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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 8月 17日 (2005.8.17)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ SLE） に 有 効 な 薬 剤 を 同 定 す る 方 法
で あ っ て 、 以 下 の 、
a） （ i） OBF－ 1タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 変 異 体 、 も し く は 誘 導 体 、
　 （ ii） OBF－ 1応 答 性 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 機 能 す る よ う に 連 結 さ れ た レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 、
を 含 む 細 胞 を 準 備 す る こ と 、
b） 前 記 細 胞 を 、 イ ン ビ ト ロ で 、 試 験 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び
c） 試 験 薬 剤 と 接 触 さ せ て い な い 対 照 細 胞 と 比 較 す る こ と に よ り 、 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEに 有 効 な 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 、
a） （ i） OBF－ 1タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 変 異 体 、 も し く は 誘 導 体 、
　 （ ii） OBF－ 1応 答 性 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 機 能 す る よ う に 連 結 さ れ た レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 、
を 含 ん で い る 細 胞 か ら 細 胞 抽 出 物 を 準 備 す る こ と 、
b） 前 記 細 胞 抽 出 物 を 、 試 験 薬 剤 が 存 在 す る 場 合 ま た は 存 在 し な い 場 合 で 、 イ ン ビ ト ロ 転
写 さ せ る こ と 、 お よ び
c） 前 記 試 験 薬 剤 が 存 在 す る 場 合 ま た は 存 在 し な い 場 合 で 、 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現
レ ベ ル を
測 定 す る こ と 、
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEに 有 効 な 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 、
a） OBF－ 1タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 変 異 体 、 も し く は 誘 導 体 、 oct－ 1タ ン パ ク 質 お
よ び oct－ 2タ ン パ ク 質 、 お よ び OBF－ 1応 答 性 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 機 能 す る よ う に 連
結 さ れ た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 を 準 備 す る こ と
、 お よ び
b） 前 記 OBF－ 1、 oct－ 1、 oct－ 2、 お よ び 前 記 核 酸 構 築 物 を い っ し ょ に 、 試 験 薬 剤 の あ る
状 態 ま た は な い 状 態 で 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 さ せ る こ と 、 お よ び 、
c） 前 記 試 験 薬 剤 が 存 在 す る 場 合 ま た は 存 在 し な い 場 合 で 、 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現
レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Aiolosタ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る こ と が で き る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
以 下 の 、
a） （ i） Aiolosタ ン パ ク 質 、
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　 （ ii） Aiolos応 答 性 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 機 能 す る よ う に 連 結 さ れ た レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 核 酸 、
を 含 む 細 胞 を 準 備 す る こ と 、
b） 前 記 細 胞 を 、 イ ン ビ ト ロ で 、 試 験 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び
c） 試 験 薬 剤 と 接 触 さ せ て い な い 対 照 細 胞 と 比 較 す る こ と に よ り 、 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Aiolosタ ン パ ク 質 Aiolosタ ン パ ク 質 の 、 不 活 性 ま た は 部 分 的 に 不 活 性 な 形 態 で
あ る 、 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEに 有 効 な 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 、
a） Aiolos応 答 性 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 機 能 す る よ う に 連 結 さ れ た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で い る 核 酸 を 含 む 細 胞 を 準 備 す る こ と 、
