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(57)【要約】
　ＴＷＥＡＫ及びＴＷＥＡＫレセプターの活性を調節するアゴニスト及びアンタゴニスト
を提供する。本発明の方法、組成物及びキットは、癌や免疫関連疾患などの疾患の治療に
用いられうる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物の癌細胞を有効量のアンタゴニスト分子に曝すことを含む癌の治療方法であっ
て、該アンタゴニストは、
q) 抗ＴＷＥＡＫ抗体；
r) 抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体；
s) ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシン；及び
t) ＴＷＥＡＫレセプターの細胞内シグナル伝達をブロックする又は妨げる薬剤又は分子
からなる群から選択されるものである、治療方法。
【請求項２】
　前記ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシンが免疫グロブリンのＦｃ領域に融合したＴ
ＷＥＡＫレセプター配列を含んでなる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ＴＷＥＡＫレセプター配列がＦＮ１４レセプターの細胞外ドメイン配列を含んでな
る、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体が、図１１(配列番号1)のアミノ酸９４－２４９を含んでなるヒ
トＴＷＥＡＫポリペプチドを結合する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請求項４に記載
の方法。
【請求項６】
　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体が、図１２(配列番号2)のアミノ酸配列を含んでなる
ヒトＦＮ１４レセプターポリペプチドを結合する、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請求
項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記哺乳動物の癌細胞が、化学療法剤、放射線、プロドラッグ、細胞障害性剤又は増殖
阻害剤にも曝される、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　哺乳動物に有効量のアンタゴニスト分子が投与されることを含む、哺乳動物のＮＫ細胞
活性を亢進する方法であって、該アンタゴニストは、
u) 抗ＴＷＥＡＫ抗体；
v) 抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体；
w) ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシン；及び
x) ＴＷＥＡＫレセプターの細胞内シグナル伝達をブロックする又は妨げる薬剤又は分子
からなる群から選択されるものである、方法。
【請求項１０】
　前記ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシンが免疫グロブリンのＦｃ領域に融合したＴ
ＷＥＡＫレセプター配列を含んでなる、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ＴＷＥＡＫレセプター配列がＦＮ１４レセプターの細胞外ドメイン配列を含んでな
る、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体が、図１１(配列番号1)のアミノ酸９４－２４９を含んでなるヒ
トＴＷＥＡＫポリペプチドを結合する、請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請求項１２に記
載の方法。
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【請求項１４】
　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体が、図１２(配列番号2)のアミノ酸配列を含んでなる
ヒトＦＮ１４レセプターポリペプチドを結合する、請求項９に記載の方法。
【請求項１５】
　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請求
項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　哺乳動物に有効量のアンタゴニスト分子が投与されることを含む、哺乳動物の先天性Ｔ

Ｈ１応答又は活性を亢進する方法であって、該アンタゴニストは、
y) 抗ＴＷＥＡＫ抗体；
z) 抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体；
aa) ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシン；及び
bb) ＴＷＥＡＫレセプターの細胞内シグナル伝達をブロックする又は妨げる薬剤又は分子
からなる群から選択されるものである、方法。
【請求項１７】
　前記ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシンが免疫グロブリンのＦｃ領域に融合したＴ
ＷＥＡＫレセプター配列を含んでなる、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記ＴＷＥＡＫレセプター配列がＦＮ１４レセプターの細胞外ドメイン配列を含んでな
る、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体が、図１１(配列番号1)のアミノ酸９４－２４９を含んでなるヒ
トＴＷＥＡＫポリペプチドを結合する、請求項１６に記載の方法。
【請求項２０】
　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請求項１９に記
載の方法。
【請求項２１】
　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体が、図１２(配列番号2)のアミノ酸配列を含んでなる
ヒトＦＮ１４レセプターポリペプチドを結合する、請求項１６に記載の方法。
【請求項２２】
　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請求
項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　哺乳動物に有効量のアンタゴニスト分子が投与されることを含む、哺乳動物の先天性Ｔ

Ｈ２媒介性疾患の治療方法であって、該アンタゴニストは、
cc) 抗ＴＷＥＡＫ抗体；
dd) 抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体；
ee) ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシン；及び
ff) ＴＷＥＡＫレセプターの細胞内シグナル伝達をブロックする又は妨げる薬剤又は分子
からなる群から選択されるものである、方法。
【請求項２４】
　前記ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシンが免疫グロブリンのＦｃ領域に融合したＴ
ＷＥＡＫレセプター配列を含んでなる、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記ＴＷＥＡＫレセプター配列がＦＮ１４レセプターの細胞外ドメイン配列を含んでな
る、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体が、図１１(配列番号1)のアミノ酸９４－２４９を含んでなるヒ
トＴＷＥＡＫポリペプチドを結合する、請求項２３に記載の方法。
【請求項２７】
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　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請求項２６に記
載の方法。
【請求項２８】
　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体が、図１２(配列番号2)のアミノ酸配列を含んでなる
ヒトＦＮ１４レセプターポリペプチドを結合する、請求項２３に記載の方法。
【請求項２９】
　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請求
項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記ＴＨ２媒介性疾患がアレルギー又は喘息である、請求項２３に記載の方法。
【請求項３１】
　哺乳動物に有効量のアゴニスト分子が投与されることを含む、免疫関連疾患の治療方法
であって、該アゴニストは、
a) 抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体；
b) ＴＷＥＡＫポリペプチド；及び
c) ＴＷＥＡＫポリペプチド変異体
からなる群から選択されるものである、方法。
【請求項３２】
　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体が、図１２(配列番号2)のアミノ酸配列を含んでなる
ヒトＦＮ１４レセプターポリペプチドを結合する、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請求
項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記免疫関連疾患が自己免疫性疾患である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３５】
　前記自己免疫性疾患が、クローン病、炎症性腸疾患、多発性硬化症又は関節炎である、
請求項３４に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
(出願について)
　この出願は、出典明記によりその内容が本明細書に援用される、２００５年３月７日出
願の米国特許仮出願番号第６０／６５９，３３９号の優先権を主張する。
【０００２】
(発明の分野)
　本発明は、ＴＷＥＡＫ及びＴＷＥＡＫレセプターの活性を調節するアゴニスト及びアン
タゴニストを提供する。より具体的には、本発明は、癌や免疫関連疾患などの疾患の治療
のため、並びに、免疫細胞上のＴＷＥＡＫ及び／又はＴＷＥＡＫレセプターの活性を調節
するために用いられうる方法、組成物及びキットを提供する。
【０００３】
(発明の背景)
　腫瘍壊死因子(ＴＮＦ)スーパーファミリーに属する様々なリガンド及びレセプターが当
分野で同定されている。そのようなリガンドの中には、腫瘍壊死因子-α(「ＴＮＦ-α」)
、腫瘍壊死因子-β(「ＴＮＦ-β」又は「リンホトキシン-α」)、リンホトキシン-β(「
ＬＴ-β」)、ＣＤ３０リガンド、ＣＤ２７リガンド、ＣＤ４０リガンド、ＯＸ-４０リガ
ンド、４-１ＢＢリガンド、ＬＩＧＨＴ、Ａｐｏ-１リガンド(Ｆａｓリガンド又はＣＤ９
５リガンドとも称される)、Ａｐｏ-２リガンド(Ａｐｏ２Ｌ又はＴＲＡＩＬとも称される)
、ＴＷＥＡＫ(Ａｐｏ-３リガンドとも称される)、ＡＰＲＩＬ、ＯＰＧリガンド(ＲＡＮＫ
リガンド、ＯＤＦ又はＴＲＡＮＣＥとも称される)、及びＴＡＬＬ-１(ＢｌｙＳ、ＢＡＦ
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Ｆ又はＴＨＡＮＫとも称される)が含まれる。［例えば、Ashkenazi, Nature Review, 2:4
20-430 (2002)；Ashkenazi及びDixit, Science, 281:1305-1308 (1998)；Ashkenazi及びD
ixit, Curr. Opin. Cell Biol., 11:255-260 (2000)；Golstein, Curr. Biol., 7:750-75
3 (1997) Wallach, Cytokine Reference, Academic Press, 2000, pages 377-411；Locks
ley 等, Cell, 104:487-501 (2001)；Gruss及びDower, Blood, 85:3378-3404 (1995)；Sc
hmid 等, Proc. Natl. Acad. Sci., 83:1881 (1986)；Dealtry 等, Eur. J. Immunol., 1
7:689 (1987)；Pitti 等, J. Biol. Chem., 271:12687-12690 (1996)；Wiley 等, Immuni
ty, 3:673-682 (1995)；Browning 等, Cell, 72:847-856 (1993)；Armitage 等 Nature, 
357:80-82 (1992)；1997年1月16日公開の国際公開公報97/01633；1997年7月17日公開の国
際公開公報97/25428；Marsters等, Curr. Biol., 8:525-528(1998)；Chicheportiche等, 
Biol. Chem., 272:32401-32410(1997)；Hahne等, J. Exp. Med., 188:1185-1190(1998)；
1998年7月2日公開の国際公開公報98/28426；1998年10月22日公開の国際公開公報98/46751
；1998年5月7日公開の国際公開公報/98/18921；Mooreら, Science, 285:260-263(1999)；
Shu等, J. Leukocyte Biol., 65:680(1999)；Schneiderら, J. Exp. Med., 189:1747-175
6(1999)；Mukhopadhyay等, J. Biol. Chem., 274:15978-15981(1999)参照］。
【０００４】
　このようなＴＮＦファミリーリガンドによって媒介される様々な細胞性応答の誘導は、
一般的に特定の細胞レセプターへの結合によって開始される。今日までに同定されたＴＮ
Ｆレセプタースーパーファミリーのメンバーには、TNFR1、TNFR2、TACI、GITR、CD27、OX
-40、CD30、CD40、HVEM、Fas (Apo-1又はCD95とも称される)、DR4 (TRAIL-R1とも称され
る)、DR5 (Apo-2又はTRAIL-R2とも称される)、DcR1、DcR2、破骨細胞分化抑制因子(OPG)
、RANK及びApo-3 (DR3又はTRAMPとも称される)が含まれる。(例えば、Ashkenazi, Nature
 Reviews, 2:420-430 (2002)；Ashkenazi及びDixit, Science, 281:1305-1308 (1998)；A
shkenazi及びDixit, Curr. Opin. Cell Biol., 11:255-260 (2000)；Golstein, Curr. Bi
ol., 7:750-753 (1997) Wallach, Cytokine Reference, Academic Press, 2000, 377-411
頁；Locksley 等., Cell, 104:487-501 (2001)；Gruss 及び Dower, Blood, 85:3378-340
4 (1995)；Hohman 等, J. Biol. Chem., 264:14927-14934 (1989)；Brockhaus 等, Proc.
 Natl. Acad. Sci., 87:3127-3131 (1990)；1991年3月20日出願の欧州特許第417,563；Lo
etscher 等, Cell, 61:351 (1990)；Schall 等, Cell, 61:361 (1990)；Smith 等, Scien
ce, 248:1019-1023 (1990)；Lewis 等, Proc. Natl. Acad. Sci., 88:2830-2834 (1991)
；Goodwin 等, Mol. Cell. Biol., 11:3020-3026 (1991)；Stamenkovic 等, EMBO J., 8:
1403-1410 (1989)；Mallett 等, EMBO J., 9:1063-1068 (1990)；Anderson 等, Nature, 
390:175-179 (1997)；Chicheportiche 等, J. Biol. Chem., 272:32401-32410 (1997)；P
an 等, Science, 276:111-113 (1997)；Pan 等, Science, 277:815-818 (1997)；Sherida
n 等, Science, 277:818-821 (1997)；Degli-Esposti 等, J. Exp. Med., 186:1165-1170
 (1997)；Marsters 等, Curr. Biol., 7:1003-1006 (1997)；Tsuda 等, BBRC, 234:137-1
42 (1997)；Nocentini 等, Proc. Natl. Acad. Sci., 94:6216-6221 (1997)；vonBulow 
等, Science, 278:138-141 (1997))。
【０００５】
　これらＴＮＦレセプターファミリーメンバーの多くは、細胞外領域、膜貫通領域及び細
胞内領域を含む細胞表面レセプターの典型的な構造を共有しており、一方、他のメンバー
は膜貫通領域と細胞内ドメインを欠いた可溶性タンパク質として天然にみられる。典型的
なＴＮＦＲの細胞外部位には、ＮＨ２-末端から始まる複数のシステインリッチドメイン(
ＣＲＤ)の反復性のアミノ酸配列パターンを含有する。
　ＴＮＦリガンドファミリーメンバーのそれらのそれぞれのレセプター(一又は複数)との
相互作用は、免疫系内の様々な機能に影響しうる。このようなリガンド／レセプター相互
作用の例には、例えばＢ細胞の抗体産生細胞への分化を促進するためのＣＤ４０レセプタ
ーと結合するＣＤ４０リガンド(Grewal 等, Immunol. Res., 16:59-70 (1997))、例えば
濾胞性樹状細胞の分化状態を制御することによる体液性免疫応答に影響するためのリンホ
トキシン-βレセプターと結合するリンホトキシン-βリガンド(Mackay 及び Browning, N
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ature, 395:26-27 (1998))、及び、例えばＴ細胞シグナルへのＢ細胞の応答を制御するた
めのＯＸ４０レセプターを結合するＯＸ４０リガンド(Flynn 等, J. Exp. Med., 188:297
-304 (1998))がある。免疫系における働きが報告されている他のリガンド／レセプター対
には、ＴＮＦ-α／ＴＮＦＲ-１やＦａｓリガンド／Ｆａｓがある。
【０００６】
　「ＴＷＥＡＫ」又は「Ａｐｏ-３リガンド」と称するＴＮＦファミリーリガンドは文献
に記述されている(例として、国際公開公報98/05783、国際公開公報98/35061、国際公開
公報99/19490、米国特許公開2002/0015703を参照)。ＴＷＥＡＫリガンドは形質転換細胞
系における相対的に弱いアポトーシスの誘導因子として文献で報告された(Chicheportich
e 等, J. Biol. Chem., 272:32401-32410 (1997)、Marsters 等, Curr. Biol., 8:525-52
8 (1998))。精製された可溶性ＴＷＥＡＫタンパク質は、ＨＴ２９腺癌細胞、ＨｅＬａ子
宮頚癌細胞及びＡ３７５メラノーマ細胞を含むいくつかの腫瘍細胞株の分化及び／又は死
を誘導するために用いられた。また、ＴＷＥＡＫは、ＨＴ２９及びＡ３７５細胞株にケモ
カインＩＬ-８を分泌させ、線維芽細胞細胞株であるＷＩ-３８に対して同じ効果を示した
(Chicheportiche 等, J. Biol. Chem., 272:32401-32410 (1997))。加えて、ＴＷＥＡＫ
は、様々な正常な内皮細胞株の増殖及びラット角膜の血管新生を誘導することによって、
血管新生調節機能に関係しているとされている(Lynch 等, J. Interferon Cytokine Res.
 18: A-46 (1998))、Jakubowski 等, J. Cell. Sci., 115:267-274 (2002)、Lynch 等, J
. Biol. Chem., 274:8455-8459 (1999))。
【０００７】
　他の組織の中でも心臓、脳、肺、肝臓などのマウス及びヒトの組織、及び脾臓などの二
次リンパ系器官、及びリンパ節において、ＴＷＥＡＫ　ｍＲＮＡの発現が記述されている
。また、ＴＷＥＡＫはヒト末梢血単球に発現されており、ＩＦＮ-γ刺激の後にその発現
が増す(Nakayama 等, J. Exp. Med., 192:1373-1380 (2000))。
　ＴＷＥＡＫの推定されるレセプターは文献において、既に記載された(Marsters 等, Cu
rr. Biol. 8: 525-528 (1998))。ＴＲＡＭＰ、Ａｐｏ-３、ＷＳＬ-１、ＤＲ３、又はＬＡ
ＲＤと称されるこのレセプターは、ＴＮＦＲファミリーのメンバーである。ＴＲＡＭＰの
活性化は、ＮＦ-ｋＢシグナル伝達経路を介する細胞の活性化ないしはカスペース依存性
細胞死シグナル伝達経路の何れかを連動させることによって、アポトーシスを誘導するこ
とが報告された(Ashkenazi及びDixit, Science, 281:1305-1308 (1998))。現在、ＴＲＡ
ＭＰ／Ａｐｏ-３／ＤＲ３が実際はＴＷＥＡＫの生理学的な、高親和性レセプターでない
と思われている。
　また、Ｆｎ-１４と呼ばれているＴＷＥＡＫを結合する他のレセプターが同定された。
Ｆｎ-１４は、線維芽細胞増殖因子誘導性の１４ｋＤａのタンパク質であり(Wiley 等, Im
munity, 15:837-846 (2001))、細胞内ドメインのＴＲＡＦ結合モチーフとともに、細胞外
ドメインのシステインリッチドメインを１つだけ含有する、離れて関連するＴＮＦＲファ
ミリーメンバーである。このレセプターを介して働くＴＷＥＡＫは、ＮＦ-ＫＢ２ｐ１０
０プロセシングと長く続くＮＦ-ＫＢ活性化を誘導する(Saitoh 等, J. Biol. Chem., 278
:36005-36012 (2003))。
【０００８】
(発明の概要)
　ＴＮＦリガンドファミリーメンバーであるＴＷＥＡＫは、炎症誘発性サイトカインとし
て作用すると考えられている。下記の実施例に示すように、ＴＷＥＡＫは、先天性炎症応
答並びに先天性免疫からＴＨ１適応免疫への移行を抑制する際に重要な役割を果たすこと
が明らかにされた。したがって、アゴニスト的様式又はアンタゴニスト的様式の何れかで
このような活性(一又は複数)を調整することによって、様々な疾患、例として癌又は免疫
関連疾患が治療されうる。
　本発明は、ＴＷＥＡＫ及び／又はＴＷＥＡＫレセプターを結合して、例えば、アゴニス
ト的様式又はアンタゴニスト的様式で、ＴＷＥＡＫ及び／又はＴＷＥＡＫレセプターの活
性を調整する組成物を提供する。ＴＷＥＡＫ又はＴＷＥＡＫレセプターアンタゴニストは
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、例えば、ＴＷＥＡＫ及び／又はＴＷＥＡＫレセプターの活性をブロックする又は中和す
るために用いられうる。このような組成物及び該組成物を用いた方法は、癌及び自己免疫
性疾患を含む様々な疾患を治療するために使用されてもよい。例として、ＴＷＥＡＫを結
合して、免疫細胞上のＴＷＥＡＫの活性を中和する又はブロックするアンタゴニスト抗体
は、過剰な先天性及び／又は適応の免疫系疾患と関係する症状を阻害するために哺乳動物
のナチュラルキラー(ＮＫ)細胞の数と作用を亢進するために用いられうる。本発明の組成
物は、ＴＷＥＡＫ及び／又はＴＷＥＡＫレセプターを結合するモノクローナル抗体、可溶
性ＴＷＥＡＫ-レセプター-Ｉｇ融合タンパク質、又はＴＷＥＡＫ及び／又はＴＷＥＡＫレ
セプターの活性を拮抗しうる他の分子を含む。
【０００９】
　本発明は、治療的有効量のＴＷＥＡＫアンタゴニストと受容可能な担体を含有してなる
組成物が投与されることを含む、癌又は感染症などの疾患の治療方法を提供する。ＴＷＥ
ＡＫアンタゴニストは、ＴＷＥＡＫリガンドに対する抗体、ＴＷＥＡＫレセプターに対す
る抗体、ＴＷＥＡＫレセプターへのＴＷＥＡＫリガンドの結合を修飾する薬剤、及び、Ｔ
ＷＥＡＫレセプターの細胞内シグナル伝達を阻害しうる薬剤でありうる。好ましい実施態
様では、抗体はモノクローナル抗体である。より好ましい実施態様では、モノクローナル
抗体はＴＷＥＡＫリガンドに対するものである。ＴＷＥＡＫアンタゴニストは、ＴＷＥＡ
Ｋリガンドに選択的に結合しうるリガンド結合ドメインを有する可溶性ＴＷＥＡＫレセプ
ターでありうる。一実施態様では、可溶性ＴＷＥＡＫレセプターは、ヒト免疫グロブリン
ＩｇＧドメインを含みうる。
　本発明は、有効量のＴＷＥＡＫアンタゴニストと、場合によって、薬学的に有効な担体
を含有してなる組成物が投与されることを含む、哺乳動物の先天性ＴＨ１応答又は活性を
亢進するための方法を更に含む。
【００１０】
　さらに、本発明は、有効量のＴＷＥＡＫアンタゴニストと、場合によって、薬学的に有
効な担体を含有してなる組成物が投与されることを含む、哺乳動物のＮＫ細胞活性を亢進
するための方法を含む。
　更なる実施態様では、例えば、ＴＷＥＡＫ及び／又はＴＷＥＡＫレセプターの活性を刺
激するか又は亢進するために、ＴＷＥＡＫ又はＴＷＥＡＫレセプターアゴニストが用いら
れうる。本発明は、ＴＷＥＡＫ及び／又はＴＷＥＡＫレセプターを結合して、ＴＷＥＡＫ
及び／又はＴＷＥＡＫレセプターの活性を刺激するか又は亢進する組成物を提供する。こ
のような組成物及び該組成物を用いた方法は、自己免疫性疾患などの免疫関連疾患を含む
様々な疾患を治療するために使用されうる。例として、ＴＷＥＡＫレセプターを結合して
、ＴＷＥＡＫレセプターの活性を刺激するか又は亢進するアゴニスト抗体は、ＴＨ１作動
性自己免疫性疾患、例としてクローン病、炎症性腸疾患、多発性硬化症及び関節炎を寛解
するために用いられうる。
　本発明は、治療的有効量のＴＷＥＡＫ又はＴＷＥＡＫレセプターアゴニストと受容可能
な担体を含有してなる組成物が投与されることを含む、免疫関連症状の治療方法を提供す
る。ＴＷＥＡＫアゴニストは、ＴＷＥＡＫレセプターに対する抗体でありうる。好ましい
実施態様では、抗体はモノクローナル抗体である。より好ましい実施態様では、モノクロ
ーナル抗体はＴＷＥＡＫレセプターに対するものである。
【００１１】
　更なる実施態様は、限定する目的のものではない以下の特許請求の範囲の例により説明
する：
１．　哺乳動物の癌細胞を有効量のアンタゴニスト分子に曝すことを含む癌の治療方法で
あって、該アンタゴニストは、
a) 抗ＴＷＥＡＫ抗体；
b) 抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体；
c) ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシン；及び
d) ＴＷＥＡＫレセプターの細胞内シグナル伝達をブロックする又は妨げる薬剤又は分子
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からなる群から選択されるものである、治療方法。
２．　前記ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシンが免疫グロブリンのＦｃ領域に融合し
たＴＷＥＡＫレセプター配列を含んでなる、請求項１に記載の方法。
３．　前記ＴＷＥＡＫレセプター配列がＦＮ１４レセプターの細胞外ドメイン配列を含ん
でなる、請求項２に記載の方法。
４．　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体が、図１１のアミノ酸９４－２４９を含んでなるヒトＴＷＥ
ＡＫポリペプチドを結合する、請求項１に記載の方法。
５．　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請求項４に
記載の方法。
６．　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体が、図１２のアミノ酸配列を含んでなるヒトＦＮ
１４レセプターポリペプチドを結合する、請求項１に記載の方法。
７．　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、
請求項６に記載の方法。
８．　前記哺乳動物の癌細胞が、化学療法剤、放射線、プロドラッグ、細胞障害性剤又は
増殖阻害剤にも曝される、請求項１に記載の方法。
【００１２】
９．　哺乳動物に有効量のアンタゴニスト分子が投与されることを含む、哺乳動物のＮＫ
細胞活性を亢進する方法であって、該アンタゴニストは、
e) 抗ＴＷＥＡＫ抗体；
f) 抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体；
g) ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシン；及び
h) ＴＷＥＡＫレセプターの細胞内シグナル伝達をブロックする又は妨げる薬剤又は分子
からなる群から選択されるものである、方法。
１０．　前記ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシンが免疫グロブリンのＦｃ領域に融合
したＴＷＥＡＫレセプター配列を含んでなる、請求項９に記載の方法。
１１．　前記ＴＷＥＡＫレセプター配列がＦＮ１４レセプターの細胞外ドメイン配列を含
んでなる、請求項１０に記載の方法。
１２．　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体が、図１１のアミノ酸９４－２４９を含んでなるヒトＴＷ
ＥＡＫポリペプチドを結合する、請求項９に記載の方法。
１３．　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請求項１
２に記載の方法。
１４．　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体が、図１２のアミノ酸配列を含んでなるヒトＦ
Ｎ１４レセプターポリペプチドを結合する、請求項９に記載の方法。
１５．　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である
、請求項１４に記載の方法。
【００１３】
１６．　哺乳動物に有効量のアンタゴニスト分子が投与されることを含む、哺乳動物の先
天性ＴＨ１応答又は活性を亢進する方法であって、該アンタゴニストは、
i) 抗ＴＷＥＡＫ抗体；
j) 抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体；
k) ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシン；及び
l) ＴＷＥＡＫレセプターの細胞内シグナル伝達をブロックする又は妨げる薬剤又は分子
からなる群から選択されるものである、方法。
１７．　前記ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシンが免疫グロブリンのＦｃ領域に融合
したＴＷＥＡＫレセプター配列を含んでなる、請求項１６に記載の方法。
１８．　前記ＴＷＥＡＫレセプター配列がＦＮ１４レセプターの細胞外ドメイン配列を含
んでなる、請求項１７に記載の方法。
１９．　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体が、図１１のアミノ酸９４－２４９を含んでなるヒトＴＷ
ＥＡＫポリペプチドを結合する、請求項１６に記載の方法。
２０．　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請求項１
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９に記載の方法。
２１．　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体が、図１２のアミノ酸配列を含んでなるヒトＦ
Ｎ１４レセプターポリペプチドを結合する、請求項１６に記載の方法。
２２．　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である
、請求項２１に記載の方法。
【００１４】
２３．　哺乳動物に有効量のアンタゴニスト分子が投与されることを含む、哺乳動物の先
天性ＴＨ２媒介性疾患の治療方法であって、該アンタゴニストは、
m) 抗ＴＷＥＡＫ抗体；
n) 抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体；
o) ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシン；及び
p) ＴＷＥＡＫレセプターの細胞内シグナル伝達をブロックする又は妨げる薬剤又は分子
からなる群から選択されるものである、方法。
２４．　前記ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシンが免疫グロブリンのＦｃ領域に融合
したＴＷＥＡＫレセプター配列を含んでなる、請求項２３に記載の方法。
２５．　前記ＴＷＥＡＫレセプター配列がＦＮ１４レセプターの細胞外ドメイン配列を含
んでなる、請求項２４に記載の方法。
２６．　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体が、図１１のアミノ酸９４－２４９を含んでなるヒトＴＷ
ＥＡＫポリペプチドを結合する、請求項２３に記載の方法。
２７．　前記抗ＴＷＥＡＫ抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である、請求項２
６に記載の方法。
２８．　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体が、図１２のアミノ酸配列を含んでなるヒトＦ
Ｎ１４レセプターポリペプチドを結合する、請求項２３に記載の方法。
２９．　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である
、請求項２８に記載の方法。
３０．　前記ＴＨ２媒介性疾患がアレルギー又は喘息である、請求項２３に記載の方法。
【００１５】
３１．　哺乳動物に有効量のアゴニスト分子が投与されることを含む、免疫関連疾患の治
療方法であって、該アンタゴニストは、
a) 抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体；
b) ＴＷＥＡＫポリペプチド；及び
c) ＴＷＥＡＫポリペプチド変異体
からなる群から選択されるものである、方法。
３２．　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体が、図１２のアミノ酸配列を含んでなるヒトＦ
Ｎ１４レセプターポリペプチドを結合する、請求項３１に記載の方法。
３３．　前記抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体がキメラ抗体、ヒト化抗体又はヒト抗体である
、請求項３２に記載の方法。
３４．　前記免疫関連疾患が自己免疫性疾患である、請求項３１に記載の方法。
３５．　前記自己免疫性疾患が、クローン病、炎症性腸疾患、多発性硬化症又は関節炎で
ある、請求項３４に記載の方法。
【００１６】
(発明の詳細な説明)
　本明細書中に記載又は参照の技術及び手順は一般的に十分理解されるものであり、例え
ばSambrook 等, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd. edition (1989) Cold S
pring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.に記載の広く利用される分
子クローニング方法論などの、当分野の技術者による従来の方法論を用いて通常行われる
ものである。好ましくは、市販のキットや試薬の使用を伴う手順は、特に明記しない限り
、プロトコール及び／又はパラメータを定義する製造者に従って一般的に行われる。
　本方法及びアッセイを開示する前に、本発明は、ここに記載の特定の方法論、プロトコ
ール、細胞株、動物種や属、コンストラクト及び試薬に限定されるものではなく、変更さ
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れてもよいことを理解されたい。また、本明細書中で用いる用語は特定の実施態様のみを
開示するためのものであり、添付の特許請求の範囲によってのみ限定される本発明の権利
範囲を限定するものでないことを理解されたい。
【００１７】
　本明細書で用いられる及び添付の特許請求の範囲中の単数形「ａ」、「ａｎｄ」及び「
ｔｈｅ」には、明らかな記載がない限り複数形も含まれる。ゆえに、例えば「一般的な変
更」なる用語には複数の変更が含まれ、「プローブ」なる用語には、一ないし複数のプロ
ーブの言及及び当分野の技術者に公知のその等価物、並びに前述のものが含まれる。
　本明細書中で引用するすべての出版物は、該出版物が引用される方法及び／又は材料を
開示及び記載するために、出典明記によって本明細書中に組み込まれる。本明細書中で引
用する出版物は、本出願の提出日前の開示について言及するものである。早い優先日又は
より前の発明日によって刊行物に先行する権利が発明者にはないことを自認していると解
釈されるべきではない。さらに、実際の出版日は明記されているものと異なり、個々に実
証が必要であろう。
【００１８】
Ｉ．定義
　「ＴＷＥＡＫ」又は「ＴＷＥＡＫリガンド」なる用語は、図１１のアミノ酸残基１－２
４９、図１１のアミノ酸残基４７－２４９又は図１１のアミノ酸残基９４－２４９を含有
してなるポリペプチド配列、並びに、生物学的に活性な断片、上記の配列の欠失、挿入な
いしは置換した変異体を包括的に指すために、本明細書において使われる。一実施態様で
は、ポリペプチド配列は、図１１の残基４７－２４９を含んでなり、場合によって、図１
１の残基９４－２４９から成る。他の実施態様では、前記の断片ないし変異体は生物学的
に活性であり、上記した配列の何れか一と少なくともおよそ８０％のアミノ酸配列同一性
、好ましくは少なくとも９０％の配列同一性及びさらにより好ましくは少なくとも９５％
、９６％、９７％、９８％又は９９％の配列同一性を有する。場合によって、ＴＷＥＡＫ
ポリペプチドは、ＴＷＥＡＫコード化ポリヌクレオチド配列とストリンジェントな条件下
でハイブリダイズするヌクレオチド配列によってコードされる。また、この定義には、Ｔ
ＷＥＡＫ供与源から単離されたか又は組換え法ないし合成方法により調製された天然配列
のＴＷＥＡＫを包含する。特別に言及しない限り、ＴＷＥＡＫ配列において、指し示すア
ミノ酸残基のすべての番号付けは図１１に記載の番号付けを使用する。
【００１９】
　「細胞外ドメイン」又は「ＥＣＤ」なる用語は、膜貫通及び細胞質ドメインが本質的に
ない、ＴＷＥＡＫなどのタンパク質の形態を称する。通常、ＥＣＤはこのような膜貫通及
び細胞質ドメインを１％未満、好ましくはこのようなドメインを０．５％未満有している
。本発明のポリペプチドとして同定される任意の膜貫通ドメイン(一又は複数)は、疎水性
ドメインのタイプのものを同定するのに、当該分野で常套的に用いられている基準に従い
同定されると理解されるであろう。膜貫通ドメインの正確な境界は異なるが、多くの場合
は、最初に同定されたドメインのいずれか末端の約５アミノ酸を超えない程度の違いであ
ると思われる。好ましい実施態様では、ＥＣＤは、膜貫通及び細胞質又は細胞内ドメイン
のない(膜結合性でない)ポリペプチドの、可溶性の細胞外ドメイン配列からなる。ＴＷＥ
ＡＫの具体的な細胞外ドメイン配列は、Marsters 等, Curr. Biol., 8:525-528 (1998)、
Chicheportiche 等, JBC, 272:32401-32410 (1997)において、記述される。
　「ＴＷＥＡＫリガンド」又は「ＴＷＥＡＫ」なる用語は、ＴＷＥＡＫ単量体、重合体、
又はそのヘテロマーないしその誘導体を指す。
【００２０】
　「ＴＷＥＡＫレセプター」は、上記のＴＷＥＡＫリガンド結合できる一又は複数のレセ
プターを指す。本明細書中の「ＴＷＥＡＫレセプター」には、「Ｆｎ-１４」又は「ＦＮ
１４」と当分野で称されるレセプター及び図１２に示されるアミノ酸１－１２９を含んで
なるそのポリペプチド配列が含まれる。また、Ｆｎ１４レセプターは、Wiley 等, Immuni
ty, 15:837-846 (2001)に記述される。本明細書中で用いられる「ＴＷＥＡＫレセプター
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」なる用語は天然配列レセプター及びレセプター変異体を包含する。これらの用語は、ヒ
トを含む様々な哺乳動物において、発現されるＴＷＥＡＫレセプターを包含する。ＴＷＥ
ＡＫレセプターは、様々なヒト組織系統に天然に生じるように内生的に発現されうるか、
又は組換え法ないし合成法により発現されうる。「天然配列ＴＷＥＡＫレセプター」は、
天然由来のＴＷＥＡＫレセプターと同じアミノ酸配列を有するポリペプチドを含む。ゆえ
に、天然配列ＴＷＥＡＫレセプターは、任意の哺乳動物から天然に生じるＴＷＥＡＫレセ
プターのアミノ酸配列を有しうる。このような天然配列ＴＷＥＡＫレセプターは、天然か
ら単離されうるか、又は組換え手段ないし合成手段により産生されうる。「天然配列ＴＷ
ＥＡＫレセプター」なる用語は、特に、レセプターの天然に生じる切断型ないし分泌型(
例えば、細胞外ドメイン配列などを含有している可溶性型)、天然に生じる変異型(例えば
選択的スプライシング型)及び天然に生じる対立遺伝子変異体を包含する。レセプター変
異体は、天然配列ＴＷＥＡＫレセプターの断片又は欠失変異体を含みうる。
【００２１】
　「抗ＴＷＥＡＫ抗体」なる用語は、ＴＷＥＡＫリガンドの少なくとも一のエピトープと
結合する任意の抗体を指す。場合によって、ＴＷＥＡＫ抗体は、異種性の配列ないし分子
と融合するか又は結合する。好ましくは、異種性の配列は、抗体がより高次の複合体ない
しはオリゴマー複合体を形成するのを促すか補助する。場合によっては、ＴＷＥＡＫ抗体
はＴＷＥＡＫに結合するが、任意の付加的なＴＮＦファミリーリガンド(例えばＦａｓリ
ガンド、Ａｐｏ２Ｌ／ＴＲＡＩＬ、ＴＮＦ-αなど)と結合又は交差反応をしない。場合に
よっては、抗体はＴＷＥＡＫ及び／又はＴＷＥＡＫレセプター活性のアゴニスト又はアン
タゴニストである。
　場合によっては、本発明のＴＷＥＡＫ抗体は、ＢＩＡｃｏｒｅ結合アッセイで測定され
るように、約０．１ｎＭから約２０ｍＭの範囲の濃度でＴＷＥＡＫリガンドに結合する。
場合によっては、本発明のＴＷＥＡＫ抗体は、ＢＩＡｃｏｒｅ結合アッセイで測定される
ように、約０．６ｎＭから約１８ｍＭのＩＣ５０値を示す。
【００２２】
　「抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体」なる用語は、ＴＷＥＡＫレセプターの少なくとも一の
エピトープと結合する任意の抗体を指す。場合によって、ＴＷＥＡＫレセプター抗体は、
異種性の配列ないし分子に融合するか又は結合する。好ましくは、異種性の配列は、抗体
がより高次の複合体ないしはオリゴマー複合体を形成するのを促すか補助する。場合によ
っては、ＴＷＥＡＫレセプター抗体はＴＷＥＡＫレセプターに結合するが、任意の付加的
なＴＮＦファミリーレセプター(例えばＦＡＳ、ＤＲ４、ＤＲ５、ＴＮＦＲＩ、ＴＮＦＲ
ＩＩなど)と結合又は交差反応をしない。場合によって、抗体は、ＴＷＥＡＫレセプター
活性のアゴニスト又はアンタゴニストである。
　場合によって、本発明のＴＷＥＡＫレセプター抗体は、ＢＩＡｃｏｒｅ結合アッセイで
測定されるように、約０．１ｎＭから約２０ｍＭの範囲の濃度でＴＷＥＡＫレセプターに
結合する。場合によって、本発明のＴＷＥＡＫレセプター抗体は、ＢＩＡｃｏｒｅ結合ア
ッセイで測定されるように、約０．６ｎＭから約１８ｍＭのＩＣ５０値を示す。
【００２３】
　「アンタゴニスト」なる用語は広義で用いられ、ＴＷＥＡＫないしＴＷＥＡＫレセプタ
ーのインビトロ、インサイツないしインビボでの一又は複数の生物学的活性を部分的又は
完全に遮断(ブロック)、阻害又は中和する任意の分子を含む。ＴＷＥＡＫないしＴＷＥＡ
Ｋレセプターのこのような生物活性の例には、ＴＷＥＡＫレセプターへのＴＷＥＡＫの結
合、ＮＦ-ｋＢリン酸化の活性化ないしはＳＴＡＴ-１リン酸化の阻害、ＩＬ-８産生、Ｉ
ＦＮ-γ及びＩＬ-１２分泌の阻害、ＮＫ細胞ＡＩＣＤの促進、血管新生の促進、又は腫瘍
成長の促進などがある。アンタゴニストは直接的ないし間接的形式で機能しうる。例えば
、アンタゴニストは、ＴＷＥＡＫレセプターへ直接結合するＴＷＥＡＫの代わりに、ＴＷ
ＥＡＫないしＴＷＥＡＫレセプターのインビトロ、インサイツないしインビボでの一又は
複数の生物学的活性を部分的又は完全に遮断(ブロック)、阻害又は中和するように機能し
うる。また、アンタゴニストは、例えば他のエフェクター分子を遮断ないし阻害する代わ
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りに、ＴＷＥＡＫないしＴＷＥＡＫレセプターのインビトロ、インサイツないしインビボ
での一又は複数の生物学的活性を部分的又は完全に遮断(ブロック)、阻害又は中和するよ
うに間接的に機能しうる。アンタゴニスト分子には、分子がＴＷＥＡＫ及びＴＷＥＡＫレ
セプターの生物学的活性を部分的又は完全に遮断、阻害又は中和できる「二重」アンタゴ
ニスト活性が含まれうる。
【００２４】
　「ＴＷＥＡＫアンタゴニスト」なる用語は、ＴＷＥＡＫないしＴＷＥＡＫレセプターの
それぞれ、又はＴＷＥＡＫ及びＴＷＥＡＫレセプターの両方の生物学的活性を部分的又は
完全に遮断(ブロック)、阻害又は中和する任意の分子を指し、限定するものではないが、
ＴＷＥＡＫレセプターの可溶性型、例えばＴＷＥＡＫレセプターの細胞外ドメイン配列、
ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシン、ＴＷＥＡＫレセプター融合タンパク質、ＴＷＥ
ＡＫレセプターの共有結合修飾型、ＴＷＥＡＫレセプター抗体、及びＴＷＥＡＫ抗体が含
まれる。ＴＷＥＡＫアンタゴニスト分子がＴＷＥＡＫないしＴＷＥＡＫレセプターの生物
学的活性を部分的又は完全に遮断(ブロック)、阻害又は中和するかどうかを決定するため
に、例えば、ＴＷＥＡＫレセプターへのＴＷＥＡＫの結合、又はＮＦ-ｋＢリン酸化の活
性化ないしはＳＴＡＴ-１リン酸化の阻害、又はＩＦＮ-γ又はＩＬ-１２産生の阻害、又
は細胞死の活性化に対するアンタゴニスト分子の影響(一又は複数)を評価するためにアッ
セイを行ってもよい。このようなアッセイは、例えば、ＮＫ細胞、マクロファージ及び樹
状細胞の公知のインビトロ又はインビボアッセイ様式で実行されうる。一実施態様では、
ＴＷＥＡＫアンタゴニストは、モノクローナル抗体又は可溶性ＴＷＥＡＫレセプターＥＣ
Ｄ-Ｆｃ融合タンパク質を含んでなる。
【００２５】
　「アゴニスト」なる用語は広義で用いられ、ＴＷＥＡＫないしＴＷＥＡＫレセプターの
インビトロ、インサイツないしインビボでの一又は複数の生物学的活性を部分的又は完全
に刺激、亢進又は誘導する任意の分子を含む。ＴＷＥＡＫないしＴＷＥＡＫレセプターの
このような生物活性の例には、ＴＷＥＡＫレセプターへのＴＷＥＡＫの結合、ＮＦ-ｋＢ
リン酸化の活性化ないしはＳＴＡＴ-１リン酸化の阻害、又はＩＦＮ-γ又はＩＬ-１２産
生の阻害、又は細胞死の活性化などがある。アゴニストは、直接的又は間接的な様式で機
能しうる。アゴニスト分子には、分子がＴＷＥＡＫ及びＴＷＥＡＫレセプターの生物学的
活性を部分的又は完全に刺激、亢進又は誘導できる「二重」アゴニスト活性が含まれうる
。
【００２６】
　「ＴＷＥＡＫアゴニスト」なる用語は、ＴＷＥＡＫないしＴＷＥＡＫレセプターのそれ
ぞれ、又はＴＷＥＡＫ及びＴＷＥＡＫレセプターの両方の生物学的活性を部分的又は完全
に刺激、亢進又は誘導する任意の分子を指し、限定するものではないが、ＴＷＥＡＫポリ
ペプチド及びその変異体、並びにＴＷＥＡＫレセプター抗体が含まれる。ＴＷＥＡＫアゴ
ニスト分子がＴＷＥＡＫないしＴＷＥＡＫレセプターの生物学的活性を部分的又は完全に
刺激、亢進又は誘導するかどうかを決定するために、例えば、ＩＬ-８産生、ＮＦ-ｋＢリ
ン酸化、又はＩＦＮ-γ又はＩＬ-１２産生の阻害に対するアゴニスト分子の影響(一又は
複数)を評価するためにアッセイを行ってもよい。このようなアッセイは、公知のインビ
トロ又はインビボのアッセイ、例えばＥＬＩＳＡ、細胞内サイトカイン産生又はレポータ
ーアッセイで行われうる。一実施態様では、ＴＷＥＡＫアゴニストは組換えタンパク質を
含んでなるであろう。
【００２７】
　本明細書中で用いられる「哺乳動物」なる用語は、ヒト、ウシ、ウマ、イヌ及びネコを
含め、哺乳類として分類される任意の哺乳動物を指す。本発明の好ましい実施態様では、
哺乳動物はヒトである。
　「核酸」は、任意のＤＮＡ又はＲＮＡを含むことを意味する。例えば、染色体性核酸、
ミトコンドリア核酸、ウイルス核酸及び／又は細菌性核酸が組織試料中に存在する。「核
酸」なる用語は、二本鎖の核酸分子の何れか又は両鎖を包含し、原型の核酸分子の任意の
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断片又は部分を包含する。
【００２８】
　「遺伝子」は、タンパク質をコードする又は転写する、あるいは他の遺伝子発現を調節
する際に機能的に働く任意の核酸配列又はその一部を意味する。遺伝子は、機能的なタン
パク質のコードを担うすべての核酸又はタンパク質のコードあるいは発現を担う核酸の一
部のみを構成してもよい。核酸配列は、エクソン、イントロン、開始領域又は終末領域、
プロモーター配列、他の調節配列又は遺伝子に近接する特定の領域内に遺伝的な異常を含
有してもよい。
　本明細書中で用いられる「標識」なる用語は、核酸プローブや抗体などの試薬に直接的
又は間接的にコンジュゲートないしは融合され、コンジュゲートないしは融合した試薬の
検出を容易にする化合物又は組成物を指す。標識自体が検出可能なもの(例えば放射性標
識又は蛍光性標識)であってもよく、酵素標識の場合、検出可能な基質化合物ないしは組
成物の化学的変化を触媒するものであってもよい。
【００２９】
　ここで「抗体」なる用語は、広い意味で用いられ、特に無傷のモノクローナル抗体、ポ
リクローナル抗体、少なくとも２つの無傷の抗体から形成した多特異性抗体(例えば、二
重特異性抗体)、及び所望の生物学的活性を有する限りにおける抗体断片の範囲にわたる
。
　「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ましくはその抗原結合又は可変領域を含む。抗
体断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２及びＦｖ断片；ダイアボディ；線形抗体
；一本鎖抗体分子；及び抗体断片から形成された多特異性抗体が含まれる。
　「天然抗体」は、通常、２つの同一の軽(Ｌ)鎖及び２つの同一の重(Ｈ)鎖からなる、約
１５０，０００ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である。各軽鎖は一つの共有ジスル
フィド結合により重鎖に結合しており、ジスルフィド結合の数は、異なった免疫グロブリ
ンアイソタイプの重鎖の中でばらつきがある。また各重鎖と軽鎖は、規則的に離間した鎖
間ジスルフィド結合を有している。各重鎖は、多くの定常ドメインが続く可変ドメイン(
ＶＨ)を一端に有する。各軽鎖は、一端に可変ドメイン(ＶＬ)を、他端に定常ドメインを
有する；軽鎖の定常ドメインは重鎖の第一定常ドメインと整列し、軽鎖の可変ドメインは
重鎖の可変ドメインと整列している。特定のアミノ酸残基が、軽鎖及び重鎖可変ドメイン
間の界面を形成すると考えられている。
【００３０】
　「可変」という用語は、可変ドメインのある部位が、抗体の中で配列が広範囲に異なっ
ており、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合性及び特異性に使用されているとい
う事実を意味する。しかしながら、可変性は抗体の可変ドメインにわたって一様には分布
していない。軽鎖及び重鎖の可変ドメインの両方の高頻度可変領域又は相補性決定領域と
呼ばれる３つのセグメントに集中している。可変ドメインのより高度に保存された部分は
フレームワーク領域(ＦＲ)と呼ばれる。天然の重鎖及び軽鎖の可変ドメインは、βシート
構造を結合し、ある場合にはその一部を形成するループ結合を形成する、３つの高頻度可
変領域により連結されたβシート配置を主にとる４つのＦＲをそれぞれ含んでいる。各鎖
の高頻度可変領域は、ＦＲによって近接して結合され、他の鎖の高頻度可変領域と共に、
抗体の抗原結合部位の形成に寄与している(Kabatら, Sequence of Proteins of Immunolo
gical Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Be
thesda, MD. (1991))。定常ドメインは、抗体の抗原への結合に直接関連しているもので
はないが、抗体依存性細胞媒介性障害活性(ＡＤＣＣ)への抗体の関与などの種々のエフェ
クター機能を表す。
【００３１】
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片を生成し
、その各々は単一の抗原結合部位を持ち、残りは容易に結晶化する能力を反映して「Ｆｃ
」断片と命名される。ペプシン処理はＦ(ａｂ')２断片を生じ、それは２つの抗原結合部
位を持ち、抗原を交差結合することができる。
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　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び抗原結合部位を含む最小抗体断片である。この領域は
、堅固な非共有結合をなした一つの重鎖及び一つの軽鎖可変ドメインの二量体からなる。
この配置において、各可変ドメインの３つの高頻度可変領域は相互に作用してＶＨ-ＶＬ

