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(54)【発明の名称】 ケモカイン受容体に対するヒトＩｇＭ抗体

(57)【要約】
正常（すなわち、非ＨＩＶ感染）な個体からのヒト血清
はケモカインおよび他のリンパ球表面受容体に反応性の
ある或る種のＩｇＭ自己抗体を含有している。そのよう
な受容体、特にＣＸＣＲ４およびＣＣＲ５受容体と結合
するこれらのＩｇＭ自己抗体のサブセットは感染細胞か
らのＨＩＶ－１を阻害できる。無症候性ＨＩＶ－１感染
状態からＡＩＤＳへの進行は、感染細胞からのＨＩＶ－
１を阻害するＩｇＭ自己免疫のレベルによって部分的に
決定される。これら低結合活性結合ＩｇＭ自己抗体レベ
ルとウイルス負荷の間には微妙なバランスが存在する。
個体のウイルス負荷を増加しやすくする、またはこれら
の自己抗体を産生するＢ細胞のサブセットを阻害する因
子はウイルスの細胞への侵入をもたらし、ウイルス介在
疾患の進行を促進する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ウイルス介在疾患に感染した個体にリンパ球に存在する細胞

外受容体に特異性を有するＩｇＭ抗体を投与することを特徴とする該疾患に感染

した個ヒトの当該疾患の進行を抑制する方法。

    【請求項２】  受容体がケモカイン受容体である請求項１記載の方法。

    【請求項３】  ケモカイン受容体が、ＣＣＲ５、ＣＸＣＲ４およびＣＣＲ２

ｂからなる群から選択される請求項２記載の方法。

    【請求項４】  受容体がリンパ球表面受容体である請求項１記載の方法。

    【請求項５】  リンパ球に存在する細胞外受容体に特異性を有するＩｇＭ抗

体がヒトＩｇＭ抗体および動物ＩｇＭからなる群から選択される請求項１記載の

方法。

    【請求項６】  疾患が、リンパ球に存在する細胞外受容体を使用して細胞内

に入るものである請求項１記載の方法。

    【請求項７】  疾患が、ＨＩＶ－１およびケモカイン受容体を介してウイル

スが細胞に侵入する他のウイルス性疾患からなる群から選択される請求項１記載

の方法。

    【請求項８】  ＩｇＭ抗体を個体に静脈内または筋肉内投与する請求項１記

載の方法。

    【請求項９】  リンパ球に存在する細胞外受容体にＩｇＭ抗体を結合させる

ことを特徴とするウイルスの細胞への侵入防止方法。

    【請求項１０】  受容体がケモカイン受容体である請求項７記載の方法。

    【請求項１１】  ケモカイン受容体が、ＣＣＲ５、ＣＸＣＲ４およびＣＣＲ

２ｂからなる群から選択される請求項１０記載の方法。

    【請求項１２】  受容体がリンパ球表面受容体である請求項７記載の方法。

    【請求項１３】  ＩｇＭ抗体を静脈内または筋肉内投与する請求項１０記載

の方法。

    【請求項１４】  ＩｇＭ抗体特異性遺伝子を抗体産生細胞に導入し、in vit

roまたはin vivoでＩｇＭ抗リンパ球抗体を産生させることを特徴とするヒトウ

イルス介在疾患治療用のＩｇＭ抗体産生方法。
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    【請求項１５】  ＩｇＭ抗体がヒト中で産生される請求項１４記載の方法。

    【請求項１６】  請求項１４記載の方法により産生されたＩｇＭ抗体を個体

に投与することを特徴とする個体におけるヒトウイルス介在疾患の治療方法。

    【請求項１７】  リンパ球に存在する細胞外受容体を該受容体に特異性を有

するＩｇＭ抗体検出用の抗原として使用することを特徴とする該ＩｇＭ抗体の検

出および定量用の診断アッセイ法。

    【請求項１８】  受容体がケモカイン受容体である請求項１７記載のアッセ

イ方法。

    【請求項１９】  受容体がリンパ球表面受容体である請求項１７記載のアッ

セイ方法。

    【請求項２０】  リンパ球に存在する細胞外受容体に対して特異性を有する

ＩｇＭ抗体を検出し、定量することを特徴とするウイルス感染症または他のウイ

ルス介在疾患罹病性のスクリーニング方法。

    【請求項２１】  受容体がケモカイン受容体である請求項２０記載の方法。

    【請求項２２】  受容体がリンパ球表面受容体である請求項２０記載の方法

。

    【請求項２３】  ウイルス感染症がＨＩＶ－１およびリンパ球表面受容体ま

たはケモカイン受容体を利用して細胞に侵入する他のウイルス疾患からなる群か

ら選択される請求項２０記載の方法。

    【請求項２４】  ＩｇＭ抗リンパ球抗体に特異的な遺伝子を抗体産生細胞に

導入し、該抗体産生細胞を感染ヒトまたは他の免疫欠損動物に導入し、抗体産生

細胞にＩｇＭ抗リンパ球抗体を産生させることを特徴とするＩｇＭ抗リンパ球抗

体の産生方法。

    【請求項２５】  ＩｇＭ抗リンパ球抗体に対して特異的なヒト抗体産生細胞

を単離し、該抗体産生細胞によるin vitroでのＩｇＭ抗リンパ球抗体の産生を促

進させることを特徴とするＩｇＭ抗リンパ球抗体の産生方法。

    【請求項２６】  抗体産生細胞によるＩｇＭ抗リンパ球抗体の産生をハイブ

リドーマ技術または細胞培養技術を用いて促進させる請求項２５記載の方法。

    【請求項２７】  抗体産生細胞によるＩｇＭ抗リンパ球抗体の産生をウイル



(4) 特表２００３－５１６９４０

ス、細菌または抗原を用いて促進させる請求項２５記載の方法。

    【請求項２８】  ヒトＩｇＭを生成することのできる動物からヒト抗体産生

細胞を単離し、該ヒト抗体産生細胞によるin vitroでのＩｇＭ抗リンパ球抗体の

産生を促進させることを特徴とするＩｇＭ抗リンパ球抗体の産生方法。

    【請求項２９】  抗体産生細胞によるＩｇＭ抗リンパ球抗体の産生をハイブ

リドーマ技術または細胞培養技術を用いて促進させる請求項２８記載の方法。

    【請求項３０】  抗体産生細胞によるＩｇＭ抗リンパ球抗体の産生をウイル

ス、細菌または抗原を用いて促進させる請求項２８記載の方法。

    【請求項３１】  １つ以上の個体に、ウイルス、不活性細菌、抗原およびマ

イトジェンから選択される１種以上を注射することを特徴とするＩｇＭ抗リンパ

球抗体をin vivoで産生する方法であって、該ＩｇＭ抗リンパ球抗体をウイルス

感染症またはケモカイン介在疾患の処置に使用する方法。

    【請求項３２】  個体に、白血球に存在するケモカイン受容体に対して特異

性を有するＩｇＭ抗リンパ球抗体を投与することを特徴とするウイルス介在疾患

、自己免疫疾患または炎症を抑制する方法。

    【請求項３３】  ＩｇＭ抗リンパ球抗体を個体に静脈内または筋肉内投与す

る請求項３２記載の方法。

    【請求項３４】  ＩｇＭ抗リンパ球抗体に特異的なヒト抗体産生細胞を単離

し、該抗体産生細胞によるin vitroでのＩｇＭ自己抗体の産生を促進させる請求

項３２記載の方法。

    【請求項３５】  抗体産生細胞によるＩｇＭ抗体の産生を、ハイブリドーマ

技術または細胞培養技術により促進させる請求項３４記載の方法。

    【請求項３６】  ヒトＩｇＭを生成することのできる動物からヒト抗体産生

細胞を単離し、該抗体産生細胞によりＩｇＭ抗体の産生を促進させることにより

ＩｇＭ抗リンパ球抗体を産生させる請求項３２記載の方法。

    【請求項３７】  抗体産生細胞によるＩｇＭ抗リンパ球抗体産生を、ハイブ

リドーマ技術または細胞培養技術により促進させる請求項３６記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  発明の分野

  本発明は、総じてＩｇＭ自己抗体に関し、さらに詳しくは疾患の進行抑制に関

する。

      【０００２】

  従来の技術

  ケモカインまたは走化性サイトカインは移動細胞を走化的にひきつけることの

できる一群のサイトカイン分子である。ケモカインは炎症を起こす病因、すなわ

ち免疫学的、感染性、虚血性、薬剤誘発等に関係なく細胞を炎症部位にひきつけ

るために必須である。ケモカインは一般に約８～１０ｋＤの範囲の小さい分子量

を有している。

      【０００３】

  多くのケモカインは、ケモカイン分子において２つのシステイン（Ｃと称する

）を分けているアミノ酸（Ｘと称する）の数に基づいてＣＣ、ＣＸＣおよびＣＸ

ＸＸＣの３つの主要なファミリーに分類することができる。ＣＣおよびＣＸＣフ

ァミリーの中で、ケモカインはそれらの間のアミノ酸配列の類似性に基づいてさ

らに関連するサブファミリーに分けられる。ＣＣケモカインサブファミリーは単

球走化性誘引物質（chemoattractant）蛋白質（ＭＣＰ）サブファミリーを含み

、このサブファミリーはマクロファージ阻害蛋白質－１α（ＭＩＰ－１α）、マ

クロファージ阻害蛋白質－１β（ＭＩＰ－１β）および発現正常Ｔ細胞活性化調

節物（regulated on activation normal T cell expressed：ＲＡＮＴＥＳ）を

含む。ＣＸＣケモカインサブファミリーはＩＰ－１０およびＭｉｇサブファミリ

ー；インターロイキン－８（ＩＬ－８）サブファミリー；およびＰＦ４サブファ

ミリーを含む。ケモカイン間質細胞誘導因子１α（ＳＤＦ－１α）および間質細

胞誘導因子１β（ＳＤＦ－１β）はＣＣおよびＣＸＣケモカインファミリーと同

様なアミノ酸配列によってほぼ同等に関係したケモカインファミリーを形成する

。４０近い異なるケモカインが記載され、クローンされており、各々卓越した機

能効果を発揮する。例えば、ＲＡＮＴＥＳは炎症部位にＴリンパ球をひきつけ、
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ＩＬ－８は典型的に好中球を炎症部位にひきつける。

