
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　新規な免疫抑制タンパク質の提供。
【解決手段】　マウスアストロ細胞由来の特定のアミノ酸配列からなるタンパク質および
該アミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミ
ノ酸配列からなり、かつ自己抗原反応性 T細胞の免疫反応抑制活性を有するタンパク質
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の (a)又 は (b)の タ ン パ ク 質 。
(a) 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
(b) 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠
失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 自 己 抗 原 反 応 性 T細 胞 の 免 疫 反
応 抑 制 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 と 他 の ペ プ チ ド か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 以 下 の (c)又 は (d)の Ｄ Ｎ Ａ か ら な る 遺 伝 子 。
(c) 配 列 表 の 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る DNA
(d) 配 列 表 の 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る DNAと 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る DNA
と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 自 己 抗 原 反 応 性 T細 胞 の 免 疫 反 応
抑 制 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ４ 又 は ５ に 記 載 の 遺 伝 子 を 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ４ 又 は ５ に 記 載 の 遺 伝 子 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ７ に 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 し 、 得 ら れ る 培 養 物 か ら 発 現 さ せ た タ ン パ ク
質 を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 。 　
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ９ に 記 載 の 抗 体 を 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク が 含 ま れ る と 予 想
さ れ る 被 験 試 料 に 反 応 さ せ 、 該 抗 体 と 該 タ ン パ ク 質 と の 免 疫 複 合 体 の 生 成 を 検 出 す る こ と
を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ９ に 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 検 出 用 試
薬 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 、 又 は 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を
有 効 成 分 と し て 含 む 免 疫 抑 制 剤 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 お よ び 治 療 の た め の 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 免 疫 抑 制 剤 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 な 免 疫 抑 制 タ ン パ ク 質 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 該 遺 伝 子 を
含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 、 該 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 体 、 及 び 該 タ ン パ ク 質 の 製 造
方 法 等 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 多 発 性 硬 化 症 （ multiple sclerosis:MS)は 、 脱 髄 疾 患 の 中 核 を な す 疾 患 で あ り 、 病 理 学
的 に は 視 神 経 や 脊 髄 、 大 脳 、 小 脳 、 脳 幹 な ど の 白 質 に 大 小 の 散 在 性 斑 状 脱 髄 巣 が 認 め ら れ
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る 。 急 性 期 に は 、 髄 鞘 の 崩 壊 と 、 崩 壊 産 生 物 を 取 り 込 ん だ マ ク ロ フ ァ ー ジ や 反 応 性 の ア ス
ト ロ グ リ ア の 増 生 、 小 血 管 周 囲 の リ ン パ 球 浸 潤 が 見 ら れ る 。 多 発 性 硬 化 症 は 、 プ ロ テ オ リ
ピ ッ ド タ ン パ ク （ proteolipid protein： PLP)、 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク （ Myelin basic 
protein:MBP)な ど の ミ エ リ ン 構 成 タ ン パ ク を 自 己 抗 原 と し て 認 識 す る 自 己 免 疫 疾 患 で あ る
と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 免 疫 系 は 、 リ ン パ 球 の 抗 原 受 容 体 可 変 領 域 の 遺 伝 子 を 再 構 成 す る こ と に よ っ て 、 あ ら ゆ
る 抗 原 に 対 応 で き る 多 様 な 抗 原 受 容 体 を 形 成 し て い る 。 こ の 遺 伝 子 再 構 成 は 無 作 為 に 起 こ
る の で 、 そ の 過 程 で 自 己 反 応 性 抗 原 受 容 体 を も っ た リ ン パ 球 も 発 生 す る こ と に な る 。 免 疫
寛 容 は 、 こ の よ う な 発 生 し た 自 己 反 応 性 リ ン パ 球 に よ る 自 己 障 害 を 防 ぐ た め の 機 構 で 、 自
己 反 応 性 リ ン パ 球 ク ロ ー ン を 除 去 す る 、 そ れ ら を 無 反 応 に す る 、 そ の 働 き を 抑 制 す る よ う
に 働 く 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 免 疫 系 の 調 節 に も 深 く 関 与 し て お り 、 特 に 胸 腺 に お け る 自 己 反
応 性 Ｔ 細 胞 の 除 去 な ど 免 疫 寛 容 の 成 立 に は 必 須 で あ る 。 免 疫 寛 容 の 破 綻 に よ り 発 症 す る と
考 え ら れ る 自 己 免 疫 疾 患 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 異 常 、 す な わ ち 、 ア ポ ト ー シ ス が 死 ぬ べ き 細
胞 に 起 こ ら な い こ と が 原 因 と も さ れ て お り 、 ア ポ ト ー シ ス の 異 常 と い う 観 点 か ら の 病 因 、
病 態 の 解 析 が 進 み つ つ あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 多 発 性 硬 化 症 の 疾 患 モ デ ル で あ る 実 験 的 ア レ ル ギ ー 性 脳 脊 髄 炎 (experimental allergic
 encephalomyelitis; EAE)に お い て 、 脳 脱 髄 巣 で は 、 浸 潤 CD4陽 性 T細 胞 の 50-60％ が ア ポ
ト ー シ ス を 起 こ し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 ま た 、 ア ス ト ロ サ イ ト
が こ の T細 胞 の ア ポ ト ー シ ス に 関 与 し て い る と の 報 告 も あ る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Schmied M., et al., Apoptosis of T lymphocytes in experimental a
utoimmune encephalomyelitis. Evidence for programmed cell death as a mechanism t
o control inflammation in the brain, Am. J. Pathol. 143:446-452, 1993
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Gold R., et al., Antigen presentation by astrocytes primes rat T
 lymphocytes for apoptotic cell death. A model for T cell apoptosis in vivo, Bra
in 119: 651-659, 1996
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 自 己 反 応 性 T細 胞 に ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 さ せ る ア ス ト ロ サ イ ト に お け
る 未 知 の 因 子 を 同 定 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る た め 鋭 意 研 究 を 重 ね た 結 果 、 ア ス ト ロ サ イ ト を イ ン
タ ー フ ェ ロ ン γ で 刺 激 し た 後 、 PLP反 応 性 T細 胞 を 加 え る と 、 T細 胞 の 増 殖 が 抑 制 さ れ 、 ア
ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る こ と を 見 出 す と と も に 、 こ の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る ア ス ト ロ サ
イ ト 由 来 の 未 知 の 因 子 を 同 定 す る こ と に 成 功 し た 。 ま た 、 こ の 因 子 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 は
、 自 己 抗 原 に よ り 刺 激 し た T細 胞 に の み 起 こ る こ と 、 そ し て EAE発 症 マ ウ ス に 対 し て 治 療 効
果 を 発 揮 す る こ と を 確 認 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 発 明 を 包 含 す る 。
(1)　 以 下 の (a)又 は (b)の タ ン パ ク 質 。
(a) 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
(b) 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠
失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 自 己 抗 原 反 応 性 T細 胞 の 免 疫 反
応 抑 制 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質
【 ０ ０ ０ ９ 】
(2)　 (1)に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 。
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(3)　 (1)に 記 載 の タ ン パ ク 質 と 他 の ペ プ チ ド か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 。
(4)　 (1)に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
【 ０ ０ １ ０ 】
(5)　 以 下 の (c)又 は (d)の Ｄ Ｎ Ａ か ら な る 遺 伝 子 。
(c) 配 列 表 の 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る DNA
(d) 配 列 表 の 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る DNAと 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る DNA
と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 自 己 抗 原 反 応 性 T細 胞 の 免 疫 反 応
抑 制 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
【 ０ ０ １ １ 】
(6)　 (4)又 は (5)に 記 載 の 遺 伝 子 を 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 。
(7)　 (4)又 は (5)に 記 載 の 遺 伝 子 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 。