二量体表面に抗原結合部位を形成する。集合的に、６つの高頻度可変領域が抗体に抗原結
合特異性を付与する。しかし、単一の可変ドメイン(又は抗原に対して特異的な３つの高
頻度可変領域のみを含むＦｖの半分)でさえ、全結合部位よりも親和性が低くなるが、抗
原を認識して結合する能力を有している。
【００３２】
　またＦａｂ断片は、軽鎖の定常ドメインと重鎖の第一定常領域(ＣＨ１)を有する。Ｆａ
ｂ'断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１領域のカル
ボキシ末端に数個の残基が付加している点でＦａｂ断片とは異なる。Ｆａｂ'-ＳＨは、定
常ドメインのシステイン残基が少なくとも一つの遊離チオール基を担持しているＦａｂ'
に対するここでの命名である。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、間にヒンジシステインを有する
Ｆａｂ'断片の対として生産された。また、抗体断片の他の化学結合も知られている。
　任意の脊椎動物種からの抗体(イムノグロブリン)の「軽鎖」には、その定常ドメインの
アミノ酸配列に基づいて、カッパ(κ)及びラムダ(λ)と呼ばれる２つの明確に区別される
型の何れかに分類される。
　重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、抗体は異なるクラスに分類される。無
傷の抗体には５つの主なクラスがある：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭ、更
にそれらは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、及びＩｇＡ２等のサブ
クラス(アイソタイプ)に分かれる。抗体の異なるクラスに対応する重鎖定常ドメインはそ
れぞれα、δ、ε、γ、及びμと呼ばれる。イムノグロブリンの異なるクラスのサブユニ
ット構造及び三次元立体配位はよく知られている。
【００３３】
　「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓｃＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含み、こ
れらのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。好ましくは、ＦｖポリペプチドはＶ

