
(57)【要約】
【課題】ヒト宿主において  OX-40抗原を発現する CD4+ T－細胞の集団を減じるための医薬
組成物の提供。
【解決手段】配列番号：１に示すアミノ酸配列を有するヒト OX40抗原に特異的に結合する
ことが出来る抗体又は当該結合性を有する当該抗体の断片と細胞毒素との結合体を含んで
成る、ヒト宿主において  OX-40抗原を発現する CD4+ T－細胞の集団を減じるための医薬組
成物。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ： １ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト OX40抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 出 来
る 抗 体 又 は 当 該 結 合 性 を 有 す る 当 該 抗 体 の 断 片 と 細 胞 毒 素 と の 結 合 体 を 含 ん で 成 る 、 ヒ ト
宿 主 に お い て OX-40抗 原 を 発 現 す る CD4 + T－ 細 胞 の 集 団 を 減 じ る た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 自 己 免 疫 炎 症 を 低 下 さ せ る た め に OX40抗 原 を 発 現 す る CD4 + T細 胞 の 集 団 を 減 少 さ せ る た
め の 、 請 求 項 １ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － リ ン パ 球 、 特 に  CD4 +  サ ブ ク ラ ス に 属 す る そ れ ら の Ｔ － リ
ン パ 球 の 特 異 的 消 耗 （ deplation)の た め の 方 法 に 関 す る 。 そ の よ う な 活 性 化 さ れ た Ｔ － リ
ン パ 球 、 た と え ば  CD4 +  T－ リ ン パ 球 は 、 多 発 性 硬 化 症 及 び 移 植 拒 絶 に 関 与 す る ヒ ト に お
け る 多 く の 状 態 に 関 連 し て い る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － リ ン パ 球 、 た と え ば
特 定 の 疾 病 又 は 状 態 に 関 与 す る  CD4 + T－ 細 胞 が 消 耗 さ れ る が 、 し か し 活 性 化 さ れ て い な い
Ｔ － リ ン パ 球 、 た と え ば  CD4 +  Ｔ － 細 胞 レ パ ー ト リ ー は 影 響 さ れ な い よ う な 処 置 を 提 供 す
る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 CD4 + T－ リ ン パ 球 （ 本 明 細 書 に お い て は 、  CD4 + T－ 細 胞 と し て 言 及 さ れ る ） は 、 感 染 及
び 潜 在 的 な 癌 細 胞 を 退 治 す る こ と に お い て 他 の 白 血 球 に “ 助 け （ help） ” を 与 え る の で 、
免 疫 シ ス テ ム に お い て 中 心 的 な 役 割 を 演 ず る 。  CD4 + T－ 細 胞 は 液 性 及 び 細 胞 介 性 在 免 疫 の
両 方 に お い て 必 須 の 役 割 を 演 じ 、 そ し て さ ら に 、 そ れ ら は 寄 生 体 感 染 の 間 、 好 酸 球 及 び 肥
満 細 胞 の 分 化 を 促 進 す る よ う に 作 用 す る 。  CD4 + T細 胞 集 団 が 消 耗 さ れ る 場 合 （ AIDS患 者 に
お け る 場 合 の よ う に ） 、 宿 主 は 、 宿 主 に 通 常 は 脅 威 を 与 え な い 多 く の 病 原 体 及 び 腫 瘍 に 敏
感 に さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 っ て 、  CD4 + T－ 細 胞 は 病 気 の 防 止 に 重 要 で 有 益 な 役 割 を 演 じ る が 、 そ れ ら の 細 胞 の 異
常 な 機 能 が 重 大 な 問 題 を 生 む 可 能 性 が あ る 。 あ る 個 人 に お い て は 、  CD4 + T－ 細 胞 の 異 常 な
機 能 が 自 己 免 疫 及 び 他 の 疾 患 状 態 を 導 く （ Swanborg, R.H., 1984； Cush, J.J., and Lips
ky, P.E., 1988； Caspi et al., 1988) 。  CD4 + T－ 細 胞 が 関 連 し て い る 自 己 免 疫 疾 患 は 、
多 発 性 硬 化 症 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 及 び 自 己 免 疫 ブ ド ウ 膜 炎 を 包 含 す る （ 一 般 的 に は 、 Stei
nman, L., 1933を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 質 的 に は 、 そ れ ら の 疾 患 で は 、 免 疫 シ ス テ ム が 侵 入 す る 病 原 体 を 攻 撃 す る と い う 通 常
の 役 割 が 破 壊 さ れ 、 そ し て 代 わ り に 、 宿 主 本 体 の 組 織 を 攻 撃 し 、 病 気 及 び 死 さ え も 導 び く
異 常 な 免 疫 応 答 が 生 ず る 。 標 的 に さ れ る 宿 主 組 織 は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 間 で 異 り 、 た と え ば
多 発 性 硬 化 症 に お い て は 、 免 疫 シ ス テ ム が 脳 及 び 脊 髄 の 白 質 を 攻 撃 し 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎
に お い て は 、 免 疫 シ ス テ ム は 関 節 の 滑 膜 内 層 を 攻 撃 す る 。 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 は ま
た 、 他 の 疾 患 、 た と え ば 移 植 組 織 及 び 器 官 の 拒 絶 に 並 び に  CD4 + T－ 細 胞 リ ン パ 腫 の 増 殖 に
関 与 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 異 常 な  CD4 + T－ 細 胞 活 性 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 状 態 の 研 究 は 、 い く 種 か の 動 物 モ デ ル 及
び 特 に 、 多 く の 実 験 的 に 誘 発 さ れ た 自 己 免 疫 疾 患 に 焦 点 を 合 わ さ れ て い る 。 動 物 に お け る
そ れ ら の 実 験 的 に 誘 発 さ れ た 疾 病 に 基 づ く 研 究 は 、 そ れ ら が そ の 対 応 す る ヒ ト 疾 患 の 処 置
に お い て 有 用 な 情 報 を 提 供 す る で あ ろ う と い う 考 え を 前 提 条 件 と し て い る 。 こ の 目 的 の 遂
行 に お い て は 、  CD4 + T－ 細 胞 が 動 物 に お け る い く つ か の 実 験 的 に 誘 発 さ れ た 自 己 免 疫 疾 患
、 た と え ば 実 験 的 な 自 己 免 疫 性 脳 脊 髄 炎 (EAE) 、 コ ラ ー ゲ ン 誘 発 性 関 節 炎 (CIA) 及 び 実 験
的 な 自 己 免 疫 性 ブ ド ウ 膜 炎 (EAU) を 担 当 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 EAEは 、 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBP、 脳 及 び 脊 髄 の 白 質 の 成 分 ） に 対 し て 動 物 を 自
己 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 誘 発 さ れ 、 そ し て 多 発 性 硬 化 症 で 観 察 さ れ る の と 同 じ 臨 床 学 的
徴 候 ： 脱 髄 及 び 麻 痺 を 生 ぜ し め る 。 多 発 性 硬 化 症 の た め の 比 較 モ デ ル と し て の  EAEモ デ ル
の 価 値 の 証 明 は 、 そ れ ら の 状 態 が 原 因 関 係 を 共 有 す る こ と を 示 す 証 拠 に よ り 提 供 さ れ て い
る ： Steinman及 び 共 同 研 究 者 は 、 多 発 性 硬 化 症 患 者 の 脳 損 傷 に 見 出 さ れ る 優 性 細 胞 タ イ プ
が  CD4 + T－ 細 胞 で あ り (Oksenberg, J.R., et al., 1990) 、 そ し て そ れ ら の 脳 損 傷 に お け
る 細 胞 に 関 連 す る Ｔ － 細 胞 受 容 体 （ 抗 原 認 識 を 担 当 す る 分 子 ） が 実 験 的 な 自 己 免 疫 脳 脊 髄
炎 の 原 因 を 担 当 し て い る  CD4 + T－ 細 胞 上 と 同 様 に 、 抗 原 認 識 の た め の ３ 個 の ア ミ ノ 酸 結 合
モ チ ー フ を 有 す る (Oksenberg, J.R., et al., 1993) こ と を 示 し た 。 従 っ て 、 こ れ ら の す
べ て の 証 拠 は 、  EAEモ デ ル が 多 発 性 硬 化 症 の た め の 治 療 を 試 験 す る の に 有 用 で あ る こ と を
示 唆 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 多 く の 実 験 的 に 誘 発 さ れ た 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば EAE, CIA及 び  EAUに 対 す る 研 究 は 、
イ ン ビ ボ で 注 入 さ れ る 場 合 、  CD4 + T細 胞 を 結 合 す る 抗 体 が そ れ ら の 疾 病 の 進 行 を 阻 害 し 、
そ し て 移 植 拒 絶 を 阻 害 で き る こ と を 示 し た (Swanborg, R.H. 1983； Cobbold, S.P. et al.
, 1984； Steinman, L. 1993)。 こ の 抗 体 介 在 の 効 果 は 身 体 に お け る す べ て の  CD4 +  細 胞 を
消 耗 し 、 そ し て 不 活 性 化 す る (CD4 +  細 胞 に 結 合 す る 抗 体 は た ぶ ん 、 細 胞 の 活 性 を 阻 止 し 、
そ し て ま た 、 免 疫 シ ス テ ム に よ る 破 壊 の た め に  CD4 + 細 胞 を 標 的 に す る 。 ） こ の 方 法 は 、
リ ウ マ チ 様 関 節 炎 に 関 し て い く ら か の 好 結 果 を 示 し て お り 、 そ し て 現 在 、 多 発 性 硬 化 症 の
た め に 試 験 さ れ て い る （ 一 般 的 に は 、 Steinman, L., 1993を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 CD4 + T－ リ ン パ 球 集 団 を 破 壊 す る 治 療 ア プ ロ ー チ は そ れ ら の 自 己 免 疫 疾 患 を 改 善 す る こ
と に は 効 果 的 で あ る よ う に 見 え る が 、 こ の ア プ ロ ー チ は １ つ の ひ じ ょ う に 主 要 な 欠 点 を 有
す る 。 そ の 処 置 は 、 抗 原 反 応 性 で あ り そ し て 従 っ て 自 己 免 疫 過 程 に 関 与 す る そ れ ら の  CD4
+ T－ 細 胞 の 機 能 を 阻 害 す る の み な ら ず 、 ま た 静 止 し て お り そ し て 疾 病 に 関 与 し て い な い  C
D4 + T－ 細 胞 も ま た 阻 害 す る 。  CD4 + T－ 細 胞 は 一 般 的 な 免 疫 応 答 （ 感 染 性 物 質 に 対 し て 身 体
を 保 護 す る ） に お い て 重 要 な も の で あ る の で 、 全  CD4 + T－ 細 胞 集 団 の 破 壊 は 患 者 の 重 度 の
免 疫 無 防 備 状 態 を 引 き 起 こ し 、 そ し て 従 っ て 、 感 染 に 対 し て 高 い 敏 感 性 の 患 者 を も た ら す
。 好 ま し い ア プ ロ ー チ は 、 自 己 免 疫 応 答 に 活 動 的 に 関 与 す る そ れ ら の  CD4 + T－ 細 胞 の み を
除 去 し 、 そ し て 免 疫 シ ス テ ム に お い て そ れ ら の 通 常 の 役 割 の た め に 利 用 で き る  CD4 + T－ 細
胞 集 団 は そ の ま ま に 残 す こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の 処 理 方 法 は ま だ 達 成 さ れ て は い な い 。 従 っ て 、 体 止 し て い る  CD4 + T－ 細 胞 集 団 に は
影 響 を 与 え な い で 、 患 者 に お け る 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 の 集 団 を 特 異 的 に 消 耗 す る 方
法 を 提 供 す る こ と が 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 １ つ の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 体 止 し た Ｔ － 細 胞 集 団 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ て い
な い  CD4 + T－ 細 胞 を 損 な わ な い で 、 自 己 抗 原 特 異 的 Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た
 CD4 + T－ 細 胞 が イ ン ビ ボ で 特 異 的 に 排 除 さ れ 得 る 方 法 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 Ｔ
－ 細 胞 介 在 の 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 介 在 の 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば 多
発 性 硬 化 症 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 サ ル コ イ ド － シ ス 及 び 自 己 免 疫 ブ ド ウ 膜 炎 、 移 植 片 － 対
－ 宿 主 病 (gratt versus host disease)(GVHD) 及 び ／ 又 は 炎 症 性 腸 疾 患 の た め に 有 用 な 処
置 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 に よ り
引 き 起 こ さ れ る 他 の 不 所 望 の 免 疫 応 答 、 た と え ば 移 植 受 容 体 に お け る 移 植 さ れ た 組 織 及 び
器 官 の 拒 絶 を 排 除 す る た め の 方 法 も 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－
細 胞 リ ン パ 球 を 身 体 か ら 特 異 的 に 排 除 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 自 己 免 疫 病 変
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及 び 潜 在 的 に 有 害 な Ｔ － 細 胞 リ ン パ 腫 の 部 位 で 自 己 反 応 性 Ｔ － 細 胞 の 存 在 を 検 出 す る こ と
に よ っ て 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 に よ り 介 在 さ
れ る 状 態 の 早 期 診 断 の た め の 方 法 も 提 供 す る 。 こ の 早 期 診 断 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る
処 理 方 法 が 効 果 的 で あ り 、 そ し て そ う で な け れ ば 可 能 で あ る よ り も 早 い 、 状 態 の 処 置 を 促
進 で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 OX-40 と 称 す る 特 定 の タ ン パ ク 質 抗 原  (本 明 細 書 に お い て は  OX-40抗 原
と し て 言 及 さ れ る ） が 抗 原 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細
胞 の 細 胞 表 面 上 に 特 異 的 に 発 現 さ れ る と い う 発 見 に も 基 づ い て い る 。 特 に 、 ラ ッ ト に お け
る  EAE疾 患 を 用 い る 場 合 、 こ の 抗 原 は 、 炎 症 の 部 位 （ こ の 疾 病 モ デ ル に お い て は 脊 髄 ） で
存 在 す る が 、 し か し 非 炎 症 部 位 で は 存 在 し な い 活 性 化 さ れ た 自 己 抗 原 － 特 異 的  CD4 + T－ 細
胞 の 表 面 上 で 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に 、 そ れ ら の  CD4 + T－ 細 胞 上 で の こ の 抗 原
の 最 高 の 発 現 は 自 己 免 疫 性 の 臨 床 的 な 徴 候 の 開 始 の 前 日 に 生 じ る こ と が 見 出 さ れ て お り ；
こ の 抗 原 の 発 現 は 、 疾 患 が 進 行 す る に つ れ て 減 少 し た 。 本 発 明 に お い て 初 め て 示 さ れ る 、
 OX-40抗 原 の 発 現 の 特 異 性 及 び こ の 発 現 の 過 渡 的 な 性 質 は 、 Ｔ － 細 胞 介 在 状 態 の 動 物 、 た
と え ば ヒ ト に お い て の 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 の 抗 体 介 在 消 耗 の た め の 可 能 な 標 的 と し て こ
の 抗 原 の 試 験 を 動 機 付 け た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 者 は 、  OX-40抗 原 を コ ー ド す る cDNAを ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て 配 列 決 定 し た 。 従 っ
て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 配 列 又 は 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 番 号
１ の サ ブ 配 列 を 有 す る 核 酸 ； 又 は そ の 変 異 体 又 は 対 立 遺 伝 子 ； 又 は そ れ ら の い ず れ か に 対
す る 相 補 的 鎖 を 提 供 す る 。 配 列 番 号 １ の 特 定 の サ ブ 配 列 は 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 塩 基 15～ 848 又 は そ の 相 補 的 鎖 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 上 記 の よ う な 核 酸 又 は そ の 誘 導 体 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ
酸 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 適 切 に は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 １
に 示 さ れ る 配 列 の サ ブ 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 、 そ し て 抗 原 決 定 基 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 意 図 さ れ る 、 核 酸 配 列 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 の 間 に は 、 コ ー ド さ れ た
ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 更 を 付 与 し な い  DNA配 列 変 異 体 が 存 在 す る 。 次 に 、 “ 保 存 的 ” ア ミ ノ 酸
変 更 、 た と え ば 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る よ う な 、 １ つ の 酸 性 ア ミ ノ 酸 か ら も う １
つ の 酸 性 ア ミ ノ 酸 へ の 変 更 、 １ つ の 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 か ら も う １ つ の 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 へ の 変
更 、 １ つ の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 か ら も う １ つ の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 へ の 変 更 、 １ つ の 該 脂 肪 族 疎 水
性 側 鎖 か ら も う １ つ の 該 側 鎖 へ の 変 更 を 付 与 す る 配 列 変 異 体 が 存 在 す る 。 次 に 、 た と え ば
、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に お け る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 に 対 応 す る 変 異 体 、 及 び 抗 原 性 交
差 反 応 性 及 び ／ 又 は 類 似 す る 結 合 特 異 性 の ポ リ ペ プ チ ド を も た ら す 他 の 変 異 体 が 存 在 す る
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 に 言 及 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 及 び 変 異 体 の 抗 原 性 は 、 た と え ば 配 列 番 号 １ に よ り
コ ー ド さ れ る よ う な  OX-40抗 原 と 共 有 す る か 又 は 交 差 反 応 性 の 抗 原 決 定 基 、 た と え ば  OX-
40が 細 胞 表 面 上 に 存 在 す る 場 合 、 特 異 的 結 合 剤 に 接 近 で き る  OX-40の 決 定 基 と 共 有 さ れ る
決 定 基 を 有 す る 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 特 定 の 細 胞 型 に 対 す る 標 的 抗 原 を 単 に 発 見 す る こ と は 、 そ の 特 定 の 細 胞 型 の 消 耗 を 必 要
と す る 治 療 ア プ ロ ー チ の た め の 基 礎 を 提 供 し な い 。 す な わ ち 、 多 く の 抗 原 は 細 胞 表 面 か ら
は な れ て お り 、 そ し て 治 療 の た め の 標 的 と し て 適 切 で は な い 。 本 発 明 の さ ら な る 観 点 は 、
特 異 的 結 合 剤 、 た と え ば  OX-40タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 ぜ し め ら れ 、 そ し て 細 胞 毒 素 に 接 合
