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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 11月 4日 (2005.11.4)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 多 く の 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 、 組 織 損 傷 産 生 に よ っ て 引 き
起 こ さ れ る 。 こ の 抗 体 は 自 己 抗 体 と 言 わ れ て い る 。 哺 乳 動 物 に よ っ て 産 生 さ れ 、 哺 乳 動 物
自 体 の 組 織 に 対 す る 結 合 部 位 を 持 つ た め で あ る 。 こ の 異 常 の う ち い く つ か は 、 循 環 す る 抗
体 量 の 特 有 な 漸 増 と 漸 減 を 有 し 、 や が て 徴 候 に 変 化 を も た ら す 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン -２ (Ｉ Ｌ -２ )は 、 こ れ ま で 抗 原 非 特 異 的 Ｔ 促 成 遺 伝 子 細 胞 の 産 生 で 重
要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ て い る 。 マ ウ ス に 与 え ら れ る 抗 -Ｉ Ｌ -２ 抗 体 (移 植 片 対 宿 主
病 の 誘 導 物 と 一 致 す る )は Ｓ Ｌ Ｅ の 特 色 を も た ら す (Via, C.S. et al. (1993), Intematio
nal Immunol. 5:565-572)。 Ｉ Ｌ -２ が 抑 制 の 産 生 に お い て 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 重 要 で あ
る か ど う か が 議 論 さ れ て い る (Fast, L.D. (1992), J. Immunol. 149:1510-1515; Hirohat
a, S. et al. (1989), J. Immunol. 142.3104-3112; Baylor, C.E. (1992), Advances Ex
p. Med. Biol. 319:125-135)。 最 近 、 Ｉ Ｌ -２ は 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 中 で 非 分 解 メ カ ニ ズ ム
に よ り Ｈ Ｉ Ｖ を 促 成 す る Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 を 誘 発 す る こ と が わ か っ た 。 こ の 効 果 は サ イ ト
カ イ ン 仲 介 で あ る が 、 特 定 の サ イ ト カ イ ン は 同 定 さ れ て い な い (Kinter, A.L. et a1. Pro
c. Nalt Acad. Sci. USA 92:10985-10989; Barker, T.D. et al. (1996), J. Immunol. 1
56.4478-4483)。 Ｉ Ｌ -２ の Ｔ 細 胞 産 生 は Ｓ Ｌ Ｅ で 減 少 す る (Horwitz, D.A. et al. (1997)
, Dubois' Lupus Erythematosus, 5th Ed. (1997), pp. 83-96, D.J. Wallace et al. ed
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s., Williams and Wilkins, Baltimore)。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 ４ Ａ 、 ４ Ｂ お よ び ４ Ｃ に よ っ て 示 さ れ る の は 、 抗 体 産 生 に お け る Ｄ Ｃ ８ ＋ Ｔ 細 胞 の 調
節 効 果 で あ る 。 (Ａ )健 康 人 の Ｉ ｇ Ｇ 産 生 の 抑 制 に お け る Ｎ Ｋ 細 胞 と Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 の 相 乗 作
用 。 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 お よ び Ｂ 細 胞 を 抗 Ｃ Ｄ ２ で 刺 激 し 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 お よ び Ｎ Ｋ 細 胞 の 効 果
を 調 べ た 。 Ｎ Ｋ お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 の 組 み 合 わ せ は 、 我 々 が 以 前 報 告 し た (Gray, J.D. et
 al., (1998), J Immunol 160: 2248-2254; Gray, J.D. et al., (1994), J Exp Med 180
; 1937-1942)抗 Ｃ Ｄ ２ 誘 発 性 Ｉ ｇ Ｇ 産 生 を 顕 著 に 阻 害 し た 。 (Ｂ )Ｎ Ｋ 細 胞 お よ び Ｃ Ｄ ８ ＋
細 胞 は Ｓ Ｌ Ｅ に お け る Ｉ ｇ Ｇ 合 成 を 促 進 す る 。

Ｓ Ｌ Ｅ  Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 に よ る Ｉ
ｇ Ｇ 産 生 の 促 進 は 、 Ｎ Ｋ 細 胞 の 添 加 に よ り 顕 著 に 増 加 し た 。 (Ｃ )Ｓ Ｌ Ｅ に お け る Ｃ Ｄ ８ ＋
