
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】

乳動物における自己免疫疾患または炎症性疾患の治療のための、抗 CD4抗体と抗腫瘍壊
死因子（ TNF）抗体を含む組成物。
【請求項２】
抗 CD4抗体および抗 TNF抗体が、同時あるいは連続投与 請求項１の組成物。
【請求項３】
抗 CD4抗体および抗 TNF抗体が、皮下、静脈内、あるいは筋肉内投与 請求項１の組成
物。
【請求項４】

薬学的に許容されるビーイクル 請求項１の組成物。
【請求項５】

抗炎症剤 請求項１又は請求項４の組成物。
【請求項６】
哺乳動物における自己免疫疾患または炎症性疾患の治療のための治療薬剤を製造するため
の抗 CD4抗体および抗腫瘍壊死因子（ TNF）抗体の使用 。
【請求項７】
抗 CD4抗体および抗 TNF抗体が、同時あるいは連続投与 請求項６の 。
【請求項８】
抗 CD4抗体および抗 TNF抗体が、皮下、静脈内、あるいは筋肉内投与 請求項６の
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。
【請求項９】

学的に許容されるビーイクル 請求項６の 。
【請求項１０】
抗炎症剤 請求項６又は請求項９の 。
【発明の詳細な説明】

自己免疫疾患の原因となっている自己抗原の性質については不明であり、自己免疫応答を
引き起こす作用についても知られていない。ウイルスタンパク質が自己抗原と類似性を有
しているので自己反応性Ｔ細胞やＢ細胞が自己抗原を認識するようになるという説が広く
支持されている。Ｂリンパ球が抗体を産生するのに対し、胸腺由来細胞、すなわち「Ｔ細
胞」は細胞性免疫機能と関連がある。Ｔ細胞は、細胞表面提示される抗原を認識し、これ
らの「抗原提示」細胞とともにその機能を発現する。
ヒトＴ細胞群を判定するために様々なマーカーが使われている。たとえば CD4は、免疫グ
ロブリンと配列が部分的に同一の非多形性表面糖タンパク質受容体である。 CD4受容体は
、明確な成熟末梢Ｔ細胞サブセットを定義づける。一般に、ヘルパー機能や調節機能を発
現する CD4T細胞は免疫応答においてＢ細胞と相互作用を示すが、 CD8表面抗原発現Ｔ細胞
は細胞傷害性Ｔ細胞として機能し、免疫応答を調節する作用を示す。Ｔ細胞受容体は、Ｔ
細胞応答を強化または調節する刺激の経路となっているので、免疫介入の標的となりうる
。
細胞相互作用のうち、 CD4＋Ｔ細胞と抗原提示細胞（ APC）の相互作用は免疫応答の根源に
位置するものである。自己免疫応答は多くの点で正常免疫応答と本質的に同様である。し
たがって、 CD4＋自己免疫反応性Ｔ細胞は、結合グルーブに自己抗原と結合したクラス II
を発現する APCによって再刺激される。ある種のヒトの疾患においてこの現象が起きるこ
とを示す証拠が示されている。たとえば、甲状腺のグレーブズ病では、難治の場合に摘出
される甲状腺にイン・ビボ活性化Ｔ細胞が存在し、これらの細胞の多くがクローニング後
に、外部からいかなる抗原も付与されていない自己甲状腺細胞（ APCとして）、あるいは
甲状腺特異抗原である甲状腺ペルオキシダーゼやサイログロブリンが付与されている APC
を認識することを示すことができる［ロンデイら（ Londei,M.et al.）、 85
－ 89（ 1985）；デイアンら（ Dayan,C.M.et al.）、 7415－ 74
19（ 1991）］。同様に、リウマチ様関節炎（ RA）では、３年の経過期間中の連続３回の手
術において RA患者の間接からコラーゲン II型を認識するイン・ビボ活性化Ｔ細胞が単離さ
れている［ロンデイら（ Londei,M.et al.）、 86:636－ 640（ 1989）
］。自己免疫特性を示すその他のヒトの疾患においては、重症筋無力症におけるアセチル
コリン受容体［ホホルフェルドら（ Hohlfeld,R.et al.）、 :224－ 246（ 1984）
］、多発性硬化症におけるミエリン基礎タンパク質［ハフラーら（ Hafler,D.A.et al.）
、 68－ 72（ 1987）］、またはインスリン依存性糖尿病における膵島細胞膜
［デ・ベラルディニスら（ De Berardinis,P.et al.）、 823－ 824（ 1988）；コ
ンティアイネンら（ Kontiainen,S.et al.）、 :193－ 197（ 1991）］を認識
する CD4＋細胞などの血液由来 CD4＋Ｔ細胞がクローン化されている。
CD4特異性抗体による処理は様々な実験誘導自己免疫疾患および自然発生自己免疫疾患の
両者の予防に有効である。たとえば、抗 CD4または抗 MHCクラス II抗体による処理は、ネズ
ミのコラーゲン誘導関節炎ならびにネズミの連鎖球菌細胞壁誘導関節炎を有効に予防する
ことがわかった［ランゲスら（ Ranges,G.E.et al.）、 :1105－ 1110（ 1985
）；ホムら（ Hom,J.T.et al.）、 881－ 888（ 1988）；ウーリーら（ Woo
ley,P.H.et al.）、 2366－ 2374（ 1985）；クーパーら（ Cooper,S.M.et al
.）、 1958－ 1962（ 1988）；バン・デン・ブロエクら（ Van den Broek,M.F
.et al.）、 57－ 61（ 1992）］。抗 CD4処理は、 NZB/NZW　 F1（ B/W）マ
ウスおよび BXSBマウスの全身性紅斑性狼瘡も予防した［ウォフシーら（ Wofsy,D.et al.）
、 852－ 857（ 1985）；ウォフシーら（ Wofsy,D.et al.）、
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4554－ 4560（ 1986）；エルマークら（ Ermak,T.J.et al.）、
447－ 456（ 1989）］。ところが、抗Ｔ細胞 /APC処理は確定した疾患（すなわち発症後）

