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(57)【要約】
本発明は、ヒト化抗－Ｂ７－２および抗－Ｂ７－１抗体
に関し、各抗体は非ヒト起源の可変領域およびヒト起源
の免疫グロブリンの少なくとも一部分を含む。また本発
明は、ヒト化抗－Ｂ７－２および抗－Ｂ７－１抗体を投
与することによる種々の自己免疫疾患、移植拒絶反応、
炎症性疾患および感染症の治療方法にも関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  非ヒト起源の抗原結合領域およびヒト起源の免疫グロブリン

の少なくとも一部分を含む、Ｂ７分子に対する結合特異性を有するヒト化免疫グ

ロブリン。

    【請求項２】  Ｂ７分子がＢ７－１および／またはＢ７－２である請求項１

のヒト化免疫グロブリン。

    【請求項３】  ヒト化Ｂ７－１抗体およびヒト化Ｂ７－２抗体を含む医薬組

成物。

    【請求項４】  ヒト化Ｂ７－１抗体および／またはヒト化Ｂ７－２抗体をコ

ードする核酸を含む宿主細胞。

    【請求項５】  非ヒト起源の抗原結合領域およびヒト起源の免疫グロブリン

の少なくとも一部分を含む、Ｂ７－１に対する結合特異性を有するヒト化免疫グ

ロブリン。

    【請求項６】  ヒト起源の免疫グロブリンの部分がヒト不変領域に由来する

ものである請求項５のヒト化免疫グロブリン。

    【請求項７】  ヒト不変領域がＩｇＧ不変領域を含むものである請求項６の

ヒト化免疫グロブリン。

    【請求項８】  ヒト不変領域が免疫グロブリンのエフェクター機能を低下さ

せうる変異を含むものである請求項７のヒト化免疫グロブリン。

    【請求項９】  ヒト化不変領域がＩｇＧ２不変領域を含み、位置２３４のバ

リンアミノ酸がアラニンで置換されており、そして／あるいは位置２３７のグリ

シンアミノ酸がアラニンで置換されている請求項８のヒト化免疫グロブリン。

    【請求項１０】  ＩｇＧ不変領域が、ＩｇＧ４不変領域およびＩｇＧ２不変

領域からなる群より選択されるものである請求項７のヒト化免疫グロブリン。

    【請求項１１】  抗原結合領域がげっ歯類起源である請求項５のヒト化免疫

グロブリン。

    【請求項１２】  抗原結合領域がげっ歯類起源の相補性決定領域を含み、ヒ

ト起源の免疫グロブリンの部分がヒトフレームワーク領域に由来するものである

請求項５のヒト化免疫グロブリン。
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    【請求項１３】  相補性決定領域が１Ｆ１モノクローナル抗体に由来するも

のである請求項１２のヒト化免疫グロブリン。

    【請求項１４】  ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－２６３として寄託された細胞系

に由来するＢ７－１に対する結合特異性を有するヒト化免疫グロブリン。

    【請求項１５】  ネズミ１Ｆ１抗体の軽鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤ

Ｒ３、ならびにヒト軽鎖フレームワーク領域を含む、Ｂ７－１に対して結合特異

性を有するヒト化免疫グロブリン軽鎖。

    【請求項１６】  軽鎖が配列番号：２８の可変領域を含むものである請求項

１５のヒト化免疫グロブリン軽鎖。

    【請求項１７】  ａ）配列番号：２７、

  ｂ）配列番号：２８のアミノ酸配列をコードする核酸、

  ｃ）ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でａ）またはｂ）に記

載の核酸とハイブリダイゼーションする核酸、および

  ｄ）ａ）またはｂ）に記載の核酸の相補物である核酸

からなる群より選択される核酸を含む単離核酸。

    【請求項１８】  １Ｆ１抗体の重鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３、

ならびにヒト重鎖フレームワーク領域を含む、Ｂ７－１に対して特異的なヒト化

免疫グロブリン重鎖。

    【請求項１９】  重鎖が配列番号：２６の可変領域を有するものである請求

項１８のヒト化免疫グロブリン重鎖。

    【請求項２０】  ａ）配列番号：２５、

  ｂ）配列番号：２６のアミノ酸配列をコードする核酸、

  ｃ）ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でａ）またはｂ）に記

載の核酸とハイブリダイゼーションする核酸、および

  ｄ）ａ）またはｂ）に記載の核酸の相補物である核酸

からなる群より選択される核酸を含む単離核酸。

    【請求項２１】  請求項５のヒト化免疫グロブリンをコードする核酸を含む

宿主細胞。

    【請求項２２】  ａ）ネズミ１Ｆ１モノクローナル抗体に由来する抗原結合
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領域をコードする第１の核酸配列；および

  ｂ）ヒト起源の免疫グロブリンの不変領域の少なくとも一部分をコードする第

２の核酸配列

を含むヒト化免疫グロブリン軽鎖および重鎖をコードする融合遺伝子。

    【請求項２３】  Ｂ７－１受容体を担持する第１の細胞と、Ｂ７－１を担持

する第２の細胞との相互作用を阻害する方法であって、該第１の細胞を有効量の

請求項５のヒト化免疫グロブリンと接触させることを特徴とする方法。

    【請求項２４】  移植された器官、組織または細胞を有する個体の治療方法

であって、治療上有効量の請求項５のヒト化抗体を投与することを特徴とする方

法。

    【請求項２５】  Ｂ７－１によりモジュレートされる疾病の治療方法であっ

て、治療上有効量の請求項５のヒト化抗体を投与することを特徴とする方法。

    【請求項２６】  （ａ）Ｂ７－１に対する結合特異性を有する非ヒト起源の

抗体の相補性決定領域を決定し；

  （ｂ）（ａ）で決定した相補性決定領域の移植に適したフレームワ－ク領域ア

ミノ酸を有するヒト抗体を得て、ついで

  （ｃ）（ａ）の相補性決定領域を（ｂ）のヒト抗体のフレームワーク領域中に

移植すること

を特徴とする、Ｂ７－１に対して結合特異性を有するヒト化免疫グロブリンの製

造方法であって、該免疫グロブリンが非ヒト起源の抗原結合領域およびヒト起源

の免疫グロブリンの少なくとも一部分を含むものであり、Ｂ７－１に対して結合

特異性を有するヒト化免疫グロブリンが得られる方法。

    【請求項２７】  試料中のＢ７－１の存在または不存在を決定する方法であ

って、下記工程を特徴とする方法：

  ａ）該試料をＢ７－１に対して特異的なヒト化抗体と接触させて、Ｂ７－１と

抗－Ｂ７－１抗体との間の複合体形成を十分に可能とし、ついで

  ｂ）該複合体形成の存在または不存在を検出する。

    【請求項２８】  非ヒト起源の抗原結合領域およびヒト起源の免疫グロブリ

ンの少なくとも一部分を含む、Ｂ７－２に対する結合特異性を有するヒト化免疫
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グロブリン。

    【請求項２９】  ヒト起源の免疫グロブリンの部分がヒト不変領域に由来す

るものである請求項２８のヒト化免疫グロブリン。

    【請求項３０】  ヒト不変領域がＩｇＧ不変領域を含むものである請求項２

９のヒト化免疫グロブリン。

    【請求項３１】  ヒト不変領域が免疫グロブリンのエフェクター機能を低下

させうる変異を含むものである請求項３０のヒト化免疫グロブリン。

    【請求項３２】  ヒト化不変領域がＩｇＧ２不変領域を含み、位置２３４の

バリンアミノ酸がアラニンで置換されており、そして／あるいは位置２３７のグ

リシンアミノ酸がアラニンで置換されている請求項３１のヒト化免疫グロブリン

。

    【請求項３３】  ＩｇＧ不変領域が、ＩｇＧ４不変領域およびＩｇＧ２不変

領域からなる群より選択されるものである請求項３０のヒト化免疫グロブリン。

    【請求項３４】  抗原結合領域がげっ歯類起源である請求項２８のヒト化免

疫グロブリン。

    【請求項３５】  抗原結合領域がげっ歯類起源の相補性決定領域を含み、ヒ

ト起源の免疫グロブリンの部分がヒトフレームワーク領域に由来するものである

請求項２８のヒト化免疫グロブリン。

    【請求項３６】  相補性決定領域が３Ｄ１モノクローナル抗体に由来するも

のである請求項３５のヒト化免疫グロブリン。

    【請求項３７】  ＡＴＣＣ受託番号ＣＲＬ－１２５２４として寄託された細

胞系に由来するＢ７－２に対する結合特異性を有するヒト化免疫グロブリン。

    【請求項３８】  ネズミ３Ｄ１抗体の軽鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤ

Ｒ３、ならびにヒト軽鎖フレームワーク領域を含む、Ｂ７－２に対して結合特異

性を有するヒト化免疫グロブリン軽鎖。

    【請求項３９】  軽鎖が配列番号：８の可変領域を含むものである請求項３

８のヒト化免疫グロブリン軽鎖。

    【請求項４０】  ａ）配列番号：７、

  ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列をコードする核酸、
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  ｃ）ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でａ）またはｂ）に記

載の核酸とハイブリダイゼーションする核酸、および

  ｄ）ａ）またはｂ）に記載の核酸の相補物である核酸

からなる群より選択される核酸を含む単離核酸。

    【請求項４１】  ３Ｄ１抗体の重鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３、

ならびにヒト重鎖フレームワーク領域を含む、Ｂ７－２に対して特異的なヒト化

免疫グロブリン重鎖。

    【請求項４２】  重鎖が配列番号：６の可変領域を有するものである請求項

４１のヒト化免疫グロブリン重鎖。

    【請求項４３】  ａ）配列番号：５、

  ｂ）配列番号：６のアミノ酸配列をコードする核酸、

  ｃ）ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でａ）またはｂ）に記

載の核酸とハイブリダイゼーションする核酸、および

  ｄ）ａ）またはｂ）に記載の核酸の相補物である核酸

からなる群より選択される核酸を含む単離核酸。

    【請求項４４】  請求項２８のヒト化免疫グロブリンをコードする核酸を含

む宿主細胞。

    【請求項４５】  ａ）ネズミ３Ｄ１モノクローナル抗体に由来する抗原結合

領域をコードする第１の核酸配列；および

  ｂ）ヒト起源の免疫グロブリンの不変領域の少なくとも一部分をコードする第

２の核酸配列

を含むヒト化免疫グロブリン軽鎖および重鎖をコードする融合遺伝子。

    【請求項４６】  Ｂ７－２受容体を担持する第１の細胞と、Ｂ７－２を担持

する第２の細胞との相互作用を阻害する方法であって、該第１の細胞を有効量の

請求項２８のヒト化免疫グロブリンと接触させることを特徴とする方法。

    【請求項４７】  移植された器官、組織または細胞を有する個体の治療方法

であって、治療上有効量の請求項２８のヒト化抗体を投与することを特徴とする

方法。

    【請求項４８】  Ｂ７－２によりモジュレートされる疾病の治療方法であっ
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て、治療上有効量の請求項２８のヒト化抗体を投与することを特徴とする方法。

    【請求項４９】  （ａ）Ｂ７－２に対する結合特異性を有する非ヒト起源の

抗体の相補性決定領域を決定し；

  （ｂ）（ａ）で決定した相補性決定領域の移植に適したフレームワ－ク領域ア

ミノ酸を有するヒト抗体を得て、ついで

  （ｃ）（ａ）の相補性決定領域を（ｂ）のヒト抗体のフレームワーク領域中に

移植すること

を特徴とする、Ｂ７－２に対して結合特異性を有するヒト化免疫グロブリンの製

造方法であって、該免疫グロブリンが非ヒト起源の抗原結合領域およびヒト起源

の免疫グロブリンの少なくとも一部分を含むものであり、Ｂ７－２に対して結合

特異性を有するヒト化免疫グロブリンが得られる方法。

    【請求項５０】  試料中のＢ７－２の存在または不存在を決定する方法であ

って、下記工程を特徴とする方法：

  ａ）該試料をＢ７－２に対して特異的なヒト化抗体と接触させて、Ｂ７－２と

抗－Ｂ７－２抗体との間の複合体形成を十分に可能とし、ついで

  ｂ）該複合体形成の存在または不存在を検出する。

    【請求項５１】  ａ）ドナーから細胞を得て、

  ｂ）細胞を、Ｂ７－１に対して特異的な免疫グロブリン、Ｂ７－２に対して特

異的な免疫グロブリンおよび個体由来のレシピエント細胞と、寛容性の誘導に十

分な時間接触させて、そのことにより混合物を得て、ついで

  ｃ）混合物を個体に導入する

ことを特徴とする、細胞移植を必要とする個体への細胞移植方法。

    【請求項５２】  ドナーからの細胞が骨髄または血液由来である請求項５１

の方法。

    【請求項５３】  レシピエント細胞がリンパ球である請求項５１の方法。

    【請求項５４】  時間が約１２時間ないし約９６時間である請求項５１の方

法。

    【請求項５５】  時間が約３６時間ないし約４８時間である請求項５４の方

法。
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    【請求項５６】  個体が、増殖性疾患、貧血、先天性代謝異常、先天性免疫

欠損疾患、骨髄形成不全症候群からなる群より選択される疾病を有するものであ

る請求項５５の方法。

    【請求項５７】  増殖性疾患が白血病、リンパ腫およびガンからなる群より

選択されるものである請求項５６の方法。

    【請求項５８】  貧血が、鎌形赤血球貧血、サラセミア、および再生不良性

貧血からなる群より選択されるものである請求項５７の方法。

    【請求項５９】  免疫応答をモジュレートするために使用される薬剤を個体

に投与することを特徴とする請求項５１の方法。

    【請求項６０】  薬剤がメトレキセート、ラパマイシン、シクロスポリン、

ステロイド類、ＣＤ４０経路阻害剤、移植片サルベージ経路阻害剤、ＩＬ－２受

容体アンタゴニストおよびそれらのアナログからなる群より選択されるものであ

る請求項５９の方法。

    【請求項６１】  Ｂ７－１に対して特異的な有効量の免疫グロブリンおよび

Ｂ７－２に対して特異的な有効量の免疫グロブリンをレシピエントに投与するこ

とを特徴とする、移植片レシピエントの治療あるいは移植片レシピエントにおけ

る移植片拒絶反応を防止する方法。

    【請求項６２】  カルシニューリン阻害剤、ステロイド類、および免疫細胞

の増殖を停止させる免疫抑制剤、メトトレキセート、ＣＤ４０経路阻害剤、移植

片サルベージ経路阻害剤、ＩＬ－２受容体アンタゴニストおよびそれらのアナロ

グからなる群より選択される成分を投与することをさらに特徴とする請求項６１

の方法。

    【請求項６３】  カルシニューリン阻害剤がシクロスポリンＡまたはＦＫ５

０６である請求項６２の方法。

    【請求項６４】  ステロイドがメチルプレドニソンまたはプレドニソンであ

る請求項６２の方法。

    【請求項６５】  免疫細胞の増殖を停止させる免疫抑制剤がラパマイシンで

ある請求項６２の方法。

    【請求項６６】  Ｂ７－１に対して特異的な免疫グロブリンが約１ｍｇ／ｋ
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ｇないし２５ｍｇ／ｋｇの量で投与され、Ｂ７－２に対して特異的な免疫グロブ

リンが約１ｍｇ／ｋｇないし２５ｍｇ／ｋｇの量で投与される請求項６１の方法

。

    【請求項６７】  Ｂ７－１に特異的な免疫グロブリンおよびＢ７－２に特異

的な免疫グロブリンが、レシピエントが移植を受ける日に投与される請求項６６

の方法。

    【請求項６８】  Ｂ７－１に対して特異的なヒト化免疫グロブリンが約１ｍ

ｇ／ｋｇないし２５ｍｇ／ｋｇで、Ｂ７－２に対して特異的なヒト化免疫グロブ

リンが約１ｍｇ／ｋｇないし２５ｍｇ／ｋｇで、レシピエントが移植を受ける日

に投与される請求項６７の方法。

    【請求項６９】  Ｂ７－１に対して特異的なヒト化免疫グロブリンおよびＢ

７－２に対して特異的なヒト化免疫グロブリンが、さらに、レシピエントが移植

を受ける後、定期的に投与される請求項６８の方法。

    【請求項７０】  Ｂ７－１に対して特異的なヒト化免疫グロブリンおよびＢ

７－２に対して特異的なヒト化免疫グロブリンが、さらに、レシピエントが移植

を受ける後、少なくとも毎週投与される請求項６９の方法。

    【請求項７１】  Ｂ７－１に対して特異的なヒト化免疫グロブリンが約１ｍ

ｇ／ｋｇないし５ｍｇ／ｋｇで、Ｂ７－２に対して特異的なヒト化免疫グロブリ

ンが約１ｍｇ／ｋｇないし５ｍｇ／ｋｇで、レシピエントが移植を受ける後、少

なくとも毎週投与される請求項７０の方法。

    【請求項７２】  自己免疫疾患、感染性疾患、炎症性疾患、全身性エリトマ

トーデス、糖尿病、喘息、膵臓炎、関節炎、炎症性腸疾患、炎症性皮膚炎、およ

び多発性硬化症からなる群より選択される疾病を有する個体の治療方法であって

、Ｂ７－１に対して特異的な治療上有効量のヒト化免疫グロブリンおよび／また

はＢ７－２に対して特異的な治療上有効量のヒト化免疫グロブリンを投与するこ

とを特徴とする方法。

    【請求項７３】  移植された器官、組織、細胞等を有する個体の免疫応答を

モジュレートする方法であって、担体中のＢ７－１に対して特異的な有効量のヒ

ト化免疫グロブリンおよび／またはＢ７－２に対して特異的な有効量のヒト化免
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疫グロブリンを投与することを特徴とする方法。

    【請求項７４】  移植された器官、組織、細胞等を有する個体の免疫応答を

モジュレートするために使用される薬剤を投与することを特徴とし、薬剤がメト

レキセート、ラパマイシン、シクロスポリン、ステロイド類、ＣＤ４０経路阻害

剤、移植片サルベージ経路阻害剤、ＩＬ－２受容体アンタゴニストおよびそれら

のアナログからなる群より選択されるものである請求項７３の方法。

    【請求項７５】  Ｂ７－１に対して特異的な有効量のヒト化免疫グロブリン

および／またはＢ７－２に対して特異的な有効量のヒト化免疫グロブリンを、抗

原の存在下において、個体に投与することを特徴とする、哺乳動物における抗原

に対する抗体の応答を減少させる方法。

    【請求項７６】  抗原を個体に投与することをさらに特徴とする請求項７５

の方法。

    【請求項７７】  抗体が、破傷風トキソイド、因子ＶＩＩＩ、因子ＩＸ、イ

ンスリン、成長ホルモン、および遺伝子デリバリーベクターからなる群より選択

されるものである請求項７５の方法。

    【請求項７８】  請求項１の組成物を含む、例えば、自己免疫疾患、感染性

疾患、炎症性疾患、全身性エリトマトーデス、糖尿病、喘息、膵臓炎、関節炎、

炎症性腸疾患、炎症性皮膚炎、および多発性硬化症の治療におけるＢ７－１およ

び／またはＢ７－２に対する結合特異性を有するヒト化免疫グロブリンの使用。

    【請求項７９】  細胞、組織または器官を個体に移植するための医薬の製造

にための、Ｂ７－１および／またはＢ７－２に対する結合特異性を有するヒト化

免疫グロブリンの使用。

    【請求項８０】  哺乳動物における抗原に対する抗体応答を減少させるため

の医薬の製造のための、抗原の存在下におけるＢ７－１および／またはＢ７－２

に対する結合特異性を有するヒト化免疫グロブリンの使用。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

関連出願

  本願は、１９９９年２月１２日出願の第０９／２４９０１１号の一部継続出願

である１９９９年６月２４日出願の第０９／３３９５９６号の一部継続出願であ

る。

      【０００２】

発明の背景

  抗原特異的Ｔ細胞活性化および免疫応答開始は、まず、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ

）複合体と、抗原提示細胞（ＡＰＣ）上に存在するペプチド／主要組織適合性複

合体（ＭＨＣ）との相互作用に依存する。Ｂ７分子であるＢ７－１およびＢ７－

２は、ＡＰＣ上に存在する分子である。ＡＰＣ上のＢ７－１およびＢ７－２と、

それらのリガンドＣＤ２８およびＴ細胞上のＣＴＬＡ４との相互作用により提供

される「共刺激」シグナルは、Ｔ細胞活性化およびその後の免疫応答調節に必要

である。Ｂ７－１およびＢ７－２経路（Ｂ７:ＣＤ２８／ＣＴＬＡ４経路とも呼

ばれる）を調節する必要性がある。さらに、この経路により影響を受ける疾病の

治療を開発することも必要である。

      【０００３】

発明の概要

  本発明は、Ｂ７分子に対して結合特異性を有するヒト化免疫グロブリンに関す

る。詳細には、本発明は、Ｂ７－２またはＢ７－１に対して結合特異性を有する

ヒト化免疫グロブリンに関し、ここに免疫グロブリンは非ヒト起源（例えば、げ

っ歯類）の抗原結合領域およびヒト起源の少なくとも一部分（例えば、ＩｇＧ不

変領域のごときヒト不変領域および／またはヒトフレームワーク領域）を有する

ものである。１の具体例において、ヒト化抗－Ｂ７－２免疫グロブリンまたはヒ

ト化抗－Ｂ７－１免疫グロブリンのいずれかのヒト不変領域は、ヒト化免疫グロ

ブリンのエフェクター機能を減じる変異を含むことができる。本明細書記載のヒ

ト化Ｂ７－２免疫グロブリンは、Ｂ７－２への結合に関してネズミ３Ｄ１と競合

しうる。同様に、本明細書記載のヒト化Ｂ７－１免疫グロブリンはＢ７－１への
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結合に関してネズミ１Ｆ１と競合しうる。特定の具体例において、ヒト化Ｂ７－

２免疫グロブリンの抗原結合領域は３Ｄ１モノクローナル抗体由来であり、ヒト

化Ｂ７－１免疫グロブリンの抗原結合領域は１Ｆ１モノクローナル抗体由来であ

る。

      【０００４】

  本発明のヒト化免疫グロブリンはヒト起源の不変領域および抗原結合領域を含

み、ここに非ヒト起源の抗原結合領域は、Ｂ７－２に結合するげっ歯類由来（例

えば、３Ｄ１モノクローナル抗体由来）の１またはそれ以上の相補性決定領域（

ＣＤＲ）、あるいはＢ７－１に結合するげっ歯類由来（例えば、１Ｆ１モノクロ

ーナル抗体由来）の１またはそれ以上のＣＤＲを含み、ヒト免疫グロブリンの一

部はヒトフレームワーク領域（ＦＲ）由来である。

      【０００５】

  ヒト化Ｂ７－２抗体の抗原結合領域は、さらに１本の軽鎖および１本の重鎖を

含むことができ、ここに軽鎖および重鎖はそれぞれ３Ｄ１抗体由来の３つのＣＤ

Ｒを有する。ヒト化Ｂ７－２抗体に関して、軽鎖のＦＲは、例えば、ヒトＨ２Ｆ

抗体の軽鎖由来であってもよく、重鎖は、例えば、ヒトＩ２Ｒ抗体の重鎖由来で

あってもよい。特別な具体例において、本発明は、American Type Culture Coll

ection (ATCC)受託番号ＣＲＬ－１２５２４として寄託された細胞系由来のＢ７

－２に対して結合特異性を有するヒト化免疫グロブリンである。

      【０００６】

  ヒト化Ｂ７－１抗体の抗原結合領域は１本の軽鎖および１本の重鎖を含むこと

ができ、ここに軽鎖および重鎖はそれぞれ１Ｆ１抗体由来の３つのＣＤＲを有す

る。ヒト化Ｂ７－１軽鎖および重鎖のＦＲは、例えば、ヒトＩＩＩ－２Ｒ抗体の

軽鎖および重鎖由来であってもよい。特別な具体例において、本発明は、Americ

an Type Culture Collection (ATCC)受託番号ＰＴＡ－２６３として寄託された

細胞系由来のＢ７－１に対して結合特異性を有するヒト化免疫グロブリンである

。

      【０００７】

  また本発明は、Ｂ７－１またはＢ７－２に対して結合特異性を有するヒト化免
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疫グロブリンに関するものであり、該免疫グロブリンは１本の重鎖および／また

は１本の軽鎖を有する。１の具体例において、ヒト化免疫グロブリンはＢ７－２

に対する結合特異性を有し、軽鎖は、Ｂ７－２に結合する非ヒト起源の抗体由来

の少なくとも１つのＣＤＲ（例えば、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３）およ

びヒト起源（例えば、Ｈ２Ｆ抗体）の軽鎖由来のＦＲを含み、重鎖は、Ｂ７－２

に結合する非ヒト起源の抗体由来の少なくとも１つのＣＤＲ（例えば、ＣＤＲ１

、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３）およびヒト起源（例えば、Ｉ２Ｒ抗体）の軽鎖由来

のＦＲを含む。もう１つの具体例において、ヒト化免疫グロブリンはＢ７－１に

対する結合特異性を有し、軽鎖および／または重鎖は、Ｂ７－１に結合する非ヒ

ト起源の抗体由来の少なくとも１つのＣＤＲ（例えば、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およ

びＣＤＲ３）およびヒト起源（例えば、ＩＩＩ－２Ｒ）の軽鎖および／または重

鎖由来のＦＲを含む。免疫グロブリンは、軽鎖および／または重鎖に関して、本

明細書に示すアミノ酸配列あるいはそのアミノ酸配列と実質的に同じであるアミ

ノ酸を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３をさらに含むことができ、その

結果、当該抗体はＢ７－２またはＢ７－１に特異的に結合する。本発明は、ヒト

化免疫グロブリン軽鎖およびヒト化免疫グロブリン重鎖にも関する。さらに本発

明は、本発明のヒト化免疫グロブリン（例えば、１本鎖抗体）をコードする配列

を含む単離核酸にも関し、さらに本発明は、Ｂ７－２またはＢ７－１ヒト化免疫

グロブリン軽鎖または重鎖をコードする配列を含む単離核酸にも関する。

      【０００８】

  本発明の１の具体例は、ネズミ３Ｄ１抗体の軽鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２および

／またはＣＤＲ３ならびにヒト軽鎖ＦＲ（例えば、Ｈ２Ｆ抗体）を含む、Ｂ７－

２に対して結合特異性を有するヒト化免疫グロブリン軽鎖である。同様に、本発

明は、ネズミ１Ｆ１抗体の軽鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２および／またはＣＤＲ３な

らびにヒト軽鎖ＦＲ（例えば、ＩＩＩ－２Ｒ抗体）を含む、Ｂ７－１に対して結

合特異性を有するヒト化Ｂ７－１免疫グロブリン軽鎖を包含する。もう１つの具

体例は、図２Ｂ（配列番号:８）に示す可変領域または図７Ｂ（配列番号:２８）

に示す可変領域を含むヒト化Ｂ７－２またはＢ７－１免疫グロブリン軽鎖である

。また本発明は、Ｂ７－２またはＢ７－１に対して特異的なヒト化可変軽鎖をコ
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ードする単離核酸配列にも関し、該単離核酸配列は、図２Ｂ（配列番号:７）ま

たは図７Ｂ（配列番号:２７）にそれぞれ示す核酸配列、図２Ｂ（配列番号:８）

または図７Ｂ（配列番号:２８）にそれぞれ示すアミノ酸配列をコードする核酸

配列、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でそれらにハイブリダ

イゼーションする核酸配列、あるいはそれらに対する相捕物である核酸配列を含

む。

      【０００９】

  本発明の１の具体例は、ネズミ３Ｄ１抗体の重鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２および

／またはＣＤＲ３ならびにヒト重鎖ＦＲ（例えば、Ｉ２Ｒ抗体）を含む、Ｂ７－

２に対して特異的なヒト化免疫グロブリン重鎖である。同様に、本発明は、ネズ

ミ１Ｆ１抗体の重鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２および／またはＣＤＲ３ならびにヒト

軽鎖ＦＲ（例えば、ＩＩＩ－２Ｒ抗体）を含む、Ｂ７－１に対して特異的なＢ７

－１ヒト化免疫グロブリン重鎖に関する。本発明は、図２Ａ（配列番号:６）ま

たは図７Ａ（配列番号:２６）に示す可変領域を含むヒト化免疫グロブリン重鎖

に関する。また本発明は、Ｂ７－２に対して特異的なヒト化可変重鎖をコードす

る単離核酸配列にも関し、該単離核酸配列は、図２Ａ（配列番号:５）に示す核

酸配列、図２Ａ（配列番号:６）に示すアミノ酸配列をコードする単離核酸配列

、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でそれらにハブリダイゼー

ションする核酸配列、あるいはそれらに対する相補物である核酸配列を含む。本

発明は、Ｂ７－１に対して特異的なヒト化可変重鎖をコードする単離核酸配列に

関し、該単離核酸配列は、図７Ａ（配列番号:２５）に示す核酸配列、図７Ａ（

配列番号:２６）に示すアミノ酸配列をコードする単離核酸配列、ストリンジェ

ントなハイブリダイゼーション条件下でそれらにハブリダイゼーションする核酸

配列、あるいはそれらに対する相補物である核酸配列を含む。

      【００１０】

  詳細には、本発明の具体例は、Ｂ７－２に特異的に結合するヒト化免疫グロブ

リンであり、該免疫グロブリンは、マウス３Ｄ１抗体由来の３つの軽鎖ＣＤＲを

含むヒト化軽鎖、およびヒト免疫グロブリン軽鎖由来の軽鎖可変領域フレームワ

ーク配列、およびマウス３Ｄ１抗体由来の３つの重鎖ＣＤＲを含むヒト化重鎖、
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およびヒト免疫グロブリン重鎖由来の重鎖可変領域フレームワーク配列を含む。

マウス３Ｄ１抗体は、成熟軽鎖可変ドメイン、例えば、図１Ｂ（配列番号:４）

に示す成熟軽鎖可変ドメインならびに成熟重鎖可変ドメイン、例えば、図１Ａ（

配列番号:２）に示す成熟重鎖可変ドメインをさらに含んでいてもよい。

      【００１１】

  本発明のもう１つの具体例は、特異的にＢ７－１に結合するヒト化免疫グロブ

リンであり、該免疫グロブリンは、マウス１Ｆ１抗体由来の３つの軽鎖ＣＤＲを

含むヒト化軽鎖、およびヒト免疫グロブリン軽鎖由来の軽鎖可変領域フレームワ

ーク配列、およびマウス１Ｆ１抗体由来の３つの重鎖ＣＤＲを含むヒト化重鎖、

およびヒト免疫グロブリン重鎖由来の重鎖可変領域フレームワーク配列を含む。

同様に、マウス１Ｆ１抗体は、成熟軽鎖可変ドメイン、例えば、図６Ｂ（配列番

号:２４）に示す成熟軽鎖可変ドメインならびに成熟重鎖可変ドメイン、例えば

、図６Ａ（配列番号:２２）に示す成熟重鎖可変ドメインをさらに含んでいても

よい。

      【００１２】

  本発明は、ヒト化Ｂ７－１および／またはＢ７－２免疫グロブリン軽鎖および

／または重鎖をコードする融合遺伝子を含む発現ベクターを包含する。該遺伝子

は、Ｂ７－２および／またはＢ７－１に対して結合特異性を有する非ヒト抗体（

例えば、それぞれネズミ３Ｄ１または１Ｆ１）の軽鎖および／または重鎖に由来

するＣＤＲならびにヒト起源の軽鎖および／または重鎖に由来するＦＲをコード

する核酸配列を含む。

      【００１３】

  また本発明は、本発明の核酸を含む宿主細胞にも関し、該細胞は、本発明の核

酸を含む１またはそれ以上の構築物を含む。１の具体例において、本発明は、ヒ

ト化Ｂ７－２免疫グロブリン軽鎖をコードする第１のＢ７－２組み換え核酸およ

びヒト化Ｂ７－２免疫グロブリン重鎖をコードする第２のＢ７－２組み換え核酸

を含む宿主細胞を包含する。第１のＢ７－２核酸は、ネズミ３Ｄ１抗体の軽鎖由

来の少なくとも１つのＣＤＲおよびヒト起源の軽鎖由来のＦＲをコードするヌク

レオチド配列を含む。第２のＢ７－２核酸は、ネズミ３Ｄ１抗体の重鎖由来の少
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なくとも１つのＣＤＲおよびヒト起源の重鎖由来のＦＲをコードするヌクレオチ

ド配列を含む。もう１つの具体例において、本発明は、ヒト化Ｂ７－１免疫グロ

ブリン軽鎖をコードする第１のＢ７－１組み換え核酸およびヒト化Ｂ７－１免疫

グロブリン重鎖をコードする第２のＢ７－１組み換え核酸を含む宿主細胞を包含

する。第１のＢ７－１核酸は、ネズミ１Ｆ１抗体の軽鎖由来の少なくとも１つの

ＣＤＲおよびヒト起源の軽鎖由来のＦＲをコードするヌクレオチド配列を含む。

第２のＢ７－２核酸は、ネズミ１Ｆ１抗体の重鎖由来の少なくとも１つのＣＤＲ

およびヒト起源の重鎖由来のＦＲをコードするヌクレオチド配列を含む。さらに

本発明は、本明細書において説明するヒト化Ｂ７－１および／またはＢ７－２免

疫グロブリンをコードするベクターまたは核酸を含む宿主細胞に関する。

      【００１４】

  さらに本発明は、本明細書に説明するように、Ｂ７－２またはＢ７－１の特異

的なヒト化免疫グロブリンをコードする宿主細胞を、ヒト化免疫グロブリンの発

現に適した条件下にて維持することを特徴とする、ヒト化免疫グロブリンの製造

方法に関し、該方法において、ヒト化免疫グロブリン鎖（１本またはそれ以上）

が発現され、ヒト化ヒト化免疫グロブリンが製造される。該方法は、ヒト化Ｂ７

－１またはＢ７－２免疫グロブリンを単離する工程をさらに特徴とする。

      【００１５】

  本発明は、Ｂ７－２受容体を有する第１の細胞と、Ｂ７－２を有する第２の細

胞との相互作用を阻害する方法を包含し、該方法は、本明細書において説明する

ように、第２の細胞を有効量のヒト化Ｂ７－２免疫グロブリンと接触させること

を特徴とする。また本発明は、Ｂ７－１受容体を有する第１の細胞と、Ｂ７－１

を有する第２の細胞との相互作用を阻害する方法を包含し、該方法は、本明細書

において説明するように、第２の細胞を有効量のヒト化Ｂ７－１免疫グロブリン

と接触させることを特徴とする。したがって、本発明は、Ｂ７－１およびＢ７－

２リガンドを用いてＢ７－１およびＢ７－２受容体を阻害することに関し、該阻

害は、Ｂ７－１およびＢ７－２受容体を有する細胞を一定量のヒト化抗－Ｂ７－

１およびＢ７－２免疫グロブリンと接触させることを特徴とする。よって、本発

明は種々の治療方法に関する。本発明は、担体（例えば、医薬担体）を伴った、
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あるいは担体を伴わない本明細書記載の有効量のヒト化Ｂ７－１および／または

