
JP WO2011/152503 A1 2011.12.8

(57)【要約】
　本発明は、抗Embigin抗体、特に細胞障害活性または細胞障害誘導活性を有する抗Embig
in抗体を含有する、自己免疫疾患またはアレルギー疾患の予防・治療剤、Th17細胞が関与
する疾患の予防・治療剤、Th17細胞に対する細胞障害剤を提供する。また、抗Embigin抗
体を含有する、Th17細胞を検出するための剤、それを用いたTh17細胞の簡便な判定方法、
抗Embigin抗体を用いて薬剤等をTh17細胞に選択的且つ効率よく到達させる方法、Th17細
胞へのドラッグデリバリーシステムが提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗Embigin抗体を含有する自己免疫疾患またはアレルギー疾患の予防および／または治
療剤。
【請求項２】
　抗Embigin抗体が、細胞障害活性または細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体である
請求項１記載の剤。
【請求項３】
　抗Embigin抗体が、細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体である請求項１記載の剤。
【請求項４】
　細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体のサブクラスがIgG1、IgG3またはIgMである請
求項３記載の剤。
【請求項５】
　抗Embigin抗体が、細胞障害活性を有する抗Embigin抗体である請求項１記載の剤。
【請求項６】
　細胞障害活性を有する抗Embigin抗体が、細胞障害性物質、化学療法剤または放射性同
位体と結合した抗体である請求項５記載の剤。
【請求項７】
　疾患が、Th17細胞が関連する疾患である請求項１～６のいずれか１項記載の剤。
【請求項８】
　疾患が、多発性硬化症、乾癬、リウマチ、炎症性大腸炎、接触性過敏症、ステロイド抵
抗性喘息、慢性非感染性ぶどう膜炎、慢性閉塞性肺疾患、糸球体腎炎またはアトピー性皮
膚炎である請求項１～６のいずれか１項記載の剤。
【請求項９】
　疾患が多発性硬化症である請求項１～６のいずれか１項記載の剤。
【請求項１０】
　抗Embigin抗体を含有するTh17細胞に対する細胞障害剤。
【請求項１１】
　抗Embigin抗体が、細胞障害活性または細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体である
請求項１０記載の剤。
【請求項１２】
　抗Embigin抗体が、細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体である請求項１０記載の剤
。
【請求項１３】
　細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体のサブクラスがIgG1、IgG3またはIgMである請
求項１２記載の剤。
【請求項１４】
　抗Embigin抗体が、細胞障害活性を有する抗Embigin抗体である請求項１０記載の剤。
【請求項１５】
　細胞障害活性を有する抗Embigin抗体が、細胞障害性物質、化学療法剤または放射性同
位体と結合した抗体である請求項１４記載の剤。
【請求項１６】
　抗Embigin抗体を用いることを特徴とする、薬剤をTh17細胞に到達させるドラッグデリ
バリーシステム。
【請求項１７】
　抗Embigin抗体が前記薬剤と結合した抗体である請求項１６記載のドラッグデリバリー
システム。
【請求項１８】
　薬剤が細胞障害性物質、化学療法剤または放射性同位体である請求項１６または１７記
載のドラッグデリバリーシステム。
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【請求項１９】
　抗Embigin抗体を含有するTh17細胞判定用試薬。
【請求項２０】
　抗Embigin抗体が蛍光物質または放射性同位体で標識されている請求項１９記載の試薬
。
【請求項２１】
　Embigin遺伝子転写産物を特異的に検出し得る核酸を含有するTh17細胞判定用試薬。
【請求項２２】
　請求項１９～２１のいずれか１項記載の試薬を含有する、Th17細胞判定用キット。
【請求項２３】
　Embiginの発現を測定することを特徴とする、Th17細胞判定方法。
【請求項２４】
　被検動物より採取された細胞のEmbiginの発現を測定する請求項２３記載の方法。
【請求項２５】
　請求項１９～２１のいずれか１項記載の試薬を用いてEmbiginの発現を測定する請求項
２４または２５記載の方法。
【請求項２６】
　Th17細胞の判定における、マーカー分子としてのEmbiginまたはEmbigin遺伝子転写産物
の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、自己免疫疾患やアレルギー疾患の治療剤に関する。詳しくは、Th17細胞が関
連する上記疾患の治療剤、Th17細胞に対して細胞障害活性を有する薬剤等に関する。
【背景技術】
【０００２】
　獲得免疫の中心的役割を担うヘルパーT細胞（以下、「Th細胞」と称す。）は、産生す
るサイトカインの違いなどから、細胞性免疫に関与するTh1細胞と液性免疫に関与するTh2
細胞とに分類されていた。
　しかしながら、近年、Th1細胞およびTh2細胞と異なる新たなTh細胞のサブセットとして
、IL-17を特異的に産生するTh細胞としてTh17細胞が同定された（非特許文献１）。このT
h17細胞は、多発性硬化症、乾癬、リウマチ、炎症性大腸炎をはじめとした広範囲の自己
免疫疾患や、接触性過敏症やアトピー性皮膚炎などのアレルギー疾患に関与することが明
らかにされ、例えば、多発性硬化症では、動物モデルを用いて、従来重要と考えられてい
たTh1細胞よりもTh17細胞がより強い病原性細胞であることが判明している（非特許文献
１、非特許文献２、非特許文献３、非特許文献４）。
　このようにTh17細胞は、新たな自己免疫疾患やアレルギー疾患等のターゲットとして注
目されているが、Th17細胞選択的に作用する医薬はまだ開発されていない。
【０００３】
　例えばFTY-720（フィンゴリモド）などを用いて、病変へのリンパ球浸潤を非特異的に
抑制することによって自己免疫疾患を治療する試みが行われている。しかしながら、投薬
の中断によってただちに症状が悪化することが報告されており（非特許文献５）、課題が
依然としてある。
　また、このアプローチと異なり、Th17細胞およびTh1細胞の両方を、ADCC活性を有する
抗体（抗リンフォトキシンα抗体）を用いて体内から除去することで、種々の自己免疫疾
患モデルで治療効果を示すことが報告されている（特許文献１）。しかしながら、Th1細
胞、Th17細胞はともに生体防御にも関与していることから（非特許文献２、非特許文献３
）、非特異的な作用（FTY-720）あるいはTh1細胞とTh17細胞の両方の機能を阻害すること
は生体防御機能を過剰に低下させることにつながりかねない。従って、自己免疫疾患の病
原性細胞として強い作用を示すTh17細胞に特異的に作用する医薬品が望まれている。
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【０００４】
　そのような医薬品の開発をするには、例えば、Th17細胞特異的に発現している分子をタ
ーゲットとすることが考えられる。Th17細胞に特異的に発現する分子としては、これまで
に核内受容体であるRORγtなどが同定されているが（非特許文献６）、Th17細胞特異的な
細胞表面分子は見出されていない（非特許文献７）。
【０００５】
　ところで、Embiginは、CD147(Basigin)、neuroplastinとファミリーをなす1回膜貫通タ
ンパク質として知られている。
　Embiginは、胚性癌腫細胞（非特許文献８）、マウス胎児期（初期内胚葉）（非特許文
献９）、ラット前立腺・乳腺・心・肝・肺・脳（非特許文献１０）、ラット筋肉（非特許
文献１１）、マウス血球系細胞（非特許文献１２）での発現が報告されている。また、Em
biginは、ラット肝繊維症モデルで発現が上昇することが報告されている（特許文献２）
。
【０００６】
　また、Embiginは、CD4+細胞を抗CD3抗体/抗CD28抗体で刺激した際に変動する数千個の
遺伝子の一つとして報告されている（特許文献３）。しかしながらこの報告は、Th1細胞
またはTh2細胞に分化誘導した細胞とTh0細胞を用いた比較であり、Embiginがどの細胞で
どのような変動をしたかについては記載がなく、またTh17細胞に関しても全く記載がない
。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】国際公開第2008/063776号
【特許文献２】欧州特許出願公開第1811041号
【特許文献３】国際公開第2005/016962号
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】J. Exp. Med. (2005);201:233-240
【非特許文献２】Immunological Reviews (2008);223:87-113
【非特許文献３】J. Allergy Clin. Immunol. (2009);123:1004-1011
【非特許文献４】Clinical and Experimental Immunology (2009);159:109-119
【非特許文献５】Journal of Neuroimmunology 153 (2004);108-121
【非特許文献６】Cell (2006);126:1121-1133
【非特許文献７】Annual Review of Immunology (2008);27:485-517
【非特許文献８】Differentiation． (1990);45:76-83
【非特許文献９】Develop. Growth Differ. (1998);40:277-286
【非特許文献１０】Developmental Genetics (1997);21:268-278
【非特許文献１１】J. Biol. Chem. (2009);284:8930-8939
【非特許文献１２】J. Immunology (2008);180:1719-1728
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の課題は、Th17細胞をターゲットとした、多発性硬化症治療剤などの自己免疫疾
患やアレルギー疾患の治療剤やTh17細胞に対する細胞障害剤を提供することにある。また
、本発明の課題は、Th17細胞により選択的に発現する細胞表面分子を見出し、Th17細胞に
薬剤を到達させるためのドラッグデリバリーシステム（DDS）、Th17細胞のマーカーおよ
びTh17細胞の簡便な判定方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは、鋭意研究した結果、Embiginは、Th17細胞表面には高発現し、その一方
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でTh1細胞、Th2細胞、Th0細胞、B細胞や白血球細胞などの血液由来培養細胞を含む他の血
液細胞における発現量は極めて少ないことを見出した。そして、細胞障害活性を有する薬
剤を結合した抗Embigin抗体がTh17細胞を選択的に減少あるいは除去すること、および細
胞障害活性を誘導する構造を有する抗Embigin抗体が、Th17細胞を選択的に減少あるいは
除去し、且つ自己免疫疾患モデル動物に対して予防および治療効果を示すことから、細胞
障害活性を有する薬剤を結合した抗Embigin抗体や細胞障害活性を誘導する構造を有する
抗Embigin抗体が自己免疫疾患やアレルギー疾患、特に多発性硬化症に有用であることを
見出して本発明を完成させた。
　また、抗Embigin抗体に結合させた薬剤がTh17細胞に効率良く到達することから、抗Emb
igin抗体がTh17細胞に薬剤を到達させるドラッグデリバリーシステムに有用であることを
新たに見出した。
　更に、本発明者らは、Th17細胞について鋭意研究を行った結果、Th17細胞には他の血液
細胞よりもEmbiginが高発現していることから、血液細胞のEmbiginの発現を調べることに
よりTh17細胞を簡便に判定できることを見出した。
【００１１】
　即ち、本発明は以下に関する。
［１］抗Embigin抗体を含有する自己免疫疾患またはアレルギー疾患の予防および／また
は治療剤。
［２］抗Embigin抗体が、細胞障害活性または細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体で
ある［１］記載の剤。
［３］抗Embigin抗体が、細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体である［１］記載の剤
。
［４］細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体が、抗体依存性細胞障害活性（ＡＤＣＣ
）および／または補体依存性細胞障害作用（ＣＤＣ）を誘導する構造を有する抗体である
［３］記載の剤。
［５］細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体のサブクラスがIgG1、IgG3またはIgMであ
る［３］記載の剤。
［６］抗Embigin抗体が、細胞障害活性を有する抗Embigin抗体である［１］記載の剤。
［７］細胞障害活性を有する抗Embigin抗体が、細胞障害性物質、化学療法剤または放射
性同位体と結合した抗体である［６］記載の剤。
［８］疾患が、Th17細胞が関連する疾患である［１］～［７］のいずれかに記載の剤。
［９］疾患が、多発性硬化症、乾癬、リウマチ、炎症性大腸炎、接触性過敏症、ステロイ
ド抵抗性喘息、慢性非感染性ぶどう膜炎、慢性閉塞性肺疾患、糸球体腎炎またはアトピー
性皮膚炎である［１］～［７］のいずれかに記載の剤。
［１０］疾患が多発性硬化症である［１］～［７］のいずれかに記載の剤。
［１１］抗Embigin抗体を含有するTh17細胞に対する細胞障害剤。
［１２］抗Embigin抗体が、細胞障害活性または細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体
である［１１］記載の剤。
［１３］抗Embigin抗体が、細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体である［１１］記載
の剤。
［１４］細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体が、抗体依存性細胞障害活性（ＡＤＣ
Ｃ）および／または補体依存性細胞障害作用（ＣＤＣ）を誘導する構造を有する抗体であ
る［１３］記載の剤。
［１５］細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体のサブクラスがIgG1、IgG3またはIgMで
ある［１３］記載の剤。
［１６］抗Embigin抗体が、細胞障害活性を有する抗Embigin抗体である［１１］記載の剤
。
［１７］細胞障害活性を有する抗Embigin抗体が、細胞障害性物質、化学療法剤または放
射性同位体と結合した抗体である［１６］記載の剤。
［１８］Th17細胞に薬剤が到達されるように用いられることを特徴とする、ドラッグデリ
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バリーシステム（DDS）用抗Embigin抗体。
［１９］前記薬剤と結合した抗体である［１８］記載の抗体。
［２０］薬剤が細胞障害性物質、化学療法剤または放射性同位体である［１８］または［
１９］記載の抗体。
［２１］抗Embigin抗体を用いることを特徴とする、薬剤をTh17細胞に到達させるドラッ
グデリバリーシステム。
［２２］抗Embigin抗体が前記薬剤と結合した抗体である［２１］記載のドラッグデリバ
リーシステム。
［２３］薬剤が細胞障害性物質、化学療法剤または放射性同位体である［２１］または［
２２］記載のドラッグデリバリーシステム。
［２４］抗Embigin抗体を含有するTh17細胞判定用試薬。
［２５］抗Embigin抗体が蛍光物質または放射性同位体で標識されている［２４］記載の
試薬。
［２６］Embigin遺伝子転写産物を特異的に検出し得る核酸を含有するTh17細胞判定用試
薬。
［２７］［２４］～［２６］のいずれかに記載の試薬を含有する、Th17細胞判定用キット
。
