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(57)【要約】
本明細書は、対象に有効用量の抗アルファ５剤を投与することによって炎症性疾患を治療
するための方法及び組成物を提供する。具体的には、多発性硬化症（ＭＳ）及び視神経脊
髄炎（ＮＭＯ）を含む神経炎症性脱髄性自己免疫疾患のような神経炎症性疾患が含まれる
炎症性疾患の治療、ならびに筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）の治療のための方法を提供す
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者の炎症性の疾患または病態を治療するための方法であって、
　前記患者に治療的有効用量の抗インテグリン－α5 剤を投与すること
　を含む、方法。
【請求項２】
　前記患者はヒトである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記炎症性の疾患は多発性硬化症である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　患者の筋萎縮性側索硬化症を治療するための方法であって、
　前記患者に治療的有効用量の抗インテグリン－α5 剤を投与すること
　を含む、方法。
【請求項５】
　前記抗インテグリン－α5 剤は、マクロファージ活性を低下させて刺青の除去を高める
、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記抗インテグリン－α5 剤は、インテグリンα5 のフィブロネクチンへの結合を遮断
する、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記抗インテグリン－α5 剤は、インテグリンα5 、インテグリンβ1 、またはヘテロ
二量体インテグリンα5 β1 に特異的に結合する抗体である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記抗体は、インテグリンα5 に対して特異的なキメラ型抗体もしくはヒト化抗体、ま
たはその特異的結合断片である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記抗体はヒトＩｇＧ4 Ｆｃ領域を含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　多発性硬化症を治療するための追加の治療剤を投与することをさらに含む、請求項３に
記載の方法。
【請求項１１】
　前記追加の治療剤は、スタチン、サイトカイン、フィンゴリモド、及びコパキソンから
選択される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記サイトカインはＩＦＮβである、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記患者は、サイトカイン治療に対する反応性について分析され、治療剤の選択は、そ
のような分析に基づく、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　抗α5 剤と、前記抗α5 剤が神経炎症性疾患またはＡＬＳの治療のために患者に投与す
るものであることを示す添付文書またはラベルとを含む、包装体を有する、組成物。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　多発性硬化症（ＭＳ）は、ヨーロッパ及び北アメリカにおいて最もよく見られる脳及び
脊髄の炎症性疾患である。世界中で１００万人超が罹患しており、そこには米国国内の４
００，０００人が含まれる。症状は若年成人期に始まることが多く、運動麻痺、視覚障害
及び失明、腸失禁及び膀胱失禁、感覚消失、ならびに協調運動不能及び運動失調が含まれ
る。
【０００２】
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　米国で承認されている一次治療法は、グラチラマー酢酸塩（コパキソン）、ＩＦＮ－β
１ａ（アボネックス及びレビフ）、及びＩＦＮ－β１ｂ（ベータセロン及びエクスタビア
）であり、承認されている二次治療法は、ミトキサントロン（ノバントロン）及びナタリ
ズマブ（タイサブリ）である。最近、フィンゴリモド、テリフルノミド、及びフマル酸ジ
メチルがそれぞれ別々に、再発性ＭＳ治療のための経口投与一次治療法の新たな選択肢と
して米国ＦＤＡにより承認された。
【０００３】
　現在承認されているＭＳに対する治療は有効性が限られているうえ、費用がかかる。し
たがって、より有効なＭＳ治療の発見は依然として急務とされている。アルファ４インテ
グリンに対するヒト化抗体であるナタリズマブは最も強力な治療ではあるが、重篤な生命
を脅かす副作用という問題を抱えている。ナタリズマブで治療された個人５００例中１例
超が致命的な脳の日和見感染症、進行性多巣性白質脳症（ＰＭＬ）を発症した。この有害
作用は、Ｔリンパ球及び単球のＣＮＳへのホーミングを遮断するこの薬物の能力によるも
のである。しかしながら、ジョン・カニンガム（ＪＣ）ウイルス感染症の再活性化と戦う
ためにはＴ細胞が必要である。ＪＣに対するＴ細胞免疫は、ＪＣウイルス感染症に起因す
るＰＭＬの出現を予防する。
【０００４】
　これらの好ましくない副作用を低減する改善された治療方法を本明細書で提供する。
【発明の概要】
【０００５】
　神経炎症性疾患、例えば、多発性硬化症（ＭＳ）及び視神経脊髄炎（ＮＭＯ）などの神
経炎症性脱髄性自己免疫疾患等などが含まれる炎症性疾患を治療するための治療法を提供
し、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）の治療も含まれる。本発明の方法では、神経性炎症性
疾患に罹患している対象に対し、α５インテグリン（ＣＤ４９ｅ）に対する、有効用量の
アンタゴニスト１種またはアンタゴニスト（複数可）のカクテルを、疾患の臨床症状を安
定化または低減させるために有効な用量で投与する。本明細書で示されるように、中枢神
経系（ＣＮＳ）疾患に関連した特定の骨髄細胞集団は、疾患状態にある間及び疾患状態の
発症期にＣＤ４９ｅを発現する。細胞集団の概要は表４に記載されている。集団Ａ、集団
Ｂ、及び集団Ｃはミクログリア細胞に対応し、ＡＬＳ疾患においてＣＤ４９ｅを上方制御
する。集団Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ及びＨは浸潤性単球であり、これらは神経炎症性疾患に関連し
ており、ＭＳ、ＥＡＥ等のような神経炎症性脱髄発症の特定の病期の間ＣＤ４９ｅを発現
する。
【０００６】
　さまざまな態様及び実施形態では、方法は、神経性炎症性疾患に罹患している対象に対
し、ＣＤ４９ｅに特異的に結合する抗体を、有効用量にて投与することが含まれ得、その
場合、治療により疾患の臨床症状が低減または安定化する。いくつかの実施形態では、抗
ＣＤ４９ｅ剤を、スタチン、サイトカイン、抗体、コパキソン、フィンゴリモド等を含む
がこれに限定されない第２の治療剤と組み合わせる。いくつかの実施形態では、抗ＣＤ４
９ｅ剤を、血清コレステロール濃度を調節するために有効な用量でスタチンと組み合わせ
る。
【０００７】
　一実施形態では、抗ＣＤ４９ｅ剤、及び抗α5 剤は、神経性炎症性疾患、例えば、ＭＳ
、ＮＭＯ、ＡＬＳ等の治療のために患者に投与するものであることを示す添付文書または
ラベルが含まれている包装体（例えば、箱、瓶または瓶と箱）を提供する。
【０００８】
　一実施形態では、有効用量の抗α5 剤を、単独で、またはスタチンと組み合わせて、ま
たはサイトカイン、抗体、例えば、タイサブリなど、フィンゴリモド（ジレニア）、コパ
キソン等を含むがこれに限定されない１つ以上の治療用化合物と組み合わせて患者に投与
することが含まれる、神経性炎症性疾患、例えば、ＭＳ、ＮＭＯ等またはＡＬＳを治療す
る方法を提供する。併用療法における各薬物の有効用量は、その同じ薬物の単独療法での
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有効用量よりも低くてよい。いくつかの実施形態では、併用療法剤を同時に投与する。い
くつかの実施形態では、２つの併用療法剤を段階に分け、その場合、例えば、ある化合物
を最初に単剤として、例えば維持として与え、第２の化合物を、例えば、再発が始まった
時点またはその後などの再発している間、再発ピーク時などに投与する。
【０００９】
　一実施形態では、脊髄においてＣＤ４９ｅ+ 骨髄細胞の含量が高いことが本明細書で示
されている筋萎縮性側索硬化症を治療するための方法を提供する。ＡＬＳの臨床症状を安
定または低減させるために、ＣＤ４９ｅに対するアンタゴニスト１種またはアンタゴニス
ト（複数可）のカクテルを有効用量にて投与する。いくつかの実施形態では、ＣＤ４９ｅ
に対するアンタゴニスト（複数可）を脳脊髄液に、例えば、髄腔内送達等によって送達す
る。いくつかの実施形態では、送達は全身送達である。
【００１０】
　別の実施形態では、除去が所望される刺青を除去するために、ＣＤ４９ｅに対するアン
タゴニスト１種またはアンタゴニスト（複数可）のカクテルを個人に投与することによっ
て刺青を除去する方法を提供し、その場合、ＣＤ４９ｅに対するアンタゴニストが、刺青
の永続性に寄与するマクロファージの活性を抑制する。いくつかの実施形態では、ＣＤ４
９ｅに対するアンタゴニストを刺青部位に局所的に送達する。いくつかの実施形態では、
ＣＤ４９ｅに対するアンタゴニスト（複数可）を徐放性製剤によって刺青部位に送達する
。他の実施形態では送達は全身送達である。
【００１１】
　別の方法では、抗ＣＤ４９ｅ剤を最初に単剤として、例えば維持として与え、追加の薬
剤を、例えば、再発が始まった時点またはその後などの再発している間、再発ピーク時な
どに投与する。そのような実施形態の特定の実施形態では、抗ＣＤ４９ｅ剤、及び１つ以
上の第２の治療用化合物、及び抗ＣＤ４９ｅ剤は神経性炎症性疾患の治療のために第２の
化合物と組み合わせて患者に投与されるものであることを示す添付文書またはラベルを含
む包装体を提供する。
【００１２】
　本発明のいくつかの実施形態では、治療に対する反応性について患者を分析し、その場
合、治療剤の選択はそのような分析に基づく。中枢神経系の神経性炎症性疾患、例えば、
多発性硬化症、視神経脊髄炎、ＥＡＥ等に対する免疫調節治療の有効性は、患者がＴＨ１
優位の型の疾患サブタイプを有するか、またはＴＨ１７優位の型の疾患サブタイプを有す
るかに依存する。患者は、ＩＬ－１７、内因性β－インターフェロン、ＩＬ－２３、ＰＤ
ＧＦＢＢ、ｓＦＡＳリガンド、Ｍ－ＣＳＦ、ＭＩＰ１α、ＴＮＦ－β、ＩＦＮα、ＩＬ－
１ＲＡ、ＭＣＰ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＦＧＦβ、ＩＬ－７、ＴＧＦ－β
、ＩＦＮβ、ＩＬ－１３、ＩＬ－１７Ｆ、ＥＯＴＡＸＩＮ、ＩＬ－１ａ、ＭＣＰ－３、Ｌ
ＩＦ、ＮＧＦ、ＲＡＮＴＥＳ、ＩＬ－５、ＭＩＰ１ｂ、ＩＬ－１２ｐ７０、及びＨＧＦ等
などのマーカーのレベルを決定することによって各サブタイプに分類され得る。ＴＨ１優
位の型の疾患サブタイプを有する個人に対し、β－インターフェロンのようなサイトカイ
ンを抗ＣＤ４９ｅ剤と組み合わせて投与してよい。
【００１３】
　治療すべき病態が神経炎症性の病態、例えば、ＭＳ、ＥＡＥ、ＮＭＯ等であるいくつか
の実施形態では、患者は、ＣＤ４９ｅ単球集団がＣＮＳに浸潤した場合に治療され得る。
疾患の病期に対応した集団変化の概要は図５Ｃに示されている。例えば、頻度が、ＣＳＦ
中に存在する総細胞の約１％より大きい、約２％より大きい、約３％より大きい場合、増
加が観察されることがある。増加は、正常対照と比べて、または正常対照でのレベルに相
当する基準値と比べて測定することもできる。図１２に示されるように、２種以上のサイ
トカインを産生する集団中細胞数、例えば、ＴＮＦα、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－６、ＩＬ－
１０及びＴＧＦβのうち２つ以上を発現している集団中細胞数もまた、疾患においては健
常対照群に比べ増加している。いくつかの実施形態では、患者由来試料により、ＣＳＦに
存在する細胞を、浸潤性骨髄細胞を示すマーカーについて測定し、変化、特に、治療の基
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礎として用いるＣＤ４９ｅ発現細胞の変化の有無について測定する。
【００１４】
　ＣＮＳにおける集団Ｄ、Ｇ及びＨの細胞数増加の存在は発症前を示す。この増加は発症
前に対する有用なバイオマーカーとなり、増加が観察された場合に患者は抗ＣＤ４９ｅ剤
で治療され得る。集団Ｄ、Ｅ、Ｆ及びＧの細胞数増加の存在は疾患発症時のＣＮＳにおい
て顕著であり、そのような増加が観察された場合に患者は抗ＣＤ４９ｅ剤で治療され得る
。疾患ピーク時、他の集団も増加していたが集団Ｄの増加は特に顕著であり、そのような
増加が観察された場合に患者は抗ＣＤ４９ｅ剤で治療され得る。興味深いことに、回復は
、集団ＦのサイトカインＴＮＦα、ＩＬ－６、ＴＧＦβを単一で発現しているかまたは無
発現の細胞数増加に関連している。
【００１５】
　本発明は、添付の図面と併せて読んだ場合に以下の詳細な説明から最も良く理解される
。通例に従い、図面のさまざまな特徴は縮尺通りではないことが強調される。むしろ、さ
まざまな特徴の大きさは、分かりやすくするために任意に拡大または縮小されている。図
面には、以下の図が含まれる。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】実験戦略の概略図である。健常マウス、実験的自己免疫性脳脊髄炎（ＥＡＥ）の
５つの異なる臨床病期のマウス、及び非常に良く再現されたハンチントン病（ＨＤ）マウ
スモデルであるＲ６／２トランスジェニックマウスにおいて免疫応答プロファイルを分析
した。「材料及び方法」に記載のように、ＣＮＳ（脳及び脊髄）の単一細胞懸濁液及び病
態ごとの全血を調製した。バーコード化戦略（「材料及び方法」）の使用により個々の試
料を同時に処理した。バーコード化した試料をプールし、パネルを構成する３９抗体を用
いて染色し（図１２、図２及び図３ならびに「材料及び方法」）、マスサイトメトリー（
ＣｙＴＯＦ）により解析した。マスサイトメトリー生データを経時的なシグナル変動につ
いて正規化してバーコードを解除（ｄｅｂａｒｃｏｄ）し、Ｘ－シフトアルゴリズムとい
う、多次元マーカー空間内の細胞事象密度の極大を検索することで細胞集団を自動的に識
別するノンパラメトリッククラスタリング法を使用して解析した。結果は最小全域木（Ｍ
ＳＴ）配置として提示される。各実験を単独で７～１０回実施した。各実験において、十
分な細胞数を得るためにマウス１０匹の組織をプールした。
【図２】Ａ～Ｄは、データ駆動型の目的変数なしのクラスタリングによりＣＮＳにおける
別個の骨髄系集団３つが定義されることを示す。図２Ａでは、全病態からのＣＮＳ試料と
それらの生物学的複製試料とを統合して構築したＸ－シフトクラスターの合成ＣＮＳ最小
全域木（ＭＳＴ）は、血液試料の合成ＭＳＴと比較して、ＣＮＳに固有の骨髄系（ＣＤ１
１ｂ＋）集団３つ（集団Ａ、集団Ｂ及び集団Ｃ）を示している。図２Ｂでは、Ｘ－シフト
／ＤＭＴアルゴリズムにより定義されたマーカーに基づく手動ゲーティングにより、集団
Ａ、集団Ｂ及び集団Ｃの存在を確認した。図２Ｃ、図２ＤはＭＳＴであり、図２Ｃは、各
病態のＸ－シフトクラスタリング頻度を示し、手動ゲーティングに基づく平均頻度分析を
表す図２Ｄの棒グラフは、集団Ａ、集団Ｂ及び集団ＣがＥＡＥモデル及びＨＤモデルの両
方でＣＮＳに存在することを示す。エラーバーは複製試料全体における標準偏差を表す。
カラーコードスケールは、「材料及び方法」に記載のように、各マーカーの逆正弦（ｘ／
５）変換したＣｙＴＯＦシグナル強度を表す。データは５回または６回の独立した実験に
よるものである。
【図３】Ａ～Ｄは、ＣＮＳに常在する骨髄細胞における、免疫活性化経路の重要なシグナ
ル伝達分子の動力学である。折れ線グラフは、集団ごとの未加工ＣｙＴＯＦシグナル強度
の平均発現レベルの中央値を示す。エラーバーは、生物学的複製試料全体における標準誤
差（ＳＥ）を表す（５回または６回の独立した実験によるデータ）。灰色領域は、試料中
の全細胞における所与のシグナル伝達分子の四分位範囲を表し、複製試料全体における平
均をとっているので、各マーカーの全体的な発現範囲が示される。
【図４－１】Ａは、ＣＮＳに常在する骨髄系サブセット３つによる、異なる疾患病態に応
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答したサイトカイン産生の単一細胞解析である。図４Ａでは、分布プロット（バイオリン
図）により、記載の細胞内サイトカインの発現レベルが疾患病態及び細胞集団によってグ
ループ分けして示されている。プロットはＭａｔｈｅｍａｔｉｃａで作成された。プロッ
トは逆正弦（ｘ／５）変換したＣｙＴＯＦシグナル強度を示す。
【図４－２】Ｂ～Ｄは、ＣＮＳに常在する骨髄系サブセット３つによる、異なる疾患病態
に応答したサイトカイン産生の単一細胞解析である。図４Ｂ～図４Ｄは、健常状態及び疾
患状態におけるＣＮＳ常在骨髄細胞でのサイトカイン共発現分析であり、各亜集団の異種
性サブセットを示す。サイトカインを１種または２種発現している単一細胞、または全く
発現していない単一細胞の割合を積み上げ棒グラフで表す。データは３回の独立した実験
によるものである。
【図５】Ａ～Ｄは、血液由来単球のＣＮＳへの遊走動態を炎症性病態と変性病態とで対比
している。図５Ａでは、合成ＭＳＴにより、ＣＮＳにおける５つの別個のＬｙ６Ｃ+ Ｌｙ
６Ｇ- 骨髄系集団（血液由来単球）が明らかにされている。図５Ｂでは、Ｘ－シフト／Ｄ
ＭＴアルゴリズムにより定義されたマーカーに基づく手動ゲーティングによって各集団を
確認する。図５Ｃでは、手動ゲーティングに基づく平均頻度分析により、健常状態及び神
経変性病態における血液由来単球の蓄積は最小であることが示されている。ＥＡＥ疾患で
は、異なる血液由来単球サブセットの蓄積は疾患の状態に応じて異なる。エラーバーは複
製試料全体における標準偏差を表す。図５Ｄでは、血液由来単球がＭＨＣ－ＩＩを発現し
ている。データは５回または６回の独立した実験によるものである。
【図６】Ａ～Ｃは、細胞表面表現型及びシグナル伝達分子の差次的発現を、炎症性病態に
おける浸潤性骨髄細胞と常在性骨髄細胞とで対比している。図６Ａでは、細胞表面表現型
分析により、ＣＤ４９ｄ（４インテグリン）及びＣＤ４９ｅ（５インテグリン）は、ＣＮ
Ｓ常在骨髄細胞と比較すると浸潤性単球でのみ高発現することが明らかにされている。Ｃ
