
(57)【要約】
ヒト B7-H2を調節する試薬およびヒト B7-H2遺伝子産物に結合する試薬は、例えば気道アレ
ルギー、食物アレルギー、喘息、およびアトピー性皮膚炎などのアレルギー疾患を含む機
能障害または疾患の予防、改善または矯正、ならびに結核、ライ、リステリア症、および
サルモネラ症などの細胞内細菌感染症ならびに多発性硬化症、慢性関節炎、および I型糖
尿病などの自己免疫疾患の処置、ならびに蠕虫および細胞外微生物感染症の処置に役立ち
うる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ａ ） 配 列 番 号 3に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 90％ 一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 、
配 列 番 号 4に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 90％ 一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 、
配 列 番 号 3に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び
配 列 番 号 4に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む B7-H2 Vポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、
b） 配 列 番 号 1ま た は 配 列 番 号 2の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
c） （ a） お よ び （ b） に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し 、 か つ B7-H2 Vポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
d） 遺 伝 暗 号 の 縮 重 の た め に 、 （ a） ～ （ c） に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら は 逸 脱 し
、 か つ B7-H2 Vポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
e） （ a） ～ （ d） に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 、 誘 導 体 ま た は 対 立 遺 伝 子 変 異 体
に 相 当 し 、 か つ B7-H2 Vポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 実 質 的 に 精 製 さ れ た B7-H2 Vポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
a） 請 求 項 ３ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を B7-H2 Vポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 で 培 養 す る 工 程
、 お よ び
b） 宿 主 細 胞 培 養 物 か ら B7-H2 Vポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 工 程 、
を 含 む 、 B7-H2 Vポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。
方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
a） 生 物 学 的 試 料 の 核 酸 物 質 に 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ 、 そ れ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 さ せ る 工 程 、 お よ び
b） 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 み 、 前 記 複 合 体 の 存 在 が 、 前 記 生 物 学 的 試 料 に お け る B7-H2を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 存 在 と 相 関 す る 、 生 物 学 的 試 料 中 の B7-H2 Vポ リ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に 、 生 物 学 的 試 料 中 の 核 酸 物 質 を 増 幅 さ せ る 、 請 求 項 ６ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 ４ に 記 載 の B7-H2 Vポ リ ペ プ チ ド を 検 出
す る 方 法 で あ っ て 、 生 物 学 的 試 料 を 、 B7-H2 Vポ リ ペ プ チ ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 特 異 的
に 相 互 作 用 す る 試 薬 と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ６ ～ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 を 実 施 す る た め の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
被 験 化 合 物 を 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る B7-H2 Vポ リ ペ
プ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
B7-H2 Vポ リ ペ プ チ ド へ の 被 験 化 合 物 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 み 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 、 B7-H2 Vの 活 性 を 低 下 さ せ る 可 能 性
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の あ る 治 療 物 質 で あ る と 同 定 す る 、 B7-H2 Vの 活 性 を 低 下 さ せ る 物 質 に 関 す る ス ク リ ー ニ
ン グ の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
被 験 化 合 物 を 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る B7-H2 Vポ リ ペ
プ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
前 記 ポ リ ペ プ チ ド の B7-H2 V活 性 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 み 、 B7-H2 V活 性 を 増 加 さ せ る 被 験 化 合 物 を 、 B7-H2 Vの 活 性 を 増 加 さ せ る 可 能 性 の あ
る 治 療 物 質 で あ る と 同 定 し 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の B7-H2 V活 性 を 低 下 さ せ る 被 験 化 合 物 を
、 B7-H2 Vの 活 性 を 低 下 さ せ る 可 能 性 の あ る 治 療 物 質 で あ る と 同 定 す る 、 B7-H2 Vの 活 性 を
調 節 す る 物 質 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
被 験 化 合 物 を 、 請 求 項 １ に 記 載 の B7-H2 Vポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド へ の 被 験 化 合 物 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 み 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 、 B7-H2 Vの 活 性 を 低 下 さ せ る 可
能 性 の あ る 治 療 物 質 で あ る と 同 定 す る 、 B7-H2 Vの 活 性 を 低 下 さ せ る 物 質 に 関 す る ス ク リ
ー ニ ン グ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
細 胞 を 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 ４ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異
的 に 結 合 す る 試 薬 と 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り B7-H2 Vの 活 性 を 低 下 さ せ る 工 程 を 含 む 、 B7-H2
 Vの 活 性 を 低 下 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 B7-H2 Vポ リ ペ プ チ ド ま
た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 を 調 整 す る 試 薬 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ４ に 記 載 の 試 薬 と 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
疾 患 に 際 し て B7-H2 Vの 活 性 を 調 整 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 試
薬 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
疾 患 が 感 染 性 疾 患 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 、 ま た は 炎 症 性 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ６ に 記 載
の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
被 験 化 合 物 を 、 配 列 番 号 3も し く は 4に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 90％ 一 致 す る ア ミ
ノ 酸 配 列 ま た は 請 求 項 3も し く は 4に 示 す 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ
び
前 記 ポ リ ペ プ チ ド へ の 被 験 化 合 物 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 み 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 、 B7-H2 Vタ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す
る 可 能 性 の あ る 物 質 で あ る と 同 定 す る 、 B7-H2 Vタ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る こ と が で き
る 物 質 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
接 触 さ せ る 工 程 が 細 胞 内 で 行 な わ れ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
細 胞 が イ ン ビ ト ロ で あ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
接 触 さ せ る 工 程 が 無 細 胞 系 で 行 な わ れ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
被 験 化 合 物 が 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】

10

20

30

40

50

(3) JP 2004-527228 A 2004.9.9



被 験 化 合 物 が ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し て い る 標 識 リ ガ ン ド を 置 換 す る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
ポ リ ペ プ チ ド が 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
被 験 化 合 物 が 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
被 験 化 合 物 を 、 配 列 番 号 3も し く は 4に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 90％ 一 致 す る ア ミ
ノ 酸 配 列 ま た は 配 列 番 号 3も し く は 4に 示 す 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 お
よ び
前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 み 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 増 加 さ せ る 被 験 化 合 物 を 、 ヒ ト B7-H2 Vタ ン パ ク 質 の
活 性 を 増 加 さ せ る 可 能 性 の あ る 物 質 で あ る と 同 定 し 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 低 下 さ せ
る 被 験 化 合 物 を 、 ヒ ト B7-H2 Vタ ン パ ク 質 の 活 性 を 低 下 さ せ る 可 能 性 の あ る 物 質 で あ る と
同 定 す る 、 B7-H2 Vタ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 整 す る 物 質 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
接 触 さ せ る 工 程 が 細 胞 内 で 行 な わ れ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
細 胞 が イ ン ビ ト ロ で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
接 触 さ せ る 工 程 が 無 細 胞 系 で 行 な わ れ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
被 験 化 合 物 を 、 配 列 番 号 1ま た は 2に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ
て コ ー ド さ れ る 産 物 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
前 記 産 物 へ の 被 験 化 合 物 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 み 、 前 記 産 物 に 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 、 ヒ ト B7-H2 Vタ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 可
能 性 の あ る 物 質 で あ る と 同 定 す る 、 B7-H2 Vタ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 物 質 に 関 す る ス
ク リ ー ニ ン グ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 産 物 が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 産 物 が RNAで あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
細 胞 を 、 配 列 番 号 1ま た は 2に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー
ド さ れ る 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 と 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り ヒ ト B7-H2 Vタ ン パ ク 質 の
活 性 を 低 下 さ せ る 工 程 を 含 む 、 ヒ ト B7-H2 Vタ ン パ ク 質 の 活 性 を 低 下 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 産 物 が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
該 試 薬 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
該 産 物 が RNAで あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
該 試 薬 が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
該 試 薬 が リ ボ ザ イ ム で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
細 胞 が イ ン ビ ト ロ で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
細 胞 が イ ン ビ ボ で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ２ 】
配 列 番 号 3ま た は 4に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 と 製 薬
的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 試 薬 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
配 列 番 号 1ま た は 2に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 産 物 に 特 異 的 に 結 合
す る 試 薬 と 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
前 記 試 薬 が リ ボ ザ イ ム で あ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 試 薬 が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
前 記 試 薬 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
感 染 性 疾 患 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 ま た は 炎 症 性 疾 患 か ら 選 択 さ れ る B7-H2 V機 能 障 害 関
連 疾 患 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 そ れ を 必 要 と す る 患 者 に 、 ヒ ト B7-H2 Vタ ン パ ク 質 の 機
能 を 調 節 す る 試 薬 の 治 療 的 有 効 量 を 投 与 し 、 そ れ に よ り 、 前 記 B7-H2 V機 能 障 害 関 連 疾 患
の 症 状 を 改 善 さ せ る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
前 記 試 薬 が 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
前 記 試 薬 が 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
前 記 試 薬 が 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は ヒ ト B7-H2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 な ら び に そ れ ら の 調 節 に 関 す
る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
抗 原 提 示 細 胞 上 に 発 現 す る B7フ ァ ミ リ ー リ ガ ン ド は 、 Tリ ン パ 球 上 に 発 現 す る い く つ か の
受 容 体 の カ ウ ン タ ー リ ガ ン ド で あ る 。 B7フ ァ ミ リ ー リ ガ ン ド と そ れ ら の 受 容 体 と の 共 刺 激
相 互 作 用 は 、 T細 胞 の 成 長 、 分 化 お よ び 死 に 決 定 的 な 役 割 を 果 た し て い る 。 休 止 T細 胞 上 に
構 成 的 に 発 現 す る T細 胞 共 刺 激 因 子 CD28に 、 そ の 天 然 リ ガ ン ド B7-1お よ び B7-2が 結 合 す る
と 、 CD4 + T細 胞 の 抗 原 特 異 的 増 殖 が 増 加 し 、 サ イ ト カ イ ン の 産 生 が 亢 進 し 、 CD8+エ フ ェ ク
タ ー T細 胞 の 成 熟 が 誘 導 さ れ （ Chambers CA, Allison JP. (1997)「 T細 胞 応 答 に お け る 共
刺 激 （ Co-stimulation in T cell responses） 」 Curr Opin Immunol., 9, 396-404； Lens
chow DJ, Bluestone JAら (1996)「 CD28/B7 T細 胞 共 刺 激 系 （ CD28/B7 system of T cell c
ostimulation） 」 Annu Rev Immunol. 14, 233-258； Chen L, Linsley PS, Hellstrom KE 
(1993)「 腫 瘍 免 疫 の た め の T細 胞 の 共 刺 激 （ Costimulation of T cells for tumor immuni
ty） 」 Immunol Today. 14, 483-486） 、 T細 胞 の 生 存 率 が 向 上 す る （ Boise LH, Noel PJ, 
Thompson CB.「 CD28と ア ポ ト ー シ ス （ CD28 and apoptosis） 」 (1995) Curr Opin Immunol
., 7, 620-625） 。 CTLA4と 呼 ば れ る も う 一 つ の リ ガ ン ド は CD28と 相 同 で あ る が 、 休 止 T細
胞 上 に は 発 現 せ ず 、 T細 胞 活 性 化 後 に 現 れ る （ Brunet, J.F.ら .,(1987) Nature 328, 267-
270） 。 活 性 化 T細 胞 に お け る B7-1お よ び B7-2の 相 同 CTLA-4受 容 体 を 介 し た シ グ ナ リ ン グ は
、 T細 胞 増 殖 、 IL-2産 生 お よ び 細 胞 周 期 進 行 を 阻 害 す る 負 の シ グ ナ ル を 運 搬 す る と 考 え ら
れ て い る （ Krummel MF, Allison JP. (1996)「 CTLA-4結 合 は 休 止 T細 胞 活 性 化 時 の IL-2蓄
積 お よ び 細 胞 周 期 進 行 を 阻 害 す る （ CTLA-4 engagement inhibits IL-2 accumulation and
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 cell cycle progression upon activation of resting T cells） 」 J Exp Med., 183, 2
533-2540； Walunas TL, Bakker CY, Bluestone JA. (1996)「 CTLA-4リ ガ ン ド 結 合 は CD28
依 存 的 T細 胞 活 性 化 を 遮 断 す る （ CTLA-4 ligation blocks CD28-dependent T cell activa
tion） 」 J Exp Med. 183, 2541-2550） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
し た が っ て 、 B7:CD28/CTLA4経 路 を 操 作 す る こ と に よ り 、 ヒ ト の 免 疫 応 答 を 刺 激 ま た は 抑
制 で き る よ う に な る 可 能 性 は 大 き い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
B7-CD28フ ァ ミ リ ー の 他 の 新 し い メ ン バ ー も 、 細 胞 性 お よ び 体 液 性 免 疫 応 答 の 調 節 に 関 与
し う る こ と が 、 最 近 の 研 究 に よ っ て 示 さ れ て い る 。 新 し い メ ン バ ー の 一 つ は 、 B7-H1（ B7
相 同 体 1） お よ び B7-H2（ B7相 同 体 2） と 名 付 け ら れ た B7様 遺 伝 子 で あ る 。 B7-H2は 、 B7-1お
よ び B7-2受 容 体 CD28お よ び CTLA-4（ CD152） の 相 同 体 で あ る 誘 導 性 共 刺 激 因 子 （ ICOS） を
結 合 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
B7-H2遺 伝 子 の 転 写 物 は 、 ヒ ト （ Homo sapiens） 成 体 男 性 脳 に 由 来 す る cDNAク ロ ー ン と し
て 、 か ず さ DNA研 究 所 に よ っ て 初 め て 記 載 さ れ た （ 参 考 文 献 1） 。 し か し 最 近 に な っ て 、 B7
-H2と 共 刺 激 分 子 B7-1（ CD80） お よ び B7-2（ CD86） と の 相 同 性 か ら 、 B7-H2は 、 B7-1お よ び
B7-2受 容 体 CD28お よ び CTLA-4（ CD152） の 相 同 体 で あ る ICOSの リ ガ ン ド で あ る こ と が わ か
っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
ICOSは 、 T細 胞 受 容 体 刺 激 後 に CD4+お よ び CD8 + T細 胞 で の 発 現 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト （ 上 方
調 節 ） さ れ る 共 刺 激 受 容 体 で あ る （ 参 考 文 献 8～ 10） 。 ICOSの 刺 激 は 、 IL-10サ イ ト カ イ ン
産 生 を 誘 導 す る と 共 に 、 IL-10ほ ど で は な い が 、 IL-4、 IL-5、 IFN-γ 、 TNF-α 、 お よ び GM-
CSFの 産 生 も 増 加 さ せ 、 ま た 活 性 化 Th2ヘ ル パ ー 細 胞 の 機 能 を 増 進 す る と 考 え ら れ て い る （
参 考 文 献 9、 10） 。 ICOS遺 伝 子 は 主 に 一 次 リ ン パ 組 織 お よ び 二 次 リ ン パ 組 織 に 発 現 す る と
報 告 さ れ て い る （ 参 考 文 献 3） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
当 技 術 分 野 で は 、 治 療 選 択 肢 と な り う る 、 調 節 可 能 な B7-H2タ ン パ ク 質 の 新 規 変 異 体 を 同
定 す る こ と が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
本 発 明 の 目 的 は 、 B7-H2ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 （ B7-H2 V） の 新 規 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 新 規 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 誘 導 体 を 提 供 す る こ と で あ る 。 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 1に 記 載 の 配 列 、 配 列 番 号 1に 記 載 の 配 列 に ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 2に 記 載 の 配 列 、
お よ び 配 列 番 号 2に 記 載 の 配 列 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 3に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 1～ 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 置
換 、 欠 失 、 付 加 ま た は 転 位 が 配 列 番 号 3中 で 起 こ っ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 4に 記 載
の 配 列 、 1～ 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 、 欠 失 、 付 加 ま た は 転 位 が 配 列 番 号 4中 で 起 こ っ て
い る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
ま た 、 ヒ ト B7-H2を 調 節 す る 方 法 お よ び 試 薬 を 提 供 す る こ と も 、 本 発 明 の 目 的 で あ る 。 本
発 明 の こ の 目 的 お よ び 他 の 目 的 は 、 以 下 に 説 明 す る 態 様 の 一 つ ま た は 複 数 に よ っ て 達 成 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の 一 態 様 は 、 ヒ ト B7-H2の 活 性 を 調 節 す る こ と が で き る 物 質 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン
グ の 方 法 で あ る 。 被 験 化 合 物 を 、 配 列 番 号 3ま た は 4に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 90
％ 一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド へ の 被 験 化
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合 物 の 結 合 を 検 出 す る 。 そ の 結 果 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 、 ヒ ト B7-H
2の 活 性 を 調 節 す る 可 能 性 の あ る 治 療 物 質 で あ る と 同 定 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 ヒ ト B7-H2の 活 性 を 調 節 す る 物 質 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ の
方 法 で あ る 。 被 験 化 合 物 を 、 配 列 番 号 3ま た は 4に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 90％ 一
致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の B7-H2様 活 性
を 検 出 す る 。 そ の 結 果 、 B7-H2様 活 性 を 低 下 さ せ る 被 験 化 合 物 を 、 ヒ ト B7-H2の 活 性 を 低 下
さ せ る 可 能 性 の あ る 治 療 物 質 で あ る と 同 定 す る 。 ま た そ の 結 果 、 B7-H2様 活 性 を 増 加 さ せ
る 被 験 化 合 物 を 、 ヒ ト B7-H2の 活 性 を 増 加 さ せ る 可 能 性 の あ る 治 療 物 質 で あ る と 同 定 す る
。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 は 、 ヒ ト B7-H2の 活 性 を 調 節 す る 物 質 に 関 す る ス ク リ ー ニ
ン グ の 方 法 で あ る 。 被 験 化 合 物 を 、 配 列 番 号 1ま た は 2に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と
も 90％ 一 致 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 産 物 と 接
触 さ せ る 。 前 記 産 物 へ の 被 験 化 合 物 の 結 合 を 検 出 す る 。 そ の 結 果 、 前 記 産 物 に 結 合 す る 被
験 化 合 物 を 、 ヒ ト B7-H2の 活 性 を 調 節 す る 可 能 性 の あ る 治 療 物 質 で あ る と 同 定 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 は 、 ヒ ト B7-H2の 活 性 を 低 下 さ せ る 方 法 で あ る 。 細 胞 を 、
配 列 番 号 1ま た は 2に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 90％ 一 致 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 と 接 触 さ せ る 。
そ の 結 果 、 ヒ ト B7-H2の 活 性 が 低 下 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 配 列 番 号 1ま た は 2に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 90％
一 致 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 産 物 に 特 異 的 に
結 合 す る 試 薬 と 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 医 薬 組 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 配 列 番 号 3ま た は 4に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト と 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 医 薬 組 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 は 、 本 質 的 に 配 列 番 号 1ま た は 2に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か
ら な る 単 離 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 は 、 本 質 的 に 配 列 番 号 3ま た は 4に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る 単 離 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 は 、 本 質 的 に 配 列 番 号 3ま た は 4に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 調 製 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 は 、 本 質 的 に 配 列 番 号 3ま た は 4に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 で あ る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト を
含 む 宿 主 細 胞 を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 さ れ る 条 件 で 培 養 す る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 単
離 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
し た が っ て 本 発 明 は 、 例 え ば 受 容 体 複 合 体 形 成 の 促 進 剤 ま た は 阻 害 剤 な ど と し て 作 用 し う
る 被 験 化 合 物 を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る ヒ ト B7-H2を 提 供 す る 。 ヒ ト B7-H2お
よ び そ の 断 片 は 、 こ の タ ン パ ク 質 を 遮 断 し て そ の 活 性 を 効 果 的 に 低 下 さ せ る こ と が で き る
特 異 的 抗 体 を 産 生 さ せ る 際 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
（ 詳 細 な 説 明 ）
転 写 物 1ま た は 転 写 物 2に よ っ て コ ー ド さ れ る 新 規 ヒ ト B7-H2タ ン パ ク 質 （ そ れ ぞ れ 配 列 番
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号 3お よ び 配 列 番 号 4） は 、 本 発 明 に よ っ て 発 見 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
転 写 物 1の 配 列 は 912bp長 の コ ー ド 領 域 を 持 ち 、 こ の 遺 伝 子 に 関 し て 報 告 さ れ た KIAA0653 m
RNA配 列 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AB014553） の 1027番 目 の 塩 基 か ら 1662番 目 の 塩 基 ま
で の 636bpが 欠 失 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
転 写 物 2の 配 列 は 1419bp長 の コ ー ド 領 域 を 持 ち 、 KIAA0653配 列 の 1452番 目 の 塩 基 か ら 1580
番 目 の 塩 基 ま で の 129bpが 欠 失 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
ま た 、 転 写 物 1ま た は 2と 元 の KIAA0653と の 間 に は 、 欠 失 領 域 以 外 に も 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 相 違 が い く つ か 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
転 写 物 1ク ロ ー ン （ B7-H2 V1） を 翻 訳 す る と 304残 基 長 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 得 ら れ る 。 転 写 物
2ク ロ ー ン を 翻 訳 す る と 473残 基 長 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 者 ら は 、 B7-H2発 現 が 胸 腺 お よ び 脾 臓 な ど の リ ン パ 組 織 で 強 い こ と を 見 い だ し た だ
け で な く 、 肺 お よ び 胃 腸 組 織 に も 高 レ ベ ル な 発 現 を 認 め た 。 こ の こ と か ら 、 ICOSは 粘 膜 組
織 に お け る 局 所 免 疫 応 答 に 関 与 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
ICOSの 発 現 が 限 定 的 で あ る の に 対 し て 、 B7-H2は 試 験 し た 全 て の 組 織 で 広 く 発 現 し 、 肝 臓
、 腎 臓 、 心 臓 、 お よ び 脳 に 最 も 強 く 発 現 す る こ と が わ か っ た 。 対 応 す る ICOS受 容 体 と 比 較
し て 発 現 範 囲 が 広 い こ と は 、 調 節 免 疫 応 答 に B7-H2が 全 身 で 果 た し て い る 役 割 と 辻 褄 が あ
っ て い る 。 B7-H2は ほ と ん ど の 組 織 に 発 現 す る こ と で 、 ICOSを 発 現 さ せ る 活 性 化 T細 胞 を 刺
激 し て 、 免 疫 応 答 を Th2表 現 型 側 に 引 き 戻 す サ イ ト カ イ ン を 産 生 さ せ る こ と に よ り 、 Th1表
現 型 へ の 免 疫 応 答 の 過 剰 な 偏 向 を 広 く 防 止 す る 。 そ れ と 同 時 に 、 B7-H2自 体 は 、 B7-H2を 発
現 さ せ る 細 胞 に シ グ ナ ル を 返 す こ と に よ っ て 、 活 性 化 T細 胞 が 近 く に あ る こ と を そ の 細 胞
に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
B7-H2の こ れ ら 2つ の 新 し い 変 異 体 は 、 公 表 さ れ た B7-H2配 列 と は 、 主 に 細 胞 質 ド メ イ ン が
異 な っ て い る 。 28残 基 の 細 胞 質 テ ー ル を 持 つ B7-H2 V1は 、 短 い 33残 基 お よ び 26残 基 の 細 胞
質 テ ー ル を 持 つ GL-50お よ び B7-H2の ア ミ ノ 酸 配 列 に 最 も よ く 似 て い る 。 こ れ に 対 し て B7-H
2 V2は 、 KIAA0653の 細 胞 質 テ ー ル に よ り 近 い 長 さ の 197残 基 の 細 胞 質 テ ー ル を 持 つ が 、 KIA
A0653中 で タ ン デ ム に 反 復 し て い る 43ア ミ ノ 酸 配 列 が 欠 け て い る 。 細 胞 質 テ ー ル の 相 違 は
、 B7-H2分 子 を 発 現 さ せ る 細 胞 内 部 へ の シ グ ナ ル 伝 達 に 大 き な 影 響 を 持 つ 可 能 性 が あ る 。
例 え ば 、 長 い テ ー ル は Th2促 進 性 サ イ ト カ イ ン 類 の 産 生 を 誘 導 し （ 参 考 文 献 11） 、 そ の 結
果 と し て 、 T細 胞 に お け る ICOS誘 発 性 の 効 果 を 増 幅 し う る が 、 短 い テ ー ル は そ れ 自 体 で は
そ の よ う な シ グ ナ リ ン グ 機 能 を 持 た ず 、 そ の 代 わ り に 、 二 次 シ グ ナ リ ン グ 分 子 ま た は 他 の
分 子 と 相 互 作 用 し う る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
B7-H2の 様 々 な 形 態 間 で の シ グ ナ リ ン グ の 相 違 は 、 病 原 体 に 対 す る 免 疫 応 答 お よ び 発 病 に
、 重 大 な 影 響 を 持 つ と 予 想 す る こ と が で き る 。 身 体 が 自 ら を 様 々 な 病 原 体 か ら 防 御 す る に
は 、 様 々 な タ イ プ の 免 疫 応 答 が 必 要 で あ る 。 一 部 の 病 原 体 、 例 え ば 細 胞 内 細 菌 な ど の 場 合
は 、 感 染 を 抑 制 す る の に 主 と し て Th1タ イ プ の 応 答 が 必 要 で あ り 、 一 方 、 他 の 病 原 体 、 例
え ば 細 胞 外 環 境 に 存 在 す る 蠕 虫 ま た は 微 生 物 な ど の 場 合 は 、 Th2タ イ プ の 応 答 が 必 要 で あ
る 。 免 疫 応 答 が 不 適 切 に 偏 向 す る と 感 染 に 対 す る 防 御 が 不 十 分 に な る 可 能 性 が あ り 、 一 方
、 応 答 が 無 規 制 に 過 剰 偏 向 す る と 有 害 な 続 発 症 が 起 こ り う る 。 細 胞 内 細 菌 感 染 の 場 合 は 、
対 抗 調 節 性 サ イ ト カ イ ン IL-10が 感 染 後 迅 速 に 分 泌 さ れ て 、 Th1応 答 を 抑 制 す る （ 参 考 文 献
12） 。 そ の よ う な 応 答 は 、 B7-H2を 発 現 さ せ る 細 胞 内 に シ グ ナ ル を 伝 達 す る の も 、 T細 胞 上
の ICOSを 刺 激 す る の も 、 B7-H2に 頼 っ て い る の だ ろ う 。 同 様 に 、 Th2応 答 が 適 切 な 場 合 に は
、 B7-H2を 介 し た シ グ ナ リ ン グ お よ び ICOSの 刺 激 に よ る 応 答 の 増 幅 が 、 病 原 体 に 対 す る 十
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分 な 防 御 に と っ て 必 要 だ ろ う 。 一 方 、 自 己 免 疫 疾 患 お よ び ア レ ル ギ ー 疾 患 で は 、 免 疫 応 答
の 無 規 制 な 活 性 化 が 組 織 破 壊 、 苦 痛 、 そ し て 時 に は 生 命 に か か わ る 合 併 症 を 引 き 起 こ す 。
Th1免 疫 応 答 に 続 い て 起 こ る B7-H2発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン お よ び Th2免 疫 応 答 に 続
い て 起 こ る B7-H2発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 正 常 な 免 疫 応 答 後 の 自 己 免 疫 お よ び
ア レ ル ギ ー を 避 け る た め に 身 体 が 利 用 す る こ と の で き る 方 法 で あ る と 考 え ら れ る 。 B7-H2
の 様 々 な ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 の 発 現 も 、 様 々 な 細 胞 が 状 況 に 合 わ せ て 異 な る 応 答 を す る
こ と を 可 能 に し て い る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 発 現 さ せ る B7-H2変 異 体 の 種 類 お よ び
発 現 レ ベ ル に 関 す る 細 胞 の 決 定 は 、 適 切 な 免 疫 応 答 の 発 達 と 制 御 に と っ て 、 極 め て 重 要 だ
ろ う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
B7-H2 V1お よ び B7-H2 V2の 機 能 の 遮 断 な ら び に そ の た め の 阻 害 剤 は 、 Th2応 答 の ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン お よ び Th1応 答 へ の 再 偏 向 が 有 益 で あ る だ ろ う ア レ ル ギ ー 疾 患 、 例 え ば 気
道 ア レ ル ギ ー 、 食 物 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 お よ び ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 な ど の 処 置 、 な ら び に 細
胞 内 細 菌 感 染 症 、 例 え ば 結 核 、 ラ イ 、 リ ス テ リ ア 症 、 お よ び サ ル モ ネ ラ 症 な ど の 処 置 に 有
用 で あ る 。 B7-H2 V1お よ び B7-H2 V2の 機 能 の 増 進 な ら び に そ の た め の 分 子 は 、 Th2応 答 へ
の 再 偏 向 が 有 益 な 自 己 免 疫 疾 患 、 例 え ば 多 発 性 硬 化 症 、 慢 性 関 節 炎 、 お よ び I型 糖 尿 病 な
ど の 処 置 、 な ら び に 蠕 虫 お よ び 細 胞 外 微 生 物 感 染 症 の 処 置 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

