
(57)【要約】
本発明は、セマフォリンタンパク質ファミリーのメンバーであって樹状細胞の表面上に選
択的に発現される Sema4Aによって媒介される、新規な共刺激経路に関する。さらに、本発
明は、免疫調節性物質を同定する方法における Sema4Aタンパク質及びタンパク質誘導体の
使用、並びにこれらを使用する治療的用途に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 認 識 し て 結 合 す る 、 単 離 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 が ヒ ト Sema4Aタ ン パ ク 質 に 結 合 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 又 は 抗 体
誘 導 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 哺 乳 動 物 Tim-2タ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 認 識 し て 結 合 す る 、 単 離 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 が ヒ ト Tim-2タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 抗 体 又 は 抗 体
誘 導 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 が 、 T細 胞 活 性 化 に 対 す る Sema4Aタ ン パ ク 質 の 共 刺 激 作 用 を 抑 制 す
る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 希 釈 剤 及 び 担 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 成 分 と 、 請 求 項 １ ～
５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 と を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 及 び 喘 息 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 の 治 療 用 医 薬 品 を 調 製 す る た め
の 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 及 び 喘 息 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 の 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に 対 し
、 請 求 項 ２ 記 載 の 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 を 治 療 上 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 自 己 免 疫
疾 患 、 ア レ ル ギ ー 及 び 喘 息 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 及 び 喘 息 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 の 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に 対 し
、 請 求 項 ４ 記 載 の 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 を 治 療 上 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 自 己 免 疫
疾 患 、 ア レ ル ギ ー 及 び 喘 息 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 が 配 列 番 号 １ か ら な る タ ン パ ク 質 （ ヒ ト Sema4Aタ ン パ ク 質 ） ； 及 び 配 列 番 号 １ に 対
し て 少 な く と も 95％ 同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 群 ； か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
単 離 精 製 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 共 刺 激 分 子 と し て 作 用 す る 生 物 学 的 機 能 を 有 す る 前 記 単 離
精 製 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 Sema4Aタ ン パ ク 質 の 細 胞 外 セ マ ド メ イ ン を 少 な く と も 含 み 、 且 つ Sema4Aタ ン パ ク 質 の 膜
貫 通 ド メ イ ン の 一 部 分 を 少 な く と も 欠 い て い る 、 単 離 さ れ た 可 溶 性 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ
ク 質 誘 導 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 別 の タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 ド メ イ ン に 融 合 し て い る 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 の 全
部 又 は 一 部 を 含 む 、 Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 配 列 番 号 ３ か ら な る 配 列 で あ る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 対 象 者 に 投 与 さ れ る と き に 、 前 記 対 象 者 の T細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 医 薬 組 成 物
で あ っ て 、
　 (i)請 求 項 １ ０ 記 載 の Sema4Aタ ン パ ク 質 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 可 溶 性 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン
パ ク 質 誘 導 体 及 び 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３ 記 載 の 哺 乳 動 物 Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 医 薬 的 に 有 効 な 成 分 ； 並 び に
　 (ii)賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 希 釈 剤 及 び 担 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 成 分 ；
を 含 む 前 記 医 薬 組 成 物 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
　 医 薬 的 に 有 効 な 成 分 が T細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 生 物 学 的 作 用 を 有 し 、
　 前 記 生 物 学 的 作 用 が 、
前 記 医 薬 的 に 有 効 な 成 分 の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で 、 固 定 化 さ れ た 抗 CD3抗 体 及 び 抗 CD28抗
体 を 用 い て ナ イ ー ブ CD4＋ T細 胞 を 刺 激 す る 工 程 ； 及 び
こ の よ う に し て 処 理 し た T細 胞 の 活 性 化 を 、 T細 胞 増 殖 又 は IL-2分 泌 を 評 価 す る こ と に よ っ
て 測 定 す る 工 程 ；
を 含 む ア ッ セ イ に よ っ て 評 価 す る こ と が で き 、
　 T細 胞 増 殖 又 は IL-2分 泌 の 増 加 を も た ら す 化 合 物 が 、 T細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 生
物 学 的 作 用 を 有 す る 化 合 物 と し て 分 類 さ れ る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ０ 記 載 の Sema4Aタ ン パ ク 質 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 可 溶 性 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク
質 誘 導 体 及 び 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３ 記 載 の 哺 乳 動 物 Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ 医 薬 的 に 活 性 な 物 質 の 、 一 次 的 若 し く は 二 次 的 免 疫 不 全 の 治 療 用 医 薬 品 又 は 正 常 な
T細 胞 応 答 を 刺 激 す る 医 薬 品 を 調 製 す る た め の 使 用 で あ っ て 、
　 前 記 医 薬 的 に 活 性 な 物 質 は 、 T細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 生 物 学 的 作 用 を 有 す る 、
前 記 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 一 次 的 若 し く は 二 次 的 免 疫 不 全 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 の 治 療 又 は T細 胞 応 答 の 刺 激 の た め
の 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 治 療 又 は 刺 激 を 必 要 と す る 患 者 に 対 し て 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の Sema4Aタ ン パ ク 質 、 請
求 項 １ １ 記 載 の 可 溶 性 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 又 は 請 求 項 １ ２ 若 し く は １ ３ 記 載
の 哺 乳 動 物 Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 を 治 療 上 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 T細 胞 表 面 上 に 存 在 す る Tim-2抗 原 に 反 応 性 で あ る 、 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 の T細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 を 調 節 し 得 る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ
て 、
　 候 補 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 ；
表 面 に Sema4A受 容 体 を 発 現 し て い る T細 胞 を 、 前 記 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ；
前 記 T細 胞 を 活 性 化 す る の に 適 切 な 条 件 下 で 、 前 記 T細 胞 を Sema4A作 用 因 子 と 接 触 さ せ る 工
程 ； 及 び
前 記 候 補 化 合 物 が 前 記 T細 胞 の 活 性 化 を 調 節 す る か を 決 定 す る 工 程 ；
を 含 み 、
　 前 記 Sema4A作 用 因 子 が 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の ヒ ト Sema4Aタ ン パ
ク 質 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 可 溶 性 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 、 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３ 記
載 の 哺 乳 動 物 Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 、 及 び 細 胞 表 面 上 に Sema4Aタ ン パ ク 質 又 は Sema4Aタ ン
パ ク 質 の 細 胞 外 セ マ ド メ イ ン を 少 な く と も 含 む Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 を 発 現 し て い る 細
胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 T細 胞 の 活 性 化 の 調 節 が 、 T細 胞 増 殖 又 は T細 胞 に よ る 培 地 中 へ の サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を
測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 サ イ ト カ イ ン が イ ン タ ー ロ イ キ ン -2、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 及 び イ ン タ ー ロ イ キ ン -4か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 Sema4A作 用 因 子 が 骨 髄 由 来 の 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ １ の い ず れ か １ 項 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 T細 胞 を 活 性 化 す る の に 適 切 な 条 件 が 、 前 記 T細 胞 を 抗 CD3抗 体 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み
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、 ま た 任 意 で 前 記 T細 胞 を 抗 CD28抗 体 と 接 触 さ せ て も よ い 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ ２ の い ず れ か
１ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 表 面 に Sema4A受 容 体 を 発 現 し て い る T細 胞 が 、 脾 細 胞 か ら 調 製 さ れ る CD4＋ T細 胞 で あ る
、 請 求 項 １ ９ ～ ２ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 が 配 列 番 号 ３ か ら な る 配 列 の Sema4A-Fcで あ る 、 請 求 項 １ ９ ～ ２
４ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 Sema4Aタ ン パ ク 質 が ヒ ト Sema4Aタ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ ５ の い ず れ か １ 項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 T細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 の 調 節 が 、 Sema4A共 刺 激 経 路 を 介 す る 樹 状 細 胞 と T細 胞 と の 相 互 作
用 の 調 節 で あ る 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ ６ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の Sema4Aタ ン
パ ク 質 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 可 溶 性 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 、 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３
記 載 の 哺 乳 動 物 Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 及 び 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合
物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 物 質 の 使 用 で あ っ て 、
　 T細 胞 共 刺 激 経 路 の 研 究 の た め 又 は T細 胞 活 性 化 異 常 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 用 医 薬 品 の 調
製 の た め の 、 前 記 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の Sema4Aタ ン
パ ク 質 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 可 溶 性 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 、 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３
記 載 の 哺 乳 動 物 Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 及 び 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合
物 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 物 質 を 、 T細 胞 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 T細 胞 応 答 を 調 節 す る