［２８］Embiginの発現を測定することを特徴とする、Th17細胞判定方法。
［２９］被検動物より採取された細胞のEmbiginの発現を測定する［２８］記載の方法。
［３０］［２４］～［２６］のいずれかに記載の試薬を用いてEmbiginの発現を測定する
［２８］または［２９］記載の方法。
［３１］Th17細胞の判定における、マーカー分子としてのEmbiginまたはEmbigin遺伝子転
写産物の使用。
［３２］対象に有効量の抗Embigin抗体を投与することを含む、該対象における自己免疫
疾患またはアレルギー疾患を予防および／または治療する方法。
［３３］抗Embigin抗体が、細胞障害活性または細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体
である［３２］記載の方法。
［３４］抗Embigin抗体が、細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体である［３２］記載
の方法。
［３５］細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体が、抗体依存性細胞障害活性（ＡＤＣ
Ｃ）および／または補体依存性細胞障害作用（ＣＤＣ）を誘導する構造を有する抗体であ
る［３４］記載の方法。
［３６］細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体のサブクラスがIgG1、IgG3またはIgMで
ある［３４］記載の方法。
［３７］抗Embigin抗体が、細胞障害活性を有する抗Embigin抗体である［３２］記載の方
法。
［３８］細胞障害活性を有する抗Embigin抗体が、細胞障害性物質、化学療法剤または放
射性同位体と結合した抗体である［３７］記載の方法。
［３９］疾患が、Th17細胞が関連する疾患である［３２］～［３８］のいずれかに記載の
方法。
［４０］疾患が、多発性硬化症、乾癬、リウマチ、炎症性大腸炎、接触性過敏症、ステロ
イド抵抗性喘息、慢性非感染性ぶどう膜炎、慢性閉塞性肺疾患、糸球体腎炎またはアトピ
ー性皮膚炎である［３２］～［３８］のいずれかに記載の方法。
［４１］疾患が多発性硬化症である［３２］～［３８］のいずれかに記載の方法。
［４２］Th17細胞に抗Embigin抗体を接触させることを含む、Th17細胞に細胞障害を誘導
する方法。
［４３］抗Embigin抗体が、細胞障害活性または細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体
である［４２］記載の方法。
［４４］抗Embigin抗体が、細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体である［４２］記載
の方法。
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［４５］細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体が、抗体依存性細胞障害活性（ＡＤＣ
Ｃ）および／または補体依存性細胞障害作用（ＣＤＣ）を誘導する構造を有する抗体であ
る［４４］記載の方法。
［４６］細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体のサブクラスがIgG1、IgG3またはIgMで
ある［４４］記載の方法。
［４７］抗Embigin抗体が、細胞障害活性を有する抗Embigin抗体である［４２］記載の方
法。
［４８］細胞障害活性を有する抗Embigin抗体が、細胞障害性物質、化学療法剤または放
射性同位体と結合した抗体である［４７］記載の方法。
［４９］対象に有効量の抗Embigin抗体を投与することにより、対象中のTh17細胞に抗Emb
igin抗体を接触させる、［４２］～［４８］のいずれかに記載の方法。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明により、自己免疫疾患またはアレルギー疾患の予防および治療剤、並びにTh17細
胞に対する細胞障害剤を提供することができる。
　更に、本発明により、Th17細胞に薬剤を到達させるためのドラッグデリバリーシステム
、簡便にTh17細胞を判定することができるTh17細胞判定用試薬やTh17細胞判定方法を提供
することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】マウスEmbigin発現ラット細胞およびラット細胞に対する抗Embigin抗体の結合活
性をフローサイトメトリーにより評価した図である。抗Embigin抗体に対するIsotype(rat
 IgG)は5μg/mL濃度で、抗Embigin抗体(抗emb抗体)は、培養上清を使用した。
【図２】マウスEmbigin発現ハムスター細胞およびハムスター細胞に対する抗Embigin抗体
の結合活性をフローサイトメトリーにより評価した図である。Isotypeは5μg/mL濃度で、
抗Embigin抗体(抗emb抗体)は、培養上清を使用した。
【図３】Th17細胞およびTreg細胞より調製したタンパク質に含まれるEmbigin量をウェス
タンブロッティングにより評価した図である。
【図４】Th17細胞、Th1細胞、Th2細胞、Th0細胞およびTreg細胞より調製したtotal RNA中
におけるEmbigin mRNA量をqRT-PCR法により評価した図である。
【図５】Th17を含む各種細胞における細胞膜上のEmbigin量をフローサイトメトリーで評
価した図である。Isotype(rat IgG)におけるgeo mean値に対する抗Embigin抗体使用時のg
eo mean値の比率を示した。複数のピークが認められた場合は、それぞれの値を示した。
抗マウスB220抗体(B細胞マーカー)、抗マウスCD11a抗体(白血球マーカー)または抗マウス
CD3抗体(CD3陽性細胞マーカー)で、各細胞を同定した。
【図６】マウスEmbiginに対応するヒト遺伝子(Homo sapiens Embigin。以下、「ヒトEmbi
gin」と称す。）発現マウス細胞およびマウス細胞に対する抗ヒトEmbigin抗体の結合活性
をフローサイトメトリーにより評価した図である。抗ヒトEmbigin抗体に対するIsotype(r
at IgG)は5μg/mL濃度で、抗Embigin抗体(抗emb抗体)は、培養上清を使用した。
【図７】ヒトTh17細胞膜表面のEmbigin発現をフローサイトメトリーにより評価した図で
ある。Isotype(rat IgG)は5μg/mL濃度で、抗Embigin抗体(抗emb抗体)は、培養上清を使
用した。
【図８】病原性細胞におけるトキシン修飾抗Embigin抗体の細胞除去特異性を評価した図
である。
【図９】病原性細胞における抗Embigin抗体の細胞除去特異性を評価した図である。
【図１０】市販の臓器パネルを使用して、マウスの種々の臓器のマウスEmbigin発現量を
ウェスタンブロッティングにより評価した図である。市販のウサギ抗マウスEmbigin抗体
は1000分の1倍希釈で使用した。
【図１１】マウスに移入した蛍光ラベルした病原性細胞のマウスの脾臓における細胞数に
及ぼす抗Embigin抗体（抗Emb抗体）投与の効果を評価した図である。CFSEで標識したマウ
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スの病原性細胞は1.5 x 107 cells、抗Embigin抗体は30μgあるいは100μg使用した。蛍
光細胞数の検出はフローサイトメトリーを使用した。図中、△は各個体の測定値を示す。
【図１２】病原性細胞における抗Embigin抗体の細胞除去特異性を評価した図である。
【図１３】抗Embigin抗体でTh17細胞を選択的に除去した細胞をマウスに移入して、多発
性硬化症モデルの病態スコアを評価した図である。移入細胞は3 x 106 cells、抗Embigin
抗体は1μg/mL使用した。病態スコアは細胞移入後20日まで評価した。
【図１４】PLPを免疫して多発性硬化症モデルを誘発したマウスに、病態発症前に抗Embig
in抗体を投与して、病態スコアへの影響を評価した図である。PLPはフロイント完全アジ
ュバントと混ぜて皮下に1回投与した。抗Embigin抗体は300μgを免疫後7日目と14日目（
矢印で示す）に2回投与した。病態スコアはPLP免疫後18日まで評価した。
【図１５】PLPを免疫して多発性硬化症モデルを誘発したマウスに、病態発症後に抗Embig
in抗体を投与して、病態スコアへの影響を評価した図である。PLPはフロイント完全アジ
ュバントと混ぜて皮下に1回投与した。病態を発症したマウスはPLP免疫12日目に、病態ス
コアを基準に群分けを行い、群分け日と群分け7日後（矢印で示す）に2回、抗Embigin抗
体を100μg投与した。病態スコアはPLP免疫後23日まで評価した。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００１５】
１．本発明における抗Embigin抗体
　Embiginは、CD147(Basigin)やneuroplastinとファミリーをなす1回膜貫通タンパク質で
ある。Embiginは、例えば、ヒトEmbigin（NCBIデータベース アクセッション番号：NP_94
0851、配列番号１）、ラットEmbigin（同アクセッション番号：NP_446171）やマウスEmbi
gin（同アクセッション番号：NP_034460、配列番号８）のアミノ酸配列が知られている。
　また、Embiginをコードする遺伝子（以下、「Embigin遺伝子」と称す。）の核酸配列に
ついても、例えば、ヒトEmbigin遺伝子（同アクセッション番号：NM_198449、配列番号２
）やマウスEmbigin遺伝子（同アクセッション番号：NM_010330、配列番号９）が知られて
いる。
　本明細書におけるEmbiginとは、これらの公知の配列で示される「タンパク質」または
「（ポリ）ペプチド」だけでなく、例えば、ヒトEmbiginを示す特定のアミノ酸配列と生
物学的機能が同等であることを限度として、その同族体（ホモログやスプライスバリアン
ト）、変異体、誘導体、成熟体およびアミノ酸修飾体などが包含される。ここでホモログ
としては、ヒトのタンパク質に対応するマウスやラットなど他生物種のタンパク質が例示
でき、これらはHomoloGene（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/HomoloGene/）により同定さ
れた遺伝子の塩基配列から演繹的に同定することができる。また変異体には、天然に存在
するアレル変異体、天然に存在しない変異体、および人為的に欠失、置換、付加または挿
入されることによって改変されたアミノ酸配列を有する変異体が包含される。なお、上記
変異体としては、変異のないタンパク質または（ポリ）ペプチドと、少なくとも７０％、
好ましくは８０％、より好ましくは９５％、さらにより好ましくは９７％相同なものを挙
げることができる。またアミノ酸修飾体には、天然に存在するアミノ酸修飾体、天然に存
在しないアミノ酸修飾体が包含され、具体的にはアミノ酸のリン酸化体が挙げられる。
【００１６】
　本発明における抗Embigin抗体は、Embiginを特異的に認識する抗体であればよい。「特
異的に認識する」とは、Embiginに特異的に結合することを意味する。具体的には、Embig
in遺伝子の発現産物（タンパク質）（これを本明細書においては「Embigin」ともいう）
を特異的に認識することのできる抗体であればよく、Embiginの細胞外領域（配列番号１
で示されるアミノ酸配列の第３２～第２５７番目）を認識することのできる抗体が好まし
い。
　本発明で用いられる上記抗体には、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体が含まれ
る。重鎖の定常ドメインのタイプに依存して、抗体は、５つの主要なクラス：ＩｇＡ、Ｉ
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ｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、またはＩｇＭに分けられる。これらのうちのいくらかは、さらに
サブクラスまたはイソタイプ（例えばＩｇＧの場合、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、Ｉ
ｇＧ４など）に分けられる。
　抗体にはヒト抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、一本鎖抗体、またはＦａｂフラグメント
やＦａｂ発現ライブラリーによって生成されるフラグメント、低分子化抗体（抗体断片も
含む）、多特異性抗体等、さらに薬剤と結合した抗体などの抗体修飾物が含まれる。さら
に、抗原結合性を有する上記抗体の一部、細胞障害誘導活性が増強された抗体、二種特異
性抗体、タンパク質と融合させた抗体等も包含される。
【００１７】
　本発明で使用される抗Embigin抗体は、例えば市販の抗Embigin抗体（サンタクルーズ社
製、eBioscience社製など）を使用することもできるし、公知の手段を用いて製造される
ポリクローナルまたはモノクローナル抗体であってもよい。
　本発明で使用される抗Embigin抗体として、特に哺乳動物由来のモノクローナル抗体お
よびポリクローナル抗体が好ましい。モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体は当
業者に公知の方法によって作製することができる。
　哺乳動物由来のモノクローナル抗体およびポリクローナル抗体としては、動物の血中に
産生されるもの、ハイブリドーマに産生されるもの、および遺伝子工学的手法により抗体
遺伝子を含む発現ベクターで形質転換した宿主に産生されるもの、ファージディスプレイ
により１兆個の分子からなる莫大なクローンライブラリーから最適抗体がスクリーニング
され、その遺伝子をＣＨＯ細胞工場で大量生産されるもの、もしくは、ヒトの抗体を生産
するトランスジェニックマウスを使い、直接ヒト抗体が得られるものなどが挙げられる。
【００１８】
　ポリクローナル抗体の作製のために本発明の抗Embigin抗体取得の感作抗原として使用
されるタンパク質は、ヒト、マウス、ラットなど、その由来となる動物種に制限されない
。しかし細胞融合に使用する親細胞との適合性を考慮して選択することが好ましく、一般
的には、哺乳動物由来のタンパク質が好ましく、特にヒト由来のタンパク質が好ましい。
また、完全なタンパク質あるいはタンパク質の部分ペプチドであってもよい。例えば、Em
biginがヒトEmbiginの場合、ヒトEmbiginタンパク質やヒトEmbiginを発現する細胞、ヒト
Embiginの部分ペプチドなどを用いることができる。タンパク質の部分ペプチドとしては
、例えば、タンパク質のアミノ（Ｎ）末端断片やカルボキシ（Ｃ）末端断片が挙げられる
。本発明における抗Embigin抗体とは、Embiginタンパク質の全長または断片に反応する抗
体を意味する。
　例えば、ポリクローナル抗体は、次のようにして得ることができる。すなわち、天然の
Embiginタンパク質、あるいはＧＳＴとの融合タンパク質として大腸菌等の微生物におい
て発現させたリコンビナントEmbiginタンパク質、またはその部分ペプチドを、ウサギ等
の小動物に免疫し血清を得る。これを、例えば、硫安沈殿、プロテインＡ、プロテインＧ
カラム、ＤＥＡＥイオン交換クロマトグラフィー、Embiginタンパク質や合成ペプチドを
カップリングしたアフィニティーカラム等により精製することにより調製する。
　抗原の調製は、例えば、バキュロウイルスを用いた方法（例えば、国際公開第ＷＯ９８
/４６７７７号など）などに準じて行うことができる。抗原の免疫原性が低い場合には、
アルブミン等の免疫原性を有する巨大分子と結合させ、免疫を行えばよい。
【００１９】
　モノクローナル抗体の製造方法としては、公知の方法にしたがって、感作抗原を動物に
免疫する。一般的方法として、感作抗原を哺乳動物の腹腔内または皮下に注射することに
より行われる。具体的には、感作抗原をＰＢＳ（Phosphate-Buffered Saline）や生理食
塩水等で適当量に希釈、懸濁したものに所望により通常のアジュバント、例えばフロイン
ト完全アジュバントを適量混合し、乳化後、哺乳動物に４－２１日毎に数回投与する。ま
た、感作抗原免疫時に適当な担体を使用することもできる。
　このように哺乳動物を免疫し、血清中に所望の抗体レベルが上昇するのを確認した後に
、哺乳動物から免疫細胞を採取し、細胞融合に付すが、好ましい免疫細胞としては、特に
