
(57)【要約】
本発明は、個体において免疫応答を刺激するか又は増大するために有用な HMGB　 Bボック
ス又はその機能的変異体を含むポリペプチドに関する。そのようなポリペプチドは、ワク
チン製剤において及び癌治療において使用することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 投 与 さ れ た 個 体 に お け る 免 疫 応 答 を 増 大 す る こ と に よ り 疾 患 ま た は 状 態 を 処 置 す る の に
十 分 な 量 の HMGB Bボ ッ ク ス ま た は そ の 機 能 的 変 異 体 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し て な
る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 HMGB Bボ ッ ク ス が 哺 乳 動 物 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 HMGB Bボ ッ ク ス が ヒ ト で あ る 請 求 項 ２ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が HMGB1 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し て な る 請 求 項 ３ 記 載 の 医 薬
組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が HMGB1 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 請 求 項 ４ 記 載 の 医 薬 組 成 物
。
【 請 求 項 ６ 】
　 ワ ク チ ン を さ ら に 含 有 し て な る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト を さ ら に 含 有 し て な る 請 求 項 ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ア ジ ュ バ ン ト が 、 １ つ 以 上 の 免 疫 刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン 、
モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 Ａ 、 お よ び 無 毒 化 リ ポ ポ リ サ ッ カ リ ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項
７ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 免 疫 刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 非 メ チ ル 化 CpG配 列 を 含 有 し て な る 請 求 項 ８ 記 載
の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 HMGM Bボ ッ ク ス ま た は そ の 機 能 的 変 異 体 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 HMGB Bボ ッ ク ス が 哺 乳 動 物 で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 HMGB Bボ ッ ク ス が ヒ ト で あ る 請 求 項 １ １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が HMGB1 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し て な る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 抗
体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が HMGB1 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 抗 体 が 腫 瘍 関 連 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 抗 体 が 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 中 に 存 在 す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 免 疫 応 答 を 刺 激 ま た は 増 大 さ せ る の に 十 分 な 量 の HMGB Bボ ッ ク ス ま た は そ の 機 能 的 変 異
体 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 免 疫 刺 激 を 必 要 と す る 個 体 に お
け る 免 疫 応 答 を 刺 激 ま た は 増 大 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 個 体 が 癌 に つ い て 処 置 さ れ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 HMGB Bボ ッ ク ス が 哺 乳 動 物 で あ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
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　 前 記 HMGB Bボ ッ ク ス が ヒ ト で あ る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が HMGB1 Bボ ッ ク ス を 含 有 し て な る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が HMGB1 Bボ ッ ク ス か ら な る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が ワ ク チ ン と 同 時 投 与 さ れ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が さ ら な る ア ジ ュ バ ン ト と 同 時 投 与 さ れ る 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 ア ジ ュ バ ン ト が １ つ 以 上 の 免 疫 刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン 、 モ
ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 A、 お よ び 無 毒 化 リ ポ ポ リ サ ッ カ リ ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ２
４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 免 疫 刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 非 メ チ ル 化 CpG配 列 を 含 有 し て な る 請 求 項 ２ ５ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 投 与 が 全 身 性 で あ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 投 与 が 標 的 部 位 に 局 在 化 さ れ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 免 疫 刺 激 を 必 要 と す る 個 体 に お い て 標 的 部 位 に 特 異 的 で あ る 抗 体
に 結 合 す る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 中 に 存 在 す る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 HMGB Bボ ッ ク ス ま た は そ の 機 能 的 変 異 体 を 含 有 す る ペ プ チ ド の 治 療 有 効 量 を 個 体 に 投 与
す る こ と を 含 む 個 体 に お け る 癌 の 処 置 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 HMGB Bボ ッ ク ス が 哺 乳 動 物 で あ る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 HMGB Bボ ッ ク ス が ヒ ト で あ る 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が HMGB1 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が HMGB1 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が ワ ク チ ン と 同 時 投 与 さ れ る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が さ ら な る ア ジ ュ バ ン ト と 同 時 投 与 さ れ る 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 ア ジ ュ バ ン ト が 、 １ つ 以 上 の 免 疫 刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン 、
モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 Ａ 、 お よ び 無 毒 化 リ ポ ポ リ サ ッ カ リ ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項
３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 免 疫 刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 非 メ チ ル 化 CpG配 列 を 含 有 す る 請 求 項 ３ ８ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 投 与 が 全 身 性 で あ る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
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　 前 記 投 与 が 標 的 部 位 に 局 在 化 さ れ る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 標 的 部 位 が 腫 瘍 で あ る 請 求 項 ４ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 に 結 合 す る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 抗 体 が 腫 瘍 関 連 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 中 に 存 在 す る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
 
 
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
　 本 出 願 は 、 2002年 11月 20日 出 願 の 米 国 特 許 仮 出 願 第 60／ 427,848号 の 優 先 権 を 主 張 す る
も の で あ る 。 前 記 出 願 の 教 示 全 体 が 参 照 し て こ こ に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
政 府 支 援
　 本 発 明 は 、 全 体 又 は 一 部 が 、 国 立 衛 生 研 究 所 か ら の 助 成 金 RO1 GM 57226に よ っ て 援 助 さ
れ た 。 政 府 は 本 発 明 に 所 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 免 疫 系 は 異 物 を 破 壊 す る 又 は 中 和 す る よ う に 機 能 す る 。 免 疫 応 答 は 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、
真 菌 及 び 他 の 寄 生 生 物 を 含 む 、 微 生 物 に よ る 感 染 か ら 保 護 す る 。 加 え て 、 免 疫 系 は 、 異 常
と な っ た 自 ら の 身 体 の 細 胞 、 例 え ば 癌 細 胞 、 及 び 赤 血 球 な ど の 古 く て も は や 身 体 に 有 用 で
な い 細 胞 を 破 壊 す る よ う に 機 能 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 免 疫 系 の 操 作 は 、 治 療 的 又 は 防 御 的 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が で き る 1つ の 方 法 で あ り
、 多 く の 疾 患 が 免 疫 系 の 操 作 を 通 し て 治 療 で き る 。 免 疫 学 的 疾 患 を 治 療 す る た め の 現 在 の
療 法 は 、 抗 炎 症 薬 、 例 え ば コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 細 胞 傷 害 性 薬 剤 、 免 疫 系 内 の シ グ ナ ル 伝
達 事 象 を 調 節 す る 物 質 及 び 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 免 疫 系 の 作 用 が 不 適 切 で あ る 多 く の 疾 患 が 存 在 す る 。 そ れ 故 、 こ れ ら の 疾 患 の 治 療 法 が
求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
発 明 の 要 旨
　 HMGBポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に HMGB　 Bボ ッ ク ス 又 は そ の 機 能 的 変 異 体 （ 集 合 的 に 「 HMGB　 B
ボ ッ ク ス 」 と 称 す る ） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 し た 細 胞 か
ら の サ イ ト カ イ ン 活 性 を 刺 激 す る た め に 有 用 で あ る 。 そ こ で 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド 及 び HMGB
　 Bボ ッ ク ス を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 、 個 体 に お い て 免 疫 応 答 を 増 大 さ せ る た め 、 及 び 高 い
免 疫 応 答 が 望 ま し い 多 く の 疾 患 を 治 療 す る た め に 使 用 で き る 。 本 明 細 書 で 述 べ る 試 薬 及 び
方 法 を 用 い て 治 療 す る こ と が で き る 状 態 の 例 は 、 HIV／ AIDSを 含 む 癌 及 び ウ イ ル ス 感 染 、
ア レ ル ギ ー 疾 患 及 び 喘 息 を 包 含 す る 。 本 明 細 書 で 述 べ る HMGB　 Bボ ッ ク ス 及 び 機 能 的 変 異
体 は ま た 、 感 染 症 を 予 防 す る か 、 改 善 す る か 又 は 治 療 す る た め に 免 疫 応 答 が 望 ま し い 、 ワ
ク チ ン の 一 部 と し て も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 従 っ て 、 １ つ の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 機 能 的 断 片 又 は 変 異 体
（ 集 合 的 に 「 HMGBポ リ ペ プ チ ド 」 と 称 す る ） 、 あ る い は HMGB　 Bボ ッ ク ス 又 は そ の 機 能 的
変 異 体 （ 集 合 的 に 「 HMGB　 Bボ ッ ク ス 」 と 称 す る ） を 、 そ の 医 薬 組 成 物 を 投 与 し た 個 体 に

10

20

30

40

50

(4) JP 2006-506441 A 2006.2.23



お け る 免 疫 応 答 の 上 昇 が 望 ま し い 疾 患 又 は 状 態 を 治 療 す る の に 十 分 な 量 で 含 有 す る 、 医 薬
組 成 物 に 関 す る 。 1つ の 実 施 形 態 で は 、 前 記 医 薬 組 成 物 は ワ ク チ ン を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 機 能 的 断 片 又 は 変 異 体 、 あ る い は
HMGB　 Bボ ッ ク ス 又 は そ の 機 能 的 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 に 関 す る 。 1つ
の 実 施 形 態 で は 、 前 記 抗 体 は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 機 能 的 断 片 又 は 変 異 体 、 あ る
い は HMGB　 Bボ ッ ク ス 又 は そ の 機 能 的 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 個 体 に 投 与 す る こ と を
含 む 、 免 疫 刺 激 を 必 要 と す る 個 体 に お い て 免 疫 応 答 を 刺 激 す る か 又 は 増 大 さ せ る 方 法 に 関
す る 。 1つ の 実 施 形 態 で は 、 前 記 個 体 は 癌 の た め に 治 療 さ れ て い る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、
前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 刺 激 を 必 要 と す る 個 体 内 の 標 的 部 位 に 特 異 的 な 抗 体 に 結 合 し て
い る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を ワ ク チ ン と 同 時 投 与 す る 。 別 の 実 施 形 態 で
は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 機 能 的 断 片 も し く は 変 異 体 、 あ る
い は HMGB　 Bボ ッ ク ス 又 は そ の 機 能 的 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 治 療 上 有 効 な 量 を 個 体
に 投 与 す る こ と を 含 む 、 個 体 に お い て 癌 を 治 療 す る 方 法 に 関 す る 。 １ つ の 実 施 形 態 で は 、
前 記 個 体 は 癌 の た め に 治 療 さ れ て い る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 刺
激 を 必 要 と す る 個 体 内 の 標 的 部 位 に 特 異 的 な 抗 体 に 結 合 し て い る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 前
記 ポ リ ペ プ チ ド を ワ ク チ ン と 同 時 投 与 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 薬 学
的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 個 体 に お い て 免 疫 応 答 を 刺 激 す る か 又 は 増 大 さ せ る の に 有 用 な HMGBポ リ ペ プ
チ ド 及 び HMGB　 Bボ ッ ク ス 又 は そ の 機 能 的 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 １ つ の 実
施 形 態 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 哺 乳 動 物 HMGB Bボ ッ ク ス 、 例 え ば ヒ ト HMGB　 Bボ ッ ク ス
を 含 む か 、 又 は そ れ か ら 成 る 。 HMGB Bボ ッ ク ス の 例 は 、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 20又 は 配 列
番 号 45の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 HMGBポ リ ペ プ チ ド 」 又 は 「 HMGBタ ン パ ク 質 」 は 、 炎 症 を 増
大 さ せ る か 、 及 び ／ 又 は 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 増 大 さ せ る 及 び ／ 又
