
(57)【要約】
【課題】　異種動物への投与に適した改変残基を具備した抗体可変領域を提供する。
【解決手段】　抗原に対する抗体可変領域本来の親和性を減少させることなく、異種に関
するその免疫原性を減少させながら、抗原に結合可能な置換アミノ酸残基を具備せしめた
改変抗体可変領域。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 工 程 、 す な わ ち ；
(ａ )相 同 性 に 基 づ い て ア ラ イ ン メ ン ト を 行 い 、 改 変 さ れ る 第 一 の 抗 体 可 変 領 域 の Ｌ 鎖 ア ミ
ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 の 位 置 を 決 定 し 、 そ し て 、 相 同 性 に 基 づ い て ア ラ イ ン メ ン ト を 行 い 、
改 変 さ れ る 第 一 の 抗 体 可 変 領 域 の Ｈ 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 の 位 置 を 決 定 し 、
(ｂ )位 置 ／ 危 険 度 対 照 図 、 す な わ ち 、
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 に よ っ て Ｌ 鎖 ア ミ ノ 酸 で の 危 険 度 を 同 定 し 、 お よ び 、 位 置 ／ 危 険 度 対 照 図 、 す な わ ち 、
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 に よ っ て Ｈ 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 で の 危 険 度 を 同 定 し 、
(ｃ )第 一 の 抗 体 可 変 領 域 に お い て (● )、 (▲ )ま た は (● )お よ び (▲ )の 危 険 度 が 付 与 さ れ た
位 置 に あ る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 第 二 の 抗 体 可 変 領 域 で の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 対 応 位 置 に あ
る ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 し 、 お よ び
(ｄ )抗 原 に 対 す る 抗 体 可 変 領 域 本 来 の 親 和 性 を 減 少 さ せ る こ と な く 、 異 種 に 関 す る そ の 免
疫 原 性 を 減 少 さ せ な が ら 、 抗 原 に 結 合 可 能 な 当 該 置 換 ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 改 変 抗 体 可 変
領 域 を 調 製 す る 、
　 工 程 を 含 む 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 、 こ と を 特 徴 と す る 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ２ 】
　 改 変 さ れ る 第 一 の 抗 体 可 変 領 域 が 、 Ｈ ６ ５ 可 変 領 域 （ 配 列 番 号 ： 26お よ び 配 列 番 号 ： 28
） で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 改 変 抗 体 可 変 領 域 が 、 ATCC HB 11206の 受 託 番 号 で 寄 託 さ れ た 形 質 転 換 細 胞 系 に よ
っ て 産 生 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 可 変 領 域 (He３ )で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 改
変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ 乃 至 ３ の い ず れ か に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ４ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ４ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 組 み 込 ん だ 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ７ 】
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　 前 記 抗 体 可 変 領 域 が 、 自 己 免 疫 疾 患 を 患 っ た 動 物 を 処 置 す る た め に 用 い る Ｃ Ｄ ５ に 対 し
て 反 応 性 を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 動 物 が 、 ヒ ト で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 自 己 免 疫 疾 患 が 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 狼 瘡 、 乾 癬 、 硬 皮 症 、 縮 瞳 、 心 筋 炎 、 椎 骨 関
節 症 、 甲 状 腺 炎 、 天 疱 瘡 、 真 性 糖 尿 病 -１ 型 、 進 行 性 全 身 性 硬 化 病 、 再 生 不 能 性 貧 血 、 重
症 筋 無 力 症 、 多 発 性 縮 瞳 お よ び 皮 膚 性 縮 瞳 を 含 む 縮 瞳 、 シ ェ ー グ レ ン 病 、 管 性 膠 原 病 、 多
発 性 動 脈 炎 、 （ ク ロ ー ン 病 お よ び 潰 瘍 性 大 腸 炎 を 含 む ） 炎 症 性 内 蔵 疾 患 、 多 発 性 硬 化 症 、
お よ び 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の 改
変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 狼 瘡 が 、 全 身 性 狼 瘡 紅 斑 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 筋 肉 、 静 脈 、 皮 膚 、 局 部 的 、 包 膜 、 関 節 、 腹 膜 お よ び 皮 下 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ
れ た 経 路 に よ っ て 投 与 さ れ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 非 経 口 的 に 投 与 さ れ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 自 己 免 疫 疾 患 が 、 全 身 性 自 己 免 疫 疾 患 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 第 二 抗 体 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 ヒ ト の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 請 求 項 14に 記 載 の 免 疫
グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 ヒ ト 型 化 抗 体 可 変 領 域 が 、 ATCC HB 11206の 受 託 番 号 で 寄 託 さ れ た 形 質 転 換 細 胞 系
に よ っ て 産 生 さ れ る 請 求 項 15に 記 載 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 被 投 与 動 物 の 体 重 (kg)当 た り 0.01mg～ ５ mgの 用 量 で 投 与 さ れ る 請 求 項 ６ 乃 至 10の い ず れ
か に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 用 量 が 、 被 投 与 動 物 の 体 重 (kg)当 た り 0.1mg～ ２ mgの 用 量 で 投 与 さ れ る 請 求 項 17に
記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 改 変 抗 体 可 変 領 域 が 、 抗 -Ｃ Ｄ ５ 抗 体 可 変 領 域 で あ る 請 求 項 ６ 乃 至 10の い ず れ か に
記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 抗 -Ｃ Ｄ ５ 抗 体 可 変 領 域 、 ATCC HB 11206の 受 託 番 号 で 寄 託 さ れ た 形 質 転 換 細 胞 系 に
よ っ て 産 生 さ れ る 請 求 項 ６ 乃 至 10の い ず れ か に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 静 脈 か ら 投 与 さ れ る 請 求 項 ６ 乃 至 10の い ず れ か に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 非 経 口 的 に 投 与 さ れ る 請 求 項 ６ 乃 至 10の い ず れ か に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ヒ ト の 体 重 (kg)当 た り 0.01mg/kg～ ５ mg/kgの 用 量 で 投 与 さ れ る 請 求 項 ６ 乃 至 10の い ず れ
か に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 体 重 (kg)当 た り 0.1mg～ ２ mgの 用 量 で 投 与 さ れ る 請 求 項 23に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
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　 前 記 抗 -Ｃ Ｄ ５ 抗 体 可 変 領 域 が 、 改 変 Ｈ ６ ５ 抗 体 可 変 領 域 で あ る 請 求 項 19に 記 載 の 改 変
抗 体 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 ま た は 請 求 項 14に 記 載 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 薬 学
的 に 許 容 さ れ る 希 釈 剤 も し く は 担 体 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 免 疫 抑 制 剤 、 強 化 剤 、 ま た は 副 作 用 緩 和 剤 を さ ら に 含 む 請 求 項 26に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物
。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 プ レ ド ニ ソ ロ ン 、 プ レ ド ニ ソ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 サ イ ク ロ ス ポ
リ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ア ザ チ オ ピ ン ま た は γ － グ ロ ブ リ ン を さ ら に 含 む 請 求 項 26に 記
載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 脈 管 形 成 阻 害 剤 を さ ら に 含 む 請 求 項 26に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 凍 結 乾 燥 形 態 で あ る 請 求 項 27に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 水 性 剤 、 噴 霧 剤 ま た は 被 覆 粒 子 剤 で あ る 請 求 項 27に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 １ 乃 至 ３ の い ず れ か に 記 載 の 改 変 抗 体 可 変 領 域 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 般 に 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 可 変 領 域 本 来 の 親 和 性 を 減 少 さ せ る こ と な く 、 異
種 に 関 す る そ の 免 疫 原 性 を 減 少 さ せ な が ら 改 変 で き る 抗 体 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 決 定
す る こ と に よ っ て 改 変 抗 体 可 変 領 域 を 調 製 す る 方 法 ； 異 種 に 投 与 す る の に 有 用 な 同 定 さ れ
た 残 基 に 改 変 部 分 を 有 す る 抗 体 可 変 領 域 の 調 製 方 法 と 用 途 ； お よ び 上 記 の よ う に 改 変 さ れ
た 可 変 領 域 に 関 し 、 特 に 、 本 発 明 は 、 ヒ ト に 投 与 す る た め に 改 変 さ れ る マ ウ ス の 改 変 抗 体
可 変 領 域 の 調 製 方 法 、 生 成 し た 抗 体 可 変 領 域 自 体 、 お よ び こ の よ う な 「 ヒ ト 型 化 」 抗 体 の
ヒ ト の 疾 病 治 療 で の 用 途 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ヒ ト の 治 療 に お い て 、 未 改 変 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 す る に は 、 三 つ の 理 由 か
ら 問 題 が あ る 。 　 第 一 に 、 マ ウ ス 抗 体 に 対 す る 免 疫 応 答 が 人 体 に 備 わ っ て い る 。 　 第 二 に
、 そ の 抗 体 は ヒ ト の 循 環 系 内 で は 半 減 期 が 短 く な る 。 　 第 三 に 、 マ ウ ス の 抗 体 作 用 領 域 が
ヒ ト の 免 疫 系 を 有 効 に 刺 激 し な い こ と で あ る 。 　 上 記 の 問 題 を 解 消 し よ う と 試 み た 三 つ の
事 例 が あ る 。 　 Junghans et al., Cancer Res., 50巻 、 1495～ 1502頁 、 1990年 な ど の 刊 行
物 に は 、 マ ウ ス の 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNAを ヒ ト の 不 変 領 域 を コ ー ド す る DNAに 連 結 す る
遺 伝 子 工 学 の 技 術 を 利 用 し て 、 発 現 さ れ た と き に ハ イ ブ リ ッ ド の マ ウ ス ／ ヒ ト 抗 体 を 生 成
す る 構 造 体 の 実 用 化 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ま た 、 遺 伝 子 工 学 の 技 術 に よ っ て 、 マ ウ ス の 超 可 変 相 補 性 決 定 領 域 (CDRs)か ら の 遺 伝 情
報 を ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の CDRを コ ー ド す る DNAの 代 わ り に 挿 入 し て 、 マ ウ ス CDRを 有
す る ヒ ト 抗 体 を コ ー ド す る 構 造 体 を 生 成 さ せ る こ と も で き る 。 　 こ の 技 術 は 「 CDR移 植 法
」 と し て 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Jones et al., Nature, 321巻 、 522～ 525頁 、 1986年 ； J
unghans et al., 前 記 文 献 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 構 造 分 析 法 は 、 失 わ れ た 抗 原 結 合 性 能 を 回 復 す る た め に 、 CDR移 植 法 で 生 成
し た 第 一 世 代 の 可 変 領 域 に 対 し て 、 再 び 遺 伝 子 工 学 に よ っ て 、 マ ウ ス の 残 基 を 「 付 け 戻 す
」 た め に 使 用 で き る 。 　 Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86巻 、 10029～ 100
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33頁 、 1989年 ； Co et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 88巻 、 2869～ 2873頁 、 1991年
に は こ の 方 法 の 変 形 が 記 載 さ れ て い る 。 　 上 記 の 三 つ の 方 法 は 、 マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 「 ヒ ト 型 化 さ せ る 」 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ヒ ト 型 化 し た 結 果 、 得 ら れ た ヒ ト 型 化 抗 体 の 特 異 的 結 合
活 性 が 、 減 少 あ る い は 完 全 に 消 失 す る こ と が あ る 。 　 例 え ば 、 Queen et al.,の 前 記 文 献
に 記 載 さ れ て い る 改 変 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 １ /３ に 減 少 す る と 報 告 さ れ 、 Co et al.,の
前 記 文 献 で は １ /２ に 減 少 し 、 Jones et al.,の 前 記 文 献 で は １ /２ ～ １ /３ に 減 少 す る と 報
告 さ れ て い る 。 　 他 の 報 告 に は 、 結 合 親 和 性 の 一 桁 台 の 減 少 が 報 告 さ れ て い る （ 例 え ば 、
Tempest et al., Bio/Technology、 ９ 巻 、 266～ 271頁 、 1991年 ； Verhoeyen et al., Scie
nce、 239巻 、 1534～ 1536頁 、 1988年 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 細 胞 表 面 抗 原 に 基 づ い て Ｔ 細 胞 の 各 種 の サ ブ セ ッ ト を 識 別 す る 系 は 、 Cluster of Diffe
rentation System（ 以 後 「 Ｃ Ｄ 系 」 と 称 す る ） で あ る 。 　 こ の Ｃ Ｄ 系 と い う 用 語 は 、 本 願
に 参 考 ま で に 組 み 込 ん だ 、 白 血 球 細 胞 識 別 分 子 の 分 子 マ ー カ ー に 対 す る 標 準 の 名 称 を 示 す
〔 Leukocyte Typing III White Cell Differentiation Antigens（ Michael編 集 、 Oxford 
Press社 、 1987年 ） 〕 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 い わ ゆ る 「 パ ン Ｔ 細 胞 」 マ ー カ ー （ ま た は 抗 原 ） は 、 広 く Ｔ 細 胞 に 生 成 す る マ ー カ ー で
あ り 、 特 定 の Ｔ 細 胞 サ ブ セ ッ ト に 特 異 的 な も の で は な い 。 　 パ ン Ｔ 細 胞 マ ー カ ー に は 、 Ｃ
Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ５ 、 Ｃ Ｄ ６ お よ び Ｃ Ｄ ７ が あ る 。 　 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ５ ク ラ ス タ ー 抗 原 は
ヒ ト 成 熟 Ｔ リ ン パ 球 の 約 85～ 100％ お よ び ヒ ト 胸 腺 細 胞 の 大 部 分 に 存 在 す る パ ン Ｔ マ ー カ
ー の 一 つ で あ る 。 　 ま た 、 Ｃ Ｄ ５ は Ｂ 細 胞 の サ ブ セ ッ ト の 約 20％ に も 存 在 す る 。 　 流 動 細
胞 計 測 法 、 免 疫 ペ ル オ キ ン ダ ー ゼ 染 色 法 お よ び 赤 血 球 溶 解 法 を 用 い た 広 範 な 研 究 に よ っ て
、 上 記 の 抗 原 が 、 通 常 は 、 Ｂ 細 胞 の 上 記 副 次 集 団 を 除 い て 、 造 血 始 原 細 胞 ま た は 他 の 正 常
な 成 人 も し く は 胎 児 の ヒ ト 組 織 に は 存 在 し な い と い う こ と が 実 証 さ れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｃ Ｄ ５ マ ー カ ー に 関 す る 別 の 情 報 が 、 Leukocyte Typing III White Cell Differentiat
ion Antigens (Michael編 集 、 Oxford Press社 、 1987年 ） の な か の McMicheaelお よ び Gotch
の 論 文 に 見 ら れ る 。 　 ま た 、 Ｃ Ｄ ５ 分 子 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 類 と 反 応 性 で あ る と 文 献 に 報
告 さ れ て い る 。 　 例 え ば 、 本 願 に 参 考 ま で に 組 み 込 ん だ 、 Kernan et al., J. Immunol., 
33巻 、 137～ 146頁 、 1984年 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｃ Ｄ ４ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 患 者 に 試 み た 治 療 の 報
告 が あ る 。 　 Horneff et al., Arthritis and Rheumatism, 34巻 、 ２ 号 、 129～ 140頁 、 19
91年 ２ 月 ； Goldberg et al., Arthritis and Rheumatism, Abstract D115, 33巻 、 S153、
1990年 ９ 月 ； Goldberg, Journal of Autoimmunity, ４ 巻 、 617～ 630頁 、 1991年 ； Choy et
 al., Scand. J. Immunol. 36巻 、 291～ 298頁 、 1992年 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 抗 Ｃ Ｄ ５ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 自 己 免 疫 疾 患 、 特 に 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ に 試 み
た 治 療 の 報 告 が あ る 。 　 Kirkham et al., British Journal of Rheumatology, 30巻 、 459
～ 463頁 、 1991年 ； Kirkham et al., British Journal of Rheumatology, 30巻 、 88頁 、 19
91年 ； Kirkham et al., Journal of Rheumatology, 19巻 、 1348～ 1352頁 、 1992年 を 参 照
の こ と 。 　 ま た 、 抗 T12抗 体 を 用 い て 多 発 性 硬 化 症 を 治 療 す る 試 み の 報 告 が あ る 。   Hafle
r et al., Neurology、 36巻 、 777～ 784頁 、 1986年 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 上 記 し た よ う に 、 マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー ナ ル 可 変 領 域 の 抗 原 に 対 す る 固 有 の 親 和 性 を 減 退
し な い 一 方 で 、 疾 患 の 治 療 に 用 い る た め に 異 種 に 関 す る そ の 免 疫 原 性 を 減 ら し な が ら 改 変
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で き る 残 基 を 同 定 す る こ と に よ っ て 抗 体 可 変 領 域 を 調 製 す る 方 法 が 当 該 技 術 分 野 で 要 望 さ
れ て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 対 象 抗 体 可 変 領 域 の 抗 原 に 対 す る 固 有 の 親 和 性 を 減 退 す る こ と な く 、 異 種 に
関 す る そ の 免 疫 原 性 を 減 退 さ せ な が ら 改 変 で き る 対 象 抗 体 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 を 決 定 す る
こ と に よ っ て 、 ヒ ト に 投 与 す る 上 で 有 用 な 改 変 抗 体 可 変 領 域 を 調 製 す る 方 法 を 提 供 す る も
の で あ る 。 　 本 願 で 用 い ら れ て い る 「 対 象 抗 体 可 変 領 域 」 の 用 語 は 、 決 定 の 対 象 と さ れ る
抗 体 を 意 味 す る 。 　 本 発 明 の 方 法 は 、 下 記 の 工 程 を 含 む 。 　 す な わ ち 、 改 変 さ れ る べ き 対
象 抗 体 可 変 領 域 の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し ； 上 記 Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 を 、 複 数 の ヒ ト の
Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 性 に よ っ て 対 応 さ せ ； 対 象 可 変 領 域 の 抗 原 に 対 す る 固 有
の 親 和 性 を ほ と ん ど 減 退 さ せ ず に 、 対 象 抗 体 可 変 領 域 の 作 用 領 域 に な く 、 か つ 対 象 抗 体 可
変 領 域 の 相 補 性 決 定 領 域 ま た は 抗 原 結 合 領 域 に な い が 、 こ の 抗 体 を 含 有 す る 溶 媒 に 暴 露 さ
れ る 位 置 に あ る 各 ア ミ ノ 酸 配 列 を 選 択 す る こ と に よ っ て そ の 免 疫 原 性 を 減 退 す る ア ミ ノ 酸
配 列 を Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の 配 列 中 に て 同 定 し ； 前 記 同 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 が 複 数 の ヒ ト の Ｌ 鎖 と Ｈ
鎖 の ア ミ ノ 酸 と 異 な る 場 合 、 こ の 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 中 に 高 度 も し く は 適 度 に 保 存 さ れ
た 各 残 基 と 対 応 し て い る 先 に 同 定 し た 各 残 基 を 改 変 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 図 １ Ａ と 図 ２ Ｂ に 示 す よ う な 他 の グ ル ー プ の 配 列 は 、 当 業 者 が 適 切 に 改 変 を 決 定 で き る
対 応 関 係 を 決 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 複 数 の ヒ ト の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 図 ５ Ａ と ５ Ｂ に 示 す ヒ ト の 共 通
配 列 か ら 選 択 す る 他 の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
  一 般 に 、 上 記 方 法 に よ る 人 間 工 学 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 一 般 に 有 効 な 、 各 種 の 疾 患
を 治 療 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 　 し か し な が ら 、 ヒ ト 型 化 抗 体 に は 、 治 療 さ れ る 患
者 の 免 疫 応 答 を 減 退 さ せ る と い う 他 の 利 点 が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 多 数 の ヒ ト の 疾 患 を 治 療 す る の に 有 用 な 生 成 物 お よ び 薬 学 的 組 成 物 も
開 示 す る 。   特 に 、 前 記 し た 方 法 で 製 造 さ れ る 生 成 物 に は 、 改 変 さ れ た Ｈ ６ ５ マ ウ ス モ ノ
ク ロ ー ナ ル 可 変 領 域 が 含 ま れ る 。   さ ら に 、 こ の Ｈ ６ ５ 可 変 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列
が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 方 法 の 生 成 物 で あ る 改 変 抗 体 可 変 領 域 は 、 特 に 、 Fab、 Fab'お よ び F(ab')2の よ う
な 各 種 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 一 本 鎖 抗 体 、 な ら び に Fvも し く は 単 一 可 変 領 域 の 成 分 と し て
使 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に よ る 改 変 可 変 領 域 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 は 、 そ れ 自 体 、 ま た は 例 え ば 本 願
出 願 人 に よ る 同 時 係 属 中 の 1991年 11月 ４ 日 出 願 の 米 国 特 許 願 第  07/787,567 号 に 記 載 さ れ
て い る よ う な 免 疫 接 合 体 の 成 分 と し て 、 ヒ ト に 治 療 の た め に 投 与 す る の に 特 に 適 し て い る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 動 物 モ デ ル が ヒ ト で あ る 場 合 の 治 療 効 力 を 判 定 す る 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療
法 を 提 供 す る 。 　 最 後 に 、 本 発 明 に は 、 本 発 明 に よ っ て ヒ ト 型 化 さ れ た 抗 体 を 含 む 薬 学 的
組 成 物 を 開 示 さ れ て い る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 所 期 の 目 的 で あ っ た 、 対 象 抗 体 可 変 領 域 の 抗 原 に 対 す る 固 有 の 親 和 性
を 減 退 す る こ と な く 、 異 種 に 関 す る そ の 免 疫 原 性 を 減 退 さ せ な が ら 改 変 で き る 対 象 抗 体 可
変 領 域 の ア ミ ノ 酸 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト に 投 与 す る の に 有 用 な 改 変 抗 体 可 変 領 域
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が 提 供 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に は 次 の 方 法 が 含 ま れ る ： (１ )抗 体 可 変 領 域 の 抗 原 に 対 す る 本 来 の 親 和 性 を 減 退
さ せ ず に 、 異 種 に つ い て の 免 疫 原 性 を 減 退 さ せ な が ら 改 変 す る こ と が で き る 抗 体 可 変 領 域
の ア ミ ノ 酸 残 基 の 同 定 ； (２ )異 種 に 投 与 す る の に 有 用 な 改 変 部 分 を 同 定 さ れ た 残 基 に 有 す
る 抗 体 可 変 領 域 の 調 製 ； お よ び (３ )本 発 明 の ヒ ト 型 化 抗 体 を 、 ヒ ト の 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療
へ の 使 用 で あ る 。   本 発 明 の こ れ ら の 方 法 は 、 本 願 に 記 載 の 抗 体 可 変 領 域 の 構 造 中 の 各 ア
ミ ノ 酸 の 関 与 を 示 唆 す る 該 領 域 の モ デ ル に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 古 典 的 な 抗 体 の 骨 格 領 域 全 体 を ヒ ト の 抗 体 由 来 の そ れ と 置 換 し て 、 抗 体 を ヒ ト 型 化 す る
他 の 方 法 と 異 な り 、 本 願 に 記 載 の 方 法 で は 、 ヒ ト の 残 基 を 抗 体 の 可 変 領 域 に 導 入 す る が 、
抗 原 結 合 活 性 に 対 し て は 重 要 で は な く 、 か つ 免 疫 性 刺 激 因 子 に 暴 露 さ れ そ う な 位 置 に の み
導 入 す る 。   本 発 明 の 方 法 は 、 可 変 領 域 の 天 然 内 部 構 造 を 充 分 に 保 持 す る よ う に 設 計 さ れ
て い る の で 、 改 変 領 域 の 抗 原 結 合 性 能 は 天 然 領 域 と 比 べ て 遜 色 が な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 MacImadad (Molecular Applications Group、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 ス タ ン フ ォ ー
ド ） の 三 次 元 分 子 モ デ リ ン グ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 抗 体 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 分 析 し て
得 た デ ー タ を 、 超 可 変 領 域 の 構 造 に 関 す る 前 述 の 理 論 的 研 究 か ら 得 た デ ー タ 、 そ れ に 、 Br
ookhavenデ ー タ ベ ー ス (Brookhaven National Laboratory、 米 国 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 ア ッ
プ ト ン ） か ら 入 手 し た HYH (HYHEL-10 Fab-リ ゾ チ ー ム 複 合 体 、  Brookhaven構 造 「 3HFM」
） 、 MCPC(IgA Fab MCPC 603-ホ ス ホ コ リ ン 複 合 体 、 Brookhaven構 造 「 2MCP」 ） 、 NEWM(Ig 
Fab' NEW, Brookhaven構 造 「 3FAB」 ） お よ び KOL(IgG1 KOL、 Brookhaven構 造 「 2IG2」 ） の
抗 体 可 変 領 域 の 結 晶 構 造 か ら 得 た デ ー タ と と も に 、 抗 体 可 変 領 域 の モ デ ル を 開 発 す る た め
に 利 用 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
  図 １ Ａ と １ Ｂ は 、 結 晶 化 さ れ た 四 つ の 抗 体 可 変 領 域 の 配 列 を 示 す も の で あ る 。   HYHの
Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 （ そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ： １ と ５ ） 、 MCPCの Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 （ そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ：
２ と ６ ） 、 NEWMの Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 （ そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ： ３ と ７ ） お よ び KOLの Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 （
そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ： ４ と ８ ） を 示 す 。 　 図 中 、 感 嘆 符 「 ！ 」 が 付 け ら れ た 次 の 位 置 ： MC
PCＬ 鎖 配 列 の 30X位 、 MCPC Ｈ 鎖 配 列 の 52X位 と 98X位 、 NEWM Ｌ 鎖 配 列 の 30X位 、 KOL Ｌ 鎖 配
列 の 93X位 、 お よ び KOL Ｈ 鎖 配 列 の 98X位 は そ れ ぞ れ 、 ア ミ ノ 酸 配 列  NSGNQK (配 列 番 号 ：
９ ） 、 NKG (配 列 番 号 ： 10） 、 GST (配 列 番 号 ： 11） 、 AG、 SL、 お よ び HGFCSSASC (配 列 番
号 ： 12） を 意 味 し 、 こ れ ら 種 々 の 抗 体 中 の 超 可 変 ル ー プ 配 列 の 長 さ の 相 違 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 図 ２ と ３ は 、 そ れ ぞ れ Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の 構 造 図 を 示 し 、 各 鎖 は 残 基 間 の 相 互 作 用 が 容 易 に 理
解 で き る よ う に 「 変 性 し た 」 状 態 の 平 坦 な β -シ ー ト 構 造 で 示 し て あ る 。 　 折 り た た ま れ
た ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 鎖 は 、 八 つ の β -タ ー ン ル ー プ で 接 続 さ れ た 垂 直 の 太 い 線 で 示 し て あ
る 。 　 こ れ ら の ル ー プ の う ち 三 つ は 、 抗 原 結 合 ル ー プ ま た は CDRsと し て 同 定 さ れ 、 一 つ は
ル ー プ の 補 助 で あ り 、 お よ び 可 変 領 域 の 「 底 部 」 に あ る 残 り の 四 つ は 抗 原 結 合 性 に は 関 与
し て い な い 。 　 可 変 領 域 の ア ミ ノ 末 端 と カ ル ボ キ シ 末 端 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 両 端 に 小 黒
点 の 記 号 で 示 し て あ る 。 　 各 ア ミ ノ 酸 の 位 置 は 、 円 印 、 三 角 印 お よ び 四 角 印 で 示 し て あ る
。 　 Ｌ 鎖 の 23位 と 88位 の ２ つ の シ ス テ イ ン 間 の 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 と 、 Ｈ 鎖 中 の 22位 と
92位 間 の 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 各 々 太 い 水 平 線 で 示 し て あ る 。 　 各 鎖 の 残 基 は す べ て 、
抗 原 結 合 残 基 と 骨 格 の 残 基 を 含 め て 地 図 に 示 し て あ る 。 　 ア ミ ノ 酸 の 位 置 は 、 Kabat et a
l., Seqences of Proteins of Immunological Interest、 第 ４ 版 、 米 国 厚 生 省 、 米 国 公 衆
衛 生 局 、 米 国 国 立 衛 生 試 験 所 （ 1987年 ） に 従 っ て 番 号 を 付 け た が 、 小 文 字 「 ｘ 」 で 示 し た
位 置 は 例 外 で あ り 、 「 こ の ｘ は 」 Kagat が 「 a, b, c, d・ ・ ・  」 と い う 番 号 を つ け た 超
可 変 ル ー プ の 長 さ の 変 化 を 示 す 。 　 三 次 元 空 間 内 で 隣 接 し て い る が 、 線 状 配 列 中 で は 隣 接
し て い な い 残 基 の 対 を 接 続 す る 実 線 の 傾 斜 し た ラ イ ン （ 単 線 も し く は 二 重 線 ） は 、 残 基 の
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骨 格 中 に 相 互 に 配 列 さ れ た ア ミ ノ の 窒 素 と カ ル ボ ニ ル の 酸 素 間 の 一 つ も し く は 二 つ の 水 素
結 合 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 各 ア ミ ノ 酸 の 位 置 が 抗 原 結 合 性 に 影 響 す る か 否 か お よ び ／ ま た は 免 疫 原 性 で あ る か 否 か
を 決 定 す る た め に 、 各 ア ミ ノ 酸 の 位 置 の 分 析 を 、 図 １ Ａ 、 １ Ｂ 、 ２ お よ び ３ の 情 報 と 、 以
下 の パ ラ グ ラ フ の 可 逆 領 域 の 構 造 に 関 す る 情 報 と に 基 づ い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 抗 体 可 変 領 域 の 基 本 構 造 は 、 堅 固 に 保 存 さ れ て い る 。 　 そ の 可 変 領 域 は 、 Ｌ 鎖 （ も し く
は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト ） と Ｈ 鎖 （ も し く は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト ） に よ っ て 構 成 さ れ 、 両 者 は 構 造 が
互 い に 相 同 で あ り 、 回 転 対 称 の 偽 二 重 軸 に よ っ て 関 連 し て い る 。 　 可 変 領 域 の 「 頂 部 」 に
位 置 し 、 可 変 領 域 か ら 最 も 遠 く に 離 れ て い る 領 域 に は 、 大 き な 構 造 骨 格 領 域 に 設 け ら れ て
い る 六 つ の 抗 原 結 合 ル ー プ が あ る 。 　 可 変 領 域 は 、 機 能 が 不 変 領 域 と は 全 く 異 な り 、 二 つ
の 高 い 可 撓 性 を 有 す る 鎖 に よ っ て の み 接 続 さ れ 、 Ｈ 鎖 と Ｌ 鎖 の な か の 五 つ の ア ミ ノ 酸 に よ
っ て 形 成 さ れ て い る 両 方 の 「 ボ ー ル と ソ ケ ッ ト 」 の 継 手 上 で 枢 軸 旋 回 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 各 サ ブ ユ ニ ッ ト の Ｌ 鎖 も し く は Ｈ 鎖 は 、 三 次 元 空 間 に プ ロ ペ ラ ツ イ ス ト を 有 す る 逆 平 行
の β -ひ だ 付 き シ ー ト の 二 層 で 構 成 さ れ て い る 。 　 各 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ 自 体 が 繰 返 し
折 返 し て 九 つ の 明 確 な 鎖 を 形 成 し て い る 。 　 こ れ ら の 鎖 の 三 つ が 各 サ ブ ユ ニ ッ ト の 「 外 側
」 の β -シ ー ト 層 を 形 成 し 、 残 り の 五 つ が 「 内 側 」 の 層 を 形 成 し て い る 。 　 各 層 に お け る
各 種 の 鎖 は 互 い に 広 範 囲 に わ た っ て 水 素 結 合 し て い る 。 　 サ ブ ユ ニ ッ ト 内 の 二 つ の β -シ
ー ト 層 は 共 に 、 単 一 の 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 と 多 数 の 疎 水 性 の 内 部 相 互 作 用 と に よ っ て 支
持 さ れ て い る 。 　 サ ブ ユ ニ ッ ト の 鎖 の 結 合 に 関 与 し て い る 配 列 は 、 「 枠 組 」 配 列 と 呼 ば れ
て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 抗 原 結 合 配 列 中 ま た は 枠 組 配 列 中 の 所 定 の ア ミ ノ 酸 は 、 実 際 に は 抗 原 と 結 合 し な い が 、
結 合 す る 残 基 の 空 間 配 座 を 決 定 す る の に 重 要 で あ る 。 　 各 抗 原 結 合 ル ー プ に は 、 埋 没 し た
残 基 の 適 正 に 形 成 さ れ た 「 プ ラ ッ ト ホ ー ム 」 が 必 要 で あ り 、 そ の プ ラ ッ ト ホ ー ム は ル ー プ
が 折 曲 が る 面 を 提 供 す る 。 　 一 つ 以 上 の ル ー プ 残 基 が 「 ア ン カ ー 」 と し て プ ラ ッ ト ホ ー ム
中 に 埋 没 し て い る こ と が 多 く 、 そ の ア ン カ ー は ル ー プ の 配 座 エ ン ト ロ ピ ー を 限 定 し 、 抗 原
接 触 側 鎖 の 正 確 な 配 向 を 決 定 す る 。 　 し た が っ て 、 プ ラ ッ ト ホ ー ム を 形 成 す る 残 基 の 形 は
、 抗 原 結 合 ル ー プ の 最 終 形 態 お よ び 特 異 的 抗 原 に 対 す る 該 ル ー プ の 親 和 性 に 関 与 し て い る
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 が 、 種 々 の 異 な る 化 学 環 境 に お い て 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 内 に 存 在 す る 。 　 い
く つ か の 残 基 は 、 外 側 の 近 づ き 易 い 表 面 上 で 溶 媒 に 暴 露 さ れ 、 一 方 で 、 他 の 残 基 は サ ブ ユ
ニ ッ ト 内 の 疎 水 性 相 互 作 用 中 に 埋 没 し て い る 。 　 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 可 変 領 域 の 多 く は 、 逆
平 行 の β -ひ だ 付 き シ ー ト で 構 築 さ れ 、 こ れ ら の シ ー ト は 、 「 内 側 」 面 が 疎 水 性 で 「 外 側
」 面 が 親 和 性 の よ う な 両 親 媒 性 の 表 面 を 形 成 し て い る 。 　 外 側 は 溶 媒 に 暴 露 さ れ る の で 、
そ の 領 域 が 動 物 の 循 環 系 内 に あ る 場 合 は 体 液 の 環 境 に 暴 露 さ れ る 。 　 溶 媒 に 完 全 に 暴 露 さ
れ か つ 可 変 領 域 内 で 他 の 残 基 と 物 理 的 に 相 互 作 用 を 行 わ な い ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 は 、 免 疫 原 性
の よ う で あ り 、 か つ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 内 で 構 造 上 重 要 で な い よ う で あ る 。 　 可 変 領 域 を
、 極 め て 模 式 的 に 図 ４ に 示 し て あ る 。 　 図 ４ に お い て 太 い ラ イ ン は ペ プ チ ド 結 合 を 示 し 、
円 印 は ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 抗 体 可 変 領 域 の 二 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 可 変 領 域 と 不 変 領 域 の 境 界 か ら 抗 原 結 合 ル ー プ
へ 、 内 側 β シ ー ト 層 に 沿 っ て 延 び る 疎 水 性 界 面 領 域 を 通 じ て 互 い に 付 着 す る 。 　 両 方 の サ
ブ ユ ニ ッ ト か ら の ア ミ ノ 酸 側 鎖 は 相 互 に 作 用 し て 三 層 の 「 ヘ リ ン ボ ン 」 構 造 を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ れ ら 界 面 残 基 の い く つ か は 、 抗 原 結 合 ル ー プ の 成 分 で あ る の で 、 結 合 親 和 性 に 対 し て
直 接 作 用 す る 。 　 そ の 界 面 に お け る あ ら ゆ る 残 基 は 、 構 造 上 重 要 で あ る 。   す な わ ち 、 結
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合 領 域 の 立 体 配 座 は 界 面 の 立 体 配 座 の 変 化 に よ っ て 強 く 影 響 さ れ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 抗 原 可 変 領 域 の 構 造 に 対 す る 上 記 の デ ー タ と 情 報 は 、 任 意 の 可 変 領 域 の 特 定 の ア ミ ノ 酸
が 、 抗 原 結 合 性 も し く は 免 疫 原 性 に 影 響 す る か 否 か を 決 定 す る 際 に 役 立 つ 。 　 各 ア ミ ノ 酸
の 位 置 の 決 定 は 、 図 １ Ａ 、 １ Ｂ （ お よ び 図 ５ Ａ 、 ５ Ｂ 、 ６ Ａ 、 ６ Ｂ 、 １ ０ Ａ お よ び １ ０ Ｂ
)に 示 す 一 対 の 記 号 （ 例 え ば 「 結 合 」 お よ び 「 埋 没 」 と 記 載 し た ラ イ ン の ＋ と ＋ ） で 示 し
て あ る 。 　 こ れ ら の 各 対 に お い て 、 第 一 の 記 号 は 抗 原 結 合 性 に 関 連 し 、 一 方 、 第 二 の 記 号
は 、 免 疫 原 性 と 枠 組 構 造 に 関 連 し て い る 。 　 以 下 の 表 １ 、 ２ お よ び ３ に 、 前 記 し た 記 号 の
意 味 と 可 能 な 対 応 関 係 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ５ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ６ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 図 に 示 す 対 応 関 係 は 、 一 対 の 低 危 険 度 の 記 号 (++)（ す な わ ち 、 「 結 合 」 ラ イ ン の 記 号 と
「 埋 没 」 ラ イ ン の 記 号 が 一 つ の 位 置 に 対 応 し て い る ） を 有 す る 位 置 に マ ウ ス － ヒ ト の 改 変
を 行 う と 、 治 療 時 の 免 疫 原 性 が 大 き く 低 下 し 、 結 合 親 和 性 に 影 響 す る 機 会 は ほ と ん ど な く
な る こ と を 示 し て い る 。 　 ス ペ ク ト ル の 反 対 側 の 端 部 に お い て 、 一 対 の 高 危 険 度 の 記 号 (-
-)を 有 す る 位 置 を 改 変 す る と 、 結 合 活 性 が 低 下 す る か 完 全 に 破 壊 さ れ 、 治 療 時 の 免 疫 原 性
は ほ と ん ど 減 少 し な い か 、 ま た は 実 際 に は 全 く 減 少 し な い 。 　 可 変 領 域 中 に は 73個 の 低 危
険 度 の 位 置 が あ り （ Ｌ 鎖 中 に 38個 お よ び Ｈ 鎖 中 に 35個 あ る ） 、 そ の 位 置 は 、 図 １ Ａ 、 １ Ｂ
、 ５ Ａ 、 ５ Ｂ 、 ６ Ａ 、 ６ Ｂ 、 １ ０ Ａ お よ び １ ０ Ｂ 中 に 「 危 険 」 と 記 載 さ れ て い る ラ イ ン に
丸 印 で 示 し て あ る 。 　 可 変 領 域 中 に は 29個 の 中 程 度 の 危 険 度 の 位 置 が あ り （ Ｌ 鎖 中 に 12個
お よ び Ｈ 鎖 中 に 17個 あ る ） 、 そ の 位 置 は 、 図 １ Ａ 、 １ Ｂ 、 ５ Ａ 、 ５ Ｂ 、 ６ Ａ 、 ６ Ｂ 、 １ ０
Ａ お よ び １ ０ Ｂ 中 に 「 危 険 」 と 記 載 し た ラ イ ン に 三 角 印 で 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 上 記 分 析 の 結 果 は 、 抗 体 可 変 領 域 の 異 な る サ ブ グ ル ー プ の 共 通 配 列 に 適 用 で き る 。 　 と
い う の は 、 そ れ ら が 示 す 構 造 特 性 が 、 そ れ ぞ れ の 種 の 中 で さ え も 強 く 保 存 さ れ て い る か ら
で あ る 。 　 図 ５ Ａ と ５ Ｂ に は 、 各 ア ミ ノ 酸 の 位 置 の 構 造 特 性 を 示 す 対 応 関 係 を 有 す る 抗 体
可 変 領 域 の 、 Ｌ 鎖 の サ ブ グ ル ー プ の 共 通 配 列 (hK1、 配 列 番 号 ： 13； hK3、 配 列 番 号 ： 14； h
K2、 配 列 番 号 ： 15； hL1、 配 列 番 号 ： 16； hL2、 配 列 番 号 ： 17； hL3、 配 列 番 号 ： 18； hL6、
配 列 番 号 ： 19； hK4、 配 列 番 号 ： 20； hL4、 配 列 番 号 ： 21； お よ び hL5、 配 列 番 号 ： 22） 、
な ら び に Ｈ 鎖 の 共 通 配 列 （ hH3、 配 列 番 号 ： 23； hH1、 配 列 番 号 ： 24； お よ び hH2、 配 列 番
号 ： 25)(こ れ ら の 共 通 配 列 は Kabatの 文 献 か ら の も の で あ る ） を 対 応 さ せ て 記 載 し た 。   
な お 、 hL6、 hK4、 hL4、 hLSお よ び hH2の サ ブ グ ル ー プ の 共 通 配 列 は 、 20よ り 少 な い 実 際 の
Ｌ 鎖 も し く は Ｈ 鎖 の 配 列 由 来 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
  図 ５ Ａ と ５ Ｂ に 記 載 の 共 通 配 列 に お い て 、 大 文 字 の ア ミ ノ 酸 の 表 示 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 が
、 そ の サ ブ グ ル ー プ の 公 知 の ヒ ト 配 列 （ 小 さ な 不 完 全 な 断 片 を 含 む ） の 約 90％ ～ 約 100％
の 位 置 に 存 在 し て い る （ す な わ ち 「 高 度 に 保 存 さ れ て い る 」 ） こ と を 示 し て い る 。   一 方
、 小 文 字 の ア ミ ノ 酸 の 表 示 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 が 、 そ の サ ブ グ ル ー プ の 公 知 の ヒ ト 配 列 の 約
50％ ～ 約 90％ の 位 置 に 存 在 し て い る （ す な わ ち 「 中 程 度 に 保 存 さ れ て い る 」 ） こ と を 示 し
て い る 。 　 小 文 字 「 ｘ 」 は 、 そ の サ ブ グ ル ー プ に お け る 公 知 の 配 列 の 約 50％ よ り 低 い 保 存
（ す な わ ち 、 「 不 完 全 に 保 存 さ れ て い る 」 ） を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 抗 体 可 変 領 域 の 配 列 内 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 と 該 領 域 の 抗 原 結 合 性 能 と の 関 係 に つ い て 、 図
５ Ａ と 図 ５ Ｂ に 示 さ れ て い る 情 報 は 、 ア ミ ノ 酸 が 修 飾 可 能 か ど う か を 決 定 す る の に 充 分 な
も の で あ る 。 　 図 ５ Ａ と ５ Ｂ に 基 づ い た 追 加 の 構 造 研 究 は 不 要 で あ る 。
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【 ０ ０ ４ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に よ れ ば 、 図 ５ Ａ と ５ Ｂ は 、 例 え ば 、 抗 原 に 対 す る 天 然 領 域 の 親 和 性 を
保 持 す る 一 方 で 、 下 記 の 工 程 で ヒ ト に お い て 低 下 し た 免 疫 原 性 を 示 す 、 改 変 さ れ た マ ウ ス
抗 体 可 変 領 域 を 調 製 す る 際 に 利 用 で き る 。 　 マ ウ ス 可 変 領 域 由 来 の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の 両 方 の ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 第 一 に 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 で 決 定 さ れ る （ 例 え ば 、 エ ド マ ン 分 解
法 ま た は 可 変 領 域 を コ ー ド す る cDNAの 配 列 決 定 に よ る ） 。 　 次 に 、 図 ５ Ａ と ５ Ｂ に 示 す ヒ
ト 抗 体 可 変 領 域 の 共 通 配 列 を 試 験 し て 、 改 変 す べ き 特 定 の マ ウ ス サ ブ ユ ニ ッ ト 配 列 に 対 し
て 、 最 も 相 同 性 が 認 め ら れ る Ｌ 鎖 共 通 配 列 と Ｈ 鎖 共 通 配 列 の 両 方 を 同 定 す る 。 　 そ の マ ウ
ス の 配 列 を 視 覚 に よ る か 、 ま た は PCGENEパ ッ ケ ー ジ (Intelligenetics社 、 米 国 、 カ リ フ ォ