さ れ た 抗 体 が 抗 原 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 増 殖 を 阻 害 で き る と い う 発 見 で
あ る 。 こ の 発 見 は 、  OX-40抗 原 が  CD4 + T－ 細 胞 に よ り 急 速 に イ ン タ ー ナ ラ イ ズ さ れ る こ と
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を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の 発 見 に 基 づ く さ ら な る 研 究 は 、 本 発 明 の 重 要 な 焦 点 を 導 び き ； 抗 原 活 性 化 さ れ た  C
D4 + T－ 細 胞 の 集 団 が 、 特 異 的 結 合 剤 、 た と え ば  OX-40抗 原 に 対 し て 生 じ た 抗 体 と 細 胞 毒 素
と を 接 合 し 、 免 疫 毒 素 を 生 成 し 、 そ し て こ の 免 疫 毒 素 を 宿 主 に 投 与 す る こ と に よ り イ ン ビ
ボ で 消 耗 さ れ 得 る 例 証 を 導 い た 。 こ の 場 合 、 抗 体 は 、 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 の 表 面 上
の  OX-40抗 原 に 結 合 す る 。 免 疫 毒 素 の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン は 、 細 胞 の 死 を も た ら す 、
細 胞 中 に 摂 取 さ れ る 細 胞 毒 素 を も た ら す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 従 っ て 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 （ た と え ば  CD4 + T－ 細 胞 ） 介 在 炎 症 を 有 す る 宿 主 へ の こ
の 免 疫 毒 素 の 投 与 は 、 炎 症 の 部 位 又 は 他 の 部 位 で 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば
活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 を 消 耗 し （ 又 は 不 活 性 化 し ） 、 続 く 炎 症 及 び ／ 又 は 他 の 疾 病 の
臨 床 学 的 徴 候 の 改 善 を 導 く 。 従 っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 観 点 は 、 上 記 の よ う な ポ リ ペ プ チ
ド に 特 異 的 に 結 合 で き る 特 異 的 結 合 剤 、 た と え ば 細 胞 毒 性 剤 に よ り 接 合 さ れ た 抗 体 （ こ こ
で 、 抗 体 は Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 の 表 面 上 に 存 在 す る  OX-40
抗 原 を 認 識 し 、 そ し て そ れ に 結 合 す る ） の 有 効 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 活
性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 た と え ば  CD4 + T－ 細 胞 に よ り 介 在 さ れ る 状 態 を 有 す る 患 者 を 処 理 す
る た め の 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 方 法 は 、 Ｔ － 細 胞 、 た と え ば ヒ ト 宿 主 に お い て  OX-40抗 原 を 発 現 す る  C
D4 + T－ 細 胞 の 集 団 を 減 じ る た め の 方 法 及 び 多 発 性 硬 化 症 を 有 す る 患 者 に お け る 自 己 免 疫 炎
症 の 再 発 を 阻 止 す る た め の 方 法 に 関 し 、 こ こ で 前 記 方 法 は 本 発 明 の 特 異 的 結 合 剤 の 有 効 量
を 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 特 に 、 そ れ ら の 方 法 に 使 用 さ れ る 特 異 的 結 合 剤 は 、 細 胞 毒 性 物 質 （ 免 疫 毒 素 ） と 接 合 さ
れ た 抗 体 で あ り 、 こ こ で 前 記 抗 体 は 、 Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞
の 表 面 上 に 存 在 す る  OX-40抗 原 を 認 識 し 、 そ し て そ れ に 結 合 す る 。 あ る い は 、 そ の 方 法 は
、 Ｔ － 細 胞 の 表 面 上 で 発 現 さ れ る 場 合  OX-40抗 原 を 認 識 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の  Fab
、 F(ab') 2 又 は Fvフ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 特 異 的 結 合 剤 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 方
法 に お い て 有 用 な 他 の 特 異 的 結 合 剤 は 、 そ れ ら の 表 面 上 に  OX-40を 担 持 す る 細 胞 に 対 し て
細 胞 毒 性 効 果 を 付 与 で き る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 又 は 抗 体 － 依 存 性 細 胞 の 細 胞 毒 性 を 固 定 で き
、 補 足 で き 、 又 は 介 在 で き る い ず れ か の 特 異 的 結 合 剤 、 た と え ば ネ ズ ミ タ イ プ  IgG2a又 は
ヒ ト タ イ プ IgG1又 は IgG3の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fc領 域 の 特 性 を 示 す 構 造 体 を 有 す る か 又 は そ
れ に 結 合 さ れ る 特 異 的 結 合 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 に よ
り 介 在 さ れ る い ず れ か の 状 態 、 た と え ば 多 発 性 硬 化 症 、 サ ル コ イ ド － シ ス 、 リ ウ マ チ 様 関
節 炎 、 自 己 免 疫 ブ ド ウ 膜 炎 、 Ｔ － 細 胞 リ ン パ 腫 及 び 移 植 さ れ た 器 官 又 は 組 織 の 拒 絶 に 適 用
で き る 。 こ の 方 法 が 適 用 で き る さ ら な る 状 態 は 、 移 植 片 － 対 － 宿 主 病 又 は 反 応 、 及 び 炎 症
性 腸 疾 患 に 関 す る 。
　 Ｔ － 細 胞 は 、 た と え ば 抗 原 、 超 抗 原 （ super antigens) 、 マ イ ト ジ ェ ン 又 は モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 に よ り 活 性 化 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 先 行 す る 文 章 に 示 さ れ る 処 理 方 法 は 、 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 生 じ
さ せ る こ と が で き る 、 特 異 的 結 合 剤 、 た と え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト
を 用 い て 実 施 さ れ る で あ ろ う 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ヒ ト
化 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ ろ う 。 他 の 態 様 に お い て は 、 そ の 方 法 は 、 た と え ば フ ラ
グ メ ン ト 、 た と え ば 細 胞 毒 性 剤 と 接 合 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の  Fab、 F(ab') 2 又 は Fv
フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 細 胞 毒 性 接 合 体 を 利 用 し 、 こ こ で 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の フ
ラ グ メ ン ト が  OX-40抗 原 を 認 識 す る 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 実 質 的 に 抗 原 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 の み 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  C
D4 + T－ 細 胞 に 対 し て 、 細 胞 に お い て 結 合 す る 特 異 性 を 有 す る 特 異 的 結 合 剤 、 た と え ば モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 包 含 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 特 異 的 結 合 剤 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 特 定 の 特 異 的 結 合 剤 は 、 配 列 番 号 １ の 核 酸 配 列 の
コ ー ド 領 域 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の ヒ ト  OX-40に 対 し て 、 そ の  OX-40が 活 性 化
さ れ た 細 胞 の 表 面 上 に 存 在 す る 場 合 に 、 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 そ れ ら の 特 異 的 結 合 剤 は 適 切 に は 、 抗 体 結 合 ド メ イ ン を 含 ん で 成 り 、 そ し て 好 ま し く は
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 上 記 で 言 及 さ れ た よ う に 、 抗 体
は 好 ま し く は 、 少 な く と も 部 分 的 に ヒ ト 化 さ れ 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 ヒ ト 化 さ れ た モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 ん で 成 る 。
　 “ 特 異 的 結 合 ” と は 、 特 異 的 な 非 共 有 分 子 結 合 、 た と え ば 抗 体 と 対 応 す る 抗 原 又 は ハ プ
テ ン （ そ の “ 結 合 パ ー ト ナ ー ” ） と の 間 の 、 及 び ま た 、 他 の 特 殊 化 さ れ た 結 合 分 子 と そ れ
ら の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 間 の 結 合 を 言 及 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 抗 体 及 び そ れ ら の 結 合 ド メ イ ン に 関 し て の “ 少 な く と も 部 分 的 に ヒ ト 化 さ れ た ” と は 、
た と え ば 、 不 変 領 域 （ CH及 び CL） の み が ヒ ト ポ リ ペ プ チ ド に 対 応 し 、 あ る い は 、 不 変 及 び
可 変 領 域 の 両 者 が “ ヒ ト 化 さ れ ” 得 る 態 様 が 企 画 さ れ る こ と を 意 味 す る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 観 点 は 、 特 異 的 結 合 剤 、 た と え ば 分 子 的 に 結 合 さ れ た 、 た と え ば 共
有 結 合 さ れ た 細 胞 毒 素 を さ ら に 含 ん で 成 る 上 記 の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。
抗 体 － 細 胞 毒 素 接 合 体 （ 免 疫 毒 素 と し て も 知 ら れ て い る ） は 、 上 記 処 理 方 法 へ の 使 用 の た
め に 適 切 で あ る 。 そ の よ う な 特 異 的 結 合 剤 の 例 は 、 細 胞 毒 性 剤 と 接 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の  Fab、 F(ab') 2 又 は Fvフ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 治 療 的 な 使 用 の た め に は 、 本 発 明 の 特 異 的 結 合 剤 は 、 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー を
含 む 医 薬 組 成 物 の 形 で 適 切 に は 投 与 さ れ る 。 前 記 キ ャ リ ヤ ー は 、 固 体 又 は 好 ま し く は 液 体
キ ャ リ ヤ ー 、 た と え ば 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 水 又 は 塩 溶 液 で あ る 。
　 本 発 明 の さ ら な る 観 点 は 、 上 記 特 異 的 結 合 剤 と Ｔ － 細 胞 と を 接 触 し 、 そ し て 活 性 化 さ れ
た Ｔ － 細 胞 の レ ベ ル を 定 量 化 す る こ と を 含 ん で 成 る 、 患 者 に お け る 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細
胞 、 た と え ば  CD4 + T－ 細 胞 に よ り 介 在 さ れ る 状 態 を 検 出 す る た め の 方 法 を 含 む 。 適 切 に は
、 前 記 方 法 は 、 患 者 か ら の 生 検 サ ン プ ル 、 た と え ば 移 植 片 － 対 － 宿 主 病 を 有 す る と 思 わ れ
る 患 者 か ら の 腸 生 検 サ ン プ ル 又 は 血 液 サ ン プ ル 、 炎 症 性 腸 疾 患 を 有 す る と 思 わ れ る 患 者 か
ら の 腸 生 検 サ ン プ ル 、 又 は 脳 脊 髄 液 の サ ン プ ル に 対 し て 行 な わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 観 点 は 、 患 者 か ら の 適 切 な 生 検 サ ン プ ル を 得 、 そ し て 次 に 、 そ の 生 検
サ ン プ ル 中 の 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 の 百 分 率 を
、 特 異 的 結 合 剤 、 た と え ば  OX-40抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て 定 量 す る こ と に よ
っ て 、 患 者 に お け る 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 に よ
り 介 在 さ れ る 炎 症 状 態 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ る 。 本 発 明 の 他 の 観 点 は 、 活 性 化 さ れ た
Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 +  細 胞 に よ り 介 在 さ れ る 状 態 を 検 出 す る た め の
試 験 キ ッ ト 、 及 び 医 薬 的 に 投 与 で き る 形 で の 抗 体 及 び 適 切 な 賦 形 剤 並 び に 容 器 を 含 ん で 成
る 処 理 用 キ ッ ト を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 、 ラ ベ ル さ れ る 上 記 の よ う な 特 異 的 結 合 剤 を 含 ん で 成 る 、 患 者 に お け る
活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 た と え ば  CD4 + T－ 細 胞 に よ り 介 在 さ れ る 状 態 を 検 出 す る た め の キ
ッ ト を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 上 記 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 又 は 特 異 的 結 合 剤 を
含 ん で 成 る 分 析 物 の 検 出 又 は 定 量 の た め の 特 異 的 結 合 ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の キ ッ ト を
提 供 し 、 こ こ で 前 記 キ ッ ト は 、 分 析 物 を 認 識 で き る 特 異 的 結 合 剤 を 含 ん で 成 る 第 １ 試 薬 、
分 析 物 又 は 前 記 第 １ 試 薬 の い ず れ か に 特 異 的 に 結 合 で き る 物 質 を 含 ん で 成 る 第 ２ 試 薬 、 及

10

20

30

40

50

(6) JP 2007-45832 A 2007.2.22



び 前 記 第 ２ 試 薬 の た め の ラ ベ ル を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 そ の よ う な キ ッ ト に お い て は 、 第 １ 試 薬 は 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 含 ん で 成 り 、
そ し て 第 ２ 試 薬 は 第 １ 試 薬 に 対 し て 特 異 的 な ラ ベ ル さ れ た 抗 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で 成 る 。
　 他 方 、 第 １ 試 薬 は 分 析 物 の た め の 固 定 さ れ た 特 異 的 結 合 試 薬 を 含 ん で 成 り 、 そ し て 、 第
２ 試 薬 は 、 分 析 物 が ま た 第 １ 試 薬 に 結 合 し た 場 合 に 、 分 析 物 に 結 合 で き る 特 異 的 結 合 剤 で
あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て は 、 第 ２ 試 薬 は 、 第 １ 試 薬 へ の 結 合 に 関 し て 分 析 物 と 競 争 で き る
物 質 を 含 ん で 成 る 。
　 こ の 方 法 に 使 用 す る た め に は 、 特 異 的 結 合 剤 は さ ら に 、 ラ ベ ル 、 た と え ば 放 射 性 ラ ベ ル
又 は 螢 光 ラ ベ ル を 含 ん で 成 り 、 そ し て そ れ ら の 特 異 的 結 合 剤 は 本 発 明 の さ ら な る 観 点 を 形
成 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 特 異 的 結 合 剤 は 、 通 常 の 手 段 で ク ロ ー ン 化 さ れ 、 そ し て 配 列 決 定 さ れ 得 る 。 従
っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の よ う な 特 異 的 結 合 剤 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 配 列
を 提 供 す る 。
　 組 換 え 技 法 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 特 異 的 結 合 剤 の 両 者 を 調 製 す る た め に 使 用 さ
れ 得 る 。 従 っ て 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 、 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 生 物 及 び 宿 主 生 物 の 培 養 を 包
含 す る 調 製 方 法 が 、 本 発 明 の さ ら な る 観 点 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 OX40結 合 剤 、 た と え ば 抗 － OX40モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 に よ り 介 在
さ れ る 疾 患 、 た と え ば 移 植 片 － 対 － 宿 主 病 を 有 す る そ れ ら の 患 者 に 投 与 さ れ 得 る 。 投 与 さ
れ る 量 は 、 患 者 の 徴 候 に 一 部 又 は 全 体 的 に 改 善 を も た ら す の に 必 要 と さ れ る 量 に 依 存 す る
で あ ろ う 。 こ れ は 病 状 の 重 症 度 及 び 投 与 の 経 路 に の み な ら ず 、 ま た 他 の 治 療 剤 （ た と え ば
グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ 、 プ レ ド ニ ゾ ロ ン ） の 投 与 に も 依 存 す る で あ ろ う
。 OX40結 合 剤 は 、 全 身 的 に （ た と え ば 静 脈 内 ） 又 は 局 部 的 に （ た と え ば 筋 肉 内 ） 投 与 さ れ
得 る 。 他 の と こ ろ で 論 じ た よ う に 、 OX40結 合 剤 は 、 最 大 の 治 療 効 果 の た め に 毒 性 物 質 に 結
合 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　
　 GVHDの 場 合 、 ド ナ ー 組 織 又 は 細 胞 に 由 来 す る 免 疫 担 当 Ｔ 細 胞 が 受 容 体 の 組 織 、 た と え ば
皮 膚 、 腸 及 び 肝 臓 を 攻 撃 し 、 そ れ ら の 正 常 な 機 能 を 行 う そ れ ら の 能 力 を 非 労 に 譲 歩 さ せ る
。 そ の よ う な 攻 撃 は 、 制 御 さ れ な け れ ば 、 患 者 の 死 を 導 く こ と が あ る 。 本 発 明 の 治 療 剤 は
、 ド ナ ー Ｔ 細 胞 の 活 性 化 を 阻 止 し 、 又 は 排 除 す る た め に 使 用 さ れ 、 そ れ に よ っ て 疾 病 進 行
を 阻 止 し 、 又 は 停 止 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　
　 本 発 明 は イ ン ビ ト ロ で の 診 断 試 験 及 び 方 法 に 使 用 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 OX40結 合 剤 は 、
患 者 か ら の 生 検 サ ン プ ル に お け る OX40 + T細 胞 の 存 在 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 生 検
サ ン プ ル は 組 織 サ ン プ ル 又 は 血 液 サ ン プ ル で あ り 得 る 。 単 核 細 胞 が 標 準 的 技 法 に 従 っ て 血
液 又 は 組 織 か ら 単 離 さ れ （ Practical Immunology, L.Hudson and F.C.Hay, eds, Blackwe
