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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】Ｔ－ｂｅｔをコードする単離された核酸分子、および単離されたＴ－ｂｅｔタン
パク質を提供する。
【解決手段】マウス、ヒトのＴ－ｂｅｔをコードする核酸分子を単離し、それを用いてア
ンチセンス核酸分子、組換え発現ベクター、発現ベクターが導入された宿主細胞およびＴ
－ｂｅｔ導入遺伝子を有する非－ヒトトランスジェニック動物を作製し、Ｔ－ｂｅｔタン
パク質、Ｔ－ｂｅｔ融合タンパク質および抗Ｔ－ｂｅｔ抗体も作製する。それらは、Ｔ－
ｂｅｔ組成物を使用する方法として、生物学的試料内のＴ－ｂｅｔ活性を検出するための
方法、細胞内のＴ－ｂｅｔ活性を調節する方法、およびＴ－ｂｅｔの活性を調節する薬剤
を同定するための方法に使用される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１に示される核酸分子の全鎖長相補体に対して４５℃の６Ｘ　ＳＳＣにおいて
、次いで６５℃の０．２Ｘ　ＳＳＣ、０．１％　ＳＤＳにおける１回以上の洗浄を行うス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズする単離された核酸分子であって、かつ、ＤＮ
Ａ中のコンセンサスＴ－ｂｏｘ部位に結合するペプチドをコードし、さらにＣＤ４＋細胞
におけるＩＦＮ－γの産生を誘導する、上記核酸分子。
【請求項２】
　配列番号３に示される核酸分子の全鎖長相補体に対して４５℃の６Ｘ　ＳＳＣにおいて
、次いで６５℃の０．２Ｘ　ＳＳＣ、０．１％　ＳＤＳにおける１回以上の洗浄を行うス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズする単離された核酸分子であって、かつ、ＤＮ
Ａ中のコンセンサスＴ－ｂｏｘ部位に結合するペプチドをコードし、さらにＣＤ４＋細胞
におけるＩＦＮ－γの産生を誘導する、上記核酸分子。
【請求項３】
　全鎖長を通して配列番号１の少なくとも７００個の連続するヌクレオチドと少なくとも
９０％同一のヌクレオチド配列有する単離された核酸分子であって、かつ、ＤＮＡ中のコ
ンセンサスＴ－ｂｏｘ部位に結合するペプチドをコードし、さらにＣＤ４＋細胞における
ＩＦＮ－γの産生を誘導する、上記核酸分子。
【請求項４】
　全鎖長を通して配列番号３の少なくとも５００個の連続するヌクレオチドと少なくとも
９０％同一のヌクレオチド配列有する単離された核酸分子であって、かつ、ＤＮＡ中のコ
ンセンサスＴ－ｂｏｘ部位に結合するペプチドをコードし、さらにＣＤ４＋細胞における
ＩＦＮ－γの産生を誘導する、上記核酸分子。
【請求項５】
　配列番号２のアミノ酸配列に少なくとも９５％同一のアミノ酸配列を含むポリペプチド
をコードする単離された核酸分子であって、かつ、ＤＮＡ中のコンセンサスＴ－ｂｏｘ部
位に結合するペプチドをコードし、さらにＣＤ４＋細胞におけるＩＦＮ－γの産生を誘導
する、上記核酸分子。
【請求項６】
　配列番号４のアミノ酸配列に少なくとも９５％同一のアミノ酸配列を含むポリペプチド
をコードする単離された核酸分子であって、かつ、ＤＮＡ中のコンセンサスＴ－ｂｏｘ部
位に結合するペプチドをコードし、さらにＣＤ４＋細胞におけるＩＦＮ－γの産生を誘導
する、上記核酸分子。
【請求項７】
　配列番号１の少なくとも７００個の連続するヌクレオチド含んでなり、かつ、Ｔ－ｂｏ
ｘをコードする単離された核酸分子、または配列番号１の少なくとも７００個の連続する
ヌクレオチドに相補的なヌクレオチド配列を含んでなる単離された核酸分子。
【請求項８】
　配列番号３の少なくとも６００個の連続するヌクレオチド含んでなり、かつ、Ｔ－ｂｏ
ｘをコードする単離された核酸分子、または配列番号３の少なくとも６００個の連続する
ヌクレオチドに相補的なヌクレオチド配列を含んでなる単離された核酸分子。
【請求項９】
　配列番号１の少なくとも７００個の連続するヌクレオチドからなり、かつ、Ｔ－ｂｏｘ
をコードする単離された核酸分子、または配列番号１の少なくとも７００個の連続するヌ
クレオチドに相補的なヌクレオチド配列からなる単離された核酸分子。
【請求項１０】
　配列番号３の少なくとも６００個の連続するヌクレオチドからなり、かつ、Ｔ－ｂｏｘ
をコードする単離された核酸分子、または配列番号３の少なくとも６００個の連続するヌ
クレオチドに相補的なヌクレオチド配列からなる単離された核酸分子。
【請求項１１】
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　配列番号１に示されるヌクレオチド配列を含んでなり、かつ、検出可能な物質で標識さ
れている単離された核酸分子。
【請求項１２】
　配列番号３に示されるヌクレオチド配列を含んでなり、かつ、検出可能な物質で標識さ
れている単離された核酸分子。
【請求項１３】
　請求項１～１０のいずれかに記載の核酸分子を含んでなるベクター。
【請求項１４】
　構成的プロモーターを含んでなる請求項１３記載のベクター。
【請求項１５】
　誘導性プロモーターを含んでなる請求項１３記載のベクター。
【請求項１６】
　組織特異的調節エレメントを含んでなる請求項１３記載のベクター。
【請求項１７】
　請求項５または６記載の核酸分子であって、該ペプチドがＩＬ－２の産生の阻害、並び
にＴｈｐ細胞およびＴｈ２細胞のＴｈ１細胞への分化の誘導からなる群より選択される少
なくとも一つの活性を有する、上記核酸分子。
【請求項１８】
　配列番号１の核酸配列によりコードされるアミノ酸配列を含んでなる単離されたポリペ
プチド。
【請求項１９】
　配列番号３の核酸配列によりコードされるアミノ酸配列を含んでなる単離されたポリペ
プチド。
【請求項２０】
　配列番号４に示されるポリペプチドと全鎖長を通して少なくとも９０％同一のアミノ酸
を有する単離されたポリペプチドであって、かつ、ＤＮＡ中のコンセンサスＴ－ｂｏｘ部
位に結合し、さらにＣＤ４＋細胞におけるＩＦＮ－γの産生を誘導する、上記ポリペプチ
ド。
【請求項２１】
　配列番号２に示されるポリペプチドと全鎖長を通して少なくとも９０％同一のアミノ酸
を有する単離されたポリペプチドであって、かつ、ＤＮＡ中のコンセンサスＴ－ｂｏｘ部
位に結合し、さらにＣＤ４＋細胞におけるＩＦＮ－γの産生を誘導する、上記ポリペプチ
ド。
【請求項２２】
　配列番号１に示されるポリヌクレオチドと全鎖長を通して少なくとも９０％同一のヌク
レオチドを有するヌクレオチド配列を含んでなる核酸によりコードされた単離されたポリ
ペプチドであって、かつ、該ヌクレオチド配列がＤＮＡ中のコンセンサスＴ－ｂｏｘ部位
に結合し、さらにＣＤ４＋細胞におけるＩＦＮ－γの産生を誘導するポリペプチドをコー
ドする、上記ポリペプチド。
【請求項２３】
　配列番号３に示されるポリヌクレオチドと全鎖長を通して少なくとも９０％同一のヌク
レオチドを有するヌクレオチド配列を含んでなる核酸によりコードされた単離されたポリ
ペプチドであって、かつ、該ヌクレオチド配列がＤＮＡ中のコンセンサスＴ－ｂｏｘ部位
に結合し、さらにＣＤ４＋細胞におけるＩＦＮ－γの産生を誘導するポリペプチドをコー
ドする、上記ポリペプチド。
【請求項２４】
　配列番号１の少なくとも７００個の連続するヌクレオチドを含んでなるヌクレオチド配
列を含んでなる核酸分子によりコードされている単離されたポリペプチドであって、かつ
、該ヌクレオチド配列がコンセンサスＴ－ＢＯＸドメインと結合しそしてＣＤ４＋細胞に
おけるＩＦＮ－γの産生を誘導する、上記ポリペプチド。
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【請求項２５】
　配列番号３の少なくとも６００個の連続するヌクレオチドを含んでなるヌクレオチド配
列を含んでなる核酸分子によりコードされている単離されたポリペプチドであって、かつ
、該ヌクレオチド配列がコンセンサスＴ－ＢＯＸドメインと結合しそしてＣＤ４＋細胞に
おけるＩＦＮ－γの産生を誘導する、上記ポリペプチド。
【請求項２６】
　配列番号２に示されるアミノ酸配列を含んでなり、かつ、検出可能な物質で標識されて
いる単離されたポリペプチド。
【請求項２７】
　配列番号４に示されるアミノ酸配列を含んでなり、かつ、検出可能な物質で標識されて
いる単離されたポリペプチド。
【請求項２８】
　異種アミノ酸配列をさらに含んでなる請求項１８または１９記載の単離されたポリペプ
チド。
【請求項２９】
　請求項２０または２１記載のポリペプチドであって、ＩＬ－２の産生の阻害、並びにＴ
ｈｐ細胞およびＴｈ２細胞のＴｈ１細胞への分化の誘導からなる群より選択される活性を
有する、上記ポリペプチド。
【請求項３０】
　配列番号２のアミノ酸配列のエピトープに特異的に結合する単離された抗体、またはそ
の抗原結合性断片。
【請求項３１】
　配列番号１の核酸分子によりコードされたタンパク質のエピトープに特異的に結合する
単離された抗体、またはその抗原結合性断片。
【請求項３２】
　配列番号２の全鎖長を通して少なくとも９０％同一のアミノ酸配列を含んでなるポリペ
プチドに特異的に結合し、かつ、ＤＮＡ中のコンセンサスＴ－ｂｏｘ部位に結合しそして
ＣＤ４＋細胞においてＩＦＮ－γを誘導し、さらに配列番号２に少なくとも９０％同一性
を有するポリペプチド部分に結合する単離された抗体、またはその抗原結合性断片。
【請求項３３】
　配列番号２のアミノ酸配列に特異的に結合し、かつ、細胞内抗体である、単離された抗
体、またはその抗原結合性断片。
【請求項３４】
　配列番号４のアミノ酸配列のエピトープに特異的に結合する単離された抗体、またはそ
の抗原結合性断片。
【請求項３５】
　配列番号３の核酸分子によりコードされるタンパク質のエピトープに特異的に結合する
抗体、またはその抗原結合性断片。
【請求項３６】
　配列番号４の全鎖長を通して少なくとも９０％同一のアミノ酸配列を含んでなり、かつ
、ＤＮＡ中のコンセンサスＴ－ｂｏｘ部位に結合しそしてＣＤ４＋細胞におけるＩＦＮ－
γ産生を誘導するポリペプチドに特異的に結合し、さらに、配列番号４に少なくとも９０
％同一性を有するポリペプチド部分に結合する抗体、またはその抗原結合性断片。
【請求項３７】
　配列番号４のアミノ酸配列に特異的に結合し、かつ、細胞内抗体である、単離された抗
体、またはその抗原結合性断片。
【請求項３８】
　キメラ抗体またはヒト化抗体である請求項３１または３５記載の抗体、または抗原結合
性断片。
【請求項３９】
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　生物学的試料から配列番号２のアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドの単離方法であ
って、生物学的試料を請求項３０、３１または３４記載の抗体、またはその抗原結合性断
片と、該抗体が試料中に存在するポリペプチドと結合して複合体を形成する条件下で接触
せしめ、こうして生物学的試料からポリペプチドを単離する工程を含んでなる、上記方法
。
【請求項４０】
　生物学的試料から配列番号４のアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドの検出方法であ
って、生物学的試料を請求項３０、３１または３４記載の抗体、またはその抗原結合性断
片と、該抗体が試料中に存在するポリペプチドと結合して複合体を形成する条件下で接触
せしめ、こうして生物学的試料からポリペプチドを単離する工程を含んでなる、上記方法
。
【請求項４１】
　生物学的試料から配列番号４のアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドの単離方法であ
って、生物学的試料を請求項３０、３１または３４記載の抗体、またはその抗原結合性断
片と、該抗体が試料中に存在するポリペプチドと結合して複合体を形成する条件下で接触
せしめ、こうして生物学的試料からポリペプチドを単離する工程を含んでなる、上記方法
。
【請求項４２】
　生物学的試料における配列番号２のアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドの試験管内
検出方法であって、生物学的試料と請求項３１記載の抗体またはその抗原結合性断片を、
試料中に存在するポリペプチドに該抗体が結合する条件下で接触させる工程、こうして試
料中で形成されたポリペプチドと抗体複合体を検出する工程を含んでなる、上記方法。
【請求項４３】
　Ｔ－ｂｅｔタンパク質の活性を調節する化合物の同定方法であって、Ｔ－ｂｅｔタンパ
ク質を含んでなる指標組成物を提供する工程であって、該Ｔ－ｂｅｔタンパク質が、配列
番号１に示される核酸分子であって、ＤＮＡ中のコンセンサスＴ－ｂｏｘ部位に結合しそ
してＣＤ４＋細胞におけるＩＦＮ－γの産生を誘導するポリペプチドをコードする核酸分
子の全鎖長相補体に対して、４５℃の６Ｘ　ＳＳＣにて、次いで６５℃の０．２ＸＳＳＣ
、０．１％　ＳＤＳでの１回以上の洗浄によるストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズする核酸分子によりコードされるポリペプチドを含んでなる、工程、
　試験化合物を指標組成物と接触させる工程、および
　試験化合物の存在または非存在下で指標組成物中のＴ－ｂｅｔタンパク質の活性に対し
て試験化合物の効果を決定し、こうしてＴ－ｂｅｔタンパク質の活性を調節する化合物を
同定する工程を含んでなる、上記方法。
【請求項４４】
　指標組成物がＴ－ｂｅｔタンパク質およびＴ－ｂｅｔタンパク質が結合するＤＮＡ分子
を含んでなり、そして
　Ｔ－ｂｅｔタンパク質の活性に対する試験化合物の効果が試験化合物の存在または非存
在下で該ＤＮＡ分子に対するＴ－ｂｅｔタンパク質の結合性を評価する、請求項４３記載
の方法。
【請求項４５】
　指標組成物がＴ－ｂｅｔタンパク質およびＴ－ｂｅｔタンパク質に対して応答性のレポ
ーター遺伝子を含んでなり、そして
　Ｔ－ｂｅｔタンパク質の活性に対する試験化合物の効果が試験化合物の存在または非存
在下で該ＤＮＡ分子に対するＴ－ｂｅｔタンパク質の結合性を評価する、請求項４３記載
の方法。
【請求項４６】
　非ヒト哺乳動物における免疫応答に対して試験化合物の効果を決定し、そして試験化合
物の存在または非存在下での免疫応答に対する試験化合物の効果を決定することにより、
免疫応答を調節する化合物を同定する工程をさらに含んでなる、請求項４３記載の方法。
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【請求項４７】
　Ｔ－ｂｅｔタンパク質の活性を調節する薬剤と細胞を細胞内のＴ－ｂｅｔ活性が調節さ
れるように接触させる工程を含んでなる細胞におけるＴ－ｂｅｔ活性の試験管内調節方法
であって、該薬剤が、配列番号４のポリペプチドをコードする核酸分子、配列番号４に示
されるアミノ酸配列を含んでなるポリペプチド、配列番号３に示されるヌクレオチド配列
に対してアンチセンスである核酸分子、配列番号３に示されるヌクレオチド配列によりコ
ードされるアミノ酸配列に特異的に結合する細胞内抗体、またはそれらの組み合わせ物か
らなる群より選択される、上記方法。
【請求項４８】
　　Ｔ－ｂｅｔタンパク質の活性を調節する化合物の同定方法であって、Ｔ－ｂｅｔタン
パク質を含んでなる指標組成物を提供する工程であって、該Ｔ－ｂｅｔタンパク質が、配
列番号３に示される核酸分子であって、ＤＮＡ中のコンセンサスＴ－ｂｏｘ部位に結合し
そしてＣＤ４＋細胞におけるＩＦＮ－γの産生を誘導するポリペプチドをコードする核酸
分子の全鎖長相補体に対して、４５℃の６Ｘ　ＳＳＣにて、次いで６５℃の０．２ＸＳＳ
Ｃ、０．１％　ＳＤＳでの１回以上の洗浄によるストリンジェントな条件下でハイブリダ
イズする核酸分子によりコードされるポリペプチドを含んでなる、工程、
　試験化合物を指標組成物と接触させる工程、および
　試験化合物の存在または非存在下で指標組成物中のＴ－ｂｅｔタンパク質の活性に対し
て試験化合物の効果を決定し、こうしてＴ－ｂｅｔタンパク質の活性を調節する化合物を
同定する工程を含んでなる、上記方法。
【請求項４９】
　請求項３４または４８記載の方法であって、ポリペプチドが結合するＤＮＡ分子が
コンセンサスＴ－ｂｏｘ結合部位である、上記方法。
【請求項５０】
　請求項３４または４８記載の方法であって、ポリペプチドが結合するＤＮＡ分子がＩＬ
－２プロモーターを含んでなる、上記方法。
【請求項５１】
　請求項３４または４８記載の方法であって、ポリペプチドが結合するＤＮＡ分子がＩＦ
Ｎ－γプロモーターである、上記方法。
【請求項５２】
　レポーター遺伝子がＴｈ１会合サイトカイン遺伝子である、請求項４５記載の方法。
【請求項５３】
　Ｔｈ１会合サイトカイン遺伝子がＩＬ－２、ＩＦＮ－γ、およびＬＴ（リンホトキシン
）からなる群より選択される、請求項５２記載の方法。
【請求項５４】
　Ｔｈ１会合サイトカイン遺伝子がＩＦＮ－γである、請求項５２記載の方法。
【請求項５５】
　レポーター遺伝子が、クロラムフェにコールアセチルトランスフェラーゼ、β－ガラク
トシダーゼ、アルカリホスファターゼおよびルシフェラーゼをコードする遺伝子からなる
群より選択される、請求項４５記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　Ｔｈ１細胞産生プログラムの開始およびＴｈ２細胞内の対立プログラムの抑制の両方に
よりナイーブＴヘルパー前駆細胞（Ｔｈｐ）内でＴｈ１表現型を促進するように、作用す
る新規の組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　免疫系の細胞は、細胞外および細胞内シグナルに反応して遺伝子発現のパターンを変化
させる。種々の細胞タイプにおいて一連の生物学的活性に影響するサイトカインまたはリ
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ンホカインと名付けられたポリペプチドの群は、これらのシグナルの中で最も重要なもの
に属する。免疫系内の多数の細胞タイプがサイトカインを分泌するけれども、Ｔヘルパー
（Ｔｈ）リンパ球はこれらのポリペプチドの主要な供給源である。１０年以上前に、Ｔｈ
細胞は、Ｔ細胞受容体連結（ｅｎｇａｇｅｍｅｎｔ）の際に２種の異なるサブセット、Ｔ
ｈ１およびＴｈ２に分化し、これらの異なる機能性能力および独自のサイトカインプロフ
ィールにより両者に定義されることが発見された（非特許文献１；非特許文献２；非特許
文献３；非特許文献４）。Ｔｈ１細胞は遅延タイプ過敏性反応およびマクロファージ活性
化を媒介し、一方Ｔｈ２細胞はＢ細胞を支援しそしてアレルギー反応に重要である（非特
許文献５；非特許文献６；非特許文献７；非特許文献８；非特許文献９）。Ｔｈ１細胞が
細胞－媒介免疫を指令し、一方Ｔｈ２細胞が体液反応に関与するという証拠は、生物体が
、病原に反応して細胞媒介または体液反応のいずれかを有する傾向があり、しかし両方で
はないという観察に良く適合する。Ｔｈサブセット間のこれらの機能的な相違は、サイト
カイン自体の活性により最も容易に説明できる。Ｔｈ１細胞はＩＬ－２、ＴＮＦおよびＬ
Ｔも産生するけれども、ＩＦＮ－γがＴｈ１細胞の「特徴（ｓｉｇｎａｔｕｔｅ）」サイ
トカインである。Ｔｈ２の相当する「特徴」サイトカインはＩＬ－４である。Ｔｈ２細胞
は、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－９、ＩＬ－１０およびＩＬ－１３も分泌する。
【０００３】
　抗原に遭遇すると、ナイーブＣＤ４－Ｔヘルパー前駆体（Ｔｈｐ）細胞は発生プログラ
ムを開始し、最終的にはこれをＴｈ１またはＴｈ２系統に送る。極性化は抗原および同時
刺激シグナル、すなわちＴｈｐが受ける「シグナル強さ」を操作して達成できるが（非特
許文献１０）、エフェクターＴｈ細胞の最も強力な誘導物質は、疑いなくサイトカイン自
体である。ＩＬ－４はＴｈ２分化を促進しそして同時にＴｈ１発生を遮断し、これはＳｔ
ａｔ６信号伝達経路により媒介される作用である。従って、ＩＬ－４またはＳｔａｔ６を
欠失するマウスは、Ｔｈ２細胞を発生しない（非特許文献１１；非特許文献１２；非特許
文献１３；非特許文献１４；非特許文献１５）。反対に、ＩＬ－１２、ＩＬ－１８および
ＩＦＮ－γは、Ｔｈ１細胞発生に重要なサイトカインである（非特許文献１６；非特許文
献１７；非特許文献１８；非特許文献１９；非特許文献２０）。Ｓｔａｔ１経路を介して
作用するＩＦＮ－γ（非特許文献２１）、およびＳｔａｔ４信号伝達経路を介して作用す
るＩＬ－１２（非特許文献２２）は、一緒になってＴｈ１細胞の分化を促進しそしてＴｈ
２系統へのコミットメントを遮断する（非特許文献２３；非特許文献２４）。ＩＬ－１２
またはＳｔａｔ４を欠失するマウスは、Ｔｈ１細胞を持っていない（非特許文献２５；非
特許文献２６；非特許文献２７）。別の重要なＴｈ１誘導サイトカインはＩＬ－１８であ
り、その受容体はＩＬ－１受容体ファミリーに関連する（非特許文献２８）。ＩＬ－１８
を欠失するマウスは、生体内Ｔｈ１反応を欠き（非特許文献２９）そしてＩＬ－１２およ
びＩＬ－１８の両者はＩＦＮ－γ発現を調節する（非特許文献３０；非特許文献３１；非
特許文献３２）。従って、これらのサイトカイン自体はＴｈ極性化を駆動する正および負
のフィードバック系を形成する（非特許文献３３；非特許文献３４；非特許文献３５；非
特許文献３６；非特許文献３７；非特許文献３８；非特許文献３９；非特許文献４０；非
特許文献４１；非特許文献４２；非特許文献４３）（総説は、非特許文献４４；非特許文
献４５；非特許文献４６）。
【０００４】
　最近数年間に、Ｔｈ２細胞へのＴｈ中の転移を制御する転写因子の同定に著しい進歩が
なされ、これはＩＬ－４産生を駆動するこのような因子の能力により証明され、下記に概
説されている（非特許文献４７；非特許文献４８）。３種の異なるタンパク質、すなわち
ｃ－Ｍａｆプロト腫瘍遺伝子、転写因子である活性化Ｔ細胞の核因子（ＮＦＡＴ）、およ
び新規の核抗原であるＮＦＡＴ－相互作用タンパク質４５ｋＤ（ＮＩＰ４５）の産生が、
非－Ｔ細胞に内因性ＩＬ－４産生能力を与えることが証明された（非特許文献４９）。こ
れらの因子およびその他、例えばＧＡＴＡ－３（非特許文献５０）およびＳｔａｔ６は、
明らかにＩＬ－４の産生、従ってＴｈ２細胞の発生を、生体外および生体内の両方で駆動
できる。
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【０００５】
　反対に、Ｔｈ１分化の分子的基礎はほとんど知られていない。例えば、その不在がＴｈ
１細胞生成を不能とする既知のわずかな因子は、Ｓｔａｔ４（非特許文献５１；非特許文
献５２）およびＩＲＦ－１（非特許文献５３；非特許文献５４）であり、これらはいずれ
もＴｈ１特異性ではない。Ｓｔａｔ４依存の様式でＩＬ－１２中に導入されるＥｔｓファ
ミリーメンバーＥＲＭは、最近Ｔｈ１特異性であると報告されたが、しかしこれはＴｈ１
サイトカインの産生に影響しない（非特許文献５５）。Ｓｔａｔ４欠失マウス中のＴｈ１
細胞の不在は、Ｔｈ１プログラムを駆動するＩＬ－１２の欠損の結果であり、一方、ＩＲ
Ｆ－１欠失マウス中のＴｈ１細胞の欠失は、ＩＬ－１２遺伝子の転写制御における直接の
作用によるものであるらしい（非特許文献５６；非特許文献５７）。しかし、このような
推定Ｔｈ１－特異性調節因子の上流にある信号伝達経路の一部は、解明され始めている。
ｐ３８キナーゼは、このような信号伝達分子の一つであり、これはＩＦＮ－γ産生をブー
ストする構成的活性化ＭＡＰキナーゼ・キナーゼ６（ＭＫＫ－６）の能力により証明され
る。反対に、優性陰性（ｄｏｍｉｎａｎｔ　ｎｅｇａｔｉｖｅ）ｐ３８ＭＡＰキナーゼの
過剰発現またはＪｎｋ２またはＪｎｋ１の標的破壊は、Ｔｈ１反応を低下する（非特許文
献５８；非特許文献５９；非特許文献６０）。ＪＮＫ信号伝達経路は、ＩＮＦ－γ遺伝子
の転写への直接作用によりＴｈ発生に影響するであろうが、しかしこれは証明されていな
い。例えば、ＡＴＦ－２およびＡＰ－１転写因子は、両者共にＪＮＫキナーゼの基質であ
りそしてこれらの因子ならびにＮＦκＢおよびＳｔａｔ４タンパク質はＩＦＮ－γプロモ
ーター内の部位に結合することが知られている（非特許文献６１；非特許文献６２；非特
許文献６３；非特許文献６４）。しかし、ＩＦＮ－γの産生は、ＡＴＦ－２を欠失するマ
ウスでは正常である。サイトカインはＴｈ１およびＴｈ２細胞の発生に重要であり、そし
て、これにより、免疫反応が主として細胞または体液的であるかの決定において重要なの
で、Ｔｈ１および／またはＴｈ２サイトカインの産生を調節するための組成物および方法
は、免疫反応の調節において、甚大な利益であろう。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｐａｕｌ　ａｎｄ　Ｓｅｄｅｒ，１９９４，Ｃｅｌｌ　７６，２４１－
２５１
【非特許文献２】Ｍｏｓｍａｎｎ　ａｎｄ　Ｃｏｆｆｍａｎ，１９８９，Ａｎｎｕ．Ｒｅ
ｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．７，１４５－１７３
【非特許文献３】Ｍｏｓｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８６，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３
６，２３４８－２３５７
【非特許文献４】Ｓｎａｐｐｅｒ　ａｎｄ　Ｐａｕｌ，１９８７，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３
６，９４４－９４７）
【非特許文献５】Ｍｏｓｍａｎｎ　ａｎｄ　Ｃｏｆｆｍａｎ，１９８９，Ａｎｎｕ．Ｒｅ
ｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．７，１４５－１７３
【非特許文献６】Ｐａｕｌ　ａｎｄ　Ｓｅｄｅｒ，１９９４，Ｃｅｌｌ　７６，２４１－
２５１
【非特許文献７】Ａｒｔｈｕｒ　ａｎｄ　Ｍａｓｏｎ，１９８６，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．
１６３，７７４－７８６
【非特許文献８】Ｐａｌｉａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４
１，８４９－８５５
【非特許文献９】Ｆｉｎｋｅｌｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
１４１，２３３５－２３４１）
【非特許文献１０】Ｃｏｎｓｔａｎｔ　ａｎｄ　Ｂｏｔｔｏｍｌｙ，１９９７，Ａｎｎｕ
．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５，２９７－３２２
【非特許文献１１】Ｋｏｐｆ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｎａｔｕｒｅ　３６２，２４５
－２４８
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【非特許文献１２】Ｋｕｈｎ　ｅｔ　ａｌ．１９９１，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５４，７０７
－７１０
【非特許文献１３】Ｋａｐｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．１９９６，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　４，３１
３－３１９
【非特許文献１４】Ｓｈｉｍｏｄａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｎａｔｕｒｅ　３８０，
６３０－６３３
【非特許文献１５】Ｔａｋａｄａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｎａｔｕｒｅ　３８０，６
２７－６３０
【非特許文献１６】Ｈｓｉｅｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６０，５
４７－５４９
【非特許文献１７】Ｏｋａｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｎａｔｕｒｅ　３７８，
８８－９１
【非特許文献１８】Ｇｕ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７５，２０６－
２０９
【非特許文献１９】Ｍｅｒａｚ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｃｅｌｌ　８４，４３１－４
４２
【非特許文献２０】Ｍａｇｒａｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　４，４
７１－４８１
【非特許文献２１】Ｍｅｒａｚ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｃｅｌｌ　８４，４３１－４
４２
【非特許文献２２】Ｊａｃｏｂｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｎｅｄ．
１８１，１７５５－６１７６２
【非特許文献２３】Ｓｚａｂｏ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　２，６６
５－６７５
【非特許文献２４】Ｓｚａｂｏ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８５
：８１７－８２５
【非特許文献２５】Ｍａｇｒａｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　４，４
７１－４８１
【非特許文献２６】Ｔａｋａｄａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｎａｔｕｒｅ　３８０，６
２７－６３０
【非特許文献２７】Ｓｈｉｍｏｄａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｎａｔｕｒｅ　３８０，
６３０－６３３
【非特許文献２８】Ｃｅｒｒｅｔｔｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５
６，９７－１００
【非特許文献２９】Ｔａｋｅｄａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　８，３
８３－３９０
【非特許文献３０】Ｂａｒｂｕｌｅｓｃｕ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．，２７，１０９８－１１０７
【非特許文献３１】Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　７
，５７１－５８１
【非特許文献３２】Ａｈｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５９，２
１２５－２１３１
【非特許文献３３】Ｐｏｗｒｉｅ　ａｎｄ　Ｃｏｆｆｍａｎ，１９９３，Ｉｍｍｕｎｏｌ
．Ｔｏｄａｙ　１４，２７０－２７４
【非特許文献３４】Ｓｃｏｔｔ，１９９１，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７，３１４９
【非特許文献３５】Ｍａｇｇｉｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４
８，２１４２
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【非特許文献３７】Ｆａｒｇｅａｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
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ｏｌ．１４９，２９７７
【非特許文献３８】Ｍｅｎｅｔｔｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１
７７，１１９９
【非特許文献３９】Ｔｒｉｎｃｈｉｅｒｉ，１９９３，Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｔｏｄａｙ，１
４，３３５－３３８
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【非特許文献４１】Ｓｅｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０，，１０１８８－１０１９２
【非特許文献４２】Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５１，１９
３８
【非特許文献４３】Ｈｓｉｅｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６０．５
４７－５４９
【非特許文献４４】Ｓｅｄｅｒ　ａｎｄ　Ｐａｕｌ，１９９４，Ｉｎ　Ａｎｎｕａｌ　Ｒ
ｅｖｉｅｗ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１２，６３５－６７３
【非特許文献４５】Ｐａｕｌ　ａｎｄ　Ｓｅｄｅｒ，１９９４，Ｃｅｌｌ　７６，２４１
－２５１
【非特許文献４６】Ｏ’Ｇａｒｒａ，１９９８，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　８，２７５－２８３
【非特許文献４７】Ｇｌｉｍｃｈｅｒ　ａｎｄ　Ｓｉｎｇｈ，１９９９　Ｃｅｌｌ　９６
，１３－２３
【非特許文献４８】Ｓｚａｂｏ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉ
ｏｎｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　９，７７６－７８１
【非特許文献４９】Ｈｏｄｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７４，１
９０３－１９０５；Ｈｏｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８８：１８５
９－１８６６
【非特許文献５０】Ｚｈｅｎｇ　ａｎｄ　Ｆｌａｖｅｌｌ，１９９７，Ｃｅｌｌ　８９，
５８７－５９６
【非特許文献５１】Ｔｈｉｅｒｆｅｌｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｎａｔｕｒｅ　
３８２，１７１－１７４
【非特許文献５２】Ｋａｐｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｎａｔｕｒｅ　３８２，１
７４－１７７）およびＩＲＦ－１
【非特許文献５３】Ｌｏｈｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ：６８１
－６８９
【非特許文献５４】Ｔａｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　６：６７３
－６７９
【非特許文献５５】Ｏｕｙａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．９６：３８８８
【非特許文献５６】Ｌｏｈｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　６，
６８１－６８９
【非特許文献５７】Ｔａｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　６：６７３
－６７９
【非特許文献５８】Ｒｉｎｃｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，ＥＭＢＯ　Ｊ．１７，２８
１７－２８２９
【非特許文献５９】Ｙａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｉｍｕｎｉｔｙ　９，５７５－
５８５
【非特許文献６０】Ｄｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｓｃｉｃｅｎｃｅ　２８２，２
０９２－２０９５
【非特許文献６１】Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６１，６
１０５－６１１２
【非特許文献６２】Ｙｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１６
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：４７４４
