
(57)【要約】

本発明は、従来の低免疫原性の抗原に特異的なモノクロ

ーナル抗体の開発、及び使用に関する。本発明は、対象

の抗原を担体分子に化学的に結合させ、免疫系を該結合

された抗原での免疫感作へ反応可能にすることによる、

モノクローナル抗体を製造する方法を提供する。また、

該発明は、結合された抗原の具体的な組成物を、これら

の結合された抗原に特異的なモノクローナル抗体の組成

物と同様に提供する。また、本発明は、該モノクローナ

ル抗体を用いて疾患状態を検出する際に使用するキット

を提供する。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 低 免 疫 原 性 の 抗 原 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て ： a. 該 抗 原
を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と ； b. 動 物 に 、 該 結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ る
こ と ； c. 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と ；  d. 該 採 取 さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ
を 作 製 す る こ と ； e. 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の 抗 原 へ の 特 異 性 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 担 体 分 子 が HSP70で あ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 動 物 が 正 常 な 免 疫 系 を 有 す る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 動 物 が 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 B細 胞 を 腹 水 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 B細 胞 を リ ン パ 節 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 B細 胞 を 血 液 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 B細 胞 を 脾 臓 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 マ ウ ス 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 マ ウ ス 不 死 化 細 胞 が マ ウ ス 骨 髄 種 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ９ の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 ヒ ト 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 ラ ッ ト 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 特 異 性 の ス ク リ ー ニ ン グ を 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 、 "サ
ン ド イ ッ チ "免 疫 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 法 、 イ ン サ
イ チ ュ ー 免 疫 測 定 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 沈 降 反 応 、 凝 集 法 、 補 体 結 合 反 応 法 、 免 疫 蛍
光 測 定 法 、 プ ロ テ イ ン A測 定 法 、 ウ イ ル ス 可 視 化 反 応 、 生 物 活 性 調 整 測 定 法 、 及 び 免 疫 電
気 泳 動 法 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 で 行 う 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 低 免 疫 原 性 の 抗 原 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 組 成 物 で あ っ て ： 該 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 が 、 a. 該 抗 原 を 担 体 分 子 と 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と ； b. 動 物 に 、 該 結 合 さ れ た
抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ る こ と ； c. 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と ；  d. 該 採 取 さ れ た B細
胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と ； 及 び e. 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の 抗 原 へ の 特 異
性 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 製 造 さ れ る 、 前 記 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 担 体 分 子 が HSP70で あ る 、 請 求 項 １ ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 該 動 物 が 正 常 な 免 疫 機 構 を 有 す る 、 請 求 項 １ ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 動 物 が 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 １ ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 該 B細 胞 を 腹 水 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 １ ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
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　 該 B細 胞 を リ ン パ 節 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 １ ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 該 B細 胞 を 血 液 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 １ ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 B細 胞 を 脾 臓 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 １ ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 マ ウ ス 骨 髄 種 細 胞 を 用 い て 作 製 す る 、 請 求 項 １ ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 ヒ ト 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る 、 請 求 項 １ ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 ハ イ ブ リ ド ー マ が 、 ラ ッ ト 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 さ れ る 、 請 求 項 １ ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 該 特 異 性 の ス ク リ ー ニ ン グ を 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 、 "サ
ン ド イ ッ チ "免 疫 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 法 、 イ ン サ
イ チ ュ ー 免 疫 測 定 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 沈 降 反 応 、 凝 集 法 、 補 体 結 合 反 応 法 、 免 疫 蛍
光 測 定 法 、 プ ロ テ イ ン A測 定 法 、 ウ イ ル ス 可 視 化 反 応 、 生 物 活 性 調 整 測 定 法 、 及 び 免 疫 電
気 泳 動 法 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 で 行 う 、 請 求 項 １ ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 E7癌 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て ： a. 該 E7癌 タ
ン パ ク 質 を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と ； b. 動 物 に 、 該 結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感
作 さ せ る こ と ； c. 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と ；  d. 該 採 取 さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ
リ ド ー マ を 作 製 す る こ と ； 及 び e. 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の E7癌 タ ン パ ク 質 へ の 特 異 性
で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 該 化 学 結 合 が 、 a. E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び HSP70を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も つ プ ラ ス ミ ド を 作 製 す る こ と ； 及 び b. 宿 主 細 胞 を 、 該 宿 主 細
胞 が 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 該 結 合 さ れ た E7癌 タ ン パ ク 質 へ 転 写 す る 、 該 プ ラ ス ミ ド で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 該 E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 :1で あ る 、 請 求 項 ２ ７ の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 該 E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 :3で あ る 、 請 求 項 ２ ７ の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 該 E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 :5で あ る 、 請 求 項 ２ ７ の 方
法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 該 宿 主 細 胞 が 、 大 腸 菌 （ E. coli.） で あ る 、 請 求 項 ２ ７ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 該 担 体 分 子 が HSP70で あ る 、 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 該 動 物 が 正 常 な 免 疫 系 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 該 動 物 が 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 該 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 ３ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 該 B細 胞 を 腹 水 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
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　 該 B細 胞 を リ ン パ 節 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 該 B細 胞 を 血 液 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 該 B細 胞 を 脾 臓 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 マ ウ ス 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る 、 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 該 マ ウ ス 不 死 化 細 胞 が マ ウ ス 骨 髄 種 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ４ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 ４ １ の 該 マ ウ ス 骨 髄 種 細 胞 が 、 Sp2/0-Ag14骨 髄 腫 細 胞 で あ る 、
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 ヒ ト 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る 、 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 ラ ッ ト 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る 、 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 該 特 異 性 の ス ク リ ー ニ ン グ を 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 、 "サ
ン ド イ ッ チ "免 疫 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 法 、 イ ン サ
イ チ ュ ー 免 疫 測 定 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 沈 降 反 応 、 凝 集 法 、 補 体 結 合 反 応 法 、 免 疫 蛍
光 測 定 法 、 プ ロ テ イ ン A測 定 法 、 ウ イ ル ス 可 視 化 反 応 、 生 物 活 性 調 整 測 定 法 、 及 び 免 疫 電
気 泳 動 法 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 で 行 う 、 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 E7癌 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 組 成 物 で あ っ て ： 該 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 、 a. 該 抗 原 を 担 体 分 子 と 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と ； b. 動 物 に 、 該 結 合 さ れ た 抗
原 を 免 疫 感 作 さ せ る こ と ； c. 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と ； d. 該 採 取 さ れ た B細 胞 か
ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と ； 及 び e.
該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の 抗 原 へ の 特 異 性 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 製 造 す る 、 前
記 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 該 化 学 結 合 が 、 a. E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び HSP70を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も つ プ ラ ス ミ ド を 作 製 す る こ と ； 及 び b. 宿 主 細 胞 を 、 宿 主 細 胞
が 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 該 結 合 さ れ た E7癌 タ ン パ ク 質 へ 転 写 す る 、 該 プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ４ ６ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 該 E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 : 1で あ る 、 請 求 項 ４ ７ の
組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 該 E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列  番 号 : 3で あ る 、 請 求 項 ４ ７ の
組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 該 HSP70を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 : 5で あ る 、 請 求 項 ４ ７ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 該 宿 主 細 胞 が 大 腸 菌 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 該 担 体 分 子 が HSP70で あ る 、 請 求 項 ４ ６ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 該 動 物 が 正 常 な 免 疫 系 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ６ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 該 動 物 が 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 ４ ６ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
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　 該 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 ５ ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 該 B細 胞 を 腹 水 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 ４ ６ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 該 B細 胞 を リ ン パ 節 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 ４ ６ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 該 B細 胞 を 血 液 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 ４ ６ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 該 B細 胞 を 脾 臓 か ら 採 取 す る 、 請 求 項 ４ ６ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 マ ウ ス 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る 、 請 求 項 １ ４ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 該 マ ウ ス 不 死 化 細 胞 が 、 マ ウ ス 骨 髄 種 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ６ ０ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 請 求 項 ６ １ の 該 マ ウ ス 骨 髄 種 細 胞 が 、 Sp2/0-Ag14骨 髄 腫 細 胞 で あ る 、
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 ヒ ト 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る 、 請 求 項 ４ ６ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 ラ ッ ト 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る 、 請 求 項 ４ ６ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 該 特 異 性 の ス ク リ ー ニ ン グ を 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 、 "サ
ン ド イ ッ チ "免 疫 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 法 、 イ ン サ
イ チ ュ ー 免 疫 測 定 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 沈 降 反 応 、 凝 集 法 、 補 体 結 合 反 応 法 、 免 疫 蛍
光 測 定 法 、 プ ロ テ イ ン A測 定 法 、 ウ イ ル ス 可 視 化 反 応 、 生 物 活 性 調 整 測 定 法 、 及 び 免 疫 電
気 泳 動 法 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 で 行 う 、 請 求 項 ４ ６ の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 子 宮 頸 部 上 皮 内 腫 瘍 の 検 出 の た め に 、 E7癌 タ ン パ ク 質 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用
い る 方 法 で あ っ て ： a. 子 宮 頸 部 上 皮 の 試 料 を 得 る こ と ； 及 び b. 該 試 料 を E7癌 タ ン パ ク 質
の 存 在 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 該 E7癌 タ ン パ ク 質 の 存 在 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 酵 素 結 合 免
疫 吸 着 測 定 法 、 "サ ン ド イ ッ チ "免 疫 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免
疫 拡 散 法 、 イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 測 定 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 沈 降 反 応 、 凝 集 法 、 補 体 結
合 反 応 法 、 免 疫 蛍 光 測 定 法 、 プ ロ テ イ ン A測 定 法 、 ウ イ ル ス 可 視 化 反 応 、 生 物 活 性 調 整 測
定 法 、 及 び 免 疫 電 気 泳 動 法 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 E7癌 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 0.05 ng/ml以 上 で あ る 、 請 求 項 ６ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 少 な く と も ２ 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ を 含 む 、 請 求
項 ６ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 １ 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ が IgG2aで あ る 、 請 求 項 ６ ９ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 １ 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ が IgG2bで あ る 、 請 求 項 ６ ９ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 １ 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ が 、 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ と は 、 異 な
る 抗 原 決 定 基 へ の 特 異 性 を 有 す る 、 請 求 項 ６ ９ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
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　 個 体 が 、 子 宮 頸 部 上 皮 内 腫 瘍 を 発 症 す る リ ス ク を 判 断 す る キ ッ ト で あ っ て ： a. 少 な く
と も １ 種 の 、 E7癌 タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 検 出 す る 試 薬 ； 及 び b. 該 個 体 が 、 子 宮 頸 部 上 皮
内 腫 瘍 を 発 症 す る リ ス ク が 高 い こ と を 判 断 す る 取 扱 説 明 書 を 含 む 、 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 請 求 項 ７ ３ の 試 薬 が 、 請 求 項 ４ ６ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て ：
a. 該 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と ； b. 動 物 に 、 該
結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ る こ と ； c. 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と ；  d. 該 採 取
さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と ； 及 び e. 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の プ リ
オ ン タ ン パ ク 質 へ の 特 異 性 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 該 結 合 を 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 用 い て 化 学 的 に 行 う 、 請 求 項 ７ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 該 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド が 配 列 番 号 : 6で あ る 、 請 求 項 ７ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 該 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド が 配 列 番 号 : 7で あ る 、 請 求 項 ７ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 該 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド が 配 列 番 号 : 9で あ る 、 請 求 項 ７ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 該 担 体 分 子 が HSP70で あ る 、 請 求 項 ７ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 該 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 ７ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 該 ス ク リ ー ニ ン グ を 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 を 用 い て 行 う 、 請 求 項 ７ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 個 体 が 、 海 綿 状 脳 症 を 発 症 す る リ ス ク が あ る か を 判 断 す る キ ッ ト で あ っ て ： a. 少 な く
と も １ 種 の 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 検 出 す る 試 薬 ； 及 び b. 該 個 体 が 、 海 綿 状 脳
症 を 発 症 す る リ ス ク が 高 い こ と を 判 断 す る 取 扱 説 明 書 を 含 む 、 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 ヒ ア ル ロ ン 酸 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て ： a. 該 ヒ ア ル ロ
ン 酸 を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と ； b. 動 物 に 、 該 結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感 作 さ
せ る こ と ； c. 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と ；  d. 該 採 取 さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド
ー マ を 作 製 す る こ と ； 及 び e. 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の ヒ ア ル ロ ン 酸 へ の 特 異 性 で ス ク
リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 3に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ
っ て ： a. 該 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 3を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と ； b.
 動 物 に 、 該 結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ る こ と ； c. 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と
；  d. 該 採 取 さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と ； 及 び e. 該 ハ イ ブ リ ド ー マ
を 本 来 の マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 3へ の 特 異 性 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む
、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 該 結 合 を 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 用 い て 化 学 的 に 行 う 、 請 求 項 ８ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 該 担 体 分 子 が HSP70で あ る 、 請 求 項 ８ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 該 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 ８ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 該 ス ク リ ー ニ ン グ を 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 を 用 い て 行 う 、 請 求 項 ８ ５ の 方 法 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
　 本 発 明 の 方 法 、 及 び 組 成 物 は 、 医 学 生 化 学 の 分 野 で あ り 、 一 般 的 に 、 従 来 の 低 免 疫 原 性
の 抗 原 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発 、 及 び 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
　 免 疫 系 に は 、 ２ 種 の 部 門 、 獲 得 、 及 び 自 然 免 疫 反 応 が あ る 。 免 疫 系 の こ れ ら の ２ 部 門 は
、 協 力 し 、 外 来 の 侵 入 物 と 闘 う 。 獲 得 免 疫 反 応 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 任 意 の 物 質 を 抗
体 と い う 。 外 来 の 分 子 は 抗 原 と し て 作 用 し 、 免 疫 反 応 を 刺 激 し 、 抗 体 の 製 造 を も た ら す 。
し か し 、 分 子 に よ っ て は 、 免 疫 反 応 を 刺 激 し な い も の も あ る 。 こ れ ま で 、 こ れ は 、 フ ロ イ
ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト な ど の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る こ と に よ り 克 服 し 、 自 然 免 疫 系 を 活 性
化 し た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し な が ら 、 ア ジ ュ バ ン ト の 使 用 に も か か わ ら ず 、 依 然 と し て 、 多 く の 分 子 は 、 抗 原
特 異 的 抗 体 の 製 造 を も た ら す 免 疫 反 応 を 生 じ さ せ な い 。 特 に 、 自 然 源 由 来 の 多 く の 抗 原 は
、 十 分 で 、 か つ 分 子 特 異 的 な 免 疫 反 応 を 生 じ さ せ な い こ と が 多 い 。 多 く の 場 合 、 化 学 合 成
、 及 び 組 み 換 え 技 術 を 用 い て 、 抗 原 を 製 造 す る 。 し か し な か ら 、 こ れ ら の 合 成 的 に 得 ら れ
た 抗 原 は 、 本 来 の 分 子 と 同 様 の 三 次 構 造 を も た な い こ と が 多 い 。 抗 体 が 、 該 合 成 さ れ た 抗
原 に 対 し て 作 成 さ れ る と 、 該 抗 体 は 、 該 本 来 の 分 子 を 認 識 し な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 従 来 適 切 で 、 か つ 特 異 的 な 免 疫 反 応 を 生 じ さ せ る こ と が で き な い で い た 抗 原
に 、 抗 原 特 異 的 抗 体 の 製 造 を 可 能 に す る 、 新 規 の 方 法 、 及 び 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の
抗 体 は 、 疾 患 の 治 療 （ 例 え ば 、 癌 、 ウ イ ル ス 感 染 な ど が あ る が 、 そ れ に 限 定 し な い ） 、 免
疫 診 断 、 免 疫 化 学 、 免 疫 組 織 学 、 免 疫 細 胞 学 、 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
及 び ゲ ノ ム 、 及 び プ ロ テ オ ミ ク ス 研 究 な ど の 多 く の 異 な っ た 用 途 に 有 用 で あ る が 、 そ れ に
限 定 し な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 従 来 の 低 免 疫 原 性 の 抗 原 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発 、 及 び 使 用 の
た め の 方 法 、 キ ッ ト 、 及 び 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
（ 発 明 の 要 約 ）
　 本 発 明 は 、 低 免 疫 原 性 の 抗 原 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、
該 抗 原 を 担 体 分 子 に 結 合 さ せ る こ と 、 動 物 に 該 結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ る こ と 、 該
動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と 、 該 採 取 さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と 、
及 び 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の 抗 原 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と 、 を 含 む 前 記 方 法 に 関 す る
。 一 実 施 態 様 に お い て 、 該 担 体 分 子 は HSP70で あ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 動 物 は 正
常 な 免 疫 系 を 有 す る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 動 物 は 哺 乳 動 物 で あ る 。 さ ら な る 実
施 態 様 に お い て 、 B細 胞 を 、 腹 水 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 又 は 血 液 か ら 、 個 別 か 、 或 い は 組 合
せ て 採 取 す る 。 ま た さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 、
ヒ ト 不 死 化 細 胞 、 又 は ラ ッ ト 不 死 化 細 胞 な ど の 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る が 、 そ れ ら に
限 定 し な い 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 特 異 性 の ス ク リ ー ニ ン グ を 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ
イ 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 、 "サ ン ド イ ッ チ "免 疫 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 ゲ ル 拡