ll Scientific Publications, Oxfordを 参 照 の こ と ） 、 そ し て 抗 － OX40抗 体 又 は OX40結 合
剤 融 合 タ ン パ ク 質 に よ り 染 色 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 次 に 、 OX40結 合 剤 の 存 在 が 、 発 色 団 、 た と え ば フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 又 は
フ ィ コ エ リ ス リ ン に よ り 結 合 さ れ る 抗 － グ ロ ブ リ ン 試 薬 に よ り 検 出 さ れ 、 そ し て 陽 性 細 胞
の 数 が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 又 は 螢 光 顕 微 鏡 に よ り 分 析 さ れ る （ た と え ば Practical Flow
 Cytometry, Shapiro, H.M., ed. Alan R Liss, New York； Practical Immunology, L.Hu
dson and F.C.Hay, eds. Blackwell Scientific Pablications, Oxfordを 参 照 の こ と ） 。
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他 方 、 組 織 サ ン プ ル は 標 準 的 技 法 に よ り 免 疫 組 織 化 学 染 色 の た め に 処 理 さ れ る （ た と え ば
 Immunocytochemistry： Practical Applications in Pathology and Biology, J.Polak a
nd S.van Noorden, eds. John Wright and Sons, Bristolを 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 OX40 +  細 胞 集 団 は 、 ２ 又 は ３ － 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 又 は 免 疫 組 織 化 学 に よ り さ ら に
特 徴 づ け ら れ る （ た と え ば 、 Practical Flow Cytometry. Shapiro, H.M., ed. Alan R.Li
ss, New York；  Immunocytochemistry： Practical Applications in Pathology and Biol
ogy. J.Polak and S.van Noorden, eds. John Wright and Sons, Bristolを 参 照 の こ と ）
。 OX40＋ 　 細 胞 の 検 出 は 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 、 た と え ば 炎
症 性 腸 疾 患 及 び GVHDの 診 断 及 び 処 理 を 助 け る こ と が で き 、 そ し て 疾 病 の 進 行 を 追 跡 す る た
め に 使 用 さ れ る ： OX40 +  細 胞 集 団 の 増 加 は 疾 病 の 悪 化 を 示 唆 し 、 投 与 さ れ る 治 療 剤 の 用 量
を 高 め る 必 要 性 を 示 し 、 そ し て OX40 + T細 胞 集 団 に お け る 低 下 は 改 善 を 示 唆 し 、 そ し て 従 っ
て 、 投 与 さ れ る 治 療 剤 の 量 の 低 下 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 GVHDの 危 険 な 状 態 （ た と え ば 同 種 骨 髄 移 植 の 後 ） で の 患 者 の 血 液 に お け る OX40 + 細 胞 の
レ ベ ル の 決 定 は 、 GVHDの 切 迫 し た 開 始 の 予 測 を 可 能 に す る こ と が で き る 。 GVHDを 制 御 す る
た め に 免 疫 抑 制 剤 の 初 期 投 与 は 、 好 結 果 を も た ら す 処 理 の 可 能 性 を 改 良 す る で あ ろ う 。
　 本 発 明 は イ ン ビ ボ で の 診 断 試 験 及 び 方 法 に 使 用 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 放 射 性 同 位 体 に 結
合 さ れ る OX40結 合 剤 の 投 与 は 、 イ ム ノ シ ン チ グ ラ フ ィ ー の た め に 使 用 さ れ 得 る 。
　 本 発 明 の そ れ ら の 及 び 他 の 観 点 は 、 次 の 本 発 明 の 図 面 及 び 記 載 か ら 、 よ り 容 易 に 明 ら か
に な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 図 １ は 、  RT7.2及 び  MRC OX-40抗 原 の 組 織 特 異 的 二 重 発 現 を 示 す 螢 光 活 性 化 細 胞 分 類 （
FACS） 装 置 か ら の ド ッ ト プ ロ ッ ト を 示 す 。 リ ン パ 球 は 、  EAEの 開 始 の 間 、 図 に 示 さ れ る 種
々 の 組 織 区 画 か ら 単 離 さ れ る 。 細 胞 は ｘ 軸 上 に 示 さ れ る フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー
ト （ FITC） に 接 合 さ れ た  OX-40抗 体 に よ り 染 色 さ れ 、 そ し て ｙ 軸 上 に 示 さ れ る  RT7.2抗 体
に 接 合 さ れ た Ｒ － フ ィ コ エ リ ス リ ン （ PE） に よ り 対 比 染 色 さ れ た 。 イ ソ タ イ プ 調 和 の 対 照
抗 体 が FITC及 び PE接 合 Abの 両 者 の ク ア ド ラ ン ト を 描 く た め に 使 用 さ れ た 。  OX-40抗 体 は 、
脊 髄 か ら 単 離 さ れ た ド ナ ー Ｔ － 細 胞 に 対 し て 50％ の 陽 性 で あ り 、 そ し て そ れ ぞ れ  CSF、 脾
臓 及 び 血 液 か ら 単 離 さ れ た ド ナ ー 細 胞 に 関 し て は 、 ８ ， ２ 及 び  1.8％ の 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 図 ２ は 、  EAEを 有 す る ラ ッ ト の 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た ド ナ ー Ｔ － 細 胞 に 基 づ く  OX-40発 現
の 時 間 の 経 過 を 示 す FACS装 置 か ら の ド ッ ト プ ロ ッ ト を 示 す 。 リ ン パ 球 は 、 疾 病 の 時 間 の 経
過 の 間 、 ラ ッ ト の 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た 。 細 胞 は  OX-40抗 体 に よ り 染 色 さ れ （ FITC） 、 そ し
て PE接 合  RT7.2抗 体 に よ り 対 比 染 色 さ れ た 。 イ ソ タ イ プ 調 和 の 対 照 抗 体 が FITC及 び PE接 合
Abの 両 者 の た め の ク ア ド ラ ン ト を 描 く た め に 使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 個 々 の ド ッ ト プ ロ ッ ト の た め の  EAE時 間 経 過 の 日 時 は グ ラ フ の 上 部 に 示 さ れ て お り 、 そ
し て 疾 病 の 評 点 （ 臨 床 的 な 徴 候 及 び 疾 病 評 点 の 重 症 度 は "EAEの 養 子 移 入 ” 下 で の 方 法 セ ク
シ ョ ン に 提 供 さ れ る ） が 、 疾 病 の 日 時 の 次 に 括 弧 で 示 さ れ て い る 。  RT7.2 +  細 胞 の 百 分 率
は そ れ ぞ れ 疾 病 の 開 始 の 後 ０ 、 １ 、 ２ 、 ３ 及 び ５ 日 目 で 77、 75、 81、 37及 び 52％ で あ っ た
。  OX-40抗 体 は 、 そ れ ぞ れ 、 ０ （ 開 始 の 前 の 日 ） 日 目 で ド ナ ー Ｔ － 細 胞 に つ い て 54％ の 陽
性 で あ り 、 そ し て １ 、 ２ 、 ３ 及 び ５ 日 目 で 41、 30、 18及 び 12％ の 陽 性 で あ っ た 。 ５ 日 目 で
、 “ ＋ ” の  EAE評 点 は 、 動 物 が 麻 痺 の 最 少 の 臨 床 学 的 徴 候 （ １ 以 下 ） を 有 す る が 、 し か し
完 全 に は よ く な い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 図 ３ は 、  EAEを 有 す る  Lewisラ ッ ト の 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た  OX-40陽 性 及 び 陰 性 の 分 類 さ
れ た 集 団 に お け る  TCR Vβ の 発 現 を 示 す 。  Lewisラ ッ ト は 、  CFAに お け る ミ エ リ ン 塩 基 性
タ ン パ ク 質 に よ り 活 性 に 免 疫 化 さ れ た 。 脊 髄 リ ン パ 球 が 疾 病 の 開 始 で 単 離 さ れ た 。 細 胞 は
、  OX-40分 離 の 後 す ぐ に 溶 解 さ れ 、  RNAが 単 離 さ れ 、 そ し て Ｖ β Ｔ 細 胞 受 容 体 遺 伝 子 使 用
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に つ い て 分 析 さ れ た 。 底 部 の ２ つ の パ ネ ル に お い て は 、 細 胞 が FACStar(Becton-Dickenson
, San Jose, CA) に よ り 分 類 さ れ 、 そ し て 上 部 の パ ネ ル は 分 類 さ れ て い な い 集 団 を 比 較 す
る 。 分 類 さ れ な か っ た 細 胞 集 団 は Ｖ β 8.2-FITC抗 体 に よ り 染 色 さ れ 、 そ し て パ ネ ル Ａ に お
け る  PCRデ ー タ に よ り 観 察 さ れ る の と 同 じ よ う な 陽 性 の 百 分 率 を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 図 ４ は 、 脊 髄 及 び リ ン パ 節 か ら 単 離 さ れ た  OX-40陽 性 細 胞 に 対 す る 抗 原 応 答 を 示 す 。  L
ewisラ ッ ト が  CFAに お け る  MBPに よ り 活 性 に 免 疫 化 さ れ 、 そ し て 脊 髄 リ ン パ 球 及 び リ ン パ
節 細 胞 が  EAEの 開 始 で 単 離 さ れ た 。 細 胞 が  OX-40 +  及 び  OX-40 -  画 分 に 分 類 さ れ 、 IL-2中
で ５ 日 間 、 培 養 さ れ 、 そ し て そ の 対 応 す る 抗 原 に よ り 刺 激 さ れ た 。 分 類 さ れ な か っ た 脊 髄
集 団 が IL-2中 で ５ 日 間 、 培 養 さ れ 、 そ し て 直 接 的 に ア ッ セ イ さ れ た 。 細 胞 は 照 射 さ れ た 胸
腺 リ ン パ 球 (APC) 及 び 抗 原 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 そ し て 〔 3 Ｈ 〕 － チ ミ ジ ン が 48時
間 後 に 添 加 さ れ た 。 三 重 反 復 試 験 用 ウ ェ ル を 、 ラ ベ ル の 添 加 後 18時 間 で 、 ガ ラ ス 繊 維 フ ィ
ル タ ー 上 に 収 穫 し た 。 す べ て の 細 胞 型 （ 但 し 、 分 類 さ れ て い な い 集 団 を 除 く ） が 対 照 と し
て ConAに よ り 刺 激 さ れ 、 そ し て 個 々 の グ ル ー プ に 関 し て 約 100,000CPMを 示 し た （ デ ー タ は
示 さ れ て い な い ） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 図 ５ は 、  OX-40-dgA接 合 体 に よ る 抗 原 特 異 的  CD4 + T－ 細 胞 増 殖 の 投 与 量 依 存 性 阻 害 を 示
す グ ラ フ で あ る 。 種 々 の 濃 度 の  OX-40免 疫 毒 素 が 一 定 量 の F1 T－ 細 胞 、 抗 原 を 表 わ す 細 胞
(APC) 及 び MBP(ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 抗 原 ） に 添 加 さ れ た 。 白 抜 き の 棒 グ ラ フ （ グ ラ
フ の 右 側 ） は 、 免 疫 毒 素 を 添 加 し な い で 、 投 与 を 伴 っ て 及 び そ れ を 伴 わ な い で （ そ れ ぞ れ
POS 及 び NEG)、 そ れ ら の Ｔ － 細 胞 の 増 殖 を 示 す （ 〔 3 Ｈ 〕 － チ ミ ジ ン の 組 込 み に よ り 示 さ
れ る ） 。 ア ッ セ イ は 、  200μ Lの 体 積 で 実 施 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 図 ６ Ａ 及 び ６ Ｂ は 、 OX-40－ 外 毒 素 接 合 体 に よ る 抗 原 特 異 的  CD4 + T－ 細 胞 増 殖 の 投 与 量
依 存 性 阻 害 を 示 す ２ つ の グ ラ フ で あ る 。 種 々 の 濃 度 の  OX-40－ 外 毒 素 が 一 定 量 の F1 T－ 細
胞 （ 図 ４ Ａ ） 又 は Lews T－ 細 胞 （ 図 ４ Ｂ ） 、  APC、 及 び  MBPに 添 加 さ れ た 。 白 抜 き の 棒 グ
ラ フ （ グ ラ フ の 右 側 ） は 、 抗 原 を 伴 っ て 及 び そ れ を 伴 わ な い で （ そ れ ぞ れ POS 及 び NEG)、
そ れ ら の Ｔ － 細 胞 の 増 殖 を 示 す （ 〔 3 H〕 － チ ミ ジ ン の 組 込 み に よ り 示 さ れ る ） 。 ア ッ セ イ
は  200μ Lの 体 積 で 実 施 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 図 ７ は 、 OX-40-dgA接 合 体 に よ る  PPD抗 原 特 異 的  CD4 + T－ 細 胞 増 殖 の 投 与 量 依 存 性 阻 害
を 示 す グ ラ フ で あ る 。 種 々 の 濃 度 の  OX-40免 疫 毒 素 が 一 定 量 の F1 T－ 細 胞 、 抗 原 表 示 の 細
胞 (APC) 及 び PPD(抗 原 ） に 添 加 さ れ た 。 白 抜 き の 棒 グ ラ フ （ グ ラ フ の 右 側 ） は 、 抗 原 を 伴
っ て 及 び そ れ を 伴 わ な い で の （ そ れ ぞ れ POS 及 び NEG)、 そ れ ら の Ｔ － 細 胞 の 増 殖 を 示 す 。
（ 〔 3 H〕 － チ ミ ジ ン の 取 込 み に よ り 示 さ れ る ） ア ッ セ イ は 、  200μ Lの 体 積 で 実 施 さ れ た
。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 ８ Ａ 及 び ８ Ｂ は 、 400μ ｇ の 用 量 の  OX-40-dgAに よ り 処 理 さ れ た ラ ッ ト （ 図 ６ Ａ ） 又
は 処 理 さ れ て い な い ラ ッ ト （ 図 ６ Ｂ ） の 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た リ ン パ 球 の 特 徴 を 示 す FACS装
置 か ら の ２ 種 の ド ッ ト プ ロ ッ ト で あ る 。 F1 MBP特 異 的  CD4 + T－ 細 胞 が 、 照 射 さ れ た Lews受
容 体 中 に 転 移 さ れ 、 そ し て  OX-40-dgAが そ の 転 移 と 同 じ 日 に 与 え ら れ た 。 そ の 転 移 集 団 は
、 PEに 接 合 さ れ た  RT7.2抗 体 に よ り 検 出 さ れ （ ｙ － 軸 上 に 示 さ れ る ） 、 そ し て 対 照 の 抗 体
抗 － ラ ッ ト IgM-FITCに よ り 対 比 染 色 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 図 ９ は 疾 病 開 始 の 初 日 に 投 与 さ れ る  OX-40免 疫 毒 素 処 理 を 示 す 。 F1 MBP特 異 的 Ｔ － 細 胞
が ８ 匹 の 照 射 さ れ た Lewsラ ッ ト 中 に 転 移 さ れ た 。 疾 病 開 始 の 初 日 、 ４ 匹 の 動 物 が  400μ ｇ
の  OX-40免 疫 毒 素 に よ り 処 理 さ れ 、 そ し て 処 理 さ れ な か っ た “ 対 照 ” 動 物 と 比 較 さ れ た 。
処 理 の 後 、 両 グ ル ー プ は 、  EAEの 臨 床 学 的 徴 候 が 静 ま る ま で 、 毎 日 評 価 さ れ た 。 グ ラ フ 上
で の 個 々 の 点 は 、 処 理 さ れ た 及 び 対 照 の グ ル ー プ に 関 し て ４ 匹 の 動 物 の 平 均 的 な 臨 床 学 的
評 点 を 表 わ す 。 そ の 臨 床 学 的 評 点 は 、 前 の 図 に 記 載 さ れ る の と 同 じ 尺 度 で 処 理 さ れ た 。
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【 ０ ０ ４ ９ 】
　 図 10は 、 OX-40免 疫 毒 素 に よ り 処 理 さ れ た 動 物 の 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た ド ナ ー 陽 性 (MBP特
異 的 ） Ｔ 細 胞 に 対 し て の 効 果 を 示 す 。 照 射 さ れ た  Lewisラ ッ ト が 、 F1（ Lews× Buffalo) M
BP特 異 的 Ｔ － 細 胞 （ １ × 10 7  個 の 細 胞 ／ 動 物 ） に よ り 注 射 さ れ た 。 パ ネ ル Ａ ， Ｃ 及 び Ｅ に
お い て は 、 動 物 は “ 対 照 ” と し て 使 用 さ れ 、 そ し て 脳 炎 誘 発 性 細 胞 の み を 受 け た 。 パ ネ ル
Ｂ ， Ｄ 及 び Ｆ に お い て は 、 動 物 は 脳 炎 誘 発 性 細 胞 ＋ 単 一 投 与 量 の  OX-40免 疫 毒 素 (400μ ｇ
／ 動 物 ） を i.p.に よ り 受 け た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 パ ネ ル Ｂ は 細 胞 転 移 の 同 じ 日 に 与 え ら れ た 処 理 の 効 果 を 示 し 、 そ し て パ ネ ル Ｄ 及 び Ｆ は
、 疾 病 の 開 始 の 前 日 （ 細 胞 転 移 の ４ 日 後 ） に 与 え ら れ た 処 理 の 効 果 を 示 す 。 パ ネ ル Ｄ 及 び
Ｆ に お い て は 、 す べ て の 動 物 は 、 処 理 の 24時 間 後 で あ る 、 疾 病 の 開 始 の 最 初 の 日 に 殺 さ れ
た 。 次 に 、 脊 髄 リ ン パ 球 が RT7.2-PEに よ り 染 色 さ れ 、 そ し て 陽 性 細 胞 ％ が 上 部 の 右 隅 に 示
さ れ て い る 。  RT7.2 +  脊 髄 リ ン パ 球 の 合 計 数 も 示 さ れ て お り 、 そ し て 脊 髄 調 製 物 か ら 単 離
さ れ た リ ン パ 球 の 合 計 数 に よ り  RT7.2 +  細 胞 の ％ を 掛 け 算 す る こ と に よ っ て 計 算 さ れ た 。
 EAE臨 床 学 的 評 点 が 上 部 左 隅 に 示 さ れ て お り 、 そ し て 次 の 尺 度 に 従 っ て 等 級 化 さ れ た ： ０
、 徴 候 な し ； １ 、 弱 々 し い 尾 ； ２ 、 後 脚 の 弱 体 化 、 運 動 失 調 ； ３ 、 後 部 １ ／ ４ の 麻 痺 ； ４
、 前 及 び 後 脚 の 麻 痺 、 瀕 死 の 状 態 。 こ の 尺 度 に お い て は 、 半 分 の 段 階 (0.5) は 、 動 物 が 番
号 を 付 け ら れ た 尺 度 の 重 症 度 の 間 に 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 11は 、 ヒ ト OX-40 cDNAの コ ー ド 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び ヒ ト  OX-40抗 原 の 理 論 的
な ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 そ れ ら の 配 列 は 、 付 随 す る 配 列 列 挙 に 示 さ れ る 配 列 番 号 １ 内 に 包
含 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 、 ま ず 最 初 に 、 抗 原 活 性 化 Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4＋ 　 Ｔ －
細 胞 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 不 望 の 免 疫 応 答 を 排 除 す る 方 法 を 提 供 す る 。 理 論 的 に 結 び つ け
る こ と は 所 望 し な い が 、 本 発 明 者 は 、 細 胞 表 面 抗 原 （ こ の 後 、  OX-40抗 原 と 称 す る ） が 活
性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 、 炎 症 の 部 位 で 見 出 さ れ る 活 性 化 さ れ た  CD4＋ 　 Ｔ －
細 胞 上 で 完 全 に 又 は 優 先 的 に 調 節 （ uprequlate)さ れ 、 そ し て こ の 細 胞 表 面 抗 原 が 急 速 に
イ ン タ ー ナ ラ イ ズ さ れ る よ う に 見 え る 。 こ の 発 見 に 基 づ い て 、  OX-40抗 原 を 発 現 す る 細 胞
を 破 壊 す る た め に 、 細 胞 毒 素 に 結 合 さ れ た  OX-40タ ン パ ク 質 （ こ こ で は 、  OX-40抗 体 と 称
す ） に 結 合 す る 抗 体 を 利 用 す る 治 療 方 法 が 開 発 さ れ た 。 こ の タ イ プ の 治 療 は 、 そ れ が 活 性
化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 の み を 標 的 化 し 、 そ し て 損 な
わ れ て い な い 残 り の Ｔ － 細 胞 レ パ ー ト リ ー を 残 す の で 、 ひ じ ょ う に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 は 、 多 く の 抗 原 活 性 化
自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば 多 発 性 硬 化 症 、 サ ル コ イ ド － シ ス 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 及 び 自 己 免
疫 ブ ド ウ 膜 炎 、 並 び に 移 植 拒 絶 に 関 連 し て い る （ Swanborg, R.H., 1984； Cush, J.J.,and
 Lipsky, P.E., 1988； Caspi et al., 1988； Cobbold, S.P. et al., 1984.)。  CD4+T－
細 胞 リ ン パ 腫 は ま た 、 活 性 化 さ れ た 表 現 型 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Gootenberg, J.