b） 前 記 細 胞 を 、 イ ン ビ ト ロ に て 試 験 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び
c） 試 験 薬 剤 と 接 触 さ せ て い な い 対 照 細 胞 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 測 定 段 階 が 、 た と え ば 、 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT－ PCR） 、 定 量 的 RT
－ PCR、 リ ア ル タ イ ム RT－ PCR、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 RNAse保 護 ア ッ セ イ 、 プ ラ イ マ
ー 伸 長 ア ッ セ イ ま た は 蛍 光 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ FISH） に よ る 、 前 記 レ ポ
ー タ ー 遺 伝 子 の RNA産 物 の 測 定 を 含 む 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 測 定 段 階 が 、 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 請 求
項 1、 ま た は 請 求 項 4～ 6の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 OBF－ 1応 答 性 エ レ メ ン ト が 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 ATGCAAATま た は そ の 逆 相 補 体 （ ATTT
GCAT） を 有 す る オ ク タ マ ー モ チ ー フ を 含 む 、 請 求 項 1～ 3、 7ま た は 8の い ず れ か に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 、 た と え ば プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー の よ う な ベ ク タ
ー 内 に 含 ま れ る 、 請 求 項 1～ 9の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ CAT）
、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） ま た は 分 泌 型 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ S
EAP） か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1～ 9の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 細 胞 が 、 真 核 生 物 細 胞 で あ り 、 酵 母 、 糸 状 菌 、 初 代 も し く は 二 次 細 胞 株 、 ま た は 不
死 化 細 胞 株 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1～ 11の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 細 胞 が 、 ヒ ト 由 来 の も の で あ る 、 請 求 項 1～ 12の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 細 胞 が 齧 歯 類 由 来 、 た と え ば ラ ッ ト ま た は マ ウ ス 由 来 の 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1～ 12
の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEに 有 効 な 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 、
a） OBF－ 1タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 変 異 体 、 も し く は 誘 導 体 を 準 備 す る こ と 、
b） oct－ 1タ ン パ ク 質 、 oct－ 1タ ン パ ク 質 の POUド メ イ ン 、 oct－ 2タ ン パ ク 質 ま た は oct－ 2
タ ン パ ク 質 の POUド メ イ ン か ら 選 択 し た 、 octタ ン パ ク 質 を 準 備 す る こ と 、
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c） 前 記 OBF－ 1タ ン パ ク 質 を 、 試 験 薬 剤 が 存 在 す る 場 合 ま た は 存 在 し な い 場 合 で 、 前 記 oct
タ ン パ ク 質 と 接 触 さ せ る こ と 、
d） 前 記 試 験 薬 剤 が 存 在 す る 場 合 ま た は 存 在 し な い 場 合 で 、 前 記 OBF－ 1タ ン パ ク 質 の 、 前
記 octタ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 測 定 す る こ と 、
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 結 合 が 、 任 意 の 1つ ま た は そ れ 以 上 の 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 法 （ ELISA） 、 電 気 泳 動 移
動 度 シ フ ト ア ッ セ イ （ EMSA） 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 伝 達 （ FRET） 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （
SPR） ま た は 蛍 光 相 間 分 光 法 （ FCS） の よ う な 蛍 光 に 基 づ く ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ る 、
請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 OBF－ 1タ ン パ ク 質 と 前 記 octタ ン パ ク 質 が イ ン ビ ト ロ で 結 合 す る 、 請 求 項 15ま た は
請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEに 有 効 な 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 、
