
(57)【要約】
モノクローナル抗体に由来する親和性成熟抗体またはその一部を使用した、炭疽菌に感染
した宿主または炭疽菌に感染した危険性のある宿主を治療するための組成物および方法に
ついて開示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
タ ン パ ク 質 毒 素 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 精 製 さ れ た 親 和 性 成 熟 組 換 え 抗 体 ま た は そ の
一 部 。
【 請 求 項 ２ 】
抗 原 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
一 部 が 、 scFvフ ラ グ メ ン ト 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 お よ び IgGフ ラ グ メ ン ト か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
任 意 の 抗 体 ク ラ ス を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に 感 染 し た 細 菌 に お い て 発 現 さ れ た 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ が 、 防 御 性 抗 原 に 対 し て 野 生 型 抗 体 よ り 少 な く と も 3倍 高 い 親 和 性 お
よ び 増 大 し た 安 定 性 を 示 す 1つ ま た は 複 数 の ク ロ ー ン に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 、 請
求 項 7記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
ホ モ 二 量 体 抗 体 を 生 じ る よ う に 1つ ま た は 複 数 の ク ロ ー ン が 野 生 型 抗 体 と 融 合 し て い る 、
請 求 項 8記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
タ ン パ ク 質 毒 素 か ら 宿 主 を 防 御 す る 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
宿 主 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
宿 主 が 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
約 1対 1の 化 学 量 論 で タ ン パ ク 質 抗 原 に 結 合 す る 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
タ ン パ ク 質 毒 素 が 、 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 、 ウ ェ ル シ ュ 菌 毒 素 、 コ ノ ト キ シ ン 、 リ シ ン 、 サ キ ト
キ シ ン 、 志 賀 毒 素 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 毒 素 、 テ ト ロ ド ト キ シ ン 、 ベ ロ 毒 素 、 マ イ ク ロ シ ス チ
ン (シ ア ン ギ ノ シ ン )、 ア ブ リ ン 、 コ レ ラ 毒 素 、 破 傷 風 毒 素 、 ト リ コ テ セ ン マ イ コ ト キ シ ン
、 お よ び 動 物 の 毒 液 に 由 来 す る 毒 素 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
炭 疽 菌 防 御 性 抗 原 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 精 製 さ れ た 親 和 性 成 熟 組 換 え 抗 体 ま た は そ
の 一 部 。
【 請 求 項 １ ６ 】
抗 防 御 性 抗 原 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 、 請 求 項 15記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
抗 防 御 性 抗 原 ハ イ ブ リ ド ー マ 14B7か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 、 請 求 項 15記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
一 部 が scFvフ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 請 求 項 15記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
任 意 の 抗 体 ク ラ ス を 含 む 、 請 求 項 15記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
一 部 が scFvフ ラ グ メ ン ト を 含 み 、 少 な く と も 40kDaの 一 価 抗 体 部 分 を 生 じ る よ う に 抗 体 定
常 領 域 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 15記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に 感 染 し た 細 菌 に お い て 発 現 さ れ た 、 請 求 項 15記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
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バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ が 、 防 御 性 抗 原 に 対 し て 野 生 型 14B7よ り 少 な く と も 3倍 高 い 親 和 性 お
よ び 増 大 し た 安 定 性 を 示 す 1つ ま た は 複 数 の ク ロ ー ン に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 、 請
求 項 21記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
二 価 ホ モ 二 量 体 抗 体 を 生 じ る よ う に 1つ ま た は 複 数 の ク ロ ー ン が 14B7野 生 型 と 融 合 し て い
る 、 請 求 項 22記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
炭 疽 菌 毒 素 か ら 宿 主 を 防 御 す る 、 請 求 項 15記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
宿 主 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 24記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
宿 主 が 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 24記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
約 1対 1の 化 学 量 論 で 炭 疽 菌 防 御 性 抗 原 に 結 合 す る 、 請 求 項 15記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
炭 疽 菌 感 染 の 症 状 を 緩 和 す る 、 請 求 項 15記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
炭 疽 菌 防 御 性 抗 原 を 中 和 す る 、 請 求 項 15記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
炭 疽 菌 毒 素 中 毒 か ら 宿 主 を 防 御 す る 、 請 求 項 15記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
少 な く と も 約 63nMの 平 衡 解 離 定 数 を 示 す 、 炭 疽 菌 防 御 性 抗 原 に 対 す る 精 製 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
抗 PAハ イ ブ リ ド ー マ か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 抗 体 配 列 か ら 親 和 性 成 熟 さ れ た 、 請 求 項 31記
載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
抗 PAハ イ ブ リ ド ー マ 14B7か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 抗 体 配 列 か ら 親 和 性 成 熟 さ れ た 、 請 求 項
31記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
一 部 が scFvフ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 請 求 項 31記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
任 意 の 抗 体 ク ラ ス を 含 む 、 請 求 項 31記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
一 部 が scFvフ ラ グ メ ン ト を 含 み 、 少 な く と も 40kDaの 一 価 抗 体 部 分 を 生 じ る よ う に 抗 体 定
常 領 域 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 31記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
細 菌 に お い て 発 現 さ れ た 、 請 求 項 31記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
防 御 性 抗 原 に 対 し て 野 生 型 14B7よ り 少 な く と も 3倍 高 い 親 和 性 お よ び 増 大 し た 安 定 性 を 示
す 、 請 求 項 31記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
親 和 性 成 熟 抗 体 を 発 現 す る 遺 伝 子 が 、 二 価 ホ モ 二 量 体 抗 体 を 生 じ る よ う に 14B7野 生 型 遺 伝
子 と 融 合 し て い る 、 請 求 項 31記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
炭 疽 菌 毒 素 か ら 宿 主 を 防 御 す る 、 請 求 項 31記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
宿 主 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 40記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
宿 主 が 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 40記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
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約 1対 1の 化 学 量 論 で 炭 疽 菌 防 御 性 抗 原 に 結 合 す る 、 請 求 項 31記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
炭 疽 菌 感 染 の 症 状 を 緩 和 す る 、 請 求 項 31記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
炭 疽 菌 毒 素 を 中 和 す る 、 請 求 項 31記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
炭 疽 菌 毒 素 中 毒 か ら 宿 主 を 防 御 す る 、 請 求 項 31記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
細 菌 感 染 の 症 状 か ら 防 御 す る 免 疫 応 答 を 生 じ る 、 お よ び /ま た は 細 菌 感 染 の 症 状 を 緩 和 す
る 、 細 菌 毒 素 に 対 す る 抗 体 を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 :
細 菌 毒 素 ま た は そ の 断 片 を 発 現 す る 微 生 物 を 、 微 生 物 内 で 発 現 さ れ る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
中 で 培 養 す る 段 階 ;
親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は そ の 一 部 を 発 現 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る 段
階 ;
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー と 微 生 物 を 接 触 さ せ る 段 階 ;お よ び
細 菌 毒 素 に 対 し て 少 な く と も 3倍 高 い 親 和 性 を 有 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ を 選 択 す る 段 階
。
【 請 求 項 ４ ８ 】
親 和 性 成 熟 抗 体 が 、 細 菌 毒 素 に 特 異 的 な 抗 体 に 由 来 す る 遺 伝 子 配 列 を 含 む 、 請 求 項 47記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
親 和 性 成 熟 抗 体 が 、 炭 疽 菌 防 御 性 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 に 由 来 す る 遺 伝 子 配 列 を 含 む 、 請 求
項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
親 和 性 成 熟 抗 体 が 14B7抗 体 の 一 部 を 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
親 和 性 成 熟 抗 体 が 14B7抗 体 の scFv遺 伝 子 断 片 を 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
親 和 性 成 熟 抗 体 に 由 来 す る 遺 伝 子 配 列 と ヒ ト 定 常 ド メ イ ン の 融 合 後 に 、 よ り 大 き な 分 子 量
の 一 価 抗 体 が 作 成 さ れ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
二 価 ホ モ 二 量 体 抗 体 が 作 成 さ れ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
抗 体 ま た は そ の 一 部 が 二 価 で あ る 、 請 求 項 51記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は そ の 一 部 を 精 製 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
抗 体 が 炭 疽 菌 毒 素 か ら 宿 主 を 防 御 す る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
宿 主 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 56記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
抗 体 が 炭 疽 菌 感 染 の 症 状 を 緩 和 す る 、 請 求 項 56記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