ル ニ ア 州 、 マ ウ ン テ ン ・ ビ ュ ー ） の よ う な 市 販 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 相 同
性 に 基 づ い て 共 通 ヒ ト 配 列 を 対 応 し て 並 べ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図 ５ Ａ と ５ Ｂ は 、 マ ウ ス の 配 列 が 選 択 さ れ た ヒ ト の 共 通 配 列 と 有 意 に 異 な る 「 低 危 険 度
」 ま た は 「 中 位 の 危 険 度 」 の 位 置 の す べ て を 同 定 す る の に 再 度 使 用 さ れ る 。 　 こ れ ら 低 危
険 度 と 中 位 の 危 険 度 の 位 置 に あ る マ ウ ス の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 改 変 に 対 す る 候 補 で あ る 。 　
ヒ ト 共 通 配 列 が 、 所 定 の 低 危 険 度 ま た は 中 危 険 度 の 位 置 に 強 く 保 存 さ れ て い る 場 合 、 そ の
ヒ ト 残 基 は 対 応 す る マ ウ ス 残 基 の 代 わ り に 用 い る こ と が で き る 。 　 ヒ ト 共 通 配 列 が 、 所 定
の 低 危 険 度 も し く は 中 危 険 度 の 位 置 に 不 完 全 に 保 存 さ れ て い る 場 合 は 、 マ ウ ス の 残 基 が そ
の 位 置 に 保 持 さ れ る 。 　 ヒ ト 共 通 配 列 が 特 定 の 位 置 に 中 程 度 に 保 存 さ れ て い る 場 合 は 、 マ
ウ ス の 残 基 は ヒ ト 共 通 配 列 が 基 に な っ て い る 配 列 （ 例 え ば 、 Kabat et al., の 前 記 文 献 中
の 配 列 ） の 少 な く と も 一 つ の 位 置 に 該 当 し な い な ら ば 、 通 常 ヒ ト の 残 基 で 置 換 さ れ る 。 　
マ ウ ス の 残 基 が ヒ ト 配 列 中 の 対 応 す る 位 置 に あ る 場 合 、 マ ウ ス の 残 基 は 保 持 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 可 変 領 域 の 同 定 さ れ た 残 基 の ど ち ら を 改 変 す べ き か を 決 定 す る 際 に 、 他 の 基 準 が 重 要 な
場 合 が あ る 。 　 例 え ば 、 プ ロ リ ン の 側 鎖 は 、 そ の α － 炭 素 お よ び そ の ペ プ チ ド の 窒 素 の 両
方 に 結 合 し て い る の で 、 そ の 炭 素 － 窒 素 結 合 の ま わ り を 自 由 に 回 転 す る こ と が 制 限 さ れ て
い る （ ラ マ シ ャ ン ド ラ ン φ 角 ） 。 　 そ れ 故 に 、 プ ロ リ ン が 配 列 内 の ど こ に あ っ て も 骨 格 の
形 態 は 変 形 し 、 そ の 変 形 が 抗 原 結 合 性 に 関 与 し て い る 他 の 残 基 に 影 響 す る こ と が あ る 。 　
ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ か の 場 所 に プ ロ リ ン 残 基 が 存 在 し て い る か 、 ま た は 存 在 し て い な い
か は 構 造 上 重 要 な 特 徴 で あ る 。 　 マ ウ ス の 配 列 が 所 定 の 場 所 に プ ロ リ ン を 持 っ て い る 場 合
、 そ の 存 在 は 適 正 な 骨 格 と 枠 組 の 立 体 配 座 に と っ て 必 要 の よ う で あ り 、 プ ロ リ ン は 保 持 す
る こ と が 好 ま し い 。 　 マ ウ ス の 配 列 が 、 ヒ ト の 共 通 配 列 が 持 っ て い る 場 所 に プ ロ リ ン を 持
っ て い な い 場 合 、 マ ウ ス の 配 列 に プ ロ リ ン を 入 れ る と 配 列 の 正 し い 立 体 配 座 に 影 響 を 与 え
る よ う で あ り 、 そ れ 故 、 マ ウ ス の 残 基 は 保 持 す る の が 好 ま し い 。 　 プ ロ リ ン を 有 す る 特 定
の 位 置 に あ る プ ロ リ ン を マ ウ ス か ら ヒ ト に 変 え る と 、 こ の よ う な 変 化 に よ っ て 、 そ の 位 置
が 別 の 場 合 に 低 危 険 度 で あ っ て も 、 少 な く と も 中 程 度 の 危 険 度 に な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 同 様 に 、 マ ウ ス の 配 列 中 の 挿 入 と 欠 失 は 、 ヒ ト の 共 通 枠 組 に 比 べ て 、 通 常 、 完 全 に 保 持
さ れ て い る 。 　 マ ウ ス の 配 列 の 可 変 領 域 の 骨 格 の 長 さ と 面 間 隔 が 変 化 し た 場 合 、 そ の 変 化
は 、 抗 原 結 合 ル ー プ が 適 正 に 折 り 畳 ま れ る 面 を 提 供 す る の に 必 要 の よ う で あ る 。 　 こ の 変
化 は 、 配 列 の 改 変 体 に 保 持 す る こ と が 好 ま し い 。 　 可 変 領 域 の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の 間 の 界 面 に 存
在 す る 残 基 も 、 改 変 体 に 完 全 に 残 す 方 が 好 ま し い 。 　 そ れ ら は す べ て 、 図 １ 、 ５ 、 ６ 、 10
中 の 「 埋 没 」 ラ イ ン 上 に 記 号 ＝ で 高 危 険 度 と 表 示 さ れ て い る 。 　 そ の 界 面 領 域 に お け る 側
鎖 は 、 構 造 体 内 に 深 く 埋 没 し 、 そ の た め 、 こ れ ら 側 鎖 は 異 種 で の 治 療 上 の 免 疫 原 性 反 応 を
誘 発 し な い よ う で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 修 飾 配 列 が 設 計 さ れ た な ら ば 、 完 全 な 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNAを 合 成 し （ 例 え ば 、 Shi
nha et al., Nucleic Acids Res.、 12巻 、 4539～ 4557頁 、 1984年 に 記 載 さ れ て い る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 合 成 法 に よ っ て 合 成 す る ） 、 構 築 し （ 例 え ば 、 Innis eds.、 PCR Protocols
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、 Academic Press社 、 1990年 ； お よ び Better et al., J. Biol. Chem.、 267 巻 、 16712～
16118頁 、 1992年 に も 記 載 さ れ て い る Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ っ て ） 、 ク ロ ー ン 化 し 発 現 し （ 例 え ば
、 Ausubel et al. eds.、 Current Protocols in Molecular Biology、 John Wiley & Sons
、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1989年 ； お よ び Robinson et al., Hum. Antibod. Hybridomas、 ２ 巻 、 8
4～ 93頁 、 1991年 に も 記 載 の 標 準 方 法 に よ っ て ） 、 次 い で 、 特 異 的 抗 原 結 合 活 性 に つ い て
最 終 的 に 試 験 す る （ 例 え ば 、 Harlow et al. eds.、 Antibodies: A Laboratory Manual、 C
hapter 14、 Cold Spring Harbor Laboratory、 Cold Spring Harbor, 1988年 ； お よ び Muns
on et al., Anal. Biochem.、 107巻 、 220～ 239頁 、 1980年 に 記 載 の 競 合 測 定 法 に よ る ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 あ る 種 の 自 己 免 疫 疾 病 を 免 疫 毒 素 の 接 合 体 で 治 療 す る こ と が 、 本 願 出 願 に て 参 考 文 献 と
し て 組 み 込 ん だ 、 本 願 出 願 と 共 通 し て 譲 渡 さ れ て い る 係 属 中 の 1991年 ９ 月 13日 出 願 の 米 国
特 許 出 願 第  07/759,297 号 、 お よ び  Bernhard et al.,の  "Materials Comprising and Me
thods of Preparation and Use for Ribosome-Inactivating Proteins" な る 発 明 の 名 称
の 1992年 12月 ９ 日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 に 記 載 さ れ て い る 。 　 抗 Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン の よ
う な 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 細 胞 毒 性 分 子 に 接 合 す る こ と が で き る 。 　 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 接 合
さ れ る 細 胞 毒 性 分 子 は 、 レ ク チ ン Ａ も し く は リ シ ン Ａ 鎖 の よ う な い く つ か の 毒 素 の い ず れ
か で あ る 。 　 先 に 引 用 し た 米 国 特 許 願 第  07/759,297 号 に も 、 抗 Ｔ 細 胞 免 疫 毒 素 を 提 供 す
る リ シ ン Ａ 鎖 に 接 合 さ れ た 抗 Ｃ Ｄ ５ 抗 体 の 用 途 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 各 種 の 自 己 免 疫 疾 患 の 一 般 的 説 明 は 、 The Autoimmune Diseases (Rose & Mackey eds.,
1985年 ） に 記 載 さ れ て い る 。 　 自 己 免 疫 疾 患 は と り わ け 、 Ｂ 細 胞 活 性 が 過 剰 に な り 、 か つ
減 少 し た 、 強 化 さ れ た 、 ま た は 不 適 切 な Ｔ 細 胞 活 性 が 特 徴 で あ る 。 　 こ の よ う な Ｔ 細 胞 の
活 性 変 化 は 、 自 己 抗 体 の 過 剰 産 生 を も た ら す こ と が あ る 。 　 自 己 免 疫 疾 患 は 、 そ の 徴 候 が
複 雑 か つ 多 様 で あ る が 、 共 通 の 特 徴 は 免 疫 系 が 損 傷 し て い る こ と に あ る 。 　 抗 パ ン Ｔ 細 胞
免 疫 グ ロ ブ リ ン を 投 与 す る こ と に よ っ て 循 環 し て い る Ｔ 細 胞 を 治 療 し て 減 ら す と 、 自 己 免
疫 疾 患 の 患 者 の 臨 床 過 程 と 予 後 が 改 善 さ れ る 。 　 抗 Ｃ Ｄ ５ 抗 体 に よ る 治 療 に つ い て は 、 Ｃ
Ｄ ５  Ｂ 細 胞 を 付 加 的 に 減 少 す る 他 の 有 利 な 作 用 が あ る 。 　 す な わ ち 、 Ｃ Ｄ ５  Ｂ 細 胞 が い
く つ か の 自 己 免 疫 疾 患 に 関 与 し て い る の で あ る 。 　 ヒ ト 型 化 抗 体 が 調 製 さ れ た な ら ば 、 自
己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る の に 有 用 で あ る 。 　 こ の 点 に つ い て 、 抗 Ｃ Ｄ ５ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 の 例 と し て 提 供 す る も の で あ る 。 　 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ
リ ン の 一 例 は 、 成 熟 Ｔ 細 胞 の 表 面 抗 原 に 対 し て 主 と し て 反 応 性 で あ る が 、 10～ 20％ の 成 熟
Ｂ 細 胞 と も 反 応 性 で あ る Ｃ Ｄ ５ 抗 体 で あ る 。 　 非 ヒ ト 動 物 の 自 己 免 疫 疾 患 の モ デ ル に 、 抗
パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 用 い て 得 た デ ー タ は 、 ヒ ト 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る の に か よ
う な 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 使 用 す る 場 合 の 作 用 が 予 測 で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 を 達 成 す る た め に 、 抗 体 の よ う な 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 抗 原 と 「 反 応 性 」 か 、 あ る
い は 抗 原 に 「 結 合 」 し 、 抗 原 と 相 互 に 作 用 す る と 抗 原 － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 複 合 体 を 生 成 す る
。 　 抗 原 は 一 般 に 、 独 特 な 表 面 タ ン パ ク 質 ま た は マ ー カ ー で あ る 。 　 最 も 好 ま し い マ ー カ
ー は 、 Ｃ Ｄ ５ 抗 原 ク ラ ス タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 多 く の 起 源 か ら 得 る こ と が で き る 。 　 こ の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン は 、 ほ と ん ど の 成 熟 Ｔ 細 胞 と 反 応 性 か 、 ま た は Ｔ 細 胞 と Ｂ 細 胞 、 も し く は ナ チ ュ ラ ル
キ ラ ー (NK)細 胞 の よ う な 他 の リ ン パ 系 細 胞 と の 両 方 に 反 応 性 で あ る 。 　 こ の 免 疫 グ ロ ブ リ
ン に は 、 合 成 物 も し く は 組 換 体 で も よ く 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 類 、 ヒ ト 型 化 抗 体 類 、 ハ
イ ブ リ ッ ド 抗 体 類 、 ま た は こ れ ら の い ず れ か の 誘 導 体 の よ う な 遺 伝 子 工 学 に よ っ て 得 ら れ
た 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 キ メ ラ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 抗 体 も し く は ペ プ チ ド は 、 キ メ ラ DNAの 産 物 と し て 異 な る 種
由 来 の 融 合 タ ン パ ク 質 で 構 成 さ れ て い る 。 　 キ メ ラ DNAは 、 二 種 以 上 の 哺 乳 類 の 種 由 来 の
遺 伝 物 質 を 含 有 す る 組 換 え DNAで あ る 。 　 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 一 部 分 が 第 一 の 遺 伝
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子 起 源 由 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 抗 体 ま た は ペ プ チ ド 中 の 対 応 す る 配 列 由 来 か 、 ま た は こ の
配 列 に 相 同 性 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 一 方 で 、 そ の 配 列 の 他 の セ グ メ ン ト は 、 他 方 の 遺 伝
子 起 源 の 対 応 す る 配 列 に 対 し て 相 同 性 で あ る 。 　 例 え ば 、 キ メ ラ 抗 体 ペ プ チ ド は 、 マ ウ ス
の 可 変 領 域 と ヒ ト の 不 変 領 域 を 有 す る 抗 体 Ｈ 鎖 を 含 有 し て い て も よ い 。 　 そ の 二 つ の 遺 伝
子 起 源 と し て は 、 一 般 に 二 つ の 種 が 含 ま れ る が 、 時 に は 一 つ の 種 の 異 な る 起 源 が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 キ メ ラ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 抗 体 ま た は ペ プ チ ド は 一 般 に 組 換 分 子 法 お よ び ／ ま た は 組 換
細 胞 法 を 用 い て 産 生 さ れ る 。 　 一 般 に 、 キ メ ラ 抗 体 は 、 一 つ の 哺 乳 類 種 由 来 の 抗 体 の 可 変
領 域 に 似 た Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の 両 方 の 可 変 領 域 を 有 し 、 一 方 そ の 不 変 部 分 は 第 二 の 異 な る 哺 乳 類
種 由 来 の 抗 体 の 配 列 に 相 同 性 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 し か し 、 キ メ ラ 抗 体 の 定 義 は こ の 例 に 限 定 さ れ な い 。 　 キ メ ラ 抗 体 は 、 Ｈ 鎖 と Ｌ 鎖 の い
ず れ か 、 も し く は 両 方 が 、 起 源 が ク ラ ス が 異 な る か 、 抗 原 応 答 が 異 な る か 、 ま た は 起 源 種
が 異 な っ て い る か に か か わ ら ず 、 お よ び 融 合 部 位 が 可 変 部 ／ 不 変 部 の 境 界 に あ る か 否 か に
か か わ ら ず 、 異 な る 起 源 の 抗 体 の 配 列 に 似 て い る 配 列 の 組 合 わ せ で 構 成 さ れ て い る 抗 体 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 ヒ ト 型 化 」 、 「 ヒ ト 様 」 ま た は 「 人 間 工 学 に よ る 」 と い う 用 語 は 、 そ の 不 変 領 域 が ヒ
ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 少 な く と も 約 80％ も し く は そ れ を 超 え る 相 同 性 を 有 し 、 か つ 、 そ の 非
ヒ ト （ す な わ ち 、 マ ウ ス ） の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 残 基 の い く つ か が 改 変 さ れ て ヒ ト 起 源 の
ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ヒ ト 型 化 抗 体 は 、 「 再 形 成 し た 」 抗 体 と 呼 ぶ こ と が で き る 。 　 相 補 性 決 定 領 域 (CDRs)を
操 作 す る こ と が 、 ヒ ト 型 化 抗 体 を 調 製 す る 一 つ の 手 段 で あ る （ 例 え ば 、 Jones et al., Re
placing the Complementarity-Determining Regions in a Human Antibody with Those f
rom a Mouse 、 Nature、 321巻 、 522～ 525頁 、 1988年 ； Riechmann et al., Reshaping Hum
an Antibodies for Therapy、 Nature、 332巻 、 323～ 327頁 、 1988年 参 照 ） 。 　 キ メ ラ 抗 体
と ヒ ト 型 化 抗 体 に 関 す る 総 説 の 文 献 と し て は 、 Winterと Milstein、 Man-Made Antibodies
、 Nature、 349巻 、 293～ 299頁 、 1991年 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と し て は 、 マ ウ ス 、 ヒ ト な ど の 哺 乳 類 の 起 源 の IgMも し く は IgG
の イ ソ タ イ プ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 本 願 で は 、 「 MoAb」 と 称 す る ） が 好 ま し い 。 　 最 も
好 ま し く は 、 MoAbは Ｔ 細 胞 と Ｂ 細 胞 の 両 方 に 見 ら れ る Ｃ Ｄ ５ 抗 原 と 反 応 性 で あ る 。 　 他 の
動 物 種 の MoAbは 、 類 似 の 非 ヒ ト 哺 乳 類 の マ ー カ ー を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 MoAbの 各 種 調 製 法 は 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 本 願 出 願 に て 参 考 文 献 と し
て 組 み 込 ん だ Goding、 Monoclonal Antibodies； Principles and Practice (第 ２ 版 、 Acad
emic Press社 、 1986年 を 参 照 の こ と ) 。 　 好 ま し く な い 形 態 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン と し て は 、
例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で 精 製 し て 実 質 的 に 単 一 特 異 性 抗 体 集 団
を 製 造 す る と い う 、 当 技 術 分 野 の 当 業 者 に と っ て 公 知 の 方 法 で 製 造 で き る も の が あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ヒ ト Ｃ Ｄ ５ 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 原 の 組 み 合 わ せ を 用 い て
、 共 通 し た ヒ ト Ｃ Ｄ ５ 抗 原 だ け を 有 す る 抗 原 を ス ク リ ー ニ ン グ す る か 、 ま た は 抗 Ｃ Ｄ ５ モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の み に 対 し て 特 異 的 に 設 計 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 法 に よ っ て 得 る こ
と が で き る 。 　 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ５ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 下 記 の 方 法 に よ っ て 製 造
す る こ と が で き る 。 　 す な わ ち 、 １ )Ｃ Ｄ ５ 抗 原 を 発 現 す る ヒ ト Ｔ 細 胞 で 免 疫 化 し 、 得 ら
れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を (Nishimura et al., Eur. J. Immunol., 18、 747-753頁 、 1988年 に
記 載 さ れ た 方 法 と 類 似 の 方 法 で 構 築 し た ） ヒ ト Ｃ Ｄ ５ で 形 質 変 換 さ れ た 非 ヒ ト 細 胞 系 に 対
す る 反 応 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ； ２ )ヒ ト Ｃ Ｄ ５ で 形 質 変 換 さ れ た 非 ヒ ト 細
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胞 系 で 免 疫 化 し 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を Ｃ Ｄ ５ 抗 原 を 発 現 す る ヒ ト Ｔ 細 胞 系 に 対 す る
反 応 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ； ３ )ヒ ト Ｃ Ｄ ５ を 発 現 す る ヒ ト ま た は 非 ヒ ト の
細 胞 系 で 免 疫 化 し 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 存 在 す る 抗 Ｃ Ｄ ５ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ
ト Ｔ 細 胞 に 対 す る 反 応 性 を 阻 害 す る 性 能 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ； ４ )ヒ ト Ｃ Ｄ
５ を 発 現 す る ヒ ト も し く は 非 ヒ ト の 細 胞 系 で 免 疫 化 し 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 精 製 さ
れ た 未 変 性 も し く は 組 換 え の Ｃ Ｄ ５ 抗 原 と の 反 応 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 ； ま
た は 、 ５ )ヒ ト Ｃ Ｄ ５ 抗 原 の 組 換 え 誘 導 体 で 免 疫 化 し 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を Ｃ Ｄ ５
を 発 現 す る ヒ ト Ｔ 細 胞 系 に 対 す る 反 応 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 、 に よ っ て 得 ら
れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 で の 使 用 に 好 適 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 The American Type Culture Collecti
on（ A.T.C.C.)(米 国 、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 ロ ッ ク ビ ル ） に 受 託 番 号  HB9286 で 寄 託 さ れ た ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 XMMLY-H65(Ｈ 65） に よ っ て 製 造 さ れ る 。 　 好 ま し い 抗 体 は 、 マ ウ ス の
Ｈ 65抗 体 の ヒ ト 型 化 の も の を 用 い て 、 本 願 に 開 示 し た の と 同 様 に し て 製 造 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ヒ ト 抗 原 に 対 す る ヒ ト MoAbの 生 成 は 、 当 該 技 術 分 野 で は 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 Kodaと Gr
assy、 Hum. Antibod. Hybridomas、 1(1)巻 、 15～ 22頁 、 1990年 参 照 ） 。 　 か よ う な MoAbを
生 成 さ せ る こ と は 通 常 の 方 法 で は 困 難 で あ る 。 　 従 っ て 、 非 ヒ ト 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 、 例
え ば 、 F(ab')2も し く は 超 可 変 領 域 を 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 、 例 え ば 、 本 願 に て 参 考 文 献
と し て 組 み 込 ん だ 米 国 特 許 第  4,816,397号 お よ び 欧 州 特 許 公 報 第 173,494号 お よ び 第 239,4
00号 に 記 載 さ れ て い る 一 般 的 な 改 変 法 を 用 い て 、 ヒ ト の 不 変 領 域 (Fc)ま た は 枠 組 領 域 で 改
変 し 、 実 質 的 な ヒ ト 分 子 を 製 造 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 あ る い は 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト MoAbま た は そ の 一 部 分 を コ ー ド す る DNA
を 、 本 願 に て 参 考 文 献 と し て 組 み 込 ん だ 、 Huse et al., Science、 246巻 、 1275～ 1281頁
、 1989年 ； Marks et al., J. Mol. Biol., 222巻 、 581～ 597頁 、 1991年 に 略 述 さ れ て い る
一 般 的 な 手 順 に よ っ て 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 由 来 の DNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 次 の 所
望 の 特 異 性 抗 体 （ ま た は 、 結 合 断 片 ） を コ ー ド す る 配 列 を ク ロ ー ン 化 し 、 増 幅 す る こ と に
よ っ て 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 願 で 具 体 的 に 述 べ て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 加 え て 、 他 の 「 実 質 的 に 相 同 性 の 」 改 変 免
疫 グ ロ ブ リ ン は 、 当 該 技 術 分 野 の 当 業 者 に と っ て 公 知 の 各 種 の 組 換 え DNA法 を 利 用 し て 、
容 易 に 設 計 し 製 造 す る こ と が で き る 。 　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 の 改 変 は 、 例 え ば 、 本 願 に
て 参 考 文 献 と し て 組 み 込 ん だ 、 Gillmanと Smith、 Gene、 ８ 巻 、 81～ 97頁 、 1979年 ； Robert
s et al., Nature、 328巻 、 731～ 734頁 、 1987年 に あ る 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 の よ う な
各 種 の 公 知 の 方 法 で 容 易 に 達 成 す る こ と が で き 、 ま た 、 抗 体 の 結 合 親 和 性 に 影 響 す る 改 変
法 も 、 本 願 出 願 に て 参 考 文 献 と し て 組 み 込 ん だ 、 McCafferty et al., Nature、 348巻 、 55
2～ 554頁 、 1990年 に 略 述 さ れ て い る 一 般 的 手 順 を 用 い て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 抗 体 ま た は ペ プ チ ド は 、 標 準 の 抗 体 － 抗 原 検 定 法 ま
た は リ ガ ン ド － 受 容 体 検 定 法 に よ っ て 測 定 さ れ る よ う に 、 Ｔ 細 胞 と 結 合 す る か 、 も し く は
Ｔ 細 胞 と 結 合 で き る 場 合 、 Ｔ 細 胞 に 対 し て 特 異 的 で あ る 。 　 か よ う な 検 定 法 の 例 と し て は
、 競 合 検 定 法 、 免 疫 細 胞 化 学 検 定 法 、 飽 和 検 定 法 、 ま た は ELISA法 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ
イ 法 お よ び 流 動 細 胞 計 測 検 定 法 の よ う な 標 準 的 な 免 疫 検 定 法 が あ る 。 　 ま た 特 異 性 に 関 す
る 上 記 の 定 義 に は 、 相 補 的 可 変 領 域 と 不 変 領 域 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 立 体 配 座 に 適 切
な も の と し て 適 正 に 組 み 込 ま れ た 場 合 、 Ｔ 細 胞 だ け と 結 合 す る か 、 ま た は Ｔ 細 胞 と 結 合 で
き る 単 一 の Ｈ 鎖 お よ び ／ ま た は Ｌ 鎖 、 CDRs、 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は Ｈ 鎖 お よ び ／ ま た は
Ｌ 鎖 の 断 片 が 該 当 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 競 合 検 定 法 で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 抗 体 ま た は ペ プ チ ド 断 片 が 、 抗 原 と 結 合 す る 性 能 は
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、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 抗 体 も し く は ペ プ チ ド と 抗 原 と の 結 合 が 、 公 知 の 化 合 物 の 結 合 性 と 競
合 す る 性 能 を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。 　 多 数 の タ イ プ の 競 合 検 定 法 が 知 ら れ て
お り 、 本 明 細 書 に て 検 討 さ れ て い る 。 　 あ る い は 、 阻 害 剤 が 存 在 し な い 場 合 の 試 験 化 合 物
の 結 合 性 を 測 定 す る 検 定 法 も 使 用 で き る 。 　 例 え ば 、 分 子 な ど の 化 合 物 が Ｔ 細 胞 と 結 合 す
る 性 能 は 、 対 象 の 分 子 に 直 接 標 識 を つ け る こ と に よ っ て 検 出 で き る し 、 ま た は 標 識 を 用 い
ず に 各 種 の サ ン ド イ ッ チ 検 定 法 の 方 式 を 用 い て 間 接 的 に 検 出 で き る 。 　 競 合 結 合 検 定 法 の
よ う な 多 種 類 の 結 合 検 定 法 が 知 ら れ て い る 。 　 例 え ば 、 本 願 出 願 に て 参 考 文 献 と し て 組 み
込 ん だ 、 米 国 特 許 第 3,376,110号 ； 同 第 4,016,043号 ； Harlowと Lane、 Antibodies： A Labo
ratory Manual、 Cold Spring Harbor Publications 、 N.Y.、 1988年 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 競 合 検 定 法 を 用 い ず に 、 試 験 化 合 物 が 一 成 分 だ け と 結 合 す る こ と を 測 定 す る 検 定 法 も 利
用 で き る 。 　 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 Ｔ 細 胞 マ ー カ ー の 存 在 を 同 定 す る の に 使 用 す る
こ と が で き る 。 　 ELISA法 の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 検 定 法 の 標 準 法 を 利 用 で き る （ Har
lowと Laneの 前 記 文 献 参 照 ） 。 　 使 用 で き る 各 種 の シ グ ナ ル 生 成 系 を 検 討 す る に は 、 本 願
出 願 に て 参 考 文 献 と し て 組 み 込 ん だ 、 米 国 特 許 第  4,391,904号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 他 の 検 定 法 で は 、 抗 原 － 抗 体 相 互 作 用 に よ っ て 起 こ る 各 種 の 生 理 学 的 変 化 ま た は 化 学 的
変 化 の 有 無 の 検 定 が 行 わ れ る 。 　 本 願 出 願 に て 参 考 文 献 と し て 組 み 込 ん だ 、 Receptor-Eff
ector Coupling-A Practical Approach (Hulme eds.、 IRL Press社 、 オ ッ ク ス フ ォ ー ド 、
1990年 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 型 化 抗 体 は 、 標 識 付 可 能 な 細 胞 マ ー カ ー を 有 す る 疾 患 に か か っ て い る 患 者
に 投 与 す る こ と が で き る 。 　 こ の よ う な 疾 患 に は 、 限 定 は な い が （ 全 身 性 狼 瘡 紅 斑 お よ び
狼 瘡 腎 炎 を 含 む ） 狼 瘡 、 （ 苔 癬 硬 化 症 、 局 限 性 強 皮 症 お よ び 偏 平 苔 癬 を 含 む ） 硬 皮 症 、 慢
性 関 節 リ ウ マ チ と 脊 椎 関 節 症 、 甲 状 腺 炎 、 尋 常 性 天 疱 瘡 、 第 一 種 真 性 糖 尿 病 、 進 行 性 全 身
性 硬 化 症 、 再 生 不 良 性 貧 血 、 重 症 筋 無 力 症 、 多 発 性 筋 炎 と 皮 膚 筋 炎 を 含 む 筋 炎 、 シ ェ ー グ
レ ン 病 、 膠 原 病 、 多 発 性 動 脈 炎 、 （ ク ロ ー ン 病 お よ び 潰 瘍 性 大 腸 炎 を 含 む ） 炎 症 性 腸 疾 患
、 多 発 性 硬 化 症 、 乾 癬 な ら び に 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 の よ う な 自 己 免 疫 疾 患 ； ウ ィ ル ス の 感
染 に よ っ て 起 こ る 疾 患 ； カ ビ の 感 染 に よ っ て 起 こ る 疾 患 ； 寄 生 虫 に よ っ て 起 こ る 疾 病 な ど
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 抗 体 ま た は ペ プ チ ド は 、 患 者 に 対 し て 単 独 で 、 ま た は 二
種 以 上 の 抗 体 、 他 の 治 療 剤 、 組 成 物 な ど 、 特 に 限 定 は な い が 免 疫 抑 制 剤 、 増 強 剤 お よ び 副
作 用 軽 減 剤 を 含 め て 混 合 物 で 投 与 す る こ と が で き る 。 　 特 に 重 要 な の は 、 宿 主 の ア レ ル ギ
ー 反 応 な ど の 望 ま し く な い 反 応 を 抑 制 す る の に 有 用 な 免 疫 抑 制 剤 で あ る 。 　 免 疫 抑 制 剤 に
は 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ロ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 シ ク ロ ス ポ
リ ン 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 メ ト ト レ キ サ ー ト 、 ア ザ チ オ プ リ ン お よ び γ － グ ロ ブ リ ン が
含 ま れ て い る 。 　 こ れ ら の 薬 剤 は す べ て 、 The Physician's Desk Reference 41版 、 1987
年 に 開 示 さ れ て い る よ う な 一 般 に 受 け 入 れ ら れ て い る 有 効 投 与 量 の 範 囲 内 で 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 免 疫 抑 制 剤 に 加 え て 、 脈 管 形 成 阻 害 剤 の よ う な 他 の 化 合 物 を 抗 パ ン Ｔ 免 疫 グ ロ ブ リ ン と
と も に 投 与 す る こ と も で き る 。 　 Peacock et al., Arthritis and Rheum.、 35巻 、 （ 補 遺
） 、 Abstract、 for ACR Meeting No.B141(1992年 ９ 月 ） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 注 射 用 と 局 所 用
形 態 の よ う に 、 各 種 の 製 剤 に 処 方 す る こ と が で き る 。 　 非 経 口 の 処 方 が 本 願 に 用 い る の に
好 ま し い が 、 最 も 好 ま し い の は 筋 肉 内 （ i.m.） ま た は 静 脈 内 （ i.v.） 投 与 で あ る 。 　 抗 パ
ン Ｔ 細 胞 抗 体 の 治 療 上 有 効 量 を 含 有 す る 製 剤 は 、 滅 菌 液 体 の 水 剤 、 液 体 の 懸 濁 液 剤 ま た は
凍 結 乾 燥 し た 製 剤 で あ り 、 任 意 に 安 定 剤 と 賦 形 剤 を 含 有 し て い る 。 　 凍 結 乾 燥 さ れ た 組 成
物 は 適 切 な 希 釈 剤 、 例 え ば 、 注 射 用 の 水 、 生 理 食 塩 水 、 0.3％ グ リ シ ン な ど を 用 い て 、 宿
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主 の 体 重 １ kg当 た り 約 0.01mgか ら 約 10mgま で 、 も し く は そ れ 以 上 の レ ベ ル で 再 調 製 さ れ る
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 有 す る 薬 学 的 組 成 物 は 、 一 般 に 治 療 さ れ る 動 物 の 体 重
１ kg当 た り 約 0.01～ ５ mgの 範 囲 内 の 治 療 上 有 効 な 投 与 量 で 投 与 さ れ る 。 　 抗 パ ン Ｔ 細 胞 抗
体 の 好 ま し い 投 与 量 の 範 囲 は 、 治 療 さ れ る 動 物 の 体 重 １ kg当 た り 約 0.05～ ２ mgで あ る 。 　
上 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 投 与 量 は 、 毎 日 静 脈 注 射 に よ っ て １ 日 だ け か 、 も し く は 数 日 間 に わ
た っ て 投 与 す る 。 　 例 え ば 、 体 重 70kgの 患 者 に つ い て は １ 日 当 た り 約 0.7～ 700mgが 好 ま し
い 投 与 量 で あ る 。 　 よ り 好 ま し い 投 与 量 は 、 １ 日 当 た り 約 3.5～ 140mgで あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 ク モ 膜 下 腔 内 、 腹 腔 内 、 脈 管 空 間 内 ま
た は 関 節 内 に 注 射 す る こ と に よ っ て 全 身 に 投 与 で き る （ 例 え ば 、 １ 日 当 た り 関 節 流 １ ccに
対 し て 約 １ μ gよ り 多 い 投 与 量 で 関 節 内 注 射 を 行 う ） 。 　 投 与 量 は 、 採 用 さ れ た 抗 パ ン Ｔ
細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 性 質 、 例 え ば 、 そ の 活 性 と 生 物 学 的 半 減 期 、 製 剤 中 の 抗 パ ン Ｔ 細 胞
抗 体 の 濃 度 、 投 与 の 部 位 と 頻 度 、 関 連 患 者 の 臨 床 耐 性 、 患 者 が か か っ て い る 自 己 免 疫 疾 患
な ど に 依 存 し て い る が 、 こ れ ら の こ と は 当 業 者 の 知 識 の 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 溶 液 で 投 与 す る こ と が で き る 。 　 そ の 溶 液 の
pHは 約 5.0～ 9.5の 範 囲 内 で な け れ ば な ら ず 、 pH6.5～ 7.5が 好 ま し い 。 　 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫
グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 誘 導 体 は 、 リ ン 酸 塩 、 ト リ ス （ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン 塩
酸 塩 ま た は ク エ ン 酸 塩 な ど の よ う な 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 緩 衝 剤 を 含 有 す る 溶 液 で な け れ ば
な ら な い 。 　 緩 衝 剤 の 濃 度 は 、 約 １ ～ 100mMの 範 囲 内 で な け れ ば な ら な い 。 　 ま た 、 抗 パ
ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 有 す る 溶 液 は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム ま た は 塩 化 カ リ ウ ム の よ う な
塩 を 約 50～ 150mMの 濃 度 で 含 有 し て い て も よ い 。 　 ア ル ブ ミ ン 、 グ ロ ブ リ ン 、 界 面 活 性 剤
、 ゼ ラ チ ン 、 プ ロ タ ミ ン ま た は プ ロ タ ミ ン の 塩 の よ う な 安 定 剤 の 有 効 量 を 含 有 し て い て も
よ く 、 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 有 す る 溶 液 に 、 も し く は 溶 液 を 構 成 す る 組 成 物 に
添 加 し て も よ い 。 　 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 全 身 投 与 は 、 キ メ ラ 形 も し く は ヒ ト 型
化 形 態 の 場 合 に は 、 一 般 に ２ ～ ３ 日 毎 ま た は 一 週 間 に 一 回 行 わ れ る 。 　 あ る い は 、 毎 日 の
投 与 が 有 効 で あ る 。 　 通 常 、 投 与 は 筋 肉 内 注 射 ま た は 脈 管 内 注 入 に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ま た 、 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 治 療 上 有 効 な 濃 度 の 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ
ン を 皮 膚 科 学 的 賦 形 剤 に 含 有 さ せ て 、 局 部 治 療 用 の 局 所 製 剤 に 処 方 さ れ る 。 　 局 所 製 剤 は
、 乾 癬 お よ び 狼 瘡 に 関 連 す る 皮 膚 炎 の よ う な 皮 膚 の 病 変 を 治 療 す る の に 有 用 で あ る 。 　 投
与 さ れ る 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 量 と 、 局 所 用 製 剤 中 の 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の 濃 度 は 、 選 択 さ れ た 賦 形 剤 、 患 者 の 臨 床 症 状 、 製 剤 中 の 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の 全 身 毒 性 と 安 定 性 に 依 存 し て い る 。 　 従 っ て 、 医 師 は 製 剤 中 に 適 切 な 濃 度 の 抗 パ ン Ｔ 細
胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 有 す る 適 切 な 製 剤 と 、 問 題 の 患 者 ま た は 類 似 の 患 者 に つ い て の 臨 床
経 験 に よ っ て 投 与 さ れ る 製 剤 の 量 を 採 用 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 局 所 製 剤 中 の 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 濃 度 は 、 約 0.1～ 25mg/mlの 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 局 所 製 剤 に 用 い る 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 濃 度 は 、 一 般 に 約 １ ～ 20mg/mlの 範 囲
内 に あ る 。 　 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 固 体 分 散 液 剤 と 可 溶 化 製 剤 も 利 用 で き る 。 　
従 っ て 、 賦 形 剤 に 使 用 さ れ る 正 確 な 濃 度 は 、 治 療 応 答 を 最 適 化 す る た め に 、 適 当 の 実 験 を
行 っ て も よ い 。 　 皮 膚 の 炎 症 を 治 療 す る 際 に は 、 １ ％ w/wの ヒ ド ロ ゲ ル 賦 形 剤 を 用 い て 、
賦 形 剤 100ｇ 当 た り 約 10mgよ り 多 い 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 有 効 で あ る 。 　 ゲ ル に
加 え た 適 切 な 賦 形 剤 と し て は 、 鉱 油 、 ペ ト ロ ラ タ ム な ど を 用 い る 水 中 油 型 ま た は 油 中 水 型
の エ マ ル ジ ョ ン な ど が あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 経 皮 治 療 シ ス テ ム を 使 用 す る こ と に よ っ て 任 意 に 局 所
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に 投 与 す る こ と が で き る （ Barry、 Dermatological Formulations、 181頁 、 1983年 ） 。 　
か よ う な 局 所 放 出 シ ス テ ム は 、 主 と し て 低 分 子 量 の 薬 品 を 経 皮 投 与 す る た め に 設 計 さ れ て
き た が 、 定 義 の 上 で は 、 経 皮 放 出 す る こ と が で き る 。 　 こ の シ ス テ ム は 、 速 度 を 制 御 す る
微 孔 性 の 膜 を 適 切 に 選 択 す る こ と に よ っ て 、 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 誘 導
体 お よ び 関 連 す る 治 療 用 タ ン パ ク 質 を 投 与 す る た め に 容 易 に 採 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 製 剤 は 、 全 身 放 出 用 ま た は 局 所 放 出 用 に 利 用 す る こ と が
で き 、 非 経 口 投 与 用 に 先 に 述 べ た 賦 形 剤 な ら び に 補 助 溶 剤 、 界 面 活 性 剤 、 油 、 湿 潤 剤 、 軟
化 薬 、 保 存 剤 、 安 定 剤 、 お よ び 酸 化 防 止 剤 の よ う な 局 所 製 剤 に 用 い ら れ る 他 の 賦 形 剤 を 含
有 し て い て も よ い 。 　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 緩 衝 剤 、 例 え ば 、 ト リ ス ま た は リ ン 酸 塩 の 緩 衝
剤 を 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 投 与 は 鼻 腔 内 ま た は 他 の 非 経 口 で な い ル ー ト で も よ い 。 　 ま た 、 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ
ブ リ ン は 、 血 液 を 含 む 所 定 の 組 織 中 に 置 い た 微 小 球 体 、 リ ポ ソ ー ム な ど の 微 小 粒 子 放 出 シ
ス テ ム に よ っ て 投 与 で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ま た 、 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 エ ア ロ ゾ ル で 投 与 し て 肺 へ の 局 所 放 出 を 行 う こ
と が で き る 。    こ れ は 水 性 エ ア ロ ゾ ル ま た は リ ポ ソ ー ム 製 剤 を 調 製 す る こ と で 達 成 さ れ
る 。 　 非 水 性 （ 例 え ば 、 フ ッ 化 炭 化 水 素 の 噴 射 剤 ） の 懸 濁 液 が 使 用 で き る 。 　 エ ア ロ ゾ ル
を 調 製 す る た め に 音 波 噴 霧 器 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 　 音 波 噴 霧 器 を 使 え ば 、 抗 パ ン
Ｔ 細 胞 抗 体 ま た は そ の 誘 導 体 の 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 分 解 を も た ら す 剪 断 力 へ の
暴 露 が 極 力 抑 制 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 通 常 、 水 性 エ ア ロ ゾ ル は 、 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 通 常 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担
体 と 安 定 剤 と の 水 溶 液 も し く は 懸 濁 液 を 配 合 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ る 。 　 担 体 と 安 定
剤 は 、 特 定 の 抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 必 要 条 件 に よ っ て 選 択 さ れ る が 、 一 般 に 、 非
イ オ ン 界 面 活 性 剤 類 （ Tweens、 Pluronicsま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） 、 血 清 ア ル ブ
ミ ン の よ う な 無 害 の タ ン パ ク 質 類 、 ソ ル ビ タ ン エ ス テ ル 類 、 オ レ イ ン 酸 、 レ シ チ ン 、 グ リ
シ ン の よ う な ア ミ ノ 酸 類 、 緩 衝 剤 類 、 塩 類 、 糖 類 ま た は 糖 ア ル コ ー ル 類 が 挙 げ ら れ る 。 　
製 剤 は 滅 菌 さ れ る 。 　 エ ア ロ ゾ ル は 、 一 般 に 等 張 液 か ら 製 造 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 上 記 し た 各 方 法 は 、 以 下 の 実 施 例 で 例 示 さ れ る が 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。 　
す な わ ち 、 本 発 明 を 、 具 体 的 な 実 施 例 と 好 ま し い 実 施 態 様 に よ っ て 以 下 に 説 明 す る が 、 当
該 技 術 分 野 の 当 業 者 で あ れ ば 、 変 更 と 修 正 を 想 到 す る も の と 思 わ れ る の で 、 特 許 請 求 さ れ
た 本 願 発 明 の 範 疇 に 包 含 さ れ る 多 く の 変 更 と 修 正 が 本 願 に 包 含 さ れ る べ き で あ る 。 　 ま た
、 本 願 で 引 用 し た す べ て の 文 献 は 、 本 願 の 参 考 文 献 と し て 組 み 込 む も の と す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　
　 抗 体 可 変 領 域 の 抗 原 に 対 す る 固 有 の 親 和 性 を 減 退 す る こ と な く 、 ヒ ト に 関 す る そ の 免 疫
原 性 を 減 退 さ せ な が ら 改 変 す る こ と が で き る 、 Ｈ 65と 命 名 さ れ た マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 可 変 領 域 の 低 危 険 度 残 基 を 同 定 す る こ と に よ っ て 、 改 変 抗 体 可 変 領 域 を 調 製 す る た め
に 、 本 発 明 の 方 法 を 利 用 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Ｈ 65の 可 変 領 域 の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 が 、 そ れ ぞ れ ヒ ト κ 連 鎖 の サ ブ グ ル ー プ １ の 共 通 配 列 （ 「
hK1」 ） お よ び ヒ ト Ｈ 鎖 の サ ブ グ ル ー プ ３ の 共 通 配 列 （ 「 hH3」 ） に 最 も よ く 似 て い る と 決
定 さ れ た 。 　 上 記 の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の 配 列 を 、 二 つ の ヒ ト サ ブ グ ル ー プ の 共 通 配 列 と 対 応 さ せ
て 図 ６ Ａ と ６ Ｂ に 示 し た 。 　 ま た 、 Ｈ 65配 列 は 、 配 列 番 号 ： 26と 28に 含 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
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実 施 例 １
Ａ ． マ ウ ス 可 変 領 域 中 の 低 危 険 度 残 基 の 同 定