Ｈ及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーを更に含み、それはｓｃＦｖが抗原結合に
望まれる構造を形成するのを可能にする。ｓｃＦｖの概説については、The Pharmacology
 of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, Springer-Verlag, New 
York, pp. 269-315 (1994)のPluckthunを参照のこと。
　「ダイアボディ」なる用語は、二つの抗原結合部位を持つ小さい抗体断片を指し、その
断片は同一のポリペプチド鎖(ＶＨ－ＶＬ)内で軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイ
ン(ＶＨ)が結合してなる。非常に短いために同一鎖上で二つのドメインの対形成が可能で
あるリンカーを使用して、ドメインを他の鎖の相補ドメインと強制的に対形成させ、二つ
の抗原結合部位を創製する。ダイアボディは、例えば、欧州特許第４０４，０９７号；国
際公報９３／１１１６１；及びHollingerら, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 90:6444-6448 (1
993)に更に詳細に記載されている。
【００３４】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体を意味する。すなわち、集団を構成する個々の抗体は、少量で存在しうる
自然に生じる可能性がある突然変異を除いて同一である。モノクローナル抗体は高度に特
異的であり、単一の抗原部位に対するものである。更に、異なる決定基(エピトープ)に対
する異なる抗体を典型的には含む従来の(ポリクローナル)抗体調製物とは異なり、各モノ
クローナル抗体は抗原の単一の決定基に対するものである。その特異性に加えて、モノク
ローナル抗体はハイブリドーマ培養により合成され、他のイムノグロブリンの混入がない
という利点がある。「モノクローナル」との修飾語句は、実質的に均一な抗体の集団から
得たものとしての抗体の性質を表すものであり、抗体が何か特定の方法による生成を必要
として構築したものであることを意味するものではない。例えば、本発明において使用さ
れるモノクローナル抗体は、最初にKohler等, Nature, 256:495 (1975)に記載されたハイ
ブリドーマ法によって作ることができ、あるいは組換えＤＮＡ法によって作ることができ
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る(例えば米国特許第４８１６５６７号を参照のこと)。また「モノクローナル抗体」は、
例えば、Clackson等, Nature, 352：624-628 (1991)及びMarks等, J. Mol. biol. 222: 5
81-597 (1991)に記載された技術を用いてファージ抗体ライブラリーから作製することも
できる。
【００３５】
　ここで言うモノクローナル抗体は、特に「キメラ」抗体(免疫グロブリン)を含み、それ
は特定の種由来又は特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体が持つ配列に一致
する又は類似する重鎖及び／又は軽鎖の一部を含むものであり、残りの鎖は、所望の生物
学的活性を表す限り、抗体断片のように他の種由来又は他の抗体クラスもしくはサブクラ
スに属する抗体が持つ配列に一致する又は類似するものである(米国特許第4,816,567号；
及びMorrisonら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984))。ここで対象とす
るキメラ抗体には、非ヒト霊長類(例えば、ヒヒ、アカゲザル又はカニクイザルなどの旧
世界サル)由来の可変ドメイン抗原結合配列とヒト定常領域配列を含む「霊長類化」抗体
を含む(米国特許第5,693,780号)。
【００３６】
　非ヒト(例えばマウス)の抗体の「ヒト化」型は、非ヒトイムノグロブリン(免疫グロブ
リン)に由来する最小配列を含むキメラ抗体である。大部分において、ヒト化抗体は、レ
シピエントの高頻度可変領域の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は所望の特異性、親和
性及び能力を有する非ヒト霊長類のような非ヒト種(ドナー抗体)由来の高頻度可変領域の
残基によって置換されたヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)である。例として、ヒト
免疫グロブリンのフレームワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換さ
れる。更に、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、もしくはドナー抗体にも見出されな
い残基を含んでいてもよい。これらの修飾は抗体の特性を更に洗練するために行われる。
一般に、ヒト化抗体は、全てあるいは実質的に全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロ
ブリンのものに対応し、全てあるいは実質的に全てのＦＲがヒト免疫グロブリン配列のも
のである少なくとも１又は一般的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含むであろう
。また、ヒト化抗体は、場合によっては免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)の一部、一般的に
はヒト免疫グロブリンのものの少なくとも一部も含む。更なる詳細については、Jones等,
 Nature 321:522-525 (1986)；Riechmann等, Nature 332:323-329 (1988);及びPresta, C
urr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992)を参照のこと。
【００３７】
　ここで使用されるところの「高頻度可変領域」なる用語は、抗原結合に寄与する抗体の
アミノ酸残基を意味する。高頻度可変領域は一般には「相補性決定領域」又は「ＣＤＲ」
のアミノ酸残基(例えば、軽鎖可変ドメインの残基２４－３４(Ｌ１)、５０－５６(Ｌ２)
及び８９－９７(Ｌ３)、及び重鎖可変ドメインの３１－３５(Ｈ１)、５０－６５(Ｈ２)及
び９５－１０２(Ｈ３)；Kabat等, Sequences of Proteins of Immunological Interest,
５版, Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD.(1991))
及び／又は「高頻度可変ループ」のアミノ酸残基(例えば、軽鎖可変ドメインの残基２６
－３２(Ｌ１)、５０－５２(Ｌ２)及び９１－９６(Ｌ３)及び重鎖可変ドメインの残基２６
－３２(Ｈ１)、５３－５５(Ｈ２)及び９６－１０１(Ｈ３)；Chothia及びLesk J.Mol.Biol
. 196:901-917 (1987))を含む。「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基はここで定義する
ように高頻度可変領域残基以外の可変ドメイン残基である。
【００３８】
　ここで用いられているように、「イムノアドヘシン」という用語は、免疫グロブリン定
常ドメインのエフェクター機能を持つ異種タンパク質(「アドヘシン」)の結合特異性を付
与した抗体様分子を指す。構造的には、イムノアドヘシンは抗体の抗原認識及び結合部位
以外の所望の結合特異性を持つアミノ酸配列(即ち「異種」)と免疫グロブリン定常ドメイ
ン配列との融合物である。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典型的には少なく
ともレセプター又はリガンドの結合部位を含む近接アミノ酸配列を含む。イムノアドヘシ
ンの免疫グロブリン定常ドメイン配列は、ＩｇＧ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３、又はＩｇ
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Ｇ-４サブタイプ、ＩｇＡ(ＩｇＡ-１及びＩｇＡ-２を含む)、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭ
などの任意の免疫グロブリンから得ることができる。
　抗体の「Ｆｃドメイン」なる用語は、ヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインを含むが、抗
原結合部位を欠失してる分子の一部を指す。また、この用語は、ＩｇＭ又は他の抗体アイ
ソタイプの等価領域を包含することを意味する。
【００３９】
　目的の抗原を「結合する」抗体とは、抗体が抗原発現細胞を標的とした治療薬又は診断
剤として有用となるように十分な親和性及び／又は結合活性を有して抗原に結合すること
ができるものである。
　ここでの目的のための「免疫療法」とは、抗体を用いた哺乳動物(好ましくはヒト患者)
の治療方法を意味し、この抗体はコンジュゲートされたもの又は「ありのままの(裸の)」
抗体でもよく、又は一又は複数の細胞障害性剤などの薬剤やヘテロ分子とコンジュゲート
又は融合して、それによって「免疫コンジュゲート」を生成してもよい。
【００４０】
　「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収され
たものを意味する。その自然環境の混入成分は、抗体の診断又は治療への使用を妨害しう
る物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれ
る。好ましい実施態様においては、抗体は、(１)ローリー(Lowry)法により定量して、抗
体が９５重量％より多くなるほど、最も好ましくは９９重量％より多くなるまで、(２)ス
ピニングカップシークエネーターを使用することにより、Ｎ末端あるいは内部アミノ酸配
列の少なくとも１５の残基を得るのに十分な程度まで、あるいは、(３)クーマシーブルー
あるいは好ましくは銀染色を用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによ
る均一性が得られるように十分な程度まで精製される。単離された抗体には、抗体の自然
環境の少なくとも一つの成分が存在しないため、組換え細胞内のインサイツの抗体が包含
される。しかしながら、通常は、単離された抗体は少なくとも１つの精製工程により調製
される。
【００４１】
　「有効量」という用語は、疑われる疾患又は症状を予防、寛解又は治療するのに効果的
な薬剤(例えば、ＴＷＥＡＫ抗体など)の量を意味する。
　ここで使用される「処置する」又は「処置」又は「治療」とは、治癒的治療、予防的治
療又は防止的治療を称する。連続的治療又は投与とは、一又は複数の日数、治療を中断す
ることなく、少なくとも毎日であることを基本とし治療を行うことを称する。断続的治療
又は投与、もしくは断続的な方法での治療又は投与とは、連続させることなく、むしろ事
実的には周期的に治療することを称する。
【００４２】
　「サイトカイン」という用語は、一つの細胞集団から放出されるタンパク質であって、
他の細胞に対して細胞間メディエータとして作用するものの包括的な用語である。そのよ
うなサイトカインの例は、リンホカイン、モノカイン、及び伝統的なポリペプチドホルモ
ンである。サイトカインには、成長ホルモン、例えばヒト成長ホルモン、Ｎ-メチオニル
ヒト成長ホルモン、及びウシ成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；チロキシン；インスリン
；プロインスリン；リラクシン；プロリラクシン；卵胞刺激ホルモン(ＦＳＨ)、甲状腺刺
激ホルモン(ＴＳＨ)、及び黄体形成ホルモン(ＬＨ)のような糖タンパク質ホルモン；肝増
殖因子；繊維芽細胞増殖因子；プロラクチン；胎盤ラクトゲン；腫瘍壊死因子-α及び-β
；ミューラー阻害物質；マウス性腺刺激ホルモン関連ペプチド；インヒビン；アクチビン
；血管内皮増殖因子；インテグリン；トロンボポエチン(ＴＰＯ)；神経成長因子；血小板
増殖因子；ＴＧＦ-α及びＴＧＦ-βのようなトランスフォーミング成長因子(ＴＧＦ)；イ
ンスリン様成長因子I及びII；エリスロポイエチン(ＥＰＯ)；オステオインダクティブ因
子；インターフェロン、例えばインターフェロンα、β、-ガンマ；コロニー刺激因子(Ｃ
ＳＦ)、例えばマクロファージ-ＣＳＦ(Ｍ-ＣＳＦ)；顆粒球-マクロファージ-ＣＳＦ(ＧＭ
-ＣＳＦ)；及び顆粒球-ＣＳＦ(Ｇ-ＣＳＦ)；ＩＬ-１、ＩＬ-２、ＩＬ-３、 ＩＬ-４、Ｉ
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Ｌ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-７、 ＩＬ-８、ＩＬ-９、ＩＬ-１１、ＩＬ-１２、ＩＬ-１３、Ｉ
Ｌ-１７等のインターロイキン(ＩＬ)；及びＬＩＦ及びキットリガンド(ＫＬ)を含む他の
ポリペプチド因子が含まれる。ここで使用される場合は、サイトカインなる用語は天然源
由来あるいは組換え細胞培養由来のタンパク質及び天然配列サイトカインの生物的に活性
な等価物を含む。
【００４３】
　ここで用いられる「細胞障害剤」という用語は、細胞の機能を阻害し又は妨害し、及び
/又は細胞の破壊を引き起こす物質を称する。この用語は放射性アイソトープ(例えば、Ｉ
１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０及びＲｅ１８６)、化学療法剤、及び細菌性、真菌性、植物又
は動物起源の酵素的に活性な毒素等の毒素又はその断片を含むことが意図されている。
【００４４】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学的化合物である。化学療法剤の例には、チオ
テパ及びシクロホスファミド(CYTOXANTM)のようなアルキル化剤；ブスルファン、インプ
ロスルファン及びピポスルファンのようなスルホン酸アルキル類、；ベンゾドーパ(benzo
dopa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレドーパ(uredopa)のようなアジ
リジン類；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラミン、トリエチレンホ
スホラミド、トリエチレンチオホスホラミド(triethylenethiophosphaoramide)及びトリ
メチローロメラミン(trimethylolomelamine)を含むエチレンイミン類及びメチラメラミン
類；アセトゲニン(acetogenins)(特にブラタシン(bullatacin)及びブラタシノン(bullata
cinone))；カンプトセシン(合成類似体トポテカン(topotecan)を含む)；ブリオスタチン
；カリスタチン(callystatin)；ＣＣ-１０６５(そのアドゼレシン(adozelesin)、カルゼ
レシン(carzelesin)及びバイゼレシン(bizelesin)合成類似体を含む)；クリプトフィシン
(cryptophycin)(特にクリプトフィシン１及びクリプトフィシン８)；ドラスタチン(dolas
tatin )；デュカロマイシン(duocarmycin )(合成類似体、KW-2189及びCBI-TMIを含む)； 
エレトロビン(eleutherobin)；パンクラチスタチン(pancratistatin )；サルコディクチ
ン(sarcodictyin)；スポンジスタチン(spongistatin )；クロランブシル、クロロナファ
ジン(chlornaphazine)、チョロホスファミド(cholophosphamide)、エストラムスチン、イ
ホスファミド、メクロレタミン、メクロレタミンオキシドヒドロクロリド、メルファラン
、ノベンビチン(novembichin)、フェネステリン(phenesterine)、プレドニムスチン(pred
nimustine)、トロフォスファミド(trofosfamide)、ウラシルマスタードなどのナイトロジ
ェンマスタード；ニトロスレアス(nitrosureas)、例えばカルムスチン(carmustine)、ク
ロロゾトシン(chlorozotocin)、フォテムスチン(fotemustine)、ロムスチン(lomustine)
、ニムスチン、ラニムスチン；エネジイン(enediyne) 抗生物質等の抗生物質(例えば、カ
リケアマイシン(calicheamicin)、特にカリケアマイシンガンマ１Ｉ及びカリケアマイシ
ンフィーＩ１、例えば、Agnew　Chem Intl. Ed. Engl., 33：183-186(1994)を参照のこと
；ダイネミシンＡ(dynemicinＡ)を含むダイネミシン(dynemicin)；ビスホスホナート類、
例えばクロドロナート；エスペラマイシン(esperamicin)； 同様にネオカルチノスタチン
発光団及び関連色素蛋白エネジイン(enediyne) 抗生物質発光団)、アクラシノマイシン(a
clacinomysins)、アクチノマイシン、オースラマイシン(authramycin)、アザセリン、ブ
レオマイシン(bleomycins)、カクチノマイシン(cactinomycin)、カラビシン(carabicin)
、カリミノマイシン(carminomycin)、カルジノフィリン(carzinophilin)、クロモマイシ
ン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトロビシン(detorubicin)、６-ジアゾ-５-オ
キソ-Ｌ-ノルロイシン、ドキソルビシン(アドリアマイシンＴＭ)(モルフォリノ-ドキソル
ビシン、シアノモルフォリノ-ドキソルビシン、２-ピロリノ-ドキソルビシン及びデオキ
シドキソルビシンを含む)、エピルビシン、エソルビシン(esorubicin)、イダルビシン、
マセロマイシン(marcellomycin)、マイトマイシン(mitomycins)、例えばマイトマイシン
Ｃ、マイコフェノール酸(mycophenolic acid)、ノガラマイシン(nogalamycin)、オリボマ
イシン(olivomycins)、ペプロマイシン、ポトフィロマイシン(potfiromycin)、ピューロ
マイシン、クエラマイシン(quelamycin)、ロドルビシン(rodorubicin)、ストレプトニグ
リン、ストレプトゾシン、ツベルシジン(tubercidin)、ウベニメクス、ジノスタチン(zin
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ostatin)、ゾルビシン(zorubicin)；メトトレキセート及び５-フルオロウラシル(５-ＦＵ
)のような抗-代謝産物；デノプテリン(denopterin)、メトトレキセート、プテロプテリン
(pteropterin)、トリメトレキセート(trimetrexate)のような葉酸類似体；フルダラビン(
fludarabine)、６-メルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニンのようなプリン類似
体；アンシタビン、アザシチジン(azacitidine)、６-アザウリジン(azauridine)、カルモ
フール、シタラビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン(enocitabi
ne)、フロキシウリジン(floxuridine)のようなピリミジン類似体；カルステロン(caluste
rone)、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、テスト
ラクトン(testolactone)のようなアンドロゲン類；アミノグルテチミド、ミトタン、トリ
ロスタンのような抗副腎剤；フロリン酸(frolinic acid)のような葉酸リプレニッシャー(
replenisher)；アセグラトン；アルドホスファミドグリコシド；アミノレブリン酸；エニ
ルラシル(eniluracil)；アムサクリン(amsacrine)；ベストラブシル(bestrabucil)；ビサ
ントレン(bisantrene)；エダトラキセート(edatraxate)；デフォファミン(defofamine)；
デメコルシン(demecolcine)；ジアジコン(diaziquone)；エルフォルニチン(elfornithine
)；酢酸エリプチニウム(elliptinium acetate)；エポチロン(epothilone)；エトグルシド
(etoglucid)；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；ロニダミン(lonidamine)；
メイタンシン(maytansine)及びアンサマイトシン(ansamitocin )のようなメイタンシノイ
ド(maytansinoid)；ミトグアゾン(mitoguazone)；ミトキサントロン；モピダモール(mopi
damol)；ニトラクリン(nitracrine)；ペントスタチン；フェナメット(phenamet)；ピラル
ビシン；ロソキサントロン(losoxantrone)；ポドフィリン酸(podophyllinic acid)；２-
エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ(登録商標)；ラゾキサン(razoxane)；リゾキ
シン(rhizoxin)；シゾフィラン；スピロゲルマニウム(spirogermanium)；テニュアゾン酸
(tenuazonic acid)；トリアジコン(triaziquone)；２,２',２''-トリクロロトリエチルア
ミン；トリコテセン(trichothecenes)(特に、Ｔ-２トキシン、ベラキュリンＡ(verracuri
n A)、ロリデンＡ(roridin A)及びアングイデン(anguidine))；ウレタン；ビンデシン；
ダカルバジン；マンノムスチン(mannomustine)；ミトブロニトール；ミトラクトール(mit
olactol)；ピポブロマン(pipobroman)；ガシトシン(gacytosine)；アラビノシド(「Ara-C
」)；シクロホスファミド；チオテパ；タキソイド、例えばパクリタキセル(タキソール(
登録商標)、Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ)、及びドキセタキセル(タ
キソテア(登録商標)、Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France)；クロランブシル；ゲンシ
タビン(gemcitabine)(GemzarTM)；６-チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキセー
ト；シスプラチン及びカルボプラチンのようなプラチナ類似体；ビンブラスチン；プラチ
ナ；エトポシド(ＶＰ-１６)；イフォスファミド；ミトキサントン；ビンクリスチン；ビ
ノレルビン；ナベルビン(navelbine)(NavelbineTM)；ノバントロン(novantron)；テニポ
シド；エダトレキセート(edatrexate)；ダウノマイシン；アミノプテリン；キセローダ(x
eloda)；イバンドロナート(ibandronate)；ＣＴＰ-１１；トポイソメラーゼインヒビター
ＲＦＳ２０００；ジフルオロメチロールニチン(ＤＭＦＯ)；レチノイン酸等のレチノイド
類；カペシタビン(capecitabine)；並びに上述したものの製薬的に許容可能な塩、酸又は
誘導体が含まれる。また、この定義には、腫瘍に対するホルモン作用を調節又は阻害する
ように働く抗ホルモン剤、例えばタモキシフェン(NolvadexTMを含む)、ラロキシフェン(r
aloxifene)、ドロロキシフェン(droloxifene)、４-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキ
シフェン(trioxifene)、ケオキシフェン(keoxifene)、ＬＹ１１７０１８、オナプリスト
ーン(onapristone)、及びトレミフェン(FarestonTM)を含む抗エストロゲン及び選択的エ
ストロゲン受容体モジュレータ(SERMs)；副腎におけるエストロゲン生成を調節する、ア
ロマターゼ酵素を阻害するアロマターゼインヒビター、例えば４(５)-イミダゾール類、
アミノグルテチミド、酢酸メゲステロール(MegaceTM)、エグゼメスタン(exemestane)、ホ
ルメスタン(formestane)、ファドロゾール、ボロゾール(vorozole)(RivisorTM)、レトロ
ゾール(letrozole)(FemaraTM)、及びアナストロゾール(anastrozole)(ArimidexTM)；及び
抗アンドロゲン、例えばフルタミド(flutamide)、ニルタミド(nilutamide)、ビカルタミ
ド、ロイプロリド、及びゴセレリン；並びに上記のものの製薬的に許容可能な塩、酸又は
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誘導体が含まれる。
【００４５】
　ここで使用される場合の「増殖阻害剤」なる用語は、インビトロ又はインビボのいずれ
かにおいて、ここで同定された任意の遺伝子が過剰発現する細胞、特に癌細胞の増殖を阻
害する化合物又は組成物を称する。よって、増殖阻害剤とは、Ｓ期において、このような
遺伝子を過剰発現する細胞のパーセンテージを有意に低減させるものである。増殖阻害剤
の例には、細胞分裂周期の進行をブロックする薬剤(Ｓ期以外の場所に)、例えばＧ１停止
及びＭ期停止を誘発する薬剤が含まれる。伝統的なＭ期ブロッカーには、ビンカ(ビンク
リスチン及びビンブラスチン)、タキソール、及びトポＩＩインヒビター、例えばドキソ
ルビシン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及びブレオマイシンが含まれる
。Ｇ１を停止させるこれらの薬剤、例えばＤＮＡアルキル化剤、例えばタモキシフェン、
プレドニソン、ダカーバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキセート、５-
フルオロウラシル、及びａｒａ-ＣがＳ期停止に溢流する。更なる情報は、Murakamiらに
より「細胞分裂周期の調節、オンコジーン、及び抗新生物薬」と題された、癌の分子的基
礎、Mendelsohn及びIsrael編、第１章(WB Saunders；Philadelphia, 1995)、特に１３頁
に見出すことができる。
【００４６】
　「アポトーシス」及び「アポトーシス活性」という用語は広義に使用され、典型的には
、細胞質の凝集、原形質膜の微絨毛の喪失、核の断片化、染色体ＤＮＡの分解又はミトコ
ンドリア機能の喪失を含む一又は複数の特徴的な細胞変化を伴う、哺乳動物における細胞
死の規則的又はコントロールされた形態を称する。この活性は、当該分野で公知の、例え
ば細胞生死判別アッセイ(例えばアラマーブルーアッセイ又はＭＴＴアッセイ)、ＦＡＣＳ
分析、カスパーゼ活性化、ＤＮＡ断片化(例えば、Nicolettiら, J. Immunol. Methods, 1
39：271-279(1991)を参照)、ポリ-ＡＤＰリボースポリメラーゼ、「ＰＡＲＰ」、切断ア
ッセイにより、決定し測定することができる。
【００４７】
　ここで使用される場合、「疾患」なる用語は、本明細書に記載の組成物による治療によ
り利益を得る任意の症状を指す。これには、慢性及び急性の疾患、並びに問題の疾患に哺
乳動物を罹患させやすくする病理状態が含まれる。ここで治療される疾患の非限定的例に
は、良性及び悪性の腫瘍；炎症性、感染性、血管新生性及び免疫学的疾患、自己免疫性疾
患、関節炎(関節リウマチを含む)、多発性硬化症、及びＨＩＶ／ＡＩＤＳが含まれる。
　「癌」、「癌性」又は「悪性」という用語は、典型的には調節されない細胞成長を特徴
とする、哺乳動物における生理学的状態を称するか記述する。癌の例には、これらに限定
されるものではないが、癌腫、リンパ腫、白血病、芽細胞腫、及び肉腫が含まれる。この
ような癌のより具体的な例には、扁平上皮細胞癌、骨髄腫、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、
神経膠腫、消化器系(管)癌、腎臓癌、卵巣癌、肝臓癌、リンパ芽球性白血病、リンパ性白
血病、結腸直腸癌、子宮内膜癌、腎臓癌、前立腺癌、甲状腺癌、神経芽細胞腫、膵臓癌、
多形成膠芽腫、子宮頸癌、脳癌、胃癌、膀胱癌、肝細胞腫(hepatoma)、乳癌、結腸癌、及
び頭部及び頸部の癌が含まれる。
【００４８】
　本明細書中で用いる「体液性応答」及び「細胞性応答」なる用語は、哺乳動物の抗原に
対する免疫応答を指すものであって、その応答によって、哺乳動物は抗原に対する抗体を
産生するか、又は抗原に対する細胞障害性応答を生じるか、又はその両方を産生する。Ｔ
ヘルパー細胞のＴｈ１クラスは細胞性応答の誘導のために働き、Ｔヘルパー細胞のＴｈ２
クラスは高親和性抗体の効率的な産生のために働く。
　本明細書中で用いる「Ｔヘルパー(Ｔｈ)細胞」なる用語は、細胞障害性Ｔ細胞の生成を
促して、Ｂ細胞と協働して抗体産生を刺激するＴ細胞の機能的なサブクラスを指す。ヘル
パーＴ細胞は、クラスＩＩ ＭＨＣ分子と共同して抗原を認識し、エフェクター細胞に接
触依存性及び接触非依存性の(サイトカイン及びケモカイン)シグナルを与える。
　「Ｔｈ１」なる用語は、ＴＮＦ、インターフェロンγ及びＩＬ-２(及び他のサイトカイ
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ン)を産生するＴヘルパー細胞のサブクラスを指すものであって、抗原刺激に対する細胞
性の、すなわち非免疫グロブリンの応答に関連する炎症反応を誘発する。
　「Ｔｈ２」なる用語は、ＩＬ-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-１０、及び他のサイトカイ
ンを産生するＴヘルパー細胞のサブクラスを指すものであって、免疫抗原刺激に対する免
疫グロブリン(体液性)応答と関係している。
【００４９】
　「免疫関連疾患」という用語は、哺乳動物の免疫系の成分が、哺乳動物の病理学的状態
の原因であるか、媒介又は寄与するものである疾患を意味する。また、免疫反応の刺激又
は介在により疾患の進行に改善された効果が付与される疾患も含まれる。この用語には、
自己免疫疾患、免疫媒介炎症疾患、非免疫媒介炎症疾患、感染症、及び免疫不全症が含ま
れる。そのうちの一部が免疫又はＴ細胞媒介であり、本発明によって治療することが可能
な免疫関連及び炎症性疾患の例には、全身性エリテマトーデス、リウマチ様関節炎、若年
型慢性関節炎、脊椎関節症、全身性硬化症(強皮症)、特発性炎症性筋疾患(皮膚筋炎、多
発性筋炎)、シェーグレン症候群、全身性血管炎、サルコイドーシス、自己免疫性溶血性
貧血(免疫性汎血球減少症、発作性夜間ヘモグロビン尿症)、自己免疫性血小板減少症(溶
血性血小板減少性紫斑病、免疫媒介血小板減少症)、甲状腺炎(バセドウ病、橋本甲状腺炎
、若年型リンパ球性甲状腺炎、萎縮性甲状腺炎)、糖尿病、免疫媒介腎疾患(糸球体腎炎、
尿細管間質性腎炎)、中枢及び末梢神経系の脱髄疾患例えば多発性硬化症、特発性脱髄多
発神経障害又はギラン・バレー症候群、及び慢性炎症性脱髄性多発神経障害、肝胆道疾患
例えば感染性肝炎(Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ型肝炎、及び他の非肝親和性ウイルス)、自己免疫
性慢性活動性肝炎、原発性胆汁性肝硬変、肉芽腫性肝炎、及び硬化性胆管炎、炎症性腸疾
患等の炎症性及び線維性肺疾患(潰瘍性大腸炎：クローン病)、グルテン過敏性腸疾患、及
びウィップル病、水疱性皮膚病を含む自己免疫又は免疫媒介皮膚疾患、多形滲出性紅斑及
び接触性皮膚炎、乾癬、アレルギー性疾患例えば喘息、アレルギー性鼻炎、アトピー性皮
膚炎、食物過敏症及び蕁麻疹、肺の免疫疾患例えば好酸球性肺炎、特発性肺線維症及び過
敏性肺炎、拒絶反応及び移植片対宿主病を含む移植関連疾患が含まれる。感染症疾患には
、ＡＩＤＳ(ＨＩＶ感染)、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ及びＥ型肝炎、細菌感染症、真菌感染症、原虫
感染症及び寄生虫症が含まれる。
【００５０】
　本明細書の「自己免疫性疾患」という語は広義で使用され、一般的な意味で、自己の組
織成分に対する個体の体液性又は細胞性の免疫応答から正常又は健康な組織の破壊が生じ
る、哺乳動物の障害、又は状態を指す。例として、これらに限定するものではないが、エ
リテマトーデス、甲状腺炎、リウマチ様関節炎、乾癬、多発性硬化症、自己免疫糖尿病、
及び炎症性腸疾患(ＩＢＤ)が挙げられる。
　ここで使用される場合の「タグ化」なる用語は、「タグポリペプチド」に融合した、抗
体又はポリペプチドを含有するキメラ分子を称す。タグポリペプチドは、その抗体が産生
するエピトープを提供するか、又はオリゴマー化(例えば、ロイシンジッパードメインを
有するペプチドにより生じる)等の他のいくつかの機能を提供するのに十分な残基を有し
ているが、その長さは、一般的に抗体又はポリペプチドの活性を阻害しないよう十分に短
い。また、タグポリペプチドは、好ましくは、タグ特異性抗体が他のエピトープと実質的
に交差反応をしないようにかなり独特である。適切なタグポリペプチドは、一般に、少な
くとも６のアミノ酸残基、通常は約８～約５０のアミノ酸残基(好ましくは約１０～約２
０のアミノ酸残基)を有する。
【００５１】
　「単離された」とは、ここで開示された種々のペプチド又はタンパク質を記述するため
に使用するときは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収されたペプ
チド又はタンパク質を意味する。その自然環境の混入成分とは、ペプチドないしタンパク
質の診断又は治療への使用を典型的には妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他の
タンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる。好ましい実施態様において、ペプチド
又はタンパク質は、(１)スピニングカップシークエネーターを使用することにより、Ｎ末
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端あるいは内部アミノ酸配列の少なくとも１５残基を得るのに十分なほど、あるいは、(
２)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた非還元あるいは還元条件下での
ＳＤＳ-ＰＡＧＥによって均一性が得られるように十分なほど、又は(３)質量分光分析又
はペプチドマッピング技術によって均一性が得られるように十分なほど精製される。単離
された材料には、その自然環境の少なくとも一の成分が存在しないため、組換え細胞内の
インサイツのペプチド又はタンパク質が包含される。しかしながら、通常は、単離された
ペプチド又はタンパク質は少なくとも一の精製工程により調製される。
【００５２】
　ここで同定されている配列に対する「パーセント(％)アミノ酸配列同一性」は、配列を
整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導入し、如何なる
保存的置換も配列同一性の一部と考えないとした、参照配列のアミノ酸残基と同一である
候補配列中のアミノ酸残基のパーセントとして定義される。パーセントアミノ酸配列同一
性を決定する目的のためのアラインメントは、当業者の知る範囲にある種々の方法により
達成可能であり、比較される配列の全長に対して最大のアラインメントを達成するために
必要なアルゴリズムの割り当てを含む、アラインメントを測定するための適切なパラメー
タを決定することができる。ここでの目的のために、パーセントアミノ酸配列同一性値は
、ジェネンテック社によって作成され、ソースコードは米国著作権庁, Washington D.C.,
 20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号TXU510087の下で登録され
ている配列比較コンピュータプログラムALIGN-2を用いて得ることができる。ALIGN-2プロ
グラムはジェネンテック社、South San Francisco, CAを通して公的に入手可能である。
全ての配列比較パラメータは、ALIGN-2プログラムによって設定され変動しない。
【００５３】
　ハイブリダイゼーション反応の「ストリンジェント」は、通常、当業者によって容易に
決定され、一般的にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。
一般に、プローブが長くなればなるほど、適切なアニーリングのために温度を高くする必
要があり、プローブが短くなればなるほど、温度を低くする必要が生じる。ハイブリダイ
ゼーションは、一般的に、相補鎖がその融点より低い環境に存在する場合、変性ＤＮＡの
再アニールする能力に依存する。プローブとハイブリダイゼーション可能な配列との間の
所望の相同性の程度が高い場合、使用できる温度が相対的に高くなる。その結果、相対的
に温度が高いと、反応条件がよりストリンジェントになり、相対的に温度が低いとストリ
ンジェントが低くなる。ハイブリダイゼーション反応のストリンジェントの更なる詳細及
び説明は、Ausubel等, Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience 
Publishers, (1995)を参照のこと。
【００５４】
　ここで定義される「高度のストリンジェント条件」は、(１)洗浄に低イオン強度及び高
温度を用いる；５０℃で、０．０１５Ｍの塩化ナトリウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナ
トリウム／０．１％のドデシル硫酸ナトリウムを用いる；(２)ハイブリダイゼーション中
に変性剤を用いる；４２℃で、５０％(v/v)ホルムアミドと０．１％ウシ血清アルブミン
／０．１％フィコール／０．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ６．５のリン
酸ナトリウムバッファー、及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭのクエン酸ナトリ
ウムを用いる；又は(３)４２℃で、５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ(０．７５ＭのＮａ
Ｃｌ、０．０７５Ｍのクエン酸ナトリウム)、５０ｍＭのリン酸ナトリウム(ｐＨ６．８)
、０．１％のピロリン酸ナトリウム、５×デンハート液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ(５
０μｇ／ｍｌ)、０．１％ＳＤＳ、及び１０％のデキストラン硫酸を用いて、４２℃で０
．２×ＳＳＣ(塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム)及び５５℃の５０％ホルムアミド中
にて洗浄、次いでＥＤＴＡを含む０．１×ＳＳＣにて５５℃で高ストリンジェントな洗浄
を行うことによって同定され得る。
　「中程度のストリンジェント条件」は、Sambrook等, Molecular Cloning：A Laborator
y Manual, New York：Cold Spring Harbor Press, 1989に記載されているように同定され
、２０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ(１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのクエン酸三ナト
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リウム)、５０ｍＭリン酸ナトリウム(ｐＨ７．６)、５×デンハート液、１０％デキスト
ラン硫酸、及び２０ｍｇ／ｍＬの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中にて３７℃で終夜
インキュベーションの後、１×ＳＳＣ中にておよそ３７－５０℃でフィルターの洗浄を含
む。当業者であれば、プローブ長等の因子に適合させる必要に応じて、どのようにして温
度、イオン強度等を調節するかを認識するであろう。
【００５５】
　「プライマー」又は「複数のプライマー」なる用語は、相補的なＲＮＡ又はＤＮＡ標的
ポリヌクレオチドにハイブリダイズして、例えばポリメラーゼ連鎖反応で起こるような、
ヌクレオチジルトランスフェラーゼの働きによってモノヌクレオチドからポリヌクレオチ
ドの段階的な合成の開始点となるオリゴヌクレオチド配列を指す。
　「コントロール配列」という用語は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコー
ド配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を称す。例えば原核生物に好適なコントロール
配列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列、及びリボソーム結合部位を含む
。真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利用す
ることが知られている。
　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」ている。例え
ば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に寄与するプレタン
パク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している
；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード配列に作
用可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするような
位置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合し
ている」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接してい
て読みフェーズにあることを意味する。しかし、エンハンサーは近接している必要はない
。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位が存在し
ない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるいはリンカー
が使用される。
【００５６】
　「抗体依存性細胞障害活性」又は「ＡＤＣＣ」は、Ｆｃレセプター(ＦｃＲ)を発現する
非特異的細胞障害性細胞(例えば、ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞、好中球、及びマクロフ
ァージ)が標的細胞上の結合した抗体を認識し、続いて標的細胞を溶解する細胞媒介性反
応を指す。ＡＤＣＣを媒介する一次細胞であるＮＫ細胞は、ＦｃγＲIIIのみを発現する
のに対して、単球はＦｃγＲI、ＦｃγＲII及びＦｃγＲIIIを発現する。造血性細胞での
ＦｃＲの発現は、Ravetch及びKinet, Annu.Rev.Immunol., 9:457-92(1991)の４６４頁の
表３に要約されている。対象分子のＡＤＣＣ活性を評価するためには、米国特許第5,500,
362号又は第5,821,337号に記載されているようなインビトロＡＤＣＣアッセイが実施され
うる。そのようなアッセイのための有用なエフェクター細胞には、末梢血単核細胞(ＰＢ
ＭＣ)及びナチュラルキラー細胞(ＮＫ)細胞が包含される。あるいは、又は付加的に、対
象分子のＡＤＣＣ活性は、例えばClynes等 .PNAS(USA), 95:652-656(1998)に開示された
ような動物モデルにおいて、インビボで評価されてもよい。
　「ヒトエフェクター細胞」とは、１つ又は複数のＦｃＲを発現し、エフェクター機能を
実行する白血球のことである。好ましくは、その細胞が少なくともＦｃγＲIIIを発現し
、ＡＤＣＣエフェクター機能を実行する。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血球の例として、末
梢血液単核細胞(ＰＢＭＣ)、ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞、単球、細胞障害性Ｔ細胞及び
好中球が含まれるが、ＰＢＭＣとＮＫ細胞が好適である。
【００５７】
　「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合するレセプターを表す。
好適なＦｃＲは、天然配列ヒトＦｃＲである。さらに好適なＦｃＲは、ＩｇＧ抗体(γレ
セプター)に結合し、ＦｃγＲI、ＦｃγＲII及びＦｃγＲIIIサブクラスのレセプターを
含むものであり、これらのレセプターの対立遺伝子変異体及び選択的スプライシング型を
含む。ＦｃγＲIIレセプターは、ＦｃγＲIIＡ(「活性化レセプター」)及びＦｃγＲIIＢ
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(「阻害レセプター」)を含み、それらは、主としてその細胞質ドメインにおいて異なる類
似のアミノ酸配列を有する。活性化レセプターＦｃγＲIIＡは、その細胞質ドメインに、
免疫レセプターチロシン－ベース活性化モチーフ(ＩＴＡＭ)を有する。阻害レセプターＦ
ｃγＲIIＢは、その細胞質ドメインに、免疫レセプターチロシン－ベース阻害モチーフ(
ＩＴＩＭ)を有する(Daeron, Annu. Rev. Immunol., 15:203-234(1997)参照)。ＦｃＲはRa
vetch及びKinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991)；Capelら, Immunomethods 4:25-
34 (1994)；及びde Hasら, J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995)において概説されて
いる。将来同定されるものも含む他のＦｃＲが、ここにおける「ＦｃＲ」なる用語によっ
て包含される。この用語は、胎児への母性ＩｇＧの移動に寄与する新生児レセプター、Ｆ
ｃＲｎもまた含む(Guyerら, J. Immumol. 117:587 (1976)及びKimら, J. Immunol. 24:24
9 (1994))。本明細書中のＦｃＲはＦｃγＲIIIａをコードする遺伝子内に遺伝的二形性な
どの多型を含有し、それによってＩｇＧ１に結合するレセプターの領域内に位置するアミ
ノ酸位置１５８がフェニルアラニン(Ｆ)又はバリン(Ｖ)となる。ホモ接合体バリンＦｃγ
ＲIIIａ(ＦｃγＲIIIａ-１５８Ｖ)は、ホモ接合体フェニルアラニンＦｃγＲIIIａ(Ｆｃ
γＲIIIａ-１５８Ｆ)又はヘテロ(ＦｃγＲIIIａ-１５８Ｆ／Ｖ)レセプターと比較してイ
ンビトロでのＡＤＣＣ媒介を増加し、ヒトＩｇＧ１に対する親和性も高いことが示された
。
【００５８】
　「補体依存性細胞障害活性」もしくは「ＣＤＣ」は、補体の存在下で標的を溶解するこ
とを意味する。補体活性化経路は補体系(Ｃｌｑ)の第１補体が、同種抗原と結合した分子
(例えば、抗体)に結合することにより開始される。補体の活性化を評価するために、ＣＤ
Ｃアッセイを、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202:163 (1996)に記載
されているように実施することができる。
【００５９】
II．本発明の様々な方法及び材料
　感染に対する宿主の防御には、哺乳動物の先天性免疫系及び適応免疫系の調整された機
能が関与する。ＮＫ細胞、樹状細胞、マクロファージ及び好中球を含む先天性免疫系は、
感染に対する初期応答だけでなく、Ｔ及びＢ細胞ベースの適応免疫への移行を導く際にも
重要な役割を果たす(Diefenbach及びRaulet, Immunol. Rev., 188:9-21 (2002))。先天性
免疫細胞は、感染細胞の直接的な死滅及び除去を媒介し、その後、それらは樹状細胞との
物理学的な相互作用による適応機能の発達を促し、その結果特定のサイトカインの分泌を
促す(Diefenbach及びRaulet, Immunol. Rev., 181:170-184 (2001)、Fernandez 等, Eur.
 Cytokine Netw., 13:17-27 (2002)、Ikeda 等, Cytokine Growth Factor Rev., 13:95-1
09 (2002))。ＩＮＦ-γ及びＩＬ-１２はＴＨ１サブタイプに対するヘルパーＣＤ４＋Ｔ細
胞の発達を極性化して、ＣＤ８＋エフェクターＴ細胞応答を活性化する一方、ＩＬ-４は
ＴＨ２クラスを誘導して、Ｂ細胞媒介性の抗体応答を刺激する(上掲のDiefenbach 及び R
aulet, 2002、上掲のFernandez 等, 2002、上掲のIkeda 等, 2002)。
【００６０】
　先天性免疫は、感染に対する防御の第一線としてだけでなく、適応免疫の発達のために
必要な時間の間、宿主を保護するためにも重要である。さらに、先天性応答は、感染性抗
原刺激に対する応答の際に発達する適応メカニズムの性質に非常に影響する(Castriconi 
等, C R Biol., 327:533-537 (2004)、Lo 等, Immunol. Rev., 169:225-239 (1999)、Pal
ucka 及び Banchereau, J. Clin. Immunol., 19:12-25 (1999)、Palucka 及び Bancherea
u, Nat. Med., 5:868-870 (1999))。マクロファージ及び樹状細胞とのＮＫ細胞の相互作
用は、特定のＴ細胞及び／又はＢ細胞の応答の発達を支える特定のサイトカインの分泌を
促進する(Palucka 及び Banchereau, J. Clin. Immunol., 19:12-25 (1999)、Palucka 及
び Banchereau, Nat. Med., 5:868-870 (1999)、Trinchieri, Semin. Immunol., 7:83-88
 (1995))。マクロファージ及び樹状細胞によるＮＫ細胞及びＩＬ－１２産生によるＩＦＮ
-γ分泌は、適応性ＴＨ１応答の発達を促進して、細胞障害性Ｔ細胞エフェクター機能を
引き起こす(Coudert 等, J. Immunol., 169:2979-2987 (2002)、Fujii 等, J. Exp. Med.
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, 198:267-279 (2003)、Gerosa 等, J. Exp. Med., 195:327-333 (2002)、Pan 等, Immun
ol. Letters, 94:141-151 (2004)、Varma 等, Clin. Diag. Lab Immunol., 9:530-543 (2
002))。対照的に、ＮＫＴ細胞によるＩＬ-４産生は、適応性ＴＨ２の分化及びＢ細胞活性
化を促進する(Araujo 等, Int. Immunol., 12:1613-1622 (2000)、Kaneko 等, J. Exp. M
ed., 191:105-114 (2000)、Leite-De-Moraes 等, J. Immunol., 166:945-951 (2001))。
【００６１】
　本出願において開示される実施例により、ＴＷＥＡＫが先天性免疫系の重要な調節因子
であり、適応免疫との干渉物質(インターフェース)であることが示された。先天性免疫細
胞、すなわち、ＮＫ細胞、マクロファージ及び樹状細胞は、ＴＷＥＡＫとそのレセプター
であるＦＮ１４を発現して、刺激の際に両分子を上方制御した。それに対して、Ｔ細胞及
びＢ細胞を含む適応免疫系の細胞は、有意なレベルのＴＷＥＡＫ又はＦＮ１４を発現しな
かった。この発現パターンから、先天性免疫細胞におけるＴＷＥＡＫシグナル伝達が、先
天性免疫機能を調節し、先天性活性のこの制御によって適応免疫応答に間接的に影響しう
ることが示唆される。
　下記の実施例の項目にて説明されるように、作製されたＴＷＥＡＫノックアウトマウス
が生存して健康であったことから、ＴＷＥＡＫは正常な発達に重要でないことが示唆され
る。しかしなから、ＴＷＥＡＫ－／－マウスは、年齢が一致した野生型同腹仔と比較して
、ＮＫ細胞の有意な集積があったことから、ＮＫ細胞の生成及び／又は死の制御にＴＷＥ
ＡＫが関係している。ＴＷＥＡＫ遺伝子欠失により骨髄中のＮＫ細胞の量が変化しなかっ
たことから、ＴＷＥＡＫ欠失下ではＮＫ細胞形成が変化しないことが示唆される。逆にい
えば、ＴＷＥＡＫの中和により、ＴＮＦα、ＬＰＳ又はＩＦＮ-γによるアポトーシスの
誘導からヒトのＮＫ細胞が保護された。これらの所見から、生成の増加ではなくむしろＡ
ＩＣＤの減少によって、ＴＷＥＡＫ－／－マウスのＮＫ細胞蓄積が生じることが示唆され
る。ゆえに、ＴＷＥＡＫの免疫調節における一つの役割は、免疫学的分解の際に活性化さ
れたＮＫ細胞の欠失をサポートすることによって、有害となりうる過剰な先天性応答の発
達の予防を助けることでありうる。
【００６２】
　出願人の実験例では、マウスのＴＷＥＡＫ欠損はマウスの全身ＬＰＳ注射への感受性を
実質的に増やした。これはＴＷＥＡＫが先天性応答の抑制に関係している。ＮＫ細胞活性
がＬＰＳに対する全身性炎症反応の重要な構成成分であるとすれば(Emoto 等, J. Immuno
l., 169:1426-1432 (2002)、Heremans 等, Eur. J. Immunol., 24:1155-1160 (1994))、
ＴＷＥＡＫ－／－マウスの過敏症はＮＫ細胞数の増加のためであるといえる。しかしなが
ら、出願人はさらに、ＴＷＥＡＫ欠損ＮＫ細胞がより多くのＩＦＮ-γを産生する一方で
、ＴＷＥＡＫ－／－のマクロファージはＬＰＳへのインビボ曝露の後に、ＩＬ－１２の生
成がより多く、ＩＬ-１０の生成がより少なくなることを発見した。さらに、ＴＷＥＡＫ
中和により、ＬＰＳ刺激性ＮＫ細胞及びマクロファージによるＩＦＮ-γ及びＩＬ-１２の
産生が亢進された。これらの結果から、ＴＷＥＡＫ－／－マウスのＬＰＳに対する感受性
の増加は、そのＮＫ細胞数の増加だけでなく、より多くの先天性免疫細胞のＩＦＮ-γ及
びＩＬ-１２の産生に由来することが示唆される。ゆえに、ＮＫ ＡＩＣＤのサポートに加
えて、ＴＷＥＡＫは、重要な炎症誘発性サイトカインの分泌を抑制することによって、先
天性応答を抑制しうる。この点に関して、ＴＷＥＡＫは、ＩＬ-１２及びＩＦＮ-γの分泌
を促進する、その相対的なＴＮＦ-αと著しく異なるため、先天性炎症応答を増やす(D'An
drea 等, J. Exp. Med., 178:1041-1048 (1993)、Oswald 等, Eur. Cytokine Netw., 10:
533-540 (1999)、Wilhelm 等, J. Immunol., 166:4012-4019 (2001)、Zhan and Cheers, 
J. Immunol., 161:1447-1453 (1998))。実際、ＴＷＥＡＫノックアウトのＬＰＳ過敏症と
は逆に、ＴＮＦ-α又はＴＮＦＲ１ノックアウトマウスはＬＰＳ誘導性の致死に耐性があ
る(Pasparakis 等, J. Exp. Med., 184:1397-1411 (1996)、Rothe 等, Circ. Shock, 44:
51-56 (1994))。
【００６３】
　ＳＴＡＴ-１は感染に応答してＩＦＮ-γ及びＩＬ-１２の産生に伴われる重要なシグナ
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ル伝達因子である(Dupuis 等, Immunol. Rev., 178:129-137 (2000)、Feinberg 等, Eur.
 J. Immunol., 34:3276-3284 (2004))。ＴＷＥＡＫ－／－及び野生型マウスからのＮＫ細
胞とマクロファージのホスホ-ＳＴＡＴ-１の比較により、高い基礎活性とＬＰＳに応答し
て亢進した刺激が明らかにされた。この結果から、機能を亢進するＴＮＦ-αとは対照的
に、ＴＷＥＡＫはＳＴＡＴ-１活性を阻害することが示された(Chen 等, Immunology, 107
:199-208 (2002))。ゆえに、ＴＷＥＡＫによるＩＦＮ-γ及びＩＬ-１２の産生の抑制に貢
献しうる第一のメカニズムは、ＳＴＡＴ-１の阻害である。ＳＴＡＴ-１のように、ＮＦ-
κＢ１もサイトカイン遺伝子転写の制御に重要な役割を果たす(Feinberg 等, Eur. J. Im
munol., 34:3276-3284 (2004)、Zhan 及び Cheers, J. Immunol., 161:1447-1453 (1998)
)。ヒトのＮＫ細胞及びマクロファージでは、ＴＷＥＡＫはＮＦ-κＢ１の長期にわたるリ
ン酸化を促した。これにより、転写抑制因子ＨＤＡＣ-１とこの因子の結合が誘導された
。対照的に、ＴＮＦ-αは、一時的なＮＦ-κＢ１リン酸化と転写性補活性化因子ｐ３００
への結合を誘導した。ゆえに、ＩＦＮ-γ及びＩＬ-１２の合成のＴＷＥＡＫによる抑制に
貢献する第二のメカニズムは、ＮＦ-κＢ１とＨＤＡＣ-１間の結合の誘導でありうる。Ｎ
Ｆ-κＢ１の調節に関するＴＷＥＡＫとＴＮＦαとの間の相違は、他の転写制御因子との
この因子の結合に影響するＮＦ-κＢ１リン酸化の動態によるものであるといえるので、
一時的なリン酸化がｐ３００との相互作用に有利に働く一方で、持続した修飾によりＨＤ
ＡＣ-１への結合が促進される。この所見とＴＮＦ-αによるｃ-Ｊｕｎ Ｎ末端キナーゼ(
ＪＮＫ)経路のコントロールとが類似しているようである。この場合の持続的なＪＮＫリ
ン酸化に対する一時的なリン酸化は細胞死に対する細胞生存の割合に相関している(Varfo
lomeev 及び Ashkenazi, Mol. Cell Biol., 24:997-1006 (2004))。
【００６４】
　出願人の所見から、感染に応答したＮＫ細胞及びマクロファージによるＴＷＥＡＫの発
現が、ＮＫ ＡＩＣＤを促進すること並びにＮＫ細胞及びマクロファージによるＩＦＮ-γ
及びＩＬ-１２の産生を抑制することによって、先天性炎症応答を抑制するのを促すこと
が示唆される。ＩＦＮ-γ及びＩＬ-１２は先天性炎症応答を上げるだけではなく、細胞性
ＴＨ１タイプ応答に有利に働くように適応免疫に変化を促す。出願人の所見から、ＴＷＥ
ＡＫの非存在下において、老齢のマウスがＮＫ細胞(それは、脾細胞の非常に小さい分画
を構成する)だけでなくＴＨ１表現型のＴ細胞の数が増加している拡大脾臓を発達させた
ことが観察された。さらに実験的所見から、適応変化のＴＷＥＡＫによる調節がいえる。
マウスＢ１６メラノーマモデルにおいて、野生型の同腹仔が腫瘍の成長に抗しないのに対
して、ＴＷＥＡＫ－／－マウスは、中程度に悪性のＢ１６.Ｆ１０サブクローンを成長さ
せなかった。ＴＷＥＡＫ－／－マウスのＮＫ細胞数の増加から腫瘍拒絶能がいえる一方で
、これらマウスの抗腫瘍応答はＣＤ８＋Ｔ細胞の増殖(expansion)も関係しており、これ
はＴＨ１応答の増強と一致する。また、ＴＷＥＡＫ－／－マウスは野生型のコントロール
よりもより活発なＢ１６.ＢＬ６サブクローンの成長を抑制し、生体外(エクスビボ)の腫
瘍細胞の再投与により、ＣＤ８＋Ｔ細胞とＮＫ細胞が有意に多いＩＦＮ-γを産生するの
に対して、マクロファージは対応するコントロールよりも多いＩＬ-１２を産生した。
【００６５】
　したがって、この所見から、ＴＷＥＡＫがＩＦＮ-γ及びＩＬ-１２の産生を抑制して、
ＴＨ１媒介性の細胞性応答の結果として生じる発達を抑制し続けることによって、先天性
免疫から適応免疫への境界を調整することが示唆される。出願人は免疫調節において、Ｔ
ＷＥＡＫが重要な役割を果たすことを発見した。それは構造的に関連性のあるＴＮＦ-α
の機能と著しく異なる。ＴＮＦ-αは、先天性細胞刺激及び炎症誘発性サイトカイン分泌
を促進することによって、先天性炎症応答の促進において重要な役割を果たす。対照的に
、ＴＷＥＡＫは、ＮＫ ＡＩＣＤの媒介並びにＮＫ細胞及びマクロファージによるＩＦＮ-
γ及びＩＬ-１２の産生の抑制を介して、先天性応答を抑制するために重要なもののよう
である。ＴＮＦ-αが、ＳＴＡＴ-１活性化及びｐ３００とのＮＦ-κＢ１結合を促進する
ことによって、免疫調節性遺伝子の転写を活性化するのに対して、ＴＷＥＡＫはＳＴＡＴ
-１活性を抑制して、ＨＤＡＣ-１に対するＮＦ-κＢ１の結合を誘導する。これは遺伝子
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転写を阻害する。重要なことに、ＴＷＥＡＫは、先天性の応答から適応性のＴＨ１免疫応
答への移行の減少に重要な役割も有する。ゆえに、ＴＷＥＡＫの機能は宿主哺乳動物の先
天応答及び適応応答の抑制を援助しうる。これによって、過剰な炎症及び自己免疫状態の
発達に対して確実に対抗する。この発見から、ＴＷＥＡＫ阻害が抗感染及び抗腫瘍の免疫
を増大するために臨床的に有用でありうるのに対して、ＴＷＥＡＫレセプター活性化が急
性及び慢性の自己免疫性疾患のコントロールに有用でありうることが示唆される。
【００６６】
　本発明の方法によると、ＴＷＥＡＫないしＴＷＥＡＫレセプター活性を調整する一又は
複数の分子を含有してなる組成物は、様々な疾患の治療のために使用されてもよい。例え
ば、ＴＷＥＡＫアンタゴニストは癌を治療する際に使用されてもよい。このようなＴＷＥ
ＡＫアンタゴニストには、ＴＷＥＡＫ抗体、ＴＷＥＡＫ変異体、ＴＷＥＡＫレセプターイ
ムノアドヘシン、及びＴＷＥＡＫレセプター抗体がある。ＴＷＥＡＫアンタゴニストはイ
ンビボ並びにエクスビボで使われてもよい。場合によって、以下に詳述するように、ＴＷ
ＥＡＫアンタゴニストは医薬組成物の形態で用いられる。
　更なる実施態様では、ＴＷＥＡＫアゴニストは、様々な免疫関連の症状を治療する際に
使用されてもよい。このようなＴＷＥＡＫアゴニストには、ＴＷＥＡＫレセプター抗体及
びＴＷＥＡＫポリペプチドがある。ＴＷＥＡＫアゴニストはインビボ並びにエクスビボで
使われてもよい。場合によって、以下に詳述するように、ＴＷＥＡＫアゴニストは医薬組
成物の形態で用いられる。
　下記の説明において、様々な方法及び技術を記述する。これらの方法及び技術が様々な
ＴＷＥＡＫアゴニスト及びアンタゴニストを調製するために同様に用いられうることが考
慮される。
【００６７】
　例として、ＴＷＥＡＫポリペプチド及びＴＷＥＡＫポリペプチド変異体も調製できると
考えられる。ＴＷＥＡＫ変異体は、コード化ＤＮＡに適当なヌクレオチド変化を導入する
ことにより、及び／又は所望のポリペプチドを合成することにより調製できる。当業者は
、グリコシル化部位の数又は位置の変化或いは膜アンカー特性の変化などのアミノ酸変化
がＴＷＥＡＫポリペプチドの翻訳後プロセスを変えうることを理解するであろう。
　ＴＷＥＡＫポリペプチドの変異は、例えば、米国特許第5,364,934号に記載されている
保存的及び非保存的変異についての任意の技術及び指針を用いてなすことができる。変異
は、結果として天然配列ポリペプチドと比較してアミノ酸配列が変化するポリペプチドを
コードする一又は複数のコドンの置換、欠失又は挿入であってよい。場合によっては、変
異は少なくとも一のアミノ酸が、ＴＷＥＡＫポリペプチドの一又は複数のドメインにおい
て任意の他のアミノ酸によって置換されることである。いずれのアミノ酸残基が所望の活
性に悪影響を与えることなく挿入、置換又は欠失されるかの指針は、ＴＷＥＡＫポリペプ
チドの配列を相同性のある既知のタンパク質分子の配列と比較し、相同性の高い領域内で
なされるアミノ酸配列変化を最小にすることによって見出される。アミノ酸置換は、ロイ
シンのセリンでの置換のような一のアミノ酸の類似した構造及び／又は化学特性を持つ他
のアミノ酸での置換、即ち保存的アミノ酸置換の結果とすることができる。挿入及び欠失
は、場合によっては１から５のアミノ酸の範囲内とすることができる。許容される変異は
、配列においてアミノ酸の挿入、欠失又は置換を系統的に作成し、得られた変異体を完全
長又は成熟天然タンパク質によって提示された活性について試験することにより決定され
る。
【００６８】
　ＴＷＥＡＫポリペプチド断片も、本発明の範囲内に含まれる。このような断片は、例え
ば、完全長天然タンパク質と比較した際に、Ｎ-末端又はＣ-末端で切断されてもよく、又
は内部残基を欠いていてもよい。或る種の断片は、ＴＷＥＡＫポリペプチドの所望の生物
学的活性に必須ではないアミノ酸残基を欠いている。
　ＴＷＥＡＫポリペプチド断片は、多くの従来技術の任意のものによって調製してよい。
所望のペプチド断片は化学合成してもよい。代替的方法は、酵素的消化、例えば特定のア



