
(57)【要約】
ヒト CD25に結合し、ヒト CD25を阻害する単離されたヒトモノクローナル抗体、及び、関連
する抗体ベースの組成物及び分子を開示する。本ヒト抗体は、 V-D-J組換え及びアイソタ
イプ・スイッチングを起こすことにより、複数のアイソタイプのヒトモノクローナル抗体
を産生することのできる、ハイブリドーマ、トランスフェクトーマ、又はトランスジェニ
ック・マウスなどの非ヒトトランスジェニック動物に産生させることができる。さらに、
本ヒト抗体を含む医薬組成物、本ヒト抗体を産生する非ヒトトランスジェニック動物、ハ
イブリドーマ及びトランスフェクトーマや、本ヒト抗体を用いる治療法及び診断法も開示
されている。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ヒ ト CD25に 結 合 し て 、 IL-2の CD25へ の 結 合 を 阻 害 す る 、 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 。
【 請 求 項 ２ 】
IgG1、 IgG2、 IgG3、 IgG4、 IgM、 IgA1、 IgA2、 分 泌 型 IgA、 IgD、 and IgE抗 体 か ら 成 る 群 よ
り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 抗 体 が IgG1抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 抗 体 が IgG4抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 抗 体 が 、 ヒ ト 組 換 え CD25を リ ガ ン ド と し 、 前 記 抗 体 を 分 析 物 と し て 用 い た BIAcore 30
00装 置 で の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 （ SPR） で 判 定 し た と き に 、 約 10 - 8  M以 下 、 好 ま し く は
約 10 - 9  M 以 下 、 そ し て よ り 好 ま し く は 10 - 1 0  M以 下 、 又 は 10 - 1 1  以 下 又 は そ れ よ り 低 い 解
離 平 衡 定 数 （ K D ） で ヒ ト CD25か ら 解 離 す る 、 上 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 抗 体 が 、 以 下 の 特 徴 の う ち の 一 つ 以 上 ：
      a) ヒ ト  CD25に 対 す る 特 異 性 ；
       b) IL-2の CD25へ の 結 合 を 阻 害 す る ；
      c) CD25発 現 Ｔ 細 胞 を 消 失 さ せ る ；
　 　 　 　 d) Ｔ 細 胞 を 寛 容 化 す る ；
      e) CD25発 現 Ｔ 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る ；
　 　 　 　 f） 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） の 抗 CD3抗 体 誘 導 性 Ｔ 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る ；
　 　 　 　 g) 混 合 リ ン パ 球 反 応 （ MLR） を 遮 断 す る ；
　 　 　 　 h) Ｔ 細 胞 上 に 発 現 し た CD25の 内 部 移 行
を 有 す る 、 上 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
可 変 領 域 に そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ５ 及 び 配 列 番 号 ： ７ に 記 載 さ れ た 通 り の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
又 は そ の 保 存 的 配 列 改 変 を 含 む ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 核 酸 に コ ー ド さ れ た 、 上 記 請
求 項 １ 乃 至 ６ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
可 変 領 域 に そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： １ ３ 及 び 配 列 番 号 ： １ ５ に 記 載 さ れ た 通 り の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 又 は そ の 保 存 的 配 列 改 変 を 含 む ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 核 酸 に コ ー ド さ れ た 、 上
記 請 求 項 １ 乃 至 ６ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
可 変 領 域 に そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： １ 及 び 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 さ れ た 通 り の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
又 は そ の 保 存 的 配 列 改 変 を 含 む ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 核 酸 に コ ー ド さ れ た 、 上 記 請
求 項 １ 乃 至 ６ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
可 変 領 域 に そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ９ 及 び 配 列 番 号 １ １ に 記 載 さ れ た 通 り の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
又 は そ の 保 存 的 配 列 改 変 を 含 む ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 核 酸 に コ ー ド さ れ た 、 上 記 請
求 項 １ 乃 至 ６ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ６ 及 び 配 列 番 号 ： ８ に 記 載 さ れ た 通 り の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 保 存 的
配 列 改 変 を 含 む ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る 、 上 記 請 求 項 １ 乃 至 ６ の い
ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ６ 及 び 配 列 番 号 ： ８ に 記 載 さ れ た 通 り の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し 、 少 な く
と も ９ ０ ％ 相 同 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 相 同 、 そ し て よ り 好 ま し く は 少 な く と も ９
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８ ％ 、 又 は 少 な く と も ９ ９ ％ 相 同 な 、 ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る 、 請
求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： １ ４ 及 び 配 列 番 号 ： １ ６ に 記 載 さ れ た 通 り の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 保
存 的 配 列 改 変 を 含 む ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る 、 上 記 請 求 項 １ 乃 至 ６
の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ６ 及 び 配 列 番 号 ： ８ に 記 載 さ れ た 通 り の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し 、 少 な く
と も ９ ０ ％ 相 同 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 相 同 、 そ し て よ り 好 ま し く は 少 な く と も ９
８ ％ 、 又 は 少 な く と も ９ ９ ％ 相 同 な 、 ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る 、 請
求 項 １ ３ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ２ 及 び 配 列 番 号 ： ４ に 記 載 さ れ た 通 り の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 保 存 的
配 列 改 変 を 含 む ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る 、 上 記 請 求 項 １ 乃 至 ６ の い
ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ２ 及 び 配 列 番 号 ： ４ に 記 載 さ れ た 通 り の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し 、 少 な く
と も ９ ０ ％ 相 同 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 相 同 、 そ し て よ り 好 ま し く は 少 な く と も ９
８ ％ 、 又 は 少 な く と も ９ ９ ％ 相 同 な 、 ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る 、 請
求 項 １ ５ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： １ ０ 及 び 配 列 番 号 ： １ ２ に 記 載 さ れ た 通 り の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 保
存 的 配 列 改 変 を 含 む ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る 、 上 記 請 求 項 １ 乃 至 ６
の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： １ ０ 及 び 配 列 番 号 ： １ ２ に 記 載 さ れ た 通 り の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し 、 少
な く と も ９ ０ ％ 相 同 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 相 同 、 そ し て よ り 好 ま し く は 少 な く と
も ９ ８ ％ 、 又 は 少 な く と も ９ ９ ％ 相 同 な 、 ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る
、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
(i) 配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 及 び 16； 並 び に
　 (ii) (i)に 記 載 し た 通 り の ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ か に 対 し 、 少 な く と も ９ ０ ％ 相 同 、 好
ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 相 同 、 そ し て よ り 好 ま し く は 少 な く と も ９ ８ ％ 、 又 は 少 な く と
も ９ ９ ％ 相 同 な 配 列 、
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の ヒ ト 可 変 領 域 を 含 む 、 上 記 請 求 項 １ 乃 至 ６ の
い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 ７ 乃 至 １ ９ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 に 規 定 さ れ た ヒ ト CD25上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す
る 、 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 ７ 乃 至 １ ９ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 の 結 合 特 徴 を 有 す る 、 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
(i)配 列 番 号 ：  23、 24、 25、 26、 27、 も し く は  28； 又 は
　 (ii)(i)に 規 定 さ れ た 配 列 の い ず れ か の 保 存 的 配 列 改 変 、
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の CDR配 列 を 含 む 、 ヒ ト CD25に 結 合 す る 単 離 さ
れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
配 列 番 号 ： 25の V H  CDR3、 そ の 保 存 的 配 列 改 変 、 又 は 、 配 列 番 号 ： 25の V H  CDR3に 比 較 し て
１ 乃 至 ３ 個 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 又 は 追 加 を 有 す る 配 列 、 を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 抗
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体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
ア ミ ノ 酸 配 列
      X 1 -Asp-Trp-X 2 -Asp-X 3   
を 有 す る V H
CDR3を 含 み 、
　 但 し 式 中 、 X 1
が Arg、 His 又 は  Lysで あ り ；  X 2  が  Gly、 Ala、 Val、 Leu、 Ile、 Tyr、 Trp 又 は  Pheで あ
り ； そ し て X 3  が  Pro、 Tyr、 Phe 又 は Trpで あ る 、
請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
X 1
が  Arg 又 は  Lysで あ り ； X 2  が Gly 又 は Pheで あ り ； そ し て X 3  が  Pro 又 は  Tyrで あ る 、
請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
(i) 配 列 番 号 ：  23、 24、 25、 26、 27、 及 び 28の V H  CDR1、 CDR2、 及 び CDR3 並 び に V L  CDR1
、 CDR2 及 び  CDR3 ； 又 は  (ii) (i)に 規 定 さ れ た 配 列 の い ず れ か の 保 存 的 配 列 改 変 、 か ら
選 択 さ れ る 少 な く と も ４ つ の CDRを 含 む 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
(i) 配 列 番 号 ：  23、 24、 25、 26、 27、 及 び 28の V H  CDR1、 CDR2、 及 び CDR3 並 び に V L  CDR1
、 CDR2 及 び  CDR3 ； 又 は  (ii) (i)に 規 定 さ れ た 配 列 の い ず れ か の 保 存 的 配 列 改 変 、 を 含
む 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
(i) 配 列 番 号 ：  29、 30、 31、 32、 33、 も し く は 34； 又 は
      (ii) (i)に 規 定 さ れ た 配 列 の い ず れ か の 保 存 的 配 列 改 変 、
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の CDR配 列 を 含 む 、 ヒ ト CD25に 結 合 す る 単 離 さ
れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
配 列 番 号 ： 31の V H  CDR3、 そ の 保 存 的 配 列 改 変 、 又 は 、 配 列 番 号 ： 31の V H  CDR3に 比 較 し て
１ 乃 至 ３ 個 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 又 は 追 加 を 有 す る 配 列 、 を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 抗
体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
(i) 配 列 番 号 ： 29、 30、 31、 32、 33、 及 び 34の V H  CDR1、 CDR2、 及 び  CDR3 並 び に  V L  CDR
1、 CDR2、 及 び  CDR3 ； 又 は  (ii) (i)に 規 定 さ れ た 配 列 の い ず れ か の 保 存 的 配 列 改 変 、 か
ら 選 択 さ れ る 少 な く と も ４ つ の CDR配 列 を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
(i) 配 列 番 号 ： 29、 30、 31、 32、 33、 及 び 34の V H  CDR1、 CDR2、 及 び  CDR3 並 び に  V L  CDR
1、 CDR2、 及 び  CDR3 ； 又 は  (ii) (i)に 規 定 さ れ た 配 列 の い ず れ か の 保 存 的 配 列 改 変 、 を
含 む 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
(i) 配 列 番 号 ： 35、 36、 37、 38、 39、 も し く は  40； 又 は
      (ii) (i)に 規 定 さ れ た 配 列 の い ず れ か の 保 存 的 配 列 改 変 、
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の CDR配 列 を 含 む 、 ヒ ト CD25に 結 合 す る 単 離 さ
れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
配 列 番 号 ： 37の V H  CDR3、 そ の 保 存 的 配 列 改 変 、 又 は 、 配 列 番 号 ： 37の V H  CDR3に 比 較 し て
１ 乃 至 ３ 個 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 又 は 追 加 を 有 す る 配 列 、 を 含 む 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 抗
体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
(i) 配 列 番 号 ： 35、 36、 37、 38、 39、 及 び  40の V H  CDR1、 CDR2、 及 び  CDR3 並 び に  V L  CD
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R1、 CDR2、 及 び  CDR3 ； 又 は  (ii) (i)に 規 定 さ れ た 配 列 の い ず れ か の 保 存 的 配 列 改 変 、
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も ４ つ の CDR配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
(i) 配 列 番 号 ： 35、 36、 37、 38、 39、 及 び  40の V H  CDR1、 CDR2、 及 び  CDR3 並 び に  V L  CD
R1、 CDR2、 及 び  CDR3 ； 又 は  (ii) (i)に 規 定 さ れ た 配 列 の い ず れ か の 保 存 的 配 列 改 変 、
を 含 む 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
(i) 配 列 番 号 ：  17、 18、 19、 20、 21、 も し く は  22； 又 は
      (ii) (i)に 規 定 さ れ た 配 列 の い ず れ か の 保 存 的 配 列 改 変 、
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の CDRを 含 む 、 ヒ ト CD25に 結 合 す る 単 離 さ れ た
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
配 列 番 号 ： 19の V H  CDR3、 そ の 保 存 的 配 列 改 変 、 又 は 、 配 列 番 号 ： 19の V H  CDR3に 比 較 し て
１ 乃 至 ３ 個 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 又 は 追 加 を 有 す る 配 列 、 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 抗
体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
(i) 配 列 番 号 ：  17、 18、 19、 20、 21、 及 び  22；  又 は  (ii) (i)に 規 定 さ れ た 配 列 の い ず
れ か の 保 存 的 配 列 改 変 、 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も ４ つ の CDR配 列 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ に
記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
(i) 配 列 番 号 ：  17、 18、 19、 20、 21、 及 び  22の V H  CDR1、 CDR2、 及 び  CDR3 並 び に  V L  C
DR1、 CDR2、 及 び  CDR3 ； 又 は  (ii) (i)に 規 定 さ れ た 配 列 の い ず れ か の 保 存 的 配 列 改 変 、
を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
ア ミ ノ 酸 配 列
      X 1 -Tyr-X 2 -Ile-X 3  
を 有 す る V H 　 CDR1を 含 み 、
　 但 し 式 中 、  X 1 、 X 2  及 び  X 3  が 天 然 の ア ミ ノ 酸 で あ り ； そ し て
　  X 1
が Serと は 異 な り ； 又 は X 2  が Alaと は 異 な り ； 又 は X 3  が Serと は 異 な る 、 上 記 請 求 項 １ 乃
至 ６ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
X 1
が Arg、 Lys 又 は  Hisで あ り ； X 2  が  Ala、 Gly、 Val、 Leu、 Ile、 又 は Proで あ り ； そ し て X

3  が  Asn 又 は  Glnで あ る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
X 1
が  Argで あ り ； X 2  が Ala、 Ile、 又 は Proで あ り ； そ し て X 3  が  Asnで あ る 、 請 求 項 ４ １ に
記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
ア ミ ノ 酸 配 列
      Arg-Ile-Ile-Pro-Ile-Leu-Gly-X1 -X 2 -X 3 -Tyr-Ala-Gln-X 4 -Phe-Gln-X 5
を 有 す る V H
CDR 2 ド メ イ ン を 含 み 、
　 但 し 式 中 、 X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 及 び X 5  が 天 然 ア ミ ノ 酸 で あ り ； そ し て
　 X 1
が Ileと は 異 な り ； 又 は X 2  が Alaと は 異 な り ； 又 は X 3  が Asnと は 異 な り ； 又 は X 4  が Lysと
は 異 な り ； 又 は X 5  が Glyと は 異 な る 、
上 記 請 求 項 １ 乃 至 ６ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
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X 1
が  Ile、 Val、 Gly、 Ala 又 は  Leuで あ り ； X 2  が  Ala、 Ile、 Val、 Gly、 Leu、 Glu 又 は Asp
で あ り ； X 3  が Asp、 Glu、 Asn 又 は Glnで あ り ； X 4  が  Lys、 Arg 又 は  Hisで あ り ； そ し て X

5  が Gly、 Ile、 Val、 Ala、 Leu、 Asp 又 は  Gluで あ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
X 1
が  Ile 又 は  Valで あ り ； X 2  が  Ala 又 は  Gluで あ り ； X 3  が  Asp 又 は Asnで あ り ； X 4  が  
Lys 又 は  Argで あ り ； そ し て X 5  が Gly 又 は  Aspで あ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
ア ミ ノ 酸 配 列
      Arg-Ala-Ser-Gln-Ser-X1 -Ser-Ser-X 2 -Leu-Ala
を 有 す る V L
CDR1ド メ イ ン を 含 み 、
　 但 し 式 中 、 X 1
及 び X 2
が 天 然 ア ミ ノ 酸 で あ り ； そ し て
　 X 1
が Valと は 異 な り ； 又 は X 2  が Tyrと は 異 な る 、
上 記 請 求 項 １ 乃 至 ６ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
X 1
が Val、 Ala、 Leu、 Ile 又 は Glyで あ り ； そ し て X 2  が  Phe、 Trp 又 は Tyrで あ る 、 請 求 項 ４
６ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
X 1
が Val 又 は  Glyで あ り ； そ し て X 2  が Phe 又 は Tyrで あ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
ア ミ ノ 酸 配 列
      Gln-Gln-Tyr-X1 -Ser-Ser-Pro-X 2 -X 3
を 有 す る V L
CDR3ド メ イ ン を 含 み 、
　 但 し 式 中 、 X 1
が  Gly、 Ala、 Val、 Leu、 Ile、 Ser 又 は Thrで あ り ；  X 2  が  Leu、 Gly、 Ala、 Val 又 は Ile
で あ り ； そ し て X 3  が Thr 又 は  Serで あ る 、
上 記 請 求 項 １ 乃 至 ６ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
X 1 が Gly 又 は Serで あ り 、 X 2  が Leu 又 は Ileで あ り ； そ し て X 3  が Thrで あ る 、 請 求 項 ４ ９
に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ １ 】
ヒ ト  V H 1-69/JH4b
又 は V H 1-69/JH5b
生 殖 細 胞 系 配 列 を 由 来 と す る 重 鎖 可 変 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 ヒ ト  A27/J K 4 又 は  A27/J K 5 
生 殖 細 胞 系 配 列 を 由 来 と す る 軽 鎖 可 変 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 と を 含 み 、 但 し 前 記 ヒ ト 抗 体 が ヒ
ト CD25に 結 合 す る 、 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
ヒ ト  V H 1-69/D7-27/JH4b
又 は V H 1-69/
D7-27/JH5b 生 殖 細 胞 系 配 列 を 由 来 と す る 重 鎖 可 変 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 ヒ ト  A27/J K 4 又
は  A27/J K 5 生 殖 細 胞 系 配 列 を 由 来 と す る 軽 鎖 可 変 領 域 ア ミ ノ 酸 配 列 と を 含 み 、 但 し 前 記
ヒ ト 抗 体 が ヒ ト CD25に 結 合 す る 、 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
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【 請 求 項 ５ ３ 】
イ ン タ ク ト IgG1抗 体 、 イ ン タ ク ト IgG2抗 体 、 イ ン タ ク ト IgG3抗 体 、 イ ン タ ク ト IgG4抗 体 、
イ ン タ ク ト IgM抗 体 、 イ ン タ ク ト IgA1抗 体 、 イ ン タ ク ト IgA2抗 体 、 イ ン タ ク ト 分 泌 型 IgA抗
体 、 イ ン タ ク ト IgD抗 体 、 及 び イ ン タ ク ト IgE抗 体 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る イ ン タ ク ト 抗
体 で あ っ て 、 前 記 抗 体 が 真 核 細 胞 内 で は 糖 付 加 さ れ て い る 、 上 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載
の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
イ ン タ ク ト IgG1,κ 抗 体 、 イ ン タ ク ト IgG1,λ 抗 体 、 イ ン タ ク ト IgG4,κ 抗 体 、 及 び イ ン タ
ク ト IgG4,λ 抗 体 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る イ ン タ ク ト 抗 体 で あ っ て 、 前 記 抗 体 が 真 核 細
胞 内 で 糖 付 加 さ れ て い る 、 上 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
一 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る 、 上 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
(i) 免 疫 グ ロ ブ リ ン ・ ヒ ン ジ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 さ れ た 、 請 求 項 １ ９ に 規 定 さ れ た 重
鎖 可 変 領 域 又 は 軽 鎖 可 変 領 域 、 (ii) 前 記 ヒ ン ジ 領 域 に 融 合 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 CH2
定 常 領 域 、 及 び  (iii) 前 記 CH2定 常 領 域 に 融 合 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 CH3定 常 領 域 、
を 含 む 結 合 ド メ イ ン 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 上 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載
の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
V-(D)-J遺 伝 子 セ グ メ ン ト 再 編 成 の 結 果 、 不 死 化 細 胞 に 融 合 さ れ た ヒ 機 能 的 ヒ ト 重 鎖 導 入
遺 伝 子 及 び 機 能 的 ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 の 形 成 が 起 き た 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か
ら 得 ら れ た Ｂ 細 胞 を 含 む ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る 、 上 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載
の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
V-(D)-J遺 伝 子 セ グ メ ン ト 再 編 成 の 結 果 、 不 死 化 細 胞 に 融 合 さ れ た ヒ 機 能 的 ヒ ト 重 鎖 導 入
遺 伝 子 及 び 機 能 的 ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 の 形 成 が 起 き た 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か
ら 得 ら れ た Ｂ 細 胞 を 含 む ハ イ ブ リ ド ー マ で あ っ て 、 上 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 可 能 な 量 、 産 生 す る 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
請 求 項 １ 乃 至 ５ ４ の い ず れ か に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
。
【 請 求 項 ６ ０ 】
ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト 軽 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ に よ り 産 生 さ れ る 、
上 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ １ 】
ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト 軽 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ で あ っ て 、 上 記 請 求
項 １ 乃 至 ５ ５ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 検 出 可 能 な 量 、 産 生 す る 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ
。
【 請 求 項 ６ ２ 】
ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト 軽 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 真 核 も し く は 原 核 ホ ス ト 細 胞 で あ っ て 、 前
記 ホ ス ト 細 胞 が 、 上 記 請 求 項 １ 乃 至 ５ ５ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 検 出 可 能 な 量 、 産 生 す
る 、 ホ ス ト 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト 軽 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 又 は 植 物 で
あ っ て 、 上 記 請 求 項 １ 乃 至 ５ ５ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 検 出 可 能 な 量 、 産 生 す る 、 動 物
又 は 植 物 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
ヒ ト CD25に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て ： 　
　 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 及 び ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 動 物 を 、 ヒ ト  CD25又 は ヒ ト CD25発 現 細 胞 で 、 抗 体 が 前 記 動 物 の Ｂ 細 胞 に よ り 産 生
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さ れ る よ う に 、 免 疫 す る ス テ ッ プ と ；
　 前 記 動 物 の Ｂ 細 胞 を 単 離 す る ス テ ッ プ と ；
　 前 記 Ｂ 細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 に 融 合 さ せ て 、 ヒ ト CD25に 特 異 的 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
分 泌 す る 不 死 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る ス テ ッ プ と 、
　 CD25に 特 異 的 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 か ら 、 又 は 、 こ
の よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ を 由 来 と す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ か ら 、 単 離 す る ス テ ッ プ と 、
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
上 記 請 求 項 １ 乃 至 ５ ５ の い ず れ か に 記 載 の ヒ ト 抗 体 と 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と を 含 む
組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
治 療 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
放 射 性 同 位 体 を 付 着 さ せ る た め の キ レ ー ト ・ リ ン カ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ 乃 至 ５ ５ の い
ず れ か に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
細 胞 毒 性 作 用 薬 、 放 射 性 同 位 体 、 又 は 薬 物 に 連 結 さ せ た 、 請 求 項 １ 乃 至 ５ ５ の い ず れ か に
記 載 の 抗 体 を 含 む 免 疫 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
上 記 請 求 項 １ 乃 至 ５ ５ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 と 、 CD3、 CD4、 IL-15R、 膜 結 合 型 も し く は
受 容 体 結 合 型 TNF-α 、 又 は 膜 結 合 型 も し く は 受 容 体 結 合 型 IL-15に 対 す る 結 合 特 異 性 部 分
と を 含 む 二 重 特 異 的 又 は 多 重 特 異 的 分 子 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
CD25発 現 細 胞 の 成 長 及 び ／ 又 は 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 の 成 長 及 び ／ 又 は
増 殖 が 阻 害 さ れ る よ う に 、 上 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 、 組 成 物 、 免 疫 複 合 体 、 二
重 特 異 的 も し く は 多 重 特 異 的 分 子 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
CD25発 現 細 胞 を 消 失 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 CD25発 現 細 胞 の 致 死 が 起 き る よ う に 、 上 記
請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 、 組 成 物 、 免 疫 複 合 体 、 二 重 特 異 的 も し く は 多 重 特 異 的 分
子 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
CD25発 現 細 胞 が 活 性 化 Ｔ 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ７ ０ 又 は ７ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
CD25発 現 細 胞 が 関 与 す る 異 常 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 請 求 項 の い ず れ か に
記 載 の 抗 体 、 組 成 物 、 免 疫 複 合 体 、 二 重 特 異 的 も し く は 多 重 特 異 的 分 子 、 又 は 、 請 求 項 ９
０ 乃 至 ９ ４ の い ず れ か に 記 載 の 発 現 ベ ク タ 、 又 は 、 請 求 項 ９ ５ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 前
記 疾 患 を 治 療 又 は 予 防 す る た め に 有 効 量 、 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
前 記 異 常 が 、 移 植 片 拒 絶 、 移 植 片 対 宿 主 疾 患 、 免 疫 性 、 自 己 免 疫 性 も し く は 炎 症 性 疾 患 、
炎 症 性 も し く は 過 増 殖 性 皮 膚 異 常 、 及 び リ ン パ 系 新 生 物 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求
項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
前 記 移 植 片 拒 絶 が 、 例 え ば 心 臓 、 肺 、 同 時 心 臓 － 肺 、 気 管 、 腎 臓 、 肝 臓 、 膵 臓 、 食 道 、 腸
、 皮 膚 、 四 肢 、 臍 帯 、 幹 細 胞 、 島 細 胞 移 植 等 の 臓 器 又 は 組 織 移 植 を 受 け る 患 者 に お け る 同
種 移 植 も し く は 異 種 移 植 片 拒 絶 で あ る 、 請 求 項 ７ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
上 記 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 に よ る 予 防 的 治 療 に よ り 移 植 片 拒 絶 を 予 防 す る 、 請 求
項 ７ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
前 記 移 植 片 対 宿 主 疾 患 が 、 輸 血 移 植 片 対 宿 主 疾 患 及 び 骨 髄 移 植 片 対 宿 主 疾 患 か ら 成 る 群 よ
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り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
前 記 免 疫 性 、 自 己 免 疫 性 も し く は 炎 症 性 疾 患 が 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 乾 癬
性 関 節 炎 、 １ 型 糖 尿 病 、 イ ン シ ュ リ ン 要 求 性 ２ 型 糖 尿 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 全 身 性 エ リ テ マ
ト ー デ ス 、 重 症 筋 無 力 症 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 皮 膚 － 多 発 性 筋 炎
、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 大 細 胞 動 脈 炎 を 含 む 動 脈 炎 、 再 生 不 良 性 貧 血 、 喘 息 、 強 皮 症 、 及
び ブ ド ウ 膜 炎 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
前 記 炎 症 性 も し く は 過 増 殖 性 皮 膚 異 常 が 、 プ ラ ー ク 乾 癬 を 含 む 乾 癬 、 掌 蹠 膿 疱 症
(PPP)、 び ら ん 性 扁 平 苔 癬 、 水 疱 性 天 疱 瘡 、 水 疱 性 表 皮 剥 離 、 接 触 性 皮 膚 炎 及 び ア ト ピ ー
性 皮 膚 炎 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
前 記 リ ン パ 系 新 生 物 が 、 Ｔ 細 胞 白 血 病 、 ホ ジ キ ン 病 、 ヘ ア リ ー セ ル 白 血 病 、 又 は 、 菌 状 息
肉 腫 を 含 む 皮 膚 Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 、 及 び セ ザ リ ー 症 候 群 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項
７ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
前 記 疾 患 が 、 浸 潤 性 CD25＋ 調 節 性 Ｔ 細 胞 の 阻 害 が 有 益 で あ る 悪 性 腫 瘍 で あ り 、 そ し て 胃 癌
、 食 道 癌 、 悪 性 黒 色 種 、 結 腸 直 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 乳 癌 、 小 細 胞 肺 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌 、 子 宮 頚
癌 、 卵 巣 癌 、 及 び 腎 細 胞 カ ル シ ノ ー マ か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
前 記 疾 患 が 、 成 人 Ｔ 細 胞 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 、 未 分 化 大 細 胞 リ ン パ 腫 、 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血
病
(CLL)／ 小 リ ン パ 球 性 リ ン パ 腫
(SLL)、 末 梢 Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 、 及 び 二 次 性 ア ミ ロ イ ド ー シ ス か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 造
血 系 の 異 常 で あ る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
別 の 治 療 薬 及 び ／ 又 は 治 療 法 を 対 象 に 別 に 施 与 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ ０ 乃
至 ８ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
前 記 治 療 薬 が 、 例 え ば シ ク ロ ス ポ リ ン 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 、 ミ コ フ ェ ノ
レ ー ト ・ モ フ ェ チ ル 、 プ レ ド ニ ゾ ン な ど の コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 金 塩
、 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 抗 マ ラ リ ア 剤 、 ブ レ キ ナ ー 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 ミ ゾ リ ビ ン 、 15-デ オ
キ シ ス ペ ル グ ア リ ン 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ラ パ マ イ シ ン 、 タ ク ロ
リ ム ス (FK-506)、 OKT3、 抗 胸 腺 細 胞 グ ロ ブ リ ン か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 免 疫 抑 制 剤 で あ
る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
前 記 治 療 薬 が 、 ス テ ロ イ ド 系 薬 物 、 NSAID（ 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 剤 ） 、 及 び メ ト ト レ キ
セ ー ト な ど の DMARD、 ヒ ド ロ キ シ ク ロ ロ キ ン 、 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 レ フ ル ノ ミ ド 、 IL-1 受
容 体 遮 断 剤 、 例 え ば ア ナ キ ン ラ 、 及 び TNF-α 遮 断 剤 、 例 え ば エ タ ネ ル セ プ ト 、 イ ン フ リ キ
シ マ ブ
及 び ア ダ リ ム マ ブ 、 抗 IL-6R抗 体 、 CTLA4Ig、 及 び 抗 IL-15抗 体 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る
抗 炎 症 剤 で あ る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
前 記 治 療 薬 が 、 コ ー ル タ ー ル 、 ビ タ ミ ン Ａ 、 ア ン ト ラ リ ン 、 カ ル シ ポ ト リ エ ン 、 タ ラ ゾ テ
ン 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 ト ト レ キ セ ー ト 、 ア シ ク レ チ ン な ど の レ チ ノ イ ド 、 シ ク ロ ス ポ
リ ン 、 エ タ ネ ル セ プ ト 、 ア レ フ ァ セ プ ト 、 エ フ ァ ル ジ マ ブ 、 6-チ オ グ ア ニ ン 、 ミ コ フ ェ ノ
レ ー ト ・ モ フ ェ チ ル 、 タ ク ロ リ ム ス （ FK-506） 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 及 び UVB (広 帯 域 及
び 狭 帯 域 紫 外 線 Ｂ ） 、 UVA (紫 外 線 Ａ ) 及 び PUVA (プ ソ ラ ー レ ン メ ト キ サ レ ン 、 プ ラ ス 、
紫 外 線 Ａ )を 含 む 光 線 療 法 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 炎 症 性 も し く は 過 増 殖 性 皮 膚 異
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常 を 治 療 す る た め の 作 用 薬 又 は 治 療 法 で あ る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
前 記 治 療 薬 が 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ラ
ム ブ シ ル 、 及 び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ ８ 】
試 料 中 に お い て 、 CD25抗 原 又 は CD25発 現 細 胞 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 試 料 を 、 請 求 項 １ 乃 至 ５ ５ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 に 、 前 記 抗 体 と CD25と の 間 の 複
合 体 形 成 が 可 能 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
　 複 合 体 形 成 を 検 出 す る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
試 料 中 に お い て 、 CD25抗 原 又 は CD25発 現 細 胞 の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 用 キ ッ ト で あ っ
て 、 請 求 項 １ 乃 至 ５ ５ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 含 み 、 前 記 抗 体 が 、 選 択 的 に は 検 出 可 能
な 標 識 に 連 結 さ れ て い る 、 診 断 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
ヒ ト CD25に 結 合 す る ヒ ト 抗 体 の 軽 鎖 、 重 鎖 、 又 は 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 両 方 、 の 可 変 領 域 を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ 。
【 請 求 項 ９ １ 】
ヒ ト CD25に 結 合 す る ヒ ト 抗 体 の 軽 鎖 、 重 鎖 、 又 は 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 両 方 、 の 定 常 領 域 を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ９ ０ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
配 列 番 号 ： １ 、 ５ 、 ９ 、 又 は １ ３ に 記 載 さ れ た 通 り の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は そ の 保 存 的 配
列 改 変 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 と 、 配 列 番 号 ： ３ 、 ７
、 １ １ 、 又 は １ ５ に 記 載 さ れ た 通 り の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は そ の 保 存 的 配 列 改 変 か ら 成 る
群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 と 、 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む 発 現 ベ ク タ 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
配 列 番 号 ： ２ 、 ６ 、 １ ０ 、 又 は １ ４ に 記 載 さ れ た 通 り の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る 群 よ り 選 択
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 と 、 配 列 番 号 ： ４ 、 ８ 、 １ ２ 、 又 は １ ６ に 記 載 さ
れ た 通 り の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び そ の 保 存 的 配 列 改 変 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 と 、 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
請 求 項 １ 乃 至 ５ ５ の い ず れ か に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
請 求 項 ９ ０ 乃 至 ９ ４ の い ず れ か に 記 載 の 発 現 ベ ク タ と 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と を 含 む
医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
請 求 項 １ 乃 至 ５ ５ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 に 結 合 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
AB1、 AB7、 AB11 又 は AB12に 結 合 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
試 料 中 に お い て 、 CD25に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の レ ベ ル を 検 出 す る た め の 、 請 求
項 ９ ６ 又 は ９ ７ に 記 載 の 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
　 本 出 願 は 、 そ の 開 示 全 体 を 引 用 を も っ て こ こ に 援 用 す る こ と と す る ２ ０ ０ ２ 年 １ １ 月 １
５ 日 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/426,690号 に 基 づ く 優 先 権 を 主 張 す る も の で あ る 。

10

20

30

40

50

(10) JP 2006-523433 A 2006.10.19



【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 高 親 和 イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ 受 容 体  (IL-2R) は 、 α 、 β 及 び γ c -ポ リ ペ プ チ ド 鎖  (K D  10
- 1 1  M)か ら 成 る ヘ テ ロ 三 量 体 の 細 胞 表 面 受 容 体 で あ る 。 IL-2α 、 CD25、 p55、 及 び  Tac（
Ｔ 細 胞 活 性 化 ） 抗 原 と し て も 知 ら れ る 55 kDa の そ の α 鎖 は 、 IL-2Rに 固 有 で あ る 。 β （ CD
122； P75） 及 び γ c （ CD132） 鎖 は 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ス ー パ ー フ ァ ミ リ （ ヘ マ ト ポ エ チ
ン 受 容 体 ） の 一 部 で あ り 、 IL-15Rな ど の 他 の サ イ ト カ イ ン 受 容 体 の 機 能 的 成 分 で あ る 。
こ の 中 間 の 親 和 性 の 受 容 体 は 、 β -及 び γ c -鎖  (K D
10 - 9  M) か ら 成 る 二 量 体 で あ る が 、 そ の 低 親 和 性 の 受 容 体 は 、 シ グ ナ ル 伝 達 能 を 有 さ な い
単 量 体 の α サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 成 る  (K D  10

- 8  M) (Waldmann (1993) Immunol. Today
14(6):264-70)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 休 止 Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 及 び 単 球 は 少 量 の CD25し か 発 現 し な い 。 し か し な が ら 、 こ の 受 容 体
は 活 性 化 す る と 急 速 に 転 写 及 び 発 現 す る (Ellery et al. (2002) Cytokine Growth Factor
 Rev. 13(1): 27-40;
Morris et al. (2000) Ann. Rheum. Dis. 59 (Suppl. 1):i109-14)。 高 親 和 IL-2Rを 発 現
す る 細 胞 は CD25（ CD25サ ブ ユ ニ ッ ト ） を 過 剰 に 発 現 し 、 こ の こ と が 、 高 親 和 及 び 低 親 和 の
両 方 の IL-2 結 合 プ ロ フ ァ イ ル に つ な が る  (Waldmann et al. (1993) Blood 82(6):1701-1
2; de Jong et al. (1996)
J. Immunol.156(4):1339-48)。 CD25は 、 例 え ば リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 強 皮 症 、 及 び ブ ド ウ 膜
炎 な ど の い く つ か の 自 己 免 疫 疾 患 や 、 乾 癬 及 び ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 な ど の 皮 膚 以 上 、 及 び Ｔ
細 胞 白 血 病 及 び ホ ジ キ ン 病 な ど の 多 種 の リ ン パ 系 新 生 物 に お い て 、 Ｔ 細 胞 で 高 度 に 発 現 し
て い る  (Waldmann (1993) Immunol. Today 14(6):264-70; Kuttler et al. (1999)
J. Mol. Med. 77(1):226-9)。 加 え て 、 CD25の 発 現 は 、 同 種 移 植 片 拒 絶 及 び 移 植 片 対 宿 主
応 答 に 関 連 し て い る  (Jones et al. (2002) J. Immunol.168(3):1123-1130; Anasetti et
 al.
(1994) Blood 84(4):1320-7)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 従 っ て 、 CD25は 、 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 に お け る 炎 症 を 減 ら し た り 、 腫 瘍 を 治 療 し た り 、
そ し て 移 植 片 拒 絶 を 防 ぐ な ど 、 抗 体 媒 介 性 治 療 法 に と っ て 重 要 な タ ー ゲ ッ ト で あ る 。 し か
し な が ら 、 今 日 ま で に 得 ら れ た 結 果 や 臨 床 上 の 経 験 で 、 CD25が 免 疫 治 療 法 の 有 用 な タ ー ゲ
ッ ト で あ る こ と が 明 白 に 確 証 が 得 ら れ な が ら も 、 こ れ ら は ま た 、 現 在 利 用 で き る マ ウ ス 及
び キ メ ラ 抗 体 が 理 想 的 な 治 療 薬 と は な ら な い こ と も 示 し て い る 。 従 っ て 、 CD25発 現 細 胞 が
関 与 す る 範 囲 の 疾 患 を 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 す る 上 で 有 用 な 、 CD25に 対 す る 更 な る 治 療 用 抗
体 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 と り わ け 、 同 種 移 植 片 及 び 異 種 移 植 片 拒 絶 を 含 む 臓 器 、 組 織 及 び 細 胞 移 植 片
拒 絶 、 移 植 片 対 宿 主 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 炎 症 性 及 び 過 増 殖 性 皮 膚 異 常 、 及 び リ ン パ 系 新
生 物 を 含 め 、 CD25発 現 細 胞 が 関 連 す る 疾 患 を 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 す る た め の 新 規 な 抗 体 治
療 薬 を 提 供 す る も の で あ る 。 本 発 明 に 包 含 さ れ る 抗 体 は 、 そ れ が 完 全 に ヒ ト で あ り 、 従 っ
て 患 者 に お け る 潜 在 的 免 疫 原 性 が 低 い 点 で 優 れ て い る 。 本 抗 体 は ま た 、 そ れ ら の 優 れ た 機
能 的 （ 例 え ば 治 療 的 ） 特 性 に 基 づ い て も 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ こ で 示 す よ う に 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 ELISA又 は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ で 検 査 し た 場
合 、 CD25に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 典 型 的 に は 、 組 換 え ヒ ト IL-2Rα を リ ガ ン ド と し 、 本 抗 体 を 分 析
物 と し て 用 い た BIAcore 3000装 置 で の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 （ SPR） で 判 定 し た と き に 、
ほ ぼ 10 - 8  M以 下 、 例 え ば 10 - 9  M 以 下 、 10 - 1 0  M以 下 、 又 は 10 - 1 1  以 下 又 は そ れ よ り 低 い 解
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離 平 衡 定 数 （ K D ） で CD25に 結 合 す る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 典 型 的 に は 、 関 連 す る 細 胞 表 面
抗 原 と 交 差 反 応 せ ず 、 従 っ て そ れ ら の 機 能 を 阻 害 し な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 更 に 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 CD25の そ の リ ガ ン ド で あ る IL-2と の 相 互 作 用 を 阻 害 （ 例 え
ば 遮 断 ） す る 。  例 え ば 、 結 合 を 、 少 な く と も 約 10%、 20%、 30%、 40%、 50%、 60%、 70%、 80
%、 90%、 or 100%、 阻 害 す る こ と が で き る 。 CD25を 発 現 し 、 従 っ て そ の 細 胞 機 能 を 、 本 発
明 の ヒ ト 抗 体 に よ り 阻 害 す る こ と の で き る 細 胞 の 例 に は 、 と り わ け 、 Ｔ 細 胞 、 Ｔ 細 胞 及 び
単 球 が あ る 。 例 え ば 、 こ こ で 示 す よ う に 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 IL-2の CD25へ の 結 合 を 阻
害 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な IL-2 の CD25へ の 結 合 の 阻 害 は 、 同 時 に 、 IL-2の 結 合 に
よ り 誘 導 さ れ る 多 種 の 細 胞 機 序 を 阻 害 す る こ と に な る 。 や は り こ こ で 示 す よ う に 、 本 発 明
の ヒ ト 抗 体 は 、 抗 CD3抗 体 誘 導 性 Ｔ 細 胞 増 殖 を 用 量 依 存 的 態 様 で 阻 害 す る こ と が で き る 。
や は り こ こ で 示 す よ う に 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 混 合 リ ン パ 球 反 応 (MLR） を 用 量 依 存 的 な
態 様 で 阻 害 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 実 験 に お け る 増 殖 の 阻 害 は 、 ELISAで 測 定 さ れ
る 細 胞 量 の 蓄 積 の 減 少 や 、 又 は 、 細 胞 の DNAへ の BrdUの 取 り 込 み の 減 少 に よ り 、 観 察 さ れ
よ う 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、
IgG1 (例 え ば 、 IgG1,κ 及 び IgG1,λ ） 、 及 び IgG4 (例 え ば IgG4,κ 及 び IgG4,λ ） 抗 体 を 包
含 す る も の で あ る 。 し か し な が ら 、 IgG2、 IgG3、 IgM、 IgA1、 IgA2、 分 泌 性 IgA、 IgD、 及
び IgEを 含 む 他 の 抗 体 ア イ ソ タ イ プ も 、 本 発 明 の 包 含 す る と こ ろ で あ る 。 該 抗 体 は 全 抗 体
で も 、 又 は 、 例 え ば Fab、 Fab'、 F(ab)2、 F(ab') 2 、 Fv、 一 本 鎖 Fv (scFv)フ ラ グ メ ン ト を
含 む そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト で も 、 あ る い は 二 重 特 異 的 抗 体 で も よ い 。 更 に 、 抗 原 結 合
フ ラ グ メ ン ト に は 、 （ ｉ ） 免 疫 グ ロ ブ リ ン ヒ ン ジ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 さ せ た 結 合 ド メ
イ ン ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 重 鎖 可 変 領 域 又 は 軽 鎖 可 変 領 域 ） 、 （ ｉ ｉ ） ヒ ン ジ 領 域 に 融 合
さ せ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 CH2定 常 領 域 、 及 び （ ｉ ｉ ｉ ） CH2定 常 領 域 に 融 合 さ せ た 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 重 鎖 CH3定 常 領 域 、 を 含 む 結 合 ド メ イ ン 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ
る 。 こ の よ う な 結 合 ド メ イ ン 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 は 米 国 2003/0118592及 び 米 国
2003/0133939に 開 示 さ れ て い る 。 本 発 明 の 具 体 的 な ヒ ト 抗 体 に は 、 そ れ ぞ れ
配 列 番 号 ： 1、 5、 9、 又 は  13 及 び  配 列 番 号 ： 3、 7、 11、 又 は  15又 は そ れ ら の 保 存 的 配
列 改 変 に 記 載 さ れ た 通 り の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を そ れ ら の 可 変 領 域 に 含 む ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト
カ ッ パ 軽 鎖 核 酸 に コ ー ド さ れ た 、 AB1、 AB7、 AB11、 及 び AB12と 言 及 さ れ る も の が 含 ま れ る
。
別 の 実 施 態 様 で は 、 本 ヒ ト 抗 体 は 、 そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ： 2、 6、 10、 又 は 14 及 び 配 列 番
号 ： 4、 8、 12、 又 は 16に 記 載 さ れ た 通 り の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び そ の 保 存 的 配 列 改 変 を 含 む ヒ
ト 重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 具 体 的 な ヒ ト 抗 体 に は 、 ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 CDR1、 ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 CDR2、
及 び ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 CDR3を 有 す る CDR（ 相 補 性 決 定 領 域 ） を 含 む も の が 含 ま れ 、 但 し こ
の 場 合 、
      (a) 前 記 ヒ ト 重 鎖 CDR1、 CDR2、 及 び CDR3は 、 図 １ － １ ０  (配 列 番 号 ： 17-19、 23-25
、 29-31、 又 は 35-37） に 示 さ れ た  CDR1、 CDR2、 及 び CDR3ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る 群 よ り 選
択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 及 び そ の 保 存 的 配 列 改 変
を 含 み 、 そ し て
      (b) 前 記 ヒ ト 軽 鎖 CDR1、 CDR2、 及 び CDR3 は 、 図 １ － １ ０  (配 列 番 号 ： 20-22、 26-2
8、 32-34、 又 は 38-40)に 示 さ れ た CDR1、 CDR2、 及 び CDR3 ア ミ ノ 酸 配 列  か ら 成 る 群 よ り 選
択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 及 び そ の 配 列 改 変 を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 CD25抗 体 を 、 以 下 の 特 性 の う ち の 一 つ 以 上 に よ り 特
徴 付 け る こ と が で き る ：
      a) ヒ ト  CD25に 対 す る 特 異 性 ；
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       b) 組 換 え IL-2Rα を リ ガ ン ド と し 、 本 抗 体 を 分 析 物 と し て 用 い た BIAcore 3000装
置 で の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ SPR） 技 術 で 判 定 し た と き に 、 ほ ぼ 10 - 8  M以 下 、 例 え ば 10 - 9  