本 発 明 の ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 3に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 以 下 に 定 義 す る
生 物 学 的 に 活 性 な そ の 変 異 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 6、 10、 15、 20、 25、 50、 75、 100
、 125、 150、 175、 200、 225、 250、 275、 300ま た は 304個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 あ
る い は 、 本 発 明 の ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 4に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 以 下 に
定 義 す る 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 変 異 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 6、 10、 15、 20、 25、 50
、 75、 100、 125、 150、 175、 200、 225、 250、 275、 300、 325、 350、 375、 400、 425、 450
、 ま た は 473個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド
は 、 ヒ ト B7-H2の 一 部 、 完 全 長 の ヒ ト B7-H2、 ま た は ヒ ト B7-H2の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む 融
合 タ ン パ ク 質 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】

例 え ば ICOS結 合 活 性 な ど を 保 持 し て い る 生 物 学 的 に 活 性 な ヒ ト B7-H2 Vポ リ ペ プ チ ド 変 異
体 も ヒ ト B7-H2 Vポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 好 ま し く は 、 天 然 ま た は 非 天 然 の ヒ ト B7-H2ポ リ ペ
プ チ ド 変 異 体 は 、 配 列 番 号 3も し く は 配 列 番 号 4に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 断 片 と 少 な
く と も 約 31、 35、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 ま た は 70、 好 ま し く は 約 75、 80、 85、 90、 96
、 96、 ま た は 98％ 一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 。 推 定 上 の ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体
と 配 列 番 号 3ま た は 4の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 一 致 率 は 通 常 の 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 例 え ば
、 Altschulら , Bull. Math. Bio. 48:603 (1986)、 な ら び に Henikoffお よ び Henikoff, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1992)を 参 照 さ れ た い 。 簡 単 に 述 べ る と 、 ギ ャ ッ プ
開 始 ペ ナ ル テ ィ 10、 ギ ャ ッ プ 伸 長 ペ ナ ル テ ィ 1、 な ら び に Henikoffお よ び Henikoff（ 同 文
献 ） の 「 BLOSUM62」 ス コ ア 行 列 を 使 っ て 、 ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア が 最 適 に な る よ う に 、 2
つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 整 列 さ せ る 。 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 整 列 さ せ る た め に 利 用 す る こ と が
で き る 確 立 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム が 数 多 く 存 在 す る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る だ ろ う 。
Pearsonお よ び Lipmanの 「 FASTA」 類 似 度 検 索 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ア ミ ノ
酸 配 列 と 推 定 上 の 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 一 致 レ ベ ル を 調 べ る の に 適 し た タ ン パ ク 質 ア
ラ イ ン メ ン ト 法 で あ る 。 FASTAア ル ゴ リ ズ ム は 、 Pearsonお よ び Lipman, Proc. Nat'l Acad
. Sci. USA 85:2444(1988)、 お よ び Pearson, Meth. Enzymol. 183:63 (1990)に 記 載 さ れ
て い る 。 簡 単 に 述 べ る と 、 FASTAで は ま ず 、 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 、 ア ミ ノ 酸 挿 入 ま た は
ア ミ ノ 酸 欠 失 を 考 慮 せ ず に 、 問 い 合 わ せ 配 列 （ 例 え ば 配 列 番 号 2） と 被 験 配 列 と が 共 有 し
て い る 一 致 残 基 の 密 度 （ ktup変 数 が 1の 場 合 ） ま た は 一 致 残 基 ペ ア の 密 度 （ ktup=2の 場 合
） が 最 も 高 い 領 域 を 同 定 す る こ と に よ っ て 、 配 列 類 似 度 を 特 徴 づ け る 。 次 に 、 ア ミ ノ 酸 置
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換 行 列 を 使 っ て 全 て の ア ミ ノ 酸 対 の 類 似 度 を 比 較 す る こ と に よ り 、 一 致 密 度 が 最 も 高 い 10
領 域 の ス コ ア を 再 計 算 し 、 最 も 高 い ス コ ア に 寄 与 す る 残 基 だ け が 含 ま れ る よ う に 各 領 域 の
末 端 を 「 切 り 整 え る （ trim） 」 。 （ 配 列 の 長 さ お よ び ktup値 に 基 づ い て 所 定 の 式 に よ っ て
計 算 さ れ る ） 「 カ ッ ト オ フ （ cutoff） 」 値 よ り も 大 き い ス コ ア を 持 つ 領 域 が 数 個 あ る 場 合
は 、 切 り 整 え た 初 期 領 域 を 調 べ て 、 そ れ ら の 領 域 を 結 合 し て ギ ャ ッ プ 付 の 近 似 ア ラ イ ン メ
ン ト を 形 成 さ せ る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る 。 最 後 に 、 ア ミ ノ 酸 の 挿 入 お よ び 欠 失
を 考 慮 す る Needleman-Wunsch-Sellersア ル ゴ リ ズ ム の 変 法 （ Needlemanお よ び Wunsch, J. 
Mol. Biol.48:444 (1970)； Sellers, SIAM J. Appl. Math. 26:787 (1974)） を 使 っ て 、 2
つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 最 も ス コ ア の 高 い 領 域 を 整 列 さ せ る 。 FASTA解 析 の 好 ま し い パ ラ メ ー
タ は 、 ktup＝ 1、 ギ ャ ッ プ 開 始 ペ ナ ル テ ィ ＝ 10、 ギ ャ ッ プ 伸 長 ペ ナ ル テ ィ ＝ 1、 お よ び 置 換
マ ト リ ッ ク ス ＝ BLOSUM62で あ る 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ は 、 Pearson, Meth. Enzymol. 183:
63 (1990)の 付 録 （ Appendix） 2で 説 明 さ れ て い る よ う に 、 ス コ ア 行 列 フ ァ イ ル （ 「 SMATRI
X」 ） を 変 更 す る こ と に よ っ て 、 FASTAプ ロ グ ラ ム に 導 入 す る こ と が で き る 。 FASTAは 、 上
述 の 比 を 使 っ て 核 酸 分 子 の 配 列 一 致 度 を 決 定 す る た め に も 使 用 す る こ と が で き る 。 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 比 較 す る 場 合 、 ktup値 は 1～ 6、 好 ま し く は 3～ 6、 最 も 好 ま し く は 3の 値 を 取
る こ と が で き 、 他 の パ ラ メ ー タ は デ フ ォ ル ト ど お り に 設 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
一 致 率 の 変 動 は 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 な ど の 理 由 で 起 こ り う る 。 ア ミ
ノ 酸 置 換 は 1対 1の ア ミ ノ 酸 の 置 き 換 え で あ る と 定 義 さ れ る 。 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 が 類 似 す
る 構 造 的 お よ び /ま た は 化 学 的 性 質 を 持 つ 場 合 、 そ の 置 換 は 保 存 的 で あ る 。 保 存 的 置 換 の
例 は 、 イ ソ ロ イ シ ン ま た は バ リ ン に よ る ロ イ シ ン の 置 換 、 グ ル タ ミ ン 酸 に よ る ア ス パ ラ ギ
ン 酸 の 置 換 、 ま た は セ リ ン に よ る ス レ オ ニ ン の 置 換 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
ア ミ ノ 酸 の 挿 入 ま た は 欠 失 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 加 え ら れ る 変 化 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 内 で の
変 化 で あ る 。 こ れ ら は 典 型 的 に は 約 1～ 5ア ミ ノ 酸 の 範 囲 で 起 こ る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ
ド の 生 物 学 的 ま た は 免 疫 学 的 活 性 を 消 失 さ せ ず に 、 ど の ア ミ ノ 酸 残 基 を 置 換 し 、 挿 入 し 、
ま た は 欠 失 さ せ る こ と が で き る か を 決 定 す る 際 の 指 針 は 、 当 技 術 分 野 で は 周 知 の コ ン ピ ュ
ー タ プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば DNASTARソ フ ト ウ ェ ア な ど を 使 っ て 見 出 す こ と が で き る 。 あ る ア
ミ ノ 酸 変 化 が 生 物 学 的 に 活 性 な ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を も た ら す か ど う か は 、 例 え ば Car
penterら , , 13630-34 (1998)な ど に 記 載 さ れ て い る よ
う に Shh結 合 活 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 抗 体 を 産 生 さ せ る の に
役 立 ち 、 ま た 様 々 な 測 定 系 に も 役 立 つ 。 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ
チ ド の 一 部 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 同 定 に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 に は 、 タ
ン パ ク 質 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 関
す る ラ イ ブ ラ リ ー に 基 づ く 測 定 法 、 例 え ば 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム ま た は フ ァ ー ジ
デ ィ ス プ レ イ シ ス テ ム を 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 は 当 技 術 分 野 で は 周 知 で
あ り 、 薬 物 ス ク リ ー ン と し て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ペ プ チ ド 結 合 を 使 っ て 一 つ に 融 合 さ れ た 二 つ
の ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト を 含 ん で い る 。 第 一 ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 3ま
た は 上 述 し た よ う な 生 物 学 的 に 活 性 な 変 異 体 の 少 な く と も 6、 10、 15、 20、 25、 50、 75、 1
00、 125、 150、 175、 200、 225、 250、 275、 300ま た は 304個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 あ る
い は 、 第 1ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 4ま た は 上 述 し た よ う な 生 物 学 的 に 活 性 な
変 異 体 の 少 な く と も 6、 10、 15、 20、 25、 50、 75、 100、 125、 150、 175、 200、 225、 250、
275、 300、 325、 350、 375、 400、 425、 450、 ま た は 473個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 第 一 ポ
リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト は 完 全 長 ヒ ト B7-H2 V2を 含 む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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第 二 ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト は 完 全 長 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 で あ る こ と が で き
る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 構 築 に よ く 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 に は 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 β -
グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） 、 自 己 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ 青 色 蛍 光 タ ン パ
ク 質 （ BFP） を 含 む ） 、 グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、
西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 、 お よ び ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ （ CAT） な ど が あ る 。 さ ら に 、 融 合 タ ン パ ク 質 構 築 物 に は 、 ヒ ス チ ジ ン （ His） タ
グ 、 FLAGタ グ 、 イ ン フ ル エ ン ザ へ マ グ ル チ ニ ン （ HA） タ グ 、 Mycタ グ 、 VSV-Gタ グ 、 お よ び
チ オ レ ド キ シ ン （ Trx） タ グ な ど の エ ピ ト ー プ タ グ が 使 用 さ れ る 。 他 の 融 合 構 築 物 は 、 マ
ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ MBP） 、 S-タ グ 、 Lex a DNA結 合 ド メ イ ン （ DBD） 融 合 物 、 GAL4 
DNA結 合 ド メ イ ン 融 合 物 、 お よ び 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ HSV） BP16タ ン パ ク 質 融 合 物 を 含
む こ と が で き る 。 ま た 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を 異 種 部 分 か ら 切 り 離 し て 精 製 す る こ と
が で き る よ う に 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 と 異 種 タ ン パ ク 質 配 列 と の 間 に 切 断
部 位 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 設 計 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
融 合 タ ン パ ク 質 は 当 技 術 分 野 で は 知 ら れ て い る よ う に 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 融
合 タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 、 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト を 共 有 結 合 的 に 連 結 す る こ
と に よ っ て 、 ま た は 分 子 生 物 学 分 野 の 標 準 的 手 法 に よ っ て 製 造 さ れ る 。 例 え ば 、 当 技 術 分
野 で は 知 ら れ て い る よ う に 、 配 列 番 号 1ま た は 2の 相 補 鎖 か ら 選 択 さ れ る コ ー ド 配 列 を 、 第
二 ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド と 共 に 、 適 切 な 読 み 枠 で 含 む DN
Aコ ン ス ト ラ ク ト を 作 製 し 、 そ の DNAコ ン ス ト ラ ク ト を 宿 主 細 胞 内 で 発 現 さ せ る こ と な ど に
よ り 、 組 換 え DNA法 を 使 っ て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 製 造 す る こ と が で き る 。 数 多 く の 融 合 タ
ン パ ク 質 構 築 用 キ ッ ト を 、 例 え ば Promega Corporation（ ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン ）
、 Stratagene（ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ラ ホ ー ヤ ） 、 CLONTECH（ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 マ ウ ン テ ン ビ
ュ ー ） 、 Santa Cruz Biotechnology（ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン タ ク ル ー ズ ） 、 MBL Internat
ional Corporation（ MIC； マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ウ ォ ー タ ー タ ウ ン ） 、 お よ び Quantum Biot
echnologies（ カ ナ ダ ・ モ ン ト リ オ ー ル ； 1-888-DNA-KITS） な ど の 企 業 か ら 入 手 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

当 技 術 分 野 で は 知 ら れ て い る よ う に 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 後 述 ） を 使 っ て 他 の
種 、 例 え ば マ ウ ス 、 サ ル 、 ま た は 酵 母 由 来 の cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る
の に 適 し た プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー を 作 製 し 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の 相 同 体 を コ ー
ド し て い る cDNAを 同 定 し 、 そ の cDNAを 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の
種 相 同 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】

ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ る こ と が で き 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ
チ ド の コ ー ド 配 列 ま た は そ の 相 補 鎖 を 含 む 。 ヒ ト B7-H2の コ ー ド 配 列 を 配 列 番 号 1ま た は 2
に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 縮 重 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 な ら び に 配 列 番 号 1も し く は
2に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ れ ら の 相 補 鎖 と 少 な く と も 約 50、 55、 60、 65、 70、 好
ま し く は 約 75、 90、 96、 ま た は 98％ 一 致 す る 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 、 ヒ ト B7-H2ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 二 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 間 の 配 列 一 致 率 は 、 例 え ば FASTAア
ル ゴ リ ズ ム を 利 用 す る ALIGNな ど の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し 、 ギ ャ ッ プ 開 始 ペ ナ
ル テ ィ が -12お よ び ギ ャ ッ プ 伸 長 ペ ナ ル テ ィ が -2の ア フ ィ ン ギ ャ ッ プ 検 索 を 使 っ て 決 定 さ
れ る 。 生 物 学 的 に 活 性 な ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 相 補 DNA（ cDNA） 分 子 、 種 相 同 体 、 お よ び 変 異 体 も 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る
。 配 列 番 号 1も し く は 2ま た は そ れ ら の 相 補 鎖 の 8、 10、 12、 15、 20、 ま た は 25個 の 連 続 ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む 断 片 も 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ
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チ ド は 、 例 え ば ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
な ど と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

上 記 の ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 お よ び 相 同 体 も 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
で あ る 。 通 例 、 相 同 な ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 当 技 術 分 野 で は 知 ら れ て い る
よ う に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 候 補 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 既 知 の ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て 、 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 2× SSC
（ 0.3M NaCl、 0.03Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.0） /0.1％ SDS、 室 温 で 各 30分 間 を 2回 、 次
に 2× SSC/0.1％ SDS、 50℃ で 30分 間 を 1回 、 次 に 2× SSC、 室 温 で 各 10分 間 を 2回 と い う 洗 浄
条 件 を 使 っ て 、 最 大 約 25～ 30％ の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を 含 む 相 同 配 列 を 同 定 す る こ と が で き
る 。 よ り 好 ま し く は 、 相 同 な 核 酸 鎖 は 15～ 25％ の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を 含 み 、 さ ら に 好 ま し
く は 5～ 15％ の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 明 細 書 に 開 示 す る ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 種 相 同 体 も 、 適 切 な プ ロ ー ブ ま た は プ
ラ イ マ ー を 作 製 し 、 他 の 種 、 例 え ば マ ウ ス 、 サ ル 、 ま た は 酵 母 由 来 の cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ
ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 同 定 す る こ と が で き る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の ヒ ト 変 異 体 は 、 例 え ば ヒ ト cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ
て 、 同 定 す る こ と が で き る 。 二 本 鎖 DNAの T m は 、 相 同 性 が 1％ 低 下 す る 毎 に 1～ 1.5℃ 低 下 す
る こ と が 、 よ く 知 ら れ て い る （ Bonnerら , ,123(1973)） 。 し た が っ て 、 ヒ
ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 ま た は 他 の 種 の ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 推 定 上
の 相 同 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 配 列 番 号 1ま た は 2の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 鎖 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 、 被 験 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 さ せ る
こ と に よ っ て 、 同 定 す る こ と が で き る 。 被 験 ハ イ ブ リ ッ ド の 融 解 温 度 を 、 完 全 に 相 補 的 な
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド の 融 解 温 度 と 比 較 し て 、 被
験 ハ イ ブ リ ッ ド 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ の 数 ま た は パ ー セ ン テ ー ジ を 算 出 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 お よ び /ま た は 洗 浄 条 件 で ヒ ト B7-H2ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 、 ヒ ト B7-H2ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 は 当 技 術 分 野 で は 周 知 で あ っ て 、 よ
く 理 解 さ れ て お り 、 例 え ば Sambrookら 「 MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL」 第 2
版 （ 1989） の 9.50～ 9.51頁 な ど に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
通 例 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 に は 、 検 討 中 の ハ イ ブ リ ッ ド の 計
算 T m 値 よ り 約 12～ 20℃ 低 い 温 度 と 塩 濃 度 の 組 み 合 わ せ を 選 択 す べ き で あ る 。 配 列 番 号 1ま
た は 2に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 鎖 と 、 そ
れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 1つ と 少 な く と も 約 50、 好 ま し く は 約 75、 90、 96、 ま た は 98％
一 致 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の ハ イ ブ リ ッ ド の T m は 、 例 え ば Boltonお よ び McCarthy,

,1390(1962)の 等 式 ：
T m ＝ 81.5℃ － 16.6(log 1 0 [Na

+ ])＋ 0.41(％ G＋ C)－ 0.63(％ ホ ル ム ア ミ ド )－ 600/
[式 中 、 ＝ 塩 基 対 数 で 表 し た ハ イ ブ リ ッ ド の 長 さ ]
な ど を 使 っ て 、 計 算 す る こ と が で き る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 と し て は 、 例 え ば 、
65℃ で 4× SSC、 ま た は 42℃ で 50％ ホ ル ム ア ミ ド /4× SSC、 ま た は 65℃ で 0.5× SSC/0.1％ SDS
な ど が 挙 げ ら れ る 。 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 と し て は 、 例 え ば 65℃ で 0.2× SSC
な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

他 の 細 胞 成 分 、 例 え ば 膜 成 分 、 タ ン パ ク 質 、 お よ び 脂 質 な ど を 含 ま な い ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 単 離 す る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 に 産 生 さ せ て 標 準 的 な 核
酸 精 製 技 術 に よ っ て 単 離 す る か 、 ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） な ど の 増 幅 技 術 を
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使 っ て 、 も し く は 自 動 合 成 装 置 を 使 っ て 、 合 成 す る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単
離 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で は 常 用 さ れ 、 よ く 知 ら れ て い る 。 単 離 さ れ た ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 取 得 す る に は 、 そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 取 得 技 術 を ど れ で も 使 用 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 制 限 酵 素 お よ び プ ロ ー ブ を 使 っ て 、 ヒ ト B7-H2様 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 単 離 す る こ と が で き る 。 単 離 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 他
の 分 子 を 含 ま な い か ま た は 少 な く と も 70、 80も し く は 90％ 含 ま な い 調 製 物 の 形 を と る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ヒ ト B7-H2 cDNA分 子 は 、 ヒ ト B7-H2 mRNAを テ ン プ レ ー ト に し て 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 技 術
を 使 っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 製 造 さ れ た ヒ ト B7-H2 cDNA分 子 は 、 Sambrookら （ 1989）
な ど の 手 引 書 に 記 載 さ れ て い る 当 技 術 分 野 公 知 の 分 子 生 物 学 技 術 を 使 っ て 複 製 す る こ と が
で き る 。 PCRな ど の 増 幅 技 術 を 使 用 す る こ と に よ り 、 ヒ ト ゲ ノ ム DNAま た は cDNAを テ ン プ レ
ー ト と し て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の さ ら な る コ ピ ー を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
あ る い は 、 合 成 化 学 技 術 を 使 っ て ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る こ と も で き る 。
遺 伝 暗 号 は 縮 重 し て い る の で 、 例 え ば 配 列 番 号 1も し く は 2に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ B7-H
2ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 変 異 体 を コ ー ド す る 別 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