(8)　 (7)に 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 し 、 得 ら れ る 培 養 物 か ら 発 現 さ せ た タ ン パ ク 質
を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 、 (1)～ (3)に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 。
(9)　 (1)～ (3)の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 。
【 ０ ０ １ ２ 】
(10)　 (9)に 記 載 の 抗 体 を 、 (1)～ (3)の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク が 含 ま れ る と 予 想 さ れ
る 被 験 試 料 に 反 応 さ せ 、 該 抗 体 と 該 タ ン パ ク 質 と の 免 疫 複 合 体 の 生 成 を 検 出 す る こ と を 含
む 、 (1)～ (3)の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク の 検 出 方 法 。
(11)　 (9)に 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 (1)～ (3)の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 検 出 用 試 薬 。
(12)　 (1)～ (3)の い ず れ か に 記 載 の タ ン パ ク 質 、 又 は 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を
有 効 成 分 と し て 含 む 免 疫 抑 制 剤 。
(13)自 己 免 疫 疾 患 の 予 防 お よ び 治 療 の た め の 、 (12)に 記 載 の 免 疫 抑 制 剤 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 新 規 な 免 疫 抑 制 タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 免 疫 抑 制 タ ン パ ク
質 は 、 自 己 抗 原 反 応 性 T細 胞 の 免 疫 反 応 を 抑 制 す る 活 性 を 有 す る 。 従 っ て 、 免 疫 寛 容 機 構
の 不 全 に よ り も た ら さ れ る 多 発 性 硬 化 症 な ど の 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 用 医 薬 と し て 有 用 で あ
る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
１ ． 免 疫 抑 制 タ ン パ ク 質 、 そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子
　 本 発 明 の 免 疫 抑 制 タ ン パ ク 質 は 、 自 己 反 応 性 Ｔ 細 胞 の み に ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し 、 実 験
的 ア レ ル ギ ー 性 脳 脊 髄 炎 (experimental allergic encephalomyelitis; EAE)に 対 し て 顕 著
な 治 療 効 果 を 発 揮 す る こ と が 確 認 さ れ た 新 規 な 免 疫 抑 制 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 ア ス ト ロ サ
イ ト を 由 来 と す る こ と か ら 、 astrocyte-derived immune suppressor factor（ AdIF)と 命
名 し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 免 疫 抑 制 タ ン パ ク 質 （ 以 下 、 「 AdIFタ ン パ ク 質 」 と い う ） を コ ー ド す る 遺 伝 子
は 、 後 記 実 施 例 に 示 す よ う に 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 処 理 し た ア ス ト ロ サ イ ト と 未 処 理 の ア
ス ト ロ サ イ ト の 各 cDNAを 用 い 、 双 方 向 で 差 分 を 行 っ て ２ 種 類 の 差 分 化 cDNAラ イ ブ ラ リ ー （
subtracted cDNA ラ イ ブ ラ リ ー ） を 構 築 し 、 こ の ラ イ ブ ラ リ ー か ら イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 処
理 し た ア ス ト ロ サ イ ト で 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 を 選 抜 し 、 そ の 選 抜 し た 遺 伝 子 の 中
か ら PLP反 応 性 T細 胞 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 を 指 標 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て
同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は ま た 、 下 記 の 細 胞 や 組 織 に 由 来 す る cDNA
ラ イ ブ ラ リ ー を 、 上 記 方 法 で 取 得 し た 遺 伝 子 断 片 を も と に し て 合 成 し た DNAプ ロ ー ブ を 用
い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 単 離 す る こ と が で き る 。 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る
た め の mRNA供 給 源 と し て は 、 該 AdIFタ ン パ ク 質 の mRNAが 発 現 し て い る 細 胞 や 組 織 （ 例 え ば
、 心 臓 、 肝 臓 等 ） で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 ヒ ト 由 来 の み な ら ず 、 そ の 他 の 哺 乳 動 物 （ 例
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え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 サ ル 等 ） 由 来 の も の
で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 mRNAの 調 製 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 通 常 用 い ら れ る 手 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 例
え ば 、 上 記 細 胞 又 は 組 織 を 、 グ ア ジ ニ ン 試 薬 、 フ ェ ノ ー ル 試 薬 等 で 処 理 し て 全 RNAを 得 、
そ の 後 、 オ リ ゴ (dT)セ ル ロ ー ス カ ラ ム や セ フ ァ ロ ー ス ２ Bを 担 体 と す る ポ リ U－ セ フ ァ ロ ー
ス 等 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 法 に よ り 、 あ る い は バ ッ チ 法 に よ り ポ リ (A)+RNA（ mRN
A） を 得 る 。 さ ら に 、 シ ョ 糖 密 度 勾 配 遠 心 法 等 に よ り ポ リ （ A+） RNAを さ ら に 分 画 し て も よ
い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 次 い で 、 得 ら れ た mRNAを 鋳 型 と し て 、 オ リ ゴ dTプ ラ イ マ ー 及 び 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 一 本
鎖 cDNAを 合 成 し 、 該 一 本 鎖 cDNAか ら DNA合 成 酵 素 Ｉ 、 DNAリ ガ ー ゼ 及 び RnaseH等 を 用 い て 二
本 鎖 cDNAを 合 成 す る 。 合 成 し た 二 本 鎖 cDNAを T4DNA合 成 酵 素 に よ っ て 平 滑 化 後 、 ア ダ プ タ
ー （ 例 え ば 、 EcoRIア ダ プ タ ー ） の 連 結 、 リ ン 酸 化 等 を 経 て 、 λ gt11等 の λ フ ァ ー ジ に 組
み 込 ん で in vivoパ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と に よ っ て cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 。 ま た 、
λ フ ァ ー ジ 以 外 に も プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 用 い て cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と も で き
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 目 的 の DNAを 有 す る 株 （ ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン ） を 選 択 す る ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 応 す る セ ン ス プ ラ イ
マ ー 及 び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー を 合 成 し 、 こ れ を 用 い て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)を
行 う 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 PCR反 応 の 鋳 型 DNAと し て は 、 前 記 mRNAか ら 逆 転 写 反 応 に よ り 合 成 さ れ た cDNAを 用 い れ ば
よ い 。 ま た 、 プ ラ イ マ ー は 、 増 幅 し た と き の DNA断 片 の 予 想 サ イ ズ 、 あ る い は 縮 重 コ ド ン
の 組 み 合 わ せ な ど を 適 宜 検 討 し な が ら 、 上 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 に 基 づ い て 設 計 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た DNA増 幅 断 片 を 、 32P、 35S又 は ビ オ チ ン 等 で 標 識 し て プ ロ ー ブ
と し 、 こ れ を 形 質 転 換 体 の DNAを 変 性 固 定 し た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー と ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ 、 ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を 検 索 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 取 得 し た ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン に つ い て 塩 基 配 列 の 決 定 を 行 う 。 塩 基 配 列 の 決 定 は マ キ サ
ム -ギ ル バ ー ト の 化 学 修 飾 法 、 又 は M13フ ァ ー ジ を 用 い る ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 終 結 法
等 の 公 知 手 法 に よ り 行 う こ と が で き る が 、 通 常 は 自 動 塩 基 配 列 決 定 機 （ 例 え ば PERKIN-ELM
ER社 製 373A DNAシ ー ク エ ン サ ー 、 TAKARA社 製 BcaBESTジ デ オ キ シ シ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ ト
等 ） を 用 い て 行 う 。 決 定 し た 塩 基 配 列 は 、 DNASIS（ 日 立 ソ フ ト ウ エ ア エ ン ジ ニ ア リ ン グ 社
） 等 の DNA解 析 ソ フ ト に よ っ て 解 析 し 、 得 ら れ た DNA鎖 中 に コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 コ
ー ド 部 分 を 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 は 、 (a) 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
タ ン パ ク 質 、 (b) 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の
ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 自 己 抗 原 反 応 性 T細
胞 の 免 疫 反 応 抑 制 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 記 の 「 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ か ら 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若
し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 」 に お け る 「 １ か ら 数 個 」 の 範 囲 は 特 に は 限 定 さ れ な い が