Ｄ４９ｅは単球でのみ発現しているが、ＣＤ４９ｄはＴ細胞でもＤＣでも発現している。
図６Ｂは、ＣＤ４９ｅ（α５インテグリン）に対する抗体で処置したＥＡＥマウスの平均
臨床スコアをアイソタイプ・コントロールの場合と比較したものである。ＣＤ４９ｅ（α
５インテグリン）に対する抗体で処置したマウス（ｎ＝５）は、アイソタイプ・コントロ
ールの場合と比較すると疾患発症の展開で遅延を示し、処置を受けた動物では全体的な疾
患重症度が大幅に低下していた。対照マウスの罹患率が高いため実験を終了した。エラー
バーは標準誤差（ＳＥ）を表す。図６Ｃは、各シグナル伝達分子の未加工ＣｙＴＯＦシグ
ナル強度の平均発現レベル中央値を、単球の全５つのサブセットが存在する場合に発症前
時、発症時及びピーク時のＣＮＳ常在骨髄細胞と血液由来単球とを比較したものを表すヒ
ートマップである。シグナル伝達分子の発現範囲を表す色は青（検出限界以下）から白（
中程度）、赤（最大）に至る。マスサイトメトリーデータは５回または６回の独立した実
験によるものである。
【図７Ａ】血液由来単球の異なるサブセットによる、異なる疾患病態に応答したサイトカ
イン産生の単一細胞解析である。疾患病態及び細胞集団でグループ分けした、記載の細胞
内サイトカインのレベルの分布プロットである。プロットはＭａｔｈｅｍａｔｉｃａで作
成された。値は逆正弦［ｘ／５］によりスケーリングされている。
【図７Ｂ】血液由来単球の異なるサブセットによる、異なる疾患病態に応答したサイトカ
イン産生の単一細胞解析である。血液由来単球サブセットにおけるサイトカイン共発現の
Ｘ－シフト解析から、各亜集団には、各疾患病態に応じて異種性サブセットが含有される
ことが示唆される。サイトカインを１種または２種、３種、または４種発現している単一
細胞、または全く発現していない単一細胞の割合を積み上げ棒グラフで表す。データは、
３回の独立した実験によるものである。
【図８】３つのＣＮＳ常在骨髄系サブセットにおけるいくつかのマーカーの発現類似性を
示す。集団Ａ、集団Ｂ及び集団Ｃは、ＣＤ８８、ＭＨＣクラスＩ（Ｈ２）、ＴＡＭ受容体
チロシンキナーゼＭｅｒ（ＭｅｒＴＫ）、ならびに新たに導入したミクログリアマーカー
４Ｄ４及びｆｃｒｌを異なるレベルで発現した。
【図９】３つのＣＮＳ常在骨髄系サブセットにおけるいくつかのマーカーの発現多様性を
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示す。３つのＣＮＳ常在骨髄細胞で多数のマーカーの差次的発現が検出された。集団Ｂ及
び集団Ｃは、ＣＤ８０、ＴＡＭ受容体Ａｘｌ、Ｔ－細胞免疫グロブリンムチンタンパク質
４（ＴＩＭ４）、ＣＤ２７４（ＰＤ－Ｌ１）、ＣＤ１９５（ＣＣＲ５）、ＣＤ１９４（Ｃ
ＣＲ４）を異なるレベルで、またＣＤ２０６及びＴＲＥＭ２を低レベルで発現した。集団
Ａではこれらのマーカーのいずれも発現がなかった。
【図１０】ＣＮＳに常在する骨髄系サブセットでのＹＦＰの発現である。健康な状態のＣ
ｘ３ｃｒcreER Ｒｏｓａ２６－ＹＦＰマウスでは、集団Ａ及びＢ（健康な状態で存在する
集団は２つのみ）を手動でゲートし、これらにおいてＹＦＰの発現が確認された。ゲーテ
ィング戦略は図２Ｂに記載されている。
【図１１】５つの血液由来単球サブセットにおけるいくつかのマーカーの発現多様性を示
す。血液由来単球サブセットで多数のマーカーの差次的発現が検出された。集団Ｄ及び集
団Ｅは、他の３つのサブセットと比較すると、ＴＡＭ受容体チロシンキナーゼであるＭｅ
ｒとＡｘｌ、共刺激分子（ＣＤ８０、ＣＤ８６）、プリン作動性シグナル伝達に関与する
受容体（ＣＤ３８、ＣＤ３９）、及びＴＲＥＭ２ならびにＣＤ２０６のような食作用受容
体の発現が高い。
【図１２－１】神経炎症性疾患罹患中の骨髄系集団Ｄ～Ｆでのサイトカインの発現である
。
【図１２－２】神経炎症性疾患罹患中の骨髄系集団Ｇ及びＨでのサイトカインの発現であ
る。
【図１３】ＡＬＳのマウスモデルである、ヒト変異型スーパーオキシドジスムターゼ１（
ｍＳＯＤ）を過剰発現しているマウスの疾患末期にミクログリア集団においてＣＤ４９ｅ
発現が増加している。
【図１４】ｍＳＯＤ１疾患発症中のＣＳＦにおけるミクログリア細胞集団の頻度である。
【図１５】ｍＳＯＤ１疾患発症中のミクログリア細胞におけるサイトカインの発現を示す
。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本方法を記載する前に、本発明は、記載されている特定の方法に限定されるものではな
く、そのような方法は当然ながら異なり得ることを理解されるべきである。本発明の範囲
は添付の特許請求の範囲によってのみ限定されるため、本明細書で使用する用語は、あく
まで個々の実施形態の記載を目的とするものであり、限定することを意図しないというこ
とも理解されるべきである。
【００１８】
　値の範囲が提供されている場合、その範囲の上限及び下限と、その記述された範囲内で
他に記述されているか介在している任意の値との間に介在するそれぞれの値（文脈で特に
明確な指示がない限り、下限の１０分の１の単位まで）は本発明に包含されることが理解
される。これらの小範囲の上限及び下限は、その記述された範囲で明確に除外された限界
値に従って、その小範囲内に独立して含まれてよい。本明細書及び添付の請求の範囲で使
用する場合、単数形「ａ」、「ａｎ」、及び「ｔｈｅ」には、文脈で特に明確に指示され
ない限り、複数の指示対象が含まれる。
【００１９】
　特に明記しない限り、本明細書で使用する技術用語及び科学用語はいずれも、本発明の
属する分野の当業者に共通して理解される意味と同一の意味を持つ。本発明の実施または
試験に際し、本明細書に記載される方法及び材料と類似または同等の任意の方法及び材料
も使用することができるが、ここにその好ましい方法及び材料を記載する。本明細書で言
及される刊行物はすべて、方法及び／または材料を、引用されている刊行物と関連させて
開示及び記載するために参照することにより本明細書に組み込まれる。
【００２０】
　本明細書で論じる刊行物は、本出願の出願日前のそれらの開示のみを目的として提供さ
れている。本明細書のいかなる記載も、本発明が先行発明を理由としてかかる刊行物に先
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行する権利がないことを承認するものと解釈すべきではない。さらに、記載の刊行日は実
際の刊行日と異なる場合があり、個別の確認が必要な場合がある。
【００２１】
　分子・細胞生化学での一般方法は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，３ｒｄ　Ｅｄ．（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈ
ａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ　２００１）、Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏ
ｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，４ｔｈ　Ｅｄ．（Ａｕｓｕｂｅ
ｌ　ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　１９９９）、Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ（Ｂｏｌｌａｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　
Ｓｏｎｓ　１９９６）、Ｎｏｎｖｉｒａｌ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅ
ｒａｐｙ（Ｗａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９
９９）、Ｖｉｒａｌ　Ｖｅｃｔｏｒｓ（Ｋａｐｌｉｆｔ　＆　Ｌｏｅｗｙ　ｅｄｓ．，Ａ
ｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９９５）、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍ
ａｎｕａｌ（Ｉ．Ｌｅｆｋｏｖｉｔｓ　ｅｄ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９９
７）、及びＣｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ：Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｄｏｙｌｅ　＆　Ｇｒｉｆ
ｆｉｔｈｓ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　１９９８）のような標準的教科書に
見出すことができる。本開示で言及する遺伝子操作用の試薬、クローニングベクター、及
びキットは、ＢｉｏＲａｄ、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｓｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ、及びＣｌｏｎＴｅｃｈなどの商業販売業者から入手可能である。
【００２２】
　本発明は、本発明を実施する好ましい様態に含まれる、本願発明者により見出されたか
または提案される特定の実施形態に関して記載されている。本開示に鑑みて、意図される
本発明の範囲から逸脱することなく例示の特定の実施形態に多数の修正及び変更を行うこ
とができることは当業者により理解される。そのような修正はいずれも、添付の特許請求
の範囲内に含まれることが意図される。
【００２３】
　神経疾患における疾患修飾療法の使用が改善されることは、臨床的に大きな関心対象で
ある。特定の態様及び実施形態では、本方法及び組成物はこの必要性に対処する。
【００２４】
　かかる該方法は、予防または治療のために使用してよい。本明細書で使用する場合、用
語「ｔｒｅａｔｉｎｇ（治療）」は、再発予防及び既往症の治療の両方を指すために使用
される。例えば、再発が起きる前に薬剤を投与することによって自己免疫疾患の予防を達
成してよい。本明細書で使用する場合、「治療」は、哺乳類、特にヒトの疾患の任意の治
療を包含し、それには、（ａ）疾患または症状にかかりやすい可能性はあるが、まだその
ように診断されていない対象において、かかる疾患または症状の発現を予防すること、（
ｂ）疾患の症状を阻害すること、すなわち疾患症状の発症を停止させること、または（ｃ
）疾患の症状を軽減すること、すなわち疾患もしくは症状を退縮させることが含まれる。
現在罹患している疾患の治療で、患者の臨床症状が安定化または改善する治療が特に関心
対象である。
【００２５】
　障害の発症を「阻害すること」は、障害が発症する可能性を少なくすること、または障
害の発症を完全に予防することを意味するものとする。再発の重症度を低減するとは、治
療存在下の方が未治療疾患の場合よりも再発関連の臨床的兆候の重度が低いことを意味す
るものとする。本明細書で使用する場合、発症とは、現在、再発寛解型疾患に罹患してい
る患者における再発を指してよい。本発明の方法は、神経性炎症性疾患と診断された患者
に対して特異的に適用される。治療は、既往症の増悪である再発の治療または重症度低減
を目的とする。
【００２６】
　本明細書で使用する場合、「診断」には一般に、疾患または障害に対する対象の感受性
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の決定、対象が現在疾患または障害に罹患しているか否かの決定、疾患または障害に罹患
している対象の予後（例えば、疾患の状態、ＭＳの病期、または治療法に対するＭＳの反
応性の同定）、及び治療測定基準（ｔｈｅｒａｍｅｔｒｉｃｓ）の使用（例えば、治療法
の効果または有効性に関する情報を得るために対象の病態をモニタリングすること）が含
まれる。
【００２７】
　用語「生体試料」は、生物から得られたさまざまな試料種を包含し、診断アッセイまた
はモニタリングアッセイで使用することができる。かかる用語は、血液、脳脊髄液、及び
生物起源の他の液体試料、固体組織試料、例えば、生検標本もしくは組織培養、またはそ
れに由来する細胞及びその子孫などを包含する。かかる用語は、試料入手後に、例えば、
試薬での処理、溶解、または特定成分についての濃縮によってなど、何らかの操作が施さ
れている試料を包含する。かかる用語には臨床試料も包含され、細胞培養、細胞上清、細
胞溶解物、血清、血漿、生体液、及び組織の各試料中の細胞も含まれる。
【００２８】
　「個体」、「対象」、「宿主」、及び「患者」という用語は本明細書では同じ意味で使
用され、診断、処置、または治療が所望される任意の哺乳類対象、例えば、ヒト、非ヒト
霊長類、マウス、ラット、モルモット、ウサギ等を指す。
【００２９】
　細胞での遺伝子の発現を「阻害すること」とは、遺伝子が発現する程度を低くすること
、またはそのような発現を完全に予防することを意味するものとする。
【００３０】
　インテグリンは、細胞接着を仲介するヘテロ二量体の膜貫通型受容体である。ほとんど
のインテグリンは、細胞外マトリックス（ＥＣＭ）の糖タンパク質、例えば、基底膜のラ
ミニン及びコラーゲンまたはフィブロネクチンのような結合組織成分などと結合する。イ
ンテグリンに結合するＥＣＭタンパク質の多くは、共通するインテグリン結合モチーフで
あるＡｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ（ＲＧＤ）を共有しており、フィブロネクチン、ビトロネク
チン、フィブリノゲン、及び他の多くのタンパク質に存在する。他のタンパク質は、近接
細胞、細菌の多糖類、またはウイルス外被タンパク質上のカウンターレセプターと結合す
る。インテグリン介在性の接着は、細胞の運動性、生存、増殖、及び分化の制御における
シグナル伝達カスケードを調節する。
【００３１】
　多くの生物学的プロセス（最も顕著なものは止血及び免疫）にとって、インテグリン介
在性の接着が調節され得ることは重要である。インテグリン－リガンド結合の数は、細胞
形状、膜内でのインテグリンの側方拡散、及びインテグリンクラスタリングの変化を介し
て調節され得、これは、細胞骨格の構造を介して制御され得る側面である。さらに、個々
のインテグリンの、それらのリガンドに対する固有の親和性は、細胞内部で「インサイド
アウトシグナル伝達」と呼ばれるプロセスにより調節され得る。
【００３２】
　インテグリンの会合により、ＥＣＭ表面での細胞伸展、他の細胞のシート内への細胞の
遊走、または食細胞による粒子もしくは病原体の貪食にとって必要な膜伸展形成が誘発さ
れる。最終的に、インテグリンがＥＣＭタンパク質に結合した場合は、リガンド、インテ
グリン、細胞骨格タンパク質、及びシグナル伝達分子が形質膜の内外両側で局所的に高い
濃度で集合して凝集体となり、「細胞－マトリックス接着」を形成する。インテグリンの
機能は、インテグリンと細胞骨格との接続に大きく依存する。インテグリンの細胞質側末
端は、極めて見事に調節された多タンパク質複合体を介してＦ－アクチンフィラメントに
連結される。
【００３３】
　インテグリンアルファ５（ＣＤ４９ｅ、ＩＴＧＡ５）参照タンパク質配列は、Ｇｅｎｂ
ａｎｋにて受託番号ＮＰ＿００２１９６でアクセスすることができる。アルファ鎖はイン
テグリンβ１と対をなす、すなわちα5 β1 となる頻度が高く、この対はフィブロネクチ
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ン内のＡｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ（ＲＧＤ）モチーフに結合する。フィブロネクチンのＲＧ
Ｄモチーフの外側の残基は、インテグリン－リガンド対に対する特異性及び高親和性を提
供する。α5 β1 インテグリンとＦｎとは原型となるインテグリン－リガンド対を形成し
、これがフィブロネクチン原線維形成を仲介して細胞外マトリックスの形成を制御するが
、これは生体内での細胞機能にとり不可欠である。α5 β1 またはＦｎの欠失は初期胚致
死をもたらす。Ｆｎ　ＩＩＩ型モジュールの１０に存在するＲＧＤ配列に加え、Ｆｎ　Ｉ
ＩＩ型モジュールの９（相乗効果部位）に存在する１組の残基は、α5 β1 によって高い
親和性で認識されることに寄与する。
【００３４】
　本明細書で使用する場合、「アンタゴニスト」、または「阻害剤」物質は、標的タンパ
ク質と相互作用した場合（例えば、結合した場合）に、標的タンパク質の生物学的活性（
例えば、動員及び輸送における白血球と内皮細胞との相互作用）の量または作用持続時間
を減少させる分子を指す。アンタゴニストには、タンパク質、核酸、炭水化物、抗体、ま
たはタンパク質の作用を低下させる他の任意の分子が含まれ得る。特に明記しない限り、
用語「アンタゴニスト」は、「阻害剤」または「遮断薬」と同じ意味で使用され得る。
【００３５】
　本明細書で使用する場合、用語「薬剤」には、任意の物質、分子、元素、化合物、実体
、またはその組み合わせが含まれる。そのようなものには、例えば、タンパク質、オリゴ
ペプチド、有機小分子、多糖類、ポリヌクレオチド等が挙げられるが、これに限定される
ものではない。かかる薬剤は、天然物由来物質、合成化合物、または化学的化合物、また
は２つ以上の物質の組み合わせであり得る。特に明記しない限り、「薬剤」、「物質」、
及び「化合物」という用語は同じ意味で使用され得る。
【００３６】
　用語「類似体」は、本明細書で使用する場合、関心対象分子に構造的には類似するが、
参照分子の特定の置換基を代替置換基で置き換えることによって、目標を定めた、制御さ
れた様式で修飾されている分子を指す。出発分子と比較した場合、類似体は、同じ有用性
、類似する有用性、または改善された有用性を示してよい。改善された特性を有する既知
化合物のバリアント（例えば、特定の受容体型において効力が高い、または標的とした受
容体型において選択性が高い、及び他の受容体型において活性レベルが低いなど）の同定
を目的とした、類似体の合成及びスクリーニングは、製薬化学で周知の方法である。
【００３７】
　抗インテグリンアルファ５剤。本明細書で使用する場合、抗インテグリンアルファ５（
抗α5 ）剤は、インテグリンアルファ５、特にヒトのインテグリンアルファ５の活性を遮
断する。いくつかの実施形態では、抗α5 剤は、α5 、β1 、及び／またはα5 β1 イン
テグリンに特異的に結合する抗体である。いくつかの実施形態では、抗α5 剤は、ＲＧＤ
モチーフを含み得るペプチドまたはペプチド模倣薬である。いくつかの実施形態では、抗
α5 剤は小分子である。いくつかの実施形態では、抗α5 剤は、α５及び／またはα5 β

