
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ヒト腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）活性を阻害する方法を提供する。
【解決手段】ヒトＴＮＦαを抗体と、ヒトＴＮＦα活性が阻害されるように接触させるこ
とを含む、ヒトＴＮＦα活性を阻害する方法であって、ここに、この抗体はヒトＴＮＦα
から１×１０ - 8Ｍ以下のＫ d及び１×１０ - 3ｓ - 1以下のＫ o f f速度定数で解離する単離され
たヒト抗体又はその抗原結合部分であり、この両者は表面プラズモン共鳴により測定され
たものであり、且つ該抗体はヒトＴＮＦαの細胞障害性を、標準イン・ビトロＬ９２９ア
ッセイで１×１０ - 7Ｍ以下のＩＣ 5 0で中和する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α を 抗 体 と 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 阻 害 さ れ る よ う に 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、
ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ に 、 こ の 抗 体 は ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら １ × １
０ - 8 Ｍ 以 下 の Ｋ d 及 び １ × １ ０ - 3 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f 速 度 定 数 で 解 離 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体
又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 で あ り 、 こ の 両 者 は 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定 さ れ た も の で あ
り 、 且 つ 該 抗 体 は ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α の 細 胞 障 害 性 を 、 標 準 イ ン ・ ビ ト ロ Ｌ ９ ２ ９ ア ッ セ イ で １
× １ ０ - 7 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0 で 中 和 す る 、 上 記 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α を 抗 体 と 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 阻 害 さ れ る よ う に 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、
ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ に 、 こ の 抗 体 は 下 記 の 特 性 を 有 す る 単 離
さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 で あ る 上 記 の 方 法 ：
ａ ） ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定 し て １ × １ ０ - 3 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f

速 度 定 数 で 解 離 し ；
ｂ ） SEQ ID NO:３ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 位 置 １ 、 ４ 、 ５ 、 ７ 若 し く は ８ に お け る 単 一 ア ラ
ニ ン 置 換 又 は 位 置 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 及 び ／ 若 し く は ９ に お け る １ ～ ５ の 保 存 的 ア ミ
ノ 酸 置 換 に よ り SEQ ID NO:３ か ら 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 を 含 む 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有
し ；
ｃ ） SEQ ID NO:４ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 位 置 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 若 し く は
１ １ に お け る 単 一 ア ラ ニ ン 置 換 又 は 位 置 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 及 び ／
若 し く は １ ２ に お け る １ ～ ５ の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り SEQ ID NO:４ か ら 改 変 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す る 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α を 抗 体 と 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 阻 害 さ れ る よ う に 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、
ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ に 、 こ の 抗 体 は 、 SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領
域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 で あ る 、 上 記 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定 し て １ × １ ０ - 8 Ｍ 以 下 の Ｋ d 及 び １
× １ ０ - 3 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f 速 度 定 数 で 解 離 し 且 つ ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α の 細 胞 障 害 性 を 、 標 準 イ ン
・ ビ ト ロ Ｌ ９ ２ ９ ア ッ セ イ で １ × １ ０ - 7 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0 で 中 和 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又
は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有 害 な 病 気 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利
用 で あ っ て 、 該 抗 体 を ヒ ト 患 者 に 、 そ の ヒ ト 患 者 に お け る ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 阻 害 さ れ る
よ う に 投 与 す る 、 当 該 利 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 下 記 の 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有 害
な 病 気 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 で あ っ て 、 該 抗 体 を ヒ ト 患 者 に 、 そ の ヒ ト
患 者 に お け る ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 阻 害 さ れ る よ う に 投 与 す る 、 当 該 利 用 ：
ａ ） ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定 し て １ × １ ０ - 3 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f

速 度 定 数 で 解 離 し ；
ｂ ） SEQ ID NO:３ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 位 置 １ 、 ４ 、 ５ 、 ７ 若 し く は ８ に お け る 単 一 ア ラ
ニ ン 置 換 又 は 位 置 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 及 び ／ 若 し く は ９ に お け る に お け る １ ～ ５ の 保
存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り SEQ ID NO:３ か ら 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 を 含 む 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ
イ ン を 有 し ；
ｃ ） SEQ ID NO:４ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 位 置 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 若 し く は
１ １ に お け る 単 一 ア ラ ニ ン 置 換 又 は 位 置 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 及 び ／
若 し く は １ ２ に お け る １ ～ ５ の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り SEQ ID NO:４ か ら 改 変 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す る 。
【 請 求 項 ６ 】
　 SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ ノ
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酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分
の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有 害 な 病 気 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 で あ っ て 、 該 抗 体
を ヒ ト 患 者 に 、 そ の ヒ ト 患 者 に お け る ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 阻 害 さ れ る よ う に 投 与 す る 、 上
記 の 利 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 抗 体 Ｄ ２ Ｅ ７ の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有 害 な 病 気 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 で
あ っ て 、 該 抗 体 を ヒ ト 患 者 に 、 そ の ヒ ト 患 者 に お け る ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 阻 害 さ れ る よ う
に 投 与 す る 、 上 記 の 利 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 病 気 が 自 己 免 疫 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 病 気 が 感 染 性 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 病 気 が 移 植 拒 絶 又 は 移 植 片 対 宿 主 病 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記
載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 病 気 が 悪 性 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 病 気 が 肺 病 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 病 気 が 腸 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 病 気 が 心 臓 病 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 病 気 が 敗 血 症 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 抗 体 を ヒ ト 患 者 に 、 サ イ ト カ イ ン イ ン タ ー ロ イ キ ン ６ (Ｉ Ｌ － ６ )と 一 緒 に 投 与 す る か 又
は ５ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ よ り 高 い 血 清 若 し く は 血 漿 Ｉ Ｌ － ６ 濃 度 を 有 す る ヒ ト 患 者 に 投 与 す る
、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 病 気 が リ ウ マ チ 様 関 節 炎 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 病 気 が リ ウ マ チ 様 脊 椎 炎 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 病 気 が 骨 関 節 炎 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 病 気 が 通 風 関 節 炎 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 病 気 が ア レ ル ギ ー で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 病 気 が 多 発 性 硬 化 症 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 病 気 が 自 己 免 疫 性 糖 尿 病 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 病 気 が 自 己 免 疫 性 ブ ド ウ 膜 炎 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利
用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 病 気 が ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 病 気 が 炎 症 性 骨 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
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【 請 求 項 ２ ７ 】
　 病 気 が 骨 吸 収 病 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 病 気 が ア ル コ ー ル 性 肝 炎 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 病 気 が ウ イ ル ス 性 肝 炎 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 病 気 が 凝 固 障 害 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 病 気 が 火 傷 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 病 気 が 再 潅 流 傷 害 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 病 気 が ケ ロ イ ド 形 成 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 病 気 が 瘢 痕 組 織 形 成 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 病 気 が 発 熱 で あ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 及 び ７ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定 し て 、 １ × １ ０ - 8 Ｍ 以 下 の Ｋ d 及 び
１ × １ ０ - 3 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f 速 度 定 数 で 解 離 し 且 つ ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α の 細 胞 障 害 性 を 標 準 イ ン
・ ビ ト ロ Ｌ ９ ２ ９ ア ッ セ イ で １ × １ ０ - 7 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0 で 中 和 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又
は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有 害 な 病 気 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利
用 で あ っ て 、 該 抗 体 を 患 者 に そ の 病 気 が 治 療 さ れ る よ う に 投 与 す る 当 該 利 用 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 下 記 の 特 徴 を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有 害
な 病 気 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 で あ っ て 、 該 抗 体 を 患 者 に そ の 病 気 が 治 療
さ れ る よ う に 投 与 す る 当 該 利 用 ：
ａ ） ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定 し て １ × １ ０ - 3 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f