【非特許文献６３】Ｂａｒｂｕｌｅｓｃｕ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．２７，１０９８－１１０７
【非特許文献６４】Ｓｉｃａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７
２，３０４１２－３０４２０
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は、少なくともその一部分は、ナイーブＴヘルパー前駆細胞（Ｔｈｐ）内でＴｈ
１表現型を促進するように、Ｔｈ１細胞産生プログラムの開始およびＴｈ２細胞内の対立
プログラムの抑制の両方によって作用する新規の組成物の発見に基づく。具体的には、本
発明は、Ｔ－ｂｅｔをコードする単離された核酸分子および単離されたＴ－ｂｅｔタンパ
ク質を提供する。Ｔ－ｂｅｔ（Ｔｂｏｘ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｉｎ　Ｔ　ｃｅｌｌ）は
、創始メンバーがｂｒａｃｈｙｕｒｙ遺伝子である転写因子のＴ－ｂｏｘファミリーの新
しいメンバーである。Ｔ－ｂｅｔは、胸腺細胞およびＴｈ１細胞内で選択的に構成性発現
される。Ｔ－ｂｅｔは、インターフェロン－γ遺伝子をトランス活性化し、レトロウイル
ス的に形質導入された一次Ｔ細胞内でインターフェロン－γ産生を誘導しそして極性化し
たＴｈ２細胞をＴＨ１経路内に転向することができる、最初のＴｈ１特異性転写因子であ
る。本発明は、これらの新規のＴ－ｂｅｔ組成物の使用方法も提供する。
【０００８】
　本発明の一つの態様は、Ｔ－ｂｅｔをコードするヌクレオチド配列を含んでなる単離さ
れた核酸分子に関する。好ましい態様では、核酸分子は、配列番号１または３のヌクレオ
チド配列を含んでなる。他の態様では、核酸分子は、配列番号１の少なくとも約７００の
連続したヌクレオチドまたは配列番号３の少なくとも５００の連続したヌクレオチドを含
んでなる。好ましい態様では、核酸分子は、配列番号１の少なくとも約７００の連続した
ヌクレオチドと少なくとも７０％のヌクレオチド一致または配列番号３の少なくとも５０
０の連続したヌクレオチドと少なくとも７０％のヌクレオチド一致を有する。
【０００９】
　Ｔ－ｂｅｔをコードする本発明の単離された核酸分子は、ベクター、例えば発現ベクタ
ー内に組み込むことができ、そしてこのベクターは宿主細胞内に導入できる。本発明は、
適当な培地内で本発明の宿主細胞（Ｔ－ｂｅｔ発現ベクターを有する）をＴ－ｂｅｔタン
パク質が産生されるまで培養することによるＴ－ｂｅｔタンパク質を産生する方法も提供
する。この方法は、さらに培地または宿主細胞からＴ－ｂｅｔタンパク質の単離を含むこ
とができる。
【００１０】
　本発明の別の態様は、単離されたＴ－ｂｅｔタンパク質に関する。好ましくは、Ｔ－ｂ
ｅｔタンパク質は配列番号２または４のアミノ酸配列を含んでなる。他の態様では、タン
パク質は少なくとも６０％のアミノ酸一致、少なくとも７０％のアミノ酸一致、さらに好
ましくは少なくとも８０％のアミノ酸一致、その上さらに好ましくは少なくとも９０％の
アミノ酸一致を配列番号１または３記載のアミノ酸配列と有する。
【００１１】
　Ｔ－ｂｅｔ以外のポリペプチドと操作可能に連結したＴ－ｂｅｔタンパク質を含んでな
る融合タンパク質も本発明に包含され、さらにＴ－ｂｅｔタンパク質を特異的に結合する
抗体も包含される。例えば、抗体はポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体である
ことができる。一つの態様では、抗体は検出可能な物質にカプリングしている。
【００１２】
　本発明の別の態様は、Ｔ－ｂｅｔタンパク質をコードする導入遺伝子を有する細胞を含
む非－ヒトトランスジェニック動物に関する。
【００１３】
　本発明のさらに別の態様は、生物学的試料内のＴ－ｂｅｔの存在を検出するための方法
に関する。この方法は、Ｔ－ｂｅｔの存在が生物学的試料中で検出されるＴ－ｂｅｔ活性
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の指標を検出する能力がある薬剤と生物学的試料とを接触させることを含む。本発明は、
細胞内のＴ－ｂｅｔ活性が調節されるようにＴ－ｂｅｔ活性を調節する薬剤と生物学的試
料とを接触させることを含んでなる細胞内のＴ－ｂｅｔ活性を調節するための方法も提供
する。
【００１４】
　本発明のさらに別の態様は、Ｔ－ｂｅｔタンパク質の活性を調節する化合物を同定する
ための方法にも関する。このような方法は、一般に
　　Ｔ－ｂｅｔタンパク質を含んでなる指標組成物を調製し、
　　指標組成物を供試化合物と接触させ、そして
　　指標組成物内のＴ－ｂｅｔタンパク質の活性に対する供試化合物の作用を決定し、こ
れによりＴ－ｂｅｔタンパク質の活性を調節する化合物を同定する
ことを含む。好ましい態様では、指標組成物は、Ｔ－ｂｅｔタンパク質が結合しそしてＴ
－ｂｅｔタンパク質の活性に対する供試化合物の作用が供試化合物の存在または不在にお
けるＤＮＡ分子へのＴ－ｂｅｔタンパク質の結合を評価して決定されるＴ－ｂｅｔタンパ
ク質およびＤＮＡ分子を含んでなる。さらに他の態様では、指標組成物がＴ－ｂｅｔタン
パク質およびＴ－ｂｅｔタンパク質に反応するレポーター遺伝子を含んでなる細胞であり
、そしてＴ－ｂｅｔタンパク質の活性に対する供試化合物の作用を、供試化合物の存在お
よび不在におけるレポーター遺伝子の発現を評価することにより決定する。さらに別の態
様では、本方法は、免疫反応に対する供試化合物の作用を決定し、これにより免疫反応を
調節する化合物を同定する段階をさらに含む。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１Ａ】１ＡはネズミおよびヒトＴ－ｂｅｔのヌクレオチド配列整列を示す。この整列
は、ＡＬＩＧＮプログラムを用いて作製された。
【図１Ｂ】１Ｂは、Ｌｉｐｍａｎ　Ｐｅａｒｓｏｎタンパク質整列プログラムを用いて作
製したネズミおよびヒトＴ－ｂｅｔのアミノ酸配列整列を示す。Ｔ－ｂｏｘ配列を太字で
示す。チロシンリン酸化部位は下線を付けた。核局在化部位は矢印で示す。
【図２】２ＡおよびＢは、５’および３’の両方に位置する機能的に重要なドメインを有
する共通Ｔ－ｂｏｘ部位にＴ－ｂｅｔが結合しトランス活性化することを示す。
【図３Ａ】３Ａは、Ｔ－ｂｅｔがダブルネガティブ胸腺細胞内で優先的に発現されること
を示す。
【図３Ｂ】パネルＢは、Ｔｈクローンの探索において、Ｔ－ｂｅｔ発現がＴｈ１細胞に限
定されることを示す。
【図３Ｃ】パネルＣは、Ｔ－ｂｅｔのウエスタンブロット分析を示す。
【図３Ｄ】パネルＤは、Ｔ－ｂｅｔ発現のＦＡＣＳ分析を示す。
【図４Ａ】４Ａは、Ｔ－ｂｅｔ発現が、ＮＫおよびＢ細胞内のＩＦＮ－γ誘導と相関する
ことを示す。
【図４Ｂ】４Ｂは、Ｔ－ｂｅｔ発現が、ＮＫおよびＢ細胞内のＩＦＮ－γ誘導と相関する
ことを示す。
【図５】Ｔ－ｂｅｔがＴｈ細胞内のＩＦＮ－γ遺伝子をトランス活性化することを示す。
【図６】Ｔ－ｂｅｔのレトロウイルス遺伝子形質導入がＩＦＮ－γ産生を増加しそしてＩ
Ｌ－２産生を抑制することを示す。
【図７】Ｔ－ｂｅｔが、一次Ｔ細胞内でＩＦＮ－γ産生を活性化しそしてＩＬ－２産生を
抑制することを示す。
【図８Ａ】Ｔ－ｂｅｔが、発生中のＴｈ２細胞内でＩＦＮ－γ産生を誘発しそしてＩＬ－
２産生を阻害することを示す。
【図８Ｂ】Ｔ－ｂｅｔが、発生中のＴｈ２細胞内でＩＦＮ－γ産生を誘発しそしてＩＬ－
２産生を阻害することを示す。
【図９Ａ】Ｔ－ｂｅｔが極性化Ｔｈ２細胞をＴｈ１経路内に転向することを示す。Ｔｈ偏
向は、上記のように実行されそしてレトロウイルス感染は培養の９日目に行った。
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【図９Ｂ】Ｔ－ｂｅｔが極性化Ｔｈ２細胞をＴｈ１経路内に転向することを示す。Ｔｈ偏
向は、上記のように実行されそしてレトロウイルス感染は培養の９日目に行った。
【図９Ｃ】Ｔ－ｂｅｔが極性化Ｔｈ２細胞をＴｈ１経路内に転向することを示す。Ｔｈ偏
向は、上記のように実行されそしてレトロウイルス感染は培養の９日目に行った。
【図９Ｄ】Ｔ－ｂｅｔが極性化Ｔｈ２細胞をＴｈ１経路内に転向することを示す。Ｔｈ偏
向は、上記のように実行されそしてレトロウイルス感染は培養の９日目に行った。
【図１０Ａ】Ｔ－ｂｅｔが極性化Ｔｃ２細胞をＴｃ１経路内に転向することを示す。ＣＤ
８＋Ｔ細胞はＭｏＦｌｏにより精製しそして上記のＴｈ２偏向条件で培養しそしてレトロ
ウイルス形質導入は培養の８日目に行った。
【図１０Ｂ】Ｔ－ｂｅｔが極性化Ｔｃ２細胞をＴｃ１経路内に転向することを示す。ＣＤ
８＋Ｔ細胞はＭｏＦｌｏにより精製しそして上記のＴｈ２偏向条件で培養しそしてレトロ
ウイルス形質導入は培養の８日目に行った。
【図１０Ｃ】Ｔ－ｂｅｔが極性化Ｔｃ２細胞をＴｃ１経路内に転向することを示す。ＣＤ
８＋Ｔ細胞はＭｏＦｌｏにより精製しそして上記のＴｈ２偏向条件で培養しそしてレトロ
ウイルス形質導入は培養の８日目に行った。
【図１０Ｄ】Ｔ－ｂｅｔが極性化Ｔｃ２細胞をＴｃ１経路内に転向することを示す。ＣＤ
８＋Ｔ細胞はＭｏＦｌｏにより精製しそして上記のＴｈ２偏向条件で培養しそしてレトロ
ウイルス形質導入は培養の８日目に行った。
【図１１】Ｔ－ｂｅｔがチロシンリン酸化されていることを示す。
【図１２】Ｔ－ｂｅｔ優性陰性変異体の活性を示す。
【図１３】ＩＬ－２プロモーターのＴ－ｂｏｘ要素の変異体がＩＬ－２プロモーター活性
を低下することを示す。
【００１６】
＜発明の詳細な記述＞
　本発明は、Ｔ－ｂｅｔ組成物、例えばＴ－ｂｅｔをコードする単離された核酸分子およ
び単離されたＴ－ｂｅｔタンパク質、ならびにこれらの使用方法に関する。
【００１７】
　本発明をさらに容易に理解できるために、一部の用語を最初に定義する。
【００１８】
　本明細書中に使用される場合に、用語「Ｔ－ｂｅｔ分子」は、配列番号１および３に記
載の核酸分子と構造的特徴を共有するＴ－ｂｅｔ核酸分子および配列番号２および４に記
載のＴ－ｂｅｔタンパク質の特徴的な構造および機能的特徴を共有するＴ－ｂｅｔタンパ
ク質を含む。Ｔ－ｂｅｔタンパク質は、タンパク質のＴ－ｂｏｘファミリーのメンバーで
ありそしてＢｒａｎｃｈｙｕｒｙ、Ｔｂｘｌ－６．Ｔ－ｂｒａｉｎ－１（Ｔｂｒ－１）と
いくらかのアミノ酸配列相同を共有する。Ｔ－ｂｏｘタンパク質は、Ｔ－ｂｏｘ結合部位
においてＤＮＡに結合するＴ－ｂｏｘドメインを含んでなる。さらにＴ－ｂｅｔタンパク
質の構造および機能的特徴は以下に記載する。
【００１９】
　本明細書中に使用される場合に、用語「核酸分子」は、ＤＮＡ分子（例えばｃＤＮＡま
たはゲノムＤＮＡ）およびＲＮＡ分子（例えばｍＲＮＡ）を含むと考える。核酸分子は、
一本鎖状または二本鎖状でもよいが、しかし好ましくは二本鎖状ＤＮＡである。
【００２０】
　本明細書中に使用される場合に、「単離された核酸分子」は、核酸が誘導された生物体
のゲノムＤＮＡ内の核酸に本来的に近接する遺伝子配列（すなわち、核酸が誘導された生
物体のゲノムＤＮＡ内の単離された核分子に対する遺伝子に近接して位置する遺伝子配列
）を含まない核酸分子を呼ぶ。例えば、種々の態様において、単離されたＴ－ｂｅｔ核酸
分子は、代表的には、核酸が誘導された細胞のゲノムＤＮＡ内の核酸分子に本来的に近接
するヌクレオチド配列の約１０ｋｂ以下を含み、そしてさらに好ましくは、本来的に近接
するヌクレオチド配列の約５ｋｂ、４ｋｂ、３ｋｂ、２ｋｂ、１ｋｂ、０．５ｋｂまたは
０．１ｋｂ以下を含む。しかし、「単離された」Ｔ－ｂｅｔ核酸分子は、ゲノムＤＮＡ内
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のＴ－ｂｅｔ配列に正常では近接しない他のヌクレオチド配列に連結してもよい（例えば
、Ｔ－ｂｅｔヌクレオチド配列はベクター配列に連結してもよい）。ある好ましい態様で
は、「単離された」核酸分子、例えばｃＤＮＡ分子は、他の細胞物質を含まなくてもよい
。しかし、Ｔ－ｂｅｔ核酸分子が「単離された」と考えられるために他の細胞物質を含ま
ないという必要はない（例えば、他の哺乳類から分離されそして細菌細胞内に挿入された
Ｔ－ｂｅｔ　ＤＮＡ分子は、まだ「単離された」と考えられる）。
【００２１】
　本明細書中に使用される場合に、用語「高いストリンジェンシー条件下でハイブリダイ
ズする」は、たがいに本質的な相同性（例えば代表的には７０％相同以上）を有するヌク
レオチド配列がたがいに安定してハイブリダイズされたままであるようなハイブリダイゼ
ーションおよび洗浄の条件を記述することを意図する。高いストリンジェンシー条件の好
ましいが制限的ではない例は、６Ｘ塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウムを含むハイブリ
ダイゼーション緩衝液（ＳＳＣ）中、温度約４５℃で数時間から一晩ハイブリダイゼーシ
ョンし、次いで０．２ＸＳＳＣ、０．１％ＳＤＳを含む洗浄緩衝液中、温度約５０～６５
℃での１回またはそれ以上の洗浄である。
【００２２】
　用語「パーセント（％）一致」は、ヌクレオチドおよびアミノ酸配列の範囲内で使用さ
れた場合（例えば、一つのアミノ酸配列が他のアミノ酸配列にＸ％一致である場合）に、
最適に配列される場合に２個の配列の間で共有する一致した残基の百分率を呼ぶ。２個の
ヌクレオチドまたはアミノ酸配列の一致百分率を決定するために、配列を最適比較の目的
で整列する（例えば一つの配列を他の配列と最適に整列するために間隙を挿入してもよい
）。次いで、相当する位置にある残基を比較しそして一方の配列内の位置が他の配列の相
当する位置に相当して同じ残基で占められている場合に、分子はその位置で一致する。従
って、２個の配列の間の一致百分率は、２個の配列が共有する一致した位置の数の関数で
ある（すなわち、％一致＝（一致した位置の数／位置の全数）ｘ１００）。
【００２３】
　当該技術分野で公知のコンピューターアルゴリズムは、２個のヌクレオチドまたはアミ
ノ酸配列を最適に整列しそして比較して、２個の配列間の一致百分率を決定するために使
用できる。２個の配列の比較のために使用される数学アルゴリズムの好ましいが制限的で
はない例は、Ｋａｒｌｉｎ　ａｎｄ　Ａｌｔｓｃｈｕｌ（１９９０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：２２６４－２２６８、変更はＫａｒｌｉｎ　ａｎｄ
　Ａｌｔｓｃｈｕｌ（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０
：５８７３－５８７７のアルゴリズムである。このようなアルゴリズムは、Ａｌｔｓｃｈ
ｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－１０のＮＢ
ＬＡＳＴおよびＸＢＬＡＳＴプログラム中に組み込まれている。比較のためにギャップ入
りの整列を得るためには、ギャップ入りＢＬＡＳＴがＡｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，
（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２５（１７）：３３８９
－３４０２に記載されている。ＢＬＡＳＴおよびギャップ入りＢＬＡＳＴプログラムを使
用する場合に、それぞれのプログラム（例えばＸＢＬＡＳＴおよびＮＢＬＡＳＴ）のデフ
ォールトパラメーターが使用できる。ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ
．ｇｏｖ　参照。例えば、本発明のヌクレオチド配列は、ギャップペナルティーをｅｘｉ
ｓｔａｎｃｅ　５およびｅｘｔｅｎｓｉｏｎ　２に設定したデフォールトＢｌａｓｔｉｎ
マトリックス１－３を使用してＢＬＡＳＴ処理した。本発明のアミノ酸配列は、下記のデ
フォールト設定を用いてＢＬＡＳＴ処理した：ギャップペナルティーをｅｘｉｓｔａｎｃ
ｅ　１１およびｅｘｔｅｎｓｉｏｎ　１に設定したＢｌｏｓｕｍ６２マトリックス。
【００２４】
　配列の比較のために使用した数学アルゴリズムの別の好ましい非限定的例は、Ｍｙｅｒ
ｓ　ａｎｄ　Ｍｉｌｌｅｒ，ＣＡＢＩＯＳ（１９８９）のアルゴリズムである。このアル
ゴリズムは、ＧＣＧ配列整列ソフトウエアパッケージの一部であるＡＬＩＧＮプログラム
（バージョン２．０）内に組み込まれている。アミノ酸配列比較のためにＡＬＩＧＮプロ
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グラムを用いる場合には、ＰＡＭ１２　ｗｅｉｇｈｔ　ｒｅｓｉｄｕｅ　ｔａｂｌｅ、ｇ
ａｐ　ｌｅｎｇｔｈ　ｐｅｎａｌｔｙ１２およびｇａｐ　ｐｅｎａｌｔｙ　４が使用でき
る。配列比較のために複数のプログラムを使用する場合には、最適の整列（例えば２個の
配列間の最高の一致パーセント）を与えるプログラムが比較の目的で使用される。
【００２５】
　本明細書中に使用される場合に、「天然に存在する」核酸分子は、天然に存在するヌク
レオチド配列を有するＲＮＡまたはＤＮＡ分子を呼ぶ（例えば天然タンパク質をコードす
る）。
【００２６】
　本明細書中に使用される場合に、「アンチセンス」核酸は、タンパク質をコードする「
センス」核酸に相補的、例えば二本鎖ｃＤＮＡ分子のコーディング鎖に相補的、ｍＲＮＡ
配列に相補的または遺伝子のコーディング鎖に相補的なヌクレオチド配列を含んでなる。
従って、アンチセンス核酸は、センス核酸に水素結合できる。
【００２７】
　本明細書中に使用される場合に、用語「コード領域」は、アミノ酸に翻訳されるコドン
を含んでなるヌクレオチド配列の領域を呼び、一方用語「非コード領域」は、アミノ酸に
翻訳されないヌクレオチド配列の領域を呼ぶ（例えば５’および３’非翻訳領域）。
【００２８】
　本明細書中に使用される場合に、用語「ベクター」は、これが連結している他の核酸を
輸送できる核酸分子を呼ぶ。ベクターの一つのタイプは、「プラスミド」であり、これは
その中に別のＤＮＡセグメントが連結してもよい環状二本鎖ＤＮＡループを呼ぶ。別のタ
イプのベクターはウイルスベクターであり、ここでは別のＤＮＡセグメントはウイルスゲ
ノム内に連結されてもよい。ある種のベクターは、これが導入された宿主細胞内で自律複
製ができる（例えば複製の細菌起点を有する細菌ベクターおよびエピソーマル哺乳類ベク
ター）。他のベクター（例えば非－エピソーマル哺乳類ベクター）は、宿主細胞内への導
入の際に宿主細胞のゲノム内に組み込まれ、そしてこれにより宿主ゲノムと同時に複製さ
れる。さらに、一部のベクターは、これらが操作可能に連結している遺伝子の発現を指令
できる。このようなベクターは、本明細書中では「組換え発現ベクター」または単に「発
現ベクター」と呼ぶ。一般に、組換えＤＮＡ技術で有用な発現ベクターは、しばしばプラ
スミドの形である。本明細書中で、「プラスミド」および「ベクター」は交換可能に使用
されるが、それはプラスミドがベクターの最も普通に使用される形であるからである。し
かし、本発明は、同等の機能に役立つ発現ベクター、例えばウイルスベクター（例えば複
製欠失レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ関連ウイルス）のような他の形も含
むと考える。
【００２９】
　本明細書中に使用される場合に、用語「宿主細胞」は、本発明の核酸、例えば本発明の
組換え発現ベクターが導入された細胞を呼ぶと考える。用語「宿主細胞」および「組換え
宿主細胞」は、本明細書中では交換可能に使用される。このような用語は、特定の細胞タ
イプを呼ぶだけでなく、このような細胞の後代または可能な後代も呼ぶと考える。ある種
の変化は、突然変異または環境の影響により後続世代に起きるであろうから、このような
後代は実際には親細胞と同等ではないが、しかし本明細書中に使用される用語の範囲内に
含まれる。
【００３０】
　本明細書中に使用される場合に、「トランスジェニック動物」は、動物の１個またはそ
れ以上の細胞が「導入遺伝子」を含む非－ヒト動物、好ましくは哺乳類、さらに好ましく
はマウスを呼ぶ。用語「導入遺伝子」は、これからトランスジェニック動物が発生しそし
て成熟動物のゲノム内に残る細胞のゲノム内に組み込まれる外因性ＤＮＡを呼び、例えば
トランスジェニック動物の１個またはそれ以上の細胞タイプまたは組織内にコードされた
遺伝子産物の発現を指令する。
【００３１】
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　本明細書中に使用される場合に、「相同組換え動物」は、動物の発生に先立って、外因
性遺伝子が、その中で外因性遺伝子と動物の細胞、例えば動物の胚細胞内に導入された外
因性ＤＮＡ分子との間の相同性組換えにより改変されているトランスジェニック非ヒト動
物、好ましくは哺乳類、さらに好ましくはマウスのタイプを呼ぶ。
【００３２】
　本明細書中に使用される場合に、「単離されたタンパク質」は、細胞から単離されるか
または組換えＤＮＡ技術により産生された場合に他のタンパク質、細胞物質および培地、
または化学的に合成された場合に化学的前駆体または他の化学物質を本質的に含まないタ
ンパク質を呼ぶ。
【００３３】
　本明細書中に使用される場合に、用語「抗体」は、免疫グロブリン分子および免疫グロ
ブリン分子の免疫学的に活性な部分、すなわち抗原に特異的に結合（免疫反応）する抗原
結合部位を含む分子を含むと考え、例えばＦａｂおよびＦ（ａｂ’）２断片である。本明
細書中に使用される場合に、用語「モノクローナル抗体」および「モノクローナル抗体組
成物」は、抗原の特定のエピトープと免疫反応できる抗原結合部位の一種のみを含む抗体
分子の集団を呼び、一方「ポリクローナル抗体」および「ポリクローナル抗体組成物」は
、特定の抗原と相互作用可能な抗原結合部位の複数の種類を含む抗体分子の集団を呼ぶ。
従って、モノクローナル抗体組成物は、代表的には、これが免疫反応する特定の抗原に対
する単一結合親和性を示す。
【００３４】
　特定のタンパク質のアミノ酸配列と、タンパク質をコードできるヌクレオチド配列との
間には既知で一定の相関があり、これは遺伝暗号により定義される（以下に記載する）。
同様に、特定の核酸分子のヌクレオチド配列と、核酸分子によりコードされるアミノ酸配
列との間にも遺伝暗号により規定される既知で一定の相関がある。
【００３５】
遺伝暗号
アラニン（Ａｌａ，Ａ）　　　　　ＣＧＡ，ＧＣＣ，ＧＣＧ，ＧＣＴ
アルギニン（Ａｒｇ，Ｒ）　　　　ＡＧＡ，ＡＣＧ，ＣＧＡ，ＣＧＣ，ＣＧＧ，ＣＧＴ
アスパラギン（Ａｓｎ，Ｎ）　　　ＡＡＣ，ＡＡＴ
アスパラギン酸（Ａｓｐ，Ｄ）　　ＧＡＣ，ＧＡＴ
システイン（Ｃｙｓ，Ｃ）　　　　ＴＧＣ，ＴＧＴ
グルタミン酸（Ｇｌｕ，Ｅ）　　　ＧＡＡ，ＧＡＧ
グルタミン（Ｇｌｎ，Ｑ）　　　　ＣＡＡ．ＣＡＧ
グリシン（Ｇｌｙ，Ｇ）　　　　　ＧＧＡ，ＧＧＣ，ＧＧＧ，ＧＧＴ
ヒスチジン（Ｈｉｓ，Ｈ）　　　　ＣＡＣ，ＣＡＴ
イソロイシン（Ｉｌｅ，Ｉ）　　　ＡＴＡ，ＡＴＣ，ＡＴＴ
ロイシン（Ｌｅｕ，Ｌ）　　　　　ＣＴＡ，ＣＴＣ，ＣＴＧ，ＣＴＴ，ＴＴＡ，ＴＴＧ
リシン（Ｌｙｓ，Ｋ）　　　　　　ＡＡＡ，ＡＡＧ
メチオニン（Ｍｅｔ，Ｍ）　　　　ＡＴＧ
フェニルアラニン（Ｐｈｅ，Ｆ）　ＴＴＣ，ＴＴＴ
プロリン（Ｐｒｏ，Ｐ）　　　　　ＣＣＡ，ＣＣＣ，ＣＣＧ，ＣＣＴ
セリン（Ｓｅｒ，Ｓ）　　　　　　ＡＧＣ，ＡＧＴ，ＴＣＡ，ＴＣＣ，ＴＣＧ，ＴＣＴ
トレオニン（Ｔｈｒ，Ｔ）　　　　ＡＣＡ，ＡＣＣ，ＡＣＧ，ＡＣＴ
トリプトファン（Ｔｒｐ，Ｖ）　　ＴＧＧ
チロシン（Ｔｙｒ，Ｙ）　　　　　ＴＡＣ，ＴＡＴ
バリン（Ｖａｌ，Ｖ）　　　　　　ＧＴＡ，ＧＴＣ，ＧＴＧ，ＧＴＴ
終止シグナル（末端）　　　　　　ＴＡＡ，ＴＡＧ，ＴＧＡ
【００３６】
　遺伝暗号の重要で周知の特徴は、その重複性であり、これによりタンパク質を構成する
大部分のアミノ酸に対して、１個を越えるコーディングヌクレオチドトリプレットを使用
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してもよい（以上に記載）。従って、多数の異なるヌクレオチド配列が一つの与えられた
アミノ酸配列に対してコードできる。このようなヌクレオチド配列は、機能的に等価と考
えられ、それはこれらがすべての生物体内で同じアミノ酸配列の産生をもたらすからであ
る（しかし、一部の生物体は、ある種の配列が他のものに対するより一層迅速に翻訳でき
る）。さらに、場合により、プリンまたはピリミジンのメチル化変種が、与えられたヌク
レオチド配列内に見いだされてもよい。このようなメチル化は、トリヌクレオチドコドン
と相当するアミノ酸との間のコーディング関係に影響しない。
【００３７】
　以上を考慮して、本発明のＴ－ｂｅｔタンパク質（またはそのいかなる部分でも）に対
してコードするＤＮＡまたはＲＮＡ分子のヌクレオチド配列は、ＤＮＡまたはＲＮＡ分子
をアミノ酸配列に翻訳する遺伝暗号を用いてＴ－ｂｅｔアミノ酸配列を誘導するために使
用できる。同様に、あらゆるＴ－ｂｅｔアミノ酸配列に対して、Ｔ－ｂｅｔタンパク質を
コードできる相当するヌクレオチド配列が遺伝暗号から誘導できる（しかしその重複性に
より、これは与えられたアミノ酸配列に対して複数の核酸配列を生成する）。従って、Ｔ
－ｂｅｔヌクレオチド配列に関する本明細書中での記述および／または開示は、ヌクレオ
チド配列によりコードされるアミノ酸配列の記述および／または開示とも考えられるべき
である。同様に、本明細書中のＴ－ｂｅｔアミノ酸配列の記述および／または開示は、ア
ミノ酸配列をコードできるすべての可能なヌクレオチド配列の記述および／または開示と
も考えるべきである。
【００３８】
　ＢｒａｃｈｙｕｒｙまたはＴは、Ｔ－ｂｏｘと呼ばれる２００アミノ酸ＤＮＡ結合ドメ
インを共有する転写因子のファミリーの創始メンバーである（総説は、（Ｓｍｉｔｈ，１
９９７；Ｐａｐａｉｏａｎｎｏｕ，１９９７；Ｍｅｉｓｌｅｒ，１９９７中）。Ｂｒａｃ
ｈｙｕｒｙ（「短尾」のギリシャ語）突然変異は、短くて少しねじれた尾を持った異型接
合変異動物内で、１９２７年に最初に記載された（Ｈｅｒｒｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，１
９９０）。Ｂｒａｃｈｙｕｒｙ　Ｔ－ｂｏｘタンパク質のアミノ－末端の半分（アミノ酸
１～２２９）は、配列特異性ＤＮＡ結合活性を示すことが知られているＴ－ｂｏｘとして
知られる保存ドメインを含む（Ｋｉｓｐｅｒｔ，Ａ．＆　Ｈｅｒｒｍａｎｎ，Ｂ．Ｇ．１
９９３，ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：３２１１；Ｐａｐａｐｅｔｒｏｕ，Ｃ．，ｅｔ　ａｌ．１
９９７，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．４０９：２０１；Ｋｉｓｐｅｒｔ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．，
１９９５，ＥＭＢＯ　Ｊ．１４：４７６３）。Ｃ－末端の半分は、トランス活性化および
抑制ドメインの２対を含む。オルソログ種内のＴ－ｂｏｘ領域の間の配列の類似性は、９
９％と高くそして非オルソログ遺伝子間では４０～７０％である。Ｔ－ｂｏｘ領域は最近
ＤＮＡと同時結晶化され、そしてタンパク質がＤＮＡと大溝（ｍａｊｏｒ　ｇｒｏｏｖｅ
）および小溝（ｍｉｎｏｒ　ｇｒｏｏｖｅ）内の両方で接触する新規の配列特異性ＤＮＡ
認識構造を証明する（Ｍｕｅｌｌｅｒ，Ｃ．Ｗ．＆　Ｈｅｒｒｍａｎｎ，Ｂ．Ｇ．，１９
９７，Ｎａｔｕｒｅ　３８９，８８４）。
【００３９】
　酵母ワンハイブリッド（ｙｅａｓｔ　ｏｎｅ　ｈｙｂｒｉｄ）法を、Ｔｈ－１特異性転
写因子を同定するために使用した。酵母細胞は、ＩＬ－２プロモーター－レポーター遺伝
子構築物を発現するように作製されそして抗－ＣＤ３活性化Ｔｈ１細胞クローンから作製
されたｃＤＮＡライブラリーを用いて形質転換された。ＩＬ－２プロモーターの検査は、
ＮＦκＢ部位の５’－２４０－２２０丁度の優れたＴ－ｂｏｘ結合部位を明らかにした。
後記の実施例に記載するように、Ｔ－ｂｅｔはＩＬ－２プロモーターを結合する能力に基
づいて酵母ワンハイブリッドスクリーニングアッセイで単離された。
【００４０】
　ネズミ（ｍｕｒｉｎｅ）Ｔ－ｂｅｔをコードするヌクレオチド配列を配列番号３に示す
。ネズミＴ－ｂｅｔは５３０アミノ酸タンパク質であり、その１９０アミノ酸のＴ－ｂｏ
ｘドメインは残基１３６－３２６に位置する。ネズミＴ－ｂｅｔのアミノ酸配列を配列番
号４に示す。ネズミＴ－ｂｅｔ配列を本明細書中の記載のようにクローンした後、いまま
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でどの既知のタンパク質をコードするか知られていなかった核酸断片からＴ－ｂｅｔのヒ
トオルソログの配列を編集できた。ヒトＴ－ｂｅｔのヌクレオチド配列を配列番号１に示
す。ヒトＴ－ｂｅｔは、５３５アミノ酸タンパク質で、その１９０アミノ酸Ｔ－ｂｏｘド
メインは残基１３８－３２７に位置する。ヒトＴ－ｂｅｔ遺伝子は、染色体１７に位置決
定されている。タンパク質のＴ－ｂｅｔファミリーの２メンバー（ヒトおよびマウス）の
ヌクレオチドおよびアミノ酸配列を図１および配列番号１～４に示す。
【００４１】
　本発明のＴ－ｂｅｔタンパク質は、Ｔ－ｂｏｘタンパク質と相同性を有する。Ｂｒａｃ
ｈｙｕｒｙを含まないマウス中に８種のＴ－ｂｏｘ遺伝子が存在する。これらは、Ｔｂｘ
１～６、Ｔ－ｂｒａｉｎ－１（Ｔｂｒ－１）およびいまやＴ－ｂｅｔを含み、それぞれ明
確で通常は複雑な発現パターンを有する。例えば、Ｔ－ｂｒａｉｎ－１発現は、大部分が
大脳皮質内の明確なドメインに限定される（Ｂｕｌｆｏｎｅ，Ａ．ｅｔ　ａｌ．，１９９
５，Ｎｅｕｒｏｎ　１５，６３）。Ｔ－ｂｅｔはＴｂｒ－１の配列に最も類似している。
Ｔ－ｂｏｘの外で、本発明のＴ－ｂｅｔタンパク質は他のＴ－ｂｏｘタンパク質と一致性
を有していない。
【００４２】
　Ｔ－ｂｅｔは、Ｔ細胞内のみで発現されるＴ－ｂｏｘタンパク質であり、そしてＴｂｒ
－１に配列が最も類似している。他の種もＢｒａｃｈｙｕｒｙ様の遺伝子を発現する。こ
のような脊椎動物種は、ゼノプス（Ｘｅｎｏｐｕｓ）、ミノカサゴ（Ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
）、ヒヨコおよびヒトであり（Ｒａｏ，１９９４；Ｈｏｒｂ　ａｎｄ　Ｔｈｏｍｓｅｎ，
１９９７；Ｃｏｎｌｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６；Ｒｙａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６
；Ｓｃｈｕｌｔｅ－Ｍｅｒｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４；Ｅｄｗａｒｄｓ　ｅｔ　ａ
ｌ．，１９９６；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６；Ｌａｗ　ｅｔ　ａｌ．，
１９９５；Ｃａｍｂｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８）ならびにさらに遠位の種、例えば
ナメクジウオ（ａｍｐｈｉｏｘｕｓ）、ホヤ（ａｓｃｉｄｉａｎｓ）、キョク皮動物（ｅ
ｃｈｉｎｏｄｅｒｍ）、Ｃ．エレガンス（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎ
ｓ）、ショウジョウバエ（ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ）などの昆虫である（Ｈｏｌｌａｎｄ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９５）。　これらの遺伝子は配列でも発現パターンでも保存されてい
る。
【００４３】
　Ｔ－ｂｅｔはチロシンリン酸化で唯一のＴ－ｂｏｘタンパク質として特異である。２個
の共通チロシンリン酸化部位がヒトＴ－ｂｅｔのアミノ酸３２８－３３６および５２６－
５３４およびネズミＴ－ｂｅｔの３２７－３３５および５２１－５２９に存在する。核局
在化配列は、ヒトＴ－ｂｅｔのアミノ酸４９８－５０１およびネズミＴ－ｂｅｔの４９３
－４９６にも存在する。地図作製実験は、２個のトランス活性化部位、すなわちＴ－ｂｏ
ｘドメインの一方は５’、他方は３’に位置決定した。ここに記載したデータは、Ｔ－ｂ
ｅｔが共通Ｔ－ｂｏｘ部位に（生体外標的部位選択により、５’－ＧＧＧＡＡＴＴＴＣＡ
ＣＡＣＣＴＡＧＧＴＧＴＧＡＡＡＴＴＣＣＣ－３’と決定）およびＩＬ－２プロモーター
内のＴ－ｂｏｘ部位に結合することを証明する。Ｔ－ｂｅｔは胸腺内および末梢リンパ系
内にのみ発現する。末梢系においてＴ－ｂｅｔはＴｈ１細胞内のみに発現され、ここでこ
れはＴｃＲ刺激およびＩＬ－１２の両方に反応して誘導される。胸腺内においてＴ－ｂｅ
ｔのレベルは、ＤＮおよびｒａｇ２－／－胸腺細胞内で最高である。
【００４４】
　これらのデータは、新規のＴ－ｂｏｘファミリーメンバーであるＴ－ｂｅｔの組織特異
性ＩＦＮ－γ発現の原因となる選択的発現を証明する。Ｔ－ｂｅｔは、Ｔｈ１内でのみ発
現されＴｈ２細胞内では発現されず、そしてＴ細胞受容体を介するシグナルの伝達に応じ
て前者内で誘導される。Ｔ－ｂｅｔの発現は、Ｔｈ１細胞、ＮＫ細胞およびＢ細胞中のＩ
ＦＮ－γ発現と相関し、そしてＴ－ｂｅｔはＩＦＮ－γ遺伝子の有力なトランス活性化剤
である。最ももっともらしいのは、Ｔ－ｂｅｔを用いるＴｈｐ、Ｔｈ１および極性化Ｔｈ
２およびＴｃ２細胞のレトロウイルス媒介形質導入が、ＩＦＮ－γ発現の印象的な誘導を
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もたらすことである。これは、ＩＬ－２およびＩＬ－４産生の両方の抑制により達成され
る。従って、Ｔ－ｂｅｔの機能は、ＩＦＮ－γ遺伝子転写の単なる制御を越えて延びる。
Ｔ－ｂｅｔは極性化エフェクターＴｈ２細胞および極性化Ｔｃ２細胞をそれぞれ対立する
１およびＴｃ１サブセットへ変換する。総合して考えると、これらのデータは、Ｔ－ｂｅ
ｔがナイーブＴｈｐ細胞からのＴｈ１系統発生を開始する発生プログラムに関与し、そし
てＴｈ１発生プログラムの開始によりそしてＴｈ２細胞内の対立プログラムを抑制するこ
との両方により作用することを証明する。
【００４５】
　本発明の種々の態様をさらに詳細に以下の章に記述する。
【００４６】
１．単離された核酸分子
　本発明の一つの態様は、Ｔ－ｂｅｔをコードする核酸分子の単離に関する。好ましい態
様では、本発明の核酸分子は、配列番号１または配列番号３に記載のヌクレオチド配列を
含んでなる。別の態様では、本発明の核酸分子は、配列番号１の連続したヌクレオチドを
少なくとも約７００個または配列番号３の連続したヌクレオチドを少なくとも約５００個
を含んでなる。好ましい態様では、本発明の核酸分子は、配列番号１の連続したヌクレオ
チド少なくとも約８００、少なくとも約１０００、少なくとも約１２００、少なくとも約
１４００または少なくとも約１６００個を含んでなる。別の好ましい態様では、本発明の
核酸分子は、配列番号３の連続したヌクレオチド少なくとも約６００、少なくとも約８０
０、少なくとも約１０００、少なくとも約１２００または少なくとも約１４００個を含ん
でなる。
【００４７】
　他の態様では、核酸分子は、配列番号１の連続したヌクレオチド少なくとも７００、少
なくとも約８００、少なくとも約１０００、少なくとも約１２００、少なくとも約１４０
０または少なくとも約１６００個を含んでなる核酸分子と、少なくとも７０％一致、さら
に好ましくは８０％一致、そしてその上さらに好ましくは９０％ヌクレオチド一致を有す
る。別の態様では、核酸分子は、配列番号３の連続したヌクレオチド少なくとも約６００
、少なくとも約８００、少なくとも約１０００、少なくとも約１２００または少なくとも
約１４００個を含んでなる核酸分子と、少なくとも７０％一致、さらに好ましくは８０％
一致、そしてその上さらに好ましくは９０％ヌクレオチド一致を有する。
【００４８】
　遺伝暗号の縮重により配列番号１または３とは異り、従って配列番号１または３により
コードされると同じＴ－ｂｅｔタンパク質をコードする核酸分子は、本発明に包含される
。従って、別の態様では、本発明の単離された核酸分子は、配列番号２または配列番号４
に記載のアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするヌクレオチド配列を有する。
【００４９】
　さらに、Ｔ－ｂｅｔタンパク質をコードする核酸分子は、標準の分子生物学技術および
本明細書中に提供する配列情報を用いて、他の起原から単離できる。例えばＴ－ｂｅｔＤ
ＮＡは、ハイブリダイゼーションプローブとして配列番号１または３の全体または一部分