は 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 を 増 大 さ せ る 、 天 然 で そ れ に 付 随 す る 成 分 か ら 分
離 さ れ て い る 、 単 離 さ れ た 、 実 質 的 に 純 粋 な 又 は 実 質 的 に 純 粋 で 且 つ 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド 、 又 は 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 組 換 え 生 産 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 1つ の 実 施
形 態 で は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド は 前 記 生 物 活 性 の 1つ を 有 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 HMGBポ
リ ペ プ チ ド は 前 記 生 物 活 性 の 2つ を 有 す る 。 3番 目 の 実 施 形 態 で は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド は 前
記 生 物 活 性 の 3つ 全 部 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 好 ま し く は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド は 哺 乳 動 物 HMGBポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば ヒ ト HMGB1ポ リ ペ
プ チ ド で あ る 。 HMGBポ リ ペ プ チ ド の 例 は 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3も し く は 配
列 番 号 18の 配 列 を 含 む か 、 又 は そ れ か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 好 ま し く は 、 HMGBポ リ
ペ プ チ ド は Bボ ッ ク ス DNA結 合 ド メ イ ン 及 び ／ 又 は Aボ ッ ク ス DNA結 合 ド メ イ ン 及 び ／ 又 は 本
明 細 書 で 述 べ る 酸 性 カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 含 む 。 HMGBポ リ ペ プ チ ド の 他 の 例 は 、 そ の 教 示 全
体 が 参 照 し て こ こ に 組 み 込 ま れ る 、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AAA64970、 AAB08987、 P07
155、 AAA20508、 S29857、 P09429、 NP＿ 002119、 CAA31110、 S02826、 U00431、 X67668、 NP
＿ 005333、 NM＿ 016957及 び J04179に 述 べ ら れ て い る 。 HMGBポ リ ペ プ チ ド の さ ら な る 例 は 、
哺 乳 動 物 HMG1（ （ HMGB1） 、 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 U51677に 述 べ ら れ て い る ）
、 HMG2（ （ HMGB2） 、 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 M83665に 述 べ ら れ て い る ） 、 HMG2
－ 2A（ （ HMGB3、 HMG－ 4） 、 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NM＿ 005342及 び NP＿ 005333
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に 述 べ ら れ て い る ） 、 HMG14（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 P05114に 述 べ ら れ て い る
） 、 HMG17（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X13546に 述 べ ら れ て い る ） 、 HMGI（ 例 え ば
GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 L17131に 述 べ ら れ て い る ） 及 び HMGY（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ
シ ョ ン 番 号 M23618に 述 べ ら れ て い る ） ； 非 哺 乳 動 物 HMG　 T1（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 X02666に 述 べ ら れ て い る ） 及 び HMG　 T2（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 L32859
に 述 べ ら れ て い る ） （ ニ ジ マ ス ） ； HMG－ X（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 D30765に
述 べ ら れ て い る ） （ ツ メ ガ エ ル ） ； HMGD（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X71138に 述
べ ら れ て い る ） 及 び HMGZ（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X71139に 述 べ ら れ て い る ）
（ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ） ； NHP10タ ン パ ク 質 （ HMGタ ン パ ク 質 ホ モ ロ グ NHP1） （ 例 え ば GenBan
kア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Z48008に 述 べ ら れ て い る ） （ 酵 母 ） ； 非 ヒ ス ト ン 染 色 体 タ ン パ ク 質
（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 O00479に 述 べ ら れ て い る ） （ 酵 母 ） ； HMG1／ 2様 タ ン
パ ク 質 （ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Z11540に 述 べ ら れ て い る ） （ コ ム ギ 、 ト ウ モ
ロ コ シ 、 ダ イ ズ ） ； 上 流 結 合 因 子 （ UBF－ 1） （ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X53390
に 述 べ ら れ て い る ） ； PMS1タ ン パ ク 質 ホ モ ロ グ 1（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 U136
95に 述 べ ら れ て い る ） ； 一 本 鎖 認 識 タ ン パ ク 質 （ SSRP、 構 造 特 異 的 認 識 タ ン パ ク 質 ） （ 例
え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 M86737に 述 べ ら れ て い る ） ； HMGホ モ ロ グ TDP－ 1（ 例 え ば
GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 M74017に 述 べ ら れ て い る ） ； 哺 乳 動 物 Y染 色 体 性 決 定 領 域 タ ン
パ ク 質 （ SRY、 精 巣 決 定 因 子 ） （ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X53772に 述 べ ら れ て い
る ） ； 真 菌 類 タ ン パ ク 質 ： mat－ 1（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AB009451に 述 べ ら
れ て い る ） 、 ste－ 11（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 x53431に 述 べ ら れ て い る ） 及 び
Mc1； SOX14（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF107043に 述 べ ら れ て い る ） 並 び に SOX1
（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Y13436に 述 べ ら れ て い る ） 、 SOX2（ 例 え ば GenBankア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Z31560に 述 べ ら れ て い る ） 、 SOX3（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X
71135に 述 べ ら れ て い る ） 、 SOX6（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF309034に 述 べ ら れ
て い る ） 、 SOX8（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF226675に 述 べ ら れ て い る ） 、 SOX10
（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AJ001183に 述 べ ら れ て い る ） 、 SOX12（ 例 え ば GenBan
kア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X73039に 述 べ ら れ て い る ） 及 び SOX21（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 AF107044に 述 べ ら れ て い る ） ； リ ン パ 系 特 異 的 因 子 （ LEF－ 1） （ 例 え ば GenBankア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X58636に 述 べ ら れ て い る ） ； T細 胞 特 異 的 転 写 因 子 （ TCF－ 1） （ 例 え ば G
enBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X59869に 述 べ ら れ て い る ） ； MTT1（ 例 え ば GenBankア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 M62810に 述 べ ら れ て い る ） ； 及 び SP100－ HMG核 内 自 己 抗 原 （ 例 え ば GenBankア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 U36501に 述 べ ら れ て い る ） を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 HMGBタ ン パ ク 質 の 他 の 例 は 、 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NG＿ 000897（ HMG1L5（ 以 前 の H
MG1L10） ） （ 特 に 、 図 7A及 び 7Bに 示 す 、 NG＿ 000897の ヌ ク レ オ チ ド 150－ 797） ； AF076674
（ HMG1L1） （ 特 に 、 図 7C及 び 7Dに 示 す 、 AF076674の ヌ ク レ オ チ ド 1－ 633） ； AF076676（ HM
G1L4） （ 特 に 、 図 7E及 び 7Fに 示 す 、 AF076676の ヌ ク レ オ チ ド 1－ 564） ； AC010149（ BACク
ロ ー ン RP11‐ 395A23か ら の HMG配 列 ） （ 特 に 、 図 7G及 び 7Hに 示 す 、 AC010149の ヌ ク レ オ チ
ド 75503－ 76117） ； AF165168（ HMG1L9） （ 特 に 、 図 7I及 び 7Jに 示 す 、 AF165168の ヌ ク レ オ
チ ド 729－ 968） ； XM＿ 063129（ LOC122441） （ 特 に 、 図 7K及 び 7Lに 示 す 、 XM＿ 063129の ヌ
ク レ オ チ ド 319－ 558） ； XM＿ 066789（ LOC139603） （ 特 に 、 図 7M及 び 7Nに 示 す 、 XM＿ 06678
9の ヌ ク レ オ チ ド 1－ 258） ； 及 び AF165167（ HMG1L8） （ 特 に 、 図 7O及 び 7Pに 示 す 、 AF16516
7の ヌ ク レ オ チ ド 456－ 666） を 有 す る HMGB核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で
あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の HMGBポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 配 列 変 異 体 を 包 含 す る 。 変 異 体 は 、 生 物 内 の 同 じ 遺
伝 子 座 に よ っ て コ ー ド さ れ る 実 質 的 に 相 同 な ポ リ ペ プ チ ド 、 す な わ ち 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、
並 び に 他 の 変 異 体 を 包 含 す る 。 変 異 体 は ま た 、 生 物 内 の 他 の 遺 伝 子 座 に 由 来 す る が 、 HMGB
核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の 相 補 物 及 び 一 部 に 実 質 的 な 相 同 性 を
有 す る か 、 又 は HMGB核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ
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リ ペ プ チ ド に 実 質 的 な 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 HMGB核 酸 分 子 の 例 は 当 技
術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 本 明 細 書 で 述 べ る HMGBポ リ ペ プ チ ド か ら 誘 導 す る こ と が で き
る 。 変 異 体 は ま た 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド に 実 質 的 に 相 同 又 は 同 一 で あ る が 、 別 の 生 物 に
由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 す な わ ち オ ー ソ ロ グ を 包 含 す る 。 変 異 体 は ま た 、 化 学 合 成 に よ っ
て 生 産 さ れ る 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド に 実 質 的 に 相 同 又 は 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含
す る 。 変 異 体 は ま た 、 組 換 え 法 に よ っ て 生 産 さ れ る 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド に 実 質 的 に 相
同 又 は 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書
で 述 べ る BLASTプ ロ グ ラ ム 及 び パ ラ メ ー タ 及 び HMGBポ リ ペ プ チ ド の 1つ 以 上 の 生 物 活 性 を 使
用 し て 判 定 す る と き 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3又 は 配 列 番 号 18か ら 選 択 さ れ る
配 列 に 少 な く と も 60％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 又 は 90％ 、 最
も 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る （ 機 能 的 変 異 体 ） 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 HMGB生 物 活 性 を 有 す る HMGBポ リ ペ プ チ ド 断 片 （ 機 能 的 断
片 ） を 対 象 と す る 。 「 HMGB生 物 活 性 を 有 す る HMGBポ リ ペ プ チ ド 断 片 」 又 は 「 生 物 活 性 HMGB
断 片 」 と は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 有 す る HMGBポ リ ペ プ チ ド の 断 片 を 意 味 す る 。 そ の
よ う な HMGBポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 一 例 は 、 本 明 細 書 で 述 べ る HMGB　 Bボ ッ ク ス で あ る 。 生 物
活 性 HMGB断 片 は 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 手 法 を 使 用 し て 、 及 び そ の 断 片 が 、 細 胞 に 投 与 し た
と き 、 例 え ば 本 明 細 書 で 述 べ る 方 法 を 用 い て 、 適 切 な 対 照 と 比 較 し て 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症
性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 増 大 さ せ る か ど う か を 判 定 す る こ と に よ っ て 断 片 の 機 能 を 検 定 し
て 、 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 Bボ ッ ク ス 」 と も 称 さ れ る 「 HMGB　 Bボ ッ ク ス 」 は 、 天 然 で
そ れ に 付 随 す る 成 分 か ら 分 離 さ れ て い る 実 質 的 に 純 粋 な 又 は 実 質 的 に 純 粋 で 且 つ 単 離 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 完 全 長 HMGBポ リ ペ プ チ ド 未 満 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 り 、 及 び 以 下
の 生 物 活 性 ： 炎 症 を 増 大 さ せ る 、 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 増 大 さ せ る
及 び ／ 又 は 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 を 増 大 さ せ る 、 の １ つ 以 上 を 有 す る 。 1
つ の 実 施 形 態 で は 、 HMGB　 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 前 記 生 物 活 性 の 1つ を 有 す る 。 別 の 実
施 形 態 で は 、 HMGB　 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 前 記 生 物 活 性 の 2つ を 有 す る 。 3番 目 の 実 施
形 態 で は 、 HMGB　 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 前 記 生 物 活 性 の 3つ 全 部 を 有 す る 。 好 ま し く は
、 HMGB　 Bボ ッ ク ス は 完 全 長 HMGの 生 物 活 性 の 少 な く と も 25％ 、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、
70％ 、 80％ 又 は 90％ を 有 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 HMGB　 Bボ ッ ク ス は HMGB　 Aボ ッ ク ス を
含 ま な い 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 HMGB　 Bボ ッ ク ス は HMGBポ リ ペ プ チ ド の 断 片 （ す な わ ち 完
全 長 HMG1ポ リ ペ プ チ ド の 長 さ の 約 90％ 、 80％ 、 70％ 、 60％ 、 50％ 、 40％ 、 35％ 、 30％ 、 25
％ 又 は 20％ で あ る ポ リ ペ プ チ ド ） で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 HMGB　 Bボ ッ ク ス は 、 配 列
