
(57)【要約】
　本発明は、オンコスタチンＭ (OSM)、特にヒト OSM(hOSM)に特異的に結合し、かつ OSMと g
p130の相互作用をモジュレートする、抗体のような免疫グロブリンに関する。典型的な実
施形態では、 OSMはグリコシル化されている。本発明はまた、 OSMのサイト IIおよびサイト
IIIと、それらに対応する相互作用パートナーとの相互作用をモジュレートする抗体に関
する。医薬組成物、スクリーニング方法および医学的治療法についてもさらに開示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 OSM、 特 に hOSM、 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ OSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 治
療 用 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ３ の CDRH3を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 さ ら に 、
配 列 番 号 １ の CDRH1、
配 列 番 号 ２ の CDRH2、
配 列 番 号 ４ の CDRL1、
配 列 番 号 ５ の CDRL2、
配 列 番 号 ６ の CDRL3、
を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 42の CDRH3を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 さ ら に 、
配 列 番 号 40の CDRH1、
配 列 番 号 41の CDRH2、
配 列 番 号 43の CDRL1、
配 列 番 号 44の CDRL2、
配 列 番 号 45の CDRL3、
を 含 む 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 抗 体 が 、 完 全 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ
ー ト 抗 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 抗 体 が 完 全 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 完 全 抗 体 が マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 霊 長 類 ま た は ヒ ト の 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載
の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 完 全 抗 体 が ヒ ト の 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 抗 体 が キ メ ラ 抗 体 ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 抗 体 が ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ヒ ト ア ク セ プ タ ー 可 変 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 残 基 28、 29、 30、 71お よ び 94、 な ら び
に ヒ ト ア ク セ プ タ ー 可 変 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク の 49位 お よ び 71位 が 、 CDRH3の 由 来 と な る ド
ナ ー 抗 体 フ レ ー ム ワ ー ク 中 の 対 応 す る 残 基 で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ヒ ト 化 抗
体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク が 以 下 の 残 基 も し く は そ の 保 存 的 置 換 残 基 ：
位 置 　 残 基
28　 　 Ｓ
29　 　 Ｌ
30　 　 Ｔ
71　 　 Ｋ
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94　 　 Ｋ
を 有 し 、 か つ ヒ ト 軽 鎖 が 以 下 の 残 基 も し く は そ の 保 存 的 置 換 残 基 ：
位 置 　 　 残 基
49　 　 　 Ｅ
71　 　 　 Ｙ
を 有 す る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る ヒ ト 化 治 療 用
抗 体 で あ っ て 、 配 列 番 号 ９ の Ｖ Ｈ ド メ イ ン お よ び 配 列 番 号 10の Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 む 前 記 抗
体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る ヒ ト 化 治 療 用
抗 体 で あ っ て 、 配 列 番 号 11の 重 鎖 お よ び 配 列 番 号 12の 軽 鎖 を 含 む 前 記 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る ヒ ト 化 治 療 用
抗 体 で あ っ て 、 配 列 番 号 48の Ｖ Ｈ ド メ イ ン お よ び 配 列 番 号 49の Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 む 前 記 抗
体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る ヒ ト 化 治 療 用
抗 体 で あ っ て 、 配 列 番 号 50の 重 鎖 お よ び 配 列 番 号 51の 軽 鎖 を 含 む 前 記 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 IgA1、 IgA2、 IgD、 IgE、 IgG1、 IgG2、 IgG3、 IgG4、 IgMか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヒ ト
重 鎖 定 常 領 域 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ～ 17の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 定 常 領 域 が IgGア イ ソ タ イ プ 、 例 え ば IgG1ま た は IgG4、 の も の で あ る 、 請 求 項 18に 記 載
の 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 定 常 領 域 が IgG1の も の で あ る 、 請 求 項 19に 記 載 の 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 定 常 領 域 が 、 前 記 抗 体 を 非 溶 解 性 と す る よ う に 突 然 変 異 さ れ て い る 、 請 求 項 20に 記 載 の
治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 抗 体 が hOSMの サ イ ト IIと gp130と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 、 請 求 項 １ ～ 21の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 抗 体 が 前 記 相 互 作 用 を 阻 害 す る 、 請 求 項 22に 記 載 の 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 抗 体 が 前 記 相 互 作 用 を 遮 断 す る 、 請 求 項 23に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 １ ～ 24の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 治 療 用 抗 体 の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 フ ラ グ メ ン ト が Fab、 Fab'、 Fd、 F(ab) 2 、 ScFvか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 2
5に 記 載 の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 １ ～ 26の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 含
む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 hOSMと gp130と の 相 互 作 用 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に 応 答 性 で あ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て
い る ヒ ト 患 者 の 治 療 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 27に 記 載 の 組 成 物 を
投 与 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ９ 】
　 慢 性 の 炎 症 性 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る ヒ ト 患 者 の 治 療 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 治 療
に 有 効 な 量 の 請 求 項 27に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 関 節 炎 性 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る ヒ ト 患 者 の 治 療 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 治 療 に 有
効 な 量 の 請 求 項 27に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 患 者 が 慢 性 関 節 リ ウ マ チ お よ び ／ ま た は 変 形 性 関 節 症 を 患 っ て い る 、 請 求 項 30に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 喘 息 ま た は COPDな ど の 炎 症 性 肺 疾 患 を 患 っ て い る ヒ ト 患 者 の 治 療 法 で あ っ て 、 該 患 者 に
、 治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 27に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 乾 癬 を 患 っ て い る ヒ ト 患 者 の 治 療 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 27に
記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 な ど の 心 血 管 疾 患 も し く は 障 害 を 患 っ て い る ヒ ト 患 者 の 治 療 法
で あ っ て 、 該 患 者 に 、 治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 27に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で
な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 カ ポ ジ 肉 腫 を 患 っ て い る ヒ ト 患 者 の 治 療 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 治 療 に 有 効 な 量 の 請 求
項 27に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 変 形 性 関 節 症 、 乾 癬 、 喘 息 、 COPDの よ う な 、 hOSMと gp130と の 相 互
作 用 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に 応 答 性 で あ る 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 請 求
項 １ ～ 26の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 １ ～ 20の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 含
ん で な る 医 薬 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 １ ～ 26の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト の 重
鎖 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド の よ う な ベ ク タ ー で あ っ て 、 例 え ば 請 求 項
39～ 46の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 前 記 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 配 列 番 号 ９ の Ｖ Ｈ ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 配 列 番 号 17の 配 列
を 含 む か 、 ま た は 実 質 的 に 配 列 番 号 17の 配 列 か ら な る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 配 列 番 号 10の Ｖ Ｌ ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 配 列 番 号 18の 配 列
を 含 む か 、 ま た は 実 質 的 に 配 列 番 号 18の 配 列 か ら な る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 配 列 番 号 11の 重 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 配 列 番 号 19の 配 列 を 含 む か
、 ま た は 実 質 的 に 配 列 番 号 19の 配 列 か ら な る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 配 列 番 号 12の 軽 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 配 列 番 号 20の 配 列 を 含 む か
、 ま た は 実 質 的 に 配 列 番 号 20の 配 列 か ら な る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 配 列 番 号 48の Ｖ Ｈ ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 配 列 番 号 54の 配 列
を 含 む か 、 ま た は 実 質 的 に 配 列 番 号 54の 配 列 か ら な る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 配 列 番 号 49の Ｖ Ｌ ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 配 列 番 号 55の 配 列
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を 含 む か 、 ま た は 実 質 的 に 配 列 番 号 55の 配 列 か ら な る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 配 列 番 号 50の 重 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 配 列 番 号 56の 配 列 を 含 む か
、 ま た は 実 質 的 に 配 列 番 号 56の 配 列 か ら な る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 配 列 番 号 51の 軽 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 配 列 番 号 57の 配 列 を 含 む か
、 ま た は 実 質 的 に 配 列 番 号 57の 配 列 か ら な る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 38に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た 組 換 え 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 配 列 番 号 17の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 第 １ の ベ ク タ ー と 、 配 列 番 号 18の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 第 ２ の ベ ク タ ー を 含 む 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 組
換 え 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 配 列 番 号 19の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 第 １ の ベ ク タ ー と 、 配 列 番 号 20の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 第 ２ の ベ ク タ ー を 含 む 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 組
換 え 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 配 列 番 号 54の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 第 １ の ベ ク タ ー と 、 配 列 番 号 55の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 第 ２ の ベ ク タ ー を 含 む 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 組
換 え 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 配 列 番 号 56の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 第 １ の ベ ク タ ー と 、 配 列 番 号 57の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 第 ２ の ベ ク タ ー を 含 む 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 組
換 え 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 細 胞 が 脊 椎 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 47～ 51の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 52に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 細 胞 が CHOま た は NSOで あ る 、 請 求 項 53に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 請 求 項 47～ 51の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 治 療 用 抗 体
の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 請 求 項 15に 記 載 の 治 療 用 抗 体 と OSM、 特 に hOSM、 さ ら に 特 定 す る と hOSMの サ イ ト II、 と
の 結 合 を 、 ELISAに 基 づ く ア ッ セ イ に お い て 、 競 合 的 に 阻 害 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合
フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 該 競 合 抗 体 が 配 列 番 号 42の CDRH3を 含 ま な い こ と を 条 件 と す る 、
前 記 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 請 求 項 56に 記 載 の 競 合 抗 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 hOSMと gp130と の 相 互 作 用 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に 応 答 性 で あ る （ 関 節 炎 性 疾 患 、 例 え ば
慢 性 関 節 リ ウ マ チ お よ び ／ ま た は 変 形 性 関 節 症 の よ う な )疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る ヒ
ト 患 者 の 治 療 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 治 療 に 有 効 な 量 の 請 求 項 57に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す
る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 若 年 性 関 節 炎 、 乾 癬 性 関 節 炎 、 強 直 性 脊 椎 炎 の よ う な 関 節 炎 性 疾 患
、 慢 性 プ ラ ー ク 疾 患 の よ う な 乾 癬 、 COPDま た は 重 症 喘 息 の よ う な 炎 症 性 肺 疾 患 、 MS、 ア ル

10

20

30

40

50

(5) JP 2007-530068 A 2007.11.1



ツ ハ イ マ ー 病 の よ う な 認 知 症 、 神 経 因 性 疼 痛 ま た は 炎 症 性 疼 痛 の よ う な 疼 痛 、 ア テ ロ ー ム
性 動 脈 硬 化 症 、 癌 (例 え ば 前 立 腺 癌 )の よ う な 細 胞 周 期 調 節 の 疾 患 、 骨 髄 腫 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 グ リ コ シ ル 化 hOSMの タ
ン パ ク 質 バ ッ ク ボ ー ン に 特 異 的 に 結 合 す る （ 請 求 項 15ま た は 17に 記 載 の 抗 体 の よ う な )治
療 用 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMの サ イ ト IIと gp130と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る
第 １ の 治 療 用 抗 体 、 な ら び に 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMの サ イ ト IIIと OSMRβ お
よ び ／ ま た は LIFRと の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 第 ２ の 治 療 用 抗 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 hOSMに 結 合 し 、 か つ (a) hOSMの サ イ ト IIと gp130と の 相 互 作 用 、 な ら び に (b) hOSMの サ
イ ト IIIと OSMRβ お よ び ／ ま た は LIFRと の 相 互 作 用 、 の 両 方 を モ ジ ュ レ ー ト す る 二 重 特 異
性 治 療 用 抗 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 hOSMに 結 合 し 、 か つ (a) hOSMの サ イ ト IIと gp130と の 相 互 作 用 、 な ら び に (b) hOSMの サ
イ ト IIIと OSMRβ お よ び ／ ま た は LIFRと の 相 互 作 用 、 の 両 方 を モ ジ ュ レ ー ト す る 少 な く と
も 第 １ の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 gp130お よ び ／ ま た は OSMRβ お よ び ／ ま た は LIFRに 結 合 し 、 か つ (a) gp130と hOSMと の 相
互 作 用 、 な ら び に (b) OSMRβ お よ び ／ ま た は LIFRと hOSMと の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る
(例 え ば 阻 害 ま た は 遮 断 す る )少 な く と も 第 １ の ア ン タ ゴ ニ ス ト (例 え ば 抗 体 な ど の タ ン パ
ク 質 性 ア ン タ ゴ ニ ス ト )を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 OSM、 特 に hOSM、 に 結 合 す る と 予 想 さ れ る 抗 体 (例 え ば OSM/hOSMに 対 し て 誘 発 さ れ た 抗 体
)を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
(a) 前 記 抗 体 を グ リ コ シ ル 化 OSM、 特 に グ リ コ シ ル 化 hOSMと 、 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で
イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
(b) 前 記 抗 体 の 結 合 親 和 性 を 測 定 す る こ と ；
(c) 前 記 抗 体 が １ μ Mよ り 強 い 、 典 型 的 に は 100nMよ り 強 い 結 合 親 和 性 を 有 す る 場 合 は 、 そ
の 抗 体 を 選 択 す る こ と ；
(d) ス テ ッ プ (c)の 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 し て 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む ベ ク タ ー を 用 い て 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と ；
(e) 前 記 抗 体 の 培 地 中 へ の 分 泌 を 許 容 す る 条 件 下 で ス テ ッ プ (d)の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ
と ；
(f) 場 合 に よ り 、 ス テ ッ プ (e)の 培 地 を 精 製 す る こ と ;
(g) ス テ ッ プ (e)ま た は (f)の 抗 体 を 医 薬 組 成 物 に 組 み 入 れ る こ と ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 OSM、 特 に hOSM、 に 結 合 す る と 予 想 さ れ る 抗 体 (例 え ば OSM/hOSMに 対 し て 誘 発 さ れ た 抗 体
)を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
(a) 前 記 抗 体 を グ リ コ シ ル 化 OSM、 特 に グ リ コ シ ル 化 hOSMと 、 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で
イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
(b) 前 記 抗 体 の 結 合 親 和 性 を 測 定 す る こ と ；
(c) 前 記 抗 体 が １ μ Mよ り 強 い 、 典 型 的 に は 100nMよ り 強 い 結 合 親 和 性 を 有 す る 場 合 、 そ の
抗 体 を 選 択 す る こ と ；
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 OSMが CHOの よ う な 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に よ り グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る 、 請 求 項 64ま た は 65
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
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　 hOSMが 天 然 の グ リ コ シ ル 化 hOSMで あ る 、 請 求 項 64ま た は 65に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 hOSMが ヒ ト 、 特 に RAの よ う な 関 節 炎 性 疾 患 を 患 っ て い る ヒ ト 、 の 滑 液 か ら 分 離 さ れ た も
の で あ る 、 請 求 項 67に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 請 求 項 65～ 68の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 請 求 項 69に 記 載 の 抗 体 お よ び 製 薬 上 の 不 活 性 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 hOSMに 結 合 可 能 で あ る こ と に 加 え 、 cOSMに も 結 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 治 療 用
抗 体 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル 、 特 に ヒ ト 滑 液 ま た は ヒ ト 血 清 、 中 の hOSMの 検 出 方 法 で あ っ て 、 ELIS
Aに 基 づ く ア ッ セ イ に お い て サ イ ト III抗 体 を 捕 捉 抗 体 と し て 使 用 す る こ と を 含 む 前 記 方 法
。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 ELISAに 基 づ く ア ッ セ イ が 本 質 的 に 実 施 例 16の も の で あ る 、 請 求 項 ７ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 オ ン コ ス タ チ ン Ｍ (OSM)、 特 に ヒ ト OSM（ hOSM） に 特 異 的 に 結 合 す る 免 疫 グ ロ
ブ リ ン に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は hOSMに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 関 す る 。 本 発 明
は ま た 、 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 用 い た 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 方 法 、 前 記 免 疫 グ ロ ブ リ ン を
含 む 医 薬 組 成 物 、 お よ び 製 造 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の 他 の 態 様 は 以 下 の 記 載 か ら 明 ら か と
な ろ う 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 オ ン コ ス タ チ ン Ｍ は 28kDaの 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 サ イ ト カ イ ン の イ ン タ ー ロ イ キ ン 6 (
IL-6)フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 こ の フ ァ ミ リ ー に は IL-6、 白 血 病 阻 害 因 子 (LIF)、 毛 様 体 神 経
栄 養 因 子 (CNTF)、 カ ル ジ オ ト ロ ピ ン -1(CT-1)お よ び カ ル ジ オ ト ロ ピ ン -1様 サ イ ト カ イ ン も
含 ま れ (Kishimoto Tら  (1995) Blood 86: 1243-1254を 参 照 の こ と )、 こ れ ら は gp130膜 貫
通 型 シ グ ナ ル 伝 達 受 容 体 を 共 有 し て い る (Taga T and Kishimoto T (1997) Annu. Rev. Im
munol. 15: 797-819を 参 照 さ れ た い )。 OSMは そ も そ も メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 A375の 増 殖 を 阻 害
す る 能 力 に よ っ て 発 見 さ れ た (Malik N (1989)ら  Mol Cell Biol 9: 2847-2853を 参 照 さ れ
た い )。 そ の 後 、 他 に も 多 く の 作 用 が 発 見 さ れ 、 OSMは IL-6フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー と 同
様 に 多 機 能 型 メ デ ィ エ ー タ ー で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 OSMは 種 々 の 細 胞 型 で 産 生 さ れ 、
細 胞 型 の 例 と し て は マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 (Zarling JM (1986) PNAS (USA) 83: 
9739-9743を 参 照 の こ と )、 多 形 核 好 中 球 (Grenier Aら  (1999) Blood 93:1413-1421を 参 照
の こ と )、 好 酸 球 (Tamura Sら  (2002) Dev. Dyn. 225: 327-31を 参 照 の こ と )、 樹 状 細 胞 (S
uda Tら  (2002) Cytokine 17:335-340を 参 照 の こ と )が 挙 げ ら れ る 。 ま た OSMの 発 現 は 、 膵
臓 、 腎 臓 、 精 巣 、 脾 臓 、 胃 お よ び 脳 (Znoyko I ら  (2005) Anat Rec A Discov Mol Cell E
vol Biol 283: 182-186を 参 照 の こ と )、 な ら び に 骨 髄 (Psenak O ら  (2003) Acta Haemato
l 109: 68-75を 参 照 の こ と )で も 見 ら れ る 。 そ の 主 要 な 生 物 学 的 作 用 と し て は 、 内 皮 細 胞
の 活 性 化 (Brown TJ ら  (1993) Blood 82: 33-7を 参 照 の こ と )、 急 性 期 反 応 の 活 性 化 (Beni
gni F ら  (1996) Blood 87: 1851-1854を 参 照 の こ と )、 細 胞 増 殖 ま た は 細 胞 分 化 の 誘 導 、
炎 症 性 メ デ ィ エ ー タ ー 放 出 お よ び 造 血 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン (Tanaka Mら  (2003) 102: 3154
-3162を 参 照 の こ と )、 骨 の 改 造 (de Hooge ASK (2002) Am J Pathol 160: 1733-1743を 参
照 の こ と )、 な ら び に 、 血 管 新 生 の 促 進 (Vasse M ら  (1999) Arterioscler Thromb Vasc B
iol 19:1835-1842を 参 照 の こ と )お よ び 創 傷 治 癒 の 促 進 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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　 OSMの レ セ プ タ ー (OSMレ セ プ タ ー β 、 「 OSMRβ 」 )は 多 様 な 細 胞 で 発 現 さ れ 、 例 え ば 上 皮
細 胞 、 軟 骨 細 胞 、 繊 維 芽 細 胞 (Langdon C ら  (2003) J Immunol 170: 548-555を 参 照 の こ
と )、 神 経 細 胞 、 平 滑 筋 、 リ ン パ 節 、 骨 、 心 臓 、 小 腸 、 肺 お よ び 腎 臓 (Tamura S ら  (2002)
 Mech Dev 115: 127-131を 参 照 の こ と )、 な ら び に 内 皮 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 。 い く つ
か の 証 拠 か ら 、 内 皮 細 胞 が OSMの 主 要 な 標 的 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 内 皮 細 胞 は 高
親 和 性 型 と 低 親 和 性 型 の 両 受 容 体 を 10～ 20倍 多 く 発 現 し 、 OSMで 刺 激 さ れ た 後 は 顕 著 で 長
期 的 な 表 現 型 の 変 化 を 示 す (Modur V ら  (1997) J Clin Invest 100: 158-168を 参 照 の こ
と )。 そ の 上 OSMは 、 内 皮 細 胞 が 起 源 で あ る と 考 え ら れ て い る カ ポ ジ 肉 腫 の 主 要 な 自 己 分 泌
増 殖 因 子 で あ る (Murakami-Mori K ら  (1995) J Clin Invest 96:1319-1327を 参 照 の こ と )
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 他 の IL-6フ ァ ミ リ ー の サ イ ト カ イ ン と 同 様 に 、 OSMは 膜 貫 通 型 シ グ ナ ル 伝 達 糖 タ ン パ ク
質 gp130に 結 合 す る 。 gp130サ イ ト カ イ ン の 主 要 な 特 徴 は 、 リ ガ ン ド に 応 じ て １ 以 上 の 共 受
容 体 と gp130を 含 む オ リ ゴ マ ー 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る こ と で あ る (Heinrich PC ら  (2003
) Biochem J. 374: 1-20に 総 説 さ れ て い る )。 結 果 と し て こ れ ら の サ イ ト カ イ ン は 、 形 成
さ れ る 受 容 体 複 合 体 の 組 成 に 応 じ て in vitroお よ び in vivoで 、 共 通 の 生 物 学 的 活 性 と 固
有 の 生 物 学 的 活 性 を 両 方 と も 仲 介 す る こ と が で き る 。 ヒ ト OSM(hOSM)は 他 の IL-6サ イ ト カ
イ ン と 相 違 し て お り 、 つ ま り ヒ ト OSMは gp130と ２ 種 類 の 共 受 容 体 の い ず れ か 一 方 （ LIFRま
た は オ ン コ ス タ チ ン 受 容 体 (OSMR)） と 複 合 体 を 形 成 し う る 点 で 相 違 す る 。 図 １ に hOSMと 、
gp130、 LIFRお よ び OSMRと の 相 互 作 用 を 示 し て あ る 。 hOSMの 結 晶 構 造 は 解 明 さ れ て お り 、 h
OSMが ２ 箇 所 の 潜 在 的 グ リ コ シ ル 化 部 位 を 有 す る α ヘ リ ッ ク ス の 4本 束 を 含 む こ と が 示 さ れ
た 。 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 を 行 う こ と に よ り 、 hOSM分 子 に は ２ つ の 分 離 し た リ ガ ン ド 結
合 サ イ ト が 同 定 さ れ た (Deller MCら  (2000) Structural Fold Des. 8:863-874を 参 照 さ れ
た い )。 サ イ ト IIと 呼 ば れ る (「 サ イ ト ２ 」 と も 呼 ば れ る )最 初 の サ イ ト は gp130と 相 互 作 用
し 、 該 分 子 の 反 対 側 の 末 端 に 存 在 す る サ イ ト IIIと 呼 ば れ る (「 サ イ ト ３ 」 と も 呼 ば れ る )
２ つ 目 の サ イ ト は LIFRま た は OSMRの い ず れ か と 相 互 作 用 す る 。 突 然 変 異 誘 発 実 験 か ら 、 LI
FRお よ び OSMRの 結 合 サ イ ト は ほ ぼ 同 一 で あ る が 、 １ 個 の ア ミ ノ 酸 の 突 然 変 異 に よ っ て こ れ
ら ２ つ を 区 別 で き る こ と が 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 OSMは 、 疎 水 性 の 25ア ミ ノ 酸 (AA)N末 端 シ グ ナ ル 配 列 お よ び 33ア ミ ノ 酸 の C末 端 プ ロ ペ プ
チ ド を 含 む プ ロ タ ン パ ク 質 と し て 合 成 さ れ 、 こ れ ら が 両 方 と も 切 断 さ れ て 成 熟 OSMが 生 成
す る 。 OSMプ ロ タ ン パ ク 質 は 生 物 学 的 活 性 を 示 す が 、 そ の 活 性 は C末 端 プ ロ ペ プ チ ド の 切 断
に よ っ て 著 し く 増 加 す る (Bruce A.G.ら  (1992) Prog.Growth Factor Res. 4: 157-170お
よ び Malik Nら  (1989) Mol.Cell Biol. 9: 2847-2853を 参 照 さ れ た い )。 OSMは 「 コ ン パ ク
ト な 樽 状 分 子 」 と 記 載 さ れ て お り 、 そ の 寸 法 は 約 20Å × 27Å × 56Å で あ る 。 ４ つ の α ヘ リ
ッ ク ス 領 域 (ヘ リ ッ ク ス A 10～ 37AA、 ヘ リ ッ ク ス B 67～ 90AA、 ヘ リ ッ ク ス C 105～ 131AAお
よ び ヘ リ ッ ク ス D 159～ 185AA； AAの 番 号 付 け は シ グ ナ ル 配 列 が 除 去 さ れ た 後 か ら 開 始 す る
)が 存 在 す る 。 ヘ リ ッ ク ス Aお よ び Cに は 「 ね じ れ 」 が あ る 。 こ れ ら の ヘ リ ッ ク ス は ２ つ の
オ ー バ ー ハ ン ド ル ー プ (ABル ー プ 38～ 66AA、 CDル ー プ 130～ 158AA)に よ っ て 一 緒 に さ れ 、 ２
つ の 逆 平 行 ペ ア (A-Dお よ び B-C)と し て 配 置 さ れ る 。 (Deller M.C ら  (2000) Structure 8;
 863-874を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 OSMの サ イ ト IIを 介 し た gp130と の 結 合 は 、 別 の OSM分 子 が サ イ ト III相 互 作 用 に よ っ て gp
130に 結 合 す る こ と を 可 能 に す る よ う で あ る 。 OSMは ま た 、 サ イ ト IIIを 介 し て LIFRま た は O
SMRに も 結 合 す る 。 従 っ て OSMは 、 １ 個 の gp130分 子 、 １ 個 の LIFRま た は OSMR分 子 、 お よ び
２ 個 の OSM分 子 か ら な る 、 そ の 受 容 体 と の 複 合 体 を 形 成 す る 。 (Sporeno E (1994) J.Biol.
Chem.269: 10991-10995、 Staunton Dら  (1998) Prot.Engineer 11:1093-1102お よ び Geari
ng D.P (1992) Science 225:306-312を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 突 然 変 異 誘 発 を 用 い る と 、 サ イ ト II OSM－ gp130結 合 に 重 要 な 残 基 は Gln20、 Gly120、 Gl
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n16お よ び Asn124で あ る 。 サ イ ト III OSM－ OSMR結 合 に つ い て は 、 重 要 な 残 基 は Phe160お よ
び Lys163で あ る 。 こ の こ と か ら OSM サ イ ト II相 互 作 用 は 、 hOSM上 の Gln20、 Gly120、 Asn12
4に 依 存 し 、 こ れ ら ほ ど で は な い が Gln16に も 依 存 す る 。 gp130中 の ３ つ の 相 補 的 な 残 基 (Ph
e169、 Tyr196お よ び Glu282)が 、 OSMと gp130の 相 互 作 用 に お い て 特 に 重 要 な 残 基 と し て 同
定 さ れ た 。 (Deller Mら  (2000) Structure 8:863-874、 Aasland Dら  (2002) J.Mol.Biol.
315: 637-646、 Timmermann A ら  (2000) FEBS Lett.468: 120-124を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 hOSMの １ 位 か ら 開 始 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 13に 示 し た 通 り で あ る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
特 に 重 要 な サ イ ト II残 基 は 、 太 字 で 強 調 す る と と も に 下 線 を 引 い た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 hOSMを コ ー ド す る cDNAは 配 列 番 号 14に 示 す ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ０ 】
　 慢 性 関 節 リ ウ マ チ (RA)は 、 明 確 に 区 別 さ れ る が 相 互 に 関 連 し た 一 連 の 病 的 過 程 を 含 む 。
こ れ ら は 、 局 所 性 お よ び 全 身 性 炎 症 、 滑 膜 細 胞 の 増 殖 、 血 管 新 生 お よ び マ ト リ ッ ク ス 沈 着
で あ り 、 軟 骨 と 骨 に 侵 入 し て こ れ ら を 破 壊 す る パ ン ヌ ス 組 織 の 形 成 を も た ら し 、 結 果 的 に
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奇 形 と 身 体 障 害 を 生 じ る 。 こ の 病 理 を 支 え て い る の は 、 炎 症 を 起 こ し た 関 節 に 入 り 込 み そ
こ に 定 着 す る 細 胞 か ら の 、 ま た 、 内 在 性 関 節 組 織 細 胞 か ら の サ イ ト カ イ ン お よ び 炎 症 性 メ
デ ィ エ ー タ ー の 慢 性 的 な 放 出 で あ る (Firestein G (2003) in Rheumatology. Eds Hochber
g, Silman, Smolen, Weinblatt and Weisman. Pub. Mosby. 855-884を 参 照 さ れ た い )。 RA
を 発 病 す る イ ベ ン ト は 不 明 で あ る が 、 豊 富 な 証 拠 か ら 、 外 来 の 抗 原 ま た は 自 己 由 来 の 「 自
己 」 抗 原 に よ る Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 化 が 関 わ っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る (Firestein G (2004
) J Clin Invest 114: 471-4を 参 照 さ れ た い )。 ひ と た び 病 的 過 程 が 開 始 さ れ た ら 、 進 行
中 の 疾 的 過 程 を 維 持 す る の に ど の 程 度 の Ｔ 細 胞 が 必 要 な の か も 定 か で は な い が 、 Ｔ 細 胞 を
特 異 的 に 標 的 と す る CTLA4Igな ど の 治 療 剤 は 進 行 し た 疾 患 に は 有 効 で あ り う る (Kremer JM
ら  (2003) New Engl J Med 349: 1907-15、 Moreland L ら  (2004) Annual meeting of th
e American College of Rheumatology Abstract 1475を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ １ １ 】
　 リ ウ マ チ 性 滑 膜 炎 の 発 生 の 初 期 イ ベ ン ト で は 、 単 核 お よ び 多 核 細 胞 が 動 員 さ れ て 滑 膜 内
層 の 毛 細 管 の 内 皮 を 横 断 す る 必 要 が あ る 。 多 形 核 細 胞 が 滑 液 (SF)内 に 移 動 す る の に 対 し て
、 リ ン パ 球 は 毛 細 管 の 付 近 に と ど ま り 、 そ の 後 異 所 性 リ ン パ 系 小 節 に 組 織 化 さ れ る 。 こ の
免 疫 細 胞 の 流 入 の 後 に 繊 維 芽 細 胞 様 滑 膜 細 胞 (FLS)が 増 殖 す る 。 そ れ ら の 正 常 な 対 応 細 胞
と 異 な り 、 RA FLSは 増 殖 の 停 止 と ア ポ ト ー シ ス を も た ら す 調 節 プ ロ セ ス か ら 逸 脱 し て 、 そ
れ ら を 継 続 的 に 蓄 積 さ せ る よ う で あ る (Yamanishi Yら (2004) Arthritis Res Ther 7: 12-
18を 参 照 の こ と )。 そ の 上 、 新 た に 出 現 す る パ ン ヌ ス 組 織 が こ の と き 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス
に 支 え ら れ た 新 し い 血 管 を 形 成 さ せ 、 さ ら な る 増 殖 を 可 能 に す る 。 繊 維 芽 細 胞 増 殖 、 マ ト
リ ッ ク ス 改 造 お よ び 血 管 新 生 を 伴 う こ の プ ロ セ ス は 、 制 御 さ れ て い な い 創 傷 治 癒 イ ベ ン ト
に 酷 似 し て い る 。 単 球 は 発 達 中 の パ ン ヌ ス 組 織 内 に 移 動 し 、 長 期 的 に 活 性 化 さ れ た 表 現 型
を 有 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 分 化 を 遂 げ る 。 同 様 に B細 胞 は 最 終 分 化 を 遂 げ て 、 抗 体 (リ ウ
マ チ 因 子 も 含 ま れ る )を 分 泌 す る 長 命 の 形 質 細 胞 を 形 成 す る 。 炎 症 を 起 こ し た 滑 膜 が 骨 髄
細 胞 お よ び リ ン パ 球 様 細 胞 の 局 所 的 分 化 を 維 持 す る 能 力 は 、 一 部 に は 、 GMCSFお よ び IL-6
な ど の 増 殖 因 子 の 局 所 的 産 生 に 基 づ く 。 FLSお よ び 常 在 す る 単 核 白 血 球 は い ず れ も 、 血 液
か ら の さ ら な る 炎 症 性 細 胞 の 動 員 を 刺 激 し か つ 、 極 め て 重 要 な こ と だ が 、 疾 患 過 程 の 次 の
ス テ ッ プ （ す な わ ち 、 関 節 軟 骨 の 破 壊 と 骨 の 改 造 ） を 推 進 す る 可 溶 性 因 子 を 放 出 す る 。 パ
ン ヌ ス 組 織 は 侵 襲 性 で あ る 。 そ の 最 先 端 は 、 軟 骨 や 骨 の 構 造 的 完 全 性 を 維 持 す る 細 胞 の 表
現 型 を 変 更 す る 、 MMPな ど の 破 壊 的 な 酵 素 お よ び サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る 。 そ の 結 果 、 プ
ロ テ オ グ リ カ ン が 失 わ れ 、 ま た 、 II型 コ ラ ー ゲ ン が 不 可 逆 的 に 切 断 さ れ て 、 軟 骨 の 弱 体 化
と 損 失 を も た ら す 。 骨 に も い く つ か の 顕 著 な 変 化 が 生 じ る が 、 例 え ば 病 巣 の 侵 食 や 肋 軟 骨
下 の 骨 粗 鬆 症 で あ る 。 最 終 的 に こ れ ら の 変 化 は 、 進 行 し た RAで 観 察 さ れ る 、 特 徴 的 な 関 節
の 奇 形 と 不 全 脱 臼 を も た ら す (Gordon D and Hastings D (2003) in Rheumatology. Eds H
ochberg, Silman, Smolen, Weinblatt and Weisman. Pub. Mosby. 765-780を 参 照 さ れ た
い )。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 RAは 全 身 性 の 疾 患 で あ る が 、 そ れ は お そ ら く 炎 症 性 メ デ ィ エ ー タ ー が 関 節 か ら 血 液 に 回
る 結 果 で あ る 。 こ れ は 皮 膚 、 眼 、 肝 臓 、 腎 臓 、 脳 お よ び 血 管 内 膜 を 含 む 身 体 の 多 く の 器 官
系 を 冒 し 、 罹 病 率 と 死 亡 率 を 増 加 さ せ る (Matteson EL (2003) in Rheumatology. Eds Hoc
hberg, Silman, Smolen, Weinblatt and Weisman. Pub. Mosby. 781-792を 参 照 の こ と )。
死 亡 率 増 加 の 大 部 分 は ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 心 血 管 疾 患 が 原 因
で あ る 。 な ぜ な ら ば リ ウ マ チ 性 滑 膜 炎 の 発 生 に 関 わ る 病 態 形 成 過 程 の 多 く は ア テ ロ ー ム 性
動 脈 硬 化 性 プ ラ ー ク の 形 成 に 共 通 し て い る か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 RAの 治 療 は 、 疼 痛 を 制 御 し 、 炎 症 を 低 減 さ せ 、 組 織 破 壊 を も た ら す プ ロ セ ス を 阻 止 す る
こ と に 狙 い を 定 め て い る 。 伝 統 的 に は RAは 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 (NSAIDS)、 低 用 量 の ス
テ ロ イ ド 剤 、 お よ び い わ ゆ る 疾 患 修 飾 性 抗 リ ウ マ チ 薬 (DMARDS)を 用 い て 治 療 さ れ て き た 。
低 レ ベ ル の 薬 効 、 遅 い 薬 効 の 発 現 、 毒 性 、 低 い 許 容 性 、 お よ び 経 時 的 な 抵 抗 性 の 増 加 の た
め 、 メ ト ト レ キ セ ー ト (MTX)、 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 金 お よ び レ フ ル ノ ミ ド を 含 む こ れ ら の
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治 療 薬 の 使 用 に は 悩 ま さ れ る 。 最 近 で は 、 サ イ ト カ イ ン の １ 種 で あ る 腫 瘍 壊 死 因 子 (TNF)
を 阻 害 す る Enbrel T M 、 Remicide T M お よ び Humira T M な ど の 生 物 学 的 薬 剤 の 導 入 が 大 き な 進 展
を と げ た (Roberts L and McColl GJ (2004) Intern Med J 34:687-93を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 従 っ て 本 発 明 の 目 的 は 、 RAな ら び に 他 の 疾 患 お よ び 障 害 、 特 に 変 形 性 関 節 症 や 乾 癬 な ど
と い っ た 慢 性 炎 症 性 疾 患 お よ び 障 害 の 処 置 に 対 す る 治 療 ア プ ロ ー チ を 提 供 す る こ と で あ る
。 具 体 的 に は 本 発 明 の 目 的 は 、 OSM(例 え ば hOSM、 特 に そ の サ イ ト II)に 特 異 的 に 結 合 し 、
か つ OSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト (す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 )す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン
、 特 に 抗 体 を 、 前 記 相 互 作 用 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に 応 答 す る 疾 患 お よ び 障 害 の 処 置 に お い
て 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 OSM－ gp130相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が 、 こ れ ら の 疾 患 お よ び 障 害 の 治 療 に 有 用
で あ る と い う 仮 説 を 裏 付 け る 証 拠 は 増 え つ つ あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】

　 OSMは ヒ ト RA患 者 の SFに 存 在 す る (Hui W ら  (1997) 56: 184-7を 参 照 さ れ た い )。 OSMの
レ ベ ル は 、 SF中 の 好 中 球 の 数 、 SF中 の TNFα (「 TNF」 と も 言 う )の レ ベ ル 、 お よ び 軟 骨 破 壊
の マ ー カ ー と 相 関 す る (Manicourt DH ら  (2000) Arthritis Rheum 43: 281-288)。 そ の 上
、 RA患 者 由 来 の 滑 膜 組 織 は 体 外 で OSMを 自 発 的 に 分 泌 す る (Okamoto H ら  (1997) Arthriti
s and Rheumatism 40: 1096-1105を 参 照 さ れ た い )。 OSMは 滑 膜 マ ク ロ フ ァ ー ジ 中 に 存 在 す
る こ と も 実 証 さ れ て お り (Cawston TE ら  (1998) Arthritis Rheum 41: 1760-1771)、 ま た
、 前 述 の よ う に OSM受 容 体 お よ び gp130は 内 皮 細 胞 、 滑 膜 繊 維 芽 細 胞 、 軟 骨 細 胞 お よ び 骨 芽
細 胞 上 で 発 現 さ れ て い る 。 さ ら に 、 ア テ ロ ー ム 性 プ ラ ー ク お よ び 大 動 脈 瘤 に 浸 潤 し て い る
細 胞 は OSMを 発 現 し 、 こ の こ と は 該 サ イ ト カ イ ン と 慢 性 炎 症 の 関 連 性 を 示 唆 し て い る (Mirs
hahi Fら  (2001) Ann NY Acad Sci 936: 621-4を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ １ ７ 】

　 内 皮 細 胞 は 、 他 の 細 胞 型 よ り も 10～ 20倍 の 数 の OSM受 容 体 を 発 現 す る (Brown TJ ら  (199
1) J Immunol 147: 2175-2180、 Linsley PS ら  (1989) J Biol Chem 264: 4282-4289を 参
照 の こ と )。 OSMは 、 単 独 で ま た は 他 の サ イ ト カ イ ン と 組 み 合 わ さ っ て 相 乗 的 に 、 内 皮 を 活
性 化 し て サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン を 放 出 さ せ 、 ま た 、 好 中 球 、 単 核 白 血 球 お よ び リ
ン パ 球 に 結 合 し て 滑 膜 組 織 へ の そ れ ら の 血 管 外 遊 出 を 媒 介 す る  (Modur V ら  (1997) J Cl
in Invest 100: 158-168を 参 照 の こ と )。 OSMは ま た 、 血 管 新 生 の 強 力 な 刺 激 物 質 で あ る こ
と (Vasse M ら  (1999) Aterioscler Thromb Vasc Biol 19: 1835-1842を 参 照 の こ と )、 滑
膜 繊 維 芽 (FLS)細 胞 の 活 性 化 と 増 殖 (そ の こ と に よ り パ ン ヌ ス 組 織 の 形 成 、 IL-6や MMPの 放
出 を 促 進 す る )を 強 く 刺 激 す る 物 質 で あ る こ と 、 な ら び に TNFお よ び IL-1と 相 乗 的 に 作 用 し
て こ う し た メ デ ィ エ ー タ ー 放 出 を 誘 導 す る こ と (Langdon Cら  (2000) Am J Pathol 157: 1
187-1196を 参 照 の こ と )が 実 証 さ れ て い る 。 OSMは ま た 、 IL-1と と も に 、 軟 骨 か ら の コ ラ ー
ゲ ン お よ び プ ロ テ オ グ リ カ ン 放 出 を 誘 導 す る こ と が 実 証 さ れ て い る (Cawston Tら  (1995) 
Biochem Biophys Res Commun 215: 377-385を 参 照 の こ と )。 そ の 上 、 OSMは 肝 細 胞 か ら の
急 性 期 タ ン パ ク 質 の 放 出 お よ び IL-6受 容 体 の 産 生 を 誘 導 し (Cichy J ら  (1997) J Immunol
 159: 5648-5643、 Kurash JK (2004) Exp Cell Res 292: 342-58を 参 照 の こ と )、 そ の た
め リ ウ マ チ 様 炎 症 の 全 身 作 用 (疲 労 も 含 ま れ る )の 一 因 と な り う る 。 さ ら に 、 OSMは in vitr
oで 破 骨 細 胞 の 分 化 お よ び 活 動 を 誘 導 す る (Palmqvist P ら  (2002) J Immunol 169: 3353-
3362を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ １ ８ 】

