
(57)【要約】

　　【課題】　新規なマクロファージ活性化剤を提供す

る。

　　【解決手段】　SIRP βの細胞外領域を認識する抗

体を取得し、該抗体を薬学的に許容されうる担体と配合

することにより、マクロファージ活性化剤を製造する。

　　【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
シ グ ナ ル レ ギ ュ レ ー ト リ ー プ ロ テ イ ン β （ SIRP β ） の 細 胞 外 領 域 を 認 識 す る 抗 体 を 含 む
マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
SIRP β の 細 胞 外 領 域 を 認 識 す る 抗 体 を 取 得 す る 工 程 、 お よ び 該 抗 体 を 薬 学 的 に 許 容 さ れ
う る 担 体 と 配 合 す る 工 程 を 含 む 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
SIRP β の 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る 物 質 を 取 得 す る 工 程 、 お よ び 該 物 質 を マ ク ロ フ ァ ー ジ 細
胞 に 添 加 し て 該 物 質 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 能 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 活
性 化 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 並 び に そ の 製 造 方 法 及 び ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 体 内 の 老 廃 物 の 処 理 や 、 微 生 物 、 ウ イ ル ス な ど の 病 原 体 や 腫 瘍 細 胞 に
対 す る 防 御 機 能 を 担 っ て い る 。 ま た 、 Ｔ 細 胞 へ の 抗 原 の 提 示 と イ ン タ ー ロ イ キ ン １ の 産 生
を 介 し 、 細 胞 性 免 疫 の エ フ ェ ク タ ー と し て の 機 能 も 有 し て い る 。 し た が っ て 、 感 染 症 や 癌
な ど の 治 療 に は マ ク ロ フ ァ ー ジ を 活 性 化 さ せ る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 活 性 化 す る 因 子 と し て は イ ン タ ー フ ェ ロ ン が 挙 げ ら れ 、 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン の 臨 床 応 用 も 試 み ら れ て い る 。 ま た 、 あ る 種 の 多 糖 類 が 免 疫 賦 活 活 性 を 有 す る こ と が
知 ら れ て お り 、 こ れ ら の 一 部 は 抗 ウ イ ル ス 剤 や 抗 ガ ン 剤 と し て 開 発 さ れ て い る （ 特 許 文 献
１ 又 は ２ ） 。 し か し な が ら 、 抗 体 を 用 い て マ ク ロ フ ァ ー ジ を 活 性 化 す る 試 み は ほ と ん ど な
さ れ て こ な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 シ グ ナ ル レ ギ ュ レ ー ト リ ー プ ロ テ イ ン β （ Signal Regulatory Proteinβ ： SIRP β ） は
ヒ ト で そ の 遺 伝 子 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ て お り 、 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 、 ３ つ の Ig様
ド メ イ ン を 有 す る 細 胞 外 領 域 と 短 い 細 胞 内 領 域 を 有 す る 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 で あ る と 推 定
さ れ て い た （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 こ の ヒ ト SIRP β 遺 伝 子 は Signal Regulatory Proteinα （
SIRP α ； 別 名 SHPS-1） と の 相 同 性 に 基 づ い て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た も の で あ る が 、 SIRP α
の 細 胞 内 領 域 が チ ロ シ ン リ ン 酸 化 部 位 で あ っ て SHP-1な ど の タ ン パ ク 質 の SH2ド メ イ ン が 結
合 す る YXX(L/V/I)モ チ ー フ を 有 す る の に 対 し 、 SIRPβ の 細 胞 内 領 域 は そ の よ う な モ チ ー フ
を 含 ま ず 長 さ が 非 常 に 短 い た め 、 SIRPβ の 生 理 的 役 割 は 不 明 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 SIRP α の 細 胞 外 領 域 を 認 識 す る 抗 体 が マ ク ロ フ ァ ー ジ の 貪 食 の 抑 制 に 用 い ら れ て い た
（ 特 許 文 献 ３ ） 。 一 方 、 SIRP β の 細 胞 外 領 域 を 認 識 す る 抗 体 も 作 製 さ れ 、 研 究 用 に 使 用
さ れ て い た が （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 、 SIRP β の 生 理 的 機 能 が 不 明 で あ っ た た め 、 SIRP β
の 細 胞 外 領 域 を 認 識 す る 抗 体 が マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 に 使 用 さ れ る こ と は な か っ た 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ０ ５ － ０ ９ ７ ６ ９ ５ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 公 平 ０ ６ － ０ ９ ９ ３ １ ４ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 表 ２ ０ ０ ２ － ５ ４ ３ １ ５ ３ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Nature, 1997, vol. 386, p181-186
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Blood, 2001, Vol. 97, No. 9, p. 2741-2749
【 発 明 の 開 示 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 な マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。 本 発 明 は ま た
、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 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 ７ 】
　 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 、 SIRP β の 細 胞 外 領 域
を 認 識 す る 抗 体 が マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 作 用 を 有 す る こ と を 見 出 し て 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 通 り で あ る 。
　 （ １ ） シ グ ナ ル レ ギ ュ レ ー ト リ ー プ ロ テ イ ン β （ SIRP β ） の 細 胞 外 領 域 を 認 識 す る 抗
体 を 含 む マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 。
　 （ ２ ） 　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 （ １ ） の マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 。
　 （ ３ ） 　 SIRP β の 細 胞 外 領 域 を 認 識 す る 抗 体 を 取 得 す る 工 程 、 お よ び 該 抗 体 を 薬 学 的
に 許 容 さ れ う る 担 体 と 配 合 す る 工 程 を 含 む 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 の 製 造 方 法 。
　 （ ４ ） 　 SIRP β の 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る 物 質 を 取 得 す る 工 程 、 お よ び 該 物 質 を マ ク ロ