番 号 5、 配 列 番 号 20、 配 列 番 号 45の 配 列 、 又 は 哺 乳 動 物 に お け る HMGBタ ン パ ク 質 の 対 応 す
る 領 域 内 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 又 は そ れ か ら 成 る が 、 そ れ で も な お 完 全 長 HMGBポ リ ペ
プ チ ド 未 満 で あ る 。 HMGB　 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 前 述 し た HMGB　 Bボ ッ ク ス ポ リ
ペ プ チ ド と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 組 換 え 生 産 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 好 ま し く は
、 HMGB　 Bボ ッ ク ス は 哺 乳 動 物 HMGB　 Bボ ッ ク ス 、 例 え ば ヒ ト HMGB1　 Bボ ッ ク ス で あ る 。 HM
GB　 Bボ ッ ク ス は し ば し ば 約 85ア ミ ノ 酸 以 下 及 び 約 4ア ミ ノ 酸 以 上 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 そ の 中 に Bボ ッ ク ス 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 例 は 、 本 明 細 書 で 述 べ る HMGBポ リ ペ プ
チ ド を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 内 の Bボ ッ ク ス 配 列 は 、
本 明 細 書 で 述 べ る 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 本 明 細 書 で 述 べ る Bボ ッ ク ス と の 配 列 比 較 及 び Bボ
ッ ク ス 生 物 活 性 に 関 す る 試 験 に よ っ て 、 判 定 し 、 単 離 す る こ と が で き る 。 特 に 好 ま し い 実
施 形 態 で は 、 前 記 Bボ ッ ク ス は 、 ヒ ト HMGB1　 Bボ ッ ク ス の 配 列 （ 3つ の 異 な る 長 さ ） で あ る
配 列 番 号 5、 配 列 番 号 20又 は 配 列 番 号 45を 含 む か 、 又 は Bボ ッ ク ス 生 物 活 性 を 有 す る HMGB　
Bボ ッ ク ス の 断 片 で あ る 。 例 え ば 配 列 番 号 20内 に 含 ま れ る 20ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Bボ ッ ク ス の
機 能 に 寄 与 す る 。 こ の 20ア ミ ノ 酸 Bボ ッ ク ス 断 片 は 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ： fkdpnapkrl　 psa
fflfcse（ 配 列 番 号 23） を 有 す る 。 HMGB　 Bボ ッ ク ス の 生 物 活 性 断 片 の 別 の 例 は 、 配 列 番 号
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5の ア ミ ノ 酸 1－ 20（ napkrppsaf  flfcseyrpk； 配 列 番 号 16） か ら 成 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 HMGB　 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 例 は 、 以 下 の 配 列 ：
FKDPNAPKRP PSAFFLFCSE YRPKIKGEHP GLSIGDVAKK LGEMWNNTAA DDKQPYEKKA AKLKEKYEKD IAA
Y（ ヒ ト HMGB1； 配 列 番 号 17） ； KKDPNAPKRP PSAFFLFCSE HRPKIKSEHP GLSIGDTAKK LGEMWSEQ
SA KDKQPYEQKA AKLKEKYEKD IAAY（ ヒ ト HMGB2； 配 列 番 号 40） ；
FKDPNAPKRL PSAFFLFCSE YRPKIKGEHP GLSIGDVAKK LGEMWNNTAA DDKQPYEKKA AKLKEKYEKD IAA
Y（ HMGB1L5（ 以 前 の HMGB1L10） ； 配 列 番 号 41） ； FKDPNAPKRP PSAFFLFCSE YHPKIKGEHP GLS
IGDVAKKLGEMWNNTAA DDKQPGEKKA AKLKEKYEKD IAAY（ HMGB1L1； 配 列 番 号 42） ； FKDSNAPKRP 
PSAFLLFCSE YCPKIKGEHP GLPISDVAKK LVEMWNNTFA DDKQLCEKKA AKLKEKYKKD TATY（ HMGB1L4
； 配 列 番 号 43） ； FKDPNAPKRP PSAFFLFCSE YRPKIKGEHP GLSIGDVVKK LAGMWNNTAA ADKQFYEKK
A AKLKEKYKKD IAAY（ BACク ロ ー ン RP11‐ 395A23か ら の HMG配 列 ； 配 列 番 号 44） ； 及 び FKDPN
APKRP PSAFFLFCSE YRPKIKGEHP GLSIGDVAKK LGEMWNNTAA DDKQPYEKKA AKLKEKYEKD IAAYRAKG
KP DAAKKGVVKA EK（ ヒ ト HMGB1ボ ッ ク ス ； 配 列 番 号 45） を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の HMGB　 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 機 能 的 変 異 体 で あ る 配 列 変 異 体 を 包 含
し 、 天 然 に 生 じ る か 、 又 は 非 天 然 に 生 じ う る 。 機 能 的 変 異 体 は 、 生 物 内 の 同 じ 遺 伝 子 座 に
よ っ て コ ー ド さ れ る 実 質 的 に 相 同 な ポ リ ペ プ チ ド 、 す な わ ち 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 並 び に 他
の 変 異 体 を 包 含 す る 。 機 能 的 変 異 体 は ま た 、 生 物 内 の 他 の 遺 伝 子 座 に 由 来 す る が 、 HMGB核
酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の 相 補 物 及 び 一 部 に 実 質 的 な 相 同 性 を 有
す る か 、 又 は HMGB　 Bボ ッ ク ス 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー
ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 実 質 的 な 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 HMGB　 Bボ ッ
ク ス 核 酸 分 子 の 例 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 本 明 細 書 で 述 べ る HMGB　 Bボ ッ ク ス
ポ リ ペ プ チ ド か ら 誘 導 す る こ と が で き る 。 機 能 的 変 異 体 は ま た 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド に
実 質 的 に 相 同 又 は 同 一 で あ る が 、 別 の 生 物 に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 す な わ ち オ ー ソ ロ グ
を 包 含 す る 。 機 能 的 変 異 体 は ま た 、 化 学 合 成 に よ っ て 生 産 さ れ る 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド
に 実 質 的 に 相 同 又 は 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 機 能 的 変 異 体 は ま た 、 組 換 え 法
に よ っ て 生 産 さ れ る 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド に 実 質 的 に 相 同 又 は 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド
を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 好 ま し く は 、 HMGB　 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 は 、 本 明 細 書 で 述 べ る BLASTプ ロ グ ラ
ム 及 び パ ラ メ ー タ を 使 用 し て 判 定 す る と き 、 本 明 細 書 で 述 べ る HMGB　 Bボ ッ ク ス の 配 列 、
例 え ば 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 20又 は 配 列 番 号 45の 配 列 に 少 な く と も 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85
％ 又 は 90％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。 好 ま し く は 、 HMGB　
Bボ ッ ク ス は 、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 20も し く は 配 列 番 号 45の 配 列 、 又 は 哺 乳 動 物 に お け る
HMGBタ ン パ ク 質 の 対 応 す る 領 域 内 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 り 、 本 明 細 書 で 述 べ る 方 法 又 は 当
技 術 分 野 で 公 知 の 他 の 方 法 を 用 い て 判 定 さ れ る 、 HMGB　 Bボ ッ ク ス の 1つ 以 上 の 生 物 活 性 を
有 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 2個 の ポ リ ペ プ チ ド （ 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 領 域 ） は 、 そ れ ら
の ア ミ ノ 酸 配 列 が 少 な く と も 約 60％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ も し く は 95％ 又 は そ
れ 以 上 相 同 又 は 同 一 で あ る と き 、 実 質 的 に 相 同 又 は 同 一 で あ る 。 2個 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 又
は 2個 の 核 酸 配 列 ） の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 そ れ ら の 配 列 を 最 適 比 較 の た め に 整 列 す る こ
と に よ っ て （ 例 え ば 第 一 配 列 の 配 列 内 に ギ ャ ッ プ を 導 入 す る こ と が で き る ） 判 定 で き る 。
次 に 、 対 応 す る 位 置 の ア ミ ノ 酸 又 は ヌ ク レ オ チ ド を 比 較 す る 。 2つ の 配 列 間 の パ ー セ ン ト
同 一 性 は 、 そ れ ら の 配 列 に よ っ て 共 有 さ れ る 同 一 位 置 の 数 の 関 数 で あ る （ す な わ ち ％ 同 一
性 ＝ 同 一 位 置 の 数 ／ 総 位 置 数 × 100） 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 比 較 の た め に 整 列 す る HMGB
ポ リ ペ プ チ ド 又 は HMGB　 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド の 長 さ は 、 標 準 配 列 、 例 え ば 本 明 細 書 で
提 供 す る 配 列 の 長 さ の 少 な く と も 30％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 40％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 60％ 、 さ ら に 一 層 好 ま し く は 少 な く と も 70％ 、 80％ 、 90％ 又 は 100％ で あ る 。 2つ の
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配 列 の 実 際 の 比 較 は 、 周 知 の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 実 施 す
る こ と が で き る 。 そ の よ う な 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 好 ま し い 非 制 限 的 例 は 、 Karlinら （ Pr
oc.Natl.Acad.Sci.USA, 90： 5873－ 5877， 1973） に 述 べ ら れ て い る 。 そ の よ う な ア ル ゴ リ
ズ ム を 、 Schafferら （ Nucleic Acids Res., 29： 2994－ 3005， 2001） に 述 べ ら れ て い る よ
う に BLASTN及 び BLASTXプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2.2） に 組 み 込 む 。 BLAST及 び Gapped BLAST
プ ロ グ ラ ム を 利 用 す る と き は 、 そ れ ぞ れ の プ ロ グ ラ ム の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ （ 例 え ば BL
ASTN） が 使 用 で き る 。 1つ の 実 施 形 態 で は 、 検 索 す る デ ー タ ベ ー ス は 非 冗 長 （ NR） デ ー タ
ベ ー ス で あ り 、 及 び 配 列 比 較 の た め の パ ラ メ ー タ は ： フ ィ ル タ ー な し ； 期 待 値 10； ワ ー ド
サ イ ズ 3； 行 列 は BLOSUM62； 及 び ギ ャ ッ プ コ ス ト は Existence　 11及 び Extension　 1を 有 す
る 、 に 設 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 配 列 の 比 較 の た め に 利 用 さ れ る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 別 の 非 制 限 的 例 は 、 Myersと Mille
rの ア ル ゴ リ ズ ム 、 CABIOS（ 1989） で あ る 。 そ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム は 、 GCG（ Accelrys, 
San Diego, CA） 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト ソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ の 一 部 で あ る 、 ALIGNプ ロ グ
ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2.0） に 組 み 込 ま れ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る た め に ALIGNプ ロ グ ラ ム
を 利 用 す る と き は 、 PAM120 ウ ェ イ ト 残 基 表 （ weight residue table） 、 ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ
ル テ ィ ー 12、 及 び ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー 4が 使 用 で き る 。 配 列 分 析 の た め の さ ら な る ア ル
ゴ リ ズ ム は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 Torellisと Robotti, Comput.Appl.Biosci.,1
0： 3－ 5， 1994に 述 べ ら れ て い る ADVANCE及 び ADAM； 及 び Pearsonと Lipman, Proc.Natl.Aca
d.Sci USA， 85： 2444－ 2448， 1988に 述 べ ら れ て い る FASTAを 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 2個 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 Blossom 63行 列 又
は PAM250行 列 の い ず れ か 及 び ギ ャ ッ プ ウ ェ イ ト 12、 10、 8、 6又 は 4及 び 長 さ ウ ェ イ ト 2、 3
又 は 4を 使 用 し て 、 GCGソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ （ Accelerys） 中 の GAPプ ロ グ ラ ム を 用 い て
判 定 で き る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 2個 の 核 酸 の 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 が 、 ギ ャ ッ プ
ウ ェ イ ト 50及 び 長 さ ウ ェ イ ト 3を 使 用 し て 、 GCGソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ （ Accelerys） 中
の GAPプ ロ グ ラ ム を 用 い て 判 定 で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 HMGBポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 機 能 的 断 片 も し く は 変 異 体 （ 集 合 的 に 「 HMGBポ リ ペ プ チ ド 」
と 称 す る ） 、 あ る い は HMGB　 Bボ ッ ク ス 又 は そ の 機 能 的 変 異 体 （ 集 合 的 に 「 HMGB　 Bボ ッ ク
ス 」 と 称 す る ） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 応 答 を 刺 激 す る か 、 ま た は 増 大 さ せ る た め の
医 薬 組 成 物 に お い て 使 用 で き る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 免 疫 応 答 」 と は 、 免 疫 系 の
細 胞 及 び 分 子 に よ る 、 体 内 へ の 異 物 の 侵 入 に 対 す る 集 合 的 且 つ 統 合 さ れ た 応 答 を 意 味 す る
。 サ イ ト カ イ ン は 免 疫 応 答 を 媒 介 す る 上 で 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 そ れ 故 、 サ イ ト カ イ ン 活
性 を 刺 激 す る 分 子 は 免 疫 応 答 を 発 現 す る か 、 及 び ／ 又 は 媒 介 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 で は 、 前 記 医 薬 組 成 物 は 、 HMGB　 Bボ ッ ク ス 及 び ワ ク チ ン を 含 む 。 ワ ク
チ ン は 、 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め に 、 免 疫 刺 激 を 必 要 と す る 個 人 （ す な わ ち 抗 原 、 腫 瘍 細
胞 又 は 腫 瘍 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る か 、 ま た は 増 大 さ せ る こ と に よ っ て 恩 恵 を 受 け る
個 人 ） に 投 与 す る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン の 例 は 、 B型 肝 炎 、 ジ フ テ リ ア 、 破 傷 風 、 百 日
咳 、 B型 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 、 不 活 性 化 ポ リ オ 、 麻 疹 、 流 行 性 耳 下 腺 炎 、 風 疹 、 水 痘 、 肺 炎
球 菌 、 A型 肝 炎 、 イ ン フ ル エ ン ザ 、 日 本 脳 炎 、 ロ タ ウ イ ル ス 、 黄 熱 、 ク ル ー ズ ト リ パ ノ ソ
ー マ 及 び 狂 犬 病 ワ ク チ ン を 含 む 。 所 望 す る 場 合 は 、 前 記 医 薬 組 成 物 は ア ジ ュ バ ン ト を さ ら