(27) JP 2008-531746 A 2008.8.14

10

20

30

40

50

ミノ酸残基によって決定される部位のタンパク質を切断することが知られた酵素でタンパ
ク質を処理することにより、或いは適当な制限酵素でＤＮＡを消化して所望の断片を単離
することによるポリペプチド断片の生成を含む。更に他の好適な技術は、ポリメラーゼ連
鎖反応(ＰＣＲ)により、所望のポリペプチド断片をコードするＤＮＡ断片を単離し増幅す
ることを含む。ＤＮＡ断片の所望の末端を決定するオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲの５'
及び３'プライマーで用いられる。
　具体的な実施態様では、対象とする保存的置換を、好ましい置換と題する以下の表に示
す。このような置換が生物学的活性の変化をもたらす場合、以下の表に例示的置換と名前
を付けた又は以下にアミノ酸分類で更に記載するように、より実質的な変化が導入され生
成物がスクリーニングされる。
【００６９】
表

【００７０】
　ＴＷＥＡＫポリペプチドの機能又は免疫学的同一性の実質的修飾は、(ａ)置換領域のポ
リペプチド骨格の構造、例えばシート又はヘリックス配置、(ｂ)標的部位の電荷又は疎水
性、又は(ｃ)側鎖の嵩を維持しながら、それらの効果において実質的に異なる置換基を選
択することにより達成される。天然に生じる残基は共通の側鎖特性に基づいてグループに
分けることができる：
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(１)疎水性：ノルロイシン, met, ala, val, leu, ile；
(２)中性の親水性：cys, ser, thr；
(３)酸性：asp, glu；
(４)塩基性：asn, gln, his, lys, arg；
(５)鎖配向に影響する残基：gly, pro；及び
(６)芳香族：trp, tyr, phe。
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。また、そのように置換された残基は、保存的置換部位、好ましくは残された
(非保存)部位に導入されうる。
【００７１】
　変異は、オリゴヌクレオチド媒介(部位特異的)突然変異誘発、アラニンスキャンニング
、及びＰＣＲ突然変異誘発［Carter等, Nucl. Acids Res., 13:4331 (1986)；Zoller等, 
Nucl. Acids Res., 10:6487 (1987)］、カセット突然変異誘発［Wells等, Gene, 34:315 
(1985)］、制限的選択突然変異誘発［Wells等, Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 3
17:415 (1986)］等のこの分野で知られた方法を用いてなすことができ、又は他の知られ
た技術をクローニングしたＤＮＡに実施してＴＷＥＡＫポリペプチドの変異体ＤＮＡを作
成することもできる。
　また、隣接配列に沿って一つ又は複数のアミノ酸を同定するのにスキャンニングアミノ
酸分析を用いることができる。好ましいスキャンニングアミノ酸は比較的小さく、中性の
アミノ酸である。そのようなアミノ酸は、アラニン、グリシン、セリン、及びシステイン
を含む。アラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除し変異体の主鎖構造を変化させにく
いので、この群の中で典型的に好ましいスキャンニングアミノ酸である［Cunningham及び
Wells, Science, 244:1081-1085 (1989)］。また、アラニンは最もありふれたアミノ酸で
あるため典型的には好ましい。更に、それは埋もれた及び露出した位置の両方に見られる
ことが多い［Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.)；Chothia, J. Mol
. Biol., 150:1(1976)］。アラニン置換が十分な量の変異体を生じない場合は、アイソテ
リック(isoteric)アミノ酸を用いることができる。
【００７２】
　ＴＷＥＡＫポリペプチドの適切な高次構造を維持するのに関与しないシステイン残基は
いずれも、通常セリンで置換することができ、よって分子の酸化的安定性を改善し、異常
な架橋を防ぐことができる。逆に、システイン結合をＴＷＥＡＫポリペプチドに加えるこ
とにより、その安定性を向上させることができる。
　以下の説明は、主として、ＴＷＥＡＫポリペプチドコード化核酸を含むベクターで形質
転換又は形質移入された細胞を培養することによりＴＷＥＡＫポリペプチドを生産する方
法に関する。もちろん、当該分野においてよく知られている他の方法を用いて本明細書中
で考慮される様々なＴＷＥＡＫアゴニスト及びＴＷＥＡＫアンタゴニストを調製すること
ができると考えられる。例えば、適切なアミノ酸配列、又はその一部は、固相技術を用い
た直接ペプチド合成によって生産してもよい［例えば、Stewart等, Solid-Phase Peptide
 Synthesis, W.H. Freeman Co., サン フランシスコ, カリフォルニア (1969)；Merrifie
ld, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)参照］。手動技術又は自動によるインビト
ロタンパク質合成を行ってもよい。自動合成は、例えば、アプライド・バイオシステムズ
・ペプチド合成機(フォスターシティー、カリフォルニア)を用いて、製造者の指示により
実施してもよい。ＴＷＥＡＫポリペプチドの種々の部分は、別々に化学的に合成され、化
学的又は酵素的方法を用いて結合させて所望のＴＷＥＡＫポリペプチドを生産してもよい
。本明細書に記載する方法及び技術は、ＴＷＥＡＫ変異体、ＴＷＥＡＫの修飾形態及びＴ
ＷＥＡＫ抗体の生産にも同様に適用可能である。
【００７３】
　　１．ＴＷＥＡＫポリペプチドをコードするＤＮＡの単離
　ＴＷＥＡＫポリペプチドをコードするＤＮＡは、ＴＷＥＡＫポリペプチドｍＲＮＡを保
有していてそれを検出可能なレベルで発現すると考えられる組織から調製されたｃＤＮＡ
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ライブラリから得ることができる。従って、ヒトＴＷＥＡＫポリペプチドＤＮＡは、ヒト
の組織から調製されたｃＤＮＡライブラリから簡便に得ることができる。またＴＷＥＡＫ
ポリペプチド-コード化遺伝子は、ゲノムライブラリから又は既知の合成手順(例えば、自
動核酸合成)により得ることもできる。
　ライブラリは、対象となる遺伝子或いはその遺伝子によりコードされるタンパク質を同
定するために設計されたプローブ(少なくとも約２０－８０塩基のオリゴヌクレオチド等)
によってスクリーニングできる。選択されたプローブによるｃＤＮＡ又はゲノムライブラ
リのスクリーニングは、例えばSambrook等, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)に記載されている標準的な手順
を使用して実施することができる。ＴＷＥＡＫポリペプチドをコードする遺伝子を単離す
る他の方法はＰＣＲ法を使用するものである［Sambrook等,上掲；Dieffenbach等, PCR Pr
imer: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)］。
【００７４】
　ｃＤＮＡライブラリのスクリーニング技術は本技術分野において周知である。プローブ
として選択されるオリゴヌクレオチド配列は、偽陽性を最少化するために長さ及び明白さ
が十分でなければならない。好適には、スクリーニングするライブラリのＤＮＡにハイブ
リダイズした場合にすぐに検出できるように、オリゴヌクレオチドを標識する。標識の方
法は本技術分野で周知あり、それらには３２Ｐ－標識化ＡＴＰのような放射標識、ビオチ
ニン化又は酵素標識が含まれる。中程度のストリンジェント条件及び高度のストリンジェ
ント条件を含むハイブリダイゼーションの条件は、Sambrook等、上掲に開示されている。
　このようなライブラリのスクリーニング法において同定された配列を、ＧｅｎＢａｎｋ
のような公的データベース又はその他の私的な配列データベースに登録されて使用可能な
他の既知の配列と比較し、整列させることができる。分子又は完全長配列の定義領域内に
おける配列同一性(アミノ酸又はヌクレオチドのレベルで)を、当技術分野において既知の
、本明細書に記載する方法を用いて決定することができる。
　タンパク質コード化配列を有する核酸は、初めてここで開示された推定アミノ酸配列を
使用し、また必要ならば、ｃＤＮＡに逆転写されていないｍＲＮＡの生成中間体及び先駆
物質を検出する上掲のSambrook等,に記述されているような従来のプライマー伸長法を使
用して選択されたｃＤＮＡ又はゲノムライブラリをスクリーニングすることによって得ら
れる。
【００７５】
　　２．宿主細胞の選択及び形質転換
　宿主細胞を、ここに記載したＴＷＥＡＫポリペプチド生産のための発現又はクローニン
グベクターで形質移入又は形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又
は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するために適当に修正された常套的栄養培地で培
養する。培養条件、例えば培地、温度、ｐＨ等々は、過度の実験をすることなく当業者が
選ぶことができる。一般に、細胞培養の生産性を最大にするための原理、プロトコール、
及び実用技術は、Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.Butler編(I
RL Press, 1991)及びSambrook等, 上掲に見出すことができる。
　真核細胞の形質移入及び原核細胞の形質転換の方法、例えば、ＣａＣｌ２、ＣａＰＯ４