散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 法 、 イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 測 定 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 沈 降 反 応 、
凝 集 法 、 補 体 結 合 反 応 法 、 免 疫 蛍 光 測 定 法 、 プ ロ テ イ ン A法 、 ウ イ ル ス 可 視 化 反 応 、 生 物
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活 性 調 整 測 定 法 、 及 び 免 疫 電 気 泳 動 法 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 で 行 う 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 低 免 疫 原 性 の 抗 原 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 組 成 物 で あ っ
て 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 該 抗 原 を 担 体 分 子 と 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と 、 動 物 に 、 該
結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ る こ と 、 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と 、 該 採 取 さ れ た B
細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と 、 及 び 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の 抗 原 へ の 特 異 性
で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 製 造 す る 、 前 記 組 成 物 に 関 す る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 に お
い て 、 該 担 体 分 子 は HSP70で あ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 動 物 は 正 常 な 免 疫 系 を 有 す
る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 動 物 は 哺 乳 動 物 で あ る 。 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、
B細 胞 を 、 腹 水 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 又 は 血 液 か ら 、 個 別 か 、 或 い は 組 合 せ て 採 取 す る 。 ま
た さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 不 死 化 細 胞 は 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 、 ヒ
ト 不 死 化 細 胞 、 又 は ラ ッ ト 不 死 化 細 胞 な ど の 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る が 、 そ れ ら に 限
定 し な い 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 特 異 性 の ス ク リ ー ニ ン グ を 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 、 "サ ン ド イ ッ チ "免 疫 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 ゲ ル 拡 散
沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 法 、 イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 測 定 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 沈 降 反 応 、 凝
集 法 、 補 体 結 合 反 応 法 、 免 疫 蛍 光 測 定 法 、 プ ロ テ イ ン A測 定 法 、 ウ イ ル ス 可 視 化 反 応 、 生
物 活 性 調 整 測 定 法 、 及 び 免 疫 電 気 泳 動 法 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 で 行 う 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 E7癌 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ
っ て 、 該 E7癌 タ ン パ ク 質 を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と 、 動 物 に 、 該 結 合 さ れ た 抗
原 を 免 疫 感 作 さ せ る こ と 、 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と 、 該 採 取 さ れ た B細 胞 か ら ハ イ
ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と 、 及 び 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の E7癌 タ ン パ ク 質 へ の 特 異 性 で
ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 に 関 す る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 化 学 結 合
は 、 E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び HSP70を コ ー ド す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も つ プ ラ ス ミ ド を 作 製 す る こ と ； 及 び 宿 主 細 胞 を 、 該 宿 主 細 胞 が 該
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 該 結 合 さ れ た E7癌 タ ン パ ク 質 へ 転 写 す る 、 該 プ ラ ス ミ ド で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト す る こ と を 含 む 。 ま た 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 : 1で あ る 。 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 該 E7癌 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 : 3で あ る 。 ま た さ ら な る 実 施
態 様 に お い て 、 該 HSP70を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 : 5で あ る 。 他 の 実 施 態
様 に お い て 、 該 宿 主 細 胞 は 、 大 腸 菌 で あ る 。 実 施 態 様 に お い て 、 該 担 体 分 子 は HSP70で あ
る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 動 物 は 正 常 な 免 疫 系 を 有 す る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 に お い て
、 該 動 物 は 哺 乳 動 物 で あ る 。 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 B細 胞 を 腹 水 、 脾 臓 、 リ ン パ 節
、 又 は 血 液 か ら 、 個 別 か 、 或 い は 組 合 せ て 採 取 す る 。 ま た さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 該
ハ イ ブ リ ド ー マ を マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 、 ヒ ト 不 死 化 細 胞 、 又 は ラ ッ ト 不 死 化 細 胞 な ど の 不 死
化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る が 、 そ れ ら に 限 定 し な い 。 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 該 マ ウ ス
骨 髄 種 細 胞 は Sp2/0-Ag14骨 髄 腫 細 胞 で あ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 特 異 性 の ス ク リ ー
ニ ン グ を 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 、 "サ ン ド イ ッ チ "免 疫 測 定 法
、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 法 、 イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 測 定 法 、 ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 沈 降 反 応 、 凝 集 法 、 補 体 結 合 反 応 法 、 免 疫 蛍 光 測 定 法 、 プ ロ テ イ ン A
測 定 法 、 ウ イ ル ス 可 視 化 反 応 、 生 物 活 性 調 整 測 定 法 、 及 び 免 疫 電 気 泳 動 法 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 方 法 で 行 う 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 E7癌 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 組 成 物 で あ っ
て 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 該 E7癌 タ ン パ ク 質 を 担 体 分 子 と 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と 、
動 物 に 、 該 結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ る こ と 、 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と 、 該
採 取 さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と 、 及 び 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の 抗
原 へ の 特 異 性 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 方 法 で 製 造 す る 、 前 記 組 成 物 を 提 供 す る 。
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 化 学 結 合 が 、 E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 、 及 び HSP70を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も つ プ ラ ス ミ ド を 作 製 す る こ と
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； 及 び 宿 主 細 胞 を 、 該 宿 主 細 胞 が 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 該 結 合 さ れ た E7癌 タ ン パ ク
質 へ 転 写 す る 、 該 プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と を 含 む 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 に
お い て 、 該 E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 : 1で あ る 。
さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 該 E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 配
列 番 号 : 3で あ る 。 ま た さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 該 E7 HSP70を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 : 5で あ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 宿 主 細 胞 は 、 大 腸 菌 で あ
る 。 実 施 態 様 に お い て 、 該 担 体 分 子 は HSP70で あ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 動 物 は 正
常 な 免 疫 系 を 有 す る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 動 物 は 哺 乳 動 物 で あ る 。 さ ら な る 実
施 態 様 に お い て 、 B細 胞 を 腹 水 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 又 は 血 液 か ら 、 個 別 か 、 或 い は 組 合 せ
て 採 取 す る 。 ま た さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 、 ヒ
ト 不 死 化 細 胞 、 ラ ッ ト 不 死 化 細 胞 な ど 不 死 化 細 胞 を 用 い て 作 製 す る が 、 そ れ ら に 限 定 し な
い 。 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 該 マ ウ ス 骨 髄 種 細 胞 は Sp2/0-Ag14骨 髄 腫 細 胞 で あ る 。 他
の 実 施 態 様 に お い て 、 該 特 異 性 の ス ク リ ー ニ ン グ を 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 酵 素 結 合 免
疫 吸 着 測 定 法 、 "サ ン ド イ ッ チ "免 疫 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免
疫 拡 散 法 、 イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 測 定 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 沈 降 反 応 、 凝 集 法 、 補 体 結
合 反 応 法 、 免 疫 蛍 光 測 定 法 、 プ ロ テ イ ン A測 定 法 、 ウ イ ル ス 可 視 化 反 応 、 生 物 活 性 調 整 測
定 法 、 及 び 免 疫 電 気 泳 動 法 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 で 行 う 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 子 宮 頸 部 上 皮 内 腫 瘍 の 検 出 の た め に 、 E7癌 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る 方 法 で あ っ て 、 子 宮 頸 部 上 皮 の 試 料 を 得 る こ と 、 及 び 該 試 料 を E7
癌 タ ン パ ク 質 の 存 在 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。 具 体 的 な 実
施 態 様 に お い て 、 該 E7癌 タ ン パ ク 質 の 存 在 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ
イ 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 、 "サ ン ド イ ッ チ "免 疫 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 ゲ ル 拡
散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 法 、 イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 測 定 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 沈 降 反 応 、
凝 集 法 、 補 体 結 合 反 応 法 、 免 疫 蛍 光 測 定 法 、 プ ロ テ イ ン A測 定 法 、 ウ イ ル ス 可 視 化 反 応 、
生 物 活 性 調 整 測 定 法 、 及 び 免 疫 電 気 泳 動 法 か ら な る 群 か ら 選 択 す る 。 別 の 実 施 態 様 に お い
て 、 E7癌 タ ン パ ク 質 の 存 在 は 0.05 ng/ml以 上 で あ る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 少 な く と も ２ 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ を 含 む 。 さ ら な る 実 施
態 様 に お い て 、 １ 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ は IgG2aで あ り 、 も う １ 種 は IgG2bで あ
る 。 ま た 、 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 １ 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ は 、 第 二 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ と は 異 な る 抗 原 決 定 基 へ の 特 異 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 個 体 が 、 子 宮 頸 部 上 皮 内 腫 瘍 を 発 症 す る リ ス ク を 判 断 す る キ ッ ト で
あ っ て 、 少 な く と も １ 種 の 、 E7癌 タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 検 出 す る 試 薬 、 及 び 該 個 体 が 、 子
宮 頸 部 上 皮 内 腫 瘍 を 発 症 す る リ ス ク が 高 い こ と を 判 断 す る 取 扱 説 明 書 を 含 む 、 前 記 キ ッ ト
を 提 供 す る 。 実 施 態 様 に お い て 、 該 試 薬 は E7癌 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 は 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法
で あ っ て 、  該 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と 、 動 物 に 、 該 結
合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ る こ と 、 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と 、 該 採 取 さ れ た B細
胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と 、 及 び 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の プ リ オ ン タ ン パ ク
質 へ の 特 異 性 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。 具 体 的 な 実 施 態 様
に お い て 、 該 結 合 を 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 用 い て 化 学 的 に 行 う 。 他 の 実 施 態 様 に お い て
、 該 担 体 分 子 は HSP70で あ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 動 物 は マ ウ ス で あ る 。 さ ら な る
実 施 態 様 に お い て 、 該 ス ク リ ー ニ ン グ を 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 を 用 い て 行 う 。
【 ０ ０ １ ３ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 個 体 が 、 海 綿 状 脳 症 を 発 症 す る リ ス ク を 判 断 す る キ ッ ト で あ っ て 、 少
な く と も １ 種 の 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 検 出 す る 試 薬 、 及 び 該 個 体 が 、 海 綿 状 脳
症 を 発 症 す る リ ス ク が 高 い こ と を 判 断 す る 取 扱 説 明 書 を 含 む 、 前 記 キ ッ ト を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て
、 該 ヒ ア ル ロ ン 酸 を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と 、 動 物 に 、 該 結 合 さ れ た 抗 原 を 免
疫 感 作 さ せ る こ と 、 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と 、 該 採 取 さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド
ー マ を 作 製 す る こ と 、 及 び 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の ヒ ア ル ロ ン 酸 へ の 特 異 性 で ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 3に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 3を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合
さ せ る こ と 、 動 物 に 、 該 結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ る こ と 、 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取
す る こ と 、 該 採 取 さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と 、 及 び 該 ハ イ ブ リ ド ー
マ を 本 来 の マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 3へ の 特 異 性 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含
む 、 前 記 方 法 を 提 供 す る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 該 結 合 を 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を
用 い て 化 学 的 に 行 う 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 担 体 分 子 は HSP70で あ る 。 ま た 別 の 実 施
態 様 に お い て 、 該 動 物 は マ ウ ス で あ る 。 ま た 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 ス ク リ ー ニ ン グ を
、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 を 用 い て 行 う 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ６ 】
（ 定 義 ）
　 本 発 明 の 理 解 を 容 易 に す る た め に 、 多 く の 用 語 を 下 記 に 定 義 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 わ れ
る "化 学 的 に 結 合 さ れ た "、 又 は "化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と "と い う 用 語 は 、 該 抗 原 を 該 担 体
分 子 に 化 学 的 に 連 結 さ せ る こ と を 言 う 。 こ の 連 結 は 、 該 抗 原 、 及 び 該 担 体 分 子 の 両 方 の ア
ミ ノ 酸 配 列 、 又 は そ の 一 部 を 含 む 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 製 造 し 得 る 組 み 換 え 技 術 を
用 い て 、 遺 伝 子 レ ベ ル で 生 じ 得 る 。 こ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 該 抗 原 、 及 び 該 担 体
分 子 の 両 方 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は そ の 一 部 に よ り 製 造 さ れ る 。 ま た
、 こ の 結 合 は 、 他 の 化 学 反 応 を 用 い て 、 該 抗 原 と 該 担 体 分 子 の 間 に 作 ら れ る 共 有 結 合 を 含
む 。 該 化 学 反 応 の 例 を 挙 げ る と 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 反 応 が あ る が 、 そ れ に 限 定 し な い 。
ま た 、 共 有 結 合 は 、 抗 原 を 担 体 分 子 に 橋 渡 し す る 第 三 の 分 子 を 用 い て 作 ら れ る 。 こ れ ら の
架 橋 剤 は 、 該 抗 原 、 及 び 該 担 体 分 子 の 、 例 え ば 、 第 一 級 ア ミ ン 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 、 カ ル ボ
ニ ル 、 炭 水 化 物 、 又 は カ ル ボ ン 酸 な ど の 官 能 基 と 反 応 で き る が 、 そ れ ら に 限 定 し な い 。 ま
た 、 化 学 結 合 は 、 該 抗 体 と 該 担 体 分 子 間 の 非 共 有 結 合 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "担 体 分 子 "と い う 用 語 は 、 該 対 象 の 抗 原 に 化 学 的 に 結 合 し 、 そ の
本 来 の 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を も た ら す 免 疫 反 応 を 可 能 に す る 、 任 意 の 分 子 の こ と を 言 う 。
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "本 来 の "、 "天 然 の "、 "本 来 の 抗 原 "、 又 は "天 然 の 抗 原 "、 と い う
用 語 は 、 天 然 に 存 在 す る 抗 原 の こ と を 言 う 。 本 発 明 に 関 し て 、 該 "本 来 の 抗 原 "は 、 "低 免
疫 原 性 "で あ る 。 "低 免 疫 原 性 "と は 、 天 然 の 分 子 が 、 高 親 和 性 の 抗 体 の 製 造 を も た ら す 、
強 い 免 疫 反 応 を 生 じ さ せ る こ と が で き な い こ と を 言 う 。 "抗 原 "、 "対 象 の 抗 原 "と い う 用 語
、 又 は 具 体 的 な 分 子 　 － 例 え ば 、 E7癌 タ ン パ ク 質 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 、 マ ト リ ッ ク ス メ
タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 3、 ヒ ア ル ロ ン 酸 な ど が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 し な い － 　 は 、 そ の 分 子
全 体 、 又 は そ の 本 来 の 抗 原 に 特 異 的 な 抗 原 の 特 殊 性 を 保 持 す る 、 そ の 任 意 の 部 分 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "正 常 な 免 疫 系 "と い う 用 語 は 、 外 来 の 抗 原 に 免 疫 反 応 を 起 こ す こ
と が で き る 、 機 能 的 な 免 疫 系 を も つ 動 物 の こ と を 言 う 。 該 免 疫 反 応 は 、 抗 体 を 分 泌 す る B
細 胞 を 作 成 す る 能 力 を 含 む 。
本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "ア ミ ノ 酸 配 列 "と い う 用 語 は 、 天 然 の タ ン パ ク 質 分 子 の ア ミ ノ 酸 配
列 の こ と を 言 い 、 "ア ミ ノ 酸 配 列 "、 及 び "ポ リ ペ プ チ ド "、 "タ ン パ ク 質 "な ど の 同 類 語 は 、
該 列 挙 さ れ た タ ン パ ク 質 分 子 に 関 連 し た 、 完 全 な 本 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 限 定 す る も の で は
な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "コ ー ド す る 核 酸 "、 "コ ー ド す る DNA配 列 "、 "コ ー ド す る DNA "と
い う 用 語 は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 の 一 本 鎖 に 沿 っ た デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 順 序 、 ま た
は 配 列 の こ と を 言 う 。 こ れ ら の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 順 序 は 、 ポ リ ペ プ チ ド （ タ ン
パ ク 質 ） 鎖 に 沿 っ た ア ミ ノ 酸 の 順 序 を 決 定 す る 。 従 っ て 、 該 DNA配 列 は 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列
を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 DNA分 子 は 、 "5'末 端  "、 及 び "3'末 端  "が あ る と 言 う 。 そ れ は 、 1種 の モ ノ ヌ ク レ オ チ ド
ペ ン ト ー ス 環 の 5'リ ン 酸 が 、 隣 接 す る ペ ン ト ー ス 環 の 3'酸 素 に 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 で
一 方 向 に 結 合 さ れ る 様 式 で 、 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド を 反 応 さ せ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 作 る か ら で あ る 。 従 っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 末 端 は 、 そ の 5'リ ン 酸 が モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ペ ン ト ー ス 環 の 3'酸 素 に 結 合 し て い な け れ ば
、 "5'末 端  "、 そ の 3'酸 素 が 、 そ れ に 続 く モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ペ ン ト ー ス 環 の 5'リ ン 酸 に 結
合 し て い な け れ ば 、 "3'末 端  "と 言 う 。 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る 核 酸 配 列 は 、 大 き な オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 内 部 に あ っ て も 、 5'、 及 び 3'末 端 が あ る と
言 う こ と が で き る 。 直 鎖 、 又 は 環 状 DNA分 子 の い ず れ に お い て も 、 個 々 の 因 子 は 、 そ の "下
流 "、 又 は 3'の 因 子 の "上 流 "、 又 は 5'で あ る と 言 う 。 こ の 専 門 用 語 は 、 転 写 が 該 DNAに 沿 っ
て 、 5'か ら 3'の 方 式 で 進 行 す る 事 実 を 反 映 す る 。 一 般 に 、 結 合 さ れ た 遺 伝 子 の 転 写 を 導 く
プ ロ モ ー タ ー 、 及 び エ ン ハ ン サ ー 因 子 は 、 5'、 又 は コ ー ド 領 域 の 上 流 に 位 置 す る 。 し か し
な が ら 、 エ ン ハ ン サ ー 因 子 は 、 該 プ ロ モ ー タ ー 因 子 、 及 び 該 コ ー ド 領 域 の 3'に 位 置 し て も
、 そ の 効 果 を 発 揮 す る こ と が で き る 。 転 写 終 結 、 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル は 、 該 コ ー
ド 領 域 の 3'、 ま た は 下 流 に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド "、 及
び "コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド "と い う 用 語 は 、 遺 伝 子 の 該 コ
ー ド 領 域 を 含 む 核 酸 配 列 、 言 い 換 え れ ば 、 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。
該 コ ー ド 領 域 は 、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 又 は RNAの 形 態 で 存 在 し 得 る 。 DNAの 形 態 で 存 在 す る
と き は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 本 鎖 （ す な わ ち 、 セ ン ス 鎖 ）
、 又 は 二 本 鎖 で あ り 得 る 。 適 切 な 転 写 の 開 始 、 及 び ／ 又 は 一 次 RNA 転 写 物 の 正 確 な プ ロ セ
シ ン グ を 可 能 に す る 必 要 が あ る 場 合 は 、 エ ン ハ ン サ ー ／ プ ロ モ ー タ ー 、 ス プ ラ イ ス 部 位 、
ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル な ど の 適 切 な コ ン ト ロ ー ル 因 子 を 、 該 遺 伝 子 の 該 コ ー ド 領 域 の 近
く に 位 置 さ せ る こ と が で き る 。 そ の 代 わ り と し て 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー で 使 用 さ れ る コ
ー ド 領 域 は 、 内 在 性 の エ ン ハ ン サ ー ／ プ ロ モ ー タ ー 、 ス プ ラ イ ス 部 位 、 介 在 配 列 、 ポ リ ア
デ ニ ル 化 シ グ ナ ル な ど 、 又 は 内 在 性 、 及 び 外 来 性 の 両 方 の コ ン ト ロ ー ル 因 子 の 組 合 せ を 含
む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "調 節 因 子 "と い う 用 語 は 、 核 酸 配 列 の 発 現 の あ る 面 を コ ン ト ロ ー
ル す る 遺 伝 的 因 子 の こ と を い う 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー は 、 操 作 上 結 合 さ れ た コ ー ド 領 域
の 転 写 開 始 を 容 易 に す る 調 節 因 子 で あ る 。 他 の 調 節 因 子 は 、 ス プ ラ イ ス シ グ ナ ル 、 ポ リ ア
デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 終 結 シ グ ナ ル な ど を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 "増 幅 "は 、 鋳 型 特 異 性 が 関 与 す る 、 特 殊 な 核 酸 複 製 の 場 合 で あ る 。 そ れ は 、 非 特 異 的 鋳
型 の 複 製 （ す な わ ち 、 鋳 型 依 存 性 で あ る が 、 特 定 な 鋳 型 に 依 存 し な い 複 製 ） と 対 比 さ れ る
べ き で あ る 。 こ こ で 、 鋳 型 特 異 性 は 、 複 製 忠 実 度 （ す な わ ち 、 正 確 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の 複 製 ） 、 及 び （ リ ボ 、 又 は デ オ キ シ リ ボ ） ヌ ク レ オ チ ド 特 異 性 と 区 別 さ れ る 。 鋳 型 特
異 性 は 、 "標 的 "特 異 性 の 用 語 で 記 載 さ れ る こ と が 多 い 。 標 的 配 列 は 、 そ れ ら を 他 の 核 酸 配
列 か ら 分 類 さ れ る べ く 探 す と い う 意 味 か ら "標 的 "で あ る 。 増 幅 技 術 は 、 主 に こ の 分 類 の た
め に 考 案 さ れ て き て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 鋳 型 特 異 性 は 、 多 く の 増 幅 技 術 に お い て 、 酵 素 の 選 択 に よ り 達 成 さ れ る 。 増 幅 酵 素 は 、
そ れ ら が 用 い ら れ る 条 件 下 で 、 異 種 の 核 酸 混 合 物 の 中 で 特 定 の 核 酸 配 列 だ け を プ ロ セ ス し
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得 る 酵 素 で あ る 。 例 え ば 、 Qレ プ リ カ ー ゼ の 場 合 、 MDV-1 RNAが 該 レ プ リ カ ー ゼ に 特 異 的 な
鋳 型 で あ る [D.L. Kacianら の 論 文 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69:3038 (1972)]。 他
の 核 酸 を 、 こ の 増 幅 酵 素 に よ っ て 複 製 す る こ と は で き な い 。 同 様 に 、 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ
の 場 合 、 こ の 増 幅 酵 素 は 、 そ れ 自 身 の プ ロ モ ー タ ー に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 特 異 性 を 有 す る
 [Chamberlinら の 論 文 、 Nature, 228:227 (1970)]。 T4 DNAリ ガ ー ゼ の 場 合 、 該 酵 素 は 、
結 合 部 に 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 基 質 と 鋳 型 間 に 不 整 合 が あ る 、 ２
種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 結 合 し な い  [D.Y. Wu、 及 び R. B. Wal
laceの 論 文 , Genomics, 4:560 (1989)]。 最 後 に 、 Taq、 及 び Pfuポ リ メ ラ ー ゼ は 、 そ の 高
温 で 機 能 す る 能 力 に 基 づ い て 、 境 界 を 示 さ れ る 、 す な わ ち 、 プ ラ イ マ ー に よ り 定 義 さ れ る