Ｂ７－２免疫グロブリンを投与することを特徴とする、個体（例えば、患者）の

免疫応答のモジュレート方法、あるいは移植器官、組織、細胞等を有する個体の

治療方法に関する。本発明は、例えば、急性および／または慢性の移植拒絶反応

を、長期（例えば、数日、数ヶ月、あるいは数年）にわたり治療することに関す

る。また本発明は、Ｂ７－２および／またはＢ７－１分子のモジュレーションに

関連した疾病（例えば、自己免疫疾患、感染性疾患、炎症性疾患、全身性エリト

マトーデス、糖尿病、喘息、膵臓炎、関節炎、炎症性腸疾患、炎症性皮膚炎、お

よび多発性硬化症）の治療方法にも関し、該方法は、有効量の（例えば、治療上

有効量の）Ｂ７－２および／またはＢ７－１ヒト化免疫グロブリン（本明細書に

て説明）を担体とともに、あるいは担体を伴わずに、個体に投与することを特徴

とする。したがって、本発明は、本明細書記載のように、Ｂ７－１および／また

はＢ７－２ヒト化免疫グロブリンを含有する医薬組成物に関する。

      【００１６】

  また本発明は、Ｂ７－２に特異的なネズミ抗体からのＢ７－２に特異的なヒト

化免疫グロブリンの製造方法、および／またはＢ７－１に特異的なネズミ抗体か

らのＢ７－１に特異的なヒト化免疫グロブリンの製造方法にも関する。該方法は

、Ｂ７－２またはＢ７－１に対する結合特異性を有する非ヒト起源（例えば、ネ

ズミ起源）の抗体のＣＤＲを決定または確認し；そのＣＤＲの移植に適したフレ

ームワーク領域アミノ酸配列を有するヒト抗体を得て；ついで、非ヒト起源の抗

体のＣＤＲをヒト抗体のＦＲ中に移植することを特徴とする。

      【００１７】

  また本発明は、試料中のＢ７－２および／またはＢ７－１の存在または不存在

を決定する方法にも関する。該方法は、試験すべき試料を得て、Ｂ７－２および

／またはＢ７－１に特異的なヒト化抗体またはそのフラグメントに試料を接触さ

せ、Ｂ７－２および／またはＢ７－１と、抗－Ｂ７－２および／またはＢ７－２

抗体との間において十分に複合体を形成させ、ついで、複合体形成の存在または

不存在を検出することを特徴とする。複合体の存在は試料中のＢ７－２および／

またはＢ７－１の存在を示す。
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      【００１８】

  本発明は、Ｂ７－１に特異的な一定量（例えば、治療上有効量）のヒト化免疫

グロブリンおよび／またはＢ７－２に特異的な一定量（例えば、治療上有効量）

のヒト化免疫グロブリンを投与することを特徴とする、疾病を有する個体の治療

方法に関する。本明細書に記載の疾病は、例えば、自己免疫疾患、感染性疾患、

炎症性疾患、全身性エリトマトーデス、糖尿病、喘息、膵臓炎、関節炎、炎症性

腸疾患、炎症性皮膚炎、および多発性硬化症を包含する。この方法は、移植器官

、組織、細胞等を有する個体の免疫応答のモジュレーションにも関し、該モジュ

レーションは、Ｂ７－１に結合する有効量のヒト化免疫グロブリンおよび／また

はＢ７－２に結合するヒト化免疫グロブリンを投与することを特徴とする。さら

にこの方法は、移植器官、組織、細胞等を有する個体の免疫応答モジュレートす

るために使用される薬剤を投与することも包含する。薬剤は、例えば、メトトレ

キセート、ラパマイシン、シクロスポリン、ステロイド類、抗－ＣＤ４０経路阻

害剤（例えば、抗－ＣＤ４０抗体、抗－ＣＤ４０リガンド抗体およびＣＤ４０経

路の小型分子阻害剤）、移植片サルベージ経路阻害剤（例えば、マイコフェノレ

ートモフェチル（ＭＭＦ））、ＩＬ－２受容体アンタゴニスト（例えば、Hoffma

nn-la Roche IncのZeonpax（登録商標）、およびNovartis, IncのSimulet）なら

びにそれらのアナログであってもよい。ヒト化免疫グロブリンの投与前、投与と

ともに、あるいは投与後にこれらの薬剤を投与することができる。

      【００１９】

  また本発明は、細胞移植を要する個体に細胞（例えば、骨髄、血液細胞、血液

成分および他の細胞）を移植する方法にも関し、該方法は、ドナーから細胞（例

えば、骨髄、または血液細胞もしくは成分）を得て、その細胞をＢ７－１に特異

的な免疫グロブリンおよび／またはＢ７－２に特異的な免疫グロブリンならびに

レシピエント細胞に接触させ、そのことにより混合物を得ることを特徴とする。

免疫グロブリンおよびレシピエント細胞は、寛容性誘導に十分な時間、維持され

る。ついで、該混合物（骨髄組成物または血液細胞組成物という）を個体中に導

入する。レシピエント細胞はリンパ球（例えば、クラスＩ抗原（ＭＨＣＩ）を発

現するリンパ球または抹消血リンパ球）であってもよい。レシピエント細胞を用
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いるかわりに、該方法は、ＭＨＣクラスＩ抗原、Ｂ７－１および／またはＢ７－

２を発現する組織、器官または細胞を使用することを特徴とする。レシピエント

分子を発現するように細胞を加工することができる。ドナー由来の細胞は骨髄細

胞、または血液由来の細胞／成分（例えば、幹細胞または未成熟細胞）であって

もよい。寛容性誘導に十分な時間（例えば、約１ないし９６時間、好ましくは約

３６－４８時間）、Ｂ７免疫グロブリンをドナー骨髄およびレシピエント細胞に

接触させる。かかる移植を必要とする個体は、骨髄移植により利益を受け、ある

いは治療可能な者である。かかる疾病は、例えば、増殖性疾患（例えば、白血病

、リンパ腫およびガン）、貧血（例えば、鎌形赤血球貧血、サラセミア、および

再生不良性貧血）、先天性代謝異常、先天性免疫欠損疾患、骨髄形成不全症候群

（ＭＤＳ）である。該方法は、免疫応答をモジュレートするために使用される薬

剤（例えば、メトトレキセート、ラパマイシン、シクロスポリン、ステロイド類

、抗－ＣＤ４０経路阻害剤（例えば、抗－ＣＤ４０抗体、抗－ＣＤ４０リガンド

抗体およびＣＤ４０経路の小型分子阻害剤）、移植片サルベージ経路阻害剤（例

えば、マイコフェノレートモフェチル（ＭＭＦ））、ＩＬ－２受容体アンタゴニ

スト（例えば、Hoffmann-la Roche IncのZeonpax（登録商標）、およびNovartis

, IncのSimulet、あるいはそれらのアナログ）を個体に投与することも包含する

。

      【００２０】

  詳細には、本発明は、骨髄移植により治療される疾病（白血病、リンパ腫およ

びガンのごとき増殖性疾患、鎌形赤血球貧血、サラセミア、および再生不良性貧

血のごとき貧血、先天性代謝異常、先天性免疫欠損疾患、骨髄形成不全症候群）

を有する個体に対して骨髄移植を行う方法を包含し、該方法は、ドナーから骨髄

を得て、該骨髄をＢ７－１に特異的な免疫グロブリンおよび／またはＢ７－２に

特異的な免疫グロブリンならびにレシピエント細胞（例えば、リンパ球）に接触

させることを特徴とする。寛容性誘導に十分な時間（例えば、約１ないし９６時

間、好ましくは約３６－４８時間）、骨髄、免疫グロブリンおよびレシピエント

細胞を接触させる。ついで、該方法は、処理した骨髄を個体に再導入することを

包含する。該方法は、免疫応答をモジュレートするために使用される薬剤（例え
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ば、メトトレキセート、ラパマイシン、シクロスポリン、ステロイド類、抗－Ｃ

Ｄ４０経路阻害剤（例えば、抗－ＣＤ４０抗体、抗－ＣＤ４０リガンド抗体およ

びＣＤ４０経路の小型分子阻害剤）、移植片サルベージ経路阻害剤（例えば、マ

イコフェノレートモフェチル（ＭＭＦ））、ＩＬ－２受容体アンタゴニスト（例

えば、Hoffmann-la Roche IncのZeonpax（登録商標）、およびNovartis, IncのS

imulet、あるいはそれらのアナログ）を個体に投与することも包含する。

      【００２１】

  また本発明は、Ｂ７－１に対する有効量の免疫グロブリンおよび／またはＢ７

－２に対する有効量の免疫グロブリンを投与することによる、移植片レシピエン

トの治療方法あるいは移植片レシピエントにおける移植拒絶反応の防止方法も包

含する。Ｂ７－１に特異的な免疫グロブリンは約１ｍｇ／ｋｇないし約１００ｍ

ｇ／ｋｇの間の量で投与し、Ｂ７－２に特異的な免疫グロブリンは約１ｍｇ／ｋ

ｇないし約１００ｍｇ／ｋｇの間の量で投与する。Ｂ７－１およびＢ７－２に特

異的な免疫グロブリンを、レシピエントが移植を受ける日に投与し（例えば、約

１ｍｇ／ｋｇないし約２５ｍｇ／ｋｇの間の量）、レシピエントが移植を受けた

後、定期的に投与することができる（例えば、毎日、毎週または毎月）（例えば

、約１ｍｇ／ｋｇないし約５ｍｇ／ｋｇの間の量）。該方法は、さらに、カルシ

ニューリン（calcineurin）阻害剤（例えば、シクロスポリンＡまたはＦＫ５０

６）、ステロイド類（例えば、メチルプレドニソンまたはプレドニソン）、また

は免疫細胞の成長を停止させる免疫抑制剤（例えば、ラパマイシン）、抗－ＣＤ

４０経路阻害剤（例えば、抗－ＣＤ４０抗体、抗－ＣＤ４０リガンド抗体および

ＣＤ４０経路の小型分子阻害剤）、移植片サルベージ経路阻害剤（例えば、マイ

コフェノレートモフェチル（ＭＭＦ））、ＩＬ－２受容体アンタゴニスト（例え

ば、Hoffmann-la Roche IncのZeonpax（登録商標）、およびNovartis, IncのSim

ulet、あるいはそれらのアナログのごとき移植拒絶反応治療において使用される

成分の投与を包含する。また本発明は、本明細書に記載するように、細胞、組織

または器官を移植し、ついで、個体にＢ７－１に対する有効量の免疫グロブリン

および／またはＢ７－２に対する有効量の免疫グロブリンを投与することによる

、移植を要する個体への細胞、組織または器官の移植方法にも関する。



(21) 特表２００２－５４０７６４

      【００２２】

  また本発明は、抗原の存在下において、有効量のＢ７－１特異的ヒト化免疫グ

ロブリンおよび／または有効量のＢ７－２特異的ヒト化免疫グロブリンを個体に

投与することによる、哺乳動物における抗原に対する抗体応答を減じる方法も包

含する。該方法は、さらに、抗原（例えば、破傷風トキソイド、因子ＶＩＩＩ、

因子ＩＸ、インスリン、成長ホルモン、または遺伝子デリバリーベクター）を個

体に投与することを包含する。抗原はポリペプチド形態または核酸形態として投

与（例えば、アデノ－関連ウイルス（ＡＡＶ）、レトロウイルス、裸のＤＮＡベ

クター等によるデリバリーを用いる遺伝子治療）することができる。

      【００２３】

  本発明の利点は、Ｂ７共刺激経路を調節またはモジュレートする能力を包含す

る。この共刺激経路をヒト化抗－Ｂ７－２および／または抗－Ｂ７－１抗体で処

理することにより、種々の疾病の治療方法が提供される。ヒト化抗－Ｂ７－１お

よび抗－Ｂ７－１抗体は、対応ネズミ抗体とほぼ同じである、個々のＢ７分子に

対する特異性を維持するが、ネズミカウンターパートと比較すると、ヒトにおい

て免疫原性が低く、半減期が長い。したがって、本発明は、免疫関連疾病／障害

、あるいはＢ７－２および／またはＢ７－１分子が重要な役割を果たしている疾

病の治療に有利に用いることができる。特に、本発明は、自己免疫性疾患の治療

方法、および移植器官、組織または細胞を有する個体の免疫応答をモジュレート

する方法に関する。

      【００２４】

  本発明の上記および他の具体例、特徴および利点は、添付図面において説明さ

れているように、以下の本発明の好ましい具体例のより詳細な説明から明らかで

あろう。

      【００２５】

発明の詳細な説明

  本発明は、Ｂ７－２またはＢ７－１に対する結合特異性を有するヒト化免疫グ

ロブリンに関し、該ヒト化免疫グロブリンは、非ヒト由来の抗原結合領域および

ヒト起源の免疫グロブリンの少なくとも一部分を含む。好ましくは、ヒト化免疫
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グロブリンはＢ７－２またはＢ７－１に結合し、少なくとも約１０７Ｍ－１、好

ましくは約１０８Ｍ－１、より好ましくは約１０９Ｍ－１のアフィニティーを有

する。１の具体例において、ヒト化免疫グロブリンは、Ｂ７－２またはＢ７－１

に結合する非ヒト起源の抗原結合領域およびヒト不変領域由来の不変領域を含む

。ヒト不変領域はフレームワーク領域（ＦＲ）中に非ヒト残基を有していてもよ

い。もう１つの具体例において、Ｂ７－２またはＢ７－１に結合するヒト化免疫

グロブリンは、非ヒト起源の相補性決定領域（１つまたはそれ以上）およびヒト

起源の可変フレームワーク領域（１つまたはそれ以上）、ならびに所望によりヒ

ト起源の不変領域を含む。所望により、免疫グロブリンのＦＲ領域は非ヒト起源

の残基を含んでいてもよい。例えば、ヒト化免疫グロブリンは重鎖および軽鎖を

含むことができ、軽鎖は、Ｂ７－２に結合する非ヒト起源の抗体由来の相補性決

定領域およびヒト起源の軽鎖由来のフレームワーク領域を含み、重鎖は、Ｂ７－

２に結合する非ヒト起源の抗体由来の相補性決定領域およびヒト起源の重鎖由来

のフレームワーク領域を含む。もう１つの例において、ヒト化免疫グロブリンは

重鎖および軽鎖を含むことができ、軽鎖は、Ｂ７－１に結合する非ヒト起源の抗

体由来の相補性決定領域およびヒト起源の軽鎖由来のフレームワーク領域を含み

、重鎖は、Ｂ７－１に結合する非ヒト起源の抗体由来の相補性決定領域およびヒ

ト起源の重鎖由来のフレームワーク領域を含む。また、本発明は、個々にあるい

は機能的組み合わせにおいて、軽鎖、重鎖、可変領域、可変軽鎖および可変重鎖

にも関する。

      【００２６】

  本発明は、ネズミＢ７-２抗体（これよりヒト化抗体が得られる）と実質的に

同じ結合特異性を有するが、霊長類（例えば、ヒト）において減じられた免疫原

性を有するヒト化Ｂ７-２抗体に関する。同様に、本発明は、ネズミＢ７-１抗体

（これよりヒト化抗体が得られる）と実質的に同じ結合特異性を有するが、霊長

類（例えば、ヒト）において減じられた免疫原性を有するヒト化Ｂ７-１抗体に

関する。ヒト化Ｂ７－２またはＢ７－１抗体はネズミカウンターパートよりも低

い、実質的に同じ、あるいは高いアフィニティーを有する。図３、４、８、９Ａ

および９Ｂ参照。
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      【００２７】

  天然に存在する免疫グロブリンは共通のコア構造を有し、その中において２つ

の同じ軽鎖（約２４ｋＤ）および２つの同じ重鎖（約５５または７０ｋＤ）がテ

トラマーを形成している。各鎖のアミノ－末端部分は可変（Ｖ）領域として知ら

れ、「抗原結合」領域とも称され、各鎖の残りのより保存された不変（Ｃ）領域

とは区別される。軽鎖の可変領域中には、Ｊ領域として知られるＣ末端部分があ

る。重鎖の可変領域中には、Ｊ領域のほかにＤ領域がある。免疫グロブリン中の

大部分のアミノ酸配列変化は、直接抗原結合に関与する超可変領域または相補性

決定領域（ＣＤＲ）として知られるＶ領域中の３つの別個の位置に限定されてい

る。可変領域は抗原に結合する抗体の部分である。不変領域は、食細胞、胎盤細

胞、肥満細胞等上のＦｃ受容体に結合する能力のごとき種々の機能を発揮させる

。軽鎖および重鎖はそれぞれ可変領域および不変領域を有する。したがって、本

発明は、Ｂ７－２またはＢ７－１に対する結合特異性を有するヒト化免疫グロブ

リンに関する。ヒト化Ｂ７-１またはＢ７-２免疫グロブリンは、２本の軽鎖およ

び２本の重鎖がテトラマーを形成している軽鎖および重鎖を含んでいる。

      【００２８】

  可変領域はさらに２つのタイプの領域を含み、それらはフレームワーク領域（

ＦＲ）および相補性決定領域（ＣＤＲ）である。ＣＤＲは、免疫グロブリン間の

大部分のアミノ酸配列変化を含む超可変領域である。アミノ-末端から、これら

の領域はぞれぞれＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３と呼ばれる。図１Ａ－１Ｂ

、２Ａ－２Ｂ、６Ａ－６Ｂおよび７Ａ-７Ｂ参照。ＣＤＲはより保存されたＦＲ

によって連結されている。アミノ-末端から、これらの領域はそれぞれＦＲ１、

ＦＲ２、ＦＲ３およびＦＲ４と呼ばれる。ＣＤＲおよびＦＲ領域の位置ならびに

番号付けシステムは、Kabatら（Kabat. E. A. et al., Sequences of Proteins 

of Immunological Interest, Fifth Edition, U. S. Department of Health and

 Human Services, U. S. Government Printing Office (1991); Kabat, E. A. S

tructural Concepts in Immunology and Immunochemistry, Second Edition, Ho

lt, Reihart and Winston, New York (1976); Kabat, E. A. Sequences of Immu

noglobulin Chains: Tabulation and Analysis of Amino Acid Sequences of Pr
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ecursors, V-regions, C-regions, J-Chain and beta2-Microglobulins, U. S. 

Department of Health, Education and Welfare, Public Health Service, (197

9); Kabat, E. A. Structural Concepts in Immunology and Immunochemistry, 

Holt, Reinhart and Winston, New York (1968); Kabat, E. A. Experimental I

mmunochemistry, Second Edition, Springfield, Thomas (1967)）により定めら

れている。免疫グロブリンをヒト化させるプロセス中において、非ヒト由来の、

Ｂ７－２またはＢ７－１に特異性を有する抗体に由来する１またはそれ以上のＣ

ＤＲを、ヒト抗体のＦＲ中に移植する。さらに、本明細書記載の方法に従って、

ある種の非ヒトフレームワーク置換を行うこともできる。得られるヒト化抗体は

、マウスのごとき非ヒト需由来のＣＤＲおよびヒト抗体由来のＦＲを有し、その

ことにより、ヒト化抗体はそのＢ７－１またはＢ７－２に対する抗原特異性およ

びアフィニティーを保持している。

      【００２９】

  また本発明は、Ｂ７-１またはＢ７-２ヒト化免疫グロブリン軽鎖、あるいはＢ

７-１またはＢ７-２ヒト化免疫グロブリン重鎖にも関する。１の具体例において

、本発明は、非ヒト起源の１またはそれ以上の軽鎖ＣＤＲ（例えば、ＣＤＲ１（

配列番号：１６）、ＣＤＲ２（配列番号：１８）および/またはＣＤＲ３（配列

番号：２０））およびヒト軽鎖フレームワーク領域を含むヒト化Ｂ７-２軽鎖に

関する（図２Ｂ参照）。もう１つの具体例において、本発明は、非ヒト起源の１

またはそれ以上の重鎖ＣＤＲ（例えば、ＣＤＲ１（配列番号：１０）、ＣＤＲ２

（配列番号：１２）および/またはＣＤＲ３（配列番号：１４））およびヒト重

鎖フレームワーク領域を含むヒト化Ｂ７-２重鎖に関する（図２Ａ参照）。ＣＤ

Ｒは、Ｂ７－２に特異的な３Ｄ１抗体のネズミ重鎖（例えば、配列番号：１、図

１Ａ）および軽鎖（例えば、配列番号：３、図１Ｂ）可変領域鎖のごとき非ヒト

免疫グロブリン由来であってもよい。

      【００３０】

  もう１つの具体例において、本発明は、１またはそれ以上の非ヒト起源の軽鎖

ＣＤＲ（例えば、ＣＤＲ１（配列番号：３６）、ＣＤＲ２（配列番号：３８）お

よび/またはＣＤＲ３（配列番号：４０））およびヒト軽鎖フレームワーク領域
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を含むヒト化Ｂ７-１軽鎖に関する（図７Ｂ参照）。また本発明は、１またはそ

れ以上の非ヒト起源の重鎖ＣＤＲ（例えば、ＣＤＲ１（配列番号：３０）、ＣＤ

Ｒ２（配列番号：３２）および/またはＣＤＲ３（配列番号：３４））およびヒ

ト重鎖フレームワーク領域を含むヒト化Ｂ７-１重鎖に関する（図７Ａ参照）。

ＣＤＲは、Ｂ７－１に特異的な１Ｆ１抗体のネズミ重鎖（例えば、配列番号：２

１、図６Ａ）および軽鎖（例えば、配列番号：２３、図６Ｂ）可変領域鎖のごと

き非ヒト免疫グロブリン由来であってもよい。

      【００３１】

  また本発明は、ATCC University Boulevard, Manassas, VA 02110-2209に１９

９８年５月５日にＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－１２５２４として寄託された細胞系によ

り発現されるヒト化抗-Ｂ７-２抗体にも関する。ＡＴＣＣに寄託された当該ヒト

化抗－Ｂ７－２抗体を発現する細胞系は、ＩｇＧ２．Ｍ３イソタイプのヒト化抗

－ヒトＢ７－２（ＣＤ８６）モノクローナル抗体（＃ＨＦ２－３Ｄ１）を発現す

る組み換えＣＨＯ細胞系（ＰＡ－ＣＨＯ－ＤＵＫＸ－１５３８）と命名されてい

る。

      【００３２】

  また本発明は、ATCC University Boulevard, Manassas, VA 02110-2209に１９

９９年６月２２日にＡＴＣＣ番号ＰＴＡ－２６３として寄託された細胞系により

発現されるヒト化抗-Ｂ７-１抗体にも関する。ＡＴＣＣに寄託された当該ヒト化

抗－Ｂ７－１抗体を発現する細胞系は、ヒト化抗－ヒトＢ７－１（ＣＤ８０）モ

ノクローナル抗体（＃１Ｆ１）を発現する組み換えＣＨＯ細胞系（ＰＡ－ＣＨＯ

－ＤＵＫＸ－１５３８）と命名されている。

      【００３３】

  ヒト免疫グロブリンは、重鎖のイソタイプによりクラスおよびサブクラスに分

けられる。クラスはＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥを含み、その

中で重鎖にはそれぞれガンマ（γ）、ミュー（μ）、アルファ（α）、デルタ（

δ）またはエプシロン（ε）タイプがある。サブクラスはＩｇＧ１、ＩｇＧ２、

ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２を包含し、その中で重鎖にはそれ

ぞれγ１、γ２、γ３、γ４、α１およびα２タイプがある。選択されたクラス
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またはサブクラスのヒト免疫グロブリン分子はカッパ（κ）またはラムダ（λ）

軽鎖のいずれかを含みうる。例えば、Cellular and Molecular Immunology, Won

siewicz, M. J., Ed., Chapter 45, pp. 41-50, W. B. Saunders Co, Philadelp

hia, PA (1991); Nisonoff, A., Introduction to Molecular Immunology, 2nd 

Ed., Chapter 4, pp. 45-65, Sinauer Associates, Ins., Sunderland, MA (198

4)参照。

      【００３４】

  用語「ＨＦ２．３Ｄ１」および「３Ｄ１」は、Ｂ７－２に特異的なネズミ免疫

グロブリンをいう。用語「ヒト化ＨＦ２．３Ｄ１」、「ｈｕ３Ｄ１」、「ｈ３Ｄ

１」、「Ｂ７－２ヒト化免疫グロブリン」または「ヒト化Ｂ７－２免疫グロブリ

ン」は、ヒトＢ７－２に特異的なヒト化免疫グロブリンをいう（例えば、マウス

抗－ヒトＢ７-２抗体）。用語「１Ｆ１」または「マウス１Ｆ１」は、Ｂ７－１

に特異的なネズミ免疫グロブリンをいう。用語「ヒト化１Ｆ１」、「ｈｕ１Ｆ１

」、「ｈ１Ｆ１」、「Ｂ７－１ヒト化免疫グロブリン」または「ヒト化Ｂ７－１

免疫グロブリン」は、ヒトＢ７－１に特異的なヒト化免疫グロブリンをいう（例

えば、マウス抗－ヒトＢ７-１抗体）。用語「Ｂ７分子」はＢ７－１およびＢ７-

２分子をいう。用語「Ｂ７抗体」は抗－ヒトＢ７－１および抗－ヒトＢ７-２抗

体をいう。

      【００３５】

  用語「免疫グロブリン」または「抗体」は、抗体全体および生物学的に機能的

なそのフラグメントをいう。かかる生物学的に機能的なフラグメントは、対応全

長抗体の少なくとも１つの抗原結合機能を保持しており、好ましくは、Ｂ７－２

またはＢ７－１とその１またはそれ以上の受容体（例えば、ＣＤ２８、ＣＴＬＡ

４）との相互作用を阻害する能力を保持している。好ましい具体例において、生

物学的に機能的なフラグメントは、共刺激経路の処理に関してＢ７-２および/ま

たはＢ７－１の結合を阻害することができる。使用可能な生物学的に機能的な抗

体フラグメントの例は、１本鎖抗体、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’

）２フラグメントのごときＢ７－２またはＢ７－１に結合できるフラグメントを

包含する。かかるフラグメントは酵素による開裂あるいは組み換え法により製造
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できる。例えば、パパインまたはペプシン開裂を用いて、それぞれＦａｂまたは

Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを得ることができる。１またはそれ以上の停止コド

ンが本来の停止部位の上流に導入された抗体遺伝子を用いて、抗体を種々の末端

切断形態として得てもよい。例えば、重鎖のＣＨ１ドメインおよびヒンジ領域を

コードするＤＮＡ配列を含むようにＦ（ａｂ’）２フラグメントの重鎖をコード

するキメラ遺伝子を設計することができる。本発明は、重鎖および軽鎖両方の部

分を含む１本鎖抗体（例えば、１本鎖ＦＶ）を包含する。

      【００３６】

  本明細書の用語「ヒト化免疫グロブリン」は、異なる起源の免疫グロブリンの

部分を含む免疫グロブリンをいい、少なくとも１の部分がヒト起源である。例え

ば、ヒト化抗体は、必要な特異性を有する非ヒト（マウスのごとき）起源の免疫

グロブリン由来の部分、およびヒト起源の免疫グロブリン配列由来の部分を含ん

でいてもよい（例えば、キメラ免疫グロブリン）。慣用的方法（例えば、合成）

によりこれらの部分を化学的に結合し、あるいは遺伝子工学的手法を用いて（例

えば、キメラ抗体の蛋白部分をコードするＤＮＡを発現させて連続したポリペプ

チド鎖を得る）、連続したポリペプチドとして調製することができる。本発明の

ヒト化免疫グロブリンのもう１つの例は１またはそれ以上の免疫グロブリン鎖を

含む免疫グロブリンであり、非ヒト起源の抗体由来のＣＤＲおよびヒト起源の軽

鎖および/または重鎖由来のフレームワーク領域を含むものである（例えば、フ

レームワーク変化を有するあるいは有しない、ＣＤＲを移植された抗体）。キメ

ラまたはＣＤＲ－移植１本鎖抗体も、用語「ヒト化免疫グロブリン」に包含され

る。１本鎖抗体に関しては、例えば、Cabillyらの米国特許第４８１６５６７号

；Cabillyらの欧州特許第０１２５０２３Ｂ１号；Bossらの米国特許第４８１６

３９７号；Bossらの欧州特許第０１２０６９４Ｂ１号；Neuberger, M. S.らのＷ

Ｏ８６／０１５３３；Neuberger, M. S.らの欧州特許第０１９４２７６Ｂ１号；

Winterの米国特許第５２２５５３９号；Winterの欧州特許第０２３９４００B１

号；Padlan, E. A.らの欧州特許出願第０５１９５９６Ａ１号参照。さらにLadne

rらの米国特許第４９４６７７８号Huatonの米国特許第５４７６７８６号；およ

びBird, R. E. et al., Science, 242: 423-426 (1988)参照。
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      【００３７】

  本発明の典型的な抗体において体現されるように、用語「ヒト化免疫グロブリ

ン」は、ヒトフレームワーク、非ヒト抗体由来の少なくとも１つのＣＤＲを含む

免疫グロブリンをもいい、存在するいずれかの不変領域がヒト免疫グロブリン不

変領域と実質的に同じものであり、少なくとも約６０-９０％、好ましくは少な

くとも９５％同一ものである。それゆえ、おそらくＣＤＲを除くヒト化免疫グロ

ブリンのすべての部分は、１またはそれ以上の本来のヒト免疫グロブリン配列の

対応部分と実質的に同じである。いくつかの例において、ヒト化免疫グロブリン

は、非ヒト抗体由来のＣＤＲのほかに、ヒトフレームワーク領域中のさらなる非

ヒト残基を含むであろう。

      【００３８】

  下記のようにしてヒト化免疫グロブリンの設計を行うことができる。アミノ酸

が下記カテゴリーに属する場合には、使用すべきヒト免疫グロブリン（アクセプ

ター免疫グロブリン）のフレームワークアミノ酸は、ＣＤＲ提供非ヒト免疫グロ

ブリン（ドナー免疫グロブリン）由来のフレームワークアミノ酸により置換され

る：

（ａ）アクセプター免疫グロブリンのヒトフレームワーク領域中のアミノ酸が、

その位置においてヒト免疫グロブリンにおいて普通でないものであり、一方、ド

ナー免疫グロブリン中の対応アミノ酸がその位置においてヒト免疫グロブリンに

おいて典型的なものである：

（ｂ）アミノ酸の位置がＣＤＲの１つに隣接している：あるいは

（ｃ）三次構造免疫グロブリンモデルにおいてアミノ酸がＣＤＲと相互作用しう

る（Queen et al., 上記文献および Co et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8

8, 2869 (1991)）。

      【００３９】

  ヒト化免疫グロブリンの製造に関する詳細な説明については、Queen et al., 

上記文献およびCo et al.,上記文献ならびに米国特許第５５８５０８９号、第５

６９３７６２号、第５６９３７６１号および第５５３０１０１号参照。

      【００４０】
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  通常には、ヒト化抗体中のＣＤＲ領域は、マウス抗体（それよりヒト化抗体が

得られる）中の対応ＣＤＲ領域と実質的に同一であり、より通常には、同一であ

る。通常には好ましくないが、得られるヒト化免疫グロブリンの結合アフィニテ

ィーに有意な影響を与えることなくＣＤＲ残基の１またはそれ以上の保存された

アミノ酸の置換を行うことが、時々可能である。場合によっては、ＣＤＲ領域の

置換により結合アフィニティーが増大することもある。

      【００４１】

  上記の特定のアミノ酸置換のほかに、ヒト化免疫グロブリンのフレームワーク

領域は、通常には、ヒト抗体（それよりヒト化免疫グロブリンが得られる）のフ

レームワーク領域と実質的に同一であり、より通常には、同一である。もちろん

、フレームワーク領域中の多くのアミノ酸は抗体の特異性またはアフィニティー

にほとんど貢献せず、あるいは直接貢献しない。よって、多くのフレームワーク

残基の個々の保存的置換は、得られるヒト化免疫グロブリンの特異性またはアフ

ィニティーの有意な変化を起こさずに許容されうるものである。

      【００４２】

  ヒト化Ｂ７－２免疫グロブリンの抗原結合領域（非ヒト部分）は非ヒト起源の

免疫グロブリン（ドナー免疫グロブリンともいう）由来であってもよく、Ｂ７-

２（例えば、３Ｄ１）またはＢ７-１（例えば、１Ｆ１）に対して特異性を有す

るものである。例えば、ヒト化Ｂ７-２抗体に関して適当な抗原結合領域は、ネ

ズミ抗－ヒトＢ７-２抗体であるＨＦ２．３Ｄ１モノクローナル抗体由来であっ

てもよい。１９９３年７月２６日出願の米国出願第０８／１０１６２４号、１９

９３年８月１９日出願の第０８／１０９３９３号および「Ｂ７－２：ＣＴＬＡ４

／ＣＤ２８カウンター受容体」と題された１９９３年１１月３日出願の第０８／

１４７７７３号参照。さらに「Ｂ７－２：ＣＴＬＡ４／ＣＤ２８カウンター受容

体」と題された１９９５年２月２日公開のFreemanらのＷＯ９５／０３４０８参

照。ヒト化Ｂ７-１抗体に関して適当な抗原結合領域は、ネズミ抗－ヒトＢ７-１

抗体である１Ｆ１モノクローナル抗体由来であってもよい。他の起源は、げっ歯

類（例えば、マウスまたはラット）、ウサギ、ブタ、ヤギまたは非ヒト霊長類（

例えば、サル）またはラクダ科（ラクダおよびラマ）のごとき非ヒト起源から得
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られるＢ７-２またはＢ７-１特異的抗体を包含する。

      【００４３】

  さらに、ネズミＨＦ２．３Ｄ１または１Ｆ１抗体が結合するのと同じまたは類

似のエピトープに結合する抗体のような、他のポリクローナルまたはモノクロー

ナル抗体を作成することもできる（例えば、Kohler et al., Nature, 256: 495-

497 (1975); Harlow et al., 1988, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold 

Spring Harbor, NY);  およびCurrent Protocols in Molecular Biology, Vol. 