E. et al., 1981)。 本 発 明 は 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4＋
　 Ｔ － 細 胞 に よ り 介 在 さ れ る そ れ ら の 及 び 他 の 状 態 の 診 断 方 法 及 び 処 理 方 法 の 両 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 及 び 本 発 明 に 使 用 さ れ る 関 連 の 材 料 及 び 方 法 の 記 載 に 従 え ば 、 本 発 明
の 開 発 の 間 に 得 ら れ た 実 験 デ ー タ が 提 供 さ れ て い る 。 そ れ ら の デ ー タ は 、  OX-40タ ン パ ク
質 が 、 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBP) に よ り 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 の 表 面 上 の 、  E
AEを 有 す る ラ ッ ト に お け る 自 己 免 疫 炎 症 の 部 位 で 独 占 的 に 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。  MBP活
性 化 さ れ た  CD4＋ 　 Ｔ － 細 胞 の 増 殖 が リ シ ン  dgA細 胞 毒 素 に よ り 接 合 さ れ た  OX-40抗 体 を
用 い て イ ン ビ ト ロ で 阻 害 さ れ 得 る こ と が さ ら に 示 さ れ る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 阻 害 活 性 は 、  MBP活 性 化 細 胞 に 限 定 さ れ る の で は な く 、 ま た 、 他 の 抗 原 、 た と え ば
マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル キ ュ ロ シ ス （ Mycobacterium tuberculosis） に 由 来 す る 抗 原
に よ り 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 の 増 殖 の 阻 害 に お い て も 効 果 的 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
 OX-40抗 体 － 細 胞 毒 素 接 合 体 は イ ン ビ ボ に お い て 効 果 的 で あ る こ と が 示 さ れ て お り ； そ の
接 合 体 の 使 用 は  EAEの 臨 床 的 な 進 行 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ に 続 い て 、 ヒ ト
 OX-40相 同 体 の ク ロ ー ニ ン グ が 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産
生 と 共 に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 適 用 を 示 す 種 々 の 例 が 示 さ れ て い る 。 特 に 、 例 １ は 本 発 明 に よ り 可 能 に さ れ る
ヒ ト OX-40 cDNAの 好 ま し い 生 成 方 法 を 記 載 す る 。 例 ２ は 精 製 さ れ た ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質
の 生 産 方 法 を 記 載 し 、 そ し て 例 ３ は ヒ ト タ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 を 記 載 す る 。 例 ４ は 、 ヒ ト に お け る 治 療 使 用 の た め に 適 切 で あ る そ れ
ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及 び 診 断 使 用 の た め に 適 切 で あ る 他 の 抗 体 接 合 体 に 基 づ く 免 疫
毒 素 の 製 造 を 記 載 す る 。 例 ５ は 、 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 介 在 の 状 態 の 診 断 へ の ヒ ト  O
X-40モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 を 記 載 し 、 そ し て 例 ６ は 治 療 用 途 へ の 免 疫 毒 素 の 使 用 を 記
載 す る 。 例 ７ は 、 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 介 在 の 状 態 の 診 断 及 び 処 理 の た め の キ ッ ト を
記 載 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　
　 ：  Lewis及 び  Buffaloラ ッ ト を 、  Haklan Sprague-Dawley,Inc., Indianapolis, I
Nか ら 得 た 。 生 後 、 12週 目 の 雌 の Lewsラ ッ ト と 、 生 後 12週 目 の 雄 の  Buffaloラ ッ ト と を 交
配 し 、 F1 Lewis× Buffalo ハ イ ブ リ ッ ド 動 物 を 生 ぜ し め た 。 そ れ ら の Ｆ １ 子 孫 を 、  MBP免
疫 化 の た め に 生 後 ８ ～ 12週 目 で 使 用 し た 。 ラ ッ ト は 、 制 度 化 し た ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 、
VA Medical Center Animal Care Facility,Portland, ORで 、 微 生 物 フ リ ー 条 件 下 で 飼 育
さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ： Ｔ リ ン パ 球 系 を 、 ミ エ リ ン 塩 基 性
タ ン パ ク 質 (MBP) に よ る 免 疫 化 の 後 、 12日 目 で 選 択 し た 。 こ の 方 法 の 詳 細 は 、 先 に 記 載 さ
れ て い る （ Vandenbark, A.A., et al., 1985) 。 手 短 に 言 え ば 、 リ ン パ 節 細 胞 懸 濁 液 を 、
１ ％ 自 己 由 来 の ラ ッ ト 血 清 を 含 む  RPMI 1640中 の MBP(30μ ｇ ／ ml） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 37℃ で ７ ％  CO２ 雰 囲 気 下 で ３ 日 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 細 胞 を 、 10％ 馬 血
清 及 び IL-2を 含 む RPMI中 で 培 養 し た 。 Ｔ － 細 胞 系 を 、 分 割 の 速 度 が 遅 く な る ま で 、 こ の 培
地 に 維 持 し た 。 こ の 点 で (MBP刺 激 の 後 、 ７ ～ 14日 ） 、 細 胞 を 、 照 射 さ れ た Lews胸 腺 細 胞 に
よ り 提 供 さ れ る 10μ ｇ ／ mlの  MBPに よ り 再 刺 激 し 、 そ し て 続 い て 、 IL-2含 有 培 地 に お い て
さ ら に 拡 張 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ：  EAEの 受 動 的 な 移 入 の た め の Ｆ １ 又 は  Lewis T－ 細 胞 系 の 活 性 化 を 、 1
0mlの 培 地 に お け る 、 ５ × 10 6 個 の Ｔ － 細 胞 、  100× 10 6 個 の 照 射 さ れ た  APC及 び 10μ ｇ ／ m
lの  MBPを 用 い て 10cm 2  培 養 皿 に お い て 実 施 し た 。 ３ 日 間 の 活 性 化 の 後 、 芽 細 胞 を 計 数 し
、 そ し て ５ ～ 10× 10 6 個 の Ｔ － 細 胞 芽 細 胞 を 、 関 連 す る  APC集 団 と 共 に 、 照 射 さ れ た (Lewi
s移 入 中 へ の Ｆ １ の た め に は  600ラ ド ） 又 は 照 射 さ れ て い な い 純 粋  Lewisラ ッ ト 中 に i.p.
注 入 し た 。 そ の 純 粋 な 同 種 受 容 体 を 、 養 子 移 入 の 前 日 に 照 射 し た 。 受 容 体 ラ ッ ト を 毎 日 調
査 し 、 そ し て 疾 病 の 臨 床 学 的 徴 候 を 記 録 し 、 そ し て 次 の 通 り に  EAE評 価 し た ： ０ ＝ 徴 候 な
し ； １ ＝ 弛 緩 し た 尾 ； ２ ＝ 運 動 失 調 ； ３ ＝ １ ／ ４ 下 半 身 の 麻 痺 ； ４ ＝ 四 肢 麻 痺 ／ 瀕 死 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ： 脳 脊 髄 液 (CSF) を 、 ８ つ の 管 を 有 す る 27ga× ３ ／ ８ ″ 針 を 用 い て の 大 槽 穿 刺
の 実 施 に よ り 収 集 し た （ Abbott Hospitals,Inc., Chicago, IL)。  CSFを RPMIに １ ： ４ で
希 釈 し 、 そ し て 生 存 細 胞 数 を 計 数 し た 。 平 均 、  100μ ｌ ／ ラ ッ ト が 収 集 さ れ た 。 サ ン プ ル
は 、  RBC／ WBC 比 が ２ ： １ を 越 え る 場 合 、 除 外 さ れ た 。 血 液 を 心 臓 の 穿 刺 に よ り 得 、 そ し
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て リ ン パ 球 を  Kruisbeek, A.M., 1992に よ り 記 載 さ れ て い る よ う に し て Ficoll-Hypaque上
で 分 離 し た 。 脾 臓 細 胞 を 針 金 の メ ッ シ ュ ス ク リ ー ン を 通 し て 押 し 出 し 、 そ し て  RBCを  NH
４ Cl法 に よ り 溶 解 し た (Kruisbeek, A.M., 1992) 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ： 脊 髄 単 核 細 胞 を 、 公 開 さ れ た 方 法 （ Bourdetts, D.N. et al., 19
91） の 変 法 に 従 っ て 単 離 し た 。 手 短 に 言 え ば 、 脊 髄 を ガ ス 注 入 に よ り 単 離 し 、 す べ て の 汚
染 性 血 液 細 胞 を 除 去 す る た め に RPMIに よ り ３ 度 洗 浄 し 、 均 質 化 し 、 そ し て 次 に 、 針 金 の メ
ッ シ ュ ス ク リ ー ン に 通 し た 。 次 に 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 そ し て 等 張 Percoll(80％ ） に 再 懸 濁 し
た 。 そ れ ぞ れ 個 々 の 脊 髄 の た め に 、 10mlの 段 階 グ ラ ジ エ ン ト を 、 円 錐 上 の 15mlの 管 中 に 注
い だ 。 個 々 の 段 階 グ ラ ジ エ ン ト は 、  100％ （ ２ ml） 、 80％ （ ４ ml） 及 び 40％ （ ４ ml） の 等
張  Percollを 有 し 、 そ し て 細 胞 を 80％ 画 分 の 部 分 と し て 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 80／ 40％  Percoll段 階 間 の 界 面 を 収 穫 し 、 そ し て 細 胞 を 直 接 的 に 回 転 沈 降 し 、 そ し て 洗
浄 し た 。 こ の 界 面 で 得 ら れ た リ ン パ 球 は 、 前 方 へ の 散 乱 に よ り 評 価 さ れ る よ う に 、 休 止 及
び 幼 芽 集 団 の 両 者 を 含 ん だ 。  EAEを 有 す る 動 物 の 脊 髄 か ら 得 ら れ た リ ン パ 球 の 典 型 的 な 収
量 は 、 通 常 、  0.5～  1.5× 10 6 個 の 細 胞 で あ っ た 。 リ ン パ 球 回 復 は 疾 病 時 間 の 間 は 、 明 瞭
に 一 貫 し て お り 、 そ し て  EAEの 回 復 期 の 最 後 の 日 、 最 大 の 細 胞 数 の １ ／ ２ 又 は １ ／ ３ に 低
下 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ： 図 １ 及 び ２ に 示 さ れ る 二 重 螢 光 分 析 に 関 し て は 、 使
用 さ れ る 抗 体 は 、 RT7.2-PE Ab(Pharmingen,La Jolla, CA) 及 び MRC OX-40-FITC Ab(Pharm
ingen, La Jolla, CA) で あ っ た 。 す べ て の 分 析 は 、 製 造 業 者 の 教 示 に 従 っ て 操 作 さ れ る F
ACScan Research Version A (Becton Dickenson, San Jose, CA)に よ る  FACScan上 で 行 な
わ れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ： 増 殖 ア ッ セ イ を 、 前 述 の よ う に し て 、 96－ ウ ェ ル プ レ ー ト で
行 な っ た (Vandenbark, A.A. et al., 1985)。 手 短 に 言 え ば 、 ２ × 10４ 　 の  CD4＋ 　 Ｔ －
細 胞 及 び １ × 10 6 の 照 射 さ れ た 胸 腺 細 胞 ／ ウ ェ ル を 、 MPMI及 び １ ％ ラ ッ ト 血 清 、 並 び に 抗
原 及 び 種 々 の 濃 度 の  OX-40免 疫 毒 素 又 は 毒 素 の み を 含 む  200μ ｌ の 溶 液 中 で イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 そ の 培 養 物 を 72時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 最 後 の 18時 間 は 、  0.5Bq〔 3 H〕 － チ ミ ジ
ン の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー 上 に 収 穫 し 、 そ し て 〔 3 H
〕 － チ ミ ジ ン 摂 取 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン に よ り 評 価 し た 。 平 均  cpmを 三 重 反 復 試 験 ウ ェ
ル か ら 計 算 し た 。 反 復 試 験 ウ ェ ル か ら の SDは 、 そ の 平 均 値 か ら 10％ 以 下 変 化 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ： 純 粋 な  Lewisラ ッ ト に 、 １ つ の フ ラ ス コ に お け る 注 射 さ れ
る  MBP特 異 的  CD4 + T－ 細 胞 の 脳 炎 誘 発 用 量 を 注 射 し 、 そ し て 反 対 の フ ラ ス コ に お け る 免 疫
毒 素 を 同 時 に 注 射 し た 。 初 め 、 免 疫 毒 素 の た め の 用 量 曲 線 を 設 定 し 、 そ し て 最 適 な 用 量 は
、  300～ 500 μ ｇ ／ 生 後 ８ 週 目 の ラ ッ ト で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 対 照 と し て 、 同 じ モ ル
量 の 毒 素 の み (dgA) が 同 様 に し て 動 物 に 与 え ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　
　 自 己 抗 原 特 異 的 Ｔ － 細 胞 が 自 己 組 織 を 破 壊 す る 機 構 を 理 解 す る た め の １ つ の キ ー は 、 炎
症 部 位 対 非 炎 症 部 位 で の 自 己 反 応 性 Ｔ － 細 胞 に 関 す る 差 異 を 研 究 す る こ と で あ る 。 こ の た
め に は 、 実 験 モ デ ル を 、 イ ン ビ ボ で 疾 病 を 引 き 起 こ す 細 胞 を 検 出 す る た め に  EAEに お い て
設 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 EAEを 、 イ ン ビ ト ロ 活 性 化 さ れ た  MBP特 異 的  CD4 + T－ 細 胞 の 純 粋 な 受 容 体 ラ ッ ト 中 へ の
養 子 移 入 に よ り 誘 発 す る こ と が で き る 。 そ の 移 入 の 後 、 ４ 日 で 、 動 物 は  EAEの 麻 痺 徴 候 を
示 し 始 め る 。 宿 主 内 の ド ナ ー 集 団 の 検 出 を 可 能 に す る た め に 、  MBP特 異 的 F1(Lewis× Buff
alo) CD4 + T－ 細 胞 を 、 照 射 さ れ た  Lewis受 容 体 中 に 移 入 し た 。  Lewis及 び  Buffaloラ ッ ト
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は 、 CD45細 胞 表 面 分 子 の エ ピ ト ー プ の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 発 現 す る 。 そ れ ら の 対 立 遺 伝 子
変 異 体 は 、 RT7.1(Lewis) 及 び RT7.2 (Buffalo) と 称 す る 。 従 っ て 、  RT7.2対 立 遺 伝 子 マ
ー カ ー を 用 い て 、  Lewis宿 主 に お け る Ｆ １ の Ｔ － 細 胞 を 検 出 で き る 。 な ぜ な ら ば 、 そ れ ら
の 細 胞 は 、 そ の 対 立 遺 伝 子 の 両 形 を 発 現 す る が 、 と こ ろ が  Lewisラ ッ ト は 対 立 遺 伝 子 の  R
T7.1形 の み を 発 現 す る か ら で あ る 。 CD45分 子 は 、 白 血 球 上 で の み 発 現 さ れ 、 そ し て 合 計 表
面 タ ン パ ク 質 の 約 10％ を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 図 １ は 、 疾 病 の 開 始 の 最 初 の 日 、  MBP特 異 的 移 入 集 団 (RT7.2 P )の 50％ が 炎 症 の 部 位 で 活
性 化 マ ー カ ー  OX-40に つ い て 陽 性 で あ る が （ 脊 髄 ） 、 し か し 移 入 さ れ た 集 団 は 非 炎 症 性 部
位 で こ の 細 胞 表 面 抗 原 に つ い て 陰 性 で あ っ た （ 血 液 及 び 脾 臓 ） こ と を 示 す 。 こ れ は 、  OX-
40抗 原 が イ ン ビ ボ で の 抗 原 認 識 に 基 づ い て 自 己 反 応 性  CD4 + T－ 細 胞 の 細 胞 表 面 上 で 発 現 さ
れ 、 な ぜ な ら ば  MBP抗 原 は 脊 髄 に お け る Ｔ － 細 胞 上 に 存 在 す る が 、 し か し 血 液 又 は 脾 臓 に
は 存 在 し な い た め で あ る こ と を 示 唆 し た 。 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た ド ナ ー 集 団 上 で の  OX-40抗
原 の 最 高 の 発 現 は  EAEの 臨 床 学 的 徴 候 の 前 日 で あ り 、 そ し て 疾 病 が 進 行 す る に つ れ て 、 こ
の 細 胞 表 面 分 子 は 消 え た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 Ｖ β 8.2 Ｔ 細 胞 受 容 体 (TCR) 成 分 は 、  Lewisラ ッ ト に お け る ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質
(MBP) の 主 要 脳 炎 誘 発 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 原 特 異 的  CD4 + T細 胞 応 答 に 関 連 す る 優 性 Ｖ β
遺 伝 子 生 成 物 で あ る と 思 わ れ る 。  Lewisラ ッ ト を 、  MBPに よ り 活 性 に 免 疫 化 し 、 そ し て  O
X-40陽 性 及 び 陰 性 細 胞 を 、 抗 原 反 応 性 及 び  TCR Vβ 利 用 性 に つ い て 分 析 し た （ 図 ３ 及 び ４
） 。 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た 、 分 別 さ れ た  OX-40 + T細 胞 を 、  OX-40 +  又 は 分 別 さ れ て い な い 脊
髄 集 団 に 比 較 し て 、 Ｖ β 8.2 Ｔ 細 胞 受 容 体 成 分 の 発 現 の た め に 富 化 し た （ 図 ３ を 参 照 の こ
と ） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 図 ４ は 、  MBP及 び  PPD反 応 性 Ｔ 細 胞 の 両 者 は 流 出 す る リ ン パ 節 の  OX-40 +  画 分 に お い て
富 化 さ れ た 応 答 を 示 す が 、  MBP反 応 性 Ｔ 細 胞 の み が 炎 症 を 起 こ さ れ た  CNSに お け る  OX-40
＋ 　 画 分 に 見 出 さ れ た こ と を 示 す 。 そ れ ら の デ ー タ は 、  EAEに お け る 影 響 さ れ た 標 的 器 官
内 の 自 己 抗 原 反 応 性 病 原 性 Ｔ 細 胞 を マ ー ク す る  OX-40抗 体 の 選 択 能 力 を 示 す 。 そ れ ら の デ
ー タ は 、 Ag特 異 的 Ｔ 細 胞 が  OX-40抗 体 を 有 す る 炎 症 の 部 位 で 単 離 さ れ 、 そ し て 特 徴 づ け ら
れ 得 、 そ れ に よ り 、 自 己 抗 原 認 識 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 炎 症 に 直 接 的 に 関 与 す る 細 胞 タ イ
プ を 診 断 で き る こ と を 強 く 示 唆 す る 。 デ ー タ は ま た 、  OX-40 +  細 胞 の 単 離 が 、 抗 原 特 異 性
が 知 ら れ て い な い 場 合 で さ え 、 炎 症 を 起 こ さ れ た 組 織 内 に Ｖ β バ イ ア ス 及 び 自 己 抗 原 特 異
的 細 胞 の 同 定 に 有 用 で あ ろ う こ と も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 従 っ て 、  OX-40抗 原 は 、 抗 原 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 上 に  ex vivo発 現 さ れ る こ と が
示 さ れ て お り 、 そ し て さ ら に 、 こ の 抗 原 は 、 そ の 抗 原 が 存 在 す る 炎 症 部 位 で 細 胞 上 に 独 占
的 に 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ る (OX-40は 、 抗 原 の 不 在 下 で 非 炎 症 性 部 位 で 細 胞 上 に 発 現 さ
れ な い ） 。 そ れ ら の 結 果 (OX-40マ ー カ ー の 過 渡 的 性 質 及 び 標 的 器 官 発 現 ） は 、  OX-40が 診
断 マ ー カ ー 、 及 び 活 性 化 さ れ た 自 己 免 疫  CD4 + T－ 細 胞 の 抗 体 介 在 消 耗 の た め の 適 切 な 標 的
で あ る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 リ ン パ 球 の 選 択 的 サ ブ セ ッ ト の 消 耗 は 、 イ ン ビ ボ で の 抗 体 又 は 他 の 結 合 タ ン パ ク 質 に よ
り 介 在 さ れ 得 る 。 こ れ は  OX-40を 発 現 す る 細 胞 へ の 結 合 に 基 づ い て 、 標 的 細 胞 を 破 壊 す る
た め に 免 疫 シ ス テ ム の 他 の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 又 は タ ン パ ク 質 を 活 性 化 す る で あ ろ う 抗 体 又
は 他 の 結 合 分 子 を 選 択 す る こ と に よ っ て ； 〔 こ の 例 は 、 補 体 カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 通 し て
又 は 抗 体 依 存 性 細 胞 毒 性 （ ADCC） の 誘 発 を 通 し て の 細 胞 の 溶 解 を 包 含 す る (Hale et al., 
1983, Blood ： 873-82 ; Greenwood et al., 1993, Eur. J. Immunology ： 1098-110
4を 参 照 の こ と ） 〕 ； 又 は 結 合 及 び 摂 取 に 基 づ い て 細 胞 を 殺 害 す る で あ ろ う 毒 性 物 質 が 結
合 さ れ る よ う に 抗 体 又 は 結 合 分 子 を 変 性 す る こ と に よ っ て 行 な わ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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　 種 々 の 手 段 に よ り 結 合 タ ン パ ク 質 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 変 性 す
る こ と は 可 能 で あ る 。 た と え ば 、 毒 素 で あ る 融 合 タ ン パ ク 質 部 分 を コ ー ド す る cDNAを 構 成
す る こ と は 、 標 準 的 分 子 生 物 学 的 技 法 に よ り 可 能 で あ る （ た と え ば 、  Williams et al.,1