配 列 に 高 い 特 異 性 を 示 す こ と が 見 い 出 さ れ る ； 該 高 温 は 、 標 的 配 列 と の プ ラ イ マ ー ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 有 利 に 働 く が 、 非 標 的 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に は 有 利 に 働
か な い 熱 力 学 的 条 件 を も た ら す [H.A. Erlich 編 『 PCR 技 術 』 , Stockton Press (1989)]
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "増 幅 可 能 な 核 酸 "と い う 用 語 は 、 任 意 の 増 幅 方 法 で 、 増 幅 で き る
核 酸 に 関 し て 用 い ら れ る 。 通 常 、 "増 幅 可 能 な 核 酸 "は 、 通 常 、 "試 料 鋳 型 "を 含 む と 考 え ら
れ る 。
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "試 料 鋳 型 "と い う 用 語 は 、 （ 下 記 に 定 義 さ れ る ） "標 的 "の 存 在 を
分 析 さ れ る 試 料 由 来 の 核 酸 の こ と を 言 う 。 そ れ に 対 し て 、 "バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 鋳 型 " は 、
試 料 中 に 存 在 す る か ど う か わ か ら な い 試 料 鋳 型 以 外 の 核 酸 に 関 し て 用 い ら れ る 。 バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド 鋳 型 は 、 ほ と ん ど の 場 合 、 故 意 で あ る 。 そ れ は 、 持 ち 越 し の 結 果 で あ り 得 る か 、
或 い は 、 該 試 料 か ら 精 製 さ れ て な く な る べ き 混 入 核 酸 の 存 在 に 起 因 し 得 る 。 例 え ば 、 検 出
さ れ る べ き 細 胞 体 以 外 の 細 胞 体 由 来 の 核 酸 は 、 検 査 試 料 中 に バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と し て 存 在
し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "プ ラ イ マ ー "と い う 用 語 は 、 精 製 さ れ た 制 限 酵 素 消 化 物 と し て 自
然 に 生 じ る か 、 人 工 的 に 合 成 さ れ る か に 関 わ ら ず 、 核 酸 鎖 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物
の 合 成 を 誘 導 す る 条 件 下 に 置 く と （ す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び DNAポ リ メ ラ ー ゼ な ど
の 誘 導 剤 の 存 在 下 、 か つ 適 切 な 温 度 、 及 び pHで ） 、 合 成 の 開 始 点 と し て 作 用 で き る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の こ と を 言 う 。 増 幅 の 最 大 効 率 の た め に 、 該 プ ラ イ マ ー は 、 好 ま し く は 一 本
鎖 で あ る が 、 そ の 代 わ り と し て 二 本 鎖 で あ り 得 る 。 二 本 鎖 の 場 合 は 、 伸 長 産 物 の 作 成 に 用
い る 前 に 、 該 プ ラ イ マ ー を 最 初 に 処 理 し 、 そ の 鎖 を 分 離 す る 。 好 ま し く は 、 該 プ ラ イ マ ー
は オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 該 プ ラ イ マ ー は 、 誘 導 剤 の 存 在 下 で 伸 長 産 物
の 合 成 を 準 備 す る の に 、 十 分 長 く な け れ ば な ら な い 。 該 プ ラ イ マ ー の 厳 密 な 長 さ は 、 温 度
、 プ ラ イ マ ー の 起 源 、 及 び 方 法 の 使 用 を 含 む 、 多 く の 因 子 に 依 存 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "プ ロ ー ブ "と い う 用 語 は 、 精 製 さ れ た 制 限 酵 素 消 化 物 と し て 自 然
に 生 じ る か 、 人 工 的 に 、 組 み 換 え 、 又 は PCR増 幅 に よ り 合 成 さ れ る か に 関 わ ら ず 、 対 象 の
別 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ス す る こ と が で き る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ す な
わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 ） の こ と を 言 う 。 プ ロ ー ブ は 、 一 本 鎖 、 又 は 二 本 鎖 で あ り 得 る
。 プ ロ ー ブ は 、 特 定 の 遺 伝 子 配 列 の 検 出 、 同 定 、 及 び 単 離 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 で 使 わ れ
る 任 意 の プ ロ ー ブ を 、 任 意 の "レ ポ ー タ ー 分 子 "で 標 識 し 、 任 意 の 検 出 系 で 検 出 で き る と 考
え ら れ る 。 該 検 出 系 の 例 を 挙 げ る と 、 酵 素 （ 例 え ば 、 ELISA、 同 様 に 酵 素 を 基 に し た 組 織
化 学 法 ） 、 蛍 光 、 放 射 性 、 及 び 発 光 性 の 系 が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 し な い 。 本 発 明 は 、 任
意 の 特 定 の 検 出 系 、 又 は 標 識 に 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "標 的 "と い う 用 語 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 関 し て 使 わ れ る と
き は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 使 わ れ る プ ラ イ マ ー に よ り 境 界 を 示 さ れ る 、 核 酸 領 域 の こ
と を 言 う 。 従 っ て 、 該 "標 的 "を 他 の 核 酸 配 列 か ら 分 類 さ れ る べ く 探 す 。 "断 片 "を 、 標 的 配
列 内 の 核 酸 の 領 域 と し て 定 義 す る 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 "（ "PCR"） と い う 用 語 は 、 引 用 に よ り 本
明 細 書 に 取 り 込 ま れ て い る 、 K.B. Mullisの 方 法 、 米 国 特 許 第 4,683,195号 、 第 4,683,202
号 、 及 び 第 4,965,188号 の こ と を 言 う 。 そ れ ら に は 、 ク ロ ー ニ ン グ 、 又 は 精 製 せ ず に 、 ゲ
ノ ム DNA の 混 合 物 に お け る 標 的 配 列 の 断 片 の 濃 度 を 高 め る 方 法 が 記 載 さ れ て い る 。 こ の 該
標 的 配 列 を 増 幅 す る プ ロ セ ス は 、 超 過 剰 の ２ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 、 該 所
望 さ れ る 標 的 配 列 を 含 む DNA 混 合 物 に 導 入 す る こ と 、 次 い で 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 下
に お け る 一 連 の 厳 密 な 温 度 サ イ ク リ ン グ か ら な る 。 該 ２ 種 の プ ラ イ マ ー は 、 該 二 本 鎖 標 的
配 列 の 各 々 の 鎖 に 相 補 的 で あ る 。 増 幅 を も た ら す た め に 、 該 混 合 物 を 変 性 し 、 そ の 後 、 該
プ ラ イ マ ー を 該 標 的 分 子 内 の 相 補 的 配 列 に ア ニ ー リ ン グ し た 。 ア ニ ー リ ン グ の 後 に 、 該 プ
ラ イ マ ー を ポ リ メ ラ ー ゼ で 伸 長 さ せ 、 新 し い 相 補 鎖 の 対 が で き る 。 変 性 、 プ ラ イ マ ー の ア
ニ ー リ ン グ 、 及 び ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 は 、 多 数 回 繰 り 返 し （ す な わ ち 、 変 性 、 ア ニ ー リ ン グ
、 及 び 伸 長 は １ "サ イ ク ル "を な す ； 多 数 の "サ イ ク ル " で あ り 得 る ） 、 高 濃 度 の 、 該 所 望
さ れ る 標 的 配 列 の 増 幅 さ れ た 断 片 を 得 る こ と が で き る 。 該 所 望 さ れ る 標 的 配 列 の 増 幅 さ れ
る 断 片 の 長 さ は 、 相 互 の プ ラ イ マ ー の 相 対 位 置 に よ り 決 定 さ れ 、 従 っ て 、 こ の 長 さ は コ ン
ト ロ ー ル 可 能 な パ ラ メ ー タ で あ る 。 該 プ ロ セ ス の 繰 り 返 す 側 面 に 基 づ い て 、 該 方 法 は "ポ
リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 "（ 以 下 、 "PCR"） と 言 わ れ る 。 標 的 配 列 の 所 望 さ れ る 増 幅 さ れ た 断 片
が 、 （ 濃 度 に 関 し て ） 該 混 合 物 の 主 要 な 配 列 に な る の で 、 そ れ ら は 、 "PCR増 幅 "さ れ た と
い わ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 PCRを 用 い て 、 ゲ ノ ム DNAの 特 定 の 標 的 配 列 の 単 コ ピ ー を 、 様 々 な 異 な る 方 法 （ 例 え ば 、
標 識 さ れ た プ ロ ー ブ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ； ビ オ チ ン 化 プ ラ イ マ ー の 取 り 込 み の 後
、 ア ビ ジ ン ‐ 酵 素 結 合 検 出 ； 3 2 P標 識 さ れ た dCTP、 又 は dATPな ど の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
三 リ ン 酸 塩 の 、 該 増 幅 さ れ た 断 片 へ の 取 り 込 み ） で 、 検 出 で き る レ ベ ル ま で 増 幅 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 ゲ ノ ム DNA に 加 え て 、 任 意 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 、 適 切 な プ ラ イ マ ー 分 子 の 組 で 増 幅 で き る 。 具 体 的 に 、 PCR プ ロ セ ス 自 身 に よ り 作
製 さ れ た 該 増 幅 さ れ た 断 片 は 、 そ れ に 続 く PCR増 幅 に と っ て 十 分 な 鋳 型 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る 、 "PCR産 物 "、 "PCR断 片 "、 及 び "増 幅 産 物 "と い う 用 語 は 、 変 性 、
ア ニ ー リ ン グ 、 及 び 伸 長 の PCR工 程 を ２ サ イ ク ル 以 上 完 了 後 、 得 ら れ た 化 合 物 の 混 合 物 の
こ と を 言 う 。 こ れ ら の 用 語 は 、 １ 種 以 上 の 標 的 配 列 の １ 種 以 上 の 断 片 の 増 幅 が あ る 場 合 を
含 む 。
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "増 幅 剤 "と い う 用 語 は 、 プ ラ イ マ ー 、 核 酸 鋳 型 、 及 び 増 幅 酵 素 以
外 の 増 幅 に 必 要 な 試 薬 （ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 塩 、 緩 衝 剤 な ど ） の こ と を 言
う 。 一 般 的 に 、 増 幅 剤 を 他 の 反 応 成 分 と と も に 、 反 応 容 器 （ 試 験 管 、 マ イ ク ロ ウ ェ ル な ど
） 中 に 入 れ 、 封 入 す る 。
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ "、 及 び "制 限 酵 素 "と い う 用 語 は 、 そ の
各 々 が 二 本 鎖 DNAを 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は 付 近 で 切 断 す る 、 細 菌 酵 素 の こ と を 言
う 。  
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "組 み 換 え DNA 分 子 "と い う 用 語 は 、 分 子 生 物 学 的 技 術 で 結 合 さ れ
て い る DNA断 片 か ら な る 、 DNA分 子 の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 "ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト "と い う 用 語 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 又 は 膜 な ど の 保 持 体 に 固 定 化
さ れ た タ ン パ ク 質 （ 又 は ポ リ ペ プ チ ド ） の 分 析 法 の こ と を 言 う 。
タ ン パ ク 質 を ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 に 流 し 、 該 タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 次 い で 、 該 タ ン パ ク
質 を ゲ ル か ら ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 又 は ナ イ ロ ン 膜 な ど の 固 形 支 持 体 へ 転 移 さ せ る 。 そ の 後
、 該 固 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 対 象 の 抗 原 に 対 す る 反 応 性 を も つ 抗 体 に 晒 す 。 該 抗 体 の
結 合 を 、 放 射 性 抗 体 の 使 用 を 含 む 、 様 々 な 方 法 で 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "抗 原 決 定 基 "と い う 用 語 は 、 特 定 の 抗 体 と 接 触 す る 抗 原 の 一 部 分
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（ す な わ ち 、 エ ピ ト ー プ ） の こ と を 言 う 。 タ ン パ ク 質 、 又 は タ ン パ ク 質 の 断 片 、 又 は 化 学
的 部 分 を 用 い て 、 宿 主 動 物 に 免 疫 感 作 さ せ る 場 合 、 該 抗 原 の 多 数 の 領 域 は 、 特 定 の 領 域 、
又 は 該 タ ン パ ク 質 の 三 次 構 造 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 製 造 を 誘 導 で き る ； こ れ ら の 領 域
、 又 は 構 造 を 、 抗 原 決 定 基 と 言 う 。 抗 原 決 定 基 は 、 抗 体 へ の 結 合 に お い て 、 そ の 本 来 の 抗
原 （ す な わ ち 、 該 免 疫 反 応 を 生 じ さ せ る た め に 用 い ら れ た "免 疫 原 "） と 競 合 し 得 る 。
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "ベ ク タ ー "と い う 用 語 は 、 １ 種 の 細 胞 か ら 別 へ 細 胞 へ DNA断 片 を
転 移 さ せ る 核 酸 分 子 の こ と を 言 う 。 "担 体 "と い う 用 語 を 、 "ベ ク タ ー "と 同 義 的 に 用 い ら れ
る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "発 現 ベ ク タ ー "と い う 用 語 は 、 所 望 さ れ る コ ー ド 配 列 、 及 び 特 定
の 宿 主 細 胞 体 に お け る 、 操 作 上 結 合 さ れ た コ ー ド 配 列 の 発 現 に 必 要 な 適 切 な 核 酸 配 列 を 含
む 、 組 み 換 え DNA分 子 の こ と を 言 う 。 通 常 、 原 核 生 物 に お け る 発 現 に 必 要 な 核 酸 配 列 は 、
プ ロ モ ー タ ー 、 オ ペ レ ー タ ー （ 任 意 ） 、 及 び 多 く の 場 合 、 他 の 配 列 と と も に リ ボ ソ ー ム 結
合 部 位 を 含 む 。 真 核 細 胞 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 及 び 終 結 、 及 び ア デ ニ ル 化 シ
グ ナ ル を 使 用 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る 宿 主 細 胞 と い う 用 語 は 、 イ ン ビ ト ロ 、 又 は イ ン ビ ボ に 位 置 す る か
に 関 わ ら ず 、 任 意 の 真 核 、 又 は 原 核 細 胞 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 な ど の 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 哺
乳 動 物 細 胞 、 鳥 類 細 胞 、 両 生 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 、 魚 類 細 胞 、 及 び 昆 虫 類 細 胞 ） の こ と を
言 う 。 例 え ば 、 宿 主 細 胞 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 内 に 位 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 わ れ る "ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン "と い う 用 語 は 、 真 核 細 胞 へ の 外 来 の DNA
の 導 入 の こ と を 言 う 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 、 当 技 術 で 公 知 の 様 々 な 手 段 で 行 う こ と が
で き 、 例 を 挙 げ る と 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ‐ DNA共 沈 降 、 DEAE‐ デ キ ス ト ラ ン 介 在 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 、 ポ リ ブ レ ン 介 在 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 電 気 穿 孔 法 、 リ ポ ソ ー ム 融 合 、 リ
ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 、 及 び バ イ オ リ ス テ ィ ッ ク が
あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
（ I. 特 定 の 抗 原 は 、 低 免 疫 原 性 を 有 す る ）
　 多 く の 低 分 子 量 の 化 合 物 が あ る が 、 そ れ ら は 小 型 の た め に 、 単 独 で 免 疫 反 応 を 生 じ る こ
と が で き な い 。 実 施 態 様 に お い て 、 ハ プ テ ン を 担 体 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ
ミ ン 、 卵 ア ル ブ ミ ン 、 又 は キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト へ モ シ ア ニ ン が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 し
な い ） と 結 合 す る こ と が で き 、 こ の 結 合 体 を 免 疫 感 作 に 用 い る 。 そ の よ う な 実 施 態 様 に お
い て 、 様 々 な 問 題 が 生 じ る 。 例 え ば 、 そ の 主 要 な 免 疫 反 応 は 、 該 担 体 タ ン パ ク 質 に 対 し て
で 、 該 ハ プ テ ン 分 子 に 対 し て で は な い こ と が あ り 得 る の で 、 免 疫 感 作 さ れ た 動 物 由 来 の 血
清 、 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 を 調 べ る 際 に 、 こ れ を 考 慮 す べ き で あ る 。 該 検 査 で 、 該 抗 体
が 該 ハ プ テ ン に 対 し て 、 又 は 該 結 合 体 全 体 に 対 し て 特 異 的 で あ る か を 明 ら か に す べ き で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 別 の 問 題 は 、 該 担 体 と の 結 合 中 に 生 じ 得 る 、 該 ハ プ テ ン の 三 次 構 造 （ 立 体 構 造 ） に お け
る 変 化 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ は 、 該 結 合 体 内 の 該 へ プ テ ン に 特 異 的 で あ る が 、 遊 離 ハ
プ テ ン 分 子 を 認 識 で き な い 抗 体 を も た ら す こ と が あ る 。 そ の よ う な 場 合 、 別 の 異 な る 結 合
体 を 試 み 、 該 ハ プ テ ン の 異 な る 官 能 基 が 該 担 体 表 面 に 露 呈 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 対 象 の 抗 原 が 、 保 存 的 な 低 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 で あ る か 、
或 い は 免 疫 反 応 中 に 、 そ れ に 対 す る す べ て の 特 異 的 な 抗 体 が す で に 大 変 低 い 割 合 を 有 す る
、 小 さ な 抗 原 決 定 基 で あ る 場 合 、 免 疫 複 合 体 で の 免 疫 感 作 を 用 い る こ と が で き る 。 最 初 の
場 合 は 、 該 免 疫 複 合 体 の 抗 体 成 分 は 、 典 型 的 な 免 疫 感 作 の 後 の 初 期 に 得 ら れ る 、 不 十 分 な
ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 得 る 。 第 ２ の 場 合 は 、 強 い 抗 原 決 定 基
に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る 。 こ の ア プ ロ ー チ の 成 功 使 用 例 は 、 ヒ ト エ リ ス ロ ポ
エ チ ン 、 α 、 及 び γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 及 び 近 縁 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 例 え ば 、 ラ ッ ト モ
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ノ ク ロ ー ナ ル 抗 マ ウ ス IgG抗 体 が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 し な い 。 ） で あ る 。 表 １ 参 照 さ れ
た い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 そ の タ ン パ ク 質 特 性 、 及 び 十 分 な 分 子 量 に 関 わ ら ず 、 極 め て 高
度 の 保 守 性 を 有 し 、 顕 著 な 免 疫 反 応 を 生 じ さ せ る こ と が で き な い 抗 原 （ 例 え ば 、 ヘ モ グ ロ
ビ ン 、 特 定 の 酵 素 で あ る が 、 そ れ ら に 限 定 し な い 。 ） も あ る 。 こ れ ら の 特 定 の 態 様 に お い
て 、 抗 原 は 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 別 名 HSP70と し て 知 ら れ て い る 熱 シ ョ ッ ク タ
ン パ ク 質 70 kDaが あ る が 、 そ れ に 限 定 し な い 。 ） と 結 合 で き る 。 APP結 合 と し て 示 さ れ た
、 表 １ を 参 照 さ れ た い 。 デ ー タ か ら 、 HSP70が 特 定 の 方 法 で ペ プ チ ド 断 片 を 露 呈 す る こ と
に よ り 、 そ の 提 示 を 容 易 に す る こ と が 示 さ れ る （ 図 １ 参 照 ） 。 通 常 、 タ ン パ ク 質 、 及 び ペ
プ チ ド と HSP70と の 結 合 は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 、 及 び ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 の 製 造 に お
け る 急 激 な 強 化 を も た ら す 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 他 の 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 HSP7
0‐ イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ の 結 合 で 、 該 免 疫 反 応 の 完 全 な 抑 制 が 見 ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
（ II. 免 疫 原 性 を 高 め る た め に HSP を 使 用 す る こ と ）
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 は 、 担 体 と し て の 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の 新 規 の 使 用 法 で あ っ
て 、 対 象 の 抗 原 を 提 示 し 、 通 常 は そ の 本 来 の 分 子 に 適 切 な 免 疫 反 応 を 生 じ さ せ な い 抗 原 に
、 抗 原 特 異 的 な 抗 体 を 製 造 さ せ る 前 記 使 用 法 を 含 む 。 細 胞 は 、 多 く の 機 構 を 進 化 さ せ 、 予
測 で き な い 、 か つ 危 険 な 世 界 で 生 存 す る た め に 役 立 っ て い る 。 そ の １ つ の 機 構 は 、 熱 シ ョ
ッ ク 応 答 で あ り 、 そ れ は 細 胞 を 異 常 な 高 温 （ 例 え ば 、 熱 で あ る が 、 そ れ に 限 定 し な い ） 、
及 び 他 の ス ト レ ス に 晒 す こ と に よ り 生 じ る 。 該 ス ト レ ス の 例 を 挙 げ る と 、 低 酸 素 状 態 、 栄
養 欠 乏 、 酸 素 ラ ジ カ ル 、 代 謝 障 害 、 ウ イ ル ス 感 染 、 食 作 用 、 及 び 形 質 転 換 が あ る 。 こ の 熱
シ ョ ッ ク 応 答 は 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 （ "HSP"） の 産 生 を 含 む 。 そ の １ つ の タ ン パ ク 質
フ ァ ミ リ ー は 、 該 HSP70タ ン パ ク 質 で あ る 。 該 HSP70タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー は 、 細 胞 質 、 ミ
ト コ ン ド リ ア 、 同 様 に 細 胞 の 小 胞 体 で 機 能 す る こ と が 見 い 出 さ れ る 。 HSP70タ ン パ ク 質 は
各 々 、 他 の タ ン パ ク 質 の 折 り 畳 み に 役 立 つ 場 合 、 小 グ ル ー プ の 関 連 タ ン パ ク 質 と 機 能 す る
。 HSP70、 及 び そ の 関 連 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 表 面 の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 に 結 合 す る 傾 向
が あ り 、 そ こ で ATP加 水 分 解 し 、 ATP加 水 分 解 の 各 サ イ ク ル で 、 頻 繁 に そ の タ ン パ ク 質 と 結
合 し た り 放 し た り す る 。 こ の 繰 り 返 し サ イ ク ル は 、 該 標 的 タ ン パ ク 質 の 、 例 え ば 折 り 畳 み
直 し に 役 立 つ 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ れ ら の 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の 中 に は 、 安 定 さ せ た り 、 部 分 的 に 変 性 し た 細 胞 タ ン パ
ク 質 を 修 復 す る の に 役 立 つ も の も あ る 。 ま た 、 こ れ ら の HSPは 、 分 子 シ ャ ペ ロ ン と し て 作
用 す る 。 シ ャ ペ ロ ン と し て 、 HSPは 、 機 能 性 タ ン パ ク 質 を 分 解 か ら 保 護 し な が ら 、 異 常 な
タ ン パ ク 質 を 分 解 場 所 に 輸 送 し な が ら 、 タ ン パ ク 質 を 異 な っ た 細 胞 内 部 位 間 の 転 移 さ せ な
が ら 、 タ ン パ ク 質 多 量 体 の 集 合 を 補 助 し な が ら 、 又 は 抗 原 提 示 細 胞 の 表 面 上 の 腫 瘍 組 織 適
合 性 複 合 体 (MHC)分 子 で 、 抗 原 の 提 示 を 補 助 し な が ら 、 モ ル テ ン グ ロ ビ ュ ー ル 状 態 の タ ン
パ ク 質 の 、 該 タ ン パ ク 質 の 正 し く 折 り 畳 ま れ た 最 終 の 小 型 立 体 構 造 へ の 変 換 を 補 助 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 該 免 疫 系 は 、 細 菌 、 寄 生 生 物 、 及 び 菌 類 な ど の 微 生 物 の 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 に 積 極 的
に 反 応 す る 。 外 来 の HSPの 存 在 が 、 体 内 で 迅 速 、 か つ 強 力 な 免 疫 反 応 を 引 き 起 こ す こ と が
示 さ れ て い る [Murray, P.、 Young, R.の 論 文 、 J. Bacteriol. 174:4193-4196 (1992)]。 H
SP70は 、 細 菌 、 菌 類 、 蠕 虫 、 及 び 原 生 動 物 寄 生 虫 な ど の 、 多 く の 病 原 体 へ の 免 疫 反 応 の 主
要 な 標 的 で あ る  [Young, R. A.、 及 び Elliot, T.の 論 文 、 J., Cell, 59:5-8 (1989); Kau
fmann, S.H.の 論 文 、  Immunol. Today, 11:129-136, (1990); Morimoto, R.I.ら 編 集 「 生
物 学 、 及 び 医 学 に お け る 、 ス ト レ ス タ ン パ ク 質 」 Cold Spring Harbour Laboratory, Cold
 Spring Harbor, NY (1990)内 の Young, D.B.ら の 著 書 「 ス ト レ ス タ ン パ ク 質 、 及 び 感 染 性
疾 患 」 p. 131-165; Young, R.A.の 論 文 、 Ann. Rev. Immunol., 8:401-420(1990)]。 様 々
な 病 原 体 の HSPで の 免 疫 感 作 は 、 強 い 免 疫 反 応 を 誘 導 し 、 か つ こ れ ら の 病 原 体 に よ り 引 き
起 こ さ れ る 病 気 に 対 す る 防 御 性 を も た ら す [Suzue, K.、 及 び  Young, R.A.の 論 文 、 J. Imm
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unol.,  56:873-876 (1996)]。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 該 体 内 の 強 い 免 疫 反 応 に 基 づ く 、 ワ ク チ ン 担 体 と し て の HSPの 使 用 は 、 1990年 代 初 期 に
始 ま っ た [Udono, H.、 及 び Srivastava, P.K.の 論 文 、 J. Exp. Med., 178:1391-1396, (19
93); Udono, H.ら の 論 文 、 Proc. Natl., Acad. Sci. USA, 91:3077-3081, (1994); Suto,
 R.、 及 び Srivastava, P.K.の 論 文 、 Science, 269:1585-1588, (1995); Blachere, N.E.
ら の 論 文 、 J. Exp. Med., 186:1315-1322, (1997); Tamura, Y. P.ら の 論 文 、 Science, 2
78:117-120, (1997); Nair, S.ら の 論 文 、 J. Immunol., 162:6426-6432 (1999)]。 抗 原 の
HSP70へ の 該 化 学 結 合  [Lussow, A.R.ら の 論 文 、 Eur. J. Immunol. 21:2297-2302 (1991);
 Barrios, C.ら の 論 文 、 Eur. J. Immunol., 22:1365-1372, (1992);及 び  Perraut, R.ら
の 論 文 、 Clin. Exp. Immunol., 93:382-386 (1993); Suzue, K.、 及 び Young, R.A.の 論 文
、 J. Immunol.I, 156:873-876, (1996); Suzue, K.ら の 論 文 、 Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA, 94:13146-13151, (1997); Rico, A.I.ら の 論 文 、 Infect. Immun., 66:347-352, (199
8)、 こ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 取 り 込 ま れ る も の と す る ]は 、 強 力 、 か つ 特 製 の 抗
原 を 作 製 し 、 融 合 パ ー ト ナ ー を 発 現 し て い る 腫 瘍 の 拒 絶 を 介 在 す る の に 十 分 な 、 MHC ク ラ
ス I拘 束 性 CD8+細 胞 傷 害 性 T細 胞 の 応 答 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 で は 、 こ の 同 一
の 細 胞 機 構 を 用 い て 、 本 来 の 非 結 合 抗 原 に 特 異 的 な 、 抗 原 特 異 的 な 抗 体 を 作 製 す る 。 図 １
を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 先 行 技 術 に は 、 免 疫 反 応 の 刺 激 の た め の HSP70の 使 用 が 記 載 さ れ て お り 、 そ れ に よ っ て
刺 激 さ れ る 活 性 を 、 細 胞 性 、 及 び 体 液 性 の 免 疫 誘 導 の 程 度 に よ っ て 評 価 し た 。 し か し な が
ら 、 抗 体 生 成 の 誘 導 と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 の 間 に は 、 有 意 な 相 違 点 が あ る 。 血 清 中
の 抗 体 の 存 在 は 、 必 ず し も 、 本 来 の 分 子 を 認 識 で き る 、 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 製 造 に つ な が ら な い 。 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 E7癌 タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 で は 、 該 精 製 さ れ た 組 み 換 え タ ン パ ク 質 で マ ウ ス に 免 疫 感 作 後 に 、
抗 体 の 生 成 を 観 察 し た が 、 調 べ て み る と 、 HPV ゲ ノ ム を 含 有 す る 細 胞 株 溶 解 物 中 の 本 来 の
E7を 認 識 で き る ク ロ ー ン は １ つ も な か っ た 。 該 免 疫 系 は 、 本 来 の タ ン パ ク 質 に は 存 在 し な
い 、 組 み 換 え タ ン パ ク 質 の 決 定 基 の い く つ か を 認 識 し た と 考 え ら れ る 。 言 い 換 え る と 、 製
造 さ れ た 該 抗 体 は 、 免 疫 感 作 に 用 い た 該 抗 原 に 反 応 し た が 、 そ の 本 来 の タ ン パ ク 質 に は 反
応 し な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 は 、 任 意 の 特 定 の 機 構 に 限 定 し な い が 、 該 組 み 換 え タ ン パ ク 質 の 三 次 構 造 は 、 そ
の 本 来 の タ ン パ ク 質 の も の と は 異 な っ た と 考 え ら れ て い る 。 従 っ て 、 本 来 の も の で な い 抗
原 決 定 基 が 、 該 免 疫 系 に 提 示 さ れ た の で あ ろ う 。 こ の 問 題 を 克 服 す る の に 、 本 発 明 は 、 （
熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と 結 合 さ れ た 該 タ ン パ ク 質 、 又 は 対 象 の 抗 原 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド タ
ン パ ク 質 を 用 い な が ら ） 本 来 の 抗 原 提 示 機 構 を 用 い 、 本 来 の 立 体 構 造 の 官 能 基 を 該 免 疫 系
に 提 示 す る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 こ れ を HSP70を 用 い る こ と に よ り 達 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ れ ら の 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 対 象 の 抗 原 を HSP70、 又 は HSP70の 一 部 に 結 合 さ せ
、 該 対 象 の 抗 原 に 免 疫 原 性 を も た ら す 。 結 合 を 化 学 的 に 行 う こ と が で き る [Lussow, A.R.
ら の 論 文 、 Eur. J. Immunol. 21:2297-2302 (1991); Barrios, C.ら の 論 文 、 Eur. J. Imm
unol., 22:1365-1372, (1992);及 び 、 Perraut, R.ら の 論 文 、 Clin. Exp. Immunol., 93:3
82-386 (1993); Suzue, K.、 及 び Young, R.A.の 論 文 、 J. Immunol.I, 156:873-876, (199
6); Suzue, K.ら の 論 文 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:13146-13151, (1997); Rico,
 A.I.ら の 論 文 、 Infect. Immun., 66:347-352, (1998)]。 抗 原 は 、 任 意 の タ ン パ ク 質 、 ペ
プ チ ド 、 核 酸 配 列 、 又 は 化 学 部 分 で あ り 得 る 。 HSP70は 、 任 意 の 起 源 由 来 で あ り 得 て 、 例
を 挙 げ る と 、 哺 乳 動 物 、 爬 虫 類 、 両 生 類 、 魚 形 群 、 鳥 類 、 昆 虫 類 、 細 菌 、 菌 類 、 蠕 形 動 物
、 原 生 動 物 、 ウ イ ル ス 、 及 び 植 物 が あ る が 、 そ れ ら に 限 定 し な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 該 対 象 の 抗 原 を HSP70分 子 に 結 合 し た 時 点 で 、 該 結 合 体 を 、 該 結 合 体 を プ ロ セ ス で き 、