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脾細胞が挙げられる。前記免疫細胞と融合される他方の親細胞として、哺乳動物のミエロ
ーマ細胞を用いる。このミエローマ細胞は、公知の種々の細胞株、例えば、Ｐ３Ｕ１（Ｐ
３－Ｘ６３Ａｇ８Ｕ１）、Ｐ３（Ｐ３ｘ６３Ａｇ８．６５３）（J. Immnol.（1979）123,
 1548-1550）、Ｐ３ｘ６３Ａｇ８Ｕ．１（Current Topics in Microbiology and Immunol
ogy（1978）81, 1-7）、ＮＳ－１（Kohler, G. and Milstein, C., Eur. J. Immunol.（1
976）6, 511-519）、ＭＰＣ－１１（Margulies, D. H. et al., Cell（1976）8, 405-415
）、ＳＰ２／０（Shulman, M. et al., Nature（1978）276, 269-270）、ＦＯ（de St. G
roth, S. F. et al., J. Immunol. Methods（1980）35, 1-21）、Ｓ１９４（Trowbridge,
 I. S., J. Exp. Med.（1978）148, 313-323）、Ｒ２１０（Galfre, G. et al., Nature
（1979）277, 131-133）等が好適に使用される。
　前記免疫細胞とミエローマ細胞との細胞融合は、基本的には公知の方法、たとえば、ケ
ーラーとミルステインらの方法（Kohler, G. and Milstein, C., Methods Enzymol.（198
1）73, 3-46）等に準じて行うことができる。
【００２０】
　より具体的には、前記細胞融合は、例えば細胞融合促進剤の存在下に通常の栄養培養液
中で実施される。融合促進剤としては、例えばポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、セン
ダイウイルス（ＨＶＪ）等が使用され、更に所望により融合効率を高めるためにジメチル
スルホキシド等の補助剤を添加使用することもできる。
　免疫細胞とミエローマ細胞との使用割合は任意に設定することができる。例えば、ミエ
ローマ細胞に対して免疫細胞を１－１０倍とするのが好ましい。前記細胞融合に用いる培
養液としては、例えば、前記ミエローマ細胞株の増殖に好適なＲＰＭＩ１６４０培養液、
ＭＥＭ培養液、その他、この種の細胞培養に用いられる通常の培養液が使用可能であり、
さらに、牛胎児血清（ＦＣＳ）等の血清補液を併用することもできる。
　細胞融合は、前記免疫細胞とミエローマ細胞との所定量を前記培養液中でよく混合し、
予め３７℃程度に加温したＰＥＧ溶液（例えば平均分子量１０００－６０００程度）を通
常３０－６０％（ｗ／ｖ）の濃度で添加し、混合することによって目的とするハイブリド
ーマを形成する。続いて、適当な培養液を逐次添加し、遠心して上清を除去する操作を繰
り返すことによりハイブリドーマの生育に好ましくない細胞融合剤等を除去する。
　また、ヒト以外の動物に抗原を免疫して上記ハイブリドーマを得る他に、ヒトリンパ球
、例えばＥＢウィルスに感染し不死化したヒトリンパ球をｉｎ　ｖｉｔｒｏでEmbiginタ
ンパク質、Embiginタンパク質発現細胞またはその溶解物で感作することにより、ヒト抗E
mbigin抗体産生細胞株を作製することもできる。また、抗体分泌能を安定に持続させるた
めに、感作リンパ球を上記と同様のマウスミエローマ細胞やヒト由来の永久分裂能を有す
るミエローマ細胞、例えばＵ２６６と融合させ、所望の活性（Embigin結合活性）を有す
るヒト抗体を産生するハイブリドーマを得ることもできる。
【００２１】
　このようにして得られたハイブリドーマは、通常の選択培養液、例えばＨＡＴ培養液（
ヒポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジンを含む培養液）で培養することにより選
択される。上記ＨＡＴ培養液での培養は、目的とするハイブリドーマ以外の細胞（非融合
細胞）が死滅するのに十分な時間（通常、数日～数週間）継続する。ついで、通常の限界
希釈法を実施し、目的とする抗体を産生するハイブリドーマのスクリーニングおよび単一
クローニングを行う。
【００２２】
　このようにして作製されるモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマは、通常の培
養液中で継代培養することが可能であり、また、液体窒素中で長期保存することが可能で
ある。当該ハイブリドーマからモノクローナル抗体を取得するには、当該ハイブリドーマ
を通常の方法にしたがい培養し、その培養上清として得る方法、あるいはハイブリドーマ
をこれと適合性がある哺乳動物に投与して増殖させ、その腹水として得る方法などが採用
される。前者の方法は、高純度の抗体を得るのに適しており、一方、後者の方法は、抗体
の大量生産に適している。
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【００２３】
　ヒト抗体は、ヒト由来の抗体遺伝子の発現産物である抗体を意味する。ヒト抗体は、例
えば、ヒト抗体遺伝子座を導入し、ヒト由来抗体を産生する能力を有するトランスジェニ
ック動物に抗原を投与することにより得ることができる。該トランスジェニック動物とし
てマウスが挙げられ、ヒト抗体を産生し得るマウスの作出方法は、例えば、国際公開ＷＯ
０２／４３４７８号に記載されている。
　本発明におけるモノクローナル抗体には、抗体を構成する重鎖および/または軽鎖の各
々のアミノ酸配列において一若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたア
ミノ酸配列を有する重鎖および/または軽鎖からなるモノクローナル抗体も包含される。
本発明による抗体のアミノ酸配列中への、このようなアミノ酸の部分的改変（欠失、置換
、挿入、付加）は、そのアミノ酸配列をコードする塩基配列を部分的に改変することによ
り導入することができる。この塩基配列の部分的改変は、既知の部位特異的変異導入法（
Site specific mutagenesis）を用いて常法により導入することができる（Proc. Natl. A
csd. Sci. USA., 1984 Vol.81, 5662-5666; Sambrook et al., Molecular Cloning A Lab
oratory Manual (1989) Second edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press）。
　本発明では、ヒトに対する異種抗原性を低下させること等を目的として人為的に改変し
た遺伝子組換え型抗体、例えば、キメラ（型）抗体、ヒト化抗体も使用できる。これらの
改変抗体は、既知の方法を用いて製造することができる。
【００２４】
　キメラ型抗体は、異なる動物種に由来する２以上の部分の結合によって特徴づけられる
免疫グロブリン分子である。一般に、キメラ型抗体の可変領域は、ヒト以外の哺乳類抗体
（例えばマウスモノクローナル抗体）に由来し、その免疫グロブリン定常領域は、ヒト免
疫グロブリン分子に由来する。好ましくは、低免疫原性を持つ可変領域を選択し、それを
、やはり低免疫原性を持つヒト定常領域と組み合わせる。そして、その組み合わせもまた
、低い免疫原性を持つことが好ましい。キメラ型抗体には、一価、二価または多価免疫グ
ロブリンが含まれる。一価のキメラ型抗体は、ジスルフィド橋を介してキメラＬ鎖と結合
したキメラＨ鎖によって形成される二量体（ＨＬ）である。二価のキメラ型抗体は、少な
くとも１つのジスルフィド橋を介して結合した２つのＨＬ二量体によって形成される四量
体（Ｈ２Ｌ２）である。
　キメラ型抗体およびそれらの製造方法は、当該技術分野で既に記述されている（Morris
on et al.，Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855（1984）；Boulianne et al.，Na
ture 312:643-646（1984）；Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443（1
987）；Sun et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:214-218（1987）；Better et al.
, Science 240:1041-1043（1988）；およびHarlowとLane, ANTIBODIES: A LABORATORY MA
NUAL Cold Spring Harbor Laboratory（1988））。
【００２５】
　ヒト化抗体は、再構成（reshaped）ヒト抗体とも称され、ヒト以外の哺乳動物、例えば
マウス抗体の相補性決定領域（ＣＤＲ）をヒト抗体の相補性決定領域へ移植したものであ
り、その一般的な遺伝子組換え手法も知られている（欧州特許出願公開番号ＥＰ１２５０
２３号明細書、国際公開第ＷＯ９２／１９７５９号参照）。ヒト化抗体の製造方法として
は、公知の方法を用いて行うことができる。例えば、マウス抗体のＣＤＲとヒト抗体のフ
レームワーク領域（ＦＲ；framework region）を連結するように設計したＤＮＡ配列を、
末端部にオーバーラップする部分を有するように作製した数個のオリゴヌクレオチドから
ＰＣＲ法により合成する。得られたＤＮＡをヒト抗体Ｃ領域をコードするＤＮＡと連結し
、次いで発現ベクターに組み込んで、これを宿主に導入し産生させることにより得られる
（欧州特許出願公開番号ＥＰ２３９４００号明細書、国際公開第ＷＯ９２／１９７５９号
参照）。ＣＤＲを介して連結されるヒト抗体のフレームワーク領域は、相補性決定領域が
良好な抗原結合部位を形成するものが選択される。必要に応じ、再構成ヒト抗体の相補性
決定領域が適切な抗原結合部位を形成するように抗体の可変領域のフレームワーク領域の
アミノ酸を置換してもよい（Sato, K. et al., Cancer Res. (1993) 53, 851-856）。
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　キメラ抗体、ヒト化抗体には、ヒト抗体Ｃ領域が使用される。ヒト抗体Ｃ領域としては
、Ｃγが挙げられ、例えば、Ｃγ１、Ｃγ２、Ｃγ３またはＣγ４を使用することができ
る。また、抗体またはその産生の安定性を改善するために、ヒト抗体Ｃ領域を修飾しても
よい。キメラ抗体はヒト以外の哺乳動物由来抗体の可変領域とヒト抗体由来のＣ領域から
なり、ヒト化抗体はヒト以外の哺乳動物由来抗体の相補性決定領域とヒト抗体由来のフレ
ームワーク領域およびＣ領域からなり、ヒト体内における抗原性が低下しているため、本
発明に使用される抗体として有用である。
【００２６】
　本発明で使用される抗体は、本発明に好適に使用され得るかぎり、抗体の断片やその修
飾物であってよい。例えば、抗体の断片としては、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖまたは
ＦｖのＨ鎖（ＶＨ）とＬ鎖（ＶＬ）を適当なリンカーで連結させてＦｖを形成させた一本
鎖抗体（ｓｃＦｖ）、ＶＨとＶＬを含むポリペプチドの二量体で分子間ＶＨ－ＶＬ相互作
用により会合したダイアボディ、ｓｃＦｖのＨ鎖に定常領域の一部（ＣＨ３）が結合した
ものの二量体であるミニボディ、その他の低分子化抗体等が挙げられる。
　低分子化抗体は、全長抗体(whole antibody、例えばwhole IgG等)の一部分が欠損して
いる抗体断片を含み、抗原（Embiginタンパク質）への結合能を有していれば特に限定さ
れない。抗体断片は、全長抗体の一部分であれば特に限定されないが、重鎖可変領域（Ｖ
Ｈ）または／および軽鎖可変領域（ＶＬ）を含んでいることが好ましい。
【００２７】
　一本鎖抗体とは、「単鎖Ｆｖ」すなわち「ｓｃＦｖ」抗体フラグメントとも呼ばれ、抗
体のＶＨおよびＶＬドメインを含有し、これらのドメインはポリペプチド単鎖に存在する
。「Ｆｖ」断片は最小の抗体断片であり、完全な抗原認識部位と結合部位を含む。一般的
に「Ｆｖ」断片は１つのＶＨおよびＶＬが非共有結合により強く連結されたダイマー（Ｖ
Ｈ－ＶＬダイマー）である。各可変領域の３つの相補鎖決定領域（complementarity dete
rmining region;ＣＤＲ）が相互作用し、ＶＨ－ＶＬダイマーの表面に抗原結合部位を形
成する。６つのＣＤＲが抗体に抗原結合部位を付与している。しかしながら、１つの可変
領域（または、抗原に特異的な３つのＣＤＲのみを含むＦｖの半分）であっても、全結合
部位よりも親和性は低いが、抗原を認識し、結合する能力を有する。ｓｃＦｖポリペプチ
ドは、ｓｃＦｖが抗体結合のための所望の構造を形成できるように、ＶＨとＶＬドメイン
との間にポリペプチドリンカーを更に含んでいる（Pluckthun, The Pharmacology of Mon
oclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds. Springer-Verlag,  New Yor
k, pp. 269-315（1994））。
【００２８】
　低分子化抗体や一本鎖抗体は、例えば、抗体を酵素、例えば、パパイン、ペプシンで処
理し抗体断片を生成させるか、または、これら抗体断片をコードする遺伝子を構築し、こ
れを発現ベクターに導入した後、適当な宿主細胞で発現させる（例えば、Co, M. S. et a
l., J. Immunol. (1994) 152, 2968-2976、Better, M. & Horwitz, A. H. Methods in En
zymology (1989) 178, 476-496、Pluckthun, A. & Skerra, A. Methods in Enzymology (
1989) 178, 497-515、Lamoyi, E., Methods in Enzymology (1989) 121, 652-663、Rouss
eaux, J. et al., Methods in Enzymology (1989) 121, 663-669、Bird, R. E. et al., 
TIBTECH (1991) 9, 132-137参照）ことにより、製造することができる。
　ｓｃＦｖは、抗体のＨ鎖Ｖ領域とＬ鎖Ｖ領域を連結することにより得られる。これらの
領域は単一のポリペプチド鎖中に存在する。一般に、ＦｖポリペプチドはさらにＶＨおよ
びＶＬの間にポリペプチドリンカーを含んでおり、これによりｓｃＦｖは、抗原結合のた
めに必要な構造を形成することができる（ｓｃＦｖの総説については、Pluckthun "The P
harmacology of Monoclonal Antibodies" Vol.113（Rosenburg and Moore ed (Springer-
Verlag, New York) pp.269-315, 1994）を参照）。リンカーは、その両端に連結された抗
体可変領域の発現を阻害するものでなければ特に限定されない。
　このｓｃＦｖにおいて、Ｈ鎖Ｖ領域とＬ鎖Ｖ領域はリンカー、好ましくは、ペプチドリ
ンカーを介して連結される（Huston, J. S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1
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988) 85, 5879-5883）。ｓｃＦｖにおけるＨ鎖Ｖ領域およびＬ鎖Ｖ領域は、上記抗体とし
て記載されたもののいずれの由来であってもよい。Ｖ領域を連結するペプチドリンカーと
しては、例えばアミノ酸１２－１９残基からなる任意の一本鎖ペプチドが用いられる。
　ｓｃＦｖをコードするＤＮＡは、前記抗体のＨ鎖または、Ｈ鎖Ｖ領域をコードするＤＮ
Ａ、およびＬ鎖または、Ｌ鎖Ｖ領域をコードするＤＮＡを鋳型とし、それらの配列のうち
の所望のアミノ酸配列をコードするＤＮＡ部分を、その両端を規定するプライマー対を用
いてＰＣＲ法により増幅し、次いで、さらにペプチドリンカー部分をコードするＤＮＡお
よびその両端を各々Ｈ鎖、Ｌ鎖と連結されるように規定するプライマー対を組み合せて増
幅することにより得られる。また、一旦ｓｃＦｖをコードするＤＮＡが作製されれば、そ
れらを含有する発現ベクター、および該発現ベクターにより形質転換された宿主を常法に
従って得ることができ、また、その宿主を用いて常法に従って、ｓｃＦｖを得ることがで
きる。
【００２９】
　ダイアボディは、遺伝子融合により構築された二価（bivalent）の抗体断片を指す（Ho