987, Protein Engineering ： 493-98を 参 照 の こ と ） 。
　 あ る い は 、 標 準 的 化 学 カ ッ プ リ ン グ 方 法 、 た と え ば チ オ エ ー テ ル 結 合 を 通 し て 、 タ ン パ
ク 質 に 毒 素 、 薬 物 又 は 他 の 分 子 を 結 合 で き る (Glennie et al., 1987, J.Immunology 
： 2367) 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 毒 素 分 子 に 連 結 さ れ た 抗 体 （ 免 疫 毒 素 と 称 す る ） が 適 切 な 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 集 団 を 消
耗 で き る こ と を 、 い く つ か の グ ル ー プ は 示 し て い る (Fulton, R.J., et al. 1988) 。 免 疫
毒 素 の 利 点 は 、 そ れ ら が そ れ ら の 標 的 細 胞 特 異 性 に お い て ひ じ ょ う に 選 択 的 で あ り 、 そ し
て 少 量 の 投 与 量 が 不 所 望 の ／ 潜 在 的 に 有 害 な 細 胞 を 排 除 で き る こ と で あ る 。
　 種 々 の 細 胞 毒 素 が 免 疫 毒 素 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 リ シ ン Ａ 鎖 － 抗 体 接 合 体 は
、 イ ン ビ ボ 及 び イ ン ビ ト ロ で 、 正 常 な 及 び 腫 瘍 性 の リ ン パ 球 を 消 耗 す る た め 使 用 さ れ て 来
た (Fulton, R.J. et al., 1988； Street, N.E. et al., 1987)。 他 の 毒 素 、 た と え ば プ ソ
イ ド モ ナ ス （ Pseudomonas)外 毒 素 Ａ 及 び ジ フ テ リ ア 毒 素 は ま た 、 抗 体 に 接 合 さ れ 、 そ し て
細 胞 の 特 定 集 団 を 殺 害 す る た め に 使 用 さ れ て 来 た （ May, R.D., and Fulton, R.J. 1922）
。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 1980年 代 後 期 ～ 90年 代 の 初 期 に お い て 、 い く つ か の ヒ ト フ ェ ー ス Ｉ ／ II臨 床 試 験 が 、 リ
シ ン Ａ 鎖 に 接 合 さ れ た 抗 体 を 用 い て 行 な わ れ た (Weiner, L.M., et al. 1989； Spliter, L
.E., et al., 1987 ;Vitetta, E.S., et al., 1991)。 ほ と ん ど の 試 験 は 、 癌 患 者 に お け
る 腫 瘍 の 苦 し み を 低 め る た め に 癌 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 用 い る こ と を 含 ん だ 。 最 近
、 処 理 さ れ た 患 者 に お け る 非 特 異 的 な 免 疫 原 性 及 び 毒 性 の い く つ か の 問 題 を 回 避 す る “ 第
２ 世 代 ” 免 疫 毒 素 の 開 発 が 存 在 す る 。 こ の 方 法 は 、 腫 瘍 特 異 的 抗 体 に 接 合 さ れ た リ シ ン Ａ
(dgA) 鎖 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 形 を 使 用 す る 。 １ つ の そ の よ う な フ ェ ー ス Ｉ 研 究 は 、 15人
の 患 者 に お い て Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 に 対 す る 免 疫 毒 素 の こ の 変 性 さ れ た 形 を 使 用 し た (Vitetta
, E.S., et al., 1991) 。 約 40％ の 患 者 が 、 そ れ ら の 全 体 の 腫 瘍 の 苦 し み が 50％ 又 は そ れ
以 上 、 減 じ ら れ た 部 分 的 な 緩 解 を 達 成 し た 。 腫 瘍 細 胞 の 死 滅 は 、 治 療 の 完 結 の 後 、 １ 週 間
以 内 で 急 速 に 生 じ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 明 細 書 に 示 さ れ る イ ン ビ ボ 研 究 の す べ て は 、  OX-40抗 体 － dgA接 合 体 を 使 用 す る 。 抗
体 リ シ ン Ａ 接 合 は 、 May, R.D. and Fulton,R.J. (1992) に よ り 記 載 さ れ る 方 法 に 従 っ て
ヘ テ ロ 官 能 価 架 橋 剤 SPDP又 は SMPTに よ り 実 施 さ れ た 。 手 短 に 言 え ば 、  OX-40抗 体 上 の 遊 離
ア ミ ノ 基 が 架 橋 剤 と 反 応 せ し め ら れ 、 そ し て 高 分 子 物 質 が 精 製 さ れ た 。 そ の 精 製 さ れ た  O
X-40抗 体 生 成 物 が 還 元 さ れ た Ａ 鎖 （ １ つ の 遊 離 シ ス テ イ ン を 有 す る ） と 反 応 せ し め ら れ 、
そ し て ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 が 精 製 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 始 め に 、 ラ ッ ト  OX-40抗 体 を 、 リ シ ン の  dgA形 と 反 応 せ し め 、 そ し て こ の ヘ テ ロ 接 合 体
を 用 い て 、 抗 原 特 異 的  CD4 + T－ 細 胞 系 の イ ン ビ ト ロ 増 殖 を 阻 害 し た 。 使 用 さ れ る Ｔ － 細 胞
系 は  MBPに 対 し て 特 異 的 で あ り 、 そ し て 養 子 移 入 に 基 づ い て 、 純 粋 な 受 容 体 に  EAEを 引 き
起 こ し た 。 図 ５ は 、  OX-40ヘ テ ロ 接 合 体 が 、 約 20ng／ ウ ェ ル で 50％ の 阻 害 を 伴 っ て の 投 与
量 依 存 性 態 様 で  MBP特 異 的 Ｔ － 細 胞 系 の 抗 原 特 異 的 増 殖 を 阻 害 し た こ と を 示 す 。 リ シ ン Ａ
の み を 用 い る 対 照 は 、  500ng／ ウ ェ ル 及 び そ れ 以 上 の 高 い 濃 度 で の み ア ッ セ イ の 阻 害 を 示
し た が 、 し か し 低 い 濃 度 で の ア ッ セ イ に 対 し て は 効 果 を 示 さ な か っ た （ デ ー タ は 示 さ れ て
い な い ） 。  OX-40抗 体 の み 及 び  dgAに 接 合 さ れ る イ ソ タ イ プ － 調 和 さ れ た 関 連 し な い 抗 体
を 用 い る 対 照 は ま た 、 阻 害 を 示 さ な か っ た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 次 に 、  OX-40抗 体 を プ ソ イ ド モ ナ ス 外 毒 素 に 接 合 し 、 そ し て こ の 接 合 体 を 、 抗 原 特 異 的
(MBP)CD4 + T－ 細 胞 増 殖 に 対 す る 阻 害 効 果 に つ い て 試 験 し た （ 図 ６ Ａ 及 び ６ Ｂ ） 。 こ の ヘ テ
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ロ 接 合 体 は 、 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ の 阻 害 で 約 ４ 倍 以 上 効 果 的 で あ り 、 そ し て 毒 素 は 単 独 で
、 い づ れ の 濃 度 で も ア ッ セ イ を 阻 害 し な か っ た 。 こ の ア ッ セ イ が 、  Lewis MBP特 異 的 系 （
図 ６ Ｂ ） 及 び F1(Lewis× Buffalo) MBP特 異 的 系 （ 図 ６ Ａ ） に よ り 実 施 さ れ 、 こ れ は 、 増 殖
の 阻 害 が 菌 株 特 異 的 で な か っ た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 OX-40-dgAも ま た 用 い て 、  EAE又 は 自 己 免 疫 性 に 無 関 係 で あ る 抗 原 に よ り 活 性 化 さ れ た  
CD4 + T－ 細 胞 系 の イ ン ビ ト ロ 増 殖 を 阻 害 し た 。 使 用 さ れ る 抗 原 は 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・
ツ ベ ル キ ュ ロ シ ス （ Mycobacterium tuberculosis） か ら の 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 誘 導 体 (P
PD) 抗 原 で あ っ た 。 こ の 抗 原 を 用 い て 、  OX-40抗 原 が  MBP抗 原 に よ り 活 性 化 さ れ た  CD4 + T
－ 細 胞 に 対 し て 特 異 的 で あ る か ど う か を 、 又 は そ れ が Ｔ － 細 胞 受 容 体 特 異 性 に か か わ ら ず
、 す べ て の 抗 原 活 性 化  CD4 + T－ 細 胞 の 表 面 上 に 存 在 す る か ど う か を 確 か め た 。 図 ７ に 示 さ
れ る よ う に 、  MBP活 性 化 系 に 比 較 し て 50％ の 阻 害 性 を 伴 っ て 、  PPD活 性 化 Ｔ － 細 胞 系 の 増
殖 の 用 量 依 存 性 阻 害 性 が 存 在 し た 。 こ れ は 、  OX-40免 疫 毒 素 が 、 抗 原 特 異 性 に か か わ ら ず
、 あ ら ゆ る 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 系 の 増 殖 を 阻 害 す る で あ ろ う こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 OX-40免 疫 毒 素 は イ ン ビ ト ロ で の  MBP特 異 的 自 己 免 疫  CD4 + T－ 細 胞 の 増 殖 の 阻 害 で 効 果
的 で あ る の で 、  MBP特 異 的  CD4 + T－ 細 胞 を イ ン ビ ボ で 殺 す こ の 免 疫 毒 素 の 可 能 性 を 決 定 す
る た め の 実 験 を 行 な っ た 。 こ の た め に は 、 照 射 さ れ た ラ ッ ト が 始 め に 使 用 さ れ ； そ れ ら の
動 物 は  MBP特 異 的 F1 T－ 細 胞 の 脳 炎 誘 発 用 量 を 投 与 さ れ た 。 同 時 に 、 動 物 は 、  OX-40－ リ
シ ン Ａ 接 合 体 又 は リ シ ン Ａ の み に よ り 注 射 さ れ た 。 照 射 の 効 果 は 、 ラ ッ ト の 免 疫 シ ス テ ム
が 対 立 遺 伝 子 変 異 体 Ｆ １ ド ナ ー Ｔ － 細 胞 を 認 識 せ ず 、 そ し て そ れ を 消 耗 し な い よ う に 、 そ
の ラ ッ ト の 免 疫 シ ス テ ム を 消 耗 す る こ と で あ る 。 照 射 さ れ た ラ ッ ト の 使 用 は 、 そ れ ら の 細
胞 の 移 入 の 後 、 宿 主 に お け る  RT7.2抗 体 に よ る ド ナ ー Ｔ － 細 胞 の 検 出 を 促 進 せ し め 、 そ し
て そ れ ら の 移 入 さ れ た 細 胞 の 運 命 の 決 定 を 可 能 に す る （ 図 １ ， ２ ， ８ Ａ 及 び ８ Ｂ を 参 照 の
こ と ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 表 １ の 実 験 １ 及 び ２ に 示 さ れ る よ う に 、  OX-40免 疫 毒 素 を 受 け る 動 物 の わ ず か １ ／ ８ が
疾 病 の 臨 床 的 な 徴 候 を 示 し た が 、 と こ ろ が 接 合 さ れ て い な い リ シ ン Ａ を 受 け た ８ 匹 の す べ
て の 動 物 は  EAEに か か っ た 。 免 疫 毒 素 の 阻 害 効 果 は 、  OX-40抗 体 に よ り 介 在 さ れ て い る よ
う に 見 え た 。 な ぜ な ら ば 、 リ シ ン Ａ 鎖 の み が 、 脳 炎 誘 発 性  CD4 + T－ 細 胞 の み に よ り 注 射 さ
れ た 動 物 と 比 較 さ れ る 場 合 、 同 じ 疾 病 評 点 を 示 し た か ら で あ る （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い
） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 表 １ に 御 け る デ ー タ は 、  EAEモ デ ル を 用 い て 得 ら れ て お り 、 こ こ で F1 MBP T－ 細 胞 系 (L
ewis× Buffalo)を 、 照 射 さ れ た Lewis(親 宿 主 ） 受 容 体 中 に 注 射 し た 。 従 っ て 、 移 入 さ れ た
Ｔ － 細 胞 集 団 は 、 RT7.2 (Buffalo) 抗 体 に よ り そ れ ら の 動 物 の 脊 髄 に 検 出 さ れ 得 る 。 図 ８
Ａ 及 び ８ Ｂ は 、 疾 病 開 始 の 最 初 の 日 、 処 理 さ れ た （ 臨 床 的 に は 良 好 で あ る ） グ ル ー プ 及 び
対 照 の グ ル ー プ （ 麻 痺 し て い る ） の 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た ド ナ ー 細 胞 の 数 に よ り 評 価 し た 場
合 の  OX-40-dgA処 理 の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 合 計  200,000の 脊 髄 リ ン パ 球 が 対 照 グ ル ー プ か ら 単 離 さ れ 、 そ し て そ の 80％ が ド ナ ー 由
来 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 対 照 的 に 、 80,000の 脊 髄 リ ン パ 球 が 処 理 さ れ た グ ル ー プ か ら
単 離 さ れ 、 そ し て わ ず か 15％ が ド ナ ー 由 来 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 ２ 種 の グ ル ー プ 間 で
の 脊 髄 （ 炎 症 部 位 ） か ら 単 離 さ れ た ド ナ ー 由 来 の  MBP反 応 性  CD4 + T－ 細 胞 の 合 計 量 に 対 数
倍 の 差 異 が 存 在 し た (160,000対 12,000) 。 こ れ は 、  OX-40 dGA接 合 体 が イ ン ビ ボ で  MBP－
反 応 性  CD4 + T－ 細 胞 を 特 異 的 に 消 耗 す る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 図 ９ に 示 さ れ る よ う に 、 動 物 は 、 両 グ ル ー プ が １ の 平 均 的 な 臨 床 学 的 評 点 を 有 す る 場 合
、 疾 病 開 始 の 最 初 の 日 に  OX-40免 疫 毒 素 に よ り 処 理 さ れ た 。 処 理 の 後 、 す べ て の 対 照 動 物
は 、 完 全 な 後 脚 の 麻 痺 の 徴 候 （ 評 点 ＝ ３ ） を 示 し た が 、 と こ ろ が 処 理 さ れ た 動 物 は わ ず か
に 進 行 し た （ 評 点 ＝ 1.5)。 処 理 の 後 の 平 均 累 積 評 点 は 、 対 照 グ ル ー プ に お い て は  8.0で あ
り 、 そ し て 処 理 さ れ た グ ル ー プ に お い て は 3.75で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 別 の 実 験 に お い て 、 動 物 を 疾 病 の 最 初 の 日 に 処 理 し 、 そ し て 24時 間 後 に 殺 し た 。 次 に 、
リ ン パ 球 を 脾 臓 及 び 脊 髄 か ら 単 離 し た 。 ３ 種 の グ ル ー プ が 、  OX-40抗 体 の イ ン ビ ボ ラ ベ リ
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ン グ の た め に 分 析 さ れ た 。 対 照 は 処 理 さ れ ず 、 第 ２ グ ル ー プ は 接 合 さ れ て い な い  OX-40を
受 け 、 そ し て 第 ３ グ ル ー プ は  OX-40免 疫 毒 素 を 受 け た 。 類 似 す る 数 の 細 胞 を 脾 臓 か ら 回 収
し 、 そ し て 対 照 及 び 接 合 さ れ て い な い  OX-40に よ り 処 理 さ れ た グ ル ー プ に 比 較 し て 、 脊 髄
リ ン パ 球 の 量 の 半 分 を  OX-40免 疫 毒 素 － 処 理 グ ル ー プ か ら 回 収 し た 。  OX-40及 び  OX-40免
疫 毒 素 に よ り 処 理 さ れ た ラ ッ ト の 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た リ ン パ 球 の 約 15～ 20％ が 抗 － マ ウ ス
Ig陽 性 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 対 照 ラ ッ ト の 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 は 、 そ の リ ン パ 球 の 18％ が  OX-40陽 性 で あ っ た と
し て も 、 マ ウ ス Ig陰 性 で あ っ た （ 表 ２ ） 。 い づ れ か の グ ル ー プ に お い て 、 脾 臓 か ら 単 離 さ
れ た ひ じ ょ う に 少 数 の 抗 － マ ウ ス  Ig-FITC陽 性 細 胞 が 存 在 し た 。 類 似 す る ％ の  OX-40 + 細
胞 及 び 抗 － マ ウ ス Ig + 細 胞 を 、  OX-40及 び  OX-40免 疫 毒 素 グ ル ー プ の 脊 髄 か ら 単 離 し た 。
抗 － マ ウ ス Ig陽 性 細 胞 の 大 部 分 は 、 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た ド ナ ー 集 団 に 関 連 し て い た (MT7.2
+ ／ 抗 － マ ウ ス Ig + ； 表 ２ ） 。 そ れ ら の 結 果 は 、  OX-40抗 体 の イ ン ビ ボ 投 与 が 炎 症 を 起 こ さ
れ た 組 織 か ら 単 離 さ れ た 自 己 抗 原 特 異 的 細 胞 の 独 占 的 な 結 合 を も た ら し た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 処 理 の 効 能 を 評 価 す る た め に 、 脊 髄 リ ン パ 球 を 単 離 し 、 そ し て  OX-40免 疫 毒 素 処 理 さ れ
た ラ ッ ト 対 対 照 ラ ッ ト か ら の  RT7.2抗 体 に よ る BP反 応 性 ド ナ ー 細 胞 の 量 を 分 析 し た （ Ｆ １
ド ナ ー 細 胞 は 、 照 射 さ れ た  Lewis受 容 体 中 へ 移 入 し た ） 。 図 10Ａ 及 び 10Ｂ は 、 脊 髄 か ら 単
離 さ れ た ミ エ リ ン 反 応 性 ド ナ ー Ｔ 細 胞 の 数 に よ り 評 価 さ れ る 場 合 の 、 細 胞 移 入 の 同 じ 日 に
投 与 さ れ た  OX-40免 疫 毒 素 の 結 果 を 示 す 。  RT7.2－ 陽 性 細 胞 を 、 疾 病 開 始 の 最 初 の 日 に 分
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析 し ； 処 理 さ れ た 動 物 は 臨 床 的 に 良 好 で あ り (EAE評 点 ＝ ０ 、  1.2× 10 4 個 の ド ナ ー 脊 髄 リ
ン パ 球 に よ る ） 、 と こ ろ が 対 照 動 物 は 麻 痺 さ れ た (EAE評 点 ＝ １ 、  1.6× 10 5 個 の ド ナ ー 脊
髄 リ ン パ 球 に よ る ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 図 10Ｃ ， Ｄ ， Ｅ 及 び Ｆ に お い て は 、 ラ ッ ト か ら 単 離 さ れ た  OX-40陽 性 ド ナ ー Ｔ 細 胞 の み
が 脊 髄 か ら で あ る 場 合 、 処 理 は 疾 病 の 開 始 の 前 日 に 与 え ら れ た （ 図 １ ） 。 脊 髄 及 び 脾 臓 リ
ン パ 球 を 、 処 理 の 24時 間 後 に 単 離 し た 。 受 容 体 か ら 単 離 さ れ た ド ナ ー 由 来 の 脾 臓 細 胞 の 数
は 、 そ の 処 理 に よ り 影 響 を 受 け な か っ た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。 す べ て の 比 較 に お
い て は 、 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た ド ナ ー + 細 胞 の 数 は 処 理 さ れ た 動 物 に お い て 対 数 的 に 減 少 し
た （ 図 10） 。 そ れ ら の デ ー タ は 、  OX-40免 疫 毒 素 が イ ン ビ ボ で  MBP反 応 性 ド ナ ー 細 胞 を 特
異 的 に 消 耗 し 、 そ し て 結 果 と し て 、 少 な い 数 の 脳 炎 誘 発 性 細 胞 を 処 理 さ れ た 動 物 の 脊 髄 か
ら 単 離 し た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 次 に 、 同 じ イ ン ビ ボ 実 験 を 、 照 射 さ れ て い な い 宿 主 に お い て 行 な っ た ；  Lewis MBP活 性
化 Ｔ － 細 胞 系 を 、  Lewis宿 主 中 に 移 入 し た 。 照 射 さ れ て い な い 宿 主 が 使 用 さ れ た 。 な ぜ な
ら ば 、 こ の 宿 主 は 自 己 免 疫 疾 患 の そ れ ら の 同 じ タ イ プ を 有 す る ヒ ト 患 者 に 類 似 す る 損 な わ
れ て い な い 免 疫 シ ス テ ム を 有 す る か ら で あ る 。 そ れ ら の 実 験 に お い て は 、 Ｔ － 細 胞 の 移 入
の 時 点 で の 接 合 体 の 単 一 の 注 入 は 疾 病 の 続 く 進 行 を 単 に 部 分 的 に 阻 害 し た こ と が 初 期 に お
い て 観 察 さ れ た 。 従 っ て 、 実 験 は 、 異 な っ た 時 点 で ２ 回 の 注 射 を 用 い て 行 な わ れ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ３ 匹 の 動 物 に 、 ０ 日 目 及 び ３ 日 目 に 注 射 し 、 そ し て ３ 匹 の 対 照 動 物 と 比 較 し た （ 表 II）
。 そ れ ら の 結 果 は 、 免 疫 毒 素 が ３ 日 目 、 炎 症 の 部 位 で 自 己 免 疫 Ｔ － 細 胞 を 認 識 し 、 そ し て
殺 害 す る こ と を 、 次 の 理 由 か ら 示 唆 す る ： （ １ ） ３ 日 目 （ 疾 病 の 開 始 の 前 日 ） 、  OX-40抗
原 を 発 現 す る ド ナ ー Ｔ － 細 胞 の み が 脊 髄 区 画 に 存 在 し （ 図 １ ） 、 そ し て （ ２ ） 脊 髄 に お け
る ド ナ ー Ｔ － 細 胞 上 で の  OX-40の 発 現 の 最 高 の ％ は 疾 病 の 開 始 の 前 日 で あ っ た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ ０ ９ ４ 】
　 示 さ れ た デ ー タ か ら の 結 論 は 、  XO-40免 疫 毒 素 が イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ で の 抗 原 特 異
的  CD4 + T－ 細 胞 機 能 の 殺 害 ／ 阻 害 で ひ じ ょ う に 効 果 的 で あ る こ と で あ る 。 こ の 特 異 的 免 疫
毒 素 の 効 果 は 、 株 又 は 抗 原 特 異 性 に よ り 制 限 さ れ る と は 思 わ れ ず 、 そ し て 広 範 囲 の イ ン ビ
ボ 適 用 を 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 上 記 実 験 を 、 ラ ッ ト モ デ ル シ ス テ ム 及 び ラ ッ ト  OX-40タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 用 い て
実 施 し た 。 し か し な が ら 、 ラ ッ ト  OX-40抗 体 は 、 ヒ ト 又 は ネ ズ ミ 活 性 化  CD4 + T－ 細 胞 を 認
識 し な か っ た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。 ヒ ト 治 療 へ の 使 用 の た め に 本 発 明 の 開 発 を 促
進 せ し め る た め に は 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 生 成 す る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 そ の た め に は 、 ヒ ト  OX-40相 同 体 を コ ー ド す る ヒ ト cDNAを ク ロ ー ン 化 し た 。 初 め に 、 ２
つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 (PCR） で の 使 用 の た め に 合 成