10

20

30

40

50

(16) JP 2007-537705 A 2007.12.27



か つ 該 結 合 体 で の 免 疫 感 作 に 対 し 免 疫 反 応 を 起 こ す こ と が で き る 、 異 種 の 正 常 な 免 疫 系 に
導 入 す る 。 任 意 の 動 物 に 免 疫 感 作 で き 、 哺 乳 動 物 に 限 定 し な い が 、 典 型 的 な 実 験 例 を 挙 げ
る と 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、 ス ナ ネ ズ ミ 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 サ ル 、 ニ
ワ ト リ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ラ ク ダ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 及 び ネ コ が あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ III. 免 疫 感 作 ）
　 免 疫 感 作 の 有 効 性 は 、 直 接 、 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 で き る か を
決 定 す る 。 様 々 な 技 術 が 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 そ れ ら を 用 い 、 免 疫 感 作 の 有
効 性 を 高 め 、 そ の 中 の い く つ か を 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 。
（ A. 免 疫 感 作 の 個 体 を 選 択 す る こ と ）
　 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 ３ 種 の 典 型 的 な 形 式 の ハ イ ブ リ ド ー マ 系 ： マ ウ ス 、 ラ ッ ト
、 及 び ヒ ト が あ る 。 該 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ を 最 も 幅 広 く 用 い 、 該 ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ を
最 低 頻 度 で 用 い る 。 本 発 明 は 、 決 し て こ れ ら の 実 施 例 に 限 定 し な い 。 正 常 な 免 疫 系 を 有 す
る 任 意 の 動 物 を 、 骨 髄 腫 、 又 は 他 の 不 死 化 細 胞 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の B 細
胞 源 と し て 用 い 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 。 該 不 死 化 細 胞 は 、 ヒ ト 不 死 化 、 及 び ラ ッ ト
不 死 化 細 胞 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 し な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 マ ウ ス の 免 疫 感 作 に は 、 BALB/cマ ウ ス 系 統 を 最 も 頻 繁 に 用 い ； 全 て の マ ウ ス 骨 髄 腫 株 は
、 こ の 系 統 に 由 来 す る 。 低 免 疫 原 性 の 抗 原 の 場 合 、 別 の 系 統 の マ ウ ス に 免 疫 感 作 す る こ と
が で き る 。 こ れ ら の マ ウ ス は 、 BALB/cに 比 べ て 、 特 定 の 抗 原 に 、 よ り 強 い 免 疫 反 応 を 引 き
起 こ す こ と が で き る 。 BALB/cと 免 疫 感 作 に 用 い ら れ た 系 統 を 交 配 す る こ と に よ り 得 ら れ る
、 第 一 世 代 子 孫 を 用 い 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 製 造 の た め の 腹 水 を 作 る こ と が で き る 。
　 ラ ッ ト を 用 い る 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 文 献 で は 、 LOU/C系 統 が 強 く 推 奨 さ れ て い る が
、 WISTAR系 統 由 来 の ラ ッ ト で 、 全 体 と し て 満 足 で き る 結 果 を 得 た 。 　
【 ０ ０ ５ ０ 】
（ B. マ ウ ス 免 疫 感 作 ス ケ ジ ュ ー ル ）
（ 1. 短 期 免 疫 感 作 ス ケ ジ ュ ー ル ）
　 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 抗 原 を 、 ２ 週 間 の 間 隔 で ２ 回 、 Balb/cマ ウ ス 後 肢 足 蹠 に 投
与 す る 。 ま た さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 一 般 的 に 、 抗 原 の 量 は 、 そ の 利 用 可 能 性 、 及 び
免 疫 原 性 に 依 存 し 、 マ ウ ス 当 た り 5～ 200 μ gの 範 囲 で あ る （ が 、 こ れ ら の 範 囲 に 限 定 し な
い ） 。 毒 性 の 抗 原 の 場 合 、 投 与 量 を 0.1 μ gま で 下 げ る こ と が で き る 。 （ 一 連 の 免 疫 感 作
の ） 抗 原 の １ 回 目 の 投 与 で は 、 一 般 的 に 、 抗 原 溶 液 は 体 積 50～ 200 μ lの 範 囲 で （ あ る が
、 免 疫 反 応 を も た ら す 限 り 、 こ の 特 定 の 範 囲 に 限 定 し な い ） 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン
ト ("CFA")な ど の ア ジ ュ バ ン ト と 組 合 せ る 。 一 般 的 に 、 CFAは 当 技 術 で 公 知 の と お り 、 結 核
死 菌 の 懸 濁 液 を 含 む 鉱 油 と す る 。 ま た 、 他 の ア ジ ュ バ ン ト を 使 う こ と が で き 、 例 を 挙 げ る
と 、 ミ ネ ラ ル ゲ ル （ 例 え ば 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ） 、 及 び 界 面 活 性 物 質 （ 例 え ば 、 リ ゾ レ
シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 乳 濁 液 、 キ ー ホ ー ル リ ン
ペ ッ ト へ モ シ ア ニ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 及 び 潜 在 的 に BCG（ "バ シ ル カ ル メ ッ ト ‐ ゲ ラ
ン "） 、 及 び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム （ Corynebacterium parvum） な ど の ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト が
あ る が 、 そ れ ら に 限 定 し な い 。 抗 原 溶 液 を CFAと 激 し く 混 ぜ る こ と に よ り 、 該 抗 原 の 細 胞
へ の 進 入 を 遅 ら せ 、 か つ 長 引 か せ る 、 微 細 分 散 し た 乳 濁 液 が 生 じ る 。 ２ 回 目 の 免 疫 感 作 を
、 １ 回 目 と 同 様 に 、 マ イ コ バ ク テ リ ア を 含 ま な い フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (IFA)を
用 い て 行 う 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 低 免 疫 原 性 の 抗 体 を 用 い て 、 一 群 の 動 物 に 異 な っ た 抗
原 投 与 量 で 、 か つ 様 々 な 免 疫 感 作 ス ケ ジ ュ ー ル を 用 い て 免 疫 感 作 す る こ と が 有 効 で あ る 。
具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 ２ 回 目 の 免 疫 感 作 の 後 第 ３ 、 又 は ４ 日 目 に 、 血 液 試 料 を 採 取
し 、 該 特 定 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 含 量 を 分 析 す る 。 通 常 、 最 高 力 価 を も つ 動 物 を 分 析 用 に
選 択 す る 。 し か し な が ら 、 抗 原 と し て 使 わ れ る タ ン パ ク 毒 素 な ど の 例 外 が あ る 。 こ の タ イ
プ の 抗 原 は 、 高 い 特 異 的 抗 体 力 価 を 生 じ る が 、 ま た 、 高 パ ー セ ン ト の 、 該 毒 素 で 死 滅 さ れ
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た Bリ ン パ 球 と 混 合 し て い る 。 こ れ ら の 場 合 は 、 最 高 の 力 価 を も た な い 動 物 を 選 ぶ べ き で
あ り 、 か つ ／ 又 は 融 合 の た め の 細 胞 の 生 存 に 注 意 を 向 け る べ き で あ る 。 該 ２ 回 目 の 免 疫 感
作 後 第 ４ 日 目 に 、 該 動 物 を 調 製 し 、 膝 窩 リ ン パ 節 の 細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ る 。 ま た
、 該 動 物 の 他 の リ ン パ 節 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
（ 2. 長 期 免 疫 感 作 ス ケ ジ ュ ー ル ）
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 短 期 免 疫 感 作 ス ケ ジ ュ ー ル が 効 果 的 で な い 場 合 、 様 々 な 形 式
の 長 期 ス ケ ジ ュ ー ル を 試 み る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 通 常 、 該 動 物 に 腹 腔 内 、 又 は 皮 下
の い ず れ か に （ そ の 代 わ り と し て は 、 頻 度 は 低 い が 、 静 脈 内 、 又 は 経 口 で ） 、 2～ 4週 間 の
間 隔 で 免 疫 感 作 す る 。 第 １ 回 目 の 免 疫 感 作 に は CFA、 次 の 回 に は IFAを 用 い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 （ 第 ２ 回 目 を 始 め に ） 各 回 の 免 疫 感 作 後 第 10～ 14日 目 に 、 当 技 術 分 野 で 十 分 公 知 の と お
り 、 該 免 疫 感 作 さ れ た 動 物 由 来 の 血 液 で 、 特 異 的 抗 体 の 含 量 を 調 べ た 。 該 抗 体 力 価 が 所 望
さ れ る 水 準 に 達 し な か っ た 場 合 は 、 該 抗 原 で の 最 終 回 の 免 疫 感 作 （ ブ ー ス テ ィ ン グ と 呼 ば
れ て い る ） を ア ジ ュ バ ン ト な し に 静 脈 中 に 行 う 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 最 初 の 投 与
量 の 1/10 を 与 え る 。 ブ ー ス テ ィ ン グ に 起 因 し て 、 該 抗 原 に 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 抗
体 を 産 生 す る ク ロ ー ン が 選 択 的 に 刺 激 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 そ の 後 、 そ の 本 来 の 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 分 泌 す る B細 胞 を 採 取 し 、 当 業 者 に 公 知 の 方
法 で 、 か つ 本 明 細 書 に 記 載 の と お り 、 活 性 で ス ク リ ー ニ ン グ し た [Harlow、 及 び Laneの 著
書 、 「 抗 体 ： 実 験 室 マ ニ ュ ア ル 」 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, (
1988)]。 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 の 中 に は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ELISA（ 酵 素 結
合 免 疫 吸 着 測 定 法 ） 、 "サ ン ド イ ッ チ "免 疫 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反
応 、 免 疫 拡 散 法 、 イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 測 定 法 （ 例 え ば 、 金 コ ロ イ ド 、 酵 素 、 又 は 放 射 標 識
） 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 沈 降 反 応 、 凝 集 法 （ 例 え ば 、 ゲ ル 凝 集 法 、 赤 血 球 凝 集 法 な ど ）
、 補 体 結 合 反 応 法 、 免 疫 蛍 光 測 定 法 、 プ ロ テ イ ン A測 定 法 、 ウ イ ル ス 可 視 化 反 応 、 生 物 活
性 調 整 測 定 法 、 及 び 免 疫 電 気 泳 動 法 な ど を 含 む も の も あ る が 、 そ れ ら に 限 定 し な い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 少 な く と も 1:1000抗 体 力 価 の ク ロ ー ン を 同 定 し た 時 点 で 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 で 、 か つ
本 明 細 書 の 記 載 の と お り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る [Harlow、 及 び Laneの 著 書 、 「 抗 体
： 実 験 室 手 引 き 書 」 Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, (1988); Kohler
、 及 び Milsteinの 論 文 、 Nature, 256:495-497 (1975); Kozborら の 論 文 、 Immunol. Tod.,
 4:72 (1983);「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 癌 治 療 」 Alan R. Liss, Inc. (1985)内 の Coleら の
著 書 、 77-96ペ ー ジ ; 特 許 協 力 条 約 /米 国 特 許 第 90/02545号 ; Coteら の 論 文 、 Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 80:2026-2030 (1983)]。 そ の 後 、 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 疾 患 （
例 え ば 、 癌 、 ウ イ ル ス 感 染 な ど で あ る が 、 そ れ ら に 限 定 し な い ） の 治 療 、 免 疫 診 断 、 免 疫
化 学 、 免 疫 組 織 学 、 免 疫 細 胞 学 、 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 及 び ゲ ノ ム 、
及 び プ ロ テ オ ー ム 研 究 に 用 い る こ と が で き る 。  
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 表 １ は 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 、 従 来 の 低 免 疫 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 に 対 し て 高 ア フ
ィ ニ テ ィ ー の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し た 、 具 体 的 な 実 施 態 様 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 実
施 態 様 は 、 一 部 の 例 に す ぎ ず 、 決 し て 限 定 す る も の で は な い 。 左 か ら 最 初 の 項 目 を 対 象 の
抗 体 と す る 。 ２ 番 目 の 項 目 を 、 正 常 な 免 疫 系 を 有 す る 動 物 に 免 疫 感 作 す る の に 用 い た 、 免
疫 原 と す る 。 こ の 項 目 の 中 で 、 APPは 、 該 対 象 の 抗 原 を HSP70に 化 学 的 に 結 合 さ せ る 、 本 明
細 書 中 に 記 載 さ れ た 方 法 の こ と を い う 。 ま た 、 こ の 項 目 の 中 で 、 KLH結 合 は 、 HSP70で は な
く キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト へ モ シ ア ニ ン と の 結 合 を 意 味 す る 。 ３ 番 目 の 項 目 は 、 該 免 疫 感 作
か ら 製 造 さ れ た ク ロ ー ン の 数 を 示 し 、 ４ 番 目 の 項 目 は 、 本 来 の 対 象 の 抗 原 と 結 合 で き る ク
ロ ー ン の 数 を 示 す 。 ５ 番 目 の 項 目 は 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 該 対 象 の 抗 原 に 特 異 的 で あ
る か を 同 定 す る の に 用 い た 定 量 法 を 示 す 。 ELISAを 用 い 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 を 示 す
。 WBを 用 い 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 IFを 用 い て 、 免 疫 蛍 光 測 定 法 を 示 す 。 IACを 用
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い て 、 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 示 す 。 最 後 の 項 目 は 、 な ぜ 該 抗 体 が 結 合
な し で 強 い 免 疫 反 応 を 生 じ さ せ な い か の 簡 潔 な 説 明 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(19) JP 2007-537705 A 2007.12.27