lliger P et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448(1993)、欧州特許出願公開
第４０４０９７号明細書、国際公開第ＷＯ９３／１１１６１号等）。ダイアボディは、２
本のポリペプチド鎖から構成されるダイマーであり、通常、ポリペプチド鎖は各々、同じ
鎖中でＶＬおよびＶＨが、互いに結合できない位に短い、例えば、５残基程度のリンカー
により結合されている。同一ポリペプチド鎖上にコードされるＶＬとＶＨとは、その間の
リンカーが短いため単鎖可変領域フラグメントを形成することが出来ず二量体を形成する
ため、ダイアボディは２つの抗原結合部位を有することとなる。
　ｓｃ（Ｆｖ）２は、２つのＶＨおよび２つのＶＬをリンカー等で結合して一本鎖にした
低分子化抗体である（Hudson et al., J Immunol. Methods 1999；231：177-189）。ｓｃ
（Ｆｖ）２は、例えば、２つのｓｃＦｖをリンカーで結ぶことによって作製できる。
【００３０】
　本発明において、抗体の可変領域を結合するリンカーとしては、遺伝子工学により導入
し得る任意のペプチドリンカー、または合成化合物リンカー（例えば、Protein Engineer
ing, 9(3), 299-305, 1996参照）に開示されるリンカー等を用いることができる。ペプチ
ドリンカーを用いる場合、その長さは特に限定されず、目的に応じて当業者が適宜選択す
ることが可能であるが、通常、１～１００アミノ酸、好ましくは３～５０アミノ酸、更に
好ましくは５～３０アミノ酸、特に好ましくは１２～１８アミノ酸（例えば、１５アミノ
酸）である。合成化学物リンカー（化学架橋剤）は、ペプチドの架橋に通常用いられてい
る架橋剤、例えばＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）、ジスクシンイミジルスベレ
ート（ＤＳＳ）、ビス（スルホスクシンイミジル）スベレート（ＢＳ３）、ジチオビス（
スクシンイミジルプロピオネート）（ＤＳＰ）、ジチオビス（スルホスクシンイミジルプ
ロピオネート）（ＤＴＳＳＰ）、エチレングリコールビス（スクシンイミジルスクシネー
ト）（ＥＧＳ）、エチレングリコールビス（スルホスクシンイミジルスクシネート）（ス
ルホ－ＥＧＳ）、ジスクシンイミジル酒石酸塩（ＤＳＴ）、ジスルホスクシンイミジル酒
石酸塩（スルホ－ＤＳＴ）、ビス［２－（スクシンイミドオキシカルボニルオキシ）エチ
ル］スルホン（ＢＳＯＣＯＥＳ）、ビス［２－（スルホスクシンイミドオキシカルボニル
オキシ）エチル］スルホン（スルホ－ＢＳＯＣＯＥＳ）などであり、これらの架橋剤は市
販されている。
【００３１】
　これら抗体の断片は、前記と同様にしてその遺伝子を取得し発現させ、宿主により産生
させることができる。本願特許請求の範囲でいう「抗体」にはこれらの抗体の断片も包含
される。
　抗体修飾物としては、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、蛍光物質、放射性同位体、
薬剤等の各種分子と結合した抗体を挙げることもできる。本願特許請求の範囲でいう「抗
体」にはこれらの抗体修飾物も包含される。このような抗体修飾物は、得られた抗体に化
学的な修飾を施すことによって得ることができる。これらの方法はこの分野においてすで
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に確立されている。
【００３２】
　細胞障害誘導活性が増強された抗体としては、例えば、フコースが欠損した抗体、糖鎖
にバイセクティング(bisecting)Ｎ－アセチルグルコサミン(GlcNAc)が付加した抗体、Fc
領域のアミノ酸を置換することによりFcγ受容体との結合活性を変化させた抗体などを挙
げることができる。これら細胞障害誘導活性が増強された抗体は当業者に公知の方法で作
製することができる。
　異なるサブクラスの抗体をヒトIgG1に変換する場合、例えば抗体産生ハイブリドーマ由
来のcDNAから可変領域のコード領域だけを単離し、ヒトIgG1の定常領域を含むベクター、
例えばN5KG1-Val Larkベクター（IDEC Pharmaceuticals, N5KG1（US patent 6001358））
に導入することにより作製することができる。
【００３３】
　二種特異性抗体は、二種の抗原を認識する抗体のことであり、その作製方法も公知であ
る（例えば、Journal of Immunology, 1994, 152, 5368-5374）。抗原の1つがEmbiginで
あり、他方がEmbigin以外の異種の抗原であればよい。異種の抗原としては、免疫系のエ
フェクタ細胞の他の細胞表面抗原、例えば、CD3、CD28、CD16、CD64などが挙げられるが
、これらに限定されない。
【００３４】
　タンパク質と融合させた抗体は、抗体のN末端あるいはC末端に異種タンパク質が融合し
た抗体であり、その作製方法も公知である（例えば、Clinical Cancer Research, 2004, 
10, 1274-1281）。抗Embigin抗体に異種タンパク質を結合させたキメラ分子であれば良い
。異種タンパク質としては、例えば、Fc受容体、サイトカインなどが挙げられるが、これ
らに限定されない。
【００３５】
　前記のように産生、発現された抗体は、細胞内外、宿主から分離し、均一にまで精製す
ることができる。本発明で使用される抗体の分離、精製はアフィニティークロマトグラフ
ィーにより行うことができる。アフィニティークロマトグラフィーに用いるカラムとして
は、例えば、プロテインＡカラム、プロテインＧカラムが挙げられる。プロテインＡカラ
ムに用いる担体として、例えば、ＨｙｐｅｒＤ、ＰＯＲＯＳ、ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ
．等が挙げられる。その他、通常のタンパク質で使用されている分離、精製方法を使用す
ればよく、何ら限定されるものではない。
　例えば、上記アフィニティークロマトグラフィー以外のクロマトグラフィー、フィルタ
ー、限外濾過、塩析、透析等を適宜選択、組み合わせれば、本発明で使用される抗体を分
離、精製することができる。クロマトグラフィーとしては、例えば、イオン交換クロマト
グラフィー、疎水クロマトグラフィー、ゲルろ過等が挙げられる。これらのクロマトグラ
フィーはＨＰＬＣ（High performance liquid chromatography）に適用し得る。また、逆
相ＨＰＬＣを用いてもよい。
【００３６】
２．本発明の予防・治療剤およびTh17細胞に対する細胞障害剤
　本発明者らは、トキシン修飾された抗Embigin抗体や磁気ビーズを結合させた抗Embigin
抗体が、Th17細胞を選択的に除去すること、さらに、ラットIgG2bである抗Embigin抗体が
Th17細胞を選択的に減少させるだけでなく、自己免疫疾患モデル動物に対して予防および
治療効果を示すことから、抗Embigin抗体、例えば細胞障害活性を有する薬剤を結合した
抗Embigin抗体や細胞障害活性を誘導する構造を有する抗Embigin抗体等は、Th17細胞が関
連する自己免疫またはアレルギー疾患の予防および治療剤、特に多発性硬化症の予防およ
び治療剤として利用可能であることを見出した。
　従って、本発明は、抗Embigin抗体を含有する自己免疫疾患またはアレルギー疾患の予
防および治療剤を提供する。
【００３７】
　本発明の自己免疫疾患またはアレルギー疾患予防・治療剤に含有される抗Embigin抗体
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は、「１．本発明における抗Embigin抗体」に記載した抗体であれば特に限定されないが
、例えば、細胞障害活性を有する抗Embigin抗体や細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗
体等を好ましく用いることができる。
　「細胞障害活性」としては、例えば、殺細胞活性、細胞機能障害活性または細胞増殖抑
制活性が挙げられる。本発明ではこれらの活性のうち少なくとも１つの活性を有していれ
ばよい。また、抗Embigin抗体自体が細胞障害活性（例えば、ＡＤＣＣ・ＣＤＣ非依存的
なアポトーシス誘導活性など）を有していてもよいが、好ましくは、抗体に細胞障害活性
を付与するため、細胞障害活性を有する薬剤を抗体に結合させて用いることができる。
【００３８】
　また、細胞障害活性を有する薬剤としては、例えば、細菌由来トキシン等の細胞障害性
物質、化学療法剤や放射性同位体を挙げることができる。具体的には、ヨード（１３１Ｉ
ｏｄｉｎｅ：１３１Ｉ，１２５Ｉｏｄｉｎｅ：１２５Ｉ）、イットリウム（９０Ｙｔｔｒ
ｉｕｍ：９０Ｙ）、インジウム（１１１Ｉｎｄｉｕｍ：１１１Ｉｎ）、テクネチウム（９

９ｍＴｅｃｈｎｅｔｉｕｍ：９９ｍＴｃ）等の放射核種（Ｊ．Ｗ．Ｇｏｄｉｎｇ．，Ｍｏ
ｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ａｎｄ ｐｒａｃｔｉ
ｃｅ．，１９９３ ＡＣＡＤＥＭＩＣ ＰＲＥＳＳ）、緑膿菌毒素（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａ
ｓ ｅｘｏｔｏｘｉｎ）、ジフテリアトキシン（ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａ ｔｏｘｉｎ）、リ
シン（Ｒｉｃｉｎ）のような細菌由来毒素、およびメトトレキセート（Ｍｅｔｈｏｔｒｅ
ｘａｔｅ）、マイトマイシン（ｍｉｔｏｍｙｃｉｎ）、カリキアマイシン（Ｃａｌｉｃｈ
ｅａｍｉｃｉｎ）、サポリン（ｓａｐｏｒｉｎ）などの化学療法剤（Ｄ．Ｊ．Ｋｉｎｇ．
，Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ Ｍｏｎｏｃｌｏｎａ
ｌ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．，１９９８ Ｔ．Ｊ．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｌｔｄ、
Ｍ．Ｌ．Ｇｒｏｓｓｂａｒｄ．，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ－Ｂａｓｅｄ 
Ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ Ｃａｎｃｅｒ．，１９９８ Ｍａｒｃｅｌ Ｄｅｋｋｅｒ Ｉｎｃ, J
ohn M Lambert, Current Opinion in Pharmacology (2005) vol.5, p543-549）等が挙げ
られるが、副作用がなく、細胞障害活性の強い薬剤が好ましい。
　抗体と薬剤の結合は共有または非共有結合（例えばイオン結合）のいずれでもよい。例
えば、抗体分子中の反応性基（例えばアミノ基、カルボキシル基、水酸基等）または配位
性基を利用し、必要に応じてより反応性の高い基を結合するかまたは反応性基に変換した
後、該反応性基と反応して結合を形成しうる官能基（細菌由来毒素、化学療法剤の場合）
または該配位性基との間で錯体を形成しうるイオン性基（放射性核種の場合）をもつ薬剤
と抗体とを接触させることによって、抗Embigin抗体と薬剤の複合体を得ることができる
。あるいは複合体の形成に際してビオチン－アビジン系の利用も可能である。これらの結
合方法はこの分野においてすでに確立されている(Bioconjugate Chem.(2010) vol.21, 5-
13, Accounts of chemical research (2008) vol.41, No.1, 98-107)。現在、細胞障害活
性を有する薬剤と結合したIgGは複数臨床開発されており（Current Opinion in Pharmaco
logy (2005) vol.5, p543-549）、本発明の細胞障害活性を有する抗Embigin抗体としては
、例えば、細胞障害活性を有する薬剤と結合したIgGである抗Embigin抗体が挙げられる。
【００３９】
　本明細書における「細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体」としては、例えば、Emb
iginを特異的に認識し、且つ上述した細胞障害活性を誘導する構造を有する抗体が挙げら
れる。実施例14～17に示すように、細胞障害活性を誘導する構造を有する抗Embigin抗体
は、Th17細胞を選択的に除去し、且つ自己免疫疾患動物モデルに対して予防および治療効
果を示すことから、抗Embigin抗体が、細胞障害活性を誘導する構造を有する抗体である
場合、抗体自体に細胞障害活性がなく、当該活性を有する薬剤と結合していなくても、抗
体単独で自己免疫疾患またはアレルギー疾患の予防・治療剤またはTh17細胞に対する細胞
障害剤としての機能を発揮することができる。
【００４０】
　細胞障害活性を誘導する構造を有する抗体としては、具体的には、次の（ａ）～（ｃ）
が挙げられる。
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（ａ）エフェクタ細胞の存在下で抗体依存性細胞障害活性（ＡＤＣＣ）を誘導する構造を
有する抗体。
（ｂ）補体依存性細胞障害作用（ＣＤＣ）を誘導する構造を有する抗体。
（ｃ）抗体依存性細胞介在性ファゴサイトーシス（ＡＤＣＰ）を誘導する構造を有する抗
体。
【００４１】
　上記（ａ）のエフェクタ細胞の存在下で抗体依存性細胞障害活性を誘導する構造を有す
る抗体は広く知られており、例えば、マウスIgG2aおよびIgG3、ヒトIgG1およびIgG3、ラ
ットIgG2bなどのサブクラスに属する抗体などが挙げられる。
　これらのサブクラスの医療用抗体としてはリツキシマブ(商品名リツキサン(中外製薬株
式会社))やトラスツズマブ(商品名ハーセプチン(中外製薬株式会社))などが知られている
（例えば、Nat. Rev. Immunol. 2010;10：301-316を参照）。
　上記（ｂ）の補体依存性細胞障害作用を誘導する構造を有する抗体も広く知られており
、例えば、マウスIgM、IgG2aおよびIgG3、ヒトIgM、IgG1およびIgG3、ラットIgG2bなどの
サブクラスに属する抗体などが挙げられる。
　抗体によるＡＤＣＣおよびＣＤＣ活性はIgGのサブクラスに大きく依存し、ヒトではIgG
1とIgG3が強い活性を持つことが明らかになっている。従って、細胞障害活性を誘導する
構造を有するヒト抗体として、例えば、IgG１の定常領域、IgG3の定常領域、またはIgMの
定常領域を有する抗体が挙げられる。好ましくは、細胞障害活性を誘導する構造を有する
ヒト抗体としては、IgG1もしくはIgG3サブクラスのIgG抗体、またはIgM抗体が挙げられる
。
　抗体の細胞障害誘導活性は、例えばＡＤＣＣ活性の場合、標的細胞（Th17細胞やEmbigi
nを強制発現させた細胞株）とFc受容体を発現するエフェクタ細胞（ＮＫ細胞や単球など
）とを抗Embigin抗体存在下でインキュベートし、またＣＤＣ活性の場合、標的細胞と抗
体とを新鮮ヒト血清（補体を含む）存在下でインキュベートし、生細胞数および／または
死細胞数を測定することにより、調べることができる。
【００４２】
　更に、本発明の「細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体」には、２種類の細胞障害
活性を誘導する構造を有する抗体、または細胞障害誘導活性が増強された抗体、Embigin
とEmbigin以外の抗原に結合する二種特異性抗体、タンパク質と融合した抗Embigin抗体等
も含まれる。
　細胞障害誘導活性が増強された抗体としては、上記した、Fc領域糖鎖のフコースが欠損
した抗体、該糖鎖にバイセクティング(bisecting)Ｎ－アセチルグルコサミン(GlcNAc)が
付加した抗体、Fc領域のアミノ酸を置換することによりFcγ受容体との結合活性を変化さ
せた抗体などを挙げることができる。これらの操作により、エフェクタ細胞上のFc受容体
との結合活性を100倍以上増強することができる。また、抗Embigin抗体がヒトIgG2やIgG4
サブクラスに属する場合、上述の遺伝子組換え手法により、定常領域をヒトIgG1もしくは
IgG3サブクラスに変換することができる。さらに、ヒトIgG1にヒトIgG3の配列の一部を取
り込ませたイソタイプキメラ抗体を作製することにより、天然型サブタイプのIgG1やIgG3
を凌ぐＣＤＣ活性を付与することができる（Cancer Res. 2008;68:3863-3872; Nat. Rev.
