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(54)【発明の名称】 ＭＤ－１分子に特異的に反応するモノクローナル抗体

(57)【要約】
【課題】抗原の定量および検出、医薬品ならびに診断薬
に応用可能なＭＤ－１分子を特異的に認識するモノクロ
ーナル抗体を提供する。
【解決手段】本発明のモノクローナル抗体は、ＭＤ－１
分子が本来の立体構造を持つように、細胞表面上に発現
するＭＤ－１分子で適当な宿主を免疫処置することで得
られる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】ＭＤ－１分子に特異的に反応するモノクロ
ーナル抗体またはその活性フラグメント。
【請求項２】ＭＤ－１分子と会合するＲＰ１０５分子か
らのシグナル伝達に対し、影響を及ぼす請求項１に記載
のモノクローナル抗体またはその活性フラグメント。
【請求項３】ＭＤ－１分子/ＲＰ１０５分子 発現細胞に
おける細胞増殖刺激に対し、増殖抑制作用を有する請求
項１に記載のモノクローナル抗体またはその活性フラグ
メント。
【請求項４】請求項１乃至３記載のモノクローナル抗体
またはその活性フラグメントを含有する免疫調節薬また
は診断薬。
【請求項５】アレルギー、自己免疫疾患、喘息、炎症、
アトピー性疾患、敗血症を調整する請求項４記載の免疫
調節薬。
【請求項６】請求項１乃至３記載のモノクローナル抗体
またはその活性フラグメントを刺激物質として用いる化
合物のスクリーニング方法。
【請求項７】請求項６のスクリーニング方法において選
択される化合物。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、抗原の定量および
検出、医薬品ならびに診断薬に応用可能なＭＤ－１分子
を特異的に認識するモノクローナル抗体に関するもので
ある。
【０００２】
【従来の技術】Ｂ細胞は細胞表面に存在する免疫グロブ
リンを介して抗原刺激を受け取り、外来抗原の刺激に応
じて種々の抗原特異的Ｂ細胞が活性化され、特異抗体を
産生し、侵入して来た抗原の排除に寄与する。一方、自
己抗原と反応するＢ細胞クローンはこの過程において負
の増殖シグナルを受け、除去されたり（クローナル・デ
リーション）、不応答（クローナル・アナージー）にな
ることが知られている。この外来抗原刺激によるＢ細胞
の活性化が正常に行われない場合、自己抗体の産生など
を引き起こし、自己免疫疾患が発症すると考えられる。
【０００３】最近の研究によると、未熟Ｂ細胞のみなら
ず、成熟Ｂ細胞も、抗原、抗免疫グロブリン抗体により
Ｂ細胞表面ＩｇＭを架橋することにより、細胞死（アポ
トーシス）が引き起こされることが明らかとなってき
た。
【０００４】しかし、生体内において、この様な抗原刺
激、表面ＩｇＭの架橋によりＢ細胞がアポトーシス、ア
ナージーに至れば、正常の免疫応答でみられる抗体産生
がみられないこととなり、実際の生体の免疫応答と矛盾
する。したがって、Ｂ細胞が抗原刺激に反応して増殖す
る為には、そのアポトーシスをキャンセルする別のシグ
ナル（第２のシグナル）の関与が必要となる。
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【０００５】ＲＰ１０５分子は、成熟Ｂ細胞に発現し、
pre- Ｂ細胞やT細胞には発現しない細胞表面分子であ
る。このＲＰ１０５分子は、脾臓のＢ細胞を放射線照射