      【０００４】

  ケモカインはケモカイン受容体に結合することによりそれらの効果を発揮する

。ＣＣケモカインは典型的にはＣＣＲクラス構成メンバーの受容体に結合し、Ｃ

ＸＣケモカインは一般にＣＸＣＲクラス構成メンバーの受容体に結合する。これ

らの受容体は炎症の程度および性質を調節するのに重要であり、ある種の受容体

はある種の組織および細胞に局在する傾向にある。

      【０００５】

  ケモカイン受容体は、たとえば走化性やウイルス蛋白との相互作用のようなあ

る種の機能と関係している。ＨＩＶ－１ウイルスは細胞表面のある種の蛋白質、

すなわちリンパ球のＣＤ４抗原に結合することが知られている。しかしながら、

このような細胞に入り込んで複製するためには、ＨＩＶ－１ウイルスはもう一つ

の受容体、すなわち主としてＣＸＣＲ４およびＣＣＲ５ケモカイン受容体に結合

しなければならない。異なるＨＩＶ－１ウイルスの系統は特殊なケモカイン受容

体を使用する。すなわちＸ４ウイルスはＣＸＣＲ４受容体を使用し、一方Ｒ５ウ

イルスはＣＣＲ５受容体を使用する。

  ケモカイン受容体を通じてのウイルスの進入は、ウイルスの複製への影響およ

びＨＩＶ－１感染後の疾患の進行上極めて重要である。たとえば、ケモカイン受

容体の遺伝子欠損を持つ固体はＨＩＶ－１感染後の潜伏期間が長く、すなわちＨ

ＩＶ－１のＡＩＤＳへの進行と関連している。

      【０００６】

  研究者や製薬企業はＨＩＶ－１ウイルスの複製を抑制するために特殊なケモカ

イン受容体をブロックもしくは不活性化する戦略を研究し始めたが、これは特に

新鮮なヒト血清およびそれらの抗体（免疫グロブリンＧ（”ＩｇＧ”）抗ＨＩＶ

－１を含む）は直接ＨＩＶ－１ウイルスの細胞を溶解したり中和する活性を持た

ないからである。これらの戦略の幾つかは、ケモカイン受容体に特異的に結合す

るペプチドおよびＩｇＧモノクローナル抗体の使用を含んでいる。しかしながら

、そのような戦略にはまだ効果が見られていない。

      【０００７】
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  正常な（すなわち、非感染の）個体は、血中に循環している低濃度の免疫グロ

ブリンＭ（”ＩｇＭ”）抗体を持っていて、この抗体は３７℃で細胞溶解を引起

すことなく、たとえばＢおよびＴリンパ球のような彼ら自身の白血球に結合する

。それゆえ、そのようなＩｇＭ抗体は一般的には”抗リンパ球自己抗体”と呼ば

れている。これらの抗体はまた、リンパ球に加え貪食細胞および好中球に結合し

、さらに自己の白血球に加え同種異系間の白血球にも結合するので、ここでは”

ＩｇＭ抗白血球抗体”または”ＩｇＭ抗白血球自己抗体”とも呼ばれる。白血球

もしくはリンパ球抗原またはＩｇＭ自己抗体に結合する受容体については殆ど知

られていない。このような抗白血球自己抗体のレベルは、自己免疫疾患および、

例えば全身性エリテマトーデス（"ＳＬＥ"）、多臓器肉芽腫性疾患、ＨＩＶ－１

、マラリア、Epstein-Barrウイルス（"ＥＢＶ"）ならびにサイトメガロウイルス

（"ＣＭＶ"）のような感染症（すなわち、ウイルス介在疾患）を含む炎症状態に

おいて増加する。それゆえ、無症候性のＨＩＶ－１に罹っている個体は高レベル

のＩｇＭ抗白血球自己抗体を持っている。しかしながら本発明者の研究から、ケ

モカイン受容体はこれらのＩｇＭ自己抗体に結合する細胞膜受容体の一つであり

、この機構を通して、そのようなＩｇＭ自己抗体がＨＩＶ－１の細胞感染を抑制

することが判る。本発明者の研究からまた、ケモカイン受容体に結合するＩｇＭ

自己抗体は不均一(heterogeneous)であり、これらの抗体のうちある種のものの

みがＨＩＶ－１の細胞感染を抑制する能力を持つことが判る。ＨＩＶ－１の細胞

感染を抑制するＩｇＭ抗体のレベルは、ＡＩＤＳ患者では非常に低いか、または

検出することができない。したがって、無症候性のＨＩＶ－１に感染している個

体ではＨＩＶ－１感染力を抑制するＩｇＭ自己抗体のレベルが増加しているのに

対し、疾患がＡＩＤＳに進行するにつれこれらのレベルは著しく減少する。しか

しながら、全体の血清ＩｇＭは疾患がＡＩＤＳに進行するにつれ減少することは

ない。

      【０００８】

  リンパ球に結合するＩｇＭ自己抗体の生理学的、病理学的機能は、一つにはこ

れらのＩｇＭ自己抗体が認識し、結合する膜受容体について殆どわかっていない

ために、まだ判っていない。それゆえ、ウイルス感染後のこれらのＩｇＭ自己抗
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体産生の増大は、単にＥＢＶおよび／またはｇｐ１２０糖タンパクによるＢ細胞

前駆細胞の直接のポリクローナル活性化に起因する非特異的応答であるのか、ま

たは特別の目的すなわち防御抗体として機能するためであるのか、解明されてい

ない。通常のＢ細胞の内で高い割合（約３～１０％）のＢ細胞がＩｇＭ自己抗体

を産生するということは、このような増加したＩｇＭ自己抗体の産生は特別の目

的のためであるという理論を支持している。

      【０００９】

  本発明の概要

  非溶菌性のＩｇＭ抗リンパ球自己抗体はそれらの受容体へのケモカインの結合

を特異的に阻害し、走化性を高めもしくは抑制し、そしてＨＩＶ－１の細胞感染

を抑制することを見出した。さらに、ＨＩＶ－１の細胞感染を抑制するＩｇＭ自

己抗体はＡＩＤＳ患者で減少するが、無症候性ＨＩＶ－１に感染した個体または

通常の個体においては減少しない。

  したがって、本発明の目的の一つはウイルス介在疾患の進行を抑制する方法を

提供することである。

  本発明の他の目的は、ケモカイン受容体へのケモカインの結合を阻害する方法

を提供することである。

  本発明の上記および他の目的、利点および特徴は、図面や添付請求の範囲と合

わせ、後記する好ましい実施態様の詳細な説明から明らかになるであろう。

      【００１０】

  発明の実施の態様

  ここで具体的、概括的に述べたように本発明の目的に従って、前記およびその

他の目的を達成すべく、本発明はウイルス感染およびそれによって生じる疾患に

対処するためのＩｇＭ受容体結合性抗体の発現、刺激および投与に関する。

  正常な個体の血中におけるＩｇＭ自己抗体は、リンパ球に存在する様々な細胞

外受容体に結合することが判っている。そのような受容体としては、これに限ら

れるわけではないが、ケモカイン受容体およびその他のリンパ球表面受容体など

がある。代表的なケモカイン受容体は、たとえばＣＸＣＲ４、ＣＣＲ５、ＣＣＲ

３、およびＣＣＲ２ｂである。代表的なリンパ球表面受容体は、たとえば糖脂質
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受容体が挙げられる。