2 (Supplement 27, Summer '94), Ausbel et al., Eds., (John Wiley & Sons: 

New York, NY), Chapter 11 (1991)参照）。例えば、適当な免疫原に対して、マ

ウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、またはラクダ科のごとき適当な哺乳類において

抗体を生起させることができる。Ｂ７－２またはＢ７－１を有する細胞、Ｂ７－

２またはＢ７－１を含む膜フラクション、Ｂ７－２またはＢ７－１の免疫原性フ

ラグメント、および適当な担体に結合されたＢ７-２またはＢ７-１ペプチドは、

適当な免疫原の例である（例えば、ＤＮＡまたはペプチド免疫原）。抗体産生細

胞（例えば、リンパ球）を、例えば、免疫動物のリンパ節または脾臓から単離す

ることができる。ついで、細胞を適当な不死化細胞（例えば、ミエローマ細胞系

）と融合させ、それによりハイブリドーマを得ることができる。選択培養法を用

いて融合細胞を単離することができる。所望特異性を有する抗体を産生する細胞

を、ＥＬＩＳＡのごとき適当なアッセイにより選択することができる。Ｂ７－２

またはＢ７－１に対する結合特異性を有する非ヒト起源の免疫グロブリンを、非

ヒトＦａｂ分子を含むファージライブラリーのごとき抗体ライブラリーから得る

こともできる。他の方法を用いてヒト化免疫グロブリンを作成することもできる

。

      【００４４】

  １の具体例において、ヒト化免疫グロブリンの抗原結合領域は非ヒト起源のＣ

ＤＲを含む。この具体例において、Ｂ７－２またはＢ７－１に対する結合特異性

を有するヒト化免疫グロブリンは、非ヒト起源の少なくとも１つのＣＤＲを含む

。例えば、ＣＤＲは非ヒト起源の免疫グロブリンの軽鎖および重鎖可変領域由来

であってもよく、その結果、ヒト化Ｂ７－２免疫グロブリンが、非ヒト起源の１
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またはそれ以上の免疫グロブリンに由来する重鎖ＣＤＲ１（例えば、配列番号：

１０）、ＣＤＲ２（例えば、配列番号：１２）および/またはＣＤＲ３（例えば

、配列番号：１４）のアミノ酸配列、および/または軽鎖ＣＤＲ１（例えば、配

列番号：１６）、ＣＤＲ２（例えば、配列番号：１８）および/またはＣＤＲ３

（例えば、配列番号：２０）のアミノ酸配列を実質的に含み、得られるヒト化免

疫グロブリンがＢ７-２に対する結合特異性を有するものであってもよい。ＣＤ

ＲはＢ７－１に特異的な非ヒト起源の免疫グロブリンの軽鎖および重鎖可変領域

由来のものであってもよい。ヒト化Ｂ７－１免疫グロブリンが、非ヒト起源の１

またはそれ以上の免疫グロブリンに由来する重鎖ＣＤＲ１（例えば、配列番号：

３０）、ＣＤＲ２（例えば、配列番号：３２）および/またはＣＤＲ３（例えば

、配列番号：３４）のアミノ酸配列、および/または軽鎖ＣＤＲ１（例えば、配

列番号：３６）、ＣＤＲ２（例えば、配列番号：３８）および/またはＣＤＲ３

（例えば、配列番号：４０）のアミノ酸配列を実質的に含み、得られるヒト化免

疫グロブリンがＢ７-１に対する結合特異性を有するものであってもよい。選択

された鎖の３つのすべてのＣＤＲがドナーの対応鎖のＣＤＲと実質的に同一であ

ってもよく、好ましくは、軽鎖および重鎖の３つのＣＤＲすべてがドナーの対応

鎖のＣＤＲと実質的に同一である。Ｂ７-２重鎖ＣＤＲ１（例えば、配列番号：

９）、ＣＤＲ２（例えば、配列番号：１１）およびＣＤＲ３（例えば、配列番号

：１３）および/またはＢ７－２軽鎖のＣＤＲ１（例えば、配列番号：１５）、

ＣＤＲ２（例えば、配列番号：１７）およびＣＤＲ３（例えば、配列番号：１９

）の核酸配列を、ヒトフレームワーク中にＣＤＲを移植する際に使用することも

できる。さらに、Ｂ７-１重鎖ＣＤＲ１（例えば、配列番号：２９）、ＣＤＲ２

（例えば、配列番号：３１）およびＣＤＲ３（例えば、配列番号：３３）および

/またはＢ７－１軽鎖のＣＤＲ１（例えば、配列番号：３５）、ＣＤＲ２（例え

ば、配列番号：３７）およびＣＤＲ３（例えば、配列番号：３９）の核酸配列を

、ヒトフレームワーク中にＣＤＲを移植する際に使用することもできる。

      【００４５】

  もう１つの具体例において、本発明は、重鎖および軽鎖を含むＢ７－２または

Ｂ７－１のいずれかに対して結合特異性を有するヒト化免疫グロブリンに関する
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。軽鎖は、Ｂ７－２またはＢ７－１に結合する非ヒト起源の抗体由来のＣＤＲお

よびヒト起源の軽鎖由来のＦＲを含んでいてもよい。例えば、軽鎖は、下記アミ

ノ酸配列または下記アミノ酸配列と実質的に同じであるアミノ酸配列を有するＣ

ＤＲ１、ＣＤＲ２および/またはＣＤＲ３を含み、その結果、抗体が特異的にＢ

７－２に結合するものであってもよい：CDR1 KSSQSLLNSRTRENYLA（配列番号：１

６）、CDR2 WASTRES（配列番号：１８）、およびCDR3 TQSYNLYT（配列番号：２

０）。重鎖は、Ｂ７－２に結合する非ヒト起源の抗体由来のＣＤＲおよびヒト起

源の重鎖由来のＦＲを含んでいてもよい。例えば、重鎖は、下記アミノ酸配列ま

たは下記アミノ酸配列と実質的に同じであるアミノ酸配列を有するＣＤＲ１、Ｃ

ＤＲ２および/またはＣＤＲ３を含み、その結果、抗体が特異的にＢ７－２に結

合するものであってもよい：重鎖：CDR1 DTAIQ（配列番号：１０）、CDR2 VINIY

YDNTKYNQKFKG（配列番号：１２）、CDR3 AAWYMDY1（配列番号：１４）。

      【００４６】

  Ｂ７－１に特異的な軽鎖は、下記アミノ酸配列または下記アミノ酸配列と実質

的に同じであるアミノ酸配列を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２および/またはＣＤＲ

３を含み、その結果、抗体が特異的にＢ７－１に結合するものであってもよい：

CDR1 SVSSSISSSNLH（配列番号：３０）、CDR2 GTSNLAS（配列番号：３２）およ

びCDR3 QQWSSYPLT（配列番号：３４）。重鎖は、Ｂ７－１に結合する非ヒト起源

の抗体由来のＣＤＲおよびヒト起源の重鎖由来のＦＲを含んでいてもよい。Ｂ７

－１に特異的な重鎖は、下記アミノ酸配列または下記アミノ酸配列と実質的に同

じであるアミノ酸配列を有するＣＤＲ１、ＣＤＲ２および/またはＣＤＲ３を含

み、その結果、抗体が特異的にＢ７－１に結合するものであってもよい：CDR1 D

YYMH（配列番号：３６）、CDR2 WIDPENGNTLYDPKFQG（配列番号：３８）、および

CDR3 EGLFFAY（配列番号：４０）。

      【００４７】

  本発明の１の具体例は、Ｂ７－２に特異的に結合するヒト化免疫グロブリンで

あり、該ヒト化免疫グロブリンは、マウス３Ｄ１抗体由来の３つの軽鎖ＣＤＲお

よびヒト免疫グロブリン軽鎖由来の軽鎖可変領域フレームワーク配列を含むヒト

化軽鎖を含む。さらに本発明は、マウス３Ｄ１抗体由来の３つの重鎖ＣＤＲおよ
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びヒト免疫グロブリン重鎖由来の重鎖可変領域フレームワーク配列を含むＢ７-

２ヒト化重鎖を包含する。マウス３Ｄ１抗体はさらに図１Ｂに示す成熟軽鎖可変

ドメイン（配列番号：４）および図１Ａに示す成熟重鎖可変ドメイン（配列番号

：２）を有していてもよい。

      【００４８】

  本発明のもう１つの具体例は、Ｂ７－１に特異的に結合するヒト化免疫グロブ

リンであり、該ヒト化免疫グロブリンは、マウス１Ｆ１抗体由来の３つの軽鎖Ｃ

ＤＲおよびヒト免疫グロブリン軽鎖由来の軽鎖可変領域フレームワーク配列を含

むヒト化軽鎖を含む。さらに本発明は、マウス１Ｆ１抗体由来の３つの重鎖ＣＤ

Ｒおよびヒト免疫グロブリン重鎖由来の重鎖可変領域フレームワーク配列を含む

Ｂ７-１ヒト化重鎖を包含する。マウス１Ｆ１抗体はさらに図６Ｂに示す成熟軽

鎖可変ドメイン（配列番号：２４）および図６Ａに示す成熟重鎖可変ドメイン（

配列番号：２２）を有していてもよい。

      【００４９】

  ヒト起源であるヒト化免疫グロブリンまたは免疫グロブリン鎖の部分（ヒト部

分）は、いずれの適当なヒト免疫グロブリンまたは免疫グロブリン鎖であっても

よい。例えば、ヒト不変領域またはその一部が存在する場合には、これが対立遺

伝子変種を包含するヒト抗体のκまたはλ軽鎖、および／またはγ（例えば、γ

１、γ２、γ３、γ４）、μ、α（例えば、α１、α２）、δまたはε重鎖由来

であってもよい。IgG２またはIgG４あるいはそれらの一部分のごとき特定の不変

領域を選択して、エフェクター機能に適合させることができる。例えば、変異し

た不変領域（「変種」ともいう）を融合蛋白中に含ませて、Ｆｃ受容体への結合

および／または補体固定能を最小化することができる（例えば、Winterらの米国

特許第５６４８２６０号および第５６２４８２１号；ＧＢ２２０９７５７Ｂ；Mo

rrisonらのＷＯ８９／０７１４２号；MorganらのＷＯ９４／２９３５１号（１９

９４年１２月２２日公開）参照）。さらに、変異したＩｇＧ２ Ｆｃドメインを

創生して、本来のFc領域よりもマイトジェン応答を減じることもできる（米国特

許第５８３４５９７号も参照、その教示を出典明示により本明細書に一体化させ

る）。ヒト化抗－Ｂ７－２抗体に対して行われる変異に関しては実施例３参照、
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ヒト化抗－Ｂ７－１抗体に対して行われる変異に関しては実施例１０参照。

      【００５０】

  ヒトＦＲが存在する場合には、好ましくは、ＦＲは、抗原結合ドナーの類似ま

たは同等の領域に対する配列類似性を有するヒト抗体可変領域由来である。ヒト

化免疫グロブリンのヒト領域の一部とされるＲＦの他の源はヒト可変コンセンサ

ス配列を包含する（Kettenborough, C. A. et al., Protein Engineering 4: 77

3-783 (1991); Queenらの米国特許第５５８５０８９号、第５６９３７６２号お

よび第５６９３７６１号参照）。例えば、非ヒト部分を得るための使用される抗

体または可変領域の配列を、Kabat, E. A., et al., Sequences of Proteins of

 Immunological Interest, Fifth Edition, U. S. Department of Health and H

uman Services, U. S. Government Printing Office (1991)に記載されたヒト配

列と比較することができる。好ましい具体例において、ヒト化免疫グロブリン鎖

のＦＲは、非ヒトドナー（例えば、ネズミＨＦ２．３Ｄ１または１Ｆ１抗体）の

可変領域を伴った、少なくとも約６０％の正味の配列同一性、好ましくは、少な

くとも約８０％の正味の配列同一性を有するヒト可変領域に由来するものである

。例えば、マウスＨＦ２．３Ｄ１とヒトＨ２Ｆ軽鎖可変フレームワーク領域との

間の正味の配列同一性は８２．５％であり、マウスＨＦ２．３Ｄ１とヒトＩ２Ｒ

重鎖可変フレームワーク領域との間の正味の配列同一性は６２．５％である。Ｂ

７－１抗体に関しては、ネズミ１Ｆ１とヒト化ＩＩＩ－２Ｒ軽鎖可変フレームワ

ーク領域との間の正味の配列同一性は６９％であり、ネズミＩＩＩ－２Ｒ重鎖可

変フレームワーク領域との間の正味の配列同一性は７９％である。

      【００５１】

  「実質的に同一」なる語句は、２つの核酸またはポリペプチドの関して（例え

ば、ヒト化免疫グロブリンをコードするＤＮＡあるいはヒト化免疫グロブリンの

アミノ酸配列に関して）、最大の対応が得られるように比較し、並置して、下記

の配列比較法および／または視覚的検査を用いて測定した場合に少なくとも約８

０％、最も好ましくは９０－９５％またはそれ以上のヌクレオチドまたはアミノ

酸残基同一性を有する２つまたはそれ以上の配列をいう。かかる「実質的に同一

」である「配列は、典型的には、相同であると考えられる。好ましくは、「実質
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的に同一」であることは、少なくとも約５０残基の長さの配列の領域、より好ま

しくは少なくとも約１００残基の長さの配列の領域において存在し、最も好まし

くは、配列は少なくとも約１５０残基にわたり実質的に同一であるか、あるいは

２つの比較される配列の全長にわたり実質的に同一である。後で説明するように

、Kabatにおける番号付けスキームを用いることにより２つの配列を１の方法の

みにおいて並置することができる。それゆえ、抗体に関しては、同一性％はユニ

ークかつ十分に定義された意味を有する。

      【００５２】

  免疫グロブリンの成熟重鎖および軽鎖の可変領域由来のアミノ酸を、それぞれ

ＨｘおよびＬｘと命名し、ｘはKabat, Sequences of Proteins of Immunologica

l Interest (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1987 and 1991)

のスキームに従うアミノ酸位置を示す番号である。Kabatは、各サブグループの

抗体に関する多くのアミノ酸配列をリストしており、さらにサブグループ中の各

残基の位置に関して最も通常に存在するアミノ酸をリストしている。Kabatはリ

ストされた配列中の書くアミノ酸に対する残基番号を割り当てる方法を用いてい

る。Kabatのスキームは、Kabatにおけるコンセンサス配列の１つに関して問題と

なっている抗体を並置することによる要約中に包含されない他の抗体に拡張でき

るものである。Kabat番号付けシステムの使用により、異なる抗体中の同等の位

置におけるアミノ酸を容易に同定できる。例えば、ヒト抗体のＬ５０位置のアミ

ノ酸はマウス抗体のアミノ酸位置Ｌ５０に対する同等の位置を占める。

      【００５３】

  基本的な抗体構造単位はテトラマーから構成されることが知られている。各テ

トラマーはポリペプチド鎖の２つの同一ペアーから構成されており、各ペアーは

１つの「軽」鎖（約２５ｋＤａ）および１つの「重」鎖（約５０－７０ｋＤａ）

を有している。各鎖のアミノ末端部分は、抗原認識に主に関与する約１００ない

し１１０あるいはそれ以上のアミノ酸の可変領域を含む。各鎖のカルボキシ末端

部分は、エフェクター機能に主に関与する不変領域を決定する。各軽鎖／重鎖ペ

アーの可変領域は抗体結合部位を形成する。よって、インタクトな抗体は２つの

結合部位を有する。
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      【００５４】

  軽鎖はカッパまたはラムダのいずれかとして同定される。重鎖はガンマ、ミュ

ー、アルファ、デルタ、またはエプシロンとして同定され、それぞれＩｇＧ、Ｉ

ｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、およびＩｇＥのような抗体のイソタイプを決定する。軽

鎖および重鎖中において、可変および不変領域が約１２個またはそれ以上のアミ

ノ酸の「Ｊ」領域により結合されており、重鎖は約１０個またはそれ以上のアミ

ノ酸の「Ｄ」領域も含む。一般的には、Fundamental Immunology, Paul, W., ed

., 3rd ed. Raven Press, NY., 1993, Ch. 9参照。

      【００５５】

  Ｎ末端からＣ末端に至るまで、軽鎖および重鎖の両方の可変領域は交互のフレ

ームワークおよびＣＤＲ、すなわち、ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、Ｆ

Ｒ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４を含む。各領域のアミノ酸の割り当ては、Kabat (1987)

 and (1991),上記文献および／またはChothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196: 901

-917 (1987); Chothia et al., Nature 342: 878-883 (1989)の定義に従う。

      【００５６】

  １の具体例において、ヒト化免疫グロブリンは、ヒト起源の抗体の１またはそ

れ以上の鎖に由来する少なくとも１つのＦＲを含む。よって、ＦＲは、ヒト起源

の１またはそれ以上の抗体に由来するＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、および／または

ＦＲ４を含みうる。好ましくは、選択されたヒト化鎖のヒト部分は、ヒト起源の

（例えば、ヒト免疫グロブリン鎖由来、ヒトコンセンサス配列由来）可変領域に

由来するＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３、および／またはＦＲ４を含む。好ましい具体

例において、Ｂ７－２軽鎖可変領域のＦＲはＨ２Ｆヒト抗体由来であり、Ｂ７－

２重鎖可変領域のＦＲはＩ２Ｒヒト抗体由来である。Ｂ７－１重鎖および軽鎖可

変領域のＦＲはＩＩＩ－２Ｒ抗体由来である。

      【００５７】

  本発明に使用する非ヒトおよびヒト起源の免疫グロブリン部分は、それらが由

来する免疫グロブリンまたは免疫グロブリン部分と同一の配列、またはその変種

を有する。かかる変異体は、１個またはそれ以上の残基の付加、欠失または置換

により異なっている変異体を包含する。上記のごとく、非ヒト起源のＣＤＲは実
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質的に非ヒトドナーと同じであり、好ましくは、非ヒトドナーのＣＤＲと同一で

ある。本明細書にて説明するように、ヒト起源のＦＲの残基をドナーの対応位置

の残基で置換する変化のようなＦＲにおける変化を作成することができる。ＦＲ

中に１またはそれ以上の変異を作成してもよく、１個またはそれ以上のアミノ酸

の欠失、挿入および置換を包含する。いくつかのかかる置換は、実施例２のヒト

化ＨＦ２．３Ｄ１抗体の設計において、そして実施例９のヒト化１Ｆ１に関して

説明されている。選択されたヒト化抗体または鎖に関して、フレームワークの変

異を本明細書に記載されたように設計することができる。好ましくは、Ｂ７－２

およびＢ７－１ヒト化免疫グロブリンは、非ヒトドナーのアフィニティーと同等

またはそれ以上のアフィニティーをもって、それぞれＢ７－２およびＢ７－１に

結合する。非ヒトドナーまたはアクセプター抗体の突然変異を包含する種々の適

当な方法により変異体を製造することができる。

      【００５８】

  本発明のヒト化免疫グロブリンは、ヒトＢ７－２またはＢ７－１に対する結合

特異性を有し、Ｂ７－２またはＢ７－１の決定基に結合しうるヒト化免疫グロブ

リン（フラグメントを包含）を包含する。好ましい具体例において、本発明のヒ

ト化免疫グロブリンは、結合機能（例えば、Ｂ７－２またＢ７－１に対する特異

性を有する）および／または阻害機能（例えば、Ｂ７－２またはＢ７－１リガン

ドに対するＣＤ２８またはＣＴＬＡ４担持細胞の結合を阻害する能力）のごとき

、少なくとも１のネズミＨＦ２．３Ｄ１Ｄ１または１Ｆ１抗体の機能的特徴を有

する。よって、好ましいヒト化免疫グロブリンは、ネズミＨＦ２．３Ｄ１または

１Ｆ１抗体の結合特異性、ネズミＨＦ２．３Ｄ１または１Ｆ１抗体のエピトープ

特異性（例えば、それぞれＢ７－２またはＢ７－１に対する結合に関して、ネズ

ミＨＦ２．３Ｄ１Ｄ１または１Ｆ１、キメラ米良ＨＦ２．３Ｄ１または１Ｆ１抗

体、あるいはヒト化ＨＦ２．３Ｄ１または１Ｆ１と競合しうる）および／または

阻害機能を有しうる。

      【００５９】

  Ｂ７－２またはＢ７－１に対する結合特異性を有するヒト化免疫グロブリンの

結合機能を、例えば、ヒト化免疫グロブリンとＢ７－２またはＢ７－１との間の
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複合体の形成をモニターするアッセイのごとき標準的な免疫学的方法により、検

出することができる（例えば、Ｂ７－２またはＢ７－１を含む膜フラクション、

あるいはＢ７－２またはＢ７－１を発現する核酸を含むヒトリンパ球または組み

換え宿主細胞を用いる）。

      【００６０】

  結合および／または接着アッセイあるいは他の適当な方法を手順に使用して、

必要な特異性を有するヒト化免疫グロブリンを同定および／または単離すること

もできる（例えば、Ｂ７－２またはＢ７－１受容体を担持する細胞とＢ７分子と

の間の接着をモニターするアッセイ、あるいは他の適当な方法による）。

      【００６１】

  本発明に使用する非ヒトおよびヒト起源の免疫グロブリン部分は、軽鎖、重鎖

ならびに軽鎖および重鎖の部分を含む。これらの免疫グロブリン部分は免疫グロ

ブリンから得られ、あるいは由来するものであってよく（例えば、部分のデノボ

合成による）、あるいはまた所望特性を有する免疫グロブリンまたはその鎖（例

えば、Ｂ７－２またはＢ７－１に結合する、あるいは配列類似性を有する）をコ

ードする核酸を製造し、発現させてもよい。ヒトおよび非ヒト起源の所望部分（

例えば、抗原結合領域、ＣＤＲ、ＦＲ、Ｃ領域）を有するヒト化免疫グロブリン

を、所望ヒト化鎖をコードする遺伝子（例えば、ｃＤＮＡ）を調製するための合

成および／または組み換え核酸を用いて製造することができる。鎖の一部を調製

するために、１またはそれ以上の停止コドンを所望位置に導入することができる

。例えば、新たに設計されたヒト化可変領域をコードする核酸配列を、ＰＣＲ突

然変異法を用いて構築して、ＤＮＡ配列を変化させることができる（例えば、Ka

mmam, M., et al., Nucl. Acids Res. 17: 5404 

(1989)参照）。新たなＣＤＲをコードしているＰＣＲプライマーを、同じあるい

は非常に類似したヒト可変領域に基づいてすでにヒト化されている可変領域のＤ

ＮＡ鋳型にハイブリダイゼーションさせることができる（Sato, K., et al., Ca

ncer Research 53: 581-856 (1993)）。類似のＤＮＡ配列が鋳型として利用でき

ない場合には、可変領域をコードする配列を含む核酸を合成オリゴヌクレオチド

から構築することができる（例えば、Kolbinger, F., Protein Engineering 8: 
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971-980 (1993)参照）。シグナルペプチドをコードする配列を核酸中に含ませて

もよい（例えば、合成時、ベクター挿入時に）。天然シグナルペプチド配列が利

用できない場合には、別の抗体由来のシグナルペプチド配列を用いることができ

る（例えば、Kettleborough, C. A., Protein Engineering 4: 773-783 (1991)

参照）。これらの方法、本明細書記載の方法または他の適当な方法を用いて、変

異体を製造することができる。１の具体例において、クローン化可変領域を突然

変異させ、所望特異性を有する変異体をコードする配列を選択することができる

。ることができる（例えば、ファージライブラリーから；例えば、Krebber et a

l.,米国特許第５５１４５４８号；１９９３年４月１日公開のHoogengoom et al.

, WO93/06213参照）。

      【００６２】

核酸およびそれを含む構築物：

  また本発明は、本発明のヒト化Ｂ７－１またはＢ７－２免疫グロブリン、ある

いはヒト化Ｂ７－１またはＢ７－２免疫グロブリン軽鎖または重鎖をコードする

配列を含む単離および／または組み換え核酸（例えば、本質的に純粋なものを包

含）に関する。

      【００６３】

  本明細書にて「単離された」といわれる核酸は、その起源のゲノムＤＮＡまた

は細胞ＲＮＡの核酸から分離された核酸であり（例えば、細胞中またはライブラ

リーのごとき核酸混合物中に存在する）、本明細書記載の方法または他の適当な

方法により得られる核酸を包含し、必然的に純粋な核酸、化学合成により得られ

る核酸、生物学および化学的方法の組み合わせにより得られる核酸を包含する（

例えば、Daugherty, B. L. et al., Nucleic Acids Res., 19(9): 2471-2476 (1

991); Lewis, A. P. and J. S. Crowe, Gene, 101: 297-302 (1991)参照）。

      【００６４】

  本明細書にて「組み換え」といわれる核酸は、組み換えＤＮＡ法により製造さ

れる核酸であり、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）および／または制限酵素を用

いるベクター（例えば、プラスミド）中へのクローニングのごとき人為的な組み

換えによる方法により得られる核酸を包含する。「組み換え」核酸は、細胞本来
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の機構により引き起こされる組み換えイベントにより生じる核酸であるが、所望

組み換えイベントを可能ならしめて引き起こすように設計されている核酸を細胞

に導入した後に選択される。

      【００６５】

  より詳細には、本発明は、それぞれ「ヒト化３Ｄ１」または「ヒト化１Ｆ１」

ともいわれるヒト化ＨＦ２．３Ｄ１または１Ｆ１免疫グロブリン（例えば、非ヒ

ト部分がネズミＨＦ２．３Ｄ１または１Ｆ１モノクローナル抗体に由来するもの

）またはその鎖をコードするヌクレオチド配列を含む単離および／または組み換

え核酸にも関する。１の具体例において、軽鎖は、ＨＦ２．３Ｄ１または１Ｆ１

抗体の軽鎖に由来する３つの相補性決定領域を含み、重鎖は、ＨＦ２．３Ｄ１ま

たは１Ｆ１抗体の重鎖に由来する３つの相補性決定領域を含む。かかる核酸は、

例えば、（ａ）ヒト化ＨＦ２．３Ｄ１または１Ｆ１免疫グロブリンの重鎖可変領

域のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする配列を含む核酸（例えば、配

列番号：５、図２Ａまたは配列番号：２５参照、図７Ａ参照）（ｂ）ヒト化ＨＦ

２．３Ｄ１または１Ｆ１免疫グロブリンの軽鎖可変領域のアミノ酸配列を含むポ

リペプチドをコードする配列を含む核酸（例えば、配列番号：７、図２Ｂまたは

配列番号：２７参照、図７Ｂ参照）、（ｃ）ヒト化ＨＦ２．３Ｄ１または１Ｆ１

免疫グロブリンの軽鎖または重鎖可変領域の少なくとも１の機能的部分（例えば

、鎖を含むヒト化免疫グロブリンの抗原結合に十分な部分）をコードする配列を

含む核酸する。遺伝学的コードの縮重により、選択されたポリペプチドをコード

する種々の核酸を作成することができる。１の具体例において、核酸は、図２Ａ

および／または図２Ｂあるいは図７Ａおよび／または図７Ｂに実質的に示される

可変領域のヌクレオチド配列を含み、２本鎖または１本鎖ポリヌクレオチドを包

含する。これらの判断基準を満たす単離および／または組み換え核酸は、上記の

ヒト化ＨＦ２．３Ｄ１または１Ｆ１抗体またはその変異体と同じ配列をコードす

る核酸を含みうる。

      【００６６】

  本発明の核酸を、Ｂ７－２またはＢ７－１に対して結合特異性を有するヒト化

免疫グロブリンの製造に使用することができる。例えば、本発明のヒト化免疫グ
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ロブリンをコードする核酸（例えば、ＤＮＡ）を適当な構築物中に含ませて、さ

らに配列を処理し、あるいは適当な宿主細胞中においてコードされたポリペプチ

ドを産生させることができる。

      【００６７】

Ｂ７－２および／またはＢ７－１に対して特異性を有するヒト化免疫グロブリン

の製造方法

  本発明のもう１つの態様は、Ｂ７－２またはＢ７－１に対する結合特異性を有

するヒト化免疫グロブリンの製造方法に関する。例えば、Ｂ７－２および／また

はＢ７－１に対する結合特異性を有するヒト化免疫グロブリンをコードする１ま

たはそれ以上の組み換え核酸を適当な宿主細胞中で発現させることによりヒト化

免疫グロブリンを得ることができる。

      【００６８】

  Ｂ７－２および／またはＢ７－１に対する結合特異性を有するヒト化免疫グロ

ブリンの発現に適した構築物または発現ベクターも提供される。構築物を適当な

細胞中に導入し、本発明のヒト化免疫グロブリンを発現する細胞を得て、培養中

に維持することができる。適当な宿主細胞は原核細胞であってもよく、E. coli、

B. subtilisおよび他の適当な細菌を包含し、あるいは真菌または酵母細胞のご

とき真核細胞（例えば、Pichia pastoris、Aspergillus種、Saccharomyces cere

visiae、Schizosaccharomyces pombeNeurospora crassa)であってもよく、ある

いは他の下等真核細胞、ならびに昆虫由来の細胞（例えば、Ｓｆ９昆虫細胞（１

９９４年１１月２４日公開のO'Connerのもの））のごとき高等真核細胞であって

もよい。適当な宿主細胞は植物、トランスジェニック動物または哺乳動物からも

得られる（例えば、ＣＯＳ細胞、ＮＳＯ細胞、ＳＰ２／０、チャイニーズハムス

ター卵巣細胞（ＣＨＯ） ７８細胞、２９３細胞）（例えば、Ausbel, F. M. et 

al., eds. Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Asso

ciates and John Wiley & Sons Inc., (1993)参照）。

      【００６９】

  Ｂ７－２および／またはＢ７－１に対する結合特異性を有するヒト化免疫グロ

ブリンを産生する宿主細胞を、以下のようにして得ることができる。例えば、所
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望ヒト化免疫グロブリンのコーディング配列の全部または一部をコードする核酸

を核酸ベクター、例えば、プラスミドのごときＤＮＡベクター、ウイルスまたは

他の適当な発現単位中に挿入することができる。種々のベクターが利用可能であ

り、単一コピーまたは多コピーとして維持されるベクター、あるいは宿主細胞染

色体中に組み込まれるベクター等がある。

      【００７０】

  適当な発現ベクターは多くの成分を含むことができ、成分としては１またはそ

れ以上の下記のものが挙げられるが、これらに限らない：複製開始点、選択可能

マーカー遺伝子、転写制御エレメントのごとき１またはそれ以上の制御エレメン

ト(例えば、プロモーター、エンハンサー、ターミネーター）および／または１

またはそれ以上の翻訳シグナル、膜を標的とする、あるいは分泌のためのシグナ

ル配列またはリーダー配列。構築物中において、シグナル配列はベクターまたは

他の源から提供されてもよい。例えば、免疫グロブリンの転写および／またはシ

グナルを用いて発現を指令することができる。

      【００７１】

  適当な宿主において発現させるためにプロモーターを提供することができる。

プロモーターは構成的であっても誘導性のものであってもよい。例えば、ヒト化

免疫グロブリンまたは免疫グロブリン鎖をコードする核酸にプロモーターを作動

可能に連結して、それがコードされたポリペプチドの発現を指令するようにする

ことができる。原核宿主用（例えば、E. coli用のｌａｃ、ｔａｃ、Ｔ３、およ

びＴ７プロモーター）および真核宿主用（例えば、酵母アルコールデヒドロゲナ

ーゼ（ＡＤＨ）およびＳＶ４０、ＣＭＶ）の種々の適当なプロモーターが利用可

能である。

      【００７２】

  さらに、典型的には、発現ベクターは、ベクター担持細胞を選択するための選

択可能マーカー、さらに複製可能ベクターの場合には複製開始点を含む。抗生物

質または薬剤耐性を付与する生成物をコードする遺伝子は共通の選択可能マーカ

ーであり、原核細胞（例えば、β－ラクタマーゼ遺伝子（アンピシリン耐性）お

よびＴｅｔ遺伝子（テトラサイクリン耐性））および真核細胞（例えば、ネオマ
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イシン（Ｇ４１８またはジェネティシン）、ｇｐｔ（ミコフェノリックアシッド

）、アンピシリン、およびヒグロマイシン耐性遺伝子）に使用可能である。ジヒ

ドロ葉酸レダクターゼマーカー遺伝子は、種々の宿主においてメトトレキセート

を用いる選択を可能にする。宿主のオキソトロフマーカーの遺伝子産物をコード

する遺伝子（例えば、ＬＥＵ２、ＵＲＡ３およびＨＩＳ３）はしばしば酵母にお

ける選択マーカーとして使用される。ウイルス(例えば、バキュロウイルス）ま

たはファージベクター、ならびにレトロウイルスベクターのごとき宿主細胞のゲ

ノム中に組み込み可能なベクターの使用も企図される。また本発明は、これらの

発現ベクターを担持している細胞にも関する。

      【００７３】

  例えば、Ｂ７－２またはＢ７－１に対する結合特異性を有するヒト化免疫グロ

ブリンの重鎖および軽鎖をコードする核酸(例えば、１またはそれ以上の核酸）

、あるいはかかる核酸を含む構築物(１またはそれ以上の構築物）を、選択宿主

細胞に適した方法（例えば、形質転換、トランスフェクション、エレクトロポレ

ーション、感染）により適当な宿主細胞中に導入することができ、その結果、核

酸を１またはそれ以上の発現制御エレメントに作動可能に連結するようにし（例

えば、ベクター中に、細胞プロセスにより生成した構築物中に、宿主ゲノム中に

組み込む）、そのことによりコードされるポリペプチドが生成されるようにする

ことができる。所望ならば、コードされる蛋白(例えば、ヒト化ＨＦ２．３Ｄ１

または１Ｆ１抗体）を、例えば、宿主細胞、培地または乳から単離することがで

きる。このプロセスはトランスジェニック動物の宿主細胞における発現を含む（

例えば、１９９２年３月１９日公開のＷＯ９２／０３９１８，ＧｅｎＰｈａｒｍ

Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ参照）。

      【００７４】

  融合蛋白のＮ末端位置、Ｃ末端位置または内部においてヒト化免疫グロブリン

または免疫グロブリン鎖が非免疫グロブリン部分（例えば、天然見出されるよう

な免疫グロブリンには存在しない部分）に連結されている融合蛋白を得ることが

できる。例えば、いくつかの具体例は、免疫グロブリン配列をコードする核酸を

、ｐＥＴベクター(例えば、ｐＥＴ－１５ｂ，Ｎｏｖａｇｅｎ）、ファージベク
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ター(例えば、ｐＣＡＮＴＡＢ５Ｅ，Ｐｈａｒｍａｃｉａ）のごとき適当な発現

ベクター中に挿入することにより得ることができる。得られた構築物を適当な宿

主細胞中に導入して発現させることができる。発現されたならば、アフィニティ

ーマトリックスを用いることにより精製することができる（例えば、Current Pr

otocols in Molecular Biology (Ausbel, F. M. et al., eds., Vol. 2, Suppl.