抗 体 が 炭 疽 菌 毒 素 を 中 和 す る 、 請 求 項 56記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
炭 疽 菌 に 感 染 し た 宿 主 ま た は 炭 疽 菌 に 感 染 し た 危 険 性 の あ る 宿 主 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て
、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 :
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 得 ら れ た 、 タ ン パ ク 質 毒 素 に 対 す る 親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は そ の 一
部 を 含 む 組 成 物 を 宿 主 に 投 与 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ １ 】
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宿 主 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 60記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
宿 主 が 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 60記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
症 状 が 発 症 し た 後 に 親 和 性 成 熟 抗 体 が 投 与 さ れ る 、 請 求 項 60記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は そ の 一 部 が 予 防 的 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 60記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は そ の 一 部 が scFvフ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 請 求 項 60記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は そ の 一 部 が 少 な く と も 63nMの 解 離 定 数 を 示 す 、 請 求 項 60記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ ７ 】
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 毒 素 に 対 す る 親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は そ の 一 部 を 含 む 、 病 原 体
感 染 を 治 療 す る た め の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
毒 素 が 細 菌 毒 素 で あ る 、 請 求 項 67記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
毒 素 が 炭 疽 菌 毒 素 で あ る 、 請 求 項 67記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
炭 疽 菌 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 :
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 の 、 炭 疽 菌 防 御 性 抗 原 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 治 療 有 効 量
の 精 製 さ れ た 親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は そ の 一 部 を 、 炭 疽 菌 の 治 療 を 必 要 と す る 個 体 に 投 与 す
る 段 階 。
【 請 求 項 ７ １ 】
タ ン パ ク 質 毒 素 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 固 定 化 さ れ 精 製 さ れ た 親 和 性 成 熟 組 換 え 抗 体
ま た は そ の 一 部 を 含 む 診 断 装 置 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
指 標 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 71記 載 の 診 断 装 置 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
指 標 が 色 の 変 化 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 72記 載 の 診 断 装 置 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
親 和 性 成 熟 組 換 え 抗 体 ま た は そ の 一 部 に 対 し て 結 合 親 和 性 を 有 す る 固 定 化 さ れ た タ ン パ ク
質 毒 素 を 含 む 診 断 装 置 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
指 標 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 74記 載 の 診 断 装 置 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
指 標 が 色 の 変 化 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 75記 載 の 診 断 装 置 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
タ ン パ ク 質 毒 素 に 対 す る 暴 露 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 :
タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 固 定 化 さ れ 精 製 さ れ た 親 和 性 成 熟 組 換 え 抗 体
ま た は そ の 一 部 を 含 む 診 断 装 置 と 液 体 を 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び
タ ン パ ク 質 抗 原 と 抗 体 の 反 応 が 表 れ た か ど う か 診 断 装 置 を 分 析 す る 段 階 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
液 体 が 血 液 、 尿 、 唾 液 、 ま た は 他 の 体 液 で あ る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
分 析 が 検 出 器 を 含 む 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
検 出 器 が 、 色 、 放 射 能 、 光 ル ミ ネ セ ン ス 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 、 蛍 光 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴
な ど を 検 出 す る 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 技 術 分 野
本 発 明 は 、 一 般 的 に 、 抗 体 工 学 の 分 野 、 特 に 、 治 療 の 初 期 段 階 お よ び 進 ん だ 段 階 で 治 療 上
有 用 な 中 和 抗 体 構 築 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
本 願 は 変 更 書 式 で あ り 、 2001年 11月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/332,849号 の 優
先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
米 国 政 府 は 、 米 国 陸 軍 、 テ キ サ ス 大 学 会 計 番 号 26-0454-85、 お よ び 国 防 総 省 助 成 金 番 号 DA
A21-93C-0101に よ り 本 発 明 に お い て 一 定 の 権 利 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と な く 、 真 っ 先 に 開 発 さ れ る 生 物 戦 病 原 体 の 1つ で あ る 炭 疽 菌 (

)の 感 染 の 治 療 に 関 連 し て 、 本 発 明 の 背 景 が 説 明 さ れ る 。 現 在 、 炭 疽
菌 は 、 一 例 と し て 米 国 に お い て 大 き な 脅 威 と 認 識 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
今 ま で こ の 分 野 で の 炭 疽 菌 を 形 成 す る 胞 子 に 関 す る 研 究 は 、 炭 疽 菌 が ヒ ト に ま れ に し か 発
生 し な い た め に 限 ら れ て き た 。 一 般 的 に 炭 疽 病 (anthrax)と 呼 ば れ る 炭 疽 菌 に よ る 感 染 は
、 ひ づ め の あ る 哺 乳 動 物 に お い て 最 も よ く 発 生 す る 。 ヒ ト で の 予 防 処 置 計 画 は 、 一 般 的 に
、 ペ ニ シ リ ン 、 ド キ シ サ イ ク リ ン 、 お よ び フ ル ロ キ ノ ロ ン を 含 む い く つ か の 抗 生 物 質 を 使
用 す る こ と に 限 ら れ て い る 。 (Morbidity and Mortality Weekly Report.2001.最 新 情 報 :
生 物 テ ロ に 関 連 す る 炭 疽 菌 の 研 究 お よ び 炭 疽 菌 を 保 菌 し て い る 可 能 性 の あ る 人 間 を 臨 床 評
価 す る た め の 中 間 ガ イ ド ラ イ ン (Investigation of bioterrorism-related anthrax and i
nterim guidelines for clinical evaluation of persons with possible anthrax.)50:9
41-8)。 炭 疽 菌 ワ ク チ ン で も 感 染 を 予 防 す る こ と が で き る が 、 米 疾 病 管 理 予 防 セ ン タ ー (CD
C)は 一 般 の 人 々 に 広 範 囲 の 予 防 接 種 を 薦 め て い な い 。 (CDC Health Alerts,Advisories, a
nd Updates.2001.郵 便 物 を 手 で 触 る か 、 ま た は 処 理 を す る 職 場 で の 炭 疽 菌 へ の 暴 露 か ら 就
業 者 を 保 護 す る た め の CDC中 間 勧 告 (CDC Interim Recommendations for protecting worke
rs from exposure to Bacillus anthracis in work site where mail is handled or pro
cessed.)2000年 10月 31日  www.cdc.gov/DocumentsApp/Anthrax/10312001/han51.asp)。 実
際 に 、 一 般 の 人 々 へ の ワ ク チ ン 接 種 は 行 わ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
ヒ ト 炭 疽 病 の 重 篤 な 形 と し て 、 吸 入 型 炭 疽 病 、 皮 膚 型 炭 疽 病 、 お よ び 腸 型 炭 疽 病 が 挙 げ ら
れ る 。 吸 入 型 炭 疽 病 は 、 通 常 、 致 死 性 で あ る 。 腸 型 炭 疽 病 は 、 汚 染 さ れ た 食 品 を 食 べ た 後
に 起 こ る こ と が あ り 、 腸 管 の 急 性 炎 症 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 仮 に 発 生 し て も 、 炭 疽 病 が
直 接 人 間 を 介 し て 広 が る 可 能 性 は 極 め て 低 い 。 従 っ て 、 CDCは 、 炭 疽 病 に か か っ た 人 に 接
触 し た 人 (例 え ば 、 家 庭 で 接 触 し た 人 、 友 人 、 ま た は 同 僚 )が 同 じ 感 染 源 に 暴 露 さ れ て い な
い 限 り 、 接 触 し た 人 に 予 防 接 種 ま た は 治 療 す る 必 要 は な い と 説 明 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
炭 疽 菌 に 感 染 し た 人 に 対 す る 治 療 の 成 功 は 、 抗 生 物 質 耐 性 の 発 生 率 の 増 加 お よ び 生 存 の 機
会 を 小 さ く す る 治 療 の 遅 れ な ど の い く つ か の 要 因 に よ っ て 限 定 さ れ る 。 抗 生 物 質 を 用 い た
炭 疽 病 の 早 期 治 療 は 死 亡 率 を 低 下 さ せ る の に 必 須 で あ り 、 治 療 の 遅 れ は 生 存 率 を 著 し く 低
下 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 例 え ば 、 細 菌 胞 子 を 吸 入 し た 場 合 、 今 ま で
に 吸 入 型 炭 疽 病 と し て 知 ら れ て い る 感 染 の 初 期 症 状 は 風 邪 の 症 状 と 似 て い る 場 合 が あ る の
で 、 早 期 治 療 は 難 し い 。 さ ら に 、 ど の よ う に 細 菌 に 接 触 し た か に よ っ て 、 炭 疽 菌 感 染 の 症
状 が 現 れ る の に 7日 か ら 60日 か か る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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炭 疽 菌 の 病 原 性 は 、 2つ の 点 、 す な わ ち 浮 腫 の 出 現 に よ り 明 ら か に な る 毒 性 作 用 と 、 感 染
者 の 死 亡 に つ な が る こ と が あ る 、 い わ ゆ る 致 死 性 の 毒 性 作 用 で 現 れ る 。 こ れ ら の 作 用 は 、
炭 疽 菌 に 存 在 す る 3種 類 の タ ン パ ク 質 因 子 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 生 じ る 毒 素 の 存 在 に 起 因
し て い る 。 ヒ ト お よ び 哺 乳 動 物 に お い て 、 毒 素 は 、 宿 主 に 症 状 が な い よ う に 見 え る 感 染 初
期 段 階 で も 体 内 で 増 加 す る 。 こ の こ と は 、 治 療 の 遅 れ が 死 に つ な が り 得 る 理 由 を 説 明 し て
い る 。 従 っ て 、 よ り 優 れ た 炭 疽 病 介 入 治 療 が 絶 対 に 必 要 と さ れ る だ け で な く 、 感 染 初 期 に
炭 疽 菌 の 存 在 を 確 か め る た め の ポ イ ン ト オ ブ ケ ア の 迅 速 で か つ 極 め て 感 度 の 高 い 診 断 検 査
が 絶 対 に 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
様 々 な 細 菌 感 染 に 対 す る 治 療 介 入 と し て 、 毒 素 を 抗 体 (通 常 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )で 中 和
す る 受 動 免 疫 が 用 い ら れ て き た (Keller M A,Stiehm E R,感 染 症 の 予 防 お よ び 治 療 に お け
る 受 動 免 疫 (Passive Immunity in Prevention and Treatment of Infectious Diseases.)
