
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ヒトの治療およびインビボでの診断において免疫原になりにくい、ヒト抗体を産
生する方法の提供。
【解決手段】抗原投与に応答して完全なヒト抗体を産生するように改変された、内因性の
遺伝子座を欠損しているトランスジェニック動物に、特異的な抗原を投与することにより
、この抗原に対する、単離された完全なヒト抗体を調製する。続いてさまざまな操作を行
なうことにより、抗体そのものまたはその類似体を得ることができる。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 上 皮 増 殖 因 子 受 容 体 （ EGFR） に 結 合 し 、 EGFRに 対 す る EGFの 結 合 を 阻 害 す る 、 単 離 さ れ
た 完 全 な ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 細 胞 に 対 す る EGFの 結 合 を 中 和 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 10 9 M - 1 を 上 回 る EGFR親 和 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 癌 細 胞 の EGF依 存 性 増 殖 を 阻 害 す る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 重 鎖 が 、 ヒ ト V H 4～ 31ま た は V H 4～ 61遺 伝 子 を 利 用 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド さ れ る
、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 生 殖 系 列 V H 4～ 31ま た は V H 4～ 61ア ミ ノ 酸 配 列 の １ つ ま た は 複 数 の
変 異 を 含 む 、 請 求 項 ５ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 変 異 が 、 図 ３ ０ に 示 す V H 4～ 31ま た は V H 4～ 61ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 変 異 し た １ つ ま た は
複 数 の 位 置 に 存 在 す る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 図 ３ ０ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の １ つ を 含 む 、 請 求 項 ５ ～ ７ の
い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 軽 鎖 が 、 ヒ ト V K 018遺 伝 子 を 利 用 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ８
の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 生 殖 系 列 V K 108遺 伝 子 ア ミ ノ 酸 配 列 の １ つ ま た は 複 数 の 変 異 を 含
む 、 請 求 項 ９ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 図 ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 変 異 し た 位 置 に １ つ ま た は 複 数 の 変
異 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 図 ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち の １ つ を 含 む 、 請 求 項 ９ ～ １ １ に
記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か 一 項 記 載 の 完 全 な ヒ ト 抗 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む 、 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ３ 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ ま た は マ ウ ス 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ３ 記 載 の 核 酸 を 含 む 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ２ 記 載 の 抗
体 を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 宿 主 細 胞 が ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 癌 治 療 薬 を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 阻 害 薬 を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 の
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使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 薬 物 が 、 癌 細 胞 の EGF媒 介 増 殖 刺 激 作 用 を 阻 害 す る 、 請 求 項 １ ８ ま た は １ ９ 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 細 胞 ま た は 腫 瘍 を 、 イ ン ビ ト ロ で 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 に 接 触 さ せ
る 段 階 を 含 む 、 EGF依 存 性 細 胞 増 殖 ま た は 腫 瘍 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 上 皮 増 殖 因 子 受 容 体 （ EGFR） を 、 イ ン ビ ト ロ で 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗
体 に 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 、 EGFRに 対 す る 上 皮 増 殖 因 子 （ EGF） の 結 合 を 阻 害 す る 方 法 で
あ っ て 、 こ こ で 、 抗 体 は EGFRに 対 す る EGFの 結 合 を 阻 害 す る こ と が 可 能 で あ る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 免 疫 学 の 分 野 、 特 に 、 抗 体 の 産 生 に 関 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 所 望 の 抗 体 に
対 応 す る 抗 原 を 用 い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 免 疫 す る 段 階 を 含 む 方 法 に よ っ て 、 該 抗
体 を 産 生 さ せ る こ と に 関 す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 内 因 性 の 抗 体 で は な く 、 ヒ ト
抗 体 を 産 生 す る よ う に 改 変 さ れ て い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 1994年 ２ 月 ３ 日 に 発 行 さ れ た PCT出 願 国 際 公 開
公 報 第 94/02602号 に お い て 、 抗 原 投 与 に 応 答 し て 、 内 因 性 の 抗 体 で は な く 完 全 な ヒ ト 抗 体
を 産 生 す る よ う に 改 変 さ れ た 、 ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 出 に つ い て 詳 し く
説 明 さ れ て い る 。 要 約 す る と 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 宿 主 動 物 に お い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
重 鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る 内 因 性 の 遺 伝 子 座 を 不 活 化 し て 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖
お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 座 を ゲ ノ ム の 中 に 挿 入 す る 。 一 般 に 、 所 望 の 改 変 形 質 を す
べ て 備 え る 動 物 は 、 改 変 す べ き 形 質 の す べ て に は 足 り な い 形 質 を 有 す る 中 間 的 な 動 物 を 交
配 育 種 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 本 明 細 書 で 説 明 す る 好 ま し い 態 様 に お け る ヒ ト 以 外 の
動 物 は マ ウ ス で あ る 。 し た が っ て 、 特 に 免 疫 原 を 投 与 し た と き に 、 こ れ ら の 抗 原 に 免 疫 特
異 的 な 、 マ ウ ス の 抗 体 で な く 完 全 な ヒ ト 抗 体 を 含 む 、 ヒ ト の 可 変 領 域 を 有 す る 抗 体 を 産 生
す る マ ウ ス に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 作 出 さ れ れ ば 、 完 全 な ヒ ト 抗 体 を 作 製 す る た め の
新 し い 方 法 を 開 発 で き る よ う に な る 。 治 療 お よ び 診 断 に 用 い る た め に は 、 さ ま ざ ま な 免 疫
特 異 性 を 有 す る 抗 体 が 望 ま し い 。 従 来 の 技 術 に お い て は ヒ ト 以 外 の 宿 主 動 物 に よ っ て 産 生
さ れ る 抗 体 に 特 徴 的 な 構 造 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 産 生 さ れ る た め 、 ヒ ト の 治 療 お よ び
イ ン ビ ボ で の 診 断 に お け る 使 用 を 目 的 と す る 抗 体 は 特 に 問 題 が あ っ た 。 こ の よ う な 抗 体 は
ヒ ト に 用 い る と 、 免 疫 原 に な り や す い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 上 記 の 国 際 公 開 公 報 第 94/02602号 で 説 明 さ れ て い る よ う に 、 免 疫 原 応 答 性 の あ る ヒ ト 以
外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 得 ら れ れ ば 、 ヒ ト を 宿 主 に 用 い る 必 要 な く ヒ ト 抗 体 を 簡 便
に 産 生 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 は 、 少 な く と も 一 つ の 工 程 に 所 望 の 抗 原 で ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を
免 疫 す る こ と が 含 ま れ る 、 ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。 改 変 さ
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発 明 の 属 す る 技 術 分 野

先 行 技 術

発 明 の 開 示



れ た 動 物 は 、 内 因 性 の 抗 体 を 産 生 で き な く な る が 、 そ の 代 わ り に 、 完 全 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を 分 泌 す る Ｂ 細 胞 を 産 生 す る 。 産 生 さ れ た 抗 体 は 、 動 物 か ら 直 接 的 に ま た は そ の 動 物
由 来 の 不 死 化 Ｂ 細 胞 か ら 採 取 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 ヒ ト の 可 変 領 域 を 有 す る 免 疫 グ
ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 抗 体 を 直 接 採 取 す る た め に 回 収 し 発 現 さ せ る か ま た は 例
え ば 一 本 鎖 Ｆ ｖ 分 子 の よ う な 抗 体 の 類 似 体 を 得 る た め に 改 変 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 は 一 つ の 局 面 に お い て 、 免 疫 応 答 を 刺 激 す る よ う な 条 件 の 下 で 、 ヒ
ト 以 外 の 動 物 を 抗 原 で 免 疫 す る こ と を 含 む 方 法 に よ っ て 、 特 定 の 抗 原 に 対 す る 完 全 な ヒ ト
免 疫 グ ロ ブ リ ン を 産 生 す る 方 法 ま た は 該 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 類 似 体 を 産 生 す る た め の 方 法 に
関 す る 。 ヒ ト 以 外 の 動 物 は 、 内 因 性 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 ま た は 軽 鎖 を 実 質 的 に 産 生 す
る こ と が で き な い が 、 ヒ ト の 可 変 領 域 お よ び 定 常 領 域 を 両 方 と も 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を
産 生 で き る と い う 特 徴 を 有 す る 。 免 疫 応 答 が 起 き る と 、 こ の 動 物 は 、 抗 原 に 特 異 的 で か つ
完 全 に ヒ ト 型 で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 分 泌 す る Ｂ 細 胞 を 産 生 す る 。 望 ま し い 特 異 性 を 有 す
る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 動 物 か ら 、 例 え ば 血 清 か ら 直 接 回 収 す る こ と が で き 、 ま た は 動
物 か ら 初 期 Ｂ 細 胞 を 採 取 し て 不 死 化 さ せ る こ と が で き る 。 不 死 化 し た Ｂ 細 胞 は ヒ ト 抗 体 の
供 給 源 と し て 直 接 用 い る こ と が で き 、 ま た 、 不 死 化 し た Ｂ 細 胞 ま た は 免 疫 し た 動 物 の 血 液
も し く は リ ン パ 組 織 （ 脾 臓 、 扁 桃 、 リ ン パ 節 、 骨 髄 ） の 初 期 Ｂ 細 胞 か ら 、 抗 体 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 を 調 製 し て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 類 似 体 を 産 生 す る た め に 、 改 変 す る か ま
た は 改 変 せ ず に 、 組 換 え 宿 主 の 中 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 免 疫 し た 動 物 に よ
っ て 産 生 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の レ パ ー ト リ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 用 い て 、 望 ま し い 親
和 性 を も た ら す 可 変 領 域 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ラ イ ブ ラ リ
ー を 作 製 す る こ と が で き る 。 望 ま し い 特 徴 を 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー か ら の ク ロ ー ン は 、 標 準
的 な 組 換 え 技 術 を 用 い て 望 ま し い 特 徴 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 を 作 出 す る た め に 、
所 望 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 の 供 給 源 と し て さ ら な る 操 作 に 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 の 動 物 に 由 来 す る 、 ヒ ト 以 外 の 不 死 化 し た Ｂ 細 胞 系
に 関 す る 。 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 望 ま し い 特 異 性 を 有 す る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ
リ ン ま た は 同 じ 特 異 性 を 示 す そ の 類 似 体 の い ず れ か を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 含 ま れ る よ う に
改 変 し た 組 換 え 宿 主 細 胞 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 類
似 体 お よ び そ れ ら を 産 生 す る た め の 組 換 え 物 質 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 示 す 特 定 の 抗 原 に 対 し て 免 疫 特 異 的 な
抗 体 お よ び 同 様 の 免 疫 特 異 性 を 有 す る 類 似 体 、 な ら び に こ れ ら の 抗 体 を 産 生 す る の に 有 用
な 組 換 え 物 質 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
〔 １ 〕 　 所 望 の 抗 原 に 特 異 的 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 類 似 体 を 産 生 す る た め の 、
以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
　 免 疫 応 答 を 刺 激 し そ れ に よ り 該 抗 原 に 特 異 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 分 泌 す る Ｂ 細 胞 を ヒ ト
以 外 の 動 物 で 産 生 さ せ る よ う な 条 件 下 で 、 内 因 性 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を 実
質 的 に 産 生 で き な い が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 産 生 す る こ と が で き る 該 動 物 に 、 該 抗 原 ま た
は そ の 免 疫 原 部 位 を 投 与 す る 段 階 、 お よ び
　 該 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を 回 収 す る 段 階 。
〔 ２ 〕 　 回 収 段 階 に 、 動 物 か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を 回 収 す る こ
と が 含 ま れ る 、 〔 １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ３ 〕 　 回 収 段 階 に 以 下 の 段 階 が 含 ま れ る 、 〔 １ 〕 記 載 の 方 法 ：
　 抗 原 を 用 い て 免 疫 し た 動 物 の Ｂ 細 胞 を 不 死 化 す る 段 階 、 そ の 結 果 で き た 不 死 化 細 胞 を 、
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該 抗 原 に 特 異 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 分 泌 す る も の を 得 る た め に ス ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 、
お よ び
　 ａ ） 該 不 死 化 Ｂ 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 回 収 す る 段 階 、 ま た は
　 ｂ ） 不 死 化 Ｂ 細 胞 か ら 少 な く と も 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 回 収 し 、 選 択 的
に は 該 遺 伝 子 を 改 変 し 、
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は 類 似 体 を 産 生 す る た め に 、 該 遺 伝 子 も し く は そ の 改 変 遺 伝 子 を
発 現 さ せ 、
　 該 免 疫 グ ロ ブ リ ン も し く は 類 似 体 を 回 収 す る 段 階 。
〔 ４ 〕 　 回 収 段 階 に 以 下 の 段 階 が 含 ま れ る 、 〔 １ 〕 記 載 の 方 法 ：
　 動 物 の 初 期 Ｂ 細 胞 か ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 回 収 す る 段 階 、
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る 該 遺 伝 子 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 段 階 、
　 抗 原 に と っ て 望 ま し い 親 和 性 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 得 る た め に 該 ラ イ ブ ラ リ ー を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 、
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 回 収 す る 段 階 、
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を 産 生 さ せ る た め に 、 回 収 し た 該 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る 段 階
、 お よ び 該 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を 回 収 す る 段 階 。
〔 ５ 〕 　 〔 １ 〕 記 載 の 方 法 に よ っ て 産 生 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を コ ー ド す る
塩 基 配 列 を 含 む 組 換 え DNA分 子 。
〔 ６ 〕 　 コ ー デ ィ ン グ 塩 基 配 列 が 、 そ れ を 発 現 さ せ る こ と の で き る 調 節 配 列 に 機 能 的 に 結
合 さ れ て い る 、 〔 ５ 〕 記 載 の DNA分 子 。
〔 ７ 〕 　 〔 ６ 〕 記 載 の DNA分 子 を 含 む よ う に 改 変 さ れ た 細 胞 ま た は 細 胞 系 。
〔 ８ 〕 　 完 全 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を 産 生 さ せ る た め に 該 コ ー デ ィ ン グ 塩 基
配 列 が 発 現 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 〔 ７ 〕 記 載 の 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 お よ び 該 免 疫 グ ロ
ブ リ ン ま た は 類 似 体 を 回 収 す る こ と を 含 む 、 完 全 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 類 似 体
を 産 生 す る た め の 方 法 。
〔 ９ 〕 　 〔 ３ 〕 記 載 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る 遺 伝 子 ま た は 改 変 遺 伝 子 に 相 当 す る 塩 基 配
列 を 含 む DNA分 子 。
〔 １ ０ 〕 　 コ ー デ ィ ン グ 塩 基 配 列 が 、 そ れ を 発 現 さ せ る こ と の で き る 調 節 配 列 に 機 能 的 に
結 合 さ れ て い る 、 〔 ９ 〕 記 載 の DNA分 子 。
〔 １ １ 〕 　 〔 ９ 〕 記 載 の DNA分 子 を 含 む よ う に 改 変 さ れ た 細 胞 ま た は 細 胞 系 。
〔 １ ２ 〕 　 完 全 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を 産 生 さ せ る た め に 該 コ ー デ ィ ン グ 塩
基 配 列 が 発 現 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 〔 １ １ 〕 記 載 の 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 お よ び 該 免 疫
グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を 回 収 す る こ と を 含 む 、 完 全 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 類
似 体 を 産 生 す る た め の 方 法 。
〔 １ ３ 〕 　 〔 ４ 〕 記 載 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る 、 望 ま し い 親 和 性 を 有 す る ヒ ト 免 疫 グ ロ
ブ リ ン を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 む DNA分 子 。
〔 １ ４ 〕 　 コ ー デ ィ ン グ 塩 基 配 列 が 、 そ れ を 発 現 さ せ る こ と の で き る 調 節 配 列 に 機 能 的 に
結 合 さ れ て い る 、 〔 １ ３ 〕 記 載 の DNA分 子 。
〔 １ ５ 〕 　 〔 １ ３ 〕 記 載 の DNA分 子 を 含 む よ う に 改 変 さ れ た 細 胞 ま た は 細 胞 系 。
〔 １ ６ 〕 　 完 全 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を 産 生 さ せ る た め に 該 コ ー デ ィ ン グ 塩
基 配 列 が 発 現 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 〔 １ ５ 〕 記 載 の 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 お よ び 該 免 疫
グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を 回 収 す る こ と を 含 む 、 完 全 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 類
似 体 を 産 生 す る た め の 方 法 。
〔 １ ７ 〕 　 〔 ３ 〕 の 記 載 に 従 っ て 調 製 さ れ る 所 望 の 抗 原 に 対 し て 完 全 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン を 分 泌 す る 不 死 化 Ｂ 細 胞 。
〔 １ ８ 〕 　 〔 １ ７ 〕 記 載 の 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 お よ び 該 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を
回 収 す る こ と を 含 む 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を 産 生 す る た め の 方 法 。
〔 １ ９ 〕 　 〔 １ 〕 記 載 の 方 法 に よ っ て 産 生 さ れ る 、 完 全 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似
体 。
〔 ２ ０ 〕 　 所 望 の 抗 原 が 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 〔 １ ９ 〕 記 載 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
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ま た は そ の 類 似 体 ：
　 CD2、 CD3、 CD4、 CD5、 CD6、 CD7、 CD8、 CD11a、 b、 c、 CD13、 CD14、 CD18、 CD19、 CD20、
CD22、 CD23、 CD27お よ び そ の リ ガ ン ド 、 CD28お よ び そ の リ ガ ン ド B7.1、 B7.2、 B73、 CD29
お よ び そ の リ ガ ン ド 、 CD30お よ び そ の リ ガ ン ド 、 CD40お よ び そ の リ ガ ン ド gp39、 CD44、 CD
45お よ び ア イ ソ フ ォ ー ム 、 CDw52（ キ ャ ン パ ス （ Campath） 抗 原 ） 、 CD56、 CD58、 CD69、 CD
72、 CTLA-4、 LFA-1、 な ら び に TCRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 白 血 球 マ ー カ ー 、
　 MHCク ラ ス Iま た は II、 ル イ ス Y抗 原 、 SLex、 SLey、 SLea、 お よ び SLebか ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 組 織 適 合 性 抗 原 、
　 VLA-1、 VLA-2、 VLA-3、 VLA-4、 VLA-5、 VLA-6、 α Vβ 3、 LFA-1、 Mac-1、 p150,95、 α ｖ