、 例 え ば 、 １ か ら 20個 、 好 ま し く は １ か ら 10個 、 よ り 好 ま し く は １ か ら ７ 個 、 さ ら に 好 ま
し く は １ か ら ５ 個 、 特 に 好 ま し く は １ か ら ３ 個 程 度 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 上 記 ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 付 加 及 び 置 換 は 、 上 記 AdIFタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 当
該 技 術 分 野 で 公 知 の 手 法 に よ っ て 改 変 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 遺 伝 子 に 変 異
を 導 入 す る に は 、 Kunkel法 又 は  Gapped duplex法 等 の 公 知 手 法 又 は こ れ に 準 ず る 方 法 に よ
り 行 う こ と が で き 、 例 え ば 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 を 利 用 し た 変 異 導 入 用 キ ッ ト （ 例 え
ば Mutant-K(TAKARA社 製 ） や Mutant-G(TAKARA社 製 ） )な ど を 用 い て 、 あ る い は 、 TAKARA社
の LA PCR in vitro Mutagenesis シ リ ー ズ キ ッ ト を 用 い て 変 異 が 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 上 記 の 「 自 己 抗 原 反 応 性 T細 胞 の 免 疫 反 応 抑 制 活 性 」 と は 、 自 己 あ る い は 内 因 性 の 抗 原
に 対 す る T細 胞 の 過 剰 な 免 疫 反 応 を 抑 制 す る 活 性 （ 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 減 少 、 細 胞
障 害 活 性 抑 制 、 抗 原 提 示 機 能 抑 制 等 ） を い い 、 「 自 己 抗 原 反 応 性 T細 胞 の 免 疫 反 応 抑 制 活
性 を 有 す る 」 と は 、 該 活 性 が 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 有
す る 活 性 と 実 質 的 に 同 等 で あ る こ と を い う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 当 該 活 性 が 同 等 （ 例 え ば 、 約 0.01～ 100倍 、 好 ま し く は 約 0.5～ 20倍 、 よ
り 好 ま し く は 約 0.5～ ２ 倍 ） で あ る 限 り 、 分 子 量 等 の 量 的 要 素 は 元 の タ ン パ ク 質 と 異 な っ
て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 に は 、 上 記 AdIFタ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 で あ り 、 か つ 該 タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 も 含 ま れ る 。 相 同 性 を 有 す る タ ン パ ク
質 と は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 約 70％ 以 上 、 好 ま し く は 約 80％ 以 上 、 よ り 好
ま し く は 約 90％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 約 95％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 意 味 す る
。 タ ン パ ク 質 の 相 同 性 を 決 定 す る に は 、 文 献 （ Wilbur, W.J. and Lipman, D.J., Proc.Na
tl.Acad., Sci. USA(1983) 80, 726-730)に 記 載 の ア ル ゴ リ ズ ム に 従 え ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 に は 、 上 記 AdIFタ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 で あ り 、 か つ 該 タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 (部 分 ペ プ チ ド )も 含 ま れ る 。 そ の よ
う な 部 分 ペ プ チ ド と し て は 、 配 列 番 号 ２ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 87位 ～ 188位 ま で の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 少 な く と も 含 む ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 に は 、 該 タ ン パ ク 質 と 他 の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 と が 融 合 し
た 融 合 タ ン パ ク 質 も 含 ま れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る 方 法 は 、 AdIFタ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る DNAと 他 の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを フ レ ー ム が 一 致 す る よ う に 連
結 し て こ れ を 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 し 、 宿 主 で 発 現 さ せ れ ば よ く 、 す で に 公 知 の 手 法 を 用 い
る こ と が で き る 。 融 合 に 付 さ れ る 他 の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な
い 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド と し て は 、 FLAG、 6× His、 10× His、 イ ン フ ル エ ン ザ 凝 集 素 （ HA）
、 ヒ ト c－ mycの 断 片 、 VSV-GPの 断 片 、 T7-tag、 HSV-tag、 E-tag等 、 す で に 公 知 で あ る ペ プ
チ ド が 挙 げ ら れ る 。 ま た タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば GST（ グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ ） 、 HA（ イ ン フ ル エ ン ザ 凝 集 素 ） 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ 、 MBP（ マ ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 ） 、 GFP（ 緑 色 蛍 光 蛋 白 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 は 、 必 要 に 応 じ て 塩 の 形 態 、 好 ま し く は 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る
酸 付 加 塩 の 形 態 と し て も よ い 。 そ の よ う な 塩 と し て は 、 無 機 酸 （ 例 え ば 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、
臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 ） の 塩 、 有 機 酸 （ 例 え ば 、 酢 酸 、 ギ 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 フ マ ル 酸 、 マ レ
イ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 、 酒 石 酸 、 ク エ ン 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 安 息 香 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン
酸 、 ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ） の 塩 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 は 、 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る ヒ ト や 哺 乳 動 物 の 培 養 細 胞 又
は 組 織 か ら の 抽 出 ・ 分 離 よ っ て 、 あ る い は 後 述 の よ う に 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを
含 む 形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と に よ っ て も 製 造 す る こ と が で き る 。 ヒ ト や 哺 乳 動 物 の 組 織
又 は 細 胞 か ら 製 造 す る 場 合 、 ヒ ト や 哺 乳 動 物 の 組 織 又 は 細 胞 を ホ モ ジ ナ イ ズ 後 、 酸 等 で 抽
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出 を 行 い 、 得 ら れ た 抽 出 液 を 疎 水 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン
交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 単 離 精 製
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 、 前 記 部 分 ペ プ チ ド は 、 公 知 の ペ プ チ ド 合 成 法 又 は 前 記 AdIFタ ン パ ク 質 を 適 当 な ペ
プ チ ダ ー ゼ （ 例 え ば 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 ア ル ギ ニ ル エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ ） で
切 断 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド 合 成 法 と し て は 、 例 え ば 、 固 相 合
成 法 、 液 相 合 成 法 の い ず れ に よ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 は 、 上 記 の AdIFタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ れ ば い か な る も の で
も よ く 、 具 体 的 に は 、 (a) 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る DNA、 (b) 配 列 表
の 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る DNAと 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 自 己 抗 原 反 応 性 T細 胞 の 免 疫 反 応 抑 制 活 性 を 有 す
る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAか ら な る 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 上 記 の 「 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る DNAと 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る DNA」 と し て は 、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配
列 と 約 70％ 以 上 、 好 ま し く は 約 80％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 90％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 約
95％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 か ら な る DNA等 が 挙 げ ら れ る 。 こ こ で 、 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 と は 、 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム 濃 度 が 600～ 900mMで あ り 、 温 度 が 60～ 68℃ 、 好 ま し
く は 65℃ で の 条 件 を い う 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 一 旦 本 発 明 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 が 確 定 さ れ る と 、 そ の 後 は 化 学 合 成 に よ っ て 、 又 は 本 遺
伝 子 の cDNAを 鋳 型 と し た PCRに よ っ て 、 あ る い は 該 塩 基 配 列 を 有 す る DNA断 片 を プ ロ ー ブ と
