 座 薬 用 基 剤 を
用 い て ） 座 薬 の 形 で 調 製 す る こ と も 、 又 は 、 直 腸 送 達 用 の 停 留 浣 腸 剤 の 形 で 調 製 す る こ と
も で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 調 節 性 作 用 薬 を 、 イ ン プ ラ ン ト 及 び マ イ ク ロ 封 入 送 達 系 を 含 め 、 制
御 放 出 調 合 物 な ど 、 身 体 か ら 当 該 化 合 物 が 急 速 に 失 わ れ な い よ う に 保 護 す る で あ ろ う 担 体
と 一 緒 に 調 製 す る 。 エ チ レ ン 酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、
ポ リ オ ル ト エ ス テ ル 、 及 び ポ リ 乳 酸 な ど 、 生 分 解 性 で 生 体 適 合 性 あ る ポ リ マ を 用 い る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 調 合 物 の 調 製 法 が 数 多 く 、 当 業 者 に は 明 白 な は ず で あ る 。
当 該 材 料 は ア ル ザ ・ コ ー ポ レ ー シ ョ ン 及 び ノ ヴ ァ ・ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ズ 社 か ら 市 販
の も の も 得 る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム 性 懸 濁 液 は 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と し て 用 い
る こ と も で き る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 4,522,811号 に 解 説 さ れ て い る よ う に 、 当
業 者 に 公 知 の 方 法 に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 投 与 の 容 易 さ 及 び 投 薬 量 の 均 一 性 の た め に は 、 経 口 又 は 非 経 口 用 組 成 物 を 単 位 剤 形 で 調
合 す る こ と が 特 に 有 利 で あ る 。 こ こ で 用 い る 単 位 剤 形 と は 、 治 療 し よ う と す る 対 象 に と っ
て 単 位 型 の 投 薬 量 と し て 調 整 さ れ た 物 理 的 に 別 個 の 単 位 を 言 う 。 各 単 位 は 、 必 要 な 薬 品 用
担 体 と の 関 連 か ら 所 望 の 治 療 効 果 を 生 ず る よ う 計 算 さ れ た 所 定 量 の 活 性 化 合 物 を 含 有 す る
。 本 発 明 の 単 位 剤 形 の 詳 細 は 、 活 性 化 合 物 の 固 有 の 特 徴 、 及 び 、 達 成 し よ う と す る 特 定 の
治 療 効 果 、 及 び こ の よ う な 活 性 化 合 物 を 、 個 体 の 治 療 に 向 け て 配 合 す る 技 術 に 内 在 す る 限
界 、 に よ っ て 決 定 さ れ 、 ま た こ れ ら に 直 接 依 存 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 こ の よ う な 化 合 物 の 毒 性 及 び 治 療 上 の 効 験 は 、 例 え ば LD50（ 集 団 の ５ ０ ％ に と っ て 致 命
的 な 用 量 ） 及 び ED50（ 集 団 の ５ ０ ％ に お い て 治 療 上 有 効 な 用 量 ） を 決 定 す る た め な ど 、 細
胞 培 養 又 は 実 験 動 物 で の 標 準 的 薬 学 的 手 法 に よ り 、 判 定 す る こ と が で き る 。 毒 性 効 果 及 び
治 療 効 果 の 間 の 用 量 比 が 治 療 指 数 で あ り 、 そ れ を 比 LD50/ED50で 表 す こ と が で き る 。 大 き
な 治 療 指 数 を 示 す 化 合 物 が 好 ま し い 。 毒 性 の 副 作 用 を 示 す 化 合 物 を 用 い る こ と も 可 能 で あ
る が 、 非 感 染 細 胞 へ の 潜 在 的 損 害 を 抑 え 、 ひ い て は 副 作 用 を 減 ら す た め に 、 罹 患 組 織 の 部
位 を こ の よ う な 化 合 物 が 標 的 と す る 送 達 系 を デ ザ イ ン す る よ う に 注 意 せ ね ば な ら な い 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 細 胞 培 養 検 定 及 び 動 物 研 究 か ら 得 ら れ た デ ー タ を 、 ヒ ト で の 使 用 に 向 け た 一 定 の 範 囲 の