β １ 、 gpIIbIIIa、 α Ｒ β ３ 、 α σ β ４ 、 α ｖ β ５ 、 α ｖ β ６ 、 お よ び α ｖ β ７ か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る イ ン テ グ リ ン 、
　 L-セ レ ク チ ン 、 P-セ レ ク チ ン 、 お よ び E-セ レ ク チ ン 、 な ら び に そ れ ら の カ ウ ン タ ー レ セ
プ タ ー で あ る VCAM-1、 ICAM-1、 ICAM-2、 お よ び LFA-3か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る セ レ ク チ
ン 、
　 IL-1、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-7、 IL-8、 IL-9、 IL-10、 IL-11、 IL-12、 IL-
13、 IL-14、 お よ び IL-15か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る イ ン タ ー ロ イ キ ン 、
　 IL-1R、 IL-2R、 IL-3R、 IL-4R、 IL-5R、 IL-6R、 IL-7R、 IL-8R、 IL-9R、 IL-10R、 IL-11R
、 IL-12R、 IL-13R、 IL-14R、 お よ び IL-15Rか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る イ ン タ ー ロ イ キ ン レ
セ プ タ ー 、
　 　 PF4、 RANTES、 MIP1α 、 MCP1、 NAP-2、 Groα 、 Groβ 、 お よ び IL-8か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る ケ モ カ イ ン 、
　 TNFア ル フ ァ 、 TGFベ ー タ 、 TSH、 VEGF/VPF、 PTHrP、 EGFフ ァ ミ リ ー 、 FGF、 PDGFフ ァ ミ リ
ー 、 エ ン ド セ リ ン 、 フ ィ ブ ロ シ ン （ F３ F－ １ ） 、 ヒ ト ・ ラ ミ ニ ン 、 お よ び ガ ス ト リ ン 解 離
ペ プ チ ド (GRP)か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 増 殖 因 子 、
　 TNFア ル フ ァ R、 RGFベ ー タ R、 TSHR、 VEGFR/VPFR、 FGFR、 EGFR、 PTHrPR、 PDGFRフ ァ ミ リ
ー 、 EPO-R、 GCSF-R、 お よ び そ の 他 の 造 血 レ セ プ タ ー か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 増 殖 因 子
レ セ プ タ ー 、
　 IFNCα R、 IFNβ R、 お よ び IFNλ Rか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン レ セ プ タ
ー 、
　 IgE、 FceRI、 お よ び FCERIIか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る Igお よ び そ の レ セ プ タ ー 、
　 her2-neu、 ム チ ン 、 CEA、 お よ び エ ン ド シ ア リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 腫 瘍 抗 原 、
　 ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ 抗 原 、 lol p1(草 )抗 原 、 お よ び ウ ル シ オ ー ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ア レ ル ゲ ン 、
　 CMV糖 蛋 白 質 B、 H、 お よ び gCIII、 HIV-1の エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 、 RSVの エ ン ベ ロ ー プ 糖
蛋 白 質 、 HSVの エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 、 HPVの エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 、 肝 炎 フ ァ ミ リ ー の 表
面 抗 原 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ウ イ ル ス 蛋 白 質 、
　 シ ュ ー ド モ ナ ス の 内 毒 素 お よ び オ ス テ オ ポ ン チ ン ／ ウ ロ ポ ン チ ン （ osteopontin/uropon
tin） 、 ヘ ビ 毒 、 ク モ 毒 、 お よ び ハ チ 毒 コ ノ ト キ シ ン (conotoxin)か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 毒 素 、
　 補 体 C3b、 補 体 C4a、 補 体 C4b-9、 Rh因 子 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ リ ン 、 お よ び ミ エ
リ ン 結 合 増 殖 阻 害 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 血 液 因 子 、 な ら び に
　 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル 転 移 蛋 白 質 、 細 胞 膜 結 合 基 質 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 お よ び グ ル
タ ミ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ （ GAD） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 酵 素 。
〔 ２ １ 〕 　 所 望 の 抗 原 が 、 ヒ ト IL-6、 ヒ ト IL-8、 ヒ ト TNFα 、 ヒ ト CD4、 ヒ ト L-セ レ ク チ ン
、 ヒ ト gp39、 ヒ ト IgE、 ヒ ト α Vβ 3、 ヒ ト フ ィ ブ ロ シ ン （ F３ F－ １ ） 、 ヒ ト ・ ラ ミ ニ ン 、
ヒ ト PTHrp、 お よ び 破 傷 風 毒 素 Ｃ （ TTC） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 〔 １ ４ 〕 記 載 の 免 疫
グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 。
〔 ２ ２ 〕 　 〔 １ ９ 〕 ～ 〔 ２ １ 〕 記 載 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を コ ー ド す る 塩 基 配 列
を 含 む 組 換 え DNA分 子 。
〔 ２ ３ 〕 　 コ ー デ ィ ン グ 塩 基 配 列 が 、 好 ま し く は そ れ を 発 現 さ せ る こ と の で き る 調 節 配 列

10

20

30

40

50

(6) JP 2006-115839 A 2006.5.11



に 結 合 さ れ て い る 、 〔 ２ ２ 〕 記 載 の DNA分 子 。
〔 ２ ４ 〕 　 〔 ２ ３ 〕 記 載 の DNA分 子 を 含 む よ う に 改 変 さ れ た 細 胞 ま た は 細 胞 系 。
〔 ２ ５ 〕 　 所 望 の 抗 原 に 特 異 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を 産 生 す る た め に 該 塩 基 配
列 が 発 現 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 〔 ２ ４ 〕 記 載 の 細 胞 ま た は 細 胞 系 を 培 養 す る こ と 、 お よ
び 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 を 回 収 す る こ と を 含 む 、 所 望 の 抗 原 に 特 異 的 な 免 疫 グ ロ ブ
リ ン ま た は 類 似 体 を 産 生 す る た め の 方 法 。
〔 ２ ６ 〕 　 遷 移 状 態 類 似 体 (transition state mimics)、 白 血 球 マ ー カ ー 、 組 織 適 合 性 抗
原 、 接 着 分 子 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン レ セ プ タ ー 、 ケ モ カ イ ン 、 増 殖 因 子
、 増 殖 因 子 レ セ プ タ ー 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン レ セ プ タ ー 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び そ の レ セ プ
タ ー 、 腫 瘍 抗 原 、 ア レ ル ゲ ン 、 ウ イ ル ス 蛋 白 質 、 毒 素 、 血 液 因 子 、 酵 素 、 な ら び に そ の 他
の 抗 原 で あ る ガ ン グ リ オ シ ド GD3、 ガ ン グ リ オ シ ド GB2、 LMP1、 LMP2、 好 酸 球 主 要 塩 基 性 蛋
白 質 、 好 酸 球 カ チ オ ン 蛋 白 質 、 pANCA、 ア マ ド リ 蛋 白 質 、 IV型 コ ラ ー ゲ ン 、 糖 化 脂 質 、 λ
イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 A7、 P-糖 蛋 白 質 、 Fas（ AFO-1） 、 お よ び 酸 化 LDLか ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 抗 原 と 特 異 的 に 免 疫 反 応 す る 、 ヒ ト 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 。
〔 ２ ７ 〕 　 白 血 球 マ ー カ ー が 、 CD2、 CD3、 CD4、 CD5、 CD6、 CD7、 CD8、 CD11a、 b、 c、 CD13
、 CD14、 CD18、 CD19、 CD20、 CD22、 CD23、 CD27お よ び そ の リ ガ ン ド 、 CD28お よ び そ の リ ガ
ン ド B7.1、 B7.2、 B7.3、 CD29お よ び そ の リ ガ ン ド 、 CD30お よ び そ の リ ガ ン ド 、 CD40お よ び
そ の リ ガ ン ド gp39、 CD44、 CD45お よ び ア イ ソ フ ォ ー ム 、 CDw52（ キ ャ ン パ ス （ Campath） 抗
原 ） 、 CD56、 CD58、 CD69、 CD72、 CTLA-4、 LFA-1、 な ら び に TCRか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 組 織 適 合 性 抗 原 が 、 MHCク ラ ス Iま た は II、 ル イ ス y抗 原 、 SLex、 SLey、 Slea、 お よ び SLe
bか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 接 着 分 子 が 、 VLA-1、 VLA-2、 VLA-3、 VLA-4、 VLA-5、 VLA-6、 α Vβ 3、 お よ び LFA-1、 Mac
-1、 p150,95、 α ｖ β １ 、 gpIIbIIIa、 α Ｒ β ３ 、 α σ β ４ 、 α ｖ β ５ 、 α ｖ β ６ 、 お よ び
α ｖ β ７ 、 L-セ レ ク チ ン 、 P-セ レ ク チ ン 、 お よ び E-セ レ ク チ ン 、 な ら び に そ れ ら の カ ウ ン
タ ー レ セ プ タ ー で あ る VCAM-1、 ICAM-1、 ICAM-2、 お よ び LFA-3か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン が 、 IL-1、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-7、 IL-8、 IL-9、 IL-1
0、 IL-11、 IL-12、 IL-13、 IL-14、 お よ び IL-15か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン レ セ プ タ ー が 、 IL-1R、 IL-2R、 IL-3R、 IL-4R、 IL-5R、 IL-6R、 IL-7R
、 IL-8R、 IL-9R、 IL-10R、 IL-11R、 IL-12R、 IL-13R、 IL-14R、 お よ び IL-15Rか ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ 、
　 ケ モ カ イ ン が 、 PF4、 RANTES、 MIP1α 、 MCP1、 NAP-2、 Groα 、 Groβ 、 お よ び IL-8か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 増 殖 因 子 が 、 TNFア ル フ ァ 、 TGFベ ー タ 、 TSH、 VEGF/VPF、 PthrP、 EGFフ ァ ミ リ ー 、 FGF、
PDGFフ ァ ミ リ ー 、 エ ン ド セ リ ン 、 フ ィ ブ ロ シ ン （ F３ F－ １ ） 、 ヒ ト ・ ラ ミ ニ ン 、 お よ び ガ
ス ト リ ン 解 離 ペ プ チ ド (GRP)か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 増 殖 因 子 レ セ プ タ ー が 、 TNFア ル フ ァ R、 RGFベ ー タ R、 TSHR、 VEGFR/VPFR、 FGFR、 EGFR、
PTHrPR、 PDGFRフ ァ ミ リ ー 、 EPO-R、 GCSF-R、 お よ び そ の 他 の 造 血 レ セ プ タ ー か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ 、
　 イ ン タ ー フ ェ ロ ン レ セ プ タ ー が 、 IFNα R、 IFNβ R、 お よ び IFNγ Rか ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ 、
　 Igお よ び そ の レ セ プ タ ー が 、 IgE、 FceRI、 お よ び FCeRIIか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 腫 瘍 抗 原 が 、 her2-neu、 ム チ ン 、 CEA、 お よ び エ ン ド シ ア リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
、
　 ア レ ル ゲ ン が 、 ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ 抗 原 、 lol p1（ 草 ） 抗 原 、 お よ び ウ ル シ オ ー ル か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 ウ イ ル ス 蛋 白 質 が 、 CMV糖 蛋 白 質 B、 H、 お よ び GCIII、 HIV-1の エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 、 R
SVの エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 、 HSVの エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 、 EBVの エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 、
VZVの エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 、 HPVの エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 、 肝 炎 フ ァ ミ リ ー の 表 面 抗 原 か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 毒 素 が 、 シ ュ ー ド モ ナ ス の 内 毒 素 お よ び オ ス テ オ ポ ン チ ン ／ ウ ロ ポ ン チ ン （ osteoponti
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n/uropontin） 、 ヘ ビ 毒 、 ク モ 毒 、 お よ び ハ チ 毒 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 血 液 因 子 が 、 補 体 C3b、 補 体 C5a、 補 体 C5b-9、 Rh因 子 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ リ ン
、 お よ び ミ エ リ ン 結 合 増 殖 阻 害 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 酵 素 が 、 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル 転 移 蛋 白 質 、 膜 結 合 基 質 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 お よ び
グ ル タ ミ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ （ GAD） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 〔 ２ ６ 〕 記 載 の 抗
体 ま た は そ の 類 似 体 。
〔 ２ ８ 〕 　 所 望 の 抗 原 が 、 ヒ ト IL-6、 ヒ ト IL-8、 ヒ ト TNFα 、 ヒ ト CD4、 ヒ ト L-セ レ ク チ ン
、 ヒ ト gp39、 ヒ ト IgE、 お よ び 破 傷 風 毒 素 Ｃ （ TTC） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 〔 ２ ６ 〕
記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 。
〔 ２ ９ 〕 　 所 望 の 抗 原 が ヒ ト IL-6で あ る 、 〔 １ ９ 〕 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 。
〔 ３ ０ 〕 　 所 望 の 抗 原 が ヒ ト IL-8で あ る 、 〔 １ ９ 〕 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 。
〔 ３ １ 〕 　 所 望 の 抗 原 が ヒ ト TNFα で あ る 、 〔 １ ９ 〕 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 。
〔 ３ ２ 〕 　 所 望 の 抗 原 が ヒ ト CD4で あ る 、 〔 １ ９ 〕 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 。
〔 ３ ３ 〕 　 所 望 の 抗 原 が ヒ ト L-セ レ ク チ ン で あ る 、 〔 １ ９ 〕 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類 似 体
。
〔 ３ ４ 〕 　 所 望 の 抗 原 が ヒ ト gp39で あ る 、 〔 １ ９ 〕 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 。
〔 ３ ５ 〕 　 所 望 の 抗 原 が 破 傷 風 毒 素 Ｃ （ TTC） で あ る 、 〔 １ ９ 〕 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類
似 体 。
〔 ３ ６ 〕 　 所 望 の 抗 原 が ヒ ト IgEで あ る 、 〔 １ ９ 〕 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 。
〔 ３ ７ 〕 　 所 望 の 抗 原 が ヒ ト α Vβ 3で あ る 、 〔 １ ９ 〕 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 。
　 　
〔 ３ ８ 〕 　 所 望 の 抗 原 が ヒ ト フ ィ ブ ロ シ ン で あ る 、 〔 １ ９ 〕 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類 似 体
。
〔 ３ ９ 〕 　 所 望 の 抗 原 が ヒ ト PTHrPで あ る 、 〔 １ ９ 〕 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 。
〔 ４ ０ 〕 　 ア ゴ ニ ス ト ま た は 触 媒 で あ る 、 〔 ２ ６ 〕 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 。
〔 ４ １ 〕 　 〔 ２ ６ 〕 ～ 〔 ４ ０ 〕 の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を コ ー ド す る 組 換 え DNA分 子 。
〔 ４ ２ 〕 　 発 現 を 可 能 に す る 調 節 配 列 に 機 能 的 に 結 合 さ れ て い る 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 を
コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 有 す る 、 〔 ２ ６ 〕 ～ 〔 ４ ０ 〕 の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 類
似 体 の た め の 発 現 シ ス テ ム を 含 む 組 換 え DNA分 子 。
〔 ４ ３ 〕 　 〔 ４ ２ 〕 記 載 の DNA分 子 を 含 む よ う に 改 変 さ れ た 組 換 え 宿 主 細 胞 。
〔 ４ ４ 〕 　 コ ー ド 配 列 が 発 現 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 〔 ４ ３ 〕 記 載 の 細 胞 を 培 養 す る こ と
、 お よ び 産 生 さ れ た 抗 体 ま た は 類 似 体 を 回 収 す る こ と を 含 む 、 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 を 産
生 す る た め の 方 法 。
〔 ４ ５ 〕 　 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 74367で 識 別 さ れ る yH1Cヒ ト 重 鎖 YAC。
【 ０ ０ １ １ 】