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(20) JP 2007-537705 A 2007.12.27



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(21) JP 2007-537705 A 2007.12.27



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(22) JP 2007-537705 A 2007.12.27



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(23) JP 2007-537705 A 2007.12.27



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ８ 】
（ IV. ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス ／ 子 宮 頸 癌 の 検 出 に 用 い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ）
　 本 発 明 の 実 施 態 様 に お い て 、 発 明 方 法 を 用 い 、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス （ "HPV")の  E6、 及
び  E7 癌 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 開 発 し た 。 こ れ ら の 癌 タ ン パ ク 質 に
特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発 は 、 大 変 困 難 で あ っ た は 、 天 然 の E6、 及 び E7癌 タ ン パ
ク 質 が 低 濃 度 の た め 精 製 し に く く 、 か つ 組 み 換 え タ ン パ ク 質 が 不 正 確 に 折 り 畳 ま れ 、 凝 集
す る 傾 向 が あ る た め で あ る 。 そ の 上 、 E6、 及 び E7癌 タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 抑 制 能 を 有 す る 。
組 み 換 え E6、 及 び E7癌 タ ン パ ク 質 を 免 疫 感 作 剤 と し て 用 い て 製 造 し た 抗 体 は 、 本 来 の E6、
及 び E7タ ン パ ク 質 に 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー を も た な い 。 こ の た め 、 該 新 規 方 法 を 使 用 し 、 該 抗
体 を 製 造 し 、 そ の 後 本 明 細 書 中 に 記 載 の 多 く の 用 途 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
（ A. 子 宮 頸 癌 の 背 景 ）
　 子 宮 頸 癌 は 女 性 の 中 で ２ 番 目 に 多 く み ら れ る 癌 で あ る 。 疫 学 的 、 及 び ウ イ ル ス 学 的 研 究
に 基 づ い て 、 浸 潤 性 子 宮 頸 癌 と HPVと の 間 の 相 互 関 係 が 示 さ れ て い る （ 図 ２ ） 。 ま た 、 同
様 の 相 関 関 係 は 、 HPVと 外 生 殖 器 官 、 及 び 肛 門 の 新 生 組 織 形 成 、 ま た 同 様 に 浸 潤 性 子 宮 癌
と の 間 に 見 い 出 さ れ て い る  [D. I. Bernstein編 集 「 性 感 染 疾 患 ： ワ ク チ ン 、 予 防 、 及 び
コ ン ト ロ ー ル 」 内 の Kiselev, V. Iら の 著 書 「 性 感 染 ウ イ ル ス の 感 染 と 泌 尿 生 殖 器 系 の 腫
瘍 疾 患 と の 相 関 関 係 」 Academic Press, London, Herald of Dermatology, No. 6:20-23 (
2000)]。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 （ 一 般 に パ ッ プ ス ミ ア と し て 知 ら れ て い る ） 細 胞 学 的 検 査 は 、 依 然 と し て 異 型 多 核 細 胞
を 検 出 す る 主 な 実 験 室 診 断 技 術 で あ る 。 こ の 技 術 を 、 か な り 長 年 の 間 、 子 宮 頸 癌 の 初 期 診
断 に 使 用 し て い る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 手 順 で は 、 全 HPV保 菌 者 の 30％ 以 上 を 検 出 せ
ず 、 か つ よ り 深 刻 な 疾 患 の 発 症 の リ ス ク を 予 測 で き な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 HPVデ オ キ シ リ ボ 核 酸 ("DNA")の 構 造 を 研 究 す る 中 で 、 例 え ば 、 該 DNAに よ り コ ー ド さ れ
る ９ 種 の 免 疫 原 性 の タ ン パ ク 質 を 、 ウ イ ル ス 複 製 、 不 死 化 、 及 び そ の 上 皮 細 胞 の 形 質 転 換
の 規 則 性 と 共 に 研 究 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 開 発 し た 。 そ の 原 理 は 、 病 理 が 存 在 す る と
き に 、 正 常 値 か ら は ず れ て い る 生 化 学 的 、 免 疫 学 的 、 及 び 遺 伝 学 的 パ ラ メ ー タ を 検 出 す る
こ と か ら な る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 こ の 形 式 の デ ー タ を 解 析 し 、 初 期 診 断 を 行 っ た り 、 子 宮 頸 癌 を 発 症 さ せ る リ ス ク を 判 断
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し た り 、 或 い は 治 療 の 効 果 を 予 測 す る こ と は 、 常 に 可 能 な わ け で は な い 。 こ れ は 、 い ず れ
か で 用 い ら れ た 測 定 技 術 が 必 要 な 感 度 、 及 び ／ 又 は 特 異 性 を も た な い か 、 測 定 さ れ た 該 パ
ラ メ ー タ が 、 直 接 細 胞 の 変 質 プ ロ セ ス を 反 映 し な い か 、 或 い は 該 測 定 が そ れ を 比 例 的 に 反
映 し な い た め で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 酵 素 免 疫 測 定 法 （ 例 え ば 、 ELISAが あ る が 、 そ れ に 限 定 し な い 。 ） 、 及 び 免 疫 放 射 定 量
測 定 法 を 用 い て 、 患 者 血 清 中 の HPVタ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 力 価 を 測 定 す る こ と に よ る
、 子 宮 頸 癌 を 診 断 す る 技 術 は 記 載 さ れ て い る [欧 州 特 許 (EP)第 386734号 、 第 375555号 、 第 4
06542号 、 及 び 第 523391号 を 参 照 さ れ た い 。 ]。 し か し な が ら 、 こ の ア プ ロ ー チ は 、 抗 体 力
価 と 子 宮 頸 癌 と の 間 に 確 か な 相 関 関 係 が 見 い 出 さ れ て い な い の で 、 期 待 に 応 え て い な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま た 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ("PCR")を 用 い て 、 研 究 中 の 試 料 に お け る HPV DNAレ ベ ル の
分 類 、 及 び 定 量 に 基 づ い て 、 子 宮 頸 癌 の 発 症 を 診 断 、 及 び 予 測 す る 技 術 が あ る [V. I. Kis
elevら の 著 書 「 泌 尿 生 殖 器 感 染 の 診 断 の 際 の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ： 医 師 の た め の ハ ン ド
ブ ッ ク 」 Moscow, 2000; 国 際 特 許 公 開 (WO)第 00506645号 ; 及 び 米 国 (U.S.)特 許 第 5,679,50
9号 ]。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 し か し な が ら 、 こ れ ら の 技 術 の 使 用 は 、 か な り の 過 剰 診 断 を も た ら し て い る 。 そ れ は 、
HPV感 染 が 、 全 例 の ほ ぼ 80％ に お い て 、 本 来 は 短 期 的 で あ り 、 自 然 治 癒 と 同 様 に ウ イ ル ス
の 消 滅 と な り 得 る た め で あ る 。 図 ２ を 参 照 さ れ た い 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 多 く の 場 合 、
HPV DNAの 陽 性 の 結 果 は 、 子 宮 頸 癌 の 発 症 を 確 実 に 予 測 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に よ り 提 示 さ れ た 新 規 解 決 法 は 、 患 者 血 清 で な く 生 検 細 胞 試 料 由 来 の HPV E6、 又
は E7癌 タ ン パ ク 質 の 定 量 的 な 免 疫 学 的 測 定 法 に 基 づ い た 子 宮 頸 癌 の 初 期 診 断 、 及 び そ の 発
症 の リ ス ク の 判 断 の 方 法 を 含 む [欧 州 特 許 第 1253924号 、 A 61 K 38/18, 08/02/2001]。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 該 E6、 及 び E7タ ン パ ク 質 は 、 HPVマ ー カ ー と し て 機 能 し 、
そ れ ら を 免 疫 蛍 光 技 術 に よ っ て 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 さ れ た 組 織 試 料 中 に 検 出 し 、 （ 定 量 の た
め に ） デ ジ タ ル コ ン ピ ュ ー タ ー 技 術 を 使 用 し 、 多 元 的 に 視 覚 化 さ れ た 試 料 を 解 析 し た 。 生
検 試 料 中 の 該 E6、 又 は E7タ ン パ ク 質 含 量 が 正 常 コ ン ト ロ ー ル 値 を 54％ 以 上 超 え た と き 、 子
宮 頸 癌 発 症 の 高 い リ ス ク が 存 在 す る と い う 結 論 に 達 し た 。 ま た 、 他 の 生 化 学 マ ー カ ー を 使
用 で き る と 提 唱 さ れ 、 例 を 挙 げ る と 、 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 、 及 び イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 が
あ る が 、 そ れ ら に 限 定 し な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 よ り 簡 単 で 低 価 格 で 、 高 い 共 通 性 を も つ 試 料 採 取 、 及 び 解
析 法 の た め 標 準 化 さ れ や す い 、 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 開 発 し た 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
は 、 前 記 記 載 の 免 疫 蛍 光 実 施 態 様 の 感 度 に 相 当 す る 感 度 を 有 す る 。 HPV E7癌 タ ン パ ク 質 を
マ ー カ ー と し て 用 い な が ら 、 細 胞 学 的 試 料 か ら の 子 宮 頸 が ん の 初 期 診 断 に 、 こ の ス ク リ ー
ン 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 い ず れ か の 診 断 方 法 が 使 用 で き る か は 、 E6、 又 は E7癌 タ ン
パ ク 質 に 特 異 的 な 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 に 依 存 す る 。 以 下 に こ れ
ら の 抗 体 を 製 造 し た か を 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
（ B. E6、 及 び E7に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発 ）
　 ウ イ ル ス DNAの 細 胞 DNAへ の  融 合 で 先 行 さ れ る 、 上 皮 細 胞 の 変 性 に 反 応 し て 、 HPV E7タ
ン パ ク 質 の 合 成 に お け る 閾 値 の 増 加 が あ る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 E7遺 伝 子 を ヒ ト
試 料 か ら 単 離 し 、 ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ の 後 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ た 。 そ の 後 、 該 細 菌 細 胞 か
ら 単 離 し た 組 み 換 え E7タ ン パ ク 質 を 用 い 、 マ ウ ス に 免 疫 感 作 し た 。 し か し な が ら 、 多 く の
場 合 、 組 み 換 え タ ン パ ク 質 で の 該 免 疫 感 作 に よ り 製 造 さ れ た 抗 体 は 、 他 の 決 定 基 を 認 識 す
る の で 、 そ の 本 来 の タ ン パ ク 質 と 反 応 し な か っ た 。 こ の 問 題 を 打 開 す る た め に 、 該 E7タ ン
パ ク 質 を HSP70に 結 合 さ せ 、 そ の 後 免 疫 感 作 の た め の 抗 原 と し て 用 い る 、 先 に 記 載 の 方 法
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を 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 ２ 種 の 型 の 、 天 然 起 源 の E7タ ン パ ク 質 に 対 す る 高 感 度 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 し 、 そ れ は ２ 種 の 型 の "高 リ ス ク "HPV（ HPV16、 及 び HPV18） に 交
差 反 応 し た 。 こ の 交 差 反 応 は 、 全 HPV関 連 新 生 組 織 形 成 の 患 者 の 80～ 85％ の 検 出 を 可 能 に
す る 。 異 な っ た E7抗 原 決 定 基 に 反 応 す る 、 こ れ ら ２ 種 の 型 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 組 み 合
わ せ た 使 用 は 、 該 特 異 性 を 高 め 、 か つ 診 断 ス ク リ ー ニ ン グ に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が な
い こ と を 保 証 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
（ C. HPVの ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ）
　 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 子 宮 頸 癌 の 初 期 、 及 び 発 症 前 診 断 方 法 は 、 患 者 の 生 検 細 胞
試 料 中 の ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス (HPV)癌 タ ン パ ク 質 の 免 疫 学 的 定 量 か ら な る 。 該 生 検 細 胞 試
料 を 溶 解 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 対 を 用 い て 、 該 細 胞 溶 解 液 上 清 を HPV E7 タ ン パ ク 質 に
関 し て 分 析 す る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 対 は 、 IgG2a、 及 び I
gG2b サ ブ ア イ ソ タ イ プ に 属 し 、 そ れ ら は 該 E7タ ン パ ク 質 の 様 々 な 抗 原 決 定 基 を 認 識 す る
。 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 該 IgG2a 716-321、 716-325、 716-332、 及 び 716-343抗 体 は
、 少 な く と も １ 種 の E7抗 原 決 定 基 に 結 合 す る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 IgG2b 716-281
、 及 び 716-288抗 体 は 、 少 な く と も １ 種 の 、 他 の E7抗 原 決 定 基 に 結 合 す る 。 別 の 実 施 態 様
に お い て 、 ２ 種 の 抗 体 群 の １ 種 を 、 当 業 者 に 十 分 公 知 の と お り 、 酵 素 標 識 に 結 合 す る [Har
low、 及 び Laneの 著 書 、 「 抗 体 ： 実 験 室 手 引 き 書 」 、 Cold Spring Harbor Laboratory Pre
ss, New York, (1988)を 参 照 さ れ た い ]。  そ の 後 、 こ れ ら の 抗 体 を 、 当 業 者 に 十 分 公 知 の
と お り 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 （ "ELISA"） で 用 い る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 試
料 中 の 該 E7タ ン パ ク 質 濃 度 が 、 ミ リ リ ッ ト ル (ml)当 た り 0.05 ナ ノ グ ラ ム  (ng) 以 上 で あ
る と き 、 初 期 子 宮 頸 癌 、 又 は そ の 発 症 の リ ス ク の 診 断 を 積 極 的 に す る 。 他 の 具 体 的 な 実 施
態 様 に お い て 、 定 量 分 析 実 施 条 件 を 、 当 技 術 分 野 で 十 分 公 知 の と お り 、 ポ リ ス チ レ ン プ レ
ー ト を コ ー テ ィ ン グ す る 抗 体 の 濃 度 、 結 合 体 の 希 釈 、 緩 衝 液 組 成 、 及 び ELISAの イ ン キ ュ
ベ ー ト 時 間 、 及 び 温 度 を 変 え る こ と に よ り 最 適 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 E7癌 タ ン パ ク 質 の １ 種 の 抗 原 決 定 基 に 特 異 的 な 抗 体 716-28
1を 該 タ ン パ ク 質 の 第 一 の 結 合 に 用 い て 、 か つ 別 の E7抗 原 決 定 基 に 特 異 的 な 抗 体 715-332を
酵 素 標 識 に 結 合 さ せ た 。 ま た 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 用 い ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 HPV16 E7に 特 異 的 で あ る が 、 HPV18 E7と 交 差 反 応 す る 。 HPV16、 及 び HPV18は 、 ２ 種 の 最
も 蔓 延 し て い る "高 リ ス ク " HPV型 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 該 ELISAス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 用 い て 、 試 料 が 該 E7タ ン パ
ク 質 に 対 し て 陽 性 の と き は 、 該 HPVの 分 類 を 行 う 。 該 HPV型 を 様 々 な 方 法 で 決 定 す る こ と が
で き 、 例 を 挙 げ る と 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 及 び イ ン サ イ チ ュ ー DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン で あ る が 、 そ れ ら に 限 定 し な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
（ V. プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ）
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 該 発 明 方 法 を 用 い 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ("PrP")に 対
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 開 発 し た 。 一 般 に 、 海 綿 状 脳 症 （ BSE、 狂 牛 病 ） の 考 え ら れ る
原 因 は 、 正 常 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 病 原 性 ア イ ソ フ ォ ー ム へ の 構 造 遷 移 で あ る と 考 え ら れ
て い る 。 PrPの 病 原 性 ア イ ソ フ ォ ー ム は 蓄 積 す る の で 、 そ れ に 続 く 神 経 変 性 が あ る 。 こ の
タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 BSEの 診 断 ツ ー ル と し て 有 用 で あ り 得 る 。 こ
の タ ン パ ク 質 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 際 の 主 な 問 題 は 、 PrPの 高 度 に 保 存 さ れ た
構 造 で あ る 。 完 全 長 の 組 み 換 え ウ シ PrP の 天 然 型 、 及 び 変 性 型 両 型 で の 、 Balb/c マ ウ ス
の 多 数 回 免 疫 感 作 は 、 十 分 な 免 疫 反 応 も 、 最 初 の 陽 性 ク ロ ー ン も 生 じ さ せ な か っ た 。 PrP
に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る た め に 、 該 PrP分 子 の 構 造 分 析 を 行 い 、 ３ 種 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 選 択 し た 。 こ れ ら の ３ 種 の ペ プ チ ド 配 列 は 、 ウ シ PrP の N 末 端 、 分 子 の 中 間
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部 、 C 末 端 由 来 で あ る 。
　 　 G5:　  25-36/62-69　 KKRPKPGGGWNT… QPHGGGWG (20 aa) (各 々 、 配 列 番 号 : 6 、 及 び  
7)
　 　 G3:　  109-121　 　 　 QWNKPSKPKTNIK (13aa) (配 列 番 号 : 8)
　 　 G4:　  226-242　 　 　 ITQYQRESQAYYQRGAS (17aa) (配 列 番 号 : 9)
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 こ れ ら の ３ 種 の ペ プ チ ド を 化 学 的 に HSP70に 結 合 さ せ 、 そ
の 後 、 そ れ を 使 用 し 、 本 明 細 書 中 に 公 開 し た 方 法 を 用 い て 、 Balb/cに 免 疫 感 作 さ せ た 。 該
免 疫 感 作 ス ケ ジ ュ ー ル を 完 了 後 、 PrPに 特 異 的 な 抗 体 を 製 造 す る ク ロ ー ン の た め に 、 膝 窩
リ ン パ 節 （ 他 の リ ン パ 節 、 腹 水 、 血 液 、 又 は 脾 臓 を 同 様 に 用 い る こ と が で き る ） を 採 取 し
た 。 当 技 術 分 野 に お い て 十 分 公 知 で 、 か つ 本 明 細 書 に 記 載 の と お り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作
製 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 に 関 し て ス ク リ
ー ニ ン グ し た 。 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 当 技 術 分 野 で 十 分 公 知 の と お
り 免 疫 測 定 法 で 同 定 し 、 例 を 挙 げ る と ELISAが あ る が 、 そ れ に 限 定 し な い 。 そ の 後 、 こ れ
ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 疾 患 の 治 療 、 免 疫 診 断 、 免 疫 化 学 、 免 疫 組 織 学 、 免 疫 細 胞 学
、 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 及 び ゲ ノ ム 、 及 び プ ロ テ オ ー ム 研 究 に 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
（ VI. ヒ ア ル ロ ン 酸 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ）
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 方 法 を 用 い 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 に 対 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 。 ヒ ア ル ロ ン 酸 は 、 グ ル ク ロ ン 酸 、 及 び N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 繰
り 返 し 二 量 体 構 成 単 位 か ら な る 、 高 分 子 量 ポ リ マ ー で あ り 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 見 い 出
さ れ る 複 雑 な プ ロ テ オ グ リ カ ン 凝 集 体 の 中 核 を 形 成 す る 。 ヒ ア ル ロ ン 酸 は 、 ヒ ト 結 合 組 織
疾 患 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 該 疾 患 の 例 を 挙 げ る と 、 膝 関 節 の 症 候 性 変 形 性 関 節 症
が あ る が 、 そ れ に 限 定 し な い 。 ヒ ア ル ロ ン 酸 、 及 び そ の 分 解 産 物 の 定 量 は 、 重 要 な 診 断 パ
ラ メ ー タ と 考 え ら れ て お り 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 で 実 現 し
得 る 。
　 該 ポ リ マ ー の 非 タ ン パ ク 質 性 、 及 び 細 菌 か ら 哺 乳 類 に 及 ぶ 、 多 く の 異 な っ た 種 に お け る
そ の 同 一 性 の た め に 、 IgG1、 IgG2a、 IgG2bア イ ソ タ イ プ の 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー 抗 体 の 作 製 さ
せ る こ と は 、 非 常 に 難 し い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 具 体 的 な 実 施 態 様 に お い て 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 を 、 PrPに 関 し て 記 載 の と お り 、 免 疫 感 作 、