に 含 み う る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 ア ジ ュ バ ン ト 」 は 、 抗 原 応 答 を 増 大 さ せ る 免 疫
学 的 試 薬 で あ る 。 医 薬 品 に お け る 使 用 の た め の ア ジ ュ バ ン ト の 例 は 、 例 え ば O'Haganら （ B
iomol.Eng.18： 69－ 85， 2001） に よ っ て 述 べ ら れ て い る よ う な 、 免 疫 刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 、 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン （ 例 え ば イ ミ キ モ ド ） 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 A及 び 無 毒 化 リ ポ
多 糖 類 （ LPS） を 含 む 。 免 疫 刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 例 は 、 非 メ チ ル 化 CpG配 列 を 有
す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
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　 別 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 医 薬 組 成 物 は 、 抗 体 に 結 合 し た HMGBポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 機 能
的 断 片 も し く は 変 異 体 あ る い は HMGB　 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 機 能 的 変 異 体 を 含
有 す る 。 前 記 抗 体 は 、 そ の 抗 体 が 結 合 す る 部 位 で 免 疫 応 答 を 刺 激 す る か 、 ま た は 増 大 さ せ
る よ う に 、 HMGB　 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド を 標 的 部 位 に 送 達 す る た め の 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
好 ま し く は エ ピ ト ー プ ま た は 標 的 部 位 （ 例 え ば 特 異 的 抗 体 － 抗 原 結 合 を 検 定 す る た め の 当
技 術 分 野 に お い て 周 知 の 手 法 で あ る 、 免 疫 測 定 法 に よ っ て 決 定 さ れ る よ う な ） に 特 異 的 に
結 合 す る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 多 重 特 異 的 、 ヒ ト 、 ヒ ト
化 ま た は キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 Fab断 片 、 F（ ab’ ） 断 片 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ
っ て 生 産 さ れ る 断 片 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ （ 抗 － Id） 抗 体 （ 例 え ば 本 発 明 の 抗 体 に 対 す る 抗
－ Id抗 体 を 含 む ） 、 及 び 前 記 の い ず れ か の エ ピ ト ー プ 結 合 断 片 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 を 指 し 、 特 に 、 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 部 位 を 含
む 分 子 を 指 す 。 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 は 、 い か な る タ イ プ （ 例 え ば IgG、 IgE、 IgM
、 IgD、 IgA及 び IgY） 及 び い か な る ク ラ ス （ 例 え ば IgG1、 IgG2、 IgG3、 IgG4、 IgA1及 び IgA
2） ま た は サ ブ ク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 で も あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 1つ の 実 施 形 態 で は 、 前 記 抗 体 は 抗 原 結 合 抗 体 断 片 で あ り 、 限 定 を 伴 わ ず に 、 Fab、 Fab
’ 及 び F（ ab’ ） ２ 、 Fd、 一 本 鎖 Fvs（ scFv） 、 一 本 鎖 抗 体 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 Fvs（ sdFv
） 及 び VＬ 又 は V H ド メ イ ン の い ず れ か を 含 む 断 片 を 包 含 す る 。 一 本 鎖 抗 体 を 含 む 、 抗 原 結
合 抗 体 断 片 は 、 単 独 で 又 は ヒ ン ジ 領 域 、 CH1、 CH2及 び CH3ド メ イ ン の 1つ 以 上 の 全 体 も し く
は 一 部 と 共 に 、 可 変 領 域 を 含 み う る 。 ヒ ン ジ 領 域 、 CH1、 CH2及 び ／ 又 は CH3ド メ イ ン と 可
変 領 域 の 何 ら か の 組 合 せ を 含 む 抗 原 結 合 断 片 も 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 鳥 類 及 び 哺 乳 動 物 を 含 む い か な る 動 物 起 源 か ら で あ っ て も よ い 。 好 ま
し く は 、 前 記 抗 体 は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ロ バ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス
タ ー 、 ウ マ 又 は ニ ワ ト リ で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 「 ヒ ト 」 抗 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る 抗 体 を 含 み 、 及 び ヒ ト B細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 、 あ る い は ヒ ト 血 清 か ら 、 ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら 又 は 、 例 え ば Kucherlapatiら に よ っ て 米 国 特 許 第 5,939,59
8号 に 述 べ ら れ て い る よ う な 、 1以 上 の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 関 し て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で
あ り 、 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 し な い 動 物 か ら 単 離 さ れ た 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 単 一 特 異 的 、 二 重 特 異 的 、 三 重 特 異 的 又 は そ れ 以 上 の 多 重 特 異 的 で あ
り う る 。 多 重 特 異 的 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 で あ り う
る か 又 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 並 び に 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 固 形 担 体 物 質 な ど の 異 種 エ ピ
ト ー プ の 両 方 に 特 異 的 で あ り う る 。 「 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 で 使 用 す る と
き 、 抗 体 又 は T細 胞 受 容 体 の 抗 原 結 合 部 位 に 接 触 す る ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 「 標 的 部 位 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ 、 及 び そ の
抗 体 が 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 標 的 部 位 は 、 好 ま し く は HMGB　 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ
チ ド 又 は そ の 機 能 的 変 異 体 の 送 達 又 は 局 在 化 を 所 望 す る 部 位 で あ る 。 標 的 部 位 は イ ン ビ ボ
又 は 半 ビ ボ で あ り う る 。 標 的 部 位 は 、 例 え ば HMGB　 Bボ ッ ク ス の 送 達 を 所 望 す る 細 胞 の 表
面 又 は 細 胞 の 近 く に （ 例 え ば 細 胞 に 隣 接 し て ） 局 在 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ り う る 。 1つ の
実 施 形 態 で は 、 前 記 標 的 部 位 は 、 癌 細 胞 又 は 腫 瘍 へ の HMGBポ リ ペ プ チ ド の 送 達 が 起 こ る よ
う に 、 癌 標 的 部 位 、 例 え ば 癌 細 胞 又 は 腫 瘍 に 近 い 部 位 で あ る 。 そ の よ う な 場 合 、 抗 体 は 腫
瘍 関 連 抗 体 （ す な わ ち 癌 細 胞 又 は 腫 瘍 に よ っ て 選 択 的 又 は 排 他 的 に 結 合 さ れ る 抗 体 ） で あ
り う る 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 HMGB　 Bボ ッ ク ス 又 は そ の 機 能 的 変 異 体 に 結 合 し た 、 本 発 明 の 抗 体 は 、
癌 標 的 部 位 で 腫 瘍 関 連 ポ リ ペ プ チ ド 、 マ ー カ ー 又 は 抗 原 に 結 合 す る 腫 瘍 関 連 抗 体 で あ る 。
腫 瘍 関 連 ポ リ ペ プ チ ド 又 は マ ー カ ー は 、 腫 瘍 胎 児 性 抗 原 、 胎 盤 抗 原 、 腫 瘍 形 成 性 又 は 腫 瘍
ウ イ ル ス 関 連 抗 原 、 組 織 関 連 抗 原 、 器 官 関 連 抗 原 、 異 所 性 ホ ル モ ン 及 び 正 常 抗 原 又 は そ の
変 異 体 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 腫 瘍 関 連 マ ー カ ー の サ ブ ユ ニ ッ ト も 、 非 腫 瘍 物
質 に 対 し て 大 き く 低 下 し た 交 叉 反 応 性 を 有 す る 抗 体 の 産 生 を 刺 激 す る 、 よ り 高 い 腫 瘍 特 異
性 を 有 す る 抗 体 、 例 え ば ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン （ HCG） の β － サ ブ ユ ニ ッ ト を 惹 起 す
る た め に 使 用 で き る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な 、 特 異 的 抗 体 を 惹 起 す る か 、 及 び ／ 又 は 得 る
こ と が で き る そ の よ う な 適 切 な マ ー カ ー 物 質 は 、 α － フ ェ ト プ ロ テ イ ン （ AFP） 、 ヒ ト 絨
毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン （ HCG） 及 び ／ 又 は そ の β － サ ブ ユ ニ ッ ト （ HCG－ β ） 、 結 腸 特 異 性 抗
原 － ｐ （ CSAp） 、 前 立 腺 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 膵 腫 瘍 胎 児 性 抗 原 、 胎 盤 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 、 妊 娠 型 β 1 － グ ロ ブ リ ン 、 パ ラ ト ル モ ン 、 カ ル シ ト ニ ン 、 組 織 ポ リ ペ プ チ ド 抗 原
、 T抗 原 、 β ２ － ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 乳 癌 関 連 糖 タ ン パ ク 質 （ MTGP） 、 ガ ラ ク チ オ シ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ － II（ GT－ II） 、 gp－ 52ウ イ ル ス 関 連 抗 原 、 卵 巣 嚢 胞 腺 癌 関 連 抗 原 （ OC
AA） 、 卵 巣 腫 瘍 特 異 性 抗 原 （ OCA） 、 子 宮 頸 癌 抗 原 （ CA－ 58、 CCA、 TA－ 4） 、 塩 基 性 フ ェ
ト プ ロ テ イ ン （ BFP） 、 タ ー ミ ナ ル デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ TdT） 、
細 胞 質 性 黒 色 腫 関 連 抗 原 、 ヒ ト 星 状 細 胞 腫 関 連 抗 原 （ HAAA） 、 普 通 神 経 膠 腫 抗 原 （ CGA）
、 グ リ ア 胚 抗 原 （ glioembryonic antigen） （ GEA） 、 グ リ ア 線 維 酸 性 タ ン パ ク 質 （ GFA）
、 普 通 髄 膜 腫 抗 原 （ CMA） 、 フ ェ リ チ ン 及 び 腫 瘍 血 管 新 生 因 子 （ TAF） を 含 む が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 そ れ ら の 交 叉 反 応 性 の 見 地 か ら 説 明 又 は 規 定 さ れ う る 。 本 発 明 に
お い て 使 用 す る 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の い か な る 他 の 類 似 体 、 オ ー ソ ロ グ 又 は ホ
モ ロ グ に も 結 合 し な い よ う に 、 有 意 の 交 叉 反 応 性 を 示 さ な い 。 あ る い は 、 本 発 明 の 抗 体 は
標 的 部 位 の ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も 約 95％ 、 90％ 、 85％ 、 80％ 、 75％ 、 70％ 、 65％ 、 60
％ 、 55％ 又 は 50％ の 同 一 性 （ 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 算 定 さ れ る ） を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド に 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 標 的 部 位 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る そ れ ら の 結 合 親 和 性 の 見 地 か ら
説 明 又 は 規 定 さ れ う る 。 好 ま し い 結 合 親 和 性 は 、 5× 10－ 6 M、 10－ 6 M、 5× 10－ 7 M、 10－ 7 M
、 5× 10－ 8 M、 10－ 8 M、 5× 10－ 9 M、 10－ 9 M、 5× 10－ 1 0 M、 10－ 1 0 M、 5× 10－ 1 1 M、 10－ 1 1 M
、 5× 10－ 1 2 M、 10－ 1 2 M、 5× 10－ 1 3 M、 10－ 1 3 M、 5× 10－ 1 4 M、 10－ 1 3 M、 5× 10－ 1 5 M及 び 1
0－ 1 5 M未 満 の 解 離 定 数 又 は Kdを 有 す る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 す る 抗 体 は 、 標 的 部 位 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ
ス ト と し て 働 く こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 標 的 部 位 に お け る ポ リ ペ プ チ ド と の 相
互 作 用 を 部 分 的 又 は 完 全 に 破 壊 す る 抗 体 を 包 含 す る 。 本 発 明 は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合
は 妨 げ な い が 、 活 性 化 又 は 活 性 を 妨 げ る 抗 体 を 包 含 す る 。 活 性 化 又 は 活 性 （ 例 え ば シ グ ナ
ル 伝 達 ） は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 手 法 に よ っ て 判 定 し う る 。 ま た 、 標 的 部 位 に お け る
ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 と 活 性 の 両 方 を 妨 げ る 抗 体 も 包 含 さ れ る 。 同 様 に 中 和 抗 体 も 包 含 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 す る 抗 体 は 、 抗 体 が そ の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 妨 げ な い 誘 導
体 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 限 定 で は な く 、 抗 体 誘 導 体 は 、 例 え ば グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化
、 ペ グ 化 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 公 知 の 保 護 基 に よ る 誘 導 体 化 、 又 は タ ン パ ク 質 分 解 に よ
っ て 修 飾 さ れ た 抗 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 す る 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 何 ら か の 適 切 な 方 法 に よ っ て 作 製
す る こ と が で き る 。 対 象 抗 原 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 様 々 な
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手 法 に よ っ て 生 産 で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 前 記 抗 原 に 特 異 的 な ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 血 清 の 産 生 を 誘 導 す る た め に 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 を 含 む が こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 様 々 な 宿 主 動 物 に 投 与 す る こ と が で き る 。 様 々 な ア ジ ュ バ ン ト が 、 宿
主 の 種 に 依 存 し て 、 免 疫 応 答 を 増 大 さ せ る た め に 使 用 で き 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ 完
全 及 び 不 完 全 ） 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の 無 機 質 ゲ ル 、 リ ソ レ シ チ ン な ど の 表 面 活 性 物
質 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 性 乳 剤 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト
ヘ モ シ ア ニ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 及 び BCG（ カ ル メ ッ ト ‐ ゲ ラ ン 杆 菌 ） 及 び corynebac
terium parvumな ど の 潜 在 的 に 有 用 な ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 こ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 培 養 、 組 換 え 及 び フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ テ