フ ァ ー ジ 細 胞 に 添 加 し て 該 物 質 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 能 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 マ ク ロ
フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 を 使 用 す る こ と に よ り 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 効 率 的 に 活
性 化 す る こ と が で き る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 に よ り 、 細 胞 性 免 疫 を 誘 導 す る こ と も で
き る た め 、 本 発 明 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 は 抗 ウ イ ル ス 剤 、 抗 菌 剤 、 抗 癌 剤 な ど と し て
有 効 に 使 用 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 １ ０ 】
　 以 下 に 本 方 法 を 詳 し く 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 は 、 シ グ ナ ル レ ギ ュ レ ー ト リ ー プ ロ テ イ ン β （ Signal
 Regulatory Protein β ： SIRP β ） の 細 胞 外 領 域 を 認 識 す る 抗 体 を 含 む マ ク ロ フ ァ ー ジ
活 性 化 剤 で あ る 。 SIRP β と し て は 、 哺 乳 動 物 の SIRP β が 好 ま し く 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト の
SIRP β が よ り 好 ま し く 、 ヒ ト の SIRP β が 特 に 好 ま し い 。 ヒ ト の SIRP β と し て は 配 列 番
号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 好 ま し く 、 マ ウ ス の SIRP β と し て は 配 列 番 号
２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 好 ま し い 。 細 胞 外 領 域 は 、 ヒ ト の SIRP β の 細 胞
外 領 域 と し て 配 列 番 号 ４ の １ ～ ３ ６ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 領 域 が 、 マ ウ ス の SIRP
 β の 細 胞 外 領 域 と し て 配 列 番 号 ２ の １ ～ ３ ６ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 領 域 が 挙 げ
ら れ る 。 本 発 明 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 に 含 ま れ る 抗 体 は 、 こ れ ら の SIRP β の 細 胞 外
領 域 を 認 識 す る 抗 体 で あ る が 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 活 性 化 で き る 抗 体 で あ る 限 り 、 エ ピ ト ー
プ が 上 記 細 胞 外 領 域 の ど の 部 分 に あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に し て 作 製 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 ま ず
SIRPβ の 細 胞 外 領 域 タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 や 哺 乳 動 物 細 胞 な ど を 用 い て 生 産 す る 。 具 体 的 に
は 、 SIRPβ の 塩 基 配 列 に 基 い て 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た PCRに よ り SIRPβ の
細 胞 外 領 域 を コ ー ド す る DNAを 増 幅 す る 。 マ ウ ス SIRPβ の 細 胞 外 領 域 を コ ー ド す る DNAと し
て は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ の ２ ３ － １ １ ０ ８ 番 目 の 塩 基 配 列 を 有 す る DNAが 、 ヒ ト SIRPβ
の 細 胞 外 領 域 を コ ー ド す る DNAと し て は 、 配 列 番 号 ３ の ４ １ － １ １ ４ ７ 番 目 の 塩 基 配 列 を
有 す る DNAが 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の DNAを 適 当 な プ ラ ス ミ ド に 挿 入 し て 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド
を 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 、 該 細 胞 内 に SIRPβ の 細 胞 外 領 域 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 。 こ の 細
胞 か ら SIRPβ の 細 胞 外 領 域 タ ン パ ク 質 を 単 離 、 精 製 す る こ と に よ っ て SIRPβ の 細 胞 外 領 域
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タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る 。 大 腸 菌 で タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め の プ ラ ス ミ ド と し
て は 、 pETベ ク タ ー （ Novagen社 ） や pGEXベ ク タ ー （ Amersham Pharmacia社 ） な ど が 、 哺 乳
動 物 細 胞 で タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め の プ ラ ス ミ ド と し て は 、 pcDNAベ ク タ ー （ Invitro
gen社 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 発 現 さ せ る 細 胞 外 領 域 タ ン パ ク 質 は 、 精 製 の た め の 配
列 な ど を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 に 包 含 さ せ る 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い が 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 が よ り 好 ま し い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 上 記 の よ う に し て 得 ら
れ た SIRPβ の 細 胞 外 領 域 タ ン パ ク 質 で マ ウ ス な ど の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 を 免 疫 し 、 該 哺 乳 動 物
か ら 単 離 し た リ ン パ 球 を マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し 、 得
ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る 抗 体 の 中 か ら 、 SIRPβ の 細 胞 外 領 域 を 認 識 し 、 か つ 、 マ
ク ロ フ ァ ー ジ を 活 性 化 で き る 抗 体 を 選 択 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 な お 、 免 疫
に 使 用 す る た め の SIRPβ の 細 胞 外 領 域 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 外 領 域 の 一 部 で あ っ て も よ い 。
抗 体 が SIRPβ の 細 胞 外 領 域 を 認 識 す る か ど う か は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト や ELISAな ど に よ
っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 ま た 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 活 性 化 で き る か ど う か は 、 該 抗 体 で