速 度 定 数 で 解 離 し ；
ｂ ） SEQ ID NO:３ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 位 置 １ 、 ４ 、 ５ 、 ７ 若 し く は ８ に お け る 単 一 ア ラ
ニ ン 置 換 又 は 位 置 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 及 び ／ 若 し く は ９ に お け る に お け る １ ～ ５ の 保
存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り SEQ ID NO:３ か ら 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 を 含 む 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ
イ ン を 有 し ；
ｃ ） SEQ ID NO:４ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 位 置 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 若 し く は
１ １ に お け る 単 一 ア ラ ニ ン 置 換 又 は 位 置 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 及 び ／
若 し く は １ ２ に お け る １ ～ ５ の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り SEQ ID NO:４ か ら 改 変 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す る 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分
の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有 害 な 病 気 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 で あ っ て 、 該 抗 体
を 患 者 に 、 そ の 病 気 が 治 療 さ れ る よ う に 投 与 す る 当 該 利 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 抗 体 Ｄ ２ Ｅ ７ の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有 害 な 病 気 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 で
あ っ て 、 該 抗 体 を 患 者 に 、 そ の 病 気 が 治 療 さ れ る よ う に 投 与 す る 当 該 利 用 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 病 気 が 自 己 免 疫 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利
用 。
【 請 求 項 ４ １ 】
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　 病 気 が 感 染 性 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用
。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 病 気 が 移 植 拒 絶 又 は 移 植 片 対 宿 主 病 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か
一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 病 気 が 悪 性 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 病 気 が 肺 病 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 病 気 が 腸 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 病 気 が 心 臓 病 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 病 気 が 敗 血 症 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 抗 体 を ヒ ト 患 者 に 、 サ イ ト カ イ ン イ ン タ ー ロ イ キ ン ６ (Ｉ Ｌ － ６ )と 一 緒 に 投 与 す る か 又
は ５ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ よ り 高 濃 度 の 血 清 若 し く は 血 漿 Ｉ Ｌ － ６ を 有 す る ヒ ト 患 者 に 投 与 す る
、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 病 気 が リ ウ マ チ 様 関 節 炎 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載
の 利 用 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 病 気 が リ ウ マ チ 様 脊 椎 炎 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載
の 利 用 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 病 気 が 骨 関 節 炎 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 病 気 が 通 風 関 節 炎 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用
。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 病 気 が ア レ ル ギ ー で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用
。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 病 気 が 多 発 性 硬 化 症 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利
用 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 病 気 が 自 己 免 疫 性 糖 尿 病 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載
の 利 用 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 病 気 が 自 己 免 疫 性 ブ ド ウ 膜 炎 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に
記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 病 気 が ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載
の 利 用 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 病 気 が 炎 症 性 骨 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利
用 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 病 気 が 骨 吸 収 病 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
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【 請 求 項 ６ ０ 】
　 病 気 が ア ル コ ー ル 性 肝 炎 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載
の 利 用 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 病 気 が ウ イ ル ス 性 肝 炎 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の
利 用 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 病 気 が 凝 固 障 害 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 病 気 が 火 傷 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 病 気 が 再 潅 流 傷 害 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用
。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 病 気 が ケ ロ イ ド 形 成 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利
用 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 病 気 が 瘢 痕 組 織 形 成 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利
用 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 病 気 が 発 熱 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 を 製 薬 上 許 容 し 得 る キ ャ リ ア ー と 組 合 せ る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７
、 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 を 少 な く と も 一 種 の 追 加 の 治 療 剤 と 共 に 投 与 す る 、 請 求 項 ４ 、 ５ 、
６ 、 ７ 、 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 患 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 病 気 が 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載
の 利 用 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 病 気 が エ ン ド ト キ シ ン 性 シ ョ ッ ク で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一
つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 病 気 が グ ラ ム 陰 性 菌 に よ る 敗 血 症 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一
つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 病 気 が 毒 性 シ ョ ッ ク 症 候 群 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記
載 の 利 用 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 病 気 が マ ラ リ ア で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 病 気 が 髄 膜 炎 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 病 気 が 悪 液 質 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 病 気 が Ａ Ｉ Ｄ Ｓ で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
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　 病 気 が 細 菌 性 髄 膜 炎 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利
用 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 病 気 が Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 関 連 合 併 症 (Ａ Ｒ Ｃ )で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か
一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 病 気 が 移 植 後 の サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 感 染 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の
何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 病 気 が 感 染 及 び 感 染 後 の 悪 液 質 に よ る 熱 及 び 筋 肉 痛 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及
び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 病 気 が 同 種 異 系 移 植 片 拒 絶 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記
載 の 利 用 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 病 気 が 腫 瘍 増 殖 の 刺 激 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の
利 用 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 病 気 が 悪 性 疾 患 に お け る 転 移 の 可 能 性 の 増 大 及 び 細 胞 障 害 性 の 媒 介 で あ る 、 請 求 項 ３ ６
、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 病 気 が 腫 瘍 増 殖 又 は 転 移 の 阻 止 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ
に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 病 気 が 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記
載 の 利 用 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 病 気 が シ ョ ッ ク 肺 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用
。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 病 気 が 慢 性 肺 炎 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 病 気 が 肺 サ ル コ イ ド ー シ ス で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記
載 の 利 用 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 病 気 が 肺 繊 維 症 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 病 気 が 珪 肺 症 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 病 気 が 炎 症 性 腸 疾 患 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 病 気 が 特 発 性 炎 症 性 腸 疾 患 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利
用 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 病 気 が ク ロ ー ン 病 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用
。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 病 気 が 潰 瘍 性 大 腸 炎 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利
用 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
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　 病 気 が 心 臓 虚 血 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 病 気 が 心 不 全 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 病 気 が 肝 炎 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 及 び ３ ９ の 何 れ か 一 つ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 下 記 の (ａ )又 は (ｂ )の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有
害 で あ る 敗 血 症 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 ：
(ａ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体
(ｂ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し
く は 付 加 に よ り 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し く は 付 加 に よ り 得 ら
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ っ て 、
(ａ )に 記 載 の 抗 体 と 同 じ 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 抗 体 を 、 ヒ ト 患 者 に 、 サ イ ト カ イ ン イ ン タ ー ロ イ キ ン ６ (Ｉ Ｌ － ６ )と 一 緒 に 投 与 す る か
又 は ５ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ よ り 高 い 血 清 若 し く は 血 漿 Ｉ Ｌ － ６ 濃 度 を 有 す る ヒ ト 患 者 に 投 与 す
る 、 請 求 項 １ ０ ０ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 下 記 の (ａ )又 は (ｂ )の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有
害 で あ る 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 ：
(ａ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体
(ｂ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し
く は 付 加 に よ り 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し く は 付 加 に よ り 得 ら
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ っ て 、
(ａ )に 記 載 の 抗 体 と 同 じ 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 を 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 リ ウ マ チ 様 脊 椎 炎 、 骨 関 節 炎 及 び 通 風 関 節 炎 よ り
な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 １ ０ ２ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 を 、 ア レ ル ギ ー 、 多 発 性 硬 化 症 、 自 己 免 疫 性 糖 尿 病 、 自 己 免 疫 性 ブ ド ウ 膜
炎 及 び ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 、 請 求 項 １ ０ ２ に 記 載 の 利 用 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 下 記 の (ａ )又 は (ｂ )の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有
害 で あ る 感 染 性 疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 ：
(ａ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体
(ｂ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し
く は 付 加 に よ り 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し く は 付 加 に よ り 得 ら
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ っ て 、
(ａ )に 記 載 の 抗 体 と 同 じ 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 下 記 の (ａ )又 は (ｂ )の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有
害 で あ る 移 植 拒 絶 又 は 移 植 片 対 宿 主 病 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 ：
(ａ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体
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(ｂ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し
く は 付 加 に よ り 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し く は 付 加 に よ り 得 ら
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ っ て 、
(ａ )に 記 載 の 抗 体 と 同 じ 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 下 記 の (ａ )又 は (ｂ )の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有
害 で あ る 悪 性 疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 ：
(ａ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体
(ｂ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し
く は 付 加 に よ り 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し く は 付 加 に よ り 得 ら
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ っ て 、
(ａ )に 記 載 の 抗 体 と 同 じ 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 下 記 の (ａ )又 は (ｂ )の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有
害 で あ る 肺 病 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 ：
(ａ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体
(ｂ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し
く は 付 加 に よ り 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し く は 付 加 に よ り 得 ら
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ っ て 、
(ａ )に 記 載 の 抗 体 と 同 じ 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 下 記 の (ａ )又 は (ｂ )の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有
害 で あ る 腸 疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 ：
(ａ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体
(ｂ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し
く は 付 加 に よ り 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し く は 付 加 に よ り 得 ら
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ っ て 、
(ａ )に 記 載 の 抗 体 と 同 じ 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 下 記 の (ａ )又 は (ｂ )の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有
害 で あ る 心 臓 病 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 ：
(ａ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体
(ｂ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し
く は 付 加 に よ り 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し く は 付 加 に よ り 得 ら
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ っ て 、
(ａ )に 記 載 の 抗 体 と 同 じ 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 下 記 の (ａ )又 は (ｂ )の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 有
害 で あ る 炎 症 性 骨 疾 患 、 骨 吸 収 病 、 ア ル コ ー ル 性 肝 炎 、 ウ イ ル ス 性 肝 炎 、 劇 症 肝 炎 、 凝 固
障 害 、 火 傷 、 再 潅 流 傷 害 、 ケ ロ イ ド 形 成 、 瘢 痕 組 織 形 成 、 発 熱 、 歯 周 病 、 肥 満 及 び 照 射 毒
性 よ り な る 群 か ら 選 択 す る 病 気 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 利 用 ：
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(ａ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体
(ｂ )SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し
く は 付 加 に よ り 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ )及 び SEQ ID NO:２ の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 若 し く は 付 加 に よ り 得 ら
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 (Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ )を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ っ て 、
(ａ )に 記 載 の 抗 体 と 同 じ 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 腫 瘍 壊 死 因 子 α （ Ｔ Ｎ Ｆ α ） は 、 単 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ を 含 む 多 く の 型 の 細 胞 に よ り
産 生 さ れ る サ イ ト カ イ ン で あ り 、 そ れ は 、 元 々 、 あ る 種 の マ ウ ス の 腫 瘍 の 壊 死 を 誘 導 す る
そ の 能 力 に 基 づ い て 同 定 さ れ た も の で あ る 。 （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 そ の 後 、 悪
液 質 と 関 連 す る カ ケ ク チ ン と 呼 ば れ る 因 子 が 、 Ｔ Ｎ Ｆ α と 同 一 分 子 で あ る こ と が 示 さ れ た
。 Ｔ Ｎ Ｆ α は 、 シ ョ ッ ク の 媒 介 に 関 与 し て き た （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ 、 非 特 許 文 献 ３ 参
照 ） 。 そ の 上 、 Ｔ Ｎ Ｆ α は 、 敗 血 症 、 感 染 症 、 自 己 免 疫 疾 患 、 移 植 片 拒 絶 及 び 移 植 片 対 宿
主 病 を 含 む 様 々 な 他 の ヒ ト の 病 気 及 び 障 害 の 病 態 生 理 学 に 関 係 し て き た （ 例 え ば 、 非 特 許
文 献 ４ 、 特 許 文 献 １ 、 特 許 文 献 ２ 、 非 特 許 文 献 ５ 、 非 特 許 文 献 ６ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 種 々 の ヒ ト の 病 気 に お け る ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α （ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α ） の 有 害 な 役 割 の 故 に 、 治 療 ス ト
ラ テ ジ ー は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α を 阻 害 し 又 は 打 ち 消 す よ う に デ ザ イ ン さ れ て き た 。 特 に 、 ｈ Ｔ Ｎ
Ｆ α に 結 合 す る （ そ し て 中 和 す る ） 抗 体 が 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 阻 害 す る 手 段 と し て 探 究 さ
れ て き た 。 最 も 初 期 の か か る 抗 体 の 幾 つ か は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α で 免 疫 さ れ た マ ウ ス の リ ン パ 球
か ら 調 製 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 分 泌 さ れ る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ｍ Ａ ｂ ） で
あ っ た （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ７ 、 非 特 許 文 献 ８ 、 非 特 許 文 献 ９ 、 非 特 許 文 献 １ ０ 、 非 特 許
文 献 ４ 、 特 許 文 献 １ 、 特 許 文 献 ３ 、 特 許 文 献 ４ 、 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。 こ れ ら の マ ウ ス の 抗
ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 は 、 し ば し ば 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 対 す る 高 い 親 和 性 （ 例 え ば 、 Ｋ ｄ ≦ １ ０ - 9 Ｍ
） を 示 し 且 つ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 中 和 す る こ と が で き た が 、 そ れ ら の イ ン ・ ビ ボ で の 利 用 は
、 マ ウ ス 抗 体 の ヒ ト へ の 投 与 に 関 係 し た 問 題 例 え ば 短 い 血 清 の 半 減 期 、 あ る 種 の ヒ ト の エ
フ ェ ク タ ー 機 能 の 引 き 金 を 引 く こ と が で き な い こ と 及 び ヒ ト に お け る マ ウ ス 抗 体 に 対 す る
望 ま し く な い 免 疫 応 答 （ 「 ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体 」 （ Ｈ Ａ Ｍ Ａ ） 反 応 ） の 誘 出 に よ り 制 限 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ヒ ト に お け る 完 全 に マ ウ ス の 抗 体 の 使 用 に 関 係 す る 問 題 を 克 服 す る 試 み に お い て 、 マ ウ
ス 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 は 、 遺 伝 子 工 学 的 に 一 層 「 ヒ ト 様 」 に さ れ て き た 。 例 え ば 、 抗 体 鎖 の
可 変 領 域 が マ ウ ス 由 来 で 且 つ 定 常 領 域 が ヒ ト 由 来 で あ る キ メ ラ 抗 体 が 製 造 さ れ て き た （ 非
特 許 文 献 １ １ 、 特 許 文 献 ５ ） 。 更 に 、 抗 体 の 可 変 領 域 の 超 可 変 ド メ イ ン は マ ウ ス 由 来 で あ
る が 、 可 変 領 域 の 残 り と 抗 体 の 定 常 領 域 が ヒ ト 由 来 で あ る ヒ ト 化 抗 体 も 製 造 さ れ て き た （
特 許 文 献 ６ ） 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の キ メ ラ 抗 体 及 び ヒ ト 化 抗 体 は 、 未 だ 幾 ら か の マ ウ
ス 配 列 を 保 持 し て い る の で 、 そ れ ら は 、 や は り 望 ま し く な い 免 疫 反 応 、 ヒ ト の 抗 キ メ ラ 抗
体 （ Ｈ Ａ Ｃ Ａ ） 反 応 を 、 特 に 、 例 え ば リ ウ マ チ 様 関 節 炎 等 の 慢 性 適 応 症 の た め に 長 期 間 投
与 し た 場 合 に 誘 出 し 得 る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ２ 、 非 特 許 文 献 １ ３ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 マ ウ ス の ｍ Ａ ｂ 又 は そ の 誘 導 体 （ 例 え ば 、 キ メ ラ 又 は ヒ ト 化 抗 体 ） よ り 好 適 な ｈ Ｔ Ｎ Ｆ
α 阻 害 剤 は 、 完 全 に ヒ ト の 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 で あ ろ う 。 何 故 な ら 、 か か る 剤 は 、 た と え 長
期 間 使 用 し て も 、 Ｈ Ａ Ｍ Ａ 反 応 を 誘 出 し な い か ら で あ る 。 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 対 す る ヒ ト モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て 製 造 さ れ て き た （ 非 特 許 文 献 １ ４ 、 非
特 許 文 献 １ ５ 、 特 許 文 献 ７ ） 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 自 己 抗 体 は 、 慣 用 の 方 法 で 計 算 す る に は 低 過 ぎ る ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 対 す る 親 和 性 を 有 し 、