により誘導されるアポトーシスから防御するＲＰ（radi
o protective）抗体の抗原として同定された。ＲＰ１０
５分子は、そのRP抗体でクロスリンクされると、アポト
ーシスに対し抵抗するのと同時に、Ｂ細胞を増殖させる
強力な活性化シグナルを伝達する。興味深いことに、こ
れらの活性化され増殖しているＢ細胞抗原レセプターか
らの刺激が入ると、Ｂ細胞の増殖を抑制しアポトーシス
を起こす。このようにＲＰ１０５分子はＢ細胞の増殖
と、抗原により誘導されるアポトーシスの制御に関与す
る。
【０００６】ＲＰ１０５分子は分子量105kDa のタイプ
Ｉ膜貫通型蛋白質で、細胞外ドメインには蛋白質-蛋白
質相互作用に関与すると言われるモチーフであるロイシ
ンリッチ受容体（Leucine-rich repeat）を持ち、細胞
内蛋白質は短い。以上より、ＲＰ１０５分子には信号伝
達分子が会合していることが予想された。
【０００７】本発明者らは、ＲＰ１０５分子の会合分子
を検索するために免疫沈降実験を行い、２２ｋＤａと２
５ｋＤａの蛋白質を得た。その後、蛋白質を精製し、Ｎ
末端アミノ酸シークエンサーを用い２５ｋＤａ蛋白質の
Ｎ末端アミノ酸２４個を決定した。同じ配列が２２ｋＤ
ａ分子からも得られた。この配列は、NCBI databaseの
検索より、新規の蛋白質であることがわかり、その遺伝
子のクローニングを行った(J. Immunology 161:1348-13
53,1998)。
【０００８】先に決定した蛋白質のN末端アミノ酸シー
クエンスを基に、縮重（degenerate）プライマーを作製
し、ＢＣＬ１細胞から作製したｃＤＮＡライブラリーを
テンプレートとしてＰＣＲを行いＤＮＡ増幅を行った。
得られたＰＣＲ増幅産物の塩基配列を決定し、アミノ酸
配列をコードしているのを確認したうえで、この配列を
プローブとして再度ＢＣＬ１細胞のｃＤＮＡライブラリ
ーをスクリーニングした結果、長さ約１ｋｂのｃＤＮＡ
を得、全塩基配列を決定した。全てのアミノ酸配列を用
いて再度データベースを検索したところ、v-myb regula
ted geneの一つであるＭＤ－１分子が高いホモロジーを
示し、この分子がＭＤ－１分子のマウスホモログである
と同定された。
【０００９】本発明者らは、上述したように、すでにマ
ウス ＭＤ－１分子蛋白質をコードするｃＤＮＡを単離
し、その全塩基配列を決定している(J. Immunology 16
1:1348-1353,1998)。このマウスＭＤ－１分子をコード
する遺伝子を基に、ヒトＭＤ－１分子を単離することを
目的とした研究を重ね、ヒトＭＤ－１分子をコードする
遺伝子をクローニングすることに成功した。
【００１０】細胞表面をビオチン化した細胞ライゼート
を用いた免疫沈降実験により、ＭＤ－１分子は細胞表面
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3
に存在することが示された。しかしながら、そのｃＤＮ
Ａクローン（cDNA clone）は二つめの疎水性部分を持た
ず、分泌蛋白質と予想された。本発明者らは、ＭＤ－１
分子 flag（ＭＤ－１分子遺伝子の端にflagというepito
pe（エピトープ）蛋白質を結合したもの）ｃＤＮＡを２
９３ Ｔ細胞へトランフェクトしたところ、２９３ Ｔ細
胞上にflag epitopeは検出されなかったが、培養上清中
には検出された。ところが、ＲＰ１０５分子 cDNAをＭ