 Immunol. 2010 (上述)に総説）。
【００４３】
　「Th17細胞が関連する疾患」とは、Th17細胞が病原性細胞である疾患、Th17細胞が病原
細胞として疑われている疾患、Th17細胞が病態悪化を促進させる疾患、またはTh17細胞が
病態悪化を促進する可能性がある疾患のことを意味する。
　Th17細胞が関連する疾患としては、例えば、多発性硬化症、乾癬、リウマチや炎症性大
腸炎などの自己免疫疾患、接触性過敏症、ステロイド抵抗性喘息、糸球体腎炎やアトピー
性皮膚炎などのアレルギー疾患、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）を挙げることができ、こ
れらの疾患へのTh17細胞の関与は文献等で既に報告されている（Annu. Rev. Physiol.(20
10) 72:495-516、J Am Soc Nephrol(2010) 21: 925-931）。特に、多発性硬化症では、動
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物モデルを用いて従来重要と考えられていたTh1細胞よりもTh17細胞の方がより強い病原
性細胞であることが示されている（J. Exp. Med. (2005) 201;233-240）。
　また、生体におけるIL-17の主要な産生細胞はTh17細胞であることから、IL-17が関連す
る疾患も「Th17細胞が関連する疾患」に含まれる。関節リウマチ、炎症性大腸炎、乾癬、
慢性非感染性ぶどう膜炎などの疾患については、IL-17の産生を抑制又はIL-17の機能を阻
害することにより疾患が改善されることが公知である（J.Immunol. (2003) 171: 6173-61
77、Inflamm Bowel Dis (2006):2:382-388、Sci Transl Med (2010) 2; 52ra72）。
【００４４】
　Th1細胞とTh17細胞はともに生体防御にも関与していることから、非特異的な免疫抑制
あるいはTh1細胞とTh17細胞の両方の機能を阻害することは生体防御機能を過剰に低下さ
せることにつながりかねない。従って、Th17細胞に選択的に作用する本発明の治療剤は副
作用が少ないことが期待される。また、疾患によっては、Th17細胞はTh1細胞よりも自己
免疫疾患の病原性細胞として強い作用を示すため、本発明の治療剤はTh17細胞に選択的に
作用することにより、Th17細胞が関与する自己免疫疾患等に対して優れた効果を示す。
【００４５】
　また、本発明者らは、サポリン修飾された抗Embigin抗体や磁気ビーズを結合させた抗E
mbigin抗体が、Th17細胞を選択的に除去すること、またラットIgG2b抗体、すなわちＡＤ
ＣＣおよびＣＤＣ活性を誘導し得る抗体である抗Embigin抗体もTh17細胞を選択的に除去
することから、細胞障害活性を有する薬剤を結合した抗Embigin抗体、または細胞障害活
性を誘導する構造を有する抗Embigin抗体は、Th17細胞に対する細胞障害剤としても利用
可能であることを見出した。
　従って、本発明は、抗Embigin抗体を含有するTh17細胞に対する細胞障害剤を提供する
。
　本発明の「Th17細胞に対する細胞障害剤」とは、Th17細胞に対して細胞障害を引き起こ
す薬剤である。したがって、本発明のTh17細胞に対する細胞障害剤としては、例えば、上
述の細胞障害活性を有する抗Embigin抗体や細胞障害誘導活性を有する抗Embigin抗体が挙
げられる。
【００４６】
　本発明のTh17細胞に対する細胞障害剤は、例えば、種々の動物病態モデルに本発明の剤
を投与すればTh17細胞の病態への関与を確認することができる。
　これまで、Th17細胞の自己免疫疾患における病原細胞としての研究は、主にTh17細胞を
移入して検証されてきた。しかしながら高純度のTh17細胞を移入に用いた検討ではなく、
Th17細胞以外の細胞が混入した検討であった(J. Exp. Med. (2005) 233-240)。したがっ
て、本発明のTh17細胞に対する細胞障害剤を用いることで、Th17の病態への関与をより明
確に解析することが可能になるため、本発明の剤は種々の疾患治療の研究に有用である。
例えば、自己免疫疾患モデルとして、多発性硬化症モデルである実験的自己免疫性脳脊髄
炎（EAE）発症モデルが挙げられ、汎用されているマウスやラットに自己抗原であるPLPあ
るいはMOG等のペプチド投与によって発症させたEAEモデルを使用することができるが(Met
hods Mol Biol. 2009;549:157-73、Brain (2004) ;127:2201-2213)、これらに限定される
わけではない。
　本発明のTh17細胞に対する細胞障害剤は、さらに、上述の「Th17細胞が関連する疾患」
の予防および治療にも用いることができる。
　本発明のTh17細胞に対する細胞障害剤は、後述の「５．本発明のTh17細胞判定方法」に
記載の方法でTh17細胞数を調べることにより、効果を確認することができる。
【００４７】
　本発明の治療剤やTh17細胞に対する細胞障害剤は、任意の担体、例えば医薬上許容され
る担体を含むことができ、医薬組成物の形態で医薬として適用され得る。
　医薬上許容される担体としては、例えば、ショ糖、デンプン等の賦形剤、セルロース、
メチルセルロース等の結合剤、デンプン、カルボキシメチルセルロース等の崩壊剤、ステ
アリン酸マグネシウム、エアロジル等の滑剤、クエン酸、メントール等の芳香剤、安息香
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酸ナトリウム、亜硫酸水素ナトリウム等の保存剤、クエン酸、クエン酸ナトリウム等の安
定剤、メチルセルロース、ポリビニルピロリド等の懸濁剤、界面活性剤等の分散剤、水、
生理食塩水等の希釈剤、ベースワックス等が挙げられるが、それらに限定されるものでは
ない。
【００４８】
　本発明の剤は、経口、非経口投与のいずれでも可能であるが、好ましくは非経口投与で
あり、具体的には、注射剤型、経鼻投与剤型、経肺投与剤型、経皮投与型などが挙げられ
る。注射剤型の例としては、例えば、静脈内注射、筋肉内注射、腹腔内注射、皮下注射な
どにより全身または局部的に投与することができる。
【００４９】
　本発明の剤の投与量は、投与の目的、投与方法、投与経路、剤形、投与対象者の状況（
性別、年齢、体重、重篤度など）によって異なるが、成人に注射により投与する場合、通
常、一回につき体重1 kgあたり0.0001 mg～100 mgの範囲、あるいは患者あたり1～1000 m
g、好ましくは5～50 mgの投与量を選ぶことができる。しかしながら、本発明の剤および
／または組成物はこれらの投与量に制限されるものではない。
　また、投与間隔としては、その効果が続く限り次の投与は行わずともよい。例えば、治
療期間中は２～８週間に１回投与される、または、数週間もしくは数ヶ月に１回、数年に
一回の頻度でよい場合もある。
【００５０】
　本発明の剤は、公知の製剤学的方法により製剤化して投与を行う。例えば、水もしくは
それ以外の薬学的に許容し得る液との無菌性溶液、または懸濁液剤の注射剤の形で使用で
きる。また、例えば、薬理学上許容される担体もしくは媒体、具体的には、滅菌水や生理
食塩水、乳化剤、懸濁剤、界面活性剤、安定剤、ベヒクル、防腐剤などと適宜組み合わせ
て、一般に認められた製薬実施に要求される単位用量形態で混和することによって製剤化
することが考えられる。これら製剤における有効成分量は指示された範囲の適当な容量が
得られるようにするものである。
　注射のための無菌組成物は注射用蒸留水のようなベヒクルを用いて通常の製剤実施に従
って処方することができる。注射用の水溶液としては、例えば生理食塩水、ブドウ糖やそ
の他の補助薬を含む等張液、例えばＤ－ソルビトール、Ｄ－マンノース、Ｄ－マンニトー
ル、塩化ナトリウムが挙げられ、適当な溶解補助剤、例えばアルコール、具体的にはエタ
ノール、ポリアルコール、例えばプロピレングリコール、ポリエチレングリコール、非イ
オン性界面活性剤、例えばポリソルベート８０ＴＭ、ＨＣＯ－５０と併用してもよい。
　油性液としてはゴマ油、大豆油があげられ、溶解補助剤として安息香酸ベンジル、ベン
ジルアルコールと併用してもよい。また、緩衝剤、例えばリン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウ
ム緩衝液、無痛化剤、例えば、塩酸プロカイン、安定剤、例えばベンジルアルコール、フ
ェノール、酸化防止剤と配合してもよい。調製された注射液は通常、適当なアンプルに充
填させる。
【００５１】
３．本発明のドラッグデリバリーシステム用抗Embigin抗体
　本発明は、Th17細胞に薬剤を到達させるドラッグデリバリーシステム（DDS）および該D
DSに有用な抗Embigin抗体を提供する。
　本発明者らは、Th17細胞は他の血液細胞に比べてEmbiginが高発現しており、トキシン
修飾された抗Embigin抗体や磁気ビーズを結合させた抗Embigin抗体がTh17細胞を除去する
ため、抗Embigin抗体がTh17細胞に薬剤を到達させるドラッグデリバリーシステムに利用
可能であることを見出した。
【００５２】
　本発明のドラッグデリバリーシステム用抗Embigin抗体は、Th17細胞の細胞膜表面抗原
であるEmbiginに特異的に結合するため、目的の薬剤と該抗体を結合させて複合体を形成
することによって該薬剤をTh17細胞に送達させることができる。
　抗Embigin抗体としては、例えば、「１．本発明における抗Embigin抗体」に詳述されて
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いる抗体を挙げることができ、市販の抗Embigin抗体（例えば、サンタクルーズ社が販売
する抗Embigin抗体など）であってもよい。
　薬剤は、抗Embigin抗体と複合体を形成することができる薬剤であればよく、特に限定
されない。例えば、細菌由来トキシン等の細胞障害性物質、化学療法剤や放射性同位体を
挙げることができ、具体的には、「２．本発明の治療剤及びTh17細胞に対する細胞障害剤
」に詳述されている薬剤が挙げられる。薬剤は、副作用がなく、殺細胞活性や細胞増殖抑
制活性などの細胞障害活性の強い薬剤が好ましい。薬剤と抗体の結合方法はこの分野にお
いてすでに確立されている。
【００５３】
　本発明のドラッグデリバリーシステム（DDS）は、抗Embigin抗体と薬剤の複合体を投与
することを特徴とするドラッグデリバリーシステムであり、目的の薬剤をTh17細胞に到達
させることができる。
　本発明のDDSは、in vitroやin vivoで適用することができる。
　in vitroの場合は、培養細胞や哺乳動物から採取された細胞を培養する培地に、抗Embi
gin抗体と薬剤の複合体を添加することにより、Th17細胞に該薬剤を到達させることがで
きる。
　また、in vivoの場合は、抗Embigin抗体と薬剤の複合体を哺乳動物個体へ皮下投与、静
脈投与、浸透圧ポンプによる投与、尾静脈投与などすることにより、生体内のTh17細胞に
該薬剤を到達させることができる。哺乳動物としては、ヒト、サル、マウスやラット等を
挙げることができる。
【００５４】
４．本発明のTh17細胞判定用試薬およびキット
　Th17細胞は様々な疾患との関連が知られているが、Th17細胞特異的な細胞表面分子は未
だ報告されていない。
　本発明者らは、EmbiginがマウスTh17細胞およびヒトTh17細胞に高発現しており、特に
血液細胞においては、Th17細胞は他の血液細胞に比べてEmbiginを高発現していることか
ら、EmbiginまたはEmbigin遺伝子がTh17細胞のマーカーとして利用可能であることを見出
した。
　本発明のTh17細胞判定用試薬には、抗Embigin抗体またはEmbigin遺伝子転写産物を特異
的に検出し得る核酸が含有される。
　抗Embigin抗体としては、例えば、「１．本発明における抗Embigin抗体」に詳述されて
いる抗体を挙げることができる。また、抗Embigin抗体は、蛍光物質または放射性同位体
で標識された抗体修飾物であってもよい。標識剤としては後述する核酸と同様のものを使
用でき、蛍光物質としては、フルオレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネート等が
挙げられ、放射性同位体としては125Ｉ、131Ｉ、3Ｈ、14Ｃ等が挙げられる。蛍光物質ま
たは放射性同位体による抗体の標識は、定法に従って行うことができる。蛍光標識体等で
標識された抗Embigin抗体を用いれば、FACS等で容易にTh17細胞を検出することができる
。
　「Embigin遺伝子転写産物を特異的に検出し得る核酸」は、EmbiginのmRNAを特異的に検
出可能な核酸であればよく、検出法に応じてプローブまたはプライマーを適宜選択して用
いることができる。例えば、プローブの場合、Embigin mRNAの核酸配列に含まれる、15塩
基以上、好ましくは18塩基以上、より好ましくは約20塩基以上、最も好ましくはその全長
の連続したヌクレオチド配列またはその相補配列を含むポリヌクレオチド配列を挙げるこ
とが出来る。また、プライマーの場合、Embigin mRNAの核酸配列およびその相補鎖配列の
各々に含まれる、15塩基以上、好ましくは18塩基以上、より好ましくは約20塩基以上で、
100塩基以下、好ましくは50塩基以下、より好ましくは約40塩基以下の一対のDNA配列であ
って、それらの配列によりPCR増幅される配列長が、例えば100塩基以上、好ましくは200
塩基以上で、例えば1000塩基以下、好ましくは500塩基以下であるDNA配列を含むポリヌク
レオチド配列を挙げることが出来る。
　核酸プローブまたはプライマーは、特異的検出に支障を生じない範囲で付加的配列（検
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出対象のポリヌクレオチドと相補的でないヌクレオチド配列）を含んでいてもよい。
　また、核酸プローブもしくはプライマーは、適当な標識剤、例えば、放射性同位元素（
例：125Ｉ、131Ｉ、3Ｈ、14Ｃ等）、酵素（例：β－ガラクトシダーゼ、β－グルコシダ
ーゼ、アルカリフォスファターゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素等）、蛍光物