及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 造 の た め に HSP70と 結 合 さ せ た 。 実 施 例 ９ を 参 照 さ れ た い 。 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ を 、 ビ オ チ ン 化 ヒ ア ル ロ ン 酸 、 及 び ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン -西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 呈 色 反 応 の 二 次 的 な 試 薬 と す る ELISAを 用 い て 行 っ た 。
こ の 形 式 の ELISAは 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る [Harlow、 及 び Laneの 著 書 、 「 抗 体 ：
実 験 室 手 引 き 書 」  Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, (1988)]。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 結 果 と し て 、 ３ 種 の 遺 伝 的 に 安 定 な ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 を 製 造 し 、 HU.D3 IgG2a、 HU.
D9 - IgG1、 HU.E3 IgG3は 各 々 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 に 対 し て 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 （ IgG1、 及 び IgG2a） を 分 泌 す る 。 そ の 後 、 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 疾 患 の
治 療 、 免 疫 診 断 、 免 疫 化 学 、 免 疫 組 織 学 、 免 疫 細 胞 学 、 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 、 及 び ゲ ノ ム 、 及 び プ ロ テ オ ー ム 研 究 に 用 い る こ と が で き る 。  
【 ０ ０ ７ ９ 】
（ VII. マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 3に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ）
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 方 法 を 用 い 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ
3（ "MMP3"） に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 。 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ (
MMP)フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 胚 発 生 、 生 殖 、 及 び 組 織 再 形 成 な ど の 正 常 な 生 理 学 的 プ
ロ セ ス と 同 様 に 、 関 節 炎 、 及 び 転 移 な ど の 疾 患 プ ロ セ ス に お け る 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の
分 解 に 関 与 し て い る 。 多 く の MMP は 、 不 活 性 型 前 駆 タ ン パ ク 質 と し て 分 泌 さ れ 、 細 胞 外 プ
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ロ テ ア ー ゼ に よ り 切 断 さ れ る と 、 活 性 化 さ れ る 。 MMP3は 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 ラ ミ ニ ン 、
コ ラ ー ゲ ン III、 IV、 IX、 及 び X、 及 び 軟 骨 プ ロ テ オ グ リ カ ン を 分 解 す る 酵 素 で あ る 。 該 酵
素 は 、 創 傷 修 復 、 ア ス テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 の 進 行 、 及 び 腫 瘍 発 生 に 関 与 し て い る と 考 え ら
れ て い る 。 MMP3は 、 関 節 リ ウ マ チ 、 及 び あ る 種 の 癌 に 関 与 し て い る と 報 告 さ れ て い る 。 そ
の 後 、 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 疾 患 の 治 療 、 免 疫 診 断 、 免 疫 化 学 、 免 疫 組 織 学 、
免 疫 細 胞 学 、 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 及 び ゲ ノ ム 、 及 び プ ロ テ オ ー ム 研
究 に 用 い る こ と が で き る 。  
【 ０ ０ ８ ０ 】
（ VIII. モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 疾 患 の リ ス ク を 解 析 す る キ ッ ト ）
　 ま た 、 本 発 明 は 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 該 キ ッ ト は 、 個
体 が 疾 患 、 又 は 状 態 を 発 症 す る リ ス ク を 判 断 す る の に 有 用 で あ り 、 該 疾 患 、 又 は 状 態 の 例
を 挙 げ る と 、 子 宮 頸 癌 、 海 綿 状 脳 症 、 結 合 組 織 疾 患 、 関 節 炎 、 及 び 転 移 が あ る が 、 そ れ ら
に 限 定 し な い 。 キ ッ ト の 性 質 、 及 び 使 用 は 、 キ ッ ト で 提 供 さ れ る 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
特 異 性 に よ る 。 該 診 断 キ ッ ト を 、 様 々 な 方 法 で 製 造 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、
該 キ ッ ト は 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て も た ら さ れ た 、 従 来 低 免 疫 原 性 の 抗 原 に 対 す る 、 少 な
く と も １ 種 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 該 キ ッ ト は 、 当 技
術 分 野 で 十 分 公 知 の と お り 、 ELISA、 又 は 他 の 同 様 の 免 疫 測 定 法 を 行 う 試 薬 を 含 む 。 い く
つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 該 キ ッ ト は 、 個 体 が 該 疾 患 、 又 は 状 態 を 発 症 す る リ ス ク を 判 断
す る 取 扱 説 明 書 を 含 む 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 該 取 扱 説 明 書 は 、 該 疾 患 、 及 び 状 態
を 発 症 す る リ ス ク を 、 対 象 の 抗 原 の 有 無 を 検 出 す る こ と に よ り 判 断 す る と 明 記 し 、 該 対 象
の 抗 原 の 例 を 挙 げ る と 、 E7癌 タ ン パ ク 質 、 PrP、 MMP3、 又 は ヒ ア ル ロ ン 酸 が あ る が 、 そ れ
ら に 限 定 し な い 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 該 キ ッ ト は 、 緩 衝 剤 、 核 酸 安 定 化 剤 、 タ
ン パ ク 質 安 定 化 剤 、 及 び シ グ ナ ル 産 生 シ ス テ ム （ 例 え ば 、 フ レ ッ ト シ ス テ ム な ど の 蛍 光 産
生 シ ス テ ム ） な ど の 補 助 試 薬 を 含 む 。 該 検 査 キ ッ ト は 、 一 般 的 に 、 単 一 の 容 器 、 又 は 必 要
に 応 じ て 様 々 な 容 器 に 成 分 を 、 該 検 査 を 行 う た め の 取 扱 説 明 書 の 紙 と 共 に 含 む 、 任 意 の 適
切 な 方 法 で の パ ッ ケ ー ジ で あ り 得 る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 好 ま し く は 、 該 キ ッ
ト は ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 試 料 も 含 む 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ １ 】
（ 実 施 例 １ ）
　 下 記 の 実 施 例 を 提 供 す る の は 、 本 発 明 の 特 定 の 好 ま し い 実 施 態 様 、 及 び 態 様 を 示 し 、 か
つ さ ら に 例 証 す る た め で あ り 、 発 明 範 囲 を 限 定 す る た め で は な い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 続 く 実 験 の 公 開 に お い て 、 下 記 の 略 語 を 適 用 す る ： M (モ ー ラ ー ); μ M (マ イ ク ロ モ ー
ラ ー ); mM (ミ リ モ ー ラ ー ); mol (モ ル ); mmol (ミ リ モ ル ); μ mol (マ イ ク ロ モ ル ); nmo
l (ナ ノ モ ル ); g (グ ラ ム ); mg (ミ リ グ ラ ム ); μ g (マ イ ク ロ グ ラ ム ); ng (ナ ノ グ ラ ム )
; l、 又 は L (リ ッ ト ル ); ml (ミ リ リ ッ ト ル ); μ l (マ イ ク ロ リ ッ ト ル ); cm (セ ン チ メ ー
ト ル ); mm (ミ リ メ ー ト ル ); μ m (マ イ ク ロ メ ー ト ル ); nm (ナ ノ メ ー ト ル ); ℃  (度 　 摂
氏 ) Centigrade); min. (分 ); sec. (秒 ); ％  (パ ー セ ン ト ); kb (キ ロ 塩 基 ); bp (塩 基
対 ); PCR (ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ); aa ア ミ ノ 酸 )。
【 ０ ０ ８ ３ 】
（ 実 施 例 １ ） ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス (HPV)の 検 出 、 及 び 分 類
（ A. 臨 床 材 料 の 収 集 ）
　 臨 床 試 料 を 準 備 し 、 当 技 術 分 野 で 十 分 公 知 の と お り 運 搬 し た 。 滅 菌 使 い 捨 て プ ロ ー ブ を
用 い 、 子 宮 頸 部 上 皮 細 胞 の 臨 床 試 料 を 擦 り 取 っ た 。 該 プ ロ ー ブ を 、 500 μ lの 生 理 食 塩 水 (
0.83％  NaCl)で 洗 浄 し 、 該 細 胞 を 該 プ ロ ー ブ か ら 除 去 し 、 該 溶 液 を 1.5ml蓋 つ き エ ッ ペ ン
ド ル フ チ ュ ー ブ に 回 収 し た 。 そ の 後 、 該 試 料 は 、 使 用 ま で 、 通 常 ５ 日 ま で は 4℃ で 、 １ ヶ
月 ま で は 10～ 20℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
（ B. DNAの 精 製 ）
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　 DNA抽 出 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で 十 分 公 知 の と お り 、 本 発 明 に 関 す る DNA精 製 方 法 は 、 こ の
特 定 の 実 施 例 に 限 定 し な い 。 試 料 が 凍 結 し て い る 場 合 は 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る
よ う に 解 凍 し 、 そ の 後 10,000 rpmで 1分 間 遠 心 分 離 す る 。 沈 殿 を 底 部 に 形 成 し 、 上 清 を 捨
て る 。 100 μ lの 生 理 溶 液 を 該 チ ュ ー ブ に 加 え 、 該 沈 殿 を ホ モ ジ ナ イ ズ す る 。 500 μ lの 溶
解 溶 液 を 加 え 、 10秒 間 ボ ル テ ッ ク ス す る 。 そ の 後 、 該 試 料 、 及 び チ ュ ー ブ を 65℃ で イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。 該 溶 解 溶 液 は 、 6 Mチ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン  (Sigma社 、 USA)、 10 mM EDTA
 (Sigma社 、 USA)、 1％  Triton X-100 (Sigma社 、 USA)、 10 mM Tris HCl, pH 7.3 (Sigma
社 、 USA), 1％  2-β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (BioChemical社 、 England)を 含 む 。 20 μ lの
ホ モ ジ ナ イ ズ 用 ソ ル ベ ン ト (シ リ カ 、 Sigma社 、 USA)を 加 え 、 50～ 100 rpmで 10分 間 撹 拌 す
る 。 該 試 料 、 及 び チ ュ ー ブ を 10,000 rpm で 1分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 捨 て る 。 500 μ lの
洗 浄 溶 液 を 加 え 、 該 チ ュ ー ブ を 、 沈 殿 が 該 溶 液 に 混 ざ る ま で ボ ル テ ッ ク ス し た 。 再 び 、 10
,000 rpm で 1分 間 遠 心 分 離 し 、 再 び 上 清 を 捨 て る 。 該 洗 浄 溶 液 は 、 4 M チ オ シ ア ン 酸 グ ア
ニ ジ ン (Sigma社 、 USA)、 10 mM EDTA (Sigma社 、 USA)を 含 む 。 1 mlの 70％ エ タ ノ ー ル を 該
チ ュ ー ブ に 加 え 、 よ く ボ ル テ ッ ク ス し 、 10,000 rpmで 1分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 捨 て る 。
こ の エ タ ノ ー ル 洗 浄 を 繰 り 返 す 。 そ の 後 、 該 チ ュ ー ブ を 開 け 、 沈 殿 を 55℃ で 5～ 10分 間 乾
燥 さ せ る 。 100 μ lの ヌ ク レ ア ー ゼ フ リ ー 水 (Promega社 、 USA)を 該 チ ュ ー ブ に 加 え 、 55℃
で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 試 料 を ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 用 い る こ と が で き
る 。 試 料 は 、 4℃ で 1週 間 ま で 、 又 は 20℃ で 6週 間 ま で 保 存 で き る 。  
【 ０ ０ ８ ５ 】
（ C. HPV を 分 類 す る た め の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ "PCR"） ）
　 5 μ l の 鋳 型 DNA、 67 mM Tris-HCl (pH 8.8)、 16.6 mM (NH 4 ) 2 SO 4 、 1.5 mM MgCl 2 、 100
 mM dATP、 dCTP、 dTTP、 及 び dGTP、 10 pmolの 各 プ ラ イ マ ー 、 及 び 1ユ ニ ッ ト の Taq ポ リ メ
ラ ー ゼ  (5 ユ ニ ッ ト /μ l; Promega社 、 USA)を 含 有 す る 25 μ l 溶 液 中 で 、 PCR 反 応 を 行 っ
た 。 当 技 術 分 野 で 公 知 の と お り 、 ホ ッ ト ス タ ー ト 技 術 を 用 い た 。 温 度 サ イ ク ル 条 件 は ； 94
℃ を 3分 間 、 そ の 後 94℃ 30秒 間 、 65℃ 30秒 間 、 及 び 72℃ 30秒 間 を 40サ イ ク ル で あ っ た 。 下
記 の 図 表 は 、 HPV型 、 及 び そ れ ら の HPV 型 の DNA
を 増 幅 す る の に 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
（ 実 施 例 ２ ） HPV16、 及 び HPV18型 の E7癌 タ ン パ ク 質 の 合 成 を コ ー ド す る 組 み 換 え プ ラ ス ミ
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ド の 設 計
　 子 宮 頸 部 形 成 異 常 と 診 断 さ れ た 患 者 の 子 宮 頸 部 由 来 の 生 検 組 織 試 料 を 、 E7 遺 伝 子 源 と
し た 。 該 臨 床 試 料 を HPVの 存 在 に 関 し て 調 べ 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 該 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反
応 を 用 い て 分 類 し た 。 HPV16、 及 び HPV18型 の 該  E7 遺 伝 子 を 遺 伝 子 特 異 的 な プ ラ イ マ ー [H
PV16に 対 し て 303塩 基 対 (bp)断 片 、 及 び HPV18に 対 し て 324SYMBOL 45 ¥f "Symbol" ¥s 10.5
bp 断 片 ] (配 列 番 号 : 14～ 17) (図 ３ 参 照 )を 用 い 、 該 PCR技 術 で 増 幅 し 次 第 、 こ れ ら の 遺
伝 子 を pBluescipt SK (+) (Stratagene社 )プ ラ ス ミ ド 中 の EcoRI-BamHI部 位 で ク ロ ー ニ ン
グ し た 。 ク ロ ー ニ ン グ し た 遺 伝 子 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 は 、 GenBankデ ー タ と 完
全 に 一 致 し た (例 え ば 、 HPV16に 対 し て GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF125673、 及 び HPV18に
対 し て AY262282。 )(図 4、 及 び 5、 配 列 番 号 : 1、 及 び 3を 参 照 さ れ た い 。 )。
　 次 に 、 翻 訳 終 結 配 列 を 3'末 端 付 近 の 該 遺 伝 子 に 取 り 込 ん だ 。 HPV16、 及 び HPV18の 両 方 (
配 列 番 号 : 18)に 対 し て 得 ら れ た 遺 伝 的 コ ン ス ト ラ ク ト 、 pHE716、 及 び pHE718を 図 ６ に 示
す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
（ 大 腸 菌 細 胞 に お け る 、 HPV16、 及 び HPV18型 の E7タ ン パ ク 質 の 合 成 ）
　 該 プ ラ ス ミ ド pHE716は 、 タ ン パ ク 質 E7-16 [Met(His) 6 -GluPheIle-E716-GlySer [111ア
ミ ノ 酸 残 基 ("aa")、 12.5 キ ロ ダ ル ト ン (kDa)、 及 び 等 電 点 (IEP)4.6]を コ ー ド す る 。 ま た
、 該 プ ラ ス ミ ド pHE718は 、 タ ン パ ク 質 E7-18 [Met(His) 6 -GluPheSer-E718-GlySer (117 aa
、 13.5 kDa、 及 び IEP 5.4]を コ ー ド す る 。 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 及 び ポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド ゲ ル ("SDS-PAGE")[Laemmli, U. K.ら の 論 文 、 Nature, 227:680-685 (1970)]中 で 電 気
泳 動 を 行 う と き 、 こ の タ ン パ ク 質 が 、 書 誌 デ ー タ に 一 致 す る 、 (ほ ぼ 21 kDaの )異 常 な 移 動
度 を も つ こ と に 留 意 し な け れ ば な ら な い  [Jeon, J.-H.ら の 論 文 、 Experimental and Mole
cular Medicine, 34:496-499,(2002)]。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 該 得 ら れ た 遺 伝 子 の 発 現 に 、 大 腸 菌 BL21(DE3)株 (Stratagen社 、 USA)を 用 い た 。 当 技 術
分 野 で 十 分 公 知 の と お り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 。 超 音 波 処 理 の 後 に 、 HPV16 E7
癌 タ ン パ ク 質 、 及 び HPV18 E7癌 タ ン パ ク 質 を 、 可 溶 性 細 胞 タ ン パ ク 質 画 分 中 に 検 出 し ； そ
れ ゆ え 、 尿 素 付 加 を せ ず 、 自 然 条 件 下 で Ni-IIIA-ア ガ ロ ー ス 上 で ク ロ マ ト グ ラ フ 分 析 を 行
っ た （ 図 ７ ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 よ り 具 体 的 に 、 大 腸 菌 BL21 (DE3)株 の 細 胞 を 、 プ ラ ス ミ ド pHE716、 及 び PHE718を 用 い て
、 形 質 転 換 し た 。 該 細 胞 を 、 ア ン ピ シ リ ン (100 μ g/ml)、 及 び グ ル コ ー ス (0.2％ )を 添 加
し た ル リ ア -バ ー タ ニ  ("LB")培 地 中 で 、 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 該 細 胞
を 、 ア ン ピ シ リ ン 含 有 の 新 鮮 な LBで 1:25に 希 釈 し 、 細 胞 密 度 が OD 6 0 0 =0.5の 光 学 密 度 に 到
達 す る ま で 、 2～ 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 光 学 密 度 を 、 マ ル チ ス キ ャ ン 分 析 器 の 波 長 60
0 nmで 測 定 し た 。 そ の 後 、 イ ソ プ ロ ピ ル β -D-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド  ("IPTG") を 0.2 m
Mの 濃 度 ま で 、 全 容 量 が 50 ml ま で 培 養 物 に 加 え 、 さ ら に ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ
の 後 、 培 養 物 を 5,000 rpmで 10分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 捨 て た 。 沈 殿 を 1 ml の 20 mM Tris
-HCl, pH 8、 0.3 M NaCl、 0.1％ Triton X-100中 に 再 懸 濁 し 、 15秒 間 超 音 波 分 解 し た 。 そ
の 後 、 該 培 養 物 を 10,000 rpm で 10分 間 遠 心 分 離 す る 。 沈 殿 を 20 mM Tris-HCL, pH 8、 0.3
 M NaCl、 0.1％ Triton X-100 (0.5 ml)で 洗 浄 し た 。 該 沈 殿 を ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 5 mlの  緩
衝 液 A (10mM Tris-HCl, pH 8、 6M 尿 素 、 0.4 M NaCl、 10mM β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 5
 mM イ ミ ダ ゾ ー ル )に 再 懸 濁 し た 。 そ の 後 、 該 試 料 を 常 温 で 1時 間 、 撹 拌 し な が ら イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 次 い で 、 該 試 料 を 10,000 rpmで 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 沈 殿 を 捨 て る 。 IDA-ア
ガ ロ ー ス (1 ml)充 填 カ ラ ム を NiSO4溶 液 で 洗 浄 し 、 そ の 後 該 カ ラ ム を 緩 衝 液 A で 平 衡 化 し
た 。 上 清 を 、 該 カ ラ ム に 5 mlの  緩 衝 液 A、 そ の 後 10 mlの 緩 衝 液 B(10 mM イ ミ ダ ゾ ー ル 含
有 緩 衝 液 A)と 共 に 負 荷 し た 。 溶 出 を 、 緩 衝 液 C (10 mM Tris-HCl, pH 8、 2M 尿 素 、 0.4 M 
NaCl、 10mM -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 0.3M イ ミ ダ ゾ ー ル )で 、 0.5 ml画 分 に 行 っ た 。 通 常
、 HPV16、 及 び HPV18由 来 の 該 E7タ ン パ ク 質 は 、 画 分 1～ 3に 通 常 溶 出 さ れ た 。 該 タ ン パ ク 質
を 含 む 画 分 を 貯 留 し 、 該 貯 留 さ れ た 画 分 量 の 100倍 容 に 対 し て 、 10mM Tris-HCl, pH 8、 15
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0 mM NaCl含 有 緩 衝 液 で 一 晩 透 析 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
（ 実 施 例 ３ ） HPV16(18)型 の E7ペ プ チ ド 、 及 び 結 核 菌 DnaK(HSP70)か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド タ
ン パ ク 質 の 発 現
　 PCRを 用 い 、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス 、 16、 及 び  18型 の E7遺 伝 子 を 増 幅 し た 。 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ
イ ル ス (HPV) 16、 及 び 18型 E7遺 伝 子 (配 列 番 号 : 19～ 22)を 含 有 す る 、 プ ラ ス ミ ド DNA pHE7
16、 及 び pHE718を 、 E7 遺 伝 子 (配 列 番 号 : 19～ 22)を 含 有 す る 断 片 に 対 す る PCR増 幅 の 鋳 型
と し て 用 い た 。 図 ８ を 参 照 さ れ た い 。 開 始 コ ド ン は 、 6HIS 標 識 を コ ー ド す る 配 列 と 共 に
、 フ レ ー ム 内 に 存 在 し 、 終 止 コ ド ン は 欠 如 し て い る 。 DnaKタ ン パ ク 質 を 、 組 み 換 え pQE30
基 盤 ベ ク タ ー に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 、 E7遺 伝 子 を 含 有 す る 該 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNA
断 片  を 用 い て 発 現 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 あ ら か じ め 、 組 み 換 え ベ ク タ ー pQE30-dnaK-Yを 構 築 し 、 基 本 プ ラ ス ミ ド と し て 用 い （ 図