方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 樹 状 細 胞 表 面 上 に 選 択 的 に 発 現 さ れ る 新 規 な 共 刺 激 タ ン パ ク 質 、 免 疫 調 節 性
物 質 を 同 定 す る 方 法 に お け る 前 記 タ ン パ ク 質 の 使 用 、 前 記 タ ン パ ク 質 及 び 免 疫 調 節 性 物 質
の 機 能 的 誘 導 体 、 そ れ ぞ れ の 共 刺 激 経 路 に 干 渉 す る 作 用 物 質 (agent)、 並 び に 前 記 誘 導 体
及 び 干 渉 作 用 物 質 の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Tリ ン パ 球 応 答 の 発 生 は 、 細 胞 -細 胞 相 互 作 用 及 び 可 溶 性 介 在 物 質 （ サ イ ト カ イ ン 又 は リ
ン フ ォ カ イ ン ） の 産 生 を 含 む 複 雑 な 過 程 で あ る 。 Tリ ン パ 球 の 最 適 な 活 性 化 は 、 2つ の 細 胞
-細 胞 相 互 作 用 シ グ ナ ル を 必 要 と す る こ と が 信 じ ら れ て い る 。 そ れ ら の シ グ ナ ル は 、 抗 原
提 示 細 胞 （ APC） 上 の ペ プ チ ド -MHCに 結 合 し て い る と き の 抗 原 特 異 的 す な わ ち ク ロ ー ン 性 T
細 胞 受 容 体 （ TCR） シ グ ナ ル 伝 達 、 及 び 第 二 の 抗 原 非 特 異 的 “ 共 刺 激 性 ” シ グ ナ ル で あ る
。
　 T細 胞 が 、 共 刺 激 分 子 に よ る 共 刺 激 な し で 抗 原 の み と 遭 遇 す る 場 合 に は 、 与 え ら れ た 抗
原 に 対 す る 免 疫 応 答 の 有 意 な 増 幅 は 起 ら な い 。 さ ら に 、 共 刺 激 が な け れ ば 、 TCR結 合 は 免
疫 応 答 の 誘 導 に 失 敗 す る だ け で な く 、 T細 胞 ア ナ ジ ー 又 は ア ポ ト ー シ ス に よ る 機 能 的 T細 胞
不 活 性 化 を 導 き 、 そ の 結 果 ト レ ラ ン ス を 生 じ る 。 共 刺 激 シ グ ナ ル が 提 供 さ れ る 場 合 、 T細
胞 は 、 刺 激 と な る 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な ク ロ ー ン 増 殖 で 応 答 す る で あ ろ う 。
　 免 疫 応 答 の 質 及 び 作 用 強 度 は 、 抗 原 を プ ロ セ ッ シ ン グ し て T細 胞 に 提 示 す る APCの 種 類 、
TCRの 結 合 に 利 用 可 能 な ペ プ チ ド 抗 原 /MHCリ ガ ン ド の 密 度 、 並 び に T細 胞 の 結 合 及 び 活 性 化
の 際 の APCに よ る 可 溶 性 及 び /又 は 膜 結 合 性 共 刺 激 シ グ ナ ル の 提 供 に 依 存 す る 。 T細 胞 の 活
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性 化 に 必 要 と さ れ る シ グ ナ ル を 提 供 す る APCと し て は 、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 Bリ ン パ 球
及 び 樹 状 細 胞 （ DC） が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 異 な る 種 類 の APCの 中 で 、 DCは 、 in vivoの 抗
原 特 異 的 T細 胞 応 答 の 最 も 強 力 な 発 動 因 子 と し て 考 え ら れ て い る 。 DCは 、 最 も 効 率 的 に 抗
原 を 捕 捉 し て 、 種 々 の 共 刺 激 シ グ ナ ル と 組 合 せ て 、 前 記 抗 原 を MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 と し て
T細 胞 に 提 示 す る 。 DCは 、 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ と は 異 な る 表 現 型 を 有 し 、 識 別 可 能 な 免
疫 応 答 を 開 始 し 得 る 異 な る サ ブ タ イ プ に 分 類 さ れ る 。 in vitroに お い て 、 DCは 、 マ ク ロ フ
ァ ー ジ よ り お よ そ 100倍 大 き な 作 用 強 度 を 示 し て 、 ナ イ ー ブ (naive)T細 胞 を 活 性 化 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 DCの よ う な APC上 に 発 現 さ れ る 共 刺 激 分 子 の 典 型 的 且 つ 最 も 特 徴 付 け ら れ て い る 例 は 、
い わ ゆ る B7フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 こ の フ ァ ミ リ ー と し て は 、 B7-1又 は CD80と し て
も 知 ら れ て い る B7、 CD86と も 呼 ば れ て い る B7-2が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
（ Ig） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 2つ の 細 胞 外 Igド メ イ ン 、 N-末 端 可 変 （ V）
様 ド メ イ ン 、 そ れ に 続 く 定 常 （ C） 様 ド メ イ ン を 含 む 。 T細 胞 表 面 上 に 発 現 さ れ て い る B7の
リ ガ ン ド す な わ ち 対 応 受 容 体 (counter receptor)は 、 CD28及 び CTLA-4で あ る 。 CD28は 、 T
細 胞 活 性 化 に 機 能 す る 最 も 成 熟 な ヒ ト T細 胞 上 に 見 出 さ れ る Igス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の ホ モ
二 量 体 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 休 止 T細 胞 上 に 構 成 的 に 発 現 さ れ て お り 、 活 性 化 の 後 に 増 加
す る 。 T細 胞 受 容 体 を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 の 後 、 CD28の 連 結 が 、 T細 胞 を 増 殖 さ せ IL-2を 分
泌 さ せ る 。 CTLA-4は 、 CD28に 非 常 に 類 似 す る T細 胞 表 面 分 子 で あ る が 、 休 止 T細 胞 上 に は 発
現 さ れ て お ら ず 、 T細 胞 活 性 化 に 続 い て 現 れ る 。
　 し か し な が ら 、 B7-CD28/CTLA-4経 路 が 、 全 て の 共 刺 激 的 活 性 の 原 因 で は な い 。 実 際 、 腫
瘍 壊 死 因 子 （ TNF） と TNF受 容 体 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と の 間 の 相 互 作 用 が 、 T細 胞 -DC相 互
作 用 を 介 す る T細 胞 共 刺 激 に 関 与 し て い る こ と も 実 証 さ れ て い る 。 前 記 相 互 作 用 と し て は
、 CD40_CD154、 CD30_CD30L、 CD27_CD70、 4-1BB4-1BBL、 RANK_RANKL(OPGL)及 び Ox40-Ox40L
が 挙 げ ら れ る 。 し か し な が ら 、 明 ら か に 、 質 的 及 び 量 的 T細 胞 応 答 を 決 定 す る 共 刺 激 分 子
の 枠 組 み は 、 未 だ 完 全 に 解 明 さ れ て は い な い 。 こ の よ う に T細 胞 活 性 化 は 高 度 に 複 雑 な 分
野 の ま ま で あ り 、 従 っ て T細 胞 機 能 異 常 は 現 在 ま で の と こ ろ 、 幾 つ か の 治 療 的 介 入 に よ っ
て 非 常 に 不 充 分 に 対 処 さ れ 得 る の み で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 免 疫 系 の 中 心 的 機 能 は 、 身 体 組 織 の 自 己 構 成 成 分 か ら 病 原 菌 の よ う な 外 来 抗 原 を 識 別 す
る こ と で あ る 。 免 疫 系 は 、 周 産 期 に お け る 胸 腺 で の 自 己 反 応 性 T細 胞 の ク ロ ー ン 除 去 に よ
っ て 、 ま た 発 育 の 後 期 に お け る 自 己 反 応 性 の T細 胞 及 び B細 胞 の 機 能 的 抑 制 に よ っ て 、 自 己
ト レ ラ ン ス （ 自 己 に 対 す る 不 応 答 性 ） を 正 常 に 獲 得 す る 。 そ れ に も か か ら わ ず 、 時 に 自 己
ト レ ラ ン ス の 維 持 に お け る 機 能 不 全 が 存 在 し 、 自 己 反 応 性 リ ン パ 球 の 活 性 化 及 び ク ロ ー ン
増 殖 と 自 己 抗 体 の 産 生 と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 自 己 抗 原 と 非 自 己 抗 原 と の 間 の 識 別 不 能
及 び 自 己 免 疫 応 答 が 、 正 常 な 身 体 組 織 の 自 己 抗 原 に 対 し て 引 き 起 こ さ れ る 。 多 く の 自 己 免
疫 疾 患 は 自 己 抗 体 に 関 連 し て お り 、 ま た そ れ に 伴 っ て B細 胞 に 関 連 し て い る が 、 T細 胞 は B
細 胞 の 発 生 及 び 機 能 に 作 用 し 得 る こ と か ら 、 T細 胞 は 前 記 自 己 免 疫 疾 患 の 病 理 学 的 条 件 に
お い て も 重 要 な 役 割 を 果 た し 得 る 。
　 自 己 免 疫 疾 患 は 起 点 に お い て 多 元 的 で あ っ て 、 臓 器 特 異 的 自 己 免 疫 疾 患 と 臓 器 非 特 異 的
（ す な わ ち 全 身 性 ） 自 己 免 疫 疾 患 と に 分 類 さ れ 得 る 。 臨 床 例 と し て は 、 次 の も の が 挙 げ ら
れ る ： 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 重 症 筋 無 力 症 、 グ レ ー ヴ ズ 病 、 グ ッ ド パ ス
チ ャ ー 症 候 群 、 ク ロ ー ン 病 、 ギ ヤ ン -バ レ ー 症 候 群 、 乾 癬 、 重 症 筋 無 力 症 、 糸 球 体 腎 炎 、
自 己 免 疫 肝 炎 、 ブ ド ウ 膜 炎 、 I型 （ イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 ） 糖 尿 病 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 リ
ウ マ チ 熱 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ SLE） 及 び 多 発 性 硬 化 症 。
　 T細 胞 活 性 の 増 強 に 関 連 す る 疾 患 の 別 の グ ル ー プ は 、 ア レ ル ギ ー 及 び 喘 息 で あ る 。 1型 ヘ
ル パ ー T細 胞 （ TH1細 胞 ） は 自 己 免 疫 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と 想 定 さ れ て い る
が 、 一 方 ア レ ル ギ ー 及 び 喘 息 は 、 主 と し て 2型 ヘ ル パ ー T細 胞 （ TH2細 胞 ） 応 答 に 付 随 す る
よ う で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 他 方 で は 、 数 多 く の 病 理 状 態 が 、 不 充 分 な 免 疫 応 答 に 付 随 す る 。 免 疫 不 全 は 、 一 次 的 又
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は 二 次 的 で あ り 得 る 。 一 次 的 免 疫 不 全 は 、 免 疫 系 の ど の 成 分 が 欠 損 し て い る か に 依 存 し て
、 ４ つ の 主 た る グ ル ー プ に 分 類 さ れ る ： B細 胞 、 T細 胞 、 貪 食 細 胞 又 は 補 体 。 70を 超 え る 一
次 的 免 疫 不 全 が 記 述 さ れ て い る 。 T細 胞 欠 損 と し て は 、 例 え ば デ ィ ・ ジ ョ ー ジ 奇 形 、 慢 性
粘 膜 皮 膚 カ ン ジ ダ 症 、 ネ ゼ ロ フ 症 候 群 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 欠 損 及 び 特 発 性 CD4リ ン パ
球 減 少 症 で あ る 。 患 者 数 の 点 で お そ ら く 最 も 重 要 な 形 態 の 一 次 的 免 疫 不 全 で あ る 重 症 複 合
免 疫 不 全 （ SCID） で は 、 T細 胞 及 び B細 胞 の 反 応 が 妨 害 さ れ て い る 。
　 か な り 一 般 的 な 二 次 的 免 疫 不 全 は 、 以 前 に は 正 常 な 人 に お い て 病 気 か ら 生 じ た 免 疫 系 の
障 害 で あ る 。 こ の 部 類 の 最 も 重 要 な 疾 患 は 、 当 然 の こ と な が ら 、 AIDS及 び AIDS関 連 疾 患 で
あ る 。 免 疫 不 全 が 関 係 し 得 る 他 の 感 染 性 疾 患 は 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 感 染 症 、 伝 染 性 単
核 球 症 、 急 性 細 菌 性 疾 患 及 び 重 症 な ミ コ バ ク テ リ ア 症 又 は 真 菌 症 で あ る 。
　 免 疫 不 全 の 他 の 原 因 は 、 放 射 線 及 及 び 免 疫 抑 制 剤 の よ う な 免 疫 抑 制 作 用 物 質 を 用 い る 治
療 で あ る 。 勿 論 、 免 疫 抑 制 状 態 の 治 療 に 有 用 な 薬 物 は 、 健 康 な 個 体 の T細 胞 応 答 を 刺 激 す
る こ と に も 役 立 ち 得 る 。
　 T細 胞 活 性 化 の 分 子 メ カ ニ ズ ム に 関 す る 上 の 説 明 を 考 慮 す る と 、 T細 胞 と APCと の 間 の 相
互 作 用 に 非 特 異 的 な 抗 原 は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 一 次 的 及 び 二 次 的 免 疫 不 全 、 ア レ ル ギ ー 並 び
に 喘 息 の 治 療 に お け る 新 規 な 治 療 的 ア プ ロ ー チ 、 特 に 薬 理 学 的 ア プ ロ ー チ の 重 要 な 標 的 で
あ る こ と が 予 測 さ れ 得 る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 T細 胞 活 性 化 を 調 節 す る た め の 新 規 な 手 段 及 び 方 法 を 提 供 す
る こ と で あ る 。
　 特 に 、 本 発 明 の 目 的 は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 免 疫 不 全 、 ア レ ル ギ ー 及 び 喘 息 の よ う な 病 理 状
態 を 治 療 す る た め に 、 T細 胞 -APC相 互 作 用 、 特 に T細 胞 -DC相 互 作 用 を 調 節 す る 薬 物 を 調 製
す る た め の 小 型 分 子 又 は バ イ オ 医 薬 品 の よ う な 物 質 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の 更 な る 目 的 は 、 T細 胞 -DC相 互 作 用 を 調 節 す る こ と に よ っ て T細 胞 活 性 化 を 調 節
す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
（ 発 明 の 要 約 ）
　 上 記 目 的 は 、 T細 胞 -APC相 互 作 用 を 調 節 す る 作 用 物 質 を 提 供 す る 本 発 明 の 第 一 の 態 様 に
よ っ て 解 決 さ れ 、 前 記 作 用 物 質 は 、 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 認 識 し て 結 合 す
る 単 離 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 で あ る 。 好 ま し く は 、 前 記 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 が 、 ヒ ト Sema4A
タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。
　 本 発 明 の 第 二 の 態 様 と し て 、 T細 胞 -APC相 互 作 用 を 調 節 す る 作 用 物 質 が 提 供 さ れ 、 前 記
作 用 物 質 は 、 哺 乳 動 物 Tim-2タ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 認 識 し て 結 合 す る 単 離 抗 体 又 は 抗 体 誘
導 体 で あ る 。 好 ま し く は 、 前 記 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 が 、 ヒ ト Tim-2タ ン パ ク 質 に 結 合 す る
。
　 上 述 す る ２ つ の 態 様 は 、 前 記 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 が T細 胞 活 性 化 に お け る Sema4Aタ ン パ
ク 質 の 共 刺 激 効 果 を 阻 害 す る と い う 共 通 点 を 有 す る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 に よ る と 、 上 述 の よ う な Sema4Aタ ン パ ク 質 又 は Tim-2タ ン パ ク 質 に 結 合
す る 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 と 、 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 希 釈 剤 及 び /又 は 担 体 と を 含 む 医 薬
組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 に は 、