      【００１１】

  本発明に従えば、正常血清中に存在するＩｇＭ抗リンパ球自己抗体はケモカイ

ンおよび他のリンパ球表面受容体に結合し、そしてこの機構を通してＨＩＶ－１

の細胞感染を阻害する。このようなＩｇＭ自己抗体は、リンパ球がＨＩＶ－１に

感染するのを防止する。

  正常の、感染していない個体由来のヒト血清は、ケモカインおよび他の白血球

表面受容体と反応する低レベルのＩｇＭ抗白血球自己抗体を含んでいる。これら

の抗白血球抗体は、ＨＩＶ－１感染後増加し、ウイルスがリンパ球、貪食細胞そ

の他の細胞に侵入するのを制限することによってＨＩＶ－１疾患の進行を遅らせ

る働きをする。ＩｇＭ抗ケモカイン受容体抗体は３７℃では細胞溶解性ではない

ので、”防御”抗体として機能する。

      【００１２】

  特別の理論にかかわりなく、正常な個体は生まれながらにケモカインおよび他

のリンパ球表面受容体に対するＩｇＭ自己抗体を生成する能力を持っていると考

えられている。これらのＩｇＭ自己抗体は、体温（３７℃）で補体を活性化する

ことができないのでケモカイン受容体を持つ細胞を損傷しない。また、これらの

ＩｇＭ自己抗体は、不均一で、通常受容体の発現を調整する働きをし、防御的で

ある（すなわち、細胞へのウイルスの侵入を防止する）と考えられている。Ｉｇ

Ｍ抗ケモカイン受容体自己抗体の一部はＨＩＶ－１の細胞感染を阻害する。さら

に、ＨＩＶ－１感染後のこれらの抗体の増加は、個体が一年以内にＡＩＤＳを発

症するのを防止すると考えられている。ＩｇＭの消耗は、ＡＩＤＳ患者ではＨＩ

Ｖ－１の細胞感染を阻害するが、無症候性ＨＩＶ－１に感染した個体では阻害し

ないが、そのようなＩｇＭ自己抗体はウイルス感染またはウイルス介在疾患では

疾患の進行を遅らせるのに重要であるということを示している。

      【００１３】

  実験研究

  方法／操作

  株細胞
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  Sup T-1および Jurkat細胞はＣＸＣＲ４ケモカイン受容体を発現するリンパ腫

Ｔ株細胞である。これらの株細胞はＮＩＨのAIDS Reagent Programから入手した

。

  HOS-CD4、HOS-CD4-CXCR4およびHOS-CD4-CCR5細胞を作成するために、HOS骨肉

腫株細胞はCD4およびCXCR4もしくはCCR5遺伝子を同時形質移入した。ゴースト(g

host)CCR5およびゴーストCXCR5は、hGFP作成を推進するHIV-2LTRおよびCCR5もし

くはCXCR4遺伝子を同時形質移入したHOS-CD4細胞である。株細胞および形質移入

体はＮＩＨのAIDS Reagent Programから入手した。

  グリア芽細胞腫株細胞U373-MAGIは、それぞれU373-MAGI-CXCR4およびU373-MAG

I-CCR5を作成するためにCD4およびCXCR4もしくはCCR5で同時形質移入した。また

株細胞および形質移入体はＮＩＨのAIDS Reagent Programから入手した。

  全ての形質移入した株細胞は、これらの受容体の高い発現をもつU373-MAGI細

胞で安定してCCR5またはCXCR4を発現する。

      【００１４】

  ヒト末梢血リンパ球（"ＰＢＬ"）はＩＬ－２で活性化されＣＣＲ５の発現を高

める。ＰＢＬ（１０％ウシ胎児血清を含むRPMI培地１ｍｌ中２×１０６の細胞）

は、まずＩＬ－２（４０unit/ml）および植物性血球凝集素(phytohemagglutinin

)（"ＰＨＡ－ｐ"、５ｍｃｇ/ｍｌ）でＰＢＬを分離したficol/hypaqueを前処理

し、次いで約５％ＣＯ２中で２４ないし４８時間３７℃で細胞を培養した後ＰＢ

Ｌを洗浄することによって活性化される。このようにしてＰＨＡ前処理した細胞

は、ケモカイン結合アッセイに用いる前に２０％ウシ胎児血清およびＩＬ－２（

４０unit/ml）を追加して、さらに約６日間成長させる。

      【００１５】

  ＨＩＶ－１ウイルス

  ゴーストＣＣＲ５を感染するのに用いたＲ５ ＨＩＶ－１ウイルスはJohns Hop

kins UniversityのDr. Homayoon Garadeganから入手した。ゴーストＣＸＣＲ４

を感染するのに用いたＸ４ウイルスIIIＢおよびＲＦはＮＩＨのAIDS Reagent Pr

ogramから入手した。

      【００１６】
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  ＩｇＭの調製および血清

  ヒトＩｇＭは次ぎのところから得た：正常な健康個体の血清由来のアフィニテ

ィ精製してプールしたＩｇＭ（"アフィニティ精製したAccurateＩｇＭ”という

）はAccurate Chemicals（Westbury, New York）（カタログ番号AI-MO2)から入

手した；正常な健康個体のプールして加熱（５６℃）不活性化した血清をsize e

xclusion chromatographyで精製したＩｇＭ（"正常ＩｇＭ”という）、同様にＨ

ＩＶ－１に感染した無症候性患者由来のもの（"ＨＩＶ ＩｇＭ”という）、ＡＩ

ＤＳと診断された患者由来のもの（"ＡＩＤＳ ＩｇＭ”という）；およびＥＢＶ

形質転換ヒトＢ細胞クローンの培地上清。size exclusion chromatography（Sep

hacryl S-300 HR）は低分子量物質（ケモカイン、抗ウイルス薬など）および実

験に影響する恐れのあるＩｇＧ抗ＨＩＶ－１抗体を除去するために用いた。

  ＨＩＶ ＩｇＭは７名の抗ウイルス薬を服用していない無症候性ＨＩＶ－１感

染患者からプールした。ＨＩＶ－１感染患者は全員１ｍｌ当り５００以上のＣＤ

４陽性細胞および２０００以下のＤＮＡウイルス負荷を持っていた。ＡＩＤＳ 

ＩｇＭは９名の日和見感染症のＡＩＤＳ患者からプールしたが、１ｍｌ当り１５

０以下のＣＤ４陽性細胞および抗ウイルス剤投与にもかかわらず１０，０００以

上のウイルス負荷を有していた。６名の正常な健康体由来の正常ＩｇＭは個別に

またはプールして使用した。図に示したデータは特に記載がなければプールした

ＩｇＭ由来のものである。

      【００１７】

  ＥＢＶ形質転換ヒトＢ細胞クローンの培地上清は、サイズで蛋白質を分離する

Sephacryl S-300 HRカラムクロマトグラフィーによって分離する。ヒトＢ細胞ク

ローンはＳＬＥ患者の血液から分離したＢリンパ球から誘導する。Ｂ細胞クロー

ンはＢ細胞をＥＢＶウイルスで感染させることによって発生させるが、これによ

りＢ細胞を不死にし、特殊な抗体すなわちＩｇＭを分泌させることができるよう

になる。特に、非Ｔ細胞は羊赤血球ロゼット形成技術を用いてＴ細胞を除いた後

ＰＢＬから単離する。約１０％ウシ胎児血清を含むＲＰＭＩ１６４０細胞培養培

地約0.1ｍｌ中の約２×１０３の非Ｔ細胞を９６穴（well）プレートの各穴に添

加する。次いで各穴には約５０ラムダ(lambda)のＥＢＶを含んだＢ９５－８株細
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胞上清を添加する。インキュベーション前に、０．０５ｍｌ中の約１０４のアロ

ジェニック照射した(allogenic irradiated)（3,000rads）ＰＢＬを支持細胞と

して添加する。プレートは約５％のＣＯ２中３７℃でインキュベートする。培地

は約４から５日ごとに取り替える。約３から４週間後、Ｂ株細胞は穴中で"凝集

塊"となった。支持細胞はこの間に死んでしまう。"凝集塊"が現れると、これら

の凝集した細胞は２４穴プレートに移す。すなわち、１穴の細胞は一つのより大

きな穴に移す。培地は、黄色くなった時、通常約３から５日で交換する。約２週

間後、上清はＩｇＭ抗体をチェックする。好ましい抗体特異性を持つ株を含んだ

穴は、さらに９６穴プレートで限界希釈でサブクローニングする。約１０５の支

持細胞をこれらの株を含んだ各穴に添加する。上清は望ましい抗体特異性を持っ

たクローンを単離するために再チェックする。上清は冷蔵するが、ＩｇＭが晶出

できるように冷凍してはいけない。ＨＩＶ－１感染を阻害するのに有用なＩｇＭ

抗体を分泌するクローンは凍結保存する。そのようなクローンからの上清は通常

約０．５から約０．７μｇ/ｍｌの抗体を含んでいる。特に重要なクローンはＫ

６Ｈ６／Ｂ５プラズマ細胞腫株細胞と融合し、ハイブリドーマを生成する。クロ

ーンは形質移入細胞に存在するＣＣＲ５およびＣＸＣＲ４ケモカイン受容体と反

応するクローンを同定し、得るためにスクリーニングを行う。そのようなクロー

ンは、ＨＯＳ－ＣＤ４コントロールに比べ、フローサイトメトリーによってＨＯ

Ｓ－ＣＤ４形質移入体（すなわち、ＨＯＳ－ＣＤ４－ＣＸＣＲ４およびＨＯＳ－

ＣＤ４－ＣＣＲ５）に結合するＩｇＭが増加している。何らかの混入しているＩ

ｇＧは、蛋白G-Agarose（Sigmaより入手）およびヒツジ抗ヒトＩｇＧ(Fc特異的)