処 理 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ の 、 細 胞 の 形 態 や オ プ ソ ニ ン 化 赤 血 球 に 対 す る 貪 食 作 用 な ど を 観
察 又 は 測 定 し 、 そ の 結 果 を 非 処 理 マ ク ロ フ ァ ー ジ と 比 較 す る こ と に よ っ て 調 べ る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 SIRPβ の 細 胞 外 領 域 を 認 識 し 、 か つ 、
マ ク ロ フ ァ ー ジ を 活 性 化 で き る も の で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 実 施 例 に 示 す
mAb80、 mAb84な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 な お 、 本 発 明 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 2化 抗 体 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 化 抗 体 、 短 鎖 抗 体 （ ｓ ｃ Ｆ
ｖ ） 、 ダ イ ア ボ デ ィ （ Ｄ ｉ ａ ｂ ｏ ｄ ｉ ｅ ｓ ） お よ び ミ ニ ボ デ ィ （ Ｍ ｉ ｎ ｉ ｂ ｏ ｄ ｉ ｅ ｓ ）
を 含 む も の と す る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 が ヒ ト に 使 用 す る も の で あ る 場 合 は 、 マ ウ ス ミ エ
ロ ー マ 細 胞 に よ っ て 得 ら れ た 抗 体 を 、 キ メ ラ 化 又 は ヒ ト 化 す る こ と が 好 ま し い 。 具 体 的 に
は 、 遺 伝 子 組 み 換 え に よ っ て 抗 体 の 定 常 領 域 を ヒ ト 由 来 の も の と す る キ メ ラ 抗 体 作 成 技 術
や 、 超 可 変 領 域 以 外 を ヒ ト 由 来 と す る ヒ ト 化 抗 体 作 成 技 術 な ど を 用 い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を キ メ ラ 化 又 は ヒ ト 化 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 SIRP β の 細 胞 外 領 域 を 認 識 す る 抗 体 を 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る
担 体 と 配 合 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 」 と し
て は 、 希 釈 剤 、 安 定 剤 、 保 存 剤 、 緩 衝 剤 等 が 挙 げ ら れ る 。 抗 体 に つ い て は 、 標 的 組 織 に お
け る 抗 体 濃 度 を 高 め て マ ク ロ フ ァ ー ジ を 効 率 よ く 活 性 化 す る た め に 、 抗 体 分 子 ど う し を 凝
集 さ せ た も の を 医 薬 組 成 物 に 配 合 す る こ と が 好 ま し い 。 凝 集 さ せ る 方 法 と し て は 、 例 え ば
、 ２ 次 抗 体 を 用 い て 架 橋 す る 方 法 、 biotin-avidinを 用 い て 架 橋 す る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ
る 。 具 体 的 に は 、 前 者 と し て は Fc領 域 に 対 す る 2次 抗 体 を 用 い て 架 橋 す る 方 法 、 後 者 と し
て は 、 SIRPβ 抗 体 を ビ オ チ ン で 修 飾 し 、 avidinで 架 橋 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 剤 型 は 特 に 制 限 さ れ な い が 、 注 射 剤 が 好 ま し い 。 注 射 剤 は 、 抗 体
を 希 釈 剤 な ど に 溶 解 し 、 必 要 に 応 じ て 安 定 剤 、 保 存 剤 、 緩 衝 剤 等 を 添 加 す る こ と に よ っ て
製 造 す る こ と が で き る 。 投 与 の 形 態 と し て は 、 静 脈 内 注 射 、 皮 下 注 射 、 皮 内 注 射 、 筋 肉 内
注 射 、 腹 腔 内 注 射 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 好 ま し く は 静 脈 内 注 射 で あ る 。
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 投 与 量 は 、 患 者 の 年 齢 、 性 別 、 体 重 及 び 症 状 、 投 与 方 法 、 あ る い
は 該 医 薬 組 成 物  に 含 有 さ れ る 抗 体 の 割 合 な ど に よ り 異 な る が 、 １ 回 の 投 与 に お い て １ ｋ
ｇ 体 重 あ た り 、 １ μ g～ 100mgが 好 ま し く 、 １ ｋ ｇ 体 重 あ た り 、 50μ g～ 50mgが よ り 好 ま し
い 。 投 与 回 数 は 特 に 制 限 さ れ ず 、 １ 日 あ た り １ 回 ～ 数 回 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 作 用 を 有 す る 。 し た が っ て 、 マ ク ロ フ ァ ー
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ジ を 活 性 化 す る こ と に よ っ て 治 療 又 は 予 防 し う る 疾 患 の 治 療 薬 又 は 予 防 薬 と し て 使 用 す る
こ と が で き る 。 こ の よ う な 疾 患 と し て は 、 感 染 症 や 癌 、 具 体 的 に は 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 、
有 毛 細 胞 白 血 病 、 B型 肝 炎 、 C型 肝 炎 、 自 己 免 疫 性 肝 炎 、 腎 細 胞 癌 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 SIRP β の 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る 物 質 を 取 得 す る 工 程 、 お よ び 該 物 質 を
マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 に 添 加 し て 該 物 質 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 能 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、
マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 SIRP β の 細 胞 外 領 域 に 結 合
す る 物 質 と し て は 、 低 分 子 化 合 物 、 糖 類 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 （ 抗 体 を 含 む ） な ど が 挙
げ ら れ る 。 SIRP β の 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る 物 質 は 、 例 え ば 、 SIRP β の 細 胞 外 領 域 を 用 い
た 免 疫 沈 降 法 や 、 こ れ を コ ー ド す る DNAを 用 い た ２ ハ イ ブ リ ッ ド 法 な ど に よ っ て 取 得 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 物 質 を マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 に 添 加 し て 、 該 物 質 の マ ク ロ フ ァ ー
ジ 活 性 化 能 を 測 定 し 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 能 を 有 す る 物 質 を 選 択 す る こ と に よ り 、 マ ク
ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 と し て は 、
腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ や Ｒ Ａ Ｗ 264.7細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 能 は 、
例 え ば 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 形 態 の 観 察 や 貪 食 効 果 の 測 定 な ど に よ っ て 調 べ る こ と が で き る
。 活 性 化 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 図 4に 示 す よ う な 糸 状 突 起 （ filopodia） や 膜 状 仮 足 （