し た 。 そ れ ら の プ ラ イ マ ー は 十 分 な 長 さ の OX-40 cDNA配 列 を 増 幅 す る よ う に 企 画 さ れ て お
り ； １ つ の プ ラ イ マ ー は ラ ッ ト cDNA配 列 の 開 始 コ ド ン の 領 域 に お い て コ ー ド 鎖 に 相 同 で あ
り 、 そ し て 他 は 、 ラ ッ ト cDNA配 列 の 停 止 コ ド ン の 領 域 に お い て コ ー ド 鎖 の 逆 補 体 で あ っ た
。 驚 く べ き こ と に は 、 そ れ ら の  PCRプ ラ イ マ ー が ヒ ト か ら の 活 性 化 さ れ た  CD4 + Tリ ン パ 球
か ら 単 離 さ れ た  RNAと 共 に 使 用 さ れ る 場 合 、 生 成 物 は 決 し て 得 ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ヒ ト OX-40 cDNAを ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 標 準 方 法 は 好 結 果 を も た ら さ な か っ た の で 、
他 の ア プ ロ ー チ が 必 要 と さ れ た 。 ま ず 、  PCRプ ラ イ マ ー を 都 合 良 く 使 用 し て 、 コ ン カ ナ バ
リ ン Ａ に よ り 活 性 化 さ れ た ネ ズ ミ  CD4 + T－ 細 胞 か ら 単 離 さ れ た  RNAか ら の  PCRに よ り ネ ズ
ミ OX-40 cDNAを ク ロ ー ン 化 し た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。 次 に 、 ネ ズ ミ OX-40 cDNAを
用 い て 、 ヒ ト 活 性 化 Ｔ リ ン パ 球 か ら の cDNAλ gtllラ イ ブ ラ リ ー (Clontech, Palo Alto, CA
か ら 得 ら れ た No. HL10316)を プ ロ ー ブ し た 。 ５ 種 の 類 似 す る 大 き さ の 陽 性 ク ロ ー ン （ 1050
－ 1200bp） を 得 た 。 そ れ ら の ５ 種 の 組 換 え λ ク ロ ー ン を 、 Bluescriptプ ラ ス ミ ド  (Strata
gene, La Jolla) 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て 次 に 、 自 動 配 列 決 定 機  (Applied Biosys
tems, Pasadena (A)上 で 配 列 決 定 し た 。 ヒ ト OX-40 cDNAの 配 列 は 、 付 随 す る 配 列 表 に お い
て 配 列 番 号 １ と し て 示 さ れ て お り 、 そ し て 図 11に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と  Genbankデ ー タ ベ ー ス に お け る ペ プ
チ ド 配 列 と の 比 較 は 、 ネ ズ ミ  OX-40及 び ラ ッ ト  OX-40配 列 と の 高 い 程 度 の 相 同 性 を 示 し ；
配 列 番 号 に 示 さ れ る ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 の 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 が ネ ズ ミ 又 は ラ ッ ト
 OX-40ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 連 し て い な い 確 立 は そ れ ぞ れ  3.4× 10 - 5 6  及 び  2.9× 10 - 5 6  で あ
る こ と が 予 測 さ れ た 。 次 の 最 と も 密 接 し て 関 連 す る ペ プ チ ド 配 列 は 、  1.1× 10 - 1 1  の 確 立
を 付 与 し た 。 さ ら に 、 ラ ッ ト 配 列 の ア ミ ノ 酸 31で 開 始 す る 64個 の ア ミ ノ 酸 (192個 の 塩 基 対
） 領 域 に わ た る ア ミ ノ 酸 配 列 と ヒ ト 及 び ラ ッ ト OX-40 cDNAと の 間 の 相 同 性 の 比 較 は 、 62.5
％ の ア ミ ノ 酸 相 同 性 及 び 67.5％ の ヌ ク レ オ チ ド 相 同 性 を 示 し た 。 こ の 64個 の ア ミ ノ 酸 内 の
10個 す べ て の シ ス テ イ ン 残 基 は 保 存 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　
　 Ｔ － 細 胞 上 で の  OX-40の 発 現 を 、 移 植 片 － 対 － 宿 主 病 （ GVHD） を 有 す る 患 者 に お い て 研
究 し た 。
　 同 種 骨 髄 移 植 を 受 け た ３ 人 の 患 者 は GVHDの 病 気 に か か っ た 。 GVHD開 始 の 日 は 、 移 植 の 後
７ ～ 50日 で あ り 、 患 者 間 で 異 な っ た 。 表 ４ は 、 GVHDエ ピ ソ ー ド の 間 の  OX-40発 現 の 要 約 を
示 す 。 す べ て の 患 者 は 、 病 気 の 進 行 の 初 期 段 階 の 間 、  OX-40を 発 現 す る  CD4 +  末 梢 血 液 細
胞 の 高 め ら れ た ％ を 示 し た 。 す べ て の 患 者 に お い て 、  OX-40 + T－ 細 胞 の ％ は 、 初 期 の 臨 床
学 的 な エ ピ ソ ー ド の 後 、 低 下 し た （ GVHDの ７ ～ 14日 後 ） 。 こ の デ ー タ は 、  EAEに お け る 疾
病 の 進 行 の 初 期 段 階 の 間 に 観 察 さ れ る  OX-40の 一 過 性 発 現 と 矛 盾 し な い （ 図 ２ ） 。 GVHDに
お け る  OX-40発 現 は 、 臨 床 学 的 徴 候 の 初 期 進 行 と 相 互 関 係 し 、 そ し て こ の 及 び 他 の ヒ ト 移
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植 ／ 自 己 免 疫 疾 患 の た め の 直 接 的 な 診 断 及 び 治 療 用 途 を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ １ 】
　 OX40及 び  IBD
　 OX-40は  IBDと 関 連 し て 使 用 さ れ る も の で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。
　 OX40の 組 織 発 現 を 、 間 接 的 な ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 免 疫 組 織 化 学 染 色 の 標 準 技 法 を 用
い て 調 査 し た （ た と え ば 、 Immunocytochemistry : Proctical Applications in Patholog
y and Biology. J.Polak and S.van Noorden, eds. John Wright and Sons, Bristolを 参
照 の こ と ) 。 潰 瘍 性 大 腸 炎 及 び  Crohn's病 患 者 の 両 者 か ら の 腸 の 生 検 組 織 サ ン プ ル を 、 抗
－ OX40抗 体 に よ り 陽 性 的 に 染 色 し た 。 OX40 + 細 胞 群 が 、 炎 症 の 部 位 で 粘 膜 固 有 層 を 浸 潤 す
る リ ン パ 様 細 胞 間 に 見 出 さ れ た 。 正 常 な 人 か ら の 腸 組 織 の サ ン プ ル 又 は 患 者 か ら の 関 連 し
な い 腸 組 織 の サ ン プ ル に お い て は 、 単 に 、 単 離 さ れ 、 散 乱 さ れ た OX40 + 細 胞 が 見 出 さ れ た
。
　
　 ヒ ト OX-40 cDNAの 配 列 が 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 場 合 、 当 業 者 は 、 完 全 な 長 さ の cDNAク ロ
ー ン が 標 準 の 方 法 に よ り 容 易 に 得 ら れ る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 そ の よ う な 方 法 は 、 た
と え ば 、  DNA配 列 が 増 幅 さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 (PCR） を 包 含 す る 。 DNAの  PCR増 幅 の
た め の 方 法 及 び 条 件 は 、 Innis et al., (1990)及 び Sambrook et al., (1989) に 記 載 さ れ
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て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ヒ ト OX-40 cDNAの 増 幅 の た め の  PCRプ ラ イ マ ー の 選 択 は 、 増 幅 さ れ る こ と が 所 望 さ れ る
、 cDNAの 一 部 に 従 っ て 行 な わ れ る で あ ろ う 。 プ ラ イ マ ー は 、 cDNAの 小 フ ラ グ メ ン ト 又 は 完
全 な cDNA分 子 を 増 幅 す る た め に 製 造 さ れ 得 る 。 増 幅 条 件 の 変 動 は 、 異 な っ た 長 さ の プ ラ イ
マ ー を 提 供 す る た め に 必 要 と さ れ ； そ の よ う な 考 慮 は 、 当 業 界 に お い て は 良 く 知 ら れ て お
り 、 そ し て Innis et al. (1990) に 論 ぜ ら れ て い る 。 例 に よ れ ば 、 ヒ ト OX-40 cDNAに 対 応
す る 完 全 な cDNA分 子 は 次 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 さ れ 得 る 。 プ ラ イ マ ー １ 及 び ２ は ま た
、 そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ２ 及 び ３ と し て 列 挙 す る 添 付 の 配 列 に も 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 　 プ ラ イ マ ー １ ： ５ ′ ATGTGCGTGGGGGCTCGGCGGCTG ３ ′
　 　 プ ラ イ マ ー ２ ： ５ ′ TCAGAACTTGACCAGGGTGGAGTG ３ ′
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ヒ ト OX-40 cDNAを 生 成 す る た め に  PCR増 幅 の た め の 鋳 型  DNAを 、  Clontech, Polo Alto
, Californiaに よ り 生 成 さ れ る ヒ ト 活 性 化 Ｔ リ ン パ 球 か ら の λ  GTll cDNAラ イ ブ ラ リ ー （
カ タ ロ グ No. HL10316)か ら 抽 出 で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 他 方 、 ヒ ト OX-40 cDNAは 、 逆 転 写 さ れ た  RNAの  PCR増 幅  (RT-PCR) に よ り 得 ら れ る  (Ve
res et al., 1987； Kawasaki et al., 1990)。 実 質 的 に は 、 全  RNAが 、 Sambrook et al. 
(1989)及 び Ausubel et al. (1987)に 記 載 さ れ る よ う な 通 常 、 使 用 さ れ る 種 々 の 方 法 の い
づ れ か １ つ の 方 法 に よ り 、 活 性 化 さ れ た ヒ ト CD4 Ｔ － 細 胞 か ら 抽 出 さ れ る 。 適 切 な ヒ ト CD
4 Ｔ － 細 胞 は 、 Gootenberg et al. (1981)に よ り 記 載 さ れ る ヒ ト  CD4 + T－ 細 胞 リ ン パ 腫 細
胞 系 を 包 含 す る 。 他 方 、 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 は 、 Kruisbeek (1992)に よ り 記 載 さ れ
る よ う に 、 ヒ ト 末 梢 血 液 か ら 単 離 さ れ 得 る 。 次 に 、 抽 出 さ れ た  RNAは 、 ヒ ト OX-40 cDNAの
RT-PCR増 幅 を 行 な う た め に 鋳 型 と し て 使 用 さ れ る 。
　 PCR生 成 物 の 精 製 及 び ク ロ ー ニ ン グ の た め の 標 準 の 方 法 は 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て
お り 、 そ し て Innis et al. (1990) 及 び Sambrook et al. (1989)に よ り 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　
　 ヒ ト OX-40 cDNAの 供 給 に よ り 、 標 準 の 実 験 技 法 に よ る ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び
精 製 が 現 在 、 可 能 に さ れ る 。 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 抗 体 産 生 及 び 患 者 の 治 療 の た め に
使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 対 象 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 部 分 的 な 又 は 完 全 な 長 さ の cDNA配 列 を 、 細 菌 発 現 ベ ク
タ ー 中 に 連 結 す る 。 Ｅ ． コ リ 中 に 導 入 さ れ る ク ロ ー ン 化 さ れ た 遺 伝 子 か ら の 多 量 の タ ン パ
ク 質 を 発 現 す る た め の 方 法 は 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 の 精 製 の た め に 利 用 さ れ 得 る 。 た と
え ば 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 の 一 部 又 は す べ て に 連 結 さ れ る Ｅ ． コ リ lacZ又 は trpE遺 伝 子
の 一 部 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 末 端 ペ プ チ ド か ら 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 ヒ ト  OX-40タ
ン パ ク 質 を 認 識 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ 得
る 。 損 な わ れ て い な い 純 粋 な タ ン パ ク 質 は ま た 、 機 能 的 な 研 究 の た め に 多 量 に Ｅ ． コ リ に
お い て 生 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 細 菌 に お い て 融 合 タ ン パ ク 質 及 び 損 な わ れ て い な い 純 粋 な タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め の
方 法 及 び プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 、 Sambrook et al. (1989) (引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま
れ る ） に 記 載 さ れ る 。 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 多 量 に 製 造 さ れ 、 容 易 に 精 製 す る こ
と が で き 、 そ し て 抗 体 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 純 粋 な タ ン パ ク 質 は 、 強 い 調 節 さ
れ た プ ロ モ ー タ ー 及 び 効 果 的 な リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を ク ロ ー ン 化 さ れ た 遺 伝 子 の 上 流 に 配
置 す る こ と に よ っ て 細 菌 に お い て 生 成 さ れ 得 る 。 低 レ ベ ル の タ ン パ ク 質 が 生 成 さ れ る 場 合
、 追 加 の 段 階 が タ ン パ ク 質 生 成 を 高 め る た め に 取 ら れ ； 高 レ ベ ル の タ ン パ ク 質 が 生 成 さ れ
る 場 合 、 精 製 は 比 較 的 容 易 で あ る 。 適 切 な 方 法 は Sambrook et al. (1989)に 示 さ れ て お り
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、 そ し て 当 業 界 に お い て 良 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 し ば し ば 、 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 が 不 溶 性 封 入 体 に 見 出 さ れ る 。 そ れ ら の 凝
集 体 か ら タ ン パ ク 質 を 抽 出 す る た め の 方 法 は 、 Sambrook et al. (1989) (ch.17)に よ り 記
載 さ れ る 。 lacZ融 合 遺 伝 子 の 発 現 の た め に 適 切 な ベ ク タ ー シ ス テ ム は 、  pUKシ リ ー ズ の ベ
ク タ ー  (Ruther and Muller-Hill, 1983) 、 pEX1-3 (Stanley and Luzio, 1984)及 び pMR1
00 (Gray et al., 1982)を 包 含 す る 。 損 な わ れ て い な い 純 粋 な タ ン パ ク 質 の 生 成 の た め に
適 切 な ベ ク タ ー は 、 pKC30(Shimatake and Rosenberg, 1981) 、 pKK177-3 (Amann and Bro
sius, 1985)及 び pET-3 (Studiar and Moffatt, 1986) を 包 含 す る 。 ヒ ト  OX-40融 合 タ ン
パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 ゲ ル か ら 単 離 さ れ 、 凍 結 乾 燥 さ れ 、 粉 末 に 粉 砕 さ れ 、 そ し て 抗 原 調
製 物 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 哺 乳 類 細 胞 で の 発 現 の た め に は 、 cDNA配 列 が 非 相 同 プ ロ モ ー タ ー 、 た と え ば pSV2ベ ク タ
ー (Mulligan and Berg, 1981) に お け る SV40プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ 、 そ し て 過 渡 的 な 又
は 長 期 発 現 を 達 成 す る た め に 、 細 胞 、 た と え ば モ ン キ ー  COS-1細 胞 (Gluzman, 1981) 中 に
導 入 さ れ る 。 cDNA配 列  (又 は そ れ に 由 来 す る 部 分 ) 又 は ミ ニ 遺 伝 子  (イ ン ト ロ ン 及 び そ れ
自 体 の プ ロ モ ー タ ー を 有 す る cDNA) が 、 従 来 の 技 法 に よ り 、 真 核 生 物 の 発 現 ベ ク タ ー 中 に
導 入 さ れ る 。 そ れ ら の ベ ク タ ー は 、 cDNAの 転 写 を 開 始 し 、 そ し て 増 強 す る 調 節 配 列 を 提 供
す る こ と に よ っ て cDNA真 核 生 物 細 胞 の 転 写 を 可 能 に す る よ う 企 画 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 SV40の プ ロ モ ー タ ー 及 び エ ン ハ ン サ ー 領 域 又 は ラ ウ ス 肉 腫 ウ ィ ル ス の 長 い 末 端 反 復 体 (L
TR) 及 び SV40か ら の ポ リ ア デ ニ ル 化 及 び ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル を 含 む ベ ク タ ー は 容 易 に
入 手 で き る  (Malligen et al., 1981 ; Gorman et al., 1982)。 cDNAの 発 現 の レ ベ ル は 、
異 な っ た 活 性 を 有 す る プ ロ モ ー タ ー （ た と え ば 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス pAC373は Ｓ ． フ ル ギ ペ
ル ダ (S. frugiperda) 細 胞 に お い て 高 レ ベ ル で cDNAを 発 現 で き る  (Summers and Smith, 1
985)) を 用 い る こ と に よ っ て 、 又 は 変 性 さ れ や す い プ ロ モ ー タ ー 、 た と え ば マ ウ ス 乳 癌 ウ
ィ ル ス か ら の グ ル コ コ ル チ コ イ ド － 応 答 性 プ ロ モ ー タ ー  (Leeet al., 1982) を 含 む ベ ク
タ ー を 用 い る こ と に よ っ て 、 こ の タ イ プ の ベ ク タ ー に よ り 操 作 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 さ ら に 、 い く つ か の ベ ク タ ー は 、 選 択 マ ー カ ー 、 た と え ば (Mulligen and Berg, 19
81) 又 は (Southern and Berg, 1982) 細 菌 遺 伝 子 を 含 む 。 そ れ ら の 選 択 マ ー カ ー は 、
ベ ク タ ー （ 及 び 従 っ て cDNA） の 安 定 し た 長 期 の 発 現 を 示 す 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞
の 選 択 を 可 能 に す る 。 前 記 ベ ク タ ー は 、 ウ ィ ル ス 、 た と え ば 乳 頭 腫 ウ ィ ル ス (Sarver et a
l., 1981) 又 は エ プ ス タ イ ン － バ ー ル ウ ィ ル ス (Sugden et al., 1985) の 調 節 要 素 を 用 い
る こ と に よ っ て 、 エ ピ ソ ー ム の 自 由 に 複 製 す る 存 在 物 と し て 細 胞 に 維 持 さ れ 得 る 。 他 方 、
ゲ ノ ム  DNA中 に ベ ク タ ー を 組 込 ん で い な い 細 胞 系 を 生 成 す る こ と も で き る 。 そ れ ら の 両 タ
イ プ の 細 胞 系 は 、 遺 伝 子 生 成 物 を 連 続 的 に 生 成 す る 。 高 レ ベ ル の 遺 伝 子 生 成 物 を 生 成 で き
る 細 胞 系 を 創 造 す る た め に ベ ク タ ー （ 及 び 従 っ て cDNA） の コ ピ ー 数 を 増 幅 し て い る 細 胞 系
も ま た 、 生 成 す る こ と が で き る  (Alt et al., 1978) 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 真 核 生 物 、 特 に ヒ ト 又 は 他 の 哺 乳 類 の 細 胞 中 へ の  DNAの 移 入 は 、 現 在 、 通 常 の 技 術 で あ
る 。 ベ ク タ ー は 、 た と え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム  (Graham and Vander Eb, 1973) 又 は リ ン 酸
ス ト ロ ン チ ウ ム  (Brash et al., 1987) に よ る 沈 殿 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン  (Neumann 
et al., 1982) 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン  (Felgner et al., 1987) 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン  (McCu
than et al., 1968)、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン  (Mueller et al., 1978) 、 プ ロ ト プ ラ
ス ト 融 合  (Schafner, 1980) 又 は ペ レ ッ ト ガ ン  (Klein et al., 1987) に よ り 、 純 粋 な  D
NAと し て 受 容 体 細 胞 中 に 導 入 さ れ る  (ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ) 。 他 方 、 cDNAは ウ ィ ル ス ベ
ク タ ー に よ る 感 染 に よ り 導 入 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス  (Bernstein et al., 
1985) 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス  (Ahmad et al., 1986) 又 は ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス  (Spaete et al.,
 1982)を 使 用 す る シ ス テ ム が 開 発 さ れ て い る 。
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【 ０ １ １ ４ 】