Clin.Microbiol.Reviews 13:602-614)。 患 者 に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 使 用 す る 大 き な 制
約 は 、 異 な る 種 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 患 者 の 免 疫 応 答 に よ る 「 血 清 病 」 の 可 能 性
で あ る 。 さ ら に 、 高 親 和 性 の 抗 体 が 毒 素 中 和 に 有 効 で あ る が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の 親 和
性 を 故 意 に 高 め る 一 般 的 な 方 法 は な く 、 ハ イ ブ リ ド ー マ に 由 来 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
さ え 親 和 性 を 意 図 し て 高 め る 一 般 的 な 方 法 は な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
高 親 和 性 の 操 作 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 構 築 物 を 用 い て 毒 素 を 中 和 す る 一 般 的 な 治 療 法 を 、
炭 疽 病 、 ジ フ テ リ ア ( )、 百 日 咳 、 破 傷 風 を 生 じ る 天 然 の 細 菌 株 、 お よ び 志 賀 毒
素 を 生 成 す る 大 腸 菌 株 を 含 む 様 々 な 細 菌 感 染 に 適 用 す る こ と が で き る 。 ウ シ 流 産 菌 (

)、 マ ル タ 熱 菌 ( )、 ブ ル セ ラ ・ ス ジ ス ( )、
オ ウ ム 病 ク ラ ミ ジ ア ( )、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 ( )、 野
兎 病 菌 ( )、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ マ レ ト  ( )、 偽
鼻 疽 菌 ( )、 チ フ ス 菌 ( )、 志 賀 赤 痢 菌 (

)、 コ レ ラ 菌 ( )、 ペ ス ト 菌 ( )な ど の オ ー ス
ト ラ リ ア グ ル ー プ の 病 原 性 細 菌 も 抗 体 介 入 の 対 象 に 入 れ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ボ ツ リ
ヌ ス 毒 素 、 ウ ェ ル シ ュ 菌 ( )毒 素 、 コ ノ ト キ シ ン 、 リ シ ン 、 サ キ
ト キ シ ン 、 志 賀 毒 素 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 ( )毒 素 、 テ ト ロ ド ト キ シ ン
、 ベ ロ 毒 素 、 マ イ ク ロ シ ス チ ン (シ ア ン ギ ノ シ ン (Cyanginosin))、 ア ブ リ ン 、 コ レ ラ 毒 素
、 破 傷 風 毒 素 、 ト リ コ テ セ ン マ イ コ ト キ シ ン 、 ま た は 動 物 の 毒 液 に 由 来 す る 毒 素 な ど の 導
入 毒 素 を 含 む 生 物 戦 病 原 体 と し て 使 用 す る こ と を 目 的 と し た 遺 伝 子 操 作 さ れ た 病 原 体 を 、
同 じ よ う に 中 和 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 、 ワ ク チ ン が 入 手 で き な い 感 染 症 で さ え 生
存 率 が 著 し く 増 加 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
発 明 の 概 要
し か し な が ら 、 炭 疽 菌 に 暴 露 さ れ た 患 者 を 予 防 的 に 処 置 す る た め の 現 在 の 組 成 物 お よ び 方
法 は 、 抗 生 物 質 に よ る 治 療 が 感 染 症 に 完 全 に 効 く よ う に 、 細 菌 の 防 御 性 抗 原 (protective 
antigen)ま た は 毒 素 を 標 的 と し な い こ と が 分 か っ て い る 。 現 行 の 治 療 レ ジ メ の 重 大 な 問 題
は 、 抗 体 が 、 広 く 使 用 さ れ る の に 必 要 な 親 和 性 お よ び ア ビ デ ィ テ ィ を 有 さ な い こ と で あ る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
必 要 と さ れ る の は 、 炭 疽 菌 防 御 性 抗 原 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 精 製 さ れ た 親 和 性 成 熟
組 換 え 抗 体 ま た は そ の 一 部 で あ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 抗 防 御 性 抗 原 ハ イ ブ リ
ド ー マ (例 え ば 、 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ 14B7)か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 抗 体 の 一 部 は 、 抗
体 の 任 意 の 一 部 ま た は フ ラ グ メ ン ト (例 え ば 、 scFvフ ラ グ メ ン ト )で よ い 。 抗 体 は 任 意 の 抗
体 ク ラ ス の 抗 体 で よ い 。 例 え ば 、 抗 体 は scFvフ ラ グ メ ン ト か ら 得 ら れ て も よ く 、 例 え ば 、
少 な く と も 40kDaの 一 価 抗 体 部 分 を 生 じ る よ う に 抗 体 定 常 領 域 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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抗 体 は 、 不 完 全 PCR増 幅 後 に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 野 生 型 抗 体 配 列 よ
り 高 い 親 和 性 を 有 す る ク ロ ー ン (例 え ば 、 エ ラ ー プ ロ ー ン 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー )を 選 択 す る こ
と に よ っ て 親 和 性 成 熟 さ れ て も よ い 。 1つ の 態 様 に お い て 、 防 御 性 抗 原 に 対 し て 野 生 型 よ
り 少 な く と も 3倍 高 い 親 和 性 お よ び 増 大 し た 安 定 性 を 示 す ク ロ ー ン が 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は そ の 一 部 は 、 二 価 ホ モ 二 量 体 抗 体 を 生 じ る よ う に 、 例 え ば 、 14B7野
生 型 と 融 合 さ れ て も よ い 。 抗 体 ま た は そ の 一 部 は 、 一 般 的 に 、 炭 疽 菌 毒 素 か ら 宿 主 を 防 御
す る 。 宿 主 は 、 例 え ば 、 ヒ ト で も よ く 、 一 例 で は 、 約 1対 1の 化 学 量 論 を 示 す 。 炭 疽 菌 防 御
性 抗 原 に 対 す る 精 製 抗 体 は 、 一 般 的 に 、 少 な く と も 約 63nMの 平 衡 解 離 定 数 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 は ま た 、 細 菌 感 染 の 症 状 か ら 防 御 す る 免 疫 応 答 を 生 じ る 、 細 菌 毒 素 に 対 す る 親 和 性
成 熟 抗 体 を 生 成 す る 方 法 に 関 す る 。 前 記 方 法 は 、 細 菌 毒 素 ま た は そ の 断 片 を 発 現 す る 微 生
物 を 、 微 生 物 内 で 発 現 さ れ る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 中 で 培 養 す る 段 階 を 含 む 。 次 い で 、 バ ク
テ リ オ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー が 親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は そ の 一 部 を 発 現 す る 。 バ ク テ リ オ フ
ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 微 生 物 を 接 触 さ せ 、 細 菌 毒 素 に 対 し て 少 な く と も 3倍 高 い 親 和
性 を 有 す る バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ が 選 択 さ れ る 。 本 発 明 を 用 い て 、 炭 疽 菌 防 御 性 抗 原 に 特 異
的 な 親 和 性 成 熟 抗 体 が 作 成 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 は 、 炭 疽 菌 に 感 染 し た 宿 主 ま た は 炭 疽 菌 に 感 染 し た 危 険 性 の あ る 宿 主 を 治 療 す る 方
法 を さ ら に 含 み 、 前 記 方 法 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 得 ら れ た 親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は そ
の 一 部 を 含 む 組 成 物 を 宿 主 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 。 親 和 性 成 熟 抗 体 は 症 状 が 始 ま っ た 後 に
投 与 さ れ て も よ く 、 予 防 的 に 投 与 さ れ て も よ い 。 1つ の 態 様 に お い て 、 親 和 性 成 熟 抗 体 ま
た は そ の 一 部 は 、 例 え ば 、 少 な く と も 約 63nMの 解 離 定 数 を 有 す る scFvフ ラ グ メ ン ト で も よ
い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 は ま た 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 毒 素 に 対 す る 親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は そ の 一 部
を 含 む 、 病 原 体 感 染 を 治 療 す る た め の 薬 学 的 組 成 物 を 含 む 。 毒 素 は 細 菌 毒 素 (例 え ば 、 炭
疽 菌 毒 素 )で も よ い 。 例 え ば 、 炭 疽 菌 感 染 の 治 療 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 の 、 炭 疽
菌 防 御 性 抗 原 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 治 療 有 効 量 の 精 製 さ れ た 親 和 性 成 熟 抗 体 ま た は
そ の 一 部 を 、 炭 疽 菌 の 治 療 を 必 要 と す る 個 体 に 投 与 す る 段 階 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 は ま た 、 タ ン パ ク 質 毒 素 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 親 和 性 成 熟 抗 体 を 組 み 込 み 、 固 定
化 し た 診 断 装 置 を 含 む 。 逆 の 配 置 、 す な わ ち 、 親 和 性 成 熟 抗 体 の 存 在 を 診 断 す る た め に タ
ン パ ク 質 毒 素 が 固 定 化 お よ び 使 用 さ れ る 配 置 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 タ ン パ ク 質 毒 素 に 対 す る 暴 露 を 検 出 す る た め の 診 断 方 法 を 含 み 、 前 記 方 法
は 、 タ ン パ ク 質 毒 素 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る 親 和 性 成 熟 抗 体 を 含 み 、 組 み 込 み 、 固 定 化 し
た 診 断 装 置 と 液 体 (例 え ば 、 血 液 ま た は 尿 )を 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 診 断 装 置 を 分 析 す る
段 階 か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の 特 徴 お よ び 利 点 を さ ら に 完 全 に 理 解 で き る よ う に す る た め に 、 発 明 の 詳 細 な 説 明
と 添 付 の 図 面 が 参 照 さ れ る 。 異 な る 図 面 中 の 同 じ 数 字 は 同 じ 部 分 を 指 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
本 発 明 の 様 々 な 態 様 の 作 成 お よ び 使 用 が 以 下 で 詳 細 に 議 論 さ れ る が 、 本 発 明 は 、 様 々 な 特
定 の 場 面 で 具 体 化 し 得 る 多 く の 適 用 可 能 な 発 明 概 念 を 提 供 す る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ
る 。 本 明 細 書 で 議 論 さ れ る 特 定 の 態 様 は 、 本 発 明 を 作 成 お よ び 使 用 す る 特 定 の 方 法 の 単 な
る 例 示 で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 を 定 め な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
炭 疽 菌 は 、 世 界 の 多 く の 土 地 で 見 ら れ る 、 動 物 か ら ヒ ト に 感 染 す る 土 壌 生 物 で あ る 。 グ ラ
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ム 陽 性 細 菌 で あ る 炭 疽 菌 の 耐 熱 性 胞 子 を 吸 入 し て 感 染 す る と 、 治 療 せ ず に 放 置 し て お く と
、 80％ の 死 亡 率 ま で 達 す る (Shafazand.CHEST 116:1369-76)。 現 実 に 、 炭 疽 菌 は 真 っ 先 に
開 発 さ れ る 生 物 戦 病 原 体 の 1つ で あ っ た 。 炭 疽 菌 は 大 き な 脅 威 と 認 識 さ れ 続 け て い る 。 ワ
ク チ ン 株 が 開 発 さ れ て い る が 、 広 範 囲 の 使 用 は で き ず 、 CDCに よ る 推 奨 も さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
吸 入 後 、 炭 疽 菌 胞 子 は 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ 内 で 発 芽 し 、 リ ン パ 節 に 移 動 す る 。 リ ン パ 節 で
胞 子 は 増 殖 し 、 血 流 に 入 り 、 急 速 に 血 液 1ミ リ リ ッ ト ル に つ き 10 7 ～ 10 8 個 の 生 物 に 達 す る (
Dixon T,Meselson M,Guillemin J,Hanna P.1999.炭 疽 菌 (Anthrax)New England Journal o
f Medicine 341:815-26)。 増 殖 期 の 細 菌 は 、 疾 患 の 原 因 で あ る 3つ の 成 分 か ら な る エ キ ソ
ト キ シ ン を 放 出 す る 。 こ の 毒 素 は 83kDaポ リ ペ プ チ ド の 防 御 性 抗 原 (PA)で あ り 、 最 近 特 定
さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ 表 面 受 容 体 に 結 合 し (Bradley AB,Mogridge J,Mourez M,Collier RJ
,Young JAT.2001.炭 疽 菌 毒 素 の 細 胞 受 容 体 の 特 定 (Identification of the Cellular Rece