lamellipodia） を 有 す る 長 く 伸 び た 形 態 を 示 す た め 、 こ の よ う な 形 態 を 示 す 細 胞 の 数 を 計
算 す る こ と に よ っ て マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 能 を 調 べ る こ と が で き る 。 ま た 、 マ ク ロ フ ァ ー
ジ に 、 実 施 例 に 示 す よ う な オ プ ソ ニ ン 化 さ れ た 赤 血 球 な ど を 加 え 、 該 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ
っ て 貪 食 さ れ る 赤 血 球 の 数 を 計 算 す る こ と に よ っ て マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 能 を 調 べ る こ と
も で き る 。 さ ら に 、 SIRP β の 細 胞 外 領 域 を 介 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 経 路 に お い て は
、 図 ７ に 示 す よ う に 、 Syk、 SLP-76、 MAPキ ナ ー ゼ な ど が 活 性 化 （ リ ン 酸 化 ） さ れ る た め 、
こ れ ら の 酵 素 の リ ン 酸 化 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト な ど で 調 べ る こ と に よ っ て マ ク ロ フ ァ ー ジ
活 性 化 能 を 調 べ る こ と も で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 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 ２ １ 】
　 １ ． マ ウ ス SIRPβ cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
　 λ ZapII胸 腺 cDNAラ イ ブ ラ リ ー （ Stratagene社 ） を 鋳 型 に 、 配 列 番 号 ５ 及 び ６ の 塩 基 配
列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー に 用 い た PCRに よ っ て 、 C57BL/6マ ウ ス の SIRP
β を コ ー ド す る cDNAを 増 幅 し た 。 PCR産 物 を pGEM-Tベ ク タ ー （ Invitrogen社 ） に サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ し 、 ABI PRISM310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems社 )を 用 い て 塩 基 配 列
の 確 認 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
２ ． SIRPβ -Fc融 合 タ ン パ ク 質 の 作 製
　 pEFneoFc76ベ ク タ ー （ EMBO J., 2003，  vol. 22, p2634-2644） を EcoRIと NcoIで 消 化 し
て 抗 体 の Fc領 域 を コ ー ド す る DNAフ ラ グ メ ン ト を 切 り 出 し た 。 こ の フ ラ グ メ ン ト を pTracer
-CMV（ Invitrogen社 ） に 挿 入 し て pTracer-Fcを 得 た 。
　 上 記 で 増 幅 し た C57BL/6マ ウ ス の SIRPβ 全 長 cDNA（ 配 列 番 号 １ ） を 鋳 型 に 、 配 列 番 号 ７
及 び ８ の 塩 基 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て マ ウ ス SIRPβ の 細 胞 外 領 域
（ 配 列 番 号 ２ の １ － ３ ６ ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 領 域 ） を コ ー ド す る DNAを 増 幅 し た 。
得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を BamHI及 び XbaIで 消 化 し 、 上 記 pTracer-Fcに 挿 入 し た 。 こ れ に よ っ
て マ ウ ス SIRPβ の 細 胞 外 領 域 と Fcの 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め の ベ ク タ ー pTracer-CM
V-SIRPβ -Fcを 得 た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 pTracer-CMV-SIRPβ -Fcを CHO-Ras細 胞 （ H-Rasの 活 性 型 を 安 定 発 現 す る 細 胞 ） に ト ラ ン
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ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 EMBO J., vol. 22, p2634-2644に 記 載 の 方 法 に 従 っ て ゼ オ シ ン で セ レ
ク シ ョ ン し た 。 ゼ オ シ ン 耐 性 を 獲 得 し た い く つ か の セ ル ラ イ ン の 培 養 上 清 を 、 わ さ び ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ が 結 合 し た 、 ヒ ト IgGの Fcフ ラ グ メ ン ト に 対 す る ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ J
ackson Immuno Research社 ） を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ っ て 分 析 す る こ と に よ り 、 SIRP
β -Fc融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 同 定 し た 。 SIRPβ -Fc発 現 細 胞 の 培 養 上 清 か ら 、 プ
ロ テ イ ン A－ Sepharose 4EF（ Amersham Pharmacia Biotech社 ） を 用 い た カ ラ ム ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に よ っ て SIRPβ -Fc融 合 タ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
３ ． 抗 SIRPβ 細 胞 外 領 域 抗 体 の 作 製
　 SIRPβ -Fc融 合 タ ン パ ク 質 を ２ 匹 の Wistarラ ッ ト の 後 ろ 足 の う ら に 1週 間 お き に 注 入 し た
。 そ の 後 、 リ ン パ 節 か ら リ ン パ 球 を 単 離 し 、 J Biol Chem. 1996, vol. 271, p27652-2765
8に 記 載 の 方 法 に よ り P3U1ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン の 中 か
ら 、 ELISA法 に よ り 、 SIRPβ -Fcに 反 応 し 、 SHPS-1-Fcに 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン を 選 択 し た 。 な お 、 SHPS-1-Fcは 、 SHPS-1（ Blood, 2001
, Vol. 97, No. 9, p. 2741-2749参 照 ） と Fcの 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 得 ら れ た ７ 種 類 の
SIRPβ -Fc抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の 中 か ら 、 ク ロ ー ン ８ ０ 及 び ８ ４ を 以 下 の 実 験 に 用 い
た 。 ク ロ ー ン ８ ０ 及 び ８ ４ の 無 血 清 培 養 上 清 か ら 、 プ ロ テ イ ン A－ Sepharose 4FF（ Amersh
am Pharmacia Biotech社 ） を 用 い た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 精 製 し た 。 こ れ ら を そ れ ぞ れ 、 mAb80、 mAb84と 名 づ け た 。 Rat Mono AB ID/SP kit（ Z
ymed社 ） を 用 い て こ れ ら の ア イ ソ タ イ プ を 決 定 し た と こ ろ 、 mAb80は IgG2a、 mAb84は IgGκ
で あ る こ と が わ か っ た 。 以 下 、 mAb80、 mAb84を 単 に 抗 SIRPβ 抗 体 と 呼 ぶ こ と が あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 抗 SIRPβ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 以 下 の よ う に し て 作 製 し た 。 ま ず 、 上 記 SIRPβ -Fc融 合