10

20

30

40

50

(10) JP 2007-45828 A 2007.2.22

発 明 の 背 景



可 溶 性 の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 結 合 す る こ と が で き ず 、 且 つ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に よ り 誘 導 さ れ る 細 胞 障 害
作 用 を 中 和 す る こ と が で き な か っ た （ Boyle,等 ;前 出 、 参 照 ） 。 そ の 上 、 ヒ ト ハ イ ブ リ ド
ー マ 技 術 の 成 功 は 、 ヒ ト の 末 梢 血 液 中 の 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 特 異 的 な 自 己 抗 体 を 産 生 す る リ ン
パ 球 の 自 然 の 存 在 に 依 存 し て い る 。 あ る 研 究 で は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 対 す る 血 清 自 己 抗 体 が ヒ
ト 患 者 で 検 出 さ れ た （ 非 特 許 文 献 １ ６ 、 非 特 許 文 献 １ ７ ） が 、 他 の 研 究 で は 、 検 出 さ れ て
い な い （ 非 特 許 文 献 １ ８ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 天 然 の ヒ ト の 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 の 代 替 物 は 、 組 換 え ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 で あ ろ う 。 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ
α に 比 較 的 低 い 親 和 性 （ 即 ち 、 Ｋ d ～ １ ０ - 7 Ｍ ） 及 び 速 い 解 離 速 度 （ 即 ち 、 Ｋ o f f ～ １ ０ - 2