otpr for Antthrax Toxin.)Nature 414)、 フ リ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 切 断 さ れ 、 七 量 体
環 に オ リ ゴ マ ー 化 し た 後 、 2つ の 触 媒 成 分 、 致 死 因 子 (lethal factor)(LF)ま た は 浮 腫 因 子
(edema factor)(EF)の 移 動 を 促 進 す る (図 1)。 LFは 、 MEK1、 2、 3を 切 断 す る 亜 鉛 メ タ ロ プ
ロ テ ア ー ゼ で あ り 、 サ イ ト カ イ ン TNFα お よ び IL-1β を 放 出 さ せ 、 宿 主 お い て シ ョ ッ ク を
誘 導 す る 。 EFは 、 局 所 浮 腫 を 引 き 起 こ し 、 好 中 球 機 能 を 損 な う カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 ア デ
ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ で あ る (Leppla.Handb Exp Pharmacol.2000.145:445-72)。
【 ０ ０ ２ ４ 】
炭 疽 菌 毒 素 機 構 お よ び 14B7中 和 ス テ ッ プ を 図 1Aに 示 す 。 ス テ ッ プ 2に お い て 、 PAは 、 未 同
定 の 細 胞 受 容 体 と 結 合 す る 。 ス テ ッ プ 2に お い て 、 PAは フ リ ン 様 細 胞 表 面 プ ロ テ ア ー ゼ に
よ り 切 断 さ れ て 、 20kDaの N末 端 断 片 2 0 PAを 放 出 す る 。 6 3 Paは 結 合 し た ま ま で あ る 。 ス テ ッ
プ 4に お い て 、 受 容 体 に 結 合 し て い る PAは 七 量 体 化 し 、 そ の 後 、 ス テ ッ プ 5に お い て 、 EFお
よ び LFが 化 学 量 論 的 に 七 量 体 化 PAに 競 合 結 合 す る 。 ス テ ッ プ 6に お い て 、 複 合 体 は 受 容 体
を 介 し た エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ っ て 内 部 移 行 し 、 そ の 後 、 小 胞 が 酸 性 化 す る 。 次 い で 、
PAは コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 変 え て エ ン ド リ ソ ソ ー ム 膜 に 孔 を 作 り 、 ス テ ッ プ 7に 示 さ れ る
よ う に 、 こ の 孔 を 通 っ て EF/LFは 拡 散 す る 。 抗 体 14B7は 、 ス テ ッ プ 1に お い て PA結 合 部 位 で
細 胞 受 容 体 と 競 合 す る こ と に よ っ て 、 こ の 方 法 を 妨 害 す る 。 図 1Bは 抗 体 構 築 物 を 示 す :Fab
(イ ン タ ク ト な 抗 体 の タ ン パ ク 質 分 解 消 化 か ら 作 成 さ れ る );一 価 scFv;C末 端 二 量 体 化 ヘ リ
ッ ク ス に よ り 二 量 体 化 さ れ た scFv;お よ び scAb(scFvと ヒ ト κ 定 常 ド メ イ ン の C末 端 融 合 に
よ り 作 成 さ れ る )。
【 ０ ０ ２ ５ 】
毒 素 ま た は 胞 子 に よ る 攻 撃 後 の 死 亡 を 妨 げ る 治 療 ス ト ラ テ ジ ー と し て 、 毒 素 の 働 き を 阻 止
す る こ と が 積 極 的 に 推 し 進 め ら れ て き た 。 毒 素 の 阻 止 は 、 以 下 の 3つ の 方 法 の 1つ に よ り PA
の 機 能 を 破 壊 す る こ と に よ っ て 最 も 良 く 達 成 さ れ る :抗 体 ま た は ペ プ チ ド を 用 い た 触 媒 サ
ブ ユ ニ ッ ト 結 合 の 阻 害 (Mourez M,Kane RS,Mogridge J,Metallo S,Deschatelets Pら 、 200
1.炭 疽 菌 毒 素 の 多 価 阻 害 剤 の デ ザ イ ン (Designing a polyvalent inhibitor of anthrax t
oxin.)Nature Biotechnology 19:958-61;Little SF,Novak JM,Lowe JR,Leppla SH,Singh 
Yら 、 1996.モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 炭 疽 菌 防 御 性 抗 原 の 致 死 因 子 結 合 ド メ イ ン お よ び
細 胞 受 容 体 結 合 ド メ イ ン (Characterization of lethal factor binding and cell recept
or binding domains of protective antigen of Bacillus anthracis using monoclonal 
antibodies.)Microbiology 142:707-15)、 ネ ガ テ ィ ブ ド ミ ナ ン ト 変 異 体 を 用 い た PAオ リ ゴ
マ ー 化 の 妨 害 (Sellman B,Mourez M,Collier R.2001.毒 素 サ ブ ユ ニ ッ ト の ド ミ ナ ン ト ネ ガ
テ ィ ブ 変 異 体 :炭 疽 菌 治 療 へ の ア プ ロ ー チ (Dominant-Negative Mutants of a Toxin Subun
it:An Approach to Therapy of Anthrax)Science 292:695-7;Singh Y,Khanna H,Chopra A
,Mehra V.2001.炭 疽 菌 防 御 性 抗 原 の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 は イ ン ビ ボ で 炭 疽 菌 毒 素
を 阻 害 す る (A dominant negative mutant of Bacillus anthracis protective antigen i
nhibits anthrax toxin in vivo.)Journal of Biological Chemistry 276:22090-4)、 ま
た は 抗 体 に よ る 毒 素 と そ の 受 容 体 の 結 合 の 阻 止 。 最 後 の ス ト ラ テ ジ ー は 広 範 囲 に わ た っ て
調 べ ら れ て お り 、 エ ア ロ ゾ ル 化 炭 疽 菌 胞 子 で 攻 撃 さ れ た 実 験 動 物 に お い て 試 験 さ れ て い る
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唯 一 の も の で あ る (Little S,Ivins B,Fellows P,Friedlander A.1997.モ ル モ ッ ト に お け
る 炭 疽 菌 感 染 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 受 動 防 御 (Passive protection by polyc
lonal antibodies against Bacillus anthracis infection in guinea pigs.)Infection 
and Immunity 65:5171-5)。 PAに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 惹 起 は 防 御 と 相 関 し て い る (
Pitt M,Little S,Ivins B,Fellows P,Barth Jら 、 2001.吸 入 型 炭 疽 病 ウ サ ギ モ デ ル に お け
る 免 疫 の イ ン ビ ト ロ で の 相 関 関 係 (In vitro correlate of immunity in a rabbit model 
of inhalational anthrax.)Vaccine 19:4768-73)、 実 際 に 、 FDAよ り 認 可 さ れ た ワ ク チ ン
の 主 な 免 疫 原 成 分 を 構 成 す る 。 攻 撃 、 特 に 、 非 常 に 毒 性 の 強 い 炭 疽 菌 株 に 対 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 防 御 能 力 は 依 然 と し て 問 題 と な っ て い る (Little S,Ivins B,Fellows P,Frie
dlander A.1997.モ ル モ ッ ト に お け る 炭 疽 菌 感 染 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 受 動
防 御 、 Infection and Immunity 65:5171-5)。
【 ０ ０ ２ ６ 】
効 果 的 な 毒 素 中 和 へ の 手 掛 か り は 、 遅 い キ ネ テ ィ ッ ク オ フ レ イ ト (kinetic off-rate)に 基
づ く 高 い 親 和 性 で あ る 。 抗 体 の オ フ レ イ ト が ヒ ト 血 清 中 で の 抗 体 -毒 素 複 合 体 の ク リ ア ラ
ン ス 時 間 よ り 遅 け れ ば 、 抗 体 は 化 学 量 論 的 に 毒 素 を 効 果 的 に 除 去 す る こ と が で き る 。 た と
え ク リ ア ラ ン ス 速 度 が 抗 体 の オ フ レ イ ト よ り 遅 く て も 、 高 親 和 性 の 抗 体 が 少 量 の 毒 素 を よ
り 良 く 中 和 す る こ と が で き る と い う の は 理 に か な っ て い る 。 従 っ て 、 高 親 和 性 の 抗 体 を 非
常 に 低 い 用 量 で 使 用 す る こ と が で き る の で 、 治 療 用 抗 体 試 薬 に 対 す る 不 要 な 免 疫 反 応 な ど
の 副 作 用 の 可 能 性 が 少 な く な る 。 強 力 な 毒 素 を 中 和 す る の に 、 約 70nMま た は そ れ 以 下 の 解
離 定 数 (K D )を 有 す る 抗 体 が 必 要 と さ れ る 。 残 念 な こ と に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 免 疫 血 清 に 由 来
す る 抗 体 の 親 和 性 を 高 め る 方 法 は な く 、 ハ イ ブ リ ド ー マ に 由 来 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に
つ い て も な い 。 動 物 免 疫 化 後 に 、 単 に 「 手 に し た も の を 選 択 (take what one gets)」 し な
け れ ば な ら な い 。 他 方 で 、 抗 体 工 学 は 、 合 理 的 か つ 進 化 的 な 方 法 に よ り 抗 体 の 親 和 性 お よ
び 特 異 性 の 改 善 を 可 能 に す る だ け で は な い 。 遺 伝 子 工 学 的 技 法 を 用 い て 、 親 和 性 お よ び 特
異 性 が 増 大 し た 抗 体 を 様 々 な 形 (例 え ば 、 ヒ ト 化 さ れ た 全 IgG、 Fab、 scAb、 お よ び scFv)で
作 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 様 々 な 形 に は 全 て 特 有 の 治 療 上 の 利 点 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
前 述 の 理 由 の 全 て か ら 、 炭 疽 菌 の 症 状 を 緩 和 し 、 感 染 後 の 抗 生 物 質 治 療 の ウ ィ ン ド ウ オ ブ
タ イ ム (window of time)を 延 長 す る こ と が 必 要 と さ れ る 。 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 は 、
医 療 の 専 門 家 お よ び 研 究 者 に 、 感 染 し た ヒ ト ま た は 哺 乳 動 物 (従 来 、 宿 主 と し て 知 ら れ て
い る )の 防 御 を 増 大 さ せ 、 感 染 の 進 ん だ 段 階 の 患 者 を 初 め て 治 療 す る 独 特 の 治 療 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
一 般 的 に 、 以 下 の 単 語 ま た は 句 は 、 説 明 、 実 施 例 、 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 で 用 い ら れ た 時
、 指 示 さ れ た 定 義 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
用 語 「 Fv」 は 、 定 常 ド メ イ ン を 含 ま な い 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 し た 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の
ヘ テ ロ 二 量 体 で あ る と 定 義 さ れ る 。 用 語 「 scFv」 は 単 鎖 へ テ ロ 二 量 体 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
用 語 「 Fab'」 は 、 抗 体 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン お よ び 第 1の 定 常 ド メ イ ン と 、 抗 体 軽 鎖 の 可 変
ド メ イ ン お よ び 定 常 ド メ イ ン と 、 重 鎖 C H 1ド メ イ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 に あ る 少 な く と も 1個
の 付 加 ア ミ ノ 酸 残 基 (1つ ま た は 複 数 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む )か ら な る ヘ テ ロ 二 量 体 を 含
む ポ リ ペ プ チ ド と 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る 。 F(ab') 2 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 1つ ま た は 複 数 の
共 有 結 合 に よ り 結 合 し た Fab'抗 体 フ ラ グ メ ン ト 対 で あ る 。 Fab'重 鎖 は ヒ ン ジ 領 域 を 含 ん で
も よ い 。 こ れ は 、 任 意 の 望 ま し い ヒ ン ジ ア ミ ノ 酸 配 列 で よ い 。 ま た は 、 ヒ ン ジ は 、 1個 の
シ ス テ イ ン 残 基 、 ま た は 好 ま し く は 短 い (約 1～ 10残 基 )シ ス テ イ ン 含 有 ポ リ ペ プ チ ド に 有
利 な よ う に 完 全 に 除 か れ て も よ い 。 特 定 の 用 途 に お い て 、 一 般 的 な 天 然 に 生 じ る 抗 体 ヒ ン
ジ 配 列 (シ ス テ イ ン の 後 に 、 2個 の プ ロ リ ン 、 次 い で 、 も う 1つ の シ ス テ イ ン )が 用 い ら れ る
。 こ の 配 列 は ヒ ト IgG 1 分 子 の ヒ ン ジ に 見 ら れ る (Kabat EAら 、 1987.免 疫 学 的 に 関 心 の あ る
タ ン パ ク 質 の 配 列 (Sequence of Proteins of Immunological Interest)第 3版 .National I
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nstitutes of Health,Bethesda,MD)。 他 の 態 様 に お い て 、 ヒ ン ジ 領 域 は 、 別 の 望 ま し い 抗
体 ク ラ ス ま た は ア イ ソ タ イ プ か ら 選 択 さ れ る 。 本 発 明 の 特 定 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Fa
b'の C H 1の C末 端 は 配 列 Cys X Xと 融 合 さ れ る 。 Xは 、 好 ま し く は Alaで あ る が 、 Arg、 Asp、
ま た は Proな ど の 任 意 の 他 の 残 基 で も よ い 。 一 方 ま た は 両 方 の Xア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 さ れ て