　 正 常 マ ウ ス の 関 節 で マ ウ ス OSM(mOSM)を ア デ ノ ウ イ ル ス に よ り 発 現 さ せ る と 、 結 果 的 に
深 刻 な 炎 症 性 で 侵 食 性 の 関 節 炎 が 生 じ る (Langdon Cら  (2000) Am J Pathol 157: 1187-11
96を 参 照 さ れ た い )。 同 様 の 侵 攻 性 疾 患 が 、 ア デ ノ ウ イ ル ス mOSM送 達 後 に 、 TNF、 IL-1、 IL
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-6お よ び iNOSを 欠 い た ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に お い て 観 察 さ れ (de Hooge ASKら  (2003) Art
hritis and Rheumatism 48:1750-1761を 参 照 の こ と )、 こ の こ と は OSMが 関 節 炎 病 理 学 の あ
ら ゆ る 面 を 仲 介 す る こ と を 実 証 し て い る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス 発 現 mOSMベ ク タ ー を 用 い た マ ウ
ス OSMの 発 現 は 、 若 年 性 特 発 性 関 節 炎 に 典 型 的 な 成 長 板 へ の 損 傷 を 引 き 起 こ す  (de Hooge 
ASKら  (2003) Arthritis and Rheumatism 48:1750-1761を 参 照 さ れ た い )。 コ ラ ー ゲ ン 誘
発 関 節 炎 の 実 験 モ デ ル で は 、 マ ウ ス に 治 療 用 に 投 与 さ れ た 抗 OSM抗 体 が 、 疾 患 の さ ら な る
進 行 を 全 て 防 止 し た 。 ヒ ト 疾 患 と の 関 連 を 示 す 再 発 ／ 寛 解 型 モ デ ル で あ る プ リ ス タ ン 誘 発
関 節 炎 の マ ウ ス に 抗 OSM抗 体 を 予 防 的 に 投 与 し た と こ ろ 、 同 様 の 結 果 が 観 察 さ れ た (Plater
-Zyberk Cら  (2001) Arthritis and Rheumatism 44: 2697-2702を 参 照 の こ と )。 サ ル に つ
い て は 、 皮 下 注 入 さ れ た OSMは 急 性 期 反 応 お よ び 局 所 慢 性 炎 症 を 誘 発 さ せ る (Loy JKら  (19
99) Toxicol Pathol 27: 151-155を 参 照 さ れ た い )。 OSMは 、 ヤ ギ 関 節 に 注 入 す る と 、 単 核
球 お よ び PMN(多 核 白 血 球 細 胞 )の 浸 潤 お よ び プ ロ テ オ グ リ カ ン の 放 出 を 誘 発 す る こ と が 実
証 さ れ て い る (Bell MC ら  (1999) Arthritis Rheum 42: 2543-2551を 参 照 の こ と )。 マ ウ
ス リ ン パ 節 で の mOSMの ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 過 剰 発 現 は 、 胸 腺 外 Ｔ 細 胞 成 熟 、 記 憶 Ｔ 細 胞 の
増 殖 、 お よ び 自 己 免 疫 Ｔ 細 胞 除 去 の 失 敗 を も た ら す (Louis I ら  (2003) Blood 102: 1397
-1404を 参 照 の こ と )。 膵 臓 で の OSMの ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 過 剰 発 現 は 、 進 行 し た RA滑 膜 で
観 察 さ れ る も の と 類 似 し た 広 範 な 繊 維 症 を 引 き 起 こ す (Malik Nら  (1995) Mol Cell Biol 
15: 2349-2358を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 国 際 公 開 第 99/48523号 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 炎 症 性 疾 患 お よ び 障 害 の 治 療 に お け る OS
Mア ン タ ゴ ニ ス ト の 使 用 を 開 示 し た 。 こ の 開 示 は 関 節 炎 の マ ウ ス モ デ ル に お い て 抗 マ ウ ス O
SM抗 体 を 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 す る あ ら ゆ る 特 許 文 献 お よ び 学 術 文 献 は 、 参 照 す る こ と に よ り 本 明 細 書
に そ の 全 体 を そ の ま ま 組 み 入 れ る も の と す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て hOSMの サ イ ト IIと gp130の 相 互 作
用 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と (特 に 遮 断 す る こ と )は 、 あ ら ゆ る 潜 在 的 OSM受 容 体 複 合 体 に よ
る シ グ ナ ル 伝 達 を モ ジ ュ レ ー ト し 、 こ の サ イ ト カ イ ン の 生 物 学 的 活 性 を 治 療 上 有 意 な 程 度
に 効 果 的 に 中 和 す る で あ ろ う と 予 想 す る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 本 発 明 者 ら は 、 hOSMの サ
イ ト IIと サ イ ト IIIの 両 方 を 遮 断 す る こ と が 、 こ の サ イ ト カ イ ン の 中 和 を 驚 く ほ ど 改 善 す
る こ と を 見 出 し た 。 そ の 上 、 本 発 明 者 ら は 、 hOSMの グ リ コ シ ル 化 が 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 と hOSMと の 結 合 イ ベ ン ト に お い て 予 期 せ ざ る 役 割 を 果 た す こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し か つ hOSMの サ イ ト IIと 相 互 作 用 す る 治 療 用 抗 体
15E10ま た は 10D3(こ れ は キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 二 重 特 異 性 抗 体 ま た は そ の
抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て も よ い )を 提 供 す る 。 下 記 の 表 Ａ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し か つ hOSMの サ イ ト IIと gp130
の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る (す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 す る )治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原
結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結
合 フ ラ グ メ ン ト は hOSMの サ イ ト IIに 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し か つ 配 列 番 号 ３ ま た は 配 列 番 号 42の CD
RH3を 含 む 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し か つ 次 の CDR：
CDRH1： 配 列 番 号 １
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CDRH2： 配 列 番 号 ２
CDRH3： 配 列 番 号 ３
CDRL1： 配 列 番 号 ４
CDRL2： 配 列 番 号 ５
CDRL3： 配 列 番 号 ６
を 含 む 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し か つ 次 の CDR：
CDRH1： 配 列 番 号 40
CDRH2： 配 列 番 号 41
CDRH3： 配 列 番 号 42
CDRL1： 配 列 番 号 43
CDRL2： 配 列 番 号 44
CDRL3： 配 列 番 号 45
を 含 む 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 全 体 を 通 し て 、 「 CDR」 、 「 CDRL1」 、 「 CDRL2」 、 「 CDRL3」 、 「 CDRH1」 、 「 C
DRH2」 、 「 CDRH3」 と い う 用 語 は 、 Kabatら ; Sequences of proteins of Immunological I
nterest NIH, 1987に 記 載 さ れ た 通 り の 、 Kabatの ナ ン バ リ ン グ シ ス テ ム に 従 う 。 従 っ て 本
発 明 に お け る CDRは 以 下 の よ う に 定 義 さ れ る ：
CDR： 　 残 基
CDRH1： 31～ 35B
CDRH2： 50～ 65
CDRH3： 95～ 102
CDRL1： 24～ 34
CDRL2： 50～ 56
CDRL3： 89～ 97
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 ７ の 配 列 を 有 す る Ｖ Ｈ ド メ イ ン お よ び 配 列
番 号 ８ の 配 列 を 有 す る Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 む マ ウ ス 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ
ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 46の 配 列 を 有 す る Ｖ Ｈ ド メ イ ン お よ び 配 列
番 号 47の 配 列 を 有 す る Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 む マ ウ ス 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ
ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 ９ に 記 載 の 配 列 を 有 す る Ｖ Ｈ 鎖 お よ び 配 列
番 号 10に 記 載 の 配 列 を 有 す る Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 む ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ
ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 48に 記 載 の 配 列 を 有 す る Ｖ Ｈ 鎖 お よ び 配 列
番 号 49に 記 載 の 配 列 を 有 す る Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 む ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ
ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 11に 記 載 の 配 列 を 有 す る 重 鎖 お よ び 配 列 番
号 12に 記 載 の 配 列 を 有 す る 軽 鎖 を 含 む ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 50に 記 載 の 配 列 を 有 す る 重 鎖 お よ び 配 列 番
号 51に 記 載 の 配 列 を 有 す る 軽 鎖 を 含 む ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る (す な わ
ち 阻 害 ま た は 遮 断 す る )ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 ７ ま た は 配 列 番 号 ９ ま た は 配 列 番 号 46ま た
は 配 列 番 号 48に 記 載 の 配 列 を 含 む (ま た は 本 質 的 に こ れ ら の 配 列 か ら な る )抗 体 の 単 離 さ れ
た Ｖ Ｈ ド メ イ ン を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 46お よ び 配 列 番 号
48か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る Ｖ Ｈ ド メ イ ン を 含 む 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ
ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 ３ の CDRH3を 含 む 治 療 用 抗 体 の 結 合 を 競 合
的 に 阻 害 す る 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ お よ び ６ の CDRを 含 む
治 療 用 抗 体 と hOSMの 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 11の 重 鎖 お よ び 配 列 番 号 12の 軽 鎖 を 含 む 治
療 用 抗 体 と hOSMの 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMと gp130の 相 互 作 用 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に 応 答
性 で あ る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る ヒ ト 患 者 の 治 療 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 有 効 量 の 本
明 細 書 に 記 載 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 ん で
な る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 炎 症 性 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る ヒ ト 患 者 の 治 療
法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 有 効 量 の 本 明 細 書 に 記 載 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ
メ ン ト を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 関 節 炎 性 疾 患 、 特 に 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 若 年 性 関 節
炎 ま た は 変 形 性 関 節 症 を 患 っ て い る ヒ ト 患 者 の 治 療 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 有 効 量 の 本 明
細 書 に 記 載 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な
る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 軟 骨 の 劣 化 を 患 っ て い る (ま た は 軟 骨 の 劣 化 を 受 け
や す い )ヒ ト 患 者 に お け る 軟 骨 劣 化 を 軽 減 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 有 効
量 の 本 明 細 書 に 記 載 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 投 与 す る ス テ ッ プ を
含 ん で な る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 TNFα の 減 少 に 応 答 性 の 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い
る 患 者 に お け る TNFα の 産 生 量 を 減 少 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 有 効 量 の 本 明 細 書
に 記 載 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 前
記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 関 節 炎 性 疾 患 ま た は 障 害 の 関 節 外 症 状 の 治 療 法 で あ
っ て 、 関 節 炎 性 疾 患 ま た は 障 害 の 関 節 外 症 状 を 患 っ て い る ヒ ト 患 者 に 、 有 効 量 の 本 明 細 書
に 記 載 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 前
記 方 法 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 内 皮 細 胞 を 起 源 と す る の 疾 患 を 患 っ て い る ヒ ト 患 者
の 治 療 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 有 効 量 の 本 明 細 書 に 記 載 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合
フ ラ グ メ ン ト を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 疾 患 お よ び 障 害 の 治 療 用 の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 本 明 細 書 に 記 載 の 治
療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト の 使 用 も ま た 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ
ラ グ メ ン ト の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 OSM(特 に hOSM)と 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー (例 え ば gp130
、 LIFR、 OSMR)と の 相 互 作 用 を 検 査 す る た め の ア ッ セ イ 法 (特 に ELISAア ッ セ イ 法 )で あ っ て
、 前 記 検 査 の た め に グ リ コ シ ル 化 OSM(典 型 的 に は 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 な ど の 脊 椎 動 物 宿 主 細
胞 に よ り グ リ コ シ ル 化 さ れ た も の 、 例 え ば CHOグ リ コ シ ル 化 さ れ た も の )の サ ン プ ル を 用 意
す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 前 記 ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 天 然 の グ リ コ シ ル 化 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 天
然 の グ リ コ シ ル 化 hOSMと 、 gp130、 LIFR、 お よ び OSMRβ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 相 互 作
用 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る (す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 す る )治 療 用 抗 体
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る (す な わ ち 阻 害
ま た は 遮 断 す る )治 療 用 抗 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 を さ ら に 提 供 す る が 、 該 方 法 は
次 の ス テ ッ プ ：
(a) 候 補 抗 体 を 用 意 す る こ と ；
(b) グ リ コ シ ル 化 OSM(特 に 組 換 え に よ り 形 質 転 換 さ れ た CHO細 胞 な ど の 、 組 換 え に よ り 形
質 転 換 も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 か ら 産 生 さ れ る hOSMお よ び ／ ま
た は 天 然 の グ リ コ シ ル 化 hOSM)を 用 意 す る こ と ；
(c) 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で ス テ ッ プ (a)の 抗 体 を ス テ ッ プ (b)の hOSMと 接 触 さ せ る こ と
；
(d) ス テ ッ プ (c)に お け る 抗 体 が hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る か を 確 認 す る
こ と ；
(e) 場 合 に よ り 前 記 ス テ ッ プ (a)ま た は (d)の 抗 体 を ヒ ト 化 す る こ と ；
(f) 前 記 ス テ ッ プ (d)ま た は (e)の 抗 体 を 医 薬 組 成 物 に 組 み 入 れ る こ と ；
を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 構 成 、 目 的 お よ び 効 果 は 以 下 の 説 明 か ら 明 ら か と な ろ う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

　 完 全 な 抗 体 は 通 常 、 少 な く と も ２ 本 の 重 鎖 お よ び ２ 本 の 軽 鎖 を 含 む ヘ テ ロ 多 量 体 糖 タ ン
パ ク 質 で あ る 。 IgMは さ て お き 、 完 全 な 抗 体 は ２ 本 の 同 一 の 軽 (Ｌ )鎖 お よ び ２ 本 の 同 一 の
重 (Ｈ )鎖 で 構 成 さ れ る 約 150Kdaの ヘ テ ロ 四 量 体 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 典 型 的 に は 、 そ れ ぞ
れ の 軽 鎖 は １ つ の ジ ス ル フ ィ ド 共 有 結 合 に よ り 重 鎖 に 連 結 さ れ て い る が 、 種 々 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ の 重 鎖 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 数 は 変 動 す る 。 そ れ ぞ れ の 重 鎖 お よ び
軽 鎖 は ま た 、 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を も 有 す る 。 そ れ ぞ れ の 重 鎖 は 一 方 の 端 に 可 変 ド メ イ
ン (Ｖ Ｈ )を 有 し 、 そ れ に い く つ か の 定 常 領 域 が 続 く 。 そ れ ぞ れ の 軽 鎖 は 可 変 ド メ イ ン (Ｖ

Ｌ )を 有 し 、 そ の 反 対 の 端 に １ つ の 定 常 領 域 を 有 す る 。 軽 鎖 の 定 常 領 域 は 重 鎖 の 最 初 の 定
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発 明 の 詳 細 な 説 明
１ ． 抗 体 構 造
1.1　 完 全 抗 体



常 領 域 と 整 列 し て お り 、 か つ 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン は 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン と 整 列 し て い る 。 ほ
と ん ど の 脊 椎 動 物 種 由 来 の 抗 体 の 軽 鎖 は 、 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て κ お よ び λ
と 呼 ば れ る ２ つ 型 の ど ち ら か に 割 り 当 て る こ と が で き る 。 重 鎖 の 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列
に よ っ て 、 ヒ ト 抗 体 は 異 な る ５ つ の ク ラ ス IgA、 IgD、 IgE、 IgGお よ び IgMに 分 類 す る こ と
が で き る 。 IgGお よ び IgAは さ ら に サ ブ ク ラ ス で あ る IgG1、 IgG2、 IgG3お よ び IgG4； な ら び
に IgA1お よ び IgA2に 分 類 す る こ と が で き る 。 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト に つ い て は 種 変 異 型 が 存
在 し 、 少 な く と も IgG2a、 IgG2bを 有 す る 。 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン は 、 特 定 の 領 域 が 相 補 性 決
定 領 域 (CDR)と 呼 ば れ る 特 定 の 可 変 性 を 示 し て 、 抗 体 に 結 合 特 異 性 を 付 与 す る 。 可 変 領 域
の 相 対 的 に 保 存 さ れ て い る 部 分 は フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (FR)と 呼 ば れ て い る 。 完 全 な 重 鎖 お
よ び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン は 、 そ れ ぞ れ ３ つ の CDRに よ り 連 結 さ れ た ４ つ の FRを 含 む 。 各 鎖
の CDRは 、 FR領 域 に よ っ て 近 接 し た 状 態 で 一 緒 に 保 持 さ れ 、 他 方 の 鎖 か ら の CDRと 共 に 抗 体
の 抗 原 結 合 部 位 の 形 成 に 寄 与 す る 。 定 常 領 域 は 抗 体 が 抗 原 に 結 合 す る こ と に 直 接 に は 関 与
し な い が 、 種 々 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 、 例 え ば 、 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷 害 (ADCC)へ の 関 与
、 Fcγ 受 容 体 へ の 結 合 を 介 し た 食 作 用 、 新 生 児 Fc受 容 体 (FcRn)を 介 し た 半 減 期 ／ ク リ ア ラ
ン ス 速 度 、 補 体 カ ス ケ ー ド の C1q構 成 要 素 を 介 し た 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 従 っ て あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 す る 完 全 な 治 療 用 抗 体 で あ っ て 、
hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 該 抗 体 を 提 供 す る 。 前 記 抗 体 は hOSMの サ イ ト I
Iに 特 異 的 に 結 合 し て 、 hOSMと 、 OSM相 互 作 用 に 関 与 す る gp130上 の 対 応 す る 残 基 と の 相 互
作 用 を 阻 害 ま た は 遮 断 す る こ と が で き る 。 実 施 例 に 記 載 の ELISAプ ロ ト コ ル を 使 用 し て 、
あ る 特 定 の 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト が 、 hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ
ー ト す る か を 確 認 す る こ と が で き る 。 治 療 用 の 完 全 抗 体 は 上 述 し た 任 意 の ア イ ソ タ イ プ ま
た は そ の サ ブ ク ラ ス の 定 常 領 域 (重 鎖 ま た は 軽 鎖 の い ず れ か )を 含 み 得 る 。 あ る 実 施 形 態 に
お い て 、 抗 体 は IgGア イ ソ タ イ プ 、 特 に IgG1型 の も の で あ る 。 抗 体 は ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ
サ ギ 、 霊 長 類 ま た は ヒ ト 抗 体 で あ っ て よ い 。 あ る 典 型 的 な 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 体 は 霊
長 類 (例 え ば カ ニ ク イ ザ ル 、 旧 世 界 ザ ル ま た は 類 人 猿 な ど 、 例 え ば 国 際 公 開 WO99/55369、
国 際 公 開 WO93/02108を 参 照 の こ と )ま た は ヒ ト 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 ３ ま た は 配 列 番 号 42の CDRH3を 含 む 治 療 用 完 全 抗 体
を 提 供 す る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 1、 2、 3、 4、 5お よ び 6の CDRを 有 す る 可
変 領 域 、 ま た は 配 列 番 号 40、 41、 42、 43、 44お よ び 45の 可 変 領 域 を 含 む 治 療 用 完 全 抗 体 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 7の 配 列 を 有 す る Ｖ Ｈ ド メ イ ン お よ び 配 列 番 号 8の 配
列 を 有 す る Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 む マ ウ ス 治 療 用 完 全 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 46の 配 列 を 有 す る Ｖ Ｈ ド メ イ ン お よ び 配 列 番 号 47の
配 列 を 有 す る Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 む マ ウ ス 治 療 用 完 全 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 ヒ ト 抗 体 は 当 業 者 に 知 ら れ た い く つ か の 方 法 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 抗 体 は
、 ヒ ト ミ エ ロ ー マ 細 胞 ま た は マ ウ ス － ヒ ト ヘ テ ロ ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 を 利 用 す る ハ イ ブ リ ド
ー マ 法 を 用 い て 生 成 す る こ と が で き る 。 Kozbor J.Immunol 133, 3001, (1984)お よ び Brod
eur, , pp51-63 (Marcel
 Dekker Inc, 1987)を 参 照 の こ と 。 代 わ り の 方 法 と し て は 、 ヒ ト Ｖ 領 域 レ パ ー ト リ ー を 利
用 す る フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 使 用 が 挙 げ ら れ る (Winte
r G, (1994), Annu.Rev.Immunol 12,433-455、 Green LL (1999), J.Immunol.methods 231
, 11-23を 参 照 さ れ た い )。 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 セ
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グ メ ン ト で 置 き 換 え ら れ て い る 、 い く つ か の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 が 今 や 入 手 可
能 で あ る (Tomizuka K, (2000) PNAS 97,722-727; Fishwild D.M　 (1996) Nature Biotech
nol. 14,845-851、 Mendez MJ, 1997, Nature Genetics, 15,146-156を 参 照 の こ と )。 こ の
よ う な マ ウ ス は 抗 原 チ ャ レ ン ジ に よ り ヒ ト 抗 体 の レ パ ー ト リ ー を 産 生 す る こ と が で き 、 そ
の レ パ ー ト リ ー か ら 対 象 の 抗 体 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 特 に 注 目 す べ き も の は 、 ヒ ト リ ン パ 球 を 放 射 線 照 射 マ ウ ス に 移 植 し た Trimera(商 標 )系 (
Eren R ら , (1998) Immunology 93:154-161を 参 照 さ れ た い )； ヒ ト (ま た は 他 の 生 物 種 )リ
ン パ 球 を 大 規 模 プ ー ル in vitro抗 体 作 製 法 と そ の 後 の デ コ ン ビ ュ レ ー ト さ れ た （ deconvul
ated） 限 界 希 釈 ・ 選 択 方 法 に 効 果 的 に 付 す 、 選 択 リ ン パ 球 抗 体 系 (Selected Lymphocyte A
ntibody System: SLAM, Babcookら , PNAS (1996) 93:7843-7848を 参 照 の こ と )； な ら び に
Xenomouse II(商 標 )(Abgenix社 )で あ る 。 Morphodoma(商 標 )技 術 を 利 用 し て Morphotek社 か
ら 別 の ア プ ロ ー チ も 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 を 用 い て ヒ ト 抗 体 (お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト )を 製 造 す る こ と が
可 能 で あ る （ McCafferty; Nature, 348, 552-553 (1990)お よ び Griffiths AD ら  (1994) 
EMBO 13:3245-3260を 参 照 の こ と ） 。 こ の 技 術 に よ れ ば 、 抗 体 Ｖ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 、 M13ま
た は fdな ど の 糸 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の メ ジ ャ ー ま た は マ イ ナ ー な コ ー ト タ ン パ ク 質 遺 伝
子 に イ ン フ レ ー ム で ク ロ ー ニ ン グ し 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 に 機 能 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト と し
て (通 常 は ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ の 助 け を か り て )提 示 さ せ る 。 抗 体 の 機 能 的 特 性 に 基 づ く 選 択
は 、 結 果 と し て そ の 特 性 を 示 す 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 選 択 を も た ら す 。 フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ 法 は 、 上 述 の 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る 個 体 あ る い は 免 疫 さ れ て い な い ヒ ト ド
ナ ー よ り 得 ら れ た ヒ ト Ｂ 細 胞 か ら 作 製 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー か ら 抗 原 特 異 的 抗 体 を 選 択 す る
た め に 使 用 可 能 で あ る (Marks; J.Mol.Bio. 222,581-597, 1991を 参 照 さ れ た い )。 Fcド メ
イ ン を 含 む 完 全 な ヒ ト 抗 体 が 望 ま れ る と き は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ さ れ 誘 導 さ れ た フ ラ
グ メ ン ト を 、 所 望 の 定 常 領 域 を 有 し か つ 安 定 な 発 現 細 胞 系 を 確 立 す る 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ
ー に 再 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 結 合 親 和 性 を 改 善 す る に は 親 和 性 成 熟 技 術 (Marks; Bio/technol 10,779-783 (1992))が
利 用 可 能 で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 一 次 ヒ ト 抗 体 の 親 和 性 が 、 Ｈ お よ び Ｌ 鎖 の Ｖ 領 域 を 天 然
の 変 異 体 で 連 続 的 に 置 換 し て 、 改 善 さ れ た 結 合 親 和 性 に 基 づ い て 選 択 す る こ と に よ り 改 善
さ れ る 。 こ の 方 法 の 変 法 で あ る 「 エ ピ ト ー プ す り 込 み 」 な ど も 今 日 で は 利 用 可 能 で あ る （
国 際 公 開 WO93/06213を 参 照 の こ と ） 。 Waterhouse; Nucl.Acids Res 21, 2265-2266 (1993
)も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 従 っ て 別 の 実 施 形 態 で は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ
ュ レ ー ト す る (す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 す る )ヒ ト 治 療 用 完 全 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ
グ メ ン ト を 提 供 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 hOSMの サ イ ト IIに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと
gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る (す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 す る )ヒ ト 治 療 用 完 全 抗 体
ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー
ト す る (す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 す る )、 配 列 番 号 ３ ま た は 配 列 番 号 42の CDRH3を 含 む ヒ ト
治 療 用 完 全 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 配 列 番
号 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ お よ び ６ の CDRを 有 す る 可 変 領 域 、 ま た は 配 列 番 号 40、 41、 42、 43
、 44お よ び 45の 配 列 を 有 す る 可 変 領 域 を 含 む ヒ ト 治 療 用 完 全 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ
グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 ヒ ト 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 に お け る 完 全 非 ヒ ト 抗 体 の 使 用 は 、 今 日 で は 詳 し く 立 証 さ れ
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て い る 潜 在 的 免 疫 原 性 の 問 題 、 特 に 抗 体 の 反 復 投 与 に よ る 免 疫 原 性 の 問 題 を 伴 い 、 す な わ
ち 患 者 の 免 疫 系 が 非 ヒ ト 完 全 抗 体 を 非 自 己 と 認 識 し て 中 和 応 答 を 起 こ す 。 完 全 に ヒ ト の 抗
体 を 開 発 す る (上 記 参 照 )こ と に 加 え て 、 こ う し た 問 題 を 克 服 す る た め の 種 々 の 技 術 が 長 年
に 渡 り 開 発 さ れ て お り 、 そ う し た 技 術 に は 、 一 般 に 治 療 用 完 全 抗 体 中 の 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 配
列 の 組 成 を 低 減 し 、 な お か つ 免 疫 し た 動 物 (例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ウ サ ギ )か ら 非 ヒ
ト 抗 体 を 比 較 的 容 易 に 取 得 で き る こ と が 必 要 で あ る 。 こ れ を 達 成 す る た め に 大 き く 分 け て
２ つ の ア プ ロ ー チ が 用 い ら れ る 。 第 １ の ア プ ロ ー チ は キ メ ラ 抗 体 で あ り 、 こ れ は 通 常 ヒ ト
定 常 領 域 に 融 合 さ れ た 非 ヒ ト (例 え ば マ ウ ス な ど の 齧 歯 類 )可 変 ド メ イ ン を 含 む 。 抗 体 の 抗
原 結 合 部 位 は 可 変 領 域 内 に 局 在 す る こ と か ら 、 キ メ ラ 抗 体 は 抗 原 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 保
持 す る 一 方 で 、 ヒ ト 定 常 領 域 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 獲 得 し て お り 、 そ れ ゆ え 上 記 の よ う な
エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 発 揮 す る こ と が で き る 。 キ メ ラ 抗 体 は 一 般 に 組 換 え DNA法 を 用 い て 作
製 さ れ る 。 抗 体 を コ ー ド す る DNA(例 え ば cDNA)を 慣 用 方 法 に よ り 単 離 し て 、 配 列 決 定 す る
。 こ れ は 例 え ば 本 発 明 の 抗 体 の Ｈ お よ び Ｌ 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 例 え ば 上 記 の 配 列 番 号
１ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ お よ び ６ の 配 列 を コ ー ド す る DNA） に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に よ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 こ の よ う な
DNAの 典 型 的 な 供 給 源 と し て 役 立 つ 。 DNAが 単 離 さ れ た ら 、 そ の DNAを 発 現 ベ ク タ ー に 導 入
し 、 次 い で そ の 発 現 ベ ク タ ー を 、 大 腸 菌 、 COS細 胞 、 CHO細 胞 ま た は ミ エ ロ ー マ 細 胞 の よ う
な 宿 主 細 胞 （ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ な け れ ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 産 生 し な い ） 中
に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 抗 体 の 産 生 を 得 る 。 DNAは 、 非 ヒ ト (例 え ば マ ウ ス )Ｈ お よ び Ｌ 鎖
定 常 領 域 を 対 応 す る ヒ ト Ｌ お よ び Ｈ 鎖 の コ ー ド 配 列 と 置 き 換 え て 改 変 し て も よ い 。 例 え ば
Morrison; PNAS 81, 6851 (1984)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 第 ２ の ア プ ロ ー チ は ヒ ト 化 抗 体 の 作 製 に 関 す る も の で あ り 、 こ の 方 法 で は 可 変 領 域 を ヒ
ト 化 す る こ と に よ り 抗 体 の 非 ヒ ト 含 量 を 低 減 さ せ る 。 ２ つ の ヒ ト 化 技 術 が 一 般 に 受 け 入 れ
ら れ て い る 。 最 初 の 技 術 は CDRを グ ラ フ ト す る こ と に よ る ヒ ト 化 で あ る 。 CDRは 抗 体 の Ｎ 末
端 付 近 で ル ー プ を 形 成 し 、 そ こ で CDRは フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 が 提 供 す る 足 場 に 固 定 さ れ た
表 面 を 形 成 す る 。 抗 体 の 抗 原 結 合 特 異 性 は 、 主 に そ の CDR表 面 の 形 状 と 化 学 的 特 性 に よ っ
て 決 定 さ れ る 。 こ れ ら の 性 状 は も と も と 、 個 々 の CDRの コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 、 CDRの 相 対 的
配 置 、 そ し て CDRを 構 成 す る 残 基 の 側 鎖 の 性 質 お よ び 配 置 に よ り 決 ま る 。 非 ヒ ト (例 え ば マ
ウ ス )抗 体 (「 ド ナ ー 」 抗 体 )の CDRの み を 適 当 な ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク (「 ア ク セ プ タ ー フ レ
ー ム ワ ー ク 」 )お よ び ヒ ト 定 常 領 域 へ と グ ラ フ ト す る こ と に よ り 、 免 疫 原 性 を 大 幅 に 減 少
さ せ る こ と が で き る (Jonesら  (1986) Nature 321,522-525お よ び Verhoeyen Mら  (1988) S
cience 239, 1534-1536を 参 照 さ れ た い )。 し か し な が ら 、 CDRの グ ラ フ ト 化 そ れ 自 体 は 抗
原 結 合 特 性 の 完 全 な 保 持 と い う 結 果 に な ら な い 可 能 性 が あ り 、 顕 著 な 抗 原 結 合 親 和 性 を 回
復 さ せ る の で あ れ ば 、 ヒ ト 化 分 子 中 に ド ナ ー 抗 体 の い く つ か の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 を 保 存
す る (「 逆 変 異 」 と も 言 う )必 要 が あ る こ と が し ば し ば 見 出 さ れ る (Queen Cら  (1989) PNAS
 86, 10,029-10,033お よ び Co, M ら  (1991) Nature 351, 501-502を 参 照 の こ と )。 こ の 場
合 、 非 ヒ ト ド ナ ー 抗 体 に 最 も 高 い 配 列 相 同 性 (典 型 的 に は 60％ 以 上 )を 示 す ヒ ト Ｖ 領 域 を デ
ー タ ベ ー ス か ら 選 択 し て 、 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク (FR)を 用 意 す る こ と が で き る 。 ヒ ト FRは 共
通 の ヒ ト 抗 体 ま た は 個 々 の ヒ ト 抗 体 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 必 要 で あ れ ば 、 ド ナ ー 抗
体 由 来 の キ ー 残 基 を ヒ ト ア ク セ プ タ ー フ レ ー ム ワ ー ク 内 へ と 置 換 し て CDRコ ン フ ォ メ ー シ
ョ ン を 保 存 す る 。 抗 体 の コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ を 用 い て 、 そ の よ う な 構 造 的 に 重 要 な
残 基 を 同 定 す る こ と の 助 け と す る こ と が で き る 。 国 際 公 開 WO99/48523を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ れ と は 別 に 、 「 ベ ニ ア リ ン グ 」 (vennering)と 呼 ば れ る プ ロ セ ス に よ り ヒ ト 化 を 実 現
す る こ と が で き る 。 ユ ニ ー ク な ヒ ト お よ び マ ウ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 領
域 の 統 計 的 解 析 か ら 、 露 出 さ れ た 残 基 の 厳 密 な パ タ ー ン は ヒ ト 抗 体 と マ ウ ス 抗 体 で は 異 な
り 、 ほ と ん ど の 個 々 の 表 面 位 置 は 、 少 数 の 異 な る 残 基 の ほ う を 優 先 的 に 好 む こ と が 明 ら か
に さ れ た (Padlan E.A. ら ; (1991) Mol.Immunol.28, 489-498お よ び Pedersen J.T. ら  (1
994) J.Mol.Biol. 235; 959-973を 参 照 さ れ た い )。 従 っ て 、 ヒ ト 抗 体 に 通 常 存 在 す る 残 基
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と は 異 な る 、 非 ヒ ト 抗 体 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 中 の 露 出 さ れ た 残 基 を 置 き 換 え る こ と に よ
り 、 非 ヒ ト Fvの 免 疫 原 性 を 低 減 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 は 表 面 へ の
接 近 可 能 性 と 相 関 し う る こ と か ら 、 表 面 残 基 の 置 換 は 、 マ ウ ス 可 変 領 域 を ヒ ト 免 疫 系 に 「
見 え な く 」 す る の に 十 分 な も の で あ り う る (Handbook of Experimental Pharmacology vol
.113: The pharmacology of monoclonal Antibodies, Springer-Verlag, pp105-134中 の M
ark G.E. ら  (1994)も 参 照 さ れ た い )。 こ の ヒ ト 化 方 法 は 「 ベ ニ ア リ ン グ 」 と 呼 ば れ て お
り 、 そ れ は 抗 体 の 表 面 の み が 変 更 さ れ 、 支 持 残 基 は 影 響 を 受 け な い ま ま で あ る か ら で あ る
。 さ ら な る 別 の 方 法 は 国 際 公 開 WO04/006955に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 従 っ て 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 ヒ ト 定 常 領 域 (IgGア イ ソ タ イ プ 、 例 え ば IgG1
の も の で あ り う る )に 融 合 さ れ た 非 ヒ ト (例 え ば 齧 歯 類 )可 変 ド メ イ ン を 含 む キ メ ラ 治 療 用
抗 体 で あ っ て 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMの サ イ ト IIと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ
レ ー ト す る 前 記 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 ヒ ト (例 え ば 齧 歯 類 )可 変 領 域 お よ び ヒ ト 定 常 領 域 (IgGア イ
ソ タ イ プ 、 例 え ば IgG1型 の も の で あ り う る )を 含 む キ メ ラ 治 療 用 抗 体 で あ っ て 、 hOSMに 特
異 的 に 結 合 し 、 配 列 番 号 ３ ま た は 配 列 番 号 42の CDRH3を さ ら に 含 む 前 記 抗 体 を 提 供 す る 。
こ の よ う な 抗 体 は さ ら に 、 IgGア イ ソ タ イ プ 、 例 え ば IgG1の ヒ ト 定 常 領 域 を 含 ん で も よ い
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 非 ヒ ト (例 え ば 齧 歯 類 )可 変 領 域 お よ び ヒ ト 定 常 領 域 (IgGア イ
ソ タ イ プ 、 例 え ば IgG1型 の も の で あ り う る )を 含 む キ メ ラ 治 療 用 抗 体 で あ っ て 、 hOSMに 特
異 的 に 結 合 し 、 配 列 番 号 1、 2、 3、 4、 5お よ び 6の CDRま た は 配 列 番 号 40、 41、 42、 43、 44
お よ び 45の CDRを 有 す る 前 記 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMの サ イ ト IIと gp130の 相 互
作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る (す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 す る )ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原
結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 配 列 番 号 ３ ま た は 配 列 番 号 42の
CDRH3を 含 む ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 こ の よ う な
抗 体 は 、 IgGア イ ソ タ イ プ 、 例 え ば IgG1の ヒ ト 定 常 領 域 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 配 列 番 号 1、 2、 3、 4、 5お よ び 6
の CDRま た は 配 列 番 号 40、 41、 42、 43、 44お よ び 45の CDRを 含 む ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ
の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 IgGア イ ソ タ イ プ 、 例 え ば IgG1
の ヒ ト 定 常 領 域 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ
ュ レ ー ト し 、 か つ 配 列 番 号 11の 重 鎖 お よ び 配 列 番 号 12の 軽 鎖 を 含 む （ ま た は 実 質 的 に そ れ
ら か ら な る ） ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ
ュ レ ー ト す る ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 配 列 番 号 50の
重 鎖 お よ び 配 列 番 号 51の 軽 鎖 を 含 む （ ま た は 実 質 的 に そ れ ら か ら な る ） 前 記 抗 体 ま た は そ
の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ
ュ レ ー ト す る ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 配 列 番 号 ３ の
CDRH3を 含 み 、 場 合 に よ り さ ら に 配 列 番 号 １ 、 ２ 、 ４ 、 ５ お よ び ６ の CDRを 含 み 、 ヒ ト ア ク

10

20

30

40

50

(19) JP 2007-530068 A 2007.11.1



セ プ タ ー 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 28、 29、 30、 71お よ び 94位 の 残 基 、 な ら び に ヒ ト ア ク
セ プ タ ー 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 49お よ び 71位 の 残 基 が 、 CDRH3の 由 来 と な る ド ナ ー 抗
体 フ レ ー ム ワ ー ク 中 に 存 在 す る 対 応 す る 残 基 で 置 換 さ れ て い る 、 前 記 抗 体 ま た は そ の 抗 原
結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ
ュ レ ー ト す る ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 配 列 番 号 42の
CDRH3を 含 み 、 場 合 に よ り さ ら に 配 列 番 号 40、 41、 43、 44お よ び 45の CDRを 含 み 、 ヒ ト ア ク
セ プ タ ー 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 28、 44、 48、 67、 69、 71お よ び 73位 の 残 基 、 な ら び に
ヒ ト ア ク セ プ タ ー 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 36、 38、 46、 47、 お よ び 71位 の 残 基 が 、 CDRH
3の 由 来 と な る ド ナ ー 抗 体 フ レ ー ム ワ ー ク 中 に 存 在 す る 対 応 す る 残 基 で 置 換 さ れ て い る 、
前 記 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 「 由 来 と な る 」 （ derived） と い う 用 語 は 、 そ の 物 質 の 物 理 的 起 源 で
あ る と い う 意 味 で 供 給 源 を 規 定 す る だ け で な く 、 そ の 物 質 と 構 造 的 に 同 一 で あ る が そ の 基
準 供 給 源 か ら 生 じ た も の で は な い 物 質 を も 規 定 す る も の 、 と 理 解 す る で あ ろ う 。 従 っ て 「
CDRH3の 由 来 と な る ド ナ ー 抗 体 中 に 存 在 す る 残 基 」 と は 、 必 ず し も ド ナ ー 抗 体 か ら 精 製 さ
れ た も の で あ る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結
合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る が 、 こ こ で 前 記 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 配 列 番 号 ３ の CD
RH3を 含 み 、 場 合 に よ り さ ら に 配 列 番 号 １ 、 ２ 、 ４ 、 ５ お よ び ６ の CDRを 含 み 、 か つ ヒ ト 重
鎖 フ レ ー ム ワ ー ク は 次 の 残 基 (ま た は そ の 保 存 的 置 換 残 基 )：

　
28　 　 Ｓ
29　 　 Ｌ
30　 　 Ｔ
71　 　 Ｋ
94　 　 Ｋ
の １ 個 以 上 (例 え ば 全 部 )を 有 し 、 か つ ヒ ト 軽 鎖 は 次 の 残 基 (ま た は そ の 保 存 的 置 換 残 基 )：

　
49　 　 Ｅ
71　 　 Ｙ
の い ず れ か 一 方 ま た は 両 方 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結
合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る が 、 こ こ で 前 記 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 配 列 番 号 １ 、 ２
、 ３ 、 ４ 、 ５ お よ び ６ の CDRを 含 み 、 か つ ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク は 次 の 残 基 (ま た は そ の
保 存 的 置 換 残 基 )：

　
28　 　 Ｓ
29　 　 Ｌ
30　 　 Ｔ
71　 　 Ｋ
94　 　 Ｋ
の １ 個 以 上 (例 え ば 全 部 )を 有 し 、 か つ ヒ ト 軽 鎖 は 次 の 残 基 (ま た は そ の 保 存 的 置 換 残 基 )：

　
49　 　 Ｅ
71　 　 Ｙ
の い ず れ か 一 方 ま た は 両 方 を 有 す る 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結
合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る が 、 こ こ で 前 記 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 配 列 番 号 42の CD
RH3を 含 み 、 場 合 に よ り さ ら に 配 列 番 号 40、 41、 43、 44、 45の CDRを 含 み 、 か つ ヒ ト 重 鎖 フ
レ ー ム ワ ー ク は 次 の 残 基 (ま た は そ の 保 存 的 置 換 残 基 )：

　
28　 　 Ｉ
48　 　 Ｉ
44　 　 Ｋ
67　 　 Ａ
69　 　 Ｌ
71　 　 Ｖ
73　 　 Ｋ
の １ 個 以 上 (例 え ば 全 部 )を 有 し 、 か つ ヒ ト 軽 鎖 は 次 の 残 基 (ま た は そ の 保 存 的 置 換 残 基 )：

　
36　 　 Ｆ
38　 　 Ｋ
46　 　 Ｒ
47　 　 Ｗ
71　 　 Ｙ
の １ 個 以 上 (例 え ば 全 部 )を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結
合 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る が 、 こ こ で 前 記 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 配 列 番 号 40、 41
、 42、 43、 44、 45の CDRを 含 み 、 か つ ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク は 次 の 残 基 (ま た は そ の 保 存
的 置 換 残 基 )：

　
28　 　 Ｉ
48　 　 Ｉ
44　 　 Ｋ
67　 　 Ａ
69　 　 Ｌ
71　 　 Ｖ
73　 　 Ｋ
の １ 個 以 上 (例 え ば 全 部 )を 有 し 、 か つ ヒ ト 軽 鎖 は 次 の 残 基 (ま た は そ の 保 存 的 置 換 残 基 )：

　
36　 　 Ｆ
38　 　 Ｋ
46　 　 Ｒ
47　 　 Ｗ
71　 　 Ｙ
の １ 個 以 上 (例 え ば 全 部 )を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 当 技 術 分 野 で は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 「 保 存 的 」 で あ る と み な さ れ る こ と は 広 く 知 ら
れ て い る 。 ア ミ ノ 酸 は 側 鎖 の 共 通 の 性 質 に 基 づ い て グ ル ー プ 分 け さ れ て お り 、 本 発 明 の 抗
体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト の 結 合 親 和 性 を 全 て ま た は 実 質 的 に 全 て 維 持 す る よ う
な 同 じ グ ル ー プ 内 の 置 換 は 、 保 存 的 置 換 で あ る と み な さ れ る 。 次 の 表 を 参 照 さ れ た い ：
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【 ０ ０ ８ ３ 】