a） （ i） OBF－ 1タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 変 異 体 、 も し く は 誘 導 体 、
ii） oct－ 1タ ン パ ク 質 、 oct－ 2タ ン パ ク 質 、 oct－ 1タ ン パ ク 質 の POUド メ イ ン 、 ま た は oct
－ 2タ ン パ ク 質 の POUド メ イ ン か ら 選 択 し た octタ ン パ ク 質 、
を 含 む 細 胞 を 準 備 す る こ と 、
b） 前 記 細 胞 か ら 抽 出 物 を 調 製 す る こ と 、
c） 前 記 抽 出 物 を 、 試 験 薬 剤 が 存 在 す る 場 合 ま た は 存 在 し な い 場 合 で 、 oct－ 1ま た は oct－
2タ ン パ ク 質 結 合 部 位 、 た と え ば オ ク ト マ ー 部 位 を 含 む 標 識 核 酸 プ ロ ー ブ と 混 合 す る こ と
、 お よ び 、
d） 試 験 薬 剤 が 存 在 す る 場 合 ま た は 存 在 し な い 場 合 で 、 前 記 OBF－ 1タ ン パ ク 質 、 前 記 octタ
ン パ ク 質 お よ び 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ 間 で の 複 合 体 の 形 成 を 測 定 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 測 定 段 階 d） が 、 前 記 抽 出 物 ／ 核 酸 プ ロ ー ブ 混 合 物 に つ い て 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト
ア ッ セ イ を 行 う こ と を 含 む 、 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 測 定 段 階 に 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 法 （ ELISA） 、 蛍 光 に 基 づ く ア ッ セ イ お よ び 超 ハ イ
ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ 、 た と え ば 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ SPR） ま た は 蛍 光 相 間 分 光 法 （ FCS
） ア ッ セ イ か ら 選 択 さ れ る ア ッ セ イ を 含 む 、 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 oct－ 1（ ま た は oct－ 1の POUド メ イ ン ） お よ び oct－ 2（ oct－ 2の POUド メ イ ン ） が 前 記 細
胞 内 に 含 ま れ る 、 請 求 項 18～ 20の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 抽 出 物 が 核 抽 出 物 で あ る 、 請 求 項 18～ 21の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 細 胞 が 、 原 核 生 物 細 胞 、 た と え ば グ ラ ム 陽 性 ま た は グ ラ ム 陰 性 細 菌 で あ る 、 請 求 項
18～ 21の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 細 胞 が 真 核 生 物 細 胞 、 た と え ば 酵 母 、 糸 状 菌 、 初 代 も し く は 二 次 細 胞 株 、 ま た は 不
死 化 細 胞 株 で あ る 、 請 求 項 18～ 22の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEに 有 効 な 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 、
a） OBF－ 1遺 伝 子 を 含 む 細 胞 を 準 備 す る こ と 、
b） 前 記 細 胞 を 、 イ ン ビ ト ロ で 試 験 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び
c） 試 験 薬 剤 が 存 在 す る 場 合 ま た は 存 在 し な い 場 合 で 、 発 現 レ ベ ル を 比 較 す る こ と に よ り
、 前 記 OBF－ 1遺 伝 子 の 発 現 を 測 定 す る こ と 、
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を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEに 有 効 な 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 、
a） Aiolos遺 伝 子 を 含 む 細 胞 を 準 備 す る こ と 、
b） 前 記 細 胞 を 、 イ ン ビ ト ロ で 試 験 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び
c） 試 験 薬 剤 が 存 在 す る 場 合 ま た は 存 在 し な い 場 合 で 、 発 現 レ ベ ル を 比 較 す る こ と に よ り
、 前 記 Aiolos遺 伝 子 の 発 現 を 測 定 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 測 定 段 階 c） が 、 RNA産 物 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 25ま た は 請 求 項 26に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 測 定 段 階 c） が 、 タ ン パ ク 質 産 物 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 25ま た は 請 求 項 26