PCRに 基 づ く 様 々 な 方 法 を 使 っ て 、 本 明 細 書 に 開 示 す る 核 酸 配 列 を 伸 長 す る こ と に よ り 、
プ ロ モ ー タ ー お よ び 調 節 要 素 な ど の 上 流 配 列 を 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 制 限 部 位 PC
Rで は 、 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー を 使 っ て 、 既 知 の 遺 伝 子 座 に 隣 接 す る 未 知 の 配 列 を 取 得
す る （ Sarkar, , 318-322, 1993） 。 ま ず 、 リ ン カ ー 配 列 に 対 す る プ
ラ イ マ ー と 、 既 知 領 域 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー と の 存 在 下 で 、 ゲ ノ ム DNAを 増 幅 す る 。 次 に
、 増 幅 さ れ た 配 列 を 、 同 じ リ ン カ ー プ ラ イ マ ー と 、 最 初 の 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 内 部 に 位 置
す る 別 の 特 異 的 プ ラ イ マ ー と を 使 っ て 、 二 回 目 の PCRに か け る 。 各 回 の PCR産 物 を 適 当 な RN
Aポ リ メ ラ ー ゼ で 転 写 し 、 逆 転 写 酵 素 を 使 っ て 配 列 決 定 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
逆 PCRを 使 用 し 、 既 知 領 域 に 基 づ く 分 岐 プ ラ イ マ ー （ divergent primer） を 使 っ て 、 配 列
を 増 幅 ま た は 伸 長 す る こ と も で き る （ Trigliaら , , 8186, 1988） 。
プ ラ イ マ ー は 、 OLIGO 4.06プ ラ イ マ ー 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences Inc., 
ミ ネ ソ タ 州 プ リ マ ス ） な ど の 市 販 ソ フ ト ウ ェ ア を 使 っ て 、 22～ 30ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 持
ち 、 GC含 量 が 50％ 以 上 で あ り 、 約 68～ 72℃ の 温 度 で 標 的 配 列 に ア ニ ー ル す る よ う に 設 計 す
る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 い く つ か の 制 限 酵 素 を 使 っ て 、 遺 伝 子 の 既 知 領 域 中 に 適
当 な 断 片 を 作 製 す る 。 次 に 、 そ の 断 片 を 分 子 内 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 環 化 し 、 PCRテ ン
プ レ ー ト と し て 使 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
使 用 す る こ と が で き る も う 一 つ の 方 法 は 、 ヒ ト お よ び 酵 母 人 工 染 色 体 DNA中 の 既 知 配 列 に
隣 接 す る DNA断 片 を PCR増 幅 す る 捕 捉 （ capture） PCRで あ る （ Lagerstromら ,

, 111-119, 1991） 。 こ の 方 法 で は 、 設 計 さ れ た 二 本 鎖 配 列 を 、 複 数 の 制 限 酵 素 消
化 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 使 用 し て 、 当 該 DNA分 子 の 未 知 断 片 中 に 入 れ て か ら 、 PCRを 実 施
す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
未 知 の 配 列 を 取 得 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る も う 一 つ の 方 法 は 、 Parkerら ,

, 3055-3060, 1991の 方 法 で あ る 。 さ ら に 、 PCR、 入 れ 子 プ ラ イ マ ー 、 お よ
び PROMOTERFINDERラ イ ブ ラ リ ー （ CLONTECH, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル ト ） を 使 っ て 、 ゲ
ノ ム DNAウ ォ ー キ ン グ を 行 な う こ と も で き る （ CLONTECH, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル ト ）
。 こ の 方 法 で は ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 必 要 が な く 、 イ ン ト ロ ン /エ ク ソ ン 接
合 部 の 発 見 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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完 全 長 cDNAに 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 場 合 に は 、 よ り 大 き な cDNAを 含 む よ う に サ イ ズ 選
択 し た ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る こ と が 望 ま し い 。 ラ ン ダ ム プ ラ イ ム ド （ randomly primed
） ラ イ ブ ラ リ ー は 、 遺 伝 子 の 5'領 域 を 含 む 配 列 が よ り 多 く 含 ま れ る こ と に な る 点 で 好 ま し
い 。 オ リ ゴ d(T)ラ イ ブ ラ リ ー で は 完 全 長 cDNAが 得 ら れ な い 場 合 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ ム ド ラ イ
ブ ラ リ ー の 使 用 は 特 に 好 ま し い だ ろ う 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー は 配 列 を 5'非 転 写 調 節 領 域 中
ま で 伸 長 さ せ る の に 役 立 ち う る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
市 販 さ れ て い る キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 シ ス テ ム を 使 っ て 、 PCR産 物 ま た は 配 列 決 定 反 応 産
物 の サ イ ズ を 分 析 し 、 ま た は そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 キ
ャ ピ ラ リ ー 配 列 決 定 法 に は 、 電 気 泳 動 分 離 用 の 流 動 性 ポ リ マ ー 、 レ ー ザ ー で 励 起 さ れ る 4
種 類 の 蛍 光 色 素 （ 各 ヌ ク レ オ チ ド に つ き 1種 類 ） 、 お よ び 電 荷 結 合 素 子 カ メ ラ に よ る 放 射
波 長 の 検 出 を 利 用 す る こ と が で き る 。 出 力 /光 強 度 は 適 当 な ソ フ ト ウ ェ ア （ 例 え ば GENOTYP
ERお よ び Sequence NAVIGATOR、 Perkin Elmer） を 使 っ て 電 気 信 号 に 変 換 す る こ と が で き 、
試 料 の ロ ー デ ィ ン グ か ら コ ン ピ ュ ー タ 分 析 お よ び 電 子 的 デ ー タ 表 示 に 至 る 全 プ ロ セ ス を 、
コ ン ピ ュ ー タ で 管 理 す る こ と が で き る 。 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 は 、 あ る 試 料 中 に 限 ら れ た
量 だ け 存 在 す る 可 能 性 の あ る DNAの 小 片 を 配 列 決 定 す る の に 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば ヒ ト 細 胞 か ら の 精 製 に よ っ て 、 ま た は ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 発 現 に よ っ て 、 ま た は 直 接 的 な 化 学 合 成 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】

ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば ヒ ト B7-H2発 現 コ ン ス ト ラ ク ト が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
て い る 宿 主 細 胞 な ど 、 こ の 分 子 を 発 現 さ せ る 任 意 の 細 胞 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 精 製
ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 中 で ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド に 通 常 付 随 し て い る 他 の 化 合
物 、 例 え ば あ る 種 の タ ン パ ク 質 、 糖 質 ま た は 脂 質 な ど か ら 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 使
っ て 分 離 さ れ る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 例 え ば サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 硫 酸 ア ン
モ ニ ウ ム 分 画 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お
よ び 分 取 用 ゲ ル 電 気 泳 動 な ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。 精 製 ヒ ト B7-H2ポ リ
ペ プ チ ド の 調 製 物 は 少 な く と も 80％ 純 粋 で あ り 、 好 ま し く は 90％ 、 95％ 、 ま た は 99％ 純 粋
で あ る 。 調 製 物 の 純 度 は 、 例 え ば SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 な ど 、 当 技 術 分 野
で 知 ら れ て い る 任 意 の 手 段 に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ る た め に 、 挿 入 さ れ た コ ー ド 配 列 の 転 写 と 発 現 に
必 要 な 要 素 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 中 に 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 す る こ と が で き る 。 当
業 者 に は 周 知 の 方 法 を 使 っ て 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 と 適 当 な 転 写 お
よ び 翻 訳 制 御 要 素 と を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 に は イ ン
ビ ト ロ 組 換 え DNA技 術 、 合 成 技 術 、 お よ び イ ン ビ ボ 遺 伝 子 組 換 え が 含 ま れ る 。 そ の よ う な
技 術 は 、 例 え ば Sambrookら （ 1989） お よ び Ausubelら 「 CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR 
BIOLOGY」 （ John Wiley ＆  Sons, ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ニ ュ ー ヨ ー ク , 1989） な ど に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
様 々 な 発 現 ベ ク タ ー /宿 主 系 を 利 用 し て 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 組 込
み 、 そ れ を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら に は 、 微 生 物 、 例 え ば 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 ま た は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 、 酵 母 発 現 ベ
ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ） に 感 染
さ せ た 昆 虫 細 胞 系 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス （ CaMV
） 、 タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス （ TMV） ） も し く は 細 菌 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば Tiま た は pBR32
2プ ラ ス ミ ド ） で 形 質 転 換 さ れ た 植 物 細 胞 系 、 ま た は 動 物 細 胞 系 な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ
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ら に 限 る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
制 御 要 素 ま た は 調 節 配 列 は 、 宿 主 細 胞 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し て 転 写 お よ び 翻 訳 を 実 行 す
る ベ ク タ ー の 非 翻 訳 領 域 （ エ ン ハ ン サ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 、 5'お よ び 3'非 翻 訳 領 域 ） で あ る
。 そ の よ う な 要 素 は 様 々 な 強 さ お よ び 特 異 性 を 持 ち う る 。 利 用 す る ベ ク タ ー 系 お よ び 宿 主
に 応 じ て 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー お よ び 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 包 む 数 多 く の 好 適 な 転 写 お よ
び 翻 訳 要 素 を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 菌 系 で ク ロ ー ニ ン グ を 行 う 場 合 は 、 誘 導
的 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば BLUESCRIPTフ ァ ー ジ ミ ド （ Stratagene, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ラ ホ ー
ヤ ） ま た は pSPORT１ プ ラ ス ミ ド （ Life Technologies） な ど の ハ イ ブ リ ッ ド lacZプ ロ モ ー
タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー は 昆 虫 細 胞
に 使 用 す る こ と が で き る 。 植 物 細 胞 の ゲ ノ ム に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー も し く は エ ン ハ ン サ
ー （ 例 え ば 熱 シ ョ ッ ク 、 RUBISCO、 お よ び 貯 蔵 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 ） 、 ま た は 植 物 ウ イ ル ス
に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー も し く は エ ン ハ ン サ ー （ 例 え ば ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー ま た は リ ー
ダ ー 配 列 ） を 、 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 系 で は 、 哺 乳
動 物 遺 伝 子 由 来 の プ ロ モ ー タ ー ま た は 哺 乳 動 物 ウ イ ル ス 由 来 の プ ロ モ ー タ ー が 好 ま し い 。
ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 複 数 コ ピ ー 含 む 細 胞 系 を 作 出 す
る 必 要 が あ る 場 合 は 、 SV40ま た は EBVに 基 づ く ベ ク タ ー を 適 当 な 選 択 マ ー カ ー と 共 に 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】

細 菌 系 で は 、 意 図 し て い る ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の 用 途 に 応 じ て 、 い く つ か の 発 現 ベ ク
タ ー を 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 体 を 誘 導 す る た め に 、 大 量 の ヒ ト B7-H2ポ リ ペ
プ チ ド が 必 要 な 場 合 は 、 容 易 に 精 製 す る こ と が で き る 融 合 タ ン パ ク 質 を 高 レ ベ ル に 発 現 さ
せ る ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー に は 、 例 え ば BLUESCRIPT（ St
ratagene） な ど の 多 機 能 大 腸 菌 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 ベ ク タ ー が あ る が 、 こ れ に 限 る わ
け で は な い 。 BLUESCRIPTベ ク タ ー で は 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 が 産 生 さ れ る よ う に 、 ヒ
ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の ア ミ ノ 末 端 Metと そ れ
に 続 く 7残 基 を コ ー ド す る 配 列 と 共 に 、 イ ン フ レ ー ム で 、 ベ ク タ ー 中 に 連 結 す る こ と が で
き る 。 pINベ ク タ ー （ Van Heeke ＆  Schuster, , 5503-5509, 1989） ま
た は pGEXベ ク タ ー （ Promega, ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン ） も 、 外 来 ポ リ ペ プ チ ド を グ
ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ る た め に 使
用 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 可 溶 性 で あ り 、 グ ル タ チ オ ン
-ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ に 吸 着 さ せ た 後 、 遊 離 グ ル タ チ オ ン の 存 在 下 で 溶 離 さ せ る こ と に よ り
、 溶 解 し た 細 胞 か ら 容 易 に 精 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 系 で 製 造 さ れ る タ ン パ ク 質
に は 、 ヘ パ リ ン 、 ト ロ ン ビ ン 、 ま た は 第 Xa因 子 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 組 み 込 ん で 、 目 的
と す る ク ロ ー ン 化 ポ リ ペ プ チ ド を GST部 分 か ら 思 い 通 り に 切 り 離 す こ と が で き る よ う に 設
計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
酵 母 で は 、 α 因 子 、 ア ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 お よ び PGHな ど の
構 成 的 ま た は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る い く つ か の ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る
。 総 説 と し て 、 Ausubelら （ 1989） お よ び Grantら , , 516-544, 1987
を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

植 物 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る 場 合 は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の 発 現 を
、 い く つ か あ る プ ロ モ ー タ ー の ど れ で 駆 動 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 CaMVの 35Sお よ び 1
9Sプ ロ モ ー タ ー な ど の ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 、 単 独 で 、 ま た は TMV由 来 の オ メ ガ リ ー ダ
ー 配 列 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る （ Takamatsu, , 307-311, 1987） 。
あ る い は 、 RUBISCOの 小 サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー な ど の 植 物 プ ロ モ ー
タ ー を 使 用 す る こ と も で き る （ Coruzziら , , 1671-1680, 1984； Broglieら ,

10

20

30

40

50

(15) JP 2004-527228 A 2004.9.9

細 菌 お よ び 酵 母 発 現 系

J. Biol. Chem.264

Saccharomycescerevisiae

Methods Enzymol.153

植 物 お よ び 昆 虫 発 現 系

EMBO J.6

EMBO J.3 Scien



, 838-843, 1984； Winterら , , 85-105, 1991） 。 こ
れ ら の コ ン ス ト ラ ク ト は 、 直 接 DNA形 質 転 換 に よ っ て 、 ま た は 病 原 体 を 介 し た ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 植 物 細 胞 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技 術 は 、 い く つ か
の 一 般 に 入 手 可 能 な 総 説 （ 例 え ば 「 MCGRAW HILL YEARBOOK OF SCIENCE AND TECHNOLOGY」
（ McGraw Hill, ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ニ ュ ー ヨ ー ク , p.191-196, 1992） の Hobbsま た は Murray
の 総 説 ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
昆 虫 系 を 使 っ て ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 例 え ば 、 そ の よ う な
系 の 一 つ で は 、 核 多 角 体 病 ウ イ ル ス （ AcNPV） を ベ ク タ ー と し て 使
用 し て 、 細 胞 ま た は 幼 虫 中 で 、 外 来 遺 伝 子 を 発 現 さ せ
る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 は 、 ウ イ ル ス の 非 必 須 領 域 中 、 例 え ば ポ リ
ヘ ド リ ン 遺 伝 子 中 に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 く こ と が
で き る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド が う ま く 挿 入 さ れ る と 、 ポ リ ヘ ド リ ン 遺 伝 子 は 不 活 性 に
な り 、 コ ー ト タ ン パ ク 質 を 欠 く 組 換 え ウ イ ル ス が 産 生 さ れ る よ う に な る 。 次 に 、 こ の 組 換
え ウ イ ル ス を 使 っ て 、 細 胞 ま た は 幼 虫 を 感 染 さ せ 、 そ の 中 で ヒ
ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と が で き る （ Engelhardら ,
, 3224-3227, 1994） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】

ウ イ ル ス に 基 づ く い く つ か の 発 現 系 を 使 っ て 、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 で ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ
ド を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー と し て ア デ ノ ウ イ ル ス を 使 用 す る 場
合 は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 を 、 後 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び ト リ パ
ー タ イ ト リ ー ダ ー 配 列 を 含 む ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 /翻 訳 複 合 体 中 に ラ イ ゲ ー ト す る こ と が
で き る 。 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 非 必 須 E1ま た は E3領 域 へ の 挿 入 を 使 っ て 、 感 染 宿 主 細 胞 中 で ヒ
ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 能 力 を 持 つ 生 ウ イ ル ス を 得 る こ と が で き る （ Loganお よ
び Shenk, , 3655-3659, 1984） 。 所 望 に よ り 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ
ル ス （ RSV） エ ン ハ ン サ ー な ど の 転 写 エ ン ハ ン サ ー を 使 っ て 、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に お け る
発 現 量 を 増 加 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
プ ラ ス ミ ド に 組 み 込 ん で 発 現 さ せ る こ と が 可 能 な DNA断 片 よ り も 大 き い DNA断 片 を 送 達 す る
た め に 、 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） を 使 用 す る こ と も で き る 。 6M～ 10Mの HACを 構 築 し 、 通 常
の 送 達 方 法 （ 例 え ば リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ カ チ オ ン 性 ア ミ ノ ポ リ マ ー 、 ま た は ベ シ ク ル ） に よ
っ て 細 胞 に 送 達 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の 翻 訳 効 率 が 向 上 す る よ う に 、 特 異 的 開 始 シ グ
ナ ル を 使 用 す る こ と も で き る 。 そ の よ う な シ グ ナ ル に は ATG開 始 コ ド ン お よ び 隣 接 配 列 が
含 ま れ る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 、 そ の 開 始 コ ド ン 、 お よ び 上 流 配 列
を 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 場 合 に は 、 さ ら な る 転 写 ま た は 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル は 必
要 な い だ ろ う 。 し か し 、 コ ー ド 配 列 ま た は そ の 断 片 だ け を 挿 入 す る 場 合 に は 、 外 来 の 翻 訳
制 御 シ グ ナ ル （ ATG開 始 コ ド ン を 包 む ） を 用 意 す べ き で あ る 。 開 始 コ ド ン は 、 イ ン サ ー ト
全 体 が 確 実 に 翻 訳 さ れ る よ う に 、 正 し い 読 み 枠 に な け れ ば な ら な い 。 外 来 の 翻 訳 要 素 お よ
び 開 始 コ ド ン は 、 天 然 、 合 成 両 方 の 様 々 な 起 源 を 持 つ こ と が で き る 。 発 現 の 効 率 は 、 使 用
す る 細 胞 系 に 適 し た エ ン ハ ン サ ー を 組 み 込 む こ と に よ っ て 、 向 上 さ せ る こ と が で き る （ Sc
harfら , , 125-162, 1994） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

宿 主 細 胞 株 は 、 挿 入 さ れ た 配 列 の 発 現 を 調 節 す る 能 力 ま た は 発 現 さ れ た ヒ ト B7-H2ポ リ ペ
プ チ ド を 望 ま し い 形 に プ ロ セ シ ン グ す る 能 力 を 持 つ と い う 理 由 で 、 選 択 す る こ と が で き る
。 ポ リ ペ プ チ ド の そ の よ う な 修 飾 に は 、 例 え ば ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ ル
化 、 リ ン 酸 化 、 脂 質 化 、 お よ び ア シ ル 化 な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。
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「 プ レ プ ロ 」 型 の ポ リ ペ プ チ ド を 切 断 す る 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ を 使 っ て 、 正 し い 挿 入 、 折
り 畳 み 、 お よ び /ま た は 機 能 を 促 進 す る こ と も で き る 。 翻 訳 後 活 性 の た め の 特 殊 な 細 胞 機
構 お よ び 特 徴 的 な 機 序 を 持 つ 様 々 な 宿 主 細 胞 （ 例 え ば CHO、 HeLa、 MDCK、 HEK293、 お よ び W
I38） は 、 American Type Culture Collection（ ATCC； バ ー ジ ニ ア 州 20110-2209マ ナ ッ サ
ス 、 ユ ニ バ ー シ テ ィ ・ ブ ル バ ー ド 10801） か ら 入 手 す る こ と が で き 、 外 来 タ ン パ ク 質 の 正
し い 修 飾 お よ び プ ロ セ シ ン グ を 確 保 す る た め に 、 こ れ ら の 宿 主 細 胞 を 選 択 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
組 換 え タ ン パ ク 質 の 長 期 高 収 量 生 産 に は 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 ウ イ ル ス 複 製
起 点 お よ び /ま た は 内 在 性 発 現 要 素 を 含 む こ と が で き る 発 現 ベ ク タ ー な ら び に 同 じ ベ ク タ
ー 上 ま た は 別 の ベ ク タ ー 上 に あ る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 使 っ て 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド
を 安 定 に 発 現 さ せ る 細 胞 系 を 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー の 導 入 に 続 い て 、 細 胞
を 強 化 培 地 で 1～ 2日 間 生 育 さ せ た 後 、 培 地 を 選 択 培 地 に 交 換 す る こ と が で き る 。 選 択 マ ー
カ ー の 目 的 は 、 選 択 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る こ と で あ り 、 そ の 存 在 は 、 導 入 さ れ た ヒ ト B7
-H2配 列 を う ま く 発 現 す る 細 胞 の 生 育 お よ び 回 収 を 可 能 に す る 。 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 細
胞 の 耐 性 ク ロ ー ン は 、 そ の 細 胞 タ イ プ に 適 し た 組 織 培 養 技 術 を 使 っ て 、 増 殖 さ せ る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 R.I. Freshney編 「 ANIMAL CELL CULTURE」 （ 1986） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
形 質 転 換 さ れ た 細 胞 系 を 回 収 す る に は 、 多 く の 選 択 系 を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
- 細 胞 ま た は - 細 胞 で そ れ ぞ れ 使 用 す る こ と が で き る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン

キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 （ Wiglerら , , 223-32, 1977） お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ Lowyら , , 817-23, 1980） な ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ
け で は な い 。 ま た 、 代 謝 拮 抗 物 質 、 抗 生 物 質 、 ま た は 除 草 剤 耐 性 を 選 択 の 根 拠 と し て 使 用
す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 は メ ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る 耐 性 を 付 与 し （ Wiglerら ,

, 3567-70, 1980） 、 は ア ミ ノ グ リ コ シ ド 、 ネ オ マ イ シ ン お
よ び G-418に 対 す る 耐 性 を 付 与 し （ Colbere-Garapinら , , 1-14, 1981）
、 お よ び は そ れ ぞ れ ク ロ ル ス ル フ ロ ン お よ び ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る （ Murray, 1992, 前 掲 ） 。 選 択 可 能 な 遺 伝 子 は 他 に も
記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 は 細 胞 が ト リ プ ト フ ァ ン の 代 わ り に イ ン ド ー ル を 利 用 で き
る よ う に し 、 は 細 胞 が ヒ ス チ ジ ン の 代 わ り に ヒ ス チ ノ ー ル を 利 用 で き る よ う に す る （
Hartmanお よ び Mulligan, , 8047-51, 1988） 。 ア ン ト シ ア ニ ン
な ど の 可 視 マ ー カ ー 、 β -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ と そ の 基 質 GUS、 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ と そ の
基 質 ル シ フ ェ リ ン は 、 形 質 転 換 体 を 同 定 す る た め に 、 ま た 特 定 の ベ ク タ ー 系 に 起 因 す る と
考 え ら れ る 一 過 性 ま た は 安 定 な タ ン パ ク 質 発 現 の 量 を 定 量 す る た め に 、 使 用 す る こ と が で
き る （ Rhodesら , , 121-131, 1995） 。
【 ０ ０ ７ １ 】

マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の 存 在 は ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 存 在 す る こ と を 示 唆 す る が 、
ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 と 発 現 は 確 認 す る 必 要 が あ る か も し れ な い 。 例 え ば 、
ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 が マ ー カ ー 遺 伝 子 配 列 の 内 部 に 挿 入 さ れ る 場 合
、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 マ ー カ ー 遺 伝
子 機 能 の 不 在 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 単 一 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に
、 マ ー カ ー 遺 伝 子 と 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 と を 、 タ ン デ ム に 置 く こ
と も で き る 。 誘 導 ま た は 選 択 に 反 応 し て 起 こ る マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 通 常 は 、 ヒ ト B7
-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
あ る い は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 お よ び ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を 発
現 さ せ る 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 様 々 な 方 法 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。
こ れ ら の 方 法 に は 、 例 え ば 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 を 検 出 お よ び /ま た は 定 量 す る た め の
膜 、 溶 液 、 ま た は チ ッ プ に 基 づ く 技 術 を 含 む DNA-DNAま た は DNA-RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
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ン お よ び タ ン パ ク 質 バ イ オ ア ッ セ イ ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 な ど が あ る が 、 こ れ ら に 限
る わ け で は な い 。 例 え ば 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
存 在 は 、 プ ロ ー ブ ま た は 断 片 ま た は ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 断 片 を 用 い る DNA-DNAま た は DNA-RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 増 幅 に よ っ て 、 検
出 す る こ と が で き る 。 核 酸 増 幅 に 基 づ く 測 定 法 で は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有
す る 形 質 転 換 体 を 検 出 す る た め に 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 か ら 選 択 さ
れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
当 技 術 分 野 で は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 使 っ て ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 し 測 定 す る た め の 様 々 な プ ロ ト
コ ル が 知 ら れ て い る 。 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 （ ELISA） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA）
、 お よ び 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー テ ィ ン グ （ FACS） な ど が 、 そ の 例 で あ る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ
プ チ ド 上 の 二 つ の 干 渉 し な い エ ピ ト ー プ に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る 二 部 位 モ
ノ ク ロ ー ナ ル イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ま た は 競 合 結 合 測 定 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の
測 定 法 お よ び 他 の 測 定 法 は 、 Hamptomら 「 SEROLOGICAL METHODS: A LABORATORY MANUAL」
（ APS Press, ミ ネ ソ タ 州 セ ン ト ポ ー ル , 1990） お よ び Maddoxら , , 1211-
1216, 1983に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
多 種 多 様 な 標 識 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 技 術 が 当 業 者 に は 知 ら れ て お り 、 様 々 な 核 酸 お
よ び ア ミ ノ 酸 測 定 法 に 、 そ れ ら を 使 用 す る こ と が で き る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 係 す る 配 列 を 検 出 す る た め の 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ ま た は PCRプ ロ ー ブ を 製 造 す る 手 段 に は 、 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 使 っ た オ リ ゴ ラ ベ リ
ン グ 法 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 法 、 末 端 標 識 法 、 ま た は PCR増 幅 法 な ど が あ る 。 あ る
い は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 、 mRNAプ ロ ー ブ を 製 造 す る た め の ベ ク
タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と も で き る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 当 技 術 分 野 で は 知 ら れ て い
て 、 市 販 さ れ て お り 、 そ れ ら を 使 っ て 、 標 識 ヌ ク レ オ チ ド お よ び 適 当 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ
、 例 え ば T7、 T3、 ま た は SP6な ど を 添 加 す る こ と に よ り 、 イ ン ビ ト ロ で RNAプ ロ ー ブ を 合 成
す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 様 々 な 市 販 の キ ッ ト を 使 っ て 行 な う こ と が で き る （
Amersham Pharmacia Biotech、 Promega、 お よ び US Biochemical） 。 検 出 を 容 易 に す る た
め に 使 用 す る こ と が で き る 適 切 な リ ポ ー タ ー 分 子 ま た は 標 識 に は 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 お
よ び 蛍 光 性 物 質 、 化 学 発 光 性 物 質 、 ま た は 発 色 性 物 質 、 な ら び に 基 質 、 補 因 子 、 阻 害 剤 、
磁 性 粒 子 な ど が あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 タ
ン パ ク 質 を 発 現 さ せ て 細 胞 培 養 か ら 回 収 す る の に 適 し た 条 件 で 、 培 養 す る こ と が で き る 。
形 質 転 換 細 胞 に よ り 産 生 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 配 列 お よ び /ま た は 使 用 し た ベ ク タ
ー に 依 存 し て 、 分 泌 さ れ る 場 合 も 、 細 胞 内 に 貯 留 さ れ る 場 合 も あ る 。 当 業 者 に は 理 解 さ れ
る だ ろ う が 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー
は 、 原 核 ま た は 真 核 細 胞 膜 を 通 し た 可 溶 性 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 を 指 示 す る シ グ
ナ ル 配 列 、 ま た は 膜 結 合 型 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の 膜 挿 入 を 指 示 す る シ グ ナ ル 配 列 を 含
む よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
上 述 の よ う に 、 他 の 構 築 物 を 使 っ て 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 、 可 溶
性 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と つ な ぎ 合 わ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 精 製 促 進 ド メ イ ン に は 、 例 え ば 金 属 キ レ ー
ト ペ プ チ ド 、 例 え ば 固 定 化 金 属 上 で の 精 製 を 可 能 に す る ヒ ス チ ジ ン -ト リ プ ト フ ァ ン モ ジ
ュ ー ル 、 固 定 化 免 疫 グ ロ ブ リ ン 上 で の 精 製 を 可 能 に す る プ ロ テ イ ン Aド メ イ ン 、 お よ び FLA
GS伸 長 /ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 シ ス テ ム （ Immunex Corp., ワ シ ン ト ン 州 シ ア ト ル ） に 利 用 さ
れ る ド メ イ ン な ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。 精 製 ド メ イ ン と ヒ ト B7-H2ポ リ
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ペ プ チ ド と の 間 に 切 断 可 能 な リ ン カ ー 配 列 、 例 え ば 第 Xa因 子 ま た は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ に 特
異 的 な リ ン カ ー 配 列 （ Invitrogen, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ ） な ど を 導 入 す る こ と
に よ っ て 、 精 製 を 容 易 に す る こ と も で き る 。 そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー の 一 つ は 、 ヒ ト B7-H
2ポ リ ペ プ チ ド と 、 チ オ レ ド キ シ ン ま た は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 の 前 に 配 置 さ れ た 6個
の ヒ ス チ ジ ン 残 基 と を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 発 現 さ せ る 。 こ れ ら の ヒ ス チ ジ ン 残 基 は IM
AC（ Porathら , , 263-281, 1992に 記 載 の 固 定 化 金 属 イ オ ン ア フ ィ ニ テ
ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ） に よ る 精 製 を 容 易 に し 、 一 方 、 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 は 融
合 タ ン パ ク 質 か ら ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る 手 段 と な る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む
ベ ク タ ー は Krollら , , 441-453, 1993に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 は 、 そ の 全 体 ま た は 一 部 を 、 当 技 術 分 野 で 周 知
の 化 学 的 方 法 を 使 っ て 、 合 成 す る こ と が で き る （ Caruthersら ,
215-223, 1980； Hornら , 225-232, 1980） 。 あ る い は 、

ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド 自 体 を 、 化 学 的 方 法 を 使 っ て そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 合 成 す る こ と に
よ っ て 、 例 え ば 固 相 法 に よ る 直 接 的 ペ プ チ ド 合 成 な ど に よ っ て 、 製 造 す る こ と も で き る （
Merrifield, , 2149-2154, 1963； Robergeら , , 202-204, 
1995） 。 タ ン パ ク 質 合 成 は 手 作 業 に よ っ て 行 な う か 、 ま た は 自 動 化 し て 行 な う こ と が で き
る 。 自 動 合 成 は 、 例 え ば Applied Biosystems 431Aペ プ チ ド 合 成 装 置 （ Perkin Elmer） を
使 っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 所 望 に よ り 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 を 別 々 に 合 成
し 、 そ れ ら を 化 学 的 方 法 で 一 体 化 す る こ と に よ っ て 、 完 全 長 の 分 子 を 製 造 す る こ と も で き
る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
新 た に 合 成 さ れ た ペ プ チ ド は 、 分 取 用 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ イ ー （ 例 え ば Creighton「 P
ROTEINS: STRUCTURES AND MOLECULAR PRINCIPLES」 WH Freeman and Co., ニ ュ ー ヨ ー ク 州
ニ ュ ー ヨ ー ク , 1983） に よ っ て 、 実 質 的 に 精 製 す る こ と が で き る 。 合 成 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ
プ チ ド の 組 成 は ア ミ ノ 酸 分 析 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る （ 例
え ば エ ド マ ン 分 解 法 ； 前 掲 の Creightonを 参 照 さ れ た い ） 。 さ ら に 、 直 接 合 成 中 に ヒ ト B7-
H2ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 任 意 の 部 分 を 改 変 し 、 そ し て /ま た は 化 学 的 方 法 を 使 っ
て 他 の タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 配 列 と 一 体 化 す る こ と に よ り 、 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 融
合 タ ン パ ク 質 を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

当 業 者 に は 理 解 さ れ る だ ろ う が 、 天 然 に は 存 在 し な い コ ド ン を 持 つ ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ
ド コ ー ド ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 作 製 す る と 有 利 に な る 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 特 定 の 原 核 ま た
は 真 核 宿 主 が 好 む コ ド ン を 選 択 し て 、 タ ン パ ク 質 発 現 の 速 度 を 増 大 さ せ た り 、 望 ま し い 性
質 、 例 え ば 天 然 に 存 在 す る 配 列 か ら 生 じ る 転 写 物 よ り も 長 い 半 減 期 な ど を 持 つ RNA転 写 物
を 製 造 し た り す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
当 技 術 分 野 で 広 く 知 ら れ て い る 方 法 を 使 っ て 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 操
作 す る こ と に よ り 、 例 え ば ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド ま た は mRNA産 物 の ク ロ ー ニ ン グ 、 プ ロ
セ シ ン グ 、 お よ び /ま た は 発 現 に 変 更 を 加 え る 改 変 （ た だ し こ れ ら に 限 る わ け で は な い ）
な ど の 様 々 な 理 由 で 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 改 変 す る こ と が で き る 。 ラ ン
ダ ム な 断 片 化 な ら び に 遺 伝 子 断 片 お よ び 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の PCR再 ア セ ン ブ リ に よ
る DNAシ ャ フ リ ン グ を 使 っ て 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 操 作 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 位 置
指 定 突 然 変 異 誘 発 法 を 使 っ て 、 新 た な 制 限 部 位 を 挿 入 し た り 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 変
化 さ せ た り 、 コ ド ン 選 択 性 を 変 え た り 、 ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 を 製 造 し た り 、 突 然 変 異 を
導 入 し た り す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
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当 分 野 で 知 ら れ て い る ど の タ イ プ の 抗 体 で も 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ と 特
異 的 に 結 合 す る よ う に 作 製 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 抗 体 」 と い う 用 語 は
、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 結 合 す る 能 力 を 持 つ 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子
、 な ら び に そ の 断 片 、 例 え ば Fab、 F(ab') 2 、 お よ び Fvな ど を 包 含 す る 。 通 例 、 エ ピ ト ー プ
を 形 成 す る に は 少 な く と も 6、 8、 10、 ま た は 12個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 が 必 要 で あ る 。 し か
し 、 非 連 続 ア ミ ノ 酸 が 関 わ る エ ピ ト ー プ に は 、 よ り 多 く の ア ミ ノ 酸 、 例 え ば 少 な く と も 15
、 25、 ま た は 50個 の ア ミ ノ 酸 が 必 要 に な る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 治 療 に 使 用 す る こ と が
で き る だ け で な く 、 例 え ば ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ELISA、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 免 疫 組
織 化 学 測 定 、 免 疫 沈 降 な ど の 免 疫 化 学 的 測 定 、 ま た は 当 技 術 分 野 で 知 ら れ る 他 の 免 疫 化 学
的 測 定 に も 使 用 す る こ と が で き る 。 様 々 な イ ム ノ ア ッ セ イ を 使 っ て 、 所 望 の 特 異 性 を 持 つ
抗 体 を 同 定 す る こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 で は 、 競 合 結 合 測 定 法 ま た は 免 疫 放 射 線 測 定 法
に 関 し て 、 数 多 く の プ ロ ト コ ル が よ く 知 ら れ て い る 。 そ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ で は 、 通
例 、 免 疫 原 と そ の 免 疫 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 間 に 起 こ る 複 合 体 形 成 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
通 例 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 免 疫 化 学 的 測 定 に 使 用 す る と 、
他 の タ ン パ ク 質 が も た ら す 検 出 シ グ ナ ル よ り も 少 な く と も 5、 10、 ま た は 20倍 高 い 検 出 シ
グ ナ ル が 得 ら れ る 。 好 ま し く は 、 ヒ ト B7-H2様 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、
免 疫 化 学 的 測 定 で 他 の タ ン パ ク 質 を 検 出 せ ず 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を 溶 液 か ら 免 疫 沈
降 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を 使 っ て マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 サ ル 、 ま た は ヒ
ト な ど の 哺 乳 動 物 を 免 疫 し 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 所 望 に よ り
、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 お よ び ス カ
シ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン な ど の 担 体 タ ン パ ク 質 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と が で き る 。 宿 主 の
種 に 応 じ て 様 々 な ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 す る こ と に よ り 、 免 疫 学 的 応 答 を 増 大 さ せ る こ と が
で き る 。 そ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 例 え ば フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 無 機 ゲ ル （ 例 え
ば 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ） 、 お よ び 界 面 活 性 物 質 （ 例 え ば リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ
オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 エ マ ル シ ョ ン 、 ス カ シ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン 、 お よ び ジ
ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル ） な ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。 ヒ ト に 使 用 さ れ る ア ジ ュ
バ ン ト の 中 で は 、 BCG（ ） お よ び が 特 に 有
用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 養 連 続 継 代 性 細 胞
株 に よ る 抗 体 分 子 の 産 生 に 対 応 で き る 任 意 の 技 術 を 使 っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
の 技 術 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 お よ び EBV-ハ イ ブ リ
ド ー マ 技 術 な ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い （ Kohlerら , , 495-497, 1
985； Kozborら , , 31-42, 1985； Coteら ,
, 2026-2030, 1983； Coleら , , 109-120, 1984） 。

【 ０ ０ ８ ６ 】
ま た 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 を 製 造 す る た め に 開 発 さ れ た 技 術 、 す な わ ち マ ウ ス 抗 体 遺 伝 子 を ヒ
ト 抗 体 遺 伝 子 と 接 合 し て 適 当 な 抗 原 特 異 性 と 生 物 学 的 活 性 と を 持 つ 分 子 を 得 る 技 術 も 使 用
す る こ と が で き る （ Morrisonら , , 6851-6855, 1984； Neuberge
rら , , 604-608, 1984； Takedaら , , 452-454, 1985） 。 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 お よ び 他 の 抗 体 を 「 ヒ ト 化 」 し て 、 こ れ を 治 療 に 使 用 し た 場 合 に 患 者 が そ の 抗 体 に
対 し て 免 疫 応 答 を 起 こ す の を 防 ぐ こ と も で き る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 ヒ ト 抗 体 と 配 列 が 十
分 に 似 て い て 、 そ の ま ま 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る か も し れ な い し 、 い く つ か の 重 要 残
基 を 改 変 す る 必 要 が あ る か も し れ な い 。 齧 歯 類 の 抗 体 と ヒ ト 配 列 と の 配 列 の 相 違 は 、 個 々
の 残 基 の 位 置 指 定 突 然 変 異 誘 発 ま た は 相 補 性 決 定 領 域 全 体 の 移 植 に よ り 、 ヒ ト 配 列 中 の 残
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基 と は 異 な る 残 基 を 置 き 換 え る こ と に よ っ て 、 最 小 限 に 抑 え る こ と が で き る 。 別 法 と し て
、 ヒ ト 化 抗 体 は GB2188638Bに 記 載 さ れ て い る よ う に 、 組 換 え 法 を 使 っ て 製 造 す る こ と も で
き る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 U.S.5,565,332に 開 示 さ れ て い
る よ う に 、 部 分 的 に ま た は 完 全 に ヒ ト 化 さ れ た 抗 原 結 合 部 位 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
あ る い は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 方 法 を 使 っ て 、 一 本 鎖 抗 体 を 製 造 す る た め に 記 載 さ
れ た 技 術 を 応 用 す る こ と に よ り 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 一 本 鎖 抗 体
を 製 造 す る こ と が で き る 。 関 連 す る 特 異 性 を 持 つ が 異 な る イ デ ィ オ タ イ プ 組 成 を 有 す る 抗
体 を 、 ラ ン ダ ム コ ン ビ ナ ト リ ア ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 鎖 シ ャ フ リ ン グ に よ
っ て 作 製 す る こ と が で き る （ Burton, , 11120-23, 1991） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
一 本 鎖 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ cDNAを テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 す る PCRな ど の DNA増 幅 法 を
使 っ て 構 築 す る こ と も で き る （ Thirionら , 1996, 5, 507-11） 。 一
本 鎖 抗 体 は 単 一 特 異 性 ま た は 二 重 特 異 性 で あ る こ と が で き 、 二 価 ま た は 四 価 で あ る こ と が
で き る 。 四 価 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 の 構 築 は 、 例 え ば Colomaお よ び Morrison, 1997,

, 159-63な ど に 教 示 さ れ て い る 。 二 価 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 の 構 築 は 、 Mal
lenderお よ び Voss, 1994, , 199-206に 教 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
後 述 す る よ う に 、 手 作 業 に よ る ヌ ク レ オ チ ド 合 成 法 ま た は 自 動 ヌ ク レ オ チ ド 合 成 法 を 使 っ
て 一 本 鎖 抗 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 構 築 し 、 標 準 的 な 組 換 え DNA法 を 使 っ て 発
現 コ ン ス ト ラ ク ト に ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ れ を 細 胞 中 に 導 入 す る こ と に よ り 、 コ ー ド 配 列 を
発 現 さ せ る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 例 え ば 繊 維 状 フ ァ ー ジ 技 術 な ど を 使 っ て 、 一 本 鎖
抗 体 を 直 接 製 造 す る こ と も で き る （ Verhaarら , 1995, , 497-501； Nicho
llsら , 1993, 165, 81-91） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 リ ン パ 球 集 団 に お け る イ ン ビ ボ 産 生
を 誘 導 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 文 献 に 記 載 さ れ て い る 極 め て 特 異 的 な 結 合 試 薬 の パ ネ ル
も し く は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 る こ と も で き
る （ Orlandiら , , 3833-3837, 1989； Winterら , , 293
-299, 1991） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
他 の タ イ プ の 抗 体 を 構 築 し て 、 本 発 明 の 方 法 で 治 療 に 使 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 WO
93/03151に 開 示 さ れ て い る よ う に キ メ ラ 抗 体 を 構 築 す る こ と が で き る 。 例 え ば WO94/13804
に 記 載 の 「 ダ イ ア ボ デ ィ （ diabody） 」 な ど 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 誘 導 さ れ る 多 価 か つ 多
重 特 異 性 の 結 合 タ ン パ ク 質 も 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 体
は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド が 結 合 し て い る カ ラ ム を 通 過 さ せ る こ と に よ っ て 、 ア フ ィ ニ
テ ィ ー 精 製 す る こ と が で き る 。 次 に 、 結 合 し た 抗 体 を 、 高 塩 濃 度 の 緩 衝 液 を 使 っ て 、 カ ラ
ム か ら 溶 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 定 の DNAま た は RNA配 列 に 対 し て 相 補 的 な ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 で あ る 。 い っ た ん 細 胞 中 に 導 入 さ れ る と 、 こ の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の 細 胞
が 産 生 す る 天 然 配 列 と 結 合 し て 複 合 体 を 形 成 し 、 転 写 ま た は 翻 訳 の い ず れ か を 遮 断 す る 。
好 ま し く は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 少 な く と も 11ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る が 、
少 な く と も 12、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 ま た は 50以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ っ て も
よ い 。 さ ら に 長 い 配 列 も 使 用 す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を
DNAコ ン ス ト ラ ク ト に 入 れ て 上 述 の よ う に 細 胞 中 に 導 入 す る こ と に よ り 、 そ の 細 胞 に お け
る ヒ ト B7-H2遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ９ ４ 】
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま
た は 両 者 の 組 み 合 わ せ で あ る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 あ る ヌ ク レ オ チ ド の
5'末 端 を 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ア ル キ
ル ホ ス ホ ノ チ オ エ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト 、 リ ン 酸 エ ス テ ル 、
カ ル バ メ ー ト 、 ア セ ト ア ミ デ ー ト 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ス テ ル 、 カ ー ボ ネ ー ト 、 お よ び リ
ン 酸 ト リ エ ス テ ル な ど の 非 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 で 、 別 の ヌ ク レ オ チ ド の
3'末 端 と 、 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 手 作 業 で 、 ま た は 自 動 合 成 装 置 に よ っ て 、 合 成 す
る こ と が で き る 。 Brown, , 1-8, 1994、 Sonveaux,
, 1-72, 1994； Uhlmannら , , 543-583, 1990を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
ヒ ト B7-H2遺 伝 子 の 制 御 領 域 、 5'領 域 、 ま た は 調 節 領 域 に 対 し て 二 重 鎖 を 形 成 す る ア ン チ
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る こ と に よ り 、 ヒ ト B7-H2遺 伝 子 発 現 に 変 更 を 加 え る
こ と が で き る 。 転 写 開 始 部 位 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 開 始 部 位 か ら -10番
目 の 位 置 と +10番 目 の 位 置 の 間 に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 好 ま し い 。 同 様 に 、 「 三
重 ら せ ん 」 塩 基 対 形 成 法 を 使 っ て 、 阻 害 を 達 成 す る こ と も で き る 。 三 重 ら せ ん 塩 基 対 形 成
は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 、 ま た は シ ャ ペ ロ ン が 結 合 で き る 程 度 に 開 く と い う 二 重 ら せ
ん の 能 力 を 阻 害 す る の で 有 用 で あ る 。 三 重 鎖 DNAを 使 っ た 治 療 の 進 歩 は 、 文 献 に 記 載 さ れ
て い る （ 例 え ば Huberお よ び Carr「 MOLECULAR AND IMMUNOLOGIC APPROACHES」 （ Futura Pu
blishing Co., ニ ュ ー ヨ ー ク 州 マ ウ ン ト キ ス コ , 1994） の Geeら の 項 ） 。 ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 転 写 物 が リ ボ ソ ー ム に 結 合 す る の を 防 ぐ こ と に よ っ て mRNAの 翻 訳 を
遮 断 す る よ う に 設 計 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
正 確 な 相 補 性 が 存 在 し な く て も 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 相 補 配 列 と の 間 に は 、 複 合 体 の 形 成 が 起 こ り う る 。 例 え ば 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に 対 し て 正 確 に 相 補 的 な 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 2、 3、 4、 も し く は 5個
以 上 の 区 間 （ ス ト レ ッ チ ） を 含 み 、 各 区 間 が 、 隣 接 す る ヒ ト B7-H2ヌ ク レ オ チ ド と は 相 補
的 で は な い 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 区 間 （ ス ト レ ッ チ ） に よ っ て 隔 て ら れ て い る ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヒ ト B7-H2 mRNAに 対 し て 充 分 な タ ー ゲ テ ィ ン グ 特 異 性
を 持 ち う る 。 好 ま し く は 、 相 補 的 な 連 続 ヌ ク レ オ チ ド の 各 区 間 （ ス ト レ ッ チ ） は 、 少 な く
と も 4、 5、 6、 7ま た は 8ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 長 さ を 持 つ 。 非 相 補 的 な 介 在 配 列 は 、 好 ま し
く は 1、 2、 3、 ま た は 4ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 当 業 者 は 、 ア ン チ セ ン ス -セ ン ス 対 の 融 点
計 算 値 を 使 っ て 、 特 定 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 特 定 の ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と の 間 に 許 容 さ れ る で あ ろ う ミ ス マ ッ チ の 程 度 を 、 容 易 に 決 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
と い う そ の 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 、 修 飾 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 修 飾 は ア ン チ
セ ン ス 分 子 の 内 部 、 ま た は 一 端 も し く は 両 端 に 施 す こ と が で き る 。 例 え ば 、 ヌ ク レ オ シ ド
間 の リ ン 酸 結 合 は 、 コ レ ス テ リ ル 部 分 ま た は ア ミ ノ 基 と 末 端 リ ボ ー ス と の 間 に 様 々 な 数 の
炭 素 残 基 を 持 つ ジ ア ミ ン 部 分 を 付 加 す る こ と に よ っ て 、 修 飾 す る こ と が で き る 。 修 飾 さ れ
た 塩 基 お よ び /ま た は 糖 、 例 え ば リ ボ ー ス で は な く ア ラ ビ ノ ー ス 、 ま た は 3'ヒ ド ロ キ シ 基
も し く は 5'リ ン 酸 基 が 置 換 さ れ て い る 3',5'-置 換 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 、 修 飾 ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Agrawalら ,