し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 、 本 発 明 の 遺 伝 子 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
２ ． 組 換 え ベ ク タ ー 及 び 形 質 転 換 体 の 作 製
(1) 組 換 え ベ ク タ ー の 作 製
　 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー は 、 適 当 な ベ ク タ ー に 本 発 明 の 遺 伝 子 を 連 結 す る こ と に よ り 得
る こ と が で き る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 を 挿 入 す る た め の ベ ク タ ー は 、 宿 主 中 で 複 製 可 能 な も の
で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド DNA、 フ ァ ー ジ DNA等 が 挙 げ ら れ る 。 プ ラ ス
ミ ド  DNAと し て は 、 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば pRSET、 pBR322, pBR325, pUC118, p
UC119, pUC18, pUC19等 ） 、 枯 草 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば pUB110, pTP5等 )、 酵 母 由 来
の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば YEp13, YEp24, YCp50等 )な ど が 挙 げ ら れ 、 フ ァ ー ジ DNAと し て は λ
フ ァ ー ジ （ Charon4A、 Charon21A、 EMBL3、 EMBL4、 λ gt10、 λ gt11、 λ ZAP等 ） が 挙 げ ら れ
る 。 さ ら に 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 又 は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス な ど の 動 物 ウ イ ル ス 、 バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス な ど の 昆 虫 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ベ ク タ ー に 本 発 明 の 遺 伝 子 を 挿 入 す る に は 、 ま ず 、 精 製 さ れ た DNAを 適 当 な 制 限 酵 素 で
切 断 し 、 適 当 な ベ ク タ ー  DNAの 制 限 酵 素 部 位 又 は マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト に 挿 入 し て ベ
ク タ ー に 連 結 す る 方 法 な ど が 採 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 は 、 そ の 遺 伝 子 の 機 能 が 発 揮 さ れ る よ う に ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ る こ と
が 必 要 で あ る 。 そ こ で 、 本 発 明 の ベ ク タ ー に は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の ほ か 、
所 望 に よ り エ ン ハ ン サ ー な ど の シ ス エ レ メ ン ト 、 ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル 、 ポ リ A付 加 シ
グ ナ ル 、 選 択 マ ー カ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 （ SD配 列 ） な ど を 含 有 す る も の を 連 結 す る こ
と が で き る 。 な お 、 選 択 マ ー カ ー と し て は 、 例 え ば ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 遺 伝 子 、 ア ン ピ
シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の よ う な ベ ク タ ー と し て は 、 宿 主 細 胞 が 大 腸 菌 で あ る 場 合 は 、 例 え ば pETベ ク タ ー (No
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vagen社 製 ) 、 pTrxFUSベ ク タ ー (Invitrogen社 製 ) 、 pCYBベ ク タ ー (NEW ENGLAMD Bio Labs
社 製 ) 等 が 、 宿 主 細 胞 が 酵 母 で あ る 場 合 は 、 例 え ば pESP-1発 現 ベ ク タ ー (STRATAGENE社 製 )
 、 pAUR123ベ ク タ ー （ 宝 酒 造 社 製 ） 、 pPICベ ク タ ー (Invitrogen社 製 ) 等 が 、 ま た 宿 主 細
胞 が 動 物 細 胞 で あ る 場 合 は 、 例 え ば pMAM-neo発 現 ベ ク タ ー  (CLONTECH社 製 ) 、 pCDNA3.1ベ
ク タ ー (Invitrogen社 製 ) 、 pBK-CMVベ ク タ ー  (STRATAGENE社 製 ) 等 が 、 宿 主 細 胞 が 昆 虫 細
胞 で あ る 場 合 は 、 例 え ば pMTベ ク タ ー （ Invitrogen社 ） 、 pBacPAKベ ク タ ー  (CLONTECH社 製
) 、 pAcUW31ベ ク タ ー (CLONTECH社 製 ) 、 pAcP(+)IE1ベ ク タ ー (Novagen社 製 ) 等 が そ れ ぞ れ
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
(2) 形 質 転 換 体 の 作 製
　 本 発 明 の 形 質 転 換 体 は 、 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー を 、 目 的 遺 伝 子 が 発 現 し 得 る よ う に 宿
主 中 に 導 入 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 こ こ で 、 宿 主 と し て は 、 本 発 明 の DNAを 発
現 で き る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 大 腸 菌 （ Escherichia coli
） 等 の エ シ ェ リ ヒ ア 属 、 バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス （ Bacillus subtilis） 等 の バ チ ル ス 属 、
シ ュ ー ド モ ナ ス ・ プ チ ダ （ Pseudomonas putida） 等 の シ ュ ー ド モ ナ ス 属 、 リ ゾ ビ ウ ム ・ メ
リ ロ テ ィ （ Rhizobium meliloti） 等 の リ ゾ ビ ウ ム 属 に 属 す る 細 菌 ； サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ
ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ （ Schizosaccharomy
ces pombe） 等 の 酵 母 ； サ ル 細 胞 COS-7、 Vero、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ CHO細
胞 ） 、 マ ウ ス L細 胞 、 ヒ ト GH3、 ヒ ト FL細 胞 等 の 動 物 細 胞 ； あ る い は Sf9、 Sf21等 の 昆 虫 細
胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 大 腸 菌 等 の 細 菌 を 宿 主 と す る 場 合 は 、 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー が 該 細 菌 中 で 自 律 複 製 可
能 で あ る と 同 時 に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 配 列 、 本 発 明 の 遺 伝 子 、 転 写 終 結 配 列
に よ り 構 成 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 プ ロ モ ー タ ー を 制 御 す る 遺 伝 子 が 含 ま れ て
い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 大 腸 菌 と し て は 、 例 え ば エ ッ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ (Escherichia coli)K12、 DH1な ど が 挙 げ
ら れ 、 枯 草 菌 と し て は 、 例 え ば バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス (Bacillus subtilis)な ど が 挙 げ ら
れ る 。 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 大 腸 菌 等 の 宿 主 中 で 発 現 で き る も の で あ れ ば い ず れ を 用 い
て も よ い 。 例 え ば trpプ ロ モ ー タ ー 、 lacプ ロ モ ー タ ー 、 PLプ ロ モ ー タ ー 、 PRプ ロ モ ー タ ー
な ど の 、 大 腸 菌 や フ ァ ー ジ に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー が 用 い ら れ る 。 tacプ ロ モ ー タ ー な ど
の よ う に 、 人 為 的 に 設 計 改 変 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 用 い て も よ い 。 細 菌 へ の 組 換 え ベ ク タ
ー の 導 入 方 法 と し て は 、 細 菌 に DNAを 導 入 す る 方 法 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い
。 例 え ば カ ル シ ウ ム イ オ ン を 用 い る 方 法 (Cohen, S.N. et al. (1972) Proc. Natl. Acad.
 Sci., USA 69, 2110-2114)、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 酵 母 を 宿 主 と す る 場 合 は 、 例 え ば サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ (Saccharomyces cerevis
iae)、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ (Schizosaccharomyces pombe)、 ピ ヒ ア ・ パ ス ト リ ス (
Pichia pastoris)な ど が 用 い ら れ る 。 こ の 場 合 、 プ ロ モ ー タ ー と し て は 酵 母 中 で 発 現 で き
る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば gal1プ ロ モ ー タ ー 、 gal10プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ー ト
シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 プ ロ モ ー タ ー 、 MFα 1プ ロ モ ー タ ー 、 PHO5プ ロ モ ー タ ー 、 PGKプ ロ モ ー
タ ー 、 GAPプ ロ モ ー タ ー 、 ADHプ ロ モ ー タ ー 、 AOX1プ ロ モ ー タ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。 酵 母 へ の
組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 酵 母 に DNAを 導 入 す る 方 法 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず
、 例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 (Becker, D.M. et al. (1990) Methods. Enzymol., 1
94,182-187)、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 法 (Hinnen, A. et al. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci.,
 USA 75, 1929-1933)、 酢 酸 リ チ ウ ム 法 (Itoh, H. (1983) J. Bacteriol. 153, 163-168)
等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 動 物 細 胞 を 宿 主 と す る 場 合 は 、 サ ル 細 胞 COS-7、 Vero、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細
胞 （ CHO細 胞 ） 、 マ ウ ス L細 胞 、 ラ ッ ト GH3、 ヒ ト HeLa、 FL細 胞 な ど が 用 い ら れ る 。 プ ロ モ
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ー タ ー と し て SRα プ ロ モ ー タ ー 、 SV40プ ロ モ ー タ ー 、 LTRプ ロ モ ー タ ー 、 CMVプ ロ モ ー タ ー