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 OBF－ 1遺 伝 子 が ベ ク タ ー 中 で 提 供 さ れ る 、 請 求 項 25に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 OBF－ 1遺 伝 子 が 前 記 細 胞 の ゲ ノ ム 中 で コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 25に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 Aiolos遺 伝 子 が ベ ク タ ー 上 で 提 供 さ れ る 、 請 求 項 26に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 Aiolos遺 伝 子 が 前 記 細 胞 の ゲ ノ ム に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 、 請 求 項 26に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEの 素 因 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 イ ン ビ ト ロ に て 、 個 体 か
ら の Aiolosタ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て ま た は 一 部 を 決 定 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 前 記 個 体 の 核 酸 配 列 か ら 推 測 さ れ る 、 請 求 項 33に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 の 素 因 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 個 体 由 来 の 試 料 中 の Aiolos遺 伝 子 の 発 現
レ ベ ル を 測 定 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 測 定 段 階 に 核 酸 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と が 含 ま れ る 、 請 求 項 35に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 測 定 段 階 に Aiolosタ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と が 含 ま れ る 、 請 求 項 35ま た は
請 求 項 36に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 医 薬 品 と し て の 使 用 の た め の 、 Aiolosタ ン パ ク 質 ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 断 片 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 治 療 で の 使 用 の た め の 、 Aiolosタ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 核 酸 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEの 処 置 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 Aiolosタ ン パ ク 質
の 使 用 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEの 処 置 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 Aiolosタ ン パ ク 質
を コ ー ド し て い る 核 酸 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 Aiolosタ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 変 異 体 、 も し く は 誘 導 体 を 含 む 、 自 己 免 疫 疾 患 、
た と え ば SLEの 予 防 ま た は 処 置 の た め の 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
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　 Aiolosタ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 変 異 体 、 も し く は 誘 導 体 を コ ー ド し て い る 核 酸 を
含 む 、 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEの 予 防 ま た は 処 置 の た め の 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 有 効 量 の Aiolosタ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 変 異 体 、 も し く は 誘 導 体 を 投 与 す る こ と
を 含 む 、 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEの 処 置 の た め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 有 効 量 の Aiolosタ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 変 異 体 、 も し く は 誘 導 体 を コ ー ド し て い
る 核 酸 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEの 処 置 の た め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEに 有 効 な 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 Aiolos欠 損 マ ウ ス
に 試 験 薬 剤 を 投 与 す る こ と 、 お よ び マ ウ ス で の SLEの 症 状 に 対 す る 試 験 薬 剤 の 少 な く と も 1
つ の 効 果 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 さ ら に 、 効 果 が 対 照 と の 比 較 に よ っ て 決 定 さ れ る よ う に 、 試 験 薬 剤 を 、 Aiolos欠 損 で は
な い 対 照 マ ウ ス に 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 必 要 に 応 じ て 前 記 対 照 マ ウ ス が 野 生 型 マ ウ
