
(57)【要約】
細胞からのプロ炎症性サイトカインの放出を阻害するため、および患者における炎症性サ
イトカインカスケードを阻害するための組成物および方法が開示される。組成物は、 HMGB
 Aボックス、および／または HMGB Bボックスに特異的に結合する抗体調製物、および／ま
たは TNF生物学的活性のインヒビターを含む。方法は、プロ炎症性サイトカインの放出を
阻害するのに、または炎症性サイトカインカスケードを阻害するために十分な量の組成物
で細胞または患者を処置することを含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス (HMGB)タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の
放 出 を 阻 害 し う る 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGM)Aボ ッ ク ス ま た は そ の バ リ ア ン ト
を 含 有 し て な り 、 該 HMGB Aボ ッ ク ス が 、 HMG1L5 Aボ ッ ク ス 、 HMG1L1 Aボ ッ ク ス 、 HMG1L4 A
ボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 、 HMG1L9 Aボ ッ ク ス 、
LOC122441 Aボ ッ ク ス 、 LOC139603 Aボ ッ ク ス 、 お よ び HMG1L8 Aボ ッ ク ス か ら な る 群 よ り 選
ば れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス (HMGB)タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の
放 出 を 阻 害 し う る 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGM)Aボ ッ ク ス を 含 有 し て な り 、 該 HMG
B Aボ ッ ク ス が 、 HMG1L5 Aボ ッ ク ス 、 HMG1L1 Aボ ッ ク ス 、 HMG1L4 Aボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン
RP11-395A23の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 、 HMG1L9 Aボ ッ ク ス 、 LOC122441 Aボ ッ ク ス 、
LOC139603 Aボ ッ ク ス 、 お よ び HMG1L8 Aボ ッ ク ス か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 ３ 】
　 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス (HMGB)タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の
放 出 を 阻 害 し う る 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGM)Aボ ッ ク ス 生 物 学 的 活 性 断 片 ま た
は そ の バ リ ア ン ト で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 HMGB Aボ ッ ク ス 生 物 学 的 活 性 断 片 が 、
HMG1L5 Aボ ッ ク ス 断 片 、 HMG1L1 Aボ ッ ク ス 断 片 、 HMG1L4 Aボ ッ ク ス 断 片 、 BACク ロ ー ン RP1
1-395A23断 片 の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 、 HMG1L9 Aボ ッ ク ス 断 片 、 LOC122441 Aボ ッ
ク ス 断 片 、 LOC139603 Aボ ッ ク ス 断 片 、 お よ び HMG1L8 Aボ ッ ク ス 断 片 か ら な る 群 よ り 選 ば
れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス (HMGB)タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の
放 出 を 阻 害 し う る 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGM)Aボ ッ ク ス 生 物 学 的 活 性 断 片 で あ
る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 HMGB Aボ ッ ク ス 生 物 学 的 活 性 断 片 が 、 HMG1L5 Aボ ッ ク ス 断 片
、 HMG1L1 Aボ ッ ク ス 断 片 、 HMG1L4 Aボ ッ ク ス 断 片 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Aボ ッ
ク ス ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HMG1L9 Aボ ッ ク ス 断 片 、 LOC122441 Aボ ッ ク ス 断 片 、 LOC139603 A
ボ ッ ク ス 断 片 、 お よ び HMG1L8 Aボ ッ ク ス 断 片 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス (HMGB)タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の
放 出 を 阻 害 し う る 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGM)Aボ ッ ク ス ま た は そ の バ リ ア ン ト
を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し て な り 、 該 HMGB Aボ ッ ク ス が 、 HMG1L5 Aボ ッ ク ス 、 HMG1
L1 Aボ ッ ク ス 、 HMG1L4 Aボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ
ド 、 HMG1L9 Aボ ッ ク ス 、 LOC122441 Aボ ッ ク ス 、 LOC139603 Aボ ッ ク ス 、 お よ び HMG1L8 Aボ
ッ ク ス か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス (HMGB)タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の
放 出 を 阻 害 し う る 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGM)Aボ ッ ク ス を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド を 含 有 し て な り 、 該 HMGB Aボ ッ ク ス が 、 HMG1L5 Aボ ッ ク ス 、 HMG1L1 Aボ ッ ク ス 、 HMG1L4
 Aボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 、 HMG1L9 Aボ ッ ク ス
、 LOC122441 Aボ ッ ク ス 、 LOC139603 Aボ ッ ク ス 、 お よ び HMG1L8 Aボ ッ ク ス か ら な る 群 よ り
選 ば れ る 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 中 の 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス (HMGB)タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 細 胞 か
ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 阻 害 し う る 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGM)A
ボ ッ ク ス 生 物 学 的 活 性 断 片 ま た は そ の バ リ ア ン ト で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し て な り 、 該
HMGB Aボ ッ ク ス 生 物 学 的 活 性 断 片 が 、 HMG1L5 Aボ ッ ク ス 断 片 、 HMG1L1 Aボ ッ ク ス 断 片 、 HM
G1L4 Aボ ッ ク ス 断 片 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HMG1
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L9 Aボ ッ ク ス 断 片 、 LOC122441 Aボ ッ ク ス 断 片 、 LOC139603 Aボ ッ ク ス 断 片 、 お よ び HMG1L8
 Aボ ッ ク ス 断 片 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 中 の 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス (HMGB)タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 細 胞 か
ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 阻 害 し う る 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGM)A
ボ ッ ク ス 生 物 学 的 活 性 断 片 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し て な り 、 該 HMGB Aボ ッ ク ス 生 物 学
的 活 性 断 片 が 、 HMG1L5 Aボ ッ ク ス 断 片 、 HMG1L1 Aボ ッ ク ス 断 片 、 HMG1L4 Aボ ッ ク ス 断 片 、
BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HMG1L9 Aボ ッ ク ス 断 片 、 LO
C122441 Aボ ッ ク ス 断 片 、 LOC139603 Aボ ッ ク ス 断 片 、 お よ び HMG1L8 Aボ ッ ク ス 断 片 か ら な
る 群 よ り 選 ば れ る 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGB)Bボ ッ ク ス に 特 異 的 に 結 合 す る が 、 HMGBの 非 Bボ ッ
ク ス エ ピ ト ー プ に は 特 異 的 に は 結 合 し な い 抗 体 の 精 製 調 製 物 で あ っ て 、 該 抗 体 が HMGBで 処
理 し た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 阻 害 し 得 、 該 HMGB Bボ ッ ク ス が HMG1L5
 Bボ ッ ク ス 、 HMG1L1 Bボ ッ ク ス 、 HMG1L4Bボ ッ ク ス 、 お よ び BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMG
B Bボ ッ ク ス か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 精 製 調 製 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGB)Bボ ッ ク ス ま た は そ の バ リ ア ン ト を 含 有 す る が 、
全 長 HMGBを 含 有 せ ず 、 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 引 き 起 こ し 得 、 該 HMGB
 Bボ ッ ク ス が HMG1L5 Bボ ッ ク ス 、 HMG1L1ボ ッ ク ス 、 HMG1L4 Bボ ッ ク ス 、 お よ び BACク ロ ー
ン RP11-395A23の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGB)Bボ ッ ク ス を 含 有 す る が 、 全 長 HMGBを 含 有 せ ず 、
細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 引 き 起 こ し 得 、 該 HMGB Bボ ッ ク ス が HMG1L5 B
ボ ッ ク ス 、 HMG1L1ボ ッ ク ス 、 HMG1L4 Bボ ッ ク ス 、 お よ び BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB B
ボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGB)Bボ ッ ク ス 生 物 学 的 断 片 ま た は そ の バ リ ア ン ト で
あ り 、 該 HMGB Bボ ッ ク ス 生 物 学 的 活 性 断 片 が HMG1L5 Bボ ッ ク ス 断 片 、 HMG1L1ボ ッ ク ス 断 片
、 HMG1L4 Bボ ッ ク ス 断 片 、 お よ び BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド
断 片 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGB)Bボ ッ ク ス 生 物 学 的 断 片 で あ り 、 該 HMGB Bボ ッ ク
ス 生 物 学 的 活 性 断 片 が HMG1L5 Bボ ッ ク ス 断 片 、 HMG1L1ボ ッ ク ス 断 片 、 HMG1L4 Bボ ッ ク ス 断
片 、 お よ び BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 断 片 か ら な る 群 よ り 選
ば れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド を 阻 害 す る の に 十 分 な 量 の 、 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ
ク 質 (HMGB)Bボ ッ ク ス に 特 異 的 に 結 合 す る が 、 HMGBの 非 Bボ ッ ク ス エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に は
結 合 し な い 抗 体 の 精 製 調 製 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 HMGB Bボ ッ ク ス が HMG1L5 Bボ
ッ ク ス 、 HMG1L1 Bボ ッ ク ス 、 HMG1L4 Bボ ッ ク ス 、 お よ び BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB B
ボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化
に よ り 特 徴 付 け ら れ る 患 者 の 状 態 を 処 置 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 阻 害 す る の に 十 分 な 量 の 、 高 移 動 度 群 ボ ッ
ク ス (HMGB)タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 阻 害 し う る
高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGB)Aボ ッ ク ス ま た は そ の バ リ ア ン ト を 含 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 HMGB Aボ ッ ク ス が HMG1L5 Aボ ッ ク ス 、 HMG1L1 Aボ ッ
ク ス 、 HMG1L4 Aボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 、 HMG1
L9 Aボ ッ ク ス 、 LOC122441 Bボ ッ ク ス 、 LOC139603 Aボ ッ ク ス 、 お よ び HMG1L8 Aボ ッ ク ス か
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ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 患
者 の 状 態 を 処 置 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 阻 害 す る の に 十 分 な 量 の 、 高 移 動 度 群 ボ ッ
ク ス (HMGB)タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 阻 害 し う る
高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGB)Aボ ッ ク ス 生 物 学 的 活 性 断 片 ま た は そ の バ リ ア ン ト
で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 HMGB Aボ ッ ク ス が HMG1L5 Aボ ッ ク ス 、
HMG1L1 Aボ ッ ク ス 、 HMG1L4 Aボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ
プ チ ド 、 HMG1L9 Aボ ッ ク ス 、 LOC122441 Aボ ッ ク ス 、 LOC139603 Aボ ッ ク ス 、 お よ び HMG1L8
 Aボ ッ ク ス か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 に よ り 特 徴
付 け ら れ る 患 者 の 状 態 を 処 置 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 刺 激 す る の に 十 分 な 量 の 高 移 動 度 群 ボ ッ ク
ス タ ン パ ク 質 (HMGB)Bボ ッ ク ス ま た は そ の バ リ ア ン ト を 含 有 す る が 、 全 長 HMGBポ リ ペ プ チ
ド を 含 有 し な い ポ リ ペ プ チ ド の 有 効 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 該 HMGB Bボ ッ ク ス が
HMG1L5 Bボ ッ ク ス 、 HMG1L1 Bボ ッ ク ス 、 HMG1L4 Bボ ッ ク ス 、 お よ び BACク ロ ー ン RP11-395A
23の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 患 者 に お い て 体 重 減 少 を も た
ら す か 、 肥 満 症 を 処 置 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 刺 激 す る の に 十 分 な 量 の 高 移 動 度 群 ボ ッ ク
ス タ ン パ ク 質 (HMGB)Bボ ッ ク ス 生 物 学 的 活 性 断 片 ま た は そ の バ リ ア ン ト で あ る ポ リ ペ プ チ
ド の 有 効 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 該 HMGB Bボ ッ ク ス 生 物 学 的 活 性 断 片 が HMG1L5 B
ボ ッ ク ス 断 片 、 HMG1L1 Bボ ッ ク ス 断 片 、 HMG1L4 Bボ ッ ク ス 断 片 、 お よ び BACク ロ ー ン RP11-
395A23の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 断 片 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 患 者 に お い て 体 重 減
少 を も た ら す か 、 肥 満 症 を 処 置 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 化 合 物 と 、
(a)高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 (HMGB)Bボ ッ ク ス ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 に 曝 さ れ
た 場 合 、 プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 放 出 す る 細 胞 ； お よ び
(b)HMGB Bボ ッ ク ス ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 こ こ で 該 HMGB Bボ ッ ク ス が HMG1L5 Bボ
ッ ク ス 、 HMG1L1 Bボ ッ ク ス 、 HMG1L4 Bボ ッ ク ス 、 お よ び BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB B
ボ ッ ク ス か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ；
と を 組 み 合 わ せ 、 次 い で 該 化 合 物 が 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 阻 害 す る
か 否 か を 決 定 す る 、 化 合 物 が 炎 症 を 阻 害 す る か 否 か を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス (HMGB)タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 細 胞 か ら の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出
を 阻 害 し う る 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス (HMGB)Aボ ッ ク ス ま た は そ の 断 片 も し く は バ リ ア ン ト を
含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド お よ び TNF生 物 学 的 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 を 含 有 し て な り 、 該 薬 剤 が
薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 中 の イ ン フ リ キ シ マ ブ 、 エ タ ネ ル セ プ ト 、 ア ダ リ ム マ ブ 、 CDP8
70、 CDP571、 レ ネ ル セ プ ト 、 お よ び サ リ ド マ イ ド で あ る 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 哺 乳 動 物 HMGB Aボ ッ ク ス で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 哺 乳 動 物 HMGB1 Aボ ッ ク ス で あ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ： ４ を 含 有 し て な る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ： ４ を 含 有 し て な る 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 HMGB Aボ ッ ク ス が 、 HMG1L5 Aボ ッ ク ス 、 HMG1L1 Aボ ッ ク ス 、 HMG1L4 Aボ ッ
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ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 、 HMG1L9 Aボ ッ ク ス 、 LOC1
22441 Aボ ッ ク ス 、 LOC139603 Aボ ッ ク ス 、 お よ び HMG1L8 Aボ ッ ク ス か ら な る 群 よ り 選 ば れ
る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 HMGBポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 断 片 お よ び TNF生 物 学 的
活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 を 含 有 し て な り 、 該 薬 剤 が 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 中 の イ ン フ リ キ
シ マ ブ 、 エ タ ネ ル セ プ ト 、 ア ダ リ ム マ ブ 、 CDP870、 CDP571、 レ ネ ル セ プ ト 、 お よ び サ リ ド
マ イ ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 HMGBポ リ ペ プ チ ド が 哺 乳 動 物 HMGBポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物
。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 HMGBポ リ ペ プ チ ド が HMGB1ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 HMGB1ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ： １ を 含 有 し て な る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 HMGB1ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ： １ を 含 有 し て な る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 生 物 学 的 活 性 HMGB断 片 が HMGB Bボ ッ ク ス ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 で あ る 請 求 項
２ ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 HMGB Bボ ッ ク ス が 配 列 番 号 ： ５ か ら な る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 HMGB Bボ ッ ク ス 生 物 学 的 断 片 が 配 列 番 号 ： ２ ３ か ら な る 請 求 項 ３ １ 記 載 の 医 薬 組 成
物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 HMGB Bボ ッ ク ス が HMG1L5 Bボ ッ ク ス 、 HMG1L1 Bボ ッ ク ス 、 HMG1L4 Bボ ッ ク ス 、 お よ
び BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項
３ １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス (HMGB)タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の
放 出 を 阻 害 し う る 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス (HMGB)Aボ ッ ク ス ま た は そ の 断 片 も し く は バ リ ア ン
ト を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド お よ び TNF生 物 学 的 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 を 含 有 す る 組 成 物 を 患
者 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 該 薬 剤 が イ ン フ リ キ シ マ ブ 、 エ タ ネ ル セ プ ト 、 ア ダ リ ム マ ブ 、
CDP870、 CDP571、 レ ネ ル セ プ ト 、 お よ び サ リ ド マ イ ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 炎 症 性 サ
イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 患 者 に お け る 状 態 の 処 置 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 組 成 物 が 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 を さ ら に 含 有 す る 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 哺 乳 動 物 HMGB Aボ ッ ク ス で あ る 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 哺 乳 動 物 HMGB1 Aボ ッ ク ス で あ る 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ： ４ を 含 有 す る 請 求 項 ４ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ： ４ か ら な る 請 求 項 ４ １ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 HMGB Aボ ッ ク ス が 、 HMG1L5 Aボ ッ ク ス 、 HMG1L1 Aボ ッ ク ス 、 HMG1L4 Aボ ッ
ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 、 HMG1L9 Aボ ッ ク ス 、 LOC1
22441 Aボ ッ ク ス 、 LOC139603 Aボ ッ ク ス 、 お よ び HMG1L8 Aボ ッ ク ス か ら な る 群 よ り 選 ば れ
る 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 状 態 が 、 敗 血 症 、 移 植 片 拒 絶 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 喘 息 、 狼 瘡 、 成 人 呼 吸 促 進 症 候
群 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 乾 癬 、 膵 臓 炎 、 腹 膜 炎 、 火 傷 、 心 筋 虚 血 、 器 官 虚 血 、 再 灌 流 虚 血
、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 対 宿 主 性 移 植 片 病 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 多 発 性 硬 化 症 、 お よ
び 悪 液 質 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 HMGBポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 お よ び TNF生 物 学 的 活 性
を 阻 害 す る 薬 剤 を 含 有 す る 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 該 薬 剤 が イ ン フ リ キ シ マ
ブ 、 エ タ ネ ル セ プ ト 、 ア ダ リ ム マ ブ 、 CDP870、 CDP571、 レ ネ ル セ プ ト 、 お よ び サ リ ド マ イ
ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 に よ り 特 徴 付 け ら れ
る 患 者 に お け る 状 態 の 処 置 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 該 組 成 物 が 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 を さ ら に 含 有 す る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 (HMGB)ポ リ ペ プ チ ド が 哺 乳 動 物 HMGBポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 HMGBポ リ ペ プ チ ド が HMGB1ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 HMGB1ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ： １ を 含 有 す る 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 HMGB1ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ： １ か ら な る 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 生 物 学 的 活 性 HMGB断 片 が 、 HMGB Bボ ッ ク ス ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 で あ る 請 求
項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 HMGB Bボ ッ ク ス が 、 HMG1L5 Bボ ッ ク ス 、 HMG1L1 Bボ ッ ク ス 、 HMG1L4Bボ ッ ク ス 、 RP11-39
5A23の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド か ら 選 ば れ る 請 求 項 ５ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 HMGB1 Bボ ッ ク ス が 配 列 番 号 ： ５ か ら な る 請 求 項 ５ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 HMGB1 Bボ ッ ク ス 生 物 学 的 活 性 断 片 が 配 列 番 号 ： ２ ３ か ら な る 請 求 項 ５ １ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 状 態 が 、 敗 血 症 、 移 植 片 拒 絶 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 喘 息 、 狼 瘡 、 成 人 呼 吸 促 進 症 候
群 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 乾 癬 、 膵 臓 炎 、 腹 膜 炎 、 火 傷 、 心 筋 虚 血 、 器 官 虚 血 、 再 灌 流 虚 血
、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 対 宿 主 性 移 植 片 病 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 多 発 性 硬 化 症 、 お よ
び 悪 液 質 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 方 法 。
 
 
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
　 本 出 願 は と も に 2002年 11月 20日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 60／ 427,841お よ び 60／ 427,8
46の 利 点 を 主 張 す る 。 両 方 の 出 願 の 全 内 容 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 炎 症 は し ば し ば プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF） 、 イ ン タ ー ロ イ キ
ン （ IL） -1α 、 IL-1β 、 IL-6、 血 小 板 活 性 化 因 子 （ PAF） 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 遊 走 抑 制 因 子
（ MIF） お よ び 他 の 化 合 物 に よ り 誘 導 さ れ る 場 合 が 多 い 。 こ れ ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン
は 数 種 の 異 な る 細 胞 型 、 最 も 重 要 な も の は 免 疫 細 胞 （ 例 え ば 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び
好 中 球 ） に よ っ て の み な ら ず 、 非 免 疫 細 胞 、 例 え ば 線 維 芽 細 胞 、 骨 芽 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、
上 皮 細 胞 お よ び ニ ュ ー ロ ン に よ っ て も ま た 生 産 さ れ る 。 こ れ 等 の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン は
炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 早 期 の 段 階 に お い て 種 々 の 疾 患 に 寄 与 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド は 多 く の 疾 患 の 炎 症 お よ び ア ポ ト ー シ ス を 含 む 有 害 な 特 徴
に 寄 与 し て い る 。 こ れ 等 に 含 ま れ る も の は 局 所 お よ び 全 身 性 の 反 応 の 両 方 を 特 徴 と す る 障
害 、 例 え ば 、 胃 腸 管 お よ び 関 連 組 織 の 関 与 す る 疾 患 （ 例 え ば 虫 垂 炎 、 消 化 性 潰 瘍 、 胃 潰 瘍
お よ び 十 二 指 腸 潰 瘍 、 腹 膜 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 性 、 偽 膜 性 、 急 性 お よ び 虚 血 性 の 結 腸 炎 、 憩 室
炎 、 喉 頭 蓋 炎 、 無 弛 緩 症 、 胆 管 炎 、 胆 嚢 炎 、 セ ル リ ア ッ ク 病 、 肝 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 腸 炎 お
よ び ホ ウ ィ ッ プ ル 病 ） ;全 身 性 ま た は 局 所 性 の 炎 症 性 の 疾 患 お よ び 状 態 （ 例 え ば 喘 息 、 ア
レ ル ギ ー 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク 、 免 疫 複 合 体 病 、 臓 器 虚 血 症 、 再 灌 流 傷 害 、 臓 器 壊
死 、 枯 草 熱 、 セ プ シ ス 、 敗 血 症 、 内 毒 素 シ ョ ッ ク 、 悪 液 質 、 異 常 高 熱 、 好 酸 球 性 肉 芽 腫 、
肉 芽 腫 症 お よ び サ ル コ イ ド ー シ ス ） ;泌 尿 器 科 系 お よ び 関 連 組 織 の 関 与 す る 疾 患 （ 例 え ば
敗 血 症 性 流 産 、 精 巣 上 体 炎 、 膣 炎 、 前 立 腺 炎 お よ び 尿 道 炎 ） ;呼 吸 系 お よ び 関 連 組 織 の 関
与 す る 疾 患 （ 例 え ば 気 管 支 炎 、 気 腫 、 鼻 炎 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 肺 炎 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、
肺 超 顕 微 鏡 的 珪 素 火 山 じ ん 肺 症 、 肺 胞 炎 、 細 気 管 支 炎 、 喉 頭 炎 、 胸 膜 炎 お よ び 副 鼻 腔 炎 ）
;種 々 の ウ ィ ル ス （ 例 え ば イ ン フ ル エ ン ザ 、 呼 吸 シ ン シ チ ウ ム ウ ィ ル ス 、 HIV、 B型 肝 炎 ウ
ィ ル ス 、 C型 肝 炎 ウ ィ ル ス お よ び ヘ ル ペ ス 、 細 菌 （ 例 え ば 播 種 性 菌 血 症 、 デ ン グ ン 熱 ） 、
カ ビ （ 例 え ば カ ン ジ ダ 症 ） お よ び 原 虫 お よ び 多 細 胞 の 寄 生 虫 （ 例 え ば マ ラ リ ア 症 、 フ ィ ラ
リ ア 症 、 ア メ ー バ 症 お よ び 肝 嚢 胞 症 ） に よ る 感 染 か ら 生 じ る 疾 患 ;皮 膚 科 疾 患 お よ び 皮 膚
の 状 態 （ 例 え ば 熱 傷 、 皮 膚 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 日 焼 け 、 蕁 麻 疹 お よ び 膨 疹 ） ;心 臓 血 管 系 お よ
び 関 連 組 織 の 関 与 す る 疾 患 （ 例 え ば 血 管 炎 、 脈 管 炎 、 心 内 膜 炎 、 動 脈 炎 、 ア テ ロ ー ム 性 動
脈 硬 化 症 、 再 狭 窄 、 血 栓 静 脈 炎 、 心 外 膜 炎 、 う っ 血 性 心 障 害 、 心 筋 炎 、 心 筋 虚 血 、 結 節 性
動 脈 周 囲 炎 お よ び リ ュ ー マ チ 熱 ） ;中 枢 お よ び 末 梢 神 経 系 お よ び 関 連 す る 組 織 の 関 与 す る
疾 患 （ 例 え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 髄 膜 炎 、 脳 炎 、 多 発 性 硬 化 症 、 脳 梗 塞 、 脳 塞 栓 、 ギ ャ ン
－ バ レ ー 症 候 群 、 神 経 炎 、 神 経 痛 、 脊 髄 傷 害 、 麻 痺 お よ び ブ ド ウ 膜 炎 ） ;骨 、 関 節 、 筋 肉
お よ び 結 合 組 織 の 疾 患 （ 例 え ば 種 々 の 関 節 炎 お よ び 関 節 痛 、 骨 髄 炎 、 筋 膜 炎 、 パ ジ ェ ッ ト
病 、 痛 風 、 歯 周 病 、 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ お よ び 骨 膜 炎 ） ;他 の 自 己 免 疫 お よ び 炎 症 性 疾 患