 26, pp. 16.4.1-16.7.8 (1991)参照）。

      【００７５】

治療方法および組成物：

  ２タイプのＴ細胞が存在する：ヘルパーＴ細胞は、主要組織適合性複合体（Ｍ

ＨＣ）に結合した抗原を認識することができる。抗原提示細胞は抗原をインター

ナリゼーションし、ＭＨＣ分子とともに抗原を再発現する。抗原が認識されたな

らば、サイトカインの分泌が起こる。サイトカイン分泌はＢリンパ球、細胞毒性

Ｔ細胞、マクロファージおよび他の細胞を活性化する。しかしながら、サイトカ

イン分泌および細胞増殖には抗原認識よりも多くのことが必要である。完全なＴ

細胞活性化には「共刺激シグナル」といわれる第２のシグナルが必要である。こ

えっらの共刺激シグナルは活性化カスケードの開始、維持および調節に役立つ。

重要な共刺激経路はＢ７：ＣＤ２８／ＣＴＬＡ４経路と呼ばれる。

      【００７６】

  Ｂ７：ＣＤ２８／ＣＴＬＡ４経路は２つの共刺激リガンドＢ７－１（ＣＤ８０

）およびＢ７－２（ＣＤ８６）を含む。抗原提示細胞上に存在するＢ７－１およ

びＢ７－２リガンドはそれぞれＴ細胞上の２つの受容体（ＣＤ２８およびＣＴＬ

Ａ４と呼ばれる）に結合する。

      【００７７】

  Ｂ７ポリペプチド、Ｂ７－１（ＣＤ８０）およびＢ７－２（ＣＤ８６）の発現

は堅固に調節されている（Linsley, PS et al., Immunity 1: 793-801 (1994)）

。未刺激抗原提示細胞は、樹状細胞を除いて、一般的に、Ｂ７－１およびＢ７－

２を発現しない。活性化後、樹状細胞、上皮ランゲルハンス細胞、Ｂ細胞、およ

びマクロファージはＢ７－２およびＢ７－１の発現をアップレギュレーションす

る。さらに、Ｂ７－２は顆粒球およびＴ細胞分子上にも発現されうるし、Ｂ７－
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１は線維芽細胞およびＴ細胞分子上に発現される（Reiser, et al., Ner Englan

d J. of Med., 335: 18, 1369-1377, 1371 (1996))。

      【００７８】

  大部分の免疫応答において、Ｂ７－２はＢ７－１よりも早く誘導され、高レベ

ルに達する。Ｂ７－２はインターロイキン－４（ＩＬ－４）の産生およびタイプ

２ヘルパー細胞の発生にも影響する。Ｂ７分子（Ｂ７－１およびＢ７－２）は 

Ｔ細胞の不存在下において Ｔ細胞を共刺激し、そのことはメラノーマに対する

ワクチン生成において有益である。Ｂ７分子は天然キラー細胞およびγ/δ Ｔ細

胞を共刺激する。それゆえ、Ｂ７分子のモジュレーションは抗腫瘍および抗微生

物免疫において有益である。

      【００７９】

  Ｂ７：ＣＤ２８／ＣＴＬＡ４経路は、感染症、喘息、自己免疫疾患、炎症性疾

患、宿主対移植器官および移植片拒絶反応による疾患の病因論を包含する種々の

疾病状態に関与している。この経路は免疫系を刺激する予防および機構にも関与

している。Ｂ７のごとき共刺激剤をコードする遺伝子を用いるトランスフェクシ

ョンは抗腫瘍および抗ウイルスワクチンに適用可能である。また、Ｂ７分子は全

身性エリトマトーデス、糖尿病、喘息、インスリン血症、関節炎、炎症性腸疾患

、炎症性皮膚炎（尋常性乾癬およびアトピー性皮膚炎）、ならびに多発性硬化症

のごとき自己免疫性疾患にも関与している（Reiser, et al., Ner England J. o

f Med., 335(18):1369 (1996)）。したがって、本発明は、Ｂ７－１および/また

はＢ７－２に結合する免疫グロブリンを投与することを特徴とする、ここに記載

した疾病の治療方法を包含する。治療上有効量の免疫グロブリンを投与すべきで

あり、免疫グロブリンは担体中にあってもよい。

      【００８０】

  疾病を有する個体の治療は、疾病に関連した１またはそれ以上の徴候を最小化

または緩和することをいう。移植拒絶反応を有する個体の治療は、移植拒絶反応

に関連した１またはそれ以上の徴候（例えば、発熱、腎機能喪失、膨張した腎臓

、Ｔ細胞/ＡＰＣ細胞攻撃拒絶反応）を最小化または緩和することを意味する。

個体における疾病の予防は、疾病の１またはそれ以上尾の徴候の発生を防止する
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ことをいう。移植拒絶反応の予防は、かかる移植拒絶反応に関連した１またはそ

れ以上の免疫応答を減じることを意味する。

      【００８１】

  それゆえ、Ｂ７分子の役割をモジュレートまたはこれに影響を及ぼすことは、

ここに記載した疾病を有する個体の治療において有用でありうる。Ｂ７のモジュ

レーションは、免疫関連または自己免疫疾患ならびにＢ７－２および/またはＢ

７－１が関与する疾病を有する個体の治療においても有用である。Ｂ７－２また

はＢ７－１のモジュレーションを、ＩＬ－４および／またはタイプ２ヘルパー細

胞の発生に関連あるいは影響される疾病にも使用することができる。好ましくは

、抗体はＢ７－２またはＢ７－１に特異的なヒト化抗体である。キメラおよびヒ

ト化バージョンを包含する抗Ｂ７－２抗体、抗Ｂ７－１抗体、および/または対

応受容体ＣＤ２８およびＣＴＬＡ４に対する抗体を同じ投与することによりこれ

らの疾病の治療を容易ならしめることができる。

      【００８２】

  ここで説明した疾病のほかに、Ｂ７－１および/またはＢ７－２に結合する免

疫グロブリンを、移植組織、器官または細胞を有する人に投与することができる

。Ｂ７経路を阻害することは、移植組織、器官または細胞の拒絶反応を防止また

は減少させる。本発明は、急性および/または慢性の移植拒絶反応を長期（例え

ば、数日、数ヶ月、数年）にわたり治療することに関する。一般的には、急性移

植拒絶反応は移植から最初の２３週間以内に起こり、慢性拒絶反応は最初の２３

週間経過後に起こる。投与される抗Ｂ７－１および抗Ｂ－２抗体の量をここに説

明する。

      【００８３】

  詳細には、本発明は、移植片レシピエントの治療または移植拒絶反応の予防方

法に関する。好ましくは方法は、移植拒絶反応を防止するに十分な量のヒト化抗

－Ｂ７－１およびヒト化抗-Ｂ７－２抗体を投与することを特徴とする。移植片

は細胞、組織または器官であってよい。移植の前および/または後、あるいは移

植時に抗体を投与することができる。抗体を一定用量投与する（例えば、約１ｍ

ｇ／ｋｇないし約１００ｍｇ／ｋｇ）。詳細には、移植日に高用量の抗体を投与
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し（例えば、約１ｍｇ／ｋｇないし約２５ｍｇ／ｋｇ）、ついで、移植後は比較

的低用量で定期的に投与する（例えば、約１ｍｇ／ｋｇないし約５ｍｇ／ｋｇ）

。明らかに、かかる投与は、移植拒絶反応に指向された免疫応答を低下させ、あ

るいは完全に防止する。実施例２２および２３参照。

      【００８４】

  治療方法は、ヒト化抗－Ｂ７－１およびヒト化抗-Ｂ７－２抗体と、他の知ら

れた標準的なケア薬剤（例えば、移植器官、組織または細胞等を有する個体の免

疫応答をモジュレートするための使用される薬剤）との共投与も包含する。かか

る薬剤は、例えば、メトトレキセート、免疫細胞の成長を停止させ、あるいは細

胞サイクル進行を阻害する免疫抑制剤(例えば、ラパマイシン）、ステロイド類(

例えば、プレドニソンまたはその誘導体）、カルシネリウム阻害剤（例えば、シ

クロスポリンまたはＦＫ５０６）、抗-ＣＤ４０経路阻害剤(例えば、抗-ＣＤ４

０抗体、抗－ＣＤ４０リガンド抗体およびＣＤ４０経路の小型分子阻害剤）、移

植片サルベージ経路阻害剤(例えば、ミコフェノレートモフェチル（ＭＭＦ））

、ＩＬ－２受容体アンタゴニスト(例えば、Hoffman-La Roche Inc.のZeonpax（

登録商標）およびNovartis, Inc.のSimulet)ならびにそれらのアナログ、あるい

は将来的に開発される移植拒絶反応治療薬を包含する。本明細書に記載されたデ

ータは、ヒト化抗－Ｂ７－１およびヒト化抗-Ｂ７－２抗体とともに投与した場

合、特に、シクロスポリンＡ、プレドニソンおよびラパマイシンが移植拒絶反応

防止に十分なものであることを示す。これらの化合物の投与量は様々である。投

与量は個体中のそれらの血清濃度に依存する。高い血清濃度は低い用量の根拠と

なり、低い血清濃度は高い用量の根拠となる。例えば、ヒト化抗－Ｂ７－１およ

びヒト化抗－Ｂ７－２抗体とともに投与する場合、シクロスポリンＡを約１５０

ｎｇ/ｍｌないし約１００ｍｇ／ｍｌ（例えば、２００－３００ｎｇ／ｍｌ）の

量で投与することができ、プレドニソンを約０．２ｍｇ/ｍｌないし約２．０ｍ

ｇ／ｍｌの量で投与することができ、メチルプレドニソンを約０．２ｍｇ/ｍｌ

ないし約２．０ｍｇ／ｍｌの量で投与することができ、ラパマイシンを約０．５

ｍｇ/ｍｌないし約２．０ｍｇ／ｍｌの量で投与することができる。

      【００８５】
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  本発明は、細胞移植を必要とする個体への細胞（例えば、血液細胞または成分

、あるいは骨髄）のエクスビボ移植方法を包含する。細胞移植を要する子やいは

、例えば、かかる移植により治療される疾病(例えば、白血病、リンパ種、ガン

のごとき増殖性疾患；鎌形赤血球、タラセミアおよび再生不良性分決のごとき貧

血；先天性代謝異常；先天性免疫不全疾患；ならびに骨髄形成不全症候群）を有

するものである。該方法はドナーから細胞を得ることを特徴とする。一般的には

、ドナー骨髄は未成熟および成熟リンパ球を含む。ドナーからの血液細胞は、骨

髄細胞のほかに幹細胞または未成熟血液細胞であってもよい。好ましくは、ドナ

ーの細胞は、患者／レシピエントとしての特徴が類似した人からのものであるが

（例えば、ドナーの骨髄が患者の骨髄とマッチしている）、そのような細胞には

限られない。ドナーが患者にマッチするかどうかを決定するために分析される特

徴はＭＨＣクラス１および２である（例えば、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂ、および

／またはＨＬＡ－ＤＲ）。該方法は、Ｂ７－１に特異的な免疫グロブリンおよび

／またはＢ７－２に特異的な免疫グロブリンおよびレシピエント細胞（例えば、

患者由来のリンパ球）に細胞を接触させて、「処理細胞」と呼ばれる混合物を得

ることを特徴とする。使用抗体量は存在する細胞数に依存する。より大量の細胞

はより多くの抗体を必要とし、より少ない細胞はより少ない抗体を必要とする。

本明細書記載の実験は１０ｍｇ／ｍｌの各抗体を使用し、１０－１００倍過剰で

ある。この具体例における抗－B7-1および／または抗－B７－２抗体の使用量は

アネルギーを誘発するに十分な量とすべきであり、例えば、約０．０１ないし約

１０ｍｇ／ｍｌである。ドナー細胞、免疫グロブリンおよびレシピエント細胞を

、寛容性誘導に十分な時間接触させる（例えば、約１－９６時間、好ましくは約

３６－４８時間）。寛容性誘導（例えば、アネルギー）とは、B7-1および／また

はB７－２抗体での処理により誘導された抗原に対する応答性が欠如して、T細胞

はもはや十分にあるいは完全には当該抗原に応答することができないことをいう

（実施例１８）。レシピエント細胞（例えば、末梢血リンパ球（ＰＢＬ）または

クラスI抗原（ＭＨＣ－Ｉ）を発現するリンパ球）に放射線照射して細胞分裂を

防止する。レシピエント細胞の置換物は、ＭＨＣクラスＩ抗原ならびにB7-1およ

び／またはＢ７－２分子を発現する組織、器官または処理された細胞であってよ
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い。ついで、該方法は、混合物（例えば、処理細胞）または処理骨髄を患者に導

入することを包含する。例えば、処理骨髄中の細胞はレシピエントのアロ抗原に

寛容となり、そのことにより、宿主対移植片疾患を減少あるいは除去し、ドナー

骨髄（例えば、幹細胞）の定着を改善する。したがって、本発明の方法は、宿主

対移植片疾患の防止における治療、予防または補助を包含する。抗－Ｂ７－１お

よび抗－Ｂ７－２抗体は、ドナー骨髄またはドナー細胞によるレシピエントの拒

絶反応を減少させる。しかしながら、該方法は、他の外来細胞および抗原に対す

る免疫応答を検出し発展させる患者の能力を有意に損なうことなく拒絶反応を減

少させることができる。それゆえ、これらの方法は移植をレシピエント特異的な

ものとすることができ、移植片を損なうことなく外来抗原の拒絶反応を可能にす

る。実施例のセクション参照。

      【００８６】

  また本発明は、ヒト化抗－Ｂ７－１および／またはヒト化抗－B７－２抗体を

個体に投与することにより個体における抗原に対する抗体応答を減少させる方法

にも関する。抗原存在下において抗体を投与することができる。抗原は成長因子

、凝血因子、サイトカイン、ケモカイン、遺伝子治療ビヒクルまたはホルモンで

あってもよい。詳細には、抗原は、例えば、破傷風トキソイド、因子VIII、因子

ＩＸ、インスリン、成長ホルモン、または遺伝子デリバリーベクターであっても

よい。抗原をポリペプチド形態として、あるいは核酸形態として（例えば、アデ

ノ－関連ウイルス、レトロウイルス、裸のＤＮＡベクター等による遺伝子デリバ

リー）投与することができる。これらの抗原に対する抗体応答の抑制は、多くの

疾病の治療において有用であり、例えば、血友病患者は投与された因子ＶＩＩＩ

または因子ＩＸに対する抗体応答を発生させ、そのことにより血液凝固の問題に

至る。本明細書記載のデータは、有効量のヒト化抗－B7-1および／またはヒト化

抗－B７－２抗体をモデル抗原である破傷風トキソイドとともに投与すると、破

傷風トキソイドに対する抗体応答が阻害されることを示す。抗体を抗原とともに

、あるいは時間的に十分近い時に（例えば、直前または直後）投与して、所望効

果、例えば、抗体応答の抑制を得ることができる。ヒト化抗－Ｂ７－１およびヒ

ト化抗－B７－２抗体を、抗原投与後約３週間以内（抗体の半減期の１／２）に
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投与する（例えば、抗原投与の約１４日前から約２日後の間に投与）。ヒト化抗

－Ｂ７－１およびヒト化抗－B７－２抗体を、約０．０１ｍｇ／ｋｇないし約１

０ｍｇ／ｋｇの間で投与する。

      【００８７】

  本発明は、担体を伴った、あるいは伴わない、ヒト化抗－Ｂ７－１およびヒト

化抗－B７－２抗体を含む医薬組成物に関する。好ましい具体例は、Ｂ７－１お

よび／またはＢ７－２免疫グロブリンを注射可能またはカプセル形態として投与

することである。詳細には、注射可能形態は静脈内または皮下注射である。用語

「医薬上許容される担体」または「担体」は、比較的不活性で無毒の通常許容さ

れうる賦形剤またはデリバリー組成物をいう。典型的な担体としては、炭酸カル

シウム、ショ糖、ブドウ糖、マンノース、アルブミン、デンプン、セルロース、

シリカゲル、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、乾燥スキムミルク、米粉、ス

テアリン酸マグネシウム等がある。適当な処方および付加的担体はRemington's 

Pharmaceutical Sciences, (17th Ed., Mack Pub. Co., Easton, PA)に記載され

ている。

      【００８８】

  適当な担体（例えば、医薬担体）としては、滅菌水、塩溶液（リンゲル溶液の

ごとき）、アルコール、ポリエチレングリコール、ゼラチン、乳糖、アミロース

マタハデンプンのごとき炭水化物、ステアリン酸マグネシウム、タルク、シリシ

ックアシッド、粘性パラフィン、脂肪酸エステル、ヒドロキシメチルセルロース

、ポリビニルピロリドン等もあるが、これらに限らない。かかる調合物を滅菌し

、所望ならば、免疫グロブリンと有害な反応をしない補助的な薬剤、例えば滑沢

剤、保存料、安定化剤、湿潤剤、乳化剤、浸透圧に影響する塩類、バッファー、

着色料、および／または香料等と混合することができる。所望ならば、それらを

他の活性物質、例えば、酵素阻害剤と混合して、代謝分解を抑制することもでき

る。担体（例えば、医薬上許容される担体）が好ましいが、必ずしも免疫グロブ

リンを投与するために必要というわけではない。

      【００８９】

  非経口投与には、注射可能な滅菌溶液、好ましくは油性もしくは水性溶液、な
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らびに懸濁液、エマルジョン、または坐薬を包含するインプラントが特に好まし

い。詳細には、非経口投与用担体としては、ブドウ糖水溶液、セイライン、純水

、エタノール、グリセロール、プロピレングリコール、ピーナッツ油、ゴマ油、

ポリオキシエチレン－ポリオキシプロピレンブロックポリマー等がある。アンプ

ル、バイアルおよびシリンジは便利な１回分である。

      【００９０】

  本発明の免疫グロブリンを静脈内、筋肉内、皮下、経口、鼻腔内投与でき、吸

入により、インプラントにより、注射によりあるいは坐薬により投与できる。一

定期間において組成物を１回または１回以上投与して所望効果を得ることができ

る。

      【００９１】

  免疫グロブリンの実際の有効量は、例えば、使用する個々の免疫グロブリン、

処方される個々の組成物、投与モード、患者の年齢、体重,症状、ならびに失敗

または疾患の重さにより様々である。本明細書において「有効量のＢ７－１およ

び／またはＢ７－２免疫グロブリン」は、Ｂ７／ＣＤ２８／ＣＴＬＡ４経路をモ

ジュレートまたは阻害する量である。個々の患者に対する用量は本明細書にて説

明されるが、慣用的な考慮（例えば、適切な慣用的薬理学的プロトコルにより）

を用いて当業者が決定しうる。

      【００９２】

  ヒト化Ｂ７－１抗体、ヒト化Ｂ７－２抗体、および／または他の薬剤の投与は

同時にあるいは逐次行うことができる。これらの化合物または組成物を、前後し

て、あるいは同時に投与することができる。よって、用語「共投与」は、ヒト化

Ｂ７－１抗体、および／またはヒト化Ｂ７－２抗体、および／または他の薬剤を

適時投与して本明細書記載の疾病を治療し、あるいは耐性を誘導することを意味

する（例えば、メトトレキセート、ラパマイシン、シクロスポリン、ステロイド

類、抗－ＣＤ４０経路阻害剤（例えば、抗－ＣＤ４０抗体、抗－ＣＤ４０リガン

ド抗体およびＣＤ４０経路の小型分子阻害剤）、移植片サルベージ経路阻害剤（

例えば、マイコフェノレートモフェチル（ＭＭＦ））、ＩＬ－２受容体アンタゴ

ニスト（例えば、Hoffmann-la Roche IncのZeonpax（登録商標）、およびNovart
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is, IncのSimulet）ならびにそれらのアナログ）。本発明の方法は、抗体または

組成物が十分に時間的に近い時点で投与されて所望効果が得られるかぎり、抗体

または組成物が投与される順序に限定されない。

      【００９３】

  また本発明は、ヒト化抗－Ｂ７－２またはB7-1抗体をそれぞれ用いてＢ７－２

またはＢ７－１の存在、不存在またはレベルを決定する方法にも関する。アッセ

イ（例えば、ＥＬＩＳＡ、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、ＦＡＣＳまたは免

疫組織化学）においてＢ７－２またはＢ７－１の存在または不存在を検知するこ

とができる。アッセイを、直接検出または間接的検出（例えば、競合アッセイ）

に指向させることができる。

      【００９４】

  例えば、適当な試料においてＥＬＩＳＡアッセイを用いてＢ７－２またはＢ７

－１の存在または不存在を決定するために、該方法は、ディテクターとしてのヒ

ト化またはネズミ抗－Ｂ７－２またはＢ７－１抗体（例えば、ビオチン化抗 ｍ

ＡｂおよびＨＲＰ－ストレプトアビジン、あるいはＨＲＰ－結合抗 ｍＡｂ）お

よび抗－Ｂ７－２またはＢ７－１捕捉抗体が結合している固体支持体（例えば、

マイクロタイタープレート）を含む組成物と適当な試料とを混合することを特徴

とする。抗－Ｂ７－２またはＢ７－１抗体と、Ｂ７－２またはＢ７－１のそれぞ

れとの間での複合体形成に適した条件下において、ディテクター抗体は、捕捉抗

体により認識されるものとは異なるＢ７－２またはＢ７－１エピトープに結合で

きる。該方法は、試料中の複合体形成を決定することをさらに特徴とする。

      【００９５】

  Ｂ７－２またはＢ７－１の存在をラジオイムノアッセイまたは蛍光アッセイに

おいても決定することができる。例えば、試料を得て、ついで、好ましくはＢ７

－２またはＢ７－１への結合に必要な量よりも過剰量の抗－Ｂ７－２またはＢ７

－１抗体（例えば、放射活性または蛍光標識を含むヒト化またはネズミ抗－Ｂ７

－２またはＢ７－１抗体；あるいは放射活性または蛍光標識を含む二次抗体への

結合部位を含むヒト化またはネズミ抗－Ｂ７－２またはＢ７－１抗体）を含む組

成物に試料を接触させることを特徴とする免疫結合アッセイにおいてＢ７－２ま
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たはＢ７－１の存在を評価することができる。該方法は、,試料中の複合体の形

成を決定する（検出あるいは測定する）ことをさらに特徴とする。同様に、蛍光

活性化セルソーティング（ＦＡＣＳ）分析あるいは組織化学的分析を用いて、本

発明のヒト化抗－Ｂ７－１またはＢ７－２抗体を用いて、Ｂ７－２またはＢ７－

１の存在、不存在またはレベルを決定することができる。

      【００９６】

実施例

  何ら限定的でない下記実施例により本発明をさらに説明する。

実施例１：マウス３Ｄ１可変領域ｃＤＮＡのクローニングおよび配列決定：

  アンカードＰＣＲ（Co et al., J. Immunol. 148: 1149 (1992))を用いて、マ

ウス３Ｄ１（ＨＦ２．３Ｄ１ともいう）重鎖および軽鎖可変領域ｃＤＮＡを、ハ

イブリドーマ細胞から単離されたｍＲＮＡからクローン化した。使用５’プライ

マーをｃＤＮＡに付加したポリｄＧテイルにアニールさせ、３’プライマーを不

変領域にアニールさせた。ついで、増幅された遺伝子フラグメントをプラスミド

ｐＵＣ１８中に挿入した。ＶＬおよびＶＨ両方のｃＤＮＡに関し、数個の独立し

たクローンからヌクレオチド配列を決定した。重鎖に関しては、単一のユニーク

な配列が同定され、マウス重鎖可変領域に典型的なものであった。軽鎖に関して

は、２個のユニークな配列が同定され、いずれもネズミ軽鎖可変領域配列に相同

的であった。しかしながら、１の配列は、Ｖ－Ｊジャンクションにおいてフレー

ムシフトを引き起こすヌクレオチド消失によって機能的でなく、非生産的アリー

ルと同定された。他方の配列は機能的なマウスカッパ鎖可変領域に典型的なもの

であった。重鎖および機能的軽鎖の可変領域ｃＤＮＡ配列ならびに翻訳されたア

ミノ酸配列を図１Ａ－１Ｂに示す。マウスＶＬ配列はＫａｂａｔのマウスカッパ

鎖サブグループＩに属する。マウスＶＨはＫａｂａｔの重鎖サブグループＩＩ（

Ａ）に属する。

      【００９７】

実施例２：ヒト化３Ｄ１可変領域の設計：

  ヒト化抗体中にマウス抗体の結合アフィニティーを保持させるために、Ｑｕｅ

ｅｎらの一般的手順（Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 10029 (
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1989)、米国特許第５５８５０８９号および第５６９３７６２号、これらの教示

を出典明示により本明細書に一体化させる）に従った。フレームワーク残基の選

択は高い結合アフィニティーを保持させることにおいて重要でありうる。原理的

には、ヒト抗体由来のフレームワ－ク配列はＣＤＲ移植のための鋳型として役立

ちうるが、かかるフレームワーク中への直鎖状ＣＤＲ置換は抗原に対する結合ア

フィニティーの有意な損失を導く可能性があることが示されている（Tempest et

 al., Biotechnology 9: 266 (1992); Shalaby et al., J. Exp. Med. 17: 217 

(1992)）。ヒト抗体は元のネズミ抗体に対して相同的であればあるほど、ヒトフ

レームワークはマウスＣＤＲに歪み（この歪みがアフィニティーを低下させうる

）を導入する可能性が低くなる。配列相同性に基づいて、ヒト化３Ｄ１重鎖のた

めのフレームワークを用意するためにＩ２Ｒを選択し、ヒト化３Ｄ１軽鎖可変領

域のためのフレームワークを用意するためにＨ２Ｆを選択した。Manheimer-Lory

, A. et al., J. Exp. Med. 174(6): 1639-52 (1991)。他の非常に相同的なヒト

抗体鎖は、ヒト化抗体フレームワーク、特に、Ｋａｂａｔにより定義されたヒト

サブグループ４からのカッパ軽鎖ならびにヒトサブグループ１からの重鎖を用意

することにも適しているであろう。

      【００９８】

  通常には、同じヒト抗体由来の重鎖および軽鎖を選択してフレームワーク配列

を用意し、２本の鎖のアッセンブリーにおける不適合成の可能性を減少させる。

Ｉ２Ｒ抗体は３Ｄ１重鎖および軽鎖に対して高い相同性を示すので、最初のヒト

化抗体モデルのフレームワークを用意するために選択された。しかしながら、３

Ｄ１軽鎖可変領域は、Ｉ２Ｒを含む他の抗体と比較して、Ｈ２Ｆフレームワーク

に対して有意に高い相同性を示す。それゆえ、ヒト化３Ｄ１軽鎖可変領域のフレ

ームワークを用意するためにＨ２Ｆを選択し、その一方で、重鎖可変領域のフレ

ームワークを用意するためにＩ２Ｒを選択した。

      【００９９】

  コンピュータープログラムＡＢＭＯＤおよびＥＮＣＯＤＥ（Levitt et al., J

. Mol. Biol. 168: 595 (1983)）を用いて３Ｄ１可変ドメインの分子モデルを構

築し、これを用いて３Ｄ１フレームワーク中にアミノ酸を配置し、それらがＣＤ
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Ｒに十分に近接して潜在的にＣＤＲがそれらと相互作用するようにした。ヒト化

３Ｄ１重鎖および軽鎖可変領域を設計するために、マウス３Ｄ１重鎖由来のＣＤ

ＲをヒトＩ２Ｒ重鎖のフレームワーク領域中に移植し、マウス３Ｄ１軽鎖由来の

ＣＤＲをヒトＨ２Ｆ軽鎖のフレームワーク領域中に移植した。コンピューターモ

デルがＣＤＲとの有意な接触を示唆したフレームワーク位置において、マウス抗

体由来のアミノ酸を元のヒトフレームワークアミノ酸のかわりに用いた。ヒト化

３Ｄ１に関し、このことを、重鎖の残基２７、３０、４８、６７、７０および７

２ならびに軽鎖の残基２２において行った。そのうえ、ヒト抗体のデータベース

中のそれらの位置においてまれにしか存在しないフレームワーク残基を、それら

の位置のヒトコンセンサスアミノ酸により置換した。ヒト化３Ｄ１に関して、こ

のことを、重鎖の残基１１３ならびに軽鎖の残基３において行った。

      【０１００】

  ヒト化３Ｄ１抗体重鎖および軽鎖可変領域の配列を図２Ａ－２Ｂに示す。しか

しながら、多くの潜在的にＣＤＲと接触する残基が他のアミノ酸で置換可能であ

り、やはり抗体は抗原に対する実質的なアフィニティーを保持しうる。表１は、

別のアミノ酸が適当でありうるフレームワーク中の位置番号を掲載する（ＬＣ＝

軽鎖、ＨＣ＝重鎖）。表に示した位置は成熟鎖の最初のアミノ酸からのアミノ酸

数であり、それを二重下線により示す(図２Ａ－２Ｂ）。例えば、位置ＬＣ－２

２は、二重下線アスパラギン酸Ｄから数えて２２番目のアミノ酸である（あるい

はスタートコドンから４２番目のアミノ酸）。

表１．アミノ酸置換体および／または代替物

    位置        ヒト化３Ｄ１    代替物

ＬＣ－２２          Ｓ            Ｎ

ＨＣ－２７          Ｙ            Ｇ

ＨＣ－３０          Ｔ            Ｓ

ＨＣ－４８          Ｉ            Ｍ

ＨＣ－６７          Ｋ            Ｒ

ＨＣ－６８          Ａ            Ｖ

ＨＣ－７０          Ｍ            Ｉ
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ＨＣ－７２          Ｖ            Ａ

      【０１０１】

  同様に、ヒト化抗体の有意なアフィニティー損失または無免疫原性を生じさせ

ることなく、ヒト化３Ｄ１重鎖および軽鎖中のＣＤＲと接触していない多くのフ

レームワーク残基を、Ｉ２ＲおよびＨ２Ｆフレームワークの対応位置、他のヒト

抗体、マウス３Ｄ１抗体、あるいは他のマウス抗体からのアミノ酸の置換に役立

てることができる。表２は、別のアミノ酸が適当でありうるフレームワ－ク中の

さらなる位置の番号を掲載する。

表２．フレームワーク猟奇アミノ酸置換体および／または代替物

    位置        ヒト化３Ｄ１    代替物

ＬＣ－３            Ｖ            Ｑ

ＨＣ－１１３        Ｔ            Ｉ

      【０１０２】

  種々の別のアミノ酸の選択を用いて、アフィニティー、特異性、無免疫原性、

製造容易性、および他の所望特性の種々の組み合わせを有するヒト化３Ｄ１のバ

ージョンを製造してもよい。よって、上表中の例は説明のために提供されるもの

であり、限定を目的とするものではない。

      【０１０３】

実施例３：ヒト化３Ｄ１の構築：

  上で説明したようにヒト化可変領域アミノ酸配列を設計したならば、それらを

コードするように遺伝子を構築し、該遺伝子にはシグナルペプチド、スプライス

ドナーシグナルおよび適当な制限部位を含ませた（図２Ａ－２Ｂ）。軽鎖および

重鎖可変領域遺伝子を構築し、長さ約６５ないし８０塩基の範囲の８つの重複合

成オリゴヌクレオチドを用いて増幅した（He et al., L. Immunol. 160: 1029 (

1998)参照）。オリゴをペアーにしてアニールさせ、ＤＮＡポリメラーゼＩのク

レノウフラグメントを用いて伸長させた。得られたフラグメントを変性させ、ア

ニールさせ、ついで、クレノウフラグメントで伸長させて、２つのフラグメント

を得た。これらのフラグメントを変性させ、ペアーにしてアニールさせ、ついで

、再度伸長させて、全長遺伝子を得た。Ｔａｑポリメラーゼを用いる連鎖反応(
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ＰＣＲ)により、得られた生成物を増幅し、ゲル精製し、ＸｂａＩで消化し、再

度ゲル精製し、ついで、軽鎖の発現のためにｐＶｋのＸｂａＩ部位中にサブクロ

ーニングし、重鎖の発現のためにｐＶｇ４またはｐＶｇ２．Ｍ３中にサブクロー

ニングした。カッパ軽鎖発現用のｐＶｋベクターはすでに記載されている（Co e

t al., J. Immunol. 148:1149 (1992)参照）。γ４重鎖発現用のｐＶｇ４ベクタ

ーは、γ１不変領域遺伝子を含むｐＶｇ１のＸｂａＩ－ＢａｍＨＩフラグメント

（Co et al., J. Immunol. 148:1149 (1992)参照）をヒトg４不変領域遺伝子の

約２０００ｂｐのフラグメント（γ４遺伝子のＣＨ１エキソンに先行するHindII

I部位から、当該遺伝子のＣＨ４エキソンの後に続くＮｓｉＩ部位よりも２７０

ｂｐ後ろまで）（Ellison and Hood, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 1984 (1

982))で置換することにより構築された。γ２重鎖発現用のｐＶｇ２.Ｍ３ベクタ

ーはCole et al., J. Immunol. 159:3613 (1997)に記載されている。ｐＶｇ２．

Ｍ３は、位置２３４および２３７におけるＶａｌおよびＧｌｙをＡｌａで置換す

ることにより、ヒト野生型ＩｇＧ２から変異させられたものである。この変異体

は、そのＦｃ受容体との相互作用が減じられており、よって、最小の抗体エフェ

クター活性を有する。

      【０１０４】

  ヌクレオチド配列決定および制限マッピングにより最終プラスミドの構造を確

かめた。当業者によく知られた標準的方法によりすべてのＤＮＡ操作を行った。

      【０１０５】

  比較研究のために２つのヒト化３Ｄ１、１つのＩｇＧ４および１つのＩｇＧ．

Ｍ３を得た。ヒト化３Ｄ１（ＩｇＧ４またはＩｇＧ２．Ｍ３）を産生する細胞系

を構築するために、軽鎖およびそれぞれの重鎖プラスミドをマウスミエローマ細

胞系Ｓｐ２／０－Ａｇ１４（ATCC  ＣＲＬ  １５８１）中にトランスフェクショ

ンした。当該分野において知られた方法を用いてプラスミドをＣＨＯ細胞中にも

トランスフェクションした。トランスフェクション前に、制限エンドヌクレアー

ゼを用いて重鎖および軽鎖含有プラスミドを直鎖状にした。ＦｓｐＩを用いてカ

ッパ鎖およびγ２鎖を直鎖状にした。ＢｓｔＺ１７Ｉを用いてγ４鎖を直鎖状に

した。約２０μｇの軽鎖および重鎖プラスミドを、ＰＢＳ中の１ｘ１０７個の細
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胞中にトランスフェクションした。製造者の説明書に従って３６０Ｖ、２５μＦ

ＤとしてGene Pulser apparatus (BioRad)を用いるエレクトロポレーションによ

りトランスフェクションを行った。各トランスフェクションから得た細胞を４枚

の９６ウェル組織培養プレートに撒き、２日後に選択培地（ ＤＭＥＭ， １０％

 ＦＣＳ，１ｘＨＴ補足（Ｓｉｇｍａ），０．２５ｍｇ／ｍｌキサンチン，１μ

ｇ／ｍｌミコフェノリックアシッド）を適用した。

      【０１０６】

  約２週間後、出現したクローンをＥＬＩＳＡにより抗体産生に関してスクリー

ニングした。通常培地（１０%ＦＣＳ含有ＤＭＥＭ）にて集密になるまで細胞を

増殖させることにより高生産性クローンから抗体を調製し、ついで、培地を無血

清培地（Hybridoma SMF; Gibco）に置換し、培養において最大抗体力価が得られ

るまで培養した。培養上清をプロテインＡ－セファロースカラム（Pharmacia）

にかけ、０．１Ｍｇグリシン ＮａＣｌ，ｐＨ３で抗体を溶離させ、中和し、つ

いで、リン酸塩緩衝化セイライン（ＰＢＳ）に交換した。アクリルアミドゲルで

分析することにより抗体純度を確かめ、ＯＤ２８０の読み（１．０ｍｇの抗体蛋

白はＯＤ２８０の読みが１．４であると仮定）からその濃度を決定した。

      【０１０７】

実施例４：ヒト化抗－Ｂ７－２抗体のアフィニティー：

競合結合アッセイ：

  競合結合アッセイにより、ネズミおよびヒト化３Ｄ１抗体のＢ７－２抗原に対

する相対アフィニティーを決定した。未標識ヒト化またはネズミ３Ｄ１抗体の３

倍系列希釈物を、一定量の放射性ヨウ素化ネズミ３Ｄ１抗体（１回のテストにつ

き４００００－５００００ｃｐｍ、２%牛胎児血清含有ＰＢＳ中）と混合した。

      【０１０８】

  その後、細胞表面にｒｈＢ７－２を発現する１ｘ１０５個のＣＨＯ細胞（ＣＨ

Ｏ／ｈＢ７－２）を添加し、混合物（全体積２００μｌ）を４℃でおだやかに振

盪しながら２時間インキュベーションした。ついで、細胞－抗体懸濁液を、１０

０μｌの８０％フタル酸ジブチル－２０％オリーブ油を入れたSarstedt Micro T

ubes (part #72.702)に移した。微量遠心機にて遠心分離した後、Sarstedtチュ
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ーブをドライアイスに数分間浸した。各チューブ（細胞ペレット含有）の端をシ

ンチレーションバイアル中に留め、ガンマカウンターでカウントすることにより

細胞結合１２５Ｉを決定した。結合および遊離カウントを決定し、Berzofskyお

よびBerkowerの方法（J. A. Berzofsky and I. J. Berkower, in Fundamental I

mmunology 9ed. W. E. Paul, Raven Press (New York), 595 (1984)）に準じて

コールド競合抗体濃度に対してその比をプロットした。

      【０１０９】

細胞系：

  ｈＢ７－２をその膜表面に発現する組み換えチャイニーズハムスター卵巣(Ｃ

ＨＯ)細胞系を、ｈＢ７－２ ｃＤＮＡ配列およびＧ４１８耐性にてトランスフェ

クションした細胞からクローン化した。何回も継代した後のＣＨＯ細胞表面上の

ｈＢ７－２の発現を、ネズミ抗－Ｂ７抗体およびＦＡＣＳ分析を用いて確認した

。

      【０１１０】

１２５Ｉ標識抗－ｈＢ７ ｍＡｂの調製および特徴づけ：

  製造者の説明書に従って１２５Ｉ－ビオチン－Ｈｕｎｔｅｒ試薬（Amersham C

orp., Arlington Hts, IL）との反応により、抗－ｈＢ７抗体を１２５Ｉで標識

した。ＮＡＰ－２５カラムを用いて蛋白を遊離試薬から分離した。ＨＰＬＣ－サ

イズ－排除カラムを用いて、抗体がインタクトのままであり、凝集していないこ

とを確認し、未標識抗体から調製した標準物質に対する蛋白濃度を測定した。典

型的には、標識は１マイクログラムの蛋白あたり４ないし８マイクロキュリーで

あり、あるいは約３０ないし６０％の抗体分子が標識された。

      【０１１１】

結果：

  競合結合グラフを図３に示す。各データポイントは三系の測定値の平均を示す

。結果は、ヒト化ＩｇＧ４およびヒト化ＩｇＧ２．３抗－ヒトＢ７－２抗体の両

方が、ネズミ抗－ヒトＢ７－２抗体と同様の高い結合アフィニティー（約１ｘ１

０９Ｍ－１）を有し、３Ｄ１のヒト化中にＢ７－２に対するアフィニティーを失

わなかったことを示した。ネズミおよびヒト化抗－Ｂ７－２は細胞表面に発現さ
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れたｈＢ７－２を高いアフィニティーをもって認識する。