の重症度を下げる効果が低いか全く無効である。たとえば、抗 CD4処理と抗 MHCクラス II処
理はいずれも、マウスの確定したコラーゲン誘導関節炎の重症度を下げる効果がなかった
［ホムら（ Hom,J.T.et al.）、 881－ 888（ 1988）；クーパーら（ Coope
r,S.M.et al.）、 1958－ 1962（ 1988）］。ヒトにおける実際の治療で求め
られるのは発症後の治療と予防である。したがって、 CD4T細胞 /APC相互作用をブロックす
ること自体は最適な治療法ではないかもしれず、他の手段によってその効果を増強するこ
とができる可能性が示唆されている。
CD4以外の因子も細胞性免疫応答に影響を及ぼす。サイトカインの１種である腫瘍壊死因
子－α（ TNFα、カケクチンともいう）は、炎症、組織傷害、免疫応答、および病変部へ
の細胞侵入に多様な影響を及ぼすので、リウマチ様関節炎をはじめとする炎症性関節疾患
の発生に何らかの役割を果たしている［ブレナンら（ Brennan,F.M.et al.）、
244－ 247（ 1989）；フェルドマンら（ Feldmann,M.et al.）、 :480
－ 486（ 1990）］。 TNFαは、エンドトキシンやその他の刺激に反応して主に単核球とマク
ロファージによって 17kDのタンパク質サブユニットの可溶性ホモトリマーとして分泌され
るタンパク質である［スミスら（ Smith,R.A.et al.）、 :6951－ 6954（ 19
87）］。膜に結合した 26kDの TNF前駆体も記載されている［クリーグラーら（ Kriegler,M.
et al.）、 45－ 53（ 1988）］。 TNFαをコードする遺伝子の発現は単核球／マク
ロファージファミリーの細胞に限定されない。 TNFは CD4＋および CD8＋の末梢血Ｔリンパ
球や様々な培養Ｔ細胞系およびＢ細胞系によっても産生される［クチュリら（ Cuturi,M.C
.et al.）、 :1581（ 1987）；スングら（ Sung,S.－ S.J.et al.）、

:1539（ 1988）；ターナーら（ Turner,M.et al.）、 1807－ 1814（
1987）］。最近の証拠から、自己免疫病理および移植片対宿主病理における TNFの関与が
示唆されている［ピグエットら（ Piguet,P.－ F.et al.）、 :1280（ 1987）
］。 TNFαと反応し、 TNFβとも反応すると考えられるハムスター抗 TNFモノクローナル抗
体 TN3.19.2は、処理を関節炎発症前に開始するか後に開始するかに関わらず、 DBA/1マウ
スの関節破壊の程度を顕著に低下させるとともに、コラーゲン II型誘導関節炎に伴う炎症
を軽減しうることが証明されている［ウイリアムスら（ Williams,R.O.et al.）、

9784－ 9788（ 1992）］。ところが、抗 TNF療法は関節炎を完全には除
去しなかったことから、 TNF以外の因子の病理への関与が示唆される。
WO　 89/08460は、ショック関連状態を予防または治療する、抗 TNF抗体と抗リンパ球抗体
の混合物を記載している。
これらをはじめとする進歩にも関わらず、依然として自己免疫疾患および炎症性疾患のよ
り良い治療が大いに求められている。

