
(57)【要約】

　　【課題】　新規なTNFα活性測定法を提供する。

　　【解決手段】S+L-CCC 細胞を用いてTNFα活性を測

定する。より詳しくは、細胞死誘導活性などのTNFα活

性を測定する。

　　【選択図】　図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 の 測 定 方 法 で あ っ て 、 Ｓ ＋ Ｌ － Ｃ Ｃ Ｃ  細 胞 に Ｔ Ｎ Ｆ α を 添 加 し 、 該 細 胞 に
お け る Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 細 胞 死 誘 導 活 性 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
Ｓ ＋ Ｌ － Ｃ Ｃ Ｃ  細 胞 に 医 薬 候 補 物 質 を 添 加 し 、 該 細 胞 に お け る Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 測 定 す る
こ と に よ り 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 阻 害 す る 物 質 を 選 択 す る こ と を 特 徴 と す る 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 阻
害 能 を 有 す る 医 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
Ｓ ＋ Ｌ － Ｃ Ｃ Ｃ  細 胞 を 含 む 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 測 定 用 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 新 規 な TNFα 活 性 測 定 方 法 、 TNFα 活 性 測 定 キ ッ ト 及 び TNFα 活 性 阻 害 能 を 有 す
る 医 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 TNFα （ tumor necrosis factor α ： 腫 瘍 壊 死 因 子 α ） は 、 元 々 は 、 腫 瘍 部 位 に 出 血 性
壊 死 を 誘 導 す る 因 子 と し て 発 見 さ れ た サ イ ト カ イ ン で あ る が 、 近 年 で は マ ク ロ フ ァ ー ジ な
ど の 細 胞 か ら 主 に 産 生 さ れ 、 炎 症 を 通 し た 生 体 防 御 機 構 に 広 く 関 わ る サ イ ト カ イ ン と し て
理 解 さ れ て い る 。
　 TNFα の 過 剰 な 産 生 や 、 不 適 切 な 場 所 や 時 間 で の 産 生 、 TNFα ネ ッ ト ワ ー ク の 破 綻 な ど が
、 組 織 障 害 を 引 き 起 こ し た り 、 種 々 の 病 気 の 原 因 や 増 悪 を も た ら し た り す る こ と が 知 ら れ
て い る 。 そ の ひ と つ の 典 型 的 な 例 が 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ で あ る 。 ま た 、 TNFα は 、 神 経 変
性 疾 患 、 エ イ ズ 、 劇 症 肝 炎 な ど に お け る ア ポ ト ー シ ス に 関 与 し て い る こ と も 報 告 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 TNFα が 関 与 す る 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬 と し て は 、 抗 TNFα 抗 体 、 可 溶 性 TNFα 受 容
体 な ど の タ ン パ ク 質 医 薬 が 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 TNFα 活 性 阻 害 作 用 を 有 す る 低
分 子 化 合 物 な ど の 非 タ ン パ ク 質 医 薬 は 未 だ 開 発 さ れ て い な い 。 TNFα 活 性 阻 害 剤 の 開 発 や T
NFα シ グ ナ ル の メ カ ニ ズ ム の 解 明 の た め に は 、 TNFα 活 性 を イ ン ビ ト ロ で 高 感 度 で 検 出 可
能 な 系 が 必 要 で あ る 。 こ れ ま で 、 TNFα の 活 性 測 定 は 、 L929細 胞 （ 非 特 許 文 献 １ ） な ど の
細 胞 を 用 い て 行 わ れ て き た が 、 そ の 感 度 は 十 分 で は な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 S+L-CCC 細 胞 は ネ コ 腎 線 維 芽 腫 由 来 の 細 胞 で あ る 。 こ の 細 胞 は 、 ウ イ ル ス の 評 価 な ど に
使 用 さ れ た 報 告 は あ る が （ 非 特 許 文 献 ２ ま た は ３ ） 、 TNFα 活 性 の 測 定 に 用 い ら れ た 報 告
は な か っ た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 J Biol Chem. 1992 Mar 5;267(7):4304-4307
【 非 特 許 文 献 ２ 】 J Virol. 1973 June; 11 (6): 978-985
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Virology. 1985 Nov;147(1):223-226