、リポソーム媒介及びエレクトロポレーションは当業者に知られている。用いられる宿主
細胞に応じて、その細胞に対して適した標準的な方法を用いて形質転換はなされる。前掲
のSambrook等,に記載された塩化カルシウムを用いるカルシウム処理又はエレクトロポレ
ーションが、一般的に、原核生物に対して用いられる。アグロバクテリウム・トゥメファ
シエンス(Agrobacterium tumefaciens)による感染が、Shaw等, Gene, 23:315 (1983)及び
1989年6月29日公開のＷＯ89/05859に記載されているように、或る種の植物細胞の形質転
換に用いられる。このような細胞壁のない哺乳動物の細胞に対しては、Graham及びvan de
r Eb, Virology, 52:456-457 (1978)のリン酸カルシウム沈降法が好ましい。哺乳動物細
胞の宿主系形質移入の一般的な態様は米国特許第4,399,216号に記載されている。酵母菌
中への形質転換は、典型的には、Van Solingen等, J. Bact., 130:946 (1977)及びHsiao
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等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (1979)の方法に従って実施される。しかしな
がら、ＤＮＡを細胞中に導入する他の方法、例えば、核マイクロインジェクション、エレ
クトロポレーション、無傷の細胞との細菌プロトプラスト融合、又は、例えばポリブレン
、ポリオルニチン等のポリカチオンもまた用いることもできる。哺乳動物細胞を形質転換
するための種々の技術については、Keown等, Methods in Enzymology, 185:527-537 (199
0)及び Mansour等, Nature, 336:348-352 (1988)を参照のこと。
【００７６】
　ここに記載のベクターにＤＮＡをクローニング或いは発現するために適切な宿主細胞は
、原核生物、酵母、又は高等真核生物細胞である。適切な原核生物は、限定するものでは
ないが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性生物体、例えば大腸菌のような腸内
細菌科を含む。種々の大腸菌株が公に利用可能であり、例えば、大腸菌Ｋ１２株ＭＭ２９
４(ＡＴＣＣ３１，４４６)；大腸菌Ｘ１７７６(ＡＴＣＣ３１，５３７)；大腸菌株Ｗ３１
１０(ＡＴＣＣ２７，３２５)及びＫ５７７２(ＡＴＣＣ５３，６３５)である。他の好まし
い原核動物宿主細胞は、大腸菌、例えば、E.coli、エンテロバクター、エルビニア(Erwin
ia)、クレブシエラ(Klebsiella)、プロテウス(Proteus)、サルモネラ、例えば、ネズミチ
フス菌、セラチア、例えば、セラチアマルセサンス(Serratia marcescans) 、及び赤痢菌
、並びに桿菌、例えばバチルス・スブチルス(B. subtilis)及びバチルス・リチェニフォ
ルミス(B. licheniformis)(例えば、1989年4月12日発行のDD266,710に記載されたバチル
ス・リチェニフォルミス４１Ｐ)、シュードモナス、例えば緑膿菌及びストレプトマイセ
ス、などの腸内細菌科を含む。これらの例は限定ではなく例示である。株Ｗ３１１０は、
組換えＤＮＡ生産発行のための共通の宿主株であるので一つの特に好ましい宿主又は親宿
主である。好ましくは、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌する。例えば、株
Ｗ３１１０は、細胞に外来のタンパク質をコードする遺伝子における遺伝子変異をするよ
うに修飾してもよく、そのような宿主の例としては、完全な遺伝子型tonAを有する大腸菌
Ｗ３１１０株１Ａ２；完全な遺伝子型tonA ptr3を有する大腸菌Ｗ３１１０株９Ｅ４；完
全な遺伝子型tonA prt3 phoA E15 (argF-lac) 169 degP ompT kanrを有する大腸菌Ｗ３１
１０株２７Ｃ７(ＡＴＣＣ　５５，２４４)；完全な遺伝子型tonA ptr3 phoA E15 (algF-l
ac) 169 degP ompT rbs7 ilvG kanrを有する大腸菌Ｗ３１１０株３７Ｄ６；非カナマイシ
ン耐性ｄｅｇＰ欠失変異を持つ３７Ｄ６株である大腸菌Ｗ３１１０株４０Ｂ４；及び1990
年8月7日発行の米国特許第4,946,783号に開示された変異周辺質プロテアーゼを有する大
腸菌株を含む。或いは、クローニングのインビトロ法、例えばＰＣＲ又は他の核酸ポリメ
ラーゼ反応が好ましい。
【００７７】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、ＴＷＥＡＫポリペプチド
コード化ベクターのための適切なクローニング又は発現宿主である。サッカロミセス・セ
レヴィシアは、通常用いられる下等真核生物宿主微生物である。他に、シゾサッカロミセ
ス・プロンブ(Schizosaccharomyces prombe)(Beach及びNurse, Nature, 290:140 [1981]
；1985年5月2日発行のEP139,383)；クルベロミセス宿主(Kluveromyces hosts)(米国特許
第4,943,529号；Fleer等, Bio/Technology, 9:968-975 (1991))、例えばクルベロミセス
ラクチス(K. lactis)(MW98-8C, CBS683, CBS4574；Louvencourt等, J. Bacteriol.154(2)
:737-742 [1983])、クルベロミセス・フラギリス(K. fragilis)(ＡＴＣＣ　１２，４２４
)、クルベロミセス・ブルガリクス(K. bulgaricus)(ＡＴＣＣ　１６，０４５)、クルベロ
ミセス・ウィケラミイ(K. wickeramii)(ＡＴＣＣ ２４,１７８)、クルベロミセスワルチ
イ(K. waltii)(ＡＴＣＣ　５６，５００)、クルベロミセス・ドロソフィラルム(K. droso
philarum)(ＡＴＣＣ　３６，９０６；Van den Berg等, Bio/Technology, 8:135 (1990))
、クルベロミセス・テモトレランス(K. thermotolerans)及びクルベロミセス・マルキシ
アナス(K. marxianus)；ヤロウィア(yarrowia)(EP402,226)；ピチア・パストリス(Pichia
 pastoris)(EP183,070；Sreekrishna等, J. Basic Microbiol, 28:265-278 [1988])；カ
ンジダ；トリコデル・マレーシア(Trichoderma reesia)(EP244,234)；アカパンカビ(Case
等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:5259-5263 [1979])；シュワニオマイセス(Schwann
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iomyces)、例えばシュワニオマイセスオクシデンタリス(Schwanniomyces occidentalis)(
1990年10月31日発行のEP394,538)；及び糸状真菌、例えば、ニューロスポラ、ペニシリウ
ム、トリポクラジウム(Tolypocladium)(1991年1月10日発行の国際公開公報91/00357)；及
びアスペルギルス宿主、例えばアスペルギルス・ニダランス(Balance等, Biochem. Bioph
ys. Res. Commun., 112:284-289 [1983]；Tilburn等, Gene, 26:205-221 [1983]；Yelton
等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:1470-1474 [1984])、及びアスペルギルス・ニガー
(Kelly及びHynes, EMBO J., 4:475-479 [1985])が含まれる。ここで好ましいメチロトロ
ピック(Ｃ１化合物資化性、Methylotropic)酵母は、これらに限られないが、ハンセヌラ(
Hansenula)、カンジダ、クロエケラ(Kloeckera)、ピチア(Pichia)、サッカロミセス、ト
ルロプシス(Torulopsis)、及びロドトルラ(Rhodotorula)からなる属から選択されたメタ
ノールで成長可能な酵母を含む。この酵母の分類の例示である特定の種のリストは、C. A
nthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982)に記載されている。
【００７８】
　グリコシル化ＴＷＥＡＫポリペプチドの発現に適切な宿主細胞が多細胞生物から得られ
る。無脊椎動物細胞の例には、ショウジョウバエＳ２及びスポドスペラＳｆ９等の昆虫細
胞、並びに綿、トウモロコシ、ジャガイモ、大豆、ペチュニア、トマト、及びタバコ等の
細胞培養物等の植物細胞が含まれる。多数のバキュロウイルス株及び変異体、並びに、ス
ポドスペラフルギペルダ(毛虫)、ネッタイシマカ(蚊)、ヒトスジシマカ(蚊)、キイロショ
ウジョウバエ(ショウジョウバエ)、及びカイコ等の宿主由来の対応する許容昆虫宿主細胞
が同定された。形質移入に使用できる様々なウイルス株、例えば、オートグラファカリフ
ォルニアＮＰＶのＬ－１変異体及びカイコＮＰＶのＢｍ－５株が公に使用可能であり、そ
のようなウイルスを、本発明により、特にスポドスペラフルギペルダ細胞の形質移入にウ
イルスとして使用することができる。
　しかしながら、脊椎動物細胞に最も関心が向けられており、培養物(組織培養物)におけ
る脊椎動物細胞の増殖は常套的手順となっている。有用な哺乳動物宿主細胞株の例は、Ｓ
Ｖ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株(ＣＯＳ-７，ＡＴＣＣ ＣＲＬ １６５１
)；ヒト胚腎臓株(懸濁培養での増殖のためにサブクローン化された２９３又は２９３細胞
、Graham等, J. Gen Virol., 36:59 (1977))；仔ハムスターの腎臓細胞(ＢＨＫ、ＡＴＣ
Ｃ　ＣＣＬ　１０)；チャイニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(CHO, Urlaub等、Proc
. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980))；マウスのセルトリ細胞(ＴＭ４，Mather, Bi
ol. Reprod., 23:243-251 (1980))；サル腎臓細胞(ＣＶ１　ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７０)；
アフリカミドリザル腎臓細胞(ＶＥＲＯ－７６、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１５８７)；ヒト子宮
頸癌細胞(ＨＥＬＡ、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　２)；イヌ腎臓細胞(ＭＤＣＫ、ＡＴＣＣ　ＣＣ
Ｌ　３４)；バッファローラット肝細胞(ＢＲＬ　３Ａ、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１４４２)；
ヒト肺細胞(Ｗ１３８、ＡＴＣＣ ＣＣＬ ７５)；ヒト肝細胞 (Ｈｅｐ Ｇ２、ＨＢ　８０
６５)；マウス乳房腫瘍細胞(ＭＭＴ ０６０５６２、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ５１)；ＴＲＩ細胞
(Mather等、Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68 (1982))；ＭＲＣ　５細胞；ＦＳ４細胞
；及びヒト肝細胞腫株(Ｈｅｐ　Ｇ２)を含む。
　宿主細胞を、ＴＷＥＡＫポリペプチド生成のために上記発現ベクター又はクローニング
ベクターで形質転換し、プロモーターの誘発、形質転換体の選択、又は所望の配列をコー
ドする遺伝子の増幅に適するように修正した従来の栄養培地で培養する。
【００７９】
　　３．複製可能なベクターの選択及び使用
　ＴＷＥＡＫポリペプチドをコードする核酸(例えば、ｃＤＮＡ又はゲノムＤＮＡ)は、ク
ローニング(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製可能なベクター内に挿入される。様々な
ベクターが公的に入手可能である。ベクターは、例えば、プラスミド、コスミド、ウイル
ス粒子、又はファージの形態とすることができる。適切な核酸配列が、種々の手法によっ
てベクターに挿入される。一般に、ＤＮＡはこの分野で周知の技術を用いて適当な制限エ
ンドヌクレアーゼ部位に挿入される。ベクター成分としては、一般に、これらに制限され
るものではないが、一つ又は複数のシグナル配列、複製開始点、一つ又は複数のマーカー
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遺伝子、エンハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配列を含む。これらの成
分の一つ又は複数を含む適当なベクターの作成には、当業者に知られた標準的なライゲー
ション技術を用いる。
　ＴＷＥＡＫポリペプチドは組換え手法によって直接生産されるだけではなく、シグナル
配列又は、成熟タンパク質ないしポリペプチドのＮ-末端に特異的切断部位を有する他の
ポリペプチドである異種性ポリペプチドとの融合ペプチドとしても生産される。一般に、
シグナル配列はベクターの成分であるか、ベクターに挿入されるＴＷＥＡＫポリペプチド
-コード化ＤＮＡの一部である。シグナル配列は、例えばアルカリホスファターゼ、ペニ
シリナーゼ、ｌｐｐ或いは熱安定性エンテロトキシンＩＩリーダーの群から選択された原
核生物シグナル配列であってよい。酵母の分泌に関しては、シグナル配列は、酵母インベ
ルターゼリーダー、アルファ因子リーダー(サッカロミセス(Saccharomyces)及びクルイベ
ロマイシス(Kluyveromyces)α因子リーダーを含み、後者は米国特許第5,010,182号に記載
されている)、又は酸ホスファターゼリーダー、カンジダ・アルビカンス(C.albicans)グ
ルコアミラーゼリーダー(1990年4月4日発行のEP362179)、又は1990年11月15日に公開され
た国際公開公報90/13646に記載されているシグナルであり得る。哺乳動物細胞の発現にお
いては、哺乳動物シグナル配列は、同一或いは関連ある種の分泌ポリペプチド由来のシグ
ナル配列並びにウイルス分泌リーダーのようなタンパク質の直接分泌に使用してもよい。
【００８０】
　発現及びクローニングベクターは、共に一又は複数の選択された宿主細胞においてベク
ターの複製を可能にする核酸配列を含む。そのような配列は多くの細菌、酵母及びウイル
スに対してよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由来する複製開始点は大部分の
グラム陰性細菌に好適であり、２μプラスミド開始点は酵母に適しており、様々なウイル
ス開始点(ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ)は哺乳動物細胞に
おけるクローニングベクターに有用である。
　発現及びクローニングベクターは、典型的には、選択マーカーとも称される選択遺伝子
を含む。典型的な選択遺伝子は、(ａ)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセート或
いはテトラサイクリンのような抗生物質或いは他の毒素に耐性を与え、(ｂ)栄養要求性欠
陥を補い、又は(ｃ)例えば桿菌のＤ-アラニンラセマーゼをコードしている遺伝子のよう
な、複合培地から得られない重要な栄養素を供給する、タンパク質をコードする。
【００８１】
　哺乳動物細胞に適切な選択可能なマーカーの例は、ＤＨＦＲ或いはチミジンキナーゼの
ようにＴＷＥＡＫポリペプチドをコードする核酸を取り込むことのできる細胞成分の同定
を可能にするものである。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、Urlaub等に
より Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に記載されているように調製され増
殖された、ＤＨＦＲ活性に欠陥のあるＣＨＯ株化細胞である。酵母菌中での使用に好適な
選択遺伝子は酵母プラスミドＹＲｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝子である［Stinchcomb等, 
Nature, 282:39 (1979)；Kingsman等, Gene, 7:141 (1979)；Tschemper等, Gene, 10:157
 (1980)］。ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６或いはＰＥＰ４-１のよ
うなトリプトファン内で成長する能力を欠く酵母菌の突然変異株に対する選択マーカーを
提供する［Jones, Genetics, 85:12 (1977)］。
　発現及びクローニングベクターは、通常、ＴＷＥＡＫポリペプチドコード化核酸配列に
作用可能に結合し、ｍＲＮＡ合成を制御するプロモーターを含む。種々の可能な宿主細胞
により認識される好適なプロモーターが知られている。原核生物宿主での使用に好適なプ
ロモーターはβ-ラクタマーゼ及びラクトースプロモーター系［Chang等, Nature, 275:61
5 (1978)； Goeddel等, Nature, 281:544 (1979)］、アルカリホスファターゼ、トリプト
ファン(trp)プロモーター系［Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980)；EP 36,776
］、及びハイブリッドプロモーター、例えばｔａｃプロモーター［deBoer 等, Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)］を含む。細菌系で使用するプロモーターもまたＴ
ＷＥＡＫポリペプチドをコードするＤＮＡと作用可能に結合したシャイン-ダルガーノ(Ｓ
．Ｄ．)配列を有する。
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【００８２】
　酵母宿主と共に用いて好適なプロモーター配列の例としては、３-ホスホグリセラート
キナーゼ［Hitzeman 等, J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］又は他の糖分解酵素［Hess
 等, J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)；Holland, Biochemistry, 17:4900(1978)］、
例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、
ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース-６-リン酸イソメ
ラーゼ、３-ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオセリン酸イソメ
ラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナーゼが含まれる。
　他の酵母プロモーターとしては、成長条件によって転写が制御される付加的効果を有す
る誘発的プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロムＣ、酸ホ
スファターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒド
-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガラクトースの利用を支配する酵素の
プロモーター領域がある。酵母菌での発現に好適に用いられるベクターとプロモーターは
EP73,657に更に記載されている。
【００８３】
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクター由来のＴＷＥＡＫポリペプチド転写は、例えば、
ポリオーマウイルス、伝染性上皮腫ウイルス(1989年7月5日公開のUK2,211,504)、アデノ
ウイルス(例えばアデノウイルス２)、ウシ乳頭腫ウイルス、トリ肉腫ウイルス、サイトメ
ガロウイルス、レトロウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス及びサルウイルス４０(ＳＶ４０)のよ
うなウイルスのゲノムから得られるプロモーター、異種性哺乳動物プロモーター、例えば
アクチンプロモーター又は免疫グロブリンプロモーター、及びヒートショックプロモータ
ーから得られるプロモーターによって、このようなプロモーターが宿主細胞株に適合し得
る限り制御される。
　より高等の真核生物による所望のＴＷＥＡＫポリペプチドをコードするＤＮＡの転写は
、ベクター中にエンハンサー配列を挿入することによって増強され得る。エンハンサーは
、通常は約１０から３００塩基対で、プロモーターに作用してその転写を増強するＤＮＡ
のシス作動要素である。哺乳動物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在知られてい
る(グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α-フェトプロテイン及びインスリン)。しか
しながら、典型的には、真核細胞ウイルス由来のエンハンサーが用いられるであろう。例
としては、複製起点の後期側のＳＶ４０エンハンサー(１００－２７０塩基対)、サイトメ
ガロウイルス初期プロモーターエンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサ
ー及びアデノウイルスエンハンサーが含まれる。エンハンサーは、ＴＷＥＡＫポリペプチ
ドコード化配列の５'又は３'位でベクター中にスプライシングされ得るが、好ましくはプ
ロモーターから５'位に位置している。
【００８４】
　また、真核生物宿主細胞(酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物
由来の有核細胞)に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍＲＮＡの安定化に必要
な配列も含む。このような配列は、真核生物又はウイルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの通常は
５'、時には３'の非翻訳領域から取得できる。これらの領域は、ＴＷＥＡＫポリペプチド
をコードするｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレオチド
セグメントを含む。
　組換え脊椎動物細胞培養でのＴＷＥＡＫポリペプチドの合成に適応化するのに適切な他
の方法、ベクター及び宿主細胞は、Gething等, Nature, 293:620-625 (1981)；Mantei等,
 Nature, 281:40-46 (1979)；EP117,060；及びEP117,058に記載されている。
【００８５】
　　４．宿主細胞の培養
　本発明のＴＷＥＡＫポリペプチドを産生するために用いられる宿主細胞は種々の培地に
おいて培養することができる。市販培地の例としては、ハム(Ｈａｍ)のＦ１０(シグマ)、
最小必須培地((ＭＥＭ)、(シグマ)、ＲＰＭＩ-１６４０(シグマ)及びダルベッコの改良イ
ーグル培地((ＤＭＥＭ)、シグマ)が宿主細胞の培養に好適である。また、Hamら, Meth. E
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nz. 58:44 (1979年), Barnesら, Anal. Biochem. 102:255 (1980年), 米国特許第4,767,7
04号；同4,657,866号；同4,927,762号；同4,560,655号；又は同5,122,469号；国際公開第
90/03430号；国際公開第87/00195号；又は米国再発行特許第30,985号に記載された何れの
培地も宿主細胞に対する培地として使用できる。これらの培地には何れもホルモン及び／
又は他の増殖因子(例えばインスリン、トランスフェリン、又は上皮増殖因子)、塩類(例
えば、塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム及びリン酸塩)、バッファー(例えばＨ
ＥＰＥＳ)、ヌクレオチド(例えばアデノシン及びチミジン)、抗生物質(例えば、GENTAMYC
INTM薬)、微量元素(最終濃度がマイクロモル範囲で通常存在する無機化合物として定義さ
れる)及びグルコース又は等価なエネルギー源を必要に応じて補充することができる。任
意の他の必要な補充物質もまた当業者に知られている適当な濃度で含むことができる。培
養条件、例えば温度、ｐＨ等々は、発現のために選ばれた宿主細胞について既に用いられ
ているものであり、当業者には明らかであろう。
【００８６】
　　５．遺伝子増幅／発現の検出
　遺伝子の増幅及び／又は発現は、ここで提供された配列に基づき、適切に標識されたプ
ローブを用い、例えば、従来よりのサザンブロット法、ｍＲＮＡの転写を定量化するノー
ザンブロット法［Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)］、ドッ
トブロット法(ＤＮＡ分析)、半定量的ＰＣＲ、ＤＮＡアレイ遺伝子発現分析又はインサイ
ツハイブリダイゼーション法によって、直接的に試料中で測定することができる。或いは
、ＤＮＡ二本鎖、ＲＮＡ二本鎖及びＤＮＡ-ＲＮＡハイブリッド二本鎖又はＤＮＡ-タンパ
ク二本鎖を含む、特異的二本鎖を認識することができる抗体を用いることもできる。次い
で、抗体を標識し、アッセイを実施することができ、ここで二本鎖は表面に結合しており
、その結果表面での二本鎖の形成の時点でその二本鎖に結合した抗体の存在を検出するこ
とができる。
　或いは、遺伝子の発現は、遺伝子産物の発現を直接的に定量する免疫学的な方法、例え
ば細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又は体液のアッセイによって、測
定することもできる。試料液の免疫組織化学的染色及び／又はアッセイに有用な抗体は、
モノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意の哺乳動物で調製することができる。
簡便には、抗体は、天然配列ＴＷＥＡＫポリペプチドに対して、又はここで提供されるＤ
ＮＡ配列をベースとした合成ペプチドに対して、又はＴＷＥＡＫ　ＤＮＡに融合し特異的
抗体エピトープをコードする外因性配列に対して調製され得る。
【００８７】
　　６．ＴＷＥＡＫポリペプチドの精製
　ＴＷＥＡＫポリペプチドの形態(一又は複数)は、培地又は宿主細胞の溶菌液から回収す
ることができる。膜結合性であるならば、適切な洗浄液(例えばトリトン(登録商標)-Ｘ１
００)又は酵素的切断を用いて膜から引き離すことができる。ＴＷＥＡＫポリペプチドの
発現に用いられる細胞は、凍結融解サイクル、超音波処理、機械的破壊、又は細胞溶解剤
などの種々の化学的又は物理的手段によって破壊することができる。
　ＴＷＥＡＫポリペプチドを、組換え細胞タンパク質又はポリペプチドから精製すること
が望ましい。適切な精製手順の例である次の手順により精製される：すなわち、イオン交
換カラムでの分画；エタノール沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチオン交換樹脂、例え
ばＤＥＡＥによるクロマトグラフィー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ；硫
酸アンモニウム沈殿；例えばセファデックスＧ-７５を用いるゲル濾過;ＩｇＧのような汚
染物を除くプロテインＡセファロースカラム；及びＴＷＥＡＫポリペプチドのエピトープ
タグ形態を結合させる金属キレート化カラムである。この分野で知られ、例えば、Deutsc
her, Methodes in Enzymology, 182 (1990)；Scopes, Protein Purification: Principle
s and Practice, Springer-Verlag, New York (1982)に記載された多くのタンパク質精製
方法を用いることができる。選ばれる精製過程は、例えば、用いられる生産方法及び特に
生産される特定のＴＷＥＡＫポリペプチドの性質に依存する。
【００８８】
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　ＴＷＥＡＫの可溶性型を本方法において使用することができる。このようなＴＷＥＡＫ
の可溶性型は、以下に示すような変形を含む(イムノグロブリン、エピトープタグ又はロ
イシンジッパーへの融合によるものなど)。イムノアドヘシン分子は、ここに開示の方法
におけるさらなる使用が考慮される。ＴＷＥＡＫレセプターイムノアドヘシンは、完全長
ポリペプチド、並びにＴＷＥＡＫレセプターの可溶性型又はその断片等の、ＴＷＥＡＫレ
セプターの様々な形態を含んでもよい。ある実施態様において、分子は、ＴＷＥＡＫレセ
プターポリペプチドと免疫グロブリン又は免疫グロブリンの特定の領域との融合体を含ん
でもよい。イムノアドヘシンの二価の形態に対して、そのような融合は、ＩｇＧ分子のＦ
ｃ領域に対して行われてもよい。Ｉｇ融合は、好適には、Ｉｇ分子の少なくとも１の可変
領域に代えて、ポリペプチドの可溶性型(膜貫通ドメイン欠失又は不活性化型)で置換する
ことを含む。特に好適な実施態様において、イムノグロブリンの融合は、ＩｇＧ１分子の
ヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３、又はヒンジ、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む。イムノ
グロブリン融合体の生産については、1995年6月27日発行の米国特許第5,428,130号、及び
Chamow等, TIBTECH, 14:52-60(1996)も参照のこと。
　最も単純で最も直接的なイムノアドヘシン設計は、アドヘシン(例えばＴＷＥＡＫない
しＴＷＥＡＫレセプター)の結合ドメインと免疫グロブリン重鎖のＦｃ領域を組み合わせ
る。通常、本発明のイムノアドヘシンを調整する場合、アドヘシンの結合ドメインをコー
ドする核酸をＣ末端でイムノグロブリン定常ドメイン配列のＮ末端をコードする核酸に融
合させるが、Ｎ末端融合は不可能である。
【００８９】
　典型的には、そのような融合において、コード化されるキメラポリペプチドは免疫グロ
ブリン重鎖の定常ドメインの機能的に活性なヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインを保持す
る。融合はまた定常ドメインのＦｃ領域のＣ末端、又は重鎖のＣＨ１又は軽鎖の対応する
領域にN末端に直ぐになされる。融合がなされる正確な部位は重要なものではない；特定
の部位がよく知られており、イムノアドヘシンの生物活性、分泌、又は結合特性を最適化
するために選択されうる。
　好ましい実施態様では、アドヘシン配列が免疫グロブリンＧ１(ＩｇＧ１)のＦｃ領域の
N末端に融合される。アドヘシン配列に重鎖定常領域全体を融合させることができる。し
かし、より好ましくは、ＩｇＧのＦｃを化学的に定めるパパイン切断部位の直ぐ上流のヒ
ンジ領域に始まる配列(すなわち、重鎖定常領域の最初の残基を１１４として残基２１６)
、又は他の免疫グロブリンの類似部位が融合において使用される。特に好適な実施態様で
は、アドヘシンアミノ酸配列はＩｇＧ重鎖の(ａ)ヒンジ領域及びＣＨ２及びＣＨ３又は(
ｂ)ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３ドメインに融合される。
【００９０】
　二重特異的イムノアドヘシンについては、イムノアドヘシンは多量体として、特にヘテ
ロ二量体又はヘテロ四量体として組み立てられる。一般には、これらの組み立てられた免
疫グロブリンは既知の単位構造を有している。基本的な四鎖構造単位はＩｇＧ、ＩｇＤ及
びＩｇＥが存在する型である。四鎖単位はより高分子量の免疫グロブリンにおいて繰り返
される；ＩｇＭは一般にジスルフィド結合によって一緒に保持される四つの基本単位の五
量体として存在する。ＩｇＡグロブリン、そして時折ＩｇＧグロブリンが血清中に多量体
型で存在しうる。多量体の場合、四つの単位の各々は同じでも異なっていてもよい。
　ここに記載した範囲内の様々な組み立てられたイムノアドヘシンの例は以下に概略的に
模式化される： 
　(ａ)ＡＣＬ-ＡＣＬ； 
　(ｂ)ＡＣＨ-(ＡＣＨ, ＡＣＬ-ＡＣＨ, ＡＣＬ-ＶＨＣＨ, 又はＶＬＣＬ-ＡＣＨ)；
　(ｃ)ＡＣＬ-ＡＣＨ-(ＡＣＬ-ＡＣＨ, ＡＣＬ-ＶＨＣＨ, ＶＬＣＬ-ＡＣＨ, 又はＶＬＣ

Ｌ-ＶＨＣＨ)；
　(ｄ)ＡＣＬ-ＶＨＣＨ-(ＡＣＨ, 又はＡＣＬ-ＶＨＣＨ, 又はＶＬＣＬ-ＡＣＨ)；
　(ｅ)ＶＬＣＬ-ＡＣＨ-(ＡＣＬ-ＶＨＣＨ, 又はＶＬＣＬ-ＡＣＨ)；及び
　(ｆ)(Ａ-Ｙ)ｎ-(ＶＬＣＬ-ＶＨＣＨ)２；
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ここで、各Ａは同一又は異なったアドヘシンアミノ酸配列を示し；
　ＶＬは免疫グロブリン軽鎖可変ドメインであり；
　ＶＨは免疫グロブリン重鎖可変ドメインであり；
　ＣＬは免疫グロブリン軽鎖定常ドメインであり；
　ＣＨは免疫グロブリン重鎖定常ドメインであり；
　ｎは１より大きい整数であり；
　Ｙは共有結合架橋剤の残基を示す。
【００９１】
　簡略化のために、先の構造はキーとなる特徴を示しているのみである；これらは、免疫
グロブリンの結合する(Ｊ)又は他のドメインを示していないしジスルフィド結合も示して
いない。しかし、そのようなドメインが結合活性に対して必要である場合は、それらを構
築して、免疫グロブリン分子にそれらが占める通常の位置に存在させることができる。
　或いは、アドヘシン配列は、キメラ重鎖を含んでなる免疫グロブリンが得られるように
、免疫グロブリン重鎖と軽鎖配列の間に挿入することができる。この実施態様では、アド
ヘシン配列は免疫グロブリンの各アームの免疫グロブリンの重鎖の３'末端に、ヒンジと
ＣＨ２ドメインの間、又はＣＨ２とＣＨ３ドメインの間の何れかで融合される。同様な作
成物がHoogenboom等, Mol.Immunol.28:1027-1037(1991)によって報告されている。
【００９２】
　免疫グロブリン軽鎖の存在は本発明のイムノアドヘシンにおいて必要ではないけれども
、免疫グロブリン軽鎖はアドヘシン-免疫グロブリン重鎖融合ポリペプチドに共有結合的
に結合するか、アドヘシンに直接的に融合されるかもしれない。前者の場合、免疫グロブ
リン軽鎖をコードするＤＮＡは典型的にはアドヘシン-免疫グロブリン重鎖融合タンパク
質をコードするＤＮＡと同時発現される。分泌時にハイブリッドの重鎖及び軽鎖が共有結
合的に結合されて、二つのジスルフィド結合で結合した免疫グロブリン重鎖-軽鎖対を含
んでなる免疫グロブリン様構造を提供する。そのような構造の調製に好適な方法は、例え
ば1989年3月28日に発行された米国特許第4,816,567号に開示されている。
　イムノアドヘシンは最も簡便には免疫グロブリンｃＤＮＡ配列にインフレームでアドヘ
シン部分をコードするｃＤＮＡ配列を融合させることにより構築される。しかし、ゲノム
免疫グロブリン断片への融合もまた使用することができる(例えば、Aruffo等,Cell61:130
3-1313(1990)；及びStamenkovic等,Cell66:1133-1144(1991)を参照されたい)。融合の後
者のタイプは、発現に対してＩｇ調節配列の存在を必要とする。ＩｇＧ重鎖定常領域をコ
ードするｃＤＮＡは、脾臓又は抹消血リンパ球から取り出されたｃＤＮＡライブラリーか
らの公開されている配列に基づいて、ハイブリダイゼーションにより、又はポリメラーゼ
鎖反応(ＰＣＲ)法により単離することができる。「アドヘシン」をコードするｃＤＮＡと
イムノアドヘシンの免疫グロブリンが、選ばれた宿主細胞において効率的な発現を指示す
るプラスミドベクター内にタンデムに挿入される。
【００９３】
　他の実施態様では、ＴＷＥＡＫアゴニスト又はＴＷＥＡＫアンタゴニストは、米国特許
第4,640,835号；第4,496,689号；第4,301,144号；第4,670,417号；第4,791,192号又は第4
,179,337号に記載された方法で、種々の非タンパク質様ポリマー、例えばポリエチレング
リコール(ＰＥＧ)、ポリプロピレングリコール、又はポリオキシアルキレンのうちの一つ
に、又はポリグルタミン酸のような同様の分子に、分子を連結させることにより共有結合
的に修飾される。このようなペグ化形態は当該技術分野において既知の方法を用いて調製
してもよい。
　また、これらの分子のロイシンジッパー形態も本発明によって考慮される。「ロイシン
ジッパー」は当該技術分野において、その融合相手(例えば、ロイシンジッパーが融合す
るか、又は連結する配列又は分子)の二量体化又は三量体化を増強し、促進し、又は引き
起こすロイシンに富む配列のことを意味するために使用される語句である。様々なロイシ
ンジッパーポリペプチドは当該分野において記述されている。例えば、Landschulz等, Sc
ience 240:1759 (1988)；米国特許第5,716,805号；国際公開公報94/10308；Hoppe等, FEB
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S Letters 344:1991 (1994)；Maniateis等, Nature, 341:24 (1989)；Maniatis等, Natur
e 341:24 (1989)を参照されたい。当業者であれば、ロイシンジッパー配列を前記分子の
５'末端又は３'末端に融合しうることは理解するであろう。
【００９４】
　また、本発明のＴＷＥＡＫアゴニスト及びＴＷＥＡＫアンタゴニストは、他の異種ポリ
ペプチド又はアミノ酸配列に該ポリペプチドを融合することによりキメラ分子を形成する
方法で修飾してもよい。好ましくは、そのような異種性ポリペプチド又はアミノ酸配列は
、キメラ分子をオリゴマー化するように作用するものである。一実施態様では、このよう
なキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合できるエピトープを提供するタグとポリペプ
チドとの融合を含む。エピトープタグは、一般的には本発明のポリペプチドのアミノ又は
カルボキシル末端に位置する。このようなポリペプチドのエピトープタグ形態の存在は、
タグポリペプチドに対する抗体を用いて検出することができる。また、エピトープタグの
提供は、抗タグ抗体又はエピトープタグに結合する他の型の親和性マトリクスを用いたア
フィニティ精製によってポリペプチドを容易に精製できるようにする。種々のタグポリペ
プチド及びそれら各々の抗体はこの分野で良く知られている。例としては、ポリ－ヒスチ
ジン(poly-his)又はポリ－ヒスチジン－グリシン(poly-his-gly)タグ；flu HAタグポリペ
プチド及びその抗体１２ＣＡ５［Field等, Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］；c
-mycタグ及びそれに対する８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体[Eva
n等, Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)]；及び単純ヘルペスウイル
ス糖タンパク質Ｄ(gD)タグ及びその抗体[Paborsky等, Protein Engineering, 3(6):547-5
53 (1990)]を含む。他のタグポリペプチドは、フラッグペプチド[Hopp等, BioTechnology
, 6:1204-1210 (1988)]；ＫＴ３エピトープペプチド[Martin等, Science, 255:192-194 (
1992)]；α-チューブリンエピトープペプチド[Skinner等, J. Biol. Chem., 266:15163-1
5166 (1991)]；及びＴ７遺伝子１０タンパク質ペプチドタグ[Lutz-Freyermuth等, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)]を含む。
【００９５】
　また、抗ＴＷＥＡＫ又は抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体は現在開示される方法に使用でき
ると考えられる。これらの抗体はモノクローナル抗体であってもよい。当分野の技術者は
当分野で公知の方法、及び本明細書中に記載の方法を利用して、ＴＷＥＡＫ又はＴＷＥＡ
Ｋレセプター活性のアゴニスト又はアンタゴニストとして作用するＴＷＥＡＫ抗体又はＴ
ＷＥＡＫレセプター抗体を同定することができる。
　モノクローナル抗体は、Kohler及びMilstein, Nature, 256:495 (1975)等により記載さ
れたハイブリドーマ法によって調製することができる。ハイブリドーマ法においては、免
疫剤を用いてマウス、ハムスター又はその他の適当な宿主動物通常通りに免疫し、免疫剤
と特異的に結合する抗体を産生するか、又は産生することのできるリンパ球を導き出す。
別法として、リンパ球をインビトロで免疫することもできる。
【００９６】
　免疫剤は、典型的には対象とするＴＷＥＡＫポリペプチド又はＴＷＥＡＫレセプター又
はそれらの融合タンパク質、例えばＴＷＥＡＫ-ＩｇＧ融合タンパク質を含む。一般にヒ
ト由来の細胞が望まれる場合には末梢血リンパ球(「ＰＢＬ」)が使用され、或いは非ヒト
哺乳動物源が望まれている場合は、脾臓細胞又はリンパ節細胞が使用される。次いで、ポ
リエチレングリコール等の適当な融合剤を用いてリンパ球を不死化株化細胞と融合させ、
ハイブリドーマ細胞を形成する［Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Prac
tice, Academic Press, (1986) pp. 59-103］。不死化株化細胞は、通常は、形質転換し
た哺乳動物細胞、特に齧歯動物、ウシ、及びヒト由来の骨髄腫細胞である。通常、ラット
又はマウスの骨髄腫株化細胞が使用される。ハイブリドーマ細胞は、好ましくは、未融合
の不死化細胞の生存又は増殖を阻害する一又は複数の物質を含有する適切な培地で培養さ
れる。例えば、親細胞が、酵素のヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラ
ーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠いていると、ハイブリドーマの培地は、典型的には、
ヒポキサチン、アミノプテリン及びチミジンを含み(「ＨＡＴ培地」)、この物質がＨＧＰ
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ＲＴ欠乏性細胞の増殖を阻止する。
　好ましい不死化株化細胞は、効率的に融合し、選択された抗体生成細胞による安定した
高レベルの抗体発現を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性である。より好ま
しい不死化株化細胞はマウス骨髄腫株であり、これは例えばカリフォルニア州サンディエ
ゴのSalk Institute Cell Distribution Centerやヴァージニア州マナッサスのアメリカ
ン・タイプ・カルチャー・コレクションより入手可能である。ヒトモノクローナル抗体を
生成するためのヒト骨髄腫及びマウス-ヒト異種骨髄腫株化細胞も開示されている［Kozbo
r, J. Immunol., 133:3001 (1984)、Brodeurら, Monoclonal Antibody Production Techn
iques and Applications, Marcel Dekker, Inc., ニューヨーク, (1987) pp. 51-63］。
【００９７】
　次いでハイブリドーマ細胞が培養される培養培地を、ＴＷＥＡＫないしＴＷＥＡＫレセ
プターに対するモノクローナル抗体の存在について検定する。場合によって、ハイブリド
ーマ細胞によって生成されたモノクローナル抗体の結合特異性は免疫沈降又はラジオイム
ノアッセイ(RIA)や酵素結合免疫測定法(ELISA)等のインビトロ結合アッセイによって、好
ましくはBIAcoreアッセイによって測定する。このような技術及びアッセイは、当該分野
において公知である。モノクローナル抗体の結合親和性は、例えばMunson及びPollard, A
nal. Biochem., 107:220 (1980)によるスキャッチャード解析法によって測定することが
できる。
　所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、クローンを限界希釈法によりサブクローニ
ングし、標準的な方法で増殖させることができる［Goding, 上掲］。この目的のための適
当な培地には、例えば、ダルベッコの改変イーグル培地又はRPMI-1640倍地が含まれる。
或いは、ハイブリドーマ細胞は哺乳動物においてインビボで腹水として増殖させることも
できる。
　サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ－セファ
ロース法、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気泳動法、透析法又は
アフィニティークロマトグラフィー等の従来の免疫グロブリン精製方法によって培養培地
又は腹水液から単離又は精製される。
【００９８】
　また、モノクローナル抗体は、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第4,816,567号に記載
された方法により作成することができる。本発明のモノクローナル抗体をコードするＤＮ
Ａは、常套的な方法を用いて(例えば、モノクローナル抗体の重鎖及び軽鎖をコードする
遺伝子に特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブを使用して)、容易に単離し配
列決定することができる。本発明のハイブリドーマ細胞はそのようなＤＮＡの好ましい供
給源となる。ひとたび単離されたら、ＤＮＡは発現ベクター内に配することができ、これ
が宿主細胞、例えばサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、或いは
免疫グロブリンタンパク質を生成等しない骨髄腫細胞内に形質移入され、組換え宿主細胞
内でモノクローナル抗体の合成をすることができる。また、ＤＮＡは、例えば相同マウス
配列に換えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を置換することにより［Morris
onら, Proc. Nat. Acad. Sci. 81, 6851 (1984)］、又は免疫グロブリンコード配列に非
免疫グロブリンポリペプチドのコード配列の一部又は全部を共有結合することにより修飾
することができる。
　このような非免疫グロブリンポリペプチドは、本発明の抗体の定常ドメインに置換でき
、或いは本発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変ドメインに置換でき、ＴＷＥＡＫない
しＴＷＥＡＫレセプターの特異性を持つ１つの抗原結合部位、及び異なる抗原に対する特
異性を持つ部位を有するキメラ性二価抗体を生成する。
【００９９】
　キメラ又はハイブリッド抗体も、架橋剤を用いる合成タンパク質化学における既知の方
法を用いてインビトロで調製できる。例えば、ジスルフィド交換反応を用いることにより
、又はチオエーテル結合を形成することにより、免疫毒素を構築できる。この目的のため
の適切な試薬の例は、イミノチオラート及びメチル－４－メルカプトブチルイミダートで
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ある。
　一本鎖Ｆｖ断片を、Iliades等, FEBS Letters, 409:437-441 (1997)に記載に従って生
産できる。様々なリンカーを使用したこのような一本鎖断片の結合は、Kortt等, Protein
 Engineering, 10:423-433 (1997)に開示されている。抗体の組換え生産及び操作の様々
な技術が当技術分野において既知である。当業者によって利用されるそのような技術の例
示的実施例を以下に詳述する。
【０１００】
　　(i)　ヒト化抗体
　一般的に、ヒト化抗体には非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入される。これ
ら非ヒトアミノ酸残基は、しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移
入」残基と称される。ヒト化は、基本的に、ウィンター(Winter)及び共同研究者(Jonesら
, Nature, 321:522-525 (1986)；Riechmannら, Nature, 332:323-327 (1988)；Verhoeyen
ら, Science, 239:1534-1536 (1988))の方法に従って、齧歯類ＣＤＲ又はＣＤＲ配列をヒ
ト抗体の対応する配列に置換することにより実施される。
　よって、このような「ヒト化」抗体は、無傷のヒト可変ドメインより実質的に少ない分
が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体である。実際には、ヒト化抗体は
典型的には幾つかのＣＤＲ残基及び場合によっては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似
する部位からの残基によって置換されたヒト抗体である。
【０１０１】
　更に、抗体を、抗原に対する高結合親和性や他の好ましい生物学的性質を保持してヒト
化することが重要である。この目標を達成するべく、好ましい方法では、親配列及びヒト
化配列の三次元モデルを使用して、親配列及び様々な概念的ヒト化産物の分析工程を経て
ヒト化抗体を調製する。三次元免疫グロブリンモデルは一般的に入手可能であり、当業者
にはよく知られている。選択された候補免疫グロブリン配列の推測三次元立体配座構造を
図解し、表示するコンピュータプログラムは購入可能である。これら表示を見ることで、
候補免疫グロブリン配列の機能における残基のありそうな役割の分析、すなわち候補免疫
グログリンの抗原との結合能力に影響を及ぼす残基の分析が可能になる。このようにして
、例えば標的抗原に対する親和性が高まるといった、望ましい抗体特性が達成されるよう
に、ＦＲ残基をコンセンサス及び移入配列から選択し、組み合わせることができる。一般
的に、ＣＤＲ残基は、直接かつ最も実質的に抗原結合性に影響を及ぼしている。
【０１０２】
　　(ii)　ヒト抗体
　ヒトモノクローナル抗体はハイブリドーマ法により作成することができる。ヒトモノク
ローナル抗体の生成のためのヒト骨髄腫及びマウス－ヒト異種骨髄腫の細胞株は、例えば
、Kozbor, J. Immunol. 133, 3001 (1984), 及びBrodeur他, Monoclonal Antibody Produ
ction Techniques and Applications, pp.51-63 (Marcel Dekker, Inc., ニューヨーク, 
1987)に記載されている。
　内在性の免疫グロブリン産生がない状態で、免疫化によりヒト抗体のレパートリーを産
生することのできるトランスジェニック動物(例えば、マウス)を作ることが現在では可能
である。例えば、キメラ及び生殖系列突然変異体マウスにおける抗体重鎖結合領域(ＪＨ)
遺伝子の同型接合除去が内因性抗体産生の完全な阻害をもたらすことが記載されている。
このような生殖系列突然変異体マウスにおけるヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子列の移
入は、抗原刺激時にヒト抗体の産生をもたらす。Jakobovitsら, Proc.Natl.Acad.Sci.USA
, 90:2551 (1993)；Jakobovitsら, Nature 362:255-258 (1993)を参照のこと。
【０１０３】
　Mendez他(Nature Genetics 15: 146-156 [1997年])はこの技術をさらに改良し、抗原を
投与すると親和性の高い完全ヒト抗体を生成する「ゼノマウスII(Xenomouse II)」と称す
る系列のトランスジェニックマウスを生成した。これは、上述のように、内因性ＪＨセグ
メントに欠陥を有するマウスに、メガベースのヒト重鎖遺伝子座及び軽鎖遺伝子座を生殖
系統合組み込みすることにより達成された。ゼノマウスIIは、約６６ＶＨ遺伝子、完全な
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ＤＨ及びＪＨ領域及び３つの異なる定常領域(μ、δ及びχ)を含む1,020kbのヒト重鎖遺
伝子座を有し、また３２Ｖκ遺伝子、Jκセグメント及びCκ遺伝子を含む800kbのヒトκ
遺伝子座を有する。これらのマウスに生成された抗体は、遺伝子再配列、構成、及びレパ
ートリーを含め、ヒトに見られる抗体に全ての面で非常に類似している。ヒト抗体は、好
ましくは、マウス遺伝子座における遺伝子再配列を抑制する内因性ＪＨセグメントの欠損
により、内因性抗体全体にわたって発現する。
【０１０４】
　別法として、ファージディスプレイ技術(McCaffertyら, Nature 348：552-553, 1990)
を使用して、非免疫化ドナーの免疫グロブリン可変(Ｖ)ドメイン遺伝子レパートリーから
、インビトロでヒト抗体及び抗体断片を生産させることができる。この技術によれば、抗
体Ｖドメイン遺伝子を、フレーム単位で、繊維状バクテリオファージ、例えばＭ１３又は
ｆｄの、メジャー又はマイナーコートタンパク質遺伝子のどちらかでクローンし、ファー
ジ粒子の表面で機能的抗体断片として表示させる。繊維状粒子がファージゲノムの一本鎖
ＤＮＡコピーを含むので、抗体の機能特性に基づく選択によっても、結果としてこれらの
特性を示す抗体をコードする遺伝子の選択が成される。よって、このファージはＢ細胞の
いくつかの特性を模倣している。ファージディスプレイは多様な形式で行うことができる
；例えばJohnson, Kevin S. 及びChiswell, David J., Current Opinion in Structural 
Biology 3：564-571(1993)を参照せよ。Ｖ-遺伝子セグメントのいくつかの供給源を、フ
ァージディスプレイのために使用できる。Clacksonら, Nature, 352：624-628(1991)は、
免疫化したマウス脾臓由来のＶ遺伝子の小さいランダムなコンビナトリアルライブラリか
ら、多様で多くの抗-オキサゾロン抗体を単離した。非免疫化ヒトドナーのＶ遺伝子のレ
パートリーが構成可能であり、多様で多くの抗原(自己抗原を含む)に対する抗体は、Mark
sら, J. Mol. Biol. 222：581-597(1991)、又はGriffithら, EMBO J. 12：725-734(1993)
に記載の技術にそのまま従うことで単離することができる。自然な免疫応答において、抗
体遺伝子は高い率で突然変異を蓄積する(体細胞過剰変異)。導入された変化の一部は高い
親和性を提供し、親和性の高い表面免疫グロブリンを示すＢ細胞は、その後の抗原曝露の
間に優先的に複製され、分化される。このような自然の工程を、「チェーンシャフリング
」として知られる技術(Marks他, Bio/Technol. 10, 779-783, 1992)を使用することによ
り模倣することができる。この方法では、重鎖Ｖ領域遺伝子と軽鎖Ｖ領域遺伝子を、順に
、非免疫化ドナーから取得したＶドメイン遺伝子の自然に生じる変異体(レパートリー)の
レパートリーで置換することにより、ファージディスプレイによって得られた「一次」ヒ
ト抗体の親和性を改善することができる。この技術により、nM範囲での親和性を有する抗
体及び抗体断片の生産が可能である。非常に大きなファージ抗体のレパートリー(「マザ
ーオブオール ライブラリー(the Mother-of-all libraries)」とも呼ばれる)を作る方法
が、WaterhouseらによるNucl. Acids Res. 21, 2265-2266 (1993)に開示されている。ま
た、遺伝子シャフリングは、ヒト抗体が元になっている齧歯類の抗体と類似した親和性及
び特性を有している場合、齧歯類の抗体からヒト抗体を得るために使用することもできる
。「エピトープインプリンティング」と呼ばれるこの方法により、ファージディスプレイ
技術により得られた齧歯類抗体の重鎖Ｖドメイン遺伝子と軽鎖Ｖドメイン遺伝子をヒトＶ
ドメイン遺伝子のレパートリーで置換し、齧歯類－ヒトキメラを作成する。抗原を選択す
ることにより、機能的抗原結合部位を回復することができるヒト可変部が単離される、つ
まり、エピトープがパートナーの選択をつかさどる(インプリントする)。残りの齧歯類Ｖ
ドメインを置換するためにこの工程を繰り返すと、ヒト抗体が得られる(1993年4月1日公
開のPCT特許出願国際公開公報 93/06213を参照)。伝統的なCDR移植による齧歯類抗体のヒ
ト化と異なり、この技術により、齧歯類起源のフレームワーク又はCDR残基を全く持たな
い完全なヒト抗体が得られる。
【０１０５】
　後述するように、本発明の抗体は、状況に応じて、一量体抗体、二量体抗体、ならびに
抗体の多価形態を含んでよい。当業者は、当分野で既知の技術により、そのような二量体
又は多価形態を構築することができる。一価抗体を調製する方法もまた、当技術分野で周
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知である。例えば、一方法では、免疫グロブリン軽鎖と修飾された重鎖の組換え発現を含
む。重鎖は一般にFc領域の任意の点で切断され、重鎖の架橋が形成されることが防止され
る。或いは、関連するシステイン残基を別のアミノ酸残基で置換するか、又は削除し、よ
って架橋結合を防止する。
【０１０６】
　　(iii)　二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗原に対して結合特異性を有するモノクロ
ーナル抗体、好ましくはヒトもしくはヒト化抗体である。本発明の場合、結合特異性の一
方はＴＷＥＡＫないしＴＷＥＡＫレセプターに対するものである。
　二重特異性抗体を作成する方法は当該技術分野において周知である。伝統的には、二重
特異性抗体の組換え生産は、二つの重鎖が異なる特異性を持つ二つの免疫グロブリン重鎖
／軽鎖対の発現に基づく。Millstein及びCuello, Nature, 305:537-539 (1983)。免疫グ
ロブリンの重鎖と軽鎖を無作為に取り揃えるため、これらハイブリドーマ(クアドローマ)
は１０種の異なる抗体分子の潜在的混合物を生成し、その内一種のみが正しい二重特異性
構造を有する。正しい分子の精製は、アフィニティークロマトグラフィー工程によって通
常達成されるが、幾分扱いにくく、生産性が低い。同様の手順が1993年5月13日公開の国
際公開公報 93/08829、及びTrauneckerら, EMBO,10:3655-3659 (1991)に開示されている
。
【０１０７】
　さらに好ましい別の方法により、所望の結合特異性(抗体-抗原結合部位)を有する抗体
可変ドメインを免疫グロブリン定常ドメイン配列に融合できる。融合は、好ましくは少な
くともヒンジ部、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとのもの
である。少なくとも一つの融合には軽鎖結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(Ｃ
Ｈ１)が存在することが望ましい。免疫グロブリン重鎖融合をコード化するＤＮＡ、及び
望むのであれば免疫グロブリン軽鎖を、別々の発現ベクターに挿入し、適当な宿主生物に
同時形質移入する。これにより、組立に使用される三つのポリペプチド鎖の等しくない比
率が所最適な収率をもたらす実施態様において、三つのポリペプチド断片の相互の割合の
調節に大きな融通性がもたらされる。しかし、少なくとも二つのポリペプチド鎖の等しい
比率での発現が高収率をもたらすとき、又はその比率があまり影響がないときは、２又は
３個全てのポリペプチド鎖のためのコード化配列を一つの発現ベクターに挿入することが
可能である。この手法の好ましい実施態様では、二重特異性抗体は、第一の結合特異性を
有する一方のアームのハイブリッド免疫グロブリン重鎖と、他方のアームにハイブリッド
免疫グロブリン重鎖-軽鎖対(第二の結合特異性を提供する)とからなる。二重特異性分子
の半分にしか免疫グロブリン軽鎖がないと容易な分離法が提供されるため、この非対称的
構造は、所望の二重特異性化合物を不要な免疫グロブリン鎖の組み合わせから分離するこ
とを容易にすることが分かった。このアプローチ法は、1994年3月3日公開の国際公開第94
/04690号に開示されている。
　二重特異性抗体を作成するための更なる詳細については、例えばSureshら, Methods in
 Enzymology, 121:210(1986)を参照されたい。
【０１０８】
　　(iv)　ヘテロ抱合抗体
　ヘテロ抱合抗体も本発明の範囲に含まれる。ヘテロ抱合抗体は、２つの共有結合した抗
体からなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不要な細胞に対してターゲティン
グさせるため(米国特許第4,676,980号)及びＨＩＶ感染の治療のために(国際公開公報91/0
0360；国際公開公報92/200373；欧州特許第03089号)提案されている。ヘテロ抱合抗体は
、任意の簡便な架橋法を使用して、調製することができる。適切な架橋剤は当技術分野に
おいて既知であり、複数の架橋技術と共に、米国特許第4,676,980号に開示されている。
【０１０９】
　　(v)　抗体断片
　一部の実施態様においては、抗ＴＷＥＡＫないし抗ＴＷＥＡＫレセプター抗体(マウス
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抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、及び抗体変異体を含む)は抗体断片である。抗体断片を生
産するために様々な技術が開発されている。伝統的には、これらの断片は、無傷の抗体の
タンパク分解性消化を介して誘導されている(例えば、Morimotoら, J. Biochem. Biophys
. Methods 24:107-117 (1992)及びBrennanら, Science, 229:81(1985)を参照されたい)。
しかし、これらの断片は、現在は組換え宿主細胞により直接生産することができる。例え
ば、Ｆａｂ'-ＳＨ断片は大腸菌から直接回収することができ、化学的に結合してＦ(ａｂ'
)２断片を形成することができる(Carterら, Bio/Technology 10:163-167(1992))。他の実
施態様では、ロイシンジッパーGCN4を使用してＦ(ａｂ')２を形成し、Ｆ(ａｂ')２分子の
構築を促進する。別の実施態様では、組換え宿主細胞の培地からＦｖ、Ｆａｂ又はＦ(ａ
ｂ')２断片を直接分離することができる。抗体断片を生産するための他の技術は当業者に
は明らかである。例えば、パパインを使用して消化を行うことができる。パパイン消化の
例は、1994年12月22日公開の国際公開公報94/29348及び米国特許第4,342,566号に開示さ
れている。抗体のパパイン消化は、通常、Ｆａｂ断片と呼ばれる２つの同一の抗原結合断
片を生成する。各Ｆａｂ断片は単一の抗原結合部位、及び残存性Ｆｃ断片を持つ。ペプシ
ン処理により、２つ抗原結合部位を持ち、抗原に架橋結合する能力のあるＦ(ａｂ')２が
生成される。
　抗原消化で生成されるＦａｂ断片は、軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第一定常ドメイン
(ＣＨ１)も含む。Ｆａｂ'断片は、それに加えて、抗原ヒンジ領域由来の１以上のシステ
インを含む重鎖のＣＨ１ドメインのカルボキシ末端に少数の残基を持つ点においてＦａｂ
断片と異なる。本発明では、定常ドメインのシステイン残基が遊離チオール基を持つＦａ
ｂ'として、ここではＦａｂ'-ＳＨと記載する。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、もともとそれら
の間にヒンジシステインを有するＦａｂ'断片の対として生成されたものである。抗体断
片の他の化学的結合も知られている。
【０１１０】
　抗体をその定常領域の保存位置でグリコシル化する(Jefferis及びLund, Chem. Immunol
. 65:111-128, 1997年；Wright及びMorrison, TibTECH 15:26-32, 1997)。免疫グロブリ
ンのオリゴ糖側鎖は、タンパク質の機能(Boyd他., Mol. Immunol. 32:1311-1318, 1996年
；Wittwe及びHoward, Biochem. 29:4175-4180, 1990)、及び、糖タンパク質の高次構造及
び提示される3次元表面に影響しうる糖タンパク質の部分同士の分子内相互作用(Hefferis
及びLund, 上掲；Wyss and Wagner, Current Opin. Biotech. 7:409-416, 1996)に作用す
る。オリゴ糖はまた、特異的な認識構造に基づいて任意の糖タンパク質を特定の分子に標
的化するのに役立つ。例えば、ガラクトシル化ＩｇＧにおいて、オリゴ糖部分はＣＨ２内
空間の外に「とび出し(flip)」、末端Ｎ－アセチルグリコサミン残基がマンノース結合タ
ンパク質に結合できるようになることが報告されている(Malhotra他, Nature Med. 1:237
-243, 1995)。チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞において、オリゴ糖のグリコペ
プチダーゼによるCAMPATH-1H(ヒトリンパ球のCDw52抗原を認識する組換えヒト化マウスモ
ノクローナルＩｇＧ１抗体)からの除去を実行した結果、補体媒介性溶解(ＣＭＣＬ)が完
全に低減したが(Boyd他, Mol. Immunol. 32:1311-1318, 1996)、ノイラミニダーゼを使用
してシアル酸残基を選択的に除去した結果、ＤＭＣＬの低減は見られなかった。抗体のグ
リコシル化はまた、抗体依存性の細胞の細胞障害性(ＡＤＣＣ)に影響することが報告され
ている。特に、バイセクティングGlcNAcの形成を触媒するグリコシルトランスフェラーゼ
である、β(1,4)-N-アセチルグルコサミニルトランスフェラーゼIII(GnTIII)のテトラサ
イクリン制御発現を持つＣＨＯ細胞で、ＡＤＣＣ活性が向上したことが報告されている(U
mana他, Mature Biotech. 17:176-180, 1999)。
　抗体のグリコシル化変異体は、抗体のグリコシル化のパターンが変更された変異体であ
る。変更するとは、抗体に見られる１以上の炭水化物部分を除去し、抗体に１以上の炭水
化物部分を加え、グリコシル化の組成(グリコシル化パターン)、グリコシル化の範囲、そ
の他を変更することを意味する。グリコシル化変異体は、例えば、抗体をコードする核酸
配列について、１以上のグリコシル化部位の、除去、変更、及び/又は付加を行うことに
より調製することができる。
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【０１１１】
　抗体のグリコシル化は、通常、Ｎ－結合かＯ－結合である。Ｎ－結合とは、アスパラギ
ン残基の側鎖への炭水化物成分の付与を指す。トリペプチド配列のアスパラギン－Ｘ－セ
リン及びアスパラギン－Ｘ－スレオニン(ここで、Ｘは、プロリン以外の任意のアミノ酸)
は、炭水化物成分のアスパラギン側鎖への酵素的付与の認識配列である。したがって、ポ
リペプチド中にこれらトリペプチド配列のいずれかが存在することにより、潜在的グリコ
シル化部位が創造される。Ｏ－結合のグリコシル化とは、ヒドロキシアミノ酸、最も一般
的にはセリン又はスレオニンへの、Ｎ－アセチルガラクトサミン、ガラクトース、又はキ
シロースの糖類うち１つの付着を指す。５－ヒロドキシプロリン、又は５－ヒドロキシリ
ジンを使用してもよい。
　抗体へのグリコシル化部位の付加は、(Ｎ－結合グリコシル化部位について)上述のトリ
ペプチド配列の１又は複数を有するようにアミノ酸配列を変更することにより常套的に達
成される。変更は、また、(Ｏ－結合グリコシル化部位について)元の抗体の配列に対して
１以上のセリン又はスレオニン残基を付加又は置換することにより行ってもよい。
【０１１２】
　抗体のグリコシル化(グリコシル化パターンを含む)は、内在するヌクレオチド配列を変
更することなく変更可能である。グリコシル化は抗体を発現するために使用される宿主細
胞に大きく依存する。潜在的治療剤としての、抗体などの組換え糖タンパク質の発現に使
用される細胞の種類が、まれに天然細胞であることから、抗体のグリコシル化パターンは
大きく変化することが予想される(例えばHse他, J. Biol. Chem. 272:9062-9070, 1997年
参照)。宿主細胞の選択に加えて、抗体の組換え生産の間のグリコシル化に影響を与える
因子には、増殖形態、培地組成、培養密度、酸素添加、pH、精製スキームなどが含まれる
。オリゴ等製造に関わるある種の酵素の導入又は過剰発現を含む、特定の宿主生物におい
てなされたグリコシル化パターンを変えるための様々な方法が提案されている(米国特許
第5,047,335号、米国特許第5,510,261号及び米国特許第5,278,299号)。グリコシル化、又
は特定の種類のグリコシル化は、例えばエンドグリコシダーゼＨ(Endo H)の使用により、
糖タンパク質から酵素学的に除去することができる。加えて、組換え宿主細胞を遺伝学的
に設計することができ、例えば多糖類の特定種のプロセシングにおいて欠損をつくること
ができる。これら同様の技術は当技術分野において既知である。
【０１１３】
　抗体のグリコシル化構造は、レクチンクロマトグラフィー、ＮＭＲ、質量分析、ＨＰＬ
Ｃ、ＧＰＣ、単糖成分分析、連続酵素消化、及び高ｐＨアニオン交換クロマトグラフィー
を使用して電荷に基づきオリゴ糖を分離するHPAEC-PADなどの、炭水化物分析を行う従来
技術により容易に分析できる。分析的な目的のためにオリゴ糖を遊離させる方法も知られ
ており、それらには、限定はしないが、酵素的処理(通常ペプチド－Ｎ－グリコシダーゼ 
Ｆ／エンド－β－ガラクトシダーゼを使用して行う)、主にＯ－結合構造を遊離するため
に強アルカリ環境を使用しての除去、及びＮ－結合とＯ－結合両方のオリゴ糖を遊離させ
るための無水ヒドラジンを使用する化学的方法が含まれる。
　三重特異性抗体も本発明の範囲に含まれる。そのような抗体は、例えばIliades等、上
掲のKortt等, 上掲に記載されている。
【０１１４】
　本発明の抗体は、細胞障害剤(例えば毒素分子)又はプロドラッグ(例えばペプチジル化
学療法剤、国際公開公報81/01145号を参照)を活性な抗ガン剤に転化させるプロドラッグ
活性化酵素に抗体をコンジュゲートさせることにより、修飾することができる。例えば国
際公開公報88/07378及び米国特許第4,975,278号を参照されたい。この技術は「抗体依存
性酵素媒介プロドラッグ療法」(ADEPT)とも呼ばれる。
　ADEPTに有用な免疫コンジュゲートの酵素成分には、より活性な細胞毒形態に転化する
ように、プロドラッグに作用し得る任意の酵素が含まれる。限定するものではないが、こ
の発明の方法に有用な酵素には、ホスファート含有プロドラッグを遊離の薬剤に転化する
のに有用なアルカリ性ホスファターゼ；スルファート含有プロドラッグを遊離の薬剤に転