　 二 重 特 異 性 抗 体 と は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る
抗 体 で あ る 。 そ の よ う な 抗 体 の 作 製 方 法 は 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 。 従 来 、 二 重 特 異 性
抗 体 の 組 換 え 生 産 は 、 ２ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｈ 鎖 － Ｌ 鎖 ペ ア の 共 発 現 に 基 づ き 、 前 記 ２ つ
の Ｈ 鎖 は 異 な る 結 合 特 異 性 を 有 す る 。 Millstein ら , Nature 305 537-539 (1983)、 国 際
公 開 WO93/08829お よ び Trauneckerら  EMBO, 10, 1991, 3655-3659を 参 照 さ れ た い 。 Ｈ 鎖 と
Ｌ 鎖 が ラ ン ダ ム に 組 み 合 わ さ る こ と か ら 、 10種 類 の 異 な る 構 造 を し た 抗 体 の 混 合 物 が 生 成
さ れ る 可 能 性 が あ り 、 そ の う ち の １ 種 類 の み が 所 望 の 結 合 特 異 性 を 有 す る 。 別 の 方 法 は 、
所 望 の 結 合 特 異 性 を 有 す る 可 変 ド メ イ ン を 、 ヒ ン ジ 領 域 の 一 部 、 CH2領 域 お よ び CH3領 域 を
少 な く と も 含 む 重 鎖 定 常 領 域 に 融 合 す る と い う も の で あ る 。 軽 鎖 結 合 に 必 要 な サ イ ト を 含
む CH1領 域 が 、 融 合 体 の 少 な く と も １ つ に 存 在 す る こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら の 融 合 体 お よ
び 所 望 で あ れ ば Ｌ 鎖 を コ ー ド す る DNAを 、 別 々 の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 そ の 後 適 当 な 宿
主 生 物 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ る 。 ま た 、 ２ 本 ま た は ３ 本 全 て の 鎖 の コ ー ド 配 列 を １
つ の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と も 可 能 で あ る 。 あ る 好 ま し い 方 法 で は 、 二 重 特 異 性 抗 体
は 、 一 方 の ア ー ム に 第 １ の 結 合 特 異 性 を 有 す る Ｈ 鎖 と 、 他 方 の ア ー ム に 第 ２ の 結 合 特 異 性
を 有 す る Ｈ － Ｌ 鎖 対 か ら 構 成 さ れ る 。 国 際 公 開 WO94/04690を 参 照 の こ と 。 ま た Sureshら  M
ethods in Enzymology 121, 210, 1986も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 二 重 特 異 性 抗 体 の 少 な く と も １ つ の 結 合 特 異 性 が hO
SMに 対 す る も の で あ る 二 重 特 異 性 治 療 用 抗 体 が 提 供 さ れ る が 、 こ こ で 前 記 抗 体 は hOSMの サ
イ ト IIと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る (す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 す る )。 こ の よ う
な 抗 体 は IgGア イ ソ タ イ プ 、 例 え ば IgG1の ヒ ト 定 常 領 域 を 更 に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 少 な く と も １ つ の 結 合 特 異 性 が hOSMに 対 す る も の で
あ る 二 重 特 異 性 治 療 用 抗 体 が 提 供 さ れ る が 、 こ こ で 前 記 抗 体 は 配 列 番 号 ３ ま た は 配 列 番 号
42の CDRH3を 少 な く と も １ つ 含 む 。 こ の よ う な 抗 体 は IgGア イ ソ タ イ プ 、 例 え ば IgG1の ヒ ト
定 常 領 域 を 更 に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 少 な く と も １ つ の 結 合 特 異 性 が hOSMに 対 す る も の で
あ る 二 重 特 異 性 治 療 用 抗 体 が 提 供 さ れ る が 、 こ こ で 前 記 抗 体 は 配 列 番 号 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、
５ お よ び ６ ま た は 配 列 番 号 40、 41、 42、 43、 44お よ び 45の CDRを 少 な く と も 含 む 。 こ の よ
う な 抗 体 は IgGア イ ソ タ イ プ 、 例 え ば IgG1の ヒ ト 定 常 領 域 を 更 に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 OSM(特 に hOSM)と gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト
す る 治 療 用 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 こ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 完 全 抗 体 お よ び ／
ま た は ヒ ト 化 抗 体 お よ び ／ ま た は キ メ ラ 抗 体 の 機 能 性 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば 前 記
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1.3　 二 重 特 異 性 抗 体

1.4　 抗 体 フ ラ グ メ ン ト



の 抗 体 の Fab、 Fd、 Fab'、 F(ab') 2 、 Fv、 ScFvフ ラ グ メ ン ト で あ り 得 る 。 従 来 、 こ の よ う な
タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト は 完 全 抗 体 の タ ン パ ク 質 分 解 、 例 え ば パ パ イ ン 消 化 (例 え ば 国 際
公 開 WO94/29348を 参 照 の こ と )に よ り 製 造 さ れ て い る が 、 組 換 え に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿
主 細 胞 に 直 接 産 生 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 ScFvの 製 造 に つ い て は 、 Birdら  ;(1988) Sci
ence, 242, 423-426を 参 照 さ れ た い 。 さ ら に 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 下 記 に 記 載 す る 種 々
の 組 換 え 技 術 を 利 用 し て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 Fvフ ラ グ メ ン ト は 、 Fabフ ラ グ メ ン ト と 比 較 し て 、 そ の ２ 本 の 鎖 の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー
が 低 い よ う で あ る 。 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン の 結 合 を 安 定 化 す る た め に 、 こ れ ら は ペ プ チ
ド (Birdら , (1988) Science 242, 423-426、 Huston ら , PNAS, 85, 5879-5883)、 ジ ス ル
フ ィ ド 架 橋 (Glockshuberら , (1990) Biochemistry, 29, 1362-1367)、 お よ び 「 knob in h
ole」 突 然 変 異 で 連 結 さ れ て い る (Zhuら  (1997), Protein Sci., 6, 781-788)。 ScFvフ ラ
グ メ ン ト は 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 で 製 造 可 能 で あ る 。 Whitlowら  (1991) Methods compani
on Methods Enzymol, 2, 97-105お よ び Hustonら  (1993) Int.Rev.Immunol 10, 195-217を
参 照 の こ と 。 ScFvは 大 腸 菌 (E. coli)な ど の 細 菌 細 胞 で 製 造 す る こ と も で き る が 、 よ り 一
般 的 に は 真 核 細 胞 中 で 製 造 さ れ る 。 ScFvの 欠 点 は 産 物 が 一 価 で あ る こ と (こ の 性 質 は 多 価
結 合 に よ る 結 合 活 性 の 増 加 を 不 可 能 に す る )お よ び 半 減 期 が 短 い こ と で あ る 。 こ う し た 問
題 を 克 服 す る 試 み と し て は 、 追 加 の C末 端 シ ス テ イ ン を 有 す る ScFvを 化 学 的 に カ ッ プ リ ン
グ さ せ る こ と に よ り 製 造 さ れ る 二 価 の (ScFv') 2 (Adamsら  (1993) Can.Res 53, 4026-4034
お よ び McCartneyら  (1995) Protein Eng. 8, 301-314)、 ま た は 対 を 成 し て い な い C末 端 シ
ス テ イ ン 残 基 を 有 す る ScFvの 自 発 的 な 部 位 特 異 的 二 量 体 化 (Kipriyanovら  (1995) Cell. B
iophys 26, 187-204を 参 照 の こ と )が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は 、 ScFvは 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー
を ３ ～ 12残 基 ま で 短 縮 し て 「 ダ イ ア ボ デ ィ ー 」 （ diabody） を 形 成 さ せ る こ と (Holligerら
 PNAS (1993), 90, 6444-6448を 参 照 )に よ り 、 多 量 体 を 強 制 的 に 形 成 さ せ る こ と が で き る
。 リ ン カ ー を さ ら に 短 縮 す る と 、 ScFv三 量 体 (「 ト リ ア ボ デ ィ ー 」 、 Korttら  (1997) Prot
ein Eng, 10, 423-433参 照 )お よ び 四 量 体 (「 テ ト ラ ボ デ ィ ー 」 、 Le Gallら  (1999) FEBS 
Lett, 453, 164-168参 照 )が 生 じ る 。 二 価 ScFv分 子 の 構 築 は ま た 、 タ ン パ ク 質 二 量 体 化 モ
チ ー フ と 遺 伝 的 に 融 合 さ せ て 「 ミ ニ 抗 体 」 (Packら  (1992) Biochemistry 31, 1579-1584
参 照 )お よ び 「 ミ ニ ボ デ ィ ー 」 (Huら  (1996), Cancer Res. 56, 3055-3061参 照 )を 形 成 さ
せ る こ と に よ り 、 達 成 す る こ と が で き る 。 ScFv-Sc-Fvタ ン デ ム 体 ((ScFV) 2 )も ま た 製 造 可
能 で あ り 、 こ れ は ２ つ の ScFv単 位 を 第 ３ の ペ プ チ ド リ ン カ ー で 連 結 さ せ る こ と に よ る （ Ku
ruczら  (1995) J.Immol.154, 4576-4582を 参 照 の こ と ） 。 二 重 特 異 性 ダ イ ア ボ デ ィ ー は 、
２ つ の 一 本 鎖 融 合 産 物 （ あ る 抗 体 由 来 の Ｖ Ｈ ド メ イ ン と 別 の 抗 体 の Ｖ Ｌ ド メ イ ン が 短 い リ
ン カ ー で 連 結 さ れ て い る ） を 非 共 有 結 合 で 会 合 さ せ る こ と に よ り 製 造 可 能 で あ る （ Kipriy
anovら  (1998), Int.J.Can 77,763-772を 参 照 の こ と ） 。 こ の よ う な 二 重 特 異 性 ダ イ ア ボ
デ ィ ー の 安 定 性 は 、 上 述 し た よ う に ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 も し く は 「 knob in hole」 突 然 変 異
を 導 入 す る こ と に よ り 、 ま た は ２ 本 の ハ イ ブ リ ッ ド ScFvフ ラ グ メ ン ト が ペ プ チ ド リ ン カ ー
に よ り 連 結 さ れ て い る 一 本 鎖 ダ イ ア ボ デ ィ ー (ScDb)を 形 成 さ せ る こ と に よ り 、 増 強 す る こ
と が で き る （ Kontermannら  (1999) J. Immunol. Methods 226 179-188を 参 照 の こ と ） 。
四 価 の 二 重 特 異 性 分 子 は 、 例 え ば ScFvフ ラ グ メ ン ト を IgG分 子 の CH3ド メ イ ン に 、 ま た は ヒ
ン ジ 領 域 を 介 し て Fabフ ラ グ メ ン ト に 融 合 さ せ る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る （ Colom
aら  (1997) Nature Biotechnol. 15, 159-163を 参 照 の こ と ） 。 あ る い は ま た 、 四 価 の 二
重 特 異 性 分 子 は 、 二 重 特 異 性 一 本 鎖 ダ イ ア ボ デ ィ ー 同 士 を 融 合 さ せ る こ と に よ り 作 製 さ れ
る (Altら , (1999) FEBS Lett 454, 90-94を 参 照 さ れ た い )。 よ り 小 さ な 四 価 の 二 重 特 異 性
分 子 も 形 成 可 能 で あ る が 、 こ れ は 、 ScFv-ScFvタ ン デ ム 体 を ヘ リ ッ ク ス -ル ー プ -ヘ リ ッ ク
ス モ チ ー フ を 含 有 す る リ ン カ ー で 二 量 体 化 さ せ る (DiBiミ ニ 抗 体 、 Mullerら  (1998) FEBS 
Lett 432, 45-49を 参 照 さ れ た い )か 、 ま た は 分 子 内 対 合 を 防 止 す る よ う な 配 置 で ４ つ の 抗
体 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ )を 含 む 一 本 鎖 分 子 を 二 量 体 化 さ せ る (タ ン デ ム ダ イ ア ボ
デ ィ ー 、 Kipriyanovら , (1999) J.Mol.Biol. 293, 41-56を 参 照 の こ と )こ と に よ る 。 二 重
特 異 性 F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト は 、 Fab'フ ラ グ メ ン ト を 化 学 的 に カ ッ プ リ ン グ さ せ る こ と に
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よ り 、 ま た は ロ イ シ ン ジ ッ パ ー に よ り ヘ テ ロ 四 量 体 化 さ せ る こ と に よ り 作 製 で き る (Shala
byら , (1992) J.Exp.Med. 175, 217-225お よ び Kostelnyら  (1992), J.Immunol. 148, 154
7-1553を 参 照 さ れ た い )。 単 離 さ れ た Ｖ Ｈ ド メ イ ン お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン も ま た 入 手 可 能 で
あ る (Domantis plc)（ 米 国 特 許 第 6,248,516号 ;同 第 6,291,158号 ;同 第 6,172,197号 を 参 照
の こ と ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ
ュ レ ー ト (す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 )す る 治 療 用 抗 体 (例 え ば ScFv、 Fab、 Fd、 Fab'、 F(ab')

2 ま た は 上 述 の よ う な 操 作 さ れ た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト )を 提 供 す る 。 治 療 用 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
は 、 配 列 番 号 ３ の 配 列 を 有 す る CDRH3を 、 場 合 に よ り 配 列 番 号 １ 、 ２ 、 ４ 、 ５ お よ び ６ の
配 列 を 有 す る CDRと 共 に 含 む か 、 ま た は 、 配 列 番 号 42の CDRH3を 、 場 合 に よ り 配 列 番 号 40、
41、 43、 44お よ び 45の 配 列 を 有 す る CDRと 共 に 含 む 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 も ま た 、 本 発 明 の 一 実 施 形 態 を 成 す 。 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト
抗 体 は 、 任 意 の 適 当 な 架 橋 方 法 を 用 い て 形 成 さ れ る 共 有 結 合 に よ り 一 緒 に な っ た ２ つ の 抗
体 か ら 構 成 さ れ る 。 米 国 特 許 第 4,676,980号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 抗 体 の Fc領 域 と 種 々 の Fc受 容 体 (Fcγ R)の 相 互 作 用 は 抗 体 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 仲 介 す
る と 考 え ら れ 、 そ う し た エ フ ェ ク タ ー 機 能 と し て は 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷 害 (ADCC)、 補
体 の 固 定 、 食 作 用 、 お よ び 抗 体 の 半 減 期 ／ ク リ ア ラ ン ス が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の Fc
領 域 は 所 望 の エ フ ェ ク タ ー 特 性 に 応 じ て 多 様 に 改 変 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 溶 解 性
の 抗 体 を 非 溶 解 性 に す る Fc領 域 の 特 定 の 突 然 変 異 が 、 欧 州 特 許 第 0629240B1号 お よ び 欧 州
特 許 第 0307434B2号 に 詳 述 さ れ て お り 、 ま た は 、 抗 体 中 に サ ル ベ ー ジ 受 容 体 結 合 エ ピ ト ー
プ を 組 み 入 れ て 血 清 半 減 期 を 延 ば す こ と も 可 能 で あ る （ 米 国 特 許 第 5,739,277号 を 参 照 の
こ と ） 。 現 在 ５ 種 類 の ヒ ト Fcγ 受 容 体 、 す な わ ち Fcγ R (I)、 Fcγ RIIa、 Fcγ RIIb、 Fcγ R
IIIaお よ び 新 生 児 FcRnの 存 在 が 確 認 さ れ て い る 。 Shieldsら , (2001) J.Biol.Chem 276, 6
591-6604は 、 IgG1残 基 の 共 通 の セ ッ ト が 全 種 類 の Fcγ Rへ の 結 合 に 関 わ る 一 方 、 Fcγ RIIと
Fcγ RIIIは こ の 共 通 の セ ッ ト の 外 側 に あ る 明 確 に 区 別 さ れ る 部 位 を 利 用 す る こ と を 実 証 し
た 。 IgG1残 基 の １ グ ル ー プ は 、 ア ラ ニ ン に 変 更 さ れ た と き に 全 種 類 の Fcγ Rへ の 結 合 を 弱
め た ： Pro-238、 Asp-265、 Asp-270、 Asn-297お よ び Pro-239。 こ れ ら は い ず れ も IgG CH2ド
メ イ ン に 存 在 し 、 CH1と CH2を 接 合 す る ヒ ン ジ の 近 く に ク ラ ス タ ー 化 さ れ て い る 。 Fcγ RIは
結 合 の た め に IgG1残 基 の 共 通 の セ ッ ト の み を 利 用 す る の に 対 し て 、 Fcγ RIIと Fcγ RIIIは
そ の 共 通 の セ ッ ト の ほ か に 明 確 に 区 別 さ れ る 残 基 と も 相 互 作 用 す る 。 い く つ か の 残 基 の 変
更 は 、 Fcγ RII(例 え ば Arg-292)ま た は Fcγ RIII(例 え ば Glu-293)へ の 結 合 の み を 弱 め た 。
い く つ か の 変 異 体 は 、 Fcγ RIIま た は Fcγ RIIIの い ず れ か 一 方 へ の 結 合 の 強 化 を 示 し た が
、 他 方 の 受 容 体 へ の 結 合 に は 影 響 し な か っ た (例 え ば Ser-267Alaは Fcγ RIIへ の 結 合 を 強 化
し た が 、 Fcγ RIIIへ の 結 合 は 影 響 を 受 け な か っ た )。 他 の 変 異 体 は Fcγ RIIま た は Fcγ RIII
へ の 強 化 さ れ た 結 合 を 示 す 一 方 、 も う 片 方 の 受 容 体 へ の 結 合 は 弱 め ら れ た (例 え ば Ser-298
Alaは Fcγ RIIIへ の 結 合 を 強 化 し 、 Fcγ RIIへ の 結 合 を 弱 め た )。 Fcγ RIIIaに つ い て は 、 最
も 強 く 結 合 す る IgG1変 異 体 は 、 Ser-298、 Glu-333お よ び Lys-334で の ア ラ ニ ン 置 換 の 組 み
合 わ せ を 有 し て い た 。 新 生 児 FcRn受 容 体 は 抗 体 の ク リ ア ラ ン ス お よ び 組 織 横 断 ト ラ ン ス サ
イ ト ー シ ス の 両 方 に 関 わ る と 考 え ら れ て い る (Junghans R.P (1997) Immunol.Res 16. 29-
57お よ び Ghetieら  (2000) Annu.Rev.Immunol. 18, 739-766を 参 照 さ れ た い )。 ヒ ト FcRnと
直 接 相 互 作 用 す る こ と が 判 明 し て い る ヒ ト IgG1残 基 と し て は 、 Ile253、 Ser254、 Lys288、
Thr307、 Gln311、 Asn434お よ び His435が 挙 げ ら れ る 。 従 っ て 本 発 明 は 、 上 述 し た 残 基 の 変
更 を い ず れ か １ つ （ ま た は そ れ 以 上 ） 有 し 、 半 減 期 ／ ク リ ア ラ ン ス お よ び ／ ま た は エ フ ェ
ク タ ー 機 能 (例 え ば ADCC)お よ び ／ ま た は 補 体 溶 解 が 改 変 さ れ た 本 発 明 の 抗 体 に 関 す る 。 本
発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し か つ hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ

10

20

30

40

50

(24) JP 2007-530068 A 2007.11.1

1.5　 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体

1.6　 そ の 他 の 改 変



ジ ュ レ ー ト す る ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 で あ っ て 、 235位 お よ び 237位 に ア ラ ニ ン 置 換 (例 え ば L23
5Aお よ び G237A)（ ま た は 他 の 中 断 さ せ る 置 換 ） を 有 す る 前 記 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 の さ
ら な る 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 配 列 番 号 61の 重 鎖 お よ び 配 列 番
号 12の 軽 鎖 を 有 す る ヒ ト 化 治 療 用 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 他 の 改 変 と し て は 本 発 明 の 抗 体 の グ リ コ シ ル 化 変 異 体 が 挙 げ ら れ る 。 定 常 領 域 中 の 保 存
位 置 に お け る 抗 体 の グ リ コ シ ル 化 は 、 抗 体 機 能 、 特 に 上 述 し た よ う な エ フ ェ ク タ ー 機 能 に
対 し て 多 大 な 効 果 を 及 ぼ す こ と が 知 ら れ て い る （ 例 え ば Boydら  (1996), Mol.Immunol. 32
, 1311-1318を 参 照 さ れ た い ） 。 １ 以 上 の 炭 水 化 物 成 分 が 付 加 、 置 換 、 欠 失 ま た は 改 変 さ
れ た 、 本 発 明 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト の グ リ コ シ ル 化 変 異 体 が 考 え
ら れ る 。 ア ス パ ラ ギ ン － Ｘ － セ リ ン ま た は ア ス パ ラ ギ ン － Ｘ － ト レ オ ニ ン モ チ ー フ の 導 入
は 、 炭 水 化 物 成 分 が 酵 素 的 に 結 合 さ れ る 可 能 性 の あ る 部 位 を 創 出 し 、 従 っ て 抗 体 の グ リ コ
シ ル 化 を 操 作 す る た め に 利 用 可 能 で あ る 。 Rajuら  (2001) Biochemistry 40, 8868-8876に
よ る と 、 TNFR-IgGイ ム ノ ア ド ヘ シ ン の 末 端 シ ア リ ル 化 は 、 β -1,4-ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ お よ び ／ ま た は α ,2,3シ ア リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 用 い た 再 ガ ラ ク ト シ ル 化
お よ び ／ ま た は 再 シ ア リ ル 化 に よ り 増 加 し た 。 末 端 シ ア リ ル 化 の 増 加 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
半 減 期 を 延 ば す と 考 え ら れ て い る 。 抗 体 は 、 ほ と ん ど の 糖 タ ン パ ク 質 と 同 様 に 、 天 然 で は
一 般 的 に グ リ コ フ ォ ー ム (glycoform)の 混 合 物 と し て 産 生 さ れ る 。 こ の 混 合 物 は 、 抗 体 が
真 核 細 胞 、 特 に 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 産 生 さ れ る と き に 特 に 明 白 で あ る 。 所 定 の グ リ コ フ ォ ー
ム を 製 造 す る た め の 種 々 の 方 法 が 開 発 さ れ て い る （ Zhangら  Science (2004), 303, 371、
Searsら , Science, (2001) 291, 2344、 Wackerら  (2002) Science, 298 1790、 Davisら  (
2002) Chem.Rev. 102, 579、 Hangら  (2001) Acc.Chem.Res 34, 727を 参 照 さ れ た い ） 。 従
っ て 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 複 数 種 の 治 療 用 (典 型 的 に は モ ノ ク ロ ー ナ ル )抗 体 (IgG
ア イ ソ タ イ プ 、 例 え ば IgG1の も の で あ り う る )で あ っ て 、 該 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ
グ メ ン ト の 所 定 の 数 (例 え ば ７ 以 下 、 例 え ば ５ 以 下 、 例 え ば ２ も し く は 単 一 )の グ リ コ フ ォ
ー ム を 含 む も の に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 は 、 非 タ ン パ ク 質 性 ポ リ マ ー (例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル (PEG)、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン な ど )に カ ッ プ リ ン グ さ
れ た 本 発 明 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る 。 タ ン パ ク 質 を PEG
に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と は 、 タ ン パ ク 質 の 半 減 期 を 延 ば す た め 、 な ら び に タ ン パ ク 質
の 抗 原 性 お よ び 免 疫 原 性 を 低 減 さ せ る た め の 確 立 さ れ た 技 術 で あ る 。 様 々 な 分 子 量 お よ び
形 状 (線 状 ま た は 分 枝 状 )を 伴 う PEG化 の 使 用 が 、 完 全 抗 体 お よ び Fab'フ ラ グ メ ン ト を 用 い
て 検 討 さ れ て い る （ Koumenis I.L.ら  (2000) Int.J.Pharmaceut. 198:83-95を 参 照 さ れ た
い ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 脳 へ の 治 療 用 抗 体 の 送 達 は 、 血 液 脳 関 門 (BBB)の 存 在 に よ っ て 阻 ま れ る 。 本 発 明 の 抗 体
ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 血 液 脳 関 門 を 越 え て 送 達 す る こ と が 望 ま れ る 場 合 、 必 要 に 応 じ
て そ の よ う な 送 達 を 増 強 す る た め の 種 々 の 戦 略 が 提 唱 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 血 液 か ら 必 要 な 栄 養 素 や 因 子 を 得 る た め に 、 BBBは 循 環 血 液 か ら 脳 へ と 化 合 物 を 輸 送 す
る い く つ か の 特 異 的 受 容 体 を 有 し て い る 。 い く つ か の 研 究 に よ っ て 、 一 部 の 化 合 物 、 例 え
ば イ ン ス リ ン (Duffy KRら  (1989) Brain Res. 420:32-38を 参 照 )、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン (Fis
hman JBら  (1987) J.Neurosci 18:299-304を 参 照 )、 イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 １ お よ び ２ (Pa
rdridge WM (1986) Endocrine Rev.7:314-330 お よ び Duffy KRら  (1986) Metabolism 37:
136-140を 参 照 の こ と )は 受 容 体 媒 介 ト ラ ン ス サ イ ト ー シ ス を 介 し て BBBを 越 え る こ と が 示
さ れ て い る 。 従 っ て こ れ ら の 分 子 に 対 す る 受 容 体 は 、 い わ ゆ る 「 ベ ク タ ー ド 」 （ vectored
） 抗 体 を 使 用 し て 本 発 明 の 抗 体 お よ び ／ ま た は 本 発 明 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 脳 に 接 近 さ せ
る た め の 潜 在 的 手 段 を 提 供 す る (Pardridge WM (1999) Advanced Drug Delivery Review 3
6:299-321を 参 照 さ れ た い )。 例 え ば ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 に 対 す る 抗 体 は 脳 実 質 に 動 的
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に 輸 送 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る (Friden PMら  (1991) PNAS 88:4771-4775お よ び Friden 
PMら  (1993) Science 259:373-377を 参 照 さ れ た い )。 従 っ て １ つ の 可 能 性 の あ る ア プ ロ ー
チ は 、 上 記 の よ う な 二 重 特 異 性 抗 体 ま た は 二 重 特 異 性 フ ラ グ メ ン ト を 作 製 す る こ と で あ り
、 そ の 際 、 第 １ の 特 異 性 は hOSMの サ イ ト IIに 向 け ら れ (例 え ば 第 １ の 特 異 性 は 配 列 番 号 ３
の CDRH3を 、 場 合 に よ り 配 列 番 号 １ 、 ２ 、 ４ 、 ５ お よ び ６ の CDRと 共 に 含 む か 、 ま た は 配 列
番 号 42の CDRH3を 、 場 合 に よ り 配 列 番 号 40、 41、 43、 44、 45の CDRと 共 に 含 む )、 第 ２ の 特
異 性 は BBBに 存 在 す る 輸 送 受 容 体 に 向 け ら れ る (例 え ば 第 ２ の 特 異 性 は ト ラ ン ス フ ェ リ ン 輸
送 受 容 体 に 向 け ら れ る )。
【 ０ ０ ９ ６ 】

　 本 発 明 は ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 抗 体 お よ び そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト 、 な ら び に 他 の
タ ン パ ク 質 化 学 種 (例 え ば イ ム ノ ア ド ヘ シ ン )で あ っ て 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 、 配
列 番 号 11の 重 鎖 と 配 列 番 号 12の 軽 鎖 を 含 む 本 発 明 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ
メ ン ト と hOSMと の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る も の を 提 供 す る 。 競 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 抗
体 お よ び そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト 、 な ら び に 他 の タ ン パ ク 質 化 学 種 (例 え ば イ ム ノ ア ド
ヘ シ ン )は 、 等 モ ル 濃 度 で 、 少 な く と も 25％ 阻 害 、 典 型 的 に は 35％ 以 上 、 よ り 典 型 的 に は
少 な く と も 50％ 阻 害 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 従 っ て 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 候 補 と な る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 本
明 細 書 に 記 載 し た 競 合 抗 体 で あ る か 否 か を 確 認 す る た め の 、 候 補 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る が 、 こ の 方 法 は 以 下 の ス テ ッ プ を 含 む ；
(a) 候 補 と な る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 、 配 列 番 号 11の 重 鎖 と 配 列 番 号 12の 軽 鎖 を
含 む 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト と イ ン キ ュ ベ ー ト す る ス テ ッ プ ；
(b) ス テ ッ プ (a)の 候 補 抗 体 ま た は そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 、 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原
結 合 フ ラ グ メ ン ト と OSM、 特 に hOSMと の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る か 否 か を 確 認 す る ス テ ッ
プ 。 典 型 的 に は ELISAに 基 づ く ア ッ セ イ (実 施 例 に 記 載 の ELISAア ッ セ イ な ど )を 用 い る 。 典
型 的 に は OSMお よ び ／ ま た は hOSMは グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る 。 典 型 的 に は OSMお よ び ／ ま た
は hOSMは 、 哺 乳 動 物 細 胞 (例 え ば 組 換 え に よ り 形 質 転 換 さ れ た CHO、 NS0細 胞 も し く は ヒ ト
細 胞 )に よ り グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 OSMお よ び hOSMは 、 そ の 由 来 と
な る 天 然 細 胞 に よ っ て グ リ コ シ ル 化 さ れ て お り 、 す な わ ち 、 hOSMは ヒ ト 細 胞 に よ っ て グ リ
コ シ ル 化 さ れ て い る (例 え ば hOSMは 人 体 か ら 単 離 さ れ た も の で あ る )。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 従 っ て 、 配 列 番 号 1、 2、 3、 4、 5お よ び 6の 配 列 を 有 す る CDRを 含 む 治 療 用 抗 体 ま た は そ
の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る 競 合 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ
ラ グ メ ン ト も ま た 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 配 列 番 号 11の 重 鎖 と 配 列 番 号 12の 軽 鎖 を 含 む 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン
ト の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る 競 合 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト も ま た 提 供
さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 競 合 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト は 、 上 述 の い ず れ の の 抗 体 構 造 の も の
で あ っ て も よ い 。 例 え ば 競 合 治 療 用 抗 体 は 、 霊 長 類 ま た は ヒ ト 完 全 抗 体 ま た は ヒ ト 化 抗 体
で あ っ て 、 典 型 的 に は IgGア イ ソ タ イ プ 、 例 え ば IgG1ま た は IgG4の も の で あ る 。 競 合 治 療
用 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は Fab、 Fab'、 Fd、 F(ab') 2 、 ScFvな ど で あ る 。 競 合 治 療 用 抗 体 は 本 明
細 書 に 開 示 す る 方 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 上 述 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 典 型 的 な プ ロ ト コ ル を 下 記 の 実 施 例 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 10D3は 本 発 明 の 競 合 抗 体 の 一 例 で あ る 。 下 記 の 表 Ａ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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２ ． 競 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン



　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 部 分 的 に は 、 hOSMの グ リ コ シ ル 化 が 、 抗 hOSM抗 体 と hOSMの 結 合
イ ベ ン ト に お い て 予 期 せ ぬ 役 割 を 果 た す と い う 新 た な 知 見 に 基 づ く も の で あ る 。 従 っ て 本
発 明 は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 該 抗 体 を グ リ コ シ
ル 化 OSM、 特 に グ リ コ シ ル 化 hOSMと 、 結 合 が 可 能 な 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と 、 お
よ び 抗 体 の 結 合 親 和 性 を 測 定 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 に も 及 ぶ 。 以 下 に 詳 述 す る ELISAプ
ロ ト コ ル は こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 可 能 に す る 。 抗 体 (上 述 の 構 造 の い ず れ で あ
っ て も よ い )は 、 結 合 親 和 性 (Kd)が １ μ Mよ り 強 い 、 典 型 的 に は 100nMよ り 強 い 、 よ り 典 型
的 に は １ nMよ り も 強 い (例 え ば 100pMよ り 強 い )こ と を 基 準 に 選 択 す る こ と が で き る 。 抗 体
は 非 グ リ コ シ ル 化 OSM、 例 え ば 非 グ リ コ シ ル 化 hOSMに 結 合 す る 能 力 に 基 づ い て さ ら に 選 択
す る こ と が で き る 。 従 っ て 抗 体 は 典 型 的 に は 、 グ リ コ シ ル 化 OSM、 例 え ば グ リ コ シ ル 化 hOS
Mに 結 合 す る 能 力 、 さ ら に 同 じ か ま た は 類 似 し た 程 度 に 非 グ リ コ シ ル 化 OSM、 例 え ば 非 グ リ
コ シ ル 化 hOSMに も 結 合 す る 能 力 (例 え ば Biacore(商 標 )ア ッ セ イ で 測 定 し て 同 一 の ま た は 類
似 の 結 合 親 和 性 を 有 す る )に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 方 法 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 抗 体 を さ ら に 操 作 し (例 え ば 、 必 要 に 応 じ て 抗 体 を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 操 作 す る こ と に よ り ヒ ト 化 し )、 医 薬 組 成 物 に 組 み 入 れ る こ と が
で き る 。 本 方 法 に よ り 選 択 さ れ た 抗 体 お よ び そ の よ う な 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 本 発 明 の 一 実 施 形 態 を 成 す 。 従 っ て 本 発 明 は 、 OSMに 結 合 す る と 予 想 さ れ る 抗 体 、
特 に hOSMに 結 合 す る と 予 想 さ れ る 抗 体 (例 え ば OSM/hOSMに 対 し て 誘 導 さ れ た 抗 体 )の ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 以 下 の ス テ ッ プ を 含 ん で な る ：
(a) 前 記 抗 体 を 、 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で グ リ コ シ ル 化 OSM、 特 に グ リ コ シ ル 化 hOSMと
イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
(b) 前 記 抗 体 の 結 合 親 和 性 を 測 定 す る こ と ；
(c) 前 記 抗 体 が １ μ Mよ り 強 い 、 典 型 的 に は 100nMよ り 強 い 結 合 親 和 性 を 示 す 場 合 は 、 そ の
抗 体 を 選 択 す る こ と ；
(d) ス テ ッ プ (c)の 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 し て 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む ベ ク タ ー を 用 い て 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と ；
(e) ス テ ッ プ (d)の 宿 主 細 胞 を 、 前 記 抗 体 が 培 地 中 に 分 泌 さ れ 得 る 条 件 下 で 培 養 す る こ と
；
(f) 場 合 に よ り ス テ ッ プ (e)の 培 地 を 精 製 す る こ と ;
(g) ス テ ッ プ (e)ま た は (f)の 抗 体 を 医 薬 組 成 物 に 組 み 入 れ る こ と 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 以 下 に 詳 述 す る 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 本 方 法 に よ り 同 定
さ れ た 抗 体 の 使 用 も ま た 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 以 下 に 詳 述 す る 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 天 然 の グ リ コ シ ル
化 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し (特 に 天 然 の グ リ コ シ ル 化 hOSMの サ イ ト IIエ ピ ト ー プ に 結 合 し )、
か つ 前 記 天 然 グ リ コ シ ル 化 hOSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 抗 体 (例 え ば 完 全 抗
体 、 ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 )の 使 用 も ま た 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 同 じ 実 験 条
件 下 で 非 グ リ コ シ ル 化 hOSMに 結 合 す る の と 同 じ ま た は 類 似 の 結 合 親 和 性 で 天 然 の グ リ コ シ
ル 化 hOSMに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 も 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 は グ リ コ シ ル 化 OS
Mに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 特 に 天 然 の グ リ コ シ ル 化 hOSMに 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 15E10抗
体 は グ リ コ シ ル 化 hOSMに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 一 例 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 方 法 は 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 (CHOや NSOな ど )に よ り グ リ
コ シ ル 化 さ れ た hOSMを 用 い る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 方 法 は 、 ヒ ト 細 胞 (例 え ば 組 換 え に
よ り 形 質 転 換 も し く は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ヒ ト 宿 主 細 胞 )に よ り グ リ コ シ ル 化 さ れ た h
OSM、 ま た は 人 体 か ら 単 離 さ れ た 天 然 hOSM(例 え ば 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の よ う な 関 節 炎 の ヒ ト
患 者 の 滑 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る hOSM)を 用 い る 。
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2.1　 他 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法



【 ０ １ ０ ８ 】

　 本 発 明 の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 集 団 と し て 製 造 す る こ と が で き る が 、 よ り 典 型 的 に は 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 集 団 (す な わ ち 特 定 の 抗 原 結 合 部 位 に 対 す る 同 一 抗 体 の 実 質 的 に 均 一 な 集
団 )と し て 製 造 す る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 、 例 え ば ヤ ギ (Pollockら  
(1999), J.Immunol.Methods 231:147-157を 参 照 の こ と )、 ニ ワ ト リ (Morrow KJJ (2000) G
enet.Eng.News 20:1-55を 参 照 )、 マ ウ ス (Pollockら  同 上 を 参 照 )、 ま た は 植 物 (Doran PM,
 (2000) Curr.Opinion Biotechnol. 11, 199-204、 Ma JK-C (1998), Nat.Med. 4; 601-60
6、 Baez Jら , BioPharm (2000) 13: 50-54、 Stoger Eら ; (2000) Plant Mol.Biol. 42:58
3-590を 参 照 )に お い て 製 造 可 能 で あ る 。 抗 体 を 化 学 合 成 に よ り 製 造 す る こ と も 可 能 で あ る
。 し か し 、 本 発 明 の 抗 体 は 典 型 的 に は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 組 換 え 細 胞 培 養 技 術 を 用 い
て 製 造 さ れ る 。 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 し 、 さ ら な る ク ロ ー ニ ン グ (増
幅 )ま た は 発 現 の た め に 複 製 ベ ク タ ー (プ ラ ス ミ ド な ど )に 挿 入 す る 。 １ つ の 有 用 な 発 現 系
は グ ル タ ミ ン 酸 シ ン タ ー ゼ 系 (例 え ば Lonza Biologicsか ら 販 売 )で あ り 、 こ れ は 特 に 宿 主
細 胞 が CHOか NS0で あ る 場 合 で あ る (下 記 参 照 )。 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 慣 用
技 術 (例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ )を 用 い て 容 易 に 単 離 し 、 配 列 決 定 す る こ と が で
き る 。 使 用 可 能 な ベ ク タ ー と し て は 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 、 フ ァ ー ジ 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン
、 ミ ニ 染 色 体 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 そ の 中 で も プ ラ ス ミ ド が 典 型 的 な 例 で あ る 。 一 般 に こ
う し た ベ ク タ ー は さ ら に シ グ ナ ル 配 列 、 複 製 起 点 、 １ 以 上 の マ ー カ ー 遺 伝 子 、 エ ン ハ ン サ
ー エ レ メ ン ト 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 終 結 配 列 を 、 軽 鎖 お よ び ／ ま た は 重 鎖 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド に 機 能 的 に 連 結 さ せ た 状 態 で 含 み 、 そ の こ と に よ り 発 現 が 促 進 さ れ る 。 軽 鎖 お よ び
重 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 別 々 の ベ ク タ ー に 挿 入 し て 同 一 の 宿 主 細 胞 に (例 え
ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り )導 入 し て も よ く 、 所 望 に よ り 重 鎖 と 軽 鎖 を 両 方 と も 宿
主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る た め の 同 一 の ベ ク タ ー に 挿 入 し て も よ い 。 従 っ て 本 発 明 の
あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト の 軽 鎖 お
よ び ／ ま た は 重 鎖 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 構 築 す る 方 法 で あ っ て 、 ベ ク タ ー に 本 発 明 の 治
療 用 抗 体 の 軽 鎖 お よ び ／ ま た は 重 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 す る ス テ ッ プ を
含 ん で な る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。 下 の 表 Ａ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 15ま た は 配 列 番 号 52の 配 列 を 有 す る マ ウ ス
Ｖ Ｈ ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 16ま た は 配 列 番 号 53の 配 列 を 有 す る マ ウ ス
Ｖ Ｌ ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 17ま た は 配 列 番 号 54の 配 列 を 有 す る ヒ ト 化
Ｖ Ｈ ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 18ま た は 配 列 番 号 55の 配 列 を 有 す る ヒ ト 化
Ｖ Ｌ 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 19ま た は 配 列 番 号 56の 配 列 を 有 す る ヒ ト 化
重 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 配 列 番 号 20ま た は 配 列 番 号 57の 配 列 を 有 す る ヒ ト 化
軽 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 の た め 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 別
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る の に 利 用 可 能 で あ る こ と
が 容 易 に 理 解 で き る で あ ろ う 。
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３ ． 製 造 方 法



【 ０ １ １ ６ 】

　 本 発 明 の 抗 体 は 、 成 熟 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 に 特 異 的 切 断 部 位 を 有 す る 、 異 種 シ グ ナ ル 配
列 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 製 造 可 能 で あ る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ 、
プ ロ セ シ ン グ さ れ る べ き で あ る 。 原 核 宿 主 細 胞 の 場 合 、 シ グ ナ ル 配 列 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ ま た は 熱 安 定 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン IIの リ ー ダ ー 配 列 で あ り 得 る 。
酵 母 に よ る 分 泌 の 場 合 、 シ グ ナ ル 配 列 は 、 酵 母 イ ン ベ ル タ ー ゼ リ ー ダ ー 配 列 、 α 因 子 リ ー
ダ ー 配 列 、 ま た は 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ リ ー ダ ー 配 列 な ど で あ る 。 例 え ば 国 際 公 開 WO90/136
46を 参 照 の こ と 。 哺 乳 動 物 細 胞 系 で は 、 ウ イ ル ス 由 来 分 泌 リ ー ダ ー 配 列 (例 え ば 単 純 ヘ ル
ペ ス gDシ グ ナ ル 配 列 )や 天 然 免 疫 グ ロ ブ リ ン シ グ ナ ル 配 列 (ヒ ト Ig重 鎖 な ど )が 利 用 可 能 で
あ る 。 一 般 的 に シ グ ナ ル 配 列 は 本 発 明 の 抗 体 を コ ー ド す る DNAと 読 み 枠 を 合 わ せ て 連 結 さ
れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】

　 複 製 起 点 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 ほ と ん ど の グ ラ ム 陰 性 細 菌 に つ い て は pBR322、 ほ
と ん ど の 酵 母 に つ い て は 2μ プ ラ ス ミ ド 、 そ し て ほ と ん ど の 哺 乳 動 物 細 胞 に つ い て は 種 々
の ウ イ ル ス 起 点 (SV40、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 VSVま た は BPVな ど )が 適 し
て い る 。 一 般 に 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー に は 複 製 起 点 成 分 は 必 要 な い が 、 SV40は 初 期 プ ロ モ
ー タ ー を 含 む た め 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ８ 】