Ｄ－１分子 flag cDNAと共にトランスフェクションする
と、細胞表面上にflag epitopeが検出された。このよう
にＭＤ－１分子は分泌蛋白質であるが、ＲＰ１０５分子
と結合することで細胞表面に存在することができる。
【００１１】ＲＰ１０５分子の発現におけるＭＤ－１分
子の役割、およびＭＤ－１分子の機能を調べるため、Ｒ
Ｐ１０５分子モノマーおよびＲＰ１０５分子／ＭＤ－１
分子ヘテロダイマーの性質の差を調べた。ＲＰ１０５分
子は単独またはＭＤ－１分子と共に２９３ Ｔ細胞上に
発現させ、抗RP抗体で検出することができる。ＭＤ－１
分子ｃＤＮＡと共にトランスフェクトすると、ＲＰ１０
５分子ｃＤＮＡのみをトランスフェクトした細胞に比較
してＲＰ１０５分子陽性細胞の比率が上昇した。ＲＰ１
０５分子ｃＤＮＡを、他の関係のない分子をコードする
Ｌｙ－６Ａ／ＥｃＤＮＡと共にトランスフェクションし
たコントロール実験では、ＲＰ１０５分子陽性細胞の比
率はＲＰ１０５分子ｃＤＮＡだけのトランスフェクショ
ンの約半分であった。すなわち、ＭＤ－１分子はＲＰ１
０５分子の細胞膜への発現を促進させることが明らかと
なった。
【００１２】本発明者はさらに、全身性エリテマトーデ
ス（以下ＳＬＥ）患者の末梢血 Ｂ細胞におけるＲＰ１
０５分子の発現について検討し、ＳＬＥ患者の末梢血 
Ｂ細胞にＲＰ１０５分子未発現細胞が含まれること、Ｒ
Ｐ１０５分子未発現Ｂ細胞の割合とＳＬＥ疾患の程度と
が正に相関することを示している（Arthritis&Rheumati
sm,42,2593-2600,1999)。これらの結果はＲＰ１０５分
子の発現抑制により、ＲＰ１０５分子からのシグナルを
回避したＢ細胞がＳＬＥ患者の自己抗体産生細胞になっ
ている可能性を示している。
【００１３】近年、ＲＰ１０５分子のもつＬＰＲドメイ
ンを有する一群の蛋白質（Toll Like Receptor ; TLR )
 が明らかにされ、その中の一部（ＴＬＲ－２、－４）
の蛋白質がＬＰＳに代表されるエンドトキシンの応答に
重要な役割をになっていることが明らかになった。ＭＤ
－１分子とホモロジーを有するＭＤ－２分子は ＴＬＲ
－４分子に結合することが明らかになり、ＲＰ１０５分
子－ＭＤ－１分子複合体もまた、ＴＬＲ－４－ＭＤ－２
分子複合体とさらに結合し、ＲＰ１０５分子－ＭＤ－１
分子／ＴＬＲ－４－ＭＤ－２分子という複合体を形成す
ることが明らかになった。このように、ＲＰ１０５分子
－ＭＤ－１分子複合体はＢ細胞の増殖やアポトーシスの
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制御のみならず、外来毒素に対する自然免疫の応答の制
御にも関与している可能性が示された。
【００１４】
【発明が解決しようとする課題】前記したとおり、ＭＤ
－１分子は抗原レセプターを介した正常Ｂ細胞の増殖、
アポトーシスに深く関与している分子であり、その存在
はアポトーシスの制御における第２のシグナルを導入す
るマウスＲＰ１０５分子の発現を制御する可能性が高
く、アポトーシスの正負の制御に重要な働きを担う分子
であると考えられる。
【００１５】さらに、ＬＰＳ等の外来毒素に対する自然
免疫の応答制御においても重要な役割を担う分子である
ことが予想される。
【００１６】しかし、これまでに抗ＭＤ－１分子抗体は
取得されておらず、ＭＤ－１分子の機能については未知
な点が多い。本発明者は、ＭＤ－１分子の機能解析、疾