も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
「 ヒ ン ジ 領 域 」 は 、 ネ イ テ ィ ブ な 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 任 意 の 配 列 バ リ ア ン ト の C H 1
と C H 2の 間 に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 以 下 で 述 べ る ヒ ト 化 4D5抗 体 の 場 合 、 ヒ ン ジ 領
域 は 、 残 基 224(...Cys Asp Lys...の asp)と 233(...Cys Pro Alaの Pro)の 間 に 位 置 す る 。
他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 類 似 領 域 が 用 い ら れ る が 、 ヒ ン ジ 領 域 の サ イ ズ お よ び 配 列 は 大 幅 に
変 わ っ て も よ い こ と が 理 解 さ れ る だ ろ う 。 例 え ば 、 ヒ ト IgG1の ヒ ン ジ 領 域 は わ ず か 約 10残
基 で あ る が 、 ヒ ト IgG 3 の ヒ ン ジ 領 域 は 約 60残 基 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
用 語 「 Fv-SH」 ま た は 「 Fab'-SH」 は 、 シ ス テ イ ン 遊 離 チ オ ー ル を 有 す る Fvま た は Fab'ポ リ
ペ プ チ ド と 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る 。 好 ま し く は 、 遊 離 チ オ ー ル は ヒ ン ジ 領 域 に あ り 、 通 常
、 鎖 内 結 合 に 関 与 し て い る 軽 鎖 お よ び 重 鎖 シ ス テ イ ン 残 基 は ネ イ テ ィ ブ な 形 で 存 在 し て い
る 。 本 発 明 の 最 も 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Fab'-SHポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 は 異 な る 成 分 の タ
ン パ ク 質 分 解 フ ラ グ メ ン ト を 含 ま ず 、 実 質 的 に (約 90モ ル パ ー セ ン ト を 超 え て )Fab'フ ラ グ
メ ン ト を 含 ま ず 、 こ こ で 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 は 還 元 さ れ て い る か 、 例 え ば 、 異 常 な ジ ス ル フ
ィ ド ま た は ス ル フ ヒ ド リ ル 付 加 産 物 の 形 成 に よ っ て ネ イ テ ィ ブ な 状 態 で 存 在 し な い よ う に
誘 導 体 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 明 細 書 で の 目 的 の ヒ ト 化 抗 体 は 、 予 め 決 め ら れ た 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き 、 ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 実 質 的 に 有 す る FR領 域 お よ び 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ
酸 配 列 ま た は 予 め 選 択 さ れ た 抗 原 に 結 合 す る よ う に 操 作 さ れ た 配 列 を 実 質 的 に 有 す る CDR
を 含 む 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア ミ ノ 酸 配 列 バ リ ア ン ト ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
用 語 「 調 節 配 列 」 は 、 特 定 の 宿 主 生 物 に お け る 機 能 的 に 連 結 さ れ た コ ー ド 配 列 の 発 現 に 必
要 な DNA配 列 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 原 核 生 物 に 適 し た 調 節 配 列 と し て 、 プ ロ モ ー タ ー 、 選
択 的 に 、 オ ペ レ ー タ ー 配 列 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 お よ び 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー が 挙 げ ら れ
る 。 培 養 細 胞 が 増 殖 お よ び 成 熟 し て い る 間 に (例 え ば 、 対 数 増 殖 期 )、 Fab'ポ リ ペ プ チ ド 合
成 を 増 殖 阻 害 量 未 満 の 濃 度 に 抑 制 す る 、 高 度 に 調 節 さ れ る 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー が 特 に 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
核 酸 は 、 別 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 に 関 連 す る よ う に 配 置 さ れ た 時 に 「 機 能 的 に 連 結 」 さ れ て
い る 。 例 え ば 、 プ レ 配 列 ま た は 分 泌 リ ー ダ ー の DNAが 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 関 与 す る プ
レ タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ れ ば 、 ポ リ ペ プ チ ド DNAに 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 。 プ ロ モ
ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー が コ ー ド 配 列 を 転 写 す れ ば コ ー ド 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い
る 。 ま た は 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 が 、 翻 訳 を 促 進 す る よ う に 配 置 さ れ て い れ ば コ ー ド 配 列
に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 。 一 般 的 に 、 「 機 能 的 に 連 結 さ れ た 」 は 、 連 結 さ れ て い る DNA
配 列 が 隣 接 し て お り 、 分 泌 リ ー ダ ー の 場 合 、 隣 接 し 、 同 じ 読 み 枠 に あ る こ と を 意 味 す る 。
し か し な が ら 、 エ ン ハ ン サ ー は 隣 接 し て い る 必 要 は な い 。 連 結 は 、 便 利 な 制 限 部 位 で の 連
結 に よ り 達 成 さ れ る 。 こ の よ う な 部 位 が 存 在 し な い 場 合 、 従 来 の や り 方 に 合 わ せ て 合 成 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー ま た は リ ン カ ー が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
「 外 因 性 」 エ レ メ ン ト は 、 細 胞 に と っ て 外 来 の 核 酸 配 列 、 ま た は 細 胞 に あ る も の と 相 同 で
あ る が 、 そ の エ レ メ ン ト が 通 常 見 ら れ な い 宿 主 細 胞 核 酸 内 に 位 置 す る 核 酸 配 列 を 意 味 す る
と 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 表 現 「 細 胞 」 お よ び 「 培 養 細 胞 」 は 同 義 で 用 い ら れ 、 こ の よ う な 全 て
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の 名 称 が 子 孫 を 含 む 。 従 っ て 、 単 語 「 形 質 転 換 体 」 お よ び 「 形 質 転 換 細 胞 」 は 、 初 代 被 験
細 胞 お よ び 継 代 数 に 関 係 な く 、 そ れ に 由 来 す る 培 養 物 を 含 む 。 全 て の 子 孫 は 、 人 為 的 な 変
異 ま た は 偶 然 の 変 異 の た め に DNA含 有 物 が 厳 密 に 同 一 で な く て も よ い こ と も 理 解 さ れ る 。
最 初 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に お い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た の と 同 じ 機 能 ま た は 生 物 学 的 活
性 を 有 す る 変 異 体 子 孫 が 含 ま れ る 。 様 々 な 名 称 が 前 後 関 係 か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
「 プ ラ ス ミ ド 」 は 、 小 文 字 pの 前 お よ び /ま た は 後 の 大 文 字 お よ び /ま た は 数 字 に よ り 示 さ
れ る 。 本 明 細 書 に お け る 出 発 プ ラ ス ミ ド は 市 販 さ れ て い る か 、 制 約 な く 公 的 に 入 手 可 能 で
あ る か 、 ま た は 公 表 さ れ て い る 手 順 に 従 っ て 、 こ の よ う な 入 手 可 能 な プ ラ ス ミ ド か ら 構 築
す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 他 の 等 価 な プ ラ ス ミ ド が 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 当
業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
制 限 消 化 物 か ら の 、 あ る 特 定 の DNA断 片 の 「 回 収 」 ま た は 「 単 離 」 は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル ま た は ア ガ ロ ー ス ゲ ル で の 電 気 泳 動 に よ る 消 化 物 の 分 離 、 関 心 対 象 の 断 片 の 移 動 度
と 既 知 分 子 量 の マ ー カ ー DNA断 片 の 移 動 度 の 比 較 に よ る 関 心 対 象 の 断 片 の 同 定 、 所 望 の 断
片 を 含 む ゲ ル 部 分 の 切 除 、 お よ び ゲ ル と DNAの 分 離 を 意 味 す る 。 こ の 手 順 は 一 般 に 知 ら れ
て い る 。 例 え ば 、 Lawnら ,1981.Nucleic Acids Res.,9:6103-6114お よ び Goeddelら ,1980.N
ucleic Acids Res.8:4057を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
細 胞 か ら の DNAの 「 調 製 」 は 、 宿 主 培 養 細 胞 か ら の プ ラ ス ミ ド DNAの 単 離 を 意 味 す る 。 一 般
的 に 用 い ら れ る DNA調 製 法 は 、 Sambrookら (分 子 ク ロ ー ニ ン グ (Molecular Cloning): 1989.
A Laboratory Manual New York:Cold Spring Harbor Laboratory Press)の セ ク シ ョ ン 1.2
5-1.33に 記 載 さ れ て い る ラ ー ジ ス ケ ー ル お よ び ス モ ー ル ス ケ ー ル の プ ラ ス ミ ド 調 製 で あ る
。 DNA調 製 物 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に よ っ て 精 製 さ れ る (Sambrookら ,前 記 の
セ ク シ ョ ン 1.40を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ４ １ 】
「 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 」 は 、 天 然 宿 主 が 細 菌 細 胞 で あ る 1つ ま た は 多 数 の ウ イ ル ス で あ る
。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 の 融 合 物 で あ る ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 特 異 的 で あ り 、 ほ ぼ 全 て の 関
心 対 象 の 抗 原 を 対 象 と す る こ と が で き 、 大 量 に 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の 一 形 態 は 、 63nM～ 0.25nMの 範 囲 の 平 衡 解 離 定 数 (K D )(表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り
測 定 さ れ る )を 示 す 抗 PA scFv抗 体 パ ネ ル を 含 む 。 操 作 さ れ た scFv抗 体 は 、 イ ン ビ ボ で の sc
Fvの 生 体 内 分 布 に 影 響 を 及 ぼ す パ ラ メ ー タ で あ る 、 血 清 中 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン な ら び
に 尿 素 変 性 お よ び 熱 変 性 に 対 す る 非 常 に 優 れ た 安 定 性 を 示 す 。 イ ン ビ ト ロ 細 胞 培 養 ア ッ セ
イ な ら び に ラ ッ ト モ デ ル に お け る 炭 疽 菌 毒 素 攻 撃 に 対 す る 防 御 が 親 和 性 と 強 く 相 関 し 、 最
も 高 い 親 和 性 の 抗 体 (1H, K D  =0.25nM)が 最 高 に 防 御 し た 。 防 御 に 及 ぼ す ア ビ デ ィ テ ィ の 影
響 を 評 価 す る た め に 、 scFvの ホ モ 二 量 体 二 価 バ リ ア ン ト も 調 製 し た 。 高 い ア ビ デ ィ テ ィ の
抗 体 は 細 胞 培 養 ア ッ セ イ に お い て 毒 素 を 中 和 す る の に 非 常 に 有 効 で あ る が 、 ラ ッ ト モ デ ル
で は 有 効 で な い (恐 ら く 、 抗 体 の 安 定 性 が 低 い た め で あ る )。 最 後 に 、 腎 臓 に よ る ク リ ア ラ
ン ス キ ネ テ ィ ク ス の 遅 れ の 影 響 を 評 価 す る た め に 、 ヒ ト κ 定 常 ド メ イ ン と 融 合 し た scFv(s
cAb)を 使 用 し た (scFvで は 28kDaに 対 し て scAbで は 45kDa)。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 に よ り 、 百 日 咳 毒 素 、 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 、 ウ ェ ル シ ュ 菌 毒 素 、 コ ノ ト キ シ ン 、 リ シ ン
、 サ キ ト キ シ ン 、 志 賀 毒 素 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 毒 素 、 テ ト ロ ド ト キ シ ン 、 ベ ロ 毒 素 、 マ イ ク
ロ シ ス チ ン (シ ア ン ギ ノ シ ン )、 ア ブ リ ン 、 コ レ ラ 毒 素 、 破 傷 風 毒 素 、 ト リ コ テ セ ン マ イ コ
ト キ シ ン 、 ま た は 動 物 の 毒 液 に 由 来 す る 毒 素 な ど の 他 の 細 菌 毒 素 も 、 前 述 の 毒 素 に 対 す る
抗 体 を 作 成 す る 段 階 的 な 遺 伝 子 工 学 ス テ ッ プ を 用 い て 中 和 さ れ る 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
様 々 な 抗 体 構 築 物 が 治 療 目 的 に 使 用 さ れ て い る 。 こ れ ら の 抗 体 構 築 物 と し て 、 全 IgG抗 体