ス で あ る 、 請 求 項 46に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 Aiolos欠 損 マ ウ ス が メ ス で あ る 、 請 求 項 46ま た は 請 求 項 47に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 効 果 が 、 以 下 、
　 　 尿 中 の ク レ ア チ ニ ン お よ び ／ ま た は 尿 素 の レ ベ ル の 減 少 、
　 　 尿 中 の タ ン パ ク 質 尿 素 の 減 少 、
　 　 腎 臓 中 の 免 疫 複 合 体 形 成 の 減 少 、
　 　 腎 臓 の 糸 球 体 中 で の IgMの 蓄 積 の 減 少 、
　 　 腎 臓 炎 症 の 減 少 、
　 　 好 ま し く は 、 抗 原 で マ ウ ス の チ ャ レ ン ジ を 行 わ な い 場 合 の 自 発 的 胚 中 心 形 成 の 減 少 、
　 　 血 清 IgG2A、 IgAま た は IgG1の 減 少 、
　 　 低 親 和 性 自 己 応 答 性 抗 体 、 た と え ば 血 清 IgMの 増 加 、
の い ず れ か 1つ ま た は そ れ 以 上 で あ る 、 請 求 項 46～ 48の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEに 有 効 な 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 試 験 薬 剤 を 、 Aiolo
s欠 損 マ ウ ス に 投 与 す る こ と 、 マ ウ ス か ら B細 胞 ま た は B細 胞 前 駆 体 を 抽 出 す る こ と 、 B細 胞
を イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る こ と 、 お よ び B細 胞 に 対 す る 試 験 薬 剤 の 少 な く と も 1つ の 効 果 を 測
定 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 さ ら に 、 試 験 薬 剤 を Aiolos欠 損 で は な い 対 照 マ ウ ス に 投 与 す る こ と 、 前 記 マ ウ ス よ り B
細 胞 ま た は B細 胞 前 駆 体 を 抽 出 す る こ と 、 B細 胞 を イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る こ と 、 お よ び B細
胞 に 対 す る 試 験 薬 剤 の 少 な く と も 1つ の 効 果 を 測 定 す る こ と を 含 む 方 法 で あ っ て 、 必 要 に
応 じ て 、 マ ウ ス お よ び 得 ら れ る B細 胞 培 養 が 野 生 型 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 マ ウ ス が メ ス で あ る 、 請 求 項 46ま た は 請 求 項 51に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 試 験 薬 剤 が 、 静 脈 内 で 投 与 さ れ る 、 請 求 項 46～ 52の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEに 有 効 な 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 Aiolos欠 損 B細 胞 を
、 イ ン ビ ト ロ に て 試 験 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び B細 胞 に 対 す る 前 記 試 験 薬 剤 の 少 な
く と も 1つ の 効 果 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 さ ら に 、 効 果 が 対 照 と の 比 較 に よ っ て 測 定 さ れ る よ う に 、 Aiolos欠 損 で は な い 対 照 B細
胞 を 、 イ ン ビ ト ロ で 試 験 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 必 要 に 応 じ て 対 照 B細 胞 が 野 生 型
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で あ る 、 請 求 項 54に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 Aiolos欠 損 B細 胞 が メ ス 遺 伝 型 で あ る 、 請 求 項 54ま た は 請 求 項 55に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 B細 胞 が 、 脾 臓 ま た は 胸 腺 B細 胞 で あ る 、 請 求 項 50～ 56の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 効 果 が 、 以 下 、
　 　 好 ま し く は 活 性 化 マ ー カ ー の 発 現 の 増 加 に よ っ て 決 定 さ れ る 、 B細 胞 の 活 性 化 、
　 　 B細 胞 の 増 殖 、 好 ま し く は 、 B細 胞 の 過 剰 増 殖 、
　 　 dsDNA、 ssDNA、 ヒ ス ト ン ま た は ANAに 反 応 性 の 抗 体 の 減 少 、
　 　 B1a細 胞 の 増 加 、
　 　 活 性 化 マ ー カ ー MHCII抗 原 の レ ベ ル の 減 少 、 ま た は
　 　 脾 臓 B細 胞 上 の CD23の 発 現 の 減 少 、
の 1つ ま た は そ れ 以 上 で あ る 、 請 求 項 46～ 57の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 前 記 B細 胞 が 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 有 糸 分 裂 促 進 物 質 の 存 在 下 で 培 養 さ れ る 、 請 求 項 50
～ 58の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 有 糸 分 裂 促 進 物 質 が 抗 μ 、 抗 CD40＋ IL4よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 59に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEに 有 効 な 薬 剤 の 同 定 の た め の 、 Aiolos欠 損 マ ウ ス の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 SLEに 有 効 な 薬 剤 の 同 定 が 、 実 施 例 46～ 53ま た は 58～ 60の 任 意 の 方 法 に し た が っ て 実 施