、および標準ハイブリダイゼーション技術（例えばＳａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．ｅｔ　ａｌ．
，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２
ｎｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌ
ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９８９）を用いてヒトゲノムＤＮＡライブラ
リーから単離できる。さらに、Ｔ－ｂｅｔ遺伝子の全体または一部分を包含する核酸分子
は、配列番号１または３の配列に基づいて設計されたオリゴヌクレオチドプライマーを用
いるポリメラーゼ連鎖反応により単離できる。例えばｍＲＮＡは細胞から単離でき（例え
ばＣｈｉｒｇｗｉｎ　ｅｔ　ａｌ（１９７９）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１８：５２９
４－５２９９のグアニジウム－　チオシアナート抽出法により）、そしてｃＤＮＡは、逆
転写酵素（例えば、Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ，Ｂｅｔｈｅｄａ，ＭＤから入手できるＭｏｌｏ
ｎｅｙ　ＭＬＶ　逆転写酵素；またはＳｅｉｋａｇａｋｕ　Ａｍｅｒｉｃａ　Ｉｎｃ．，
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Ｓｔ．Ｐｅｔｅｒｓｂｕｒｇ，ＦＬから入手できるＡＭＶ　逆転写酵素）を用いて調製で
きる。ＰＣＲ増幅のための合成オリゴヌクレオチドプライマーは、配列番号１または３記
載のヌクレオチド配列に基づいて設計できる。本発明の核酸は、ｃＤＮＡまたはゲノムＤ
ＮＡを鋳型としておよび適当なオリゴヌクレオチドプライマーを用い、標準ＰＣＲ増幅技
術に従って増幅できる。このようにして増幅した核酸は、適当なベクター内にクローンで
きそしてＤＮＡ配列決定分析により特性試験ができる。さらに、Ｔ－ｂｅｔヌクレオチド
配列に相当するオリゴヌクレオチドは、標準の合成技術、例えば自動化ＤＮＡ合成装置に
より調製できる。
【００５０】
　配列番号１および３記載のＴ－ｂｅｔヌクレオチド配列に加えて、Ｔ－ｂｅｔのヌクレ
オチドまたはアミノ酸配列に小さい変化をもたらすＤＮＡ配列多型が集団内に存在しても
よいことは当該技術分野の熟練者により認められる。このようなＴ－ｂｅｔ遺伝子内の遺
伝多型は、自然の対立遺伝子変動により集団内の個体間に存在してもよい。このような自
然の対立遺伝子変動は遺伝子のヌクレオチド配列内に代表的には１～２％の変動をもたら
す。このようなヌクレオチド変動の結果でありそしてＴ－ｂｅｔの機能的活性を変更しな
いＴ－ｂｅｔ内のこのようなヌクレオチド変動およびその結果であるアミノ酸多型のいず
れもまたすべてが、本発明の範囲内に入ると考える。
【００５１】
　本発明のＴ－ｂｅｔ　ＤＮＡの天然対立遺伝子変種に相当する核酸分子は、ヒトＤＮＡ
、またはその一部分を、高ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件下の標準ハイ
ブリダイゼーション技術に従うハイブリダイゼーションプローブとして、本明細書中に開
示するＴ－ｂｅｔ核酸分子へのこれらの相同性に基づいて単離できる。従って、別の態様
では、本発明の単離された核酸分子は、高ストリンジェンシー条件下で、配列番号１また
は３のヌクレオチド配列を含んでなる第二の核酸分子にハイブリダイズする。好ましくは
、高ストリンジェンシー条件下で、配列番号１または３の配列にハイブリダイズする本発
明の単離された核酸分子である。一つの態様では、このような核酸分子は、長さが少なく
とも約７００、８００、９００、１０００、１２００、１３００、１４００、１５００ま
たは１６００ヌクレオチドである。他の態様では、このような核酸分子は、配列番号１の
連続したヌクレオチド少なくとも約７００、８００、９００、１０００、１２００、１３
００、１４００、１５００または１６００個、または配列番号３の連続したヌクレオチド
少なくとも約５００、６００、７００、８００、９００、１０００、１１００、１２００
、１３００、１４００、または１５００個を含んでなる。好ましくは、単離された核酸分
子は、Ｔ－ｂｅｔ核酸分子の天然に存在する対立遺伝子変種に相当する。
【００５２】
　集団内に存在してもよいＴ－ｂｅｔ配列の天然に存在する対立遺伝子変種に加えて、熟
練者は、配列番号１または３のヌクレオチド配列内へ突然変異により小さい変化が導入さ
れ、これによりＴ－ｂｅｔタンパク質の機能的活性を変化することなくコードするタンパ
ク質のアミノ酸配列内に変化をもたらしてもよいことをさらに認めるであろう。例えば、
「非－必須」アミノ酸残基におけるアミノ酸置換に導くヌクレオチド置換は、配列番号１
または３内で起きてもよい。「非－必須」アミノ酸残基は、Ｔ－ｂｅｔの機能的活性、例
えばＤＮＡと相互作用するその能力またはＩＦＮ－γプロモーターからの転写を促進する
その能力を変化することなく、Ｔ－ｂｅｔの野生型配列（例えば配列番号１または３の配
列）から変化され得る残基であり、一方、「必須」アミノ酸は残基は、機能的活性のため
に必要である。
【００５３】
　従って、本発明の他の態様は、Ｔ－ｂｅｔ活性に必須でないアミノ酸残基内に変化を含
むＴ－ｂｅｔタンパク質をコードする核酸分子に関する。このようなＴ－ｂｅｔタンパク
質は、配列番号２または４からのアミノ酸配列とは異なるがしかしＴ－ｂｅｔ活性は保持
する。Ｔ－ｂｅｔタンパク質の非－天然変種をコードする単離された核酸分子は、配列番
号１または３のヌクレオチド配列内への１個またはそれ以上のヌクレオチド置換の導入、
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付加または除去により創成され、例えば１個またはそれ以上のアミノ酸置換、付加または
除去はコードされたタンパク質内への導入される。突然変異は、標準技術、例えば部位特
異的突然変異誘発およびＰＣＲ－媒介変異誘発により配列番号１または３内に導入できる
。好ましくは、保存的アミノ酸置換は、１個またはそれ以上の非－必須アミノ酸残基に行
われる。「保存的アミノ酸置換」とは、アミノ酸残基が類似した側鎖を有するアミノ酸残
基により置換されることである。類似した側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、当
該技術分野では規定されており、これには塩基性側鎖（例えばリシン、アルギニン、ヒス
チジン）、酸性側鎖（例えばアスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電極性側鎖（例えば
グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン、システイン）、
非極性側鎖（例えばアラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルア
ラニン、メチオニン、トリプトファン）、β－分枝側鎖（例えばトレオニン、バリン、イ
ソロイシン）および芳香族側鎖（例えばチロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、
ヒスチジン）が含まれる。従って、Ｔ－ｂｅｔ内の非－必須アミノ酸残基は、好ましくは
同じ側鎖ファミリー内の他のアミノ酸残基により置換される。
【００５４】
　あるいは、別の態様では、突然変異は、Ｔ－ｂｅｔコード領域の全体または一部分に沿
ってランダムに、例えば飽和変異誘発により導入でき、そしてもたらされた変異体は、機
能的活性を保持している変異体を同定するために、ＤＮＡおよび／または活性転写体へ結
合するその能力に関してスクリーニングできる。変異誘発に続き、コードされたＴ－ｂｅ
ｔ変異タンパク質は宿主細胞内に組換え的に発現でき、そして変異タンパク質の機能的活
性は、Ｔ－ｂｅｔ活性をアッセイするための当該技術分野で利用できるアッセイを用いて
決定できる（例えばＤＮＡ中に存在するＴ－ｂｏｘ結合要素へ結合するタンパク質の能力
の測定により、またはＴ細胞内のＴｈ１またはＴｈ２表現型を調節するタンパク質の能力
を測定することによる）。
【００５５】
　本発明の別の態様は、Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡまたは遺伝子のコーディング鎖に対してア
ンチセンスである単離された核酸分子に関する。本発明のアンチセンス核酸は、全Ｔ－ｂ
ｅｔコーディング鎖に対して、またはその一部分に対してのみ相補的であることができる
。一つの態様では、アンチセンス核酸分子は、タンパク質のＴ－ｂｅｔファミリーに独特
であるかまたは特定の種からのＴ－ｂｅｔ配列に独特である、Ｔ－ｂｅｔをコードする核
酸配列のコーディング鎖のコード領域に対してアンチセンスである。別の態様では、アン
チセンス核酸分子は、タンパク質のＴ－ｂｅｔファミリーに独特であるかまたは特定の種
からのＴ－ｂｅｔ配列に独特である、Ｔ－ｂｅｔをコードするヌクレオチド配列のコーデ
ィング鎖の非コード領域に対してアンチセンスである。好ましい態様では、本発明のアン
チセンス分子は、配列番号１の非コーディング鎖の連続したヌクレオチドを少なくとも約
７００個、さらに好ましくは、配列番号１の非コーディング鎖の連続したヌクレオチドの
少なくとも８００、１０００、１２００、１４００、または１６００個、または配列番号
３の非コーディング鎖の連続したヌクレオチドを少なくとも約５００個、さらに好ましく
は、配列番号３の非コーディング鎖の連続したヌクレオチドを少なくとも６００、８００
、１０００、１２００、または１４００個を含んでなる。
【００５６】
　本明細書中で開示するＴ－ｂｅｔをコードするコーディング鎖配列（例えば配列番号１
および３）を与えると、本発明のアンチセンス核酸は、ＷａｔｓｏｎおよびＣｒｉｃｋの
塩基対規則に従って設計できる。アンチセンス核酸分子は、Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡの全コ
ード領域に相補的であってもよく、あるいはＴ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡのコードまたは非コー
ド領域の一部分のみにアンチセンスであるオリゴヌクレオチドであることもできる。例え
ば、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡの翻訳開始部位の周囲の
領域に相補的であってもよい。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、例えば長さ約１５、
２０、２５、３０、３５、４０、４５または５０ヌクレオチドであることができる。本発
明のアンチセンス核酸は、当該技術分野では公知の方法を用いて化学合成および酵素連結
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反応を用いて構築できる。例えば、アンチセンス核酸（例えばアンチセンスオリゴヌクレ
オチド）は、天然に存在するヌクレオチドを用いて化学的に合成でき、または分子の生物
学的安定性を増加するためまたはアンチセンスとセンス核酸の間に形成される二本鎖の物
理的安定性を増加するために設計された種々の変性ヌクレオチド、例えばホスホロチオエ
ート誘導体およびアクリジン置換ヌクレオチドが使用できる。あるいは、アンチセンス核
酸は、その中に核酸がアンチセンス方向にサブクローンされている発現ベクターを用いて
生物学的に産生できる（すなわち、挿入された核酸から転写されたＲＮＡは、関係する標
的核酸にアンチセンス方向であり、これは以下にさらに記述する）。
【００５７】
　他の態様では、本発明のアンチセンス核酸は、リボザイムである。リボザイムは、一本
鎖核酸、例えばこれらが相補領域を有するｍＲＮＡを開裂できるリボヌクレアーゼ活性を
有する触媒性ＲＮＡ分子である。Ｔ－ｂｅｔ－コード化核酸に対して特異性を有するリボ
ザイムは、本明細書中に開示するＴ－ｂｅｔ遺伝子のヌクレオチド配列に基づいて設計で
きる。例えば、テトラヒメナ（Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ）Ｌ－１９　ＩＶＳ　ＲＮＡの誘
導体は、活性部位の塩基配列がＴ－ｂｅｔをコードするｍＲＮＡ内の開裂される塩基配列
に相補的であるものの中で構築できる。例えば、Ｃｅｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許（Ｕ
Ｓ）第４，９８７，０７１号およびＣｅｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許（ＵＳ）第５，１
１６，７４２号参照。あるいは、Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡは、ＲＮＡ分子のプールからの特
異性リボヌクレアーゼ活性を有する触媒生ＲＮＡを選択するために使用できる。例えば、
Ｂａｒｔｅｌ，Ｄ．ａｎｄ　Ｓｚｏｓｔａｋ，Ｊ．Ｗ．，（１９９３）Ｓｃｉｃｅｎｃｅ
　２６１：１４１１－１４１８参照。
【００５８】
　本発明のさらに別の態様は、Ｔ－ｂｅｔ融合タンパク質をコードする単離された核酸分
子に関する。非－Ｔ－ｂｅｔタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドをコードする第二
ヌクレオチド配列に操作可能に連結するＴ－ｂｅｔタンパク質、ポリペプチドまたはペプ
チドをコードする少なくとも１個の第一ヌクレオチド配列を含んでなるこのような核酸分
子は、標準の組換えＤＮＡ技術により調製できる。Ｔ－ｂｅｔ融合タンパク質は、以下の
サブセクションＩＩＩ中にさらに記述される。
【００５９】
ＩＩ．組換え発現ベクターおよび宿主細胞
　本発明の別の態様は、Ｔ－ｂｅｔ（またはその一部分）をコードする核酸を含むベクタ
ー、好ましくは組換え発現ベクターに関する。本発明の発現ベクターは、宿主細胞内の核
酸の発現に適する形にある本発明の核酸を含んでなり、これは、組換え発現ベクターが、
発現のために使用される宿主細胞に基づいて選択され、発現される核酸配列に操作可能に
連結する１個またはそれ以上の調節配列を含むことを意味する。組換え発現ベクター内で
、「操作可能に連結」とは、関係するヌクレオチド配列が、調節配列に対してヌクレオチ
ド配列の発現を許容する様式で連結していることを意味すると考える（例えば、生体外転
写／翻訳系内またはベクターが宿主細胞内に導入された場合の宿主細胞内）。用語「調節
配列」は、プロモーター、エンハンサーおよびその他の発現制御要素（例えばポリアデニ
ル化シグナル）を含む。このような調節配列は、例えばＧｏｅｄｄｅｌ：Ｇｅｎｅ　Ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇ
ｙ　１８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（１９９０）中
に記載されている。調節配列は、多くの種類の宿主細胞内のヌクレオチド配列の構成的発
現を指令するものおよびある種の宿主細胞内のみでヌクレオチド配列の発現を指令するも
の（例えば組織特異性調節配列）を含む。当該技術分野の熟練者は、発現ベクターの設計
が、形質転換される宿主細胞の選択、所望のタンパク質の発現のレベルなどの因子に依存
することを認めるであろう。本発明の発現ベクターは、宿主細胞内に導入され、これによ
り本明細書に記載の核酸によりコードされる融合タンパク質またはペプチドを含むタンパ
ク質またはペプチドを産生する（例えばＴ－ｂｅｔタンパク質、Ｔ－ｂｅｔタンパク質の
変異形、Ｔ－ｂｅｔ融合タンパク質など）。
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【００６０】
　本発明の組換え発現ベクターは、原核細胞または真核細胞中のＴ－ｂｅｔタンパク質の
発現のために設計できる。例えば、Ｔ－ｂｅｔは、細菌細胞、例えば大腸菌、昆虫細胞（
バキュロウイルス発現ベクターを用い）、酵母細胞または哺乳類細胞内に発現できる。適
当な宿主細胞は、Ｇｏｅｄｄｅｌ：Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒ
ｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（１９９０）中にさらに考察されている。あるいは、
組換え発現ベクターは、例えばＴ７プロモーター調節配列およびＴ７ポリメラーゼを用い
て生体外で転写および翻訳してもよい。
【００６１】
　原核生物内のタンパク質の発現は、大腸菌内で、融合または非－融合タンパク質のいず
れかの発現を指令する構成的または誘導的プロモーターを含むベクターを用いて最もしば
しば行われる。融合ベクターは、その中にコードされるタンパク質に多数のアミノ酸を、
通常は組換えタンパク質のアミノ末端に加える。このような融合ベクターは、１種または
それ以上の目的に役立つことができる。１）組換えタンパク質の発現を増加するため、２
）組換えタンパク質の溶解度を上昇するため、３）アフィニティー精製におけるリガンド
として作用することにより組換えタンパク質の精製を支援するため、４）タンパク質の検
出および／または精製を支援するためのエピトープタグを提供するため、および／または
５）タンパク質の検出を支援するためのマーカーを提供するため（例えばβ－ガラクトシ
ダーゼ融合を用いるカラーマーカー）。しばしば、融合発現ベクター中で、タンパク質分
解開裂部位が融合部分の結合部に導入されそして融合タンパク質の精製の後に組換えタン
パク質に融合部分から組換えタンパク質の分裂を可能とさせる。このような酵素、および
これらの同起原の認識配列は、Ｘａ因子、トロンビンおよびエンテロキナーゼを含む。代
表的な融合発現ベクターは、ｐＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ；
Ｓｍｉｔｈ，Ｄ．Ｂ．ａｎｄ　Ｊｏｈｏｎｓｏｎ，Ｋ．Ｓ．（１９８８）Ｇｅｎｅ　６７
：３１－４０）、ｐＭＡＬ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒｌｙ
，ＭＡ）およびｐＲＩＴ５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）を含み
、これらはグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合タンパク
質、またはタンパク質Ａを標的組換えタンパク質にそれぞれ融合する。組換えタンパク質
は、真核細胞内にも上記と同じ目的で融合タンパク質として発現できる。
【００６２】
　適当な誘導可能な非－融合大腸菌発現ベクターの例は、ｐＴｒｃ（Ａｍａｎｎ　ｅｔ　
ａｌ．，（１９８８）Ｇｅｎｅ　６９：３０１－３１５）およびｐＥＴ１１ｄ（Ｓｔｕｄ
ｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓ
ａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ（１９９０）６０－８５）を含む。ｐＴｒｃベ
クターからの標的遺伝子発現は、ハイブリッドｔｒｐ－ｌａｃ融合プロモーターからの宿
主ＲＮＡポリメラーゼ転写に依存する。ｐＥＴ１１ｄベクターからの標的遺伝子発現は、
同時発現したウイルスＲＮＡポリメラーゼ（Ｔ７ｇｎ１）により媒介されるＴ７ｇｎ１０
－ｌａｃ融合プロモーターからの転写に依存する。このウイルスポリメラーゼは、ｌａｃ
ＵＶ５プロモーターの転写制御下のＴ７ｇｎ１遺伝子を内包する常在性λプロファージか
らの宿主系列ＢＬ２１（ＤＥ３）またはＨＭＳ１７４（ＤＥ３）により提供される。
【００６３】
　大腸菌内の組換えタンパク質発現を最大化するための一つの戦略は、組換えタンパク質
をタンパク質分解的に開裂することに損傷された能力を有する宿主細胞内のタンパク質を
発現することである（Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ，Ｓ．，Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５，Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ（１９９０）１１９
－１２８）。別の戦略は、それぞれのアミノ酸に対する個別のコドンが大腸菌内に優先的
に使用されるものであるように、発現ベクター内に挿入される核酸の核酸配列を変更する
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ことである（Ｗａｄａ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９２）Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２０
：２１１１－２１１８）。本発明の核酸配列のこのような変更は、標準のＤＮＡ合成技術
により実行できる。
【００６４】
　別の態様では、Ｔ－ｂｅｔ発現ベクターは酵母発現ベクターである。酵母Ｓ．セリビシ
エ（Ｓ．Ｃｅｒｉｖｉｓａｅ）内の発現のためのベクターの例は、ｐＹｅｐＳｅｃ１（Ｂ
ａｌｄａｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８７）ＥＭＢＯ　Ｊ．６：２２９－２３４）、ｐＭ
Ｆａ（Ｋｕｒｊａｎ　ａｎｄ　Ｈｅｒｓｋｏｗｉｔｚ，（１９８２）Ｃｅｌｌ　３０：９
３３－９４３）、ｐＪＲＹ８８（Ｓｃｈｕｌｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８７）Ｇｅｎｅ
　５４：１１３－１２３）およびｐＹＥＳ２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔ
ｉｏｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を含む。
【００６５】
　あるいは、Ｔ－ｂｅｔはバキュロウイルス発現ベクターを用いて昆虫細胞内に発現でき
る。培養した昆虫細胞（例えばＳｆ９細胞）内のタンパク質の発現のために利用できるバ
キュロウイルスベクターは、ｐＡｃシリーズ（Ｓｍｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８３）
Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．３：２１５６－２１６５）およびｐＶＬシリーズ（Ｌｕｃ
ｋｌｏｗ，Ｖ．Ａ．，ａｎｄ　Ｓｕｍｍｅｒｓ，Ｍ．Ｄ．，（１９８９）Ｖｉｒｏｌｏｇ
ｙ　１７０：３１－３９）を含む。
【００６６】
　さらに別の態様では、本発明の核酸は、哺乳類発現ベクターを用いて哺乳類細胞内で発
現される。哺乳類発現ベクターの例は、ｐＭｅｘ－Ｎｅｏｌ．ｐＣＤＭ８（Ｓｅｅｄ，Ｂ
．，（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ　３２９：８４０およびｐＭＴ２ＰＣ（Ｋａｕｆｍａｎ　
ｅｔ　ａｌ．，（１９８７）ＥＭＢＯ　Ｊ．６：１８７－１９５）を含む。哺乳類細胞内
に使用された場合に、発現ベクターの制御機能はしばしばウイルス調節要素により提供さ
れる。例えば、一般に使用されるプロモーターは、ポリオーマ、アデノウイルス２、サイ
トメガロウイルスおよびサルウイルス４０から誘導される。
【００６７】
　他の態様では、組換え哺乳類発現ベクターは、特定の細胞タイプ内に優先的に核酸の発
現を指令する能力がある（例えば組織特異性調節要素が、核酸を発現するために使用され
る）。組織特異性調節要素は、当該技術分野で公知である。適当な組織特異性プロモータ
ーの非制限的な例は、リンパ系特異性プロモーター（Ｃａｌａｍｅ　ａｎｄ　Ｅａｔｏｎ
（１９８８）Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４３：２３５－２７５）、特にはＴ細胞受容体（
Ｗｉｎｏｔｏ　ａｎｄ　Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８９）ＥＭＢＯ　Ｊ．８：７２９－７
３３）および免疫グロブリン（Ｂａｎｅｒｊｉ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８３）Ｃｅｌｌ　
３３：７２９－７４０；Ｑｕｅｅｎ　ａｎｄ　Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８３）Ｃｅｌｌ
　３３：７４１－７４８）アルブミンプロモーター（肝臓特異性；Ｐｉｎｋｅｒｔ　ｅｔ
　ａｌ．（１９８７）Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１：２６８－２７７）、ニューロン特異性プ
ロモーター（例えば神経フィラメントプロモーター；Ｂｙｒｎｅ　ａｎｄ　Ｒｕｄｄｌｅ
（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：５４７３－５４７
７）、膵臓特異性プロモーター（Ｅｄｌｕｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８５）Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　２３０：９１２－９１６）、および乳腺特異性プロモーター（例えば乳漿プロモー
ター、米国特許（ＩＳ）第４，８７３，３１６号および欧州特許出願公開第２６４，１６
６号）を含む。発生的に調節されるプロモーター、例えばネズミｈｏｘプロモーター（Ｋ
ｅｓｓｅｌ　ａｎｄ　Ｇｕｓｓ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：３７４－３７９）
およびα－　フェトタンパク質プロモーター（Ｃａｍｐｅｓ　ａｎｄ　Ｔｉｌｇｈｍａｎ
（１９８９）Ｇｅｎｅ　Ｄｅｖ．３：５３７－５４６）も包含される。
【００６８】
　さらに、哺乳類細胞に使用するための誘導性調節系が、当該技術分野に公知であり、例
えば遺伝子発現が重金属イオンにより調節される系（例えばＭａｙｏ　ｅｔ　ａｌ（１９
８９）Ｃｅｌｌ　２９：９９－１０８；Ｂｒｉｎｓｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ（１９８２）Ｎａ
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ｔｕｒｅ　２９６：３９－４２；Ｓｅａｒｌｅ　ｅｔ　ａｌ（１９８５）Ｍｏｌ．Ｃｅｌ
ｌ．Ｂｉｏｌ．５：１４８０－１４８９　参照）、熱ショック（例えばＮｏｕｒ　ｅｔ　
ａｌ．，（１９９１）ｉｎ　Ｈｅａｔ　Ｓｈｏｃｋ　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ｅ．ｄ．Ｎｏｕ
ｒ，Ｌ．，ＣＲＣ．Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，ＦＬ．ｐｐ１６７－２２０参照）、ホルモン
（例えばＬｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８１）Ｎａｔｕｒｅ　２９４，２２８－２３２；
Ｈａｙｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ　７８：２０３８－２０４２；Ｋｌｏｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ
　３２９：７３４－７３６；Ｉｓｒａｅｌ　＆　Ｋａｕｆｍａｎ（１９８９）Ｎｕｃｌ．
Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１７：２５８９－２６０４；およびＰＣＴ　公開番号ＷＯ９３／２
３４３１号参照）、ＦＫ５０６－関連分子（例えばＰＣＴ　公開番号ＷＯ９４／１８３１
７号参照）またはテトラサイクリン（Ｇｏｓｓｅｎ，Ｍ．ａｎｄ　Ｂｕｊａｒｄ，Ｈ．（
１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：５５４７－５５５１
；Ｇｏｓｓｅｎ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，（１９９５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６８：１７６６－
１７６９；ＰＣＴ公開番号　ＷＯ　９４／２９４４２号および　ＰＣＴ公開番号ＷＯ９６
／０１３１３号）がある。従って、別の態様では、本発明はＴ－ｂｅｔ　ＤＮＡが誘導可
能な真核プロモーターに操作可能に連結し、これにより真核細胞内のＴ－ｂｅｔタンパク
質の発現を誘導可能に発現させる組換え発現ベクターを提供する。
【００６９】
　本発明は、さらにアンチセンス方向に発現ベクター内にクローンされた本発明のＤＮＡ
分子を含んでなる組換え発現ベクターを提供する。すなわち、ＤＮＡ分子は、Ｔ－ｂｅｔ
　ｍＲＮＡにアンチセンスであるＲＮＡ分子の発現（ＤＮＡ分子の転写による）を可能と
する様式で調節配列に操作可能に連結している。アンチセンス方向にクローンされた核酸
に操作可能に連結する調節配列は、種々の細胞タイプ内のアンチセンスＲＮＡ、例えばウ
イルスプロモーターおよび／またはエンハンサーの連続発現を指令するように選択でき、
または調節配列は、構成的、組織特異的または細胞タイプ特異的なアンチセンスＲＮＡ発
現を指令するように選択できる。アンチセンス発現ベクターは、組換えプラスミド、ファ
ジェミド（ｐｈａｇｅｍｉｄ）または弱毒化ウイルスの形であることができ、その中でア
ンチセンス核酸は高効率調節領域の制御下で産生され、その活性はベクターが導入される
細胞タイプにより決定できる。アンチセンス遺伝子を用いる遺伝子発現の調節の考察に関
しては、Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ，Ｈ．ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　ＲＮＡ　ａｓ　
ａ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｔｏｏｌ　ｆｏｒ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｒｅ
ｖｉｅｗｓ－Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，Ｖｏｌ．１（１）１９８６　参照
。
【００７０】
　本発明の別の態様は、本発明のベクター、好ましくは組換え発現ベクターが導入された
組換え宿主細胞に関する。宿主細胞は、原核または真核細胞であることができる。例えば
、Ｔ－ｂｅｔタンパク質は、細菌細胞、例えば大腸菌、昆虫細胞、酵母または哺乳類細胞
（例えばチャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）またはＣＯＳ細胞）内で発現されて
もよい。その他の適当な宿主細胞は、当該技術分野の熟練者には公知である。ベクターＤ
ＮＡは、原核または真核細胞内に、慣用の形質転換またはトランスフェクション技術を利
用して導入できる。本明細書中に使用する場合に、用語「形質転換」および「トランスフ
ェクション」は、宿主細胞内への外来核酸（例えばＤＮＡ）を導入するための当該技術分
野で認められた各種の技術を呼び、リン酸カルシウムまたは塩化カルシウム共沈法、ＤＥ
ＡＥ－デキストラン媒介トランスフェクション、リポフェクションまたはエレクトロポレ
ーションを含む。宿主細胞を形質転換またはトランスフェクションする適当な方法は、Ｓ
ａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ．Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９８９））、およびその他の実験用マニ
ュアル内に見いだすことができる。
【００７１】
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　哺乳類細胞の安定なトランスフェクションのために、使用する発現ベクターおよびトラ
ンスフェクション技術に応じて、細胞の小さい部分だけがそのゲノム内に外来ＤＮＡを組
み込んでもよいことが知られている。これらの組込物を同定および選択するために、選択
可能なマーカー（例えば抗体への抵抗性）をコードする遺伝子を一般に宿主細胞内に、関
係する遺伝子と同時に導入する。好ましい選択可能なマーカーは、薬剤、例えばＧ４１８
、ハイグロマイシンおよびメトトレキセートに抵抗性を与えるものを含む。選択可能マー
カーをコードする核酸は、Ｔ－ｂｅｔをコードするものと同じベクターで宿主細胞内に導
入してもよくまたは別のベクターで導入してもよい。導入された核酸を用いて安定にトラ
ンスフェクションされた細胞は、薬剤選択により同定できる（例えば選択可能なマーカー
遺伝子を組み込まれた細胞は生存し、一方他の細胞は死滅する）。
【００７２】
　培養物内の本発明の宿主細胞、例えば原核または真核宿主細胞は、Ｔ－ｂｅｔタンパク
質を産生（即ち発現）するために使用できる。従って、本発明は、さらに本発明の宿主細
胞を用いるＴ－ｂｅｔタンパク質発現のための方法も提供する。一つの態様では、この方
法は、Ｔ－ｂｅｔが産生されるまで適当な培地内で本発明の宿主細胞（その中にＴ－ｂｅ
ｔをコードする組換え発現ベクターが導入されている）を培養することを含んでなる。別
の態様では、本発明方法は、さらに培地または宿主細胞からＴ－ｂｅｔを単離することを
含んでなる。その本来の形で、Ｔ－ｂｅｔタンパク質は細胞内タンパク質であり、従って
、組換えＴ－ｂｅｔタンパク質は組換え宿主細胞内で細胞内的に発現でき、次いで例えば
宿主細胞を溶解、そして溶解物から組換えＴ－ｂｅｔタンパク質を回収して宿主細胞から
単離される。あるいは、組換えＴ－ｂｅｔタンパク質は、非相同シグナル配列をタンパク
質のアミノ末端に、タンパク質が宿主細胞から分泌されるように操作可能に連結して細胞
外タンパク質として調製できる。この場合に、組換えＴ－ｂｅｔタンパク質は、細胞が培
養された培地から回収できる。
【００７３】
　本発明のある種の宿主細胞は、非－ヒトトランスジェニック動物を作製するためにも使
用できる。例えば、一つの態様では、本発明の宿主細胞は、Ｔ－ｂｅｔコード配列が導入
された受精卵母細胞または胚幹細胞である。従って、このような宿主細胞は、外因性Ｔ－
ｂｅｔ配列がそのゲノム内に導入された非－ヒトトランスジェニック動物または内因性Ｔ
－ｂｅｔ配列が改変された相同組換え動物を創成するために使用できる。このような動物
は、Ｔ－ｂｅｔの機能および／または活性の研究のためおよびＴ－ｂｅｔ活性のモジュレ
ーターの同定または評価のために有用である。従って、本発明の別の態様は、Ｔ－ｂｅｔ
タンパク質またはＴ－ｂｅｔタンパク質の一部分をコードする導入遺伝子を有する細胞を
含む非－ヒトトランスジェニック動物に関する。本発明のトランスジェニック動物に関す
る従属態様では、導入遺伝子は内因性Ｔ－ｂｅｔタンパク質をコードする内因性遺伝子を
改変する（例えば内因性Ｔ－ｂｅｔ遺伝子が機能的に破壊または「ノックアウト」された
か、または内因性Ｔ－ｂｅｔ遺伝子のヌクレオチド配列が突然変異したかまたは内因性Ｔ
－ｂｅｔ遺伝子の転写調節領域が改変された相同組換え動物）。
【００７４】
　本発明のトランスジェニック動物は、Ｔ－ｂｅｔをコードする核酸を受精した卵母細胞
のオス前核内に、例えばマイクロ注入により導入し、そして卵母細胞を擬妊娠メス養育動
物内に発生させて創成できる。配列番号１または３のＴ－ｂｅｔヌクレオチド配列は、導
入遺伝子として非－ヒト動物のゲノム内に導入できる。イントロン配列およびポリアデニ
ル化シグナルも導入遺伝子内に含めて導入遺伝子の発現の効率を高くするために含めるこ
とができる。組織特異性調節配列は、Ｔ－ｂｅｔ導入遺伝子に操作可能に連結して、特定
の細胞にＴ－ｂｅｔタンパク質の発現を指令することができる。胚操作およびマイクロ注
入を介するトランスジェニック動物、特にはマウスなどの動物を作製するための方法は、
当該技術分野では慣用となっておりそして例えば、米国特許（ＵＳ）第４，７３６，８６
６号および第４，８７０，００９号（共にＬｅｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．）、米国特許（ＵＳ
）第４，８７３，１９１号（Ｗａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．）およびＨｏｇａｎ，Ｂ．，Ｍ
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ａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８６）に記載されている。同様の方法は、他のトランスジェニッ