秒 - 1 ） で 結 合 す る 組 換 え ヒ ト 抗 体 は 、 記 載 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ９ ） 。 し か し な が ら
、 そ れ ら の 比 較 的 速 い 解 離 動 力 学 の 故 に 、 こ れ ら の 抗 体 は 、 治 療 用 途 に 適 し て い な い 。 更
に 、 組 換 え の ヒ ト の 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 中 和 せ ず 、 む し ろ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 細
胞 表 面 へ の 結 合 を 促 進 し て ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 内 在 化 を 促 進 す る と 記 載 さ れ て き た （ 非 特 許 文 献
２ ０ 、 特 許 文 献 ８ ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 可 溶 性 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と 高 い 親 和 性 及 び 遅 い 解 離 動 力 学 で 結 合 し 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導
さ れ た 細 胞 障 害 性 （ イ ン ・ ビ ト ロ 及 び イ ン ・ ビ ボ ） 及 び ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ た 細 胞 活 性 を
含 む ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 中 和 す る 能 力 を 有 す る ヒ ト 抗 体 例 え ば 組 換 え ヒ ト 抗 体 が や は り 必 要
と さ れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 Moeller等 の 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ３ １ ， ０ ２ ４ 号
【 特 許 文 献 ２ 】 Moeller,A.等 に よ る 欧 州 特 許 出 願 第 ２ ６ ０ ６ １ ０ Ｂ １ 号
【 特 許 文 献 ３ 】 Wallach,D.に よ る 欧 州 特 許 公 開 第 １ ８ ６ ８ ３ ３ Ｂ １ 号
【 特 許 文 献 ４ 】 Old等 に よ る 欧 州 特 許 出 願 公 開 第 ２ １ ８ ８ ６ ８ Ａ １ 号
【 特 許 文 献 ５ 】 Dassona,P.E.等 に よ る Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｎ ｏ ． Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ６ ５ ５ ３
【 特 許 文 献 ６ 】 Adair,J.R.等 に よ る Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｎ ｏ ． Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ １ ３ ８ ３
【 特 許 文 献 ７ 】 Boyle,等 に よ る 欧 州 特 許 出 願 公 開 第 ６ １ ４ ９ ８ ４ Ａ ２ 号
【 特 許 文 献 ８ 】 Aston,R.等 に よ る Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｎ ｏ ． Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ３ １ ４ ５
【 非 特 許 文 献 １ 】 Old,L.(1985)Science230:630-632
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Beutler,B.及 び Cerami,A.(1988)Annu.Rev.Biochem.57:505-518
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Beutler,B.及 び Cerami,A.(1989)Annu.Rev.Immunol.7:625-655
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Moeller,A.等 (1990)Cytokine 2:162-169
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Vasilli,P.(1992)Annu.Rev.Immunol.10:411-452
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Tracey,K.J.及 び Cerami,A.(1994)Annu.Rev.Med.45:491-503
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Hahn T;等 (1985)Proc.Natl.Acad.Sci.USA82:3814-3818
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Liang,C-M.,等 (1986)Biochem.Biophys.Res.Commun.137:847-854
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Hirai,M.,等 (1987)J.Immunol.Methods 96:57-62
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Fendly,B.M.,等 (1987)Hybridoma 6:359-370
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Knight,D.M.等 (1993)Mol.Immunol.30:1443-1453
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Elliott,M.J.,等 (1994)Lancet 344:1125-1127
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Elliot,M.J.,等 (1994)Lancet 344:1105-1110
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Boyle,P.,等 (1993)Cell.Immunol.152:556-568
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Boyle,P.,等 (1993)Cell.Immunol.152:569-581
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Fomsgaard,A.,等 (1989)Scand.J.Immunol.30:219-223
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Bendtzen,K.,等 (1990)Prog.Leukocyte Biol.10B:447-452
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Leusch,H-G.,等 (1991)J.Immunol.Methods139:145-147
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 Griffiths,A.D.,等 (1993)EMBO J.12:725-734
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Lidbury,A.,等 (1994)Biotechnol.Ther.5:27-45
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 こ の 発 明 は 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α に 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト 抗 体 好 ま し く は 組 換 え ヒ ト 抗 体 を 提
供 す る 。 こ の 発 明 の 抗 体 は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α へ の 高 い 親 和 性 及 び 遅 い 解 離 動 力 学 で の 結 合 に よ
り 及 び 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ た 細 胞 障 害 性 （ イ ン ・ ビ ト ロ 及 び イ ン ・ ビ ボ ） 及 び ｈ Ｔ Ｎ Ｆ
α 誘 導 さ れ た 細 胞 活 性 化 を 含 む ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 中 和 す る こ と に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 こ
の 発 明 の 抗 体 は 、 更 に 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に は 結 合 す る が ｈ Ｔ Ｎ Ｆ β （ リ ン ホ ト キ シ ン ） に は 結
合 し な い こ と 及 び ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α に 加 え て 他 の 霊 長 類 の Ｔ Ｎ Ｆ α 及 び 非 霊 長 類 Ｔ Ｎ Ｆ α に 結
合 す る 能 力 を 有 す る こ と に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の 発 明 の 抗 体 は 、 完 全 長 で あ っ て も よ い し （ 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 又 は Ｉ ｇ Ｇ ４ 抗 体 ） 又
は 抗 原 結 合 部 分 の み を 含 ん で も よ い （ 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ') 2 又 は ｓ ｃ Ｆ ｖ 断 片 ）
。 Ｄ ２ Ｅ ７ と 呼 ば れ る こ の 発 明 の 最 も 好 適 な 組 換 え 抗 体 は 、 SEQ ID NO:３ の ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン 及 び SEQ ID NO:４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ
ン を 有 す る 。 好 ま し く は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 抗 体 は 、 SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変
領 域 （ Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ ） 及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 （ Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ ） を 有
す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 １ × １ ０ - 8 Ｍ 以 下 の Ｋ d 及 び １ × １ ０ - 3 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o

f f 速 度 定 数 で ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら 解 離 し （ こ れ ら 両 定 数 は 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定
す る ） 、 １ × １ ０ - 7 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0 の 標 準 的 イ ン ・ ビ ト ロ Ｌ ９ ２ ９ ア ッ セ イ に お け る ヒ ト
Ｔ Ｎ Ｆ α 細 胞 障 害 性 を 中 和 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 を 提 供 す る 。 一
層 好 ま し く は 、 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 、 ５ × １ ０ - 4 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f

f で 、 尚 一 層 好 ま し く は 、 １ × １ ０ - 4 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f で ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら 解 離 す る 。 一 層
好 ま し く は 、 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 、 １ × １ ０ - 8 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0 、
尚 一 層 好 ま し く は 、 １ × １ ０ - 9 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0 、 更 に 一 層 好 ま し く は 、 ５ × １ ０ - 1 0 Ｍ 以
下 の Ｉ Ｃ 5 0 の 標 準 的 イ ン ・ ビ ト ロ Ｌ ９ ２ ９ ア ッ セ イ に お け る ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 細 胞 障 害 性 を 中
和 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 他 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 下 記 の 特 徴 を 有 す る ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分
を 提 供 す る ：
ａ ） 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定 し て 、 １ × １ ０ - 3 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f で ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か
ら 解 離 す る ；
ｂ ） SEQ ID NO:３ の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 位 置 １ 、 ４ 、 ５ 、 ７ 若 し く は ８ の 単 一 の ア ラ ニ ン 置
換 に よ り 又 は 位 置 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 及 び ／ 若 し く は ９ の １ ～ ５ の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置
換 に よ り SEQ ID NO:３ か ら 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す る
；
ｃ ） SEQ ID NO:４ の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 位 置 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 若 し く は １
１ の 単 一 の ア ラ ニ ン 置 換 に よ り 又 は 位 置 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 及 び ／
若 し く は １ ２ の １ ～ ５ の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り SEQ ID NO:４ か ら 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 む 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 一 層 好 ま し く は 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 、 ５ × １ ０ - 4 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f で ヒ ト Ｔ
Ｎ Ｆ α か ら 解 離 す る 。 更 に 一 層 好 ま し く は 、 こ の 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 、 １ × １ ０
- 4 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f で ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら 解 離 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 更 に 別 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 SEQ ID NO:３ の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 位 置 １ 、 ４ 、
５ 、 ７ 若 し く は ８ の 単 一 ア ラ ニ ン 置 換 に よ り SEQ ID NO:３ か ら 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す る Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ 及 び SEQ ID NO:４ の ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 位 置 ２ 、 ３
、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 若 し く は １ １ の 単 一 ア ラ ニ ン 置 換 に よ り SEQ ID NO:４ か ら 改
変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す る Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ を 有 す る ヒ ト 抗 体 又 は そ
の 抗 原 結 合 部 分 を 提 供 す る 。 一 層 好 ま し く は 、 Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ は 、 更 に 、 SEQ ID NO:５ の ア ミ ノ