　 図 ６ Ａ と ６ Ｂ に お い て 、 大 文 字 と 小 文 字 は 記 さ れ た 位 置 に お け る 保 存 度 を 示 す 。 　 例 え
ば 、 「 Ａ 」 は そ の サ ブ グ ル ー プ の 公 知 の ヒ ト 配 列 （ 小 さ く て 不 完 全 な 断 片 を 除 く ） 中 の そ
の 位 置 の 約 90～ 100％ に ア ラ ニ ン が 存 在 し て い る こ と を 示 し 、 一 方 、 「 ａ 」 は そ の サ ブ グ
ル ー プ の 公 知 の ヒ ト 配 列 中 の そ の 位 置 に そ の 時 点 の 約 50～ 90％ し か ア ラ ニ ン が 存 在 し な い
こ と を 示 す 。 　 小 文 字 の 「 ｘ 」 は そ の 位 置 で の そ の ア ミ ノ 酸 の 保 存 が 、 そ の 時 点 の 約 50％
よ り 少 な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 「 結 合 」 と い う 表 示 を し た ラ イ ン は 、 残 基 が CDRル ー プ の 抗 原 結 合 性 に 直 接 影 響 す る (-)
、 ま た は 直 接 に は 影 響 し な い (+)の い ず れ か で あ る こ と を 示 す 。 　 「 埋 没 」 ラ イ ン は 、 残
基 が 暴 露 さ れ て い る (+)、 埋 没 し て い る (-)、 ま た は 界 面 内 に あ る (=)こ と を 示 す 。 　 「 結
合 」 ま た は 「 埋 没 」 の ラ イ ン に お い て 「 ０ 」 は 残 基 の 抗 原 結 合 性 ま た は 配 置 に つ い て 中 間
的 意 味 を 有 す る 残 基 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 図 ６ Ａ と ６ Ｂ は 、 マ ウ ス Ｈ 65配 列 の 合 計 94位 を ヒ ト 共 通 配 列 と 対 応 さ せ た と こ ろ 、 ヒ ト
共 通 配 列 と は 異 な る こ と を 示 し て い る 。 　 こ れ ら 差 異 の 69個 は 、 中 危 険 度 （ 15個 の 位 置 ）
ま た は 高 危 険 度 （ 54個 の 位 置 ） で 生 じ て い る が 、 こ の こ と は そ の 位 置 の マ ウ ス の 残 基 が 抗
体 の 機 能 に と っ て 重 要 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 　 図 ６ の 「 Ｍ ／ Ｈ 」 ラ イ ン は 、 ど の 位
置 が 、 対 応 さ せ た 配 列 の 二 つ の 対 の 間 で 異 な る か を 具 体 的 に 示 し て い る 。 　 前 記 パ ラ グ ラ
フ に 示 し た 各 位 置 に お け る ヒ ト 残 基 の 危 険 レ ベ ル と 保 存 度 を 考 慮 し て 、 Ｍ ／ Ｈ ラ イ ン 中 Ｍ
も し く は ｍ で 示 し た Ｈ 65の 配 列 中 の 残 基 は 、 ヒ ト 型 化 し た 配 列 中 の 「 マ ウ ス 」 に 保 持 さ れ
る 残 基 と し て 同 定 さ れ る 一 方 で 、 Ｈ も し く は ｈ で 示 し た 残 基 は 「 ヒ ト 」 に 変 え る 残 基 と し
て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 マ ウ ス と ヒ ト の 配 列 が 異 な る 低 危 険 度 の 位 置 に 25の 差 異 が あ る 。 　 こ れ ら の 位 置 の （ 図
６ の Ｍ ／ Ｈ ラ イ ン に 「 Ｈ 」 と 表 示 し て あ る ） 13箇 所 は 、 マ ウ ス 残 基 が 高 度 に 保 存 さ れ て い
る ヒ ト 共 通 配 列 の ア ミ ノ 酸 と 対 応 し て い る 。 　 そ れ 故 に 、 そ の 位 置 の マ ウ ス 残 基 は 保 存 さ
れ た ヒ ト 残 基 に 変 え る べ き 残 基 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 マ ウ ス と ヒ ト の 配 列 が 異 な る （ 「 ｍ 」 と 表 示 し て あ る ） ４ 個 の 低 危 険 度 の 位 置 は 、 マ ウ
ス の 残 基 は 中 程 度 に 保 存 さ れ て い る ヒ ト 共 通 ア ミ ノ 酸 と 対 応 し て い る 。 　 し か し 、 マ ウ ス
の 残 基 は 、 ヒ ト の 抗 体 の 他 の 実 際 の 配 列 （ Proteins of Immunoglobulin Interestの Kabat
の 配 列 ） 中 の そ の 位 置 に 見 出 さ れ る の で 、 そ の 位 置 は 「 マ ウ ス 」 に 保 持 さ れ る べ き 位 置 と
し て 認 定 さ れ る 。 　 （ 「 ｈ 」 と 表 示 し て あ る ） ７ 個 の 低 危 険 度 の 位 置 は 、 マ ウ ス の 残 基 は
中 程 度 に 保 持 さ れ て い る ヒ ト 共 通 ア ミ ノ 酸 と 対 応 し て い る が 、 そ の マ ウ ス 残 基 は Kabatの
文 献 の 実 際 の ヒ ト 抗 体 の 配 列 の 該 当 す る 位 置 に は 見 ら れ な い 。 　 そ れ 故 に 、 こ れ ら の 位 置
は 「 ヒ ト 」 に 変 え る べ き 位 置 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
  マ ウ ス で ヒ ト の 配 列 が 異 な る （ 「 ｍ 」 と 表 示 し て あ る ） 一 個 の 低 危 険 度 の 位 置 に マ ウ ス
の 残 基 が 、 不 完 全 に 保 持 さ れ て い る ヒ ト 共 通 ア ミ ノ 酸 と 対 応 し て い る 。 　 そ れ 故 に 、 そ の
位 置 は 、 「 マ ウ ス 」 に 保 持 さ れ る べ き 位 置 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 Ｈ 65可 変 領 域 の Ｃ Ｄ ５ に 対 す る 本 来 の 親 和 性 を 減 退 さ せ ず に 改 変 で き る 残 基 と し て 本 発
明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 残 基 が ヒ ト の 残 基 に 変 え ら れ て い る 、 Ｈ 65抗 体 可 変 領 域 の Ｌ
鎖 と Ｈ 鎖 の 配 列 が 、 図 ６ の 「 prop」 の ラ イ ン に 示 さ れ て い る 。 　 従 っ て 、 図 ６ Ａ と ６ Ｂ の
「 prop」 の ラ イ ン に は 、 Ｈ 65抗 体 可 変 領 域 の ヒ ト 型 化 し た Ｌ 鎖 （ 配 列 番 号 ： 27) と Ｈ 鎖 （
配 列 番 号 ： 29） の ア ミ ノ 酸 配 列 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　
　
　 実 施 例 １ で 述 べ た Ｈ 65抗 体 可 変 領 域 の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の Ｖ ／ Ｊ セ グ メ ン ト の 低 危 険 度 の ヒ ト