　 一 般 に 、 本 発 明 に 係 る 方 法 は 、 ヒ ト 型 の 免 疫 特 異 的 試 薬 が 必 要 と さ れ る 抗 原 を 、 内 因 性
の 抗 体 で は な く ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る よ う 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た ヒ ト 以 外 の ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 典 型 的 に は 、 こ の 動 物 は 、 ゲ ノ ム 中 の 内 因 性
の 重 鎖 お よ び /ま た は カ ッ パ 軽 鎖 が 不 活 化 す る よ う に 改 変 さ れ て い る た め 、 こ れ ら の 内 因
性 の 遺 伝 子 座 は 、 抗 原 に 応 答 し て 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 生 成 す る た め に 必
要 な 再 編 成 が で き な い 。 さ ら に こ の 動 物 は 、 少 な く と も １ 個 の ヒ ト 重 鎖 遺 伝 子 座 お よ び 少
な く と も １ 個 の ヒ ト 軽 鎖 遺 伝 子 座 を そ の ゲ ノ ム の 中 に 安 定 的 に 備 え て お り 、 そ れ に よ っ て
投 与 さ れ た 抗 原 に 応 答 し て こ の 抗 原 に 対 す る 免 疫 特 異 的 な ヒ ト 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝
子 を 提 供 す る た め に 、 ヒ ト の 遺 伝 子 座 を 再 編 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 な 動 物 を 構 築 す る た め の 詳 細 な 説 明 は 、 上 記 の PCT出 願 国 際
公 開 公 報 第 94/02602号 で 提 供 さ れ て い る 。 本 発 明 に 関 す る YACの 例 は 、 例 え ば 、 「 グ リ ー
ン (Green)ら 、 Nature Genetics 7:13～ 21 (1994)」 で 参 照 す る こ と が で き る 。 ゼ ノ マ ウ ス
（ 登 録 商 標 ） の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ヒ ト 重 鎖 YAC、 yH1C（ 1020 kb） お よ び ヒ ト 軽 鎖 YA
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C、 yK2（ 880 kb） が 用 い ら れ る 。 yH1Cに は 、 870 kbの ヒ ト 可 変 領 域 、 Ｄ お よ び Ｊ Ｈ の 全 領
域 、 ヒ ト μ 、 δ お よ び γ 2の 定 常 領 域 、 な ら び に マ ウ ス 3'エ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ る 。 yK2に
は 、 650 kbの 可 変 領 域 （ Ｖ κ ） 付 近 の ヒ ト ・ カ ッ パ 鎖 、 Ｊ κ 全 領 域 、 な ら び に Ｃ κ お よ び
カ ッ パ 欠 失 因 子 （ κ de） を 含 む そ の 隣 接 配 列 が 含 ま れ る 。 ま た 、 い ず れ の YACも 、 YACベ ク
タ ー の ア ー ム 上 に ヒ ト HPRT選 択 マ ー カ ー を 含 む 。 yH1Cお よ び yK2の 構 築 は 、 当 技 術 分 野 に
お い て 周 知 の 方 法 に よ っ て 行 っ た 。 要 約 す る と 、 YACラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て
ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 の セ グ メ ン ト を 有 す る YACク ロ ー ン を 同 定 し （ カ ル バ ー テ
セ ン (Calbertsen)ら 、 PNAS 87:4256 (1990)） 、 標 準 的 な 技 術 （ メ ン デ ス (Mendez)ら 、 Gen
omics 26:294～ 307 (1995)） を 用 い た 組 み 換 え に よ っ て 重 複 す る ク ロ ー ン を 結 合 さ せ た 。
yH1Cお よ び yK2を 組 み 立 て る た め の 手 順 の 詳 細 を 、 そ れ ぞ れ 、 図 １ お よ び 図 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 yK2は 、 例 え ば 、 「 バ ー ク (Burke)ら 、 Science 236:806～ 812 (1987)」 、 「 ブ ラ ウ ン シ
ュ タ イ ン (Brownstein)ら 、 Science 244:1348～ 1351 (1989)」 、  お よ び 「 バ ー ク (Burke)
ら 、 Methods in Enzymology 194:251～ 270 (1991)」 に 開 示 さ れ て い る オ ル ソ ン （ Olson）
ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の ク ロ ー ン A80-C7、 A210-F10お よ び A203-C6か ら 構 築 し た 。
　 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る た め の 第 一 の 段 階 は 、 抗 原 の 投 与 で あ る 。 こ の 投 与 の た め の 技 術
は 常 法 で あ り 、 そ れ に は 抗 原 そ の も の の 性 質 に 応 じ た 適 切 な 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル お よ び 処
方 が 含 ま れ る 。 免 疫 原 性 を 増 強 す る た め に 担 体 と 共 に 抗 原 を 投 与 す る こ と 、 お よ び /ま た
は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 処 方 剤 を 用 い る こ と 、 お よ び /ま た は 複 数 回 の 注 射 で 投 与 す る こ と
、 お よ び /ま た は 免 疫 す る 経 路 を 様 々 に 変 え る こ と が 必 要 と な る 可 能 性 も あ る 。 こ の よ う
な 技 術 は 標 準 的 な も の で あ り 、 こ れ ら の 最 適 化 は 、 免 疫 特 異 的 試 薬 が 必 要 と さ れ て い る 特
定 の 抗 原 の 特 徴 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 免 疫 特 異 的 試 薬 」 と い う 語 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び そ の 類
似 体 が 含 ま れ る 。 「 類 似 体 」 と い う 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 特 別 な 意 味 を 有 す る 。 こ の 語
は 、 免 疫 特 異 性 の 原 因 と な る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 完 全 に ヒ ト に 由 来 す る 部 位 を 含 む 部 分 を
意 味 す る 。 特 に 、 適 当 な 立 体 配 座 を と る た め に は 、 フ レ ー ム 領 域 （ Fr） の 十 分 な 部 位 と と
も に 、 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） が 必 要 と さ れ る 。 典 型 的 な 免 疫 特 異 的 な 抗 体 の 類 似 体 に は
、 F(ab")２ 、 Fab'、 お よ び Fab領 域 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 適 当 な 免 疫 特 異 性 を 有 す る 一 本
鎖 Ｆ ｖ 類 似 体 を 得 る た め の 、 可 変 領 域 の 改 変 型 が 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な Ｆ ｖ 構 築 の 概
説 は 、 例 え ば 、 「 ヒ ュ ー ス ト ン (Huston)ら 、 Methods in Enzymology 203:46～ 63 (1991)
」 に 記 載 さ れ て い る 。 あ る 抗 体 の 可 変 領 域 と 他 の 抗 体 の 可 変 領 域 と を 結 合 さ せ る こ と に よ
っ て 、 複 数 の 免 疫 特 異 性 を 有 す る 抗 体 類 似 体 を 構 築 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 完 全 に ヒ ト 型 で あ る と い う 特 徴 を 有 す る 可 変 領 域 を 、 毒 性 、 生 物 学 的 機 能 、 別 の 結 合 特
異 性 な ど を 付 与 す る さ ま ざ ま な 別 の 基 質 に 結 合 さ せ る こ と も で き る 。 本 発 明 の 方 法 に よ っ
て 産 生 さ れ る 完 全 な ヒ ト 可 変 領 域 を 含 む 部 分 に は 、 一 本 鎖 の 融 合 蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 結 合 以
外 の 共 有 的 方 法 に よ っ て 結 合 さ れ た 分 子 、 お よ び 凝 集 し た 分 子 が 含 ま れ る 。 共 有 的 ま た は
非 共 有 的 に 付 加 的 分 子 に 結 合 し た 可 変 領 域 を 含 む 類 似 体 の 例 と し て 、 以 下 の 一 覧 の 例 が 例
示 と し て 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。 ト ラ ウ ネ ッ カ ー (Traunecker), A.ら （ In
t. J. Cancer Supp. (1992) Supp 7:51～ 52） は 、 CD3に 対 す る Ｆ ｖ 領 域 を 、 可 溶 性 CD4ま
た は OVCAお よ び IL-7な ど の 他 の リ ガ ン ド に 結 合 さ せ た 双 特 異 的 試 薬 の ヤ ヌ シ ン （ janusin
） に つ い て 説 明 し て い る 。 同 様 に 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 産 生 さ れ た 完 全 な ヒ ト 可 変 領 域
か ら Ｆ ｖ 分 子 を 構 築 し て 、 引 用 さ れ た 論 文 に 示 さ れ て い る よ う な 代 替 的 リ ガ ン ド と 結 合 さ
せ る こ と も で き る 。 ヒ ギ ン ズ (Higgins), P.J.ら （ J. Infect. Disease (1992)166:198～ 2
02） は 、 GP120の V3領 域 中 の 特 異 的 配 列 に 対 す る 抗 体 に 交 叉 結 合 す る OKT3を 含 む 異 種 結 合
抗 体 に つ い て 説 明 し て い る 。 こ の よ う な 異 種 結 合 抗 体 は 、 少 な く と も 本 発 明 に 係 る 方 法 に
よ っ て 産 生 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 中 に 含 ま れ る ヒ ト 可 変 領 域 を 用 い て 構 築 す る こ と も で き
る 。 こ の 他 の 双 特 異 的 抗 体 の 例 に は 、 「 フ ァ ン ガ ー (Fanger), M.W.ら 、 Cancer Treat. Re
s. (1993) 68:181～ 194」 お よ び 「 フ ァ ン ガ ー (Fanger), M.W.ら 、 Crit. Rev. Immunol. (
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1992) 12:101～ 124」 に 説 明 さ れ て い る も の が 含 ま れ る 。 従 来 の 抗 体 を 含 む イ ム ノ ト キ シ
ン で あ る 結 合 体 に つ い て は 、 当 技 術 分 野 に お い て 広 範 に 説 明 さ れ て い る 。 こ の ト キ シ ン は
、 従 来 の 結 合 技 術 に よ っ て 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と も 、 ま た は 蛋 白 質 の 毒 素 部 分 を 含 む イ ム
ノ ト キ シ ン を 融 合 蛋 白 質 と し て 産 生 す る こ と も で き る 。 本 発 明 に 係 る 類 似 体 は 、 こ の よ う
な イ ム ノ ト キ シ ン を 得 る の に 関 連 し た 方 法 で 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な イ ム ノ ト キ
シ ン の 具 体 例 は 、 バ イ ヤ ー ズ ら （ Byers, B.S.ら 、 Senimars Cell BIol. (1991) 2:59～ 70
)お よ び フ ァ ン ガ ー ら （ Fanger, M.W.ら 、 Immunol. Today (1991)12:51～ 54） に よ っ て 説
明 さ れ て い る イ ム ノ ト キ シ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に 係 る 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 類 似 体 の 中 に は 、 免 疫 特 異 性 を 有 す る 抗 原 が シ グ ナ
ル 伝 達 機 能 を 果 た す 場 合 に 、 そ の 抗 原 に 対 し て ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 有 す る も の が あ る こ と に
も 留 意 す べ き で あ る 。 し た が っ て 、 例 え ば 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 対 し て 免 疫 特 異 的 な 、 本
発 明 に 係 る 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 の サ ブ セ ッ ト は 、 こ の レ セ プ タ
ー を 有 す る 細 胞 か ら 内 因 性 の リ ガ ン ド に よ っ て 誘 導 さ れ る 応 答 に 相 当 す る 応 答 を 誘 導 す る
こ と が で き る 。 さ ら に 、 化 学 反 応 の 遷 移 状 態 を 模 倣 す る 基 質 に 免 疫 特 異 的 な 抗 体 ま た は そ
の 類 似 体 は 、 触 媒 活 性 を 有 す る と 考 え ら れ る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 に 係 る 抗 体 お よ び 類 似
体 の サ ブ セ ッ ト は 、 酵 素 活 性 を 有 す る 抗 体 と し て 機 能 し う る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 つ ま り 、 上 記 の 類 似 体 な ど の さ ま ざ ま な 類 似 体 を 提 供 す る た め の 既 知 の 技 術 に よ っ て 、
本 発 明 に 係 る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で 産 生 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を
回 収 す る こ と が で き 、 完 全 に ヒ ト の 可 変 領 域 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 操 作 す る こ と が で き
る 。 さ ら に 、 免 疫 特 異 的 な 領 域 を 保 持 し て い る 結 合 体 を 提 供 す る た め の 標 準 的 な 結 合 技 術
を 用 い て 、 ヒ ト の 可 変 領 域 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 自 体 を 改 変 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の よ う に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 「 類 似 体 」 は 、 ヒ ト 由 来 で あ る と い う 特 徴 と 免 疫 特 異 性 と
を 保 持 し て い る 本 発 明 に 係 る 抗 体 の 部 位 を 含 む 部 分 を 指 す 。 こ れ ら は 、 望 ま し い 特 異 性 を
付 与 す る の に 十 分 な ヒ ト 可 変 領 域 を 保 持 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 上 述 の よ う に 、 本 発 明 に 係 る 方 法 は す べ て 、 適 当 な 抗 原 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 投
与 す る こ と を 含 む 。 抗 体 自 体 の 回 収 ま た は 産 生 は 、 さ ま ざ ま な 方 法 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 第 一 に 、 そ し て 最 も 簡 便 な も の と し て 、 動 物 に よ っ て 産 生 さ れ 血 流 中 に 分 泌 さ れ る ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 既 知 の 技 術 を 用 い て 回 収 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体 の 精 製 物 は
、 標 準 的 な 精 製 技 術 、 好 ま し く は プ ロ テ イ ン Ａ 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 ま た は 抗 原 自 体 に よ
る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 精 製 技 術 に よ っ て 、 も ち ろ ん 容 易 に 調 製 す る
こ と が で き る 。 い ず れ の 場 合 に も 、 免 疫 化 に 成 功 し た か 否 か を モ ニ タ ー す る た め に 、 ELIS
Aお よ び RIAな ど の 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 血 清 中 の 抗 原 に つ い て の 抗 体 レ ベ ル を モ ニ タ ー す
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 い く つ か の 応 用 例 で は 、 抗 体 の 可 変 領 域 の み が 必 要 と さ れ る 。 Fab'、 Fab、 ま た は F(ab"
)２ 部 位 を 生 成 す る た め に 適 当 な 試 薬 で ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 処 理 す る こ と に よ り 、 完
全 に ヒ ト 型 で あ る 特 徴 を 保 持 し た 組 成 物 が 生 じ る 。 例 え ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 免 疫 特 異 的 な
部 位 を 放 射 性 同 位 体 な ど の 検 出 試 薬 に 結 合 さ せ る こ と を 含 む 免 疫 診 断 法 に お け る 使 用 に は
こ の よ う な 断 片 で 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た は 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て 用 い ら れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 、 ま た は 免
疫 に 応 答 し て こ れ ら の 動 物 に よ っ て 提 供 さ れ る 再 構 成 さ れ た 遺 伝 子 に 由 来 す る 不 死 化 Ｂ 細
胞 か ら 、 望 ま し い 特 徴 を 有 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 類 似 体 を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の よ う に 、 動 物 か ら 直 接 的 に 抗 体 を 回 収 す る 代 わ り に 、 典 型 的 に は 脾 臓 か ら 、 ま た 必
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要 に 応 じ て 、 末 梢 血 の リ ン パ 球 ま た は リ ン パ 節 か ら Ｂ 細 胞 を 採 取 し て 、 さ ま ざ ま な 技 術 の
何 れ か を 用 い て 、 最 も 一 般 的 に は コ ー ラ ー (Kohler)お よ び ミ ル ス タ イ ン (Milstein)(Natur
e 245:495 (1975)） に よ っ て 説 明 さ れ て い る 融 合 方 法 を 用 い て 不 死 化 す る こ と が で き る 。
次 に 、 こ の 結 果 で き た ハ イ ブ リ ド ー マ （ ま た は 、 さ も な け れ ば 不 死 化 し た Ｂ 細 胞 ） を 単 一
コ ロ ニ ー と し て 培 養 す る こ と が で き 、 望 ま し い 特 異 性 を 有 す る 抗 体 の 分 泌 に 関 す る ス ク リ
ー ニ ン グ を す る こ と が で き る 。 上 記 で 説 明 し た よ う に 、 ス ク リ ー ニ ン グ に は 、 抗 体 が 完 全
に ヒ ト 型 で あ る 特 徴 を 有 す る こ と を 確 認 す る こ と が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 以 下 の 実 施 例 で 説
明 す る よ う に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 清 中 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 抗 原 お よ び 抗 ヒ ト 定 常
領 域 の 両 方 に 結 合 す る サ ン ド イ ッ チ ELISAを 用 い る こ と が で き る 。 適 当 な ハ イ ブ リ ド ー マ
を 選 抜 し た 後 、 再 び 慣 習 的 な 技 術 を 用 い て 、 所 望 の 抗 体 を 回 収 す る こ と が で き る 。 そ れ ら
は 、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ の い ず れ か で 腹 水 を 産 生 さ せ る た め の 慣 習 的 な 方 法 を 用 い
て 不 死 化 し た Ｂ 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 、 大 量 に 調 製 す る こ と が で き る 。 こ う し て で
き た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 の 精 製 は 、 不 死 化 し た 各 コ ロ ニ ー が 単 一 の 型 の 抗 体 し か 分
泌 し な い た め 、 血 清 の 場 合 よ り も 手 が か か ら な い 。 い ず れ の 場 合 で も 、 培 養 培 地 中 の 他 の
蛋 白 質 か ら 抗 体 を 単 離 す る た め の 標 準 的 な 精 製 技 術 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 動 物 由 来 の 不 死 化 し た Ｂ 細 胞 の 培 養 物 か ら ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 直 接 採 取 す る 代 わ り に
、 不 死 化 し た 細 胞 を 、 こ の 後 に 続 く 発 現 お よ び /ま た は 遺 伝 子 操 作 の た め の 再 構 成 さ れ た
重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 遺 伝 子 座 の 供 給 源 と し て 用 い る こ と が で き る 。 再 構 成 さ れ た 抗 体 遺 伝 子
は 、 cDNAを 作 製 す る た め に 、 適 当 な mRNAか ら 逆 転 写 す る こ と が で き る 。 必 要 に 応 じ て 、 重
鎖 定 常 領 域 を 、 異 な る ア イ ソ タ イ プ の 領 域 と 交 換 す る か ま た は す べ て 除 去 す る こ と が で き
る 。 一 本 鎖 Ｆ ｖ 領 域 を コ ー ド さ せ る た め に 、 可 変 領 域 を 結 合 す る こ と が で き る 。 １ つ 以 上
の 標 的 に 結 合 す る こ と が で き る よ う 、 複 数 の Ｆ ｖ 領 域 を 連 結 す る こ と が で き 、 ま た は 重 鎖
お よ び 軽 鎖 の キ メ ラ の 組 合 せ を 用 い る こ と が で き る 。 遺 伝 子 材 料 が い っ た ん 入 手 で き れ ば
、 所 望 の 標 的 に 結 合 す る 能 力 と ヒ ト 型 で あ る 特 徴 と を 保 持 す る 上 記 の よ う な 類 似 体 を 設 計
す る こ と は 容 易 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 適 当 な 遺 伝 子 材 料 を 入 手 し 、 必 要 に 応 じ て 類 似 体 を コ ー ド す る よ う に 改 変 し た な ら ば 、
最 低 で も ヒ ト の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む コ ー ド 配 列 を 、 標 準 的
な 組 換 え 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る ベ ク タ ー に 含 ま れ て い る 発 現 シ ス テ ム の
中 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 下 記 で 説 明 す る よ う に 、 こ の よ う な 宿 主 細 胞 と し て 、 さ ま ざ
ま な も の を 用 い る こ と が で き る が 、 効 果 的 な プ ロ セ ッ シ ン グ の た め に は 、 哺 乳 動 物 の 細 胞
が 好 ま し い 。 こ の 目 的 に と っ て 有 用 な 典 型 的 な 哺 乳 動 物 細 胞 系 に は 、 CHO細 胞 、 293細 胞 、
ま た は NSO細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 次 に 、 宿 主 細 胞 を 増 殖 さ せ コ ー ド 配 列 を 発 現 さ せ る の に 適 当 な 培 養 条 件 の 下 で 改 変 し た
組 換 え 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 、 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 の 産 生 が 行 わ れ る 。 次 に 、
こ の 培 養 物 か ら 抗 体 を 回 収 す る 。 発 現 シ ス テ ム は 、 産 生 さ れ た 抗 体 が 培 地 中 に 分 泌 さ れ る
よ う に 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 む よ う 設 計 す る こ と が 好 ま し い が 、 細 胞 内 で 産 生 さ せ る こ
と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 類 似 体 を 産 生 す る た め の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 の 改 変 型 を 計 画 的 に 設 計 す る こ と に 加 え
て 、 所 望 の 抗 原 に 対 し 多 様 な 親 和 性 を 有 す る 抗 体 の レ パ ー ト リ ー を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー を 作
製 す る た め に 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な レ パ ー ト
リ ー を 産 生 す る た め に 、 免 疫 し た 動 物 の Ｂ 細 胞 を 不 死 化 す る 必 要 は な く 、 初 期 Ｂ 細 胞 を DN
A源 と し て 直 接 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 脾 臓 に 由 来 す る Ｂ 細 胞 か ら 得 た cDNA混 合 物 を
用 い て 、 例 え ば 大 腸 菌 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー
な ど の 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 生 じ た 細 胞 に つ い て 、
所 望 の 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 性 を 試 験 す る 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー か ら 高 親 和 性 ヒ ト 抗
体 を 同 定 す る た め の 技 術 は 、 「 グ リ フ ィ ス (Griffiths), A.D.ら 、 EMBO J. (1994) 13:324