10

20

30

40

50

(12) JP 2007-45828 A 2007.2.22



酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ ２ ド メ イ ン を 有 し 且 つ Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ は 、 更 に 、 SEQ ID NO:６ の ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ ２ ド メ イ ン を 有 す る 。 更 に 一 層 好 ま し く は 、 Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ は 、 更 に 、 SEQ ID N
O:７ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ １ ド メ イ ン を 有 し 且 つ Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ は 、 SEQ ID NO:８ の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ １ ド メ イ ン を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 更 に 別 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ 及
び SEQ ID NO:２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原
結 合 部 分 を 提 供 す る 。 あ る 具 体 例 に お い て 、 こ の 抗 体 は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 重 鎖 定 常 領 域 又 は Ｉ ｇ
Ｇ ４ 重 鎖 定 常 領 域 を 有 す る 。 更 に 別 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 抗 体 は 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 、 Ｆ （ ａ
ｂ ') 2 断 片 又 は 単 一 鎖 の Ｆ ｖ 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 更 に 別 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 SEQ ID NO:３ 、 SEQ ID NO:１ １ 、 SEQID NO:１
２ 、 SEQ ID NO:１ ３ 、 SEQ ID NO:１ ４ 、 SEQ ID NO:１ ５ 、 SEQ ID NO:１ ６ 、 SEQ ID NO:１
７ 、 SEQ ID NO:１ ８ 、 SEQ ID NO:１ ９ 、 SEQ ID NO:２ ０ 、 SEQID NO:２ １ 、 SEQ ID NO:２
２ 、 SEQ ID NO:２ ３ 、 SEQ ID NO:２ ４ 、 SEQ ID NO:２ ５ 、 SEQ ID NO:２ ６ よ り な る 群 か ら
選 択 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す る Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ 又 は SEQ ID NO:４ 、 SEQ 
ID NO:２ ７ 、 SEQ ID NO:２ ８ 、 SEQID NO:２ ９ 、 SEQ ID NO:３ ０ 、 SEQ ID NO:３ １ 、 SEQ I
D NO:３ ２ 、 SEQ ID NO:３ ３ 、 SEQ ID NO:３ ４ 及 び SEQ ID NO:３ ５ よ り な る 群 か ら 選 択 す
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す る Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ を 有 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合
部 分 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 更 に 別 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α の 活 性 を 中 和 す る が ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ β
（ リ ン ホ ト キ シ ン ） の 活 性 を 中 和 し な い 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 を 提 供
す る 。 好 適 具 体 例 に お い て 、 ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 、 チ ン パ ン
ジ ー Ｔ Ｎ Ｆ α 及 び 、 ヒ ヒ Ｔ Ｎ Ｆ α 、 キ ヌ ザ ル Ｔ Ｎ Ｆ α 、 カ ニ ク イ ザ ル Ｔ Ｎ Ｆ α 及 び ア カ ゲ
ザ ル Ｔ Ｎ Ｆ α よ り な る 群 か ら 選 択 す る 少 な く と も 一 種 の 霊 長 類 Ｔ Ｎ Ｆ α の 活 性 を 中 和 す る
。 好 ま し く は 、 こ の 抗 体 は 又 、 少 な く と も 一 種 の 非 霊 長 類 Ｔ Ｎ Ｆ α の 活 性 を も 中 和 す る 。
例 え ば 、 一 つ の サ ブ 具 体 例 に お い て 、 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 又 、 イ
ヌ Ｔ Ｎ Ｆ α の 活 性 を も 中 和 す る 。 他 の サ ブ 具 体 例 に お い て 、 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の
抗 原 結 合 部 分 は 又 、 ブ タ Ｔ Ｎ Ｆ α の 活 性 を も 中 和 す る 。 更 に 別 の サ ブ 具 体 例 に お い て は 、
単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 又 、 マ ウ ス Ｔ Ｎ Ｆ α の 活 性 を も 中 和 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ の 発 明 の 他 の 面 は 、 こ の 発 明 の 抗 体 又 は 抗 原 結 合 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 関 係 す
る 。 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ を コ ー ド す る こ の 発 明 の 好 適 な 核 酸 は 、 図 ７ 及 び SEQ ID NO:３ ６ に
示 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ を コ ー ド す る こ の 発 明 の 他 の 好 適 な
核 酸 は 、 図 ８ 及 び SEQ ID NO:３ ７ に 示 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。 こ の 発 明 の 抗 体 を
コ ー ド す る 核 酸 を 有 す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 及 び か か る ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 宿 主 細 胞 も
又 、 こ の 発 明 に 包 含 さ れ 、 そ れ は 、 こ の 発 明 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ る こ の 発 明 の
抗 体 の 製 造 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の 発 明 の 更 に 別 の 面 は 、 こ の 発 明 の 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 を 用 い て ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α
活 性 を 阻 害 す る 方 法 に 関 係 す る 。 一 具 体 例 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α を こ の 発
明 の 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 と 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 阻 害 さ れ る よ う に 接 触 さ せ る こ と
を 含 む 。 他 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 こ の 発 明 の 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 を 、 Ｔ
Ｎ Ｆ α 活 性 が 有 害 な 病 気 を 患 っ て い る ヒ ト 患 者 に 、 そ の ヒ ト 患 者 に お け る ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活
性 が 阻 害 さ れ る よ う に 投 与 す る こ と を 含 む 。 こ の 病 気 は 、 例 え ば 、 敗 血 症 、 自 己 免 疫 疾 患
（ 例 え ば 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 ア レ ル ギ ー 、 多 発 性 硬 化 症 、 自 己 免 疫 性 糖 尿 病 、 自 己 免 疫
性 ブ ド ウ 膜 炎 及 び ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 ） 、 感 染 性 疾 患 、 悪 性 疾 患 、 移 植 の 拒 絶 又 は 移 植 片 宿
主 病 、 肺 病 、 骨 の 病 気 、 腸 疾 患 又 は 心 臓 病 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 こ の 発 明 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ α に 、 高 い 親 和 性 、 低 い 解 離 速 度 及 び 高 い 中 和 能 力 を も っ て 結 合 す
る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 に 関 係 す る 。 こ の 発 明 の 種 々 の 面 は 、 抗 体 及
び 抗 体 断 片 、 及 び そ れ ら の 製 薬 組 成 物 、 並 び に 、 か か る 抗 体 及 び 断 片 を 製 造 す る た め の 核
酸 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 及 び 宿 主 細 胞 に 関 係 す る 。 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α を 検 出 し 又 は ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ
α 活 性 を 阻 害 す る た め の こ の 発 明 の 抗 体 の 利 用 方 法 （ イ ン ・ ビ ト ロ 又 は イ ン ・ ビ ボ ） も 又
、 こ の 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 が 一 層 容 易 に 理 解 さ れ 得 る よ う に 、 若 干 の 用 語 を 先 ず 定 義 す る 。 用 語 「 ヒ ト Ｔ Ｎ
Ｆ α 」 （ こ こ で は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 又 は 単 に ｈ Ｔ Ｎ Ｆ と 略 記 す る ） は 、 こ こ で は 、 １ ７ ｋ Ｄ の
分 泌 型 及 び ２ ６ ｋ Ｄ の 膜 結 合 型 と し て 存 在 し 、 生 物 学 的 に 活 性 な 型 が 非 共 有 結 合 に よ り 結
合 さ れ た １ ７ ｋ Ｄ 分 子 の ３ 量 体 よ り な る ヒ ト の サ イ ト カ イ ン を い う こ と を 意 図 し て い る 。
ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 構 造 は 、 例 え ば 、 Pennica,D.,等 (1984)Nature :724-729;Davis,J.M.,等 (
1987)Biochemistry :1322-1326;及 び Jones,E.Y.,等 (1989)Nature :225-228に 、 更 に
説 明 さ れ て い る 。 用 語 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α は 、 標 準 的 組 換 え 発 現 方 法 に よ り 製 造 さ れ 得 る 又 は 市
販 の 組 換 え ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α （ ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α ） （ ミ ネ ソ タ 、 Minneapolis在 、 R&D Systems,カ
タ ロ グ 番 号 210-TA） を 包 含 す る こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 用 語 「 抗 体 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 相 互 に 結 合 さ れ た ４ つ の
ポ リ ペ プ チ ド 鎖 ｛ ２ つ の 重 （ Ｌ ） 鎖 及 び ２ つ の 軽 （ Ｌ ） 鎖 ｝ よ り な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子
を い う こ と を 意 図 し て い る 。 各 重 鎖 は 、 重 鎖 可 変 領 域 （ Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ 又 は Ｖ Ｈ と 略 す ） 及 び 重
鎖 定 常 領 域 よ り な る 。 こ の 重 鎖 定 常 領 域 は 、 ３ つ の ド メ イ ン Ｃ Ｈ １ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ よ
り な る 。 各 軽 鎖 は 、 軽 鎖 可 変 領 域 （ Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ 又 は Ｖ Ｌ と 略 す ） 及 び 軽 鎖 定 常 領 域 よ り な る
。 軽 鎖 定 常 領 域 は 、 １ つ の ド メ イ ン Ｃ Ｌ よ り な る 。 Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ 領 域 は 、 更 に 、 フ レ ー ム
ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ ） と 呼 ば れ る 一 層 保 存 さ れ て い る 領 域 に 散 在 す る 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ
Ｒ ） と 呼 ば れ る 超 可 変 領 域 に 細 分 割 さ れ 得 る 。 各 Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ は 、 ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ と ４ つ の
Ｆ Ｒ よ り な り 、 こ れ ら は 、 ア ミ ノ 末 端 か ら カ ル ボ キ シ 末 端 ま で 次 の 順 序 で 配 置 さ れ て い る
： Ｆ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 、 Ｆ Ｒ ４ 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 用 語 抗 体 の 「 抗 原 結 合 部 分 」 （ 又 は 単 に 「 抗 体 部 分 」 ） は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 抗 原 （
例 え ば 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α ） に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る 抗 体 の １ つ 以 上 の 断 片 を い う 。
抗 体 の 抗 原 結 合 機 能 は 、 完 全 長 抗 体 の 断 片 に よ り 遂 行 さ れ 得 る こ と が 示 さ れ て い る 。 用 語
抗 体 の 「 抗 原 結 合 部 分 」 に 包 含 さ れ る 結 合 性 断 片 の 例 に は 、 （ ｉ ） Ｆ ａ ｂ 断 片 、 Ｖ Ｌ 、 Ｖ
Ｈ 、 Ｃ Ｌ 及 び Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン よ り な る 一 価 断 片 ； （ ii） Ｆ (ab') 2 断 片 、 ヒ ン ジ 領 域 で ジ ス
ル フ ィ ド 橋 に よ り 架 橋 さ れ た ２ つ の Ｆ ａ ｂ 断 片 よ り な る 二 価 断 片 ； （ iii)Ｖ Ｈ 及 び Ｃ Ｈ １
ド メ イ ン よ り な る Ｆ ｄ 断 片 ； （ iv） 抗 体 の 一 本 の ア ー ム の Ｖ Ｌ 及 び Ｖ Ｈ ド メ イ ン よ り な る
Ｆ ｖ 断 片 、 （ ｖ ） Ｖ Ｈ ド メ イ ン よ り な る ｄ Ａ ｂ 断 片 （ Ward等 (1989)Nature :544-546）
； 及 び （ vi） 単 離 さ れ た 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） が 含 ま れ る 。 更 に 、 Ｆ ｖ 断 片 の ２ つ の
ド メ イ ン 、 Ｖ Ｌ 及 び Ｖ Ｈ は 別 個 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ て い る に も か か わ ら ず 、 組 換 え
技 術 を 用 い て 、 そ れ ら を 単 一 の 蛋 白 質 鎖 （ Ｖ Ｌ 及 び Ｖ Ｈ 領 域 が 対 を な し て 一 価 分 子 を 形 成
す る ） と し て 作 る こ と の で き る 合 成 リ ン カ ー に よ り 、 そ れ ら を 連 結 す る こ と が で き る （ 一
本 鎖 Ｆ ｖ （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） と し て 公 知 ； 例 え ば 、 Bird等 (1988)Science :423-426;及 び Hust
on等 (1988)Proc.Natl.Acad.Sci.USA :5879-5883参 照 ） 。 か か る 一 本 鎖 抗 体 も 又 、 用 語
抗 体 の 「 抗 原 結 合 部 分 」 に 包 含 さ れ る こ と を 意 図 し て い る 。 他 の 形 態 の 一 本 鎖 抗 体 例 え ば
デ ィ ア ボ デ ィ ー （ diabody） も 包 含 さ れ る 。 デ ィ ア ボ デ ィ ー は 、 Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン が
単 一 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 上 で 発 現 さ れ （ 同 じ 鎖 上 の ２ つ の ド メ イ ン 間 で の 対 形 成 を 与 え る に は
短 過 ぎ る リ ン カ ー は 用 い な い ） 、 そ れ に よ り 、 こ れ ら の ド メ イ ン を 他 の 鎖 の 相 補 性 ド メ イ
ン と 対 に さ せ て ２ 抗 原 結 合 部 位 を 造 る 二 価 の 二 特 異 性 抗 体 で あ る （ 例 え ば 、 Holliger,P.,
等 (1993)Proc.Natl.Acad.Sci.USA :6444-6448;Poljak,R.J.,等 (1994)Structure :1121
-1123参 照 ） 。
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【 ０ ０ ２ ２ 】
　 尚 、 更 に 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 、 抗 体 又 は 抗 体 の 部 分 の 他 の １ つ 以 上 の 蛋 白 質
又 は ペ プ チ ド と の 共 有 又 は 非 共 有 結 合 に よ り 形 成 さ れ る 一 層 大 き い 免 疫 接 着 分 子 の 部 分 で
あ っ て よ い 。 か か る 免 疫 接 着 分 子 の 例 に は 、 二 価 の ビ オ チ ン 化 ｓ ｃ Ｆ ｖ 分 子 を 造 る た め の
４ 量 体 の ｓ ｃ Ｆ ｖ 分 子 を 造 る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ア 領 域 の 利 用 （ Kipriyanov,S.M.,等 (1
995)Human Antibodies and Hybridomas 6:93-101） 及 び シ ス テ イ ン 残 基 、 マ ー カ ー ペ プ チ
ド 及 び Ｃ 末 端 ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ の 利 用 （ Kipriyanov,S.M.,等 (1994)Mol.Immunol. :104
7-1058） が 含 ま れ る 。 Ｆ ａ ｂ 及 び Ｆ (ab') 2 断 片 等 の 抗 体 部 分 は 、 慣 用 の 技 術 例 え ば 、 そ れ
ぞ れ 、 全 抗 体 の パ パ イ ン 又 は ペ プ シ ン 消 化 を 用 い て 、 全 抗 体 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。
そ の 上 、 抗 体 、 抗 体 部 分 及 び 免 疫 接 着 分 子 を 、 こ こ に 記 載 の よ う に 、 標 準 的 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ
技 術 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 用 語 「 ヒ ト 抗 体 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 ヒ ト の 生 殖 細 胞 系 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 に 由 来
す る 可 変 及 び 定 常 領 域 を 有 す る 抗 体 を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。 こ の 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、
ヒ ト 生 殖 細 胞 系 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 に よ り コ ー ド さ れ な い ア ミ ノ 酸 残 基 （ 例 え ば 、 イ ン ・