　 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は 、 (a) 抗 生 物 質 や 他 の 毒 素 (例 え ば ア ン ピ シ リ ン 、 ネ オ マ イ シ ン
、 メ ト ト レ キ セ ー ト も し く は テ ト ラ サ イ ク リ ン )に 対 し て 耐 性 を 付 与 す る か 、 ま た は (b)栄
養 要 求 性 欠 陥 を 補 足 し た り 、 も し く は 合 成 培 地 中 に 存 在 し な い 栄 養 素 を 供 給 す る 、 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 。 選 択 ス キ ー ム は 宿 主 細 胞 の 増 殖 を 停 止 さ せ る こ と が 必 要 か も し れ な い
。 本 発 明 の 治 療 用 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で の 形 質 転 換 が 成 功 し た 細 胞 は 、 選 択 マ ー カ ー
が 付 与 す る 薬 剤 耐 性 な ど の た め に 生 存 す る 。 別 の 例 は い わ ゆ る DHFR選 択 マ ー カ ー で あ り 、
こ れ を 用 い る 場 合 は 形 質 転 換 体 を メ ト ト レ キ セ ー ト の 存 在 下 で 培 養 す る 。 CHO細 胞 は 、 DHF
R選 択 に 特 に 有 用 な 細 胞 系 で あ る 。 DHFR系 を 用 い て 宿 主 細 胞 を 増 幅 し 選 択 す る 方 法 は 当 技
術 分 野 で 広 く 確 立 さ れ て い る 。 Kaufman R.J.ら  J.Mol.Biol. (1982) 159, 601-621を 参 照
さ れ た い 。 総 説 と し て は Werner RG, Noe W, Kopp K,Schluter M,” Appropriate mammalia
n expression systems for biopharmaceuticals” , Arzneimittel-Forschung. 48(8):870
-80, 1998 Augを 参 照 さ れ た い 。 さ ら な る 例 は グ ル タ ミ ン 酸 シ ン タ ー ゼ 発 現 系 (Lonza Biol
ogics)で あ る 。 酵 母 に 使 用 す る の に 適 し た 選 択 遺 伝 子 は trp1遺 伝 子 で あ る ； Stinchcombら
 Nature 282, 38, 1979を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 本 発 明 の 抗 体 の 発 現 に 適 し た プ ロ モ ー タ ー は 、 抗 体 を コ ー ド す る DNA／ ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 機 能 的 に 連 結 さ れ る 。 原 核 細 胞 宿 主 用 の プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 phoAプ ロ モ ー タ ー 、
β － ラ ク タ マ ー ゼ お よ び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ
ー 、 ト リ プ ト フ ァ ン プ ロ モ ー タ ー な ら び に ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー (例 え ば Tacプ ロ モ ー
タ ー )が 挙 げ ら れ る 。 酵 母 細 胞 で の 発 現 に 適 当 な プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 3－ ホ ス ホ グ リ セ
リ ン 酸 キ ナ ー ゼ ま た は 他 の 糖 分 解 酵 素 (例 え ば エ ノ ラ ー ゼ )、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 三 リ ン 酸
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ル ク ト キ
ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス 六 リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 3－ ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 ム タ ー ゼ 、 お よ び グ
ル コ キ ナ ー ゼ な ど の プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 誘 導 可 能 な 酵 母 プ ロ モ ー タ ー と し て は ア
ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ シ ト ク ロ ー ム C、 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 メ タ ロ チ オ ネ
イ ン お よ び 窒 素 代 謝 ま た は マ ル ト ー ス ／ ガ ラ ク ト ー ス 利 用 に 関 与 す る 酵 素 の プ ロ モ ー タ ー
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
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3.1　 シ グ ナ ル 配 列

3.2　 複 製 起 点

3.3　 選 択 マ ー カ ー

3.4　 プ ロ モ ー タ ー



　 哺 乳 動 物 細 胞 系 で の 発 現 に 適 当 な プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 例 え
ば ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 鶏 痘 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス プ
ロ モ ー タ ー (例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス ２ )、 ウ シ 乳 頭 腫 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 ト リ 肉 腫 ウ イ
ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス (特 に 前 初 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー )プ ロ モ ー タ ー
、 レ ト ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー
、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス (RSV)プ ロ モ ー タ ー お よ び 初 期 ま た は 後 期 シ ミ ア ン ウ イ ル ス 40プ ロ
モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 言 う ま で も な く 、 プ ロ モ ー タ ー の 選 択 は 発 現 に 用 い ら れ る 宿 主 細
胞 と の 適 合 性 に 基 づ い て 行 わ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】

　 適 宜 に 、 例 え ば 高 等 真 核 生 物 で の 発 現 の 場 合 に は 、 ベ ク タ ー 中 の プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン
ト に 機 能 的 に 連 結 さ せ た エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト を 用 い る こ と が で き る 。 適 当 な 哺 乳 動 物
エ ン ハ ン サ ー 配 列 と し て は 、 グ ロ ビ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 ア ル ブ ミ ン 、 フ ェ ト プ ロ テ イ ン お
よ び イ ン ス リ ン 由 来 の エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は 、 真 核 細 胞 ウ イ ル
ス 由 来 の エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 、 例 え ば SV40エ ン ハ ン サ ー (bp100～ 270に )、 サ イ ト メ ガ
ロ ウ イ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス
エ ン ハ ン サ ー ま た は マ ウ ス IgG2a遺 伝 子 座 由 来 の エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト を 使 用 し て も よ
い (国 際 公 開 WO04/009823を 参 照 )。 エ ン ハ ン サ ー は 典 型 的 に は ベ ク タ ー に お い て プ ロ モ ー
タ ー の 上 流 の 部 位 に 配 置 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 本 発 明 の 抗 体 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー の ク ロ ー ニ ン グ ま た は 発 現 に 適 し た 宿 主 細 胞 は
、 原 核 細 胞 、 酵 母 ま た は 高 等 真 核 細 胞 で あ る 。 適 当 な 原 核 細 胞 と し て は 、 真 正 細 菌 、 例 え
ば 腸 内 細 菌 、 エ シ ェ リ キ ア 属 、 例 え ば 大 腸 菌 (例 ： ATCC番 号 31,446、 31,537、 27,325)、 エ
ン テ ロ バ ク タ ー 属 、 エ ル ウ ィ ニ ア 属 、 ク レ ブ シ ェ ラ 属 、 プ ロ テ ウ ス 属 、 サ ル モ ネ ラ 属 (例
え ば ネ ズ ミ チ フ ス 菌 (Salmonella typhimurium))、 セ ラ チ ア 属 (例 え ば セ ラ チ ア ・ マ ル セ ッ
セ ン ス (Serratia marcescens))お よ び シ ゲ ラ 属 の 細 菌 が 挙 げ ら れ 、 ま た 、 バ チ ル ス 属 、 例
え ば 枯 草 菌 (Bacillus subtilis)お よ び バ チ ル ス ・ リ チ ェ ニ ホ ル ミ ス (B. licheniformis)(
DD 266710を 参 照 )、 シ ュ ー ド モ ナ ス 属 、 例 え ば 緑 膿 菌 (P. aeruginosa)お よ び ス ト レ プ ト
マ イ セ ス 属 の 細 菌 が 挙 げ ら れ る 。 酵 母 宿 主 細 胞 と し て は 、 出 芽 酵 母 (Saccharomyces cerev
isiae)、 分 裂 酵 母 (Schizosaccharomyces pombe)、 ク ル イ ベ ロ マ イ セ ス 属 (Kluyveromyces)
(例 え ば ATCC番 号 16,045； 12,424； 24178； 56,500)、 ア ル カ ン 資 化 酵 母 (Yarrowia)(欧 州 特
許 第 402,226号 )、 メ タ ノ ー ル 資 化 酵 母 (Pichia pastoris)(欧 州 特 許 第 183,070号 、 他 に は P
engら  J.Biotechnol. 108 (2004) 185-192も 参 照 の こ と )、 カ ン ジ ダ 属 、 ト リ コ デ ル マ ・
リ ー セ イ (Trichoderma reesei)(欧 州 特 許 第 244,234号 )、 青 カ ビ 属 (Penicillium)、 ト リ ポ
ク ラ ジ ウ ム 属 な ら び に ア ス ペ ル ギ ル ス 属 の 酵 母 宿 主 、 例 え ば ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ デ ュ ラ ン
ス (Aspergillus nidulans)お よ び ク ロ コ ウ ジ カ ビ (A. niger)も 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 に お い て は 原 核 生 物 お よ び 酵 母 宿 主 細 胞 が 特 に 考 え ら れ る が 、 ま た 一 方 、 典 型 的
に は 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 脊 椎 動 物 細 胞 で あ る 。 適 当 な 脊 椎 動 物 宿 主 細 胞 と し て は 、 哺 乳 動
物 細 胞 、 例 え ば COS-1(ATCC番 号 CRL-1650)、 COS-7(ATCC番 号  CRL-1651)、 ヒ ト 胚 性 腎 細 胞
系 293、 小 児 ハ ム ス タ ー 腎 細 胞 (BHK)(ATCC番 号  CRL-1632)、 BHK570(ATCC番 号 CRL-10314)、
293 (ATCC番 号 CRL-1573)、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 CHO(例 え ば CHO-K1、 ATCC番 号
： CCL-61、 DHFR-CHO細 胞 系 、 例 え ば DG44(Urlaubら , (1986) Somatic Cell Mol.Genet.12,
 555-556を 参 照 の こ と ))、 特 に 懸 濁 培 養 用 に 順 応 さ せ た CHO細 胞 系 、 マ ウ ス セ ル ト リ ー 細
胞 、 サ ル 腎 細 胞 、 ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 細 胞 (ATCC番 号 CRL-1587)、 HELA細 胞 、 イ ヌ 腎 細 胞
(ATCC番 号 CCL-34)、 ヒ ト 肺 細 胞 (ATCC番 号 CCL-75)、 Hep G2お よ び ミ エ ロ ー マ 細 胞 ま た は リ
ン パ 腫 細 胞 、 例 え ば NS0(米 国 特 許 第 5,807,715号 を 参 照 の こ と )、 Sp2/0、 Y0な ど が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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3.5　 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト

3.6　 宿 主 細 胞



　 従 っ て 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗
原 結 合 フ ラ グ メ ン ト の 重 鎖 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 含 む 、 安 定 的 に 形
質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 宿 主 細 胞 は 典 型 的 に は 軽 鎖 を コ ー ド す る 第
１ の ベ ク タ ー と 重 鎖 を コ ー ド す る 第 ２ の ベ ク タ ー を 含 有 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】

　 細 菌 系 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 発 現 に 特 に 適 し て い る 。 発 現 す る フ ラ グ メ ン ト は 細 胞 内 に
ま た は ペ リ プ ラ ズ ム 内 に 局 在 化 さ れ る 。 ペ リ プ ラ ズ ム 内 の 不 溶 性 タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に
公 知 の 方 法 を 用 い て 抽 出 し 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ (再 生 )さ せ て 、 活 性 型 タ ン パ ク 質 を 形 成
さ せ る こ と が で き る 。 Sanchezら  (1999) J.Biotechnol. 72, 13-20お よ び Cupit PMら  (19
99) Lett Appl Microbiol, 29, 273-277を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ２ ６ 】

　 本 発 明 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ベ ク タ ー で 形 質 転 換
さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た あ ら ゆ る 方 法 で 培 養 す る こ と が で き る 。 宿 主 細 胞 は
、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 、 ロ ー ラ ー ボ ト ル ま た は 中 空 繊 維 シ ス テ ム で 培 養 す る こ と も で き る が
、 大 規 模 生 産 に は 撹 拌 型 タ ン ク 反 応 器 の 使 用 が 好 ま し く 、 特 に 浮 遊 培 養 の 場 合 が そ う で あ
る 。 典 型 的 に は 撹 拌 型 タ ン ク は 、 ス パ ー ジ ャ ー 、 バ ッ フ ル 、 ま た は 低 剪 断 イ ン ペ ラ ー な ど
を 用 い て 通 気 す る よ う に 適 合 さ せ る 。 気 泡 塔 反 応 器 お よ び エ ア リ フ ト 反 応 器 の 場 合 、 空 気
ま た は 酸 素 の 気 泡 で 直 接 通 気 す る こ と も 可 能 で あ る 。 宿 主 細 胞 を 無 血 清 培 地 で 培 養 す る 場
合 に は 、 そ の 培 地 に 細 胞 保 護 剤 (pluronic F-68な ど )を 添 加 し て 、 通 気 の 結 果 生 じ る 細 胞
損 傷 を 防 止 す る よ う に す る こ と が 好 ま し い 。 宿 主 細 胞 の 特 性 に 応 じ て 、 足 場 依 存 性 細 胞 系
に つ い て は マ イ ク ロ キ ャ リ ア ー を 増 殖 基 体 と し て 使 用 し て も よ い し 、 ま た は 細 胞 を 浮 遊 培
養 用 に 適 合 さ せ て も よ い (後 者 が 典 型 的 で あ る )。 宿 主 細 胞 、 特 に 脊 椎 動 物 宿 主 細 胞 の 培 養
に は 、 種 々 の 操 業 モ デ ル 、 例 え ば 流 加 培 養 、 反 復 バ ッ チ 培 養 (Drapeauら  (1994) cytotech
nology 15: 103-109を 参 照 )、 延 長 バ ッ チ 培 養 ま た は 灌 流 培 養 な ど が 利 用 可 能 で あ る 。 組
換 え 形 質 転 換 さ れ た 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 は 血 清 含 有 培 地 、 例 え ば ウ シ 胎 仔 血 清 (FSC)を 含 む
培 地 で 培 養 す る こ と も で き る が 、 好 ま し く は そ の よ う な 宿 主 細 胞 は 、 合 成 無 血 清 培 地 (例
え ば Keenら  (1995) Cytotechnology 17:153-163に 開 示 さ れ た も の )、 ま た は 市 販 の 培 地 (
例 え ば ProCHO-CDMも し く は UltraCHO(商 標 )(Cambrex NJ, USA))に エ ネ ル ギ ー 源 (グ ル コ ー
ス な ど )お よ び 合 成 増 殖 因 子 (組 換 え イ ン ス リ ン な ど )を 必 要 に 応 じ て 添 加 し た 培 地 で 培 養
す る 。 宿 主 細 胞 を 無 血 清 培 養 す る に は 、 細 胞 を 無 血 清 状 態 で 増 殖 す る よ う に 順 応 さ せ る 必
要 が あ る 。 あ る 順 応 ア プ ロ ー チ で は 、 こ の よ う な 宿 主 細 胞 を 血 清 含 有 培 地 で 培 養 し 、 血 清
培 地 の 80％ を 無 血 清 培 地 と 繰 り 返 し 交 換 し て 、 宿 主 細 胞 が 無 血 清 状 態 に 順 応 す る よ う に 習
得 さ せ る (例 え ば Scharfenberg Kら  (1995) in Animal Cell technology: Developments t
owards the 21st century (Beuvery E.C.ら 編 ), pp619-623, Kluwer Academic publisher
sを 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 培 地 に 分 泌 さ れ た 本 発 明 の 抗 体 は 、 種 々 の 方 法 を 用 い て 培 地 か ら 回 収 し 精 製 し て 、 意 図
す る 用 途 に 適 し た 精 製 度 を 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 治 療 用 抗 体 を ヒ ト 患 者 の
治 療 に 使 用 す る に は 、 典 型 的 に は 治 療 用 抗 体 を 含 む 培 地 と 比 較 し て 少 な く と も 95％ 、 よ り
典 型 的 に は 98％ ま た は 99％ の 純 度 が 必 要 で あ る 。 ま ず 初 め に 、 培 地 か ら の 細 胞 破 片 を 典 型
的 に は 遠 心 分 離 法 で 除 去 し 、 そ の 後 上 清 の 清 澄 化 ス テ ッ プ を 、 例 え ば 精 密 濾 過 法 、 限 外 濾
過 法 お よ び ／ ま た は 体 積 濾 過 法 を 用 い て 行 う 。 種 々 の 他 の 技 術 、 例 え ば 透 析 お よ び ゲ ル 電
気 泳 動 な ら び に ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト (HA)、 ア フ ィ ニ テ
ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (場 合 に よ り ポ リ ヒ ス チ ジ ン な ど の ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ 付 け シ ス
テ ム を 用 い る )お よ び ／ ま た は 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HIC、 米 国 特 許 第 5,429
,746号 を 参 照 )も 利 用 可 能 で あ る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 種 々 の 清
澄 化 ス テ ッ プ を 経 た 後 、 プ ロ テ イ ン Ａ も し く は プ ロ テ イ ン Ｇ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を 用 い て 捕 捉 さ れ 、 そ の 後 さ ら な る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ス テ ッ プ 、 例 え ば イ オ ン 交

10

20

30

40

50

(31) JP 2007-530068 A 2007.11.1

細 菌 発 酵

3.7　 細 胞 培 養 法



換 お よ び ／ ま た は HAク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア ニ オ ン も し く は カ チ オ ン 交 換 、 サ イ ズ 排 除 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 を 行 う 。 一 般 的 に は 、 様 々 な ウ イ ル ス 除 去
ス テ ッ プ (例 え ば DV-20フ ィ ル タ ー を 用 い た ナ ノ 濾 過 法 )も 行 う 。 こ う し た 種 々 の ス テ ッ プ
後 に 、 少 な く と も 75mg/ml以 上 、 例 え ば 100mg/ml以 上 の 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合
フ ラ グ メ ン ト を 含 む 精 製 さ れ た (典 型 的 に は モ ノ ク ロ ー ナ ル な )調 製 物 が 得 ら れ 、 こ れ は 本
発 明 の 一 実 施 形 態 を 成 す 。 好 ま し く は 、 こ う し た 調 製 物 は 凝 集 形 態 の 本 発 明 の 抗 体 を 実 質
的 に 含 ま な い 。
【 ０ １ ２ ８ 】

　 上 述 の よ う な 本 発 明 の 抗 体 の 精 製 調 製 物 (特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 )は 、 ヒ ト 疾 患
お よ び 障 害 (上 に 概 略 し た も の な ど )の 治 療 に 使 用 す る た め に 医 薬 組 成 物 に 組 み 入 れ る こ と
が で き る 。 典 型 的 に は こ う し た 組 成 物 は さ ら に 、 許 容 さ れ る 製 薬 実 務 に お い て い わ ゆ る 製
薬 上 許 容 さ れ る (す な わ ち 不 活 性 な )担 体 と し て 知 ら れ る も の を 含 む 。 例 え ば Remingtons P
harmaceutical Sciences, 第 16版 , (1980), Mack Publishing Co.を 参 照 さ れ た い 。 こ う
し た 担 体 の 例 と し て は 、 滅 菌 さ れ た 担 体 、 例 え ば 生 理 食 塩 水 、 リ ン ゲ ル 液 ま た は デ キ ス ト
ロ ー ス 液 （ 適 当 な バ ッ フ ァ ー で pH５ ～ ８ と な る よ う 緩 衝 さ せ た も の ） が 挙 げ ら れ る 。 注 射
用 (例 え ば 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 皮 内 、 皮 下 、 筋 内 ま た は 門 脈 内 注 射 )ま た は 連 続 注 入 用 の 医 薬
組 成 物 は 、 好 ま し く は 目 視 可 能 な 粒 状 物 質 を 実 質 的 に 含 ま ず 、 か つ 抗 体 を 0.1ng～ 100mg、
典 型 的 に は 抗 体 を ５ mg～ 25mg含 み 得 る 。 こ う し た 医 薬 組 成 物 の 調 製 方 法 は 当 業 者 に 広 く 知
ら れ て い る 。 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 医 薬 組 成 物 は 本 発 明 の 治 療 用 抗 体 0.1ng～ 100mgを 単
位 用 量 の 形 態 で 含 み 、 場 合 に よ り 使 用 説 明 書 も 一 緒 に 添 付 さ れ る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は
、 投 与 前 に 再 調 製 で き る よ う に 、 当 業 者 に 既 知 ま た は 周 知 の 方 法 を 用 い て 凍 結 乾 燥 (フ リ
ー ズ ド ラ イ )す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 実 施 形 態 が IgG1ア イ ソ タ イ プ の 本 発 明 の 抗 体 を
含 む 場 合 、 銅 の キ レ ー ト 剤 、 例 え ば ク エ ン 酸 塩 (ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど )ま た は EDTAま た
は ヒ ス チ ジ ン を 医 薬 組 成 物 に 添 加 し て 、 銅 に よ っ て 媒 介 さ れ る こ の ア イ ソ タ イ プ の 抗 体 の
分 解 の 度 合 い を 低 減 さ せ る こ と が で き る （ 欧 州 特 許 第 0612251号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 投 与 す る に あ た っ て の 有 効 な 用 量 と 治 療 計 画 は 一 般 に 経 験 に 基 づ い て 決
定 さ れ 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 お よ び 健 康 状 態 な ら び に 治 療 さ れ る 疾 患 ま た は 障 害 な ど と い っ
た 諸 要 因 に 左 右 さ れ る 。 こ れ ら の 要 因 は 主 治 医 が 判 断 す る 範 囲 に 含 ま れ る 。 適 当 な 用 量 を
選 定 す る た め の 指 針 は 、 Smithら  (1977) Antibodies in human diagnosis and therapy, 
Raven Press, New Yorkに 見 出 さ れ る が 、 一 般 に は １ mg～ 1000mgで あ る 。 あ る 実 施 形 態 に
お い て 、 RAを 患 っ て い る ヒ ト 患 者 を 治 療 す る た め の 用 量 計 画 は 、 本 発 明 の 抗 体 (ま た は そ
の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト )を お お よ そ 100mg(す な わ ち 50mg～ 200mg)、 毎 週 ま た は 隔 週 、 皮
下 投 与 す る と い う も の で あ る 。 本 発 明 の 組 成 物 は 予 防 法 に も 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 治 療 す る 疾 患 ま た は 障 害 に 合 わ せ て 、 治 療 上 有 効 な 量 の 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 医 薬 組 成 物
を 、 同 時 に 、 別 々 に 、 ま た は 連 続 的 に 、 有 効 量 の 他 の 医 薬 、 例 え ば 抗 炎 症 剤 (例 え ば NSAID
、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ブ シ ラ ミ ン 、 チ オ リ ン ゴ 酸 ナ ト リ ウ ム )ま た は １ 以 上 の 抗 TNFα 治 療
薬 (例 え ば Enbrel(商 標 )(etanercept)、 Remicade(商 標 )(infliximab)、 Humira(商 標 )(adal
imumab)お よ び ／ も し く は CDP870)と 共 に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 有 効 量
の 抗 TNFα 受 容 体 抗 体 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 、 Davis MWら  (2000) Ann Rhe
um Dis 59(Suppl 1): 41-43を 参 照 の こ と 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 以 下 の
物 質 を 標 的 と す る 薬 剤 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る ； IL-1/IL-1R(例 え ば Kineret
(商 標 ))、 CTLA4-Ig、 IL-6(Choyら , (2002) Ann.Rheum.Dis 61(suppl 1)： 54を 参 照 )、 IL-
8、 IL-15、 VEGF、 IL-17、 IL-18 (Taylorら  (2001) Curr.Opin.Immunol.13： 611-616を 参
照 )、 抗 ICAM抗 体 お よ び ／ ま た は 抗 CD4抗 体 、 MMPフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー （ 例 え ば MMP-1、 2
、 3お よ び ／ ま た は 13） を 標 的 と す る 薬 剤 。 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 炎 症 過 程 に 関 わ る こ と
が 知 ら れ て い る 細 胞 を 除 去 す る 薬 剤 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば Mabthera
(商 標 )を 使 用 し て CD20陽 性 Ｂ 細 胞 を 除 去 す る 。 本 発 明 の 抗 体 と 併 用 さ れ る 他 の 治 療 薬 と し
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て は 、 抗 血 管 新 生 治 療 薬 、 例 え ば イ ン テ グ リ ン α Vβ 3の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ク リ ン グ ル 1～ 5
(Sumariwalla Pら  (2003), Arthritis Res Ther 5:R32-R39を 参 照 )、 可 溶 性 Flt-1(Miotla
ら , (2000) Lab.Invest. 80:1195-1205を 参 照 )ま た は 抗 COX-2剤 が 挙 げ ら れ る 。 都 合 の よ
い こ と に 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 、 こ の よ う な 他 の 薬 剤 と 一 緒
に 、 場 合 に よ り 使 用 説 明 書 と 共 に 含 む パ ー ツ キ ッ ト か ら な る 医 薬 組 成 物 も も ま た 本 発 明 に
包 含 さ れ る 。 本 発 明 は さ ら に 、 サ イ ト II OSMと gp130の 相 互 作 用 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に 応
答 性 で あ る 疾 患 の 治 療 に 用 い る た め の 、 治 療 に 有 効 な 量 の 本 明 細 書 に 記 載 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 ま た 、 配
列 番 号 11の 配 列 を 有 す る 重 鎖 お よ び 配 列 番 号 12の 配 列 を 有 す る 軽 鎖 を 含 ん で な る 、 治 療 に
有 効 な 量 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 治 療 用 抗 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ま た 、 配 列 番 号 50の 配 列 を 有 す る 重 鎖 お よ び 配 列 番 号 51の 配 列 を 有 す る 軽 鎖 を 含 ん で な
る 、 治 療 に 有 効 な 量 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 治 療 用 抗 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】