      【０１１２】

実施例５  ＣＨＯ／ｈＢ７細胞へのヒト化抗－Ｂ７ ｍＡｂの直接結合：

細胞結合アッセイ：

  ９６ウェル組織培養プレートのウェル１個につき１００００個のＣＨＯ／ｈＢ

７－２細胞を撒くことにより結合アッセイを開始した。２日後、脱脂乾燥乳蛋白

（非特異的結合をブロックするために）およびアジ化ナトリウム（細胞による抗

体のインターナリゼーションを防止するために）を含有するアッセイバッファー

にて付着細胞をおだやかに洗浄した。直接結合アッセイのために、１２５Ｉ標識

抗－Ｂ７抗体（１２５Ｉ－ネズミ抗－ヒトＢ７－２，８２６ｃｐｍ／ｆｍｏｌ；

ヒト化抗－ヒトＢ７－２，８８３ｃｐｍ／ｆｍｏｌ）をアッセイバッファー中に

系列希釈し、細胞上にて一晩インキュベーションし、抗体を細胞表面Ｂ７に結合

させ、平衡に達せしめた。未結合抗体を細胞からおだやかに洗浄し、１２５Ｉシ

ンチラントおよびフォトディテクターシステムを用いて結合１２５Ｉ－標識抗体

を検出した。同じやり方で各希釈物に関してＣＨＯ細胞に対する非特異的結合を

決定したが、試験すべき抗体により認識されないＢ７－１分子を発現する細胞に

関しては決定しなかった。

      【０１１３】

結果：

  直接結合のグラフを図４に示す。非特異的結合を三系のウェルから得た平均値

から差し引いたデータを、Ｇｒａｐｈｐａｄ  Ｐｒｉｓｍソフトウェアを用いて

双曲線飽和曲線に適合させた。最大結合の半分に対応する濃度として決定された

抗体のＫＤ値は、ネズミおよびヒト化抗－Ｂ７－２ ｍＡｂがＢ７－２に対して

同様の高い結合アフィニティー（約１０－９ｍ）を有することを示した。ネズミ

およびヒト化両方の抗－Ｂ７－２抗体は細胞表面に発現されたｈＢ７－２を高い

アフィニティーで認識する。

      【０１１４】

実施例６：蛋白リガンドに対するヒト化抗－Ｂ７ ｍＡｂの結合：

ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）によるアフィニティー決定：
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  ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）バイオセンサー（ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）；

Ｕｐｐｓａｌｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）を用いてヒトＢ７－２Ｉｇに対するネズミお

よびヒト化抗－Ｂ７－２ヒト抗体の結合動特性を決定した。ヒトＢ７－２Ｉｇ（

ｈＢ７－２Ｉｇ）をＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）センサーチップのデキストラン

マトリックス上に固定化した。ヒト化およびネズミ抗－ヒトＢ７－２を、２００

、１００、５０および２０ｎＭにおいて試験した。各希釈物を１ラン（run）あ

たり４回試験し、全部で３つの別個のランを行った。表面プラスモン共鳴（ＳＰ

Ｒ）により抗－ヒトＢ７－２抗体結合をリアルタイムで測定し、ＢＩＡ評価ソフ

トウェア（バージョン３．１）中の２価結合モデルを用いて全体的な分析を行っ

た。各試料につき、結合定数（ｋａ）、解離定数（ｋｄ）、および平衡解離定数

（ＫＤ）を決定した。

      【０１１５】

ｈＢ７－２Ｉｇの調製：

  可溶性形態のｈＢ７－２Ｉｇを分泌するように処理されたＣＨＯ細胞の培地か

ら、この蛋白を回収した。Ｂ７－２遺伝子の細胞外ドメインに対応するＤＮＡコ

ーディング配列をヒトＩｇＧ１重鎖のヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３ドメインに融合さ

せることにより、組み換えｈＢ７－２Ｉｇを得た。プロテインＡにより培地から

組み換えｈＢ７－２Ｉｇを精製した。

      【０１１６】

結果：

  表３は、ネズミおよびヒト化両方の抗－ヒト ｍＡｂに関して得られた平均値

を示す。ＳＰＲにより決定されたネズミおよびヒト化抗Ｂ７－２ ｍＡｂに関す

る結合定数は、ネズミおよびヒト化形態の抗－Ｂ７－２ ｍＡｂは類似しており

、ネズミ抗－Ｂ７－２ ｍＡｂは、固定化ｈＢ７－２Ｉｇに対してヒト化抗－Ｂ

７－２よりもわずかに高い結合定数を有することを示す。ネズミ抗－Ｂ７－２ 

ｍＡｂに関して計算された約２．８倍高いアフィニティーは真の値であるが、ヒ

ト化プロセス中に導入されたネズミおよびヒト化抗－Ｂ７－２ ｍＡｂ間のわず

かな相違を示す可能性がある。もう１つの可能性は、これらの抗体の調製、プロ

セッシングおよび分析時の技術的ばらつきによるものである可能性がある。実施
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例４，５および７に示すように、細胞ベースのアッセイにおいてヒト化ｈＢ７－

２結合アフィニティーにおける相違は観察されなかった。

表３．ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）により決定された抗－Ｂ７－２  ｍＡｂのア

フィニティー

    ｍＡｂ                  平均ＫＤ

ネズミ抗－Ｂ７－２      １．８ｘ１０－９Ｍ

ヒト化抗－Ｂ７－２      ５．１ｘ１０－９Ｍ

      【０１１７】

実施例７  ヒト化抗－Ｂ７－２によるＴ細胞共刺激の阻害

ＣＤ２８＋Ｔ細胞／ＣＨＯ－Ｂ７増殖アッセイ

  ここで説明するようにして単離されたＣＤ２８＋細胞を、２ｎｇ／ｍｌのＰＭ

Ａ（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）を補足したＲＰＭＩ完全培地で１回洗浄し、同培地

に再懸濁して細胞密度５ｘ１０５個／ｍｌとした。ＣＤ２８＋Ｔ細胞（１００μ

Ｌ、５ｘ１０４個）を抗体／ＣＨＯ／ｈＢ７－２混合物（下記参照）に添加し、

３７℃で３日間、５％ ＣＯ２下でインキュベーションし、ついで、培養の最後

の６時間において１μＣｉの［３Ｈ］－チミジン（ＮＥＮ，Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ

）をパルスすることによりＴ細胞増殖を測定した。細胞をフィルター上に集め、

取り込まれた放射活性をシンチレーションカウンターにて測定した。

      【０１１８】

材料：

  記載された（June et al., Mol. Cell. Biol. 7:4472-4481 (1987)）免疫吸着

を用いるネガティブセレクションにより、ヒト末梢血リンパ球からＣＤ２８＋ヒ

トＴ細胞を単離した。健康なヒトドナーのロイコフォレシス（ｌｅｕｋｏｐｈｏ

ｒｅｓｉｓ）によりバフィーコートを得て、密度勾配遠心分離により末梢血リン

パ球（ＰＢＬ）を単離した。プラスチック吸着によりＰＢＬから単球を枯渇させ

た。ＣＤ１１、ＣＤ２０、ＣＤ１６およびＣＤ１４（このセットの抗体はすべて

のＢ細胞、単球、大顆粒リンパ球、およびＣＤ２８＋Ｔ細胞を被覆するであろう

）に対する抗体を用いるネガティブセレクションならびにヤギ抗－マウス免疫グ

ロブリン－被覆磁性粒子を用いる磁性ビーズ分離により非付着細胞からＣＤ２８
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＋Ｔ細胞を単離した。

  Ｃａ２＋およびＭｇ２＋不含かつ０．５ｍＭ ＥＤＴＡ含有リン酸塩緩衝化セ

イライン中でインキュベーションすることによりＣＨＯ／ｈＢ７－２細胞を組織

培養プレートからはがし、洗浄し、新たに調製したパラホルムアルデヒドを用い

て固定した。

  種々の濃度の抗－Ｂ７－２抗体（二系）を、マイクロタイタープレート（平底

、９６ウェル、Ｃｏｓｔａｒ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）にて、１ｘ１０４個

のＣＨＯ／ｈＢ７－２細胞とともに１００μｌのＲＰＭＩ完全培地（ＲＰＭＩ１

６４０培地、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）、１００Ｕ／ｍｌペニシリン、１０

０μｇ／ｍｌストレプトマイシン）中、 ＣＯ２下、３７℃にて１時間プレイン

キュベーションした。

      【０１１９】

結果：

  図５は、ネズミおよびヒト化抗－ｈＢ７－２ ｍＡｂによるヒトＣＤ２８＋細

胞増殖の阻害の結果を示す。両方の抗体は、類似のＩＣ５０値（阻害濃度５０％

；最大Ｔ細胞増殖の５０％を阻害するのに必要な抗体量）（ネズミ抗－ｈＢ７－

２については７２ｐｍ、ヒト化抗－ｈＢ７－２については５０ｐｍ）でＢ７－２

によりドライブされるＴ細胞増殖の用量依存的な阻害を示し、両方の抗体が類似

しており、Ｂ７－２によるＴ細胞刺激シグナルの阻害において非常に有効である

ことが示される。このことは、高アフィニティー抗－Ｂ７－２ ｍＡｂは、ヒト

Ｔ細胞の活性化および／または増殖を阻害（例えば、防止）することによりＢ７

－２機能をブロックできることを示すものである。これらのｍＡｂは、Ｔ細胞応

答を阻害するためにインビボにおいて使用することにおいて同様の能力を示すと

考えられる。

      【０１２０】

実施例８：マウス１Ｆ１可変領域ｃＤＮＡのクローニングおよび配列決定

  マウス１Ｆ１重鎖および軽鎖可変領域ｃＤＮＡを、アンカードＰＣＲ（Co et 

al., J. Immunol. 148: 1149 (1992))を用いて、ハイブリドーマ細胞から単離さ

れたｍＲＮＡからクローン化した。ｃＤＮＡに付加されたポリ－ｄＧテイルに５
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’プライマーをアニールさせ、不異変領域に３’プライマーをアニールさせた。

ついで、増幅遺伝子フラグメントをプラスミドｐＵＣ１９中に挿入した。ＶＨお

よびＶＬ ｃＤＮＡに関するいくつかの独立したクローンからヌクレオチド配列

を決定した。重鎖に関して、マウス重鎖可変領域に典型的な１つのユニークな配

列を同定した。軽鎖に関して、マウス軽鎖可変領域に相同的な２つのユニークな

配列を同定した。しかしながら、１つの配列は、Ｖ－Ｊジャンクションにおいて

フレームシフトを引き起こすヌクレオチド消失のために機能的でなく、非生産性

アリールと同定された。他方の配列は機能的なマウスカッパ鎖可変領域に典型的

であった。重鎖および機能的軽鎖の可変領域ｃＤＮＡ配列、ならびに翻訳された

アミノ酸配列を図６Ａおよび６Ｂにそれぞれ示す。マウスＶＨはｋａｂａｔの重

鎖サブグループＩＩ（Ｃ）に属する。マウスＶＫ配列はｋａｂａｔのマウスカッ

パ鎖サブグループＩＶに属する。

      【０１２１】

実施例９：ヒト化１Ｆ１可変領域の設計

  ヒト化抗体中にマウス抗体の結合アフィニティーを保持させるために、Ｑｕｅ

ｅｎらの一般的手順（Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 10029 (

1989)、米国特許第５５８５０８９号および第５６９３７６２号、これらの教示

を出典明示により本明細書に一体化させる）に従った。フレームワーク残基の選

択は高い結合アフィニティーを保持させることにおいて重要でありうる。原理的

には、ヒト抗体由来のフレームワ－ク配列はＣＤＲ移植のための鋳型として役立

ちうるが、かかるフレームワーク中への直鎖状ＣＤＲ置換は抗原に対する結合ア

フィニティーの有意な損失を導く可能性があることが示されている（Tempest et

 al., Biotechnology 9: 266 (1992); Shalaby et al., J. Exp. Med. 17: 217 

(1992)）。ヒト抗体は元のネズミ抗体に対して相同的であればあるほど、ヒトフ

レームワークはマウスＣＤＲに歪み（この歪みがアフィニティーを低下させうる

）を導入する可能性が低くなる。Ｋａｂａｔ抗体配列データベース（Kabat et a

l., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ed., U.S. Depar

tment of Health and Human Services (1991)）に対する配列相同性検索に基づ

いて、ヒト化１Ｆ１重鎖可変領域およびヒト化１Ｆ１軽鎖ｄ可変領域のためのフ
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レームワークを用意するためにＩＩＩ－２Ｒ（Manheimer-Lory, A. et al., J. 

Exp. Med. 176: 309 (1992)）を選択した。他の非常に相同的なヒト抗体鎖は、

ヒト化抗体フレームワーク、特に、Ｋａｂａｔにより定義されたヒトサブグルー

プ１からのカッパ軽鎖ならびにヒトサブグループ１からの重鎖を用意することに

も適しているであろう。

      【０１２２】

  通常には、同じヒト抗体由来の重鎖および軽鎖を選択してフレームワーク配列

を用意し、２本の鎖のアッセンブリーにおける不適合成の可能性を減少させる。

ＩＩＩ－２Ｒ抗体は１Ｆ１重鎖および軽鎖に対して高い相同性を示すので、最初

のヒト化抗体モデルのフレームワークを用意するために選択された。ヒト化１Ｆ

１重鎖可変ドメインは、マウス１Ｆ１重鎖フレームワークの残基と同じである８

７個のフレームワーク残基のうち６９残基を有し、あるいは７９％の配列同一性

を有する。ヒト化１Ｆ１軽鎖可変ドメインはマウス１Ｆ１軽鎖可変ドメインと同

じである８０個のフレームワーク残基のうち５５個の残基を有し、あるいは６９

％の配列同一性を有する。

      【０１２３】

  コンピュータープログラムＡＢＭＯＤおよびＥＮＣＯＤＥ（Levitt et al., J

. Mol. Biol. 168: 595 (1983)）を用いて１Ｆ１可変ドメインの分子モデルを構

築し、これを用いて１Ｆ１フレームワーク中にアミノ酸を配置し、それらがＣＤ

Ｒに十分に近接して潜在的にＣＤＲがそれらと相互作用するようにした。ヒト化

３Ｄ１重鎖および軽鎖可変領域を設計するために、マウス１Ｆ１重鎖由来のＣＤ

ＲをヒトＩＩＩ－２Ｒ重鎖のフレームワーク領域中に移植し、マウス１Ｆ１軽鎖

由来のＣＤＲをヒトＩＩＩ－２Ｒ軽鎖のフレームワーク領域中に移植した。コン

ピューターモデルがＣＤＲとの有意な接触を示唆したフレームワーク位置におい

て、マウス抗体由来のアミノ酸を元のヒトフレームワークアミノ酸のかわりに用

いた。ヒト化１Ｆ１に関し、このことを、重鎖の残基１、２４、２７、２８、２

９、３０、４８、６７、および６８ならびに軽鎖の残基４７および７２において

行った。そのうえ、ヒト抗体のデータベース中のそれらの位置においてまれにし

か存在しないフレームワーク残基を、それらの位置のヒトコンセンサスアミノ酸
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により置換した。ヒト化１Ｆ１に関して、このことを、重鎖の残基１６、７４、

および１１３ならびに軽鎖の残基４４において行った。全体として、ヒト化１F

１重鎖可変ドメインは、ヒトIII-２R重鎖可変ドメインと同じである８８個の残

基を有し、ヒト化１F１軽鎖可変ドメインは、ヒトIII-２R軽鎖可変ドメインと同

じである８８個の残基を有する。

      【０１２４】

  ヒト化１Ｆ１抗体重鎖および軽鎖可変領域の配列を図７Ａおよび７Ｂに示す。

しかしながら、多くの潜在的にＣＤＲと接触する残基が他のアミノ酸で置換可能

であり、やはり抗体は抗原に対する実質的なアフィニティーを保持しうる。表４

は、別のアミノ酸が適当でありうるフレームワーク中の位置番号を掲載する（Ｌ

Ｃ＝軽鎖、ＨＣ＝重鎖）。

表４．

    位置        ヒト化１Ｆ１    代替物

ＨＣ－１            Ｅ            Ｑ

ＨＣ－２４          Ｐ            Ａ

ＨＣ－２７          Ｆ          Ｇ，Ｙ

ＨＣ－２８          Ｎ            Ｔ

ＨＣ－２９          Ｉ            Ｆ

ＨＣ－３０          Ｋ          Ｓ，Ｔ

ＨＣ－４８          Ｉ            Ｍ

ＨＣ－６７          Ｋ            Ｒ

ＨＣ－６８          Ａ            Ｖ

ＬＣ－７２          Ｙ            Ｆ

      【０１２５】

  同様に、ヒト化抗体の有意なアフィニティー損失または無免疫原性を生じさせる

ことなく、ヒト化１Ｆ１重鎖および軽鎖中のＣＤＲと接触していない多くのフレ

ームワーク残基を、ＩＩＩ－２Ｒフレームワークの対応位置、他のヒト抗体、マ

ウス１Ｆ１抗体、あるいは他のマウス抗体からのアミノ酸の置換に役立てること

ができる。表５は、別のアミノ酸が適当でありうるフレームワ－ク中のさらなる
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位置の番号を掲載する。

表５

    位置        ヒト化１Ｆ１    代替物

ＨＣ－１６          Ａ            Ｓ

ＨＣ－７４          Ｔ            Ｋ

ＨＣ－１１３        Ｔ            Ｉ

ＬＣ－４４          Ａ          Ｓ，Ｖ

      【０１２６】

  種々の別のアミノ酸の選択を用いて、アフィニティー、特異性、無免疫原性、

製造容易性、および他の所望特性の種々の組み合わせを有するヒト化３Ｄ１のバ

ージョンを製造してもよい。よって、上表中の例は説明のために提供されるもの

であり、限定を目的とするものではない。

      【０１２７】

実施例１０：ヒト化１Ｆ１の構築

  上で説明したようにヒト化可変領域アミノ酸配列を設計したならば、それらを

コードするように遺伝子を構築し、該遺伝子にはシグナルペプチド、スプライス

ドナーシグナルおよび適当な制限部位を含ませた（図７Ａおよび７Ｂ）。軽鎖お

よび重鎖可変領域遺伝子を構築し、長さ約６５ないし８０塩基の範囲の８つの重

複合成オリゴヌクレオチドを用いて増幅した（He et al., L. Immunol. 160: 10

29 (1998)参照）。オリゴをペアーにしてアニールさせ、ＤＮＡポリメラーゼＩ

のクレノウフラグメントを用いて伸長させた。得られたフラグメントを変性させ

、アニールさせ、ついで、クレノウフラグメントで伸長させて、２つのフラグメ

ントを得た。これらのフラグメントを変性させ、ペアーにしてアニールさせ、つ

いで、再度伸長させて、全長遺伝子を得た。Ｔａｑポリメラーゼを用いる連鎖反

応(ＰＣＲ)により、得られた生成物を増幅し、ゲル精製し、ＸｂａＩで消化し、

再度ゲル精製し、ついで、重鎖の発現のためにｐＶｇ２．Ｍ３のＸｂａＩ部位中

にサブクローニングし、軽鎖の発現のためにｐＶｋ中にサブクローニングした。

ヒトγ２重鎖発現用のｐＶｇ２．Ｍ３ベクターはすでに記載されている（Cole e

t al., J. Immunol. 159:3613 (1997)）。ｐＶｇ２．Ｍ３プラスミド中のヒトγ
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２不変領域は、位置２３４および２３７のアミノ酸ＶａｌおよびＧｌｙをＡｌａ

で置換することにより、野生型ヒトγ２不変領域から変異させられたものである

。この変異体は、そのＦｃ受容体との相互作用が減じられており、よって、最小

の抗体エフェクター活性を有する。ヒトカッパ軽鎖発現用のpVkベクターはすで

に記載されている（Co et al., J. Immunol. 148:1149 (1992)参照）。

      【０１２８】

  ヌクレオチド配列決定および制限マッピングにより最終プラスミドの構造を確

かめた。当業者によく知られた標準的方法によりすべてのＤＮＡ操作を行った。

      【０１２９】

  結合の研究のためにヒト化１F１抗体のIgG２．M３形態を得た。ヒト化１Ｆ１

を産生する細胞系を構築するために、軽鎖およびそれぞれの重鎖プラスミドをマ

ウスミエローマ細胞系Ｓｐ２／０－Ａｇ１４（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ １５８１）中

にトランスフェクションした。当該分野において知られた方法を用いてプラスミ

ドをＣＨＯ細胞中にもトランスフェクションした。トランスフェクション前に、

制限エンドヌクレアーゼを用いて重鎖および軽鎖含有プラスミドを直鎖状にした

。ＦｓｐＩを用いてγ２重鎖プラスミドおよびカッパ軽鎖プラスミドを直鎖状に

した。約４０μｇの重鎖プラスミドおよび約２０μｇの軽鎖プラスミドを、ＰＢ

Ｓ中の１ｘ１０７個の細胞中にトランスフェクションした。製造者の説明書に従

って３６０Ｖ、２５μＦＤとしてGene Pulser apparatus (BioRad)を用いるエレ

クトロポレーションによりトランスフェクションを行った。各トランスフェクシ

ョンから得た細胞を４枚の９６ウェル組織培養プレートに撒き、２日後に選択培

地（ ＤＭＥＭ， １０％ ＦＣＳ，１ｘＨＴ補足（Ｓｉｇｍａ），０．２５ｍｇ

／ｍｌキサンチン，１μｇ／ｍｌミコフェノリックアシッド）を適用した。

      【０１３０】

  約２週間後、出現したクローンをＥＬＩＳＡにより抗体産生に関してスクリー

ニングした。通常培地（１０%ＦＣＳ含有ＤＭＥＭ）にて集密になるまで細胞を

増殖させることにより高生産性クローンから抗体を調製し、ついで、培地を無血

清培地（Hybridoma SMF; Gibco）に置換し、培養において最大抗体力価が得られ

るまで培養した。培養上清をプロテインＡ－セファロースカラム（Pharmacia）
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にかけ、０．１Ｍｇグリシン ＮａＣｌ，ｐＨ３で抗体を溶離させ、中和し、つ

いで、リン酸塩緩衝化セイライン（ＰＢＳ）に交換した。アクリルアミドゲルで

分析することにより抗体純度を確かめ、ＯＤ２８０の読み（１．０ｍｇの抗体蛋

白はＯＤ２８０の読みが１．４であると仮定）からその濃度を決定した。

  ヒト化１Ｆ１抗体のIgG４形態も得て、上記方法に従って精製した。

  CHO細胞における高レベル発現を可能にするために、完全ヒト化ヒト１Ｆ１（

ｈ１Ｆ１）およびヒト３Ｄ１（ｈ３Ｄ１）軽鎖および重鎖遺伝子をそれぞれ独立

に、選択可能、増幅可能発現ベクターｐＥＤ（Kaufman R. J., et al., Nucl. A

cids Res., 19:4485-4491 (1991)）中にサブクローンした。pED由来の発現プラ

スミドを配列決定して、それらが適当なｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１軽鎖および重鎖

をコードしていることを確認した。ＩｇＧ２ｍ３  ＣＨ３ドメインの最後から２

番目のアミノ酸は、すべての公表されたＩｇＧ２およびＩｇＧ１配列のこの位置

において報告されているグリシン残基とは対照的に、セリンであることがわかっ

た。このセリンをより通常のグリシンで置換してｐＥＤ発現構築物とした。ｈ１

Ｆ１軽鎖および重鎖発現プラスミド（ｐＥＤ．１Ｆ１ｖ２ＫＡおよびｐＥＤ．１

Ｆ１ｖ２Ｇ２ｍ３ｇｌｙ）を直鎖状にし、無血清培養中における増殖に前もって

順応させられたＣＨＯ  ＰＡ－ＤＵＫＸ．１５３．８細胞系（Sinacore M.S. et

 al., Biotechnol. Bioeng. 52:518-528 (1996)）中に同時トランスフェクショ

ンした。直鎖状プラスミドｐＥＤ．３Ｄ１ＫＡおよびｐＥＤ．３Ｄ１Ｇ２ｍ３ｇ

ｌｙでの同時トランスフェクションにより、同じ方法でｈ３Ｄ１を発現する細胞

系を得た。各場合において、軽鎖および重鎖遺伝子のＣＨＯ細胞ゲノム中への安

定な組み込み後に、メトトレキセート選択および増幅を行って、組み換えｈ１Ｆ

１ｍまたはｈ３Ｄ１細胞系を得た。抗－Ｂ７－１または抗－Ｂ７－２を発現する

ＣＨＯ細胞系を無血清増殖培地にて培養し、プロテインＡセファロースによるク

ロマトグラフィーにより、ならし培地上清から分泌抗体を精製した。酸性バッフ

ァーにて結合抗体を溶離させ、ついで、中和してｐＨ７．０とした。精製抗体の

バッファーをＰＢＳに交換し、滅菌濾過した。

      【０１３１】

実施例１１：ヒト化１Ｆ１の特性
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  放射性ヨウ素化ヒト化１Ｆ１抗体を用いる競合結合アッセイにより、ネズミお

よびヒト化１Ｆ１抗体のＢ７－１抗原に対するアフィニティーを決定した。未標

識ヒト化またはネズミ１Ｆ１抗体の３倍系列希釈物を、一定量の放射性ヨウ素化

ヒト化抗体（１回のテストにつき４００００－５００００ｃｐｍ、２%牛胎児血

清、０．１％アジ化ナトリウム含有ＰＢＳ中）と混合した。その後、細胞表面に

ｒｈＢ７－１を発現する３ｘ１０４個のＣＨＯ細胞を添加し、混合物（全体積２

００μｌ）を４℃でおだやかに振盪しながら２時間インキュベーションした。つ

いで、細胞－抗体懸濁液を、１００μｌの８０％フタル酸ジブチル－２０％オリ

ーブ油を入れたSarstedt Micro Tubes (part #72.702)に移した。微量遠心機に

て遠心分離した後、Sarstedtチューブをドライアイスに数分間浸した。各チュー

ブ（細胞ペレット含有）の端をシンチレーションバイアル中に留め、ガンマカウ

ンターでカウントすることにより細胞結合１２５Ｉを決定した。結合および遊離

カウントを決定し、BerzofskyおよびBerkowerの方法（J. A. Berzofsky and I. 

J. Berkower, in Fundamental Immunology, W. E. Paul, Raven Press (New Yor

k), 595-644 (1984)）に準じてコールド競合抗体濃度に対してその比をプロット

した。

  競合結合グラフを図８に示す。各データポイントは三系の測定値の平均を示す

。結果は、ヒト化ＩｇＧ２．Ｍ３抗体がマウス抗体と同様の高い結合アフィニテ

ィー（約１ｘ１０９Ｍ－１）を有し、１Ｆ１のヒト化中にアフィニティーを失わ

なかったことを示した。

  放射性標識抗体の結合についてのＳｃａｔｃｈａｒｄ分析により、マウスおよ

びヒト化１Ｆ１抗体のＢ７－１抗原に対するアフィニティーを確認した。放射性

標識マウスまたはヒト化１Ｆ１抗体の２倍系列希釈物を、２％ＦＣＳ、０．１％

アジ化ナトリウムを含有するＰＢＳ中（全体積２００μｌ）にて、細胞表面にｒ

ｈＢ７－１を発現する５x１０４個のCHO細胞とともにインキュベーションした。

混合物（全体積２００μｌ）を４℃でおだやかに振盪しながら２時間インキュベ

ーションした。ついで、細胞－抗体懸濁液を、１００μｌの８０％フタル酸ジブ

チル－２０％オリーブ油を入れたSarstedt Micro Tubes (part #72.702)に移し

た。微量遠心機にて遠心分離した後、Sarstedtチューブをドライアイスに数分間
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浸した。各チューブ（細胞ペレット含有）の端をシンチレーションバイアル中に

留め、ガンマカウンターでカウントすることにより細胞結合１２５Ｉを決定した

。結合および遊離カウントを決定し、その割合を、Ｓｃａｔｃｈａｒｄの方法（

Scatchard, Ann. N. Y. Acad. Sci. 51:660 (1949)）に従って、結合抗体濃度に

対してプロットした。最小二乗法を用いて直線をデータにフィットさせ、直線の

勾配から見かけのＫａを決定した。

  Ｓｃａｔｃｈａｒｄプロットを図９Ａおよび９Ｂに示す。各データポイントは

二系の決定の平均値を示す。結果は、ＩｇＧ２．Ｍ３抗体はマウス抗体と類似の

結合アフィニティー（約１ｘ１０９Ｍ－１）を有することを示し、１Ｆ１のヒト

化中のアフィニティー損失がないことが確認された。

      【０１３２】

実施例１２：ヒト化抗－Ｂ７－１モノクローナル抗体のアフィニティー

競合結合アッセイ：

  競合結合アッセイにより、ネズミおよびヒト化抗－Ｂ７－１（１Ｆ１）抗体の

Ｂ７－１抗原に対する相対アフィニティーを決定した。未標識ヒト化またはネズ

ミ抗－Ｂ７－１抗体の３倍系列希釈物を、一定量の放射性ヨウ素化ネズミ抗－Ｂ

７－１  ｍＡｂ（１２５I－抗－Ｂ７－１、２８００ｃｐｍ／ｆｍｏｌ；１回の

テストにつき４００００－５００００ｃｐｍ、２%牛胎児血清含有ＰＢＳ中）と

混合した。その後、表面にｒｈＢ７－１を発現する１ｘ１０５個のＣＨＯ／ｈＢ

７－１細胞を添加し、混合物（全体積２００μｌ）を４℃でおだやかに振盪しな

がら２時間インキュベーションした。ついで、細胞－抗体懸濁液を、１００μｌ

の８０％フタル酸ジブチル－２０％オリーブ油を入れたSarstedt Micro Tubes (

part #72.702)に移した。微量遠心機にて遠心分離した後、Sarstedtチューブを

ドライアイスに数分間浸した。各チューブ（細胞ペレット含有）の端をシンチレ

ーションバイアル中に留め、ガンマカウンターでカウントすることにより細胞結

合１２５Ｉを決定した。結合および遊離カウントを決定した。コールド競合ｍＡ

ｂ濃度に対して結合カウントをプロットした。

      【０１３３】

ＣＨＯ／ｈＢ７－１細胞系：
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  ｈＢ７－１をその膜表面に発現する組み換えチャイニーズハムスター卵巣(Ｃ

ＨＯ)細胞系を、ｈＢ７－１ｃＤＮＡ配列およびＧ４１８耐性にてトランスフェ

クションした細胞からクローン化した。何回も継代した後のＣＨＯ細胞表面上の

ｈＢ７－１の発現を、ネズミ抗－Ｂ７  ｍＡｂおよびＦＡＣＳ分析を用いて確認

した。

      【０１３４】

１２５Ｉ標識抗－ｈＢ７－１ ｍＡｂの調製および特徴づけ：

  製造者の説明書に従って１２５Ｉ－ビオチン－Ｈｕｎｔｅｒ試薬（Amersham C

orp., Arlington Hts, IL）との反応により、抗－ｈＢ７－１  ｍＡｂを１２５

Ｉで標識した。ＮＡＰ－２５カラムを用いて蛋白を遊離試薬から分離した。ＨＰ

ＬＣ－サイズ－排除カラムを用いて、抗体がインタクトのままであり、凝集して

いないことを確認し、未標識抗体から調製した標準物質に対する蛋白濃度を測定

した。典型的には、標識は１マイクログラムのｍＡｂあたり４ないし８マイクロ

キュリーであり、あるいは約３０ないし６０％の抗体分子が標識された。ネズミ

およびヒト化抗－Ｂ７－１  ｍＡｂは、それぞれ２８００ｃｐｍ／ｆｍｏｌおよ

び９５０ｃｐｍ／ｆｍｏｌの比活性を有していた。

      【０１３５】

結果：

  競合結合グラフを図１０に示す。各データポイントは三系の測定値の平均を示

す。結果は、ヒト化抗－Ｂ７－１  ｍＡｂおよびネズミ抗－Ｂ７－１  ｍＡｂ（

それよりヒト化抗－Ｂ７－１  ｍＡｂが由来する）はＢ７－１に対して類似の高

アフィニティー（約１ｘ１０－９Ｍ）を有することを示し、抗－B７－１  ｍＡ

ｂのヒト化中にアフィニティー損失がなかったことを示す。ネズミおよびヒト化

抗－Ｂ７－１は両方とも、細胞表面に発現されたＢ７－１への結合に関して、同

様に有効に標識ネズミ抗－Ｂ７－１  ｍＡｂと競合する。

      【０１３６】

実施例１３  Ｂ７－１へのヒト化抗－Ｂ７－１  ｍＡｂの直接結合：

細胞結合アッセイ：

  ９６ウェル組織培養プレートのウェル１個につき１００００個のＣＨＯ／ｈＢ
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７－１細胞を撒くことにより結合アッセイを開始し、プレートを３７℃で２日間

インキュベーションした。アッセイバッファー（脱脂乾燥乳およびアジ化ナトリ

ウムを含有するＰＢＳ）にて付着細胞をおだやかに洗浄した。１２５Ｉ標識した

ネズミおよびヒト抗－Ｂ７－１  ｍＡｂをアッセイバッファー中に系列希釈し、

細胞とともに４℃で一晩インキュベーションして結合させ、平衡に達せしめた。

アッセイバッファーにて連続しておだやかに洗浄することにより未結合抗体を細

胞からおだやかに洗浄し、１２５Ｉシンチラントおよびフォトディテクターシス

テムを用いて結合１２５Ｉ－標識抗体を検出した。標的ＣＨＯ細胞が、ネズミま

たはヒト化いずれかの抗－B７－１  ｍＡｂにより結合されないｈＢ７－２を発

現した以外は、上記と同じやり方で標識抗体の各希釈物に関して非特異的結合を

決定した。

      【０１３７】

結果：

  直接結合実験のグラフを図１１に示す。非特異的結合を三系のウェルから得た

平均値から差し引いた値を、Ｇｒａｐｈｐａｄ  Ｐｒｉｓｍソフトウェアを用い

て双曲線飽和曲線に適合させた。結合部位の最大飽和量の半分に対応する濃度と

して決定された結合定数ＫＤ値は、ネズミおよびヒト化抗体がいずれもＢ７－１

に対して同様の高い結合アフィニティー（約１０－９Ｍ）を有することを示した

。ネズミおよびヒト化両方の抗－Ｂ７－１抗体は細胞表面に発現されたヒトＢ７

－１を認識する。

      【０１３８】

実施例１４：蛋白リガンドに対するネズミおよびヒト化抗－Ｂ７－１ ｍＡｂの

結合：

ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）によるアフィニティー決定：

  ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）バイオセンサー（ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）；

Ｕｐｐｓａｌｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）を用いてヒトＢ７－１Ｉｇ（ｈＢ７－１Ｉｇ

）に対するネズミおよびヒト化抗－Ｂ７－１モノクローナル抗体の結合動特性を

決定した。ヒトＢ７－１ＩｇをＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）センサーチップのデ

キストランマトリックス上に固定化した。ヒト化およびネズミ抗－Ｂ７－１  ｍ
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Ａｂを２００、１００、５０および２０ｎＭにおいて，固定化ｈＢ７－１Ｉｇに