M 以 下 、 10 - 1 0  M以 下 、 又 は 10 - 1 1  以 下 の KDに 相 当 す る 、 CD25に 対 す る 結 合 親 和 性 ；
      c) Ｔ 細 胞 の 寛 容 化 能 ；
　 　 　 　 d) CD25の そ の リ ガ ン ド で あ る IL-2と の 相 互 作 用 の 遮 断 能 ；
      e) CD25発 現 Ｔ 細 胞 を 消 失 さ せ る 能 力 ；
　 　 　 　 f） CD25発 現 Ｔ 細 胞 の 増 殖 の 阻 害 能 ；
　 　 　 　 g)末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） の 抗 CD3抗 体 誘 導 性 Ｔ 細 胞 増 殖 の 阻 害 能 ；
　 　 　 　 h) 混 合 リ ン パ 球 反 応 （ MLR） の 遮 断 能 ； 及 び ／ 又 は
　 　 　 　 i) Ｔ 細 胞 上 に 発 現 し た CD25の 内 部 移 行 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 用 語 「 寛 容 化 」 は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 当 該 Ｔ 細 胞 が 、 抗 原 の 再 刺 激 を 受 け た 後 に
こ の 抗 原 に 反 応 で き な い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 、 他 の 結 合 特 異 性 部 分 に 誘 導 体 化 、 連 結 、 又 は 、 同 時 に 発 現 さ せ る
こ と が で き る 。 あ る 具 体 的 な 実 施 態 様 で は 、 本 抗 体 を 、 例 え ば エ フ ェ ク タ 細 胞 上 の 抗 原 な
ど 、 様 々 な 標 的 抗 原 に 対 す る 一 種 以 上 の 結 合 特 性 部 分 に 連 結 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 従 っ て 、 さ ら に 本 発 明 は 、 ヒ ト CD25と 、 例 え ば CD3、 CD4、 IL-15Rな ど の 一 種 以 上 の 異 な
る 標 的 抗 原 、 膜 結 合 型 も し く は 受 容 体 結 合 型 TNF-α 、 又 は 膜 結 合 型 も し く は 受 容 体 結 合 型
IL-15な ど の 一 種 以 上 の 異 な る 標 的 抗 原 と の 両 方 に 結 合 す る 二 重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分
子 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 CD25抗 体 を 、 別 の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 （ 例 え ば
Fabフ ラ グ メ ン ト ） な ど 、 別 の 機 能 的 分 子 に 誘 導 体 化 、 連 結 、 又 は 同 時 に 発 現 さ せ る 。 例
え ば 、 本 抗 体 を 、 例 え ば 別 の 抗 体 （ 例 え ば 二 重 特 異 的 も し く は 多 重 特 異 的 分 子 を 作 製 す る
た め な ど ） 、 細 胞 毒 、 細 胞 リ ガ ン ド 又 は 抗 原 （ 例 え ば イ ム ノ ト キ シ ン な ど の 免 疫 複 合 体 を
作 製 す る た め な ど ） な ど 、 一 種 以 上 の 他 の 分 子 部 分 に 機 能 的 に （ 例 え ば 化 学 的 結 合 、 遺 伝
子 融 合 、 非 共 有 結 合 又 は 他 の 方 法 で ） 連 結 す る こ と が で き る 。 さ ら に 本 抗 体 を 、 例 え ば 放
射 性 同 位 体 、 低 分 子 抗 癌 剤 、 抗 炎 症 剤 、 又 は 免 疫 抑 制 剤 な ど 、 他 の 治 療 的 部 分 に 連 結 す る
こ と も で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 す べ て CD25発 現 細 胞 に 結 合 し 、 ま た こ の よ う な 細 胞 を
他 の 分 子 に 狙 わ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 、 多 種 の 抗 体 複 合 体 、 二 重 特 異 的 及 び 多 重
特 異 的 分 子 、 並 び に 融 合 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 、 免 疫 複 合 体 、 二 重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分 子 並 び に 組 成 物 は 、 CD25
発 現 細 胞 の 活 性 及 び ／ 成 長 （ 例 え ば 増 殖 ） を 阻 害 す る 、 致 死 さ せ る 及 び ／ 又 は 調 節 す る 多
種 の 方 法 で 用 い る こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 方 法 は 、 CD25発 現 Ｔ 細 胞 の 増 殖 を
阻 害 す る こ と を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 MLRな ど の 移 植 片 対 宿 主 応 答 を 阻 害
す る こ と を 含 む 。 更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 方 法 は 、 （ 例 え ば 補 体 媒 介 性 溶 解 に よ り 、 又
は 、 抗 体 を 細 胞 毒 に 連 結 す る こ と に よ り ） CD25発 現 細 胞 を 致 死 さ せ る こ と を 含 む 。 当 該 の
細 胞 は 、 好 ま し く は 、 CD25を 発 現 し な い が 、 例 え ば 構 造 上 関 連 す る 細 胞 表 面 抗 原 を 発 現 し
て い る で あ ろ う 細 胞 を 致 死 さ せ た り 、 又 は そ の 活 性 を 阻 害 す る こ と な く （ 即 ち 、 関 連 は し
て い る が 機 能 上 は 異 な る 細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る 交 差 反 応 性 な く ） 、 致 死 又 は 阻 害 さ れ る と
よ い 。 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 用 い て 阻 害 又 は 致 死 さ せ る こ と の で き る CD25発 現 細 胞 に は 、 例
え ば 、 活 性 化 Ｔ リ ン パ 球 、 Ｂ リ ン パ 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 肝 臓 の ク ッ パ ー 細 胞 、 CD
25を 発 現 し て い る 皮 膚 の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 、 が あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 用 い て 、 CD25を 発 現 し て い る 活 性 化 し た 細 胞 が 病 因 に 能 動
的 に 関 与 し て い る よ う な 多 種 の 疾 患 及 び 状 態 に 罹 患 し た 患 者 に 本 抗 体 を 投 与 す る こ と に よ
り 、 こ の よ う な 疾 患 を 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 す る こ と が で き る 。 治 療 （ 例 え ば 改 善 ） 又 は 予
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防 す る こ と の で き る 疾 患 の 例 に は 、 限 定 は し な い が 、 例 え ば 心 臓 、 肺 、 同 時 心 臓 － 肺 、 気
管 、 腎 臓 、 肝 臓 、 膵 臓 、 食 道 、 腸 、 皮 膚 、 四 肢 、 臍 帯 、 幹 細 胞 、 島 細 胞 移 植 等 の 臓 器 又 は
組 織 移 植 を 受 け る 予 定 の 又 は 受 け た 患 者 に お い て 、 同 種 移 植 片 及 び 異 種 移 植 片 拒 絶 を 含 む
移 植 片 拒 絶 が あ る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 抗 体 を 、 同 種 移 植 及 び 異 種 移 植 片 拒 絶 の 予 防 薬
と し て 用 い て も よ く 、 あ る い は 、 急 性 同 種 移 植 又 は 異 種 移 植 拒 絶 エ ピ ソ ー ド を 逆 行 、 治 療
、 又 は 改 善 す る た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 治 療 の 可 能 な 更 な る 疾 患 に は 、 移 植 片 対 宿 主 疾 患 、 例 え ば 輸 血 移 植 片 対 宿 主 疾 患 及 び 骨
髄 移 植 対 宿 主 疾 患 ； 炎 症 性 、 免 疫 性 又 は 自 己 免 疫 性 疾 患 、 例 え ば リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 強 直
性 脊 椎 炎 、 乾 癬 性 関 節 炎 、 １ 型 糖 尿 病 、 イ ン シ ュ リ ン 要 求 性 ２ 型 糖 尿 病 、 多 発 性 硬 化 症 、
全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 重 症 筋 無 力 症 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 皮
膚 － 多 発 性 筋 炎 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 大 細 胞 動 脈 炎 を 含 む 動 脈 炎 、 再 生 不 良 性 貧 血 、 喘
息 、 強 皮 症 、 及 び ブ ド ウ 膜 炎 ； 炎 症 性 又 は 過 増 殖 性 皮 膚 異 常 、 例 え ば プ ラ ー ク 乾 癬 を 含 む
乾 癬 、 掌 蹠 膿 疱 症
(PPP)、 び ら ん 性 扁 平 苔 癬 、 水 疱 性 天 疱 瘡 、 水 疱 性 表 皮 剥 離 、 接 触 性 皮 膚 炎 及 び ア ト ピ ー
性 皮 膚 炎 ； 及 び 多 種 の リ ン パ 系 新 生 物 、 例 え ば Ｔ 細 胞 白 血 病 、 ホ ジ キ ン 病 、 ヘ ア リ ー セ ル
白 血 病 、 又 は 、 菌 状 息 肉 腫 を 含 む 皮 膚 Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 、 及 び セ ザ リ ー 症 候 群 、 が あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 治 療 の 可 能 な 更 な る 疾 患 は 、 浸 潤 性 CD25＋ 調 節 性 Ｔ 細 胞 の 阻 害 が 有 益 で あ る よ う な 悪 性
腫 瘍 で あ り 、 例 え ば 胃 癌 、 食 道 癌 、 悪 性 黒 色 種 、 結 腸 直 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 乳 癌 、 小 細 胞 肺 癌
、 非 小 細 胞 肺 癌 、 子 宮 頚 癌 、 卵 巣 癌 、 及 び 腎 細 胞 カ ル シ ノ ー マ ；
　 造 血 系 の 異 常 、 例 え ば 成 人 Ｔ 細 胞 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 、 未 分 化 大 細 胞 リ ン パ 腫 、 慢 性 リ ン
パ 球 性 白 血 病
(CLL)／ 小 リ ン パ 球 性 リ ン パ 腫
(SLL)、 末 梢 Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 、 及 び 二 次 性 ア ミ ロ イ ド ー シ ス ；
　 皮 膚 異 常 、 例 え ば 壊 疽 性 膿 皮 症 、 環 状 肉 芽 腫 、 ア レ ル ギ ー 性 接 触 性 皮 膚 炎 、 良 性 粘 膜 類
天 疱 瘡 、 及 び 妊 娠 性 疱 疹 ；
　 肝 － 胃 腸 管 異 常 、 例 え ば コ ラ ー ゲ ン 性 大 腸 炎 、 硬 化 性 胆 管 炎 、 慢 性 急 性 肝 炎 、 ル ポ イ ド
肝 炎 、 自 己 免 疫 性 肝 炎 、 ア ル コ ー ル 性 肝 炎 、 慢 性 膵 炎 、 及 び 急 性 膵 臓 炎 ；
　 心 臓 の 異 常 、 例 え ば 心 筋 炎 、 及 び 心 膜 炎 ；
　 血 管 の 異 常 、 例 え ば 動 脈 硬 化 、 大 細 胞 動 脈 炎 ／ リ ウ マ チ 性 多 発 性 筋 痛 、 高 安 動 脈 炎 、 結
節 性 多 発 性 動 脈 炎 、 川 崎 症 候 群 、 ウ ェ グ ナ ー 肉 芽 腫 症 、 顕 微 鏡 的 多 発 性 血 管 炎 、 チ ャ ー グ
－ ス ト ラ ウ ス 症 候 群 、 白 血 球 破 壊 性 血 管 炎 、 及 び 二 次 性 白 血 球 破 壊 性 血 管 炎 ；
　 腎 臓 の 異 常 、 例 え ば 急 性 腎 炎 、 慢 性 腎 炎 、 最 小 変 化 腎 炎 、 及 び グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群
；
　 肺 の 異 常 、 例 え ば 肺 胞 炎 、 閉 塞 性 細 気 管 支 炎 、 珪 肺 症 、 及 び ベ リ リ ウ ム 症 ；
　 神 経 の 異 常 、 例 え ば 多 発 性 硬 化 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 重 症 筋 無 力 症 、 慢 性 脱 随 性 ポ リ
ニ ュ ー ロ パ チ ー 、 及 び ギ ラ ン － バ レ ー 症 候 群 を 含 む 多 発 性 神 経 根 炎 ；
　 結 合 組 織 の 異 常 、 例 え ば 再 発 性 多 発 性 軟 骨 炎 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー
デ ス 、 CNSル ー パ ス 、 デ ス コ イ ド ・ ル ー パ ス 、 ル ー プ ス 腎 炎 、 慢 性 疲 労 症 候 群 、 及 び 結 合
組 織 炎 ；
　 内 分 泌 異 常 、 例 え ば グ レ ー ブ ズ 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 及 び 亜 急 性 甲 状 腺 炎 ； 並 び に
　 ウ ィ ル ス 感 染 、 例 え ば 熱 帯 性 痙 性 不 全 対 麻 痺 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の あ る 具 体 的 な 実 施 態 様 で は 、 本 抗 体 を 投 与 さ れ る 対 象 を 、 付 加 的 に 、 例 え ば 免
疫 抑 制 剤 、 抗 炎 症 剤 、 化 学 療 法 薬 、 細 胞 毒 性 作 用 薬 、 又 は 、 本 抗 体 の 治 療 効 果 を 高 め る 働
き を す る 他 の 薬 剤 な ど 、 一 種 以 上 の 更 な る 治 療 用 作 用 薬 で 治 療 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 更 に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 例 え ば CD25関 連 疾 患 を 好 ま し く は 初 期 の 段 階 で 診 断 す る
た め な ど 、 試 料 中 又 は 個 体 中 に お け る CD25の 存 在 を in vitro 又 は  in vivo で 検 出 す る 方
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法 を 提 供 す る も の で あ る 。 こ れ は 、 疾 患 や 、 抗 CD25抗 体 に よ る 治 療 効 果 を 観 察 し た り 、 ま
た 、 投 与 し よ う と す る 本 抗 体 の 用 量 を 決 定 及 び 調 節 す る た め に も 、 有 用 で あ ろ う 。 あ る 実
施 態 様 で は 、 試 料 中 の CD25の 存 在 の 検 出 を 、 本 抗 体 と CD25と の 間 の 複 合 体 形 成 が 可 能 な 条
件 下 で 、 検 査 し よ う と す る 試 料 を 、 選 択 的 に は コ ン ト ロ ー ル 試 料 と 並 行 し て 、 本 発 明 の ヒ
ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 行 う 。 次 に 複 合 体 検 出 を （ 例 え ば ELISA
、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ  又 は ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 法 な ど を 用 い て ） 行 う 。 コ ン ト ロ ー ル
試 料 を 検 査 試 料 と 並 行 し て 用 い る 場 合 、 複 合 体 を 両 試 料 中 で 検 出 し 、 試 料 間 に 複 合 体 形 成
の 上 で 何 ら か の 統 計 上 有 意 な 差 が あ れ ば 、 検 査 試 料 中 の CD25の 存 在 の 指 標 で あ る 。 本 in v
ivo 法 は 、 PET (ポ ジ ト ロ ン エ ミ ッ シ ョ ン ト モ グ ラ フ ィ ) 又 は SPECT (単 一 光 子 放 射 形 コ ン
ピ ュ ー タ 断 層 撮 影 法 )な ど の 撮 像 技 術 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 更 な る 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 す る 抗 イ デ ィ オ タ
イ プ 抗 体 に 関 す る 。 こ れ ら の 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 、 研 究 室 又 は 患 者 試 料 中 で 、 CD25に
対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 し た り 、 レ ベ ル を 定 量 す る た め の 免 疫 診 断 ツ ー ル と
し て 用 い る こ と が で き る 。 こ れ は 、 抗 CD25抗 体 の 薬 物 動 態 を 調 べ た り 、 又 は 、 抗 CD25抗 体
の 投 薬 量 を 判 定 及 び 調 節 し た り 、 そ し て 、 患 者 に お け る 疾 患 及 び 治 療 効 果 を 観 察 す る た め
に 、 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 マ ウ ス 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 、 例 え ば 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で Balb/Cマ ウ
ス を 免 疫 し 、 標 準 的 な 技 術 を 用 い て NS1な ど の 骨 髄 腫 細 胞 を 融 合 す る こ と で 、 こ れ ら の マ
ウ ス 由 来 の 脾 細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 生 じ さ せ る な ど に よ り 、 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 更 に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 CD25に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 す る 、 ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 提 供 す る 。 あ る 具 体 的
な 実 施 態 様 で は 、 該 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 本 発 明 の 抗 体 の 全 部 又 は 一 部 を コ
ー ド す る 、 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 又 は ト ラ ン ス ク ロ モ ソ ー ム と 、 ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 又 は ト
ラ ン ス ク ロ モ ソ ー ム と を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス で あ る 。 該 非 ヒ
ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 CD25抗 原 の 精 製 済 み も し く は 濃 縮 製 剤 、 及 び ／ 又 は 、 CD25
発 現 細 胞 で 免 疫 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 該 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 例 え
ば ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス が 、 V-D-J組 換 え 及 び ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ を 起 こ
す こ と に よ り 、 CD25に 対 し て 複 数 の ア イ ソ タ イ プ
(例 え ば  IgG、 IgA 及 び ／ 又 は IgM)の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 で き る と よ い 。 ア イ
ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ は 、 例 え ば 古 典 的 又 は 非 古 典 的 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ で 起
き 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 従 っ て 、 更 に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 例 え ば ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス な ど 、 ヒ ト
抗 CD25抗 体 を 発 現 す る 上 述 し た 通 り の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 由 来 の 単 離 さ れ た Ｂ
細 胞 を 提 供 す る も の で あ る 。 そ の 後 、 こ の 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 を 不 死 化 細 胞 へ の 融 合 に よ り
不 死 化 さ せ て 、 ヒ ト
抗 CD25抗 体 の 供 給 源 （ 例 え ば ハ イ ブ リ ド ー マ ） と す る 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ （ 即 ち
、 ヒ ト 抗 CD25抗 体 を 産 生 す る も の ） も 、 本 発 明 の 範 囲 の 包 含 す る と こ ろ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ こ で 例 示 す る よ う に 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 本 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 直
接 得 る こ と も 、 あ る い は 、 ホ ス ト 細 胞 (例 え ば  CHO (チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ ム ス タ ー 卵 巣 ） 細
胞 、 又 は NS/0細 胞 )中 で ク ロ ー ニ ン グ （ 例 え ば 本 抗 体 の 抗 原 結 合 部 分 を 提 示 す る ハ イ ブ リ
ド ー マ 又 は フ ァ ー ジ か ら ） し 、 組 換 え 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 ホ ス ト 細 胞 の 更 な る 例 は
 E. coliな ど の 微 生 物 及 び 酵 母 な ど の 真 菌 で あ る 。 代 替 的 に は 、 こ れ ら を 非 ヒ ト ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 又 は 植 物 で 組 換 え に よ り 産 生 さ せ る こ と も で き る 。
従 っ て 、 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト  CD25に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製
す る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 方 法 は 、 （ 例 え ば 抗 CD25抗 体 の 全 部 又 は 一 部
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を コ ー ド す る 、 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 及 び ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 と を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る ） 、
例 え ば ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス な ど の 上 述 し た 通 り の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
を 、 ヒ ト CD25抗 原 の 精 製 済 み も し く は 濃 縮 製 剤 、 及 び ／ 又 は 、 ヒ ト CD25発 現 細 胞 で 免 疫 す
る こ と を 含 む 。 次 に 、 該 動 物 の Ｂ 細 胞 （ 例 え ば 脾 Ｂ 細 胞 ） を 得 、 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ て
、 CD25に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 不 死 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 さ せ
る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 更 に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト  抗 CD25抗 体
(例 え ば そ の 可 変 領 域 ） を コ ー ド す る 核 酸 分 子 や 、 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 組 換 え 発 現 ベ ク タ
、 及 び こ の よ う な ベ ク タ を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ホ ス ト 細 胞 、 を 提 供 す る も の で あ る 。 こ
れ ら の ホ ス ト 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 、 本 抗 体 を 作 製 す る 方 法 も 、 本 発 明 の 包 含 す る と
こ ろ で あ る 。 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 具 体 的 な 核 酸 は 、
ヒ ト  抗 CD25抗 体  AB1、 AB7、 AB11、 及 び AB12の そ れ ぞ れ 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ ー ド す る 、 配 列
番 号 ： 1、 5、 9、 又 は 13 及 び 配 列 番 号 ： 3、 7、 11、 又 は 15に 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 及 び 長 所 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 及 び 請 求 の 範 囲 か ら 明 白 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 CD25発 現 細 胞 が 関 与 す る 多 種 の 異 常 を 治 療 及 び 診 断 す る た め の 抗 体 ベ ー ス の
治 療 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 本 発 明 の 治 療 法 で は 、  CD25上 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 特
異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 す る 。 こ の よ う な 抗 体 に は 、 例
え ば IgA、 IgG1-4、 IgE、 IgM、 及 び IgD抗 体 な ど 、 全 て の 公 知 の ア イ ソ タ イ プ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 抗 体 は IgG1抗 体 、 よ り 具 体 的 に は IgG1,κ 、 又 は IgG1,λ ア イ ソ タ
イ プ で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 抗 体 は IgG3抗 体 、 よ り 具 体 的 に は  IgG3,κ 、 又 は IgG3
,λ ア イ ソ タ イ プ で あ る 。 更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 抗 体 は IgG4抗 体 、 よ り 具 体 的 に は IgG
4,κ 又 は IgG4,λ ア イ ソ タ イ プ で あ る 。 ま た 更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 抗 体 は IgA1又 は IgA
2抗 体 で あ る 。 更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 抗 体 は IgM抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 ヒ ト 抗 体 を 、 V-D-J組 換 え 及 び ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ を 起
こ す こ と に よ り 、 CD25に 対 し て 複 数 の ア イ ソ タ イ プ の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る
こ と の で き る 、 例 え ば ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
で 産 生 さ せ る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は ま た 、 米 国 2003/0017534で 開 示 さ れ
た な ど の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ ウ サ ギ で あ っ て も よ い 。 従
っ て 、 本 発 明 は 、 CD25に 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 包 含 す る 。 従 っ て 、
本 発 明 の 局 面 は 、 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 及 び そ の 医 薬 組 成 物 だ け で な く 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 Ｂ 細 胞 、 ホ ス ト 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク
ト ー マ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ も 包 含 す る 。 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 CD25を 発 現 す る 細 胞 を 遮
断 又 は 阻 害 す る 方 法 も 提 供 さ れ 、 ま た 、 CD25に 関 連 す る 異 常 の 治 療 に お い て 有 用 で あ る 。
本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 CD25発 現 細 胞 を 検 出 す る 方 法 は 、 本 発 明 の 包 含 す る と こ ろ で あ る
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 が よ り 容 易 に 理 解 さ れ る よ う に 、 い く つ か の 用 語 を ま ず 、 こ こ に 定 義 し て お く 。
更 な る 定 義 は 、 詳 細 な 説 明 全 般 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 用 語 「 CD25」 及 び 「 CD25抗 原 」 は こ こ で は 交 換 可 能 に 用 い ら れ て お り 、 細 胞 が 天 然 で 発
現 す る 、 又 は 、 CD25遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 上 で 発 現 さ れ る 、 ヒ ト CD25の あ
ら ゆ る バ リ ア ン ト 、 ア イ ソ フ ォ ー ム 及 び 種 相 同 体 を 包 含 す る 。 当 業 で 認 識 さ れ て い る よ う
に 、 CD25の 同 義 語 に は 、  CD25、 p55、 及 び Tac （ T 細 胞 活 性 化 ） 抗 原 が あ る 。 本 発 明 の 抗
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体 が CD25抗 原 に 結 合 す る と 、 CD25の 、 そ の リ ガ ン ド で あ る IL-2と の 結 合 が 阻 害 及 び ／ 又 は
遮 断 さ れ 、 と 同 時 に 、 そ の 細 胞 機 能 も 阻 害 及 び ／ 又 は 遮 断 さ れ る 。 例 え ば 、 あ る 実 施 態 様
で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 抗 CD3抗 体 誘 導 性 Ｔ 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る も の で あ る 。 別 の 実
施 態 様 で は 、 本 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は MLRを 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 の 用 語 「 （ 例 え ば 細 胞 に 言 及 し て ） 成 長 を 阻 害 す る 」 に は 、 例 え ば 少
な く と も 約 10%、 20%、 30%、 40%、 50%、 60%、 70%、 80%、 90%、 99%、 or 100%の 細 胞 培 養 の
成 長 の 阻 害 な ど 、 抗 CD25抗 体 に 接 触 し て い な い 同 じ 細 胞 の 成 長 に 比 較 し た と き の 、 抗 CD25
抗 体 に 接 触 さ せ た と き の 細 胞 成 長 の 測 定 可 能 な 減 少 が 包 含 さ れ る も の と 、 意 図 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ こ で (例 え ば IL-2の CD25に 対 す る 結 合 を 阻 害 ／ 遮 断 す る こ と に 言 及 し て ） 用 い る 用 語
「 結 合 を 阻 害 す る 」 及 び 「 結 合 を 遮 断 す る 」 は
交 換 可 能 に 用 い ら れ て お り 、 部 分 的 及 び 完 全 の 両 方 の 阻 害 ／ 遮 断 を 包 含 す る も の で あ る 。
IL-2の CD25へ の 結 合 の 阻 害 ／ 遮 断 は 、 好 ま し く は 、 阻 害 又 は 遮 断 が 起 き る こ と な く IL-2が
CD25に 結 合 す る と き に 生 じ る 清 浄 な レ ベ ル 又 は 種 類 の 細 胞 シ グ ナ リ ン グ を 減 少 さ せ る 又 は
変 化 さ せ る も の で あ る と よ い 。 阻 害 及 び 遮 断 に は ま た 、 例 え ば 少 な く と も 約 10%、 20%、 30
%、 40%、 50%、 60%、 70%、 80%、 90%、 99%、 又 は 100%の 、 IL-2の CD25へ の 結 合 の 遮 断 な ど 、
抗 CD25抗 体 に 接 触 し て い な い と き の リ ガ ン ド に 比 較 し た と き の 、 抗 CD25抗 体 に 接 触 し て い
る と き の IL-2の CD25に 対 す る 結 合 親 和 性 の 測 定 可 能 な 減 少 も 包 含 さ れ る も の と 、 意 図 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 用 語 「 抗 体 」 に は 、 こ こ で 言 及 す る 場 合 、 イ ン タ ク ト 全 体 や 、 そ の あ ら ゆ る 抗 原 結 合 フ
ラ グ メ ン ト （ 即 ち 「 抗 原 結 合 部 分 」 ） 又 は 一 本 鎖 が 含 ま れ る 。 「 抗 体 」 と は 、 少 な く と も
２ 本 の 重 （ Ｈ ） 鎖 及 び ２ 本 の 軽 （ Ｌ ） 鎖 を ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で 相 互 に 接 続 し て 含 む 糖 タ ン
パ ク 質 、 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 、 を 言 う 。 各 重 鎖 は 、 重 鎖 可 変 領 域 （ こ こ で は V H と 省 略 さ
れ る ） と 重 鎖 定 常 領 域 と か ら 成 る 。 各 軽 鎖 は 軽 鎖 可 変 領 域 （ こ こ で は V L と 省 略 さ れ る ） 及
び 軽 鎖 定 常 領 域 か ら 成 る 。 V H 及 び V L 領 域 は さ ら に 、 よ り 保 存 さ れ た フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （
FR） と 呼 ば れ る 領 域 間 に 介 在 す る 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） と 呼 ば れ る 超 可 変 領 域 に 小 さ く
分 割 す る こ と が で き る 。 各 V H 及 び V L は 、 以 下 の 順 序 ： FR1、 CDR1、 FR2、 CDR2、 FR3、 CDR3
、 FR4で ア ミ ノ 末 端 か ら カ ル ボ キ シ 末 端 ま で 並 ん だ ３ つ の CDR及 び ４ つ の FRか ら 成 る 。 重 鎖
及 び 軽 鎖 の 可 変 領 域 は 、 抗 原 と 相 互 作 用 す る 結 合 ド メ イ ン を 含 有 す る 。 抗 体 の 定 常 領 域 は
、 免 疫 系 の 多 種 の 細 胞 （ 例 え ば エ フ ェ ク タ 細 胞 ） を 含 め ホ ス ト 組 織 又 は 因 子 や 、 古 典 的 な
補 体 系 の 第 一 コ ン ポ ー ネ ン ト （ C1q） に 対 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 結 合 を 媒 介 し て い る と 考
え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 抗 体 の 「 抗 原 結 合 部 分 」 （ 又 は 簡 単 に 「 抗 体 部 分 」 ） と い う 用 語 は 、 こ こ で 用 い る 場 合
、 抗 原 （ 例 え ば CD25） へ の 特 異 的 結 合 能 を 維 持 し た 、 抗 体 の う ち の 一 つ 以 上 の フ ラ グ メ ン
ト を 言 う 。 抗 体 の 抗 原 結 合 機 能 は 、 イ ン タ ク ト も し く は 完 全 長 抗 体 の う ち の 数 フ ラ グ メ ン
ト に 行 わ せ る こ と が で き る こ と が 示 さ れ て い る 。 抗 体 の 「 抗 原 結 合 部 分 」 と い う 用 語 に 包
含 さ れ る 結 合 フ ラ グ メ ン ト の 例 に は 、 （ ｉ ） V L 、 V H 、 C L 及 び C H 1 ド メ イ ン か ら 成 る 一 価 の
フ ラ グ メ ン ト で あ る Fabフ ラ グ メ ン ト ； （ ｉ ｉ ） ヒ ン ジ 領 域 で ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 に よ り 連
結 さ れ た ２ つ の Fabフ ラ グ メ ン ト か ら 成 る 二 価 の フ ラ グ メ ン ト で あ る F(ab'） 2 フ ラ グ メ ン
ト ； （ ｉ ｉ ｉ ） V H 及 び C H 1 ド メ イ ン か ら 成 る Fdフ ラ グ メ ン ト ； （ ｉ ｖ ） V L 及 び V H ド メ イ ン
か ら 成 る Fvフ ラ グ メ ン ト ； （ ｖ ） V H ド メ イ ン か ら 成 る dAbフ ラ グ メ ン ト (Ward et
al., (1989) Nature 341:544-546)； （ ｖ ｉ ） 単 離 さ れ た 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)、 及 び （ ｖ
ｉ ｉ ） Fvフ ラ グ メ ン ト の ２ つ の ド メ イ ン V L 及 び V H は 別 々 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ て い る が 、
こ れ ら は 、 V L 及 び V H 領 域 が 対 を 成 し て 一 価 の 分 子 を 形 成 す る よ う な 一 個 の タ ン パ ク 質 鎖 に
作 製 で き る よ う に す る 選 択 的 に 合 成 リ ン カ ー に よ り 接 合 し て も よ い ２ つ 以 上 の 単 離 さ れ た
CDRの 組 合 せ 、 が あ る 。 さ ら に 、 Fvフ ラ グ メ ン ト の ２ つ の ド メ イ ン V L 及 び V H は 別 々 の 遺 伝
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子 に コ ー ド さ れ て い る が 、 こ れ ら は 、 V L 及 び V H 領 域 が 対 を 成 し て 一 価 の 分 子 を 形 成 す る よ
う な 一 個 の タ ン パ ク 質 鎖 に 作 製 で き る よ う に す る 合 成 リ ン カ ー に よ り 、 組 換 え 法 を 用 い て
接 合 す る こ と が で き る （ 一 本 鎖 Fv（ scFv） と し て 知 ら れ る ； 例 え ば  Bird et al. (1988) 
Science :423-426; and Huston
et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA :5879-5883を 参 照 さ れ た い ） 。 こ の よ う
な 一 本 鎖 抗 体 は ま た 、 抗 体 の 「 抗 原 結 合 部 分 」 と い う 用 語 に 包 含 さ れ る も の と 、 意 図 さ れ
て い る 。 更 な る 一 例 は 、 （ ｉ ） 免 疫 グ ロ ブ リ ン ヒ ン ジ 領 域 ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し た 結 合 ド
メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｉ ｉ ） 前 記 ヒ ン ジ 領 域 に 融 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 CH2定 常 領
域 、 及 び （ ｉ ｉ ｉ ） CH2定 常 領 域 に 融 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 CH3定 常 領 域 、 を 含 む 結 合
ド メ イ ン 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 前 記 結 合 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 重 鎖 可
変 領 域 で あ っ て も 、 又 は 軽 鎖 可 変 領 域 で あ っ て も よ い 。 該 結 合 ド メ イ ン 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融
合 タ ン パ ク 質 は 、 更 に 、 米 国 2003/0118592及 び 米 国 2003/0133939に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ
ら の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 当 業 者 に 公 知 の 従 来 技 術 を 用 い て 得 ら れ 、 そ れ ら の フ ラ グ メ ン
ト は 、 イ ン タ ク ト 抗 体 と 同 じ 態 様 で 実 用 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 で き る タ ン パ ク 質 決 定 基 を 意 味 す る 。 エ ピ
ト ー プ は 通 常 、 ア ミ ノ 酸 又 は 糖 側 鎖 な ど の 化 学 的 に 活 性 な 表 面 分 子 群 か ら 成 り 、 通 常 は 特
異 的 な 三 次 元 構 造 上 の 特 徴 や 、 特 異 的 な 電 荷 上 の 特 徴 を 有 す る 。 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 的 及 び
非 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 的 エ ピ ト ー プ は 、 変 性 溶 媒 に よ る 処 理 で 、 前 者 へ の 結 合 は 失 わ れ る が
、 後 者 へ の 結 合 は 失 わ れ な い こ と で 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 用 語 「 二 重 特 異 的 分 子 」 は 、 ２ つ の 異 な る 結 合 特 異 性 部 分 を 有 す る 、 例 え ば タ ン パ ク 質
、 ペ プ チ ド 、 又 は タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド 複 合 体 な ど 、 あ ら ゆ る 作 用 物 質 を 包 含 す る
こ と を 意 図 し て い る 。 例 え ば 前 記 分 子 は 、 （ ａ ） 細 胞 表 面 抗 原 及 び （ ｂ ） エ フ ェ ク タ 細 胞
の 表 面 上 の Fc受 容 体 、 に 結 合 又 は 相 互 作 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 用 語 「 多 重 特 異 的 分 子 」 又 は 「 ヘ テ ロ 特 異 的 分 子 」 は 、 ３ つ 以 上 の 異 な る 結 合 特 異 性 部
分 を 有 す る 、 例 え ば タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 又 は タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド 複 合 体 な ど
、 あ ら ゆ る 作 用 物 質 を 包 含 す る こ と を 意 図 し て い る 。 例 え ば 前 記 分 子 は 、 （ ａ ） 細 胞 表 面
抗 原 、 （ ｂ ） エ フ ェ ク タ 細 胞 の 表 面 上 の Fc受 容 体 、 及 び （ ｃ ） 少 な く と も 一 つ の 他 の 成 分
、 に 結 合 又 は 相 互 作 用 し て も よ い 。 従 っ て 本 発 明 は 、 限 定 は し な い が 、 CD25や 、 エ フ ェ ク
タ 細 胞 上 の Fc受 容 体 な ど の 他 の 標 的 を 狙 っ た 、 二 重 特 異 的 、 三 重 特 異 的 、 四 重 特 異 的 、 及
び 他 の 多 重 特 異 的 分 子 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 用 語 「 二 重 特 異 抗 体 」 は ジ ア ボ デ ィ も 含 む 。 ジ ア ボ デ ィ は VH及 び VLド メ イ ン が 一 個 の ポ
リ ペ プ チ ド 鎖 上 に 発 現 し て い る が 、 こ の 同 じ 鎖 上 の ２ つ の ド メ イ ン の 間 で 対 を 成 す に は 短
す ぎ る リ ン カ を 用 い る こ と で 、 こ れ ら ド メ イ ン を 別 の 鎖 の 相 補 ド メ イ ン と 対 を 成 さ せ る よ
う に し て 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 生 じ る よ う に し た 二 価 の 二 重 特 異 的 な 抗 体 で あ る
(例 え ば Holliger, P., et al. (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA :6444-6448; Poljak,
R.J., et al. (1994) Structure :1121-1123を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 用 語 「 ヒ ト 抗 体 誘 導 体 」 と は 、 例 え ば 本 抗 体 及 び 別 の 作 用 物 質 又 は 抗 体 と の 複 合 体 な ど
、 い ず れ か の 修 飾 さ れ た 形 の 本 抗 体 を 言 う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 用 語 「 ヒ ト 抗 体 」 と は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 を 由 来
と す る 可 変 及 び 定 常 領 域 を 有 す る 抗 体 を 包 含 す る も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 本 発 明 の ヒ ト
抗 体 に は 、 さ ら に 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 に コ ー ド さ れ て い な い ア ミ ノ 酸 残
基 も 含 ま れ て い て よ い
(例 え ば in vitroで の ラ ン ダ ム も し く は 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 や 、 あ る い は 、 in vivoで の 体
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細 胞 変 異 な ど ） 。 し か し な が ら 、 用 語 「 ヒ ト 抗 体 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 マ ウ ス な ど の
別 の 哺 乳 動 物 種 の 生 殖 細 胞 系 を 由 来 と す る CDR配 列 が ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に 移 植 さ れ
て い る よ う な 抗 体 を 含 む と は 、 意 図 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 又 は 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 」 と は 、 単
一 の 分 子 組 成 か ら 成 る 抗 体 分 子 の 製 剤 を 言 う 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 は 単 一 の 結 合 特
異 性 及 び 親 和 性 を 特 定 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 示 す 。 従 っ て 、 用 語 「 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 」 と は 、 単 一 の 結 合 特 異 性 を 示 す と 共 に 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 を 由 来 と
す る 可 変 領 域 及 定 常 領 域 を 有 す る よ う な 抗 体 を 言 う 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 ヒ ト モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 及 び 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 、 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク も し く は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル 動 物 か
ら 得 た Ｂ 細 胞 を 、 不 死 化 細 胞 に 融 合 さ せ て 含 む ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 用 語 「 組 換 え ヒ ト 抗 体 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 組 換 え 手 段 に よ り 調 製 さ れ た 、 発 現 さ
せ た 、 作 製 さ れ た 又 は 単 離 さ れ た あ ら ゆ る ヒ ト 抗 体 を 包 含 す る も の で あ り 、 例 え ば (a) ヒ
ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に 関 し て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 又 は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル な 動 物 （
例 え ば マ ウ ス ） か ら 、 あ る い は 、 そ こ か ら 調 製 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ （ 以 下 の Ｉ 項 に 詳 述
す る ） か ら 、 単 離 さ れ た 抗 体 、 (b) 本 抗 体 を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ せ た ホ ス ト 細 胞 か
ら 、 例 え ば ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ か ら 、 単 離 さ れ た 抗 体 、 (c) 組 換 え の 、 コ ン ビ ナ ト リ ア
ル ヒ ト 抗 体 ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 さ れ た 抗 体 、 及 び (d)ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 配 列 の 他
の DNA配 列 へ の ス プ ラ イ シ ン グ に 関 与 す る い ず れ か の 他 の 手 段 に よ り 調 製 さ れ た 、 発 現 さ
せ た 、 作 製 さ れ た 又 は 単 離 さ れ た 抗 体 、 で あ る 。 こ の よ う な 組 換 え ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 生 殖
細 胞 系 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 を 由 来 と す る 可 変 及 び 定 常 領 域 を 有 す る 。 し か し な が ら 、 い く
つ か の 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な 組 換 え ヒ ト 抗 体 に  in vitro 変 異 誘 発 （ 又 は ヒ ト Ig配 列
に つ い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 動 物 を 用 い る 場 合 は in vivo 体 細 胞 変 異 誘 発 ） を 行 う こ と
が で き 、 こ う し て 当 該 組 換 え 抗 体 の V H 及 び V L 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 V H  
及 び  V L 配 列 を 由 来 と し 、 関 連 し な が ら も 、 in vivoの ヒ ト 抗 体  生 殖 細 胞 系 レ パ ー ト リ に
は 天 然 で 存 在 し な い か も 知 れ な い 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 用 語 「 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 例 え ば CHO細 胞 、 NS/0 細 胞 、 HE
K293細 胞 、 植 物 細 胞 、 又 は 酵 母 細 胞 を 含 む 真 菌 な ど 、 本 抗 体 を 発 現 す る 組 換 え 真 核 ホ ス ト
細 胞 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 「 異 種 抗 体 」 は 、 こ の よ う な 抗 体 を 産 生 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 生 物 と の 関 係 か ら 定 義 さ れ る 。 こ の 用 語 は 、 当 該 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 構
成 し な い 生 物 に 見 ら れ る も の に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 有 し 、 一
般 的 に は 当 該 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 種 以 外 の 種 を 由 来 と す る 抗 体 を 言 う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ こ で 用 い る 「 単 離 さ れ た 抗 体 」 と は 、 異 な る 抗 原 特 異 性 を 有 す る 他 の 抗 体 を 実 質 的 に
含 ま な い 抗 体 を 言 う も の と 、 意 図 さ れ て い る （ 例 え ば CD25に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た
抗 体 は 、 CD25以 外 の 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 実 質 的 に 含 ま な い ） 。 し か し な が ら 、
ヒ ト CD25の エ ピ ト ー プ 、 ア イ ソ フ ォ ー ム 又 は バ リ ア ン ト に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗
体 で あ れ ば 、 例 え ば 他 の 種 由 来 な ど （ 例 え ば CD25の 種 相 同 体 ） 、 他 の 関 連 す る 抗 原 に 対 し
て 交 差 反 応 性 を 有 し て い て も よ い 。 さ ら に 、 単 離 さ れ た 抗 体 は 、 他 の 細 胞 物 質 及 び ／ 又 は
化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い で あ ろ う 。 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 で は 、 異 な る 特 異 性 を 有 す
る 「 単 離 さ れ た 」 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 組 合 せ を 、 良 く 定 義 さ れ た 組 成 で 組 み 合 わ せ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ こ で 用 い る 「 特 異 的 結 合 」 と は 、 所 定 の 抗 原 へ の 抗 体 の 結 合 を 言 う 。 典 型 的 に は 、 組
換 え IL-2α を リ ガ ン ド と し 、 本 抗 体 を 分 析 物 と し て 用 い た BIAcore 3000装 置 で の 表 面 プ ラ
ズ モ ン 共 鳴 法 （ SPR） 技 術 に よ り 判 定 し た と き に 、 本 抗 体 は 少 な く と も 約 10 - 8  M以 下 、 例
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え ば 約 10 - 9  M 以 下 、 約 10 - 1 0  M 以 下 、 又 は 約 10 - 1 1  M 以 下 、 あ る い は そ れ よ り 小 さ い K D
に 相 当 す る 親 和 性 で 結 合 し 、 所 定 の 抗 原 に 対 し て は 、 前 記 所 定 の 抗 原 又 は 関 係 の 近 い 抗 原
以 外 の 非 特 異 的 な 抗 原 （ 例 え ば BSA、 カ ゼ イ ン ） に 対 す る そ の 結 合 親 和 性 よ り も 少 な く と
も １ ０ 分 の １ 、 好 ま し く は 少 な く と も １ ０ ０ 分 の １ 、 低 い K D に 相 当 す る 親 和 性 で 結 合 す る
。 文 言 「 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 」 及 び 「 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 」 は こ こ で は 用 語 「 抗 原 に 特 異
的 に 結 合 す る 抗 体 」 と 交 換 可 能 に 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 用 語 「 k d 」 （ sec - 1 ） は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 特 定 の 抗 体 － 抗 原 間 相 互 作 用 の 解 離 平 衡
速 度 定 数 を 言 う も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 前 記 数 値 は ま た 、 koff値 と も 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 用 語 「 k a 」 （ M - 1  x sec - 1 )は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 特 定 の 抗 体 － 抗 原 間 相 互 作 用 の 結 合
平 衡 速 度 定 数 を 言 う も の と 、 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 用 語 「 K D 」 （ M） は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 特 定 の 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 の 解 離 平 衡 定 数 を
言 う も の と 、 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 用 語 「 K A 」 （ M - 1 ） は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 特 定 の 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 の 結 合 平 衡 定 数
を 言 う も の と 意 図 さ れ て お り 、 k a を k d で 除 算 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ こ で 用 い る 「 ア イ ソ タ イ プ 」 と は 、 重 鎖 定 常 領 域 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た 抗 体 ク ラ ス （
例 え ば IgM又 は IgG1） を 言 う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ こ で 用 い る 「 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ 」 と は 、 抗 体 の ク ラ ス 、 即 ち ア イ ソ タ イ プ
、 が 、 あ る Igク ラ ス か ら 他 の Igク ラ ス の う ち の 一 つ に 変 化 す る 現 象 を 言 う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 こ こ で 用 い る 「 ス イ ッ チ ン グ の な い ア イ ソ タ イ プ 」 と は 、 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ
が 起 き な い と き に 産 生 さ れ る 重 鎖 の ア イ ソ タ イ プ ・ ク ラ ス を 言 い 、 ス イ ッ チ ン グ の な い ア
イ ソ タ イ プ を コ ー ド す る CH遺 伝 子 は 、 典 型 的 に は 、 機 能 上 の 再 編 成 の 起 き る VDJ遺 伝 子 の
す ぐ 下 流 の 一 番 目 に あ る CH遺 伝 子 で あ る 。 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ は 、 古 典 的 も し く
は 非 古 典 的 な ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ に 分 類 さ れ て き た 。 古 典 的 な ア イ ソ タ イ プ ・ ス
イ ッ チ ン グ は 、 導 入 遺 伝 子 中 の 少 な く と も 一 つ の ス イ ッ チ 配 列 が 関 与 す る 組 換 え 事 象 に よ
り 起 き る も の で あ る 。 非 古 典 的 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ は 、 例 え ば ヒ ト σ μ と ヒ ト Σ