, 152-158, 1992； Uhlmannら , , 543-584, 1990； Uhlmannら ,
, 3539-3542, 1987な ど を 参 照 さ れ た い 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

リ ボ ザ イ ム は 触 媒 活 性 を 持 つ RNA分 子 で あ る 。 例 え ば 、 Cech, , 1532-1539, 198
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7、 Cech, , 543-568, 1990、 Cech, 2, 60
5-609, 1992、 Coutureお よ び Stinchcomb, 12, 510-515, 1996な ど を 参 照 さ
れ た い 。 当 技 術 分 野 で は 知 ら れ て い る よ う に 、 リ ボ ザ イ ム は 、 RNA配 列 を 切 断 す る こ と に
よ っ て 遺 伝 子 機 能 を 阻 害 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば Haseloffら の 米 国 特 許
第 5,641,673号 ） 。 リ ボ ザ イ ム の 作 用 機 序 に は 、 相 補 的 標 的 RNAに 対 す る リ ボ ザ イ ム 分 子 の
配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 そ れ に 続 く 核 酸 鎖 内 部 の 切 断 （ endonucleolytic 
cleavage） と が 含 ま れ る 。 リ ボ ザ イ ム の 例 と し て 、 特 異 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 核 酸 鎖 内 部
切 断 を 特 異 的 か つ 効 果 的 に 触 媒 す る こ と が で き る よ う に 設 計 さ れ た ハ ン マ ー ヘ ッ ド モ チ ー
フ リ ボ ザ イ ム 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ー ド 配 列 を 使 っ て 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 転 写
さ れ る mRNAに 特 異 的 に 結 合 す る リ ボ ザ イ ム を 作 製 す る こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 で は 、 他
の ト ラ ン ス RNA分 子 を 極 め て 配 列 特 異 的 に 切 断 す る こ と が で き る リ ボ ザ イ ム を 設 計 し 、 構
築 す る 方 法 が 開 発 さ れ 、 記 載 さ れ て い る （ Haseloffら , , 585-591, 1988） 。 例
え ば 、 リ ボ ザ イ ム の 切 断 活 性 は 、 独 立 し た 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 領 域 を リ ボ ザ イ ム
に 組 み 込 む こ と に よ っ て 、 特 定 の RNAに 差 し 向 け る こ と が で き る 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 領 域 は 標 的 RNAに 相 補 的 な 配 列 を 含 む の で 、 そ の 標 的 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る （ 例 え ば Gerlachら の EP321,201を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
ヒ ト B7-H2 RNA標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 GUA、 GUUお よ び GUCと い う 配 列 を 含
む リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 に つ い て 、 そ の 標 的 分 子 を 精 査 す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で
き る 。 同 定 さ れ た ら 、 そ の 切 断 部 位 を 含 む 標 的 RNAの 領 域 に 対 応 す る 15～ 20個 の リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド か ら な る 短 い RNA配 列 を 、 そ の 標 的 を 動 作 不 能 に す る か も し れ な い 二 次 構 造 上 の
特 徴 に つ い て 評 価 す る こ と が で き る 。 ま た 、 候 補 ヒ ト B7-H2 RNA標 的 の 適 性 は 、 相 補 的 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 起 こ し や す い か ど う か を リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ 保 護 測 定 法 で 検 証 す る こ と に よ っ て 、 評 価 す る こ と も で き る 。 さ ら に 長 い 相 補 配 列 を 使
用 し て 、 標 的 に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 配 列 の 親 和 性 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
リ ボ ザ イ ム の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 領 域 と 切 断 領 域 と は 、 相 補 領 域 を 介 し て 標 的 RNAに
ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 時 に 、 リ ボ ザ イ ム の 触 媒 領 域 が 標 的 を 切 断 で き る よ う な 一 体 的 関 係 に
あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
リ ボ ザ イ ム は DNAコ ン ス ト ラ ク ト の 一 部 と し て 細 胞 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ
イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム を 用 い た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
、 ま た は リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 な ど の 機 械 的 方 法 を 使 っ て 、 ヒ ト B7-H2発 現 を 減 少 さ せ
る こ と が 望 ま れ る 細 胞 中 に リ ボ ザ イ ム 含 有 DNAコ ン ス ト ラ ク ト を 導 入 す る こ と が で き る 。
あ る い は 、 細 胞 が DNAコ ン ス ト ラ ク ト を 安 定 的 に 保 持 す る こ と が 望 ま し い 場 合 は 、 そ の コ
ン ス ト ラ ク ト を プ ラ ス ミ ド に 入 れ て 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る よ う に 、 独 立 し た 要 素 と
し て 維 持 す る か 、 ま た は 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 む こ と が で き る 。 リ ボ ザ イ ム を コ ー ド す る
DNAコ ン ス ト ラ ク ト は 、 細 胞 に お け る リ ボ ザ イ ム の 転 写 を 制 御 す る た め に 、 プ ロ モ ー タ ー
要 素 、 エ ン ハ ン サ ー ま た は UAS要 素 、 お よ び 転 写 終 結 シ グ ナ ル な ど の 転 写 調 節 要 素 を 含 む
こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
Haseloffら の 米 国 特 許 第 5,641,673号 に 教 示 さ れ て い る よ う に 、 リ ボ ザ イ ム は 、 標 的 遺 伝
子 の 発 現 を 誘 導 す る 因 子 に 応 答 し て リ ボ ザ イ ム の 発 現 が 起 こ る よ う に 設 計 す る こ と が で き
る 。 ま た 、 リ ボ ザ イ ム を 操 作 し て 、 細 胞 内 で リ ボ ザ イ ム と 標 的 遺 伝 子 の 両 者 が 誘 導 さ れ た
場 合 に の み mRNAの 破 壊 が 起 こ る よ う に 、 さ ら な る 調 節 を 加 え る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】

本 明 細 書 に は 、 ヒ ト B7-H2と 相 互 作 用 す る 産 物 を 与 え る 遺 伝 子 の 同 定 方 法 を 記 載 す る 。 そ
の よ う な 遺 伝 子 は 、 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 、 細 菌 感 染 症 、 お よ び I型 糖 尿
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病 な ど （ た だ し こ れ ら に 限 る わ け で は な い ） の 障 害 に 際 し て 差 次 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 に 相
当 す る か も し れ な い 。 さ ら に そ の よ う な 遺 伝 子 は 、 そ の よ う な 疾 患 の 進 行 ま た は 処 置 に 関
係 す る 操 作 に 応 答 し て 、 差 次 的 に 調 節 さ れ る 遺 伝 子 に 相 当 す る か も し れ な い 。 ま た 、 そ の
よ う な 遺 伝 子 の 発 現 は 時 期 的 調 整 を 受 け 、 組 織 発 生 ま た は 生 物 発 生 の 様 々 な 段 階 で 増 減 す
る か も し れ な い 。 差 次 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 は 、 対 照 条 件 下 と 実 験 条 件 下 と の 対 比 で 、 そ の
発 現 が 調 整 さ れ る か も し れ な い 。 ま た 、 ヒ ト B7-H2遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 そ の も の を 、
差 次 的 発 現 に つ い て 調 べ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
正 常 状 態 と 疾 患 状 態 と で 発 現 が 相 違 す る 程 度 は 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ 法 な ど
の 標 準 的 キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に よ っ て 可 視 化 す る の に 十 分 な 大 き さ で さ え あ れ ば
よ い 。 発 現 の 相 違 を 視 覚 化 す る 手 段 に な り う る 標 準 的 キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に は 、
他 に も 、 例 え ば 定 量 的 RT（ 逆 転 写 酵 素 ） PCR、 お よ び ノ ー ザ ン 解 析 な ど が あ る が 、 こ れ ら
に 限 る わ け で は な い 。
【 ０ １ ０ ５ 】

差 次 的 発 現 遺 伝 子 を 同 定 す る に は 、 全 RNAか 、 好 ま し く は mRNAを 、 対 象 組 織 か ら 単 離 す る
。 例 え ば 、 実 験 被 験 体 の 組 織 と 、 対 照 被 験 体 の 対 応 す る 組 織 と か ら 、 RNA試 料 を 得 る 。 そ
の よ う な RNA試 料 の 精 製 に は 、 mRNAの 単 離 を 妨 げ る よ う な 選 択 を し な い 任 意 の RNA単 離 技 術
を 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば Ausubelら 編 「 CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOG
Y」 （ John Wiley & Sons, Inc., ニ ュ ー ヨ ー ク , 1987-1993） を 参 照 さ れ た い 。 当 業 者 に
周 知 の 技 術 、 例 え ば Chomczynskiの 米 国 特 許 第 4,843,155号 の 一 段 階 RNA単 離 法 な ど を 使 っ
て 、 多 数 の 組 織 試 料 を 容 易 に 処 理 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
収 集 し た RNA試 料 の う ち 、 差 次 的 発 現 遺 伝 子 が 産 生 す る RNAに 相 当 す る 転 写 物 は 、 当 業 者 に
周 知 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 例 え ば デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク リ
ー ニ ン グ （ Tedderら , , 208-12, 1988） 、 サ ブ ト ラ ク テ
ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Hedrickら , , 149-53； Leeら ,

, 2825, 1984） 、 そ し て 好 ま し く は デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ （ Li
angお よ び Pardee, , 967-71, 1992； 米 国 特 許 第 5,262,311号 ） な ど が あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
差 次 的 発 現 情 報 そ の も の か ら は 、 ヒ ト B7-H2が 関 与 す る 障 害 を 処 置 す る た め の 関 連 す る 方
法 が 示 唆 さ れ る か も し れ な い 。 例 え ば 、 処 置 に は 、 差 次 的 発 現 遺 伝 子 お よ び /ま た は ヒ ト B
7-H2を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 の 調 整 が 含 ま れ る か も し れ な い 。 差 次 的 発 現 情 報 に よ り 、
差 次 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 も し く は 遺 伝 子 産 物 ま た は ヒ ト B7-H2遺 伝 子 も し く は 遺 伝 子 産 物
の 発 現 ま た は 活 性 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か が 示 さ れ る
か も し れ な い 。
【 ０ １ ０ ８ 】

本 発 明 は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド ま た は ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る か ま た は
そ の 活 性 を 調 整 す る 被 験 化 合 物 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 測 定 法 を 提 供 す る 。 被
験 化 合 物 は 、 好 ま し く は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る 。
よ り 好 ま し く は 、 被 験 化 合 物 は 、 そ の 被 験 化 合 物 が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 、 ヒ ト B7-H
2活 性 を 少 な く と も 約 10、 好 ま し く は 約 50、 よ り 好 ま し く は 約 75、 90、 ま た は 100％ 減 少 ま
た は 増 加 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】

被 験 化 合 物 は 当 技 術 分 野 で 既 に 知 ら れ て い る 薬 理 学 的 物 質 で あ っ て も よ い し 、 薬 理 活 性 を
持 っ て い る こ と が 前 も っ て 分 か っ て い な い 化 合 物 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 化 合 物 は 天 然
に 存 在 す る も の で あ っ て も よ い し 、 実 験 室 で 設 計 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 こ れ ら は 微
生 物 、 動 物 、 ま た は 植 物 か ら 単 離 さ れ た も の で あ っ て も よ い し 、 組 換 え 生 産 さ れ た も の ま

10

20

30

40

50

(24) JP 2004-527228 A 2004.9.9

差 次 的 発 現 遺 伝 子 の 同 定

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.85
Nature308 Proc. Natl. Acad.

 Sci. U.S.A.88
Science257

ス ク リ ー ニ ン グ 方 法

被 験 化 合 物



た は 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 化 学 的 方 法 に よ り 合 成 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 所 望 に
よ り 、 被 験 化 合 物 は 、 例 え ば 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー 、 空 間 ア ド レ ス 可 能 （ spatially addr
essable） パ ラ レ ル 固 相 ま た は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー 、 デ コ ン ボ ル ー シ ョ ン を 必 要 と す る 合 成
ラ イ ブ ラ リ ー 法 、 「 一 ビ ー ズ 一 化 合 物 」 ラ イ ブ ラ リ ー 法 、 お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 選 択 を 用 い る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 な ど （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な
い ） と い っ た 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 数 多 く の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 法 の い
ず れ か を 使 っ て 取 得 す る こ と が で き る 。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー に よ る ア プ ロ ー チ は ポ リ ペ
プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー に 限 定 さ れ る が 、 他 の 4つ の ア プ ロ ー チ は ポ リ ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド
オ リ ゴ マ ー 、 ま た は 小 分 子 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー に 適 用 で き る 。 Lam,
, 145, 1997を 参 照 さ れ た い 。

【 ０ １ １ ０ 】
分 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 合 成 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で は よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 DeWittら
, , 6909, 1993； Erbら ,
, 11422, 1994； Zuckermannら , , 2678, 1994； Choら , , 13

03, 1993； Carellら , , 2059, 1994； Carellら ,
, 2061； Gallopら , 37, 1233, 1994な ど を 参 照 さ れ た

い ） 。 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー は 溶 液 中 （ 例 え ば Houghten, , 412-421, 1992
） 、 ま た は ビ ー ズ （ Lam, , 82-84, 1991)、 チ ッ プ （ Fodor, , 555-556,
 1993） 、 細 菌 も し く は 胞 子 （ Ladner, 米 国 特 許 第 5,223,409号 ） 、 プ ラ ス ミ ド （ Cullら ,

, 1865-1869, 1992） 、 ま た は フ ァ ー ジ （ Scottお よ び Sm
ith, , 386-390, 1990； Devlin, , 404-406, 1990； Cwirlaら ,

, 6378-6382, 1990； Felici, , 301-310, 1991； お
よ び Ladner,米 国 特 許 第 5,223,409号 ） 上 に 提 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】

被 験 化 合 物 は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 使 っ て 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド も し
く は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る 能 力 、 ま た は ヒ ト B7-H2活 性 も し く は ヒ ト B7-H2遺 伝 子 発
現 に 影 響 を 及 ぼ す 能 力 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク
リ ー ニ ン グ を 使 用 す る こ と に よ り 、 多 く の 化 合 物 を 別 々 に 並 行 し て 試 験 す る こ と が で き 、
そ の 結 果 、 多 数 の 被 験 化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 最 も 広 範 に 確 立
さ れ て い る 技 術 で は 96穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 利 用 す る 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト の ウ ェ ル に は 、 通 例 、 50～ 500μ lの 測 定 液 量 が 必 要 で あ る 。 プ レ ー ト の 他 に も 、 96穴 フ
ォ ー マ ッ ト に 適 し た 多 く の 機 器 、 材 料 、 ピ ペ ッ ト 、 ロ ボ ッ ト 、 プ レ ー ト 洗 浄 機 、 お よ び プ
レ ー ト 読 み 取 り 機 が 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ２ 】
別 法 と し て 、 「 自 由 フ ォ ー マ ッ ト 測 定 法 」 、 す な わ ち 試 料 間 に 物 理 的 障 壁 を 持 た な い 測 定
法 も 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー 用 の 簡 単 な
均 一 測 定 系 で 色 素 細 胞 （ メ ラ ノ サ イ ト ） を 用 い る 測 定 法 が 、 Jayawickremeら ,

, 1614-18（ 1994） に 記 載 さ れ て い る 。 ペ ト リ 皿 中 の ア ガ ロ ー ス の
下 に こ れ ら の 細 胞 を 置 き 、 次 に 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 合 物 を 保 持 し て い る ビ ー ズ を 、 ア ガ
ロ ー ス の 表 面 に 載 せ る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 合 物 の 一 部 を ビ ー ズ か ら 放 出 さ せ る 。 化 合 物
が ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 中 へ と 局 所 的 に 拡 散 す る に つ れ て 活 性 化 合 物 は 細 胞 の 変 色 を 引 き 起 こ
す の で 、 活 性 化 合 物 を 暗 色 色 素 領 域 と し て 可 視 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
自 由 フ ォ ー マ ッ ト 測 定 法 の も う 一 つ の 例 は 、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 フ ィ ラ デ ル フ ィ ア に お け る
生 体 分 子 ス ク リ ー ニ ン グ 学 会 （ The Soceity for Biomolecular Screening） 第 1回 年 次 総
会 （ 1995年 11月 7～ 10日 ） で Chelskyが 報 告 し た 「 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ
ー ニ ン グ す る た め の 戦 略 ： 新 し い ア プ ロ ー チ と 伝 統 的 な ア プ ロ ー チ （ Strategies for Scr
eening Combinatorial Libraries: Novel and Traditional Approaches） 」 に 記 載 さ れ て
い る 。 Chelskyは 、 炭 酸 脱 水 酵 素 に 関 す る 簡 単 な 均 一 酵 素 測 定 系 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 内 部
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に 入 れ て 、 ゲ ル 中 の 酵 素 が ゲ ル 全 体 の 変 色 を 引 き 起 こ す よ う に し た 。 そ の 後 、 光 リ ン カ ー
を 介 し て コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 合 物 を 保 持 し て い る ビ ー ズ を ゲ ル の 内 部 に 入 れ 、 そ の 化 合 物
の 一 部 を UV光 に よ っ て 放 出 さ せ た 。 酵 素 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 変 色 が 少 な い 局 所 的 阻 害 ゾ
ー ン と し て 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
さ ら に も う 一 つ の 例 が 、 Salmonら , 2, 57-63（ 1996） に 記 載 さ れ て い
る 。 こ の 例 で は 、 寒 天 中 で 生 育 す る 癌 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 を 有 す る 化 合 物 に 関 し て 、 コ
ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ が 行 な わ れ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
も う 一 つ の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 、 Beutelら の 米 国 特 許 第 5,976,813号 に
記 載 さ れ て い る 。 こ の 方 法 で は 、 被 験 試 料 を 多 孔 性 マ ト リ ッ ク ス に 入 れ る 。 次 に 、 マ ト リ
ッ ク ス 、 例 え ば ゲ ル 、 プ ラ ス チ ッ ク シ ー ト 、 フ ィ ル タ ー 、 ま た は 操 作 が 容 易 な 他 の 形 態 の
固 体 支 持 体 の 内 部 、 上 部 、 ま た は 底 部 に 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 測 定 成 分 を 置 く 。 試 料 を
多 孔 性 マ ト リ ッ ク ス に 投 入 す る と 、 そ れ ら は 十 分 に ゆ っ く り と 拡 散 す る の で 、 被 験 試 料 が
混 ざ る こ と な く 、 測 定 を 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】

結 合 測 定 法 の 場 合 、 被 験 化 合 物 は 、 好 ま し く は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 な ど
に 結 合 し て こ れ を 占 有 し 、 そ の 結 果 、 正 常 な 生 物 活 性 を 妨 げ る よ う な 小 分 子 で あ る 。 そ の
よ う な 小 分 子 の 例 に は 、 小 さ い ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 様 分 子 が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ
け で は な い 。
【 ０ １ １ ７ 】
結 合 測 定 法 で は 、 被 験 化 合 物 ま た は ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の ど ち ら か が 、 例 え ば 蛍 光 標
識 、 放 射 性 同 位 体 標 識 、 化 学 発 光 標 識 、 ま た は 酵 素 標 識 （ 例 え ば セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ
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 ） な ど の 検 出 可 能 な 標 識 を 含
む こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し て い る 被 験 化 合 物 の 検 出 は
、 例 え ば 放 射 線 の 直 接 計 数 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 、 ま た は 適 当 な 基 質 の 検 出 可 能 な 産 物
へ の 変 換 を 決 定 す る こ と な ど に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
別 法 と し て 、 ど ち ら の 反 応 物 も 標 識 せ ず に 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 被 験 化 合 物
の 結 合 を 測 定 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ ー を 使 っ て 、 被 験 化 合
物 と ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 を 検 出 す る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ
ー （ 例 え ば Cytosensor（ 商 標 ） ） は 、 光 ア ド レ ス 可 能 電 位 差 セ ン サ ー （ light-addressabl
e potentiometric sensor； LAPS） を 用 い て 、 細 胞 が そ の 環 境 を 酸 性 化 す る 速 度 を 測 定 す
る 分 析 機 器 で あ る 。 こ の 酸 性 化 速 度 の 変 化 は 、 被 験 化 合 物 と ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド と の
相 互 作 用 の 指 標 と し て 使 用 す る こ と が で き る （ McConnellら , , 1906-1912, 199
2） 。
【 ０ １ １ ９ 】
被 験 化 合 物 が ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 能 力 の 決 定 は 、 実 時 間 生 体 分 子 間 相 互 作
用 解 析 （ Bimolecular Interaction Analysis； BIA） な ど の 技 術 を 使 っ て 達 成 す る こ と も
で き る （ Sjolanderお よ び Urbaniczky, , 2338-2345, 1991、 な ら び に Szabo
ら , ,699-705,1995） 。 BIAは ど の 反 応 物 も 標 識 し な い で 、 生
体 特 異 的 相 互 作 用 を 実 時 間 で 研 究 す る た め の 技 術 で あ る （ 例 え ば BIAcore（ 商 標 ） ） 。 光
学 現 象 で あ る 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ SPR） の 変 化 は 、 生 物 学 的 分 子 間 の 実 時 間 反 応 の 指 標
と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 態 様 と し て 、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 測 定 法 ま た は ス リ ー ハ イ ブ リ ッ
ド 測 定 法 （ 例 え ば 米 国 特 許 第 5,283,317号 、 Zervosら , , 223-232, 1993、 Maduraら ,