1 のフィブロネクチンへの結合を遮断する。いくつかの実施形態では、抗α5 剤は、β１
インテグリンに対する抗α５の相互作用を遮断する。
【００３８】
　関心対象の特定の抗α5 剤には、マウス抗ヒトＣＤ４９ｅ抗体のヒト化型またはキメラ
型：ＩＩＡ（ＢＤ　ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、機能遮断マウス抗体）、ヒトα５（ＣＤ４
９ｅ）インテグリン：ＮＫＩ－ＳＡＭ－１、マウスＩＩＡ１抗体のキメラ型ヒトＩｇＧ４
であるインテグリンアルファ５ベータ１抗体Ｍ２００（ボロシキシマブ）、アルファ５ベ
ータ１機能遮断マウス抗体ＩＩＡ１のキメラ型ヒトＩｇＧ４のＦａｂ誘導体であるＦ２０
０、インテグリンの基質への結合を遮断する、インテグリンα５β１指向性完全ヒトＦｃ
改変ＩｇＧ１モノクローナル抗体である抗体ＰＦ－０４６０５４１２が含まれるが、これ
に限定されない。ヒトβ１インテグリンに対して特異的な抗体もまた当該技術分野で公知
であり、例えば、ＴＳ２／１６、Ｐｏｌｙ６００４等が含まれる。参照により本明細書に
明確に組み込まれる米国特許第８，３５０，０１０号では、小分子ペプチド阻害剤Ａｃ－
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ＰＨＳＣＮ－ＮＨ２を教示している（ＷＯ－９８２２６１７Ａ１に開示）。ＡＴＮ－１６
１は、ヒトフィブロネクチンのＰＨＳＲＮ配列の相乗効果領域に由来する、アミノ酸５個
のアミド化、アセチル化ＰＨＳＣＮペプチドである。本来の配列内のアミノ酸のアルギニ
ンがシステイン残基で置き換えられている。ＡＴＮ－１６１の類似体には、例えば、ＡＴ
Ｎ－４５３、ＰＨＳＣＮ－ポリリジンデンドリマー（Ａｃ－ＰＨＳＣＮＧＧＫ－ＭＡＰ）
、ＰｈＳｃＮ（この場合、ヒスチジン及びシステインをＤ型異性体で置き換えた）、ＰＨ
ＳＣ（Ｓ－ＯＡｃ）Ｎ、ＰＨＳＣ（Ｓ－Ｍｅ）Ｎ、ＰＨＳＣ（Ｓ－ａｃｍ）Ｎが含まれ、
これらは、ＡＴＮ－１６１よりも強力であることが報告されている。
【００３９】
　抗体投与についての、例えば、ボロシキシマブなどの抗体の安全性プロファイル、実行
可能性、活性、薬物動態学的及び薬力学的な挙動についての投薬及びレジメンは、がん治
療で用いられる投薬に従っても、または自己免疫疾患の治療の用量を変更してもよい。例
えば、用量は、約０．１～約２５ｍｇ／ｋｇの範囲で、１日１回、週２回、週１回、２週
間に１回、月１回等投与してよい。ボロシキシマブなどの抗体を送達する場合、成人に対
する用量は、約０．１ｍｇ／ｋｇから、約０．２５ｍｇ／ｋｇから、約０．５ｍｇ／ｋｇ
から、約０．７５ｍｇ／ｋｇから、約１ｍｇ／ｋｇから、約１．２５ｍｇ／ｋｇから、約
２．５ｍｇ／ｋｇから、約５ｍｇ／ｋｇから、最高約２５ｍｇ／ｋｇ、最高約１５ｍｇ／
ｋｇ、最高約１０ｍｇ／ｋｇまでであってよい。平均的ヒトに対する１日総用量は、最高
約２５０ｍｇであっても、最高約２００ｍｇであっても、最高約１００ｍｇであっても、
最高約７５ｍｇであっても、最高約５０ｍｇであってもよい。
【００４０】
　関心対象のアンタゴニストには上記のような抗体が含まれる。また、可溶性受容体、受
容体とＦｃ領域との複合体等も含まれる。一般に、本明細書で使用する場合、用語「抗体
」または「抗体部分」には、エピトープに適合し、エピトープを認識する特定の形状を有
する任意のポリペプチド鎖含有分子構造が含まれることが意図され、その場合、１つ以上
の非共有結合による相互作用が、分子構造とエピトープとの複合体を安定させる。原型抗
体分子は免疫グロブリンであり、あらゆる供給源（例えば、ヒト、げっ歯類、ウサギ、ウ
シ、ヒツジ、ブタ、イヌ、他の哺乳類、ニワトリ、シチメンチョウ、エミュー、他の鳥類
等）に由来する、すべてのタイプの免疫グロブリン（ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、
ＩｇＤ等）は「抗体」と見なされる。本発明で用いる抗体はポリクローナル抗体であって
よいが、細胞培養または組換えによる複製が可能で、かつ、その抗原性が低減するよう修
飾可能であることから、モノクローナル抗体が好ましい。
【００４１】
　抗体融合タンパク質には、１つ以上の定常領域ドメインが含まれてよく、例えば、可溶
性受容体－免疫グロブリンキメラとは、可溶性接着分子カウンターレセプターの一部と免
疫グロブリン配列とが結合しているキメラ分子を指す。免疫グロブリン配列は、免疫グロ
ブリン定常ドメインであることが好ましいが、必須というわけではない。免疫グロブリン
部分は、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３もしくはＩｇＧ４のサブタイプ、ＩｇＡ、ＩｇＥ
、ＩｇＤまたはＩｇＭから得てよいが、ＩｇＧ１またはＩｇＧ３が好ましい。
【００４２】
　単純なイムノアドヘシンは、「アドヘシン」タンパク質の結合領域（複数可）に、免疫
グロブリン重鎖のヒンジ及びＦｃの両領域を組み合わせたものである。通常、可溶性接着
分子をコードする核酸は、Ｃ末端にて、免疫グロブリン定常ドメイン配列のＮ末端をコー
ドする核酸に融合させるが、Ｎ末端での融合も可能である。典型的に、そのような融合で
は、コードされたキメラポリペプチドは、機能的に活性なヒンジ、免疫グロブリン重鎖の
定常領域のＣＨ２ドメイン及びＣＨ３ドメインを少なくとも保持する。融合は、定常ドメ
インのＦｃ部分のＣ末端に対して、または直接Ｎ末端で重鎖のＣＨ１もしくは軽鎖の対応
する領域に対してもなされる。融合する正確な部位は重要ではなく、特定の部位が周知な
ので、それらを、生物学的活性、分泌特性または結合特性を最適化するために選択してよ
い。
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【００４３】
　ヒトにおける強烈または有害な免疫応答（アナフィラキシーショックなど）を誘導する
傾向が弱い抗体であり、かつ、抗体治療薬を反復投与しなくてすむようになるような、免
疫応答を刺激する傾向も弱い抗体は、本発明での使用に好ましい。これらの抗体は、髄腔
内投与を含む、あらゆる投与経路に好ましい。したがって、ヒトに投与した場合により少
ない免疫応答を生じさせるヒト化抗体、キメラ抗体、または異種ヒト抗体は、本発明での
使用に好ましい。
【００４４】
　キメラ抗体は、マウス（または他の動物由来）のハイブリドーマクローンから得たマウ
スの可変軽鎖領域及び可変重鎖領域（ＶＫ及びＶＨ）を、主にヒトドメインを有する抗体
を作製するためにヒトの定常軽鎖領域及び定常重鎖領域と結合させることによる組換え手
段で作製してよい。そのようなキメラ抗体の作製は当該技術分野において周知であり、標
準的手段（例えば、参照により本明細書に完全に組み込まれる米国特許第５，６２４，６
５９号に記載のような手段）で達成され得る。ヒト化抗体は、より一層ヒト様の免疫グロ
ブリンドメインを含有し、かつ、動物由来抗体の相補性決定領域のみが組み込まれるよう
操作されている。これは、モノクローナル抗体の可変領域の超可変ループ配列を慎重に調
べ、それらをヒト抗体鎖の構造に適合させることによって達成される。別法として、Ａｂ
ｇｅｎｉｘ　ＸｅｎｏＭｏｕｓｅまたはＭｅｄａｒｅｘ　ＨｕＭＡｂ（登録商標）テクノ
ロジーなどの、ヒト免疫グロブリンを産生するよう遺伝子改変されている動物からポリク
ローナル抗体またはモノクローナル抗体を作製してよい。別法として、ヒト可変領域含有
ファージライブラリーから一本鎖抗体（以下に記載するＦｖ）を作製することができる。
【００４５】
　完全免疫グロブリン（または対応するそれらの組換え型）のほか、エピトープ結合部位
を含む免疫グロブリン断片（例えば、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）2 、または他の断片）は本
発明における抗体部分として有用である。そのような抗体断片は、全免疫グロブリンから
、フィシン、ペプシン、パパイン、または他のプロテアーゼによる切断によって作製され
得る。組換え型免疫グロブリン手法を用いて「断片」または最小免疫グロブリンを設計し
てよい。例えば、本発明で使用するための「Ｆｖ」免疫グロブリンは、ペプチドリンカー
（例えば、ポリ－グリシン、またはアルファヘリックスモチーフもベータシートモチーフ
も形成しない別の配列）を介して、可変軽鎖領域を可変重鎖領域に連結することによって
作製され得る。
【００４６】
　小分子薬剤は、化学薬品の種類を多数包含するが、典型的には、有機分子、例えば、分
子量が５０ダルトン超で約２，５００ダルトン未満である小さな有機化合物などである。
候補薬剤は、タンパク質との構造的相互作用、特に水素結合に必要な官能基を含み、これ
には典型的に、少なくともアミン基、カルボニル基、ヒドロキシル基またはカルボキシル
基が含まれ、好ましくは、官能性化学基のうち少なくとも２つが含まれる。候補薬剤は、
上記官能基の１つ以上で置換された、炭素環式（ｃｙｃｌｉｃａｌ　ｃａｒｂｏｎ）もし
くは複素環式の構造及び／または芳香族構造もしくは多環芳香族構造を含むことが多い。
候補薬剤はまた、生体分子にも見られ、ペプチド、糖類、脂肪酸、ステロイド、プリン、
ピリミジン、その誘導体、構造類似体もしくは組み合わせが含まれる。
【００４７】
　候補薬剤は、合成化合物または天然化合物のライブラリーなど、多種多様な材料から得
られる。例えば、多種多様な有機化合物及び生体分子のランダム及び指向性合成では多数
の手段が利用可能であり、無作為化オリゴヌクレオチド及びオリゴペプチドの発現が含ま
れる。別法として、細菌、真菌、植物及び動物の抽出物の形態の天然化合物ライブラリー
は利用可能であるかまたは容易に作製される。さらに、天然または合成によって作製され
たライブラリー及び化合物は、従来の化学的、物理的及び生化学的手段を介して容易に修
飾され、コンビナトリアルライブラリーの作製に使用され得る。薬理作用がある既知の物
質を指向性またはランダムな化学修飾、例えば、アシル化、アルキル化、エステル化、ア
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ミド化等などに供して構造類似体を生成してよい。被験薬剤は、例えば、天然物由来物質
ライブラリーまたはコンビナトリアルライブラリーなどのようなライブラリーから得るこ
とができる。
【００４８】
　候補化合物のライブラリーも合理的設計法により調製することができる。（それぞれ参
照によりその全体が本明細書に組み込まれる、Ｃｈｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐａｃ．Ｓｙｍｐ
．Ｂｉｏｃｏｍｐａｔ．３０５－１６，１９９８）、Ｓｕｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｏｍ
ｐｕｔ．Ａｉｄｅｄ　Ｍｏｌ．Ｄｅｓ．１２：５９７－６０４，１９９８）を参照のこと
）。例えば、ＧＡＢＡＡ阻害剤のライブラリーは、コンビナトリアル化合物ライブラリー
の合成により調製することができる（いずれも参照によりその全体が本明細書に組み込ま
れる、ＤｅＷｉｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９
０：６９０９－１３，１９９３、国際特許公開第ＷＯ９４／０８０５１号、Ｂａｕｍ，Ｃ
ｈｅｍ．　＆　Ｅｎｇ．Ｎｅｗｓ，７２：２０－２５，１９９４、Ｂｕｒｂａｕｍ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９２：６０２７－３１，１９
９５、Ｂａｌｄｗｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１７：５５８８
－８９，１９９５、Ｎｅｓｔｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．５９：４７
２３－２４，１９９４、Ｂｏｒｅｈａｒｄｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏ
ｃ．１１６：３７３－７４，１９９４、Ｏｈｌｍｅｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：１０９２２－２６を参照のこと）。
【００４９】
　候補アンタゴニストは、任意の適切な標準的手段によって活性を試験することができる
。最初のスクリーニングとして、抗体を、関心対象の接着分子に対する結合について試験
してよい。第２のスクリーニングとして、抗体候補を、適切な細胞株、例えば、白血球ま
たは内皮細胞などに対する結合、または原発腫瘍組織試料に対する結合について試験して
よい。これらのスクリーニングでは、候補抗体を、検出用に標識してよい（例えば、フル
オレセインもしくは別の蛍光部分を用いるか、または西洋わさびペルオキシダーゼなどの
酵素を用いる）。標的に対する選択的結合が確立された後、候補抗体、または以下に記載
のように作製された抗体複合体を、本明細書に記載のように、インビボモデル、例えば、
適切なマウスまたはラットのてんかんモデルなどにおける中枢神経系への白血球動員を遮
断する能力など、適切な活性について試験してよい。
【００５０】
治療する病態
　神経性炎症性疾患。用語「炎症性」応答は、体液性（抗体媒介性）及び／または細胞（
抗原特異的Ｔ細胞またはその分泌産物により媒介される）応答の進行である。中枢神経系
の炎症性脱髄性疾患は特に関心対象であり、これには、多発性硬化症（ＭＳ）、視神経脊
髄炎（ＮＯ）、及び実験的後天性脳炎（ＥＡＥ）が含まれるが、これに限定されない。末
梢神経系の脱髄性炎症性疾患には、ギラン－バレー症候群（ＧＢＳ）ならびにそのサブタ
イプである急性炎症性脱髄性多発根ニューロパチー、急性運動性軸索型ニューロパチー、
急性運動感覚性軸索型ニューロパチー、ミラーフィッシャー症候群、及び急性汎自律神経
異常症、慢性炎症性脱髄性多発神経炎（ＣＩＤＰ）ならびにそのサブタイプである古典的
ＣＩＤＰ、糖尿病を伴うＣＩＤＰ、ＣＩＤＰ／意義不明の単クローン性ガンマグロブリン
血症（ＭＧＵＳ）、感覚性ＣＩＤＰ、多巣性運動ニューロパチー（ＭＭＮ）、多巣性後天
性脱髄性感覚運動性ニューロパチーまたはルイス・サムナー症候群、多巣性後天性感覚運
動性ニューロパチー、及び遠位型後天性脱髄性感覚ニューロパチーが含まれる。従来、炎
症性疾患に分類されていないが、ＡＬＳは、ＣＤ４９ｅマクロファージ数が増加している
ことがわかっており、本明細書に記載する方法により治療され得る。
【００５１】
　多発性硬化症は、寛解と増悪とを繰り返す、ＣＮＳ機能障害のさまざまな症状及び徴候
を特徴とする。本発明の方法による分析の関心対象となる分類型には、再発寛解型ＭＳ（
ＲＲＭＳ）、一次進行型ＭＳ（ＰＰＭＳ）及び二次進行型ＭＳ（ＳＰＭＳ）が含まれる。
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最も一般的に見られる症状は、一肢もしくは複数肢、体幹、または一側顔面の感覚異常、
下肢や手の筋力低下または巧緻運動障害、または視覚障害、例えば、片眼の部分盲及び痛
み（球後視神経炎）、視界の暗さ、もしくは暗点などである。他の一般的初期症状は、複
視（ｄｏｕｂｌｅ　ｖｉｓｉｏｎ）（複視（ｄｉｐｌｏｐｉａ））をもたらす眼麻痺、一
肢もしくは複数肢の一過性の筋力低下、軽度の肢のこわばりまたは異常な易疲労感、軽い
歩行障害、膀胱制御困難、めまい、及び軽度の情緒障害であり、いずれもＣＮＳが散在的
に侵されていることを示し、疾患が認識されるまでに数か月または数年かかることが多い
。過度の熱が症状及び徴候を強め得る。
【００５２】
　経過はきわめて多様で予測不能であり、大部分の患者は弛張性である。最初、特に疾患
が球後視神経炎で始まった場合、エピソードの間に数か月または数年の寛解があり得る。
しかしながら、一部の患者は、頻回の発作を起こし、急速に能力が失われ、少数の患者で
は、経過は、急速進行性（一次進行型ＭＳ、ＰＰＭＳ）、または二次進行型多発性硬化症
（ＳＰＭＳ）であり得る。再発寛解型ＭＳ（ＲＲ　ＭＳ）は、数か月から数年にわたって
生じる再発及び寛解を臨床的特徴とし、発作と発作との間に神経障害が部分的または完全
に回復する。そのような患者は、１年に約１回、発作または再発を示す。１０～２０年に
わたり、約５０％のＲＲ　ＭＳ患者は二次進行型ＭＳ（ＳＰ　ＭＳ）を発症し、これは、
発作と発作との間の回復が不完全であること、及び神経障害が蓄積して身体障害が増すこ
とを特徴とする。
【００５３】
　診断は通常、臨床的特徴、Ｘ線の特徴（磁気共鳴［ＭＲ］走査での脳プラーク）、及び
程度は低いが臨床検査（ＣＳＦ分析のオリゴクローナルバンド）の特徴から推論して間接
的に行われる。典型的症例は通常、臨床的背景から確実に診断され得る。診断は、初回発
作後に疑われ得る。後に、寛解及び増悪の病歴、及び２つ以上の領域に散在するＣＮＳ病
変の臨床的証拠により強く示唆される。
【００５４】
　最も高感度な画像診断法であるＭＲＩではプラークを見ることができる。また、ときに
一連のさまざまな変動性の運動感覚性の症状を生じてＭＳを模倣する、脊髄と髄質との接
合部の治療可能な非脱髄性病変（例えば、くも膜下嚢胞、大後頭孔腫瘍）を検出すること
もできる。ガドリニウム造影による増強法により、古い脳プラークと炎症が活発な領域と
を区別することができる。ＭＳ病変は、造影増強ＣＴスキャンで見ることもでき、ヨウ素
用量を２倍にして与え、スキャニングを遅らせる（倍量投与遅延ＣＴスキャン）ことによ
って感度を上昇させることができる。
【００５５】
　視神経脊髄炎（ＮＭＯ）、またはデビック病は、視神経及び脊髄の自己免疫性の炎症性
障害である。炎症は脳に影響を及ぼし得るが、この障害は多発性硬化症とは異なり、治療
法に対する異なる応答パターン、おそらく異なるパターンの自己抗原を有し、異なるリン
パ球サブセットが関与する。
【００５６】
　デビック病の主な症状は、視力及び脊髄機能の喪失である。視神経炎の他の病因の場合
と同様に、視力障害は通常、視力低下として現われるが、視野欠損、または色覚喪失が単
独で、または正式な視力喪失前に生じ得る。脊髄機能障害は、筋力低下、感覚低下、また
は膀胱及び腸の調節機能の消失をもたらし得る。脊髄の損傷は、炎症性脱髄から、白質及
び灰白質の壊死性損傷に及び得る。デビック病の炎症性病変はＩＩ型病変（補体媒介性脱
髄）に分類されてきたが、その病変は、血管周囲に顕著に分布している点においてＭＳの
パターンＩＩの病変と異なる。したがって、炎症パターンは、ＭＳで見られるパターンと
はしばしば極めて異なることが多い。
【００５７】
　発作は、従来、メチルプレドニゾロンＩＶのようなコルチコステロイドの高用量静脈内
投与を短期間して治療される。発作が進行するか、またはコルチコステロイド治療に応答
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しない場合、プラスマフェレーシスを使用することができる。一般に使用される免疫抑制
治療には、アザチオプリン（イムラン）及びプレドニゾンの併用、ミコフェノール酸モフ
ェチル及びプレドニゾンの併用、リツキシマブ、ミトキサントロン、静注用免疫グロブリ
ン（ＩＶＩＧ）、ならびにシクロホスファミドが含まれる。
【００５８】
　疾患は単相性であり得る、すなわち、エピソードは１回で寛解が永続的であり得る。し
かしながら、少なくとも患者の８５％は再発型疾患であり、横断性脊髄炎及び／または視
神経炎の発作を繰り返す。単相型の患者では、横断性脊髄炎及び視神経炎が同時に出現す
るか、またはいずれかの出現から数日以内にもう一方が出現する。再発型の患者は、初回
発作と次回発作との間が数週間または数か月ある可能性が高く、初回横断性脊髄炎イベン
ト後、運動能力が良好に回復する可能性が高い。再発は通常、早期に出現し、約患者の５
５％は１年目に再発し、９０％は最初の５年以内に再発する。ＭＳと異なり、デビック病
にはまれに二次進行相があり、患者は、発作と発作との間に寛解を伴わずに神経の減衰が
大きくなる。代わりに、急性発作から身体障害が起こる。
【００５９】
　筋萎縮性側索硬化症は、随意筋運動の制御に関与する神経細胞（ニューロン）が主に侵
されている一群の希少神経疾患である。これは、皮質脊髄路、前角細胞、延髄運動核、ま
たはその組み合わせが着実に容赦なく進行性に変性することを特徴とする。症状は重症度
によって異なり、筋力の低下及び萎縮、線維束性収縮、情緒不安定、呼吸筋減弱が含まれ
得る。診断では、神経伝導検査、筋電図、ならびにＭＲＩ及び臨床検査による他障害の除
外を行う。現在の治療は支持的治療である。大部分のＡＬＳ症例（９０パーセント以上）
は散発性であると考えられる。
【００６０】
　ほとんどのＡＬＳ患者は、手（最も一般的）または足の痙攣，筋力低下，及び筋萎縮か
らなるランダムな非対称性の症状を呈する。筋力低下は前腕、肩、及び下肢へと進行する
。その後すぐに、線維束性収縮、痙縮、深部腱反射亢進，伸展性足底反射、ぎこちなさ、
硬直した動き、体重減少、疲労、ならびに顔の表情及び舌の動きの制御困難が生じる。そ
の他の症状には、嗄声、嚥下困難、不明瞭発語が含まれ、嚥下が困難なため唾液分泌が多
くなり、患者は液体にむせやすくなる。障害後期には、制御不能情動が出現し、不適切な
場面で意図せずに過度に笑ったり泣いたりし、抑えられなくなる。感覚系、意識、認知、
随意眼球運動、性機能、ならびに尿道括約筋及び肛門括約筋は通常免れる。通常、呼吸筋
不全により死亡し、患者の５０％は発症後３年以内に死亡し、５年生存するのは２０％、
１０年生存するのは１０％である。３０年超生存することはまれである。
【００６１】
　薬物リルゾール（リルテック）及びエダラボン（ラジカヴァ）は特定の型のＡＬＳの治
療に承認されており、α５インテグリンアンタゴニストと組み合わせて提供され得る。リ
ルゾールは、神経細胞及び運動ニューロン間のメッセージを伝達するグルタミン酸塩の量
を抑えることにより、運動ニューロンに対する損傷を抑制すると考えられている。ＡＬＳ
患者における臨床試験では、リルゾールは、特に球型の疾患において数か月の生存期間延
長を示したが、運動ニューロンにすでに与えられた損傷は回復しない。エダラボンは、Ａ
ＬＳ患者の日常機能の臨床評価において、低下を遅らせることが示されている。
【００６２】
　ＡＬＳの動物モデルにはＳＯＤ１遺伝子の変異が含まれる。常染色体優性ＦＡＬＳの原
因として最初に同定されたのは２１番染色体上のＳＯＤ１遺伝子のミスセンス変異であっ
た。ＳＯＤ１は、細胞質及びミトコンドリアの普遍的な酵素であり、二量体の状態で機能
して有害な活性酸素種（ＲＯＳ）の分解を触媒し、それにより酸化ストレスを防ぐ。Ｓｏ
ｄ１-/- マウスは運動ニューロンの消失はないが、大幅な遠位運動性軸索障害を有し、正
常な神経機能におけるＳＯＤ１の重要な役割を示している。変異ＳＯＤ１を発現している
トランスジェニックマウスにおける運動ニューロンの大幅な消失は、毒性の機能獲得の結
果と考えられる。
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【００６３】
　本明細書に開示する方法は、ＭＳ、ＮＭＯ、またはＡＬＳの臨床症状を安定または低減
させ、例えば、中枢神経系のＣＤ４９ｅ＋の単球系細胞の活性を低下させることにより行
う。
【００６４】
　一実施形態では、方法は、刺青除去を高めるために提供される。真皮の骨髄細胞は、近
傍のメラノサイトからメラノソームを貪食したマクロファージに対応する、ＤＴ感受性で
メラニンの蓄積した細胞により支配されている。それらの細胞は、ヒトではメラノファー