Ｔ 細 胞 機 能 の サ イ ト カ イ ン に よ る 正 常 化 。 図 ４ Ｂ に 示 す 研 究 と 平 行 し て 、 こ の 患 者 の Ｃ Ｄ
４ ＋ Ｔ 細 胞 を 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 、 抗 Ｃ Ｄ ２ で 刺 激 し た 。 指 示 さ れ
た 場 合 に Ｉ Ｌ -２ (１ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ )お よ び ／ ま た は Ｔ Ｇ Ｆ -β (２ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ )を 加 え た 。 こ れ
ら サ イ ト カ イ ン に よ り 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 の 助 力 効 果 が 喪 失 し 、 そ の 細 胞 が Ｉ ｇ Ｇ 産 生 の ７ ５
％ を 阻 害 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 ２ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 患 者 」 と は 、 処 置 の 対 象 と な る 哺 乳 動 物 を 意 味 す る が 、 ヒ ト が 好 ま し い 。 あ る 場 合 に
お い て 、 本 発 明 方 法 は 、 実 験 動 物 、 、 疾 患 モ デ ル 動 物 に も 使 用 さ れ 、 こ れ ら の
動 物 に は 、 限 定 で は な い が 、 マ ウ ス ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー な ど の ゲ ッ シ 類 お よ び 霊 長 類 が あ
る 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 で は 、 患 者 か ら 血 液 細 胞 を 取 り 出 す 。 一 般 に 、 標 準 的 な 方 法 で 患 者 か ら 末 梢 血 単
核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） を 取 り 出 す 。 「 末 梢 血 単 核 細 胞 」 す な わ ち 「 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 」 と は 、 リ ン パ
球 （ Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 Ｎ Ｋ 細 胞 な ど ） お よ び 単 球 を 意 味 す る 。 詳 し く 下 記 す る よ う に 、 阻
害 組 成 物 の 主 要 な 作 用 は 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 が Ｉ Ｇ 産 生 を 抑 制 す る こ と で あ る 。 好 ま し く は
、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ の み を 採 取 す る 。 赤 血 球 ま た は 多 形 核 白 血 球 を 患 者 に 残 す よ う に す る か 、 こ れ
ら を 患 者 に も ど す 。 こ れ は 既 知 の 方 法 、 例 え ば 、 白 血 球 分 析 法 (leukophoresis)で 行 う 。
一 般 に ５ か ら ７ リ ッ ト ル の 白 血 球 分 析 法 の 工 程 が な さ れ る 。 患 者 か ら Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 基 本 的 に
採 取 す る に は 、 他 の 血 液 成 分 を 戻 す 。 細 胞 サ ン プ ル の 採 取 は 、 ヘ パ リ ン な ど 抗 凝 固 剤 の 存
在 下 で 、 既 知 方 法 に よ り 行 わ れ る 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
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【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 洗 い 、 血 清 タ ン パ ク 質 お よ び 溶 性 血 液 成 分 、 例 え ば
自 己 抗 体 、 阻 害 剤 な ど を 既 知 方 法 で 取 り 出 す 。 一 般 に 、 生 理 媒 質 ま た は 緩 衝 液 が 加 え ら れ
て 、 遠 心 法 が 行 な わ れ る 。 必 要 に 応 じ て 繰 り 返 す 。 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 生 理 培 養 液 、 好 ま し く は Ａ
Ｉ Ｍ － Ｖ 培 地 （ Ｔ echnologie） に 再 懸 濁 す る が （ 血 清 が か な り の 量 の 阻 害 剤 を 含
有 す る の で ） 、 Ｈ anksバ ラ ン ス 塩 溶 液 （ Ｈ Ｂ Ｂ Ｓ ） や 生 理 塩 緩 衝 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） も 使 用 さ れ
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 ３ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ は １ 以 上 の 細 胞 型 を 富 ま す 。 例 え ば 、 Ｐ Ｂ Ｍ は Ｃ Ｄ