-Agarose（Sigmaより入手）の両者にさらすことによって血清および培地上清か

ら単離したＩｇＭ調製液から取り除かれる。

      【００１８】

  ＩｇＭはまたSephacryl S-300 HRカラムクロマトグラフィーを用いてWaldenst

romマクログロブリン血症（Ｂ細胞リンパ腫の形態）と診断された患者の血清か

ら得られ、このものは血清蛋白電気泳動でＩｇＭに対して単一のピークを持って

いる（モノクローナル）。この後者のＩｇＭ調製液は、以下"Waldenstrom Ｉｇ

Ｍ”という。



(13) 特表２００３－５１６９４０

      【００１９】

  ケモカイン

  以下の研究においては４種類のケモカインを使用した。RANTES、SDF-1αおよ

びビオチンラベルしたSDF-1αはBecton Dickinson（La Jolla, California）よ

り入手した。放射線ラベルをしたRANTES（以下、“I125 RANTES”または“I125

”という）は、NEN Life Science（Boston, Massachusetts）より入手した。RAN

TESはＣＣＲ５に結合するが、ＳＤＦ－１αはＣＸＣＲ４に結合する。

      【００２０】

  ＩｇＧ抗体

    ２種のマウスのＩｇＧモノクローナル抗体、それぞれＣＸＣＲ４およびＣＣ

Ｒ５に特異的である１２Ｇ５および２Ｄ７を用いた。１２Ｇ５はBecton Dickins

onより、２Ｄ７はAIDS Reagent Programより入手した。

      【００２１】

  細胞に結合するＩｇＭの定量

  細胞に結合するＩｇＭの定量にはフローサイトメトリーを用いる。フローサイ

トメトリーに先だって、まず約１×１０５の細胞を各々約１５０ｎＭの正常Ｉｇ

Ｍ、ＨＩＶ ＩｇＭおよびＡＩＤＳ ＩｇＭとともに約４℃でインキュベートする

。細胞は次いで洗浄し、flourescein-isothiocyanate("FITC")山羊抗ヒトＩｇＭ

（Ｆｃ特異的）で染色する。ヒト抹消血Ｔリンパ球へのＩｇＭの結合は２色のフ

ローサイトメトリー、すなわちphycoerytherin("PE")ラベル抗ＣＤ３およびＦＩ

ＴＣラベル山羊抗ヒトＩｇＭ（Ｆｃ特異的）を用いて定量する。

      【００２２】

  細胞膜蛋白に結合するＩｇＭ

  ＩｇＭ自己抗体が細胞膜蛋白に結合する場合はウエスタンブロットアッセイを

行った。４種のコントロールは、約５０μｇのＵ３７３‐ＭＡＧＩから得た粗膜

蛋白を４つの異なるＥＢＶ変性Ｂ細胞クローンからの上清約１００μｌと混ぜ合

せて作成する。もう２つのコントロールを、約５０μｇのＵ３７３‐ＭＡＧＩか

ら得た粗膜蛋白を各々約１００μｌのＨＩＶ－１血清およびＡＩＤＳ血清と混ぜ

合せて作成する。これらのコントロールは、同じ株細胞であって、ＣＸＣＲ４か
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またはＣＣＲ５を形質移入し、発現していて、同じ方法で調製したものから得た

細胞膜蛋白と比較する。

      【００２３】

  ＣＣＲ５に結合するＩ１２５ ＲＡＮＴＥＳのＩｇＭ阻害

  ＩｇＭがケモカイン受容体へのケモカインの結合を阻害するかどうかを測定す

るために様々な研究がなされている。本研究においては、抗ＣＣＲ５活性を持つ

ＩｇＭが、Ｉ１２５ ＲＡＮＴＥＳのＣＣＲ５への結合を阻害することができる

かどうかが焦点である。本研究は、アフィニティ精製のＩｇＭおよびＥＢＶ変性

Ｂ細胞クローン、特にＣＫ１５からの上清を用いて行う。コントロールはＩｇＭ

リウマチ因子および精製ヒトＩｇＧを含む上清である。

      【００２４】

  第一段階はアフィニティ精製Accurate ＩｇＭおよび／またはＣＫ１５ ＩｇＭ

がＵ３７３－ＭＡＧＩ－ＣＣＲ５から得た変性していない粗膜蛋白へのＩ１２５

 ＲＡＮＴＥＳの結合を阻害するかどうかを確認することである。ここで、各々

アフィニティ精製Accurate ＩｇＭおよびＣＫ１５ ＩｇＭまたは約１０－６から

約１０－１０の範囲でモル濃度を変化させ、ラベルしたＲＡＮＴＥＳに比べ５０

０倍のラベルしていないＲＡＮＴＥＳは約５μｇの未変性Ｕ３７３－ＭＡＧＩ－

ＣＣＲ５膜蛋白と約１時間室温でＣａ＋２とＭｇ＋２およびプロテアーゼ阻害剤

の存在下インキュベートする。インキュベーションの終りに、約０．２５ｎＭの

NEN Life Scienceから入手できるＩ１２５ ＲＡＮＴＥＳを各混合液に添加し、

さらに各混合液は室温でもう２時間インキュベートする。次いで、各混合液はグ

ラスフィルター上で濾過し、未結合のＩ１２５を除去するために３度洗浄する。

Ｉ１２５ ＲＡＮＴＥＳの特異的な結合は、５００倍のモル過剰のラベルをして

いないＲＡＮＴＥＳと共に使用したときはＩ１２５ ＲＡＮＴＥＳの１分当りの

放射活性のカウント量("c.p.m.") をＩ１２５ ＲＡＮＴＥＳで得られたデータか

ら差し引いて計算する。

      【００２５】

  第二番目の段階は、ＣＣＲ５に結合するＩ１２５ ＲＡＮＴＥＳのＩｇＭ阻害

をウエスタンブロット法(Western blotting)で検出する。ここで、約２５０μｇ
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の非変性Ｕ３７３－ＭＡＧＩ－ＣＣＲ５膜蛋白は、非還元（non-reducing）条件

下で、各々約０．１ｎＭ正常ＩｇＭ、３５０ｎＭ ＩｇＧ、０．４ｍｃＭ非ラベ

ルＲＡＮＴＥＳおよびコントロール培地と共に室温で約１時間、NEN Life Scien

ceから入手できるＩ１２５ ＲＡＮＴＥＳ約１．０ｎＭを各混合液に添加する前

にインキュベートする。約２時間のインキュベーション後、約５ｎＭの架橋剤(c

ross-linker）（Pierce(Rockford, Illinois)から入手できるＢＳ－３)を、ＣＣ

Ｒ５に結合したＩ１２５ ＲＡＮＴＥＳのアミン残基を架橋するために各混合液

に添加する。また、Ｕ３７３－ＭＡＧＩ－ＣＣＲ５膜蛋白不存在下にＩ１２５ 

ＲＡＮＴＥＳを使用する。各混合液は次いで１２％ゲルＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で電

気泳動を行い、ゲルのＸ線像を得る。

      【００２６】

  無処置細胞のＣＣＲ５に結合するＲＡＮＴＥＳのＩｇＭ阻害

  ＩｇＭが無処置細胞、例えばＵ３７３－ＭＡＧＩ－ＣＣＲ５ＥおよびＩＬ－２

活性化ヒトリンパ球などに存在するＣＣＲ５受容体へのＲＡＮＴＥＳの結合を阻

害するかどうかを調べる。まず約１×１０５の細胞は、室温で約４５分間約１０

％ウシ胎児血清を含むＲＰＭＩ培地、約１５０ｎＭのアフィニティ精製Accurate

 ＩｇＭ、約４００ｎＭの精製ヒトＩｇＧまたはＣＫ１５ ＩｇＭ約５ｎＭ、約１

．２５ｎＭもしくは約０．４５ｎＭとともに、各混合液に約１μｇのＲＡＮＴＥ

Ｓを添加する前にインキュベートする。細胞は次いで約９０分間４℃で再度イン

キュベートし、４℃で洗浄する。さらに、山羊抗ＲＡＮＴＥＳ抗体（Ｒ＆Ｄ製、

Minneapolis, Minnesota）を添加し、細胞は約４５分間４℃でインキュベートし

て洗浄し、次いでＦＩＴＣウサギ抗山羊抗体で染色する。これらの細胞のＣＣＲ

５に結合したＦＩＴＣラベルＲＡＮＴＥＳの量は、フローサイトメトリーによっ

て分析する。

      【００２７】

  無処置細胞のＣＸＣＲ４に結合するＳＤＦ－１αのＩｇＭ阻害

  ＩｇＭが、無処置 Sup T-1細胞に存在するケモカイン受容体（ＣＸＣＲ４など

）へのＳＤＦ－１αの結合を阻害するかを調べる。まず約１×１０５のSup T-1

細胞は、室温で約４５分間約１０％ウシ胎児血清を含むＲＰＭＩ培地、または約
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１５０ｎＭの各正常ＩｇＭ、ＨＩＶ ＩｇＭおよびＡＩＤＳ ＩｇＭ、または約５