関して試験した。各ｍＡｂ希釈物を１ラン（run）あたり４回試験し、全部で３

つの別個のランを行った。表面プラスモン共鳴（ＳＰＲ）により抗－ヒトＢ７－

１Ｉｇ結合をリアルタイムで測定し、ＢＩＡ評価ソフトウェア（バージョン３．

１）中の２価結合モデルを用いて全体的な分析を行った。各試料につき、結合定

数（ｋａ）、解離定数（ｋｄ）、および平衡解離定数（ＫＤ）を決定した。

  表６は、ネズミおよびヒト化両方の抗－B７－１ｍＡｂに関して決定された平

均値を示す。ＳＰＲにより決定されたネズミおよびヒト化抗－B７－１ｍＡｂに

関する結合定数は、ネズミおよびヒト化形態の抗－Ｂ７－１ ｍＡｂは類似して

おり、ネズミ抗－Ｂ７－１ ｍＡｂは、ｈＢ７－１Ｉｇに対してヒト化抗－Ｂ７

－１よりもわずかに高い結合定数を有することを示す。ネズミ抗－Ｂ７－１ ｍ

Ａｂに関して計算された５倍高いアフィニティーは真の値であるが、ヒト化プロ

セス中に導入されたネズミおよびヒト化抗－Ｂ７－１ ｍＡｂ間のわずかな相違

を示す可能性がある。あるいはまた、個々のｍＡｂの調製、プロセッシングおよ

び分析時の技術的ばらつきも、これらのわずかな相違の説明となりうる。実施例

１２、１４および１９に示すように、細胞結合または機能アッセイにおいてヒト

化抗－Ｂ７－１  ｍＡｂ間において相違は観察されなかった。

表６．ＢＩＡＣＯＲＥ（登録商標）により決定された抗－Ｂ７－１  ｍＡｂのア

フィニティー

    ｍＡｂ                平均ＫＤ                標準偏差

ネズミ抗－Ｂ７－１    ５．６ｘ１０－１０Ｍ    １．９ｘ１０－１０Ｍ

ヒト化抗－Ｂ７－１    ２．８ｘ１０－９Ｍ      １．２ｘ１０－９Ｍ

      【０１３９】

ｈＢ７－１Ｉｇの調製：

  可溶性形態のｈＢ７－１Ｉｇを分泌するように処理されたＣＨＯ細胞の培地か

ら、この蛋白を回収した。Ｂ７－１遺伝子の細胞外ドメインに対応するＤＮＡコ

ーディング配列をヒトＩｇＧ１重鎖のヒンジ－ＣＨ２－ＣＨ３ドメインに融合さ

せることにより、組み換えｈＢ７－１Ｉｇを得た。プロテインＡにより培地から

組み換えｈＢ７－１Ｉｇを精製した。
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      【０１４０】

実施例１５  ヒト化Ｂ７－１  ｍＡｂによるＴ細胞共刺激の阻害

ＣＤ２８＋Ｔ細胞／ＣＨＯ－Ｂ７増殖アッセイ

  ここで説明するようにして単離されたＣＤ２８＋細胞を、２ｎｇ／ｍｌのＰＭ

Ａ（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）を補足したＲＰＭＩ完全培地で１回洗浄し、同培地

に再懸濁して細胞密度５ｘ１０５個／ｍｌとした。ＣＤ２８＋Ｔ細胞（１００μ

Ｌ、５ｘ１０４個）を抗体／ＣＨＯ／ｈＢ７－１混合物（下記参照）に添加し、

３７℃で３日間、５％ ＣＯ２下でインキュベーションし、ついで、培養の最後

の６時間において１μＣｉの［３Ｈ］－チミジン（ＮＥＮ，Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ

）をパルスすることによりＴ細胞増殖を測定した。細胞をフィルター上に集め、

取り込まれた放射活性をシンチレーションカウンターにて測定した。

      【０１４１】

材料：

  記載された（June et al., Mol. Cell. Biol. 7:4472-4481 (1987)）免疫吸着

を用いるネガティブセレクションにより、ヒト末梢血リンパ球からＣＤ２８＋ヒ

トＴ細胞を単離した。簡単に説明すると、健康なヒトドナーのロイコフォレシス

（ｌｅｕｋｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）によりバフィーコートを得て、密度勾配遠心分

離により末梢血リンパ球（ＰＢＬ）を単離した。プラスチック吸着によりＰＢＬ

から単球を枯渇させた。ＣＤ１１、ＣＤ２０、ＣＤ１６およびＣＤ１４（このセ

ットの抗体はすべてのＢ細胞、単球、大顆粒リンパ球、およびＣＤ２８＋Ｔ細胞

を被覆するであろう）に対する抗体を用いるネガティブセレクションならびにヤ

ギ抗－マウス免疫グロブリン－被覆磁性粒子を用いる磁性ビーズ分離により非付

着細胞からＣＤ２８＋Ｔ細胞を単離した。

  Ｃａ２＋およびＭｇ２＋不含かつ０．５ｍＭ ＥＤＴＡ含有リン酸塩緩衝化セ

イライン中でインキュベーションすることによりＣＨＯ／ｈＢ７－１細胞を組織

培養プレートからはがし、洗浄し、新たに調製したパラホルムアルデヒドを用い

て固定した。

  種々の濃度の抗－Ｂ７－１抗体（二系）を、マイクロタイタープレート（平底

、９６ウェル、Ｃｏｓｔａｒ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）にて、１ｘ１０４個
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のＣＨＯ／ｈＢ７－２細胞とともに１００μｌのＲＰＭＩ完全培地（ＲＰＭＩ１

６４０培地、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）、１００Ｕ／ｍｌペニシリン、１０

０μｇ／ｍｌストレプトマイシン）中、 ＣＯ２下、３７℃にて１時間プレイン

キュベーションした。

      【０１４２】

結果：

  図５は、ネズミおよびヒト化抗－ｈＢ７－２ ｍＡｂによるヒトＣＤ２８＋細

胞増殖の阻害の結果を示す。両方の抗体は、類似のＩＣ５０値（阻害濃度５０％

；最大Ｔ細胞増殖の５０％を阻害するのに必要な抗体量）（ヒト化抗－Ｂ７－１

については１１０ｐｍ、ネズミ抗－ｈＢ７－１については２２０ｐｍ）でＢ７－

１によりドライブされるＴ細胞増殖の用量依存的な阻害を示し、両方の抗体が類

似しており、Ｂ７－１によるＴ細胞刺激シグナルの阻害において非常に有効であ

ることが示される。このことは、高アフィニティー抗－Ｂ７－１ ｍＡｂは、ヒ

トＴ細胞の活性化および／または増殖を阻害（例えば、防止）することによりＢ

７－１機能をブロックできることを示すものである。これらのｍＡｂは、Ｔ細胞

応答を阻害するためにインビボにおいて使用することにおいて同様の能力を示す

と考えられる。

      【０１４３】

実施例１６：抗－Ｂ７－１および抗－Ｂ７－２  ｍＡｂによる混合リンパ球反応

の阻害

混合リンパ球反応（ＭＬＲ）：ヒト正常末梢血リンパ球（ＰＢＬ）（レスポンダ

ー）を、照射（２５００ｃＧｙ）された正常ドナーＰＢＬ（スティミュレーター

）とともに、５％熱不活性化ヒトＡＢ結成を含有するＲＰＭＩ１６４０中で、５

％ＣＯ２存在下、３７℃において培養し、最終濃度１０６個／ｍｌとした。示さ

れた場合には、ネズミ抗－ｈＢ７－１またはネズミ抗－ｈＢ７－２抗体を単独（

１０μｇ／ｍｌ）で、組み合わせて（各１０μｇ／ｍｌ）、ならびにＣＴＬＡ４

Ｉｇ（１０または２０μｇ／ｍｌ）と比較して添加した。マイクロタイタープレ

ート中、最終体積２００μｌとして細胞を三系で培養し、培養の最後の１６時間

における［３Ｈ］－チミジン取り込みにより増殖をアッセイした。一次ＭＬＲか



(77) 特表２００２－５４０７６４

ら誘導された細胞をレスポンダーとして用いて二次ＭＬＲを行った。これらの細

胞を洗浄し、一晩培養し、同じまたは異なる、あるいは第三パーティーのスティ

ミュレーターＰＢＬを用いて上記のごとく再刺激した。二次ＭＬＲには阻害剤を

添加しなかった。

      【０１４４】

結果：

  図１３に示す決定は、B７阻害剤（抗－Ｂ７、ＣＴＬＡ４Ｉｇ）の不存在また

は存在下において一次ワンウェイＭＬＲを行うことによりなされた。培養３、４

または５日目に増殖を測定した。

  一次ＭＬＲにおいて、さらなる抗－Ｂ７－１  ｍＡｂは単独では阻害効果を有

しておらず、レスポンダーT細胞の増殖をドライブすることにおいて、Ｂ７－１

は単独ではほとんど役割を果たさないことが示された。試験したすべての日にお

いて、抗－B７－２は単独でＴ細胞増殖を阻害し、そのレベルはヒトＣＴＬＡ４

Ｉｇ（ｈＣＴＬＡ４Ｉｇ）（Ｂ７－１およびＢ７－２の両方に結合することが知

られている組み換え蛋白）に匹敵するものであった。抗－B7-１および抗－Ｂ７

－２の組み合わせは、Ｔ細胞増殖の最も効果的な阻害剤であり、試験したすべて

の日においてこの応答を完全に阻害した。組み合わされた抗－Ｂ７－１および抗

－Ｂ７－２の、ｈＣＴＬＡ４Ｉｇと比較して優れたＴ細胞増殖阻害能は、抗－Ｂ

７  ｍＡｂの、Ｂ７－１およびＢ７－２に対するｈＣＴＬＡ４よりも高いアフィ

ニティーを反映するものである。組み合わされた抗Ｂ７－１および抗Ｂ７－２  

ｍＡｂは、抗B７－２単独よりも良好なT細胞増殖阻害剤であり、両方の刺激性受

容体をブロックしてT細胞応答を完全に阻害することの必要性が示される。これ

らの結果は、Ｂ７－１およびＢ７－２共スティミュレーターの完全なブロックは

、ＭＬＲにおけるアロ応答性をより完全に無くすことを示す。したがって、これ

らの結果は、抗－Ｂ７－１および抗－Ｂ７－２抗体を用いる治療方法は、特に、

両方の共刺激分子が機能的である場合には、いずれかの抗体単独よりもはるかに

効果的であることを示す。本明細書記載のレスポンダー／スティミュレーターの

ペアーは、抗－Ｂ７－１単独による阻害には感受性がないが、いくつかのレスポ

ンダー／スティミュレーターのペアーは中程度の抗－Ｂ７－１感受性を示す。
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      【０１４５】

  一次ＭＬＲにおいて抗―B７  ｍＡｂでの処理がＴ細胞の低応答性またはアネ

ルギーの発生を引き起こすかどうかを決定するために、スティミュレーターが一

次ＭＬＲと同じドナー由来であるかあるいは第三パーティー由来のものである二

次ＭＬＲにおいて、一次ＭＬＲからのレスポンダーＴ細胞を試験した。図１４は

、一次ＭＬＲから得られ、抗B７－１のみで処理されたレスポンダーＴ細胞は、

免疫抑制のない二次ＭＬＲにおいて試験された場合には、元の感作性（sensitiz

ing）細胞および第三パーティーの細胞の両方に対する完全な増殖応答を示すこ

とを示すものであり、抗－Ｂ７－１  ｍＡｂでの処理によりＢ７－１受容体のみ

をブロックすることは、これらの応答性Ｔ細胞に対して寛容化効果を有しないこ

とが示される。このことは、一次ＭＬＲが抗－Ｂ７－２のみで処理された場合に

、二次ＭＬＲにおいて見られる一次スティミュレーターに対する応答の欠如とは

対照的である。図１５の結果は、抗－Ｂ７－２のみで処理された一次ＭＬＲから

のレスポンダーＴ細胞は、一次ＭＬＲにおいて使用したのと同じスティミュレー

ターには応答しないが、無関係なスティミュレーターである第三パーティーに対

する正常な増殖応答を保持していることを示すものであり、抗－Ｂ７－２での処

理によりこれらのレスポンダーＴ細胞が元のスティミュレーターＰＢＬに対して

寛容化され、寛容化が一次ＭＬＲに存在したスティミュレーター抗原に対して特

異的であることが示される。このレスポンダー／スティミュレーターのペアーに

関して、抗－Ｂ７－２のみでの処理はスティミュレーター細胞に対する寛容性を

生じさせたが、他のレスポンダー／スティミュレーターのペアーに関しては、寛

容性の誘導は完全ではない可能性がある。

      【０１４６】

  図１６は、抗－Ｂ７－１および抗－Ｂ７－２で処理された一次ＭＬＲからのレ

スポンダーＴ細胞は一次ＭＬＲに使用したのと同じスティミュレーターには応答

しなかったが、無関係なスティミュレーターである第三パーティーに対しては正

常な増殖応答を保持していたことを示す。このことは、組み合わされた抗－Ｂ７

－１および抗－Ｂ７－２での処理によりこれらのレスポンダーＴ細胞が元のステ

ィミュレーターＰＢＬに対して寛容化されたことを示す。このレスポンダー／ス
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ティミュレーターのペアーを用いて得られた結果は、寛容性の誘導が規則となっ

ている点において、他のレスポンダー／スティミュレーターのペアーに関して典

型的なものである。

      【０１４７】

実施例１７：ヒト化抗－Ｂ７－１および抗－Ｂ７－２での処理による一次および

二次ＭＬＲの阻害

要約：

  一次ＭＬＲを阻害し、特異的な持続性のある高応答性または「寛容性」ならび

に二次ＭＬＲを誘導する抗－Ｂ７  ｍＡｂの能力を調べた。個々の抗－Ｂ７  ｍ

Ａｂあるいは組み合わされた抗－Ｂ７  ｍＡｂあるいはＣＴＬＡ４Ｉｇで一次Ｍ

ＬＲを処理し、３、４および５日目に増殖を測定した。組み合わされた抗－Ｂ７

－１  ｍＡｂ＋抗－Ｂ７－２  ｍＡｂならびにＣＴＬＡ４Ｉｇは増殖を阻害した

が、個々の抗－Ｂ７  ｍＡｂはあまり効果がなかった。ついで、一次ＭＬＲから

の細胞（処理後４８時間）を、阻害剤のない二次ＭＬＲ中に入れた。組み合わさ

れた抗－Ｂ７  ｍＡｂまたはＣＴＬＡ４Ｉｇのいずれかで処理された一次ＭＬＲ

からの細胞は、二次ＭＬＲにおいて元のスティミュレーターに対して最小の応答

を示したが、培地または個々の抗－Ｂ７  ｍＡｂで処理された細胞はよく応答し

た。すべての条件から得られた細胞は第３パーティーのスティミュレーターに対

する良好な応答を与え、そのことにより、組み合わされた抗－Ｂ７  ｍＡｂまた

はＣＴＬＡ４Ｉｇで処理された細胞に関して一次ＭＬＲにおいて見られた高応答

性は特異的かつ持続的なものであったことが示される。

      【０１４８】

材料および方法：

実験の設計：

細胞：

  レスポンダー”Ａ”細胞は、新たに採血された血液から調製されたＰＢＬであ

った。フィコール勾配遠心分離によりＰＢＬを精製し、細胞を培地で二回洗浄し

、ついで、１ｘ１０６個／ｍｌとして培地に懸濁した。元のスティミュレーター

”Ｂ”細胞はロイコフェレシスから調製されたＰＢＬであった。フィコール勾配
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遠心分離により細胞を精製し、細胞を培地で二回洗浄した。一次ＭＬＲ用には細

胞を２ｘ１０６個／ｍｌとして培地に懸濁し、二次ＭＬＲ用には１ｘ１０６個／

ｍｌとして懸濁した。第３パーティーのスティミュレーター”Ｃ”細胞はロイコ

フェレシスから調製されたＰＢＬであった。フィコール分離により細胞を精製し

、培地で二回洗浄した。１ｘ１０６個／ｍｌとして細胞を培地に懸濁した。”Ｂ

”および”Ｃ”スティミュレーターは二種の遺伝学的に異なったヒトドナーから

得たＰＢＬである。

      【０１４９】

培地：

  ２ｍＭグルタミン、１０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ、１０％熱不活性化ヒトＡＢ血清、

１００Ｕ／ｍｌペニシリン，１００μｇ／ｍｌ硫酸ストレプトマイシン、および

５μｇ／ｍｌ硫酸ゲンタマイシンを含有するＲＰＭＩ１６４０。

      【０１５０】

試験物品：

  対照Ｉｇは、ネズミ抗－ＨＩＶエンベロープ蛋白ｍＡｂ由来の可変ドメインお

よびヒトＩｇＧ１由来の不変ドメインを有するキメラｍＡｂである。すべての抗

体、ＣＴＬＡ４Ｉｇ、および対照Ｉｇ溶液は培地において調製され、下記濃度で

あった：  抗－Ｂ７－１（４０μｇ／ｍｌ）、抗－Ｂ７－２（４０μｇ／ｍｌ）

、抗－Ｂ７－１＋抗－Ｂ７－２（各４０μｇ／ｍｌ）、ＣＴＬＡ４Ｉｇ（４０μ

ｇ／ｍｌ）、ＣＴＬＡ４Ｉｇ（８０μｇ／ｍｌ）、および対照Ｉｇ（４０μｇ／

ｍｌ）。

      【０１５１】

一次ＭＬＲの方法：

  下記のことを行った：

・３．５Ｇｙにて”Ｂ”細胞に照射する。

・９６ウェルＵ字底マイクロタイタープレート中にて、５０μｌの照射された”

Ｂ”細胞＋５０μｌの抗体、ＣＴＬＡ４Ｉｇ、対照Ｉｇ、または培地を混合する

。１ｘ１０５個のＢ細胞（スティミュレーター）および２Ｘ最終濃度の阻害試薬

を含んで全体積＝１００μｌ。氷上で３０分インキュベーションする。
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・１００μｌの”Ａ”細胞（レスポンダー）を添加する。

・５％ＣＯ２下、３７℃でインキュベーションする。

・２、３および４日目に、１μＣｉの［３Ｈ］－チミジンを添加し、インキュベ

ーションを一晩継続する。

・細胞を集め、取り込まれた放射活性をシンチレーションカウンティングにより

決定する。３、４、および５日目に結果を報告する。

      【０１５２】

カップリングされた一次／二次ＭＬＲの方法：

  下記のことを行った：

・３．５Ｇｙにて”Ｂ”細胞に照射する。

・バルク一次ＭＬＲ。Ｔ－２５フラスコ中で、２．５ｍｌの照射”Ｂ”細胞（２

x１０６個／ｍｌ）＋２．５ｍｌの抗体、ＣＴＬＡ４Ｉｇ、対照Ｉｇ、または培

地を混合する。１ｘ１０６個／ｍｌの”Ｂ”細胞（スティミュレーター）および

２Ｘ最終濃度の阻害試薬を含んで全体積＝５ｍｌ。氷上で３０分インキュベーシ

ョンする。

・１００μｌの”Ａ”細胞（レスポンダー）を添加する。

・フィコール勾配遠心分離により細胞を集め、氷冷培地で細胞を２回洗浄し、培

地に１ｘ１０６個／ｍｌとして懸濁する。氷上に８時間置く。氷冷バッファーで

細胞を２回洗浄し、培地に１ｘ１０６個／ｍｌとして懸濁する。

・３．５Ｇｙにて”Ｃ”細胞（第３パーティーのスティミュレーター）に照射す

る。３．５Ｇｙにて”Ｂ”細胞（元のスティミュレーター）に照射する。”Ｂ”

細胞および”Ｃ”細胞は両方とも１ｘ１０６個／ｍｌである。

・９６ウェルＵ字底マイクロタイタープレート中にて、１００μｌの照射された

”Ｂ”細胞または照射された”Ｃ”細胞およびバルクＭＬＲからの１００μｌの

細胞を混合する。

・５％ＣＯ２下、３７℃でインキュベーションする。

・２、３、４および５日目に、１μＣｉの［３Ｈ］－チミジンを添加し、インキ

ュベーションを一晩継続する。

・細胞を集め、取り込まれた放射活性をシンチレーションカウンティングにより
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決定する。３、４、５および６日目に結果を報告する。

      【０１５３】

結果：

  １のレスポンダーを用いて行った一次ＭＬＲおよび２の異なるスティミュレー

ターを、個々の抗－Ｂ７  ｍＡｂ、組み合わされた抗－Ｂ７  ｍＡｂ、ＣＴＬＡ

４Ｉｇ、あるいは対照Ｉｇで処理し、培養物の増殖を３、４および５日目に測定

した。抗－Ｂ７－１単独では増殖に対して最小の阻害的影響があった（１－３５

％）。抗－Ｂ７－２単独では増殖に対して中程度の阻害的影響があった（３０－

５０％）。組み合わされた抗－Ｂ７ｍＡｂまたはＣＴＬＡ４Ｉｇは増殖に対して

最大の阻害を示した（８６－９２％、抗－Ｂ７；８２－９１％、ＣＴＬＡ４Ｉｇ

；図１７および１８）。

  １のスティミュレーターを用い、阻害剤を含有する一次ＭＬＲにおけるインキ

ュベーションから４８時間後に、細胞を洗浄し、休止させ、阻害剤を欠く培養に

おいて元のスティミュレーターおよび第３パーティーのスティミュレーターを用

いる二次ＭＬＲに付した。培養物の増殖を３、４、５および６日目に測定した（

図１９および２０）。二次ＭＬＲ実験からのデータの編集を図２１に示す。

  ピーク増殖応答の日にかかわらず、ピーク増殖応答からのデータを用いた場合

には、抗－Ｂ７－１単独で処理された一次ＭＬＲからの細胞に関する元のスティ

ミュレーターおよび第３パーティーのスティミュレーターに対する応答は次のよ

うであった：

表７

一次ＭＬＲにおける処理    元のスティミュレーター    第３パーティーの

                          に対する応答（％）        スティミュレーター

                                                    に対する応答（％）

培地                          １００                      １００

抗－Ｂ７－１                    ７０                        ８９

抗－Ｂ７－２                    ４７                        ８９

抗－Ｂ７－１＋抗－Ｂ７－２      １５                        ８９

ＣＴＬＡ４Ｉｇ  １０            １９                        ９０
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ＣＴＬＡ４Ｉｇ  ２０            １７                        ９５

対照Ｉｇ                        ９９                      １０５

      【０１５４】

  組み合わされた抗－Ｂ７  ｍＡｂまたはＣＴＬＡ４Ｉｇのいずれかで処理され

た一次ＭＬＲは、二次ＭＬＲにおいて同じスティミュレーターに対する増殖をあ

まりしなかった。抗－Ｂ７  ｍＡｂいずれか単独での処理はあまり効果的でなか

った。一次ＭＬＲにおける処理にかかわらず、すべての処理条件で得た細胞は、

通常には、第３のパーティーの細胞に応答し、組み合わされた抗－Ｂ７  ｍＡｂ

またはＣＴＬＡ４Ｉｇでの処理は特異的かつ持続的な低応答性またはアネルギー

を引き起こすことが示された。

      【０１５５】

結論：

  組み合わせて使用されるヒト化抗－Ｂ７  ｍＡｂであるｈ１Ｆ１および３Ｄ１

は一次ＭＬＲを阻害する。この阻害は特異的かつ持続的であり、組み合わされた

抗－Ｂ７  ｍＡｂで処理された一次ＭＬＲからのレスポンダーは、阻害剤なして

行われた二次ＭＬＲにおいて同じスティミュレーターに対してほとんど応答しな

い。組み合わされた抗－Ｂ７  ｍＡｂで処理された一次ＭＬＲからのレスポンダ

ーは、通常には、二次ＭＬＲにおいて第３のパーティーのスティミュレーターに

応答する。組み合わされた抗－Ｂ７  ｍＡｂは、一次および二次応答を阻害する

ことにおいて、ＣＴＬＡ４Ｉｇと同じほど効果的である。個々の抗－Ｂ７  ｍＡ

ｂは、一次ＭＬＲを阻害することにおいてあまり効果的でなく、個々の抗－Ｂ７

  ｍＡｂでの処理は二次ＭＬＲにおいてアネルギー発生を導かなかった。

      【０１５６】

実施例１８：非ヒト霊長類における抗－Ｂ７  ｍＡｂによる免疫応答の阻害；抗

－破傷風応答の阻害

要約：

  一次および二次（リコール）抗体応答を阻害する抗－Ｂ７ｍＡｂの能力を、非

ヒト霊長類破傷風免疫モデルにおいて調べた。４群のカニクイザル（cynomolgus

 monkey）（ｎ＝３）を０日目および６週間後（４２日目）に破傷風トキソイド
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で免疫した。抗－破傷風力価を毎週評価した。１０ｍｇ／ｋｇ用量のヒト抗－Ｂ

７－１抗体（ｈ１Ｆ１）およびヒト抗－Ｂ７－２抗体（ｈ３Ｄ１）の両方を組み

合わせて０日目に一回投与された群において、抗－破傷風抗体応答じゃ劇的に抑

制され、処理された６匹の動物はいずれも免疫から６週間以内に有意な力価を生

じなかった。さらに、０日目に抗体の組み合わせで処理された動物は、セイライ

ンまたはさらなるｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１を４２日目に投与されたか否かにかか

わらず、４２日目の破傷風抗原での攻撃には応答しなかった。０日目にセイライ

ンそして４２日目のみにｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１を投与された動物の群において

、破傷風に対する二次抗体応答の平均力価は、セイライン対照群において観察さ

れた平均力価よりも低かった。ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１で処理されたすべての動

物群を、ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１の血清レベルが検出可能限界未満となっている

場合には、最後の投与から１１２日目に３回目の破傷風抗原を投与することによ

り再免疫した。この時点において、動物は、抗－破傷風抗体を生成することによ

り応答し、一次または二次抗体応答と類似であるようなキネティクスを伴ってい

た。これらのデータは、抗－Ｂ７－１および抗－Ｂ７－２抗体でＢ７－１および

Ｂ７－２をブロックすることによる共刺激の阻害は、破傷風に対する一次抗体応

答を劇的に抑制し、さらに二次抗体応答をも減少させうることを示す。さらに、

これらの結果は免疫抑制からの回復を示すものであり、この研究において破傷風

に対する長期の寛容性は達成されなかったことが示される。

      【０１５７】

材料および方法：

試験および対照物品：

抗－Ｂ７－１（ｈ１Ｆ１）：

  ゆっくりとした静脈輸液により抗－Ｂ７－１抗体を非ヒト霊長類に投与した。

研究０日目および／または４２日目に処理群中の各動物に１０ｍｇ／ｋｇを投与

した。

抗－Ｂ７（ｈ３Ｄ１）：

  ゆっくりとした静脈輸液により抗－Ｂ７－２抗体を非ヒト霊長類に投与した。

研究０日目および／または４２日目に処理群中の各動物に１０ｍｇ／ｋｇを投与
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した。

セイライン対照：

  ゆっくりとした静脈輸液によりセイライン（注射用９％塩化ナトリウム）を非

ヒト霊長類に投与した。研究０日目および／または４２日目に、セイライン対照

群ならびに群ＢおよびＣの動物に１５ｍｌを投与した。

精製破傷風トキソイド抗原：

  破傷風トキソイド抗原（University of Massachusetts Medical Center, Biol

ogic Laboratories）を０日目に投与した。セイラインまたは抗体から９０分後

に１０リミットのフロックレーション単位（ＬｆＵ）を筋肉内（ＩＭ）注射し、

１Ｌｆ単位を皮内（ＩＤ）注射することによりすべての動物を免疫した。４２日

目に、セイラインまたは抗体から９０分後に１０Ｌｆ単位をＩＭ注射することに

よりすべての動物を免疫した。８４日目に、すべての動物に１Ｌｆ単位をＩＤ注

射して、破傷風特異的遅延型高感受性（ＤＴＨ）について調べた。群Ｂ、Ｃ、お

よびＤの動物に、最終投与（２回目の免疫）から１１２日後に３回目の１０Ｌｆ

単位をＩＭ注射により免疫した。

      【０１５８】

実験の設計：

  １２匹の破傷風にかかっていない体重４－６ｋｇのオスのシノモルグス・マカ

ク（Macaca fasicularis）を、４つの実験群に分け、１群につき３匹とした。

  群Ａ；０および４２日目に破傷風トキソイドを１０Ｌｆ単位（フロックレーシ

ョン単位）を筋肉内注射により２回免疫した。

  群Ｂ；０日目の１０Ｌｆの破傷風トキソイドの筋肉内注射の少なくとも９０分

前に１０ｍｇ／ｋｇの各ヒト化抗－Ｂ７－１（１Ｆ１）および抗－Ｂ７－２（３

Ｄ１）を静脈内投与し；４２日目および１１２日目に破傷風トキソイド免疫のみ

（ｍＡｂ前処理なし）を行った。

  群Ｃ；０日目に破傷風トキソイド免疫のみ（ｍＡｂ前処理なし）を行い；４２

日目および１５４日目の１０Ｌｆの破傷風トキソイドの筋肉内注射の少なくとも

９０分前に１０ｍｇ／ｋｇの各ヒト化抗－Ｂ７－１（１Ｆ１）および抗－Ｂ７－

２（３Ｄ１）を静脈内投与した（二次免疫での共刺激ブロック）。
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  群Ｄ；０日目の１０Ｌｆの破傷風トキソイドの筋肉内注射の少なくとも９０分

前に１０ｍｇ／ｋｇの各ヒト化抗－Ｂ７－１（１Ｆ１）および抗－Ｂ７－２（３

Ｄ１）を静脈内投与し；４２日目の破傷風トキソイド１０Lf単位筋肉内注射の少

なくとも９０分前および１５４日目の破傷風トキソイド免疫のみ（ｍＡｂ前処理

なし）の少なくとも９０分前に１０ｍｇ／ｋｇの各ヒト化抗－Ｂ７－１（１Ｆ１

）および抗－Ｂ７－２（３Ｄ１）を静脈内投与した（一次および二次免疫での共

刺激ブロック）。

  ０日目および４２日目にすべての群を破傷風免疫した。群Ｂ、Ｃ、Ｄには、抗

－Ｂ７投与後１１２日目に３回目の破傷風免疫を行った（表８）。

表８  治療群

群                １回目の              ２回目の              ３回目の

Ｎ＝３／群        破傷風免疫            破傷風免疫            破傷風免疫

Ａ                セイライン            セイライン              なし

セイライン対照

Ｂ                抗B7-1/B7-2            セイライン          １１２日目

１回目の免疫後に  10mg/kg IVボーラス

抗－Ｂ７

Ｃ                セイライン            抗B7-1/B7-2          １５４日目

２回目の免疫後に                        10mg/kg IVボーラス

Ｄ                抗B7-1/B7-2           抗B7-1/B7-2          １５４日目

１回目および    10mg/kg IVボーラス      10mg/kg IVボーラス

２回目の

免疫後に抗－Ｂ７

０日目および４２日目にすべての群に破傷風免疫を行った。抗－Ｂ７投与から１

１２日後に群Ｂ、ＣおよびＤに３回目の免疫を行った。

      【０１５９】

抗―破傷風抗体ＥＬＩＳＡ：

  ９６ウェルのＥＬＩＳＡプレートを４μｇ／ｍｌの破傷風トキソイドで被覆し

た。１：１００から始めて血清試料の４－ｌｏｇ滴定を行った。モノクローナル



(87) 特表２００２－５４０７６４

抗－ヒトＩｇＧおよびポリクローナルヤギ抗－レサス（rhesus）ＩｇＭ－ＨＲＰ

－結合抗体の組み合わせを用いて破傷風へのＡｂ結合を検出し、ＴＮＢ基質を用

いて発色させた。

      【０１６０】

結果および議論：

  図２２は、破傷風トキソイドで免疫され、組み合わされた抗－Ｂ７－１および

抗－Ｂ７－２  ｍＡｂで処理されたサルにおける抗－破傷風ＩｇＭ＋ＩｇＧ応答

を示す。

  セイラインまたは１０ｍｇ／ｋｇの抗－Ｂ７－１抗体（ｈ１Ｆ１）および抗－

Ｂ７－２抗体（ｈ３Ｄ１）の組み合わせのいずれかを静脈内（ＩＶ）輸液により

カニクイザルに投与した。抗体またはセイライン輸液から９０分後に、１０Ｌｆ

単位の精製破傷風トキソイドのＩＭ注射および１Ｌｆ単位のＩＤ注射により各動

物を免疫した。抗－破傷風抗体力価を毎週測定した。セイライン対照群において

、抗－破傷風抗体力価の対数の平均値が１４日目までにはベースァインよりも上

昇し、４９日目にピークとなり、研究中ずっとベースラインを上回ったままであ

った（図２２）。ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１の組み合わせを０日目に与えられた群

（群ＢおよびＤ）において、処理された６匹の動物のうち、４２日目までに有意

な抗－破傷風抗体力価を有するものはいなかった。４２日目に破傷風トキソイド

で再攻撃したところ、群Ｂ中の動物は、さらに抗－Ｂ７抗体を投与されなかった

にもかかわらず、有意な抗体応答を有していなかった。（図２２）。血清の分析

により、４２日目の血清中に有意なレベルのｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１が残存して

いたことが示された（平均血清濃度＞１０ｍｇ／ｍｌ）。群Ｄ中の動物は、破傷

風トキソイドでの再免疫に先立って４２日目にさらにｈ１Ｆ１およびｆ３Ｄ１の

両方を輸液された。この群中の３匹の動物はすべて、研究中ずっと検出可能限界

未満の抗－破傷風力価を有していた。群Ｃにおいて、０日目にセイラインを、そ

して４２日目においてのみｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１を投与された動物は、セイラ

イン対照群（群Ａ）と類似の一次抗－破傷風抗体応答を有していた。しかしなが

ら、群Ｃの二次応答において観察された平均抗体力価は、群Ａの二次応答におい

て観察された平均抗体力価よりも低かった（図２２）。
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  研究中ずっとｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１の血清濃度をモニターし、それらが検出

可能限界未満である場合には、群Ｂ、Ｃ、およびＤについて破傷風トキソイドに

て３回目の免疫を行った。最後の抗－Ｂ７抗体輸液から１１２日後に各群を再免

疫し、さらに抗－Ｂ７抗体処理を行わなかった。この時点において、すべての群

の動物は抗－破傷風抗体を産生することにより応答し、一次抗体応答と類似と思

われるキネティクスを有していた（図２２）。

      【０１６１】

結論：

  これらのデータは、抗－Ｂ７－１および抗－Ｂ７－２抗体でのＢ７－１および

Ｂ７－２のブロックによる共刺激の阻害は、破傷風に対する一次抗体応答を劇的

に抑制し、さらに二次抗体応答をも減少させうることを示す。さらに、これらの

結果は免疫抑制からの回復を示すものであり、この研究において破傷風に対する

長期の寛容性は達成されなかったことが示される。

  それゆえ、新たな抗原への曝露（破傷風免疫）に伴う抗－Ｂ７抗体の投与によ

り、新たな抗体応答の発生を防止でき、同じ抗体に対する二次応答の強度を低下

させることができる。かかる抗体の発生により多くの疾病状態が激化されるので

、組み合わされた抗－Ｂ７  ｍＡｂでの治療はかかる抗体の発生を防止するであ

ろう。１のかかる疾病状態は、血友病患者において投与された因子ＶＩＩＩまた

は因子ＩＸに対するインヒビター抗体の発生であり、そのことにより、これらの

救命化合物の有効性が低下する。抗－Ｂ７  ｍＡｂでの血友病患者の治療はイン

ヒビター抗体の生成を防止または減少させる。

      【０１６２】

実施例１９：破傷風トキソイド攻撃カニクイザルモデルにおける０．０１、０．

１、１、または１０ｍｇ／ｋｇの用量の組み合わせまたは個々の抗－Ｂ７－１（

ｈ１Ｆ１）および抗－Ｂ７－２（ｈ３Ｄ１）の薬物動態

要約：

  種々の用量の、個々の抗－Ｂ７－１または抗－Ｂ７－２抗体、あるいは組み合

わされた抗－Ｂ７－１または抗－Ｂ７－２抗体の、破傷風に対する一次および二

次（リコール）応答を阻害する能力を、カニクイザル免疫モデルにおいて調べた
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。０．０１、０．１、１、または１０ｍｇ／ｋｇの組み合わされたｈ１Ｆ１およ