ク動物の作製にも使用される。トランスジェニック創始（ｆｏｕｎｄｅｒ）動物は、その
ゲノム内のＴ－ｂｅｔ導入遺伝子の存在および／または動物の組織または細胞中のＴ－ｂ
ｅｔ　ｍＲＮＡの発現に基づいて同定できる。次いで、トランスジェニック創始動物は、
導入遺伝子を有する別の動物を育種するために使用できる。さらに、Ｔ－ｂｅｔをコード
する導入遺伝子を有するトランスジェニック動物は、他の導入遺伝子を有する他のトラン
スジェニック動物にも育種できる。
【００７５】
　相同組換え動物を創成するために、欠失、付加または置換が導入され、これにより内因
性Ｔ－ｂｅｔ遺伝子を改変、例えば機能性に破壊するＴ－ｂｅｔ遺伝子の少なくとも一部
分を含むベクターを調製する。一つの態様では、相同組換えの際に、内因性Ｔ－ｂｅｔ遺
伝子が機能的に破壊される（すなわち機能性タンパク質をコードしなくなり、「ノクアウ
ト」ベクターとも呼ばれる）ように相同組換えベクターを設計する。あるいは、ベクター
は、相同組換えの際に、内因性Ｔ－ｂｅｔ遺伝子がＴ－ｂｅｔ遺伝子により置換されるよ
うに設計できる。相同組換えベクター中で、Ｔ－ｂｅｔ遺伝子の改変部分は、Ｔ－ｂｅｔ
遺伝子の付加核酸によりその５’および３’末端に近接し、相同組換えをベクターにより
もたらされた外因性Ｔ－ｂｅｔ遺伝子と胚幹細胞内の内因性Ｔ－ｂｅｔ遺伝子との間に起
こさせる。付加的な近接Ｔ－ｂｅｔ核酸は、内因性遺伝子との相同組換え成功のために十
分な長さである。代表的には、数千塩基の近接ＤＮＡ（５’および３’末端の両方）がベ
クター内に含まれる（例えば相同組換えベクターの説明に関してはＴｈｏｍａｓ，Ｋ．Ｒ
．ａｎｄ　Ｃａｐｅｃｃｈｉ，Ｍ．Ｒ．（１９８７）Ｃｅｌｌ　５１：５０３参照）。ベ
クターは胚幹細胞系列内に導入され（例えばエレクトロポレーションにより）、そして導
入されたＴ－ｂｅｔ遺伝子が内因性Ｔ－ｂｅｔ遺伝子と相同的に組み換えられている細胞
を選択する（例えばＬｉ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９２）Ｃｅｌｌ　６９：９１５参照）。
次いで選択された細胞を動物（例えばマウス）の胚盤胞内に注入して集合キメラを形成す
る（例えばＢｒａｄｌｅｙ，Ａ．ｉｎ　Ｔｅｒａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓ　ａｎｄ　Ｅ
ｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ
，Ｅ．Ｊ．Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ　ｅｄ．（ＩＲＬ，Ｏｘｆｏｒｄ，１９８７）ｐｐ１１３
－１５２）。次いで、キメラ胚は、適当な疑妊娠雌養育動物内に移植され、そして胚を生
育させる。生殖細胞内に相同組換えＤＮＡを内包する後代は、動物のすべての細胞が導入
遺伝子の生殖細胞系転移により相同組換えＤＮＡを含む動物を育種するために使用できる
。相同組換えベクターおよび相同組換え動物を構築するための方法は、さらにＢｒａｄｌ
ｅｙ，Ａ．（１９９１）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ　２：８２３－８２９およびＰＣＴ　国際公開番号　ＷＯ　９０／１１３５４号（
Ｍｏｕｅｌｌｅｃ　ｅｔ　ａｌ．）；ＷＯ　９１／０１１４０号（Ｓｍｉｔｈｉｅｓ　ｅ
ｔ　ａｌ．）；ＷＯ　９２／０９６８号（Ｚｉｊｌｓｔｒａ　ｅｔ　ａｌ；およびＷＯ　
９３／０４１６９号（Ｂｅｒｎｓ　ｅｔ　ａｌ．）に記載されている。
【００７６】
　上記に加えて、熟練者は、相同組換えに対する当該技術分野で公知の別の方法が本発明
に適用できることを認めるであろう。酵素支援部位特異性組込み系は、当該技術分野では
公知でありそして第二の標的ＤＮＡ分子内の所定の位置にＤＮＡ分子を組み込むために適
用できる。このような酵素支援組込み系の例は、Ｃｒｅ組換え－ｌｏｘ標的系（例えばＢ
ａｕｂｏｎｉｓ，Ｗ．ａｎｄ　Ｓａｕｅｒ，Ｂ．（１９９３）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓ．２１：２０２５－２０２９；およびＦｕｋｕｓｈｉｇｅ．Ｓ．ａｎｄ　Ｓａｕｅｒ
，Ｂ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：７９０５－
７９０９に記載）およびＦＬＰレコンビナーゼ－ＦＲＴ標的系（例えばＤａｎｇ，Ｄ．Ｔ
．ａｎｄ　Ｐｅｒｒｉｍｏｎ，Ｎ．（１９９２）Ｄｅｖ．Ｇｅｎｅｔ．１３：３６７－３
７５：およびＦｉｅｒｉｎｇ　Ｓ．ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
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ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：８４６９－８４７３に記載）を含む。テトラサイクリン調
節誘導可能相同組換え系、例えばＰＣＴ公開番号ＷＯ９４／２９４４２号およびＰＣＴ公
開番号ＷＯ　９６／０１３１３号に記載のものも使用できる。
【００７７】
　別の態様では、トランスジェニック動物は、例えば、ＣＤ４エンハンサーを用いてＴ－
ｂｅｔをすべてのＴ細胞内に発現するように作製できる（Ｚｈｅｎｇ，Ｗ－Ｐ．＆　Ｆｌ
ａｖｅｌｌ，Ｒ．Ａ．１９９７，Ｃｅｌｌ　８９，５８７）。最近の研究は、ＣＤ２エン
ハンサーも使用できることを示唆している。実際に、これはＴ細胞内の高レベルでの発現
に一層強力であり、発現は多様ではなくそして導入遺伝子発現はコピー数依存性である（
Ｚｈｕｍａｂｅｋｏｖ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．１９９５，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．１
８５，１３３ｌ；Ｓｈａｒｐ，Ｌ．Ｌ．ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　７
，６０９）。Ｔ－ｂｅｔＲＮＡの高レベル発現を有するマウス（導入遺伝子駆動Ｔ－ｂｅ
ｔＲＮＡを内因性Ｔ－ｂｅｔと区別するためのプローブとしてヒト成長ホルモンイントロ
ンを使用）は、創始体の適当な数をスクリーニングして同定できる。
【００７８】
　別の方法では、ドミナントレプレッサートランスジェニックを創成できる。例えばドミ
ナントレプレッサーＴ－ｂｅｔは、Ｔ－ｂｅｔの融合を駆動して近位ｌｃｋエンハンサー
を用いて作製できる（Ａｌｂｅｒｏｌａ－Ｉｌａ，Ｊ．ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｊ．Ｅ
ｘｐ．Ｍｅｄ．１８４，９）、そしてｅｎｇｒａｉｌｅｄが作製できる（Ｔａｙｌｏｒ，
Ｄ．１９９６，Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１０．２７３２；Ｌｉ，Ｊ．，Ｔｈｕｒｍ　Ｈ．ｅ
ｔ　ａｌ．，１９９７，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ　９４：１０８８５）。この構築物は、多量体化Ｔ－ｂｅｔレポーターのＴ－ｂｅ
ｔトランス活性化を特異的に抑制しそしてＮＦＡＴ依存性レポータートランス活性化に影
響しない。
【００７９】
　あるいは、ヌル変異がＥＳ細胞内の標的変異誘発により発生できる（Ｒａｎｇｅｒ，Ａ
．Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｎａｔｕｒｅ　３９２，１８６；Ｈｏｄｇｅ，Ｍ．Ｒ
．，ｅｔ　ａｌ．１９９６，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　４：１，１４４；Ｇｒｕｓｂｙ，Ｍ．Ｊ
．，ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５３，１４１７；Ｒｅｉｍｏｌｄ，Ａ
．Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　３７９：２６２；Ｋａｐｌａｎ，Ｍ．Ｈ．，１９９
６，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ：３１３；Ｋａｐｌａｎ，Ｍ．Ｈ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｎ
ａｔｕｒｅ　３８２，１７４；Ｓｍｉｌｅｙ，Ｓ．Ｔ．ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２７５．９７７）。例えば当該技術分野には公知の技術を用いて、ゲノムＴ－
ｂｅｔクローンをゲノムライブラリーから単離し、イントロン－エキソン機構を調整し、
そして第一エキソンおよびプロモーター配列の上流４５０ｂｐを欠失するｃｒｅ－ｌｏｘ
ベクター内の標的構築物を創成できる（下記参照）。この構築物は、ＥＳ細胞系統内にエ
レクトロポレートでき、そして二重薬剤抵抗性（例えばネオマイシン、ガンシクロビル）
クローンがサザンブロット分析により同定できる。次いで、Ｔ－ｂｅｔ座内に相同組換え
イベントを有するクローンを同定できそして３．５日のＢＡＬＢ／ｃ妊娠マウスから得た
胚盤胞内に注入した。次いでキメラマウスを作製し、そして野生型ＢＡＬＢ／ｃマウスに
かけ合わせて破壊されたＴ－ｂｅｔ遺伝子の生殖細胞系伝達を発生させた。
【００８０】
　他の態様では、ＲＡＧ２－欠失胚盤胞内への移植（Ｃｈｅｎ，Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．１９
９３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：４５２８）またはｃｒｅ
－ｌｏｘ誘導可能な欠失方法が、免疫系内でＴ－ｂｅｔのみを欠失するマウス発生に使用
できる。例えば、標的構築物は、ｃｒｅ－ｌｏｘベクター内に作製できる。胚盤胞補足系
をＮＦＡＴｃ、胚致死表現型研究のために使用した（Ｒａｎｇｅｒ，Ａ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ
．，１９９８，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　８：１２５）。この方法は、ＥＳ細胞内の両方の染色
体上のＴ－ｂｅｔ遺伝子を破壊することを要求し、これは例えば、記載（Ｃｈｅｎ，Ｊ．
，ｅｔ　ａｌ．１９９３，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：４５
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２８）のようにして、変異ネオマイシン遺伝子を用いそしてＥＳ培養物内のＧ４１８の濃
度を上昇することにより、またはｃｒｅ－ｌｏｘ部位を有するｎｅｏ遺伝子に近接して行
うことができる。第二対立遺伝子を破壊するために、ネオマイシン遺伝子は、レコンビナ
ーゼを用いてＥＳクローンをトランスフェクションして欠失でき、次いでＥＳクローンを
同じ標的構築物を用いてトランスフェクションして両方の対立遺伝子上のＴ－ｂｅｔ欠失
を有するクローンを選択できる。ｃｒｅ－レコンビナーゼを用いる第三のトランスフェク
ションは、所望の二重標的ＥＳ細胞を生成する。次いで、この二重標的ＥＳ細胞をＲＡＧ
２胚盤胞細胞内に移植しそしてのようにして生成したキメラマウスのリンパ器官は転移し
たＥＳ細胞により完全にコロニー化される。これは、Ｔ－ｂｅｔの不在が致死を招きかね
ない他の臓器形質転換への影響を及ぼすことなく、リンパ系の細胞へのＴ－ｂｅｔの不在
の影響の評価を可能とする。
【００８１】
　ｃｒｅ－ｌｏｘ系を用いる条件的除去法も使用できる。要約すると、除去すべきエキソ
ンに近接するイントロン領域内にｌｏｘ組換え配列を位置させた標的構築物を作製する。
次いで、この構築物をＥＳ細胞中にトランスフェクションしそして変異マウスを上記のよ
うにして作製する。次いで得られた変異マウスを、誘導可能なプロモーターにより駆動さ
れるｃｒｅレコンビナーゼに対してトランスジェニックなマウスにかけ合わせる。ｃｒｅ
が発現されると、これは、Ｔ－ｂｅｔ遺伝子内に導入されたｌｏｘ部位の間の組換えを誘
導し、従って遺伝子機能を有効に破壊する。この方法の主要な特徴は、遺伝子破壊が、ｃ
ｒｅレコンビナーゼを活性化することにより意のままに成熟動物内に導入できることであ
る。
【００８２】
　組織特異性プロモーターは、免疫系以外の臓器内の異状を避けるために使用できる。ｃ
ｒｅ発現性導入遺伝子は、誘導可能プロモーターにより駆動されてもよい。数種の誘導可
能系がｃｒｅ－ｌｏｘ組換え戦略にいまでは使用され、最も一般的にはテトラサイクリン
およびエクジソン系である。組織特異性誘導可能プロモーターは、Ｔ－ｂｅｔヌルマウス
内に胚的致死性がある場合に使用できる。
【００８３】
　別の方法は、調節されたＴ－ｂｅｔ遺伝子を内包するトランスジェニックマウスの作製
である（例えばテトラサイクリン・オフプロモーターの使用、例えばＳｔ－Ｏｎｇｅ，ｅ
ｔ　ａｌ，１９９６，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｒｅｓ．２４，３８７５－３８７７）次いでこの
トランスジェニックをＴ－ｂｅｔ欠失マウスへ養育する。この方法は、正常なＴ－ｂｅｔ
機能を有するマウスの創成を可能とする。テトラサイクリンは成熟マウスに投与でき、末
梢Ｔ細胞内にＴ－ｂｅｔ機能の破壊を誘導し、次いでＴ－ｂｅｔ欠失の効果は時間経過に
より試験できる。投与の反復サイクル、次いで薬剤（テトラサイクリン）の除去は、Ｔ－
ｂｅｔ遺伝子のオンおよびオフを意のままに変更できるようにする。
【００８４】
ＩＩＩ．単離されたＴ－ｂｅｔタンパク質および抗Ｔ－ｂｅｔ抗体
　本発明の別の態様は、単離されたＴ－ｂｅｔタンパク質に関する。好ましくは、Ｔ－ｂ
ｅｔタンパク質は、配列番号１または３によりコードされるアミノ酸配列を含んでなる。
別の好ましい態様では、タンパク質は配列番号２または４のアミノ酸配列を含んでなる。
別の態様では、タンパク質は配列番号２または４記載のアミノ酸配列と、少なくとも６０
％のアミノ酸一致、さらに好ましくは７０％のアミノ酸一致、さらに好ましくは８０％の
アミノ酸一致、その上さらに好ましくは９０％または９５％のアミノ酸一致を有する。
【００８５】
　別の態様では、本発明は、Ｔ－ｂｅｔタンパク質の単離された部分を提供する。例えば
、本発明は、さらにＴ－ｂｏｘドメインを含むＴ－ｂｅｔのアミノ末端部分を包含する。
種々の態様において、このアミノ末端部分は、ヒトＴ－ｂｅｔの少なくともアミノ酸１３
８－３２７またはマウスＴ－ｂｅｔの少なくともアミノ酸１３７－３２６を包含する。本
発明により提供される別の単離されたＴ－ｂｅｔの部分は、チロシンリン酸化部位を包含
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する部分である。この部分は、少なくともヒトＴ－ｂｅｔのアミノ酸３２４－３６６およ
び／または５２３－５３４またはネズミＴ－ｂｅｔのアミノ酸３２３－３３５または５１
８－５２９を包含する。本明細書で提供するさらに別のＴ－ｂｅｔの単離された部分は、
ヒトＴ－ｂｅｔのアミノ酸４９８－５０１またはネズミＴ－ｂｅｔの４９３－３９６内に
記載の核局在化配列を包含する部分である。
【００８６】
　本発明のＴ－ｂｅｔタンパク質は、好ましくは組換えＤＮＡ技術により産生される。例
えば、タンパク質をコードする核酸分子を発現ベクター内にクローンし（以上に記載）、
発現ベクターを宿主細胞内に導入し（以上に記載）そしてＴ－ｂｅｔタンパク質を宿主細
胞内に発現させる。次いで、標準のタンパク質精製技術を用いる適当な精製手順によりＴ
－ｂｅｔタンパク質を細胞から単離できる。組換え発現の別の方法では、Ｔ－ｂｅｔポリ
ペプチドを標準のペプチド合成技術を用いて化学的に合成できる。さらに、例えば抗Ｔ－
ｂｅｔ抗体を用いる免疫沈降により、ナイーブＴ－ｂｅｔタンパク質を細胞から分離する
（例えばＴ細胞から）。
【００８７】
　本発明は、Ｔ－ｂｅｔ融合タンパク質も提供する。本明細書に使用する場合に、Ｔ－ｂ
ｅｔ「融合タンパク質」は、Ｔ－ｂｅｔ以外のポリペプチドに操作可能に連結したＴ－ｂ
ｅｔポリペプチドを含んでなる。「Ｔ－ｂｅｔポリペプチド」は、Ｔ－ｂｅｔタンパク質
に相当するアミノ酸配列を有するポリペプチド、またはＴ－ｂｅｔタンパク質の独特のそ
のペプチド断片を呼び、ここで、「Ｔ－ｂｅｔ以外のポリペプチド」は、他のタンパク質
に相当するアミノ酸配列を有するポリペプチドを呼ぶ。融合タンパク質内で、用語「操作
可能に連結」は、Ｔ－ｂｅｔポリペプチドおよび他のポリペプチドが互いにインフレーム
で融合していることを示すと考える。他のポリペプチドは、Ｔ－ｂｅｔポリペプチドのＮ
－末端またはＣ－末端に融合してもよい。例えば、一つの態様では、融合タンパク質は、
Ｔ－ｂｅｔ配列がＧＳＴ配列のＣ－末端に融合しているＧＳＴ－Ｔ－ｂｅｔ融合タンパク
質である。別の態様では、融合タンパク質は、Ｔ－ｂｅｔヌクレオチド配列がベクター、
例えばｐＣＥＰ４－ＨＡベクター内に挿入されたＴ－ｂｅｔ－ＨＡ融合タンパク質であり
（Ｈｅｒｒｓｃｈｅｒ，Ｒ．Ｆ．ｅｔ　ａｌ．，（１９９５）Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．９：
３０６７－３０８２）、Ｔ－ｂｅｔ配列はインフルエンザ・ヘマグルチニン・エピトープ
タグにインフレームで融合している。このような融合タンパク質は、組換えＴ－ｂｅｔの
精製を容易にすることができる。
【００８８】
　好ましくは、本発明のＴ－ｂｅｔ融合タンパク質は、標準の組換えＤＮＡ技術により産
生される。例えば、種々のポリペプチド配列をコードするＤＮＡ断片を慣用の方法に従い
、例えば結合のための平滑終止または段違い（ｓｔａｇｅｒｅｄ）終止末端、適当な末端
を得るための制限酵素消化、希望しない結合を避けるための適当なアルカリ性ホスファタ
ーゼ処置としての付着末端の充填、および酵素結合を用いてインフレームで一緒に結合す
る。別の態様では、融合遺伝子は、自動化ＤＮＡ合成装置を含む慣用の技術により合成で
きる。あるいは、遺伝子断片のＰＣＲ増幅は、２この連続断片の間の相補的オーバーハン
グを発生させるアンカープライマーを用いて行うことができ、これはその後にアニールし
そして再度増幅してキメラ遺伝子配列を作製できる（例えばＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏ
ｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｅｄｓ．Ａｕｓｂｅｌ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，１９９２　参照）。さらに、すでに融合
部分をコードした多数の発現ベクターが市販により入手可能である（例えばＧＳＴポリペ
プチドまたはＨＡエピトープタグ）。Ｔ－ｂｅｔコード核酸は、融合部分をＴ－ｂｅｔタ
ンパク質にインフレームで連結するようにこのような発現ベクター内にクローンができる
。
【００８９】
　単離されたＴ－ｂｅｔタンパク質またはその断片は、ポリクローナルおよびモノクロー
ナル調製のための標準方法を用いて、Ｔ－ｂｅｔに特異的に結合する抗体を産生させるた
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めの免疫原として使用できる。Ｔ－ｂｅｔタンパク質は、抗体産生に使用できる。例えば
、ポリクローナル抗血清は、ラビット内で免疫原として全長組換え細菌産生Ｔ－ｂｅｔを
用いて産生できる。この同じ免疫原は、マウスを免疫化しそして免疫化されたマウスから
脾臓細胞を取り出すことによるｍＡｂを産生するために使用できる。Ｔ－ｂｅｔに対する
免疫反応を備えたマウスからの脾臓細胞は、ミエローマ細胞、例えばＳＰ２／Ｏ－Ａｇ１
４ミエローマに融合できる。後記の実施例に記載のように、この方法は、Ｔ－ｂｅｔに結
合するポリクローナルおよびモノクローナル抗体を作製するために使用された。
【００９０】
　あるいは、Ｔ－ｂｅｔの抗原ペプチド断片は免疫原として使用できる。Ｔ－ｂｅｔの抗
原ペプチド断片は、代表的には配列番号２または４記載のアミノ酸配列の少なくとも８ア
ミノ酸残基を含んでなり、そしてペプチドに対して発生した抗体がＴ－ｂｅｔと特異性免
疫複合体を形成するようにＴ－ｂｅｔのエピトープを包含する。好ましくは、抗原ペプチ
ドは少なくともアミノ酸残基１０個を含んでなり、さらに好ましくは少なくともアミノ酸
残基１５個を含んでなり、その上さらに好ましくは少なくともアミノ酸残基２０個を含ん
でなり、そして最も好ましくは少なくともアミノ酸残基３０個を含んでなる。抗原ペプチ
ドに包含される好ましいエピトープは、タンパク質の表面、例えば親水性領域上に位置し
、そしてＴ－ｂｅｔに独特であるＴ－ｂｅｔの領域である。一つの態様では、このような
エピトープは、一つの種、例えばマウスまたはヒトからのＴ－ｂｅｔタンパク質に対して
特異的であることができる（すなわち、種間では保存されないＴ－ｂｅｔの領域を有する
抗原性ペプチドが免疫原として使用される。このような保存されない残基は、本明細書中
に記載のような整列を用いて決定できる）。Ｔ－ｂｅｔタンパク質の標準疎水性分析は、
親水性領域を同定するために行うことができる。
【００９１】
　Ｔ－ｂｅｔ免疫原は、代表的には、適当な対象体（例えばラビット、ヤギ、マウスまた
はその他の哺乳類）を免疫原を用いて免疫化して抗体を調製するために使用される。適当
な免疫原調製物は、例えば、組換え的に発現したＴ－ｂｅｔタンパク質または化学的に合
成したＴ－ｂｅｔペプチドを含むことができる。調製物は、さらにアジュバント、例えば
フロイントの完全または不完全アジュバント、または類似の免疫刺激性薬剤を含むことが
できる。免疫原性Ｔ－ｂｅｔ調製物を用いる適当な対象体の免疫化は、ポリクローナル抗
Ｔ－ｂｅｔ抗体反応を誘発する。
【００９２】
　従って、本発明の別の態様は、抗Ｔ－ｂｅｔ抗体に関する。ポリクローナル抗Ｔ－ｂｅ
ｔ抗体は、上記のようにして、適当な対象体をＴ－ｂｅｔ免疫原を用いて免疫化して調製
できる。免疫化された対象体中の抗Ｔ－ｂｅｔ抗体力価は、標準技術、例えば免疫化Ｔ－
ｂｅｔを用いる酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）により時間に対して測定できる。希望する
場合には、Ｔ－ｂｅｔに対抗する抗体分子は、哺乳類から（例えば血液から）単離しそし
てさらに周知の方法、例えばタンパク質Ａクロマトグラフィーにより精製してＩｇＧ画分
を得ることができる。免疫化から適当な時間において、例えば抗Ｔ－ｂｅｔ抗体力価が最
高になった時点で、抗体産生細胞が対象体から得られそして標準の方法、例えばＫｏｈｌ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ（１９７５，Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５－４９７）
により最初に記述されたハイブリドーマ技術（Ｂｒｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ（１９８１）Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２７：５３９－４６；Ｂｒｏｗｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８０）Ｊ
．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５５：４９８０－８３；Ｙｅｈ　ｅｔ　ａｌ．（１９７６）Ｐ
ＮＡＳ　７６：２９２７－３１；およびＹｅｈ　ｅｔ　ａｌ．（１９８２）Ｉｎｔ　Ｊ．
Ｃａｎｃｅｒ　２９：２６９－７５も参照）、さらに最近ではヒトＢ細胞ハイブリドーマ
技術（Ｋｏｚｂｏｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８３）Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ　４：７２
）、ＥＢＶ－ハイブリドーマ技術（Ｃｏｌｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）），Ｍｏｎｏｃ
ｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ
　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．ｐｐ７７－９６）またはトリオーマ技術によりモノクローナル
抗体を調製するために使用される。モノクローナル抗体ハイブリドーマ産生のための技術
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は周知である（一般的には、Ｒ．Ｈ．Ｋｅｎｎｅｔｈ，ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｎｅｗ　Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ　Ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　
Ａｎａｌｙｓｅｓ，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｒｐ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８０）；Ｅ．Ａ．Ｌｅｒｎｅｒ（１９８１）Ｙａｌｅ　Ｊ．Ｂ
ｉｏｌ．Ｎｅｄ．，５４：３８７－４０２；Ｍ．Ｌ．Ｇｅｆｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９
７７）Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｇｅｎｅｔ．，３：２３１－３６参照）。要約すると
、不死細胞系統（代表的にはミエローマ）を、上記のようにしてＴ－ｂｅｔ免疫原を用い
て免疫化した哺乳類からのリンパ細胞（代表的には脾細胞）に融合させ、そして得られた
ハイブリドーマ細胞の培養上清をスクリーニングして、Ｔ－ｂｅｔに特異的に結合するモ
ノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを同定する。
【００９３】
　リンパ細胞よび不死細胞系統の融合に対して使用した周知の多数のプロトコールのいず
れも、抗Ｔ－ｂｅｔモノクローナル抗体を産生する目的で適用できる（例えばＧ．Ｇａｌ
ｆｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ　２６６：５５０５２；Ｇｅｆｔｅｒ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｇｅｎｅｔ．以上に引用；Ｌｅｒｎｅｒ，
Ｙａｌｅ　Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ．以上に引用、Ｋｅｎｎｅｔｈ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ、以上に引用も参照）。さらに、通常の技術者は、有用な多数の
このような方法の変形が存在することを認めるであろう。代表的には、不死細胞系統（例
えばニエローマ細胞系統）は、リンパ細胞と同じ哺乳類種から誘導される。例えば、ネズ
ミハイブリドーマは、本発明の免疫原調製物を用いて免疫化したマウスからのリンパ細胞
を、不死化マウス細胞系統と融合して作製できる。好ましい不死細胞系統は、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地（「ＨＡＴ培地」）に感受性であるマウ
スミエローマ細胞系統である。多数のミエローマ細胞系統のいずれも、標準方法に従う融
合相手として使用してもよく、例えばＰ３－ＮＳ１／１－　Ａｇ４－１、Ｐ３－ｘ６３－
Ａｇ８．６５３またはＳｐ２／Ｏ－Ａｇ１４ミエローマ系統である。これらのミエローマ
系統は、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣ
Ｃ，Ｒｏｃｋｖｉｌｌ，Ｍｄ）から入手できる。代表的には、ＨＡＴ感受性マウスミエロ
ーマ細胞を、ポリエチレングリコール（「ＰＥＧ」）を用いてマウス脾細胞に融合する。
次いで、融合からもたらされたハイブリドーマ細胞を、非融合および非産生性に融合され
たミエローマ細胞を殺すＨＡＴ培地を用いて選択する（非融合脾細胞は、これらが形質転
換されていないので数日後に死滅する）。本発明のモノクローナル抗体を産生するハイブ
リドーマ細胞は、例えば標準ＥＬＩＳＡ法を用いて、Ｔ－ｂｅｔを結合する抗体に関して
ハイブリドーマ培養上清をスクリーニングして検出される。
【００９４】
　モノクローナル抗体分泌ハイブリドーマを調製する代わりに、モノクローナル抗Ｔ－ｂ
ｅｔ抗体が、組換えコンビナトリアル（ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ）免疫グロブリンラ
イブラリー（例えば抗体ファージ表示（ｄｉｓｐｌａｙ）ライブラリー）をＴ－ｂｅｔを
用いてスクリーニングして、これによりＴ－ｂｅｔを結合する免疫グロブリンライブラリ
ーメンバーを単離することにより固定および単離できる。ファージ表示ライブラリーを作
製およびスクリーニングするためのキットは、市場で入手できる（例えばＰｈａｒｍａｃ
ｉａ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｐｈａｇｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｓｙｓｔｅｍ、カタロ
グ番号２７－９４００－１；およびＳｔｒａｔａｇｅｎｅ　ＳｕｒｆＺＡＰＴＭ　Ｐｈａ
ｇｅ　Ｄｉｓｐｌａｙ　Ｋｉｔ、カタログ番号２４０６１２）。さらに、抗体表示ライブ
ラリーの作製およびスクリーニングに使用するための特に適する方法および試薬の例は、
例えば下記から見いだすことができる。Ｌａｄｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．：米国特許（ＵＳ）
第５，２２３，４０９号；Ｋａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．国際出願番号ＷＯ　９２／１８６１９
号；Ｄｏｗｅｒ　ｅｔ　ａｌ．国際出願番号ＷＯ　９１／１７２７１号；Ｗｉｎｔｅｒ　
ｅｔ　ａｌ．国際出願番号ＷＯ　９２／２０７９１号；Ｍａｒｋｌａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．
国際出願番号ＷＯ　９２／１５６７９号；Ｂｒｅｉｔｌｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．国際出願番
号ＷＯ　９３／０１２８８号；ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ．国際出願番号ＷＯ　
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９２／０１０４７号；Ｇａｒｒａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．国際出願番号ＷＯ　９２／０９６９
０号；Ｌａｄｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．国際出願番号ＷＯ　９０／０２８０９号；Ｆｕｃｈｓ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：１３７０－１３７２；
Ｈａｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｈｕｍ　Ａｎｔｉｂｏｄ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　３
：８１－８５；Ｈｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：１２７
５－１２８１；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ　１２：７
２５－７３４；Ｈａｗｋｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２
６：８８９－８９６；Ｃｌａｒｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ　３５
２：６２４－６２８；Ｇｒａｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）ＰＮＳＡ　８９：３５７６－
３５８０；Ｇａｒｒａｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９
：１３７３－１３７７；Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｎｕｃ．Ａｃ
ｉｄ　Ｒｅｓ．１９：４１３３－４１３７；Ｂａｒｂｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｐ
ＮＡＳ　８８：７９７８－７９８２；およびＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ
ｕｒｅ（１９９０）３４８：５５２－５５４。
【００９５】
　さらに、ヒトおよび非－ヒト部分を含んでなり、標準組換えＤＮＡ技術を用いて作製で
きる組換え抗Ｔ－ｂｅｔ抗体、例えばキメラ性および人体適応モノクローナル抗体は、本
発明の範囲内である。このようなキメラ性および人体適応モノクローナル抗体は、当該技
術分野で公知の組換えＤＮＡ技術により産生でき、例えば下記の方法を用いる。Ｒｏｂｉ
ｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．国際出願番号ＰＣＴ／ＵＳ８６／０２２６９号；Ａｋｉｒａ　ｅ
ｔ　ａｌ．欧州特許出願１８４，１８７号；Ｔａｎｉｇｕｃｈｉ　Ｍ．欧州特許出願１７
２，４９６号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．欧州特許出願１７３，４９４号；Ｎｅｕ
ｂｅｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．ＰＣＴ出願　ＷＯ　８６／０１５３３号；Ｃａｂｉｌｌｙ　
ｅｔ　ａｌ．米国特許（ＵＳ）４，８１６，５６７号；Ｃａｂｉｌｌｙ　ｅｔ　ａｌ．欧
州特許出願１２５，０２３号；Ｂｕｔｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ
　２４０：１０４１－１０４３；Ｌｉｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）ＰＮＡＳ　８４：３
４３９－３４４３；Ｌｉｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３９：３
５２１－３５２６；Ｓｕｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）ＰＮＡＳ　８４：２１４－２１８
；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｃａｎｃ．Ｒｅｓ．４７：９９９－１
００５；Ｗｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｎａｔｕｒｅ　３１４：４４６－４４９；
およびＳｈａｗ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｊ．Ｎａｔｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．８
０：１５５３－１５５９；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　Ｓ．Ｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２９：１２０
２－１２０７；Ｏｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　４：２１
４；Ｗｉｎｔｅｒ米国特許（ＵＳ）５，２２５，５３９号；Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（