８ ＋ Ｔ 細 胞 ま た は Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 を 富 ま す 。 こ の こ と は 既 知 で あ る （ Gray et al.(1998),
J.lmmunol.160:2248,出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 ） 。 一 般 に 、 こ れ は 市 販 の
免 疫 吸 収 カ ラ ム を 用 い る か 、 研 究 的 方 法 で 行 な わ れ る （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を ナ イ ロ ン ウ ー ル カ ラ ム
に 加 え 、 溶 出 の 非 接 着 細 胞 を Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ １ ６ 、 Ｃ Ｄ １ １ 、 Ｃ Ｄ ７ ４ に 対 す る 抗 体 で 処
理 し 、 免 疫 磁 気 ビ ー ド で 処 理 し て 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 に 富 ん だ 集 団 ） 。
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 細 胞 に 必 要 な 前 処 理 を 一 旦 ほ ど こ し て か ら 、 細 胞 を 阻 害 組 成 物 で 処 置 す る 。 「 処 置 」 と
は 、 細 胞 を 阻 害 組 成 物 と 共 に 十 分 な 時 間 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Ｉ ｇ お よ び 自 己 抗 体 産 生 を
阻 害 す る 能 力 が 、 特 に 患 者 に も ど し た と き に 、 発 生 す る よ う に す る 。 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン は 一 般 に 生 理 的 温 度 で 行 な わ れ る 。 上 記 し た よ う に 、 阻 害 が 起 き る の は 、
処 置 細 胞 に よ る Ｉ ｇ 産 生 の 直 接 的 抑 制 の 結 果 か 、 患 者 リ ン パ 臓 器 に お け る Ｉ ｇ 産 生 を 下
方 調 節 す る 調 節 細 胞 の 誘 導 の 結 果 で あ る 。
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 阻 害 組 成 物 」 、 「 Ｉ ｇ 産 生 阻 害 組 成 物 」 ま た は 「 性 阻 害 組 成 物 」 は 、 自 発 的 Ｉ ｇ
お よ び 自 己 抗 体 産 生 を 阻 害 し 得 る 組 成 物 を 意 味 す る 。 一 般 に 、 こ れ ら の 組 成 物 は サ イ ト カ
イ ン で あ る 。 適 切 な 阻 害 組 成 物 に は 、 限 定 で な い が 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｔ Ｇ Ｆ － β 、 Ｃ Ｄ ２ ア ク
チ ベ ー タ ー 、 例 え ば 、 抗 Ｃ Ｄ ２ 抗 体 お よ び Ｃ Ｄ ２ リ ガ ン ド 、 Ｌ Ｆ Ａ － ３ 、 お よ び こ れ ら の
混 合 物 や 組 合 せ 物 が あ る 。 好 ま し い 阻 害 組 成 物 は Ｉ Ｌ － ２ と Ｔ Ｇ Ｆ － β の 混 合 物 で あ る 。
【 手 続 補 正 １ ０ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ １ 】
　 阻 害 組 成 物 で の 処 置 に 加 え て 、 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 細 胞 を 活 性 化 す る た め に マ
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イ ト ジ ェ ン の 使 用 が 望 ま れ る 。 す な わ ち 、 多 く の 残 留 相 細 胞 は ｒ 多 量 の サ イ ト カ イ ン 受 容
体 を 含 有 し て い な い 。 Ａ な ど の マ イ ト ジ ェ ン を 使 用 す る と 細 胞 が 刺 激 さ れ
て 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 が 産 生 し 、 本 発 明 方 法 を さ ら に 効 果 的 に す る 。 Ｃ onＡ な ど の マ イ
ト ジ ェ ン を 用 い る と き 、 既 知 方 法 で 知 ら れ て い る よ う に 、 そ の 濃 度 範 囲 は １ μ ｇ ／ ｍ ｌ か
ら 約 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ で あ る 。 さ ら に 、 既 知 方 法 の よ う に 、 Ｃ o Ａ を 離 す 成 分 、 例 え ば

と 共 に 細 胞 を 洗 う の が 望 ま し い 。
【 手 続 補 正 １ １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 前 に 全 ま た は 活 動 性 Ｔ Ｇ Ｆ － β の 量 も 検 査 で き る 。 記 載 の
よ う に 、 Ｔ Ｇ Ｆ － β は 後 に 活 性 化 さ れ る 潜 在 的 前 駆 物 質 と し て つ く ら れ る 。
【 手 続 補 正 １ ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ５ １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ５ １ 】