本発明は、自己免疫疾患や炎症性疾患、とくにリウマチ様関節炎の治療において、抗 CD4
抗体と抗 TNF抗体を組み合わせて使用する併用療法が、各薬剤を単独で使用する場合より
はるかに優れた結果が得られるという発見に関する。抗 CD4抗体は、抗 TNF抗体と同時また
は連続的に対象に投与される。抗体は薬学的に許容されるビーイクルとともに投与するこ
とができ、投与は単回投与でもよいし、数日ないし数週の間隔をおいて連続的に投与して
もよい。
併用療法は、 CD4＋細胞の活性化や抗原提示細胞との相互作用に影響を及ぼす抗 CD4抗体以
外の薬剤を、抗 TNF抗体以外の炎症メディエーターとともに組み合わせて用いることもで
きる。
抗 CD4抗体と抗 TNF抗体の併用療法の利点としては、各治療薬を別々に使用する治療の効果
より優れた結果が得られることなどが挙げられる。また、同程度の免疫応答および炎症応
答の低下をもたらすのに用量が少なくて済むので、治療ウィンドウ（ therapeutic window
）が広がる。用量が少なくて済むということは、患者の出費を減らし、副作用の発現も減
る可能性がある。
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図１は、それぞれ図 1Aおよび図 1Bとした１組のグラフであり、 50μｇの抗 TNF（ハムスタ
ー TN3.19.2）および 200μｇの抗 CD4を DBA/1雄性マウスに投与後の臨床スコア（図 1A）お
よび足蹠腫大測定値（図 1B）によって関節炎抑制を評価した実験結果を示す。白抜き四角
＝対照、ダイアモンド＝抗 CD4、三角＝抗 TNF（ 50μｇ）、黒塗り四角＝抗 CD4/抗 TNF（ 50
μｇ）。
図２は、それぞれ図 2A、図 2B、図 2C、および図 2Dとした一連のグラフであり、臨床スコア
および足蹠腫大測定値に対する低用量（ 50μｇ）抗 TNFまたは高用量（ 300μｇ）抗 TNFに
よる抗 CD4の作用の強化を評価した第２の実験結果を示す。図 2Aは低用量抗 TNFの場合の臨
床スコアであり、図 2Bは高用量抗 TNFの場合の臨床スコア、図 2Cは低用量抗 TNFの場合の足
蹠腫大測定値、図 2Dは高用量抗 TNFの場合の足蹠腫大測定値である。白抜き四角＝対照、
ダイアモンド＝抗 CD4、三角＝抗 TNF（ 50μｇ）、黒塗り四角＝抗 CD4/抗 TNF（ 50μｇ）。

本発明は、抗 CD4抗体を抗 TNF抗体と併用投与することによるリウマチ様関節炎などの自己
免疫疾患または炎症性疾患の治療に関する。抗体という用語は、ポリクローナル抗体とモ
ノクローナル抗体の両者を包含するものとする。抗体という用語は、 CD4または TNFと反応
する２つ以上の抗体の混合物（たとえば異なるタイプの CD4または TNF反応性モノクローナ
ル抗体の混合物）を包含するものである。さらに、抗体という用語は、抗体全体、それら
の生物学的機能を持つ断片、および２つ以上の種、二重機能性抗体などの一部分を含んで
なるキメラ抗体を包含する。使用可能な生物学的機能を持つ抗体断片とは、 CD4または TNF
への抗体断片の結合に十分な断片である。
キメラ抗体は、２つの異なる種（たとえばヒトの定常領域とネズミの可変または結合領域
）に由来する部分からなるものであってよい。２つの異なる種に由来する部分は、従来の
方法によって化学的に結合させてもよいし、遺伝子操作技術を用いて単一の連続タンパク
質として調製してもよい。キメラ抗体の軽鎖と重鎖の両部分のタンパク質をコードする DN
Aを連続タンパク質として発現させることができる。
体細胞ハイブリダイゼーション技術［ケーラーとミルスタイン（ Kohler and Milstein）
、 :495－ 497（ 1975）］やその他の技術により、 CD4または TNFと反応するモノ
クローナル抗体を製造することができる。代表的なハイブリダイゼーション法では、少な
くとも CD4または TNFの一部分からなる粗製または精製タンパク質またはペプチドを免疫原
として使うことができる。動物に免疫原を接種して、抗 CD4抗体または抗 TNF抗体産生脾臓
細胞を得る。免疫される動物の種類は、目的のモノクローナル抗体の種類によって異なる
。抗体産生細胞を不滅化細胞（たとえば黒色腫細胞）と融合させて、抗 CD4抗体または抗 T
NF抗体を分泌する能力を有するハイブリドーマを作成する。融合しなかった残りの抗体産
生細胞と不滅化細胞は除去される。目的の抗体を産生するハイブリドーマを従来の方法を
用いて選択し、選んだハイブリドーマをクローン化し、培養する。
動物に少なくとも CD4または TNFの一部分からなる粗製または精製タンパク質またはペプチ
ドを免疫投与することによって、ポリクローナル抗体を製造することができる。動物は、
CD4または TNFと反応する抗体が産生される条件下で飼育される。目標の抗体値に達したら
、動物から採血する。ポリクローナル抗体含有血清（抗血清）を他の血液成分から分離す
る。ポリクローナル抗体含有血清をさらに分離して、特定タイプの抗体（たとえば IgG、 I
gM）の画分に分けることができる。
抗 CD4抗体およびそれらの疾患治療用途に関するさらに詳細な説明が下記文献に記載され
ており、それらの記載内容は引例として本発明に含まれるものとする。［米国特許出願第
07/867,100号、 1992年６月 25日出願；グレイヘブら（ Grayheb,J.et al.）、