投 薬 量 を 処 方 す る 上 で 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 化 合 物 の 投 薬 量 は 、 好 ま し く は 、
毒 性 が 少 な い か 、 又 は 全 く な い 、 ED50を 含 む よ う な 血 中 濃 度 の 範 囲 内 で あ る と よ い 。 投 薬
量 は 、 用 い る 剤 形 及 び 利 用 す る 投 与 経 路 に 応 じ て 、 こ の 範 囲 内 で 様 々 で あ っ て よ い 。 本 発
明 の 方 法 で 用 い ら れ る い ず れ の 化 合 物 に つ い て も 、 治 療 上 の 有 効 量 は 、 細 胞 培 養 検 定 か ら
ま ず 、 推 定 す る こ と が で き る 。 用 量 を 動 物 モ デ ル で 調 合 し て 、 細 胞 培 養 で 判 定 さ れ た IC50
（ 即 ち 、 症 状 の 半 分 か ら 最 大 の 阻 害 を 達 成 す る 検 査 化 合 物 の 濃 度 ） を 含 む よ う な 循 環 血 漿
濃 度 範 囲
を 達 成 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 上 方 は 、 ヒ ト で 有 用 な 用 量 を よ り 精 確 に 決 定 す る た
め に も 、 用 い る こ と が で き る 。 血 漿 中 の レ ベ ル は 、 例 え ば 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に
よ り 、 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 医 薬 組 成 物 を 、 投 与 に 関 す る 指 示 と 一 緒 に 容 器 、 パ ッ ク 、 又 は デ ィ ス ペ ン サ 内 に 含 め
る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ７ ３ 】
Ｉ Ｘ ． 　 調 節 性 作 用 薬 の 投 与
　 本 発 明 の 調 節 性 作 用 薬 は 、 in vivoで の 医 薬 投 与 に 適 し た 生 物 学 的 に 適 合 性 あ る 形 で 対
象 に 投 与 さ れ る 。 「 in vivoで の 医 薬 投 与 に 適 し た 生 物 学 的 に 適 合 性 あ る 形  」 と は 、 毒 性
の 効 果 が 、 当 該 作 用 薬 の 治 療 効 果 よ り も 小 さ い よ う な 作 用 薬 の 形 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 の 治 療 上 有 効 量 の 投 与 と は 、 所 望 の 結 果 を 達 成 す る た め に 必 要 な
投 薬 量 及 び 期 間 で 有 効 で あ る 量 と 、 定 義 し て お く 。 例 え ば 、 作 用 薬 の 治 療 上 有 効 量 は 、 個
体 の 疾 患 状 態 、 年 齢 、 性 別 、 及 び 体 重 や 、 そ の 個 体 に お い て 所 望 の 応 答 を 惹 起 す る 上 で の
作 用 薬 の 能 力 に 応 じ て 様 々 で あ ろ う 。 投 薬 計 画 を 、 最 適 な 治 療 上 の 応 答 が 得 ら れ る よ う に
調 節 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 複 数 回 に 分 け た 用 量 を 毎 日 投 与 す る こ と も 、 あ る い は 、
治 療 状 況 の 緊 急 度 が 示 す 場 合 に は 、 用 量 を 比 例 的 に 減 少 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 作 用 薬 は 、 例 え ば 注 射 （ 皮 下 、 静 脈 内 な ど ） 、 経 口 投 与 、 経 皮 適 用 、 又 は 直 腸 投 与 な
ど 、 便 利 な 態 様 で 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 経 路 に よ っ て は 、 活 性 化 合 物 を 、 こ の 化 合
物 を 失 活 さ せ か ね な い 酵 素 、 酸 及 び 他 の 天 然 条 件 の 作 用 か ら 保 護 す る 物 質 で 被 覆 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 非 経 口 投 与 以 外 で 本 作 用 薬 を 投 与 す る に は 、 本 作 用 薬 を 、 そ の 失 活 を