268, 12046-12054, 1993、 Bartelら , 14, 920-924, 1993、 I
wabuchiら , , 1693-1696, 1993、 お よ び Brent, WO94/10300な ど を 参 照 さ れ た い
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） で 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を 「 ベ イ ト （ bait） タ ン パ ク 質 」 と し て 使 用 す る こ と に よ
り 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る か ま た は ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 し て そ
の 活 性 を 調 整 す る 他 の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 系 は 、 ほ と ん ど の 転 写 因 子 が 、 分 離 可 能 な DNA結 合 ド メ イ ン と 活 性 化 ド
メ イ ン と か ら な る モ ジ ュ ー ル 性 を 持 つ こ と に 基 づ い て い る 。 簡 単 に 述 べ る と 、 こ の 測 定 法
で は 二 種 類 の DNAコ ン ス ト ラ ク ト を 利 用 す る 。 例 え ば 、 一 方 の コ ン ス ト ラ ク ト で は 、 ヒ ト B
7-H2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 既 知 の 転 写 因 子 （ 例 え ば GAL-4） の D
NA結 合 ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 他 方 の コ ン ス
ト ラ ク ト で は 、 未 同 定 の タ ン パ ク 質 （ 「 プ レ イ （ prey） 」 ま た は 「 試 料 」 ） を コ ー ド す る
DNA配 列 を 、 既 知 の 転 写 因 子 の 活 性 化 ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 融 合 さ せ
る こ と が で き る 。 も し 「 ベ イ ト 」 お よ び 「 プ レ イ 」 タ ン パ ク 質 が イ ン ビ ボ で 相 互 作 用 し て
タ ン パ ク 質 依 存 的 な 複 合 体 を 形 成 で き る な ら ば 、 前 記 転 写 因 子 の DNA結 合 ド メ イ ン と 活 性
化 ド メ イ ン と は き わ め て 接 近 す る こ と に な る 。 こ の 接 近 に よ り 、 転 写 因 子 に 応 答 す る 転 写
調 節 部 位 に 機 能 的 に 結 合 し て い る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば LacZ） の 転 写 が 可 能 に な る 。
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る こ と が で き る 。 そ し て 、 機 能 的 な 転 写 因 子 を 含 む 細 胞
コ ロ ニ ー を 単 離 す る こ と が で き 、 そ れ を 使 っ て 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
反 応 物 の 一 方 ま た は 両 方 の 結 合 型 を 非 結 合 型 か ら 容 易 に 分 離 す る こ と が で き る よ う に 、 ま
た 、 測 定 法 の 自 動 化 に 対 応 す る た め に 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド （ も し く は ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ） ま た は 被 験 化 合 物 の ど ち ら か を 、 固 定 化 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 し た が
っ て 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド （ も し く は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） ま た は 被 験 化 合 物 の ど ち ら
か を 、 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 好 適 な 固 体 支 持 体 に は 、 例 え ば ガ ラ ス ま た
は プ ラ ス チ ッ ク ス ラ イ ド 、 組 織 培 養 プ レ ー ト 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル 、 管 、 シ リ コ ン チ
ッ プ 、 ま た は ビ ー ズ （ ラ テ ッ ク ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ま た は ガ ラ ス ビ ー ズ を 含 む が 、 こ れ ら
に 限 る わ け で は な い ） な ど の 粒 子 が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。 例 え ば 、 共 有 結
合 お よ び 非 共 有 結 合 、 受 動 吸 収 、 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド （ も し く は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） ま
た は 被 験 化 合 物 と 固 体 支 持 体 と に そ れ ぞ れ を 取 付 け た 結 合 部 分 の 対 な ど を 利 用 し て 、 当 技
術 分 野 で 知 ら れ る 任 意 の 方 法 で 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド （ も し く は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ）
ま た は 被 験 化 合 物 を 、 固 体 支 持 体 に 取 付 け る こ と が で き る 。 被 験 化 合 物 は 、 好 ま し く は 、
個 々 の 被 験 化 合 物 の 位 置 を 追 跡 す る こ と が で き る よ う に 、 整 列 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ
る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） へ の 被 験 化 合 物 の 結 合 は 、 反 応
物 を 入 れ る 適 し た 任 意 の 容 器 中 で 行 な う こ と が で き る 。 そ の よ う な 容 器 の 例 に は 、 マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 試 験 管 、 お よ び 微 量 遠 沈 管 な ど が あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
一 態 様 と し て 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド を 固 体 支 持 体 に 結 合 で
き る よ う に す る ド メ イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 例 え ば 、 グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ （ Sigma Chemical, ミ
ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス ） ま た は グ ル タ チ オ ン 誘 導 体 化 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 吸 着 さ
せ た 後 、 こ れ を 被 験 化 合 物 ま た は 被 験 化 合 物 お よ び 非 吸 着 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド と 混 合
し 、 次 に 、 そ の 混 合 物 を 複 合 体 形 成 に 資 す る 条 件 （ 例 え ば 塩 お よ び pHに 関 し て 生 理 的 条 件
） 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 ビ ー ズ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト の ウ ェ ル を 洗 浄 し て 、 未 結 合 成 分 を 除 去 す る 。 反 応 物 の 結 合 は 上 記 の よ う に 直 接 的
ま た は 間 接 的 に 測 定 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 結 合 を 測 定 す る 前 に 、 複 合 体 を 固 体
支 持 体 か ら 解 離 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 測 定 法 で は 、 固 体 支 持 体 に タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
固 定 化 す る た め に 、 他 の 技 術 を 使 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド
（ も し く は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） ま た は 被 験 化 合 物 の い ず れ か を 、 ビ オ チ ン と ス ト レ プ ト ア
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ビ ジ ン の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン を 利 用 し て 固 定 化 す る こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 で 周 知 の 技
術 （ 例 え ば ビ オ チ ン 化 キ ッ ト , Pierce Chemicals, イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド ） を 使 っ て
、 ビ オ チ ン -NHS（ N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド ） か ら ビ オ チ ン 化 さ れ た ヒ ト B7-H2ポ リ ペ
プ チ ド （ も し く は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） ま た は 被 験 化 合 物 を 調 製 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被
覆 96穴 プ レ ー ト （ Pierce Chemical） の ウ ェ ル に 固 定 化 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、
ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 被 験 化 合 物 に 特 異 的 に 結 合 す る が 、
所 望 す る 結 合 部 位 、 例 え ば ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 に は 干 渉 し な い 抗 体 を 、 プ
レ ー ト の ウ ェ ル に 誘 導 体 化 す る こ と も で き る 。 結 合 さ れ て い な い 標 的 ま た は タ ン パ ク 質 を
、 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 、 ウ ェ ル 中 に 捕 捉 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
そ の よ う な 複 合 体 を 検 出 す る 方 法 に は 、 GST固 定 化 複 合 体 に 関 し て 上 述 し た 方 法 の 他 に 、
ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド ま た は 被 験 化 合 物 に 特 異 結 合 す る 抗 体 を 用 い る 複 合 体 の 免 疫 検 出
、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 検 出 す る こ と に 依 拠 よ る 酵 素 結 合 測 定 法 、 お よ び 非 還
元 条 件 下 で の SDSゲ ル 電 気 泳 動 な ど が あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る 被 験 化 合 物 に 関 す る ス ク リ ー
ニ ン グ は 、 無 傷 の 細 胞 中 で 実 施 す る こ と も で き る 。 細 胞 に 基 づ く 測 定 法 に は 、 ヒ ト B7-H2
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 任 意 の 細 胞 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ヒ ト B7
-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 細 胞 中 に 天 然 に 存 在 す る 場 合 も あ る し 、 上 述 し た 技 術 を 使 っ て 導
入 す る こ と も で き る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 被 験 化 合
物 の 結 合 は 、 上 記 の よ う に 決 定 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】

も う 一 つ の 態 様 で は 、 ヒ ト B7-H2遺 伝 子 の 発 現 を 増 大 ま た は 減 少 さ せ る 被 験 化 合 物 を 同 定
す る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の RNA産 物 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 産 物 の 発 現 量 を 決 定 す る 。 被 験 化 合 物 が 存 在 す る 場 合 の 適
当 な mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 、 被 験 化 合 物 が 存 在 し な い 場 合 の mRNAま た は
ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。 被 験 化 合 物 は 、 こ の 比 較 に 基 づ い て 、 発 現 調 整 物
質 で あ る と 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 被 験 化 合 物 の 不 在 時 よ り も 被 験 化 合 物 の 存 在
時 の 方 が 、 mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 が 大 き い 場 合 、 そ の 被 験 化 合 物 は 、 前 記 mRNA
ま た は ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 刺 激 物 質 ま た は 増 強 物 質 で あ る と 同 定 さ れ る 。 ま た 、 被 験 化 合
物 の 不 在 時 よ り も 被 験 化 合 物 の 存 在 時 の 方 が 、 mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 が 小 さ い
場 合 、 そ の 被 験 化 合 物 は 、 該 mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 阻 害 物 質 で あ る と 同 定 さ れ る
。
【 ０ １ ２ ８ 】
細 胞 に お け る ヒ ト B7-H2 mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル は 、 本 技 術 分 野 で 周 知 の mR
NAま た は ポ リ ペ プ チ ド 検 出 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 定 性 的 方 法 ま た は 定 量 的
方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ ペ プ チ ド 産 物 の 存 在 は
、 例 え ば 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ な ど の 免 疫 化 学 的 方 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 お よ び
免 疫 組 織 化 学 を 含 む 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 様 々 な 技 術 を 使 っ て 、 決 定 す る こ と が で
き る 。 ま た 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド へ の 標 識 ア ミ ノ 酸 の 取 り 込 み を 検 出 す る こ と に よ っ
て 、 ポ リ ペ プ チ ド 合 成 を イ ン ビ ボ で 、 細 胞 培 養 物 で 、 ま た は イ ン ビ ト ロ 翻 訳 系 で 決 定 す る
こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ は 無 細 胞 測 定 系 か 無 傷 の 細 胞 で 行 な う こ と が で き る 。 細 胞 に 基
づ く 検 定 系 に は ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ る 任 意 の 細 胞 を 使 用 す る こ と が で
き る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 細 胞 内 に 天 然 に 存 在 す る 場 合 も あ る し 、 上 述 し た よ
う な 技 術 を 使 っ て 導 入 す る こ と も で き る 。 初 代 培 養 ま た は CHOも し く は ヒ ト 胚 性 腎 293細 胞
な ど の 樹 立 細 胞 系 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
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本 発 明 は 、 治 療 効 果 を 得 る た め に 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 医 薬 組 成 物 も 提 供 す る 。 本
発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ
ザ イ ム ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 、 ま た は ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド 活 性 の ミ メ テ ィ ッ ク （ 模 倣 体 ） 、 活 性 化 剤 、 ま
た は 阻 害 剤 な ど を 含 む こ と が で き る 。 本 組 成 物 は 、 単 独 で 、 ま た は 少 な く と も 1つ の 他 の
物 質 、 例 え ば 安 定 化 化 合 物 な ど と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き 、 任 意 の 滅 菌 生 体 適 合
性 医 薬 担 体 、 例 え ば 食 塩 水 、 緩 衝 化 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 お よ び 水 な ど （ た だ し こ れ
ら に 限 る わ け で は な い ） に 入 れ て 投 与 す る こ と が で き る 。 本 組 成 物 は 、 単 独 で 、 ま た は 他
の 物 質 、 薬 物 ま た は ホ ル モ ン と 組 み 合 わ せ て 、 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
こ れ ら の 医 薬 組 成 物 は 、 活 性 成 分 の 他 に 、 薬 学 的 に 使 用 で き る 調 製 物 へ の 活 性 化 合 物 の 加
工 を 容 易 に す る 賦 形 剤 お よ び 補 助 剤 を 含 む 、 適 切 な 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 有 す る こ
と が で き る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 髄 内 、 ク モ
膜 下 、 心 室 内 、 経 皮 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 腔 内 、 非 経 口 、 局 所 、 舌 下 、 ま た は 直 腸 手 段 な ど
（ た だ し こ れ ら に 限 る わ け で は な い ） を 含 む 多 く の 経 路 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。
経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 使 っ て 、 経 口
投 与 に 適 し た 用 量 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 担 体 に よ り 、 医 薬 組 成 物 は 、 患
者 が 内 服 す る た め の 錠 剤 、 丸 剤 、 糖 衣 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 液 剤 、 ゲ ル 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 ス ラ
リ ー 剤 、 懸 濁 剤 な ど と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
経 口 用 の 医 薬 調 製 物 は 、 活 性 化 合 物 を 、 固 体 賦 形 剤 と 混 合 し 、 得 ら れ た 混 合 物 を 所 望 に よ
り 粉 砕 し 、 そ の 顆 粒 混 合 物 を 、 所 望 な ら ば 適 当 な 補 助 剤 を 加 え た 後 に 錠 剤 ま た は 糖 衣 錠 核
が 得 ら れ る よ う に 加 工 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 好 適 な 賦 形 剤 は 、 糖 質 ま た は
タ ン パ ク 質 増 量 剤 、 例 え ば 乳 糖 、 シ ョ 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ま た は ソ ル ビ ト ー ル な ど の 糖 類
、 ト ウ モ ロ コ シ 、 コ ム ギ 、 コ メ 、 バ レ イ シ ョ 、 ま た は 他 の 植 物 由 来 の デ ン プ ン 、 セ ル ロ ー
ス 、 例 え ば メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ま た は カ ル ボ キ シ
メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 ア ラ ビ ア ゴ ム お よ び ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム な ど の ゴ ム 、 な ら び
に ゼ ラ チ ン お よ び コ ラ ー ゲ ン な ど の タ ン パ ク 質 で あ る 。 所 望 に よ り 、 崩 壊 剤 ま た は 可 溶 化
剤 、 例 え ば 架 橋 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 寒 天 、 ア ル ギ ン 酸 、 ま た は そ の 塩 、 例 え ば ア ル ギ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど を 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
糖 衣 剤 核 は 、 濃 縮 糖 溶 液 な ど の 適 当 な 被 覆 材 と 共 に 使 用 す る こ と が で き 、 こ れ は さ ら に 、
ア ラ ビ ア ゴ ム 、 タ ル ク 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 カ ー ボ ポ ー ル ゲ ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル 、 お よ び /ま た は 二 酸 化 チ タ ン 、 ラ ッ カ ー 溶 液 、 お よ び 適 当 な 有 機 溶 媒 ま た は 溶 媒 混
合 物 を 含 む こ と も で き る 。 製 品 を 識 別 す る た め に 、 ま た は 活 性 化 合 物 の 量 、 す な わ ち 用 量
を 特 徴 づ け る た め に 、 染 料 ま た は 色 素 を 錠 剤 ま た は 糖 衣 剤 被 覆 材 に 添 加 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ３ ４ 】
経 口 的 に 使 用 す る こ と が で き る 医 薬 調 合 物 と し て は 、 例 え ば 、 ゼ ラ チ ン 製 の 滑 り ば め 式 カ
プ セ ル 剤 、 な ら び に ゼ ラ チ ン と グ リ セ ロ ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル な ど の 被 覆 材 と で で き た
軟 封 入 カ プ セ ル 剤 が 挙 げ ら れ る 。 滑 り ば め 式 カ プ セ ル 剤 は 、 乳 糖 も し く は デ ン プ ン な ど の
増 量 剤 ま た は 結 合 剤 、 タ ル ク も し く は ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど の 潤 滑 剤 、 お よ び 所
望 に よ り 安 定 剤 と 混 合 さ れ た 活 性 成 分 を 含 有 す る こ と が で き る 。 軟 カ プ セ ル 剤 で は 、 安 定
剤 を 含 む ま た は 安 定 剤 を 含 ま な い 適 当 な 液 体 、 例 え ば 脂 肪 油 、 液 体 、 ま た は 液 体 ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル に 、 活 性 化 合 物 を 溶 解 ま た は 懸 濁 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
非 経 口 投 与 に 適 し た 医 薬 製 剤 は 、 水 溶 液 、 好 ま し く は 、 ハ ン ク ス 溶 液 、 リ ン ゲ ル 溶 液 、 ま
た は 生 理 緩 衝 食 塩 水 な ど の 生 理 適 合 性 緩 衝 液 中 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 水 性 注 射 用 懸
濁 剤 は 、 懸 濁 液 の 粘 度 を 増 加 さ せ る 物 質 、 例 え ば カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム
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、 ソ ル ビ ト ー ル 、 ま た は デ キ ス ト ラ ン な ど を 含 有 す る こ と が で き る 。 ま た 、 活 性 化 合 物 の
懸 濁 剤 を 、 適 当 な 油 性 注 射 用 懸 濁 剤 と し て 製 剤 化 す る こ と も で き る 。 好 適 な 親 油 性 溶 媒 ま
た は 媒 質 と し て は 、 ゴ マ 油 な ど の 脂 肪 油 、 ま た は オ レ イ ン 酸 エ チ ル も し く は ト リ グ リ セ リ
ド な ど の 合 成 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ま た は リ ポ ソ ー ム が 挙 げ ら れ る 。 非 脂 質 ポ リ カ チ オ ン ア ミ
ノ ポ リ マ ー も 送 達 に 使 用 す る こ と が で き る 。 所 望 に よ り 懸 濁 剤 は 、 化 合 物 の 溶 解 性 を 増 加
さ せ て 高 濃 度 溶 液 を 製 造 で き る よ う に す る 適 当 な 安 定 剤 ま た は 物 質 を 含 む こ と も で き る 。
局 所 ま た は 鼻 腔 投 与 に は 、 透 過 さ せ よ う と す る 障 壁 に 適 し た 浸 透 剤 を 、 製 剤 中 に 使 用 す る
。 そ の よ う な 浸 透 剤 は 当 技 術 分 野 で は 一 般 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 当 技 術 分 野 で 知 ら れ い て る 方 法 で 、 例 え ば 通 常 の 混 合 、 溶 解 、 造 粒
、 糖 衣 剤 製 造 、 す り つ ぶ し 、 乳 化 、 カ プ セ ル 化 、 封 入 、 ま た は 凍 結 乾 燥 工 程 な ど に よ っ て
、 製 造 す る こ と が で き る 。 本 医 薬 組 成 物 は 塩 と し て 提 供 す る こ と が で き 、 例 え ば 塩 酸 、 硫
酸 、 酢 酸 、 乳 酸 、 酒 石 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 コ ハ ク 酸 な ど （ た だ し こ れ ら に 限 ら な い ） の 多 く の
酸 を 使 っ て 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 塩 は 、 水 性 溶 媒 ま た は 他 の プ ロ ト ン 性 溶 媒 へ の 可 溶
性 が 、 対 応 す る 遊 離 塩 基 型 よ り も 高 い 傾 向 が あ る 。 ま た 、 4.5～ 5.5の pH範 囲 で 1～ 50mMヒ
ス チ ジ ン 、 0.1％ ～ 2％ シ ョ 糖 、 お よ び 2～ 7％ マ ン ニ ト ー ル の 一 部 ま た は 全 て を 含 有 す る こ
と が で き 、 使 用 前 に 緩 衝 液 と 混 合 さ れ る 凍 結 乾 燥 粉 末 を 、 好 ま し い 調 製 物 と し て 挙 げ る こ
と も で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
製 剤 技 術 お よ び 投 与 技 術 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 「 REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCE
S」 （ Maack Publishing Co., ペ ン シ ル バ ニ ア 州 イ ー ス ト ン ） の 最 新 版 に 見 出 す こ と が で
き る 。 医 薬 組 成 物 を 製 造 し た 後 、 そ れ ら を 適 当 な 容 器 に 入 れ て 、 適 応 症 の 表 示 を す る 。 そ
の よ う な 表 示 に は 投 与 量 、 投 与 頻 度 、 お よ び 投 与 方 法 な ど が 含 ま れ る だ ろ う 。
【 ０ １ ３ ８ 】

自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 、 細 菌 感 染 症 、 お よ び I型 糖 尿 病 を 処 置 す る た め に 、 ヒ ト B
7-H2タ ン パ ク 質 を 調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
身 体 が 自 ら を 様 々 な 病 原 体 か ら 防 御 す る に は 、 様 々 な タ イ プ の 免 疫 応 答 が 必 要 で あ る 。 一
部 の 病 原 体 、 例 え ば 細 胞 内 細 菌 な ど の 場 合 は 、 感 染 を 抑 制 す る の に 主 と し て Th1タ イ プ の
応 答 が 必 要 で あ り 、 一 方 、 他 の 病 原 体 、 例 え ば 細 胞 外 環 境 に 存 在 す る 蠕 虫 ま た は 微 生 物 な
ど の 場 合 は 、 Th2タ イ プ の 応 答 が 必 要 で あ る 。 免 疫 応 答 が 不 適 切 に 偏 向 す る と 感 染 に 対 す
る 防 御 が 不 十 分 に な る 可 能 性 が あ り 、 一 方 、 応 答 が 無 規 制 に 過 剰 偏 向 す る と 有 害 な 続 発 症
が 起 こ り う る 。 細 胞 内 細 菌 感 染 の 場 合 は 、 対 抗 調 節 性 サ イ ト カ イ ン IL-10が 感 染 後 迅 速 に
分 泌 さ れ て 、 Th1応 答 を 抑 制 す る （ 参 考 文 献 12） 。 そ の よ う な 応 答 は 、 B7-H2を 発 現 さ せ る
細 胞 内 に シ グ ナ ル を 伝 達 す る の も 、 T細 胞 上 の ICOSを 刺 激 す る の も 、 B7-H2に 頼 っ て い る の
だ ろ う 。 同 様 に 、 Th2応 答 が 適 切 な 場 合 に は 、 B7-H2を 介 し た シ グ ナ リ ン グ お よ び ICOSの 刺
激 に よ る 応 答 の 増 幅 が 、 病 原 体 に 対 す る 十 分 な 防 御 に と っ て 必 要 だ ろ う 。 一 方 、 自 己 免 疫
疾 患 お よ び ア レ ル ギ ー 疾 患 で は 、 免 疫 応 答 の 無 規 制 な 活 性 化 が 組 織 破 壊 、 苦 痛 、 そ し て 時
に は 生 命 に か か わ る 合 併 症 を 引 き 起 こ す 。 Th1免 疫 応 答 に 続 い て 起 こ る B7-H2発 現 の ア ッ プ
レ ギ ュ レ ー シ ョ ン お よ び Th2免 疫 応 答 に 続 い て 起 こ る B7-H2発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
は 、 正 常 な 免 疫 応 答 後 の 自 己 免 疫 お よ び ア レ ル ギ ー を 避 け る た め に 身 体 が 利 用 す る こ と の
で き る 方 法 で あ る と 考 え ら れ る 。 B7-H2の 様 々 な ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 の 発 現 も 、 様 々 な
細 胞 が 状 況 に 合 わ せ て 異 な る 応 答 を す る こ と を 可 能 に し て い る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て
、 発 現 さ せ る B7-H2変 異 体 の 種 類 お よ び 発 現 レ ベ ル に 関 す る 細 胞 の 決 定 は 、 適 切 な 免 疫 応
答 の 発 達 と 制 御 に と っ て 、 極 め て 重 要 だ ろ う 。
【 ０ １ ４ ０ 】
B7-H2 V1お よ び B7-H2 V2の 機 能 を 遮 断 す る た め の 阻 害 剤 の 開 発 は 、 Th2応 答 の ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン お よ び Th1応 答 へ の 再 偏 向 が 有 益 で あ る だ ろ う ア レ ル ギ ー 疾 患 、 例 え ば 気 道
ア レ ル ギ ー 、 食 物 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 お よ び ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 な ど の 処 置 、 な ら び に 細 胞
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内 細 菌 感 染 症 、 例 え ば 結 核 、 ラ イ 、 リ ス テ リ ア 症 、 お よ び サ ル モ ネ ラ 症 な ど の 処 置 に 有 用
で あ る と 予 想 さ れ る 。 B7-H2 V1お よ び B7-H2 V2の 機 能 を 増 進 す る た め の 分 子 の 開 発 は 、 Th
2応 答 へ の 再 偏 向 が 有 益 な 自 己 免 疫 疾 患 、 例 え ば 多 発 性 硬 化 症 、 慢 性 関 節 炎 、 お よ び I型 糖
尿 病 な ど の 処 置 、 な ら び に 蠕 虫 お よ び 細 胞 外 微 生 物 感 染 症 の 処 置 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
さ ら に 本 発 明 は 上 述 し た ス ク リ ー ニ ン グ 測 定 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 新 規 物 質 の 使 用 に 関 す
る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に し て 同 定 さ れ る 被 験 化 合 物 を 適 当 な 動 物 モ デ
ル で 使 用 す る こ と は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に し て
同 定 さ れ る 物 質 （ 例 え ば 調 整 物 質 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、 特 異 抗 体 、 リ ボ ザ イ ム 、 ま た
は ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド 結 合 分 子 ） を 動 物 モ デ ル で 使 用 し て 、 そ の よ う な 物 質 に よ る 処
置 の 有 効 性 、 毒 性 、 ま た は 副 作 用 を 決 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 本 明 細 書 に 記 載 す
る よ う に し て 同 定 さ れ る 物 質 を 動 物 モ デ ル で 使 用 し て 、 そ の よ う な 物 質 の 作 用 機 序 を 決 定
す る こ と も で き る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 測 定 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 新 規
物 質 の 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 処 置 へ の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
ヒ ト B7-H2活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 試 薬 を 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で ヒ ト 細 胞 に 投 与 し 、
ヒ ト B7-H2活 性 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 試 薬 は 、 好 ま し く は 、 ヒ ト B7-H2遺 伝 子 の
発 現 産 物 に 結 合 す る 。 発 現 産 物 が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 、 こ の 試 薬 は 、 好 ま し く は 、 抗 体
で あ る 。 ヒ ト 細 胞 を エ ク ス ビ ボ （ ex vivo） で 処 置 す る た め に 、 身 体 か ら 取 り 出 し た 幹 細
胞 の 調 製 物 に 、 抗 体 を 添 加 す る こ と が で き る 。 次 に 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る よ う に 、
ク ロ ー ン 増 殖 を 行 な っ て ま た は ク ロ ー ン 増 殖 を 行 な わ ず に 、 そ れ ら の 細 胞 を 同 じ 人 体 ま た
は 別 の 人 体 に 戻 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
一 態 様 と し て 、 本 試 薬 は リ ポ ソ ー ム を 使 っ て 送 達 さ れ る 。 好 ま し く は 、 リ ポ ソ ー ム は 、 そ
れ を 投 与 さ れ た 動 物 中 で 少 な く と も 約 30分 間 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 1時 間 、 さ ら
に 好 ま し く は 少 な く と も 約 24時 間 安 定 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 試 薬 （ と り わ け ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ） を 動 物 （ 例 え ば ヒ ト ） の 特 定 部 位 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と が で き る 脂 質 組 成 物
を 含 ん で い る 。 好 ま し く は 、 リ ポ ソ ー ム の こ の 脂 質 組 成 物 は 、 動 物 の 特 定 の 臓 器 、 例 え ば
肺 、 肝 臓 、 脾 臓 、 心 臓 、 脳 、 リ ン パ 節 、 お よ び 皮 膚 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
本 発 明 に 役 立 つ リ ポ ソ ー ム は 、 標 的 細 胞 の 形 質 膜 と 融 合 し て そ の 内 容 物 を 細 胞 内 に 送 達 す
る こ と が で き る 脂 質 組 成 物 を 含 ん で い る 。 リ ポ ソ ー ム の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は 、 好
ま し く は 、 約 10 6 細 胞 に 送 達 さ れ る 16ナ ノ モ ル の リ ポ ソ ー ム に つ き 約 0.5μ gの DNA、 よ り 好
ま し く は 約 10 6 細 胞 に 送 達 さ れ る 16ナ ノ モ ル の リ ポ ソ ー ム に つ き 約 1.0μ gの DNA、 さ ら に 好
ま し く は 約 10 6 細 胞 に 送 達 さ れ る 16ナ ノ モ ル の リ ポ ソ ー ム に つ き 約 2.0μ gの DNAで あ る 。 好
ま し く は 、 リ ポ ソ ー ム の 直 径 は 、 好 ま し く は 、 約 100～ 500nm、 よ り 好 ま し く は 約 150～ 450
nm、 さ ら に 好 ま し く は 約 200～ 400nmで あ る
【 ０ １ ４ ５ 】
本 発 明 で の 使 用 に 適 し た リ ポ ソ ー ム と し て は 、 例 え ば 当 業 者 に 知 ら れ て い る 遺 伝 子 送 達 法
で 一 般 的 に 使 用 さ れ る リ ポ ソ ー ム が 挙 げ ら れ る 。 よ り 好 ま し い リ ポ ソ ー ム と し て 、 ポ リ カ
チ オ ン 脂 質 組 成 物 を 有 す る リ ポ ソ ー ム お よ び /ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル と コ ン ジ ュ
ゲ ー ト し た コ レ ス テ ロ ー ル 骨 格 を 持 つ リ ポ ソ ー ム が 挙 げ ら れ る 。 所 望 に よ り 、 リ ポ ソ ー ム
は 、 そ の リ ポ ソ ー ム を 特 定 の 細 胞 タ イ プ へ と タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と が で き る 化 合 物 、 例
え ば リ ポ ソ ー ム の 外 表 面 に 露 出 し た 細 胞 特 異 的 リ ガ ン ド を 含 む 。
【 ０ １ ４ ６ 】
リ ポ ソ ー ム と 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ザ イ ム な ど の 試 薬 と の 複 合 体
形 成 は 、 当 技 術 分 野 で 広 く 使 用 さ れ て い る 方 法 を 使 っ て 達 成 す る こ と が で き る （ 例 え ば 米
国 特 許 第 5,705,151号 を 参 照 さ れ た い ） 。 好 ま し く は 、 約 0.1μ g～ 約 10μ gの ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 約 8nmolの リ ポ ソ ー ム と 、 よ り 好 ま し く は 、 約 0.5μ g～ 約 5μ gの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 約 8nmolの リ ポ ソ ー ム と 、 さ ら に 好 ま し く は 約 1.0μ gの ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 約 8nmolの リ
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ポ ソ ー ム と 混 合 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
も う 一 つ の 態 様 と し て 、 受 容 体 媒 介 標 的 送 達 法 （ receptor-mediated targeted delivery
） を 使 っ て 、 イ ン ビ ボ の 特 定 の 組 織 に 抗 体 を 送 達 す る こ と が で き る 。 受 容 体 媒 介 DNA送 達
技 術 は 、 例 え ば Findeisら , , 202-05（ 1993） 、 Chiouら 「 GENE T
HERAPEUTICS: METHODS AND APPLICATIONS OF DIRECT GENE TRANSFER」 （ J.A.Wolff編 ） (1
994） 、 Wuお よ び Wu, , 621-24（ 1988） 、 Wuら , , 542
-46（ 1994） 、 Zenkeら , , 3655-59（ 1990） 、 Wuら ,