患との関連の検討および治療薬、診断薬などへの臨床応
用を目的とし、抗ＭＤ－１分子抗体の取得のため、鋭意
検討してきた。
【００１７】本発明は、抗ＭＤ－１分子抗体の自己免疫
疾患、炎症、アレルギー等に対する免疫調節薬、およ
び、これらの診断薬への臨床応用の可能性を提供するこ
とを課題とする。
【課題を解決するための手段】本発明者は、Ｂ細胞上に
発現するＲＰ１０５分子と会合するＭＤ－１分子がＲＰ
１０５分子の発現調節、Ｂ細胞の増殖、分化、アポトー
シスの制御等に重要な分子であるという考えのもと、こ
のＭＤ－１分子に対するモノクローナル抗体を開発する
ことにより、Ｂ細胞の増殖、分化、アポトーシスの制御
機構の解明に役立てるとともに、Ｂ細胞の抗体産生に関
与する疾患、自己免疫疾患、アレルギー疾患、喘息、ア
トピー性皮膚炎等疾患の治療、診断への糸口が見つかる
のではないかと考え、本発明を完成させるに至った。
【発明の実施の形態】以下、本発明に関し詳細に説明す
る。
【００１８】本発明のモノクローナル抗体は、ＭＤ－１
分子が本来の立体構造を持つように、細胞表面上に発現
するＭＤ－１分子で適当な宿主を免疫処置することで得
られる。
【００１９】本発明のモノクローナル抗体および該モノ
クローナル抗体を産生するハイブリドーマは、例えば、
以下のようにして作製することができる：（１）ＭＤ－
１分子／ＲＰ１０５分子複合体を強制発現させたマウス
Ｂ細胞リンホーマ細胞株Ｍ１２細胞で齧歯類動物を免疫
感作し、（２）免疫した齧歯類動物から脾臓を摘出し
て、脾細胞の懸濁液を形成し、（３）該脾細胞懸濁液を
マウスのミエローマ細胞と融合促進剤の存在下で混合し
て、両細胞を融合し、（４）融合した細胞を未融合のミ
エローマ細胞を支持しない媒質中で希釈して培養して、
抗体産生細胞とミエローマ細胞が融合したハイブリドー
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マを選別し、（５）（４）で得たハイブリドーマを適当
な条件下で培養し、該ハイブリドーマから産生されるモ
ノクローナル抗体を回収し、このモノクローナル抗体を
用いて、ＭＤ－１分子／ＲＰ１０５分子複合体を強制発
現させたヒトkidney line ２９３ Ｔ細胞（ATTC CRL157
3）との反応性を指標として、抗体の存在を確認し、
（６）所望の抗体を生成するハイブリドーマを選択した
後、限界希釈法により、単一クローンにし、（７）この
単一クローンのハイブリドーマの培養液からモノクロー
ナル抗体を回収する。
【００２０】本発明のモノクローナル抗体には、「ヒト
型化」抗体（キメラ抗体およびＣＤＲ－移植抗体を含
む）、抗体断片、および、本発明のモノクローナル抗体
に基づく二価抗体も含まれる。同様に、原核生物もしく
は真核生物細胞中に生成された組み換え抗体関連生成物
も本発明の範疇にある。例えば、ＦａｂおよびＦ（ａｂ
‘）

2
断片のような抗体断片は、本発明の抗体の可変領

域に関する構造（配列）情報が決定され次第、大腸菌、
酵母、昆虫および哺乳類細胞などの宿主細胞を使用して
培養器中で生成できる。可変領域に関する配列情報もま
た、CDR-移植した抗体の調製を可能にする。さらに、キ
メラ抗体（例えば、マウス／ヒト抗体）は、形質転換し
たマウスミエローマ細胞あるいはハイブリドーマ細胞を
用いて調製でき、また、二価抗体もハイブリッド・ハイ
ブリドーマ細胞によって生成される。
【００２１】本発明のＭＤ－１分子に対するモノクロー