ジと呼ばれている。これらのメラノファージは、刺青色素粒子の捕捉及び保持に関与し、
刺青を消失させずに捕捉－放出－再捕捉という連続サイクルを経ることができる。ＣＤ４
９ｅに対するアンタゴニストの投与を介してマクロファージ活性を阻害することにより、
好ましくない刺青の除去を高められ得る。アンタゴニストは、植込み、皮内注射等により
局所的に投与することができ、また全身送達してもよい。
【００６５】
追加の薬剤
　スタチンは、ＨＭＧ－ＣｏＡレダクターゼ酵素の阻害剤であり、抗α5 剤との併用療法
で、例えば、ＭＳまたはＮＭＯの治療のために提供され得る。スタチンには詳しい記載が
あり、例えば、米国特許第３，９８３，１４０号に開示のメバスタチン及び関連化合物、
米国特許第４，２３１，９３８号に開示のロバスタチン（メビノリン）及び関連化合物、
米国特許第４，３４６，２２７号に開示のようなプラバスタチン及び関連化合物、米国特
許第４，４４８，７８４号及び第４，４５０，１７１号に開示のシンバスタチン及び関連
化合物、米国特許第５，３５４，７７２号に開示のフルバスタチン及び関連化合物、米国
特許第４，６８１，８９３号、第５，２７３，９９５号及び第５，９６９，１５６号に開
示のアトルバスタチン及び関連化合物、ならびに米国特許第５，００６，５３０号及び第
５，１７７，０８０号に開示のセリバスタチン及び関連化合物がある。さらなる化合物は
米国特許第５，２０８，２５８号、第５，１３０，３０６号、第５，１１６，８７０号、
第５，０４９，６９６号、ＲＥ３６，４８１号、及びＲＥ３６，５２０号に開示されてい
る。
【００６６】
　スタチンの有効用量は、適切な期間、通常少なくとも約１週間、場合により約２週間ま
たはそれ以上、最高約４週間投与した場合に、疾患の重症度軽減を証明する用量、及び／
または血清コレステロール濃度をコントロールする用量である。初回用量をそのような期
間投与し、その後、場合によっては用量が減量される維持量を投与してよいことを当業者
は理解する。
【００６７】
　スタチンの製剤及び投与は周知であり、一般に、慣例的用法に従う。自己免疫疾患の治
療に必要な用量は、抗α5 剤治療を行わない場合のコレステロール管理に使用される濃度
と同量であっても、変更してもよい。
【００６８】
　スタチンは、適切な薬理学的に許容される担体または希釈剤と組み合わせて、治療的投
与用の多種多様な製剤に組み込むことができ、固体、半固体、液体または気体の形態の調
製物、例えば、錠剤、カプセル、粉末、顆粒、軟膏、溶液、坐剤、注射、吸入剤、ゲル、
微粒子、及びエアロゾルなどに製剤化され得る。製剤は、任意選択で、抗α5 剤との単位
用量に組み合わせられる。
【００６９】
　インターフェロンベータは、多発性硬化症（ＭＳ）の治療に使用されるインターフェロ
ンファミリーの薬物であり、ＭＳ治療用に抗α5 剤との併用療法で提供され得る。ＩＦＮ
－β１ａは哺乳類細胞により産生され、インターフェロンベータ－１ｂは改変Ｅ．ｃｏｌ
ｉで産生される。インターフェロンは、ＭＳ再発率を約１８～３８％低下させること、及
びＭＳ患者の身体障害の進行を遅らせることことが示されている。市販製品には、アボネ
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ックス（Ｂｉｏｇｅｎ　Ｉｄｅｃ）、レビフ（ＥＭＤ　Ｓｅｒｏｎｏ）、及びシンノベク
ス（ＣｉｎｎｏＶｅｘ）（ＣｉｎｎａＧｅｎ）が含まれる。密接に関連するものはインタ
ーフェロンベータ－１ｂであり、米国ではベータセロン、またはエクスタビアとして市場
に出ている。
【００７０】
　ＩＦＮ－βを用いたＭＳ患者の治療でさまざまな製剤及び用量が従来より用いられてお
り、本発明の併用治療でそれらの用量を用いても、またはより低い用量、例えば、従来用
量の９０％、従来用量の８０％、従来用量の７０％、従来用量の６０％、従来用量の５０
％、またはそれ以下で用いてもよい。
【００７１】
　アボネックスは、再構成を要する凍結乾燥粉末及び予混合液体シリンジキットの２種の
製剤が販売されており、通常、３０μｇの用量で筋肉内注射により週１回投与される。レ
ビフは、２２μｇまたは４４μｇの用量で週３回皮下注射により投与される。インターフ
ェロンベータ－１ｂは通常、２５０μｇで２日に１回投与される。
【００７２】
　「適切な条件」とは、この用語が使用される文脈に応じた意味を持つものとする。すな
わち、抗体との関連で使用される場合は、かかる用語は、抗体が、その対応する抗原に結
合できる条件を意味するものとする。薬剤と細胞との接触に関連して使用される場合、こ
の用語は、そのような能力がある薬剤が細胞に侵入して、その意図される機能を実行でき
る条件を意味するものとする。一実施形態では、本明細書で使用する場合、「適切な条件
」とは、生理的な条件を意味する。
【００７３】
　本教示において「対象」または「患者」とは一般に、哺乳類である。ヒト以外の哺乳類
を、炎症動物モデルを表す対象として有利に使用することができる。対象は雄であっても
雌であってもよい。
【００７４】
　「分析する」ことには、試料に関連した１セットの値を、試料中のマーカーの測定によ
って決定すること（例えば、マーカーの有無または構成成分の発現レベルなど）、及び、
かかる測定値を、同じ対象または他の対照対象（複数可）から得た試料または試料セット
の測定値と比較することが含まれる。本教示のマーカーは、当該技術分野で公知のさまざ
まな従来方法のいずれによっても分析可能である。「分析する」ことには、例えば、対象
が治療（例えば、本明細書に記載のＩＦＮ治療）に対するレスポンダーであるのか、また
はノン・レスポンダーであるのかなどを決定する統計解析の実施が含まれ得る。
【００７５】
　「薬理学的に許容される添加剤」、「薬理学的に許容される希釈剤」、「薬理学的に許
容される担体」、及び「薬理学的に許容されるアジュバント」とは、一般に安全であり、
毒性がなく、生物学的にも他の意味でも好ましくないものではない医薬組成物の調製に有
用な添加剤、希釈剤、担体、及びアジュバントを意味し、これには、動物用ならびにヒト
の医薬用に許容される添加剤、希釈剤、担体、及びアジュバントが含まれる。本明細書及
び特許請求の範囲で使用する場合、「薬理学的に許容される添加剤、希釈剤、担体及びア
ジュバント」には、そのような添加剤、希釈剤、担体、及びアジュバントの単数及び複数
が含まれる。
【００７６】
　本明細書で使用する場合、「医薬組成物」は、哺乳類、特にヒトのような対象への投与
に好適な組成物を包含することが意図される。一般に、「医薬組成物」は無菌であり、好
ましくは、対象体内に好ましくない応答を誘発する能力がある汚染物質を含まない（例え
ば、医薬組成物中の化合物（複数可）は医薬品グレードである）。医薬組成物は、経口、
口腔、直腸、非経口、腹腔内、皮内、気管内、筋肉内、皮下等といった多数の異なる投与
経路による、それを必要とする対象または患者への投与用に設計することができる。
【００７７】
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　「投与単位」とは、治療すべき特定の個人について、単位用量として適切な物理的個別
単位を指す。各投与単位は、必要な医薬担体と関連して所望の治療効果（複数可）を生み
出すよう計算された所定量の活性化合物（複数可）を含有することができる。単位剤形の
仕様は、（ａ）活性化合物（複数可）の固有の特徴及び達成すべき特定の治療効果（複数
可）、ならびに（ｂ）そのような活性化合物（複数可）の配合技術への当技術分野におけ
る本質的な制約により決定することができる。
【００７８】
　「薬理学的に許容される添加剤」とは、一般に、安全で毒性がなく、望ましい、医薬組
成物の調製に有用な添加剤を意味し、これには動物用ならびにヒトの医薬用に許容される
添加剤が含まれる。そのような添加剤は、固体、液体、半固形であっても、またはエアロ
ゾル用組成物の場合には気体であってもよい。
【００７９】
　「薬理学的に許容される塩及びエステル」とは、薬理学的に許容され、所望の薬理特性
を有する塩及びエステルを意味する。そのような塩には、化合物中にある酸性プロトンが
、無機塩基または有機塩基と反応することができる場合に形成され得る塩が含まれる。適
切な無機塩には、アルカリ金属、例えば、ナトリウム及びカリウム、マグネシウム、カル
シウム、及びアルミニウムで形成される塩が含まれる。適切な有機塩には、アミン塩基、
例えば、エタノールアミン、ジエタノールアミン、トリエタノールアミン、トロメタミン
、Ｎメチルグルカミン等などの有機塩基で形成される塩が含まれる。そのような塩には、
無機酸（例えば、塩酸及び臭化水素酸）及び有機酸（例えば、酢酸、クエン酸、マレイン
酸、ならびにメタンスルホン酸及びベンゼンスルホン酸などのアルカンスルホン酸及びア
レーンスルホン酸）で形成される酸付加塩も含まれる。薬理学的に許容されるエステルに
は、化合物中に存在するカルボキシ基、スルホニルオキシ基、及びホスホノオキシ基から
形成されるエステル、例えば、Ｃ１～６アルキルエステルなどが含まれる。酸性基が２つ
存在する場合、薬理学的に許容される塩またはエステルは、モノ－酸－モノ－塩もしくは
エステルまたはジ－塩もしくはエステルであり得、同様に、酸性基が２つを超えて存在す
る場合、そのような基の一部またはすべてを塩化またはエステル化することができる。本
発明で挙げる化合物は、非塩化形態もしくは非エステル化形態で存在しても、または塩化
形態及び／またはエステル化形態で存在してもよく、そのような化合物の列挙により、本
来の（非塩化及び非エステル化）化合物も、その薬理学的に許容される塩及びエステルも
両方含まれることが意図される。また、本発明で挙げる特定の化合物は、２つ以上の立体
異性体形態で存在してよく、そのような化合物の列挙により、すべての単一立体異性体及
びそのような立体異性体のあらゆる混合物（ラセミ体であるか否か問わない）が含まれる
ことが意図される。
【００８０】
　用語「薬理学的に許容される」、「生理学的に忍容性がある」及びその文法上の変形は
、それらが組成物、担体、希釈剤及び試薬を指す場合は同じ意味で使用され、その物質が
、組成物の投与が禁止される程の好ましくない生理的作用を生じることなくヒトに、また
はヒトで投与することができることを表す。
【００８１】
　「治療的有効量」とは、疾患の治療のために対象に投与した場合に、その疾患の治療に
効果を及ぼすために十分な量を意味する。
【００８２】
　本発明は、本発明を実施する好ましい様態に含まれる、本願発明者により見出されたか
または提案される特定の実施形態に関して記載されている。本開示に鑑みて、意図される
本発明の範囲から逸脱することなく例示の特定の実施形態に多数の修正及び変更を行うこ
とができることは当業者により理解される。機能的な生物学的同等性を考慮して、種類ま
たは量においてその生物学的作用に影響を与えることなく、タンパク質の構造に変更を行
うことができる。そのような修正はいずれも、添付の特許請求の範囲内に含まれることが
意図される。
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【００８３】
方法
　本開示は、多発性硬化症などの脱髄性自己免疫疾患であり得る神経性炎症性疾患を治療
するための方法を提供する。方法は、対象に対し、有効量の、抗α5 剤である薬剤を単剤
として、または１つ以上の追加薬剤（複数可）と組み合わせて投与することを含む。
【００８４】
　ある実施形態では、抗α5 剤を、治療量のスタチンと組み合わせる。活性薬剤は、別々
の製剤で投与しても、または組み合わせて、例えば、単位用量にして投与してもよい。製
剤は経口投与用であってよい。任意選択で、抗α5 剤を、単剤として、またはスタチンと
共に組み合わせて、サイトカイン、抗体（例えば、タイサブリ）、フィンゴリモド（ジレ
ニア）、コパキソン等などの第２の化合物と組み合わせる。いくつかの実施形態では、サ
イトカインはＩＦＮ－βである。
【００８５】
　他の実施形態では、抗α5 剤を、スタチン非存在下で、サイトカイン、抗体（例えば、
タイサブリ）、フィンゴリモド（ジレニア）、コパキソン等などの薬剤と組み合わせてよ
い。いくつかの実施形態では、サイトカイン治療に対する反応性について患者を分析し、
その場合、治療剤の選択はそのような分析に基づく。
【００８６】
　いくつかの実施形態では、併用療法薬を同時に投与し、その場合、化合物のいずれか１
つの投与用量は従来用量であっても従来用量より少なくてもよい。いくつかの実施形態で
は、２つの治療薬の間に段階を設け、例えば、１つの化合物を最初に単剤として、例えば
維持として与え、第２の化合物を、例えば、再発が始まった時点またはその後などの再発
している間、再発ピーク時などに投与する。
【００８７】
　本明細書に記載する方法及び組成物のさまざまな態様及び実施形態では、治療用組成物
の投与は、当業者に公知のさまざまな方法及び送達システムのいずれかを使用して達成ま
たは実行可能である。投与は、例えば、静脈内、経口、植込み、経粘膜、経皮吸収、筋肉
内、髄腔内、及び皮下に実施することができる。送達システムでは、日常的に用いられる
多数の医薬担体が使用される。
【００８８】
　使用方法において、有効用量の本発明の抗α5 剤を単独で投与するか、または上掲の病
態を治療するための追加の活性薬剤と組み合わせて投与する。有効用量は、約１ｎｇ／ｋ
ｇ体重、１０ｎｇ／ｋｇ体重、１００ｎｇ／ｋｇ体重、１μｇ／ｋｇ体重、１０μｇ／ｋ
ｇ体重、２５μｇ／ｋｇ体重、５０μｇ／ｋｇ体重、１００μｇ／ｋｇ体重、２５０μｇ
／ｋｇ体重、５００μｇ／ｋｇ体重、７５０μｇ／ｋｇ体重、１ｍｇ／ｋｇ体重、５ｍｇ
／ｋｇ体重、１０ｍｇ／ｋｇ体重、２５ｍｇ／ｋｇ体重、５０ｍｇ／ｋｇ体重、７５ｍｇ
／ｋｇ体重、１００ｍｇ／ｋｇ体重、２５０ｍｇ／ｋｇ体重、５００ｍｇ／ｋｇ体重、７
５０ｍｇ／ｋｇ体重等であってよい。用量を、必要に応じて複数回、例えば、４時間ごと
、６時間ごと、８時間ごと、１２時間ごと、１８時間ごと、連日、２日ごと、３日ごと、
１週間ごと等投与してもよい。用量を経口投与してもよい。
【００８９】
　組成物は、１回量での投与でも複数用量での投与でも可能であり、通常、複数用量は、
ある期間にわたって、例えば、１日１回、２日に１回、週１回、週２回、月１回等、炎症
性疾患の重症度低減に十分な期間だけ投与することができ、用量は１、２、３、４、６、
１０、またはそれ以上の用量を含むことができる。
【００９０】
　本方法による薬剤の治療的または予防的な有効量の決定は、慣例となっているコンピュ
ータによる方法を使用して動物データに基づいて行うことができる。有効用量は、少なく
とも一部は投与経路に依存する。
【００９１】
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医薬組成物
　上記で考察した化合物は、任意の好都合な添加剤、試薬及び方法を使用して製剤化する
ことができる。組成物は、薬理学的に許容される添加剤（複数可）との製剤で提供される
。多種多様な薬理学的に許容される添加剤が当該技術分野で公知であり、本明細書での詳
細な考察を要しない。薬理学的に許容される添加剤はさまざまな刊行物に十分に記載され
ており、それらには、例えば、Ａ．Ｇｅｎｎａｒｏ（２０００）“Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：
Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，”　２
０ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ，Ｗｉｌｌｉａｍｓ，　＆　Ｗｉｌｋｉ
ｎｓ、Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　
Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（１９９９）　Ｈ．Ｃ．Ａｎｓｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，
ｅｄｓ．，７th　ｅｄ．，Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ，Ｗｉｌｌｉａｍｓ，　＆　Ｗｉｌｋｉ
ｎｓ、及びＨａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｅｘｃｉｐｉｅｎ
ｔｓ（２０００）　Ａ．Ｈ．Ｋｉｂｂｅ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，３rd　ｅｄ．Ａｍｅ
ｒ．Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ａｓｓｏｃなどがある。
【００９２】
　薬理学的に許容される添加剤、例えば、ビヒクル、アジュバント、担体または希釈剤な
どは公衆が容易に入手可能である。さらに、薬理学的に許容される助剤、例えば、ｐＨ調
整剤及び緩衝剤、等張化剤、安定化剤、湿潤剤等は公衆が容易に利用可能である。
【００９３】
　いくつかの実施形態では、対象化合物を水性緩衝液に製剤化する。適切な水性緩衝液に
は、強度が５ｍＭ～１００ｍＭで異なる酢酸塩、コハク酸塩、クエン酸塩、及びリン酸塩
の緩衝液が挙げられるが、これに限定されるものではない。いくつかの実施形態では、水
性緩衝液には、等張液が得られる試薬が含まれる。そのような試薬には、塩化ナトリウム
、ならびに糖、例えば、マンニトール、デキストロース、ショ糖等が挙げられるが、これ
に限定されるものではない。いくつかの実施形態では、水性緩衝液にはさらに、ポリソル
ベート２０またはポリソルベート８０などの非イオン性界面活性剤が含まれる。任意選択
で、製剤にはさらに保存剤が含まれる。適切な保存剤には、ベンジルアルコール、フェノ
ール、クロロブタノール、塩化ベンザルコニウム等が挙げられるが、これに限定されるも
のではない。多くの場合、製剤を約４℃で保存する。製剤は凍結乾燥してもよく、その場
合は一般に、製剤には、ショ糖、トレハロース、乳糖、マルトース、マンニトール等など
の凍結保護剤が含まれる。凍結乾燥製剤は、たとえ雰囲気温度であっても長期間保存可能
である。いくつかの実施形態では、対象化合物を徐放性製剤用に製剤化する。
【００９４】
　いくつかの実施形態では、抗α5 剤を第２の薬剤と共に薬理学的に許容される添加剤（
複数可）に製剤化する。
【００９５】
　対象製剤は、経口投与、皮下投与、筋肉内投与、非経口投与、または他の経路で投与す
ることができ、それらの経路には、例えば、経口、直腸、鼻、局所（経皮吸収、エアロゾ
ル、口腔及び舌下など）、膣、非経口（皮下、筋肉内、静脈内及び皮内など）、膀胱内と
いった経路または罹患臓器への注射が挙げられるが、これに限定されるものではない。
【００９６】
　活性薬剤の各々は、約０．１μｇから、０．５μｇ、１μｇ、５μｇ、１０μｇ、５０
μｇ、１００μｇ、５００μｇ、１ｍｇ、５ｍｇ、１０ｍｇ、５０ｍｇ、１００ｍｇ、２
５０ｍｇ、５００ｍｇ、７５０ｍｇ、またはそれ以上という単位用量で提供され得る。
【００９７】
　抗α5 剤を単位剤形で投与してよく、当該技術分野において周知の方法で調製してよい
。そのような方法には、対象化合物と、１つ以上の副成分を構成する薬理学的に許容され
る担体または希釈剤とを組み合わせることが含まれる。薬理学的に許容される担体は、選
択投与経路及び標準的薬務に基づいて選択される。各担体は製剤の他の原料との適合性が
あり、対象に有害ではないという意味で、「薬理学的に許容される」ものでなければなら
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ない。この担体は固体または液体であり得、その種類は一般に、使用される投与の種類に
基づいて選択される。
【００９８】
　適切な固体担体の例には、乳糖、ショ糖、ゼラチン、寒天及び原薬粉末が含まれる。適
切な液状担体の例には、水、薬理学的に許容される脂肪及び油、アルコールまたは他の有
機溶媒が含まれ、それらには、エステル、エマルジョン、シロップまたはエリキシル剤、
懸濁液、溶液及び／または懸濁液、ならびに非発泡性顆粒から再構成した溶液及び／また
は懸濁液、及び発泡性顆粒から再構成した発泡性調製物が含まれる。そのような液状担体
は、例えば、適切な溶媒、保存剤、乳化剤、懸濁剤、希釈剤、甘味料、粘稠剤、及び溶融
剤を含有してよい。好ましい担体は、食用油、例えば、トウモロコシ油またはカノラ油で
ある。ポリエチレングリコール、例えばＰＥＧも、良好な担体である。
【００９９】
　本開示の投与レジメンが提供される薬物送達デバイスまたはシステムはいずれも使用可
能である。多種多様な送達デバイス及びシステムが当業者に公知である。
【実施例】
【０１００】
実施例１
　単一細胞解析により、神経炎症対神経変性の対比モデルから骨髄細胞の鑑別的分子シグ
ネチャーが明らかになる。
　神経炎症対神経変性という２つの極性は、脳病理において非常に注目する対象である。
ここでは、ハンチントン病（ＨＤ）、神経変性病態のＲ６／２マウスモデル、それに対す
る、脳の典型的炎症性疾患である多発性硬化症（ＭＳ）の実験的自己免疫性脳脊髄炎（Ｅ
ＡＥ）マウスモデルにおける免疫応答の系全体にわたる分析を実施するため、不偏データ
分析を行う単一細胞マスサイトメトリー（ＣｙＴｏＦ）を使用する。中枢神経系（ＣＮＳ
）に限定され、神経炎症性（ＥＡＥ）病態及び神経変性（ＨＤ）病態のどちらにも存在す
る３つの骨髄細胞集団を同定した。ＣＮＳに常在する骨髄細胞由来の単球の比較対照とな
る血液由来単球は５つの亜集団からなり、ＥＡＥでは検出されたがＨＤでは検出されなか
った。単一細胞分析により、ＥＡＥでは、ＨＤと比較して、同様の骨髄系集団内部でのシ
グナル伝達活性及びサイトカイン産生が非常に不均衡であることが明らかにされた。神経
炎症性病態では、しっかりと組織化されたシグナル伝達イベントが段階的に出現するが、
神経変性病態ではこれらの同じシグナル伝達イベントが出現しない。さらに、これら２つ
の神経病理間には、単一細胞レベルでサイトカインプロファイルに顕著な相違があり、多
機能性細胞は複数のサイトカインを同時に分泌し、ＥＡＥの神経炎症と相関した。これら
の知見は、炎症性脳疾患と変性脳疾患との神経病理における相違を強調しており、これら
の特定の脳病理についての選択的治療標的を明らかにしている。
【０１０１】
　脳病理の２つの極性は、神経変性とは対照的に神経炎症の概念に穴を開けるものである
。神経炎症の場合における細胞性応答は、末梢の適応免疫細胞及び自然免疫細胞の浸潤で
構成される。神経変性では、病理は、ＣＮＳに常在する免疫細胞、すなわち、ミクログリ
ア及び血管周囲の骨髄細胞の活性を特徴とする。ハンチントン病（ＨＤ）、及びアルツハ
イマー病（ＡＤ）またはプリオン病などの障害では、ＣＮＳ内部に末梢免疫系細胞の侵入
の証拠はほとんどないかまったくない。これは、末梢免疫細胞のＣＮＳへの遊走を伴う激
しい炎症がある多発性硬化症、急性散在性脳脊髄炎、脳卒中及び微生物感染とは対照的で
ある。ＭＳでは、例えば、主要インテグリンに対する抗体を用いた末梢免疫細胞の脳への
侵入遮断は、承認されて１０年になるが、最も強力な承認されている治療法の機構的根拠
となった。しかしながら、アルツハイマー病、プリオン病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ
）、及びハンチントン病など、他の神経性障害では、同様の古典的炎症反応の証拠はない
。その上、現代の文献では、これらの神経変性疾患は、しばしば神経炎症性障害または神
経免疫障害と呼ばれる。
【０１０２】