(44) JP 2008-531746 A 2008.8.14

10

20

30

40

50

化するのに有用なアリールスルファターゼ；非毒性５-フルオロシトシンを抗ガン剤５-フ
ルオロウラシルに転化するのに有用なシトシンデアミナーゼ；プロテアーゼ、例えばセラ
チアプロテアーゼ、サーモリシン、サブチリシン、カルボキシペプチダーゼ及びカテプシ
ン(例えば、カテプシンＢ及びＬ)で、ペプチド含有プロドラッグを遊離の薬剤に転化する
のに有用なもの；カスパーゼ－３などのカスパーゼ；Ｄ-アミノ酸置換基を含有するプロ
ドラッグの転化に有用なＤ-アラニルカルボキシペプチダーゼ；炭水化物切断酵素、例え
ばグリコシル化プロドラッグを遊離の薬剤に転化するのに有用なノイラミニダーゼ及びβ
ガラクトシダーゼ；βラクタムで誘導体化された薬剤を遊離の薬剤に転化させるのに有用
なβラクタマーゼ；及びペニシリンアミダーゼ、例えばそれぞれフェノキシアセチル又は
フェニルアセチル基で、それらのアミン性窒素において誘導体化された薬剤を遊離の薬剤
に転化するのに有用なペニシリンＶアミダーゼ又はペニシリンＧアミダーゼが含まれる。
或いは、「アブザイム」としてもまた公知の、酵素活性を有する抗体を、遊離の活性薬剤
に本発明のプロドラッグを転化させるために使用することもできる(例えば、Massey, Nat
ure 328:457-458(1987)を参照)。抗体-アブザイムコンジュゲートは、ここで記載されて
いるようにして、腫瘍細胞群にアブザイムを送達するために調製することができる。
【０１１５】
　酵素は当該分野においてよく知られている技術、例えばヘテロ二官能性架橋試薬を使用
することにより、抗体に共有的に結合させることができる。或いは、本発明の抗体の少な
くとも抗原結合領域を本発明の酵素の少なくとも機能的に活性な部位に結合せしめてなる
融合タンパク質を、当該技術においてよく知られている組換えDNA技術を使用して作成す
ることができる(Neubergerら, Nature 312:604-608(1984))。
　さらなる抗体の修飾を考慮する。例えば、抗体を様々な非タンパク質様ポリマー、例え
ばポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、ポリオキシアルキレン、又はポ
リエチレングリコール及びポリプロピレングリコールのコポリマー、或いはポリグルタミ
ン酸等のその他の分子の１つに結合させることができる。または抗体を、例えばコアセル
ベーション技術又は界面重合(例えばそれぞれヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン
マイクロカプセル及びポリ－(メチルメタクリル酸)マイクロカプセル)により、コロイド
性薬剤送達系(例えばリポソーム、アルブミン微粒子、マイクロエマルジョン、ナノ粒子
及びナノカプセル)に調製したマイクロカプセルに封入することができる。このような技
術はRemington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A., Ed., (1980)に開
示されている。抗体の血清半減期を増加させるため、例えば、米国特許第5,739,277号に
記載のように、サルベージレセプター結合エピトープを抗体(特に抗体断片)に包含しても
よい。ここで使用する「サルベージレセプター結合エピトープ」という用語は、インビボ
でＩｇＧ分子の血清半減期を増加させるＩｇＧ分子(例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ

３、又はＩｇＧ４)のＦｃ領域のエピトープを指す。
【０１１６】
　あるいは又は付加的に、変更したＦｃＲｎ結合を有する変異形を産生するために抗体の
Ｆｃ領域のアミノ酸配列を変更することによって血清半減期を延長又は短縮しうる。Ｆｃ
Ｒｎ結合及び／又は血清半減期を変更した抗体は国際公報00/42072(Presta, L)に記載さ
れている。
　本発明の抗体は重合によって安定しうる。これは、多官能価のポリマーを介して直接的
又は間接的に、多官能性架橋剤にて単量体鎖を架橋することによって達成しうる。通常、
２つの実質的に同一のポリペプチドは、二機能性架橋剤によってそれらのＣ-又はＮ-末端
で架橋される。薬剤は、末端アミノ及び／又はカルボキシル基を架橋するために用いられ
る。通常、両方の末端カルボキシル基又は両方の末端アミノ基は互いに架橋されるが、適
当な架橋剤の選別によって、一方のポリペプチドのαアミノは他方のポリペプチドの末端
カルボキシル基に架橋される。好ましくは、ポリペプチドはそのＣ末端でシステイン置換
される。公知技術の条件下で、ジスルフィド結合が末端システインの間に形成され、それ
によって、ポリペプチド鎖を架橋する。例えば、遊離システインの金属触媒性酸化によっ
て、又は、適切に修飾されたシステイン残基の求核置換によってジスルフィド架橋が都合
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よく形成される。架橋剤は、ポリペプチドに存在するアミノ酸の作用側鎖の同一性に依存
して選択する。例えば、ポリペプチド内のシステインがＣ末端以外の付加部位に存在する
場合、ジスルフィド架橋は好ましくない。また、メチレン基架橋によって架橋されるペプ
チドも包含される。
【０１１７】
　抗体上の適切な架橋部位は、Ｎ末端アミノ及びＣ末端カルボキシル基を除いて、ペプチ
ドの内部残基又は隣接配列に導入される残基の側鎖に位置する水酸基、スルフヒドリル、
カルボキシル、イミノ、アミノ、並びにリジン残基上にみられるイプシロンアミノ基を含
む。外部から添加する架橋剤による架橋は、例えば当分野で公知の多くの試薬のうちの何
れかを用いるなどして、ポリペプチドのカルボジイミド処理を経て好適に達成される。適
切な多官能価(通常二機能性)の架橋剤の他の例は、文献に示される。
【０１１８】
　ここでの一般的な製剤の調製において、使用される成分の推奨される質又は「等級」は
、製剤の最終的な用途に依存する。治療用途において、成分(群)は製薬品への添加剤とし
て許容可能な等級(例えば「ＧＲＡＳ」)のものであることが好ましい。
　ある実施態様では、アンタゴニスト又はアゴニストと、溶解度及び／又は安定性を高め
るのに十分なイオン強度を付与する賦形剤を含有する組成物が提供され、その組成物は６
(又は約６)～９(又は約９)のｐＨを有する。アンタゴニスト又はアゴニストは、例えば上
述した方法のような、所望の純度を達成するのに適した任意の方法で調製され得る。ある
実施態様では、アンタゴニスト又はアゴニストは、宿主細胞において組換え的に発現され
るか、化学的合成法により調製される。製剤中のアンタゴニスト又はアゴニストの濃度は
、例えば製剤の意図される用途に応じて変わりうる。当業者であれば、過度の実験をする
ことなく、アンタゴニスト又はアゴニストの所望の濃度を決定することができる。
【０１１９】
　アンタゴニスト又はアゴニストの溶解度及び／又は安定性を高めるのに十分なイオン強
度を付与する製剤中の一又は複数の賦形剤は、場合によってはポリイオン性の有機又は無
機酸、アスパラギン酸塩、硫酸ナトリウム、コハク酸ナトリウム、酢酸ナトリウム、塩化
ナトリウム、カプチソール(Captisol)ＴＭ、Ｔｒｉｓ、アルギニン塩、又は他のアミノ酸
、糖、及びポリオール類、例えばトレハロース及びスクロースである。好ましくは、十分
なイオン強度を付与する製剤中の一又は複数の賦形剤は塩である。使用され得る塩には、
限定されるものではないが、ナトリウム塩及びアルギニン塩が含まれる。使用される塩の
種類及び塩の濃度は、製剤中でアンタゴニスト又はアゴニストが安定可能なように、製剤
が比較的高いイオン強度を有するようになされることが好ましい。場合によっては、塩は
約２０ｍＭ～約０．５Ｍの濃度で製剤中に存在する。
　組成物は、好ましくは６(又は約６)～９(又は約９)、より好ましくは約６．５～約８．
５、さらに好ましくは約７～約７．５のｐＨを有する。この実施態様の好ましい側面では
、組成物は、組成物のｐＨを少なくとも約６～約８に保持するためのバッファーをさらに
含有する。使用され得るバッファーの例には、限定されるものではないが、Ｔｒｉｓ、Ｈ
ＥＰＥＳ及びヒスチジンが含まれる。Ｔｒｉｓを使用する場合、ｐＨは、場合によっては
約７～約８．５に調節され得る。Ｈｅｐｅｓ又はヒスチジンを使用する場合は、ｐＨは、
場合によっては約６．５～７に調節され得る。場合によっては、バッファーは、製剤中で
約５ｍＭ～約５０ｍＭの濃度で使用される。
【０１２０】
　特に液体製剤(又は再構成された凍結乾燥製剤)においては、組成物に一又は複数の界面
活性剤を含有せしめることが望ましい場合がある。このような界面活性剤は、例えば非イ
オン性界面活性剤、中でもトゥイーン(TWEEN)ＴＭ又はプルロニクス(PLURONICS)ＴＭ(例
えばポリソルベート又はポロキサマー)を含みうる。好ましくは、界面活性剤はポリソル
ベート２０(「トゥイーン２０」)を含む。界面活性剤は、場合によっては約０．００５％
～約０．２％の濃度で使用される。
　本発明の製剤は、アンタゴニスト又はアゴニストに加えて、上述した成分、さらには種
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々の例えばの賦形剤又は成分を含有していてもよい。場合によっては、製剤は、非経口投
与のために、製薬的又は非経口的に許容可能な担体、すなわち使用される濃度及び用量で
受容者に対して毒性がなく、製剤の他の成分と融和性のあるものを含有してよい。場合に
よっては、担体は非経口用担体、例えば受容者の血液と等張な溶液である。このような担
体ビヒクルの例には、水、生理食塩水、又は緩衝溶液、例えばリン酸緩衝液(ＰＢＳ)、リ
ンガー液及びデキストロース液が含まれる。種々の任意の製薬的に許容可能な担体、賦形
剤又は安定剤は、Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th, Osol, A.編(1980)に、
さらに記載されている。
【０１２１】
　ここで、製剤は一又は複数の保存料を含有してよい。具体例には、オクタデシルジメチ
ルベンジルアンモニウムクロリド、ヘキサメトニウムクロリド、ベンズアルコニウムクロ
リド(アルキル基が長鎖の化合物である、アルキルベンジルジメチルアンモニウムクロリ
ドの混合物)、塩化ベンゼトニウムが含まれる。他の種類の保存料には、芳香族アルコー
ル、メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン、及びｍ-クレゾールが含まれる
。酸化防止剤には、アスコルビン酸及びメチオニン；保存料(例えば、オクタデシルジメ
チルベンジルアンモニウムクロリド；ヘキサメトニウムクロリド；ベンザルコニウムクロ
リド；塩化ベンゼトニウム；ブチルアルコール；メチル又はプロピルパラベン等のアルキ
ルパラベン；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-ペンタノール；及
びｍ-クレゾール)；低分子量(約１０残基未満)ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン
、又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリ
シン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン、又はリジン等のアミノ酸；
グルコース、マンノース、又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；
スクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトールなどの糖；又はポリエチレン
グリセロール(ＰＥＧ)が含まれる。
【０１２２】
　このような担体のさらなる例には、レシチン、血清タンパク質、例えばヒト血清アルブ
ミン、緩衝物質、例えばグリシン、ソルビン酸、ソルビン酸カリウム、飽和植物脂肪酸の
部分的グリセリド混合物、水、塩、又は電解質、例えば硫酸プロタミン、塩化ナトリウム
、ポリビニルピロリドン、及びセルロースベースの物質が含まれる。ゲルベースの形態を
した担体には、ナトリウムカルボキシメチルセルロース又はメチルセルロース等の多糖類
、ポリビニルピロリドン、ポリアグレート、ポリオキシエチレン-ポリオキシプロピレン
ブロックポリマー、ポリエチレングリコール、及びモクロウアルコールが含まれる。従来
のデポー形態には、例えば、マイクロカプセル、ナノ-カプセル、リポソーム、硬膏剤、
吸入形態、鼻スプレー、及び除放性製剤が含まれる。
　本発明の組成物は、ＴＷＥＡＫアンタゴニスト又はＴＷＥＡＫアゴニストが結晶又は非
晶質の沈殿物の形態をした、液体製剤(液状溶液又は液状懸濁液)、及び凍結乾燥製剤、並
びに懸濁製剤でありうる。
【０１２３】
　最終製剤が液体である場合、好ましくは≦２０℃で凍らせて保存される。また、製剤は
凍結乾燥することもでき、場合によっては２～３０℃で保存されうる注射用の水で再構成
されるパウダーとして提供することができる。
　治療投与に使用される製剤は無菌でなければならない。滅菌は、滅菌濾過膜(例えば０
．２ミクロンの膜)を通した濾過により容易に達成される。治療用組成物は、一般的に無
菌のアクセスポート、例えば、皮下注射針で貫通可能なストッパーを有する静脈内溶液バ
ッグ又はバイアルを具備する容器に配されている。
　組成物は通常、単位毎又は多数回用量容器、例えば封入されたアンプル又はバイアルに
、水溶液、又は再構成用の凍結乾燥された製剤として貯蔵される。容器は、当該分野で任
意の入手可能な容器で、常法を用いて充填されるものであってよい。場合によっては、製
剤は、注射ペン装置(又は、ペン装置に嵌合するカートリッジ)、例えば製剤の治療的送達
に適した、当該分野で入手可能なもの(例えば、米国特許第5,370,629号を参照)に収容さ
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れうる。注射用溶液は、例えば注射用の水を使用し、凍結乾燥されたアンタゴニスト又は
アゴニスト製剤を再構成することにより調製することができる。
【０１２４】
　本明細書中に記載の、ＴＷＥＡＫないしＴＷＥＡＫレセプター活性を調節する組成物は
、様々な治療的手段に用いることができる。ＴＷＥＡＫアンタゴニストは、例えば、癌の
治療方法に用いられうる一方で、ＴＷＥＡＫアゴニストは様々な免疫関連の症状の治療に
有用性が見つけされている。
　そのような疾患を治療する本発明の方法では、アンタゴニスト又はアゴニストの製剤は
、注入又は注射を含む任意の適切な技術により、哺乳動物に直接投与することができる。
特定の投与経路は、アンタゴニスト又はアゴニストの使用による、知覚又は予想される任
意の副作用を含む、患者の医薬履歴、及び是正する特定の疾患などに依存するであろう。
非経口投与の例には、組成物の皮下、筋肉内、静脈内、動脈内及び腹膜内投与が含まれる
。製剤は、好ましくは繰り返し静脈内(ｉ.ｖ.)、皮下(ｓ.ｃ.)、又は筋肉内(ｉ.ｍ.)注射
又は注入、頭蓋内注入として、あるいは鼻内又は肺内送達に適したエアロゾル製剤として
投与される(肺内送達については、例えば欧州特許第257,956号を参照)。
　注射の浸透圧は、皮下及び筋肉内注射において重要であり得る。注射用溶液が低張又は
高張であると、注入時に、患者に痛みが生じるおそれがある。通常、ここで治療用の注射
用製剤は、注射用溶液の相対浸透圧が約３００ｍｏｓｍ～約６００ｍｏｓｍになるように
されることが好ましい。
【０１２５】
　また、前記の製剤は、経口又は徐放性製剤の形態で投与することもできる。徐放性製剤
の好適な例は、タンパク質を含む固体疎水性ポリマーの半透性マトリクスを含み、当該マ
トリクスは成形物、例えばフィルム又はマイクロカプセルの形態である。徐放性マトリク
スの例は、セルロース誘導体(例えば、カルボキシメチルセルロース)、非水性媒体にスク
ロース-アセタート-イソブチラート(SABERＴＭ)が入ったもの、ポリエステル、ヒドロゲ
ル(例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチル-メタクリラート)(Langer等, J. Biomed. Mater. 
Res., 1981, 15: 167-277 及びLanger, Chem. Tech., 1982, 12: 98-105又はポリ(ビニル
アルコール) )、ポリラクチド(米国特許第3,773,919号、欧州特許第58,481号)、Ｌ-グル
タミン酸及びガンマエチル-Ｌ-グルタマートのコポリマー(Sidman等, Biopolymers,　198
3, 22: 547-556 )、非分解性エチレン-酢酸ビニル(Langer等, 上掲)、分解性乳酸-グリコ
ール酸コポリマー、例えばLupron Depot(乳酸-グリコール酸コポリマ及び酢酸ロイプロリ
ドからなる注射可能な微小球)、及びポリ-Ｄ-(－)-３-ヒドロキシブチル酸(欧州特許第13
3,988号)を含む。全身作用性の薬剤を送達せしめる任意の一方法は、連続注入(例えば、
徐放性装置又はミニポンプ、例えば浸透圧ポンプ又は皮膚パッチ)、又は注射(例えば、単
一ボーラス投与を含む、静脈内又は皮下手段を使用する)による投与に係る。
【０１２６】
　組成物は、個々の患者の臨床的状態、組成物の送達部位、投与方法、投与スケジュール
、及び実務者に公知の他の要因を考慮に入れ、良好な医療行為に矛盾することのない様式
で調製され、投薬されるであろう。
　さらに付加的な治療が本方法において使用され得ることを考慮する。一又は複数の他の
治療には、限定されるものではないが、放射線治療、サイトカイン(類)、増殖阻害剤(類)
、化学治療剤(類)、細胞障害剤(類)、チロシンキナーゼインヒビター、ｒａｓファルネシ
ルトランスフェラーゼインヒビター、血管新生阻害剤、サイクリン依存性キナーゼインヒ
ビター、及びヒストンアセチラーゼインヒビター及び／又はメチル化インヒビターなどの
クロマチン組織修復剤など、当該分野で公知であり、更に上記に定義されるものであり、
ＴＷＥＡＫアンタゴニスト又はＴＷＥＡＫアゴニストと組み合わせて(例えば、同時に又
は連続して)投与しうるものの投与が含まれる。さらに、治療は、ＣＤ２０抗体(Rituxan
ＴＭを含む)又はＨｅｒレセプター抗体(HerceptinＴＭを含む)等の腫瘍又は他の細胞抗原
を標的にする治療用抗体、並びに抗-血管新生抗体、例えば抗ＶＥＧＦ、又はＥＧＦＲ(Ta
rcevaTMなど)などの他のレセプターを標的にするか、腫瘍ワクチン接種と組み合わせて用
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いるための抗体をベースにしている。
【０１２７】
　癌などの症状を治療するための方法において、化学治療剤の調製と用量スケジュールは
、製造者の指示書に従って使用されるか、熟練した実務者により経験的に決定されて使用
される。また、このような化学治療の調製と用量スケジュールは、Chemotherapy Service
 Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992)にも記載されている。場
合によっては、例えばＴＷＥＡＫアンタゴニストを投与する前に細胞を一又は複数の化学
療法剤に曝すことも有効でありうる。
　また、他の抗原に対する抗体、例えばＣＤ２０、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１８、ＣＤ４０、Ｅ
ｒｂＢ２、ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、血管内皮因子(ＶＥＧＦ)、又は他のＴＮ
ＦＲファミリーのメンバー(例えば、ＯＰＧ、ＤＲ４、ＤＲ５、ＴＮＦＲ１、ＴＮＦＲ２)
に結合する抗体を投与することも好ましい。別法として、あるいは付加的に、ここに開示
した同一の又は二又はそれ以上の異なる抗原に結合する二又はそれ以上の抗体を患者に同
時投与してもよい。しばしば、患者に一又は複数のサイトカインを投与することも有利で
ある。
【０１２８】
　アンタゴニスト又はアゴニストの製剤は、例えば上述の明細書の定義の項目に特に挙げ
た他の薬剤、サイトカイン、化学療法剤、抗体等と組み合わせて、例えば同時に又は連続
して、本出願に記載の何れかの治療方法で投与されてもよい。例えば、ＴＷＥＡＫアンタ
ゴニスト製剤は前処理(このような任意の他の薬剤の投与前)として、例えば、さもなけれ
ば他の治療薬のアポトーシス効果に耐性のある癌細胞の前処理として投与されてもよい。
　上記したように、本発明のアンタゴニスト及びアゴニストは様々な有用性を有する。例
えば、ＴＷＥＡＫアンタゴニストは、癌などの哺乳動物の病的状態の治療方法に用いても
よい。ＴＷＥＡＫアゴニストは哺乳動物の免疫関連疾患の治療に用いてもよい。ここで記
載されている様々な病的状態の哺乳動物の診断は、熟練した専門家によってなされること
ができる。診断用技術は、例えば、哺乳動物の癌又は免疫関連疾患の診断ないし検出をす
る分野において有用である。例えば、癌は、限定するものではないが、触診、血液分析、
Ｘ線、ＮＭＲなどを含む技術により同定してもよい。また、免疫関連疾患は直ちに同定さ
れうる。全身エリテマトーデスにおいて、疾患の中心的媒体は、自己タンパク質／組織に
対する自己応答性抗体の生成と続いて起こる免疫媒介性炎症である。腎臓、肺、筋骨格系
、皮膚粘膜、目、中枢神経系、心血管系、消化管、骨髄及び血液を含む多数の器官及び系
が、臨床的に影響を受ける。
【０１２９】
　医師は、免疫及び／又は炎症性反応の介入が有益である多くの疾患に精通している。例
えば、リウマチ様関節炎(ＲＡ)は、主に複数の関節の滑膜に関連する慢性全身性自己免疫
炎症疾患であり、結果として関節軟骨に傷害が生じる。病原はＴリンパ球依存性であり、
リウマチ因子、自己ＩｇＧに対する自己抗体の生成に付随し、結果として滑液及び血液に
おいて高レベルに達する免疫複合体を生成する。関節中のこれらの複合体は、滑膜中への
リンパ球及び単球の顕著な浸潤と、続いての顕著な滑膜変化を誘発し；多数の好中球の添
加により同様の細胞で浸潤されるならば、関節空間／液でもしかりである。冒されている
組織は、多くの場合対称的なパターンで、主に関節である。しかしながら、二つの主な形
態の関節外疾患もまた生じる。一形態は進行中の進行性関節疾患及び肺線維症の典型的病
巣、血管炎、及び皮膚潰瘍を伴う関節外障害の発生である。関節外疾患の第二の形態はい
わゆるフェルティー症候群であり、これは、ＲＡ疾患過程の末期、時には関節疾患が鎮静
した後に生じ、好中球減少、血小板減少及び脾肥大の存在に関与する。これには、梗塞、
皮膚潰瘍及び壊疽の形成を伴う複数の器官において血管炎が付随する。多くの場合、患者
には、発病している関節上にある皮下組織にリウマチ様小結節が発達し；その小結節は、
末期には混合炎症細胞浸潤に包囲された壊死性中心を有する。ＲＡにおいて生じる可能性
のある他の徴候には：心外膜炎、胸膜炎、冠動脈炎、肺線維症を伴う間質性肺炎、乾性角
結膜炎、及びリウマチ様小結節が含まれる。