　 本 発 明 の 一 態 様 は 、 少 な く と も 部 分 的 に は 、 hOSMの サ イ ト IIと サ イ ト IIIの 両 方 と 、 そ
れ ら の そ れ ぞ れ の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー (す な わ ち 、 サ イ ト IIに つ い て は gp130、 サ イ ト III
に つ い て は OSMRβ お よ び ／ ま た は LIFR、 お よ び ／ ま た は 第 ２ の OSM分 子 の 結 合 に つ い て は g
p130)と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が 、 こ れ ら ２ サ イ ト の い ず れ か 一 方 の み の 相
互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と に 比 較 し て 、 相 乗 効 果 を 示 す 、 と い う 予 期 せ ざ る 知 見 に 基
づ い て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 hOSMと gp130と LIFRお よ び ／ ま た は OSMRβ と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー
ト す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 hOSMの サ イ ト IIと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す
る (す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 す る )こ と が で き る サ イ ト IIア ン タ ゴ ニ ス ト を 用 意 す る こ と ；
な ら び に 、 hOSMの サ イ ト IIIと OSMRお よ び ／ ま た は LIFR、 な ら び に gp130(第 ２ の OSM分 子 の
結 合 の 場 合 )と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る (す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 す る )こ と の で き
る サ イ ト IIIア ン タ ゴ ニ ス ト を 用 意 す る こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 hOSMと gp130と LIFRお よ び ／ ま た は OSMRβ と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー
ト す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 hOSMの サ イ ト IIと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す
る (す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 す る )こ と が で き る サ イ ト IIア ン タ ゴ ニ ス ト を 用 意 す る こ と ；
な ら び に 、 hOSMの サ イ ト IIIと OSMRお よ び ／ ま た は LIFRと の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る (
す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 す る )こ と の で き る サ イ ト IIIア ン タ ゴ ニ ス ト を 用 意 す る こ と を 含
ん で な る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと gp130と の 相 互 作 用 を モ
ジ ュ レ ー ト す る 第 １ の 治 療 用 抗 体 (サ イ ト II抗 体 、 そ の 例 は 本 明 細 書 に よ り 提 供 さ れ る )、
な ら び に 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMと OSMRお よ び ／ ま た は LIFRと の 相 互 作 用 を モ
ジ ュ レ ー ト す る 第 ２ の 治 療 用 抗 体 (サ イ ト III抗 体 、 そ の 例 は R&D systemsよ り 市 販 さ れ て
い る MAB295で あ る )を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 第 ２ の 治 療 用 抗 体 は 、 実 施 例 に 記 載 す
る ELISA型 ア ッ セ イ に お い て hOSMと OSMRβ お よ び ／ ま た は LIFRと の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー
ト す る (す な わ ち 阻 害 ま た は 遮 断 す る )能 力 、 す な わ ち 、 実 施 例 の KBア ッ セ イ に お い て OSM
を 中 和 し か つ 実 施 例 の ELISAア ッ セ イ に お い て OSMと gp130の 結 合 を 阻 害 し な い 能 力 に よ り
認 識 さ れ る 。 サ イ ト II抗 体 は 、 実 施 例 の ELISAア ッ セ イ に お い て OSMの 結 合 を 阻 害 す る 能 力
に よ り 認 識 さ れ 得 る 。 典 型 的 に は 第 １ お よ び 第 ２ の 治 療 用 抗 体 は い ず れ も モ ノ ク ロ ー ナ ル
で あ る 。 言 う ま で も な く 、 医 薬 組 成 物 は 必 ず し も ２ 種 類 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 成 分 (例 え ば ２
種 類 の 治 療 用 抗 体 成 分 )を 含 む 必 要 は な い こ と が 当 業 者 に は 明 ら か だ ろ う 。 な ぜ な ら ば 、
例 え ば hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ サ イ ト IIお よ び サ イ ト IIIと そ れ ら の そ れ ぞ れ の 相 互
作 用 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 用 意 す る こ と が 可 能
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だ か ら で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 第 １ の 医 薬 組 成 物 と 第 ２ の 医 薬 組 成 物 を 、 場 合 に よ り 使 用 説 明 書 と
一 緒 に 、 含 む パ ー ツ キ ッ ト を 提 供 し 、 こ こ で 第 １ の 医 薬 組 成 物 は hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、
か つ hOSMの サ イ ト IIと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 治 療 用 抗 体 を 含 み 、 第 ２ の 医
薬 組 成 物 は hOSMに 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ hOSMの サ イ ト IIIと OSMRβ お よ び ／ ま た は LIFRと
の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 治 療 用 抗 体 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 hOSMと そ の 相 互 作 用 パ ー ト ナ ー (例 え ば gp130な ら び に OSMRβ お よ び
／ ま た は LIFR)と の 相 互 作 用 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に 応 答 性 で あ る 疾 患 ま た は 障 害 、 例 え ば
炎 症 性 疾 患 も し く は 障 害 (例 え ば 関 節 炎 性 疾 患 、 例 え ば 慢 性 関 節 リ ウ マ チ も し く は 変 形 性
関 節 症 )を 患 っ て い る ヒ ト 患 者 の 治 療 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し
か つ hOSMの サ イ ト IIと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 有 効 量 の 第 １ の 治 療 用 ア ン タ
ゴ ニ ス ト (例 え ば 抗 体 )、 な ら び に 、 hOSMに 特 異 的 に 結 合 し か つ hOSMの サ イ ト IIIと OSMRβ
お よ び ／ ま た は LIFRと の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 有 効 量 の 第 ２ の 治 療 用 ア ン タ ゴ ニ ス
ト (例 え ば 抗 体 )を 、 同 時 に 、 連 続 的 に 、 ま た は 別 々 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 。 言 う ま
で も な く 、 gp130に 結 合 し 、 か つ (a)gp130と hOSMの 相 互 作 用 、 さ ら に (b)OSMRβ お よ び ／ ま
た は LIFRと hOSMと の 相 互 作 用 、 を モ ジ ュ レ ー ト す る (例 え ば 遮 断 す る )少 な く と も 第 １ の ア
ン タ ゴ ニ ス ト (抗 体 な ど )が 上 記 と 同 じ 目 的 を 達 成 で き る こ と は 、 当 業 者 で あ れ ば 明 ら か だ
ろ う 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 本 発 明 の 抗 体 は 、 hOSMの サ イ ト IIと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 治 療 に 応 答 性
で あ る 様 々 な 疾 患 お よ び 障 害 を 治 療 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 病 理 学 的 レ ベ ル の
TNFα の 産 生 に 関 連 す る 疾 患 も し く は 障 害 (す な わ ち TNFα 介 在 疾 患 も し く は 障 害 )、 お よ び
軟 骨 （ 特 に 関 節 軟 骨 ） の 分 解 も し く は 破 壊 を 特 徴 と す る 疾 患 も し く は 障 害 が 特 に 言 及 さ れ
る 。 上 に 詳 述 し た 通 り 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 炎 症 性 関 節 症 (例 え ば RA)の 治 療 に お い て 、 単 独
療 法 と し て 、 ま た は そ の よ う な 関 節 症 の た め の 別 の 療 法 と の 併 用 療 法 と し て 使 用 す る こ と
が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 臨 床 的 に 確 立 さ れ た 形 態 の 疾 患 を 治 療 す る た め 、 ま た は 易 罹
病 性 の 患 者 の 発 症 を 予 防 す る た め 、 ま た は 臨 床 上 重 大 な 状 態 へ の 疾 患 の 進 行 を 遅 ら せ る も
し く は 停 止 さ せ る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 RA治 療 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 疾 患
が 一 旦 緩 和 さ れ た 後 の 再 発 を 防 止 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 患 者 が 断 続 的 な 形 態
の 疾 患 を 患 っ て い る 場 合 は 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 疾 患 の 急 性 期 と 急 性 期 の 時 間 間 隔 を
引 き 延 ば す こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 RAの 関 節 以 外 の 徴 候 、 例 え ば フ ェ ル テ ィ
症 候 群 の 治 療 、 お よ び ／ ま た は ア テ ロ ー ム 性 プ ラ ー ク の 形 成 の 治 療 に 使 用 す る こ と も で き
る 。 RA治 療 に つ い て は 、 本 発 明 の 抗 体 と 上 述 し た 医 薬 と の 組 み 合 わ せ を 使 用 す る こ と が で
き る 。 本 発 明 の 抗 体 の 投 与 が 有 効 な 他 の 関 節 炎 性 疾 患 と し て は 、 若 年 性 関 節 炎 、 乾 癬 性 関
節 炎 、 お よ び 強 直 性 脊 椎 炎 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 変 形 性 関 節 症 (OA)は 原 因 不 明 の 慢 性 変 性 疾 患 で あ り 、 関 節 軟 骨 お よ び 関 節 機 能 の 漸 次 減
少 を 特 徴 と す る 。 変 形 性 関 節 症 (OA)は 現 在 、 ２ つ の グ ル ー プ に 分 類 さ れ る 。 原 発 性 OAは 局
部 的 ま た は 全 身 性 で あ り 、 全 身 性 OAは 更 年 期 後 の 女 性 に 一 般 的 に 見 ら れ 、 ヘ バ ー デ ン 結 節
の 形 成 を 伴 う 。 二 次 性 OAに は 、 外 傷 、 肥 満 、 パ ジ ェ ッ ト 病 ま た は 炎 症 性 関 節 炎 な ど と い っ
た 根 本 的 な 原 因 が あ る 。 関 節 軟 骨 の 消 失 は 多 く の 場 合 、 肥 大 性 骨 変 形 を 伴 い 、 骨 棘 形 成 、
軟 骨 下 骨 肥 厚 お よ び 滑 膜 の 炎 症 が 見 ら れ る 。 特 に 懸 念 さ れ る の は 、 体 重 を 支 え る 関 節 、 例
え ば 膝 、 手 お よ び 腰 な ど を 侵 す 身 体 障 害 で あ る 。 OAは 極 度 の 衰 弱 性 疾 患 で あ り 、 最 も 重 症
の 場 合 、 運 動 性 を 回 復 さ せ 関 節 痛 を 阻 止 す る た め に は 関 節 置 換 術 が 必 要 で あ る 。 腰 の 変 形
関 節 症 は 、 患 者 が 巨 大 な 骨 棘 を 形 成 す る 傾 向 に 基 づ き 、 肥 大 性 お よ び 萎 縮 性 の 形 態 に 分 類
さ れ て い る (Solomon L (1976) J Bone Joint Surg 58, 176を 参 照 の こ と )； 他 の 関 節 も 前
記 疾 患 の 存 在 に 対 し て 同 じ よ う な 反 応 を 示 す 。 肥 大 性 OAは ピ ロ リ ン 酸 結 晶 沈 着 や 汎 発 性 特
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発 性 骨 増 殖 症 を 伴 う こ と が あ る 。 現 在 の 療 法 と し て は 、 非 オ ピ オ イ ド 性 鎮 痛 薬 (ア セ ト ア
ミ ノ フ ェ ン や ト ラ マ ド ー ル な ど )、 COX-2特 異 的 阻 害 剤 な ど の NSAIDS(例 え ば セ レ コ キ シ ブ
や ロ フ ェ コ キ シ ブ な ど )、 オ ピ オ イ ド 系 鎮 痛 薬 、 な ら び に 硫 酸 グ ル コ サ ミ ン お よ び 硫 酸 コ
ン ド ロ イ チ ン の 使 用 が 挙 げ ら れ る 。 従 っ て 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 変 形 性 関 節
症 (例 え ば 原 発 性 ま た は 二 次 性 )を 患 っ て い る 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 本 明 細 書 に 記
載 さ れ る 本 発 明 の 治 療 用 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 有 効 量 に て 該 患 者 に 投 与 す る こ と
を 含 む 前 記 治 療 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 治 療 用 抗 体 と 、 別 の 治 療 薬 、 特
に １ 以 上 の 上 述 し た OA治 療 薬 と の 併 用 療 法 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 乾 癬 は 慢 性 の 皮 膚 病 で あ り 、 コ ー カ サ ス 人 の 約 ２ ％ が 罹 患 す る と い う 罹 患 率 の 高 い 病 で
あ る 。 こ の 疾 患 は 、 大 半 の 人 に と っ て は 比 較 的 軽 い 病 で あ る が 、 罹 患 し て い る 者 に は 深 刻
な 影 響 を 及 ぼ す 。 病 院 で 治 療 中 の 乾 癬 患 者 の 障 害 は 、 狭 心 症 患 者 の そ れ と 類 似 し て お り 、
ま た 心 不 全 患 者 の そ れ と ほ ぼ 同 じ で あ る (Finlayら , (1990); Br.J.Dermatol, 123, 751)
。 乾 癬 の 最 も 一 般 的 な 形 態 は 慢 性 プ ラ ー ク 疾 患 で あ る 。 こ の 疾 患 で は 明 確 な 赤 い 鱗 状 の プ
ラ ー ク が 典 型 的 に は 頭 皮 、 腰 お よ び 手 足 の 伸 展 側 に 分 布 し て 顕 れ る 。 臨 床 的 な 変 種 疾 患 と
し て は 滴 状 乾 癬 、 脂 漏 性 乾 癬 お よ び 該 疾 患 の 膿 疱 性 形 態 が 挙 げ ら れ る 。 少 数 の 患 者 は 血 清
反 応 陰 性 の 炎 症 性 関 節 炎 も 罹 患 す る 。 顕 微 鏡 学 的 に は 病 変 し た 皮 膚 に は 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト
の 増 殖 の 増 加 お よ び 異 常 分 化 、 活 性 化 Ｔ ヘ ル パ ー リ ン パ 球 お よ び 好 中 球 に よ る 浸 潤 、 な ら
び に 皮 膚 血 管 系 の 活 性 化 が 見 ら れ る 。 こ う し た 変 化 は 増 殖 因 子 と そ の 受 容 体 、 炎 症 性 サ イ
ト カ イ ン お よ び 血 管 新 生 ペ プ チ ド の 過 剰 発 現 に 一 致 す る 。 し か し 、 徹 底 的 な 研 究 に も か か
わ ら ず 、 こ の 疾 患 の 原 因 と 発 症 機 序 は 依 然 と し て は っ き り し な い も の の 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 が
中 心 的 役 割 を 果 た す こ と が 動 物 モ デ ル 系 で 実 証 さ れ て い る (Nickoloff ら  (1999) Arch.De
rmatol.135, 546-552を 参 照 さ れ た い )。 現 在 の 治 療 薬 と し て は 、 ビ タ ミ ン D類 似 体 、 コ ル
チ コ ス テ ロ イ ド 、 ジ ト ラ ノ ー ル (dithranol)お よ び レ チ ノ イ ド 、 例 え ば タ ザ ロ テ ン （ Tazar
otene） ゲ ル な ど の 局 所 治 療 薬 が 挙 げ ら れ る 。 光 線 療 法 と し て は 、 紫 外 線 Ｂ ま た は プ ソ ラ
レ ン お よ び 紫 外 線 Ａ 、 な ら び に エ キ シ マ ー レ ー ザ ー 処 置 の 使 用 が 挙 げ ら れ る 。 全 身 レ チ ノ
イ ド 治 療 薬 と し て は 、 エ ト レ チ ナ ー ト (Etretinate)お よ び ア シ ト レ チ ン （ acitretin） 、
イ ソ ト レ チ ノ イ ン (isotretinoin)、 リ ア ロ ゾ ー ル （ liarozole） が 挙 げ ら れ る 。 他 の 治 療
薬 と し て は 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 シ ク ロ ス ポ リ ン お よ び カ ル シ ニ ュ ー
リ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 6－ チ オ グ ア ニ ン 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 ス ル フ ァ サ ラ ジ ン な ら び に フ
マ ル 酸 エ ス テ ル が 挙 げ ら れ る 。 最 近 で は 、 生 物 学 的 治 療 薬 、 例 え ば Ontak(商 標 )(Denileuk
in Diftitox)、 Zenapax(商 標 )(Daclizumab)、 Basiliximab、 抗 CD4抗 体 、 Efalizumab、 Ale
facept(商 標 )、 Siplizumab、 IDEC-114お よ び BMS 188667 (CTLA4Ig)な ど が こ の 疾 患 の 治 療
に 有 用 で あ る と 提 唱 さ れ 、 ま た は 実 証 さ れ て い る 。 さ ら に 、 抗 TNFα 治 療 薬 、 例 え ば Enbre
l(商 標 )(etanercept)、 Remicade(商 標 )(infliximab)、 Humira(商 標 )(adalimumab)お よ び
／ ま た は CDP870な ど を 、 本 発 明 の 抗 体 と 併 用 し て 乾 癬 (臨 床 的 な 変 種 疾 患 も 含 む )の 治 療 に
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 乾 癬 病 変 に お け る OSMの 役 割 を 示 す 証 拠 は 、 Boinfatiら  (1998) Arch.Dermatol. Res 29
0:9, 13に 見 出 さ れ る 。 オ ン コ ス タ チ ン Ｍ は 、 病 変 乾 癬 皮 膚 の 短 期 培 養 物 か ら 自 然 発 生 的
に 分 泌 さ れ る (Bonifati Cら  同 上 を 参 照 さ れ た い )。 さ ら に 、 マ ウ ス ・ ケ ラ チ ノ サ イ ト 中
で の STAT3（ OSM受 容 体 の 下 流 の 主 要 な シ グ ナ ル 伝 達 分 子 ） の 構 成 的 活 性 化 は 、 乾 癬 病 変 の
自 然 発 生 を も た ら す (Sano Sら  (2005) Nature Medicine 11:43-49を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 従 っ て 本 発 明 の 抗 体 は 、 乾 癬 (慢 性 プ ラ ー ク 乾 癬 、 滴 状 乾 癬 、 脂 漏 性 乾 癬 、 膿 疱 性 乾 癬
、 血 清 反 応 陰 性 炎 症 性 関 節 炎 を 伴 う 乾 癬 )、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 ／ 湿 疹 、 ざ 瘡 、 魚 鱗 癬 、 天
疱 瘡 、 ウ イ ル ス 性 い ぼ の 治 療 に お い て 、 単 剤 療 法 と し て ま た は こ う し た 上 述 の 治 療 薬 と の
併 用 療 法 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス (SLE)は 全 身 性 の 自 己 免 疫 疾 患 で あ り 、 自 己 抗 体 の 産 生 、 免 疫
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複 合 体 の 形 成 お よ び 免 疫 学 的 に 仲 介 さ れ る 組 織 損 傷 を 特 徴 と す る (Rheumatology (2003). 
Eds Hochberg, Silman, Smolen, Weinblatt and Weisman. Pub. Mosby.1291-1430に 概 説
さ れ て い る )。 病 理 的 徴 候 と し て は 、 フ ィ ブ リ ノ イ ド の 壊 死 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 体 の 形 成 、
血 管 損 傷 、 お よ び 皮 膚 の 真 皮 と 表 皮 の 接 合 部 の 崩 壊 、 炎 症 性 関 節 炎 な ら び に 糸 球 体 腎 炎 が
挙 げ ら れ る 。 SLEの 徴 候 は あ ら ゆ る 年 齢 に 見 ら れ 、 こ れ に は 新 生 児 も 含 ま れ る 。 SLEは 、 出
産 適 齢 期 の 女 性 を 侵 す 最 も 頻 繁 に 見 ら れ る 疾 患 の 一 つ で あ り 、 男 性 よ り も 女 性 に 明 ら か に
多 く 見 ら れ 、 コ ー カ サ ス 人 よ り も 明 ら か に 頻 繁 に ア フ リ カ 起 源 の 人 々 を 侵 す 。 SLEの 発 生
率 は 米 国 で は 毎 年 100,000人 当 た り 1.8～ 7.6件 と 見 積 も ら れ て い る 。 SLEは 、 主 に 感 染 症 に
よ る 死 亡 率 の 増 大 、 な ら び に 腎 臓 お よ び CNSの 合 併 症 を 伴 う 。 狼 瘡 お よ び そ の 合 併 症 の 治
療 は 、 個 々 の 患 者 の 要 望 に 応 じ て 決 め ら れ る 。 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 は 、 骨 格 筋 症 状 、
構 成 的 徴 候 お よ び 軽 度 の 漿 膜 炎 に 対 す る 重 要 な 一 次 治 療 薬 で あ る 。 抗 マ ラ リ ア 薬 (例 え ば
ヒ ド ロ キ シ ク ロ ロ キ ン 、 ク ロ ロ キ ン お よ び キ ナ ク リ ン )は 、 非 ス テ ロ イ ド 薬 お よ び 低 用 量
ス テ ロ イ ド 薬 の 効 か な い 骨 格 筋 症 状 お よ び 構 成 的 徴 候 を 治 療 す る た め に 使 用 さ れ る 。 ス テ
ロ イ ド 薬 で の 治 療 は SLEの ほ と ん ど の 臨 床 的 兆 候 に 効 果 が あ る が 、 こ う し た 薬 剤 の 副 作 用
は 治 療 の 用 量 お よ び 継 続 期 間 を 制 限 す る 。 免 疫 抑 制 薬 、 特 に ア ザ チ オ プ リ ン は 、 よ り 重 症
の 疾 患 の 治 療 に 使 用 す る 。 最 近 で は Ｂ 細 胞 枯 渇 性 抗 体 で あ る リ ツ キ サ ン (Rituxan)を 用 い
た 治 療 が SLEに 有 望 な 効 果 を 示 し た (Looney RJら  (2005) Curr Dir Autoimmune 8:193-205
に 概 説 さ れ て い る )。 オ ン コ ス タ チ ン Ｍ は SLE患 者 の 血 清 中 に 高 レ ベ ル で 存 在 し 、 そ の レ ベ
ル は 疾 患 の 活 動 性 と 相 関 す る こ と が 示 さ れ て い る (Robak E ら  (1997) Eur Cytokine Netw
 8: 281-286を 参 照 さ れ た い )。 従 っ て 、 本 発 明 は SLEの 治 療 (単 剤 療 法 と し て 、 ま た は １ 以
上 の 上 述 し た 現 在 の SLE治 療 薬 と の 併 用 療 法 と し て )に お け る 本 発 明 の 抗 体 の 使 用 に 関 す
る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 全 身 性 硬 化 症 (SS)(強 皮 症 の 変 種 疾 患 お よ び レ イ ノ ー 現 象 も 含 ま れ る )は 、 皮 膚 お よ び 臓
器 の 全 身 性 障 害 で あ る 。 全 身 性 硬 化 症 は 皮 膚 お よ び 内 臓 の 細 胞 外 マ ト リ ク ス 蓄 積 を 特 徴 と
す る 。 オ ン コ ス タ チ ン Ｍ は 過 剰 な 細 胞 外 マ ト リ ク ス 蓄 積 を 促 進 す る (Bamber Bら  (1997) J
 Mol Med Abstract Vol 76: 61-69を 参 照 の こ と )。 オ ン コ ス タ チ ン Ｍ は 全 身 性 硬 化 症 患 者
由 来 の 培 養 単 核 球 か ら 自 然 発 生 的 に 産 生 さ れ (Hasegawa M ら  (1999) Rheumatology (Oxfo
rd) 38: 612-617を 参 照 )、 強 皮 症 の 肺 線 維 症 由 来 の 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 中 に 存 在 す る (Atama
 SP and White B (2003) Cytokine growth Factor Rev 14: 537-550に 概 説 さ れ て い る )。
従 っ て 本 発 明 は 、 SSお よ び そ の 変 種 疾 患 の 治 療 に お い て 単 剤 療 法 と し て 、 ま た は 他 の 医 薬
と の 併 用 療 法 と し て の 本 発 明 の 抗 体 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 OSMは 、 急 性 肺 障 害 、 特 に 肺 炎 の 症 例 に お け る 患 者 の 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 (BAL)か ら 検 出 さ
れ る (Tamura Sら  (2002) Develop Dyman 225:327-331)。 こ う し た 患 者 に お け る OSMの 細 胞
性 供 給 源 は 好 中 球 の よ う で あ り 、 BAL液 の OSM濃 度 は PMN数 と 相 関 す る 。 好 中 球 が OSMの 供 給
源 で あ り 、 活 性 化 さ れ る と OSMを 分 泌 す る こ と か ら 、 OSMは 好 中 球 が 気 道 炎 症 (COPDお よ び
重 症 の 喘 息 も 含 ま れ る )の 重 要 な 成 分 で あ る 患 者 の 肺 に 存 在 す る と 考 え ら れ る 。 そ の 上 、 O
SMは (マ ウ ス )組 織 好 酸 球 か ら も 発 現 さ れ 、 該 好 酸 球 は 炎 症 に お け る OSMの 重 要 な 供 給 源 で
あ る 可 能 性 が あ る (Tamura同 上 を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 OSMを ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ り マ ウ ス 気 道 で 過 剰 発 現 さ せ る と 、 重 度 の 好 酸 球 炎
症 お よ び マ ト リ ク ス 沈 着 が 誘 導 さ れ (Langdon Cら  (2003) J.Immunol. 170:548-555を 参 照
)、 ま た TIMP-1発 現 が 誘 導 さ れ る (Kerr Cら  (1999) J.Interfer.Cytokine Res., 19:1195-
1205参 照 )。 マ ウ ス 肺 繊 維 芽 細 胞 を OSMに 曝 露 す る と 、 好 酸 球 の 強 力 な 化 学 誘 因 物 質 で あ る
エ オ タ キ シ ン の 放 出 が 促 進 さ れ る 。 そ の 上 OSMは 、 ヒ ト 肺 繊 維 芽 細 胞 に 対 し て 、 増 殖 を 促
進 し 、 コ ラ ー ゲ ン 産 生 を 誘 導 し 、 ア ポ ト ー シ ス を 抑 制 す る (Scaffidi, A.K.ら  (2002) Bri
t.J.Pharamcol 136:793-801を 参 照 の こ と )。 こ う し た 観 察 結 果 の 背 後 に あ る 機 構 は 不 明 で
あ る が 、 マ ト リ ッ ク ス 沈 着 は 部 分 的 に は 、 α １ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 剤 合 成 の 強 力 か つ 特 異
的 な ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 結 果 で あ る か も し れ な い (Cichy, J.ら  (1998) Biochem.J 
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329:335-339を 参 照 )。 OSMは ま た 、 繊 維 芽 細 胞 依 存 性 マ ス ト 細 胞 増 殖 お よ び ヒ ス タ ミ ン 含
量 の 著 し い 増 加 を 促 進 す る こ と が 見 出 さ れ て い る (Gyotoku Eら  (2001) Arch.Dermatol.Re
s 293:508-514を 参 照 さ れ た い )。 OSMを 単 離 し た ラ ッ ト 肺 に 直 接 滴 下 す る と 、 急 性 で 持 続
性 の IL-6分 泌 が 誘 導 さ れ た (Li, H.L. (2002) J.Drug Targ 10:55-62を 参 照 さ れ た い )。 従
っ て 、 本 発 明 は 炎 症 性 肺 疾 患 、 例 え ば 喘 息 お よ び COPD(慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 )な ど の 治 療 (単
剤 療 法 と し て 、 ま た は 他 の 薬 剤 と の 併 用 療 法 と し て )に お け る 本 発 明 の 抗 体 の 使 用 に 関 す
る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 OSMは 多 発 性 硬 化 症 (MS)患 者 の 脳 で 検 出 さ れ 、 そ こ で は ミ ク ロ グ リ ア 、 ア ス ト ロ サ イ ト
お よ び 浸 潤 性 白 血 球 に 局 在 化 さ れ る (Ruprecht K ら  Journal of Neuropathology & Exper
imental Neurology. 60(11): 1087-98, 2001 Novを 参 照 さ れ た い )。 OSMは 脳 内 皮 細 胞 か ら
の IL-6お よ び MCP-1分 泌 を 誘 導 し 、 ま た 、 OSMを TNFα と 一 緒 に 添 加 す る と 相 乗 的 な 応 答 が
引 き 起 こ さ れ る 。 OSMは ま た 、 脳 微 小 血 管 内 皮 細 胞 上 の ICAM1発 現 を 誘 導 し 、 こ れ は 白 血 球
が 脳 組 織 内 へ と 浸 潤 す る の を 促 進 す る 可 能 性 が あ る (Ruprecht K ら  同 上 )。 脳 内 の 炎 症 を
促 進 す る こ と の 他 に 、 OSMは 神 経 喪 失 に 直 接 関 与 し て い る か も し れ な い 。 HIV患 者 の 単 球 上
清 は 、 神 経 芽 細 胞 増 殖 を 著 し く 阻 害 し 、 神 経 細 胞 死 を 引 き 起 こ す が 、 こ う し た 影 響 を 仲 介
す る メ デ ィ エ ー タ ー は オ ン コ ス タ チ ン Ｍ で あ る こ と が 示 さ れ た 。 多 く の HIV患 者 が 神 経 細
胞 喪 失 の 引 き 起 こ す 脳 萎 縮 を 患 っ て い る こ と か ら 、 OSMは こ の 病 理 の メ デ ィ エ ー タ ー の 一
つ で あ る 可 能 性 が あ る 。 明 ら か に 、 OSMは 神 経 が 喪 失 す る 他 の CNS疾 患 の 一 因 に な り う る 。
興 味 深 い こ と に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 (AD)で は 、 α １ 抗 キ モ ト リ プ シ ン (ACT)は ア ミ ロ イ ド 会
合 タ ン パ ク 質 の 一 種 で あ り 、 そ の 発 現 は 疾 患 部 位 で 著 し く 増 大 し て お り 、 お そ ら く ア ミ ロ
イ ド プ ラ ー ク お よ び 神 経 原 線 維 変 化 に お け る 異 常 タ ン パ ク 質 の 沈 着 を 促 進 し て い る 。 浸 潤
性 の 活 性 化 Ｔ 細 胞 お よ び 単 球 細 胞 な ら び に ミ ク ロ グ リ ア か ら 分 泌 さ れ る こ と が 知 ら れ て い
る OSMは 、 ACTの 強 力 な 誘 導 因 子 で も あ り 、 そ の こ と か ら AD病 理 に 関 与 し て い る 可 能 性 が あ
る (Kordula Tら  (1998) J Biol.Chem. 273:4112-4118お よ び Kordula T Journal of Neuro
science. 20(20): 7510-6, 2000を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 Tamuraら に よ る 研 究 は 、 OSMが 神 経 因 性 疼 痛 の 発 生 と 維 持 に 関 与 す る こ と を 示 唆 し て い
る (Tamura S.ら  (2003) Eur.J.Neurosci. 17:2287-2298を 参 照 さ れ た い )。 彼 ら の 研 究 は
、 OSMβ 受 容 体 を 発 現 す る 侵 害 受 容 性 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の サ ブ セ ッ ト の 存 在 を 明 ら か に し た
。 全 て の OSMβ 受 容 体 陽 性 ニ ュ ー ロ ン は VR1お よ び P2X3受 容 体 も 発 現 し て お り 、 こ れ ら (VR1
お よ び P2X3受 容 体 )は 神 経 因 性 疼 痛 お よ び 炎 症 性 疼 痛 の 発 生 に 極 め て 重 要 で あ る こ と が 示
さ れ て い る (Jarvis M.F.ら  (2002) PNAS 99:179-184お よ び Walker K.Mら  (2003) J. Phar
macol. Exp. Ther 304, 56-62を 参 照 さ れ た い )。 そ の 上 OSM-/-マ ウ ス で は 、 化 学 的 、 熱 的
、 内 臓 の 、 お よ び 機 械 的 な 疼 痛 に 対 す る 有 害 な 応 答 が 低 減 さ れ て お り 、 こ れ は VR1 + v e  P2X
3 + v e 小 型 ニ ュ ー ロ ン の 減 少 と 相 関 し て い た (Morikawa, Y.ら  (2004): J Neurosci 24, 194
1-1947を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 上 述 し た よ う な 中 枢 神 経 系 疾 患 ま た は 障 害 、 例 え ば 多 発 性 硬 化 症 (MS)
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 (AD)お よ び 他 の 認 知 症 な ど の 治 療 に お け る 本 発 明 の 抗 体 の 使 用 (単 剤
療 法 と し て 、 ま た は 他 の 薬 剤 と の 併 用 療 法 と し て )に 関 し 、 さ ら に 疼 痛 、 特 に 神 経 因 性 疼
痛 お よ び ／ ま た は 炎 症 性 疼 痛 の 治 療 に お け る 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 OSMは 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 症 病 変 中 の 組 織 型 マ ク ロ フ ァ ー ジ に 存 在 し (Modur V.ら  J.Clin 
Invest. 100, 158-168を 参 照 )、 血 管 新 生 因 子 と し て 、 血 管 壁 の 脆 弱 性 に 寄 与 す る と 考 え
ら れ て い る ア テ ロ ー ム 硬 化 症 プ ラ ー ク の 新 血 管 形 成 特 性 を 促 進 し て い る 可 能 性 が あ る 。 血
管 新 生 応 答 の 他 に 、 OSMは 内 皮 細 胞 の IL-6分 泌 を 誘 導 し (内 皮 細 胞 で は OSMの 効 果 は IL-1と
相 加 的 で あ り 、 TNFα と 相 乗 的 で あ る )、 ま た COX-2発 現 を 誘 導 す る (Brown J.Tら  (1991) J
.Immunol.147: 2175-2180を 参 照 さ れ た い )。 OSMの 血 管 新 生 特 性 に は 、 内 皮 細 胞 の COX-2誘
導 が 必 要 で あ る (Brown J.Tら , 同 上 を 参 照 )。 ま た 一 方 、 OSMは 内 皮 細 胞 に お い て 他 の 血 管
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新 生 因 子 、 す な わ ち VEGF（ Vasse, Mら  (1999) Arterioscler Thromb Vasc Biol. 19:1835
-1842)お よ び bFGF（ Wijelah E.S.ら  (1997) J.Cell Sci 110:871-879)の 発 現 も 誘 導 す る
。 興 味 深 い こ と に 、 ヒ ト 内 皮 細 胞 は 他 の 細 胞 よ り も 約 10～ 20倍 大 き い OSM受 容 体 密 度 を 有
す る (Modur V.ら 同 上 を 参 照 )。
【 ０ １ ５ １ 】
　 内 皮 細 胞 に 対 す る 作 用 の 他 に 、 OSMは ま た 血 管 平 滑 筋 細 胞 (VSMC)に お け る IL-6お よ び COX
-2発 現 を 誘 導 し 、 ま た 、 細 胞 形 態 の 著 し い 変 化 を 引 き 起 こ す (Bernard C.ら  (1999) Circ.
Res. 85:1124-1131)。 カ ル シ ウ ム 沈 着 は 通 常 は 進 行 し た ア テ ロ ー ム 硬 化 症 病 変 に 見 ら れ 、
そ こ で は マ ク ロ フ ァ ー ジ が 主 要 な 炎 症 細 胞 で あ る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ は OSMの 主 要 な 供 給 源
で あ り 、 興 味 深 い こ と に 、 こ の サ イ ト カ イ ン は VSMC培 養 物 に お い て 骨 型 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ お よ び カ ル シ ウ ム 沈 着 を 誘 導 す る (Shioi A.ら  (2002) Circ.Res. 91:9-16)。 OSMは
ま た VSMCか ら の 組 織 因 子 (TF)分 泌 を 誘 導 し 、 か つ VSMCか ら の TF経 路 凝 固 イ ン ヒ ビ タ ー (TFP
I)分 泌 を 抑 制 す る た め 、 結 果 的 に VSMC培 養 上 清 に お い て 強 力 な 血 液 凝 固 促 進 活 性 を 生 じ る
(Mirshahi F.ら  (2002) Blood Coag.Fibrinol. 13:449-455)。 さ ら に OSMは 、 内 皮 細 胞 か
ら の フ ォ ン ビ ル ブ ラ ン ト 因 子 、 組 織 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー お よ び PAI-1の 分
泌 に 、 「 OSMは ア テ ロ ー ム 硬 化 症 病 変 の 形 成 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 」 こ と を 示 唆 す る 様 式
で 、 影 響 を 及 ぼ す (Pourtau Jら  (1998) Blood Coag.Fibrinol. 9,609-615)。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン の 血 清 レ ベ ル は 重 要 な 血 管 の リ ス ク 因 子 で あ り 、 OSMは フ ィ ブ リ ノ ー
ゲ ン 分 泌 の 強 力 な 誘 導 因 子 で あ る こ と が ヘ パ ト ー マ 細 胞 系 を 用 い た 研 究 で 明 ら か に な っ て
い る (Vasse.Mら  (1996) Haemostasis 26, Suppl 4, 331-339)。 ま た 一 方 、 高 濃 度 (50 ng/
ml)で は OSMは ヒ ト LDL受 容 体 の 発 現 を も 増 大 さ せ る (Liuら  (2003) Aterio.Thromb. Vasc. 
Biol. 23: 90-96)。 最 後 に 、 OSMは J774単 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る コ レ ス テ ロ ー ル の エ
ス テ ル 化 を 促 進 し 、 し た が っ て ア テ ロ ー ム 硬 化 症 病 変 に お け る 泡 沫 細 胞 形 成 の 過 程 で こ の
プ ロ セ ス に 寄 与 す る 可 能 性 が あ る (Maziere Cら  (1996) Biochem. Biophys Acta 1300, 30
-34)。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 心 血 管 系 の 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 に お け る 本 発 明 の 抗 体 の 使 用 に
関 す る 。 ま た 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 症 お よ び 内 皮 細 胞 起 源 の 疾 患 の 治 療 に お け る 本 発 明 の 抗 体
の 使 用 も 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 HIV患 者 の 治 療 、 特 に カ ポ ジ 肉 腫 な ど の ウ イ ル ス 感 染 の 結
果 生 じ る 症 状 の 治 療 に お け る 本 発 明 の 抗 体 の 使 用 も 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 細 胞 周 期 調 節 の 疾 患 、 例 え ば 癌 (前 立 腺 癌 な ど )や 骨 髄 腫 に 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 を 主 に 、 ヒ ト の 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 に 関 連 し て 記 載 し た が 、 本 発 明 は ま た 、 非
ヒ ト 哺 乳 動 物 に お け る 類 似 の 疾 患 ま た は 障 害 の 治 療 に も 用 途 を 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
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【 実 施 例 】
【 ０ １ ５ ７ 】
　 以 下 に 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 説 明 す る 。 特 許 請 求 の 範 囲 は 、 以 下 の １ 以 上 の 実 施 例 を 一
般 化 し た も の を 含 む こ と が で き る 。   
　 実 施 例 １ ～ ６ は 、 抗 体 15E10の 作 製 と 遺 伝 子 操 作 に 関 す る 。 実 施 例 ７ は 抗 体 10D3の 作 製
と 遺 伝 子 操 作 に 関 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ り 産 生 さ れ 、 こ れ は 通 常 、 E Harlow and
 D Lane, Antibodies a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988に 記
載 の 方 法 に 従 っ て 行 う 。 こ れ は マ ウ ス ・ ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 、 標 的 抗 原 で 免 疫 し た マ ウ ス 由
来 の Ｂ リ ン パ 球 と を 融 合 さ せ た 結 果 で あ る 。 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は ミ エ ロ ー マ 融
合 パ ー ト ナ ー に よ り 不 死 化 さ れ 、 抗 体 産 生 能 力 は Ｂ リ ン パ 球 に よ り 付 与 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ４ 匹 の SJLマ ウ ス を 、 CHO細 胞 に よ り 産 生 さ れ た グ リ コ シ ル 化 ヒ ト OSM(hOSM)を RIBIア ジ
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１ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造



ュ バ ン ト (Sigma)中 に 懸 濁 し た も の を 腹 腔 内 注 射 す る こ と に よ り 免 疫 し た 。 マ ウ ス は ２ 週
間 経 過 し た 後 に hOSMの み で 追 加 免 疫 し 、 次 い で さ ら に ２ 週 間 経 過 し た 後 に 抗 サ イ ト IIIモ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 中 和 し た hOSM（ OM4/11.17； OSM： Mab 1： 1.5 重 量 ： 重 量 ） で 追 加 免
疫 し て 免 疫 応 答 を サ イ ト IIの ほ う に 向 か わ せ 、 次 い で さ ら に 2.5週 間 後 に OSM-MAb複 合 体 で
再 度 追 加 免 疫 し 、 最 後 に ５ 週 間 後 に OSMの み で 追 加 免 疫 し た 。 最 初 の 免 疫 感 作 か ら ３ ヶ 月
後 に 脾 臓 を 取 り 出 し 、 Ｂ リ ン パ 球 と P3X細 胞 由 来 の マ ウ ス ・ ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を PEG1500(B
oehringer)を 使 用 し て 融 合 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し た 。 個 々 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系
を 限 界 希 釈 法 に よ り ク ロ ー ン 化 し た (E Harlow and D Lane)。 単 一 コ ロ ニ ー の 入 っ た ウ ェ
ル を 顕 微 鏡 で 確 認 し 、 上 清 を 活 性 に つ い て 試 験 し た 。 最 も 活 性 の 高 い ク ロ ー ン か ら の 細 胞
を 低 温 保 存 や 抗 体 産 生 な ど の た め に 増 殖 さ せ た 。 最 初 の OSM抗 体 選 択 は 、 gp130阻 害 ELISA
お よ び KB細 胞 ア ッ セ イ で 評 価 し た 、 ヒ ト グ リ コ シ ル 化 OSMを 中 和 す る 際 の 特 異 性 お よ び 効
力 に 基 づ い て 行 っ た 。 KB細 胞 ア ッ セ イ は OSM特 異 性 の 確 認 を 提 供 す る も の で あ る (下 記 参 照
)。 十 分 な 効 力 と 正 し い 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 同 定 し た 後 、 さ ら な る 選 択 基 準 を 適 用 し た
：
１ /　 カ ニ ク イ ザ ル OSMに 対 す る 交 差 反 応 性
２ /　 プ ー ル し た ヒ ト AB血 清 の 存 在 下 で の ヒ ト OSMに 対 す る 活 性 の 維 持
３ /　 ヒ ト 好 中 球 OSMラ イ ブ ラ リ ー お よ び RA滑 液 細 胞 由 来 OSMに 対 す る 活 性 の 維 持
1920個 の ハ イ ブ リ ド ー マ を gp130阻 害 ELISAで ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 43個 は 50％ を 上 回 る 阻
害 を 与 え 、 15個 に つ い て 限 定 用 量 応 答 実 験 を 行 い 、 そ の う ち ６ 個 を さ ら な る 研 究 の た め に
選 択 し た 。 こ れ ら を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 マ ス タ ー ク ロ ー ン を 選 択 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ２ 種 類 の 抗 体 、 ク ロ ー ン 15E10お よ び ク ロ ー ン 10D3(実 施 例 ７ を 参 照 の こ と )を 効 力 に 基
づ い て 選 択 し た 。 15E10マ ウ ス 抗 体 は 一 貫 し て gp130阻 害 ELISAで よ り 高 い 効 力 を 示 し た が
、 ヒ ト OSMを 標 的 抗 原 と し た 場 合 に は KB細 胞 ア ッ セ イ に お い て 10D3と 同 じ よ う な 効 力 を 示
し た 。 し か し な が ら 、 15E10マ ウ ス 抗 体 は 、 10D3と 比 較 し て 、 カ ニ ク イ ザ ル OSMに 対 し て は
両 方 の ア ッ セ イ で か な り 優 れ た 効 力 を 示 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】

　 ク ロ ー ン 15E10ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 全 RNAを 抽 出 し 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の
cDNAを 逆 転 写 に よ り 生 成 さ せ た が 、 こ れ に は マ ウ ス ・ リ ー ダ ー 配 列 お よ び あ ら か じ め 決 定
さ れ た ア イ ソ タ イ プ (IgG2a/κ )の 抗 体 定 常 領 域 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。 重 鎖 お
よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の cDNAを そ の 後 、 配 列 決 定 の た め に pCR2.1ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ
し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】

　 全 RNAは 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ・ ク ロ ー ン 15E10の 10 6 個 の 細 胞 の ペ レ ッ ト か ら 、 Promega社 の
SV Total RNA Isolation Systemを 用 い て メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 い 抽 出 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】

　 RNAを 逆 転 写 し て 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の cDNAを 生 成 さ せ た が 、 こ れ に は マ ウ
ス ・ リ ー ダ ー 配 列 お よ び マ ウ ス IgGγ 2a/κ 定 常 領 域 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。 使
用 し た プ ラ イ マ ー の 混 合 物 は Jones ST and Bendig MM Bio/technology 9:88-89 (1991)に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 マ ウ ス Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ リ ー ダ ー 配 列 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の プ ー ル は 50μ Mに 調 製 し た
。 マ ウ ス γ 2aお よ び κ 定 常 領 域 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 溶 液 も 50μ Mに 調 製 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】

　 可 変 重 鎖 お よ び 軽 鎖 領 域 を コ ー ド す る RNAの 逆 転 写 は 、 Promega社 の Access RT-PCR Syst
emを 用 い て メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 い ２ 回 反 復 し て 行 っ た 。 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ フ ォ ワ ー ド
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２ ． ク ロ ー ン 15E10の 可 変 領 域 の ク ロ ー ニ ン グ

2.1　 RNA抽 出

2.2　 逆 転 写

2.3　 逆 転 写 PCR(RT-PCR)



お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー は 上 記 の も の を 用 い た 。
【 ０ １ ６ ６ 】

　 RT-PCRの 産 物 (2× Ｖ Ｈ お よ び ２ × Ｖ Ｌ )を ゲ ル ロ ー デ ィ ン グ 溶 液 で 0.01％ 臭 化 エ チ ジ ウ
ム を 含 有 す る 分 離 用 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に ロ ー ド し 、 100Vで １ 時 間 、 TAEバ ッ フ ァ ー で 泳
動 さ せ 、 V領 域 の バ ン ド を 切 り 出 し た 。 100bp DNAラ ダ ー も ゲ ル に 流 し て 、 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ

バ ン ド を 同 定 で き る よ う に し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 DNA断 片 は 、 Qiagen 社 の QIAquick T M  Gel抽 出 キ ッ ト を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 使
用 し て ゲ ル か ら 抽 出 し 、 精 製 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】

　 精 製 し た RT-PCR断 片 (2× Ｖ Ｈ お よ び ２ × Ｖ Ｌ )は 、 Invitrogen社 の TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ
ト を 用 い て メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 い pCR2.1ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】

　 連 結 し た プ ラ ス ミ ド を 、 TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト の 使 用 説 明 書 に 従 い 、 TOP10F'細 胞 に 形
質 転 換 し た 。 50μ lお よ び 200μ lの 形 質 転 換 細 胞 を 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含 有 す る
Ｌ -ア ガ ー プ レ ー ト 上 に 広 げ 、 500mMの IPTG溶 液 ８ μ lお よ び DMF中 の 50mg/ml X-Gal溶 液 16
μ lを コ ー テ ィ ン グ し た 。 プ レ ー ト を 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】

　 ５ 個 の 白 い コ ロ ニ ー を 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た ５ mlの LB培 地 で 37℃ に て
一 晩 培 養 し た 。   
　 15E10の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 有 す る pCR2.1プ ラ ス ミ ド は 、 Qiagen社 の QIAprep S
pin Miniprepキ ッ ト を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 使 用 し て 抽 出 し 、 精 製 し た 。   
　 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン は T7、 M13フ ォ ワ ー ド お よ び M13リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 用 い て
配 列 決 定 し た 。   
　 15E10 Ｖ Ｈ ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 (２ つ の RT-PCR反 応 か ら 得 ら れ た 10個 の ク ロ ー ン で
一 致 )： 配 列 番 号 ７
15E10 Ｖ Ｌ ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 (２ つ の RT-PCR反 応 か ら 得 ら れ た 10個 の ク ロ ー ン で 一
致 )： 配 列 番 号 ８
【 ０ １ ７ １ 】

　 上 記 3.4の 親 マ ウ ス Ｖ 領 域 を ヒ ト IgG1/k野 生 型 Ｃ 領 域 に グ ラ フ ト し た も の か ら な る キ メ
ラ 抗 体 を 、 正 し い マ ウ ス Ｖ 領 域 の ク ロ ー ニ ン グ を 確 認 す る た め 、 お よ び ヒ ト 化 構 築 物 を 試
験 す る と き の 対 照 と し て 使 用 す る た め に 設 計 し た 。 キ メ ラ 抗 体 を CHO細 胞 で 発 現 さ せ 、 精
製 し 、 gp130阻 害 ELISAお よ び KB細 胞 ア ッ セ イ に お い て OSMサ イ ト IIに 対 す る 親 和 性 に つ い
て 試 験 し た (下 記 参 照 )。 ク ロ ー ニ ン グ し た マ ウ ス Ｖ 領 域 は PCRで 増 幅 す る こ と に よ り 、 哺
乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー Rldお よ び Rlnに ク ロ ー ニ ン グ す る の に 必 要 な 制 限 酵 素 部 位 を 導 入 し た
。 Hind IIIお よ び Spe I部 位 は 、 Ｖ Ｈ ド メ イ ン を 挟 み 、 ヒ ト γ １ 野 生 型 Ｃ 領 域 を 含 む 改 変 R
ldベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 に す る た め に 設 計 さ れ た 。 Hind IIIお よ び BsiW I部 位
は 、 Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 挟 み 、 ヒ ト κ Ｃ 領 域 を 含 む 改 変 Rlnベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ を 可 能
に す る た め に 設 計 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】

　 Ｖ Ｈ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ：
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３ ． 上 記 2.3の PCR産 物 の ク ロ ー ニ ン グ
3.1　 ゲ ル 精 製

3.2　 連 結

3.3　 形 質 転 換

3.4　 配 列 決 定

４ ． キ メ ラ 抗 体

4.1　 PCR増 幅



Hind III制 限 部 位 を 下 線 で 、 Kozak配 列 を 太 字 で 示 す 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 Ｖ Ｈ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ：
　
　
Spe I制 限 部 位 を 下 線 で 示 す 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 Ｖ Ｌ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ：
　
　
Hind III制 限 部 位 を 下 線 で 、 Kozak配 列 を 太 字 で 示 す 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 Ｖ Ｌ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ：
　
　
BsiW I制 限 部 位 を 下 線 で 示 す 。
【 ０ １ ７ ６ 】
PCR反 応 ：
　 　 　 　  水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 66μ l
　 　 　 　  10× PCRバ ッ フ ァ ー 　 　  10μ l
　 　 　 　  dNTP(２ mM)　 　 　 　 　 　  10μ l
　 　 　 　  プ ラ イ マ ー １ (５ μ M)　 　 ４ μ l
　 　 　 　  プ ラ イ マ ー ２ (５ μ M)　 　 ４ μ l
　 　 　 　  AmpliTaqポ リ メ ラ ー ゼ 　 ２ μ l
　 　 　 　  精 製 プ ラ ス ミ ド 　 　 　 　  ４ μ l
　 　 　 　  総 容 量 　 　 　 　 　 　 　 　  100μ l
プ ラ イ マ ー １ ： Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー
プ ラ イ マ ー ２ ： Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
精 製 プ ラ ス ミ ド ： Qiagen Minipreps (200× 希 釈 )で 精 製 し た pCR2.1 Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ プ ラ
ス ミ ド
PCRサ イ ク ル ：
　 　 １ - 95℃ で ４ 分 間
　 　 ２ - 95℃ で １ 分 間
　 　 ３ - 55℃ で １ 分 間
　 　 ４ - 72℃ で １ 分 間
　 　 ５ - 72℃ で ７ 分 間
　 　 ス テ ッ プ ２ ～ ４ を 30回 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】

　 PCR産 物 は 、 Qiagen社 の MinElute PCR精 製 キ ッ ト を 用 い て メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 い
精 製 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】

　 Ｖ Ｈ  PCR産 物 お よ び Rld hCγ 1wt哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー を Hind III-Spe Iで 切 断 し た ：
　 　 10× バ ッ フ ァ ー (NEBuffer2)　  ５ μ l
　 　 BSA 100× (NEB)　 　 　 　 　 　 　 0.5μ l
　 　 DNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ５ μ l
　 　 Hind III(Promega)　 　 　 　 　  ２ μ l
　 　 Spe I(NEB)　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ μ l
　 　 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 35.5μ l
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4.2　 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ

4.2.1　 制 限 酵 素 切 断



　 　 総 容 量 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 50μ l
DNA： 精 製 Ｖ Ｈ  PCR産 物 ま た は Rld hCγ 1wtベ ク タ ー (0.25mg/mlに て )
37℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
Ｖ Ｌ  PCR産 物 お よ び Rln hCκ 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー を Hind III-BsiW Iで 切 断 し た :
　 　 10× バ ッ フ ァ ー (NEBuffer2)　 ５ μ l
　 　 DNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ５ μ l
　 　 Hind III (Promega)　 　 　 　  ２ μ l
　 　 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  38μ l
　 　 総 容 量 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  50μ l
DNA： 精 製 Ｖ Ｌ  PCR産 物 ま た は Rln hCκ ベ ク タ ー (0.25mg/mlに て )
37℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
BsiW I (NEB)を ２ μ l添 加 し 、 55℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】

　 制 限 酵 素 切 断 の 産 物 を ゲ ル ロ ー デ ィ ン グ 溶 液 で 、 0.01％ 臭 化 エ チ ジ ウ ム を 含 有 す る 分 離
用 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に ロ ー ド し 、 100Vで １ 時 間 、 TAEバ ッ フ ァ ー で 泳 動 さ せ 、 Rldお よ び
Rlnベ ク タ ー な ら び に Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ  PCR断 片 の バ ン ド を 切 り 出 し た 。 100bp DNAラ ダ ー も
ゲ ル に 流 し て 、 Ｖ Ｈ 、 Ｖ Ｌ お よ び ベ ク タ ー の バ ン ド を 同 定 で き る よ う に し た 。 DNAは 、 Qia
gen 社 の QIAquick(商 標 )Gel抽 出 キ ッ ト を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 使 用 し 、 ゲ ル か
ら 抽 出 し て 精 製 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】

　 Hind III-Spe Iで 切 断 し た Ｖ Ｈ  PCR断 片 を 、 Hind III-Spe Iで 切 断 し た Rld hCγ 1wtベ
ク タ ー に 連 結 さ せ た 。   
　 Hind III-BsiW Iで 切 断 し た Ｖ Ｌ  PCR断 片 を 、 Hind III-BsiW Iで 切 断 し た Rln hCκ ベ ク
タ ー に 連 結 さ せ た 。   
　 連 結 反 応 は Promega 社 の LigaFast Rapid DNA連 結 シ ス テ ム を 使 用 し て メ ー カ ー の 使 用 説
明 書 に 従 い 、 次 の も の を 用 意 し て 行 っ た ：
Ｖ Ｈ ： 　 ベ ク タ ー :　 Hind III-Spe I切 断 し た Rld hCγ 1wt 
　 　 　  イ ン サ ー ト ： 　 Hind III-Spe I切 断 し た Ｖ Ｈ  PCR断 片
Ｖ Ｌ ： 　 ベ ク タ ー ： 　 Hind III-BsiW I切 断 し た Rln hCκ
　 　 　  イ ン サ ー ト ： 　 Hind III-BsiW I切 断 し た Ｖ Ｌ  PCR断 片
【 ０ １ ８ ２ 】

　 連 結 産 物 を DH5α コ ン ピ テ ン ト 細 胞 に 形 質 転 換 し た ：
　 200μ lの DH5α の 入 っ た バ イ ア ル を 氷 上 で 解 凍 し た 。   
　 50μ lの ア リ コ ー ト を 形 質 転 換 チ ュ ー ブ に 用 意 し た 。   
　 2μ lの 連 結 産 物 混 合 液 を 添 加 し 、 ピ ペ ッ ト の 先 端 で 穏 や か に 混 合 し 、 そ の 後 氷 上 で 30分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
　 混 合 物 を 、 振 と う せ ず に 42℃ で 45秒 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
　 そ の 後 こ れ を 氷 上 に 移 し て ２ 分 間 静 置 し た 。   
　 450μ lの SOC培 地 を 添 加 し 、 チ ュ ー ブ を 振 と う イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 37℃ に て １ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。   
　 培 養 物 100μ lを 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た Ｌ -ア ガ ー プ レ ー ト 上 に 広 げ 、 37
℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】

　 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ク ロ ー ン を 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た ５ mlの LB培 地 で 37℃
で 一 晩 培 養 し た 。   
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4.2.2　 ゲ ル 精 製

4.2.3　 連 結

4.2.4　 形 質 転 換

4.2.5　 配 列 決 定



　 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 有 す る そ れ ぞ れ Rldお よ び Rlnプ ラ ス ミ ド を 、 Qiagen社 の QI
Aprep Spin Miniprepキ ッ ト を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 使 用 す る こ と に よ り 抽 出 し
精 製 し た 。   
　 Ｖ Ｈ 領 域 は 、 Rldベ ク タ ー お よ び シ グ ナ ル 配 列 に 基 づ く フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と 、 ヒ ト C
γ 1領 域 に 基 づ く リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し た 。   
　 Ｖ Ｌ 領 域 は 、 Rlnベ ク タ ー お よ び シ グ ナ ル 配 列 に 基 づ く フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と 、 ヒ ト
Ｃ κ 領 域 に 基 づ く リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し た 。   
　 正 し い Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 配 列 を 有 す る ク ロ ー ン を 同 定 し 、 CHO細 胞 で の 発 現 の た め に プ ラ
ス ミ ド を 調 製 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】

　 15E10 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 有 す る そ れ ぞ れ Rldお よ び Rlnプ ラ ス ミ ド を 用 い て 、
CHO細 胞 を 一 過 性 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 発 現 さ せ た 。 産 生 さ れ た キ メ ラ 抗 体 を 、 rPr
otein Aセ フ ァ ロ ー ス を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 細 胞 培 養 上 清 か
ら 精 製 し 、 OSMに 対 す る 親 和 性 を 、 gp130阻 害 ELISAお よ び KB細 胞 ア ッ セ イ で 評 価 し た (下 記
参 照 )。
【 ０ １ ８ ５ 】

　 Rld-15E10 Ｖ Ｈ お よ び Rln-15E10 Ｖ Ｌ プ ラ ス ミ ド を 含 む DH5α 細 胞 を 、 100μ g/mlの ア ン
ピ シ リ ン を 添 加 し た ５ mlの LB培 地 で 、 振 と う イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 37℃ に て ８ 時 間 培 養 し
た 。   
　 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た 200mlの LB培 地 に 、 １ mlの 日 中 培 養 物 を 播 種 し 、 振
と う イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 37℃ に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
　 プ ラ ス ミ ド は 、 Qiagen社 の QIAfilter Plasmid Maxiキ ッ ト を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従
っ て 使 用 し て 抽 出 し 精 製 し た 。 得 ら れ た エ タ ノ ー ル ペ レ ッ ト を 200μ lの TEバ ッ フ ァ ー に 再
懸 濁 し 、 プ ラ ス ミ ド 濃 度 は 、 ス ト ッ ク 溶 液 を 100倍 に 希 釈 し た 後 、 260nmで の 吸 光 度 に よ り
測 定 し た 。
【 ０ １ ８ ６ 】

　 CHO細 胞 を 、 4× 175cm 2  BD Falcon組 織 培 養 フ ラ ス コ に 入 れ た 、 超 低 ウ シ 胎 仔 血 清 （ Ultr
a Low Fetal Bovine Serum） お よ び １ ％ ペ ニ シ リ ン － ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た Glut
amax-1含 有 ダ ル ベ ッ コ MEM (DMEM)培 地 で 37℃ に て コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で 培 養 し た 。   
　 各 フ ラ ス コ に つ い て 、 50ml Falconチ ュ ー ブ に 以 下 の 試 薬 を 添 加 し て ボ ル テ ッ ク ス 混 合
し た ：
　 　 Glutamax-1を 含 む Optimem １ 　 ８ ml
　 　 Rld-15E10 Ｖ Ｈ 精 製 プ ラ ス ミ ド 　 20μ g
　 　 Rln-15E10 Ｖ Ｌ 精 製 プ ラ ス ミ ド 　 20μ g
　 　 TransFastト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 　 240μ l
こ の 混 合 物 を 室 温 (RT)で 10～ 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
　 DMEM培 地 を フ ラ ス コ か ら 除 い て か ら 、 混 合 物 を ボ ル テ ッ ク ス し 、 フ ラ ス コ に 加 え た 。   
こ の 混 合 物 を 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
　 32mlの Optimemを こ の フ ラ ス コ に 添 加 し 、 37℃ で 48～ 72時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】

　 全 て の 175cm 2 フ ラ ス コ か ら の 培 地 を プ ー ル し て 、 MSE Mistral 2000で 1500rpm、 ３ 分 間
遠 心 分 離 し 、 上 清 を 500mLフ ィ ル タ ー シ ス テ ム 0.22μ m CAに 通 し た 。   
　 抗 体 は 清 澄 化 し た 上 清 か ら Amersham Biosciences社 製 の Akta Explorerで Unicornソ フ ト
ウ ェ ア を 使 用 し て 精 製 し た 。   
　 使 用 し た カ ラ ム は １ mlの HiTrap rProtein Aセ フ ァ ロ ー ス FFで あ っ た 。   
流 速 を １ ml/minと し た 。   
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4.3　 CHO細 胞 に お け る キ メ ラ 抗 体 発 現

4.3.1　 プ ラ ス ミ ド 精 製

4.3.2　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

4.3.3　 キ メ ラ 抗 体 の 精 製



　 カ ラ ム を 10CVの ダ ル ベ ッ コ PBSで 平 衡 化 し て か ら 、 ポ ン プ Ａ か ら 清 澄 化 上 清 を ロ ー ド し
た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 カ ラ ム を 20CVの ダ ル ベ ッ コ PBSで 洗 浄 し 、 ポ ン プ Ａ を 洗 浄 し て 洗 浄 液 を そ の ま ま 流 し 、
さ ら に 10CVの ダ ル ベ ッ コ PBSを カ ラ ム に 通 す こ と で 上 清 の 完 全 な ク リ ア ラ ン ス を 確 か な も
の と し た 。   
　 抗 体 を 10CVの ImmunoPure IgG溶 出 バ ッ フ ァ ー (Pierce)で 溶 出 さ せ 、 100μ lの １ M Trizma
-HCl pH8.0中 和 バ ッ フ ァ ー を 含 む １ ml画 分 と し て 回 収 し た 。   
　 カ ラ ム を 5CVの ダ ル ベ ッ コ PBSで 再 度 平 衡 化 し た 。   
　 溶 出 画 分 中 の 抗 体 は 、 10倍 容 量 の ImmunoPure IgG溶 出 バ ッ フ ァ ー ＋ １ 倍 容 量 の １ M Triz
ma-HCl pH8.0を 含 む ブ ラ ン ク 溶 液 に 対 し て 280nmで の 吸 光 度 を 読 み 取 る こ と に よ り 定 量 し
、 十 分 な 量 の 純 粋 な 抗 体 を 含 む 画 分 を プ ー ル し 、 100μ lの ア リ コ ー ト と し て － 20℃ で 貯 蔵
し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】