(22) JP 2020-522499 A 2020.7.30

10

20

30

40

50

　ＣＮＳへの任意の傷害について十分に確立された特徴である小膠細胞症（ミクログリア
の増殖及び活性化）から、神経炎症と神経変性との定義における混乱が生じ得る。ミクロ
グリアの活性化には、通常は末梢免疫系細胞により産生されるケモカイン及びサイトカイ
ンなど、過剰な炎症メディエーターの上方制御及び放出が伴う。
【０１０３】
　神経炎症性病理なのか、神経変性病理なのかという概念を洗練させることをここでは対
象にしている。近年、バルク処理された試料の遺伝子転写産物の解析から、ＣＮＳ疾患に
関連付けられているいくつかの経路が同定された。最近のある研究では、末梢内毒素血症
モデルの炎症プロセスと、アルツハイマー及びＡＬＳのような神経変性疾患のモデルとを
比較した。
【０１０４】
　ここで、マスサイトメトリー（ＣｙＴＯＦ）を使用して免疫応答を分析することにより
、脳疾患において単一細胞レベルで複数のパラメーターを同時に測定することができた。
【０１０５】
　この目的を達成するため、データの不偏バイオインフォマティックス分析を用いたマス
サイトメトリー（ＣｙＴＯＦ）を使用して、神経炎症及び神経変性という領域が異なる端
に位置する実験的自己免疫性脳脊髄炎及びハンチントン病の２つの神経性障害におけるＣ
ＮＳ常在細胞集団及び血液由来細胞集団の関与について、系全体にわたる概論を提供する
。ここでは、対極にあるこれら２つの脳病理例における、システムレベルでのシグナル伝
達及びサイトカイン産生の相違を報告し、神経病理のこれらの２極の病理における大きな
相違の解明を促す。
【０１０６】
結果
　異種性ＣＮＳ常在骨髄系集団。神経炎症性病態及び神経変性病態での免疫応答を調べる
ため、これら２極の神経病理病態の例における中枢神経系（脳及び脊髄）及び末梢血に由
来する単一細胞懸濁液で、細胞表現型、シグナル伝達特性、及びサイトカイン産生を分析
した。マウスが振戦、不規則歩行、異常運動及び痙攣を示した時点で、ＭＳに似た神経炎
症性疾患のモデルである実験的自己免疫性脳脊髄炎（ＥＡＥ）の異なる臨床病期と、ハン
チントン病（ＨＤ）のモデルであるＲ６／２トランスジェニックマウスとを、単一細胞マ
スサイトメトリー（ＣｙＴＯＦ）を用いて比較した（図１）。
【０１０７】
　ＣＮＳ及び血液における免疫細胞集団の表現型の多様性を調べるために、すべての単一
細胞データセットを統合し（ＥＡＥ、ＨＤの全疾患病態及び健常の全マウス）、Ｘ－シフ
トと呼ばれる集団－マッピングアルゴリズムを適用した。このアルゴリズムは、多次元マ
ーカー空間における細胞事象密度のノンパラメトリックマッピングにより、特徴が不明な
生物系の希少な細胞集団を発見できるように特別に開発された。Ｘ－シフトの最も有用な
特徴の一つは、アルゴリズムが自動的に細胞集団数を推定してくれることである。したが
って、表現型空間を自動でマッピングすることができ、他の大部分の単一細胞クラスタリ
ングアルゴリズムとは違って、この方法では使用者による入力を必要としない。細胞集団
の表現型連続体を視覚化するために、出力は最小全域木（ＭＳＴ）として組織化され、２
次元配置が作成される。細胞クラスターはノードとして表され、エッジで結ばれ、表面マ
ーカーの完全パネルに基づく全体的な表現型類似性に従って組織化される。病態全体にお
ける各亜集団の細胞頻度の相違は、所与の病態のそれぞれのクラスターの頻度に対して比
例的に各ノードのサイズを変えることにより視覚化される。集団全体におけるマーカー発
現レベルの相違は、病態特異的マーカーの発現レベルに従ってノードに色付けすることに
より視覚化される。ノードサイズ及び発現レベルの目視検査により、ＭＳＴ内の系統特異
的な群を同定し、疾患特異的な細胞集団を示すことができた。
【０１０８】
　血液試料すべての合成ＭＳＴと、ＣＮＳ試料すべての合成ＭＳＴとの比較により、ＣＮ
Ｓには存在するが末梢血には存在しないＣＤ１１ｂ+ 骨髄系集団の３つの別個の亜集団が
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明らかになったため、それらをＣＮＳ特異的骨髄系集団として同定した。これらの集団を
、ここでは集団Ａ、集団Ｂ、及び集団Ｃと定義する（図２Ａ）。
【０１０９】
　関心対象のクラスター化した集団を定義する連続するゲートを推定するため、マーカー
に基づいて最適なクラスター分類を自動的に構築するＤｉｖｉｓｉｖｅ　Ｍａｒｋｅｒ　
Ｔｒｅｅ（ＤＭＴ）アルゴリズムと呼ばれるＸ－シフトアルゴリズムの特徴を適用した。
コンピュータによって定義した閾値に従ってゲートを設定することにより、手動ゲーティ
ングで、ＣＤ４５、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ３１７（ＢＳＴ２／ＰＤＣＡ－１）、主要組織適合
性複合体クラスＩＩ（ＭＨＣＩＩ）、ＣＤ３９、及びＣＤ８６という細胞表面マーカーの
発現で区別できる、集団Ａ、集団Ｂ、及び集団Ｃを確認することができた（図２Ｂ）。
【０１１０】
　各集団の分類を明確にする上述の主要マーカーに加え、集団Ａ、集団Ｂ、及び集団Ｃは
他のいくつかの細胞表面マーカーも発現した。この分析により、３集団はいずれもＣＤ８
８、ＭＨＣクラスＩ（Ｈ２）、ＴＡＭ受容体チロシンキナーゼＭｅｒ（ＭｅｒＴＫ）、及
び最近同定されたミクログリアマーカーの４Ｄ４とｆｃｒｌとを低レベルから中レベルで
発現することが明らかになった。集団Ａ、集団Ｂ、及び集団Ｃは、ＣＤ３（Ｔ細胞）、Ｃ
Ｄ４５Ｒ／Ｂ２２０（Ｂ細胞）、単球マーカー（Ｌｙ６Ｃ）、及び顆粒球マーカー（Ｌｙ
６Ｇ）などのリンパ球系マーカーの発現を欠いていた（図８）。これらの３つのＣＮＳ特
異的集団も多数のマーカーの差次的発現を特徴とした。集団Ｂ及び集団Ｃは、ＣＤ８０、
ＴＡＭ受容体Ａｘｌ、Ｔ細胞免疫グロブリンムチンタンパク質４（ＴＩＭ４）、Ｄ２７４
（ＰＤ－Ｌ１）、ＣＤ１９５（ＣＣＲ５）、ＣＤ１９４（ＣＣＲ４）を異なるレベルで発
現し、ＣＤ２０６及びＴＲＥＭ２を低レベルで発現したが、集団Ａではこれらのマーカー
のいずれも発現がなかった（図９）。これらのマーカーの発現レベルは疾患病態に応じて
変化した。
【０１１１】
　末梢血由来マクロファージからのＣＮＳに常在する骨髄細胞、すなわち、ミクログリア
を区別する特異的マーカーのコンセンサスの欠如があった。しかしながら、新たな抗体の
出現及びトランスジェニックマウスモデルを用い、ＣＮＳに常在する骨髄細胞と浸潤骨髄
系集団との間の区別を行った。ここでは、これら３つの集団（Ａ、Ｂ、及びＣ）がＣＮＳ
にのみ存在すること（末梢血には存在しない）、それと合わせて、表現型マーカーが発現
すること、従来よりＣＮＳのミクログリアを示すと考えられていたＣＤ４５が低発現する
こと、及びＦｃｒｌを発現することに基づいて、これらの集団をＣＮＳに常在する骨髄細
胞として定義した。この可能性を、タモキシフェン投与後にＹＦＰを発現する条件付きＣ
ｘ３ｃｒ１CreER Ｒｏｓａ２６－ＹＦＰマウスを使用して確認した。短命の細胞、例えば
、末梢単球などではＹＦＰは消失するが、ＹＦＰが持続していることにより、ミクログリ
ア及び他の長命のマクロファージを同定できる可能性が高まる。ここでは、条件付きＣｘ
３ｃｒ１CreER Ｒｏｓａ２６－ＹＦＰマウスでこれら３つの集団を同定し、それらのＹＦ
Ｐ発現を確認することができた（図１０）。本明細書では、簡潔にするために、それらを
ミクログリアと呼ぶことを避け、ＣＮＳ常在骨髄細胞と呼ぶことにし、ミクログリア、髄
膜マクロファージ、及び血管周囲マクロファージを含み得ると考えられる。以上をまとめ
ると、この多重パラメーター解析により、ＣＮＳ常在骨髄系集団内に存在する表現型の不
均一性についての高分解能の概要が得られた。
【０１１２】
　神経性炎症性病態及び神経変性病態は、一致するＣＮＳ骨髄細胞集団を示す。疾患特異
的な手がかりが３つのＣＮＳ常在骨髄細胞の存在及び頻度を調節するか否かを調べるため
、健常、ＨＤならびに５つの異なるＥＡＥ状態、すなわち、発症前、発症、ピーク、慢性
、及び回復の生物学的複製試料すべてにおいて、ＭＳＴを分析し、手動ゲーティングによ
り知見を確認した（図２Ｃ、図２Ｄ）。
【０１１３】
　各疾患状態の独立した生物学的複製試料における細胞頻度分析及びＭＳＴの代表的ノー
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ドにより、すべての３つの集団が疾患状態と関連して変化することが実証された（図２Ｃ
、図２Ｄ）。注目すべきことに、３つのＣＮＳ常在骨髄系集団の存在はいずれも、神経変
性病態及び神経炎症性病態の両方に存在した。これらのデータは、一見すると類似の集団
が実際に観察されることから、神経変性病態及び神経炎症性病態は類似の「免疫応答」を
引き起こすことを示唆する先の研究による結論を強化するものである。
【０１１４】
　亜集団Ｃは、ＥＡＥ及びＨＤの両疾患病態で誘発され、健常ＣＮＳではかろうじて検出
可能であった（０．１％の頻度）。ＥＡＥマウスの亜集団Ｃは、疾患の発症前期（１．８
％の頻度）からピーク（９．７％の頻度）まで増殖を続けた。その後、亜集団Ｃの頻度は
、永続性麻痺を伴う慢性ＥＡＥ動物及びＥＡＥ回復マウスで低下した（それぞれ０．９％
及び１．７％）（図２Ｄ）。慢性ＥＡＥは長い間、ＭＳの神経変性的特徴として分類され
る進行型ＭＳに似ると考えられてきた。
【０１１５】
　神経炎症性病態及び神経変性病態において対比されるＣＮＳ骨髄細胞での異なるシグナ
ル伝達表現型。上記細胞頻度分析では、神経炎症性病態及び神経変性病態の両方における
類似性が示唆されたが、以下に考察するシグナル伝達経路の分析では、細胞シグナル伝達
及びサイトカイン産生など、さまざまな重要パラメーターにおける相違が明らかにされた
。
【０１１６】
　集団Ａ、集団Ｂ、及び集団Ｃでのシグナル伝達における相違を解析するため、ＥＡＥの
各種病期ならびにハンチントン病で細胞内のシグナル伝達挙動を同時に比較した。このこ
とを調べるため、リン酸化したシグナル伝達兼転写活性化因子（ＳＴＡＴ）の１と３と５
、ｃＡＭＰ応答配列結合タンパク質（ＣＲＥＢ）、ＭＡＰキナーゼ活性化プロテインキナ
ーゼ２（ＭＡＰＫＡＰＫ２）、核内因子－カッパＢ（ＮＦ－κＢ（ｐ６５））、ＣＣＡＡ
Ｔ／エンハンサー結合タンパク質α及びベータ（Ｃ／ＥＢＰα、Ｃ／ＥＢＰβ）タンパク
質の存在量を分析した。これらのシグナル伝達経路の分析から関心対象の３つの領域が明
らかになった。
【０１１７】
　第１に、３つの全ＣＮＳ骨髄系サブセットの全体におけるこれらのシグナル伝達タンパ
ク質の発現パターンには実質的な相違があり、集団Ｂ及び集団Ｃは高レベルのシグナル伝
達を示したが、集団Ａはこれらの２つのサブセットとは実質的に異なって、シグナル伝達
タンパク質の発現レベルが非常に低く（図３Ａ～図３Ｄ）、これらの集団の各々の別々の
機能的役割を強く反映している。
【０１１８】
　第２に、この分析により、ＥＡＥ発症段階の集団Ｂ及び集団ＣにおけるＣＮＳでの炎症
反応の発生及び進行は、重要な炎症性シグナル伝達経路を順次作用させる、しっかりと調
整された過程であることが同定された。疾患の臨床徴候がマウスでまだ発症していないＥ
ＡＥ発症前期では、ｐＣＲＥＢ及びｐＭＡＰＫＡＰＫ２の発現レベルの大幅な増加が唯一
、集団Ｂ及び集団Ｃでのシグナル伝達のシグネチャーを表している（健常マウスと比較し
てそれぞれ、３倍以上及び６倍以上の増加）（図３Ａ、図３Ｂ）。ＥＡＥ疾患のピークで
は、集団Ｂ及び集団ＣにおけるｐＣＲＥＢ及びｐＭＡＰＫＡＰＫ２の発現増加の第２の波
がシグナル伝達の特徴として出現し（図３Ａ、図３Ｂ）、発症前期に観察された場合と類
似し、先の研究と一致する。興味深いことに、麻痺が回復しない動物である慢性ＥＡＥで
は、集団Ｂ及び集団ＣにおいてＣ／ＥＢＰβと呼応したＮＦ－κＢ（ｐ６５）のアップレ
ギュレーションがシグナル伝達カスケードの唯一の因子として確認された（図３Ｃ、図３
Ｄ）。これらのデータは、ＥＡＥでは、一連の炎症性シグナル伝達ステップがあることを
示す。
【０１１９】
　最後に、これらの炎症性シグナル伝達の特徴の欠如は、ＥＡＥと比較するとＨＤの集団
Ａ、集団Ｂ、及び集団Ｃにおいて著しく（図３Ａ～図３Ｄ）、このことは、ＣＮＳ常在骨
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髄細胞集団において、神経炎症性病態（ＥＡＥ）に比べて神経変性病態（ＨＤ）のシグナ
ル伝達特性がかなり相違することを示唆している。
【０１２０】
　同様のＣＮＳ常在骨髄細胞集団が神経炎症性病態及び神経変性病態の両方で同定された
が、これらの病態下のシグナル伝達特性の性質は著しく異なっており、各疾患病態でのこ
れらの細胞の機能性が異なることを示唆している。
【０１２１】
　神経炎症及び神経変性において対比される複数のサイトカインを産生する骨髄細胞。Ｅ
ＡＥ及びＨＤで合成されるサイトカインについてより包括的な理解を得るため、これらの
定義済み骨髄細胞集団によるインビボでのサイトカイン産生を評価した。エキソビボ刺激
は一切避け、タンパク質輸送体阻害剤のみを使用してサイトカイン分泌を回避した（「材
料及び方法」を参照のこと）。同定した集団のいずれかにサイトカイン産生能があるか否
かを検討するため、腫瘍壊死因子－α（ＴＮＦ－α）、インターフェロン－γ（ＩＦＮ－
γ）、ＩＦＮ－β、インターロイキン－１０、ＩＬ－６、ＩＬ－１７Ａ、顆粒球マクロフ
ァージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、及びトランスフォーミング増殖因子－β（Ｔ
ＧＦ－β）の８種の合成サイトカインからなるパネルの単一細胞レベルでの定量化にＣｙ
ＴＯＦ技術を適合させた。各亜集団を、上記で定義した基準に従って手動でゲーティング
した（図２Ｂ参照）。各クラスターについて健常試料の９０パーセンタイルを超える発現
値で定義される所与のサイトカインを分泌することが検出された細胞画分を計算した。
【０１２２】
　８種の評価サイトカインのうち、ＴＮＦ－αは、同定された３つのＣＮＳ常在骨髄系集
団（Ａ、Ｂ、Ｃ）で最も顕著に産生されたサイトカインであり、健常細胞に比べて神経炎
症性病態下及び神経変性病態下の両方で、ＴＮＦ－α発現細胞の割合が大幅に増加した（
図４Ａ）。もっとも注目すべきことに、集団Ｂ及び集団Ｃでは、ＥＡＥ疾患の異なる臨床
スコア（発症前、発症、ピーク、及び、集団Ｃの場合は慢性）の期間、大部分の細胞（最
高８０％）がＴＮＦ－αを産生したが、神経変性モデル（ＨＤ）でのＴＮＦ－α発現細胞
の割合は３０％～５０％の範囲であった。ＴＮＦ－αに加え、これら３つの集団のわずか
な割合の細胞はＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、及びＴＧＦ－βを発現した（図４
Ａ）。
【０１２３】
　最近の単一細胞研究は、それぞれの所与の細胞集団の単一細胞サイトカインシグネチャ
ーの間に大幅な異質性があることを示唆している。その後、単一細胞レベルで各集団の多
機能性を引き出すため、Ｘ－シフトクラスタリングアルゴリズムを適用した。各集団を、
サイトカインのみの発現パターンに基づいてクラスター化し、各疾患病態において、各サ
イトカインを単独または任意の組み合わせで単一細胞レベルで産生する細胞の頻度を評価
した。興味深いことに、サイトカインの発現パターンに関して高レベルの機能的不均一性
が各集団内で同定されたが、細胞表面マーカーがクラスタリングの唯一の基準である場合
は、これは比較的均一であると定義される。
【０１２４】
　集団Ａ、集団Ｂ、及び集団Ｃにおいて、ＴＮＦ－αを産生するもの、ＩＬ－６を産生す
るもの、ＴＧＦ－βを産生するもの、及びＴＮＦ－αとＩＬ－６との組み合わせを産生す
るもの、ＴＮＦ－αとＧＭ－ＣＳＦとの組み合わせを産生するもの、ＴＮＦ－αとＩＬ－
１０との組み合わせを産生するもの、またはサイトカイン産生を欠くものに基づき、サイ
トカイン産生細胞の７つの別個のサブセットを単一細胞レベルで描画した（図４Ｂ）。こ
れらの別個のサブセットのサイトカイン産生の頻度及びパターンは、各疾患状態と直接相
関して異なった。
【０１２５】
　各集団の異なる疾患病態で同定されたこれら７つのサブセットの各々の画分を定量化し
たところ、健常状態では、細胞は単一サイトカインを産生するかまたはサイトカインをま
ったく産生せず、細胞のほとんど（４２～４４％）はサイトカインを産生しない（図４Ｂ
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）ことが見出された。神経炎症性病態及び神経変性病態の両方において、健常状態と比較
すると単一ＴＮＦ－α産生陽性細胞の頻度は大幅に増加した、ＩＬ－６及びＴＧＦ－βの
産生細胞の頻度は減少した（図４Ｂ）。
【０１２６】
　疾患病態は、明確に識別可能な３つの多機能性サブセット、すなわち、ＴＮＦ－α及び
ＧＭ－ＣＳＦの二重産生細胞、ＴＮＦ－α及びＩＬ－１０の二重産生細胞、及びＴＮＦ－
α及びＩＬ－６の二重産生細胞の出現を促進した（図４Ｂ）。もっとも著しいことには、
集団Ｂ及び集団ＣにおいてＧＭ－ＣＳＦ及びＴＮＦ－αを共発現するサブセットの頻度が
神経炎症性病態にある時、特に、ＥＡＥ疾患の発症時及びピーク時に大幅に増加し、この
サブセットが、サイトカイン産生細胞の中で２番目に豊富なサブセットとなっていたこと
である（両集団でそれぞれ最高１８％及び２９％）（図４Ｂ）。逆に、神経変性病態では
このサブセットの頻度は全３集団中で非常に低かった（０％～２％）。他の多機能性サブ
セットに関しては、神経炎症性病態及び神経変性病態はいずれも、ＴＮＦ－α+ ＩＬ－６
+ 及びＴＮＦ－α+ ＩＬ－１０+ の多機能性細胞の低頻度の出現も誘発した（２～３％）
。その後、神経炎症性病態及び神経変性病態のサイトカインプロファイルの比較により、
ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＮＦ－α二重産生サブセットを神経炎症性病態の決定的シグネチャーの
一つとして同定することができる（図４Ｂ）。
【０１２７】
　さらに、３つのＣＮＳ常在集団（Ａ、Ｂ、及びＣ）のうち、集団Ａでは、他の２集団と
は対照的に健常及び疾患病態で大幅な量の細胞がサイトカインを産生せず、サイトカイン
産生サブセットは疾患病態期でさえも単一サイトカイン産生細胞が優勢であり、多機能性