ク ノ ロ ジ ー 又 は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 、 や は り 当 技 術 分 野 で 公 知 の 様 々 な 手 法 を 用 い て 作
製 で き る 。 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば Harlowら 、 An
tibodies: A Laboratory Manual（ Cold Spring Harbor Laboratory Press， 第 2版 、 1988
） に お い て 教 示 さ れ て い る よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ 手 法 を 用 い て 生 産 す る こ と が で き る 。 本
明 細 書 で 使 用 す る と き 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 必 ず し も ハ イ ブ リ ド ー マ テ
ク ノ ロ ジ ー を 通 し て 生 産 さ れ る 抗 体 に 限 定 さ れ な い が 、 真 核 生 物 、 原 核 生 物 又 は フ ァ ー ジ
ク ロ ー ン を 含 む 、 単 一 ク ロ ー ン か ら 誘 導 さ れ る 抗 体 も 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ヒ ト 抗 体 は ヒ ト 患 者 の 治 療 処 置 の た め に 望 ま し い 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 配 列 か ら 誘 導 さ れ る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 を 含 む 、 当 技 術
分 野 で 公 知 の 様 々 な 方 法 に よ っ て 作 製 で き る 。 ヒ ト 抗 体 は ま た 、 機 能 的 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を 発 現 す る こ と が で き な い が 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が で き る ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て 生 産 す る こ と が で き る 。 前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
を 選 択 抗 原 、 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 全 部 又 は 一 部 で 免 疫 す る 。 免 疫 し た ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 、 従 来 の ハ イ ブ リ ド ー マ テ ク ノ ロ ジ ー を 用 い て 前 記 抗 原 に 対 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に よ っ て 保 有 さ れ る ヒ
ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 は 、 B細 胞 分 化 の 間 に 再 編 成 し 、 そ の 後 ク ラ ス ス イ ッ チ 及 び
体 細 胞 変 異 を 受 け る 。 そ れ 故 、 そ の よ う な 手 法 を 使 用 し て 、 治 療 上 有 用 な IgG、 IgA、 IgM
及 び IgE抗 体 を 生 産 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト 抗 体 及 び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産
す る た め の こ の テ ク ノ ロ ジ ー の 詳 細 な 考 察 及 び そ の よ う な 抗 体 を 生 産 す る た め の プ ロ ト コ
ー ル に つ い て は 、 例 え ば PCT国 際 公 開 広 報 第 WO98/24893号 ； 同 第 WO96/34096号 ； 同 第 WO96/
33735号 ； 及 び 米 国 特 許 第 5,413,923号 ； 同 第 5,625,126号 ； 同 第 5,633,425号 ； 同 第 5,569,
825号 ； 同 第 5,661,016号 ； 同 第 5,545,806号 ； 同 第 5,814,318号 ； 及 び 同 第 5,939,598号 参
照 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 HMGBポ リ ペ プ チ ド 又 は HMGB　 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 を 用 い て
抗 体 に 結 合 、 共 役 又 は 複 合 す る こ と が で き る 。 1つ の 実 施 形 態 で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を
抗 体 に 共 有 結 合 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 法 を 用 い て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド － 抗 体 コ ン
ジ ュ ゲ ー ト を 生 産 し 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 抗 体 又 は 抗 体 の 抗 原 結 合 断 片 を 含 む 融 合 タ ン パ
ク 質 と し て 生 成 す る 。 あ る い は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 抗 体 に 化 学 的 に 架 橋 す る こ と が で き
る 。 所 望 す る 場 合 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を リ ン カ ー に 結 合 す る た め に ス ペ ー サ ー 又 は リ ン カ ー
（ 例 え ば Pierce Chemical Companyか ら 入 手 可 能 な も の ） を 使 用 し て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ
ド を 抗 体 に 結 合 す る た め の 方 法 は 、 例 え ば Jeansonら （ J.Immunol Methods 111： 261－ 270
， 1988） ； 及 び Zarlingら （ Int.J.Immunopharmacol. 13　 補 遺 1： 63－ 68－ 1991） に よ っ
て 述 べ ら れ て い る 。 カ ッ プ リ ン グ 剤 に よ っ て 標 的 す る こ と が で き る 反 応 基 は 、 第 一 級 ア ミ
ン 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 及 び カ ル ボ ニ ル を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 単 独 で 又 は 他 の 治 療 薬 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 本 発
明 の 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て 投 与 で き る 治 療 薬 は 、 化 学 療 法 剤 、 抗 生 物 質 、 ス テ ロ イ ド 系 及
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び 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 、 従 来 の 免 疫 治 療 薬 、 サ イ ト カ イ ン 及 び ／ 又 は 増 殖 因 子 を 含 む
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 組 合 せ は 、 例 え ば 混 合 物 と し て 同 時 に 、 別 々 で あ る が 同 時 に
又 は 一 緒 に 、 又 は 連 続 的 に 、 投 与 し う る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 化 学 療 法 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。 本 発 明 の
組 成 物 と 共 に 投 与 し う る 化 学 療 法 剤 は 、 抗 生 物 質 誘 導 体 （ 例 え ば ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ブ レ オ
マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 及 び ダ ク チ ノ マ イ シ ン ） ； 抗 エ ス ト ロ ゲ ン （ 例 え ば タ モ キ シ フ
ェ ン ） ； 代 謝 拮 抗 物 質 （ 例 え ば フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 5－ FU、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 フ ロ キ シ
ウ リ ジ ン 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α － 2b、 グ ル タ ミ ン 酸 、 プ リ カ マ イ シ ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ン
及 び 6－ チ オ グ ア ニ ン ） ； 細 胞 傷 害 性 物 質 （ 例 え ば カ ル ム ス チ ン 、 BCNU、 ロ ム ス チ ン 、 CCN
U、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 エ ス ト ラ ム ス チ ン 、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 、
プ ロ カ ル バ ジ ン 、 ミ ト マ イ シ ン 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 及 び 硫 酸 ビ ン ク リ ス チ ン ）
； ホ ル モ ン （ 例 え ば メ ド ロ キ シ プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 エ ス ト ラ ム ス チ ン リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 エ
チ ニ ル エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 酢 酸 メ ゲ ス ト ロ ー ル 、 メ チ ル テ ス ト ス テ ロ
ン 、 ジ エ チ ル ス チ ル ベ ス ト ロ ー ル ニ リ ン 酸 、 ク ロ ロ ト リ ア ニ セ ン 及 び テ ス ト ラ ク ト ン ） ；
ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド 誘 導 体 （ 例 え ば メ フ ァ レ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 メ ク ロ レ タ ミ ン
（ ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド ） 及 び チ オ テ パ ） ； ス テ ロ イ ド 及 び 配 合 剤 （ 例 え ば ベ タ メ タ
ゾ ン リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） ； 及 び そ の 他 （ 例 え ば ジ カ ル バ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 ミ ト タ
ン 、 硫 酸 ビ ン ク リ ス チ ン 、 硫 酸 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 タ キ ソ ー ル 及 び エ ト ポ シ ド ） を 含 む が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 組 成 物 は サ イ ト カ イ ン と 組 み 合 わ せ て 投 与 し う る 。 本
発 明 の 組 成 物 と 共 に 投 与 し う る サ イ ト カ イ ン は 、 IL2、 IL3、 IL4、 IL5、 IL6、 IL7、 IL10、
IL12、 IL13、 IL15、 抗 CD40、 CD40L、 IFN－ γ 及 び TNF－ α を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 例 え ば 放 射 線 療 法 な ど の 、 他 の 治 療 又 は 予
防 レ ジ メ ン と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 で 述 べ る よ う に 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 機 能 的 断 片 又 は 変 異 体 あ る い は HM
GB　 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 機 能 的 変 異 体 を 含 有 す る 組 成 物 は 、 そ れ 故 、 薬 学 的
に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 製 剤 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 組 成 物 中 に 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 共
に 含 ま れ る 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 、 治 療 適 用 に お け る 組 成 物 の 予 想 投 与 経 路 に 基 づ い
て 選 択 さ れ る 。 前 記 組 成 物 の 投 与 経 路 は 治 療 す る 状 態 に 依 存 す る 。 例 え ば 静 脈 内 注 射 は 、
白 血 病 又 は リ ン パ 腫 な ど の 全 身 疾 患 の 治 療 の た め に 好 ま し い と 考 え ら れ 、 経 口 投 与 は 、 消
化 器 系 の 癌 な ど の 消 化 器 系 疾 患 又 は 口 腔 癌 を 治 療 す る た め の 好 ま し い と 考 え ら れ る 。 投 与
経 路 及 び 投 与 す る 組 成 物 の 用 量 は 、 標 準 的 な 用 量 － 反 応 試 験 に 関 し て 過 度 の 実 験 を 必 要 と
せ ず に 当 業 者 に よ っ て 決 定 さ れ う る 。 そ れ ら の 決 定 を 行 う と き に 考 慮 す べ き 関 連 状 況 は 、
治 療 す る 状 態 、 投 与 す る 組 成 物 の 選 択 、 個 々 の 患 者 の 年 齢 、 体 重 及 び 応 答 、 及 び 患 者 の 症
状 の 重 症 度 を 含 む 。 そ れ 故 、 状 態 に よ っ て 、 組 成 物 を 経 口 的 、 非 経 口 的 、 鼻 内 、 膣 、 直 腸
、 舌 、 舌 下 、 頬 側 、 口 腔 内 経 路 及 び 経 皮 的 に 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 従 っ て 、 経 口 、 舌 、 舌 下 、 頬 側 及 び 口 腔 内 投 与 用 に 設 計 さ れ た 組 成 物 は 、 例 え ば 不 活 性
希 釈 剤 又 は 食 用 担 体 と 共 に 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 手 段 に よ っ て 過 度 の 実 験 を 必 要 と せ ず に
作 製 で き る 。 前 記 組 成 物 は 、 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル に 入 れ る か 又 は 圧 縮 し て 錠 剤 に す る こ と が
で き る 。 経 口 治 療 投 与 の た め に 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 賦 形 剤 と 共 に 組 み 込 ま れ て 、 錠
剤 、 ト ロ ー チ 、 カ プ セ ル 、 エ リ キ シ ル 、 懸 濁 液 、 シ ロ ッ プ 、 オ ブ ラ ー ト 、 チ ュ ー イ ン ガ ム
等 の 形 態 で 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 、 ト ロ ー チ 等 は ま た 、 結 合 剤 、 賦 形 剤 、 崩 壊 剤 、 潤 滑 剤 、 甘 味 料
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及 び 香 味 料 を 含 有 し う る 。 結 合 剤 の 一 部 の 例 は 、 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム 又
は ゼ ラ チ ン を 含 む 。 賦 形 剤 の 例 は 、 デ ン プ ン 又 は ラ ク ト ー ス を 含 む 。 崩 壊 剤 の 一 部 の 例 は
、 ア ル ギ ン 酸 、 ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ ン 等 を 含 む 。 潤 滑 剤 の 例 は 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ
ム 又 は ス テ ア リ ン 酸 カ リ ウ ム を 含 む 。 流 動 促 進 剤 の 一 例 は コ ロ イ ド 状 ニ 酸 化 ケ イ 素 で あ る
。 甘 味 料 の 一 部 の 例 は 、 ス ク ロ ー ス 、 サ ッ カ リ ン 等 を 含 む 。 香 味 料 の 例 は 、 ペ パ ー ミ ン ト
、 サ リ チ ル 酸 メ チ ル 、 オ レ ン ジ フ レ ー バ ー 等 を 含 む 。 こ れ ら の 様 々 な 組 成 物 を 調 製 す る と
き に 使 用 さ れ る 材 料 は 、 薬 学 的 に 純 粋 で あ り 、 使 用 さ れ る 量 で 非 毒 性 で な け れ ば な ら な い
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 例 え ば 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 髄 腔 内 又 は 皮 下 注 射 な ど に よ っ て 非 経 口 的
に 投 与 す る こ と が で き る 。 非 経 口 投 与 は 、 本 発 明 の 抗 体 組 成 物 を 溶 液 又 は 懸 濁 液 に 組 み 込
む こ と に よ っ て 実 施 で き る 。 そ の よ う な 溶 液 又 は 懸 濁 液 は ま た 、 注 射 用 蒸 留 水 、 食 塩 水 、
固 定 油 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 又 は 他 の 合 成 溶 媒
な ど の 無 菌 希 釈 剤 を 含 み う る 。 非 経 口 製 剤 は ま た 、 例 え ば ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 又 は メ チ ル
パ ラ ベ ン な ど の 抗 菌 剤 、 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 又 は 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム な ど の 抗 酸 化 剤
及 び EDTAな ど の キ レ ー ト 化 剤 も 含 み う る 。 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 又 は リ ン 酸 塩 な ど の 緩 衝 剤
及 び 塩 化 ナ ト リ ウ ム 又 は デ キ ス ト ロ ー ス な ど の 張 度 の 調 整 の た め の 物 質 も 添 加 し う る 。 非
経 口 製 剤 は 、 ガ ラ ス 製 又 は プ ラ ス チ ッ ク 製 の ア ン プ ル 、 使 い 捨 て 注 射 器 又 は 多 回 用 量 バ イ
ア ル に 収 納 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 直 腸 投 与 は 、 医 薬 組 成 物 を 直 腸 又 は 大 腸 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 こ れ は 、 坐 薬 又 は 浣 腸
を 用 い て 実 施 で き る 。 坐 薬 製 剤 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ っ て 容 易 に 製 造 で き る 。
例 え ば 坐 薬 製 剤 は 、 グ リ セ リ ン を 約 120℃ に 加 熱 し 、 抗 体 組 成 物 を 前 記 グ リ セ リ ン に 溶 解