10

20

30

40

50

(11) JP 2006-115839 A 2006.5.11



5～ 3260」 、 「 ニ シ ム (Nissim), A.ら 、 同 上 、 692～ 698」 お よ び 「 グ リ フ ィ ス (Griffiths)
, A.Dら 、 同 上  12:725～ 734」 に よ っ て 説 明 さ れ て い る 。 最 後 に 、 抗 原 に 対 し て 望 ま し い
程 度 の 結 合 親 和 性 を も た ら す ク ロ ー ン を ラ イ ブ ラ リ ー か ら 同 定 し 、 こ の よ う な 結 合 の 原 因
と な る 産 物 を コ ー ド す る DNAを 回 収 し て 、 標 準 的 な 組 換 え 発 現 を す る よ う 操 作 す る 。 フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 予 め 操 作 さ れ た 塩 基 配 列 を 用 い て 構 築 す る こ と も で
き 、 同 じ 方 式 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と も で き る 。 一 般 的 に 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す
る cDNAは 、 別 個 に 供 給 さ れ る か ま た は フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー 中 で 産 生 さ れ る よ う 、 Ｆ ｖ 類
似 体 を 形 成 す る よ う に 結 合 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 次 に 、 抗 原 に 対 し て 最 も 高 い 親 和 性 を 有 す る 抗 体 お よ び 適 当 な ク ロ ー ン か ら 回 収 し た 遺
伝 子 材 料 に つ い て 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 さ ら に 何 回 か ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と に よ り 、 最 初 に 分 離 さ れ た 抗 体 の 親 和 性 を 高 め る こ と が で き る 。 そ の 後 、
抗 体 の 組 換 え 体 を 作 出 す る か ま た は 所 望 の 類 似 体 を 形 成 す る よ う 改 変 す る た め に 、 上 記 で
説 明 し た よ う な 操 作 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 と ゼ ノ マ ウ ス （ 登 録 商 標 ） と を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 こ
れ ま で の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の 応 用 例 よ り も 、 は る か に 有 意 な 利 点 が 提 供 さ れ る 。 典 型
的 に は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ に よ っ て 高 度 な ヒ ト 抗 体 が 生 成 さ れ る よ う に 、 ヒ ト の 骨 髄
ま た は 末 梢 血 リ ン パ 球 の い ず れ か か ら 、 バ ー ト ン ら （ Burton, D.R.ら 、 Proc.Natl. Acad.
 Sci. USA (1991) 88:10134～ 10137） に よ っ て 説 明 さ れ て い る よ う に し て 、 組 合 せ 抗 体 ラ
イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る 。 こ の 方 法 を 用 い て 、 バ ー ト ン ら （ Burton, D.R.ら 、 Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA (1991) 88:10134～ 10137） 、 ゼ ベ デ ィ ー ら （ Zebedee, S.L.ら 、 Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA (1992) 89:3175～ 3179） 、 お よ び バ ー バ ス IIIら （ Barbas III, C.F.
ら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA(1991) 88:10164～ 10168） に よ っ て 説 明 さ れ て い る よ う
に 、 ヒ ト の 病 原 体 に 対 し て 高 い 親 和 性 を 有 す る 抗 体 を 、 感 染 し た 個 体 す な わ ち 既 に 「 免 疫
さ れ て い る 」 個 体 か ら 単 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し 、 ヒ ト 抗 原 に 反 応 す る 抗 体 を 生
成 す る た め に は 、 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー （ バ ー バ ス (Barbas) III, C.F.ら 、 Proc. Natl. Acad
. Sci. USA (1991) 89:4457～ 4461;ク レ ム リ (Crameri), A.ら 、 BioTechniques (1995) 88
:194～ 196） を 作 製 す る か 、 ま た は 自 己 免 疫 患 者 か ら の ラ イ ブ ラ リ ー （ ラ ッ ポ ー ト (Rappor
t), B.ら 、 Immunol. Today (1995) 16:43～ 49； ポ ー ト ラ ノ (Portolano), S.ら 、 J. Immun
ol. (1993)151:2839～ 2851； お よ び 、 フ ォ ー ゲ ル (Vogel), M.ら 、 Eur. J. Immunol. (199
4) 24:1200～ 1207） も し く は 正 常 な 個 体 か ら の ラ イ ブ ラ リ ー す な わ ち 未 免 疫 ラ イ ブ ラ リ ー
（ グ リ フ ィ ス (Griffiths), A.D.ら 、 EMBO J. (1994) 13:3245～ 3260； グ リ フ ィ ス (Griffi
ths), A.D.ら 、 EMBO J. (1993) 12:725～ 734； パ ー ソ ン (Persson), M.A.A.ら 、 Proc. Nat
l. Acad.Sci. USA (1991) 88:2432～ 2436； グ リ フ ィ ス (Griffiths), A.D., Curr. Opin. 
Immunol. (1993)5:263～ 267； フ ー ゲ ン ブ ー ム (Hoogenboom), H.R.ら 、 Science (1992) 25
8:1313～ 1314； お よ び ニ シ ム (Nissim), A.ら 、 EMBO J. (1994), 692～ 698） の い ず れ か か
ら ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る 必 要 が あ っ た 。 典 型 的 に は 、 ヒ ト 蛋 白 質 に 対 す る 高 親 和 性 抗 体
を こ の 方 法 で 単 離 す る の は 非 常 に 困 難 で あ る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。 周 知 の よ う に 、
親 和 性 が 増 大 す る (affinity maturation)た め に は 体 細 胞 変 異 が 必 要 で あ り 、 ま た 体 細 胞
変 異 は 抗 原 に よ っ て 誘 発 さ れ る 。 ゼ ノ マ ウ ス に お い て ヒ ト 蛋 白 質 で 反 復 的 に 免 疫 化 す る と
体 細 胞 変 異 が 起 き 、 結 果 的 に は 高 親 和 性 の 抗 体 が 得 ら れ る 。 こ れ ら の 抗 体 を コ ー ド す る 遺
伝 子 は 、 マ ー ク ス ら （ Marks, J.D.ら 、 J. Mol. Biol. (1991) 581～ 596） に よ っ て 説 明 さ
れ て い る よ う に 、 PCRに よ っ て 容 易 に 増 幅 す る こ と が で き 、 標 準 的 な 選 別 技 術 （ ウ ィ ン タ
ー (Winter), G.ら 、 Annu. Rev. Immunol. (1994) 12:433～ 55； お よ び バ ー バ ス (Barbas) 
III, C.F.ら 、 Proc. Natl. Acad.Sci. USA (1991) 88:7978～ 7982） に よ っ て 免 疫 特 異 的
な 抗 体 が 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 上 記 の よ う に 、 標 準 的 な 組 換 え 技 術 を 用 い て 、 典 型 的 に は チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の 卵
巣 細 胞 な ど の 望 ま し い 宿 主 細 胞 中 で 操 作 可 能 な 発 現 シ ス テ ム を 構 築 す る こ と に よ っ て 、 改
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変 さ れ た ま た は 改 変 さ れ て い な い 再 構 成 遺 伝 子 座 を 操 作 し 、 所 望 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は
類 似 体 を 、 標 準 的 な 組 換 え 発 現 技 術 を 用 い て 作 出 し 、 慣 習 的 な 方 法 を 用 い て 回 収 お よ び 精
製 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 前 記 の 処 理 法 を 抗 体 産 生 に 応 用 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ま で に ヒ ト 抗 体 が 利 用 で き な か
っ た 抗 原 に 関 す る ヒ ト の 免 疫 特 異 的 な 試 薬 の 調 製 が 可 能 に な っ た 。 上 記 の 方 法 に よ っ て 産
生 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び そ れ に よ り 可 能 に な っ た 類 似 体 に よ り 、 解 析 、 診 断 、 研 究
、 お よ び 治 療 で 使 用 す る た め の 新 し い 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 当 然 、 特 定 の 利 用 は 、 調 製 さ
れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 類 似 体 に 依 存 す る 。 一 般 に 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 同 じ 抗 原 に 対
し て 誘 発 さ れ た ヒ ト 以 外 の 抗 体 に 起 因 す る も の と 同 じ よ う な 有 用 性 を 有 す る と 考 え ら れ る
。 こ の よ う な 有 用 性 に は 、 例 え ば 、 精 製 の た め の 親 和 性 リ ガ ン ド と し て の 使 用 、 免 疫 ア ッ
セ イ の 試 薬 と し て の 使 用 、 免 疫 結 合 体 の 成 分 と し て の 使 用 、 お よ び 適 当 な 指 標 の た め の 治
療 用 試 薬 と し て の 使 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 特 に 、 イ ン ビ ボ で 治 療 用 試 薬 ま た は 診 断 用 試 薬 を 用 い る 場 合 に は 、 完 全 に ヒ ト 型 で あ る
特 徴 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 を 使 用 す る こ と が 非 常 に 有 益 で あ る 。 こ れ ら の 試 薬 は
、 ヒ ト 以 外 の 生 物 種 か ら 発 生 し た も の と し て の 特 徴 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 類 似 体 に よ っ
て 生 じ る 望 ま し く な い 免 疫 応 答 を 回 避 さ せ る 。 抗 体 を 「 ヒ ト 化 」 す る た め の 別 の 試 み で は
、 完 全 に ヒ ト 型 で あ る 特 徴 を 有 す る 試 薬 は 得 ら れ な か っ た 。 例 え ば 、 マ ウ ス の 可 変 領 域 と
ヒ ト の 定 常 領 域 と を 有 す る キ メ ラ 抗 体 は 、 容 易 に 調 製 す る こ と が で き る が 、 し か し 、 当 然
、 可 変 領 域 に は マ ウ ス の 特 徴 が 残 っ て い る 。 フ レ ー ム 領 域 を 形 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 を 操 作 す る こ と に よ っ て 可 変 領 域 を 「 ヒ ト 化 」 す る た め の は る か に 困 難 な 処
理 法 で も 、 免 疫 特 異 性 を 破 壊 せ ず に 、 典 型 的 に は ヒ ト 以 外 の 生 物 に 由 来 す る CDRを 操 作 す
る こ と が で き な い た め 、 望 ま し い 結 果 は 得 ら れ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に よ り 、 初 め て 、 完 全 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 完 全
に ヒ ト 型 で あ る 特 徴 を 有 す る 免 疫 特 異 的 な 領 域 を 含 む 類 似 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に 係 る 方 法 に よ っ て 、 ヒ ト 抗 体 お よ び ヒ ト 類 似 体 を 得 ら れ る 抗 原 は 多 数 あ る 。 こ
れ ら の 抗 原 に は 、 以 下 の 一 群 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い ：
　 CD2、 CD3、 CD4、 CD5、 CD6、 CD7、 CD8、 CD11a、 b、 c、 CD13、 CD14、 CD18、 CD19、 CD20、
CD22、 CD23、 CD27お よ び そ の リ ガ ン ド 、 CD28お よ び そ の リ ガ ン ド で あ る B7.1、 B7.2、 B7.3
、 CD29お よ び そ の リ ガ ン ド 、 CD30お よ び そ の リ ガ ン ド 、 CD40お よ び そ の リ ガ ン ド で あ る gp
39、 CD44、 CD45お よ び ア イ ソ フ ォ ー ム 、 Cdw52（ キ ャ ン パ ス （ Campath） 抗 原 ） 、 CD56、 CD
58、 CD69、 CD72、 CTLA-4、 LFA-1、 な ら び に TCRな ど の 白 血 球 マ ー カ ー 、
　 MHCク ラ ス Iま た は II、 ル イ ス Y抗 原 、 Slex、 Sley、 Slea、 お よ び Slebな ど の 組 織 適 合 性
抗 原 、
　 VLA-1、 VLA-2、 VLA-3、 VLA-4、 VLA-5、 VLA-6、 LFA-1、 Mac-1、 α Vβ 3、 お よ び p150,95
な ど の イ ン テ グ リ ン を 含 む 接 着 分 子 、
　 L-セ レ ク チ ン 、 E-セ レ ク チ ン 、 お よ び P-セ レ ク チ ン な ど の セ レ ク チ ン 、 な ら び に そ れ ら
の カ ウ ン タ ー レ セ プ タ ー で あ る VCAM-1、 ICAM-2、 お よ び LFA-3、
　 IL-1、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-7、 IL-8、 IL-9、 IL-10、 IL-11、 IL-12、 IL-
13、 IL-14、 お よ び IL-15な ど の イ ン タ ー ロ イ キ ン 、
　 IL-1R、 IL-2R、 IL-3R、 IL-4R、 IL-5R、 IL-6R、 IL-7R、 IL-8R、 IL-9R、 IL-10R、 IL-11R
、 IL-12R、 IL-13R、 IL-14R、 お よ び IL-15な ど の イ ン タ ー ロ イ キ ン レ セ プ タ ー 、
　 PF4、 RANTES、 MIP1α 、 MCP1、 IP-10、 ENA-78、 NAP-2、 Groα 、 Groβ 、 お よ び IL-8な ど
の ケ モ カ イ ン (chemokine)、
　 TNFア ル フ ァ 、 TGFベ ー タ 、 TSH、 VEGF/VPF、 PTHrP、 EGFフ ァ ミ リ ー 、 FGF、 PDGFフ ァ ミ リ
ー 、 エ ン ド セ リ ン 、 フ ィ ブ ロ シ ン （ F３ F－ １ ） 、 ラ ミ ニ ン 、 お よ び ガ ス ト リ ン 解 離 ペ プ チ
ド (GRP)な ど の 増 殖 因 子 、
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　 TNFア ル フ ァ R、 RGFベ ー タ R、 TSHR、 VEGFR/VPFR、 FGFR、 EGFR、 PTHrPR、 PDGFRフ ァ ミ リ
ー 、 EPO-R、 GCSF-R、 お よ び 他 の 造 血 レ セ プ タ ー な ど の 増 殖 因 子 レ セ プ タ ー 、
　 IFNα R、 IFNβ R、 IFNγ Rな ど の イ ン タ ー フ ェ ロ ン レ セ プ タ ー 、
　 Ig、 な ら び に 、 IGE、 FceRIお よ び FceRIIな ど の Igレ セ プ タ ー 、
　 her2-neu、 ム チ ン 、 CEA、 お よ び エ ン ド シ ア リ ン な ど の 腫 瘍 抗 原 、
　 ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ 抗 原 、 lol p1（ 草 ） 抗 原 、 お よ び ウ ル シ オ ー ル な ど の ア レ ル ゲ ン 、
　 CMV糖 蛋 白 質 B、 H、 お よ び gCIII、 HIV-1の エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 、 RSVの エ ン ベ ロ ー プ 糖
蛋 白 質 、 HSVの エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 、 EBVの エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 、 VZVの エ ン ベ ロ ー プ
糖 蛋 白 質 、 HPVの エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 、 肝 炎 フ ァ ミ リ ー の 表 面 抗 原 な ど の ウ イ ル ス 蛋 白
質 、
　 シ ュ ー ド モ ナ ス の 内 毒 素 お よ び オ ス テ オ ポ ン チ ン ／ ウ ロ ポ ン チ ン （ osteopontin/uropon
tin） 、 ヘ ビ 毒 、 ク モ 毒 、 お よ び ハ チ 毒 な ど の 毒 素 、
　 補 体 C3b、 補 体 C5a、 補 体 C5b-9、 Rh因 子 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ リ ン 、 お よ び ミ エ
リ ン 結 合 増 殖 阻 害 因 子 な ど の 血 液 因 子 、
　 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル 転 移 蛋 白 質 、 細 胞 膜 結 合 基 質 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 お よ び グ ル
タ ミ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ （ GAD） な ど の 酵 素 、 な ら び に
　 ガ ン グ リ オ シ ド GD3、 ガ ン グ リ オ シ ド GM2、 LMP1、 LMP2、 好 酸 球 主 要 塩 基 性 蛋 白 質 、 PTHr
p、 エ オ シ ン 好 性 カ チ オ ン 蛋 白 質 、 pANCA、 ア マ ド リ (Amadori)蛋 白 質 、 IV型 コ ラ ー ゲ ン 、
糖 化 脂 質 、 γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 A7、 P-糖 蛋 白 質 と Fas（ AFO-1） 、 お よ び 酸 化 LDLを 含 む
そ の 他 の 抗 原 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 特 に 、 好 ま し い 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 類 似 体 は 、 ヒ ト IL-6、 ヒ ト IL-8、 ヒ ト TNFα 、 ヒ
ト CD4、 ヒ ト L-セ レ ク チ ン 、 ヒ ト PTHrp、 お よ び ヒ ト gp39に 関 し て 免 疫 特 異 的 な 免 疫 グ ロ ブ
リ ン お よ び 類 似 体 で あ る 。 ヒ ト TNFα お よ び ヒ ト IL-6と 免 疫 反 応 す る 抗 体 お よ び 類 似 体 は
、 悪 液 質 お よ び 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク な ら び に 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る 上 で 有 用 で あ る 。 GP39
ま た は L-セ レ ク チ ン と 免 疫 反 応 す る 抗 体 お よ び 類 似 体 も 、 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防
す る 上 で 効 果 的 で あ る 。 さ ら に 、 抗 gp39は 、 対 宿 主 性 移 植 片 疾 患 の 治 療 、 器 官 移 植 拒 絶 の
予 防 、 お よ び 糸 球 体 腎 炎 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 L-セ レ ク チ ン に 対 す る 抗 体 お よ び 類 似 体 は
、 再 潅 流 性 外 傷 に 関 連 し た 虚 血 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 PTHrpに 対 す る 抗 体 は 、 骨 の 病 気 お
よ び 転 移 性 癌 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 IL-8に 対 す る ヒ ト 抗 体 を 、 IL-8
に 関 連 し た 病 状 ま た は 状 態 の 治 療 ま た は 予 防 に 用 い て も よ い 。 こ の よ う な 状 態 に は 、 腫 瘍
の 転 移 、 再 潅 流 外 傷 、 肺 浮 腫 、 喘 息 、 心 筋 梗 塞 な ど の 虚 血 性 疾 患 、 炎 症 性 腸 疾 患 （ ク ロ ー
ン 病 (Crohn's disease)お よ び 潰 瘍 性 大 腸 炎 な ど ） 、 脳 炎 、 ブ ド ウ 膜 炎 、 自 己 免 疫 疾 患 （
慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 脈 管 炎 な ど ） 、 変 形 性 関 節 炎 、 痛 風 性 関 節 炎 、
腎 炎 、 腎 不 全 、 皮 膚 科 症 状 （ 炎 症 性 皮 膚 炎 、 乾 癬 、 脈 管 炎 性 蕁 麻 疹 お よ び ア レ ル ギ ー 性 脈
管 炎 な ど ） 、 網 膜 ブ ド ウ 膜 炎 、 結 膜 炎 、 神 経 障 害 （ 発 作 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 髄 膜 炎 ） 、
急 性 肺 損 傷 、 成 人 呼 吸 促 進 症 候 群 （ ARDS） 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 細 菌 性 肺 炎 、 白 血 球 漏 出
関 連 疾 患 、 CNS炎 症 性 障 害 、 多 器 官 不 全 、 ア ル コ ー ル 性 肝 炎 、 抗 原 -抗 体 複 合 体 媒 介 性 疾 患
、 肺 の 炎 症 （ 胸 膜 炎 、 ア ヴ ェ オ リ テ ィ ス (aveolitis)、 脈 管 炎 、 肺 炎 、 慢 性 気 管 支 炎 、 気
管 支 拡 張 症 、 嚢 胞 性 線 維 症 ） 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 ヴ ェ ー ゲ ナ ー 肉 芽 腫 症 、 お よ び 脈 管 炎 性
症 候 群 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 上 記 の 抗 体 お よ び 類 似 体 を 用 い て 治 療 す る こ と が で き る 典 型 的 な 自 己 免 疫 疾 患 に は 、 全
身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 乾 癬 、 シ ェ ー グ レ ン 硬 皮 症 、 混 合 結 合 組 織 病
、 皮 膚 筋 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 ラ イ タ ー 症 候 群 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 、 １ 型 糖 尿 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎
、 グ レ ー ヴ ス 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 重 症 筋 無 力 症 、 お よ び 天 疱 瘡 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 治 療 に 応 用 す る た め に は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 投 与 形 態 で 抗 体 を 投 与 す る 。 有 効 成 分 を
所 望 の 作 用 部 位 に 到 達 さ せ る 方 法 で あ れ ば い か な る 方 法 に よ っ て 投 与 し て も よ い 。 例 え ば
、 ボ ー ラ ス と し て ま た は 一 定 時 間 継 続 す る 点 滴 に よ っ て 、 静 脈 内 に 、 筋 肉 内 に 、 皮 下 に 、
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関 節 内 に 、 滑 膜 内 に 、 包 膜 内 に 、 経 口 で 、 局 所 的 ま た は 吸 入 経 路 に よ っ て 投 与 す る こ と が
で き る 。 抗 体 は 、 一 回 の 投 与 と し て も よ い し 、 一 連 の 処 理 と し て 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 非 経 口 投 与 の た め に 抗 体 を 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 乳 液 、 ま た は 凍 結 乾 燥 粉 末 と し て 、 薬 学 的
に 許 容 さ れ る 非 経 口 賦 形 剤 と と も に 処 方 す る こ と が で き る 。 抗 体 が 、 経 口 投 与 に 適 し て い
る 場 合 、 こ の 処 方 剤 に 、 例 え ば 澱 粉 、 セ ル ロ ー ス 、 二 酸 化 珪 素 、 さ ま ざ ま な 糖 、 炭 酸 マ グ
ネ シ ウ ム 、 ま た は リ ン 酸 カ ル シ ウ ム な ど の 適 当 な 添 加 剤 を 含 ま せ る こ と が で き る 。 適 当 な
賦 形 剤 に つ い て は 、 当 技 術 分 野 に お け る 標 準 的 な 参 考 文 献 で あ る 最 新 版 の レ ミ ン ト ン の 薬
剤 科 学 （ Remington's Pharmaceutical Sciences, A. Osol） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 病 気 を 予 防 ま た は 治 療 す る た め の 抗 体 の 適 当 な 用 量 は 、 特 定 の 抗 体 の 薬 物 速 度 論 的 特 徴
、 投 与 の 方 式 お よ び 経 路 、 受 容 者 の 年 齢 、 体 重 お よ び 健 康 状 態 、 治 療 を 受 け る べ き 症 状 の
タ イ プ 、 お よ び 症 状 の 重 さ と 経 過 、 治 療 の 頻 度 、 同 時 に 行 わ れ る 治 療 、 な ら び に 所 望 の 生
理 学 的 効 果 な ど の 既 知 の 要 素 に 依 存 す る 。 下 記 の 実 施 例 は 、 例 示 を 目 的 と し た も の で あ り
、 本 発 明 を 制 限 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ れ ら の 実 施 例 に お い て 、 ゼ ノ マ ウ ス (XenoMouse)(登 録 商 標 )と 命 名 さ れ た マ ウ ス を 、
初 回 免 疫 に 用 い る 。 ゼ ノ マ ウ ス は 、 上 記 の 参 照 文 献 で あ る PCT出 願 国 際 公 開 公 報 第 94/0260
2号 で 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。 各 抗 原 に 対 す る 適 切 な 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル は 、 下 記 の 具 体
的 な 実 施 例 で 説 明 さ れ て い る 。 標 準 的 な ELISAの 方 法 を 用 い て 、 そ れ ぞ れ の 場 合 に 、 免 疫
し た ゼ ノ マ ウ ス の 血 清 （ ま た は 不 死 化 し た Ｂ 細 胞 の 上 清 ） を 希 釈 し て 、 抗 原 特 異 的 な ヒ ト
抗 体 の た め に 用 い た 。 こ の 方 式 で は 、 免 疫 す る た め に 用 い た 抗 原 を 、 微 量 滴 定 用 プ レ ー ト
の ウ ェ ル に 固 定 化 し た 。 こ の プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ し て か ら 、 血 清 （ ま た は 上
清 ） を 段 階 希 釈 し て 加 え 、 １ 時 間 ～ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 西 洋 ワ サ ビ パ ー
オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） に 結 合 さ せ た 抗 ヒ ト κ 鎖 抗 体 、 抗 ヒ ト μ 鎖 抗 体 、 ま た は 抗 ヒ ト γ 鎖
抗 体 を 加 え て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ヒ ト 抗 体 の 特 徴 を 有 す る 結 合 抗 体 を 検 出 し た 。 再
び 洗 浄 し た 後 、 発 色 試 薬 の o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ OPD） 基 質 お よ び 過 酸 化 水 素 を 加 え て
か ら 30分 後 に 、 微 量 滴 定 用 プ レ ー ト 読 み 取 り 器 を 用 い て 492 nmで プ レ ー ト を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 別 記 し な い か ぎ り 、 プ レ ー ト コ ー テ ィ ン グ 用 緩 衝 液 （ 0.1 M炭 酸 緩 衝 液 、 pH 9.6） を 用
い て 、 抗 原 を コ ー ト し た 。 使 用 し た 解 析 ブ ロ ッ キ ン グ 用 緩 衝 液 は 、 0.5％ BSA、 0.1％ ト ウ
ィ ー ン （ Tween） 20、 お よ び 0.01％ チ メ ロ サ ー ル を 含 む PBSで あ り 、 発 色 の た め に 用 い た 基
質 緩 衝 液 は 、 ク エ ン 酸 7.14 g/l、 二 塩 基 性 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 17.96 g/lを 含 み 、 発 色 液 （
使 用 直 前 に 調 製 さ れ る ） は 、 10 mlの 基 質 緩 衝 液 に OPD 10 mgお よ び 過 酸 化 水 素  5 mlを 加
え た も の で あ り 、 停 止 液 （ 発 色 を 停 止 す る た め に 用 い ら れ る ） は 2 M 硫 酸 で あ っ た 。 洗 浄
液 は 、 0.05％ ト ウ ィ ー ン （ Tween） 20含 有 PBSで あ っ た 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ４ ２ 】