　 真 核 細 胞 に 発 現 さ れ る ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 は 、 精 製 さ れ 、 そ し て 抗 体 を 生 成 す る た め
に 使 用 さ れ る 。 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 は 、 上 清 液 中 へ の タ ン パ ク 質 の 開 放 に 続 い て 抽 出 さ
れ 得 、 又 は cDNA配 列 は 真 核 生 物 の 発 現 ベ ク タ ー 中 に 組 込 ま れ 、 そ し て た と え ば β － グ ロ ビ
ン を 有 す る キ メ ラ タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ 得 る 。 β － グ ロ ビ ン に 対 す る 抗 体 を 、 そ の 後
、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め に 使 用 す る 。 β － グ ロ ビ ン 遺 伝 子 と cDNAと の 間 に 構 築
さ れ る 対 応 す る プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 用 い て 、 翻 訳 の 後 、 お 互 い か ら ２ つ の ポ リ ペ プ チ
ド フ ラ グ メ ン ト を 分 離 す る 。 β － グ ロ ビ ン キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め の １ つ の 有 用
な 発 現 ベ ク タ ー は pSG5 (Stratagene, La Jolla, CA) で あ る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 ウ サ ギ β
－ グ ロ ビ ン を コ ー ド す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト OX-40 cDNA配 列 又 は そ の 一 部 を 含 む 組 換 え ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を 包 含
す る 。 そ の ヒ ト OX-40 cDNAは 、 ヒ ト  OX-40ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の 一 部 が 発 現 さ れ る よ う
に 、 組 換  DNA分 子 に お け る 発 現 制 御 配 列 に ベ ク タ ー に お い て 操 作 可 能 的 に 連 結 さ れ る 。 そ
の 発 現 制 御 配 列 は 、 原 核 又 は 真 核 細 胞 及 び そ れ ら の ウ ィ ル ス 及 び そ れ ら の 組 合 せ の 遺 伝 子
の 発 現 を 制 御 す る 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 発 現 制 御 配 列 は 、  lacシ ス テ ム 、  t
rpシ ス テ ム 、  tacシ ス テ ム 、  trcシ ス テ ム 、 フ ァ ー ジ λ の 主 要 オ ペ レ ー タ ー 及 び プ ロ モ ー
タ ー 領 域 、 fdコ ー ト タ ン パ ク 質 の 制 御 領 域 、 SV40の 早 期 及 び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ オ ー
マ 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 及 び シ ミ ア ン ウ ィ ル ス に 由 来 す
る プ ロ モ ー タ ー 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト の た め の プ ロ モ ー タ ー 、 酵 母 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー
ゼ の プ ロ モ ー タ ー 、 酵 母 α － 接 合 因 子 の プ ロ モ ー タ ー 及 び そ れ ら の 組 合 せ か ら 成 る 群 か ら
特 異 的 に 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 得 る 宿 主 細 胞 は 、 Ｅ ． コ リ 、 プ ソ イ ド モ
ナ ス 、 バ シ ラ ス 　 サ ブ チ リ ス （ Bacillus subtillis) 、 バ シ ラ ス 　 ス テ ア ロ サ ー モ フ ィ ラ
ス (Bacillus stearothermophilus) 又 は 他 の バ シ ラ ス ； 他 の 細 菌 、 酵 母 ； 真 菌 ； 昆 虫 ； マ
ウ ス 又 は 他 の 組 織 細 胞 、 た と え ば ヒ ト 組 織 培 養 細 胞 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 図 ９ （ 出 発 コ ド ン ～ 停 止 コ ド ン ） に 示 さ れ る よ う な
完 全 な 長 さ の ヒ ト OX-40 cDNAを 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 中 に 連 結 し 、 そ し て 組 換 え ヒ
ト タ ン パ ク 質 を 適 切 な 昆 虫 細 胞 に お い て 生 成 す る 。 適 切 な バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 シ ス テ ム
は 、 Clontech (Palo Alto, CA)に よ り 生 成 さ れ る BacPAKＴ Ｍ  Baculovirus Expression Sy
stemを 含 む 。 従 っ て 、 例 に よ れ ば 、 完 全 な 長 さ の ヒ ト OX-40 cDNAを プ ラ ス ミ ド pBacPAK1中
に 連 結 し 、 そ し て 製 造 業 者 の 教 授 に 従 っ て ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ギ ペ ル ダ  (Spodoptera fugip
erda) 細 胞 に お い て 発 現 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 昆 虫 細 胞 に お い て 生 成 さ れ る ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 を 次 に 、 標 準 技 法 に よ り 精 製 す る 。
組 換 え 生 成 物 を 単 離 す る 好 ま し い 技 法 は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 に 追 加 の ６ 個 の ヒ ス チ ジ ン 残
基 を 付 加 す る ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と で あ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は こ の 態 様 に お い て 、 タ ン
パ ク 質 精 製 を 経 済 的 に 促 進 す る キ レ ー ト 金 属 を 生 成 し た 。 従 っ て 、 た と え ば 、 ポ リ ヒ ス チ
ジ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 高 い 親 和 性 で も っ て 金 属 キ レ ー ト マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し 、 と こ ろ
が 大 部 分 の 宿 主 タ ン パ ク 質 は ま っ た く 結 合 し な い 。 低 い 親 和 性 の 結 合 宿 主 タ ン パ ク 質 は 、
pHを  6.0に 下 げ る こ と に よ っ て マ ト リ ッ ク ス を 洗 い 流 さ れ 得 る 。 ポ リ ヒ ス チ ジ ン － 含 有 融
合 タ ン パ ク 質 の 特 異 的 溶 離 は 、 pH 6.0で の  300mMの イ ミ ダ ゾ ー ル 緩 衝 液 に よ り 達 成 さ れ 得
る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　
　 治 療 へ の 使 用 の た め に 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る
。 免 疫 原 と し て 使 用 す る た め に 適 切 な 実 質 的 に 純 粋 な ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 を 、 上 記 例 ２
に 記 載 さ れ る よ う に し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 又 は 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 か ら 単 離 す る 。
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最 終 調 製 物 に お け る タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 、 Amiconフ ィ ル タ ー 装 置 上 で の 濃 縮 に よ り 、 数 mg
／ mlの レ ベ ル に 調 節 す る 。 次 に 、 前 記 タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 次 の 通
り に し て 調 製 す る ：
【 ０ １ ２ ０ 】
　 Ａ ． ハ イ ブ リ ド ー マ 融 合 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
　 上 記 の よ う に し て 同 定 さ れ 、 そ し て 単 離 さ れ た ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ に 対
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 Kohler and Milstein (1975)の 従 来 の 方 法 又 は そ の 誘 導 方 法
に 従 っ て ネ ズ ミ ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 調 製 す る 。 手 短 に 言 え ば 、 マ ウ ス を 、 数 μ ｇ の 選 択 さ
れ た 精 製 タ ン パ ク 質 に よ り 数 週 間 に わ た っ て く り 返 し て 接 種 す る 。 次 に マ ウ ス を 殺 し 、 そ
し て 脾 臓 の 抗 体 産 生 細 胞 を 単 離 す る 。 そ の 脾 臓 細 胞 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル に よ り 、 マ
ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 に よ り 融 合 し 、 そ し て 過 剰 の 融 合 さ れ な か っ た 細 胞 を 、 ア ミ ノ プ テ リ ン を
含 ん で 成 る 選 択 培 地 (HAT培 地 ) 上 で の シ ス テ ム の 増 殖 に よ り 破 壊 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 都 合 良 く 融 合 さ れ た 細 胞 を 希 釈 し 、 そ し て そ の 希 釈 溶 液 の ア リ コ ー ト を 、 培 養 物 の 増 殖
を 続 け る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 置 い た 。 抗 体 産 生 ク ロ ー ン を 、 イ ム ノ ア ッ
セ イ 方 法 、 た と え ば Engvall (1980)に よ り 始 め に 記 載 さ れ た よ う な  ELISA、 及 び そ の 誘 導
方 法 に よ り 、 ウ ェ ル の 上 清 流 体 に お け る 抗 体 の 検 出 に よ り 同 定 す る 。 選 択 さ れ た 陽 性 ク ロ
ー ン を 拡 張 し 、 そ し て そ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 生 成 物 を 使 用 の た め に 収 穫 す る 。 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 の た め の 詳 細 な 方 法 は 、 Harlow and Lane (1988)に 記 載 さ れ て い る 。
　 Ｂ ． 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 体
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 生 ぜ し め る 他 の ア プ ロ ー チ は 、 図 11に 示 さ れ る ヒ
ト  OX-40タ ン パ ク 質 の 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 市 販 の ペ プ チ ド 合 成 機 上 で 合 成
さ れ た 合 成 ペ プ チ ド を 用 い る こ と で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 が 生 成 さ れ る 。 最 適 に は 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 は 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 検 出 す る 。 す な わ ち 、 そ の よ う な 抗 体 は 、 ヒ
ト  OX-40タ ン パ ク 質 を 認 識 し 、 そ し て 結 合 せ し め 、 そ し て ヒ ト 細 胞 に 見 出 さ れ る 他 の タ ン
パ ク 質 を 実 質 的 に 認 識 せ ず 又 は 結 合 し な い 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 実 質 的 に ヒ ト  OX-40タ ン
パ ク 質 の み に 対 し て 及 び 従 っ て 、 実 質 的 に 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 の み に 対 し て 、 ヒ ト
に お い て は 結 合 す る 特 異 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 抗 体 が ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 検 出 す る 決 定 は 、 多 く の 標 準 的 な イ ム ノ ア ッ セ
イ 法 、 た と え ば ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 技 法 (Sambrook et al., 1989) に よ り 行 な わ れ る 。
与 え ら れ た 抗 体 調 製 物 （ た と え ば マ ウ ス に お い て 生 成 さ れ た も の ） が ヒ ト  OX-40タ ン パ ク
質 を ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト に よ り 特 異 的 に 検 出 す る こ と を 決 定 す る た め に 、 全 細 胞 タ ン パ
ク 質 を 、  OX-40抗 原 を 発 現 し な い ヒ ト 細 胞 、 た と え ば 活 性 化 さ れ て い な い リ ン パ 球 か ら 抽
出 す る 。 陽 性 の 対 照 と し て 、 全 細 胞 タ ン パ ク 質 を ま た 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と
え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 か ら 抽 出 す る 。 次 に 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質 調 製 物 を 、 ド デ
シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 そ の 後 、 タ ン パ ク 質 を 、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト に よ り 膜 （ た と え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ）
に 移 し 、 そ し て 抗 体 調 製 物 を そ の 膜 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 非 特 異 的 に 結 合 さ れ た 抗
体 を 除 去 す る た め に 膜 を 洗 浄 し た 後 、 特 異 的 に 結 合 さ れ る 抗 体 の 存 在 を 、 酵 素 、 た と え ば
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 接 合 さ れ る 抗 － マ ウ ス 抗 体 の 使 用 に よ り 検 出 し ； 基 質 ５ － ブ ロ
モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド リ ル ホ ス フ ェ ー ト ／ ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム の 適 用 が 、
免 疫 － 局 在 化 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ り 濃 ブ ル ー 化 合 物 の 産 生 を も た ら す 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 検 出 す る 抗 体 は 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 バ ン ド （ そ の
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分 子 量 に よ り 決 定 さ れ る ゲ ル 上 に 一 定 の 位 置 で 局 在 化 さ れ る ） に 結 合 す る こ と が 示 さ れ る
で あ ろ う 。 他 の タ ン パ ク 質 へ の 抗 体 の 非 特 異 的 結 合 が 生 じ 、 そ し て ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト
上 で 弱 い シ グ ナ ル と し て 検 出 で き る 。 こ の 結 合 の 非 特 異 的 性 質 は 、 特 異 的 抗 体 － ヒ ト  XO-
40タ ン パ ク 質 結 合 か ら 生 じ る 強 い 主 要 シ グ ナ ル に 対 し て ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 上 で 得 ら れ
た 弱 い シ グ ナ ル に よ り 当 業 者 に よ り 認 識 さ れ る で あ ろ う 。 好 ま し く は 、 抗 体 は 、 活 性 化 さ
れ て い な い Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば  CD4 + T－ 細 胞 か ら 抽 出 さ れ る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ
と が 見 出 さ れ て い な い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 を 用 い て の 結 合 ア ッ セ イ の 他 に 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 に 対 し て
生 ぜ し め ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 試 験 し 、 螢 光 標 識 （ た と え ば FITC） に ヒ ト  OX-40抗
体 を 接 合 し 、 そ し て 上 記 の よ う に し て FACSに よ り 細 胞 集 団 を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 適 切
な 細 胞 タ イ プ （ 活 性 化 さ れ た ヒ ト Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 ） を
認 識 す る そ れ ら の 能 力 を 確 認 す る 。 ヒ ト  OX-40抗 体 は 好 ま し く は 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞
、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 を 認 識 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、 CD4-PE及 び OX-4
0-FITCに よ る 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 集 団 の 二 重 染 色 は 、 二 重 陽 性 で あ る 細 胞 を 示 す べ き で
あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 へ の 使 用 の た め の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 一 般 的 に  IgM又 は  IgGイ ソ タ イ プ の も の
で あ り 、 そ し て 好 ま し く は 、 マ ウ ス 、 ヒ ト 又 は 他 の 哺 乳 類 起 源 の も の で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の １ つ の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ヒ ト  OX-40抗 原 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 “ 人 体 適 合 化 さ れ た ” マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 そ の よ う に 人 体 適 合 化 さ
れ た 抗 体 は 、 マ ウ ス 細 胞 に お い て 生 成 さ れ る 変 性 さ れ て い な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 よ り も
ヒ ト 患 者 に よ り 安 全 に 投 与 さ れ 得 る 。 非 ヒ ト 細 胞 、 た と え ば マ ウ ス 細 胞 に お い て 生 成 さ れ
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 一 般 的 に 、 ヒ ト 宿 主 に 投 与 さ れ る 場 合 、 免 疫 応 答 を 発 生 せ し め 、
従 っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 物 学 的 効 能 の 持 続 期 間 を 限 定 す る （ 一 般 的 に は 、 ア メ リ
カ 特 許 第  4,731,244号 及 び  WO 89／ 06976 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 人 体 適 合 化 さ れ た 抗 体 は 、 組 換 え  DNA技 法 に よ り 生 成 さ れ 、 そ し て 一 般 的 に は 、 標 的 抗
原 （ こ の 場 合 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 ） を 認 識 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら の 可 変
（ 抗 原 認 識 ） 領 域 と 組 合 さ れ る 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら の 抗 体 不 変 領 域 を 含 ん で 成
る 。 可 変 領 域 は 単 に ネ ズ ミ 起 源 の も の で あ る の で 、 人 体 適 合 化 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 、 ヒ ト 患 者 に 投 与 さ れ る 場 合 、 免 疫 応 答 を ほ と ん ど 誘 発 し そ う も な い 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 抗 体 を 人 体 適 合 化 す る た め の 方 法 は 、 Kiechmann et al. (1988)に よ り 記 載 さ れ て い る
。  Riechmannな ど は 、 ヒ ト リ ン パ 球 に 対 し て 向 け ら れ た ヒ ト IgG1抗 体 中 に ラ ッ ト 抗 体 の Ｈ
及 び Ｌ 鎖 ド メ イ ン か ら の ６ 個 の 超 可 変 領 域 を 導 入 し た 。  Riechmannな ど は 、 こ の “ 人 体 適
合 さ れ た ” 抗 体 が 、 抗 － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 免 疫 応 答 を 誘 発 し な い で 、 そ の 標 的 抗 原 を イ ン ビ
ボ で 結 合 で き る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 の た め に は 、 損 な わ れ て い な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 使 用 さ れ る
。 し か し な が ら 、 当 業 者 は 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 を 認 識 し 、 そ し て そ れ に 結 合 で き る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 一 部 が ま た 使 用 さ れ 得 る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 そ れ ら の 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト は 一 般 的 に 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 の Fab、 F(ab') 2 及 び Fvフ ラ グ