:627－ 642（ 1989）；ランゲスら（ Ranges,G.E.et al.）、 :1105－ 1
110（ 1985）；ホムら（ Hom,J.T.et al.）、 881－ 888（ 1988）；ウーリ
ーら（ Wooley,P.H.et al.）、 2366－ 2374（ 1985）；クーパーら（ Cooper,
S.M.et al.）、 1958－ 1962（ 1988）；バン・デン・ブロエクら（ Van den 
Broek,M.F.et al.）、 57－ 61（ 1992）；ウォフシーら（ Wofsy,D.et al
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.）、 852－ 857（ 1985）；ウォフシーら（ Wofsy,D.et al.）、
4554－ 4560（ 1986）；エルマークら（ Ermak,T.J.et al.）、
447－ 456（ 1989）；レイテルら（ Reiter,C.et al.）、 34:525－ 532（ 1991）；ヘル

ゾーグら（ Herzog,C.et al.）、 627（ 1989）；オウヤンら（ Ouyang,Q.et 
al.）、 1528－ 1536（ 1988）；ヘルトゾーグら（ Hertzog,C.et al.）、

p.1461（ December 19,1987）；エムリッヒら（ Emmrich,J.et al.）、  338:57
0－ 571（ August 31,1991）］。
抗 TNF抗体およびそれらの疾患治療用途に関するさらに詳細な説明が下記文献に記載され
ており、それらの記載内容は引例として本発明に含まれるものとする。［米国特許出願第
07/943,852号、 1992年９月 11日出願；ルビンら（ Rubin et al.）、 EPO特許公開第 0218868
号、 1987年４月 22日公開；ヨネら（ Yone et al.）、 EPO特許公開第 0288088号、 1988年 10
月 26日公開；リアングら（ Liang,C.－ M.et al.）、 137:847－
854（ 1986）；ミーガーら（ Meager,A.et al.）、 6:305－ 311（ 1987）；フェン
ドリーら（ Fendly et al.）、 6:359－ 369（ 1987）；ブリングマンら（ Bringma
n,T.S.et al.）、 6:489－ 507（ 1987）；ブリングマンら（ Bringman,T.S.et al
.）、 6:489－ 507（ 1987）；ヒライら（ Hirai,M.et al.）、 96
:57－ 62（ 1987）；モラーら（ Moller,A.et al.）、  2:162－ 169（ 1990）；マテ
ィソンら（ Mathison,J.C.et al.）、 81:1925－ 1937（ 1988）；ベウトラー
ら（ Beutler,B.et al.）、 229:869－ 871（ 1985）；トレーシーら（ Tracey,K.J.
et al.）、  330:662－ 664（ 1987）；シマモトら（ Shimamoto,Y.et al.）、