ナル抗体は、ＭＤ－１分子と特異的に反応することか
ら、種々の用途がある。すなわち、ヒトＢ細胞の同定、
Ｂ細胞のシグナル伝達機構の解明、Ｂ細胞の抗体産生調
節機序の解明、Ｂ細胞の抗体産生に関与する疾患、自己
免疫疾患、アレルギー疾患、喘息、アトピー性皮膚炎等
疾患の解析である。細胞表面分子の中にはその可溶性分
子が体液（例えば血液）中へ遊離することが報告されて
いる分子が存在し（Katayama, M et.al. (1991)Clin.Ch
im. Acta 202, 179-190）、本発明のモノクローナル抗
体は、体液中の可溶性分子の存在を決定するための診断
方法および/ またはキットに使用できる。
【００２２】また、本発明のモノクローナル抗体、好ま
しくはＩｇＧ 抗体は、Ｂ細胞の増殖または抗体産生の
異常に起因する疾患の患者に対する治療の目的での使用
に好適である。例えば、自己抗体を産生する自己免疫疾
患患者に対して免疫学的有効な量のモノクローナル抗体
が投与される。
【００２３】本発明のモノクローナル抗体は、Ｂ細胞の
増殖または抗体産生の異常に起因する疾患の患者に対す
る治療において、他の免疫学的薬剤および/ または化学
的治療薬を組み合わせて使用する事も出来る。混合投与
に適した薬剤としては、補体、抗原結合部位および非抗
原結合部位領域に結合する抗体、およびシクロフォスフ
ァミドのような化学薬剤等が挙げられる。
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【００２４】また、エンドトキシンショックや敗血症の
治療においても、過剰な免疫応答を制御する目的で使用
されうる。
【００２５】
【実施例】以下、本発明を実施例により、更に詳細に説
明するが、本発明は、特にこれに限定されるものではな
い。
【００２６】実施例１  免疫感作
ラット腎臓由来細胞株であるＮＲＫ（normal rat kidne
y）細胞にマウスＲＰ１０５分子ｃＤＮＡを挿入したＥ
Ｆ１αプロモーターを有するｐＥＦ－Ｂ０Ｓベクター
（Nucleic Acids Res 1990 Sep 11;18(17):5322  pEF-B
OS, a powerful mammalian expression vector.  Mizus
hima S, Nagata S  Osaka Bioscience Institute, Japa
n.）、マウスＭＤ－１分子ｃＤＮＡを挿入したｐＥＦ－
Ｂ０Ｓベクター およびピューロマイシン耐性遺伝子を
挿入したプラスミド；ｐＳＶ２ｐｕｒで共トランスフェ
クトし、ピューロマイシン含有培地で培養し、薬剤耐性
クローンのＦＡＣＳ解析により、マウスＲＰ１０５分子
／ＭＤ－１分子 複合体発現細胞 ＮＲＫｍ ＲＰ１０５
分子／ＭＤ－１分子を得た。
【００２７】ＮＲＫｍ ＲＰ１０５分子／ＭＤ－１分子
細胞１×１０7個をＰＢＳに懸濁し、フロイド完全アジ
ュバントとコンジュゲートして Wister ラット（メス１
匹）の両側足底部と尾根部に免疫した。
【００２８】実施例２  細胞融合
免疫１週間後、上記で免疫感作したラットのソケイ部、
膝下、後腹膜のリンパ節からリンパ節細胞を取り出し
た。取り出した細胞をＲＰＭＩ１６４０培地に浮遊さ
せ、リンパ節細胞２．２×１０8個を得た。このリンパ
節細胞を、ＳＰ２／０ミエローマ細胞（ATTC CRL1581）
３×１０7個と約７：１の割合で混合し、遠心した（１