　 ８ 週 ～ 20週 齢 の ゼ ノ マ ウ ス を ３ 匹 か ら ５ 匹 、 週 齢 を 合 わ せ て 、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ
バ ン ト に 乳 状 化 し た 50μ gの ヒ ト IL-6を 初 回 免 疫 と し て 腹 腔 内 投 与 す る こ と に よ り 免 疫 し
、 以 後 の 注 射 で は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に 入 れ て 免 疫 し た 。 マ ウ ス は 、 ２ ～ ３ 週
間 の 間 隔 で ６ 回 注 射 し た 。 血 清 の 滴 定 濃 度 は 、 二 回 目 の 投 与 後 に 決 定 し 、 そ の 後 も 各 投 与
後 に 決 定 し た 。 注 射 後 ６ 日 ～ ７ 日 目 に 、 後 延 髄 叢 か ら 採 血 し た 。 こ の 血 液 は 、 血 清 を 分 離
し て 採 集 す る 前 に 室 温 に 約 ２ 時 間 お い て 凝 固 さ せ て か ら 、 ４ ℃ で 少 な く と も ２ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 上 記 で 説 明 し た よ う に し て 、 コ ー テ ィ ン グ 用 緩 衝 液 中 ２ μ g/mlの 組 換 え ヒ ト IL-6 100μ
l/ウ ェ ル を 用 い て ELISAを 行 な っ た 。 そ し て 、 プ レ ー ト を ４ ℃ で 一 晩 ま た は 37℃ で ２ 時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら 、 洗 浄 用 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。 次 に 、 100μ l/ウ ェ ル の ブ ロ ッ
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キ ン グ 用 緩 衝 液 を 加 え て 、 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 さ ら に ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 そ し て 、 50μ l/ウ ェ ル の 希 釈 し た 血 清 試 料 （ な ら び に 、 陽 性 対 照 お よ び 陰 性 対 照 ） を プ
レ ー ト に 加 え た 。 次 に 、 プ レ ー ト を 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 再 び ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 洗 浄 後 、 HRPに 結 合 し た マ ウ ス 抗 ヒ ト μ 鎖 抗 体  100μ l/ウ ェ ル を 1/2,000に 、 ま た は HRP
に 結 合 し た マ ウ ス 抗 ヒ ト κ 鎖 抗 体  100μ l/ウ ェ ル を 1/2,000に 、 ブ ロ ッ キ ン グ 用 緩 衝 液 で
希 釈 し て 加 え た 。 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 こ の プ レ ー ト を ３ 回 洗 浄 し て 、 OP
D基 質 で 10分 ～ 25分 発 色 さ せ た 。 そ し て 、 50μ l/ウ ェ ル の 停 止 液 を 加 え て 、 ELISAプ レ ー ト
読 み 取 り 器 を 用 い 492nmで 結 果 を 読 み 取 っ た 。 ６ 回 注 射 し た 後 の ゼ ノ マ ウ ス か ら 採 取 し た
血 清 を 希 釈 し て 得 ら れ た 希 釈 曲 線 を 図 ３ に 示 す 。 図 ３ の デ ー タ か ら 、 抗 ヒ ト κ お よ び 抗 ヒ
ト μ と 免 疫 反 応 す る 抗 IL-6の 産 生 は 、 1:1,000以 上 の 血 清 希 釈 度 で 検 出 さ れ る こ と が 示 さ
れ る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ６ 】

　 ヒ ト IL-6の 代 わ り に 組 換 え ヒ ト TNFα （ １ 回 の 注 射 に つ き ５ μ g） を 用 い た こ と 以 外 は 、
実 施 例 １ で 説 明 し た よ う に し て 、 免 疫 お よ び 血 清 の 調 製 を 行 な っ た 。 ELISAプ レ ー ト の 最
初 の コ ー テ ィ ン グ に 、 コ ー テ ィ ン グ 用 緩 衝 液 中 １ μ g/mlの 組 換 え ヒ ト TNFα を 100μ l/ウ ェ
ル 用 い た こ と 以 外 は 、 実 施 例 １ で 説 明 し た よ う に し て 、 ELISAを 行 な っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ６ 回 誘 導 し た 後 の ゼ ノ マ ウ ス か ら 採 取 し た 血 清 を 希 釈 し て 得 ら れ た 希 釈 曲 線 を 図 ４ に 示
す 。 再 び 、 ヒ ト 抗 TNFα 結 合 の 有 意 な 滴 定 濃 度 が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ゼ ノ マ ウ ス を １ 回 お よ び ２ 回 免 疫 し た 後 の hγ 、 hμ 、 お よ び 、 hκ の 血 清 滴 定 濃 度 を 表
１ に 示 す 。 ゼ ノ マ ウ ス に お い て TNFα で 抗 原 投 与 す る こ と に よ り 、 最 初 の 免 疫 で は 優 位 な I
gM応 答 か ら 、 第 二 回 目 の 免 疫 で は 大 型 IgG成 分 に よ る 免 疫 応 答 へ と 、 ア イ ソ タ イ プ が 転 換
さ れ る 。
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【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ ９ 】

　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 組 換 え 細 胞 上 の ヒ ト CD4ζ を 用 い て 、 以 下 の よ う に し て 、
ヒ ト CD4抗 原 を 表 面 蛋 白 質 と し て 調 製 し た 。 ヒ ト CD4ζ は 、 CD3複 合 体 の 成 熟 ζ 鎖 の CD4細 胞
外 ド メ イ ン 、 CD4膜 通 過 ド メ イ ン 、 お よ び 31～ 142残 基 目 に 相 当 す る 細 胞 質 ド メ イ ン を 含 む
。 「 ロ バ ー ツ (Roberts)ら 、 Blood (1994) 84:2878」 で 説 明 さ れ て い る ヒ ト CD4ゼ ー タ （ F1
5 LTR） を 、 「 フ ィ ナ ー (Finer)ら 、 Blood (1994) 83:43」 に 記 載 の カ ッ ト （ Kat） 高 効 率
形 質 導 入 法 を 用 い て 、 「 カ ラ ン (Callan), M.,ら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1993) 9
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0:10454」 に 記 載 さ れ て い る ラ ッ ト の 好 塩 基 球 性 白 血 病 細 胞 系 RBL-2H3に 導 入 し た 。 要 約 す
る と 、 ウ ェ ル あ た り 10６ 個 の RBL-2H3細 胞 を 、 750μ lの DMEMｌ ｏ ｗ ＋ 20％  FBS（ ギ ブ コ (Gi
bco)） お よ び 16μ g/mlの ポ リ ブ レ ン 中 で 、 等 量 の プ ロ ウ イ ル ス 上 清 と と も に 、 37℃ 、 ５ ％
CO２ で ２ 時 間 培 養 し た 。 培 地 １ mlを 取 り 除 い て 750μ lの 感 染 用 培 地 お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス
上 清 を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 こ の 培 養 液 を 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 洗 浄 し 、 十 分 な 細
胞 が 選 別 に 利 用 で き る よ う に な る ま で 、 DMEMｌ ｏ ｗ ＋ 10％  FBS中 で 増 殖 さ せ た 。 FACSTAR
プ ラ ス （ ベ ク ト ン デ ィ キ ン ソ ン (Becton Dickinson)） を 用 い て 、 CD4ゼ ー タ を 導 入 し た RBL
-2H3細 胞 を 選 別 し た 。 マ ウ ス 抗 ヒ ト CD4 PE抗 体 で 、 ヒ ト CD4に 対 す る 細 胞 の 染 色 を 行 な い
、 上 位 ２ ～ ３ ％ の 発 現 細 胞 を 選 抜 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 初 回 注 射 を 頚 部 の 基 部 に 皮 下 注 射 に よ り 行 っ た こ と を 除 い て 、 実 施 例 １ で 説 明 し た よ う
に 、 マ ウ ス １ 匹 当 た り １ × 10７ 個 の 細 胞 を 用 い て 免 疫 化 を 行 な っ た 。 マ ウ ス は 、 ２ ～ ３ 週
間 の 間 隔 で ６ 回 注 射 し た 。 血 清 を 調 製 し 、 ELISAプ レ ー ト の 最 初 の コ ー テ ィ ン グ に 、 可 溶
性 組 換 え CD4を 2μ g/ml含 む 100μ l/ウ ェ ル の コ ー テ ィ ン グ 用 緩 衝 液 を 用 い た こ と 以 外 は 、
実 施 例 １ で 説 明 さ れ て い る よ う に ELISAに よ っ て 解 析 し た 。 ６ 回 注 射 し た 後 の ゼ ノ マ ウ ス
か ら 採 取 し た 血 清 に 対 す る 滴 定 濃 度 曲 線 を 図 ５ に 示 す 。 ヒ ト 抗 CD4反 応 性 の 滴 定 濃 度 は 、 1
:1,000の 希 釈 度 よ り も 高 い 濃 度 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ５ １ 】