等 が 用 い ら れ 、 ま た 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 初 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 等 を 用 い て も
よ い 。 動 物 細 胞 へ の 組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 昆 虫 細 胞 を 宿 主 と す る 場 合 は 、 Schneider 2（ S2) 細 胞 、 Sf9細 胞 、 Sf21細 胞 な ど が 用 い
ら れ る 。 昆 虫 細 胞 へ の 組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 例 え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、
リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 、 上 記 の 各 宿 主 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 は 、 組 換 え ベ ク タ ー に よ ら な い 方 法 、 例 え ば パ
ー テ ィ ク ル ガ ン 法 な ど も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
３ ． 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 の 製 造
　 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 は 、 前 記 形 質 転 換 体 を 培 養 し 、 そ の 培 養 物 か ら 採 取 す る こ と に
よ り 得 る こ と が で き る 。 「 培 養 物 」 と は 、 培 養 上 清 の ほ か 、 培 養 細 胞 若 し く は 培 養 菌 体 又
は 細 胞 若 し く は 菌 体 の 破 砕 物 の い ず れ を も 意 味 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 す る 方 法 は 、 そ の 宿 主 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る 通 常 の
方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 大 腸 菌 や 酵 母 菌 等 の 微 生 物 を 宿 主 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 培 地 と し て は 、
微 生 物 が 資 化 し 得 る 炭 素 源 、 窒 素 源 、 無 機 塩 類 等 を 含 有 し 、 形 質 転 換 体 の 培 養 を 効 率 的 に
行 う こ と が で き る 培 地 で あ れ ば 、 天 然 培 地 、 合 成 培 地 の い ず れ を 用 い て も よ い 。 炭 素 源 と
し て は 、 該 生 物 が 資 化 し 得 る も の で あ れ ば よ く 、 グ ル コ ー ス 、 フ ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス
、 デ ン プ ン 等 の 炭 水 化 物 、 酢 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 等 の 有 機 酸 、 エ タ ノ ー ル 、 プ ロ パ ノ ー ル 等
の ア ル コ ー ル 類 が 用 い ら れ る 。 窒 素 源 と し て は 、 ア ン モ ニ ア 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 硫 酸 ア
ン モ ニ ウ ム 、 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 リ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム 等 の 無 機 酸 若 し く は 有 機 酸 の ア ン モ
ニ ウ ム 塩 又 は そ の 他 の 含 窒 素 化 合 物 の ほ か 、 ペ プ ト ン 、 肉 エ キ ス 、 コ ー ン ス チ ー プ リ カ ー
等 が 用 い ら れ る 。 無 機 塩 類 と し て は 、 リ ン 酸 第 一 カ リ ウ ム 、 リ ン 酸 第 二 カ リ ウ ム 、 リ ン 酸
マ グ ネ シ ウ ム 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 硫 酸 第 一 鉄 、 硫 酸 マ ン ガ ン 、 硫 酸 銅
、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 等 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 培 養 は 、 通 常 、 振 盪 培 養 又 は 通 気 攪 拌 培 養 な ど の 好 気 的 条 件 下 、 37℃ で 6～ 24時 間 行 う
。 培 養 期 間 中 、 pHは 7.0～ 7.5に 保 持 す る 。 pHの 調 整 は 、 無 機 又 は 有 機 酸 、 ア ル カ リ 溶 液 等
を 用 い て 行 う 。 培 養 中 は 必 要 に 応 じ て ア ン ピ シ リ ン や テ ト ラ サ イ ク リ ン 等 の 抗 生 物 質 を 培
地 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 プ ロ モ ー タ ー と し て 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物
を 培 養 す る 場 合 は 、 必 要 に 応 じ て イ ン デ ュ ー サ ー を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。 例 え ば 、 Lac
プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ソ プ ロ ピ
ル -β -D-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (IPTG)等 を 、 trpプ ロ モ ー タ ー を 用 い た 発 現 ベ ク タ ー で
形 質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ン ド ー ル 酢 酸 (IAA)等 を 培 地 に 添 加 し て も よ い
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 動 物 細 胞 を 宿 主 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 培 地 と し て は 、 一 般 に 使 用 さ れ て
い る RPMI1640培 地 、 DMEM培 地 又 は こ れ ら の 培 地 に 牛 胎 児 血 清 等 を 添 加 し た 培 地 等 が 用 い ら
れ る 。 培 養 は 、 通 常 、 5％ CO 2 存 在 下 、 37℃ で １ ～ 30日 行 う 。 培 養 中 は 必 要 に 応 じ て カ ナ マ
イ シ ン 、 ペ ニ シ リ ン 等 の 抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 培 養 後 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 菌 体 内 又 は 細 胞 内 に 生 産 さ れ る 場 合 に は 、 菌 体 又 は 細 胞
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を 破 砕 す る こ と に よ り 該 タ ン パ ク 質 を 抽 出 す る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 菌 体 外 又 は
細 胞 外 に 生 産 さ れ る 場 合 に は 、 培 養 液 を そ の ま ま 使 用 す る か 、 遠 心 分 離 等 に よ り 菌 体 又 は
細 胞 を 除 去 す る 。 そ の 後 、 タ ン パ ク 質 の 単 離 精 製 に 用 い ら れ る 一 般 的 な 生 化 学 的 方 法 、 例
え ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 を 単 独 で 又 は 適 宜 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 、
前 記 培 養 物 中 か ら 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 単 離 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
４ ． 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体
　 本 発 明 の 抗 体 は 以 下 の 一 般 的 な 抗 体 調 製 方 法 に よ っ て 取 得 で き る 。
(1) 抗 原 の 調 製
　 本 発 明 に お い て は 、 前 記 の 通 り 単 離 精 製 し た 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 又 は そ の 一 部 の 断
片 ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
(2)ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 上 記 の よ う に し て 調 製 さ れ た 抗 原 タ ン パ ク 質 を 用 い て 動 物 を 免 疫 す る 。 抗 原 の 動 物 １ 匹
当 た り の 投 与 量 は 、 ウ サ ギ の 場 合 、 例 え ば ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 100～ 500μ gで あ る 。 ア
ジ ュ バ ン ト と し て は 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (FCA)、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン
ト (FIA)、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 免 疫 は 、 哺 乳 動 物 （ 例 え ば ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ な ど ） に 投 与 す る こ と に よ り 行 わ れ
る 。 投 与 部 位 は 静 脈 内 、 皮 下 又 は 腹 腔 内 で あ る 。 ま た 、 免 疫 の 間 隔 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 数
日 か ら 数 週 間 間 隔 、 好 ま し く は 2～ 3週 間 間 隔 で 、 １ ～ 10回 、 好 ま し く は 2～ 3回 免 疫 を 行 う
。 そ し て 、 最 終 の 免 疫 日 か ら 6～ 60日 後 に 抗 体 価 を 測 定 し 、 最 大 の 抗 体 価 を 示 し た 日 に 採
血 し 、 抗 血 清 を 得 る 。 抗 体 価 の 測 定 は 、 酵 素 免 疫 測 定 法 (ELISA； enzyme-linked immunoso
rbent assay)、 放 射 性 免 疫 測 定 法 (RIA； radioimmuno assay)等 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 抗 血 清 か ら 抗 体 の 精 製 が 必 要 と さ れ る 場 合 は 、 硫 安 塩 析 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 公 知 の 方 法 を 適 宜 選 択 し て 、
又 は こ れ ら を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
(3) モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
  (3-1) 免 疫 及 び 抗 体 産 生 細 胞 の 採 取
　 上 記 の よ う に し て 調 製 さ れ た 抗 原 タ ン パ ク 質 を 用 い て 動 物 を 免 疫 す る 。 必 要 で あ れ ば 、
免 疫 を 効 果 的 に 行 う た め 、 前 記 と 同 様 ア ジ ュ バ ン ト （ 市 販 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト
、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 等 ） を 混 合 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 免 疫 は 、 哺 乳 動 物 （ 例 え ば ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ な ど ） に 投 与 す る こ と に よ り 行 わ れ
る 。 抗 原 の １ 回 の 投 与 量 は 、 マ ウ ス の 場 合 １ 匹 当 た り 50μ gで あ る 。 投 与 部 位 は 、 主 と し
て 静 脈 内 、 皮 下 、 腹 腔 内 で あ る 。 ま た 、 免 疫 の 間 隔 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 数 日 か ら 数 週 間 間
隔 、 好 ま し く は 2～ 3週 間 間 隔 で 、 最 低 2～ 3回 行 う 。 そ し て 、 最 終 免 疫 後 、 抗 体 産 生 細 胞 を
採 集 す る 。 抗 体 産 生 細 胞 と し て は 、 脾 臓 細 胞 、 リ ン パ 節 細 胞 、 末 梢 血 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る