サブセットは非常に小さな割合の細胞に含まれた（１％のみ）（図４Ｂ）。この結果は、
上掲のように、この集団のシグナル伝達特性の分析で、集団Ａは、他の２つの集団と比較
してシグナル伝達分子の発現レベルが低いことが示されたことから重要である（図４Ｂ）
。
【０１２８】
　これと併せて、細胞表面マーカーにより比較的均一であると定義される各集団は、事実
、それらのサイトカイン分泌プロファイルに基づく異質性の機能性サブセットを含有する
ことを示すことによって、これらのデータから、同定された３つのＣＮＳ常在骨髄細胞集
団の基本特性が強調される。炎症または変性に対する応答は、各集団のサイトカインプロ
ファイルを増加方向に偏らせ、２つのサイトカインを同時に産生する多機能性サブセット
の発症を誘導する。神経炎症性病態及び神経変性病態のいずれもＴＮＦ－α、ＧＭ－ＣＳ
Ｆ陽性二重産生細胞の発生を誘発するが、このサブセットの頻度の高さは、２つの集団（
Ｂ及びＣ）におけるＥＡＥの神経炎症性病態の高さ（ピーク及び発症）と最も良く相関し
た。集団Ｂ及び集団Ｃは、顕著な炎症性シグナル伝達特性も示した。ただし、ＨＤのよう
な病理、または炎症性シグナル伝達特性が非常に低い集団Ａ（ＨＤでもＥＡＥでも）では
これらのサブセットにおける細胞の頻度は極めて低いかまたは観察されなかった。
【０１２９】
　血液由来単球サブセットは炎症性状態と変性状態との対比においてＣＮＳへの異なる遊
走動態を示す。古典的炎症の枠組みでは、炎症反応は、防御の第一線としての組織常在マ
クロファージの活性化、それに続く血液から罹患組織への白血球動員によって定義される
。このカスケードで顕著なのは、炎症過程に寄与し、常在組織マクロファージを補充する
ため、末梢の組織への単球が遊走することである。場合によっては、これらの単球は、組
織常在マクロファージのプールに寄与せずに消失する。末梢組織の炎症同様、単球の浸潤
は、中枢神経系疾患の炎症反応に結び付けられてきた。例えば、血液由来のマクロファー
ジはＥＡＥ病理を悪化させるが、神経変性疾患における炎症には寄与しない。
【０１３０】
　ＣＮＳの炎症反応のかなりの部分は、末梢由来の骨髄細胞の侵入によることから、次に
、神経炎症性病態（ＥＡＥ）及び神経変性病態（ＨＤ）でのこれらの細胞の特性を明らか
にした。単球を、その主要表面マーカーＬｙ６Ｃの発現及びＬｙ６Ｇ発現欠失に基づき他
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の骨髄細胞（ＣＤ１１ｂ＋細胞）と区別した。全試料を統合した複合最小全域木（ＭＳＴ
）から、ＣＮＳ試料の５つの異なるＬｙ６Ｃ+ Ｌｙ６Ｇ- 細胞クラスターが明らかにされ
た（図５Ａ）。Ｘ－シフトアルゴリズムによりＬｙ６Ｃコンパートメントを５つの別々の
クラスター（Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、及びＨ）に分類し、Ｄｉｖｉｓｉｖｅ　Ｍａｒｋｅｒ　Ｔ
ｒｅｅでの視覚化により、分類を誘導する主要マーカーは、ＣＤ２７４（ＰＤ－Ｌ１）、
ＣＤ８８、ＩＬ－１７Ｒ、及びＭＨＣＩＩであることが明らかになった（図５Ｂ）。ＣＮ
Ｓにおける免疫細胞の異質性に対する循環単球の相対的寄与を理解するため、健常状態な
らびに神経炎症及び神経変性の異なる臨床病期下における、これら５つの単球サブセット
の各々の頻度を分析した（図５Ｃ）。健常動物及びＥＡＥの異なる段階及びＨＤのＣＮＳ
におけるこれら５つのサブセットの各々の頻度を分析することにより、異なる疾患病態に
おいてこれらの単球サブセットの各々が選択的に動員されることが示された（図５Ｃ）。
神経炎症性病態と神経変性病態との間で最も著しい相違は、先の研究と一致して、神経変
性病態のＨＤのＣＮＳでは単球の寄与が観察されなかったことである（平均０．４％未満
）。また、注目すべきことは、先の報告と一致して、健常及び回復したＣＮＳではＨＤ同
様、単球頻度は非常に低く（それぞれ０．８％～１．２％）、同定集団の１つである集団
Ｆしか検出されなかった。対照的に、ＥＡＥの炎症性病期である発症前、発症、及びピー
クでは、同定された５つの全単球サブセットの存在が誘発された（図５Ｃ）。慢性ＥＡＥ
では、同定された５つの単球サブセットのうち３つの低頻度（０．５～０．９％）が観察
された（図５Ｃ）。
【０１３１】
　これらのデータから生じる主題は、今回の知見及び他の知見と呼応して、単球の大幅な
動員は一過性であり、炎症による事象であるということである。炎症が消失するかまたは
大幅に低下した時点で、単球は大部分が消失する。我々の先の研究及び他の研究が提示す
る概念、すなわち、ＥＡＥの麻痺性段階へと疾患進行を誘発する主要因子としての単球の
イメージは、この細胞集団がかなり異質性であるという発見により微妙に意味が異なるも
のとなる。
【０１３２】
　これらのさまざまな単球サブセットが異なる疾患状態の炎症にどのように寄与している
かをより詳細に理解するため、それらの表現型及び機能的プロファイルを比較して、感知
されるほどの差があるか否かを決定した。共刺激分子（ＣＤ８０、ＣＤ８６）、プリン作
動性シグナル伝達に関与する受容体（ＣＤ３８、ＣＤ３９）、ＴＡＭ受容体チロシンキナ
ーゼＭｅｒのようなアポトーシス細胞の食作用受容体、Ａｘｌ及びマンノース受容体ＣＤ
２０６ならびにＴＲＥＭ２は、集団Ｄ及び集団Ｅでは上方制御され、集団Ｆ及び集団Ｇは
いずれもこれらのマーカーを低レベルで発現し、集団Ｈは中程度のレベルで発現すること
が見出された（図１１）。共刺激分子（ＣＤ８０、ＣＤ８６）の発現と一致して、集団Ｄ
及び集団ＥでＭＨＣクラスＩＩが発現していることから（図５Ｄ）、Ｌｙ６Ｃ+ コンパー
トメントにおける抗原提示機能がさらに示唆される。さらに、集団Ｄ及び集団Ｅは、ＥＡ
Ｅの発症前、発症、及びピークの段階でのみ検出され、その数は発症前からピークの段階
まで疾患の進行と共に増加した。逆に、これら２つの集団は慢性ＥＡＥ及びＥＡＥ回復な
らびに健常動物及びＨＤでは検出されなかった（図５Ｃ）。出現時期、及びＥＡＥなどの
Ｔ細胞媒介性の病態でのみ観察され、神経変性病態であるＨＤでは観察されなかったとい
う事実を考慮すると、これらの２つのサブセットは、ＥＡＥにおける抗原特異的Ｔ細胞の
活性化の原因である可能性が高い。
【０１３３】
　浸潤骨髄細胞及び常在骨髄細胞で対比される細胞表面表現型の差次的発現で治療標的が
明らかになる。ミクログリア及び末梢由来の骨髄細胞は、類似した形態及び主要系列の細
胞表面マーカーを共有してはいても、発生学的起源、再生機序が異なり、及び病理学的過
程で異なる機能を示す。これらの異なる細胞型を、表現型表面タンパク質及び機能的マー
カーに関して検討した（シグナル伝達及びサイトカインなど）。
【０１３４】
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　同定されたＣＮＳ常在骨髄細胞集団（Ａ、Ｂ、Ｃ）における細胞表面マーカーと、同定
された単球集団（Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ）とを比較したところ、接着分子ＣＤ４９ｄ（α４
インテグリン）及びＣＤ４９ｅ（α５インテグリン）の発現は血液由来の骨髄系集団にの
み存在し、ＣＮＳ常在骨髄細胞集団には存在しないことが観察された（図６Ａ）。ＣＤ４
９ｄ（α４インテグリン）は、Ｔ細胞、ＤＣ及び顆粒球クラスターなど他の血液由来集団
でも発現したが、ＣＤ４９ｅはＬｙ６Ｃ+ 亜集団によってしか発現しなかった（図６Ａ）
。ＣＤ４９ｅは、フィブロネクチンという、多発性硬化症病変、特に血管周辺に沈着する
細胞外マトリックス糖タンパク質と結合する。単球上のＣＤ４９ｅの発現は、ＣＤ４９ｅ
とフィブロネクチンとの相互作用がこれらの細胞のＣＮＳ実質への遊走を促進することを
示唆する。
【０１３５】
　単球のＣＮＳへの侵入を、それらの侵入の遮断によって妨げることで、ＥＡＥ疾患の経
過に影響を与えるか否かを調べるため、ＥＡＥマウスをＣＤ４９ｅに特異的なＭＦＲ５抗
体または対照としてそのアイソタイプで処置した。抗ＣＤ４９ｅ抗体で処置したマウスで
の疾患発症は対照群と比較して大幅に遅延された。顕著なことに、抗体処置により疾患重
症度が低減し、動物は一度も麻痺性段階に達することはなかった（図６Ｂ）。
【０１３６】
　α４インテグリンに対して特異的な抗体を使用してＴリンパ球及び単球のＣＮＳへのホ
ーミングを遮断すると、ＥＡＥは抑制され、ＭＳ患者の再発率は低下した。残念なことに
、個体のサブセットでは、この処置により、ウイルス感染及び進行性多巣性白質脳症の再
活性化に至る。Ｔ細胞でのＣＤ４９ｅ（α５インテグリン）の発現を欠き、そのことがＥ
ＡＥの疾患重症度を低減できるということは、単球の侵入を特異的に標的とする治療戦略
の根拠を提供する。そのような戦略は既存の治療よりも潜在的に副作用が少ない可能性が
ある。
【０１３７】
　浸潤骨髄細胞及び常在骨髄細胞で対比するシグナル伝達特性及びサイトカインプロファ
イルの発現における不一致。先の知見及び他の知見から、ＣＮＳ炎症時の、血液由来マク
ロファージとＣＮＳ常在骨髄細胞との間の機能的相違の証拠が示唆される。次に、単球集
団は、ＣＮＳ常在骨髄細胞集団と比較して、同じ疾患病態に対する応答においてシグナル
伝達状態が異なるかまたは類似しているかを決定し、報告されたそれらの機能的相違の基
礎にある機序を同定した。これら２つの細胞型の各種集団全体におけるシグナル伝達分子
の相対的発現の比較により、同一疾患病態下でいくつかのシグナル伝達タンパク質が差次
的に発現することが確認された（図６Ｃ）。
【０１３８】
　ｐＳＴＡＴ３の発現は、３つのＣＮＳ常在骨髄細胞集団すべてと比較した場合、いくつ
かの単球集団においてＥＡＥの発症時（集団Ｄ及び集団Ｅ）及びピーク時（集団Ｄ、集団
Ｅ、及び集団Ｈ）に高かった（図６Ｃ）。転写因子ｐＳＴＡＴ３の増加は、ＭＳ患者にお
ける重要な炎症メディエーターとして認識されている。
【０１３９】
　対照的に、ｐＣＲＥＢ発現は、単球集団に対しＣＮＳ常在骨髄細胞、特に集団Ｂ及び集
団Ｃで顕著に高かったが（図６Ｃ）、これは浸潤性の単球と常在性のＣＮＳ常在骨髄細胞
とを比較した場合に両者の間の基礎にある相違を支持している。ＥＡＥの過程で、単球で
はなくＣＮＳ常在骨髄細胞が増殖すること、及びＣＮＳ常在骨髄細胞においてｆｏｓなど
の増殖関連遺伝子が上方制御されることが、最近報告されている。ＣＲＥＢは、ｆｏｓ遺
伝子の主要転写調節因子である。今回の結果から、ｐＣＲＥＢ発現は、ミクログリアの増
殖及びｆｏｓ発現のパターンと一致することが示され、ＣＲＥＢ経路は、ＥＡＥの間、Ｃ
ＮＳ常在骨髄細胞の増殖を促進することが示唆される。ＥＡＥ疾患の間、ＣＮＳ常在骨髄
細胞集団ではＮＦ－κＢ及びＣ／ＥＢＰβの発現も増加したが、単球集団では増加はなか
った（図６Ｃ）。
【０１４０】
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　これらの研究は、ＥＡＥ疾患病理に関与する骨髄細胞のシグナル伝達挙動のモデルを支
持するものであり、発症前期では、ＣＮＳ常在骨髄細胞が主に、それらのシグナル伝達シ
グネチャーとしてのｐＣＲＥＢ及びＭＡＰＫＡＰＫ２の上方制御に関与する。臨床疾患発
症時、シグナル伝達経路は血液由来の骨髄細胞に切り替わり、ｐＳＴＡＴ３でその主なシ
グナル伝達応答を示す。疾患ピーク時、どちらの細胞型もシグナル伝達応答に関与するが
表現型は異なり、ＣＮＳ常在骨髄細胞は主にｐＣＲＥＢ及びＭＡＰＫＡＰＫ２を上方制御
し、単球はｐＳＴＡＴ３を上方制御する。慢性疾患では、シグナル伝達は再びＣＮＳ常在
骨髄細胞に切り替わり、ＥＡＥの慢性病期の間、ＮＦ－κＢ及びＣ／ＥＢＰβを発現する
。
【０１４１】
　ＣＮＳ常在骨髄細胞集団と単球集団とを比較した場合の同一疾患病態により誘発される
シグナル伝達応答の相違から、炎症の各病期におけるそれらの異なるエフェクター特性が
説明され得る。これらの結果に基づき、ＣＮＳ常在骨髄細胞及び浸潤性単球の異なる表現
型（図６Ａ）及びシグナル伝達特性（図６Ｃ）は、ＥＡＥ病理の間、別個のサイトカイン
発現プロファイルに反映されるはずであるという仮説を立てた。
【０１４２】
　したがって、次に、単球集団それぞれのサイトカイン産生能を、本明細書のサイトカイ
ンアッセイで、各単球集団を手動ゲーティングすることにより、上記のＣＮＳ常在骨髄細
胞集団についての記載と同じ方法を使用して評価した。単球及びＣＮＳ常在骨髄細胞集団
は類似のサイトカイン発現プロファイルを有し、ＴＮＦ－αを主に産生し、他にもＩＬ－
６、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－１０、及びＴＧＦ－βを産生した（図７Ａ）。しかしながら、
この全体的な分析では、サイトカインのいずれかの組み合わせに基づく単一細胞レベルで
の各集団内部の異質性が隠れてしまうため、次に、単一細胞集団が産生する複数のサイト
カインのプロファイルをＸ－シフトクラスタリングアルゴリズムを使用して分析した。各
集団をサイトカインのみの発現パターンに基づいてクラスター化した。５つの単球集団と
３つのＣＮＳ常在骨髄細胞集団との比較分析により、ＣＮＳ常在骨髄細胞集団で同定され
たサイトカイン産生細胞の７つの別個の集団（図４Ｂ～図４Ｄ）に加え、ＥＡＥにおいて
いくつかの単球集団が、複数サイトカインを産生するさらなる３つのサブセットを有する
こと（図７Ｂ）が明らかになった。これら３つの新たな多機能性サブセットは、ＴＮＦ－
α+ ＧＭ－ＣＳＦ+ ＩＬ－６+ 及びＴＮＦ－α+ ＩＬ－６+ ＩＬ－１０+ の三重サイトカ
イン産生細胞ならびにＴＮＦ－α+ ＧＭ－ＣＳＦ+ ＩＬ－６+ ＩＬ－１０+ の四重サイト
カイン産生細胞からなったが（図７Ｂ）、ミクログリア集団の多機能性サブセットは二重
陽性のみであった（図４Ｂ～図４Ｄ）。これらの３つのサブセットは、ＥＡＥの発症及び
ピークでのみ同定され、疾患発症時と比較してピーク時の頻度が大幅に高かった（図７Ｂ
）。したがって、ＣＮＳ常在骨髄細胞及び単球集団のいずれも同様のサイトカインを産生
したが、同一疾患刺激により誘発されたこれら２つの細胞型のサイトカイン産生プロファ
イルには、単一細胞レベルで著しい相違があった。
【０１４３】
　ここでは、さまざまな神経病理学的病態の顕微鏡下の概観及び臨床上の現われ方に大き
な相違があるにもかかわらず、これらのさまざまな神経病理学的病態全体における細胞及
び分子の活性化が日常的に「神経炎症」に分類される一般的見解に対して問題を提起する
。ＣＮＳ病理の２つの別個の極性であるＥＡＥ及びハンチントン病をマスサイトメトリー
を用いて単一細胞レベルで分析し、いくつかの厳しい観察を行った。第１に、ＣＮＳ常在
骨髄細胞におけるこれらの２つの病理の分子応答の詳細は、活性化される生化学的シグナ
ル伝達経路、及び産生されるサイトカインなど、多くの特徴全体において極めて異なる。
したがって、これらの常在骨髄細胞の活性化は、「炎症性」または「免疫」のような包括
的名称で言及されるべきではない。第２に、ＣＮＳ常在骨髄細胞及びその末梢由来の骨髄
系細胞は、ＣＮＳにおいて、これら２つの病理病態下では異なる分子応答を有する。
【０１４４】
　脳の外側、いわゆる末梢（血液脳関門の外側）での炎症を定義する細胞及び分子のロー
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ドマップは、特定のサイトカイン及びケモカインの上昇、組織常在マクロファージの活性
化、及び末梢血から、局所組織病理をもたらす脳の傷害部位への白血球動員という３つの
特徴で構成される。しかしながら、ＣＮＳの疾患における炎症の定義は意見が分かれてい
る。
【０１４５】
　過去２０年間、ＣＮＳ内の炎症を指す神経炎症という用語は、ＣＮＳの疾患または傷害
で観察される細胞及び分子の反応の任意のカスケードを意味してきた。残念なことに、こ
うして単純化し過ぎたことにより、同じ細胞病態生理が神経変性病態と神経炎症性疾患と
に割当てられることになった。その結果の一つは、広く異なる病理に対して、推定上の治
療として同様の治療法が示唆されてきたことである。
【０１４６】
　典型的な最も高頻度に見られる脳の炎症性疾患であるＭＳはむしろ脳の自然炎症及び適
応炎症の態様を伴う「古典的」免疫反応を特徴とするが、神経変性疾患の病理では、完全
に異なる病理要素、主に、ミクログリアなどのＣＮＳ常在細胞及び血管周囲骨髄細胞の活
性化及び増殖、ならびにサイトカイン及びケモカインの放出を含むが、適応体液性または
細胞性の免疫応答は関与しない。その上、脳におけるミクログリアの活性化及び高レベル
のサイトカインの検出は、末梢免疫細胞の脳への遊走も、また脳の適応免疫も誘導しない
。したがって、ミクログリアの活性化それ自体は、ある疾患を、神経炎症反応を有するも
のに分類するために使用されるべきではない。
【０１４７】
　事実、多数の研究で、いずれも神経発生、シナプス可塑性、及び止血において必要機能
を果たすサイトカインならびに活性化ＣＮＳ常在骨髄細胞が病理不在下で初期発生段階及
び成人脳に存在することが述べられている。正常に発達する脳でのそのような知見は免疫
応答の指標にはならない。
【０１４８】
　ここで、偏りがないデータ駆動型の方法を用いて、ＥＡＥモデル及びＨＤモデルの両方
において３つのＣＮＳ特異的骨髄系集団（Ａ、Ｂ、Ｃ）を同定した。これらの集団は、Ｅ
ＡＥ及びＨＤいずれの病理下でも総頻度が増加した。この結果から、ミクログリアが関与
する異なるＣＮＳ疾患には「類似性」があるという論点について少なくともいくつかの根
拠が得られる。これらの類似性が、異なる病理を「神経炎症性」と呼ばせるに足るか否か
は問題となるところである。いかなる病理でもＣＮＳ常在骨髄細胞の活性化を免疫応答の
基準にするべきではない。
【０１４９】
　ここで、ＨＤの３つのＣＮＳ常在骨髄系集団は、従来の炎症が脳に存在する異なるＥＡ
Ｅ臨床病期で他の集団と比較した場合に、かなり不一致なシグナル伝達特性を示したこと
を示す。ＥＡＥでは、ＣＮＳに常在する骨髄系集団のうち２集団で、密接に連携する一連
のシグナル伝達イベントが発生し、疾患発症前期及び臨床的麻痺以前ならびに麻痺がある
場合は疾患ピーク時にシグナル伝達シグネチャーとしてｐＣＲＥＢ及びＭＡＰＫＡＰＫ２
を伴い、ＮＦ－κＢ及びＣ／ＥＢＰβのシグナル伝達経路はいずれも慢性状態を特徴付け
た。対照的に、臨床疾患を伴うＨＤ試料ではこれらの集団は、先の報告とは異なり、これ