　 マ ウ ス プ レ Ｂ 細 胞 300.19を LAM-1 cDNA（ LAM-1は 、 L-セ レ ク チ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 で
あ る ） で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 得 ら れ た 高 発 現 ク ロ ー ン で あ る C51細 胞 の 表 面 提 示 蛋
白 質 と し て （ テ ッ ダ ー (Tedder)ら 、 J. Immunol. (1990) 144:532） ま た は 同 じ よ う に ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た CHO細 胞 を 用 い て 、 抗 原 を 調 製 し た 。 抗 -Leu-8抗 体 を 標 識 に 用 い
た 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 法 を 用 い て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 を 選 別 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 C51細 胞 お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た CHO細 胞 を 、 100 mmプ レ ー ト 中 10％ FCSお よ び 1
 mg/mlの G418を 含 む DME 4.5 g/lグ ル コ ー ス 中 で 増 殖 さ せ た 。 陰 性 対 照 細 胞 で あ る 3T3-P31
7細 胞 （ モ ロ ニ ー (Moloney)ウ イ ル ス の gag/pol/env遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細
胞 ） を 、 G418を 除 い た 同 じ 培 地 中 で 増 殖 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 初 回 免 疫 は 、 頚 部 の 基 部 に 皮 下 注 射 し て 行 な い 、 そ の 後 の 注 射 は 、 腹 腔 内 に 行 な っ た 。
２ ～ ３ 週 間 毎 に 合 計 ５ 回 注 射 し た が 、 注 射 １ 回 に つ き 、 ７ 千 万 ～ １ 億 個 の C51細 胞 ま た は
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た CHO細 胞 を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 実 施 例 １ で 説 明 さ れ て い る よ う に し て 血 清 を 採 集 し て 、 実 施 例 １ と 同 じ プ ロ ト コ ー ル で
、 ELISAに よ っ て 解 析 し た 。
　 ELISAの た め に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 を 96穴 プ レ ー ト に 接 種 し 、 細 胞 数 に よ
り １ 日 ～ ２ 日 間 細 胞 が 単 層 に な る ま で 増 殖 さ せ 、 集 密 状 態 に な っ た と き に ELISAに 用 い た
。 冷 却 １ × PBSに よ る 最 初 の 洗 浄 に よ っ て 細 胞 を 固 定 し 、 そ の 後 固 定 液 （ ５ ％ 氷 酢 酸 、 95
％ エ タ ノ ー ル ） を 加 え た 。 プ レ ー ト を － 25℃ で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 プ レ ー ト シ ー
ラ ー で シ ー ル す る こ と に よ り 、 こ の 温 度 で 保 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の プ レ ー ト を 室 温 に 戻 し 、 プ レ ー ト を 振 っ て 固 定 液 を 除 去 し 、 10％ FCS含 有 DMEM培 地
を 各 ウ ェ ル 当 た り 200μ l用 い て ５ 回 洗 浄 し 、 ELISAを 開 始 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ウ ェ ル を 、 さ ま ざ ま な 希 釈 度 の 血 清 ま た は 陽 性 も し く は 陰 性 対 照 で 処 理 し た 。 陽 性 対 照
の ウ ェ ル に は 、 ヒ ト L-セ レ ク チ ン に 対 す る マ ウ ス IgG1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 含 ま れ て い た
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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　 ウ ェ ル を 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 顕 微 鏡 で 単 層 が 完 全 で あ る こ と を 確 認 し た 。 そ し
て こ れ ら の ウ ェ ル を 、 実 施 例 １ で 説 明 し た よ う に 、 HRPを 結 合 し た 抗 ヒ ト κ 鎖 抗 体 ま た は
抗 ヒ ト μ 鎖 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 こ の プ レ ー ト を 1％ BSA/PBSで 洗 浄 し
、 再 度 PBSで 洗 浄 し 、 単 層 が 完 全 で あ る こ と を 確 認 し た 。 上 述 し た よ う に 、 プ レ ー ト を 発
色 さ せ 、 停 止 さ せ 、 読 み 取 り を 行 っ た 。 ゼ ノ マ ウ ス か ら の 血 清 に 関 す る 結 果 を 、 図 ６ お よ
び ７ に 示 す 。 L-セ レ ク チ ン お よ び 対 照 用 3T3細 胞 の 両 方 に 対 す る ヒ ト 抗 体 が 得 ら れ た 。 し
か し 、 血 清 滴 定 濃 度 は L-セ レ ク チ ン 発 現 細 胞 の 方 が 、 親 株 の 3T3細 胞 に 較 べ て 高 か っ た 。
こ れ ら の 結 果 か ら 、 ゼ ノ マ ウ ス が 、 ヒ ト μ 重 鎖 領 域 と ヒ ト κ 軽 鎖 と を 有 す る 、 L-セ レ ク チ
ン に 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ま た 、 免 疫 し た ゼ ノ マ ウ ス か ら 得 た 抗 血 清 を 、 L-セ レ ク チ ン を 発 現 す る ヒ ト 好 中 球 の 染
色 に つ い て 試 験 し た 。 ヒ ト の 好 中 球 は 、 以 下 の よ う に し て 調 製 し た ：
末 梢 血 を 、 正 常 な 任 意 提 供 者 か ら 100ユ ニ ッ ト /mlヘ パ リ ン で 採 集 し た 。 約 3.5mlの 血 液 で
、 等 量 の 一 段 階 ポ リ モ ル フ ・ グ ラ ジ エ ン ト （ One-step Polymorph Gradient） （ ア キ ュ レ
イ ト ケ ミ カ ル (Accurate Chemical), Westbury, NY） の 上 を 覆 い 、 20℃ 、 450× gで 30分 間
遠 心 し た 。 好 中 球 分 画 を 除 去 し て 、 DPBS／ 2％  FBSで ２ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 そ し て 、 次 の 何 れ か で 、 好 中 球 を 染 色 し た ：
　 （ １ ） C51細 胞 （ L-セ レ ク チ ン を 発 現 す る ） で 免 疫 し た ゼ ノ マ ウ ス か ら 採 取 し た 抗 血 清
、
　 （ ２ ） 陰 性 対 照 と し て 、 ヒ ト gp39を 発 現 す る 細 胞 で 免 疫 し た ゼ ノ マ ウ ス か ら 採 取 し た 抗
血 清 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 染 色 、 洗 浄 し た 好 中 球 を FACSに よ っ て 解 析 し た 。 ゼ ノ マ ウ ス か ら 採 取 し た 抗 血 清 に 関 す
る 結 果 を 図 ８ に 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 免 疫 し た ゼ ノ マ ウ ス の 血 清 に は 、 L-セ レ ク チ ン と 免 疫 反 応 す る 完 全
な ヒ ト 軽 鎖 を 含 む 抗 体 が 存 在 す る こ と が 示 さ れ る 。 陰 性 対 照 で あ る gp39で 免 疫 し た マ ウ ス
の 抗 血 清 に は 、 ヒ ト 好 中 球 に 対 し て 反 応 す る 抗 体 は 含 ま れ て い な い 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 gp39（ CD40に 対 す る リ ガ ン ド ） は 、 活 性 化 さ れ た ヒ ト CD4 T細 胞 で 発 現 さ れ る 。 本 実 施
例 に し た が っ て 組 換 え gp39で 免 疫 し た ゼ ノ マ ウ ス （ 登 録 商 標 ） の 血 清 に は 、 gp39に 免 疫 特
異 的 な 完 全 な ヒ ト 抗 体 が 含 ま れ て い た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 抗 原 に は 、 図 ９ に 示 さ れ て い る よ う な 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー P1K1.HUgp39/IRES NEOの 中
に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た gp39の cDNAを 発 現 さ せ る 、 300.19細 胞 ま た は CHO細 胞 の 安 定 的 な ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 体 が 含 ま れ る 。 CHO細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 前 に 1:10に 分
け て 、 グ リ シ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 お よ び チ ミ ジ ン を 添 加 し た DMEM（ グ ル コ ー ス  4.5 g/l
、 FBS 10％ 、 グ ル タ ミ ン 2 mM、 MEM、 NEAA） に 入 れ た 。 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 法 を 用 い て 、 9μ g／ 10 cmプ レ ー ト （ 6× 10５ 個 の 細 胞 ） の gp39ベ ク タ ー お よ び 1μ g
／ 10 cmプ レ ー ト の DHFR発 現 ベ ク タ ー pSV2DHFR(ス ブ ラ ナ ニ (Suburanani)ら 、 Mol Cell Bio
l(1981) 9:854)で 細 胞 を 共 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 24時 間 後 、 細 胞 を 1:10に 分 け て 、
0.6 mg/mlの G418を 含 む 最 初 の 培 地 に 移 し た 。 抗 gp39抗 体 を 用 い た FACSに よ っ て 、 gp39を
産 生 す る 細 胞 を 選 別 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 実 施 例 １ に 記 載 さ れ て い る よ う に グ ル ー プ 別 に 分 け た マ ウ ス を 、 gp39を 発 現 す る 300.19
細 胞 で 免 疫 し た 。 初 回 免 疫 は 、 頚 部 の 基 部 に 皮 下 注 射 し て 行 な い 、 そ の 後 は ２ ～ ３ 週 間 毎
に 腹 腔 内 注 射 に よ り 行 な っ た 。 ELISAを 行 う た め に 、 実 施 例 １ で 説 明 さ れ て い る よ う に し
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て 血 清 を 採 集 し た 。 ELISA法 は 、 実 質 的 に は 、 実 施 例 １ で 示 さ れ て い る よ う に し て 行 な っ
た が 、 グ ル コ ー ス  4.5 g/l、 FCS 10％ 、 グ ル タ ミ ン  4 mM、 お よ び MEM用 の 非 必 須 ア ミ ノ 酸
（ NEAA） 溶 液 （ 100× ） を 含 む DMEM中 、 100 mmプ レ ー ト で 増 殖 さ せ た 、 gp39を 発 現 す る CHO
細 胞 に よ っ て 、 プ レ ー ト を コ ー テ ィ ン グ し た 。 ELISA解 析 の 前 日 に 、 細 胞 を ト リ プ シ ン 処
理 し て ウ ェ ル 濾 過 プ レ ー ト 中 に 10５ 細 胞 ／ 200μ lで 接 種 し 、 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 陽 性 対 照 は マ ウ ス 抗 ヒ ト gp39で あ り 、 陰 性 対 照 は gp39以 外 の 抗 原 で 免 疫 し た マ ウ ス の
抗 血 清 で あ っ た 。 各 解 析 毎 に 、 50μ lの 試 料 を 用 い た 。 こ の 解 析 法 の 残 り の 部 分 は 、 実 施
例 １ に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 CHO細 胞 上 で 発 現 さ れ た gp39で 免 疫 し た マ ウ ス か ら ４ 回 注 射 し た 後 に 採 取 し た 血 清 に 対
す る 滴 定 濃 度 曲 線 を 図 10に 示 す 。 図 か ら 分 か る よ う に 、 こ の 血 清 は 、 HRPに 結 合 し た 抗 ヒ
ト κ 鎖 抗 体 お よ び 抗 ヒ ト μ 鎖 抗 体 に よ っ て 検 出 可 能 な 抗 ヒ ト gp39免 疫 特 異 性 を 有 し て い た
。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 本 実 施 例 に お い て 調 製 さ れ る 抗 体 は 、 破 傷 風 毒 素 で 免 疫 し た ゼ ノ マ ウ ス の Ｂ 細 胞 を 不 死
化 し て 得 た ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 分 泌 さ れ た 。 免 疫 化 の プ ロ ト コ ー ル は 、 実 施 例 １ に 示
し た も の と 同 じ で 、 腹 腔 内 注 射 に よ り 初 回 免 疫 す る た め に 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に
乳 濁 さ せ た 50μ gの 破 傷 風 毒 素 を 用 い 、 以 後 は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に 取 り 込 ん
だ 抗 原 で 腹 腔 内 注 射 を 行 な っ た 。 マ ウ ス は 、 ２ ～ ３ 週 間 の 間 隔 で 合 計 ４ 回 注 射 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 抗 破 傷 風 毒 素 Ｃ （ 抗 TTC） の 許 容 さ れ る 血 清 滴 定 濃 度 が 得 ら れ て か ら 、 PBS中 の 抗 原 の 最
終 的 な 免 疫 投 与 を 、 動 物 を 殺 処 分 す る ４ 日 前 に 行 な い 、 融 合 の た め に 脾 臓 を 回 収 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ガ ル フ ー ル お よ び ミ ル ス タ イ ン （ Galfre, G. and Milstein, C. Methods in Enzymolog
y (1981) 73:3～ 46） に よ っ て 説 明 さ れ て い る と こ ろ に 従 っ て 、 脾 臓 細 胞 を ミ エ ロ ー マ 細
胞 P3X63-Ag8.653と 融 合 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 融 合 後 、 細 胞 を 37℃ 、 10％ CO２ で 培 養 す る た め に 、 グ ル タ ミ ン お よ び ペ ニ シ リ ン ／ ス ト
レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た HATを 含 む 15％ FCS DMEMに 懸 濁 し た 。 こ の 細 胞 を 微 量 滴 定 用 プ
レ ー ト に 接 種 し て 、 HAT添 加 培 地 に 移 植 す る ま で ２ 週 間 、 HAT添 加 培 地 に 維 持 し た 。 ELISA
を 用 い た 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う た め に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 含 む ウ ェ ル か ら 上 清 を 採 集
し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ELISAは 、 実 施 例 １ で 説 明 さ れ て い る よ う に し て 行 っ た が 、 抗 原 の コ ー テ ィ ン グ に は 、
コ ー テ ィ ン グ 緩 衝 液 に 2μ g/mlの 破 傷 風 毒 素 Ｃ （ TTC） 蛋 白 質 を 100μ l／ ウ ェ ル で 入 れ 、 そ
の 後 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る か ま た は 37℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と を 含 む
。 初 回 の ELISAで は 、 実 施 例 １ で 説 明 さ れ て い る よ う に 、 HRP結 合 マ ウ ス 抗 ヒ ト IgMを 用 い
た 。 ELISA解 析 に し た が っ て 抗 TTCを 分 泌 す る ２ つ の ハ イ ブ リ ド ー マ 、 ク ロ ー ン D5.1と ク ロ
ー ン K4.1と を 以 後 の 解 析 に 用 い た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 図 11に 示 す よ う に 、 ク ロ ー ン D5.1は 、 HRP結 合 抗 ヒ ト μ 鎖 抗 体 お よ び HRP結 合 抗 ヒ ト κ 鎖
抗 体 を 用 い て 検 出 で き る 完 全 な ヒ ト 抗 TTCを 分 泌 す る 。 こ の こ と は 、 図 11に お い て 確 認 さ
れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 陽 性 対 照 （ そ れ ぞ れ 、 TNFα 、 IL-6、 お よ び IL-8で 免 疫 し た ゼ ノ マ ウ ス か ら の 血 清 ） が
陽 性 の ELISA結 果 を 示 す よ う な 条 件 下 に お け る 、 TNFα 、 IL-6ま た は IL-8を 固 定 化 抗 原 と し
て 用 い た ELISAに お い て 、 D5.1に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 体 は 免 疫 応 答 し な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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　 図 12お よ び 13に 示 さ れ て い る よ う に 、 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー
ド す る cDNAの 完 全 な 塩 基 配 列 が 決 定 さ れ た 。 約 10６ 個 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら ポ リ A mR
NAを 分 離 し 、 任 意 の ヘ キ サ マ ー を プ ラ イ マ ー に 用 い る cDNAの 作 製 に 用 い た 。 こ の 産 物 の 一
部 を 、 適 当 な プ ラ イ マ ー を 用 い た PCRに よ っ て 増 幅 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ の 細 胞 系 か ら ヒ ト κ 軽 鎖 が 提 供 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る た め 、 軽 鎖 を コ ー ド す る cD
NAの PCR増 幅 の た め に 用 い た プ ラ イ マ ー は 、 定 常 領 域 の 末 端 か ら 合 成 を 開 始 さ せ る HKP-1（
5'-CTCTGTGACACTCTCCTGGGAGTT-3'； 配 列 番 号 １ ８ ） お よ び 可 変 領 域 の セ グ メ ン ト か ら 合 成
を 開 始 さ せ る た め に 等 量 で 用 い ら れ る ２ つ 目 の プ ラ イ マ ー B3（ 5'-GAAACGACACTCACGCAGTCT
CCAGC-3'； 配 列 番 号 １ ９ ） で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 D5.1（ ヒ ト μ 定 常 領 域 を 含 む ） に 由 来 す る 抗 体 の 重 鎖 を 増 幅 す る た め 、 MG-24VIを 可 変
部 か ら 合 成 を 開 始 す る た め に 用 い 、 μ P1（ 5'-TTTTCTTTGTTGCCGTTGGGGTGC-3'； 配 列 番 号 ２
０ ） を 定 常 領 域 の 末 端 か ら 合 成 開 始 す る た め に 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ク ロ ー ン D5.1に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 体 の 重 鎖 に 対 応 す る 配 列 を 示 す 図 12を 参 照 す る と 、
こ の 重 鎖 に 、 ヒ ト の 可 変 部 断 片 VH6、 ヒ ト 多 様 性 領 域 DN1、 お よ び ヒ ト μ 定 常 領 域 に 結 合 し
た ヒ ト Ｊ 分 節 JH4が 含 ま れ て い る こ と が 分 か る 。 生 殖 系 列 の 配 列 で は 、 可 変 領 域 の 中 に ２
塩 基 対 の 突 然 変 異 が い ず れ も CDR中 に あ っ た 。 さ ら に 、 ２ つ の 突 然 変 異 が Ｄ 分 節 に あ り 、
６ 個 の 非 生 殖 系 列 の 塩 基 付 加 が Ｄ ｂ ～ Ｊ ｂ 結 合 部 位 に あ っ た （ 生 殖 細 胞 系 列 　 Ｖ Ｈ ６ ： 配
列 番 号 １ ； ハ イ ブ リ ド ー マ 　 Ｄ ５ ． １ ． ４ ： 配 列 番 号 ２ ； 生 殖 細 胞 系 列 　 Ｊ Ｈ ４ ： 配 列 番
号 ３ ； 生 殖 細 胞 系 列 　 Ｄ （ Ｎ １ ） ： 配 列 番 号 ４ ； 生 殖 細 胞 系 列 　 ｈ Ｍ ｕ ： 配 列 番 号 ５ ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 最 後 に 、 ク ロ ー ン D5.1に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 体 の 軽 鎖 を 示 す 図 13を 参 照 す る と 、 ヒ ト κ
可 変 領 域 B3お よ び ヒ ト κ 結 合 領 域 JK3が 示 さ れ る 。 生 殖 系 列 の 配 列 と は ９ 個 の 塩 基 対 が 異
な っ て お り 、 ３ 個 は CDR1に 落 ち て い る （ 生 殖 細 胞 系 列 　 Ｂ ３ ： 配 列 番 号 ６ ； ハ イ ブ リ ド ー
マ 　 ０ ５ 　 １ ． ４ ： 配 列 番 号 ７ ； 生 殖 細 胞 系 列 　 Ｊ Ｋ ３ ： 配 列 番 号 ８ ； 生 殖 細 胞 系 列 　 Ｃ
Ｋ ： 配 列 番 号 ９ ） 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ７ ８ 】

　 ゼ ノ マ ウ ス -2（ 登 録 商 標 ） の 群 を 、 ラ ト ク リ フ ァ ら （ Ratcliffeら 、 J. Immunol. Metho
ds 127:109 (1990)） の 説 明 に 従 っ て 、 BTGに 結 合 し た PTHrp（ 1-34） ま た は ４ 分 岐 MAP（ 多
重 抗 原 性 ペ プ チ ド シ ス テ ム ） と し て 合 成 さ れ た PTHrp（ 1-34） の い ず れ か を 用 い て 腹 腔 内
注 射 に よ り 免 疫 し た 。 抗 原 は 、 CFA（ 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト ） に 乳 濁 さ せ 、 動 物 １
匹 あ た り 25μ gの 用 量 を ２ 週 間 の 間 隔 で 腹 腔 内 注 射 し 、 ２ 回 注 射 し た 後 採 血 し た 。 こ の 採
血 で 得 た 血 清 を 、 前 記 で 説 明 し た よ う に し て ELISAで 解 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ゼ ノ マ ウ ス （ 登 録 商 標 ） を １ 回 免 疫 し た 後 の ｈ γ 、 ｈ μ 、 お よ び ｈ κ に 関 す る 血 清 滴 定
濃 度 を 表 ２ に 示 す 。 PTHrpで 免 疫 す る と 、 ７ 匹 の う ち ５ 匹 の ゼ ノ マ ウ ス （ 登 録 商 標 ） が 初
回 採 血 で 低 い 血 清 滴 定 濃 度 を 示 し た が 、 PTHrp-MAPを 用 い る と 、 ７ 匹 の う ち ７ 匹 と も 初 回
採 血 で 高 い 血 清 滴 定 濃 度 を 示 す 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ８ ０ 】

　 免 疫 お よ び 血 清 の 調 製 は 、 ヒ ト 組 換 え IL-8を 免 疫 原 と し て 使 用 し た こ と 以 外 、 実 施 例 １
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に 説 明 さ れ た と こ ろ に 従 っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ELISAは 回 収 し た 血 清 に つ い て 行 い 、 こ れ も 実 施 例 １ で 説 明 さ れ て い る と こ ろ に 正 確 に
従 っ た が 、 た だ し 、 抗 原 の コ ー テ ィ ン グ に は 、 0.5 mg/mlの 組 換 え ヒ ト IL-8を 含 む コ ー テ
ィ ン グ 緩 衝 液 を 100μ l／ ウ ェ ル で 用 い た 。 ６ 回 注 射 し た 後 の ゼ ノ マ ウ ス か ら 採 取 し た さ ま
ざ ま な 血 清 を 希 釈 し て 得 ら れ た 結 果 が 図 14に 示 さ れ て い る 。 ヒ ト 抗 IL-8結 合 が 、 再 び 、 1:
1,000の 希 釈 度 で 示 さ れ る よ り も 高 い 濃 度 を 有 す る 血 清 希 釈 度 で 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 ８ 週 ～ 10週 齢 の ゼ ノ マ ウ ス （ 登 録 商 標 ） 4～ 6匹 の グ ル ー プ を 用 い て 、 免 疫 お よ び ハ イ ブ
リ ド ー マ 作 製 を 行 な っ た 。 初 回 免 疫 に は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ CFA、 シ グ マ (Si
gma)） に 乳 濁 さ せ た 25μ gの 組 換 え ヒ ト IL-8（ バ イ オ ソ ー ス イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル (Biosourc
e International), CA, USA） を 腹 腔 内 投 与 し て ゼ ノ マ ウ ス （ 登 録 商 標 ） を 免 疫 し た 。 以
後 の 注 射 は す べ て 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ IFA、 シ グ マ (Sigma)） に 取 り 込 ま せ
た 抗 原 に よ っ て 行 な っ た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 作 製 の た め に 脾 臓 の 供 与 体 と し て 用 い た 動 物 に
対 し て は 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） に 入 れ た 抗 原 の 最 終 投 与 を 、 融 合 の ４ 日 前 に 行 な っ
た 。 免 疫 し た ゼ ノ マ ウ ス （ 登 録 商 標 ） の 血 清 滴 定 濃 度 に つ い て 、 ２ 回 目 の 抗 原 投 与 の 後 に
解 析 を 開 始 し 、 そ の 後 抗 原 投 与 す る 度 に 解 析 し た 。 注 射 後 ６ 日 ～ ７ 日 目 に 、 後 延 髄 叢 か ら
試 験 採 血 し た 。 こ の 血 液 は 、 血 清 を 分 離 し て 採 集 す る 前 に 、 室 温 に 約 ２ 時 間 お い て 凝 固 さ
せ て か ら ４ ℃ で 少 な く と も ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 予 め 抗 原 で 免 疫 し た ゼ ノ マ ウ ス （ 登 録 商 標 ） か ら 採 取 し た 脾 臓 細 胞 を 、 ガ ル フ ー ル ら （
Galfre, G.ら 、 Methods in Enzymology 73:3～ 46, (1981) ） の 説 明 に 従 っ て 、 bcl-2（ NS
O-bcl2） で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 非 分 泌 性 NSOミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ た 。 要 約 す
る と 、 融 合 は 、 洗 浄 し た 脾 臓 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を ５ ： １ の 割 合 で 混 合 し 、 800× gの
遠 心 分 離 で ゆ っ く り と 沈 澱 さ せ る こ と に よ り 行 っ た 。 上 清 を 完 全 に 除 去 し た 後 、 細 胞 に 、
１ mlの 50％ PEG／ DMSO（ 分 子 量 1500の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 10％ DMSO、 シ グ マ (Sigma)
） を １ 分 間 以 上 か け て 加 え て 処 理 し 、 こ の 混 合 液 を さ ら に １ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し
て 、 ２ mlの DMEMで ２ 分 間 以 上 か け て 徐 々 に 希 釈 し て か ら 、 ８ mlの DMEMで ３ 分 以 上 か け て さ
ら に 希 釈 し た 。 こ の 処 理 は 、 37℃ で ゆ っ く り 撹 拌 を 続 け な が ら 行 っ た 。 融 合 後 、 細 胞 を 、
37℃ 、 空 気 中 10％  CO２ で 培 養 す る た め に 、 HATを 含 み 、 L-グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン ／ ス ト
レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た 15％ FCS DMEMに 再 懸 濁 し た 。 こ の 細 胞 を 、 平 底 の 微 量 滴 定 用 96
穴 プ レ ー ト に 接 種 し た 。 培 養 物 は 、 HT添 加 培 地 に 移 植 す る ま で の ２ 週 間 、 HAT添 加 培 地 で
維 持 し た 。 ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 の 増 殖 を 見 る た め に 定 期 的 に 培 養 液 を 調 べ 、 上 述 し た よ う な
抗 原 特 異 的 な ELISAで 、 ヒ ト μ 鎖 、 ヒ ト γ ２ 鎖 、 お よ び ヒ ト κ 鎖 の 存 在 に つ い て 一 次 ス ク
リ ー ニ ン グ 解 析 を 行 う た め に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 含 む ウ ェ ル の 上 清 を 回 収 し た 。 陽 性 の 培
養 液 を 48穴 プ レ ー ト に 移 植 し 、 集 密 状 態 に な っ た ら 24穴 プ レ ー ト に 移 植 し た 。 ヒ ト μ 鎖 、
ヒ ト γ ２ 鎖 、 お よ び ヒ ト κ 鎖 の 存 在 に 関 す る 抗 原 特 異 的 な ELISAで 、 上 清 を 試 験 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 表 ３ に 示 す よ う に 、 ヒ ト IL-8に 対 し て 特 異 性 を 有 す る 完 全 な ヒ ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ が い く つ か 、 表 に 示 し た 融 合 体 か ら 作 出 さ れ て い た 。 こ れ ら の
ヒ ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の す べ て に お い て 、 ヒ ト の γ -2重 鎖 は ヒ ト κ 軽 鎖 と 結 合 し て い
る 。