ｎＭの各Waldenstrom ＩｇＭおよびＣＫ１５ ＩｇＭとともにインキュベートし

た後、約２５ｎｇのビオチンラベルしたＳＤＦ－１αを各混合液に添加する。次

いで細胞は約９０分間、４℃で再インキュベートする。再インキュベート後、Ｆ

ＩＴＣ アビジンを細胞に添加し、さらに細胞を洗浄する。CXCR4に結合したＦＩ

ＴＣラベル化ＳＤＦ－１αの量は、フローサイトメトリーによって分析する。

      【００２８】

  ヒトリンパ球に結合する放射線ラベル化ＩＬ－２のＩｇＭ阻害

  ＣＣＲ５またはＣＸＣＲ４に結合するケモカインのＩｇＭ阻害は実際にケモカ

イン特異的であるかどうかについてさらに試験を行う。さらにこの試験は、例え

ば,ここに参考文献として取りこんでいるTeshigawara, K. et. al., J. Exp. Me

d.,165:223-238(1987)に記載されているような前記の方法を用いてＩｇＭが、あ

る非特異的な機構により、植物性血球凝集素活性化ＰＢＬに存在するＩＬ－２Ｒ

に対する放射線ラベル化ＩＬ－２の結合を阻害するかを調べるために用いる。特

に、３日間植物性血球凝集素活性化したＰＢＬ（１×１０６）をＩ１２５ラベル

化ＩＬ－２（NEN Life Scienceから入手）とインキュベートし、そしてＰＢＬに

結合したＩ１２５ラベル化ＩＬ－２は、オイル上にＰＢＬを置きマイクロチュー

ブを遠心分離してセルペレットから未結合のＩ１２５ラベル化ＩＬ－２を分離し

て定量する。Ｉ１２５の放射活性はセルペレット中で定量する。これらの方法で

、Ｉ１２５ラベル化ＩＬ－２添加前は、ＰＢＬはそれぞれ過剰のラベル化してい

ないＩＬ－２（２．０ｍｃＭ）、プールしたヒトＩｇＧ（３００ｎＭ）、ＩｇＭ

リウマチ因子およびアフィニティ精製Accurate ＩｇＭ（１００ｎＭ）と相互作

用している。

      【００２９】

  走化性アッセイ

  走化性アッセイは、それぞれ正常ＩｇＭ、ＨＩＶ ＩｇＭ、ＡＩＤＳ ＩｇＭお

よびWaldenstrom ＩｇＭについて約２０ｎＭ、約４０ｎＭ、約１００ｎＭおよび

約２００ｎＭ ＩｇＭの濃度で５ミクロンのポリカーボネートフィルターのある

２４穴Costar トランスウエル(transwell)組織培養insertを用いて行った。各ア
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ッセイでは、ＩｇＭは約５％ウシ胎児血清を含む約０．１ｍｌＲＰＭ１中に約２

×１０４Jurkat細胞を含んだ上方のトランスウエルに載せた。約３０分後に、約

５０ｎｇのＳＤＦ－１αを、上方の穴と同じ培地約０．６ｍｌを含む下方の穴に

添加する。４時間後、下方の穴に移した細胞はフローサイトメトリーでカウント

する。走化性インデックス（“CI"）は、ＳＤＦ－１αの存在化に移した細胞の

全数をＳＤＦ－１αの不存在化に移した細胞の数で割って計算する。ＳＤＦ－１

α単独（すなわち、ＩｇＭなしで）の走化性インデックスのベースラインは約３

．１である。

      【００３０】

  細胞質ゾルＣａ＋２ フラックスの測定

  細胞質ゾルＣａ＋２ フラックス(flux)のアッセイは、例えば、ここに参考文

献として取りこんでいるHaverstick, G., MD, Molecular Biol. Of Cell. 4:173

-184(1993)に記載されているような公知の方法を用いて行う。一つのアッセイ法

では、約４５ｎＭのＨＩＶ ＩｇＭを約２０秒の時間でJurkat細胞に添加する。

約６０秒後、約１００ｎｇのＳＤＦ－１αを添加し、ＳＤＦ－１α添加後の細胞

質ゾルＣａ＋２の変化の大きさを測定する。二番目のアッセイはＨＩＶ ＩｇＭ

の代わりに約４５ｎＭのＡＩＤＳ ＩｇＭを用いて行う。三番目のアッセイはＩ

ｇＭを添加せずに、ＳＤＦ－１αを約８０秒の時間で添加する。

      【００３１】

  ＩｇＭ抗白血球抗体の細胞溶解性効果に対する温度依存性

  ＩｇＭ抗白血球抗体の細胞溶解性効果に対する温度依存性は補体依存microlym

phocytotoxicity アッセイ法により測定する。種々の希釈度のＩｇＭ抗体を１時

間２×１０５のＰＢＬまたはＩＬ－２活性化ＰＢＬ(７日)と反応させ、補体源と

して新鮮なウサギ血清を添加する。約２時間後、細胞は２度洗浄し、trypan blu

eを添加して、ブルーに染まる死んだ細胞をカウントする。実験は１５℃および

３７℃で行う。

      【００３２】

  細胞のＨＩＶ‐１感染のＩｇＭ阻害

  ＨＩＶ‐１ Ｒ５ウイルスは細胞に進入するのにＣＣＲ５受容体を利用するが
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、ＨＩＶ－１ Ｘ４ウイルスはＣＸＣＲ４受容体を利用することがわかっている

。それゆえ、このような観察に照らしてＩｇＭがＨＩＶ－１感染を阻害するかど

うかについて研究を行った。

  これらの研究では、ゴーストＣＣＲ５およびゴーストＣＸＣＲ４形質移入株細

胞をＨＩＶ－１で感染させる。ゴースト細胞はＣＣＲ５またはＣＸＣＲ４遺伝子

を形質移入したＨＯＳ細胞およびｈＧＦＰ constructを推進するＨＩＶ‐２ＬＴ

Ｒも一緒に形質移入したＨＯＳ細胞から導いた。ｈＧＦＰ constructはＨＩＶ－

１ウイルスに感染した細胞にグリーンの蛍光を放出させることができるので、感

染した細胞の数をフローサイトメトリーを用いて定量することができる。これら

の株細胞は、一回の(single-cycle)ウイルス複製が４８時間以内に検出できるの

で特にこれらの研究に適している。

      【００３３】

  それぞれ約２×１０４のゴーストＣＣＲ５およびＣＸＣＲ４細は胞、別々に約

１２時間、１２穴プレートで約１０％ウシ胎児血清を含むＲＰＭ１培地約１ｍｌ

中で培養する。次いでＲ５ ＨＩＶ－１ウイルスをゴーストＣＣＲ５にそしてＸ

４ ＨＩＶ－１ウイルスをゴーストＣＸＣＲに添加する約３０分前に、正常Ｉｇ

ＭをそれぞれゴーストＣＣＲ５およびＣＸＣＲ４細胞に添加する。ウイルスおよ

び抗体の両者は４８時間の培養期間中存在している。細胞へのウイルスの侵入を

高めるためにポリブレン(polybrene)は使用しない。同様にして、まず正常Ｉｇ

ＭをＨＩＶ ＩｇＭに代え、次にＡＩＤＳ ＩｇＭに代えて試験を２度繰返す。

  ４８時間のインキュベーション後、細胞は回収し、ホルマリンで固定した。グ

リーンの蛍光を発する感染細胞はフローサイトメトリーで数える。

  さらに、ウイルスまたはＩｇＭ抗体をゴースト細胞のインキュベーション後約

４時間で洗浄すると同様のデータが得られた。

      【００３４】

  結果

  種々の試験結果はＩｇＭ自己抗体がリンパ球や他の細胞に存在するケモカイン

受容体に結合することを示している。結果はまた、ＩｇＭ自己抗体の結合はケモ

カイン受容体に対して特異的であることを示している。
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      【００３５】

  細胞および細胞膜蛋白へのＩｇＭの結合

  上記研究からのデータは、ＩｇＭ自己抗体が正常リンパ球および悪性細胞に存

在する受容体に結合することを示している。図１Ａおよび１Ｂから判るように、

正常ＩｇＭ、ＡＩＤＳ ＩｇＭおよびＨＩＶ ＩｇＭは、Sup T-1（図１Ａ）およ

びゴーストＣＤ４－ＣＸＣＲ４細胞（図１Ｂ）に結合するＩｇＭ抗体を含んでい

る。図１Ｄおよび１Ｅに見られるように、正常ＩｇＭは末梢血から単離したＴリ

ンパ球(図１Ｄ）および末梢血から単離した好中球(図１Ｅ)に結合する抗体を含

んでいる。各図におけるネガティブコントロールはＩｇＭを加えずに種々の細胞

をインキュベートしたことを示している。

  図１Ｆおよび１Ｇでは、ＩｇＭ自己抗体は幾つかの細胞膜蛋白に結合すること

を示している。しかしながら、ＩｇＭはさらにＣＣＲ５（”ＣＣＲ５”）および

ＣＸＣＲ４（”ＣＸＣＲ４”）のｃＤＮＡで形質移入した株細胞に存在する４８

ｋＤ蛋白に結合する。４８ｋＤの膜蛋白はＣＸＣＲ４およびＣＣＲ５受容体の分

子量に類似しており、それゆえこれはＩｇＭが形質移入された細胞に存在してい

たケモカイン受容体にも結合することを意味している。ＩｇＭ抗体は多反応性(p

olyreactive)であることが、特にWestern blotアッセイにおいて知られているの

で、IgMはいくつかの膜蛋白質に結合することができる。したがって、他のアッ

セイ系、すなわち特異的な方法でＩｇＭがケモカインの受容体への結合を阻害し

、そしてケモカイン受容体の機能を変えるかどうかを評価するアッセイ法を用い

てケモカイン受容体に結合するより詳しいＩｇＭの特異性を調べた。

      【００３６】

  受容体に結合するケモカインのＩｇＭ阻害

  ＩｇＭ自己抗体はＣＣＲ５受容体に対する放射線ラベル化ＲＡＮＴＥＳの結合

を阻害するが、ＩＬ－２受容体（すなわち、ＩＬ－２Ｒ）に対する放射線ラベル

化ＩＬ－２の結合は阻害しない。このことはＩｇＭ介在阻害がケモカインに実際

に特異的であるという概念を支持している。さらに、正常ＩｇＧは放射線ラベル

化ＲＡＮＴＥＳのＣＣＲ５受容体への結合を阻害しない。

  アフィニティ精製Accurate ＩｇＭおよび／またはＣＫ１５ ＩｇＭがＵ３７３
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－ＭＡＧＩ－ＣＣＲ５Ｅから得られた非変性の粗膜蛋白に対するＩ１２５ＲＡＮ