防 ぐ 物 質 で 被 覆 し た り 、 又 は 、 一 緒 に 同 時 投 与 す る こ と が 好 ま し い で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 作 用 薬 を 、 酵 素 阻 害 剤 と 一 緒 に 投 与 す る こ と も 、 あ る い は リ ポ ソ ー ム な ど の 適 し た 担 体
に 入 れ て 投 与 す る こ と も で き る 。 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 希 釈 剤 に は 生 理 食 塩 水 及 び 水 性 の 緩
衝 剤 水 溶 液 が あ る 。 ア ジ ュ バ ン ト は そ の 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ て お り 、 そ の 中 に は 、 イ
ン タ ー フ ェ ロ ン な ど 、 い ず れ か の 免 疫 刺 激 性 化 合 物 が 含 ま れ る 。 こ こ で 考 察 さ れ る ア ジ ュ
バ ン ト に は 、 レ ゾ ル シ ノ ー ル 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン オ レ イ ル エ ー テ ル 及 び n-ヘ キ サ デ シ ル
ポ リ エ チ レ ン エ ー テ ル な ど の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 含 ま れ る 。 酵 素 阻 害 剤 に は 、 膵 臓 ト
リ プ シ ン 阻 害 剤 、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル フ ル オ ロ ホ ス フ ェ ー ト (DEEP)及 び ト ラ ジ ロ ー ル が あ る 。
リ ポ ソ ー ム に は 、 水 中 油 中 水 乳 濁 液 や 、 従 来 の リ ポ ソ ー ム が あ る  (Sterna et al. (1984)
 J. Neuroimmunol. 7:27)。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ま た 、 本 活 性 化 合 物 を 非 経 口 投 与 し て も 、 又 は 腹 腔 内 投 与 し て も よ い 。 懸 濁 液 は グ リ セ
ロ ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 及 び こ れ ら の 混 合 物 中 や 、 油 中 に 調 製 す る こ と も
で き る 。 通 常 の 保 管 及 び 使 用 条 件 下 で は 、 こ れ ら に 製 剤 に 、 微 生 物 の 成 長 を 防 ぐ 保 存 剤 を
含 め て も よ い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 活 性 化 合 物 が 上 述 し た よ う に 適 宜 保 護 さ れ て い れ ば 、 本 作 用 薬 を 、 例 え ば 不 活 性 の 希 釈
剤 又 は 同 和 可 能 な 食 用 の 担 体 と 一 緒 に 経 口 投 与 す る こ と が で き る 。 こ こ で 用 い ら れ る 「 薬
学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 」 に は 、 あ ら ゆ る 溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 剤 及 び 抗 カ ビ
剤 、 等 張 剤 及 び 吸 収 遅 延 剤 等 が 含 ま れ る 。 薬 学 的 に 活 性 な 物 質 の た め の こ の よ う な 媒 質 及
び 薬 剤 の 使 用 は 、 当 業 で 公 知 で あ る 。 従 来 の 媒 質 又 は 薬 剤 が 当 該 活 性 化 合 物 に 対 し て 不 適
合 で な い 限 り 、 治 療 用 組 成 物 中 へ の そ の 使 用 は 考 察 さ れ た と こ ろ で あ る 。 補 助 的 な 活 性 化
合 物 も 本 組 成 物 中 に 取 り 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 本 発 明 を さ ら に 以 下 の 実 施 例 で 説 明 す る こ と と す る が 、 以 下 の 実 施 例 を 限 定 的 な も の と
捉 え ら れ て は な ら な い 。 本 出 願 全 体 を 通 じ て 引 用 さ れ た 全 参 考 文 献 、 特 許 及 び 公 開 済 み 特
許 出 願 の 内 容 や 、 図 面 及 び 添 付 物 を 、 引 用 を も っ て こ こ に 援 用 す る こ と と す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