　 精 製 し た 15E10お よ び 10D3(下 記 参 照 )キ メ ラ 抗 体 を 、 gp130阻 害 ELISAお よ び KB細 胞 ア ッ
セ イ で 解 析 し て 、 こ れ ら の キ メ ラ 抗 体 が ヒ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル OSM(hOSMお よ び cOSM)を
中 和 す る 能 力 を 調 べ た 。 gp130阻 害 ELISAお よ び KB細 胞 ア ッ セ イ の プ ロ ト コ ル を 以 下 に 示 す
。
【 ０ １ ９ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 15E10お よ び 10D3キ メ ラ 抗 体 は ど ち ら も 、 gp130阻 害 ELISA(図 ２ )お よ び KB細 胞 ア ッ セ イ (
図 ３ )に お い て hOSMお よ び cOSMを 中 和 し た 。 キ メ ラ 抗 体 15E10の カ ニ ク イ ザ ル OSMに 対 す る
親 和 性 は 、 キ メ ラ 抗 体 10D3の そ れ よ り も 強 く 、 こ れ は 親 マ ウ ス 抗 体 に つ い て 観 察 さ れ た の
と 同 様 で あ っ た 。 キ メ ラ 抗 体 は ど ち ら も 曲 線 的 な プ ロ フ ァ イ ル を 示 し 、 親 マ ウ ス 抗 体 と 似
た IC50値 を 示 し た (表 １ )。 カ ニ ク イ ザ ル OSM(cOSM)の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び cDNA配 列 を 、 そ
れ ぞ れ 配 列 番 号 63お よ び 配 列 番 号 64に 示 す ；
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4.4　 キ メ ラ 抗 体 の 解 析



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 こ の 結 果 か ら 、 正 し い 15E10可 変 領 域 が 確 か に ク ロ ー ニ ン グ さ れ て お り 、 ヒ ト お よ び カ
ニ ク イ ザ ル OSMの サ イ ト IIに 結 合 可 能 な 抗 原 結 合 性 キ メ ラ 抗 体 を も た ら し た こ と が 確 認 さ
れ る 。 こ う し て 15E10可 変 重 鎖 お よ び 軽 鎖 ド メ イ ン は 今 や ヒ ト 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】

　 15E10 Ｖ Ｈ ア ミ ノ 酸 配 列 と 最 も 相 同 性 の 高 い 15種 類 の マ ウ ス 配 列 、 お よ び 同 Ｖ Ｌ ア ミ ノ
酸 配 列 と 最 も 相 同 性 の 高 い 10種 類 の マ ウ ス 配 列 を 、 ペ プ チ ド デ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る こ と
に よ り 同 定 し た 。   
　 15E10 Ｖ Ｈ ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 デ ー タ ベ ー ス 検 索 か ら の 全 15種 類 の マ ウ ス 配 列 と 比 較 し 、
次 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 が 重 要 で あ る こ と を 特 定 し た ：
位 置 　 　 　 　 　 　 15E10 Ｖ Ｈ 　 　 　 マ ウ ス 　 　 　 出 現 頻 度
75 　 　 　 　 　 　 　 Ｒ 　 　 　 　 　 　 　 Ｋ 　 　 　 　 　 15/15
105　 　 　 　 　 　 　 Ｔ 　 　 　 　 　 　 　 Ｑ 　 　 　 　 　 14/15
位 置 は Kabatら の ナ ン バ リ ン グ シ ス テ ム (上 述 )に 従 っ た も の で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 15E10 Ｖ Ｌ ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 デ ー タ ベ ー ス 検 索 か ら の 全 10種 類 の マ ウ ス 配 列 と 比 較 し 、
次 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 が 重 要 で あ る こ と を 特 定 し た ：
位 置 　 　 　 　 　 　 15E10 Ｖ Ｌ 　 　 　 マ ウ ス 　 　 　 　 出 現 頻 度
９ 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ 　 　 　 　 　 　 　 Ａ 　 　 　 　 　 8/10
38　 　 　 　 　 　 　 　 Ｅ 　 　 　 　 　 　 　 Ｑ 　 　 　 　 　 10/10
49　 　 　 　 　 　 　 　 Ｅ 　 　 　 　 　 　 　 Ｙ 　 　 　 　 　 10/10
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5.1.1　 マ ウ ス デ ー タ ベ ー ス の 検 索



60　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ 　 　 　 　 　 　 　 Ｖ 　 　 　 　 　 10/10
【 ０ １ ９ ３ 】

　 15E10 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ フ レ ー ム ワ ー ク と 最 も 相 同 性 の 高 い ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 を 、
EasyBlastを 用 い て ペ プ チ ド デ ー タ ベ ー ス か ら 同 定 し た 。   
　 15E10 Ｖ Ｈ に つ い て は ２ 組 の ヒ ト 配 列 を 同 定 し た ：
グ ル ー プ Ａ と し て 次 の フ レ ー ム ワ ー ク を ヒ ト 化 用 に 選 択 し た ：
　
　
　
　
　
CDRを 下 線 で 示 す 。
【 ０ １ ９ ４ 】
グ ル ー プ Ｂ と し て 次 の フ レ ー ム ワ ー ク を ヒ ト 化 用 に 選 択 し た ：
　
　
　
CDRを 下 線 で 示 す 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 以 下 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 、 親 和 性 を 回 復 さ せ る の に お そ ら く 重 要 な も の と し て 特 定
さ れ 、 逆 変 異 さ せ る 必 要 が あ る か も し れ な い ：
位 置 (Kabatナ ン バ リ ン グ )　 　 15E10 Ｖ Ｈ 　 　 グ ル ー プ Ａ 　 　 　 グ ル ー プ Ｂ
27　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｆ 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ 　 　 　 　 　 　 　 Ｆ
28　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ
29　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ 　 　 　 　 　 　 　 Ｉ 　 　 　 　 　 　 　 Ｆ
30　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ
48　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ 　 　 　 　 　 　 　 Ｉ 　 　 　 　 　 　 　 Ｖ
49　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ 　 　 　 　 　 　 　 Ａ
67　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ 　 　 　 　 　 　 　 Ｖ 　 　 　 　 　 　 　 Ｆ
71　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｋ 　 　 　 　 　 　 　 Ｖ 　 　 　 　 　 　 　 Ｒ
73　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ
78　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖ 　 　 　 　 　 　 　 Ｆ 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ
94　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｋ 　 　 　 　 　 　 　 Ｒ 　 　 　 　 　 　 　 Ｒ
【 ０ １ ９ ６ 】
　 種 々 の 逆 変 異 を 有 す る ８ 種 類 の ヒ ト 化 Ｖ Ｈ 構 築 物 を 設 計 し た が 、 こ の と き ４ 種 類 は グ ル
ー プ Ａ の ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク (A1、 A2、 A3お よ び A4)に 基 づ き 、 ４ 種 類 は グ ル ー プ Ｂ の ヒ ト
フ レ ー ム ワ ー ク (B1、 B2、 B3お よ び B4)に 基 づ く も の で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 15E10 Ｖ Ｌ に つ い て １ 組 の ヒ ト 配 列 を 同 定 し 、 次 の 配 列 を ヒ ト 化 用 に 選 択 し た ：
　
　
　
CDRを 下 線 で 示 す 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 以 下 の 残 基 は 、 親 和 性 を 回 復 さ せ る の に お そ ら く 重 要 な も の と し て 特 定 さ れ 、 逆 変 異 さ
せ る 必 要 が あ る か も し れ な い ：
位 置 (Kabatナ ン バ リ ン グ )　 　 15E10 Ｖ Ｌ 　 　 　 ヒ ト Ｖ Ｌ

49　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｅ 　 　 　 　 　 　 　 Ｙ
71　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｙ 　 　 　 　 　 　 　 Ｆ
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5.1.2　 ヒ ト デ ー タ ベ ー ス の 検 索



【 ０ １ ９ ９ 】
　 ２ 種 類 の 構 築 物 を 設 計 し た 。 一 方 は そ の ま ま 直 接 グ ラ フ ト し た も の (L1)で あ り 、 他 方 は
両 方 の 残 基 に 逆 変 異 を 導 入 し た も の (L2)で あ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ １ 】
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　 ヒ ト 化 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 構 築 物 は 、 制 限 酵 素 部 位 （ Rldお よ び Rln哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー に
ク ロ ー ニ ン グ す る た め ） お よ び ヒ ト シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る 重 複 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
組 み 立 て る こ と に よ り de novoで 作 製 し た 。 ヒ ト γ 1野 生 型 定 常 領 域 を 含 む Rldに ク ロ ー ニ
ン グ す る た め に 、 ヒ ト シ グ ナ ル 配 列 を 含 む Ｖ Ｈ ド メ イ ン を 挟 む よ う に Hind IIIお よ び Spe 
I制 限 部 位 を 導 入 し た 。 ヒ ト κ 定 常 領 域 を 含 む Rlnに ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 、 ヒ ト シ グ ナ
ル 配 列 を 含 む Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 挟 む よ う に Hind IIIお よ び BsiW I制 限 部 位 を 導 入 し た 。 ヒ ト
シ グ ナ ル 配 列 ： MGWSCIILFLVATATGVHS (配 列 番 号 39)
８ 種 類 の ヒ ト 化 Ｖ Ｈ 構 築 物 お よ び ２ 種 類 の ヒ ト 化 Ｖ Ｌ 構 築 物 を 設 計 し た 。 こ れ ら か ら は 16
種 類 の 異 な る 鎖 の 組 み 合 わ せ が あ り 得 る 。 可 変 領 域 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 組 立 て は 時 間 を
要 す る こ と か ら 、 Ｖ Ｈ ド メ イ ン に つ い て は 最 も 少 な く お よ び 最 も 多 く 逆 変 異 を 行 っ た 構 築
物 (A1、 A4、 B1お よ び B4)の み を 最 初 に 調 製 し 、 ２ 種 類 の ヒ ト 化 Ｖ Ｌ 構 築 物 と 組 み 合 わ せ て
ヒ ト 化 抗 体 を 製 造 す る こ と に し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 最 小 限 18塩 基 の 重 複 を 有 す る 60塩 基 長 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 10種 類 を 組 立 て 用 に 設 計 し
た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】

　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ー ル し た 溶 液 は 、 100μ Mの 濃 度 の 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ス ト
ッ ク 溶 液 ５ μ lか ら 調 製 し た 。 重 複 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 組 立 て る こ と に よ る ヒ ト 化
Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 遺 伝 子 の 合 成 は 、 概 ね Stemmer WPら  (1995) Gene 164(1):49-53に 従 い 、 E
rtl PFら  (2003) Methods 31:199-206に 記 載 の ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】

　 　 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 41.5μ l
　 　 10× ProofStart PCRバ ッ フ ァ ー 　 　 　 　  5μ l
　 　 dNTP (10mM)　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  1.5μ l
　 　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル 　 　 　 　 　 　  １ μ l
　 　 ProofStart DNAポ リ メ ラ ー ゼ 　 　 　 　 　  １ μ l
　 　 総 容 量 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 50μ l
ア セ ン ブ リ PCRサ イ ク ル ：
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ - 94℃ で ２ 分 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ - 94℃ で 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ - 40℃ で ２ 分 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４ - 72℃ で 10秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ５ - 94℃ で 15秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ６ - 40℃ で 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ７ - 72℃ で 20秒 間 ＋ 3秒 /サ イ ク ル
　 　 　 　 　 　 　 　 　 ス テ ッ プ ４ ～ ７ は 25回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】

　 プ ラ イ マ ー １ お よ び ２ は 、 ア セ ン ブ リ PCRに 用 い た 最 も 上 流 側 お よ び 下 流 側 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド で あ る 。 回 収 PCRは 完 全 な Ｖ 遺 伝 子 の 増 幅 を 可 能 に す る 。   
回 収 PCR反 応 ：
　 　 水 　 　 　 　 　 　  　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 42μ l
　 　 10xProofStart PCR バ ッ フ ァ ー 　 　 　  ４ μ l
　 　 dNTP (10mM)　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  1.5μ l
　 　 プ ラ イ マ ー １ (100μ M)　 　 　 　 　 　 　 0.5μ l
　 　 プ ラ イ マ ー ２ (100μ M)　 　 　 　 　 　 　 0.5μ l
　 　 ア セ ン ブ リ PCR反 応 　 　 　 　 　 　 　 　  １ μ l
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5.2　 15E10の ヒ ト 化

5.2.1　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 組 立 て

5.2.1.1　 ア セ ン ブ リ ー PCR反 応 ：

5.2.1.2　 回 収 PCR



　 　 ProofStart DNAポ リ メ ラ ー ゼ 　 　 　 　 0.5μ l
　 　 総 容 量 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  50μ l

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 プ ラ イ マ ー １ 　 　 　 　 　 プ ラ イ マ ー ２
15E10-A1/A4　 　 　 　 　 15E10-A4-U1　 　 　 　 　 　 15E10-A4-L1
15E10-B1　 　 　 　 　 　  15E10-B1-U1　 　 　 　 　 　 15E10-B1-L1
15E10-B4　 　 　 　 　 　  15E10-B1-U1　 　 　 　 　 　 15E10-B4-L1
15E10-L1/L2　 　 　 　 　 15E10-L1-U1　 　 　 　 　 　 15E10-L1-L1

回 収 PCRサ イ ク ル ： 　 １ - 94℃ で ２ 分 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ - 94℃ で 45秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ - 60℃ で 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４ - 72℃ で ２ 分 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ５ - 72℃ で ４ 分 間
ス テ ッ プ ２ ～ ４ を 25回 繰 り 返 し た 。   
　 回 収 PCR産 物 は Qiagen社 の MinElute PCR精 製 キ ッ ト を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 使
用 す る こ と に よ り 精 製 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】

　 ヒ ト 化 15E10 Ｖ Ｈ 構 築 物 の A1、 A4、 B1お よ び B4を Hind III－ Spe Iで 切 断 し 、 ２ 種 類 の
ヒ ト 化 15E10 Ｖ Ｌ を Hind III－ BsiW Iで 切 断 し た が 、 こ れ は 上 記 4.2.1に 記 載 し た よ う に
行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】

　 制 限 酵 素 切 断 の 産 物 を 、 上 記 4.2.2に 記 載 し た よ う に 精 製 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】

　 Hind III－ Spe I切 断 し た 15E10ヒ ト 化 Ｖ Ｈ 断 片 を Hind III－ Spe I切 断 し た Rld hCγ 1wt
ベ ク タ ー 内 に 連 結 し た 。   
　 Hind III－ BsiW I切 断 し た 15E10ヒ ト 化 Ｖ Ｌ 断 片 を Hind III－ BsiW I切 断 し た Rln hCκ
ベ ク タ ー 内 に 連 結 し た 。   
　 連 結 反 応 は 、 Promega社 の LigaFast Rapid DNA連 結 シ ス テ ム を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に
従 っ て 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】

　 上 記 4.2.5と 同 様 に 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】

　 各 反 応 プ レ ー ト か ら の コ ロ ニ ー を 、 100μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た ５ mlの LB培 地 で 3
7℃ に て 一 晩 培 養 し た 。   
　 プ ラ ス ミ ド を 、 Qiagen社 の QIAprep Spin Miniprepキ ッ ト を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従
っ て 使 用 す る こ と に よ り 抽 出 し て 精 製 し 、 上 記 4.2.5に 記 載 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決
定 し た 。   
　 正 し い ヒ ト 化 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 配 列 を 有 す る ク ロ ー ン を 同 定 し 、 CHO細 胞 で の 発 現 の た め
に プ ラ ス ミ ド を 調 製 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】

　 ４ 種 類 の ヒ ト 化 Ｖ Ｈ 構 築 物 (A1、 A4、 B1お よ び B4)な ら び に ２ 種 類 の ヒ ト 化 Ｖ Ｌ 構 築 物 (L
1お よ び L2)を Rld hCγ 1wtお よ び Rln hCκ 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー 内 に 調 製 し た 。 ８ 種 類 の
プ ラ ス ミ ド の 重 鎖 － 軽 鎖 組 み 合 わ せ (A1L1、 A1L2、 A4L2、 B1L2、 B4L1お よ び B4L2)を CHO細
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5.2.2　 制 限 酵 素 切 断

5.2.3　 ゲ ル 精 製

5.2.4　 連 結

5.2.5　 形 質 転 換

5.2.6　 配 列 決 定

６ ． CHO細 胞 に お け る ヒ ト 化 抗 体 の 発 現



胞 内 に 一 過 性 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 小 ス ケ ー ル で 発 現 さ せ て ８ 種 類 の 異 な る ヒ ト 化
抗 体 を 得 た 。 産 生 さ れ た 上 清 中 の 抗 体 を gp130阻 害 ELISAで 解 析 し た (下 記 参 照 )。
【 ０ ２ １ ２ 】

　 セ ク シ ョ ン ６ の プ ラ ス ミ ド の い ず れ か １ 種 を 含 む DH5α 細 胞 を 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ
ン を 添 加 し た ５ mlの LB培 地 で 、 振 と う イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 37℃ に て ８ 時 間 培 養 し た 。 10
0μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た 200mlの LB培 地 に 、 １ mlの 日 中 培 養 物 (day culture)を
播 種 し 、 振 と う イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 37℃ に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
　 プ ラ ス ミ ド は 、 Qiagen社 の QIAfilter Plasmid Maxiキ ッ ト を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従
っ て 使 用 し て 抽 出 し 、 精 製 し た 。 得 ら れ た エ タ ノ ー ル ペ レ ッ ト を 200μ lの TEバ ッ フ ァ ー に
再 懸 濁 し 、 プ ラ ス ミ ド 濃 度 は 、 ス ト ッ ク 溶 液 を 100倍 に 希 釈 し た 後 、 260nmで の 吸 光 度 に よ
り 測 定 し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】

　 10 6 個 の CHO細 胞 を Corning Costar 3506 6ウ ェ ル プ レ ー ト の ９ ウ ェ ル に 播 種 し 、 超 低 ウ
シ 胎 仔 血 清 お よ び １ ％ ペ ニ シ リ ン － ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た Glutamax-1含 有 ダ ル ベ
ッ コ MEM (DMEM)培 地 で 37℃ に て 一 晩 培 養 し た 。   
　 各 ウ ェ ル に つ い て 、 以 下 の 試 薬 を ５ mlの Bijou内 に ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し な が ら 添 加 し た
：
　 　 Glutamax-1含 有 Optimem １  　 　 １ ml
　 　 ヒ ト 化 Ｖ Ｈ を 担 う プ ラ ス ミ ド 　 　 ５ μ g
　 　 ヒ ト 化 Ｖ Ｌ を 担 う プ ラ ス ミ ド 　 　 ５ μ g
　 　 TransFastト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 　 　 30μ g
各 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 反 応 は 異 な る 組 み 合 わ せ の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 を 含 む よ う に し た 。 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 室 温 で 10～ 15分 間 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 DMEM培 地 を ウ ェ ル か ら 除 去 し て か ら 、 混 合 物 を ボ ル テ ッ ク ス し 、 適 当 な ウ ェ ル に 加 え た
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 37℃ で １ 時 間 行 っ た 。   
各 ウ ェ ル に ２ mlの Optimemを 添 加 し 、 37℃ で 48～ 72時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】

　 各 ウ ェ ル か ら 培 地 を 回 収 し 、 Eppendorf 5415R卓 上 型 遠 心 分 離 機 を 用 い て 13000rpmで １
分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 0.2μ mの Pall Acrodisc 25mm型 シ リ ン ジ ・ フ ィ ル タ ー に 通 し た 。
８ 種 類 の ヒ ト 化 抗 体 (４ 種 類 は グ ル ー プ Ａ の ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク に 基 づ き 、 ４ 種 類 は グ ル
ー プ Ｂ の ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク に 基 づ く )お よ び 15E10キ メ ラ 抗 体 を 、 gp130阻 害 ELISAに て 解
析 し 、 hOSMお よ び cOSMを 中 和 す る 能 力 に つ い て 調 べ た (図 ４ 参 照 )。
【 ０ ２ １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
IC50値 を μ g/mlで 示 す
Ｎ Ａ ： 阻 害 は 50％ 未 満 で あ っ た
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6.1　 プ ラ ス ミ ド 精 製

6.2　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

6.3　 ヒ ト 化 抗 体 の 解 析



【 ０ ２ １ ７ 】
　 発 現 さ れ た ヒ ト 化 抗 体 に 含 ま れ る 逆 変 異 の レ ベ ル は 、 gp130阻 害 ELISAに お い て 、 ヒ ト お
よ び カ ニ ク イ ザ ル OSMに 対 し て 直 接 的 な 影 響 を 及 ぼ し た 。 逆 変 異 の 最 も 少 な い 抗 体 (B1L1)
は カ ニ ク イ ザ ル OSMに 対 し て 検 出 可 能 な 親 和 性 を 示 さ ず 、 ヒ ト OSMに 対 し て も バ ッ ク グ ラ ン
ド よ り わ ず か に 高 い 親 和 性 し か 示 さ な か っ た 。 一 方 、 逆 変 異 の 最 も 多 い 抗 体 (B4L2)が ヒ ト
お よ び カ ニ ク イ ザ ル OSMに 対 し て 示 し た 親 和 性 は 、 キ メ ラ 15E10抗 体 の そ れ と 少 な く と も 同
程 度 で あ っ た 。 逆 変 異 さ れ た 軽 鎖 を 含 む ２ 種 類 の ヒ ト 化 抗 体 は 、 直 接 グ ラ フ ト さ れ た 軽 鎖
を 含 む ２ 種 類 の ヒ ト 化 抗 体 よ り も 強 い 親 和 性 を 示 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ヒ ト グ ル ー プ Ａ フ レ ー ム ワ ー ク に 基 づ く ４ 種 類 の ヒ ト 化 抗 体 は い ず れ も gp130阻 害 ELISA
に お い て 阻 害 シ グ ナ ル を 示 さ な か っ た 。 事 実 、 こ れ ら の 抗 体 は い ず れ も 完 全 ヒ ト IgG1抗 体
に つ い て の ELISAで 検 出 す る こ と が で き な か っ た (こ の ELISAで は 、 ヒ ト γ 重 鎖 に 対 す る ヤ
ギ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 捕 捉 抗 体 と し 、 ヒ ト κ 軽 鎖 に 対 す る ヤ ギ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 検 出 抗 体 と し た )。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 こ れ ら ４ 種 類 の 抗 体 を 含 む 上 清 を 、 ヒ ト IgG重 鎖 特 異 的 お よ び 軽 鎖 特 異 的 ELISAで さ ら に
解 析 し た と こ ろ 、 両 ア ッ セ イ と も 陽 性 の シ グ ナ ル を 示 し た 。 い ず れ の ELISAで も 捕 捉 抗 体
は ヒ ト IgG重 鎖 お よ び 軽 鎖 に 対 す る ヤ ギ 抗 体 を 使 用 し 、 一 方 検 出 抗 体 は 重 鎖 特 異 的 ELISAで
は ヒ ト IgGγ 鎖 に 対 す る 抗 体 を 使 用 し 、 軽 鎖 特 異 的 ELISAで は ヒ ト IgGκ 鎖 に 対 す る 抗 体 を
使 用 し た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 重 鎖 が グ ル ー プ Ａ ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク か ら 設 計 さ れ た ヒ ト 化 抗 体 は
、 重 鎖 と 軽 鎖 を 発 現 す る も の の 、 ２ つ の 鎖 は 効 果 的 に 機 能 す る 抗 体 を も た ら す よ う に 組 み
合 わ さ ら な い こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 ヒ ト グ ル ー プ Ｂ フ レ ー ム ワ ー ク (B4)に 基 づ く 最 も 多 く 逆 変 異 さ せ た Ｖ Ｈ 構 築 物 と 、 逆 変
異 さ せ た 軽 鎖 (L2)と の 組 み 合 わ せ が 、 最 も 強 力 な ヒ ト 化 抗 体 で あ る こ と が 明 ら か に さ れ た
。 グ ル ー プ Ｂ 由 来 の Ｖ Ｈ を 含 む ３ 種 類 の ヒ ト 化 抗 体 (B2L2、 B3L2お よ び B4L2)を 作 製 し 、 精
製 し 、 解 析 し て 、 候 補 選 択 に 最 も 適 し た ヒ ト 化 抗 体 を 決 定 し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】

　 ２ 種 類 の ヒ ト 化 構 築 物 B2お よ び B3を 上 記 5.2.1～ 5.2.6に 記 載 し た よ う に 調 製 し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】

　 ３ 種 類 の ヒ ト 化 Ｖ Ｈ を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド (B2、 B3お よ び B4)を 、 最 も 多 く 逆 変 異 さ せ た
ヒ ト 化 Ｖ Ｌ を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド (L2)(セ ク シ ョ ン ６ よ り )と 組 み 合 わ せ て 、 CHO細 胞 に 一
過 性 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 発 現 さ せ た 。 産 生 さ れ た ３ 種 類 の ヒ ト 化 抗 体 を 、 rProte
in Ａ セ フ ァ ロ ー ス を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 細 胞 培 養 上 清 か ら
精 製 し 、 そ れ ら の OSMに 対 す る 親 和 性 を 、 gp130阻 害 ELISAお よ び KB細 胞 ア ッ セ イ に よ り 15E
10キ メ ラ 抗 体 を 対 照 と し て 使 用 し 、 評 価 し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 プ ラ ス ミ ド 精 製 は 上 記 4.3.1の よ う に 行 っ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 上 記 4.3.2の よ う
に 行 っ た 。 ヒ ト 化 抗 体 の 精 製 は 上 記 4.3.3に 記 載 し た よ う に 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】

　 セ ク シ ョ ン 6.5の 精 製 さ れ た ヒ ト 化 抗 体 を 、 gp130阻 害 ELISAお よ び KB細 胞 ア ッ セ イ (下 記
参 照 )を 用 い て 、 そ れ ら が ヒ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル OSMを 中 和 す る 能 力 を 解 析 し た 。 ア ッ セ
イ は 種 々 の 供 給 源 か ら の ヒ ト OSM、 特 に CHOに よ り 産 生 さ れ た OSM、 CHOに よ り 産 生 さ れ た OS
M＋ 25％ の ヒ ト AB血 清 、 好 中 球 OSMお よ び RA患 者 の 滑 液 OSMに つ い て 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
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6.4　 上 記 6.3の ヒ ト 化 Ｖ Ｈ 構 築 物 の 調 製

6.5　 CHO細 胞 に お け る ヒ ト 化 抗 体 の 発 現

6.6　 セ ク シ ョ ン 6.5の ヒ ト 化 抗 体 の 解 析



　 gp130阻 害 ELISA： 実 験 デ ー タ は 図 ５ ～ 図 10に 示 す 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 KB細 胞 ア ッ セ イ ： 実 験 デ ー タ は 図 11～ 図 16に 示 す 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 ヒ ト 化 抗 体 (B3L2お よ び B4L2)が 15E10キ メ ラ 抗 体 と 同 程 度 の 効 力 を 有
し 、 ヒ ト 化 抗 体 B2L2よ り も 高 い 効 力 を 有 す る こ と を 示 し て い る 。 こ の こ と は 、 ヒ ト 化 戦 略
、 特 に 逆 変 異 の 選 択 が 、 結 果 的 に 抗 原 に 対 す る 親 和 性 の 完 全 な 回 復 を も た ら し た こ と を 示
し て い る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 B4の Ｖ Ｈ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLEWVAVIWRGGSTDYNAAFMSRLTISKDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAKSPNSNFYWYFDVWGRGTLVTVSS
(配 列 番 号 21)で あ り 、 Ｖ Ｌ 鎖 の そ れ は 配 列 番 号 12で あ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 配 列 番 号 21の Ｖ Ｈ 鎖 お よ び 配 列 番 号 12の Ｖ Ｌ 鎖 を 含 む 治 療 用 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ
ラ グ メ ン ト は 、 本 発 明 の 競 合 抗 体 と 見 な す こ と が で き 、 従 っ て 本 発 明 の 一 実 施 形 態 を 成 す
。
【 ０ ２ ３ １ 】

　 ヒ ト 化 抗 体 B3L2を 15E10キ メ ラ 抗 体 お よ び 親 マ ウ ス 抗 体 と 比 較 し た が 、 こ れ は ヒ ト お よ
び カ ニ ク イ ザ ル OSMを 標 的 抗 原 と し て 使 用 す る gp130阻 害 ELISAお よ び KB細 胞 ア ッ セ イ (下 記
参 照 )に よ り 行 っ た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 定 常 重 鎖 に ２ つ の 点 突 然 変 異 (235位 の Leuと 237位 の Glyが Alaで 置 換 さ れ る )を 有 す る ヒ
ト 化 B3L2抗 体 を 設 計 し 、 CHO細 胞 で 発 現 さ せ 、 精 製 し た 。 こ れ ら の 突 然 変 異 は 抗 体 が エ フ
ェ ク タ ー 機 能 に 関 わ る 能 力 、 特 に 補 体 因 子 を 動 員 す る 能 力 を 低 下 さ せ る 。 イ ン タ ク ト な 重
鎖 を 有 す る 候 補 ヒ ト 化 抗 体 B3L2を B3L2 wt(野 生 型 )と 言 い 、 一 方 、 突 然 変 異 さ せ た B3L2抗
体 を 図 17～ 図 19で は B3L2変 異 体 と 呼 ぶ 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
IC50値 は μ g/mlで 示 し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 ヒ ト 化 B3L2抗 体 が 親 マ ウ ス 抗 体 15E10と 同 程 度 の 効 力 を 有 す る こ と
が 確 認 さ れ た 。   
　 ヒ ト 化 B3L2重 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 11に 示 し 、 ヒ ト 化 B3L2軽 鎖 の そ れ を 配 列 番 号
12に 示 す 。
【 ０ ２ ３ ５ 】

　 ハ イ ブ リ ド ー マ 10D3は 上 記 実 施 例 １ に 詳 述 し た よ う に 作 製 し た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
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6.7　 B3L2ヒ ト 化 抗 体 と キ メ ラ 抗 体 お よ び 親 マ ウ ス 抗 体 と の 比 較

実 施 例 ７ 　 抗 体 10D3
7.1　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製



　 ク ロ ー ン 10D3ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 全 RNAを 抽 出 し 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の c
DNAを 逆 転 写 に よ り 生 成 さ せ た が 、 こ れ に は マ ウ ス ・ リ ー ダ ー 配 列 お よ び あ ら か じ め 決 定
さ れ た ア イ ソ タ イ プ (IgG1/κ )の 抗 体 定 常 領 域 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。 重 鎖 お
よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の cDNAを そ の 後 、 配 列 決 定 す る た め に pCR2.1ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン
グ し た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】

　 全 RNAは 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ・ ク ロ ー ン 10D3の 10 6 個 の 細 胞 の ペ レ ッ ト か ら 、 Promega社 の S
V Total RNA Isolation Systemを 用 い て メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 い 抽 出 し た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】

　 RNAを 逆 転 写 し て 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の cDNAを 生 成 さ せ た が 、 こ れ に は マ ウ
ス ・ リ ー ダ ー 配 列 お よ び マ ウ ス IgGγ 2a/κ 定 常 領 域 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。 使
用 し た プ ラ イ マ ー の 混 合 物 は Jones ST and Bendig MM Bio/technology 9:88-89 (1991)に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 マ ウ ス Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ リ ー ダ ー 配 列 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は 50μ Mに 調 製 し た 。 マ ウ ス
γ 2aお よ び κ 定 常 領 域 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 溶 液 も 50μ Mに 調 製 し た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

　 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る RNAの 逆 転 写 は 、 Promega社 の Access RT-PCR Syst
emを 用 い て メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 い ２ 回 反 復 し て 行 っ た 。 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ フ ォ ワ ー ド
お よ び リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー は 上 記 の も の を 用 い た 。
【 ０ ２ ４ １ 】

　 RT-PCR (2× Ｖ Ｈ お よ び ２ × Ｖ Ｌ )の 産 物 を ゲ ル ロ ー デ ィ ン グ 溶 液 で 0.01％ 臭 化 エ チ ジ ウ
ム を 含 有 す る 分 離 用 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に ロ ー ド し 、 100Vで １ 時 間 、 TAEバ ッ フ ァ ー で 泳
動 さ せ 、 V領 域 の バ ン ド を 切 り 出 し た 。 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ バ ン ド を 同 定 で き る よ う に 、 100bp
 DNAラ ダ ー も ゲ ル に 流 し た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 DNA断 片 は 、 Qiagen 社 の QIAquick T M  Gel抽 出 キ ッ ト を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 使
用 し て ゲ ル か ら 抽 出 し 、 精 製 し た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】

　 精 製 し た RT-PCR断 片 (2× Ｖ Ｈ お よ び ２ × Ｖ Ｌ )は 、 Invitrogen社 の TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ
ト を 用 い て メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 い pCR2.1ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】

　 連 結 し た プ ラ ス ミ ド を TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト の 説 明 書 に 従 い 、 TOP10F'細 胞 に 形 質 転 換
し た 。 50μ lお よ び 200μ lの 形 質 転 換 細 胞 を 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含 有 す る Ｌ -ア
ガ ー プ レ ー ト 上 に 広 げ 、 500mMの IPTG溶 液 ８ μ lお よ び DMF中 の 50mg/ml X-Gal溶 液 16μ lで
コ ー テ ィ ン グ し た 。 プ レ ー ト を 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】

　 ５ 個 の 白 い コ ロ ニ ー を 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た ５ mlの LB培 地 で 37℃ に て
一 晩 培 養 し た 。   
　 10D3の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 有 す る pCR2.1プ ラ ス ミ ド は 、 Qiagen QIAprep Spin 
Miniprepキ ッ ト を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 使 用 す る こ と に よ り 抽 出 し 精 製 し た 。   
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7.2　 ク ロ ー ン 10D3の 可 変 領 域 の ク ロ ー ニ ン グ

7.2.1　 RNA抽 出

7.2.2　 逆 転 写

7.2.3　 逆 転 写 PCR(RT-PCR)

7.3　 上 記 7.2.3の PCR産 物 の ク ロ ー ニ ン グ
7.3.1　 ゲ ル 精 製

7.3.2　 連 結

7.3.3　 形 質 転 換

7.3.4　 配 列 決 定



　 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン は T7、 M13フ ォ ワ ー ド お よ び M13リ バ ー ス ・ プ ラ イ マ ー を 用 い て
配 列 決 定 し た 。   
10D3 Ｖ Ｈ ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 (２ つ の RT-PCR反 応 か ら 得 ら れ た 10個 の ク ロ ー ン で 一 致 )
： 配 列 番 号 46
10D3 Ｖ Ｌ ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 (２ つ の RT-PCR反 応 か ら 得 ら れ た 10個 の ク ロ ー ン で 一 致 )
： 配 列 番 号 47
【 ０ ２ ４ ６ 】

　 上 記 7.3.4の 親 マ ウ ス Ｖ 領 域 を ヒ ト IgG1/k野 生 型 Ｃ 領 域 に グ ラ フ ト し た も の か ら な る キ
メ ラ 抗 体 を 、 正 し い マ ウ ス Ｖ 領 域 の ク ロ ー ニ ン グ を 確 認 す る た め 、 お よ び ヒ ト 化 構 築 物 を
試 験 す る と き に 対 照 と し て 使 用 す る た め に 設 計 し た 。 キ メ ラ 抗 体 は CHO細 胞 で 発 現 さ せ 、
精 製 し 、 gp130阻 害 ELISAお よ び KB細 胞 ア ッ セ イ に お い て OSMサ イ ト IIに 対 す る 親 和 性 に つ
い て 試 験 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ し た マ ウ ス Ｖ 領 域 は PCRで 増 幅 す る こ と に よ り 、 哺 乳 動 物 発
現 ベ ク タ ー Rldお よ び Rlnに ク ロ ー ニ ン グ す る の に 必 要 な 制 限 酵 素 部 位 を 導 入 し た 。 Hind I
IIお よ び Spe I部 位 は 、 Ｖ Ｈ ド メ イ ン を 挟 み 、 ヒ ト γ １ 野 生 型 Ｃ 領 域 を 含 む 改 変 Rldベ ク タ
ー へ の ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 に す る た め に 設 計 さ れ た 。 Hind IIIお よ び BsiW I部 位 は 、 Ｖ Ｌ

ド メ イ ン を 挟 み 、 ヒ ト κ Ｃ 領 域 を 含 む 改 変 Rlnベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 に す る た
め に 設 計 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】

　 Ｖ Ｈ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ：
Hind III制 限 部 位 を 下 線 で 示 し 、 Kozak配 列 を 太 字 で 示 す 。   
　
　
　
　
　
　
　
Spe I制 限 部 位 を 下 線 で 示 す 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 Ｖ Ｌ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ：
　
　
　
Hind III制 限 部 位 を 下 線 で 示 し 、 Kozak配 列 を 太 字 で 示 す 。   
　
　
BsiW I制 限 部 位 を 下 線 で 示 す 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
PCR反 応 ：
　 　 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  66μ l
　 　 10× PCRバ ッ フ ァ ー 　 　  10μ l
　 　 dNTP(２ mM)　 　 　 　 　 　  10μ l
　 　 プ ラ イ マ ー １ (５ μ M)　 　 ４ μ l
　 　 プ ラ イ マ ー ２ (５ μ M)　 　 ４ μ l
　 　 AmpliTaqポ リ メ ラ ー ゼ 　  ２ μ l
　 　 精 製 プ ラ ス ミ ド 　 　 　 　  ４ μ l
　 　 総 容 量 　 　 　 　 　 　 　 　  100μ l
プ ラ イ マ ー １ ： Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー

10

20

30

40

50

(55) JP 2007-530068 A 2007.11.1

7.4　 キ メ ラ 抗 体

7.4.1　 PCR増 幅



プ ラ イ マ ー ２ ： Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
精 製 プ ラ ス ミ ド ： Qiagen Minipreps (200× 希 釈 )で 精 製 し た pCR2.1 Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ プ ラ
ス ミ ド
PCRサ イ ク ル ：
　 　 １ - 95℃ で ４ 分 間
　 　 ２ - 95℃ で １ 分 間
　 　 ３ - 55℃ で １ 分 間
　 　 ４ - 72℃ で １ 分 間
　 　 ５ - 72℃ で ７ 分 間
　 　 ス テ ッ プ ２ ～ ４ を 30回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】

　 PCR産 物 は 、 Qiagen社 の MinElute PCR精 製 キ ッ ト を 用 い て メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 い
精 製 し た 。
【 ０ ２ ５ １ 】

　 Ｖ Ｈ  PCR産 物 お よ び Rld hCγ 1wt哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー を Hind III-Spe Iで 切 断 し た ：
　 　 10× バ ッ フ ァ ー (NEBuffer2)　 　 ５ μ l
　 　 BSA 100× (NEB)　 　 　 　 　 　 　 0.5μ l
　 　 DNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ５ μ l
　 　 Hind III(Promega)　 　 　 　 　 　 ２ μ l
　 　 Spe I(NEB)　 　 　 　 　 　 　 　 　  ２ μ l
　 　 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 35.5μ l
　 　 総 容 量 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 50μ l
DNA： 精 製 Ｖ Ｈ  PCR産 物 ま た は Rld hCγ 1wtベ ク タ ー (0.25mg/mlに て )
37℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 Ｖ Ｌ  PCR産 物 お よ び Rln hCκ 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー を Hind III-BsiW Iで 切 断 し た :
　 　 10× バ ッ フ ァ ー (NEBuffer2)　 ５ μ l
　 　 DNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ５ μ l
　 　 Hind III (Promega)　 　 　 　  ２ μ l
　 　 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  38μ l
　 　 総 容 量 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  50μ l
DNA： 精 製 Ｖ Ｌ  PCR産 物 ま た は Rln hCκ ベ ク タ ー (0.25mg/mlに て )
37℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
BsiW I (NEB)を ２ μ l添 加 し 、 55℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】

　 制 限 酵 素 切 断 の 産 物 を ゲ ル ロ ー デ ィ ン グ 溶 液 で 、 0.01％ 臭 化 エ チ ジ ウ ム を 含 有 す る 分 離
用 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に ロ ー ド し 、 100Vで １ 時 間 、 TAEバ ッ フ ァ ー で 泳 動 さ せ 、 Rldお よ び
Rlnベ ク タ ー な ら び に Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ  PCR断 片 の バ ン ド を 切 り 出 し た 。 Ｖ Ｈ 、 Ｖ Ｌ お よ び
ベ ク タ ー の バ ン ド を 同 定 で き る よ う に 、 100bp DNAラ ダ ー も ゲ ル に 流 し た 。 DNAは 、 Qiagen
 社 の QIAquick T M  Gel抽 出 キ ッ ト を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 使 用 し 、 ゲ ル か ら 抽 出
し て 精 製 し た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】

　 Hind III-Spe Iで 切 断 し た Ｖ Ｈ  PCR断 片 を 、 Hind III-Spe Iで 切 断 し た Rld hCγ 1wtベ
ク タ ー に 連 結 さ せ た 。   
　 Hind III-BsiW Iで 切 断 し た Ｖ Ｌ  PCR断 片 を 、 Hind III-BsiW Iで 切 断 し た Rln hCκ ベ ク
タ ー に 連 結 さ せ た 。   
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7.4.2　 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ

7.4.2.1　 制 限 酵 素 切 断

7.4.2.2　 ゲ ル 精 製

7.4.2.3　 連 結



　 連 結 工 程 は Promega 社 の LigaFast Rapid DNA連 結 シ ス テ ム を 使 用 し て メ ー カ ー の 使 用 説
明 書 に 従 い 、 次 の も の を 用 意 し て 行 っ た ：
Ｖ Ｈ ： 　  ベ ク タ ー :　 　 Hind III-Spe I切 断 し た Rld hCγ 1wt 
　 　 　 　 イ ン サ ー ト ： Hind III-Spe I切 断 し た Ｖ Ｈ  PCR断 片
Ｖ Ｌ ： 　  ベ ク タ ー ： 　 　 Hind III-BsiW I切 断 し た Rln hCκ
　 　 　 　 イ ン サ ー ト ： Hind III-BsiW I切 断 し た Ｖ Ｌ  PCR断 片
【 ０ ２ ５ ５ 】