さ れ る 、 請 求 項 61に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 、 た と え ば SLEに 有 効 な 薬 剤 の 同 定 の た め の 、 イ ン ビ ト ロ で の Aiolos欠 損 B
細 胞 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 SLEに 有 効 な 薬 剤 の 同 定 が 、 実 施 例 54～ 60の 任 意 の 方 法 に し た が っ て 実 施 さ れ る 、 請 求
項 63に 記 載 の 使 用 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 OBF－ 1遺 伝 子 を 発 現 し て い る ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 株 お よ び 形 質 転 換 細 胞 株 を 、 当
該 分 野 で 公 知 で あ り 、 （ そ の す べ て が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る ） 国 際 特 許 第 WO95／ 32
284号 に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 、 技 術 お よ び ベ ク タ ー を 用 い て 構 築 す る こ と が で き る
。 特 に 好 ま し い ベ ク タ ー と し て 発 現 ベ ク タ ー を 挙 げ る こ と が で き 、 こ こ で は 、 OBF－ 1コ ー
ド 領 域 が 、 選 択 し た 宿 主 細 胞 内 で の 高 レ ベ ル の 発 現 提 供 が 可 能 で あ る プ ロ モ ー タ ー 領 域
お よ び エ ン ハ ン サ ー 領 域 の よ う な 調 節 配 列 に 機 能 す る よ う に 連 結 さ れ て い る 。 発 現 ベ ク タ
ー は 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 組 換 え 体 ウ イ ル ス ま た は 他 の ベ ク タ ー の よ う な 、 組 換 え 体
DNAま た は RNA構 築 物 で あ り 得 る 。 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と
は 、 明 ら か に 当 業 者 の 力 量 の 範 囲 内 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 の た め の 細 胞 を 作 製 す る た め に
使 用 す る ベ ク タ ー は 、 当 該 分 野 で 非 常 に よ く 知 ら れ て い る 技 術 に し た が っ て 構 築 す る こ と
が で き る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ８
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【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
ELISAに よ る 自 己 抗 体 お よ び I 検 出
　 自 己 抗 体 を 、 ssDNA、 ヒ ス ト ン 、 ANA（ Euroimmune） お よ び dsDNA（ Euroimmune、 sigma）
に 関 し て 、 先 に コ ー ト し た プ レ ー ト を 用 い て ELISAに よ っ て 検 出 し た 。 使 用 し た 血 清 希 釈
は 、 1： 50で あ っ た 。 一 部 の 二 重 変 異 マ ウ ス に つ い て は 、 1： 5の 血 清 希 釈 物 を 使 用 し た 。
西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP、 Santa Cruz） で 標 識 し た 抗 マ ウ ス IgGを 、 二 次 抗 体 と
し て 使 用 し た 。 野 生 型 血 清 で 得 ら れ た ODの 平 均 ＋ 2標 準 偏 差 を 、 陽 性 と ス コ ア さ れ る べ き
試 料 の 下 限 と 設 定 し た 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 捕 捉 抗 体 で あ る 抗 IgM、 抗 IgA、 抗 IgE、 抗 IgG
お よ び 抗 IgGサ ブ ク ラ ス （ Southern Biotechnology） を 用 い て 、 ELISAに よ っ て 定 量 し た 。
APと 結 合 さ せ た 関 連 す る イ ソ 型 抗 体 を 二 次 抗 体 と し て 使 用 し た 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ９ 】
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析
　 単 細 胞 懸 濁 液 を 、 脾 臓 お よ び 骨 髄 よ り 調 製 し た 。 以 下 の 抗 マ ウ ス 抗 体 を 使 用 し て 、 直 接
ま た は 間 接 的 な 免 疫 蛍 光 検 査 に お い て 、 表 面 マ ー カ ー を 検 出 し た 。 抗 CD45R－ FITC（ B220
） 、 抗 c－ kit－ ビ オ チ ン 、 抗 CD25－ ビ オ チ ン （ TAC） 、 抗 IgM－ ビ オ チ ン 、 抗 IgD－ ビ オ チ
ン 、 抗 CD23－ PEお よ び 抗 CD40L－ PE。 ビ オ チ ニ ル 化 抗 体 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － PEで 発
色 さ せ た 。 3× 10 5 の 事 象 を 、 FACSc liburを 用 い て 、 リ ン パ 球 ゲ ー ト 上 で 回 収 し た 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ １ 】
Aiolos（ － ／ － ） マ ウ ス は 腎 臓 に 免 疫 複 合 体 を 有 し て お り 、 血 清 自 己 抗 体 に つ い て 陽 性 で
あ る 。
　 Aiolos変 異 マ ウ ス （ － ／ － ） を 、 Wang, JHら Immunity 9, 543－ 553（ 1998） に し た が っ