μ と の 間 の 相 同 組 換 え （ δ 関 連 欠 失 ） な ど で 起 き る こ と が あ る 。 そ の 他 の 非 古 典 的 ス イ ッ
チ ン グ 機 序 、 な か で も 例 え ば 導 入 遺 伝 子 間 及 び ／ 又 は 染 色 体 間 の 組 換 え な ど が あ る と 、 ア
イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ が 起 き る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 ス イ ッ チ 配 列 」 と は 、 ス イ ッ チ 組 換 え を 担 う DNA配 列 を 言 う 。 「 ス
イ ッ チ ・ ド ナ ー 」 配 列 は 典 型 的 に μ ス イ ッ チ 領 域 で あ り 、 ス イ ッ チ 組 換 え の 際 に 欠 失 す る
コ ン ス ト ラ ク ト 領 域 の 5'側 （ 即 ち 上 流 ） に あ る 。 「 ス イ ッ チ ・ ア ク セ プ タ ー 」 領 域 は 、 欠
失 す る コ ン ス ト ラ ク ト 領 域 と 、 置 換 定 常 領 域 （ 例 え ば γ 、 ε 、 等 ） と の 間 に あ る で あ ろ う
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ こ で 用 い る 「 糖 付 加 パ タ ー ン 」 は 、 タ ン パ ク 質 、 よ り 具 体 的 に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン
パ ク 質 、 に 共 有 結 合 す る 糖 単 位 の パ タ ー ン で あ る と 定 義 し て お く 。 あ る 異 種 抗 体 の 糖 付 加
パ タ ー ン が 、 導 入 遺 伝 子 の CH遺 伝 子 の 由 来 と な っ た 種 よ り も 当 該 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 の 種 の 糖 付 加 パ タ ー ン の 方 に よ り 似 て い る と 当 業 者 が 認 識 す る の で あ れ ば 、 こ の
異 種 抗 体 の 糖 付 加 パ タ ー ン を 、 前 記 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 種 の 産 生 す る 抗 体 に
天 然 で 起 き る 糖 付 加 パ タ ー ン に 実 質 的 に 似 て い る と 特 徴 付 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 あ る 物 質 に 対 し て こ こ で 用 い ら れ る 用 語 「 天 然 で 発 生 す る 」 と は 、 物 質 が 自 然 界 に 見 ら
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れ る 事 実 を 言 う 。 例 え ば 、 （ ウ ィ ル ス を 含 む ） 生 物 中 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 天 然 に あ る 源 か ら 単 離 で き 、 実 験 室 で 人 間 に よ り 意 図 的 な 改 変
を 加 え ら れ て い な い ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 天 然 で 発 生 し た も の で あ る
。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 再 編 成 さ れ る 」 と は 、 Vセ グ メ ン ト が 、 D-J又 は Jセ グ メ ン ト の す ぐ
隣 に 位 置 す る こ と で 、 そ れ ぞ れ 完 全 V H 又 は V L ド メ イ ン を 実 質 的 に コ ー ド す る コ ン ホ メ ー シ
ョ ン と な る よ う な 重 鎖 又 は 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 の 立 体 配 置 を 言 う 。 再 編 成 の 起 き
た 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 抗 体 ） 遺 伝 子 座 は 、 生 殖 細 胞 系 DNAに 比 較 す る こ と で 特 定 で き 、 再 編
成 の 起 き た 遺 伝 子 座 は 少 な く と も 一 つ の 組 換 え ら れ た ７ 量 体 ／ ９ 量 体 相 同 配 列 を 有 す る で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 Vセ グ メ ン ト に 関 し て こ こ で 用 い る 用 語 「 再 編 成 の な い 」 又 は 「 生 殖 細 胞 系 の 立 体 配 置
」 と は 、 Vセ グ メ ン ト が 、 D又 は Jセ グ メ ン ト の す ぐ 隣 に 来 る よ う に 組 換 え ら れ て は い な い
立 体 配 置 を 言 う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 核 酸 分 子 」 に は 、 DNA分 子 及 び RNA分 子 が 包 含 さ れ る も の と 、 意 図 さ
れ て い る 。 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 で も 、 又 は 二 本 鎖 で も よ い が 、 好 ま し く は 二 本 鎖 DNAで あ る
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 CD25に 結 合 す る 全 抗 体 又 は 抗 体 部 分 （ 例 え ば V H 、 V L 、 CDR3な ど ） を コ ー ド す る 核 酸 に 関
し て こ こ で 用 い る 用 語 「 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 」 と は 、 当 該 イ ン タ ク ト 抗 体 又 は 抗 体 部 分 を
コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 CD25以 外 の 抗 原 に 結 合 す る 全 抗 体 又 は 抗 体 部 分 を コ ー ド
す る 、 天 然 で は ヒ ト ゲ ノ ム DNA中 で 当 該 核 酸 を フ ラ ン ク し て い る で あ ろ う 他 の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 ま な い こ と を 言 う も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 ヒ ト 抗 CD25
抗 体 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ：  1、 5、 9、 又 は 13 及 び 配 列 番 号 ： 3、 7、 11、 又 は 15に 示 さ
れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド さ れ た AB1、 AB7、 AB11、 又 は AB12 の 重 鎖 （ V H ） 及 び 軽 鎖
（ V L ） 可 変 ア ミ ノ 酸 領 域 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ こ に 開 示 及 び 請 求 す る よ う に 、 配 列 番 号 ： 1-4に 示 す 配 列 は 、 「 保 存 的 配 列 改 変 」 、
即 ち 、 当 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド さ れ た 、 又 は 、 当 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 、 本 抗
体 の 結 合 特 性 に 有 意 に 影 響 し な い 又 は 変 化 さ せ な い よ う な ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列
改 変 を 包 含 す る 。 こ の よ う な 保 存 的 配 列 改 変 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 付
加 及 び 欠 失 、 が あ る 。 ま た 、 例 え ば 部 位 指 定 変 異 誘 発 法 及 び PCR媒 介 変 異 誘 発 法 な ど 、 当
業 で 公 知 の 標 準 的 な 技 術 に よ っ て も 、 配 列 番 号 ： 1-4に 改 変 を 導 入 す る こ と が で き る 。 保
存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ る も
の が 含 ま れ る 。 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の フ ァ ミ リ ー が 当 業 で 定 義 さ れ て い る 。
こ れ ら の フ ァ ミ リ ー に は 、 塩 基 性 の 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ
ス チ ジ ン ） 、 酸 性 の 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ） 、 無 電
荷 の 極 性 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ス
レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 シ ス テ イ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ） 、 非 極 性 の 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例
え ば ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ
ニ ン ） 、 ベ ー タ 分 枝 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ス レ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ） 及
び 芳 香 族 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 ヒ
ス チ ジ ン ） 、 が あ る 。 こ の よ う に 、 ヒ ト 抗 CD25抗 体 の 中 で 予 測 さ れ る 重 要 で な い ア ミ ノ 酸
残 基 を 、 同 じ 側 鎖 フ ァ ミ リ ー の 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 更 に 本 発 明 は 、 本 抗 体 の CD25へ の 結 合 特 性 に 大 き く 影 響 す る 又 は 変 え る こ と な く 、 ア ミ
ノ 酸 残 基 の う ち の 一 つ 以 上 が 、 例 え ば ア シ ル 化 又 は 糖 付 加 な ど に よ り 誘 導 体 化 さ せ て あ る
よ う な 配 列 番 号 ：  2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 及 び 17-40 に 記 載 さ れ た 通 り の ア ミ ノ
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酸 配 列 及 び そ の 保 存 的 配 列 改 変 の 「 誘 導 体 」 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 本 抗 体 の 機 能 的 又 は 薬 物 動 態 上 の 特 徴 を 変 え る た め に 、 一 つ 以 上 の 変
更 を Fc領 域 に し て あ る よ う な 抗 体 も 包 含 す る 。 こ の よ う な 変 更 の 結 果 、  in a decrease o
r increase of C1q 及 び CDC結 合 が 減 少 又 は 増 加 し た り 、 あ る い は  Fcγ Rの 結 合 及 び 抗 体
依 存 的 細 胞 傷 害 性  (ADCC)が 減 少 又 は 増 加 し た り す る か も 知 れ な い 。 置 換 を 、 例 え ば 重 鎖
定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 残 基 234、 235、 236、 237、 297、 318、 320、 及 び 322の う ち の 一 つ 以 上
で 行 う と 、 抗 原 へ の 結 合 を 保 持 し な が ら も 未 改 変 の 抗 体 に 比 較 し て エ フ ェ ク タ 機 能 を 変 え
る こ と が で き る 。 米 国 第 5,624,821号 及 び 米 国 第 5,648,260号 を 参 照 さ れ た い 。 更 な る 参 考
を 、  ADCCを 増 加 さ せ る 変 更 さ れ た Fc領 域 を 持 つ 抗 体 を 開 示 す る  WO 00/42072や 、 抗 体 の F
cRIへ の 結 合 能 を 変 え る こ と で 、 こ の 抗 体 の C1qへ の 結 合 能 を 減 少 さ せ 、 ひ い て は こ の 抗 体
の 補 体 固 定 能 を 減 少 さ せ る よ う な CH2ド メ イ ン の Ｎ 末 端 領 域 の 変 異 を 有 す る 抗 体 を 開 示 し
た WO 94/29351 を 参 照 さ れ た い 。 更 に 、 Shields et al., J. Biol. Chem. (2001) 276:65
91-6604は 、 Fcγ RIII結 合 を 高 め る 組 合 せ バ リ ア ン ト 、 例 え ば T256A/S298A、 S298A/E333A
、 及 び S298A/E333A/K334Aを 教 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 抗 体 の in vivo 半 減 期 は ま た 、 当 該 分 子 が イ ン タ ク ト CH2ド メ イ ン 又 は イ ン タ ク ト IgF
c領 域 を 含 ま な い よ う に 、 Ig定 常 ド メ イ ン 又 は Ig様 定 常 ド メ イ ン の 再 利 用 受 容 体 エ ピ ト ー
プ を 改 変 す る こ と に よ っ て も 、 向 上 さ せ る こ と が で き る 。 米 国 第 6,121,022号 及 び 米 国 第 6
,194,551号 を 参 照 さ れ た い 。 さ ら に in vivo 半 減 期 は 、 例 え ば 位 置 252の ス レ オ ニ ン を ロ
イ シ ン に 置 換 し た り 、 位 置 254の ス レ オ ニ ン を セ リ ン に 置 換 し た り 、 あ る い は 位 置 256の ス
レ オ ニ ン を フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 置 換 す る な ど 、 Fc領 域 で 変 異 を 作 る こ と で も 増 加 さ せ る こ
と が で き る 。 米 国 第 6,277,375号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 更 に 、 本 抗 体 の エ フ ェ ク タ 機 能 を 変 え る た め に 本 抗 体 の 糖 付 加 パ タ ー ン を 変 更 す る こ と
も で き る 。 例 え ば 、 Fcの Fcγ RIIIへ の 親 和 性 を 高 め 、 ひ い て は NK細 胞 の 存 在 下 で の 本 抗 体
の ADCCを 増 加 さ せ る た め に 、 Fcの 位 置 297の Asnに 付 着 し た 糖 に 通 常 付 着 さ せ ら れ る フ コ ー
ス 単 位 を 加 え な い ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ で 、 本 抗 体 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 Shield e
t al. (2002) J. Biol. Chem., 277:26733を 参 照 さ れ た い 。 更 に 、 CDCを 改 変 す る た め に
、 ガ ラ ク ト シ ル 化 の 改 変 を 行 う こ と が で き る 。 更 な る 参 照 を 、 GntIIIを 発 現 す る よ う に 操
作 し て 、 糖 の 形 が 変 え ら れ 、 ADCC活 性 が 向 上 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 さ せ る よ う に
し た CHO細 胞 株 を 開 示 し た WO 99/54342 及 び Umana et al., Nat. Biotechnol. (1999) 17:
176 に さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 更 に 、 本 発 明 の Fabフ ラ グ メ ン ト な ど の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を PEG化 し て 半 減 期 を 増 す こ と
が で き る 。 こ れ は 、 例 え ば Focus on
Growth Factors (1992) 3:4-10; EP 154 316 及 び EP 401 384で 解 説 さ れ て い る よ う に 、
当 業 で 公 知 の PEG化 反 応 に よ り 、 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 代 替 的 に は 、 別 の 実 施 態 様 で は 、 例 え ば 飽 和 変 異 誘 発 法 な ど に よ り 、 変 異 を 抗 CD25抗 体
コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 全 部 又 は 一 部 に わ た っ て ラ ン ダ ム に 導 入 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 改
変 さ れ た 抗 CD25抗 体 を 、 結 合 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 従 っ て 、 こ こ に 開 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 ） に コ ー ド さ れ た
、 及 び ／ 又 は 、 こ こ に 開 示 さ れ た （ 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 ） ア ミ ノ 酸 配 列
（ 即 ち 、 配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 及 び 17-40)を 含 有 す る 抗 体 に は 、 保 存
的 に 改 変 さ れ た 同 様 の 配 列 に コ ー ド さ れ た 、 又 は 、 保 存 的 に 改 変 さ れ た 同 様 の 配 列 を 含 有
す る 、 実 質 的 に 同 様 の 抗 体 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 実 質 的 に 同 様 の 抗 体 を 、 こ こ に 配 列 番
号 ：  2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 及 び 17-40と し て 開 示 さ れ た 部 分 的 （ 即 ち 重 鎖 及 び 軽
鎖 可 変 領 域 ） 配 列 に 基 づ い て 作 製 で き る か に つ い て の 更 な る 議 論 を 、 下 に 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し 、 用 語 「 相 同 性 」 は 、 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 挿 入 又
は 欠 失 が あ り な が ら も 、 最 適 に ア ラ イ メ ン ト し て 比 較 し た 場 合 の ２ つ の 核 酸 又 は ア ミ ノ 酸
配 列 間 の 同 一 性 の 程 度 を 指 す 。 代 替 的 に は 、 DNAの 数 セ グ メ ン ト が 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 条 件 下 で 当 該 鎖 の 相 補 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と き に 、 実 質 的 な 相 同 性 が 存 在
す る こ と と す る 。 二 つ の 配 列 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 こ れ ら 二 つ の 配 列 を 最 適 に ア ラ イ
メ ン ト す る の に 導 入 せ ね ば な ら な い ギ ャ ッ プ の 数 、 及 び 各 ギ ャ ッ プ の 長 さ を 考 慮 に 入 れ た
と き の 、 こ れ ら 配 列 に 共 通 の 同 一 位 置 の 数 の 関 数 で あ る （ 即 ち 、 ％ 相 同 性 ＝ 同 一 位 置 の 数
／ 位 置 の 総 数 × 100） 。 二 つ の 配 列 間 の 配 列 の 比 較 及 び パ ー セ ン ト 同 一 性 の 決 定 は 、 以 下
の 非 限 定 的 な 例 に 解 説 す る よ う に 、 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 二 つ の ヌ ク レ オ チ ド 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 GCGソ フ ト ウ ェ ア ・ パ ッ ケ ー ジ （ http://
www.gcg.comで 入 手 で き る ） の GAPプ ロ グ ラ ム を 用 い 、 NWSgapdna.CMP マ ト リ ッ ク ス を 用 い
て 、 ギ ャ ッ プ ・ ウ ェ イ ト を 40、 50、 60、 70、 又 は 80 に し 、 そ し て レ ン グ ス ・ ウ ェ イ ト を 1
、 2、 3、 4、 5、 又 は 6に し て 決 定 す る こ と が で き る 。 二 つ の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配
列 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は ま た 、 ALIGNプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2.0)に 組 み 込 ま れ た  E. 
マ イ ヤ ー ス 及 び W. ミ ラ ー の ア ル ゴ リ ズ ム (Comput. Appl. Biosci., 4:11-17 (1988)) を
用 い 、 PAM120 ウ ェ イ ト 残 基 表 を 用 い て 、 ギ ャ ッ プ ・ レ ン グ ス ・ ペ ナ ル テ ィ を 12、 そ し て
ギ ャ ッ プ ・ ペ ナ ル テ ィ を 4に し て 、 決 定 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 二 つ の ア ミ ノ 酸 配 列
間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 GCGソ フ ト ウ ェ ア ・ パ ッ ケ ー ジ （ http://www.gcg.comで 入 手 で
き る )の GAPプ ロ グ ラ ム に 組 み 込 ま れ た ニ ー ド ル マ ン 及 び ワ ン シ ュ
(J.
Mol. Biol. (48):444-453 (1970))の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い 、 Blossum 62 行 列 又 は PAM250行
列 の い ず れ か を 用 い て 、 ギ ャ ッ プ ・ ウ ェ イ ト を 16、 14、 12、 10、 8、 6、 又 は 4に し 、 レ ン
グ ス ・ ウ ェ イ ト を 1、 2、 3、 4、 5、 又 は 6に し て 、 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 核 酸 及 び タ ン パ ク 質 の 配 列 を 「 ク エ リ ー 配 列 」 と し て 利 用 し て 、 公 開 デ
ー タ ベ ー ス の 検 索 を 行 っ て 、 例 え ば 関 連 す る 配 列 を 同 定 す る こ と な ど が で き る 。 こ の よ う
な 検 索 は 、 Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10の NBLAST 及 び XBLASTプ
ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2.0） を 利 用 す れ ば 行 え る 。 BLASTヌ ク レ オ チ ド 検 索 を 、 NBLASTプ ロ
グ ラ ム を 用 い 、 ス コ ア = 100、 ワ ー ド 長 = 12 に し て 行 う と 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 に 相 同 な ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 得 る こ と が で き る 。 BLASTタ ン パ ク 質 検 索 を 、  XBLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い
、 ス コ ア = 50、 ワ ー ド 長 = 3に し て 行 う と 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 分 子 に 相 同 な ア ミ ノ 酸 配
列 を 得 る こ と が で き る 。 比 較 を 目 的 と し て ギ ャ ッ プ の あ る ア ラ イ メ ン ト を 行 う に は 、 Gapp
ed BLAST を Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402が 解 説 す る
と お り に 利 用 で き る 。 BLAST及 び ギ ャ ッ プ ド BLASTプ ロ グ ラ ム を 利 用 す る 場 合 、 各 プ ロ グ ラ
ム の （ 例 え ば XBLAST 及 び NBLAST)の デ フ ォ ル ト ・ パ ラ メ ー タ を 利 用 で き る 。 http://www.n
cbi.nlm.nih.gov. を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 当 該 核 酸 は 全 細 胞 中 に あ っ て も 、 細 胞 ラ イ セ ー ト 中 に あ っ て も 、 又 は 部 分 的 に 精 製 さ れ
た も し く は 実 質 的 に 純 粋 な 形 で 存 在 し て も よ い 。 核 酸 は 、 ア ル カ リ ／ SDS処 理 、 CsClバ ン
デ ィ ン グ 、 カ ラ ム ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 及 び 当 業 で 公 知 の 他
の 技 術 を 含 む 標 準 的 な 技 術 に よ り 、 例 え ば 他 の 細 胞 内 核 酸 又 は タ ン パ ク 質 な ど 、 他 の 細 胞
成 分 又 は 他 の 混 入 物 質 を 取 り 除 い て 精 製 さ れ て い る 場 合 に 、 「 単 離 さ れ て い る 」 又 は 「 実
質 的 に 純 粋 で あ る 」 こ と に な る 。
F. Ausubel, et al., ed. Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, New York (1987)を 参 照 さ れ た い
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 cDNA、 ゲ ノ ム 又 は 混 合 物 由 来 で あ る 本 発 明 の 核 酸 組 成 物 は 、 し ば し ば 天 然 配 列 （ 改 変 さ
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れ た 制 限 部 位 等 を 除 き ） の ま ま で あ る が 、 遺 伝 子 配 列 を 提 供 す る 標 準 的 技 術 に 従 っ て 変 異
さ せ て も よ い 。 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 場 合 、 こ れ ら の 変 異 は 、 必 要 に 応 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 左
右 す る も の で も よ い 。 具 体 的 に は 、 こ こ で 解 説 し た 天 然 V、 D、 J、 定 常 、 ス イ ッ チ 及 び 他
の こ の よ う な 配 列 に 実 質 的 に 相 同 又 は 由 来 と す る DNA配 列 が 考 え ら れ る （ 「 由 来 す る 」 が
、 あ る 配 列 が 別 の 配 列 と 同 一 か 、 も し く は 別 の 配 列 か ら 改 変 さ れ て い る こ と を 指 す 場 合 ）
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 核 酸 は 、 別 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に 置 か れ た と き に 「 作 動 的 に 連 結 さ れ た 」 こ と に
な る 。 例 え ば 、 あ る プ ロ モ ー タ 又 は エ ン ハ ン サ が 、 あ る コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 転 写 を 左 右 す
る の で あ れ ば 、 そ の 配 列 に 作 動 的 に 連 結 さ れ て い る こ と に な る 。 調 節 配 列 の 転 写 に 関 す る
場 合 、 作 動 的 に 連 結 さ れ た と は 、 連 結 し よ う と す る DNA配 列 が 連 続 し て い る こ と を 意 味 し
、 ま た ２ つ の タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 接 合 す る た め に 必 要 な 場 合 に は 、 連 続 し 、 か
つ 読 み 取 り 枠 内 に あ る こ と を 意 味 す る 。 ス イ ッ チ 配 列 の 場 合 に は 、 作 動 的 に 連 結 さ れ た 、
と は 、 当 該 配 列 が ス イ ッ チ 組 換 え を 起 こ し 得 る こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 ベ ク タ 」 と は 、 連 結 さ れ た 先 の 別 の 核 酸 を 輸 送 で き る 核 酸 分 子 を 言
う も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 ベ ク タ の 一 種 が 、 付 加 的 な DNAセ グ メ ン ト を 連 結 で き る 環 状
の 二 本 鎖 DNAル ー プ を 言 う 「 プ ラ ス ミ ド 」 で あ る 。 ベ ク タ の も う 一 つ の 種 類 が ウ ィ ル ス ベ
ク タ で あ り 、 こ の 場 合 、 付 加 的 な DNAセ グ メ ン ト は 、 ウ ィ ル ス ゲ ノ ム 内 に 連 結 さ せ る こ と
が で き る 。 い く つ か の ベ ク タ は 、 導 入 さ れ た 先 の ホ ス ト 細 胞 内 で 自 律 的 複 製 が 可 能 で あ る
（ 例 え ば 細 菌 由 来 の 複 製 開 始 点 を 有 す る 細 菌 ベ ク タ や 、 エ ピ ソ ー ム ほ 乳 類 ベ ク タ な ど ） 。
他 の ベ ク タ （ 例 え ば 非 エ ピ ソ ー ム ほ 乳 類 ベ ク タ な ど ） は 、 ホ ス ト 細 胞 に 導 入 さ れ る や 、 ホ
ス ト 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る た め 、 ホ ス ト ゲ ノ ム と 一 緒 に 複 製 さ れ る 。 さ ら に 、 い く
つ か の ベ ク タ は 、 作 動 的 に 連 結 さ れ た 先 の 遺 伝 子 の 発 現 を 命 令 す る こ と が で き る 。 こ の よ
う な ベ ク タ を こ こ で は 「 組 換 え 発 現 ベ ク タ 」 （ 又 は 単 に 「 発 現 ベ ク タ 」 ） と 呼 ぶ 。 一 般 的
に 、 組 換 え DNA技 術 で 実 用 性 の あ る 発 現 ベ ク タ は 、 し ば し ば プ ラ ス ミ ド の 形 で あ る 。 本 明
細 書 で は 、 プ ラ ス ミ ド が 最 も 普 通 に 用 い ら れ て い る 形 の ベ ク タ で あ る た め 、 「 プ ラ ス ミ ド
」 及 び 「 ベ ク タ 」 を 交 換 可 能 に 用 い て い る 場 合 が あ る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 に は 、 例 え
ば ウ ィ ル ス ベ ク タ （ 例 え ば 複 製 欠 陥 レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 及 び ア デ ノ 随 伴 ウ ィ
ル ス ） な ど 、 同 等 の 機 能 を 果 た す 他 の 形 の こ の よ う な 発 現 ベ ク タ も 包 含 さ れ る こ と が 、 意
図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 組 換 え ホ ス ト 細 胞 （ 又 は 単 に 「 ホ ス ト 細 胞 」 ） と は 、 組 換 え 発 現 ベ
ク タ が 導 入 さ れ た 細 胞 を 言 う も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 こ の よ う な 用 語 は 、 特 定 の 対 象 細
胞 だ け で な く 、 こ の よ う な 細 胞 の 後 代 も 言 う も の と 意 図 さ れ て い る こ と は 、 理 解 さ れ ね ば
な ら な い 。 突 然 変 異 又 は 環 境 に よ る 影 響 が 原 因 で 、 特 定 の 改 変 が 継 代 に 起 き る 場 合 が あ る
た め 、 こ の よ う な 後 代 は 実 際 に は 親 細 胞 と 同 一 で な い か も 知 れ な い が 、 そ れ で も 尚 、 こ こ
で 用 い る 用 語 「 ホ ス ト 細 胞 」 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 組 換 え ホ ス ト 細 胞 に は 、 例 え ば 、 CHO
細 胞 及 び NS/0細 胞 な ど 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 対 象 」 に は 、 ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 が 含 ま れ る 。 用 語 「 非 ヒ ト 動 物 」
に は 、 例 え ば ほ 乳 動 物 及 び 非 哺 乳 動 物 、 例 え ば ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ウ シ 、
ニ ワ ト リ 、 両 生 類 、 は 虫 類 等 、 あ ら ゆ る 脊 椎 動 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 用 語 「 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 と は 、 １ つ 以 上 の ヒ ト 重 鎖 及 び ／ 又 は 軽 鎖 導 入
遺 伝 子 又 は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ ー ム （ 当 該 動 物 の 天 然 の ゲ ノ ム DNAに 組 み 込 ま せ て 、 又 は 組
み 込 ま せ ず に ） を 含 み 、 完 全 ヒ ト 抗 体 を 発 現 す る こ と が で き る ゲ ノ ム を 有 す る 非 ヒ ト 動 物
を 言 う 。
例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス は 、 こ の マ ウ ス を CD25抗 原 及 び ／ 又 は CD25発 現 細 胞
で 免 疫 し た と き に ヒ ト 抗 CD25抗 体 を 産 生 す る よ う に 、 ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 と 、 ヒ ト 重 鎖 導
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入 遺 伝 子 又 は ヒ ト 重 鎖 ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ ー ム と を 有 す る こ と が で き る 。 本 ヒ ト 重 鎖 及 び 軽
鎖 導 入 遺 伝 子 及 び ／ 又 は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ ー ム は 、 マ ウ ス の 染 色 体 DNAに 組 み 込 ま せ る こ
と も 、 又 は 、 染 色 体 外 に 維 持 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び ト ラ
ン ス ク ロ モ ゾ ー マ ル ・ マ ウ ス （ ま と め て 、 「 こ こ で は 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス 」 と
呼 ぶ ） は 、 V-D-J組 換 え 及 び ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ を 起 こ す こ と に よ り 、 CD25に 対
し て 複 数 の ア イ ソ タ イ プ の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
(例 え ば  IgG、 IgA、 IgM、 IgD及 び ／ 又 は IgE) を 産 生 す る こ と が で き る 。 非 ヒ ト ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 さ ら に 、 当 該 遺 伝 子 を 、 動 物 の 乳 内 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 に 作 動 的 に 連
結 さ せ る な ど に よ り 、 こ の よ う な 特 異 的 抗 CD25抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と に
よ り 、 特 異 的 抗 CD25抗 体 の 作 製 に も 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 多 様 な 局 面 を 、 以 下 の
小 項 で 更 に 詳 述 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 従 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 法 、 例 え ば Kohler and Mil
stein (1975)  256: 495の 標 準 的 な 体 細 胞 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 な ど 、 を 含
む 多 様 な 技 術 に よ り 作 製 で き る 。 体 細 胞 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 が 基 本 的 に は 好 適 で あ
る が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 他 の 技 術 、 例 え ば Ｂ リ ン パ 球 の ウ ィ ル ス 又 は 腫 瘍 形
成 性 形 質 転 換 や 、 又 は 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 の ラ イ ブ ラ リ を 用 い た フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ 技
術 な ど 、 も 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る た め の 好 適 な 動 物 系 は マ
ウ ス 系 で あ る 。 マ ウ ス に お け る ハ イ ブ リ ド ー マ 作 製 は 大 変 よ く 確 立 さ れ た 手 法 で あ る 。 融
合 用 の 免 疫 化 脾 細 胞 の 免 疫 プ ロ ト コ ル 及 び 単 離 の た め の 技 術 は 当 業 で 公 知 で あ る 。 融 合 相
手 （ 例 え ば マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 ） 及 び 融 合 法 も 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 あ る 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 CD25を 狙 っ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 マ ウ ス 系 で は な く
ヒ ト 免 疫 系 の 一 部 を 持 つ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 又 は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ ー マ ル ・ マ ウ ス を 用 い
て 作 製 で き る 。 こ れ ら の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ ー ム ・ マ ウ ス に は 、 そ
れ ぞ れ
例 え ば HCo7及 び HCo12マ ウ ス な ど 、 こ こ で HuMAbマ ウ ス と 呼 ば れ る マ ウ ス が 含 ま れ 、 ま と め
て こ こ で は 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス 」 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 HuMAbマ ウ ス は 、 再 編 成 の な い ヒ ト 重 鎖 （ μ 及 び γ ） 及 び κ 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 を
コ ー ド す る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 最 小 遺 伝 子 座 を 、 内 因 性 μ 及 び κ 鎖 遺 伝 子 座 を 不 活
性 化 さ せ る 標 的 化 さ れ た 変 異 と 一 緒 に 含 有 す る
(Lonberg,
N. et al. (1994) Nature 368 (6474):856-859)。 従 っ て 、 こ の マ ウ ス は 、 マ ウ ス IgM及 又
は κ 軽 鎖 の 低 い 発 現 を 示 し 、 そ し て 免 疫 化 に 応 答 し て 、 導 入 さ れ た ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 導 入
遺 伝 子 が ク ラ ス ・ ス イ ッ チ ン グ 及 び 体 細 胞 変 異 を 起 こ し て 、 高 親 和 ヒ ト  IgG,κ モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る
(Lonberg,
N. et al. (1994), supra; reviewed in Lonberg, N. (1994) Handbook of
Experimental Pharmacology 113:49-101; Lonberg, N. and Huszar, D. (1995) Intern. 
Rev.
Immunol. Vol. 13:65-93, and Harding, F. and Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y.
Acad. Sci 764:536-546)。 HuMAbマ ウ ス の 調 製 は Taylor, L. et al. (1992) Nucleic Acid
s Research 20:6287-6295; Chen, J. et al (1993) International
Immunology 5:647-656; Tuaillon et al. (1994) J. Immunol. 152:2912-2920; Lonberg 
N. et
al., (1994) Nature 368(6474):856-859; Lonberg, N. (1994) Handbook of Experimenta
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113:49-101; Taylor, L. et al. (1994) International Immunology 6:579-591; Lonberg
, N. and Huszar, D. (1995) Intern. Rev.
Immunol. Vol. 13:65-93; Harding, F. and Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y.
Acad. Sci 764:536-546; Fishwild, D. et al. (1996) Nature
Biotechnology 14:845-851に 詳 述 さ れ て い る 。 更 に 、 す べ て Lonberg 及 び Kayの 米 国 第 5,5
45,806号 ； 米 国 第 5,569,825号 ； 米 国 第 5,625,126号 ； 米 国 第 5,633,425号 ； 米 国 第 5,789,6
50号 ； 米 国 第 5,877,397号 ； 米 国 第 5,661,016号 ； 米 国 第 5,814,318号 ； 米 国 第 5,874,299号
； 及 び 米 国 第 5,770,429号 や 、 Surani et al の 米 国 第 5,545,807号 ； WO 98/24884, WO 94/
25585、 WO 93/1227、 WO 92/22645、 WO 92/03918 及 び WO 01/09187も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 HCo7マ ウ ス は JKD 破 壊 を そ れ ら の 内 因 性 軽 鎖 (カ ッ パ ） 遺 伝 子 に （ Chen et al. (1993) 
EMBO J. 12:
821-830に 解 説 さ れ た と お り ） 、 CMD
破 壊 を そ れ ら の 内 因 性 重 鎖 遺 伝 子 （ WO 01/14424の 実 施 例 １ に 解 説 さ れ た と お り ） 、 KCo5
ヒ ト  カ ッ パ 軽 鎖 導 入 遺 伝 子  (Fishwild et al. (1996) Nature Biotechnology 14:845-85
1に 解 説 さ れ た と お り )、 及 び HCo7ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子  (米 国 第 5,770,429号 に 解 説 さ れ た
通 り )に 持 つ 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 HCo12マ ウ ス は JKD 破 壊 を そ れ ら の 内 因 性 軽 鎖 (カ ッ パ ） 遺 伝 子 に （ Chen et al. (1993)
 EMBO J. 12:
821-830に 解 説 さ れ た と お り ） 、 CMD
破 壊 を そ れ ら の 内 因 性 重 鎖 遺 伝 子 （ Korman et al.に よ る WO 01/14424の 実 施 例 １ に 解 説 さ
れ た と お り ） 、 KCo5ヒ ト  カ ッ パ 軽 鎖 導 入 遺 伝 子  (Fishwild et al. (1996) Nature Biote
chnology 14:845-851に 解 説 さ れ た と お り ） 、 及 び HCo12ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子  (Korman et 
al.に よ る WO 01/14424 の 実 施 例 ２ に 解 説 さ れ た 通 り ） に 持 つ 。 KMマ ウ ス 株 に お い て は 、
内 因 性 の マ ウ ス カ ッ パ 軽 鎖 遺 伝 子 は 、 Chen et
al. (1993) EMBO J. 12:811-820に 解 説 さ れ た 通 り に ホ モ 接 合 型 に 破 壊 さ れ て お り 、 ま た
そ の 内 因 性 マ ウ ス 重 鎖 遺 伝 子 は 、 WO 01/09187の 実 施 例 １ に 解 説 さ れ た 通 り に ホ モ 接 合 型
に 破 壊 さ れ て い る 。 こ の マ ウ ス 株 は 、 Fishwild et al. (1996) Nature Biotechnology 14
:845-851に 解 説 さ れ た 通 り の ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 導 入 遺 伝 子  KCo5を 持 つ 。 更 に こ の マ ウ ス 株
は 、 WO 02/43478に 解 説 さ れ て い る よ う に 、 染 色 体 １ ４ 断 片 hCF (SC20) か ら 成 る ヒ ト 重 鎖
ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ ー ム も 持 つ 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
免 疫 処 理
　 CD25に 対 す る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め に は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺
伝 子 を 含 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク も し く は ト ラ ン ス ク ロ モ ソ ー マ ル ・ マ ウ ス （ 例 え ば HC
o12、 HCo7又 は KMマ ウ ス ） を 、 上 記 の Lonberg, N. et al. (1994) 上 記 の Fishwild, D. et
 al. (1996) 及 び  WO 98/24884に 解 説 さ れ た よ う に CD25抗 原 の 濃 縮 製 剤 、 組 換 え CD25、 及
び ／ 又 は CD25発 現 細 胞 で 免 疫 す る こ と が で き る 。 代 替 的 に は 、 マ ウ ス を 、 ヒ ト CD25を コ ー
ド す る DNAで 免 疫 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 当 該 マ ウ ス は １ 回 目 の 輸 注 時 に ６ 乃 至
１ ６ 週 齢 で あ る と よ い 。 例 え ば 、 CD25抗 原 の 濃 縮 製 剤 又 は 組 換 え CD25抗 原 を 用 い て 、 HuMA
bマ ウ ス を 腹 腔 内 に よ り 免 疫 す る こ と が で き る 。 CD25抗 原 の 精 製 も し く は 濃 縮 製 剤 を 用 い
た 免 疫 処 置 で も 抗 体 が 生 じ な い 場 合 、 細 胞 株 な ど 、 CD25発 現 細 胞 で マ ウ ス を 免 疫 し て 、 免
疫 応 答 を 促 進 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 多 様 な 抗 原 を 用 い て 蓄 積 し た 経 験 で は 、 HuMAbト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 ま ず CD25
発 現 細 胞 を 完 全 又 は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ・ ア ジ ュ バ ン ト に 入 れ て 腹 腔 内 （ IP） 又 は 皮 下 （ SC
） 免 疫 し 、 そ の 後 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） な ど に CD25発 現 細 胞 を 入 れ て （ 最 高 で 合
計 １ ０ 回 ） IP免 疫 処 置 し た と き に 最 も 良 く 応 答 す る こ と が 示 さ れ た 。 免 疫 応 答 は 、 眼 窩 後
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方 の 採 血 で 得 た 血 清 試 料 で 、 免 疫 プ ロ ト コ ル の 経 過 に わ た っ て 観 察 す る こ と が で き る 。 こ
の 血 清 は FACS分 析 （ 以 下 に 解 説 す る よ う に ） で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 充 分 な 抗
体 価 の 抗 CD25ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 持 つ マ ウ ス を 融 合 に 用 い る こ と が で き る 。 マ ウ ス は 、
と 殺 並 び に 脾 臓 及 び リ ン パ 節 の 摘 出 か ら 例 え ば ３ 日 及 び ２ 日 前 な ど に CD25発 現 細 胞 を 静 注
し て 追 加 免 疫 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
CD25に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
　 CD25に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る に は 、 免 疫
後 の マ ウ ス か ら 脾 細 胞 及 び リ ン パ 節 細 胞 を 単 離 し 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 な ど の 適 し た 不 死
化 細 胞 株 に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ う し て 出 来 た ハ イ ブ リ ド ー マ を 次 に 、 抗 原 特 異 的
抗 体 の 産 生 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 例 え ば 免 疫 さ れ た マ ウ ス 由 来 の 脾
臓 リ ン パ 球 の 単 個 細 胞 懸 濁 液 を 、 50% PEG(w/v） で 、 SP2/0-Ag14 骨 髄 腫 細 胞  (ATCC, CRL 
1581) に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 細 胞 を 平 ら な 平 底 微 量 定 量 プ レ ー ト に １ ウ ェ ル 当 た り
ほ ぼ 1× 10 5 個 に な る よ う に プ レ ー ト し た 後 、 通 常 の 試 薬 の 他 に 10% 胎 児 ク ロ ー ン 血 清 、 5 
Origen ハ イ ブ リ ド ー マ ・ ク ロ ー ニ ン グ ・ フ ァ ク タ ー  (IGEN)及 び 1X HAT (シ グ マ 社 ） を 含
有 す る 選 択 培 地 で ２ 週 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が で き る 。 ほ ぼ ２ 週 間 後 、 HATを HT（
シ グ マ 社 ） に 取 り 替 え た 培 地 で 細 胞 を 培 養 す る こ と が で き る 。 次 に 個 々 の ウ ェ ル を ELISA
に よ り ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 含 有 抗 体 に つ い て 、 そ し て FACS分 析 に よ り CD25発 現 細 胞 を 用 い て CD
25特 異 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 広 汎 な ハ イ ブ リ ド ー マ 成 長 が 起 き た
ら 、 通 常 は ７ 乃 至 １ ０ 日 後 に 、 ク ロ ー ン を IgG産 生 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で
き る 。 抗 体 を 分 泌 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ を 再 度 プ レ ー ト し 、 再 度 ス ク リ ー ニ ン グ し 、 ヒ
ト IgGに つ い て ま だ 尚 陽 性 で あ れ ば 、 抗 CD25モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 限 界 希 釈 に よ り 少 な く
と も ２ 回 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 次 に 安 定 な サ ブ ク ロ ー ン を in vitroで 培
養 し て 、 抗 体 を 組 織 培 養 培 地 中 に 生 じ さ せ 、 特 徴 付 け に 向 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
CD25に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ の 作 製
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 当 業 で 公 知 の よ う に 、 組 換 え DNA技 術 及 び 遺 伝 子 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 法 の 組 合 せ な ど を 用 い て 、 ホ ス ト 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ で 作 製 す る こ と も で き
る
(Morrison,
S. (1985) Science 229:1202)。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 例 え ば 、 本 抗 体 又 は そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 発 現 さ せ る た め に 、 部 分 的 又 は 完 全 長 軽 鎖
及 び 重 鎖 を コ ー ド す る DNAを 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 技 術
(例 え ば  PCR増 幅 法 、 部 位 指 定 変 異 誘 発 法 ） に よ り 得 る こ と が で き 、 当 該 遺 伝 子 が 転 写 及
び 翻 訳 調 節 配 列 に 作 動 的 に 連 結 さ れ て い る よ う に 、 発 現 ベ ク タ 内 に 挿 入 す る こ と が で き る
。 こ の 文 脈 に お い て 、 用 語 「 作 動 的 に 連 結 さ れ て い る 」 は 、 当 該 ベ ク タ 内 の 転 写 及 び 翻 訳
調 節 配 列 が 当 該 抗 体 遺 伝 子 の 転 写 及 び 翻 訳 を 調 節 す る と い う 、 そ れ ら に 意 図 さ れ た 機 能 を
果 た す よ う に 、 抗 体 遺 伝 子 が ベ ク タ に ラ イ ゲ ー ト さ れ て い る こ と を 意 味 す る も の と 、 意 図
さ れ て い る 。 該 発 現 ベ ク タ 及 び 発 現 調 節 配 列 は 、 用 い ら れ る 発 現 ホ ス ト 細 胞 に 適 合 性 が あ
る よ う に 、 選 択 さ れ る 。 該 抗 体 軽 鎖 遺 伝 子 及 び 該 抗 体 重 鎖 遺 伝 子 を 別 々 の ベ ク タ に 挿 入 す
る こ と も 、 あ る い は よ り 典 型 的 に は 、 両 方 の 遺 伝 子 を 同 じ 発 現 ベ ク タ に 挿 入 す る 。 本 抗 体
遺 伝 子 は 、 標 準 的 な 方 法 に よ り 発 現 ベ ク タ 内 に 挿 入 さ れ る (例 え ば 抗 体 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン
ト 及 び ベ ク タ 上 の 相 補 的 な 制 限 部 位 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 、 又 は 、 制 限 部 位 が 存 在 し な い 場 合
に は 平 滑 末 端 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン ） 。 こ こ で 解 説 さ れ た 抗 体 の 軽 鎖 及 び 重 鎖 可 変 領 域 を 用 い
る と 、 V H セ グ メ ン ト が ベ ク タ 内 の C H セ グ メ ン ト に 作 動 的 に 連 結 さ れ 、 そ し て V L セ グ メ ン ト
が ベ ク タ 内 の C L セ グ メ ン ト に 作 動 的 に 連 結 さ れ て い る よ う に 、 所 望 の ア イ ソ タ イ プ の 重 鎖
定 常 及 び 軽 鎖 定 常 領 域 を 既 に コ ー ド し て い る 発 現 ベ ク タ 内 に そ れ ら を 挿 入 す る こ と に よ り
、 あ ら ゆ る 抗 体 ア イ ソ タ イ プ の 完 全 長 抗 体 遺 伝 子 を 作 製 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 又 は
代 替 的 に 、 該 組 換 え 発 現 ベ ク タ は 、 ホ ス ト 細 胞 か ら の 本 抗 体 鎖 の 分 泌 を 促 す シ グ ナ ル ・ ペ
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プ チ ド を コ ー ド し て い て も よ い 。 本 抗 体 鎖 遺 伝 子 を 、 当 該 の シ グ ナ ル ・ ペ プ チ ド が 本 抗 体
鎖 遺 伝 子 の ア ミ ノ 末 端 に イ ン フ レ ー ム で 連 結 し て い る よ う に 、 該 ベ ク タ 内 に ク ロ ー ニ ン グ
す る こ と が で き る 。 こ の シ グ ナ ル ・ ペ プ チ ド は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ・ シ グ ナ ル ・ ペ プ チ ド で
あ っ て も 、 又 は 、 異 種 の シ グ ナ ル ・ ペ プ チ ド （ 即 ち 、 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 由 来 の
シ グ ナ ル ・ ペ プ チ ド ） で あ っ て も よ い
。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 抗 体 鎖 遺 伝 子 に 加 え 、 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ は 、 ホ ス ト 細 胞 内 で 本 抗 体 鎖 遺 伝 子
の 発 現 を 調 節 す る 調 節 配 列 を 持 つ 。 用 語 「 調 節 配 列 」 に は 、 本 抗 体 鎖 遺 伝 子 の 転 写 又 は 翻
訳 を 調 節 す る プ ロ モ ー タ 、 エ ン ハ ン サ 及 び 他 の 発 現 調 節 因 子 （ 例 え ば ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ
ン ・ シ グ ナ ル ） が 含 ま れ る も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 こ の よ う な 調 節 配 列 は 、 例 え ば Goed
del; Gene Expression Technology. Methods in Enzymology 185,
Academic Press, San Diego, Calif. (1990)に 解 説 さ れ て い る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 調 節 配
列 の 選 択 を 含 め 、 発 現 ベ ク タ の デ ザ イ ン は 、 形 質 転 換 さ せ よ う と す る ホ ス ト 細 胞 の 選 択 、
所 望 の タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル 等 の 因 子 に 応 じ る で あ ろ う こ と は 理 解 さ れ よ う 。 哺 乳 動 物 ホ
ス ト 細 胞 発 現 に と っ て 好 適 な 調 節 配 列 に は 、 例 え ば サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス （ CMV） 、 シ ミ
ア ン ・ ウ ィ ル ス 40（ SV40） 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 （ 例 え ば ア デ ノ ウ ィ ル ス の 主 要 後 期 プ ロ モ
ー タ （ AdMLP） ） 及 び ポ リ オ ー マ を 由 来 と す る プ ロ モ ー タ 及 び ／ 又 は エ ン ハ ン サ な ど 、 哺
乳 動 物 細 胞 で 高 レ ベ ル の タ ン パ ク 質 発 現 を 命 令 す る ウ ィ ル ス 配 列 が 含 ま れ る 。 代 替 的 に は
、 ユ ビ キ チ ン ・ プ ロ モ ー タ 又 は β -グ ロ ビ ン ・ プ ロ モ ー タ な ど 、 非 ウ ィ ル ス 性 の 調 節 配 列
を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 抗 体 鎖 遺 伝 子 及 び 調 節 配 列 に 加 え 、 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ に は 、 ホ ス ト 細 胞 内 で の
ベ ク タ の 複 製 を 調 節 す る 配 列 （ 例 え ば 複 製 開 始 点 ） や 、 選 択 マ ー カ 遺 伝 子 な ど 、 付 加 的 な
配 列 を 持 た せ て も よ い 。 選 択 マ ー カ 遺 伝 子 は 、 ベ ク タ が 導 入 さ れ た ホ ス ト 細 胞 の 選 抜 を 容
易 に す る も の で あ る （ 例 え ば す べ て Axel et al.の 米 国 特 許 第 4,399,216号 、 第 4,634,665
号 及 び 第 5,179,017号 を 参 照 さ れ た い ） 。 例 え ば 、 典 型 的 に は 、 選 択 マ ー カ 遺 伝 子 は 、 例
え ば G418、 ヒ グ ロ マ イ シ ン 又 は メ ト ト レ キ セ ー ト な ど の 薬 物 に 対 す る 耐 性 を 、 ベ ク タ が 導
入 さ れ た ホ ス ト 細 胞 に も た ら す 。 好 適 な 選 択 マ ー カ 遺 伝 子 に は 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー
ゼ (DHFR) 遺 伝 子 （  メ ト ト レ キ セ ー ト 選 抜 ／ 増 幅 で dhfr-ホ ス ト 細 胞 を 用 い る た め ） 及 び n
eo 遺 伝 子  (G418選 抜 の た め )、 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 発 現 の た め に は 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ を ホ ス ト 細 胞 に
標 準 的 技 術 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 多 様 な 形 の 用 語 「 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 は 、
原 核 も し く は 真 核 ホ ス ト 細 胞 内 に 外 因 性 DNAを 導 入 す る た め に 通 常 用 い ら れ て い る 多 種 の
技 術 を 包 含 す る も の と 、 意 図 さ れ て お り 、 例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ
ウ ム 沈 殿 法 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン ・ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 等 が あ る 。 理 論 上 は 本 発 明 の 抗
体 を 原 核 ホ ス ト 細 胞 又 は 真 核 ホ ス ト 細 胞 の い ず れ で も 発 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ る が 、 抗
体 の 真 核 細 胞 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 哺 乳 動 物 ホ ス ト 細 胞 で の 発 現 が 、 最 も 好 適 で あ る 。
な ぜ な ら こ の よ う な 真 核 細 胞 、 そ し て 特 に 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 原 核 細 胞 よ り も 、 正 し く 折 り
畳 ま れ 、 免 疫 学 的 に 活 性 な 抗 体 を 集 合 さ せ 、 分 泌 す る 可 能 性 が 高 い か ら で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 抗 体 を 発 現 さ せ る た め に 好 適 な 哺 乳 動 物 ホ ス ト 細 胞 に は 、 CHO細 胞  (Url
aub and
Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220に 解 説 さ れ た 、 DHFR選 択 マ ー
カ と 一 緒 に 、 R. J. Kaufman and P. A.
Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621で 解 説 さ れ た よ う に 用 い ら れ た dhfr-CHO 細 胞 を 含
む )、 NS/0骨 髄 腫 細 胞 、 COS 細 胞 、 HEK293 細 胞  及 び SP2 細 胞 、 が あ る 。 特 に NS/0骨 髄 腫
細 胞 と 一 緒 に 用 い る に は 、 別 の 好 適 な 発 現 系 は 、 WO 87/04462、 WO 89/01036 及 び EP 338 
841 に 解 説 さ れ た GS(グ ル タ ミ ン ・ シ ン タ ー ゼ ） 遺 伝 子 発 現 系 で あ る 。  抗 体 遺 伝 子 を コ ー