し て 、 加 熱 し た グ リ セ リ ン を 混 合 し た 後 、 精 製 水 を 添 加 し 、 高 温 混 合 物 を 坐 薬 の 型 に 注 入
す る こ と に よ っ て 製 造 で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 経 皮 投 与 は 、 皮 膚 を 通 し て の 組 成 物 の 経 皮 吸 収 を 含 む 。 経 皮 製 剤 は 、 パ ッ チ 、 軟 膏 、 ク
リ ー ム 、 ゲ ル 、 軟 膏 剤 等 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 治 療 上 有 効 な 量 を 哺 乳 動 物 に 経 鼻 投 与 す る こ と を 含 む 。 本 明 細 書 で
使 用 す る と き 、 経 鼻 投 与 又 は 鼻 投 与 は 、 組 成 物 を 患 者 の 鼻 道 又 は 鼻 腔 の 粘 膜 に 投 与 す る こ
と を 含 む 。 本 明 細 書 で 使 用 す る と き 、 そ の 鼻 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 鼻 ス プ レ ー 、
点 鼻 薬 、 懸 濁 液 、 ゲ ル 、 軟 膏 、 ク リ ー ム 又 は 粉 末 と し て 投 与 す る た め の 、 周 知 の 方 法 に よ
っ て 製 造 さ れ た ア ゴ ニ ス ト の 治 療 上 有 効 な 量 を 含 む 。 組 成 物 の 投 与 は ま た 、 鼻 タ ン ポ ン 又
は 鼻 ス ポ ン ジ を 用 い て 実 施 し う る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 疾 患 、 例 え ば ウ イ ル ス 性 疾 患 又 は 細 菌 性 疾 患 の 治 療 又 は 予 防 の
た め に 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め （ 例 え ば ワ ク チ ン 接 種 を 通 し て あ る い は 抗 菌 薬 又 は 抗 ウ イ
ル ス 薬 治 療 を 通 し て ） 、 又 は 癌 細 胞 の 増 殖 を 緩 慢 化 す る た め 又 は 癌 細 胞 を 完 全 に 死 滅 さ せ
る た め に 十 分 な 量 で 、 動 物 、 例 え ば ヒ ト に 投 与 す る こ と が で き 、 そ の よ う な 医 薬 組 成 物 を
投 与 す る た め の 最 適 ス ケ ジ ュ ー ル が 被 験 者 、 被 験 者 の 身 長 及 び 体 重 及 び 疾 患 の 重 症 度 に 基
づ い て 異 な り う る こ と は 当 業 者 に は 明 白 で あ る 。 最 終 的 に 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 使 用 及
び 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル は 治 療 す る 医 師 に よ っ て 決 定 さ れ 、 用 量 範 囲 及 び ス ケ ジ ュ ー ル を 決 定
す る た め の プ ロ ト コ ー ル は 標 準 的 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
実 施 例 １ ： 試 験 材 料 及 び 方 法
　 HMGB1の ク ロ ー ニ ン グ 及 び HMGB1　 Bボ ッ ク ス 変 異 株 の 生 産
　 以 下 の 方 法 を 使 用 し て ヒ ト HMGB1の ク ロ ー ン 及 び 変 異 株 を 作 製 し た 。 組 換 え 完 全 長 ヒ ト H
MGB1（ 651塩 基 対 ； GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 U51677） を 、 以 下 の プ ラ イ マ ー ； 正 プ ラ イ
マ ー ： 5’ GATGGGCAAAGGAGATCCTAAG3’ （ 配 列 番 号 6） 及 び 逆 プ ラ イ マ ー ： 5’ GCGGCCGCTTAT
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TCATCATCATCATCTTC3’ （ 配 列 番 号 7） を 使 用 し て ヒ ト 脳 Quick－ Clone　 cDNA試 料 （ Clontec
h, Palo Alto, CA） か ら PCR増 幅 に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ヒ ト HMGB1変 異 株 を 以 下 の よ
う に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 精 製 し た 。 ト ラ ン ケ ー ト 形 態 の ヒ ト HMGB1を 、 ヒ ト 脳 Quick－ Clon
e cDNA試 料 （ Clontech, Palo Alto, CA） か ら PCR増 幅 に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 使 用 し
た プ ラ イ マ ー （ そ れ ぞ れ 正 及 び 逆 ） は ：
　 カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 株 （ 557bp） ： 5’  GATGGGCAAAGGAGATCCTAAG 3’ （ 配 列 番 号 8） 及 び
5’  GCGGCCGC TCACTTGCTTTTTTCAGCCTTGAC 3’ （ 配 列 番 号 9） ；
　 ア ミ ノ 末 端 ＋ Bボ ッ ク ス 変 異 株 （ 486bp） ： 5’  GAGCATAAGAAGAAGCACCCA 3’ （ 配 列 番 号 1
0） 及 び 5’  GCGGCCGC TCACTTGCTTTTTTCAGCCTTGAC 3’ （ 配 列 番 号 11） ；
　 Bボ ッ ク ス 変 異 株 （ 233bp） ： 5’  AAGTTCAAGGATCCCAATGCAAAG 3’ （ 配 列 番 号 12） 及 び 5
’  GCGGCCGCTCAATATGCAGCTATATCCTTTTC 3’ （ 配 列 番 号 13） ； 及 び
ア ミ ノ 末 端 ＋ Aボ ッ ク ス 変 異 株 （ 261bp） ： 5’  GATGGGCAAAGGAGATCCTAAG 3’ （ 配 列 番 号 13
） 及 び 5’ TCACTTTTTTGTCTCCCCTTTGGG 3’ （ 配 列 番 号 14） で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 サ イ ズ の 正 確 さ を 確 実 に す る た め に 各 々 の 変 異 株 に 終 結 コ ド ン を 付 加 し た 。
TAク ロ ー ニ ン グ 法 を 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て （ Invitrogen, Carlsbad, CA） 使 用 し て 、 PCR
産 物 を pCRII－ TOPOベ ク タ ー EcoRI部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 増 幅 後 、 前 記 PCR産 物 を E
coRIで 消 化 し 、 GSTタ グ pGEX（ Pharmacia） を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た
； 正 し い 方 向 と 陽 性 ク ロ ー ン を 、 両 方 の 鎖 に 関 す る DNA塩 基 配 列 決 定 に よ っ て 確 認 し た 。
組 換 え プ ラ ス ミ ド を プ ロ テ ア ー ゼ 欠 損 大 腸 菌 株 BL21又 は BL21（ DE3） plysS（ Novagen, Mad
ison, WI） に 形 質 転 換 し 、 イ ソ プ ロ ピ ル － D－ チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ IPTG） に よ っ て
融 合 タ ン パ ク 質 発 現 を 誘 導 し た 。 グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 カ ラ ム （ Pharmacia） で
の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 を 用 い て 組 換 え タ ン パ ク 質 を 得 た 。
　 前 述 し た よ う に 生 成 し た HMGB変 異 株 は 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　 野 生 型 HMGB1：
MGKGDPKKPTGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEF SKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYI
PPKGETKKKFKD PNAPKRLPSAFFLFCSEYRPKIKGEHPGLSIGDVAKKLGEMWNNTAADDKQP YEKKAAKLKEKYEK
DIAAYRAKGKPDAAKKGVVKAEKSKKKKEEEEDEED
EEDEEEEEDEEDEEDEEEDDDDE（ 配 列 番 号 18） ;
　 カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 株 ：
MGKGDPKKPTGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDAS VNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYI
PPKGET KKKFKDPNAPKRLPSAFFLFCSEYRPKIKGEHPGLSIGDVAKKLGEMWNNTA ADDKQPYEKKAAKLKEKYEK
DIAAYRAKGKPDAAKKGVVKAEKSK（ 配 列 番 号 19） ;
　 Bボ ッ ク ス 変 異 株 ：
FKDPNAPKRLPSAFFLFCSEYRPKIKGEHPGLSIGDVAKKLGEM
WNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKYEKDIAAY（ 配 列 番 号 20） ;及 び
　 ア ミ ノ 末 端 ＋ Aボ ッ ク ス 変 異 株 ： MGKGDPKKPTGKMSSYAFFVQTCREEHKKK 
HPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIP
PKGET（ 配 列 番 号 ２ １ ） ［ 配 列 式 中 、 Aボ ッ ク ス は 、 配 列 ： PTGKMSSYAFF VQTCREEHKKKHPDAS
VNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADK
ARYEREMKTYIPPKGET（ 配 列 番 号 22） か ら 成 る ］ を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 HMGB1タ ン パ ク 質 を 欠 く GSTベ ク タ ー か ら 生 成 し た ポ リ ペ プ チ ド を 対 照 （ GSTタ グ だ け を
含 む ） と し て 含 め た 。 野 生 型 HMGB1及 び 変 異 株 の 一 部 （ カ ル ボ キ シ 末 端 ＋ Bボ ッ ク ス ） に 結
合 し た 細 菌 DNAを 不 活 性 化 す る た め に 、 カ ル ボ キ シ 末 端 及 び Bボ ッ ク ス 変 異 株 に つ い て は DN
ア ー ゼ I（ Life Technologies） 、 又 は 野 生 型 HMGB1に つ い て は ベ ン ゾ ナ ー ゼ ヌ ク レ ア ー ゼ
（ Novagen, Madison, WI） を 約 20単 位 ／ ml細 菌 溶 解 産 物 で 添 加 し た 。 処 理 の 前 後 に 、 HMGB
1タ ン パ ク 質 を 含 む ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 に よ っ て DNAの 分 解 を 確 認 し た 。
タ ン パ ク 質 溶 出 液 を ポ リ ミ キ シ ン Bカ ラ ム （ Pierce, Rockford, IL） に 通 し て 混 入 LPSを 除
去 し 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 に 広 く 透 析 し て 過 剰 の 還 元 グ ル タ チ オ ン を 除 去 し た 。 次 に 試 料 を
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凍 結 乾 燥 し 、 使 用 前 に 滅 菌 水 に 再 溶 解 し た 。 カ ブ ト ガ ニ ア メ ー バ 様 細 胞 溶 解 産 物 試 験 （ Bi
o Whittaker Inc., Walkersville, MD） に よ っ て 測 定 し た と き 、 LPSレ ベ ル は 全 て の 変 異
株 に つ い て 60pg/μ gタ ン パ ク 質 未 満 で あ り 、 野 生 型 HMG1に つ い て は 300pg/μ gで あ っ た 。
タ ン パ ク 質 の 完 全 性 を SDS－ PAGEに よ っ て 確 認 し た 。 組 換 え ラ ッ ト HMGB1（ Wangら 、 Scienc
e 285： 248－ 251， 1999） は 、 精 製 ヒ ト HMGB1で 認 め ら れ る よ う な 分 解 断 片 を 有 さ な い の で
、 一 部 の 実 験 に お い て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ペ プ チ ド 合 成
　 ユ タ 州 立 大 学 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー セ ン タ ー に お い て （ Logan, Utah） に お い て ペ プ チ ド
を 合 成 し 、 90％ の 純 度 で HPLC精 製 し た 。 カ ブ ト ガ ニ 試 験 に よ っ て 測 定 し た と き 合 成 ペ プ チ
ド 試 料 に お い て 内 毒 素 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 細 胞 培 養
　 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 RAW 264.7細 胞 （ American Type Culture Collection, Rockvil
le, MD） を 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ Gemini, Catabasas, CA） 、 ペ ニ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト
マ イ シ ン （ Life Technologies） を 添 加 し た RPMI 1640培 地 （ Life Technologies, Grand I
sland, NY） で 培 養 し 、 無 血 清 Opti－ MEM I培 地 （ Life Technologies, Grand Island, NY
） に お い て 90％ の 集 密 度 で 使 用 し た 。 先 に 述 べ た よ う に 混 入 LPSの 作 用 を 中 和 す る た め に
ポ リ ミ キ シ ン B（ Sigma, St.Louis, MO） を 100－ 1,000単 位 ／ mlで 常 に 添 加 し た ； ポ リ ミ キ
シ ン B単 独 で は 、 ト リ パ ン ブ ル ー で 評 価 し た 細 胞 生 存 率 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た （ Wangら
、 前 出 ） 。 合 成 ペ プ チ ド 試 験 の 実 験 で は ポ リ ミ キ シ ン Bを 使 用 し な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 細 胞 か ら の TNF放 出 の 測 定
　 標 準 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 L929（ ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, M
D） 細 胞 傷 害 性 バ イ オ ア ッ セ イ （ Bianchiら 、 Journal of Experimental Medicine 183： 92
7－ 936, 1996） に よ り 、 最 小 検 出 可 能 濃 度 30pg／ mlで TNF放 出 を 測 定 し た 。 組 換 え マ ウ ス T
NFを R & D System Inc.（ Minneapolis, MN） よ り 入 手 し た 。 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 L929（ ATCC
） を 、 5％ CO２ の 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に お い て ウ シ 胎 仔 血 清 （ Gemini, Catabasas, CA）
、 ペ ニ シ リ ン （ 50単 位 ／ ml） 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 50μ g／ ml） （ Life Technologies
） を 添 加 し た DMEM（ Life Technologies, Grand Island, NY） 中 で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 抗 体 生 産
　 HMGB1　 Bボ ッ ク ス に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ウ サ ギ （ Cocalico Biologicals, Inc.
, Reamstown, PA） に お い て 惹 起 し 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 力 価 を 測 定 し た 。 製 造 者 の
指 示 に 従 っ て （ Pierce, Rockford, IL） プ ロ テ イ ン Aア ガ ロ ー ス を 使 用 し て 抗 HMGB1抗 血 清
か ら IgGを 精 製 し た 。 臭 化 シ ア ン 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ （ Cocalico Biologicals, Inc
.） を 使 用 す る こ と に よ っ て 抗 HMGB1　 Bボ ッ ク ス 抗 体 を ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 。 非 免 疫
ウ サ ギ IgGを Sigma（ St. Louis, MO） か ら 購 入 し た 。 抗 体 は 免 疫 測 定 法 に お い て 完 全 長 HMG
B1　 Bボ ッ ク ス を 検 出 し た が 、 TNF、 IL－ 1及 び IL－ 6と は 交 叉 反 応 し な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 動 物 実 験
　 TNFノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を Amgen（ Thousand Oaks, CA） よ り 入 手 し 、 B6x129バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド に お い た 。 年 齢 適 合 野 生 型 B6x129マ ウ ス を 試 験 の 対 照 と し て 使 用 し た 。 マ ウ ス を フ
ロ リ ダ 大 学 無 病 原 体 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 施 設 （ Gainesville, FL） で イ ン ハ ウ ス 交
配 し 、 6－ 8週 齢 で 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 6－ 8週 齢 の Balb／ c及 び C3H／ HeJマ ウ ス を Harlen Sprague－ Dawley（ Indianapolis, IN
） よ り 購 入 し 、 実 験 で 使 用 す る 前 に 7日 間 馴 化 さ せ た 。 す べ て の 動 物 を 、 標 準 温 度 及 び 明
暗 周 期 下 で North Shore University Hospital Animal Facilityに 収 容 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 D－ ガ ラ ク ト サ ミ ン 感 作 マ ウ ス
　 D－ ガ ラ ク ト サ ミ ン 感 作 モ デ ル は こ れ ま で に 記 述 さ れ て い る （ Galanosら 、 Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 76： 5939－ 5943, 1979； 及 び Lehmannら 、 J. Exp. Med. 165： 657－ 663, 
1997） 。 マ ウ ス に 、 塩 酸  D－ ガ ラ ク ト サ ミ ン （ Sigma） 20mg／ マ ウ ス （ PBS 200μ l中 ） 及
び HMGB1　 Bボ ッ ク ス 又 は ベ ク タ ー タ ン パ ク 質 0.1又 は 1mg（ PBS 200μ l中 ） を 腹 腔 内 注 射 し