（ 例 え ば 重 症 筋 無 力 症 、 甲 状 腺 炎 、 全 身 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 ベ
ー チ ェ ッ ト 症 候 群 、 同 種 移 植 片 拒 絶 、 移 植 片 対 宿 主 疾 患 、 I型 糖 尿 病 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 バ
ー ジ ャ ー 病 お よ び ラ イ タ ー 症 候 群 ） ;並 び に 種 々 の 癌 、 腫 瘍 お よ び 増 殖 性 障 害 （ 例 え ば ホ
ジ キ ン 病 ） ;お よ び 何 れ か の 場 合 の 何 れ か の 原 発 疾 患 に 対 す る 炎 症 性 ま た は 免 疫 性 の 宿 主
の 応 答 で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 早 期 の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば TNF、 IL-1等 ） は 炎 症 を 媒 介 し 、 高 移 動 度 群 ボ ッ
ク ス 1（ HMGB1） （ HMG-1お よ び HMG1と し て も 知 ら れ て い る ） 、 即 ち 、 血 清 中 に 蓄 積 し 、 遅
延 致 死 性 お よ び 早 期 の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 更 な る 誘 導 を 媒 介 す る タ ン パ ク 質 の 後 期 の
放 出 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 HMGB1は 、 DNAの 構 造 お よ び 安 定 性 に と っ て 重 要 で あ る 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス （ HMGB） タ ン
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パ ク 質 と 称 さ れ る DNA結 合 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー の 基 礎 的 メ ン バ ー と し て 初 め て 発 見 さ
れ た 。 こ れ は 配 列 特 異 性 を 有 さ な い 2本 鎖 DNAに 結 合 す る ユ ビ キ タ ス に 発 現 さ れ る 核 タ ン パ
ク 質 と し て 約 40年 前 に 発 見 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 HMGB1結 合 は 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 受 容 体 お よ び RAGリ コ ン ビ ナ ー ゼ の 遺 伝 子 転 写 を 容 易
に す る 核 タ ン パ ク 質 複 合 体 の 形 成 と 安 定 性 を DNAに 促 進 さ せ る 。 HMGB1分 子 は 3つ の ド メ イ
ン 、 即 ち HMGB Aお よ び HMGB Bボ ッ ク ス と 称 さ れ た 2つ の DNA結 合 モ チ ー フ お よ び 酸 性 カ ル ボ
キ シ ル 末 端 を 有 す る 。 2つ の HMGBボ ッ ク ス は 高 度 に 保 存 さ れ た 80ア ミ ノ 酸 の L型 ド メ イ ン で
あ る 。 HMGBボ ッ ク ス は ま た RNAポ リ メ ラ ー ゼ I転 写 因 子 、 ヒ ト 上 流 結 合 因 子 お よ び リ ン パ 球
様 特 異 的 因 子 を 含 む 他 の 転 写 因 子 に お い て も 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 最 近 の 証 拠 に よ れ ば 、 HMGB1は 炎 症 状 態 の サ イ ト カ イ ン メ デ ィ エ ー タ ー と さ れ て い る 。
例 え ば HMGB1は 内 毒 素 血 症 に お け る 遅 延 致 死 性 の サ イ ト カ イ ン メ デ ィ エ ー タ ー と さ れ て い
る 。 こ の 研 究 に よ れ ば 、 細 菌 内 毒 素 （ リ ポ 多 糖 類 （ LPS） ） は 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ を 活
性 化 し て 活 性 化 へ の 後 期 の 応 答 と し て HMGB1を 放 出 し 、 毒 性 で あ る 血 漿 中 HMGB1濃 度 の 上 昇
を も た ら し て い る 。 HMGB1に 対 す る 抗 体 は 、 た と え 抗 体 投 与 が 初 期 サ イ ト カ イ ン 応 答 後 ま
で 遅 延 す る 場 合 で あ っ て も 、 内 毒 素 の 致 死 性 を 阻 止 す る 。 他 の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン と 同
様 、 HMGB1は 単 球 の 強 力 な 活 性 化 剤 で あ る 。 HMGB1の 気 管 内 投 与 は 急 性 の 肺 傷 害 を も た ら し
、 抗 HMGB1抗 体 は 内 毒 素 誘 導 肺 浮 腫 に 対 抗 し た 保 護 作 用 を 示 す 。 血 清 HMGB1濃 度 は 敗 血 症 ま
た は 出 血 性 シ ョ ッ ク を 有 す る 臨 床 的 に 罹 病 し た 患 者 に お い て は 上 昇 し 、 そ し て 濃 度 は 生 存
者 と 比 較 し て 非 生 存 者 に お い て 有 意 に 高 値 と な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 HMGB1は ま た 、 RAGE、 即 ち 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の マ ル チ リ ガ ン ド 受 容 体
の た め の リ ガ ン ド と さ れ て い る 。 RAGEは 内 皮 細 胞 、 平 滑 筋 、 単 球 お よ び 神 経 に お い て 発 現
さ れ 、 リ ガ ン ド 相 互 作 用 は MAPキ ナ ー ゼ 、 P21rasお よ び NF-κ Bを 介 し て シ グ ナ ル を 伝 達 す
る 。 内 毒 素 血 症 の 間 の HMGB1出 現 の 遅 延 動 態 は 、 こ れ を 潜 在 的 に 良 好 な 治 療 薬 と し て い る
が 、 HMGB1の シ グ ナ リ ン グ お よ び 毒 性 の 分 子 的 機 序 に つ い て は 殆 ど 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 っ て 、 HMGB1の プ ロ 炎 症 活 性 の 特 徴 、 特 に こ の 活 性 の 原 因 を も た ら し て い る 活 性 ド メ
イ ン お よ び 他 の ド メ イ ン の 何 れ か の 抑 制 作 用 を 発 見 す る こ と は 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
発 明 の 要 旨
　 本 発 明 は （ 1） HMGB Aボ ッ ク ス が HMGBプ ロ 炎 症 作 用 の 競 合 的 抑 制 剤 と し て 機 能 し 、 （ 2）
HMGB Bボ ッ ク ス が HMGBの 優 勢 な プ ロ 炎 症 活 性 を 有 し 、 そ し て （ 3） HMGBの 生 物 活 性 を 抑 制
す る 薬 剤 お よ び TNFの 生 物 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 を 含 む 複 合 療 法 が 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ
ー ド の 活 性 化 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 状 態 の 治 療 の た め に 使 用 で き る と い う 発 見 に 基 づ く 。
HMGBの 生 物 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 は HMGB Aボ ッ ク ス を 包 含 し 、 こ れ は HMGBの プ ロ 炎 症 作 用 の
競 合 的 阻 害 剤 、 お よ び HMGBに 対 す る 抗 体 、 例 え ば HMGB Bボ ッ ク ス と し て 機 能 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 従 っ て 、 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス （ HMGB） タ ン パ ク 質
を 投 与 さ れ た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 で き る 、 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス
タ ン パ ク 質 （ HMGB） Aボ ッ ク ス ま た は そ の 変 異 体 、 ま た は 、 Aボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片
ま た は そ の 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 こ こ で HMGB Aボ ッ ク ス は 、 HMG1L5（ 以 前 の
HMG1L10） Aボ ッ ク ス 、 HMG1L1Aボ ッ ク ス 、 HMG1L4Aボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HM
GB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 、 HMG1L9Aボ ッ ク ス 、 LOC122441Aボ ッ ク ス 、 LOC139603Aボ ッ ク
ス お よ び HMG1L8Aボ ッ ク ス よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 ポ リ ペ プ
チ ド は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ HMGB） Bボ ッ ク ス に
特 異 的 に 結 合 す る が HMGBの 非 Bボ ッ ク ス エ ピ ト ー プ に は 特 異 的 に 結 合 し な い 抗 体 の 精 製 さ
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れ た 調 製 物 で あ り 、 こ こ で 抗 体 は HMGBを 投 与 さ れ た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放
出 を 抑 制 す る こ と が で き 、 そ し て HMGB Bボ ッ ク ス は HMG1L5（ 以 前 の HMG1L10） Bボ ッ ク ス 、
HMG1L1Bボ ッ ク ス 、 HMG1L4Bボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ
チ ド よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 抗 体 は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担
体 中 に 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 更 に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ HMGB） Bボ ッ ク
ス ま た は そ の 変 異 体 、 ま た は 、 Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 ま た は そ の 変 異 体 を 含 む が
完 全 長 HMGBは 含 ま な い ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 こ こ で ポ リ ペ プ チ ド は 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ
イ ト カ イ ン の 放 出 を 誘 発 す る こ と が で き 、 そ し て HMGB Bボ ッ ク ス は HMG1L5（ 以 前 の HMG1L1
0） Bボ ッ ク ス 、 HMG1L1Bボ ッ ク ス 、 HMG1L4Bボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Bボ
ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド
は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 上 記 し た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 更 に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 哺 乳 類 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を
抑 制 す る 方 法 で あ り 、 方 法 は 、 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ HMGB） Bボ ッ ク ス に 特 異
的 に 結 合 す る が HMGBの 非 Bボ ッ ク ス エ ピ ト ー プ に は 特 異 的 に 結 合 し な い 抗 体 の 精 製 さ れ た
調 製 物 の あ る 量 を 細 胞 に 投 与 す る こ と を 包 含 し 、 こ こ で HMGB Bボ ッ ク ス は HMG1L5（ 以 前 の
HMG1L10） Bボ ッ ク ス 、 HMG1L1Bボ ッ ク ス 、 HMG1L4Bボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HM
GB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 哺 乳 類 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制
す る 方 法 で あ り 、 こ の 方 法 は 、 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 す る の に 十
分 な 量 の 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス （ HMGB） タ ン パ ク 質 を 投 与 さ れ た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト
カ イ ン の 放 出 を 抑 制 で き る 、 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ HMGB） Aボ ッ ク ス ま た は そ
の 変 異 体 、 ま た は 、 Aボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 ま た は そ の 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
を 細 胞 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で HMGB Aボ ッ ク ス は 、 HMG1L5（ 以 前 の HMG1L10） Aボ ッ
ク ス 、 HMG1L1Aボ ッ ク ス 、 HMG1L4Aボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Aボ ッ ク ス ポ
リ ペ プ チ ド 、 HMG1L9Aボ ッ ク ス 、 LOC122441Aボ ッ ク ス 、 LOC139603Aボ ッ ク ス お よ び HMG1L8A
ボ ッ ク ス よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 細 胞 に は Aボ ッ ク ス ポ リ ペ
プ チ ド 、 Aボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 ま た は そ の 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ベ ク タ ー を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 特 徴 と す る 患
者 に お け る 状 態 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 こ れ は 、 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド を 抑 制 す る
の に 十 分 な 量 の 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ HMGB） Bボ ッ ク ス に 特 異 的 に 結 合 す る が H
MGBの 非 Bボ ッ ク ス エ ピ ト ー プ に は 特 異 的 に 結 合 し な い 抗 体 の 精 製 さ れ た 調 製 物 を 患 者 に 投
与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で HMGB Bボ ッ ク ス は HMG1L5（ 以 前 の HMG1L10） Bボ ッ ク ス 、 HMG1L1
Bボ ッ ク ス 、 HMG1L4Bボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド よ
り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 特 徴 と す る 患
者 に お け る 状 態 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 こ れ は 、 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出
を 抑 制 す る た め に 十 分 な 量 の 、 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス （ HMGB） タ ン パ ク 質 を 投 与 さ れ た 細 胞
か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 で き る 、 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ HMGB
） Aボ ッ ク ス ま た は そ の 変 異 体 、 あ る い は Aボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 ま た は そ の 変 異 体
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で HMGB Aボ ッ ク ス は 、 HMG1L5（ 以
前 の HMG1L10） Aボ ッ ク ス 、 HMG1L1Aボ ッ ク ス 、 HMG1L4Aボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23
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の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 、 HMG1L9Aボ ッ ク ス 、 LOC122441Bボ ッ ク ス 、 LOC139603Aボ
ッ ク ス お よ び HMG1L8Aボ ッ ク ス よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 更 に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 促 進
す る た め に 十 分 な 量 の 、 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ HMGB） Bボ ッ ク ス ま た は そ の 変
異 体 、 あ る い は Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 ま た は そ の 変 異 体 を 含 む が 完 全 長 HMGBは 含
ま な い ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 に 投 与 す る こ と を 含 む 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出
を 促 進 す る 方 法 で あ り 、 こ こ で HMGB Bボ ッ ク ス は HMG1L5（ 以 前 の HMG1L10） Bボ ッ ク ス 、 HM
G1L1Bボ ッ ク ス 、 HMG1L4Bボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ
ド よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 細 胞 に は Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド
、 Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 ま た は そ の 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク
タ ー を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 更 に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 患 者 に お い て 体 重 減 少 を 起 こ す か 、 ま た は 肥 満 を
治 療 す る た め の 方 法 で あ り 、 こ れ は 、 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 促 進 す る
た め に 十 分 な 量 の 、 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ HMGB） Bボ ッ ク ス ま た は そ の 変 異 体
、 ま た は 、 Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 ま た は そ の 変 異 体 を 含 む が 完 全 長 HMGBポ リ ペ プ
チ ド は 含 ま な い ポ リ ペ プ チ ド の 有 効 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で HMGB Bボ ッ ク
ス は HMG1L5（ 以 前 の HMG1L10） Bボ ッ ク ス 、 HMG1L1Bボ ッ ク ス 、 HMG1L4Bボ ッ ク ス 、 BACク ロ
ー ン RP11-395A23の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は あ る 化 合 物 が 炎 症 を 抑 制 す る か ど う か を 調 べ る 方 法 で
あ っ て 、 こ れ は 、 そ の 化 合 物 を 、 a） 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ HMGB） Bボ ッ ク ス ま
た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 断 片 に 曝 露 さ れ る と プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン を 放 出 す る 細 胞 ;お
よ び 、 b） HMGB Bボ ッ ク ス ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 断 片 と 組 み 合 わ せ る こ と 、 こ こ で
、 前 記 HMGB Bボ ッ ク ス は HMG1L5（ 以 前 の HMG1L10） Bボ ッ ク ス 、 HMG1L1Bボ ッ ク ス 、 HMG1L4B
ボ ッ ク ス 、 BACク ロ ー ン RP11-395A23の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド よ り な る 群 か ら 選 択 さ
れ る も の で あ る こ と ;次 に 、 そ の 化 合 物 が 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制
す る か ど う か 調 べ る こ と 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 更 に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 、 高 移 動 度 群 ボ ッ
ク ス （ HMGB） タ ン パ ク 質 を 投 与 さ れ た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 で き
る 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ HMGB） Aボ ッ ク ス ま た は そ の 断 片 ま た は 変 異 体 、 お よ
び 、 TNFの 生 物 学 的 な 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 、 こ こ で そ の 薬 剤 は イ ン フ リ キ シ マ ブ 、 エ タ ネ
ル セ プ ト 、 ア ダ リ ム マ ブ 、 CDP870、 CDP571、 レ ネ ル セ プ ト お よ び サ リ ド マ イ ド よ り な る 群
か ら 選 択 さ れ る も の 、 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 医 薬 組 成 物 で あ る 。 HMGB Aボ ッ ク ス は 、
好 ま し く は 脊 椎 動 物 の HMGB Aボ ッ ク ス 、 例 え ば 哺 乳 類 HMGB Aボ ッ ク ス 、 よ り 好 ま し く は 哺
乳 類 の HMGB1 Aボ ッ ク ス 、 例 え ば ヒ ト HMGB1 Aボ ッ ク ス 、 最 も 好 ま し く は 配 列 番 号 4、 配 列
番 号 22ま た は 配 列 番 号 57の 配 列 を 含 む か こ れ よ り な る HMGB1 Aボ ッ ク ス で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に HMGBポ リ ペ プ チ ド ま た
は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 断 片 、 例 え ば HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド ま た は 生 物 学 的 に 活 性
な そ の 断 片 に 結 合 す る 抗 体 、 お よ び 、 TNFの 生 物 学 的 な 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 、 こ こ で そ の
薬 剤 は イ ン フ リ キ シ マ ブ 、 エ タ ネ ル セ プ ト 、 ア ダ リ ム マ ブ 、 CDP870、 CDP571、 レ ネ ル セ プ
ト お よ び サ リ ド マ イ ド よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の 、 を 含 む 医 薬 組 成 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 更 に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス （ HMGB） タ ン パ ク 質 を 投
与 さ れ た 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 で き る 、 高 移 動 度 群 ボ ッ ク ス タ ン
パ ク 質 （ HMGB） Aボ ッ ク ス ま た は そ の 断 片 ま た は 変 異 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 、 TNF
の 生 物 学 的 な 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 、 こ こ で そ の 薬 剤 は イ ン フ リ キ シ マ ブ 、 エ タ ネ ル セ プ ト
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、 ア ダ リ ム マ ブ 、 CDP870、 CDP571、 レ ネ ル セ プ ト お よ び サ リ ド マ イ ド よ り な る 群 か ら 選 択
さ れ る も の 、 を 含 む 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の
活 性 化 を 特 徴 と す る 患 者 に お け る 状 態 の 治 療 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 更 に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ
の 断 片 、 例 え ば HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 断 片 に 結 合 す る
抗 体 、 お よ び 、 TNFの 生 物 学 的 な 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 、 こ こ で そ の 薬 剤 は イ ン フ リ キ シ マ
ブ 、 エ タ ネ ル セ プ ト 、 ア ダ リ ム マ ブ 、 CDP870、 CDP571、 レ ネ ル セ プ ト お よ び サ リ ド マ イ ド
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の 、 を 含 む 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 炎 症 サ イ ト
カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 特 徴 と す る 患 者 に お け る 状 態 の 治 療 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 の 実 施 は 特 段 の 記 載 が 無 い 限 り 、 当 業 者 の よ く 知 る 細 胞 培 養 、 分 子 生 物 学 、 微 生
物 学 、 細 胞 生 物 学 お よ び 免 疫 学 の 従 来 の 手 法 を 用 い る 。 こ の よ う な 手 法 は 文 献 に お い て 十
分 に 説 明 さ れ て い る 。 例 え ば Sambrook et al.,1989,"Molecular Cloning:A Laboratory M
anual",Cold Spring Harbor Laboratory Press;Ausubel et al.（ 1995） ,"Short Protoco
ls in Molecular Biology",John Wiley and Sons; Methods in Enzymology（ 数 巻 ） ;Meth
ods in Cell Biology（ 数 巻 ） お よ び Methods in Molecular Biology（ 数 巻 ） を 参 照 で き
る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 生 産 お よ び 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド を 誘 導 す る HM
GB1の 能 力 の 種 々 の 特 性 を 更 に 解 明 す る 一 連 の 発 見 に 基 づ く 。 特 に HMGB1の プ ロ 炎 症 活 性 ド
メ イ ン は Bボ ッ ク ス （ 特 に Bボ ッ ク ス の 最 初 の 20ア ミ ノ 酸 ） で あ り 、 そ し て Bボ ッ ク ス に 特
異 的 な 抗 体 は プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 お よ び 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド を 抑 制 し 、
そ の 結 果 、 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド に よ り 誘 発 さ れ た 有 害 な 症 状 が 軽 減 で き る と い う
こ と が 発 見 さ れ た 。 更 に ま た Aボ ッ ク ス は 炎 症 サ イ ト カ イ ン 放 出 の 弱 い ア ゴ ニ ス ト で あ り
、 HMGB1の Bボ ッ ク ス の プ ロ 炎 症 活 性 を 競 合 的 に 抑 制 す る こ と が わ か っ た 。 更 に ま た 、 TNF
の 生 物 学 的 活 性 の 阻 害 剤 を HMGB Aボ ッ ク ス お よ び ／ ま た は HMGB1の 抗 体 と 組 み 合 わ せ る こ
と に よ り 患 者 に お い て 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 特 徴 と す る 状 態 の 治 療 に お
い て 使 用 す る た め の 医 薬 組 成 物 が 形 成 で き る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て は 、 「 HMGBポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 HMGBタ ン パ ク 質 」 と は 実 質 的 に 純
粋 な 、 ま た は 、 実 質 的 に 純 粋 で 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 こ れ は そ れ に 天 然 に 付 随
し て い る 成 分 か ら 分 離 さ れ る か 、 ま た は 、 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 合 成 ま た は 組 み 換 え
生 産 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 そ し て 、 炎 症 を 増 大 さ せ 、 お よ び ／ ま た は 、 細 胞 か ら の
プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 増 大 さ せ 、 お よ び ／ ま た は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の
活 性 を 増 大 さ せ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド は 上 記 し た 生 物 学 的 活 性
の 1つ を 有 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド は 上 記 し た 生 物 学 的 活 性 の 2つ
を 有 す る 。 第 3の 実 施 形 態 に お い て 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド は 上 記 し た 生 物 学 的 活 性 の 3つ の 全
て を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 好 ま し く は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド は 哺 乳 類 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ま た は 配 列 番 号 1
8を 含 む か こ れ よ り な 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 に 記 載 す る と お り 、 Bボ ッ ク ス DNA結 合 ド メ イ ン お よ び ／ ま た は Aボ ッ ク ス DNA結 合 ド メ イ
ン 、 な ら び に ／ あ る い は 酸 性 カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 含 有 す る 。 HMGBポ リ ペ プ チ ド の 他 の 例 は
GenBank受 入 れ 番 号 AAA64970、 AAB08987、 P07155、 AAA20508、 S29857、 P09429、 NP_002119
、 CAA31110、 S02826、 U00431、 X67668、 NP_005333、 NM_016957お よ び J04179に 記 載 さ れ て
お り 、 こ れ ら は 参 照 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 HMGBポ リ ペ プ チ ド の 別 の
例 は 、 例 え ば 哺 乳 類 HMG1（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 U51677に 記 載 さ れ て い る （ HMGB1） ）
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、 HMG2（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 M83665に 記 載 さ れ て い る （ HMGB2） ） 、 HMG-2A（ 例 え ば
GenBank受 入 れ 番 号 NM_005342お よ び NP_005333に 記 載 さ れ て い る （ HMGB3、 HMG-4） ） 、 HMG
14（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 P05114に 記 載 さ れ て い る も の ） 、 HMG17（ 例 え ば GenBank受
入 れ 番 号 X13546に 記 載 さ れ て い る も の ） 、 HMGI（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 L17131に 記 載
さ れ て い る も の ） 、 お よ び HMGY（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 M23618に 記 載 さ れ て い る も の
） ； 非 哺 乳 類 HMGT1（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 X02666に 記 載 さ れ て い る も の ） お よ び HMGT
2（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 L32859に 記 載 さ れ て い る も の ） （ ニ ジ マ ス ） ； HMG-X（ 例 え
ば GenBank受 入 れ 番 号 D30765に 記 載 さ れ て い る も の ） （ ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル ） 、 HMGD（ 例
え ば GenBank受 入 れ 番 号 X71138に 記 載 さ れ て い る も の ） お よ び HMGZ（ 例 え ば GenBank受 入 れ
番 号 X71139に 記 載 さ れ て い る も の ） （ 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 GenBank受 入 れ 番 号 Z48008に 記 載 さ れ て い る も の ） （ コ ウ ボ
） ； 非 ヒ ス ト ン 染 色 体 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 O00476に 記 載 さ れ て い る も
の ） （ コ ウ ボ ） ； HMG1／ 2様 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 Z11540に 記 載 さ れ て い
る も の ） （ コ ム ギ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ダ イ ズ ） ； 上 流 結 合 因 子 （ UBF-1） （ 例 え ば GenBank受
入 れ 番 号 X53390に 記 載 さ れ て い る も の ） ;PMS1タ ン パ ク 質 ホ モ ロ グ 1（ 例 え ば GenBank受 入
れ 番 号 U13695に 記 載 さ れ て い る も の ） ； １ 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受 入 れ 番 号 M86737に 記 載 さ れ て い る も の ） ； HMGホ モ ロ グ TD
P-1（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 M74017に 記 載 さ れ て い る も の ） ;哺 乳 類 性 別 決 定 領 域 Yタ ン
パ ク 質 （ SRY,精 巣 決 定 因 子 ） （ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 X53772に 記 載 さ れ て い る も の ）
； カ ビ タ ン パ ク 質 ： mat-1（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 AB009451に 記 載 さ れ て い る も の ） 、
ste11（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 X53431に 記 載 さ れ て い る も の ） お よ び Mc1;SOX14（ 例 え
ば GenBank受 入 れ 番 号 AF107043に 記 載 さ れ て い る も の ） 並 び に SOX1（ 例 え ば GenBank受 入 れ
番 号 Y13436に 記 載 さ れ て い る も の ） 、 SOX2（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 Z31560に 記 載 さ れ
て い る も の ） 、 SOX3（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 X71135に 記 載 さ れ て い る も の ） 、 SOX6（