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 な TNFα 活 性 測 定 方 法 及 び TNFα 活 性 測 定 キ ッ ト を 提 供 す る こ と を 課 題 と
す る 。 本 発 明 は ま た 、 TNFα 活 性 阻 害 能 を 有 す る 医 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る こ
と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 本 発 明 者 は 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 検 討 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 S+L-CCC 細 胞 を 用 い る
こ と に よ り 、 TNFα 活 性 を 高 感 度 で 測 定 で き る こ と を 見 出 し て 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 通 り で あ る 。
　 （ １ ） TNFα 活 性 の 測 定 方 法 で あ っ て 、 S+L-CCC 細 胞 に TNFα を 添 加 し 、 該 細 胞 に お け る
TNFα 活 性 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
　 （ ２ ） 前 記 TNFα 活 性 が 細 胞 死 誘 導 活 性 で あ る 、 （ １ ） の 方 法 。
　 （ ３ ） S+L-CCC 細 胞 に 医 薬 候 補 物 質 を 添 加 し 、 該 細 胞 に お け る TNFα 活 性 を 測 定 す る こ
と に よ り 、 TNFα 活 性 を 阻 害 す る 物 質 を 選 択 す る こ と を 特 徴 と す る 、 TNFα 活 性 阻 害 能 を 有
す る 医 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
　 （ ４ ） S+L-CCC 細 胞 を 含 む 、 TNFα 活 性 測 定 用 キ ッ ト 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 高 感 度 か つ 短 時 間 で TNFα の 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 TNF
α 活 性 阻 害 能 を 有 す る 医 薬 を 効 率 よ く ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 以 下 に 本 方 法 を 詳 し く 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
＜ １ ＞ TNFα 活 性 の 測 定 方 法
　 本 発 明 に お い て は 、 S+L-CCC 細 胞 に お い て TNFα 活 性 を 測 定 す る 。 S+L-CCC 細 胞 は ネ コ
腎 線 維 芽 腫 由 来 の 細 胞 で あ る が 、 公 知 の 細 胞 で あ る た め （ J Virol. 1973 June; 11 (6): 
978-985、 Virology. 1985 Nov;147(1):223-226） 、 所 有 す る 研 究 機 関 の い ず れ か よ り 入 手
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 者 の 所 属 す る 群 馬 大 学 大 学 院 医 学 研 究 科 、 ま た は 国 立
感 染 研 究 所 か ら 入 手 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 に お い て 、 S+L-CCC 細 胞 は 、 該 細 胞 に 由 来 す る ク ロ ー ン 化 細 胞 も 含 み 、 ク ロ ー ン
化 細 胞 と し て は 、 好 ま し く は S+L-CCC (8C)細 胞 が 挙 げ ら れ る （ J Virol. 1973 June; 11 (
6): 978-985） 。 な お 、 本 発 明 に お い て 使 用 す る S+L-CCC 細 胞 は 外 来 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た
も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 TNFα 活 性 と は 、 TNFα に よ る 細 胞 死 誘 導 活 性 や ア ポ ト ー シ ス 誘 導 活 性 な ど が 挙 げ ら れ る
。
　 細 胞 死 誘 導 活 性 は 、 顕 微 鏡 に よ る 観 察 や MTTア ッ セ イ な ど の 通 常 の 細 胞 死 測 定 試 薬 を 用
い た 測 定 方 法 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
　 TNFα に よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 は 、 以 下 の よ う な メ カ ニ ズ ム が 知 ら れ て い る 。 す な わ
ち 、
　 TNFα は ま ず 、 TNFレ セ プ タ ー （ TNFR-I） に 結 合 し 、 そ れ に よ り 、 TNFR-Iの 細 胞 内 領 域 に
存 在 す る デ ス ド メ イ ン に TRADD（ TNFR-I-associated death domain） が 結 合 す る 。 次 い で