　 連 結 産 物 を DH5α コ ン ピ テ ン ト 細 胞 に 形 質 転 換 し た ：
　 200μ lの DH5α の 入 っ た バ イ ア ル を 氷 上 で 解 凍 し た 。   
　 50μ lの ア リ コ ー ト を 形 質 転 換 チ ュ ー ブ に 用 意 し た 。   
　 ２ μ lの 連 結 産 物 混 合 液 を 添 加 し 、 ピ ペ ッ ト の 先 端 で 穏 や か に 混 合 し 、 そ の 後 氷 上 で 30
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
　 混 合 物 を 、 振 と う せ ず に 42℃ で 45秒 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
　 そ の 後 、 こ れ を 氷 上 に 移 し 、 ２ 分 間 静 置 し た 。   
　 450μ lの SOC培 地 を 添 加 し 、 チ ュ ー ブ を 振 と う イ ン キ ュ ベ ー タ ー で 37℃ に て １ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。   
　 培 養 物 100μ lを 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た Ｌ -ア ガ ー プ レ ー ト 上 に 広 げ 、 37
℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ５ ６ 】

　 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ク ロ ー ン を 、 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た ５ mlの LB培 地 で 37℃
に て 一 晩 培 養 し た 。   
　 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 有 す る そ れ ぞ れ Rldお よ び Rlnプ ラ ス ミ ド を 、 Qiagen社 の QI
Aprep Spin Miniprepキ ッ ト を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 使 用 す る こ と に よ り 抽 出 し
精 製 し た 。   
　 Ｖ Ｈ 領 域 は 、 Rldベ ク タ ー お よ び シ グ ナ ル 配 列 に 基 づ く フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と 、 ヒ ト C
γ 1領 域 に 基 づ く リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し た 。   
　 Ｖ Ｌ 領 域 は 、 Rlnベ ク タ ー お よ び シ グ ナ ル 配 列 に 基 づ く フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と 、 ヒ ト
Ｃ κ 領 域 に 基 づ く リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し た 。   
　 正 し い Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 配 列 を 有 す る ク ロ ー ン を 同 定 し 、 CHO細 胞 で の 発 現 の た め に プ ラ
ス ミ ド を 調 製 し た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】

　 10D3 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 有 す る そ れ ぞ れ Rldお よ び Rlnプ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 C
HO細 胞 を 一 過 性 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 発 現 さ せ た 。 産 生 さ れ た キ メ ラ 抗 体 を 、 rPro
tein Ａ セ フ ァ ロ ー ス を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 細 胞 培 養 上 清 か
ら 精 製 し 、 OSMに 対 す る 親 和 性 を 、 gp130阻 害 ELISAお よ び KB細 胞 ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 し
た (下 記 参 照 )。
【 ０ ２ ５ ８ 】

　 Rld-10D3 Ｖ Ｈ お よ び Rln-10D3 Ｖ Ｌ プ ラ ス ミ ド を 含 む DH5α 細 胞 を 100μ g/mlの ア ン ピ シ
リ ン を 添 加 し た ５ mlの LB培 地 で 、 振 と う イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 37℃ に て ８ 時 間 培 養 し た 。
  
　 100μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た 200mlの LB培 地 に 、 １ mlの 日 中 培 養 物 を 播 種 し 、 振
と う イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 37℃ に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
　 プ ラ ス ミ ド は 、 Qiagen社 の QIAfilter Plasmid Maxiキ ッ ト を メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従
っ て 使 用 し て 抽 出 し 、 精 製 し た 。 得 ら れ た エ タ ノ ー ル ペ レ ッ ト を 200μ lの TEバ ッ フ ァ ー に
再 懸 濁 し 、 プ ラ ス ミ ド 濃 度 は 、 ス ト ッ ク 溶 液 を 100倍 に 希 釈 し た 後 、 260nmで の 吸 光 度 に よ
り 測 定 し た 。
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7.4.2.4　 形 質 転 換

7.4.2.5　 配 列 決 定

7.4.3　 CHO細 胞 に お け る キ メ ラ 抗 体 発 現

7.4.3.1　 プ ラ ス ミ ド 精 製



【 ０ ２ ５ ９ 】

　 CHO細 胞 を 、 4× 175cm 2  BD Falcon組 織 培 養 フ ラ ス コ に 入 れ た 、 超 低 ウ シ 胎 仔 血 清 お よ び
１ ％ ペ ニ シ リ ン － ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た Glutamax-1含 有 ダ ル ベ ッ コ MEM (DMEM)培
地 を 37℃ に て コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で 培 養 し た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 各 フ ラ ス コ に つ い て 、 50ml Falconチ ュ ー ブ に 以 下 の 試 薬 を 添 加 し て ボ ル テ ッ ク ス 混 合
し た ：
　 　 Glutamax-1含 有 Optimem １  　 　 ８ ml
　 　 Rld-10D3 Ｖ Ｈ 精 製 プ ラ ス ミ ド 　 　 20μ g
　 　 Rln-10D3 Ｖ Ｌ 精 製 プ ラ ス ミ ド 　 　 20μ g
　 　 TransFastト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 　 　 240μ l
こ の 混 合 物 を RTで 10～ 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
　 DMEM培 地 を フ ラ ス コ か ら 除 い て か ら 、 混 合 物 を ボ ル テ ッ ク ス し 、 フ ラ ス コ に 加 え た 。   
　 こ の 混 合 物 を 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
　 32mlの Optimemを こ の フ ラ ス コ に 添 加 し 、 37℃ で 48～ 72時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ６ １ 】

　 全 て の 175cm 2 フ ラ ス コ か ら の 培 地 を プ ー ル し て 、 MSE Mistral 2000で 1500rpm、 ３ 分 間
遠 心 分 離 し 、 上 清 を 500mL フ ィ ル タ ー シ ス テ ム  0.22μ m CAに 通 し た 。   
　 抗 体 は 清 澄 化 し た 上 清 か ら Amersham Biosciences社 製 の Akta Explorerで Unicornソ フ ト
ウ ェ ア を 使 用 し て 精 製 し た 。   
　 使 用 し た カ ラ ム は １ mlの HiTrap rProtein Ａ セ フ ァ ロ ー ス FFで あ っ た 。   
　 流 速 は １ ml/minと し た 。   
　 カ ラ ム を 10CVの ダ ル ベ ッ コ PBSで 平 衡 化 し て か ら 、 ポ ン プ Ａ か ら 清 澄 化 上 清 を ロ ー ド し
た 。   
　 カ ラ ム を 20CVの ダ ル ベ ッ コ PBSで 洗 浄 し 、 ポ ン プ Ａ を 洗 浄 し て 洗 浄 液 を そ の ま ま 流 し 、
さ ら に 10CVの ダ ル ベ ッ コ PBSを カ ラ ム に 通 す こ と で 上 清 の 完 全 な ク リ ア ラ ン ス を 確 か な も
の と し た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 抗 体 を 10CVの ImmunoPure IgG溶 出 バ ッ フ ァ ー (Pierce)で 溶 出 さ せ 、 100μ lの １ M Trizma
-HCl pH8.0中 和 バ ッ フ ァ ー を 含 む １ ml画 分 と し て 回 収 し た 。   
　 カ ラ ム を 5CVの ダ ル ベ ッ コ PBSで 再 度 平 衡 化 し た 。   
　 溶 出 画 分 中 の 抗 体 は 、 10倍 容 量 の ImmunoPure IgG溶 出 バ ッ フ ァ ー ＋ １ 倍 容 量 の １ M Triz
ma-HCl pH8.0を 含 む ブ ラ ン ク 溶 液 に 対 し て 280nmで の 吸 光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 定 量 し
、 十 分 な 量 の 純 粋 な 抗 体 を 含 む 画 分 を プ ー ル し 、 100μ lの ア リ コ ー ト と し て － 20℃ で 貯 蔵
し た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】

　 10D3キ メ ラ 抗 体 を 、 gp130阻 害 ELISAお よ び KB細 胞 ア ッ セ イ (下 記 参 照 )で 解 析 し て 、 こ れ
ら の キ メ ラ 抗 体 が ヒ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル OSMを 中 和 す る 能 力 を 調 べ た 。 gp130阻 害 ELISA
お よ び KB細 胞 ア ッ セ イ の プ ロ ト コ ル は 以 下 に 示 す 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 10D3キ メ ラ 抗 体 は 、 gp130阻 害 ELISAお よ び KB細 胞 ア ッ セ イ に お い て OSMを 中 和 し た 。 こ
の 結 果 か ら 、 正 し い 可 変 領 域 が 確 か に ク ロ ー ニ ン グ さ れ て お り 、 ヒ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル
OSMの サ イ ト IIに 結 合 可 能 な 抗 原 結 合 性 キ メ ラ 抗 体 を も た ら し た こ と が 確 認 さ れ た 。 こ う
し て 10D3可 変 重 鎖 お よ び 軽 鎖 ド メ イ ン は 今 や ヒ ト 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 マ ウ ス 可 変 領 域 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 配 列 決 定 し 、 そ の 後 ヒ ト γ 1/k定 常 領 域 に グ ラ フ ト
し て キ メ ラ 抗 体 を 作 製 し た 。 gp130阻 害 ELISA及 び KB細 胞 ア ッ セ イ に お い て 、 キ メ ラ 10D3抗
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7.4.3.2　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

7.4.3.3　 キ メ ラ 抗 体 の 精 製

7.4.4　 キ メ ラ 抗 体 の 解 析



体 が ヒ ト お よ び カ ニ ク イ ザ ル OSMに 対 し て 示 し た 効 力 は 、 親 マ ウ ス 抗 体 の そ れ と 同 程 度 で
あ っ た (下 記 参 照 )。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 マ ウ ス 抗 体 を 「 ベ ス ト フ ィ ッ ト 」 戦 略 を 用 い て ヒ ト 化 し た 。 可 変 重 鎖 ド メ イ ン に つ い て
は 、 65％ 同 一 の 配 列 を 選 択 し て 、 マ ウ ス CDRを ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク に グ ラ フ ト し た 。 い く
つ か の 構 築 物 は 、 親 和 性 を 回 復 さ せ る た め に 、 フ レ ー ム ワ ー ク に 種 々 の 逆 変 異 を 有 す る よ
う に 設 計 し た 。 こ れ ら の 構 築 物 は 次 の 通 り で あ る ：
構 築 物 　 　 　 　 逆 変 異
　 　 Ａ 　 　 　 　 T28I
　 　 Ｂ 　 　 　 　 T28I、 R71V、 T73K
　 　 Ｃ 　 　 　 　 T28I、 V67A、 M69L、 R71V、 T73K
　 　 Ｄ 　 　 　 　 T28I、 M48I、 G44K、 V67A、 M69L、 R71V、 T73K
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 可 変 軽 鎖 ド メ イ ン に つ い て は 、 60％ 同 一 の 配 列 を 選 択 し て 、 マ ウ ス CDRを ヒ ト フ レ ー ム
ワ ー ク に グ ラ フ ト し た 。 い く つ か の 構 築 物 は 、 親 和 性 を 回 復 さ せ る た め に フ レ ー ム ワ ー ク
に 種 々 の 逆 変 異 を 有 す る よ う に 設 計 し た 。 こ れ ら の 構 築 物 は 次 の 通 り で あ る ：
構 築 物 　 　 　 　 逆 変 異
　 　 LA　 　 　 　 無 し (直 接 グ ラ フ ト し た )
　 　 LB　 　 　 　 L46R、 L47W
　 　 LC　 　 　 　 Y36F、 Q38K
　 　 LD　 　 　 　 Y36F、 Q38K、 L46R、 L47W
　 　 LE　 　 　 　 Y36F、 Q38K、 L46R、 L47W、 F71Y
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 最 も 少 な く お よ び 最 も 多 く 逆 変 異 さ せ た 構 築 物 (A、 D、 LA、 LE)の み を 、 重 複 す る オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 組 立 て る こ と に よ り 合 成 し た 。 ４ 種 類 の ヒ ト 化 抗 体 の 組 み 合 わ せ (ALA、 AL
E、 DLA、 DLE)を CHO細 胞 内 で 小 ス ケ ー ル に て 発 現 さ せ 、 上 清 を gp130 ELISAで 抗 体 親 和 性 に
つ い て 解 析 し た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 の う ち 、 ALEお よ び DLEの み が gp130 ELISAで 阻 害 を 示 し た が 、 ALEに よ る 阻 害
は 上 清 中 の 抗 体 濃 度 が 低 か っ た た め 不 十 分 で あ り 、 そ の た め DLEを 選 択 し た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 DLEの 製 造 は 、 CHO細 胞 で ス ケ ー ル ア ッ プ し 、 抗 体 を 精 製 し て gp130 ELISAお
よ び KB細 胞 ア ッ セ イ に お い て 10D3キ メ ラ 抗 体 を 対 照 と し て 解 析 し た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
IC50値 (gp130 ELISA) (μ g/ml)：
　 　 　 　 　 　 　 hOSM　 　 　 　 cOSM
キ メ ラ 抗 体 　 　 0.032　 　 　 0.246
DLE　 　 　 　 　  0.021　 　 　 0.059
　 ヒ ト 化 抗 体 10D3 DLEは 、 gp130 ELISAで 解 析 し た と こ ろ 、 ヒ ト OSMお よ び カ ニ ク イ ザ ル OS
Mに 対 し て 、 キ メ ラ 抗 体 よ り も 強 力 で な い に し て も 、 少 な く と も 同 程 度 に 強 力 で あ っ た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 ヒ ト 化 10D3 DLEお よ び 10D3キ メ ラ 抗 体 を KB細 胞 ア ッ セ イ に て 解 析 し た 。 10D3 DLEは ヒ ト
OSMに 対 し て 0.205μ g/mlの IC50値 を 示 し 、 ま た 、 カ ニ ク イ ザ ル OSMに 対 し て 0.07μ g/mlの I
C50値 を 示 し た 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 結 論 と し て 、 抗 ヒ ト OSMサ イ ト II抗 体 10D3は 確 か に ヒ ト 化 さ れ て お り 、 親 マ ウ ス 抗 体 の
そ れ と 同 程 度 の 効 力 を 示 し た 。
【 ０ ２ ７ ４ 】

SV 全 RNA分 離 シ ス テ ム ：  Promega Z3100
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材 料



Access RT-PCRシ ス テ ム ： Promega A1250
QIAquickゲ ル 抽 出 キ ッ ト ：  Qiagen 28704
ゲ ル ロ ー デ ィ ン グ 溶 液 ：  Sigma G7654
ア ガ ロ ー ス ：  Invitrogen 15510-019
臭 化 エ チ ジ ウ ム ：  Sigma E1510
TAEバ ッ フ ァ ー ： 実 験 室 内 で 調 製
100bp DNAラ ダ ー ： New England BioLabs N3231S
TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト ：  Invitrogen 45-0046
TOP10F'細 胞 ：  Invitrogen 44-0300
L-ア ガ ー ＋ 100μ g/mlア ン ピ シ リ ン ： 実 験 室 内 で 調 製
X-Gal、 DMF中 で 50mg/ml： Promega V394A
AmpliTaq DNA ポ リ メ ラ ー ゼ ： Applied Biosystems
10× PCR バ ッ フ ァ ー ：  Applied Biosystems
電 気 泳 動 ゲ ル 1.2％ ア ガ ロ ー ス ： Invitrogen G501801
LB培 地 ＋ 100μ g/mlア ン ピ シ リ ン ： 実 験 室 内 で 調 製
QIAprep Spin Miniprepキ ッ ト ： Qiagen 27106
MinElute PCR精 製 キ ッ ト ： Qiagen 28004
NEBuffer2 10× conc： New England Biolabs B7002S
精 製 BSA 100× conc： New England Biolabs B9001S
BsiW I： New England Biolabs R0553L
Hind III： Promega R604A
Spe I： New England Biolabs R0133S
LigaFast Rapid DNA連 結 シ ス テ ム ：  Promega M8225
最 高 形 質 転 換 効 率 DH5α 化 学 的 コ ン ピ テ ン ト 細 胞 ： Invitrogen 18258-012
SOC培 地 ： 実 験 室 内 で 調 製
QIAfilter Plasmid Maxi kit: Qiagen 12263
Glutamax-1含 有 ダ ル ベ ッ コ MEM： Invitrogen 31966-021
Glutamax-1含 有 Optimem １ ： Invitrogen 51985-026
TransFastト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 ：  Promega E2431
１ ml HiTrap rProtein Ａ セ フ ァ ロ ー ス FF： Amersham Biosciences 17-5079-01
ダ ル ベ ッ コ PBS： Sigma D8537
ImmunoPure IgG溶 出 バ ッ フ ァ ー ：  Pierce 21009
１ M Trizma-HCl pH8.0：  Sigma T2694
ProofStart DNAポ リ メ ラ ー ゼ ： Qiagen 1016816
ProofStart PCRバ ッ フ ァ ー ：  Qiagen 1016961
【 ０ ２ ７ ５ 】

　 OSMは 連 続 的 に 、 gp130と 、 そ し て OSM受 容 体 ま た は LIF受 容 体 と 結 合 す る 。 本 明 細 書 に 記
載 す る ア ッ セ イ 法 は 、 gp130に 結 合 し た OSM(例 え ば hOSM)を ELISAプ レ ー ト 上 で 測 定 す る こ
と を 可 能 に す る 。 さ ら に 、 こ の ア ッ セ イ 法 は 、 OSMサ イ ト IIに 対 す る 抗 体 に よ る 、 gp130受
容 体 へ の OSM結 合 の 阻 害 を 測 定 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】

１ ． 　 Nunc Immunoplate 1 F96 Maxisorp (Life Technologies, 4-39454A)
２ ． 　 ヒ ト gp130-Fc 100μ g/ml (R&D Systems, 671-GP-100)
３ ． 　 PBS
４ ． 　 BSA (Sigma A7030)
５ ． 　 ヒ ト 組 換 え OSM抗 体  10μ g/ml (R&D Systems, 非 グ リ コ シ ル 化 )
６ ． 　 ビ オ チ ン 化 抗 ヒ ト OSM抗 体  50μ g/ml (R&D Systems, BAF295)
７ ． 　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン HRP (Amersham RPN4401)
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実 施 例 ８ 　 gp130阻 害 ELISA

8.1　 材 料



８ ． 　 3,3'5,5'-テ ト ラ メ チ レ ン ベ ン ジ ジ ン (TMB)(Sigma)
９ ． 　 硫 酸
10． 　 Tween 20 (Sigma P7949)
【 ０ ２ ７ ７ 】

１ ． 　 プ レ ー ト の 調 製 ： ヒ ト gp130-Fcを PBS中 で １ μ g/mlに 希 釈 す る 。 各 ウ ェ ル に 50μ lを
加 え 、 カ バ ー を し て ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。   
２ ． 　 洗 浄 バ ッ フ ァ ー ： 1Lの PBSに 500μ l Tween 20を 添 加 す る (0.05％ )。   
３ ． 　 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー ： 500mlの PBSに 5gの BSAを 添 加 す る (1％ )。   
【 ０ ２ ７ ８ 】

１ ． 　 プ レ ー ト を 標 準 プ レ ー ト 洗 浄 プ ロ ト コ ル に よ り 洗 浄 し 、 タ ッ プ し て 乾 燥 さ せ る 。   
２ ． 　 各 ウ ェ ル に 200μ lの ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー を 加 え 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。   
３ ． 　 ス テ ッ プ １ と 同 様 に 洗 浄 す る 。   
４ ． 　 各 ウ ェ ル に 50μ lの OSM標 準 品 、 ま た は サ ン プ ル を 加 え る 。 カ バ ー を し て 室 温 で ２ 時
間 撹 拌 す る 。 (OSMを 、 サ ン プ ル に 応 じ て ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー ま た は 組 織 培 養 培 地 で 希
釈 し て 100、 50、 25、 12.5、 6.25、 3.125、 1.563お よ び 0 ng/mlと す る )
５ ． 　 ス テ ッ プ １ と 同 様 に 洗 浄 す る 。   
６ ． 　 各 ウ ェ ル に 50μ lの ビ オ チ ン 化 抗 ヒ ト OSM抗 体 (ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で 30ng/mlに
希 釈 し た も の )を 加 え る 。 カ バ ー を し て 室 温 で １ 時 間 撹 拌 す る 。   
７ ． 　 ス テ ッ プ １ と 同 様 に 洗 浄 す る 。   
８ ． 　 各 ウ ェ ル に 50μ lの ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン HRP(ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で 1/4000に 希
釈 し た も の )を 加 え る 。 カ バ ー を し て 室 温 で 30分 間 撹 拌 す る 。   
９ ． 　 ス テ ッ プ １ と 同 様 に 洗 浄 す る 。   
10． 　 各 ウ ェ ル に 100μ lの TMB基 質 を 加 え る 。 カ バ ー を し て 室 温 で 30分 間 撹 拌 す る 。   
11.　 各 ウ ェ ル に １ Mの H 2 SO 4 を 50μ l加 え る 。   
12.　 OD 450nmを 測 定 す る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】

1)　 25 ng/mlの OSMを 種 々 の 濃 度 の 抗 OSM抗 体 、 ま た は OSM抗 体 を 含 む 種 々 の 抗 血 清 の 希 釈
液 と 混 合 す る 。 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。   
2)　 50μ l/ウ ェ ル の 抗 体 － OSM混 合 物 を 、 gp130を 結 合 さ せ た 96ウ ェ ル プ レ ー ト (上 記 の よ
う に 調 製 し た も の )に 加 え る 。   
3)　 上 述 の よ う に ア ッ セ イ を 行 う 。
【 ０ ２ ８ ０ 】

　 KB細 胞 (ヒ ト 上 皮 細 胞 系 )は 、 gp130の mRNAを 発 現 し 、 ま た LIFお よ び OSM受 容 体 も 発 現 す
る (Mosley, J. Biol Chem., 271 (50) 32635-32643)。 OSMお よ び LIFは い ず れ も KB細 胞 か
ら の IL-6放 出 を 誘 導 す る 。 こ の 細 胞 系 を 、 OSMと gp130の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ ２ ８ １ 】

　 KB細 胞 を ECACCか ら 入 手 し (受 託 番 号 94050408)、 グ ル タ ミ ン を 添 加 し た DMEM＋ 10％ 熱 不
活 性 化 FCS(「 KB培 地 」 )中 で 維 持 し た 。 細 胞 を 単 層 と し て 増 殖 さ せ 、 毎 週 ２ 回 分 割 し た 。 S
igma社 製 の 非 酵 素 性 の 細 胞 解 離 媒 体 ま た は Verseneを 使 用 し て 細 胞 を 剥 が し た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
１ ． 　 ２ × 10 4 細 胞 /100μ l/ウ ェ ル /96ウ ェ ル プ レ ー ト を 添 加 し 、 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
(37℃ 、 ５ ％ CO 2 )。   
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8.2　 試 薬 の 調 製

8.3　 方 法

8.4　 gp130－ OSM結 合 の 抗 体 介 在 阻 害 を 解 析 す る た め の ア ッ セ イ の 使 用

９ ． KBア ッ セ イ
は じ め に

9.1　 方 法



２ ． 　 培 地 中 で OSM標 準 品 を 調 製 す る 。   
３ ． 　 １ ng/ml OSM＋ 抗 体 /血 清 希 釈 液 を 調 製 す る 。 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。   
４ ． 　 KB細 胞 プ レ ー ト か ら 慎 重 に 培 地 を 除 き 、 OSM標 準 品 お よ び OSM抗 体 の 混 合 物 を 加 え る
。   
５ ． 　 37℃ で 16～ 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。   
６ ． 　 培 地 を 除 き 、 IL-6に つ い て ア ッ セ イ す る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
注 記 ：
・ 培 地 は 、 解 析 に 供 す る ま で 凍 結 し て お く 。   
・ 培 地 は 、 ア ッ セ イ の た め に 約 20倍 に 希 釈 す べ き で あ る 。   
・ ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ す る に 当 た り 、 ク ロ ー ニ ン グ 培 地 と KB培 地 の 比 率 は 一
定 に 保 つ べ き で あ り 、 OSM標 準 品 は こ の 混 合 物 中 で 調 製 す べ き で あ る 。   
・ 約 100 ng/mlの OSMで KB細 胞 を 刺 激 す る と 、 最 大 の IL-6分 泌 が も た ら さ れ る が 、 抗 体 中 和
活 性 を 測 定 す る に は 1 ng/mlで 十 分 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】

　 こ の ア ッ セ イ で は 、 配 列 番 号 11の 重 鎖 お よ び 配 列 番 号 12の 軽 鎖 を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 (こ
の 実 施 例 で は 15E10-B3L2と 表 す )と 可 溶 性 グ リ コ シ ル 化 hOSMと の 結 合 が 、 hOSMの サ イ ト II
に 特 異 的 に 結 合 す る 非 ヒ ト 抗 体 候 補 に よ り 阻 害 さ れ る こ と を 測 定 す る こ と が で き る 。 こ の
実 施 例 の ア ッ セ イ の 略 図 を 図 20に 示 す 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 プ レ ー ト を 、 抗 サ イ ト IIIモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (本 明 細 書 で は OM4-11.31と 言 う )で コ ー テ
ィ ン グ す る 。   
　 標 準 曲 線 に つ い て は 、 15E10-B3L2精 製 標 準 品 を １ μ g/mlか ら 連 続 的 に 希 釈 し 、 50ng/ml
の 可 溶 性 グ リ コ シ ル 化 ヒ ト OSMと イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 抗 体 は サ イ ト IIを 介 し て OSMに 結 合
し 、 そ の 後 複 合 体 は 、 サ イ ト IIIに 対 す る 一 次 抗 体 に よ り プ レ ー ト 上 に 捕 捉 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 競 合 ア ッ セ イ で は 、 候 補 抗 体 を １ μ g/mlか ら 連 続 的 に 希 釈 し 、 50ng/mlの 可 溶 性 グ リ コ
シ ル 化 ヒ ト OSM、 お よ び 150ng/mlの 15E10-B3L2と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。   
　 複 合 体 を 形 成 し た 15E10-B3L2の 存 在 を 、 抗 ヒ ト γ 鎖 二 次 抗 体 に よ り 検 出 す る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】

１ /　 コ ー テ ィ ン グ
Nunc Maxisorpイ ム ノ プ レ ー ト に 、 ウ ェ ル 当 た り 50μ lの 抗 ヒ ト OSMサ イ ト III抗 体  (OM4-11
.31、 実 験 室 で 調 製 し た も の )(PBS中 ４ μ g/ml)を コ ー テ ィ ン グ し た 。 プ レ ー ト を ４ ℃ で 一
晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
２ /　 ブ ロ ッ キ ン グ
プ レ ー ト を PBS＋ 0.05％  Tween (PBST)で ３ 回 洗 浄 し た 。 PBS中 の 1％  BSA (Sigma A7030) 1
00μ lを 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 振 と う し な が ら 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
３ /　 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
15E10 B3L2標 準 品 ：
50ng/mlの ヒ ト OSMを 含 む ブ ロ ッ ク バ ッ フ ァ ー 中 に １ μ g/mlで 溶 解 さ せ た 15E10-B3L2抗 体 の
溶 液 を 調 製 し 、 こ れ を 未 吸 着 96ウ ェ ル プ レ ー ト の Ａ 列 の ２ つ の ウ ェ ル に 67μ l加 え た 。 こ
の 抗 体 を 、 50ng/mlの ヒ ト OSMを 含 む ブ ロ ッ ク バ ッ フ ァ ー 50μ lで 、 Ｂ 列 か ら Ｇ 列 ま で １ ：
３ に 連 続 希 釈 し た 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
競 合 抗 体 ：
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150ng/mlの 15E10-B3L2＋ 50ng/mlの hOSMを 含 む ブ ロ ッ ク バ ッ フ ァ ー 中 に １ μ g/mlで 溶 解 さ
せ た 競 合 抗 体 の 溶 液 を 調 製 し 、 こ れ を 未 吸 着 96ウ ェ ル プ レ ー ト の Ａ 列 の ２ つ の ウ ェ ル に 10
0μ l加 え た 。 こ の 抗 体 を 、 150ng/mlの 15E10-B3L2＋ 50ng/mlの ヒ ト OSMを 含 む ブ ロ ッ ク バ ッ
フ ァ ー 50μ lで 、 Ｂ 列 か ら Ｇ 列 ま で １ ： １ に 連 続 希 釈 し た 。 ２ つ の ウ ェ ル を 、 競 合 抗 体 を
含 ま な い 希 釈 剤 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   
こ の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン プ レ ー ト を 、 室 温 で １ 時 間 、 静 置 状 態 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
【 ０ ２ ９ １ 】
４ /　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト を PBSTで ３ 回 洗 浄 し た 。   
45μ lず つ の 各 標 準 品 お よ び サ ン プ ル を 、 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン プ レ ー ト か ら 、 コ ー テ
ィ ン グ し た プ レ ー ト 上 の 対 応 す る ウ ェ ル に 移 し た 。 ブ ラ ン ク の ウ ェ ル に は PBSを 加 え た 。
プ レ ー ト を 振 と う し な が ら 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
５ /　 二 次 抗 体
プ レ ー ト を PBSTで ３ 回 洗 浄 し た 。   
50μ lの ヤ ギ 抗 ヒ ト γ 鎖 抗 体 － ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (Sigma A6029)を ブ ロ ッ ク バ ッ フ ァ ー で 20
00倍 に 希 釈 し 、 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 プ レ ー ト を 振 と う し な が ら 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
６ /　 基 質
プ レ ー ト を PBSTで ３ 回 洗 浄 し た 。   
OPD基 質 (Sigma P9187)を 、 メ ー カ ー の 使 用 説 明 書 に 従 い 水 で 調 製 し た 。 こ れ を 各 ウ ェ ル に
50μ l添 加 し た 。 プ レ ー ト を 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
７ /　 反 応 停 止
十 分 に 発 色 し た ら 、 各 ウ ェ ル に 10μ lの 3M H 2 SO 4 を 添 加 し て 発 色 反 応 を 停 止 さ せ た 。 ブ ラ
ン ク ウ ェ ル の 吸 光 度 を ０ と し て 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー を 使 っ て 490nmで プ レ ー ト を 読 み 取 っ
た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
15E10濃 度 に 対 す る 490nmで の 吸 光 度 の 標 準 曲 線 を プ ロ ッ ト し た 。 競 合 抗 体 を 含 む サ ン プ ル
中 の 複 合 体 化 15E10の 濃 度 を 、 標 準 曲 線 か ら 読 み 取 っ た 。 阻 害 ％ は 以 下 の よ う に 計 算 し た
：
　 　 100－ [(ng/mlで 表 し た サ ン プ ル 中 の 15E10濃 度 ÷ 150ng/ml)× 100]
競 合 抗 体 濃 度 に 対 す る 阻 害 ％ の 曲 線 を プ ロ ッ ト し 、 競 合 抗 体 (150ng/mlの 競 合 抗 体 )と 等 モ
ル 量 の 15E10の 阻 害 ％ を 曲 線 か ら 読 み 取 っ た 。
【 ０ ２ ９ ６ 】

　 267μ g/mlの マ ウ ス 10D3ク ロ ー ン E9抗 体 (ス ト ッ ク )を 、 15E10の 競 合 抗 体 と し て 使 用 し た
。 10D3は 、 上 記 の 表 Ａ に 記 載 の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 CDRを 有 す る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
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実 施 例 10.1　 競 合 抗 体 と し て の 10D3

結 果



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
等 モ ル 濃 度 (0.15μ g/ml)に お け る 10D3競 合 抗 体 に よ る 15E10の 阻 害 ％ は 62.3％ で あ っ た 。
図 21を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ ９ ８ 】

　 生 物 学 的 に 機 能 す る た め に は 、 OSMは gp130、 お よ び LIFRま た は OSMRβ と 相 互 作 用 す る 必
要 が あ る 。 最 初 に 起 こ る OSMと gp130と の 相 互 作 用 は OSMサ イ ト IIを 介 す る も の で あ り 、 こ
れ に 対 し て OSMと OSMRβ ま た は LIFRと の 相 互 作 用 は サ イ ト IIIを 介 し て 起 こ る 。 こ の こ と か
ら 、 サ イ ト IIも し く は サ イ ト III OSM配 列 を 標 的 と す る 抗 体 、 ま た は 抗 体 の 結 合 が こ れ ら
の サ イ ト を 塞 い で し ま う ほ ど こ れ ら の サ イ ト に 十 分 近 接 し た エ ピ ト ー プ を 標 的 と す る 抗 体
は 、 OSM活 性 を 中 和 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 OSM－ gp130結 合 を 測 定 す る ア ッ セ イ は 実 施 例 ８ で 説 明 し た 。 典 型 的 な 標 準 曲 線 (１ μ g/m
lの gp130)を 図 22に 示 す 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 ア ッ セ イ の 条 件 を (４ μ g/mlに )変 更 す る こ と に よ り 、 図 22bに 示 す よ う に 感 度 を 大 幅 に
改 善 す る こ と が で き た 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 上 述 の デ ー タ は 非 グ リ コ シ ル 化 OSMを 用 い て 得 ら れ た も の で あ る が 、 さ ら に 、 グ リ コ シ
ル 化 OSMも ま た こ の ア ッ セ イ で gp130に 結 合 す る 。 図 22cを 参 照 の こ と 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 市 販 の 中 和 抗 OSM抗 体 (Mab 295, R&D Systems)を こ の ア ッ セ イ に 用 い て 、 該 抗 体 が OSM－
gp130相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク す る か を 確 認 し た 。 驚 く べ き こ と に 、 図 23に 示 す よ う に こ の 抗
体 は OSMシ グ ナ ル を む し ろ 増 強 し た 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 Mab 295 (30μ g/ml)を OSMに 加 え た と こ ろ 、 そ れ は 、 OSM濃 度 が ＞ 10 ng/mlで あ る と き に
、 OSMの み と 比 較 し て 、 ELISAか ら の OD測 定 値 を お よ そ ２ 倍 に す る 。 gp130を プ レ ー ト か ら
省 く と 、 OSM＋ Mab295が 生 成 す る シ グ ナ ル は 、 バ ッ ク グ ラ ン ド レ ベ ル ま で 減 少 す る 。 本 発
明 者 ら は 次 の 解 釈 を 仮 定 す る ； Mab295は OSMサ イ ト IIに 結 合 し な い か ま た は OSMサ イ ト IIを
遮 断 し な い 。 OSM濃 度 が 低 い と き に は 、 MAB295抗 体 分 子 は １ つ の OSMと し か 結 合 せ ず 、 一 方
そ の OSMは サ イ ト IIが 空 い て い る こ と か ら 自 由 に gp130と も 結 合 す る こ と が で き る 。 よ り 高
濃 度 で は 、 抗 体 分 子 は ２ 個 の OSM分 子 に 結 合 し 、 そ の ど ち ら も gp130に 結 合 可 能 で あ り 、 そ
の こ と か ら 各 gp130分 子 に つ き ２ 個 の OSM分 子 が 結 合 す る (一 方 は gp130に 直 接 結 合 し 、 他 方
は 抗 体 が 二 価 で あ る と い う 性 質 の 結 果 束 縛 さ れ る )可 能 性 が あ る 。 ど の よ う な 非 サ イ ト II 
OSM抗 体 も こ う し た 作 用 を 示 す と 予 想 さ れ る が 、 Mab 295は 中 和 抗 体 で あ る の で (図 24参 照 )
、 OSMサ イ ト IIIに 結 合 し て い る か 、 ま た は OSMサ イ ト IIIを 遮 断 し て い る は ず で あ る 。 従 っ
て 、 実 施 例 ８ の gp130－ OSM ELISAア ッ セ イ お よ び 実 施 例 ９ の KB細 胞 ア ッ セ イ の 使 用 は 、 中
和 OSM抗 体 を 、 サ イ ト IIま た は サ イ ト III特 異 的 な も の と し て 同 定 す る こ と を 可 能 に す る 。
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実 施 例 11　 OSMに 結 合 し か つ OSMの サ イ ト IIま た は サ イ ト IIIに 特 異 的 な 抗 体 の 同 定



よ り 詳 細 に は 、 サ イ ト III抗 体 は KB細 胞 ア ッ セ イ に お い て OSMを 中 和 す る が 、 ELISAア ッ セ
イ で は OSM－ gp130結 合 を 中 和 し な い で あ ろ う 。 サ イ ト II抗 体 は 、 ELISAお よ び KB細 胞 ア ッ
セ イ の い ず れ に お い て も OSMを 中 和 す る で あ ろ う 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 gp130－ OSM ELISAア ッ セ イ を 一 次 ハ イ ブ リ ド ー マ ・ ス ク リ ー ニ ン グ と し て 用 い て 、 実 施
例 １ で 作 成 し た 抗 体 の う ち gp130－ OSM相 互 作 用 を 阻 害 す る 抗 体 を 検 出 し た 。 さ ら に 、 ハ イ
ブ リ ド ー マ は OSM結 合 活 性 の 検 出 に つ い て も ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 強 い OSM結 合 を 示 す が 実
施 例 ８ の ELISAア ッ セ イ で OSM－ gp130結 合 を 阻 害 し な か っ た ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 は 、 実 施
例 ９ の KB細 胞 ア ッ セ イ で OSM中 和 に つ い て 検 査 し た 。 こ の 検 査 か ら い く つ か の サ イ ト III特
異 的 OSM抗 体 が 同 定 さ れ た 。 そ の よ う な 抗 体 の １ つ を OM4-11.31と 呼 ぶ 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 サ イ ト III OSM特 的 抗 体 を gp130－ OSM ELISAに 使 用 し た と き に は 、 そ れ ら の 抗 体 は 図 25
に 示 す よ う に OSMシ グ ナ ル を 大 幅 に 増 加 さ せ た 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 サ イ ト II抗 体 で あ る 1B5 (1μ g/ml)は 、 OSM－ gp130結 合 を 完 全 に 阻 害 す る 。 一 方 、 サ イ
ト III OSM抗 体 で あ る OM4-11.3.1は 、 OSM結 合 の 二 相 性 の 用 量 依 存 的 増 強 を 引 き 起 こ す 。 OM
4-11.3.1を 最 高 濃 度 で 用 い た と き の シ グ ナ ル は 、 OSMの み の シ グ ナ ル の 約 ２ 倍 で あ っ た 。
抗 体 濃 度 が 減 少 す る に つ れ て シ グ ナ ル は 増 加 し 、 や が て ピ ー ク 値 に 到 達 す る が 、 お そ ら く
こ れ は gp130に 結 合 可 能 な 抗 体 － OSM複 合 体 が 形 成 さ れ る 結 果 で あ る 。 OM4-11.31に 対 す る
対 照 の ア イ ソ タ イ プ IgGは 、 OSM－ gp130結 合 に 全 く 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 図 25は サ イ ト I
I特 異 的 抗 体 と 非 サ イ ト II特 異 的 抗 体 を 識 別 す る 際 の ELISAの 高 い 感 度 を 実 証 す る 。 こ れ は
前 者 が OSM結 合 を 阻 害 す る の に 対 し て 、 後 者 は OSM結 合 を 増 強 す る か ら で あ る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】

　 サ イ ト IIお よ び サ イ ト III OSM特 異 的 抗 体 を 一 緒 に 混 合 し た 場 合 、 サ イ ト II抗 体 は 、 図 2
6に 示 す よ う に 、 実 施 例 ８ の gp130－ OSM ELISAに お い て 卓 越 し た 効 果 を 有 す る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 OSMの み の シ グ ナ ル は サ イ ト III特 異 的 OSM抗 体 OM4-11.17に よ り 大 幅 に 増 強 さ れ る 。 こ の
増 強 は 対 照 IgGを 添 加 し て も 影 響 さ れ な い が 、 サ イ ト II特 異 的 OSM抗 体 OM4-5.3を 添 加 す る
と シ グ ナ ル は 大 幅 に 減 少 す る 。 図 26の 最 も 右 側 の カ ラ ム に 見 ら れ る 微 小 な 識 別 可 能 な シ グ
ナ ル は 、 gp130プ レ ー ト に 加 え る 前 の サ イ ト II mAbお よ び サ イ ト III－ OSM複 合 体 の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 が 最 適 状 態 に 及 ば な か っ た た め と 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 gp130－ OSM ELISAは 、 図 27a、 27bお よ び 27cに 示 す よ う に 、 ヒ ト OSMで 免 疫 し た マ ウ ス の
抗 血 清 中 の サ イ ト II特 異 的 OSM抗 体 の 出 現 (実 施 例 １ を 参 照 )を モ ニ タ ー す る こ と を 可 能 に
す る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 １ 回 目 の 追 加 免 疫 後 に 、 主 に 非 サ イ ト II抗 体 が 生 成 さ れ た が 、 ２ 回 目 の 追 加 免 疫 後 に は
サ イ ト II特 異 的 抗 体 が 出 現 し は じ め 、 ３ 回 目 の 追 加 免 疫 後 に は サ イ ト II抗 体 の 優 位 性 が よ
り 高 い 血 清 濃 度 か ら 明 確 に 認 め ら れ る 。
【 ０ ３ １ １ 】

　 OSMサ イ ト IIお よ び サ イ ト IIIが OSMの 機 能 に 必 須 で あ る こ と か ら 、 こ の 両 方 の サ イ ト を
標 的 と す る 抗 体 の 組 み 合 わ せ は 、 OSM中 和 に お い て 相 乗 的 に 作 用 し 得 る 。 OSMサ イ ト IIIは O
SMRβ お よ び LIFRと の 相 互 作 用 に 使 用 さ れ る だ け で な く 、 第 ２ の OSM分 子 と gp130と の 結 合
に も 使 用 さ れ 、 こ の こ と は 、 サ イ ト II特 異 的 抗 体 と 比 較 し て サ イ ト III特 異 的 抗 体 の 増 強
さ れ た 効 力 に 寄 与 し 得 る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 図 28aお よ び 図 28bは 、 サ イ ト II特 異 的 抗 体 と サ イ ト III特 異 的 抗 体 の 組 み 合 わ せ が 、 ど
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実 施 例 11.1　 OSM－ gp130 ELISAア ッ セ イ に お け る サ イ ト IIお よ び サ イ ト III特 異 的 抗 OSM抗
体 の 効 果