て 作 製 し た 。 こ れ ら の Aiolos変 異 マ ウ ス 由 来 の 腎 臓 切 片 を 、 免 疫 複 合 体 の 存 在 に つ い て 染
色 し た 。 図 1aに て 示 す よ う に 、 重 IgG、 IgMお よ び 補 体 （ C） 3の 蓄 積 は 、 Aiolos－ ／ － マ ウ
ス 由 来 の 糸 球 体 で 同 定 さ れ た が 、 WTマ ウ ス で は 検 出 さ れ な か っ た 。 血 清 自 己 抗 体 も 、 検 出
さ れ 、 dsDNA、 ssDNA、 ヒ ス ト ン お よ び ANAに 対 す る 自 己 抗 体 に つ い て 陽 性 で あ る Aiolos変
異 体 マ ウ ス の 割 合 は 、 年 齢 が 同 じ 野 生 型 マ ウ ス に 比 べ て 、 有 意 に 高 く 、 Aiolos変 異 マ ウ ス
の 82％ が 、 抗 dsDNA抗 体 を 産 出 し た （ 表 1） 。 抗 dsDNA抗 体 に つ い て 陽 性 で あ る 全 て の マ ウ
ス は ま た 、 そ の 腎 臓 に 免 疫 複 合 体 が 蓄 積 し て い た 。 さ ら に 、 自 己 抗 体 に つ い て 陽 性 で あ る
す べ て の Aiolos－ ／ － マ ウ ス の 割 合 は 、 抗 ヒ ス ト ン を の ぞ い て 、 オ ス よ り も メ ス で 有 意 に
高 か っ た （ 表 2） 。 こ の 傾 向 は 、 以 前 の 観 察 （ Lahita, R. G. Curr Opin Rheumatol 11, 3
52－ 356（ 1999） ） と 一 致 し 、 性 ホ ル モ ン が SLEの 発 に 役 割 を 果 た し て い る こ と を 示 唆 し
て い る 。 加 え て 、 腎 臓 の 組 織 学 的 染 色 は 、 重 度 の 炎 症 が 、 断 片 化 さ れ た 糸 球 体 ま た は 拡 大
し た 糸 球 体 の 形 態 の 免 疫 複 合 体 の 蓄 積 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た こ と を 示 し た （ 図 1b） 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 ０ ０ ８ ７ 】
Aiolos－ ／ － 、 OBF－ 1－ ／ － 二 重 変 異 体 マ ウ ス は 自 己 抗 体 を 有 さ ず 、 糸 球 体 中 で 免 疫 複 合
体 の 蓄 積 を 示 さ な い
　 Aiolos－ ／ － マ ウ ス を 、 OBF－ 1－ ／ － マ ウ ス と 交 配 さ せ 、 dsDNA、 ssDNA、 ヒ ス ト ン お よ
び ANAに 対 す る 自 己 抗 体 を 、 二 重 変 異 体 マ ウ ス の 血 清 中 で 検 出 し た 。 表 2に 示 す よ う に 、 二
重 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 試 験 し た も っ と も 低 い 血 清 希 釈 （ 1： 5） で も な お 、 完 全 に 自 己
抗 体 を 欠 い た 。 こ の 結 果 は 、 OBF－ 1が 、 Aiolos－ ／ － マ ウ ス で 観 察 さ れ た 自 己 免 疫 応 答 の
発 に 必 須 で あ る こ と を 示 し て い る 。 さ ら に 、 上 記 の 観 察 と 一 致 し て 、 免 疫 複 合 体 の 蓄 積
は 、 Aiolos－ ／ － OBF－ 1　 － ／ － マ ウ ス の 糸 球 体 で は 見 ら れ ず （ 図 1a） 、 腎 臓 形 態 の 組 織
学 的 試 験 で は 、 こ れ ら の マ ウ ス に つ い は 正 常 な 糸 球 体 を 示 し た （ 図 1b） 。 す べ て の こ れ ら
の 結 果 は 、 OBF－ 1の 欠 失 が 、 Aiolos－ ／ － マ ウ ス に お け る SLEの 発 症 を 妨 げ る と い う 結 論
を 裏 づ け て い る 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ９ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ９ ０ 】
Aiolos－ ／ － マ ウ ス に よ っ て 示 さ れ る B細 胞 の 過 剰 増 殖 は 、 二 重 ノ ッ ク ア ウ ト B細 胞 で は 弱
ま る
　 精 製 し た 異 な る の 脾 臓 B細 胞 の 、 LPS、 抗 μ お よ び 抗 CD40＋ IL4の よ う な 有 糸 分
裂 促 進 物 質 に 応 答 し て イ ン ビ ト ロ で 増 殖 を す る 能 力 を 試 験 し た 。 LPS刺 激 を の ぞ く す べ て
の 場 合 で 、 Aiolos－ ／ － B細 胞 は 、 WT細 胞 と 比 較 し て 、 増 大 し た 3 H－ チ ミ ジ ン 取 り 込 み を
示 し （ 図 4b） 、 こ れ は 、 以 前 の 知 見 （ Wang, J. H.ら Immunity 9, 543－ 553（ 1998） ） と
よ く 一 致 す る 。 Aiolos欠 損 B細 胞 は 、 野 生 型 細 胞 を 活 性 化 さ せ な い 濃 度 で も な お 、 抗 μ に
よ っ て 増 殖 し て い る 状 態 に あ り 、 こ の こ と は 、 Aiolosの 欠 失 が 、 BCR経 路 の 限 界 を 低 下 さ
せ る こ と を 示 唆 し て い る （ Wang, J. H.ら Immunity 9, 543－ 553（ 1998） ） 。 こ の 過 剰 増
殖 は 、 二 重 ノ ッ ク ア ウ ト B細 胞 で は 弱 ま り （ 図 4b） 、 こ の こ と は 、 正 常 な OBF－ 1の 機 能 が
、 Aiolos欠 損 B細 胞 の 過 剰 活 性 に 不 可 欠 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 さ ら に 、 OBF－ 1－ ／
－ マ ウ ス の 脾 臓 B細 胞 は 、 抗 μ 刺 激 に は あ ま り 応 答 せ ず （ 図 4b） 、 し た が っ て 、 BCRに よ り
媒 介 さ れ る シ グ ナ ル 伝 達 が で き な い こ と が 、 OBF－ 1－ ／ － マ ウ ス に お け る TIお よ び TD応 答
の 減 少 に 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る 。
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