が 、 脾 臓 細 胞 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
(3-2) 細 胞 融 合
　 ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る た め 、 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 融 合 を 行 う 。 抗 体
産 生 細 胞 と 融 合 さ せ る ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て 、 マ ウ ス な ど の 動 物 由 来 の 細 胞 で あ っ て 一 般
に 入 手 可 能 な 株 化 細 胞 を 使 用 す る こ と が で き る 。 使 用 す る 細 胞 株 と し て 、 薬 剤 選 択 性 を 有
し 、 未 融 合 の 状 態 で は HAT選 択 培 地  (ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含
む ) で 生 存 で き ず 、 抗 体 産 生 細 胞 と 融 合 し た 状 態 で の み 生 存 で き る 性 質 を 有 す る も の が 好
ま し い 。 例 え ば 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 具 体 例 と し て は P3X63-Ag.8.U1（ P3U1） 、 P3/NSI/1-Ag
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4-1、 Sp2/0-Ag14な ど の マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 次 に 、 上 記 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 抗 体 産 生 細 胞 と を 細 胞 融 合 さ せ る 。 細 胞 融 合 は 、 血 清 を 含
ま な い DMEM、 RPMI-1640培 地 な ど の 動 物 細 胞 培 養 用 培 地 中 に 、 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ
細 胞 と を 15:1～ 25:1の 割 合 で 混 合 し 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 細 胞 融 合 促 進 剤 存 在 下
、 あ る い は 電 気 パ ル ス 処 理 (例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン )に よ り 融 合 反 応 を 行 う 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
 (3-3) ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 別 及 び ク ロ ー ニ ン グ
　 細 胞 融 合 処 理 後 の 細 胞 か ら 目 的 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 別 す る 。 例 え ば 、 ヒ ポ キ サ ン
チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 む 培 地 を 用 い て 培 養 し 、 生 育 す る 細 胞 を ハ イ ブ リ
ド ー マ と し て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 次 に 、 増 殖 し た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 中 に 、 目 的 と す る 抗 体 が 存 在 す る か 否 か を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 通 常 の 方 法 に 従 え ば よ く 、 特 に
限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 生 育 し た ウ ェ ル に 含 ま れ る 培 養
上 清 の 一 部 を 採 集 し 、 酵 素 免 疫 測 定 法  (ELISA; enzyme-linked immunosorbent assay） 、
RIA (radioimmuno assay)等 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 融 合 細 胞 の ク ロ
ー ニ ン グ は 、 限 界 希 釈 法 等 に よ り 行 い 、 最 終 的 に 単 ク ロ ー ン 抗 体 産 生 細 胞 で あ る ハ イ ブ リ
ド ー マ を 樹 立 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
 (3-4) モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 採 取
  樹 立 し た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 取 す る 方 法 と し て 、 通 常 の 細 胞 培
養 法 等 を 採 用 す る こ と が で き る 。 細 胞 培 養 法 に お い て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 10％ 牛 胎 児 血
清 含 有  RPMI-1640培 地 又 は MEM 培 地 等 の 動 物 細 胞 培 養 培 地 中 、 通 常 の 培 養 条 件  (例 え ば 37
℃ ， ５ ％  CO２ 濃 度 ) で 3～ 10日 間 培 養 し 、 そ の 培 養 上 清 か ら 抗 体 を 取 得 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 上 記 抗 体 の 採 取 方 法 に お い て 、 抗 体 の 精 製 が 必 要 と さ れ る 場 合 は 、 硫 安 分 画 法 、 イ オ ン
交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
な ど の 公 知 の 方 法 を 適 宜 に 選 択 し て 、 又 は こ れ ら の 方 法 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 精 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
５ ． 本 発 明 の 抗 体 に よ る AdIFタ ン パ ク 質 の 検 出 方 法 、 検 出 用 試 薬
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 又 は そ の 部 分 断 片 と 反 応 す る た め 、 該 AdIFタ
ン パ ク 質 の 検 出 用 試 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 AdIFタ ン パ ク 質 の 検 出 方 法 は 特 に 限
定 さ れ る も の で は な く 、 例 え ば ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 な ど を 採 用 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 被 験 試 料 （ 細 胞 成 分 又 は そ の 各 分 画 等 ） を 電 気 泳 動 等 に よ り 分 画 し 、 次 に 、 予
め 標 識 （ 放 射 標 識 、 蛍 光 染 色 等 ） さ れ た 本 発 明 の 抗 体 と 反 応 さ せ て シ グ ナ ル を 検 出 す る 。
本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 の 検 出 に 使 用 す る 抗 体 は 、 該 AdIFタ ン パ ク 質 の 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 で も よ く 、 該 タ ン パ ク 質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ
プ チ ド に 対 す る 抗 体 で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た AdIFタ ン パ ク 質 の 定 量 は 、 例 え ば イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 、 酵 素 抗 体 法
（ Ｅ Ｉ Ａ ） 、 放 射 線 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 蛍 光 抗 体 法 、 免 疫 細 胞 染 色 等 よ り 行 う こ と が
可 能 で あ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま た 、 上 記 抗 体 は 、 そ の 断 片 で あ っ て も よ く 、 具 体 的 に は 、 当 該 抗 体 の 一 本 鎖 抗 体 断 片
(scFv)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 具 体 的 に は 、 ELISA 法 に よ る 場 合 は 、 以 下 の 通 り 行 う 。 ま ず 、 希 釈 し た 血 液 等 の 試 料 を
96ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に 吸 着 さ せ た 後 、 一 次 抗 体 と し て 本 発 明 の 抗 体 を 反 応 さ せ る 。
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次 い で 、 発 色 反 応 に 必 要 な POD(ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ) 等 の 特 異 的 酵 素 で 標 識 し た 抗 グ ロ ブ リ
ン 抗 体 を 反 応 さ せ 、 洗 浄 後 、 発 色 基 質 と し て ABTS2,2'-ア ジ ノ -ジ -(3-エ チ ル -ベ ン ゾ チ ア
ゾ リ ン -6-ス ル ホ ン 酸 ) 等 を 添 加 し て 発 色 さ せ 、 比 色 法 に よ り 測 定 す る こ と に よ っ て 試 料
中 の 本 発 明 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 。 あ る い は 、 サ ン ド イ ッ チ ELISA 法 に よ る 場 合 は 、 以 下
の 通 り 行 う 。 ま ず 、 希 釈 し た 血 液 等 の 試 料 を 、 予 め 本 発 明 の 抗 体 を 吸 着 さ せ た 96ウ ェ ル マ
イ ク ロ プ レ ー ト に 添 加 し て 一 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 ビ
オ チ ン で 標 識 し た 精 製 抗 体 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し て 一 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 プ レ ー
ト を 洗 浄 し 、 酵 素 標 識 ア ビ ジ ン を 添 加 し て さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後
、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 発 色 基 質 と し て オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 等 を 添 加 し て 発 色 さ せ 、
比 色 法 に よ っ て 測 定 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ま た 、 上 記 の AdIFタ ン パ ク 質 検 出 用 試 薬 は 、 他 の 試 薬 と 組 み 合 わ せ 、 AdIFタ ン パ ク 質 質
検 出 用 キ ッ ト に 用 い る こ と も で き る 。 当 該 キ ッ ト は 、 少 な く と も 本 発 明 の 抗 体 を 含 む も の
で あ れ ば よ く 、 該 抗 体 を 固 相 に 固 定 さ せ る 場 合 に あ っ て は 、 該 抗 体 と は 抗 原 認 識 部 位 が 異
な り 、 二 次 抗 体 と し て 用 い ら れ る 抗 体 を 含 ん で い て も よ い 。 二 次 抗 体 と し て 用 い ら れ る 抗
体 は 、 例 え ば 酵 素 等 で 標 識 さ れ て い て も よ く 、 こ れ ら ２ つ の 抗 体 の 他 に 、 各 種 試 薬 （ 例 え
ば 、 酵 素 基 質 、 緩 衝 液 、 希 釈 液 等 ） を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
６ ． 本 発 明 の 免 疫 抑 制 剤
　 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク 質 は 自 己 反 応 性 T細 胞 に 対 し て の み ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し 、 自 己
抗 原 反 応 性 T細 胞 の 免 疫 応 答 を 抑 制 さ せ る 機 能 を 有 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の AdIFタ ン パ ク
質 、 遺 伝 子 は い ず れ も 免 疫 抑 制 剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 免 疫 抑 制 剤 は 、 免 疫 寛 容 機 構 の 不 全 が 原 因 と な る 疾 患 、 例 え ば 、 自 己 免 疫 疾 患