、 TRADDか ら ２ 種 類 の 経 路 で ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る 。 す な わ ち 、 TRADD→ FADD（ Fas-as
sociated death domain） → カ ス パ ー ゼ 8へ と 至 る 経 路 と TRADD→ RIP（ receptor interacti
ng protein） → RAIDD（ RIP-associated ICH-1/CED-3-homologous protein with a death 
domain） → カ ス パ ー ゼ 2へ と ア ポ ト ー シ ス の シ グ ナ ル が 伝 達 さ れ る 経 路 で あ る 。
　 し た が っ て 、 TNFα に よ る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 活 性 を 測 定 す る 場 合 は 、 こ れ ら の カ ス パ ー
ゼ の 活 性 化 の 有 無 を 調 べ て も よ い 。 カ ス パ ー ゼ 活 性 は 、 そ れ ぞ れ の カ ス パ ー ゼ の 基 質 を 用
い て 基 質 分 解 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 調 べ る こ と が で き る 。 ま た 、 市 販 の カ ス パ ー ゼ 活
性 測 定 キ ッ ト 、 例 え ば 、 BD ApoAlert Caspase Profiling Plate（ ク ロ ー ン テ ッ ク 社 か ら
入 手 可 ） な ど を 用 い て 測 定 し て も よ い 。 さ ら に 、 ア ポ ト ー シ ス に よ り ゲ ノ ム DNAの 断 片 化
が 見 ら れ る た め 、 電 気 泳 動 な ど に よ り DNA断 片 化 の 有 無 を 調 べ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
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　 本 発 明 の TNFα 活 性 の 測 定 方 法 は 、 TNFα シ グ ナ ル の 研 究 に お い て 使 用 す る こ と が で き る
。 ま た 、 評 価 対 象 物 質 が TNFα 活 性 に 対 し て 影 響 を 与 え る か ど う か 、 す な わ ち 、 TNFα 活 性
を 阻 害 ま た は 活 性 化 す る か ど う か に つ い て 調 べ る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
＜ ２ ＞ TNFα 活 性 の 測 定 用 キ ッ ト
　 本 発 明 の TNFα 活 性 測 定 用 キ ッ ト は 、 S+L-CCC 細 胞 を 含 む キ ッ ト で あ る 。 該 キ ッ ト は S+L
-CCC 細 胞 に 加 え て 、 TNFα 、 さ ら に は 、 細 胞 死 測 定 試 薬 や ア ポ ト ー シ ス 検 出 用 試 薬 な ど を
含 む も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
＜ ３ ＞ TNFα 活 性 阻 害 能 を 有 す る 医 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 S+L-CCC 細 胞 に 医 薬 候 補 物 質 を 添 加 し 、 該 細 胞 に お け
る TNFα 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 、 TNFα 活 性 を 阻 害 す る 物 質 を 選 択 す る こ と を 特 徴 と す
る 、 TNFα 活 性 阻 害 能 を 有 す る 医 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ る 。 医 薬 候 補 物 質 は 、 低 分
子 化 合 物 、 天 然 物 、 ペ プ チ ド 、 高 分 子 な ど の い ず れ で あ っ て も よ く 、 ま た そ れ ら を 含 む ラ
イ ブ ラ リ ー で あ っ て も よ い 。
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 ら れ る TNFα 活 性 阻 害 能 を 有 す る 医 薬 は 、 抗 炎
症 剤 、 抗 リ ウ マ チ 剤 、 抗 癌 剤 な ど と し て 用 い る こ と が で き る 。
 
【 実 施 例 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 以 下 に 実 施 例 を 示 し 、 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る 。 も っ と も 、 本 発 明 は 下 記 実 施
例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 S+L-CCC (8C)細 胞 は 群 馬 大 学 大 学 院 医 学 研 究 科 よ り 入 手 し た 。 L929細 胞 （ マ ウ ス 線 維 芽
組 織 由 来 ） は ATCC（ American Type Culture Collection） よ り 入 手 し た 。 ま た 、 S+L-CCC 
(8C)細 胞 、 L929細 胞 は 、 い ず れ も EMEM＋ 10％ FCS培 地 に て 、 37℃ 、 5％ CO 2 条 件 で 培 養 し た
。
　 生 細 胞 数 は 、 Promega社 の CellTiter 96 AQueous One Solution Reagentの MTS試 薬 を 用