10

20

30

40

(23) JP 2006-115839 A 2006.5.11

ヒ ト IL-8に 対 す る 高 親 和 性 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製

ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製



【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ５ 】

　 こ れ ら の 抗 体 の 動 力 学 的 パ ラ メ ー タ 、 特 に 、 オ ン ・ オ フ の 速 度 お よ び 解 離 定 数 （ KD） を
決 定 す る た め に 、 バ イ オ コ ア (BIOcore)装 置 （ フ ァ ル マ シ ア (Pharmacia)） で 解 析 し た 。 バ
イ オ コ ア (BIOcore)装 置 は 、 抗 原 で コ ー ト し た 金 の チ ッ プ へ の 抗 体 の 結 合 を 測 定 す る た め
に 、 プ ラ ス モ ン の 共 鳴 を 利 用 す る 。
バ イ オ コ ア （ BIOcore） の 試 薬 お よ び 仕 組 み ：
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 バ イ オ コ ア (BIOcore)装 置 、 CM5セ ン サ ー 用 チ ッ プ 、 界 面 活 性 剤 P20、 な ら び に N-ヒ ド ロ
キ シ サ ク シ ニ ミ ド （ NHS） 、 N-エ チ ル -N-1-(3-ジ エ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )-カ ル ボ ジ イ ミ ド
（ EDC） お よ び エ タ ノ ー ル ア ミ ン を 含 む 結 合 キ ッ ト を フ ァ ル マ シ ア バ イ オ セ ン サ ー 社 (Phar
macia Biosensor)か ら 購 入 し た 。 セ ン サ ー の 表 面 に 固 定 す る 抗 原 の 密 度 を 低 く し て 組 換 え
ヒ ト IL-8を 表 面 上 に 固 定 し 、 製 造 業 者 に よ っ て 概 説 さ れ て い る 一 般 的 な 処 理 手 順 に 従 っ て
行 っ た 。 要 約 す る と 、 HEPES緩 衝 液 （ HBS; 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0.05 % 界 面 活 性
剤 P20, pH 7.4） で 装 置 を 洗 浄 し 平 衡 化 し た 後 、 表 面 を 活 性 化 し て 、 引 き 続 き 結 合 お よ び
動 力 学 的 実 験 を す る た め に IL-8を 固 定 化 し た 。 セ ン サ ー の 表 面 は 、 活 性 化 す る た め 、 等 量
の NHS（ 0.1 M） と EDC（ 0.1 M） と の 混 合 液 ５ μ lを 、 10μ l/分 で 表 面 を 横 切 っ て 流 れ る よ
う に 注 入 し 、 5 mMの マ レ イ ン 酸 緩 衝 液 、 pH 6.0中 、 12μ g/mlの リ ガ ン ド （ ヒ ト 組 換 え IL-8
） ５ μ lを 活 性 化 さ れ た 表 面 を 横 切 っ て 流 れ る よ う に 注 入 し 、 最 後 に 、 結 合 が 起 こ ら な か
っ た 活 性 化 部 位 を 、 35μ lの 1 Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン を 注 入 し て 遮 断 し た 。 非 共 有 結 合 の リ ガ
ン ド を 除 去 す る た め に 、 5μ lの 0.1 M HClを 注 入 し て 、 表 面 を 洗 浄 し た 。 固 定 化 処 理 は す
べ て 、 HBSを 10μ l/分 で 流 し 続 け な が ら 行 な っ た 。 約 100共 鳴 単 位 （ RU） の リ ガ ン ド （ 別 々
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の 実 験 で 、 82 RUお よ び 139 RU） を セ ン サ ー チ ッ プ の 上 に 固 定 化 し た （ 製 造 業 者 に よ れ ば
、 1,000 RUは 、 固 定 化 蛋 白 質 約 １  ng/mm２ に 相 当 す る ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ れ ら の リ ガ ン ド で 覆 わ れ た 表 面 を 用 い て 、 リ ガ ン ド へ の 特 異 的 な 結 合 お よ び 動 力 学 的
実 験 の た め に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 を 解 析 し た 。 こ れ ら の セ ン サ ー チ ッ プ の リ ガ ン ド か ら
解 析 物 質 を 解 離 さ せ る た め の 最 適 な 再 生 条 件 で 、 結 合 と 再 生 と を 幾 度 繰 り 返 し て も 結 合 の
有 意 な 喪 失 が 観 察 さ れ な い 条 件 は 、 10μ lの 100 mM HClの 注 入 で あ る 。
IL-8に 特 異 的 な 完 全 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 解 離 な ら び に 結 合 速 度 お よ び 見 か け 上 の
親 和 性 定 数 の 決 定 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 反 応 物 の 一 方 を セ ン サ ー 表 面 に 固 定 す る バ イ オ コ ア （ BIOcore） を 用 い て 、 動 力 学 的 測
定 値 の 決 定 を 、 製 造 業 者 に よ っ て 指 示 さ れ て い る カ ー ル ソ ン （ Karlsson） ら の 「 新 し い 生
物 学 的 セ ン サ ー に 基 づ く 解 析 シ ス テ ム を 用 い た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 -抗 原 の 相 互 作 用 の
動 力 学 的 解 析 」 (J. Immunol. Methods (19910 145, 229))に お い て 説 明 さ れ て い る 方 法 に
従 っ て 行 な っ た 。 要 約 す る と 、 ２ つ の 分 子 Ａ と Ｂ と の 間 で 起 き る 単 一 の 部 位 で 相 互 作 用 は
、 次 の 等 式 で 表 さ れ る 。
d[AB]/dt=ka[A][B]-kd[AB]
こ こ で 、 Ｂ は 表 面 に 固 定 さ れ て お り 、 Ａ は 一 定 の 濃 度 Ｃ で 注 入 さ れ る 。 こ の 反 応 は 、 複 合
体 [AB]の 濃 度 の 測 定 値 で あ り 、 濃 度 の 項 は す べ て 、 バ イ オ コ ア （ BIOcore） の 反 応 単 位 （ R
U） と し て 表 す こ と が で き る 。
dR/dt－ kaC(Rmax－ R)－ kdR
こ こ で 、 dR/dtは 、 シ グ ナ ル の 変 化 速 度 で あ り 、 Ｃ は 解 析 物 質 の 濃 度 、 Rmaxは 解 析 物 質 の
最 大 結 合 能 力 を RUで 表 し た も の 、 Ｒ は 時 間 ｔ に お け る シ グ ナ ル を RUで 表 し た も の で あ る 。
こ の 解 析 に お い て 、 kaお よ び kdの 値 は 、 セ ン サ ー の 表 面 上 の 固 定 化 リ ガ ン ド の 濃 度 と は 無
関 係 で あ る 。 製 造 業 者 に よ っ て 提 供 さ れ る ソ フ ト ウ ェ ア の BIA評 価 2.1（ BIA evaluation 2
.1） を 用 い て 、 解 離 速 度 （ kd） お よ び 結 合 速 度 （ ka） を 決 定 し た 。 固 定 化 IL-8を 含 む 表 面
へ の ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 の 注 入 が 完 了 し た 後 、 一 定 の 緩 衝 液 流 速 45μ l/分 で 10分 間 続 く 解
離 相 の 間 、 解 離 速 度 定 数 を 測 定 し た 。 結 合 相 は 、 流 速 45μ l/分 で 1.25分 以 上 続 く が 、 こ の
デ ー タ は 、 こ の 前 に 決 定 さ れ た kd値 を 用 い た モ デ ル に お い て 適 合 す る 。 異 な る 濃 度 の 抗 IL
-8ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 に つ い て 、 結 合 を 試 験 し 動 力 学 的 な デ ー タ を 解 析 す る と き に は 、 異
な る レ ベ ル の 固 定 化 リ ガ ン ド を 有 す る 少 な く と も ２ つ の 表 面 を 用 い た 。 こ れ ら ２ つ の 表 面
で 決 定 さ れ た 動 力 学 的 定 数 を 表 ４ に 示 す 。 親 和 性 は 、 多 様 で あ り 、 7× 10－ １ １ か ら 2× 10
－ ９  Mの 範 囲 で 決 定 さ れ た 。 こ れ は 、 正 常 な マ ウ ス か ら 得 た マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
親 和 性 と 全 く 変 わ ら な い 値 で あ る 。
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 IL-8の イ ン ビ ボ で の 一 次 的 な 機 能 は 、 好 中 球 を 誘 引 し て 活 性 化 す る こ と で あ る 。 好 中 球
は 、 Ａ レ セ プ タ ー お よ び Ｂ レ セ プ タ ー と 名 づ け ら れ た ２ つ の 異 な る IL-8の レ セ プ タ ー を 表
面 に 発 現 さ せ て い る 。 完 全 な ヒ ト 抗 体 が IL-8の 活 性 を 中 和 で き る か 否 か を 判 定 す る た め に
、 ヒ ト 好 中 球 を 用 い て 、 ２ つ の 異 な る イ ン ビ ト ロ 解 析 を 行 な っ た 。 一 つ 目 の 解 析 方 法 で は
、 放 射 性 標 識 し た IL-8が 好 中 球 の IL-8レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と を 、 抗 体 に よ っ て ブ ロ ッ
ク で き る か 否 か を 試 験 し た 。 二 番 目 の 解 析 方 法 で は 、 抗 体 に よ っ て 、 IL-8に 誘 導 さ れ た 好
中 球 応 答 、 す な わ ち 好 中 球 の 表 面 に お け る イ ン テ グ リ ン Mac-1の 上 昇 制 御 が ブ ロ ッ ク さ れ
る か 否 か を 試 験 し た 。 Mac-1に は 、 ２ 本 の ペ プ チ ド 鎖 、 CD11bと CD18と が 含 ま れ る 。 典 型 的
に は 、 抗 CD11b抗 体 が 検 出 の た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
好 中 球 の 単 離 ：
　 ヒ ト の 好 中 球 は 、 採 血 し た ば か り の 血 液 ま た は 軟 膜 か ら 単 離 さ れ る 。 ヒ ト の 血 液 は 、 ED
TAを 含 む 滅 菌 チ ュ ー ブ を 静 脈 穿 刺 す る こ と に よ っ て 集 め る 。 軟 膜 は 、 ス タ ン フ ォ ー ド 血 液
銀 行 （ Stanford Blood Bank） か ら 入 手 す る 。 抗 凝 固 血 液 を プ ラ ス チ ッ ク バ ッ グ に 入 れ て
、 2600× gで 10分 間 、 ブ レ ー キ を か け ず に 20℃ で 遠 心 分 離 し て 調 製 す る 。 血 漿 上 清 を 吸 引
し て バ ッ グ か ら 除 き 、 軟 膜 す な わ ち 細 胞 層 上 層 （ 40～ 50 ml/バ ッ グ ） を 回 収 す る 。 １ 単 位
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の 軟 膜 （ 40～ 50 ml） を 、 Ca２ ＋ 、 Mg２ ＋ を 含 ま な い PBSで 、 最 終 容 量 が 120 mlに な る よ う
希 釈 す る 。 30 mlの 血 液 ま た は 希 釈 し た 軟 膜 を 、 50 mlの 遠 心 管 の 中 の 、 フ ィ コ ー ル パ ッ ク
・ プ ラ ス （ Ficoll-Paque Plus） (フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク (Pharmacia Biotech)） の 20 ml
の 層 の 上 に 移 し 入 れ る 。 こ の 遠 心 管 を 、 500× gで 20分 間 、 ブ レ ー キ を か け ず に 20℃ で 遠 心
分 離 す る 。 上 清 、 界 面 の 単 核 球 細 胞 、 お よ び 沈 澱 の 上 の 層 を 注 意 深 く 除 去 す る 。 単 核 球 細
胞 を 完 全 に 取 り 除 く た め に 、 好 中 球 と 赤 血 球 と を 含 む 細 胞 沈 殿 物 を 5mlの PBSに 再 懸 濁 し て
、 き れ い な 50 ml遠 心 管 に 移 し 入 れ る 。 細 胞 を 、 Ca２ ＋ 、 Mg２ ＋ を 含 ま な い PBSで 洗 浄 す る
（ 300× gで ４ ℃ 、 ５ 分 間 ） 。 次 に 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム で 赤 血 球 を 溶 解 す る 。 細 胞 を 、 155 
mM NH４ Clお よ び 10 nM EDTA、 pH 7.2～ 7.4を 含 む 氷 冷 溶 液 40 mlに 再 懸 濁 す る 。 こ の 遠 心
管 を 、 時 折 混 合 し な が ら 、 10分 間 氷 中 に 置 い て か ら 、 300× g、 ４ ℃ で ５ 分 間 遠 心 分 離 す る
。 こ の 沈 澱 を PBSに 再 懸 濁 し て 、 １ 回 洗 浄 す る （ 300× gで ４ ℃ 、 ５ 分 間 ） 。 も し 、 赤 血 球
の 溶 解 が 不 完 全 な よ う で あ れ ば 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム に よ る 処 理 を 繰 り 返 す 。 好 中 球 を も う
一 度 洗 浄 し て 、 最 後 に 、 解 析 用 培 地 （ 10％ ウ シ 胎 児 血 清 、 ２  mM L-グ ル タ ミ ン 、 ５ × 10－
５ の 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ × 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 １  mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ
び 10 mM HEPESを 添 加 し た RPMI-1640） で ３ × 10７ 細 胞 ／ mlの 密 度 に 懸 濁 す る か 、 ま た は 結
合 緩 衝 液 （ 0.1％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 お よ び 0.02％  NaN３ を 含 む PBS） で ６ × 10６ 細 胞 ／
mlの 密 度 に 懸 濁 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
IL-8レ セ プ タ ー 結 合 解 析 ：
　 マ ル チ ス ク リ ー ン フ ィ ル タ ー プ レ ー ト （ 96穴 、 ミ リ ポ ア (Millipore)、 MADVN6550） を 、
0.1％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び 0.02％  NaN３ を 含 む PBS結 合 緩 衝 液 で 、 25℃ で ２ 時 間 、 前
処 理 し た 。 ４ × 10５ 個 の 好 中 球 、 0.23 nM [１ ２ ５ I]-ヒ ト -IL-8（ ア マ ー シ ャ ム (Amersham
)、 IM-249） お よ び PBS結 合 緩 衝 液 で さ ま ざ ま な 濃 度 に し た 抗 体 を 含 む 最 終 容 量 150μ lを 各
ウ ェ ル に 加 え 、 プ レ ー ト を ４ ℃ で 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 200μ lの 氷 冷 PBSで
５ 回 洗 浄 し 、 PBSを 吸 引 し て 除 い た 。 フ ィ ル タ ー を 風 乾 し て 、 3.5 mlの シ ン チ レ ー シ ョ ン
液 （ Beckman Ready Safe） を 加 え て 、 ベ ッ ク マ ン (Beckman)LS6000ICカ ウ ン タ ー で フ ィ ル
タ ー を カ ウ ン ト し た 。 得 ら れ た デ ー タ は 、 ％ 特 異 的 結 合  [１ ２ ５ I]-IL-8で 表 さ れ 、 抗 体
存 在 下 で の cpmを 、 PBS結 合 緩 衝 液 の み の と き の cpmで 割 っ て か ら 100を 掛 け て 計 算 さ れ た も
の で あ る （ 図 15） 。 試 験 し た ヒ ト 抗 IL-8モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ６ 種 と も す べ て 、 ヒ ト 好 中 球
へ の IL-8の 結 合 を ブ ロ ッ ク し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
好 中 球 CD11b（ Mac-1） 発 現 解 析 ：
　 最 終 濃 度 10 nMの ヒ ト IL-8を 、 さ ま ざ ま な 濃 度 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共 に 、 ４ ℃ で 30
分 間 お よ び 37℃ で さ ら に 30分 間 、 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し て お い た 。 好 中 球 （ ４ × 10５ 個 ／
ウ ェ ル ） を 、 抗 体 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 ４ ℃ で 90分 間 、 IL-8と 接 触 さ せ て 、 PE結 合
マ ウ ス 抗 ヒ ト CD11b（ Beckman DIckinson） と 45分 間 、 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を
、 2％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む 氷 冷 PBSで 洗 浄 し た 。 ベ ク ト ン ・ デ ィ キ ン ソ ン （ Beckton DIckin
son） 社 の フ ァ ク ス キ ャ ン （ FACscan） 細 胞 分 析 器 で 蛍 光 測 定 し た 。 本 実 験 で は 、 ヒ ト CD11
bに 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム （ R&D System） 社 か ら 入 手 し て 陽
性 対 照 と し て 用 い 、 精 製 さ れ た ヒ ト ミ エ ロ ー マ IgG２ （ カ ル バ イ オ ケ ム (Calbiochem)） を
陰 性 対 照 と し て 用 い た 。 好 中 球 上 で の CD11bの 発 現 レ ベ ル を 測 定 し 、 平 均 蛍 光 チ ャ ン ネ ル
値 (fluorescence channnel)と し て 表 示 し た 。 陰 性 対 照 抗 体 か ら 得 ら れ た 平 均 蛍 光 チ ャ ン
ネ ル 値 を 、 実 験 試 料 の 平 均 蛍 光 チ ャ ン ネ ル 値 か ら 引 き 算 し た 。
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表 ５ に 示 す よ う に 、 ６ つ の 抗 体 の う ち ５ つ が CD11bの 上 昇 制 御 を あ る 程 度 ブ ロ ッ ク し 、 ５
つ の う ち ３ つ が 完 全 に 遮 断 し た 。
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
CD11b発 現 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 値 は 、 670（ 平 均 蛍 光 ） で 、 10 nMの ヒ ト IL-8の 存 在 下 に お
け る CD11b発 現 は 、 771で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 す べ て の 配 列 は 、 ヒ ト Ｖ Ｈ お よ び ヒ ト Ｖ κ フ ァ ミ リ ー に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ マ ー ク ス
(Marks)ら 、 1991; Euro. J. Immunol. 21:985～ 991） 、 な ら び に ヒ ト γ 2定 常 領 域 に 特 異
的 な プ ラ イ マ ー （ MG-40d; 5'-GCTGAGGGAGTAGAGTCCTGAGGACTGT-3'； 配 列 番 号 ２ １ ） ま た は
ヒ ト κ 定 常 領 域 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ HKP2;グ リ ー ン (Green)ら 、 1994; Nature Genetic
s 7:13～ 21） を 用 い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ D1.1、 K2.2、 K4.2、 お よ び K4.3か ら 調 製 さ れ た RN
Aの RT-PCR反 応 に よ っ て 生 成 さ れ た PCR断 片 の ダ イ レ ク ト シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 得 ら れ
た 。 図 16Ａ ～ Ｈ に お い て 、 ４ つ の ク ロ ー ン の 両 鎖 を 配 列 決 定 し 、 完 全 な 配 列 に な る よ う 解
析 し た 。 す べ て の 配 列 は 、 「 Ｖ  BASE 配 列 デ ィ レ ク ト リ 」 （ ト ム リ ン ソ ン (Tomlinson)ら
、 MRC Centre for Protein Engineering, Cambridge, UK） に 対 す る ア ラ イ ン メ ン ト に よ
っ て 解 析 し た 。 可 変 領 域 と Ｊ （ 結 合 ） 領 域 と を 括 弧 ［  ］ で 示 し た 。 「 Ｎ 」 を 含 む 塩 基 は
、 作 成 さ れ た 配 列 の 中 で 不 確 か な も の で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 V-baseデ ー タ ベ ー ス で 見 つ け ら れ た 配 列 と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に よ る と 、 ハ イ ブ リ ド
ー マ D1.1の 重 鎖 の 転 写 物 に は 、 ヒ ト Ｖ Ｈ ４ ～ 21（ DP-63） の 可 変 領 域 （ 生 殖 系 列 の 配 列 と
比 較 す る と ７ 箇 所 の 点 突 然 変 異 が 見 ら れ た ） 、 ヒ ト の 21-10rcＤ 分 節 、 ヒ ト Ｊ Ｈ 3 J(結 合 )
領 域 、 お よ び ヒ ト γ 2定 常 領 域 が 含 ま れ る 。 図 16Ａ 参 照 。 （ 配 列 番 号 １ ０ ）
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ D1.1の κ 軽 鎖 の 転 写 物 に は 、 Ｖ κ 08/018（ DPK1） と 相 同 性 を 有 す る ヒ ト
κ 可 変 領 域 （ 生 殖 系 列 の 配 列 と 比 較 す る と 16箇 所 の 点 突 然 変 異 が 見 ら れ た ） 、 ヒ ト Ｊ κ 3 
J(結 合 )領 域 、 お よ び ヒ ト κ 定 常 領 域 が 含 ま れ る 。 図 16Ｂ 参 照 。 （ 配 列 番 号 １ １ ）
【 ０ ０ ９ ６ 】
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　 V-baseデ ー タ ベ ー ス で 見 つ け ら れ た 配 列 と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に よ る と 、 ハ イ ブ リ ド
ー マ K2.2の 重 鎖 の 転 写 物 に は 、 ヒ ト Ｖ Ｈ 3-30可 変 領 域 （ 生 殖 系 列 の 配 列 と 比 較 す る と ３ 箇
所 の 点 突 然 変 異 が 見 ら れ た ） 、 ヒ ト の IR3rc D分 節 、 ヒ ト Ｊ Ｈ 4 J(結 合 )領 域 、 お よ び ヒ ト
γ 2定 常 領 域 が 含 ま れ る 。 図 16Ｃ 参 照 。 （ 配 列 番 号 １ ２ ）
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ K2.2の κ 軽 鎖 の 転 写 物 に は 、 Ｖ κ IV（ B3;DPK24） と 相 同 性 を 有 す る ヒ ト
κ 可 変 領 域 （ 生 殖 系 列 の 配 列 と 比 較 す る と ９ 箇 所 の 点 突 然 変 異 が 見 ら れ た ） 、 ヒ ト Ｊ κ 3 
J(結 合 )領 域 、 お よ び ヒ ト κ 定 常 領 域 が 含 ま れ る 。 図 16Ｄ 参 照 。 （ 配 列 番 号 １ ３ ）
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 V-baseデ ー タ ベ ー ス で 見 つ け ら れ た 配 列 と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に よ る と 、 ハ イ ブ リ ド
ー マ K4.2の 重 鎖 の 転 写 物 に は 、 ヒ ト Ｖ Ｈ ４ -34可 変 領 域 （ 生 殖 系 列 の 配 列 と 比 較 す る と ８
箇 所 の 点 突 然 変 異 が 見 ら れ た ） 、 ヒ ト の K1 Ｄ 分 節 、 ヒ ト Ｊ Ｈ 4Ｊ （ 結 合 ） 領 域 、 お よ び ヒ
ト γ 2定 常 領 域 が 含 ま れ る 。 図 16Ｅ 参 照 。 （ 配 列 番 号 １ ４ ）
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ K4.2の κ 軽 鎖 の 転 写 物 に は 、 Ｖ κ 08/018（ DPK1） と 相 同 性 を 有 す る ヒ ト
κ 可 変 領 域 （ 生 殖 系 列 の 配 列 と 比 較 す る と ６ 箇 所 の 点 突 然 変 異 が 見 ら れ た ） 、 ヒ ト Ｊ κ 4 
J(結 合 )領 域 、 お よ び ヒ ト κ 定 常 領 域 が 含 ま れ る 。 図 16Ｆ 参 照 。 （ 配 列 番 号 １ ５ ）
【 ０ １ ０ ０ 】
　 V-baseデ ー タ ベ ー ス で 見 つ け ら れ た 配 列 と の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に よ る と 、 ハ イ ブ リ ド
ー マ K4.3の 重 鎖 の 転 写 物 に は 、 ヒ ト Ｖ Ｈ ５ -51（ DP-73） 可 変 領 域 、 ヒ ト の M5-a/M5-b D分
節 、 ヒ ト Ｊ Ｈ 4 J(結 合 )領 域 、 お よ び ヒ ト γ 2定 常 領 域 が 含 ま れ る 。 図 16Ｇ 参 照 。 （ 配 列 番
号 １ ６ ）
【 ０ １ ０ １ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ K4.3の κ 軽 鎖 の 転 写 物 に は 、 Ｖ κ 02/012（ DPK9） と 相 同 性 を 有 す る ヒ ト
κ 可 変 領 域 （ 生 殖 系 列 の 配 列 と 比 較 す る と ９ 箇 所 の 点 突 然 変 異 が 見 ら れ た ） 、 ヒ ト Ｊ κ 4 
J(結 合 )領 域 、 お よ び ヒ ト κ 定 常 領 域 が 含 ま れ る 。 図 16Ｈ 参 照 。 （ 配 列 番 号 １ ７ ）
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ て い る 出 版 物 お よ び 特 許 出 願 は す べ て 、 特 別 か つ 個 々 に 参 照
と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る も の と す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 上 記 の 発 明 は 、 理 解 を 明 確 に す る こ と を 目 的 と し て 、 例 示 お よ び 実 施 例 と い う 形 で 、 あ
る 程 度 詳 細 に 説 明 し て き た が 、 本 発 明 の 開 示 か ら 、 添 付 の 請 求 の 範 囲 の 精 神 ま た は 意 図 か
ら 逸 脱 す る こ と な く こ れ に 一 定 の 変 更 お よ び 修 正 を 加 え ら れ る こ と は 当 業 者 に は 容 易 に 理
解 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】