に 対 し て 用 い る と 、 免 疫 反 応 を 抑 制 性 の 方 向 に 制 御 す る こ と に よ っ て 該 疾 患 の 治 療 を 行 う
こ と が で き る 。 こ こ で い う 自 己 免 疫 疾 患 に は 、 器 官 特 異 的 自 己 免 疫 疾 患 （ 免 疫 応 答 が 例 え
ば 内 分 泌 系 、 消 化 器 系 、 循 環 器 系 、 神 経 筋 系 、 中 枢 神 経 系 、 皮 膚 な ど に 対 し て 特 異 的 に 指
定 さ れ る ） 、 ま た は 全 身 性 自 己 免 疫 疾 患 の い ず れ を も 含 む も の と す る 。 自 己 免 疫 疾 患 と し
て は 、 例 え ば 、 多 発 性 硬 化 症 、 全 身 性 エ リ マ ト ー デ ス 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 強 皮 症 、 多 発
性 筋 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 ギ ラ ン バ レ ー （ Guillain-Barre） 症 候 群 、 慢 性 炎 症 性 脱 髄 性 多 発 根 神
経 炎 （ CIDP） 、 重 症 筋 無 力 症 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 、 シ ェ ー
グ レ ン 症 候 群 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 自 己 免 疫 性 糖 尿 病 （ IDDM)、 悪 性 貧 血 な
ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 医 薬 は 、 各 種 製 剤 形 態 に 調 製 し 、 経 口 又 は 非 経 口 的 に 全 身 又 は 局 所 投 与 す る こ
と が で き る 。 本 発 明 の 医 薬 を 経 口 投 与 す る 場 合 は 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 顆 粒 剤 、 散 剤 、 丸
剤 、 内 用 水 剤 、 懸 濁 剤 、 乳 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 等 に 製 剤 化 す る か 、 使 用 す る 際 に 再 溶 解 さ せ る
乾 燥 生 成 物 に し て も よ い 。 ま た 、 本 発 明 の 医 薬 を 非 経 口 投 与 す る 場 合 は 、 静 脈 内 注 射 剤 （
点 滴 を 含 む ） 、 筋 肉 内 注 射 剤 、 腹 腔 内 注 射 剤 、 皮 下 注 射 剤 、 坐 剤 な ど に 製 剤 化 し 、 注 射 用
製 剤 の 場 合 は 単 位 投 与 量 ア ン プ ル 又 は 多 投 与 量 容 器 の 状 態 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ れ ら の 各 種 製 剤 は 、 製 剤 上 通 常 用 い ら れ る 賦 形 剤 、 増 量 剤 、 結 合 剤 、 湿 潤 剤 、 崩 壊 剤
、 潤 滑 剤 、 界 面 活 性 剤 、 分 散 剤 、 緩 衝 剤 、 保 存 剤 、 溶 解 補 助 剤 、 防 腐 剤 、 矯 味 矯 臭 剤 、 無
痛 化 剤 、 安 定 化 剤 、 等 張 化 剤 等 な ど を 適 宜 選 択 し 、 常 法 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 上 記 各 種 製 剤 は 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 又 は 添 加 物 を 共 に 含 む も の で あ っ て も よ い 。
こ の よ う な 担 体 及 び 添 加 物 の 例 と し て 、 水 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 有 機 溶 剤 、 コ ラ ー ゲ ン 、
ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 カ ル ボ キ シ ビ ニ ル ポ リ マ ー 、 ア ル ギ ン 酸
ナ ト リ ウ ム 、 水 溶 性 デ キ ス ト ラ ン 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル ス タ ー チ ナ ト リ ウ ム 、 ペ ク チ ン 、 キ
サ ン タ ン ガ ム 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 カ ゼ イ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 寒 天 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ
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コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ワ セ リ ン 、 パ ラ フ ィ ン 、 ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル 、 ス テ
ア リ ン 酸 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス な ど が 挙 げ ら
れ る 。 使 用 さ れ る 添 加 物 は 、 剤 型 に 応 じ て 上 記 の 中 か ら 適 宜 又 は 組 み 合 わ せ て 選 択 さ れ る
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 医 薬 の 投 与 量 は 、 投 与 対 象 の 年 齢 、 投 与 経 路 、 投 与 回 数 に よ り 異 な り 、 広 範 囲
に 変 え る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 有 効 量 と 適 切 な 希 釈 剤 及 び 薬 理 学
的 に 使 用 し 得 る 担 体 と の 組 み 合 わ せ と し て 投 与 さ れ る 有 効 量 は 、 一 回 に つ き 体 重 1kgあ た
り 0.01mg～ 1000 mgの 範 囲 の 投 与 量 を 選 ぶ こ と が で き 、 １ 日 １ 回 か ら 数 回 に 分 け て １ 日 以
上 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 を 上 記 疾 患 に 対 す る 遺 伝 子 治 療 剤 と し て 使 用 す る 場 合 は 、 本 発 明 の 遺 伝
子 を 注 射 に よ り 直 接 投 与 す る 方 法 の ほ か 、 該 遺 伝 子 が 組 込 ま れ た ベ ク タ ー を 投 与 す る 方 法
が 挙 げ ら れ る 。 上 記 ベ ク タ ー と し て は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス ベ
ク タ ー 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク
タ ー 等 が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら の ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る こ と に よ り 効 率 よ く 投 与 す る こ と
が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 遺 伝 子 を リ ポ ソ ー ム な ど の リ ン 脂 質 小 胞 に 導 入 し 、 そ の リ ポ ソ
ー ム を 投 与 す る 方 法 を 採 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 遺 伝 子 治 療 剤 の 投 与 形 態 と し て は 、 通 常 の 静 脈 内 、 動 脈 内 等 の 全 身 投 与 の ほ か 、 免 疫 系
組 織 （ 骨 髄 、 リ ン パ 節 な ど ） に 局 所 投 与 を 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 カ テ ー テ ル 技 術 、
外 科 的 手 術 等 と 組 み 合 わ せ た 投 与 形 態 を 採 用 す る こ と も で き る 。 遺 伝 子 治 療 剤 の 投 与 量 は
、 年 齢 、 性 別 、 症 状 、 投 与 経 路 、 投 与 回 数 、 剤 型 に よ っ て 異 な る が 、 通 常 は 、 本 発 明 の 遺
伝 子 の 重 量 に す る と 成 人 1日 あ た り 0.1～ 100mg/体 重 の 範 囲 が 適 当 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る 。 但 し 、 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に
限 定 さ れ る も の で は な い 。
（ 実 施 例 １ ） 　 新 規 免 疫 抑 制 因 子 の 同 定
　 自 己 反 応 性 T細 胞 に ア ポ ト ー シ ス を 起 こ す ア ス ト ロ サ イ ト 中 の 未 知 の 因 子 を 同 定 す る 目
的 で 、 マ ウ ス ・ ア ス ト ロ サ イ ト 細 胞 株 G26-24を 用 い て 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 処 理 と 未 処 理
の 各 cDNAよ り subtracted cDNA ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 し た 。 subtracted cDNA 100ク ロ ー ン
に つ い て 全 シ ー ク エ ン ス を 行 い 、 GeneBankで ホ モ ロ ジ ー 解 析 し た 。 こ の う ち 、 未 知 の 50ク
ロ ー ン の 遺 伝 子 を CHO細 胞 へ そ れ ぞ れ 導 入 し 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 。 次 に 、 こ の CHO細
胞 上 に PLP反 応 性 T細 胞 株 を 加 え て 共 培 養 し 、 24時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し 、 Annexin-V-FITC, 
PI, CD4-PEで 染 色 し 、 ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ た T細 胞 の 比 率 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で
計 測 し た 。 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 2ク ロ ー ン （ ク ロ ー ン No.1、 ク ロ ー ン No.2と す る ） に ア
ポ ト ー シ ス の 誘 導 が 認 め ら れ た （ 下 記 表 １ 及 び 図 １ ） 。 ま た 、 AdIFに よ る ア ポ ト ー シ ス を
誘 導 さ れ た T細 胞 に つ い て は 核 の 断 片 化 が 確 認 さ れ た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 一 方 、 上 記 の 2ク ロ ー ン は 、 Con A刺 激 し た T細 胞 に 対 し て は 、 コ ン ト ロ ー ル と 有 意 差 な
く ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た （ 表 ２ 及 び 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 が 認 め ら れ た 上 記 2ク ロ ー ン の う ち 、 ク ロ ー ン No.1は 、 未 知 の 遺 伝 子
で 、 長 さ は 740bpで あ り 、 228ア ミ ノ 酸 （ 26Kda） を コ ー ド し て い た 。 こ の ク ロ ー ン を astro
cyte-derived immune suppressor factor（ AdIF)と 命 名 し た 。 AdIF の 塩 基 配 列 を 配 列 番
号 １ に 、 ま た 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ２ に 示 す 。 AdIFは 、 構 造 上 、 DUF143 (Doma
in of unknown function)モ チ ー フ を 持 っ て お り 、 hydrophobicity解 析 に よ り 、 分 泌 タ ン
パ ク の 可 能 性 が あ っ た 。 ま た 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 で は 、 AdIFmRNAは 心 臓 と 肝 臓 に 強 く
発 現 し て い た （ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 一 方 、 ク ロ ー ン No.2は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 分 泌 さ れ る 多 機 能 な cystein rich prote
in (SPARC/osteonectin)と 高 い ホ モ ロ ジ ー を 示 し た の で 、 こ の ク ロ ー ン を SPARCと 命 名 し
た 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 で は 、 各 組 織 に 発 現 し 、 特 に 骨 組 織 で 発 現 が 強 く 、 脳 で は シ ナ
プ ス の 豊 富 な 部 位 に 発 現 し て い た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
（ 実 施 例 ２ ） 　 EAE発 症 の 脱 髄 巣 の 免 疫 組 織 染 色 試 験
　 SJL/Jマ ウ ス に PLPペ プ チ ド を 免 疫 し 、 実 験 的 ア レ ル ギ ー 性 脳 脊 髄 炎 (experimental alle