９ ） 、 6HIS-DnaK融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 。 PQE30-dnaK (配 列 番 号 : 5)の 核 酸 配 列 を
、 図 10に 示 す 。 こ の ベ ク タ ー を 作 製 す る た め に 、 E7遺 伝 子 を 含 有 す る PCR断 片 を 、 BamHI、
及 び BglIIで 消 化 し 、 pQE30-dnaK-Yの BamHI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 挿 入 部 を 正 し い 方 向
に も つ 組 み 換 え 型 を 、 当 技 術 分 野 で 十 分 公 知 の と お り 制 限 酵 素 分 析 を 用 い 、 同 定 し た 。 組
み 換 え プ ラ ス ミ ド pQE30-E716-dnaK、 及 び pQE30-E718-dnaK は 、 各 々 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ
ク 質 6HIS-E7(16型 )-DnaK、 及 び 6HIS-E7(18型 )-DnaKを そ れ ぞ れ 発 現 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 こ れ は 、 大 腸 菌 DLT1270細 胞 を 、 別 個 の 培 養 液 中 で 、 pQE30-E716-dnaK、 及 び pQE30-E718
-dnaKを 用 い ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 達 成 さ れ た (DLT127
0細 胞 を 、 P1-形 質 導 入 を 用 い て 、 lac1 遺 伝 子 を 大 腸 菌 DH10B株 に 組 み 入 れ る こ と に よ り 、
作 製 し た 。 DH 10Bは 下 記 の 遺 伝 子 型 を 有 す る : 10 B (ara D139 D (ara, leu) 7697 D (la
c) 74 galU galK rpsL deoR f80 lacZ DM15 end Al nupG recAl mcrA D (mrr hsdRMS mcr
 )) Grant, S.ら の 論 文 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:46454649 (1990)を 参 照 さ れ
た い 。 )。 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た DLT1270培 養 物 を 、 100倍 に 希 釈 さ れ た ル リ ア -バ ー タ
ニ  ("LB")培 養 液 中 で 培 養 し 、 光 学 密 度 で 測 定 さ れ た 密 度 が OD 6 0 0 =0.5に 到 達 す る ま で 、 振
盪 し な が ら 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 イ ソ プ ロ ピ ル β -D-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ
シ ド  ("IPTG") を 0.1 mMま で 加 え 、 先 の と お り 、 さ ら に 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 当 技
術 分 野 で 十 分 公 知 の と お り 、 IPTGは 、 lacZ遺 伝 子 を 誘 導 す る 。 そ れ を 用 い て 、 対 象 の プ ラ
ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 選 択 す る 。 予 測 さ れ る 分 子 量 の 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ
ン パ ク 質 の 合 成 を 、 SDS-PAGEで 観 察 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
（ 実 施 例 ４ ） 大 腸 菌 由 来 の 組 み 換 え HSP70タ ン パ ク 質 の 単 離
（ A. 緩 衝 溶 液 ）
　 緩 衝 溶 液 は 、 あ ら か じ め 調 製 し な い 。 緩 衝 液  Aを 単 離 手 順 の 前 に 調 製 し 、 1時 間 以 内 に
用 い る 。 50 mM K2HPO4, pH 7の ス ト ッ ク 溶 液 は 、 あ ら か じ め 調 製 で き る が 、 3日 以 内 に 用
い な け れ ば な ら な い 。 ま た 、 10X PBSス ト ッ ク 溶 液 を あ ら か じ め 調 製 す る こ と が で き る 。
緩 衝 溶 液 の 保 存 、 及 び ク ロ マ ト グ ラ フ 手 順 は 、 常 温 で 行 わ れ る べ き で あ る 。
　 緩 衝 液 Aは 、 25 mM N-(2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )ピ ペ ラ ジ ン -N'-(2-エ タ ン ス ル ホ ン 酸 ) ("HE
PES"), pH7.3、 0.1％  Nonidet P-40 (w/v)、 20％  グ リ セ ロ ー ル  (v/v)、 1 mM フ ッ 化 フ ェ
ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル ("PMSF")、 及 び  0.5 M NaClを 含 む 。
　 緩 衝 液  Bは 、 50 mM K 2 HPO 4 , pH 7、 5 mM イ ミ ダ ゾ ー ル 、 0.5 M NaClを 含 み 、 pHを 調 整
し な い 。
　 緩 衝 液  Cは 、 50 mM K 2 HPO 4 , pH 7、 150 mM イ ミ ダ ゾ ー ル 、 0.5 M NaClを 含 む 。
　 緩 衝 液  Dは 、 50 mM K 2 HPO 4 , pH 7、 50 mM EDTA、 0.5 M NaClを 含 み 、 pHを 調 整 し な い 。
　 PBS 緩 衝 液 は 、 10 mM K 2 HPO 4 , pH 7.5、 及 び 0.145 M NaClを 含 む 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
（ B. キ レ ー ト カ ラ ム の 調 製 ）
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　 1 x 10 cm カ ラ ム を 脱 イ オ ン 水 で 洗 浄 し 、 下 方 の フ ィ ル タ ー か ら 気 泡 を 抜 き 、 下 方 の フ
ィ ル タ ー か ら ほ ぼ 1 cm の レ ベ ル に 水 層 を 残 す 。 キ レ ー ト セ フ ァ ロ ー ス  CL-6B (Amersham 
Pharmacia Biotech社 )の 必 要 量 を 計 り 、 5 mlの 容 積 に す る 。 ピ ペ ッ ト を 用 い な が ら 、 該 カ
ラ ム を 該 セ フ ァ ロ ー ス ゲ ル で 充 填 す る 。 該 カ ラ ム を 、 5倍 容 の 脱 イ オ ン 水 で 、 3 ml/分 の 速
度 で 洗 浄 す る 。 そ の 後 、 該 カ ラ ム を 10倍 容 の  ZnCl 2  溶 液 (1 mg/mlの 濃 度  (ICN))で 3 ml/
分 の 速 度 で 洗 浄 す る 。 そ の 後 、 該 カ ラ ム を 10倍 容 の 脱 イ オ ン 水 で 、 3 ml/分 の 速 度 で 洗 浄
す る 。 該 カ ラ ム を UV 検 出 器 (280nm)に 接 続 す る 。 そ の 後 、 該 カ ラ ム を 、 10倍 容 の 脱 イ オ ン
水 で 、 3 ml/分 の 速 度 で 洗 浄 す る 。 こ の 時 点 で 、 該 カ ラ ム は 、 500 mlの 培 養 培 地 で 培 養 し
た 大 腸 菌 細 胞 由 来 の タ ン パ ク 質 の 単 離 用 に 調 製 で き て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
（ D. 大 腸 菌 の 調 製 ）
　 手 順 は 、 4℃ で で き る だ け 早 く 行 う べ き で あ る 。 最 初 に 、 1 グ ラ ム 大 腸 菌 （ 湿 重 量 ） を 2
倍 容 の PBSで 5回 、 各 サ イ ク ル 5000 rpm で 15秒 間 遠 心 分 離 し 、 そ の 後 細 菌 細 胞 を 再 懸 濁 す
る こ と に よ っ て 、 洗 浄 す る 。 細 胞 を 、 最 終 洗 浄 後 、 5 ml PBSに 希 釈 す る 。 そ の 後 、 該 細 胞
を 、 30秒 間 6回 、 超 音 波 分 解 (20 kHz, 50-60 W)す る 。 得 ら れ た 溶 液 を 、 12,000 rpm で 10
分 間 遠 心 分 離 す る 。 沈 殿 を 捨 て 、 上 清 を 該 カ ラ ム に 負 荷 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
（ E. タ ン パ ク 質 の 分 離 ）
　 該 上 清 を 負 荷 し た 後 、 該 カ ラ ム を 10倍 容 の 緩 衝 液 Aで 洗 浄 す る 。 次 い で 、 5倍 容 の 緩 衝 液
Bで 行 う 。 タ ン パ ク 質 画 分 を 、 5 ml 緩 衝 液 Cで 溶 出 し 、 回 収 す る 。
（ F. 該 カ ラ ム か ら 回 収 さ れ た 該 タ ン パ ク 質 の 透 析 ）
　 該 貯 留 さ れ た 画 分 を 透 析 袋 に 入 れ 、 0℃ で 200倍 容 の PBSに 対 し て 、 30分 間 一 定 に 撹 拌 し
な が ら 透 析 す る 。 30分 後 、 0℃ で 、 該 溶 液 を 新 鮮 な 200倍 容 の PBSに 替 え 、 ま た 一 定 に 撹 拌
す る 。 そ の 後 、 該 画 分 を 、 5リ ッ ト ル の PBS中 、 40℃ で 一 晩 透 析 す る 。 当 技 術 分 野 で 十 分 公
知 の と お り 、 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド 、 又 は ロ ー リ ー タ ン パ ク 質 定 量 法 で タ ン パ ク 質 濃 度 を 決 定
す る [Harlow、 及 び Laneの 著 書 、 「 抗 体 ： 実 験 室 手 引 き 書 」 Cold Spring Harbor Laborato
ry Press, New York, (1988)]。 該 溶 液 を 700℃ で 凍 結 し 、 凍 結 乾 燥 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
（ 実 施 例 ５ ） 組 み 換 え HPV16、 及 び HPV18 E7タ ン パ ク 質 に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 製 造
　 Balb/c マ ウ ス  [16～ 18グ ラ ム (g)の 体 重 の 雌 10匹 ]に 、 高 度 に 精 製 さ れ た HPV16 E7、 及
び HPV18 E7を 用 い て 、 免 疫 感 作 間 に 2週 間 の 間 隔 を あ け て 、 2回 後 肢 足 蹠 に 免 疫 感 作 さ せ た
。 組 み 換 え 大 腸 菌 溶 解 物 の 該 HPV16 E7、 及 び HPV18 E7調 製 物 を 、 一 段 階 金 属 キ レ ー ト ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 精 製 し た 。 1回 目 の 免 疫 感 作 は 、 20 μ l の リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水
（ "PBS"） に 希 釈 さ れ た 20 μ g の タ ン パ ク 質 を 、 等 量 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 混
合 し て 含 有 し た 。 ま た 、 2回 目 の 免 疫 感 作 は 、 20 μ l の リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ "PBS"）
に 希 釈 さ れ た 20 μ g の タ ン パ ク 質 を 含 有 し た が 、 等 量 の フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト
と 混 合 し た 。 2回 目 の 免 疫 感 作 後 第 4日 目 に 、 膝 窩 リ ン パ 節 由 来 の リ ン パ 球 を 、 ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル  (PEG) 4000を 用 い 、 Sp2/0-Ag14 骨 髄 腫 細 胞  (米 国 微 生 物 系 統 保 存 機 関 （ "A
TCC"） CRL 1581、 ATCC CRL 8287;欧 州 細 胞 培 養 保 存 機 関 85072401; DSMZヒ ト 、 及 び 動 物 細
胞 培 養 ACC 146)に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 ヒ ポ キ サ チ ン -ア ミ ノ プ テ
リ ン -チ ミ ジ ン  ("HAT") 培 地 で 、 37℃ 、 5％ CO 2 で 2週 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 生 存 し て い
る 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 間 接 ELISAを 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ポ ジ テ ィ ブ な
培 養 を 、 限 定 希 釈 技 術 を 用 い て 、 2回 ク ロ ー ニ ン グ し た [Campbell, A. M.の 著 書 「 生 化 学
、 及 び 分 子 生 物 学 に お け る 実 験 室 技 術 」 内 の 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及 び 免 疫 セ ン サ ー 技
術 」 vol. 23 (1991)を 参 照 さ れ た い ]。 該 ELISAを 下 記 の と お り 行 っ た 。 組 み 換 え  HPV16、
HPV18 E7タ ン パ ク 質 を 2 μ g/mlの 濃 度 で 、 ポ リ ス チ レ ン プ レ ー ト に 、 該 プ レ ー ト を 37℃ で
1時 間 吸 着 さ せ 、 そ の 後 プ レ ー ト を PBSで 3回 洗 浄 し 、 50 μ l の 組 織 培 養 上 清 を 該 プ レ ー ト
に 加 え 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 該 固 定 化 さ れ た 抗 原 に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン  G (IgG) [H+L] を 37℃ で 1
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時 間 用 い る こ と に よ り 検 出 し た 。 過 酸 化 水 素 を 含 有 し た テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ("TMB")
溶 液 を 、 基 質 と し た 。 光 学 密 度 を 450 nm で 測 定 し た 。 HPV16 E7タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 716
-281、 及 び 716-288 (IgG2b)抗 体 、 同 様 に 716-321、 716-325、 716-332、 及 び 716-343 (IgG
2a) 抗 体 を 製 造 す る 、 2種 の ハ イ ブ リ ド ー マ 群 を 得 た 。 そ れ ら は 、 間 接 ELISAに お い て 、 HP
V16、 及 び HPV18 E7と 同 様 に よ く 相 互 作 用 し た  (表 ２ 参 照 )。
【 ０ ０ ９ ９ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ０ ０ 】
（ 実 施 例 ６ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 、 HPV16、 及 び HPV18 E7タ ン パ ク 質 の 定 量 の た
め の 、 酵 素 免 疫 測 定 法 実 施 条 件 の 最 適 化
　 HPV16 E7に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を マ ウ ス 腹 水 か ら 回 収 し 、 プ ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ
ー ス ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 上 で 精 製 し た （ 95％ 以 上 の 純 度 ） 。 該 抗 体 を 、 過 ヨ ウ 素 酸 技 術
を 用 い 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た 。 対 合 さ れ た モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 組 合
せ 全 て を 、 ELISA で 、 HPV16 E7に 対 す る 抗 原 ア フ ィ 二 テ ィ ー に 関 し て 調 べ た 。 該 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 対 合 を 行 う の に 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 対 の 1要 素 を ポ リ ス チ レ ン プ レ ー ト に
固 定 化 し た 。 0.039～ 5.0 ng/mlの 濃 度 範 囲 に 及 ぶ 、 HPV16 E7タ ン パ ク 質 の 7段 階 の 2倍 希 釈
を 、 ト レ ー 上 の 固 定 化 さ れ た 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 導 入 し た 。 形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 を
、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 結 合 さ れ た 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 対 の 第 2要 素 を 、 基 質 と な る テ ト
ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン と 加 え る こ と に よ り 検 出 し た 。 調 べ た 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 対 の 全 て
が 、 三 重 複 合 体 （ サ ン ド イ ッ チ ） -固 定 化 さ れ た 抗 体 -E7-結 合 さ れ た 抗 体 を 形 成 す る 能 力
が あ っ た こ と は 、 10 - 1 2 ～ 10 - 9  モ ル (M)の 濃 度 範 囲 で さ え 、 溶 液 中 の HPV16 E7タ ン パ ク 質
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の オ リ ゴ マ ー 状 態 を 示 唆 す る 。 全 て の 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 組 合 せ が 機 能 し た に も か か
わ ら ず 、 同 一 の 抗 体 、 又 は 同 一 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ に 属 す る 抗 体 の 対 は 、 異 な
っ た ア イ ソ タ イ プ か ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 対 よ り 、 よ り 低 い 感 度 レ ベ ル （ 設 定 さ れ た
HPV16 E7濃 度 に 関 連 す る 光 学 密 度 値 、 及 び 検 量 線 の 傾 き ） を 示 し た 。 感 度 、 及 び バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド が な い 点 で は 、 716-281モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 該 プ レ ー ト に 結 合 さ せ 、 か つ 716-3
32モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 体 と し て 用 い た と き に 、 最 良 の 結 果 を 得 た
。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 対 を 用 い た 該 測 定 法 を 、 吸 着 用 の 抗 体 濃 度 、 結 合 体 希 釈 の 量 、
緩 衝 液 組 成 、 及 び 該 ELISA の 全 て の 段 階 の 時 間 、 及 び 温 度 を 変 え る こ と に よ り 最 適 化 し た
。 最 適 条 件 下 で の HPV16 E7の 定 量 検 量 線 を 図 １ １ に 示 す 。 該 716-288モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 、 pH 9.6 の 0.1 モ ー ラ ー (M)炭 酸 緩 衝 液 、 か つ 5 μ g/mlの 濃 度 か ら 、 吸 着 さ せ た 。 ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 含 有 716-332 MoAb 結 合 体 の 作 業 希 釈 は 、 0.2％  ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)、
及 び 0.05％  Tween 20を 含 有 す る リ ン 酸 緩 衝 液 生 理 的 食 塩 水 (PBS)中 で 1/5,000で あ っ た 。
該 基 質 は 、 テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン (TMB)で あ っ た 。 該 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 ng/ml で x軸 沿
い に 示 す 。 45 ナ ノ メ ー タ ー  (nm)で の 光 学 密 度 を y軸 沿 い に 示 す 。 3回 の 独 立 実 験 の 実 験 誤
差 を こ の 曲 線 沿 い に 示 す 。 該 図 か ら 明 ら か な と お り 、 該 検 量 線 は 、 0.039～ 5.0 ng/ml の
抗 原 濃 度 範 囲 に わ た っ て 、 ほ ぼ 直 線 で あ り 、 ま た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 全 く な い こ と を 特 徴
と す る 。 HPV16 E7の 存 在 を 、 ml当 た り わ ず か 40 ピ コ グ ラ ム (pg)で 検 出 す る こ と が で き 、
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 、 及 び 臨 床 試 料 に お け る HPV16 E7の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る の に
十 分 で あ る （ 図 １ １ 参 照 ） 。
【 ０ １ ０ １ 】
（ 実 施 例 ７ ） 子 宮 頸 部 試 料 に お け る E7癌 タ ン パ ク 質 の 測 定
　 子 宮 頸 部 の 擦 り 取 り 由 来 の 試 料 を 、 1 mlの 生 理 食 塩 水  (0.83％  NaCl)に つ け 、 ３ 回 、 冷
凍 、 及 び 解 凍 し た 。 そ の 後 、 該 試 料 を 、 10,000 rpm で 10分 間 マ イ ク ロ （ エ ッ ペ ン ド ル フ
） 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 、 PBS-AT (0.2％ BSA、 及 び 0.1％ Tweenを 含 有 す る PBS)中 で 1:1 (v
/v)に 希 釈 し た 。 そ の 時 点 で 200 μ l を あ ら か じ め  5μ g/ml濃 度 で 抗 HPV16 E7 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で 結 合 さ れ た プ レ ー ト の 穴 に 導 入 し 、 ４ 穴 で 、 2倍 段 階 希 釈 を 用 い て 力 価 測 定 し
た 。 こ の 同 一 プ レ ー ト 内 で 、 4 ng/mlか ら 0.062 ng/mlま で の 精 製 さ れ た 組 み 換 え HPV16 E7
タ ン パ ク 質 を 、 標 準 と し て 力 価 測 定 し た 。 1時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 、 及 び 洗 浄 後 、 ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 標 識 結 合 抗 HPV16 E7モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 導 入 し 、 イ ン キ ュ ベ ー ト を 1時 間 続
け 、 TMB反 応 を 展 開 し た 。 光 学 密 度 を 、 マ ル チ ス キ ャ ン 分 析 器 の 波 長 450 nmで 測 定 し た 。
検 量 線 を 、 標 準 の 希 釈 の 光 学 密 度 に 基 づ き プ ロ ッ ト し 、 そ れ を 用 い て 、 試 料 中 の 該 E7濃 度
を 決 定 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 研 究 を 行 な っ た (n = 100)。 HPVが 検 出 さ れ な い 、 或 い は "低 リ ス ク " HPV
に よ る 感 染 が 検 出 さ れ た 、 健 康 な 患 者 由 来 の 試 料 を コ ン ト ロ ー ル と し た  (n = 10)。
　 す べ て の 健 康 な 患 者 由 来 の 試 料 は 、 E7に 関 し て ネ ガ テ ィ ブ 、 或 い は い く つ か の 場 合 で は
わ ず か に ポ ジ テ ィ ブ で あ っ た 。 た だ し 、 す べ て の 場 合 に お い て 、 該 E7含 量 は 0.05 ng/ml未
満 で あ る 。
　 ポ ジ テ ィ ブ 試 料 は 、 0.05 ng/ml の 濃 度 閾 値 を 越 え た 。 得 ら れ た デ ー タ を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】
　 該 デ ー タ に 示 す と お り 、 該 診 断 用 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 結 果 は 、 医 療 診 断 と 一 致 し た 。
ま た 、 該 HPV分 類 デ ー タ は 、 診 断 デ ー タ と 一 致 し 、 従 っ て 、 そ れ を 用 い て 、 子 宮 頸 癌 の 発
症 の リ ス ク を 予 測 で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
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（ 実 施 例 ８ ） PrPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
　 G3、 G4、 及 び  G5の 各 ペ プ チ ド を 、 当 技 術 分 野 で 十 分 公 知 の と お り 、 合 成 で 製 造 し た [B.
D. Hames編 集 シ リ ー ズ 「 実 践 ア プ ロ ー チ シ リ ー ズ 」 Oxford University Press, (2000)内
の W.C. Chan、 及 び P.D. White編 集 「 Fmoc 固 相 ペ プ チ ド 合 成 、 実 践 ア プ ロ ー チ 」 ]。 該 ペ
プ チ ド を 凍 結 乾 燥 し 、 本 質 的 に 塩 フ リ ー で あ る こ と 、 か つ HPLCで の 95％ 純 度  で あ る こ と