17:311－ 318（ 1988）；シルバら（ Silva,A.T.et al.）、 162:421－ 4
27（ 1990）；オパールら（ Opal,S.M.et al.）、 161:1148－ 1152（ 1990）；
ヒンショーら（ Hinshaw,L.B.et al.）、 30:279－ 292（ 1990）］。
抗体は、従来の無毒の薬学的に許容される担体、アジュバント、およびビーイクルを含む
処方として、皮下投与、静脈内投与、筋肉内投与、局所投与、経口投与、直腸内投与、経
鼻的投与、経頬的投与、経膣的投与、吸入噴霧投与、または留置片（ implanted reservoi
r）投与することができる。抗体が投与される剤形（たとえばカプセル、錠剤、溶液、乳
剤）は、少なくとも部分的には投与経路によって決まる。
抗 CD4抗体と抗 TNF抗体を組み合わせたものの治療有効量とは、ある自己免疫疾患または炎
症性疾患に伴う症状を有意に抑制または除去するのに要する量をいう。好ましい治療有効
量とは、各抗体について投与１回あたり 0.1～ 10mg/kgである。治療有効量は個体ベースで
決定され、少なくとも一部はその個体のサイズ、治療しようとする症状の程度、目標とす
る効果などを考慮して決められる。したがって、治療有効量は、通常の技術を有する者で
あれば上記因子を用いて常法による実験を行なうことによって決定することができる。
治療有効量は、単回投与または数日ないし数週の間隔を置いて連続投与することができる
。治療有効量を投与したら、維持量の抗 CD4抗体または抗 TNF抗体または抗 CD4抗体と抗 TNF
抗体の組み合わせを投与することができる。維持量とは、治療有効量によって達成された
症状の抑制または除去を維持するのに要する抗 CD4抗体、抗 TNF抗体、または抗 CD4抗体と
抗 TNF抗体の組み合わせの量をいう。この維持量は、単回投与または数日ないし数週の間
隔を置いて連続投与することができる。治療有効量と同様に、維持量も個体ベースで決定
される。
抗リウマチ薬のメトトレキセートやシクロスポリンＡなどその他の抗炎症薬を抗 CD4抗体
または抗 TNF抗体と併用投与することができる。
本明細書で検討する実験データは抗 CD4抗体と抗 TNF抗体の組み合わせに関しているが、抗
CD4抗体以外の薬剤で CD4＋細胞の活性化または抗原提示細胞（ APC）との相互作用に影響
を及ぼすものあるいはこれをさらに抗 CD4抗体に加えて、抗 TNF抗体以外の炎症メディエー
ターあるいはこれを抗 TNF抗体にさらに加えたものと組み合わせて使用する併用療法も、
自己免疫疾患や炎症性疾患の治療に使うことができる。
CD4＋に影響を及ぼす薬剤としては、抗 CD4、抗 CD28、抗 CD52（たとえば CAMPATH－ 1H）、
抗 IL－ 2RなどＴ細胞またはそれらの受容体に対する抗体；抗クラス II、抗 ICAM－１、抗 LF
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A－３、抗 LFA－１など APCまたはそれらの受容体に対する抗体；シクロスポリンや FK－ 506
など HLAクラス IIグループをブロックするかＴ細胞活性化におけるシグナル伝達をブロッ
クするものをはじめとするＴ細胞 /APC相互作用をブロックするペプチドおよび小型分子；
および CD19、 20、 21、 23、および BB/7または B1、 CD28リガンドなどの CD5＋Ｂ細胞などの
Ｂ細胞に対する抗体が挙げられる。 CD5＋Ｂ細胞などのＢ細胞は、疾患進行において重要
なタイプの APCであると考えられている［プラター－ザイベルクら（ Plater－ Zyberk,C.et
 al.）、 651:540－ 555（ 1992）］。したがって、本発明においては抗
Ｂ細胞抗体がとくに有用である。
炎症メディエーターとしては、 TNFを阻害する抗 TNF抗体、可溶性 TNF－Ｒ（モノマー性、 I
gG融合タンパク質など）、ペントキシフィリンやサリドマイドなど TNF受容体シグナル化
または TNF合成を阻害するブロッキングペプチドおよび小型分子 ;IL－１を阻害する抗 IL－
１抗体、可溶性 IL－ 1R、 IL－１受容体拮抗剤、または IL－１合成または IL－１受容体シグ
ナル化に影響を及ぼすブロッキングペプチドおよび小型分子 ;IL－６を阻害する抗 IL－６
抗体、抗 gp130、または IL－６の合成または受容体シグナル化に影響を及ぼすブロッキン
グペプチドおよび小型分子 ;GM－ CSFおよびヘモカイン（ IL－８）ファミリーのメンバーな
どその他の炎症メディエーターに影響を及ぼす薬剤；および IL－４、 IL－ 10、 TGFβなど
抗炎症性を有するサイトカインなどが挙げられる。
したがって、本発明の併用療法はヒトおよび動物の多くの自己免疫疾患や炎症性疾患の治
療に有用である。ヒトにおいては、本療法が適している疾患としては、リウマチ様関節炎
（ RA）および若年性慢性関節炎（ JCA）などが挙げられる。併用療法に適したその他の疾
患としては、強直性脊椎炎、乾癬性関節炎、炎症性腹症関連関節炎などの脊椎関節症；結
節性多発性動脈炎、ベーゲナー肉芽腫症、巨細胞性動脈炎、ヘーノホ－シェーンライン紫
斑病、腎臓の顕微脈管炎などの脈管障害；シェーグレン症候群；全身性狼瘡；クローン病
および潰瘍性大腸炎などの炎症性腹症；慢性滑動性肝炎；原発性胆汁性肝硬変；原因不明
繊維形成肺胞炎およびその他の繊維形成肺疾患；ブドウ膜炎；多発性硬化症；重症筋無力
症；溶血性貧血；強皮症；移植片対宿主疾患（ graft versus host disease）；アレルギ
ー；および腎臓、肝臓、心臓、肺、骨髄、皮膚、その他器官の移植などが挙げられる。
以下、実施例により本発明をさらに詳細かつ具体的に説明する。

：ネズミモデルにおける誘導関節炎の治療
コラーゲン II型誘導関節炎のネズミモデルは、顕著な MHCクラス II素因、ならびに組織学
的特徴、免疫組織学的特徴、軟骨および骨の侵食、および抗 TNF療法応答性の点でリウマ
チ様関節炎（ RA）と類似性がある。したがって、この動物モデルはヒトの疾患によく近似
したモデルとして使用することができる。本実施例で使用したリウマチ様関節炎モデルは
、ウイリアムスら［（ Williams,R.O.et al.）、 9784－ 9788（ 1992）］によって
記載されている DBA/1マウスのコラーゲン II型誘導関節炎である。 II型コラーゲンは、ミ
ラーが述べるように［ Miller、  11:4903－ 4909（ 1972）］、限定的ペプシン
可溶化と塩分画法によってウシ関節軟骨から精製した。