例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 AF309034に 記 載 さ れ て い る も の ） 、 SOX8（ 例 え ば GenBank受 入 れ
番 号 AF226675に 記 載 さ れ て い る も の ） 、 SOX10（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 AJ001183に 記 載
さ れ て い る も の ） 、 SOX12（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 X73039に 記 載 さ れ て い る も の ） お よ
び SOX21（ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 AF107044に 記 載 さ れ て い る も の ） ； リ ン パ 様 特 異 的 因
子 （ LEF-1） （ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 X58636に 記 載 さ れ て い る も の ） ； T細 胞 特 異 的 転
写 因 子 （ TCF-1） （ 例 え ば GenBank受 入 れ 番 号 X59869に 記 載 さ れ て い る も の ） ； MTT1（ 例 え
ば GenBank受 入 れ 番 号 M62810に 記 載 さ れ て い る も の ） ； お よ び SP100-HMG核 自 己 抗 原 （ 例 え
ば GenBank受 入 れ 番 号 U36501に 記 載 さ れ て い る も の ） を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 HMGBタ ン パ ク 質 の 他 の 例 は GenBank受 入 れ 番 号 NG_000897（ そ し て 特 に 図 14Aお よ び 14Bに
記 載 さ れ て い る NG_000897の ヌ ク レ オ チ ド 150～ 797） ； AF076674（ HMG1L1） （ そ し て 特 に
図 14Cお よ び 14Dに 記 載 さ れ て い る AF076674の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 633） ； AF076676（ HMG1L4）
（ そ し て 特 に 図 14Eお よ び 14Fに 記 載 さ れ て い る AF076676の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 564） ;AC01014
9（ BACク ロ ー ン RP11-395A23由 来 の HMG配 列 ） （ そ し て 特 に 図 14Gお よ び 14Hに 記 載 さ れ て い
る AC010149の ヌ ク レ オ チ ド 75503～ 76117） ； AF165168（ HMG1L9）  （ そ し て 特 に 図 14Iお よ
び 14Jに 記 載 さ れ て い る AF165168の ヌ ク レ オ チ ド 729～ 968） ； XM_063129（ LOC122441）  （
そ し て 特 に 図 14Kお よ び 14Lに 記 載 さ れ て い る XM_063129の ヌ ク レ オ チ ド 319～ 558） ； XM_06
6789（ LOC139603） （ そ し て 特 に 図 14Mお よ び 14Nに 記 載 さ れ て い る XM_066789の ヌ ク レ オ チ
ド 1～ 258） ； お よ び AF165167（ HMG1L8）  （ そ し て 特 に 図 14Oお よ び 14Pに 記 載 さ れ て い る A
F165167の ヌ ク レ オ チ ド 456～ 666） を 有 す る HMGB核 酸 配 列 （ HMG1L5（ 以 前 の HMG1L10） ） に
よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の HMGBポ リ ペ プ チ ド は 配 列 変 異 体 も 包 含 す る 。 変 異 体 に は 生 物 に お け る 同 じ 遺 伝
子 座 に よ り コ ー ド さ れ る 実 質 的 に 相 同 性 の ポ リ ペ プ チ ド 、 即 ち 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 並 び に
他 の 変 異 体 が 包 含 さ れ る 。 変 異 体 は ま た 生 物 に お け る 他 の 遺 伝 子 座 か ら 誘 導 さ れ て い る が
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HMGB核 酸 分 子 、 そ の 相 補 体 お よ び 部 分 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 実 質 的 な
相 同 性 を 有 す る か 、 ま た は 、 HMGB核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 に よ り コ ー
ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 実 質 的 な 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド も 包 含 す る 。 HMGB核
酸 分 子 の 例 は 当 該 分 野 で 知 ら れ て お り 、 そ し て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る と お り HMGBポ リ ペ プ
チ ド か ら 誘 導 で き る 。 変 異 体 は ま た こ れ 等 の ポ リ ペ プ チ ド に 実 質 的 に 相 同 で あ る か 同 一 で
あ る が 他 の 生 物 か ら 誘 導 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 即 ち オ ー ソ ロ グ も 包 含 す る 。 変 異 体 は ま た
、 化 学 合 成 に よ り 生 成 さ れ た こ れ 等 の ポ リ ペ プ チ ド に 実 質 的 に 相 同 ま た は 同 一 で あ る ポ リ
ペ プ チ ド も 包 含 す る 。 変 異 体 は ま た 組 み 換 え 法 に よ り 生 成 さ れ た こ れ 等 の ポ リ ペ プ チ ド に
実 質 的 に 相 同 ま た は 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド も 包 含 す る 。 好 ま し く は HMGBポ リ ペ プ チ ド は
、 本 明 細 書 に 記 載 し た BLASTプ ロ グ ラ ム お よ び パ ラ メ ー タ ー な ら び に HMGBポ リ ペ プ チ ド の
生 物 学 的 活 性 の 1つ 以 上 を 用 い て 測 定 し た 場 合 に 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3お よ
び 配 列 番 号 18よ り な る 群 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％ ま た 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 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は HMGBの 生 物 学 的 活 性 を 有 す る HMGBポ リ ペ プ チ ド 断 片
に 関 す る 。 「 HMGBの 生 物 学 的 活 性 を 有 す る HMGBポ リ ペ プ チ ド 断 片 」 ま た は 「 生 物 学 的 に 活
性 な 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 。 こ の よ う な HMGB断 片 の 例 は 本 明 細 書 に 記 載 し た HMGB Bボ ッ ク ス で あ る 。 生 物 学 的 に 活
性 な HMGB断 片 は 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 手 法 を 用 い 、 そ し て 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 し た
方 法 を 用 い て 、 そ の 断 片 が 細 胞 に 投 与 さ れ る と 、 適 当 な 対 照 と 比 較 し た 場 合 に 細 胞 か ら の
プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 増 大 さ せ る か ど う か を 調 べ る こ と に よ り 断 片 の 機 能 を 評 価
す る こ と に よ り 、 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て は 、 「 HMGB Aボ ッ ク ス 」 と は 、 本 明 細 書 に お い て は 「 Aボ ッ ク ス 」 と
も 記 載 し 、 そ し て 、 実 質 的 に 純 粋 な 、 ま た は 、 実 質 的 に 純 粋 で 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で
あ り 、 こ れ は そ れ に 天 然 に 付 随 し て い る 成 分 か ら 分 離 さ れ た も の で あ り 、 そ し て 、 完 全 長
HMGBポ リ ペ プ チ ド よ り も 小 さ い ア ミ ノ 酸 配 列 よ り な り 、 そ し て 、 以 下 の 生 物 学 的 活 性 、 即
ち 炎 症 の 抑 制 、 お よ び ／ ま た は 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 の 抑 制 、 お よ び ／
ま た は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 の 低 減 、 の 1つ 以 上 を 有 す る 。 1つ の 実 施 形 態 に
お い て は 、 HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 し た 生 物 学 的 活 性 の 1つ を 有 す る 。 別 の 実
施 形 態 に お い て は 、 HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 し た 生 物 学 的 活 性 の 2つ を 有 す る
。 第 3の 実 施 形 態 に お い て は 、 HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 し た 生 物 学 的 活 性 の 3つ
全 て を 有 す る 。 好 ま し く は 、 HMGB Aボ ッ ク ス は 完 全 長 HMGBポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 の
10％ 、 20％ 、 25％ 、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ ま た は 90％ 以 下 を 有 す る 。 1つ
の 実 施 形 態 に お い て は 、 HMGB Aボ ッ ク ス の ア ミ ノ 酸 は 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 22ま た は 配 列
番 号 57の 配 列 、 ま た は 、 哺 乳 類 に お け る HMGBタ ン パ ク 質 の 相 当 す る 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 よ
り な る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 HMGB Aボ ッ ク ス は ま た 上 記 し た Aボ ッ ク ス 配 列 と 同 様 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 組 み 換 え
に よ り 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で も あ る 。 好 ま し く は 、 HMGB Aボ ッ ク ス は 哺 乳 類 HMGB Aボ
ッ ク ス 、 例 え ば ヒ ト HMGB Aボ ッ ク ス で あ る 。 本 発 明 の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 好 ま
し く は 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 22ま た は 配 列 番 号 57の 配 列 、 ま た は 、 哺 乳 類 に お け る HMGBタ
ン パ ク 質 の 相 当 す る 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 よ り な る 。 HMGB Aボ ッ ク ス は 約 85ア ミ ノ 酸 以 下 、
約 4ア ミ ノ 酸 以 上 を 有 す る 場 合 が 多 い 。 内 部 に Aボ ッ ク ス を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 例 は 本 明
細 書 に 記 載 し た HMGBタ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 そ
の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 中 の Aボ ッ ク ス の 配 列 は 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 を 用 い て 、 例 え ば
本 明 細 書 に 記 載 し た Aボ ッ ク ス と の 配 列 の 比 較 に よ り 、 そ し て 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 ま
た は 当 該 分 野 で 知 ら れ た 他 の 方 法 を 用 い て Aボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 を 試 験 す る こ と に よ
り 、 測 定 し 、 そ し て 単 離 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ３ ５ 】
　 HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド の 別 の 例 は 以 下 の 配 列 、 即 ち 、 PDASVNFSEF SKKCSERWKT MS
AKEKGKFE DMAKADKARY EREMKTYIPP KGET（ ヒ ト HMGB1； 配 列 番 号 40） ； DSSVNFAEF SKKCSERW
KT MSAKEKSKFE DMAKSDKARY DREMKNYVPP KGDK（ ヒ ト HMGB2； 配 列 番 号 41） ； PEVPVNFAEF SK
KCSERWKT VSGKEKSKFD EMAKADKVRY DREMKDYGPA KGGK（ ヒ ト HMGB3;配 列 番 号 42） ； PDASVNFS
EF SKKCSERWKT MSAKEKGKFE DMAKADKARY EREMKTYIPP KGET（ HMG1L5（ 以 前 の HMG1L10） ； 配
列 番 号 43） ； SDASVNFSEF SNKCSERWKT MSAKEKGKFE DMAKADKTHY ERQMKTYIPP KGET（ HMG1L1;
配 列 番 号 44） ； PDASVNFSEF SKKCSERWKA MSAKDKGKFE DMAKVDKADY EREMKTYIPP KGET（ HMG1L
4； 配 列 番 号 45） ； PDASVKFSEF LKKCSETWKT IFAKEKGKFE DMAKADKAHY EREMKTYIPPKGEK（ BAC
ク ロ ー ン RP11-395A23の HMG配 列 ； 配 列 番 号 46） ； PDASINFSEF SQKCPETWKT TIAKEKGKFE DMA
KADKAHY EREMKTYIPP KGET（ HMGIL9;配 列 番 号 47） ； PDASVNSSEF SKKCSERWKTMPTKQGKFE DMA
KADRAH（ HMG1L8;配 列 番 号 48） ； PDASVNFSEF SKKCLVRGKT MSAKEKGQFE AMARADKARY EREMKTY
IP PKGET（ LOC122441;配 列 番 号 49） ； LDASVSFSEF SNKCSERWKT MSVKEKGKFE DMAKADKACY ER
EMKIYPYL KGRQ（ LOC139603;配 列 番 号 50） ； お よ び GKGDPKKPRG KMSSYAFFVQ TCREEHKKKH PD
ASVNFSEF SKKCSERWKT MSAKEKGKFE DMAKADKARY EREMKTYIPP KGET（ ヒ ト HMGB1 Aボ ッ ク ス ；
配 列 番 号 57） を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 変 異 体 も 包 含 す る 。 変 異 体 に は 生 物 に お け
る 同 じ 遺 伝 子 座 に よ り コ ー ド さ れ る 実 質 的 に 相 同 性 の ポ リ ペ プ チ ド 、 即 ち 対 立 遺 伝 子 変 異
体 、 並 び に 他 の 変 異 体 が 包 含 さ れ る 。 変 異 体 は ま た 生 物 に お け る 他 の 遺 伝 子 座 か ら 誘 導 さ
れ て い る が HMGB Aボ ッ ク ス 核 酸 分 子 、 そ の 相 補 体 お よ び 部 分 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド に 対 す る 実 質 的 な 相 同 性 を 有 す る か 、 ま た は 、 HMGB A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 り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 実 質 的 な 相 同 性 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド も 包 含 す る 。 HMGB Aボ ッ ク ス 核 酸 分 子 の 例 は 当 該 分 野 で 知 ら れ て お り 、 そ し
て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る と お り HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド か ら 誘 導 で き る 。 変 異 体 は ま
た こ れ 等 の ポ リ ペ プ チ ド に 実 質 的 に 相 同 で あ る か 同 一 で あ る が 他 の 生 物 か ら 誘 導 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド 、 即 ち オ ー ソ ロ グ も 包 含 す る 。 変 異 体 は ま た 、 化 学 合 成 に よ り 生 成 さ れ た こ れ
等 の ポ リ ペ プ チ ド に 実 質 的 に 相 同 ま た は 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド も 包 含 す る 。 変 異 体 は ま
た 組 み 換 え 法 に よ り 生 成 さ れ た こ れ 等 の ポ リ ペ プ チ ド に 実 質 的 に 相 同 ま た は 同 一 で あ る ポ
リ ペ プ チ ド も 包 含 す る 。 好 ま し く は HMGB Aボ ッ ク ス は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た BLASTプ ロ グ
ラ ム お よ び パ ラ メ ー タ ー な ら び に HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 の 1つ 以 上
を 用 い て 測 定 し た 場 合 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 ま た は 当 該 分 野 で 知 ら れ た 他 の 方 法 を 用
い て 測 定 し た 場 合 に 、 本 明 細 書 に 記 載 し た HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 配 列 番 号
4、 配 列 番 号 22ま た は 配 列 番 号 57の 配 列 に 、 少 な く と も 60％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 7
0％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ ま た 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 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た Aボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 も 特 徴 と す る 。 「 Aボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性
を 有 す る Aボ ッ ク ス 断 片 」 ま た は 「 Aボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 」 と は 本 明 細 書 に 記 載 し
た HMGB Aボ ッ ク ス の 活 性 を 有 す る HMGB Aボ ッ ク ス の 断 片 を 意 味 す る 。 例 え ば Aボ ッ ク ス 断
片 は 脊 椎 動 物 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 低 減 し 、 炎 症 を 低 減 し 、 お よ び ／
ま た は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 を 低 下 さ せ 得 る 。 Aボ ッ ク ス 断 片 は 、 標 準 的 な
分 子 生 物 学 の 手 法 を 用 い 、 そ し て 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 を 用 い て 、 そ の 断 片 が
細 胞 に 投 与 さ れ る と 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 す る か ど う か を 調 べ る
こ と に よ り 断 片 の 機 能 を 評 価 す る こ と に よ り 、 作 製 す る こ と が で き る 。 Aボ ッ ク ス の 生 物
学 的 活 性 断 片 は 完 全 長 の Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド が 使 用 さ れ る 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 に
お い て 、 例 え ば 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 の 抑 制 、 ま た は 、 炎 症 サ イ ト カ イ
ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 特 徴 と す る 状 態 を 有 す る 患 者 の 治 療 に お い て 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】

10

20

30

40

50

(14) JP 2006-510619 A 2006.3.30



　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 HMGB Bボ ッ ク ス 」 と は 、 本 明 細 書 に お い て は 「 Bボ ッ ク
ス 」 と も 記 載 し 、 そ し て 、 実 質 的 に 純 粋 な 、 ま た は 、 実 質 的 に 純 粋 で 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド で あ り 、 こ れ は そ れ に 天 然 に 付 随 し て い る 成 分 か ら 分 離 さ れ た も の で あ り 、 そ し て 、
完 全 長 HMGBポ リ ペ プ チ ド よ り も 小 さ い ア ミ ノ 酸 配 列 よ り な り 、 そ し て 、 以 下 の 生 物 学 的 活
性 、 即 ち 炎 症 の 増 大 、 お よ び ま た は 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 の 増 大 、 お よ
び ま た は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 の 増 大 、 の 1つ 以 上 を 有 す る 。 1つ の 態 様 に お
い て は 、 HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 し た 生 物 学 的 活 性 の 1つ を 有 す る 。 別 の 態 様
に お い て は 、 HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 し た 生 物 学 的 活 性 の 2つ を 有 す る 。 第 3の
態 様 に お い て は 、 HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 し た 生 物 学 的 活 性 の 3つ 全 て を 有 す
る 。 好 ま し く は 、 HMGB Bボ ッ ク ス は 完 全 長 HMGBポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 の 少 な く と も
25％ 、 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ ま た は 90％ を 有 す る 。 別 の 態 様 に お い て は 、
HMGB Bボ ッ ク ス は HMGB Aボ ッ ク ス を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 HMGB Bボ ッ ク ス は 完 全 長 HMGB1ポ リ ペ プ チ ド の 長 さ の 約 90％ 、 80
％ 、 70％ 、 60％ 、 50％ 、 40％ 、 35％ 、 30％ 、 25％ ま た は 20％ で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
別 の 態 様 に お い て は 、 HMGB Bボ ッ ク ス は 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 20ま た は 配 列 番 号 58の 配 列
あ る い は 哺 乳 動 物 に お け る HMGBタ ン パ ク 質 の 相 当 す る 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か こ れ ら
よ り な る が 、 完 全 長 HMGBポ リ ペ プ チ ド よ り な お 短 い も の で あ る 。 HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ
チ ド は ま た 上 記 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 み 換 え に
よ り 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で も 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 HMGB Bボ ッ ク ス で あ る 。 HMGB Bボ ッ ク ス は 約 85ア ミ ノ 酸 以 下 、 約 4ア
ミ ノ 酸 以 上 を 有 す る 場 合 が 多 い 。 内 部 に Bボ ッ ク ス を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 例 は 本 明 細 書
に 記 載 し た HMGBタ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 そ の よ
う な ポ リ ペ プ チ ド 中 の Bボ ッ ク ス の 配 列 は 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 本 明
細 書 に 記 載 し た Bボ ッ ク ス と の 配 列 の 比 較 に よ り 、 そ し て 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 ま た は
当 該 分 野 で 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 生 物 学 的 活 性 を 試 験 す る こ と に よ り 、 測 定 し 、 そ し て 単
離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の さ ら な る 例 は 以 下 の 配 列 、 FKDPNAPKRP PSAFFLFCSE 
YRPKIKGEHP GLSIGDVAKK LGEMWNNTAA DDKQPYEKKA AKLKEKYEKD IAAY（ ヒ ト HMGB1； 配 列 番 号
51） ； KKDPNAPKRP PSAFFLFCSE HRPKIKSEHP GLSIGDTAKK LGEMWSEQSA KDKQPYEQKA AKLKEKYE
KD IAAY（ ヒ ト HMGB2;配 列 番 号 52） ； FKDPNAPKRL PSAFFLFCSE YRPKIKGEHP GLSIGDVAKK LGE
MWNNTAA DDKQPYEKKA AKLKEKYEKD IAAY（ HMG1L5（ 以 前 の HMG1L10） ;配 列 番 号 53） ； FKDPNA
PKRP PSAFFLFCSE YHPKIKGEHP GLSIGDVAKK LGEMWNNTAA DDKQPGEKKA AKLKEKYEKD IAAY（ HMG
1L1； 配 列 番 号 54） ； FKDSNAPKRP PSAFLLFCSE YCPKIKGEHP GLPISDVAKK LVEMWNNTFA DDKQLC
EKKA AKLKEKYKKD TATY（ HMG1L4； 配 列 番 号 55） ； FKDPNAPKRP PSAFFLFCSE YRPKIKGEHP GLS
IGDVVKK LAGMWNNTAA ADKQFYEKKA AKLKEKYKKD IAAY（ BACク ロ ー ン RP11-359A23の HMG配 列 ;
配 列 番 号 56） ； お よ び FKDPNAPKRP PSAFFLFCSE YRPKIKGEHP GLSIGDVAKK LGEMWNNTAA DDKQP
YEKKA AKLKEKYEKD IAAYRAKGKP DAAKKGVVKA EK（ ヒ ト HMGB1ボ ッ ク ス ;配 列 番 号 58） を 包 含
す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 変 異 体 も 包 含 す る 。 変 異 体 に は 生 物 に お け
る 同 じ 遺 伝 子 座 に よ り コ ー ド さ れ る 実 質 的 に 相 同 性 の ポ リ ペ プ チ ド 、 即 ち 対 立 遺 伝 子 変 異
体 、 並 び に 他 の 変 異 体 が 包 含 さ れ る 。 変 異 体 は ま た 生 物 に お け る 他 の 遺 伝 子 座 か ら 誘 導 さ
れ て い る が HMGBボ ッ ク ス 核 酸 分 子 、 そ の 相 補 体 お よ び 部 分 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド に 対 す る 実 質 的 な 相 同 性 を 有 す る か 、 ま た 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 り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 実 質 的 な 相 同 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド も 包 含 す る 。 HMGB Bボ ッ ク ス 核 酸 分 子 の 例 は 当 該 分 野 で 知 ら れ て お り 、 そ し て
、 本 明 細 書 に 記 載 の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド か ら 誘 導 で き る 。 変 異 体 は ま た こ れ 等 の
ポ リ ペ プ チ ド に 実 質 的 に 相 同 で あ る か 同 一 で あ る が 他 の 生 物 か ら 誘 導 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
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、 即 ち オ ー ソ ロ グ も 包 含 す る 。 変 異 体 は ま た 、 化 学 合 成 に よ り 生 成 さ れ た こ れ 等 の ポ リ ペ
プ チ ド に 実 質 的 に 相 同 ま た は 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド も 包 含 す る 。 変 異 体 は ま た 組 み 換 え
法 に よ り 生 成 さ れ た こ れ 等 の ポ リ ペ プ チ ド に 実 質 的 に 相 同 ま た は 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド
も 包 含 す る 。 好 ま し く は 非 天 然 の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た BL
ASTプ ロ グ ラ ム お よ び パ ラ メ ー タ ー を 用 い て 測 定 し た 場 合 、 本 明 細 書 に 記 載 し た HMGB Bボ
ッ ク ス の 配 列 、 例 え ば 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 20ま た は 配 列 番 号 58の 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％ ま た 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
ま た は 配 列 番 号 58の 配 列 、 ま た は 、 哺 乳 動 物 に お け る HMGBタ ン パ ク 質 の 相 当 す る 領 域 の ア
ミ ノ 酸 配 列 よ り な り 、 そ し て 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 ま た は 当 該 分 野 で 知 ら れ た 他 の 方
法 を 用 い て 測 定 し た 場 合 に HMGB Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 の 1つ 以 上 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る HMGB Bボ ッ ク ス の 生 物
学 的 活 性 断 片 、 ま た は 、 非 天 然 の HMGB Bボ ッ ク ス 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 別 の
態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 脊 椎 動 物 の HMGB Bボ ッ ク ス ま た は Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 を
有 す る そ の 断 片 、 ま た は 非 天 然 HMGB Bボ ッ ク ス を 含 む が 、 完 全 長 の HMGBポ リ ペ プ チ ド は 含
ま な い ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 「 Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る Bボ ッ ク ス 断 片 」 ま た
は 「 Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 」 と は HMGB Bボ ッ ク ス の 活 性 を 有 す る HMGB Bボ ッ ク ス
の 断 片 を 意 味 す る 。 例 え ば Bボ ッ ク ス 断 片 は 脊 椎 動 物 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の
放 出 を 誘 導 し 得 、 炎 症 を 増 大 さ せ 、 或 は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド を 誘 導 得 る 。 こ の よ
う な Bボ ッ ク ス 断 片 の 例 は 本 明 細 書 に 記 載 し た HMGB1Bボ ッ ク ス の 最 初 の 20ア ミ ノ 酸 を 含 む
断 片 （ 配 列 番 号 16ま た は 配 列 番 号 23） で あ る 。 Bボ ッ ク ス 断 片 は 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 の
手 法 を 用 い 、 そ し て 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 ま た は 当 該 分 野 で 知 ら れ た 他 の 方 法
を 用 い て 、 そ の 断 片 が 細 胞 に 投 与 さ れ る と 適 当 な 対 照 と 比 較 し た 場 合 に 細 胞 か ら の プ ロ 炎
症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 増 大 さ せ る か ど う か を 調 べ る こ と に よ り 断 片 の 機 能 を 評 価 す る こ
と に よ り 、 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 天 然 ま た は 非 天 然 の い ず れ か の HMGBポ リ ペ プ チ ド 、 HMGB Aボ ッ ク ス お よ び HMGB Bボ ッ ク
ス は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た HMGBポ リ ペ プ チ ド 、 HMGB Aボ ッ ク ス お よ び HMGB Bボ ッ ク ス の と
の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 本 明 細 書 に お い て は 、 2つ の ポ リ ペ プ チ
ド （ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 領 域 ） は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 少 な く と も 約 60％ 、 70％ 、 75％ 、 80
％ 、 85％ 、 90％ ま た は 95％ あ る い は そ れ 以 上 、 相 同 ま た は 同 一 で あ る 場 合 に 実 質 的 に 相 同
ま た は 同 一 で あ る 。 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 2つ の ま た は 核 酸 配 列 ） の 同 一 性 パ ー セ ン ト は 至
適 比 較 目 的 の た め に 配 列 を ア ラ イ ン メ ン ト す る こ と に よ り 測 定 で き る （ 例 え ば ギ ャ ッ プ を
最 初 の 配 列 の 配 列 中 に 導 入 す る こ と が で き る ） 。 次 に 対 応 す る 位 置 に お け る ア ミ ノ 酸 ま た
は ヌ ク レ オ チ ド を 比 較 し 、 そ し て 、 2つ の 配 列 の 間 の 同 一 性 パ ー セ ン ト は 配 列 に よ り 共 有
さ れ る 同 一 の 位 置 の 数 の 関 数 と な る （ 即 ち 、 ％ 同 一 性 ＝ 同 一 位 置 の 数 ／ 位 置 の 総 数 × 100
） 。 特 定 の 態 様 に お い て は 、 比 較 目 的 の た め に ア ラ イ ン メ ン ト し た HMGBポ リ ペ プ チ ド 、 HM
GB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド ま た は HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド の 長 さ は 、 比 較 対 照 配 列 、
例 え ば 図 12A～ 12E、 図 14A～ 14Pに 示 し た 配 列 、 な ら び に 配 列 番 号 18、 20お よ び 22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％ 、 更 に 好 ま
し く は 少 な く と も 70％ 、 80％ 、 90％ ま た は 100％ で あ る 。 2つ の 配 列 の 実 際 の 比 較 は 例 え ば
数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い た よ く 知 ら れ た 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な 数 学 的 ア
ル ゴ リ ズ ム の 好 ま し い 非 限 定 的 な 例 は Karlinら （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:5873-
5877, 1993） に 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム は Schafferら （ Nucleic Acids,
 Res., 29:2994-3005, 2001） に 記 載 さ れ た BLASTNお よ び BLASTXプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2
.2） に 組 み 込 ま れ て い る 。 BLASTお よ び Gapped BLASTプ ロ グ ラ ム を 利 用 す る 場 合 、 そ れ ぞ
れ の プ ロ グ ラ ム （ 例 え ば BLASTN） の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用 で き る 。 National Cen