た 。 注 射 後 72時 間 ま で 毎 日 、 死 亡 率 を 記 録 し た ； 生 存 動 物 を 2週 間 追 跡 し 、 そ の 後 の Bボ ッ
ク ス 毒 性 に よ る 死 亡 を 認 め な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 統 計 分 析
　 デ ー タ は 、 特 に 異 な る 記 載 が な い 限 り 平 均 ± SEMで 示 し て い る 。 群 間 の 差 は 、 両 側 ス テ
ュ ー デ ン ト t検 定 、 一 方 向 ANOVA、 次 い で 最 小 有 意 差 検 定 又 は 両 側 フ ィ ッ シ ャ ー 正 確 確 率 検
定 に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
実 施 例 ２ ： サ イ ト カ イ ン 活 性 の 促 進 の た め の HMGB1ド メ イ ン 地 図 作 製
　 HMGB1は 、 2つ の 折 り た た み DNA結 合 ド メ イ ン （ A及 び Bボ ッ ク ス ） 及 び 負 に 荷 電 し た 酸 性
カ ル ボ キ シ ル 尾 部 を 有 す る HMGB1サ イ ト カ イ ン 活 性 の 構 造 的 基 礎 を 解 明 す る た め 及 び 炎 症
性 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 位 置 決 定 す る た め に 、 完 全 長 及 び ト ラ ン ケ ー ト 形 態 の HMGB1を 変
異 誘 発 に よ っ て 発 現 さ せ 、 前 記 精 製 タ ン パ ク 質 を 単 球 培 養 に お け る 活 性 の 刺 激 に 関 し て ス
ク リ ー ニ ン グ し た （ 図 1） 。 完 全 長 HMGB1、 カ ル ボ キ シ 末 端 が 欠 失 し た 変 異 株 、 Bボ ッ ク ス
だ け を 含 む 変 異 株 及 び Aボ ッ ク ス だ け を 含 む 変 異 株 を 生 成 し た 。 ヒ ト HMGB1の こ れ ら の 変 異
株 を 、 本 明 細 書 で 述 べ る 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 し た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ
っ て 作 製 し 、 グ ル タ チ オ ン S－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 遺 伝 子 融 合 系 （ Pharmacia Biot
ech, Piscataway, NJ） を 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 使 用 し て 、 変 異 型 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ
た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 PCR法 に よ っ て 作 製 し た DNA断 片 を GST融 合 ベ ク タ ー に 融 合 し 、 大 腸
菌 に お い て 増 幅 し た 。 次 に 、 GSTア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 使 用 し て 、 発 現 さ れ た HMGB1タ ン
パ ク 質 及 び HMGB1変 異 株 を 単 離 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 RAW 264.7細 胞 （ ATCC） か ら の TNF放 出 へ の 変 異 株 の 作 用 を 以 下
の よ う に し て 検 討 し た 。 RAW 264.7細 胞 を 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ Gemini, Catabasas, CA）
、 ペ ニ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ Life Technologies） を 添 加 し た RPMI 1640培 地 （
Life Technologies, Grand Island, NY） に お い て 培 養 し た 。 混 入 LPSの 活 性 を 抑 制 す る た
め に ポ リ ミ キ シ ン （ Sigma, St.Louis, MO） を 100単 位 ／ mlで 添 加 し た 。 細 胞 を Opti－ MEM 
I培 地 に お い て 1μ g／ mlの 完 全 長 （ 野 生 型 ） HMGB1及 び 各 々 の HMGB1変 異 型 タ ン パ ク 質 と 共
に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 馴 化 上 清 （ 細 胞 か ら 既 に 放 出 さ れ て い た TNFを 含 有 す る ） を 収 集 し
て 、 細 胞 か ら 放 出 さ れ た TNFを 標 準 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 L929（ ATCC） 細 胞 傷 害 性 バ イ オ ア ッ
セ イ （ Bianchiら 、 前 出 ） に よ っ て 最 小 検 出 可 能 濃 度 30pg／ mlで 測 定 し た 。 組 換 え マ ウ ス T
NFを R & D System Inc.（ Minneapolis, MN） よ り 入 手 し 、 こ れ ら の 実 験 に お け る 対 照 と し
て 使 用 し た 。 こ の 試 験 の 結 果 を 図 1に 示 す 。 図 1の デ ー タ は 、 特 に 異 な る 記 載 が な い 限 り す
べ て 平 均 ＋ SEMで 示 し て い る （ N＝ 6－ 10） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 図 1に 示 す よ う に 、 野 生 型 HMGB1及 び カ ル ボ キ シ ル 末 端 切 断 HMGB1は 単 球 培 養 （ マ ウ ス マ
ク ロ フ ァ ー ジ 様 RAW 264.7細 胞 ） に よ る TNF放 出 を 有 意 に 刺 激 し た 。 Bボ ッ ク ス は 単 球 TNF放
出 の 強 力 な 活 性 化 因 子 で あ っ た 。 Aボ ッ ク ス は TNF放 出 を 弱 く 活 性 化 し た だ け で あ っ た の で
、 Bボ ッ ク ス の こ の 刺 激 作 用 は 特 異 的 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
実 施 例 ３ ： HMGB1　 Bボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 は サ イ ト カ イ ン 活 性 を 用 量 依 存 的 に 促 進 す る
　 サ イ ト カ イ ン 産 生 へ の HMGB1　 Bボ ッ ク ス の 作 用 を さ ら に 検 討 す る た め に 、 様 々 な 量 の HM
GB1　 Bボ ッ ク ス を 、 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 RAW 264.7細 胞 に お け る TNF、 IL－ 1β 及 び IL
－ 6産 生 へ の 作 用 に 関 し て 評 価 し た 。 図 2A － 2Cに 示 す よ う に 、 RAW 264.7細 胞 を 0－ 10μ g
／ mlの Bボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 で 8時 間 刺 激 し た 。 順 化 培 地 を 採 集 し 、 TNF、 IL－ 1β 及 び IL－
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6レ ベ ル を 測 定 し た 。 TNFレ ベ ル は 本 明 細 書 で 述 べ た よ う に 測 定 し 、 IL－ 1β 及 び IL－ 6レ ベ
ル は マ ウ ス IL－ 1β 及 び IL－ 6酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト 検 定 法 （ ELISA） キ ッ ト （ R & D S
ystem Inc., Minneapolis, MN） を 用 い て 測 定 し 、 す べ て の 実 験 に つ い て N＞ 5で あ っ た 。
試 験 の 結 果 を 図 2A － 2Cに 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 図 2Aに 示 す よ う に 、 細 胞 に 投 与 す る Bボ ッ ク ス の 量 が 増 加 す る と 共 に RAW 264.7細 胞 か ら
の TNF放 出 も 上 昇 し た 。 図 2Bに 示 す よ う に 、 1μ g／ ml又 は 10μ g／ mlの Bボ ッ ク ス の 添 加 は R
AW 264.7細 胞 か ら の IL－ 1β の 放 出 上 昇 を も た ら し た 。 加 え て 、 図 2Cに 示 す よ う に 、 RAW 2
64.7細 胞 か ら の IL－ 6放 出 も 、 細 胞 に 投 与 す る Bボ ッ ク ス の 量 が 増 加 す る と 共 に 上 昇 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 Bボ ッ ク ス が 誘 導 す る TNF放 出 の 動 態 も 検 討 し た 。 TNF放 出 及 び TNF mRNA発 現 を 、 Bボ ッ ク
ス ポ リ ペ プ チ ド 又 は 対 照 と し て 使 用 し た GSTタ グ ポ リ ペ プ チ ド だ け （ ベ ク タ ー ） （ 10μ g／
ml） に よ っ て 0－ 48時 間 誘 導 し た RAW 264.7細 胞 に お い て 測 定 し た 。 上 清 を 、 本 明 細 書 で 述
べ た よ う な L929細 胞 傷 害 性 試 験 （ N＝ 3－ 5） に よ っ て TNFタ ン パ ク 質 レ ベ ル に 関 し て 分 析 し
た 。 ｍ RNA測 定 の た め に 、 図 2Dに 示 す よ う に 、 細 胞 を 100mm平 板 に 塗 布 し 、 Bボ ッ ク ス ポ リ
ペ プ チ ド 又 は ベ ク タ ー 単 独 を 含 有 す る Opit－ MEM I培 地 に お い て 0、 4、 8又 は 24時 間 処 理 し
た 。 ベ ク タ ー 単 独 試 料 を 4時 間 目 の 時 点 で 検 定 し た 。 細 胞 を 平 板 か ら 削 り 取 り 、 全 RNAを 製
造 者 の 指 示 に 従 っ て （ Tel－ Test“ B” ,　 Inc., Friendswood, TX） RNAzol B法 に よ っ て 単
離 し た 。 TNF（ 287bp） を RNア ー ゼ プ ロ テ ク シ ョ ン ア ッ セ イ （ Ambion, Austin, TX） に よ っ
て 測 定 し た 。 ア ガ ロ ー ス － ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル 上 で の RNA試 料 の 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 に
よ っ て RNAの 等 し い 負 荷 と 完 全 性 を 確 認 し た 。 RNア ー ゼ プ ロ テ ク シ ョ ン ア ッ セ イ の 結 果 を
図 2Dに 示 す 。 TNF mRNAは Bボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 に 接 触 さ せ た 単 球 に お い て 有 意 に 増 加 し た
の で （ 図 2B） 、 図 2Dに 示 す よ う に 、 単 球 の Bボ ッ ク ス 活 性 化 は 遺 伝 子 転 写 の レ ベ ル で 起 こ
っ た 。 TNF mRNA発 現 は 4時 間 で 最 大 と な り 、 8時 間 と 24時 間 で 減 少 し た 。 ベ ク タ ー 単 独 対 照
（ GSTタ グ ） は TNF mRNA発 現 へ の 作 用 を 示 さ な か っ た 。 本 明 細 書 で 述 べ た L929細 胞 傷 害 性
試 験 を 用 い て 、 Bボ ッ ク ス 又 は ベ ク タ ー 単 独 （ GSTタ グ ） の 投 与 の 0、 4、 8、 24、 32又 は 48
時 間 後 に RAW 264.7細 胞 か ら 放 出 さ れ た TNFを 測 定 し て 同 様 の 試 験 を 実 施 し た 。 対 照 （ 媒 体
単 独 ） と 比 較 し て 、 Bボ ッ ク ス 処 理 は TNFタ ン パ ク 質 発 現 を 刺 激 し （ 図 2F） 、 ベ ク タ ー 単 独
（ 図 2E） は 刺 激 し な か っ た 。 デ ー タ は 3つ の 別 々 の 実 験 を 代 表 す る 。 こ れ ら の デ ー タ を 合
わ せ る と 、 HMGB1　 Bボ ッ ク ス ド メ イ ン は サ イ ト カ イ ン 活 性 を 有 し 、 完 全 長 HMGB1の サ イ ト
カ イ ン 刺 激 作 用 の 責 任 を 担 う こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 要 す る に 、 HMGB1　 Bボ ッ ク ス は 、 完 全 長 HMGB1の 炎 症 作 用 と 一 致 し て （ Anderssonら 、 J.
 Exp. Med. 192： 565－ 570, 2000） 、 単 球 培 養 か ら の TNF、 IL－ 1β 及 び IL－ 6の 放 出 を 用
量 依 存 的 に 刺 激 し た （ 図 2A－ 2C） 。 加 え て 、 こ れ ら の 試 験 は 、 最 大 TNF放 出 が 8時 間 以 内 に
起 こ る こ と を 示 す （ 図 2F） 。 TNF放 出 の こ の 遅 延 型 パ タ ー ン は HMGB1自 体 に よ っ て 誘 導 さ れ
る TNF放 出 と 同 様 で あ り 、 LPSに よ っ て 誘 導 さ れ る TNFの 動 態 よ り も 有 意 に 遅 い （ Andersson
ら 、 前 出 ） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
実 施 例 ４ ： HMGB1　 Bボ ッ ク ス の 最 初 の 20ア ミ ノ 酸 は TNF活 性 を 刺 激 す る
　 HMGB1　 Bボ ッ ク ス の TNF刺 激 活 性 を さ ら に 位 置 決 定 し た 。 こ の 試 験 は 以 下 の よ う に 実 施
し た 。 本 明 細 書 で 述 べ た よ う に 、 合 成 ペ プ チ ド 保 護 手 法 を 用 い て Bボ ッ ク ス の 断 片 を 作 製
し た 。 図 3に 示 す よ う に 、 HMGB1　 Bボ ッ ク ス の ア ミ ノ 酸 1－ 20、 16－ 25、 30－ 49、 45－ 64又
は 60－ 74を 含 む 、 ５ つ の HMGB1　 Bボ ッ ク ス 断 片 （ 配 列 番 号 20か ら ） を 作 製 し た 。 図 3に 示
す よ う に 、 RAW 264.7細 胞 を Bボ ッ ク ス （ 1μ g／ ml） 又 は Bボ ッ ク ス の 合 成 ペ プ チ ド 断 片 （ 1
0μ g／ ml） で 10時 間 処 理 し 、 上 清 中 の TNF放 出 を 本 明 細 書 で 述 べ た よ う に 測 定 し た 。 示 し
て い る デ ー タ は 平 均 ± SEMで あ る （ n＝ 3の 実 験 、 各 々 2回 実 施 し 、 3つ の 別 々 の ロ ッ ト の 合
成 ペ プ チ ド を 用 い て 確 認 し た ） 。 図 3に 示 す よ う に 、 TNF刺 激 活 性 は 、 配 列 番 号 20の HMGB1
　 Bボ ッ ク ス の ア ミ ノ 酸 1－ 20に 対 応 す る 合 成 ペ プ チ ド （ fkdpnapkrlpsafflfcse； 配 列 番 号
23） に よ っ て 保 持 さ れ た 。 1－ 20量 体 の TNF刺 激 活 性 は 、 完 全 長 合 成 Bボ ッ ク ス （ 1－ 74量 体
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） 又 は 完 全 長 HMGB1の い ず れ よ り も 弱 か っ た が 、 HMGB1　 Bボ ッ ク ス の 16－ 25、 30－ 49、 45
－ 64又 は 60－ 74を 含 む ア ミ ノ 酸 断 片 に つ い て の 合 成 20量 体 は TNF放 出 を 誘 導 し な か っ た の
で 、 前 記 刺 激 作 用 は 特 異 的 で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Bボ ッ ク ス の マ ク ロ フ ァ ー ジ 刺 激
活 性 が 配 列 番 号 20の HMGB　 Bボ ッ ク ス ド メ イ ン の 最 初 の 20ア ミ ノ 酸 に 特 異 的 に 位 置 づ け ら
れ る こ と の 直 接 の 証 拠 で あ る 。 こ の Bボ ッ ク ス 断 片 は 、 例 え ば プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の
放 出 を 刺 激 す る た め 又 は 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る
患 者 の 状 態 を 治 療 す る た め に 、 完 全 長 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド
と 同 じ よ う に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
実 施 例 ５ ： HMGB1　 Bボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 は D－ ガ ラ ク ト サ ミ ン 感 作 Balb／ cマ ウ ス に 毒 性 で
あ る
　 HMGB1　 Bボ ッ ク ス が イ ン ビ ボ で サ イ ト カ イ ン 活 性 を 有 す る か ど う か を 調 べ る た め に 、  
サ イ ト カ イ ン 毒 性 を 調 べ る た め に 広 く 使 用 さ れ る モ デ ル で あ る （ Galanosら 、 前 出 ） 、 D－
ガ ラ ク ト サ ミ ン （ D－ gal） で 感 作 し た 非 麻 酔 Balb／ cマ ウ ス に HMGB1　 Bボ ッ ク ス タ ン パ ク
質 を 投 与 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 表 1に 示 す よ う に 、 マ ウ ス （ 20－ 25g、 雄 性 、 Harlan Spr
ague－ Dawley, Indianapolis, IN） に D－ gal（ 20mg） （ Sigma） 及 び Bボ ッ ク ス （ 0.1mg／ m
l／ マ ウ ス 又 は 1mg／ ml／ マ ウ ス ） 又 は GSTタ グ （ ベ ク タ ー ； 0.1mg／ ml／ マ ウ ス 又 は 1mg／ m
l／ マ ウ ス ） を 腹 腔 内 注 射 し た 。 マ ウ ス の 生 存 率 を 7日 目 ま で 監 視 し 、 そ の 後 の 死 亡 が 起 こ
ら な か っ た こ と を 確 認 し た 。 こ の 試 験 の 結 果 を 表 1に 示 す 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ の 試 験 の 結 果 は 、 HMGB1　 Bボ ッ ク ス が D－ ガ ラ ク ト サ ミ ン 感 作 マ ウ ス に 対 し て 用 量 依
存 的 に 致 死 性 で あ る こ と を 示 し た 。 死 亡 が 起 こ っ た 全 て の 症 例 に お い て 、 死 亡 は 12時 間 以
内 に 起 こ っ た 。 Bボ ッ ク ス を 含 ま な い 精 製 GSTベ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 同 等 試 料 で 処 置 し た マ
ウ ス で は 死 亡 を 認 め な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
実 施 例 ６ ： HMGB1　 Bボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 を 投 与 し た D－ ガ ラ ク ト サ ミ ン 感 作 Balb／ cマ ウ ス
又 は C3H／ HeJマ ウ ス の 組 織 学
　 HMGB1　 Bボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ボ で の 死 亡 率 を さ ら に 評 価 す る た め に 、 HMGB1　 B
ボ ッ ク ス を 再 び D－ ガ ラ ク ト サ ミ ン 感 作 Balb／ cマ ウ ス に 投 与 し た 。 マ ウ ス （ 群 当 り 3匹 ）
に D－ gal（ 20mg／ マ ウ ス ） プ ラ ス Bボ ッ ク ス 又 は ベ ク タ ー （ 1mg／ マ ウ ス ） を 7時 間 腹 腔 内
投 与 し 、 そ の 後 断 頭 に よ っ て 供 犠 し た 。 血 液 を 採 集 し 、 及 び 器 官 （ 肝 臓 、 心 臓 、 腎 臓 及 び