８～ 12週齢の雄性 DBA/1マウスに、フロインドの完全アジュバントに乳化した 100μｇのウ
シ II型コラーゲンを免疫投与し、 21日後に 100μｇのコラーゲンを腹腔内（ i.p.）に免疫
投与した。最初の注射から約 35日目に臨床的に明白な関節炎症状（１肢以上に赤変と腫脹
の両方または一方が見られる）が発現した直後に、マウスに抗 CD4、抗 TNF、抗 CD4と抗 TNF
の両方、またはイソタイプ対照を i.p.注射した。関節炎の臨床スコアと足蹠腫大測定値を
10日間モニターした。抗体投与は１日目（発症時）、４日目、および７日目に行なった。
２つの実験を行ない、臨床スコアと足蹠腫大を評価した。各実験では、注射１回あたり 20
0μｇの抗 CD4（ラット YTS191および YTA3.1）を使用した。臨床スコアは以下の基準で評価
した。０＝正常、１＝軽度の腫大と紅斑の両方または一方、２＝顕著な水腫、３＝関節硬
直。各肢について等級評価し、マウス１匹あたり最高 12点のスコアを与えた。足蹠腫脹は
、障害を有する後足蹠の厚みをキャリパーで測定することによってモニターした。結果は
、関節炎発症前の足蹠幅に対する足蹠幅の増大率で示した。
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第１の実験では、注射１回あたり 50μｇの抗 TNF（ハムスター TN3.19.2）を１群あたり５
匹のマウスそれぞれに単回投与した。抗 CD4または抗 TNF（ TN3.19を 50μ g/マウスの用量で
３回投与）の有意な作用はみられなかった。臨床スコアと足蹠腫脹のいずれについても併
用療法の利点が明白に認められる（図 1Aと図 1B参照）。
第２の実験では、 50μｇまたは 300μｇの抗 TNFを１群あたり７匹のマウスそれぞれに投与
した。抗 CD4と低濃度（ 50μｇ）の抗 TNFはいずれもいくらかの作用を示し、この２つの濃
度の併用療法の利点は、足蹠腫脹については認められたが、臨床スコアでは認められなか
った。しかし、抗 TNFを 300μ g/マウスの用量で投与したところ、抗 CD4との併用療法の利
点が臨床スコアと足蹠腫脹の両方で見られ、足蹠腫脹でより明白であった（図 2A、図 2B、
図 2C、図 2D参照）。
上記実験の結果は、抗 TNF抗体と抗 CD4抗体を組み合わせて用いる併用療法は臨床スコアと
足蹠腫脹で評価できる明白な利点があることを示すものである。

８～ 12週齢の雄性 DBA/1マウスに、フロインドの完全アジュバントに乳化した 100μｇの II
型コラーゲンを皮内免疫投与した。１肢以上で紅斑と腫脹の両方または一方が初めて見ら
れた日を関節炎発症１日目とした。関節炎は、 II型コラーゲン免疫後 30日目ごろに臨床的
に明白となった。各マウスにつき、関節炎が初めて見られた日に処理を開始し、 10日にわ
たり処理を続け、その後マウスを屠殺し、関節を組織検査用に処理した。１日目、４日目
、および７日目にモノクローナル抗体処理を行なった。まず、 50μｇという最適用量以下
（ sub－ optimal dose）の抗 TNF（ TN3－ 19.12、ハムスター IgG1抗 TNFα／β mAb）を単独で
投与した場合を、同用量で 200μｇの抗 CD4（ラット IgG2b、 YTS191.1.2と YTA3.1.2の混合
物）と併用投与した場合と比較した。結果を確認するために、上記と同一内容の２つの実
験を別に行なった（それぞれマウス 11～ 12匹／群および７～８匹／群）。抗 CD4単独でも
最適用量以下の抗 TNF単独でも、足蹠腫大を有意に低下させることはできなかった（デー
タは示さない）。抗 TNFと抗 CD4の併用処理は、対照 mAbを投与された群と比べて、足蹠腫
大が一貫して統計的に有意な低下を引き起こした（Ｐ＜ 0.001）。さらに、いずれの実験
においても、抗 TNF/抗 CD4併用処理（本明細書では抗 CD4/抗 TNF処理ともいう）は、抗 CD4
単独および抗 TNF単独と比べて足蹠腫大を有意に低下させた（Ｐ＜ 0.05）。
次に、最適用量の抗 TNF（ 300μｇ）を単独投与した場合と、同用量で抗 CD4と併用投与し
た場合を、同一内容の別の２つの実験（それぞれマウス７～７匹／群およびマウス６～７
匹／群）と比較した。前記試験同様、抗 TNF/抗 CD4併用処理は、対照 mAbを投与された群と
比べて足蹠腫大を有意に低下させた（Ｐ＜ 0.005、データは示さない）。第１の実験では
、抗 CD4単独または抗 TNF単独を投与された群と比べても、足蹠腫大は抗 CD4/抗 TNF併用処
理群で有意に低下した（Ｐ＜ 0.05）。有意差はなかったが、抗 TNF単独または抗 CD4単独の
投与を受けたマウスで足蹠腫大がある程度低下したが、これはおそらく群サイズが小さい
ことによるものであろう（１群あたり６匹）。第２の実験では、抗 CD4/抗 TNF併用投与は
抗 CD4単独投与と比べて足蹠腫大を有意に低下させたが（Ｐ＜ 0.05）、抗 TNF単独と比べる
と有意な低下はなかった。これは、過去の研究［ウイリアムスら（ Williams,R.O.et al.
）、 9784－ 9788（ 1992）］から予想されたように、抗 TNF自体が足蹠腫大の有意
な低下を引き起こしたからである。実験では、抗 TNF単独に起因する足蹠腫大低下率はそ
れぞれ 23％と 33％であった。したがって、抗 TNF処理による足蹠腫脹低下は、 TN3－ 119.12
（ 300μ g/マウス）による処理が処理期間を通じて対照と比べて平均約 34％の足蹠腫大測
定値の低下をもたらした既報の知見にほぼ匹敵するものである［ウイリアムスら（ Willia
ms,R.O.et al.）、 9784－ 9788（ 1992）］。