い て 行 っ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
[実 施 例 １ ]
　 S+L-CCC (8C)細 胞 を ９ ６ 穴 シ ャ ー レ に ２ × １ ０ ４ 細 胞 ／ ウ ェ ル で seedし た 。 一 晩 培 養 後
、 0,10,30,100,300,1000,3000,10000pg/mlの 各 濃 度 の TNFα （ ヒ ト 組 換 え TNFα ： PreproTe
ch EC Ltd., London UK） を 含 む 試 料 50μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 ８ 時 間 ま た は １ ６ 時 間 、
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 MTS試 薬 を 20μ ｌ ／ ウ ェ ル で 加 え て さ ら に 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 そ の 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 540ｎ ｍ の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 測 定 値 に 基 い
て 、 生 細 胞 数 を 算 出 し た 。
　 結 果 を 図 １ に 示 す 。 ８ 時 間 培 養 及 び １ ６ 時 間 培 養 の い ず れ に お い て も 、 TNFα の 濃 度 依
存 的 な 生 細 胞 の 減 少 が 見 ら れ た 。 こ れ に よ り 、 S+L-CCC (8C)を 用 い る こ と に よ っ て TNFα
に よ る 細 胞 死 誘 導 活 性 が 感 度 よ く 短 時 間 で 検 出 で き る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
[実 施 例 ２ ]
　 S+L-CCC (8C)細 胞 に お い て TNFα （ 図 ２ （ B） に 示 す 各 濃 度 ） を 添 加 し た と き の 生 細 胞 の
割 合 を 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 に よ っ て 測 定 し た 。 対 照 と し て 、 L929細 胞 を 用 い て 同 様 の 測
定 を 行 っ た （ 図 ２ （ A） ） 。 図 ２ の 縦 軸 は 、 生 細 胞 率 （ ％ ） を 示 す 。
　 L929細 胞 で は 、 1000pg/ml以 下 の 濃 度 の TNFα 添 加 で は 細 胞 死 が ほ と ん ど 見 ら れ ず 、 1000
0pg/mlで 24時 間 ま た は 36時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て は じ め て 有 意 な 細 胞 死 が 検 出 で き た 。 一
方 、 S+L-CCC (8C)細 胞 で は 、 10pg/mlと い う 少 量 の TNFα 添 加 で も 36時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト
に よ り 有 意 な 生 細 胞 数 の 減 少 が 検 出 さ れ 、 100pg/mlで は 24、 36時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト に よ
り 有 意 な 生 細 胞 数 の 減 少 が 検 出 さ れ 、 1000pg/mlで は 12時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト で も 有 意 な
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生 細 胞 数 の 減 少 が 検 出 さ れ 、 36時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト に よ っ て ほ と ん ど の 細 胞 が 死 滅 し た
。
　 以 上 よ り 、 S+L-CCC (8C)細 胞 を 用 い る こ と に よ り 、 従 来 の L929細 胞 細 胞 を 用 い る 場 合 に
比 べ て 、 は る か に 高 感 度 且 つ 短 時 間 で TNFα 活 性 を 検 出 で き る こ と が わ か っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ９ 】
【 図 １ 】 S+L-CCC (8C)細 胞 に お け る TNFα に よ る 細 胞 死 誘 導 活 性 を 示 す 図 。 縦 軸 は MTS試 薬
を 用 い て 測 定 し た 生 細 胞 数 （ 540ｎ ｍ の 吸 光 度 ） を 、 横 軸 は 添 加 し た TNFα の 濃 度 （ pg/ml
） を 示 す 。
【 図 ２ 】 TNFα に よ る 細 胞 死 誘 導 活 性 を 示 す 図 。 （ A） は L929細 胞 、 （ B） は S+L-CCC (8C)
細 胞 に お け る 測 定 結 果 を 示 す 。 縦 軸 は ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 に よ り 測 定 し た 生 細 胞 数 の 割 合
（ ％ ） を 、 横 軸 は 添 加 し た TNFα の 濃 度 （ pg/ml） を 示 す 。
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