ter for Biotechnology Information （ NCBI） の イ ン タ ー ネ ッ ト サ イ ト を 参 照 で き る 。 1
つ の 態 様 に お い て は 、 検 索 す べ き デ ー タ ベ ー ス は 非 冗 長 （ NR） デ ー タ ベ ー ス で あ り 、 そ し
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て 配 列 比 較 の た め の パ ラ メ ー タ ー は フ ィ ル タ ー 無 し ;期 待 値 は 10;Word Sizeは 3;Matrixは B
LOSUM62； そ し て Gap Costは Existenceが 11お よ び Extensionが 1を 有 す る も の に 設 定 で き る
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 配 列 の 比 較 の た め に 利 用 で き る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 別 の 好 ま し い 非 限 定 的 な 例 は Myer
sお よ び Miller, CABIOS（ 1989） の ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 こ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム は GCG（
Accelrys） 配 列 ア ラ イ メ ン ト ソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ の 部 分 で あ る ALIGNプ ロ グ ラ ム （ バ
ー ジ ョ ン 2.0） に 組 み 込 ま れ て い る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 の た め に ALIGNプ ロ グ ラ ム を 利 用
す る 場 合 は 、 PAM120ウ エ イ ト レ シ デ ュ ー テ ー ブ ル 、 ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ ル テ ィ ー 12、 お よ び ギ
ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー 4を 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 該 分 野
で 知 ら れ て お り 、 Torellisお よ び Robotti（ Comput. Appl. Biosci., 10:3-5, 1994） の 記
載 し た ADVANCEお よ び ADAM； な ら び に Pearsonお よ び Lipman（ Proc. Natl. Acad. Sci USA,
 85:2444-2448, 1988） の 記 載 し た FASTAが 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 間 の 同 一 性 パ ー セ ン ト は Blossom 63マ ト リ
ッ ク ス ま た は PAM250マ ト リ ッ ク ス の 何 れ か 、 お よ び ギ ャ ッ プ ウ エ イ ト 12、 10、 8、 6ま た は
4お よ び レ ン グ ス ウ エ イ ト 2、 3ま た は 4を 用 い て 、 GCGソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ （ Accelrys,
 San Diego, California） 中 の GAPプ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 更 に 別 の 態 様
に お い て は 2つ の 核 酸 配 列 の 間 の 同 一 性 パ ー セ ン ト は ギ ャ ッ プ ウ エ イ ト 50お よ び レ ン グ ス
ウ エ イ ト 3を 用 い て 、 GCGソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ （ Accelrys, San Diego, California）
中 の GAPプ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 サ イ ト カ イ ン 」 は 哺 乳 動 物 細 胞 に よ り 天 然 に 生 産 さ れ 、
そ し て マ イ ク ロ ～ ピ コ モ ル 濃 度 に お い て 体 液 性 の 調 節 物 質 と し て イ ン ビ ボ で 機 能 す る 可 溶
性 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド で あ る 。 サ イ ト カ イ ン は 正 常 ま た は 病 的 な 条 件 下 の い ず れ
か に お い て 個 々 の 細 胞 お よ び 組 織 の 機 能 的 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 。 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ
ン は 以 下 に 記 載 す る 炎 症 に 関 連 す る 生 理 学 的 反 応 、 即 ち 、 血 管 拡 張 、 充 血 、 浮 腫 に 伴 う 血
管 の 増 大 し た 浸 透 性 、 顆 粒 球 お よ び 単 核 食 細 胞 の 蓄 積 、 ま た は フ ィ ブ リ ン の 付 着 の い ず れ
か を 誘 発 で き る サ イ ト カ イ ン で あ る 。 一 部 の 場 合 に お い て は 、 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン は ま
た 、 例 え ば TNFが 心 筋 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る こ と が わ か っ て い る 慢 性 心 疾 患 の 場
合 の よ う に ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と も で き る （ Pulkki, Ann. Med. 29:339-343, 1997
;お よ び Tsutsuiら , Immunol. Rev. 174:192-209, 2000） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 非 限 定 的 な 例 は 、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン （ I
L）  -1α 、 IL-1β 、 IL-6、 IL-8、 IL-18、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 、 HMG-1、 血 小 板 活 性 化 因 子
（ PAF） お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 遊 走 抑 制 因 子 （ MIF） で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン は 炎 症 の メ デ ィ エ ー タ ー で は な い IL-4、 IL-10お よ び IL-13の よ う
な 抗 炎 症 サ イ ト カ イ ン と は 区 別 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 多 く の 場 合 、 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン は 、 サ イ ト カ イ ン の 放 出 が 哺 乳 動 物 の 生 理 学 的 状 態
に 影 響 す る 哺 乳 動 物 に お け る 少 な く と も 1つ の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の イ ン ビ ボ の 放 出 と
し て 本 明 細 書 に お い て 定 義 す る 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド に お い て 生 産 さ れ る 。 即 ち 、
炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド は プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 が 有 害 な 生 理 学 的 状 態 を 誘 発
す る 本 発 明 の 態 様 に お い て 抑 制 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 TNFの 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 」 と は TNFの 生 物 学 的
活 性 の 1つ 以 上 を 低 減 す る 薬 剤 で あ る 。 TNF生 物 学 的 活 性 の 例 は 血 管 拡 張 、 充 血 、 浮 腫 に 伴
う 血 管 の 増 大 し た 浸 透 性 、 顆 粒 球 お よ び 単 核 食 細 胞 の 蓄 積 、 ま た は フ ィ ブ リ ン の 付 着 を 包
含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 TNF生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 は TNFと TNF受 容 体 と
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の 間 の 相 互 作 用 を 抑 制 （ 低 減 ） す る 薬 剤 を 包 含 す る 。 こ の よ う な 薬 剤 の 例 は TNFに 結 合 す
る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 TNF受 容 体 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 お
よ び TNFま た は TNF受 容 体 に 結 合 し て TNF／ TNF受 容 体 相 互 作 用 を 防 止 す る 分 子 を 包 含 す る 。
こ の よ う な 薬 剤 の 例 は 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 合 成 分 子 、 例 え ば 合 成 有 機 分 子 、 天 然 の
分 子 、 例 え ば 天 然 の 有 機 分 子 、 核 酸 分 子 お よ び そ の 成 分 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。 TNFの 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 の 好 ま し い 例 は 、 イ ン フ リ キ シ マ ブ （ Remicade;
 Centocor, Inc., Malvern, Pennsylvania） 、 エ タ ネ ル セ プ ト （ Immunex; Seattle, Wash
ington） 、 ア ダ リ ム マ ブ （ D2E7; Abbot Laboratories, Abbot Park Illinois） 、 CDP870
（ Pharmacia Corporation; Bridgewater, New Jersey） 、 CDP571（ Celltech Group plc, 
United Kingdom） 、 レ ネ ル セ プ ト （ Roche, Switzerland） お よ び サ リ ド マ イ ド を 包 含 す る
。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド は 多 く の 疾 患 の 炎 症 お よ び ア ポ ト ー シ ス を 含 む 有 害 な 特 性
に 寄 与 し て い る 。 こ れ 等 に 包 含 さ れ る も の は 、 局 所 お よ び 全 身 の 両 方 の 反 応 を 特 徴 と す る
障 害 、 例 え ば 非 限 定 的 に 本 明 細 書 に 記 載 し た 障 害 （ 例 え ば 本 明 細 書 の 背 景 技 術 に 記 載 し た
状 態 ） で あ る 。 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド を 特 徴 と す る 特 定 の 障 害 は 、 例 え ば 、 敗 血 症
、 同 種 移 植 片 拒 絶 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 喘 息 、 狼 瘡 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 慢 性 閉 塞 性 肺
疾 患 、 乾 癬 、 膵 炎 、 腹 膜 炎 、 熱 傷 、 心 筋 虚 血 、 臓 器 虚 血 、 再 灌 流 虚 血 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、
移 植 片 対 宿 主 疾 患 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 結 腸 炎 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 悪 液 質 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 生 物 学 的 活 性 断 片
　 本 明 細 書 に 記 載 す る と お り 、 1つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は HMGで 処 理 さ れ た 細 胞 か ら の
プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 で き る か 、 ま た は 、 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活
性 化 を 特 徴 と す る 状 態 を 治 療 す る た め に 使 用 で き る 、 脊 椎 動 物 HMGB Aボ ッ ク ス ま た は そ の
生 物 学 的 活 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 に 関 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は TN
Fの 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 、 例 え ば イ ン フ リ キ シ マ ブ 、 エ タ ネ ル セ プ ト 、 ア ダ リ ム
マ ブ 、 CDP870、 CDP571、 レ ネ ル セ プ ト お よ び サ リ ド マ イ ド の 1つ 以 上 と 組 み 合 わ せ て 、 HMG
B Aボ ッ ク ス ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 も し く は 変 異 体 を 含 む 組 成 物 に 関 す る 。 こ の よ
う な 組 成 物 は HMGを 投 与 し た 脊 椎 動 物 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 す る
た め に 使 用 で き 、 お よ び ／ ま た は 、 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 特 徴 と す る 状
態 を 治 療 す る た め に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 に 対 す る 本 発 明 の 組 成 物 ま た は 方 法 の 何 れ か の 作 用 に 言 及
す る 場 合 は 、 「 抑 制 」 ま た は 「 低 減 」 す る と い う 用 語 は 、 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン 放 出 の 少
な く と も 少 し で は あ る が 測 定 可 能 な 低 減 を 包 含 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 プ ロ 炎 症
サ イ ト カ イ ン の 放 出 は 非 処 理 対 照 よ り も 少 な く と も 20％ 抑 制 さ れ ； よ り 好 ま し い 態 様 に お
い て は 、 抑 制 は 少 な く と も 50％ で あ り ； 更 に よ り 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 抑 制 は 少 な く
と も 70％ で あ り ； そ し て 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 抑 制 は 少 な く と も 80％ で あ る 。 抑
制 は 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 ま た は 当 該 分 野 で 知 ら れ た 他 の 方 法 を 用 い て 評 価 で き る 。 プ
ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン 放 出 の こ の よ う な 低 減 は イ ン ビ ボ の 態 様 に お け る 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ
ス ケ ー ド の 有 害 な 作 用 を 低 減 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 HMGB Aボ ッ ク ス （ 例 え ば 脊 椎 動 物 HMGB Aボ ッ ク ス ） は 高 水 準 の 配 列 保 存 性 （ 例 え ば ラ ッ
ト 、 マ ウ ス お よ び ヒ ト の HMGBポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 に 関 す る 図 13を 参 照 ） を
有 し て い る た め 、 HMGB Aボ ッ ク ス （ 例 え ば 脊 椎 動 物 HMGB Aボ ッ ク ス ） は HMGBで 処 理 し た 脊
椎 動 物 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 で き る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 HMGB
 Aボ ッ ク ス （ 例 え ば 脊 椎 動 物 HMGB Aボ ッ ク ス ） は 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 好 ま し く は
、 HMGB Aボ ッ ク ス は 脊 椎 動 物 HMGB Aボ ッ ク ス （ 例 え ば 哺 乳 動 物 HMGB Aボ ッ ク ス 、 例 え ば 配
列 番 号 4、 配 列 番 号 22ま た は 配 列 番 号 57と し て 本 明 細 書 に 示 さ れ る ヒ ト HMGB1 Aボ ッ ク ス ）
で あ る 。 更 に ま た 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る と お り HMGB Aボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 を
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有 す る HMGB1 Aボ ッ ク ス の 断 片 も 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 当 業 者 の 知 る と お り 、 非 天 然 の HMGB Aボ ッ ク ス （ ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 ） を 特 に
予 定 外 の 実 験 を 行 う こ と な く 作 製 す る こ と が で き 、 こ れ は 脊 椎 動 物 HMGBで 処 理 さ れ た 脊 椎
動 物 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 す る 。 こ の よ う な 非 天 然 の 機 能 的 Aボ
ッ ク ス （ 変 異 体 ） は 、 種 々 の 原 料 か ら HMGB Aボ ッ ク ス の ア ミ ノ 酸 配 列 を ア ラ イ ン メ ン ト し
、 そ し て 、 Aボ ッ ク ス が 異 な る ア ミ ノ 酸 位 置 に お け る 配 列 の 1つ に お い て 置 換 1つ 以 上 を 起
こ す こ と に よ り 作 製 で き る 。 置 換 は 好 ま し く は 比 較 す る Aボ ッ ク ス 中 に 存 在 す る も の と 同
じ ア ミ ノ 酸 残 基 を 用 い て 行 う 。 或 は 、 保 存 的 置 換 を 残 基 の 何 れ か か ら 行 う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 と は 類 似 す る 側 鎖 を 有 す る 残 基 の 互 換 性 を 指 す 。 保 存 的 に 置 換 さ れ
た ア ミ ノ 酸 は そ の 側 鎖 の 化 学 特 性 に 従 っ て グ ル ー プ 分 け で き る 。 例 え ば ア ミ ノ 酸 の 1つ の
グ ル ー プ は 中 性 お よ び 疎 水 性 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 で あ り （ a, v, l, i, p, w, fお よ
び m） ;別 の グ ル ー プ は 中 性 お よ び 極 性 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 で あ り （ g, s, t, y, c, n
お よ び q） ； 別 の グ ル ー プ は 塩 基 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 で あ り （ k, rお よ び h） ； 別 の グ
ル ー プ は 酸 性 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 で あ り （ dお よ び e） ； 別 の グ ル ー プ は 脂 肪 族 側 鎖 を
有 す る ア ミ ノ 酸 で あ り （ g, a, v, lお よ び i） ； 別 の グ ル ー プ は 脂 肪 族 ヒ ド ロ キ シ ル 側 鎖
を 有 す る ア ミ ノ 酸 で あ り （ sお よ び t） ； 別 の グ ル ー プ は ア ミ ン 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸
で あ り （ n, q, k, rお よ び h） ;別 の グ ル ー プ は 芳 香 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 で あ り （ f, y
お よ び w） ;な ら び に 別 の グ ル ー プ は イ オ ウ 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 で あ る （ cお よ び m）
。 好 ま し い 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 の グ ル ー プ は r-k、 e-d、 y-f、 l-m、 v-iお よ び q-hで あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 保 持 す る こ と が 期
待 さ れ る が 、 以 下 に 示 す も の は 、 ヒ ト HMGB1 Aボ ッ ク ス （ 配 列 番 号 ４ ） を ヒ ト HMGB2 Aボ ッ
ク ス の 配 列 番 号 3の 残 基 32～ 85（ 配 列 番 号 17） と 比 較 す る こ と に よ り 、 ど の よ う に し て 非
天 然 の Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド （ 変 異 体 ） が 作 製 で き る か の 1例 で あ る 。
HMGB1 pdasvnfsef skkcserwkt msakekgkfe dmakadkary eremktyipp kget（ 配 列 番 号 4） ；
HMGB2 pdssvnfaef skkcserwkt msakekskfe dmaksdkary dremknyvpp kgdk（ 配 列 番 号 17）
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 非 天 然 HMGB Aボ ッ ク ス は 、 例 え ば HMGB1 Aボ ッ ク ス の 第 3位 に お け る ア ラ ニ ン （ a） 残 基
を HMGB2 Aボ ッ ク ス の 第 3位 に 存 在 す る セ リ ン （ s） 残 基 で 置 換 す る こ と に よ り 作 製 で き る
。 当 業 者 の 知 る 通 り 、 s残 基 は HMGB2 Aボ ッ ク ス の そ の 位 置 に お い て 機 能 で き る た め 、 置 換
は 機 能 的 な 非 天 然 Aボ ッ ク ス を 与 え る 。 或 は 、 HMGB1 Aボ ッ ク ス の 第 3位 を ア ラ ニ ン ま た は
セ リ ン に 対 し て 保 存 的 な 何 れ か の ア ミ ノ 酸 、 例 え ば グ リ シ ン （ g） 、 ス レ オ ニ ン （ t） 、 バ
リ ン （ v） ま た は ロ イ シ ン （ l） で 置 換 で き る 。 当 業 者 の 認 識 す る 通 り 、 こ の よ う な 置 換 は
、 Aボ ッ ク ス は 第 3位 に お い て 不 変 異 体 で は な く 、 保 存 的 置 換 は そ の 位 置 に お い て 天 然 に 存
在 す る ア ミ ノ 酸 に 対 す る 十 分 な 構 造 的 代 替 物 を 与 え る た め 、 機 能 的 Aボ ッ ク ス を も た ら す
と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 上 記 し た 方 法 に 従 っ て 、 非 常 に 多 く の 非 天 然 の HMGB Aボ ッ ク ス を 特 に 予 定 外 の 実 験 を 行
う こ と な く 作 製 で き 、 こ れ 等 は 機 能 的 で あ る こ と が 期 待 さ れ 、 そ し て 、 何 れ か の 特 定 の 非
天 然 の HMGB Aボ ッ ク ス の 機 能 性 が 十 分 な 正 確 さ で 予 測 で き る 。 何 れ の 場 合 に お い て も 、 何
れ か の 非 天 然 の HMGB Aボ ッ ク ス の 機 能 性 は そ れ を HMGBポ リ ペ プ チ ド と 共 に 細 胞 に 単 に 添 加
し 、 そ し て 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 を 用 い て 細 胞 に よ る プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放
出 を Aボ ッ ク ス が 抑 制 す る か ど う か を 調 べ る こ と に よ り 、 特 に 予 定 外 の 実 験 を 行 う こ と な
く 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 Aボ ッ ク ス ま た は Aボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 が HMG誘 導 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出
を 抑 制 す る 細 胞 は プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る よ う に 誘 導 で き る 何 れ か の 細 胞 で あ る
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こ と も で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 細 胞 は 哺 乳 動 物 の 細 胞 、 例 え ば 免 疫 細 胞 （ 例 え
ば マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 単 球 ま た は 好 中 球 ） で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 現 在 知 ら れ て い る か 、 ま た は 、 後 に 発 見 さ れ る 、 何 れ か の 単 一 の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン
の 産 生 を 抑 制 す る こ と が で き る Aボ ッ ク ス ま た は Aボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド は 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。 好 ま し く は 、 抗 体 は TNF、 IL-1β お よ び ／ ま た は I
L-6の 産 生 を 抑 制 で き る 。 最 も 好 ま し く は 、 抗 体 は 脊 椎 動 物 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る 何 れ か
の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 抑 制 で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 生 物 学 的 活 性 断 片
　 本 明 細 書 に 記 載 し た と お り 、 1つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 脊 椎 動 物 HMGB Bボ ッ ク ス ま
た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 に 関 し 、 こ れ は HMGBを 投 与 し た 脊 椎
動 物 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 に 対 す る 本 発 明 の 組 成 物 ま た は 方 法 の 何 れ か の 作 用 に 言 及
す る 場 合 、 「 増 大 さ せ る 」 と い う 用 語 の 使 用 は 、 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン 放 出 の 少 な く と も
僅 か で は あ る が 測 定 可 能 な 上 昇 を 包 含 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ
イ ン の 放 出 は 非 投 与 対 照 と 比 較 し て 、 少 な く と も 1.5倍 、 少 な く と も 2倍 、 少 な く と も 5倍
、 ま た は 少 な く と も 10倍 増 大 す る 。 こ の よ う な プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン 放 出 の 増 大 は イ ン ビ
ボ の 態 様 に お け る 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 作 用 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ
う な ポ リ ペ プ チ ド も ま た 体 重 減 少 の 誘 導 お よ び ／ ま た は 肥 満 の 治 療 の た め に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 全 て の HMGB Bボ ッ ク ス が 高 い 水 準 の 配 列 保 存 を 示 す た め （ 例 え ば ラ ッ ト 、 マ ウ ス お よ び
ヒ ト の HMGBポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 に 関 す る 図 13を 参 照 ） 、 機 能 的 な 非 天 然 の
HMGB Bボ ッ ク ス は 、 機 能 的 な 非 天 然 の Aボ ッ ク ス の 作 製 に つ い て 上 記 し た 通 り 、 1つ 以 上 の
保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 行 う か 、 ま た は 、 種 々 の 原 料 に 由 来 す る 天 然 に 存 在 す る 脊 椎 動 物 B
ボ ッ ク ス を 比 較 し 、 類 縁 の ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る こ と に よ り 、 予 定 外 の 実 験 を 行 う こ と な く
作 製 で き る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Bボ ッ ク ス は ヒ ト HMGB1Bボ ッ ク ス の 配 列 （ 3種
の 異 な る 長 さ ） で あ る 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 20ま た は 配 列 番 号 58を 含 む か 、 ま た は 、 図 14A
～ 14Pに 示 す ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る Bボ ッ ク ス 配 列 を 含 む か 、 Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 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に 含 ま れ る 20ア ミ ノ 酸 配 列 は B
ボ ッ ク ス の 機 能 に 寄 与 し て い 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 、
即 ち 、 fkdpnapkrl psafflfcse（ 配 列 番 号 23） を 有 す る 。 HMGB Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性
断 片 の 別 の 例 は 配 列 番 号 5の ア ミ ノ 酸 1～ 20よ り な る （ napkrppsaf flfcseyrpk;配 列 番 号 16
） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
HMGBお よ び HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体
　 本 発 明 は ま た HMGBポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 に 結 合 す る 抗 体 （ 抗 HMGB抗
体 ） の 精 製 さ れ た 調 製 物 に 関 す る 。 抗 HMGB抗 体 は 中 和 抗 体 で あ る こ と が で き る （ 即 ち HMG
ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 の 生 物 学 的 活 性 、 例 え ば 、 HMGに よ り 誘 導 さ れ
た 脊 椎 動 物 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 す る こ と が で き る ） 。 本 発 明 は
ま た 、 脊 椎 動 物 の 高 移 動 度 群 タ ン パ ク 質 （ HMG） Bボ ッ ク ス ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 に
特 異 的 に 結 合 す る が HMGBの 非 Bボ ッ ク ス エ ピ ト ー プ に は 選 択 的 に 結 合 し な い 抗 体 （ 抗 HMGB 
Bボ ッ ク ス 抗 体 ） の 精 製 さ れ た 調 製 物 に 関 す る 。 こ れ 等 の 態 様 に お い て 、 抗 体 は ま た 中 和
抗 体 で あ る こ と も で き る （ 即 ち こ れ 等 は Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 活 性
断 片 の 生 物 学 的 活 性 、 例 え ば HMGBに よ り 誘 導 さ れ た 脊 椎 動 物 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ
イ ン の 放 出 を 抑 制 す る こ と が で き る ） 。 こ の よ う な 抗 体 は TNFの 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る 1
つ 以 上 の 薬 剤 、 例 え ば イ ン フ リ キ シ マ ブ 、 エ タ ネ ル セ プ ト 、 ア ダ リ ム マ ブ 、 CDP870、 CDP5
71、 レ ネ ル セ プ ト ま た は サ リ ド マ イ ド と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 抗 体 」 ま た は 「 精 製 さ れ た 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 、 即 ち 抗 原 に 選 択 的 に 結
合 す る 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 分 子 を 指 す 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 選 択 的 に 結 合 す る 分 子 は
ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 に は 結 合 す る が 、 試 料 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド を 天 然 に 含 有 す
る 生 物 学 的 試 料 中 の 他 の 分 子 に は 実 質 的 に 結 合 し な い 分 子 で あ る 。 好 ま し く は 抗 体 は そ れ
が 天 然 に 会 合 し て い る タ ン パ ク 質 お よ び 天 然 の 有 機 分 子 を 含 ま ず に 少 な く と も 60重 量 ％ で
あ る 。 よ り 好 ま し く は 抗 体 調 製 物 は 少 な く と も 75％ ま た は 90％ 、 最 も 好 ま し く は 99重 量 ％
抗 体 で あ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 の 例 は 、 ペ プ シ ン の よ う な 酵 素
で 抗 体 を 処 理 す る こ と に よ り 生 成 す る こ と が で き る F（ ab） お よ び F（ ab'） 2 断 片 を 包 含 す
る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 は 本 発 明 の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド に 選 択 的 に 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ
び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」
ま た は 「 ま た は 組 成 物 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 定 の エ ピ ト ー プ と 免 疫
反 応 す る こ と が で き る 抗 原 結 合 部 位 の 唯 一 の 種 の み を 含 有 す る 抗 体 分 子 の 集 団 を 指 す 。 即
ち 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 は 典 型 的 に は 、 そ れ が 免 疫 反 応 す る 本 発 明 の 特 定 の ポ リ ペ
プ チ ド に 対 す る 単 一 の 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 す る と お り 、 適 当 な 被 験 体 を 所 望 の 免 疫 原
、 例 え ば 本 発 明 の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 で 免 疫 化 す る こ と に よ り 調
製 で き る 。 免 疫 化 さ れ た 被 験 体 の 抗 体 力 価 は 固 定 化 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た 酵 素 連 結 免 疫 吸
着 試 験 （ ELISA） の よ う な 標 準 的 な 手 法 に よ り 経 時 的 に モ ニ タ リ ン グ で き る 。 所 望 に よ り
、 ポ リ ペ プ チ ド に 指 向 さ せ た 抗 体 分 子 を 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 血 液 ） か ら 単 離 し て プ ロ テ イ ン
Aク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な よ く 知 ら れ た 手 法 に よ り 更 に 精 製 す る こ と に よ り IgG画 分 を
得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 免 疫 化 後 の 適 切 な 時 点 に お い て 、 例 え ば 、 抗 体 力 価 が 最 高 値 と な っ た 時 点 で 、 抗 体 産 生
細 胞 を 被 験 体 か ら 取 得 し 、 こ れ を 使 用 し て 、 Kohlerお よ び Milstein （ Nature 256:495-49
7, 1975） が 最 初 に 記 載 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Kozborら , 
Immunol. Today 4:72, 1983） 、 EBVハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Coleら , Monoclonal Antibodies 
and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96, 1985） ま た は ト リ オ ー マ 法 の よ