(i)自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 及 び 喘 息 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 の 治 療 用 医 薬 品 を 調 製 す る た
め の 、 上 述 の よ う な Sema4Aタ ン パ ク 質 又 は Tim-2タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 誘 導
体 の 使 用 ； 並 び に
(ii) 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 及 び 喘 息 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 の 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に
対 し 、 上 述 の よ う な 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 を 治 療 上 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 、 自 己 免
疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 及 び 喘 息 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 ；
も 含 ま れ る 。
　 本 発 明 の 別 の 観 点 に よ る と 、 配 列 番 号 １ か ら な る 配 列 の 単 離 精 製 タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ
る 。 さ ら に 、 配 列 番 号 １ に 対 し て 少 な く と も 95％ 同 一 、 好 ま し く は 少 な く と も 98％ 同 一 な
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ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ 、 前 記 タ ン パ ク 質 は 共 刺 激 分 子 と し て 作 用 す
る 生 物 学 的 機 能 を 有 し 、 前 記 生 物 学 的 機 能 は 下 記 で 詳 細 に 説 明 さ れ る ア ッ セ イ を 用 い て 試
験 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 配 列 番 号 １ （ 本 発 明 の ヒ ト Sema4Aタ ン パ ク 質 ）
     MALPALGLDP WSLLGLFLFQ LLQLLLPTTT AGGGGQGPMP RVKYYAGDER RALSFFHQKG
     LQDFDTLLLS GDGNTLYVGA REAILALDIQ DPGVPRLKNM IPWPASDRKK SECAFKKKSN
     ETQCFNFIRV LVSYNVTHLY TCGTFAFSPA CTFIELQDSY LLPISEDKVM EGKGQSPFDP
     AHKHTAVLVD GMLYSGTMNN FLGSEPILMR TLGSQPVLKT DNFLRWLHHD ASFVAAIPST
     QVVYFFFEET ASEFDFFERL HTSRVARVCK NDVGGEKLLQ KKWTTFLKAQ LLCTQPGQLP
     FNVIRQAVLL AADSPTAPHI YGSSTSSGKV DGTRSSAVCA FSLLDIERAL KGEYKELNKE
     TSRWTTYRGP ETNPRPGSCS VGPSSDKALT FMKDHFLMDE QVVGTPLLVK SGVEYTRLAV
     ETAQGLDGHS HLVMYLGEEI QLFPDPEPVR NLQLAPTQGA VFVGFSGGVW RVPRANCSVY
     ESCVDCVLAR DPHCAWDPES RTCCLLSAPN LNSWKQDMER GNPEWACASG PMSRSLRPQS
     RPQIIKEVLT VPNSILELPC PHLSALASYY WSHGPAAVPE ASSTVYNGSL LLIVQDGVGG
     LYQCWATENG FSYPVISYWV DSQDQTLALD PELAGIPREH VKVPLTRVSG GAALAAQQSY
     WPHFVTVTVL FALVLSGALI ILVASPLRAL RAAGSRFRAV RPCGPGEKAP LSREQHLQSP
     KECRTSASDV DADNNCLGTE VA
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 TANGO 265と 名 付 け ら れ 、 上 記 配 列 と 類 似 す る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） を 有 す る ヒ
ト タ ン パ ク 質 は 、 既 に 記 載 さ れ て い る （ DERWENT(登 録 商 標 )遺 伝 子 配 列 デ ー タ ベ ー ス 、 ア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： AAB66043） 。 配 列 番 号 １ と 配 列 番 号 ２ と の 間 の 同 一 性 の 程 度 は 、 94％
で あ る （ ス コ ア リ ン グ 行 列 ： BLOSUM62） 。 先 行 技 術 で は 、 TANGO 265タ ン パ ク 質 の 生 物 学
的 機 能 の 明 確 な 表 示 が 与 え ら れ て は い な い 。 TANGO 265タ ン パ ク 質 は 、 今 回 発 見 さ れ た ヒ
ト Sema4Aタ ン パ ク 質 の 対 立 形 質 又 は ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト を 表 し 得 る 。
　 配 列 番 号 ２ （ ヒ ト TANGO 265タ ン パ ク 質 ）
     MALPALGLDP WSLLGLFLFQ LLQLLLPTTT AGGGGQGPMP RVRYYAGDER RALSFFHQKG 
     LQDFDTLLLS GDGNTLYVGA REAILALDIQ DPGVPRLKNM IPWPASDRKK SECAFKKKSN 
     ETQCFNFIRV LVSYNVTHLY TCGTFAFSPA CTFIELQDSY LLPISEDKVM EGKGQSPFDP 
     AHKHTAVLVD GMLYSGTMNN FLGSEPILMR TLGSQPVLKT DNFLRWLHHD ASFVAAIPST 
     QVVYFFFEET ASEFDFFERL HTSRVARVCK NDVGGEKLLQ KKWTTFLKAQ LLCTQPGQLP 
     FNVIRHAVLL PADSPTAPHI YAVFTSQWQV GGTRSSAVCA FSLLDIERVF KGKYKELNKE 
     TSRWTTYRGP ETNPRPGSCS VGPSSDKALT FMKDHFLMDE QVVGTPLLVK SGVEYTRLAV 
     ETAQGLDGHS HLVMYLGTTT GSLHKAVVSG DSSAHLVEEI QLFPDPEPVR NLQLAPTQGA 
     VFVGFSGGVW RVPRANCSVY ESCVDCVLAR DPHCAWDPES RTCCLLSAPN LNSWKQDMER 
     GNPEWACASG PMSRSLRPQS RPQIIKEVLA VPNSILELPC PHLSALASYY WSHGPAAVPE 
     ASSTVYNGSL LLIVQDGVGG LYQCWATENG FSYPVISYWV DSQDQTLALD PELAGIPREH 
     VKVPLTRVSG GAALAAQQSY WPHFVTVTVL FALVLSGALI ILVASPLRAL RARGKVQGCE 
     TLRPGEKAPL SREQHLQSPK ECRTSASDVD ADNNCLGTEV A
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 と し て 、 少 な く と も Sema4Aタ ン パ ク 質 の 細 胞 外 セ マ (sema)ド メ イ ン を 含 み
、 且 つ Sema4Aタ ン パ ク 質 の 膜 貫 通 ド メ イ ン の 少 な く と も 一 部 分 を 欠 い て い る 、 単 離 さ れ た
可 溶 性 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 が 提 供 さ れ る 。
　 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 別 の タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 ド メ イ ン に 融 合 さ れ て い る 哺 乳
動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 、 Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ る 。 特 に
好 ま し い の は 、 配 列 番 号 ３ の 配 列 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 、 又 は 本 質 的 に は 配 列 番 号 ３ で
示 さ れ る が 、 そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 構 成 要 素 の ヒ ト 対 応 物 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。
　 配 列 番 号 ３ （ mSema4A-Fc）
     MALPSLGQDS WSLLRVFFFQ LFLLPSLPPA SGTGGQGPMP RVKYHAGDGH RALSFFQQKG
     LRDFDTLLLS DDGNTLYVGA RETVLALNIQ NPGIPRLKNM IPWPASERKK TECAFKKKSN
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     ETQCFNFIRV LVSYNATHLY ACGTFAFSPA CTFIELQDSL LLPILIDKVM DGKGQSPLTL
     FTSTQAVLVD GMLYSGTMNN FLGSEPILMR TLGSHPVLKT DIFLRWLHAD ASFVAAIPST
     QVVYFFFEET ASEFDFFEEL YISRVAQVCK NDVGGEKLLQ KKWTTFLKAQ LLCAQPGQLP
     FNIIRHAVLL PADSPSVSRI YAVFTSQWQV GGTRSSAVCA FSLTDIERVF KGKYKELNKE
     TSRWTTYRGS EVSPRPGSCS MGPSSDKALT FMKDHFLMDE HVVGTPLLVK SGVEYTRLAV
     ESARGLDGSS HVVMYLGTST GPLHKAVVPQ DSSAYLVEEI QLSPDSEPVR NLQLAPAQGA
     VFAGFSGGIW RVPRANCSVY ESCVDCVLAR DPHCAWDPES RLCSLLSGST KPWKQDMERG
     NPEWVCTRGP MARSPRRQSP PQLIKEVLTV PNSILELRCP HLSALASYHW SHGRAKISEA
     SATVYNGSLL LLPQDGVGGL YQCVATENGY SYPVVSYWVD SQDQPLALDP ELAGVPRERV
     QVPLTRVGGG ASMAA  -  Fc
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の こ の 観 点 に よ る と 、 対 象 者 に 投 与 さ れ る と き に 前 記 対 象 者 の T細 胞 媒 介
性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 医 薬 組 成 物 が 提 供 さ れ 、 前 記 医 薬 組 成 物 は 、
(i)配 列 番 号 １ 記 載 の Sema4Aタ ン パ ク 質 、 そ の 機 能 的 断 片 又 は そ れ ら の 誘 導 体 （ 例 え ば 上
に 概 要 を 述 べ た よ う な 可 溶 性 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 若 し く は 上 述 の よ う な 哺 乳
動 物 Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 ） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 医 薬 的 に 有 効 な 成 分 ； 及 び
(ii)賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 希 釈 剤 及 び 担 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 １ 又 は そ れ 以 上
の 成 分 ； を 含 む 。
　 こ の 態 様 の 状 況 に お い て 、 医 薬 組 成 物 は 、 T細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 生 理 学 的 作
用 を 示 す 。 前 記 作 用 は 、 例 え ば 、
(i)前 記 医 薬 的 に 有 効 な 成 分 の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で 、 固 定 化 さ れ て い る 抗 CD3抗 体 及 び 抗
CD28抗 体 を 用 い て 、 ナ イ ー ブ CD4＋ T細 胞 を 刺 激 す る 工 程 ； 及 び
(ii)こ の よ う に 処 理 さ れ た T細 胞 の 活 性 化 を 、 T細 胞 増 殖 又 は IL-2分 泌 を 測 定 す る こ と に よ
っ て 、 測 定 す る 工 程 ；
を 含 む ア ッ セ イ に よ っ て 評 価 さ れ 得 る 。 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の T細 胞 増 殖 又 は IL-2分 泌
が 、 前 記 化 合 物 の 含 ま れ て い な い ア ッ セ イ と 比 較 し て 増 加 す る 場 合 、 前 記 化 合 物 は 、 本 発
明 の 文 脈 上 、 T細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 生 物 学 的 作 用 を 有 す る 化 合 物 と し て 分 類 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、
(i) 配 列 番 号 １ 記 載 の Sema4Aタ ン パ ク 質 、 そ の 機 能 的 断 片 又 は そ れ ら の 誘 導 体 （ 特 に 、 上
に 概 要 を 述 べ る よ う な 可 溶 性 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 若 し く は 上 述 の よ う な 哺 乳
動 物 Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 ） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 且 つ T細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 を 刺 激
す る 生 物 学 的 作 用 を 有 す る 医 薬 的 に 活 性 な 物 質 の 使 用 で あ っ て 、 一 次 的 若 し く は 二 次 的 免
疫 不 全 の 治 療 用 医 薬 品 又 は 正 常 な T細 胞 応 答 を 刺 激 す る た め の 医 薬 品 を 調 製 す る た め の 前
記 使 用 ； 及 び
(ii) 一 次 的 若 し く は 二 次 的 免 疫 不 全 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 又 は T細 胞 応 答 を
刺 激 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 治 療 又 は 刺 激 を 必 要 と す る 患 者 に 対 し 、 上 述 の 群 よ り 選 択 さ
れ る 物 質 を 治 療 上 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 ；
も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
　 本 発 明 の 更 な る 態 様 は 、 T細 胞 表 面 上 に 存 在 す る Tim-2抗 原 に 反 応 性 で あ る 哺 乳 動 物 Sema
4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 に よ っ て 表 さ れ る 。
　 本 発 明 の 更 な る 観 点 に よ る と 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 に お け る T細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 を 調
節 し 得 る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、 そ の 方 法 は (i)候 補 化 合 物 を 調 製 す る 工 程 ； (
ii)Sema4A受 容 体 を 表 面 に 発 現 し て い る T細 胞 を 、 前 記 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 ； (iii
) 前 記 T細 胞 の 活 性 化 に 適 切 な 条 件 下 で 、 前 記 T細 胞 を Sema4A作 用 因 子 と 接 触 さ せ る 工 程 ；
及 び (iv)前 記 候 補 化 合 物 が 、 前 記 T細 胞 の 活 性 化 を 調 節 す る か ど う か を 決 定 す る 工 程 ； を
含 み 、 前 記 Sema4A作 用 因 子 は 、 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 、 配 列 番 号 １ に よ り 与 え ら れ る
ヒ ト Sema4Aタ ン パ ク 質 、 そ れ ら の 機 能 的 断 片 又 は そ れ ら の 誘 導 体 、 上 に 概 要 を 述 べ る よ う
な 可 溶 性 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 、 上 述 の よ う な 哺 乳 動 物 Sema4A融 合 タ ン パ ク 質