10

20

30

40

50

(28) JP 2006-523433 A 2006.10.19



ド す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ を 哺 乳 動 物 ホ ス ト 細 胞 に 導 入 す る 場 合 、 こ の ホ ス ト 細 胞 を 、 こ の
ホ ス ト 細 胞 内 の 抗 体 発 現 に 充 分 な 時 間 、 培 養 し た り 、 あ る い は よ り 好 適 に は 、 こ の ホ ス ト
細 胞 を 成 長 さ せ て い る 培 養 基 に 抗 体 が 分 泌 さ れ る の に 充 分 な 時 間 、 培 養 す る こ と に よ り 、
本 抗 体 を 産 生 さ せ る 。 抗 体 は 、 標 準 的 な タ ン パ ク 質 精 製 法 を 用 い て 、 培 養 基 か ら 回 収 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
CD25に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め の 更 な る 組 換 え 手 段
　 代 替 的 に は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 抗 体 遺 伝 子 を 、 例 え ば scFv抗 体 を 産 生 さ せ る た め の E.
 coliな ど の 微 生 物 な ど の 原 核 細 胞 、 藻 類 や 、 昆 虫 細 胞 を 含 む 他 の 発 現 系 で 発 現 さ せ る こ
と が で き る 。 更 に 、 本 抗 体 を 、 ヒ ツ ジ 及 び ウ サ ギ の 乳 、 又 は 、 鶏 卵 な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 や 、 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 に 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば  Ver
ma, R., et al. (1998). Antibody engineering: Comparison of bacterial, yeast, ins
ect and
mammalian expression systems. J.Immunol.Meth. 216:165-181; Pollock, et al. (1999
). Transgenic
milk as a method for the production of recombinant antibodies. J.Immunol.Meth.
231:147-157; and Fischer, R., et al. (1999). Molecular farming of recombinant an
tibodies
in plants. Biol.Chem. 380:825-839を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
イ ン タ ク ト 抗 体 を 発 現 さ せ る た め に 部 分 的 抗 体 配 列 の 使 用
　 抗 体 は 標 的 抗 原 と 、 主 に ６ 番 目 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 CDRに 位 置 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 介 し て 相
互 作 用 す る 。 こ れ が 理 由 で 、 CDR内 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 CDR以 外 の 配 列 で よ り も 、 個 体 間 で
よ り 多 様 で あ る 。 CDR配 列 は 、 大 半 の 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 を 担 っ て い る た め 、 特 定 の 天 然
型 抗 体 由 来 の CDR配 列 を 、 異 な る 特 性 を 持 つ 異 な る 抗 体 由 来 の フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に 移 植
さ れ た 形 で 含 有 す る 発 現 ベ ク タ を 構 築 す る こ と に よ り 、 こ の 特 定 の 天 然 型 抗 体 の 特 性 を 模
倣 す る 組 換 え 抗 体 を 発 現 さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば  Riechmann, L. et al. (1998) Nat
ure 332:323-327; Jones, P. et al. (1986) Nature
321:522-525; and Queen, C. et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.. U.S.A.
86:10029-10033を 参 照 さ れ た い ） 。 こ の よ う な フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 は 、 生 殖 細 胞 系 抗 体 遺
伝 子 配 列 を 含 む 公 共 の DNAデ ー タ ベ ー ス か ら 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の 生 殖 細 胞 系 配 列
は 、 成 熟 抗 体 遺 伝 子 配 列 と は 異 な る で あ ろ う 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら は 、 Ｂ 細 胞 成 熟 中 に V(D)
Jジ ョ イ ニ ン グ に よ り 形 成 さ れ る 完 全 に 集 合 し た 可 変 遺 伝 子 を 含 有 し な い こ と に な る か ら
で あ る 。 生 殖 細 胞 系 遺 伝 子 配 列 は ま た 、 可 変 遺 伝 子 全 体 に で は あ る が 典 型 的 に は CDRに 集
ま っ て い る 変 異 を 含 有 す る 高 親 和 二 次 レ パ ー ト リ ー 抗 体 の 配 列 と も 異 な る で あ ろ う 。 例 え
ば 、 体 細 胞 変 異 は 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 １ の ア ミ ノ 末 端 部 分 や 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 ４ の
カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 で は 、 比 較 的 に 頻 度 が 少 な い 。 さ ら に 、 多 く の 体 細 胞 変 異 は 、 本 抗 体
の 結 合 特 性 を 大 き く 変 え な い 。 そ の た め 、 元 の 抗 体 の も の と 同 様 な 結 合 特 性 を 有 す る イ ン
タ ク ト 組 換 え 抗 体 を 作 り 直 す た め に も 、 こ の 特 定 の 抗 体 の DNA配 列 全 体 を 得 る 必 要 は な い
（ WO 99/45962を 参 照 さ れ た い ） 。 CDR領 域 に わ た る 部 分 的 重 鎖 及 び 軽 鎖 配 列 が あ れ ば 、 典
型 的 に は こ の 目 的 の た め に 充 分 で あ る 。 こ の 部 分 的 配 列 を 用 い て 、 ど の 生 殖 細 胞 系 可 変 及
び ジ ョ イ ニ ン グ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト が 、 組 換 え 後 の 抗 体 可 変 遺 伝 子 に 寄 与 し た か 決 定 す る 。
次 に 、 こ の 生 殖 細 胞 系 配 列 を 用 い て 、 可 変 領 域 の 消 失 部 分 を 充 填 す る 。 重 鎖 及 び 軽 鎖 リ ー
ダ 配 列 は タ ン パ ク 質 成 熟 中 に 切 断 さ れ 、 最 後 の 抗 体 の 特 性 に は 寄 与 し な い 。 消 失 配 列 を 加
え る た め に 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た cDNA 配 列 を 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 又 は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 法 に よ り
、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 代 替 的 に は 、 可 変 領 域 全 体 を 一
組 の 短 い 、 重 複 の あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 合 成 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 法 に よ り 組 み 合 わ せ
て 、 完 全 に 合 成 の 可 変 領 域 ク ロ ー ン を 作 製 す る こ と も で き る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 例 え ば 特
定 の 制 限 部 位 の 消 去 又 は 含 有 や 、 又 は 、 特 定 の コ ド ン の 最 適 化 な ど 、 い く つ か の 利 点 を 有
す る 。
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【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 転 写 産 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 重 複 の あ る
組 の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を デ ザ イ ン し て 、 天 然 配 列 と 同 一 の ア ミ ノ 酸 コ ー デ ィ ン グ 能
を 持 つ 合 成 Ｖ 配 列 を 作 製 す る こ と が で き る 。 合 成 重 鎖 及 び カ ッ パ 鎖 配 列 は 、 天 然 配 列 か ら
３ つ の 点 で 異 な る ： 反 復 し た ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の 部 分 に 中 断 が あ る た め 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 合 成 及 び Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 が 容 易 で あ る ； 最 適 な 翻 訳 開 始 部 位 が コ ザ ッ ク の 規 則 に 基 づ い
て 取 り 入 れ ら れ て い る
(Kozak (1991) J. Biol. Chem.
266:19867-19870); そ し て HindIII 部 位 が こ の 翻 訳 開 始 部 位 の 上 流 に 操 作 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 の 両 方 に つ い て 、 最 適 化 さ れ た コ ー デ ィ ン グ 鎖 、 及 び 対 応 す る 非
コ ー デ ィ ン グ 鎖 の 配 列 は 、 こ の 対 応 す る 非 コ ー デ ィ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ほ ぼ 中 間 点
で ３ ０ 乃 至 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド に 分 割 さ れ て い る 。 従 っ て 、 各 鎖 に つ い て 、 こ れ ら の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 、 １ ５ ０ 乃 至 ４ ０ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド の セ グ メ ン ト に わ た る 重 複 し た 二 本
鎖 の 組 に 集 合 さ せ る こ と が で き る 。 次 に 、 こ の プ ー ル を テ ン プ レ ー ト と し て 用 い て 、 １ ５
０ 乃 至 ４ ０ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 産 物 を 作 製 す る 。 典 型 的 に は 、 一 個 の 可 変 領
域 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 が 、 ２ つ の プ ー ル に 分 割 さ れ る こ と に な り 、 こ れ ら ２ つ の プ ー
ル を 別 々 に 増 幅 し て 、 重 複 の あ る ２ つ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 生 じ さ せ る 。 次 に 、 こ れ ら の 重 複 の
あ る 産 物 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り 組 み 合 わ せ て 、 完 全 な 可 変 領 域 を 形 成 す る 。 さ ら に 、 こ の Ｐ
Ｃ Ｒ 増 幅 で 、 (カ ッ パ 軽 鎖 の BbsI 部 位 、 又 は 、 ガ ン マ 重 鎖 の  AgeI部 位 を 含 む )重 鎖 又 は 軽
鎖 定 常 領 域 の 重 複 の あ る フ ラ グ メ ン ト を 含 有 さ せ て 、 発 現 ベ ク タ ・ コ ン ス ト ラ ク ト に 容 易
に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と の で き る フ ラ グ メ ン ト を 作 製 す る こ と も 、 好 ま し い で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 次 に 、 再 構 築 さ れ た 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 を 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た プ ロ モ ー タ 、 リ ー ダ
配 列 、 翻 訳 開 始 、 定 常 領 域 、 3'側 非 翻 訳 、 ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン 、 及 び 転 写 終 了 配 列 と 組
み 合 わ せ て 、 発 現 ベ ク タ ・ コ ン ス ト ラ ク ト を 形 成 す る 。 こ の 重 鎖 及 び 軽 鎖 発 現 コ ン ス ト ラ
ク ト を 組 み 合 わ せ て 単 一 の ベ ク タ に し て ホ ス ト 細 胞 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た り 、 順 に
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た り 、 別 々 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 、 こ の ホ ス ト 細 胞 を 融 合 さ せ て
、 両 方 の 鎖 を 発 現 す る ホ ス ト 細 胞 を 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 同 様 な 手 法 は 、 既 存 の 成 熟 抗 体 に 新 規 な 抗 原 特 性 を 移 植 す る た め に も 従 う こ と が で き る
。 好 ま し く は 、 CDR-ド ナ ー 抗 体 と 同 じ 可 変 生 殖 細 胞 系 遺 伝 子 か ら 生 じ た ア ク セ プ タ 抗 体 を
選 ぶ と よ い 。 次 に 、 こ の ド ナ ー 抗 体 由 来 の 一 つ 以 上 の CDRを 上 に 解 説 し た 技 術 を 用 い て 移
動 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ヒ ト IgGκ の た め の 発 現 ベ ク タ の 構 築 に 用 い る プ ラ ス ミ ド の 例 を 以 下 に 解 説 す る 。 こ の
プ ラ ス ミ ド は 、 PCR増 幅 さ れ た V 重 鎖 及 び Vカ ッ パ 軽 鎖 cDNA 配 列 を 用 い て 完 全 重 鎖 及 び 軽
鎖 最 小 遺 伝 子 を 再 構 築 で き る よ う に 、 構 築 さ れ た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を 用 い る と 、 完 全
に ヒ ト の  IgG1,κ 又 は IgG4,κ 抗 体 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 同 様 な プ ラ ス ミ ド は 、 他
の 重 鎖 ア イ ソ タ イ プ を 発 現 さ せ た り 、 又 は 、 ラ ム ダ 軽 鎖 を 含 む 抗 体 を 発 現 さ せ る た め に も
、 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 従 っ て 、 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 抗 CD25抗 体 を 調 製 す る た め の 多 様 な 方 法 を
提 供 す る も の で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 方 法 は ：
　  (1)ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 及 び ヒ ト 重 鎖 CDRで あ っ て 、 但 し 前 記 ヒ ト 重 鎖 CDRの 少
な く と も １ つ が 、 図 １ － １ ０ に 示 さ れ た CDRの ア ミ ノ 酸 配 列  か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
(又 は 、 配 列 番 号 ： 17-19、 23-25、 29-31、 又 は 35-37の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 ） を 含 む 、
ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 及 び ヒ ト 重 鎖 CDR； 並 び に  (2)ヒ ト 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域
及 び ヒ ト 軽 鎖 CDRで あ っ て 、 但 し 前 記 ヒ ト 軽 鎖 CDRの 少 な く と も １ つ が 、 図 １ － １ ０ に 示 さ
れ た CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 又 は 、 配 列 番 号 ： 20-22、 26-28、 3
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2-34、 又 は 38-40の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 ） を 含 む 、 ヒ ト 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域
及 び ヒ ト 軽 鎖 CDR； を 含 む 抗 体 を 調 製 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 但 し 前 記 抗 体 は CD25へ の 結 合
能 を 維 持 し て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ う し て 、 本 抗 体 の CD25へ の 結 合 能 は 、 実 施 例 で 解 説 す る も の な ど 、 標 準 的 な 結 合 検 定
法 （ 例 え ば FACS分 析 ） を 用 い て 、 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 当 業 に お い て は 、 抗 体  重 鎖 及 び 軽 鎖 CDR3ド メ イ ン は 、 特 に 重 要 な 役 割 を 、  あ る 抗 原 に
対 す る 抗 体 の 結 合 特 異 性 ／ 親 和 性 に お い て 果 た す こ と が 良 く 知 ら れ て い る た め 、 上 に 記 載
さ れ た 通 り に 調 製 さ れ た 本 発 明 の 組 換 え 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 AB1、 AB7、 AB11、 又 は AB12
の 重 鎖 及 び 軽 鎖 CDR3を 含 む と よ い 。 更 に 本 抗 体 に は 、  AB1、 AB7、 AB11、 又 は AB12の CDR2
を 含 め る こ と が で き る 。  更 に 本 抗 体 に は 、 AB1、 AB7、 AB11、 又 は  AB12の CDR1を 含 め る こ
と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 更 に 、
(1)ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 、 ヒ ト 重 鎖 CDR1 領 域 、 ヒ ト 重 鎖 CDR2 領 域 、 及 び ヒ ト 重
鎖 CDR3 領 域 で あ っ て 、 但 し 前 記 ヒ ト 重 鎖 CDR3領 域 が 、  図 １ － １ ０  (又 は 配 列 番 号 ：  19
、 25、 31、 又 は 37に 示 さ れ た 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 ） に 示 さ れ た AB1、 AB7、 AB11、 又 は  A
B12の CDR3で あ る 、 ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 、 ヒ ト 重 鎖 CDR1 領 域 、 ヒ ト 重 鎖 CDR2 領
域 、 及 び ヒ ト 重 鎖 CDR3 領 域 ； 並 び に  (2)ヒ ト 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 、 ヒ ト 軽 鎖 CDR1 領
域 、 ヒ ト 軽 鎖 CDR2 領 域 、 及 び ヒ ト 軽 鎖 CDR3 領 域 で あ っ て 、 但 し 前 記 ヒ ト 軽 鎖 CDR3 領 域
が 、 図 １ － １ ０  (又 は 配 列 番 号 ： 22、 28、 34、 又 は 40の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 )に 示 さ れ
た  AB1、 AB7、 AB11、 又 は  AB12の CDR3で あ る 、 ヒ ト 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 、 ヒ ト 軽 鎖 CD
R1 領 域 、 ヒ ト 軽 鎖 CDR2 領 域 、 及 び ヒ ト 軽 鎖 CDR3 領 域 、 を 含 む 抗 CD25抗 体 を 提 供 す る も
の で あ り 、 但 し 前 記 抗 体 は CD25に 結 合 す る 。 本 抗 体 は 、 更 に 、 AB1、 AB7、 AB11、 又 は AB12
の 重 鎖 CDR2及 び ／ 又 は 軽 鎖 CDR2を 含 ん で い て も よ い 。 本 抗 体 は 、 更 に 、 AB1、 AB7、 AB11、
又 は  AB12の 重 鎖 CDR1及 び ／ 又 は 軽 鎖 CDR1を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 好 ま し く は 、 上 述 の 操 作 さ れ た 抗 体 の  CDR1、 2及 び ／ 又 は 3が 、 こ こ に 開 示 さ れ た  AB1
、 AB7、 AB11、 又 は AB12 の そ れ と 全 く 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む と よ い 。 し か し な が ら 、 当
業 者 で あ れ ば 、  AB1、 AB7、 AB11、 又 は AB12通 り の CDR配 列 か ら の 何 ら か の 逸 脱 が あ っ て も
、  CD25へ の 結 合 能 が 事 実 上 保 持 さ れ る 場 合 が あ る こ と を 理 解 さ れ よ う （ 例 え ば 保 存 的 置
換 ） 。 従 っ て 、 別 の 実 施 態 様 で は 、 操 作 さ れ た 抗 体 は 、  AB1、 AB7、 AB11、 又 は AB12の 一
つ 以 上 の CDRに 対 し て 例 え ば 90%、 95%、 98% 又 は 99.5% 相 同 で あ る よ う な 一 つ 以 上 の CDRか
ら 成 っ て い て も よ い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 CD25へ の 単 な る 結 合 に 加 え て 、 又 は そ の 代 わ り に 、 上 に 記 載 し た も の な ど の 操 作 さ れ た
抗 体 は 、 本 発 明 の 抗 体 の 他 の 機 能 上 の 特 性 の 保 持 、 例 え ば ：
　 （ １ ） ヒ ト  CD25へ の 高 親 和 結 合 ；
　 （ ２ ） CD25の IL-2へ の 結 合 の 阻 害 又 は 遮 断 ；
　 （ ３ ） C25発 現 Ｔ 細 胞 の 消 失 ；
　 （ ４ ） Ｔ 細 胞 の 寛 容 化 ；
　 （ ５ ） CD25発 現 Ｔ 細 胞 の 増 殖 の 阻 害 ；
　 （ ６ ） PBMCの 抗 CD3抗 体 誘 導 性 Ｔ 細 胞 増 殖 の 阻 害 ；
　 （ ７ ） MLRの 阻 害 ；
　 （ ８ ） Ｔ 細 胞 上 に 発 現 し た CD25の 内 部 移 行
に つ い て 、 選 択 し て よ い
【 ０ １ ０ ９ 】
CD25に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 の 特 徴 付 け
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 CD25抗 体 は 、 数 多 く の 様 々 な 方 法 で 単 離 及 び 特 徴 付 け す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 精 製 用 の 適 し た フ ラ ス コ 内
で 成 長 さ せ る こ と が で き る 。 次 に 上 清 を 濾 過 し 、 濃 縮 し て か ら 、 プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ
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ー ス （ IgG1ア イ ソ タ イ プ 抗 体 の 場 合 ） （ ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 フ ァ ル マ シ
ア 社 ） 、 あ る い は 、 IgG3ア イ ソ タ イ プ 抗 体 の 場 合 は 抗 ヒ ト IgG被 覆 セ フ ァ ロ ー ス 又 は プ ロ
テ イ ン Ｇ － セ フ ァ ロ ー ス で 、 ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ す る こ と が で き る 。 溶 出 し
た IgGを ゲ ル 電 気 泳 動 法 及 び 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で チ ェ ッ ク し て 、 純 度 を 確 認 す る
こ と が で き る 。 緩 衝 溶 液 を PBSに 交 換 し 、 濃 度 は 、 OD 2 8 0 に よ り 、 1.43吸 光 係 数 を 用 い て 判
定 す る こ と が で き る 。 本 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ア リ ク ォ ー ト し 、 － ８ ０ ℃ で 保 存 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 選 択 さ れ た ヒ ト 抗 CD25モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 固 有 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る か ど う か を 判
定 す る に は 、 部 位 指 定 も し く は 多 部 位 指 定 変 異 誘 発 法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 精 製 さ れ た 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ を 判 定 す る に は 、 ア イ ソ タ イ プ ELISAを 行 う こ と が で き
る 。 微 量 定 量 プ レ ー ト の ウ ェ ル を 10μ g/mlの 抗 ヒ ト Igで 、 一 晩 、 ４ ℃ で 被 覆 す る こ と が で
き る 。 5% BSA（ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） で 遮 断 後 、 こ の プ レ ー ト を 10μ g/mlの モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体  又 は 精 製 済 み ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル と 、 周 囲 温 度 で ２ 時 間 、 反 応 さ せ る 。
次 に こ の ウ ェ ル を ヒ ト IgGl、 IgG2、 IgG3又 は IgG4、 IgE、 IgA1、 IgA2、 又 は ヒ ト IgM特 異 的
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 プ ロ ー ブ の い ず れ か と 反 応 さ せ る こ と が で き る 。 洗 浄 後 、 こ
の プ レ ー ト を pNPP 基 質  (1 mg/ml) で 展 開 さ せ 、 405の ODで 分 析 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 免 疫 済 み マ ウ ス の 血 清 中 で 抗 CD25抗 体 の 存 在 を 実 証 し た り 、 あ る い は 、 CD25を 発 現 す る
生 存 細 胞 へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 を 実 証 す る に は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ を 用 い る こ
と が で き る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 CD25を 発 現 し て い る 細 胞 株 （ 標 準 的 な 成 長 条 件 下 で 成 長
さ せ た も の ） を 、 0.1% BSA 及 び 0.02% ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 有 す る PBSに 入 れ た 多 様 な 濃
度 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 混 合 し 、 ４ ℃ で ３ ０ 分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 洗 浄 後 、 細 胞
を 、 フ ル オ レ セ イ ン 標 識 抗 ヒ ト IgG抗 体 に 、 一 次 抗 体 染 色 と 同 じ 条 件 下 で 反 応 さ せ る 。 試
料 は 、 単 個 生 存 細 胞 に 当 た る 光 及 び 側 光 散 乱 特 性 を 用 い て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ （ 例 え ば
ベ ク ト ン ・ デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 の FACS装 置 ） を 用 い た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ に よ り 分 析 す る こ
と が で き る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ 検 定 法 に （ 加 え て 、 又 は 代 わ り に ） 、 蛍 光 顕 微 鏡 法 を 用
い た 代 替 的 検 定 法 を 用 い て も よ い 。 細 胞 は 、 上 述 し た の と 全 く 同 じ 通 り に 染 色 す る こ と が
で き 、 蛍 光 顕 微 鏡 法 で 調 べ る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に よ り 、 個 々 の 細 胞 の 観 察 が 可 能 と
な る が 、 抗 原 濃 度 に よ っ て は 、 感 度 が 劣 る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 抗 CD25ヒ ト IgGは 、 さ ら に 、 ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 法 で も 、 CD25抗 原 と の 反 応 性 に つ い
て 、 検 査 す る こ と が で き る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 CD25発 現 細 胞 か ら の 細 胞 抽 出 物 を 調 製 し
、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 行 う こ と が で き
る 。 電 気 泳 動 後 、 分 離 し た 抗 原 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ・ メ ン ブ レ ン に 移 し 、 20%脱 脂 乳 で 遮
断 し 、 検 査 対 象 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で プ ロ ー ブ す る こ と と な る 。 ヒ ト IgG の 結 合 は 、 抗
ヒ ト IgGア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 用 い て 検 出 す る こ と が で き 、 BCIP/NBT 基 質 錠 剤 （ ミ ズ
ー リ 州 セ ン ト ル イ ス 、 シ グ マ ・ ケ ミ カ ル ズ 社 ） で 展 開 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
CD25発 現 細 胞 の 活 性 の 阻 害
　 CD25へ の 特 異 的 結 合 に 加 え 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 CD25抗 体 を 、 例 え ば Ｔ 細 胞 及 び 他 の
リ ン パ 球 な ど 、 CD25を 発 現 す る 細 胞 の 様 々 な 活 性 の 阻 害 能 に つ い て も 、 検 査 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 増 殖 検 定 法 は 、 公 知 の 技 術 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 あ る 技 術 に
お い て は 、 ヒ ト PBMCを 適 し た 媒 質 に 希 釈 し た 後 、 例 え ば 抗 CD3抗 体 な ど で 刺 激 し て か ら 、
多 様 な 濃 度 の 実 験 抗 体 を 加 え て 、 こ れ ら が Ｔ 細 胞 増 殖 に 及 ぼ す 効 果 を 判 定 す る 。 精 製 済 み
Ｔ 細 胞 の Ｔ 細 胞 増 殖 は 、 抗 CD3及 び 抗 CD28モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 存 在 下 で も 評 価 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 MLRに 関 す る 検 定 も 公 知 の 技 術 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 第 一 の ド ナ ー か ら
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の PBMCを 放 射 線 照 射 し 、 第 二 の ド ナ ー か ら の PBMCと 混 合 す る こ と が で き る 。 次 に 、 多 様 な
濃 度 の 抗 体 を こ の 細 胞 に 加 え た 後 、 MLR応 答 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 CD25に 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト 抗 体 を 発 現 す る こ と の で
き る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 又 は ト ラ ン ス ク ロ モ ソ ー マ ル ・ マ ウ ス な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 及 び ト ラ ン ス ク ロ モ ソ ー マ ル 動 物 を 提 供 す る も の で あ る 。 あ る 具 体 的 な 実 施 態 様
で は 、 本 発 明 は 、 CD25発 現 細 胞 で 免 疫 さ れ た と き に 、 当 該 の マ ウ ス が ヒ ト 抗 CD25抗 体 を 産
生 す る よ う に ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 又 は ト ラ ン ス
ク ロ モ ソ ー マ ル ・ マ ウ ス を 提 供 す る 。 該 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 は 、 こ こ で 詳 述 し 、 例 示 す る
よ う に 、 HuMAbマ ウ ス な ど 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク と 同 様 に 、 マ ウ ス の 染 色 体 DNAに 組 み 込 ま
せ る こ と が で き る 。 代 替 的 に は 、 該 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 を 、 WO 02/43478に 解 説 さ れ た 通
り の ト ラ ン ス ク ロ モ ソ ー マ ル （ 例 え ば KM） ・ マ ウ ス の 場 合 の よ う に 、 染 色 体 外 に 維 持 す る
こ と も で き る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び ト ラ ン ス ク ロ モ ソ ー マ ル 動 物 は 、 V-D-
J／ V-J組 換 え 及 び ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ を 起 こ す こ と に よ り 、 CD25に 対 し て 複 数 の
ア イ ソ タ イ プ （ 例 え ば IgG、 IgA 及 び ／ 又 は  IgE） の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る
こ と が で き る 。 外 来 の 抗 原 刺 激 に 対 し 、 異 種 の 抗 体 レ パ ー ト リ ー で 応 答 す る 非 ヒ ト ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び ト ラ ン ス ク ロ モ ソ ー マ ル 動 物 の デ ザ イ ン に は 、 当 該 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 に 含 ま れ た 異 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 が 、 Ｂ 細 胞 発 生 の 経 路 全 般 に わ た っ て
正 確 に 機 能 す る 必 要 が あ る 。 こ れ に は 、 例 え ば 、 異 種 重 鎖 導 入 遺 伝 子 の ア イ ソ タ イ プ ・ ス
イ ッ チ ン グ が 含 ま れ る 。 従 っ て 、 導 入 遺 伝 子 は 、 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ が 誘 導 さ れ
る よ う に 構 築 さ れ 、 抗 体 遺 伝 子 の 以 下 の 特 徴 の う ち の １ つ 以 上 ： （ １ ） 高 レ ベ ル 及 び 細 胞
種 特 異 的 な 発 現 、 （ ２ ） 機 能 的 な 遺 伝 子 再 編 成 、 （ ３ ） 対 立 遺 伝 子 排 除 の 活 性 化 及 び 対 立
遺 伝 子 排 除 に 対 す る 応 答 、 （ ４ ） 充 分 な 一 次 レ パ ー ト リ の 発 現 、 （ ５ ） シ グ ナ ル 伝 達 、 （
６ ） 体 細 胞 超 変 異 、 及 び （ ７ ） 免 疫 応 答 中 の 導 入 遺 伝 子 抗 体 遺 伝 子 座 の 優 性 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 前 述 の 基 準 の 全 て を 満 た す 必 要 は な い 。 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 内 因 性 免 疫
グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 を 機 能 的 に 破 壊 し た 実 施 態 様 で は 、 こ の 導 入 遺 伝 子 は 対 立 遺 伝 子 排 除
を 活 性 化 す る 必 要 は な い 。 さ ら に 、 導 入 遺 伝 子 が 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た 重 鎖 及 び ／ 又 は 軽
鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 含 む 実 施 態 様 で は 、 機 能 的 な 遺 伝 子 再 編 成 と い う 二 番 目 の 基 準
は 、 少 な く と も 導 入 遺 伝 子 が 既 に 再 編 成 さ れ て い る 限 り に お い て 、 不 要 で あ る 。 分 子 免 疫
学 の 背 景 に つ い て は 、 , 2nd edition (1989), Paul William E.,
 ed. Raven Press, N.Y.を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め に 用 い る 非
ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク も し く は ト ラ ン ス ク ロ モ ソ ー マ ル 動 物 は 、 再 編 成 さ れ た 、 再 編 成
の な い 、 又 は 再 編 成 さ れ た 及 び 再 編 成 の な い も の の 組 合 せ の 異 種 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 及 び
軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 、 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 生 殖 細 胞 系 に 含 有 す る 。 重 鎖 導 入 遺 伝
子 の そ れ ぞ れ は 少 な く と も 一 つ の C H 遺 伝 子 を 含 む 。 加 え て 、 こ の 重 鎖 導 入 遺 伝 子 が 、 こ の
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の Ｂ 細 胞 中 で 、 複 数 の C H 遺 伝 子 を コ ー ド す る 異 種 導 入 遺 伝 子 の ア
イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ を 支 援 で き る 機 能 的 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ 配 列 を 含 有 し て も
よ い 。 こ の よ う な ス イ ッ チ 配 列 は 、 導 入 遺 伝 子 C H 遺 伝 子 の 源 と し て 働 く 種 由 来 の 生 殖 細 胞
免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 に 天 然 で 存 在 す る も の で あ っ て も よ く 、 あ る い は こ の よ う な ス イ
ッ チ 配 列 は 、 導 入 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト を 受 け 取 る 側 の 種 （ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ） に
あ る も の を 由 来 と し て も よ い 。 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 製 す る た め に 用 い
る ヒ ト 導 入 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト は 、 マ ウ ス 重 鎖 遺 伝 子 座 に 天 然 で 存 在 す る も の と 類 似 の
ス イ ッ チ 配 列 が 導 入 さ れ て い る 場 合 に は 、 よ り 高 頻 度 で ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ 事 象
を 起 こ す と 思 わ れ る 。 こ れ は お そ ら く 、 マ ウ ス ス イ ッ チ ・ リ コ ン ビ ナ ー ゼ 酵 素 系 で 機 能 す
る に は こ の よ う な マ ウ ス ス イ ッ チ 配 列 は 最 適 で あ る が 、 ヒ ト ス イ ッ チ 配 列 は そ う で な い か
ら で あ ろ う 。 ス イ ッ チ 配 列 は 従 来 の ク ロ ー ニ ン グ 法 で 単 離 及 び ク ロ ー ニ ン グ し て も よ く 、
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又 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス イ ッ チ 領 域 配 列 に 関 し て 公 開 さ れ た 配 列 情 報 に 基 づ い て デ ザ イ ン
さ れ た 重 複 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら de novo合 成 し て も よ い (Mills et al.,
Nucl. Acids Res. 15:7305-7316 (1991); Sideras et al., Intl. Immunol. 1:631-642 (
1989))。 前 述 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の そ れ ぞ れ の 場 合 、 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た 異 種 重
鎖 及 び 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 が 、 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の Ｂ 細 胞 の 大 部 分
で 見 ら れ る （ 少 な く と も １ ０ パ ー セ ン ト ） 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る た め に 用 い る 導 入 遺 伝 子 は 、 少 な く
と も 一 つ の 可 変 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 一 つ の 多 様 性 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 一 つ の ジ ョ イ ニ ン グ
遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 及 び 少 な く と も 一 つ の 定 常 領 域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 を コ ー ド す る DNA
を 含 む 重 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 は 、 少 な く と も 一 つ の 可 変
遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 一 つ の ジ ョ イ ニ ン グ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 及 び 少 な く と も 一 つ の 定 常 領
域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 を コ ー ド す る DNAを 含 む 重 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽
鎖 導 入 遺 伝 子 は 、 少 な く と も 一 つ の 可 変 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 一 つ の ジ ョ イ ニ ン グ 遺 伝 子 セ
グ メ ン ト 、 及 び 少 な く と も 一 つ の 定 常 領 域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 を コ ー ド す る DNAを 含 む 。
前 記 軽 鎖 及 び 重 鎖 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を コ ー ド す る 遺 伝 子 セ グ メ ン ト は 、 当 該 の 非 ヒ ト ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 構 成 し な い 種 を 由 来 と す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 及 び 軽 鎖 遺 伝 子 セ グ
メ ン ト を コ ー ド す る DNAを 由 来 と す る か 、 又 は 、 こ の よ う な DNAに 相 当 す る た め 、 こ の ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に と っ て 異 種 で あ る 。 本 発 明 の 一 局 面 で は 、 こ れ ら 個 々 の 遺 伝 子 セ グ
メ ン ト が 再 編 成 さ れ な い よ う に 、 即 ち 、 機 能 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 又 は 重 鎖 を コ ー ド す る
よ う 、 再 編 成 さ れ な い よ う に 、 導 入 遺 伝 子 を 構 築 す る 。 こ の よ う な 再 編 成 の な い 導 入 遺 伝
子 は 、 V、 D、 及 び J遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 組 換 え （ 機 能 的 再 編 成 ） を 支 援 し 、 好 ま し く は 、 C
D25抗 原 に 暴 露 し た と き に 、 当 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 内 で D領 域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 全
部 又 は 一 部 が 再 編 成 後 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 へ 取 り 込 ま れ る こ と を 支 援 す る と よ い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 代 替 的 な 実 施 態 様 で は 、 当 該 導 入 遺 伝 子 は 再 編 成 の な い 「 最 小 遺 伝 子 座 」 を 含 む も の で
あ る 。 こ の よ う な 導 入 遺 伝 子 は 典 型 的 に 、 C、 D、 及 び Jセ グ メ ン ト の 大 部 分 や 、 V遺 伝 子 セ
グ メ ン ト の サ ブ セ ッ ト を 含 む 。 こ の よ う な 導 入 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト に お い て は 、 多 様 な
調 節 配 列 、 例 え ば プ ロ モ ー タ 、 エ ン ハ ン サ 、 ク ラ ス ・ ス イ ッ チ 領 域 、 RNAプ ロ セ ッ シ ン グ
の 際 の ス プ ラ イ ス － ド ナ ー 及 び ス プ ラ イ ス － ア ク セ プ タ 配 列 、 組 換 え シ グ ナ ル 等 、 は 、 当
該 の 異 種 DNA由 来 の 対 応 す る 配 列 を 含 む 。 こ の よ う な 調 節 配 列 は 、 こ の 導 入 遺 伝 子 に 、 本
発 明 で 用 い ら れ る 非 ヒ ト 動 物 と 同 じ 種 か ら 、 又 は 、 関 連 す る 種 か ら 、 導 入 し て よ い 。 例 え
ば 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 導 入 遺 伝 子 内 で げ っ 歯 類 免 疫 グ ロ ブ リ ン エ ン
ハ ン サ 配 列 に 組 み 合 わ せ て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で の 利 用 に 向 け て も よ い 。 代 替 的
に は 、 哺 乳 動 物 の ゲ ノ ム に 天 然 で 存 在 す る こ と が 公 知 の 機 能 的 DNA配 列 に と っ て 同 種 で な
い よ う な 合 成 調 節 配 列 を 、 導 入 遺 伝 子 に 組 み 込 ん で も よ い 。 合 成 調 節 配 列 は 、 例 え ば ス プ
ラ イ ス － ア ク セ プ タ 部 位 又 は プ ロ モ ー タ ／ エ ン ハ ン サ ・ モ チ ー フ の 許 容 可 能 な 配 列 を 明 示
し た も の な ど 、 コ ン セ ン サ ス の 規 則 に 従 っ て デ ザ イ ン さ れ る 。 例 え ば 、 最 小 遺 伝 子 座 は 、
天 然 で 発 生 す る 生 殖 細 胞 系 Ig遺 伝 子 座 に 比 較 し て 、 必 須 で な い DNA部 分 （ 例 え ば 介 在 配 列
； イ ン ト ロ ン 又 は そ の 一 部 分 ） に 、 少 な く と も 一 つ の 中 間 （ 即 ち 当 該 部 分 の 末 端 で は な い
） の 欠 失 を 有 す る ゲ ノ ム 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 の 一 部 分 を 含 む 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 好 適 な 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び ト ラ ン ス ク ロ モ ソ ー マ ル 動 物 、 例 え ば マ ウ ス 、 は
、 大 き な レ パ ー ト リ ー 、 理 想 的 に は 容 量 を 調 節 後 の ヒ ト の そ れ と 実 質 的 に 同 様 な レ パ ー ト
リ ー で 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 産 生 を 示 す こ と に な る も の で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 前 記 レ パ ー ト リ ー は 、 理 想 的 に は 、 容 量 を 調 節 後 の ヒ ト が 示 す も の に 、 通 常 は 少 な く と
も 約 10%、 好 ま し く は 25乃 至 50%又 は そ れ 以 上 の 多 様 性 が あ り な が ら も 、 近 い と よ い で あ ろ
う 。 概 し て 、 少 な く と も 約 １ ０ ０ ０ 種 の 異 な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 理 想 的 に は IgG） 、 好 ま
し く は 10 4 乃 至 10 6 又 は そ れ 以 上 の 種 類 が 、 主 に マ ウ ス ゲ ノ ム に 導 入 さ れ た 様 々 な V、 J及 び
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D領 域 の 数 に 応 じ て 、 そ し て ジ ョ イ ニ ン グ 領 域 で の V(-D-） J遺 伝 子 セ グ メ ン ト 再 編 成 及 び
ラ ン ダ ム な ヌ ク レ オ チ ド 追 加 で 生 じ る 付 加 的 な 多 様 性 に 応 じ て 、 産 生 さ れ る と よ い で あ ろ
う 。 典 型 的 に は 、 当 該 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 所 定 の 抗 原 に 対 し 、 例 え ば 10 - 9  M 又 は 10 - 1 0