ビ ト ロ で ラ ン ダ ム 若 し く は 位 置 指 定 突 然 変 異 誘 発 に よ り 又 は イ ン ・ ビ ボ で 体 細 胞 突 然 変 異
に よ り 誘 導 さ れ た 突 然 変 異 ） を 、 例 え ば Ｃ Ｄ Ｒ 中 に （ 特 に 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 中 に ） 含 ん で よ い 。
し か し な が ら 、 用 語 「 ヒ ト 抗 体 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 他 の 哺 乳 動 物 種 の 生 殖 細 胞 系 に
由 来 す る Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 が ヒ ト の フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に 移 植 さ れ た 抗 体 を 含 む こ と を 意 図 し て
い な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 用 語 「 組 換 え ヒ ト 抗 体 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 組 換 え 手 段 に よ り 調 製 さ れ 、 発 現 さ れ
、 造 ら れ 又 は 単 離 さ れ た す べ て の ヒ ト 抗 体 例 え ば 宿 主 細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 組
換 え 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 発 現 さ れ た 抗 体 （ 下 記 の 第 Ｉ Ｉ 節 で 更 に 説 明 す る ） 、 組 換 え 組
合 せ ヒ ト 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た 抗 体 （ 下 記 の 第 III節 で 更 に 説 明 す る ） 、 ヒ ト
免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に つ い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス ） か ら 単
離 さ れ た 抗 体 （ 例 え ば 、 Taylor,L.D.,等 (1992)Nucl.Acids Res. :6287-6295参 照 ） 又 は
ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 配 列 の 他 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 へ の ス プ ラ イ シ ン グ を 含 む 任 意 の 他 の 手
段 に よ り 調 製 さ れ 、 発 現 さ れ 、 造 ら れ 又 は 単 離 さ れ た 抗 体 を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。 か
か る 組 換 え ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 に 由 来 す る 可 変 及 び 定 常 領
域 を 有 す る 。 し か し な が ら 、 あ る 具 体 例 に お い て は 、 か か る 組 換 え ヒ ト 抗 体 を イ ン ・ ビ ト
ロ 突 然 変 異 誘 発 （ 又 は 、 ヒ ト Ｉ ｇ 配 列 に 関 し て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 動 物 を 用 い る 場 合 に
は 、 イ ン ・ ビ ボ 体 細 胞 突 然 変 異 誘 発 ） に か け 、 従 っ て 、 こ れ ら の 組 換 え 抗 体 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ
Ｌ 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ 配 列 に 由 来 し 関 係 す る に も か か わ
ら ず 、 天 然 に は イ ン ・ ビ ボ で ヒ ト 抗 体 生 殖 細 胞 系 レ パ ー ト リ ー 内 に 存 在 し 得 な い 配 列 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 単 離 さ れ た 抗 体 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 異 な る 抗 原 特 異 性 を 有 す る 他 の 抗 体 を 実 質
的 に 含 ま な い 抗 体 を い う こ と を 意 図 し て い る （ 例 え ば 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 特 異 的 に 結 合 す る 単
離 さ れ た 抗 体 は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 以 外 の 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 実 質 的 に 含 ま な い ） 。
し か し な が ら 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 は 、 他 の 抗 原 例 え ば 他 の 種
か ら の Ｔ Ｎ Ｆ α 分 子 に 対 す る 交 差 反 応 性 を 有 す る （ 下 記 に 、 一 層 詳 細 に 論 じ る ） 。 そ の 上
、 単 離 さ れ た 抗 体 は 、 他 の 細 胞 性 物 質 及 び ／ 又 は 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 中 和 抗 体 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 （ 又 は 、 「 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 中 和 し た 抗 体 」 ） 、 そ
の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α へ の 結 合 が ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 生 物 学 的 活 性 の 阻 害 を 生 じ る 抗 体 を い う こ と を 意 図
し て い る 。 こ の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 生 物 学 的 活 性 の 阻 害 は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 生 物 学 的 活 性 の 一 種 以
上 の 指 標 例 え ば ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ た 細 胞 障 害 性 （ イ ン ・ ビ ト ロ 又 は イ ン ・ ビ ボ ） 、 ｈ Ｔ
Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ た 細 胞 活 性 化 及 び ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α レ セ プ タ ー に 対 す る ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 結 合 を 測 定
す る こ と に よ り 評 価 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 生 物 学 的 活 性 の 指 標 は 、 当
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分 野 で 公 知 の 幾 つ か の 標 準 的 イ ン ・ ビ ト ロ 又 は イ ン ・ ビ ボ ア ッ セ イ の １ つ 以 上 に よ り 評 価
す る こ と が で き る （ 実 施 例 ４ 参 照 ） 。 好 ま し く は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 中 和 す る 抗 体 の 能 力
を 、 Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ た 細 胞 障 害 性 の 阻 害 に よ り 評 価 す る 。 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α
活 性 の 更 な る 又 は 別 の パ ラ メ ー タ ー と し て 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 上 で の Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α
誘 導 さ れ た 発 現 を 阻 止 す る 抗 体 の 能 力 を 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ た 細 胞 活 性 化 の 尺 度 と し て
、 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 用 語 「 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 リ ア ル タ イ ム の 生 体 特 異 的 相 互 作
用 の 分 析 を 、 バ イ オ セ ン サ ー マ ト リ ッ ク ス 内 の 蛋 白 質 濃 度 の 変 化 を 例 え ば Ｂ Ｉ Ａ コ ア シ ス
テ ム （ ス ゥ エ ー デ ン 国 、 Uppsala及 び ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 、 Piscataway在 、 Pharmacia Biose
nsor AB） を 用 い て 検 出 す る こ と に よ り 可 能 に す る 光 学 的 現 象 を い う 。 更 な る 説 明 は 、 実
施 例 １ 及 び Jonsson,U.,等 (1993)Ann.Biol.Clin. :19-26;Jonsson,U.,等 (1991)Biotechni
ques 11:620-627;Johnsson,B.,等 (1995)J.Mol.Recognit. :125-131;及 び Johnnson,B.,等 (
1991)Anal.Biochem. :268-277を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 用 語 「 Ｋ o f f 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 抗 体 ／ 抗 原 複 合 体 か ら の 抗 体 の 解 離 に つ い て の
解 離 速 度 定 数 を い う こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 用 語 「 Ｋ d 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 特 定 の 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 の 解 離 定 数 を い う こ と
を 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 用 語 「 核 酸 分 子 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 及 び Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む こ と を 意 図
し て い る 。 核 酸 分 子 は 、 一 本 鎖 で も 二 本 鎖 で も よ い が 、 好 ま し く は 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ る
。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 用 語 「 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 」 は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 部 分 （ 例 え ば 、 Ｖ
Ｈ 、 Ｖ Ｌ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ） を コ ー ド す る 核 酸 に 関 し て こ こ で 用 い る 場 合 、 抗 体 又 は 抗 体 部 分 を
コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 以 外 の 抗 原 と 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 部 分 を コ ー
ド す る 他 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 核 酸 分 子 を い う こ と を 意 図 し て お り 、 こ の 他 の 配
列 は 、 天 然 に お い て 、 ヒ ト の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 で こ の 核 酸 と 隣 接 し て い て よ い 。 従 っ て 、 例
え ば 、 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 の Ｖ Ｈ 領 域 を コ ー ド す る こ の 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 以
外 の 抗 原 に 結 合 す る 他 の Ｖ Ｈ 領 域 を コ ー ド す る 他 の 配 列 を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 用 語 「 ベ ク タ ー 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 そ れ に 結 合 さ れ た 他 の 核 酸 を 輸 送 す る こ と の
で き る 核 酸 分 子 を い う こ と を 意 図 し て い る 。 ベ ク タ ー の １ つ の 型 は 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 で あ
り 、 そ れ は 、 追 加 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 連 結 す る こ と の で き る 環 状 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ル ー プ で
あ る 。 他 の 型 の ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ り 、 そ こ で は 、 追 加 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン
ト を ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 に 連 結 す る こ と が で き る 。 あ る 種 の ベ ク タ ー は 、 そ れ ら が 導 入 さ れ
た 宿 主 細 胞 中 で 自 律 的 に 複 製 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 細 菌 の 複 製 オ リ ジ ン を 有 す る 細
菌 ベ ク タ ー 及 び エ ピ ソ ー ム 性 の 哺 乳 動 物 用 ベ ク タ ー ） 。 他 の ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 非 エ ピ ソ
ー ム 性 哺 乳 動 物 用 ベ ク タ ー ） は 、 宿 主 細 胞 中 に 導 入 し た 際 に 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に イ ン テ
グ レ ー ト さ れ 得 て 、 そ れ に よ り 、 宿 主 ゲ ノ ム と 共 に 複 製 さ れ る 。 そ の 上 、 あ る 種 の ベ ク タ
ー は 、 そ れ ら が 機 能 的 に 結 合 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を 指 図 す る こ と が で き る 。 か か る ベ ク タ
ー は 、 こ こ で は 、 「 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 」 （ 又 は 単 に 、 「 発 現 ベ ク タ ー 」 ） と し て 言 及 す
る 。 一 般 に 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に お い て 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 し ば し ば 、 プ ラ ス ミ ド 型
で あ る 。 プ ラ ス ミ ド は 最 も 普 通 に 用 い ら れ る ベ ク タ ー の 型 で あ る の で 、 本 願 明 細 書 に お い
て は 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 及 び 「 ベ ク タ ー 」 を 、 交 換 可 能 に 用 い る こ と が で き る 。 し か し な が
ら 、 こ の 発 明 は 、 同 等 の 機 能 を 果 た す ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 複 製 欠 損 の レ ト ロ ウ イ
ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 及 び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ） 等 の 他 の 型 の 発 現 ベ ク タ ー を 包 含 す る こ
と を 意 図 し て い る 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】
　 用 語 「 組 換 え 宿 主 細 胞 」 （ 又 は 単 に 「 宿 主 細 胞 」 ） は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 組 換 え 発 現
ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 細 胞 を い う こ と を 意 図 し て い る 。 か か る 用 語 が 特 定 の 主 題 の 細 胞 の
み な ら ず か か る 細 胞 の 子 孫 を も い う こ と を 意 図 し て い る こ と は 、 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
突 然 変 異 又 は 環 境 の 影 響 の た め に 、 あ る 種 の 変 化 が 続 く 世 代 に 生 じ 得 る の で 、 か か る 子 孫
が 、 実 際 、 親 細 胞 と 同 一 で な い こ と は あ り 得 る が 、 や は り 、 こ こ で 用 い る 用 語 「 宿 主 細 胞
」 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の 発 明 の 種 々 の 面 を 、 下 記 の 小 区 分 で 更 に 詳 細 に 説 明 す る 。
Ｉ ．
　 こ の 発 明 は 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α に 高 い 親 和 性 、 低 い 解 離 速 度 及 び 高 い 中 和 能 力 で 結 合 す る 、
単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 こ の 発 明 の ヒ ト 抗 体
は 、 組 換 え の 中 和 ヒ ト 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 で あ る 。 最 も 好 適 な こ の 発 明 の 組 換 え の 中 和 抗 体
は 、 こ こ で は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ と い い 、 図 １ Ａ 、 １ Ｂ 及 び 図 ２ Ａ 、 ２ Ｂ に 、 そ れ ぞ れ 示 し た Ｖ Ｌ
及 び Ｖ Ｈ 配 列 を 有 す る （ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 SEQ ID NO:１ に も 示 さ れ て
お り ； Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 SEQ ID NO:２ に も 示 さ れ て い る ） 。 高 い 親 和
性 及 び 遅 い 解 離 動 力 学 を 示 す マ ウ ス 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α Ｍ Ａ Ｋ １ ９ ５ ｍ Ａ ｂ 及 び Ｄ ２ Ｅ ７ 、 ２ Ｓ
Ｄ ４ と 配 列 に お い て 関 連 す る 他 の ヒ ト 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 と 比 較 し た Ｄ ２ Ｅ ７ の 結 合 特 性 を
下 記 に ま と め る ：
【 ０ ０ ３ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Ｄ ２ Ｅ ７ 抗 体 及 び 関 連 抗 体 は 又 、 幾 つ か の イ ン ・ ビ ト ロ 及 び イ ン ・ ビ ボ ア ッ セ イ に よ り
評 価 し た と き 、 強 力 な ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 中 和 能 力 を 示 す （ 実 施 例 ４ 参 照 ） 。 例 え ば 、 こ れ ら
の 抗 体 は 、 Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ た 細 胞 障 害 性 を 、 約 １ ０ - 7 ～ １ ０ - 1 0 Ｍ の
範 囲 の Ｉ Ｃ 5 0 で 中 和 す る 。 Ｄ ２ Ｅ ７ は 、 完 全 長 Ｉ ｇ Ｇ １ 抗 体 と し て 発 現 さ れ た 場 合 、 Ｌ ９
２ ９ 細 胞 の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ た 細 胞 障 害 性 を 、 約 １ ． ２ ５ × １ ０ - 1 0 Ｍ の Ｉ Ｃ 5 0 で 中 和
す る 。 そ の 上 、 こ の Ｄ ２ Ｅ ７ の 中 和 能 力 は 、 抗 体 が Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ (ab') 2 又 は ｓ ｃ Ｆ ｖ 断 片 と
し て 発 現 さ れ る と き に 維 持 さ れ る 。 Ｄ ２ Ｅ ７ は 又 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 上 の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ た
Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 発 現 に よ り 測 定 し た と き 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ た 細 胞 活 性 化 を も 阻 害 し （ Ｉ Ｃ