実 施 例

　 Ｔ エ フ ェ ク タ 細 胞 又 は Ｔ 調 節 性 細 胞 内 で 優 先 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 の 、 Affyme
trix T M 遺 伝 子 チ ッ プ を 用 い た 特 定
　 こ の 実 施 例 で は 、 特 定 の Ｔ 細 胞 種 に は 存 在 す る が 、 他 の Ｔ 細 胞 種 で は 存 在 し な い 遺 伝 子
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実 施 例 １ ：



の 特 定 を 解 説 す る 。 具 体 的 に は 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞  (Th1 及 び Th2) 及 び 調 節 性 Ｔ 細 胞 の
間 で 示 差 的 に 用 い ら れ る 遺 伝 子 を 特 定 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
方 法
　 Ｔ 細 胞 株 の 培 養
　 分 化 細 胞 株 を 、 ヒ ト 臍 帯 血 又 は 末 梢 血 CD4+CD45RA+
未 刺 激 Ｔ 細 胞 か ら 調 製 さ れ た 細 胞 か ら 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ 及 び 磁 気 ビ ー ズ 分 離 法 を 含 む
様 々 な 方 法 で 作 製 し た 。 開 始 集 団 の 純 度 は ９ ５ ％ を 越 え た 。 次 に 、 細 胞 を 、 10%FCS 及 び 1
% ヒ ト AB 血 清 を 加 え 、 サ イ ト カ イ ン 及 び 抗 サ イ ト カ イ ン 中 和 化 抗 体 の 規 定 混 合 物 を 加 え
た CD3及 び CD28 抗 体 の RPMI 1640 溶 液 で 刺 激 し て 、 分 化 細 胞 種 を 生 じ さ せ た 。 Th1細 胞 は
、 IL12
(62U/ml) 及 び 抗 IL4 (0.2ug/ml)と の 培 養 に よ り 生 じ さ せ た 。 Th2細 胞 は 、 IL4(145U/ml) 
及 び 抗 IL12
(10ug/ml) 及 び 抗 IFNγ (10ug/ml)中 で の 培 養 に よ り 生 じ さ せ た 。 そ し て 調 節 性 Ｔ 細 胞 は 、
TGFβ (32U/ml)、 IL9 (42U/ml)、 抗 IL4 (10ug/ml) 及 び 抗 IL12 (10ug/ml)
及 び 抗 IFNγ （ 10ug/ml） 中 で の 培 養 に よ り 生 じ さ せ た 。
(注 ： 抗 IL12は す べ て の 実 験 で 用 い た 訳 で は な い ） 。 全 て の 培 養 物 に IL2 (65U/ml) 及 び IL
15（ 4500U/ml） を 添 加 し た 。 細 胞 を 、 細 胞 分 裂 で 可 能 に な っ た と き に よ り 大 き な 培 養 皿 に
分 割 し た 。 一 回 目 の 細 胞 分 化 の 終 了 時 （ ７ 乃 至 １ ２ 日 目 ） に 、 細 胞 を 、 遺 伝 子 チ ッ プ 実 験
で 用 い る た め の 全 RNAの 調 製 用 に 採 集 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 Affymetrix T M 遺 伝 子 チ ッ プ 実 験
　 各 細 胞 種 由 来 の RNAを 、 Qiagen T M  RNeasyキ ッ ト を メ ー カ の 解 説 通 り に 用 い て 調 製 し た 。
高 品 質 の 全 RNAを 各 細 胞 種 か ら 単 離 し た 後 、 こ の RNAを ビ オ チ ン 標 識 し 、 Affymetrix T M が 推
奨 す る 通 り に Affymetrix T M 遺 伝 子 チ ッ プ で 用 い る よ う に 断 片 化 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、
RNAを Superscript T M 　 II ポ リ メ ラ ー ゼ 及 び T7 プ ラ イ マ を 用 い て コ ピ ー し て cDNAに し た 。
次 に そ の 相 補 鎖 を 、 E. coli DNA ポ リ メ ラ ー ゼ  Iを 用 い て 合 成 し た 。 そ の 産 物 で あ る dsDN
Aを フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 降 さ せ た 。 次 に 、 in vitro 転 写 を 、