タ ン パ ク 質 を ウ サ ギ に 注 入 し て 免 疫 し た 。 得 ら れ た 抗 血 清 か ら SIRPβ -Fc融 合 タ ン パ ク 質
結 合 セ フ ァ ロ ー ス を 用 い て ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 し た 。 さ ら に 、 ヒ ト IgG（ Jac
kson Immuno Research社 ） を 結 合 し た セ フ ァ ロ ー ス を 用 い て Fcに 反 応 す る 抗 体 を 除 く こ と
に よ り 、 抗 SIRPβ 細 胞 外 領 域 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
４ ． 抗 SIRPβ 抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化
　 チ オ グ リ コ ー ル 酸 で 顕 在 化 し た マ ウ ス プ ラ イ マ リ ー 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ PEM） は 、 J B
iol Chem, 2002, 277, 39833-39839に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 単 離 、 培 養 し た 。 具 体 的 に は 、
C57BL/6マ ウ ス に ３ ｍ ｌ の ３ ％ チ オ グ リ コ ー ル 酸 培 地 （ ニ ッ ス イ 社 ） を 腹 腔 内 注 入 し た ３
日 後 、 腹 腔 を ０ ． ２ ％ BSAを 含 む 氷 冷 PBSで フ ラ ッ シ ュ し た 。 滲 出 細 胞 を ４ ℃ 、 ４ ０ ０ ｘ ｇ
、 ５ 分 間 で 遠 心 分 離 し て 単 離 し 、 氷 冷 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ で 洗 浄 し 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清
を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ で 再 懸 濁 し た 。 37℃ で ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 好
中 球 、 Ｂ 細 胞 及 び Ｔ 細 胞 を 含 む 非 付 着 細 胞 を 洗 浄 し て 除 い た 。 得 ら れ た チ オ グ リ コ ー ル 酸
で 顕 在 化 し た マ ウ ス 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ PEM） を 24ウ ェ ル 培 養 プ レ ー ト に 分 注 し 、 ３ ～
４ 日 培 養 し た 。 貪 食 ア ッ セ イ の 直 前 に 、 プ レ ー ト を 氷 上 に 置 き 、 mAb80、 mAb84、 ま た は こ
れ ら に 対 応 す る ア イ ソ タ イ プ の コ ン ト ロ ー ル IgGを 20μ g/mlの 濃 度 で 加 え た 。 氷 上 で 15分
間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 胞 を 氷 冷 し た PBSで 2回 洗 浄 し 、 2次 抗 体 の 存 在 下 （ 図 １ Ａ
、 2nd Abs(＋ )、 図 １ Ｃ 及 び Ｄ ） ま た は 非 存 在 下 （ 図 １ Ａ 、 2nd Abs(－ )） 、 グ ル タ ル ア ル
デ ヒ ド で 固 定 化 し た IgGオ プ ソ ニ ン 化 ヒ ツ ジ 赤 血 球 （ Ig-sRBC； Inter-Cell Technologies
社 ） （ 5× 10７ ／ ウ ェ ル ） を 含 む 無 血 清 RPMI-1640を 加 え た 。 な お 、 ２ 次 抗 体 と し て は 、 ラ
ッ ト IgGに 対 す る ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 20μ g/ml； Jackson Immuno Research社 ） を 用
い た 。 図 １ Ｃ 及 び Ｄ で は 、 非 オ プ ソ ニ ン 化 ヒ ツ ジ 赤 血 球 、 C3biオ プ ソ ニ ン 化 ヒ ツ ジ 赤 血 球
を 用 い た 実 験 も 行 っ た 。
　 一 方 、 図 １ Ｂ で は マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ の セ ル ラ イ ン で あ る Ｒ Ａ Ｗ 264.7を 用 い た 。 Ｒ
Ａ Ｗ 264.7は １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ を 用 い て 培 養 し た 。 培 養 は 37
℃ 、 5%Ｃ Ｏ ２ の 加 湿 条 件 下 で 行 っ た 。 PEMと 同 様 に し て 、 mAb80、 mAb84、 ま た は コ ン ト ロ
ー ル IgGを 20μ g/mlの 濃 度 で 加 え た 。 次 い で 、 2次 抗 体 の 存 在 下 （ 図 １ B、 2nd Abs(＋ )） ま
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た は 非 存 在 下 （ 図 １ B、 2nd Abs(－ )） 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド で 安 定 化 し た IgGオ プ ソ ニ ン
化 ヒ ツ ジ 赤 血 球 を 含 む 無 血 清 RPMI-1640を 加 え た 。
　 な お 、 IgGま た は C3biで オ プ ソ ニ ン 化 し た 赤 血 球 は J Exp. Med., 2001, vol. 193, p855
-862に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 調 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 で 非 オ プ ソ ニ ン 化 、 IgG－ オ プ ソ ニ ン 化 、 又 は C3bi－ オ プ ソ ニ ン 化 赤 血 球 （ RBC） を
加 え た マ ク ロ フ ァ ー ジ に つ い て 、 以 下 、 同 様 の 手 順 で 試 験 し た 。 氷 上 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し た 後 、 培 養 プ レ ー ト を ３ ７ ℃ の 水 浴 上 に 移 し て 貪 食 を 開 始 さ せ た 。 そ れ ぞ れ の
時 間 反 応 さ せ た 後 、 再 び 氷 上 に 置 い て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 氷 冷 PBSで 3回 洗 浄 し た 後 、 PEM
を ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ／ PBSで 固 定 し た 。 次 に 、 貪 食 さ れ た 赤 血 球 を 位 相 差 顕 微 鏡
で 検 出 し 、 ラ ン ダ ム な 視 野 を 写 真 に 収 め た 。 マ ウ ス 赤 血 球 の 貪 食 ア ッ セ イ に は 、 付 着 し た
赤 血 球 を 除 く た め 、 固 定 化 前 に 、 PEMを 溶 血 バ ッ フ ァ ー （ 154mM NH 4 Cl (pH7.3), 10mM KHC
O 3 , 0.1mM EDTA） で 常 温 で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 貪 食 イ ン デ ッ ク ス を 決 定 す る た め
に 、 ラ ン ダ ム に 選 択 し た 視 野 の 100以 上 の 細 胞 を 検 討 し 、 貪 食 さ れ た 赤 血 球 を 有 す る 細 胞
の パ ー セ ン テ ー ジ を 算 出 し た 。
　 結 果 を 図 １ に 示 す 。 図 １ Ａ よ り 、 抗 SIRPβ 抗 体 で あ る mAb80、 mAb84を 加 え て 2次 抗 体 で
ク ロ ス リ ン ク （ 架 橋 ） し た Ｐ Ｅ Ｍ で は 、 コ ン ト ロ ー ル の ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ を 加 え て 2次 抗 体 で
ク ロ ス リ ン ク し た Ｐ Ｅ Ｍ に 比 べ て 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る 貪 食 が 約 2倍 に 増 加 し た 。 ２ 次
抗 体 非 添 加 で は ほ と ん ど 効 果 が 見 ら れ な か っ た こ と か ら 、 抗 SIRPβ 抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 活 性 化 に は 、 2次 抗 体 で ク ロ ス リ ン ク す る な ど し て 抗 体 濃 度 を 高 め る こ と が 必 要 で