 M又 は 10 - 1 1 M以 下 又 は そ れ 未 満 で あ る 、 な ど 、 10 - 8 M未 満 の 親 和 性 （ K D ） を 示 す で あ ろ う
。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 マ ウ ス な ど 、 上 述 し た よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク も し く は ト ラ ン ス ク ロ モ ソ ー マ ル 動 物
は 、 CD25発 現 細 胞 な ど で 免 疫 す る こ と が で き る 。 代 替 的 に は 、 当 該 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 を 、 ヒ ト CD25を コ ー ド す る DNAで 免 疫 す る こ と が で き る 。 こ の 動 物 が 産 生 す る Ｂ 細 胞
は 、 ス イ ッ チ 組 換 え （ cisス イ ッ チ ン グ ） を 通 じ て ク ラ ス ・ ス イ ッ チ ン グ を 起 こ し て 、 CD2
5と 反 応 性 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る で あ ろ う 。 こ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は ヒ ト 抗 体 （ こ こ
で は 「 ヒ ト 配 列 抗 体 」 と も 言 及 さ れ る ） で も よ く 、 そ の 重 鎖 及 び 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ
ト 導 入 遺 伝 子 配 列 に コ ー ド さ れ て い て も よ い が 、 前 記 ヒ ト 導 入 遺 伝 子 配 列 は 、 体 細 胞 変 異
及 び V領 域 組 換 え ジ ョ イ ン ト 由 来 の 配 列 や 、 生 殖 細 胞 系 に コ ー ド さ れ た 配 列 を 含 ん で も よ
い 。 こ れ ら の ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト V L 及 び J L 又 は V H 、 D H 及 び J H 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に コ ー ド さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 等 で あ る と 言 う こ と が で き 、 た だ し 他 の 非 生 殖 細 胞 系 配
列 も 、 体 細 胞 変 異 及 び 示 差 的 な V-J 及 び V-D-J組 換 え ジ ョ イ ン ト の 結 果 と し て 存 在 し て も
よ い 。 各 抗 体 鎖 の 可 変 領 域 は 、 典 型 的 に 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 V、 及 び J遺 伝 子 セ グ メ ン ト に 、
そ し て 重 鎖 の 場 合 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 、 V、 D、 及 び J遺 伝 子 セ グ メ ン ト に 、 少 な く と も ８ ０
パ ー セ ン ト 、 同 様 で あ る 。 し ば し ば 該 可 変 領 域 の 少 な く と も ８ ５ パ ー セ ン ト が 、 導 入 遺 伝
子 上 に 存 在 す る ヒ ト 生 殖 細 胞 配 列 に 同 様 で あ る 。 し ば し ば ９ ０ 又 は ９ ５ パ ー セ ン ト 又 は そ
れ 以 上 が 、 導 入 遺 伝 子 上 に 存 在 す る ヒ ト 生 殖 細 胞 系 配 列 に 同 様 で あ る 。 し か し な が ら 、 非
生 殖 細 胞 系 配 列 が 体 細 胞 変 異 並 び に VJ及 び VDJジ ョ イ ニ ン グ で 導 入 さ れ る た め 、 当 該 ヒ ト
配 列 抗 体 は し ば し ば 、 ヒ ト 導 入 遺 伝 子 に 見 ら れ る よ う な ヒ ト V、 D又 は J遺 伝 子 セ グ メ ン ト
に は コ ー ド さ れ て い な い 何 ら か の 可 変 領 域 配 列 を 、 こ の マ ウ ス の 生 殖 細 胞 系 に 有 す る で あ
ろ う 。 典 型 的 に は 、 こ の よ う な 非 生 殖 細 胞 系 配 列 （ 又 は 個 々 の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ） は 、 CD
R中 か 、 又 は CDR近 傍 、 あ る い は 体 細 胞 変 異 が 集 中 し て 起 き る こ と が 知 ら れ て い る 領 域 に 集
ま る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ４ 】
 
本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 こ こ で 解 説 し た 通 り の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク も し く は ト ラ ン ス
ク ロ モ ソ ー マ ル 動 物 を 由 来 と す る Ｂ 細 胞 を 包 含 す る 。 こ の Ｂ 細 胞 は 、 ヒ ト CD25に 対 し 、 高
親 和 （ 例 え ば 10 - 8 M未 満 の 解 離 平 衡 定 数 （ K D ） ） 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現
す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 別 の 実 施 態 様 で
は 、 本 発 明 は 、 放 射 活 性 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た CD25発 現 細 胞 の ス キ ャ ッ チ ャ ー
ド 分 析 や 、 又 は 、 FACS分 析 を 用 い た 半 分 － 最 大 結 合 濃 度 の 決 定 や 、 あ る い は 、 BIAcore装
置 で 測 定 さ れ た 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 を 用 い た 分 析 に よ り 、 決 定 し た と き に 、 10 - 9 M、 10 - 1 0

M又 は 10 - 1 1 M又 は そ れ 未 満 な ど 、 10 - 8 M未 満 の 親 和 性 （ K D ） を 有 す る ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 こ こ で 、 本 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
　 （ １ ） ヒ ト V L 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 及 び ヒ ト J L セ グ メ ン ト に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列
に 実 質 的 に 同 一 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 、 及 び （ ２ ） ヒ ト C L 遺 伝 子 セ グ
メ ン ト に コ ー ド さ れ た 軽 鎖 定 常 領 域 、 か ら 成 る ヒ ト 配 列 軽 鎖 と ；
　 （ １ ） ヒ ト V H 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 D領 域 、 及 び ヒ ト J H セ グ メ ン ト に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 に 実 質 的 に 同 一 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 、 及 び （ ２ ） ヒ ト C H
遺 伝 子 セ グ メ ン ト に コ ー ド さ れ た 定 常 領 域 、 か ら 成 る ヒ ト 配 列 重 鎖 と
を 含 む 。 ヒ ト D遺 伝 子 が 組 換 え 及 び 体 細 胞 変 異 事 象 に よ っ て 大 き く 変 化 す る こ と が あ り 、
そ の 結 果 、 元 の ヒ ト 生 殖 細 胞 系 配 列 が 容 易 に は 認 識 さ れ な い 場 合 が あ る こ と に 留 意 さ れ ね
ば な ら な い 。
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【 ０ １ ２ ６ 】
　 CD25に 対 す る 高 親 和 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発 は 、 組 み 込 ま れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で 、 ヒ ト 可 変 領 域 遺 伝
子 セ グ メ ン ト の レ パ ー ト リ ー を 拡 大 す る 方 法 に よ り 容 易 に な る が 、 当 該 方 法 は 、 前 記 組 み
込 ま れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 に は 存 在 し な い V領 域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 含 む V遺
伝 子 導 入 遺 伝 子 を 前 記 ゲ ノ ム に 導 入 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 し ば し ば 前 記 V領 域 導 入 遺 伝 子
は 、 ヒ ト ゲ ノ ム に 天 然 で 存 在 す る よ う な 、 又 は 、 組 換 え 法 で 一 緒 に 別 に ス プ ラ イ ス さ れ る
よ う な 、 ヒ ト V H 又 は V L （ V K ） 遺 伝 子 セ グ メ ン ト ・ ア レ イ の 一 部 分 を 含 む 酵 母 人 工 染 色 体 (Y
AC） で あ り 、 こ の 酵 母 人 工 染 色 体 の 含 有 す る V遺 伝 子 セ グ メ ン ト は 順 序 が 狂 っ て い て も 、
又 は 省 略 さ れ て い て も よ い 。 し ば し ば 少 な く と も ５ つ 以 上 の 機 能 的 V遺 伝 子 セ グ メ ン ト が
こ の YAC上 に 含 有 さ れ て い る 。 こ の バ リ エ ー シ ョ ン で は 、 前 記 Vレ パ ー ト リ ー 拡 大 法 で 生 じ
る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ の と き 当 該 動 物 は 、 V領 域
導 入 遺 伝 子 上 に 存 在 す る V領 域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に コ ー ド さ れ た 可 変 領 域 配 列 と 、 ヒ ト Ig
導 入 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た C領 域 と を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 を 発 現 す る 。 Vレ パ ー ト リ ー 拡
大 法 に よ り 、 少 な く と も ５ 個 の 異 な る V遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 で
き 、 ま た 少 な く と も 約 ２ ４ 個 又 は そ れ 以 上 の V遺 伝 子 を 含 有 す る 動 物 も 作 製 す る こ と が で
き る 。 い く つ か の V遺 伝 子 セ グ メ ン ト は 非 機 能 的 で あ っ て も よ い （ 例 え ば 偽 遺 伝 子 等 ） 。
こ れ ら の セ グ メ ン ト を 維 持 し て も よ い が 、 あ る い は 、 必 要 に 応 じ て 当 業 者 に 可 能 な 組 換 え
法 に よ り 選 択 的 に 欠 失 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 マ ウ ス 生 殖 細 胞 を 操 作 し て 、 J及 び C遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 含 有 す る ヒ ト Ig導 入 遺 伝 子 に は
実 質 的 に 存 在 し な い 拡 大 さ れ た Vセ グ メ ン ト ・ レ パ ー ト リ ー を 有 す る 機 能 的 YACを 含 有 さ せ
た ら 、 拡 大 さ れ た Vセ グ メ ン ト ・ レ パ ー ト リ ー を 有 す る 機 能 的 YACを 、 異 な る ヒ ト Ig導 入 遺
伝 子 を 有 す る 非 ヒ ト 動 物 生 殖 細 胞 に 交 雑 す る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 含 め 、 他 の 遺 伝 的 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド に 、 こ の 形 質 を 伝 播 及 び 交 雑 す る こ と が で き る 。 拡 大 さ れ た Vセ グ メ ン ト ・ レ
パ ー ト リ ー を 有 す る 複 数 の 機 能 的 YACを 、 １ つ の ヒ ト Ig導 入 遺 伝 子 （ 又 は 複 数 の ヒ ト Ig導
入 遺 伝 子 ） と 一 緒 に 働 か せ る た め に 、 生 殖 細 胞 に 交 雑 し て よ い 。 こ こ で は YAC導 入 遺 伝 子
と 言 及 す る が 、 ゲ ノ ム に 組 み 込 ん だ と き の こ の よ う な 導 入 遺 伝 子 は 、 酵 母 で 自 律 的 複 製 を
行 う の に 必 要 な 配 列 な ど 、 酵 母 配 列 を 実 質 的 に 欠 い て い て も よ い 。 こ の よ う な 配 列 は 、 選
択 的 に 、 酵 母 で の 複 製 が も は や 必 要 で な く な っ て か ら （ 即 ち マ ウ ス ES細 胞 又 は マ ウ ス 前 接
合 子 へ の 導 入 前 に ） 遺 伝 子 操 作 （ 例 え ば 制 限 消 化 及 び パ ル ス 界 ゲ ル 電 気 泳 動 法 又 は 他 の 適
し た 方 法 な ど ） に よ り 取 り 除 い て も よ い 。 ヒ ト 配 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 発 現 の 形 質 を 伝 播 さ せ
る 方 法 に は 、 ヒ ト Ig導 入 遺 伝 子 を 有 し 、 そ し て 選 択 的 に は 、 拡 大 さ れ た Vセ グ メ ン ト ・ レ
パ ー ト リ ー を 有 す る 機 能 的 YACも さ ら に 有 す る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 育 種 す る
方 法 が あ る 。 V H 及 び V L 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 両 方 が YAC上 に 存 在 し て も よ い 。 当 該 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 ヒ ト Ig導 入 遺 伝 子 、 及 び ／ 又 は 、 他 の ヒ ト リ ン パ 球 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 導 入 遺 伝 子 を 含 め 、 他 の ヒ ト 導 入 遺 伝 子 を 持 つ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 含 め 、 開 業 医 が
希 望 す る い か な る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 交 雑 し て も よ い 。 さ ら に 本 発 明 は 、 拡 大 さ れ た V領
域 レ パ ー ト リ ー YAC導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 産 生 す る 高 親 和 ヒ ト
配 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン も 提 供 す る 。 前 の 記 載 で は 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 好 適 な
実 施 態 様 を 解 説 し た が 、 以 下 、 ３ つ の カ テ ゴ リ ー に 分 類 さ れ た 他 の 実 施 態 様 も 考 察 さ れ て
い る ：
　 Ｉ ． 再 編 成 の な い 重 鎖 及 び 再 編 成 さ れ る 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ；
　 Ｉ Ｉ ． 再 編 成 の な い 重 鎖 及 び 再 編 成 の な い 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ； 及 び
　 Ｉ Ｉ Ｉ ． 再 編 成 さ れ る 重 鎖 及 び 再 編 成 の な い 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ れ ら の カ テ ゴ リ ー の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の う ち 、 好 適 な 優 先 度 は 以 下 、 Ｉ Ｉ ＞ Ｉ
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＞ Ｉ Ｉ Ｉ （ こ の 場 合 の 内 因 性 の 軽 鎖 遺 伝 子 （ 又 は 少 な く と も κ 遺 伝 子 ） は 、 相 同 組 換 え （
又 は 他 の 方 法 ） に よ り ノ ッ ク ア ウ ト さ れ て い る ） 、 及 び Ｉ ＞ Ｉ Ｉ ＞ Ｉ Ｉ Ｉ
（ こ の 場 合 の 内 因 性 軽 鎖 遺 伝 子 は ノ ッ ク ア ウ ト さ れ て お ら ず 、 対 立 遺 伝 子 排 除 に よ り 劣 性
と な ら な け れ ば な ら な い ） の 通 り で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】

　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 CD25に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 又 は そ の 抗
原 結 合 部 分 を 誘 導 体 化 す る か 、 又 は 、 例 え ば 別 の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 （ 例 え ば Fab'フ
ラ グ メ ン ト ） な ど の 別 の 機 能 分 子 に 連 結 し て 、 複 数 の 結 合 部 位 又 は 標 的 エ ピ ト ー プ に 結 合
す る 二 重 特 異 的 又 は 多 重 特 異 的 分 子 を 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 を 、
例 え ば 別 の 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 ペ プ チ ド 又 は 結 合 ミ メ テ ィ ッ ク な ど 、 １ つ 以 上 の 他
の 結 合 分 子 に （ 例 え ば 化 学 結 合 、 遺 伝 子 融 合 、 非 共 有 結 合 的 結 合 又 は 他 の 方 法 に よ り ） 機
能 的 に 連 結 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 CD25に 対 す る 少 な く と も １ つ の 第 一 結 合 特 異 性 部 分 と 、 第 二 標 的 エ
ピ ト ー プ に 対 す る 第 二 結 合 特 異 性 部 分 と を 含 む 二 重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分 子 を 包 含 す る
も の で あ る 。 本 発 明 の あ る 具 体 的 な 実 施 態 様 で は 、 前 記 第 二 標 的 エ ピ ト ー プ は 、 CD3、 CD4
、 IL-15R、 膜 結 合 型 も し く は 受 容 体 結 合 型 TNF-α 、 又 は 膜 結 合 型 も し く は 受 容 体 結 合 型 で
あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 第 二 標 的 エ ピ ト ー プ は 、 例 え ば ヒ ト Fcγ RI（ CD64） 又 は ヒ
ト Fcα 受 容 体 （ CD89） な ど の Fc受 容 体 、 あ る い は Ｔ 細 胞 受 容 体 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は
、 Fcγ R、 Fcα R又 は Fcε Rを 発 現 す る エ フ ェ ク タ 細 胞 （ 例 え ば 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 又 は
多 核 白 血 球 （ PMN） な ど ） と 、 CD25を 発 現 す る 標 的 細 胞 の 両 方 に 結 合 す る こ と の で き る 二
重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分 子 を 包 含 す る 。 こ れ ら の 二 重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分 子 は CD25
発 現 細 胞 を エ フ ェ ク タ 細 胞 に 狙 わ せ て 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 様 、 Fc受 容
体 が 媒 介 す る エ フ ェ ク タ 細 胞 の 活 性 、 例 え ば CD25発 現 細 胞 の フ ァ ゴ サ イ ト ー シ ス 、 ADCC、
サ イ ト カ イ ン 放 出 、 又 は ス ー パ ー オ キ シ ド ・ ア ニ オ ン の 産 生 な ど 、 を 惹 起 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 二 重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分 子 に は 、 抗 Fc結 合 特 異 性 部 分 及 び 抗 CD25結
合 特 異 性 部 分 に 加 え 、 第 三 結 合 特 異 性 部 分 を 含 め る こ と が で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 前
記 第 三 結 合 特 異 性 部 分 は 、 細 胞 傷 害 活 性 に 関 与 す る 表 面 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て 標 的 細 胞 へ
の 免 疫 応 答 を 増 す 分 子 な ど 、 抗 エ ン ハ ン ス メ ン ト 因 子 （ EF） 部 分 で あ る 。 前 記 の 「 抗 エ ン
ハ ン ス メ ン ト 因 子 部 分 」 は 、 抗 体 で あ っ て も 、 機 能 的 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て も 、 又 は
、 抗 原 又 は 受 容 体 な ど の 特 定 の 分 子 に 結 合 し て 、 Fc受 容 体 又 は 標 的 細 胞 抗 原 の 結 合 決 定 基
の 作 用 を 高 め る よ う な リ ガ ン ド で あ っ て も よ い 。 前 記 「 抗 エ ン ハ ン ス メ ン ト 因 子 部 分 」 は
、 Fc受 容 体 又 は 標 的 細 胞 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き る 。 代 替 的 に は 、 前 記 抗 エ ン ハ ン ス メ
ン ト 因 子 部 分 は 、 第 一 及 び 第 二 結 合 特 異 性 部 分 が 結 合 す る 実 体 と は 異 な る 実 体 に 結 合 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 前 記 抗 エ ン ハ ン ス メ ン ト 因 子 部 分 は 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 に （ 例 え
ば CD2、 CD3、 CD8、 CD28、 CD4、 CD40、 ICAM-1を 介 し て 、 又 は 、 標 的 細 胞 へ の 免 疫 応 答 が 高
ま る 結 果 と な る 他 の 免 疫 細 胞 を 介 し て ） 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分 子 は 、 例 え ば Fab、 Fab'、 F（
ab') 2 、 Fv、 又 は scFvな ど を 含 め 、 少 な く と も 一 種 の 抗 体 を 、 結 合 特 異 性 部 分 と し て 含 む
。 こ の 抗 体 は ま た 、 軽 鎖 も し く は 重 鎖 二 量 体 で あ っ て も 、 あ る い は 、  Ladner et al. の
米 国 特 許 第 4,946,778号 に 解 説 さ れ て い る よ う に 、 Fv又 は 一 本 鎖 コ ン ス ト ラ ク ト な ど 、 そ
の 何 ら か の 最 小 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て も よ い 。 さ ら に 本 抗 体 は 、 US 2003/0118592 及 び US
 2003/0133939に 開 示 さ れ て い る よ う な 結 合 ド メ イ ン 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 で あ
っ て も よ い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 Fc受 容 体 に 対 す る 結 合 特 異 性 を 、 そ の 結 合 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン G
（ IgG） の 遮 断 を 受 け な い ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 提 供 す る 。 こ こ で 用 い る 用 語
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「 IgG受 容 体 」 と は 、 １ 番 染 色 体 上 に あ る ８ つ の γ 鎖 遺 伝 子 の い ず れ を も 言 う 。 こ れ ら の
遺 伝 子 は       、 ３ つ の Fcγ 受 容 体 ク ラ ス ： Fcγ RI（ CD64） 、 Fcγ RII（ CD32） 、 及 び Fc
γ RIII（ CD16） に 分 類 さ れ る 合 計 １ ２ 種 の 膜 貫 通 又 は 可 溶 性 の 受 容 体 ア イ ソ フ ォ ー ム を コ
ー ド し て い る 。 あ る 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 前 記 Fcγ 受 容 体 は ヒ ト 高 親 和 Fcγ RIで あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 こ れ ら の 好 適 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 及 び 特 徴 付 け は 、 Fanger et al. の PCT 出 願
WO 88/00052 及 び 米 国 特 許 第 4,954,617号 に 解 説 さ れ て い る 。 こ れ ら の 抗 体 は  Fcγ RI、 Fc
γ RII 又 は Fcγ RIII の エ ピ ト ー プ に 、 当 該 受 容 体 の Fcγ 結 合 部 位 と は 異 な る 部 位 で 結 合
す る た め 、 こ れ ら の 結 合 は 、 生 理 的 レ ベ ル の IgGで は 実 質 的 に 遮 断 を 受 け な い 。 本 発 明 で
有 用 な 特 異 的 抗 Fcγ RI 抗 体 は MAb 22、 MAb 32、 MAb 44、 MAb 62 及 び MAb 197で あ る 。 他
の 実 施 態 様 で は 、 抗 Fcγ RI受 容 体 抗 体 は 、 ヒ ト 化 型 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 22(H22)で あ る
。 H22抗 体 の 作 製 及 び 特 徴 付 け は Graziano, R.F. et al. (1995) J. Immunol 155
(10): 4996-5002 及 び  PCT/US93/10384に 解 説 さ れ て い る 。 H22抗 体 産 生 細 胞 株 は 、 ア メ リ
カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン に １ ９ ９ ２ 年 １ １ 月 ４ 日 に 指 定 番 号 HA022CL1で
寄 託 さ れ 、 受 託 番 号 CRL 11177を 受 け て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 さ ら に 他 の 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 Fc受 容 体 に 対 す る 結 合 特 異 性 部 分 を 、 そ の 結 合 が 好 ま
し く は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ （ IgA） の 遮 断 を 受 け な い 、 Fcα RI（ CD89） な ど の ヒ ト IgA受
容 体 に 結 合 す る 抗 体 に 提 供 さ せ る 。 用 語 「 IgA受 容 体 」 に は 、 １ ９ 番 染 色 体 上 に あ る 一 個
の α 遺 伝 子 （ Fcα RI） の 遺 伝 子 産 物 が 包 含 さ れ る も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 こ の 遺 伝 子 は
、 55乃 至 110kDaの 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ る 膜 貫 通 型 ア イ ソ フ ォ ー ム を い く つ か コ ー
ド し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 Fcα RI（ CD89） は 、 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 酸 性 及 び
好 中 性 顆 粒 球 上 で 構 成 的 に 発 現 す る が 、 非 エ フ ェ ク タ 細 胞 集 団 上 で は 発 現 し な い 。 Fcα RI
は IgA1及 び IgA2の 両 方 に 対 し て 中 間 の 親 和 性 を 有 す る が 、 こ の 親 和 性 は 、 G-CSF 又 は GM-C
SFな ど の サ イ ト カ イ ン に 暴 露 す る と 上 昇 す る
(Morton,
H.C. et al. (1996) Critical Reviews in Immunology 16:423-440)。 Fcα RIに 、 IgAリ ガ
ン ド 結 合 ド メ イ ン 以 外 で 結 合 す る 、 A3、 A59、 A62及 び A77と 同 定 さ れ た ４ 種 類 の Fcα RI特
異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 解 説 さ れ て い る (Monteiro, R.C. et
al., 1992, J. Immunol. 148:1764)。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 Fcα RI及 び Fcγ RIは 、 （ １ ） 単 球 、 PMN、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び 樹 状 細 胞 な ど の 免 疫 エ フ
ェ ク タ 細 胞 上 に 主 に 発 現 す る ； （ ２ ） 高 レ ベ ル （ 例 え ば １ 個 の 細 胞 当 た り 5,000乃 至 100,0
00） で 発 現 す る ； （ ３ ） 細 胞 傷 害 活 性 （ ADCC、 フ ァ ゴ サ イ ト ー シ ス ） の 媒 介 物 質 で あ る ；
（ ４ ） 自 己 抗 原 を 含 め 、 そ れ ら が 狙 う 抗 原 の 抗 原 提 示 促 進 を 媒 介 す る 、 点 で 、 本 発 明 で の
使 用 に 好 適 な ト リ ガ ー 受 容 体 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 こ こ で 用 い る 「 エ フ ェ ク タ 細 胞 特 異 抗 体 」 と は 、 エ フ ェ ク タ 細 胞 の Fc受 容 体 に 結 合 す る
抗 体 又 は 機 能 的 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 言 う 。 本 発 明 で 用 い る の に 好 適 な 抗 体 は 、 エ フ ェ ク タ
細 胞 の Fc受 容 体 に 、 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 結 合 し な い 部 位 で 結 合 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 こ こ で 用 い る 用 語 「 エ フ ェ ク タ 細 胞 」 と は 、 免 疫 応 答 の 認 識 及 び 活 性 化 段 階 で な く 、 免
疫 応 答 の エ フ ェ ク タ 段 階 に 関 与 す る 免 疫 細 胞 を 言 う 。 免 疫 細 胞 の 例 に は 、 骨 髄 又 は リ ン パ
系 由 来 の 細 胞 、 例 え ば リ ン パ 球 （ 例 え ば 、 細 胞 溶 解 性 Ｔ 細 胞 （ CTL） を 含 む Ｂ 細 胞 及 び Ｔ
細 胞 ） 、 キ ラ ー 細 胞 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 単 球 、 好 酸 球 、 好 中 球 、
多 核 白 血 球 、 顆 粒 球 、 マ ス ト 細 胞 、 及 び 好 塩 基 球 、 が あ る 。 い く つ か の エ フ ェ ク タ 細 胞 は
特 異 的 Fc受 容 体 を 発 現 し 、 特 異 的 免 疫 機 能 を 果 た す 。 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 エ フ ェ ク タ 細
胞 は 、 ADCCを 誘 導 で き る 好 中 球 な ど 、 ADCCを 誘 導 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 FcRを 発 現
す る 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 標 的 細 胞 の 特 異 的 致 死 や 、 他 の 免 疫 系 構 成 成 分 へ の 抗 原 提
示 か 、 又 は 、 抗 原 提 示 細 胞 へ の 結 合 に 関 与 し て い る 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 エ フ ェ ク タ 細 胞
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は 、 標 的 抗 原 、 標 的 細 胞 、 又 は 微 生 物 を 貪 食 す る こ と が で き る 。 エ フ ェ ク タ 細 胞 上 の 特 定
の FcRの 発 現 は 、 サ イ ト カ イ ン な ど の 体 液 性 因 子 に よ り 調 節 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 F
cγ RIの 発 現 が イ ン タ ー フ ェ ロ ン ガ ン マ （ IFN-γ ） に よ り 上 方 調 節 さ れ る こ と が 判 明 し て
い る 。 こ の 発 現 亢 進 に よ り 、 Fcγ RI担 持 細 胞 の 標 的 に 対 す る 細 胞 傷 害 活 性 が 増 す 。 エ フ ェ
ク タ 細 胞 は 、 標 的 抗 原 又 は 標 的 細 胞 を 貪 食 又 は 溶 解 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 「 標 的 細 胞 」 は 、 本 発 明 の 組 成 物 （ 例 え ば ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 二 重 特 異 的 も し く
は 多 重 特 異 的 分 子 ） の 標 的 と す る こ と が で き る 、 対 象 （ 例 え ば ヒ ト 又 は 動 物 ） 内 の い ず れ
か の 細 胞 を 意 味 す る こ と と す る 。 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 本 標 的 細 胞 は 、 CD25を 発 現 又 は 過
剰 発 現 し て い る 細 胞 で あ る 。 CD25を 発 現 す る 細 胞 に は 、 典 型 的 に 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 、 単 球 及
び Ｂ 細 胞 、 が あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分 子 は 、 化 学 的 技 術 （ 例 え ば D. M. Kranz et al. (
1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
78:5807を 参 照 さ れ た い ） 、 ポ リ オ ー マ 」 技 術 （ Readingの US 4,474,893を 参 照 さ れ た い ）
又 は 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 具 体 的 に は 、 本 発 明 の 二 重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分 子 は 、 当 業 で 公 知 で あ り 、 こ こ に 紹
介 さ れ た 実 施 例 で 解 説 す る 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 抗 FcR及 び 抗 CD25結 合 特 異 性 部 分 な ど 、
構 成 部 分 の 結 合 特 異 性 部 分 を 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 調 製 で き る 。 例 え ば 本 二 重 特 異 的 及
び 多 重 特 異 的 分 子 の 各 結 合 特 異 性 部 分 を 別 々 に 作 製 し て お き 、 後 で 相 互 に 結 合 す る こ と が
で き る 。 こ れ ら 結 合 特 異 性 部 分 が タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド で あ る 場 合 、 多 種 の 結 合 又 は 架
橋 剤 を 共 有 結 合 に 用 い る こ と が で き る 。 架 橋 剤 の 例 に は 、 プ ロ テ イ ン Ａ 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド
、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -S-ア セ チ ル -チ オ ア セ テ ー ト (SATA)、 5,5'-ジ チ オ ビ ス (2-ニ ト ロ 安
息 香 酸 )(DTNB)、 o-フ ェ ニ レ ン ジ マ レ イ ミ ド (oPDM)、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -3-(2-ピ リ ジ ル
ジ チ オ )プ ロ ピ オ ネ ー ト (SPDP)、 及 び ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-(N-マ レ イ ミ ド メ チ ル ) シ
ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ キ シ レ ー ト  (ス ル ホ -SMCC) (例 え ば Karpovsky et al. (1984) J. 
Exp. Med. 160:1686; Liu, MA et al. (1985) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82:8648を 参 照 さ れ た い )が あ る 。 他 の 方 法 に は Paulus Behring Ins. Mit
t. (1985) No. 78, 118-132); Brennan et al. (Science (1985) 229:81-83)、 及 び Glenn
ie et al. (J. Immunol. (1987) 139: 2367-2375)が 解 説 し た も の が あ る 。 好 適 な 結 合 剤
は  両 者 と も ピ ア ー ス ・ ケ ミ カ ル 社 （ イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド ） か ら 入 手 で き る SATA 及
び ス ル ホ -SMCCで あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 結 合 特 異 性 部 分 が 抗 体 で あ る 場 合 、 こ れ ら は ２ つ の 重 鎖 の Ｃ 末 端 ヒ ン ジ 領 域 の ス ル フ ヒ
ド リ ル 結 合 を 介 し て 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 あ る 特 に 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 前 記 ヒ ン ジ
領 域 を 修 飾 し て 、 奇 数 の ス ル フ ヒ ド リ ル 残 基 、 好 ま し く は １ つ 、 を 結 合 前 に 含 有 さ せ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 代 替 的 に は 、 両 方 の 結 合 特 異 性 部 分 を 同 じ ベ ク タ に コ ー ド さ せ 、 同 じ ホ ス ト 細 胞 内 で 発
現 及 び 集 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 当 該 二 重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分 子 が MAb
× MAb、 MAb× Fab、 Fab× F(ab') 2 又 は リ ガ ン ド × Fab融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 に 特 に 有 用
で あ る 。 例 え ば 二 重 特 異 的 分 子 な ど 、 本 発 明 の 二 重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分 子 は 、 例 え ば
一 本 鎖 二 重 特 異 抗 体 、 １ つ の 一 本 鎖 抗 体 及 び 結 合 決 定 基 を 含 む 一 本 鎖 二 重 特 異 的 分 子 、 又
は 、 ２ つ の 結 合 決 定 基 を 含 む 一 本 鎖 二 重 特 異 的 分 子 な ど 、 一 本 鎖 分 子 で あ っ て も よ い 。 さ
ら に 二 重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分 子 は 一 本 鎖 分 子 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 少 な く と も ２
つ の 一 本 鎖 分 子 を 含 ん で 成 る も の で も よ い 。 こ の よ う な 二 重 及 び 多 重 特 異 的 分 子 を 調 製 す
る 方 法 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,260,203号 ； 米 国 特 許 第 5,455,030号 ； 米 国 特 許 第 4,881,17
5号 ； 米 国 特 許 第 5,132,405号 ； 米 国 特 許 第 5,091,513号 ； 米 国 特 許 第 5,476,786号 ； 米 国 特
許 第 5,013,653号 ； 米 国 特 許 第 5,258,498号 ； 及 び 米 国 特 許 第 5,482,858号 に 解 説 さ れ て い
る 。
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【 ０ １ ４ ４ 】
　 二 重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分 子 の 、 そ れ ら の 特 異 的 標 的 へ の 結 合 は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着
検 定 法 (ELISA)、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
(RIA)、 FACS分 析 、 バ イ オ ア ッ セ イ （ 例 え ば 成 長 阻 害 ） 、 BIAcore分 析 、 又 は ウ ェ ス タ ン ・
ブ ロ ッ ト 検 定 法 な ど に よ り 、 確 認 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 検 定 法 は そ れ ぞ れ 、 大 ま か
に 言 っ て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 － 抗 体 複 合 体 の 存 在 を 、 こ の 複 合 体 に 特 異 的 な 標 識 済 み の 試
薬 （ 例 え ば 抗 体 ） を 用 い て 検 出 す る も の で あ る 。 例 え ば FcR-抗 体 複 合 体 は 、 こ の 抗 体 -FcR
複 合 体 を 認 識 し て 特 異 的 に 結 合 す る 、 例 え ば 酵 素 に 結 合 さ せ た 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
な ど を 用 い て 、 検 出 す る こ と が で き る 。 代 替 的 に は 、 当 該 の 複 合 体 を 、 多 種 の 他 の 免 疫 検
定 法 の い ず れ か を 用 い て 検 出 す る こ と も で き る 。 例 え ば 抗 体 を 放 射 性 標 識 し 、 ラ ジ オ イ ム
ノ ア ッ セ イ
(RIA)で 用 い る こ と が で き る
(例 え ば Weintraub, B., Principles of Radioimmunoassays, Seventh Training
Course on Radioligand Assay Techniques, The Endocrine Society, March, 1986を 参 照
さ れ た い ） 。 放 射 性 同 位 元 素 は 、 γ カ ウ ン タ ー 又 は シ ン チ レ ー シ ョ ン ・ カ ウ ン タ ー 、 あ る
い は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ の 使 用 な ど の 手 段 に よ り 、 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　 本 発 明 の 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 抗 CD25抗 体 を 、 細 胞 毒 、 薬 物 （ 例 え ば 免 疫 抑 制
剤 ） 又 は 放 射 性 同 位 元 素 な ど の 治 療 部 分 に 結 合 さ せ る 。 こ の よ う な 結 合 体 を こ こ で は 「 免
疫 複 合 体 」 と 呼 ぶ 。 １ つ 以 上 の 細 胞 毒 を 含 有 す る 免 疫 複 合 体 は 「 イ ム ノ ト キ シ ン 」 と 呼 ば
れ る 。 細 胞 毒 又 は 細 胞 毒 性 作 用 物 質 に は 、 細 胞 に と っ て 有 害 な （ 例 え ば 致 死 さ せ る ） あ ら
ゆ る 物 質 が 含 ま れ る 。 例 に は 、 タ キ ソ ー ル 、 サ イ ト カ ラ シ ン Ｂ 、 グ ラ ミ シ ジ ン Ｄ 、 臭 化 エ
チ ジ ウ ム 、 エ メ チ ン 、 ミ ト マ イ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 テ ノ ポ シ ド 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ
ラ ス チ ン 、 コ ル ヒ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ジ ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ シ ン ジ
オ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ 、 1-デ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ
ロ ン 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 プ ロ カ イ ン 、 テ ト ラ カ イ ン 、 リ ド カ イ ン 、 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル
、 及 び ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 並 び に こ れ ら の 類 似 体 又 は 相 同 体 が あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る た め に 適 し た 治 療 薬 に は 、 限 定 は し な い が 、 抗 代 謝 産 物
（ 例 え ば メ ト ト レ キ セ ー ト 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 6-チ オ グ ア ニ ン 、 シ タ ラ ビ ン 、 フ ル ダ
ラ ビ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル デ カ ル バ ジ ン )、 ア ル キ ル 化 剤 （ 例 え ば メ ク ロ レ タ ミ ン 、 チ
オ テ パ ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 カ ル ム ス チ ン （ BSNU) 及 び ロ ム ス チ ン  (CCNU)、
シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 ジ ブ ロ モ マ ン ニ ト ー ル 、 ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 、 ミ ト
マ イ シ ン Ｃ 、 及 び シ ス プ ラ チ ン （ cis-ジ ク ロ ロ ジ ア ミ ン プ ラ チ ナ ム (II) (DDP) )、 ア ン ト
ラ サ イ ク リ ン
(例 え ば ダ ウ ノ ル ビ シ ン （ 以 前 の ダ ウ ノ マ イ シ ン ） 、 及 び ド キ ソ ル ビ シ ン ） 、 抗 生 物 質 （
例 え ば ダ ク チ ノ マ イ シ ン （ 以 前 の ア ク チ ノ マ イ シ ン ） 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン
、 及 び ア ン ト ラ マ イ シ ン （ AMC))、 及 び 抗 有 糸 分 裂 剤 （ 例 え ば ビ ン ク リ ス チ ン 及 び ビ ン ブ
ラ ス チ ン ） 、 が あ る 。 本 発 明 の 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と の で き る 治 療 的 細 胞 毒 の 他 の 例 に は
、 カ リ ケ ア ミ シ ン （ 原 語 ： calicheamicin） 及 び デ ュ オ カ ル ミ シ ン （ 原 語 ： duocarmycin）
、 が あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 抗 体 を 、 例 え ば ヨ ウ 素 -131、 イ ッ ト リ ウ ム -90又 は イ ン ジ ウ ム -111な ど
の 放 射 性 同 位 体 に 結 合 さ せ て 、 癌 な ど の CD25関 連 異 常 を 治 療 す る た め の 細 胞 傷 害 性 放 射 性
医 薬 を 作 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 複 合 体 を 用 い て 所 定 の 生 物 学 的 応 答 を 修 飾 す
る こ と が で き る が 、 当 該 の 薬 物 成 分 を 、 古 典 的 な 化 学 療 法 薬 に 限 定 さ れ る も の と 、 捉 え ら
れ て は な ら な い 。 例 え ば 当 該 の 薬 物 成 分 は 、 所 望 の 生 物 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ
ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 に は 、 例 え ば ア ブ リ ン 、 リ シ ン Ａ 、 シ ュ
ー ド モ ナ ス ・ エ キ ソ ト キ シ ン Ａ 、 又 は ジ フ テ リ ア 毒 素 な ど の 酵 素 活 性 の あ る 毒 素 又 は そ の
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活 性 フ ラ グ メ ン ト 、 あ る い は 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ な ど の ホ ス ホ リ パ ー ゼ 酵 素 な ど 、
細 胞 表 面 上 で 活 性 な 作 用 薬 が 含 ま れ よ う 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 こ の よ う な 治 療 的 部 分 を 抗 体 に 結 合 さ せ る 技 術 は 公 知 で あ り 、 例 え ば  Arnon et al., "
Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of
Drugs In Cancer Therapy", in Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy,
Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al., 
"Antibodies For Drug
Delivery", in Controlled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson et
al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of
Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", in Monoclonal Antibodies
'84: Biological And Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-506 (
1985);
"Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of
Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", in Monoclonal Antibodies For
Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (eds.), pp. 303-16 (Academic Press
1985); 及 び  Thorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic Properties Of
Antibody-Toxin Conjugates", Immunol. Rev., 62:119-58 (1982)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に 基 づ く ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 な ど の リ ン カ － キ レ
ー ト 剤 （ 例 え ば チ ウ ケ セ タ ン （ 原 語 ： tiuxetan） ） に 付 着 さ せ る と 、 本 抗 体 を 放 射 性 同 位
体 に 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】