ビ オ チ ン 化 さ せ た ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 行 わ せ て 増 幅 し 、 ENZO T M

バ イ オ ア レ イ 高 収 率  RNA 転 写 産 物 ラ ベ リ ン グ ・ キ ッ ト を 用 い て RNAを 増 幅 し た 。 標 識 済 み
の 産 物 を 、 Qiagen RNeasy キ ッ ト に 解 説 さ れ た 清 浄 法 を 用 い て 清 浄 に し た 。 標 識 済 み の RN
Aを  200mM Tris ア セ テ ー ト 、 500mM 酢 酸 カ リ ウ ム 及 び 150mM 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム 中 で の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で 断 片 化 し 、 推 奨 さ れ た 量 を  Affymetrix T M

Hu133 遺 伝 子 ア レ イ の チ ッ プ A 及 び Bに 載 せ た 。 Affymetrix T M  チ ッ プ を 、 メ ー カ の 指 示 通
り に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 Affymetrix T M  自 動 化 チ ッ プ 洗 浄 機 に 推 奨 さ れ た 通 り に 洗 浄 し
た 。 ビ オ チ ン 化 RNA断 片 の 洗 浄 及 び 蛍 光 体 に よ る 標 識 後 に 、 チ ッ プ を Affymetrix T M  チ ッ プ
・ リ ー ダ で 読 み 取 っ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 各 細 胞 種 及 び 各 チ ッ プ 毎 に 、 ほ ぼ 合 計 34,000個 の ヒ ト 遺 伝 子 を 表 す 全 プ ロ ー ブ ・ セ ッ ト
を 、 チ ッ プ の セ ン ス 及 び 非 セ ン ス 部 分 上 の 蛍 光 シ グ ナ ル の 統 計 学 的 分 析 に 基 づ き 、  Affym
etrix T M  マ イ ク ロ ア レ イ ・ ス ー ツ ・ ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 「 有 り 」 又 は 「 無 し 」 と 採 点 し
た 。 各 プ ロ ー ブ セ ッ ト に 対 す る こ れ ら の 「 有 り 」 及 び 「 無 し 」 の コ ー ル は 、 シ グ ナ ル 輝 度
と 一 緒 に  Microsoft T M  ア ク セ ス ・ デ ー タ ベ ー ス に 送 っ た 。 ク エ リ を 用 い て 、 各 細 胞 種 に
関 し て 有 り と 採 点 さ れ た 全 遺 伝 子 の デ ー タ フ ァ イ ル を 作 製 し た 。 全 部 の 細 胞 種 で 有 り と 採
点 さ れ た 遺 伝 子 を 、 ク エ リ を 用 い た そ の 後 の 研 究 か ら 取 り 除 い た 。 あ る 細 胞 種 に 固 有 で あ
る か 、 あ る い は 、 別 の も の に 対 し て あ る 細 胞 種 で 優 先 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 の デ ー タ フ ァ イ
ル を ク エ リ を 用 い て 作 製 し て 、 Th1、 Th2又 は 調 節 性 Ｔ 細 胞 上 で の み 、 有 り と 採 点 さ れ た 遺
伝 子 を 選 抜 し た 。 加 え て 、 エ フ ェ ク タ （ Th1 及 び Th2） 細 胞 で の み 存 在 し 、 調 節 性 Ｔ 細 胞
で は 存 在 し な い か 、 あ る い は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 で の み 存 在 し 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 で は 存 在 し
な い 遺 伝 子 の デ ー タ フ ァ イ ル も 作 製 し た 。
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【 ０ １ ８ ４ 】
　 調 節 性 Ｔ 細 胞 に 対 し て 活 性 化 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 で 優 先 的 に 用 い ら れ て い る と 思 わ れ た 遺
伝 子 の 中 に 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ を 通 じ た 活 性 化 Ｔ 細 胞 で の シ グ ナ ル 伝 達 に 必 要