ＴＥＳの結合を阻害するかどうかを調べるために行った最初の研究から得られた

主なデータは図２Ａに示している。この図から判るように、アフィニティ精製Ac

curate ＩｇＭおよびＣＫ１５ ＩｇＭの両方ともＣＣＲ５へのＩ１２５ＲＡＮＴ

ＥＳの結合をドーズ(dose)に依存して阻害している。プールした正常ＩｇＧおよ

びＩｇＭリウマチ因子は１０－６Ｍで使用してもＣＣＲ５へのＩ１２５ＲＡＮＴ

ＥＳの結合を阻害しない。ラベルしていないＲＡＮＴＥＳはドーズ依存的に０．

０９５ｎＭのｋＤ(a kD of 0.095nM)と結合するＩ１２５ＲＡＮＴＥＳを阻害し

た。

      【００３７】

  Western blottingによって検出したＣＣＲ５に対するＩ１２５ＲＡＮＴＥＳの

結合のＩｇＭ阻害は図２Ｂに示す。図より、アフィニティ精製Accurate ＩｇＭ

およびラベルしていないＲＡＮＴＥＳはＣＣＲ５に対するＩ１２５ＲＡＮＴＥＳ

の結合を阻害する。プールしたヒトＩｇＧもＲＡＮＴＥＳ蛋白コントロールもど

ちらもＣＣＲ５に対するＩ１２５ＲＡＮＴＥＳの結合を阻害しない。この後者の

結果はＣＣＲ５に対するＩ１２５ＲＡＮＴＥＳ結合のＩｇＭ阻害は受容体遮断の

結果であり、ＣＣＲ５に対する特異性を持つＩｇＭに特異的なものであることを

示している。

  ＩｇＭが無処置の細胞に存在する受容体への結合からケモカインを阻害するか

どうかを調べるために、非活性化リンパ球に比べより多くのＣＣＲ５受容体を発

現するＩＬ－２活性化リンパ球を用いてさらなる研究を行った。図２Ｃに示した

ように、約２２．４５％のＩＬ－２活性化リンパ球がＲＡＮＴＥＳに結合した。

約５ｎＭのＣＫ１５ ＩｇＭの存在下では、結合は減少し、ＲＡＮＴＥＳに結合

するリンパ球は約６．８％であった。ＣＫ１５ ＩｇＭが少ない程阻害も少なく

なる。図２Ｄに示したように、アフィニティ精製Accurate ＩｇＭは無処置のＵ

３７３－ＭＡＧＩ－ＣＣＲ５Ｅ細胞へのＲＡＮＴＥＳの結合を阻害したが、ヒト

ＩｇＧは阻害しなかった。

      【００３８】

  図３Ａより、正常ＩｇＭおよびＨＩＶ ＩｇＭはビオチンＳＤＦ－１αの結合
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を抑制するが、ＡＩＤＳ ＩｇＭは抑制しない。ＩｇＭおよびＳＤＦ－１αなし

で細胞のバックグランドの蛍光を示すためにネガティブコントロールを用いる。

”ＳＤＦ”はＩｇＭ不存在下でのＳＤＦ－１αの結合を示している。Sup T-1細

胞の一部（１５％）がビオチンＳＤＦ－１αへのはるかに強い結合を持っていた

ことに注意すべきである。図３Ｂより、Waldenstrom ＩｇＭはSup T細胞へのＳ

ＤＦ－１αの結合を阻害したが、ＣＫ１５ ＩｇＭは阻害しなかった。

  ケモカインの受容体への結合のＩｇＭ阻害が実際にケモカインに特異的である

かどうかを調べる更なる研究結果は、Ｉ１２５でラベルしたＩＬ－２がラベルし

ていないＩＬ－２（＞９０％）および抗ＴＡＣ（抗ＩＬ－２ＲマウスＩｇＧ抗体

）によって阻害されるが、１００ｎＭで使用してもプールしたヒト、アフィニテ

ィ精製Accurate ＩｇＭによっては阻害されないことを示している。結果を下記

表１に示す。

      【００３９】

【表１】

      【００４０】

  上記の結果は、それゆえ、正常ＩｇＭおよびＨＩＶ－１ ＩｇＭによるＳＤＦ

－１αのＣＸＣＲ４に対する結合の阻害は特異的であることを示している。正常

ＩｇＭおよびＨＩＶ－１ ＩｇＭを用いた時のビオチンＳＤＦ－１α結合の阻害

を示すデータは、ＡＩＤＳ ＩｇＭはSup T-1細胞に同様に結合するが、ＳＤＦ－

１αの結合を阻害しないので（図１Ａ参照）、立体障害に基いては説明すること
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はできない。同様に、図２および図３Ｂのデータは、明確にモノクローナルＩｇ

Ｍによる受容体に対するケモカインの阻害はWaldenstrom ＩｇＭが完全にＣＸＣ

Ｒ４に対するＳＤＦ－１αの結合を阻害したように実際に特異的であることを示

している。ＣＣＲ５に対するＲＡＮＴＥＳの結合を阻害したＣＫ１５ ＩｇＭは

ＣＸＣＲ４に対するＳＤＦ－１αの結合を阻害しなかった。特別の理論に拘らず

に可能な説明としては、ＩｇＭ抗白血球自己抗体が不均一(heterogeneous)であ

ってケモカイン受容体の異なるエピトープを認識することが考えられる。したが

って、走化性アッセイで得られたデータから明らかなようにＡＩＤＳ ＩｇＭは

ケモカイン受容体に結合するけれども、ＳＤＦ－１αの結合を阻害するＩｇＭ抗

体の一部を欠いていると考えられる(以下に詳述する）。

      【００４１】

  走化性および細胞質ゾルＣａ＋２に関するＩｇＭの効果

  ＩｇＭの不均一性の可能性はＳＤＦ－１αに誘発された走化性(図４Ａおよび

４Ｂ）および細胞内Ｃａ＋２流動（図４Ｃ）の機能アッセイで解析する。

  図４Ａは走化性により下方の穴（bottom well）に遊走（migrate)した細胞を

視覚的に示すための他の実験のフローサイトメトリーデータを示したものである

。数える細胞は細片のカウントを防止するためゲートを設けている。ＳＤＦ－１

αの不存在下で全てのＩｇＭ調製液は走化性のベースラインに影響を与えなかっ

た。しかしながら、ＳＤＦ－１αの存在下では、Jurkat細胞を種々のＩｇＭ調製

液で前処理すると走化性に影響を与えた。特に、図４Ｂに見られるように、全て

のプールしたＩｇＭ調製液は走化性を高め、ＡＩＤＳ ＩｇＭでは最も高められ

た。上方の穴にＩｇＭを添加した後の下方の穴への遊走の高揚は、走化作用に誘

発された遊走によって媒介されたものであり、５００ｎｇのＳＤＦ－１αを上方

のトランスウエルに添加するとこの遊走の高揚が阻害されたので何らかの非特異

的な過程によるものではない。ＳＤＦ－１α存在下におけるコントロールＣＩは

約２．８である。Waldenstrom ＩｇＭは走化性を抑制した（ＣＩ＝約１．１)。

ＣＫ１２ ＩｇＭおよびＣＫ１５ ＩｇＭは走化性を緩やかに高め、ＣＩは約５．

３から約７．１の間で変化したが、これはＳＤＦ－１α単独で観測されたもの（

ＣＩ＝３．１）より有意に大きい。
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      【００４２】

  これらの観測からJurkat細胞に存在するＣＸＣＲ４受容体にケモカインが結合

する時に生じる細胞質ゾルＣａ＋２の変化にＩｇＭが同様に影響を与えるかにつ

いての試験を行った。３種のそのような試験の主要なデータを図４Ｃに示したが

、ここで記号ΔはＳＤＦ－１α添加後の細胞質ゾルＣａ＋２の変化の大きさを示

す。トレースＡはＡＩＤＳ ＩｇＭについてのJurkat細胞を示す；トレースＣは

ＨＩＶ ＩｇＭについてのJurkat細胞を示す；そしてトレースＢはＩｇＭなしで

のJurkat細胞を示す。図４Ｃより、ＳＤＦ－１αが存在しないと（すなわち、Ｓ

ＤＦ－１α添加前）ＩｇＭ抗体のいずれも細胞内Ｃａ＋２の増加を起こさない。

トレースＡはＡＩＤＳ ＩｇＭがＳＤＦ－１αに応じて細胞内Ｃａ＋２の増加を

高めることを示している。トレースＣはＨＩＶ ＩｇＭでは高揚が起こらないこ

とを示している。

  これらのＣａ＋２フラックスアッセイにおけるＣＸＣＲ４とのＩｇＭ相互作用

の特異性はJurkat細胞に存在する他の受容体、すなわちＣＤ３受容体についての

同様の研究を行うことによって確認できる。細胞質ゾルＣａ＋２の高揚はＣＤ３

をＯＫＴ３、マウスＩｇＧ抗ＣＤ３抗体で刺激する前にＡＩＤＳ ＩｇＭを添加

しても観測されない。このようなデータは、ＣＸＣＲ４受容体に結合するＩｇＭ

の特異性を支持する更なる証拠を提供する。さらに、これらの発見は、ケモカイ

ン受容体に結合した後走化性とＣａ＋２フラックスを著しく高めるＩｇＭを含ん

でいるＡＩＤＳ ＩｇＭについて、ＩｇＭ抗リンパ球自己抗体の機能的不均一性

の概念を明確に支持している。

      【００４３】

  ＩｇＭ抗リンパ球抗体の３７℃での非細胞溶解性

  アッセイを１５℃で行うと約４０から６０％の細胞溶解が観測された。ケモカ

イン受容体の発現が増加しているＩＬ－２活性化リンパ球ではより高いレベルで

の細胞溶解が見られた。約１．０μｇ以上の量を使用するとアフィニティ精製Ac

curate ＩｇＭは細胞溶解を起こしたが、ＣＫ１５は約５ｎｇ以上の濃度で細胞

を溶解した。しかしながら、アッセイを３７℃で行うと細胞溶解は約１０％以下

であり、溶解のレベルは体内でインキュベートしたコントロール細胞と同様であ
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った。これらの観測は、ＩｇＭ抗リンパ球自己抗体は低い温度では細胞溶解性で