　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を １ つ 又 は 組 合 せ で 含 有 す
る 、 医 薬 組 成 物 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る も の で あ る 。 前 記 の 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 可 能
な 担 体 又 は 希 釈 剤 や 、 Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19t h

Edition, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1995に 開 示 さ れ た も の な ど
、 従 来 技 術 に 従 っ た い ず れ か 他 の 公 知 の ア ジ ュ バ ン ト 及 び 医 薬 品 添 加 物 と 一 緒 に 調 合 し て
も よ い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 組 成 物 を 、 併 用 療 法 で 、 即 ち 、 治 療 使 用 と す る 疾 患 又 は 状 態 に 関 連 す る
他 の 薬 剤 と 組 み 合 わ せ て 、 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 前 記 の 併 用 療 法 に は 、 本 発 明
の 組 成 物 を 、 少 な く と も １ つ の 免 疫 抑 制 剤 、 少 な く と も １ つ の 抗 炎 症 剤 、 少 な く と も １ つ
の 乾 癬 用 薬 剤 、 又 は 少 な く と も １ つ の 化 学 療 法 薬 と 一 緒 に 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な 治 療 薬 に 、 例 え ば シ ク ロ ス ポ リ ン 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 ミ
コ フ ェ ノ ー ル 酸 、 ミ コ フ ェ ノ レ ー ト ・ モ フ ェ チ ル 、 プ レ ド ニ ゾ ン な ど の コ ル チ コ ス テ ロ イ
ド 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 金 塩 、 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 抗 マ ラ リ ア 剤 、 ブ レ キ ナ ー 、 レ フ ル ノ
ミ ド 、 ミ ゾ リ ビ ン 、 15-デ オ キ シ ス ペ ル グ ア リ ン 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ
ミ ド 、 ラ パ マ イ シ ン 、 タ ク ロ リ ム ス (FK-506)、 OKT3、 抗 胸 腺 細 胞 グ ロ ブ リ ン な ど の 免 疫 抑
制 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 組 成 物 を 、 プ レ ド ニ ゾ ン 及 び シ ク ロ ス ポ リ ン ； プ レ ド ニ
ゾ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 及 び ア ザ チ オ プ リ ン ； 又 は プ レ ド ニ ゾ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 及 び ミ コ
フ ェ ノ レ ー ト ・ モ フ ェ チ ル な ど 、 二 種 以 上 の 免 疫 抑 制 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な 治 療 薬 は 、 例 え ば ス テ ロ イ ド 系 薬 物 又 は NSAID（ 非 ス
テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 剤 ） な ど 、 一 つ 以 上 の 抗 炎 症 剤 を 含 む 。 好 適 な 薬 剤 に は 、 例 え ば 、 ア ス
ピ リ ン 及 び 他 の サ リ チ ル 酸 、 Cox-2阻 害 剤 、 例 え ば ロ フ ェ コ キ シ ブ 及 び セ レ コ キ シ ブ や 、
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イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 フ ェ ノ プ ロ フ ェ ン 、 ナ プ ロ キ セ ン 、 ス リ ン ダ ッ ク 、 ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク 、
ピ ロ キ シ カ ム 、 ケ ト プ ロ フ ェ ン 、 ジ フ ル ニ サ ー ル 、 ナ ブ メ ト ン 、 エ ト ド ラ ッ ク 、 オ キ サ プ
ロ ジ ン 、 及 び イ ン ド メ タ シ ン な ど の NSAID、 が あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な 治 療 薬 は 、 １ つ 以 上 の DMARD、 例 え ば メ ト ト レ キ セ ー ト
、 ヒ ド ロ キ シ ク ロ ロ キ ン 、 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 合 成 阻 害 剤 、 例 え ば レ フ ル ノ ミ
ド 、 IL-1 受 容 体 遮 断 剤 、 例 え ば ア ナ キ ン ラ 、 及 び TNF-α 遮 断 剤 、 例 え ば エ タ ネ ル セ プ ト
、 イ ン フ リ キ シ マ ブ
及 び ア ダ リ ム マ ブ な ど 、 を 含 む 。 更 な る 適 し た DMARDは 抗 IL-6R抗 体 、 CTLA4Ig、 及 び 抗 IL-
15抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な 治 療 薬 は 、 炎 症 性 又 は 過 増 殖 性 皮 膚 以 上 を 治 療 す る た め
の 一 種 以 上 の 薬 剤 、 例 え ば コ ー ル タ ー ル 、 ビ タ ミ ン Ａ 、 ア ン ト ラ リ ン 、 カ ル シ ポ ト リ エ ン
、 タ ラ ゾ テ ン 、 及 び コ ル チ コ ス テ ロ イ ド を 含 む 局 所 用 医 薬 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 メ ト ト
レ キ セ ー ト 、 ア シ ク レ チ ン な ど の レ チ ノ イ ド 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 エ タ ネ ル セ プ ト 、 ア レ フ
ァ セ プ ト 、 エ フ ァ ル ジ マ ブ 、 6-チ オ グ ア ニ ン 、 ミ コ フ ェ ノ レ ー ト ・ モ フ ェ チ ル 、 タ ク ロ リ
ム ス （ FK-506） 、 及 び ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア な ど の 経 口 用 又 は 注 射 用 医 薬 な ど 、 を 含 む 。 他 の
例 は CTLA4Ig 及 び イ ン フ リ キ シ マ ブ で あ る 。 他 の 治 療 法 に は 、 UVB (広 帯 域 及 び 狭 帯 域 紫
外 線 Ｂ ） 、 UVA (紫 外 線 Ａ ) 及 び PUVA (プ ソ ラ ー レ ン メ ト キ サ レ ン 、 プ ラ ス 、 紫 外 線 Ａ )を
含 む 、 日 光 へ の 曝 露 及 び 光 線 療 法 が 含 ま れ よ う 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 組 成 物 を 、 例 え ば メ ト ト レ キ セ ー ト ＋ 光 線 療 法
(PUVA 又 は UVA)； メ ト ト レ キ セ ー ト ＋ ア シ ト レ チ ン ； ア シ ト レ チ ン ＋ 光 線 療 法
(PUVA 又 は UVA)； メ ト ト レ キ セ ー ト ＋ ア シ ト レ チ ン ＋ 光 線 療 法
(PUVA 又 は  UVB)； ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア ＋ 光 線 療 法
(PUVA 又 は  UVB)； ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア ＋ ア シ ト レ チ ン ； シ ク ロ ス ポ リ ン ＋ メ ト ト レ キ セ ー
ト ； 又 は カ ル シ ポ ト リ エ ン ＋ 光 線 療 法
(UVB)な ど 、 上 述 の 治 療 法 の 二 種 以 上 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な 治 療 薬 は 、 一 つ 以 上 の 化 学 療 法 薬 、 例 え ば ド キ ソ
ル ビ シ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ビ ン デ
シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 及 び ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 抗 体 を 、 放 射 線 治 療 及 び ／ 又 は 骨 髄 移 植 と 併 用 投 与 し て も
よ い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 抗 体 を 、 例 え ば IL-2受 容 体 の p75に 結 合 す る 抗 体 や 、 又 は 、 M
HC、 CD2、 CD3、 CD4、 CD7、 CD28、 B7、 CD40、 CD45、 IFN-γ 、 TNF-α  、 IL-4、 IL-5、 IL-6R
、 IL-7、 IL-8、 IL-10、 CD11a、 CD20 又 は CD58な ど に 結 合 す る 抗 体 、 あ る い は 、 そ れ ら の
リ ガ ン ド に 結 合 す る 抗 体 な ど 、 他 の 免 疫 抑 制 性 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 他 の 抗 体 と
組 み 合 わ せ て 投 与 し て も よ く 、 あ る い は 、 例 え ば 可 溶 性 IL-15R 又 は IL-10な ど 、 他 の 免 疫
調 節 性 化 合 物 と 組 み 合 わ せ て 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 の 「 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 」 に は 、 生 理 学 的 に 適 合 性 あ る あ ら ゆ る
溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 剤 及 び 抗 カ ビ 剤 、 等 張 剤 及 び 吸 収 遅 延 剤 等 が 含 ま れ る
。 好 ま し く は 、 当 該 の 担 体 が 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 腸 管 外 、 脊 髄 も し く は 表 皮 投 与 （ 例
え ば 注 射 又 は 輸 注 に よ り ） に 適 し て い る と よ い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 「 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 塩 」 と は 、 親 化 合 物 の 所 望 の 生 物 活 性 を 保 持 し つ つ も 、 望 ま し く
な い 毒 性 作 用 を 与 え な い よ う な 塩 を 言 う （ 例 え ば Berge, S.M., et al. (1977) J. Pharm.
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 Sci. 66:1-19を 参 照 さ れ た い ） 。 こ の よ う な 塩 の 例 に は 、 酸 添 加 塩 及 び 塩 基 添 加 塩 が あ
る 。 酸 添 加 塩 に は 、 非 毒 性 の 無 機 酸 、 例 え ば 塩 酸 、 硝 酸 、 リ ン 酸 、 硫 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 ヨ
ウ 化 水 素 酸 、 リ ン の 酸 等 か ら 誘 導 さ れ た も の や 、 非 毒 性 の 有 機 酸 、 例 え ば 脂 肪 族 モ ノ カ ル
ボ ン 酸 及 び ジ カ ル ボ ン 酸 、 フ ェ ニ ル 置 換 ア ル カ ン 酸 、 ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ン 酸 、 芳 香 族 の 酸
、 脂 肪 族 及 び 芳 香 族 の ス ル ホ ン 酸 等 か ら 誘 導 さ れ た も の が あ る 。 塩 基 添 加 塩 に は 、 ナ ト リ
ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 等 の ア ル カ リ 土 類 金 属 か ら 誘 導 さ れ た も の や
、 N,N'-ジ ベ ン ジ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン 、 N-メ チ ル グ ル カ ミ ン 、 ク ロ ロ プ ロ カ イ ン 、 コ リ ン
、 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 、 プ ロ カ イ ン 等 の 非 毒 性 の 有 機 ア ミ ン か ら 誘 導
さ れ た も の が あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 医 薬 （ 治 療 用 ） 組 成 物 を 含 め 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 当 業 で 公 知 の 多 種 の 方 法 に よ り 投 与
す る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 理 解 さ れ る よ う に 、 投 与 の 経 路 及 び ／ 又 は 形 態 は 、 所
望 の 結 果 に 応 じ て 様 々 で あ ろ う 。 当 該 活 性 化 合 物 は 、 イ ン プ ラ ン ト 、 経 皮 パ ッ チ 、 及 び マ
イ ク ロ 封 入 送 達 系 を 含 む 制 御 放 出 調 合 物 な ど 、 急 速 な 放 出 か ら 当 該 化 合 物 を 保 護 す る 担 体
と 一 緒 に 調 製 す る こ と が で き る 。 エ チ レ ン 酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、
コ ラ ー ゲ ン 、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル 、 及 び ポ リ 乳 酸 な ど 、 生 分 解 性 で 生 体 適 合 性 あ る ポ リ マ
を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 調 合 物 の 調 製 法 が 、 当 業 者 に 広 く 公 知 で あ る 。
例 え ば Sustained
and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R.
Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 特 定 の 投 与 経 路 で 本 発 明 の 化 合 物 を 投 与 す る に は 、 当 該 化 合 物 の 失 活 を 防 ぐ 物 質 で そ れ
を 被 覆 す る か 、 又 は 当 該 化 合 物 と 同 時 投 与 す る こ と が 必 要 な 場 合 が あ る 。 例 え ば 本 化 合 物
を 、 適 し た リ ポ ソ ー ム な ど の 担 体 又 は 希 釈 剤 に 入 れ て 対 象 に 投 与 し て も よ い 。 薬 学 的 に 許
容 可 能 な 希 釈 剤 に は 生 理 食 塩 水 及 び 水 性 の 緩 衝 液 が あ る 。 リ ポ ソ ー ム に は 水 中 油 中 水 CGF
エ マ ル ジ ョ ン や 、 従 来 の リ ポ ソ ー ム が あ る (Strejan et
al. (1984) J. Neuroimmunol. 7:27)。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 に は 無 菌 の 水 溶 液 又 は 分 散 液 並 び に 、 無 菌 の 注 射 液 又 は 分 散 液
の 即 時 調 製 用 の 無 菌 粉 末 が あ る 。 こ の よ う な 媒 質 及 び 薬 剤 の 、 薬 学 的 に 活 性 な 物 質 の た め
の 使 用 は 当 業 で 公 知 で あ る 。 従 来 の 媒 質 又 は 薬 剤 が 当 該 活 性 化 合 物 に と っ て 不 適 合 で な い
限 り 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 中 へ の そ の 使 用 は 考 察 さ れ た と こ ろ で あ る 。 補 助 的 な 活 性 化 合
物 も 、 本 組 成 物 中 に 取 り 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 治 療 用 の 組 成 物 は 典 型 的 に 無 菌 で な け れ ば な ら ず 、 ま た 製 造 及 び 保 管 条 件 下 で 安 定 で な
け れ ば な ら な い 。 本 組 成 物 は 、 高 い 薬 物 濃 度 に 適 し た 溶 液 、 マ イ ク ロ 乳 液 、 リ ポ ソ ー ム 、
又 は 他 の 秩 序 あ る 構 造 と し て 調 合 す る こ と が で き る 。 当 該 の 担 体 は 、 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー
ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 及 び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル 等 ） 、 及 び こ れ ら の 適 し た 混 合 物 な ど を 含 有 す る 溶 媒 又 は 分 散 媒 で あ っ て よ い 。
適 し た 流 動 性 は 、 例 え ば レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ を 用 い た り 、 分 散 液 の 場 合 に は 必 要
な 粒 子 サ イ ズ を 維 持 し た り 、 そ し て 界 面 活 性 剤 を 使 用 す る な ど に よ り 、 維 持 で き る 。 多 く
の 場 合 、 例 え ば 糖 類 、 グ リ セ ロ ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル な ど の 多 価 ア ル コ ー ル
、 又 は 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 等 張 剤 を 組 成 物 中 に 含 め る こ と が 好 ま し い で あ ろ う 。 注 射 用
組 成 物 の 吸 収 を 長 引 か せ る に は 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 塩 及 び ゼ ラ チ ン な ど 、 吸 収 を 遅 ら せ る
薬 剤 を 組 成 物 中 に 含 め る こ と に よ り 、 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  を 、 皮 下 注 射 に よ り 結 晶 形 で 投
与 す る 。 Yang et al. (2003) PNAS, 100(12):6934-6939を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 無 菌 の 注 射 用 溶 液 は 、 必 要 量 の 活 性 化 合 物 を 適 し た 溶 媒 に 、 必 要 に 応 じ て 上 に 列 挙 し た
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成 分 の １ つ 又 は 組 み 合 わ せ と 一 緒 に     加 え た 後 、 滅 菌 マ イ ク ロ 濾 過 を 行 う こ と に よ り 、
調 製 す る こ と が で き る 。 分 散 液 は 一 般 的 に は 、 塩 基 性 の 分 散 媒 と 、 上 に 列 挙 し た も の の 中
で 必 要 な 他 の 成 分 と を 含 有 す る 無 菌 の 賦 形 剤 に 当 該 活 性 化 合 物 を 加 え る こ と で 、 調 製 さ れ
て い る 。 無 菌 の 注 射 用 溶 液 の 調 製 用 の 無 菌 粉 末 の 場 合 、 好 適 な 調 製 法 は 真 空 乾 燥 及 び 凍 結
乾 燥 （ 凍 結 乾 燥 ） で あ り 、 そ の 結 果 、 活 性 成 分 及 び 付 加 的 な 所 望 の 成 分 の 粉 末 が 、 予 め 殺
菌 濾 過 さ れ た そ の 溶 液 か ら 生 じ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 投 薬 計 画 は 、 最 適 な 所 望 の 応 答 （ 例 え ば 治 療 的 応 答 ） が 得 ら れ る よ う に 調 節 さ れ る 。 例
え ば 単 一 の 巨 丸 剤 を 投 与 し て も よ く 、 複 数 に 分 割 さ れ た 用 量 を 一 定 期 間 に わ た っ て 投 与 し
て も 、 又 は 、 治 療 状 況 の 緊 急 度 を 指 標 と し て 、 用 量 を 比 例 的 に 増 減 さ せ て も よ い 。 投 与 の
容 易 さ 及 び 投 薬 量 の 均 一 性 の た め に は 、 非 経 口 用 組 成 物 を 単 位 剤 形 で 調 合 す る こ と が 特 に
有 利 で あ る 。 こ こ で 用 い る 単 位 剤 形 と は 、 治 療 し よ う と す る 対 象 に と っ て 単 位 型 の 投 薬 量
と し て 調 整 さ れ た 物 理 的 に 別 個 の 単 位 を 言 う 。 各 単 位 は 、 必 要 な 薬 品 用 担 体 と の 関 連 か ら
所 望 の 治 療 効 果 を 生 ず る よ う 計 算 さ れ た 所 定 量 の 活 性 化 合 物 を 含 有 す る 。 本 発 明 の 単 位 剤
形 の 詳 細 は 、 （ ａ ） 活 性 化 合 物 の 固 有 の 特 徴 、 及 び 、 達 成 し よ う と す る 特 定 の 治 療 効 果 、
及 び （ ｂ ） こ の よ う な 活 性 化 合 物 を 、 個 体 の 感 受 性 の 治 療 に 向 け て 配 合 す る 技 術 に 内 在 す
る 限 界 、 に よ っ て 決 定 さ れ 、 ま た こ れ ら に 直 接 依 存 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 抗 酸 化 剤 の 例 に は ： （ １ ） 水 溶 性 の 抗 酸 化 剤 、 例 え ば ア ス コ ル ビ ン
酸 、 塩 酸 シ ス テ イ ン 、 重 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 メ タ 重 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 等 ；
（ ２ ） 油 溶 性 抗 酸 化 剤 、 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 パ ル ミ テ ー ト 、 ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ア ニ ソ
ー ル （ BHA)、 ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ト ル エ ン (BHT)、 レ シ チ ン 、 没 食 子 酸 プ ロ ピ ル 、 ア ル フ
ァ -ト コ フ ェ ロ ー ル 等 ； 及 び （ ３ ） 金 属 キ レ ー ト 剤 、 例 え ば ク エ ン 酸 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン
四 酢 酸 (EDTA)、 ソ ル ビ ト ー ル 、 酒 石 酸 、 リ ン 酸 等 が あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 を 、 例 え ば 経 口 、 鼻 孔 、 局 所 （ バ ッ カ ル 及 び 舌 下 を 含 む ） 、 直 腸
、 膣 及 び ／ 又 は 非 経 口 投 与 な ど 、 特 定 の 投 与 経 路 の た め に 調 合 す る こ と が で き る 。 当 該 調
合 物 を 適 宜 、 単 位 剤 形 で 提 供 し て も よ く 、 製 薬 業 で 公 知 の い ず れ の 方 法 で 調 製 し て も よ い
。 一 個 分 の 剤 形 を 作 製 す る た め に 担 体 物 質 と 組 み 合 わ せ る こ と の で き る 活 性 成 分 の 量 は 、
治 療 し よ う と す る 対 象 、 及 び 特 定 の 投 与 形 態 に 応 じ て 様 々 で あ ろ う 。 一 個 分 の 剤 形 を 作 製
す る た め に 担 体 物 質 と 組 み 合 わ せ る こ と の で き る 活 性 成 分 の 量 は 、 一 般 に 、 治 療 効 果 を 生
む 組 成 物 量 と な る で あ ろ う 。 概 し て 、 100パ ー セ ン ト の う ち で 、 こ の 量 は 約 0.01パ ー セ ン
ト 乃 至 約 99パ ー セ ン ト の 活 性 成 分 、 好 ま し く は 約 0.1パ ー セ ン ト 乃 至 約 70パ ー セ ン ト 、 最
も 好 ま し く は 約 1パ ー セ ン ト 乃 至 約 30パ ー セ ン ト の 範 囲 で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 経 膣 投 与 に 適 し た 本 発 明 の 調 合 物 に は 、 さ ら に 、 当 業 で 適 し て い る こ と が 公 知 の 担 体 を
含 有 す る ペ ッ サ リ 、 タ ン ポ ン 、 ク リ ー ム 、 ゲ ル 、 ペ ー ス ト 、 フ ォ ー ム 又 は ス プ レ ー 調 合 物
が あ る 。 本 発 明 の 組 成 物 の 局 所 も し く は 経 皮 投 与 用 の 剤 形 に は 、 粉 末 、 ス プ レ ー 、 軟 膏 、
ペ ー ス ト 、 ク リ ー ム 、 ロ ー シ ョ ン 、 ゲ ル 、 溶 液 、 パ ッ チ 及 び 吸 入 剤 、 が あ る 。 当 該 の 活 性
化 合 物 を 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 や 、 必 要 に 応 じ て 何 ら か の 保 存 剤 、 緩 衝 剤 、 又 は 推 進
剤 と 無 菌 条 件 下 で 混 合 し て よ い 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 こ こ で 用 い る 文 言 「 非 経 口 投 与 」 及 び 「 非 経 口 的 に 投 与 す る 」 と は 、 通 常 は 注 射 に よ る
、 腸 管 内 及 び 局 所 投 与 以 外 の 投 与 形 態 を 意 味 し 、 そ の 中 に は 、 限 定 は し な い が 、 静 脈 内 、
筋 肉 内 、 動 脈 内 、 鞘 内 、 嚢 内 、 眼 窩 内 、 心 臓 内 、 皮 内 、 腹 腔 内 、 経 気 管 、 皮 下 、 表 皮 下 、
関 節 内 、 被 膜 下 、 く も 膜 下 、 髄 腔 内 、 硬 膜 外 及 び 胸 骨 内 注 射 及 び 輸 注 、 が あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 中 に 用 い て も よ い 適 し た 水 性 及 び 非 水 性 の 担 体 の 例 に は 、 水 、 エ タ
ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル 等 ） 、 及 び こ れ ら の 適 し た 混 合 物 、 オ リ ー ブ 油 な ど の 植 物 油 、 及 び オ レ イ ン 酸 エ チ ル

10

20

30

40

50

(44) JP 2006-523433 A 2006.10.19



な ど の 注 射 可 能 な 有 機 エ ス テ ル 、 が あ る 。 適 正 な 流 動 性 は 、 例 え ば レ シ チ ン な ど の コ ー テ
ィ ン グ 材 料 を 用 い た り 、 分 散 液 の 場 合 に は 必 要 な 粒 子 サ イ ズ を 維 持 し た り 、 そ し て 界 面 活
性 剤 を 使 用 す る な ど に よ り 、 維 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 こ れ ら の 組 成 物 に は 、 更 に 、 保 存 剤 、 湿 潤 剤 、 乳 濁 剤 及 び 分 散 剤 な ど の ア ジ ュ バ ン ト を
含 有 さ せ て も よ い 。 微 生 物 の 存 在 を 防 ぐ に は 、 上 述 の 滅 菌 法 と 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ
ー ル 、 フ ェ ノ ー ル ソ ル ビ ン 酸 等 の 多 種 の 抗 菌 剤 及 び 抗 カ ビ 剤 の 含 有 の 両 方 を 行 う と 、 確 実
に な ろ う 。 例 え ば 糖 類 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 等 の 等 張 剤 を 組 成 物 に 含 め る こ と も 好 ま し い 場 合
が あ る 。 加 え て 、 注 射 用 の 薬 形 の 吸 収 を 長 引 か せ る に は 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム
及 び ゼ ラ チ ン な ど 、 吸 収 を 遅 ら せ る 薬 剤 を 含 め る こ と に よ り 、 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 を 製 薬 と し て ヒ ト 及 び 動 物 に 投 与 す る 場 合 、 こ れ ら を 単 独 で 与 え る こ と
も で き る が 、 又 は 、 例 え ば 0.01%乃 至 99.5%（ よ り 好 ま し く は 0.1%乃 至 90%） の 活 性 化 合 物
を 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と 組 み 合 わ せ て 含 有 す る 医 薬 組 成 物 と し て も 、 与 え る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 選 択 さ れ た 投 与 経 路 に 関 係 な く 、 適 し た 水 和 化 型 で 用 い て も よ い 本 発 明 の 化 合 物 、 及 び
／ 又 は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 、 は 、 当 業 者 に 公 知 の 従 来 の 方 法 に よ り 、 薬 学 的 に 許 容 可 能
な 剤 形 に な る よ う に 調 合 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 中 の 活 性 成 分 の 実 際 の 投 薬 量 レ ベ ル は 、 特 定 の 患 者 、 組 成 物 、 及 び
投 与 形 態 に と っ て 、 患 者 に 毒 性 と な る こ と な く 所 望 の 治 療 応 答 を 得 る た め に 有 効 量 の 活 性
成 分 が 得 ら れ る よ う 、 変 更 し て も よ い 。 選 択 さ れ る 投 薬 量 レ ベ ル は 、 用 い る 本 発 明 の 特 定
の 組 成 物 又 は 、 そ の エ ス テ ル 、 塩 も し く は ア ミ ド の 活 性 、 投 与 経 路 、 投 与 期 間 、 用 い る 特
定 の 化 合 物 の 排 出 速 度 、 治 療 期 間 、 用 い る 特 定 の 組 成 物 と 併 用 す る 他 の 薬 物 、 化 合 物 及 び
／ 又 は 物 質 、 治 療 す る 患 者 の 年 齢 、 性 別 、 体 重 、 状 態 、 全 身 の 健 康 及 び 以 前 の 医 療 歴 等 、
医 業 で 公 知 の 因 子 を 含 め 、 多 種 の 薬 物 動 態 学 的 因 子 に 依 拠 す る こ と と な ろ う 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 当 業 に お い て 通 常 の 技 術 を 有 す る 医 師 又 は 獣 医 で あ れ ば 、 本 医 薬 組 成 物 の 必 要 な 有 効 量
を 容 易 に 決 定 及 び 処 方 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ の 医 師 又 は 獣 医 は 、 当 該 医 薬 組 成 物
中 に 用 い る 本 発 明 の 化 合 物 の 用 量 を 、 所 望 の 治 療 効 果 を 得 る の に 必 要 な そ れ よ り 少 な い レ
ベ ル で 開 始 し 、 こ の 投 薬 量 を 所 望 の 効 果 が 得 ら れ る ま で 次 第 に 増 加 さ せ て い っ て も よ い で
あ ろ う 。 一 般 的 に は 、 本 発 明 の 組 成 物 の 適 し た 一 日 当 た り の 用 量 は 、 治 療 効 果 を 生 む た め
に 有 効 な 最 も 少 な い 用 量 で あ る 化 合 物 量 で あ ろ う 。 こ の よ う な 有 効 量 は 一 般 に 、 上 で 解 説
し た 因 子 に 依 拠 す る で あ ろ う 。 投 与 は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 又 は 皮 下 に よ る こ と が
好 ま し く 、 好 ま し く は 標 的 部 位 の 近 位 に 投 与 す る と よ い 。 本 発 明 の 化 合 物 を 単 独 で 投 与 す
る こ と も 可 能 で あ る が 、 本 化 合 物 を 医 薬 調 合 物 （ 組 成 物 ） と し て 投 与 す る こ と が 好 ま し い
。 投 薬 量 は 、 本 抗 CD25抗 体 を 狙 う 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 利 用 し て 、 投 与 後 様 々 な 時 点 で
の 生 物 学 的 試 料 中 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 CD25抗 体 の 血 中 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 判 定 又 は
調 節 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 誘 導 治 療 に よ る 移 植 片 拒 絶 の 予 防 の た め に も 用 い
て よ く 、 即 ち 、 例 え ば 移 植 直 前 か ら 移 植 後 最 高 ３ ヶ 月 ま で な ど 、 移 植 前 及 び 移 植 後 の 大 変
早 い 段 階 で 単 回 又 は 複 数 回 投 与 用 の 予 防 的 短 期 治 療 法 と し て 、 用 い て よ い 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 例 え ば 移 植 片 拒 絶 の 予 防 の た め に
総 投 薬 量 ２ ０ 乃 至 １ ０ ０ ｍ ｇ な ど 、 例 え ば １ ５ 又 は ２ ０ ｍ ｇ の 静 脈 内 輸 注 を 、 初 回 の 用 量
を 術 前 に 与 え 、 次 の 用 量 を 、 術 後 最 初 の １ ０ 日 間 以 内 に 与 え る な ど と し て 、 投 与 し て も よ
い 。 代 替 的 に は 、 該 投 薬 量 を 大 量 注 射 に よ り 投 与 し て も よ い 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 移 植 片 拒 絶 の 予 防 の た め に ０ ． ５ 乃 至 １ ． ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 投 薬 量 を 静
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脈 内 に よ り 、 初 回 を 術 前 に 与 え て 一 週 お き に 最 高 ５ 回 の 用 量 、 投 与 し て も よ い 。 こ の よ う
な 投 与 を 、 例 え ば プ レ ド ニ ゾ ン 又 は メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン な ど の ス テ ロ イ ド と シ ク ロ ス ポ
リ ン ； プ レ ド ニ ゾ ン 又 は メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン な ど の ス テ ロ イ ド と ア ザ チ オ プ リ ン ； あ る
い は プ レ ド ニ ゾ ン 又 は メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン な ど の ス テ ロ イ ド と 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 及 び ミ
コ フ ェ ノ レ ー ト ・ モ フ ェ チ ル な ど 、 免 疫 抑 制 治 療 法 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 本 ヒ ト 抗 体 の
投 与 は 、 有 利 な よ う に 、 ス テ ロ イ ド 節 約 型 で あ っ て も よ く 、 あ る い は ス テ ロ イ ド 投 薬 を 素
早 く 停 止 す る も の で も よ い 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 二 回 分 の 用 量 の 養 生 法 （ 移 植
日 に 一 日 当 た り の 用 量 薬 20mg、 そ し て 移 植 後 ４ 日 目 に 約 20mg） の 静 脈 内 輸 注 に よ り 移 植 片
拒 絶 を 治 療 又 は 予 防 す る た め に 投 与 し て も よ い 。 こ の よ う な 投 与 を 、 例 え ば 上 に 開 示 し た
な ど の 免 疫 抑 制 治 療 法 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 例 え ば 、 1 g の ミ コ フ ェ ノ レ ー ト ・ モ フ ェ
チ ル を 手 術 前 に 経 口 投 与 し 、 500 mgの メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン を 麻 酔 導 入 時 に 投 与 し て も よ
い 。 シ ク ロ ス ポ リ ン を 移 植 後 ２ 日 目 に 導 入 し て も よ く 、 ミ コ フ ェ ノ レ ー ト ・ モ フ ェ チ ル を
移 植 後 は 1gで 継 続 し て も よ い 。 ス テ ロ イ ド を 徐 々 に 減 ら し 、 術 後 ４ 日 目 に は プ レ ド ニ ゾ ン
を 経 口 に よ り 20mgと し て も よ い 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 手 術 １ 時 間 前 に 初 回 の 1m
g/kgを 与 え 、 移 植 後 ４ 日 目 に 二 回 目 の 用 量 を 与 え る 二 回 用 量 の 導 入 治 療 法 に よ り 、 移 植 片
拒 絶 を 治 療 又 は 予 防 す る た め に 投 与 し て も よ い 。 こ の よ う な 投 与 を 、 例 え ば 上 に 開 示 し た
も の な ど 、 免 疫 抑 制 治 療 法 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 例 え ば 20乃 至 4mgな ど 、 10乃 至 150mgの 範 囲 の 用 量
を 、 毎 週 又 は 毎 月 を 基 本 に 例 え ば ３ 乃 至 ８ 週 の 毎 週 の 投 与 を 行 っ た 後 、 選 択 的 に は 一 回 以
上 の 毎 月 の 投 与 を 行 う な ど 、 長 期 治 療 法 に よ り 移 植 片 拒 絶 を 予 防 す る た め に 投 与 し て も よ
い 。 長 期 治 療 法 に よ り 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 維 持 治 療 法 を 減 ら す 又 は 避 け て も よ い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 治 療 用 抗 体 組 成 物 は 、 当 業 で 公 知 の 医 療 用 器 具 を 用 い て 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 あ る 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 を 、 例 え ば 米 国 第 5,399,163号 、 米 国
第 5,383,851号 ； 米 国 第 5,312,335号 ； 米 国 第 5,064,413号 ； 米 国 第 4,941,880号 ； 米 国 第 4,
790,824号 ； 又 は 米 国 第 4,596,556号 に 開 示 さ れ た 器 具 な ど の 針 無 し 皮 下 注 射 用 器 具 で 投 与
す る こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な 公 知 の イ ン プ ラ ン ト 及 び モ ジ ュ ー ル の 例 に は 、
医 薬 を 制 御 さ れ た 速 度 で 施 与 す る 移 植 可 能 な マ イ ク ロ 輸 注 ポ ン プ を 開 示 す る 米 国 第 4,487,
603号 ； 皮 膚 を 透 過 し て 医 薬 を 投 与 す る 治 療 器 具 を 開 示 す る 米 国 第  4,486,194号 ； 医 薬 を
精 確 な 輸 注 速 度 で 送 達 す る 医 薬 輸 注 ポ ン プ を 開 示 す る 米 国 第  4,447,233号 ； 継 続 的 な 薬 物
送 達 の た め の 可 変 流 量 式 移 植 可 能 な 輸 注 装 置 を 開 示 す る 米 国 第 4,447,224号 ； 多 チ ャ ン バ
区 画 を 有 す る 浸 透 圧 薬 物 送 達 系 を 開 示 す る 米 国 第  4,439,196号 ； 及 び 浸 透 圧 薬 物 送 達 系 を
開 示 す る 米 国 第 4,475,196号 、 が あ る 。 他 に も 数 多 く の こ の よ う な イ ン プ ラ ン ト 、 送 達 系
、 及 び モ ジ ュ ー ル が 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 in vivoで 確 実 に 正 し
く 分 布 す る よ う に 調 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 血 液 脳 関 門
(BBB)は 多 く の 親 水 性 の 高 い 化 合 物 を 排 除 す る 。 本 発 明 の 治 療 用 化 合 物 が （ 必 要 に 応 じ て
） BBBを 確 実 に 透 過 で き る よ う に 、 こ れ ら を 例 え ば リ ポ ソ ー ム 中 に 調 合 す る こ と が で き る
。 リ ポ ソ ー ム の 製 造 法 に つ い て は 、 例 え ば
米 国 第 4,522,811号 ； 米 国 第 5,374,548号 ； 及 び 米 国 第 5,399,331号 を 参 照 さ れ た い 。 リ ポ
ソ ー ム は 、 特 定 の 細 胞 又 は 臓 器 へ 選 択 的 に 輸 送 さ れ 、 従 っ て 標 的 決 定 さ れ た 薬 物 送 達 を 高
め る よ う な １ つ 以 上 の 部 分 を 含 ん で い て も よ い （ 例 え ば  V.V. Ranade (1989) J. Clin. P
harmacol. 29:685を 参 照 さ れ た い ） 。 標 的 決 定 部 分 の 例 に は 、 葉 酸 又 は ビ オ チ ン （ Low et
 al.の 米 国 第  5,416,016号 を 参 照 さ れ た い )； マ ン ノ シ ド
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(Umezawa
et al., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038); 抗 体 (P.G. Bloeman et al
. (1995) FEBS Lett. 357:140; M. Owais et al. (1995) Antimicrob.
Agents Chemother. 39:180)； サ ー フ ァ ク タ ン ト ・ プ ロ テ イ ン Ａ 受 容 体  (Briscoe et al. 
(1995) Am. J.
Physiol. 1233:134)、 本 発 明 の 調 合 物 を 含 む こ と の で き る 様 々 な 種 や 、 本 発 明 の 分 子 の 成
分 ； p120
(Schreier
et al. (1994) J. Biol. Chem. 269:9090)； が あ る が 、 さ ら に  K.
Keinanen; M.L. Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346:123; J.J. Killion; I.J. Fidler (1
994) Immunomethods
4:273の 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 治 療 用 化 合 物 を リ ポ ソ ー ム
中 に 調 合 す る 。 よ り 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 該 リ ポ ソ ー ム は 標 的 決 定 部 分 を 含 む 。 最 も 好 適
な 実 施 態 様 で は 、 リ ポ ソ ー ム 中 の 該 治 療 用 化 合 物 は 、 所 望 の 区 域 に 近 位 な 部 位 、 例 え ば 炎
症 又 は 感 染 の 部 位 や 、 又 は 、 腫 瘍 の 部 位 な ど 、 に 大 量 注 射 さ れ る 。 当 該 の 組 成 物 は 、 注 射
筒 に よ る 注 入 が 容 易 な 程 度 に 流 動 性 で な く て は な ら な い 。 そ れ は 製 造 及 び 保 管 条 件 下 で 安
定 で な く て は な ら ず 、 ま た 細 菌 及 び カ ビ な ど の 微 生 物 の 汚 染 作 用 か ら 保 護 さ れ て い な け れ
ば な ら な い 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 効 率 的 な 投 薬 量 及 び 投 薬 計 画 は 、 治 療 し よ う と す る
疾 患 又 は 状 態 に 依 拠 し 、 当 業 者 が 判 断 で き る も の で あ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 移 植 片 拒 絶 を 予 防 す る た め の 「 治 療 上 有 効 な 投 薬 量 」 は 、 好 ま し く は 、 初 期 の 移 植 片 拒
絶 エ ピ ソ ー ド の 数 及 び 重 篤 度 を 軽 減 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 の た め の 「 治 療 上 有 効 な 投 薬 量 」 は 、 好 ま し く は 、 患 者 に お い て  ACR
20の  改 善 の 予 備 的 定 義 （ Preliminary Definition of
Improvement） 、 よ り 好 ま し く は ACR50の 改 善 の 予 備 的 定 義 （ Preliminary Definition of
Improvement） 、 そ し て さ ら に よ り 好 ま し く は 、  ARC70の 改 善 の 予 備 的 定 義 （ Preliminary
 Definition of Improvementを も た ら す も の で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ACR20の 改 善 の 予 備 的 定 義 （ Preliminary Definition of
Improvement） は ：
= 圧 痛 関 節 計 数 （ TJC） 及 び 腫 脹 関 節 計 数 （ SJC） に お け る ≧ 20% の 改 善 、 及 び 、 以 下 の 五
つ の 評 価 点 の う ち ３ つ に お け る
３ 20%の 改 善 ： 患 者 疼 痛 評 価  (VAS)、 患 者 包 括 的 評 価  (VAS)、 担 当 医 包 括 的 評 価  (VAS)、
患 者 自 己 評 価 に よ る 能 力 障 害  (HAQ)、 急 性 相 反 応 物  (CRP 又 は  ESR)、 と 定 義 さ れ て い る
。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ACR50及 び ACR70は 、 同 じ 方 法 で そ れ ぞ れ ≧  50% 及 び ≧ 70%の 改 善 と 定 義 さ れ て い る 。 更
な る 詳 細 に つ い て は 、 Felson et al. in American College of Rheumatology Preliminar
y
Definition of Improvement in Rheumatoid Arthritis; Arthritis Rheumatism (1995)
38: 727-735を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 代 替 的 に は 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 の た め の 治 療 上 有 効 な 投 薬 量 は 、 EULARに よ り 定 義 さ れ
た DAS28、 よ り 好 ま し く は DAS56を 含 む DAS（ 疾 患 進 行 性 ス コ ア ） に よ り 、 測 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 乾 癬 の た め の 「 治 療 上 有 効 な 投 薬 量 」 は 、 好 ま し く は 、 患 者 に お い て PASI50、 よ り 好 ま
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し く は PASI75、 そ し て さ ら に よ り 好 ま し く は PASI90に 至 る か 、 あ る い は 、 治 療 前 の 状 態 に
比 較 し て 、 薬 物 治 療 後 の 改 善 の 印 象 を 比 較 し た 全 体 的 乾 癬 評 価 の 低 下 に 至 る よ う な も の で
あ る 。 PASI (乾 癬 面 積 及 び 重 篤 度 指 数 ） は 、 こ の 疾 患 の 面 積 及 び 重 篤 度 の 評 価 に 用 い ら れ
る 採 点 シ ス テ ム で あ る 。 PASI50は 、 こ の 採 点 の ≧ 50%の 改 善 で あ る と 定 義 さ れ て い る 。 同
じ 方 法 で 、 PASI75及 び PASI90は 、 そ れ ぞ れ こ の 採 点 の ≧ 75%及 び 90%≧ の 改 善 で あ る と 定 義
さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 腫 瘍 の 治 療 の た め の 「 治 療 上 有 効 な 投 薬 量 」 は 、 完 全 で も 、 又 は 部 分 的 で も い い 他 覚 的
腫 瘍 応 答 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 完 全 応 答 （ CR） は 、 疾 患 の 非 臨 床 的 、 放 射 線 学 的
又 は 他 の 証 拠 で あ る と 定 義 さ れ て い る 。 部 分 的 応 答 （ PR） は 、 腫 瘍 の 凝 集 物 の 大 き さ の 50
%を 越 え る 減 少 が 原 因 で 起 き る 。 悪 化 ま で の 中 央 値 時 間 は 、 他 覚 的 腫 瘍 応 答 の 時 間 的 長 さ
を 特 徴 付 け る 測 定 値 で あ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ま た 、 腫 瘍 治 療 に と っ て の 「 治 療 上 有 効 な 投 薬 量 」 は 、 疾 患 の 進 行 を 安 定 化 さ せ る そ の
力 に よ っ て も 、 測 定 す る こ と が で き る 。 あ る 化 合 物 の 癌 阻 害 能 は 、 ヒ ト 腫 瘍 で の 効 験 を 予
測 す る 動 物 モ デ ル 系 で 評 価 す る こ と が で き る 。 代 替 的 に は 、 あ る 組 成 物 の こ の よ う な 特 性
を 、 当 業 者 に 公 知 の in vitro検 定 法 に よ り 、 当 該 化 合 物 の 細 胞 成 長 阻 害 能 も し く は ア ポ ト
ー シ ス 誘 導 能 を 調 べ る こ と で 、 評 価 す る こ と が で き る 。 治 療 用 化 合 物 の 治 療 上 有 効 量 は 、
対 象 に お い て 腫 瘍 の 大 き さ を 減 ら す か 、 又 は 、 症 状 を 改 善 す る こ と が で き る も の で あ る 。
当 業 者 で あ れ ば 、 対 象 の 体 格 、 対 象 の 症 状 の 重 篤 度 、 及 び 選 択 さ れ た 特 定 の 組 成 物 又 は 投
与 経 路 と い っ た 因 子 に 基 づ い て 、 こ の よ う な 量 を 決 定 で き よ う 。
【 ０ １ ９ ６ 】