らのシグナル伝達経路の主な発現を何ら示さなかった。特に、ＨＤとＥＡＥ慢性期とは両
モデルともマウスは永続的機能障害を発症するが、両者間でシグナル伝達活性の類似性に
欠けることは注目に値する。慢性ＥＡＥ、または二次性進行段階のＭＳは、ＭＳの「神経
変性」段階として文献で何度も述べられてきた。
【０１５０】
　慢性ＥＡＥにおけるＣＮＳ常在骨髄細胞でのＮＦ－κＢ及びＣ／ＥＢＰβのシグナル伝
達、及びＨＤにおけるかかる細胞での任意のそのようなシグナル伝達活性の欠失を示す今
回の結果は、慢性ＥＡＥ及びＨＤはどちらも神経変性病態として分類されるが、それらの
病理応答の性質は異なっていることを強調するものである。
【０１５１】
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　ＭＳモデルと比較したＨＤモデルにおけるＣＮＳ常在骨髄細胞の機能特性における相違
は、それらのモデルそれぞれのサイトカイン分泌プロファイルにも反映された。集団全体
の分析から、健常及び両疾患病態のこれら３つの集団は、頻度は異なるものの、同様のサ
イトカインを生み出す能力を示したが、単一細胞レベルでの分析により、各集団には実際
に、それらのサイトカイン産生プロファイルに基づく異なるサブセットが含有されること
が確認された。さらに、これらのサブセットは、極性疾患病態では異なる様態で変化する
。
【０１５２】
　ＭＳモデルとＨＤモデルとの間の大きな相違は、複数のサイトカイン、例えば、ＴＮＦ
－α及びＧＭ－ＣＳＦを分泌する細胞がＥＡＥにおいて急増することである。そのような
二重分泌細胞は、疾患の発症及びピークにおけるサイトカイン産生細胞全体のかなりの部
分を構成した。これらの知見は、細胞表面マーカーに基づいて精製されたサブセット内の
各細胞は、微妙に異なるサイトカインプロファイルを有し得ることを示す。免疫応答マー
カーとしてのサイトカインレベルの分析は、細胞がサイトカインを単一で分泌するのか、
または複数分泌するのかという観点から解釈され得る。
【０１５３】
　異なる神経学的病態における疾患経過にわたって血液由来骨髄細胞の程度及び役割を明
らかにすることは重要である。ここで、多重パラメーターサイトメトリー及び目的変数な
しの細胞型マッピングを利用して、骨髄単球系細胞表面表現型の細胞であるＬｙ６Ｃ+ 、
Ｌｙ６Ｇ- は５つのサブセットに分化することを示した。先の研究と同様に、神経変性病
態を特徴付けるＨＤでは、脳への骨髄単球系細胞の動員が欠如していることが確認された
。対照的に、それらの細胞はＥＡＥの各臨床病期すべてに存在したが、その頻度は異なっ
た。集団Ｄ及び集団Ｅが、臨床疾患の発症及びピークの後半と同様に発症前疾患でも、共
刺激分子及び抗原提示に関与する他の分子と共に存在することは注目に値する。集団Ｄ及
び集団Ｅは慢性及び回復の段階では存在しなかった。これらの動的変化について一つ推測
されるのは、中枢神経系内部の適応免疫応答の開始におけるそのような細胞の役割である
。
【０１５４】
　異なるＣＮＳ疾患の病因における、ＣＮＳ常在骨髄細胞と動員された血液由来骨髄細胞
との間の機能的相違及び相対的影響を決定することは、病理の理解にとっても治療戦略の
開発にとっても重要である。これらの動員された細胞の役割は、特異的識別マーカーがな
いために十分に解明されていない。
【０１５５】
　先に、血液由来骨髄細胞のＣＮＳへの浸潤を防ぐことにより、ＥＡＥが開始し血液由来
細胞が侵入に進むためにＣＮＳ常在骨髄細胞の活性化が必要であることを提案した。しか
しながら、ＥＡＥの進行（疾患発症以降）は、血液由来骨髄細胞が侵入することによるも
のである。ここでは、これら２つの細胞型は、定義された疾患病態下で異なるシグナル伝
達表現型を有することを示す。今回のデータから、神経炎症においてＣＮＳ常在骨髄細胞
と血液由来骨髄細胞とを区別する、シグナル伝達の相違が実証される。事実、血液由来骨
髄細胞の炎症性の属性はそれらのサイトカイン発現プロファイルに反映され、三重及び四
重サイトカインを含め、複数を産生するサイトカイン細胞は、これらの細胞で疾患の発症
及びピーク時に増加した。
【０１５６】
　これらの研究は、ＣＮＳ骨髄細胞の、これまで明らかにされていなかった集団を理解す
るためのマスサイトメトリーの検出力を示している。それらの挙動が、炎症が明らかな構
成要素である疾患、すなわちＥＡＥと、古典的炎症が見られない疾患、すなわちＨＤとで
は異なっていることにより、神経炎症と神経変性とを分子レベルでさらに区別することが
可能になり得る。ここで示されたように、α５インテグリンのような期待されていなかっ
た治療標的が、神経病理を分析するこの先進技術により照らし出される。
【０１５７】
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材料及び方法
　マウス。雌Ｃ５７ＢＬ／６ＪマウスをＪａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（Ｓａｃ
ｒａｍｅｎｔｏ，ＣＡ）から７週齢で購入した。動物をＳｔａｎｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒ
ｓｉｔｙの研究動物施設で２週間休ませ、９週齢でＥＡＥを誘導した。雌Ｒ６／２マウス
をＪａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙから７～８週齢で購入し、マウスが重度の振戦
、不規則歩行、異常運動及び痙攣を発症した１３週齢で回収した。動物実験は、Ｓｔａｎ
ｆｏｒｄ　ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙのＩｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒ
ｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　ＣｏｍｍｉｔｔｅｅのＮａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏ
ｆ　Ｈｅａｌｔｈガイドラインにより承認されている実験であり、それらに従って実施さ
れた。全動物を１２時間の明周期で飼育した。ケージあたりの最大飼育動物数はマウス５
匹であった。動物を無作為に選択し、本試験で使用した。
【０１５８】
　マウスのＥＡＥ誘導は、ＭＯＧ及びアジュバントでの免疫化により行った。９週齢の雌
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウス（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）に、２００μｇのミ
エリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質３５－５５（ＭＯＧ３５－５５、ＭＥＶＧＷＹ
ＲＳＰＦＳＲＶＶＨＬＹＲ　ＮＧＫ）を生理食塩水に含有するエマルジョン、及び４μｇ
／ｍｌのｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ　Ｈ３７ＲＡ（Ｄｉｆ
ｃｏ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．，Ｄｅｔｒｏｉｔ，ＭＩ）を含有する、等容
積の完全フロイントアジュバントを側腹部に皮下免疫化することによりＥＡＥを誘導した
。免疫化時（０時間）及び免疫化４８時間後に、全マウスに４００ｎｇの百日咳毒素（Ｌ
ｉｓｔ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｃａｍｐｂｅｌ
ｌ，ＣＡ）を腹腔内に投与した。神経障害を、発症前（ＥＡＥ誘導後１０日間臨床疾患を
伴わない）、発症（尾の緊張の消失及び後肢筋力低下）、ピーク（後肢の完全麻痺）、回
復（後肢麻痺からの回復及び改善の持続）、慢性（３～６か月後に発症した永続的機能障
害及び一度も回復なし）というように採点した。
【０１５９】
　抗体。使用抗体の概要は、その主な製造者、クローン、対応する金属複合体、及び最終
使用濃度を含め、表１、表２及び表３に見出すことができる。抗体は、ＭａｘＰＡＲ抗体
コンジュゲーションキット（Ｆｌｕｉｄｉｇｍ，Ｍａｒｋｈａｍ，ＯＮ，Ｃａｎａｄａ）
を製造者の操作手順に従って使用し、１回毎に１００～５００μｇで量を変えて調製した
。抗体を、それらの対応する金属複合体で標識した後、それらの２８０ｎｍでの吸光度を
Ｎａｎｏｄｒｏｐ　２０００分光光度計（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｗｉｌ
ｍｉｎｇｔｏｎ，ＤＥ）を使用して測定し、収率を決定した。Ｃａｎｄｏｒ　ＰＢＳ　Ａ
ｎｔｉｂｏｄｙ　Ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ溶液（Ｃａｎｄｏｒ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅ　ＧｍｂＨ，Ｗａｎｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を使用して抗体を０．３ｍｇ／ｍＬに希
釈し、その後、４℃で保存した。各抗体は、初代マウス試料及び細胞培養を使用して至適
染色濃度について滴定された。
【０１６０】
　単一細胞単離。マウスに深く麻酔し、監視した。侵害反射が消失した時点で、動物に氷
冷ＰＢＳで経心腔的灌流を行った。脳及び脊髄を切除し、氷上で冷ＨＢＳＳ（Ｌｉｆｅ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，１４１７５－０９５）中に穏やかに均質化した。単核球を、
これまでに報告されている操作手順に従って３０％／７０％Ｐｅｒｃｏｌｌ（ＧＥ　Ｈｅ
ａｌｔｈｃａｒｅ，Ｍａｒｌｂｏｒｏｕｇｈ，ＭＡ）勾配の遠心分離で分離した。
【０１６１】
　細胞懸濁液を、２％ＦＣＳと２ｍＭ　ＥＤＴＡとを含むＰＢＳ中で２回洗浄し、１：１
．４プロテオームスタビライザーを製造者の取扱説明書（Ｓｍａｒｔ　Ｔｕｂｅ　Ｉｎｃ
．，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）に従って使用して室温にて１０分間固定し、－８０℃で
凍結した。
【０１６２】
　動物に灌流を行う前に眼窩後部から末梢血を採取し、ヘパリンナトリウムをコートした
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真空チューブに移してＲＭＰＩ　１６４０に１：１で希釈し、１：１．４プロテオームス
タビライザーを製造者の取扱説明書（Ｓｍａｒｔ　Ｔｕｂｅ　Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ　Ａｌ
ｔｏ，ＣＡ）に従って使用して室温にて１０分間固定し、－８０℃で凍結した。
【０１６３】
　各実験において、十分な細胞数を得るために１０～１２匹のマウスをプールした。各実
験は、別々の免疫化及びマウスのコホートから７～１０回繰り返された。
【０１６４】
　Ｍａｓｓ－Ｔａｇ細胞バーコーディング。各病態の試料をＭａｓｓ－ｔａｇ細胞バーコ
ード（ＭＣＢ）処理した。各試料では、前述したように、２０個の特異なＭａｓｓ－ｔａ
ｇバーコードをコードする、６つのパラジウム同位体の特異的組合わせが使用される。こ
の技術により、一本のチューブ内ですべての試料のプール及び染色をすることができ、抗
体染色におけるチューブ間のばらつきが排除され、装置感度のばらつきによる影響が最小
限に抑えられる。各試料について、各病態の１．５×１０6 個の細胞をバーコード化した
。メタノールで透過処理した細胞を、細胞染色培地（ＣＳＭ、０．５％ＢＳＡと０．０２
％ＮａＮ３とを含むＰＢＳ）で１回洗浄し、その後、ＰＢＳで１回洗浄した。その後、異
なる組み合わせのパラジウム含有ＭＣＢ試薬のＤＭＳＯ混合溶液を、個々の試料に１：１
００ＤＭＳＯでボルテックスしながら加え、その後、室温で１５分間インキュベートした
後、ＣＳＭで３回洗浄した。その後、個々の試料を抗体染色及びマスサイトメトリー分析
用にプールした。データ収集後、マスサイトメトリーバーコード解除アルゴリズムを使用
して各病態のデコンボリューションを行った。
【０１６５】
　抗体染色。その後、バーコード化した細胞を、０．５％ＢＳＡと０．０２％ＮａＮ３と
を含むＰＢＳに再懸濁させ、ＣＤ１６／３２に対する抗体を２０μｇ／ｍｌで加えて室温
で１０分間振盪器に載せ、Ｆｃ受容体をブロッキングした。細胞を、金属と複合体化した
表面マーカー抗体カクテルで染色し（図１２）、最終反応容量を５００ｕＬとし、振盪器
に載せて室温で３０分間染色した。染色後、０．５％ＢＳＡと０．０２％ＮａＮ３とを含
むＰＢＳで細胞を２回洗浄した。次に、４℃のメタノールを用いて細胞の透過処理を４℃
で１０分間行った。その後、０．５％ＢＳＡと０．０２％ＮａＮ３とを含むＰＢＳ中で細
胞を２回洗浄し、残存するメタノールを除去した。その後、細胞を細胞内抗体（シグナル
伝達実験の表１及びサイトカイン実験の表２）で５００μＬとして室温にて３０分間振盪
器上で染色した。その後、０．５％ＢＳＡと０．０２％ＮａＮ３とを含むＰＢＳ中で試料
を２回洗浄した。細胞を、１ｍＬの１：４０００　１９１／１９３Ｉｒ　ＤＮＡインター
カレーター（ＤＶＳ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ／Ｆｌｕｉｄｉｇｍ，Ｍａｒｋｈａｍ，ＯＮ）と
共に４℃で一晩インキュベートし、１．６％ＰＦＡを含むＰＢＳ中で一晩希釈した。翌日
、細胞を、０．５％ＢＳＡと０．０２％ＮａＮ３とを含むＰＢＳで１回洗浄した後、二段
脱イオン（ｄｄ）Ｈ２Ｏで２回洗浄した。
【０１６６】
　マスサイトメトリー測定。分析に先立ち、前述したように、ランタン－１３９、プラセ
オジム－１４１、テルビウム－１５９、ツリウム－１６９及びルテチウム－１７５を含有
している正規化用ポリスチレンビーズを含有するｄｄＨ２Ｏに、染色しインターカレート
された細胞ペレットを再懸濁させた。染色した細胞を、Ｓｕｐｅｒ　Ｓａｍｐｌｅｒ試料
導入システム（Ｖｉｃｔｏｒｉａｎ　Ａｉｒｓｈｉｐ　＆　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ａｐ
ｐａｒａｔｕｓ，　Ａｌａｍｏ，　ＣＡ）を装備したＣｙＴＯＦ２（Ｆｌｕｉｄｉｇｍ，
Ｍａｒｋｈａｍ，ＯＮ）で、１秒あたり２００～３００個の細胞のイベントレートで分析
した。自由にダウンロードして利用可能なマスサイトメトリーデータ正規化アルゴリズム
を使用して、マスサイトメトリー全ファイルを合わせて正規化した。
【０１６７】
　分析。クラスタリング：未加工ＣｙＴＯＦデータをａｒｓｉｎｈ（ｘ／５）変換に供し
た。各試料から細胞を選択し、その後、まとめてプールしてクラスタリングし、全体でシ
グナル伝達データセット用の１，８００，１８３個の細胞、及びサイトカインデータセッ
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トをＸ－シフトとして知られる新規の密度に基づくクラスタリング法を用いてクラスター
化した。Ｘ－シフトは、膨大な多次元データセットをコンピュータで計算し、至適クラス
ター数を自動的に決定するよう開発されたものである。短く言えば、Ｘ－シフトは、加重
Ｋ近傍法密度推定を使用して多次元マーカー空間内のデータポイント（細胞事象）密度の
極大を見つける。Ｘ－シフトは、各データポイントの密度推定を計算し、その後、クラス
ター重心となる近傍グラフ内の極大密度を検索する。その後、残りの全データポイントを
、グラフの密度が高くなる経路（ｄｅｎｓｉｔｙ－ａｓｃｅｎｄｉｎｇ　ｐａｔｈ）によ
り重心と結び、クラスターが形成される。最後に、アルゴリズムは、近隣重心間の直線セ
グメント上の密度極小の有無をチェックし、必要に応じ、緊密に整列したクラスターをマ
ージする。以上をまとめると、細胞は、マーカー発現空間内の細胞事象密度の局所勾配に
基づいて、異なる集団に割り付けた。集団の中心を結ぶ直線上の任意のポイントの細胞密
度が、それらの集団の中心における密度よりも低い場合、２つの細胞集団は別々に数えら
れる。言い換えれば、２つの集団を表す細胞事象密度のそれぞれのピークは、間隙により
分割されていなければならない。さらに、２．０未満のマハラノビス距離で分割されたク
ラスターはまとめてマージした。至適近傍パラメーターであるＫは、Ｋに対するクラスタ
ー数のプロットのひじ点を探し出すことにより、データ駆動型で７０に選択した。全デー
タ処理は、ＶｏｒｔｅＸクラスタリング環境で実施した。
【０１６８】
　ゲーティングのためのＤｉｖｉｓｉｖｅ　Ｍａｒｋｅｒ　Ｔｒｅｅ（ＤＭＴ）：Ｘ－シ
フトでクラスター化した集団のバックゲーティングを容易にするために、クラスターをＤ
ｉｖｉｓｉｖｅ　Ｍａｒｋｅｒ　Ｔｒｅｅ（ＤＭＴ）に組織化した。ＤＭＴアルゴリズム
は、全クラスターを包含するルートノードで開始する二分決定木を構築し、その後、この
セットのクラスターを反復二分分割に供した。このプロセスにより、手動ゲーティング階
層に似た細胞型の階層的二項分類がもたらされる。ルートから一連のマーカー分割を追っ
てトレースすることにより、各細胞集団を他の集団と区別する、簡単なマーカーに基づく
シグネチャーを推測することができた。
【０１６９】
　ＣＤ４９ｅ（α５インテグリン）治療。ＥＡＥマウス（ｎ＝５／群）を、２００μｇの
ＣＤ４９ｅ（α５インテグリン）抗体（クローン＝５Ｈ１０～２７（ＭＦＲ５））、また
はアイソタイプ・コントロール（低内毒素、アジドフリーの抗体及びアイソタイプ・コン
トロールを本実験用にＢｉｏｌｅｇｅｎｄに依頼し作製した）で１日１回処置した。ＥＡ
Ｅスコアを、治療を受けているマウスが知らされない盲検法でＥＡＥ臨床徴候について毎
日評価した。マウスを毎日評価し、以下に従って採点した。０は、臨床疾患なし、１は、
尾筋力低下、２は、後肢筋力低下、３は、完全後肢麻痺、４は、後肢麻痺及び前肢の一部
の筋力低下、５は、瀕死または死亡である。対照マウスの罹患率が高いため実験を終了し
た。
【０１７０】
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【０１７１】
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【表２】