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、 及 び Sema4Aタ ン パ ク 質 若 し く は Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 を 表 面 に 発 現 し て い る 細 胞 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 前 記 Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 は 、 少 な く と も Sema4Aタ ン パ ク 質 の 細
胞 外 セ マ ド メ イ ン を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 前 記 方 法 で は 、 前 記 T細 胞 の 活 性 化 の 調 節 が 、 好 ま し く は T細 胞 増 殖 又 は T細 胞 に よ る 培
地 中 へ の サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ 及 び イ ン タ
ー ロ イ キ ン -4） の 分 泌 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 決 定 さ れ る 。
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で は 、 骨 髄 由 来 の 樹 状 細 胞 が Sema4A作 用 因 子 と し て 用 い ら れ る 。
ま た 好 ま し く は 、 T細 胞 を 活 性 化 す る の に 適 切 な 状 況 を 作 り 出 す た め に 、 T細 胞 が 抗 CD3抗
体 と 接 触 さ せ ら れ 、 ま た 任 意 で 抗 CD28抗 体 と 接 触 さ せ ら れ て も よ い 。 さ ら に 、 Sema4A受 容
体 を 表 面 に 発 現 し て い る T細 胞 は 、 好 ま し く は 、 脾 細 胞 か ら 調 製 さ れ る CD4＋ T細 胞 で あ る
。
　 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 が 上 述 の 方 法 に 用 い ら れ 、 よ り 好 ま し く
は 配 列 番 号 ３ の Sema4A-Fc融 合 タ ン パ ク 質 が 上 述 の 方 法 に 用 い ら れ る 。 特 に 、 機 能 的 ヒ ト S
ema4Aタ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 誘 導 体 の 使 用 が 好 ま し い 。
　 上 述 の 方 法 で は 、 活 性 な 物 質 が 、 DC-T細 胞 共 刺 激 経 路 と 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 T
細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 を 調 節 す る 。
　 本 発 明 の 更 な る 観 点 に よ る と 、 抗 Sema4A及 び 抗 Tim-2の 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 、 哺 乳 動 物 S
ema4Aタ ン パ ク 質 、 配 列 番 号 １ に よ り 与 え ら れ る ヒ ト Sema4Aタ ン パ ク 質 、 そ れ ら の 機 能 的
断 片 又 は そ れ ら の 誘 導 体 、 上 に 概 要 を 述 べ る よ う な 可 溶 性 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導
体 、 及 び 上 述 の 態 様 で 説 明 さ れ る よ う な 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 化 合 物 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 物 質 が 、 T細 胞 共 刺 激 経 路 の 研 究 の た め 又 は T細 胞 活 性 化 異 常 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療
用 医 薬 品 を 調 製 す る た め に 用 い ら れ る 。 T細 胞 応 答 は 、 前 記 の 群 か ら 選 択 さ れ る 物 質 を T細
胞 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 in vitro及 び in vivoで 調 節 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
　 本 発 明 を よ り 詳 細 に 説 明 す る 前 に 、 文 脈 上 明 ら か に 指 示 さ れ て い る 場 合 を 除 き 、 単 数 形
“ a” 、 “ an” 及 び “ the” は 、 複 数 へ の 言 及 も 含 む 。 従 っ て 、 例 え ば 、 “ 細 胞 株 (a cell 
line)” へ の 言 及 は 、 一 つ 又 は そ れ 以 上 の 細 胞 株 へ の 言 及 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 の 略 語 は 、 標
準 的 な １ 文 字 又 は ３ 文 字 表 記 に 従 っ て い る 。 明 細 書 及 び 特 許 請 求 の 範 囲 で 用 い ら れ て い る
他 の 略 語 は 、 最 初 に 登 場 す る 箇 所 で 説 明 さ れ る 。
　 リ ン パ 球 活 性 化 の 分 子 メ カ ニ ズ ム の 研 究 中 に 、 本 発 明 者 ら は 、 驚 く べ き こ と に 、 セ マ フ
ォ リ ン (semaphorin)フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー に よ っ て 媒 介 さ れ る 新 規 な 種 類 の T細 胞 共 刺 激
経 路 を 同 定 し た 。 セ マ フ ォ リ ン フ ァ ミ リ ー は 、 系 統 学 的 に 保 存 さ れ て い る タ ン パ ク 質 を 数
多 く 含 み 、 ま た 細 胞 外 領 域 に 大 き な “ セ マ ド メ イ ン ” （ お よ そ 500ア ミ ノ 酸 残 基 ） を 有 す
る 分 泌 性 及 び 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 群 を 含 む 。 多 く の 分 泌 型 セ マ フ ォ リ ン は 、 ニ ュ ー ロ ン 発 達
の 間 に 、 化 学 反 発 性 因 子 と し て 作 用 し て 又 は 遊 走 性 (migrating)軸 索 に 対 す る 誘 導 合 図 を
送 達 し て 、 軸 索 誘 導 (axon guidance)に 関 与 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 驚 く べ き こ と に 、
今 回 、 セ マ フ ォ リ ン が 病 原 性 免 疫 反 応 を 含 む T細 胞 共 刺 激 に も 重 大 に 関 与 し て い る こ と が
立 証 さ れ た 。
　 特 に 、 本 発 明 者 ら は 、 重 要 な 共 刺 激 分 子 と し て セ マ フ ォ リ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ
る Sema4Aを 同 定 し た 。 Sema4Aは 、 DCの 細 胞 表 面 上 に 優 先 的 に 発 現 し て お り 、 強 力 な 共 刺 激
活 性 を 有 す る 。 前 記 共 刺 激 活 性 と し て は 、 in vitroの T細 胞 活 性 化 及 び in vivoの 抗 原 特 異
的 T細 胞 の 発 生 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 Sema4Aが 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 の た め の 重 要 な 標 的
で あ り 、 抗 Sema4A抗 体 の 投 与 が 実 験 的 自 己 免 疫 脳 脊 髄 炎 （ EAE） の 発 生 を 効 果 的 に 阻 害 す
る こ と が 実 証 で き た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 本 発 明 に 関 連 し て 、 本 発 明 者 ら は 、 T細 胞 上 で Sema4Aの 対 応 受 容 体 を 同 定 す る こ と
が で き た 。 最 初 に 、 神 経 系 に お け る 軸 索 誘 導 に 関 与 し て い る セ マ フ ォ リ ン に 対 す る 受 容 体
で あ る ニ ュ ー ロ ピ リ ン (neuropilin)及 び プ レ キ シ ン (plexin)は 、 Sema4A媒 介 性 共 刺 激 経 路
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に 関 与 し て い な い こ と が 明 ら か と な っ た 。 次 に 、 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 既 に 既
知 の T細 胞 表 面 抗 原 Tim-2が T細 胞 上 に お け る Sema4Aの 受 容 体 で あ る こ と を 同 定 し た 。 Tim-2
は 活 性 化 T細 胞 上 に 発 現 さ れ て い る こ と は 知 ら れ て い た が 、 そ の 機 能 は 未 知 で あ っ た 。 Tim
-2は 、 T細 胞 の 細 胞 表 面 上 で の 発 現 並 び に 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン 及 び ム チ ン ド メ イ ン の
保 存 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ て い る Tim遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に 属 し て い る 。 近 年 、 Tim-1は 、 気
道 反 応 性 亢 進 の 調 節 遺 伝 子 と し て TH2細 胞 応 答 に 関 与 し て い る こ と が 同 定 さ れ て い る 。 さ
ら に 、 Tim-3は 、 TH1細 胞 上 に の み 発 現 さ れ て い る こ と 、 並 び に TH1細 胞 応 答 及 び マ ク ロ フ
ァ ー ジ 活 性 化 に 重 大 に 関 与 し て い る こ と が 実 証 さ れ て い る 。
　 こ れ ら の こ と と 実 施 例 に 概 要 を 述 べ る 更 な る 結 果 と に 基 づ い て 、 次 の 範 例 (paradigm)が
示 唆 さ れ る 。 T細 胞 活 性 化 の 直 後 、 Sema4Aの 結 合 部 位 （ 推 定 受 容 体 ： Tim-2） が 、 活 性 化 T
細 胞 の 表 面 上 に 誘 導 さ れ る 。 続 い て 、 前 記 結 合 部 位 は 、 DC上 に 発 現 さ れ て い る Sem4Aと 結
合 し て 、 T細 胞 -DC接 触 に お け る T細 胞 活 性 化 に 影 響 を も た ら し （ そ れ が TCRシ グ ナ ル の 活 性
化 を 強 化 す る か も し れ な い が ） 、 T細 胞 の 機 能 的 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 結
果 と な る 。 こ れ ら の 発 見 は 、 T細 胞 活 性 化 の 早 期 局 面 に お け る Sema4Aの 重 要 性 を 示 唆 し て
い る 。 実 際 、 in vivoの T細 胞 初 回 免 疫 は 、 Sema4A-Fcの 投 与 に よ っ て 増 強 さ れ た 。 加 え て
、 抗 Sema4Aは 、 抗 原 特 的 T細 胞 の 発 生 を 有 意 に 阻 害 し た 。 こ れ ら の 結 果 も 、 Sema4Aが T細 胞
と DCと の 間 の 初 回 免 疫 初 期 段 階 に 関 与 し て い る と い う 意 見 を 支 持 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 上 記 の 発 見 に 基 づ い て 、 本 発 明 の あ る 観 点 に よ る と 、 Sema4A、 Tim-2又 は Sema4Aと Tim-2
と の 間 の 相 互 作 用 を 標 的 と し て 用 い る モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
　 Sema4A-T細 胞 相 互 作 用 に 対 す る 調 節 効 果 に つ い て 化 合 物 を 試 験 す る た め に 、 ナ イ ー ブ CD
4＋ T細 胞 を 、 そ れ ぞ れ の 試 験 化 合 物 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら 、 固 定 化 さ れ て い る
抗 CD3抗 体 、 抗 CD28抗 体 及 び 例 え ば Sema4A-Fcを 用 い て 刺 激 し て も よ い 。 コ ン ト ロ ー ル と し
て 、 添 加 さ れ る 試 験 化 合 物 な し に 、 同 じ ア ッ セ イ が 行 わ れ る 。 読 み 出 し と し て 、 T細 胞 増
殖 及 び イ ン タ ー ロ イ キ ン -2（ IL-2） 産 生 が 決 定 さ れ て も よ い 。 あ る い は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ
ン -γ （ IFN-γ ） 又 は IL-4分 泌 が 測 定 さ れ て も よ い 。 当 業 者 で あ れ ば 、 適 切 な や り 方 で ア
ッ セ イ 系 の 残 り の パ ラ メ ー タ を 設 定 す る で あ ろ う 。 Sema4A-T細 胞 相 互 作 用 の 評 価 及 び 試 験
化 合 物 に よ る 前 記 相 互 作 用 の 調 節 に 適 す る ア ッ セ イ 系 の 一 例 は 、 下 記 の 実 施 例 ６ 及 び ７ 並
び に 方 法 で 、 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。
　 上 の ア ッ セ イ は 、 高 速 大 量 処 理 ス ク リ ー ニ ン グ （ HTS） 法 と し て 行 わ れ て も よ い 。 HTSは
、 多 数 の 化 合 物 を 連 続 的 に 試 験 す る 実 験 構 成 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 HTS構 成 が 、 マ
イ ク ロ プ レ ー ト 上 で 行 わ れ て も よ く 、 部 分 的 又 は 完 全 に 自 動 化 さ れ て い て も よ く 、 ま た デ
ー タ 保 存 、 解 析 、 及 び バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス を 用 い る 解 釈 の た め に 、 コ ン ピ ュ ー タ の
よ う な 電 子 装 置 に 接 続 さ れ て い て も よ い 。 好 ま し く は 、 前 記 自 動 化 が 、 多 数 の マ イ ク ロ プ
レ ー ト を 操 作 す る こ と が で き て １ 日 あ た り 何 千 も の 試 験 を 行 い 得 る ロ ボ ッ ト を 含 み 得 る 。
好 ま し く は 、 所 望 の 調 節 機 能 又 は 阻 害 機 能 を 示 す こ と が 知 ら れ て い る 試 験 化 合 物 も 、 ポ ジ
テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て ア ッ セ イ に 含 ま れ る で あ ろ う 。 HTSと い う 用 語 は 、 超 高 速 大 量
処 理 ス ク リ ー ニ ン グ 形 式 （ UHTS） も 含 む 。 好 ま し く は 、 前 記 UHTS形 式 が 、 384ウ ェ ル 又 は 1
536ウ ェ ル の マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 マ イ ク ロ リ ッ ト ル 以 下 又 は ナ ノ リ ッ ト ル 以 下 の ピ ペ ッ タ
ー 、 改 良 型 プ レ ー ト リ ー ダ ー 及 び エ バ ポ レ ー シ ョ ン 処 理 の 手 段 を 用 い て 行 わ れ て も よ い 。
HTS法 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,876,946号 及 び 第 5,902,732号 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。 本
技 術 分 野 の 専 門 家 で あ れ ば 、 創 意 に 富 む 工 程 を 行 う 必 要 な く 、 上 述 の 方 法 を HTS形 式 又 は U
HTS形 式 に 適 応 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 は 、 T細 胞 共 刺 激 経 路 の 更 な る
研 究 に 有 用 で あ り 、 ま た T細 胞 活 性 化 異 常 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 用 医 薬 品 の 調 製 に 有 用 で
あ り 、 ま た 最 終 的 に は 前 記 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る 。
　 Sema4A共 刺 激 経 路 を 調 節 す る 化 合 物 に よ っ て 対 処 さ れ 得 る 疾 患 と し て は 、 自 己 免 疫 疾 患
、 例 え ば 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 重 症 筋 無 力 症 、 グ レ ー ヴ ズ 病 、 グ ッ ド パ
ス チ ャ ー 症 候 群 、 ク ロ ー ン 病 、 ギ ヤ ン -バ レ ー 症 候 群 、 乾 癬 、 重 症 筋 無 力 症 、 糸 球 体 腎 炎
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、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 ブ ド ウ 膜 炎 、 I型 （ イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 ） 糖 尿 病 、 慢 性 関 節 リ
ウ マ チ 、 リ ウ マ チ 熱 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ SLE） 及 び 多 発 性 硬 化 症 と い っ た も の が
挙 げ ら れ る 。 更 な る 例 は 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 及 び 喘 息 で あ る 。 こ れ ら の 場 合 、 Sema4A共 刺
激 経 路 を 阻 害 し 、 そ の 結 果 と し て T細 胞 活 性 化 を 妨 げ る 化 合 物 が 、 ヘ ル パ ー T細 胞 系 の 反 応