を 調 べ た 。 100マ イ ク ロ グ ラ ム の 各 ペ プ チ ド を 、 0.1 ml 100 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 ,
 pH 6.8 (結 合 用 緩 衝 液 )で 溶 解 し 、 "ペ プ チ ド 溶 液 "を 作 成 し た 。 HSP70 (1mg/ml)溶 液 を 、
結 合 用 緩 衝 液 で 作 り 、 "HSP70 溶 液 "を 作 っ た 。 各 ペ プ チ ド に 関 し て 、 ペ プ チ ド 溶 液  (0.1 
ml)を 、 200μ gの HSP70を 含 有 す る 0.2 ml HSP70溶 液 と 混 合 し 、 HSP70よ り ほ ぼ 15～ 20倍 モ
ー ラ ー 過 剰 の 該 ペ プ チ ド を 得 た 。 速 や か に 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 溶 液 (水 で 25％ グ ル タ ル
ア ル デ ヒ ド )を 、 0.05％ (v/v)ま で 混 合 物 に 加 え 、 一 定 に 振 盪 し な が ら 、 常 温 で 3時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 反 応 を 、 0.5 M グ リ シ ン 溶 液 を 0.1 M最 終 濃 度 ま で 加 え る こ と に よ
り 止 め 、 該 同 一 条 件 下 で さ ら に 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 該 反 応 混 合 物 を 、 10
0 ml PBS (10 mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 150 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.2)に 対 し て 、 4℃ で
一 晩 透 析 し た 。 該 結 合 反 応 の 効 率 は 、 当 技 術 分 野 で 十 分 公 知 の と お り 、 SDS-PAGE で 調 べ
、 結 果 か ら 、 遊 離 HSP70が 残 存 し て い な い こ と が 示 さ れ た 。 製 造 さ れ た 結 合 体 を 分 注 し 、
防 腐 剤 を 加 え ず に -70℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 雌 Balb/c マ ウ ス (18～ 20 g)に 、 50 μ lの 該 ペ プ チ ド -hsp70結 合 体 溶 液 を 、 間 に 2週 間 の
間 隔 を あ け て 、 2回 後 肢 足 蹠 に 免 疫 感 作 さ せ た 。 第 16日 目 に 、 膝 窩 リ ン パ 節 を 採 取 し 、 当
技 術 分 野 で 十 分 公 知 で 、 か つ 本 明 細 書 中 で 記 載 の と お り 、 通 常 の ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用
い な が ら 、 適 切 な Balb/c骨 髄 腫 細 胞 株 と の 融 合 の た め に B細 胞 に 関 し て プ ロ セ ス し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ を 、 下 記 の 結 果 を 有 す る 、 ポ リ ス チ レ ン プ レ ー ト に コ ー ト さ れ た G3
、 G4、 G5ペ プ チ ド を 用 い て 、 間 接 ELISAで 行 っ た ：
　 ペ プ チ ド G3 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら 、 少 数 の 一 次 培 養 が 得 ら れ る が 、 ポ ジ テ ィ ブ
な も の は さ ら に 少 な く 、 そ れ ら は 、 後 に 活 性 を 失 っ た 。
　 ペ プ チ ド G4 異 な っ た 群 か ら 4 種 の ク ロ ー ン を 確 立 し 、 ３ 回 ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 ペ プ チ ド G5 - 異 な っ た 群 か ら 6 種 の ク ロ ー ン を 確 立 し 、 ３ 回 ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 腹 水 を 作 り 、 ま た 相 当 す る ぺ プ チ ド 、 及 び 完 全 長 組 み 換 え PrPで 調 べ た 。 表 ３ は 、 単 離
さ れ た ク ロ ー ン 名 、 各 々 が 特 異 的 な ペ プ チ ド 、 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ を 示 す 。
表 ４ は 、 該 結 合 タ ン パ ク 質 を 作 成 す る の に 用 い た 該 ペ プ チ ド を ポ リ ス チ レ ン プ レ ー ト 上 に
吸 着 さ せ る 、 間 接 ELISAの 結 果 を 示 す 。 表 ５ は 、 本 来 の PrP タ ン パ ク 質 を ポ リ ス チ レ ン プ
レ ー ト 上 に 吸 着 さ せ る 、 間 接 ELISAの 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ １ ０ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ２ 】
　 先 に 示 さ れ た 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 全 て は 、 そ れ ら を 製 造 す る の に 用 い ら れ た 免 疫 原
に 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 。 し か し な が ら 、 特 定 の 一 実 施 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ
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ル 抗 体 5G55は 、 組 み 換 え PrPと 強 く 反 応 す る 。 こ の 抗 体 を 、 ELISA、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、
及 び 免 疫 組 織 学 を 利 用 す る 、 任 意 の 用 途 に 使 用 す る こ と が で き る 。 他 の 残 り の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 組 み 換 え PrPに  低 か ら 中 程 度 の 結 合 特 異 性 を 示 す 。
【 ０ １ １ ３ 】
（ 実 施 例 ９ ） MMP3に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
　 他 の 抗 原 に 関 し て 前 記 の と お り 、 BALB/cマ ウ ス に 、 MMP 3 (25μ g/マ ウ ス )を 後 肢 足 蹠 に
免 疫 感 作 さ せ た 。 該 マ ウ ス は 、 2週 間 後 に 第 ２ 回 目 の 免 疫 感 作 を 受 け た 。 第 ２ 回 目 の 免 疫
感 作 後 第 ４ 日 目 に 、 リ ン パ 節 を 採 取 し 、 該 節 由 来 の B細 胞 を 骨 髄 腫 Sp2/0-Ag14 細 胞 と 融 合
し 、 96穴 プ レ ー ト に 入 れ た 。 ま た 、 免 疫 血 清 を 採 取 し 、 調 べ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 表 ６ は 、 PBS中 2 μ g/mlで ポ リ ス チ レ ン プ レ ー ト 上 に 4℃ で 一 晩 吸 着 さ せ た MMP3を 用 い て
、 OD 450 nmで 測 定 し た 間 接 ELISAの 結 果 を 示 す 。 す べ て の 他 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 当
技 術 分 野 で 十 分 公 知 の と お り 、 0.5％  BSA、 及 び Tween 20を 含 有 す る PBS 中 で 行 っ た 。 該
結 果 か ら 、 MMP3に よ り 免 疫 感 作 さ れ た マ ウ ス 由 来 の 血 清 が 、 非 免 疫 マ ウ ス の 血 清 か ら 有 意
な 差 を 示 さ な い こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
　 ま た 、 す べ て の 初 期 ク ロ ー ン を 、 該 MMP3上 の 間 接 ELISA 、 及 び ビ オ チ ン 標 識 MMP3で の 直
接 ELISA に よ り 調 べ た 。 非 結 合 MMP3を 用 い て 、 ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン は 作 製 さ れ な か っ た 。
そ の 後 、 PrPに 関 し て 先 に 記 載 し た の と 同 じ 方 法 を 用 い て 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 使 用 し
、 MMP3を HSP70に 結 合 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 そ の 後 、 結 合 型 MMP3 (50μ g/マ ウ ス )を 用 い 、 前 記 の と お り 、 Balb/cマ ウ ス に 免 疫 感 作
さ せ た 。 ２ 回 目 の 免 疫 感 作 後 第 ４ 日 目 に 、 リ ン パ 節 を 採 取 し 、 当 技 術 分 野 で 十 分 公 知 の と
お り 、 プ ロ セ ス し た 。 単 離 さ れ た B細 胞 を 、 骨 髄 腫  sp 2/0 細 胞 と 融 合 し 、 96穴 プ レ ー ト
に 入 れ た 。 ま た 、 免 疫 血 清 を 採 取 し 、 調 べ た 。 結 果 を 表 ７ に 示 す 。 表 ７ は 、 ポ リ ス チ レ ン
プ レ ー ト 上 に 4℃ で 一 晩 吸 着 さ せ た MMP3 2 μ g/ml PBSを 用 い て 、 OD 450 nmで 測 定 さ れ た
間 接 ELISAの 結 果 を 示 す 。 す べ て の 他 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 当 技 術 分 野 で 十 分 公 知 の
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と お り 、 0.5％  ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン  ("BSA")、 及 び Tween 20を 含 有 す る PBS 中 で 行 っ た 。
該 結 果 か ら 、 結 合 さ れ た MMP3-HSP70を 免 疫 感 作 さ れ た マ ウ ス 由 来 の 血 清 が 、 非 免 疫 マ ウ ス
の 血 清 に 比 べ て 、 MMP3に 対 し て 有 意 な ア フ ィ 二 テ ィ ー を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ９ 】
　 ま た 、 す べ て の 初 期 ク ロ ー ン を 、 MMP3(2 μ g/ml)を 用 い た 間 接 ELISA 、 及 び ビ オ チ ン 標
識 MMP3(500 ng/ml)で の 直 接 ELISA に よ り 調 べ た 。 8種 の ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を 間 接 ELISA
に よ り 検 出 し 、 6 種 の ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を 直 接 ELISAに よ り 検 出 し た 。 す べ て の ポ ジ テ
ィ ブ ク ロ ー ン を ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ の う ち ４ 種 は 、 安 定 し た 抗 体 製 造 を 有 し 、 2～ 3回 ク ロ
ー ニ ン グ し た 。 表 ８ は 、 該 ク ロ ー ン 、 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ を 特 定 す る 。 表 ９
は 、 プ レ ー ト 上 に 吸 着 さ れ た 1 μ g/mlの MMP3を 用 い る 、 間 接 ELISA、 及 び 0.5 μ g/ml MMP3
-ビ オ チ ン を 用 い る 直 接 ELISAの 結 果 を 示 す 。 該 結 果 か ら 、 該 ク ロ ー ン が MMP3に 対 し て 高 ア
フ ィ 二 テ ィ ー を 有 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
【 表 １ ０ 】
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【 ０ １ ２ １ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ２ 】
　 先 の 明 細 書 に 記 載 の す べ て の 文 献 、 及 び 特 許 は 、 引 用 に よ り 、 本 明 細 書 中 に 取 り 込 ま れ
る も の と す る 。 本 発 明 の 趣 旨 、 及 び 範 囲 か ら 離 れ る こ と の な い 、 本 発 明 の 記 載 さ れ た 方 法
、 及 び 系 の 様 々 な 調 整 、 及 び 変 更 は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ る 。 本 発 明 を 、 具 体 的 な 好 ま し
い 実 施 態 様 に 関 連 し て 記 載 し て い る が 、 本 発 明 は 、 請 求 さ れ る と お り 、 そ の よ う な 具 体 的
な 実 施 態 様 に 必 要 以 上 に 限 定 さ れ る べ き で な い と 、 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 実 際 に 、 本 発
明 を 行 う た め の 、 記 載 さ れ た 態 様 の 様 々 な 調 整 は 、 免 疫 学 、 医 学 生 化 学 、 分 子 生 物 学 、 又
は 関 連 分 野 の 業 者 に と っ て 明 ら か で あ り 、 続 く 請 求 項 の 範 囲 内 で あ る も の と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 HSP70が 抗 原 の 提 示 を い か に 促 進 す る か を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ヒ ト 乳 頭 腫 ウ イ ル ス の 病 理 学 を 示 す 流 れ 図 を 示 す 。 CINは 子 宮 頸 部 上 皮
内 腫 瘍 の こ と を 言 う 。 HSVは 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の こ と を 言 う 。 HLAは 、 ヒ ト 白 血 球 抗
原 の こ と を 言 う 。
【 図 ３ 】 PCRを 用 い た E7遺 伝 子 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー の 配 列 (配 列 番 号 : 14～ 17)を 示 す
。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 EcoRI、 及 び BamHIの 制 限 酵 素 認 識 部 位 を も つ 、 HPV16由 来 の ク ロ ー ン E7
癌 タ ン パ ク 質 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (配 列 番 号 : 1)、 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 : 2)を 示
す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 EcoRI、 及 び BamHIの 制 限 酵 素 認 識 部 位 を も つ 、 HPV18由 来 の ク ロ ー ン E7
癌 タ ン パ ク 質 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (配 列 番 号 : 3)、 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号 : 4)を 示
す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 HPV16 E7、 及 び 代 わ り と し て HPV18 E7遺 伝 子 を 、  pBluescipt SK (+) (
Stratagene社 ) プ ラ ス ミ ド 内 の EcoRI-BamHI部 位 に 挿 入 す る 位 置 の コ ン ス ト ラ ク ト (配 列 番
号 : 18)を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 HPV16 E7、 及 び HPV18 E7遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 、 大 腸 菌 溶 解
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物 由 来 の E7癌 タ ン パ ク 質 の 単 離 さ れ た バ ン ド を 明 示 し て い る 、 電 気 泳 動 ゲ ル の 写 真 を 示 す
。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 E7遺 伝 子 を 含 む DNAの 、 PCR 増 幅 に 用 い ら れ た DNA 鋳 型 (配 列 番 号 : 19～
22)を 示 す 。 該 鋳 型 は 、 該 HPV E7 遺 伝 子 を 含 む 、 プ ラ ス ミ ド DNA pHE716、 及 び pHE718に 基
づ い て い る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 プ ラ ス ミ ド PQE30-E716-dnaKの 構 造 の 概 略 図 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 プ ラ ス ミ ド PQE30-E716-dnaKオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 : 5)
を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 至 適 条 件 下 の HPV16 E7癌 タ ン パ ク 質 の 定 量 に 用 い る 検 量 線 を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 9月 20日 (2007.9.20)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 低 免 疫 原 性 の 抗 原 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て ： a. 該 抗 原
を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と ； b. 動 物 に 、 該 結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ る
こ と ； c. 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と ；  d. 該 採 取 さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ
を 作 製 す る こ と ； e. 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の 抗 原 へ の 特 異 性 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 担 体 分 子 が HSP70で あ る 、 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 で 製 造 し た 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 E7癌 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て ： a. 該 E7癌 タ
ン パ ク 質 を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と ； b. 動 物 に 、 該 結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感
作 さ せ る こ と ； c. 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と ；  d. 該 採 取 さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ
リ ド ー マ を 作 製 す る こ と ； 及 び e. 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の E7癌 タ ン パ ク 質 へ の 特 異 性
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で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 化 学 結 合 が 、 a. E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び HSP70を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も つ プ ラ ス ミ ド を 作 製 す る こ と ； 及 び b. 宿 主 細 胞 を 、 該 宿 主 細
胞 が 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 該 結 合 さ れ た E7癌 タ ン パ ク 質 へ 転 写 す る 、 該 プ ラ ス ミ ド で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 : 1で あ る 、 請 求 項 ５ の 方
法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 : 3で あ る 、 請 求 項 ５ の 方
法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 E7癌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 配 列 番 号 : 5で あ る 、 請 求 項 ５ の 方
法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 担 体 分 子 が HSP70で あ る 、 請 求 項 ４ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ４ ～ ７ 及 び ９ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 で 製 造 し た 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 子 宮 頸 部 上 皮 内 腫 瘍 の 検 出 の た め に 、 E7癌 タ ン パ ク 質 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用
い る 方 法 で あ っ て ： a. 子 宮 頸 部 上 皮 の 試 料 を 得 る こ と ； 及 び b. 該 試 料 を E7癌 タ ン パ ク 質
の 存 在 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 個 体 が 、 子 宮 頸 部 上 皮 内 腫 瘍 を 発 症 す る リ ス ク を 判 断 す る キ ッ ト で あ っ て ： a. 少 な く
と も １ 種 の 、 E7癌 タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 検 出 す る 試 薬 ； 及 び b. 該 個 体 が 、 子 宮 頸 部 上 皮
内 腫 瘍 を 発 症 す る リ ス ク が 高 い こ と を 判 断 す る 取 扱 説 明 書 を 含 む 、 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て ：
a. 該 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と ； b. 動 物 に 、 該
結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ る こ と ； c. 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と ；  d. 該 採 取
さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と ； 及 び e. 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の プ リ
オ ン タ ン パ ク 質 へ の 特 異 性 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 個 体 が 、 海 綿 状 脳 症 を 発 症 す る リ ス ク が あ る か を 判 断 す る キ ッ ト で あ っ て ： a. 少 な く
と も １ 種 の 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 検 出 す る 試 薬 ； 及 び b. 該 個 体 が 、 海 綿 状 脳
症 を 発 症 す る リ ス ク が 高 い こ と を 判 断 す る 取 扱 説 明 書 を 含 む 、 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ヒ ア ル ロ ン 酸 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て ： a. 該 ヒ ア ル ロ
ン 酸 を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と ； b. 動 物 に 、 該 結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感 作 さ
せ る こ と ； c. 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と ；  d. 該 採 取 さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド
ー マ を 作 製 す る こ と ； 及 び e. 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 本 来 の ヒ ア ル ロ ン 酸 へ の 特 異 性 で ス ク
リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 3に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 で あ
っ て ： a. 該 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 3を 担 体 分 子 に 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と ； b.
 動 物 に 、 該 結 合 さ れ た 抗 原 を 免 疫 感 作 さ せ る こ と ； c. 該 動 物 か ら B細 胞 を 採 取 す る こ と
；  d. 該 採 取 さ れ た B細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と ； 及 び e. 該 ハ イ ブ リ ド ー マ
を 本 来 の マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 3へ の 特 異 性 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む
、 前 記 方 法 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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