あ る こ と が わ か っ た 。 図 １ Ｂ よ り 、 mAb80、 mAb84は 培 養 マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 株 に 対 し て も
活 性 化 で き る こ と が わ か っ た 。 図 １ Ｃ よ り 、 mAb80、 mAb84に よ っ て 活 性 化 さ れ た Ｐ Ｅ Ｍ は
非 オ プ ソ ニ ン 化 赤 血 球 を 貪 食 す る こ と も で き る が 、 オ プ ソ ニ ン 化 赤 血 球 の ほ う が よ り 多 く
貪 食 す る こ と が で き る こ と が わ か っ た 。 図 １ Ｄ よ り 、 mAb80、 mAb84に よ っ て 活 性 化 さ れ た
Ｐ Ｅ Ｍ は 、 捕 体 Ｃ ３ ｂ ｉ に よ っ て オ プ ソ ニ ン 化 さ れ た 赤 血 球 を 貪 食 す る こ と も で き る こ と
が わ か っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
５ ． MAPK及 び MEKへ の 効 果
　 抗 SIRPβ 抗 体 が マ ク ロ フ ァ ー ジ を 活 性 化 す る メ カ ニ ズ ム を 探 る た め に 以 下 の 実 験 を 行 っ
た 。
　 抗 SIRPβ 抗 体 ま た は コ ン ト ロ ー ル IgG、 及 び 2次 抗 体 で 処 理 し た PEMを 37℃ で 10分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て は 、 M-CSF（ 10ng/ml） を 加 え て 37℃ で ５
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て は 非 処 理 の PEMを 用 い た 。 次 に
、 各 細 胞 を 溶 解 し 、 抗 MAPK抗 体 （ α MAPK） 、 抗 活 性 型 （ リ ン 酸 化 ） MAPK抗 体 （ α pMAPK）
、 抗 MEK抗 体 （ α MEK） 、 抗 活 性 型 MEK抗 体 （ α pMEK） を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ
た （ 図 ２ Ａ ） 。 mAb80、 mAb84に よ っ て MAPK及 び MEKの リ ン 酸 化 が 亢 進 し て お り 、 抗 SIRPβ
抗 体 添 加 に よ り MAPK及 び MEKが 活 性 化 す る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 次 に 、 MEK阻 害 剤 （ PD98059ま た は U0126） を 用 い て 、 抗 SIRPβ 抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ ー
ジ 活 性 化 機 構 へ の MAPK-MEK経 路 の 関 与 を 調 べ た 。 ま ず 、 PEMを 50μ Mの PD98059ま た は 2μ M
の U0126の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 37℃ 、 30分 処 理 し た 後 に 、 抗 SIRPβ 抗 体 ま た は コ ン ト
ロ ー ル IgG、 及 び 2次 抗 体 で 処 理 し た 。 次 に 、 IgGで オ プ ソ ニ ン 化 し た 赤 血 球 を 加 え て 37℃
、 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 胞 を 固 定 化 し て 貪 食 イ ン デ ッ ク ス を 測 定 し た （ 図 ２ Ｂ
、 Ｃ 上 ） 。 一 方 、 阻 害 剤 非 存 在 下 、 ま た は 存 在 下 で 抗 SIRPβ 抗 体 ま た は コ ン ト ロ ー ル IgG
、 及 び 2次 抗 体 で 処 理 し た PEMを 、 抗 MAPK抗 体 （ α MAPK） 、 抗 活 性 型 （ リ ン 酸 化 ） MAPK抗 体
（ α pMAPK） を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ っ て 解 析 し た （ 図 ２ Ｂ 、 Ｃ 下 ） 。 そ の 結 果 、 MEK
阻 害 剤 の 存 在 下 で は 、 mAb80、 mAb84を 添 加 し て も Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の 活 性 化 が 起 こ ら ず 、 抗 SIRPβ
抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 貪 食 作 用 の 活 性 化 も 起 こ ら な か っ た 。 こ の こ と か ら 、 抗 SIRP
β 抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 貪 食 作 用 の 活 性 化 に は MEK→ MAPK経 路 が 関 与 し て い る こ と
が 示 唆 さ れ た 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
６ ． ミ オ シ ン 軽 鎖 キ ナ ー ゼ （ MLCK） に 対 す る 効 果
　 細 胞 骨 格 の 再 構 築 に よ る 細 胞 接 着 や 細 胞 遊 走 に は 、 MAPKに よ る ミ オ シ ン 軽 鎖 キ ナ ー ゼ （
MLCK） の 活 性 化 が 関 与 し て い る こ と が 知 ら れ て い る （ J Cell Biol., 1997， vol. 137, p4
81-492） 。 こ の こ と か ら 、 SIRPβ 抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 経 路 に お い て も 、 MAPK
に よ る ミ オ シ ン 軽 鎖 キ ナ ー ゼ （ MLCK） の 活 性 化 が 関 与 し て い る か ど う か に つ い て 調 べ た 。
　 ま ず 、 MLCKの 阻 害 剤 で あ る ML-7（ J Biol Chem., 1987, vol. 262, p7796-7801） の 存 在
下 （ 10μ M） 、 非 存 在 下 で PEMを 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 抗 SIRPβ 抗 体 ま
た は コ ン ト ロ ー ル IgG、 及 び 2次 抗 体 で 処 理 し た 後 、 IgGで オ プ ソ ニ ン 化 し た 赤 血 球 を 加 え
て 37℃ 、 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 細 胞 を 固 定 化 し て 貪 食 イ ン デ ッ ク ス を 測 定 し た （ 図 ３ A
） 。 ま た 、 MLCKに よ っ て 活 性 化 さ れ る ミ オ シ ン の ATPase活 性 の 阻 害 剤 （ BDM； 50mM） を 用
い て 同 様 の 実 験 を 行 っ た （ 図 ３ B） 。 こ れ ら 阻 害 剤 添 加 に よ り マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 が
見 ら れ な く な っ た こ と か ら 、 抗 SIRPβ 抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 貪 食 作 用 の 活 性 化 に ML
CK→ Myosin経 路 が 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
７ ． 蛍 光 免 疫 染 色
　 ラ ッ ト IgG、 mAb80又 は mAb84で 処 理 し た PEMを ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 及 び ０ ． １ ％ グ
ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 含 む PBS中 、 常 温 で ２ ０ ～ ３ ０ 分 間 、 固 定 化 し た 。 次 に 、 ０ ． １ ％ Tri
tonX100及 び ５ ％ ヤ ギ 血 清 を 含 む PBS（ ブ ロ ッ キ ン グ 液 ） で 、 常 温 、 ６ ０ 分 間 処 理 し 、 膜 透
過 性 に し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 液 に 希 釈 し た 一 次 抗 体 （ 活 性 型 MAPK抗 体 ） を 加 え て 常 温 １ 時 間
ま た は ４ ℃ 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ 液 に 希 釈 し た A
lexa488結 合 二 次 抗 体 （ Molecular Probe社 ） を 加 え て 、 常 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 F-ア ク チ ン の 可 視 化 の た め に は 、 細 胞 を 前 記 2次 抗 体 と と も に 、 Rhodamine結 合 フ ァ ロ イ
ジ ン （ phalloidin； Molecular Probe社 ） を 加 え て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を PBSで 洗 浄