性 亢 進 を 阻 害 す る こ と に 役 立 ち 得 る 。
　 他 方 で 、 一 次 的 及 び 二 次 的 免 疫 不 全 は 、 ヘ ル パ ー T細 胞 系 の 活 性 化 に よ っ て 対 処 さ れ 得
る 。 一 次 的 T細 胞 免 疫 不 全 は 、 例 え ば 、 デ ィ ・ ジ ョ ー ジ 奇 形 、 慢 性 粘 膜 皮 膚 カ ン ジ ダ 症 、
ネ ゼ ロ フ 症 候 群 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 不 全 症 、 特 発 性 CD4リ ン パ 球 減 少 症 及 び SCIDで あ
る 。 二 次 的 免 疫 不 全 は 、 AIDS及 び AIDS関 連 疾 患 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 感 染 症 、 伝 染 性 単
核 球 症 、 急 性 細 菌 性 疾 患 、 及 び 重 症 の ミ コ バ ク テ リ ア 症 又 は 真 菌 症 で あ る 。 免 疫 不 全 の 他
の 原 因 は 、 放 射 線 及 び 免 疫 抑 制 性 薬 物 の よ う な 免 疫 抑 制 剤 で の 治 療 で あ る 。 最 後 に 、 あ る
特 定 の 場 合 に は 、 健 康 な 生 物 体 の 免 疫 応 答 の 全 身 的 刺 激 が 有 用 で あ り 得 る こ と が 予 想 さ れ
る 。 そ の よ う な 免 疫 応 答 の 刺 激 は 、 抗 体 非 特 異 的 T細 胞 刺 激 に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 こ れ
ら 全 て の 場 合 に お い て 、 共 刺 激 経 路 を 活 性 化 及 び /又 は 増 強 す る 化 合 物 が 、 有 用 で あ ろ う
。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 実 際 に 、 上 の 理 論 的 根 拠 に 基 づ い て 、 本 発 明 者 ら は 、 Sema4A共 刺 激 経 路 を 阻 害 す る 作 用
因 子 （ こ の 場 合 は 、 抗 Sema4A抗 体 で あ る ） を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療
す る こ と に 成 功 し た 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 別 の 重 要 な 観 点 に よ る と 、 自 己 免 疫 疾 患 の 治
療 に 有 用 な 作 用 因 子 が 提 供 さ れ る 。 前 記 自 己 免 疫 疾 患 と し て は 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、
橋 本 甲 状 腺 炎 、 重 症 筋 無 力 症 、 グ レ ー ヴ ズ 病 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 ク ロ ー ン 病 、 ギ
ヤ ン -バ レ ー 症 候 群 、 乾 癬 、 重 症 筋 無 力 症 、 糸 球 体 腎 炎 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 ブ ド ウ
膜 炎 、 I型 （ イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 ） 糖 尿 病 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 リ ウ マ チ 熱 、 全 身 性 エ リ
テ マ ト ー デ ス （ SLE） 及 び 多 発 性 硬 化 症 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ だ け に 限 ら れ な い 。
　 Sema4A共 刺 激 経 路 の 遮 断 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Sema4A抗 体 SK31の 投 与 に よ っ て 達 成 さ れ た
が （ 実 施 例 ５ 及 び 方 法 に お い て 、 よ り 詳 細 に 説 明 さ れ て い る ） 、 同 様 な 結 果 は 、 他 の 阻 害
作 用 因 子 （ 例 え ば 、 上 述 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 同 定 さ れ る よ う な 小 型 分 子 の
よ う な ） 又 は バ イ オ 医 薬 品 （ 例 え ば 、 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び
抗 体 誘 導 体 ） を 投 与 す る こ と で 達 成 さ れ る で あ ろ う こ と が 認 め ら れ る で あ ろ う 。
　 こ の よ う に 、 抗 体 SK31を 用 い て 得 ら れ た 上 述 の 結 果 に 基 づ き 、 本 発 明 の 重 要 な 態 様 は 、
Sema4Aを 認 識 し て 結 合 し 、 そ れ に よ っ て Sema4A媒 介 性 共 刺 激 経 路 を 遮 断 す る 、 抗 Sema4A抗
体 及 び 抗 体 誘 導 体 で あ る 。 抗 体 は 、 好 ま し く は ヒ ト Sema4Aタ ン パ ク 質 に 向 け ら れ て お り 、
い ず れ の 種 か ら 得 ら れ て も よ く 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ っ て も よ い 。 特 に 好 ま し く は 、 ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ の よ
う な 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 の 結 合 及 び T細 胞 活 性 化 に 対 す る 阻 害 効 果 は 、 下 の 実 施 例 及 び 方
法 に 記 述 さ れ る よ う に 評 価 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 “ 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 ” と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 Fabフ ラ グ メ ン ト （ Fab＝ 抗 体 結 合 性 フ
ラ グ メ ン ト ） を 含 む こ と を 意 味 し 、 前 記 Fabフ ラ グ メ ン ト は 、 そ れ ぞ れ に 隣 接 す る 定 常 領
域 に よ り 一 緒 に 保 持 さ れ て い る 両 鎖 の 可 変 領 域 を 含 む 。 Fabフ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば パ パ
イ ン を 用 い る プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 に よ っ て 通 常 の 抗 体 か ら 形 成 さ れ て も よ い が 、 そ の 一 方 、
同 様 な Fabフ ラ グ メ ン ト が 遺 伝 子 操 作 に よ っ て 生 成 さ れ て も よ い 。 ペ プ シ ン を 用 い る タ ン
パ ク 分 解 性 切 断 に よ っ て 調 製 さ れ 得 る F(ab’ )2フ ラ グ メ ン ト も 、 前 記 用 語 に 含 ま れ る 。
　 遺 伝 子 操 作 法 を 用 い て 、 重 鎖 （ VH） 及 び 軽 鎖 （ VL） の 可 変 領 域 の み か ら な る 短 縮 抗 体 フ
ラ グ メ ン ト を 生 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら は 、 Fvフ ラ グ メ ン ト （ 可 変 性 フ ラ グ メ ン
ト ＝ 可 変 部 の フ ラ グ メ ン ト ） と 呼 ば れ て い る 。 こ れ ら Fvフ ラ グ メ ン ト は 、 定 常 鎖 の シ ス テ
イ ン に よ る 二 鎖 の 共 有 結 合 を 欠 く こ と か ら 、 し ば し ば 安 定 化 さ れ る 。 短 い ペ プ チ ド 断 片 、
例 え ば 10－ 30ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 15ア ミ ノ 酸 に よ っ て 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 領 域 を 連 結
す る こ と が 有 利 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 で 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ て い る VH
及 び VLか ら な る ペ プ チ ド 一 本 鎖 が 得 ら れ る 。 こ の 種 類 の 抗 体 タ ン パ ク 質 は 、 単 鎖 Fv（ scFv
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） と し て 知 ら れ て い る 。 先 行 技 術 に お い て 既 知 で あ る 前 記 種 類 の scFV抗 体 タ ン パ ク 質 の 例
は 、 Hustonら の 文 献 （ 1988, PNAS 16： 5879-5883） に 記 載 さ れ て い る 。 近 年 、 scFvを 多 量
体 (multimeric)誘 導 体 と し て 調 製 す る た め に 、 種 々 の ス ト ラ テ ジ ー が 開 発 さ れ て い る 。 こ
れ は 、 特 に 、 改 良 さ れ た 薬 物 動 態 特 性 及 び 体 内 分 布 特 性 並 び に 増 加 さ れ た 結 合 親 和 力 を 有
す る 組 換 え 抗 体 を も た ら す こ と を 意 図 し て い る 。 scFvの 多 量 体 化 (multimerisation)を 獲
得 す る た め に 、 scFvは 、 多 量 体 化 ド メ イ ン を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 調 製 さ れ た 。 多
量 体 化 ド メ イ ン は 、 例 え ば 、 IgGの CH3領 域 又 は ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ド メ イ ン の よ う な コ イ ル
ド コ イ ル 構 造 （ ヘ リ ッ ク ス 構 造 ） で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 し か し な が ら 、 scFv自 体 の VH/VL領 域 間 の 相 互 作 用 が 多 量 体 化 （ 例 え ば 、 二 量 体 、 三 量
体 及 び 五 量 体 ） に 用 い ら れ る ス ト ラ テ ジ ー も 存 在 す る 。 従 っ て 、 い わ ゆ る 二 重 特 異 性 抗 体
(diabody)も 、 上 の 用 語 に 包 含 さ れ る べ き フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 二 価
ホ モ 二 量 体 scFv誘 導 体 （ Hu et al., 1996, PNAS 16： 5879-5883） を 意 味 す る 。 scFv分 子
中 の リ ン カ ー を 5-10ア ミ ノ 酸 ま で 短 縮 す る こ と は 、 鎖 間 VH/VL重 ね 合 わ せ (inter-chain VH
/VL-superimposition)が 起 る ホ モ 二 量 体 の 形 成 を も た ら す 。 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 ジ ス ル フ
ィ ド 架 橋 の 組 込 み に よ っ て 、 さ ら に 安 定 化 さ れ て も よ い 。 先 行 技 術 に お け る 二 重 特 異 性 抗
体 の 抗 体 タ ン パ ク 質 の 例 は 、 Perisicら の 文 献 （ 1994, Structure 2： 1217-1226） に お い
て 見 出 さ れ 得 る 。
　 抗 体 誘 導 体 の 別 の 種 類 は 、 い わ ゆ る ミ ニ ボ デ ィ (minibody)に よ っ て 代 表 さ れ る 。 ミ ニ ボ
デ ィ は 、 ヒ ン ジ 領 域 （ 例 え ば 、 こ れ も IgG1由 来 で あ る ） 及 び リ ン カ ー 領 域 を 介 し て scFvと
接 続 さ れ て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の CH3領 域 、 好 ま し く は IgGの CH3領 域 、 最 も 好 ま し く は IgG
1の CH3領 域 を 二 量 体 化 領 域 と し て 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 か ら な る 二 価 ホ モ 二 量 体 scFv誘 導 体
で あ る 。 ヒ ン ジ 領 域 に お け る ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 は 、 主 に 高 等 細 胞 に お い て 形 成 さ れ て お り
、 原 核 生 物 に お い て は 形 成 さ れ て い な い 。 先 行 技 術 に お け る ミ ニ ボ デ ィ 抗 体 タ ン パ ク 質 の
例 は 、 Huら の 文 献 （ 1996, Cancer Res. 56： 3055-61） に お い て 見 出 さ れ 得 る 。 VH-VLが リ
ン カ ー 配 列 な し で 直 接 的 に 融 合 さ れ て い る scFv誘 導 体 は 、 三 量 体 の 形 成 を も た ら す 。 当 業
者 で あ れ ば 、 二 量 体 、 三 量 体 又 は 五 量 体 コ イ ル ド コ イ ル 構 造 に よ っ て 多 量 化 が 行 わ れ て い
る 二 価 、 三 価 又 は 五 価 構 造 を 有 す る 小 型 抗 体 (miniantibody)に も 精 通 し て い る で あ ろ う （
Pack et al., 1993 Biotechnology 11:1271-1277； Lovejoy et al., 1993 Science 259：
1288-1293； Pack et al., 1995 J. Mol. Biol. 246： 28-34） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 別 の 観 点 に よ る と 、 本 発 明 は 、 上 述 の 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 を 活 性 な 物 質 と し て 含 む 医 薬
組 成 物 に 関 し 、 ま た 既 に 上 で 詳 細 に 概 要 を 述 べ た よ う な 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患
及 び 喘 息 の よ う な 疾 患 の 治 療 用 医 薬 品 を 調 製 す る た め の 上 述 の 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 の 使 用
に 関 す る 。 本 発 明 の 更 な る 観 点 は 、 前 記 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 及 び 喘 息 を 治 療
す る 方 法 に お け る 、 上 述 の 抗 体 又 は 抗 体 誘 導 体 の 使 用 で あ る 。 医 薬 組 成 物 に 用 い ら れ 得 る
適 切 な 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 希 釈 剤 及 び 担 体 は 、 本 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 そ
れ ら の 例 は 、 例 え ば 次 の ハ ン ド ブ ッ ク か ら 挙 げ る こ と が で き る ： Gennaro, Alfonso R.；
“ Remington’ s Pharmaceutical Sciences” , Mack Publishing Company, Easton, Penns
ylvania, 1990。
　 本 発 明 の 更 な る 観 点 に よ り 、 ま た Tim-2が Sema4Aの 対 レ セ プ タ ー で あ る と い う 上 述 の 発
見 に 基 づ く と 、 Sema4Aに よ っ て 媒 介 さ れ る 共 刺 激 経 路 は 、 抗 Tim-2抗 体 、 上 に 概 要 を 述 べ
る そ れ ぞ れ の 抗 体 誘 導 体 、 及 び Sema4A-Tim-2相 互 作 用 を 遮 断 す る 小 型 分 子 の 投 与 に よ っ て
も 遮 断 さ れ 得 る 。
　 本 発 明 の 別 の 観 点 に よ る と 、 T細 胞 を Sema4Aタ ン パ ク 質 （ 例 え ば ヒ ト Sema4A） 又 は そ の
機 能 的 フ ラ グ メ ン ト 又 は そ れ ら の 誘 導 体 に 接 触 さ せ る こ と に よ り 免 疫 応 答 を 調 節 す る 方 法
が 提 供 さ れ る 。 “ 機 能 的 断 片 又 は 誘 導 体 ” と い う 用 語 は 、 哺 乳 動 物 の Sema4A、 好 ま し く は
ヒ ト Sema4Aの 一 次 構 造 の 一 部 又 は 全 部 を 有 し 、 且 つ 少 な く と も T細 胞 上 の Sema4A受 容 体 に
結 合 す る 生 物 学 的 特 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
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　 好 ま し く は 、 前 記 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト 又 は 誘 導 体 が 、 可 溶 性 Sema4Aタ ン パ ク 質 、 よ り 好
ま し く は 可 溶 性 ヒ ト Sema4Aタ ン パ ク 質 で あ る 。 組 換 え 可 溶 性 Sema4Aタ ン パ ク 質 は 、 本 技 術
分 野 で 既 知 の 標 準 的 な ク ロ ー ニ ン グ 技 術 に よ っ て 、 例 え ば 天 然 の Sema4Aタ ン パ ク 質 （ 機 能
的 断 片 ） の 膜 貫 通 ド メ イ ン の 全 部 又 は 一 部 を 欠 損 さ せ る こ と に よ っ て 、 生 成 す る こ と が で
き る 。
　 機 能 的 誘 導 体 の 好 ま し い 例 は 、 少 な く と も Sema4Aタ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン の 一 部 分