１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５５２－５２５；Ｖｅｒｈｏｅｙａｎ　ｅｔ　ａｌ．
（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４：およびＢｅｉｄｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．
，（１９８８）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４１：４０５３－４０６０。
【００９６】
　抗Ｔ－ｂｅｔ抗体（例えばモノクローナル抗体）は、標準技術、例えばアフィニティー
クロマトグラフィーまたは免疫沈降法によりＴ－ｂｅｔを単離するために使用できる。抗
Ｔ－ｂｅｔ抗体は、細胞からの本来のＴ－ｂｅｔおよび宿主細胞内で発現された組換え産
生Ｔ－ｂｅｔの精製を容易にすることができる。さらに、抗Ｔ－ｂｅｔ抗体は、Ｔ－ｂｅ
ｔタンパク質を検出するために使用できる（例えば細胞溶解物または細胞上清中）。検出
は、抗体を検出可能な物質にカプリング（物理的連結）すると容易になるであろう。従っ
て、一つの態様では、本発明の抗Ｔ－ｂｅｔ抗体は、検出可能な物質により標識される。
検出可能な物質の例は、種々の酵素、接合分子族、蛍光性物質、発光性物質および放射性
物質を含む。適当な酵素の例は、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスフ
ァターゼ、β－ガラクトシダーゼ、またはアセチルコリンエステラーゼを含む、適当な接
合分子族複合体の例は、ストレプタビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンを含む。
適当な蛍光性物質の例はウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシ
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アナート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミン・フルオレセイン、ダンシルクロリ
ドまたはフィコエリトリンを含む、発光性物質の例は、ルミノールを含み、そして適当な
放射性物質の例は、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓまたは３Ｈを含む。
【００９７】
　本発明のさらに別の態様は、
（ａ）動物を免疫原性Ｔ－ｂｅｔタンパク質、またはＴ－ｂｅｔタンパク質に独特なその
免疫原部分を用いて免疫化し、そして
（ｂ）Ｔ－ｂｅｔタンパク質に特異的に結合した動物抗体から単離する
ことを含んでなる方法により得られる抗Ｔ－ｂｅｔ抗体に関する。
【００９８】
　特異性抗Ｔ－ｂｅｔ抗体の免疫化および回収の方法は、別途記載する。
【００９９】
ＩＶ．薬剤組成物
　本発明のＴ－ｂｅｔモジュレーター（例えば、Ｔ－ｂｅｔ核酸分子、タンパク質、抗体
、またはＴ－ｂｅｔ活性のモジュレーターとして同定された化合物を含むＴ－ｂｅｔ阻害
または刺激剤）は、投与に適する薬剤組成物内に組み込むことができる。このような組成
物は、代表的には、調節剤および薬剤的に許容できるキャリヤーを含んでなる。本明細書
中に使用する場合に、用語「薬剤的に許容できるキャリヤー」は、薬剤投与に適合するあ
らゆる溶剤、分散媒体、被覆、抗細菌および抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤などを含
むと考える。薬剤的に活性の物質に対するこのような媒体および薬剤の使用は、当該技術
分野では周知である。あらゆる慣用の媒体または薬剤が活性化合物と非適合である場合を
除いて、組成物中でのこれらの使用を考える。補足的活性化合物を組成物内に混和しても
よい。
【０１００】
　本発明の薬剤組成物は、意図するその投与経路に適合するように調剤される。例えば、
非経口、皮内、または皮下適用のために使用される液剤または懸濁剤は、下記の成分を含
むことができる：滅菌した希釈剤、例えば注射用の水、生理食塩水、固定油、ポリエチレ
ングリコール、グリセリン、ポリプロピレングリコールまたはその他の合成溶剤、抗細菌
剤、例えばベンジルアルコールまたはメチルパラベン、抗酸化剤、例えばアスコルビン酸
または亜硫酸水素ナトリウム、キレート剤、例えばエチレンジアミン四酢酸、緩衝液、例
えばアセテート、サイトレートまたはホスフェートおよび毒性の調節のための薬剤、例え
ば塩化ナトリウムまたはデキストロース。ｐＨは酸または塩基、例えば塩化水素酸または
水酸化ナトリウムを用いて調整できる。非経口製剤は、ガラスまたはプラスチック製のア
ンプル、使い捨て注射器または反復使用の調剤バイアル内に収容してもよい。
【０１０１】
　注射使用に適する薬剤組成物は、滅菌水溶液（水溶性の場合）または分散液または滅菌
した注射用液または分散液の即時調製のための滅菌粉末を含む。静脈内投与のために適す
るキャリヤーは、生理食塩水、静菌水、クレモフォルＥＬＴＭ（Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ　Ｅ
Ｌ．，ＢＡＳＦ，Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ，ＮＪ）またはリン酸緩衝塩水（ＰＢＳ）を含む
。すべての場合に、組成物は滅菌されそして容易な注射性となる範囲で液状でなければな
らない。これは製造および貯蔵の条件下で安定でなければならずそして微生物、例えば細
菌および真菌の汚染作用に対して保護されなければならない。キャリヤーは、例えば水、
エタノール、ポリオール（例えばグリセロール、プロピレングリコール、および液状ポリ
エチレングリコールなど）、および適合するこれらの混合物を含む溶剤または分散媒体で
あることができる。適当な液体状態は、例えばコーティング例えばレシチンの使用により
、分散液の場合に要求される粒径の維持によりおよび界面活性剤の使用により維持できる
。微生物の作用の防止は、種々の抗細菌および抗真菌剤、例えばパラベン、クロロブタノ
ール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサールなどの使用により達成できる。多くの
場合に、等張剤、例えば糖類、ポリアルコール、例えばマンニトール、ソルビトール、塩
化などを組成物内に含むと好ましい。注射用組成物の長時間の吸収は、吸収を遅延させる
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薬剤、例えばモノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンを組成物内に含めてもたらす
ことができる。
【０１０２】
　滅菌した注射用液剤は、適当な溶剤中の所要量の活性化合物を必要に応じて以上に列記
した成分の１種または組み合わせを混和し、次いで濾過滅菌して調製できる。一般に、分
散液は、塩基性分散媒体を含む滅菌ビヒクルおよび以上に列挙したものから所要のその他
成分中に活性化合物を混和して調製できる。滅菌注射用液剤の調製のための滅菌粉末の場
合に、好ましい調製方法は、有効成分の粉末およびあらかじめ滅菌濾過したこれらの溶液
からの追加の所望の成分が得られる真空乾燥および凍結乾燥である。
【０１０３】
　経口組成物は、一般に不活性希釈剤または食用に適するキャリヤーを含む。これらはゼ
ラチンカプル内に封入または錠剤内に圧縮されることができる。経口治療投与の目的で、
活性化合物は賦形剤と混和しそして錠剤、トローチ、またはカプセルの形で使用される。
経口組成物は、口内洗浄剤として使用するために液体キャリヤーを使用して調製でき、そ
の際、液体キャリヤー内の化合物は経口で適用されそしてガラガラとしそして吐き出すか
または呑み込む。薬剤的に適する結合剤、および／またはアジュバント物質を組成物の一
部分として含むことができる。錠剤、ピル、カプセル、トローチ等は、下記の成分、また
は同様な性質の化合物のいずれも含むことができる：結合剤、例えばマイクロクリスタリ
ンセルロース、トラガントガムまたはゼラチン、賦形剤、例えばデンプンまたはラクトー
ス、崩壊剤、例えばアルギン酸、プリモゲル（Ｐｒｉｍｏｇｅｌ）、またはトウモロコシ
デンプン、潤滑剤、例えばステアリン酸マグネシウムまたはステロート（Ｓｔｅｒｏｔｅ
）、滑り剤例えばコロイド状二酸化ケイ素、甘味剤例えばスクロースまたはサッカリン、
または調味剤例えばペパーミント、サリチル酸メチル、またはオレンジ風味。
【０１０４】
　一つの態様では、活性化合物は、化合物の体内からの早期の排出を防止するキャリヤー
を用いて、例えば移植およびミクロカプセル投与系も含む制御放出調剤として調製される
。生分解性、生体適合性ポリマー、例えばエチレン酢酸ビニル、ポリ無水酸、ポリグリコ
ール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル、およびポリ酪酸が使用できる。このような調
剤の製造方法は、当該技術分野の熟練者には明らかである。材料はＡｌｚａ　Ｃｏｒｐｏ
ｒａｔｉｏｎおよびＮｏｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ　からも入手で
きる。リポソーム懸濁液（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体で感染された細胞を
標的としたリポソームを含む）も、薬剤的に許容できるキャリヤーとして使用できる。こ
れらは当該技術分野の熟練者には公知の方法、例えば米国特許（ＵＳ）第４，５２２，８
１１号に記載の方法に従って調製してもよい。
【０１０５】
Ｖ．本発明の方法
　本発明の別の態様は、本発明の種々のＴ－ｂｅｔ組成物を使用する方法に関する。例え
ば、本発明は、生物学的試料中のＴ－ｂｅｔ活性の存在を検出するための方法を提供する
。この方法は、生物学的試料をＴ－ｂｅｔ活性検出可能な薬剤、例えばＴ－ｂｅｔタンパ
ク質またはＴ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡと、生物学的試料中のＴ－ｂｅｔ活性の存在を検出でき
るように接触させることを含む。
【０１０６】
　Ｔ－ｂｅｔｍＲＮＡを検出するための好ましい薬剤は、Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡに特異的
にハイブリダイズできる標識された核酸プローブである。核酸プローブは、例えば配列番
号１または３のＴ－ｂｅｔ　ＤＮＡ、例えば長さが少なくとも約５００、６００、８００
、９００、１０００、１２００、１４００、または１６００ヌクレオチドのオリゴヌクレ
オチドでありそしてストリンジェント条件下でＴ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡに特異的にハイブリ
ダイズするものであることができる。
【０１０７】
　Ｔ－ｂｅｔタンパク質を検出するための好ましい薬剤は、Ｔ－ｂｅｔタンパク質を結合
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できる標識された抗体である。抗体は、ポリクローナル、またはさらに好ましくはモノク
ローナルであることができる。変化していない抗体、またはその断片（例えばＦａｂまた
はＦ（ａｂ’）２）が使用できる。プローブまたは抗体に関連する用語「標識」は、検出
可能な物質をプローブまたは抗体にカプリング（すなわち物理的に連結）することによる
プローブまたは抗体の直接標識、ならびに直接標識された他の薬剤との反応性によるプロ
ーブまたは抗体の間接標識を包含すると考える。間接標識の例は、蛍光標識二次抗体を用
いる一次抗体の検出および蛍光標識したストレプタビジンを用いて検出できるようなビオ
チンを用いるＤＮＡプローブの末端標識を含む。用語「生物学的試料」は、組織、細胞お
よび生物学的液体を含むと考える。例えば、Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡを検出するための技術
は、ノーザンハイブリダイゼーションおよびｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリダイゼーションを
含む。Ｔ－ｂｅｔタンパク質の検出のための技術は、酵素連結免疫吸着剤アッセイ（ＥＬ
ＩＳＡ）、ウエスタンブロット、免疫沈降および免疫蛍光を含む。
【０１０８】
　このようなアッセイは、発育不全により特徴付けられる症候群の検出に有用である。例
えば、ヒトＴ－ｂｏｘ遺伝子ＴＢＸ５およびＴＢＸ３内（マウスＴｂｘ５およびＴｂｘ３
のオルソログ）の突然変異が、それぞれ常染色体優性遺伝性疾患ホールト－オーラム（Ｈ
ｏｌｔ－Ｏｒａｍ）症候群および尺骨－乳腺症候群の原因である（Ｂａｍｓｈａｄ，Ｍ．
ｅｔ　ａｌ．１９９７，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１６：３１１；Ｂａｓｓｏｎ
，Ｃ．Ｔ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１５：３０；
Ｌｉ，Ｑ．Ｙ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１５：２
１；Ｓｐｒａｎｇｅｒ，Ｓ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｇｅｎｅｔ．３：
９７８）。これらの症候群は、発育不全により特徴付けられ、そしてそれぞれＴｂｘ５お
よびＴｂｘ３の発現のパターンにより予想される。ホールト－オーラム症候群は、心臓お
よび上肢に影響し、一方尺骨－乳腺症候群は手足、アポクリン腺、歯および生殖器発育に
影響する。両方の症候群も発育不全が特徴であり、そしてそれぞれＴｂｘ５およびＴｂｘ
３の発現のパターンにより予想される。これらの患者内の突然変異は、Ｔ－ｂｏｘ遺伝子
のただ１個の対立遺伝子のみが関係し、従って、Ｔｂｘ３およびＴｂｘ５のハプロタイプ
不全（ｈａｐｌｏｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ）は、がこれら２種の疾患を起こすと考え
られる。最近、発生中のヒヨコ胚へのＴｂｘ４およびＴｂｘ５の供給が肢芽体を制御する
ことが証明された（Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ－Ｅｓｔｅｂａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９；Ｔ
ａｋｅｕｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９）。これらの発見は、脊椎動物発生におけるこ
のファミリーの重要性を強調する。
【０１０９】
　さらに、多くの種内でのＴ遺伝子相同性の存在は、中胚葉発生に関係するまだ未知の標
的遺伝子の組を調節する転写因子としてのその機能に対する強い証拠を提供する。Ｔ－ｂ
ｏｘファミリーの最近の突出は、種々の発生過程におけるその明瞭な重要性から起きたも
のであり、ヒト疾患におけるＴ－ｂｏｘ突然変異により最も劇的に例示される。胸腺幹細
胞からの成熟Ｔ細胞およびナイーブ前駆体から分化したＴｈ細胞の発生は、緊密に調節さ
れた発生過程として考えられている。Ｔ－ｂｅｔがＴｈ１系統の発生に関係するというこ
の発見は、リンパ系におけるこの最新のＴ－ｂｏｘファミリーメンバーの重要な役割を証
明する。
【０１１０】
　本発明は、さらに、Ｔ－ｂｅｔタンパク質の活性を調節する化合物を同定するための方
法を提供する。例えば、本発明は、
　　Ｔ－ｂｅｔタンパク質を含んでなる指標組成物を調製し、
　　指標組成物を供試化合物と接触させ、そして
　　指標組成物内のＴ－ｂｅｔタンパク質の活性に対する供試化合物の作用を決定し、こ
れによりＴ－ｂｅｔタンパク質の活性を調節する化合物を同定することを含んでなる、Ｔ
－ｂｅｔタンパク質の活性を調節する化合物を同定する方法を提供する。
【０１１１】
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　本発明のスクリーニング法の特定の態様は、ＤＮＡに結合する（例えばＩＬ－２または
ＩＦＮ－γプロモーターに結合する能力）、および／または遺伝子発現を調節する（例え
ばＴｈ１関連サイトカイン遺伝子の発現を、例えばＩＬ－２遺伝子を抑制、ＩＦＮ－γ遺
伝子をトランス活性化して調節）および／または極性化合物Ｔｈ２細胞をＴｈ１経路に転
向するためのＴ－ｂｅｔタンパク質の能力を利用する。
【０１１２】
　本発明スクリーニングアッセイの好ましい態様では、指標組成物は指標細胞を含んでな
りここで該指標細胞は、（ｉ）Ｔ－ｂｅｔタンパク質および（ｉｉ）Ｔ－ｂｅｔタンパク
質に反応するレポーター遺伝子を含んでなる。好ましくは、指標細胞は、
　　ｉ）Ｔ－ｂｅｔをコードする組換え発現ベクター、および
　　ｉｉ）レポーター遺伝子に操作可能に連結したＴｈ１－関連サイトカイン遺伝子の調
節配列を含んでなるベクター
を含み、そして該方法は、
　　ａ）指標細胞を供試化合物と接触させ、
　　ｂ）供試化合物の存在下での指標細胞内のレポーター遺伝子の発現のレベルを決定し
、そして
　　ｃ）供試化合物の存在下での指標細胞内のレポーター遺伝子の発現のレベルを供試化
合物の不在下での指標細胞内のレポーター遺伝子の発現のレベルと比較し、これによりＴ
－ｂｅｔの活性を調節する化合物を同定する
ことを含んでなる。
【０１１３】
　別の好ましい態様では、指標組成物は、（ｉ）Ｔ－ｂｅｔタンパク質、および（ｉｉ）
Ｔ－ｂｅｔが結合するＤＮＡ分子の調製を含んでなり、そして該方法は、
　　ａ）指標組成物を供試化合物と接触させ、
　　ｂ）供試化合物の存在下でのＴ－ｂｅｔタンパク質とＤＮＡ分子との相互作用の程度
を決定し、そして
　　ｃ）供試化合物の存在下でのＴ－ｂｅｔとＤＮＡ分子との相互作用の程度を供試化合
物の不在下でのＴ－ｂｅｔとＤＮＡ分子との相互作用の程度と比較し、これによりＴ－ｂ
ｅｔの活性を調節する化合物を同定する
ことを含んでなる。
【０１１４】
　好ましくは、Ｔ－ｂｅｔが結合するＤＮＡ分子は、Ｔ－ｂｏｘ結合配列を含んでなる。
【０１１５】
　別の好ましい態様では、本方法はＴ－ｂｅｔと相互作用するタンパク質を同定する。こ
の態様では、
指標組成物は、指標細胞が
　　ｉ）転写調節配列に操作可能に連結したレポーター遺伝子、および
　　ｉｉ）第一融合タンパク質をコードする第一キメラ遺伝子を含んでなり、該第一融合
タンパク質はＴ－ｂｅｔを含む
指標細胞であり、
　供試化合物は第二キメラ遺伝子のライブラリーを含んでなり、該ライブラリーは第二融
合タンパク質をコードし、
　レポーター遺伝子の発現は、第一融合タンパク質、第二融合タンパク質および転写調節
配列の間の相互作用に感受性であり、そして
　ここで指標組成物内のＴ－ｂｅｔに対する供試化合物の作用が、指標細胞内のレポータ
ー遺伝子の発現のレベルを決定することにより決定され、これによりＴ－ｂｅｔと相互作
用するタンパク質を含んでなる供試化合物を同定する。
【０１１６】
　好ましい態様では、第二キメラ遺伝子のライブラリーは、Ｔｈ２細胞からのｃＤＮＡラ
イブラリーから調製される。
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【０１１７】
　本発明のスクリーニングアッセイの好ましい態様では、供試化合物がＴ－ｂｅｔの活性
を調節すると同定された場合に、免疫反応に対する供試化合物の作用を次いで試験する。
従って、本発明のスクリーニング法は、免疫反応に対する化合物の作用を決定し、これに
より免疫反応を調節する化合物を同定することをさらに含んでなるぉとができる。一つの
態様では、免疫反応に対する化合物の作用は、Ｔｈ１－関連サイトカイン遺伝子、例えば
インターフェロン－γ遺伝子の発現に対する化合物の作用を決定して決定される。本明細
書中に使用する場合に、用語「Ｔｈ１－関連サイトカイン」は、Ｔｈ２細胞ではなくむし
ろＴｈ１細胞により優先的または独占的に産生されるサイトカインを呼ぶと考える。Ｔｈ
１－関連サイトカインの例は、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、およびリンホトキシン（ＬＴ）を
含む。別の態様では、免疫反応に対する関係する化合物の作用は、Ｔヘルパータイプ１（
Ｔｈ１）またはＴヘルパータイプ２（Ｔｈ２）細胞の発生に対する化合物の作用を決定し
て決定される。
【０１１８】
　指標細胞内のＴ－ｂｅｔの発現のために使用できる組換え発現ベクターは、当該技術分
野では公知である（上記の考察参照）。一つの態様では、発現ベクター内で、Ｔ－ｂｅｔ
コーディング配列は、指標細胞内のＴ－ｂｅｔの構成的発現を許容する調節配列に操作可
能に連結する（例えばウイルス調節配列、例えばサイトメガロウイルスプロモーター／エ
ンハンサーが使用できる）。指標細胞内のＴ－ｂｅｔの構成的発現を許容する組換え発現
ベクターの使用が、Ｔ－ｂｅｔの活性を促進または阻害する化合物の同定のために好まし
い。別の態様では、発現ベクター内で、Ｔ－ｂｅｔコーディング配列は、内因性Ｔ－ｂｅ
ｔ遺伝子の調節配列に操作可能に連結する（すなわち内因性Ｔ－ｂｅｔ遺伝子から誘導さ
れたプロモーター調節領域）。Ｔ－ｂｅｔ発現が内因性調節配列により制御される組換え
発現ベクターの使用が、Ｔ－ｂｅｔの転写発現を促進または阻害する化合物の同定のため
に好ましい。
【０１１９】
　Ｔｈ１－関連サイトカイン遺伝子が使用される方法（例えばレポーター遺伝子として）
において、好ましくはＴｈ１一関連サイトカインはインターフェロン－γまたはＩＬ－２
である。例えば、ＩＬ－２プロモーターは、ＭＦκＢ部位の５’の－２４０～－２２０丁
度にあるＴ－ｂｏｘ結合部位を明らかにする。下記の実施例に記載するように、Ｔ－ｂｅ
ｔは、ＩＬ－２プロモーターに結合するその能力に基づいて酵母ワンハイブリッドスクリ
ーニングアッセイで単離される。したがって、一つの態様では、本発明の方法は、近位Ｉ
Ｌ－２プロモーターのこの領域、最も好ましくは、ＩＬ－２プロモーターのヌクレオチド
－２４０～－２２０を含むレポーター遺伝子構築物を利用する。
【０１２０】
　種々のレポーター遺伝子が当該技術分野で公知でありそして本発明のスクリーニングア
ッセイでの使用に適合する。適合するレポーター遺伝子の例は、クロラムフェニコールア
セチルトランスフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼ、アルカリホスファターゼまたはルシ
フェラーゼをコードするものを含む。これらの遺伝子産物の活性を測定するための標準方
法は、当該技術分野では公知である。
【０１２１】
　種々の細胞タイプがスクリーニングアッセイにおける指標細胞としての使用に適合する
。好ましくは、通常はＴ－ｂｅｔを発現しない細胞系統、例えばＢ細胞またはＴｈ２細胞
クローンが使用される。非リンパ細胞系統、例えばＨｅｐＧ２ヘパトーマ細胞系統も指標
細胞として使用できる。酵母細胞も指標細胞として使用できる。
【０１２２】
　一つの態様では、供試化合物の存在下での指標細胞内のレポーター遺伝子の発現のレベ
ルは、供試化合物の不在下での指標細胞内のレポーター遺伝子の発現のレベルよりも高く
そして供試化合物はＴ－ｂｅｔの発現または活性を刺激する化合物として同定される。別
の態様では、供試化合物の存在下での指標細胞内のレポーター遺伝子の発現のレベルは、
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供試化合物の不在下での指標細胞内のレポーター遺伝子の発現のレベルよりも低く、そし
て供試化合物はＴ－ｂｅｔの発現または活性を阻害する化合物として同定される。
【０１２３】
　レポーター遺伝子構築物の使用の代わりに、Ｔ－ｂｅｔの発現または活性を調節する化
合物が他の「読み取り（ｒｅａｄ－ｏｕｔ）」を用いて同定できる。例えば、指標細胞は
Ｔ－ｂｅｔ発現ベクターを用いてトランスフェクションでき、供試化合物の存在および不
在でインキュベーションされ、そしてＴｈ１－関連サイトカイン産生は指標細胞内のサイ
トカインｍＲＮＡ（例えばインターフェロン－γｍＲＮＡ）または培地上清内へのサイト
カイン分泌（例えばインターフェロン－γ）を検出して評価できる。サイトカインｍＲＮ
Ａを検出するための標準方法、例えば逆転写－ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）は
当該技術分野では公知である。培地上清内のサイトカインタンパク質を検出するための標
準方法、例えば酵素連結免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）も当該技術分野では公知である。
【０１２４】
　以上に記載のように、本発明は、Ｔ－ｂｅｔと相互作用するタンパク質（例えばＴｈ１
細胞内のタンパク質）を同定するためのスクリーニングアッセイを提供する。
【０１２５】
　一つの態様では、このようなアッセイは、当該技術分野では公知のツーハイブリッドア
ッセイ（相互作用トラップアッセイとも呼ばれる）に基づいて設計できる（例えばＦｉｅ
ｌｄ　米国特許（ＵＳ）第５，２８３，１７３号；Ｚｅｒｖｏｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９
３）Ｃｅｌｌ　７２：２２３－２３２；Ｍａｄｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｊ．Ｂ
ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：１２０４６－１２０５４；Ｂａｒｔｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９３）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１４：９２０－９２４；およびＩｗａｂｕｃｈｉ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　８：１６９３－１６９６参照）。ツーハ
イブリッドアッセイは、一般に特定の標的タンパク質と相互作用するタンパク質を同定す
るために使用される。このアッセイは、機能性転写活性化物質を再構築する相互作用が可
能なタンパク質を同定するために遺伝子融合を利用する。転写活性化物質は、ＤＮＡ結合
ドメインおよび転写活性化ドメインから成り、ここで両方のドメインは標的配列から下流
側の遺伝子を転写を活性化することを要求される（例えばＧＡＬ４に対する上流活性化物
質配列（ＵＳＡ））。標的「餌（ｂａｉｔ）」タンパク質をコードするＤＮＡ配列がこれ
らのドメインのいずれかにＤＮＡ融合されそして配列のライブラリーは他のドメインに融
合される。標的－融合タンパク質（例えば標的ＧＡＬ４－融合「餌」）に結合できる「魚
（ｆｉｓｈ）」融合タンパク質（融合ライブラリーから作製）は、一般に二つのドメイン
（ＤＮＡ結合ドメインおよび転写活性化ドメイン）を標的配列から下流に挿入されたレポ
ーター遺伝子の転写を活性化するために十分近位に持ってくる。従って「魚」タンパク質
は、機能性転写活性化物質を再構築するその能力により同定できる（例えば機能性ＧＡＬ
４トランス活性化物質）。
【０１２６】
　この一般的なツー－ハイブリッド系は、標的Ｔ－ｂｅｔ融合タンパク質（例えば「餌」
としてのＴ－ｂｅｔ／ＧＡＬ４結合ドメイン融合物）の構築によりＴ－ｂｅｔと相互作用
する細胞（例えばＴｈ１細胞）内のタンパク質および「魚」融合タンパク質のｃＤＮＡラ
イブラリー（例えばｃＤＮＡ／ＧＡＬ４）活性化ドメインライブラリー）の同定に適用で
き、ここでｃＤＮＡライブラリーは関係する細胞タイプ（例えばＴｈ１細胞）のｍＲＮＡ
から調製でき、そしてこれらの構築物を、Ｔ－ｂｅｔに反応する調節配列（例えばＩＬ－
２プロモーター配列、例えば以上に考察）に連結するレポーター遺伝子構築物も含む宿主
細胞内に導入する。好ましくは、Ｔ－ｂｅｔのトランス活性化ドメイン（これは５’およ
び３’の両方に位置する）は、「餌」構築物内に欠失するであろう。好ましい態様では、
餌構築物は、Ｔ－ｂｏｘドメインを含む。一つの態様では、チロシンリン酸化の少なくと
も一つの部位も含まれる。優性陰性Ｔ－ｂｅｔタンパク質も、相互作用に必要なＴ－ｂｅ
ｔの部位をさらに定位するために相互作用物質のスクリーニングに使用できる。Ｔ－ｂｅ
ｔと相互作用するタンパク質をコードするｃＤＮＡは、レポーター遺伝子構築物のトラン
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ス活性化に基づいて同定できる。
【０１２７】
　あるいは、「シングル－ハイブリッド」アッセイ、例えばＳｉｅｗｅｋｅ，Ｍ．Ｈ．ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９６）Ｃｅｌｌ　８５：４９－６０　記載のものは、Ｔ－ｂｅｔと相互
作用するタンパク質を同定するために使用できる。このアッセイは、上記のツーハイブリ
ッド系の変形である。この系では、「餌」は、トランス活性化ドメインが除去された転写
因子（例えばトランス活性化ドメインが除去されたＴ－ｂｅｔ）であり、そして「魚」は
、非融合ｃＤＮＡライブラリーである（例えばＴｈ１細胞から調製したｃＤＮＡライブラ
リー）。これらの構築物は、Ｔ－ｂｅｔに反応する調節配列（例えばＴ－ｂｏｘ結合領域
、例えばＴ－ｂｅｔに反応するＩＬ－２プロモーターの領域）に連結されたレポーター遺
伝子構築物も含む宿主細胞（例えば酵母細胞）内に導入される。Ｔ－ｂｅｔと相互作用す
るタンパク質をコードするｃＤＮＡは、レポーター遺伝子構築物のトランス活性化に基づ
いて同定できる。
【０１２８】
　別の態様では、Ｔ－ｂｅｔ標的遺伝子を単離するための代表差異分析（ｒｅｐｒｅｓｅ
ｎｔａｔｉｏｎａｌ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ａｎａｌｙｓｉｓ）（ＲＤＡ）および
マイクロチップ（ｍｉｃｒｏｃｈｉｐ）ＤＮＡアレイ分析がある。例えば、ＰＣＲと組み
合わせた差異ディスプレーまたは差し引き法（ＲＤＡ：例えばＨｕｂａｎｋ，Ｍ．％　Ｓ
ｃｈａｔｚ，Ｄ．Ｇ．，１９９４，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．２２，５６４０－５６４
８；Ｃｈａｎｇ　Ｙ．ｅｔ　ａｌ．，１９９４，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６６：１８６５；ｖ
ｏｎ　Ｓｔｅｉｎ　Ｏ．Ｄ．ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．２５
．２５９８；Ｌｉｓｉｔｓｙｎ，Ｎ．＆　Ｗｉｇｌｅｒ，Ｍ．，１９９３，Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２５９，９４６　参照）は差し引きまた非差し引きプローブを用い、または最近では
、ＤＮＡマイクロチップアレイハイブリダイゼーション（Ｗｅｌｆｏｒｄ　ｅｔａｌ．，
１９９８，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ．Ｒｅｓ．１５：３０５９）が使用できる。このようなア
ッセイを行う場合に、種々の細胞、例えば正常細胞、Ｔ－ｂｅｔを発現するように操作さ
れた細胞、またはＴ－ｂｅｔ欠失またはＴ－ｂｅｔ過剰発現のマウス（例えばトランスジ
ェニック非－ヒト動物）からの細胞も使用できる。
【０１２９】
　上記のように、本発明は、Ｔ－ｂｅｔとＴ－ｂｏｘ結合領域（例えばＩＬ－２遺伝子調
節領域）の相互作用を調節する化合物を同定するためのスクリーニングアッセイを提供す
る。ＤＮＡ結合タンパク質と標的ＤＮＡ配列の相互作用を検出するアッセイは当該技術分
野で公知である（例えば電気泳動移動度シフトアッセイ、ＤＮＡアーゼＩフットプリント
アッセイなど）。供試化合物の存在または不在におけるこのアッセイを行う場合に、これ
らのアッセイは、ＤＮＡ結合タンパク質とその標的ＤＮＡ配列との相互作用を調節（例え
ば阻害または促進）する化合物を同定するために使用できる。
【０１３０】
　一つの態様では、供試化合物の存在下でのＤＮＡ断片へのＴ－ｂｅｔの結合の量は、供
試化合物の不在下でのＤＮＡ断片へのＴ－ｂｅｔの結合の量より大きく、その場合に供試
化合物はＴ－ｂｅｔの結合を促進する化合物として同定される。別の態様では、供試化合
物の存在下でのＤＮＡ断片へのＴ－ｂｅｔの結合の量は、供試化合物の不在下でのＤＮＡ
断片へのＴ－ｂｅｔの結合の量より小さく、その場合に供試化合物はＴ－ｂｅｔの結合を
阻害する化合物として同定される。
【０１３１】
　本発明のさらの別の態様は、細胞内のＴ－ｂｅｔ活性を調節方法に関する。本発明の調
節方法は、細胞を、細胞内のＴ－ｂｅｔ活性が調節されるようにＴ－ｂｅｔ活性を調節す
る薬剤と接触させることを含む。この薬剤は、細胞内のＴ－ｂｅｔタンパク質の活性の調
節により、またはＴ－ｂｅｔ遺伝子の転写またはＴ－ｂｅｔｍＲＮＡの翻訳の調節により
作用してもよい。本明細書中に使用する場合に、用語「調節」は、Ｔ－ｂｅｔ活性を阻害
または低下およびＴ－ｂｅｔ活性を刺激または増進することを含むと考える。従って、一
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つの態様では、薬剤はＴ－ｂｅｔ活性を阻害する。別の態様では、薬剤はＴ－ｂｅｔ活性
を刺激する。
【０１３２】
　さらに別の態様では、本発明は、細胞によるＴヘルパー－タイプ２およびＴヘルパー－
タイプ１サイトカインの量の調節のための方法を提供する。この方法は、細胞を、Ｔ－ｂ
ｅｔの活性を調節する薬剤と接触させることを含む。例えば、Ｔ－ｂｅｔ活性を刺激する
薬剤は、Ｔｈ１サイトカインＩＦＮ－γを上昇制御し、一方、これらの同じ薬剤は、Ｔｈ
２サイトカインＩＬ－４を下降制御する。
【０１３３】
　別の態様では、本発明は細胞により産生されるサイトカインのパターンを調節するため
の方法を提供する。本方法は、細胞をＴ－ｂｅｔの活性を調節する薬剤と接触させること
を含む。例えば、Ｔ－ｂｅｔ活性を刺激する薬剤は、通常はＩＦＮ－γを産生しない細胞
内でＩＦＮ－γ産生を誘導でき、そしてＩＬ－４産生を抑制できる。このような薬剤は、
例えばＴｈ２のサイトカイン分泌プロフィールをＴｈ１細胞のものに転向するために使用
できる。
【０１３４】
Ａ．阻害剤
　本発明の調節方法に従って、Ｔ－ｂｅｔ活性は、細胞を阻害剤と接触させることにより
細胞内で阻害される。本発明の阻害剤は、例えばＴ－ｂｅｔの発現または活性を阻害する
ように作用する細胞内結合分子であることができる。本明細書内に使用する場合に、用語
「細胞内結合分子」は、タンパク質自体、タンパク質またはタンパク質をコードする核酸
（例えばｍＲＮＡ分子に）またはタンパク質が通常相互作用する標的に（例えばＴ－ｂｅ
ｔが結合するＤＮＡ標的配列に）結合することによりタンパク質の発現または活性を阻害
するように細胞内で作用する分子を含むと考える。細胞内結合分子の例は、以下にさらに
詳細に記述するが、アンチセンスＴ－ｂｅｔ核酸分子（例えばＴ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡの翻
訳を阻害する）、細胞内抗Ｔ－ｂｅｔ抗体（例えばＴ－ｂｅｔタンパク質の活性を阻害）
およびＴ－ｂｅｔタンパク質の優性陰性変異体を含む。
【０１３５】
　一つの態様では、本発明の阻害剤は、Ｔ－ｂｅｔをコードする遺伝子または該遺伝子の
一部分に相補的なアンチセンス核酸分子、または該アンチセンス核酸分子をコードする組
換え発現ベクターである。細胞内の特定のタンパク質の発現を下降制御するためのアンチ
センス核酸の使用は、当該技術分野で周知である（例えばＷｅｉｎｔｒａｕｂ，Ｈ．ｅｔ
　ａｌ．，「遺伝子分析のための分子的道具としてのアンチセンスＲＮＡ」Ｒｅｖｉｅｗ
ｓ－Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，Ｖｏｌ．１（１）１９８６；Ａｓｋａｒｉ
，Ｆ．Ｋ．ａｎｄ　ＭｃＤｏｎｎｅｌ，Ｗ．Ｍ．（１９９６）Ｎ．Ｅｎｇ．Ｊ．Ｍｅｄ．
３３４：３１６－３１８；Ｂｅｎｎｅｔｔ，Ｍ．Ｒ．ａｎｄ　Ｓｃｈｗａｒｔｚ，Ｓ．Ｍ
．（１９９５）Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　９２：１９８１－１９９３；Ｍｅｒｃｏｌａ，
Ｄ．ａｎｄ　Ｃｏｈｅｎ，Ｊ．Ｓ．（１９９５）Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．２
：４７－５９；Ｒｏｓｓｉ，Ｊ．Ｊ．（１９９５）Ｂｒ．Ｍｅｄ．Ｂｕｌｌ．５１：２１
７－２２５；Ｗａｇｎｅｒ，Ｒ．Ｗ．（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ　３７２：３３３－３３