(49) JP 2008-531746 A 2008.8.14

10

20

30

40

50

【０１３０】
　若年性慢性関節炎は、多くの場合１６歳未満で発症する慢性特発性炎症疾患である。そ
の表現型はＲＡといくつかの類似点があり；リウマチ因子が陽性である患者の中には若年
性リウマチ様関節炎に分類されるものもいる。この疾患は三つの主要なカテゴリー：小関
節(pauarticular)、多関節及び全身性に細分類される。関節炎は重度で典型的には破壊的
であり、関節強直症及び遅延成長に至る。他の徴候には慢性前部ブドウ膜炎及び全身性ア
ミロイド症が含まれる。
　脊椎関節症は、いくつかの共通した臨床的特徴とＨＬＡ-Ｂ２７遺伝子産物の発現との
共通の関連性を持つ疾患のグループである。該疾患には：バセドウ氏病(ankylosing spon
ylitis)、ライター症候群(反応性関節炎)、炎症性大腸疾患に関連した関節炎、乾癬に関
連した脊椎炎、若年発生脊椎関節症及び未分化脊椎関節症が含まれる。顕著な特徴には、
脊椎炎を伴うか伴わない仙腸関節炎；炎症非対称性関節炎；ＨＬＡ-Ｂ２７(クラスＩ Ｍ
ＨＣのＨＬＡ-Ｂ座位にある血清学的に定義された対立遺伝子)との関連；眼の炎症、及び
他のリウマチ疾患に関連した自己抗体の不在が含まれる。疾患の誘導に対する鍵として最
も関わっている細胞はＣＤ８＋Ｔリンパ球で、クラスＩ ＭＨＣ分子により提示される抗
原を標的としている細胞である。ＣＤ８＋Ｔ細胞は、ＭＨＣクラスＩ分子により発現され
た外来ペプチドであるかのように、クラスＩ ＭＨＣ対立遺伝子ＨＬＡ-Ｂ２７に対して反
応する。ＨＬＡ-Ｂ２７のエピトープが細菌性又は他の微生物の抗原性エピトープを模倣
し、よってＣＤ８＋細胞の反応を誘発すると仮定されている。
【０１３１】
　全身性硬化症(強皮症)は病因がよく知られていない。疾患の顕著な特徴は皮膚の硬結で
あり；これは活性な炎症プロセスにより誘発されると思われる。強皮症は局部的又は全身
性であり：血管病巣が共通しており、微小血管系における内皮細胞傷害が全身性硬化症の
発達における初期の重要な事象であり；血管傷害は免疫媒介されうる。免疫学的基準は、
皮膚病巣における単核細胞浸潤の存在と、多くの患者において抗細胞核抗体の存在によっ
て導かれる。多くの場合、ＩＣＡＭ-１が皮膚病巣の線維芽細胞の細胞表面で上方制御さ
れ、これらの細胞とのＴ細胞の相互作用が疾患の病因においてある役割を担っていること
が示唆される。関連する他の器官には：胃腸管：結果的に異常なぜん動／運動性となる平
滑筋萎縮症及び線維症：腎臓：小弓形及び小葉間動脈に影響を及ぼし、結果として腎皮質
の血流が低下し、タンパク尿、高窒素血尿及び高血圧になる同心性内皮下内膜増殖：骨格
筋：萎縮、間質性線維症：炎症：肺：間質性肺炎及び間質性線維症：及び心臓：収縮バン
ド壊死、瘢痕／線維症が含まれる。
　皮膚筋炎、多発性筋炎及び他のものを含む特発性炎症ミオパシーは病因がよく知られて
いない慢性筋肉炎症疾患であり、筋肉の弱化に至る。筋肉損傷／炎症は多くの場合対照的
で進行性である。自己抗体は多くの形態と関連している。これらの筋炎特異的自己抗体は
、タンパク質合成に関与する成分、タンパク質及びＲＮＡに対して産生されその機能を阻
害する。
【０１３２】
　シェーグレン症候群は、免疫媒介炎症と、涙腺及び唾液腺の続く機能破壊によるもので
ある。この疾患は炎症結合組織疾患に関連するか又はそれに伴う場合がある。この疾患は
、双方とも小さいＲＮＡ-タンパク質複合体であるＲｏ及びＬａ抗原に対する自己抗体産
生に関連している。病巣は乾性角結膜炎、口内乾燥症で、胆汁性硬変、末梢又は感覚ニュ
ーロパシー、及び明白な紫斑病を含む他の徴候又は関連を伴うものに至る。
　全身性血管炎症は一次病巣が炎症で、続いて血管にダメージを受け、結果として冒され
た脈管により供給される組織に虚血／壊死／変性が生じ、いくつかのケースでは最終的な
末端器官機能障害になるといった疾患である。また、血管炎(vasculitides)は他の免疫炎
症媒介疾患、例えばリウマチ様関節炎、全身性硬化症等、特に免疫複合体の生成に関連し
た疾患等の続発症として又は二次病変として生じる場合がある。原発性全身性血管炎症グ
ループの疾患には：全身壊死性血管炎：多動脈炎結節(polyarteritis nodosa)、アレルギ
ー性脈管炎及び肉芽腫症、多脈管炎：ヴェゲナー肉芽腫症；リンパ腫様肉芽腫症：及び巨
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細胞動脈炎が含まれる。その他の血管炎には：粘膜皮膚リンパ節症候群(ＭＬＮＳ又は川
崎病)、隔離されたＣＮＳ血管炎、ベヘット(Behet's)病、閉塞性血栓性血管炎(バージャ
ー病)及び皮膚壊死性細静脈炎(venulitis)が含まれる。列挙した血管炎のほとんどの種類
の発病メカニズムは、主に脈管壁に免疫グロブリン複合体が付着し、続いてＡＤＣＣ、補
体活性又は双方を介して炎症反応が誘発されることによると考えられている。
【０１３３】
　サルコイドーシスは、体内のほとんど全ての組織中における類上皮細胞肉芽腫の存在に
より特徴づけられる病因がよく知られていない病状であり；肺の関与が最も一般的である
。病因は疾患部位に活性マクロファージ及びリンパ球が残留していることに関連しており
、続いてこれらの細胞型より放出される局部的又は全身的活性産物の放出の結果として慢
性続発症が生じる。
　自己免疫性溶血性貧血、免疫再生不良性貧血、及び発作性夜間血色素尿を含む自己免疫
溶性血性貧血は、赤血球(いくつかの場合においては血小板もまた含む他の血液細胞)表面
で発現した抗原と反応する抗体が産出される結果によるものであり、補体媒介溶解及び／
又はＡＤＣＣ／Ｆｃ-レセプター-媒介メカニズムを介して、その抗体被覆細胞の除去に反
映される。
　他の臨床的環境における血小板減少性紫斑病及び免疫仲介血小板減少を含む自己免疫性
血小板減少では、血小板破壊／除去が、抗体又は補体が血小板に接合し、続いて補体溶解
、ＡＤＣＣ又はＦｃ-レセプター-媒介メカニズムにより除去される結果として生じる。
【０１３４】
　グレーブス疾患、ハシモト甲状腺炎、若年性リンパ球性甲状腺炎、及び萎縮性甲状腺炎
を含む甲状腺炎は、甲状腺内に存在し多くの場合甲状腺に特異的なタンパク質と反応する
抗体の産生を伴う、甲状腺抗原に対する自己免疫反応の結果によるものである。自然のモ
デル：ラット(ＢＵＦ及びＢＢラット)及びチキン(肥満チキン種)；誘導性モデル：サイロ
グロブリン、甲状腺ミクロソーム抗原(甲状腺ペルオキシダーゼ)のいずれかでの動物の免
疫化を含む実験用モデルが存在する。
　Ｉ型真性糖尿病又はインスリン依存性糖尿病は膵臓ランゲルハンス島β細胞の自己免疫
破壊であり；この破壊は自己抗体及び自己反応性Ｔ細胞により媒介される。また、インス
リン又はインスリン様レセプターに対する抗体は、インスリン-非反応性の表現型をつく
りだすことができる。
　糸球体腎炎及び尿細管間質性腎炎を含む免疫仲介腎疾患は、腎抗原に対する自己反応性
抗体又はＴ細胞が産生される結果として直接的に、又は他の非腎抗原に対して反応性であ
る、腎臓中の抗体及び／又は免疫複合体の沈着の結果として間接的に、腎組織に抗体又は
Ｔ細胞媒介傷害が生じることによるものである。よって、免疫複合体の生成をもたらす他
の免疫媒介疾患により、間接的続発症として免疫媒介腎疾患も誘発しうる。直接的及び間
接的免疫メカニズムの双方により、結果として、器官機能が損なわれ、いくつかの場合で
は腎臓機能不全に進行する、病巣発達を腎組織に生じさせ／誘発する炎症反応が生じる。
体液及び細胞免疫メカニズムの双方が障害の発病に関与しうる。
【０１３５】
　多発性硬化症；特発性脱随性多発神経障害又はギラン-バレー症候群；及び慢性炎症脱
随性多発神経障害を含む中枢及び末梢神経系の脱髄疾患は、自己免疫に原因を有し、オリ
ゴデンドロサイト又はミエリンに直接的に引き起こされる損傷の結果として神経脱髄が生
じると考えられている。ＭＳにおいては、疾患の誘発及び進行がＴリンパ球に依存するこ
とを示唆する証拠がある。多発性硬化症は、Ｔリンパ球依存性であり、再発性弛緩経路又
は慢性進行経路のいずれかを有する脱髄疾患である。病因はよく知られていないが、ウィ
ルス感染、遺伝的素因、環境及び自己免疫性の全てが寄与している。病巣は優勢なＴ細胞
媒介小膠細胞の湿潤と、浸潤しているマイクロファージを含み；ＣＤ４＋Ｔリンパ球は病
巣における優勢な細胞型である。オリゴデンドロサイトの細胞死と続く脱髄のメカニズム
はよく知られていないが、Ｔリンパ球により推進されていると思われる。
　好球性肺炎；特発性肺線維症及び過敏性肺炎を含む炎症及び線維症の肺疾患には、調節
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されない免疫炎症反応が関連している。その反応の阻害は治療的に有益であろう。
　水疱性皮膚疾患、多形性紅斑及び接触性皮膚炎を含む自己免疫又は免疫媒介皮膚疾患は
自己抗体により媒介され、その発病はＴリンパ球依存性である。
　乾癬はＴリンパ球媒介炎症疾患である。病巣にはＴリンパ球、マクロファージ及び抗原
プロセシング細胞及びある種の好中球の浸潤が含まれる。
【０１３６】
　喘息；アレルギー性鼻炎；アトピー性皮膚炎；食物過敏症及び蕁麻疹等を含むアレルギ
ー性疾患はＴリンパ球依存性である。これらの疾患はＴリンパ球誘発性炎症、ＩｇＥ媒介
炎症、又は双方の組合せにより主に媒介される。
　拒絶反応及び移植片対宿主疾患(ＧＶＨＤ)を含む移植関連疾患はＴリンパ球依存性であ
り；Ｔリンパ球の機能を阻害することで改善される。
　免疫及び／又は炎症反応への介在が有益である他の疾患は、限定するものではないがウ
ィルス感染(限定するものではないがＡＩＤＳ、Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、Ｄ型、Ｅ型肝炎)、細
菌感染、真菌感染、原生動物感染及び寄生虫感染(ＭＬＲを刺激する分子(又は誘導体／ア
ゴニスト)を治療に利用し、感染要因に対する免疫反応性を増強することができる)を含む
感染疾患、ＭＬＲを刺激し、治療に利用し、遺伝性、獲得性、感染誘発性(例えばＨＩＶ
感染)、又は医原性(即ち、化学療法からのもの)免疫不全の状態に対する免疫反応を増強
するために治療上用いることが可能な免疫不全疾患(分子／誘導体／アゴニスト)、及び異
常増殖である。
【０１３７】
　また本発明は、ここで記載されたアンタゴニスト又はアゴニストを収容するキットを提
供する。典型的なキットは、上述した一又は複数の賦形剤にアンタゴニスト又はアゴニス
トのための容器、好ましくはバイアル；及び使用者にアンタゴニスト又はアゴニスト製剤
の使い方を指示する製品挿入物又はラベル等の使用説明書を具備する。これにより、好ま
しくは製薬用製剤が提供される。好ましくは、製薬用製剤は癌又は免疫に関連した病状を
処置するためのものである。適切な容器には、例えばボトル、バイアル、シリンジ、及び
試験管が含まれる。容器はガラス又はプラスチックのような様々な材料で形成することが
できる。容器は疾患の診断又は処置に有効なアンタゴニスト又はアゴニスト製剤を収容し
ており、滅菌したアクセスポートを有している(例えば、容器は皮下注射針により貫通可
能なストッパーを具備する静脈溶液用のバック又はバイアルであってよい)。容器上の又
は容器に伴うラベルには、製剤が、選択された疾患の診断又は処置に使用されることが示
されている。製造品は、注射用水、製薬的に許容可能な溶液、塩水、リンガー液、又はデ
キストロース溶液を収容する第２の容器をさらに具備する。さらに、他のバッファー、希
釈剤、フィルター、針、シリンジ、及び使用指示書を含むパッケージ挿入物を含む、市販
及び使用者の観点から望ましい他の材料をさらに含んでいてもよい。
【０１３８】
　全ての特許、特許出願、出版物、製品についての記載、及びプロトコールは、この出願
を通して引用され、その開示は、出典明記によりそれらの全てがここに援用される。本明
細書中で使用した項目の表題は単に構造化するためのものであって、記載した内容を制限
するためのものではない。
【実施例】
【０１３９】
　様々な本発明の態様は、以下に続く実施例としてさらに図と共に説明されるが、それら
はいずれも本発明の範囲を制限することを目的としない。
　実施例において、指される市販の試薬は、特に明記しない限り製造業者の指示に従って
用いた。以下の実施例及び本明細書の全体にわたってＡＴＣＣ寄託番号により示されるそ
れらの細胞の供与源は、アメリカ培養細胞保存機関, Manassas, VAである。特に明記しな
い限り、本発明は、本明細書中で上記するもの及び以下の教本に記載されるものなどの組
換えＤＮＡ技術の標準的方法を使用する：Sambrook 等, Molecular Cloning: A Laborato
ry Manual, Cold Spring Harbor Press N.Y., 1989、Ausubel 等, Current Protocols in
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 Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y., 19
89、Innis 等, PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Press
, Inc., N.Y., 1990、Harlow 等, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harb
or Press, Cold Spring Harbor, 1988、Gait, M.J., Oligonucleotide Synthesis, IRL P
ress, Oxford, 1984、R.I. Freshney, Animal Cell Culture, 1987、Coligan 等, Curren
t Protocols in Immunology, 1991。
【０１４０】
材料及び技術：
　ヒトのＰＢＭＣにおけるＴＷＥＡＫ及びＦｎ１４の発現分析。
　ヒトの末梢血液単核細胞(ＰＢＭＣ)は、製造業者の指示に従って、リンパ球分離メディ
ウム(ＩＣＮ)にて５０ｍｌのヒトのドナー全血液から単離した。細胞は、炎症性刺激の存
在及び非存在下にてブレフェルジンＡ(５ｕｇ／ｍＬ)を添加した完全なIscoves培地に再
懸濁して２４時間置いた。刺激後、Ｆｃレセプターは、２ｕｇ／ｍＬのＦｃブロック(Mil
tenyi Biotec, Auburn, CA)にて室温に２０分置いて遮断した。次いで、細胞を、ＣＤ３
、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１１ｃ、ＣＤ１４、ＣＤ２０、ＣＤ４５、ＣＤ５６
、ＨＬＡ-ＤＲ、Ｌｉｎ１　ＦＩＴＣ (BD Biosciences, San Jose, CA)及びＦＮ１４ (e-
Biosciences)に対する蛍光コンジュゲートモノクローナル抗体とともに室温に３０分置い
て表面を染色して、製造業者の指示に従ってＢＤ ＦＡＣＳ溶解溶液にて処理して、－７
０℃に一晩貯蔵した。
　細胞を透過させて、室温に３０分置いて、ＴＷＥＡＫ (e-Biosciences)について染色し
た。洗浄の後、FACS Calibur(BD Biosciences)にて細胞を分析した。
【０１４１】
　ＴＷＥＡＫ欠損マウスの産出。
　２．５ｋｂの第一及び５つの下流エキソンすべてを包含するＴＷＥＡＫ遺伝子をＰＧＫ
-ｎｅｏカセットに置換して、ＴＮＬＯＸ１-３ベクター(Gerber 等, Development, 126:1
149-1159(1999))ベースのＴＷＥＡＫターゲッティングベクターを構築した。コンストラ
クトは、マウスゲノム由来の以下の２つのＤＮＡ範囲を含有した：ｎｅｏカセットの５'
を置き換えたＴＷＥＡＫの第六及び第七エクソンとＴＷＥＡＫのエクソン１の一部を包含
する３．１ｋｂ断片、及びＰＧＫ-ｎｅｏカセットの３'を置換した第一及び第二のＳＭＴ
３ＩＰ１エクソンを包含する４．１ｋｂの断片。
　Ｒ１胚性幹細胞(Nagy 等, Gene Targeting:A Practical Approach, A.L. Joyner, ed.,
 Oxford University Press, Oxford, England, pp. 147-179 (1993))を、エレクトロポレ
ーションによって線状にしたベクターを形質移入して、Ｇ４１８-耐性クローンを５'-及
び３'-特異的ＤＮＡプローブを用いたサザンブロット分析により予想される組換え現象の
有無についてスクリーニングした(図８に示す)。２つの独立したＴＷＥＡＫ－／－細胞株
をＣ５７ＢＬ/６胚細胞にマイクロインジェクションした。Ｃ５７ＢＬ/６雌とキメラ雄を
交雑して産出したマウスの生殖細胞系の伝達は毛色で検出して、以下の外部(Ｅ)及び内部
(Ｉ)プライマーセットを用いて２ステップゲノムＰＣＲ(図８)によって、確認した：Ｅ 
フォワード、TGCCCTAAGCCAGTCTACACCCAGTATTCCTTC (配列番号3)、Ｅ リバース、TGGCCTGA
AAGAAATGCTCACACTATCACCAAC (配列番号4)、Ｉ フォワード、CTTAGAACCAGCCGTAGGAAGGATT 
(配列番号5)、Ｉ リバース、GTGCCAGGGCGTCCAGTACATACAA (配列番号6)。
　ＴＷＥＡＫノックアウト動物は、Ｃ５７ＢＬ/６バックグラウンドに最低６回戻し交配
した。
【０１４２】
　ＡＰＲＩＬ、ＴＷＥＡＫ及びＳＭＴ３ＩＰ１のｍＲＮＡ発現の試験。
　定量的ＲＴ-ＰＣＲによるいくつかの組織の分析から、ＴＷＥＡＫ－／－マウスはＴＷ
ＥＡＫ転写産物を発現しなかったのに対して、ノックアウトでは２つの近傍遺伝子である
ＡＰＲＩＬ及びＳＭＴ３１Ｐ１のｍＲＮＡ発現は変化しなかった。(Varfolomeev 等, Mol
. Cell. Biol., 24:997-1006 (2004))、図９。
【０１４３】
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　フローサイトメトリ分析。
　網篩と注射器のゴム栓にて単離した組織を解離することによって、造血器官からの単細
胞懸濁液を８週齢のマウスから採取した。単細胞懸濁液をＦｃブロッキング抗体(２ｕｇ
／ｍＬ、BD Biosciences)とともにインキュベートして、その後、Ｂ２２０、ＣＤ３、Ｃ
Ｄ４、ＣＤ８、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１１ｃ、ＣＤ１９、ＣＤ４５、ＤＸ５、Ｌｉｎ１ ＦＩ
ＴＣ(BD Biosciences, San Jose, CA)、ＣＤ１６１及びＦ４／８０(e-Biosciences)に対
する系統特異的コンジュゲートモノクローナル抗体とともに室温で３０分間置いて染色し
た。表面染色後、製造業者の指示に従って、ＲＢＣをＡＣＫ溶解バッファ(Biosource Int
ernational)にて溶解して、残りの細胞を固定した。TRUカウントビーズ(BD Biosciences)
を定量化のためにチューブに加えた。細胞に関連する蛍光を、FACS Calibur計測器及び関
連するCell Quest ソフトウェア(BD Biosciences)にて分析した。
【０１４４】
　ＮＫ細胞ＡＩＣＤアッセイ。
　１００ｍＬのヒトのドナー全血液からヒトのＰＢＭＣを単離して、抗ＴＷＥＡＫ　ｍＡ
ｂ(ＣＡＲＬ-１、e-Biosciences)又はＦＮ１４-Ｆｃ(図１２のアミノ酸１－１２９を含有
してなる融合タンパク質)(Genentech)の存在又は非存在下において、ＴＮＦ-α(５００ｎ
ｇ／ｍＬ)、ＬＰＳ(５μｇ／Ｌ)又はＩＦＮ-γ(５００ｎｇ／ｍＬ)にて２４時間刺激した
。刺激後、ＮＫ細胞をMiltenyi ＣＤ５６＋ビーズを用いて単離して、Maecker 等, Cance
r Cell, 2:139-148(2002)の記載のように、sub-G1 ＤＮＡ含有量について染色した。
【０１４５】
　ＬＰＳ実験。
　１グループ当たり１０匹のＴＷＥＡＫ－／－マウスとＴＷＥＡＫ＋／＋マウスの腹膜内
(ｉ.ｐ.)にＬＰＳ(大腸菌０５５：Ｂ５、Sigma)を注射した。１００ｍｇ／ｋｇから１０
ｍｇ／ｋｇの範囲のＬＰＳ用量を滅菌水に溶解した。５日間にわたって１時間ごとにマウ
スの生存度をモニターした。１グループ当たり１０匹のマウスに３０ｍｇ／ｋｇのＬＰＳ
を腹腔内投与して、２４時間後に血液と脾臓を単離することによって、マウスのサイトカ
イン分析を行った。単細胞浮遊液を、ブレフェルジンＡ(５μｇ／ｍＬ)の存在下にて６時
間インキュベートした。細胞は、このインキュベーションの最後の２０分間でＦｃブロッ
ク(２μｇ／ｍＬ、BD Biosciences)して、系統特異的コンジュゲートモノクローナル抗体
であるＤＸ５(ＮＫ細胞を識別するため)、ＣＤ１１ｂ及びＦ４／８０(マクロファージを
識別するため)並びにＣＤ４５(一般的な白血球抗原)とともに室温で３０分間置いて染色
した。表面染色後、上記の通りにＲＢＣを溶解した。細胞を透過させて、ＩＦＮ-γ、Ｉ
Ｌ-１２又はＩＬ-１０に対する抗体で染色して、FACS Calibur(BD Biosciences)にて分析
した。４人の別々のヒトドナーからＰＢＭＣを単離することによって、ヒトのサイトカイ
ン分析を行った。ドナーＰＢＭＣを、１μｇ／ｍＬのＬＰＳの存在又は非存在下において
、インビトロで１６時間インキュベートした。刺激の最後の６時間に、ブレフェルジンＡ
を、５μｇ／ｍＬの終濃度で細胞に加えた。ヒトのＰＢＭＣを、Ｆｃブロック(Miltneyi)
にて室温に２０分間置いてブロックして、室温に３０分間置いて表面染色した(ＣＤ３、
ＣＤ５６、ＣＤ１４、ＣＤ４５、BD Biosciences)。表面染色後、製造業者の指示に従っ
てＲＢＣを細胞内染色のために溶解した。細胞を固定して、透過させて、ＩＦＮ-γ又は
ＩＬ-１２抗体で染色して、FACS Caliburにて分析した。
【０１４６】
　ＳＴＡＴ-１活性アッセイ。
　それぞれMiltenyi ＣＤ５６＋及びＣＤ１１ｂ＋ビーズを用いてヒトのドナーの脾臓か
らＮＫ細胞及びマクロファージを単離した。１．０×１０６個のＮＫ細胞／０．５ｍＬは
、１．０×１０６個のマクロファージ／０．５ｍＬ マクロファージ-ＳＦＭメディウム(I
nvitrogen)とともにインキュベートした。細胞を無血清培地中に１２時間静置し、その後
１μｇ／ｍＬのＬＰＳにて刺激した。Perez 及び Nolan (Krutzik 等, Clin. Immunol., 
110:206-221 (2004)、Perez 等, Meth. Mol. Biol., 263:67-94 (2004)、Perez and Nola
n, Nat. Biotechnol., 20:155-162 (2002))により概説されるように、１２時間後、細胞
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をＣＤ５６及びＣＤ１１ｂについて表面染色した後に、ホスホ-ＳＴＡＴ-１について細胞
内染色した。
【０１４７】
　ＮＦ-κＢ分析。
　ＮＫ細胞及びマクロファージは、それぞれMiltenyi ＣＤ５６＋及びＣＤ１１ｂ＋ビー
ズを用いてドナーのヒト脾臓から単離した。５．０×１０６個のＮＫ細胞を、測定時ごと
に５ｍＬのマクロファージ-ＳＦＭメディウム中で５．０×１０６個のマクロファージと
ともにインキュベートした。細胞を１２時間静置し、ＴＷＥＡＫ(１００ｎｇ／ｍＬ)又は
ＴＮＦ-α(１００ｎｇ／ｍＬ)にて刺激した。溶解物(２０μｇ総タンパク)及び免疫沈降
物(５０μｇ総タンパク)は、製造業者の指示に従って(Cell Signaling, Beverly, MA)調
製した。その後のイムノブロット及び免疫沈降のためにすべての抗体をCell Signalingか
ら購入して、そのプロトコールに従って実験を行った。
【０１４８】
　組織学及び免疫組織化学。
　３、６及び１２月齢の雄のＴＷＥＡＫ－／－マウス及びＴＷＥＡＫ＋／＋マウスの組織
は、重さを量り、固定し、切片化し、病理学的状態について分析した。ヘマトキシリン‐
エオジン染色した切片は、全体の組織学的異常について分析した。ナンキンマメ凝集素(V
ector Research, Burlingame, CA)で染色した凍結切片は、胚中心の構造について分析し
た。１２か月齢の雄マウスから５つのＴＷＥＡＫ－／－脾臓及びＴＷＥＡＫ＋／＋脾臓を
分離して、染色して、製造業者の指示に従ってTruCountビーズ(BD Biosciences)を用いて
リンパ球細胞実質の数量化を行った。
【０１４９】
　Ｂ１６メラノーマ実験。
　１０匹のＴＷＥＡＫ－／－マウス及びＴＷＥＡＫ＋／＋マウスの右の後横腹に、０．１
～０．５×１０６細胞／０．１ｍＬ滅菌生理食塩水を皮下投与(ｓ.ｃ.)した。毎日マウス
をモニターし、４週間(Ｂ１６.ＢＬ６研究)又は６週間(Ｂ１６.Ｆ１０研究)１日おきに腫
瘍の測定を行った。研究終了時に腫瘍を取り出して、重さを量り、まず網篩に通して分離
した後に、非酵素的な細胞解離バッファ(Sigma)にて５分間処理して、単細胞浮遊液を作
製した。腫瘍を注入したマウスから脾細胞を入手し、ブレフェルジンＡの存在下にて滅菌
生理食塩水ないしは腫瘍細胞浮遊液の何れかとともにインキュベートして、細胞内サイト
カイン産生を測定した。
【０１５０】
実験結果：
　様々な造血組織のＴＷＥＡＫ発現は既に報告された(Chicheportiche 等, 上掲、Marste
rs 等, 上掲)が、ＴＷＥＡＫを発現するとして既に報告されたリンパ系細胞は単球だけで
ある(Nakayama 等, J. Exp. Med., 192:1373-1380 (2000))。ＴＷＥＡＫの免疫学的標的
をさらに説明するために、様々な炎症性刺激の後に、多くのリンパ系集団をＴＷＥＡＫ及
びそのレセプターであるＦＮ１４の発現について分析した(図１Ａ及び１Ｂ)。
　ＴＷＥＡＫ及びそのレセプターであるＦＮ１４は、先天性免疫系の細胞により発現され
ることが示された(図１を参照)。ＮＫ細胞、マクロファージ及び樹状細胞だけがＴＷＥＡ
Ｋ(図１Ａ)及びそのレセプターであるＦＮ１４(図１Ｂ)を発現することが明らかになった
。さらに、レセプターとリガンドの表面発現は、ＩＦＮ-γ又はＰＭＡによる刺激の後に
上方制御された。ＮＫＴ細胞はＴＷＥＡＫを発現したがＦＮ１４は発現せず、また何れも
ＩＦＮ-γ又はＰＭＡによって上方制御されなかった。Ｔ細胞及びＢ細胞を含む他のリン
パ系の細胞型は、ＴＷＥＡＫ又はＦＮ１４を有意なレベルで発現しなかった(データは示
さない)。
【０１５１】
　インビボでのＴＷＥＡＫの生物学的役割を調べるために、ＴＷＥＡＫ遺伝子ノックアウ
トマウスを作製した(図８)。詳細な解剖学的及び組織学的な分析から、ＴＷＥＡＫ－／－