と 別 の タ ン パ ク 質 と を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 構 築 物 で あ り 、 前 記 別 の タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば
Sema4Aタ ン パ ク 質 の 可 溶 性 、 結 合 親 和 性 及 び /又 は 結 合 価 を 変 化 さ せ る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン Cγ 1で あ る 。
　 可 溶 性 機 能 的 誘 導 体 の 例 は 、 配 列 番 号 ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Sema4A-Fcで あ
る 。
　 ま た 、 本 発 明 の こ の 観 点 に よ る と 、 対 象 者 に 投 与 さ れ た と き に 、 前 記 対 象 者 の T細 胞 媒
介 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 医 薬 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 前 記 医 薬 組 成 物 は 、 (i)配 列 番 号 １ に
記 載 の Sema4Aタ ン パ ク 質 、 上 に 概 要 を 述 べ る よ う な 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 の 機 能 的 断
片 及 び 誘 導 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 医 薬 的 に 有 効 な 成 分 ； と （ ii） 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ
ン ト 、 希 釈 剤 及 び 担 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 得 る 一 つ 以 上 の 成 分 ； と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の 態 様 の 状 況 に お い て 、 医 薬 組 成 物 は 、 T細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 生 理 的 作 用
を 示 す 。 前 記 作 用 は 、 例 え ば 、 （ i） 前 記 医 薬 的 に 有 効 な 成 分 の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で 、
固 定 化 さ れ て い る 抗 CD3抗 体 及 び 抗 CD28抗 体 を 用 い て ナ イ － ブ CD4＋ T細 胞 を 刺 激 す る 工 程
； 及 び （ ii） そ の よ う に 処 理 さ れ た T細 胞 の 活 性 化 を 、 T細 胞 増 殖 又 は IL-2分 泌 を 測 定 す る
こ と に よ っ て 測 定 す る 工 程 ； を 含 む ア ッ セ イ に よ っ て 、 評 価 さ れ 得 る 。 化 合 物 の 存 在 下 で
の T細 胞 増 殖 又 は IL-2分 泌 が 、 そ の 化 合 物 が 含 ま れ て い な い ア ッ セ イ と 比 較 し て 増 加 す る
場 合 、 そ の 化 合 物 は 、 本 発 明 の 状 況 に お い て は 、 T細 胞 媒 介 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 生 物 学
的 作 用 を 有 す る 化 合 物 と し て 分 類 さ れ る 。 実 施 例 で 示 さ れ る よ う に 、 上 に 規 定 す る よ う な
機 能 的 Sema4A誘 導 体 は 、 抗 CD3抗 体 及 び /又 は 抗 CD28抗 体 と 一 緒 に 投 与 さ れ る 場 合 に 、 強 力
な in vitro T細 胞 活 性 化 を 引 き 起 こ す 。 T細 胞 の 刺 激 を 最 適 化 す る た め に 、 サ イ ト カ イ ン
が 添 加 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 （ i） 配 列 番 号 １ に 記 載 の Sema4Aタ ン パ ク 質 、 上 に 概 要 を 述 べ る よ う な 哺 乳 動 物 Sema4A
タ ン パ ク 質 の 機 能 的 断 片 及 び 機 能 的 誘 導 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 且 つ T細 胞 媒 介 性 免
疫 応 答 を 刺 激 す る 生 物 学 的 作 用 を 有 す る 医 薬 的 に 活 性 な 物 質 の 使 用 で あ っ て 、 一 次 的 若 し
く は 二 次 的 免 疫 不 全 の 治 療 用 医 薬 品 の 調 製 の た め 又 は 正 常 な T細 胞 応 答 を 刺 激 す る た め の
前 記 使 用 ； 及 び （ ii） 一 次 的 若 し く は 二 次 的 免 疫 不 全 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 を 治 療 す る た め
又 は T細 胞 応 答 を 刺 激 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 治 療 又 は 刺 激 を 必 要 と す る 患 者 に 対
し て 、 上 述 の 群 よ り 選 択 さ れ る 物 質 を 治 療 上 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 ； も
本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
　 本 発 明 に 包 含 さ れ る 機 能 的 哺 乳 動 物 Sema4Aタ ン パ ク 質 誘 導 体 は 、 T細 胞 表 面 上 に 存 在 す
る Tim-2抗 原 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 期 待 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 Tim-2抗 原
に 結 合 す る こ と に よ り T細 胞 と 反 応 す る Sema4Aタ ン パ ク 質 、 機 能 的 断 片 又 は 機 能 的 誘 導 体
（ 可 溶 性 ヒ ト Sema4A融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む ） を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 系 の 疾 患 を 治
療 す る 方 法 も 提 供 す る 。
　 更 に 別 の 態 様 で は 、 対 宿 主 性 移 植 片 病 に お け る T細 胞 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 が 提 供 さ れ 、
こ の 方 法 で は 、 Tim-2陽 性 T細 胞 が 、 Tim-2受 容 体 に 結 合 す る Sema4A、 好 ま し く は 可 溶 性 ヒ
ト Sema4Aタ ン パ ク 質 断 片 又 は 誘 導 体 に 反 応 さ せ ら れ て 、 免 疫 抑 制 剤 が 投 与 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 （ 実 施 例 １ ： マ ウ ス Sema4A及 び ヒ ト Sema4Aの 単 離 ）
　 DCに 発 現 し て い る セ マ フ ォ リ ン を 理 解 す る 試 み に お い て 、 セ マ フ ォ リ ン フ ァ ミ リ ー の メ
ン バ ー 間 で 保 存 さ れ て い る モ チ ー フ に 基 づ く 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い た
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PCRク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 こ れ に よ り 、 セ マ フ ォ リ ン フ ァ ミ リ ー の ク ラ ス IVに 分 類 さ れ
て い る Sema4Aの cDNA断 片 を 単 離 し た 。 Sema4Aは 、 も と も と は マ ウ ス 胚 に お い て 発 現 が 観 察
さ れ て い る SemBと し て 同 定 さ れ た が 、 そ の 機 能 に 関 す る 情 報 は 報 告 さ れ て い な か っ た 。 そ
の と き ま で Sema4Aの ヒ ト 相 同 体 は 同 定 さ れ て い な か っ た こ と か ら 、 マ ウ ス Sema4Aの ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 全 米 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ NCBI） の デ ー タ ベ ー ス を 検
索 し た 。 得 ら れ た ヒ ト Sema4Aの 不 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ き 、 ヒ ト 脳 cDNAラ イ ブ ラ
リ ー か ら 相 補 的 cDNAの 完 全 長 を 単 離 し 、 そ の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し た 。 図 １ に
示 す よ う に 、 ヒ ト Sema4Aと マ ウ ス Sema4Aと の 間 で は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 で 78％ の 同 一 性 が 見 出
さ れ た 。 ヒ ト Sema4Aの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 よ り 短 い （ 20ア ミ ノ 酸 ） 細 胞 外 領 域 を 有 す る 点 で
、 マ ウ ス Sema4Aの ア ミ ノ 酸 配 列 と 僅 か に 異 な っ て い る 。 Sema4Aは 、 そ の 構 造 的 特 徴 に 基 づ
い て 、 セ マ フ ォ リ ン フ ァ ミ リ ー の ク ラ ス IVに 分 類 さ れ て い る 。 ア ミ ノ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 に
続 い て 、 セ マ ド メ イ ン 、 Ig様 ド メ イ ン 、 疎 水 性 膜 貫 通 領 域 及 び 細 胞 質 内 末 端 が 存 在 す る 。
興 味 深 い こ と に 、 セ マ フ ォ リ ン ド メ イ ン に お け る シ ス テ イ ン 残 基 群 は 、 セ マ フ ォ リ ン フ ァ
ミ リ ー の 別 の メ ン バ ー で あ る CD100と 、 Sema4Aと の 間 に 保 存 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
（ 実 施 例 ２ ： Sema4Aの 発 現 ）
　 胚 発 生 の 間 の マ ウ ス Sema4Aの 発 現 は 報 告 さ れ て い る が 、 成 体 組 織 に お け る マ ウ ス Sema4A
の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 報 告 さ れ て い な い 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 場 合 に お け る セ マ フ ォ
リ ン フ ァ ミ リ ー 間 の ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 可 能 性 を 排 除 す る た め に 、 ク ロ ン テ
ッ ク (Clontech)の マ ウ ス 多 重 組 織 cDNAパ ネ ル (multiple tissue cDNA panel)を 用 い た Sema
4A発 現 解 析 の た め の RT-PCRを 行 っ た 。 そ の 結 果 は 、 次 の よ う で あ っ た ： Sema4Aは 、 広 範 な
組 織 で 発 現 し て お り 、 脳 、 脾 臓 、 胚 、 腎 臓 及 び 精 巣 で は 突 出 し た レ ベ ル で あ っ た 。 加 え て
、 Sema4Aの 発 現 は 7日 目 の 胚 で は 検 出 で き な い が 、 胚 発 生 の 間 に 検 出 可 能 と な り 徐 々 に 増
加 し た 。 胚 の 発 現 プ ロ フ ィ － ル は 先 に 報 告 さ れ た も の と 一 致 し て い る 。
　 免 疫 系 に お け る Sema4Aの 機 能 及 び 発 現 を 研 究 す る た め に 、 ヒ ト IgG1 Fcと 融 合 さ せ た マ
ウ ス Sema4Aの 推 定 上 の 細 胞 外 領 域 か ら な る 組 換 え 可 溶 性 マ ウ ス Sema4Aタ ン パ ク 質 （ Sema4A
-Fc） を 調 製 し た 。 得 ら れ た 生 成 物 の 同 一 性 は 、 SDS-PAGEに よ っ て 示 さ れ た 。 還 元 条 件 下
又 は 非 還 元 条 件 下 で 、 0.1％ SDSの 存 在 の も と で の グ ラ ジ エ ン ト PAGE（ 4％ -20％ ） に よ っ て
、 2 μ gの 精 製 Sema4A-Fcタ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 銀 染 色 に よ っ て 可 視 化 し た 。 還 元 条 件 下 で
の Sema4A-Fcに つ い て は お よ そ 120 kDaの バ ン ド が 観 察 さ れ 、 非 還 元 条 件 下 で は 二 量 体 形 態
が 明 ら か に 見 え た 。
　 種 々 の 種 類 の 細 胞 に お け る Sema4Aの 細 胞 表 面 発 現 を 解 析 す る た め 、 Sema4A-Fcを 用 い て
ラ ッ ト を 免 疫 す る こ と 及 び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に よ り マ ウ ス Sema4A発 現 CHO細 胞 形
質 移 入 体 （ Sema4A-CHO） を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 抗 マ ウ ス Sema
4Aモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 Sema4A） を 産 生 さ せ た 。 抗 Sema4A（ SK31、 ラ ッ ト IgG2a） は 、 S
ema4A-CHOに 特 異 的 に 結 合 す る が 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 プ ラ ス ミ ド の み を 有 す る CHO細 胞 形 質
移 入 体 （ CHOneo） 又 は CD100発 現 CHO細 胞 （ CD100-CHO） の ど ち ら の コ ン ト ロ ー ル に も 結 合
し な い こ と が 確 か め ら れ た 。 マ ウ ス Sema4Aの cDNAの ク ロ ー ニ ン グ 方 法 か ら 予 想 さ れ る よ う
に 、 抗 Sema4Aを 用 い た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に よ り 、 Sema4Aが 骨 髄 由 来 の 脾 臓 DCの 表
面 上 に 大 量 に 発 現 さ れ て い る こ と が 確 か め ら れ た 。 Sema4Aの 発 現 は 、 B細 胞 表 面 上 で は 中
程 度 に 検 出 さ れ た 。 し か し な が ら 、 Sema4Aの 発 現 は 、 CD100が 大 量 に 発 現 さ れ て い る T細 胞
表 面 上 で は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
（ 実 施 例 ３ ： T細 胞 活 性 化 に お け る Sema4Aの 関 与 ）
　 Sema4Aタ ン パ ク 質 が T細 胞 活 性 化 に 影 響 を 及 ぼ す か ど う か に つ い て 試 験 す る た め に 、 Sem
a4A-Fcの 存 在 下 又 は 非 存 在 下 に お い て 、 固 定 化 さ れ て い る 抗 CD3＋ 抗 CD28を 用 い て CD4＋ T
細 胞 を 刺 激 し た 。 結 果 と し て 、 Sema4A-Fcは 、 抗 CD3誘 導 性 T細 胞 増 殖 及 び IL-2産 生 を 増 強
し た 。
　 次 に 、 Sema4Aタ ン パ ク 質 が 、 個 々 の 培 養 条 件 下 で 、 T細 胞 の Th-1様 又 は Th-2様 エ フ ェ ク
タ ー 集 団 へ の 分 化 を 促 進 す る か ど う か に つ い て 研 究 し た 。 IL-12＋ 抗 IL-4の 存 在 下 （ Th-1
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条 件 ） 又 は IL-4の 存 在 下 （ Th-2条 件 ） で 、 ナ イ ー ブ T細 胞 を 抗 CD3＋ 抗 CD28と 共 に ６ 日 間 培
養 し 、 得 ら れ た 細 胞 を 、 抗 CD3＋ 抗 CD28で 48時 間 再 刺 激 し た 。 IFN-γ 又 は IL-4の 産 生 は 、 E
LISAに よ っ て 測 定 し た 。 Sema4A-Fcの 存 在 下 で は 、 IFN-γ 又 は IL-4産 生 細 胞 の 誘 導 が 、 Sem
a4A-Fcの 非 存 在 下 の 場 合 と 比 較 し て 有 意 に 増 強 さ れ た 。 し か し な が ら 、 Sema4A-Fcは 、 Th-
1様 又 は Th-2様 エ フ ェ ク タ ー 集 団 に 何 の 影 響 も 及 ぼ さ な か っ た 。 こ れ ら の 知 見 か ら 、 Sema4
Aは 、 T細 胞 活 性 化 の 初 期 段 階 に と っ て 重 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
　 こ れ に 関 連 し て 、 抗 CD28の 非 存 在 下 で は 、 Sema4Aが 抗 CD3誘 導 性 T細 胞 応 答 に 効 果 的 で な
い こ と が 注 目 さ れ る 。 抗 CD28の 存 在 下 で は 、 Sema4Aが 抗 CD3誘 導 性 T細 胞 活 性 化 に 対 し て 著
し い 効 果 を 示 し た 。 こ れ ら の 知 見 か ら 、 Sema4Aは 、 DC上 に 発 現 さ れ て い る 他 の 共 刺 激 分 子
、 特 に B7フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー （ CD80及 び CD86） と 共 同 し て T細 胞 を 共 刺 激 す る こ と が 示 唆
さ れ る 。