質（例：フルオレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネート等）、発光物質（例：ル
ミノール、ルミノール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニン等）などで標識されていてもよ
い。あるいは、蛍光物質（例：FAM、VIC等）の近傍に該蛍光物質の発する蛍光エネルギー
を吸収するクエンチャー（消光物質）がさらに結合されていてもよい。かかる実施態様に
おいては、検出反応の際に蛍光物質とクエンチャーとが分離して蛍光が検出される。
　核酸プローブは、DNA、RNA、キメラ核酸のいずれであってもよく、また、一本鎖であっ
ても二本鎖であってもよい。Embigin遺伝子の核酸配列に関する公知情報（例えば配列番
号２に示されるヒトEmbigin遺伝子の核酸配列）に基づいて、例えばDNA/RNA自動合成機を
用いて、常法に従って、Embigin遺伝子転写産物を特異的に検出し得る核酸プローブを合
成することができる。
【００５５】
　本発明は、Th17細胞を判定するためのキットも提供する。本発明のTh17細胞判定用キッ
トには、Embiginの発現を測定するための試薬が含まれる。本発明のキットを用いてEmbig
inの発現を測定することにより、Th17細胞を簡便に判定することができる。
　本発明のキットは、抗Embigin抗体またはEmbigin遺伝子転写産物を特異的に検出し得る
核酸、具体的には上述のTh17細胞判定用試薬を含む。
　Th17細胞判定用試薬に含有される抗Embigin抗体または核酸は、通常、水もしくは適当
な緩衝液（例：TEバッファー、PBSなど）中に適当な濃度となるように溶解された水溶液
の態様で、或いは該核酸プローブが固相担体上に固定された核酸アレイの態様で、本発明
のキットに含まれる。
　本発明のキットは、Embiginの測定方法に応じて、当該方法の実施に必要な他の成分を
構成としてさらに含んでいてもよい。例えば、ノザンブロッティングや核酸アレイを測定
に用いる場合には、本発明のキットは、ブロッティング緩衝液、標識化試薬、ブロッティ
ング膜等をさらに含むことができる。本発明のキットは、in situハイブリダイゼーショ
ンを測定に用いる場合には、標識化試薬、発色基質等をさらに含むことができる。また、
FACSを測定に用いる場合には、蛍光標識2次抗体、細胞固定液等を含むことができる。
【００５６】
５．本発明のTh17細胞判定方法
　本発明者らは、EmbiginがマウスTh17細胞およびヒトTh17細胞に高発現しており、特に
血液細胞においては、Th17細胞は他の血液細胞に比べてEmbiginが高発現していることか
ら、Embiginの発現を指標とするTh17細胞判定方法を見出した。
　本発明のTh17細胞判定方法は、細胞または組織におけるEmbiginの発現を測定する工程
、および該発現レベルとTh17細胞との間の正の相関に基づきTh17細胞を判定する工程を含
む。本発明により、従来よりも容易にTh17細胞を判定することができる。
【００５７】
　本発明における「Embiginの発現」とは、Embiginのタンパク質発現またはEmbigin遺伝
子発現を意味する。
　本発明の方法は、具体的には、細胞または組織におけるEmbiginの発現を測定すること
により行うことができる。細胞は、被検動物から採取された細胞または培養細胞であれば
よく、採取された血液細胞または血液細胞由来の培養細胞が望ましい。組織は、被検動物
から採取された組織であればよく、免疫染色ができる形態が望ましい。
　本発明の方法は、例えばヒト、ラットやマウスなどの被検動物から採取された細胞や組
織等に適用することができる。
【００５８】
　Embiginの発現は、上述の本発明のTh17細胞判定用試薬を用いて、自体公知の方法によ
り測定することが出来る。該測定方法としては、例えば、FACS、ウェスタンブロッティン



(21) JP WO2011/152503 A1 2011.12.8

10

20

30

40

50

グ、RT－PCR、ノザンブロッティング、in situハイブリダイゼーション、核酸アレイ、組
織染色等を挙げることができる。
【００５９】
　次に、測定されたEmbiginの発現レベルに基づいて、Th17細胞を判定することができる
。後述の実施例に示すように、Th17細胞においてはEmbiginの発現レベルが高いため、Emb
iginの発現レベルとTh17細胞との間の正の相関に基づき、測定対象の細胞または組織のEm
biginの発現レベルまたは濃度が高い場合には、Th17細胞であると判断することができる
。
【００６０】
　これまで、単一の分子でTh17細胞を同定できるようなTh17細胞の細胞表面分子は見出さ
れていなかった。しかしながら、本発明のTh17細胞判定方法は、FACS等の簡便な方法を用
いてTh17細胞を判定することができる。特に、血液細胞や血液由来培養細胞に本発明の方
法を適用すれば、Th17細胞を容易に判定することができる。したがって、本発明の方法は
、Th17細胞が関与する自己免疫疾患やアレルギー疾患の研究や、被検動物におけるTh17細
胞の増加の有無の検査等に極めて有用である。
【実施例】
【００６１】
　以下に本発明の実施例を説明するが、本発明は、これらの実施例になんら限定されるも
のではない。
【００６２】
参考例1-1　マウスEmbiginに対する抗体作製(1)
　マウスEmbigin発現用レトロウイルスをラット細胞に導入し、マウスEmbigin過剰発現細
胞を作製した。マウスEmbigin過剰発現細胞をラット（Wistar、5週齢、日本クレア社）に
免疫した。免疫後リンパ球を採取し、ミエローマ細胞とPEG法にて融合し、ハイブリドー
マを得た。
　抗マウスEmbigin抗体産生ハイブリドーマのスクリーニングは、陽性コントロール細胞
として免疫に用いたマウスEmbigin過剰発現細胞を、陰性コントロール細胞として陽性コ
ントロール細胞と同じホスト細胞にベクターのみを導入した細胞を用いて、フローサイト
メトリーにて行った。
　フローサイトメトリーによる結合活性の評価は、次のように行った。
　陽性コントロール細胞あるいは陰性コントロール細胞を1x104～1x106細胞用いて、ハイ
ブリドーマ培養上清または適当なrat IgGを5μg/mLで添加し、30分間反応させた。細胞を
FACSバッファーにて1回洗浄し、蛍光標識抗ラットIgG抗体を添加し、30分間反応させた。
反応後、遠心操作にて細胞を回収し、PBSあるいはFACSバッファーに懸濁し、フローサイ
トメトリーに供した。フローサイトメーターは、フローサイトメーターFC500（Beckman C
oulter社）を用いた。前方散乱光（forward scatter）および側方散乱光（side scatter
）のヒストグラムにて生細胞集団にゲートを設定し、解析を行った。
　Embiginを発現する陽性コントロール細胞のみに強く反応するハイブリドーマ2G21、2G2
3、3E64、3E66を取得した。図1に評価の結果を記載した。
　2G21、3E64については、さらに反応特異性を確認するため、ハムスター細胞をホストと
してマウスEmbiginを過剰発現させた細胞を陽性コントロール細胞、ベクターのみを導入
したハムスター細胞を陰性コントロール細胞として、フローサイトメトリーにて評価した
。解析はフローサイトメーターFACS Calibur(ベクトンディッキンソン社)にて行い、2G21
、3E64ともに陽性コントロール細胞のみに強く反応することを確認した。図2に評価の結
果を記載した。
参考例1-2　マウスEmbiginに対する抗体作製(2)
　上記の参考例1-1で作製した抗Embigin抗体3E64については、96穴プレートを用いた限界
希釈法で、さらにシングルクローン化を行った。このクローンの抗体を精製して抗Embigi
n抗体(3E64D1)とした。
　また、この抗体クローンがラットIgG2b抗体であることを確認した。ラットIgG2bは、細
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胞障害活性を誘導する構造を有することが知られている。
【００６３】
参考例2　マウス各種ヘルパーT細胞の調製
（１）マウスTh17細胞の調製
　マウスTh17細胞の調製は、公表文献(Nature Immunology (2007) Vol.8 903-905、Natur
e Immunology (2007) Vol.8 958-966、Nature Immunology (2007) Vol.8 1390-1397、Nat
ure (2007) Vol.448 480-484、J. Biol. Chem. (2008) Vol.283 17003-17008)を参考に行
った。
　SJLマウス(日本チャールズリバー社)あるいはRag2 KO/DO11.10 Tgマウス(タコニック社
)から脾臓を摘出し、細胞懸濁液を調製した。細胞懸濁液をセルストレイナー（直径70 μ
m、ベクトンディッキンソン社）でろ過し、遠心（300×g、4℃、5 min）後、上清を除い
た。ACK溶液（タカラバイオ社）にて溶血した後、RPMI1640(ナカライテスク社)で細胞を
洗浄し、脾細胞を調製した。SJLマウスより調製した場合、洗浄した細胞から、CD4+ T ce
llアイソレーションキット(ミルテニー社)にてCD4+T細胞を調製した。
　CD4+T細胞を、抗CD3ε/抗CD28抗体固相化プレートにて培養した。培養は、20 ng/mL Mo
use IL-6、3 ng/mL Mouse TGF-β1、20 ng/mL Mouse IL-23、10 μg/mL Anti-Mouse IFN-
γ抗体、10 μg/mL Anti-mouse IL-4抗体および10 μg/mL Anti-mouse IL-2抗体を添加し
た10％牛胎児血清含有IMDM培地(インビトロジェン社)を使用し、適宜継代維持しTh17細胞
へ分化誘導した。5～14日間分化誘導したTh17細胞を試験に使用した。
【００６４】
（２）マウスTreg細胞の調製
　マウスの脾臓よりCD4+T細胞を調製し、抗CD3ε/抗CD28抗体固相化プレートにて培養し
た。培養は、20 ng/mL Mouse TGF-β1、100 IU/mL Mouse IL-2、100 nMレチノイン酸(all
-trans)および10 μg/mL Anti-Mouse IL-6を添加した10％牛胎児血清含有RPMI1640培地を
使用し、適宜継代維持しTreg細胞へ分化誘導した。5～14日間分化誘導したTreg細胞を試
験に使用した。
【００６５】
（３）マウスTh1細胞の調製
　マウスの脾臓よりCD4+T細胞を調製し、抗CD3ε/抗CD28抗体固相化プレートにて培養し
た。培養は、20 ng/mL Mouse IL-12および10 μg/mL Anti-mouse IL-4を添加した10％牛
胎児血清含有RPMI1640培地を使用し、適宜継代維持しTh1細胞へ分化誘導した。5～14日間
分化誘導したTh1細胞を試験に使用した。
【００６６】
（４）マウスTh2細胞の調製
　マウスの脾臓よりCD4+T細胞を調製し、抗CD3抗体/抗CD28抗体固相化プレートにて培養
した。培養は、20 ng/mL Mouse IL-4、5 μg/mL Anti-Mouse IFN-γおよび5 μg/mL Anti
-Mouse IL-12を添加した10％牛胎児血清含有RPMI1640培地を使用し、適宜継代維持しTh2
細胞へ分化誘導した。5～14日間分化誘導したTh2細胞を試験に使用した。
【００６７】
（５）マウスTh0細胞の調製
　マウスTh0細胞は、マウスの脾臓よりCD4+T細胞を調製し、抗CD3ε/抗CD28抗体固相化プ
レートにて培養した。培養は、10 μg/mL Anti-Mouse IL-4、10 μg/mL Anti-Mouse IFN-
γおよび10 μg/mL Anti-Mouse IL-12を添加した10％牛胎児血清含有RPMI1640培地を使用
し、適宜継代維持してTh0細胞を調製し、試験に使用した。
【００６８】
参考例3　ヒトEmbiginに対する抗体作製
　ヒトEmbigin発現レトロウイルスをマウス細胞に導入し、ヒトEmbigin過剰発現細胞を作
製した。ヒトEmbigin過剰発現細胞をマウス（Balb/c、5週齢、日本クレア社）に免疫した
。免疫後リンパ球を採取し、ミエローマ細胞とPEG法にて融合し、ハイブリドーマを得た
。
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　抗ヒトEmbigin抗体産生ハイブリドーマのスクリーニングは、陽性コントロール細胞と
して免疫に用いたヒトEmbigin過剰発現細胞を、陰性コントロール細胞として陽性コント
ロール細胞と同じホスト細胞にベクターのみを導入した細胞を用いて、フローサイトメト
リーにて行った。フローサイトメーターFC500（Beckman Coulter社）を用いて行い、Embi
ginを発現する陽性コントロール細胞のみに強く反応するハイブリドーマ陽性反応を検出
したハイブリドーマ6G1E6、7C4E10を取得した。図6に評価の結果を記載した。
【００６９】
参考例4　ヒトTh17細胞の調製
　ヒトTh17細胞の調製は、公表文献PNAS (2007) ;104: 17034-17039をもとに行った。
　ヒト末梢血より調製したメモリーCD4+T細胞および単球を、リポ多糖、抗CD3抗体、抗IF
N-γ抗体、抗IL-4抗体、抗IL-12抗体を含む培地で3日間培養した後、抗CD2抗体/抗CD3抗
体/抗CD28抗体固相化ビーズ(Cell Activation/Expansion Kit human、ミルテニー社)、IL
-2、IL-1β、IL-6、IL-23、抗IFN-γ抗体、抗IL-4抗体および抗IL-12抗体を含む培地で更
に3～20日間培養し、Th17細胞に分化させた。
【００７０】
実施例1　ウェスタンブロッティングによるTh17細胞での発現特異性の評価
　Th17細胞での発現特異性を確認するため、ヘルパーT細胞の一つであるTreg細胞とTh17
細胞のEmbigin発現量の比較をウェスタンブロッティングにより行った。
　Rag2 KO/DO11.10TgマウスあるいはSJLマウス脾細胞より分化・調製したTh17細胞、Treg