5 0 ＝ 約 １ ． ８ ５ × １ ０ - 1 0 Ｍ ） 且 つ Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 上 の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α レ セ プ タ ー へ の ｈ Ｔ Ｎ
Ｆ α の 結 合 を も 阻 害 す る （ Ｉ Ｃ 5 0 ＝ 約 １ ． ５ ６ × １ ０ - 1 0 Ｍ ） 。 後 者 に 関 し て 、 Ｄ ２ Ｅ ７
は 、 ｐ ５ ５ 及 び ｐ ７ ５ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α レ セ プ タ ー の 両 者 へ の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 結 合 を 阻 害 す る 。 更
に そ の 上 、 こ の 抗 体 は 、 マ ウ ス に お い て 、 イ ン ・ ビ ボ で 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ る 致 死 性 を
阻 害 す る （ Ｅ Ｄ 5 0 ＝ １ ～ ２ ． ５ μ ｇ ／ マ ウ ス ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｄ ２ Ｅ ７ の 結 合 特 異 性 に 関 し て 、 こ の 抗 体 は 、 可 溶 性 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 、 膜 貫 通 型 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α
及 び 細 胞 の レ セ プ タ ー に 結 合 し た ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α を 含 む 種 々 の 型 の ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α に 結 合 す る 。
Ｄ ２ Ｅ ７ は 、 他 の サ イ ト カ イ ン 例 え ば リ ン ホ ト キ シ ン （ Ｔ Ｎ Ｆ β ） 、 Ｉ Ｌ － １ α 、 Ｉ Ｌ －
１ β 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － ８ 、 Ｉ Ｆ Ｎ γ 及 び Ｔ Ｇ Ｆ β に は 、 特 異 的 に