　 さ ら に 、 Sema4A-Fcが 同 種 T細 胞 と DCと の 間 の リ ン パ 球 混 合 反 応 （ MLR） に 影 響 を 及 ぼ す
か ど う か に つ い て 調 べ た 。 C57BL/6の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 有 す る 骨 髄 由 来 DCを MLRに お け る
刺 激 因 子 と し て 、 レ ス ポ ン ダ ー と し て の BALB/cの バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 有 す る 脾 臓 か ら 単 離
し た CD4＋ T細 胞 と 共 に 用 い た 。 Sema4A-Fcは 、 MLRに お け る T細 胞 増 殖 を 有 意 に 増 強 し た 。
培 養 上 清 に お け る IL-2産 生 も 、 Sema4A-Fcに よ っ て 増 強 さ れ た 。 さ ら に 、 抗 CD40処 理 に よ
っ て 完 全 に 成 熟 さ せ ら れ て か ら パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 さ れ た DCを 、 MLRの 刺 激 因 子
と し て 用 い た 場 合 で あ っ て も 、 Sema4A-Fcは MLRに 対 す る 効 果 を 増 強 し 、 こ の こ と は 、 Sema
4Aが 直 接 的 に T細 胞 に 作 用 す る こ と を 示 し て い る 。 ま と め て 、 こ れ ら の 結 果 は 、 DC上 の Sem
a4A発 現 が 、 T細 胞 -DC相 互 作 用 を 通 じ て T細 胞 活 性 化 に お い て 役 割 を 果 た す こ と を 示 し て い
る 。
　 ク ラ ス IVの セ マ フ ォ リ ン で あ る CD100が B細 胞 及 び DCの 活 性 化 に 関 与 し て い る こ と は 、 既
に 示 さ れ て い る 。 従 っ て 、 我 々 は 、 CD100の 場 合 と 同 様 に 、 Sema4A-Fcが B細 胞 （ 増 殖 ） 及
び DC（ 成 熟 ） に 対 し て 影 響 を 及 ぼ す か ど う か に つ い て 試 験 し た 。 Sema4A-Fc又 は CD100-Fc
ど ち ら か の 存 在 下 で 、 抗 CD40及 び IL-40を 用 い て 又 は 用 い ず に 、 C57BL/6マ ウ ス か ら 精 製 し
た 小 型 の 休 止 B細 胞 を 72時 間 刺 激 し た 。 ［ 3 H］ チ ミ ジ ン で 、 細 胞 を パ ル ス し た 。 CD100-Fc
は 、 B細 胞 の CD40誘 導 性 増 殖 及 び DCの IL-12産 生 を 有 意 に 増 強 し た が 、 Sema4A-Fcは 、 前 記
細 胞 に 対 し て そ の よ う な 効 果 を 示 さ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 Sema4Aが CD100と は 異
な る 役 割 を 果 た し て い る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
（ 実 施 例 ４ ： Sema4Aの 免 疫 刺 激 効 果 ）
　 Sema4Aが in vivoの 抗 原 特 異 的 T細 胞 応 答 に お い て 役 割 を 果 た す か ど う か を 決 定 す る た め
に 、 マ ウ ス を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 の キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KL
H） で 後 足 パ ッ ト へ 皮 下 的 に 免 疫 し て か ら 、 ４ 日 ご と に Sema4A-Fcで 経 静 脈 的 に 処 置 し た 。
免 疫 後 ５ 日 目 、 流 入 領 域 リ ン パ 節 か ら CD4＋ T細 胞 を 調 製 し て 、 T細 胞 の 抗 原 特 的 応 答 に つ
い て in vivoで 試 験 し た 。 Sema4A-Fcで 処 置 し た マ ウ ス で は 、 流 入 領 域 リ ン パ 節 由 来 CD4＋ T
細 胞 の 増 殖 並 び に IL-4及 び IFN-γ の 両 分 泌 に お い て 劇 的 な 増 加 が 観 察 さ れ た が 、 コ ン ト ロ
ー ル の ヒ ト IgG1で 処 置 し た マ ウ ス で は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 知 見 か ら 、 Sema4Aは 、
抗 原 特 異 的 T細 胞 の in vivo初 回 免 疫 に 対 し て 増 強 効 果 を 及 ぼ す こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ 実 施 例 ５ ： Sema4A共 刺 激 経 路 を 遮 断 す る こ と に よ る 自 己 免 疫 疾 患 の 処 置 ）
　 ミ エ リ ン 乏 突 起 膠 細 胞 糖 タ ン パ ク 質 （ MOG） に 由 来 す る ペ プ チ ド を 百 日 咳 毒 素 と 一 緒 に
用 い る 皮 下 免 疫 は 、 先 に 記 述 し た 実 験 的 自 己 免 疫 性 脳 脊 髄 炎 （ EAE） を 、 一 様 且 つ 再 現 的
に 誘 導 す る 。 従 っ て 、 こ の モ デ ル を 用 い て 、 生 理 学 的 及 び 病 理 学 的 免 疫 応 答 に お け る Sema
4Aの 関 与 を 調 べ た 。 マ ウ ス を 、 百 日 咳 毒 素 と と も に CEF中 の MOGペ プ チ ド 100 μ gで 0日 目 に
免 疫 し て 、 先 に 記 述 し た EAEの 臨 床 的 症 状 を 記 録 し た 。 0日 目 か ら 免 疫 後 4日 目 ま で 毎 日 、
腹 腔 的 に 100 μ gの 抗 体 （ 抗 Sema4A又 は コ ン ト ロ ー ル の ラ ッ ト IgG） で マ ウ ス を 処 置 し た 。
免 疫 後 の 時 間 経 過 に 対 し て 、 各 群 の 平 均 的 臨 床 ス コ ア を 評 価 し て プ ロ ッ ト し た 。 図 ２ Ａ に
示 す よ う に 、 抗 Sema4Aで 処 置 し た マ ウ ス に お け る EAEの 発 生 は 、 コ ン ト ロ ー ル の ラ ッ ト IgG
で 処 置 し た マ ウ ス に お け る も の と 比 較 し て 、 有 意 に 抑 制 さ れ た 。
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　 抗 Sema4Aで 処 置 し た マ ウ ス に お け る EAEに 対 す る 抵 抗 性 を 担 う メ カ ニ ズ ム を 決 定 す る た
め に 、 免 疫 後 5日 目 に 流 入 領 域 リ ン パ 節 か ら CD4＋ T細 胞 を 調 製 し て 、 C57BL/6マ ウ ス の 放 射
線 照 射 脾 細 胞 の 存 在 下 、 種 々 の 濃 度 の MOGペ プ チ ド で 72時 間 刺 激 し た 。 培 養 の 最 後 12時 間
の 間 、 2 μ Ci［ 3 H］ チ ミ ジ ン で パ ル ス す る こ と に よ っ て 、 増 殖 を 評 価 し た 。 培 養 上 清 に お
け る IL-4及 び IFN-γ の 産 生 を 、 ELISAに よ っ て 測 定 し た 。 図 ２ Ｂ に 示 す よ う に 、 抗 原 特 異
的 T細 胞 応 答 は 、 抗 Sema4Aで 処 置 し た マ ウ ス に お い て ひ ど く 損 な わ れ て お り 、 抗 Sema4Aの
投 与 に よ っ て 抗 原 特 異 的 T細 胞 の 発 生 が 阻 害 さ れ た こ と を 示 し て い た 。 こ の 結 果 は 、 Sema4
Aが 生 理 学 的 及 び 病 理 学 的 細 胞 性 免 疫 応 答 に 重 大 に 関 与 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
（ 実 施 例 ６ ： Sema4A-T細 胞 相 互 作 用 に お い て 調 節 効 果 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の ス
ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ ）
　 Sema4A-T細 胞 相 互 作 用 に お け る 調 節 的 効 果 に つ い て 、 ま た 前 記 効 果 に よ る T細 胞 活 性 化
の 調 節 的 効 果 に つ い て 、 化 合 物 を 試 験 す る た め に 、 そ れ ぞ れ の 試 験 化 合 物 と 共 に ナ イ ー ブ
CD4＋ T細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 固 定 化 さ れ て い る 抗 CD3＋ 抗 CD28抗 体 及 び Sema4A-Fcを 用
い て 刺 激 し た 。 コ ン ト ロ ー ル は 、 試 験 化 合 物 の 添 加 な し に 行 っ た 。 読 み 出 し と し て 、 T細
胞 増 殖 及 び IL-2産 生 を 測 定 し た 。
　 T細 胞 増 殖 の 増 加 又 は Il-2産 生 の 増 加 を も た ら す 化 合 物 を T細 胞 刺 激 活 性 化 物 質 と し て 分
類 し 、 一 方 、 T細 胞 増 殖 の 減 少 又 は IL-2産 生 の 減 少 を も た ら す 化 合 物 を T細 胞 刺 激 阻 害 物 質
と し て 分 類 す る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 若 し く は 喘 息 の 治 療 用 小
型 分 子 医 薬 品 を 開 発 す る た め （ 阻 害 物 質 ） 又 は 一 次 的 及 び 二 次 的 免 疫 不 全 の 治 療 用 小 型 分
子 医 薬 品 を 開 発 す る た め （ 活 性 化 物 質 ） の リ ー ド 化 合 物 と し て 有 用 で あ る 。
（ 実 施 例 ７ ： HTSア ッ セ イ ）
　 ア ッ セ イ は 、 本 技 術 分 野 で 充 分 既 知 の 上 述 す る HTS条 件 下 で 行 っ た こ と を 除 い て 、 本 質
的 に 実 施 例 ６ に 記 述 す る 通 り に 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ 実 施 例 ８ ： T細 胞 上 の Sema4A対 応 受 容 体 の 同 定 ）
　 Sema4Aの 推 定 上 の 対 応 受 容 体 （ 以 下 で は Sema4A受 容 体 と す る ） の 発 現 を 決 定 す る た め に
、 ビ オ チ ン 化 Sema4A-Fcを 用 い て 種 々 の 細 胞 （ 脾 臓 B細 胞 、 骨 髄 由 来 DC、 脾 臓 T細 胞 又 は EL-
4細 胞 ） を 染 色 し た 。 プ ラ イ マ リ ー (primary)T細 胞 、 B細 胞 又 は DC上 で は 、 ビ オ チ ン 化 Sema
4A-Fcの 結 合 は 検 出 さ れ な か っ た 。 抗 CD40で 刺 激 し た 後 の B細 胞 及 び DCで あ っ て も 、 ビ オ チ
ン 化 Sema4A-Fcの 結 合 は 検 出 さ れ な か っ た 。 し か し な が ら 、 コ ン カ ナ バ リ ン A（ ConA） 刺 激
を 受 け た T細 胞 に お い て ビ オ チ ン 化 Sema4A-Fcの 結 合 が 検 出 で き る よ う に な り 、 活 性 化 T細
胞 上 の Sema4A受 容 体 の 発 現 を 示 唆 し て い た 。 さ ら に 、 Sema4A結 合 部 位 が 、 EL-4細 胞 の よ う
な 幾 つ か の T細 胞 株 の 表 面 上 で 観 察 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 活 性 化 T細 胞 上 に お け る Sema
4A受 容 体 の 発 現 を 示 唆 し て い る 。
　 Sema4A受 容 体 の 発 現 ク ロ ー ニ ン グ の た め 、 EL-4細 胞 由 来 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た
。 ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の プ ラ ス ミ ド DNAを COS7細 胞 中 に 導 入 し た 。 形 質 移 入 し た COS7細 胞 を
、 ビ オ チ ン 化 Sema4A-Fc又 は ビ オ チ ン 化 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fcの 画 分 と 結 合 さ せ 、 続 い て
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 複 合 磁 気 ビ ー ズ に 結 合 さ せ た 。 磁 気 ソ ー テ ィ ン グ に よ り 、 Sema4A-Fc
結 合 細 胞 を 濃 縮 さ せ た 。 第 ３ ラ ウ ン ド の ソ ー テ ィ ン グ の 後 に 、 960 bpの 挿 入 断 片 に 対 応 す
る 分 離 し た バ ン ド が 現 れ た が 、 一 方 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc画 分 に 結 合 し て い る 細 胞 に 対 応
す る バ ン ド は 見 ら れ な か っ た 。 こ れ ら ク ロ ー ン の 960 bpの cDNA挿 入 断 片 を シ ー ク エ ン シ ン
グ し て 、 Tim-2を コ ー ド す る cDNAの 完 全 長 を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
（ 方 法 ）
［ マ ウ ス Sema4Aの cDNA断 片 の 単 離 ］
　 セ マ フ ォ リ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 間 に 保 存 さ れ て い る 配 列 に 基 づ い て 、 縮 重 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 5’ -AARTGGACIACITTYYTIAARGC- 3’ (配 列 番 号 ５ )及 び 5’ -TCCCAIGCRCARTRIGGR
TC-3’ (配 列 番 号 ６ ;  R = G又 は A; Y = T又 は C; I = イ ノ シ ン )を 用 い 、 CD100欠 損 マ ウ ス
の 骨 髄 由 来 DCか ら 調 製 し た cDNAで PCR増 幅 を 行 っ た （ 94℃ に て 1分 間 、 55℃ に て 1分 間 、 72
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℃ に て 1分 間 ； を 30サ イ ク ル ） 。 増 幅 産 物 を T/Aベ ク タ ー （ Novagen） へ ク ロ ー ニ ン グ し て
、 シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 全 米 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー の マ ウ ス ESTデ ー タ ベ ー
ス の BLAST検 索 は 、 マ ウ ス Sema4Aの cDNA（ X85991） を 同 定 し た 。 こ の 配 列 を 用 い 、 骨 髄 由
来 DCか ら 作 製 し た cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 SalI部 位 を 含 む セ ン ス 配 列 5’ -AGGTCGACCCATCT
GGTGACCATCTCAGGCTGACCATGGC-3’ （ 配 列 番 号 ７ ） 及 び NotI部 位 と FLAG (DYKDDDDK； 配 列 番
号 ８ )配 列 と を 含 む ア ン チ セ ン ス 配 列 5’ -ATGCGGCCGCTTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCAGCCAC
TTCGGCGCCCAGATGGTTG-3’ （ 配 列 番 号 ９ ） を 含 む プ ラ イ マ ー を 用 い た PCRに よ っ て 、 完 全 長
cDNAを ク ロ ー ニ ン グ し た 。 得 ら れ た SalI-NotI断 片 を pEFBosベ ク タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ し た
。
［ Sema4A発 現 の RT-PCR解 析 ］
　 マ ウ ス 組 織 に お け る Sema4Aの 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 、 マ ウ ス 多 重 組 織 cDNAパ ネ ル （ Clonte
ch） を 用 い た RT-PCRに よ っ て 解 析 し た 。 Sema4Aの 配 列 に 基 づ い て 、 セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ラ イ マ ー 5’ -AGACTGGCCTCTTACCACTGGAGTCATG-3’ （ 配 列 番 号 １ ０ ） 及 び ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 5’ -TAGTTGTCGGCATCTACGTCACTG-3’ (配 列 番 号 １ １ )を 用
い て RT-PCRを 行 っ た （ 94℃ に て 30秒 、 60℃ に て 30秒 、 72℃ に て 30秒 ； を 30サ イ ク ル ） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
［ 可 溶 性 Sema4Aタ ン パ ク 質 の 産 生 ］
　 SalI部 位 を 含 む セ ン ス 配 列 5’ -AGGTCGACCCATCTGGTGACCATCTCAGGCTGACCATGGC-3’ (配 列
番 号 １ ２ )及 び BglII部 位 を 含 む ア ン チ セ ン ス 配 列 5’ -ATAGATCTGTACTTACTTTGGGCAGCCATGGA
AGCTCCGC-3’ (配 列 番 号 １ ３ )を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 を 用 い た PCRに よ っ
て 、 完 全 長 Sema4A cDNAか ら 、 Sema4A cDNAの 短 縮 型 を 調 製 し た 。 得 ら れ た SalI-BglII断 片
を 用 い て 、 pEFBosヒ ト IgG1 Fcカ セ ッ ト の SalI-BamHI DNA断 片 を 置 き 換 え た 。 Sema4A-Fcタ
ン パ ク 質 を 産 生 さ せ る た め に 、 発 現 プ ラ ス ミ ド を 有 す る 安 定 な P3U1プ ラ ズ マ 細 胞 種 形 質 移