びｈ３Ｄ１、１０、１またた０．１ｍｇ／ｋｇのｈ１Ｆ１またはｈ３Ｄ１のみ、

あるいは担体対照をカニクイザル（全部でｎ＝３３）に１回静脈内投与した。ｈ

１Ｆ１およびｈ３Ｄ１投与から１時間後に精製破傷風トキソイドですべての動物

を免疫した。ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１レベルが検出可能レベル未満に下がった場

合には、破傷風トキソイドで動物を再度免疫して、正常な免疫機能が回復してい

るかどうかを調べた。

      【０１６３】

  １０または１ｍｇ／ｋｇの組み合わされたｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１を１回静脈

内投与した後に一次抗－破傷風抗体応答の完全な抑制が観察されたが、０．１ｍ

ｇ／ｋｇの用量では不完全な抑制が生じただけであった。抗－破傷風抗体応答の

抑制において、ｈ１Ｆ１またはｈ３Ｄ１のみでの処理は、同じ用量の組み合わさ

れたｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１ほどには有効でなかった。ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１

濃度が検出可能限界未満（＜５０ｎｇ／ｍｌ）に低下した後に、破傷風トキソイ

ドで２回目の免疫を行った後において、すべての群のすべての動物は高い抗－破

傷風抗体力価を生じた。このことは、ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１での処理後に正常

な免疫機能が回復し、この研究において破傷風に対する長期の寛容が達成された

かったことが示された。

      【０１６４】

材料および方法：

  表９に従って、０日目に試験または対照（担体）物質を動物に１回静脈内投与

した。０．１ｍｌ／分／ｋｇにセットしたシリンジポンプを用いて試験または対

照物質を末梢静脈から輸液した（最大投与速度１ｍｇ／分／ｋｇ）。０日目のｔ

＝１時間において、１０Ｌｆ（フロックレーションの限界）単位の精製破傷風ト

キソイド（Massachusetts Biologic Laboratories, UMass, Jamaica Plain, MA

）をすべての動物にＩＤ注射により与えた。ｔ＝１４週目にＩＭ注射により１０

Ｌｆ単位およびＩＤ注射により１０Ｌｆ単位の精製破傷風トキソイドをすべての

動物に２回目として与えた。投与後３０２４時間（１２６日）まで特定の時点に

おいて静脈せん刺により血液試料を集めた。抗－破傷風抗体（ＩｇＭおよびＩｇ
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Ｇ）の血清レベルをＥＬＩＳＡにより決定した。

表９  群分けおよび用量レベル

群  動物数  抗体用量レベル  投与された試験薬剤

            （ｍｇ／ｋｇ）

１    ３          ０              担体

２    ３        １０            ｈ１Ｆ１

３    ３          １            ｈ１Ｆ１

４    ３        ０．１          ｈ１Ｆ１

５    ３        １０            ｈ３Ｄ１

６    ３          １            ｈ３Ｄ１

７    ３        ０．１          ｈ３Ｄ１

８    ３        １０ａ      ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１

９    ３          １ａ      ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１

１０  ３        ０．１ａ    ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１

１１  ３      ０．０１ａ    ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１

      【０１６５】

抗－破傷風抗体生成：

  担体で処理されたすべての動物は、免疫してから１４日目より検出可能な抗－

破傷風抗体力価を生じた（表１０、図２３、２４および２５）。２種の高用量（

１０または１ｍｇ／ｋｇ）の組み合わされたｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１での処理に

より、すべての動物において、１４週間の観察期間中、検出可能な抗体力価の発

生は完全に抑制された。０．１ｍｇ／ｋｇで処理された動物において抗体応答の

不完全な抑制が観察され、３匹のうち１匹が検出可能な抗体力価を生じた。０．

０１ｍｇ／ｋｇの組み合わされたｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１で処理されたすべての

動物は検出可能な抗体力価を生じたが、担体対照群において観察された力価と比

較すると、この力価は強度において低く、いくぶんかの抗体応答抑制が達成され

ていた。

表１０

破傷風トキソイドでの一次攻撃後、ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１での治療中に検出可
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能な抗－破傷風抗体力価を生じたカニクイザル数

群    治療                          検出可能な抗体を生じた動物数

１    担体対照                                  ３

２    １０ｍｇ／ｋｇ  ｈ１Ｆ１                  １

３    １ｍｇ／ｋｇ  ｈ１Ｆ１                    ３

４    ０．１ｍｇ／ｋｇ  ｈ１Ｆ１                ２

５    １０ｍｇ／ｋｇ  ｈ３Ｄ１                  １

６    １ｍｇ／ｋｇ  ｈ３Ｄ１                    １

７    ０．１ｍｇ／ｋｇ  ｈ３Ｄ１                ３

８    １０ｍｇ／ｋｇ  ｈ１Ｆ１                  ０

      およびｈ３Ｄ１

９    １ｍｇ／ｋｇ  ｈ１Ｆ１                    ０

      およびｈ３Ｄ１

１０  ０．１ｍｇ／ｋｇ  ｈ１Ｆ１                １

      およびｈ３Ｄ１

１１  ０．０１ｍｇ／ｋｇ  ｈ１Ｆ１              ３

      およびｈ３Ｄ１

      【０１６６】

  ０．１、１、および１０ｍｇ／ｋｇ投与群をひとまとめにして考えると、ｈ１

Ｆ１のみ（図２４）またはｈ３Ｄ１のみ（図２５）いずれかでの処理は、組み合

わせたｈ１Ｆ１およびｆ３Ｄ１での処理（図２３）ほど有効でない。ｈ１Ｆ１の

みでの処理（群２、３、および４）では９匹中６匹（６６％）の動物が検出可能

な抗－破傷風抗体応答を有していた。ｈ３Ｄ１のみでの処理（群５、６、および

７）では９匹中５匹（５５％）の動物が検出可能な抗体を有していたが、９匹中

１匹の動物のみ（１１％）がｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１の組み合わせでの処理後に

検出可能な抗体を有していた（群８、９、および１０）。０．０１ｍｇ／ｋｇの

ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１を個々に投与しなかったので、群１１はこれらの比較に

含めなかった。

  １および１０ｍｇ／ｋｇにおいて、ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１の組み合わせで処
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理されたいずれの動物においても検出可能な抗体応答はなかったが、これらの用

量の両方において、ｈ１Ｆ１のみまたはｈ３Ｄ１のみで処理された動物において

検出可能な抗体破存在した。動物を０．１ｍｇ／ｋｇで処理した場合、３つのす

べての処理群からの動物において検出可能な抗－破傷風抗体が存在したが、組み

合わせ処理群においてはｈ１Ｆ１（２／３）またはｈ３Ｄ１（３／３）群よりも

低い存在確率であった。

      【０１６７】

  図２６は、各処理群に関する抗－破傷風抗体力価曲線下の面積（ＡＵＣ）を示

す。これらのＡＵＣ値は０ないし１４週において計算された。各群の応答動物数

を説明するために、検出可能な抗体力価を生じた各群の動物数の分数によりＡＵ

Ｃ値を秤量した。このプロットは、１４週間の観察期間中の抗体力価の積算強度

または抗体応答強度を示す。１０または１ｍｇ／ｋｇの組み合わせたｈ１Ｆ１お

よびｈ３Ｄ１にてあほリされた動物（群８および９）は、対照群に対して、１０

０％の抗体応答抑制を示した（ＡＵＣ＝０）。０．１または０．０１ｍｇ／ｋｇ

の組み合わせたｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１での処理（群１０または１１）では、対

照群と比較して抗体応答はそれぞれ７８％または８６％抑制された（ＡＵＣ＝４

０２または２５３Ｌｏｇ力価・時）。ｈ１Ｆ１のみまたはｈ３Ｄ１のみで処理さ

れた動物（群２－７）においては、対象と比較して抗体応答は８．６％ないし９

９％抑制された（ＡＵＣ＝１６４０ないし５．０４Ｌｏｇ力価・時）。これらの

データは、抗－破傷風抗体応答の抑制において、ｈ１Ｆ１またはｈ３Ｄ１での処

理は、同じ用量の組み合わせられたｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１ほどには有効でなか

ったことを示す。

      【０１６８】

  ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１の投与から１４週間後の破傷風トキソイドでの再免疫

後に、すべての群のすべての動物は高い抗－破傷風  抗体力価（＞３ｌｏｇ力価

）を生じ、ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１での処理を中止した語に正常な免疫機能が回

復し、この研究において破傷風に対する長期の寛容性は達成されなかったことが

示される。１０ｍｇ／ｋｇの組み合わせたｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１にて処理され

た動物は遅れた抗体応答を示し、一次抗体応答と同様に免疫から１４日後に検出
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可能な抗体力価が存在し、最初の免疫に対する応答が完全にブロックされたこと

が示される。他のすべての動物は免疫後７日目に増加した抗体力価を示し、一次

応答よりもむしろメモリー応答に似ていた。

      【０１６９】

結論：

  １０または１ｍｇ／ｋｇのｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１組み合わせを１回静脈投与

した後に、一次抗－破傷風抗体応答の完全な抑制が観察されたが、０．１ｍｇ／

ｋｇの用量では不完全な抑制のみが生じた。抗－破傷風抗体応答の抑制において

、ｈ１Ｆ１またはｈ３Ｄ１単独での処理は、同じ用量のｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１

組み合わせほどには有効でなかった。ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１濃度が検出可能限

界未満に下がった後に破傷風トキソイドで２回目の免疫が行われた後に、すべて

の群のすべての動物は高い抗－破傷風抗体力価を生じた。このことは、ｈ１Ｆ１

およびｈ３Ｄ１での処理を中止した後に正常な免疫機能が回復したことを示す。

      【０１７０】

実施例２０：非ヒト霊長類における抗－Ｂ７抗体の血清半減期

  非ヒト霊長類において血清半減期および標的細胞飽和に関してネズミ抗－ｈＢ

７－１およびネズミ抗－ｈＢ７－２  ｍＡｂを試験した。２、８または２０ｍｇ

の各用量のｍＡｂ／ｋｇ体重の抗－ｈＢ７－１および抗－ｈＢ７－２  ｍＡｂの

組み合わせを３匹のカニクイザルに投与した。ＰＢＭＣ（増殖性血液単核細胞）

へのｍＡｂ結合、血清ｍＡｂ濃度、および霊長類抗－マウス抗体（ＰＡＭＡ）応

答に関してサルを分析した（表１１）。ｍＡｂを投与された霊長類の血液から単

離されたＰＢＭＣがヤギ抗－ネズミＩｇ－ＰＥで染色（％インビボ）されるか、

あるいは先ずＰＢＭＣが抗－ｈＢ７－１および抗－ｈＢ７－２と反応し、ついで

、ヤギ抗－ネズミＩｇ－ＰＥを用いて検出（％エクスビボ）されるフローサイト

メトリー（ＦＡＣＳ）によりＰＢＭＣ飽和を調べた。種々の時点におけるＰＢＭ

Ｃ飽和のレベルを、（％インビボ／％エクスビボ）ｘ１００により計算した。こ

の研究は、抗ｈＢ７－１および抗－Ｂ７－２ｍＡｂに関するＰＢＭＣ飽和が、ｍ

Ａｂ用量に依存して、４ないし６日目（各２ｍｇ／ｋｇのｍＡｂ）、６ないし８

日目（各８ｍｇ／ｋｇのｍＡｂ）、および１３ないし２０日目（各２０ｍｇ／ｋ
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ｇのｍＡｂ）に８０％未満に低下することを示す。直接測定しなかったが、循環

Ｂ７＋細胞の明らかで劇的な減少はなかった。

      【０１７１】

  ｈＢ７－１ＩｇまたはｈＢ７－２Ｉｇを標的として用い、ヤギ抗－ネズミＩｇ

  ＨＲＰ／ＡＢＴＳを検出用として、各ｍＡｂに特異的なＥＬＩＳＡを用いて抗

ｈＢ７－１および抗－Ｂ７－２ｍＡｂの血清半減期を測定した。これらのアッセ

イはそれぞれ４００ｎｇ／ｍｌおよび２００ｎｇ／ｍｌの抗－ｈＢ７－１および

抗－ｈＢ７－２に対して感度がある。市販キットを用いてＰＡＭＡ応答を測定し

た。２種の抗－ｈＢ７  ｍＡｂの血清濃度およびＰＡＭＡ応答を、各ｍＡｂの個

々の用量レベルにおいて示す。３種のすべての用量レベルにおいて測定した場合

、両方のｍＡｂは約４８時間の同様の血清半減期を示す。２０ｍｇ／ｋｇの用量

で投与した場合、３０μｇ／ｍｌよりも高い循環ｍＡｂレベルが、投与から６日

後に各ｍＡｂに関して見られた。

  抗－ｈＢ７－１および抗－ｈＢ７－２  ｍＡｂに対するＰＡＭＡ応答は低く、

血清ｍＡｂれが１０μｇ／ｍｌ未満に低下してから１０日後にはじめて測定可能

となった。

      【０１７２】

  １０ｍｇ／ｋｇのヒト化抗－Ｂ７－２抗体を１回投与されたカニクイザル（ｎ

＝６）においてヒト化抗－ヒトＢ７－２およびＢ７－１抗体の血清半減期も調べ

た。ＨＲＰ－抗ヒトＩｇＧ２およびＡＢＴＳを用いる各抗体に関する特異的ＥＬ

ＩＳＡアッセイにより血清濃度をモニターした。

  図２７は、投与から４２日後までのカニクイザルにおける化Ｂ７－２およびヒ

ト化Ｂ７－１  ｍＡｂの血清濃度を示す。

  同じレベルで投与された場合、ネズミ抗－ヒトＢ７－２および抗－ヒトＢ７－

１  ｍＡｂ関する約２日という値と比較すると、ヒト化抗－ヒトＢ７－２および

抗－ヒトＢ７－１  ｍＡｂはカニクイザルにおいて延長された血清半減期を示し

、ヒト化抗－ヒトＢ７  ｍＡｂはネズミ抗－Ｂ７  ｍＡｂよりもずっと長く循環

中に保持されたことが示される。

【表１】
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      【０１７３】

実施例２１：超抗原（毒性ショック症候群トキシン－１；ＴＳＳＴ－１）に対す
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る特異的Ｔ細胞応答の阻害

  １０８個のヒトＰＢＬを投与することによりＮＯＤｓｃｉｄマウスにヒトリン

パ球を移入した。２８日後、ヒトＢ７－１およびＢ７－２の組み合わせ抗体（５

００ｍｇ、静脈内投与）での処理をおこなって、あるいは行わずに、ＴＳＳＴ－

１（１０ｍｇ、腹腔内投与）でマウスを処理した。さらに１４日後、ヒトリンパ

球、Ｔ細胞、およびＴＳＳＴ－１特異的Ｔ細胞（Ｖβ２－ＴＣＲ細胞）の腹腔に

おける存在を、ヒトＣＤ４５、ＣＤ４、およびヒトＶβ２－ＴＣＲに特異的な抗

体を用いるＦＡＣＳにより測定した。

表１２

            添加                                  ヒトＴ細胞（％）

ＴＳＳＴ－１  抗－Ｂ７－１＋抗－Ｂ７－２        全体          Ｖβ２＋

    －                    －                  １０．２        ３．９

    ＋                    －                  ２７．４      １２．０

    ＋                    ＋                  ２３．４        ３．８

      【０１７４】

結果：

  表１２は、ｈｕ－ＮＯＤｓｃｉｄマウスの腹腔中に見出された全ヒトＴ細胞お

よびＶβ２＋－ＴＣＲヒトＴ細胞（ＴＳＳＴ―１特異的）の割合を示す。ＴＳＳ

Ｔ－１での処理は、ｈｕＮＯＤｓｃｉｄマウスにおけるヒトＴ細胞およびＴＳＳ

Ｔ―１特異的ヒトＴ細胞（Ｖβ２＋）のパーセンテージを大幅に上昇させた。抗

－ヒトＢ７－１およびＢ７－２  ｍＡｂでの処理は、全ヒトＴ細胞応答を中程度

に減少させ、ヒトＴ細胞特異的ＴＳＳＴ－１の増殖を完全に阻害し、抗－Ｂ７  

ｍＡｂはヒトＴ細胞超抗原により媒介される応答を効果的に阻害しうることが示

された。

      【０１７５】

実施例２２：カニクイザルの生命維持的腎臓移植モデルにおける抗－Ｂ７抗体ｈ

１Ｆ１（抗－Ｂ７－１）およびｈ３Ｄ１（抗－Ｂ７－２）の評価

要約：

  カニクイザルの生命維持的腎臓移植モデルにおけるモノクローナル抗体ｈ１Ｆ
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１（抗－Ｂ７－１）およびｈ３Ｄ１（抗－Ｂ７－２）の有効性および適合性を評

価するためにこの研究を行った。モノセラピーならびにシクロスポリンＡ（Ｃｓ

Ａ）、ラパマイシン、およびステロイド類のごとき慣用的な免疫抑制剤との組み

合わせとして投与した場合の、これらの抗体の有効性および適合性を評価した。

  ２４匹のカニクイザルに、血液型適合性かつ混合リンパ球反応（ＭＬＲ）不適

合の腎臓異種移植片を移植した。レシピエントを一連の６つの処理群として研究

し、それらの群は、術後の最初の５６日間は下記の免疫抑制剤の組み合わせを用

い、ついで、さらに６５－６６日間は追加の処置を行わなかった（最長フォロー

アップ期間は１１９－１２０日）：

・スケジュールＡに従って、組み合わせた抗－Ｂ７抗体を群１に与えた：

術前にｈ１Ｆ１  ２０ｍｇ／ｋｇ＋ｈ３Ｄ１  ２０ｍｇ／ｋｇ、ついで、術後に

ｈ１Ｆ１  ５ｍｇ／ｋｇ＋ｈ３Ｄ１  ５ｍｇ／ｋｇ、そして術後５６日までに７

日ごとに９投与時点においてｈ１Ｆ１  ５ｍｇ／ｋｇ＋ｈ３Ｄ１  ５ｍｇ／ｋｇ

を投与。

・スケジュールＢに従って、組み合わせた抗－Ｂ７抗体を群２に与えた：

術前にｈ１Ｆ１  ５ｍｇ／ｋｇ＋ｈ３Ｄ１  ５ｍｇ／ｋｇ、ついで、手術直後お

よび術後３日目にｈ１Ｆ１  １０ｍｇ／ｋｇ＋ｈ３Ｄ１  １０ｍｇ／ｋｇ、そし

て術後７日目から始めて術後５６日までに毎週８投与時点において各５ｍｇ／ｋ

ｇの抗体を投与。

・群３には、スケジュールＡに加えて２４時間トラフレベル（trough level）濃

度が２００ないし３００ｎｇ／ｍｌとなるように設計された用量のマイクロエマ

ルジョンＣｓＡを術後０日目から術後１４日目まで投与し、ついで、２４時間Ｃ

ｓＡトラフレベルが１５０ないし２５０ｎｇ／ｍｌとなるように減少させた用量

で術後１５日目から術後５６日目の最終投与まで投与した。

・群４には、スケジュールＡに従って組み合わせ抗－Ｂ７抗体（ｈ１Ｆ１および

ｈ３Ｄ１）を投与するとともにステロイドを徐々に用量を低下させつつ投与した

：術後に、ついで術後２日目から毎日メチルプレドニソロン２ｍｇ／ｋｇ  ＩＶ

、その後、３日ごとに０．５ｍｇ／ｋｇから０．０５ｍｇ／ｋｇずつ減少させて

０．２ｍｇ／ｋｇとし、ついで、術後５６日目まで０．２ｍｇ／ｋｇを継続した
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。

・群５には、スケジュールＡに従って組み合わせ抗－Ｂ７抗体（ｈ１Ｆ１および

ｈ３Ｄ１）を投与するとともにラパマイシンを術後に、ついで、術後１３日目ま

で毎日１ｍｇ／ｋｇ、ついで、術後５６日目まで毎日０．５ｍｇ／ｋｇを投与。

・群６には、２４時間トラフレベル濃度が２００ないし３００ｎｇ／ｍｌとなる

ように設計された用量のマイクロエマルジョンＣｓＡを術後０日目から術後１４

日目まで投与し、ついで、２４時間ＣｓＡトラフレベルが１５０ないし２５０ｎ

ｇ／ｍｌとなるように減少させた用量で術後１５日目から術後５６日目の最終投

与まで投与した。

・群７には、術後０日目から術後１３日目までラパマイシン１ｍｇ／ｋｇ、つい

で、術後１４日目から術後５６日目までラパマイシン０．５ｍｇ／ｋｇを投与。

      【０１７６】

  クレアチニンレベルが約８．０ｍｇ／ｄＬに上昇した場合には、術後１２０日

前に動物を安楽死させ、末端腎臓拒絶反応の証拠であると解釈した。

  移植され、治療されたカニクイザルの生存率を表１３に示す。

表１３．移植され、治療されたカニクイザルの生存時間および診断

治療群      治療スケジュール                生存時間（術後日数）＊

            抗－Ｂ７－１＋

            抗－Ｂ７－２／他の治療薬

履歴対照    行わず                          １０

１          スケジュールＡ／なし            ９、４８、１１９、１１９

２          スケジュールＢ／なし            １２、１４、１８、１２０

３          スケジュールＡ／ＣｓＡ          ９６、１１９、１１９、１１９

４          スケジュールＡ／ステロイド      ６、７７、１１１、１１９

５          スケジュールＡ／ラパマイシン    ６９、７３、８１、１１４

６          ｍＡｂなし／ＣｓＡ              ２２、２５、３８、７１

７          ｍＡｂなし／ラパマイシン        １１、１８、２７、３５

      【０１７７】

  この研究の結果は、Ｂ７－１およびＢ７－２モノクローナル抗体の組み合わせ
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での非ヒト霊長類腎臓異種移植片レシピエントの治療は、長期の移植片生存を導

く可能性があることを示す。群１の動物の５０％において治療終了後６６日目ま

での間の移植片生存が観察された。対照的に、群２に使用された、スケジュール

Ｂに従って投与された抗体は、４匹の治療動物中３匹において早期の急性拒絶反

応を克服するには十分でなく、この群では一匹の動物みが１２０日間生存した。

スケジュールＡをマイクロエマルジョンＣｓＡと組み合わせた場合、すべての動

物は長期生存し、すでに示された抗体の有効性に対するＣｓＡのアンタゴニスト

性免疫抑制効果の証拠はなかった。群４において、高用量のステロイド類と抗体

との共投与は、この非ヒト霊長類モデルにおいて抗体の免疫抑制効果に拮抗しな

かった。群５において、ラパマイシンと抗体との共投与は、この非ヒト霊長類モ

デルにおいて抗体の免疫抑制効果に拮抗しなかった。群６において、ＣｓＡのみ

での治療は大部分の腎臓レシピエントにおいて早期の拒絶反応を引き起こした。

この治療群に関する結果は、抗－Ｂ７抗体の組み合わせのみ（群１）または抗体

＋ＣｓＡの組み合わせ（群４）での組み合わせ治療で得られた結果よりも劣って

いた。群７において、ラパマイシンのみでの治療はすべての腎臓レシピエントに

おいて早期の拒絶反応を引き起こした。この治療群における結果は、、抗－Ｂ７

抗体の組み合わせのみ（群１）または組み合わせ抗体とラパマイシン（群５）と

の組み合わせ治療で得られた結果よりも劣っていた。

  よって、モノクローナル抗体ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１は、非ヒト霊長類におけ

る生命維持的腎臓移植モデルにおける早期の末端拒絶反応の回避に有効である。

抗体は他の免疫抑制剤と適合性があり、それらの有効性はマイクロエマルジョン

ＣｓＡラパマイシンまたはステロイド類との組み合わせにより増大すると思われ

る。

      【０１７８】

  次の研究は２つのフェーズに分けられた。第１フェーズの目的は、生命維持的

モデルにおいて腎臓移植を受けたカニクイザルに対するモノセラピー（monother

apy）として投与された場合の、新規免疫抑制的抗体ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１の

有効性を決定することであった。同時に免疫抑制治療を受けなかった移植された

動物は、移植から１０日以内に移植片を拒絶した。２つの異なる抗体治療のスケ
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ジュールを試験するために研究を設計した。両方のスケジュールにおいて５６日

目に抗体治療を中止し、ついで、移植片拒絶反応があるまで、あるいは１１９－

１２０日目まで動物を追跡調査した。

  この研究の第２フェースは、ａ）ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１が、ＣｓＡ、ラパマ

イシン、またはステロイド類と組み合わせて投与された場合に、ＣｓＡ、ラパマ

イシン、またはステロイド類の免疫抑制効果に拮抗し、かくして、移植片生存時

間を短縮するかどうか、あるいはｂ）治療を同時に行った場合（０日目から５６

日目まで）あるいはすべての免疫抑制治療の終了後（５６日目以降）のいずれか

の場合に、ＣｓＡ、ラパマイシン、またはステロイド類がｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ

１の免疫抑制有効性に拮抗するかどうかを試験するために設計された。

      【０１７９】

材料および方法：

動物：

  体重５ないし８ｋｇのカニクイザル、Macaca fasciculansをこの研究に使用し

た。動物の血液型検査を行った。ＡＢＯ血液型合致、ネガティブクロス－マッチ

、およびツーウェイ（two way）ＭＬＲにおける少なくとも２．５の刺激指数に

基づいて、ドナーおよびレシピエントのサルをペアーにした。

      【０１８０】

試験および対照物質：

ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１：

  シリンジポンプに接続したシリンジで抗－Ｂ７抗体を投与した。ｈ１Ｆ１およ

びｈ３Ｄ１を常に組み合わせて与え、末梢静脈カテーテルを通して最大輸液速度

１ｍｇ／ｋｇ／分で投与した。

  各群について決定された異なるプロトコルに従って抗体を投与した。

マイクロエマルジョンＣｓＡ（ネオラール、Neoral）：

  マイクロエマルジョンＣｓＡ（Neoral；１００ｍｇ／ｍｌ（Novartis））を室

温に維持し、遮光した。必要な用量（ｍｇ／ｋｇ）に基づいて計算したネオラー

ルの体積を最小の適当なシリンジ中に入れ、希釈せずに、経鼻胃管を通して胃中

に入れた。
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メチルプレドニソロンおよびプレドニソン：

  メチルプレドニソロン（Solu-Medrol, Pharmacia & Upjohn Co., Kalamazoo, 

MI）は別添の復元用滅菌水を付けたバイアルに入れて提供され、製造者の説明書

に従って復元された。復元後薬剤を冷蔵保存し、４８時間後に捨てた。

  プレドニソン（Mutual Pharmaceutical Co., Inc., Philadelphia, PA）は錠

剤（５ｍｇ）として提供された。５ｍｌの水に１錠の割合で錠剤を滅菌水に溶解

し、得られた溶液濃度は１ｍｇ／ｍｌであった。毎日の投与の終了時に残りの薬

剤を捨てた。

      【０１８１】

実験の設計：

  合計２４匹のサルに、生命維持的モデルにおいて片側の腎臓を移植した。

群１：ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１モノセラピー（monotherapy）（スケジュールＡ

）：

  スケジュールＡに従って、抗－Ｂ７－１＋抗－Ｂ７－２抗体組み合わせモノセ

ラピーを群１に与えた：術前にｈ１Ｆ１  ２０ｍｇ／ｋｇ＋ｈ３Ｄ１  ２０ｍｇ

／ｋｇ、ついで、術後にｈ１Ｆ１  ５ｍｇ／ｋｇ＋ｈ３Ｄ１  ５ｍｇ／ｋｇ、そ

して術後５６日までに７日ごとにｈ１Ｆ１  ５ｍｇ／ｋｇ＋ｈ３Ｄ１  ５ｍｇ／

ｋｇを投与。

群２：ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１モノセラピー（スケジュールＢ）：

  スケジュールＡとスケジュールＢとの間の主な相違は、術前の最初の用量が２

０ｍｇ／ｋｇから５ｍｇ／ｋｇに減じられ、術後直後の用量が５ｍｇ／ｋｇから

１０ｍｇ／ｋｇに増加させられ、術後３日目にさらに１０ｍｇ／ｋｇの用量が与

えられることであった。術後の残りの投与はスケジュールＡと同じであった。そ

れゆえ、術後に各動物に与えられた抗体合計量はスケジュールＡおよびスケジュ

ールＢにおいて同じであった。

群３：ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１（スケジュールＡ）プラスＣｓＡ：

  群３において、抗体治療（スケジュールＡ）を、マイクロエマルジョンＣｓＡ

の毎日の経口投与と組み合わせた。群３には、スケジュールＡに従って抗体を投

与することに加え、２４時間トラフレベル濃度が２００ないし３００ｎｇ／ｍｌ
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となるように設計された用量のマイクロエマルジョンＣｓＡを術後０日目から術

後１４日目まで投与し、ついで、２４時間ＣｓＡトラフレベルが１５０ないし２

５０ｎｇ／ｍｌとなるように減少させた用量で術後１５日目から術後５６日目の

最終投与まで投与した。

  胃管によるケタミン鎮静化から短時間経過後、胃管によりマイクロエマルジョ

ンＣｓＡを毎日投与した。ＣｓＡの２４時間トラフレベルを週に３回測定し、毎

日の用量を調節して目的のＣｓＡトラフレベルに合うようにした。さらにＣｓＡ

用量調節を行って過剰な体重低下を防止し、あるいは腎臓機能損傷がＣｓＡトラ

フレベルに関連すると考えられる場合にもさらにＣｓＡ用量調節を行った。

群４：ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１（スケジュールＡ）プラスステロイド類：

  群４において、ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１をスケジュールＡに従って投与すると

ともにステロイドを徐々に用量を低下させつつ投与した：術後に、ついで術後２

日目から毎日メチルプレドニソロン２ｍｇ／ｋｇ  ＩＶ、その後、３日ごとに０

．５ｍｇ／ｋｇから０．０５ｍｇ／ｋｇずつ減少させて０．２ｍｇ／ｋｇとし、

ついで、術後５６日目まで０．２ｍｇ／ｋｇを継続した。

  術後の最初の３日間（術後０日目から２日目まで）において、２ｍｇ／ｋｇの

用量でメチルプレドニソロンをボーラスとして動物に静脈内投与した。術後３日

目から術後５６日目まで、０．５ｍｇ／ｋｇから開始して０．２ｍｇ／ｋｇの用

量で終了する、プレドニソンを除々時用量を減少させるスケジュールで、胃管に

よるケタミン鎮静化動物に与えた（図４参照）。

群５：ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１（スケジュールＡ）プラスラパマイシン：

  群５において、スケジュールＡに従ってｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１を投与すると

ともにラパマイシンを術後に、ついで、術後１３日目まで毎日１ｍｇ／ｋｇ、つ

いで、術後５６日目まで毎日０．５ｍｇ／ｋｇを投与。

群６：ＣｓＡのみ：

  群６においては、２４時間トラフレベル濃度が２００ないし３００ｎｇ／ｍｌ

となるように設計された用量のマイクロエマルジョンＣｓＡを術後０日目から術

後１４日目まで投与し、ついで、２４時間ＣｓＡトラフレベルが１５０ないし２

５０ｎｇ／ｍｌとなるように減少させた用量で術後１５日目から術後５６日目の
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最終投与まで投与した。

  胃管によるケタミン鎮静化から短時間後に胃管によりマイクロエマルジョンＣ

ｓＡを毎日投与した。ＣｓＡの２４時間トラフレベルを週に３回測定し、毎日の

用量を調節して目的のＣｓＡトラフレベルに合うようにした。さらにＣｓＡ用量

調節を行って過剰な体重低下を防止し、あるいは腎臓機能損傷がＣｓＡトラフレ

ベルに関連すると考えられる場合にもさらにＣｓＡ用量調節を行った。

群７：ラパマイシン：

  胃管によるケタミン鎮静化から短時間後に胃管によりラパマイシンを毎日投与

した。群７には、術後０日目から術後１３日目までラパマイシン１ｍｇ／ｋｇ、

ついで、術後１４日目から術後５６日目までラパマイシン０．５ｍｇ／ｋｇを投

与。

      【０１８２】

結果および議論：

履歴対照群（historical control group）：治療を施さない腎臓移植：

  履歴データは、腎臓移植を受け、治療を施されなかったカニクイザルはいすれ

も、移植１０日後までに、移植された腎臓を拒絶した。

群１：スケジュールＡによるｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１モノセラピー：

  スケジュールＡによる組み合わされた抗－Ｂ７－１＋抗－Ｂ７－２  ｍＡｂで

治療された４匹の動物のうち２匹は、研究期間終了まで（１２０日間）機能的な

異種移植片を保持していたが、他の２匹は治療期間中（９日目および４８日目）

に移植腎臓を拒絶した。それゆえ、スケジュールＡにより治療された４匹の腎臓

レシピエントのうち３匹が、履歴対照よりもずっと長期にわたり移植腎臓を保持

しており、移植腎臓の拒絶反応の防止における抗－Ｂ７治療の有効性が示された

。

      【０１８３】

群２：スケジュールＢによるｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１でのモノセラピー

  群１とは対照的に、スケジュールＢにより抗－Ｂ７抗体で治療された４匹の動

物のうちわずか１匹が、術後１８日以降も機能的な腎臓異種移植片を保持してい

た。しかしながら、この動物は研究期間終了まで（１２０日間）移植腎臓を保持
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していた。このデータは、スケジュールＡによる抗－Ｂ７  ｍＡｂでの治療は、

スケジュールＢにより治療された動物よりも良好な腎臓拒絶反応に対する免疫抑

制を生じたことを示唆する。この結果は、スケジュールＡにより治療された動物

において移植後早期に高濃度の抗－Ｂ７  ｍＡｂが提供されたことによるものか

もしれない。

      【０１８４】

群３：スケジュールＡによるｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１プラスマイクロエマルジョ

ンＣｓＡでの治療：

  ＣｓＡと組み合わせてスケジュールＡにより抗－Ｂ７  ｍＡｂで治療されたす

べての動物は大幅に遅延された移植腎臓の拒絶反応を示し、４匹のうち３匹の動

物が研究終了まで（術後１１９日間）機能的な異種移植片を保持していた。これ

らの結果は、抗－Ｂ７  ｍＡｂ単独（群１）あるいはＣｓＡ単独（群６）での治

療後に得られた結果よりも優れており、抗－Ｂ７  ｍＡｂ＋ＣｓＡでの治療にお

いては拮抗作用が見られず、これらの薬剤による同時治療は遅延された器官拒絶

反応というさらなる利益を提供することが示された。

      【０１８５】

群４：スケジュールＡによる１Ｆ１およびｈ３Ｄ１プラスメチルプレドニソロン

／プレドニソンでの治療：

  組みあわされた抗－Ｂ７  ｍＡｂ＋ステロイド類で治療された４匹の動物のう

ち１匹は、研究期間終了まで（術後１１９日）移植腎臓を保持していた。残りの

３匹の腎臓レシピエントのうち２匹は遅延された移植腎臓の拒絶反応を示した。

３匹目のサルは、高用量のステロイドの投与に関連すると考えられる尿管壊死に

より早期（術後６日目）に移植腎臓を拒絶した。まとめると、これらのデータは

、抗－Ｂ７  ｍＡｂ＋ステロイドの組み合わせは移植腎臓の拒絶反応防止におい

て効果的であり、これらの薬剤の組み合わせ使用は矛盾したものではないことを

示唆する。

      【０１８６】

群５：スケジュールＡによるｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１プラスラパマイシンでの治

療：
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  スケジュールＡによる抗－Ｂ７ｍＡｂ＋ラパマイシンの組み合わせで治療され