あるが、３７℃では細胞溶解性でないということを明確に示している幾つかのレ

ポートと一致している。

      【００４４】

  細胞のＨＩＶ－１感染に与えるＩｇＭの効果

  ＩｇＭ抗ケモカイン受容体自己抗体はＨＩＶ－１感染に対する抵抗に寄与する

。図５Ａ‐５Ｃは、ゴースト細胞のＨＩＶ－１感染に関する種々のＩｇＭ抗体の

影響を示す。最初の図５Ａは、ゴーストＣＣＲ５細胞におけるＨＩＶ－１感染性

のＩｇＭによる阻害％を示すものであるが、正常ＩｇＭおよびＨＩＶ ＩｇＭは

ＨＩＶ－１感染を阻害することがわかる。ＡＩＤＳ ＩｇＭでは阻害効果は見ら

れないか、最小である。５人の個体の正常血清および１ヒトのＨＩＶ血清から単

離したＩｇＭを使用すると同様の観測結果が見られる。

  興味深いことにプールした正常血清のＩｇＭは、Ｒ５ウイルス８４４２および

Ｘ４ウイルスＲＦによるＨＩＶ－１感染を部分的に阻害し（約４０から５０％阻

害）、このことはウイルスと抗体が結合するエピトープの差が阻害の程度に影響

している可能性を示唆している。

  ＩｇＧ抗体２Ｄ７、マウス抗ＣＣＲ５抗体は、約１００ｎＭで使用すると３種

のＲ５ウイルスのうち（すなわち、８３７９と８４４２は阻害したが８６５８は

阻害しなかった）２種の感染を阻害した（約８０％）。

  加熱不活性化（５６℃）正常ヒト血清を培養液中最終濃度約８から１５％(vol

/vol)で使用するとＨＩＶ－１感染に対する同様の阻害活性が得られた。約１５

％のプールしたヒト血清を含む培地は約１６８ｎＭのＩｇＭを持つと計算された

。抗ウイルス剤またはＩｇＧ抗ＨＩＶ－１抗体が存在するとデータは解釈できな

くなるのでＨＩＶ－１血清およびＡＩＤＳ血清は使用していない。ＨＩＶ－１感

染の阻害は正常ヒトＩｇＧまたはアルブミンではこのアッセイ系においては検出

されていない。これらのデータは、正常ＩｇＭおよびＨＩＶ ＩｇＭがｎＭ量で

使用すると高ドーズのウイルスが用いられても、すなわち１サイクルの複製で約

８から２０％の細胞を感染するのに十分なドーズであっても、ある種のＨＩＶ－

１ウイルス株のＨＩＶ－１感染を阻害することを示している。
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  幾人かの研究者は正常ヒト血清はＨＩＶ－１ウイルスに対しては直接の中和活

性を持たないことを示している。他の研究者は正常血清に存在するＩｇＭ抗Ｔａ

ｔおよびＩｇＭ抗ｇｐ１２０はＨＩＶ－１中和活性を持たないことを示している

。このことは、ＩｇＭ介在のＨＩＶ-１感染阻害が、ここで観察されたように、

ケモカイン受容体およびＨＩＶ－１の細胞への侵入に重要でリンパ球に存在して

いるリンパ球表面受容体に対するＩｇＭの反応性により媒介されていると言う考

えを支持している。

      【００４５】

  上記したように種々の研究の結果は、血清から精製したＩｇＭが細胞のＨＩＶ

感染を阻害することを示している。精製ＩｇＭは、ＨＩＶ－１の細胞への侵入に

重要である受容体に対するＩｇＭの結合を通じてＨＩＶ-１感染の阻害を媒介す

る。そのような受容体としては、これらに限られないが、ＣＸＣＲ４およびＣＣ

Ｒ５受容体が挙げられる。正常血清由来のＩｇＭは直接の抗ウイルス中和効果を

持たないが、ＨＩＶ-１感染についてのたいていの阻害効果を持っている。ＡＩ

ＤＳ血清由来の精製ＩｇＭはＨＩＶ-１感染には効果がないか、効果は最小であ

るが、ＡＩＤＳ ＩｇＭはゴースト細胞およびＴ株細胞に結合し、ＳＤＦ－１に

よって誘発された走化性と細胞質ゾルＣａ＋２を高める。ＩｇＭ結合とＨＩＶ-

１感染阻害に関し、正常ＩｇＭおよびＨＩＶ－１ ＩｇＭとの、さらにＡＩＤＳ 

ＩｇＭとの間で観測された差のもっともらしい説明としては、正常ＩｇＭおよび

ＡＩＤＳ ＩｇＭはＩｇＭ抗リンパ球抗体の異なる機能効果を与える異なった結

合エピトープを持った不均一な基を含んでいる。

  結果は、無処理の細胞でＳＤＦ－１αの結合を阻害するＩｇＭ抗体が多分ＨＩ

Ｖ－１感染を阻害するＩｇＭ抗体と同じであるということを示唆している。ＡＩ

ＤＳ ＩｇＭはＩｇＭ抗リンパ球抗体の一部を欠くようである。

  異なるエピトープに結合するＩｇＭ自己抗体の２番目のサブセットは、ＳＤＦ

－１αに応じてＣａ＋２フラックスを高め、走化性を高める。この自己抗体の２

番目のサブセットは、全ての血清（すなわち、正常、ＨＩＶ－１およびＡＩＤＳ

）由来のＩｇＭに存在するようであるが、ＡＩＤＳ ＩｇＭに最も多い。ＩｇＭ

抗ケモカイン受容体抗体の２番目のサブセットは、走化性を容易にするので炎症
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状態の影響により重要である可能性がある。

      【００４６】

  本発明に従えば、ＩｇＭ抗リンパ球自己抗体はＨＩＶ－１ウイルスの細胞への

侵入を抑制し、そしてこれらの抗体は体温では細胞を溶解することなくケモカイ

ンおよび他のリンパ球表面受容体に結合するので潜伏期間を長引かせる。ここで

示した結果は、疾患のＡＩＤＳへの進行がＩｇＭ抗リンパ球自己抗体、特にＨＩ

Ｖ－１の細胞への侵入を阻害する抗体のサブセットの著しい減少と関係している

ことを示している。

  特定の理論にかかわらず、無症候性状態の間ケモカイン受容体に対する良好な

レベルのＩｇＭ自己抗体が存在するにもかかわらず、ＨＩＶ－１ウイルスが細胞

へ侵入することとウイルスの複製が増えることに対して幾つかの説明が可能であ

る。そのような一つの説明として、ＩｇＭ抗体の結合の低結合活性とウイルス負

荷のあいだの微妙なバランスが存在する可能性がある。個体を増加したウイルス

負荷に感染しやすくするまたはＩｇＭ自己抗体を分泌するＢ細胞を阻害する因子

ウイルスの細胞への侵入および疾患の進行を導く。またＣＤ４、ＣＸＣＲ４およ

びＣＣＲ５受容体を発現する上記Ｂ細胞のサブセットはＩｇＭ自己抗体を分泌す

るものと同じサブセットである可能性がある。何年にもわたって、このＢ細胞サ

ブセットは消耗しまたはＨＩＶ－１に感染し、それにより抗体産生の減少に導く

のかもしれない。さらに、ウイルス負荷を減少させる他の主な因子(例えば、抗

ウイルスＩｇＧ抗体、ケモカイン、補体および細胞障害性Ｔ細胞）の重要性を強

調することはできない。これらの宿主防御機構の乱れがウイルス負荷の増加を導

くかもしれない。

      【００４７】

  第２番目に、本研究の幾つかで示したように、あるＨＩＶ－１感染個体におい

て、ＩｇＭ抗リンパ球抗体はある種のＨＩＶ－１ウイルス体の侵入を部分的にの

み防止するかもしれない。この後者の機構はＩｇＭ抗ケモカイン受容体自己抗体

が存在するにもかかわらず疾患が進行することに対してもう一つの説明を提供す

るかもしれない。

  ＣＣＲ５に対する特異性を持つＩｇＭ自己抗体がＣＣＲ５に対するＲＡＮＴＥ
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Ｓの結合を阻害し、貪食細胞向性ＨＩＶ-１ウイルスの複製を阻害することは、