入 体 を エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン に よ っ て 樹 立 し た 。 手 短 に 言 う と 、 HindIIIで 消 化 し た
プ ラ ス ミ ド DNA 50 μ g及 び BamHIで 消 化 し た pMC1neoベ ク タ ー 5 μ gを 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ
ー シ ョ ン に よ っ て 10 7 個 の 細 胞 の ア リ コ ー ト に 形 質 移 入 し た 。 10％ FCS及 び 0.3 mg/mLの G41
8を 含 む RPMI培 地 中 で １ ０ 日 間 の 選 択 を 行 っ た 後 、 個 々 の G418耐 性 コ ロ ニ ー を 単 離 し て ク
ロ ー ニ ン グ し た 。 プ ロ テ イ ン A-セ フ ァ ロ ー ス （ Amersham Pharmacia） に よ っ て 、 培 養 上 清
か ら Sema4A-Fcタ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。
［ 形 質 移 入 体 ］
　 リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン プ ラ ス (Lipofectamine Plus)2000（ Life Technologies） を 用 い て
、 FLAGタ グ 付 き 完 全 長 Sema4A cDNAを 含 む pEFBosベ ク タ ー 及 び FLAGタ グ 付 き 完 全 長 Sema4A 
cDNAを 含 む pMC1neoベ ク タ ー を 導 入 し て 、 Sema4A-CHOを 作 製 し た 。 抗 FLAG mAb（ M2、 Sigma
） に よ っ て Sema4A-CHOを 選 択 し て 、 ク ロ ー ニ ン グ し た 。 コ ン ト ロ ー ル の 形 質 移 入 体 と し て
、 pMC1neoベ ク タ ー の み で の CHO細 胞 の 形 質 移 入 に よ り CHOneoを 作 製 し た 。
［ 抗 Sema4A mAb］
　 抗 Sema4A（ SK31、 ラ ッ ト IgG2a） は 、 次 の よ う に 確 立 し た 。 100 mgの Sema4A-Fcタ ン パ ク
質 を 用 い て 、 ラ ッ ト を ３ 回 免 疫 し 、 １ 回 追 加 免 疫 し た 。 ラ ッ ト 脾 細 胞 を p3U1細 胞 と 融 合 さ
せ 、 7日 後 に 、 Sema4A-CHOを 用 い 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 特 異
的 抗 体 の 産 生 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
［ Sema4A及 び そ の 対 応 受 容 体 の 発 現 に つ い て の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 ］
　 抗 Sema4A、 Sema4A-Fc及 び ア イ ソ タ イ プ 適 合 型 コ ン ト ロ ー ル Igを 、 ビ オ チ ン 化 キ ッ ト （ B
oehringer Mannheim） を 用 い て ビ オ チ ン 化 し た 。 Sema4A又 は そ の 対 応 受 容 体 に つ い て の フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の た め 、 10 6 個 の 細 胞 の ア リ コ ー ト を 、 5 mg/mLの Fcブ ロ ッ ク （ Ph
arMingen） を 含 む ビ オ チ ン 化 抗 Sema4A、 ビ オ チ ン 化 Sema4A-Fc又 は ビ オ チ ン 化 コ ン ト ロ ー
ル Igと 共 に 氷 上 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 染 色 緩 衝 液 で 洗 滌 し た 後 、 FITC複 合 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン （ PharMingen） で 前 記 細 胞 を 20分 間 染 色 し た 。 次 に 細 胞 を 洗 滌 し 、 フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。
［ in vitroの T細 胞 刺 激 ］
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　 T細 胞 増 殖 ア ッ セ イ の た め 、 磁 気 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ （ MACS） （ Miltenyi Biotech, Germa
ny） を 用 い て 脾 細 胞 か ら CD4＋ T細 胞 を 調 製 し た 。 細 胞 （ 1× 10 5 個 ） を 、 抗 CD28（ 10 μ g/m
L） の 非 存 在 下 又 は 存 在 下 、 5 μ g/mLの 抗 CD3（ 2C11； PharMingen） で コ ー テ ィ ン グ し た 平
底 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 用 い て 48時 間 刺 激 し た 。 T細 胞 分 化 解 析 の た め 、 Sema4A-Fcの 非 存 在
下 又 は 存 在 下 、 ナ イ ー ブ T細 胞 を 抗 CD3＋ 抗 CD28で ６ 日 間 刺 激 し た 。 こ れ に IL-12＋ 抗 IL-4
を 追 加 し た も の は Th-1様 細 胞 を 生 じ 、 IL-4を 追 加 し た も の は Th-2様 細 胞 を 生 じ た 。 次 に 、
収 集 し た 細 胞 を 、 抗 CD3＋ 抗 CD28で 48時 間 再 刺 激 し た 。 MLRの た め 、 GM-CSFを 用 い て 、 先 に
記 述 す る よ う に 、 C57BL/6マ ウ ス の 骨 髄 前 駆 体 か ら DCを 発 生 さ せ た 。 C57BL/6マ ウ ス 由 来 の
放 射 線 照 射 (3000 rad)DCを 、 Sema4A-Fc又 は ヒ ト IgG1（ PharMingen） を 用 い て 又 は 用 い ず
に 、 BALB/cマ ウ ス 由 来 の CD4＋ T細 胞 （ 5× 10 4 細 胞 /ウ ェ ル ） と 共 に 平 底 96ウ ェ ル プ レ ー ト
で 72時 間 培 養 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 最 後 12時 間 は 、 細 胞 を 2 mCiの ［ 3 H］ チ ミ ジ ン
で パ ル ス し た 。 IL-2産 生 の た め 、 ELISAキ ッ ト （ Endogen） を 用 い て 、 培 養 上 清 中 の IL-2レ
ベ ル を 測 定 し た 。 固 定 し た 完 全 に 成 熟 な DCを 用 い る MLRの た め 、 C57BL/6マ ウ ス の 骨 髄 由 来
DCを 抗 CD40（ 5 mg/mL） で 24時 間 処 理 し て 、 次 に 0.8％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し て 、
刺 激 因 子 と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
［ B細 胞 増 殖 ア ッ セ イ ］
　 抗 Thy1.2（ F7D5、 Seroteck Ltd, U.K.） と ウ サ ギ 補 体 （ Wako, Japane） と の 組 合 せ を 用
い て 、 C57BL/6マ ウ ス （ 6-8週 齢 ） 由 来 の 非 接 着 性 脾 臓 B細 胞 を 単 離 し た 。 残 り の B細 胞 を 、
50％ 、 60％ 、 66％ 及 び 70％ の パ ー コ ー ル (Percoll)勾 配 に よ っ て さ ら に 分 画 し 、 66％ 層 と 7
0％ 層 と の 間 の 界 面 の 細 胞 を 集 め た 。 得 ら れ た 小 型 休 止 B細 胞 （ 1× 10 5 細 胞 /ウ ェ ル ） を 平
底 96ウ ェ ル プ レ ー ト で 、 Sema4A-Fc又 は CD100-Fcど ち ら か の 存 在 下 、 1 mg/mLの 抗 CD40（ HM
40-3、 PharMingen） 及 び 10 U/mLの IL-4（ Genzyme, Cambridge, MA） を 伴 っ て 又 は 伴 わ ず
に 、 72時 間 培 養 し た 。 そ の 最 後 16時 間 は 、 細 胞 を 2 mCiの ［ 3 H］ チ ミ ジ ン で パ ル ス し た 。
［ IL-12産 生 ア ッ セ イ ］
　 DC（ 1× 10 6 細 胞 /ウ ェ ル ） を 24ウ ェ ル プ レ ー ト で 72時 間 、 抗 CD40（ 5 mg/mL） ＋ Sema4A-F
c又 は CD100-Fcの ど ち ら か を 伴 っ て 又 は 伴 わ ず に 培 養 し た 後 、 IL-12を 定 量 し た 。 マ ウ ス IL
-12 ELISAキ ッ ト （ Amersham Pharmacia） を 用 い て 、 成 熟 IL-12p70へ テ ロ 二 量 体 を 検 出 し
た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
［ in vivoの T細 胞 初 回 免 疫 ］
　 8週 齢 の C57BL/6マ ウ ス を 、 CFA中 の KLH(Sigma)10 mgで 後 足 フ ッ ト パ ッ ド に 免 疫 し た 。 免
疫 後 4日 間 、 Sema4A-Fc（ 100 mg/マ ウ ス /日 ） 又 は ヒ ト IgG1（ 50 mg/マ ウ ス /日 ） ど ち ら か
を 静 脈 内 注 射 し た 。 免 疫 後 5日 目 、 MACSに よ っ て 流 入 領 域 リ ン パ 節 か ら CD4＋ T細 胞 を 精 製
し 、 1× 10 5 個 の 細 胞 を 平 底 96ウ ェ ル プ レ ー ト で 、 C57BL/6マ ウ ス の 放 射 線 照 射 （ 3000 rad
） 脾 細 胞 （ 1× 10 6 細 胞 /ウ ェ ル ） の 存 在 下 、 種 々 の 濃 度 の KLHを 用 い て 72時 間 刺 激 し た 。 増
殖 ア ッ セ イ の た め 、 最 後 の 16時 間 は 、 細 胞 を 2 mCiの ［ 3 H］ チ ミ ジ ン で パ ル ス し た 。 培 養
上 清 に お け る IL-4レ ベ ル 及 び IFN-γ レ ベ ル を 、 ELISAに よ っ て 測 定 し た （ R and D systems
） 。
［ EAEの 誘 発 及 び 阻 止 ］
　 熱 不 活 性 化 結 核 菌 (Mycobacterium tuberculosis)を 含 む CFA中 の マ ウ ス /ラ ッ ト MOGペ プ
チ ド （ MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK（ 配 列 番 号 １ ４ ） Kurabo, Japan） 100 mg/mLを 両 側 大 腿 部
へ 皮 下 注 射 す る こ と に よ っ て 、 8～ 12週 齢 の C57BL/6マ ウ ス に EAEを 誘 発 さ せ た 。 加 え て 、
百 日 咳 毒 素 （ 100 ng； List Biological Labs, Campbell, CA） を 0日 目 及 び 2日 目 に 静 脈 内
注 射 し た 。 免 疫 後 5日 間 、 抗 Sema4A又 は ラ ッ ト IgG(ICN Pharmaceuticals, Inc)(各 々 、 100
 mg/マ ウ ス /日 )ど ち ら か を 毎 日 腹 腔 内 注 射 し た 。 動 物 を 毎 日 観 察 し 、 恣 意 的 な 臨 床 的 尺 度
(arbitrary clinical scale)で 神 経 学 的 欠 陥 を 定 量 化 し た 。 MOG特 異 的 T細 胞 の in vitro応
答 は 、 次 の よ う に 決 定 し た ： 同 様 の 手 順 で の 免 疫 後 7日 目 、 MACSに よ っ て 流 入 領 域 リ ン パ
節 か ら CD4＋ T細 胞 を 精 製 し 、 1× 10 5 個 の 細 胞 を 平 底 96ウ ェ ル プ レ ー ト で 、 C57BL/6マ ウ ス
の 放 射 線 照 射 （ 3000 rad） 脾 細 胞 （ 1× 10 6 細 胞 /ウ ェ ル ） の 存 在 下 、 種 々 の 濃 度 の MOGペ プ
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チ ド を 用 い て 72時 間 刺 激 し た 。 増 殖 ア ッ セ イ の た め 、 最 後 の 16時 間 は 、 細 胞 を 2 mCiの ［ 3

H］ チ ミ ジ ン で パ ル ス し た 。 培 養 上 清 に お け る IL-4レ ベ ル 及 び IFN-γ レ ベ ル を 、 ELISAキ ッ
ト （ R and D systems） を 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
［ cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 及 び 発 現 ク ロ ー ニ ン グ ］
　 グ ア ニ ジ ニ ウ ム イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 勾 配 遠 心 法 に よ っ て EL-4細 胞 か ら 総 細 胞 質 RNAを 単
離 し 、 オ リ ゴ (dT)-結 合 磁 気 ビ ー ズ （ PolyA Tract mRNA Isolation System, Promega） を
用 い て mRNAを 選 択 し た 。 ス ー パ ー ス ク リ プ ト (SuperScript)II cDNA合 成 キ ッ ト （ Invitrog
en） を 用 い て 、 オ リ ゴ (dT)で プ ラ イ ム さ れ た 二 重 鎖 cDNAを 合 成 し た 。 そ の cDNAに BstXIア
ダ プ タ ー （ Invitrogen） を 付 加 し て 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 に よ っ て サ イ ズ 分
画 し た 。 800 bpよ り 大 き い cDNAを 回 収 し て 、 BstXI消 化 し た pME18Sベ ク タ ー に 連 結 し た 。
連 結 し た DNAを 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン に よ っ て E.coli DH10B細 胞 （ Invitrogen） に
形 質 転 換 し た 。 2.0× 10 7 個 の 独 立 な ク ロ ー ン の ア リ コ ー ト を 、 COS7細 胞 に 形 質 移 入 す る の
に 用 い た 。 リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン プ ラ ス （ Invitrogen） を 用 い て 、 プ ラ ス ミ ド DNAを COS7細
胞 に 形 質 移 入 し た 。 形 質 移 入 の ３ 日 後 、 細 胞 を 収 集 し て 、 5％ FCS、 2.5 μ g/mLの Fcブ ロ ッ
ク （ PharMingen） 及 び 5 μ g/mLの ビ オ チ ン 化 Sema4A-Fc又 は ビ オ チ ン 化 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン Fcを 含 む PBS中 に 5× 10 6 細 胞 /mLの 濃 度 で 再 懸 濁 し て 、 氷 上 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 こ の 細 胞 を 氷 冷 PBSで 洗 滌 し 、 ダ イ ナ ビ ー ズ (Dynabeas)M-280ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Dyna
l A.S） を 含 む PBS中 に 5× 10 6 細 胞 /mLで 再 懸 濁 し た 。 30分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、
磁 気 粒 子 濃 縮 機 (Magnetic Particle Concentrator)(Dynal A.S)を 用 い て 、 細 胞 を 氷 冷 PBS
で 10回 洗 滌 し た 。 Hirt法 に よ り 、 結 合 し て い る 細 胞 か ら 染 色 体 外 プ ラ ス ミ ド DNAを 抽 出 し
た 。 そ の プ ラ ス ミ ド DNAを 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン に よ っ て E.coli DH10B細 胞 に 導 入
し 、 次 に 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 に よ る 第 二 及 び 第 三 の 形 質 移 入 に 用 い た 。 磁 気 ソ ー テ ィ ン
グ は 、 上 述 の よ う に ３ 回 繰 り 返 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
【 図 １ 】 ヒ ト Sema4A（ 上 列 ； 配 列 番 号 １ ） 及 び マ ウ ス Sema4A（ 下 列 ； 配 列 番 号 ４ ） の 配 列
ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 中 央 の 列 は 、 同 一 な ア ミ ノ 酸 残 基 を 表 示 し て い る 。 予 測 さ れ る シ
グ ナ ル 配 列 （ 小 さ い 破 線 ） 、 Semaド メ イ ン （ 実 線 ） 、 Ig様 ド メ イ ン （ 大 き い 破 線 ） 及 び 膜
貫 通 領 域 （ 太 線 ） が 表 示 さ れ て い る 。
【 図 ２ 】 実 施 例 ５ の 実 験 結 果 を 示 す 。 抗 Sema4A抗 体 で の 処 置 が 、 実 験 的 自 己 免 疫 性 脳 脊 髄
炎 （ EAE） の 発 生 を 阻 止 し て い る 。 Ａ ： 抗 Sema4A（ 白 抜 き の 円 ） 又 は コ ン ト ロ ー ル の ラ ッ
ト IgG（ 黒 塗 り の 円 ） で 処 置 し た マ ウ ス で の EAE臨 床 疾 患 の 経 過 。 Ｂ ： ミ エ リ ン 乏 突 起 膠 細
胞 糖 タ ン パ ク 質 （ MOG） ペ プ チ ド で 刺 激 し た CD4＋ T細 胞 の in vitro応 答 （ 増 殖 、 IL-4及 び I
FN-γ 産 生 ） 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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