う な 標 準 的 な 手 法 に よ り モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を 生 産 す る 手
法 は よ く 知 ら れ て い る （ 一 般 的 に は Current Protocols in Immunology, Coliganら ,（ 編
） John Wiley & Sons, Inc., New York, NY, 1994を 参 照 ） 。 簡 単 に は 、 不 死 化 細 胞 株 （
典 型 的 に は 骨 髄 腫 ） を 上 記 し た と お り 免 疫 原 で 免 疫 化 し た 哺 乳 動 物 か ら 得 た リ ン パ 球 （ 典
型 的 に は 脾 細 胞 ） に 融 合 し 、 そ し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養 上 清 を ス ク リ ー ニ
ン グ し て 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ） に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 同 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 リ ン パ 球 と 不 死 化 細 胞 系 を 融 合 す る た め の 多 く の 知 ら れ た プ ロ ト コ ル の 何 れ か を 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 目 的 に 適 用 さ せ る こ と が で き る （
例 え ば Current Protocols in Immunology, 上 出 ; Galfreら （ Nature, 266:55052, 1977）
;R. H. Kenneth, Monoclonal Antibodies: A New Dimension In Biological Analyses, P
lenum Publishing Corp., New York, New York （ 1980） ;Lerner（ Yale J. Biol. Med. 5
4:387-402, 1981） 参 照 ） 。 更 に ま た 、 当 業 者 の 知 る 通 り 同 様 に 有 用 で あ る こ の よ う な 方
法 の 多 く の 変 法 が あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 分 泌 ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る 一 つ の 代 替 法 に お い て 、 本 発 明 の HM
GB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 組 み 換
え の コ ン ビ ナ ト リ ア ル な 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ （ 例 え ば 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ
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イ ブ ラ リ ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ
ブ ラ リ メ ン バ ー を 単 離 す る こ と に よ り 、 発 見 し 、 単 離 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス
プ レ イ ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト は 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば
Pharmacia Recombinant Phage Antibody System, カ タ ロ グ 番 号 27-9400-01;お よ び Strata
gene SurfZAP（ 商 標 ） Phage Display Kit, カ タ ロ グ 番 号 240612） 。 更 に ま た 、 抗 体 デ ィ
ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 に 特 に 適 す る 方 法 お よ び 試 薬 の 例 は
、 例 え ば 米 国 特 許 5,223,409号 ； 国 際 公 開 第 WO92／ 18619号 ;国 際 公 開 第 WO91／ 17271号 ;国
際 公 開 第 WO92／ 20791号 ;国 際 公 開 第 WO92／ 15679号 ;国 際 公 開 第 WO93／ 01288号 ;国 際 公 開 第
WO92／ 01047号 ;国 際 公 開 第 WO92／ 09690号 ;国 際 公 開 第 WO90／ 02809号 ； Fuchsら , Bio／ Tec
hnology 9:1370-1372, 1991;Hayら , Hum. Antibod. Hybridomas3:81-85, 1992;Huseら ,（
Science 246:1275-1281, 1989） ;Griffithsら （ EMBO J. 12:725-734, 1993に 記 載 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 更 に ま た 、 標 準 的 な 組 み 換 え DNA手 法 を 用 い て 作 製 で き る ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 部 分 の 両 方
を 含 む キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の よ う な 組 み 換 え 抗 体 も 本 発 明 の 範 囲 に 包
含 さ れ る 。 こ の よ う な キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 当 該 分 野 で 知 ら れ た 組 み
換 え DNA手 法 で 生 産 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 一 般 的 に 、 本 発 明 の 抗 体 （ 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー ま た は 免 疫 沈 降 法 の よ う な 標 準 的 な 手 法 に よ り 本 発 明 の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ
ド を 単 離 す る た め に 使 用 で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体 は 細 胞 か ら の 天 然 の ポ リ ペ プ チ
ド お よ び 宿 主 細 胞 内 に 発 現 さ れ る 組 み 換 え 生 産 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 容 易 に す る 。
更 に ま た 、 本 発 明 の HMGB Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て ポ リ ペ プ チ ド （
例 え ば 細 胞 溶 解 物 、 細 胞 上 清 ま た は 組 織 試 料 中 ） を 検 出 す る こ と に よ り ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 の 量 お よ び パ タ ー ン を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 脊 椎 動 物 HMGBポ リ ペ プ チ ド お よ び HMGB Bボ ッ ク ス は 高 水 準 の 配 列 保 存 性 を 示 し て い る た
め 、 脊 椎 動 物 HMGBポ リ ペ プ チ ド ま た は HMGB Bボ ッ ク ス は 一 般 的 に 脊 椎 動 物 細 胞 か ら の プ ロ
炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 誘 導 で き る と 考 え ら れ て い る 。 従 っ て 、 脊 椎 動 物 HMGBポ リ ペ プ
チ ド ま た は HMGB Bボ ッ ク ス に 対 す る 抗 体 は 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。 1つ の 態 様 に お い
て は 、 抗 体 は 中 和 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 好 ま し く は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド は 本 明 細 書 に 記 載 し た 哺 乳 動 物 HMGで あ り 、 よ り 好 ま し
く は 哺 乳 動 物 HMGB1ポ リ ペ プ チ ド 、 最 も 好 ま し く は 本 明 細 書 に お い て 配 列 番 号 1と し て 示 し
た ヒ ト HMGB1ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 抗 体 は ま た HMGBポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る H
MGBポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 対 し て 指 向 さ れ た も の で あ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 好 ま し く は 、 HMGB Bボ ッ ク ス は 哺 乳 動 物 HMGB Bボ ッ ク ス 、 よ り 好 ま し く は 哺 乳 動 物 HMGB
1Bボ ッ ク ス 、 最 も 好 ま し く は 本 明 細 書 に お い て 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 20ま た は 配 列 番 号 58
と し て 示 し た ヒ ト HMGB1Bボ ッ ク ス で あ る 。 抗 体 は ま た Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る H
MGB Bボ ッ ク ス 断 片 に 対 し て 指 向 さ れ た も の で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 HMGB免 疫 原 ま た は HMGB Bボ ッ ク ス 免 疫 原 に 対 し て 作 製 さ れ た 抗 体 は 、 HMGBポ リ ペ プ チ ド
ま た は そ の 断 片 、 HMGB Bボ ッ ク ス ま た は そ の 断 片 、 ま た は HMGBポ リ ペ プ チ ド 、 HMGB Bボ ッ
ク ス ま た は そ の 断 片 を 含 有 す る 細 胞 を 動 物 、 好 ま し く は 非 ヒ ト に 対 し 、 日 常 的 プ ロ ト コ ル
を 用 い て 投 与 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 抗 原 性 ま た は 免 疫 学 的 に 等 価 で あ る 誘 導
体 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い る こ と に よ り マ ウ ス ま た は 他 の 動 物 、 例 え ば ラ
ッ ト ま た は ニ ワ ト リ を 免 疫 化 す る 。 免 疫 原 は 例 え ば コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に よ り 免 疫 原 性 担
体 タ ン パ ク 質 、 例 え ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） ま た は ス カ シ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH）
と 会 合 さ せ 得 る 。 或 は 、 HMGBま た は HMGB Bボ ッ ク ス ま た は 断 片 の マ ル チ コ ピ ー を 含 む マ ル
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チ 抗 原 ペ プ チ ド は 免 疫 原 性 を 改 善 す る た め に 十 分 抗 原 性 で あ り 、 担 体 を 不 必 要 と す る 。 各
々 が 異 な る HMGBま た は HMGB Bボ ッ ク ス の エ ピ ト ー プ に 対 し て 指 向 し て い る 2つ の 抗 原 結 合
ド メ イ ン を 有 す る に 二 重 特 異 的 な 抗 体 も ま た 日 常 的 な 方 法 に よ り 生 産 し て よ い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 の た め に は 、 連 続 細 胞 株 培 養 に よ り 産 生 さ れ る 抗 体 を 与 え る
当 該 分 野 で 知 ら れ た 何 れ か の 方 法 を 使 用 で き る 。 例 え ば Kohlerお よ び Milstein, 上 出 ;お
よ び Coleら ,上 出 を 参 照 で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 １ 本 鎖 抗 体 の 生 産 の た め の 手 法 （ 米 国 特 許 4,946,778号 ） を HMGB、 Bボ ッ ク ス ま た は そ の
断 片 に 対 す る １ 本 鎖 抗 体 を 生 産 す る た め に 採 用 で き る 。 更 に ま た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス ま た は 他 の 生 物 、 例 え ば 他 の 哺 乳 動 物 を 使 用 し て ヒ ト 化 抗 体 を 発 現 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 イ ン ビ ボ の 用 途 に お い て 抗 体 を 治 療 的 に 使 用 す る 場 合 は 、 抗 体 は 好 ま し く は 個 体 内 に お
い て 免 疫 原 性 が 低 く な る よ う に 修 飾 す る 。 例 え ば 個 体 が ヒ ト で あ る 場 合 は 抗 体 は 好 ま し く
は 「 ヒ ト 化 」 さ れ 、 即 ち 、 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 を ヒ ト 抗 体 に 移 入 す る （ 例 え ば Jonesら
（ Nature 321:522-525, 1986） ； お よ び Tempestら （ Biotechnology 9:226-273, 1991） に
記 載 ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 抗 Bボ ッ ク ス 抗 体 を 保 有 し て い る か ど う か に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た ヒ ト か ら 得 た
か ま た は ナ イ ー ブ の ラ イ ブ ラ リ か ら 得 た 、 リ ン パ 球 の PCR増 幅 v遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー か ら
得 た ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 遺 伝 子 を 選 択 す る た め に フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ 法 も 用 い る こ と が で き る （ McCaffertyら , Nature 348:552-554, 1990;お よ び Mar
ksら , Biotechnology 10:779-783, 1992） 。 こ れ 等 の 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー は ま た 鎖 シ ャ
ッ フ リ ン グ に よ り 改 善 す る こ と も で き る （ Clacksonら , Nature 352:624-628, 1991） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 HMGBエ ピ ト ー プ ま た は HMGB Bボ ッ ク ス エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 得 ら れ た ら
、 次 に そ れ ら を 、 予 定 外 の 実 験 を 行 う こ と な く 、 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 す る
能 力 の 有 無 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 何 れ か の 単 一 の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ
イ ン の 生 産 の 抑 制 、 お よ び ／ ま た は 、 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 の 抑 制 、 お
よ び ／ ま た は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 特 徴 と す る 状 態 の 抑 制 が 可 能 で あ る
抗 HMGB Bボ ッ ク ス 抗 体 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 好 ま し く は 、 抗 体 は TNF、 IL-1β お よ び
／ ま た は IL-6の 生 産 を 抑 制 で き る 。 最 も 好 ま し く は 、 抗 体 は 脊 椎 動 物 細 胞 に よ り 生 産 さ れ
る 何 れ か の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 生 産 を 抑 制 で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 HMGB Bボ ッ ク ス ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 に 対 す る 抗 体 を 使 用 し た 細 胞 か ら の プ ロ 炎
症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 す る 方 法 、 ま た は 、 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を
特 徴 と す る 状 態 を 治 療 す る 方 法 の た め に は 、 細 胞 は プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン を 生 産 す る よ う
に 誘 導 で き る 如 何 な る 細 胞 で あ る こ と も で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 細 胞 は 免 疫 細
胞 、 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 単 球 ま た は 好 中 球 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 、 HMGBに 対 す る 抗 体 、 HMGB Bボ ッ ク ス に 対 す る 抗 体 お よ び TN
F生 物 学 的 活 性 の 抑 制 剤 の 1つ 以 上 を 含 む 組 成 物
　 特 定 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド （
例 え ば HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド ま た は 本 発 明 に 記 載 し た 生 物 学 的 活 性 断 片 ） の 何 れ か
を 含 む 組 成 物 に 関 す る 。 適 当 な 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 本 明 細 書 に 記 載 し た も の を 包 含
す る 。 こ れ 等 の 態 様 に お い て は 、 組 成 物 は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 特 徴 と
す る 状 態 を 抑 制 で き る 。 状 態 は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド が 内 毒 素 シ ョ ッ ク の よ う な 全
身 反 応 を 誘 発 す る も の で あ り 得 る 。 或 は 、 状 態 は 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 場 合 の よ う に 局 在 化
し た 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド に よ り 媒 介 さ れ 得 る 。 本 発 明 に よ り 有 用 な 治 療 が で き る
状 態 の 非 限 定 的 な 例 は 、 本 明 細 書 の 背 景 技 術 の セ ク シ ョ ン に お い て 列 挙 し た 状 態 を 包 含 す
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る 。 1つ の 態 様 に お い て は 、 治 療 対 象 の 状 態 は 、 虫 垂 炎 、 消 化 性 潰 瘍 、 胃 潰 瘍 お よ び 十 二
指 腸 潰 瘍 、 腹 膜 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 性 、 偽 膜 性 、 急 性 お よ び 虚 血 性 の 結 腸 炎 、 肝 炎 、 ク ロ ー ン
病 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク 、 臓 器 虚 血 症 、 再 灌 流 傷 害 、 臓 器 壊 死
、 枯 草 熱 、 セ プ シ ス 、 敗 血 症 、 内 毒 素 シ ョ ッ ク 、 悪 液 質 、 敗 血 症 性 流 産 、 播 種 性 菌 血 症 、
熱 傷 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 セ ル リ ア ッ ク 病 、 う っ 血 性 心 障 害 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 脳 梗
塞 、 脳 塞 栓 、 脊 髄 傷 害 、 麻 痺 、 同 種 移 植 片 拒 絶 、 移 植 片 対 宿 主 疾 患 を 包 含 す る 。 別 の 態 様
に お い て は 、 状 態 は 内 毒 素 シ ョ ッ ク ま た は 同 種 移 植 片 拒 絶 を 包 含 す る 。 状 態 が 同 種 移 植 片
拒 絶 で あ る 場 合 は 、 組 成 物 は 好 都 合 に は シ ク ロ ス ポ リ ン の よ う な 同 種 移 植 片 拒 絶 の 抑 制 に
使 用 さ れ る 免 疫 抑 制 剤 を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 上 記 の 抗 体 調 製 物 （ 例 え
ば 抗 HMGB Bボ ッ ク ス 抗 体 ま た は 本 発 明 に 記 載 し た そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 ） を 含 む 組 成 物 に
関 す る 。 こ れ 等 の 態 様 に お い て は 、 組 成 物 は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 特 徴
と す る 状 態 を 抑 制 で き る 。 こ れ 等 の 組 成 物 で 治 療 で き る 状 態 は 前 述 に お い て 列 挙 し た と お
り で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 上 記 し た HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ／ ま た は
HMGBに 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 お よ び ／ ま た は 、 HMGB Bボ ッ ク ス に 結 合 す
る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 お よ び TNF生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 の い ず れ か を 含
む 組 成 物 （ 総 称 し て 「 併 用 療 法 組 成 物 」 と 称 す る ） に 関 す る 。 TNF生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す
る 薬 剤 の 好 ま し い 例 は イ ン フ リ キ シ マ ブ 、 エ タ ネ ル セ プ ト 、 ア ダ リ ム マ ブ 、 CDP870、 CDP5
71、 レ ネ ル セ プ ト お よ び サ リ ド マ イ ド で あ る 。 こ の よ う な 併 用 療 法 組 成 物 は 更 に 薬 学 的 に
許 容 さ れ る 担 体 を 含 む こ と が で き る 。 適 当 な 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 本 明 細 書 に 記 載 し
た も の を 包 含 す る 。 こ れ 等 の 態 様 に お い て は 、 併 用 療 法 組 成 物 は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ
ー ド の 活 性 化 を 特 徴 と す る 状 態 の 抑 制 、 お よ び ／ ま た は 、 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ
ン の 放 出 の 抑 制 が 可 能 で あ る 。 状 態 は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド が 内 毒 素 シ ョ ッ ク の よ
う な 全 身 反 応 を 誘 発 す る も の で あ り 得 る 。 或 は 、 状 態 は 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 場 合 の よ う に
局 在 化 し た 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド に よ り 媒 介 さ れ 得 る 。 本 発 明 に よ り 有 用 な 治 療 が
で き る 状 態 の 非 限 定 的 な 例 は 、 本 明 細 書 の 背 景 技 術 の セ ク シ ョ ン に お い て 列 挙 し た 状 態 を
包 含 す る 。 1つ の 態 様 に お い て は 、 治 療 す べ き 状 態 は 、 セ プ シ ス 、 同 種 移 植 片 拒 絶 、 慢 性
関 節 リ ウ マ チ 、 喘 息 、 狼 瘡 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 乾 癬 、 膵 炎 、 腹 膜
炎 、 熱 傷 、 心 筋 虚 血 、 臓 器 虚 血 、 再 灌 流 虚 血 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 移 植 片 対 宿 主 疾 患 、 ク ロ
ー ン 病 、 潰 瘍 性 結 腸 炎 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 悪 液 質 を 包 含 す る 。 好 ま し く は 併 用 療 法 組 成
物 は 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 す る た め 、 お よ び ／ ま た は 、 炎 症 サ イ
ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 特 徴 と す る 状 態 を 治 療 す る た め に 十 分 な 量 、 こ れ を 必 要 と
す る 患 者 に 投 与 す る 。 1つ の 態 様 に お い て は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 ま た は 当 該 分 野 で
知 ら れ て い る 他 の 方 法 を 用 い て 評 価 し た 場 合 に 、 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放 出 は 少 な く と
も 10％ 、 20％ 、 25％ 、 50％ 、 75％ 、 80％ 、 90％ ま た は 95％ 抑 制 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 ） 、 抗
体 （ 例 え ば 抗 HMGB Bボ ッ ク ス 抗 体 ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 ） ま た は 併 用 療 法 組 成 物 （
例 え ば HMGB Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 お よ び TNF生 物 学 的 活 性
を 抑 制 す る 薬 剤 、 お よ び ／ ま た は 、 HMGBに 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 お よ び TN
F生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 、 お よ び ／ ま た は 、 HMGB Bボ ッ ク ス に 結 合 す る 抗 体 ま た は
そ の 抗 原 結 合 断 片 お よ び TNF生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 ） と 共 に 含 ま れ る 担 体 ま た は 賦
形 剤 は 治 療 用 途 に お け る 組 成 物 の 投 与 の 予 測 さ れ る 経 路 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 組 成 物 の
投 与 経 路 は 治 療 す べ き 状 態 に よ り 異 な る 。 例 え ば 、 内 毒 素 シ ョ ッ ク の よ う な 全 身 障 害 の 治
療 の た め に は 静 脈 内 注 射 が 好 ま し く 、 そ し て 胃 潰 瘍 の よ う な 胃 腸 障 害 の 治 療 の た め に は 経
口 投 与 が 好 ま し い 。 投 与 経 路 お よ び 投 与 す べ き 組 成 物 の 用 量 は 標 準 的 な 用 量 － 応 答 試 験 に
よ り 、 予 定 外 の 実 験 を 行 う こ と な く 、 当 業 者 が 決 定 で き る 。 こ の よ う な 決 定 を 行 う 際 に 考
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慮 す べ き 関 連 の 状 況 は 、 治 療 す べ き 状 態 、 投 与 さ れ る 組 成 物 の 選 択 、 個 々 の 患 者 の 年 齢 、
体 重 お よ び 応 答 、 お よ び 患 者 の 症 状 の 重 症 度 を 包 含 す る 。 即 ち 、 状 態 に 応 じ て 、 抗 体 組 成
物 は 経 口 、 非 経 口 、 鼻 内 、 膣 内 、 直 腸 内 、 舌 、 舌 下 、 頬 、 頬 内 お よ び 経 皮 的 に 患 者 に 投 与
で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 従 っ て 、 経 口 、 舌 、 舌 下 、 頬 、 頬 内 へ の 投 与 の た め に 設 計 さ れ た 組 成 物 は 、 例 え ば 不 活
性 の 希 釈 剤 ま た は 食 用 担 体 を 用 い て 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ た 手 段 に よ り 予 定 外 の 実 験 を
行 う こ と な く 作 製 で き る 。 組 成 物 は ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 内 に 封 入 す る か 、 ま た は 、 錠 剤 中 に
圧 縮 し て も よ い 。 経 口 治 療 用 の 投 与 の 目 的 の た め に は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 賦 形 剤 と 共
に 配 合 し 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 カ プ セ ル 、 エ リ キ シ ル 、 懸 濁 液 、 シ ロ ッ プ 、 ウ エ ハ ー ス 、 チ
ュ ー イ ン ガ ム 等 の 形 態 で 使 用 し て よ い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 錠 剤 、 丸 薬 、 カ プ セ ル 、 ト ロ ー チ 等 は ま た バ イ ン ダ ー 、 賦 形 剤 (recipient)、 崩 壊 剤 、
潤 滑 剤 、 甘 味 剤 お よ び フ レ ー バ ー 剤 を 含 有 し て よ い 。 バ イ ン ダ ー の 一 部 の 例 は 微 晶 質 セ ル
ロ ー ス 、 ト ラ ガ カ ン ト ガ ム お よ び ゼ ラ チ ン で あ る 。 賦 形 剤 の 例 は 澱 粉 お よ び 乳 糖 を 包 含 す
る 。 崩 壊 剤 の 一 部 の 例 は ア ル ギ ン 酸 、 コ ー ン ス タ ー チ 等 を 包 含 す る 。 潤 滑 剤 の 例 は ス テ ア
リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム お よ び ス テ ア リ ン 酸 カ リ ウ ム を 包 含 す る 。 流 動 促 進 剤 の 例 は コ ロ イ ド
状 の 酸 化 ケ イ 素 で あ る 。 甘 味 剤 の 一 部 の 例 は ス ク ロ ー ス 、 サ ッ カ リ ン 等 を 包 含 す る 。 フ レ
ー バ ー 剤 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 包 含 す る 。 こ
れ 等 の 種 々 の 組 成 物 を 調 製 す る 際 に 使 用 す る 物 質 は 薬 学 的 に 純 粋 で あ り 、 使 用 量 に お い て
非 毒 性 で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 例 え ば 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 髄 腔 内 ま た は 皮 下 注 射 の よ う に 非 経 口 的 に 容
易 に 投 与 で き る 。 非 経 口 投 与 は 本 発 明 の 組 成 物 を 溶 液 ま た は 懸 濁 液 中 に 組 み 込 む こ と に よ
り 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な 溶 液 ま た は 懸 濁 液 は ま た 、 滅 菌 希 釈 剤 、 例 え ば 注 射 用 水
、 生 食 、 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 お よ び ／
ま た は 他 の 合 成 溶 媒 を 含 有 し て よ い 。 非 経 口 製 剤 は ま た 抗 細 菌 剤 、 例 え ば ベ ン ジ ル ア ル コ
ー ル 、 お よ び ／ ま た は メ チ ル パ ラ ベ ン 、 抗 酸 化 剤 、 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 お よ び ／ ま た は
重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び キ レ ー ト 剤 、 例 え ば EDTAを 含 有 し て よ い 。 緩 衝 剤 、 例 え ば 酢 酸
塩 、 ク エ ン 酸 塩 お よ び ／ ま た は リ ン 酸 塩 お よ び 浸 透 圧 調 節 剤 、 例 え ば 塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ
び ／ ま た は デ キ ス ト ロ ー ス も 添 加 し て よ い 。 非 経 口 製 剤 は ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク 製 の
ア ン プ ル 、 使 い 捨 て シ リ ン ジ ま た は 複 数 回 投 薬 バ イ ア ル に 充 填 で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 直 腸 投 与 に は 直 腸 ま た は 大 腸 内 に 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 包 含 す る 。 こ れ は 坐 剤 ま
た は 浣 腸 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 坐 剤 製 剤 は 当 該 分 野 で 知 ら れ た 方 法 に よ り 容 易 に 作
製 で き る 。 例 え ば 、 坐 剤 製 剤 は グ リ セ リ ン を 約 120℃ に 加 熱 し 、 ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 、 抗
体 組 成 物 お よ び ／ ま た は 併 用 療 法 組 成 物 を グ リ セ リ ン に 溶 解 し 、 加 熱 さ れ た グ リ セ リ ン を
混 合 し 、 そ の 後 精 製 水 を 添 加 し 、 熱 混 合 物 を 坐 剤 鋳 型 に 注 入 す る こ と に よ り 調 製 で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 経 皮 投 与 に は 皮 膚 を 経 由 す る 組 成 物 の 経 皮 吸 収 が 包 含 さ れ る 。 経 皮 製 剤 は 貼 付 剤 、 軟 膏
、 ク リ ー ム 、 ジ ェ ル 、 膏 薬 等 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 は 組 成 物 の 治 療 有 効 量 を 哺 乳 動 物 （ 例 え ば ヒ ト ） に 経 鼻 投 与 す る こ と を 包 含 す る
。 本 明 細 書 に お い て は 経 鼻 投 与 ま た は 鼻 内 投 与 に は 患 者 の 鼻 道 ま た は 鼻 腔 の 粘 膜 に 組 成 物
を 投 与 す る こ と を 包 含 す る 。 本 明 細 書 に お い て は 組 成 物 の 鼻 内 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 例 え
ば 鼻 ス プ レ ー 、 点 鼻 薬 、 懸 濁 液 、 ジ ェ ル 、 軟 膏 、 ク リ ー ム ま た は 粉 末 剤 と し て 投 与 す る た
め の よ く 知 ら れ た 方 法 で 調 製 さ れ た 治 療 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 お よ び ／ ま た は 併 用
療 法 剤 を 含 有 す る 。 組 成 物 の 投 与 は 鼻 タ ン ポ ン ま た は 鼻 ス ポ ン ジ を 用 い て 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 し た 医 薬 組 成 物 （ 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 、 抗 体 組 成 物 お よ び ／ ま た
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は 併 用 療 法 組 成 物 ） は ま た 早 期 セ プ シ ス メ デ ィ エ ー タ ー の 拮 抗 剤 を 包 含 す る 。 本 明 細 書 に
お い て は 何 れ か の 早 期 セ プ シ ス メ デ ィ エ ー タ ー は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 誘 導 （ 例
え ば LPSへ の 曝 露 ） 後 即 座 （ 即 ち 30～ 60分 以 内 ） に 細 胞 か ら 放 出 さ れ る プ ロ 炎 症 サ イ ト カ
イ ン で あ る 。 こ れ 等 の サ イ ト カ イ ン の 非 限 定 的 な 例 は TNF、 IL-1α 、 IL-1β 、 IL-6、 PAFお
よ び MIFで あ る 。 早 期 セ プ シ ス メ デ ィ エ ー タ ー と し て や は り 包 含 さ れ る も の は 、 こ れ 等 の
サ イ ト カ イ ン の 受 容 体 （ 例 え ば 腫 瘍 壊 死 因 子 受 容 体 1型 ） お よ び こ れ 等 の サ イ ト カ イ ン の
生 産 に 必 要 な 酵 素 、 例 え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン -1β 変 換 酵 素 ） で あ る 。 現 在 知 ら れ て い る 、
ま た は 後 に 発 見 さ れ る 早 期 セ プ シ ス メ デ ィ エ ー タ ー の 拮 抗 剤 は 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー
ド を 更 に 抑 制 す る こ と に よ り こ れ 等 の 態 様 の た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 早 期 セ プ シ ス メ デ ィ エ ー タ ー の 拮 抗 剤 の 非 限 定 的 な 例 は 早 期 セ プ シ ス メ デ ィ エ ー タ ー の
mRNAに 結 合 し て そ の 発 現 を 防 止 す る ア ン チ セ ン ス 化 合 物 （ 例 え ば Ojwangら （ Biochemistry
 36:6033-6045, 1997） ;Pampferら （ Biol. Reprod. 52:1316-1326, 1995） ;米 国 特 許 6,22
8,642号 ； Yahataら ,（ Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 6:55-61, 1996） ;お よ び Taylo