, 338-42（ 1991） な ど に 教 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ８ 】

治 療 有 効 量 の 決 定 は 当 業 者 の 能 力 で 十 分 に 可 能 で あ る 。 治 療 有 効 量 と は 、 治 療 有 効 量 の 不
在 下 で 見 ら れ る ヒ ト B7-H2活 性 と 比 較 し て 、 ヒ ト B7-H2活 性 を 増 加 ま た は 減 少 さ せ る 活 性 成
分 量 を 表 す 。
【 ０ １ ４ ９ 】
ど の 化 合 物 に つ い て も 、 ま ず は 細 胞 培 養 測 定 法 ま た は 動 物 モ デ ル （ 通 常 は マ ウ ス 、 ウ サ ギ
、 イ ヌ 、 ま た は ブ タ ） で 、 治 療 有 効 量 を 見 積 も る こ と が で き る 。 動 物 モ デ ル は 、 適 当 な 濃
度 範 囲 お よ び 投 与 経 路 の 決 定 に も 使 用 す る こ と が で き る 。 次 に 、 そ の よ う な 情 報 を 使 っ て
、 ヒ ト へ の 投 与 に 有 用 な 量 お よ び 経 路 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
治 療 効 力 お よ び 毒 性 、 例 え ば ED 5 0 （ 集 団 の 50％ で 治 療 的 に 有 効 な 用 量 ） お よ び LD 5 0 （ 集 団
の 50％ に と っ て 致 死 的 な 用 量 ） は 、 標 準 的 な 薬 学 的 方 法 に よ っ て 、 細 胞 培 養 ま た は 実 験 動
物 で 決 定 す る こ と が で き る 。 治 療 効 果 に 対 す る 毒 性 の 用 量 比 を 治 療 係 数 と い い 、 LD 5 0 /ED 5
0 比 で 表 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
大 き な 治 療 係 数 を 示 す 医 薬 組 成 物 が 好 ま し い 。 細 胞 培 養 測 定 法 お よ び 動 物 試 験 か ら 得 ら れ
る デ ー タ を 利 用 し て 、 ヒ ト に 使 用 す る 場 合 の 用 量 範 囲 を 策 定 す る 。 そ の よ う な 組 成 物 に 含
ま れ る 用 量 は 、 好 ま し く は 、 ED 5 0 を 含 み 、 毒 性 が ほ と ん ど が な い か 全 く な い 、 循 環 濃 度 範
囲 内 に あ る 。 用 量 は 、 使 用 す る 剤 形 、 患 者 の 感 受 性 、 お よ び 投 与 経 路 に 依 存 し て 、 こ の 範
囲 内 で 変 動 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
正 確 な 用 量 は 、 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に 関 係 す る 因 子 を 考 慮 し て 、 医 師 に よ っ て 決 定 さ れ
る こ と に な る 。 用 量 お よ び 投 与 に は 、 活 性 成 分 の レ ベ ル が 十 分 に な る よ う に 、 ま た は 所 望
す る 効 果 が 維 持 さ れ る よ う に 調 節 さ れ る 。 考 慮 す る こ と が で き る 因 子 は 、 疾 病 状 態 の 重 症
度 、 対 象 の 全 体 的 健 康 状 態 、 対 象 の 年 齢 、 体 重 、 お よ び 性 別 、 食 餌 、 投 与 の 回 数 お よ び 頻
度 、 併 用 薬 、 反 応 感 受 性 、 お よ び 治 療 に 対 す る 耐 性 /反 応 な ど が 含 ま れ る 。 持 効 性 医 薬 組
成 物 は 、 そ の 製 剤 の 半 減 期 お よ び ク リ ア ラ ン ス 率 に 応 じ て 、 3～ 4日 毎 、 毎 週 、 ま た は 2週
間 に 1回 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
標 準 的 な 用 量 は 、 投 与 経 路 に 依 存 し て 、 0.1～ 100,000マ イ ク ロ グ ラ ム の 範 囲 、 総 用 量 は 1g
ま で の 値 を と り う る 。 特 定 の 用 量 お よ び 送 達 方 法 に 関 す る 指 針 は 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、
当 技 術 分 野 の 医 師 は こ れ を 広 く 利 用 す る こ と が で き る 。 ヌ ク レ オ チ ド 用 に は 、 タ ン パ ク 質
用 ま た は そ れ ら の 阻 害 剤 用 と は 異 な る 製 剤 が 使 用 さ れ る だ ろ う 。 ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 送 達 は 、 特 定 の 細 胞 、 状 態 、 場 所 な ど に 特 異 的 に 行 な わ れ る だ ろ う
。
【 ０ １ ５ ４ 】
試 薬 が 一 本 鎖 抗 体 で あ る 場 合 は 、 そ の 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 構 築 し 、 例 え
ば ト ラ ン ス フ ェ リ ン -ポ リ カ チ オ ン に よ る DNA導 入 、 裸 の 核 酸 ま た は カ プ セ ル に 封 入 し た 核
酸 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム を 使 っ た 細 胞 融 合 、 DNA被 覆 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の
細 胞 内 輸 送 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 、 ウ イ ル ス 感 染 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 「 遺 伝 子 銃
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」 、 お よ び DEAEト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン な ど
（ た だ し こ れ ら に 限 る わ け で は な い ） の 確 立 さ れ た 技 術 を 使 っ て 、 エ ク ス ビ ボ ま た は イ ン
ビ ボ で 、 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
抗 体 の 有 効 イ ン ビ ボ 用 量 は 、 患 者 の 体 重 に 対 し て 、 約 5μ g～ 約 50μ g/kg、 約 50μ g～ 約 5mg
/kg、 約 100μ g～ 約 500μ g/kg、 お よ び 約 200～ 約 250μ g/kgの 範 囲 で あ る 。 一 本 鎖 抗 体 を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る 場 合 、 有 効 イ ン ビ ボ 用 量 は 、 DNA約 100ng～ 約 200ng
、 500ng～ 約 50mg、 約 1μ g～ 約 2mg、 約 5μ g～ 約 500μ g、 お よ び 約 20μ g～ 約 100μ gの 範 囲
で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
発 現 産 物 が mRNAで あ る 場 合 、 試 薬 は 、 好 ま し く は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
リ ボ ザ イ ム で あ る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ザ イ ム を 発 現 さ せ る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 記 の よ う に 様 々 な 方 法 に よ っ て 、 細 胞 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
好 ま し く は 、 試 薬 は 、 ヒ ト B7-H2遺 伝 子 の 発 現 ま た は ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 、 そ
の 試 薬 が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 、 少 な く と も 約 10、 好 ま し く は 約 50、 よ り 好 ま し く は
約 75、 90、 ま た は 100％ 低 下 さ せ る 。 ヒ ト B7-H2遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は ヒ ト B7-H2ポ リ
ペ プ チ ド の 活 性 を 低 下 さ せ る た め に 選 択 し た 機 序 の 有 効 性 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 、
例 え ば ヒ ト B7-H2特 異 的 mRNAへ の ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 定 量
的 RT-PCR、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 学 的 検 出 、 ま た は ヒ ト B7-H2活 性 の 測 定 な ど を 使
っ て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
上 記 の ど の 態 様 に お い て も 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は い ず れ も 、 他 の 適 当 な 治 療 薬 と 組 み 合
わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 通 常 の 薬 学 的 原 則 に 従 っ て 、 併 用 療 法 で の 使 用
に 適 し た 薬 剤 を 選 択 す る こ と が で き る 。 治 療 薬 の 併 用 は 、 相 乗 的 に 作 用 し て 、 上 述 し た 様
々 な 疾 患 の 処 置 ま た は 予 防 を も た ら し う る 。 こ の ア プ ロ ー チ を 使 用 す れ ば 、 各 薬 剤 の 投 与
量 を 下 げ て も 治 療 効 果 を 得 る こ と が で き 、 よ っ て 有 害 な 副 作 用 の 可 能 性 を 低 減 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
上 記 の 治 療 方 法 は い ず れ も 、 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ウ サ ギ 、 サ ル 、 そ し て 最 も
好 ま し く は ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 を 含 め て 、 そ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 任 意 の 対 象 に 適 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】

ヒ ト B7-H2は 、 こ の 酵 素 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 中 の 突 然 変 異 の 存 在 に 関 係 す る 疾 病 お よ び
異 常 、 ま た は そ れ ら の 疾 病 お よ び 異 常 に 対 す る 易 罹 患 性 を 検 出 す る た め の 診 断 測 定 法 に も
使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 あ る 疾 病 に 罹 患 し て い る 個 体 と 正 常 な 個 体 と に お け る ヒ
ト B7-H2を コ ー ド す る cDNA配 列 ま た は ゲ ノ ム 配 列 の 間 の 相 違 を 決 定 す る こ と が で き る 。 も
し 、 あ る 突 然 変 異 が 、 罹 患 し た 個 体 の 一 部 ま た は 全 部 に 観 察 さ れ る の に 、 正 常 な 個 体 に は
観 察 さ れ な い な ら ば 、 そ の 突 然 変 異 は そ の 疾 病 の 原 因 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
基 準 遺 伝 子 と 突 然 変 異 を 持 つ 遺 伝 子 と の 間 の 配 列 の 相 違 は 、 直 接 DNA配 列 決 定 法 に よ っ て
明 ら か に す る こ と が で き る 。 ま た 、 ク ロ ー ニ ン グ し た DNAセ グ メ ン ト を 、 特 定 の DNAセ グ メ
ン ト を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 こ の 方 法 の 感 受 性 は 、 PCR
と 組 み 合 わ せ る と 、 著 し く 増 大 す る 。 例 え ば 、 二 本 鎖 PCR産 物 ま た は PCRの 変 法 に よ っ て 調
製 さ れ る 一 本 鎖 テ ン プ レ ー ト 分 子 と 共 に 、 配 列 決 定 用 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と が で き る
。 配 列 決 定 は 、 放 射 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 通 常 の 方 法 に よ っ て 、 ま た は 蛍 光 タ グ を 用
い る 自 動 配 列 決 定 法 に よ っ て 行 な わ れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
DNA配 列 の 相 違 に 基 づ く 遺 伝 子 検 査 は 、 変 性 剤 を 含 む ま た は 含 ま な い ゲ ル に お け る DNA断 片
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の 電 気 泳 動 移 動 度 の 変 化 を 検 出 す る こ と に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 小 さ い 配 列 の 欠
失 お よ び 挿 入 は 、 例 え ば 高 分 解 能 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 、 視 覚 化 す る こ と が で き る 。 異 な
る 配 列 を 持 つ DNA断 片 は 、 変 性 ホ ル ム ア ミ ド 勾 配 ゲ ル 上 で 識 別 す る こ と が で き る 。 変 性 ホ
ル ム ア ミ ド 勾 配 ゲ ル で は 、 異 な る DNA断 片 の 移 動 度 が 、 そ れ ぞ れ の 融 解 温 度 ま た は 部 分 融
解 温 度 に 従 っ て 、 ゲ ル の 異 な る 位 置 で 遅 延 さ れ る （ 例 え ば Myersら , , 1242, 19
85な ど を 参 照 さ れ た い ） 。 特 定 の 位 置 に お け る 配 列 の 変 化 は 、 RNア ー ゼ 保 護 法 お よ び S1保
護 法 な ど の ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 法 ま た は 化 学 的 切 断 法 に よ っ て 明 ら か に す る こ と が で き る （
例 え ば Cottonら , , 4397-4401, 1985） 。 し た が っ て 、 特 定
の DNA配 列 を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 RNア ー ゼ 保 護 法 、 化 学 的 切 断 、 直 接 DNA配 列 決 定
な ど の 方 法 に よ っ て 、 ま た は 制 限 酵 素 お よ び ゲ ノ ム DNAの サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て
、 検 出 す る こ と が で き る 。 ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び DNA配 列 決 定 の よ う な 直 接 的 方 法 の 他 に 、
イ ン サ イ チ ュ ー （ in situ） 分 析 に よ っ て 突 然 変 異 を 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
様 々 な 組 織 に お け る ヒ ト B7-H2レ ベ ル の 変 化 を 検 出 す る こ と も で き る 。 宿 主 か ら 得 ら れ る
血 液 ま た は 組 織 生 検 な ど の 身 体 試 料 中 の 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 検 出 す る た め に 使
用 さ れ る 測 定 法 は 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 競 合 結
合 測 定 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 、 お よ び ELISA測 定 法 な ど が あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
本 明 細 書 に 引 用 す る 全 て の 特 許 お よ び 特 許 出 願 は 、 引 用 を も っ て 特 に 本 明 細 書 の 一 部 を 構
成 す る も の と す る 。 上 記 の 内 容 は 本 発 明 を 一 般 的 に 記 載 す る も の で あ る 。 よ り 完 全 な 理 解
は 、 以 下 の 具 体 的 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る が 、 以 下 の 実 施 例 は 例 示 を 目 的
と し て 記 載 さ れ る に 過 ぎ ず 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 し よ う と す る も の で は な い 。
【 ０ １ ６ ５ 】

ヒ ト B7-H2 V1お よ び V2 mRNA配 列 の 決 定
CD80（ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NP_005182） 、 CD86（ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NP_00
8820） お よ び B7H1（ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NP_054862） の ヒ ト ア ミ ノ 酸 配 列 、 な ら び
に B7hの マ ウ ス mRNA配 列 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NP_056605） を 使 用 し 、 そ の 相 同 配
列 を 求 め て 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST2.0（ 米 国 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ
ー ） の TBLASTNコ ン ポ ー ネ ン ト に よ っ て 日 本 DNAデ ー タ バ ン ク （ DDBJ） を 検 索 し た 。 1つ の
ヒ ト DNA配 列 （ KIAA0653タ ン パ ク 質 の ホ モ ・ サ ピ エ ン ス mRNAと い う 注 釈 が 付 い て い る GenBa
nkア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AB014553） は 、 概 念 上 翻 訳 し た 場 合 に 、 マ ウ ス B7ア ミ ノ 酸 配 列 と 23
1残 基 の 領 域 に わ た っ て 50％ を 超 え る ア ミ ノ 酸 配 列 一 致 率 を 持 ち 、 231残 基 に わ た っ て 64％
を 超 え る ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 持 つ こ と が わ か っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
次 に 、 さ ら に 詳 し く 解 析 す る た め に 、 KIAA0653遺 伝 子 の 予 想 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム Primer 3.0（ Steve Rozen, Helen J. Sk
aletsky（ 1998） Primer 3。 コ ー ド は http://www-genome.wi.mit.edu/genome_software/ot
her/primer3.htmlか ら 入 手 可 能 ） を 使 っ て 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に 隣 接 す る プ
ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 プ ラ イ マ ー K653-L2（ 配 列 番 号 5） お よ び K653-R6（ 配 列 番 号 6） を 使
用 し 、 ヒ ト 末 梢 血 白 血 球 cDNAを 反 応 の テ ン プ レ ー ト と す る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て
、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 増 幅 し た 。 テ ン プ レ ー ト cDNAは 、 ヒ ト 末 梢 血 白 血 球 由
来 の ポ リ A RNAを cDNA合 成 の 出 発 物 質 と し て 、 SMART RACE cDNA増 幅 キ ッ ト （ Clontech, 米
国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル ト ） を 使 用 し 、 製 造 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 予 め 合 成 し て
お い た 。 う ま く 増 幅 さ れ た 断 片 を pCRII-TOPOベ ク タ ー （ Invitrogen, 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア
州 カ ー ル ス バ ッ ド ） に ク ロ ー ニ ン グ し 、 ABI Prism 377 DNAシ ー ク エ ン サ ー （ PE Biosyste
ms） で 、 製 造 者 の 標 準 配 列 決 定 プ ロ ト コ ル に 従 い 、 各 ベ ク タ ー 上 の イ ン サ ー ト に 隣 接 す る
SP6お よ び T7プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー を 使 っ て 配 列 決 定 し た 。 配 列 決 定 後
に 、 選 択 し た 5つ の ク ロ ー ン （ ク ロ ー ン 14、 16、 17、 19お よ び 21） の DNA配 列 を 、 コ ン ピ ュ
ー タ プ ロ グ ラ ム Sequencher（ Gene Codes Corporation, 米 国 ミ シ ガ ン 州 ア ナ ー バ ー ） を 使
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っ て 、 公 表 さ れ て い る KIAA0653の 配 列 と 比 較 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
（ 得 ら れ た cDNAの 特 徴 ）
1． 転 写 物 1の 配 列 （ ク ロ ー ン 14か ら 得 た も の ） は 912bp長 の コ ー ド 領 域 を 持 つ 。
【 ０ １ ６ ８ 】
2． こ の 遺 伝 子 に 関 し て 報 告 さ れ た 元 の KIAA0653 mRNA配 列 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 A
B014553） と 比 較 す る と 、 転 写 物 1は 、 KIAA0653配 列 の 1027番 目 の 塩 基 か ら 1662番 目 の 塩 基
ま で の 636bpが 欠 失 し て い る 。 ま た 、 KIAA0653の 510番 目 の Gヌ ク レ オ チ ド は 、 転 写 物 1で は
A（ 482番 目 ） に 変 化 し て い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
3． こ の 遺 伝 子 に 関 し て 報 告 さ れ た GL50 mRNA配 列 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF199028
） と 比 較 す る と 、 転 写 物 1の 3'末 端 （ 998番 目 の 塩 基 以 降 ） は 、 GL50配 列 の 3'末 端 （ 921番
目 の 塩 基 以 降 ） に 対 し て 有 意 な 相 同 性 を 示 さ な い 。 ま た 、 GL50の 405番 目 の Gヌ ク レ オ チ ド
は 、 転 写 物 1で は A（ 482番 目 ） に 変 化 し て い る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
4． こ の 遺 伝 子 に 関 し て 報 告 さ れ た B7-H2 mRNA配 列 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF289028
） と 比 較 す る と 、 転 写 物 1の 3'末 端 （ 998番 目 の 塩 基 以 降 ） は 、 B7-H2配 列 の 3'末 端 （ 1022
番 目 の 塩 基 以 降 ） に 対 し て 有 意 な 相 同 性 を 示 さ な い 。 ま た 、 B7-H2の 506番 目 の Gヌ ク レ オ
チ ド は 、 転 写 物 1で は A（ 482番 目 ） に 変 化 し て い る 。
【 ０ １ ７ １ 】
5． 転 写 物 2の 配 列 （ ク ロ ー ン 16、 17、 19、 お よ び 21か ら 得 た も の ） は 1419bp長 の コ ー ド 領
域 を 持 つ 。
【 ０ １ ７ ２ 】
6． こ の 遺 伝 子 に 関 し て 報 告 さ れ た 元 の KIAA0653 mRNA配 列 と 比 較 す る と 、 転 写 物 2は 、 KIA
A0653配 列 の 1452番 目 の 塩 基 か ら 1580番 目 の 塩 基 ま で の 129bpが 欠 失 し て い る 。 ま た 、 転 写
物 2の 配 列 と 元 の KIAA0653配 列 と の 間 に は 、 上 記 欠 失 領 域 の 外 に も 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
相 違 が い く つ か 認 め ら れ た ：
KIAA0653の 510番 目 の ヌ ク レ オ チ ド が Gか ら A（ 転 写 物 2の 482番 目 ） に 変 化 し て い る ；
KIAA0653の 1115番 目 の ヌ ク レ オ チ ド が Gか ら A（ 転 写 物 2の 1087番 目 ） に 変 化 し て い る ；
KIAA0653の 1185番 目 の ヌ ク レ オ チ ド が Cか ら T（ 転 写 物 2の 1157番 目 ） に 変 化 し て い る ；
KIAA0653の 1323番 目 の ヌ ク レ オ チ ド が Gか ら A（ 転 写 物 2の 1295番 目 ） に 変 化 し て い る ；
KIAA0653の 1593番 目 の ヌ ク レ オ チ ド が Tか ら C（ 転 写 物 2の 1436番 目 ） に 変 化 し て い る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
7． こ の 遺 伝 子 に 関 し て 報 告 さ れ た GL50 mRNA配 列 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF199028
） と 比 較 す る と 、 転 写 物 2の 3'末 端 （ 998番 目 の 塩 基 以 降 ） は 、 GL50配 列 の 3'末 端 （ 921番
目 の 塩 基 以 降 ） に 対 し て 有 意 な 相 同 性 を 示 さ な い 。 ま た 、 GL50の 405番 目 の Gヌ ク レ オ チ ド
は 、 転 写 物 2で は A（ 482番 目 ） に 変 化 し て い る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
8． こ の 遺 伝 子 に 関 し て 報 告 さ れ た B7-H2 mRNA配 列 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF289028
） と 比 較 す る と 、 転 写 物 2の 3'末 端 （ 998番 目 の 塩 基 以 降 ） は 、 B7-H2配 列 の 3'末 端 （ 1022
番 目 の 塩 基 以 降 ） に 対 し て 有 意 な 相 同 性 を 示 さ な い 。 ま た 、 B7-H2の 506番 目 の Gヌ ク レ オ
チ ド は 、 転 写 物 2で は A（ 482番 目 ） に 変 化 し て い る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
（ 得 ら れ た cDNAが コ ー ド し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 の 特 徴 ）
1． 転 写 物 1ク ロ ー ン を 翻 訳 す る と （ B7-H2 V1） 304残 基 長 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
2． 転 写 物 1配 列 の 翻 訳 物 は 、 KIAA0653の 最 初 の 42残 基 が 欠 失 し て い る 点 、 お よ び バ リ ン （
KIAA0653の 170番 目 の 残 基 ） が イ ソ ロ イ シ ン （ B7-H2 V1の 128番 目 の 残 基 ） で 置 換 さ れ て い
る 点 で 、 KIAA0653の 概 念 的 翻 訳 物 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 BAA31628） と は 異 な っ て
い る 。 KIAA0653転 写 物 の 1027～ 1662番 目 の 塩 基 に 対 応 す る KIAA0653の 342～ 553番 目 の 残 基
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も 欠 失 し て い る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
3． 転 写 物 1配 列 の 翻 訳 物 は 、 バ リ ン （ GL50の 128番 目 の 残 基 ） が イ ソ ロ イ シ ン （ B7-H2 V1
の 128番 目 の 残 基 ） で 置 換 さ れ て い る 点 で 、 GL50の 概 念 的 翻 訳 物 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 AAF34739） と は 異 な っ て い る が 、 そ れ 以 外 は 、 最 初 の 299残 基 は 一 致 し て い る 。 両 配
列 の 299番 目 の 残 基 以 降 の カ ル ボ キ シ 末 端 は 有 意 な 相 同 性 を 示 さ な い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
4． 転 写 物 1配 列 の 翻 訳 物 は 、 バ リ ン （ GL50の 128番 目 の 残 基 ） が イ ソ ロ イ シ ン （ B7-H2 V1
の 128番 目 の 残 基 ） で 置 換 さ れ て い る 点 で 、 B7-H2の 概 念 的 翻 訳 物 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 AAG01176） と は 異 な っ て い る が 、 そ れ 以 外 は 、 最 初 の 299残 基 は 一 致 し て い る 。 両
配 列 の 299番 目 の 残 基 以 降 の カ ル ボ キ シ 末 端 は 有 意 な 相 同 性 を 示 さ な い 。
【 ０ １ ７ ９ 】
5． 転 写 物 2ク ロ ー ン を 翻 訳 す る と 473残 基 長 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
6． 転 写 物 2配 列 の 翻 訳 物 は KIAA0653の 概 念 的 翻 訳 物 と は 以 下 の 残 基 が 異 な っ て い る ：
KIAA0653の 170番 目 の バ リ ン 残 基 が イ ソ ロ イ シ ン （ B7-H2 V2の 128番 目 の 残 基 ） に 変 化 し て
い る ；
KIAA0653の 395番 目 の ア ル ギ ニ ン 残 基 が ト リ プ ト フ ァ ン （ B7-H2 V2の 353番 目 の 残 基 ） に 変
化 し て い る ；
KIAA0653の 441番 目 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 が ア ス パ ラ ギ ン （ B7-H2 V2の 399番 目 の 残 基 ） に
変 化 し て い る ；
KIAA0653の 531番 目 の ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 が ア ル ギ ニ ン （ B7-H2 V2の 446番 目 の 残 基 ） に 変
化 し て い る 。
KIAA0653転 写 物 の 1452～ 1580番 目 の 塩 基 に 対 応 す る KIAA0653の 484～ 526番 目 の 残 基 は 欠 失
し て い る 。
【 ０ １ ８ １ 】
7． 転 写 物 2配 列 の 翻 訳 物 は 、 バ リ ン （ GL50の 128番 目 の 残 基 ） が イ ソ ロ イ シ ン （ B7-H2 V2
の 128番 目 の 残 基 ） で 置 換 さ れ て い る 点 で 、 GL50の 概 念 的 翻 訳 物 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 AAF34739） と は 異 な っ て い る が 、 そ れ 以 外 は 、 最 初 の 299残 基 は 一 致 し て い る 。 両 配
列 の 299番 目 の 残 基 以 降 の カ ル ボ キ シ 末 端 は 有 意 な 相 同 性 を 示 さ な い 。
【 ０ １ ８ ２ 】
8． 転 写 物 2配 列 の 翻 訳 物 は 、 バ リ ン （ GL50の 128番 目 の 残 基 ） が イ ソ ロ イ シ ン （ B7-H2 V2
の 128番 目 の 残 基 ） で 置 換 さ れ て い る 点 で 、 B7-H2の 概 念 的 翻 訳 物 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 AAG01176） と は 異 な っ て い る が 、 そ れ 以 外 は 、 最 初 の 299残 基 は 一 致 し て い る 。 両
配 列 の 299番 目 の 残 基 以 降 の カ ル ボ キ シ 末 端 は 有 意 な 相 同 性 を 示 さ な い 。
【 ０ １ ８ ３ 】