rgic encephalomyelitis; EAE)を 発 症 さ せ た 。 抗 AdIF抗 体 は 、 上 記 の AdIFタ ン パ ク 質 の 部
分 ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の 114～ 128位 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ
ド ） に て 家 兎 を 免 疫 し 、 血 清 を 精 製 す る こ と に よ っ て 得 た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 症 状 ピ ー ク 時 の 脳 の 凍 結 切 片 を 作 成 し 、 脱 髄 の 強 い 炎 症 部 位 と 、 リ ン パ 球 浸 潤 が 殆 ど 認
め ら れ な い 非 炎 症 部 位 に 対 し 、 抗 CD4抗 体 、 抗 AdIF抗 体 、 抗 GFAP抗 体 （ 抗 ア ス ト ロ サ イ ト
抗 体 ） 、 抗 Iba-１ 抗 体 (ミ ク ロ グ リ ア マ ー カ ー ） 、 抗 Mac-1抗 体 （ 抗 マ ク ロ フ ァ ー ジ 抗 体 ）
を そ れ ぞ れ 用 い て 免 疫 組 織 染 色 を 行 っ た 。
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【 ０ ０ ８ ８ 】
　 脱 髄 巣 （ 炎 症 部 位 ） に お い て は 、 CD4陽 性 T細 胞 の 浸 潤 、 AdIF陽 性 細 胞 の 増 加 、 著 明 な ミ
ク ロ グ リ ア の 活 性 化 ・ 増 殖 が 認 め ら れ た 。 一 方 、 非 炎 症 部 位 に お い て は 、 AdIF発 現 細 胞 は
殆 ど 認 め ら れ ず 、 ミ ク ロ グ リ ア の 活 性 化 は 起 こ っ て い な か っ た 。 ア ス ト ロ サ イ ト の 増 殖 と
Mac-1陽 性 細 胞 は 、 両 部 位 に お い て 大 き な 変 化 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 ５ ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ま た 、 CD4陽 性 T細 胞 膜 上 に は 、 AdIFタ ン パ ク 質 が 結 合 し て い る 像 が 認 め ら れ た （ 図 ６ ）
。
【 ０ ０ ９ ０ 】
（ 実 施 例 ３ ） 　 組 換 え AdIFタ ン パ ク 質 の 発 現
　 組 換 え AdIFタ ン パ ク 質 の 作 成 を 、 昆 虫 細 胞 を 用 い た タ ン パ 質 発 現 系 で あ る DES T M (Doroso
phila expression system, In vitrogen社 ： 図 ７ （ ａ ） ） を 用 い て 行 っ た 。 Schneider (S
2) cellsに AdIF pMT/V5-His（ AdIF cDNAに V5- Hisタ ン パ ク を C末 側 に tagタ ン パ ク と し て
発 現 す る プ ラ ス ミ ド  DNA） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 stable cell lineを 作 成 し た 。 そ の 後
、 細 胞 ラ イ セ ー ト を Probond Hisタ ン パ ク 精 製 キ ッ ト に て 精 製 し 、 AdIF/His 融 合 タ ン パ ク
質 を 得 た 。 精 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 SDS-PAGEお よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に て 解 析 し た
と こ ろ 、 約 30kDaの １ 本 の バ ン ド と し て 確 認 さ れ た （ 図 ７ （ ｂ ） ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
（ 実 施 例 ４ ） 　 AdIFの 機 能 解 析
（ １ ） 細 胞 増 殖 抑 制 活 性
　 PLP反 応 性 CD4陽 性 T 細 胞 株 に 組 換 え AdIFタ ン パ ク 質 （ rAdIF)を 加 え て 24時 間 培 養 し 、 細
胞 増 殖 試 験 を 行 っ た 。 細 胞 増 殖 能 力 は 、 代 謝 活 性 の あ る 細 胞 が 作 り 出 す ホ ル マ ザ ン 色 素 を
定 量 す る WST-1 cell proliferation assayを 用 い て 測 定 し た 。 AdIFに よ る 細 胞 増 殖 抑 制 効
果 が 、 用 量 依 存 的 に 認 め ら れ た （ 図 ８ ） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
（ ２ ） ア ポ ト ー シ ス 誘 導 活 性
　 PLP反 応 性 CD4陽 性 T細 胞 株 に 組 換 え AdIFタ ン パ ク 質 （ rAdIF)を 加 え て 24時 間 培 養 し 、 Ann
exin-V-FITC染 色 に て ア ポ ト ー シ ス の 検 出 を 行 っ た と こ ろ 、 細 胞 膜 が 染 色 さ れ 、 ア ポ ト ー
シ ス 誘 導 が み ら れ た （ 図 ９ ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
（ ３ ） EAE発 症 マ ウ ス を 用 い た 検 討
（ ３ － １ ） EAEス コ ア
　 組 換 え AdIFタ ン パ ク 質 の EAE発 症 マ ウ ス に 対 す る 治 療 効 果 を 検 討 し た 。 C57BL/6Jマ ウ ス
を MOGペ プ チ ド で 免 疫 し 、 ７ 日 後 に 組 換 え AdIF(rAdIF)を 静 注 及 び 腹 腔 内 投 与 し た 。 コ ン ト
ロ ー ル 群 （ 非 治 療 群 ） に は 同 量 の PBSを 投 与 し た 。 そ の 後 、 発 症 数 ・ EAE ス コ ア の 変 動 を
観 察 し た 。 MOGペ プ チ ド で 免 疫 し た 上 記 C57BL/6Jマ ウ ス は 、 免 疫 か ら 約 15日 頃 よ り EAEを 発
症 し 、 症 状 は 約 ２ 週 間 持 続 し 緩 解 し た （ 図 １ ０ ） 。 下 記 表 ３ に 示 す よ う に 、 rAdIFを 静 注
及 び 腹 腔 内 投 与 し た マ ウ ス （ 治 療 群 ） で は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 （ 非 治 療 群 ） と 比 べ EAEス コ
ア お よ び 積 算 ク リ ニ カ ル ス コ ア （ Cumulative clinical score） の 著 明 な 改 善 （ コ ン ト ロ
ー ル ： 24.17  13.38, 治 療 群 ： 4.20  5.35） が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
（ ３ － ２ ） リ ン パ 球 浸 潤 抑 制
　 EAE発 症 マ ウ ス に お い て 、 中 枢 神 経 系 （ 脳 、 脊 髄 ） へ の リ ン パ 球 浸 潤 を 免 疫 組 織 学 的 に
検 出 し た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 （ 非 治 療 群 ） で は 脊 髄 に CD86を 発 現 し た CD4陽 性 T 細 胞 の 浸 潤
が 認 め ら れ 、 治 療 群 で は 、 単 核 球 浸 潤 は 激 減 し て い た （ 図 １ １ ） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
（ ３ － ３ ） 脾 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る サ イ ト カ イ ン 変 化
　 EAE発 症 マ ウ ス の 脾 細 胞 を in vitroに お い て MOGペ プ チ ド と 供 に 培 養 し 、 分 泌 さ れ る Th1/
Th2サ イ ト カ イ ン を 測 定 し た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 （ 非 治 療 群 ） で は Th1サ イ ト カ イ ン で あ る IL
-12と IFN-γ が 多 い の に 対 し 、 治 療 群 で は 、 IFN-γ の 分 泌 が 抑 え ら れ 、 Th2サ イ ト カ イ ン で
あ る IL-4が 増 加 し て お り 、 Th2へ シ フ ト し て い た （ 図 １ ２ 、 図 １ ３ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 発 現 遺 伝 子 （ AdIF, SPARC)の PLP反 応 性 T細 胞 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導
試 験 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 AdIFの PLP反 応 性 T細 胞 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 に よ り 断 片 化 し た DNA
の 電 気 泳 動 写 真 （ エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染 色 ） を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 発 現 遺 伝 子 （ AdIF, SPARC)の ConA刺 激 し た T細 胞 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス
誘 導 試 験 結 果 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 AdIF mRNAの 各 組 織 （ 心 臓 、 脳 、 脾 臓 、 肺 、 肝 臓 、 筋 肉 、 腎 臓 、 精 巣 ）
に お け る 発 現 、 お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ に よ り 誘 導 し た ア ス ト ロ サ イ ト に お け る AdIF m
RNAの 発 現 を 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 解 析 し た 結 果 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 EAE発 症 マ ウ ス の 脳 脱 髄 巣 （ 炎 症 部 位 、 非 炎 症 部 位 ） の 免 疫 染 色 像 を 示
す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 CD4陽 性 T細 胞 に お け る CD4、 AdIFの 発 現 分 布 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ （ ａ )は 、 組 換 え AdIF の 発 現 に 用 い た 昆 虫 細 胞 発 現 系 を 示 す 。 図 ７ （ ｂ )は
、 SDS-PAGEお よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 発 現 タ ン パ ク を 検 出 し た 結 果 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 AdIFに よ る PLP反 応 性 CD4陽 性 T細 胞 増 殖 の 抑 制 を 示 す 。
【 図 ９ 】 組 換 え AdIFに よ り ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し た PLP反 応 性 CD4陽 性 T細 胞 の 写 真 （ Annex
in-V染 色 ） を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 AdIF治 療 群 、 非 治 療 群 の EAE 発 症 マ ウ ス に お け る EAEス コ ア の 変 化
を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 EAE 発 症 マ ウ ス の 脊 髄 組 織 染 色 像 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 AdIF治 療 群 、 非 治 療 群 の EAE 発 症 マ ウ ス の 脾 細 胞 （ MOG刺 激 ） か ら
分 泌 さ れ る サ イ ト カ イ ン （ IL-12,IFN-γ ,IL-2)の 変 化 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 AdIF治 療 群 、 非 治 療 群 の EAE 発 症 マ ウ ス に お け る 脾 細 胞 （ MOG刺 激
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） か ら 分 泌 さ れ る サ イ ト カ イ ン （ IL-10,IL-5,IL-4)の 変 化 を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 配 列 表 】
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　　　　 　　        MA60  MA66  NA04  NA14  ZA022 ZA532 ZA552 ZA892 ZA942 ZA962
　　　　 　　        ZB082 ZB152 ZC352 ZC412
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA20  AA30  BA10  BA41  CA40  DA00  DA75  EA20 
　　　　 　　        EA50  FA72  FA74 
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