コラーゲン誘導関節炎では、 RAの場合と同様に、臨床疾患が最初に発現してから新たに別
の四肢が影響を受けるのが普通であり、新たな四肢への影響はこの疾患の進行の重要な指
標である。新たな四肢への影響に及ぼす抗 CD4抗 /TNF処理の影響を調べるために、 10日間
の処理期間の最終日に臨床的に検出可能な関節炎を有する四肢の数を処理前の関節炎四肢
数と比較した。対照 mAbを投与されたマウスでは、症状を有する肢が 10日間に約 50％増加
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した。上記２つの実験の結果をまとめて表１に示す。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
抗 CD4単独および最適用量以下の抗 TNF単独の投与を受けた群において四肢への新たな影響
が減ったが、その差は有意でなかった。最適用量の抗 TNFを投与された群では、四肢への
影響の増加率は 10％未満であった（Ｐ＜ 0.05）。しかし、さらに注目すべき点は、抗 CD4/
抗 TNFの併用投与を受けた群で四肢への新たな影響がほとんどなかったことである。新た
な四肢への影響の増加は、抗 CD4と最適用量以下の抗 TNFの投与を受けたマウスではわずか
３％であり（Ｐ＜ 0.05）、抗 CD4と最適用量の抗 TNFの投与を受けたマウスでは０％（Ｐ＜
0.005）であった。

10日後、マウスを屠殺し、最初に関節炎の臨床症状を示した四肢を各マウスから切除し、
ホルマリン固定し、脱カルシウム化し、ワックス埋入した後、切片を作成し、ヘマトキシ
リンとエオジンで染色した。中指近位指節間（ PIP）関節の矢状切片について、軟骨と骨
のいずれかに侵食があるかどうかを盲検的に調べた（炎症組織が充満した軟骨または骨の
分界欠損（ demarcated defects）として判定）。比較は同一関節についてのみ行ない、関
節炎は同一継続期間のものとした。侵食は対照群の PIP関節のほぼ 100％で見られ、抗 CD4
単独または最適用量以下の抗 TNF単独の投与を受けた関節の約 70～ 80％で見られた。上記
２つの実験の結果をまとめ、表２に示す。

10

20

30

40

(8) JP 3616091 B2 2005.2.2

組織学的特徴



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
最適用量の抗 TNF単独を投与した場合、既報［ウイリアムスら（ Williams,R.O.et al.）、

89:9784－ 9788（ 1992）］の通り病変が有意に低下した。したがって、最適用量の抗
TNF単独の投与を受けたマウスでは、侵食変化を示した関節の割合は 54％に低下し（Ｐ＜ 0
.001）、抗 CD4と最適用量以下または最適用量の抗 TNFを投与された群ではそれぞれ関節の
22％（Ｐ＜ 0.01）と 31％（Ｐ＞ 0.01）のみが侵食された。このように、 300μｇの抗 TNF単
独投与により関節侵食からある程度保護されたが、抗 CD4/抗 TNFを併用投与すると保護の
程度が有意に高くなった。