実 施 例 11.2　 OSM中 和 に 対 す る OSMサ イ ト IIお よ び サ イ ト III特 異 的 抗 体 の 相 乗 効 果



ち ら か の 抗 体 を 単 独 で 使 用 し た 場 合 と 比 べ て 、 OSM中 和 の 効 力 を 大 幅 に 増 強 す る こ と を 実
証 す る KBア ッ セ イ を 示 す 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 組 み 合 わ せ に 使 用 し た 抗 体 の 濃 度 を 、 以 下 の 表 に 示 す 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 最 も 活 性 の 高 い サ イ ト IIお よ び サ イ ト III特 異 的 抗 体 を 比 較 し た と こ ろ 、 後 者 が OSM中 和
に お い て よ り 強 力 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 し か し 、 サ イ ト IIお よ び サ イ ト III抗 体
と 他 の 生 物 種 由 来 の OSMと の 交 差 反 応 性 は 異 な る こ と が 明 ら か に な っ た 。 な ぜ な ら ば 、 効
力 の あ る 全 て の サ イ ト II抗 体 は カ ニ ク イ ザ ル OSMを (gp130－ OSM ELISAお よ び KB細 胞 ア ッ セ
イ に て )中 和 し た の に 対 し て 、 サ イ ト III抗 体 は 中 和 し な か っ た (KB細 胞 ア ッ セ イ の み )。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 OSMと gp130と の 、 お よ び OSMRβ ま た は LIFRと の 相 互 作 用 の 遮 断 は 、 サ イ ト IIお よ び サ イ
ト III抗 体 の OSM中 和 に お け る 相 乗 効 果 の 基 礎 を な す と 推 定 さ れ る 。 し か し な が ら 、 あ る 抗
体 の 結 合 が 、 異 な る サ イ ト を 標 的 と す る 別 の 抗 体 の 結 合 を 促 進 す る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ３ １ ６ 】

　 サ イ ト IIお よ び サ イ ト III OSM抗 体 の 組 み 合 わ せ が 中 和 の 効 力 を 大 幅 に 増 強 し た こ と か
ら 、 最 適 濃 度 を 得 る た め の 戦 略 を 、 個 々 の 抗 体 の 結 合 親 和 性 に 基 づ い て 想 定 す る こ と が で
き る 。 実 施 例 11.3は 理 論 上 の も の で あ る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 ま ず 、 あ ら か じ め サ イ ト IIIま た は サ イ ト II特 異 的 抗 体 を そ れ ぞ れ 結 合 さ せ た OSMに 対 す
る サ イ ト IIま た は サ イ ト III特 異 的 抗 体 の 親 和 性 を 、 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 技 術 を 用 い て 測 定 す
る 。 結 合 定 数 (Kd)が 、 単 一 の 抗 体 が OSMに 結 合 し た と き の そ れ と 著 し く 異 な る な ら ば 、 サ
イ ト II抗 体 と サ イ ト III抗 体 の 協 調 的 な 相 互 作 用 が 起 こ っ て い る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 こ れ ら の 抗 体 結 合 試 験 の デ ー タ に 基 づ き 、 サ イ ト II抗 体 お よ び サ イ ト III抗 体 の 濃 度 を
、 ２ 倍 希 釈 法 に よ り 、 Kd値 よ り も 10倍 高 い 濃 度 か ら 10倍 低 い 濃 度 の 範 囲 で 調 製 す る 。 さ ら
に 、 両 抗 体 の 組 み 合 わ せ は 、 サ イ ト II抗 体 の 各 濃 度 が サ イ ト III抗 体 の ど の 濃 度 と も 組 み
合 わ さ る よ う に 調 製 す る 。 こ れ は 、 サ イ ト II抗 体 ま た は サ イ ト III抗 体 の OSMへ の 同 等 の 結
合 、 な ら び に サ イ ト II抗 体 お よ び サ イ ト III抗 体 結 合 の 優 位 性 を 検 査 す る こ と を 可 能 に す
る 。 全 て の 抗 体 希 釈 物 お よ び 組 み 合 わ せ を 、 KB細 胞 ア ッ セ イ を 用 い て OSM中 和 に つ い て 試
験 す る 。 こ の ア ッ セ イ か ら の デ ー タ は 、 OSM中 和 に 最 も 有 効 だ っ た 抗 体 の 組 み 合 わ せ の 選
択 を 可 能 に す る 。
【 ０ ３ １ ９ 】

　 先 に 、 本 発 明 者 ら は サ イ ト IIお よ び サ イ ト III特 異 的 OSM抗 体 が KB細 胞 の OSM刺 激 を 阻 害
で き る こ と を 示 し た 。 し か し な が ら 、 KB細 胞 は 上 皮 細 胞 で あ り 、 形 質 転 換 さ れ て お り 、 必
ず し も リ ウ マ チ 性 の 滑 膜 に 存 在 す る 細 胞 を 代 表 す る も の で は な い 。 そ こ で 本 発 明 者 ら は 、
サ イ ト II特 異 的 OSM抗 体 が RA滑 膜 繊 維 芽 細 胞 の OSM刺 激 を 阻 害 す る 効 力 を 検 討 し た 。
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実 施 例 11.3　 サ イ ト IIお よ び サ イ ト III特 異 的 OSM抗 体 の 併 用 に よ る OSM中 和 の 最 適 化

実 施 例 12　 抗 サ イ ト II OSM特 異 的 抗 体 が RA滑 膜 繊 維 芽 細 胞 の OSM刺 激 を 阻 害 す る 能 力



【 ０ ３ ２ ０ 】
　 繊 維 芽 細 胞 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト に ２ × 10 4 細 胞 ／ ウ ェ ル で 播 種 し 、 10％ の FCSを 含 む DMEM
中 で ほ ぼ コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で 培 養 し 、 培 地 を 週 に ３ 回 交 換 し た 。 そ の 後 、 培 地 を 、
OSM不 含 培 地 、 1 ng/mlの OSMを 含 む 培 地 、 ま た は 種 々 の 濃 度 の 抗 OSM抗 体 と 培 地 中 で １ 時 間
プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た １ ng/mlの OSMを 含 む 培 地 と 交 換 し た 。 48時 間 後 、 培 養 上 清 を 移 し
て 、 － 20℃ で 貯 蔵 し た 後 、 ELISAで IL-6の 濃 度 を 解 析 し た 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 図 29は ４ 種 類 の RA滑 膜 繊 維 芽 細 胞 株 か ら の 代 表 的 な デ ー タ を 示 す 。 抗 体 の 効 力 は 個 々 の
株 に お い て い く ら か 変 動 し た も の の 、 OSM抗 体 は OSM刺 激 に よ る IL-6分 泌 の 完 全 な 阻 害 を 引
き 起 こ し た 。
【 ０ ３ ２ ２ 】

　 抗 OSM抗 体 は 、 先 に 記 述 し た 方 法 を 用 い て マ ウ ス を 非 グ リ コ シ ル 化 OSMで 免 疫 す る こ と に
よ り 誘 発 さ せ た 。 こ れ ら の 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ し た と こ ろ 、 図 30に 示 す よ う に 、 OSMと g
p130の 結 合 を 妨 害 す る 強 力 な 中 和 抗 体 (OM4-5.3)が 同 定 さ れ た 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 OM5-5.3は グ リ コ シ ル 化 OSM（ CHO細 胞 に よ る グ リ コ シ ル 化 ） に 対 し て 同 様 の 効 力 を 有 す
る と 推 測 さ れ た 。 し か し な が ら 、 こ の 抗 体 の サ ブ ク ロ ー ン (OM4-5.3.1)が グ リ コ シ ル 化 OSM
（ CHO細 胞 に よ り グ リ コ シ ル 化 さ れ た hOSM） と gp130と の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 測 定 し た と
こ ろ 、 図 31aに 示 す よ う に 、 効 力 の 著 し い 低 下 が 観 察 さ れ た 。 さ ら に 、 非 グ リ コ シ ル 化 OSM
と 比 較 し た 場 合 の グ リ コ シ ル 化 OSMに 対 す る こ の 効 力 の 低 下 は 、 図 31bに 示 す よ う に 、 マ ウ
ス を 非 グ リ コ シ ル 化 OSMで 免 疫 し て 誘 発 さ せ た 他 の サ イ ト II特 異 的 抗 体 に お い て も 認 め ら
れ た 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 そ の 上 、 非 グ リ コ シ ル 化 OSMに よ る 免 疫 か ら 誘 発 さ れ た サ イ ト III抗 体 も ま た 、 KB細 胞 ア
ッ セ イ に お い て 、 非 グ リ コ シ ル 化 OSMと 比 較 し て グ リ コ シ ル 化 OSMに 対 し て 約 10倍 の 効 力 低
下 を 示 し た 。 下 の 表 １ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　 非 グ リ コ シ ル 化 OSMに よ る 免 疫 感 作 が 、 結 果 的 に グ リ コ シ ル 化 形 態 よ り も 非 グ リ コ シ ル
化 OSMに 対 し て 強 力 な 抗 体 を 生 じ た こ と か ら 、 本 発 明 者 ら は 、 グ リ コ シ ル 化 OSMを 用 い た 免
疫 感 作 が 、 こ の 形 態 の OSMに 対 し て よ り 強 力 な 抗 体 を も た ら す 可 能 性 が あ る と 考 え た 。 実
際 に そ の 通 り で あ っ た 。 図 32aお よ び 32bは 、 グ リ コ シ ル 化 OSMに よ る 免 疫 か ら 誘 発 さ れ た
２ 種 類 の サ イ ト II特 異 的 OSM抗 体 (15E10お よ び 5H2)の 、 gp130－ OSM ELISAに お け る グ リ コ
シ ル 化 お よ び 非 グ リ コ シ ル 化 OSMに 対 す る 活 性 を 示 す 。
【 ０ ３ ２ ６ 】

　 高 レ ベ ル の OSMが RA患 者 の 滑 液 中 か ら 検 出 さ れ る こ と か ら 、 該 患 者 に お け る OSM産 生 の 主
要 な 場 所 の 一 つ は 炎 症 関 節 で あ る 。 対 照 的 に 、 RA患 者 の 血 清 OSMレ ベ ル は 非 常 に 低 く 、 下
記 の 実 施 例 16に 記 載 し た よ う な 高 感 度 ELISAの 開 発 に よ っ て 、 こ う し た OSMレ ベ ル を 正 確 に
測 定 す る こ と が で き る よ う に な っ た 。 本 発 明 者 ら は 、 RA患 者 の 滑 液 お よ び 血 清 サ ン プ ル を
一 組 に し て 測 定 す る こ と に よ り 、 炎 症 関 節 の OSM濃 度 と 循 環 系 中 の OSM濃 度 の 相 関 性 を 検 討
し た 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 下 記 の ELISAア ッ セ イ (OM4-11.31抗 体 を 用 い た OSMの 捕 捉 )で 測 定 し た 血 清 お よ び 滑 液 中
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実 施 例 13　 OSMの グ リ コ シ ル 化 が 抗 OSM抗 体 の 中 和 能 力 に 及 ぼ す 影 響

実 施 例 14　 RA患 者 に お け る 血 清 OSMレ ベ ル と 滑 液 OSMレ ベ ル の 相 関



の OSMレ ベ ル を 下 の 表 に 示 し 、 ま た 図 33に こ の ２ つ の 測 定 の 相 関 を 示 す 。 サ ン プ ル は 採 取
し た 後 冷 凍 し 、 こ れ ら の 測 定 の 直 前 に 解 凍 し た 。 こ の ２ つ の パ ラ メ ー タ ー の 相 関 係 数 を 線
形 回 帰 法 で 求 め た と こ ろ 0.9447で あ っ た 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 血 清 OSMと SF OSMの レ ベ ル の 良 好 な 相 関 性 は 、 炎 症 関 節 以 外 の OSM産 生 部 位 が 循 環 OSMレ
ベ ル に 比 較 的 小 さ な 影 響 し か 及 ぼ さ な い か 、 さ も な く ば そ れ ら の 部 位 が 関 節 に お け る 産 生
と 相 関 す る 様 式 で OSM産 生 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と を 示 唆 す る 。 い ず れ に せ よ 、 本 発 明 者
ら は 、 こ の 相 関 性 が 血 清 OSMの 測 定 か ら 関 節 OSMレ ベ ル の 予 測 を 可 能 に し 、 ま た RA患 者 の 治
療 に お い て OSM中 和 抗 体 の 用 量 設 定 に 応 用 可 能 で あ る と 考 え て い る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】

　 軟 骨 の 劣 化 が 変 形 性 関 節 症 (OA)の 特 徴 で あ る こ と 、 お よ び OSMが 、 特 に IL-1な ど の サ イ
ト カ イ ン と 相 乗 的 に 、 軟 骨 の 分 解 を 誘 導 す る こ と か ら 、 OA患 者 由 来 の 滑 液 お よ び 血 清 中 の
OSMレ ベ ル を 測 定 し た 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り SFサ ン プ ル か ら 除 去 し た 。 上 清 を 0.1U/mlの ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ (Fl
uka, 53725)で 室 温 に て １ 時 間 処 理 し 、 そ の 後 そ れ ら を 4000rpmで 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 上
清 を 移 し 、 分 注 し て 、 解 析 す る ま で － 80℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 OA SF中 の OSM濃 度 を 、 実 施 例 16に 記 載 の ELISAア ッ セ イ を 用 い て 解 析 し た 。 こ れ は 図 34a
お よ び 図 34bな ら び に 図 35に 示 す ２ つ の 実 験 に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 46種 類 の OA SFの う ち 、 13種 類 か ら は OSMが 検 出 さ れ な か っ た が 、 他 の 多 く に は OSMが 比
較 的 高 レ ベ ル (＞ 200pg/ml)で 含 ま れ 、 ３ 種 類 の サ ン プ ル か ら は 1000pg/mlよ り 高 濃 度 の OSM
が 検 出 さ れ た 。
【 ０ ３ ３ ４ 】

　 OA滑 液 中 に 高 濃 度 の OSMが 存 在 す る こ と は 予 想 外 で あ っ た 。 な ぜ な ら ば 、 こ れ ま で の 報
告 は 、 OA滑 液 中 の OSMレ ベ ル が RA SF中 の OSMレ ベ ル よ り も ど ち ら か と い え ば 低 い こ と を 示
唆 し て い た か ら で あ る (Manicourt DH ら  (2000) Arthritis Rheum. 43(2): 281-88を 参 照
さ れ た い )。 本 発 明 者 ら は ま た 、 臨 床 試 験 中 の OA患 者 か ら の 血 清 中 の OSMレ ベ ル を 、 12ヶ 月
間 に わ た っ て 様 々 な 時 点 で 、 下 記 の 実 施 例 16の ELISAア ッ セ イ を 用 い て 測 定 し た 。 図 36は
、 血 清 の OSM濃 度 が こ れ ら の 患 者 で は 低 い か ま た は 検 出 不 能 で あ る こ と を 示 し て い る 。 し
か し 、 サ ン プ ル が 対 に な っ て い な か っ た た め 、 OA患 者 の 血 清 中 お よ び 滑 液 中 の OSMレ ベ ル
を 相 関 さ せ る こ と は な か っ た 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
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実 施 例 15　 OA患 者 由 来 の 滑 液 (SF)お よ び 血 清 中 の OSMの 測 定

実 施 例 15.1　 OA血 清 中 の OSM濃 度

実 施 例 16　 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 低 濃 度 の OSMを 検 出 す る た め の 高 感 度 ELISA



　 本 発 明 者 ら は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の OSMを 測 定 す る た め の 、 サ イ ト III OSM特 異 的 捕 捉
抗 体 OM4-11.31を 用 い た 高 感 度 ELISAを 開 発 し た 。 こ の ELISAは 、 図 37に 示 す よ う に ＜ 2 pg/
mlま で の OSMの 検 出 が 可 能 で あ り 、 血 清 お よ び 滑 液 サ ン プ ル の 解 析 に 使 用 し た 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 こ の ELISAを 血 清 お よ び 滑 液 の サ ン プ ル に 対 し て 使 用 す る プ ロ ト コ ル を 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】

11.　 Nunc Immunoplate F96 maxisorp (Life Technologies 4-39454A)
12.　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト OSM抗 体 (OM4-11.31 GSK)
13.　 グ リ コ シ ル 化 hOSM＠ 420μ g/ml(CHO細 胞 グ リ コ シ ル 化 )
14.　 ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗 ヒ ト OSM抗 体  50μ g/ml(R&D Systems BAF295)
15.　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン HRP(Amersham RPN4401)
16.　 PBS (SIGMA D8537 1L)
17.　 BSA (SIGMA A7888 500g)
18.　 フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 溶 液 0.5％ (SIGMA P0290 100ml)
19.　 TMB (SIGMA T-8665 1L)
20.　 プ ー ル さ れ た AB正 常 雄 血 清 対 照 (SIGMA H4522) バ ッ チ 番 号 043K0500
21.　 硫 酸 ＠ １ M
22.　 PBS錠 (SIGMA P4417 100錠 )
23.　 Tween 20(Sigma P7949)
24.　 プ レ ー ト シ ー ラ ー
【 ０ ３ ３ ８ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト OSM抗 体 を PBSで ４ μ g/mlに 希 釈 す る 。 各 ウ ェ ル に 50μ lを 加 え 、
密 封 用 ス ト リ ッ プ で 覆 い 、 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。   

　 5Lの 脱 イ オ ン 水 に 25個 の PBS錠 ＋ 2.5ml Tween 20 (0.05％ )を 加 え る 。   

　 500mlの PBSに 10gの BSAを 加 え る (２ ％ )。 (800μ lの フ ェ ノ ー ル レ ッ ド を 添 加 し 、 pHが 中
性 に な る ま で ５ M NaOHを 加 え る )

　 100mlを Sorvall遠 心 分 離 機 で 30秒 間 、 16Kで 回 転 さ せ る (0.02gに 調 整 し た 4× Oakridgeチ
ュ ー ブ を 使 用 )。 上 清 を 滅 菌 ガ ー ゼ に 通 し て (依 然 と し て 濁 っ て い る が 微 粒 子 は 見 ら れ な い
)、 分 注 し て 冷 凍 す る 。   
　 ア ッ セ イ の 当 日 、 AB血 清 を 解 凍 し 、 13Kで ５ 分 間 微 量 遠 心 し 、 PBSで １ → ４ 希 釈 す る (血
清 は 不 透 明 で あ る が 、 使 用 に 支 障 は な い )。
【 ０ ３ ３ ９ 】

血 清 の 解 析 の 場 合 は 、 PBSで １ → ４ 希 釈 し た AB血 清 中 に 標 準 品 を 調 製 す る 。 SFの 解 析 の 場
合 は 、 １ ％ BSA-PBS中 に 標 準 品 を 調 製 す る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
最 大 限 の 感 度 が 望 ま れ る 場 合 ：
112、 56、 28、 14、 7、 3.5、 1.75お よ び 0 pg/ml OSMの 標 準 品 を 使 用 す る 。
【 ０ ３ ４ １ 】

１ ． 　 プ レ ー ト を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ４ 回 洗 浄 し 、 タ ッ プ 乾 燥 さ せ る 。   
２ ． 　 各 ウ ェ ル に 200μ lの ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー を 加 え 、 プ レ ー ト を 密 封 し 、 室 温 で ２
時 間 振 と う す る か 、 ま た は ４ ℃ で 一 晩 静 置 す る 。   
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OSM ELISAプ ロ ト コ ル
材 料 お よ び 試 薬

試 薬 の 調 製
プ レ ー ト の 調 製

洗 浄 バ ッ フ ァ ー

ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー

AB血 清 対 照

標 準 品 の 調 製

方 法



３ ． 　 ス テ ッ プ １ と 同 様 に 洗 浄 す る 。   
４ ． 　 各 ウ ェ ル に 50μ lの 標 準 品 ま た は サ ン プ ル を 加 え る 。 カ バ ー を 施 し 、 室 温 で ２ 時 間
撹 拌 す る 。 (血 清 サ ン プ ル を 解 析 す る の で あ れ ば 、 標 準 品 を 25％ の プ ー ル し た AB血 清 で 希
釈 す る )
５ ． 　 ス テ ッ プ １ と 同 様 に 洗 浄 す る 。   
６ ． 　 50μ l/ウ ェ ル の ビ オ チ ン 化 抗 ヒ ト OSM抗 体 (１ ％ ヤ ギ 血 清 を 含 む ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ
ァ ー で 50ng/mlに 希 釈 し た も の )を 加 え る 。 カ バ ー を 施 し 、 室 温 で １ 時 間 撹 拌 す る 。   
７ ． 　 ス テ ッ プ １ と 同 様 に 洗 浄 す る 。   
８ ． 　 50μ l/ウ ェ ル の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン HRP(ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で 1/4000に 希 釈 し
た も の )を 加 え る 。 カ バ ー を 施 し 、 室 温 で 30分 間 撹 拌 す る 。   
９ ． 　 ス テ ッ プ １ と 同 様 に 洗 浄 す る 。   
10． 　 100μ lの TMB基 質 を 加 え る 。 カ バ ー を 施 し 、 室 温 で 40分 間 撹 拌 す る 。   
11． 　 50μ l/ウ ェ ル の １ M H 2 SO 4 を 加 え 、 ア ッ セ イ 反 応 を 停 止 さ せ る 。   
12.　 プ レ ー ト を 振 と う さ せ た 後 、 直 ち に 450nmで 読 み 取 る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
配 列 番 号 1
NYGVH
配 列 番 号 2
VIWRGGSTDYNAAFMS
配 列 番 号 3
SPNSNFYWYFDV
配 列 番 号 4
SGSSSVSYMY
配 列 番 号 5
DTSNLAS
配 列 番 号 6
QQWSSYPPT
配 列 番 号 7
QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWRGGSTDYNAAFMSRLSITKDNSRSQVFF
KMNSLQADDTAIYYCAKSPNSNFYWYFDVWGTGTTVTVSS
配 列 番 号 8
QIVLTQSPTIMSASPGEKVTMTCSGSSSVSYMYWYQEKPGSSPRLLIEDTSNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISRMEAE
DAATYYCQQWSSYPPTFGSGTKLEIK
配 列 番 号 9
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLEWVAVIWRGGSTDYNAAFMSRFTISKDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAKSPNSNFYWYFDVWGRGTLVTVSS
配 列 番 号 10
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSGSSSVSYMYWYQQKPGQAPRLLIEDTSNLASGIPARFSGSGSGTDYTLTISNLEPE
DFAVYYCQQWSSYPPTFGQGTKLEIK
配 列 番 号 11
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLEWVAVIWRGGSTDYNAAFMSRFTISKDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAKSPNSNFYWYFDVWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
配 列 番 号 12
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSGSSSVSYMYWYQQKPGQAPRLLIEDTSNLASGIPARFSGSGSGTDYTLTISNLEPE
DFAVYYCQQWSSYPPTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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配 列 番 号 15
CAGGTGCAACTGAAGCAGTCAGGACCTGGCCTAGTGCAGCCCTCACAGAGCCTGTCCATAACCTGCACAGTCTCTGGTTT
CTCATTAACTAATTATGGTGTACACTGGGTTCGCCAGTCTCCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAGTGATATGGAGAG
GTGGAAGCACAGACTACAATGCAGCTTTCATGTCCAGACTGAGCATCACCAAGGACAACTCCAGGAGCCAAGTTTTCTTT
AAAATGAACAGTCTACAAGCTGATGACACTGCCATATACTACTGTGCCAAAAGTCCGAATAGTAACTTTTACTGGTATTT
CGATGTCTGGGGCACAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA
配 列 番 号 16
CAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAACAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGCAGTGGCAGCTC
AAGTGTAAGTTACATGTATTGGTACCAGGAGAAGCCAGGATCCTCCCCCAGACTCCTGATTGAAGACACATCCAACCTGG
CTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCCGAATGGAGGCTGAA
GATGCTGCCACTTATTACTGTCAACAGTGGAGTAGTTATCCACCCACGTTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATCAAA
配 列 番 号 17
CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATT
CTCATTAACTAATTATGGTGTACACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTGATATGGAGAG
GTGGAAGCACAGACTACAATGCAGCTTTCATGTCCCGATTCACCATCTCCAAGGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTG
CAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAAAAGTCCGAATAGTAACTTTTACTGGTATTT
CGATGTCTGGGGCCGTGGCACACTAGTCACAGTCTCCTCA
配 列 番 号 18
GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGTGGCAGCTC
AAGTGTAAGTTACATGTATTGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCGAAGACACATCCAACCTGG
CTTCTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTACACTCTCACCATCAGCAACCTAGAGCCTGAA
GATTTTGCAGTTTATTACTGTCAACAGTGGAGTAGTTATCCACCCACGTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA
配 列 番 号 19
CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATT
CTCATTAACTAATTATGGTGTACACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTGATATGGAGAG
GTGGAAGCACAGACTACAATGCAGCTTTCATGTCCCGATTCACCATCTCCAAGGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTG
CAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAAAAGTCCGAATAGTAACTTTTACTGGTATTT
CGATGTCTGGGGCCGTGGCACACTAGTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCcT
CCtCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCG
TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAG
CGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGA
CCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGT
GGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGC
CGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAG
GAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCAtCGAGAAAACCaTCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCG
AGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGaACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAG
GCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTG
CTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTcTTCTC
ATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA
配 列 番 号 20
GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGTGGCAGCTC
AAGTGTAAGTTACATGTATTGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCGAAGACACATCCAACCTGG
CTTCTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTACACTCTCACCATCAGCAACCTAGAGCCTGAA
GATTTTGCAGTTTATTACTGTCAACAGTGGAGTAGTTATCCACCCACGTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACG
TACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCC
TGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAG
AGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAA
ACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT
配 列 番 号 21
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QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLEWVAVIWRGGSTDYNAAFMSRLTISKDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAKSPNSNFYWYFDVWGRGTLVTVSS
配 列 番 号 40
DYNMD
配 列 番 号 41
DINPNNGGTIDNQKFKD
配 列 番 号 42
GIYYYGSHYFDY
配 列 番 号 43
SATSSVSVMH
配 列 番 号 44
DTSKLAS
配 列 番 号 45
QQWSSNPLT
配 列 番 号 46
EVQLQQSGPELVKPGASVKISCKASGYIFTDYNMDWVKQSHGKKLEWIGDINPNNGGTIDNQKFKDKATLTVDKSSSTAY
MELRSLTSEDTAVYYCARGIYYYGSHYFDYWGQGTTLTVSS
配 列 番 号 47
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSATSSVSVMHWFQKKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPTRFSGSGSGTSYSLTISSMEAE
DTATYYCQQWSSNPLTFGSGTKLELK
配 列 番 号 48
EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFTDYNMDWVRQAPGQKLEWIGDINPNNGGTIDNQKFKDRATLTVDKSTSTVY
MELSSLRSEDTAVYYCARGIYYYGSHYFDYWGQGTLVTVSS
配 列 番 号 49
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCSATSSVSVMHWFQKKPGKAPKRWIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPE
DFATYYCQQWSSNPLTFGGGTKVDIK
配 列 番 号 50
EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYIFTDYNMDWVRQAPGQKLEWIGDINPNNGGTIDNQKFKDRATLTVDKSTSTVY
MELSSLRSEDTAVYYCARGIYYYGSHYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
配 列 番 号 51
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCSATSSVSVMHWFQKKPGKAPKRWIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPE
DFATYYCQQWSSNPLTFGGGTKVDIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
配 列 番 号 52
GAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATATCCTGCAAGGCCTCTGGATA
CATATTCACTGACTACAACATGGACTGGGTGAAGCAGAGCCATGGAAAGAAACTTGAGTGGATTGGAGATATTAATCCTA
ATAATGGTGGTACTATCGACAACCAGAAGTTCAAGGACAAGGCCACATTGACTGTAGACAAGTCCTCCAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTCCGCAGCCTGACATCTGAGGACACTGCAGTCTATTACTGTGCAAGAGGGATTTATTACTACGGTAGTCACTA
CTTTGACTATTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA
配 列 番 号 53
CAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGCAGTGCCACCTC
AAGTGTAAGTGTCATGCACTGGTTCCAGAAGAAGTCAGGTACCTCCCCCAAAAGATGGATTTATGACACATCCAAACTGG
CTTCTGGAGTCCCTACTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGTAGCATGGAGGCTGAA
GATACTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTAACCCACTCACGTTCGGTTCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAA
配 列 番 号 54
GAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTTTCCTGCAAGGCATCTGGATA
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CATATTCACCGACTACAACATGGACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAAAACTTGAGTGGATTGGAGATATTAATCCTA
ATAATGGTGGTACTATCGACAACCAGAAGTTCAAGGACAGAGCCACCTTGACCGTAGACAAGTCCACGAGCACAGTCTAC
ATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGGATTTATTACTACGGTAGTCACTA
CTTTGACTATTGGGGCCAGGGAACACTAGTCACAGTCTCCTCA
配 列 番 号 55
GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTTGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCAGTGCCACCTC
AAGTGTAAGTGTCATGCACTGGTTCCAGAAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGAGATGGATCTATGACACATCCAAACTGG
CTTCTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTACACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAA
GATTTTGCAACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTAACCCACTCACGTTCGGCGGAGGGACCAAAGTGGATATCAAA
配 列 番 号 56
GAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTTTCCTGCAAGGCATCTGGATA
CATATTCACCGACTACAACATGGACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAAAACTTGAGTGGATTGGAGATATTAATCCTA
ATAATGGTGGTACTATCGACAACCAGAAGTTCAAGGACAGAGCCACCTTGACCGTAGACAAGTCCACGAGCACAGTCTAC
ATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGGATTTATTACTACGGTAGTCACTA
CTTTGACTATTGGGGCCAGGGAACACTAGTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCAC
CcTCCtCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTG
TCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAG
CAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCA
AGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGT
GGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCAtCGAGAAAACCaTCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCC
CCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCaTCCCGGGATGAGCTGACCAAGaACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCA
AAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC
GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTcTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA
配 列 番 号 57
GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTTGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCAGTGCCACCTC
AAGTGTAAGTGTCATGCACTGGTTCCAGAAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGAGATGGATCTATGACACATCCAAACTGG
CTTCTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTACACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAA
GATTTTGCAACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTAACCCACTCACGTTCGGCGGAGGGACCAAAGTGGATATCAAACG
TACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCC
TGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAG
AGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAA
ACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT
配 列 番 号 61
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLEWVAVIWRGGSTDYNAAFMSRFTISKDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAKSPNSNFYWYFDVWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAGA
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
配 列 番 号 62
CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATT
CTCATTAACTAATTATGGTGTACACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTGATATGGAGAG
GTGGAAGCACAGACTACAATGCAGCTTTCATGTCCCGATTCACCATCTCCAAGGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTG
CAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAAAAGTCCGAATAGTAACTTTTACTGGTATTT
CGATGTCTGGGGCCGTGGCACACTAGTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCT
CCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCG
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TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAG
CGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCGCGGGGGCA
CCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGT
GGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGC
CGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAG
GAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCG
AGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAG
GCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTG
CTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTC
ATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ４ ３ 】
【 図 １ 】 OSMと gp130、 LIFRお よ び OSMRβ と の 相 互 作 用 の 模 式 図 。
【 図 ２ 】 実 施 例 に 記 載 の プ ロ ト コ ル に 従 い 15E10お よ び 10D3キ メ ラ 抗 体 を 用 い た 、 hOSM(上
の パ ネ ル )お よ び cOSM(下 の パ ネ ル )に 対 す る gp130阻 害 ELISAを 示 す 。 詳 細 に つ い て は 上 記
説 明 を 参 照 の こ と 。
【 図 ３ 】 実 施 例 に 記 載 の プ ロ ト コ ル に 従 い 実 施 例 に 記 載 の 15E10お よ び 10D3キ メ ラ 抗 体 を
用 い た 、 hOSM(上 の パ ネ ル )お よ び cOSM(下 の パ ネ ル )に 対 す る KB細 胞 ア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 ４ 】 hOSM(上 の パ ネ ル )お よ び cOSM(下 の パ ネ ル )に 対 す る gp130阻 害 ELISAを 示 す が 、 こ
こ で 阻 害 ％ は ４ 種 類 の ヒ ト 化 抗 体 (B1L1、 B1L2、 B4L1、 B4L2)お よ び キ メ ラ 15E10の 抗 体 濃
度 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト し た 。
【 図 ５ 】 種 々 の ヒ ト 化 抗 体 (B2L2、 B3L2、 B4L2)が CHO産 生 hOSMへ の 結 合 に つ い て キ メ ラ 15E
10と 比 較 さ れ る 、 実 施 例 の gp130阻 害 ELISAを 示 す 。
【 図 ６ 】 hOSMの 代 わ り に cOSMを 用 い た 図 ５ の ア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 ７ 】 CHO産 生 hOSMを 25％ の ヒ ト AB血 清 中 で 用 い た 図 ５ の ア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 ８ 】 hOSMの 代 わ り に cOSMを 用 い た 図 ７ の ア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 ９ 】 ヒ ト 化 抗 体 B2L2、 B3L2、 B4L2お よ び キ メ ラ 15E10を 用 い た 、 ４ 種 類 の 異 な る ヒ ト
サ ン プ ル 由 来 の 好 中 球 OSMの gp130阻 害 ELISAを 示 す 。
【 図 １ ０ 】 ３ 種 類 の ヒ ト 化 抗 体 (B2L2、 B3L2、 お よ び B4L2)な ら び に 15E10キ メ ラ 抗 体 を 用
い た 、 ヒ ト RA患 者 の 滑 液 か ら 分 離 さ れ た hOSMに 対 す る gp130阻 害 ELISAを 示 す 。
【 図 １ １ 】 gp130阻 害 ELISAの 代 わ り に KB細 胞 ア ッ セ イ を 用 い た 図 ５ ～ 10の 状 態 の 結 果 を 図
11～ 16に 示 す 。 た だ し 、 図 15の 好 中 球 OSMの KB細 胞 ア ッ セ イ だ け は 好 中 球 OSMの 単 一 の ヒ ト
サ ン プ ル を 使 用 し た 。 図 11に は CHO産 生 hOSMの KB細 胞 ア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 CHO産 生 cOSMの KB細 胞 ア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 25％ ヒ ト AB血 清 中 の CHO産 生 hOSMの KB細 胞 ア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 25％ ヒ ト AB血 清 中 の CHO産 生 cOSMの KB細 胞 ア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 好 中 球 OSMの KB細 胞 ア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 RA患 者 の SF細 胞 か ら 分 離 さ れ た OSMの KB細 胞 ア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 親 マ ウ ス 15E10抗 体 、 キ メ ラ 15E10抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 構 築 物 B3L2お よ び B3L2の Fc
溶 解 性 変 異 体 の 、 CHO産 生 hOSMに 対 す る gp130阻 害 ELISAを 示 す 。 詳 細 に つ い て は 上 記 説 明
を 参 照 さ れ た い 。
【 図 １ ８ 】 cOSMを 用 い た 図 １ ７ の ア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 親 マ ウ ス 15E10、 キ メ ラ 15E10、 ヒ ト 化 抗 体 構 築 物 B3L2お よ び B3L2の Fc溶 解 性 変
異 体 の 、 CHO産 生 hOSMに 対 す る KB細 胞 ア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 実 施 例 の 競 合 ア ッ セ イ の 模 式 図 を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 実 施 例 の マ ウ ス 10D3競 合 抗 体 に よ る 15E10(B3L2ヒ ト 化 構 築 物 )の 阻 害 を 示 す 。
等 モ ル 量 (0.15μ g/ml)で の 10D3競 合 体 に よ る 15E10の 阻 害 パ ー セ ン ト は 62.3％ で あ っ た 。
【 図 ２ ２ 】 図 22aは 、 非 グ リ コ シ ル 化 OSMを 使 用 す る gp130－ OSM ELISAに お け る 典 型 的 な 標
準 曲 線 を 示 し 、 こ の 場 合 の ELISAプ レ ー ト に コ ー テ ィ ン グ す る た め の gp130濃 度 は １ μ g/ml
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で あ る 。 図 22bは 、 プ レ ー ト の コ ー テ ィ ン グ に 使 用 し た gp130濃 度 を ４ μ g/mlに 増 加 し た と
き の gp130－ OSM ELISAの 感 度 の 向 上 を 示 す 。 図 22cは 、 gp130－ OSM ELISAが グ リ コ シ ル 化
お よ び 非 グ リ コ シ ル 化 OSMの い ず れ を 用 い て も 機 能 す る こ と を 示 す 。 非 グ リ コ シ ル 化 OSMを
黒 塗 り の 丸 で 表 し 、 グ リ コ シ ル 化 OSMを 白 抜 き の 三 角 で 表 す 。 ELISAの 感 度 は 非 グ リ コ シ ル
化 OSMの 場 合 の 方 が 高 い こ と に 注 目 さ れ た い 。 こ れ は お そ ら く グ リ コ シ ル 化 が 用 い た 検 出
抗 体 に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ を マ ス キ ン グ し て い る 結 果 で あ ろ う 。
【 図 ２ ３ 】 図 23aは 、 gp130－ OSM ELISAに お け る OSM中 和 抗 体 Mab295 (R&D Sytems)の 効 果
を 示 す 。 OSMの み ； 白 丸 、 OSM+Mab295； 黒 三 角 、 OSM+MAb295（ ELISAプ レ ー ト 上 に gp130無
し ） ； 黒 四 角 。 図 23bは 、 gp130－ OSM ELISAに お い て Mab295が OSMシ グ ナ ル を ど の よ う に 増
強 す る か を 表 し た 模 式 図 で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 Mab 295に よ る OSM中 和 の 有 効 性 を 示 す KB細 胞 ア ッ セ イ か ら の デ ー タ を 示 す 。 細
胞 は １ ng/ml OSMの み で 刺 激 し た か 、 ま た は ア ッ セ イ 前 に 種 々 の 濃 度 の Mab295と 混 合 し た
同 濃 度 の OSMで 刺 激 し た 。 OSMの み ； 黒 三 角 、 OSM+Mab295； 白 丸 、 OSM刺 激 な し ； 黒 四 角 。
【 図 ２ ５ 】 gp130－ OSM ELISAに お け る OSMサ イ ト III特 異 的 抗 体 OM4-11.31の 効 果 を 示 す 。 O
SMの み ； 白 丸 、 OSM＋ ア イ ソ タ イ プ 対 照 IgG； 黒 の 逆 三 角 、 OSM＋ サ イ ト II OSM特 異 的 抗 体
； 白 四 角 、 OSM＋ OM4-11.31； 黒 丸 。
【 図 ２ ６ 】 OSMと サ イ ト III特 異 的 抗 体 (OM4-11.17)の 複 合 体 と 、 gp130と の 結 合 の 、 サ イ ト
II特 異 的 OSM抗 体 OM4-5.3に よ る 阻 害 を 示 す 。 12.5ng/ml OSMの み ； 中 実 の バ ー 、 OSM+OM4-1
1.17； 対 角 線 の バ ー 、 OSM+OM4-11.17＋ 対 照 IgG； 網 状 線 の バ ー 、 OSM+OM4-11.17＋ OM4-5.3
； 点 描 バ ー 。
【 図 ２ ７ 】 gp130－ OSM ELISAを 用 い て 検 出 さ れ た 、 ヒ ト OSMで 免 疫 し た マ ウ ス の 血 清 中 の
サ イ ト IIお よ び 非 サ イ ト II特 異 的 OSM抗 体 の 出 現 を 示 す 。 ヒ ト OSMを 用 い て 追 加 免 疫 を １ 回
、 ２ 回 お よ び ３ 回 行 っ た 後 の 血 清 の 解 析 を そ れ ぞ れ a、 bお よ び cに 示 す 。 OSM＋ 免 疫 前 血 清
； 白 丸 、 OSM＋ 免 疫 マ ウ ス 由 来 の 抗 血 清 ； 黒 の 逆 三 角 、 OSM+免 疫 マ ウ ス 由 来 の 抗 血 清 （ ELI
SAプ レ ー ト 上 に gp130無 し ） ； 白 の 逆 三 角 。
【 図 ２ ８ 】 KB細 胞 ア ッ セ イ で 測 定 さ れ た 、 サ イ ト II OSM特 異 的 抗 体 (「 hum 15E10」 、 ヒ ト
化 15E10)と サ イ ト III特 異 的 OSM抗 体 (17H10)と の OSM中 和 に お け る 相 乗 効 果 を 示 す 。 17H10
単 独 (a)ま た は ヒ ト 化 15E10単 独 (b)に よ る OSM中 和 ； 黒 丸 、 抗 体 の 組 合 せ に よ る OSM中 和 ；
白 三 角 。
【 図 ２ ９ 】 RA滑 膜 繊 維 芽 細 胞 か ら の OSM刺 激 IL-6分 泌 を 阻 害 す る 際 の ヒ ト 化 15E10抗 体 の 効
力 を 示 す 。 各 記 号 は 異 な る 患 者 か ら 得 ら れ た 繊 維 芽 細 胞 を さ す 。
【 図 ３ ０ 】 抗 OSM抗 体 OM4-5.3に よ る OSMと gp130と の 結 合 の 阻 害 を 示 す 。 ELISAプ レ ー ト に
加 え る 前 に 、 OSM(25ng/ml)を 、 図 に 示 す 濃 度 の OM4-5.3と と も に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 OSMの み ； 黒 丸 、 OSM＋ OM4-5.3； 白 丸 。
【 図 ３ １ 】 図 31aは 、 グ リ コ シ ル 化 お よ び 非 グ リ コ シ ル 化 OSMと gp130と の 結 合 を 阻 害 す る
際 の OM4-41.5の 効 力 の 差 を 示 す 。 非 グ リ コ シ ル 化 OSM； 黒 丸 、 グ リ コ シ ル 化 OSM； 白 三 角 。
図 31bは 、 グ リ コ シ ル 化 お よ び 非 グ リ コ シ ル 化 OSMと gp130と の 結 合 を 阻 害 す る 際 の OM4-5.3
.1の 効 力 の 差 を 示 す 。 非 グ リ コ シ ル 化 OSM； 黒 丸 、 グ リ コ シ ル 化 OSM； 白 三 角 。
【 図 ３ ２ 】 gp130－ OSM ELISAに お け る グ リ コ シ ル 化 OSM(黒 丸 )お よ び 非 グ リ コ シ ル 化 OSM(
白 三 角 )に 対 す る ２ 種 類 の サ イ ト II OSM特 異 的 抗 体 (a； 15E10、 b； 5H2)の 活 性 を 示 す 。
【 図 ３ ３ 】 RA患 者 か ら 得 ら れ た 血 清 と SFの サ ン プ ル 対 中 の 血 清 OSMお よ び 滑 液 OSM間 の 相 関
を 示 す 。
【 図 ３ ４ 】 図 34aお よ び 図 34bは 、 実 施 例 に 記 載 の OSM ELISAを 用 い て 測 定 さ れ た OA滑 液 の O
SM濃 度 を 示 す 。 図 34bは 、 ２ つ の サ ン プ ル の OSM滑 液 濃 度 が 特 に 高 か っ た こ と を 示 す 。
【 図 ３ ５ 】 実 施 例 に 記 載 の OSM ELISAを 用 い て 測 定 さ れ た OA滑 液 の OSM濃 度 を 示 す 。
【 図 ３ ６ 】 12ヶ 月 の 臨 床 試 験 期 間 に わ た り OA患 者 の 血 清 中 に 見 ら れ た OSM濃 度 を 示 す 。 ＃
番 号 は 患 者 識 別 番 号 で あ る 。
【 図 ３ ７ 】 25％ ヒ ト AB血 清 に お け る 典 型 的 OSM標 準 曲 線 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

(78) JP 2007-530068 A 2007.11.1



【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】
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【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ 】

【 図 ３ ０ 】
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