５）。アンチセンス核酸分子は、他の核酸分子（例えばｍＲＮＡ配列）のコーディング鎖
に相補的であり、従って他の核酸分子のコーディング鎖に水素結合が可能であるヌクレオ
チド配列を含んでなる。ｍＲＮＡの配列に相補的なアンチセンス配列は、ｍＲＮＡのコー
ド領域内に見られる配列、ｍＲＮＡの５’または３’非翻訳領域またはコード領域と非翻
訳領域とを架橋する領域（例えば５’非翻訳領域とコード領域との結合部分）に相補的で
あることができる。さらに、アンチセンス核酸は、ｍＲＮＡをコードする遺伝子の調節領
域への配列、例えば転写開始配列または調節要素に相補的であることができる。好ましく
は、アンチセンス核酸は、コーディング鎖上の開始コドンの前またはそれを含む領域また
はｍＲＮＡの３’非翻訳領域に相補的であるように設計される。細胞内でＴ－ｂｅｔタン
パク質の発現を阻害するためのアンチセンス核酸は、Ｔ－ｂｅｔタンパク質をコードする
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核酸配列（例えば配列番号１または３）に基づいて設計し、ＷａｔｓｏｎおよびＣｒｉｃ
ｋの塩基対法則に従って構築できる。
【０１３６】
　アンチセンス核酸は、種々の異なる形で存在できる。例えば、アンチセンス核酸は、Ｔ
－ｂｅｔ遺伝子の一部分に対してのみ相補的であるオリゴヌクレオチドであることができ
る。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、当該技術分野では公知の化学合成法を用いて構
築できる。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、天然に存在するヌクレオチドまたは分子
の生物学的安定性を上昇するためまたはアンチセンスとセンス核酸の間に形成された二本
鎖の物理的安定性を上昇させるために設計された種々の変性ヌクレオチドを用いて化学的
に合成でき、例えばホスホロチオエート誘導体およびアクリジン置換ヌクレオチドが使用
できる。培地中の細胞内のＴ－ｂｅｔ発現を阻害するために、１個またはそれ以上のオリ
ゴヌクレオチドは、培地内の細胞に、代表的には約２００μｇ（オリゴヌクレオチド）／
ｍｌで加えることができる。
【０１３７】
　あるいはアンチセンス核酸は、核酸がアンチセンス方向にサブクローンされた発現ベク
ターを用いて生物学的に産生できる（すなわち挿入された核酸から転写された核酸は、関
係する標的核酸に対してアンチセンス方向となるであろう）。関係する細胞内のアンチセ
ンスＲＮＡ分子の発現を指令し、アンチセンス方向にクローンされた核酸に操作可能に連
結した調節配列が選択でき、例えば、アンチセンスＲＮＡの発現を構成的、組織特異的ま
たは誘導可能に指令するプロモーターおよび／またはエンハンサーまたはその他の調節配
列が選択できる。例えば、アンチセンスＲＮＡの誘導可能な発現のために、誘導可能な真
核調節系、例えばＴｅｔ系（例えばＧｏｓｓｅｎ，Ｍ．ａｎｄ　Ｂｕｊａｒｄ，Ｈ．（１
９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：５５４７－５５５１；
Ｇｏｓｓｅｎ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６８：１７６６－１７
６９；ＰＣＴ公開番号ＷＯ９４／２９４４２号およびＰＣＴ　公開番号ＷＯ９６／０１３
１３号に記載）が使用できる。アンチセンス発現ベクターは、組換え発現ベクターに関し
て以上に記載したようにして調製できるが、しかし、ｃＤＮＡ（またはそのタンパク質）
はアンチセンス方向にベクター中にクローンされる。アンチセンス発現ベクターは、例え
ば組換えプラスミド、ファージミドまたは弱毒化ウイルスの形であることができる。アン
チセンス発現ベクターは、標準のトランスフェクション技術、例えば組換え発現ベクター
に関して以上に記載した方法を用いて細胞内に導入できる。
【０１３８】
　別の態様では、阻害剤として使用するためのアンチセンス核酸は、リボザイムである。
リボザイムは、これらが相補領域を有する一本鎖核酸、例えばｍＲＮＡを開裂できるリボ
ヌクレオチドを有する触媒性ＲＮＡ分子である（リボザイムに関する総説としては、例え
ばＯｈｋａｗａ，Ｊ．ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１１８：２５１－
２５８；Ｓｉｇｕｒｄｓｓｏｎ，Ｓ．Ｔ．ａｎｄ　Ｅｃｋｓｔｅｉｎ，Ｆ．（１９９５）
Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１３：２８６－２８９；Ｒｏｓｓｉ，Ｊ，Ｊ，（
１９９５）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１３：３０１－３０６：Ｋｉｅｈｎｔ
ｏｐｈ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．７３：６５－７１参照）。
Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡに特異性を有するリボザイムは、Ｔ－ｂｅｔ　ｃＤＮＡのヌクレオ
チド配列に基づいて設計できる。例えば、テトラヒメナＬ－１９ＩＶＳ　ＲＮＡの誘導体
は、活性部位の塩基配列が、Ｔ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡ内で開裂される塩基配列に相補的であ
るように構築できる。例えば米国特許（ＵＳ）第４，９８７，０７１号および第５，１１
６，７４２号（両方共にＣｈｅｃｈ　ｅｔ　ａｌ．）参照。あるいはＴ－ｂｅｔ　ｍＲＮ
Ａは、ＲＮＡ分子のプールから特異性リボヌクレオチド活性を有する触媒生ＲＮＡを選択
するために使用できる。例えばＢａｒｔｅｌ．Ｄ．ａｎｄ　Ｓｚｏｓｔａｋ，Ｊ．Ｗ．（
１９９３）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６１：１４１１－１４１８参照。
【０１３９】
　細胞内のＴ－ｂｅｔの発現および／または活性を阻害するために使用できる阻害剤の別
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の種類は、Ｔ－ｂｅｔタンパク質に特異的な細胞内抗体である。細胞内のタンパク質機能
を阻害するための細胞内抗体の使用は当該技術分野では公知である（例えばＣａｒｌｓｏ
ｎ　Ｊ．Ｒ．（１９８８）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．８：２６３８－２６４６；Ｂｉ
ｏｃｃａ　Ｓ．ｅｔ　ａｌ．（１９９０）ＥＭＢＯ　Ｊ．９：１０１－１０８；Ｗｅｒｇ
ｅ　Ｔ．Ｍ．（１９９０）ｅｔ　ａｌ．，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ２７４：１９３－１
９８；Ｃａｒｌｓｏｎ　Ｊ．Ｒ．（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ　９０：７４２７－７４２８；Ｍａｒａｓｃｏ　Ｗ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．（１９９３
）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：７８８９－７８９３；Ｂｉｏ
ｃｃａ　Ｓ．ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１２：３９６－
３９９；Ｃｈｅｎ，Ｓ－Ｙ．ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ
ａｐｙ　５：５９５－６０１；Ｄｕａｎ，Ｌ．ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：５０７５－５０７９；Ｃｈｅｎ，Ｓ－Ｙ．ｅｔ
　ａｌ．（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：５９３２
－５９３６；Ｂｅｅｒｌｉ，Ｒ．Ｒ．ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ
．２６９：２３９３１－２３９３６；Ｂｅｅｒｌｉ，Ｒ．Ｒ．ｅｔ　ａｌ．（１９９４）
Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ，Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．２０４：６６６－６７２；Ｍ
ｈａｓｈｉｌｋａｒ，Ａ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（１９９５）ＲＭＢＯ　Ｊ．１４：１５４２
－１５５１；Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ，Ｊ．Ｈ．ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９２：３１３７－３１４１；ＰＣＴ公開番号ＷＯ９４
／０２６１０（Ｍａｒａｓｃｏ　ｅｔ　ａｌ．）；およびＰＣＴ公開番号ＷＯ９５／０３
８３２（Ｄｕａｎ　ｅｔ　ａｌ．）参照）。
【０１４０】
　細胞内抗体を用いてタンパク質活性を阻害するために、細胞内へのベクターの導入の際
に、抗体鎖が細胞の細胞内コンパートメント内の機能性抗体として発現されるような形の
抗体鎖をコードする組換え発現ベクターを調製する。本発明の阻害方法に従うＴ－ｂｅｔ
活性の阻害のために、Ｔ－ｂｅｔタンパク質を特異的に結合する細胞内抗体を細胞の細胞
質内に発現する。細胞内抗体発現ベクターを調製するために、関係する標的タンパク質、
例えばＴ－ｂｅｔに対して特異的な抗体鎖をコードする抗体軽鎖および重鎖ｃＤＮＡを、
代表的にはＴ－ｂｅｔタンパク質に対して特異的なモノクローナル抗体を分泌するハイブ
リドーマから単離する。抗Ｔ－ｂｅｔモノクローナル抗体、または組換え抗－Ｔ－ｂｅｔ
モノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマは、上記のようにして産生できる。Ｔ－ｂ
ｅｔタンパク質に対して特異的なモノクローナル抗体が同定されると（例えばハイブリド
ーマ誘導モノクローナル抗体またはコンビナトリアルライブラリーからの組換え抗体）、
モノクローナル抗体の軽鎖および重鎖をコードするＤＮＡは、標準の分子生物学技術によ
り単離される。ハイブリドーマ誘導抗体に対して、軽鎖および重鎖ＤＮＡは、例えばＰＣ
Ｒ増幅またはｃＤＮＡライブラリースクリーニングにより得ることができる。例えばファ
ージ表示ライブラリーからの組換え抗体に対して、軽鎖および重鎖をコードするＤＮＡは
、ライブラリースクリーニング過程の間に単離された表示パッケージ（例えばファージ）
から回収できる。それからＰＣＲプライマーまたはｃＤＮＡライブラリープローブが調製
できる抗体軽鎖および重鎖遺伝子のヌクレオチド配列は、当該技術分野では公知である。
例えば、多数のこのような配列は、Ｋａｂａｔ，Ｅ．ａ．ｅｔ　ａｌ．，（１９９０）「
免疫学で関係するタンパク質の配列」（Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　
ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，Ｆｉｆｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，
Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉ
ｃｅｓ，ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．９１－３２４２）および「Ｖｂａｓｅ
」ヒト－生殖細胞系配列データベースに公開されている。
【０１４１】
　一旦入手されると、抗体軽鎖および重鎖配列は、標準方法を用いて組換え発現ベクター
内にクローンされる。軽鎖および重鎖の細胞質発現を可能とするために、軽鎖および重鎖
の疎水性リーダーをコードするヌクレオチド配列を除去する。細胞内抗体発現ベクターは
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、種々の異なる形の中の一つとして細胞内抗体をコードできる。例えば、一つの態様では
、ベクターは全長抗体が細胞内に発現されるように、全長抗体軽鎖および重鎖をコードす
る。別の態様では、ベクターは全長軽鎖はコードするがしかしＦａｂ断片が細胞内に発現
されるように、重鎖のＶＨ／ＣＨ１領域のみをコードする。最も好ましい態様では、一本
鎖抗体（ｓｃＦｖ）をコードし、ここで、軽鎖および重鎖の変動領域がフレキシブルなペ
プチドリンカー（例えば（Ｇｌｙ４　Ｓｅｒ）３　）により連結されそして一本鎖分子と
して発現される。細胞内のＴ－ｂｅｔ活性を阻害するために、Ｔ－ｂｅｔ細胞内抗体をコ
ードする発現ベクターを、以下に記載する標準トランスフェクション方法により細胞内に
導入する。
【０１４２】
　本発明の阻害剤のさらに別の形は、本明細書内で優性陰性阻害剤とも呼ばれるＴ－ｂｅ
ｔの阻害形、例えばチロシンリン酸化部位が変異されているＴ－ｂｅｔの形、または例え
ばトランス活性化ドメインが除去されているＴ－ｂｅｔの変異形である。このような優性
陰性Ｔ－ｂｅｔタンパク質は、Ｔ－ｂｅｔタンパク質をコードする組換え発現ベクターを
用いて細胞内に発現でき、これは標準トランスフェクション法により細胞内に導入される
。Ｔ－ｂｅｔ欠失チロシンリン酸化部位またはトランス活性化ドメインの変異形を発現す
るために、Ｔ－ｂｅｔのトランス活性化ドメインをコードするヌクレオチド配列を、標準
組換えＤＮＡ技術を用いてＴ－ｂｅｔコード配列から変異または除去する。末端切除ＤＮ
Ａを組換え発現ベクター内に挿入し、次いでこれを細胞内に導入し、細胞内でＴ－ｂｅｔ
の改変された形の発現を可能とする。
【０１４３】
　Ｔ－ｂｅｔタンパク質の活性を阻害するために使用できる他の阻害剤は、Ｔ－ｂｅｔ活
性を直接阻害するかまたはＴ－ｂｅｔと標的ＤＮＡまたは他のタンパク質との間の相互作
用を阻害する化学化合物である。このような化合物は、このような化合物を選択するスク
リーニングアッセイを用いて同定でき、以上に記載されている。
【０１４４】
Ｂ．刺激剤
　本発明の調節方法に従って、Ｔ－ｂｅｔ活性は刺激剤と細胞とを接触させて細胞内で刺
激される。このような刺激剤の例は、活性Ｔ－ｂｅｔタンパク質および細胞内でのＴ－ｂ
ｅｔ活性を上昇させるように細胞内に導入されるＴ－ｂｅｔをコードする核酸分子を含む
。好ましい刺激剤は、Ｔ－ｂｅｔタンパク質をコードする核酸分子であり、ここで核酸分
子は、細胞内の活性Ｔ－ｂｅｔタンパク質の発現のために適する形で細胞内に導入される
。細胞内でＴ－ｂｅｔタンパク質を発現するために、代表的には、Ｔ－ｂｅｔをコードす
るＤＮＡを、本明細書中に記載するように標準分子生物学技術を用いて最初に組換え発現
ベクター内に導入する。Ｔ－ｂｅｔコードＤＮＡは、例えばＴ－ｂｅｔヌクレオチド配列
に基づくプライマーを用いるポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を用いる増幅により得るこ
とができる。Ｔ－ｂｅｔコードＤＮＡの単離または増幅に続いて、ＤＮＡ断片を発現ベク
ター内に導入しそして本明細書中に記載する標準方法により標的細胞内にトランスフェク
ションする。
【０１４５】
　Ｔ－ｂｅｔタンパク質の活性を刺激するために使用できる他の刺激剤は、細胞内のＴ－
ｂｅｔ活性を刺激する化学化合物、例えばＴ－ｂｅｔタンパク質を直接刺激する化合物お
よびＴ－ｂｅｔと標的ＤＮＡまたは他のタンパク質との間の相互作用を促進する化合物で
ある。このような化合物は、以上に詳細に記載したような化合物を選択するスクリーニン
グアッセイを用いて同定できる。
【０１４６】
　本発明の調節方法は、生体外（例えば細胞を薬剤と一緒に培養するかまたは培地中の細
胞内へ薬剤を導入することにより）、あるいは、生体内（例えば対象体に薬剤を投与する
かまたは対象体の細胞内に薬剤を、例えば遺伝子治療により導入することにより）で行う
ことができる。生体外で調節方法を実施するために、細胞を対象体から標準方法により入
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手しそして本発明の調節剤を用いて生体外でインキュベーション（すなわち培養）して細
胞内のＴ－ｂｅｔ活性を調節できる。例えば、末梢血液単球（ＰＢＭＣ）を対象体から入
手しそして密度勾配遠心分離、例えばフィコル／ハイパック（Ｆｉｃｏｌｌ／Ｈｙｐａｑ
ｕｅ）により単離できる。特異性細胞集団は、標準法を用いて除去または濃縮できる。例
えば、Ｔ細胞は、例えばＴ細胞表面マーカーに対する抗体を用いる正の選択、例えば細胞
を特異性一次モノクローナル抗体（ｍＡｂ）と一緒にインキュベーションし、次いで一次
ｍＡｂを結合する二次抗体を用いて被覆した磁気ビーズを用いてｍＡｂを結合する細胞の
単離により濃縮できる。特異性細胞集団は、標準方法による蛍光活性化細胞選別により単
離できる。希望する場合には、本発明の調節剤を用いて生体外で処理された細胞は、対象
体に再投与できる。対象体に投与するために、対象体に投与する前に細胞から培地内の残
留薬剤を最初に除去することが好ましい。これは、例えば細胞のフィコル／ハイパック勾
配遠心分離により行うことができる。細胞の生体外遺伝子モディフィケーションおよび引
き続いての対象体への再投与のこれ以上の考察は、米国特許第５，３９９，３４６号（Ｗ
．Ｆ．Ａｎｄｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ）参照。
【０１４７】
　対象体内の生体内調節方法を実行するために、調節剤は、対象体の細胞内のＴ－ｂｅｔ
活性が調節されるように対象体に投与できる。用語「対象体」は、免疫反応を誘発できる
生体を含むと考える。好ましい対象体は哺乳類である。対象体の例は、ヒト、サル、イヌ
、ネコ、マウス、ラット、ウシ、ウマ、ヤギおよびヒツジである。
【０１４８】
　核酸（Ｔ－ｂｅｔタンパク質、アンチセンスＲＮＡ、細胞内抗体または優性陰性阻害剤
をコードする組換え発現ベクターを含む）を含んでなる刺激または阻害剤に対して、薬剤
は、生体内の細胞内へ核酸（例えばＤＮＡ）を導入するための当該技術分野では公知の方
法を用いて対象体の細胞内へ導入できる。このような方法の例は、非ウイルスおよびウイ
ルス法を含み、下記を含む。
【０１４９】
　直接注入：裸のＤＮＡは、ＤＮＡを細胞内への直接注入して生体内細胞内に導入できる
（例えばＡｃｓａｄｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：８１５－８１
８；Ｗｏｌｆｆ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４７：１４６５－１４６
８参照）。例えばＤＮＡを細胞内へ生体内で注入するための投与装置（例えば「ジーンガ
ン（ｇｅｎｅ　ｇｕｎ）」）が使用できる。このような装置は、市場で入手できる（例え
ばＢｉｏＲａｄから）。
【０１５０】
　カチオン性脂質：裸のＤＮＡは、ＤＮＡをカチオン性脂質と複合するかまたはＤＮＡを
カチオン性リポソーム内にカプセル化して生体内細胞内に導入できる。適当なカチオン性
脂質製剤の例は、Ｎ－〔－１－（２，３－ジオレオイルオキシ）プロピル〕Ｎ，Ｎ，Ｎ－
トリエチルアンモニウム・クロリド（ＤＯＴＭＡ）および１，２－ミリスチルオキシ－プ
ロピル－３－ジメチルヒドロキシエチルアンモニウム・ブロミド（ＤＭＲＩＥ）とジオレ
オイル・ホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）との１：１モル比を含む（例えば
Ｌｏｇａｎ，Ｊ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　２：３８－
４９；Ｓａｎ　Ｈ．ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　
４：７８１－７８８　参照）。
【０１５１】
　受容体－媒介ＤＮＡ取り込み：裸のＤＮＡは、ＤＮＡをカチオン、例えば細胞表面受容
体に対するリガンドとカプリングするポリリシンに複合して生体内で細胞に導入すること
もできる（例えばＷｕ，Ｇ　ａｎｄ　Ｗｕ，Ｃ．Ｈ．（１９８８）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅ
ｍ．２６３：１４６２１；Ｗｉｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈ
ｅｍ．２６７：９６３－９６７；および米国特許（ＵＳ）第５，１６６，３２０号参照）
ＤＮＡ－リガンド複合体の受容体への結合は、受容体－媒介エンドサイトーシスによりＤ
ＮＡの取り込みを容易にする。本来的にエンドソームを破壊するアデノウイルスキャプシ
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ドに連結し、これにより細胞質内へ物質を放出するＤＮＡ－リガンド複合体は、細胞内リ
ソソームによる複合体の分解を回避するために使用できる（例えばＣｕｒｉｅｌ　ｅｔ　
ａｌ．（１９９１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：８８５０：
Ｃｒｉｓｔｉａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ　９０：２１２２－２１２６参照）。
【０１５２】
　レトロウイルス：欠損ウイルスは、遺伝子治療目的の遺伝子転移に使用するために特性
が良く知られている（総説はＭｉｌｌｅｒ，Ａ．Ｄ．（１９９０）Ｂｌｏｏｄ　７６：２
７１参照）。組換えレトロウイルスは、レトロウイルスゲノム内に組み込まれた関係する
ヌクレオチド配列を持って構築できる。さらに、レトロウイルスゲノムの一部分を除去し
てレトロウイルス複製欠損を与えることができる。次いで、複製欠損レトロウイルスをビ
リオン内にパッケージし、これは標準技術によりヘルパーウイルスの使用を通じて標的細
胞を感染するために使用できる。組換えレトロウイルス作製およびこのウイルスを用いる
生体外および生体内での細胞感染のためのプロトコールは、「分子生物学の最近のプロト
コール」（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ，Ａｕｓｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．）Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓ
ｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，（１９８９）第９．１０－９．１４章およびその他の
標準実験マニュアル中に見いだすことができる。適当なレトロウイルスの例は、ｐＬＪ、
ｐＺＩＰ、ｐＷＥおよびｐＥＭであって、これらは当該技術分野の熟練者には良く特性が
知られている。適当なパッケージングウイルス系統の例は、ψＣｒｉｐ、ψＣｒｅ、ψ２
およびψＡｍである。レトロウイルスは、種々の遺伝子を多数の異なる細胞タイプ、上皮
細胞、内皮細胞、リンパ球、筋芽細胞、肝細胞、骨髄細胞を含めて、生体外または生体内
で導入するために使用される（例えばＥｇｌｉｔｉｓ，ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２３０：１３９５－１３９８；Ｄａｎｏｓ　ａｎｄ　Ｍｕｌｌｉｇａｎ（１９
８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：６４６０－６４６４；Ｗ
ｉｌｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
　８５：３０１４－３０１８；Ａｒｍｅｎｔａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：６１４１－６１４５；Ｈｕｂｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：８０３９
－８０４３；Ｆｅｒｒｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　８８：８３７７－８３８１；Ｃｈｏｗｄｈｕｒｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９
１）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５４：１８０２－１８０５；ｖａｎ　Ｂｅｕｓｅｃｈｅｍ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：７６４０
－７６４４；Ｋａｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ
　３：６４１－６４７；Ｄａｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：１０８９２－１０８９５；Ｈｗｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３
）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５０：４１０４－４１１５：米国特許（ＵＳ）第４，８６８，
１１６号；米国特許（ＵＳ）第４，９８０，２８６号；ＰＣＴ　出願ＷＯ８９／０７１３
６；ＰＣＴ出願ＷＯ８９／０２４６８；ＰＣＴ　出願ＷＯ８９／０５３４５；および　Ｐ
ＣＴ出願ＷＯ９２／０７５７３参照）。レトロウイルスゲノム（およびこれに挿入された
外来核酸）を宿主ゲノム内に組み込んで安定に核酸を細胞内に導入するために、レトロウ
イルスベクターは、標的細胞分裂を必要とする。従って、標的細胞の複製を刺激する必要
があるであろう。
【０１５３】
　アデノウイルス：アデノウイルスのゲノムは、これが関係する遺伝子産物をコードしそ
して発現するがしかし正常な溶解ウイルスライフサイクル中で複製する能力に関しては不
活性化されるように操作できる。例えばＢｅｒｋｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｂｉ
ｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　６：６１６；Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）
Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５２：４３１－４３４；およびＲｏｓｅｎｆｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９２）Ｃｅｌｌ　６８：１４３－１５５参照。アデノウイルス株Ａｄタイプ５ｄｌ３
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２４またはその他のアデノウイルスの株（例えばＡｄ２、Ａｄ３、Ａｄ７など）から誘導
される適当なアデノウイルスベクターは、当該技術分野の熟練者には周知である。組換え
アデノウイルスは、これらが有効な遺伝子伝達ビヒクルであるために細胞分裂を必要とせ
ずそして気道外皮（Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）、以上に引用）、内
皮細胞（Ｌｅｍａｒｃｈａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：６４８２－６４８６）、肝細胞（Ｈｅｒｚ　ａｎｄ　Ｇｅｒ
ａｒｄ（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：２８１２－
２８１６）、および筋肉細胞（Ｑｕａｎｔｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：２５８１－２５８４）を含む広範囲の種々の
細胞タイプに感染するために使用できるという長所を有する。さらに、導入されたアデノ
ウイルスＤＮＡ（およびその中に含まれる外来ＤＮＡ）は、宿主細胞のゲノム内に組み込
まれないでエピソームとして残り、これにより、導入されたＤＮＡが宿主ゲノム内に組み
込まれる状況（例えばレトロウイルスＤＮＡ）における挿入突然変異誘発の結果として起
きる可能性がある問題を回避する。さらに、外来ＤＮＡに対するアデノウイルスゲノムの
保持能力は、他の遺伝子伝達ベクターと比較して大きい（８ｋｂまで）（Ｂｅｒｋｎｅｒ
　ｅｔ　ａｌ，以上に引用；Ｈａｊ－Ａｈｍａｎｄ　ａｎｄ　Ｇｒａｈａｍ（１９８６）
Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．５７：２６７）。現在使用されている大部分の複製－欠損アデノウイル
スベクターは、ウイルスＥ１およびＥ３遺伝子の全体または一部分を欠損していが、しか
しレトロウイルス遺伝物質の８０％は保持している。
【０１５４】
　アデノ関連ウイルス：アデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）は、有効な複製および生産的なラ
イフサイクルのためのヘルパーウイルスとしてアデノウイルスまたはヘルペスウイルスの
ような他のウイルスを必要とする、天然に存在する欠損ウイルスである（概説としてＭｕ
ｚｙｓｚｋａ　ｅｔ　ａｌ．Ｃｕｒｒ，Ｔｏｐｉｃｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏ．ａｎｄ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．（１９９２）１５８：９７－１２９　参照）。これはまたそのＤＮＡを分裂
しない細胞内に組込んでもよく、そして安定な組込みを高い頻度で発現する数少ないウイ
ルスの一つである（例えばＦｌｏｔｔｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ａｍ．Ｊ．Ｒｅｓｐ
ｉｒ．Ｃｅｌｌ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．７：３４９－３５６；Ｓａｍｕｌｓｋｉ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９８９）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６３：３８２２－３８２８；およびＭｃＬａｕｇｈｌ
ｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６２：１９６３－１９７３　参照）。
ＡＡＶの３００塩基対しか含まないベクターをパッケ－ジングできそして組込みができる
。外来性ＤＮＡに対するスペースは、約４．５ｋｂに限られる。Ｔｒａｔｓｃｈｉｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９８５）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．５：３２５１－３２６０により記
載されたようなＡＡＶベクターは、ＤＮＡを細胞内に導入するために使用できる。種々の
核酸がＡＡＶベクターを用いて種々の細胞タイプ内に導入された（例えばＨｅｒｍｏｎａ
ｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９８４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８１：
６４６６－６４７０；Ｔｒａｔｓｃｈｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ
　Ｂｉｏｌ．４：２０７２－２０８１；Ｗｏｎｄｉｓｆｏｒｄ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８
）Ｍｏｌ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．２：３２－３９；Ｔｒａｔｓｃｈｉｎ　ｅｔ　ａｌ．
（１９８４）　Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．５１：６１１－６１９；およびＦｌｏｔｔｅ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９９３）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：３７８１－３７９０　参照）。
【０１５５】
　特定の発現ベクター系の効力および細胞内に核酸を導入する方法は、当該技術分野で日
常的に使用されている標準の方法により評価できる。例えば、細胞内に導入されるＤＮＡ
は、フィルターハイブリダイゼーション技術（例えばサザンブロッティング）で検出でき
、そして導入されたＤＮＡの転写により産生されたＲＮＡは、例えばノーザンブロッティ
ング、ＲＮアーゼ保護または逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）により
検出できる。遺伝子産物は、適当なアッセイ、例えば産生されたタンパク質の免疫学的検
出、例えば特異性抗体を使用する方法により、または遺伝子産物の機能的活性の免疫学的
検出により検出できる。
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【０１５６】
　好ましい態様では、Ｔ－ｂｅｔをコーディングするレトロウイルス発現ベクターを生体
内細胞内でのＴ－ｂｅｔタンパク質発現に使用し、これにより生体内のＴ－ｂｅｔタンパ
ク質活性を刺激する。このようなレトロウイルスベクターは、当該技術分野では公知の標
準方法に従って調製できる（考察は上記参照）。
【０１５７】
　調節剤、例えば化学的化合物は、対象体に薬剤組成物として投与できる。このような組
成物は、代表的には調節剤および薬剤的に許容できるキャリヤーを含んでなる。本明細書
中に使用する場合に、用語「薬剤的に許容できるキャリヤー」は、あらゆる溶剤、分散媒
体、被覆、抗細菌および抗真菌薬剤、等張剤および吸収遅延剤等を含み、薬剤投与に適す
るものを考える。このような媒体および薬剤の薬剤的な活性物質のための使用は、当該技
術分野では周知である。活性化合物と適合しないすべての慣用の媒体または薬剤を除いて
、組成物中へのこれらの使用を考える。補足の活性化合物も組成物内に混和されることが
できる。薬剤組成物は、上記のＩＶ項に記載のようにして調製できる。
【０１５８】
　本明細書中に記載のＴｈ１細胞の発生、およびＴｈ２表現型の抑制における主要な調節
剤としてのＴ－ｂｅｔの同定は、本発明の調節方法を用いて、種々の臨床状態における細
胞サブセットの選択操作を可能とする。本発明の刺激方法（すなわちＴ－ｂｅｔ活性を増
進するための刺激剤を使用する方法）は、ＩＦＮ－γの産生と同時にＴｈ１反応の促進お
よびＩＬ－２およびＩＬ－４両方の下降制御を同時に行い、従ってＴｈ２反応の下降調節
をもたらす。反対に、本発明の阻害方法（すなわちＴ－ｂｅｔ活性を下降調節するための
抑制剤を使用する方法）は、ＩＦＮ－γの産生の阻害と同時にＴｈ１反応の下降制御およ
びＴｈ２反応の促進をもたらす。従って、Ｔｈ１反応が有益な疾患状態を治療するために
は、Ｔｈ１反応を促進し一方ではＴｈ２反応を下降制御するように本発明の刺激方法を選
択する。あるいは、Ｔｈ２反応が有益な疾患状態を治療するためには、Ｔｈ１反応を下降
制御し一方ではＴｈ２反応を促進するように本発明の阻害方法を選択する。疾患状態の治
療への本発明の方法の適用は、病状の治癒、病状に関連する症状の種類および数の減少を
長期または短期のいずれかでもたらすか（すなわち病状の改善）または単に対象体に一時
的な有利な作用をもたらす。
【０１５９】
　優勢なＴｈ１またはＴｈ２タイプの反応と関連する多数の疾患状態が同定され、これら
の病状を患う個体内に存在する反応の種類の同定および調節の利益を受けるであろう。本
発明の免疫調節的方法のこれらの疾患への適用をさらに以下に記載する。
【０１６０】
Ａ．アレルギー
　アレルギーは、ＩｇＧを通じて媒介され、その産生は、Ｔｈ２細胞およびこれにより産
生されるサイトカインの活性により調節される。アレルギー反応において、ＩＬ－４がＴ
ｈ２細胞により産生され、これはＩｇＥ抗体の産生およびアレルギー反応を媒介する細胞
、すなわちマスト細胞および好塩基球の活性化をさらに刺激する。ＩＬ－４は、好酸球媒
介炎症反応にも重要な役割を演じる。従って、本発明の刺激方法は、病原性ＩｇＧ抗体の
産生を下降制御する手段として、アレルギー患者におけるＴｈ２関連サイトカイン、特に