で あ る こ と が 公 知 の 一 連 の タ ン パ ク 質 の た め の 遺 伝 子 が あ っ た 。 PKCシ ー タ シ グ ナ リ ン グ
経 路 に 関 連 す る 遺 伝 子 の 存 在 に 関 し て 得 ら れ た デ ー タ を 調 べ る と 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞
は 、 こ の 経 路 で 用 い ら れ る 分 子 に 関 す る メ ッ セ ー ジ を 活 発 に 転 写 し て い る よ う で あ る が 、
調 節 性 Ｔ 細 胞 は そ う で は な い こ と が 明 ら か に な っ た 。
図 ２ は 、 関 連 す る プ ロ ー ブ セ ッ ト に 関 す る 遺 伝 子 チ ッ プ 発 現 デ ー タ を 示 す 。
【 ０ １ ８ ５ 】

　 PKCシ ー タ は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る た め に は 必 要 で は な い
　 PKCシ ー タ シ グ ナ リ ン グ が 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 よ り も エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 で 優 先 的 に 用 い ら れ
て お り 、 エ フ ェ ク タ Ｔ 細 胞 活 性 化 に は 必 要 で あ る が 、 調 節 性 細 胞 活 性 化 に は 必 要 で な い こ
と を 証 明 す る た め に 、 実 験 を 行 っ た 。 一 番 目 の 実 験 で は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 に お け る PKCシ ー
タ タ ン パ ク 質 の 発 現 の 現 象 が 証 明 さ れ た 。 Th1、 Th2及 び 調 節 性 Ｔ 細 胞 の 集 団 は 上 述 の 通 り
に 調 製 さ れ た 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 顕 微 鏡 用 ス ラ イ ド に 向 か っ て 遠 心 分 離 し 、 TCR 及 び PKC
シ ー タ に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て 染 色 し た 。 様 々 な 細 胞 種 を 検 査 し た と こ ろ （ 図 ３ ） 、 細 胞
種 の す べ て が TCRを 発 現 し て い た が 、 PKCシ ー タ は 、 末 梢 血 Ｔ 細 胞 及 び Th2細 胞 で の み 、 強
く 発 現 さ れ 、 他 方 、 そ れ は 、 Th1細 胞 の 細 胞 質 全 体 に 散 ら ば っ て 発 現 し て い る こ と も 明 ら
か に な っ た 。 調 節 性 Ｔ 細 胞 で は ほ と ん ど 、 乃 至 全 く 、 発 現 は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 機 能 的 PKCシ ー タ に と っ て の 必 要 条 件 が 調 節 性 Ｔ 細 胞 に な い こ と を 、 Th1、 Th2 及 び 調 節
性 Ｔ 細 胞 を 、 新 規 な プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 酵 素 （ PKCθ 及 び PKCδ ） の 市 販 の 阻 害 剤 で あ る
ロ ッ ト ル リ ン （ 原 語 ： Rottlerin） で 処 理 し て 実 証 し た 。 上 述 の よ う に 調 製 し た 分 化 細 胞
を 、 CD3 及 び CD28を 、 一 定 の 濃 度 範 囲 の 市 販 の 阻 害 剤 ロ ッ ト ル リ ン の 存 在 下 で 用 い て 再 刺
激 し た 。 ３ つ の 実 験 の う ち ３ つ で 、 ロ ッ ト ル リ ン は Th1 及 び Th2細 胞 に よ る 細 胞 分 裂 を 、 5
uM で 阻 害 し た が 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 の 増 殖 は 阻 害 し な か っ た （ 図 ４ ） 。
【 ０ １ ８ ７ 】
実 施 例 ３ ： 　 PKCθ を 阻 害 す る と 、 Th1及 び Th2細 胞 増 殖 が 選 択 的 に 阻 害 さ れ る 。
　 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ シ ー タ の 化 学 的 阻 害 剤 で あ る ロ ッ ト ル リ ン は 、 よ り 高 い 濃 度 で は