し た 後 に 、 封 入 し た 。 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 （ LSM5 PASCAL Zeiss社 ） を 用 い て 蛍 光 像 を
得 た （ 図 ４ ） 。 そ の 結 果 、 mAb80又 は mAb84の 添 加 に よ り MAPKの 核 へ の 移 行 が 見 ら れ 、 マ ク
ロ フ ァ ー ジ は 糸 状 突 起 （ filopodia） や 膜 状 仮 足 （ lamellipodia） を 有 す る 長 く 伸 び た 形
態 を 示 し た 。 こ の よ う な 形 態 変 化 は 、 PI3キ ナ ー ゼ の 阻 害 剤 で あ る wortmanin添 加 で は 見 ら
れ た が 、 及 び MEK阻 害 剤 （ PD98059） ま た は MLCK阻 害 剤 （ ML-7） 添 加 で は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
８ ． DAP12及 び Sykに 対 す る 効 果
　 SIRPβ は DAP12と 複 合 体 を 形 成 し 、 DAP12を リ ン 酸 化 し て 、 DAP12と チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ Syk
の 結 合 を 誘 導 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ J Immunol., 2000, vol. 164, p9-12） 。 そ こ
で 、 抗 SIRPβ 抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 経 路 に お い て 、 DAP12、 Sykが 関 与 し て い る
か ど う か に つ い て 調 べ た 。
　 ま ず 、 mAb84ま た は ラ ッ ト IgG（ コ ン ト ロ ー ル ） 、 及 び 2次 抗 体 で 処 理 し た PEMの 溶 解 物 に
つ い て 抗 SIRPβ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 免 疫 沈 降 を 行 い 、 沈 降 物 に つ い て 抗 DAP12抗
体 を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た （ 図 ５ A） 。 こ れ に よ り 、 SIRPβ と DAP12が 相 互 作 用 し
て い る こ と が 確 認 で き た 。
　 ま た 、 mAb84ま た は ラ ッ ト IgG、 及 び 2次 抗 体 で 処 理 し た PEMの 溶 解 物 に つ い て 抗 DAP12ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 免 疫 沈 降 を 行 い 、 沈 降 物 に つ い て 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 を 用
い て イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た （ 図 ５ B上 ） 。 同 様 に 、 mAb84ま た は ラ ッ ト IgG、 及 び 2次 抗 体
で 処 理 し た PEMの 溶 解 物 に つ い て 抗 Sykポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 免 疫 沈 降 を 行 い 、 沈 降
物 に つ い て 抗 DAP12抗 体 を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た （ 図 ５ B下 ） 。 こ れ に よ り 、 mAb8
4添 加 に よ り DAP12の リ ン 酸 化 の 亢 進 、 及 び DAP12と Sykの 相 互 作 用 の 亢 進 が 見 ら れ た 。
　 ま た 、 抗 Sykポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 得 た 免 疫 沈 降 物 に つ い て 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン
抗 体 を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ ト を 行 っ た （ 図 ５ C） 。 こ れ に よ り 、 mAb80、 mAb84添 加 に よ り S
ykの リ ン 酸 化 の 亢 進 が 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 次 に 、 Sykの 阻 害 剤 で あ る Piceatannolの 、 抗 SIRPβ 抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 に
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対 す る 影 響 を 調 べ た 。 ま ず 、 PEMを 10μ Mの Piceatannolの 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 37℃ 、 3
0分 処 理 し た 後 に 、 抗 SIRPβ 抗 体 ま た は コ ン ト ロ ー ル IgG、 及 び 2次 抗 体 で 処 理 し た 。 次 に
、 IgGで オ プ ソ ニ ン 化 し た 赤 血 球 を 加 え て 37℃ 、 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 胞 を 固 定
化 し て 貪 食 イ ン デ ッ ク ス を 測 定 し た （ 図 ５ D） 。 Piceatannol存 在 下 で は mAb80、 mAb84に よ
る 貪 食 の 活 性 化 が 見 ら れ な か っ た 。
　 ま た 、 Piceatannol非 存 在 、 存 在 下 で 抗 SIRPβ 抗 体 ま た は コ ン ト ロ ー ル IgG、 及 び 2次 抗
体 で 処 理 し た PEMを 抗 Syk抗 体 で 免 疫 沈 降 す る こ と に よ り 得 ら れ た 沈 降 物 を 、 抗 リ ン 酸 化 チ
ロ シ ン 抗 体 （ α PY） を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ っ て 解 析 し た （ 図 ５ E） 。 さ ら に 、 Picea
tannol非 存 在 、 存 在 下 で 抗 SIRPβ 抗 体 ま た は コ ン ト ロ ー ル IgG、 及 び 2次 抗 体 で 処 理 し た PE
Mを 、 抗 MAPK抗 体 （ α MAPK） 、 抗 活 性 型 MAPK抗 体 （ α pMAPK） を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ
っ て 解 析 し た （ 図 ５ F） 。 そ の 結 果 、 Piceatannol非 存 在 下 で は mAb80、 mAb84に よ る Sykお
よ び MAPKの 活 性 化 が 確 認 さ れ た が 、 Piceatannol存 在 下 で は mAb80、 mAb84に よ る Sykお よ び
MAPKの 活 性 化 が 見 ら れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 抗 SIRPβ 抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ
の 活 性 化 に は 、 SIRPβ → DAP12→ Syk→ MAPKと い う 経 路 が 予 想 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
９ ． Sykに よ る SLP-76活 性 化
　 Sykは SLP-76を リ ン 酸 化 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Immunity, 1998, vol. 9, p607-616
） 。 し た が っ て 、 抗 SIRPβ 抗 体 に よ っ て 活 性 化 さ れ た Sykが ア ダ プ タ ー タ ン パ ク 質 で あ る S
LP-76を リ ン 酸 化 す る か ど う か を 調 べ る た め に 以 下 の 実 験 を 行 っ た 。
　 Piceatannol非 存 在 、 存 在 下 で 抗 SIRPβ 抗 体 ま た は コ ン ト ロ ー ル IgG、 及 び 2次 抗 体 で 処
理 し た PEMを SLP-76抗 体 で 免 疫 沈 降 す る こ と に よ り 得 ら れ た 沈 降 物 を 、 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ
ン 抗 体 （ α PY） を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ っ て 解 析 し た （ 図 ６ A,B） 。 そ の 結 果 、 mAb80
、 mAb84に よ っ て SLP-76の 活 性 化 が 見 ら れ た が 、 Piceatannol存 在 下 で は SLP-76の 活 性 化 が