細胞を80 mM NaCl、50 mM Tris-HCl(pH 8)、2 mM CaCl2、1% Triton X-100およびタンパ
ク質分解酵素阻害剤(CompleteTM、ベーリンガーインゲルハイム社)を含む可溶化バッファ
ーにて溶解し、遠心(12000 rpm、4℃、30分)を行った後、上清をタンパク質溶液とした。
タンパク質溶液を試料緩衝液（SDS-PAGE用、2倍濃縮、2-メルカプトエタノール含有）(ナ
カライテスク社)と混合した後、等量のタンパク質を10% SDS-ポリアクリルアミドゲルに
泳動した。電気泳動後、Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell(BIO-R
AD社)を用いてイモビロン-P（Millipore社）へ転写した。転写した膜を用いて、ウェスタ
ンブロッティングを行った。検出には、ウサギ抗Embiginポリクローナル抗体(IMGENEX社)
、HRP標識ヤギ抗ウサギIg抗体(バイオソース社)を用いた。検出は、ECL Plus Western Bl
otting Detection System(GEヘルスケア・ジャパン社)を用いて、LAS-3000（富士フイル
ム社）にて行った。
　図3に結果を示した。Treg細胞ではEmbiginがほとんど発現していないが、Th17細胞では
Embiginが高発現していることが判明した。
【００７１】
実施例2　qRT-PCR法によるヘルパーT細胞での発現特異性の評価
　Rag2 KO/DO11.10Tgマウス脾細胞より分化・調製したTh17細胞、Th1細胞、Th2細胞、Th0
細胞、Treg細胞よりTRIzol(インビトロジェン社)を用いてtotal RNAを調製した。Total R
NA中のEmbigin mRNA量をTaqMan Reverse Transcription Reagents(アプライドバイオシス
テム社)およびPower SYBR Green PCR Master Mix(アプライドバイオシステムズ社)を用い
て評価した。測定は、ABI7900(アプライドバイオシステムズ社)で行い、ハウスキーピン
グ遺伝子36B4の発現についても同時に評価し、36B4発現量で補正した後、Treg細胞での発
現量を１として算出した。
　検出は、Embiginのプライマー（配列番号３および配列番号４）、および36B4のプライ
マー（配列番号５および配列番号６）を用いて行った。
　結果を図4に示した。マウスヘルパーT細胞のうち、Th17細胞で特にEmbiginが高発現し
ているため、EmbiginがTh17細胞のマーカーとして有用であることが判明した。
【００７２】
実施例3　フローサイトメトリーによる細胞膜表面タンパク質におけるTh17細胞特異性の
評価
　細胞膜表面タンパク質のTh17細胞での発現特異性を評価するため、フローサイトメトリ
ーを用いて各種細胞との発現量の比較を行った。
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　Th17細胞、Treg細胞、Th1細胞、Th2細胞をSJLマウス脾細胞より分化させ、調製し、試
験に供した。また、分化誘導していない脾細胞およびマウス末梢血から調製した赤血球に
ついても試験に供した。
　Embiginは、抗マウスEmbigin抗体産生クローン2G23、3E64の培養上清および2次抗体と
して蛍光標識ヤギ抗ラットIgMおよびIgG抗体（ベックマンコールター社）を用いて染色し
た。抗マウスEmbigin抗体の陰性コントロールとしてrat IgG(ベクトンディッキンソン社)
を用いて、参考例１と同様に染色した。さらに、マウス脾細胞については、B細胞、白血
球、CD3陽性細胞を同定するため、蛍光標識抗マウスB220抗体(B細胞マーカー)、蛍光標識
抗マウスCD11a抗体(白血球マーカー)または蛍光標識抗マウスCD3抗体(CD3陽性細胞マーカ
ー)で染色した。これらのサンプルをフローサイトメトリーにて評価した。フローサイト
メーターは、FACS Calibur(ベクトンディッキンソン社)を用いた。前方散乱光および側方
散乱光のヒストグラムにて生細胞集団にゲートを設定し、解析を行った。B細胞、白血球
細胞、CD3陽性細胞の各々での解析の際は、それぞれB220、CD11a、CD3陽性画分でさらに
ゲートを設定し、解析した。各サンプル間の比較は、Isotype(rat IgG)におけるgeo mean
値に対する抗マウスEmbigin抗体使用時のgeo mean値の比率で行った。
　結果を図5に示した。B細胞、白血球細胞、CD3陽性細胞、赤血球、Treg細胞におけるEmb
iginの発現量は極めて少ないが、Th17細胞はこれらの細胞と比較すると、細胞膜表面上に
Embiginが高発現しているため、Embiginの発現を調べることによりTh17細胞を判定するこ
とが可能であることが判明した。
【００７３】
実施例4　ヒトTh17細胞におけるEmbigin発現検討
　ヒトTh17細胞膜表面でのEmbigin発現をフローサイトメトリーで評価した。
　末梢血より分化させたヒトTh17細胞を、Phorbol 12-Myristate 13-Acetate、イオノマ
イシンおよびBD GolgiStop(ベクトンディッキンソン社)を含む培地で4時間処置した後、
抗ヒトEmbigin抗体産生クローン6G1E6、7C4E10の培養上清および2次抗体としてPE標識ヤ
ギ抗マウスIg抗体（ベックマンコールター社）を用いて染色した。抗ヒトEmbigin抗体の
陰性コントロールとしてマウスIgG(ベクトンディッキンソン社)を用いて、同様に染色し
た。さらにAPC標識抗CD4抗体を用いて染色した。これらのサンプルを、BD Cytofix/Cytop
erm Fixation/Permeabilization Solution kit(ベクトンディッキンソン社)を用いてパー
ミライゼーション（permialization）を施し、FITC標識抗ヒトIL-17抗体を用いて染色し
た。これらのサンプルをフローサイトメトリーにて評価した。フローサイトメーターは、
FACS Calibur(ベクトンディッキンソン社)を用いた。前方散乱光および側方散乱光のヒス
トグラムにて生細胞集団にゲートを設定した後、CD4＋IL17＋細胞をTh17細胞として、Th1
7細胞を解析した。
　結果を図7に示した。ヒトTh17細胞にEmbiginが発現していることが判明した。
【００７４】
実施例5　トキシン修飾抗Embigin抗体を用いたマウスTh17細胞の選択的除去(細胞死)
　抗Embigin抗体を用いて、Th17細胞選択的な除去(細胞死)が可能かどうかについて病原
性細胞を用いて評価した。
　病原性細胞の調製は、J. Exp. Med. (2005) 201; 233-240を参考にして行った。
　すなわちSJLマウス(5週齢、日本チャールズリバー社)にPLPペプチド(配列番号７)をフ
ロイント完全アジュバントとともに免疫し、10日後にリンパ節細胞を採取した。PLPおよ
びIL-23存在下で5日間培養後、IL-23およびIL-2存在下で更に3-5日間培養し、病原性細胞
とした。
　調製した病原性細胞よりCD4+ T cellアイソレーションキット(ミルテニー社)を用いてC
D4+T細胞を調製した。
　IL-23、IL-2、抗マウスEmbigin抗体(2G21、3E64)、Anti-IgG, Rat, Goat-Poly, Sapori
n <Rat-ZAP> (Advanced Targeting Systems社)を含む培地で36時間培養し、細胞除去反応
を行った。コントロールとして、抗マウスEmbigin抗体の代わりにラットIgGを用いて同様
に処置した。反応後の細胞を、Phorbol 12-Myristate 13-Acetate、イオノマイシン、BD 
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GolgiStop(ベクトンディッキンソン社)を含む培地で4時間処置した後、Per-CP標識抗マウ
スCD4抗体(コスモバイオ社)、PE標識抗マウスIFNγ抗体(BDバイオサイエンス社)、Alexa4
88標識抗マウスIL17抗体(BD ファーミンジェン社)を用いて細胞を染色した。これらのサ
ンプルをフローサイトメトリーにて評価した。フローサイトメーターは、FACS Calibur(
ベクトンディッキンソン社)を用いた。CD4+IL17+細胞をTh17細胞、CD4+IFNγ+IL17-細胞
をTh1細胞、CD4+IFNγ-IL17-細胞をその他（other）として分類し、コントロール群にお
ける各々の細胞集団の測定値を100％として残存細胞率を評価した。
　結果を図8に示した。Th1細胞やその他の細胞の残存細胞率に比べてTh17細胞の残存細胞
率が顕著に減少していることから、トキシンの1種であるsaporinで修飾した抗Embigin抗
体がTh17細胞を選択的に除去することが判明した。
【００７５】
実施例6　抗マウスIgG結合磁気ビーズによるTh17細胞の選択的除去
　抗Embigin抗体を用いて、Th17細胞選択的な除去(細胞死)が可能かについて病原性細胞
を用いて評価した。
　実施例5と同様の方法で調製した病原性細胞よりCD4+ T cellアイソレーションキット(
ミルテニー社)を用いてCD4+T細胞を調製した。
　病原性細胞および抗マウスEmbigin抗体(2G23あるいは3E66)を、4℃で30分間混合した後
、遠心(1000rpm、3分)により細胞を回収した。回収した細胞に抗ラットIgG抗体修飾磁気
ビーズ(Dynal社)を添加し、4℃で30分間混合した。磁石によって磁気ビーズと結合した細
胞を除去する操作を2度繰り返し、磁気ビーズに結合しなかった細胞を回収した。対照と
して抗マウスEmbigin抗体の代わりにラットIgGを用いた。また、コントロールは、細胞除
去操作を実施していない細胞を設定した。
　この細胞をPhorbol 12-Myristate 13-Acetate、イオノマイシン、BD GolgiStop(ベクト
ンディッキンソン社)を含む培地で4時間処置した後、Per-CP標識抗マウスCD4抗体(コスモ
バイオ社)、PE標識抗マウスIFNγ抗体(BDバイオサイエンス社)、Alexa488標識抗マウスIL
17抗体(BDファーミンジェン社)を用いて細胞を染色した。これらのサンプルをフローサイ
トメトリーにて評価した。フローサイトメーターは、FACS Calibur(ベクトンディッキン
ソン社)を用いた。CD4+IL17+細胞をTh17細胞、CD4+IFNγ+IL17-細胞をTh1細胞、CD4+IFN
γ-IL17-細胞をその他（other）として分類し、コントロール群における各々の細胞集団
の測定値を100％として残存細胞率を評価した。
　結果を図9に示した。Th1細胞やその他の細胞の残存細胞率に比べてTh17細胞の残存細胞
率が顕著に減少していることから、Th17細胞が選択的に除去されていることが判明した。
【００７６】
実施例7　マウス組織におけるEmbigin発現(組織パネル)
　INSTA-Blot Mouse Tissue(IMGENEX社)等のマウス各組織タンパク質ブロットを用い、こ
れに抗マウスEmbigin抗体(IMGENEX社)およびHRP標識ヤギ抗ウサギIg抗体(バイオソース社
)を反応させてウェスタンブロッティングを行う。検出は、ECL Plus Western Blotting D
etection System(GEヘルスケア・ジャパン社)を用いて、LAS-3000（富士フイルム社）に
て行う。
【００７７】
実施例8　ヒトTh17細胞以外でのEmbigin発現の検討
　各種ヒト細胞でのEmbigin発現量の比較は、下記の方法で可能である。
　ヒトTreg細胞は、ヒト末梢血より、Dynabeads Regulatory CD4+CD25+ T Cell Kit（イ
ンビトロジェン社）にてCD4+CD25+T細胞を分離し、Dynabeads Human Treg Expander（イ
ンビトロジェン社）を用いて拡大培養して調製し、試験に供する。このヒトTreg細胞を、
抗ヒトEmbigin抗体産生クローン6G1E6、7C4E10の培養上清および2次抗体としてPE標識ヤ
ギ抗マウスIg抗体（ベックマンコールター社）を用いて染色する。抗ヒトEmbigin抗体の
陰性コントロールとしてマウスIgG(ベクトンディッキンソン社)を用いて、同様に染色す
る。これらのサンプルをフローサイトメーターFACS Calibur(ベクトンディッキンソン社)
にて解析する。
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　また、ヒト末梢血中の細胞は、抗ヒトEmbigin抗体産生クローン6G1E6、7C4E10の培養上
清および2次抗体としてPE標識ヤギ抗マウスIg抗体（ベックマンコールター社）を用いて
染色する。抗ヒトEmbigin抗体の陰性コントロールとしてマウスIgG(ベクトンディッキン
ソン社)を用いて、同様に染色する。これらのサンプルをフローサイトメーターFACS Cali
bur(ベクトンディッキンソン社)にて解析する。末梢血中の各種細胞について、サブ解析
する場合は、CD4陽性細胞を同定するためにAPC標識抗CD4抗体で、あるいはNK細胞を同定
するためにAPC標識抗DX5抗体で、あるいは樹上細胞を同定するためにAPC標識抗CD11c抗体
で、あるいはCD8陽性細胞を同定するためにAPC標識抗CD8抗体で、あるいはマクロファー
ジを同定するためにAPC標識抗CD11b抗体で、あるいはB細胞を同定するためにAPC標識抗B2
20抗体で、それぞれ染色した後、フローサイトメトリーにて解析する。
【００７８】
実施例9　in vivoにおけるTh17細胞除去の確認
　In vivoにおけるTh17細胞選択的除去については、J. Exp. Med. (2005) 201; 233-240
に記載されている方法に従って確認することができる。
　実施例5と同様の方法で調製した病原性細胞を5- or 6- (N-Succinimidyloxycarbonyl)-
fluorescein 3',6'-diacetate(CFSE、同仁化学社)で標識する。
　CFSE標識した細胞をマウスに尾静脈より移入した後、トキシン修飾抗マウスEmbigin抗
体を投与する。コントロールとして、トキシン修飾抗マウスEmbigin抗体の代わりにラッ
トIgGを用いて同様に処置する。4時間～4日後に、末梢血、脾臓、中枢神経、リンパ組織