、 細 胞 分 裂 に と っ て 重 要 な 他 の 細 胞 内 酵 素 に 対 し て も 更 な る 阻 害 効 果 を 有 す る こ と が 示 さ
れ て い る （ Davies, SP, et al. (2000) Biochem. J. 351:95-105） 。 従 っ て 、 PKCθ 阻 害
剤 が 、 TGFβ 由 来 Treg細 胞 よ り も よ り 完 全 に Th1及 び Th2細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 能 力 を 有 す
る こ と を 実 証 す る た め に 、 よ り 選 択 的 な 分 子 を 利 用 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 in vitroに お い て 、 PKCθ の PDPK1 (配 列 番 号 ： １ ３ 及 び 配 列 番 号 ： １ ４ ） 相 互 作 用 部 分
を 由 来 と す る ペ プ チ ド が 、 PKCθ 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 で き る こ と が 示 さ れ て い る  (Ghosh, 
S. and,D’ Acquisto F., WO
03/004612)。 こ れ ら の ペ プ チ ド の 特 異 性 は 、 入 手 可 能 な い ず れ の 低 分 子 阻 害 剤 に つ い て 実
証 さ れ た 特 異 性 よ り も 遙 か に 大 き く 、 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 他 の PKCフ ァ ミ リ ・ メ ン バ に
比 較 し て PKCθ を 特 異 的 に 阻 害 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 し か し な が ら 、 細 胞 内 酵 素 の ペ プ チ ド 阻 害 剤 は 細 胞 膜 を 透 過 せ ず 、 従 っ て 、 全 細 胞 を 用
い た in vitro 検 定 で は 有 効 で は な い 。 こ の 問 題 を 避 け る た め に 、 そ の Ｎ 末 端 で ア ン テ ナ
ペ デ ィ ア ・ ホ メ オ ド メ イ ン の 第 三 ヘ リ ッ ク ス に 付 着 さ せ た PKCθ 阻 害 性 ペ プ チ ド を 合 成 す
る こ と が で き る 。 こ の ペ プ チ ド は 、 細 胞 に は 何 の 明 白 な 損 傷 を 与 え る こ と な く 、 ペ プ チ ド
及 び タ ン パ ク 質 の 生 体 膜 を 通 っ た 進 入 を 可 能 に す る も の で あ る （ Fenton, M., et al. (19
98) J. Immunol. Methods  212:41-48; Dostmann, WRG, et al.
(2000) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 97:14772-14777） 。 こ れ ら の 研 究 で 用 い た ペ プ チ
ド の 配 列 は ：
NH 2 -RQIKIWFQNRRMKWKKMDQNMFRNFSFNMP-COOH
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（ 配 列 番 号 ： １ ５ ）
だ っ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 TGFβ 由 来 Treg細 胞 の 増 殖 は 阻 害 せ ず 、 Th1及 び Th2の 増 殖 を 選 択 的 に 阻 害 す る と い う こ
の ア ン テ ナ ペ デ ィ ア -PKCθ ペ プ チ ド の 能 力 を 検 査 す る た め に 、 分 化 細 胞 を CD3及 び CD28で
被 覆 し た ウ ェ ル 内 で 、 当 業 で 公 知 の プ ロ ト コ ル に 従 い 、 該 ペ プ チ ド 阻 害 剤 の 存 在 下 又 は 非
存 在 下 で 培 養 し た 。 こ の 培 養 開 始 か ら ３ 日 後 に 、 各 細 胞 種 に 対 し て 各 条 件 に 関 す る ３ つ の
複 製 組 織 培 養 ウ ェ ル に 、 3 H-チ ミ ジ ン を 含 有 す る 媒 質 を 与 え て 細 胞 分 裂 を 観 察 し た 。
ウ ェ ル か ら １ ８ 時 間 後 に 採 集 し 、 取 り 込 ま れ た 3 Hを 、  シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ り 測 定
し た 。 複 製 ウ ェ ル を 平 均 化 し 、 阻 害 剤 を 加 え な い 細 胞 と 、 次 第 に 濃 度 を 高 く し た 阻 害 剤 を