これらのＩｇＭ抗白血球抗体によって媒介された防御的機能に対する前提を支持

する。特にＨＩＶ－１ウイルスに保たれている中和エピトープに反応するヒト抗

体を単離することは困難であるので、ＨＩＶ-１感染を減らすために（すなわち

、受容体の遮断を通じて）ヒトＩｇＭ抗白血球抗体を使用することは受動的免疫

化のもう一つのアプローチである。広範な範囲のケモカインおよびリンパ球に存

在する他の受容体に対して反応性を持つＩｇＭが関与する受容体の遮断は、ＨＩ

Ｖ－１ウイルスが使用する受容体を、例えばＣＣＲ５からＣＸＣＲ４へのように

変えるような状況下では特に有用かもしれない。そのような防御抗体の増加した

レベルを維持すると、またＨＩＶ-１感染後の潜伏期間を伸ばすことができるか

もしれない。

      【００４８】

  ＩｇＭ抗体の源は異種性、自家性またはアロジェネイックかもしれない。ケモ

カインおよび白血球上の他の受容体に対する特異性を持つＩｇＭ抗体はin vivo

（すなわち、マウスまたは他の動物で、またはヒトで）で、または細胞培養技術

を用いてin vitroで高められるかもしれない。

  例えば、ＩｇＭ抗体はＩｇＭ抗リンパ球抗体に特異的な遺伝子を抗体産生細胞

に取込む遺伝子技術によってin vivoまたはin vitroで産生できるかもしれない

。これらの抗体産生細胞は次いで感染したヒトまたは免疫欠損動物に導入し、そ

こで細胞にＩｇＭ抗体を産生させてもよい。別の方法としては、抗体産生細胞は

ハイブリドーマまたは他の技術を用いてin vitroで成長させてもよい。

  ケモカイン受容体に対して特異性を持つＩｇＭ抗体は、またＩｇＭ抗体に対し

て特異的であるヒト抗体産生細胞を単離し、ハイブリドーマまたは動物もしくは

人間に細胞を導入することを含む他の技術を用いてそのような細胞による抗体産

生を高めることによって製造できるかのしれない。例えば、ヒトのリンパ球を免

疫欠損マウスに移殖し、そしてリポポリサッカライド（“ＬＰＳ”）のようなＢ

細胞を活性化する試薬でリンパ球を刺激してもよい。

  ＩｇＭ抗体を製造するもう一つの方法は、例えばXenoMouseTMのような動物か

らヒトＩｇＭを産生することができるヒト抗体産生細胞を単離することによる。
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そのような細胞によるＩｇＭ抗体の産生は、ハイブリドーマまたは例えば単離し

たリンパ球をＬＰＳもしくは細胞を活性化するＥＢＶウイルスなどの他の試剤で

刺激するというような他の技術を用いてin vitroで高められるかもしれない。

  ＩｇＭ抗体は、個体からリンパ球を取り出し、次いでＥＢＶウイルスで遺伝子

変化を起こさせて培養することによりin vitroで製造できるかもしれない。これ

らのＥＢＶで遺伝子変化を起こさせたＢリンパ球のサブセットはＩｇＭ抗体を分

泌し、得られた培養液がこれらの抗体を含んでいる。

  さらに、ウイルス、バクテリアおよび他の抗原（例えば、分裂促進因子）はin

 vivoでＢ細胞を刺激して白血球に対するＩｇＭ抗体を産生させるのに用いられ

るかもしれない。

  感染個体の外部で製造されたＩｇＭ抗体は、これに限られるわけではないが静

脈注射および筋肉内投与を含むいくつかの投与ルートのうちの一つによって個体

に導入できる。代表的な実施態様および詳細に関して本発明を十分に記載したの

で、ここに述べたように本発明の精神および範囲から離れることなくそれに加え

て変更および修飾が出来ることは当業者にとって明らかである。

【図面の簡単な説明】

    【図１Ａ】  図１ＡはＳｕｐ  Ｔ－１細胞に対する正常なＩｇＭ、ＨＩＶ  

ＩｇＭおよびＡＩＤＳ  ＩｇＭの結合を示すグラフである。

    【図１Ｂ】  図１ＢはゴーストＣＸＣＲ４細胞に対する正常なＩｇＭ、ＨＩ

Ｖ  ＩｇＭおよびＡＩＤＳ  ＩｇＭの結合を示すグラフである。

    【図１Ｃ】  図１Ｃはサイズによって分離された、ヒトの血液から由来する

リンパ球および好中球を示すフローサイトメトリー（ＦＡＳＣＡＮ）ドットプロ

ットである。

    【図１Ｄ】  図１Ｄは末梢血球から由来するヒトＴリンパ球に対する正常な

ＩｇＭの結合を示すグラフである。

    【図１Ｅ】  図１Ｅは末梢血球から由来するヒト好中球に対する正常なＩｇ

Ｍの結合を示すグラフである。

    【図１Ｆ】  図１ＦはＵ３７３－ＭＡＧＩ細胞およびＣＸＣＲ４またはＣＣ

Ｒ５でトランスフェクトされ、それを発現している同細胞から得られた細胞膜蛋
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白質に結合するＩｇＭを示すウェスタンブロットアッセイである。

    【図１Ｇ】  図１Ｇは図１Ｆと同様なウエスタンブロットアッセイである。

    【図２Ａ】  図２Ａは液体シンチレーションによって定量された変性Ｕ３７

３－ＭＡＧＩ－ＣＣＲ５Ｅ膜蛋白質中に存在するＣＣＲ５に結合するＩ１２５Ｒ

ＡＮＴＥＳのアフィニティー精製精密（Accurate）ＩｇＭ阻害を示すグラフであ

る。

    【図２Ｂ】  図２Ｂは変性Ｕ３７３－ＭＡＧＩ－ＣＣＲ５Ｅ膜蛋白質に存在

するＣＣＲ５に結合するＩ１２５ＲＡＮＴＥＳのアフィニティー精製精密ＩｇＭ

阻害を示すウエスタンブロットアッセイである。

    【図２Ｃ】  図２ＣはＩＬ－２－活性化ヒトリンパ球に結合するＲＡＮＴＥ

ＳのＣＫ１５ＩｇＭ阻害を示すドットプロットＦＡＳＣＡＮディスプレーを示す

。

    【図２Ｄ】  図２Ｄは無傷Ｕ３７３－ＭＡＧＩ－ＣＣＲ５Ｅ細胞に結合する

ＲＡＮＴＥＳのアフィニティー精製精密ＩｇＭ阻害を示すグラフである。

    【図３Ａ】  図３Ａは無傷ＳｕｐＴ－１細胞上のＣＸＣＲ４に結合するＳＤ

Ｆ－１αのＡＩＤＳおよびＨＩＶ－１  ＩｇＭ阻害を示すグラフである。

    【図３Ｂ】  図３Ｂは無傷ＳｕｐＴ－１細胞上のＣＸＣＲ４に結合するＳＤ

Ｆ－１αのＩｇＭ阻害を示す別のグラフである。

    【図４Ａ】  図４Ａはジャーカット細胞の下部ウエルへのＳＤＦ１－α誘発

走化性を定量するドットプロットを例示するＦＡＣＳＣＡＮである。下のパネル

は、ＡＩＤＳ  ＩｇＭを上部トランスウェル（transwell）に添加した場合の下

部ウエルへの移動の促進を示す。

    【図４Ｂ】  図４Ｂはジャーカット細胞のＳＤＦ－１α誘発走化性に対する

ＡＩＤＳ  ＩｇＭ、ＨＩＶ  ＩｇＭ、正常ＩｇＭおよびワルデンストレームＩｇ

Ｍの影響を示すグラフである。

    【図４Ｃ】  図４Ｃはジャーカット細胞の細胞質ゾル内Ｃａ＋２のＳＤＦ－

１α誘発変化に対するＩｇＭの影響を測定したグラフである。トレイスＡはＡＩ

ＤＳ  ＩｇＭおよびＳＤＦ－１αの影響を示し、トレイスＢはＳＤＦ－１αのみ

の影響を示し、トレイスＣはＨＩＶ  ＩｇＭおよびＳＤＦ－１αの影響を示す。
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    【図５Ａ】  図５ＡはＲ５ウイルス８６５８のゴーストＣＣＲ５細胞感染に

対する正常、ＨＩＶおよびＡＩＤＳ血清からのＩｇＭの阻害効果を示す。

    【図５Ｂ】  図５ＢはＸ４ウイルスＩＩＩＢのゴーストＣＸＣＲ４細胞感染

に対する正常、ＨＩＶおよびＡＩＤＳ血清からのＩｇＭの阻害効果を示す。

    【図５Ｃ】  図５ＣはＲ５ウイルス８６５８のゴーストＣＣＲ５細胞感染に

対する正常ＩｇＭの阻害効果を例示するフローサイトメトリードットプロットで

ある。真中のドットプロットは約１７．５％のゴーストＣＣＲ５細胞が感染し、

感染細胞は、それらの細胞が放射する緑色蛍光によって同定した。

【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図１Ｃ】
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【図１Ｄ】
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【図１Ｅ】
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【図１Ｆ】



(36) 特表２００３－５１６９４０

【図１Ｇ】
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【図２Ａ】
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【図２Ｂ】
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【図２Ｃ】
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【図２Ｄ】

【図３Ａ】
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【図３Ｂ】
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【図４Ａ】
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【図４Ｂ】
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【図４Ｃ】
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【図５Ａ】
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【図５Ｂ】

【図５Ｃ】
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【国際調査報告】
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