　 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 や 、 そ の 誘 導 体 ／ 複 合 体 及 び 組 成 物 は 、 CD25媒 介 性 の 異 常 、 又 は 、 CD
25発 現 細 胞 が 関 与 す る 異 常 、 の 治 療 に 関 係 す る 数 多 く の 実 用 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 、 CD25の そ の リ ガ ン ド （ IL-2） へ の 結 合 を 遮 断
又 は 阻 害 す る た め に 対 象 に  in vivo で 投 与 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 ひ い て は 、 CD25
担 持 細 胞 に 関 連 す る 多 種 の 疾 患 を 予 防 又 は 阻 害 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 治 療 （ 例 え ば 改 善 ） 又 は 予 防 す る こ と の で き る 疾 患 の 例 に は 、 限 定 は し な い が 、 例 え ば
心 臓 、 肺 、 同 時 心 臓 － 肺 、 気 管 、 腎 臓 、 肝 臓 、 膵 臓 、 食 道 、 腸 、 皮 膚 、 四 肢 移 植 、 臍 帯 移
植 、 幹 細 胞 移 植 、 島 細 胞 移 植 等 の 臓 器 又 は 組 織 移 植 を 受 け る 予 定 の 又 は 受 け た 患 者 に お い
て 、 同 種 移 植 片 及 び 異 種 移 植 片 拒 絶 を 含 む 移 植 片 拒 絶 が あ る 。 こ の よ う な 患 者 に は 成 人 が
含 ま れ る が 、 さ ら に 小 児 の 患 者 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 従 っ て 本 発 明 の 抗 体 を 、 同 種 移 植 片 及 び 異 種 移 植 片 拒 絶 の 予 防 に 用 い て も よ い が 、 あ る
い は 、 急 性 の 同 種 移 植 片 又 は 異 種 移 植 片 の 拒 絶 エ ピ ソ ー ド を 逆 行 、 治 療 又 は 改 善 す る た め
に 用 い て も よ い 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 治 療 す る こ と の で き る 更 な る 疾 患 に は 、 移 植 片 対 宿 主 疾 患 、 例 え ば 輸 血 移 植 片 対 宿 主 疾
患 及 び 骨 髄 移 植 片 対 宿 主 疾 患 ； 炎 症 性 、 免 疫 性 又 は 自 己 免 疫 性 疾 患 、 例 え ば リ ウ マ チ 性 関
節 炎 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 乾 癬 性 関 節 炎 、 １ 型 糖 尿 病 、 イ ン シ ュ リ ン 要 求 性 ２ 型 糖 尿 病 、 多 発
性 硬 化 症 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 重 症 筋 無 力 症 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性
大 腸 炎 、 皮 膚 － 多 発 性 筋 炎 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 大 細 胞 動 脈 炎 を 含 む 動 脈 炎 、 再 生 不 良
性 貧 血 、 喘 息 、 強 皮 症 、 及 び ブ ド ウ 膜 炎 ； 炎 症 性 又 は 過 増 殖 性 皮 膚 異 常 、 例 え ば プ ラ ー ク
乾 癬 を 含 む 乾 癬 、 掌 蹠 膿 疱 症
(PPP)、 び ら ん 性 扁 平 苔 癬 、 水 疱 性 天 疱 瘡 、 水 疱 性 表 皮 剥 離 、 接 触 性 皮 膚 炎 及 び ア ト ピ ー
性 皮 膚 炎 ； 及 び 多 種 の リ ン パ 系 新 生 物 、 例 え ば Ｔ 細 胞 白 血 病 、 ホ ジ キ ン 病 、 ヘ ア リ ー セ ル
白 血 病 、 又 は 、 菌 状 息 肉 腫 を 含 む 皮 膚 Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 、 及 び セ ザ リ ー 症 候 群 、 が あ る 。
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【 ０ ２ ０ １ 】
　 治 療 の 可 能 な 更 な る 疾 患 は 、 浸 潤 性 CD25＋ 調 節 性 Ｔ 細 胞 の 阻 害 が 有 益 で あ る よ う な 悪 性
腫 瘍 で あ り 、 例 え ば 胃 癌 、 食 道 癌 、 悪 性 黒 色 種 、 結 腸 直 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 乳 癌 、 小 細 胞 肺 癌
、 非 小 細 胞 肺 癌 、 子 宮 頚 癌 、 卵 巣 癌 、 及 び 腎 細 胞 カ ル シ ノ ー マ ；
　 造 血 系 の 異 常 、 例 え ば 成 人 Ｔ 細 胞 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 、 未 分 化 大 細 胞 リ ン パ 腫 、 慢 性 リ ン
パ 球 性 白 血 病
(CLL)／ 小 リ ン パ 球 性 リ ン パ 腫
(SLL)、 末 梢 Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 、 及 び 二 次 性 ア ミ ロ イ ド ー シ ス ；
　 皮 膚 異 常 、 例 え ば 壊 疽 性 膿 皮 症 、 環 状 肉 芽 腫 、 ア レ ル ギ ー 性 接 触 性 皮 膚 炎 、 良 性 粘 膜 類
天 疱 瘡 、 及 び 妊 娠 性 疱 疹 ；
　 肝 － 胃 腸 管 異 常 、 例 え ば コ ラ ー ゲ ン 性 大 腸 炎 、 硬 化 性 胆 管 炎 、 慢 性 急 性 肝 炎 、 ル ポ イ ド
肝 炎 、 自 己 免 疫 性 肝 炎 、 ア ル コ ー ル 性 肝 炎 、 慢 性 膵 炎 、 及 び 急 性 膵 臓 炎 ；
　 心 臓 の 異 常 、 例 え ば 心 筋 炎 、 及 び 心 膜 炎 ；
　 血 管 の 異 常 、 例 え ば 動 脈 硬 化 、 大 細 胞 動 脈 炎 ／ リ ウ マ チ 性 多 発 性 筋 痛 、 高 安 動 脈 炎 、 結
節 性 多 発 性 動 脈 炎 、 川 崎 症 候 群 、 ウ ェ グ ナ ー 肉 芽 腫 症 、 顕 微 鏡 的 多 発 性 血 管 炎 、 チ ャ ー グ
－ ス ト ラ ウ ス 症 候 群 、 白 血 球 破 壊 性 血 管 炎 、 及 び 二 次 性 白 血 球 破 壊 性 血 管 炎 ；
　 腎 臓 の 異 常 、 例 え ば 急 性 腎 炎 、 慢 性 腎 炎 、 最 小 変 化 腎 炎 、 及 び グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群
；
　 肺 の 異 常 、 例 え ば 肺 胞 炎 、 閉 塞 性 細 気 管 支 炎 、 珪 肺 症 、 及 び ベ リ リ ウ ム 症 ；
　 神 経 の 異 常 、 例 え ば 多 発 性 硬 化 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 重 症 筋 無 力 症 、 慢 性 脱 随 性 ポ リ
ニ ュ ー ロ パ チ ー 、 及 び ギ ラ ン － バ レ ー 症 候 群 を 含 む 多 発 性 神 経 根 炎 ；
　 結 合 組 織 の 異 常 、 例 え ば 再 発 性 多 発 性 軟 骨 炎 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー
デ ス 、 CNSル ー パ ス 、 デ ス コ イ ド ・ ル ー パ ス 、 ル ー プ ス 腎 炎 、 慢 性 疲 労 症 候 群 、 及 び 結 合
組 織 炎 ；
　 内 分 泌 異 常 、 例 え ば グ レ ー ブ ズ 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 及 び 亜 急 性 甲 状 腺 炎 ； 並 び に
　 ウ ィ ル ス 感 染 、 例 え ば 熱 帯 性 痙 性 不 全 対 麻 痺 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 組 成 物 （ 例 え ば ヒ ト 抗 体 及 び 免 疫 複 合 体 ） を  in vivo 及 び  in vitro投 与
す る 好 適 な 経 路 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 当 業 者 が 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 抗 体
組 成 物 を 注 射 （ 例 え ば 静 脈 内 又 は 皮 下 ） に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。 用 い る 分 子 の 適 し
た 投 薬 量 は 、 対 象 の 年 齢 及 び 体 重 、 並 び に 本 抗 体 組 成 物 の 濃 度 及 び ／ 又 は 処 方 に 応 じ る で
あ ろ う 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 本 抗 体 を 単 独 で 投 与 す る こ と も 、 あ る い は 、 例 え ば 免 疫 抑 制 剤 、 抗 炎 症 剤 や 、 炎 症 性 も
し く は 過 増 殖 性 皮 膚 異 常 を 治 療 す る た め の 薬 剤 、 化 学 療 法 薬 、 又 は 、 本 抗 体 組 成 物 と 結 合
的 又 は 相 乗 的 に 作 用 し て 、 CD25発 現 細 胞 、 特 に 活 性 化 Ｔ 細 胞 、 に 関 連 す る 疾 患 を 治 療 又 は
予 防 す る よ う な 細 胞 毒 な ど 、 別 の 治 療 的 作 用 薬 と 一 緒 に 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 前 述 し た よ う に 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 CD25抗 体 は 、 例 え ば 免 疫 抑 制 剤 又 は 、 全 体 的 な 抗 炎 症
効 果 を 増 す 抗 炎 症 剤 な ど 、 一 種 以 上 の 他 の 治 療 的 作 用 薬 と 一 緒 に 同 時 投 与 す る こ と が で き
る 。 本 抗 体 を 該 作 用 薬 に （ 免 疫 複 合 体 と し て ） 連 結 す る こ と も 、 あ る い は 、 該 作 用 薬 と は
別 に 投 与 す る こ と も で き る 。 後 者 の 場 合 （ 別 の 投 与 ） 、 本 抗 体 を 、 該 作 用 薬 の 前 、 後 、 又
は 同 時 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 範 囲 に は 、 本 発 明 の 抗 体 組 成 物 （ 例 え ば ヒ ト 抗 体 及 び 免 疫 複 合 体 ） 及 び
使 用 に 関 す る 指 示 を 含 む キ ッ ト も 含 ま れ る 。 該 キ ッ ト に は 、 更 に 、 例 え ば 免 疫 抑 制 剤 や 、
又 は 、 一 種 以 上 の 付 加 的 な 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 な ど 、 一 つ 以 上 の 付 加 的 な 作 用 薬 を 含 め る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 抗 体 組 成 物 で 治 療 さ れ る 患 者 に 、 更 に 、 例 え ば 免 疫 抑 制 剤 、 抗 炎 症 剤
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、 炎 症 性 も し く は 過 増 殖 性 皮 膚 異 常 を 治 療 す る 作 用 薬 、 又 は 、 本 抗 体 の 治 療 効 果 を 促 進 又
は 増 強 す る 化 学 療 法 薬 な ど 、 別 の 治 療 薬 を （ 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 の 投 与 前 、 投 与 と 同 時 、 又
は 投 与 後 に ） 付 加 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 免 疫 複 合 体 を 用 い て 、 標 的 化 合 物 （ 例 え ば 治 療 薬 、 標
識 、 細 胞 毒 、 免 疫 抑 制 剤 等 ） を 本 抗 体 に 連 結 さ せ る こ と に よ り 、 CD25を そ れ ら の 表 面 上 に
結 合 さ せ て 有 す る 細 胞 に こ の よ う な 化 合 物 を 標 的 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 本
発 明 は 、 CD25発 現 細 胞 を （ 例 え ば 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 酵 素 、 又 は 酵 素 コ フ ァ ク タ
な ど の 検 出 可 能 な 標 識 を 用 い て ） ex vivo 又 は  in vitro で 位 置 特 定 す る 方 法 も 提 供 す る
も の で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の イ ム ノ ト キ シ ン を 投 与 す る こ と に よ
り 、 CD25を そ れ ら の 表 面 に 結 合 さ せ て 有 す る 細 胞 を 致 死 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 CD25の レ ベ ル 、 又 は 、 CD25を そ れ ら の 膜 表 面 上
に 含 有 す る 細 胞 の レ ベ ル を 検 出 す る こ と に よ り 、 CD25発 現 活 性 化 細 胞 が 病 因 に 能 動 的 な 役
割 を 果 た し て い る 疾 患 を 診 断 す る た め に in vivo 又 は  in vitroで 用 い る こ と が で き る 。
こ れ は 、 例 え ば 、 検 査 し よ う と す る 試 料 を 、 選 択 的 に は コ ン ト ロ ー ル 試 料 と 並 行 し て 、 本
ヒ ト 抗 体 に 、 本 抗 体 と CD25と の 間 の 複 合 体 形 成 が 可 能 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と で 達 成 す
る こ と が で き る 。 次 に 複 合 体 形 成 を （ 例 え ば ELISAを 用 い て ） 検 出 す る 。 コ ン ト ロ ー ル 試
料 を 検 査 試 料 と 並 行 し て 用 い る 場 合 、 複 合 体 が 両 方 の 試 料 中 で 検 出 さ れ 、 こ れ ら 試 料 間 で
複 合 体 形 成 に 何 ら か の 統 計 上 有 意 な 差 が あ れ ば 、 検 査 試 料 中 の CD25の 存 在 の 指 標 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 で さ ら に 解 説 す る こ と と す る が 、 以 下 の 実 施 例 を 更 に 限 定 的 な も
の と 捉 え ら れ て は な ら な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ １ ０ 】
実 施 例 １ 　 CD25に 対 す る ヒ ト 抗 体 の 作 製
　 抗 原 ： 　 細 胞 表 面 CD25を 発 現 し て い る ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト 細 胞 株 を 、 HuMAbマ ウ ス を
免 疫 し 、 抗 CD25抗 体 を 特 徴 付 け る た め の 試 薬 と し て 用 い る た め に 開 発 し た 。 こ の 細 胞 株 は
、 CD25の 細 胞 外 ド メ イ ン を 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 受 容 体 の 膜 貫 通 ド メ イ ン に 結 合 さ せ た 状
態 で 発 現 す る よ う に 操 作 さ れ た CHO 細 胞 株 だ っ た 。 こ の CD25配 列 は 、 HUT102細 胞 か ら 調 製
さ れ た cDNAか ら 増 幅 さ れ 、 該 血 小 板 由 来 成 長 因 子 受 容 体 配 列 は 、 pDISPLAY ベ ク タ （ イ ン
ビ ト ロ ジ ェ ン ・ コ ー ポ レ ー シ ョ ン 社 ） か ら 得 ら れ た 。 該 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 発 現
コ ン ス ト ラ ク ト を 発 現 ベ ク タ 内 で 操 作 し た 。 こ の CHOト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト 細 胞 株 に は 、
２ 回 の メ ト ト レ キ セ ー ト 増 幅 を 5 nM 及 び 50 nMの メ ト ト レ キ セ ー ト 中 で 行 わ せ て 、 CD25の
発 現 レ ベ ル を 増 加 さ せ た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 CHO-CD25ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ 培 養 物 ：   CHO-CD25ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ 細 胞 (米 国 ニ
ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 、 メ ダ レ ッ ク ス 社 ） を 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 無 し 、 チ ミ ジ ン 無 し 、 ペ ニ シ リ
ン (5000 U/ml)、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン
(5000
mg/ml； ベ ル ギ ー 、 バ イ オ ホ イ ッ テ カ ー 社 ） 、 及 び メ ト ト レ キ セ ー ト （ 最 終 濃 度  50 nM、
シ グ マ 社 ） 有 り の  CHO-S-SFM II 培 地 (ギ ブ コ  BRL社 )中 で 、 培 養 し た 。 細 胞 は ２ 日 又 は ３
日 ご と に 新 し く し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス ： HCo7 及 び HCo12 マ ウ ス を フ ィ ル タ ・ ケ ー ジ 内 に 収 容 し
、 免 疫 処 理 の 日 、 採 血 の 日 、 及 び 融 合 の 日 に 、 良 好 な 身 体 状 態 に あ る こ と を 評 価 し た 。 選
択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 生 じ た マ ウ ス は 全 て 、 オ ス だ っ た 。 マ ウ ス ID23185、 23196、 23
197、 及 び 23198 は  (CMD)++; (HCo7) 11952+; (JKD) ++; (KCo5) 9272+ 遺 伝 子 型 を 有 す
る 。 マ ウ ス ID 23175 は (CMD)++; (HCo12) 15087+; (JKD) ++; (KCo5) 9272+ 遺 伝 子 型 の
も の だ っ た 。 個 々 の 導 入 遺 伝 子 の 指 定 を 括 弧 内 に 示 し 、 そ の 後 に 、 ラ ン ダ ム に 組 み 込 ま れ
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た 導 入 遺 伝 子 の 株 番 号 を 記 載 し て あ る 。 記 号  ++ 及 び  + は 、 ホ モ 接 合 型 又 は ヘ ミ 接 合 型
を 示 す が 、 マ ウ ス は PCRベ ー ス の 検 定 を 用 い て 慣 例 通 り に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ て い る た め
、 ラ ン ダ ム に 組 み 込 ま れ た ヒ ト Ig導 入 遺 伝 子 に つ い て ヘ テ ロ 接 合 型 か 、 又 は ホ モ 接 合 型 か
を 区 別 す る こ と は で き な か っ た 。
一 個 の ＋ の 指 定 は 、 こ れ ら の 因 子 に つ い て 実 際 に ホ モ 接 合 型 で あ る マ ウ ス に 与 え ら れ て い
る 場 合 が あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 免 疫 の 手 法 及 び ス ケ ジ ュ ー ル ： 　 マ ウ ス を ２ つ の 形 の 抗 原 で 免 疫 し た ： 肝 細 胞
(上 記 の CD25ト ラ ン ス フ ェ ク ト CHO 細 胞 ) 及 び 精 製 済 み タ ン パ ク 質  (組 換 え ヒ ト  CD25 (rh
CD25)、 R&Dシ ス テ ム ズ 社 の NS/0-発 現 組 換 え タ ン パ ク 質 、 (カ タ ロ グ 番 号  223-2A/CF)、 ミ
ネ ソ タ 州 ミ ネ ア ポ リ ス )。 可 溶 性 rhCD25を 完 全 フ ロ イ ン ト ・ ア ジ ュ バ ン ト  (CFA) 又 は 不 完
全 フ ロ イ ン ト ・ ア ジ ュ バ ン ト
(IFA)と 混 合 し た 。 フ ロ イ ン ト ・ ア ジ ュ バ ン ト は メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ヴ ィ ル の ギ ブ コ -BR
L社 か ら 得 ら れ た 。 マ ウ ス に 、 0.2mlの 調 製 さ れ た 抗 原 を 腹 腔 に 注 射 し た 。 最 後 の 尾 の 静 脈
に よ る 免 疫 処 理 は 、 可 溶 性 CD25の 無 菌 PBS又 は 生 理 食 塩 水 (0.9% NaCl)溶 液 で 行 わ れ た 。 ト
ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 に よ る 免 疫 処 理 を 腹 腔 内 （ i.p.） に 、 0.2mlの 生 理 食 塩 水 溶 液 で 、 マ
ウ ス １ 匹 当 た り 1.0-2.0 ×  10 7 個 の 細 胞 に し て 施 与 し た 。 免 疫 処 理 は す べ て 、 腹 腔 内 へ の
注 射 だ っ た 。 融 合 か ら ３ 日 前 及 び ２ 日 前 に 、 静 脈 内
(i.v.)追 加 刺 激 を 行 っ た 。 こ の 免 疫 ス ケ ジ ュ ー ル を 、 表 １ で 解 説 す る 。 マ ウ ス は す べ て 、
HCo7及 び HCo12 遺 伝 子 型 の １ ２ （ １ ２ ） 匹 の マ ウ ス の コ ホ ー ト の 中 に 含 め ら れ た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ５ 】
　 ＊ 抗 体 価 に つ い て は 、 表 ２ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 マ ウ ス 抗 体 価 ： 　 マ ウ ス 番 号 23175、 23185、 23196、 23197、 及 び 23198 の 抗 体 価 を 下 の
表 ２ に 示 す 。 表 ２ に 示 す 抗 体 価 は 、 CD25特 異 検 査 で 陽 性 を 示 し た 血 清 希 釈 液 を 示 す 。 反 復
免 疫 処 理 後 の 抗 原 に 対 す る 応 答 は 強 固 な 応 答 レ ベ ル を 示 し 、 こ の マ ウ ス を 融 合 に 向 け て 準
備 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ８ 】
　 融 合 法 ： 　 SP2/0-ag14骨 髄 腫 細 胞 株  (ATCC CRL 1581、 ロ ッ ト F-15087)を 当 該 融 合 に 用
い た 。 元 の ATCC バ イ ア ル を 解 凍 し 、 培 養 で 増 殖 さ せ た 。 凍 結 バ イ ア ル の 種 ス ト ッ ク を こ
の 増 殖 か ら 調 製 し た 。 細 胞 を ６ 乃 至 ８ 週 間 、 培 養 に 維 持 し 、 １ 週 間 に ２ 回 、 継 代 さ せ た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 10% FBS (ハ イ ク ロ ー ン 社 、 カ タ ロ グ 番 号 SH30071)、 抗 生 物 質 － 抗 真 菌 剤  (100x) (ギ ブ
コ 社 、 #15240062)、 及 び 0.1% L-グ ル タ ミ ン を 含 有 す る 高 グ ル コ ー ス DMEM（ メ デ ィ ア テ ッ
ク 、 セ ル グ ロ ー 、
# 1001233)を 用 い て 骨 髄 腫 細 胞 を 培 養 し た 。 5% Origen -ハ イ ブ リ ド ー マ ・ ク ロ ー ニ ン グ
因 子  (ア イ ジ ェ ン 社 )、 4.5 x 10 - 4  M ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 HAT (1.0 x 10 - 4  M ヒ ポ キ
サ ン チ ン 、 4.0 x 10 - 4  M ア ミ ノ プ テ リ ン 、 1.6 x 10 - 5  M チ ミ ジ ン ； シ グ マ 社 ） 、 及 び ウ
シ 胎 児 血 清 （ ユ タ 州 ロ ー ガ ン 、 ハ イ ク ロ ー ン 社 ） を 含 め 、 付 加 的 な 媒 質 補 助 剤 を ハ イ ブ リ
ド ー マ 成 長 培 地 に 加 え た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 マ ウ ス 番 号 23197由 来 の 脾 臓 は 大 き さ は 正 常 で あ り 、 4.0 x 10 8

個 の 生 細 胞 が 得 ら れ た 。 マ ウ ス 番 号 #23175由 来 の 脾 臓 は 大 き さ は 正 常 で あ り 、 2.6 x 10 8  
個 の 生 細 胞 が 得 ら れ た 。 マ ウ ス 番 号  #23196 及 び #23198 由 来 の 脾 臓 は 大 き さ は 正 常 で あ
り 、 そ れ ぞ れ 2.4 x 10 8  個 及 び 2.0 x 10 8  個 の 生 細 胞 が 得 ら れ た 。 マ ウ ス 番 号 #23185由 来
の 最 後 の 脾 臓 は 大 き さ は 正 常 で あ り 、 1.9 x 10 8  個 の 生 細 胞 が 得 ら れ た 。 脾 細 胞 は 標 準 的
な 手 法 に 従 っ て 融 合 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 作 製 （ 融 合 ） に 用 い た 媒 質 ： 　 10% ウ シ 胎 児 血 清 (FBS); (ユ タ 州 ロ ー ガ
ン 、 ハ イ ク ロ ー ン 社 、 SH30071 ロ ッ ト 番 号 AJE10321) 抗 生 物 質 － 抗 真 菌 剤  (ギ ブ コ BRL社
、 ロ ッ ト 番 号 15240062)、 及 び 0.1% L-グ ル タ ミ ン (ギ ブ コ 社 、 ロ ッ ト 番 号 1013845)を 含 有
す る 高 グ ル コ ー ス DMEM (メ デ ィ ア テ ッ ク 社 、 ロ ッ ト 番 号 10013264) を 用 い て 、 骨 髄 腫 細 胞
を 培 養 し た 。 5% Origen-ハ イ ブ リ ド ー マ ・ ク ロ ー ニ ン グ 因 子  (ア イ ジ ェ ン 社 、 ロ ッ ト 番 号
36600
及 び 36782 及 び 36684)、 4.5 x 10 - 4  M ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 HAT (シ グ マ 社 、  H 0262)
: 1.0 x 10 - 4  M ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 4.0 x 10 - 7  M ア ミ ノ プ テ リ ン 、 1.6 x 10 - 5  M チ ミ ジ
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ン 、 又 は HT (シ グ マ 社 、 H0137): 1.0 x 10 - 4  M ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 1.6 x 10 - 5  M チ ミ ジ ン
を 含 め 、 付 加 的 な 媒 質 補 助 剤 を ハ イ ブ リ ド ー マ 成 長 培 地 に 加 え た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 脾 臓 及 び リ ン パ 節 を 免 疫 後 の マ ウ ス か ら 摘 出 し 、 こ れ ら の 臓 器 を DMEM + 10% FBSを 容 れ
た 試 験 管 内 に 配 置 し た 。 こ の マ ウ ス を 組 織 培 養 室 に 移 し 、 単 個 細 胞 懸 濁 液 を 、 こ の 脾 臓 及
び リ ン パ 節 か ら 作 製 し 、 当 該 細 胞 を 計 数 し た 。 適 し た 体 積 の SP2/0 細 胞  (ATCC CRL 1581
、 ロ ッ ト F-15087; SP2/0細 胞 一 個 当 た り ６ 個 の 脾 細 胞 又 は リ ン パ 節 細 胞 ）  を 移 し 、 こ の
細 胞 を 混 合 し 、 再 懸 濁 さ せ た 。 ほ ぼ 1.2mlの PEGを 加 え た （ ３ ７ ℃ の 水 を 入 れ た ビ ー カ 内 で
試 験 管 を 優 し く 回 旋 し な が ら １ 分 間 ） 。 こ の 試 験 管 を ９ ０ 秒 間 、 放 置 し 、 15mlの DMEMを 加
え 、 媒 質 で の 洗 浄 を 行 っ た 。 こ の 細 胞 を 遠 心 し て 沈 降 さ せ た 後 、 上 清 を 取 り 除 き 、 細 胞 を
再 懸 濁 さ せ た 。 １ ０
(10) ml の HAT含 有 媒 質 を こ の 試 験 管 に 加 え た 。 ３ ０ 乃 至 ６ ０ 分 間 、 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ 内
で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細 胞 を ９ ６ ウ ェ ル 培 養 プ レ ー ト に プ レ ー ト し 、 200μ l／ ウ ェ ル
（ 96ウ ェ ル ・ プ レ ー ト １ 枚 当 た り 約 1x10 7  細 胞  ） に し た 。 ７ 日 目 に 細 胞 に HT含 有 媒 質 を 2
50μ l／ ウ ェ ル  (HT媒 質 は ア ミ ノ プ テ リ ン を 除 い た HAT媒 質 で あ る )与 え た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 ヒ ト  IgG,κ 抗 体 に 関 す る 最 初 の ELISAス ク リ ー ニ ン グ を 融 合 か ら ７ 乃 至 １ ０ 日 目 に 行 っ
た 。 次 に 、 ヒ ト IgG,κ 陽 性 の ウ ェ ル を 、 可 溶 性 CD25で 被 覆 し た ELISAプ レ ー ト 上 で ス ク リ
ー ニ ン グ し た 。 次 に 、 抗 原 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ を ２ ４ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト に 移 し 、 最 後 に 組
織 培 養 フ ラ ス コ に 移 し た 。 抗 原 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 細 胞 を Origen DMSO凍 結 媒 質 （ フ
ィ ッ シ ャ ー 社 、 カ タ ロ グ 番 号 IG-50-0715)中 に 凍 結 さ せ る こ と に よ り 、 発 生 プ ロ セ ス の い
く つ か の 段 階 で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 IgG/κ 検 出 の た め の ELISAプ ロ ト コ ル （ 融 合 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る ） ： 　 E
LISAプ レ ー ト を 一 晩 、 抗 ヒ ト -κ 、 1μ g/ml (イ ム ノ テ ッ ク 社 、 ロ ッ ト 番 号 0173)又 は 抗 ヒ
ト -γ 、 1μ g/ml(ジ ャ ク ソ ン 社 、 ロ ッ ト 番 号 109-006-098)で 、 50μ g/ウ ェ ル に 被 覆 し た 。
プ レ ー ト を 空 に し 、 残 っ た 結 合 部 位 を 、 tween-20 (0.05%) 及 び  5% ニ ワ ト リ 血 清  (PBSTC
)を 添 加 し た PBSで １ 時 間 、 室 温 （ RT） で 遮 断 し た 。 プ レ ー ト を 、 0.05% tween-20 (PBST)
を 添 加 し た PBSで ３ 回 、 洗 浄 し た 。 融 合 か ら 得 ら れ た 上 清 及 び サ ブ ク ロ ー ン は 概 ね 、 1:2に
PBSTC中 に 希 釈 し て 検 査 さ れ た 。 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 ヒ ト  IgG (カ ル バ イ オ ケ ム 社
） を 用 い た 。 こ の 試 料 を 約 ２ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 プ レ ー ト を PBST及 び 二 次 抗 体
で 洗 浄 し 、 抗 ヒ ト IgG-Fc-HRP結 合 （ ジ ャ ク ソ ン 社 、 ロ ッ ト 番 号 109-036-098)を  1:5000 に
PBSTに 希 釈 し た 溶 液 を ウ ェ ル に 加 え た （ 100μ l） 。 １ 時 間 、 RTで イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、
該 ELISAを ABTS (Sigma)を 用 い て メ ー カ の 推 奨 通 り に 展 開 さ せ た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ELISAに よ る ア イ ソ タ イ プ 決 定 ： 　 96ウ ェ ル ELISAプ レ ー ト （ ド イ ツ 、 グ ラ イ ナ ー 社 ） を
一 晩 、 （ 100μ l/ウ ェ ル 、 室 温 ） マ ウ ス 抗 ヒ ト  IgG1 (オ ラ ン ダ 、 CLB社 、 ス ト ッ ク か ら 1:5
,000に 希 釈 し た も の ） 又 は マ ウ ス 抗 ヒ ト IgG3 (CLB社 、 ス ト ッ ク か ら 1:10,000 に 希 釈 し た
も の ） で 被 覆 し た 。 こ の プ レ ー ト を PBST（ 150μ l/ウ ェ ル ） で ３ 回 、 洗 浄 し た 後 、 プ レ ー
ト を PBSTCと 一 緒 に １ 時 間 、 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 ヒ ト  CD25 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ク ロ ー ン の 上 清 を 加 え た
(100μ l/ウ ェ ル ； 室 温 で ２ 時 間 ） 。 抗 KLH IgG1 （ 1μ g/ml) 及 び 抗 KLH IgG3（ 1μ g/ml) 
上 清 を 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 役 立 て た 。 培 養 基 及 び PBSTCを 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 役
立 て た 。 PBST (3x)中 で 洗 浄 し た 後 、 ヤ ギ 抗 hIgG-HRP (Fc特 異 的 ； 米 国 メ ー ン 州 、 ジ ャ ク
ソ ン ・ ラ ブ ズ 社 ） を 加 え た （ 室 温 で １ 時 間 ） 。 IgG1の 検 出 の た め に 、 該 複 合 体 を 1:500に
希 釈 し た が 、 他 方 、 IgG3の 検 出 の た め に は 、 該 複 合 体 を 1:2000に 希 釈 し た 。 PBST (3x)で
の 洗 浄 後 、 10mlの ABTS緩 衝 液 （ ロ シ ュ 社 ） 当 た り 10 mg ABTS (ロ シ ュ 社 ) を 作 製 し 、 100
μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 ２ ０ 分 後 、 405nmで の 吸 光 を ELISAリ ー ダ  (EL 808、 米 国 ヴ ァ ー
モ ン ト 州 、 バ イ オ -テ ッ ク ・ イ ン ス ツ ル メ ン ツ 社 )で 読 み 取 っ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
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　 免 疫 法 に 基 づ き 、  HCoマ ウ ス ： す べ て AB1、 AB7、 AB11及 び AB12を 由 来 と す る ４ 種 の 抗 原
特 異 的 ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 抜 し た 。 こ れ ら ４ 種 の ク ロ ー ン の ア イ ソ タ イ プ が IgG1,κ で あ
る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 、  例 え ば IgG2、 IgG3、 IgG4、 IgM、 及 び IgAな ど 、 他 の ア イ ソ タ イ プ と
し て 組 換 え 発 現 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 選 抜 後 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 維 持 す る た め に 用 い た 媒 質 ： 　 全 て の ヒ ト  CD25モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 を 、 FCS (Wisent Multicell optimum C241)、 2 mM L-グ ル
タ ミ ン  (Glutamax-II)、 50 IU/ml ペ ニ シ リ ン 、 50μ g/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ン  (pen/stre
p)、 2μ M　 β -ME (す べ て 、 ギ ブ コ  BRL社 、 ス コ ッ ト ラ ン ド 、 ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社
か ら ） 、 24% HCF (米 国 ガ イ ザ ー ズ バ ー グ 、 ア イ ジ ェ ン ・ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 、 Origen
） を 添 加 し た ダ ル ベ ッ コ の 改 良 イ ー グ ル 培 地 (バ イ オ ホ イ ッ テ カ ー 、 ロ ッ ト 番 号 BE12-709F
)で 培 養 し た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 抗 体 の 精 製 ： 　 培 養 上 清 か ら ヒ ト CD25特 異 抗 体 を 精 製 又 は 濃 縮 す る 前 に 、 こ の 培 養 上 清
を 、 真 空 駆 動 式 使 い 捨 て 可 能 な ボ ト ル ・ ト ッ プ ・ フ ィ ル タ で 濾 過 し て 、 細 胞 残 余 物 又 は 他
の 不 純 物 な ど の 粗 物 質 を 取 り 除 か な く て は な ら な い 。 試 料 の 体 積 が 500mlを 越 え て い れ ば
、 500mlの 体 積 に な る ま で 、  Prep/ scaleTM TFF、 1ft2 カ ー ト リ ッ ジ  (米 国 、 ミ リ ポ ア 社
)で 試 料 を 濃 縮 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 CD25特 異 抗 体 の プ ロ テ イ ン Ａ 精 製 を ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 5 ml の プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム  (ProtA 5 ml SP、 バ ー ジ ョ ン  041201、 ス ウ ェ ー デ ン 、 ア
マ ー シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ッ ク AB社 ) を PBS、 pH 7.4、 で 平 衡 さ せ 、 試 料 ポ ン
プ Ａ を PBS、 pH7.4で 準 備 し 激 し た 後 、 CD25特 異 抗 体 を 含 有 す る 上 清 を カ ラ ム に 充 填 し 、 未
結 合 の 試 料 を 洗 い 落 と し 、 シ ス テ ム -ポ ン プ Ｂ を 、 0.1 M ク エ ン 酸 、 pH 5、 （ 溶 出 緩 衝 液 1
） で す す い だ 。 そ の 後 、 ウ シ IgG (培 養 上 清 中 に 存 在 す る ） を 溶 離 緩 衝 液 1で シ ス テ ム ・ ポ
ン プ Ｂ を 通 し て 溶 離 さ せ た 。 シ ス テ ム ・ ポ ン プ Ａ を 0.1 M ク エ ン 酸 、 pH 3、 (溶 離 緩 衝 液  
2)で す す い だ 後 、 ヒ ト  CD25特 異 抗 体 を シ ス テ ム ・ ポ ン プ Ａ を 通 し て 溶 離 緩 衝 液 2で 溶 離 さ
せ た 。 次 に シ ス テ ム ・ ポ ン プ Bを 0.1 M ク エ ン 酸 、 pH 2、 (溶 離 緩 衝 液  3)で す す い だ 後 、
カ ラ ム に 結 合 し た ま ま の 全 て の 残 余 IgG を シ ス テ ム ・ ポ ン プ Ｂ を 通 し て 溶 離 緩 衝 液 3で 溶
離 さ せ た 。 溶 離 し た CD25特 異 抗 体 を 10% (v/v) 2 M Tris-HCl (シ グ マ 社 ） 、 pH 9、 で 中 和
さ せ た 後 、 ピ ー ク 画 分 を プ ー ル し た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 溶 離 ス テ ッ プ 2か ら プ ー ル し た ピ ー ク 画 分 を PBS (5lの PBSに 対 し 30 mlの 精 製 済 み 物 質 ）
に 対 し 、 １ ８ 時 間 、 ４ ℃ で 透 析 し た 。 精 製 済 み 物 質 を 保 存 及 び 保 管 す る た め に 、 試 料 を 濃
縮 し た 。 ヒ ト  IgGの 濃 度 を 比 濁 分 析 検 定 法 (Dade-Behring、 BNII)を 用 い 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 IgG 抗 体 (オ ラ ン ダ 、 ア ム ス テ ル ダ ム 、 CLB社 、 ロ ッ ト 番 号 M1090)を 用 い て 判 定 し た 。 当
該 の 抗 体 を ア リ ク ォ ー ト し 、 ス ナ ッ プ （ 原 語 ： snap） 凍 結 さ せ 、 -80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
実 施 例 ２ 　 CD25に 対 す る ヒ ト 抗 体 の 抗 体 配 列 決 定

　 配 列 決 定 ： 　 VDJ領 域 を 、 pGEMT-ベ ク タ 系 IIで の ク ロ ー ニ ン グ 後 に 配 列 決 定 し た 。 配 列
決 定 は  Baseclear (オ ラ ン ダ 、 ラ イ デ ン )で 行 わ れ た 。 こ の 配 列 を 生 殖 細 胞 V遺 伝 子 配 列 に
Vbase (www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/public/intro.htm)で ア ラ イ メ ン ト し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 RNA調 製 ： 　 全 RNAを 、 ４ （ ４ ） 種 の 異 な る ヒ ト CD25ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 5 x 10 6 個 の
細 胞 (AB1, AB7, AB11, AB12) か ら Rneasy キ ッ ト  (オ ラ ン ダ 、 ラ イ ス デ ン 、 ウ ェ ス ト バ ー
グ 、 キ ア ジ ェ ン 社 ) キ ッ ト を こ の メ ー カ の 指 示 通 り に 用 い て 調 製 し た 。
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【 ０ ２ ３ ５ 】
　 cDNA 調 製 ： 　 ヒ ト CD25ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 由 来 の RNAの 相 補 (cDNA)を 、 3μ gの 全 RNAか
ら 、 緩 衝 液 （ ド イ ツ 、 マ ン ハ イ ム 、 ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス GmbH社 ） 、 oligo d(T)
15 (米 国 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ ジ ソ ン 、 プ ロ メ ガ 社 ） dNTP (ド イ ツ 、 マ ン ハ イ ム 、 ロ シ ュ ・
ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス 社 ） 及 び RNAsin(プ ロ メ ガ 社 ） を 加 え た AMVリ バ ー ス ・ ト ラ ン ス ク リ
プ タ ー ゼ で メ ー カ の プ ロ ト コ ル （ ２ ０ ０ ０ 年 、 バ ー ジ ョ ン ３ ） に 従 っ て 調 製 し た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 V H
及 び  V L 領 域 は 以 下 の PCRプ ラ イ マ を 用 い て 増 幅 さ れ た ：
V H :   FR1 5'側 プ ラ イ マ
 
      AB62       CAg gTK CAg CTg gTg CAg TC (配 列 番 号 ： 41)
      AB63       SAg gTg CAg CTg KTg gAg TC (配 列 番 号 ： 42)
      AB65       gAg gTg CAg CTg gTg CAg TC (配 列 番 号 ： 43)
 