、 Fab、 scFv、 お よ び 様 々 な 二 量 体 構 築 物 (例 え ば 、 scAb)が 挙 げ ら れ る 。 大 き な 構 築 物 、
特 に 全 IgG抗 体 に は 血 清 滞 留 時 間 が 長 い と い う 大 き な 利 点 が あ る 。 二 量 体 構 築 物 に は ア ビ
デ ィ テ ィ と い う 利 点 が あ り 、 小 さ な 構 築 物 に は 組 織 浸 透 性 が 高 い と い う 利 点 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
細 菌 毒 素 に 加 え て 、 高 親 和 性 の 操 作 抗 体 は 、 昆 虫 、 軟 体 動 物 、 お よ び 爬 虫 類 に 遭 遇 し た 後
の 、 こ れ ら の 動 物 の 毒 液 の 中 和 に 特 に 重 要 で あ り 得 る 。 高 親 和 性 scFvま た は scAbな ど の 小
さ な 構 築 物 は 、 全 IgGと 比 較 し て 血 清 病 に か か る 機 会 が 少 な い の で 速 い ク リ ア ラ ン ス 速 度
が 利 点 で あ る 場 合 に 特 に 有 効 で あ り 得 る 。 scFvな ど の 小 さ な 構 築 物 は 、 大 き な タ イ プ の 抗
体 構 築 物 よ り 効 果 的 に 組 織 に 浸 透 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
親 和 性 を 高 め た 抗 体 は ま た 、 診 断 試 薬 と し て よ り 大 き な 感 度 を も た ら す 。 診 断 試 薬 と し て
、 こ の よ う に 感 度 が 増 大 す る と 、 血 流 中 の 少 量 の 炭 疽 菌 毒 素 の 同 定 に よ る 合 成 炭 疽 菌 の 早
期 診 断 が 可 能 に な る か も し れ な い 。 特 に 、 ポ イ ン ト オ ブ ケ ア の 時 間 内 で の 早 期 診 断 に よ り
、 首 尾 よ い 早 期 治 療 介 入 の 可 能 性 が 高 く な る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
当 業 者 が 炭 疽 菌 PA毒 素 に 対 す る 他 の 抗 体 (例 え ば 、 PAの 他 の 領 域 に 結 合 す る 1G3)を 使 用 で
き る こ と も 注 目 に 値 す る 。 PAな ど の 毒 素 の 標 的 を い く つ か の 異 な る エ ピ ト ー プ に す る こ と
に は 、 あ る 特 定 の 治 療 上 ま た は 診 断 上 の 利 点 (例 え ば 、 診 断 試 験 の 場 合 、 い わ ゆ る 「 サ ン
ド イ ッ チ 」 ア ッ セ イ 形 式 が 可 能 に な る こ と 、 ま た は 治 療 用 途 の 場 合 、 協 力 作 用 的 な 非 競 合
試 薬 が 得 ら れ る こ と )が あ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
実 施 例
ハ イ ブ リ ド ー マ か ら の ク ロ ー ニ ン グ 　 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 を 、 RT-PCRに よ り 抗 PAハ
イ ブ リ ド ー マ 14B7か ら ク ロ ー ニ ン グ す る (Krebber A,Bornhauser S,Burmester J,Honegger
 A,Willuda Jら 、 1997.改 良 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ シ ス テ ム を 用 い た ハ イ ブ リ ド ー マ お よ
び 脾 臓 細 胞 レ パ ー ト リ ー か ら の 機 能 的 抗 体 可 変 ド メ イ ン の 信 頼 性 の 高 い ク ロ ー ニ ン グ (Rel
iable cloning of functional antibody variable domains from hybridomas and spleen
 cell repertoires employing a reengineered phage display system.)J Immunol Metho
ds 201:35-55)。 V H 遺 伝 子 お よ び V L 遺 伝 子 を オ ー バ ー ラ ッ プ PCRに よ り 連 結 し 、 5'側 お よ び
3'側 の SfiI部 位 を 用 い て pAK100フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 大 腸
菌 株 中 の シ ン グ ル コ ロ ニ ー を 96ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 増 殖 さ せ 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ
scFvを 産 生 さ せ 、 PA反 応 性 ク ロ ー ン を 同 定 す る た め に ELISAに よ り ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
抗 体 親 和 性 成 熟 　 14B7 scFv遺 伝 子 の エ ラ ー プ ロ ー ン ラ イ ブ ラ リ ー を 、 マ ン ガ ン お よ び 偏
り の あ る ヌ ク レ オ チ ド 比 を 用 い て 構 築 す る (Daugherty P,Chen G,Iverson B,Georgiou G.2
000.抗 体 の 親 和 性 成 熟 に 及 ぼ す 変 異 頻 度 の 影 響 の 定 量 分 析 (Quantitative analysis of th
e effect of the mutation frequency on the affinity maturation of antibodies.)Pro
c Natl Acad Sci USA、 印 刷 中 )。 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ を 記 載 の よ う に 行 う (Stemmer WPC.19
94.DNAシ ャ ッ フ リ ン グ に よ る イ ン ビ ト ロ で の タ ン パ ク 質 の 急 速 な 進 化 (Rapid evolution o
f a protein in vitro by DNA shuffling.)Nature 370:389-91)。 ラ イ ブ ラ リ ー 構 築 お よ
び ス ク リ ー ニ ン グ 計 画 お よ び 親 和 性 が 改 良 さ れ た ク ロ ー ン の 系 統 を 図 2に 示 す 。 図 2で は エ
ラ ー プ ロ ー ン PCRお よ び DNAシ ャ ッ フ リ ン グ が 行 わ れ る 。 例 え ば 、 パ ン ニ ン グ は 、 イ ム ノ チ
ュ ー ブ (immunotube)(ヌ ン ク (Nunc))ま た は 高 結 合 性 ELISAウ ェ ル  (コ ス タ ー (Costar))に 漸
減 濃 度 の PA(0.05μ g/ml～ 0.0003μ g/ml)を 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し 、 5％ 乳 -PBSで ブ ロ ッ キ ン
グ し 、 10 1 1 ～ 10 1 2 pfuフ ァ ー ジ を 1時 間 添 加 し 、 そ の 後 に 、 低 親 和 性 フ ァ ー ジ に 結 合 す る よ
う に 可 溶 性 PA(60nM)を 2時 間 添 加 す る こ と に よ っ て 行 う 。 洗 浄 後 (0.1％ Tween-20を 含 む PBS
で 20回 、 そ の 後 に PBSで 20回 )、 フ ァ ー ジ を 0.1Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン 1mlで 10分 間 溶 出 さ せ 、
新 し い チ ュ ー ブ に 移 し 、 1M Tris-HCl(pH7.5)500μ lで 中 和 す る 。 溶 出 さ れ た フ ァ ー ジ を 力
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価 測 定 し 、 次 回 パ ン ニ ン グ 用 に 、 指 数 増 殖 し て い る TG1細 胞 に 感 染 さ せ る の に 使 用 す る 。
親 和 性 成 熟 バ リ ア ン ト を ス ク リ ー ニ ン グ す る 前 に 、 各 ラ イ ブ ラ リ ー を 5回 パ ン ニ ン グ す る
。
【 ０ ０ ５ １ 】
抗 体 発 現 　 scFvを 、 SfiI-SfiIを 介 し て フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ベ ク タ ー pAK100か ら 、 以 下
の 3つ の う ち の 1つ の 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し ((a)scFv発 現 用 pAK300;(b)C末 端
二 量 体 化 ペ プ チ ド と 融 合 し た scFvか ら な る 二 価 抗 体 作 成 用 の pAK500(Krebber A,Bornhause
r S,Burmester J,Honegger A,Willuda Jら 、 1997.改 良 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ シ ス テ ム を
用 い た ハ イ ブ リ ド ー マ お よ び 脾 臓 細 胞 レ パ ー ト リ ー か ら の 機 能 的 抗 体 可 変 ド メ イ ン の 信 頼
性 の 高 い ク ロ ー ニ ン グ 、 J Immunol Methods 201:35-55);ま た は (c)scAb発 現 用 pAK400誘 導
体 で あ る pMOPAC16(C末 端 ヒ ト κ 定 常 ド メ イ ン が 融 合 し た scFv))、 ペ リ プ ラ ズ ム シ ャ ペ ロ ン
skpを 同 時 発 現 さ せ る 。 タ ン パ ク 質 は 大 腸 菌 BL21株 の ペ リ プ ラ ズ ム 内 に 産 生 さ れ 、 浸 透 圧
衝 撃 お よ び 固 定 化 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア (Amersh
am Pharmacia))に よ り 精 製 さ れ る (Hayhurst A,Harris WJ.1999.大 腸 菌 skpシ ャ ペ ロ ン の 同
時 発 現 に よ り 単 鎖 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 可 溶 性 お よ び フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ が 改 善 す る (Esc
herichia coli skp chaperone coexpression improves solubility and phage display o
f single-chain antibody fragments.)Protein Expr Purif 15:336-43)。 単 量 体 お よ び 二
量 体 scFvお よ び scAbタ ン パ ク 質 を 、 溶 離 液 と し て PBSを 用 い て サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー (ス ー パ デ ッ ク ス 75(Superdex75),ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア )に よ り 様 々 な オ リ ゴ マ ー
化 状 態 の 形 態 か ら 分 離 し た (図 3)。 例 え ば 、 図 3で は 、 ニ ッ ケ ル 親 和 性 樹 脂 か ら の 溶 離 液 を
ス ー パ デ ッ ク ス 75カ ラ ム (ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア )に ロ ー ド し 、 PBSで 溶 出 す る 。 scFvは
主 に 単 量 体 と し て 溶 出 し 、 約 20％ が 二 量 体 お よ び 高 分 子 量 凝 集 物 と し て 溶 出 し た 。 同 じ 条
件 下 で の 再 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 後 、 単 量 体 は 単 一 ピ ー ク と し て 溶 出 さ れ る 。 二 価 Fv構 築 物
は 、 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル に 基 づ い て 、 お よ び ネ イ テ ィ ブ PAGE分 析 に よ り 均 一 な よ う に 見 え る
。 精 製 収 量 は 約 200ng/OD 6 0 0 で あ り 、 こ れ は 全 て の scFvバ リ ア ン ト に つ い て 1μ g/mlに 相 当
す る 。 汚 染 エ ン ド ト キ シ ン 濃 度 を LALエ ン ド ト キ シ ン 試 験 に よ り 測 定 し 、 全 て の 調 製 物 に
つ い て ＜ 10ng/Lで あ る こ と が 分 か っ た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 微 生 物 学 の 分 野 に お い て 明 ら
か な マ イ ク ロ BCAア ッ セ イ に よ り 測 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び Fabフ ラ グ メ ン ト の 調 製 　 腹 水 を マ ウ ス IgG 1  14B7ハ イ ブ リ ド ー
マ か ら 調 製 す る 。 IgGを 硫 安 沈 殿 さ せ 、 プ ロ テ イ ン Gク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る 。
溶 出 後 、 IgG画 分 を 、 セ ン ト リ コ ン -30(Centricon-30)カ ラ ム を 用 い て 10mg/mlに 濃 縮 し 、
脱 塩 す る 。 Fabフ ラ グ メ ン ト を 、 パ パ イ ン (PBS-1mM EDTA-20mMシ ス テ イ ン に 溶 解 し た 10μ g
パ パ イ ン /mg免 疫 グ ロ ブ リ ン )を 用 い て 37℃ で 一 晩 消 化 す る こ と に よ り 調 製 す る 。 消 化 試 料
を プ ロ テ イ ン A結 合 緩 衝 液 (1.5Mグ リ シ ン ,3M NaCl,pH8.9)で 10倍 に 希 釈 し 、 組 換 え プ ロ テ
イ ン Aカ ラ ム (シ グ マ (Sigma))に 加 え る 。 Fabフ ラ グ メ ン ト を 含 む フ ロ ー ス ル ー を 集 め 、 セ
ン ト リ コ ン -10カ ラ ム で 2mg/mlに 濃 縮 し 、 溶 離 液 と し て PBSを 用 い て サ イ ズ 排 除 カ ラ ム (ス
ー パ ー デ ッ ク ス 200,ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア )に 加 え る 。 ELISAお よ び SDS-PAGEに よ り Fab
画 分 に 汚 染 Fcお よ び イ ン タ ク ト な IgGが 無 い こ と を 確 認 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
抗 体 :抗 原 結 合 性 お よ び 安 定 性 の 分 析 。 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 抗 原 結 合 キ ネ テ ィ ク ス
の 分 析 を 行 う [Chenら 、 2001]。 簡 単 に 述 べ る と 、 抗 原 (PAま た は BSA対 照 )を 約 1000RUの レ
ベ ル で CM5チ ッ プ (フ ァ ル マ シ ア )に 固 定 化 す る 。 再 結 合 効 果 を 減 ら す た め に 、 試 料 を 、 HBS
緩 衝 液 (10mM HEPES,3.4mM EDTA,150mM NaCl,0.005％ P20界 面 活 性 剤 ,pH7.4)中 で 速 い 流 速 (
60μ l/分 )で 走 ら せ る 。 オ ン レ イ ト は 、 少 な く と も 5種 類 の 濃 度 (25nM～ 300nM)の 抗 体 を 用
い て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
37℃ 、 70℃ 、 お よ び 対 照 と し て 4℃ で の 抗 体 安 定 性 を 、 4つ の 試 料 (PBSに 溶 解 し た 16μ g/ml