10

20

30

40

50

(18) JP 2005-160485 A 2005.6.23

実 施 例 ２
Ａ ． Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の Ｈ 65Ｖ ／ Ｊ セ グ メ ン ト の 合 成



型 化 し た ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 Ｈ 65の Ｈ 鎖 と Ｌ 鎖 Ｖ ／ Ｊ セ グ メ ン ト の 合 成 遺 伝 子 を 合
成 し た 。 　 ヒ ト 型 化 し た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 PCGENEパ ッ ケ ー ジ （ Intelligenetics、 米 国 、
カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 マ ウ ン テ ン ・ ビ ュ ー ） で 逆 翻 訳 し た 。 　 各 位 置 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 コ
ド ン と し て 、 マ ウ ス ア ミ ノ 酸 残 基 が 保 持 さ れ て い る 位 置 の マ ウ ス コ ド ン か 、 ま た は Kabat 
et al., の 前 記 文 献 に 発 表 さ れ て い る 遺 伝 子 に 基 づ い た 未 変 性 抗 体 遺 伝 子 中 の コ ド ン に で
き る だ け 密 接 に 一 致 し た コ ド ン と 同 一 の コ ド ン を 選 択 し た 。 　 哺 乳 類 の 細 胞 内 で ヒ ト 型 化
さ せ た 全 抗 体 を 発 現 さ せ る た め に 、 未 変 性 の マ ウ ス リ ー ダ ー 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を ヒ ト 型 化 し た 遺 伝 子 の 一 部 と し て 含 有 さ せ た 。 　 Ｈ 鎖 も し く は Ｌ 鎖 の 各 遺 伝 子 を
、 ６ 個 の 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 組 み 立 て て PCRに よ っ て 増 幅 し た 。 　 各 ヌ ク レ オ チ
ド は 、 Cyclone Model 8400 DNA Synthesizer（ Milligen/Biosearch、 米 国 、 マ サ チ ュ ー セ
ッ ツ 州 、 バ ー リ ン ト ン ） を 使 っ て 合 成 し た 。 　 制 御 部 位 は 、 抗 体 遺 伝 子 （ Ｈ 鎖 も し く は Ｌ
鎖 ） の 最 終 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 す る た め に 用 い る 増 幅 DNAセ グ メ ン ト 内 に 導 入 し
た 。 　 SalI制 御 部 位 を 、 開 始 コ ド ン ATGの 蒸 留 の 各 Ｖ 領 域 中 に 導 入 し た 。 　 Bst EII制 御 部
位 を Ｈ 鎖 の Ｊ 領 域 の 3'末 端 中 に 導 入 す る 一 方 で 、 HindIII部 位 を Ｌ 鎖 の Ｊ 領 域 の 3'末 端 中
に 導 入 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　
  Ｈ 鎖 の ヒ ト に 適 応 さ せ た Ｖ セ グ メ ン ト と Ｊ セ グ メ ン ト を ６ 個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の HU
H-G1、 HUH-G2、 HUH-G3、 HUH-G4、 HUH-G5お よ び HUH-G6か ら 組 み 立 て た 。 　 こ れ ら オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 配 列 は 図 7Aに 記 載 さ れ 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： 36か ら 41に て 示 し た 。 　 こ れ ら
ヌ ク レ オ チ ド は 、 PCRプ ラ イ マ ー Ｈ 65G-2Sと H65-G2 (そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ： 42お よ び 43）
で 増 幅 し た 。 　 長 さ が 50bpよ り 大 き い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 25％ 尿 素 の 存 在 下 15％ ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 精 製 し た 。 　 DNA鎖 の 伸 長 と DNAの 増 幅 は 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ と Gen
eAmp Kit (Perkin-Elmer Cetus、 ド イ ツ ） を 用 い て 行 っ た 。 　 な お 、 こ の キ ッ ト は 、 メ ー
カ ー の 指 示 に 従 っ て 使 用 し た 。 　 合 成 ヒ ト 型 化 抗 体 遺 伝 子 を 含 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 各 DNA １ μ gず つ 、 2.5U Taqポ リ メ ラ ー ゼ 、 50mM KCl、 10mMト リ ス -Cl pH8.3、 1.5mM 
MgCl 2  お よ び 200uMの 各 dNTPを 含 有 す る 100μ lの 反 応 液 に 混 合 し た （ HUH-G1＋ HUH-G2、 HUH
-G3＋ HUH-G4お よ び HUH-G5＋ HUH-G6） 。 　 こ の 試 験 管 を 、 Coy TempCyclerで 94℃ で １ 分 間
、 55℃ で ２ 分 間 、 お よ び 72℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　 各 反 応 生 成 物 の 一 部 分 （ 40
μ l)を 対 に し て 混 合 し （ HUH-G1,2＋ HUH-G3, 4;HUH-G3,4＋ HUH-G5,6） 、 Taq 2.5Uを 添 加 し
、 試 験 管 を 94℃ で １ 分 間 、 55℃ で ２ 分 間 、 お よ び 72℃ で 20分 間 、 再 び イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 次 に 、 等 量 の HUH-G1,2,3,4反 応 生 成 物 と HUH-G3,4,5, 6 反 応 生 成 物 と を 混 合 し 、 2.5U T
aq、 50mM KCl、 10mMト リ ス -Cl pH8.3、 1.5mM MgCl 2 、 200μ Mの 各 dNTPお よ び 0.5μ gず つ の
各 増 幅 プ ラ イ マ ー Ｈ 65G-2Sと Ｈ 65-G2で 100μ lの 容 積 に す る こ と に よ っ て Ｈ 鎖 の 遺 伝 子 を
構 築 し た 。 　 反 応 混 合 物 の 液 面 を 鉱 油 で 覆 っ て 、 次 の よ う な サ イ ク ル プ ロ フ ィ ル ： 94℃ で
１ 分 間 の 変 性 、 55℃ で ２ 分 間 の ア ニ ー リ ン グ 、 お よ び 72℃ で ３ 分 間 の プ ラ イ マ ー 伸 長 を 行
っ て 増 幅 し た 。 　 プ ラ イ マ ー 伸 長 は 、 30サ イ ク ル 行 っ た 。 　 構 築 し た V/J領 域 の DNA配 列 は
、 図 8Aと 配 列 番 号 ： 46に 示 し た 。 　 構 築 し た V/J領 域 を SalIと BstEIIで 切 断 し 、 ア ガ ロ ー
ス ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 で 精 製 し 、 次 の Ｈ 鎖 発 現 ベ ク タ ー pING4612中 に 組 み 込 ん だ 。 　 こ の
ベ ク タ ー は 、 Robinson et al., Hum. Antib. Hybridomas、 ２ 巻 、 84頁 、 1991年 に Ｈ 鎖 発
現 に つ い て 記 載 さ れ た ベ ク タ ー と 類 似 し て お り 、 本 願 出 願 に 参 考 文 献 と し て 組 み 込 ん だ 、
本 願 出 願 と 同 じ 譲 受 人 に よ る 係 属 中 の 1989年 ９ 月 ６ 日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第  07/659,409 
号 に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　
　 Ｌ 鎖 の ヒ ト に 適 応 さ せ た Ｖ セ グ メ ン ト と Ｊ セ グ メ ン ト を ６ 個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の $H
65K-1、 HUH-K1、 HUH-K2、 HUH-K3、 HUH-K4お よ び HUH-K5で 構 築 し た 。 　 こ れ ら の 配 列 は 図
７ に 示 さ れ て お り 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： 30～ 35に 記 し た 。 　 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 PCRプ ラ イ マ ー Ｈ 65K-2Sと JK1-HindIII（ そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 ： 44～ 45で あ る ） で 増 幅
し た 。 　 合 成 ヒ ト 型 化 抗 体 遺 伝 子 を 含 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 混 合 し （ $H65K-
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Ｂ ． ヒ ト に 適 応 さ せ た Ｈ 65Ｈ 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 構 築