はＩＬ－４の産生を阻害することができる。刺激剤は、対象体に直接投与してもよく、ま
たは細胞（例えばＴｈｐ細胞またはＴｈ２細胞）を対象体から入手し、刺激剤と生体外で
接触させそして対象体に再投与してもよい。さらに、ある種の状態では、アレルゲンを刺
激剤または刺激剤を用いて処置した細胞と一緒に対象体に同時投与して、アレルゲン特異
性反応を阻害（すなわち脱感作）すると有益である。処置は、他のＴｈ１－促進剤、例え
ばサイトカインＩＬ－１２またはＴｈ２－関連サイトカイン（例えば抗ＩＬ－４抗体）に
対する抗体を、Ｔｈ１タイプ反応をさらに刺激するために十分な量でアレルギー対象体に
投与してさらに促進してもよい。
【０１６１】
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Ｂ．ガン
　Ｔｈ２－促進サイトカインの発現は、ガン患者内で上昇すると報告されており（例えば
Ｙａｍａｍｕｒａ，Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９１
：１００５－１０１０；Ｐｉｓａ，Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ，Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：７７０８－７７１２）そして悪性疾患はしばしば疾
患の経過の悪化に従ってＴｈ１タイプ反応からＴｈ２タイプ反応にへのシフトが関連して
いる。従って、本発明の刺激方法は、Ｔｈ１からＴｈ２へのシフトに対抗して作用する手
段としてガン患者内のＴｈ２関連サイトカインの産生を阻害し、これにより患者内で起き
ているＴｈ１反応を促進し、疾患の経過を改善するために使用できる。刺激方法は、ガン
を有する対象体への刺激剤の直接投与でも、または対象体から得た細胞（例えばＴｈｐま
たはＴｈ２細胞）の刺激剤を用いる生体外処置および引き続いての対象体への細胞の再送
達のいずれでも可能である。処置は、他のＴｈ１促進剤、例えばサイトカインＩＬ－１２
またはＴｈ２－関連サイトカインへの抗体（例えば抗ＩＬ－４抗体）を、レシピエントに
、Ｔｈ１タイプ反応をさらに刺激するために十分な量で投与してさらに促進してもよい。
【０１６２】
Ｃ．感染疾患
　Ｔｈ２－促進サイトカインの発現は、ＨＩＶ感染、肺炎、リューシマニア症、住血吸虫
症、糸状線虫感染および腸管線虫感染を含む種々の感染疾患の間に増加すると報告されて
おり（例えばＳｈｅａｒｅｒ，Ｇ．Ｍ．ａｎｄ　Ｃｌｅｒｉｃｉ，Ｍ．（１９９２）Ｐｒ
ｏｇ．Ｃｈｅｍ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．５４：２１－４３；Ｃｌｅｒｉｃｉ，Ｍ．ａｎｄ　Ｓ
ｈｅａｒｅｒ，Ｇ．Ｍ．（１９９３）Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ　１４：１０７
－１１１；Ｆａｕｃｉ，Ａ．Ｓ．（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：６１７－６２３
；Ｌｏｃｋｓｌｅｙ，Ｒ．Ｍ．ａｎｄ　Ｓｃｏｔｔ，Ｐ（１９９２）Ｉｍｍｕｎｏｐａｒ
ａｓｉｔｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ　１：Ａ５８－Ａ６１；Ｐｅａｒｃｅ，Ｅ．Ｊ．ｅｔ　
ａｌ．（１９９１）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７３：１５９－１６６；Ｇｒｚｙｃｈ．Ｊ－
Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４１：１３２２－１３２７；Ｋ
ｕｌｌｂｅｒｇ，Ｍ．Ｃ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：３
２６４－３２７０；Ｂａｎｃｒｏｆｔ，Ａ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．１５０：１３９５－１４０２；Ｐｅａｒｌｍａｎ，Ｅ．ｅｔ　ａｌ．（１９９３
）Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．６１：１１０５－１１１２；Ｅｌｓｅ，Ｋ．Ｊ．，ｅｔ　
ａｌ．（１９９４）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７９：３４７－３５１参照）、そしてこのよ
うな感染疾患は、免疫反応におけるＴｈ１からＴｈ２へのシフトと関連もしている。従っ
て、本発明の刺激方法は、感染疾患を有する対象体内に、Ｔｈ１からＴｈ２へのシフトに
対抗する手段として使用して、Ｔｈ２関連サイトカインの産生を阻害して、これにより患
者内の進行しているＴｈ１反応を促進し感染の経過を改善することができる。刺激方法は
、感染疾患を有する対象体への阻害剤の直接投与または対象体から得た細胞（例えばＴｈ
ｐまたはＴｈ２細胞）の刺激剤を用いる生体外処置、その後の対象体への細胞の再投与の
いずれかを含むことができる。処置は、他のＴｈ１促進剤、例えばサイトカインＩＬ－２
またはＴｈ２関連サイトカインへの抗体（例えば抗ＩＬ－４抗体）をレシピエントへ、Ｔ
ｈ１タイプ反応をさらに刺激するために十分な量で投与してさらに促進してもよい。
【０１６３】
Ｄ．自己免疫疾患
　本発明の阻害方法は、Ｔｈ２タイプ機能不全と関連する自己免疫疾患の処置に治療的に
使用できる。多数の自己免疫疾患は、自己の組織に対して反応性でありそして失陥の病理
に関するサイトカインおよび自己抗体の産生を促進するＴ細胞の不適当な活性化の結果で
ある。Ｔ－ヘルパー－タイプ反応の調節は、自己免疫疾患の経過に影響することができる
。例えば、実験的なアレルギー性脳脊髄炎（ＥＡＥ）において、疾患の誘導期間における
ＩＬ－４の投与によるＴｈ２－タイプ反応の刺激は、自己免疫疾患の強度を低下する（Ｐ
ａｕｌ，Ｗ．Ｅ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｃｅｌｌ　７６：２４１－２５１）。さら
に、疾患から動物の回復は、Ｔｈ２－タイプ反応の増加と関連することが示され、これは
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Ｔｈ２特異性サイトカインの増加により証明される（Ｋｏｕｒｙ，Ｓ．Ｊ．，ｅｔ　ａｌ
．（１９９２）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７６：１３５５－１３６４）。さらに、ＥＡＥ分
泌を抑制できるＴ細胞は、Ｔｈ２特異性サイトカインを分泌する（Ｃｈｅｎ，Ｃ．，ｅｔ
　ａｌ．（１９９４）Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　１：１４７－１５４）。ＥＡＥにおけるＴｈ２
タイプ反応の刺激は、疾患に対する保護作用を有するので、多発性硬化症（ＥＡＥがこれ
のモデルである）を有する対象体内のＴｈ２反応の刺激は、治療的に有益であるらしい。
本発明の阻害方法は、このような低下を起こさせるために使用できる。
【０１６４】
　同様に、マウス内のタイプＩ糖尿病におけるＴｈ２タイプ反応の刺激は、疾患に対する
保護作用を与える。実際に、ＩＬ－４（これはＴｈ２反応を促進する）を用いるＮＯＤマ
ウスの処置は、これらのマウス内に通常は発生するタイプＩ糖尿病の発症を防止または遅
延する（Ｒａｐｐｏｒｔ，Ｍ．Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１
７８：８７－９９）。従って、糖尿病を患っているかまたは疑いがある対象体内のＴｈ２
反応の刺激は、疾患の作用を改善するかまたは疾患の発症を阻害するであろう。
【０１６５】
　Ｔｈ２タイプ反応が有益であるさらに別の自己免疫疾患は、リウマチ様関節炎（ＲＡ）
である。研究から、リウマチ様関節炎を有する患者は滑膜組織中に優勢なＴｈ１細胞を有
することが示された（Ｓｉｍｏｎ，Ａ．Ｋ．，ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：５８６２－５８６６）。ＲＡを有する対象体内
でＴｈ２反応を刺激して、有害なＴｈ１反応が同時に下降調節され、これにより疾患の影
響を改善することができる。
【０１６６】
　従って、本発明の阻害方法は、Ｔｈ２タイプ反応が疾患の経過に有益である自己免疫疾
患を患っているかまたは疑いがある対象体内にＴｈ２－関連サイトカインの産生を刺激す
るために使用できる。この阻害方法は、対象体への阻害剤の直接投与または対象体から得
た細胞（例えばＴｈｐ、Ｔｈ１細胞、Ｂ細胞、非リンパ細胞）の生体外処置およびその後
の対象体への細胞の再投与のいずれかを含むことができる。処置は、さらに他のＴｈ２促
進剤、例えばＩＬ－４自体またはＴｈ１－関連サイトカインに対する抗体を、Ｔｈ２タイ
プ反応をさらに刺激するために十分な量で対象体に投与して促進してもよい。
【０１６７】
　Ｔｈ２反応が望ましい上記の自己免疫疾患とは反対に、別の自己免疫疾患は、Ｔｈ１－
タイプ反応により改善されることもある。このような疾患は、本発明の刺激剤を用いて改
善できる（ガンおよび感染疾患に対する上記のように）。この処置は、Ｔｈ１－促進サイ
トカイン（例えばＩＦＮ－γ）を対象体にＴｈ１－タイプ反応をさらに刺激するために十
分な量で投与してさらに促進してもよい。
【０１６８】
　自己免疫疾患処置のための薬剤の効力は、ヒト疾患の上記の動物モデルで試験できる（
例えば多発性硬化症のモデルとしてのＥＡＥおよび糖尿病のモデルとしてのＮＯＤマウス
）かまたは別の良く特性が知られたヒト自己免疫疾患の動物モデルで試験できる。このよ
うな動物モデルは、エリテマトーデスに対するモデルとしてのｍｒｌ／ｌｐｒ／ｌｐｒマ
ウス、リウマチ様関節炎に対するモデルとしてのネズミコラーゲン誘発関節炎、およびネ
ズミ実験重症筋無力症を含む（Ｐａｕｌｅｄ．，Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌｏｇｙ，Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８９，ｐｐ８４０－８５６
　参照）。本発明の調節（すなわち刺激または阻害）剤を試験動物に投与し、そして試験
動物内の疾患の経過を、使用した特定のモデルに対する標準方法により監視する。調節剤
の有効性は、未処置動物（または対象薬剤で処置した動物）と比較して、薬剤を用いて処
置した動物内の疾患状態の改善により明らかとなる。
【０１６９】
　本発明に従って処置してもよい自己免疫疾患および自己免疫成分を有する疾患の限定的
でない例は、真性糖尿病、関節炎（リウマチ様関節炎、若年性リウマチ性関節炎、骨関節
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炎、乾癬性関節炎を含む）、多発性硬化症、重症筋無力症、全身エリテマトーデス、自己
免疫甲状腺症、皮膚炎（アトピー性皮膚炎おおび湿疹性皮膚炎を含む）、乾癬、シェーン
グレン症候群、シェーングレン症候群に従属する乾性角結膜炎を含む、円形脱毛症、節足
動物咬傷反応によるアレルギー反応、クローン疾患、アフタ性潰瘍、虹彩炎、結膜炎、角
結膜炎、結腸炎、ゼンソク、アレルギー性ゼンソク、皮膚エリテマトーデス、強皮症、膣
炎、直腸炎、薬疹、らい病拮抗反応、血節性紅斑らい。自己免疫性ぶどう膜炎、アレルギ
ー性脳脊髄炎、急性壊死出血性脳障害、特発性両側進行性感覚神経性難聴、再生不全性貧
血、真性赤血球貧血、特発性血小板減少症、多発性軟骨炎、ウエグナー肉芽腫症、慢性活
動性肝炎、スチーブン－ジョンソン症候群、特発性スプルー、偏平舌癬、クローン症、重
症眼障害、サルコイドーシス、初期両側肝硬変、後部ぶどう膜炎、および間質性肺繊維症
を含む。
【０１７０】
Ｅ．移植
　移植片拒絶および移植片受容は、グラフトレシピエント内の特定のＴ細胞サブセット（
例えばＴｈ１またはＴｈ２細胞）の作用にのみ帰することはできないけれども（考察に関
しては、Ｄａｌｌｅｎ，Ｍ．Ｊ．（１９９５）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．７
：６３２－６３８参照）、多数の研究は、長期間の移植片持続における優勢なＴｈ２反応
または移植片拒絶における優勢なＴｈ２反応を示している。例えば、移植片受容はＴｈ２
サイトカインパターンの産生に関連しおよび／または移植片拒絶はＴｈ１サイトカインパ
ターンの産生に関連する（例えばＴａｋｅｕｃｈｉ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｔｒ
ａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　５３：１２８１－１２９１；Ｔｚａｋｉｓ，Ａ．Ｇ．ｅｔ
　ａｌ．，（１９９４）Ｊ．Ｐｅｄｉａｔｒ．Ｓｕｒｇ．２９：７５４－７５６；Ｔｈａ
ｉ，Ｎ．Ｌ．ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　５９：２７４
－２８１参照）。さらに、Ｔｈ２サイトカイン表現型を有する細胞の養子移入は、皮膚移
植片持続を延長し（Ｍａｅｄａ，Ｈ．ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｉｎｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．６，８５５－８６２）、そして移植片体宿主病を低下する（Ｆｏｗｌｅｒ，Ｄ．Ｈ．ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９４）Ｂｌｏｏｄ　８４：３５４０－３５４９；Ｆｏｗｌｅｒ，Ｄ．Ｈ
．ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｐｒｏｇ．Ｃｌｉｎ．Ｂｉｏｌ．Ｒｅｓ．３８９：５３３－
５４０）。さらに、Ｔｈ２分化を促進するＩＬ－４の投与は、心臓同種移植片持続を延長
し（Ｌｅｖｙ，Ａ．Ｅ．ａｎｄ　Ａｌｅｘａｎｄｅｒ，Ｊ．Ｗ．（１９９５）Ｔｒａｎｓ
ｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　６０：４０５－４０６）、一方、Ｔｈ１分化を促進する抗ＩＬ－
１０抗体と組み合わせたＩＬ－１２の投与は、皮膚同種移植片拒絶を増進する（Ｇｏｒｃ
ｚｙｎｓｋｉ，Ｒ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　６
０：１３３７－１３４１）。
【０１７１】
　従って、本発明の阻害方法は、移植レシピエント内にＴｈ２－関連サイトカインの産生
を刺激して移植片持続を延長することができる。この阻害方法は、固体臓器移植および骨
髄移植（例えば移植片対宿主病を阻害する）の両方に使用できる。阻害方法は、移植レシ
ピエントに対する阻害剤の直接投与でもまたは対象体から得た細胞（例えばＴｈｐ、Ｔｈ
１細胞、Ｂ細胞、非リンパ細胞）の阻害剤を用いる生体外処置および引き続く対象体への
細胞の再投与のいずれも含むことができる。処置は、さらに他のＴｈ２促進剤、例えばＩ
Ｌ－４自体またはＴｈ１－関連サイトカインに対する抗体をレシピエントに、Ｔｈ２タイ
プ反応をさらに阻害するために十分な量で投与してさらに促進できる。
【０１７２】
　上記の疾患状態に加えて、本発明の調節方法は、他の目的にも有用である。例えば、本
発明の刺激方法（すなわち刺激剤を用いる方法）は、Ｔｈ１促進サイトカインの商業的産
生のための生体外Ｔｈ１促進サイトカイン（例えばインターフェロン－γ）の産生を刺激
するために使用できる（例えば、細胞を生体外で刺激剤と接触させてインターフェロン－
γ産生を刺激でき、そしてインターフェロン－γは培養物上清から回収でき、必要な場合
にはさらに精製し、そして商業使用のために包装する）。
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【０１７３】
　さらに、本発明の調節方法は、対象体内の関係する抗原に対するＴｈ１またはＴｈ２反
応のいずれかを促進するワクチン接種に適用できる。すなわち、本発明の薬剤は、Ｔｈ１
反応またはＴｈ２反応のいずれかのワクチンに対する免疫反応を指令するアジュバントと
して役立つことができる。例えば、関係する抗原に対する抗体反応を促進するために（す
なわちワクチン接種の目的で）、抗原および本発明の阻害剤を対象体に同時投与して対象
体内の抗原に対するＴｈ２反応を促進でき、それはＴｈ２反応が有効なＢ細胞ヘルプを提
供しそしてＩｇＧ１産生を促進するからである。あるいは、関係する抗原に対する細胞免
疫反応を促進するために、抗原および本発明の刺激剤を対象体に同時投与して対象体内の
抗原に対するＴｈ１反応を促進でき、それはＴｈ１反応が細胞媒介免疫反応（例えば遅延
した過敏性反応）の発生を有利とするからである。関係する抗原および調節剤は、単一の
薬剤組成物内に一緒に、または別々の組成物内に調剤できる。好ましい態様では、関係す
る抗原および調節剤は、対象体に同時に投与される。あるいは、ある状況では、抗原を最
初に、次いで調節剤を投与するか、または逆が望ましいこともある（例えば、本来的にＴ
ｈ１反応を引き起こす抗原の場合には、最初に抗原を単独で投与して反応を刺激し、次い
で阻害剤を単独または抗原のブーストと一緒に投与して免疫反応をＴｈ２反応にシフトさ
れると有益である）。
【０１７４】
　本発明は、さらに下記の実施例で説明され、これらは限定的と解釈してはならない。こ
の明細書中に引用したすべての引用文献、特許および公開特許の内容は、引用することに
より編入される。さらに、本明細書中で言及した公開データベース内に寄託されたすべて
のヌクレオチドおよび核酸配列も、引用することにより編入される。
【０１７５】
　ｐＪＧ４－５ベクターのＥｃｏＲＩ部位内にクローンされたマウスＴ－ｂｅｔｃＤＮＡ
を含んでなる核酸分子は、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃ
ｔｉｏｎ（Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）に１９９９年１１月９日付けで寄託され、そして寄
託番号ＰＴＡ－９３０が割り当てられた。ＰＣＲ２．１－ＴＯＰＯベクター内にクローン
されたヒトＴ－ｂｅｔｃＤＮＡ（ヒトＴｈ１クローンＲＯＴ－１０からのＲＮＡから調製
）含んでなる核酸は、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉ
ｏｎ（Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）に２０００年１月２８日付けで寄託され、そして寄託番
号ＰＴＡ－１３３９が割り当てられた。両方の寄託物はブダペスト条約の規定に準拠して
なされた。
【０１７６】
　実施例
　下記の実験手順を実施例で使用した。
マウス、細胞系統、サイトカイン、抗体およびプラスミド
　ＢＡＬＢ／ｃマウスは、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓから入手し、ＤＯ
１１．１０ＴｃＲ－トランスジェニックマウス（Ｊａｃｏｂｓｏｎ，Ｎ．Ｇ．，ｅｔ　ａ
ｌ．１９９５，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８１，１７５５－１７６２）、およびＭＢＰ　Ｔ
ｃＲトランスジェニックマウス（Ｌａｆａｉｌｌｅ，Ｊ．Ｊ．，１９９４，Ｃｅｌｌ　７
８，３９９－４０８）が記載されている。マウスは５～６週齢で使用した。細胞系統（ｌ
ｉｎｅ）および一次細胞は、１０％ウシ胎児血清（ＨｙＣｌｏｎｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｉｅｓ）、グルタミン（２ｍＭ）、ペニシリン（５０単位／ｍｌ）、ストレプトマイシン
（５０μｇ／ｍｌ）、Ｈｅｐｅｓ（１００ｍＭ）およびβ－ＭＥ（５０μｇ）を補足した
ＲＰＭＩ１６４０を含む完全培地内で維持した。ＪｕｒｋａｔはヒトＴｈ１リンパ腫、Ｅ
Ｌ４はマウスＴｈＯ胸腺腫、ＮＫ３．３はヒトＮＫ細胞系統（Ｙｅ，Ｊ．，１９９５，Ｊ
．Ｌｅｕｋｏ．Ｂｉｏｌ．５８．２２５－２３３；Ｋｏｒｎｂｌｕｔｈ，Ｊ．，１９８２
，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２９．２８３１－２８３７）、ＹＴはヒトＮＫ細胞系統（Ｙｏ
ｄｏｉ，Ｊ．，１９８５，Ｊ．ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏ．１３４，１６２３－１６３０）、Ａ
Ｅ７はマウスＴｈ１クローン、Ｄ１０はマウスＴｈ２クローンそしてＭ１２はＢ細胞リン
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パ腫系統である。組換えＩＬ－４はＤＮＡＸから入手し、ヒトｒＩＬ－２はＣｈｉｒｏｎ
　Ｃｏｒｐ．から入手した。ｒＩＬ－１２はＨｏｆｆｍａｎ　ＬａＲｏｃｈｅ　から入手
し、そしてｒＩＬ－１８はＰｅｐｒｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．から購入した。モノクローナル
抗ＩＬ－１２、モノクローナル抗ＩＦＮ－γおよびモノクローナル抗ＩＬ－４（１１Ｂ１
１）も使用した（Ｏｈａｒａ，Ｊ．ａｎｄ　Ｐａｕｌ，Ｗ．Ｅ．，１９８５，Ｎａｔｕｒ
ｅ　３１５，３３３－３３６）。ラビット内で産生したＴ－ｂｅｔポリクローナル抗血清
およびｍＡｂは両方共に全長組換え細菌産生Ｔ－ｂｅｔに対して作製した。ｍＡｂは、マ
ウスからの脾細胞をＳＰ２／Ｏ－Ａｇ１４骨髄腫（ｍｙｌｅｏｍａ）に融合して作製そし
てＩｇＧ１サブタイプである。発現プラスミドは、ｃ－Ｍａｆ（ｐＭｅｘ－ｍａｆ）（Ｈ
ｏ，Ｉ－Ｃ．，ｅｔ　ａｌ，１９９６，Ｃｅｌｌ　８５，９７３－９８３）、ＮＦＡＴｐ
（Ｈｏｄｇｅ，Ｍ．Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．１９９６，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　４，１－２０）お
よびｐ６５を含んでおり、後の２者はｐＣＤＮＡベクター内にクローンした。
【０１７７】
ＣＤ４＋Ｔ細胞精製および生体外培養
　ＣＤ４＋Ｔ細胞は、リンパ節（ＬＮ）からＰＥ－接合抗ＣＤ４（ＲＭ４－４）（Ｐｈａ
ｒｍｉｎｇｅｎ）を用いるフローサイトメトリーにより精製しそしてＦＡＣＳ（Ｍｏ　Ｆ
ｌｏ，Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｅｎｓｏｎ）を用いて純度９８～９９％まで選別した。生
体外活性化のために、２ｘ１０６　／ｍｌのＣＤ４＋細胞を完全培地内に再懸濁しそして
プレート結合１μｇ／ｍｌ抗ＣＤ３（２Ｃ１１）および２μｇ／ｍｌ抗ＣＤ２８（Ｐｈａ
ｒｍｉｎｇｅｎ）を用いて３日間、１００単位／ｍｌのＩＬ２の存在下で活性化した。次
いで細胞を完全培地に１：４スプリットし、そして４日間、１００単位／ｍｌのＩＬ２の
存在下で培養した。一次刺激の７日後に、細胞を採取し、２回洗浄しそして１μｇ／ｍｌ
プレート結合抗ＣＤ３を用いて１ｘ１０６　細胞／ｍｌで１、３および６時間再刺激した
。Ｔｈ１およびＴｈ２分化培養のために、非－トランスジェニックまたはＤＯ１１．１０
ＬＮおよび脾細胞をプールし、１ｘ１０６　細胞／ｍｌ完全培地内に再懸濁しそしてＴｈ
１（１０ｍｇ／ｍｌ抗ＩＬ４〔１１Ｂ１１〕、１０ｎｇ／ｍｌ　ｒＩＬ１２）またはＴｈ
２（１０ｍｇ／ｍｌ抗ＩＦＮ－γ、１０ｎｇ／ｍｌ　ＩＬ４）条件下、１μｇ／ｍｌプレ
ート結合抗ＣＤ３を用いて培養した。細胞を３日目に、完全培地＋１００ｕ／ｍｌ　ＩＬ
２を用いて１：４スプリットした。７日目に、細胞を１μｇ／ｍｌ抗ＣＤ３を用いて４時
間再刺激しそしてＲＮＡ調製のために採取した（Ｊａｃｏｂｓｏｎ，Ｎ．Ｇ．，ｅｔ　ａ
ｌ．１９９５，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８１，１７５５－１７６２）。上清を２４時間目
に採取しサイトカインを試験した。
【０１７８】
ノーザンおよびウエスタンブロット分析
　全ＲＮＡを休眠から単離しそしてＴＲＩＺＯＬ試薬（Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＩ）を用いて細
胞を刺激しそしてそれぞれの試料１０μｇを１．２％アガロース６％ホルムアルデヒドゲ
ル上で分離し、２０Ｘ　ＳＳＣ中のＧｅｎｅｓｃｒｅｅｎ膜（ＮＥＮ）上に一晩移行し、
そしてＵＶ　Ｓｔｒａｔａｌｉｎｋｅｒ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）を用いて共有結合した
。ブロットのハイブリダイゼーションは、３２Ｐ：Ｔ－ｂｅｔ、γ－アクチンを用いて標
識した下記のｃＤＮＡプローブを用いて記載（Ｈｏｄｇｅ，Ｍ．Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．１９
９６，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　４，１－２０）に従って４２℃で行った。ウエスタンブロット
分析のための核および細胞質抽出物をＡＥ７、Ｄ１０およびＮＫ３．３細胞から調製した
。核を記載（Ｄｏｌｍｅｔｓｃｈ，Ｒ．Ｅ．，ｅｔ　ａｌ．１９９７，Ｎａｔｕｒｅ　３
８６，８５５－８５８）に従って単離した。抽出したタンパク質を８％ＰＡＧＥにより分
離し、次いでニトロセルロース膜にエレクトロトランスファーし、そしてＴ－ｂｅｔに特
異性のｍＡｂを用いてプローブし、次いでホースラディッシュペルオキシダーゼ－接合ヤ
ギ抗マウスＩｇＧによりプローブしそしてメーカー（Ａｍｅｒｓｈａｍ）の指定に従って
化学発光を促進した。
【０１７９】
一過性トランスフェクションアッセイ
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　ＥＬ４およびＪｕｒｋａｔ細胞を、５μｇレポータープラスミドおよび５～１０μｇ発
現プラスミドを用いてトランスフェクション当たりに０．４ｍｌ　ＲＰＭＩ中の細胞５ｘ
１０６　個を用いるＢｉｏＲａｄエレクトロポレーター（２８０Ｖ、９７５μＦ）を用い
てトランスフェクションした。ルシフェラーゼアッセイは、２４時間後に各試料の２０％
内でルシフェラーゼ活性を用い、指定に従って測定した（Ｐｒｏｍｅｇａ）。ＩＦＮ－γ
レポータールシフェラーゼ構築物は、全ヒトＩＦＮ－γ遺伝子を含むプラスミドｐＢ９か
ら誘導した（Ｐ．Ｇｒａｙ　ａｎｄ　Ｄ．Ｖ．Ｇｏｅｄｄｅｌ，１９８２，Ｎａｔｕｒｅ
，２９８：８５９）。ｐＧＬ２ルシフェラーゼ遺伝子をｐＢ９．ＩＬ－２プロモーター－
レポーター構築物の第一エキソン内に挿入した。ＩＬ－４プロモーター－レポーター構築
物、ＩＬ－４Ｌｕｃ、は、ネズミＩＬ－４遺伝子の８０７ｂｐ上流を含む。
【０１８０】
レトロウイルス構築物および形質導入
　ＧＦＰ－ＲＶビシストロン性ベクターは、Ｐｈｅｎｉｘ－Ｅｃｏパッケージング細胞系
統（Ｋｉｎｏｓｈｉｔａ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．１９９８，Ｃｅｌｌ，９５，５９５－６０４
）を有するとして記載されている（Ｏｕｙａｎｇ，Ｗ．ｅｔ　ａｌ，１９９８，Ｉｍｍｕ
ｎｉｔｙ　９：７４５－７５５）。ＧＦＰ－ＲＶベクターは、脳心筋炎ウイルス内部リボ
ソーム入口配列（ＩＲＥＳ）およびＧＦＰ対立遺伝子をＭＳＣＶ２．２レトロウイルスベ
クター（Ｏｕｙａｎｇ，Ｗ．ｅｔ　ａｌ，１９９８，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　９：７４５－７
５５）またはＩＬ－２－ＭＳＣＶベクター内に挿入して構築した。両方のベクターは２個
のｃＤＮＡ、Ｔ－ｂｅｔおよびＧＦＰをコードするｃＤＮＡを、ＩＲＥＳを使用して同時
に発現しそれぞれのｍＲＮＡの翻訳を個別に開始した。パッケージング細胞系統のトラン
スフェクションおよび一次Ｔ細胞のレトロウイルス形質導入は、本質的に記載の通りに行
った（Ｏｕｙａｎｇ，Ｗ．ｅｔ　ａｌ，１９９８，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　９：７４５－７５
５）。
【０１８１】
細胞内サイトカイン染色およびＦＡＣＳ分析
　サイトカインの細胞内染色は記載の通りに行った（Ｏｕｙａｎｇ，Ｗ．ｅｔ　ａｌ，１
９９８，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　９：７４５－７５５）。指定通りの種々の期間にわたってレ
トロウイルスを用いて感染した一次トランスジェニックまたは非－トランスジェニックＴ
細胞をＰＭＡ（５０ｎｇ／ｍｌ）およびイオノマイシン（１ｕＭ）を用いて２時間刺激し
、そしてブレフェルジン（Ｂｒｅｆｅｌｄｉｎ）Ａ　１０ｕｇ／ｍｌをさらに２時間で加
えた。
【０１８２】
　実施例１．新規の転写因子、Ｔ－ｂｅｔのクローニング
　ＩＬ－２プロモーターのＴｈ１－特異性領域は良く定位されているので（Ｂｒｏｍｂａ
ｃｈｅｒ，Ｆ．ｅｔ　ａｌ．，１９９４，，Ｉｎｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：１８９－１９
７；Ｒｏｏｎｅｙ，Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１５
，６２９９－６３１０；Ｌｅｄｅｒｅｒ，Ｊ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．１９９４，Ｊ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．１５２，７７－８６；Ｄｕｒａｎｄ，Ｄ．，ｅｔ　ａｌ．１９８８，Ｍｏｌ．
Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．８，１７１５－１７２４；Ｈｏｙｏｓ，Ｂ．，ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２４４，４５７－４５０）、ＩＬ－２プロモーターレポーターおよびＯＦ６　
Ｔｈ１クローンから作製したｃＤＮＡライブラリーを用いる酵母ワンハイブリッド法を、
Ｔｈ１特異性転写因子を同定するために選択した。この方法を実証するために、ＩＬ－４
プロモーターのＴｈ２特異性領域を酵母内で発現しそしてｃ－Ｍａｆの導入によりトラン
ス活性化され、数種の他の転写因子（例えばＮＦＡＴ）ではされないことを実証した。ｃ
－Ｍａｆトランス活性化は、ｃ－Ｍａｆ反応要素（ＭＡＲＥ）が変異した場合には起きな
かった。従って、酵母ワンハイブリッド法を使用した。
【０１８３】
　ＥＧＹ４８酵母株をＩＬ－２プロモーター／ヒスチジン構築物を用いて安定に組込みそ
して抗－ＣＤ３活性化Ｔｈ１細胞クローン、ＯＦ６から作製したｃＤＮＡライブラリーを
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用いて形質転換した。スクリーニングした５．６ｘ１０６　個のクローン中、４８８個が
一次スクリーニングで陽性であった。二次スクリーニングで試験した２１０個のクローン
中、７２個がＩＬ－２プロモーターに特異性であることが証明された。陽性クローンの数
を減らすために、我々は酵母クローンｃＤＮＡを、Ｔｈ１およびＴｈ２細胞系統内で分化
的に発現したｃＤＮＡとハイブリダイズした。これらのＴｈ１－Ｔｈ２およびＴｈ２－Ｔ
ｈ１　ｃＤＮＡをＣｌｏｎｔｅｃｈＰＣＲ選択キットを用いて作製し、放射能標識しそし
て最初にパイロット実験に使用して最も強い陽性のクローン１６個をスクリーニングした
。これらのクローン１６個の中で、８個がＴｈ１（ＰＬ１７）特異性ｃＤＮＡ産物プロー
ブと陽性であり、Ｔｈ２（Ｄ１０）特異性ｃＤＮＡ産物プローブとはそうではなかった。
代表差異分析（ＲＤＡ、例えばＬｉｓｉｔｓｙｎ，１９９３，，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５９
：９４６；Ｏ’Ｎｅｉｌｌ　ａｎｄ　Ｓｉｎｃｌａｉｒ，１９９７，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａ
ｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：２６８１；Ｈｕｂａｎｋ　ａｎｄ　Ｓｃｈａｔｚ，１９９４，
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２２：５６４０；Ｗｅｌｆｏｒｄ　ｅｔ　ａｌ．
１９９８　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２６：３０５９）をＴｈ１－Ｔｈ２プ
ローブを用いて１６個の陽性クローンに関し、ＩＬ－２、ＩＦＮ－γおよびＩＬ－４に対
するプローブの対照ハイブリダイゼーションを用いて行った。Ｔｈ１およびＴｈ２差し引
きｃＤＮＡプローブの特異性は、それぞれＩＬ－２およびＩＦＮ－γ対ＩＬ－４の検出に
より証明された。
【０１８４】
　制限酵素分析および配列決定データは、クローンのすべて８個が関連することを明らか
にした。これらは５’および３’非翻訳領域内の差異に基づいて３群に分類され、これら
の群のそれぞれは独立したｃＤＮＡ分子を表す。これらのクローンの配列をＮＣＢＩジー
ンバンク配列データベースと比較すると、転写因子のＴ－ｂｏｘファミリーとの相同性が
得られた。図１は、Ｔ－ｂｅｔの核酸およびアミノ酸配列を示す。
【０１８５】
　実施例２．Ｔ－ｂｅｔは、Ｔ－ｂｏｘファミリーメンバーＴ－ｂｒａｉｎおよびエオメ
ソデルミン（ｅｏｍｅｓｏｄｅｒｍｉｎ）と相同の領域を共有する
　ＢｒａｃｈｙｕｒｙまたはＴは、Ｔ－ｂｏｘと呼ばれる２００アミノ酸ＤＮＡ結合ドメ
インを共有する転写因子のファミリーの創始メンバーである（総説はＳｍｉｔｈ，Ｊ．１
９９７，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　＆　Ｄｅｖｅｌｏ
ｐｍｅｎｔ　７，４７４－４８０；Ｐａｐａｉｏａｎｎｏｕ，ａｎｄ　Ｓｉｌｖｅｒ，１
９９８，Ｂｉｏａｓｓａｙ，２０：９；Ｍｅｉｓｌｅｒ，Ｍ．Ｈ．１９９７，Ｍａｍｍａ
ｌｉａｎ　Ｇｅｎｏｍｅ　８，７９９－８００）。Ｂｒａｃｈｙｕｒｙ（ギリシャ語で「
短尾」）突然変異は、短くて少しねじれた尾を持った異型接合動物内で、１９２７年に最
初に記載された（Ｈｅｒｒｍａｎｎ，Ｂ．Ｇ．，１９９０，Ｎａｔｕｒｅ　３４３，６１
７－６２２）。今ではＢｒａｃｈｙｕｒｙを含まないマウス中の８種のＴ－ｂｏｘ遺伝子
が存在する。これらはＴｂｘ～６、Ｔ－ｂｒａｉｎ－１（Ｔｂｒ－１）およびいまではＴ
－ｂｅｔを含み、それぞれ明確で通常は複雑な発現パターンを有する。転写因子のＴ－ｂ
ｏｘファミリーは、ＤＮＡ結合ドメイン内のファミリーメンバーの相同性により定義され
る。Ｔ－ｂｅｔＤＮＡ結合ドメイン（ネズミＴ－ｂｅｔの残基１３８－３２７）は、ネズ
ミＴ－ｂｒａｉｎのＴ－ｂｏｘドメインおよびゼノプスエオメソデルミンのＴ－ｂｏｘド
メインに最も類似し、従ってＴ－ｂｏｘ遺伝子ファミリーのＴｂｒ－１サブファミリー内
にＴ－ｂｅｔを位置させる。ネズミＴ－ｂｅｔタンパク質のヒト同族体は、マウスＴ－ｂ
ｅｔに約８８％一致する。図１Ａは、Ｌｉｐｍａｎ－Ｐｅａｒｓｏｎタンパク質整列（Ｇ
　ｐｅｎａｌｔｙ設定　４およびｌｅｎｇｔｈ　ｐｅｎａｌｔｙ設定１２）を用いて誘導
した。類似性指数は、８６．６と算出された（Ｇａｐ　ｎｕｍｂｅｒ　２、ｇａｐ　ｌｅ
ｎｇｔｈ　５およびｃｏｎｓｅｎｓｕｓ　ｌｅｎｇｔｈ　５３５）。Ｔ－ｂｅｔは、Ｔ－
ｂｏｘファミリーメンバーのＴ－ｂｒａｉｎおよびエオメソデリウムを相同の領域を共有
する。ネズミＴ－ｂｅｔ　ＤＮＡ結合ドメインは、ネズミＴ－ｂｒａｉｎのＴ－ｂｏｘお
よびゼノプスエオメソデリウムに最も類似している。３個のＴ－ｂｏｘ領域間で約６９％
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のアミノ酸一致がある。Ｔ－ｂｅｔはＴ－ｂｏｘドメインの外では他のＴ－ｂｏｘファミ
リーメンバーと配列相同性を持っていない。
【０１８６】
　実施例３．Ｔ－ｂｅｔは共通Ｔ－ｂｏｘ部位に結合してトランス活性化しそして５’お
よび３’領域の双方をマップする機能的に重要なドメインを有する
　組換えＴ－ｂｅｔタンパク質は、ＩＬ－２プロモーター内の共通Ｔ－ｂｏｘ部位および
Ｔ－ｂｅｔ部位に結合し、そして抗－ＣＤ３－刺激ＡＥ７　Ｔｈ１細胞からの核抽出物内
に存在する複合体は、共通（ＧＧＧＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＣＴＡＧＧＴＧＡＡＡＴＴＣＣ
）Ｔ－ｂｏｘオリゴヌクレオチドプローブに特異的に結合する。Ｔ細胞内のＴ－ｂｅｔの
活性を試験するために、下記の実験を行った。Ｊｕｒｋａｔ　Ｔｈ１細胞にＴ－ｂｅｔと