マウスの非リンパ系組織において何らかの有意な異常は示されなかった。(図１０)。しか
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しなから、造血組織の分析では、ＴＷＥＡＫ－／－マウスは野生型の年齢が一致する同腹
仔と比較して、有意により多くのＮＫ細胞を有したことが明らかとなった(図２Ａ)。この
増加は、脾臓、パイエル板、リンパ節及び末梢血液(図２Ａ)を含む二次リンパ系器官にお
いて明らかであり、雌(図２Ａ下)よりも雄(図２Ａ上)において多かった。これらの増加し
たＮＫ数とは対照的に、ＴＷＥＡＫ－／－マウスは、ＮＫＴ細胞(図２Ｂ)、並びにＣＤ４
＋ないしＣＤ８＋Ｔ細胞、Ｂ細胞、マクロファージ、樹状細胞、顆粒球及び血小板は正常
なレベルを示した(データは示さない)。ＴＷＥＡＫ－／－マウス及び野生型マウスの骨髄
中のＮＫ細胞の量は同じであり(図２Ｃ)、ＮＫ数の増加がＮＫ細胞発達における変化によ
るものではないかもしれないことが示唆された(Kim 等, Nat. Immunol., 3:523-528 (200
2))。これに対して、活性化誘導性細胞死(ＡＩＣＤ)によるＮＫ細胞の除去の減少は、Ｔ
ＷＥＡＫの欠損におけるＮＫ蓄積を引き起こしうる。ヒトの末梢血液からＮＫ細胞を単離
し、ＡＩＣＤに対するそれらの感受性へのＴＷＥＡＫ中和の効果を調べた(図２Ｄ)。可溶
性ＦＮ１４-Ｆｃデコイレセプター又はＴＷＥＡＫ-中和抗体によるＴＷＥＡＫ阻害は、Ｔ
ＮＦα、ＬＰＳ又はＩＦＮ-γによるＡＩＣＤの刺激からＮＫ細胞を保護したことから、
ＡＩＣＤによるＮＫ細胞の不十分な除去のために、ＮＫ細胞がＴＷＥＡＫ－／－マウスに
蓄積しうることが示唆された。
【０１５２】
　インビボでの先天性免疫応答のためのＴＷＥＡＫの重要性を決定するために、全身抗原
刺激の確立されたモデルを、グラム陰性細菌内毒素リポポリサッカリド(ＬＰＳ)の致死用
量によって調べた(図３Ａ)。ＴＷＥＡＫ－／－マウスは、ＬＰＳ用量の広範囲にわたって
野生型のコントロールよりＬＰＳ誘導性の死に影響されやすかったことから、ＴＷＥＡＫ
非存在下において、より強力な先天性炎症応答が発達することが示唆された。ＬＰＳ投与
マウスの末梢血及び脾臓から単離したＴＷＥＡＫ－／－のＮＫ細胞及びマクロファージは
、野生型細胞と比較して、より多くのＩＮＦ-γ及びＩＬ-１２を産生し、より少ないＩＬ
-１０を生産した(図３Ｂ)。同様に、ＴＷＥＡＫの抗体による中和により、ＬＰＳ刺激後
に、ヒトの末梢血液ＮＫ細胞及びマクロファージによるＩＦＮ-γ及びＩＬ-１２の産生が
増えた(図３Ｃ)。ゆえに、ＴＷＥＡＫ－／－マウスはＮＫ細胞数を増加させているからだ
けでなく、そのＮＫ細胞及びマクロファージが更に炎症応答を促進するＩＦＮ-γ及びＩ
Ｌ-１２をより多く生産するので、ＬＰＳに高感受性であると思われる(D'Andrea 等, J. 
Exp. Med., 178:1041-1048 (1993)、Emoto 等, J. Immunol., 169:1426-1432 (2002)、He
remans 等, Eur. J. Immunol., 24:1155-1160 (1994))。これらの結果から、ＴＷＥＡＫ
は先天性炎症応答を減らすように機能することが示唆される。
【０１５３】
　ＴＷＥＡＫの欠失が先天性免疫細胞によってどのようにＩＦＮ-γ及びＩＬ-１２の産生
を促進しうるかについて調査するために、病原体に応答する際にマクロファージにおける
ＩＬ-１２及びＮＫ細胞におけるＩＦＮ-γの発現を誘導する引き金となる、転写のシグナ
ル伝達因子及び活性化因子(ＳＴＡＴ-１)の活性を調べた(Marodi 等, Clin. Exp. Immuno
l., 126:456-460 (2001)、Morrison 等, J. Immunol.,172:1825-1832 (2004)、Nelson 等
, J. Immunol., 156:3711-3720 (1996)、Varma 等, Clin. Diag. Lab Immunol., 9:530-5
43 (2002))。ＴＷＥＡＫ中和により、ＮＫ細胞及びマクロファージでの基礎的ＳＴＡＴ-
１リン酸化が増え、更にはこれらの細胞でのＬＰＳによるＳＴＡＴ-１の刺激を亢進した(
図４Ａ)。ゆえに、ＩＦＮ-γ及びＩＬ-１２産生のＴＷＥＡＫの抑制に寄与するあるメカ
ニズムは、ＳＴＡＴ-１活性化の減弱でありうる。
【０１５４】
　先天性炎症応答を増やす際に重要な役割を果たすサイトカインであるＴＮＦ-αは、標
準のＮＦ-κＢ１経路の活性化によってＩＦＮ-γ及びＩＬ-１２(並びに他の免疫調節性遺
伝子)の発現を誘導する(Bonizzi 及び Karin, Trends Immunol., 25:280-288 (2004)、Ch
en 及び Greene, Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 5:392-401 (2004)、Chen 等, J. Immunol
., 166:270-276 (2001)、D'Andrea 等, J. Exp. Med., 178:1041-1048 (1993)、Zhong 等
, Mol. Cell, 9:625-636 (2002))。ＴＮＦ-αはｐ６５／ＲｅｌＡ ＮＦ-κＢ１サブユニ
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ットの一過性リン酸化を誘導して、ｐ５０サブユニットとの対合(結合)及び、結果として
生じるヘテロマー複合体の核移行を引き起こす。核において、ｐ６５／ｐ５０ヘテロ二量
体は、ｐ３００／ＣＢＰ転写活性化補助因子との対合によって、下流の標的遺伝子、例え
ばＩＦＮ-γ及びＩＬ-１２を転写活性化する(Chen 及び Greene, 上掲、Chen 等, J. Imm
unol., 166:270-276 (2001)、Chen 等, Immunology, 107:199-208 (2002)、Kiernan 等, 
J. Biol. Chem., 278:2758-2766 (2003)、Zhong 等, supra)。これに対して、ＮＦ-κＢ
１はヒストンデアセチラーゼ(ＨＤＡＣ)-１、-２又は-３と相互作用して、標的遺伝子の
転写抑制を起こしうる(Ashburner 等, Mol. Cell Biol., 21:7065-7077 (2001)、Kiernan
 等, J. Biol. Chem., 278:2758-2766 (2003)、Quivy 及び Van Lint, Biochem. Pharmac
ol., 68:2507-2515 (2004)、Rahman 等, Biochem. Pharmacol., 68:1255-1267 (2004)、Z
hong 等, 上掲)。一方、ＴＮＦ-αは標準のＮＦ-κＢ１経路を選択的に活性化する一方で
、ＴＷＥＡＫは、標準的なＮＦ-κＢ１(Chicheportiche 等, 上掲、Marsters 等, 上掲、
Saitoh 等, 上掲)と非標準的なＮＦ-κＢ２サブユニット(Saitoh 等, 上掲)の核移行を促
進することが可能であるようである。
【０１５５】
　また、ＴＷＥＡＫがＮＦ-κＢ１の転写相互作用を調整することによって、遺伝子発現
に作用しうるかどうかを調べるために、ヒト脾臓のＮＫ細胞及びマクロファージ中のｐ６
５ ＮＦ-κＢ１のリン酸化に対するＴＷＥＡＫ及びＴＮＦ-αの影響を比較した(図４Ｂ)
。０．５時間に検出可能な一過性ｐ６５修飾を引き起こしたＴＮＦ-αと異なり、ＴＷＥ
ＡＫは長期にわたるｐ６５リン酸化を誘導した。これは０．２５時間から始まって最高８
時間持続した。次に、刺激された細胞からのｐ６５ ＮＦ-κＢ1を免疫沈降して、イムノ
ブロット分析によって、ｐ３００又はＨＤＡＣ-１との結合を探索した(図４Ｃ)。ＴＮＦ-
αはＨＤＡＣ-１ではなくｐ３００とｐ６５との強い相互作用を誘導したのに対して、Ｔ
ＷＥＡＫはｐ３００ではなくＨＤＡＣ-１とｐ６５との強い結合を誘導した。ゆえに、Ｓ
ＴＡＴ-１活性化を阻害することに加えて、ＴＷＥＡＫは、ＨＤＡＣ-１とＮＦ-κＢ１と
の相互作用を促すことによって、ＩＦＮ-γ及びＩＬ-１２の転写を抑制しうる。ＮＫ細胞
によるＩＦＮ-γ産生及びマクロファージによるＩＬ-１２産生に対するＴＷＥＡＫの阻害
効果は、ＨＤＡＣインヒビタートリコスタチンＡによって逆転した(データは示さない)。
【０１５６】
　ＴＷＥＡＫ欠失が免疫系の発達を変化させるかどうか調べるために、３、６及び１２か
月齢のＴＷＥＡＫ－／－マウスと野生型同腹仔のリンパ系組織を比較した(図５)。６か月
までは、ＴＷＥＡＫ－／－マウスはコントロールと比較して、顕著な脾臓及びリンパ節の
肥大を示したが(図５Ａ、５Ｂ)、胸腺及び肝臓は異ならなかった(データは示さない)。組
織学的評価は、ＴＷＥＡＫ－／－の脾臓は正常な胚中心形成を有しており、悪性腫瘍もな
く、リンパ節も同様であった(図５Ｃ)。しかしながら、脾臓の免疫組織化学的染色は、年
齢が一致する同腹仔と比較して、１２か月齢のＴＷＥＡＫ－／－マウスでは、抗ＣＤ３抗
体による強いシグナルを示した(図５Ｃ)。このことからＴ細胞区画の増殖(expansion)が
示唆される。ＦＡＣＳ分析では、ＣＤ４＋及びＣＤ８＋のＴ細胞が老齢のＴＷＥＡＫ－／

－マウスにおいて、有意に多いことが確認された(図５Ｄ)。また、Ｂ細胞、マクロファー
ジ、顆粒球又は血小板の量が同じであるのに対して、脾臓ＮＫ細胞数は増加した(データ
は示さない)。ＮＫ細胞が僅かの割合の脾細胞のみを含むと仮定すると、おそらく、増加
した脾臓サイズは主にＴＷＥＡＫの存在しないＴ細胞区画の増殖(expansion)によって生
じたことになる。さらなる分析では、ＴＷＥＡＫ－／－マウスにおいて、メモリーＴ細胞
及び、ＴＨ１特異的転写因子Ｔ-ｂｅｔの発現が陽性であるＴ細胞が著しく増加したこと
が示された(図５Ｅ)。これらの結果は、ＴＷＥＡＫが適応ＴＨ１免疫性質の発達を阻害す
るように機能することを示唆する。
【０１５７】
　適応免疫への転移を調節する際のＴＷＥＡＫの関与を更に調べるために、同系のマウス
Ｃ５７ブラック６ Ｂ１６メラノーマ細胞ベースの抗腫瘍免疫の確立されたモデルを調べ
た(Yang 等, Int. J. Cancer, 105:512-519 (2003)、Yang 等, Cell. Immunology, 179:8
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4-95 (1997)、Yei 等, Gene Ther., 9:1302-1311 (2002))。このモデルにおいて、ＮＫ細
胞及びエフェクターＴ細胞は腫瘍拒絶反応に重要である(Prevost-Blondel 等, Eur. J. I
mmunol., 30:2507-2515 (2000)、Turk 等, J. Exp. Med., 200:771-782 (2004)、Yang 等
, Int. J. Cancer, 105:512-519 (2003)、Yang 等, Cell. Immunol., 179:84-95 (1997)
、Yei 等, Gene Ther., 9:1302-1311 (2002))。まず、マウスに、Ｂ１６細胞株の中程度
の悪性のＢ１６.Ｆ１０サブクローンにて抗原刺激した(図６)。野生型マウスが既に報告
されたデータに匹敵する速度で腫瘍を成長させたのに対して、ＴＷＥＡＫ－／－マウスは
Ｂ１６.Ｆ１０腫瘍の定着と成長に完全に耐性を有していた(図６Ａ及び６Ｂ) (Yei 等, 
上掲)。どの免疫学的相違によって腫瘍拒絶反応におけるこの著しい相違が生じたのかを
決定するために、Ｂ１６.Ｆ１０を注入されたマウスの脾臓リンパ球集団を分析した(図６
Ｃ)。他の所見と一致して、ＴＷＥＡＫ欠失動物は野生型のコントロールより多い脾臓Ｎ
Ｋ細胞を有した。驚くべきことに、検出可能な腫瘍の欠失とそれによる大量の腫瘍関連抗
原の欠如にもかかわらず、ＴＷＥＡＫ－／－マウスは、コントロールよりもＣＤ８＋Ｔ細
胞の有意な増殖(expansion)を示した。この老齢のＴＷＥＡＫ－／－マウスの増加したメ
モリーＴ細胞数の所見とこの発見を合わせると、ＴＷＥＡＫの欠如により、おそらくより
高いレベルのＩＦＮ-γ及びＩＬ-１２の存在により促進されるより強力なＴ細胞プライミ
ングにより、腫瘍誘導性のメモリー応答の亢進が促されうると思われる。
【０１５８】
　また、マウスは、より悪性のＢ１６メラノーマサブクローンＢ１６.ＢＬ６にて抗原刺
激した。１か月の平均腫瘍重量により示されるように、野生型コントロールと比較してＴ
ＷＥＡＫ－／－では、腫瘍成長が有意に減ったにもかかわらず、腫瘍が定着したことが確
認された(図７Ａ)。ＴＷＥＡＫ－／－マウスから単離された腫瘍は非常に増加したリンパ
球浸潤を表しており、コントロールの２～８倍のＴ細胞及びＮＫ細胞を有していた(図９)
。また、腫瘍を有するＴＷＥＡＫ－／－マウスは、コントロールより大きな脾臓を有し(
図７Ｂ)、その結果ＮＫ細胞及びＴ細胞集団が増殖(expansion)していた(図７Ｃ)。増殖(e
xpansion)したリンパ球集団が特異的な抗腫瘍活性を宿したかどうかを確かめるために、
腫瘍を有するマウスから脾細胞を単離して、Ｂ１６.ＢＬ６腫瘍細胞にてエクスビボで再
抗原刺激して、特定のサイトカインを産生する能力を測定した。対応する野生型のコント
ロールよりも、ＴＷＥＡＫ欠失ＣＤ８＋Ｔ細胞及びＮＫ細胞は有意に多くのＩＦＮ-γを
産生し、ＴＷＥＡＫ－／－のマクロファージは、腫瘍再抗原刺激により、多くのＩＬ-１
２を産生した(図７Ｄ、７Ｅ)。まとめると、これらの研究から、ＴＷＥＡＫの欠失により
先天性の抗腫瘍免疫だけでなく適応性の抗腫瘍免疫が増えることが示された。このことか
ら、ＴＷＥＡＫが両応答を抑制するために生理的に作用することが示唆された。さらに、
ＴＷＥＡＫ－／－マウスにおけるＴ細胞増殖(expansion)と抗腫瘍サイトカイン産生の亢
進の所見から、ＴＷＥＡＫが先天性免疫から適応免疫への境界を調整することが示唆され
た。
【図面の簡単な説明】
【０１５９】
【図１Ａ】ＴＷＥＡＫ及びそのレセプターであるＦＮ１４は、先天性免疫系の細胞に発現
される。静止ヒトＰＢＭＣ(「unstim」)及び、ＩＦＮ-γないしＰＭＡの何れかで１２時
間活性化したヒトＰＢＭＣを、リンパ球系統マーカーに対する抗体にて表面染色して、透
過させ、ＴＷＥＡＫ抗体にて染色して、ＦＡＣＳによって分析した。(マクロファージ(「
ｍａｃ」)、樹状細胞(「ＤＣ」)、ＮＫ細胞及びＮＫＴ細胞)。
【図１Ｂ】静止ヒトＰＢＭＣ及び活性化ヒトＰＢＭＣを、ＴＷＥＡＫレセプターであるＦ
Ｎ１４について表面染色した。
【図２Ａ】ＴＷＥＡＫ ＫＯマウスは、二次造血組織に多くのＮＫ細胞を有する。２か月
齢のＴＷＥＡＫ＋／＋マウス(黒色棒)又はＴＷＥＡＫ－／－マウス(白色棒)(１グループ
につきｎ＝６)から脾臓、末梢血、パイエル板及びリンパ節を単離し、解離して、ＦＡＣ
Ｓ分析によって、ＮＫ細胞を定量化した。(上のグラフ：雄、下のグラフ：雌)。
【図２Ｂ】ＴＷＥＡＫ ＫＯマウスは、二次造血組織に多くのＮＫ細胞を有する。２か月
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齢のＴＷＥＡＫ＋／＋マウス(黒色棒)又はＴＷＥＡＫ－／－マウス(白色棒)(１グループ
につきｎ＝６)から脾臓、末梢血、パイエル板及びリンパ節を単離し、解離して、ＦＡＣ
Ｓ分析によって、ＮＫＴ細胞を定量化した。(上のグラフ：雄、下のグラフ：雌)。
【図２Ｃ】ＴＷＥＡＫ＋／＋マウス(黒色棒)又はＴＷＥＡＫ－／－マウス(白色棒)(１グ
ループにつきｎ＝６)の右大腿骨から骨髄(０．５ｍＬ)を吸引して(左のグラフ：雄、右の
グラフ：雌)、ＮＫ細胞を定量化した。
【図２Ｄ】全血からヒトＰＢＭＣを単離して、様々な濃度のＦＮ１４ Ｆｃ(■)、抗ＴＷ
ＥＡＫ ｍＡｂ(□)、ＥＤＡＲ Ｆｃ(●)又は抗ＣＤ４ ｍＡｂ(○)の存在下において、Ｔ
ＮＦα、ＬＰＳ又はＩＦＮ-γによる刺激によって、細胞死の誘導を活性化した。次いで
ＮＫ細胞を単離して、それらのsub-G1内容物について染色した。
【図３Ａ】ＴＷＥＡＫ切除又は阻害は、エンドトキシンに対する先天性炎症反応を増やす
。ＴＷＥＡＫ＋／＋マウス及びＴＷＥＡＫ－／－マウス(１グループにつきｎ＝１０)に示
した用量のＬＰＳを腹腔内投与して、５日間にわたって生存度をモニターした。
【図３Ｂ】ＬＰＳ(３０ｍｇ／ｋｇ)にてインビボ投与してから２４時間後のＴＷＥＡＫ＋

／＋マウス及びＴＷＥＡＫ－／－マウスの末梢血及び脾臓からＮＫ細胞及びマクロファー
ジを単離して、ＩＦＮ-γ、ＩＬ-１２及びＩＬ-１０の細胞内レベルについて染色した。
【図３Ｃ】４人のヒトのドナーからのＰＢＭＣを、ＬＰＳにて２４時間刺激した。その後
、ＮＫ細胞又はマクロファージ(系統マーカーにより識別される)を、ＩＦＮ-γ及びＩＬ-
１２それぞれの細胞内レベルについて染色した。
【図４Ａ】ＳＴＡＴ-１及びＮＦ-κＢ1の調節におけるＴＷＥＡＫの関与。ＳＴＡＴ-１活
性化の分析。ヒトのＮＫ細胞及びマクロファージを、ＬＰＳ(１μｇ／ｍＬ)によって、イ
ンビトロで１２時間刺激し、系統マーカーについて表面染色して、透過させ、リン酸化さ
れたＳＴＡＴ-１の細胞内レベルについて染色した。左側のパネルはＮＫ細胞を表し、右
側のパネルはマクロファージを表す(ＦＡＣＳ棒グラフを下の棒グラフに示した)。
【図４Ｂ】ＮＦ-κＢ１リン酸化の分析。脾臓ヒトＮＫ細胞及びマクロファージを、２４
時間にわたってＴＷＥＡＫ又はＴＮＦ-α(１００ｎｇ／ｍＬ)にて刺激した。示した時間
点で細胞溶解物を調製して、イムノブロットによって、リン酸化されたｐ６５ ＮＦ-κＢ
１について分析した。
【図４Ｃ】ＮＦ-κＢ１相互作用の分析。ＮＦ-κＢ１をＴＷＥＡＫ-刺激細胞又はＴＮＦ-
α刺激細胞の溶解物からｐ６５により免疫沈降して、イムノブロットによって、免疫沈降
物をｐ３００及びＨＤＡＣ-１の存在について分析した。
【図５Ａ】高齢のＴＷＥＡＫ－／－マウスは、増殖した(エクスパンションした)メモリー
細胞及びＴＨ１細胞コンパートメントを有するより大きな脾臓を有する。ＴＷＥＡＫ＋／

＋及びＴＷＥＡＫ－／－の雄マウス同腹子を３、６又は１２か月齢まで生育して、それら
の脾臓及びリンパ節を調べた。ＴＷＥＡＫ＋／＋マウス及びＴＷＥＡＫ－／－マウスから
の脾臓の代表的な画像。
【図５Ｂ】年齢に対する平均脾臓重量(１グループにつきｎ＝６)。
【図５Ｃ】ＣＤ３抗体によって、染色した１２か月齢のＴＷＥＡＫ＋／＋マウス及びＴＷ
ＥＡＫ－／－マウスからの脾臓切片の代表的な画像。
【図５Ｄ】１２か月齢の野生型マウス及びＴＷＥＡＫ ＫＯ同腹子からの脾細胞を、ＣＤ
３＋、ＣＤ４＋及びＣＤ８＋Ｔ細胞の数を測定するためにＦＡＣＳによって分析した。
【図５Ｅ】１２か月齢の野生型マウス及びＴＷＥＡＫ ＫＯ同腹子からの脾細胞を、メモ
リーＴ細胞及びＴＨ１ Ｔ細胞の数を測定するためにＦＡＣＳによって分析した。
【図６Ａ】ＴＷＥＡＫ欠失は、Ｂ１６.Ｆ１０メラノーマの定着と増殖を阻害して、適応
ＣＤ８＋Ｔ細胞の増殖(エクスパンション)を促進する。ＴＷＥＡＫ＋／＋マウス及びＴＷ
ＥＡＫ－／－マウスに１００，０００のＢ１６.Ｆ１０細胞を皮下投与し、６週間にわた
って腫瘍成長をモニターした。
【図６Ｂ】ＴＷＥＡＫ＋／＋マウス及びＴＷＥＡＫ－／－マウスに１００，０００のＢ１
６.Ｆ１０細胞を皮下投与し、６週間にわたって腫瘍発生頻度をモニターした。
【図６Ｃ】研究終了時に、投与したマウスから脾臓を採取し、示したリンパ球サブセット
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について分析した。
【図７Ａ】ＴＷＥＡＫ欠失は、Ｂ１６.ＢＬ６腫瘍成長を阻害して、抗腫瘍免疫応答の先
天性から適応性のプライミングを促す。ＴＷＥＡＫ＋／＋マウス及びＴＷＥＡＫ－／－マ
ウスに５００，０００のＢ１６.ＢＬ６細胞を皮下投与し、１か月の時点で腫瘍重量を決
定した。(＊)は基礎サイトカイン統計的有意差(ｐ＜０．０１)を意味する。
【図７Ｂ】ＴＷＥＡＫ＋／＋マウス及びＴＷＥＡＫ－／－マウスに５００，０００のＢ１
６.ＢＬ６細胞を皮下投与し、１か月の時点で脾臓重量を測定した。(＊)は基礎サイトカ
イン統計的有意差(ｐ＜０．０１)を意味する。
【図７Ｃ】腫瘍を有するマウスからの脾細胞を、様々な系統集団について染色して、ＦＡ
ＣＳによって分析した。(＊)は基礎サイトカイン統計的有意差(ｐ＜０．０１)を意味する
。
【図７Ｄ】腫瘍を有するマウスから単離した ＮＫ細胞及びマクロファージを、サイトカ
イン産生について細胞内染色とＦＡＣＳによって分析した。(＊)は基礎サイトカイン統計
的有意差(ｐ＜０．０１)を意味する、(＊＊)は腫瘍誘導性サイトカイン統計的有意差(ｐ
＜０．０１)を意味する。
【図７Ｅ】腫瘍を有するマウスからのＣＤ４＋及びＣＤ８＋Ｔ細胞を、ＩＦＮ-γ産生に
ついて同様に分析した。(＊)は基礎サイトカイン統計的有意差(ｐ＜０．０１)を意味する
、(＊＊)は腫瘍誘導性サイトカイン統計的有意差(ｐ＜０．０１)を意味する。
【図８Ａ－Ｃ】ＴＷＥＡＫ－／－マウスの特徴づけ。(図８Ａ)マウスＴＷＥＡＫゲノム遺
伝子座の構成。ボックスは、ＴＷＥＡＫ遺伝子(白色棒)、ＡＰＲＩＬ遺伝子(黒色棒)及び
ＳＭＴ３ＩＰ１遺伝子(灰色棒)を含有しているゲノム領域に対応する。３つの遺伝子の方
位は矢印で示す。(図８Ｂ)ＴＷＥＡＫ遺伝子のエクソン６と７のコード配列をｎｅｏカセ
ットに置き換えるように設定したターゲッティングコンストラクトの略図。(図８Ｃ)ＴＷ
ＥＡＫ遺伝子の変異した領域の構成。ＥＳ細胞のサザンブロット分析に用いる５'及び３'
の外的プローブの位置をバーで示す。マウス尾部ＤＮＡの遺伝子型分析に用いるプライマ
ー対の位置を、黒色の矢頭(外的)及び灰色の矢頭(内部)で示す。
【図８Ｄ】ＴＷＥＡＫ遺伝子の組換えのサザンブロット分析。いくつかのＥＳ細胞クロー
ンから得られるＤＮＡのＢｓｍＩ(ＤＩ)及びＮａｒＩ(ＤＩＩ)消化の分析。ＤＮＡを消化
して、０．７％アガロースゲルに分別し、ナイロンメンブレン上へ移し、５'(ＤＩ)及び
３'(ＤＩＩ)プローブとハイブリダイズさせた。
【図８Ｅ】ＰＣＲによるＴＷＥＡＫ－／－マウスのジェノタイピング。尾部由来のゲノム
ＤＮＡを、ネスト化した外部及び内部対のプローブを用いてＰＣＲ増幅して、野生型又は
欠失変異体のＴＷＥＡＫ遺伝子をそれぞれ４．３ｋＢ又は５．３ｋＢ断片として可視化し
た。
【図８Ｆ】ＴＷＥＡＫ＋／＋マウス及びＴＷＥＡＫ－／－マウス由来の総脾細胞における
ＴＷＥＡＫの発現を、抗マウスＴＷＥＡＫモノクローナル抗体(黒色の線と領域)又はアイ
ソタイプコントロール(灰色の線と領域)を用いたＦＡＣＳによって示す。
【図８Ｇ】ＴＷＥＡＫ＋／＋マウス、ＴＷＥＡＫ＋／－マウス及びＴＷＥＡＫ－／－マウ
スの脾臓における、ＴＷＥＡＫ(白色棒)、ＡＰＲＩＬ(黒色棒)及びＳＭＴ３ＩＰ１(灰色
棒)のｍＲＮＡ発現の定量的リアルタイムＰＣＲ分析。すべての値は、ＲＰＬ１９ ＲＮＡ
内部コントロールに正規化した。標準偏差は３回の反応結果から算出した。
【図９】ＴＷＥＡＫ－／－マウスはより大きな腫瘍リンパ球浸潤物を有する。１か月の時
点でＴＷＥＡＫ＋／＋マウス及びＴＷＥＡＫ－／－マウスからＢ１６.ＢＬ６腫瘍を採取
し、分離し、ＲＢＣを溶解した。Ｆｃブロッキングの後、分離した腫瘍細胞をリンパ球系
統マーカーについて染色して、ＦＡＣＳによって分析した。黒色棒は、ＴＷＥＡＫ＋／＋

マウスの示した腫瘍リンパ球浸潤物を表し、白色棒は、ＴＷＥＡＫ－／－マウスの示した
腫瘍リンパ球浸潤物を表す。
【図１０】２か月齢のＴＷＥＡＫ＋／＋マウス及びＴＷＥＡＫ－／－マウスの体重／臓器
重量(グラム)を示す。＊示した臓器のＩＨＣ分析によって組織学的及び病理学的な差異は
観察されなかった。
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【図１１】ヒトＴＷＥＡＫリガンドのアミノ酸配列(配列番号1)。
【図１２】ヒトＦＮ１４レセプターのアミノ酸配列(配列番号2)。
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