【０１７２】
【表３】

【０１７３】
実施例２
骨髄細胞集団の概要
　本明細書で論じる骨髄細胞集団の表現型は表４にまとめられている。集団Ａ、集団Ｂ及
び集団Ｃはミクログリア細胞に対応する。これらの集団は、ヒトの脳のＣＤ４５中間体、
ＣＤ１１ｂ＋細胞と同等である。
【０１７４】
　ＥＡＥ及びＭＳ疾患及び多くの炎症性病態では、末梢血からの単球浸潤がある。ＥＡＥ
マウスの中枢神経系で５つの単球集団が同定され、本明細書においてＤ、Ｅ、Ｆ、Ｈ、Ｇ
とする。ヒトでは、これらの集団はＣＤ１１ｂ＋ＣＤ１４＋ＣＤ１６＋単球に対応する。
これらの集団におけるサイトカイン発現プロファイルは、ＥＡＥ疾患の発症、ピーク時に
おいて、これらの細胞の割合は、細胞がサイトカインを１つしか発現しない場合の健常状
態と比較した複数の炎症性サイトカイン（ＴＮＦ－α＋ＧＭＣＳＦ）を表すことを示す。
【０１７５】
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【表４】

【０１７６】
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実施例３
筋萎縮性側索硬化症
　我々の先の試験及び他の試験から、ミクログリアは、ＡＬＳ疾患のマウスモデルであり
末梢血からの骨髄細胞の浸潤がないｍＳＯＤ１マウスの脳及び脊髄における唯一の骨髄細
胞であることが実証された（Ａｊａｍｉ　ｅｔ　ａｌ（２００７）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｎｅ
ｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　１０：１５３８－１５４３、Ｃｈｉｕ　ｅｔ　ａｌ．（２０１３
）　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｒｔｓ　４（２）：３８５－４０１）。さらに、いくつかの研究
から、ミクログリアは、ＡＬＳの病因に関与し、ミクログリアにおける変異ＳＯＤの発現
を制限することで変性を遅らせ、運動ｍＳＯＤ発現運動ニューロンの生存を延長すること
が示された（Ｃｌｅｍｅｎｔ　ｅｔ　ａｌ（２００３）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３０２：１１
３－１１７、Ｌｉｎｏ　ｅｔ　ａｌ（２００２）　Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｅ
ｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　２２（１２）：４８２５－４８３２）。
【０１７７】
　図１３に示されるように、ＡＬＳのマウスモデルである、ヒト変異型スーパーオキシド
ジスムターゼ１（ｍＳＯＤ）を過剰発現しているマウスの疾患末期にミクログリア集団に
おいてＣＤ４９ｅ発現が増加している。疾患発症時（９５日、Ｂｏｉｌｌｅｅ　ｅｔ　ａ
ｌ　２００６に基づく体重減少の始まり）のＣＤ４９ｅ（α５インテグリン）の発現レベ
ルと、疾患末期（１４０日、マウスは完全に麻痺し、実験終了を要した）の発現レベルと
を比較した。ＣＤ４９ｅの発現レベルは、疾患末期では疾患発症時と比較して増加してい
る。
【０１７８】
　疾患発症時（９５日齢マウス、この時、体重減少が始まる）のこれらの集団の頻度と、
疾患末期（１４０日、マウスは完全麻痺である）のそれとを比較した。疾患発症では、集
団ＡはＣＮＳの総細胞集団の２％、集団Ｂは５％、及び集団Ｃは２％を構成していた。疾
患末期では、集団ＡはＣＮＳの総細胞集団の４％、集団Ｂは１２％、及び集団Ｃは２％を
構成していた。これにより、疾患の末期に集団Ｂが大幅に増加していることが示された。
【０１７９】
　ｍＳＯＤ１マウスにおける疾患発症及び疾患末期の集団Ａ、集団Ｂ及び集団Ｃのサイト
カインプロファイルの比較から、集団Ａ、集団Ｂ、集団ＣはＩＬ－１０、ＩＬ－６、ＴＮ
Ｆ－α、ＧＭＣＳＦ及びＴＧＦ－βを発現することが実証された。重要なことには、主な
炎症性サイトカインであるＴＮＦαを発現している細胞頻度はｍＳＯＤ１マウスの疾患末
期で増加している。図１５に示されるように、集団Ａでは、ＴＮＦ－α発現細胞の頻度は
発症時の１０％から末期の３０％に増加し、集団Ｂでは、ＴＮＦ－α発現細胞の頻度は疾
患発症時の２０％から末期の４０％に増加し、集団Ｃでは、ＴＮＦ－α発現細胞の頻度は
１０％から～４０％に増加した。
【０１８０】
　このデータ、及びミクログリアはＡＬＳのｍＳＯＤ１モデルでの疾患進行において重要
であることを実証した先の研究に基づくと、ＣＤ４９ｅを阻害することがＡＬＳ疾患の治
療標的である。
【０１８１】
　治療を評価するため、６週齢ｍＳＯＤ１マウスを疾患前、つまり疾患発症時、１００マ
イクログラムの抗ＣＤ４９ｅ抗体で週３回処置する。対照群は、同様の用量のアイソタイ
プ・コントロールで処置する。
【０１８２】
　ヒトでは、抗ＣＤ４９ｅは、筋萎縮性側索硬化症の運動活性を改善する治療として用い
られる。
【０１８３】
実施例４
刺青除去
　刺青除去を高めるには、１００マイクログラムの抗ＣＤ４９ｅを週３回、全身、ＩＭ、
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ＩＰ、皮内、またはＩＶで６週間投与することによって達成される。レジメンは、１週間
から開始し、その後各６週間ラウンドで、複数のラウンドの治療を継続してよい。
【０１８４】
　本明細書で引用される各刊行物は、あらゆる目的のために参照することによりその全体
が本明細書に組み込まれる。
【０１８５】
　本発明は、記載されている特定の方法、プロトコル、細胞株、動物種または属、及び試
薬に限定されるものではなく、それゆえ異なり得ることを理解されるべきである。本明細
書で使用する用語は、あくまで個々の実施形態の記載を目的とするものであり、本発明の
範囲を限定することは意図しておらず、本発明の範囲は添付の特許請求の範囲によっての
み限定されるということも理解されるべきである。
【０１８６】
　本明細書で使用する場合、単数形「ａ」、「ａｎ」、及び「ｔｈｅ」には、文脈で特に
明確に指示されない限り、複数の指示対象が含まれる。したがって、例えば、「細胞（ａ
　ｃｅｌｌ）」には、複数のそのような細胞が含まれ、「培養（ｔｈｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ
）」には、当業者に公知の１つ以上の培養及びその同等物等が含まれるということになる
。本明細書で使用するすべての技術用語及び科学用語は、特に明確な指示がない限り、本
発明が属する技術分野の当業者に共通して理解される意味と同一の意味を持つ。
【０１８７】
相互参照
　本出願は、２０１７年５月３０日に出願された米国仮特許出願第６２／５１２，４５７
号の利益を主張するものであり、その出願は参照によりその全体が本明細書に組み込まれ
る。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４－１】

【図４－２】 【図５】
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【図６】 【図７Ａ】

【図７Ｂ】 【図８】
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【図９】 【図１０】

【図１１】 【図１２－１】
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【図１２－２】 【図１３】

【図１４】

【図１５】
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【手続補正書】
【提出日】平成31年3月27日(2019.3.27)
【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】
　患者の炎症性の疾患または病態を治療するための方法であって、
　前記患者に治療的有効用量の抗インテグリン－α5 剤を投与すること
　を含む、方法。
【請求項２】
　前記患者はヒトである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記炎症性の疾患は多発性硬化症である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　患者の筋萎縮性側索硬化症を治療するための方法であって、
　前記患者に治療的有効用量の抗インテグリン－α5 剤を投与すること
　を含む、方法。
【請求項５】
　前記抗インテグリン－α5 剤は、マクロファージ活性を低下させて刺青の除去を高める
、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記抗インテグリン－α5 剤は、インテグリンα5 のフィブロネクチンへの結合を遮断
する、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記抗インテグリン－α5 剤は、インテグリンα5 、インテグリンβ1 、またはヘテロ
二量体インテグリンα5 β1 に特異的に結合する抗体である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記抗体は、インテグリンα5 に対して特異的なキメラ型抗体もしくはヒト化抗体、ま
たはその特異的結合断片である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記抗体はヒトＩｇＧ4 Ｆｃ領域を含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　多発性硬化症を治療するための追加の治療剤を投与することをさらに含む、請求項３に
記載の方法。
【請求項１１】
　前記追加の治療剤は、スタチン、サイトカイン、フィンゴリモド、及びコパキソンから
なる群から選択される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記サイトカインはインターフェロンベータ（ＩＦＮβ）である、請求項１１に記載の
方法。
【請求項１３】
　前記患者は、サイトカイン治療に対する反応性について分析され、治療剤の選択は、そ
のような分析に基づく、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　抗α5 剤と、前記抗α5 剤が神経炎症性疾患または筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）の治
療のために患者に投与するものであることを示す添付文書またはラベルとを含む、包装体
を有する、組成物。
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【手続補正書】
【提出日】令和2年1月30日(2020.1.30)
【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】
　患者の炎症性の疾患または病態を治療するための医薬組成物であって、
　治療的有効用量の抗インテグリン－α5 剤
　を含む、医薬組成物。
【請求項２】
　前記患者はヒトである、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　前記炎症性の疾患は多発性硬化症である、請求項１または２に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　患者の筋萎縮性側索硬化症を治療するための医薬組成物であって、
　治療的有効用量の抗インテグリン－α5 剤
　を含む、医薬組成物。
【請求項５】
　前記抗インテグリン－α5 剤は、マクロファージ活性を低下させて刺青の除去を高める
、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項６】
　前記抗インテグリン－α5 剤は、インテグリンα5 のフィブロネクチンへの結合を遮断
する、請求項１～５のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項７】
　前記抗インテグリン－α5 剤は、インテグリンα5 、インテグリンβ1 、またはヘテロ
二量体インテグリンα5 β1 に特異的に結合する抗体である、請求項６に記載の医薬組成
物。
【請求項８】
　前記抗体は、インテグリンα5 に対して特異的なキメラ型抗体もしくはヒト化抗体、ま
たはその特異的結合断片である、請求項７に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　前記抗体はヒトＩｇＧ4 Ｆｃ領域を含む、請求項８に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　多発性硬化症を治療するための追加の治療剤をさらに含む、請求項３に記載の医薬組成
物。
【請求項１１】
　前記追加の治療剤は、スタチン、サイトカイン、フィンゴリモド、及びコパキソンから
なる群から選択される、請求項１０に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　前記サイトカインはインターフェロンベータ（ＩＦＮβ）である、請求項１１に記載の
医薬組成物。
【請求項１３】
　前記患者は、サイトカイン治療に対する反応性について分析され、治療剤の選択は、そ
のような分析に基づく、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　抗α5 剤と、前記抗α5 剤が神経炎症性疾患または筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）の治
療のために患者に投与するものであることを示す添付文書またはラベルとを含む、包装体
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を有する、組成物。
【請求項１５】
　患者における中枢神経系のＣＤ４９ｅ+ 骨髄細胞の活性を低下させることにより筋萎縮
性側索硬化症（ＡＬＳ）の臨床症状を安定化または低減させるための方法に使用するため
の医薬組成物であって、
　前記方法は、ヒトインテグリンα5 に特異的に結合してＣＤ４９ｅ+ 骨髄細胞の活性を
低下させる遮断抗体の治療的有効用量を前記患者に投与することを含む、
　使用するための医薬組成物。
【請求項１６】
　前記患者はヒトである、請求項１５に記載の使用するための医薬組成物。
【請求項１７】
　前記遮断抗体は、インテグリンα5 に対して特異的なキメラ型抗体もしくはヒト化抗体
、またはその特異的結合断片である、請求項１６に記載の使用するための医薬組成物。
【請求項１８】
　前記遮断抗体はヒトＩｇＧ4 Ｆｃ領域を含む、請求項１７に記載の使用するための医薬
組成物。
【請求項１９】
　前記方法は、ＡＬＳの治療のための追加の治療剤を投与することをさらに含む、請求項
１５に記載の使用するための医薬組成物。
【請求項２０】
　前記追加の治療剤は、リルゾールまたはエダラボンである、請求項１９に記載の使用す
るための医薬組成物。
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