ルシフェラーゼレポーター構築物とを同時トランスフェクションした。図２Ａは、共通Ｔ
－ｂｏｘ部位の４コピーを有するかまたは有していない最少チミジンキナーゼ（ＴＫ）プ
ロモーターを含むルシフェラーゼレポーター構築物のＪｕｋａｔ細胞内の基底レベル（中
空棒）およびＰＭＡ（５０ｎｇ／ｍｌ）プラスイオノマイシン（１ｕＭ）誘発（黒棒）プ
ロモーター活性を示す。それぞれのレポーター構築物は、図中に示すように、空のｐＣＤ
ＮＡベクターまたは全長Ｔ－ｂｅｔ　ｃＤＮＡを含むｐＣＤＮＡと同時トランスフェクシ
ョンされた。示したデータは、３回の独立した実験の代表である。図２Ｂは、最少ＴＫプ
ロモーターを含むルシフェラーゼレポーター構築物を用いて一時的にトランスフェクショ
ンしたＪｕｒｋａｔ細胞および棒グラフの左側に示したＴ－ｂｅｔ　ｃＤＮＡの指定領域
を含む多量体化した共通Ｔ－ｂｏｘ部位およびｐＣＤＮＡベクターを示す。ルシフェラー
ゼ活性は、感染の２４時間後に測定した。実験を３回反復して同じ結果を得た。得られた
基底レベル（中空棒）およびＰＭＡ（５０ｎｇ／ｍｌ）プラスイオノマイシン（１ｕＭ）
誘発（黒棒）プロモーター活性は、Ｔ－ｂｅｔがＴ細胞内で活性であり、そしてその活性
が刺激によりさらに増加できることを証明した。
【０１８７】
　実施例４．Ｔ細胞内のＴ－ｂｅｔ発現はＴｈ１サブセットに限定されそしてＴｃＲを介
して伝達されるシグナルにより調節される
　Ｔ－ｂｅｔをＴｈ１　ｃＤＮＡライブラリーから単離しそして複数の臓器のノーザンブ
ロット分析は、肺、胸腺および末梢リンパ器官内にのみ存在するＴ－ｂｅｔ転写物を明ら
かにした。
【０１８８】
　図３Ａは、Ｔ－ｂｅｔがダブルネガティブ（ｄｏｕｂｌｅ　ｎｅｇａｔｉｖｅ）（ＤＮ
）胸腺細胞内に優先的に発現し、ダブルポシティブ（Ｄｏｕｂｌｅ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ）
（ＤＰ）およびシングルポジティブ（ｓｉｎｇｌｅ　ｐｏｓｉｔｉｂｅ）（ＳＰ）細胞内
では発現しないことを示す。培地またはプレート結合抗ＣＤ３（２Ｃ１１）を用いて６時
間処理されたＴｈ１細胞クローン（ＡＥ７およびＤ１．１）またはＴｈ２クローン（Ｄ１
０およびＣＤＣ３５）から単離された全細胞ＲＮＡのノーザンブロット分析は、Ｔｈ１ク
ローン内のみでＴ－ｂｅｔ転写物が明らかになった。全細胞ＲＮＡは、培地またはプレー
ト結合抗ＣＤ３（２Ｃ１１）を用いて６時間処理されたＴｈ１細胞クローン（ＡＥ７およ
びＤ１．１）またはＴｈ２クローン（Ｄ１０およびＣＤＣ３５）から単離された。全ＲＮ
Ａは、培地またはＰＭＡ（５０ｎｇ／ｍｌ）およびイオノマイシン（１ｕＭ）を用いて６
時間処理されたＭ１２（Ｂ細胞リンパ腫）およびＥＬ４（Ｔ細胞リンパ腫）からも単離さ
れた。ノーザンブロット分析は、標準方法を用いてレーンあたりに全ＲＮＡ１０ｕｇを用
いて行い、そして全長Ｔ－ｂｅｔ　ｃＤＮＡを用いてプローブした。Ｔ－ｂｅｔは、Ｔｈ
１クローン中に優先的に発現された。さらに、Ｔ－ｂｅｔ発現のレベルは、ＴｃＲを介し
て伝達されたシグナルにより増加し、これは抗－ＣＤ３によるＴ－ｂｅｔ転写物の誘導に
より証明された。Ｔ－ｂｅｔ転写物は、細胞を培地またはＰＭＡ（５０ｎｇ／ｍｌ）およ
びイオノマイシン（１ｕＭ）を用いて６時間処理した場合に、Ｍ１２、Ｂ細胞リンパ腫内
、Ｔ細胞リンパ腫Ｊｕｒｋａｔ内またはＥＬ４、Ｔｈ０細胞胸腺腫内のいずれでも検出さ
れなかった。
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【０１８９】
　一次Ｔ細胞中のＴ－ｂｅｔのタンパク質レベルを決定するために、ＤＯ１１．１０　Ｔ
ｃＲトランスジェニック脾細胞をＴｈ１またはＴｈ２極性化条件下で培養した。７２時間
後に、２００Ｕ／ｍｌ　ＩＬ－２を有する新しい培地内で細胞を３倍に拡大した。一次刺
激から７日目に、核およびサイトゾル抽出物を、休息またはＰＭＡ／イオノマイシン活性
化（１時間）バルクカルチャーＤＯ１１．１０Ｔｈ１およびＴｈ２細胞から調製した。核
抽出物も休息していたＭ１２、ＥＬ４、Ｊｕｒｋａｔ、ＮＫ３．３およびＹＴ細胞から調
製した。図３Ｃに示すように、細胞系統中で、Ｔ－ｂｅｔタンパク質はＹＴ細胞内にのみ
存在した。図３Ｃは、Ｔ－ｂｅｔタンパク質がＴｈ１細胞およびＮＫ細胞内のみに限定さ
れていることを示す。ウエスタンブロット試験を、休息またはＰＭＡ／イオノマイシン活
性化（１時間）したバルクカルチャーＤＯ１１．１０Ｔｈ１およびＴｈ２細胞から上記の
ように調製した核およびサイトゾル抽出物に関して行った。要約すると、ＤＯ１１．１０
テルトランスジェニック（ｔｅｒｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ）脾細胞を、Ｔｈ１表現型発生を
促進するためには１０ｎｇ／ｍｌＩＬ－１２および１０ｕｇ／ｍｌ抗ＩＬ－４（１１Ｂ１
１）、Ｔｈ２表現型発生を促進するためには１０ｎｇ／ｍｌ　ＩＬ－４および１０ｕｇ／
ｍｌ抗ＩＦＮ－γの存在下で、３ｘ１０６細胞／ｍｌのＯＶＡペプチド（３２３－３３９
）を用いて活性化した。７２時間後に、細胞を２００Ｕ／ｍｌ　ＩＬ－２を用いて新しい
培地中で３倍に拡大した。一次刺激から７日目に、核およびサイトゾル抽出物を、休息ま
たはＰＭＡ／イオノマイシン活性化（１時間）バルクカルチャーＤＯ１１．１０Ｔｈ１お
よびＴｈ２細胞から調製した。核抽出物も休息していたＭ１２細胞、ＥＬ４、Ｊｕｒｋａ
ｔ、ＮＫ３．３、およびＹＴから調製した。核およびサイトゾル抽出物の３０ｕｇをＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥ（８％ゲル）により分離し、ニトロセルロースへ移行し、そして抗Ｔ－ｂｅ
ｔ抗血清を用いてプローブした。一次Ｔ細胞中で、Ｔ－ｂｅｔタンパク質が、Ｔｈ１駆動
Ｔ細胞内で選択的に発現され、Ｔｈ２経路では発現されず、これは上記のＴ細胞クローン
および一次Ｔ細胞のノーザンブロット分析と一致する。
【０１９０】
　Ｔ－ｂｅｔに特異的なモノクローナル抗体（ｍＡｂ）は、ＦＡＣＳ分析によりＴ－ｂｅ
ｔタンパク質の直接可視化を可能とした。図３Ｄは、Ｔ－ｂｅｔが、活性化されたＡＥ７
　Ｔｈ１細胞内でのＦＡＣＳにより可視化できることを示す。Ｄ１０（Ｔｈ２）またはＡ
Ｅ７（Ｔｈ１）細胞を、培地またはイオノマイシン（１ｕＭ）を加えたＰＭＡ（５０ｎｇ
／ｍｌ）中で２時間および２ｎＭモネムシンでさらに３時間用いて処理した。細胞をＰＢ
Ｓを用いて洗浄し、４％パラホルムアルデヒド中で固定し、０．５％サポニンを浸透させ
、そして培地（破線）またはＩｇＧ１アイソタイプ対照抗体（点線）またはアフィニティ
ー精製した抗Ｔ－ｂｅｔモノクローナル抗体α３Ｄ１０（実線）を用いて染色し次いでヤ
ギ－マウスＩｇＧ１－ＰＥ染色した。ＦＡＣＳキャリバー（Ｃａｌｉｂｕｒ）上のフロー
サイトメトリーを用いて細胞を分析した。マウスモノクローナル抗体は、細菌産生Ｔ－ｂ
ｅｔに対して作製した。Ｔ－ｂｅｔタンパク質は、Ｄ１０細胞中では検出できず、非刺激
ＡＥ７細胞中には低いレベルで存在しそして刺激ＡＥ７細胞中では増加したレベルで存在
した。これらを総合すると、ここに詳細に記載した実験は、Ｔ細胞中で、Ｔ－ｂｅｔはＴ
ｈ１細胞内で選択的に発現されここれ発現のレベルはＴｃＲに由来するシグナルにより調
節されることを証明する。
【０１９１】
　実施例５．Ｔ－ｂｅｔ発現はＮＫおよびＢ細胞中のＩＦＮ－γ誘導と相関する
　ＩＬ－２プロモーター中のＴ－ｂｏｘ部位への結合によりその単離と連結するＴ－ｂｅ
ｔのＴｈ１限定発現は、Ｔ－ｂｅｔがＩＬ－２遺伝子の転写を活性化するのではないかと
示唆する。しかし、２種のＩＬ－２産生細胞系統、ＪｕｒｋａｔおよびＥＩ．４がＴ－ｂ
ｅｔを発現せず、一方、ＩＦＮ－γを産生するがＩＬ－２はしないＮＫ細胞系統ＹＴは、
Ｔ－ｂｅｔを発現することは謎である。さらに、ＩＬ－２プロモーター中の優れたＴ－ｂ
ｏｘ部位の存在にもかかわらず、予備的実験は、Ｔ－ｂｅｔによるＩＬ－２遺伝子のトラ
ンス活性化を証明しなかった。他のＴｈ１特異性サイトカインは、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦα
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およびＬＴを含む。Ｔ－ｂｅｔの発現は、ＩＦＮ－γの発現と良く相関する。さらに、Ｔ
－ｂｏｘ部位は、ヒトＩＦＮ－γ遺伝子の第三イントロン内に存在することが分かった。
Ｔｈ１特異性ＤＮアーゼ過敏性部位がこの領域に位置決定されたので、このことは特に注
目に値する。
【０１９２】
　Ｔ－ｂｅｔがＩＦＮ－γ遺伝子の発現を制御する可能性を試験するために、Ｔｈ１細胞
以外の細胞内でのＴ－ｂｅｔの発現およびＩＦＮ－γの発現を測定した。ＩＦＮ－γは、
天然キラー（ＮＫ）細胞内で低レベルで発現し、そしてＩＬ－２およびＩＬ－１２を用い
る処理で高レベルに誘導される（Ｋｏｒｎｂｌｕｔｈ，Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．１９８２，Ｊ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２９：２８３１；Ｙｅ　ｅｔ　ａ　ｌ．１９９５，Ｊ．Ｌｅｕｋｏ
．Ｂｉｏｌ．５８：２２５）。従って、ＮＫ３．３細胞系統を２４時間、ＩＬ－２、ＩＬ
－１２およびＩＬ－２＋ＩＬ－１２を用いて処理し、溶解物を調製しそして上記のように
Ｔ－ｂｅｔ　ｍＡｂを用いてウエスタンブロット試験を行った。図４ｂは、Ｔ－ｂｅｔタ
ンパク質の協力誘導およびＮＫ３．３細胞内でのＩＦＮ－γの分泌を示す。ＮＫ３．３細
胞系統を２４時間、ＮＫ細胞内でＩＦＮ－γを誘導することが知られている試薬、ＩＬ－
２、ＩＬ－１２およびＩＬ－２＋ＩＬ－１２を用いて処理し、溶解物を調製し、そして上
記のようにＴ－ｂｅｔ　ｍＡｂを用いてウエスタンブロット試験を行った。細胞から採取
した上清上でＥＬＩＳＡを行った。
【０１９３】
　基底でＩＦＮ－γを産生しないＢ細胞は、抗ＣＤ－４０抗体およびＩＬ－１２およびＩ
Ｌ－１８の組み合わせを用いる処理により、大量のＩＦＮ－γを産生するように駆動でき
る（Ｙｏｓｈｉｍｏｔｏ，Ｔ．，１９９７，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ　９４：３９４８－３９５３）。精製したＢ細胞を７２時間、抗－ＣＤ４０　ｍＡｂ
、ｒＩＬ－１２およびｒＩＬ－１８を用いて処理し、ＲＮＡを単離し、そして上記のよう
にＴ－ｂｅｔ　ｃＤＮＡを用いてノーザンブロットを行った。図４Ａは、この試薬の組み
合わせを用いて処理したＢ細胞内のＴ－ｂｅｔ　ｍＲＮＡの誘導を示し、そしてこれらの
細胞内のＩＦＮ－γ転写物の誘導を確認した。結論として、いずれの細胞タイプもＴ－ｂ
ｅｔを構成的に発現しないが、ＮＫ３．３細胞およびＢ細胞の両者は、ＩＦＮ－γ産生も
もたらす条件下でそのように誘導できる。従って、Ｔ－ｂｅｔの発現のパターンは、ＩＦ
Ｎ－γ遺伝子の転写と良く相関する。
【０１９４】
　実施例６．Ｔ－ｂｅｔはＴｈ細胞内のＩＦＮ－γ遺伝子をトランス活性化する
　ＩＦＮ－γ遺伝子の調節領域に関してはこれまでほとんど知られていない。特に、組織
－特異性発現を指令する遺伝子の領域は生体外でも生体内でも同定されていない。上流配
列の５００ｂｐまたは３ｋｂを含むレポーター構築物がＴｈ１およびＴｈ２細胞内で発現
されることが証明された（Ｙｏｕｎｇ，Ｈ．Ａ．，１９９４，Ｊ．ｏｆＩｍｍｕｎｏ．１
５３：３６０６－３６１０）。ＩＦＮ－γプロモーターまたはイントロン中のＡＴＦ－２
、ＮＦκＢ、ＡＰ－１およびＳｔａｔ４部位は、機能的に重要と考えられるが、しかし明
らかに組織特異性発現には関与しない（Ｙｏｕｎｇ，Ｈ．Ａ．，１９９４，Ｊ．ｏｆＩｍ
ｍｕｎｏ．１５３：３６０６－３６１０；Ｓｉｃａ，Ａ．，１９９７，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃ
ｈｅｍ．２７２，３０４１２－３０４２０；Ｐｅｎｉｘ，Ｌ．１９９３，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍ
ｅｄ．１７８，１４８３－１４９６；Ｐｅｎｉｘ，Ｌ．Ａ．，１９９６，Ｊ．Ｂｉｏｌ．
Ｃｈｅｍ．２７１，３１９６４－３１９７２）。同様に、Ｔｈ１優先ＤＮアーゼ過敏部位
が第一および第三イントロンの両方の中で認められているが、これらのイントロン中に位
置する関連ｃｉｓ要素は同定されていない（Ｙｏｕｎｇ，Ｈ．Ａ．，１９９４，Ｊ．ｏｆ
　Ｉｍｍｕｎｏ．１５３：３６０３－３６１０；Ａｇａｒｗａｌ，Ｓ．ａｎｄ　Ｒａｏ，
Ａ．１９９８，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　９，７６５－７７５）。従って、全ＩＦＮ－γ遺伝子
を含むレポーター構築物をこの研究に使用した。使用されたＩＦＮ－γレポーター遺伝子
は、上流配列３ｋｂ、３種すべてのイントロンを有する全コーディング配列、および下流
の１．５ｋｂを含む（Ｘｕ，Ｘ．，ｅｔ　ａｌ．１９９６，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７３，７
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９４－７９６）。
【０１９５】
　ＪｕｒｋａｔヒトＴｈ１リンパ腫およびマウスＥＬ４　Ｔｈ０胸腺腫（ｔｙｙｍｏｍａ
）内のＩＦＮ－γ遺伝子の９ｋｂを含むルシフェラーゼレポーター構築物の活性を試験し
た。それぞれのレポーター構築物（１０ｕｇ）を空のｐＣＤＮＡベクターまたは全長Ｔ－
ｂｅｔ　ｃＤＮＡ、ｃ－Ｍａｆ、ＮＦＡＴｐまたはｐ６５（１０ｕｇ）を含むｐＣＤＮＡ
を用いて同時トランスフェクションした。構築物は－４００～－４０　ＩＬ－２およびＩ
Ｌ－４ルシフェラーゼレポーターも含む。
【０１９６】
　ＩＬ－２およびＩＬ－４を産生するがしかしＩＦＮ－γは産生しないＴｈ０マウスＴ細
胞胸腺腫ＥＬ４を、Ｔ－ｂｅｔ　ｃＤＮＡ発現プラスミドおよびＩＦＮ－γルシフェラー
ゼレポーターを用いてトランスフェクションした（図５）。Ｔ－ｂｅｔ発現プラスミドの
導入は、空のベクター単独と比較して、ＩＦＮ－γ遺伝子の（約２０～３０倍）トランス
活性化をもたらした。これは、２種の他の因子、すなわちＴｈ２－特異性転写因子ｃ－Ｍ
ａｆおよびＴｈ－非－選択性転写因子ＭＦＡＴによるトランス活性化が存在しない場合と
対照的である。興味あることには、ＮＦκＢファミリーメンバーｐ６５は、それ自体上の
ＩＦＮ－γレポーターをトランス活性化しないけれども、Ｔ－ｂｅｔおよびｐ６５の構築
物は、共同作用活性化をもたらす。
【０１９７】
　ＩＬ－２プロモーターの試験をＴｈ１－特異性であると知られているプロモーターの領
域を用いて行った（Ｌｅｄｅｒｅｒ，Ｊ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ．１９９４，Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．１５２，７７－８６）。Ｔ－ｂｅｔは、ＩＬ－２プロモーターの活性を約１０倍抑
制した。これは特にＰＭＡおよびイオノマイシンを用いるプロモーターの活性化の場合に
著しい。前と同様に、ＩＦＮ－γ遺伝子の本質的なトランス活性化が認められた。Ｔ－ｂ
ｅｔ活性は、ＩＬ－２およびＩＦＮ－γ遺伝子に対して特異性であり、それはＩＬ－４プ
ロモーター（図５）またはＴＮＦ－αプロモーターのトランス活性化に対する作用が存在
しないからである。これらのデータは、Ｔ－ｂｅｔがＩＦＮ－γ遺伝子の転写を特異的に
活性化し、そしてＩＬ－２遺伝子の転写を抑制することを証明する。
【０１９８】
　内因性遺伝子発現を試験するために、ＥＬ－４細胞を一時的にＴ－ｂｅｔまたは空ベク
ターを用いてトランスフェクションし、そしてＩＦＮ－γ産生をＥＬＩＳＡにより、ＰＭ
Ａ／イオノマイシンを用いる刺激の４８時間後に測定した（図５）。上記のトランス活性
化データと一致して、ＥＬ４細胞内のＴ－ｂｅｔのエピトープ性発現は測定可能なＩＦＮ
－γ産生に導き、一方対照ベクターを用いたトランスフェクションは検出可能なＩＦＮ－
γをもたらさなかった。
【０１９９】
　実施例７．一次Ｔｈ細胞内へのＴ－ｂｅｔのレトロウイルス遺伝子媒介転移は、増加し
たＩＦＮ－γ産生をもたらす
　上記の実験は、ＩＦＮ－γ遺伝子の転写制御におけるＴ－ｂｅｔの重要な役割を強く主
張する。
【０２００】
　ウシコラーゲン特異性Ｔｈ０ハイブリッドを、Ｔ－ｂｅｔ　ＧＦＰまたはＧＦＰのみを
含むレトロウイルス構築物を用い、ＴｃＲ誘導可能ＩＬ－２プロモーターの制御下で形質
導入した。形質導入した集団をＧＦＰ上で２回ＦＡＣＳ選別し、休息し次いで抗ＣＤ３を
用いて刺激しそして６０時間後に上清を集め、ＥＬＩＳＡによりサイトカイン産生を測定
した（図６）。作用を受けなかった対照レトロウイルスベクターは、アンチセンスＴ－ｂ
ｅｔを含んでいた。
【０２０１】
　Ｔ－ｂｅｔがＩＦＮ－γの組織特異性発現の原因であるかどうかをさらに試験するため
に、非－トランスジェニックおよびＴｃＲトランスジェニックの両方の一次Ｔ細胞内に、
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Ｔ－ｂｅｔのレトロウイルス遺伝子媒介転移を行った。Ｔ－ｂｅｔおよびＧＦＰの両者を
発現する２種の異なるビシストロン性レトロウイルスを使用した。第一はＩＬ－２誘導可
能プロモーターの制御下でＴ－ｂｅｔを発現し、そして第二はＭＳＣＶ　ＬＴＲの制御下
でＴ－ｂｅｔを発現する。両方の構築物で類似した結果が得られた。
【０２０２】
　抗ＣＤ３＋抗ＣＤ２８による一次活性化の３６時間後にＢＡＬＢ／ｃ　ＣＤ４　Ｔ細胞
を感染し、７日目に採取しそして細胞内ＩＦＮ－γおよびＩＬ－２染色をＰＭＡおよびイ
オノマイシン刺激の５時間後に、実験手順に記載の方法で行った。データは、ＣＤ４の発
現に関してゲートを設けたイベントのＧＦＰ発現（ＦＬ１）対細胞内サイトカイン（ＦＬ
２）を示す二色プロットである。ＭＢＰ　ＴｃＲトランスジェニックマウスからの一次Ｔ
細胞を６ｕＭのＭＢＰ（Ａｃ１－１１）を用いて刺激しそして感染は１日目にＩＬ－２／
ＧＦＰおよびＩＬ－２／Ｔ－ｂｅｔ／ＧＦＰを用いて行った。７日目に、ＧＦＰ発現に関
して細胞を選別し、１日休息し、次いでＰＭＡおよびイオノマイシンを用いる刺激の５時
間後に細胞内サイトカイン分析を行った。
【０２０３】
　ナイーブＭＢＰトランスジェニックまたは非－トランスジェニックＢＡＬＢ／ｃ　ＣＤ
４　Ｔ細胞を、ＭＢＰ　１－１１および抗ＣＤ３を用い、非－極性化条件下で活性化し、
そして一次活性化の１日目後にレトリウイルスを用いて記載（Ｏｕｙａｎｇ，Ｗ．ｅｔ　
ａｌ．，１９９８，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　９：７４５－７５５）のようにして感染させた。
細胞を７日間培養し、次いでＧＦＰ発現を測定して感染された細胞の割合を決定した。Ｇ
ＦＰ陽性細胞を選別しそしてサイトカイン産生を、ＰＭＡおよびイオノマイシンを用いる
刺激からさらに４時間後に細胞内染色により測定した。ＭＢＲ－ＴｃＲトランスジェニッ
クおよび非トランスジェニックＴ細胞のＴ－ｂｅｔを用いる形質導入は、ＧＦＰ単独で形
質導入した細胞と比較してＩＦＮ－γを産生する細胞の数および細胞あたりに産生される
ＩＦＮ－γの量の両方で印象的な増加をもたらした（図７）。
【０２０４】
　刺激の後の初期のナイーブＴｈｐ細胞は大量のＩＬ－２を産生し、次いでこれはエフェ
クターサイトカインＩＦＮ－γおよびＩＬ－４により極性化Ｔｈ細胞中に逐次置換される
。極性化Ｔｈ１細胞はＩＬ－２を産生するが、しかしナイーブＴｈｐよりも著しく少ない
量である。極性化Ｔｈ２細胞はＩＬ－２産生を遮断する。Ｔ－ｂｅｔ形質導入Ｔｈ細胞は
、ＧＦＰ／ＲＶ対照形質導入細胞よりいくらか少量のＩＬ－２を産生し、これは我々がＥ
Ｌ－４細胞内で観察したＴ－ｂｅｔによるＩＬ－２プロモータートランス活性化の抑制と
一致する。Ｔ－ｂｅｔによるＩＬ－２の抑制は、ナイーブ前駆体細胞から完全に分化した
エフェクター細胞への系統コミットメントの駆動におけるＴ－ｂｅｔに対する機能と一致
する。
【０２０５】
　実施例８．Ｔ－ｂｅｔは、発生中のＴｈ２細胞においてＩＦＮ－γを活性化しそしてＩ
Ｌ－４ー産生を抑制する。
　上記の実験は、Ｔ－ｂｅｔが非偏向（ｕｎｓｋｅｗ）Ｔｈ細胞をＴｈ１経路へ指令でき
ることを証明する。通常はＴｈ２経路へ駆動する刺激がない場合でもＴｈ１経路に沿って
遺伝プログラムを指令するようにＴ－ｂｅｔがＴｈ細胞を強制できることを試験した。図
８の実験において、ＢＡＬＢ／ｃ　ＣＤ４＋Ｔ細胞をｒＩＬ－４ならびにＩＦＮ－γおよ
びＩＬ－１２に対する抗体の存在下で抗－ＣＤ３および抗ＣＤ２８を用いて活性化し、レ
トロウイルス感染を３６時間後に行い、細胞をＩＬ－２を用いて拡大し、ＧＦＰ陽性細胞
を７日目に選別し、そしてＰＡＭ＋イオノマイシンを用いる刺激のさらに４時間後にサイ
トカイン産生を細胞内染色により測定した。ＧＦＰ－ＲＶ単独を用いる形質導入は、１３
．４％ＩＬ－４産生細胞および０．９％ＩＦＮ－γ産生体を含む集団をもたらした（図８
）。期待の通りに、Ｔｈｐ細胞は、この時点では完全には極性化されていない。Ｔ－ｂｅ
ｔ／ＧＦＰ／ＲＶの導入は、ＴｈｐのＴｈ１経路への実質的なシフトを生み、これはＴｈ
１分化を阻害する条件下（ｒＩＬ－４および抗ＩＬ－１２）でもＩＦＮ－γを産生する多
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数の細胞（５０％）およびＩＬ－４を産生する細胞の数（３．５％）の低下により証明さ
れた。従って、Ｔ－ｂｅｔは、サイトカインにより送られるＴｈ２－促進シグナルを克服
してＴｈ細胞発生をＴｈ１経路内に駆動できる。
【０２０６】
　実施例９．Ｔ－ｂｅｔは極性化Ｔｈ２細胞をＴｈ１経路に転向する
　Ｔｈ１およびＴｈ２集団の可逆性が極性化条件下での長期刺激の後に失われることが証
明された。可逆性は、一週間後に大部分が排除され、３週間後には完全に失われる（Ｍｕ
ｒｐｈｙ，Ｅ．ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８３，９０１－９１３
）。Ｔ－ｂｅｔがすでに極性化されたＴｈ２細胞の純粋の集団のコミットメントを転向で
きるかどうかを決定するために、ＣＤ４＋Ｔ細胞を上記のように培養しそしてレトロウイ
ルス遺伝子性質導入を増殖の９日目に行った。Ｔｈ２極性化条件下で９日間培養したＴｈ
細胞中で、対照ＧＦＰ／ＲＶ形質導入細胞は、実際的にすべてＩＬ－４およびＩＬ－５産
生体（２３％および１１％）であり、ほとんど検出できないＩＦＮ－γ産生細胞（６％）
を伴っていた（図９）。従って、期待の通りに、ほぼ完全な極性化が起きた。注目すべき
は、これらの完全に極性化したＴｈ２細胞中へのＴ－ｂｅｔの導入は、これらを極性化Ｔ
ｈ１細胞に転向または変換し、これはＩＦＮ－γ発現の誘導およびＩＬ－４およびＩＬ－
５発現の欠失により証明された。この変換は、外因性ＩＬ－４の存在下で起きた。Ｔ－ｂ
ｅｔ－形質導入Ｔｈ２細胞の７７％全部がここでＩＦＮ－γを産生し、一方ＩＬ－４およ
びＩＬ－５を産生する細胞の割合は、それぞれ１３％および１％に低下した。従って、こ
れらのＴ－ｂｅｔ形質導入細胞は、ＩＦＮ－γおよびＩＬ－４の両方を産生するＴｈ０細
胞ではない。従って、Ｔ－ｂｅｔは、Ｔｈ２細胞内で単にＩＦＮ－γ発現を誘導するだけ
でなく、実際にＴｈ２細胞を反対のＴｈ１サブセット内に再プログラムする。
【０２０７】
　実施例１０．Ｔ－ｂｅｔは極性化Ｔｃ２細胞もＴｈ１経路に転向する
　最大の注目はＣＤ＋４　Ｔリンパ細胞に向けられているけれども、細胞毒性ＣＤ＋８　
Ｔ細胞もＩＦＮ－γ産生（Ｔｃ１）およびＩＬ－４産生（Ｔｃ２）サブセットに分裂する
ことも明らかである。完全に極性化されたＴｃ２細胞をＴｃ１経路に転向するＴ－ｂｅｔ
の能力を試験した。従って、精製したＣＤ＋８　Ｔ細胞をＴｃ２極性化条件下で９日間分
化させて完全な分化に達した。図１０は、Ｔ－ｂｅｔがＴｃ２細胞を形質導入し、これは
Ｔ－ｂｅｔがＣＤ４を形質導入したと類似していたことを示している。Ｔｈ２細胞はＩＦ
Ｎ－γを産生し（８５％対１５％）、そしてＩＬ－４およびＩＬ－５産生を抑制（それぞ
れ３％対３４％および１％対４５％）するようにプログラメされた。従って、Ｔ－ｂｅｔ
は完全に分化したＣＤ＋８　Ｔｃ２細胞をＴｃ１細胞に転換できる。
【０２０８】
　実施例１１．Ｔ－ｂｅｔはチロシンリン酸化である
　Ｔ－ｂｅｔがチロシンリン酸化タンパク質であるかどうかを決定するために、ＡＥ７　
Ｔｈ１細胞からの全細胞溶解物を、ペルバナデート（ｐｅｒｖａｎａｄａｔｅ）を用いる
インキュベーションの０、５、１０、３０分後に調製した。溶解物をＴ－ｂｅｔ抗血清を
用いて免疫沈降し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（８％ゲル）により分離し、ニトロセルロースに移
行し、そして抗ホスホチロシンｍＡＢ　４Ｇ１０を用いてプローブした。暴露の後、ブロ
ットをストリップしそして抗Ｔ－ｂｅｔ抗血清を用いて再プローブした。図１１に示すよ
うに、Ｔ－ｂｅｔは明らかにＴ細胞内でチロシンリン酸化されたタンパク質である。
【０２０９】
　実施例１２．優性陰性Ｔ－ｂｅｔ分子の創成
　キメラｃＤＮＡ分子を、Ｔ－ｂｅｔＤＮＡ結合ドメイン（残基１３８－３２７）および
ショウジョウバエタンパク質ｅｎｇｒａｉｌｅｄのレプレッサードメインを用いて作製し
た。ｅｎｇｒａｉｌｅｄタンパク質は、転写の強力で活性なレプレッサーである（Ｔａｙ
ｌｏｒ，Ｄ．，１９９６，Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．１０，２７３２；Ｌｉ，Ｊ．Ｔｈｕｒｍ
，．Ｈ．ｅｔ　ａｌ．１９９７，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９４
：１０８８５）。多量体化Ｔ－ｂｏｘ共通部位／ＴＫ最少プロモータールシフェラーゼレ
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ポーター構築物を生体外で用いたＴ－ｂｅｔ－ｅｎｇｒａｉｌｅｄ構築物。図１２に示す
ように、Ｔ－ｂｅｔ／ｅｎｇｒａｉｌｅｄは、Ｔ－ｂｏｘレポーター構築物を５：１比で
トランス活性化するｗｔＴ－ｂｅｔの能力を特異的かつ著しく抑制し、それぞれＮＦＡＴ
ｐおよびｐ６５発現構築物によるＮＦＡＴおよびＮＦκＢレポーターのトランス活性化を
抑制しない。
【０２１０】
　実施例１３．ＩＬ－２プロモーターのＴ－ｂｏｘの変異はＩＬ－２プロモーター活性を
低下する
　最近、ＤＮＡに結合したＢｒａｃｈｙｕｒｙ遺伝子のＴ－ｂｏｘ領域の結晶構造が解明
されそして特異性ＤＮＡコンタクト（ｃｏｎｔａｃｔ）またはマイナーコンタクトに本質
的なアミノ酸部分が誘導された。ヒトおよびネズミＩＬ－２近位プロモーターの検査は、
Ｔ－ｂｏｘファミリーメンバーを結合するために重要なヌクレオチドが存在することを示
す。具体的には、ネズミＩＬ－２プロモーターの－２４０～－２２０ｂｐは共通Ｔ－ｂｏ
ｘ部位に強い類似性を有する。共通Ｔ－ｂｏｘ部位は、ＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＣＴＡＧＧ
ＴＧＴＧＡＡＡＴＴを含んでなる、ヒトＩＬ－２プロモーターは、ｇＡｇｃＴａｔＣＡＣ
ＣＴＡａＧＴＧＴＧｇｇｃＴａを含んでなる。ネズミＩＬ－２プロモーターは、ＡＡａｃ
ＴｇｃＣＡＣＣＴＡｇＧＴＧＴＧｇｇｃＴａを含んでなる。変異Ｔ－ｂｏｘ　ｍＩＬ－２
プロモーターは、ＡＡａｃＴｇｃｔｇｔＣＴＡａａｃａＴＧｇｇｃＴａを含んでなる（Ｄ
ＮＡコンタクトは太字、マイナーコンタクトは下線を付した）。ＤＮＡ－タンパク質相互
作用に本質的な結晶構造により示されるトランスバージョンナル・ヌクレオチド置換は、
この推定Ｔ－ｂｏｘ部位内に、ネズミ－４４０～－４０ｂｐ　ＩＬ－２プロモーターの範
囲内で作製された。ＩＬ－２リシフェラーゼレポーター構築物のＪｕｒｋａｔ細胞（左）
またはＡＥ７　Ｔｈ１クローン（右）内の基礎レベル（中空棒）およびＰＭＡ（５０ｎｇ
／ｍｌ）プラス　イオノマイシン（１ｕＭ）誘導（黒棒）プロモーター活性を示した（図
１３）。
【０２１１】
　Ｔ－ｂｅｔの役割は、Ｔｈ細胞の分化を駆動することであり、これは同時にＩＦＮ－γ
遺伝子を誘導およびＩＬ－２遺伝子を抑制するその能力により証明される。抗原を未経験
のＴｈｐ細胞はＩＬ－２のみを産生する。刺激を受けると、ＩＬ－２産生は低下しそして
Ｔｈ成熟エフェクターサイトカインの産生により置換される。特に、Ｔｈ２細胞は、ＩＬ
－４を産生する能力を取得するとＩＬ－２産生を停止し、そして同時にＩＦＮ－γを誘導
そしてＩＬ－２遺伝子を抑制するＴ－ｂｅｔの能力は、Ｔｈ２細胞内に特に顕著である。
同時にＩＦＮ－γプロモーターをトランス活性化しそしてＩＬ－２プロモーターを抑制す
るＴ－ｂｅｔの能力は、従ってナイーブＴｈｐの分化の推進におけるＴ－ｂｅｔの役割と
一致する。Ｔ－ｂｅｔは、上流プロモーター配列の３ｋｂのみを含む構築物をトランス活
性化することが示され、これは位置－２３００～－２２９１および－１９５７～－１９４
８における２個のＴ－ｂｏｘ部位の存在と一致する。しかし、プロモーターのこの領域は
Ｔｈ１－特異性ではないので、第三イントロン内のＴ－ｂｏｘ部位も重要でありそして遺
伝子のどこかに追加のＴ－ｂｏｘ部位が存在すると考えられる。
【０２１２】
　Ｔ－ｂｏｘドメインは、最近ＤＮＡと同時結晶化されそしてメジャーおよびマイナーグ
ルーブ両方の中でタンパク質がＤＮＡに接触している新規の配列特異性ＤＮＡ認識構造を
証明した（Ｍｕｅｌｌｅｒ，Ｃ．Ｗ．ａｎｄ　Ｈｅｒｒｍａｎｎ，Ｂ．Ｇ．，１９９７，
Ｎａｔｕｒｅ３８９，８８４－８８８）。生体外標的部位選択により規定された共通Ｔ－
ｂｏｘ結合部位は、パリンドローム５’－ＧＧＧＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＣＴＡＧＧＴＧＴ
ＧＡＡＡＴＴＣＣＣ－３’であった。ＩＬ－２プロモーターの検査は、組換えＴ－ｂｅｔ
タンパク質が結合するＮＦκＢ部位の５’の－２４０～－２２０丁度にある優れたＴ－ｂ
ｏｘ部位を明らかにした。ＩＬ－２プロモーターへのＴ－ｂｅｔの結合は、酵母ワンハイ
ブリッドスクリーンにおけるその単離を説明し、ここで、リードアウトは、ＩＬ－２プロ
モーター内のＴ－ｂｏｘ部位へのＴ－ｂｅｔの結合に単に依存して人工レポーターを駆動
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する。Ｔ－ｂｅｔによるＩＬ－２活性の明瞭な抑制にもかかわらず、Ｔ－ｂｏｘ部位の変
異の際のＩＬ－２プロモーター活性の低下が観察された。しかし、そのＴ－ｂｅｔはＴ－
ｂｏｘ部位が変異されたＩＬ－２プロモーター構築物のトランス活性化をまだ抑制できる
。これは、ＩＬ－２プロモーター中の別のＴ－ｂｏｘ部位の存在か、または近くで結合す
る別の正に作用する因子との干渉のいずれかの存在を示唆する。この因子の良い候補は、
Ｔ－ｂｏｘ部位に丁度隣接する部位ＴＧＧＧＣＣに結合するＲｏｔｈｅｎｂｅｒｇらが記
載した活性である（Ｃｈｅｎ，Ｄ．ａｎｄ　Ｒｏｔｈｅｎｂｅｒｇ，Ｅ．Ｖ．，１９９４
，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７９，９３１－９４２）。
【０２１３】
　さらに、Ｔ－ｂｅｔはＴｈｐおよびＴｈ２細胞内のＴｈ２プログラムを抑制する。これ
は、ＩＦＮ－γとＩＬ－４との間の前者に有利な不均衡の直接の結果ではないと考えられ
る。Ｔｈ２プログラムを抑制し、同時にＴｈ１プログラムを促進するＴ－ｂｅｔの作用は
、ＧＡＴＡ－３およびｃ－Ｍａｆの記憶であり、この両者ともに間接的にＩＦＮ－γ発現
を抑制し、前者はＩＬ－１２受容体β２鎖の発現への影響を通じる（Ｈｏ，Ｉ－Ｃ．，ｅ
ｔ　ａｌ．１９９８，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８８：１３５９－１３６６；Ｏｕｙａｎｇ
，Ｗ．ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｈ１　ｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔａｌ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｂｙ　ＧＡＴＡ－３　ｔｈｒｏｕｇｈ　ａｎ　ＩＬ－
４　ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　９：７４５－７
５５）。しかし、ＧＡＴＡ－３およびｃ－Ｍａｆとは異なり、Ｔ－ｂｅｔは実際に反対経
路内に完全に極性化したエフェクターＴｈ細胞を変換できる。
【０２１４】
　当該技術分野の熟練者は、日常的な実験を越えることなく、本明細書中に記載した本発
明の特定の態様に等価な多数の事項を認め、または確認できるであろう。このような等価
事項は、別記の特許請求の範囲内に包含されると考える。なお、特許請求の範囲に記載さ
れた発明以外の主たる態様は、次のとおりである。
【０２１５】
態様１：配列番号２または配列番号４のポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含
んでなる単離された核酸分子または該核酸分子の全鎖長を通して該核酸分子に対して相補
的である単離された核酸分子。
【０２１６】
態様２：配列番号１に記載のヌクレオチド配列を含むか、または配列番号１の全鎖長を通
して該ヌクレオチド配列に対して相補的である、態様１記載の核酸分子。
【０２１７】
態様３：配列番号３のヌクレオチド配列を含むか、または配列番号３全鎖長を通して該ヌ
クレオチド配列に対して相補的である、態様１記載の核酸分子。
【０２１８】
態様４：態様１～３のいずれかに記載の核酸分子を含んでなるベクター。
【０２１９】
態様５：発現ベクターである、態様４記載のベクター。
【０２２０】
態様６：態様４記載のベクターを含む宿主細胞。
【０２２１】
態様７：態様６記載の宿主細胞を、Ｔ－ｂｅｔタンパク質が産生されるまで適当な媒体内
で培養することを含んでなる、Ｔ－ｂｅｔタンパク質を産生するための方法。
【０２２２】
態様８：媒体または宿主細胞からＴ－ｂｅｔタンパク質を単離することを含んでなる、態
様７記載の方法。
【０２２３】
態様９：配列番号２または配列番号４のアミノ酸配列を含んでなる単離されたポリペプチ
ド。
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態様１０：配列番号１の核酸配列によりコードされるアミノ酸配列を含んでなる、態様９
記載のポリペプチド。
【０２２５】
態様１１：配列番号３の核酸配列によりコードされるアミノ酸配列を含んでなる、態様９
記載のポリペプチド。
【０２２６】
態様１２：異種ポリペプチドと操作可能に連結した態様１記載の核酸分子によりコードさ
れるポリペプチドを含んでなる融合タンパク質。
【０２２７】
態様１３：特異的に態様９～１１のいずれかに記載のポリペプチドを結合する抗体。
【０２２８】
態様１４：ポリクローナル抗体である、態様１３記載の抗体。
【０２２９】
態様１５：モノクローナル抗体である、態様１３記載の抗体。
【０２３０】
態様１６：検出可能な物質にカプリングしている、態様１３記載の抗体。
【０２３１】
態様１７：配列番号２または４のペプチドをコードする導入遺伝子を有する細胞を含む非
－ヒトトランスジェニック動物。
【０２３２】
態様１８：細胞を細胞内のＴ－ｂｅｔ活性が調節されるようにＴ－ｂｅｔ活性を調節する
薬剤と接触させることを含んでなる、細胞内のＴ－ｂｅｔ活性を調節するための試験管内
方法であって、該薬剤が配列番号２のポリペプチドをコードする核酸分子、配列番号２に
示されるアミノ酸配列を含んでなるポリペプチド、配列番号１に示されるヌクレオチド配
列に対してアンチセンスである核酸分子、配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチド
に特異的に結合する細胞内抗体、またはそれらの組み合わせ物からなる群より選択される
、上記方法。
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摘要(译)

提供了编码T-bet的分离的核酸分子和分离的T-bet蛋白。 解决方案：分离编码鼠和人T-bet的核酸分子，并使用它具有反义核酸分
子，重组表达载体，引入该表达载体的宿主细胞和T-bet转基因。 产生了非人类转基因动物，还产生了T-bet蛋白，T-bet融合蛋白和
抗T-bet抗体。 它们包括检测生物样品中T-bet活性的方法，调节细胞中T-bet活性的方法和作为使用T-bet组合物的方法的T-bet活
性。 用于识别调节剂的方法。 [选择图]无
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