肺 ） を 採 取 し て 10％ ホ ル ム ア ミ ド に 固 定 し た 。 組 織 学 的 評 価 の た め に ヘ マ ト キ シ リ ン ‐ エ
オ シ ン 染 色 で 組 織 切 片 を 調 製 し た （ Criterion Inc., Vancouver, Canada） 。 こ れ ら の 試
験 の 結 果 を 図 4A－ 4Jに 示 し て お り 、 こ れ ら は 、 未 処 置 マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン ‐ エ
オ シ ン 染 色 し た 腎 切 片 （ 図 4A） 、 心 筋 切 片 （ 図 4C） 、 肺 切 片 （ 図 4E） 及 び 肝 切 片 （ 図 4G及
び 4I） 、 及 び HMGB1　 Bボ ッ ク ス で 処 置 し た マ ウ ス か ら 得 た 腎 切 片 （ 図 4B） 、 心 筋 切 片 （ 図
4D） 、 肺 切 片 （ 図 4F） 及 び 肝 切 片 （ 図 4H及 び 4J） の 走 査 画 像 で あ る 。 対 照 マ ウ ス と 比 較 し
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て 、 Bボ ッ ク ス 処 置 は 腎 （ 図 4A及 び 4B） 及 び 肺 （ 図 4E及 び 4F） に 異 常 を 生 じ さ せ な か っ た
。 マ ウ ス は 、 心 臓 の 心 筋 線 維 に 多 少 の 虚 血 性 変 化 及 び 横 紋 の 喪 失 を 有 し て い た （ 図 4C及 び
4D、 図 4Dの 矢 印 で 示 さ れ て い る ） 。 肝 は 、 活 動 性 肝 炎 に よ っ て 示 さ れ る よ う に Bボ ッ ク ス
に よ る 損 傷 の 大 部 分 を 示 し た （ 図 4G－ 4J） 。 図 4Jで は 、 蓄 積 し た 多 形 核 白 血 球 に よ っ て 取
り 巻 か れ た 肝 細 胞 脱 落 が 見 ら れ る 。 図 4Jの 矢 印 は 多 形 核 蓄 積 （ 点 線 ） 又 は ア ポ ト ー シ ス 肝
細 胞 （ 実 線 ） の 部 位 を 示 す 。 イ ン ビ ボ で の HMGB1　 Bボ ッ ク ス の 投 与 は ま た 、 IL－ 6（ 315＋
93対 20＋ 7pg／ ml、 Bボ ッ ク ス 対 対 照 、 p＜ 0.05） 及 び IL－ 1β （ 15＋ 3対 4＋ 1pg／ ml、 Bボ ッ
ク ス 対 対 照 、 p＜ 0.05） の 血 清 レ ベ ル 上 昇 を 有 意 に 刺 激 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 C3H／ HeJマ ウ ス （ 内 毒 素 に 応 答 し な い ） へ の Bボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 の 投 与 も 致 死 的 で あ
り 、 HMGB1　 Bボ ッ ク ス が LPSシ グ ナ ル 伝 達 不 在 下 で 致 死 的 で あ る こ と を 示 唆 し た 。 Bボ ッ ク
ス の 投 与 後 8時 間 目 に 採 集 し た 肺 及 び 腎 の ヘ マ ト キ シ リ ン ‐ エ オ シ ン 染 色 切 片 は 異 常 な 形
態 学 的 変 化 を 示 さ な か っ た 。 心 臓 か ら の 切 片 の 検 査 は 、 し か し な が ら 、 心 筋 線 維 に お け る
無 定 形 桃 色 細 胞 質 に 関 連 し た 横 紋 喪 失 を 伴 う 虚 血 の 証 拠 を 明 ら か に し た 。 肝 か ら の 切 片 は
、 一 部 の 肝 細 胞 脱 落 及 び ア ポ ト ー シ ス を 伴 う 軽 度 の 急 性 炎 症 応 答 、 及 び と こ ろ ど こ ろ に 多
形 核 白 血 球 を 示 し た 。 こ れ ら の 特 異 的 病 理 変 化 は 完 全 長 HMGB1の 投 与 後 に 認 め ら れ る も の
に 匹 敵 し 、 Bボ ッ ク ス 単 独 で イ ン ビ ボ で の HMGB1に 対 す る 致 死 的 病 理 応 答 を 再 現 し う る こ と
を 確 認 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 HMGB1の TNF刺 激 活 性 が Bボ ッ ク ス に よ る 死 亡 の 媒 介 に 寄 与 す る か ど う か を 調 べ る た め 、 D
－ ガ ラ ク ト サ ミ ン （ 20mg／ マ ウ ス ） で 感 作 し 、 Bボ ッ ク ス （ 1mg／ マ ウ ス 、 腹 腔 内 注 入 ） に
接 触 さ せ た TNFノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ TNF－ KO, Nowakら 、 Am. J. Physiol. Regul. Integr
. Comp. Physiol. 278： R1202－ R1209, 2000） 及 び 野 生 型 対 照 （ B6x129系 統 ） に お い て 死
亡 率 を 測 定 し た 。 Bボ ッ ク ス は 野 生 型 マ ウ ス に 対 し て 高 度 に 致 死 的 で あ っ た （ 接 触 し た 9匹
の う ち 6匹 が 死 亡 ） が 、 Bボ ッ ク ス で 処 置 し た TNF－ KOマ ウ ス で は 死 亡 を 認 め な か っ た （ 接
触 し た 9匹 の う ち 死 亡 0、 p＜ 0.05対 野 生 型 ） 。 本 明 細 書 で 述 べ た RAW264.7マ ク ロ フ ァ ー ジ
培 養 か ら の デ ー タ と あ わ せ る と 、 こ れ ら の デ ー タ は 今 や 、 HMGB1の Bボ ッ ク ス が 特 異 的 TNF
刺 激 性 サ イ ト カ イ ン 活 性 を 付 与 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 を 、 そ の 好 ま し い 実 施 形 態 を 参 照 し な が ら 詳 細 に 示 し 、 説 明 し た が 、 付 属 の 特 許
請 求 の 範 囲 に よ っ て 包 含 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 形 態 及 び 詳 細 の 様 々 な
変 更 を 行 い う る こ と は 当 業 者 に 了 解 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ０ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 HMG１ 変 異 株 及 び そ れ ら の TNF放 出 の 活 性 （ pg/ml） の 図 式 的 表 示 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ Aは 、 RAW 264.7細 胞 に お け る TNF放 出 （ pg/ml） へ の 0μ g/ml、 0.01μ g/ml、 0
.1μ g/ml、 1μ g/ml又 は 10μ g/mlの Bボ ッ ク ス の 作 用 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 ２ Bは
、 RAW 264.7細 胞 に お け る IL－ 1β 放 出 （ pg/ml） へ の 0μ g/ml、 0.01μ g/ml、 0.1μ g/ml、 1
μ g/ml又 は 10μ g/mlの Bボ ッ ク ス の 作 用 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 ２ Cは 、 RAW 264.7
細 胞 に お け る IL－ 6放 出 （ pg/ml） へ の 0μ g/ml、 0.01μ g/ml、 0.1μ g/ml、 1μ g/ml又 は 10
μ g/mlの Bボ ッ ク ス の 作 用 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 ２ Dは 、 RAW 264.7細 胞 に お け る T
NF mRNA発 現 へ の Bボ ッ ク ス （ 投 与 後 0時 間 目 、 4時 間 目 、 8時 間 目 又 は 24時 間 目 ） 又 は ベ ク
タ ー 単 独 （ 投 与 後 4時 間 目 ） の 作 用 を 示 す 、 RNAア ー ゼ プ ロ テ ク シ ョ ン ア ッ セ イ の ブ ロ ッ ト
の 走 査 画 像 で あ る 。 図 ２ Eは 、 投 与 後 0時 間 目 、 4時 間 目 、 8時 間 目 、 24時 間 目 、 32時 間 目 又
は 48時 間 目 の RAW 264.7細 胞 か ら の TNF タ ン パ ク 質 放 出 （ pg/ml） へ の HMG1 Bボ ッ ク ス の 作
用 の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 ２ Fは 、 投 与 後 0時 間 目 、 4時 間 目 、 8時 間 目 、 24時 間 目 、 32時
間 目 又 は 48時 間 目 の RAW 264.7細 胞 か ら の TNF タ ン パ ク 質 放 出 （ pg/ml） へ の ベ ク タ ー の 作
用 の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 HMG1 Bボ ッ ク ス 変 異 株 及 び そ れ ら の TNF 放 出 の 活 性 （ pg/ml） の 図 式 的 表
示 で あ る 。
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【 図 ４ 】 図 4Aは 、 未 処 置 マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン ‐ エ オ シ ン 染 色 腎 切 片 の 走 査 画 像
で あ る 。 図 4Bは 、 HMG1 Bボ ッ ク ス を 投 与 し た マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン ‐ エ オ シ ン 染
色 腎 切 片 の 走 査 画 像 で あ る 。 図 4Cは 、 未 処 置 マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン ‐ エ オ シ ン 染
色 心 筋 切 片 の 走 査 画 像 で あ る 。 図 4Dは 、 HMG1 Bボ ッ ク ス を 投 与 し た マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト
キ シ リ ン ‐ エ オ シ ン 染 色 心 筋 切 片 の 走 査 画 像 で あ る 。 図 4Eは 、 未 処 置 マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ
ト キ シ リ ン ‐ エ オ シ ン 染 色 肺 切 片 の 走 査 画 像 で あ る 。 図 4Fは 、 HMG1 Bボ ッ ク ス を 投 与 し た
マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン ‐ エ オ シ ン 染 色 肺 切 片 の 走 査 画 像 で あ る 。 図 4Gは 、 未 処 置
マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン ‐ エ オ シ ン 染 色 肝 切 片 の 走 査 画 像 で あ る 。 図 4Hは 、 HMG1 B
ボ ッ ク ス を 投 与 し た マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン ‐ エ オ シ ン 染 色 肝 切 片 の 走 査 画 像 で あ
る 。 図 4Iは 、 未 処 置 マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン ‐ エ オ シ ン 染 色 肝 切 片 の 走 査 画 像 （ 高
倍 率 ） で あ る 。 図 4Jは 、 HMG1 Bボ ッ ク ス を 投 与 し た マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン ‐ エ オ
シ ン 染 色 肝 切 片 の 走 査 画 像 （ 高 倍 率 ） で あ る 。
【 図 ５ 】 図 5Aは 、 ヒ ト HMG1ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 1） で あ る 。 図 5Bは 、
ラ ッ ト 及 び マ ウ ス HMG1の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 2） で あ る 。 図 5Cは 、 ヒ ト HMG2の ア ミ ノ
酸 配 列 （ 配 列 番 号 3） で あ る 。 図 5Dは 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 及 び ラ ッ ト HMG1 Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ
チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 4） で あ る 。 図 5Eは 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 及 び ラ ッ ト HMG1 Bボ ッ
ク ス ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 5） で あ る 。 図 5Fは 、 ヒ ト HMG1に つ い て の 正
プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 6） で あ る 。 図 5Gは 、 ヒ ト HMG1に つ い て の 逆 プ ラ イ マ ー
の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 7） で あ る 。 図 5Hは 、 ヒ ト HMG1の カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 株 に つ い て の
正 プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 8） で あ る 。 図 5Iは 、 ヒ ト HMG1の カ ル ボ キ シ 末 端 変 異
株 に つ い て の 逆 プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 9） で あ る 。 図 5Jは 、 ヒ ト HMG1の ア ミ ノ
末 端 プ ラ ス Bボ ッ ク ス 変 異 株 に つ い て の 正 プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 10） で あ る 。
図 5Kは 、 ヒ ト HMG1の ア ミ ノ 末 端 プ ラ ス Bボ ッ ク ス 変 異 株 に つ い て の 逆 プ ラ イ マ ー の 核 酸 配
列 （ 配 列 番 号 11） で あ る 。 図 5Lは 、 ヒ ト HMG1の Bボ ッ ク ス 変 異 株 に つ い て の 正 プ ラ イ マ ー
の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 12） で あ る 。 図 5Mは 、 ヒ ト HMG1の Bボ ッ ク ス 変 異 株 に つ い て の 逆 プ
ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 13） で あ る 。 図 5Nは 、 ヒ ト HMG1の ア ミ ノ 末 端 プ ラ ス Aボ ッ
ク ス 変 異 株 に つ い て の 正 プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 14） で あ る 。 図 5Oは 、 ヒ ト HMG1
の ア ミ ノ 末 端 プ ラ ス Aボ ッ ク ス 変 異 株 に つ い て の 逆 プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 15）
で あ る 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 ラ ッ ト （ 配 列 番 号 2） 、 マ ウ ス （ 配 列 番 号 2） 及 び ヒ ト （ 配 列 番 号 18） か
ら の HMG1ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。
【 図 ７ 】 図 7Aは 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る HMG1L5（ 以 前 の HMG1L10） の 核 酸 配 列 （
配 列 番 号 32） で あ る 。 図 7Bは 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る HMG1L5（ 以 前 の HMG1L10）
の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 24） で あ る 。 図 7Cは 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る HMG1
L1の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 33） で あ る 。 図 7Dは 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る HMG1L1の ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 25） で あ る 。 図 7Eは 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る HMG1L4の
核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 34） で あ る 。 図 7Fは 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る HMG1L4の ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 26） で あ る 。 図 7Gは 、 BACク ロ ー ン RP11‐ 395A23の HMGポ リ ペ プ チ ド
配 列 の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 35） で あ る 。 図 7Hは 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る BACク ロ
ー ン RP11‐ 395A23の HMGポ リ ペ プ チ ド 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 27） で あ る 。 図 7
Iは 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る HMG1L9の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 36） で あ る 。 図 7Jは 、 H
MGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る HMG1L9の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 28） で あ る 。 図 7Kは
、 HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る LOC122441の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 37） で あ る 。 図 7Lは 、 H
MGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る LOC122441の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 29） で あ る 。 図 7M
は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る LOC139603の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 38） で あ る 。 図 7Nは
、 HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る LOC139603の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 30） で あ る 。
図 7Oは 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る HMG1L8の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 39） で あ る 。 図 7Pは
、 HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る HMG1L8の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 31） で あ る 。
【 配 列 表 】
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【 図 ７ － ３ 】

【 図 ７ － ４ 】
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