rら ,（ Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 8:199-205, 1998） 参 照 ） 、 早 期 セ プ シ ス メ デ
ィ エ ー タ ー の mRNAを 特 異 的 に 切 断 す る リ ボ ザ イ ム （ 例 え ば Leavittら ,（ Antisense Nuclei
c Acid Drug Dev. 10:409-414, 2000） Hendrixら ,（ Biochem. J. 314（ Pt.2） :655-661, 
1996） 参 照 ） 、 お よ び 早 期 セ プ シ ス メ デ ィ エ ー タ ー に 結 合 し て そ の 作 用 を 抑 制 す る 抗 体 （
例 え ば Kamお よ び Targan （ Expert Opin. Pharmacother. 1:615-622, 2000） ;Nagahiraら ,
（ J. Immunol. Methods 222, 83-92, 1999） ;Lavineら （ J. Cereb. Blood Flow Metab. 1
8:52-58, 1998） ;お よ び Holmesら （ Hybridoma 19:363-367, 2000） 参 照 ） で あ る 。 現 在 知
ら れ て い る 、 ま た は 後 に 発 見 さ れ る 早 期 セ プ シ ス メ デ ィ エ ー タ ー の 拮 抗 剤 の 何 れ か が 本 発
明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。 当 業 者 は 通 常 の 用 量 -応 答 試 験 に よ り 予 定 外 の 実 験 を 行 う こ と な
く 何 れ か の 特 定 の 炎 症 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド を 抑 制 す る た め の こ れ 等 の 組 成 物 中 に 使 用
す る た め の 早 期 セ プ シ ス メ デ ィ エ ー タ ー の 量 を 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 し た 組 成 物 と 共 に 投 与 で き る 他 の 薬 剤 は 、 例 え ば Vitaxin（ 商 標 ） お よ
び 他 の 抗 体 タ ー ゲ テ ィ ン グ α v β 3 イ ン テ グ リ ン （ 例 え ば 米 国 特 許 5,753,230号 、 国 際 公 開
第 WO 00／ 78815号 お よ び 第 WO 02／ 70007号 参 照 ； 参 照 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込
ま れ る ） お よ び 抗 -IL-9抗 体 （ 例 え ば 国 際 公 開 第 WO97／ 08321号 参 照 ； 参 照 に よ り そ の 全 体
が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） を 包 含 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 と 共 に
投 与 で き る 別 の 薬 剤 は 例 え ば B7拮 抗 剤 （ 例 え ば CTLA4Ig、 抗 -CD80抗 体 、 抗 -CD86抗 体 ） 、
メ ト ト レ キ セ ー ト 、 お よ び ／ ま た は CD40拮 抗 剤 （ 例 え ば 抗 -CD40リ ガ ン ド （ CD40L） ） を 包
含 す る （ 例 え ば Saitoら , J. Immunol. 160（ 9） ） :4225-31（ 1998） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は ま た 哺 乳 動 物 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 放
出 を 抑 制 す る 方 法 に も 関 す る 。 方 法 は 、 上 記 し た HMGB Aボ ッ ク ス 組 成 物 の 何 れ か 、 お よ び
／ ま た は 、 HMGB Bボ ッ ク ス ま た は HMGB Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 抗 体 の 組 成 物 の 何 れ
か 、 お よ び ／ ま た は 、 併 用 療 法 組 成 物 の 何 れ か で 細 胞 を 処 理 す る こ と を 包 含 す る 。 こ の 方
法 は プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン を 生 産 す る 何 れ か の 哺 乳 動 物 細 胞 か ら の サ イ ト カ イ ン の 放 出 を
抑 制 す る た め に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 プ ロ 炎
症 サ イ ト カ イ ン の マ ク ロ フ ァ ー ジ 生 産 が 幾 つ か の 重 要 な 疾 患 に 関 連 し て い る こ と か ら 、 細
胞 は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 こ の 方 法 は 哺 乳 動 物 細 胞 に よ り 生 産 さ れ る 何 れ か の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン の 抑 制 の た め
に 有 用 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン は TNF、 IL-1α 、 IL-1β
、 MIFお よ び ／ ま た は IL-6で あ る が 、 そ の 理 由 は こ れ 等 の プ ロ 炎 症 サ イ ト カ イ ン は 疾 患 の
特 に 重 要 な メ デ ィ エ ー タ ー で あ る た め で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 こ れ 等 の 態 様 の 方 法 は 細 胞 に お け る プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 生 物 学 的 特 徴 を 測 定
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す る た め の 研 究 の 場 合 な ど 、 イ ン ビ ト ロ の 応 用 に 有 用 で あ る 。 し か し な が ら 、 好 ま し い 態
様 は 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 特 徴 と す る 状 態 に 罹 患 し て い る か そ の 危
険 性 が あ る 患 者 に 細 胞 が 存 在 す る イ ン ビ ボ の 治 療 へ の 応 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 特 徴 と す る 患
者 に お け る 状 態 を 処 置 す る 方 法 に 関 す る 。 方 法 は 前 述 し た 何 れ か の HMGB Aボ ッ ク ス 組 成 物
（ 非 天 然 の Aボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド お よ び Aボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 を 含 む ） 、 何 れ か
の HMGB Bボ ッ ク ス ま た は Bボ ッ ク ス の 生 物 学 的 活 性 断 片 の 抗 体 組 成 物 （ 非 天 然 の Bボ ッ ク ス
ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 を 含 む ） お よ び ／ ま た は 何 れ か の 複 合 療 法 組 成
物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 包 含 す る 。 こ の 方 法 は 以 前 に 列 挙 し た 何 れ か の も の を 含 む 炎 症
性 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド に よ り 媒 介 さ れ る 何 れ か の 状 態 に 対 し て 有 用 で あ る と 期 待 さ れ
る 。 前 述 し た イ ン ビ ボ の 方 法 の 場 合 と 同 様 、 好 ま し い 状 態 は 、 虫 垂 炎 、 消 化 性 潰 瘍 、 胃 潰
瘍 お よ び 十 二 指 腸 潰 瘍 、 腹 膜 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 性 、 偽 膜 性 、 急 性 お よ び 虚 血 性 の 大 腸 炎 、 肝
炎 、 ク ロ ー ン 病 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク 、 臓 器 虚 血 、 再 灌 流 傷 害
、 臓 器 壊 死 、 枯 草 熱 、 セ プ シ ス 、 敗 血 症 、 内 毒 素 シ ョ ッ ク 、 悪 液 質 、 敗 血 性 流 産 、 播 種 性
菌 血 症 、 熱 傷 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 脳 梗 塞 、 脳 塞 栓 症 、 脊 髄 損 傷 、 麻 痺 、 同 種 移 植 拒 絶 、
ま た は 対 宿 主 性 移 植 片 病 を 包 含 す る 。 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 状 態 は 内 毒 素 シ ョ ッ
ク ま た は 同 種 移 植 拒 絶 で あ る 。 状 態 が 同 種 移 植 拒 絶 で あ る 場 合 は 、 組 成 物 は ま た 、 好 都 合
に は シ ク ロ ス ポ リ ン の よ う な 同 種 移 植 拒 絶 の 抑 制 に 使 用 さ れ る 免 疫 抑 制 剤 を 含 有 し て も よ
い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ れ 等 の 方 法 は ま た 、 早 期 セ プ シ ス メ デ ィ エ ー タ ー の 拮 抗 剤 、 抗 α ｖ β ３ 抗 体 、 抗 IL-9
抗 体 、 B7拮 抗 剤 （ 例 え ば CTLA4Ig、 抗 CD80抗 体 、 抗 CD86抗 体 ） 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 お よ
び ／ ま た は CD40拮 抗 剤 （ 例 え ば 抗 CD40リ ガ ン ド （ CD40L） ） の 投 与 を 有 用 に 包 含 す る こ と
が で き る 。 こ れ 等 の 薬 剤 の 性 質 は 前 述 し た 通 り で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 し た Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 は イ ン ビ ト ロ
も し く は エ ク ス ビ ボ で 適 切 な 単 離 さ れ た 細 胞 に お い て 、 ま た は 、 イ ン ビ ボ の 処 置 と し て 、
炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 誘 導 の た め に 使 用 で き る 。 こ れ 等 の 処 置 の い ず れ か に お い て 、 ポ リ
ペ プ チ ド ま た は 断 片 は Bボ ッ ク ス ま た は Bボ ッ ク ス 断 片 が 処 置 さ れ る 細 胞 ま た は 患 者 に お い
て 合 成 さ れ る よ う に コ ー ド さ れ た Bボ ッ ク ス ま た は Bボ ッ ク ス 断 片 に 作 動 可 能 に 連 結 し た 適
切 な 制 御 配 列 を 、 Bボ ッ ク ス ま た は Bボ ッ ク ス 断 片 を コ ー ド す る DNAま た は RNAベ ク タ ー に 与
え る こ と に よ り 投 与 で き る 。 イ ン ビ ボ の 応 用 は 体 重 減 少 処 置 と し て の Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ
チ ド ま た は Bボ ッ ク ス 断 片 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ベ ク タ ー の 使 用 を 包 含 す る 。 HMGB1を 用 い た
処 置 が 体 重 減 少 を 誘 導 す る こ と を 明 ら か に し て い る WO 00／ 47104を 参 照 の こ と （ 参 照 に よ
り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 刺 激 す る
方 法 に 関 す る 。 方 法 は Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド ま た は 生 物 学 的 活 性 Bボ ッ ク ス 断 片 ポ リ ペ プ
チ ド 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 し た 配 列 番 号 ： 5、 配 列 番 号 ： 20、 配 列 番 号 ： 58、 配 列 番 号
： 16ま た は 配 列 番 号 ： 23の 配 列 を 含 む か こ れ ら よ り な る ポ リ ペ プ チ ド （ 非 天 然 の Bボ ッ ク
ス ポ リ ペ プ チ ド お よ び 断 片 を 含 む ） の 何 れ か で 細 胞 を 処 理 す る こ と を 含 む 。 こ の 方 法 は イ
ン ビ ト ロ の 応 用 、 例 え ば 生 産 細 胞 の 生 物 学 的 特 徴 に 対 す る プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 生 産
の 影 響 の 検 討 の た め に 有 用 で あ る 。 HMGB Bボ ッ ク ス は HMGBタ ン パ ク 質 の 活 性 を 有 す る た め
、 Bボ ッ ク ス は ま た 体 重 減 少 を 誘 導 す る と 期 待 さ れ る 。 従 っ て 、 さ ら な る 態 様 に お い て は
、 本 発 明 は 患 者 に お い て 体 重 の 減 少 を も た ら す 、 ま た は 肥 満 を 処 置 す る た め の 方 法 で あ る
。 方 法 は 、 有 効 量 の 、 本 明 細 書 に 記 載 し た Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド ま た は Bボ ッ ク ス 断 片 ポ
リ ペ プ チ ド  （ 非 天 然 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド お よ び 断 片 を 含 む ） の 何 れ か を 患 者 に 投 与 す
る こ と を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て は 、 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド ま た は Bボ ッ ク ス 断 片 ポ リ ペ
プ チ ド は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に あ る 。
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【 ０ １ ０ ４ 】
細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 の モ ジ ュ レ ー タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
　 本 発 明 は ま た 化 合 物 （ 被 験 化 合 物 ） が 炎 症 お よ び ／ ま た は 炎 症 応 答 を 抑 制 す る か ど う か
を 調 べ る 方 法 に 関 す る 。 方 法 は （ a） 脊 椎 動 物 HMGB Bボ ッ ク ス ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断
片 に 曝 露 さ れ た 場 合 に プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 放 出 す る 細 胞 、 お よ び （ b） HMGB Bボ ッ
ク ス ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 に 化 合 物 を 組 み 合 わ せ る こ と 、 そ し て 次 に 、 適 当 な 対 照
と 比 較 し た 場 合 に 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 化 合 物 が 抑 制 す る か ど う か
を 調 べ る こ と 、 を 含 む 。 こ の ア ッ セ イ に お い て プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 す る
化 合 物 は 炎 症 お よ び ／ ま た は 炎 症 応 答 を 処 置 す る た め に 使 用 で き る 化 合 物 で あ る 。 HMGB B
ボ ッ ク ス ま た は 生 物 学 的 活 性 HMGB Bボ ッ ク ス 断 片 は 細 胞 に 対 し て 内 因 性 で あ り 得 る か 、 ま
た は 、 標 準 的 な 組 み 換 え 分 子 生 物 学 的 手 法 を 用 い て 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 に お い て 脊 椎 動 物 HMGB Bボ ッ ク ス ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 へ
の 曝 露 に 応 答 し て プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 放 出 す る 任 意 の 細 胞 は 、 本 発 明 に お い て 有 用
で あ る と 期 待 さ れ る 。 選 択 さ れ た 細 胞 は 試 験 さ れ る 抑 制 化 合 物 を 用 い て 処 置 さ れ る べ き 状
態 の 病 因 に お い て 重 要 で あ る と 予 測 さ れ る 。 多 く の 状 態 に つ い て 、 好 ま し い 細 胞 は ヒ ト マ
ク ロ フ ァ ー ジ で あ る と 予 期 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 化 合 物 が 細 胞 か ら の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 抑 制 す る か ど う か を 調 べ る 任 意 の
方 法 が こ れ ら の 態 様 に お い て 有 用 で あ ろ う 。 好 ま し い 方 法 は 例 え ば 多 く の 市 販 の ELISAア
ッ セ イ の 何 れ か を 用 い た プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 直 接 測 定 で あ る と 予 測 さ れ る 。 し か し
な が ら 、 一 部 の 態 様 に お い て は 、 放 出 さ れ た サ イ ト カ イ ン の 炎 症 作 用 の 測 定 は 、 特 に 被 験
細 胞 に よ り 産 生 さ れ る 数 種 の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン が 存 在 す る 場 合 に は 好 ま し く あ り 得
る 。 前 述 し た と お り 、 多 く の 重 要 な 障 害 に お い て 、 優 勢 な プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン は TNF
、 IL-1α 、 IL-1β 、 MIFま た は IL-6で あ り 、 特 に TNFで あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 化 合 物 が 炎 症 応 答 お よ び ／ ま た は 炎 症 を 増 大 さ せ る か ど う か を 調 べ る 方 法
を 特 徴 と す る 。 方 法 は （ a） 脊 椎 動 物 HMGB Aボ ッ ク ス ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 に 曝 露
さ れ た 場 合 に プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 放 出 す る 細 胞 、 お よ び （ b） HMGB Aボ ッ ク ス ま た
は 生 物 学 的 活 性 断 片 に 化 合 物 （ 被 験 化 合 物 ） を 組 み 合 わ せ る こ と 、 そ し て 次 に 、 適 当 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 化 合 物 が 増 大 さ せ る か ど う か を
調 べ る こ と を 含 む 。 こ の ア ッ セ イ に お い て プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 増 大 さ せ る 化
合 物 は 、 炎 症 応 答 お よ び ／ ま た は 炎 症 を 増 大 さ せ る た め に 使 用 で き る 化 合 物 で あ る 。 HMGB
 Aボ ッ ク ス ま た は HMGB Aボ ッ ク ス 生 物 学 的 活 性 断 片 は 細 胞 に 対 し て 内 因 性 で あ り 得 る か 、
ま た は 、 標 準 的 な 組 み 換 え 分 子 生 物 学 的 手 法 を 用 い て 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 上 記 し た 炎 症 の イ ン ヒ ビ タ ー の 同 定 の た め に 有 用 な 細 胞 型 と 同 様 、 任 意 の 被 験 化 合 物 の
非 存 在 下 に お け る 脊 椎 動 物 の HMGB Aボ ッ ク ス ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 へ の 曝 露 に 応 答
し て プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 放 出 が 正 常 に 抑 制 さ れ る 任 意 の 細 胞 が 本 発 明 に 有 用 で あ る
と 期 待 さ れ よ う 。 選 択 さ れ た 細 胞 は 試 験 さ れ る 抑 制 化 合 物 を 用 い て 処 置 さ れ る べ き 状 態 の
病 因 に お い て 重 要 で あ ろ う と 予 測 さ れ る 。 多 く の 状 態 に つ い て 、 好 ま し い 細 胞 は ヒ ト マ ク
ロ フ ァ ー ジ で あ る と 予 期 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 化 合 物 が 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 調 べ る 任 意
の 方 法 が こ れ ら の 態 様 に お い て 有 用 で あ ろ う 。 好 ま し い 方 法 は 例 え ば 多 く の 市 販 の ELISA
ア ッ セ イ の 何 れ か を 用 い た プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 直 接 測 定 で あ る と 予 測 さ れ る 。 し か
し な が ら 、 一 部 の 態 様 に お い て は 、 放 出 さ れ た サ イ ト カ イ ン の 炎 症 作 用 の 測 定 は 、 特 に 被
験 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る 数 種 の プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン が 存 在 す る 場 合 に は 好 ま し く あ り
得 る 。 前 述 し た と お り 、 多 く の 重 要 な 障 害 に お い て 、 優 勢 な プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン は TN
F、 IL-1α 、 IL-1β 、 MIFま た は IL-6で あ り 、 特 に TNFで あ る 。
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【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 以 下 の 実 施 例 に よ り 説 明 す る 。 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 他 の 態 様
も 、 本 明 細 書 を 考 慮 す る か 、 ま た は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 本 発 明 を 実 施 す れ ば 、 当
業 者 に は 自 明 で あ ろ う 。 明 細 書 は 、 実 施 例 お よ び 請 求 項 と と も に 例 示 で あ る と の み 見 な さ
れ る こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
実 施 例 １
材 料 お よ び 方 法
HMGB1の ク ロ ー ニ ン グ お よ び HMGB1変 異 体 の 生 産
　 以 下 の 方 法 を 用 い て ヒ ト HMGB1の ク ロ ー ン お よ び 変 異 体 を 作 成 し た 。 以 下 の プ ラ イ マ ー
、 即 ち フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： 5'GATGGGCAAAGGAGATCCTAAG3'（ 配 列 番 号 ： 6） お よ び リ バ
ー ス プ ラ イ マ ー ： 5'GCGGCCGCTTATTCATCATCATCATCTTC3'（ 配 列 番 号 ： 7） を 用 い て 、 ヒ ト 脳
Quick-Clone cDNA調 製 物 （ Clontech,Palo Alto, CA） か ら PCR増 幅 に よ り 組 み 換 え 全 長 ヒ
ト HMGB1（ 651塩 基 対 ； GenBank受 入 れ 番 号 U51677） を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ヒ ト HMGB1変 異 体
は 以 下 の 通 り ク ロ ー ニ ン グ し 、 精 製 し た 。 ヒ ト 脳 Quick-Clone cDNA調 製 物 （ Clontech,Pal
o Alto, CA） か ら PCR増 幅 に よ り 、 ト ラ ン ケ ー シ ョ ン さ れ た 形 態 の ヒ ト HMGB1を ク ロ ー ニ ン
グ し た 。 使 用 し た プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り （ 各 々 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス ） で あ る 。
カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 （ 557bp） ： 5'GATGGGCAAAGGAGATCCTAAG3'（ 配 列 番 号 ： 8） お よ び 5'
GCGGCCGCTCACTTGCTTTTTTCAGCCTTGAC3'（ 配 列 番 号 ： 9） 。
ア ミ ノ 末 端 ＋ Bボ ッ ク ス 変 異 体 （ 486bp） :5'GAGCATAAGAAGAAGCACCCA3'（ 配 列 番 号 ： 10） お
よ び 5'GCGGCCGCTCACTTGCTTTTTTCAGCCTTGAC3'（ 配 列 番 号 ： 11） 。
Bボ ッ ク ス 変 異 体 （ 233bp） ： 5'AAGTTCAAGGATCCCAATGCAAAG3'（ 配 列 番 号 ： 12） お よ び 5'GC
GGCCGCTCAATATGCAGCTATATCCTTTTC3'（ 配 列 番 号 ： 13） 。
ア ミ ノ 末 端 ＋ Aボ ッ ク ス 変 異 体 （ 261bp） :5'GATGGGCAAAGGAGATCCTAAG3'（ 配 列 番 号 ： 14）
お よ び 5'TCACTTTTTTGTCTCCCCTTTGGG3'（ 配 列 番 号 ： 15） 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 停 止 コ ド ン を 各 変 異 体 に 添 加 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 の 大 き さ の 正 確 さ を 確 保 し た 。
PCR産 物 は 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 （ Invitrogen,Carlsbad,CA） に 従 っ て TAク ロ ー ニ ン グ 法
を 用 い て ｐ CRII-TOPOベ ク タ ー EcoRI部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 増 幅 の 後 、 PCR産 物 を E
coRIで 消 化 し 、 GSTタ グ pGEX（ Pharmacia） で 発 現 ベ ク タ ー 内 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し ； 正 し
い 方 向 お よ び 陽 性 の ク ロ ー ン を 両 方 の 鎖 に 関 す る DNA配 列 決 定 に よ り 確 認 し た 。 組 み 換 え
プ ラ ス ミ ド を プ ロ テ ア ー ゼ 欠 損 大 腸 菌 株 BL21ま た は BL21（ DE3） plysS（ Novagen,Madison,
WI） に 形 質 転 換 し 、 そ し て 融 合 タ ン パ ク 質 発 現 を イ ソ プ ロ ピ ル -D-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ
ド （ IPTG） で 誘 導 し た 。 組 み 換 え タ ン パ ク 質 は グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 カ ラ ム （ Ph
armacia） を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 を 用 い て 得 た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 上 述 し た と お り 作 成 し た HMGB変 異 体 は 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
野 生 型 HMGB1：
MGKGDPKKPTGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKT
MSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGETKKKFKDPNAPKRLPSAF
FLFCSEYRPKIKGEHPGLSIGDVAKKLGEMWNNTAADDKQPYEKKAAKLKE
KYEKDIAAYRAKGKPDAAKKGVVKAEKSKKKKEEEEDEEDEEDEEEEEDEE
DEEDEEEDDDDE（ 配 列 番 号 ： 18）
【 ０ １ １ ４ 】
カ ル ボ キ シ 末 端 変 異 体 ：
MGKGDPKKPTGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKT
MSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGETKKKFKDPNAPKRLPSAF
FLFCSEYRPKIKGEHPGLSIGDVAKKLGEMWNNTAADDKQPYEKKAAKLKE
KYEKDIAAYRAKGKPDAAKKGVVKAEKSK（ 配 列 番 号 ： 19）
【 ０ １ １ ５ 】
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Bボ ッ ク ス 変 異 体 ： FKDPNAPKRLPSAFFLFCSEYRPKIKGEHPGLSIGDVAKKLGEM
WNNTAADDKQPYEKKAAKLKEKYEKDIAAY（ 配 列 番 号 ： 20）
【 ０ １ １ ６ 】
ア ミ ノ 末 端 +Aボ ッ ク ス 変 異 体 ： MGKGDPKKPTGKMSSYAFFVQTCREEHKKK
HPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPP
KGET（ 配 列 番 号 ： 21） 、 こ こ で Aボ ッ ク ス は 配 列
PTGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGK
FEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET（ 配 列 番 号 ： 22） よ り な る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 HMGB1タ ン パ ク 質 を 欠 損 し た GSTベ ク タ ー か ら 作 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 対 照 （ GSTタ グ
の み を 含 有 ） と し て 含 ま れ た 。 野 生 型 HMGB1お よ び 一 部 の 変 異 体 （ カ ル ボ キ シ 末 端 お よ び 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 お よ び Bボ ッ ク ス 変
異 体 に 対 し て は DNaseI（ Life Technologies） 、 ま た は 野 生 型 HMGB1に 対 し 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 物 で 添 加 し た 。 DNAの 分
解 は 処 理 の 前 後 に お い て HMGB1タ ン パ ク 質 を 含 有 す る ア ガ ロ ー ス ゲ ル の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ
イ ド 染 色 に よ り 確 認 し た 。 タ ン パ ク 質 溶 出 物 を ポ リ ミ キ シ ン Bカ ラ ム （ Pierce,Rockford,I
L） に 通 し て 存 在 す る 混 在 LPSを 除 去 し 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 に 対 し て 十 分 透 析 し て 過
剰 な 還 元 グ ル タ チ オ ン を 除 去 し た 。 次 に 調 製 物 を 凍 結 乾 燥 し 、 使 用 前 に 滅 菌 水 に 再 溶 解 し
た 。 LPS濃 度 は リ ム ル ス ア メ ー バ 様 細 胞 分 解 産 物 試 験 （ Bio Whittaker Inc.,Walkersville
,MD） に よ る 測 定 に よ れ ば 変 異 体 の 全 て に つ き 60pg／ μ gタ ン パ ク 質 未 満 、 野 生 型 HMG-1に
つ い て は 300pg／ μ gで あ っ た 。 タ ン パ ク 質 の 一 体 性 は SDS-PAGEを 用 い て 確 認 し た 。 組 み 換
え ラ ッ ト HMGB1（ Wangら ,Science 285:248-251,1999） は 精 製 さ れ た ヒ ト HMGB1で 観 察 さ れ
る よ う な 分 解 断 片 を 有 さ な い た め 、 こ れ を 一 部 の 実 験 で 使 用 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
ペ プ チ ド 合 成
　 ペ プ チ ド は 90％ 純 度 で ユ タ 州 立 大 学 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー セ ン タ ー （ Logan,Utah） に お い
て 合 成 し 、 HPLC精 製 し た 。 内 毒 素 は リ ム ル ス ア ッ セ イ に よ る 測 定 に よ れ ば 合 成 ペ プ チ ド 調
製 物 中 検 出 で き な か っ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
細 胞 培 養
　 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 RAW264.7細 胞 （ American Type Culture Collection,Rockville
,MD） を 10%ウ シ 胎 仔 血 清 （ Gemini,Catabasas,CA） 、 ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ
ン （ Life Technologies） を 添 加 し た RPMI1640培 地 （ Life Technologies, Grand Island N
Y） 中 で 培 養 し 、 血 清 非 含 有 Opti-MEM I培 地 （ Life Technologies, Grand Island, NY） 中
で 90%コ ン フ ル エ ン ト で 使 用 し た 。 ポ リ ミ キ シ ン B（ Sigma,St.Louis,MO） を 日 常 的 に 100～
1,000単 位 ／ mlで 添 加 し て 、 前 述 の 通 り い か な る 混 在 LPSの 活 性 を も 中 和 し ； ポ リ ミ キ シ ン
Bの み は ト リ パ ン ブ ル ー （ Wangら ,前 出 ） で 評 価 し た 細 胞 の 生 存 率 に は 影 響 し な か っ た 。 ポ
リ ミ キ シ ン Bは 合 成 ペ プ チ ド 研 究 の 実 験 に お い て は 使 用 し な か っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
細 胞 か ら の TNF放 出 の 測 定
　 TNF放 出 は 標 準 的 な マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 L929（ ATCC, American Type Culture Collection,
Rockville,MD） 細 胞 毒 性 バ イ オ ア ッ セ イ （ Bianchiら ,Journal of Experimental Medicine
 183:927-936,1996） に よ り 、 最 小 検 出 濃 度 30pg／ mlで 測 定 し た 。 組 み 換 え マ ウ ス TNFは R&
D system Inc.（ Minneapolis,MN） か ら 入 手 し た 。 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 L929細 胞 （ ATCC） を 5
%CO 2 の 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清 （ Gemini,Catabasas,CA） 、 ペ ニ シ リ ン
（ 50単 位 ／ ml） お よ 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 １ ２ １ 】
抗 体 生 産
　 HMGB1 Bボ ッ ク ス に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ウ サ ギ （ Cocalico Biologicals,Inc.,R
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eamstown,PA） 中 で 作 成 し 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 力 価 に 関 し て 検 定 し た 。 IgGは 製
造 業 者 の 使 用 説 明 書 （ Pierce,Rockford,IL） に 従 っ て プ ロ テ イ ン Aア ガ ロ ー ス を 用 い て 抗 H
MGB1抗 血 清 か ら 精 製 し た 。 抗 HMGB1 Bボ ッ ク ス 抗 体 は 臭 化 シ ア ン 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス ビ ー
ズ （ Cocalico Biological,Inc.） を 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 。 非 免 疫 ウ サ ギ IgGは S
igma（ St.Louis,MO） か ら 購 入 し た 。 抗 体 は イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 全 長 の HMGB1お よ び B
ボ ッ ク ス を 検 出 し た が 、 TNF、 IL-1お よ び IL-6と は 交 差 反 応 し な か っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
Na- 1 2 5 Iに よ る HMGB1の 標 識 お よ び 細 胞 表 面 結 合
　 精 製 さ れ た HMGB1タ ン パ ク 質 （ 10μ g） を 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て Iodo-beads（ Pi
erce,Rockford,IL） を 用 い て 担 体 不 含 1 2 5 I （ NEN Life Science Products Inc.,Boston,M
A） 0.2mCiで 放 射 性 標 識 し た 。 1 2 5 I-HMGB1タ ン パ ク 質 を 未 反 応 の 1 2 5 Iか ら 300mM塩 化 ナ ト リ
ウ ム 、 17.5mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.0お よ び 0.1%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） で 予 め 平
衡 化 し て お い た ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム （ P6 Micro Bio-Spinク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
カ ラ ム 、 Bio-Rad Laboratories, Hercules,CA） で 分 離 し た 。 溶 出 し た HMGB1の 比 放 射 能 は