などより細胞を採取する。採取した細胞を、Phorbol 12-Myristate 13-Acetate、イオノ
マイシン、BD GolgiStop(ベクトンディッキンソン社)を含む培地で4時間処置した後、Per
-CP標識抗マウスCD4抗体(コスモバイオ社)、PE標識抗マウスIFNγ抗体(BDバイオサイエン
ス社)あるいはPE標識抗マウスIL17抗体(BDファーミンジェン社)を用いて細胞を染色する
。これらのサンプルをフローサイトメトリーにて評価する。生細胞集団、CFSF陽性細胞で
ゲート設定した後、CD4+IL17+細胞をTh17細胞、CD4+IFNγ+IL17-細胞をTh1細胞、CD4+IFN
γ-IL17-細胞をその他（other）として分類し、コントロール群における各々の細胞集団
の測定値を100％として残存細胞率を評価する。
【００７９】
実施例10　ex vivoでのTh17細胞除去による発症抑制作用の確認
　自己免疫疾患モデルにおいて、Th17細胞選択的除去による発症抑制作用は下記に示す方
法で確認できる。
　実施例5と同様に、病原性細胞よりCD4+ T cellアイソレーションキット(ミルテニー社)
を用いてCD4+T細胞を調製する。IL-23、IL-2、抗マウスEmbigin抗体(2G21、3E64)、Anti-
IgG, Rat, Goat-Poly, Saporin <Rat-ZAP> (Advanced Targeting Systems社)を含む培地
で36時間培養し、細胞除去反応を行う。なお、コントロールとして抗マウスEmbigin抗体
の代わりにラットIgGを用いる。あるいは、実施例6のように磁気ビーズを用いてTh17を特
異的に除去することでも可能である。
　細胞除去操作を行った細胞を、コントロール群が3 x 106cell/headとなるようにマウス
に尾静脈より投与し、経時的に四肢や尾の麻痺、体重を観察しEAE（実験的自己免疫性脳
脊髄炎）症状を評価する。
【００８０】
実施例11　抗体投与によるTh17細胞除去による発症抑制作用の確認
　自己免疫疾患モデルにおいて、Th17細胞選択的除去による発症抑制作用は下記に示す方
法で確認できる。
　実施例5と同様に病原性細胞よりCD4+ T cellアイソレーションキット(ミルテニー社)を
用いてCD4+T細胞を調製する。この細胞を3 x 106 cell/headとなるようにマウスに尾静脈
より投与する。
　細胞除去能を有する抗Embigin抗体(例えばsaporin化抗体、ADCC活性保有抗体など)を、
細胞移入と同時あるいは発症後などにマウスに投与し、経時的に四肢や尾の麻痺、体重を
観察しEAE発症に対する作用を評価する。
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　あるいは、Methods Mol Biol. 2009;549:157-73.、Brain (2004) ;127:2201-2213に記
載の方法に準じて、汎用されているマウス・ラットにPLPあるいはMOG等のペプチドを投与
してEAEモデルを作製し、細胞除去能を有する抗Embigin抗体(例えばsaporin化抗体、ADCC
活性保有抗体など)を、ペプチド投与と同時、EAE発症前などに投与し、EAE発症に対する
作用を評価する。
【００８１】
実施例12　Th17細胞除去による再発抑制作用の確認
　自己免疫疾患の多くが、症状が増悪する時期と小康状態の時期を繰り返すことから、再
発を抑制することが治療を行ううえで重要になってくる。
　この点について、例えばEAEモデルを用いて確認できる。
　Methods Mol Biol. 2009;549:157-73.、Brain (2004) ;127:2201-2213などに記載され
ているEAEモデルにおいて、EAE発症後あるいは、EAE症状が治まった後に抗Embigin抗体を
投与し、再発に対する影響を評価する。
【００８２】
実施例13　マウス組織におけるEmbigin発現検討
　マウスの各組織におけるEmbiginの発現を検討するために、マウス各組織タンパク質ブ
ロットとしてINSTA-Blot Mouse Tissue(IMGENEX社)を用い、これに抗マウスEmbigin抗体(
IMGENEX社)およびHRP標識ヤギ抗ウサギIg抗体(バイオソース)を反応させてウェスタンブ
ロッティングを行った。検出は、ECL Plus Western Blotting Detection System(GEヘル
スケア・ジャパン)を用いて、LAS-3000（富士フイルム社）にて行った。
　結果を図10に示した。筋肉と脾臓でEmbiginの発現が確認されたが、その発現量は非常
に少なく、Embiginを強く発現している組織はなかった。そのため、抗Embigin抗体を含有
する治療剤は、生体の各組織への副作用が少ないことが期待される。
【００８３】
実施例14　in vivoにおけるTh17細胞除去の確認
　In vivoにおけるTh17細胞選択的除去については、J. Exp. Med. (2005) 201; 233-240
に記載されている方法に従って確認した。
　5週齢雌性SJL/JマウスにPLP部分ペプチド（PLP139-151、配列番号７）をフロイント完
全アジュバントとともに免疫し、10日後にリンパ節細胞を調製した。PLPおよびIL-23存在
下で5日間培養後、IL-23およびIL-2存在下で更に3-5日間培養し、この細胞を病原性細胞
とした。この病原性細胞よりCD4+ T cellアイソレーションキット(ミルテニー社)を用い
てCD4+T細胞を調製した。この細胞集団にはTh17細胞が30～50％含まれている。この病原
性細胞をCellTrace CFSE Cell Proliferation Kit for flow cytometry(インビトロジェ
ン社)でcarboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester(CFSE)標識した。抗マウスEm
bigin抗体(3E64D1)をマウスに投与した後、CFSE標識した細胞1.5 x 107 cellをマウスに
尾静脈より移入した。コントロールとして、ラットIgG2bを用いた。1日後に、脾臓より細
胞を採取した。採取した細胞をフローサイトメトリーにて評価した。CFSE陽性細胞数を計
算し、コントロール群におけるCFSE陽性細胞数を100％として、減少分を細胞除去率とし
て評価した。
　結果を図11に示した。抗Embigin抗体投与により、移入したCFSE陽性細胞数が用量依存
的に減少することが確認できた。この結果により、抗Embigin抗体は抗体のＡＤＣＣおよ
びＣＤＣ活性によりTh17細胞数を減少させることが可能であることがわかった。抗Embigi
n抗体を個体に投与することにより、in vivoでTh17細胞数を減らすことが可能であること
が判明した。
【００８４】
実施例15　Ex vivoでのTh17細胞除去による発症抑制作用の確認
　自己免疫疾患モデルにおいて、Th17細胞選択的除去による発症抑制作用を下記に示す方
法で確認した。
　5週齢雌性SJL/JマウスにPLP部分ペプチド（PLP139-151）をフロイント完全アジュバン
トとともに免疫し、10日後にリンパ節細胞を調製した。PLPおよびIL-23存在下で5日間培
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養後、IL-23およびIL-2存在下で更に3-5日間培養し、病原性細胞とした。この病原性細胞
よりCD4+ T cellアイソレーションキット(ミルテニー社)を用いてCD4+T細胞を調製した。
IL-23、IL-2、抗マウスEmbigin抗体(3E64D1)1μg/mL、Anti-IgG, Rat, Goat-Poly, Sapor
in <Rat-ZAP> (Advanced Targeting Systems社)を含む培地で36時間培養し、細胞除去反
応を行った。なお、コントロールとして抗マウスEmbigin抗体の代わりにラットIgG2bを用
いた。反応後の細胞の一部をPhorbol 12-Myristate 13-Acetate、イオノマイシン、BD Go
lgiStop(ベクトンディッキンソン社)を含む培地で4時間処置した後、Per-CP標識抗マウス
CD4抗体(コスモバイオ社)、PE標識抗マウスIFNγ抗体(BDバイオサイエンス社)、Alexa488
標識抗マウスIL17抗体(BDファーミンジェン社)を用いて細胞を染色した。これらのサンプ
ルをフローサイトメトリーにて評価した。フローサイトメーターは、FACS Calibur(ベク
トンディッキンソン社)を用いた。CD4+IL17+細胞をTh17細胞、CD4+IFNγ+IL17-細胞をTh1
細胞として分類し、コントロール群における各々の細胞集団の測定値を100％として残存
細胞率を評価した。Th17細胞選択的な細胞除去が確認できた。結果は図12に示した。
　細胞除去操作を行った細胞、またはコントロール群の細胞を3 x 106 cell/headとなる
ようにマウスに尾静脈より投与し、経時的に四肢や尾の麻痺、体重を観察し実験的自己免
疫性脳脊髄炎（EAE）症状を評価した。症状の重篤さの程度は次の基準に従いスコアで表
示した。
　　　　０　　：無症状
　　　　０．５：尾の軽い麻痺
　　　　１　　：尾の麻痺
　　　　２　　：軽度の後肢の麻痺
　　　　３　　：中程度から強度の後肢の麻痺、あるいは軽度の前肢の麻痺
　　　　４　　：完全な後肢の麻痺、あるいは中程度から強度の前肢の麻痺
　　　　５　　：四肢の麻痺あるいは死線期にある
　　　　６　　：死亡
　結果は図１３に示す。抗Embigin抗体を用いてTh17細胞を選択的に細胞除去することに
より、EAE症状は完全に抑制された。
【００８５】
実施例16　抗体投与によるTh17細胞除去による発症抑制作用の確認
　自己免疫疾患モデルであるactive EAE発症モデルを用いて、抗Embigin抗体のEAE発症抑
制作用を確認した。
（１）active EAE発症モデルの作製
　多発性硬化症の動物モデルであるEAEマウスを用いた。EAEの惹起はSD. Millerらの方法
（Curr. Protoc. Immunol. 2010; 88:15.1.1-15.1.20.）に従った。すなわち、9週齢の雌
性SJL/Jマウス（チャールズリバーより購入）の背後部皮下にフロイント完全アジュバン
トに混和したPLP部分ペプチド（PLP139-151）150μgを注射した。経時的に四肢や尾の麻
痺、体重を観察しEAE症状を評価した。EAE症状のスコアは実施例15に従った。
【００８６】
（２）抗体の投与および発症予防評価
　抗Embigin抗体(3E64D1)をPBS溶液に懸濁し、上記（１）にて作製したマウス1匹あたり0
.3μgを静脈内投与した。対照群にはrat IgG2bを静脈内投与した。投与はペプチド感作後
、7日目と14日目に１日１回実施した。経時的に四肢や尾の麻痺、体重の観察を続け、EAE
症状を評価した。
　結果は図14に示した。抗Embigin抗体投与により、EAE病態の発症は完全に抑制された。
この結果から、抗Embigin抗体により、多発性硬化症（MS）の発症を抑制できることが判
明した。
【００８７】
実施例17　Th17細胞除去による再発抑制作用の確認
　自己免疫疾患の多くが、症状が増悪する時期と小康状態の時期を繰り返すことから、再
発を抑制することが治療を行ううえで重要になってくる。
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　この点について、EAEモデルを用いて確認した。Methods Mol Biol. 2009;549:157-73.
、Brain (2004) ;127:2201-2213などに記載されているEAEモデルにおいて、EAE発症後に
抗Embigin抗体を投与し、再発に対する影響を評価した。ペプチド感作後12日目に発症し
た個体について病態スコアと体重を指標に群分けを行った。抗Embigin抗体(3E64D1)は群
分け直後のペプチド感作12日目と19日目に1日1回静脈内投与した。その後、EAE症状に対
する作用を評価した。EAE症状のスコアは実施例15に示した基準に従った。
　結果は図15に示した。抗Embigin抗体投与により、病態スコアが速やかに低下すること
が確認された。また、コントロールの23日目で認められるような再燃は認められなかった
。この結果から、抗Embigin抗体は多発性硬化症（MS）の寛解導入を促進し、再燃を抑制
するため、多発性硬化症の寛解導入剤や再燃抑制剤として用いることができることが判明
した。
【産業上の利用可能性】
【００８８】
　本発明により、多発性硬化症などの自己免疫疾患やアレルギー疾患の治療剤およびTh17
細胞に対する細胞障害剤を提供することができる。更に、本発明は、薬剤等をTh17細胞に
選択的且つ効率よく到達させることができるドラッグデリバリーシステムに有用な抗Embi
gin抗体、Th17細胞のマーカー、Th17細胞判定用試薬、簡便なTh17細胞判定方法も提供す
ることができる。
【００８９】
　本出願は、日本で出願された特願2010-127316（出願日：2010年6月2日）を基礎として
おり、その内容は本明細書に全て包含されるものである。
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摘要(译)

本发明包含抗-Embigin抗体，特别是具有细胞毒性或诱导细胞毒性作用的抗-Embigin抗体，自身免疫性疾病或过敏性疾病的预防/治
疗剂，涉及Th17细胞的疾病的预防/治疗剂， 提供了用于Th17细胞的细胞毒剂。 此外，包含抗-Embigin抗体，用于检测Th17细胞
的试剂，使用其来确定Th17细胞的简单方法，使用抗-Embigin抗体选择性地且有效地到达Th17细胞的药物等的方法。 ，提供了向
Th17细胞的药物递送系统。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/db9b54ab-3e7a-4df0-baeb-dcca2ddd8ae1
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/045066860/publication/JPWO2011152503A1?q=JPWO2011152503A1