５００ｒｐｍ，５分間）。得られた細胞のペレットに、
融合促進剤としてポリエチレングリコール／ＲＰＭＩ１
６４０溶液を加え、細胞融合を行った。細胞融合後、大
量（約４０ｍｌ）のＲＰＭＩ１６４０液を加え、遠心分
離して上清を除去した。次いで、ヒポキサンチン、アミ
ノプテリン、およびチミジンを含む１０％  ＦＢＳ－Ｒ
ＰＭＩ１６４０培地（HAT）培地にて、脾細胞が１×１
０6個／ｍｌになるように調製した。
【００２９】実施例３  ハイブリドーマの選択
上記で調製した細胞浮遊液を、９６ウェル（培養穴）マ
イクロプレート１０枚に２００μｌずつ分注し、３７
℃、５％ＣＯ

2
下にあるＣＯ

2
インキュベーターで細胞を

培養した。約２週間後には、ハイブリドーマのみがコロ
ニーを形成し、増殖していることが確認できた。
【００３０】実施例４  抗体の検出
次に、ハイブリドーマが十分増殖していることが確認さ
れたので、その培養上清を用い、得られたハイブリドー
マが産生する抗体が、マウス ＭＤ－１分子と反応する
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7
か否かをフローサイトメトリーで調べ、抗体の検出を行
った。まず、ＩＬ－３依存性マウスＢａ／Ｆ３にヒト 
ＲＰ１０５分子とマウス ＭＤ－１分子を共発現させた
細胞（Ｂａ／Ｆ３ ｈＲＰ／ｍＭＤ）への結合をフロー
サイトメトリーにより解析した。さらに、上記細胞株に
反応する抗体のうち、Ｂａ／Ｆ３細胞および、マウス 
ＲＰ１０５分子を発現させたＢａ／Ｆ３細胞（Ｂａ／Ｆ
３ ｍＲＰ）には反応しないクローンを選別した。
【００３１】Ｂａ／Ｆ３ ｈＲＰ／ｍＭＤ細胞を回収
後、チューブにＰＢＳで懸濁した細胞を１×１０6個ず
つ入れ遠心（１５００ｒｐｍ、５分間）し、上清を除い
たのち、ハイブリドーマの培養上清を１００μｌずつ入
れ、氷上で３０分間反応させた。次に、ＰＢＳで遠心洗
浄（１５００ｒｐｍ，５分間，２回）し、ＦＩＴＣ－抗
マウスＩｇ’ｓ（Cappel社製）（５０倍希釈）を１００
μｌ入れ、氷上で３０分間反応させた。その後、ＰＢＳ
で遠心洗浄を２回行い、ＰＢＳ１ｍｌに懸濁し、ＦＡＣ
Ｓｃａｎで測定した。その結果、Ｂａ／Ｆ３ ｈＲＰ／
ｍＭＤ細胞との反応が確認されたハイブリドーマについ
て、さらに、Ｂａ／Ｆ３細胞および、Ｂａ／Ｆ３ ｍＲ
Ｐを用い、同様の方法でＦＡＣＳｃａｎにて解析し、両
細胞に反応しない抗体を産生するハイブリドーマを選択
した。
【００３２】以上の結果、細胞表面に発現するマウスＭ
Ｄ－１分子に特異的に反応する抗体を産生するハイブリ
ドーマを取得することができた。
【００３３】実施例５  クローニング
抗体産生細胞を、限界希釈法により１個／ウェルとなる
ように、９６ウェル・マイクロプレートに分注し、培養
した。１０日間の培養の後、シングルコロニーの増殖が
確認できたため、再び（４）の抗体検出の操作を施し
た。その結果、マウス ＭＤ－１分子に対するクローン
が得られた。
【００３４】実施例６  抗体の取得
ハイブリドーマを、あらかじめプリスタンを０．５ｍｌ
腹腔に投与した先天性免疫不全症マウス（SCID）の腹腔
内に、１匹当たり、１×１０7個接種した。１週間から
１０日後に貯留した腹水を採取し、ＡＢｘカラムクロマ
トグラフィー（J.T.Baker Inc. , Phillipsburg, NJ）
を用いてモノクローナル抗体を精製した。
【００３５】実施例７  モノクローナル抗体の反応性試
験