　 処 置 は 必 要 に 応 じ て 繰 り 返 え さ れ る 。 例 え ば 、 、 例 え ば 、
２ 週 間 に ３ － ５ 回 な さ れ る 。 一 般 に 、 自 己 免 疫 疾 患 の 症 状 の 改 善 は な ん ら か の 期 間 、 好 ま
し く は 少 な く と も 数 カ 月 続 く 。 そ の 間 に 、 患 者 が 症 状 の を 感 じ る と 、 そ の 時 点 で 処 置
が 繰 り 返 さ れ る 。
【 手 続 補 正 １ ３ 】
【 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 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 我 々 は 、 Ｓ Ｌ Ｅ ま た は Ｒ Ａ の 患 者 由 来 の Ｐ Ｂ Ｌ に よ り 産 生 さ れ る お よ び 刺 激 Ｔ Ｇ
Ｆ － β １ を 測 定 し 、 正 常 対 照 の 値 と 比 較 し た 。 培 養 上 清 中 に 検 出 さ れ る サ イ ト カ イ ン は 、

１ 、 ２ お よ び ３ を 認 識 す る ｍ Ａ ｂ で 中 和 さ れ た が 、 イ ソ 型 ２ お
よ び ３ に 対 す る ｍ Ａ Ｂ で は さ れ ず 、 結 果 と し て Ｔ Ｇ Ｆ － β １ の 産 生 を 確 認 す る 。 正 常 対 照
と 比 較 し て 、 活 動 性 Ｔ Ｇ Ｆ － β １ の 産 生 は Ｓ Ｌ Ｅ で 有 意 に 減 少 し た (１ ４ ± ４ 対 ５
６ ± ２ １ pg／ ml、 ｐ ＝ ０ .０ ２ 、 図 ５ )。 抗 Ｃ Ｄ ２ 刺 激 活 性 Ｔ Ｇ Ｆ － β １ も 減 少 し た (８ ７
± ２ ２ 対 ３ ９ ９ ± １ ０ ３ pg／ ml、 ｐ ＝ ０ .０ ０ ３ )。 Ｒ Ａ に お い て 、 Ｔ Ｇ Ｆ － β １ の
平 均 値 は 、 Ｓ Ｌ Ｅ (１ ９ ± ５ pg／ mg)と 同 様 で あ り 、 抗 Ｃ Ｄ ２ に よ り 刺 激 さ れ た 後 は 正 常 と
Ｓ Ｌ Ｅ の 中 間 値 で あ っ た (１ ９ ７ ± ５ ４ pg／ ml)。
【 手 続 補 正 １ ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ９ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 先 に 、 我 々 は 、 Ｎ Ｋ 細 胞 が Ｔ Ｇ Ｆ － β の 主 な リ ン パ 球 源 で あ り 、 こ の サ イ ト カ イ ン を 活
性 形 に 産 生 す る 唯 一 の リ ン パ 球 集 団 で あ る こ と を 証 明 し た (Gray, J. D. et al.,
 (1988), J. Immunol. 169:2248-2254)。 従 っ て 、 Ｎ Ｋ 細 胞 由 来 Ｔ Ｇ Ｆ － β の 産 生
は Ｓ Ｌ Ｅ で 減 少 し て い る と の 発 見 は 、 興 味 深 か っ た 。 我 々 は ま た Ｉ Ｌ － ２ お よ び Ｔ Ｎ Ｆ －
α の 両 方 が 活 動 性 Ｔ Ｇ Ｆ － β の 産 生 を 促 進 で き る こ と を 知 っ た 。 こ れ ら の サ イ ト カ イ ン の
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両 方 の 産 生 は 、 Ｓ Ｌ Ｅ で 減 少 す る (Gray J. D. et al., (1994), J Exp Med 180:1937-194
2)。 し か し 、 殆 ど の 患 者 に お い て 、 外 来 性 Ｉ Ｌ － ２ お よ び Ｔ Ｎ Ｆ － α は Ｔ Ｇ Ｆ － β

で き な か っ た (実 施 例 ２ )。 Ｉ Ｌ － １ ０ 産 生 は Ｓ Ｌ Ｅ で 増 加 し (Llorente, L
. et al. (1993), Eur Cytokine Network 4:421))、 増 加 し た レ ベ ル と 疾 病 活 動 性 の 相 関
関 係 は 報 告 さ れ て い る (Housslau, F. A. et al. (1995), Lupus 4:393-395; Haglwara, E
. et al. (1996), Arthritis Rheum 39:379)。 Ｉ Ｌ － １ ０ は Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α お よ び
Ｔ Ｎ Ｆ － β 産 生 を 阻 害 で き る (実 施 例 ２ お よ び Moore, K. W. et al. (1993), Ann Rev Imm
unol 11:165-190)。 活 動 性 Ｔ Ｇ Ｆ － β の 産 生 が 軽 い お よ び 活 動 性 の 疾 病 の 患 者 で 減 少 し 、
Ｉ Ｌ － １ ０ の 拮 抗 に よ っ て の み 産 生 欠 失 を 部 分 的 に 回 復 で き た と い う こ と は (実 施 例 ２ )、
増 加 し た Ｉ Ｌ － １ ０ 産 生 が 、 そ れ 自 体 、 Ｓ Ｌ Ｅ で の 活 動 性 Ｔ Ｇ Ｆ － β １ の 減 少 し た リ ン パ
球 産 生 の 説 明 と な り 得 な い こ と を 示 す 。 機 構 が 恐 ら く 関 与 す る 。 成 熟 体 の

潜 伏 性 前 駆 体 の 細 胞 外 変 換 に お け る １ ま た は そ れ 以 上 の 欠 失 が 、 こ の 異 常 性
を 説 明 し 得 る 。
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