　 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ ア エ （ S. cerevisiae） に 含 ま れ て い る yH1Cは 、 米 国 メ リ
ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル 20852、 パ ー ク ロ ー ン ド ラ イ ブ (Parklawn Drive)12301に あ る 米 国 標
準 培 養 株 コ レ ク シ ョ ン （ American Type Culture Collection） （ 「 ATCC」 ） に 、 1996年 ４
月 26日 に 寄 託 し 、 ATCC寄 託 番 号 を 与 え ら れ た 。 こ の YACの 寄 託 は 、 例 示 の 目 的
で の み な さ れ た も の で あ り 、 本 発 明 の 請 求 内 容 を 実 施 す る た め に こ の 寄 託 物 が 必 要 で あ る
と い う こ と を 出 願 人 が 認 め て い る こ と を 意 味 す る の で は な い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ の よ う な 行 為 が 可 能 な す べ て の 指 定 国 に つ い て 、 指 定 国 の 法 律 の 下 で 法 的 に 許 容 さ れ
る 範 囲 で 、 例 え ば 、 EPC規 則 28(4)、 英 国 特 許 法 規 1982規 則 17(3)、 豪 州 規 定 3.25(3)、 お よ
び そ の 他 の 指 定 国 に お い て 必 要 な 変 更 が 加 え ら れ て い る 類 似 の 条 項 な ど 、 関 連 す る 特 許 法
規 に 従 っ て 、 寄 託 さ れ た 微 生 物 の 試 料 は 、 そ れ が 発 行 さ れ た 場 合 に の み 、 個 々 の 専 門 家 が
利 用 可 能 と な る こ と を 要 請 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ６ 】
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【 図 １ 】 図 １ は 、 yH1Cヒ ト 重 鎖 YACの 構 造 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 yK2ヒ ト ・ カ ッ パ （ κ ） 軽 鎖 YACの 構 造 の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ヒ ト κ 軽 鎖 お よ び /ま た は ヒ ト μ 重 鎖 を 含 む 、 ヒ ト IL-6で 免 疫 し た ゼ ノ
マ ウ ス (XenoMouse)(登 録 商 標 )か ら 採 取 し た 抗 IL-6抗 体 の 血 清 滴 定 濃 度 を 示 し て い る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ヒ ト κ 軽 鎖 お よ び /ま た は ヒ ト μ 重 鎖 を 含 む 、 ヒ ト TNF-α で 免 疫 し た ゼ
ノ マ ウ ス (XenoMouse)(登 録 商 標 )か ら 採 取 し た 抗 TNF-α 抗 体 の 血 清 滴 定 濃 度 を 示 し て い る
。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ヒ ト κ 軽 鎖 お よ び /ま た は ヒ ト μ 重 鎖 を 含 む 、 ヒ ト CD4で 免 疫 し た ゼ ノ マ
ウ ス (XenoMouse)(登 録 商 標 )か ら 採 取 し た 抗 CD4抗 体 の 血 清 滴 定 濃 度 を 示 し て い る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 細 胞 表 面 で L-セ レ ク チ ン （ L-selectin） を 発 現 す る 300.19細 胞 で 免 疫 し
た ゼ ノ マ ウ ス (XenoMouse)(登 録 商 標 )の 血 清 滴 定 濃 度 を 示 し て い る 。 ヒ ト μ 定 常 領 域 の 重
鎖 を 有 し て い れ ば 、 ELISA解 析 を 用 い て こ れ ら の 抗 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 細 胞 表 面 で L-セ レ ク チ ン （ L-selectin） を 発 現 す る 300.19細 胞 で 免 疫 し
た ゼ ノ マ ウ ス (XenoMouse)(登 録 商 標 )の 血 清 滴 定 濃 度 を 示 し て い る 。 ヒ ト κ 軽 鎖 を 有 し て
さ え い れ ば 、 ELISA解 析 を 用 い て こ れ ら の 抗 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 ヒ ト L-セ レ ク チ ン （ L-selectin） で 免 疫 し た ゼ ノ マ ウ ス （ XenoMouse）
（ 登 録 商 標 ） か ら 採 取 し た 血 清 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ヒ ト 軽 鎖 κ 領 域 と 免 疫 交 差 反 応 を す
る 抗 体 で 標 識 し た ヒ ト 好 中 球 の FACS解 析 を 示 し て い る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 ヒ ト 蛋 白 質 gp39の 産 生 を も た ら す 哺 乳 動 物 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
す る た め に 用 い た プ ラ ス ミ ド の 概 略 図 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 ヒ ト gp39を 発 現 す る CHO細 胞 で 免 疫 し た マ ウ ス の 血 清 滴 定 濃 度 曲 線 を
表 す 。 こ の ELISAで 検 出 さ れ た 抗 体 は 、 gp39と 免 疫 交 差 反 応 し 、 ヒ ト κ 軽 鎖 お よ び ヒ ト 重
鎖 μ 定 常 領 域 を 含 ん で い る 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン D5.1に よ っ て 分 泌 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
に 関 す る 滴 定 濃 度 曲 線 で あ る 。 こ の ク ロ ー ン は 、 破 傷 風 毒 素 Ｃ （ TTC） で 免 疫 し た ゼ ノ マ
ウ ス (XenoMouse)(登 録 商 標 )か ら 得 ら れ た も の で あ り 、 ヒ ト κ 軽 鎖 お よ び ヒ ト 重 鎖 の μ 定
常 領 域 を 含 ん で い る 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 抗 破 傷 風 毒 素 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 D5.1.4（ D5.1の サ ブ ク ロ ー ン ） の 重
鎖 の DNA配 列 で あ る 。 変 異 型 生 殖 系 列 を 四 角 で 囲 っ て あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 13は 、 抗 破 傷 風 毒 素 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 D5.1.4の カ ッ パ 軽 鎖 の DNA配 列 で あ
る 。 変 異 型 生 殖 系 列 を 四 角 で 囲 っ て あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 、 ヒ ト κ 軽 鎖 お よ び /ま た は ヒ ト μ 重 鎖 を 含 む 、 ヒ ト IL-8で 免 疫 し た ゼ
ノ マ ウ ス (XenoMouse)(登 録 商 標 )の 抗 IL-8抗 体 の 血 清 滴 定 濃 度 を 示 し て い る 。
【 図 １ ５ 】 図 15は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト IL-8抗 体 に よ る 、 ヒ ト 好 中 球 へ の IL-8の 結 合 阻
害 を 示 し て い る 。
【 図 １ ６ 】 図 16（ A～ H） は 、 抗 IL-8抗 体 D1.1（ 16A～ B） 、 K2.2（ 16C～ D） 、 K4.2（ 16E～ F
） お よ び K4.3（ 16G～ H） の 重 鎖 お よ び カ ッ パ 軽 鎖 の DNA配 列 で あ る 。
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上 皮 増 殖 因 子 受 容 体 （ EGFR） に 結 合 す る 、 単 離 さ れ た 完 全 な ヒ ト 抗 体 。
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A61P3/10 A61P7/10 A61P9/00 A61P9/10 A61P11/00 A61P11/06 A61P13/12 A61P17/00 A61P17/04 
A61P17/06 A61P19/00 A61P19/02 A61P19/04 A61P19/06 A61P21/00 A61P21/04 A61P25/00 A61P27
/02 A61P29/00 A61P31/04 A61P35/00 A61P35/04 A61P37/00 A61P37/02 A61P43/00 C07K16/28 
C07K16/18 A61K38/00 C07K16/00 C07K16/12 C07K16/22 C07K16/24 C07K16/42 G01N33/531

CPC分类号 A01K2217/05 A01K2217/075 A61K38/00 A61P1/04 A61P1/06 A61P1/16 A61P11/00 A61P11/06 
A61P11/08 A61P13/12 A61P17/00 A61P17/04 A61P17/06 A61P19/00 A61P19/02 A61P19/04 A61P19
/06 A61P19/08 A61P21/00 A61P21/04 A61P25/00 A61P27/02 A61P29/00 C07K16/00 C07K16/1282 
C07K16/22 C07K16/241 C07K16/244 C07K16/248 C07K16/2812 C07K16/2854 C07K16/2863 C07K16
/2875 C07K2317/21 C07K2317/24

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/00.A C12N5/00.B C12P21/08 A61K39/395.
E A61K39/395.T A61K39/395.V A61P1/04 A61P1/16 A61P3/10 A61P7/10 A61P9/00 A61P9/10 A61P11
/00 A61P11/06 A61P13/12 A61P17/00 A61P17/04 A61P17/06 A61P19/00 A61P19/02 A61P19/04 
A61P19/06 A61P21/00 A61P21/04 A61P25/00 A61P27/02 A61P29/00 A61P29/00.101 A61P31/04 
A61P35/00 A61P35/04 A61P37/00 A61P37/02 A61P43/00.111 C07K16/28 C12N15/00.A C12N15/00.
AZN.A C12N5/00.101 C12N5/00.102 C12N5/12

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/BA41 4B024/CA01 4B024/CA11 4B024/CA20 4B024/DA01 4B024/DA02 4B024
/DA05 4B024/DA11 4B024/GA11 4B024/HA01 4B064/AG27 4B064/CA01 4B064/CA19 4B064/CA20 
4B064/CC24 4B064/DA01 4B065/AA01X 4B065/AA57X 4B065/AA88X 4B065/AA90X 4B065/AA93Y 
4B065/AB01 4B065/AB02 4B065/AC14 4B065/BA01 4B065/BA08 4B065/CA25 4B065/CA44 4C085
/AA13 4C085/AA14 4C085/AA33 4C085/AA34 4C085/AA37 4C085/BB01 4C085/CC02 4C085/CC03 
4C085/DD61 4C085/EE01 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045
/CA40 4H045/DA76 4H045/EA20 4H045/FA74

代理人(译) 清水初衷

优先权 08/430938 1995-04-27 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/466f36c6-a6d7-410a-9997-83153a2c3c14
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/023709725/publication/JP2006115839A?q=JP2006115839A


要解决的问题：提供一种生产人抗体的方法，该抗体在人的治疗和体内
诊断中不太可能是免疫原。 解决方案：通过向缺乏内源性基因座的转基
因动物施用特定抗原，对这种抗原进行了修饰以响应抗原的施用产生完
全的人抗体，从而可以施用该抗原。 制备了分离的抗人源抗体。 随后，
可以进行各种操作以获得抗体本身或其类似物。 [选择图]无