見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 以 上 よ り 、 SIRPβ に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ 貪 食 活 性 化 は 、 図 ７ の よ う な シ グ ナ ル 伝 達 経 路
が 推 定 さ れ た 。
す な わ ち 、 ま ず 、 リ ガ ン ド に よ る SIRPβ の 細 胞 外 ド メ イ ン へ の 刺 激 に よ っ て SIRPβ に 結 合
し た DAP12が リ ン 酸 化 さ れ て 、 リ ン 酸 化 部 位 に Sykが 結 合 す る 。 Sykが SLP-76を リ ン 酸 化 し
、 さ ら に そ の 下 流 の MEKが 活 性 化 さ れ 、 MAPKを 活 性 化 す る 。 活 性 化 さ れ た MAPKに よ り MLCK
が 活 性 化 さ れ 、 Myosinが リ ン 酸 化 さ れ る 。 こ れ に よ り 細 胞 骨 格 が 変 化 し 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ
の 活 性 化 が 起 こ る と い う メ カ ニ ズ ム が 推 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 な お 、 本 実 験 に 使 用 し た 試 薬 等 は 以 下 の と お り で あ る 。 DAP12に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 は J Immnol, 2000, 165, 3790-3796に 記 載 の 方 法 で 作 製 し た 。 MAPK、 活 性 型 MAPKに 対
す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Promega社 よ り 購 入 し た 。 MEK、 活 性 型 MEKに 対 す る ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 及 び 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ PY-100） は 、 Cell Signaling T
echnologies社 よ り 購 入 し た 。 Sykに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ N-19） 、 SLP-76に 対 す る
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ H-300） は Santa Cruz社 か ら 購 入 し た 。 コ ン ト ロ ー ル の ラ ッ ト IgG（
IgG2ａ 、 κ ） は Pharmingen社 よ り 購 入 し た 。 PD98059お よ び ML-7は Calbiochem社 よ り 、 U01
26は Promega社 よ り 、 wortmanin、 BDM（ 2,3-butanedione 2-monoxime） 、 piceatannolは Si
gma社 よ り 購 入 し た 。 M-CSF（ マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 ） は R&D Syetems社 よ り 購
入 し た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 剤 は 抗 ウ イ ル ス 剤 や 抗 菌 剤 、 抗 腫 瘍 剤 な ど と し て 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
【 図 １ 】 抗 SIRPβ 細 胞 外 領 域 抗 体 の マ ク ロ フ ァ ー ジ の 貪 食 作 用 に 対 す る 効 果 を 示 す 図 。 （

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-314284 A 2005.11.10



A） は マ ウ ス 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ PEM） 、 （ B） は Ｒ Ａ Ｗ 264.7細 胞 の 貪 食 作 用 に 対 す る 効
果 を 示 す 。 （ C） は PEM の IgGで オ プ ソ ニ ン 化 し た 赤 血 球 ま た は 非 オ プ ソ ニ ン 化 赤 血 球 へ の
貪 食 作 用 を 、 （ D） は PEM の 捕 体 C3biで オ プ ソ ニ ン 化 し た 赤 血 球 へ の 貪 食 作 用 を 示 す 。
【 図 ２ 】 抗 SIRPβ 細 胞 外 領 域 抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 に お け る 、 MAPK及 び MEKの
役 割 を 示 す 図 （ 写 真 ） 。 （ A） は 抗 SIRPβ 細 胞 外 領 域 抗 体 の MAPKま た は MEKに 対 す る 効 果 を
示 す 。 （ B） は MEK阻 害 剤 PD98059の 効 果 を 示 す 。 （ C） は MEK阻 害 剤 U0126の 効 果 を 示 す 。
【 図 ３ 】 抗 SIRPβ 細 胞 外 領 域 抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 に お け る 、 MLCK及 び Myosin
の 役 割 を 示 す 図 。 （ A） は MLCK阻 害 剤 ML-7の 効 果 を 示 す 。 （ B） は Myosinの ATPase活 性 阻 害
剤 BDMの 効 果 を 示 す 。
【 図 ４ 】 蛍 光 免 疫 染 色 の 結 果 を 示 す 図 （ 写 真 ） 。 （ A） は コ ン ト ロ ー ル ラ ッ ト IgGま た は 抗
SIRPβ 細 胞 外 領 域 抗 体 （ mAb80、 mAb84） を 添 加 し た PEMの 形 態 お よ び MAPKの 活 性 化 を 示 す
。 （ B） は 抗 SIRPβ 細 胞 外 領 域 抗 体 （ mAb80） を 添 加 し た PEMの 、 各 阻 害 剤 存 在 、 非 存 在 時
の 形 態 お よ び MAPKの 活 性 化 を 示 す 。 Mergeは 両 方 の 画 像 を 統 合 さ せ た 画 像 を 示 す 。
【 図 ５ 】 抗 SIRPβ 細 胞 外 領 域 抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 に お け る 、 DAP12及 び Sykの
役 割 を 示 す 図 （ 写 真 ） 。 （ A） は 抗 DAP12抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。 （ B
） は 抗 DAP12抗 体 ま た は 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。
（ C） は 抗 Syk抗 体 ま た は 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。
（ D） は piceatannol 存 在 、 非 存 在 下 に お け る 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 貪 食 の 程 度 を 示 す 図 。 （ E
） は piceatannol 存 在 、 非 存 在 下 に お け る 、 抗 Syk抗 体 ま た は 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 を
用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。 （ F） は piceatannol 存 在 、 非 存 在 下 に お け る 、 抗 M
APK抗 体 ま た は 抗 リ ン 酸 化 MAPK抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。
【 図 ６ 】 抗 SIRPβ 細 胞 外 領 域 抗 体 の 、 SLP-76に 対 す る 効 果 を 示 す 図 （ 写 真 ） 。 （ A） は 抗 S
LP-76抗 体 ま た は 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。 （ B） は
piceatannol 存 在 、 非 存 在 下 に お け る 、 抗 SLP-76抗 体 ま た は 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 を 用
い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 SIRPβ に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ 活 性 化 の メ カ ニ ズ ム を 示 す 図 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 配 列 表 】
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