タ ン パ ク 質 )を 各 温 度 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 残 っ た 活 性 抗 体 の 量 を ELISAで モ ニ タ ー す る こ
と に よ っ て 測 定 す る 。 尿 素 変 性 曲 線 を 、 0～ 8.7Mの 尿 素 濃 度 の 存 在 下 で タ ン パ ク 質 を PBSで
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最 終 濃 度 16μ g/mlま で 希 釈 す る こ と に よ っ て 得 る 。 折 り 畳 ま れ た タ ン パ ク 質 お よ び 折 り 畳
ま れ て い な い タ ン パ ク 質 を 室 温 で 3時 間 平 衡 状 態 に 保 っ た 後 、 蛍 光 発 光 ス ペ ク ト ル を 、 フ
ォ ト ン テ ク ノ ロ ジ ー イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ス ペ ク ト ロ フ ル オ リ メ ー タ ー (Photon Technology
 International spectrofluorimeter)を 用 い て 得 る 。 蛍 光 最 大 は 、 変 性 剤 0の 330nmか ら 変
性 剤 8.7Mの 350nmに シ フ ト し 、 こ れ は 蛍 光 強 度 の 42％ 増 加 と 同 時 に 生 じ る 。 デ ー タ は 少 な
く と も 3回 の 測 定 値 の 平 均 を 示 し 、 こ れ を 分 析 す る (Pace CN.1990.タ ン パ ク 質 安 定 性 の 測
定 お よ び 増 加 (Measuring and increasing protein stability.)Trends in Biotechnology
 8:93-8;Pace C,Shirley B,Thomson J.1989.タ ン パ ク 質 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 安 定 性 の 測
定 (In Measuring the Conformational Stability of a Protein)T.Creighton編 ,311-30頁
.New York:IRL)。 尿 素 変 性 の 可 逆 性 を 評 価 し 、 完 全 に 可 逆 性 の 変 化 を 示 し た タ ン パ ク 質 に
つ い て の み デ ー タ を 報 告 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
毒 素 攻 撃 に 対 す る マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ の 防 御 　 毒 素 攻 撃 後 、 指 定 の 時 間 で 抗 体 を 投 与 し
た 後 の (攻 撃 後 中 和 ;100ng/ml PA,50ng/ml LF)、 RAW264.7マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 細 胞 (AT
CC番 号 TIB-71)の 生 存 を 、 攻 撃 の 0、 5、 10、 ま た は 20分 後 に 抗 体 を 添 加 し た 以 外 は 本 質 的
に Littleら (Little SF,Leppla SH,Cora E.1988.炭 疽 菌 毒 素 の 防 御 性 抗 原 成 分 に 対 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 成 お よ び 特 徴 付 け (Production and characterization of monoclon
al antibodies to the protective antigen component of Bacillus anthracis toxin.)I
nfect Immun 56:1807-13)に よ り 述 べ ら れ た よ う に 測 定 す る 。 3時 間 後 、 生 存 率 を MTTで モ
ニ タ ー し 、 吸 光 度 を A 5 9 0 で 検 出 し た 。 指 定 の 抗 体 量 で 毒 素 攻 撃 か ら 生 き 残 っ た 細 胞 の パ ー
セ ン ト を 報 告 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
ラ ッ ト モ デ ル に お け る 毒 素 攻 撃 に 対 す る 防 御 　 イ ン ビ ボ 中 和 実 験 は 、 本 質 的 に Ivins B,Ri
stroph J,Nelson G.1989.炭 疽 菌 致 死 毒 素 に 対 す る フ ィ ッ シ ャ ー 344ラ ッ ト の 応 答 に 及 ぼ す
体 重 の 影 響 (Influence of Body Weight on Response of Fischer 344 Rats to Anthrax L
ethal Toxin.)Applied and Environmental Microbiology 55:2098-100に 記 載 の よ う に 行
う 。 80mg/kg体 重 の ケ タ ミ ン お よ び 10mg/kgキ シ ラ ジ ン を 腹 腔 内 注 射 す る こ と に よ っ て 、 フ
ィ ッ シ ャ ー 344ラ ッ ト (各 250～ 275g;平 均 、 標 準 偏 差 を 加 え る こ と )に 麻 酔 を か け る 。 盲 検
試 験 で 抗 体 (ま た は 滅 菌 PBS)を 200μ l体 積 で 投 与 し 、 5分 後 に 、 両 方 と も 陰 茎 静 脈 注 射 に よ
り 、 200μ l体 積 で 10× MLD致 死 量 の 炭 疽 菌 毒 素 (40μ g PA,8μ g LF)(Ezzell JW,Ivins BE,L
eppla SH.1984.炭 疽 菌 毒 素 の 防 御 性 抗 原 お よ び 致 死 因 子 成 分 の 免 疫 電 気 泳 動 分 析 、 毒 性 、
お よ び イ ン ビ ト ロ 生 成 キ ネ テ ィ ク ス (Immunoelectrophoretic analysis, toxicity,and ki
netics of in vitro production of the protective antigen and lethal factor compon
ents of Bacillus anthracis toxin.)Infect Immun 45:761-7)を 投 与 す る 。 5匹 の 動 物 を
各 試 験 条 件 に 使 用 し 、 不 快 感 お よ び 死 亡 対 生 存 の 時 間 に つ い て モ ニ タ ー す る 。 ラ ッ ト を 、
不 快 感 を 最 小 限 に す る よ う に 麻 酔 し た 状 態 で 5時 間 、 ま た は 死 亡 す る ま で 保 つ 。 呼 吸 お よ
び 心 拍 の 停 止 に よ り 死 亡 を モ ニ タ ー す る 。 生 存 し て い る ラ ッ ト を 、 過 量 の フ ェ ノ バ ル ビ ト
ー ル ナ ト リ ウ ム の 腹 腔 内 注 射 に よ っ て 安 楽 死 さ せ 、 そ の 後 、 適 切 に 廃 棄 処 分 す る 。 抗 体 調
製 物 の 防 御 能 力 は 死 亡 ま で の 時 間 の 遅 れ と し て 測 定 し 、 p＜ 0.05水 準 で 有 意 と み な さ れ た (
ス チ ュ ー デ ン ト 片 側 t検 定 に よ り 測 定 し た )。
【 ０ ０ ５ ７ 】
異 な る 結 合 親 和 性 を 有 す る 抗 PA抗 体 の 操 作 　 14B7モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の V H お よ び V L 遺 伝 子
(Little SF,Leppla SH,Cora E.1988.炭 疽 菌 毒 素 の 防 御 性 抗 原 成 分 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 作 成 お よ び 特 徴 付 け 、 Infect Immun 56:1807-13)を RT-PCRに よ り 単 離 す る 。 重 鎖
配 列 と 軽 鎖 配 列 の 間 に  (Gly 4 Ser) 4 リ ン カ ー を コ ー ド す る 配 列 が 挿 入 さ れ た 750bpの scFv遺
伝 子 断 片 を 作 成 す る た め に 、 オ ー バ ー ラ ッ プ エ ク ス テ ン シ ョ ン PCRを 使 用 す る 。 scFv遺 伝
子 は 、 繊 維 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ で の デ ィ ス プ レ イ の た め に pIIIと 融 合 し て い る 。 5× 10 5

個 の 独 立 し た 形 質 転 換 体 か ら な る ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め に 、 エ ラ ー プ ロ ー ン PCRを
使 用 す る 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー を フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て
、 ク ロ ー ン A2Eが 単 離 さ れ た 。 対 応 す る scFvタ ン パ ク 質 は 、 PAに 対 す る 3倍 高 い 親 和 性 お よ
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び 著 し く 増 大 し た 安 定 性 を 示 す 。 DNA配 列 決 定 か ら 、 A2Eは CDR L2に 1個 の L56Ser:Pro置 換
を 含 む こ と が 明 ら か に な っ た (表 1)。
【 ０ ０ ５ ８ 】
（ 表 １ ） 抗 体 親 和 性 お よ び 安 定 性 の 概 要
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＄ 　 37℃ の 試 験 は 90％ FBS中 で 7日 間 行 っ た 。
＊ 　 70℃ の PBS中 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 残 っ た PA結 合 量
【 ０ ０ ５ ９ 】
図 4は 、 14B7 scFvお よ び 関 連 バ リ ア ン ト の ア ミ ノ 酸 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 図 4で は
、 14B7 WT配 列 を 一 文 字 ア ミ ノ 酸 コ ー ド で 記 し た 。 Kabat番 号 付 け を 横 に 示 し た 。 CDRを 括
弧 で く く っ た 。 ア ミ ノ 酸 変 化 を 赤 字 で 示 し た 。 CDR L2の 1個 の L56Ser:Pro置 換 は 、 DNAシ ャ
ッ フ リ ン グ に よ り 親 14B7 scFvと 戻 し 交 雑 (backcross)し た 後 で も 後 の 全 て の 高 親 和 性 scFv
に 存 在 す る (Stemmer WPC.1994.DNAシ ャ ッ フ リ ン グ に よ る イ ン ビ ト ロ で の タ ン パ ク 質 の 急
速 な 進 化 、 Nature 370:389-91)。 次 い で 、 例 え ば 、 最 初 の ラ イ ブ ラ リ ー の 5回 目 の フ ァ ー
ジ パ ン ニ ン グ か ら 単 離 さ れ た ク ロ ー ン の DNAシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ に よ り
再 結 合 さ れ る 。 結 果 と し て 生 じ た 遺 伝 子 プ ー ル は 増 幅 さ れ 、 ラ ン ダ ム 変 異 誘 発 に か け ら れ
、 5回 の フ ァ ー ジ パ ン ニ ン グ に よ り ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 方 法 全 体 (す な わ ち 、 シ ャ ッ フ
リ ン グ 、 エ ラ ー プ ロ ー ン 変 異 誘 発 、 お よ び パ ン ニ ン グ )が 繰 り 返 さ れ 、 比 較 に 値 す る 抗 原
親 和 性 を 示 す ク ロ ー ン 6Aお よ び 1Hが 得 ら れ た 。 さ ら な る 研 究 の た め に 後 者 の 抗 体 が 選 択 さ
れ た 。 DNA配 列 決 定 か ら 、 1Hは L56Ser:Proに 加 え て 、 さ ら に 2つ の 変 異 :CDR L2の L55Q:Leu
お よ び 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 4に 位 置 す る H106ALys:Arg変 異 を 含 む こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
親 和 性 成 熟 変 異 体 に 加 え て 、 変 異 L97Leu:Alaを 含 む 抗 体 も 構 築 し た 。 L97Leu:Ala置 換 は 高
い 平 衡 解 離 定 数 を も た ら し 、 14B7:PA境 界 の 33残 基 の ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ 変 異 誘 発 試 験
の 一 環 と し て 特 定 さ れ た 。 二 価 ホ モ 二 量 体 scFv抗 体 を 、 14B7野 生 型 な ら び に A2E scFvお よ
び 1H scFvと C末 端 二 量 体 化 ポ リ ペ プ チ ド で 融 合 さ せ る こ と に よ っ て 構 築 し た 。 (Krebber A
,Bornhauser S,Burmester J,Honegger A,Willuda Jら 、 1997.改 良 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ
シ ス テ ム を 用 い た ハ イ ブ リ ド ー マ お よ び 脾 臓 細 胞 レ パ ー ト リ ー か ら の 機 能 的 抗 体 可 変 ド メ
イ ン の 信 頼 性 の 高 い ク ロ ー ニ ン グ 、 J Immunol Methods 201:35-55)。 最 後 に 、 さ ら に 大 き
な 分 子 量 の 一 価 scAb(45kDa)を 、 scFvと ヒ ト κ 定 常 ド メ イ ン と の C末 端 融 合 に よ っ て 作 成 し
た (Hayhurst A,Harris WJ.1999.大 腸 菌 skpシ ャ ペ ロ ン の 同 時 発 現 に よ り 単 鎖 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト の 可 溶 性 お よ び フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ が 改 善 す る 、 Protein Expr Purif 15:336-43)
。
【 ０ ０ ６ １ 】
特 徴 分 析 　 全 て の scFvお よ び scAbが 比 較 に 値 す る レ ベ ル で 大 腸 菌 に お い て 発 現 し た 。 少 な
く と も 0.25～ 0.5μ gタ ン パ ク 質 /A 6 0 0 ま た は 1mg/L培 養 物 の 精 製 収 量 が 得 ら れ 、 こ れ は 十 分
に 発 現 さ れ た 他 の 治 療 用 scFv抗 体 の 収 量 に 匹 敵 す る 。 抗 体 は 、 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー の 後 、 さ ら に 高 分 子 量 の 凝 集 物 を 除 去 す る た め に サ イ ズ 排 除 FPLCに よ り 精 製 さ

10

20

30

40

50

(16) JP 2005-508395 A 2005.3.31



れ る 。 scFvは 大 部 分 が (＞ 80％ )単 量 体 で あ り 、 大 腸 菌 で の 発 現 中 に イ ン ビ ボ で 二 量 体 化 す
る 傾 向 を ほ と ん ど 示 さ な い (図 5)。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 後 、 単 離 さ れ た 単 量 体 scFvタ ン パ
ク 質 は 、 高 分 子 量 化 学 種 が ＞ 95％ フ リ ー で あ る 。 新 た に 精 製 さ れ た 抗 体 試 料 を 、 表 面 プ ラ
ズ モ ン 共 鳴 に よ る 抗 体 結 合 キ ネ テ ィ ク ス の 決 定 お よ び 炭 疽 菌 毒 素 の 中 和 効 力 の 評 価 に 使 用
し た 。 二 量 体 scFvは 、 何 週 間 も 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 で さ え 、 ど の 汚 染 低 分 子