ヒ ト B7-H2の 組 織 分 布
発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 定 量 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 解 析 に 基 づ く 。 こ れ は 速 度 論
的 解 析 と も 呼 ば れ 、 Higuchiら （ 1992） お よ び Higuchiら （ 1993） に 初 め て 記 載 さ れ た 。 PC
Rの 対 数 期 に あ っ て は 、 任 意 の 与 え ら れ た サ イ ク ル で 、 産 物 の 量 は テ ン プ レ ー ト の 初 期 コ
ピ ー 数 に 比 例 す る と い う の が 、 そ の 原 理 で あ る 。 染 色 体 か ら メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA（ mRNA）
と し て 転 写 さ れ る 特 定 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 こ の 技 術 を 利 用 し て 、 そ の mRNAの DNAコ ピ
ー （ cDNA） を ま ず 作 製 し 、 次 に そ の cDNAに 対 し て 定 量 PCRを 行 な う こ と に よ っ て 測 定 さ れ
る 。 こ れ は 、 定 量 的 逆 転 写 -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ 定 量 的 RT-PCR） と 呼 ば れ る 方 法 で あ
る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
B7-H2転 写 物 1ま た は 2 mRNAの 組 織 分 布 を 調 べ る た め に 、 様 々 な ヒ ト 組 織 に 由 来 す る RNAの
定 量 的 RT-PCR解 析 を 行 な っ た 。 様 々 な 組 織 に 由 来 す る 25μ gの 全 RNA（ ヒ ト 全 RNAパ ネ ル I～
V（ Human Total RNA Panel I-V） , Clontech Laboratories（ 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ
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ア ル ト ） ） を テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し 、 SUPERSCRIPT（ 商 標 ） RT-PCR用 第 一 鎖 合 成 シ ス
テ ム （ First-Strand Synthesis System for RT-PCR） （ Life Technologies, 米 国 メ リ ー
ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル ） を 使 っ て 、 第 一 鎖 cDNAを 合 成 し た 。 第 一 鎖 cDNA合 成 は 、 オ リ ゴ (dT)
を 使 っ て mRNAの 3'ポ リ Aテ ー ル に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 合 成 反 応 を 開 始 さ せ る こ と に よ り
、 製 造 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 行 な っ た 。 次 に 、 10ngの 第 一 鎖 cDNAを ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反
応 に テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 は 、 DNA結 合 性 蛍 光 色 素 SYBR Gr
een Iの 存 在 下 に 、 LightCycler（ Roche Molecular Biochemicals, 米 国 イ ン デ ィ ア ナ 州 イ
ン デ ィ ア ナ ポ リ ス ） で 行 な っ た 。 SYBR Green Iは 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 で 二 本 鎖 DNAが
う ま く 合 成 さ れ た 場 合 だ け に 生 成 す る DNA二 重 ら せ ん の 副 溝 に 結 合 す る （ Morrisonら , 199
8） 。 二 本 鎖 DNAに 結 合 す る と 、 SYBR Green Iは 、 LightCycler装 置 で 定 量 的 に 測 定 す る こ
と が で き る 光 を 放 出 す る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー K653
-L5（ 配 列 番 号 7） お よ び K653-R8（ 配 列 番 号 8） を 使 っ て 行 な い 、 放 出 光 の 強 さ は 、 各 反 応
サ イ ク ル 後 、 反 応 系 が 87℃ に 到 達 し た 時 に 測 定 し た 。 放 出 光 の 強 さ は 、 同 時 に 反 応 さ せ た
既 知 濃 度 の 標 品 と の 比 較 に よ っ て 、 テ ン プ レ ー ト cDNA 1ナ ノ グ ラ ム あ た り の 遺 伝 子 転 写 物
の コ ピ ー 数 に 変 換 し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
様 々 な 組 織 タ イ プ に お け る 1細 胞 当 た り の mRNA転 写 レ ベ ル の 違 い を 補 正 す る た め に 、 同 様
に 計 算 し た 5種 類 の ハ ウ ス キ ー ビ ン グ 遺 伝 子 、 す な わ ち グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3-リ ン 酸 （ G3
PDH） 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ HPRT） 、 β -ア ク チ
ン 、 ポ ル ホ ビ リ ノ ゲ ン デ ア ミ ナ ー ゼ （ PBGD） 、 お よ び β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の 様 々 な 組 織
に お け る 発 現 レ ベ ル を 使 っ て 、 標 準 化 操 作 を 行 な っ た 。 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 発 現 レ
ベ ル は 全 て の 組 織 で 比 較 的 一 定 で あ る と 考 え ら れ る の で （ Adamsら , 1993、 Adamsら , 1995
、 Liewら , 1994） 、 cDNA合 成 ス テ ッ プ で 使 用 し た 全 RNA 1μ gあ た り の 相 対 的 細 胞 数 を 概 算
す る た め の 判 断 基 準 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 使 用 す る ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の セ
ッ ト が わ ず か に 異 な る こ と と 、 発 現 レ ベ ル の 測 定 に LightCyclerシ ス テ ム を 使 用 し た こ と
を 除 い て 、 標 準 化 操 作 は 基 本 的 に 「 RNA Master Blot User Manual, Apendix C」 （ 1997, 
Clontech Laboratories, 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル ト ） に 記 載 さ れ て い る も の と 同
じ と し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 LightCyclerと 一 定 量 （ 25μ g） の 出 発 RNAと を 使 っ て 、 全 て
の 試 料 に お け る 上 記 5種 類 の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 、 1遺 伝 子 に つ き 3つ
の 独 立 し た 反 応 で 測 定 し た 。 同 時 に 反 応 さ せ た 既 知 濃 度 の 標 品 と 比 較 す る こ と に よ っ て 得
ら れ る 各 遺 伝 子 に 関 す る コ ピ ー 数 の 計 算 値 を 記 録 し 、 全 て の 組 織 試 料 に お け る そ の 遺 伝 子
の コ ピ ー 数 の 和 の パ ー セ ン テ ー ジ に 変 換 し た 。 次 に 、 各 組 織 試 料 に つ い て 、 各 遺 伝 子 に 関
す る 前 記 パ ー セ ン テ ー ジ 値 の 和 を 計 算 し 、 各 組 織 に 関 す る パ ー セ ン テ ー ジ 値 の 和 を 、 基 準
と し て 恣 意 的 に 選 択 し た 一 組 織 の パ ー セ ン テ ー ジ 値 の 和 で 割 る こ と に よ っ て 、 標 準 化 係 数
を 計 算 し た 。 組 織 試 料 中 の 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 に 関 し て 実 験 的 に 得 ら れ る 値 を 標 準 化 す る
た め に 、 得 ら れ た 値 に 、 試 験 し た 組 織 に 関 す る 標 準 化 係 数 を 掛 け た 。 結 果 を 図 3に 記 載 す
る 。 図 3で は 、 実 験 的 に 得 た 第 一 鎖 cDNA 10ngあ た り の mRNAの コ ピ ー 数 が 左 側 に 、 そ し て 標
準 化 さ れ た 値 が 右 側 に 示 さ れ て い る 。 cDNA合 成 に 使 用 し た RNAを 、 そ の 供 給 者 お よ び カ タ
ロ グ 番 号 と 共 に 、 表 1に 示 す 。
【 ０ １ ８ ６ 】
【 表 １ 】
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【 ０ １ ８ ７ 】
図 3に 示 す よ う に 、 B7-H2は 、 試 験 し た 限 り に お い て 、 全 て の 組 織 タ イ プ で 広 く 発 現 し て お
り 、 最 も 高 い 発 現 は 肝 臓 、 腎 臓 、 脳 、 心 臓 、 胎 盤 、 脊 髄 、 乳 腺 、 お よ び 肺 に 見 ら れ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】

ヒ ト B7-H2の 発 現
チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 細 胞 中 で 大 量 の 組 換 え ヒ ト B7-H2様 ポ リ ペ プ チ ド を 産
生 さ せ る た め に 、 発 現 ベ ク タ ー pcDNA3.1ベ ク タ ー （ Invitrogen, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ル
ス バ ッ ド ） を 使 用 す る 。 ヒ ト B7-H2を コ ー ド す る DNA配 列 は 配 列 番 号 1ま た は 2か ら 導 く 。 ベ
ク タ ー pcDNA3.1へ の 挿 入 に 先 立 っ て 、 DNA配 列 が B7-H2お よ び Ig融 合 遺 伝 子 を 含 む よ う に 、
B7-H2の 細 胞 外 ド メ イ ン の cDNAを ヒ ト IgG1の CH2-CH3部 分 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 す る こ と に
よ り 、 周 知 の 方 法 で DNA配 列 に 改 変 を 加 え る 。 さ ら に 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 認 識 配
列 を 両 端 に 付 加 し 、 対 応 す る 制 限 酵 素 で pcDNA3.1の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 消 化 し た 後
、 改 変 し た DNA配 列 を pcDNA3.1中 に ラ イ ゲ ー ト す る 。 得 ら れ た phB7-H2 Igベ ク タ ー を 使 っ
て 、 B7-H2陰 性 細 胞 株 で あ る CHO細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
5リ ッ ト ル の 振 と う フ ラ ス コ 中 、 通 常 の 条 件 下 に 、 細 胞 を 培 養 し 、 分 泌 さ れ た 組 換 え 生 産
タ ン パ ク 質 （ B7-H2 Ig） を 精 製 し 、 次 の 実 施 例 で 使 用 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
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B7-H2の 共 刺 激 に よ る T細 胞 増 殖
T細 胞 を 健 常 献 血 者 の ヒ ト PBMCか ら 精 製 し 、 至 適 用 量 未 満 の 抗 CD3 mAbの 存 在 下 に 、 実 施 例
3で 得 た B7-H2 Igで 刺 激 す る 。 3日 間 の 培 養 後 に 、 3 H-TdRの 取 込 み に よ っ て 、 T細 胞 増 殖 を
決 定 す る 。 B7-H2 Igは 、 固 定 化 抗 CD3 mAbの 存 在 下 で 、 対 照 Igと 比 較 し て 、 T細 胞 増 殖 を 増
進 す る 。
【 ０ １ ９ １ 】

B7-H2共 刺 激 に よ る サ イ ト カ イ ン 分 泌
B7-H2Igお よ び 至 適 用 量 の 抗 CD3 mAbの 刺 激 に よ る T細 胞 培 養 上 清 中 の サ イ ト カ イ ン （ 例 え
ば IL-2、 IL-4、 お よ び IL-10） の レ ベ ル を サ ン ド イ ッ チ ELISAに よ っ て 決 定 す る 。 至 適 用 量
の 抗 CD3 mAｂ の 存 在 下 で B7-H2Igに よ っ て 共 刺 激 さ れ た T細 胞 は 、 IL-4お よ び IL-10の レ ベ
ル を 増 加 さ せ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】

ヒ ト ICOSの 発 現
チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 細 胞 中 で 大 量 の 組 換 え ヒ ト ICOSポ リ ペ プ チ ド を 産 生
さ せ る た め に 、 発 現 ベ ク タ ー pcDNA3.1ベ ク タ ー （ Invitrogen, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ル ス
バ ッ ド ） を 使 用 す る 。 ヒ ト ICOSを コ ー ド す る DNA配 列 は GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AB0231
353の 配 列 か ら 導 く 。
【 ０ １ ９ ３ 】
ベ ク タ ー pcDNA3.1へ の 挿 入 に 先 立 っ て 、 DNA配 列 が ICOSお よ び Ig融 合 遺 伝 子 を 含 む よ う に
、 ICOSの 細 胞 外 ド メ イ ン の cDNAを ヒ ト IgG1の CH2-CH3部 分 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 す る こ と
に よ り 、 周 知 の 方 法 で DNA配 列 に 改 変 を 加 え る 。 さ ら に 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 認 識
配 列 を 両 端 に 付 加 し 、 対 応 す る 制 限 酵 素 で pcDNA3.1の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 消 化 し た
後 、 改 変 し た DNA配 列 を pcDNA3.1中 に ラ イ ゲ ー ト す る 。 得 ら れ た phICOS Igベ ク タ ー を 使 っ
て 、 CHO細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
5リ ッ ト ル の 振 と う フ ラ ス コ 中 、 通 常 の 条 件 下 に 、 細 胞 を 培 養 し 、 分 泌 さ れ た 組 換 え 生 産
タ ン パ ク 質 （ ICOS Ig） を 精 製 し 、 次 の 実 施 例 で 使 用 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】

ICOSの 共 刺 激 に よ る B細 胞 増 殖
B細 胞 中 で 組 換 え ヒ ト B7-H2 V1お よ び B7-H2 V2ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 さ せ る た め に 、 発 現 ベ
ク タ ー pcDNA3.1ベ ク タ ー （ Invitrogen, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ル ス バ ッ ド ） を 使 用 す る 。
ヒ ト B7-H2 V1お よ び B7-H2 V2 DNA配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 1ま た は 2か ら 導 く 。
【 ０ １ ９ ６ 】
ベ ク タ ー pcDNA3.1へ の 挿 入 に 先 立 っ て 、 各 DNA配 列 が そ の 5'末 端 に 開 始 コ ド ン を 、 そ し て
そ の 3'末 端 に 停 止 コ ド ン を 含 む よ う に 、 周 知 の 方 法 に よ り 、 DNA配 列 に 改 変 を 加 え る 。 さ
ら に 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 認 識 配 列 を 両 端 に 付 加 し 、 対 応 す る 制 限 酵 素 で pcDNA3.1
の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 消 化 し た 後 、 改 変 し た DNA配 列 を pcDNA3.1中 に ラ イ ゲ ー ト す
る 。 得 ら れ た phB7-H2 V1ベ ク タ ー ま た は phB7-H2 V2ベ ク タ ー を 使 っ て 、 健 常 献 血 者 の ヒ ト
PBMCか ら 精 製 し た B細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
5リ ッ ト ル の 振 と う フ ラ ス コ 中 、 通 常 の 条 件 下 に 、 細 胞 を 培 養 し 、 組 換 え 生 産 タ ン パ ク 質
（ B7-H2 V1ま た は B7-H2 V2） を 含 む ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 得 る 。 次 に 、 そ の よ う に し て
得 た B細 胞 を 、 至 適 用 量 未 満 の 抗 CD3 mAbの 存 在 下 に 、 実 施 例 6で 得 た ICOS Igで 刺 激 す る 。
3日 間 の 培 養 後 に 、 3 H-TdRの 取 込 み に よ っ て 、 B細 胞 増 殖 を 決 定 す る 。 ICOS Igは 、 固 定 化
抗 CD3 mAbの 存 在 下 で 、 対 照 Igと 比 較 し て 、 B細 胞 増 殖 を 増 進 す る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
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ICOS共 刺 激 に よ る サ イ ト カ イ ン 分 泌
ICOS Igお よ び 至 適 用 量 の 抗 CD3 mAbの 刺 激 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト B細 胞 培 養 上 清 中
の サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば IL-2、 IL-4、 お よ び IL-10） の レ ベ ル を サ ン ド イ ッ チ ELISAに よ っ
て 決 定 す る 。 至 適 用 量 の 抗 CD3 mAｂ の 存 在 下 で ICOSIgに よ っ て 共 刺 激 さ れ た B細 胞 は 、 一
部 の サ イ ト カ イ ン の レ ベ ル を 変 化 さ せ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】

ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 被 験 化 合 物 の 同 定
グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 を 含 む 精 製 ヒ ト B7-H2タ ン パ ク 質 を 、 96穴
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の グ ル タ チ オ ン 誘 導 体 化 ウ ェ ル に 吸 収 吸 着 さ せ た も の を 、 生 理
緩 衝 溶 液 中 、 pH7.0で 、 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ
プ チ ド は 配 列 番 号 2に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 被 験 化 合 物 は 蛍 光 タ グ を 含 む 。 試 料 を 5分
間 ～ 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 対 照 試 料 を 被 験 化 合 物 の 不 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
被 験 化 合 物 を 含 む 緩 衝 溶 液 を ウ ェ ル か ら 洗 い 流 す 。 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 被 験
化 合 物 の 結 合 を 、 ウ ェ ル の 内 容 物 の 蛍 光 測 定 に よ っ て 検 出 す る 。 被 験 化 合 物 を イ ン キ ュ ベ
ー ト し て い な い ウ ェ ル の 蛍 光 と 比 較 し て 、 ウ ェ ル 中 の 蛍 光 を 少 な く と も 15％ 増 加 さ せ る 被
験 化 合 物 を 、 ヒ ト B7-H2ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 化 合 物 で あ る と 同 定 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】

ヒ ト B7-H2遺 伝 子 発 現 を 調 整 す る 被 験 化 合 物 の 同 定
ヒ ト B7-H2発 現 コ ン ス ト ラ ク ト を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ヒ ト 細 胞 の 培 養 物 に 被 験 化 合 物 を
投 与 し 、 37℃ で 10～ 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 同 じ タ イ
プ の 細 胞 の 培 養 物 を 、 被 験 化 合 物 な し で 同 じ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 陰 性 対 照 と す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
そ れ ら 2つ の 培 養 物 か ら 、 Chirgwinら , , 5294-99, 1979に 記 載 さ れ て い る よ う
に 、 RNAを 単 離 す る 。 20～ 30μ gの 全 RNAを 使 っ て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 調 製 し 、 3 2 P標 識 し た
ヒ ト B7-H2特 異 的 プ ロ ー ブ と 、 Express-hyb（ CLONTECH） 中 、 65℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る
。 こ の プ ロ ー ブ は 、 配 列 番 号 1ま た は 2の 相 補 鎖 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 11個 の 連 続 す る
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 被 験 化 合 物 が 存 在 し な い 場 合 に 得 ら れ る シ グ ナ ル と 比 較 し て 、 ヒ ト
B7-H2特 異 的 シ グ ナ ル を 減 少 さ せ る 被 験 化 合 物 を 、 ヒ ト B7-H2遺 伝 子 発 現 の 阻 害 剤 で あ る と
同 定 す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
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【 ０ ２ ０ ７ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の ヒ ト B7-H2選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 1ま
た は 配 列 番 号 2） と B7-H2の 他 の 変 異 体 と の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の ヒ ト B7-H2選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 3ま た は
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【 図 ３ 】 B7-H2転 写 物 1ま た は 2 mRNAの 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 示 す 図 で あ る 。
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