Ｃ ． ヒ ト に 適 応 さ せ た Ｈ 65Ｌ 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 構 築



K1＋ HUH-K1、 HUH-K2＋ HUH-K3、 お よ び HUH-K4＋ HUH-K5） 、 次 い で Ｈ 鎖 に つ い て 、 前 述 し た
の と 同 様 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　 各 反 応 生 成 物 の 一 部 分 （ 40μ l)を 混 合 し （ $H65K-1/HU
H-K1＋ HUH-K2,3； HUH-K2,3＋ HUH-K4,5） 、 次 い で 前 述 し た の と 同 様 に し て 処 理 し た 。   次
に 、 Ｈ 鎖 に つ い て 前 述 し た の と 同 様 に し て 、 PCRプ ラ イ マ ー の H65K-2Sと JK1-HindIIIを 用
い て 充 分 な 長 さ の 遺 伝 子 を 増 幅 す る こ と に よ っ て 、 Ｌ 鎖 の 遺 伝 子 を 構 築 し た 。 　 構 築 し た
V/J領 域 の DNA配 列 は 図 8Bと 配 列 番 号 ： 47に 記 し た 。 　 構 築 し た V/J領 域 を SalIと HindIII 
で 切 断 し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 法 に よ っ て 精 製 し 、 Ｌ 鎖 発 現 に つ い て 記 載 し て い
る 、 Robinson et al.,の 上 記 文 献 お よ び 前 記 米 国 特 許 願 第  07/659,409 に あ る の と 類 似 の
Ｌ 鎖 抗 体 発 現 ベ ク タ ー pING4614中 に 組 み 込 ん だ 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　
  エ ー ベ ル ソ ン 白 血 病 ウ ィ ル ス の LTRプ ロ モ ー タ ー （ Robinson et al.,の 前 記 文 献 お よ び
前 記 米 国 特 許 願 第 07/659,409号 に 記 載 さ れ て い る ） お よ び ヒ ト γ -１ 由 来 の 3'-非 翻 訳 領 域
（ Ｈ 鎖 ） お よ び マ ウ ス κ （ Ｌ 鎖 ） の 制 御 下 で ヒ ト 型 化 し た Ｈ 65の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 を 含 有 す る 発
現 ベ ク タ ー を リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て SV40T抗 原 を 発 現 す る CHO-K1菌 株 に 形 質 変 換 し た
。 　 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 剤 （ Bethesda Research Labs、 米 国 、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 ガ イ サ ー ズ
バ ー グ ） と DNAに よ る 処 理 （ 37℃ で ５ 時 間 ） に 続 い て ウ シ 胎 児 血 清 (FBS、 最 終 FBS 濃 度 ＝ 1
0％ ） を 含 有 す る ハ ム Ｆ 12培 地 を 添 加 し 、 次 い で 細 胞 を さ ら に 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 　 上 記 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 に 続 い て 、 上 記 の FBSを 補 充 し た 培 地 を 除 去 し て 血 清 な
し の 培 地 （ HB-CHO)(Irvine Scientitic社 、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 ア ー ビ ン ） と 交 換
し 、 細 胞 を さ ら に ７ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　 対 照 と し て CHO-K1細 胞 も 、 前 述 し た の と
類 似 の 発 現 ベ ク タ ー 中 の キ メ ラ Ｈ 65の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 （ 各 々 ヒ ト C-セ グ メ ン ト に 融 合 さ せ た 未
改 変 マ ウ ス V/J セ グ メ ン ト で 構 成 さ れ て い る ） で 形 質 変 換 し た 。 　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に
続 い て 、 上 澄 み 液 を 集 め 、 分 泌 さ れ た IgGの 存 在 に 関 し て ELISA法 で 試 験 し た 。   す べ て の
上 清 液 が 、 約 0.03～ 0.06μ g/mlの IgGを 含 有 し て い た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　
　 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 改 変 さ れ た Ｈ 65抗 体 に つ い て 、 抗 原 に 対 す る 本 来 の 親 和 性 を 保 持
し て い る か 否 か を 決 定 し た 。 　 そ の 結 合 性 能 は 、 Ｃ Ｄ ５ に 対 す る 親 和 性 が 未 改 変 の Ｈ 65マ
ウ ス 抗 体 と 同 じ キ メ ラ Ｈ 65 IgG抗 体 （ 実 施 例 ２ に 記 載 し た キ メ ラ Ｈ 65の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 で 構 成
さ れ て い る ） の 結 合 性 能 に 匹 敵 す る も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　
　 ヒ ト 型 化 し た Ｈ 65(hH65)と 、 上 記 の 過 渡 形 質 変 換 由 来 の キ メ ラ H65IgG(cH65)と を Centri
con 30（ Amicon、 Amicon Division of W.R. Grace and Co., 米 国 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州
、 ベ バ リ ー ） を 使 っ て ４ ℃ に て 遠 心 分 離 し て 、 ４ mlか ら 最 終 容 積 100 μ lま で 濃 縮 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 次 に 、 hH65と cH65の 両 者 の 濃 縮 物 を リ ン 酸 緩 衝 塩 水 (PBS) pH7.2の 1.0mlで 一 度 洗 浄 し 、
次 に 、 約 100μ lま で 再 濃 縮 し た 。   対 照 と し て 、 HB-CHO培 養 地 の み (CM)ま た は 精 製 CH65を
補 充 し た 培 地 (CM+cH65） を 同 じ 方 式 で 濃 縮 し た 。 　 hH65と cH65の 最 終 濃 度 は 、 標 準 と し て
キ メ ラ IgGを 用 い て ELISA法 （ 抗 ヒ ト κ プ レ コ ー ト 、 検 出 用 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 を 付
け た 抗 ヒ ト γ ） に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　
  精 製 cH65IgG 20μ gを PBS中 の ラ ク ト オ キ シ ダ ー ゼ の ビ ー ズ （ Enzymobeads、 BioRad Labo
ratories、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 リ ッ チ モ ン ド ） を 用 い て 、 ヨ ウ 素 化 を 行 っ た （ １ mC
iの Na 1 2 5 I、 Amersham社 、 米 国 、 イ リ ノ イ 州 、 ア ー リ ン ト ン ・ ハ イ ツ ） 。 　 ヨ ウ 素 化 は 23
℃ で 45分 間 行 っ た 。 　 1 2 5 I-cH65 IgGを Sephadex G-25-80カ ラ ム を 用 い る ゲ ル 濾 過 法 で 、
未 結 合 の 1 2 5 Iを 除 い て 精 製 し た 。   濃 度 と 比 活 性 を 精 製 の 前 後 に 、 TCAで 沈 澱 さ せ て 計 測
し て 測 定 し た 。

10

20

30

40

50

(20) JP 2005-160485 A 2005.6.23

Ｄ ． ヒ ト 型 化 H65IgGの 過 渡 発 現

実 施 例 ３

Ａ ． 競 合 結 合 さ せ る た め に 用 い る ヒ ト 型 化 し た キ メ ラ の Ｈ 65の IgGの 調 製

Ｂ ． cH65IgGの 放 射 能 標 識 付 け



【 ０ ０ ９ ８ 】
  
  そ の 表 面 に Ｃ Ｄ ５ を 発 現 す る Molt4-M細 胞 を 、 96ウ ェ ル の Ｖ 形 底 プ レ ー ト に ３ × 10 5 細 胞
／ ウ ェ ル の 密 度 で プ レ ー ト し 、 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト に し た 。   培 地 を 傾 斜 し 、 次 い で 最
終 濃 度 が 「 BHD 」 [DMEM（ ダ ベ ル ッ コ 修 飾 イ ー グ ル 培 地 ） ＋ １ ％ BSA＋ 10mM Hepes、 pH7.2]
(BHD)中 200nM ～ 0.0017nMの 濃 度 （ 三 工 程 希 釈 ） の 精 製 cH65IgGの 100μ lを 各 ウ ェ ル に 添 加
し 、 続 い て 1 2 5 I-cH65IgG（ 最 終 濃 度 ＝ 0.1nM)含 有 BHD 100μ lを 添 加 し た 。 　 一 点 測 定 を 行
う た め に 、 50～ 100μ lの Centricon（ 登 録 商 標 ） 濃 縮 物 を 、 次 の よ う に ウ ェ ル へ 添 加 し た
。 　 す な わ ち 、 hH65（ 最 終 濃 度 ＝ 0.54nM） 、 cH65（ 最 終 濃 度 ＝ 0.22nM） 、 CM＋ 精 製 cH65Ig
G(最 終 濃 度 ＝ 30nM） お よ び CMの み 。 　 次 い で 、 こ れ ら に 1 2 5 I-cH65IgG（ 最 終 濃 度 ＝ 0.1mM)
を 添 加 し た 。 　 結 合 を ４ ℃ で ５ 時 間 進 行 さ せ た 。 　 ５ 時 間 経 過 後 、 氷 冷 BHDで 三 回 洗 浄 し
て 結 合 を 停 止 さ せ 、 遠 心 分 離 を 行 っ て 細 胞 を ペ レ ッ ト 化 し た 。 　 結 合 し た 1 2 5 I-cH65IgGを
１ N NaOHで 可 溶 化 し 、 Beckman Gamma 8000（ Beckman Instruments社 、 米 国 、 カ リ フ ォ ル
ニ ア 州 、 フ ラ ー ト ン ） で 計 測 し て 放 射 能 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
  精 製 し た cH65IgGは 、 図 ９ に 示 す よ う に 約 0.1nMの ED50で 結 合 す る 1 2 5 I-cH65IgGを 有 効 に
置 換 し た 。 　 白 丸 印 が cH65を 示 し 、 黒 四 角 印 が hH65を 示 し 、 黒 三 角 印 が CM＋ 精 製 cH65を 示
す 。 　 hH65は 、 1 2 5 I-cH65IgGを 置 換 す る の に そ れ ぞ れ の 濃 度 に お い て 、 精 製 cH65と CM＋ 精
製 cH65IgGと 同 程 度 に 有 効 で あ っ た 。 　 予 想 通 り に 、 CMと の 競 合 は 認 め ら れ な か っ た 。 　
こ れ ら の 試 験 結 果 は 、 hH65の 改 変 の 過 程 で な さ れ た 低 危 険 度 の 変 化 は 、 こ の 抗 体 の Ｃ Ｄ ５
抗 原 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 減 退 さ せ な か っ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　
　 改 変 可 能 な ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る こ と に よ っ て 、 改 変 さ れ た 抗 体 可 変 領 域 を 調 製 す る 本 発
明 の 方 法 を 、 抗 TAC 抗 体 可 変 領 域 [配 列 番 号 ： 49（ Ｌ 鎖 ） お よ び 53（ Ｈ 鎖 )]に 適 用 し 、 得
ら れ た 改 変 配 列 を Queen et al.,の 前 記 文 献 に 記 載 さ れ て い る ヒ ト 型 化 し た 抗 TAC抗 体 配 列
 [配 列 番 号 ： 51（ Ｌ 鎖 ） お よ び 55（ Ｈ 鎖 )]と 比 較 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 試 験 結 果 を 図 １ ０ Ａ と １ ０ Ｂ に 示 す 。 　 本 発 明 に 従 っ て 改 変 し た 配 列  [配 列 番 号 ： 50（
Ｌ 鎖 ） お よ び 54（ Ｈ 鎖 )]は 、 「 prop」 と い う 表 示 を 付 け た ラ イ ン に 示 し 、 Queenの ヒ ト 型
化 し た 配 列 は 「 Que.」 と い う 表 示 を つ け た ラ イ ン に 示 し て あ る 。 　 Queenの ヒ ト 型 化 し た
配 列 に 対 す る 改 変 は 、 ヒ ト EU抗 体 配 列  [配 列 番 号 ： 48（ Ｌ 鎖 ） お よ び 52（ Ｈ 鎖 )]に 対 す る
改 変 で あ っ た 。 　 そ の 比 較 に よ っ て 、 本 発 明 の 方 法 で 生 成 さ せ て 提 案 さ れ た 配 列 と Queen
の ヒ ト 型 化 し た 配 列 に は 、 多 く の 差 異 が あ る こ と が わ か る 。 　 Queenの ヒ ト 型 化 し た 抗 体
の 結 合 活 性 に お そ ら く 影 響 を 与 え る と 考 え ら れ る 差 は 、 Ｌ 鎖 に お け る ４ 位 （ Ｌ 対 Ｍ ） 、 15
位 （ Ｐ 対 Ｖ ） 、 36位 （ Ｆ 対 Ｙ ） 、 47位 （ Ｗ 対 Ｌ ） 、 71位 （ Ｙ 対 Ｆ ) お よ び 80位 （ Ａ 対 Ｐ ）
な ら び に Ｈ 鎖 に お け る 69位 （ Ｌ 対 Ｉ ） で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　
　
　 先 に 示 し た 変 化 以 上 の 抗 体 可 変 領 域 の ヒ ト 型 化 が 所 望 さ れ る 場 合 に は 、 さ ら に 高 い 危 険
度 の 変 化 を 行 っ て 、 そ の 領 域 を 発 展 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 よ り 高 い 危 険 度 の 残 基 は 、 小 グ ル ー プ に お い て 低 危 険 度 の 変 化 に 続 く 突 然 変 異 誘 発 の 段
階 で 変 化 さ せ る こ と が で き 、 そ の 結 果 、 有 害 な 突 然 変 異 が 迅 速 に 同 定 さ れ て 、 結 合 活 性 が
破 壊 さ れ る 前 に 改 変 さ れ る 。 　 低 危 険 度 の 変 化 は す べ て を 一 度 に 行 う こ と が で き る の で 、
活 性 を 破 壊 す る 恐 れ は ほ と ん ど な い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 例 え ば 、 各 サ ブ ユ ニ ッ ト の 三 次 元 モ デ ル に お い て 、 フ レ ー ム ワ ー ク １ と フ レ ー ム ワ ー ク
３ （ 図 ２ と ３ の Ｆ １ と Ｆ ３ ） は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト の 表 面 に 半 独 立 の ル ー プ を 形 成 す る の で 、