抗 CD4処理がどの程度まで末梢 CD4＋Ｔ細胞を減少させるかをフローサイトメトリー法によ
って測定した。解離脾臓細胞または末梢血における CD4＋リンパ球の比率を計算するため
に、細胞をフィコエリスリン－コンジュゲート化抗 CD4（ Becton Dickinson,Oxford,UK）
とともにインキュベーションした後、リンパ球画分上にスキャッターゲートを設定するフ
ローサイトメトリー法（ FACScan,Becton Dickinson）によって分析した。抗 CD4処理によ
って、脾臓の CD4＋細胞は 98％（±１％）減少し、血液中の CD4＋Ｔ細胞は 96％（±３％）
減少した。

末梢 CD4＋Ｔ細胞が実質的に全て除去されても関節内に CD4＋Ｔ細胞が残存している可能性
があるかどうか、処理済み関節炎マウスから採取した切片の免疫組織化学的分析によって
調べた。ワックス埋入切片を脱ワックス処理し、トリプシン消化した後、抗 CD4mAb（ YTS1
91.1.2/YTA3.1.2）とともにインキュベーションした。 CD4＋細胞のＴ細胞同一性（ T cell
 identity）を確認するために、一連の切片を抗 Thy－ 1mAb（ YTS154.7）で染色した［コッ
ブボルドら（ Cobbold,S.P.et al.）、 :548－ 551（ 1984）］。対照切片は、 HRP
N11/12aとともにインキュベーションした。結合抗体の検出は、既報［デレウランら（ Del
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euran,B.W.et al.）、 1125－ 1132（ 1991）］に従い、アル
カリホスファターゼ／ラット抗アルカリホスファターゼ複合体（ APAAP、 Dako,High Wycom
be,UK）および高速赤色基質（ fast red substrate）によっておこなった。対照 mAb投与マ
ウスだけでなく、抗 CD4処理マウスの関節からも少数の CD4＋細胞が検出された（データは
示さない）。さらに、調べた少数のマウス（１処理群あたり４匹）の範囲内では、抗 CD4
単独投与または抗 CD4と抗 TNFの併用投与を受けた群に CD4＋Ｔ細胞数の有意な減少は見ら
れなかった（データは示さない）。したがって、抗 CD4処理は関節から CD4＋Ｔ細胞を除去
しなかったことになる。

酵素結合免疫吸着測定法（ ELISA）によって血清抗コラーゲン IgG値を測定した。マイクロ
タイタープレートにウシ II型コラーゲン（２μ g/ml）を被覆し、ブロックした後、段階的
に希釈した一連の試験血清とともにインキュベーションした。結合 IgGの検出は、アルカ
リホスファターゼ－コンジュゲート化ヤギ抗マウス IgGとともにインキュベーションし、
次いで基質（ジニトロフェニルホスフェート）を加えることによって行なった。 405nmで
光学密度を読み取った。アフィニティー精製マウス抗 II型コラーゲン抗体からなる参照試
料を各プレートに加えた。抗 CD4単独、抗 TNF単独、あるいは抗 CD4と抗 TNFを組み合わせた
ものを投与しても、 10日間の処理期間中に抗 II型コラーゲン IgGの血清値は有意な変化を
示さなかった（表３）。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

抗 CD4処理が抗 TNFmAbに対する中和性抗グロブリン応答を防止するかどうかを調べるため
に、 ELISAで測定した 10日目の IgM抗 TN4－ 19.12値を比較した。この時点では、 IgG抗 TN3－
19.12応答は検出されなかった。マイクロタイタープレートに TN3－ 19.12（５μ g/ml）を
被覆し、ブロックした後、一連の希釈試験血清とともにインキュベーションした。ヤギ抗
マウス IgMアルカリホスファターゼコンジュゲートを加え、次いで基質を加えることによ
って、結合 IgMを検出した。その結果、抗 CD4は、抗 TN3－ 19.12抗体応答の発現の防止に非
常に有効であることがわかった（表４）。次に、抗 CD4処理が循環抗 TNF－α値の上昇をも
たらす（ハムスター抗 TNFに対する抗体応答を低下させることによって）かどうかを調べ
るために、実験 10日目に組替えネズミ TNF－αを用いて、マウス血清中遊離 TN3－ 19.12を
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検出する ELISAを行なった。マイクロタイタープレートに組替えネズミ TNF－αを被覆し、
ブロックした後、試験血清とともにインキュベーションした。次いで、ヤギ抗ハムスター
IgGアルカリホスファターゼコンジュゲート（ネズミ IgGに吸着させたもの）を加え、次い
で基質を加えた。既知濃度の TN3－ 19.12試料と比較することで定量を行なった。 TN3－ 19.
12値は、抗 TNF単独投与の場合と比べて、抗 CD4と抗 TNFを併用投与した群でやや上昇した
が、その差は統計的に有意ではなかった（表４）。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

本発明は、特にリウマチ様関節炎のような自己免疫疾患あるいは炎症性疾患の治療におけ
る併用療法に有用な物質および薬剤に主として利用される。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ Ａ 】 【 図 ２ Ｂ 】
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【 図 ２ Ｃ 】

【 図 ２ Ｄ 】
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