約 2.8× 10 6 cpm／ μ gタ ン パ ク 質 で あ っ た 。 細 胞 表 面 結 合 研 究 は 以 前 に 記 載 さ れ て い る 通 り
行 っ た （ Yangら ,Am.J.Physiol.275:C675-C683,1998） 。 RAW264.7細 胞 を 24ウ ェ ル の デ ィ ッ
シ ュ に プ レ ー テ ィ ン グ し 、 コ ン フ ル エ ン ト と な る ま で 生 育 さ せ た 。 細 胞 を 0.1%BSA含 有 氷
冷 PBSで ２ 回 洗 浄 し 、 結 合 は 120mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 1.2mM硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 15mM酢 酸 ナ
ト リ ウ ム 、 5mM塩 化 カ リ ウ ム 、 10mMTris.HCl、 pH7.4、 0.2%BSA、 5mMグ ル コ ー ス お よ び 25,0
00cpm 1 2 5 I-HMGB1を 含 有 す る 結 合 緩 衝 液 0.5mlを 用 い て 2時 間 4℃ で 行 っ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 終 了 時 に 、 上 清 を 廃 棄 し 、 細 胞 を 0.1%BSA含 有 氷 冷 PBS0.5mlで 3回 洗 浄 し 、 室 温 で 20分
間 0.5N NaOHお よ び 0.1%SDSの 0.5mlを 用 い て 溶 解 し た 。 次 に 溶 解 産 物 中 の 放 射 能 を ガ ン マ
カ ウ ン タ ー を 用 い て 測 定 し た 。 特 異 的 結 合 は 過 剰 量 の 非 標 識 HMGB1ま た は Aボ ッ ク ス タ ン パ
ク 質 の 存 在 下 に 得 ら れ た 放 射 能 を 総 結 合 か ら 差 し 引 い た も の と し て 求 め た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
動 物 実 験
　 TNFノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は Amgen（ Thousand Oaks,CA） か ら 入 手 し 、 B6x129バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド 上 で あ っ た 。 齢 を 合 わ せ た 野 生 型 B6x129マ ウ ス を 、 研 究 の 対 照 と し て 使 用 し た 。 マ ウ
ス は フ ロ リ ダ 大 学 の 特 異 的 病 原 体 不 含 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 施 設 （ Gainesville,FL）
で 集 団 内 で 繁 殖 さ せ 、 6～ 8週 齢 で 使 用 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 雄 性 6～ 8週 齢 Balb／ cお よ び C3H／ HeJマ ウ ス を Harlen Sprague-Dawley（ Indianapolis,I
N） よ り 購 入 し 、 実 験 に 使 用 す る 前 に 7日 間 馴 化 さ せ た 。 全 て の 動 物 は North Shore Univer
sity Hospital Animal Facilityに お い て 標 準 的 な 温 度 お よ び 明 暗 サ イ ク ル の 下 に 収 容 し
た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
盲 腸 の 結 紮 お よ び 穿 刺
　 盲 腸 の 結 紮 お よ び 穿 刺 （ CLP） は 以 前 に 記 載 さ れ て い る 通 り 行 っ た （ Finkお よ び Heard,J
.Surg.Res.49:186-196,1990;Wichmannら ,Crit.Care Med.26:2078-2086,1998;お よ び Remic
kら ,Shock 4:89-95,1995） 。 慨 す れ ば 、 Balb／ cマ ウ ス を 75mg／ kgケ タ ミ ン  （ Fort Dodge
,Fort Dodge, Iowa） お よ び 20mg／ kgキ シ ラ ジ ン （ Bohringer Ingelheim,St.Joseph,MO）
を 筋 肉 内 投 与 し て 麻 酔 し た 。 正 中 切 開 を 行 い 、 盲 腸 を 分 離 し た 。 6-0プ ロ レ ン 縫 合 糸 結 紮
を 回 盲 弁 か ら 離 れ る 方 向 に 盲 腸 先 端 か ら 5.0mmの 深 さ に 配 置 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 次 に 結 紮 し た 盲 腸 の 断 端 を 22ゲ ー ジ の 針 を 用 い て 糞 を 直 接 排 出 さ せ ず に 一 度 穿 刺 し た 。
次 に 盲 腸 を 正 常 な 腹 腔 内 の 位 置 に 戻 し た 。 次 に 液 体 の 漏 出 を 防 止 す る た め に 腹 膜 と 筋 膜 を
個 別 に 二 層 と し て 6-0プ ロ レ ン の ラ ン ニ ン グ 縫 合 糸 で 腹 部 を 閉 じ た 。 全 動 物 に 20ml／ kg体
重 の 通 常 の 生 理 食 塩 水 を 皮 下 投 与 す る こ と に よ り 蘇 生 さ せ た 。 各 マ ウ ス に は 術 後 30分 に イ
ミ ペ ネ ム （ 0.5mg／ マ ウ ス ） （ Primaxin,Merck&Co.,Inc.,West Point,PA） を 皮 下 注 射 し た
。 次 に 動 物 を 回 復 さ せ た 。 死 亡 率 は 処 置 後 1週 間 ま で 記 録 し 、 生 存 動 物 は 2週 間 追 跡 し て 観
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察 す る こ と に よ り 、 後 の 死 亡 が な い こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
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 以 前 に 報 告 さ れ て い る （ Galanosら ,Proc Natl. Acad.Sc
i.USA 76:5939-5943,1979;お よ び Lehmannら ,J.Exp.Med.165:657-663,1997） 。 マ ウ ス に は
20mgD-ガ ラ ク ト サ ミ ン -HCL（ Sigma） ／ マ ウ ス （ 200μ lPBS中 ） お よ び 0.1ま た は 1mgの HMGB
1 Bボ ッ ク ス ま た は ベ ク タ ー タ ン パ ク 質 （ 200μ lPBS中 ） の い ず れ か を 腹 腔 内 注 射 し た 。 注
射 後 72時 間 ま で 毎 日 死 亡 例 を 記 録 し 、 生 存 動 物 を 2週 間 追 跡 し 、 Bボ ッ ク ス 毒 性 に よ る そ の
後 の 死 亡 例 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
脾 臓 細 菌 培 養
　 マ ウ ス 14匹 に 抗 HMGB1抗 体 （ n=7） ま た は 対 照 （ n=7） の い ず れ か を 、 本 明 細 書 に 記 載 の
通 り CLP後 24お よ び 30時 間 に 与 え 、 安 楽 死 さ せ て 剖 検 に 付 し た 。 脾 臓 細 菌 は 以 前 に 記 載 さ
れ て い る 通 り 回 収 し た （ Villaら ,J.Endotoxin Res.4:197-204,1997） 。 脾 臓 を 無 菌 的 手 法
に よ り 取 り 出 し 、 PBS 2ml中 に ホ モ ゲ ナ イ ズ し た 。 PBSで 連 続 希 釈 し た 後 、 ホ モ ジ ネ ー ト を
ト リ プ シ ン 大 豆 ア ガ ー プ レ ー ト （ Difco,Detroit,MI） 上 に 0.15mlず つ プ レ ー テ ィ ン グ し 、
37℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に CFUを 計 数 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
統 計 学 的 分 析
　 特 段 の 記 載 が 無 い 限 り デ ー タ は 平 均 ± SEMと し て 表 わ し た 。 群 間 の 差 は 両 側 ス チ ュ ー デ
ン ト ｔ 検 定 、 一 元 配 置 ANOVA、 そ の 後 の 最 小 有 意 差 検 定 ま た は 両 側 フ ィ ッ シ ャ ー 正 確 確 率
検 定 に よ り 調 べ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 ２
サ イ ト カ イ ン 活 性 の 誘 導 に 関 す る HMGB1ド メ イ ン の マ ッ ピ ン グ
　 HMGB1は 2つ の DNA結 合 ド メ イ ン （ Aお よ び Bボ ッ ク ス ） お よ び 負 に 帯 電 し た 酸 性 の カ ル ボ
キ シ ル 末 端 （ tail） を 有 す る 。 HMGB1サ イ ト カ イ ン 活 性 の 構 造 的 根 拠 を 解 明 す る た め に 、
そ し て 、 炎 症 性 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を マ ッ ピ ン グ す る た め に 、 本 発 明 者 等 は 変 異 誘 発 に よ
り HMGB1の 全 長 お よ び ト ラ ン ケ ー シ ョ ン 型 を 発 現 さ せ 、 単 球 培 養 に お い て 刺 激 活 性 に 関 し
て 精 製 タ ン パ ク 質 を ス ク リ ー ニ ン グ し た （ 図 1） 。 全 長 HMGB1、 カ ル ボ キ シ 末 端 が 欠 失 し て
い る 変 異 体 、 Bボ ッ ク ス の み を 含 有 す る 変 異 体 お よ び Aボ ッ ク ス の み を 有 す る 変 異 体 を 作 成
し た 。 ヒ ト HMGB1の こ れ 等 の 変 異 体 は 本 明 細 書 に 記 載 す る 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い た ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ り 作 成 し 、 そ し て 変 異 タ ン パ ク 質 は 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書
に 従 っ て グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 遺 伝 子 融 合 系 （ Pharmacia Biotech,P
iscataway,NJ） を 用 い て 発 現 さ せ た 。 慨 す れ ば 、 PCR法 に よ り 作 成 し た DNA断 片 を GST融 合
ベ ク タ ー に 融 合 し 、 大 腸 菌 中 で 増 幅 さ せ た 。 次 に 発 現 さ れ た HMGB1タ ン パ ク 質 お よ び HMGB1
変 異 体 を GSTア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い て 単 離 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 RAW264.7細 胞 （ ATCC） か ら の TNFの 放 出 に 対 す る 変 異 体 の 作 用
を 以 下 の 通 り 行 っ た 。 RAW264.7細 胞 を 10%ウ シ 胎 仔 血 清 （ Gemini,Catabasas,CA） 、 ペ ニ シ
リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ Life Technologies） を 添 加 し た RPMI 1640培 地 （ Life T
echnologies, Grand Island NY） 中 で 培 養 し た 。 ポ リ ミ キ シ ン （ Sigma,St.Louis,MO） を 1
00単 位 ／ mlで 添 加 し て 、 い か な る 混 在 LPSの 活 性 を も 抑 制 し た 。 細 胞 は 1μ g／ mlの 全 長 （
野 生 型 ） HMGB1お よ び 各 々 の HMGB1変 異 タ ン パ ク 質 と 共 に Opti-MEM I培 地 中 8時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ さ れ た 上 清 （ 細 胞 か ら 放 出 さ れ た TNFを 含 有 す る ） を 採
取 し 、 細 胞 か ら 放 出 さ れ た TNFを 標 準 的 な マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 L929（ ATCC） 細 胞 毒 性 バ イ オ
ア ッ セ イ （ Bianchiら ,前 出 ） に よ り 、 最 小 検 出 濃 度 30pg／ mlで 測 定 し た 。 組 み 換 え マ ウ ス
TNFは R&D Systems Inc.（ Minneapolis,MN） か ら 入 手 し 、 こ れ 等 の 実 験 に お け る 対 照 と し
て 使 用 し た 。 こ の 研 究 の 結 果 は 図 1に 示 す 。 図 1の デ ー タ は 全 て 特 段 の 記 載 が 無 い 限 り 平 均
＋ SEMで 表 示 し た （ N=6～ 10） 。
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【 ０ １ ３ ２ 】
　 図 1に 示 す 通 り 、 野 生 型 HMGB1お よ び カ ル ボ キ シ ル ト ラ ン ケ ー シ ョ ン HMGB1は 単 球 培 養 物
（ マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 RAW264.7細 胞 ） に よ る TNFの 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 。 こ の Bボ ッ ク ス の 刺 激 作 用 は 、 Aボ ッ ク ス は T
NF放 出 を ご く 僅 か に 活 性 化 し た だ け で あ っ た こ と か ら 、 特 異 的 で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 ３
HMGB1 Bボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 は 用 量 依 存 的 に サ イ ト カ イ ン 活 性 を 促 進 す る
　 HMGB1 Bボ ッ ク ス の サ イ ト カ イ ン 産 生 に 対 す る 作 用 を 更 に 調 べ る た め に 種 々 の 量 の HMGB1
 Bボ ッ ク ス の マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 RAW264.7細 胞 に お け る TNF、 IL-1Bお よ び IL-6産 生 に
対 す る 作 用 を 評 価 し た 。 RAW264.7細 胞 は 8時 間 、 図 2A～ 2Cに 示 す 通 り 0～ 10μ g／ mlの Bボ ッ
ク ス タ ン パ ク 質 で 刺 激 し た 。 コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ さ れ た 培 地 を 採 取 し 、 TNF、 IL-1β お よ
び IL-6の 濃 度 を 測 定 し た 。 TNFの 濃 度 は 本 明 細 書 に 記 載 す る と お り 測 定 し 、 そ し て マ ウ ス I
L-1β お よ び IL-6の 濃 度 は マ ウ ス IL-1β お よ び IL-6の 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 （ ELISA） キ ッ
ト （ R&D System Inc.Minneapolis,MN） を 用 い 、 全 実 験 に つ い て N>5で 測 定 し た 。 試 験 の 結
果 は 図 2A～ 2Cに 示 す 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 図 2Aに 示 す 通 り 、 RAW264.7細 胞 か ら の TNFの 放 出 は 細 胞 に 投 与 し た Bボ ッ ク ス の 量 が 増 大
す る に 従 っ て 増 大 し た 。 図 2Bに 示 す 通 り 、 1μ g／ mlま た は 10μ g／ mlの Bボ ッ ク ス の 添 加 に
よ り RAW264.7細 胞 か ら の IL-1β の 放 出 が 増 大 し た 。 更 に 、 図 2Cに 示 す 通 り 、 RAW264.7細 胞
か ら の IL-6の 放 出 は 細 胞 に 投 与 し た Bボ ッ ク ス の 量 が 増 大 す る に 従 っ て 増 大 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 Bボ ッ ク ス 誘 導 TNF放 出 の 動 態 も 調 べ た 。 TNFの 放 出 お よ び TNFmRNAの 発 現 を Bボ ッ ク ス ポ
リ ペ プ チ ド ま た は 対 照 （ ベ ク タ ー ） と し て 用 い た GSTタ グ ポ リ ペ プ チ ド の み （ 10μ g／ ml）
で 0～ 48時 間 誘 導 し た RAW264.7細 胞 に お い て 測 定 し た 。 上 清 の TNFタ ン パ ク 質 濃 度 を L929細
胞 毒 性 試 験 （ N=3～ 5） に よ り 本 明 細 書 に 記 載 し た と お り 分 析 し た 。 mRNAの 測 定 の た め に 、
細 胞 を 100mmプ レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン グ し 、 Bボ ッ ク ス ポ リ ペ プ チ ド ま た は ベ ク タ ー の み を
含 有 す る Opti-MEM I培 地 中 で 図 2Dに 示 す と お り 0、 4、 8ま た は 24時 間 処 理 し た 。 ベ ク タ ー
の み の 試 料 は 4時 間 の 時 点 で 試 験 し た 。 細 胞 を プ レ ー ト か ら 掻 き 取 り 、 全 RNAは 製 造 業 者 の
使 用 説 明 書 に 従 っ て RNAzolB法 を 用 い て 単 離 し た （ Tel-Test"B",Inc.,Friendswood,TX） 。
TNF（ 287bp） は RNase保 護 試 験 に よ り 測 定 し た （ Ambion,Austin,TX） 。 均 等 な ロ ー デ ィ ン
グ お よ び RNAの 一 体 性 は ア ガ ロ ー ス ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル 上 の RNA試 料 の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ
イ ド 染 色 に よ り 確 認 し た 。 RNase保 護 試 験 の 結 果 は 図 2Dに 示 す 。 図 2Dに 示 す 通 り 、 単 球 の B
ボ ッ ク ス 活 性 化 は 、 Bボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 に 曝 露 し た 単 球 で TNFmRNAが 有 意 に 増 大 し て い た
こ と か ら 、 遺 伝 子 転 写 の レ ベ ル で 起 こ っ て い た （ 図 2B） 。 TNFmRNA発 現 は 4時 間 で 最 高 値 と
な り 、 8お よ び 24時 間 で は 低 下 し て い た 。 ベ ク タ ー の み の 対 照 （ GSTタ グ ） は TNFmRNA発 現
に 対 し て 作 用 を 示 さ な か っ た 。 同 様 の 研 究 を 本 明 細 書 に 記 載 し た L929細 胞 毒 性 試 験 を 用 い
て Bボ ッ ク ス ま た は ベ ク タ ー の み （ GSTタ グ ） の 投 与 後 0、 4、 8、 24、 32ま た は 48時 間 後 に R
AW264.7細 胞 か ら の TNFタ ン パ ク 質 放 出 を 測 定 し な が ら 実 施 し た 。 対 照 （ 培 地 の み ） と 比 較
し て 、 Bボ ッ ク ス 処 置 は TNFタ ン パ ク 質 発 現 を 刺 激 し （ 図 2E） 、 そ し て ベ ク タ ー の み は 刺 激
し な か っ た （ 図 2F） 。 デ ー タ は 3つ の 個 別 の 実 験 を 示 す も の で あ る 。 こ れ 等 の デ ー タ は 共
に 、 HMGB1 Bボ ッ ク ス ド メ イ ン は サ イ ト カ イ ン 活 性 を 有 し 、 全 長 HMGB1の サ イ ト カ イ ン 刺 激
活 性 の 原 因 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 要 約 す れ ば 、 HMGB1 Bボ ッ ク ス は 用 量 依 存 的 に 単 球 培 養 物 か ら の TNF、 IL-1β お よ び IL-6
の 放 出 を 刺 激 し （ 図 2A～ 2C） 、 全 長 HMGB1の 炎 症 活 性 と 合 致 し て い た （ Anderssonら ,J.Exp
.Med.192:565-570,2000） 。 更 に ま た 、 こ れ 等 の 研 究 は 最 大 TNFタ ン パ ク 質 放 出 は 8時 間 以
内 に 起 こ る こ と を 示 し て い る （ 図 2E） 。 こ の TNF放 出 の 遅 延 パ タ ー ン は HMGB1そ の も の に よ
り 誘 導 さ れ る TNF放 出 と 同 様 で あ り 、 そ し て 、 LPSに よ り 誘 導 さ れ る TNFの 動 態 よ り も 有 意
に 遅 延 し て い る （ Anderssonら ,前 出 ） 。
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【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 例 ４
HMGB1 Bボ ッ ク ス の 最 初 の 20ア ミ ノ 酸 が TNF活 性 を 刺 激 す る
　 HMGB1 Bボ ッ ク ス の TNF刺 激 活 性 を 更 に マ ッ ピ ン グ し た 。 こ の 研 究 は 以 下 の 通 り 行 っ た 。
Bボ ッ ク ス の 断 片 を 本 明 細 書 に 記 載 す る と お り 合 成 ペ プ チ ド 保 護 法 を 用 い て 作 成 し た 。 HMG
B1 Bボ ッ ク ス の ア ミ ノ 酸 1～ 20、 16～ 25、 30～ 49、 45～ 64ま た は 60～ 74を 含 有 す る 5種 の HM
GB1 Bボ ッ ク ス 断 片 （ 配 列 番 号 ： 20由 来 ） を 図 3に 示 す と お り 作 成 し た 。 RAW264.7細 胞 は 10
時 間 、 図 3に 示 す と お り Bボ ッ ク ス （ 1μ g／ ml） ま た は Bボ ッ ク ス の 合 成 ペ プ チ ド 断 片 （ 10
μ g／ ml） で 処 理 し 、 そ し て 、 上 清 中 の TNFの 放 出 を 本 明 細 書 に 記 載 す る と お り 測 定 し た 。
示 し た デ ー タ は 平 均 ± SEMで あ る （ n=3実 験 、 各 々 ２ 連 で 実 施 、 合 成 ペ プ チ ド の 3種 の 異 な
る ロ ッ ト を 用 い て 確 認 し た ） 。 図 3に 示 す 通 り 、 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（ fkdpnapkrlpsafflfcse;配 列 番 号 ： 23） に 相 当 す る 合 成 ペ プ チ ド
に よ り 保 持 さ れ た 。 1～ 20merの TNF刺 激 活 性 は 全 長 合 成 Bボ ッ ク ス （ 1～ 74mer） ま た は 全 長
HMGB1の 何 れ よ り も 強 度 は 低 か っ た が 、 刺 激 作 用 は 、 HMGB1 Bボ ッ ク ス の 16～ 25、 30～ 49、
45～ 64ま た は 60～ 74を 含 有 す る ア ミ ノ 酸 断 片 の 合 成 20merは TNF放 出 を 誘 導 し な か っ た こ と
か ら 、 特 異 的 な も の で あ っ た 。 こ れ 等 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 す る こ と を 示
す 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 、 ま た は 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 特 徴 と す る 患 者 に お け る 状
態 の 処 置 の た め に 、 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 様 の 方 法
で 使 用 で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
実 施 例 ５
HMGB1 Aボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 は 用 量 依 存 的 に HMGB1誘 導 サ イ ト カ イ ン 活 性 に 拮 抗 す る
　 弱 い ア ゴ ニ ス ト は 定 義 で は 拮 抗 剤 で あ る 。 図 1に 示 す 通 り 、 HMGB1 Aボ ッ ク ス は TNF産 生
を 弱 く 誘 導 す る の み で あ る た め 、 HMGB1 Aボ ッ ク ス が HMGB1活 性 の 拮 抗 剤 と し て 作 用 す る 能
力 を 評 価 し た 。 本 研 究 は 以 下 の 通 り 実 施 し た 。 24ウ ェ ル の デ ィ ッ シ ュ 中 の サ ブ コ ン フ ル エ
ン ト の RAW264.7細 胞 を HMGB1（ 1μ g／ ml） お よ び 0、 5、 10ま た は 25μ g／ mlの Aボ ッ ク ス で 1
6時 間 、 Opti-MEM I培 地 中 、 ポ リ ミ キ シ ン B（ 100単 位 ／ ml） の 存 在 下 に 処 理 し た 。 Aボ ッ ク
ス を 投 与 し な い 試 料 中 の TNF刺 激 活 性 （ 本 明 細 書 に 記 載 し た L929細 胞 毒 性 試 験 を 用 い て 試
験 ） を 100％ と し 、 Aボ ッ ク ス に よ る 抑 制 を HMGB1単 独 の パ ー セ ン ト と し て 表 示 し た 。 RAW26
4.7細 胞 か ら の TNF放 出 に 対 す る Aボ ッ ク ス の 作 用 の 結 果 を 図 4Aに 示 す 。 図 4Aに 示 す 通 り 、 A
ボ ッ ク ス は 用 量 依 存 的 に HMGB1誘 導 TNF放 出 を 抑 制 し 、 見 か け の EC 5 0 値 は お よ そ 7.5μ g／ ml
で あ っ た 。 図 4Aの デ ー タ は 平 均 ± SD（ n=2～ 3独 立 実 験 ） と し て 示 す 。
【 ０ １ ３ ９ 】
実 施 例 ６
HMGB1 Aボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 は 全 長 HMGB1お よ び HMGB1 Bボ ッ ク ス の サ イ ト カ イ ン 活 性 を 抑
制 す る
　 HMGB1 Aボ ッ ク ス ま た は GSTタ グ （ ベ ク タ ー 対 照 ） に よ る 全 長 HMGB1活 性 の 拮 抗 も ま た 全
長 HMGB1と 共 に Aボ ッ ク ス を 同 時 添 加 す る こ と に よ り 刺 激 さ れ た RAW264.7マ ク ロ フ ァ ー ジ 培
養 物 か ら の TNF放 出 を 測 定 す る こ と に よ り 調 べ た 。 RAW264.7マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 （ ATCC）
を 24ウ ェ ル の 組 織 培 養 プ レ ー ト に 播 種 し 、 90%コ ン フ ル エ ン ト で 使 用 し た 。 細 胞 を HMGB1お
よ び ／ ま た は Aボ ッ ク ス で 、 記 載 し た と お り 、 16時 間 、 Optimum I培 地 （ Life Technologie
s, Grand Island, NY） 中 、 ポ リ ミ キ シ ン B（ 100単 位 ／ ml、 Sigma,St.Louis,MO） の 存 在 下
に 処 理 し 、 上 清 を 採 取 し て TNF測 定 に 付 し た （ マ ウ ス ELISAキ ッ ト 、 R&D System Inc,Minne
apolis,MNよ り ） 。 TNF誘 導 活 性 は HMGB1単 独 で 達 成 さ れ る 活 性 の パ ー セ ン ト と し て 表 示 し
た 。 こ れ 等 の 研 究 の 結 果 を 図 4Bに 示 す 。 図 4Bは HMGB1（ HMG-1） 単 独 、 Aボ ッ ク ス 単 独 、 ベ
ク タ ー （ 対 照 ） 単 独 、 HMGB1と Aボ ッ ク ス の 組 み 合 わ せ 、 お よ び 、 HMGB1と ベ ク タ ー の 組 み
合 わ せ の 作 用 の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 4Bで 明 ら か な 通 り 、 HMGB1 Aボ ッ ク ス は 全 長 HMGB1
の TNF刺 激 活 性 を 有 意 に 減 衰 さ せ た 。
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【 ０ １ ４ ０ 】
実 施 例 ７
HMGB1 Aボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 は HMGB1サ イ ト カ イ ン 活 性 を こ れ に 結 合 す る こ と に よ り 抑 制 す
る
　 HMGB1 Aボ ッ ク ス が HMGB1結 合 を 置 き 換 え る こ と に よ り 拮 抗 剤 と し て 機 能 す る か ど う か を
調 べ る た め に 、 1 2 5 I標 識 HMGB1を マ ク ロ フ ァ ー ジ 培 養 物 に 添 加 し 、 4℃ で 2時 間 後 に 結 合 を
測 定 し た 。 RAW264.7細 胞 に お け る 結 合 ア ッ セ イ は 本 明 細 書 に 記 載 す る と お り 実 施 し た 。 1 2

5 I-HMGB1結 合 は 図 5Aに 示 す 時 間 24ウ ェ ル デ ィ ッ シ ュ 中 に プ レ ー テ ィ ン グ し た RAW264.7細 胞
に お い て 測 定 し た 。 記 載 し た 特 異 的 結 合 は 非 標 識 HMGB1の 5000倍 モ ル 過 剰 量 の 存 在 下 の 細
胞 結 合 CPM／ ウ ェ ル を 総 細 胞 結 合 1 2 5 I-HMGB1（ CPM／ ウ ェ ル ） か ら 差 し 引 い た も の に 等 し い
。 図 5Aは 経 時 的 な 1 2 5 I-HMGB1の 結 合 の グ ラ フ で あ る 。 図 5Aに 示 さ れ る と お り 、 HMGB1は 飽
和 可 能 な 一 次 結 合 動 態 を 示 し た 。 結 合 の 特 異 性 は 実 施 例 1に 記 載 し た と お り 評 価 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 更 に 、 1 2 5 I-HMG-1の 結 合 は 24ウ ェ ル デ ィ ッ シ ュ に プ レ ー テ ィ ン グ し 、 1 2 5 I HMGB1単 独 ま
た は 非 標 識 の HMGB1も し く は Aボ ッ ク ス の 存 在 下 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た RAW264.7細 胞 に お い
て 測 定 し た 。 こ の 結 合 ア ッ セ イ の 結 果 を 図 5Bに 示 す 。 デ ー タ は 3つ の 個 別 の 実 験 の 平 均 ± S
EMを 示 す 。 図 5Bは 総 CPM／ ウ ェ ル の パ ー セ ン ト と し て 測 定 し た 場 合 の 、 非 標 識 HMGB1も し く
は HMGB1 Aボ ッ ク ス の 非 存 在 下 、 ま た は 、 5000モ ル 過 剰 量 の 非 標 識 HMGB1も し く は HMGB1 A
ボ ッ ク ス の 存 在 下 の 1 2 5 I-HMGB1の 細 胞 表 面 結 合 の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 5Bに お い て 、 「
合 計 」 は 4℃ で 2時 間 非 標 識 HMGB1ま た は Aボ ッ ク ス の 非 存 在 下 に お け る 細 胞 結 合 1 2 5 I-HMGB1
の 分 当 り カ ウ ン ト （ CPM） ／ ウ ェ ル に 等 し い 。 「 HMGB1」 ま た は 「 Aボ ッ ク ス 」 は 5000モ ル
過 剰 量 の 非 標 識 HMGB1ま た は 非 標 識 Aボ ッ ク ス の 存 在 下 の 細 胞 結 合 1 2 5 I-HMGB1の CPM／ ウ ェ
ル に 等 し い 。 デ ー タ は 非 標 識 HMGB1タ ン パ ク 質 の 非 存 在 下 に 得 ら れ た 総 カ ウ ン ト （ 2,382,1
79CPM／ ウ ェ ル ） の パ ー セ ン ト と し て 表 示 す る 。 こ れ 等 の 結 果 は HMGB1 Aボ ッ ク ス が イ ン ビ
ト ロ の HMGB1活 性 の 競 合 的 拮 抗 剤 で あ り 、 そ し て 、 HMGB1の TNF刺 激 活 性 を 抑 制 す る こ と を
示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
実 施 例 ８
抗 Bボ ッ ク ス ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 全 長 HMGB1お よ び HMGB1 Bボ ッ ク ス サ イ ト カ イ ン 活
性 の 抑 制 。
　 HMGB1 Bボ ッ ク ス に 対 し て 指 向 さ れ た 抗 体 が 全 長 ま た は HMGB1 Bボ ッ ク ス の 作 用 を 調 節 す
る 能 力 も 評 価 し た 。 HMGB1 Bボ ッ ク ス に 対 し て 指 向 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た 抗 体
（ Bボ ッ ク ス 抗 体 ） を 本 明 細 書 に 記 載 し た と お り 、 か つ 標 準 的 な 手 法 を 用 い て 作 成 し た 。 R
AW264.7細 胞 か ら の HMGB1誘 導 ま た は HMGB1 Bボ ッ ク ス 誘 導 TNF放 出 に 対 す る 抗 体 の 作 用 を 試
験 す る た め に 、 24ウ ェ ル デ ィ ッ シ ュ 中 の サ ブ コ ン フ ル エ ン ト RAW264.7細 胞 を 抗 Bボ ッ ク ス
抗 体 （ 25μ g／ mlま た は 100μ g／ ml抗 原 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 、 Cocalico Biologicals, Inc
.,Reamstown,PA）  ま た は 非 免 疫 IgG（ 25μ g／ mlま た は 100μ g／ ml;Sigma） の 添 加 あ り ま
た は な し で 10時 間 、 HMG-1（ 1μ g／ ml） ま た は HMGB1 Bボ ッ ク ス （ 10μ g／ ml） で 処 理 し た
。 RAW264.7細 胞 か ら の TNF放 出 は 本 明 細 書 に 記 載 す る と お り L929細 胞 毒 性 試 験 を 用 い て 測
定 し た 。 こ の 研 究 の 結 果 は 図 6に 示 す と お り で あ り 、 こ れ は 、 無 投 与 、 1μ g／ mlの HMGB1、
1μ g／ mlの HMGB1＋ 25μ g／ mlの 抗 Bボ ッ ク ス 抗 体 、 1μ g／ mlの HMGB1+25μ g／ mlの IgG（ 対
照 ） 、 10μ g／ mlの Bボ ッ ク ス 、 10μ g／ mlの Bボ ッ ク ス +100μ g／ mlの 抗 Bボ ッ ク ス 抗 体 ま た
は 10μ g／ mlの Bボ ッ ク ス +100μ g／ mlの IgG（ 対 照 ） を 投 与 し た RAW264.7細 胞 に よ り 放 出 さ
れ た TNFの ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 HMGB1単 独 （ Bボ ッ ク ス 抗 体 無 添 加 ） に よ り 誘 導 さ れ た 細
胞 か ら 放 出 さ れ た TNFの 量 を 100%と し 、 図 6に 示 し た デ ー タ は 3つ の 独 立 し た 実 験 の 結 果 で
あ る 。 図 6に 示 さ れ る 通 り 、 HMGB1 Bボ ッ ク ス に 対 し て 指 向 さ れ た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ
た 抗 体 は 全 長 HMGB1ま た は HMGB1 Bボ ッ ク ス の い ず れ か に よ り 誘 導 さ れ た TNFの 放 出 を 有 意
に 抑 制 し た 。 こ れ 等 の 結 果 は 、 か か る 抗 体 が HMGB1の 機 能 を 調 節 す る た め に 使 用 で き る こ
と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
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実 施 例 ９
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 対 し て 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 、 本 発
明 者 等 は サ イ ト カ イ ン 毒 性 を 研 究 す る た め に 広 範 に 使 用 さ れ て い る モ デ ル で あ る D-ガ ラ ク
ト サ ミ ン （ D-gal） で 感 作 さ れ た 非 麻 酔 の Balb／ cマ ウ ス に 対 し HMGB1 Bボ ッ ク ス タ ン パ ク
質 を 投 与 し た （ Galanosら ,上 出 ） 。 慨 す れ ば 、 表 1に 示 す と お り マ ウ ス （ 20～ 25グ ラ ム 、
雄 性 、 Harlan Sprague-Dawley,Indianapolis,IN） に D-gal（ 20mg） （ Sigma,St.Louis,Mis
souri） お よ び Bボ ッ ク ス （ 0.1mg／ ml／ マ ウ ス ま た は 1mg／ ml／ マ ウ ス ） ま た は GSTタ グ （
ベ ク タ ー 、 0.1mg／ ml／ マ ウ ス ま た は 1mg／ ml／ マ ウ ス ） を 腹 腔 内 注 射 し た 。 マ ウ ス の 生 存
は 7日 ま で モ ニ タ リ ン グ し 、 後 発 の 死 亡 が な い こ と を 確 認 し た 。 本 試 験 の 結 果 を 表 1に 示 す
。
【 ０ １ ４ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 研 究 の 結 果 は HMGB1 Bボ ッ ク ス が 用 量 依 存 的 に D-ガ ラ ク ト サ ミ ン 感 作 マ ウ ス に 対 し て
致 死 的 で あ る こ と を 示 し た 。 死 亡 が あ っ た 全 て の 場 合 に お い て 、 そ れ は 12時 間 以 内 に 起 こ
っ て い た 。 致 死 性 は Bボ ッ ク ス を 含 ま な い 精 製 さ れ た GSTベ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 相 当 す る 調
製 物 で 処 理 さ れ た マ ウ ス で は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
実 施 例 １ ０
HMGB1 Bボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 を 投 与 さ れ た D-ガ ラ ク ト サ ミ ン 感 作 Balb／ cマ ウ ス ま た は C3H
／ Hejマ ウ ス の 組 織 学 的 特 徴
　 イ ン ビ ボ の HMGB1 Bボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 の 致 死 性 を 更 に 評 価 す る た め に 、 HMGB1 Bボ ッ ク
ス を 再 度 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 7時 間
腹 腔 内 で D-gal（ 20mg／ マ ウ ス ） +Bボ ッ ク ス ま た は ベ ク タ ー （ 1mg／ マ ウ ス ） を 与 え 、 次 に
断 首 し て 屠 殺 し た 。 血 液 を 採 取 し 、 臓 器 （ 肝 臓 、 心 臓 、 腎 臓 お よ び 肺 ） を 採 取 し 、 10%ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 固 定 し た 。 組 織 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン 染 色 に よ り 調 製
し 、 組 織 学 的 評 価 に 付 し た （ Criterion Inc.,Vancouver,Canada） 。 こ れ ら の 試 験 の 結 果
を 図 7A～ 7Jに 示 し 、 こ れ ら は ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ シ ン 染 色 し た 未 投 与 マ ウ ス か ら 得 た 腎 臓
切 片 （ 図 7A） 、 心 筋 切 片 （ 図 7C） 、 肺 切 片 （ 図 7E） お よ び 肝 切 片 （ 図 7Gお よ び 7I） 、 な ら
び に HMGB1 Bボ ッ ク ス で 処 理 し た マ ウ ス か ら 得 た 腎 臓 切 片 （ 図 7B） 、 心 筋 切 片 （ 図 7D） 、