10

20

30

40

50

(21) JP 2005-160485 A 2005.6.23

Ｃ ． hH65の cH65IgGへ の 競 合 結 合 性

実 施 例 ４

実 施 例 ５
活 性 改 変 抗 体 は ヒ ト に 対 し て 適 用 可 能 で あ る



中 程 度 ま た は 高 い 危 険 度 の 突 然 変 異 が 四 つ の グ ル ー プ （ Ｌ サ ブ ユ ニ ッ ト の Ｆ １ と Ｆ ３ お よ
び Ｈ サ ブ ユ ニ ッ ト の Ｆ １ と Ｆ ３ で 構 成 さ れ て い る ） に 分 割 さ れ る 。 　 四 つ の 異 な る 構 造 体
が 作 ら れ 、 各 々 一 つ の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に の み 高 危 険 度 の 「 ヒ ト 」 の 変 異 を も っ て お り
、 他 の 三 つ の フ レ ー ム ワ ー ク は 完 全 に 「 マ ウ ス 」 が 残 っ て お り 、 そ の 活 性 を 検 定 し た 。 　
こ の 方 法 に よ れ ば 、 高 い 危 険 度 の 変 化 が 全 て 一 度 に 行 わ れ る の で 、 多 く の ア ミ ノ 酸 の ど の
変 化 が 抗 原 結 合 活 性 に 影 響 を 与 え る 原 因 に な っ て い る の か を 決 定 す る こ と が 困 難 で あ る と
い う 他 の ヒ ト 型 化 手 法 に 生 じ る 困 難 が 回 避 さ れ る 。 　 中 程 度 の 危 険 度 の 変 化 を 有 す る 本 発
明 の 抗 体 の 調 製 に つ い て は 後 述 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　
　
　 中 程 度 の 危 険 度 の 残 基 が マ ウ ス 残 基 か ら ヒ ト 残 基 に 変 換 さ れ る ヒ ト 共 通 配 列 は 、 図 16Ａ
と 16Ｂ に そ れ ぞ れ 、 次 の 表 示 ： hK1（ す な わ ち 、 ヒ ト κ 連 鎖 の サ ブ グ ル ー プ １ ） お よ び hH3
（ す な わ ち 、 ヒ ト Ｈ 鎖 の サ ブ グ ル ー プ ３ ） を 付 け た ラ イ ン と し て 示 し て あ る 。   保 存 度 と
危 険 度 に 関 し て こ の 図 に 用 い た 記 号 は 、 図 ６ Ａ と ６ Ｂ に 準 じ て 使 用 し て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 「 mod」 の 表 示 を 付 け た ラ イ ン に お い て 、 ド ッ ト (.) は 中 程 度 の 危 険 度 で 「 マ ウ ス 」 か
ら 「 ヒ ト 」 に 変 異 で き る 残 基 を 示 す 。 　 こ の よ う な 中 程 度 の 危 険 度 の 位 置 が 29個 あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 マ ウ ス の 残 基 は 、 131箇 所 の 位 置 に お い て そ の 時 点 の 50％ を 超 え て 、 ヒ ト 共 通 残 基 と 一
致 し て い る （ 102箇 所 の 位 置 が 90～ 100％ 一 致 し 、 29箇 所 の 位 置 が 50～ 90％ 一 致 し て い る ）
。 　 こ れ ら の 位 置 は 変 化 さ せ な か っ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 図 16Ａ と 16Ｂ に M/Hと 表 示 し た ラ イ ン は 、 マ ウ ス と ヒ ト の 配 列 と の 間 に 有 意 差 が あ る 91
箇 所 の 位 置 を 示 す （ す な わ ち 、 ヒ ト 配 列 が そ の 時 点 の 50％ 未 満 に マ ウ ス 残 基 を 有 す る 場 合
） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 中 程 度 の 危 険 度 の 位 置 は M/Hラ イ ン に ｍ で 表 示 し た が 、 「 マ ウ ス 」 に 保 持 さ れ ； Ｈ ま た
は ｈ の 表 示 の 位 置 は ヒ ト に 変 え ら れ た 。 　 す で に ヒ ト 様 に な っ た か 、 ま た は 予 め ヒ ト 型 化
し た （ 実 施 例 １ に 先 に 述 べ た よ う に ） 25箇 所 の 低 危 険 度 の 位 置 は 、 M/Hラ イ ン に 「 ＾ 」 の
表 示 を 付 け て あ る 。 　 最 後 に マ ウ ス と ヒ ト の 残 基 が 一 致 し な か っ た 54箇 所 の 高 危 険 度 の 位
置 に は Ｍ の 表 示 が 付 け て あ り 、 「 マ ウ ス 」 に 保 持 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 マ ウ ス と ヒ ト の 配 列 が 異 な る 中 危 険 度 の 位 置 に 、 15箇 所 の 差 が 生 じ て い る 。 　 こ れ ら の
位 置 の 10箇 所 （ 図 ６ の M/Hラ イ ン に 「 Ｈ 」 の 表 示 を し て あ る ） に お い て 、 マ ウ ス 残 基 は 高
度 に 保 存 さ れ て い る ヒ ト 共 通 ア ミ ノ 酸 と 対 応 し て い る 。 　 そ れ 故 に 、 そ の 位 置 の マ ウ ス 残
基 は 保 存 さ れ た ヒ ト 残 基 に 変 え る べ き 残 基 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 マ ウ ス と ヒ ト の 配 列 が 異 な る 中 危 険 度 の 位 置 （ 「 ｍ 」 と 表 示 ) に お い て 、 マ ウ ス 残 基 は
中 程 度 に 保 存 さ れ て い る ヒ ト 共 通 ア ミ ノ 酸 と 対 応 し て い る 。 　 し か し 、 そ の マ ウ ス 残 基 は
ヒ ト 抗 体 の 他 の 実 際 の 配 列 （ Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunoglobulin 
Interest中 の 配 列 ） 中 の そ の 位 置 に 見 出 さ れ る の で 、 そ れ ら の 位 置 は 「 マ ウ ス 」 に 保 持 さ
れ る べ き 位 置 と し て 同 定 さ れ る 。 　 こ の 特 定 の 配 列 中 に は 、 か よ う な 位 置 は な い が 、 こ の
よ う な 位 置 は 他 の 抗 体 中 に 生 じ る こ と が あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 四 箇 所 の 中 危 険 度 の 位 置 に お い て （ 「 ｈ 」 と 表 示 し た ） 、 マ ウ ス 残 基 は 中 程 度 に 保 存 さ
れ て い る ヒ ト 共 通 ア ミ ノ 酸 と 対 応 し て い る が 、 そ の マ ウ ス 残 基 は 前 記 の Kabat et al.,の S
equences of Proteins of Immunoglobulin Interest中 の 実 際 の ヒ ト 抗 体 配 列 の そ の 位 置
に は 見 ら れ な い 。 　 そ れ 故 に 、 そ の 位 置 は 「 ヒ ト 」 に 変 化 さ れ る べ き 配 列 と し て 同 定 さ れ
る 。
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【 ０ １ １ ３ 】
　 マ ウ ス と ヒ ト の 配 列 が 異 な る １ つ の 中 程 度 の 危 険 度 の 位 置 （ 「 ｍ 」 と 表 示 ） に お い て 、
マ ウ ス の 残 基 が 不 十 分 に 保 存 さ れ た ヒ ト 共 通 ア ミ ノ 酸 と 対 応 し て い る 。 　 そ れ 故 に 、 そ の
位 置 は 「 マ ウ ス 」 に 保 持 す べ き 位 置 と し て 同 定 さ れ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 中 危 険 度 の 残 基 を 有 す る ヒ ト に 適 応 さ せ た Ｈ 65Ｈ 鎖 を 低 危 険 度 残 基 に 対 す る 方 法 と 類 似
の 方 法 で 構 築 し た 。 　 中 危 険 度 の 発 現 ベ ク タ ー を 、 中 間 ベ ク タ ー か ら 構 築 し た 。 　 図 7Bに
開 示 し 、 HUH-G11、 HUH-G12、 HUH-G3、 HUH-G4、 HUH-G5お よ び HUH-G6と 表 示 し た 六 個 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ oligos)(HUH-G11 と HUH-G12 は 配 列 番 号 ： 56と 57に 記 載 さ れ て い る
） を PCRに よ っ て 構 築 し た 。 　 合 成 ヒ ト 型 化 抗 体 遺 伝 子 を 含 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に
対 し て 混 合 し （ HUH-GI1＋ HUH-G12、 HUH-G3＋ HUH-G4、 お よ び HUH-G5＋ HUH-G6） 、 各 DNAを
１ μ gず つ 含 有 す る 100μ lの 反 応 液 に し 、 次 い で 前 述 の よ う に し て 充 填 し た 。 　 各 反 応 生
成 物 の 一 部 を 混 合 し （ HUH-G11,12＋ HUH-G3,4； HUH-G3,4＋ HUH-G5,6） 、 2,5Uの Taqを 添 加
し 、 次 い で 試 料 を 前 述 の よ う に し て 再 イ ン キ ュ ベ ー ト を 行 っ た 。 　 等 量 の HUH-Gi1,12, 3,
4反 応 生 成 物 と HUH-G3,4,5,6生 成 物 を 混 合 し 、 次 い で 、 前 述 の よ う に し て プ ラ イ マ ー Ｈ 65G
-2Sと Ｈ 65-G2 0.5μ gを 用 い て PCR法 に よ っ て 、 Ｊ 内 領 域 を 構 築 し た 。 　 反 応 生 成 物 を SalI
と BstEIIで 切 断 し 、 次 い で 、 Ｈ 鎖 に つ い て Robinson et al., Hum. Antibod. Hybridomas
、 ２ 巻 、 84頁 、 1991年 に 記 載 さ れ て い る の と 類 似 の 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し て 、 pI
NG4617を 生 成 さ せ た 。 　 そ の プ ラ ス ミ ド を Sequenase (USB社 、 ク リ ー ブ ラ ン ド ） を 用 い て
配 列 を 決 定 し た と こ ろ 、 二 個 の 残 基 が 変 化 し て い る こ と が わ か っ た (288位 の G-Aと 312位 の
A-T、 番 号 は リ ー ダ ー 配 列 の 開 始 点 か ら 付 け た ） 。 　 正 し い 可 変 領 域 を pING4612か ら こ の
領 域 を 置 換 す る こ と に よ っ て 回 復 さ せ て 、 期 待 さ れ た V-領 域 配 列 を pING4619中 に 生 成 さ せ
た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 他 の 中 危 険 度 の 変 化 を 有 す る 中 間 ベ ク タ ー を 、 oligos HUH-G13、 HUH-G14、 HUH-G15お よ
び HUH-G16（ 図 ７ Ａ と 配 列 番 号 ： 58～ 61） を PCR法 で 組 み 立 て て 構 築 し た 。 　 10mM KCl、 20
mMト リ ス pH8.8、 10mM(NH 4 ) 2 SO 2 、 ２ mM MgSO 4 、 0.1 ％ Triton X-100、 100ng/ml BSA、 200
μ Mの 各 dNTPお よ び ２ 単 位 の Ventポ リ メ ラ ー ゼ を 含 有 す る 反 応 液 中 （ 合 計 100μ l)、 oligos
 HUH-G13＋ HUH-G14と HUH-G15＋ HUH-G16を 混 合 し 、 Ventポ リ メ ラ ー ゼ （ New England Biota
bs)を 用 い て 充 填 し た 。 　 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 94℃ で １ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 5
0℃ で ２ 分 間 お よ び 72℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　 反 応 生 成 物 （ 40μ l)を 同 じ 反 応
緩 衝 液 中 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｈ 65-G13と Ｈ 65-G2と Ventポ リ メ ラ ー ゼ と 混 合 し て 増 幅 し
、 次 い で 、 94℃ １ 分 間 の 変 性 、 50℃ ２ 分 間 の ア ニ ー リ ン グ お よ び 72℃ ３ 分 間 の 重 合 を 25サ
イ ク ル 行 っ て 増 幅 し た 。 　 得 ら れ た 反 応 生 成 物 を T4ポ リ メ ラ ー ゼ で 処 理 し 、 次 に AccIで 消
化 し た 。 　 得 ら れ た 274塩 基 対 （ bp） の 断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 精 製 し 、 pING4619由 来 の 1
41bpの Sal～ AccI断 片 と と も に SalIと SmaIで 切 断 し た pUC18に 連 結 さ せ て pING4620を 生 成 さ
せ た 。 　 pING4620は 、 中 危 険 度 Ｈ 65Ｈ 鎖 の 全 シ グ ナ ル 配 列 、 Ｖ 領 域 お よ び Ｊ 領 域 を 含 有 し
て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 中 危 険 度 H65 Ｈ 鎖 の 最 終 発 現 ベ ク タ ー pING4621を 、 pING4620由 来 の SalI～ BstEII断 片 を
前 述 し た の と 同 じ 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ン 化 し て 組 み 立 て た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　
　
　 Ｌ 鎖 の Ｖ と Ｊ の セ グ メ ン ト で 中 危 険 度 の ヒ ト 型 化 し た も の を 、 六 個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の $H65K-1、 HUH-K7、 HUH-K6、 HUH-K8、 HUH-K4お よ び HUH-K5で 組 み 立 て た 。 　 HUH-K7、 H
UH-K6お よ び HUH-K8の 配 列 を 、 配 列 番 号 ： 62～ 64と 図 ７ と 7Aに そ れ ぞ れ 記 し た 。 　 こ れ ら
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を PCRプ ラ イ マ ー Ｈ 65K-2Sと JK1-HindIIIを 用 い て 増 幅 し た 。   合 成
ヒ ト 型 化 抗 体 の 遺 伝 子 を 含 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 混 合 し （ $H65-K1＋ HUH-K7、 HUH-K
6＋ HUH-K4＋ HUH-K5） 、 次 い で 、 中 危 険 度 Ｈ 鎖 に つ い て 記 載 し た の と 同 様 に し て Ventポ リ
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メ ラ ー ゼ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　 各 反 応 生 成 物 の 一 部 （ 40μ l)を 混 合 し （ $H65H-
K1/HUH-K7＋ HUH-K6,8； HUH-K6,8＋ HUH-K4,5） 、 次 い で 先 に 述 べ た の と 同 様 に し て 充 填 し
た 。
次 に 、 PCRプ ラ イ マ ー Ｈ 65K-2Sと JK1-HindIIIを 用 い Ventポ リ メ ラ ー ゼ で 前 記 の よ う に 25サ
イ ク ル 、 全 長 の 遺 伝 子 を 増 幅 す る こ と に よ っ て 、 Ｌ 鎖 の 遺 伝 子 を 構 築 し た 。 　 構 築 し た V/
J領 域 を SalIと HindIIIで 切 断 し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 電 気 泳 動 法 で 精 製 し 、 次 い で Ｌ 鎖 抗 体
発 現 ベ ク タ ー pING4630中 に 組 み 込 ん だ 。
【 ０ １ １ ８ 】
　
　 細 胞 系 Sp2/O (American Type Culture Collection #CRL1581) を ダ ベ ル ッ コ 修 飾 イ ー グ
ル 培 地 ＋ 4.5g/lグ ル コ ー ス （ DMEM、 Gibco)＋ 10％ ウ シ 胎 児 血 清 中 で 増 殖 さ せ た 。 　 培 地 に
グ ル タ ミ ン ／ ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ Irvine Scientific 社 、 米 国 カ リ フ ォ ル
ニ ア 州 、 ア ー ビ ン ） を 補 充 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 Potter, H. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 81巻 、 7161頁 、 1984年 の エ レ ク ト
ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 を 使 用 し た 。 　 形 質 変 換 を 行 っ た 後 、 細 胞 を 完 全 DMEM中 で 24～ 48時 間 か
け て 回 復 さ せ 、 次 に 、 選 択 培 地 の 存 在 下 、 96ウ ェ ル の 培 養 プ レ ー ト に １ ウ ェ ル 当 た り 10,0
00～ 50,000の 細 胞 を 接 種 し た 。 　 ヒ ス チ ジ ノ ー ル (Sigma社 ） 選 択 は 1.71μ g/mlで 行 い 、 マ
イ コ フ ェ ノ ー ル 酸 (Calbiochem社 ） は ６ μ g/ml＋ 0.25mg/mlキ サ ン チ ン (Sigma社 ） で あ っ た
。
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 、 Sp2/O細 胞 に 対 す る 形 質 変 換 頻 度 が １ ～ 10× 10 - 5 で
あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 He３  Ｌ 鎖 発 現 プ ラ ス ミ ド pING4630を PvuI制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 す る こ と に よ
っ て 線 状 化 し て 、 Sp2/O細 胞 中 に 形 質 導 入 し 、 得 ら れ た マ イ コ フ ェ ノ ー ル 酸 耐 性 の ク ロ ー
ン を Ｌ 鎖 を 合 成 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 　 発 芽 後 成 長 し て 形 質 変 換 体 を 生 成 す る
最 良 の 四 種 の Ｌ 鎖 を ２ グ ル ー プ の 二 形 質 変 換 体 ／ プ ー ル に プ ー ル し 、 各 プ ー ル を He３  Ｈ
鎖 発 現 プ ラ ス ミ ド pING4621（ 予 め PvuIで 線 状 化 し た ） で 形 質 変 換 し た 。 　 ヒ ス チ ジ ノ ー ル
に よ る 選 択 を 行 っ た 後 、 大 部 分 の Ｌ 鎖 ＋ Ｈ 鎖 を 産 生 す る ク ロ ー ン 、 す な わ ち 、 Sp2/O-4630
＋ 4621ク ロ ー ン C1718が 、 Ｔ 25フ ラ ス コ 中 の 過 剰 培 養 物 の デ キ サ メ タ ゾ ン 中 に 、 10 - 7 の オ
ー ダ ー で 存 在 し 、 約 22μ g/μ lで 抗 体 を 分 泌 し た 。 　 こ の 形 質 変 換 体 は 、 American Type C
ulture Collection（ 米 国 、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 20852、 ロ ッ ク ビ ル 、 パ ー ク ロ ー ン ・ ド ラ イ
ブ 1230） に 1992年 12月 １ 日 付 で ATCC HB 11206 の 受 託 番 号 で 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　
　 HB101（ Hana Biologics社 ） ＋ １ ％ ウ シ 胎 児 血 清 に 10mM HEPES、 １ x Glutamine-Pen-Str
ep（ Irvine Scientific #9316)を 補 充 し た 培 養 培 地 に 、 Sp2/O-4630＋ 4621細 胞 を 増 殖 さ せ
る 。 　 使 用 し た 培 地 を 約 5,000× ｇ で 20分 間 遠 心 分 離 す る 。 　 抗 体 の レ ベ ル を ELISA法 で 測
定 す る 。 　 約 200mlの 細 胞 培 養 物 上 清 液 を PBS(0.15M NaCl、 ５ mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ mM
リ ン 酸 カ リ ウ ム を 含 有 し 、 pH7.2の 緩 衝 液 ） で 平 衡 化 さ せ た ２ mlの Protein Ａ カ ラ ム (Sigm
a Chemicals社 ） に 注 入 す る 。 　 He３ 抗 体 を 段 階 pH勾 配 液 (pH5.5、 4.5 お よ び 2.5)で 溶 離
す る 。 　 He３ 抗 体 を 含 有 す る が 、 ウ シ 抗 体 を 含 有 し な い 画 分 （ 収 率 ９ ％ ） を １ Mト リ ス pH8
.5で 中 和 し 、 Centrium 30（ Amicon社 ） で 10倍 に 濃 縮 し 、 PBSで 10倍 に 希 釈 し 、 Centricon 
30で 再 び 10倍 濃 縮 を 行 い 、 PBSで 10倍 希 釈 を 行 い 、 最 終 的 に 再 び 10倍 に 濃 縮 を 行 っ た 。 　
得 ら れ た 抗 体 を 0.25mlず つ － 20℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　
　 He３ の Ｃ Ｄ ５ に 対 す る 親 和 性 を Molt-4M細 胞 を 使 っ て 測 定 し た 。 　 こ の Molt-4M細 胞 は 、
Ｃ Ｄ ５ を そ の 表 面 に 発 現 し 、 か つ 競 合 結 合 検 定 法 に お い て Ｉ 1 2 5 標 識 付 け し た キ メ ラ の Ｈ 6
5IgGと 結 合 す る 。
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Ｂ ． He３ 抗 体 を 産 生 す る た め の マ ウ ス リ ン パ 系 細 胞 の 安 定 な 形 質 変 換

Ｃ ． 組 織 培 養 で 分 泌 さ れ た He３ 抗 体 の 精 製

Ｄ ． He３  IgGの Ｃ Ｄ ５ に 対 す る 親 和 性 の 測 定



【 ０ １ ２ ３ 】
　 こ の 検 定 を 行 う た め に 、 20μ gの キ メ ラ Ｈ 65IgG (cH65 IgG)を ラ ク ト ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
－ グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ を 固 定 化 し た ビ ー ズ （ Enzymobeads 、 BioRad社 ） 100μ l、 PBS 
100μ l、 1.0mCiＩ 1 2 5 (Amersham社 、 IMS30)、 55mM b-Ｄ -グ ル コ ー ス 50μ lに 23℃ で 45分 間
曝 露 す る こ と に よ っ て ヨ ウ 素 化 し た 。 　 105mMの メ タ 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム と 120mMの ヨ ウ 化
カ リ ウ ム 20μ lを 添 加 し て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 　 次 い で 、 １ 分 間 遠 心 分 離 し て ビ ー ズ を ペ
レ ッ ト に し た 。 　 1 2 5 I-cH65 IgGを ７ mlの セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ 25と 、 PBS (137mM NaCl、 1.47
mM KH 2 PO 4 、 8.1mM Na 2 HPO 4 、 2.68mM KCl、 pH7.2 ～ 7.4)＋ 0.1 ％ BSAと を 用 い て 、 ゲ ル 濾
過 法 に よ っ て 精 製 し た 。 　 1 2 5 I-cH65 IgGの 回 収 率 と 比 活 性 は TCA 沈 澱 法 で 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 競 合 結 合 法 は 、 次 の よ う に し て 実 施 し た 。 　 Molt-4M細 胞 100μ lを 氷 冷 DHB結 合 緩 衝 液  (
ダ ベ ル ッ コ 修 飾 イ ー グ ル 培 地 (Gibco社 、 320-1965PJ） 、 1.0 ％ BSAお よ び 10mM Hepes pH7.
2～ 7.4)中 で ２ 回 洗 浄 し た 。 　 細 胞 を 同 じ 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、 96個 の Ｖ 形 底 ウ ェ ル （ Costa
r社 ） 中 に １ ウ ェ ル 当 た り ３ × 10 5 の 細 胞 を プ レ ー ト し 、 Beckman JS 4.2ロ ー タ ー を 使 用 し
、 1,000rpmで ５ 分 間 遠 心 分 離 を 行 い 、 ４ ℃ で ペ レ ッ ト 化 し た 。 　 DHB中 の ２ 回 濃 縮 し た 0.1
nM 1 2 5 I-cH65 IgG、 す な わ ち 、 ヒ ト 型 化 し た 抗 体 (DHB中 最 終 抗 体 濃 度 が 、 100～ 0.0017nM
） 50μ lと 競 合 さ せ た 。 　 ヒ ト 型 化 す た 抗 体 は 、 He3 IgGを 発 現 す る Sp2/O ク ロ ー ン Ｃ 1718
の 培 養 上 清 液 か ら 得 た 。 　 こ の 上 清 液 中 の 抗 体 の 濃 度 は 、 基 準 と し て キ メ ラ 抗 体 を 用 い て
ELISA法 に よ っ て 測 定 し た 。 　 結 合 は ４ ℃ で ５ 時 間 行 い 、 次 い で DHB結 合 緩 衝 液 200μ lを 用
い て 細 胞 を ３ 回 洗 浄 し て 反 応 を 停 止 さ せ 、 ５ 分 間 、 1,000rpmで 遠 心 分 離 し た 。 　 全 緩 衝 液
と 全 操 作 は ４ ℃ で 行 っ た 。 　 細 胞 を 1.0M NaOH 100μ l中 で 可 溶 化 し 、 Cobra II auto gamm
a counter (Packard社 ） で 計 測 し て 放 射 能 を 測 定 し た 。 　 結 合 試 験 か ら 得 た デ ー タ を 加 重
値 を 付 与 し て 、 非 線 形 最 小 二 乗 法 曲 線 当 て は め て プ ロ グ ラ ム (MacLigand； Munson, Analyt
. Biochem.、 107巻 、 220頁 、 1980年 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 「 Ligand」 の Macintosh 変
形 ） に よ っ て 分 析 し た 。 　 客 観 的 統 計 基 準 (Ｆ 検 定 法 、 extra sum squares principle)を
用 い て 、 過 分 度 の 評 価 と モ デ ル 間 の 識 別 に 用 い た 。 　 非 特 異 的 結 合 は 、 誤 差 に 対 す る パ ラ
メ ー タ ー サ ブ ジ ェ ク ト と し て 処 理 し 、 同 時 に 他 の パ ラ メ ー タ ー に 当 て は め た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
  競 合 結 合 検 定 法 の 試 験 結 果 を 図 11に 示 す 。 　 こ れ ら の 試 験 結 果 は 、 He３  IgGに 中 危 険 度
の 変 化 を 起 こ さ せ る と 、 そ の 標 的 Ｃ Ｄ ５ に 対 し て こ の 抗 体 の キ メ ラ マ ウ ス ヒ ト 型 （ cH65）
よ り 高 い 親 和 性 を 有 す る 抗 体 が 生 成 す る こ と を 示 し て い る 。 　 こ の 特 別 の 場 合 に お い て は
、 中 危 険 度 の 変 化 に よ っ て 親 和 性 が わ ず か に 増 大 す る よ う で あ る が 、 大 部 分 の 場 合 、 親 和
性 は 減 少 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　
　
　 細 胞 系 XMMLY-H65 (MoAb H65)に よ っ て 産 生 さ れ る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト Ｃ
Ｄ ５ 抗 原 と 反 応 性 で あ る 。 　 細 胞 系 XMMLY-H65は 、 American Type Culture Collection（
米 国 、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 20852、 ロ ッ ク ビ ル 、 パ ー ク ロ ー ン ・ ド ラ イ ブ 12301)に 受 託 番 号 H
B9286で 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 MoAbH65は 、 Ｔ 細 胞 急 性 リ ン パ 性 白 血 球 病 に か か っ て い る 患 者 か ら 最 初 に 単 離 し た ヒ ト
Ｔ 細 胞 系 HSB-2で BALB/Cマ ウ ス を 免 疫 化 し た 後 に 産 生 さ せ た （ Adams et al., Can. Res. 2
8巻 、 1121頁 、 1968年 ） 。 　 Kohler et al., Ernr. J. Immunol.,６ 巻 、 292頁 、 1976年 の
マ ウ ス 骨 髄 腫 瘍 細 胞 系 P37NS11-Ag-1-4を 、 Galfre et al., Nature、 266巻 、 550頁 、 1977
年 の 方 法 で 免 疫 化 し た マ ウ ス 由 来 の 脾 臓 細 胞 と 融 合 さ せ た 。 　 得 ら れ た ハ イ ブ リ ッ ド コ ロ
ニ ー の 一 つ が 、 末 梢 Ｔ リ ン パ 球 の 約 95％ に 発 現 す る 分 子 量 が 67KDの パ ン Ｔ リ ン パ 球 抗 原 〔
Knowles, Leukocyte Typing II,1, (E. Reinherz et al., eds., Springer Verlag、 1986
年 )〕 を 識 別 す る MoAbを 分 泌 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 　 こ の 抗 原 は 、 他 の い ず れ の 造 血 細
胞 の 表 面 に も 存 在 せ ず 、 そ の 抗 体 自 体 は 、 広 範 囲 の 正 常 な ヒ ト 組 織 に 対 す る 結 合 性 に つ い
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実 施 例 ８
XMMLY-H65抗 パ ン Ｔ 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 調 製



て 試 験 さ れ た 結 果 、 Ｔ リ ン パ 球 お よ び Ｂ リ ン パ 球 の 部 分 集 団 を 除 く す べ て の 細 胞 に 対 し て
陰 性 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 H65抗 体 を 産 生 す る ハ リ ブ リ ッ ド 細 胞 系 を 、 希 釈 を 制 限 す る こ と に よ っ て 二 回 ク ロ ー ン
化 し 、 BALB/Cマ ウ ス に 腹 水 腫 瘍 と し て 増 殖 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 Ey et al., Immunochem. 15巻 、 429頁 、 1978年 の 方 法 の 変 法 で 、 MoAbH65を マ ウ ス 腹 水
か ら 精 製 し た 。 　 要 約 す る と 次 の と お り で あ る 。 　 解 凍 し た マ ウ ス の 腹 水 を 濾 過 し て 脂 質
様 物 質 を 除 去 し 、 ２ ～ ３ 倍 容 量 の 0.14M NaPO 4  pH8.0で 希 釈 し 、 次 い で 適 当 な 大 き さ の 固
定 化 プ ロ テ イ ン Ａ ・ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に 注 入 し た 。 　 280nmに お け る 吸 光 度 に 変 化 が 見
ら れ な く な る ま で 、 0.14M NaPO 4  pH8.0で 洗 浄 す る こ と に よ っ て 、 未 結 合 の 物 質 を カ ラ ム
か ら 除 去 し た 。 　 次 に 、 0.1Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム で 一 連 の カ ラ ム 洗 浄 (pH 6.0、 pH5.0、 pH
4.0お よ び pH3.0)を 行 っ て 、 結 合 し た 抗 体 を 溶 離 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ピ ー ク の 画 分 を プ ー ル し 、 飽 和 ト リ ス 塩 基 で pHを 7.0に 調 整 し 、 Amicon YM10メ ン ブ ラ ン
（ Amicon社 、 米 国 、 ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド 、 レ キ シ ン ト ン ） と 共 に 撹 拌 し た 細 胞 を 用 い て 濃
縮 し た 。 　 次 に 、 抗 体 溶 液 を リ ン 酸 塩 基 緩 衝 塩 水 (PBS)pH7.0に 対 し て 透 析 し 、 － 70℃ で 凍
結 し て 貯 蔵 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 MoAbH65は 、 IgG1サ ブ ク ラ ス に 属 し 、 サ ブ ク ラ ス 特 異 的 抗 血 清 （ Miles-Yeda, Ltd., イ
ス ラ エ ル 、 レ ホ ボ ッ ト ） を 用 い 、 寒 天 中 、 二 重 拡 散 法 に よ っ て 決 定 し た 。 　 こ の 抗 体 の 血
清 学 的 特 性 と 、 gp67(す な わ ち Ｃ Ｄ ５ )抗 原 の 生 化 学 的 特 性 を 、 the First International 
Workshop on Human Leukocyte Differentiation Antigens（ パ リ 、 1982年 ） の 期 間 中 に 試
験 し た 。 　 MoAb H65（ 作 業 番 号 ： T34)と 他 の ９ 種 の MoAbが 、 同 じ 血 清 学 的 パ タ ー ン を 有 し
、 gp67抗 体 を 免 疫 沈 澱 さ せ る こ と が 見 出 さ れ た (Reinherz et al., eds., Leukocyte Typi
ngII、 ２ 巻 、 259～ 288頁 （ Springer-Verlag, 1986 年 ） に お け る Knowlesの 報 告 ） 。 　 他
の 研 究 に は 、 MoAb H65が 、 gp67+細 胞 に 対 す る FITC接 合 抗 Leu-1（ Becton Dickson、 米 国 、
カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 マ ウ ン テ ン ・ ビ ュ ー ） の 結 合 性 を 阻 害 す る こ と が 記 載 さ れ て い る が 、
こ の こ と は 、 両 方 の 抗 体 が 、 gp67分 子 、 も し く は 立 体 障 害 で 阻 害 を も た ら す よ う な 立 体 配
置 で 置 換 し て い る 決 定 因 子 に 同 じ エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　
　
　 コ ラ ー ゲ ン 誘 発 関 節 炎 (CIA)は 、 広 く 用 い ら れ る ヒ ト 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の モ デ ル で あ る
。 　 CIAは 、 相 同 も し く は 非 相 同 の 未 変 性 の II型 コ ラ ー ゲ ン で 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 齧
歯 動 物 と 霊 長 類 に 誘 発 で き る 慢 性 多 関 節 炎 が 特 徴 で あ る 。 　 生 じ た 関 節 炎 は 慢 性 関 節 リ ウ
マ チ に 似 て い る 。 　 す な わ ち 、 類 似 の 組 織 病 理 学 的 後 遺 症 、 細 胞 も し く は 体 液 の 免 疫 応 答
お よ び 特 異 的 な 腫 瘍 組 織 適 合 性 遺 伝 子 複 合 体 (MHC)の ハ プ ロ タ イ プ と の 制 限 さ れ た 関 連 が
あ る こ と に よ る か ら で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ユ バ ン ト で エ マ ル ジ ョ ン に し た 未 変 性 の 非 相 同 II型 コ ラ ー ゲ ン は 、
一 回 の 尾 の 皮 膚 注 射 の 後 、 DBA/IJマ ウ ス に 関 節 炎 様 自 己 免 疫 反 応 を 誘 発 す る 。 　 上 記 の マ
ウ ス は 、 米 国 、 メ イ ン 州 、 バ ー ・ ハ ー バ ー の Jackson Laboratories社 か ら 入 手 し た 。 　 当
初 、 関 節 炎 は 、 免 疫 化 し て か ら 四 週 間 後 に 一 本 以 上 の 指 が わ ず か に 腫 脹 し て 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 CIAの 慢 性 相 は 続 く 八 週 間 に わ た っ て 連 続 的 に 悪 化 し 、 関 節 炎 は 指 か ら 残 り の 末 梢 関 節
へ と 進 行 し 、 結 局 お か さ れ た 関 節 は 強 直 症 に な る 。 　 CIAの 組 織 病 理 は 、 関 節 腔 の リ ン パ
球 の 浸 潤 、 滑 膜 MHCク ラ ス IIの 発 現 お よ び パ ン ヌ ス の 生 成 が 特 徴 で あ る 。   あ ら ゆ る マ ウ
ス の す べ て の 関 節 が お か さ れ る わ け で は な く 、 関 節 炎 の 重 症 度 に 分 布 範 囲 が あ る 。 　 10頭
以 上 の マ ウ ス か ら な る 群 で は 、 全 体 の 関 節 炎 の 重 症 度 は 、 10～ 12週 間 の 時 間 経 過 に わ た っ
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実 施 例 ９
DBA/IJマ ウ ス の コ ラ ー ゲ ン 誘 発 関 節 炎 の 予 防 治 療 に お け る Lyt-1の 用 途