た４匹すべての動物は、術後の治療期間を超えて６９ないし１１４日目まで機能

的な腎臓異種移植片を保持していた。このことは、抗－Ｂ７ｍＡｂ＋ラパマイシ

ンの組み合わせでの治療は期間拒絶反応の遅延において有益であり、抗－Ｂ７  

ｍＡｂ単独での治療に拮抗しないことを示した。

      【０１８７】

群６：ＣｓＡ単独での治療：

  ＣｓＡ単独で治療された４匹すべての動物はそれらの移植腎臓を拒絶し、４匹

の動物のうち３匹がＣｓＡでの治療期間中に拒絶した。これらの結果は組み合わ

せられた抗－Ｂ７  ｍＡｂ＋ＣｓＡで治療された動物に関して得られた結果より

も劣る。

      【０１８８】

群７：ラパマイシン単独での治療：

  ラパマイシン単独で治療された４匹すべての動物はそれらの移植腎臓を治療期

間中に拒絶した。

      【０１８９】

結論：

  研究の目的は、生命維持的非ヒト霊長類腎臓移植モデルにおいて、新規モノク

ローナル抗体ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１の有効性および適合性を評価することであ

った。末端急性拒絶反応の発生および最終的な異種移植片（動物）の生存を評価

することにより有効性を評価した。未治療動物における末端拒絶反応は、当該モ

デルを用いた場合、移植後１０日以内に生じると考えられた。全部で７つの異な

る治療群において適合性および有効性を試験した。後者の群に使用した治療規則

は進歩した研究として用いられ、以前の群の結果に基づくものであった。

      【０１９０】

有効性の評価：

群１：ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１モノセラピー（スケジュールＡ）：

  最初の治療群中の動物を、５６日間にわたり毎週投与されたｈ１Ｆ１またはｈ

３Ｄ１のみで治療し、付加的な免疫抑制剤治療を行わなかった。結果は、ｈ１Ｆ
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１またはｈ３Ｄ１でのモノセラピーは、この群の４匹の動物のうち２匹において

末端急性拒絶反応を防止でき、ほかのサルにおいても術後４８日目まで末端拒絶

反応の発生を遅延できることを示した。一匹のサルにおいては、抗体の投与は履

歴対照群において見られたよりも移植片生存を延長させなかった。

      【０１９１】

群２：ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１モノセラピー（スケジュールＢ）：

  群１で見られた術後５ないし７日目の早期の急性拒絶反応を防止しようとして

、治療群２において抗体投与の規則およびスケジュールを変更した。この群の各

ｍＡｂの術前用量を２０ｍｇ／ｋｇから５ｍｇ／ｋｇに減じ、最初の各ｍＡｂの

術後用量を５ｍｇ／ｋｇらか１０ｍｇ／ｋｇに増加させた。それゆえ、手術直前

および直後に投与された全抗体量は２５ｍｇ／ｋｇから１５ｍｇ／ｋｇに減少し

た。１０ｍｇ／ｋｇの付加的な用量を術後３日目に与えた。その後、群１および

２における投与スケジュールは同じであった。

  ４匹の動物のうち３匹はこの最初の拒絶反応から回復しなかった。１匹のみが

全フォローアップ期間中生き延びた。このことは、手術直前および直後の期間中

の抗体投与タイミングおよび用量の重要な様相を示す。手術直前および直後にお

ける用量の減少は、より激しい拒絶応答を引き起こす可能性が最も高く、術後３

日目の付加的な用量の抗体の投与はこの結果に影響しなかった。

  群１および２の両方において、さらに免疫抑制治療を施さなくても長期間生存

する動物が存在した。

  スケジュールＡ（群１）およびスケジュールＢ（群２）を行った後に移植片の

結果を直接比較したところ、スケジュールＡのほうが好ましかった。スケジュー

ルＡに従って、次の２つの群に抗体の組み合わせを投与した。

      【０１９２】

群３：ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１（スケジュールＡ）プラスＣｓＡ：

  ２００ないし３００ｎｇ／ｍｌの範囲の２４時間トラフレベルをデルバリーす

ることを目的としたマイクロエマルジョンＣｓＡの用量を群３において投与した

。この群中のすべての動物は長期間生存し（＞５６日）、４匹の動物のうち３匹

がフォローアップ期間終了時まで末端急性拒絶反応の証拠を示さなかった。それ
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ゆえ、抗－Ｂ７抗体もＣｓＡも、互いにネガティブに影響しなかった。この群に

おいて生存日数のメジアン値は１１９日で、生存日数の平均値は１１３日であり

、群１（メジアン：８４日；平均：７４日）における生存日数の長さよりも良く

ないとしても、少なくとも同等に良好であった。レシピエントをマイクロエマル

ジョンＣｓＡのみで治療したさらなる治療群（群６）には群３におけるのと同様

のトラフレベル（５６日）を達成するように投与したが、４匹すべての移植片レ

シピエントがそれらの移植腎臓を拒絶し、４匹のうち３匹が治療期間中に拒絶し

たことが示された。

  モノクローナル抗体とマイクロエマルジョンＣｓＡとの組み合わせは、早期の

急性拒絶反応を回避するに十分なものであった。

      【０１９３】

群４：ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１（スケジュールＡ）プラスステロイド類：

  群４において、用量を徐々に減らしながらｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１を投与した

。一般的には、ステロイド類でのモノセラピーだけではこのモデルにおける末端

異種移植片拒絶反応を防止するには十分ではない。高用量のステロイド類をこの

群のために選択して、ステロイド類および抗体が互いの有効性に影響するかどう

かを調べた。抗－Ｂ７  ｍＡｂ＋ステロイド類の組み合わせで治療した４匹の動

物のうち一匹は、研究期間終了（術後１１９日目）まで移植された腎臓を維持し

た。残り３匹の腎臓レシピエントのうち２匹は移植された腎臓の拒絶反応が遅れ

た。３匹目のサルは、高用量のステロイドの投与に関連していると考えられる尿

管壊死のため、早期に移植腎臓を拒絶した。

  この群において高用量のステロイド類の共投与は抗体の有効性に負の影響を及

ぼすとは思われなかった。非ヒト霊長類腎臓移植モデルにおけるモノセラピーと

して使用された類似のステロイド投与規則の有効性に関して利用可能なデータが

ないので、抗体投与がステロイド類の免疫抑制効果に影響するかどうかは不明で

ある。

      【０１９４】

群５：スケジュールＡによるｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１プラスラパマイシンでの治

療：
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  スケジュールＡによる抗－Ｂ７  ｍＡｂ＋ラパマイシンの組み合わせで治療さ

れた４匹すべての動物は、治療期間を超えて術後６９日から１１４日目までの間

、機能的な腎臓異種移植片を維持した。このことは、抗－Ｂ７  ｍＡｂ＋ラパマ

イシンの組み合わせでの治療は器官拒絶反応の遅延において有益であり、抗－Ｂ

７  ｍＡｂ単独での治療に拮抗しないことを示す。レシピエントが群５と同様の

レベルになるように投与されたラパマイシンのみで治療されたさらなる治療群は

、４匹すべての移植片レシピエントは治療期間中にそれらの移植腎臓を拒絶した

ことを示した。

      【０１９５】

群６：ＣｓＡ単独での治療

  ＣｓＡ単独で治療された４匹すべての動物は移植腎臓を拒絶し、４匹の動物の

うち３匹がＣｓＡ治療期間中に拒絶した。これらの結果は、抗－Ｂ７  ｍＡｂ＋

ＣｓＡの組み合わせで治療された動物において得られた結果よりも劣っている。

      【０１９６】

群７：ラパマイシン単独

  ラパマイシン単独で治療された４匹すべての動物は治療期間中に移植腎臓を拒

絶した。これらの結果は、抗－Ｂ７  ｍＡｂおよびラパマイシンの組み合わせで

治療された動物において得られた結果よりも劣っている。

      【０１９７】

実施例２３：Ｂ７－１およびＢ７－２に対するモノクローナル抗体での誘導治療

は非ヒト霊長類における異種移植片拒絶反応の発生を遅延させる

要約：

  この研究において、抗－Ｂ７－１（ｈ１Ｆ１）および抗－Ｂ７－２（ｈ３Ｄ１

）の単独投与および組み合わせ投与を、アカゲザル（rhesus monkey）における

急性腎臓異種移植片拒絶反応の発生遅延能に関して試験した。最大の遅延効果は

両方のＢ７リガンドの同時ブロッにより得られた。作用機構はＴまたはＢ細胞の

全体的な枯渇を用いるものではなかった。

      【０１９８】

材料および方法：
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実験の設計：

ＭＨＣタイピングおよびドナーレシピエント選択：

  主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラスＩＩにおける遺伝学的非同一性に基づ

いてドナー－レシピエントの組み合わせを選択した。主要組織適合性抗原ＨＬＡ

－ＤＲＢの変性グラジエントゲル電気泳動および直接配列決定により、これを確

認した。ドナーに対するレシピエントのＴ細胞応答性を、混合リンパ球反応（Ｍ

ＬＲ）アッセイを用いて、インビトロにおいてすべてのドナーレシピエントペア

ーに関して確認した。すべての潜在的ドナーに対して各動物を試験して、移植の

ための最高のレスポンダーペアーを確認した。

      【０１９９】

腎臓異種移植片：

  すでに記載されているようにして腎臓異種移植を行った（Knechtle SU, et al

., Transplantation, 63:1-6 (1997); Kirk AD, et al., Proc Natl Acad Sci U

SA. 94: 8789-8794 (1997); Kirk AD, et al., Nature Medicine, 5: 686-693 (

1999)）。簡単に説明すると、サル免疫不全ウイルスおよびヘルペスＢウイルス

に関してセロネガティブな異系交配若齢アカゲザル（生後１８ないし３６ヶ月、

オス）をLABS of Virginia, Inc. (Yemassee, SC)から得た。

  全身麻酔下ですべての手順を行った。ＭＨＣ分析により決定された遺伝学的に

異なるドナー－レシピエントペアー間で腎臓移植を行った。器官採取および移植

中、動物をヘパリン処理（１００ユニット／ｋｇ）した。標準的な微小血管法を

用いて異種移植片を移植して、ドナー腎動脈とレシピエント遠位大動脈との間、

ならびにドナー腎静脈とレシピエント大静脈との間の側吻合に対して末端を作成

した。ついで、最初の尿管膀胱吻合を作成した。縫合前に左右の原在性腎切除を

行った。７ないし１０日後に皮膚縫合糸を除去した。

  抗－Ｂ７－１および／または抗－Ｂ７－２抗体を以下に詳述する用量で静脈内

投与した。血清クレアチニンレベルの上昇により腎不全が決定された時点で、あ

るいはＡＡＡＬＡＣ標準に従って体重減少が移植前の１５％となった時点で動物

を安楽死させた。殺したすべての動物に関してネクロプシーの際に完全な全体的

および組織病理学的分析を行った。
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      【０２００】

結果および議論：

群１：対照動物：

  拒絶反応防止治療をすることなく腎臓異種移植片を５匹の動物に与えた。５匹

はすべて８日以内にそれらの移植片を失い、急性拒絶反応を起こした（表１４、

図２８）。

群ＩＩ：ｈ１Ｆ１単独でのモノセラピー：

  ２匹の動物をｈ１Ｆ１のみで治療した（表１４、図２８）。移植片潅流前から

２０ｍｇ／ｋｇの用量で抗体を与えた。次の用量５ｍｇ／ｋｇを拒絶反応が起こ

るまで７日ごとに与えた。これらの２匹の動物はわずかにそれらの移植片生存時

間を延長し、８および９日目に拒絶反応を起こした。

群ＩＩＩ：ｈ３Ｄ１単独でのモノセラピー（表１４、図２８）：

  ２匹の動物をｈ１Ｆ１のみで治療した（表１４、図２８）。移植片潅流前から

２０ｍｇ／ｋｇの用量で抗体を与えた。次の用量５ｍｇ／ｋｇを拒絶反応が起こ

るまで７日ごとに与えた。これらの２匹の動物はわずかにそれらの移植片生存時

間を延長し、８および２８日目に拒絶反応を起こした。

群ＩＶ：ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１での組み合わせ治療：

  ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１の両方で４匹の動物を処理した（表１４、図２８）。

移植片潅流の前から２０ｍｇ／ｋｇの用量で抗体を与えた。１匹の動物（ＡＴ４

８）において、５ｍｇ／ｋｇの用量を移植直後に与えた。すべての動物において

、一定期間あるいは拒絶反応まで、７日ごとに５ｍｇ／ｋｇの用量を与えた。群

ＩＶ中の４匹の動物のうち３匹において６０日後に停止するように抗体投与を計

画した。１匹の動物は８０日まで投与した（ＡＣ２Ｂ）。すべての動物は移植片

生存時間を延長し、４７、６７、２２７、および＞３６５日であった。１匹の動

物は生存しつづけ健康であり、移植から１年後の時点において拒絶反応がなかっ

た。この動物を殺さなかったが、この研究の目的からして、モニタリングを中止

した。拒絶した動物においては、殺す約１週間前にクレアチニンがベースライン

から上昇しはじめた。

  ｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１の両方での組み合わせ治療を受けた動物は、群Ｉと比
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較して有意に延長された異種移植片機能を有していた（ｐ＝０．０１６）。両方

のモノセラピー群と比較すると、組み合わせ群での生存時間の延長も著しかった

。

表１４  アカゲザルの成人時間および診断

移植日            群    治療        レシピエント  生存時間（術後日数）

１２／１／９６    Ｉ    なし        Ｘ９Ｘ        ５

１１／３０／９６  Ｉ    なし        １ＦＥ        ７

１１／１５／９６  Ｉ    なし        Ｔ４Ｔ        ７

４／２／９７      Ｉ    なし        ９５０５２    ８

５／３／９９      Ｉ    なし        ＡＴ５Ｈ      ８

１１／２／９８    ＩＩ  ｈ１Ｆ１    ＡＣ７４      ９

２／１０／９９    ＩＩ  ｈ１Ｆ１    ２ＷＮ        ８

２／３／９９    ＩＩＩ  ｈ３Ｄ１    ＡＴ５Ｊ      ８

２／１６／９９  ＩＩＩ  ｈ３Ｄ１    ２ＷＦ        ２８

１０／２６／９８  ＩＶ  h1F1+h3D1   ＡＣ２Ｂ    ＞３６５ａ

１０／２８／９８  ＩＶ  h1F1+h3D1   ＡＣ８Ｖ      ４７

３／１／９９      ＩＶ  h1F1+h3D1   ＡＴ５Ｐ      ６７ｂ

３／２／９９      ＩＶ  h1F1+h3D1   ＡＴ４８      ２２７ｂ

ａ  術後８０日間の治療

ｂ  術後６０日間の治療

      【０２０１】

  本明細書で引用した上記文献、特許および／または特許出願の教示を、出典明

示により本明細書に一体化させる。

  本発明を、その好ましい具体例を参考にして詳細に示し、説明したが、添付し

た請求の範囲により包含される本発明の範囲から逸脱することなく、本発明にお

いて形態および詳細における種々の変更を行ううることを、当業者は理解するで

あろう。

      【０２０２】

出願人または代理人のファイル番号        国際出願番号
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１２９０．１０１９００３

寄託微生物または他の生物学的材料に関する表示（ＰＣＴ規則１３の２）

Ａ．以下の表示は寄託微生物に関するものであり、あるいは他の微生物材料が、

２，２２，１１２，１１７ページの２２，３０；３，１０；２０，８行目に記載

されている。

Ｂ．寄託の確認                  別の寄託物が追加頁に記載されている  □

寄託機関の名称

American Type Culture Collection

寄託機関の宛名

10801 University Boulevard Manassas, Virginia 20110-2209

寄託日                受託番号

１９９８年５月５日    ＣＲＬ－１２５２４＊＊

１９９９６月２２日    ＰＴＡ－２６３＊＊

Ｃ．追加の指示（不要の場合は空欄）      この情報は添付別紙に続く  □ｘｘ

  欧州特許が出願されている指定国においては、寄託微生物は、欧州特許付与宣

言の公告まで、あるいは出願日から２０ヶ月間においては、出願が拒絶され、あ

るいは取り下げられ、取り下げ擬制された場合を除き、受託番号（＊＊上記参照

）としてAmerican Type Culture Collectionに寄託された生物学的材料は、

Ｄ．指示がなされた指定国（全指定国でない場合）

Ｅ．別途指示

  下記指示が追って国際事務局に提出される（指示の一般的性質を記載、例えは

「寄託物の受託番号」）

受理官庁記載欄                                    国際事務局記載欄

この頁は国際出願とともに受理した。

（署名）  

（認証官）                                            （認証官）

寄託微生物に関する指示（別紙）

Ｃ．追加の指示（続き）

  ＥＰＣ規則２８（３）に従って試料の請求人により任命された専門家に対する
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試料分譲の場合にのみ入手可能である（ＥＰＣ規則２８（４））。

  このＰＣＴ出願におけるオーストラリアの指定に関しては、オーストラリア特

許法規則３．２５（３）に従って、出願人は、American Type Culture Collecti

onにおいて上記受託番号（１頁の＊＊）として寄託された生物学的試料の分譲が

、特許付与前においては、あるいは出願の放棄、拒絶または取り下げの前におい

ては、本発明に関係がなく、かつ試料分譲の請求において任命されている専門家

に対して行われるだけであるという注意を与える。

  このＰＣＴ出願におけるカナダの指定に関しては、出願人は、出願に基づいて

特許付与されるまで、あるいは出願が拒絶されるまで、あるいは放棄されてもは

や回復しなくなるまで、あるいは取り下げられるまでは、特許庁長官により任命

された無関係な専門家に対し、American Type Culture Collectionにおいて上記

受託番号（１頁の＊＊）として寄託された生物学的試料の分譲が特許庁長官によ

りなされるだけであることを希望する旨を国際事務局に通告する。

【図面の簡単な説明】

    【図１】  図１Ａは、ネズミ３Ｄ１抗体の重鎖可変領域核酸およびアミノ酸

配列（それぞれ配列番号：１および２）の配列を示し、ＣＤＲ（ＣＤＲ１、ＣＤ

Ｒ２およびＣＤＲ３）に一重下線を付し、成熟重鎖の第１のアミノ酸に二重下線

を付した。図１Ｂは、ネズミ３Ｄ１抗体の軽鎖可変領域核酸およびアミノ酸配列

（それぞれ配列番号：３および４）の配列を示し、ＣＤＲ（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２

およびＣＤＲ３）に一重下線を付し、成熟軽鎖の第１のアミノ酸に二重下線を付

した。

    【図２】  図２Ａは、ヒト化３Ｄ１抗体の重鎖可変領域核酸およびアミノ酸

配列（それぞれ配列番号：５および６）の配列を示し、ＣＤＲ（ＣＤＲ１、ＣＤ

Ｒ２およびＣＤＲ３）に一重下線を付し、成熟重鎖の第１のアミノ酸に二重下線

を付した。図２Ｂは、ヒト化３Ｄ１抗体の軽鎖可変領域核酸およびアミノ酸配列

（それぞれ配列番号：７および８）の配列を示し、ＣＤＲ（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２

およびＣＤＲ３）に一重下線を付し、成熟軽鎖の第１のアミノ酸に二重下線を付

した。

    【図３】  図３は、競合アッセイの結果を示すグラフである。グラフは、ｒ
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ｈＢ７－２を表面に発現しているＣＨＯ細胞（ＣＨＯ／ｈＢ７－２）に対するネ

ズミまたはヒト化抗－ヒト ｍＡＢの競合結合アッセイの結果を示す。放射性標

識トレーサーネズミ抗－ヒト ｍＡＢの存在下において未標識競合抗体の濃度を

増加させてＣＨＯ／ｈＢ７－２細胞とともにインキュベーションし、結合／遊離

抗体比を決定した。

    【図４】  図４は、ＣＨＯ／ｈＢ７－２細胞へのネズミまたはヒト化抗－ヒ

トＢ７－２ ｍＡＢの直接結合アッセイの結果を示すグラフである。放射性標識

抗体濃度を増加させてＣＨＯまたはＣＨＯ／ｈＢ７－２細胞とともにインキュベ

ーションし、ＣＨＯまたはＣＨＯ／ｈＢ７－２細胞への特異的結合量を決定した

。

    【図５】  図５は、Ｔ細胞増殖アッセイの結果を示すグラフである。ネズミ

またはヒト化抗－ヒトＢ７－２ ｍＡｂ濃度を増加させて、ＰＭＡで刺激された

ＣＤ２８＋ヒトＴ細胞およびＣＨＯ／ｈＢ７－２細胞に添加し、これらのｍＡｂ

によるＴ細胞増殖阻害を調べた。

    【図６】  図６Ａは、ネズミ１Ｆ１抗体の重鎖可変領域核酸およびアミノ酸

配列（それぞれ配列番号：２１および２２）であり、ＣＤＲ（ＣＤＲ１、ＣＤＲ

２およびＣＤＲ３）に一重下線を付し、成熟重鎖の第１のアミノ酸に二重下線を

付した。図６Ｂは、ネズミ１Ｆ１抗体の軽鎖可変領域核酸およびアミノ酸配列（

それぞれ配列番号：２３および２４）であり、ＣＤＲ（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およ

びＣＤＲ３）に一重下線を付し、成熟軽鎖の第１のアミノ酸に二重下線を付した

。

    【図７】  図７Ａは、ヒト化１Ｆ１抗体の重鎖可変領域核酸およびアミノ酸

配列（それぞれ配列番号：２５および２６）であり、ＣＤＲ（ＣＤＲ１、ＣＤＲ

２およびＣＤＲ３）に一重下線を付し、成熟重鎖の第１のアミノ酸に二重下線を

付した。図７Ｂは、ヒト化１Ｆ１抗体の軽鎖可変領域核酸およびアミノ酸配列（

それぞれ配列番号：２７および２８）であり、ＣＤＲ（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およ

びＣＤＲ３）に一重下線を付し、成熟軽鎖の第１のアミノ酸に二重下線を付した

。

    【図８】  図８は、競合アッセイの結果を示すグラフである。グラフは、ｒ
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ｈＢ７－１でトランスフェクションされたＣＨＯ（ＣＨＯ／ｈＢ７－１）に対す

るネズミまたはヒト化抗－ヒト ｍＡＢの競合結合アッセイの結果を示す。放射

性標識トレーサーヒト化１Ｆ１の存在下において未標識競合抗体の濃度を増加さ

せてＣＨＯ／ｈＢ７－１細胞とともにインキュベーションし、結合／遊離抗体比

を決定した。

    【図９】  図９Ａは、ｒｈＢ７－１でトランスフェクションしたＣＨＯ細胞

に対するマウス１Ｆ１抗体の結合についてのＳｃａｔｃｈａｒｄ分析を示す。放

射性標識マウス１Ｆ１抗体を、ｒｈＢ７－１でトランスフェクションしたＣＨＯ

細胞とともにインキュベーションし、結合/遊離放射活性比を調べた。図９Ｂは

、ｒｈＢ７－１でトランスフェクションしたＣＨＯ細胞に対するヒト化１Ｆ１抗

体の結合についてのＳｃａｔｃｈａｒｄ分析を示す。放射性標識ヒト化１Ｆ１抗

体を、ｒｈＢ７－１でトランスフェクションしたＣＨＯ細胞とともにインキュベ

ーションし、結合/遊離放射活性比を調べた。

    【図１０】  図１０は、ｒｈＢ７－１を表面に発現しているＣＨＯ細胞（Ｃ

ＨＯ／ｈＢ７－１）に対するネズミまたはヒト化抗－ヒト Ｂ７－１ ｍＡＢの競

合結合アッセイの結果を示す。放射性標識トレーサーネズミ抗－ヒト Ｂ７－１

ｍＡＢの存在下において未標識競合抗体の濃度を増加させてＣＨＯ／ｈＢ７－１

細胞とともにインキュベーションし、結合／遊離抗体比を決定した。

    【図１１】  図１１は、ＣＨＯ／ｈＢ７－１細胞へのネズミまたはヒト化抗

－ヒトＢ７－１ ｍＡＢの直接結合アッセイの結果を示すグラフである。放射性

標識抗体濃度を増加させてＣＨＯまたはＣＨＯ／ｈＢ７－１細胞とともにインキ

ュベーションし、ＣＨＯまたはＣＨＯ／ｈＢ７－１細胞への特異的結合量を決定

した。

    【図１２】  図１２は、Ｔ細胞増殖アッセイの結果を示すグラフである。ネ

ズミまたはヒト化抗－ヒトＢ７－１ ｍＡｂ濃度を増加させて、ＰＭＡで刺激さ

れたＣＤ２８＋ヒトＴ細胞およびＣＨＯ／ｈＢ７－１細胞に添加し、これらのｍ

ＡｂによるＴ細胞増殖阻害を調べた。

    【図１３】  図１３は、ワンウェイ混合リンパ球反応（ＭＬＲ）アッセイの

結果を示すグラフである。一定濃度のネズミまたはヒト化抗－ヒトＢ７－２（Ｉ
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ｇＧ２．Ｍ３イソタイプ）またはヒトＣＴＬＡ４Ｉｇを、ヒトレスポンダーおよ

びスティミュレーターＰＢＬの混合物に添加し、レスポンダーＰＢＬの増殖を、

３、４、および５日目に、放射性標識チミジンを添加することにより調べた。

    【図１４】  図１４は、一次ＭＬＲ由来のＰＢＬをレスポンダーとして用い

、一次ＭＬＲにおける同じまたは異なる個体由来のＰＢＬをスティミュレーター

として用いたワンウェイ二次ＭＬＲアッセイの結果を示すグラフである。ヒト化

抗－ヒトＢ７－１ ｍＡｂを一次ＭＬＲのみに添加した。二次ＭＬＲにおけるレ

スポンダーＰＢＬの増殖を、３、４、および５日目に、放射性標識チミジンを添

加することにより調べた。

    【図１５】  図１５は、一次ＭＬＲ由来のＰＢＬをレスポンダーとして用い

、一次ＭＬＲにおける同じまたは異なる個体由来のＰＢＬをスティミュレーター

として用いたワンウェイ二次ＭＬＲアッセイの結果を示すグラフである。ヒト化

抗－ヒトＢ７－２ ｍＡｂ（ＩｇＧ２．Ｍ３イソタイプ）を一次ＭＬＲのみに添

加した。二次ＭＬＲにおけるレスポンダーＰＢＬの増殖を、３、４、および５日

目に、放射性標識チミジンを添加することにより調べた。

    【図１６】  図１６は、一次ＭＬＲ由来のＰＢＬをレスポンダーとして用い

、一次ＭＬＲにおける同じまたは異なる個体由来のＰＢＬをスティミュレーター

として用いたワンウェイ二次ＭＬＲアッセイの結果を示すグラフである。ヒト化

抗－ヒトＢ７－１およびＢ７－２ ｍＡｂ（ＩｇＧ２．Ｍ３イソタイプ）を一次

ＭＬＲのみに添加した。二次ＭＬＲにおけるレスポンダーＰＢＬの増殖を、３、

４、および５日目に、放射性標識チミジンを添加することにより調べた。

    【図１７】  図１７は、ＰＢＬをレスポンダーとして用い、照射された”Ｂ

”ＰＢＬをスティミュレーターとして用いるワンウェイ一次ＭＲＬアッセイの結

果を示すグラフである。レスポンダーおよびスティミュレーターをヒト化抗Ｂ７

－２抗体、ヒト化抗－Ｂ７－１ ｍＡｂ、ヒト化抗－Ｂ７－１およびヒト化抗－

Ｂ７－２ ｍＡｂ混合物、１０μ ＣＴＬＡ４ Ｉｇ、２０μｇ／ｍｌ ＣＴＬＡ４

 Ｉｇ、または対照Ｉｇで処理した。３、４、および５日目に、放射性標識チミ

ジンを添加することにより培養物の増殖を測定した。

    【図１８】  図１７は、ＰＢＬをレスポンダーとして用い、照射された”Ｃ
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”ＰＢＬをスティミュレーターとして用いるワンウェイ一次ＭＲＬアッセイの結

果を示すグラフである。レスポンダーおよびスティミュレーターをヒト化抗Ｂ７

－２抗体、ヒト化抗－Ｂ７－１ ｍＡｂ、ヒト化抗－Ｂ７－１およびヒト化抗－

Ｂ７－２ ｍＡｂ混合物、１０μ ＣＴＬＡ４ Ｉｇ、２０μｇ／ｍｌ ＣＴＬＡ４

 Ｉｇ、または対照Ｉｇで処理した。３、４、および５日目に、放射性標識チミ

ジンを添加することにより培養物の増殖を測定した。

    【図１９】  図１９は、”Ｂ”スティミュレーター一次ＭＬＲ（図１７参照

）および新鮮”Ｂ”スティミュレーターからのレスポンダーを用いるワンウェイ

二次ＭＲＬアッセイの結果を示すグラフである。レスポンダーおよびスティミュ

レーターをヒト化抗Ｂ７－２抗体、ヒト化抗－Ｂ７－１ ｍＡｂ、ヒト化抗－Ｂ

７－１およびヒト化抗－Ｂ７－２ ｍＡｂ混合物、１０μ ＣＴＬＡ４ Ｉｇ、２

０μｇ／ｍｌ ＣＴＬＡ４ Ｉｇ、または対照Ｉｇで一次ＭＬＲにおいてのみ処理

した。二次ＭＬＲには何も添加しなかった。３、４、５および６日目に、放射性

標識チミジンを添加することにより培養物の増殖を測定した。

    【図２０】  図２０は、”Ｂ”スティミュレーター一次ＭＬＲ（図１７参照

）および新鮮”Ｃ”スティミュレーターからのレスポンダーを用いるワンウェイ

二次ＭＲＬアッセイの結果を示すグラフである。レスポンダーおよびスティミュ

レーターをヒト化抗Ｂ７－２抗体、ヒト化抗－Ｂ７－１ ｍＡｂ、ヒト化抗－Ｂ

７－１およびヒト化抗－Ｂ７－２ ｍＡｂ混合物、１０μ ＣＴＬＡ４ Ｉｇ、２

０μｇ／ｍｌ ＣＴＬＡ４ Ｉｇ、または対照Ｉｇで一次ＭＬＲにおいてのみ処理

した。二次ＭＬＲには何も添加しなかった。３、４、５および６日目に、放射性

標識チミジンを添加することにより培養物の増殖を測定した。

    【図２１】  図２１は、”Ｂ”スティミュレーター一次ＭＬＲ（図１７参照

）および新鮮”Ｂ”または”Ｃ”スティミュレーターからのレスポンダーを用い

るワンウェイ二次ＭＲＬアッセイの結果を示すグラフである。レスポンダーおよ

びスティミュレーターをヒト化抗Ｂ７－２抗体、ヒト化抗－Ｂ７－１ ｍＡｂ、

ヒト化抗－Ｂ７－１およびヒト化抗－Ｂ７－２ ｍＡｂ混合物、１０μ ＣＴＬＡ

４ Ｉｇ、２０μｇ／ｍｌ ＣＴＬＡ４ Ｉｇ、または対照Ｉｇで一次ＭＬＲにお

いてのみ処理した。二次ＭＬＲには何も添加しなかった。３、４、および５日目
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に、放射性標識チミジンを添加することにより培養物の増殖を測定した。図２１

は図１９および図２０の編集である。

    【図２２】  破傷風トキソイドで免疫した非ヒト霊長類における抗-破傷風

応答（対数力価）を示すグラフである。カニクイザル（Cynomolgus monkey）を

精製破傷風トキソイドで免疫し、ヒト化抗－Ｂ７－１およびヒト化抗－Ｂ７－２

抗体で処理した。血清抗-破傷風抗体力価（ＩｇＭおよびＩｇＧ）を２６週間に

わたり毎週測定した。

    【図２３】  図２３は、破傷風トキソイドで免疫された非ヒト霊長類におけ

る抗-破傷風応答（対数力価）を示すグラフである。０日目にカニクイザルを精

製破傷風トキソイドで免疫し、ヒト化抗－Ｂ７－１およびヒト化抗－Ｂ７－２抗

体混合物または担体を０日目に１回静脈内投与して処置した。１４週目に動物に

対して破傷風トキソイドで２回目の免疫を行ったが、ヒト化抗－Ｂ７－１または

ヒト化抗－Ｂ７－２抗体での処置は行わなかった。血清抗-破傷風抗体力価（Ｉ

ｇＭおよびＩｇＧ）を１８週間にわたり毎週測定した。

    【図２４】  図２４は、破傷風トキソイドで免疫された非ヒト霊長類におけ

る抗-破傷風応答（対数力価）を示すグラフである。０日目にカニクイザルを精

製破傷風トキソイドで免疫し、ヒト化抗－Ｂ７－１抗体のみまたは担体を０日目

に１回静脈内投与して処置した。１４週目に動物に対して破傷風トキソイドで２

回目の免疫を行ったが、ヒト化抗－Ｂ７－１またはヒト化抗－Ｂ７－２抗体での

処置は行わなかった。血清抗-破傷風抗体力価（ＩｇＭおよびＩｇＧ）を１８週

間にわたり毎週測定した。

    【図２５】  図２５は、破傷風トキソイドで免疫された非ヒト霊長類におけ

る抗-破傷風応答（対数力価）を示すグラフである。０日目にカニクイザルを精

製破傷風トキソイドで免疫し、ヒト化抗－Ｂ７－２抗体のみまたは担体を０日目

に１回静脈内投与して処置した。１４週目に動物に対して破傷風トキソイドで２

回目の免疫を行ったが、ヒト化抗－Ｂ７－１またはヒト化抗－Ｂ７－２抗体での

処置は行わなかった。血清抗-破傷風抗体力価（ＩｇＭおよびＩｇＧ）を１８週

間にわたり毎週測定した。

    【図２６】  図２６は、各処理群（群分け：群１：担体対照；群２－４：１
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０、１、または０．１ｍｇ／ｋｇのｈ１Ｆ１のみ；群５－７：１０、１、または

０．１ｍｇ／ｋｇのｈ３Ｄ１のみ；群８－１１：１０、１、０．１または０．０

１ｍｇ／ｋｇのｈ１Ｆ１およびｈ３Ｄ１混合物）に関する抗－破傷風抗体力価曲

線（対数力価）下の面積を示す棒グラフである。０日目にカニクイザルを破傷風

トキソイドで免疫し、ヒト化抗－Ｂ７－１およびヒト化抗-Ｂ７-２抗体混合物、

ヒト化抗－Ｂ７－１抗体またはヒト化抗－Ｂ７－２抗体のみ、あるいは担体を１

回静脈内投与した（１群あたり３匹）。０週目から１４週目まで曲線下の面積（

ＡＵＣ）の値を計算した。すべての破傷風力価をゼロのベースラインに対して正

規化し、ついで、破傷風力価のＡＵＣを計算した。各群の応答動物数を説明する

検出可能な抗体力価を生じた各群の動物数のフラクションによりこれらのＡＵＣ

値を秤量した。

    【図２７】  図２７は、１０ｍｇ／ｋｇの静脈内投与後の種々の時点におけ

る抗－Ｂ７－１および抗－Ｂ７－２（ＩｇＧ２．Ｍ３イソタイプ）ｍＡｂの血清

濃度を示すグラフである。

    【図２８】  腎臓同種移植を受けたアカゲザルの約１年後の生存率（％）を

示すグラフである。ヒト化抗－Ｂ７－１およびヒト化抗－Ｂ７－２抗体混合物、

ヒト化抗－Ｂ７－１またはヒト化抗－Ｂ７－２抗体のみ、あるいは担体でサルを

処置した。ヒト化抗体を最初は２０ｍｇ／ｋｇで、ついで、５ｍｇ／ｋｇで、つ

いで、６０-８０日間毎週５ｍｇ／ｋｇで投与した。
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【図１（Ａ）】
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【図１（Ｂ）】
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【図２（Ａ）】
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【図２（Ｂ）】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６Ａ】

【図６Ｂ】
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【図７Ａ】

【図７Ｂ】
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【図８】
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【図９Ａ】
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【図９Ｂ】
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【図１０】



(133) 特表２００２－５４０７６４

【図１１】
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【図１２】
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【図１３】
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【図１４】
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【図１５】
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【図１６】
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【図１７】
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【図１８】
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【図１９】
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【図２０】
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【図２１】
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【図２２】
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【図２３】
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【図２８】
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【国際調査報告】
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