このようにして得られた抗マウスＭＤ－１分子抗体の反
応性を解析した。
【００３６】ＢａＲＰ３０（Ｂａ／Ｆ３細胞にマウスＲ
Ｐ１０５分子を発現させた細胞）、ＢａＲＰＭＤ（Ｂａ
／Ｆ３細胞にマウスＲＰ１０５分子とマウスＭＤ－１分
子を発現させた細胞）および、ＢａＨＲＰｍＭＤ－１分
子＃１５（Ｂａ／Ｆ３ 細胞にヒトＲＰ１０５分子とマ
ウスＭＤ－１分子を発現させた細胞）の各細胞を回収
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後、チューブにＰＢＳで懸濁した細胞を１×１０6個ず
つ入れ遠心（１５００ｒｐｍ、５分間）し、上清を除い
た。次に、１００μｇ／ｍｌに調製した、各種抗体（Ｒ
Ｐ／１４；抗マウスＲＰ１０５分子抗体、ＲＰ４０４；
抗マウスＲＰ１０５分子/ＭＤ－１分子複合体抗体、Ｍ
Ｄ７９，ＭＤ８８，ＭＤ１１３；抗マウスＭＤ－１分子
抗体）を１００μｌずつ入れ、氷上で３０分間反応させ
た。次に、ＰＢＳで遠心洗浄（１５００ｒｐｍ、５分
間、２回）し、ＦＩＴＣ－抗マウスＩｇ’ｓ（Cappel社
製）（５０倍希釈）を１００μｌ入れ、氷上で３０分間
反応させた。その後、ＰＢＳで遠心洗浄を２回行い、Ｐ
ＢＳ１ｍｌに懸濁し、ＦＡＣＳｃａｎで測定した。その
結果、ＭＤ７９、ＭＤ８８及びＭＤ１１３はいづれもマ
ウスＭＤ－１分子発現細胞に反応し、マウスＲＰ１０５
分子単独発現細胞には反応しないことより、マウスＭＤ
－１分子を認識していることが確認された。
【００３７】実施例８  抗マウスＭＤ－１分子モノクロ
ーナル抗体の機能試験（抗ＲＰ１０５分子抗体および、
抗ＣＤ４０抗体による脾細胞増殖に対する効果）
Ｂ６マウスより脾臓を取り出し、すりつぶしたのち、メ
ッシュを通し、脾細胞を調製した。脾細胞をＦＢＳを含
まないＲＰＭＩ培地で２回洗浄し、ＦＢＳを１０％含む
ＲＰＭＩ培地に４×１０5個になるよう懸濁し、９６穴
プレートに１００μｌずつ播種した。
【００３８】抗マウスＭＤ－１分子抗体（ＭＤ７９、Ｍ
Ｄ８８およびＭＤ１１３）をＦＢＳを１０％含むＲＰＭ
Ｉ培地で２０μｇ／ｍｌの濃度に調製し、それぞれ５０
μｌ／well加えた。さらに、刺激物質としてＦＢＳを１
０％含むＲＰＭＩ培地に抗マウスＲＰ１０５分子抗体
（ＲＰ／１６)および抗ＣＤ４０抗体（ＬＢ２４９Ｓ）
をそれぞれ８μｇ／ｍｌおよび４０μｇ／ｍｌに調製
し、それぞれ５０μｌ／well加えた。ＣＯ

2
インキュベ

ータ－で２日間培養し、ＰＢＳで５０μＣｉ／ｍｌに希
釈したトリチュウム標識チミジン（以下、3Ｈ－Ｔｄ
Ｒ）を１０μｌ／well加え、さらに１６時間培養した。
セルハーベスターで細胞をガラスフィルター上に回収し
たのち、シンチレンターに浸し、βカウンターでカウン
トを測定した。抗ＭＤ－１分子 抗体は抗ＲＰ１０５分
子抗体による脾細胞の増殖を完全に抑制した。また、抗
ＣＤ４０抗体による脾細胞の増殖を部分的（２０－５０
％）に抑制した。
【００３９】実施例９  抗マウスＭＤ－１分子 モノク
ローナル抗体の機能試験（ＬＰＳ刺激による脾細胞増殖
に対する効果）
ＩＣＲマウスより脾臓を取り出し、すりつぶしたのち、
メッシュを通し、脾細胞を調製した。脾細胞をＦＢＳを
含まないＲＰＭＩ培地で２回洗浄し、ＦＢＳを１０％含
むＲＰＭＩ培地に４×１０5個になるよう懸濁し、９６
穴プレートに１００μｌずつ播種した。
【００４０】抗マウスＭＤ－１分子抗体（ＭＤ７９、Ｍ