て 直 線 状 に 発 生 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 上 記 の CIAモ デ ル を 、 パ ン Ｔ 細 胞 表 面 抗 原 で あ る Lyt-1、 す な わ ち マ ウ ス に お け る Ｃ Ｄ ５
の 等 価 物 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 可 能 性 が あ る 効 力 を 試 験 し た 。 　 そ の 抗 体 は 、 II
型 コ ラ ー ゲ ン で 免 疫 化 す る 前 に マ ウ ス に 投 与 し た 。 　 ま た 、 正 常 な DBA/Iマ ウ ス に 抗 Lyt-1
の 0.4mg/kgを 一 回 静 脈 注 射 し て 処 理 し 、 FACS分 析 と 、 脾 臓 お よ び リ ン パ 節 の 細 胞 に つ い て
生 体 外 増 殖 検 定 と を 行 う た め に 72時 間 後 に 殺 し た 。 　 こ の 抗 体 の 効 力 は 、 Ｃ Ｄ ５ 表 面 抗 原
に よ る 慢 性 関 節 リ ウ マ チ に お け る 有 利 な Ｔ 細 胞 特 異 的 方 法 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 DBA/IJの 脾 臓 細 胞 お よ び 末 梢 リ ン パ 節 に 対 す る 抗 Lty-1の 効 果
　 抗 体 の 53-7.313は 、 マ ウ ス リ ン パ 球 識 別 抗 原 Lty-1の す べ て の 対 立 遺 伝 子 と 反 応 性 の ラ
ッ ト IgG2aモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (ATCC 受 託 番 号 TIB 104)で あ る IND1抗 体 は 、 マ ウ ス IgG1で
あ る 。 　 負 の 対 照 と し て 、 抗 ヒ ト 黒 色 腫 抗 体 （ Xoma Corp., 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 バ
ー ク レ ー ） が 用 い ら れ た 。 　 他 の す べ て の 抗 体 は 、 Becton-Dickinson FACScan instrumen
tで 定 量 分 析 す る の に 用 い る 直 接 接 合 体 と し て Pharmingen Inc.（ 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州
、 サ ン ・ デ ィ エ ゴ ） か ら 入 手 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ６ ～ ８ 週 齢 の 雄 の DBA/IJマ ウ ス に 、 リ ン 酸 緩 衝 塩 水 、 IND1ま た は 抗 Lyt-1を 、 0.1mlの リ
ン 酸 緩 衝 塩 水 に 入 れ て 、 0.4mg/kgの 投 与 量 で 尾 の 静 脈 を 通 じ て 一 回 投 与 し た 。 　 そ の マ ウ
ス を 分 析 を 行 う た め 投 与 し て か ら ３ 日 後 に 殺 し た 。 　 脾 臓 お よ び 末 梢 リ ン パ 節 の 単 一 細 胞
懸 濁 液 を 標 準 の 方 法 で 製 造 し 、 １ × 10 6 の 細 胞 を そ れ ぞ れ の 抗 体 で 染 色 し て 蛍 光 標 示 式 細
胞 分 取 器 (FACS)に よ る 分 析 を 行 っ た 。 　 増 殖 検 定 法 も 実 施 し て 、 Ｔ 細 胞 消 耗 の 第 二 の 測 定
値 を 得 た 。 　 細 胞 （ １ × 10 5 /ウ ェ ル ） は 、 コ ン カ ナ バ リ ン Ａ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2（ IL-2
） 、 IL-2と H57.597(パ ン α 、 β Ｔ 細 胞 受 容 体 抗 体 ） 、 ま た は ブ ド ウ 球 菌 エ ン テ ロ ト キ シ ン
Ａ と Ｂ で 刺 激 し た 。 　 細 胞 を 合 計 72時 間 培 養 し 、 最 後 の 24時 間 に 3 H-メ チ ル チ ミ ジ ン を 添
加 す る こ と に よ っ て 増 殖 を 定 量 し た 。 　 72時 間 後 に 、 細 胞 を Inolech INB-384収 穫 ・ 計 数
装 置 で 収 穫 し 、 細 胞 を ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー に 集 め 、 次 い で ガ ス 比 例 β 粒 子 検 出 を 行 っ た
。 　 試 験 結 果 は 一 般 に 、 表 ５ と ６ に 三 つ の ウ エ ル の 平 均 値 ± SEMで 示 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　
　 各 治 療 グ ル ー プ （ n=３ /グ ル ー プ ） か ら 得 た リ ン パ 節 細 胞 (LNC)と 脾 臓 細 胞 (SPC)FACS分
析 値 を 、 α 、 β Ｔ 細 胞 受 容 体 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ５ お よ び Ｃ Ｄ ８ の 発 現 百 分 率 に つ い
て 分 析 し た 。 　 結 果 を 表 ４ に 示 す 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 表 ４ に お い て 、 統 計 的 有 意 性 を 、 分 散 分 析 法 、 次 い で ダ ン カ ン の 新 マ ル チ プ ル ・ レ ン ジ
・ ポ ス ト -hoc検 定 法 に よ っ て 決 定 し た 。 　 こ れ ら の デ ー タ は 、 抗 Lyt-1抗 体 を 投 与 す る と
、 72時 間 の 時 点 で 、 末 梢 Ｔ リ ン パ 球 が 有 意 に 消 耗 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 　 他 の Ｔ 細 胞
マ ー カ ー (Ｃ Ｄ ３ な ど ） も 同 程 度 に 消 耗 さ れ る の で 、 試 験 結 果 は 残 留 循 環 抗 体 に よ っ て 説
明 す る こ と が で き な か っ た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　
　 生 体 外 増 殖 検 定 を 、 コ ン カ ナ バ リ ン Ａ 、 IL-2、 IL-2+H57、 ブ ド ウ 球 菌 エ ン テ ロ ト キ シ ン
Ａ と Ｂ (SEAと SEB)に 応 答 す る 各 治 療 グ ル ー プ （ ｎ =３ /グ ル ー プ ） か ら の マ ウ ス に つ い て 実
施 し た 。 　 結 果 を 表 ５ に 示 す 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 全 体 と し て 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 抗 Lty-1抗 体 を 一 回 静 脈 投 与 （ 0.4mg/kg） し て か ら 72
時 間 後 に 、 DRA/IJマ ウ ス の Ｔ 末 梢 リ ン パ 球 の 測 定 可 能 な 機 能 的 な 消 耗 が あ る こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
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Ａ ． リ ン パ 節 と 脾 臓 細 胞 の FACS分 析

Ｂ ． 増 殖 分 析 値 に 対 す る 抗 Lyt-1の 効 果

Ｃ ． コ ラ ー ゲ ン 誘 発 関 節 炎 の DBA/IJマ ウ ス に 対 す る 抗 Lyt-1の 効 果



　 　
　 ６ ～ ８ 週 齢 の 雄 の DBA/IJマ ウ ス を 、 等 容 量 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト で エ マ ル ジ ョ
ン に し た ウ シ II型 コ ラ ー ゲ ン 100μ gを 最 終 注 射 容 量 100μ lで 用 い て 免 疫 化 す る 四 日 前 に 抗
体 53.-7.313(抗 Lyt-1)、 IND1（ 抗 黒 色 腫 ） ま た は リ ン 酸 緩 衝 塩 水 (PBS)の 投 与 を 開 始 し て
、 48時 間 間 隔 を お い て 合 計 二 回 静 脈 投 与 （ 0.4mg/kg)を 行 っ た 。 　 各 投 与 グ ル ー プ は 10頭
づ つ の マ ウ ス で 構 成 さ れ て い る 。 　 マ ウ ス の 監 視 を 免 疫 化 後 21日 目 に 開 始 し て 、 一 週 間 毎
に 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ４ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 免 疫 化 を 行 っ た 後 、 個 々 の マ ウ ス の 各 足 を ０ か ら ２ ま で の 尺 度 で 等 級 を つ け て 関 節 炎 の
重 症 度 の 得 点 を 付 け た 。 　 得 点 １ は 二 本 ま で の 足 指 が 腫 脹 し て い る こ と を 示 し 、 得 点 ２ は
二 本 以 上 の 足 指 の 腫 脹 か ら 足 全 体 が お さ れ て 、 そ の 後 の 時 点 で 大 き な 関 節 が 強 直 症 に あ る
こ と を 示 す 。 　 個 々 の マ ウ ス が 採 り う る 重 症 度 の 最 大 得 点 は ８ で あ る 。 　 マ ウ ス は コ ラ ー
ゲ ン で 免 疫 化 し て か ら 80日 後 ま で 監 視 し 、 次 い で 頚 部 脱 臼 で 殺 し た 。 　 結 果 は 各 投 与 グ ル
ー プ に つ い て 関 節 炎 得 点 の 平 均 値 で 表 し て あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 試 験 過 程 で の 関 節 炎 得 点 の 変 化 を 図 12に 示 す 。 　 図 12の 総 合 結 論 は 、 コ ラ ー ゲ ン に よ る
免 疫 化 を 行 う 前 に 抗 Lut-1抗 体 を 投 与 す る と 、 現 れ る 関 節 炎 重 症 度 が 有 意 に 低 下 し た と い
う こ と で あ る 。 　 全 治 療 グ ル ー プ に お い て 、 目 視 可 能 な 徴 候 の 出 現 は 免 疫 化 し て か ら 約 30
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日 後 に 始 ま り 、 試 験 終 了 ま で 直 線 的 に 進 行 し た 。 　 抗 Lyt-1治 療 グ ル ー プ は 、 48日 目 に 軽
減 さ れ た 関 節 炎 の 徴 候 を 示 し 始 め 、 他 の 二 グ ル ー プ と 同 程 度 に 関 節 炎 が 発 生 す る こ と は な
か っ た 。 　 関 節 炎 の 開 始 は 抗 Lut-1の 治 療 に よ っ て 有 意 に 遅 延 す る こ と は な か っ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 統 計 的 有 意 性 を 、 被 検 体 間 の 一 つ の 変 数 （ 抗 体 に よ る 治 療 ） に よ る 、 反 復 測 定 の 分 散 分
析 で 決 定 し た 。 　 反 復 測 定 分 析 は 、 各 マ ウ ス が 試 験 の 期 間 中 連 続 的 に 監 視 さ れ た の で 必 要
で あ っ た 。 　 こ の よ う に 連 続 し た 日 に お け る 関 節 炎 の 得 点 は 、 グ ル ー プ 間 の 有 意 差 を 求 め
る Ｆ 検 定 法 に お け る 全 自 由 度 に 寄 与 す る 独 立 し た 測 定 値 と み な す こ と は で き な い 。 　 反 復
測 定 分 析 は 測 定 値 の 数 の 変 化 に 、 グ ル ー プ 当 り の 個 体 の 数 か ら の 自 由 度 を 使 用 す る 。 　 被
検 体 間 の 一 般 的 な 分 散 分 析 は 不 適 当 で あ り 、 治 療 グ ル ー プ 間 の 誤 ま っ た 有 意 性 を 示 す こ と
が あ る 。 　 免 疫 化 を 行 っ た 後 の 日 数 に よ る 治 療 手 段 の 比 較 は 、 抗 Lyt-1に よ る 治 療 の PBSと
IND1を 用 い た 対 照 手 段 に 対 す る 有 意 性 を 決 定 す る た め に 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 結 論 と し て 、 マ ウ ス に お け る Ｃ Ｄ ５ の 等 価 物 で あ る Lyt-1に 対 す る ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 静 脈 投 与 は 、 0.4mg/kgを 一 回 投 与 し た 後 、 脾 臓 と 末 梢 リ ン パ 節 の Ｔ リ ン パ 球 を 有
意 に 減 ら す こ と が で き る 。 　 こ の Ｔ 細 胞 の 減 少 は 、 II型 コ ラ ー ゲ ン に よ る 免 疫 化 を 行 う 前
に 同 じ 抗 Lyt-1を 投 与 し た 場 合 に み ら れ る 関 節 炎 重 症 度 の 有 意 な （ ｐ ＜ 0.01） 減 少 に 対 し
て 根 拠 の あ る 機 序 で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　
　
　 重 症 の 複 合 免 疫 不 全 症 の マ ウ ス （ CB. 17 Scid： SCID)は 、 ヒ ト 末 梢 血 液 単 核 細 胞 （ PBMC
） を 移 植 し た 後 、 数 カ 月 間 ヒ ト リ ン パ 系 細 胞 を 保 持 し て い る 。 　 こ の よ う な キ メ ラ マ ウ ス
は 、 PBMC/SCIDマ ウ ス と 呼 ぶ が 、 そ の 血 清 中 に ヒ ト Igが 存 在 す る こ と に よ っ て 分 か る よ う
に 機 能 性 ヒ ト 細 胞 を 有 し て い る 。 　 PBMC/SCIDマ ウ ス は 、 脾 臓 と 血 液 の よ う な 組 織 中 に ヒ
ト Ｔ 細 胞 を 保 持 し て い る 。 　 PBMC/SCIDマ ウ ス 中 に 存 在 す る ヒ ト Ｔ 細 胞 は 、 主 と し て 成 熟
表 現 型 の も の で あ り 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ５ 、 Ｃ Ｄ ７ お よ び Ｃ Ｄ ４ も し く は Ｃ Ｄ ８ を 含 む Ｔ 細 胞
抗 原 を 発 現 す る 。 　 そ の 上 に 、 ほ と ん ど の Ｔ 細 胞 は 、 HLA-DRと CD45R0の 発 現 に よ っ て 判 断
さ れ る よ う に 、 活 性 記 憶 細 胞 の よ う で あ る 。 　 こ れ ら の 移 植 さ れ た Ｔ 細 胞 は 、 (ａ )Ｂ 細 胞
が 抗 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 抗 体 を 産 生 す る の に 役 立 ち ； (ｂ )プ ラ ズ マ 中 に 検 出 さ れ る 可 溶 性 イ
ン タ ー ロ イ キ ン -２ 受 容 体 (SIL-2R)を 産 生 し 、 お よ び (ｃ ) に て 、 IL-2を 補 充 し た
ミ ト ゲ ン の 抗 ヒ ト Ｃ Ｄ ３  モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 応 答 し て 増 殖 す る の で 、 機 能 性 の よ う で
あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 PBMC/SCIDマ ウ ス は 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 と Ｂ 細 胞 が 存 在 し て い る た め に 、 H65MoAb、 す な わ ち 、
ヒ ト Ｃ Ｄ ５ に 対 す る マ ウ ス IgGIの よ う な 抗 ヒ ト Ｔ 細 胞 薬 品 を 評 価 す る た め の で の
モ デ ル 系 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 SCIDマ ウ ス は 、 Taconic社 （ 米 国 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 ジ ュ ー マ ン タ ウ ン ） か ら 入 手 し 、
６ ～ ７ 週 齢 時 に 、 ヒ ト PBMCが 確 実 に 移 植 さ れ る よ う に 200mg/kgの シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド を 腹
腔 内 （ i.p.) 内 に 注 射 し た 。 　 二 日 後 に 、 通 常 の ド ナ ー か ら 得 た リ ン パ 球 を 除 去 し た 試 料
（ HamaCare Corporation、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 シ ャ ー マ ン ・ オ ー ク ス ） か ら Ficoll
-Hypaque密 度 勾 配 遠 心 分 離 に よ っ て 単 離 し た ヒ ト PBMC25～ 40× 10 6 を 腹 腔 内 に 注 射 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 PBMCを 注 射 し て か ら ２ ～ ３ 週 間 後 に 、 マ ウ ス の 後 部 眼 窩 洞 か ら 採 血 し て 、 プ ラ ズ マ 中 の
ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)と ヒ ト SIL-2Rの レ ベ ル を サ ン ド イ ッ チ ELISA 法 を 用 い て 定 量 し た
。 　 こ れ ら の ヒ ト － タ ン パ ク 質 の レ ベ ル が 低 い か 、 ま た は 検 出 で き な い マ ウ ス は 試 験 か ら
除 き 、 残 り を 各 種 の 治 療 グ ル ー プ （ ６ 頭 ／ グ ル ー プ ） に 分 割 し た 。 　 次 い で 、 そ の マ ウ ス
に 、 H65 MoAb(0.2も し く は 0.02mg/kg/day） H65ベ ー ス の F(ab')2断 片 (２ mg/kg/day)ま た は
賦 形 剤 （ 緩 衝 液 ） を 、 10日 間 連 続 投 与 し て 毎 日 静 脈 注 射 に よ っ て 投 与 し た 。 　 最 後 の 注 射
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を し て か ら １ 日 後 、 マ ウ ス か ら 採 血 し 、 次 い で 脾 臓 を 集 め た 。 　 血 球 と 脾 臓 細 胞 の 単 一 細
胞 懸 濁 液 を 標 準 の 方 法 で 作 製 し た 。 　 次 い で 、 回 収 し た 細 胞 を 、 流 動 細 胞 計 測 法 を 用 い て
ヒ ト Ｔ 細 胞 表 面 マ ー カ ー に つ い て 検 定 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 20万 ～ 50万 個 の 細 胞 が 、 下 記 の FITCも し く は PE接 合 Ab(Becton-Dickinson、 米 国 、 カ リ
フ ォ ル ニ ア 州 、 マ ウ ン テ ン ・ ビ ュ ー ):HLe-1-FITC（ 抗 -Ｃ Ｄ 45)、 Leu-2-FITC（ 抗 -Ｃ Ｄ ８
） お よ び Leu-3-PE（ 抗 -Ｃ Ｄ ４ ） に よ っ て 染 色 さ れ た 。 　 試 料 は 、 対 数 増 殖 器 を 用 い FACSc
anで 分 析 し た 。   陽 性 の 細 胞 を 定 量 す る 領 域 を 、 未 変 性 SCIDマ ウ ス か ら 得 た 細 胞 の 染 色 に
基 づ い て 設 定 し た 。 　 SCID組 織 か ら 回 収 さ れ た ヒ ト 抗 原 陽 性 細 胞 の 絶 対 数 を 、 陽 性 細 胞 の
％ に 、 各 組 織 試 料 か ら 回 収 さ れ た 細 胞 の 合 計 数 を 掛 け 算 す る こ と に よ っ て 求 め た 。 　 血 液
中 の 白 血 球 の 合 計 数 を 、 理 論 的 血 液 容 積 1.4ml/マ ウ ス を 用 い て 計 算 し た 。 　 治 療 グ ル ー プ
間 の 統 計 的 比 較 は 、 Mann-Whitney Ｕ 検 定 法 を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 H65 MoAbも し く は 賦 形 剤 （ 対 照 ） に よ る 治 療 後 の PBMC/SCIDマ ウ ス の 脾 臓 と 血 液 か ら 回
収 し た ヒ ト Ｔ 細 胞 (Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｃ Ｄ ８ 細 胞 ） の 数 を 図 13に 示 す 。   賦 形 剤 で 治 療 さ れ た マ ウ
ス に 比 べ て 有 意 に 少 な い 数 の Ｔ 細 胞 が 、 0.2も し く は 0.02g/kg/dayの H65 MoAbで 治 療 さ れ
た マ ウ ス の 脾 臓 と 血 液 か ら 回 収 さ れ た 。 　 逆 に 、 H65ベ ー ス の F(ab')2断 片 を 、 ２ mg/kg/da
yで 用 い て 治 療 し た 場 合 、 た と え 10～ 100倍 の 高 い 投 与 量 を 用 い て も 、 脾 臓 も し く は 血 液 か
ら ヒ ト Ｔ 細 胞 は 有 意 に 減 少 し な か っ た （ 図 14） 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 こ れ ら の 試 験 結 果 は 、 抗 ヒ ト Ｃ Ｄ ５  MoAbが 実 験 動 物 モ デ ル 中 の ヒ ト Ｔ 細 胞 を 減 少 さ せ
る こ と を 示 し て い る 。 　 こ の MoAbが SCIDマ ウ ス か ら ヒ ト Ｔ 細 胞 を 減 少 さ せ る 性 能 は 、 F(ab
')2 断 片 が 無 効 で あ る の で 、 MoAbの Fc部 分 に 依 存 し て い る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　
　
　
　 糖 尿 病 耐 性 の Biobreeding (DR BB) ラ ッ ト の コ ラ ー ゲ ン 誘 発 関 節 炎 は 、 DR BBラ ッ ト RT1
.Dβ 遺 伝 子 が 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 罹 病 性 に 関 連 し て い る と 報 告 さ れ て い る ヒ ト HLA-DRβ 遺
伝 子 に 相 同 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ー ド し て る と い う 点 で 、 ヒ ト 慢 性 関 節 リ ウ マ チ に と っ
て 特 に 適 切 な 動 物 モ デ ル で あ る 。 　 こ の モ デ ル で は 、 DR BBラ ッ ト に 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト
ア ジ ュ バ ン ト で エ マ ル ジ ョ ン に し た 非 相 同 の II型 コ ラ ー ゲ ン を 尾 の 皮 膚 内 一 回 注 射 し て 投
与 す る 。 　 関 節 炎 の 発 生 は 、 DBA/IJ CIAモ デ ル の 場 合 よ り か な り 速 い 。 　 臨 床 で の 徴 候 は
コ ラ ー ゲ ン に よ る 免 疫 化 を 行 っ て か ら 1.5～ ２ 週 間 後 に 起 こ り 、 ピ ー ク の 腫 脹 は 開 始 か ら
数 日 後 に 観 察 さ れ る 。 　 発 生 率 は 、 一 般 に 、 極 め て 高 い （ 免 疫 化 さ れ た 動 物 の 85％ を 超 え
る ） 。 　 そ の 腫 脹 は 一 般 に 重 篤 で 、 足 指 と 足 く び の 全 関 節 に わ っ た て お り 、 か つ 後 足 に 限
定 さ れ て い る 。 　 組 織 病 理 学 的 試 験 に よ っ て 、 関 節 炎 は 、 関 節 縁 に パ ン ヌ ス が 生 成 す る 増
殖 性 滑 膜 炎 で 始 ま り 、 続 い て 軟 骨 の 外 側 の （ 非 無 機 物 化 ） 層 と 内 側 の （ 無 機 物 化 ） 層 の 両
方 に 二 方 向 侵 食 が 起 こ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 こ の 試 験 で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (MoAb)、 す な わ ち 、 ラ ッ ト に お い て Ｃ Ｄ ５ 抗 原 の 等
価 物 に 対 す る OX19の 効 力 を 評 価 す る た め に 、 DR BB CIAラ ッ ト モ デ ル を 使 用 す る 。 　 そ の
抗 体 を 、 II型 コ ラ ー ゲ ン で 免 疫 化 す る 前 に 、 ラ ッ ト に 投 与 し た 。 　 ま た 、 正 常 の Sprague-
Dawleyラ ッ ト を 一 回 の 0.5mg/kg 静 脈 注 射 に よ っ て 処 理 し 、 三 時 間 後 に 殺 し て Ｔ 細 胞 に 対
す る MoAbの 結 合 性 を 測 定 す る か 、 ま た は 二 日 後 に 流 動 細 胞 計 測 法 を 用 い て 、 リ ン パ 系 組 織
中 の Ｔ 細 胞 を 定 量 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　
　 OXI9 MoAbは 、 ラ ッ ト Ｔ 細 胞 に 存 在 す る ラ ッ ト Ｃ Ｄ ５ 抗 原 の 等 価 物 に 対 す る マ ウ ス IgG1
で あ る 。 　 OXI9ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 The European Collection of Animal Cell Cultures 
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糖 尿 病 耐 性 BBラ ッ ト の コ ラ ー ゲ ン 誘 発 関 節 炎 の
予 防 治 療 へ の OX19モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 用 途