      VH リ ー ダ  5'側 プ ラ イ マ
 
      AB85       ATg gAC Tgg ACC Tgg AgC ATC (配 列 番 号 ： 44)
      AB86       ATg gAA TTg ggg CTg AgC Tg (配 列 番 号 ： 45)
      AB87       ATg gAg TTT ggR CTg AgC Tg (配 列 番 号 ： 46)
      AB88       ATg AAA CAC CTg Tgg TTC TTC (配 列 番 号 ： 47)
      AB89       ATg ggg TCA ACC gCC ATC CT (配 列 番 号 ： 48)
 
      VH 3'側 プ ラ イ マ
 
      AB90       TgC CAg ggg gAA gAC CgA Tgg (配 列 番 号 ： 49)
 
VK:   FR1 5'側 プ ラ イ マ
 
      AB8        RAC ATC CAg ATg AYC CAg TC (配 列 番 号 ： 50)
      AB9        gYC ATC YRg ATg ACC CAg TC (配 列 番 号 ： 51)
      AB10       gAT ATT gTg ATg ACC CAg AC (配 列 番 号 ： 52)
      AB11       gAA ATT gTg TTg ACR CAg TC (配 列 番 号 ： 53)
      AB12       gAA ATW gTR ATg ACA CAg TC (配 列 番 号 ： 54)
      AB13        gAT gTT gTg ATg ACA CAG TC    (配 列 番 号 ： 55)
      AB14       gAA ATT gTg CTg ACT CAg TC (配 列 番 号 ： 56)
 
      VK リ ー ダ  5'側 プ ラ イ マ :
 
      AB123      CCC gCT Cag CTC CTg ggg CTC CTg (配 列 番 号 ： 57)
      AB124      CCC TgC TCA gCT CCT ggg gCT gC (配 列 番 号 ： 58)
      AB125      CCC AgC gCA gCT TCT CTT CCT CCT gC (配 列 番 号 ： 59)
      AB126      ATg gAA CCA Tgg AAg CCC CAg CAC AgC (配 列 番 号 ： 60)
 
      VK 3'側 プ ラ イ マ
 
      AB16       Cgg gAA gAT gAA gAC AgA Tg (配 列 番 号 ： 61)
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 上 記 の プ ラ イ マ 配 列 に お い て 、 K、 S、 R、 Y 及 び W は 以 下 の 意 味 を 有 す る ：
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K = G又 は T
S = C又 は G
R = A又 は G
Y = C又 は T
W = A又 は T
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ 用 の V H 及 び V L 領 域  を 増 幅 す る た め に 用 い た PCR条 件 ：
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR) を  AmpliTaq ポ リ メ ラ ー ゼ （ パ ー キ ン ・ エ ル マ ー 社 ） を T1
 サ ー モ サ イ ク ラ  96 (オ ラ ン ダ 、 ラ イ ス デ ン 、 ウ ェ ス ト バ ー グ 、 バ イ オ メ ト ラ 社 )で 用 い
て 行 っ た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
PCR サ イ ク リ ン グ ・ プ ロ ト コ ル ：
      94℃  2 分
11サ イ ク ル 94℃ 30秒
　 　 　 　 65℃ 30秒 、 １ サ イ ク ル 毎 に マ イ ナ ス １ °
      65℃ 30秒 、 １ サ イ ク ル 毎 に マ イ ナ ス １ °
      72℃ 30秒
30サ イ ク ル 94℃ 30秒
　 　 　 　 55℃ 30秒
      72℃ 30秒
      72℃ 10分
      4℃ ま で 冷 却
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 V H 及 び V L の pGEMT-ベ ク タ 系 IIで の ク ロ ー ニ ン グ ： 　 該 PCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 上 で
分 析 し た 後 、 こ の 産 物 を QIAEX II ゲ ル 抽 出 キ ッ ト  (オ ラ ン ダ 、 ラ イ ス デ ン 、 ウ ェ ス ト バ
ー グ 、 キ ア ジ ェ ン 社 )で 精 製 し た 。 各 V H 及 び V L 領 域 の 、 FR1又 は リ ー ダ ・ プ ラ イ マ を 用 い た
、 常 に ２ つ の 個 々 に 増 幅 さ れ た PCR産 物 を pGEMT-ベ ク タ 系  II (プ ロ メ ガ 社 )で メ ー カ の プ
ロ ト コ ル （ １ ９ ９ ９ 年 、 バ ー ジ ョ ン ６ ） に 従 っ て ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 E. coli JM109へ の 形 質 転 換 後 、 個 々 の コ ロ ニ を 、 T7 及 び SP6プ ラ イ マ を 用 い た コ ロ ニ P
CR法 に よ り 、 ５ ５ ℃ で の ３ ０ 回 の ア ニ ー リ ン グ ・ サ イ ク ル に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 コ
ロ ニ か ら の プ ラ ス ミ ド DNAを 、 Qiaprep Spin miniprep キ ッ ト （ キ ア ジ ェ ン 社 ） を 用 い て
精 製 し た 。 V H  及 び V L 領 域 を 更 に 分 析 す る た め に 、 Nco1/Not1 (オ ラ ン ダ 、 ラ イ ス デ ン 、 ウ
ェ ス ト バ ー グ 、 NEバ イ オ ラ ブ ズ 社 ） 消 化 を 行 い 、 ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル で 分 析 し た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 ４ つ の 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 は 以 下 の 抗 体 配 列 を 発 現 し た ：
　 ア ミ ノ 酸 配 列 : 配 列 番 号 ： ２ 及 び ４ を 持 つ AB1: ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル  IgG1,κ 抗 体
　 ア ミ ノ 酸 配 列 : 配 列 番 号 ： ６ 及 び ８ を 持 つ    AB7:ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル  IgG1,κ 抗 体
　 ア ミ ノ 酸 配 列 : 配 列 番 号 ： １ ０ 及 び １ ２ を 持 つ AB11: ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル  IgG1,κ 抗 体
及 び
　 ア ミ ノ 酸 配 列 : 配 列 番 号 ：  １ ４ 及 び １ ６ を 持 つ AB12: ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル  IgG1,κ 抗
体 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 得 ら れ た 配 列 を 図 １ － １ ０ に 示 す 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
実 施 例 ３ 　 CD25へ の ヒ ト 抗 体 の 結 合 上 の 特 徴
　 CHO細 胞 上 で 構 成 的 に 発 現 さ せ た CD25へ の ヒ ト CD25モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 上 清 の 結 合 ：  
 AB1、 AB7、 AB11及 び AB12は す べ て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ で 判 定 し た と き に 、 ト ラ ン ス フ
ェ ク ト CHO細 胞 上 に 発 現 し た CD25に 結 合 し た （ 表 ３ を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
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　 ELISA検 定 に お け る 、 hrCD25に 対 す る ヒ ト CD25モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 上 清 の 結 合 ： 　 AB1
、 AB7、 AB11、 及 び  AB12は す べ て 、 hrCD25を 被 膜 抗 原 と し て 用 い た ELISAで 検 査 し た と き
に 、 CD25に 結 合 し た 。 ９ ６ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ 社 ） を 一 晩 、 室 温 で rhCD25 (100 
ng/ml; R＆ D)で 被 覆 し 、 そ の 非 特 異 的 結 合 は 、 こ の プ レ ー ト を PBSTCで １ 時 間 、 室 温 で 被
覆 す る こ と に よ り 、 遮 断 し た 。 こ の プ レ ー ト を PBSTで ３ 回 、 洗 浄 後 、 100μ lの 試 料 抗 体 を
加 え た 。 こ の プ レ ー ト を ３ 回 （ PBST） で 洗 浄 後 、 プ レ ー ト を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ポ リ -HR
P (1:10,000)の PBS溶 液 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 100μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え た （ １ 時 間
、 室 温 ） 。 こ の プ レ ー ト を （ ３ 回 、 PBSTで ） 洗 浄 後 、  10 mg ABTS (ロ シ ュ 社 ) を 10 ml A
BTS 緩 衝 液  (ロ シ ュ 社 )当 た り 作 製 し 、 100μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 ２ ０ 分 後 、 405nmで の
吸 光 を ELISA リ ー ダ  (EL 808、 バ イ オ -テ ッ ク ・ イ ン ス ツ ル メ ン ツ 社 )で 読 み 取 っ た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ７ 】
１ 　 rhCD25 ELISAで 判 定 し た と き の ク ロ ー ン 培 養 上 清 の 結 合
２ 　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト CHO細 胞 上 で 発 現 し た CD25へ の 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ で 判 定 し た と
き の 結 合
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 ビ オ チ ン 化 IL-2の そ の 受 容 体 へ の 結 合 の ヒ ト  CD25モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 上 清 に よ る 阻
害 ：  ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が IL-2の CD25へ の 結 合 を 遮 断 又 は 阻 害 す る 程 度 を 調 べ る た
め に 、 ９ ６ ウ ェ ル -プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ 社 ） を 一 晩 、 室 温 で rhCD25 (100 ng/ml; 米 国 ミ ネ
ソ タ 州 、 Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム ズ 社 ） で 被 覆 し 、 該 プ レ ー ト を PBSTCで １ 時 間 、 室 温 で 被 覆 す る
こ と に よ り 、 非 特 異 的 結 合 を 遮 断 し た 。 プ レ ー ト を PBSTで （ ３ 回 ） 洗 浄 後 、 100μ lの 試 料
抗 体 （ 濃 度 範 囲 ： 10、 33、 及 び 100 ng/ml) を 加 え た 。 比 較 の た め に
Zenapax ( R ) も 加 え た 。 １ ０ 分 後 、 rIL-2-ビ オ チ ン  (50 ng/ml)を 加 え た （ １ ． ５ 時 間 、 室
温 ） 。 プ レ ー ト を ３ 回 （ PBSTで ） 洗 浄 後 、  プ レ ー ト を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ポ リ -HRP (ス
ト ッ ク か ら 1:10,000 に な る よ う に 希 釈 ） の PBS溶 液 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 100μ lを
各 ウ ェ ル に 加 え た （ １ 時 間 、 室 温 ） 。 プ レ ー ト を （ PBSTで ３ 回 ） 洗 浄 後 、 10mlの ABTS緩 衝
液 （ ロ シ ュ 社 ） 当 た り 10 mg ABTS (ロ シ ュ 社 ）  の  10 ml ABTS 緩 衝 液 （ ロ シ ュ 社 ） を 作
製 し 、 100μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 ２ ０ 分 後 、 405nmで の 吸 光 を ELISAリ ー ダ  (EL 808、 バ
イ オ -テ ッ ク 。 イ ン ス ツ ル メ ン ツ 社 ） で 読 み 取 っ た 。 デ ー タ は 、 ２ つ の 代 表 的 実 験 の う ち
の 一 方 を 示 す 。 図 １ １ に 示 す よ う に 、 ヒ ト  CD25モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  AB1、 AB7、 AB11 及
び AB12 の 上 清 は 、 Zenapax ( r ) よ り も 効 率 的 に 、 ビ オ チ ン 化 IL-2の CD25へ の 結 合 を 阻 害 す
る こ と が で き た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 ヒ ト CD25モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 上 清 に よ る Zenapax ( r ) の CD25へ の 結 合 阻 害 ： 　 ヒ ト モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 が Zenapax ( r ) の CD25へ の 結 合 を 遮 断 又 は 阻 害 す る 程 度 を 調 べ る た め に 、 ９
６ ウ ェ ル -プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ 社 ） を 一 晩 、 室 温 で rhCD25 (100 ng/ml; 米 国 ミ ネ ソ タ 州 、
Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム ズ 社 ） で 被 覆 し 、 該 プ レ ー ト を PBSTCで １ 時 間 、 室 温 で 被 覆 す る こ と に よ
り 、 非 特 異 的 結 合 を 遮 断 し た 。 プ レ ー ト を PBSTで （ ３ 回 ） 洗 浄 後 、 100μ lの 試 料 （ 濃 度 範
囲 ： 10、 33、 及 び 100 ng/ml) を 加 え た 。 １ ０ 分 後 、 ビ オ チ ン 化  Zenapax ( R ) (5 ng/ml)を
加 え た （ １ ． ５ 時 間 、 室 温 ） 。 プ レ ー ト を ３ 回 （ PBSTで ） 洗 浄 後 、  プ レ ー ト を ス ト レ プ
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ト ア ビ ジ ン -ポ リ -HRP (ス ト ッ ク か ら 1:10,000 に な る よ う に 希 釈 ） の PBS溶 液 と 一 緒 に イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 100μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え た （ １ 時 間 、 室 温 ） 。 プ レ ー ト を （ PBSTで ３ 回
） 洗 浄 後 、 10mlの ABTS緩 衝 液 （ ロ シ ュ 社 ） 当 た り 10 mg ABTS (ロ シ ュ 社 ) の  10 ml ABTS 
緩 衝 液 （ ロ シ ュ 社 ） を 作 製 し 、 100μ lを 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 ２ ０ 分 後 、 405nmで の 吸 光 を E
LISAリ ー ダ  (EL 808、 バ イ オ -テ ッ ク 。 イ ン ス ツ ル メ ン ツ 社 ） で 読 み 取 っ た 。 デ ー タ は 、
２ つ の 代 表 的 実 験 の う ち の 一 方 を 示 す 。 図 １ ２ に 示 す よ う に 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  A
B1、 AB7、 AB11 及 び AB12 の 上 清 は 、 Zenapax ( r ) の CD25へ の 結 合 を 遮 断 す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
実 施 例 ４ 　 CD25に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 CD3抗 体 誘 導 性 Ｔ 細 胞 増 殖 を 阻 害
す る
　 ヒ ト 抗 体 を 、 そ れ ら の Ｔ 細 胞 増 殖 阻 害 能 に つ い て 、 Ｔ 細 胞 増 殖 検 定 法 を 用 い て 検 査 し た
。 比 較 の た め に 、 Zenapax ( r ) や ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル 抗 体  (hIgG1/κ )も 検 査 し た
。
　 PBMC 単 離 ： 　 ヒ ト 血 液 細 胞  (オ ラ ン ダ 、 ユ ト レ ヒ ト 、 オ ラ ン ダ 赤 十 字 血 液 銀 行 の 軟 膜
で 入 手 ） を フ ィ ッ コ ー ル 勾 配  (フ ァ ル マ シ ア 社 、 2500 rpm、 5分 間 ） に 載 せ た 。 ピ ペ ッ ト
で PBMCを RPMI 1640 (10% FCS (Wisent
Multicell optimum C241)、 2 mM L-グ ル タ ミ ン 、 50 IU/ml ペ ニ シ リ ン 、 50μ g/ml ス ト レ
プ ト マ イ シ ン 、 25 mM HEPES (全 て 、 ヨ ー ロ ッ パ 、 バ イ オ ・ ホ イ ッ テ カ ー 社 か ら 入 手 ） を
添 加 し た も の )中 に 採 集 し た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 Ｔ 細 胞 増 殖 検 定 法 ： 　 ヒ ト PBMCを RPMI 1640 (10% FCS (Wisent
Multicell optimum C241)、 2 mM L-グ ル タ ミ ン 、 50 IU/ml ペ ニ シ リ ン 、 50μ g/ml ス ト レ
プ ト マ イ シ ン 、 25 mM HEPES を 添 加 し た も の (全 て 、 ヨ ー ロ ッ パ 、 バ イ オ ・ ホ イ ッ テ カ ー
社 か ら 入 手 ） )に 希 釈 し て 、 ９ ６ ウ ェ ル 平 底 プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ 社 ） 中 に 1.5 x 105 細 胞 /
ウ ェ ル （ 三 重 に し て ） に し た 。 こ れ ら 細 胞 を 抗 CD3抗 体  (CLB-T3/4.E、 カ タ ロ グ 番 号 M1654
、 10 ng/ml)で 刺 激 し た 。 次 に 、 50μ lの 次 第 に 希 釈 し た 実 験 的 抗 体 を 細 胞 に 加 え た （ 二 段
階 の 希 釈 で 範 囲 は 500 ng/ml か ら 7.8 ng/mlま で ） 。 ５ 日 後 （ ３ ７ ℃ 、  5% CO 2 )、 増 殖 を  
BrdU (最 終 濃 度 ： 10μ M、 ロ シ ュ 社 ） を 上 述 の 方 法 に 従 っ て 用 い て 定 量 し た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 BrdU 標 識 付 け 検 定 法 （ ロ シ ュ 社  BrdU染 色 キ ッ ト 、 カ タ ロ グ 番 号 1 647 229)：   BrdU 
標 識 付 け 溶 液 （ 100μ M） を ウ ェ ル に 加 え 、 細 胞 を 一 晩 、
(３ ７ ℃ 、 5% CO 2 )イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を ウ ェ ル 内 に 再 懸 濁 さ せ 、 遠 心 分 離 (10分 間
、 300 g)し た 。 上 清 を 廃 棄 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 乾 燥 さ せ た （ １ 時 間 、 ６ ０ ℃ ） 。 次 に 、 こ
の ペ レ ッ ト を FixDenat (200μ l/ウ ェ ル ； ３ ０ 分 間 、 室 温 ） と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 FixDenatを 廃 棄 し 、 100μ l/ウ ェ ル 抗 BrdU-POD (100μ lの 抗 BrdUス
ト ッ ク 溶 液 を 10 ml Ab-希 釈 溶 液 に 加 え た も の ） を こ の ペ レ ッ ト に 加 え た （ １ 時 間 、 室 温
） 。 こ の 上 清 を 廃 棄 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 溶 液 （ 200μ l/ウ ェ ル ） で 洗 浄 （ ３ 回 ） し た 。 最
後 に 、 100 ml/ウ ェ ル の 基 質 溶 液 を ペ レ ッ ト に 加 え た （ ５ 分 間 、 室 温 ） 。 着 色 反 応 を H2SO4
 (25μ l/ウ ェ ル 、 1M)で 停 止 さ せ 、 光 学 密 度 を 450nmで ELISAリ ー ダ （ バ イ オ -テ ッ ク ・ イ ン
ス ツ ル メ ン ツ 社 ） で 読 み 取 っ た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 図 １ ３ に 示 す よ う に 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  AB1、 AB7、 及 び AB12は 抗 CD3抗 体 誘 導 性
Ｔ 細 胞 増 殖 を 用 量 依 存 的 に 阻 害 し た 。 本 ヒ ト 抗 体 に よ る 阻 害 は 、 Zenapax ( r ) よ り も 効 率 的
だ っ た 。 デ ー タ は 、 ３ つ の 代 表 的 実 験 の う ち の １ つ を 示 す 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
実 施 例 ５ 　 CD25に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は MLRを 阻 害 す る
　 ヒ ト 抗 体 を 、 そ れ ら の MLR阻 害 能 に つ い て 、 MLR検 定 法 を 用 い て 検 査 し た 。 比 較 の た め に
、 Zenapax ( r ) や ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル 抗 体
(hIgG1/κ )も 検 査 し た 。 ２ 人 の MH不 適 合 ド ナ ー か ら 得 た ヒ ト PBMC（ オ ラ ン ダ 、 ユ ト レ ヒ ト
、 赤 十 字 血 液 銀 行 か ら の 軟 膜 で 得 た ） を 、 (10% FCS (Wisent
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Multicell optimum C241)、 2 mM L-グ ル タ ミ ン 、 50 IU/ml ペ ニ シ リ ン 、 50μ g/mlス ト レ
プ ト マ イ シ ン （ 全 て 、 ス コ ッ ト ラ ン ド 、 ペ ー ズ リ ー 、 ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 、 ギ ブ コ  BRL
社 か ら 入 手 し た ） を 添 加 し た ） RPMI 1640に 2.0 x 10 6  個 の 細 胞 ／ mlに な る よ う に 希 釈 し
た 。 一 番 目 の ド ナ ー か ら の PBMCを 放 射 線 照 射 (2000 ラ ド )し 、 二 番 目 の ド ナ ー か ら の PBMC
（ 1.0 x 10 5 個 の 細 胞 ／ ウ ェ ル ） と 、 三 重 に し て ９ ６ ウ ェ ル 平 底 プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ 社 ）
中 で 混 合  (1.0 x 10 5

個 の 細 胞 ／ ウ ェ ル ） し た 。 そ の 後 、 50μ lの 次 第 に 希 釈 し た 実 験 的 抗 体 を 該 細 胞 （ 二 段 階
の 希 釈 で 範 囲 50 ng/ml か ら 0.8 ng/mlに ） 加 え た 。 ６ 日 間 の 培 養 （ ３ ７ ℃ 、 5% CO 2 )後 、
増 殖 を  BrdU (最 終 濃 度 10μ M、 ロ シ ュ 社 )を 上 述 し た 方 法 に 従 っ て 用 い て 定 量 し た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 図 １ ４ に 示 す よ う に 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  AB1、 AB7、 及 び  AB12は MLRを 用 量 依 存
的 に 阻 害 し た 。 (約 １ 乃 至 ３ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 用 量 で の ）  AB1、 AB7、 及 び  AB12 に よ る MLRの
阻 害 は 、 Zenapax ( r ) に よ る 阻 害 よ り も 効 率 的 だ っ た 。 デ ー タ は 、 ３ つ の 代 表 的 実 験 の う ち
の １ つ を 示 す 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
実 施 例 ６ 　 Biacore3000装 置 上 で の AB12の 動 態 解 析
　 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の 変 化 を BIAcore3000装 置 を 用 い て 観 察 す る こ と に よ り 、 親 和 性 の
分 析 を 評 価 し た 。 BIAcore
3000 及 び  BIAcore
3000 ソ フ ト ウ ェ ア ・ コ ン ト ロ ー ル  (ス ウ ェ ー デ ン 、 ウ プ サ ラ 、 BIAcore社 、 ロ ッ ト 番 号 BR
-1100-43)を 用 い た 。 ヒ ト CD25 （ Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム ズ 社 、 ロ ッ ト 番 号 223-2A/CFO)を 、 低 密
度
(BIAcore社 、 ロ ッ ト 番 号 BR-1000-14)の CM-5セ ン サ ・ チ ッ プ に 、 メ ー カ の 推 奨 に 従 っ て
ア ミ ン 結 合 化 学 法 を 用 い て 固 定 し た 。 活 性 化 し た セ ン サ ・ チ ッ プ の 残 っ た 結 合 部 位 を エ タ
ノ ー ル -ア ミ ン HClで 遮 断 し た 後 、 動 態 解 析 を （ メ ー カ の 推 奨 に 従 っ て ） ２ ５ ℃ で 、 ヒ ト モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  AB12及 び 比 較 用 の Zenapax ( r ) を 用 い て 行 っ た 。 そ れ ぞ れ AB12及 び Zenap
ax ( r ) を 含 有 す る 試 料 を 、 被 膜 後 の セ ン サ ・ チ ッ プ の 表 面 上 に 流 し て 、 AB12 及 び Zenapax(
r)を rhCD25と 結 合 さ せ た 。 そ れ ぞ れ AB12 及 び  Zenapax ( r ) の 結 合 及 び 解 離 を 、 セ ン サ ・ チ
ッ プ 上 の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ SPR） を 用 い て 観 察 し た 。 そ の 結 果 を 、 BIAcore 3000 (バ
イ オ -テ ッ ク ・ イ ン ス ツ ル メ ン ツ 社 ） を 用 い て 観 察 し 、 BIAevaluation ソ フ ト ウ ェ ア  3.1 
(ス ウ ェ ー デ ン 、 ウ プ サ ラ 、 BIAcore） を 用 い て 解 析 し 、 ラ ン ギ ュ イ ア （ 原 語 ： Languir）
結 合  1:1 を 予 め 固 定 し た モ デ ル と し て 用 い た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 BIAcore解 析 で 判 定 さ れ た AB12の rhCD25へ の 結 合 の K D ：
4.74 x 10 - 1 1 ± 0.43 x 10 - 1 1 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 BIAcore解 析 で 判 定 さ れ た Zenapax ( r ) の rhCD25へ の 結 合 の K D ：
1.52 x 10 - 1 0 ± 0.27 x 10-10。
【 ０ ２ ５ ９ 】
実 施 例 ７ 　 Ｔ 細 胞 芽 を AB12処 理 す る と 、 CD25が 内 部 移 行 す る
　 AB12を 、 そ の CD25内 部 移 行 誘 導 能 に つ い て 検 査 し た 。 抗 KLH (ヒ ト IgG1/κ ア イ ソ タ イ プ
抗 体 、 キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン に 特 異 的 ） を ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル
抗 体 と し て 含 め た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 Ｔ 細 胞 芽 の 誘 導 ： 　 ヘ パ リ ン -血 液 試 料 か ら 、 リ ン パ 球 分 離 媒 質 勾 配 を 用 い て 末 梢 血 単
核 細 胞  (PBMC)を 単 離 し た 後 、 PBMCを ３ 乃 至 ４ 日 間 、 培 養 基 （ ３ ７ ℃ 、 5% CO 2 ） に 入 れ た 5
 μ g/ml フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン  (PHA; デ ィ フ コ 社 、 カ タ ロ グ 番 号 211796)で 刺 激 し た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 内 部 移 行 を 調 べ る た め の Ｔ 細 胞 芽 の 刺 激 ： 　 細 胞 を 採 集 し 、 PBSで 洗 浄 後 、 細 胞 を ト リ
パ ン ・ ブ ル ー で 計 数 し た 。 Ｔ 細 胞 芽
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(1 x 10 6

個 の 細 胞 /ml) の 一 部 を 、 ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル と し て の FITC標 識 AB12 (2 μ g/ml 
AB12-FITC)も し く は FITC標 識 抗 KLH (2 μ g/ml) と 一 緒 に 、 又 は 、 抗 体 を 加 え ず に 、 プ レ
イ ン キ ュ ベ ー ト （ ４ ℃ 、 １ ５ 分 間 ） し た 。 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 1
 x 10 6 個 の 細 胞
(1 ml の 培 養 基 に 入 れ て ） を ２ ４ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト に 加 え 、 １ ８ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た （ ３ ７ ℃ 、 5% CO 2 ） 。 Ｔ 細 胞 芽 の 残 り を 、 FITC標 識 AB12 (2 μ g/ml)、 又 は FITC標 識 抗 K
LH (2 μ g/ml) の 非 存 在 下 又 は 存 在 下 で 、 １ ８ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ ３ ７ ℃ 、 5% C
O 2 ） 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 細 胞 を 採 集 し 、 ロ ー ダ ミ ン 標 識 さ れ た コ ム ギ 胚 芽 凝 集 素 (1 μ g/ml
、 膜 の 標 識 付 け ； モ ラ キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ ズ 社 、 カ タ ロ グ 番 号 W-849)で ４ ℃ で １ ５ 分 間 、
標 識 し た 。 そ の 後 、 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 25 μ l Vectashield DAPI (米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア
州 、 バ ー リ ン ガ ム 、 ベ ク タ ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 ） 中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 次 に 、 10 μ l の こ
の 細 胞 懸 濁 液 を 組 織 ス ラ イ ド 上 に ピ ペ ッ ト し 、 カ バ ー し 、 蛍 光 顕 微 鏡 （ カ ー ル ・ ツ ァ イ ス
社 ） で 分 析 し 、 写 真 を ロ ー ダ ミ ン 染 色 用 TRITCフ ィ ル タ （ フ ィ ル タ ・ セ ッ ト 15、 ツ ァ イ ス
社 ） 、 又 は FITC染 色 用 の FITCフ ィ ル タ （ フ ィ ル タ ・ セ ッ ト 09、 ツ ァ イ ス 社 ） で 撮 影 し た 。
ロ ー ダ ミ ン で 標 識 さ れ た コ ム ギ 胚 芽 凝 集 素 で 得 ら れ た 膜 染 色 は 図 示 さ れ て い な い 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 図 １ ５ Ａ 及 び １ ５ Ｂ に 示 す よ う に 、 １ ８ 時 間 の 培 養 後 に 、 AB12-FITCシ グ ナ ル を 細 胞 内
部 に 見 る こ と が で き る 。 図 １ ５ Ａ は 、 AB12-FITCと の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン （ １ ５ 分 間
） 及 び 洗 浄 後 に １ ８ 時 間 、 細 胞 を 培 養 し た 後 の 結 果 を 示 し 、 そ し て 図 １ ５ Ｂ は 、 AB12-FIT
Cの 存 在 下 で １ ８ 時 間 、 細 胞 を 培 養 し た 後 の 結 果 を 示 す 。 無 関 係 の FITC結 合 抗 KLH抗 体 （ 図
１ ５ Ｃ ） を 用 い た コ ン ト ロ ー ル 実 験 は 、 FITC-標 識 抗 体 の 内 部 移 行 が な い こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
実 施 例 ８ 　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ で 測 定 し た と こ ろ 、 Ｔ 細 胞 芽 を AB12処 理 す る と 、 CD25が 内
部 移 行 す る
　 別 の 実 験 で は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ を 用 い て 、 様 々 な 時 点 に お け る FITC標 識 AB12の Ｔ 細
胞 芽 へ の 内 部 移 行 を 判 定 し た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 ヘ パ リ ン -血 液 試 料 か ら 、 リ ン パ 球 分 離 媒 質 勾 配 （ フ ィ ッ コ ー ル ） を 用 い て 末 梢 血 単 核
細 胞  (PBMC)を 単 離 し た 後 、 PBMCを ３ 乃 至 ４ 日 間 、 培 養 基 （ ３ ７ ℃ 、 5% CO 2 ） に 入 れ た 5 
μ g/ml フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン  （ PHA； デ ィ フ コ 社 、 カ タ ロ グ 番 号 211796） で 刺 激 し た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 ３ 日 間 の 培 養 後 、 Ｔ 細 胞 芽 を 採 集 し 、 PBSで 洗 浄 し 、 ト リ パ ン ・ ブ ル ー で 計 数 し た 。 こ
の Ｔ 細 胞 芽
(2mlの 培 養 基 に 入 れ た 2.5 x 10 6  個 の 細 胞 ） に 、 2 μ g/ml FITC標 識 AB12又 は FITC標 識 抗 K
LH (ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 )を 加 え た 。 細 胞 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト （ ４ ℃ 、 １
時 間 ） し た 後 、 細 胞 を ２ つ の 部 分 に 分 割 し た 。 一 部 分 を 培 養 基 で 洗 浄 し 、 他 方 の 部 分 を 洗
浄 し な か っ た 。 洗 浄 後 、 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト 試 料 を 培 養 基 中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 両 方 の 部 分
を ４ ℃ 又 は ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 0、 0.5、 1、 又 は 4.5時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト （ ４ ℃ 又 は ３ ７ ℃ で の ） 後 、 3 ml の FACS 緩
衝 液 （ 0.05% BSA 及 び 0.01 μ g/ml ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し た PBS） を 該 細 胞 に 加 え 、
こ の 細 胞 を 300 g (４ ℃ )で 遠 心 し て 沈 降 さ せ た 。 一 方 の 部 分 で は 、 細 胞 を 200μ l FACS 緩
衝 液 に 再 懸 濁 さ せ 、 他 方 の 部 分 で は 、 細 胞 を 200 μ l FACS 緩 衝 液 及 び 1 mg/ml 臭 化 エ チ
ジ ウ ム （ シ グ マ 社 、 カ タ ロ グ 番 号 E8751)に 再 懸 濁 さ せ た 。 こ の 臭 化 エ チ ジ ウ ム は 、 フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ に よ る 細 胞 獲 得 の 直 前 に 加 え ら れ た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 臭 化 エ チ ジ ウ ム を 用 い て 細 胞 表 面 上 の 蛍 光 シ グ ナ ル を 停 止 さ せ た 。 図 １ ６ に 示 す よ う に
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、 臭 化 エ チ ジ ウ ム を 加 え て 、 又 は 加 え ず に 測 定 さ れ た 、 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 試 料
の 蛍 光 比 は ほ ぼ １ だ っ た 。 こ の こ と は 、 内 部 移 行 が 起 き て い な い こ と を 示 す 。 ３ ７ ℃ で 培
養 さ れ た 細 胞 は 、 時 間 と 共 に こ の 蛍 光 比 の 増 加 を 示 し た 。 こ の こ と は 、 AB12-FITCの 内 部
移 行 が 起 き た こ と を 示 す 。 予 想 通 り 、 細 胞 を FITC標 識 AB12 の 継 続 的 な 存 在 下 で イ ン キ ュ
ベ ー ト す る と 、 FITC標 識 AB12と 一 緒 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た の み の 細 胞 （ 図 １ ６ Ａ ） に
比 べ て 、 内 部 移 行 の レ ベ ル が 高 く な っ た （ 図 １ ６ Ｂ ） 。 図 １ ６ Ａ は 、 １ 時 間 、 プ レ イ ン キ
ュ ベ ー ト さ れ た 細 胞 の 平 均 蛍 光 強 度 （ MFI） の 比 を 示 し 、 過 剰 な FITC標 識 AB12は 洗 い 落 と
さ れ た 。 図 １ ６ Ｂ は 、 FITC標 識 AB12の 存 在 下 で 当 該 細 胞 を 培 養 後 の 結 果 を 示 す 。 MFIの 比
は 、 検 査 試 料 の MFIを ０ 時 間 目 の MFIで 除 算 す る こ と で 判 定 さ れ る 。 ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト
ロ ー ル 抗 体 （ 抗 KLH-FITC、 デ ー タ は 図 示 せ ず ） で は 染 色 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の こ の よ う な 内 部 移 行 上 の 特 徴 が あ る た め 、 こ れ ら は 、 例 え ば 成 人 Ｔ 細 胞
白 血 病 ／ リ ン パ 腫 、 未 分 化 大 細 胞 リ ン パ 腫 、 皮 膚 Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 （ 菌 状 息 肉 腫 及 び セ ザ リ
ー 症 候 群 を 含 む ） 、 末 梢 Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 ヘ ア リ ー セ ル 白 血 病 、 及 び
慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 (CLL)／ 小 リ ン パ 球 性 リ ン パ 腫
(SLL)の 治 療 の た め の 毒 素 を 結 合 さ せ る た め に 、 適 し て い る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 別 の 状 況 で は 、 本 発 明 の 抗 体 に 、 例 え ば 成 人 Ｔ 細 胞 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 、 未 分 化 大 細 胞 リ
ン パ 腫 、 皮 膚 Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 （ 菌 状 息 肉 腫 及 び セ ザ リ ー 症 候 群 を 含 む ） 、 末 梢 Ｔ 細 胞 リ ン
パ 腫 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 ヘ ア リ ー セ ル 白 血 病 、 及 び 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 (CLL)／ 小 リ
ン パ 球 性 リ ン パ 腫
(SLL)の 治 療 の た め に 適 し た 放 射 性 同 位 体 で 放 射 性 標 識 付 け を 行 う 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 更 に 、 腫 瘍 負 荷 を 判 定 し 、 そ れ に よ り 、 投 与 す べ き 放 射 標 識 さ れ た 抗 体 の 投 薬 量 を 調 節
す る た め に 、 本 抗 体 を 1 1 1 Inで 標 識 し て も よ い 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
均 等 物
　 当 業 者 で あ れ ば 、 日 常 的 な 実 験 に よ っ て 、 こ こ に 解 説 し た 本 発 明 の 具 体 的 な 実 施 態 様 の
均 等 物 を 数 多 く 、 認 識 し 、 又 は 確 認 で き る こ と で あ ろ う 。 こ の よ う な 均 等 物 は 以 下 の 請 求
の 範 囲 の 包 含 す る と こ ろ と 、 意 図 さ れ て い る 。 従 属 請 求 項 に 開 示 さ れ た 実 施 態 様 の い ず れ
の 組 合 せ も 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 こ こ に 引 用 し た 全 特 許 、 係 属 中 特 許 出 願 及 び 他 の 公 開 文 献 の 全 文 を 、 引 用 を も っ て こ こ
に 援 用 す る こ と と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 指 定 さ れ た CDRを 持 つ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  AB1、 AB7、 AB11、 及 び AB
12 (そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ：  4、 8、 12、 及 び 16） の 軽 （ カ ッ パ ） 鎖 VJ 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を
示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 指 定 さ れ た CDRを 持 つ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  AB1、 AB7、 AB11、 及 び AB
12 (そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ：  2、 6、 10、 及 び  14） の 重 鎖 VDJ領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 指 定 さ れ た CDRを 持 つ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 AB1の 重 鎖 VDJ領 域 の ア ミ
ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 ：  2) 及 び 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列  (配 列 番 号 ：  1)を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 指 定 さ れ た CDRを 持 つ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 AB1の 軽 （ カ ッ パ ） 鎖 VJ領
域 の ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 ：  4) 及 び 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列  (配 列 番 号 ：  3)を 示 す
。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 指 定 さ れ た CDRを 持 つ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 AB7の 重 鎖 VDJ領 域 の ア ミ
ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 ：  6) 及 び 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列  (配 列 番 号 ：  5)を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 指 定 さ れ た CDRを 持 つ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 AB7の 軽 （ カ ッ パ ） 鎖 VJ領
域 の ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 ： 8) 及 び 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列  (配 列 番 号 ：  7)を 示 す
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。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 指 定 さ れ た CDRを 持 つ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 AB11の 重 鎖 VDJ領 域 の ア ミ
ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 ：  10) 及 び 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列  (配 列 番 号 ：  9)を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 指 定 さ れ た CDRを 持 つ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 AB11の 軽 （ カ ッ パ ） 鎖 VJ
領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 ：  12) 及 び 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列  (配 列 番 号 ：  11)を
示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 指 定 さ れ た CDRを 持 つ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 AB12の 重 鎖 VDJ領 域 の ア ミ
ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 ：  14) 及 び 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列  (配 列 番 号 ：  13)を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 指 定 さ れ た CDRを 持 つ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 AB12の 軽 （ カ ッ パ ）
鎖 VJ領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 ： 16) 及 び 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列  (配 列 番 号 ： 15)
を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 IL-2の 結 合 の  Zenapax ( R )  (ダ ク リ ズ マ ブ 、 組 換 え ヒ ト 化 IgG1抗 CD2
5抗 体 、 ロ シ ュ 社 ） に よ る 阻 害 に 比 較 し た と き の 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  AB1、 AB7、 AB
11、 及 び  AB12の 上 清 に よ る 、 IL-2の そ の 受 容 体 CD25へ の 結 合 阻 害 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 Zenapax ( R ) の CD25へ の 結 合 阻 害 を ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  AB1、 AB
7、 AB11、 及 び  AB12に よ り 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 （ PBMCを 用 い た ） 抗 CD3抗 体 誘 導 性 Ｔ 細 胞 増 殖 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体  AB1、 AB7、 AB12に よ る 阻 害 を 、 コ ン ト ロ ー ル 抗 体 (hIgG1/κ ）  及 び Zenapax ( R ) に
よ る 阻 害 に 比 較 し て 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  AB1、 AB7、 AB12に よ る MLRの 阻 害 を 、 コ ン
ト ロ ー ル 抗 体 (hIgG1/κ ） 及 び Zenapax ( r ） に よ る 阻 害 に 比 較 し て 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 FITC標 識 済 み AB12に よ り CD25の 内 部 移 行 を 視 覚 化 し た FITCフ ィ ル タ
を 用 い た 写 真 を 示 す 。 図 １ ５ Ａ は 、 FITC標 識 済 み AB12と 一 緒 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た
Ｔ 細 胞 芽 の 、 ３ ７ ℃ で の １ ８ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の 結 果 を 示 し 、 図 １ ５ Ｂ は 、 FI
TC標 識 済 み AB12の 存 在 下 で ３ ７ ℃ で １ ８ 時 間 、 培 養 さ れ た Ｔ 細 胞 が の 結 果 を 示 す 。 比 較 の
た め に 、 図 １ ５ Ｃ は 、 FITC標 識 済 み ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 （ 抗 KHL） の 存 在 下
で ３ ７ ℃ で １ ８ 時 間 、 培 養 さ え れ た Ｔ 細 胞 芽 の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ で 測 定 し た と き の 、 FITC標 識 済 み AB12に よ る CD
25の 内 部 移 行 を 示 し 、 こ の 場 合 、 平 均 蛍 光 強 度 （ MF1） の 比 が １ を 越 え た と こ ろ は 内 部 移
行 が 起 き た こ と を 示 す 。 図 １ ６ Ａ は 、 そ れ ぞ れ ４ ℃ 及 び ３ ７ ℃ で FITC標 識 済 み AB12と 一 緒
に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た Ｔ 細 胞 芽 の 結 果 を 示 す 。 図 １ ６ Ｂ は 、 そ れ ぞ れ ４ ℃ 及 び ３ ７
℃ で FITC標 識 済 み AB12の 存 在 下 で 培 養 さ れ た Ｔ 細 胞 芽 の 結 果 を 示 す 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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4C084/ZC551 4C084/ZC751 4C085/AA14 4C085/AA15 4C085/BB11 4C085/CC03 4C085/EE01 4C085
/EE03 4C086/AA01 4C086/AA02 4C086/DA35 4C086/EA07 4C086/EA10 4C086/HA12 4C086/HA28 
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4C086/ZA51 4C086/ZA54 4C086/ZA55 4C086/ZA59 4C086/ZA60 4C086/ZA66 4C086/ZA68 4C086
/ZA75 4C086/ZA81 4C086/ZA89 4C086/ZA94 4C086/ZA96 4C086/ZB01 4C086/ZB05 4C086/ZB07 
4C086/ZB08 4C086/ZB11 4C086/ZB13 4C086/ZB15 4C086/ZB26 4C086/ZB27 4C086/ZB33 4C086
/ZB35 4C086/ZC02 4C086/ZC21 4C086/ZC33 4C086/ZC35 4C086/ZC55 4C086/ZC75 4C206/AA01 
4C206/AA02 4C206/FA31 4C206/HA28 4C206/MA01 4C206/MA02 4C206/MA04 4C206/NA14 4C206
/ZA01 4C206/ZA02 4C206/ZA06 4C206/ZA15 4C206/ZA16 4C206/ZA18 4C206/ZA33 4C206/ZA36 
4C206/ZA44 4C206/ZA45 4C206/ZA51 4C206/ZA54 4C206/ZA55 4C206/ZA59 4C206/ZA60 4C206
/ZA66 4C206/ZA68 4C206/ZA75 4C206/ZA81 4C206/ZA89 4C206/ZA94 4C206/ZA96 4C206/ZB01 
4C206/ZB05 4C206/ZB07 4C206/ZB08 4C206/ZB11 4C206/ZB13 4C206/ZB15 4C206/ZB26 4C206
/ZB27 4C206/ZB33 4C206/ZB35 4C206/ZC02 4C206/ZC21 4C206/ZC33 4C206/ZC35 4C206/ZC55 
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/FA74 4H045/GA26

代理人(译) 远藤顺治
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其他公开文献 JP4966497B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

公开了分离的人单克隆抗体，其结合人CD25并抑制人CD25和相关的基
于抗体的组合物和分子。的人抗体，通过进行VDJ重组和同种型转换，
能生产多种同种型，杂交瘤，转染瘤，或非人转基因动物的人单克隆抗
体，如转基因小鼠它可以被制造。此外，还公开了含有本发明人抗体的
药物组合物，产生该人抗体的非人转基因动物，杂交瘤和转染瘤，以及
使用本发明人抗体的治疗方法和诊断方法。
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