加 え た 細 胞 と の 間 で 、 各 細 胞 種 に 関 し て 、 増 殖 の 比 較 を 行 っ た と こ ろ 、 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア
-PKCθ 阻 害 性 ペ プ チ ド が 、 Th1及 び Th2細 胞 の 増 殖 を 、 コ ン ト ロ ー ル ・ レ ベ ル の 16%ま で 阻
害 し 、 TGFβ 由 来 Treg細 胞 は 、 そ れ ら の コ ン ト ロ ー ル ・ レ ベ ル の 50乃 至 80%の 間 、 増 殖 し た
こ と が 見 出 さ れ た （ 図 ５ ） 。
【 ０ １ ９ １ 】

　 当 業 者 で あ れ ば 、 日 常 的 な 実 験 に よ っ て 、 こ こ に 解 説 し た 本 発 明 の 具 体 的 な 実 施 態 様 の
均 等 物 を 数 多 く 、 認 識 し 、 又 は 確 認 で き る こ と で あ ろ う 。 こ の よ う な 均 等 物 は 以 下 の 請 求
の 範 囲 の 包 含 す る と こ ろ と 、 意 図 さ れ て い る 。

 
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 経 路 の 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ Ａ － Ｃ は 、 Affymetrix T M 遺 伝 子 チ ッ プ 上 で 観 察 さ れ た シ グ ナ ル を 描 い た グ ラ
フ を 示 し 、 ３ つ の 細 胞 種 、 Th1、 Th2、 及 び 調 節 性 Ｔ 細 胞 中 で の PKCシ ー タ シ グ ナ リ ン グ 経
路 に 関 連 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 示 す 。 図 １ Ａ は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 で は な く 、 Th1及 び Th2細 胞 で
の PKCシ ー タ の 発 現 を 示 す 。 図 １ Ｂ は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 で は な く 、 Th1及 び Th2細 胞 で の  Bcl 
10 の 発 現 を 示 す 。 図 １ Ｃ は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 で は な く 、 Th1細 胞 で の  CARMA1 の 発 現 を 示 す
。 「 無 し 」 の コ ー ル は 、 シ グ ナ ル 無 し と し て 示 さ れ て い る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 末 梢 血 リ ン パ 球  (PBL)、 Th1、 Th2、 及 び 調 節 性 Ｔ 細 胞 に お け る 抗 TCR及
び 抗 PKCシ ー タ 抗 体 に よ る ヒ ト リ ン パ 球 の 染 色 結 果 を 示 す 。 PBL又 は 分 化 Th1、 Th2 及 び 調
節 性 Ｔ 細 胞 を 、 FITC- 抗 -TCR 又 は HRP-anti-PKCシ ー タ で 染 色 し た 後 、 TRITC 抗 HRPで 染 色
し た 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 で な く 、 PKC酵 素 の 市 販 の 阻 害 剤 で あ る ロ ッ ト ル リ ン に よ
る 、 Th1及 び Th2細 胞 の 増 殖 阻 害 を 示 す 。 分 化 細 胞 を 、 CD3 及 び CD28で 、 PKC阻 害 剤 ロ ッ ト
ル リ ン の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で 刺 激 し た 。 3 H-チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 用 い て 細 胞 増 殖 を 観
察 し た 。 各 細 胞 種 の 増 殖 を 、 阻 害 剤 の 非 存 在 下 で 観 察 さ れ た 増 殖 に 正 規 化 し た 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア -PKCθ ペ プ チ ド が 、 TGFβ 由 来 Treg細 胞 で は な く 、 Th1
及 び Th2の 増 殖 を 選 択 的 に 阻 害 す る こ と を 示 す 代 表 的 デ ー タ を 図 解 に よ り 示 す 。
【 配 列 表 】
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