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Ｄ８８、およびＭＤ１１３）をＦＢＳを１０％含むＲＰ
ＭＩ培地で４０μｇ／ｍｌの濃度に調製し、それぞれ５
０μｌ／well 加えた。さらに、刺激物質としてＦＢＳ
を１０％含むＲＰＭＩ培地にＬＰＳを４μｇ／ｍｌに調
製し、５０μｌ／well 加えた。ＣＯ

2
インキュベーター

で２日間培養し、ＰＢＳで５０μＣｉ／ｍｌに希釈した
3Ｈ－ＴｄＲを１０μｌ／well 加え、さらに１６時間培
養した。セルハーベスターで細胞をガラスフィルター上
に回収したのち、シンチレンターに浸し、βカウンター
でカウントを測定した。抗ＭＤ－１分子 抗体はＬＰＳ
による脾細胞の増殖を部分的（４０－５０％）に抑制し
た。
【００４１】
【発明の効果】本発明により、ＭＤ－１分子に対するモ
ノクローナル抗体を提供することができる。
【００４２】ＭＤ－１分子はＲＰ１０５分子とともに細
胞表面上に発現する蛋白質である。ＲＰ１０５分子の低
発現細胞がＳＬＥ患者末梢血細胞に含まれることから、
本モノクローナル抗体はＳＬＥなどの自己免疫疾患の診
断に有効である。また、本発明のモノクローナル抗体は
ＭＤ－１分子の機能解析に用いられうる。今回、本発明
のモノクローナル抗体を用い、本抗体が抗ＲＰ１０５分
子抗体によるＢ細胞の増殖を完全に抑制すること、抗Ｃ
Ｄ４０抗体やＬＰＳ刺激によるＢ細胞の増殖を部分的に
抑制することを示した。これらの知見より、本発明のモ*
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*ノクローナル抗体がＢ細胞の異常増殖を伴う疾患、自己
抗体産生に関与する疾患（自己免疫疾患、アレルギー性
疾患、喘息、炎症およびアトピー性皮膚炎等）、および
敗血症の治療および病態解析に有効である。
【００４３】本発明のモノクローナル抗体はＢ細胞に何
らかのシグナルを伝達する可能性が示唆され、本抗体は
Ｂ細胞のシグナル伝達機構の解明、抗体産生調節機序の
解明に有効である。また、本抗体を刺激物質として用い
ることで、ＭＤ－１分子の機能を促進または阻害する物
質のスクリーニング系の構築が可能であり、ここで得ら
れた物質は免疫調節薬として機能しうる。
【図面の簡単な説明】
【図１】実施例７における、抗マウスＭＤ－１分子抗体
のマウスＭＤ－１分子発現細胞への反応性を示した、フ
ローサイトメトリーの結果を示す図。図の縦軸は細胞
数、横軸は蛍光強度を表す。
【図２】実施例８における、抗ＲＰ１０５分子抗体およ
び、抗 CD40 抗体による脾細胞増殖に対する抗マウスＭ
Ｄ－１分子抗体の抑制効果を示す図。グラフの縦軸は脾
細胞に取り込まれた3Ｈ－ＴｄＲの放射活性を示す。
【図３】実施例９における、ＬＰＳ刺激による脾細胞増
殖に対する抗マウスＭＤ－１分子抗体の抑制効果を示す
図。グラフの縦軸は脾細胞に取り込まれた3Ｈ－ＴｄＲ
の放射活性を示す。

【図２】 【図３】
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摘要(译)

要解决的问题：获得特异性识别MD-1分子的单克隆抗体，适用于确定和
检测抗原以及药物和诊断。解决方案：本发明中的该单克隆抗体是通过
用在细胞表面表达的MD-1分子进行适当宿主的免疫处理而获得的，以使
MD-1分子具有其原始的三维结构。
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