肺 切 片 （ 図 7F） お よ び 肝 切 片 （ 図 7Hお よ び 7J） の ス キ ャ ン 画 像 で あ る 。 対 照 マ ウ ス と 比 較
し て 、 Bボ ッ ク ス 処 理 は 腎 （ 図 7Aお よ び 7B） お よ び 肺 （ 図 7Eお よ び 7F） に お い て 異 常 を 引
き 起 こ さ な か っ た 。 マ ウ ス は 幾 分 か の 虚 血 性 変 化 お よ び 心 臓 の 心 筋 繊 維 の 交 差 条 線 の 消 失
を 示 し て い た （ 図 7Cお よ び 7D、 図 7Dに お い て 矢 印 で 示 す ） 。 肝 臓 は 進 行 中 の 肝 炎 で 示 さ れ
る 通 り Bボ ッ ク ス に よ る 損 傷 の 大 部 分 を 示 し て い た （ 図 7G～ 7J） 。 図 7Jに お い て 、 肝 細 胞
の 脱 落 が 蓄 積 し た 多 形 核 白 血 球 に 包 囲 さ れ て 観 察 さ れ る 。 図 7Jの 矢 印 は 多 形 核 蓄 積 （ 点 線
） ま た は ア ポ ト ー シ ス 肝 細 胞 （ 実 線 ） の 部 位 を 指 す 。 イ ン ビ ボ の HMGB1 Bボ ッ ク ス の 投 与
も ま た 有 意 に IL-6の 血 清 中 濃 度 の 増 大 （ 315+93対 20+7pg／ ml、 Bボ ッ ク ス 対  対 照 、 p<0.05
） お よ び IL-1β （ 15+3対 4+1pg／ ml、 Bボ ッ ク ス 対  対 照 、 p<0.05） を 刺 激 し た 。
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【 ０ １ ４ 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 ま た 致 死 性
で あ り 、 HMGB1 Bボ ッ ク ス が LPSシ グ ナ ル 伝 達 の 非 存 在 下 に お い て 致 死 性 で あ る こ と を 示 し
て い る 。 Bボ ッ ク ス の 投 与 後 8時 間 に 採 取 し た 肺 お よ び 腎 臓 の ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ
ン 染 色 し た 切 片 は 異 常 な 形 態 学 的 変 化 を 示 さ な か っ た 。 し か し な が ら 心 臓 か ら 得 た 切 片 の
検 査 に よ れ ば 、 心 筋 繊 維 に 不 定 形 の ピ ン ク 色 の 細 胞 質 を 伴 っ た 交 差 条 線 の 消 失 を 有 す る 虚
血 の 徴 候 が 明 ら か に な っ た 。 肝 の 切 片 は 一 部 の 肝 細 胞 の 脱 落 お よ び ア ポ ト ー シ ス 、 な ら び
に 散 見 さ れ る 多 形 核 白 血 球 を 伴 っ た 軽 度 の 急 性 炎 症 応 答 を 示 し て い た 。 こ れ 等 の 特 定 の 病
理 学 的 変 化 は 全 長 HMGB1の 投 与 後 に 観 察 さ れ た も の に 匹 敵 す る も の で あ り 、 Bボ ッ ク ス 単 独
で イ ン ビ ボ の HMGB1に 対 す る 致 死 的 病 理 学 的 応 答 を 反 復 で き る こ と を 確 認 す る も の で あ る
。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 HMGB1の TNF刺 激 活 性 が Bボ ッ ク ス に よ る 致 死 性 の 媒 介 に 寄 与 す る か ど う か を 調 べ る た め
、 本 発 明 者 等 は 、 D-グ ル コ サ ミ ン （ 20mg／ マ ウ ス ） で 感 作 し 、 Bボ ッ ク ス （ 1mg／ マ ウ ス 、
腹 腔 内 注 射 ） に 曝 露 し た TNFノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ TNF-KO,Nowakら ,Am.J.Physiol.Regul.I
ntegr.Comp.Physiol.278:R1202-R1209,2000） お よ び 野 生 型 対 照 （ B6x129系 統 ） に お け る
致 死 性 を 測 定 し た 。 Bボ ッ ク ス は 野 生 型 マ ウ ス に 対 し て は 高 度 に 致 死 性 （ 曝 露 し た 9匹 中 6
匹 死 亡 ） で あ っ た が 、 致 死 性 は Bボ ッ ク ス で 処 理 さ れ た TNF-KOマ ウ ス で は 観 察 さ れ な か っ
た （ 曝 露 し た 9匹 中 0匹 死 亡 、 p<0.05対 （ v.） 野 生 型 ） 。 本 明 細 書 に 記 載 し た RAW264.7マ ク
ロ フ ァ ー ジ 培 養 の デ ー タ と あ わ せ れ ば 、 こ れ 等 の デ ー タ は こ こ で 、 HMGB1の Bボ ッ ク ス が 特
定 の TNF刺 激 サ イ ト カ イ ン 活 性 を 与 え る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
実 施 例 １ １
HMGB1タ ン パ ク 質 濃 度 は 敗 血 症 マ ウ ス に お い て 増 大 す る
　 敗 血 症 に お け る HMGB1の 役 割 を 調 べ る た め 、 本 発 明 者 等 は マ ウ ス 中 に セ プ シ ス を 樹 立 し
、 以 前 に 記 載 さ れ た 定 量 的 イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て 血 清 中 HMGB1を 測 定 し た （ Wangら ,前 出
） 。 多 微 生 物 腹 膜 炎 お よ び セ プ シ ス を も た ら す 外 科 的 に 作 成 さ れ た 盲 腸 憩 室 を 穿 刺 す る こ
と に よ り 発 生 さ せ た セ プ シ ス の 十 分 特 性 化 さ れ て い る モ デ ル で あ る 盲 腸 結 紮 穿 孔 （ CLP）
に マ ウ ス を 付 し た （ Finkお よ び Heard,前 出 ;Wichmannら ,前 出 ;お よ び Remickら ,前 出 ） 。 次
に HMGB1の 血 清 中 濃 度 を 測 定 し た （ Wangら ,前 出 ） 。 図 8は CLPに 付 し た 0時 間 、 8時 間 、 18時
間 、 24時 間 、 48時 間 お よ び 72時 間 後 の マ ウ ス に お け る HMGB1の 濃 度 を 示 す グ ラ フ に お い て
こ の 研 究 の 結 果 を 示 し て い る 。 図 8に 示 さ れ る と お り 、 血 清 中 HMGB1濃 度 は 盲 腸 穿 刺 後 最 初
の 8時 間 に は 有 意 に 上 昇 せ ず 、 次 い で 18時 間 後 に は 有 意 に 上 昇 し た （ 図 8） 。 上 昇 し た 血 清
中 HMGB1は CLP後 少 な く と も 72時 間 は 上 昇 し た プ ラ ト ー 状 態 を 維 持 し 、 そ の 動 態 的 特 徴 は 以
前 に 報 告 さ れ て い る 内 毒 素 血 症 に お け る 遅 延 HMGB1動 態 と 極 め て 類 似 し て い る （ Wangら ,前
出 ） 。 HMGB1放 出 の こ の 一 時 的 な パ タ ー ン は マ ウ ス に お け る セ プ シ ス の 徴 候 の 発 症 に 緊 密
に 相 当 す る も の で あ っ た 。 盲 腸 穿 刺 後 最 初 の 8時 間 の 間 は 動 物 は 軽 度 の 疾 患 状 態 を 示 し 、
一 部 は 運 動 性 の 低 下 お よ び 探 索 行 動 の 減 少 を 示 し た 。 そ の 後 の 18時 間 に 渡 り 、 動 物 は 重 篤
な 状 態 と な り 、 立 毛 状 態 で 集 合 し 、 水 お よ び 試 料 を 探 索 せ ず 、 そ し て 外 部 か ら の 刺 激 や 飼
育 者 の 検 査 に 対 し て も 殆 ど 応 答 し な く な っ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
実 施 例 １ ２
HMGB1 Aボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 に よ る セ プ シ ス マ ウ ス の 処 理 に よ り マ ウ ス の 生 存 性 が 増 大 す
る 。
　 HMGB1 Aボ ッ ク ス が セ プ シ ス の 間 HMGB1の 致 死 性 を 抑 制 で き る か ど う か を 調 べ る た め に 、
マ ウ ス を 盲 腸 穿 刺 に 供 し 、 セ プ シ ス 発 症 後 24時 間 か ら Aボ ッ ク ス の 投 与 に よ っ て 処 理 し た
。 CLPは 本 明 細 書 に 記 載 し た と お り 雄 性 Balb／ cマ ウ ス に 対 し て 実 施 し た 。 動 物 を 、 一 群 当
た り マ ウ ス 15～ 25匹 と な る よ う に 無 作 為 に 分 類 し た 。 HMGB1 Aボ ッ ク ス （ 60ま た は 600μ g
／ マ ウ ス 、 各 回 ） ま た は ベ ク タ ー （ GSTタ グ 、 600μ g／ マ ウ ス ） 単 独 を CLP後 24時 か ら 開 始
し て 3日 間 1日 2回 腹 腔 内 投 与 し た 。 生 存 性 は 1日 2回 2週 間 ま で モ ニ タ リ ン グ し 、 後 発 の 死 亡
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が な い こ と を 確 認 し た 。 本 研 究 の 結 果 を 図 9に 示 し 、 こ れ は 経 時 的 な 生 存 性 に 対 す る ベ ク
タ ー （ GST； 対 照 ） 60μ g／ マ ウ ス ま た は 600μ g／ マ ウ ス の 作 用 の グ ラ フ で あ る （ *P<0.03
対  対 照 、 フ ィ ッ シ ャ ー の 正 確 確 率 検 定 に よ る ） 。 図 9に 示 さ れ る よ う に 、 HMGB1 Aボ ッ ク
ス の 投 与 は マ ウ ス を セ プ シ ス の 致 死 作 用 か ら 有 意 に 救 済 し 、 そ し て Aボ ッ ク ス を 含 有 し な
い ベ ク タ ー タ ン パ ク 質 （ GST） か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 で 処 理 し た 動 物 に お け る 28%か ら A
ボ ッ ク ス 投 与 動 物 で は 68%ま で 生 存 率 が 向 上 し た （ P<0.03、 フ ィ ッ シ ャ ー の 正 確 確 率 検 定
に よ る ） 。 こ の セ プ シ ス モ デ ル に お け る HMGB1 Aボ ッ ク ス の 救 済 作 用 は Aボ ッ ク ス 用 量 に 依
存 し て お り ； Aボ ッ ク ス 600μ g／ マ ウ ス で 処 理 し た 動 物 は 、 ベ ク タ ー 誘 導 調 製 物 で 処 理 し
た 対 照 動 物 、 ま た は 、 僅 か 60μ gの Aボ ッ ク ス で 処 理 し た 動 物 の 何 れ と 比 較 し て も 、 有 意 に
よ り 高 い 警 戒 性 、 運 動 性 を 示 し 、 そ し て 、 摂 餌 行 動 を 回 復 し た 。 後 者 の 動 物 は 重 篤 な 状 態
で あ り 続 け 、 低 減 し た 活 動 性 お よ び 摂 餌 行 動 を 数 日 間 続 け 、 大 部 分 は 死 亡 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
実 施 例 １ ３
抗 HMGB1抗 体 に よ る セ プ シ ス マ ウ ス の 処 理 に よ り マ ウ ス の 生 存 性 が 上 昇 す る
　 重 大 な 疾 患 状 態 と な っ て い る セ プ シ ス マ ウ ス の 抗 HMGB1抗 体 に よ る 受 動 免 疫 も 評 価 し た
。 本 研 究 に お い て は 、 雄 性 Balb／ cマ ウ ス （ 20～ 25gm） を 本 明 細 書 に 記 載 す る と お り CLPに
付 し た 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た 抗 HMGB1 Bボ ッ ク ス ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ウ サ ギ I
gG（ 対 照 と し て ） を 術 後 24時 間 か ら １ 日 ２ 回 3日 間 、 600μ g／ マ ウ ス で 投 与 し た 。 生 存 性
は 2週 間 モ ニ タ リ ン グ し た 。 こ の 研 究 の 結 果 は 図 10Aに 示 し 、 こ れ は 対 照 抗 体 ま た は 抗 HMGB
1抗 体 の い ず れ か で 処 理 し た セ プ シ ス マ ウ ス の 生 存 性 の グ ラ フ で あ る 。 結 果 に よ れ ば 、 盲
腸 穿 刺 の 開 始 24時 間 後 に マ ウ ス に 投 与 し た 抗 HMGB1抗 体 は 非 免 疫 抗 体 の 投 与 と 比 較 し て 動
物 を 死 亡 か ら 有 意 に 救 済 し て い る （ p<0.02、 フ ィ ッ シ ャ ー の 正 確 確 率 検 定 に よ る ） こ と が
示 さ れ て い る 。 抗 HMGB1抗 体 の 投 与 後 12時 間 以 内 に お い て は 、 処 理 動 物 は 非 免 疫 抗 体 投 与
対 照 と 比 較 し て 増 大 し た 活 動 性 お よ び 応 答 性 を 示 し た 。 非 免 疫 抗 体 で 処 理 し た 動 物 は 集 合
し 、 体 毛 状 態 が 悪 く 、 活 動 性 が 低 く あ り 続 け た の に 対 し 、 処 理 動 物 は 有 意 に 改 善 し 、 48時
間 以 内 に 正 常 な 摂 餌 行 動 を 回 復 し た 。 抗 HMGB1抗 体 は こ の モ デ ル に お い て は 、 本 発 明 者 等
が 妥 当 で な い 抗 体 を 投 与 し た 動 物 と 比 較 し て 処 理 動 物 に お い て CLP後 31時 間 の 脾 臓 か ら 同
等 の 菌 数 （ CFU、 好 気 性 菌 の コ ロ ニ ー 形 成 単 位 ） を 観 察 し た こ と か ら 、 細 菌 の 増 殖 を 抑 制
し な か っ た （ 対 照 菌 数 =3.5± 0.9× 10 4 CFU／ g;n=7） 。 そ の 後 2週 間 ま で 動 物 を モ ニ タ リ ン
グ し た と こ ろ 、 後 発 の 死 亡 例 は 観 察 さ れ ず 、 抗 HMGB1で の 処 理 は 致 死 性 の セ プ シ ス か ら の
完 全 な 救 済 を も た ら し 、 死 亡 時 期 を 遅 延 さ せ る の み で は な か っ た こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 者 等 の 知 見 に よ れ ば 、 他 の 特 異 的 サ イ ト カ イ ン 指 向 治 療 薬 は セ プ シ ス 発 症 後 こ れ
ほ ど 遅 延 し て 投 与 さ れ た 場 合 に は こ れ ほ ど 有 効 で は な い 。 比 較 に よ れ ば 、 抗 TNFの 投 与 は
実 際 に こ の モ デ ル に お け る 死 亡 率 を 上 昇 さ せ 、 そ し て 抗 MIF抗 体 は 盲 腸 穿 刺 後 8時 間 を 越 え
て 投 与 し た 場 合 に は 無 効 で あ る （ Remickら ,上 出 ； お よ び Calandraら ,Nature Med.6:164-1
70,2000） 。 こ れ 等 の デ ー タ は HMGB1は 樹 立 さ れ た セ プ シ ス の 致 死 的 症 例 を 救 済 す る た め に
は 盲 腸 穿 刺 後 24時 間 も の 遅 い 時 期 に 標 的 化 で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 抗 Bボ ッ ク ス 抗 体 を 用 い た 内 毒 素 血 症 マ ウ ス の 救 済 の 別 の 例 に お い て 、 抗 HMGB1 Bボ ッ ク
ス 抗 体 の LPS誘 導 セ プ シ ス マ ウ ス の 救 済 能 力 に つ い て 評 価 し た 。 雄 性 Balb／ cマ ウ ス （ 20～
25gm、 群 当 り 26匹 ） に 腹 腔 内 注 射 （ IP） に よ り LPS（ 15mg／ kg） の LD75用 量 で 処 理 し た 。
抗 HMGB1 Bボ ッ ク ス ま た は 非 免 疫 ウ サ ギ 血 清 （ 各 回 マ ウ ス 当 り 0.3ml、 IP） を LPS投 与 後 0、
+12時 間 お よ び +24時 間 に 与 え た 。 マ ウ ス の 生 存 性 を 経 時 的 に 評 価 し た 。 本 研 究 の 結 果 は 図
10Bに 示 し 、 こ れ は 抗 HMGB1 Bボ ッ ク ス 抗 体 ま た は 非 免 疫 血 清 を 投 与 さ れ た セ プ シ ス マ ウ ス
の 生 存 性 の グ ラ フ で あ る 。 図 10Bに 示 す 通 り 、 抗 HMGB1 Bボ ッ ク ス 抗 体 は セ プ シ ス マ ウ ス の
生 存 性 を 向 上 さ せ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
実 施 例 １ ４
抗 RAGE抗 体 を 用 い た HMGB1シ グ ナ リ ン グ 経 路 の 抑 制
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　 過 去 の デ ー タ は RAGEを 脳 の 発 達 時 の 神 経 突 起 の 生 長 お よ び 創 傷 治 癒 に お け る 平 滑 筋 の 遊
走 を 媒 介 で き る HMGB1受 容 体 と し て 含 意 し て い る （ Horiら ,J.Biol.chem.270:25752-25761,
1995;Merenmiesら ,J.Biol.Chem.266:16722-16729,1991;お よ び Degryseら ,J.Cell Biol.15
2:1197-1206,2001） 。 本 発 明 者 等 は 、 抗 RAGE抗 体 （ 25μ g／ ml） ま た は 非 免 疫 IgG（ 25μ g
／ ml） の 存 在 下 、 HMGB1（ 1μ g／ ml） 、 LPS（ 0.1μ g／ ml） ま た は HMGB1 Bボ ッ ク ス （ 1μ g
／ ml） で 刺 激 し た RAW264.7培 養 物 に お い て TNF放 出 を 測 定 し た 。 慨 す れ ば 、 細 胞 を 24ウ ェ
ル の 組 織 プ レ ー ト に 播 種 し 、 90%コ ン フ ル エ ン ト で 使 用 し た 。 LPS（ 大 腸 菌 0111:B4、 Sigma
,St.Louis,MO） は 使 用 前 に 20分 間 超 音 波 処 理 し た 。 細 胞 は 血 清 不 含 Opti-MEM I培 地 （ Life
 Technologies） 中 16時 間 、 図 11Aに 示 す と お り 抗 RAGE抗 体 （ 25μ g／ ml） ま た は 非 免 疫 IgG
（ 25μ g／ ml） の 存 在 下 、 HMGB1（ HMG-1;1μ g／ ml） 、 LPS（ 0.1μ g／ ml） ま た は HMGB1 Bボ
ッ ク ス （ Bボ ッ ク ス ;1μ g／ ml） で 処 理 し 、 上 清 を 収 集 し て 本 明 細 書 に 記 載 し た L929細 胞 毒
性 試 験 を 用 い た TNFの 測 定 に 付 し た 。 IgG精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 RAGE抗 体 （ カ タ ロ グ 番 号 sc
-8230、 N-16,Santa Cruz Biotech,Inc.,Santa Cruz,CA） は 使 用 前 に PBSに 対 し て 十 分 透 析
し た 。 本 研 究 の 結 果 は 図 11Aに 示 し 、 こ れ は 、 RAW264.7細 胞 か ら の TNFの 放 出 に 対 す る 抗 RA
GE抗 体 ま た は 非 免 疫 IgG（ 対 照 ） の 存 在 下 の HMGB1、 LPSま た は HMGB1 Bボ ッ ク ス の 作 用 の ヒ
ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 11Aに 示 さ れ る と お り 、 非 免 疫 IgGと 比 較 し て 、 抗 RAGE抗 体 は HMGB1 
Bボ ッ ク ス 誘 導 TNF放 出 を 有 意 に 抑 制 し た 。 こ の 抑 制 は 抗 RAGEが LPS刺 激 TNF放 出 は 有 意 に 抑
制 し な か っ た こ と か ら 、 特 異 的 で あ っ た 。 重 要 な 点 は 、 抗 RAGEの 最 高 抑 制 作 用 は 40%し か H
MG-1の シ グ ナ リ ン グ を 低 減 せ ず 、 他 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が HMGB1シ グ ナ リ ン グ に 関 与 し 得
る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 HMGB1ま た は HMGB1 Bボ ッ ク ス の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 依 存 性 ELAMプ ロ モ ー タ ー に 対 す る 作 用 を 調 べ
る た め に 以 下 の 実 験 を 実 施 し た 。 RAW264.7マ ク ロ フ ァ ー ジ は Meansら ,（ J.Immunol.166:40
74-4082,2001） に 記 載 の 通 り 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 依 存 性 ELAMプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 、 マ ウ ス MyD8
8優 性 陰 性 （ DN） 変 異 体 （ ア ミ ノ 酸 146～ 296に 相 当 ） を コ ー ド す る 発 現 プ ラ ス ミ ド ま た は
空 ベ ク タ ー ＋ ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド で 一 過 的 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た
。 次 に 細 胞 の 一 部 を 全 長 HMGB1（ 100ng／ ml） ま た は 精 製 さ れ た HMGB1 Bボ ッ ク ス （ 10μ g／
ml） で 5時 間 刺 激 し た 。 次 に 細 胞 を 回 収 し 、 標 準 的 な 方 法 を 用 い て ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を
測 定 し た 。 全 て の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 3連 で 、 少 な く と も 3回 反 復 し て 行 い 、 1回 の 代
表 的 な 実 験 を 図 11Bに 示 し た 。 図 11Bに 示 さ れ る と お り 、 HMGB1は MyD88優 性 陰 性 で 同 時 ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し な い 試 料 中 で は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 刺 激 し 、 そ し て MyD88優 性 陰 性 で 同
時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 試 料 中 で は 刺 激 の レ ベ ル は 低 下 し て い た 。 こ の 作 用 は HMGB Bボ ッ
ク ス を 投 与 し た 試 料 に お い て も 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 は そ の 好 ま し い 態 様 を 参 照 し な が ら 特 に 示 し 、 説 明 し た が 、 当 業 者 の 知 る と お り
形 態 お よ び 詳 細 に お け る 種 々 の 変 更 が 添 付 の 請 求 の 範 囲 に 含 ま れ る 本 発 明 の 範 囲 か ら 外 れ
る こ と な く 行 え る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は HMGB1突 然 変 異 体 お よ び TNF放 出 （ pg／ ml） に お け る そ の 活 性 を 示 す 模 式 図
で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ Ａ は RAW264.7細 胞 に お け る TNF放 出 （ pg／ ml） に 対 す る Bボ ッ ク ス 0μ g／ ml、
0.01μ g／ ml、 0.1μ g／ ml、 1μ g／ mlま た は 10μ g／ mlの 作 用 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。
図 ２ Ｂ は RAW264.7細 胞 に お け る IF-1β 放 出 （ pg／ ml） に 対 す る Bボ ッ ク ス 0μ g／ ml、 0.01
μ g／ ml、 0.1μ g／ ml、 1μ g／ mlま た は 10μ g／ mlの 作 用 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 ２
Ｃ は RAW264.7細 胞 に お け る IL-6放 出 （ pg／ ml） に 対 す る Bボ ッ ク ス 0μ g／ ml、 0.01μ g／ ml
、 0.1μ g／ ml、 1μ g／ mlま た は 10μ g／ ml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 TNFmRNA発 現 に 対 す る Bボ ッ ク ス （ 投 与 後 0時 間 、 4時 間 、 8時 間 ま た は 24
時 間 ） ま た は ベ ク タ ー の み （ 投 与 後 4時 間 ） の 作 用 を 示 す RNAse保 護 試 験 の ブ ロ ッ ト の ス キ
ャ ニ ン グ 画 像 で あ る 。 図 ２ Ｅ は 投 与 後 0時 間 、 4時 間 、 8時 間 、 24時 間 、 32時 間 ま た は 48時
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間 の RAW264.7細 胞 か ら の TNFタ ン パ ク 質 放 出 （ pg／ ml） に 対 す る HMGB1B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 、 4時 間 、 8時 間 、 24時 間 、 32時 間 ま た は 48時
間 の RAW264.7細 胞 か ら の TNFタ ン パ ク 質 放 出 （ pg／ ml） に 対 す る ベ ク タ ー の 作 用 の ヒ ス ト
グ ラ ム で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は HMGB1Bボ ッ ク ス 突 然 変 異 体 お よ び TNF放 出 （ pg／ ml） に お け る そ の 活 性 を
示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ は RAW264.7細 胞 か ら の TNFの 放 出 に 対 す る HMG1Aボ ッ ク ス タ ン パ ク 質 の 0μ g
／ ml、 5μ g／ ml、 10μ g／ mlま た は 25μ g／ mlの 作 用 （ HMGB1媒 介 TNF放 出 の み の 場 合 の パ ー
セ ン ト と し て ） の グ ラ フ で あ る 。 図 ４ Ｂ は RAW264.7細 胞 か ら の TNFの 放 出 に 対 す る HMGB1（
0ま た は 1.5μ g／ ml） 、 HMGB1 Aボ ッ ク ス （ 0ま た は 10μ g／ ml） ま た は ベ ク タ ー （ 0ま た は 1
0μ g／ ml） の 単 独 ま た は 組 み 合 わ せ の 作 用 （ HMGB1媒 介 TNF放 出 の み の 場 合 の パ ー セ ン ト と
し て ） の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ Ａ は 経 時 的 （ 分 ） な RAW264.7細 胞 へ の 1 2 5 I-HMGB1結 合 （ CPM／ ウ ェ ル ） の 結
合 の グ ラ フ で あ る 。 図 ５ Ｂ は 総 CPM／ ウ ェ ル の パ ー セ ン ト と し て 測 定 し た 場 合 の 未 標 識 HMG
B1ま た は HMGB1 Aボ ッ ク ス の 非 存 在 下 、 2時 間 4℃ （ 合 計 ） 、 ま た は 、 未 標 識 HMGB1（ HMGB1
） ま た は Aボ ッ ク ス （ Aボ ッ ク ス ） の 5000モ ル 過 剰 量 の 存 在 下 の 、 1 2 5 I-HMGB1結 合 の ヒ ス ト
グ ラ ム で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は RAW264.7細 胞 か ら の TNF放 出 に 対 す る HMGB1（ HMG-1;0μ g／ mlま た は 1μ g／
ml） ま た は HMGB1Bボ ッ ク ス （ Bボ ッ ク ス ;0μ g／ mlま た は 10μ g／ ml） の 単 独 、 ま た は 抗 Bボ
ッ ク ス 抗 体 （ 25μ g／ mlま た は 100μ g／ ml） ま た は IgG（ 25μ g／ mlま た は 100μ g／ ml） と
組 み 合 わ せ た 場 合 の 作 用 の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る （ HMGB1媒 介 TNF放 出 の み の 場 合 の パ ー セ ン
ト と し て 表 示 ） 。
【 図 ７ 】 図 ７ Ａ は 未 投 与 マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ シ ン 染 色 腎 切 片 の ス キ ャ ニ ン
グ 画 像 で あ る 。 図 ７ Ｂ は HMGB1Bボ ッ ク ス 投 与 マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ シ ン 染 色
腎 切 片 の ス キ ャ ニ ン グ 画 像 で あ る 。 図 ７ Ｃ は 未 投 与 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 ス キ ャ ニ ン グ 画 像 で あ る 。 図 ７ Ｄ は HMGB1Bボ ッ ク ス 投 与 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 ス キ ャ ニ ン グ 画 像 で あ る 。 図 ７ Ｅ は 未 投 与 マ ウ ス
か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ シ ン 染 色 肺 切 片 の ス キ ャ ニ ン グ 画 像 で あ る 。 図 ７ Ｆ は HMGB1B
ボ ッ ク ス 投 与 マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ シ ン 染 色 肺 切 片 の ス キ ャ ニ ン グ 画 像 で あ
る 。 図 ７ Ｇ は 未 投 与 マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ シ ン 染 色 肝 切 片 の ス キ ャ ニ ン グ 画
像 で あ る 。 図 ７ Ｈ は HMGB1Bボ ッ ク ス 投 与 マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ シ ン 染 色 肝 切
片 の ス キ ャ ニ ン グ 画 像 で あ る 。 図 ７ Ｉ は 未 投 与 マ ウ ス か ら 得 た ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ シ ン 染
色 肝 切 片 の ス キ ャ ニ ン グ 画 像 （ 高 倍 率 ） で あ る 。 図 ７ Ｊ は HMGB1Bボ ッ ク ス 投 与 マ ウ ス か ら
得 た ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ シ ン 染 色 肝 切 片 の ス キ ャ ニ ン グ 画 像 （ 高 倍 率 ） で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 盲 腸 結 紮 お よ び 穿 刺 （ CLP） に 付 し た マ ウ ス に お け る 経 時 的 （ 時 間 ） な HMG
B1濃 度 （ ng／ ml） の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 盲 腸 結 紮 お よ び 穿 刺 （ CLP） の 後 の 経 時 的 （ 日 ） な マ ウ ス の 生 存 に 対 す る H
MGB Aボ ッ ク ス （ 60μ g／ マ ウ ス ま た は 600μ g／ マ ウ ス ） ま た は 無 投 与 の 作 用 の グ ラ フ で あ
る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ Ａ は 盲 腸 結 紮 お よ び 穿 刺 （ CLP） の 後 の 経 時 的 （ 日 ） な マ ウ ス の 生 存 に
対 す る 抗 HMGB1抗 体 （ 黒 丸 ） ま た は 無 投 与 （ 白 丸 ） の 作 用 の グ ラ フ で あ る 。 図 １ ０ Ｂ は リ
ポ 多 糖 類 （ LPS） を 投 与 し た マ ウ ス の 生 存 （ 日 ） に 対 す る 抗 HMGB1Bボ ッ ク ス 抗 血 清 （ 黒 四
角 ） ま た は 無 投 与 （ *） の 作 用 の グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ Ａ は HMGB1（ HMG-1） 、 リ ポ 多 糖 類 （ LPS） ま た は HMGB1Bボ ッ ク ス （ Bボ ッ
ク ス ） を 投 与 し た RAW264.7細 胞 か ら の TNF放 出 に 対 す る 抗 RAGE抗 体 ま た は 非 免 疫 IGGの 作 用
の ヒ ス ト グ ラ ム で あ る 。 図 １ １ Ｂ は マ ウ ス MyD88優 性 陰 性 （ +myD88DN） 突 然 変 異 （ ア ミ ノ
酸 146‾296に 相 当 ） ま た は 空 ベ ク タ ー （ -MyD88DN） で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た RAW264.7
細 胞 に お け る NF-κ B依 存 性 ELAMプ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 （ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 に よ り 測 定 ）
に 対 す る HMGB1（ HMG-1） ま た は HMGB1Bボ ッ ク ス （ Bボ ッ ク ス ） ポ リ ペ プ チ ド の 作 用 の ヒ ス
ト グ ラ ム で あ る 。 デ ー タ は 未 刺 激 お よ び 刺 激 細 胞 （ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 差 し 引 き ） か ら 得 た
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平 均 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 値 +SDの 比 （ 倍 活 性 化 ） と し て 表 示 す る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ Ａ 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 １
２ Ｂ は ラ ッ ト お よ び マ ウ ス の HMG1ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 2） で あ る 。 図
１ ２ Ｃ は ヒ ト HMG2の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 3） で あ る 。 図 １ ２ Ｄ は ヒ ト 、 マ ウ ス お よ び
ラ ッ ト の HMG1A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 １ ２ Ｅ は ヒ
ト 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト の HMG1B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 １ ２ Ｆ は ヒ ト HMG1に 対 す る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 6） で あ る
。 図 １ ２ Ｇ は ヒ ト HMG1に 対 す る リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 7） で あ る 。 図
１ ２ Ｈ は ヒ ト HMG1の カ ル ボ キ シ 末 端 突 然 変 異 体 に 対 す る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列
（ 配 列 番 号 8） で あ る 。 図 １ ２ Ｉ は ヒ ト HMG1の カ ル ボ キ シ 末 端 突 然 変 異 体 に 対 す る リ バ ー
ス プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 9） で あ る 。 図 １ ２ Ｊ は ヒ ト HMG1の ア ミ ノ 末 端 +Bボ ッ
ク ス に 対 す る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 10） で あ る 。 図 １ ２ Ｋ は ヒ ト HM
G1の ア ミ ノ 末 端 +Bボ ッ ク ス に 対 す る リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 11） で あ る
。 図 １ ２ Ｌ は ヒ ト HMG1の Bボ ッ ク ス 突 然 変 異 体 に 対 す る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列
（ 配 列 番 号 12） で あ る 。 図 １ ２ Ｍ は ヒ ト HMG1の Bボ ッ ク ス 突 然 変 異 体 に 対 す る リ バ ー ス プ
ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 13） で あ る 。 図 １ ２ Ｎ は ヒ ト HMG1の ア ミ ノ 末 端 +Aボ ッ ク ス
突 然 変 異 体 に 対 す る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 14） で あ る 。 図 １ ２ Ｏ は
ヒ ト HMG1の ア ミ ノ 末 端 +Aボ ッ ク ス 突 然 変 異 体 に 対 す る リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 （ 配
列 番 号 15） で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は ラ ッ ト （ 配 列 番 号 2） 、 マ ウ ス （ 配 列 番 号 2） お よ び ヒ ト （ 配 列 番 号 18
） の HMGB1ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 配 列 ア ラ イ メ ン ト で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ Ａ 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 １ ４ Ｂ は HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る HMG1L5（ 以 前 の HMG1
L10） の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 24） で あ る 。 図 １ ４ Ｃ は HMGBポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る HMG1L1の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 33） で あ る 。 図 １ ４ Ｄ 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 １ ４ Ｅ 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 １ ４ Ｆ 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 １ ４ Ｇ 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 １ ４ Ｈ 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 １ ４ 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 １ ４ Ｊ は HMGB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 １ ４ Ｋ 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 １ ４ Ｌ は HMGB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 １ ４ Ｍ 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 １ ４ Ｎ 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 １ ４ Ｏ 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 １ ４ Ｐ 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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