Ａ ． 正 常 Sprague-Dawleyラ ッ ト の リ ン パ 系 組 織 で の Ｔ 細 胞 に 対 す る OX19 MoAbの 作 用



(ECACC) か ら 入 手 可 能 で 、 ECACC No.84112012 が 付 さ れ て い る 。 　 H65 MoAb、 す な わ ち 、
ヒ ト Ｃ Ｄ ５ に 対 し て 反 応 性 の マ ウ ス IgG1を 、 負 の 対 照 に 一 致 す る イ ソ タ イ プ と し て 使 用 し
た 。 　 ラ ッ ト パ ン Ｔ 細 胞 （ W3/13)、 Ｃ Ｄ ４ 細 胞 （ W3/25)お よ び Ｃ Ｄ ８ 細 胞 （ OX8)上 の 表 面
抗 原 に 対 す る フ ル オ レ セ イ ン を 接 合 し た 抗 体 を 、 ラ ッ ト リ ン パ 系 組 織 中 の Ｔ 細 胞 を 流 動 細
胞 計 測 法 で 定 量 す る の に 用 い る た め 、 Accurate Chemical and Scientific Corporation（
米 国 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 ウ ェ ス ト バ リ ー ） か ら 入 手 し た 。 　 フ ィ コ エ リ ス リ ン を 接 合 し た
ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG1（ Caltag Laboratories社 、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 サ ウ ス ・ サ ン フ
ラ ン シ ス コ ） を 用 い て 、 二 色 分 析 法 で ラ ッ ト Ｔ 細 胞 に 捕 捉 さ れ た OX19 MoAb を 検 出 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 重 量 が 100 ～ 150gの 雄 の Sprague-Dawleyラ ッ ト （ Simonsen Laboratories社 、 米 国 、 カ
リ フ ォ ル ニ ア 州 、 ギ ル ロ イ ） に 、 0.1％ Tween80 を 含 有 す る リ ン 酸 緩 衝 塩 水 （ PBS/Tween)
中 の OX19 MoAb(0.5mg/kg） ま た は 対 照 の MoAb（ 0.5mg/kg） を 一 回 、 一 挙 に 静 脈 注 射 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 投 与 し て か ら 、 ３ 時 間 後 （ 結 合 性 試 験 ) ま た は ２ 日 後 （ 除 去 性 試 験 ） に 、 動 物 を 殺 し た
。 　 血 液 、 脾 臓 お よ び リ ン パ 節 の 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 標 準 方 法 で 作 製 し 、 １ × 10 6 の 細 胞 を
、 FACS分 析 を 行 う た め に 適 当 な 抗 体 で 染 色 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　
　 各 治 療 グ ル ー プ の 一 頭 の 動 物 の 血 液 、 脾 臓 お よ び リ ン パ 節 を 、 Ｃ Ｄ ４ と Ｃ Ｄ ８ の Ｔ 細 胞
の 百 分 率 、 お よ び 表 面 に 結 合 し た マ ウ ス IgG1に 対 し て 明 確 に 染 色 し た Ｃ Ｄ ４ と Ｃ Ｄ ８ の Ｔ
細 胞 の 百 分 率 に つ い て 分 析 し た 。 　 そ の 結 果 を 表 ６ に 示 す 。   Ｔ 細 胞 は 、 OX19 MoAbを 投
与 し て か ら 三 時 間 後 に 血 液 か ら 除 去 さ れ た 。 　 OX19 MoAbで 治 療 さ れ た ラ ッ ト の 、 血 液 中
に 残 っ た Ｔ 細 胞 の ほ と ん ど す べ て 、 お よ び 脾 臓 と リ ン パ 節 中 に 存 在 す る Ｔ 細 胞 の ほ と ん ど
も 表 面 に 結 合 し た マ ウ ス IgG1に 対 し て 明 確 に 染 色 し た 。 　 こ の こ と は 、 使 用 し た OX19 MoA
bの 投 与 量 が 、 こ れ ら の 腫 瘍 リ ン パ 系 器 官 中 の Ｔ 細 胞 の 大 部 分 を 飽 和 す る の に 充 分 な 量 で
あ っ た こ と を 示 し て い る 。 　 こ れ ら の 結 果 は 治 療 に 用 い る の に 有 効 な 投 与 量 を 示 し て い る
。
【 ０ １ ６ １ 】
　
　 各 治 療 グ ル ー プ に お け る 二 頭 の 動 物 由 来 の 血 液 、 脾 臓 お よ び リ ン パ 節 の 細 胞 を 、 パ ン Ｔ
、 Ｃ Ｄ ４ お よ び Ｃ Ｄ ８ の 細 胞 の 百 分 率 に つ い て 分 析 し た 。   試 験 結 果 を 、 二 頭 の 動 物 の 平
均 値 と し て 表 ７ に 示 す 。 　 OX19 MoAbに よ る 治 療 に よ っ て 、 対 照 の MoAbに よ る 治 療 に 比 べ
て 、 全 被 検 組 織 か ら Ｔ 細 胞 が 消 耗 し て い る 。 　 こ れ ら の 試 験 結 果 は 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い
る 治 療 用 途 に 用 い ら れ る 適 切 な 投 与 量 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
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Ａ . In vivoで の OX19 MoAbの ラ ッ ト Ｔ 細 胞 に 対 す る 結 合 性

Ｂ ． ラ ッ ト リ ン パ 系 組 織 に お け る Ｔ 細 胞 部 分 集 団 に 対 す る OX19 MoAb治 療 の 効 果



【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ３ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 雄 の DR BB/Worラ ッ ト （ マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 大 学 飼 育 場 か ら 入 手 し た ； ８ 頭 ／ グ ル ー プ ）
の ６ 週 齢 に な っ た も の に 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 0.15ml中 に エ マ ル ジ ョ ン に し た
ウ シ II型 コ ラ ー ゲ ン 0.3mgを ０ 日 目 に 尾 の 根 元 に 注 射 し て 免 疫 化 す る 前 、 ７ 日 目 と ４ 日 目
に OX19 MoAb(0.5mg/kg） 、 対 照 の MoAb（ 0.5mg/kg） ま た は 緩 衝 液 （ PBS/Tween） を 静 脈 注
射 で 投 与 し た 。 　 ラ ッ ト の 関 節 炎 の 得 点 付 け を 、 コ ラ ー ゲ ン に よ る 免 疫 化 を 行 っ て か ら ８
日 後 に 開 始 し て 毎 日 行 っ た 。 　 重 症 度 を ０ ～ ２ の 尺 度 で 等 級 付 け し た 。 　 得 点 １ は 中 程 度
の 腫 脹 を 示 し 、 得 点 ２ は 重 篤 な 腫 脹 を 示 す 。 　 個 々 の 動 物 は 、 も し 両 側 の 後 足 が お か さ れ
れ ば 、 関 節 炎 重 症 度 の 採 り う る 最 高 得 点 は ４ で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 試 験 過 程 中 の 関 節 炎 得 点 の 変 化 を 図 15に 示 し 、 各 治 療 グ ル ー プ の 関 節 炎 発 生 率 を 表 ８ に
示 す 。
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実 施 例 12
DR BBラ ッ ト に お け る コ ラ ー ゲ ン 誘 発 関 節 炎 の 発 生 に 対 す る OX19 MoAb治 療 の 効 果



【 ０ １ ６ ５ 】
　 対 照 の ラ ッ ト （ 緩 衝 液 お よ び 対 照 の MoAbで 治 療 し た ラ ッ ト ） に 、 主 と し て 両 側 の 後 足 の
重 篤 な 関 節 炎 が 、 高 い 発 生 率 で （ 両 グ ル ー プ に つ い て 88％ ） 10～ 14日 目 に 発 生 し た 。 　 OX
19 MoAbに よ る 治 療 に よ っ て 、 関 節 炎 の 発 生 が 完 全 に 防 止 さ れ た （ 発 生 率 ０ ％ ） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 結 論 と し て 、 Ｃ Ｄ ５ ラ ッ ト 等 価 物 に 対 す る マ ウ ス MoAbを 0.5mg/kg静 脈 投 与 す る と 、 正 常
の ラ ッ ト の リ ン パ 系 組 織 か ら の Ｔ 細 胞 を 飽 和 し て 消 耗 す る こ と が 分 か っ た 。 　 こ の Ｔ 細 胞
の 消 耗 は 、 DR BBラ ッ ト に 、 II型 コ ラ ー ゲ ン に よ る 免 疫 化 の 前 に MoAbを 投 与 し た と き に 観
察 さ れ る 関 節 炎 発 生 の 完 全 な 阻 害 に つ い て の 可 能 性 の 高 い 機 序 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 慢 性 関 節 リ ウ マ チ (RA)に か か っ て い る 患 者 を 、 本 発 明 の 抗 パ ン Ｔ 細 胞 を 用 い て 治 療 す る
た め に 選 択 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
  前 述 の よ う に し て 調 整 し た 抗 Ｃ Ｄ ５ 抗 体 を 、 約 0.005～ 2.0mg/kg/dayの 投 与 量 で 患 者 に
、 １ ～ ５ 日 間 、 好 ま し く は １ ～ ２ 日 間 投 与 し た 。 　 な お 、 こ の 投 与 は 、 キ メ ラ の ヒ ト 型 化
MoAbを 、 そ の 半 減 期 が 増 大 し た た め に 用 い る 場 合 に は 、 毎 日 の 変 わ り に ２ ～ 30日 毎 に 上 記
投 与 量 を 投 与 す る こ と が で き る 。 　 最 適 投 与 量 と 投 与 予 定 を 決 定 す る た め に 、 投 与 量 上 昇
法 に よ る 各 投 与 量 を 確 立 し て 患 者 を 治 療 し た 。 　 患 者 は 、 関 節 の 腫 脹 と 圧 痛 の 得 点 を 含 む
い く つ か の 徴 候 を 用 い て 監 視 し た 。 　 そ の 結 果 を 、 図 11に 示 す 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　
  
  全 身 性 狼 瘡 紅 斑 (SLE)は 、 炎 症 と 自 己 免 疫 を 特 徴 と す る 多 重 全 身 性 疾 患 で あ る 。 　 高 い
頻 度 で 起 こ る 徴 候 に は 、 疲 労 、 貧 血 、 発 熱 、 発 疹 、 感 光 性 、 脱 毛 症 、 関 節 炎 、 心 膜 炎 、 胸
膜 炎 、 脈 管 炎 、 腎 炎 、 お よ び 中 枢 神 経 系 の 疾 患 が 含 ま れ る 。 　 Revised Criteria for Cla
ssfication of SLEに よ れ ば 、 上 記 し た 徴 候 の 四 つ 以 上 が 、 観 察 期 間 中 、 連 続 的 あ る い は
同 時 に 現 れ ば 、 SLEの 臨 床 検 査 を 行 う 必 要 が あ る と さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 前 記 の よ う に し て 製 造 さ れ た 抗 Ｃ Ｄ ５ 抗 体 は 、 約 0.05～ 2.0mg/kg/dayの 投 与 量 で 、 １ ～
５ 日 間 、 好 ま し く は １ ～ ２ 間 、 患 者 に 投 与 さ れ る 。 　 あ る い は 、 キ メ ラ の ヒ ト 型 化 MoAbを
、 そ の 半 減 期 が 増 大 し た 場 合 に は 、 毎 日 の 変 わ り に ２ ～ 30日 毎 に 上 記 投 与 量 を 投 与 で き る
。 　 最 適 の 投 与 量 を 投 与 予 定 を 決 定 す る た め に 、 患 者 は 投 与 量 増 大 法 に よ る 各 投 与 量 と 投
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与 予 定 に 従 っ て 治 療 さ れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　
  
　 乾 癬 は 、 ひ じ と ひ ざ に 斑 点 と し て 古 く か ら 知 ら れ て い る 自 己 免 疫 が 原 因 の 疾 患 で あ る が
、 皮 膚 の 他 の 領 域 に 現 れ る こ と が 多 い 。 　 爪 と 関 節 の 異 常 も 観 察 さ れ る こ と が 多 い 。 　 特
に 、 炎 症 性 関 節 疾 患 が 、 時 に は 、 糜 爛 性 で 重 篤 な 形 態 で 起 こ る こ と が あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 前 述 の よ う に し て 調 整 し た 抗 Ｃ Ｄ ５ 抗 体 を 、 約 0.005～ 2.0mg/kg/dayの 投 与 量 で １ ～ ５
日 間 、 好 ま し く は １ ～ ２ 日 間 、 患 者 に 投 与 す る 。 　 な お 、 キ メ ラ の ヒ ト 型 化 し た MoAbを 、
そ の 半 減 期 が 増 大 し た 場 合 に は 、 毎 日 の 代 わ り に 、 上 記 投 与 量 を ２ ～ 30日 間 毎 に 投 与 で き
る 。 　 最 適 の 投 与 量 と 投 与 予 定 を 決 定 す る た め に 、 患 者 は 投 与 量 増 大 法 に よ る 各 投 与 量 と
投 与 予 定 に 従 っ て 治 療 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 臨 床 観 察 に は 、 乾 癬 の 斑 点 に 対 す る 特 別 な 注 意 の み な ら ず 、 患 者 の 全 体 的 状 態 の 評 価 が
含 ま れ る 。 　 さ ら に 、 白 血 球 の 計 数 と 示 差 分 析 の よ う な 実 験 パ ラ メ ー タ の 監 視 が 推 奨 さ れ
る 。 　 治 療 に 対 す る 不 十 分 な 耐 性 ま た は 合 併 症 を 示 す 徴 候 に は 悪 心 、 嘔 吐 、 疲 労 、 発 疹 、
発 熱 、 悪 寒 お よ び 失 神 が あ る 。 　 リ ン パ 球 以 外 の 白 血 球 の 解 明 さ れ て い な い 消 耗 は 、 治 療
を 停 止 す る 指 標 で あ る 。 　 リ ン パ 球 の 示 差 分 析 を 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。   す な わ ち 、
Ｔ 細 胞 と Ｂ 細 胞 の 合 計 数 の 分 析 を 行 わ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　
　
　 糖 尿 病 に は 主 と し て 二 つ の 型 が あ る 。 　 Ｉ 型 は 古 く か ら 外 因 性 イ ン ス リ ン が 必 要 な こ と
が 関 連 し て い る 。 　 Ｉ 型 糖 尿 病 は 、 一 般 に 、 40歳 よ り 前 に 起 こ り 、 イ ン ス リ ン の 分 泌 が な
い こ と に 関 連 し て い る 。 　 長 期 Ｉ 型 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 の 患 者 の 膵 臓 に は 、 膵 臓 島 細
胞 が 欠 け て い る 。 　 Ｉ 型 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 (IDDM)の 病 因 が 自 己 免 疫 で あ る と い う 大
き な 証 拠 が あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 患 者 は 、 The American Diabetes Association が 確 立 し た 基 準 に 基 づ い て IDDMで あ る と
診 断 さ れ る 。 　 前 述 の よ う に し て 調 整 さ れ た 抗 Ｃ Ｄ ５ 抗 体 を 、 約 0.005～ 2.0mg/kg/dayの
投 与 量 で 、 １ ～ ５ 日 間 、 好 ま し く は １ ～ ２ 日 間 、 患 者 に 投 与 す る 。 　 な お 、 キ メ ラ の ヒ ト
型 化 MoAbを 、 そ の 半 減 期 が 増 大 し た 場 合 は 、 毎 日 の 代 わ り に 、 上 記 投 与 量 を ２ ～ 30日 毎 に
投 与 で き る 。 　 最 適 の 投 与 量 と 投 与 予 定 を 決 定 す る た め に 、 患 者 は 投 与 量 増 大 法 に よ る 各
投 与 量 と 投 与 予 定 に 従 っ て 治 療 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 試 験 中 、 患 者 は 臨 床 パ ラ メ ー タ と 実 験 パ ラ メ ー タ で 監 視 し た 。 　 治 療 に 対 す る 不 充 分 な
耐 性 ま た 合 併 症 を 示 す 臨 床 徴 候 に は 、 疲 労 、 嘔 吐 、 発 疹 、 発 熱 、 悪 寒 お よ び 失 神 が あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 試 験 評 価 に は 、 示 差 分 析 を 伴 う 白 血 球 の 計 数 を 毎 日 行 う こ と と 、 血 糖 値 を １ 日 に 少 な く
と も ２ 回 測 定 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｉ 型 糖 尿 病 の 開 始 を 予 見 す る 診 断 基 準 に よ っ て 、 患 者 は 予 防 治 療 を 選 択 す る こ と が で き
る 。 　 こ の 治 療 は 、 臨 床 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 の 治 療 に つ い て 、 先 に 述 べ た 投 与 量 と 投
与 予 定 に 従 っ て 行 わ れ る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ７ ９ 】
　 本 発 明 に よ っ て 調 製 さ れ る 改 変 抗 体 可 変 領 域 は 、 ヒ ト へ の 投 与 、 す な わ ち 、 ヒ ト の 疾 病
治 療 の 目 的 で の 用 途 に お い て 有 用 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ １ ８ ０ 】
【 図 １ Ａ 】 配 列 と 構 造 の 相 同 性 の 基 準 に よ っ て 対 応 さ せ た 、 四 つ の ヒ ト 抗 体 可 変 領 域 〔 HY
H (HYHEL-10 Fab-リ ゾ チ ー ム 複 合 体 ） 、 MCPC（ IgA Fab MCPC603-ホ ス ホ コ リ ン 複 合 体 ） 、
NEWM（ Ig Fab' NEW)お よ び KOL (IgG1 KOL)〕 の Ｌ 鎖 で の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 概 略 図 で あ る
。
【 図 １ Ｂ 】 配 列 と 構 造 の 相 同 性 の 基 準 に よ っ て 対 応 さ せ た 、 四 つ の ヒ ト 抗 体 可 変 領 域 〔 HY
H (HYHEL-10 Fab-リ ゾ チ ー ム 複 合 体 ） 、 MCPC（ IgA Fab MCPC603-ホ ス ホ コ リ ン 複 合 体 ） 、
NEWM（ Ig Fab' NEW)お よ び KOL (IgG1 KOL)〕 の Ｈ 鎖 で の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 概 略 図 で あ る
。
【 図 ２ 】 可 変 領 域 の Ｌ 鎖 の ア ミ ノ 酸 残 基 間 の 構 造 の 関 係 を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 可 変 領 域 の Ｈ 鎖 の ア ミ ノ 酸 残 基 間 の 構 造 の 関 係 を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 抗 体 可 変 領 域 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ５ Ａ 】 ヒ ト 抗 体 可 変 領 域 の Ｌ 鎖 の サ ブ グ ル ー プ 〔 ｈ Ｋ １ （ ヒ ト κ Ｌ 鎖 サ ブ グ ル ー プ １
） 、 ｈ Ｋ ３ (ヒ ト κ Ｌ 鎖 サ ブ グ ル ー プ ３ ） 、 ｈ Ｋ ２ (ヒ ト κ Ｌ 鎖 サ ブ グ ル ー プ ２ ） 、 ｈ Ｌ １
(ヒ ト λ Ｌ 鎖 サ ブ グ ル ー プ １ ） 、 ｈ Ｌ ２ (ヒ ト λ Ｌ サ ブ グ ル ー プ １ ） 、 ｈ Ｌ ３ (ヒ ト λ Ｌ 鎖
サ ブ グ ル ー プ ３ ） 、 ｈ Ｌ ６ (ヒ ト λ Ｌ 鎖 サ ブ グ ル ー プ ６ ） 、 ｈ Ｋ ４ （ ヒ ト κ Ｌ 鎖 サ ブ グ ル
ー プ ４ ） 、 ｈ Ｌ ４ (ヒ ト λ Ｌ 鎖 サ ブ グ ル ー プ ４ ） お よ び ｈ Ｌ ５ (ヒ ト λ Ｌ 鎖 サ ブ グ ル ー プ ５
） 〕 そ れ ぞ れ の 共 通 ア ミ ノ 酸 配 列 の 配 置 の 対 応 関 係 を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 ５ Ｂ 】 ヒ ト 抗 体 可 変 領 域 の Ｈ 鎖 の サ ブ グ ル ー プ 〔 ｈ Ｈ ３ (ヒ ト 重 鎖 サ ブ グ ル ー プ ３ ）
、 ｈ Ｈ １ (ヒ ト Ｈ 鎖 サ ブ グ ル ー プ １ 〕 お よ び ｈ Ｈ ２ (ヒ ト Ｈ 鎖 サ ブ グ ル ー プ ２ ） 〕 そ れ ぞ れ
の 共 通 ア ミ ノ 酸 配 列 の 配 置 の 対 応 関 係 を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 ６ Ａ 】 ヒ ト Ｌ 鎖 の 共 通 配 列 ｈ Ｋ １ と 、 Ｈ ６ ５ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 可 変 領 域 の 実
際 の (ｈ ６ ５ ) Ｌ 鎖 配 列 と 低 危 険 度 改 変 を 行 っ た (prop)Ｌ 鎖 配 列 と の 対 応 関 係 を 示 す 概 略
図 で あ る 。
【 図 ６ Ｂ 】 ヒ ト Ｌ 鎖 の 共 通 配 列 ｈ Ｈ ３ と 、 Ｈ ６ ５ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 可 変 領 域 の 実
際 の (ｈ ６ ５ )Ｈ 鎖 配 列 と 改 変 (prop)Ｈ 鎖 配 列 と の 対 応 関 係 を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 ７ Ａ 】 Ｈ ６ ５ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 可 変 領 域 の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の 改 変 Ｖ /Ｊ 領 域 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 の 構 築 の た め に 用 い ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す
概 略 図 で あ る 。
【 図 ７ Ｂ 】 Ｈ ６ ５ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 可 変 領 域 の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の 改 変 Ｖ /Ｊ 領 域 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 の 構 築 の た め に 用 い ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す
概 略 図 で あ る 。
【 図 ８ Ａ 】 Ｈ ６ ５ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 可 変 領 域 の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 そ れ ぞ れ の 改 変 Ｖ /Ｊ
領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 ８ Ｂ 】 Ｈ ６ ５ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 可 変 領 域 の Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 そ れ ぞ れ の 改 変 Ｖ /Ｊ
領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 本 発 明 の 改 変 Ｈ ６ ５ 抗 体 可 変 領 域 が 、 天 然 の Ｈ ６ ５ 抗 体 可 変 領 域 の 抗 原 結 合 性 能
を 保 持 し て い る こ と を 示 す 、 競 合 的 結 合 測 定 法 で の 試 験 結 果 の グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ Ａ 】 ヒ ト の Ｌ 鎖 共 通 配 列 ｈ Ｋ １ 、 な ら び に ヒ ト 抗 体 Ｅ Ｕ 、 ヒ ト 抗 体 Ｔ Ａ Ｃ 、 本 発
明 に 従 っ て 改 変 し た マ ウ ス 抗 体 Ｔ Ａ Ｃ (prop） 、 お よ び 他 の 異 な る 方 法 で 改 変 し た マ ウ ス
抗 体 Ｔ Ａ Ｃ (Que)の 可 変 領 域 の Ｌ 鎖 で の 配 列 の 対 応 関 係 を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 １ ０ Ｂ 】 ヒ ト の Ｈ 鎖 共 通 配 列 ｈ Ｈ １ 、 な ら び に ヒ ト 抗 体 Ｅ Ｕ 、 ヒ ト 抗 体 Ｔ Ａ Ｃ 、 本 発
明 に 従 っ て 改 変 し た マ ウ ス 抗 体 Ｔ Ａ Ｃ (prop） 、 お よ び 他 の 異 な る 方 法 で 改 変 し た マ ウ ス
抗 体 Ｔ Ａ Ｃ (Que)の 可 変 領 域 の Ｈ 鎖 で の 配 列 の 対 応 関 係 を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 Ｍ ｏ ｌ ｔ -４ Ｍ に 関 す る Ｃ Ｄ ５ へ の Ｈ ｅ ３  Ｉ ｇ Ｇ の 結 合 が 、 ｃ Ｈ ６ ５  Ｉ ｇ Ｇ
と 同 様 の 結 合 で あ る こ と を 実 証 す る グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ２ 】 Ｄ Ｂ Ａ /１ Ｊ マ ウ ス で の コ ラ ー ゲ ン 誘 発 関 節 炎 の 重 症 度 に 対 し て 投 与 し た 抗 Ｌ
ｙ ｔ -１ の 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 Ａ お よ び Ｂ は 、 Ｈ ６ ５ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 治 療 後 に 、 PBMC／ SCIDマ ウ ス の 脾
臓 ま た は 血 液 で 処 置 し た ヒ ト Ｔ 細 胞 回 復 を 示 す 概 略 図 で あ る 。
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【 図 １ ４ 】 Ａ お よ び Ｂ は 、 Ｈ ６ ５ ベ ー ス の F(ab')2断 片 で 治 療 後 に 、 PBMC/SCIDマ ウ ス の 脾
臓 ま た は 血 液 で 処 置 し た ヒ ト Ｔ 細 胞 回 復 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 DR BBラ ッ ト の コ ラ ー ゲ ン 誘 発 関 節 炎 の 重 症 度 に 対 す る OX19モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ６ Ａ 】 ヒ ト Ｌ 鎖 共 通 配 列 ｈ Ｋ １ と 、 Ｈ ６ ５ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 可 変 領 域 の 実
際 の (ｈ ６ ５ )Ｌ 鎖 配 列 と 低 危 険 度 の 改 変 を 行 っ た (prop)Ｌ 鎖 配 列 と を 対 応 さ せ た 概 略 図 で
あ る 。
【 図 １ ６ Ｂ 】 ヒ ト Ｈ 鎖 共 通 配 列 ｈ Ｈ ３ と 、 Ｈ ６ ５ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 可 変 領 域 の 実
際 の (ｈ ６ ５ )Ｈ 鎖 配 列 と 改 変 し た (prop)Ｈ 鎖 配 列 と の 対 応 関 係 を 示 す 概 略 図 で あ る 。

【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】
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【 図 ２ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ Ａ 】
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【 図 ５ Ｂ 】 【 図 ６ Ａ 】

【 図 ６ Ｂ 】 【 図 ７ Ａ 】
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【 図 ７ Ｂ 】 【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ Ａ 】 【 図 １ ０ Ｂ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ Ａ 】
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【 図 １ ６ Ｂ 】

【 配 列 表 】
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