量 形 態 も 高 分 子 量 形 態 も 現 れ る こ と な く 均 一 な ま ま で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
14B7 Fabお よ び scFvは 同 じ 抗 原 結 合 キ ネ テ ィ ク ス を 示 し (表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定
し た )、 3.1± 0.3× 10 5  M - 1  sec - 1 の k o n お よ び 0.0035± 2 sec - 1 の オ フ レ イ ト か ら 12nMの 平
衡 解 離 定 数 が 得 ら れ た (表 1)。 比 較 の た め に 、 二 価 IgGは 2.3nMの K D を 示 し た (二 価 結 合 を 最
小 限 に す る た め に チ ッ プ 上 で 低 カ ッ プ リ ン グ 密 度 の PAの 条 件 下 で 測 定 し た )。 A2Eお よ び 1H
変 異 体 は 、 そ れ ぞ れ 、 1/3お よ び 1/48の 平 衡 解 離 定 数 を 示 し た (表 1)。 対 照 的 に 、 ア ラ ニ ン
変 異 体 L97は 14B7よ り 5倍 以 上 高 い K D を 示 す 。 scFvの 二 量 体 化 に よ り 、 対 応 す る 単 量 体 と 比
較 し て ほ ぼ 10倍 高 い 見 か け の 親 和 性 が 得 ら れ た 。 二 価 構 築 物 の 親 和 性 増 大 は 明 ら か に ア ビ
デ ィ テ ィ 効 果 に よ る も の で あ り 、 こ れ は 以 前 の 知 見 と 一 致 し て い る (Willuda J,Kubetzko 
S,Waibel R,Schubiger P,Zangemeister-Wittke Uら 、 2001.自 己 会 合 ペ プ チ ド に よ り 多 量
体 化 さ れ た 一 価 、 二 価 、 お よ び 三 価 の 抗 p185HER2ミ ニ 抗 体 の 腫 瘍 標 的 化 (Tumor targeting
 of mono-, di-, and tetravalent anti-p185HER2 miniantibodies multimerized by sel
f associating peptides.)Journal of Biological Chemistry 276:14385-92)。
【 ０ ０ ６ ３ 】
上 皮 腫 瘍 抗 原 糖 タ ン パ ク 質 -2(glycocoprotein-2)を 認 識 す る scFv抗 体 の 生 体 内 分 布 お よ び
標 的 化 効 率 は 、 タ ン パ ク 質 の 熱 安 定 性 お よ び 変 性 剤 安 定 性 と 相 関 す る (例 え ば 、 Willuda J
,Kubetzko S,Waibel R,Schubiger P,Zangemeister-Wittke Uら 、 2001.自 己 会 合 ペ プ チ ド
に よ り 多 量 体 化 さ れ た 一 価 、 二 価 、 お よ び 三 価 の 抗 p185HER2ミ ニ 抗 体 の 腫 瘍 標 的 化 、 Jour
nal of Biological Chemistry 276:14385-92)。 従 っ て 、 安 定 性 に 差 が あ る と 、 抗 PA抗 体
の 中 和 能 力 を 評 価 す る 時 に 親 和 性 効 果 が か き 消 さ れ る 。 ほ と ん ど の scFvは 37℃ の 血 清 中 で
急 速 に 活 性 を 失 う が (Benhar I,Pastan I.1995.モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 B3の 単 鎖 Fvを 安 定 化 す
る 残 基 の 同 定 (Identification of residues that stabilize the single-chain Fv of mo
noclonal antibodies B3.)J Biol Chem 270:23373-80;Helfrich W,Kroesen BJ,Roovers R
C,Westers L,Molema Gら 、 1998.T細 胞 を ヒ ト 癌 腫 に 再 標 的 化 す る た め の 二 重 特 異 性 抗 体 の
構 築 お よ び 特 徴 付 け (Construction and characterization of a bispecific diabody for
 retargeting T cell to human carcinomas.)Int J Cancer 76:232-9)、 試 験 さ れ た 全 て
の 組 換 え 抗 体 は 血 清 中 で の 不 活 化 に 対 し て 非 常 に 安 定 で あ る こ と が 分 か っ た 。 scFvお よ び
scAbは 高 温 で も 優 れ た 安 定 性 を 示 し た が 、 二 量 体 化 scFvは 高 温 で 安 定 性 を 示 さ な か っ た (
表 1)。 特 に 、 A2E scFvは 、 70℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 で さ え 結 合 活 性 の 約 25
％ を 保 持 し た 。 scAbは 、 恐 ら く 、 Ckド メ イ ン に よ る 好 ま し い 相 互 作 用 が 寄 与 す る た め に 、
そ れ ぞ れ の scFvよ り 高 い 熱 安 定 性 を 示 す 。 注 目 す べ き こ と に 、 14B7 Fabは こ れ ら の 条 件 下
で 結 合 活 性 の 消 失 を 示 さ な い (表 1)。
【 ０ ０ ６ ４ 】
尿 素 中 で の 抗 体 の 変 性 は 、 ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ の 際 に 生 じ る タ ン パ ク 質 蛍 光 の 変 化 を モ
ニ タ ー す る こ と に よ っ て 評 価 し た (Pace CN.1990.タ ン パ ク 質 安 定 性 の 測 定 お よ び 増 大 、 Tr
ends in Biotechnology 8:93-8;Worn A,Pluckthun A.2001.抗 体 単 鎖 Fvフ ラ グ メ ン ト の 安
定 性 操 作 (Stability Engineering of Antibody Single Chain Fv Fragments.)Journal of
 Molecular Biology 305:989-1010)。 ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ 曲 線 は 完 全 に 可 逆 性 で あ る こ
と が 示 さ れ 、 高 い 尿 素 濃 度 か ら 希 釈 ま た は 透 析 し た 際 の タ ン パ ク 質 蛍 光 は 、 同 じ 最 終 尿 素
濃 度 に 直 接 希 釈 し た タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 蛍 光 と 同 一 で あ っ た 。 他 の い く つ か の scFv抗
体 と 同 様 に 、 抗 PA scFvは 、 単 純 な 2段 階 モ デ ル が ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ 過 程 を 説 明 す る の
に 適 さ な い 場 合 が あ る こ と を 示 す 比 較 的 広 範 囲 の ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ 転 移 を 示 し 、 こ れ
は 以 前 の 研 究 と 一 致 し て い る (Worn A,Pluckthun A.2001.抗 体 単 鎖 Fvフ ラ グ メ ン ト の 安 定
性 操 作 、 Journal of Molecular Biology 305:989-1010)。 特 に 、 A2Eお よ び 1Hバ リ ア ン ト (
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両 方 と も Serか ら Proへ の 置 換 を 含 む )は 、 ほ ぼ 間 違 い な く プ ロ リ ン 残 基 が 変 性 状 態 の 不 均
一 性 を 高 め る た め に 、 14B7 scFvと 比 較 し て 広 範 囲 の 転 移 領 域 を 示 す 。 全 て の scFvに つ い
て 、 ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン グ は 5Mを 上 回 る 尿 素 濃 度 で し か 検 出 さ れ な い 。 50％ ア ン フ ォ ー ル
デ ィ ン グ の 尿 素 濃 度 値 (m 1 / 2 値 )は 、 14B7、 A2E、 お よ び 1H scFvそ れ ぞ れ に つ い て 6.8、 7.7
、 お よ び 6.5Mで あ る (図 6)。 比 較 の た め に 、 代 表 的 な scFvは 2.5～ 4.5M尿 素 の m 1 / 2 値 を 示 す
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
4℃ ま た は 70℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 の scFv単 量 体 安 定 性 の ELISA測 定 値 を 図 7
に 示 す 。 最 大 シ グ ナ ル の 50％ を 生 じ る 濃 度 を 基 準 に し て 、 WTは 、 高 温 で の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン に よ り 以 前 の 活 性 の 3.5％ ま で 低 下 す る の に 対 し て 、 バ リ ア ン ト A2Eは 活 性 の 25％ を 保
持 す る 。 結 果 は 4回 行 っ た 実 験 の 平 均 で あ り (エ ラ ー バ ー は 標 準 誤 差 を 示 す )、 片 側 t検 定 に
よ り 有 意 (p＜ 0.005水 準 )で あ る 。 バ リ ア ン ト お よ び そ の 高 温 安 定 性 の 完 全 な リ ス ト に つ い
て は 表 1を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
毒 素 中 和 　 毒 素 攻 撃 後 の 様 々 な 時 間 で 投 与 さ れ た 抗 体 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 防 御 を 評 価
し た 。 攻 撃 後 の 防 御 は 親 和 性 の 増 大 と 強 く 相 関 し た (表 2)。
【 ０ ０ ６ ７ 】
（ 表 ２ ） 　 ラ ッ ト モ デ ル に お け る 毒 素 攻 撃 に 対 す る 防 御
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ 　 死 亡 ま で の 時 間 は 、 5時 間 の 試 験 期 間 に 死 亡 し た 動 物 の み を 計 算 し た 。 全 て の 動 物 を 5
時 間 後 に 屠 殺 し た 。
∞ 　 対 照 動 物 は 、 PBSで 処 理 し た 動 物 が 死 亡 し た 30分 後 に 屠 殺 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
興 味 深 い こ と に 、 14B7 scFvは 14B7モ ノ ク ロ ー ナ ル と 比 較 し て 極 め て 有 効 で あ り 、 低 い IC 5
0 量 を も た ら す 。 例 え ば 、 毒 素 お よ び 3nMの 抗 体 が 同 時 (す な わ ち 、 t=0)に 投 与 さ れ た 時 、
高 親 和 性 抗 体 1Hの IC50は 、 scFvお よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル IgGで 得 ら れ た 値 と 比 較 し て 、 そ れ
ぞ れ 、 1/6お よ び 1/9で あ っ た 。 1Hは 攻 撃 の 20分 後 で さ え 著 し く 防 御 し た の に 対 し て 、 親 sc
Fvお よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル は 防 御 し な か っ た 。 全 般 的 に み て 、 こ れ ら の 結 果 か ら 、 小 さ い サ
イ ズ の scFvは 、 毒 素 結 合 に つ い て マ ク ロ フ ァ ー ジ 受 容 体 と 競 合 す る の に 有 効 で な い 可 能 性
が あ る こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
毒 素 中 毒 に 対 す る 防 御 は フ ィ ッ シ ャ ー 344ラ ッ ト モ デ ル に お い て 試 験 し た 。 ラ ッ ト を 10× M
LD量 の PAお よ び LFで 攻 撃 し (そ れ ぞ れ 、 0.160mg/kgお よ び 0.064mg/kg)、 生 存 を 5時 間 モ ニ
タ ー す る 。 処 理 と し て PBSの み を 与 え た 対 照 ラ ッ ト は 91± 7分 後 に 死 亡 し た 。 毒 素 攻 撃 の 5
分 後 に 14B7 scFvを 与 え た 動 物 は 、 死 亡 ま で の 時 間 が 短 い が 有 意 に 延 長 し た (110± 17分 ,p
＜ 0.05)。 A2E scFvを 投 与 す る と 、 症 状 の 始 ま り お よ び 死 亡 ま で の 時 間 が 両 方 と も 著 し く
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遅 れ る (平 均 TTD 237± 63分 、 2匹 が 生 存 )。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 発 明 は 例 示 的 な 態 様 を 参 照 し て 説 明 さ れ た が 、 こ の 説 明 は 限 定 的 な 意 味 で 解 釈 さ れ る こ
と を 目 的 と し て い な い 。 例 示 的 な 態 様 の 様 々 な 変 更 お よ び 組 み 合 わ せ な ら び に 本 発 明 の 他
の 態 様 は 、 説 明 を 参 照 す れ ば 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 従 っ て 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 は
、 こ の よ う な 全 て の 変 更 ま た は 態 様 を 含 む こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 明 細 書 で 述 べ た 全 て の 刊 行 物 お よ び 参 考 文 献 は 、 本 発 明 が 属 す る 当 業 者 の 技 術 レ ベ ル を
示 す 。 全 て の 刊 行 物 お よ び 特 許 出 願 は 、 そ れ ぞ れ 個 々 の 刊 行 物 ま た は 参 考 文 献 が 参 照 と し
て 組 み 入 れ ら れ る よ う に 詳 細 か つ 個 々 に 示 さ れ る の と 同 じ 程 度 に 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組
み 入 れ ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
（ 図 １ ） 炭 疽 菌 毒 素 機 構 の 概 略 を 示 す 図 で あ る 。
（ 図 ２ ） 親 和 性 成 熟 ス ト ラ テ ジ ー で あ る 。
（ 図 ３ ） 抗 体 構 築 物 の FPLC分 析 で あ る 。
（ 図 ４ ） 14B7 scFvお よ び 関 連 バ リ ア ン ト の ア ミ ノ 酸 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。
（ 図 ５ ） イ ン ビ ボ で の 攻 撃 後 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
（ 図 ６ ） 14B7お よ び 親 和 性 が 改 善 さ れ た 変 異 体 の 尿 素 変 性 曲 線 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
（ 図 ７ Ａ ～ ７ Ｄ ） scFv単 量 体 安 定 性 の ELISA測 定 値 で あ る 。
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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