メ ン ト を 包 含 す る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 免 疫 毒 素 は 、 CD４ 抗 原 を 発 現 す る す べ
て の 細 胞 を 認 識 す る 抗 体 を 用 い て イ ン ビ ボ 及 び イ ン ビ ト ロ の 両 者 で  CD4 + T－ 細 胞 を 消 耗 す
る こ と に お い て 効 果 的 で あ る こ と が 示 さ れ た  (Street et al., 1987)。
【 ０ １ ３ ３ 】
　
　 前 記 例 に 示 さ れ る よ う に 、 こ の 発 明 は 、 ヒ ト に お い て 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 の み を 実
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質 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 を 可 能 に す る 。 そ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 、 細 胞 毒 性 分 子 と の 接 合 体 、 た と え ば 下 記 に 論 ぜ ら れ る よ う な 抗 体 － リ シ ン － Ａ － 接 合
体 の 形 で 、 治 療 用 途 に 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 接 合 体 は 通 常 、 免 疫 毒 素 と し て 言 及 さ れ
な い 。 免 疫 毒 素 は 、 ２ 種 の 成 分 に よ り 特 徴 づ け ら れ て い る ： 結 合 さ れ 又 は 吸 収 さ れ る 場 合
、 細 胞 に 対 し て 通 常 致 命 的 で あ る 細 胞 毒 性 剤 、 及 び 標 的 細 胞 型 に 細 胞 毒 素 を 供 給 す る よ う
に 作 用 す る “ 供 給 ビ ー ク ル ” 。 本 発 明 の た め に は 、 標 的 細 胞 型 は 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞
、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 で あ り 、 そ し て 供 給 ビ ー ク ル は 下 記 例 ８ に 記 載
さ れ る よ う に 、 ヒ ト  OX-40抗 原 を 認 識 し 、 そ し て そ れ に 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 多 く の 適 切 な 細 胞 毒 素 が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る ： た と え ば 、 細 胞 毒 性 タ ン パ ク 質
、 た と え ば リ シ ン Ａ 鎖 、 リ シ ン Ａ 鎖 の 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 形 (dgA) 、 プ ソ イ ド モ ナ ス 外
毒 素 ； 放 射 性 核 種 、 た と え ば ヨ ウ 素 － 131 、 イ ッ ト リ ウ ム － 90、 ニ レ ウ ム － 188 及 び ビ ズ
マ ス － 212 ； 及 び 多 く の 化 学 療 法 薬 物 、 た と え ば ビ ン デ シ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ア ド リ
ア マ イ シ ン 及 び  cis－ 白 金 を 包 含 す る （ 一 般 的 に は 、 Olsnes and Phil (1982)及 び Baldwi
n and Byers (1985)を 参 照 の こ と ) 。 本 発 明 の １ つ の 態 様 に お い て は 、 細 胞 毒 素 は 、 ア メ
リ カ 特 許 第  4,590,071号 に 記 載 さ れ る よ う に 、 リ シ ン Ａ 鎖 の 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 形 で あ
る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 選 択 さ れ た 細 胞 毒 素 は 、 本 発 明 で 使 用 す る た め の 免 疫 毒 素 を 生 成 す る た め に 抗 － ヒ ト  O
X-40抗 体 に よ り 接 合 さ れ 得 る 。 抗 体 は 、 Thorpe et al. (1982)に 一 般 的 に 記 載 さ れ て い る
よ う に し て 、 多 く の 良 く 知 ら れ た 方 法 に よ り 細 胞 毒 素 に よ り 接 合 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 細
胞 毒 性 剤 が タ ン パ ク 質 （ た と え ば リ シ ン Ａ 鎖 ） で あ り 、 そ し て 供 給 ビ ー ク ル が 損 な わ れ て
い な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 場 合 、 そ の 連 鎖 は 、 ヘ テ ロ 官 能 価 の 架 橋 剤 、 た と え ば カ
ル ボ ジ イ ミ ド 又 は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 通 し て で あ る 。 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た リ シ ン Ａ 鎖
を 用 い て 免 疫 毒 素 を 生 成 す る た め の 好 ま し い 方 法 は 、 ア メ リ カ 特 許 第  4,590,071号 及 び  W
O 89／ 06967(引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ) に 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 に よ り 供 給 さ れ 、 そ し て 上 記 の よ う に し て 生 成 さ れ る 免 疫 毒 素 は 、 続 い て 、 そ れ
ら の イ ン ビ ト ロ 効 能 を 確 か め る た め に 試 験 さ れ る 。 そ の よ う な イ ン ビ ト ロ 試 験 は 、 ヒ ト  C
D4＋ 　 Ｔ － 細 胞 及 び 上 記 方 法 を 用 い て 実 施 さ れ る 。 た と え ば 、 本 発 明 に 従 っ て 生 成 さ れ る
免 疫 毒 素 （ す な わ ち 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 で あ る こ と が 示 さ れ て い る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 接 合 さ れ る 細 胞 毒 素 ） は 、 多 発 性 硬 化 症 患 者 か ら の  MBP特 異 的  CD4＋
　 Ｔ － 細 胞 系 に 対 す る イ ン ビ ト ロ 阻 害 研 究 を 用 い て 試 験 さ れ る 。 ヒ ト 治 療 へ の 使 用 の た め
に 潜 在 的 に 適 切 な 免 疫 毒 素 は 、 そ の よ う な 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 増 殖 を 阻 害 で き る も の で あ る
。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 そ れ ら の 免 疫 毒 素 は 多 発 性 硬 化 症 患 者 か ら の 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 増
殖 を 阻 害 で き る の で 、 そ れ ら は 起 源 に か か わ ら ず 、 す べ て の 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 の
増 殖 を 阻 害 で き る べ き で あ る 。 こ の 結 論 は 、 上 記 に 示 さ れ る 証 拠 に よ り 支 持 さ れ 、 こ こ で
ラ ッ ト  OX-40-dgA免 疫 毒 素 が  MPB活 性 化 ラ ッ ト  CD4 + T－ 細 胞 及 び  PPD活 性 化 ラ ッ ト  CD4 + T
－ 細 胞 に 対 し て 効 果 的 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 ヒ ト  OX-40免 疫 毒 素 が こ の 一 般 的 な 活 性 を
有 す る こ と を 確 か め る た め に は 、 上 記 の よ う な 類 似 す る イ ン ビ ト ロ 増 殖 研 究 が ま た 、 他 の
抗 原 （ た と え ば ヘ ル ペ ス 単 純 ウ ィ ル ス ） に 対 し て 特 異 的 な ヒ ト  CD4 + T－ 細 胞 に よ り 実 施 さ
れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 下 記 例 ５ に 記 載 さ れ る 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 抗 － ヒ ト  OX-40抗 体 が ま た 、 活 性
化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 に よ り 介 在 さ れ る 状 態 を 診 断
す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 用 途 の た め に は 、 抗 体 は 、 抗 体 の 消 耗 を 促 進 す る 適
切 な 化 学 的 “ 標 識 ” に 接 合 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 適 切 な 分 子 は 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ
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う な 、 螢 光 分 子 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） 及 び Ｒ － フ ィ コ エ リ ト リ ン  (
PE） を 包 含 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 に お い て は 、 ヒ ト  OX-40タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 に よ り 介 在
さ れ る 状 態 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な 目 的 の た め に は 、 ヒ ト  OX-40抗 体 は
、 他 の 分 子 、 た と え ば 螢 光 マ ー カ ー に よ り 接 合 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 生 検 サ ン プ ル を 、 分 析 の た め に 炎 症 を 起 こ さ れ た 組 織 か ら 採 取 す る 。 当 業 者 は 、 生 検 サ
ン プ ル の 源 は 異 な っ た 条 件 間 で 変 化 す る で あ ろ う こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 多 発 性 硬 化 症
の 場 合 、 リ ン パ 球 は  CSFか ら 単 離 さ れ 、 と こ ろ が リ ウ マ チ 様 関 節 炎 の 場 合 、 リ ン パ 球 は 炎
症 を 起 こ さ れ た 関 節 の 滑 液 か ら 単 離 さ れ る で あ ろ う 。 移 植 拒 絶 の 場 合 、 生 検 は 、 拒 絶 エ ピ
ソ ー ド の 間 、 標 的 器 官 か ら 直 接 的 に 取 ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 患 者 か ら 採 取 さ れ た 生 検 サ ン プ ル は リ ン パ 球 画 分 に 分 別 さ れ
る で あ ろ う （ 前 述 の 方 法 に よ る ； 材 料 及 び 方 法 の セ ク シ ョ ン を 参 照 の こ と ） 。 精 製 さ れ た
リ ン パ 球 は 、 OX-40-FITC抗 体 に よ り 染 色 さ れ 、 そ し て 陽 性 リ ン パ 球 の ％ が FACScan 装 置 上
で 定 量 化 さ れ る で あ ろ う 。 こ の ％ を 、 健 康 な 個 人 に 見 出 さ れ る ％ と 比 較 す る 。 統 計 学 的 に
有 意 な 上 昇 が 炎 症 の 出 来 事 の 初 期 徴 候 を 提 供 し 、 そ し て 自 己 免 疫 疾 患 の 初 期 診 断 を 導 く で
あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　
　 治 療 用 途 、 た と え ば 多 発 性 硬 化 症 に 関 連 す る 自 己 免 疫 炎 症 の 処 理 の た め に は 、 炎 症 の 部
位 で の 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 の 存 在 が 、 処 理
を 始 め る 前 に 確 立 さ れ る こ と が 予 期 さ れ る 。 そ れ ら の 細 胞 の 存 在 は 、 上 記 例 ５ に 記 載 さ れ
る 診 断 方 法 を 用 い て 確 立 さ れ 得 る 。 診 断 試 験 が 炎 症 部 位 で の 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特
に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 の 存 在 を 示 す 結 果 を 生 ぜ し め る 場 合 、 免 疫 毒 素 の 治
療 的 適 用 が 適 切 で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 に よ り 介 在 さ れ る 状 態
の 処 理 の た め へ の 免 疫 毒 素 の 治 療 的 投 与 の た め に は 、 免 疫 毒 素 を 用 い て の 処 理 法 を 示 す 標
準 の 公 開 さ れ た 方 法 が 利 用 さ れ 得 る 。 こ れ ら は 、 Vitetta et al., 1991及 び  WO 89／ 0696
7 に 記 載 さ れ る 方 法 を 包 含 す る 。 前 記 文 献 は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 一 般 的 に 、 抗 原 － 活 性 化 Ｔ － 細 胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 に よ り 介 在
さ れ る 状 態 を 有 す る 患 者 を 処 理 す る 方 法 は 、 細 胞 毒 性 剤 に よ り 接 合 さ れ る 抗 体 （ 又 は 抗 体
の 一 部 ） の 有 効 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 抗 体 （ 又 は そ の 抗 体 の
一 部 ） は ヒ ト  OX-40抗 原 を 認 識 し 、 そ し て そ れ に 結 合 す る 。 上 記 で 論 ぜ ら れ た よ う に 、 細
胞 毒 性 剤 に よ り 接 合 さ れ る 抗 体 及 び そ の 抗 体 の 一 部 は 通 常 、 免 疫 毒 素 と し て 言 及 さ れ る 。
そ れ ら の 免 疫 毒 素 の 有 効 量 は 一 般 的 に 、 免 疫 毒 素 の 適 切 な 用 量 と し て 言 及 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 当 業 者 は 、 ゼ ロ 以 上 の 免 疫 毒 素 の い ず れ の 用 量 で も 、 患 者 に お け る 活 性 化 さ れ た  CD4 + T
－ 細 胞 集 団 に 対 し て い く ら か の 効 果 を 有 す る で あ ろ う こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 し か し な
が ら 、 適 切 な 量 は 、 高 い 用 量 の 免 疫 毒 素 の 副 作 用 効 果 の 開 始 に よ り 限 定 さ れ る 。  WO 89／
06967 に 記 載 さ れ る よ う に 、 リ シ ン Ａ 鎖 に よ り 接 合 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 ん で 成
る 免 疫 毒 素 に 関 し て は 、 適 切 な 用 量 は 14日 ま で の 間 、 0.05～ 1.0 mg／ kg・ 日 の 範 囲 で あ る
。 Vitetta et al. (1991) に よ り 記 載 さ れ る よ う に 、 化 学 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た リ シ
ン Ａ 鎖 に 連 結 さ れ る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト （ た と え ば  Fab'フ ラ グ メ ン ト ） を 含 ん で 成 る 免 毒
素 に 関 し て は 、 用 量 は 好 ま し く は 、 25～ 150 mg／ m 2  の 範 囲 で あ ろ う 。
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【 ０ １ ４ ６ 】
　
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 ヒ ト  OX-40抗 原 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む キ ッ ト で
あ る 。 そ の よ う な キ ッ ト は 容 器 を 含 ん で 成 り 、 そ の 中 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 含 ま れ て
い る 。 そ の よ う な キ ッ ト の １ つ の 態 様 に お い て は 、 キ ッ ト は 細 胞 毒 素 、 た と え ば  dgAに よ
り 接 合 さ れ る 形 で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 み 、 そ れ に よ っ て キ ッ ト は 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細
胞 、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 に よ り 介 在 さ れ る 状 態 を 有 す る 患 者 を 処 理 す
る た め に 使 用 さ れ る 。 こ の 抗 体 － 細 胞 毒 素 接 合 体 は 好 ま し く は 、 注 射 に よ り 患 者 に 投 与 す
る た め に 適 切 な 形 で 供 給 さ れ る 。 従 っ て 、 キ ッ ト は 抗 体 － 細 胞 毒 素 接 合 体 を 懸 濁 さ れ た 形
、 た と え ば 適 切 な 医 薬 賦 形 剤 に 懸 濁 さ れ た 形 で 含 む こ と が で き る 。 他 方 、 接 合 体 は 認 識 の
た め に 適 切 な 固 体 形 で 存 在 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 他 の 態 様 に お い て は 、 キ ッ ト は 、 診 断 使 用 の た め に 適 切 な 形 、 た と え ば 螢 光 マ ー カ ー に
接 合 さ れ た 形 で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 活 性 化 さ れ た Ｔ － 細 胞
、 特 に た と え ば 活 性 化 さ れ た  CD4 + T－ 細 胞 に よ り 介 在 さ れ る 炎 症 状 態 の 検 出 に 使 用 さ れ る
。
　 前 述 の 例 は 、 本 発 明 を 例 示 す る も の で あ っ て 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。 本 明 細
書 に 示 さ れ る よ う に 、 本 発 明 に 基 づ く 多 く の 変 更 及 び 修 飾 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で も た ら さ
れ 得 る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、  RT7.2及 び  MRC OX-40抗 原 の 組 織 特 異 的 二 重 発 現 を 示 す 螢 光 活 性 化 細 胞
分 類 （ FACS） 装 置 か ら の ド ッ ト プ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、  EAEを 有 す る ラ ッ ト の 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た ド ナ ー Ｔ － 細 胞 に 基 づ く  OX-
40発 現 の 時 間 の 経 過 を 示 す FACS装 置 か ら の ド ッ ト プ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、  EAEを 有 す る  Lewisラ ッ ト の 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た  OX-40陽 性 及 び 陰 性 の
分 類 さ れ た 集 団 に お け る  TCR Vβ の 発 現 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 脊 髄 及 び リ ン パ 節 か ら 単 離 さ れ た  OX-40陽 性 細 胞 に 対 す る 抗 原 応 答 を 示
す 。
【 ０ １ ４ ９ 】
【 図 ５ 】 図 ５ は 、  OX-40-dgA接 合 体 に よ る 抗 原 特 異 的  CD4 + T－ 細 胞 増 殖 の 投 与 量 依 存 性 阻
害 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ Ａ 】 図 ６ Ａ は 、 OX-40－ 外 毒 素 接 合 体 に よ る 抗 原 特 異 的  CD4 + T－ 細 胞 増 殖 の 投 与 量
依 存 性 阻 害 を 示 す ２ つ の グ ラ フ で あ る 。 種 々 の 濃 度 の  OX-40－ 外 毒 素 が 一 定 量 の F1 T－ 細
胞 、 APC、 及 び  MBPに 添 加 さ れ た 。
【 図 ６ Ｂ 】 図 ６ Ｂ は 、 OX-40－ 外 毒 素 接 合 体 に よ る 抗 原 特 異 的  CD4＋ 　 Ｔ － 細 胞 増 殖 の 投
与 量 依 存 性 阻 害 を 示 す ２ つ の グ ラ フ で あ る 。 種 々 の 濃 度 の  OX-40－ 外 毒 素 が 一 定 量 の Lews
 T－ 細 胞 、 APC、 及 び  MBPに 添 加 さ れ た 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、  OX-40-dgA接 合 体 に よ る  PPD抗 原 特 異 的  CD4＋ 　 Ｔ － 細 胞 増 殖 の 投 与 量
依 存 性 阻 害 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
【 図 ８ Ａ 】 図 ８ Ａ は 、 400μ ｇ の 用 量 の  OX-40-dgAに よ り 処 理 さ れ た ラ ッ ト の 脊 髄 か ら 単
離 さ れ た リ ン パ 球 の 特 徴 を 示 す FACS装 置 か ら の ２ 種 の ド ッ ト プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ８ Ｂ 】 図 ８ Ｂ は 、 400μ ｇ の 用 量 の  OX-40-dgAに よ り 処 理 さ れ て い な い ラ ッ ト の 脊 髄
か ら 単 離 さ れ た リ ン パ 球 の 特 徴 を 示 す FACS装 置 か ら の ２ 種 の ド ッ ト プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 疾 病 開 始 の 初 日 に 投 与 さ れ る  OX-40免 疫 毒 素 処 理 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 OX-40免 疫 毒 素 に よ り 処 理 さ れ た 動 物 の 脊 髄 か ら 単 離 さ れ た ド ナ ー 陽
性 (MBP特 異 的 ） Ｔ 細 胞 に 対 し て の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ １ － １ 】 図 11-1は 、 ヒ ト OX-40 cDNAの コ ー ド 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び ヒ ト  OX-
40抗 原 の 理 論 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
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【 図 １ １ － ２ 】 図 11-2は 、 ヒ ト OX-40 cDNAの コ ー ド 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び ヒ ト  OX-
40抗 原 の 理 論 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ Ａ 】
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【 図 ６ Ｂ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ － １ 】

【 図 １ １ － ２ 】
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