10

20

30

40

50

(17) JP 2007-45828 A 2007.2.22

ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α に 結 合 す る ヒ ト 抗 体



結 合 し な い 。 し か し な が ら 、 Ｄ ２ Ｅ ７ は 、 他 の 種 に 由 来 す る 腫 瘍 壊 死 因 子 に 対 す る 交 差 反
応 性 を 示 す 。 例 え ば 、 こ の 抗 体 は 、 少 な く と も ５ 種 類 の 霊 長 類 Ｔ Ｎ Ｆ α （ チ ン パ ン ジ ー 、
ヒ ヒ 、 キ ヌ ザ ル 、 カ ニ ク イ ザ ル 及 び ア カ ゲ ザ ル ） の 活 性 を 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 中 和 と ほ ぼ 等 し
い Ｉ Ｃ 5 0 値 で 中 和 す る （ 実 施 例 ４ 、 小 区 分 Ｅ 参 照 ） 。 Ｄ ２ Ｅ ７ は 又 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α よ り 約
１ ０ ０ ０ 倍 弱 い が 、 マ ウ ス Ｔ Ｎ Ｆ α の 活 性 を も 中 和 す る （ 実 施 例 ４ 、 小 区 分 Ｅ 参 照 ） 。 Ｄ
２ Ｅ ７ は 又 、 イ ヌ 及 び ブ タ の Ｔ Ｎ Ｆ α に も 結 合 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 一 面 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 抗 体 及 び 抗 体 部 分 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 の 抗 体 及 び 抗 体
部 分 、 並 び に Ｄ ２ Ｅ ７ と 同 等 の 特 性 例 え ば ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 対 し て 高 い 親 和 性 と 低 い 解 離 動 力
学 で 結 合 す る こ と 及 び 高 い 中 和 能 力 を 有 す る 他 の ヒ ト の 抗 体 及 び 抗 体 部 分 に 関 係 す る 。 一
具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら 、 １ × １ ０ - 8 Ｍ 以 下 の Ｋ d 及 び １ × １ ０ -

3 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f 速 度 定 数 （ こ れ ら 両 者 は 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定 す る ） で 解 離
し 、 且 つ 標 準 的 な イ ン ・ ビ ト ロ Ｌ ９ ２ ９ ア ッ セ イ に お け る ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 細 胞 障 害 性 を １ ×
１ ０ - 7 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0 で 中 和 す る 、 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 を 提 供 す る
。 一 層 好 ま し く は 、 こ の 単 離 さ れ た 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら 、 ５
× １ ０ - 4 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f で 、 尚 一 層 好 ま し く は 、 １ × １ ０ - 4 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f で 解 離 す る
。 一 層 好 ま し く は 、 こ の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 、 標 準 的 な イ ン ・ ビ
ト ロ の Ｌ ９ ２ ９ ア ッ セ イ に お け る ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 細 胞 障 害 性 を 、 １ × １ ０ - 8 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0

で 、 更 に 一 層 好 ま し く は 、 １ × １ ０ - 9 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0 で 、 そ し て 尚 一 層 好 ま し く は 、 ５ ×
１ ０ - 1 0 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0 で 中 和 す る 。 好 適 具 体 例 に お い て 、 こ の 抗 体 は 、 単 離 さ れ た ヒ ト
組 換 え 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 で あ る 。 他 の 好 適 具 体 例 に お い て 、 こ の 抗 体 は 又 、 Ｔ Ｎ
Ｆ α 誘 導 さ れ た 細 胞 活 性 化 を も 、 ヒ ト の 臍 静 脈 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ） に お け る Ｔ Ｎ Ｆ α
誘 導 さ れ た Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 発 現 に つ い て の 標 準 的 イ ン ・ ビ ト ロ ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 し た と
き に 中 和 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ｋ d 及 び Ｋ o f f を 測 定 す る た め の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 は 、 実 施 例 １ に 記 載 の よ う に し て 行
な う こ と が で き る 。 Ｉ Ｃ 5 0 値 を 測 定 す る た め の 標 準 的 な イ ン ・ ビ ト ロ Ｌ ９ ２ ９ ア ッ セ イ を
、 実 施 例 ４ 、 小 区 分 Ａ に 記 載 す る 。 ヒ ト の 臍 静 脈 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ） に お け る Ｔ Ｎ Ｆ
α 誘 導 さ れ た Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 発 現 に つ い て の 標 準 的 イ ン ・ ビ ト ロ ア ッ セ イ を 、 実 施 例 ４ 、 小
区 分 Ｃ に 記 載 す る 。 前 記 の 動 力 学 及 び 中 和 基 準 を 満 た す か 又 は 満 た す と 予 想 さ れ る 組 換 え
ヒ ト 抗 体 の 例 に は 、 下 記 の ［ Ｖ Ｈ ／ Ｖ Ｌ ］ 対 を 有 す る 抗 体 が 含 ま れ 、 こ れ ら の 配 列 を 、 図
１ Ａ 、 １ Ｂ 、 ２ Ａ 及 び ２ Ｂ に 示 す （ 動 力 学 及 び 中 和 分 析 に つ い て は 、 実 施 例 ２ 、 ３ 及 び ４
も 参 照 さ れ た い ） ： ［ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ ／ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ］ ； ［ Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * .Ａ １ ／ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ
Ｌ ］ 、 ［ Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * .Ａ ２ ／ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ］ 、 ［ Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * .Ａ ３ ／ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ］ 、 ［
Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * .Ａ ４ ／ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ］ 、 ［ Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * .Ａ ５ ／ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ］ 、 ［ Ｈ Ｄ ２ Ｅ
７ * .Ａ ６ ／ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ］ 、 ［ Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * .Ａ ７ ／ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ］ 、 ［ Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * .Ａ ８
／ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ］ 、 ［ Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * .Ａ ９ ／ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ］ 、 ［ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ ／ Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７
* .Ａ １ ］ 、 ［ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ ／ Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * .Ａ ４ ］ 、 ［ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ ／ Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * .Ａ ５ ］
、 ［ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ ／ Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * .Ａ ７ ］ 、 ［ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ ／ Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * .Ａ ８ ］ 、 ［ Ｈ Ｄ
２ Ｅ ７ * .Ａ ９ ／ Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * .Ａ １ ］ 、 ［ Ｖ Ｈ １ － Ｄ ２ ／ Ｌ Ｏ Ｅ ７ ］ 、 ［ Ｖ Ｈ １ － Ｄ ２ ． Ｎ
／ Ｌ Ｏ Ｅ ７ ． Ｔ ］ 、 ［ Ｖ Ｈ １ － Ｄ ２ ． Ｙ ／ Ｌ Ｏ Ｅ ７ ． Ａ ］ 、 ［ Ｖ Ｈ １ － Ｄ ２ ． Ｎ ／ Ｌ Ｏ Ｅ
７ ． Ａ ］ 、 ［ Ｖ Ｈ １ － Ｄ ２ ／ Ｅ Ｐ Ｂ １ ２ ］ 及 び ［ ３ Ｃ － Ｈ ２ ／ Ｌ Ｏ Ｅ ７ ］ 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン が 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 結 合 特 異 性 ／ 親 和 性 に 重
要 な 役 割 を 演 じ て い る こ と は 、 当 分 野 で 周 知 で あ る 。 従 っ て 、 他 の 面 に お い て 、 こ の 発 明
は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の 会 合 に 関 す る 遅 い 解 離 動 力 学 を 有 し 且 つ Ｄ ２ Ｅ ７ の も の と 構 造 的 に 同
じ か 又 は 関 連 し た 軽 鎖 及 び 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す る ヒ ト 抗 体 に 関 係 す る 。 実 施 例 ３
で 示 す よ う に 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ の 位 置 ９ を 、 実 質 的 に Ｋ o f f に 影 響 を 与 え ず に Ａ ｌ
ａ 又 は Ｔ ｈ ｒ で 占 め る こ と が で き る 。 従 っ て 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ の コ ン セ ン サ ス モ チ
ー フ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： Ｑ － Ｒ － Ｙ － Ｎ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｙ － （ Ｔ ／ Ａ ） （ SEQ ID NO:３ ）
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を 含 む 。 更 に 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ の 位 置 １ ２ を 、 実 質 的 に Ｋ o f f に 影 響 を 与 え ず に Ｔ
ｙ ｒ 又 は Ａ ｓ ｎ で 占 め る こ と が で き る 。 従 っ て 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ の コ ン セ ン サ ス モ
チ ー フ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： Ｖ － Ｓ － Ｙ － Ｌ － Ｓ － Ｔ － Ａ － Ｓ － Ｓ － Ｌ － Ｄ － （ Ｙ ／ Ｎ ） （
SEQ ID NO:４ ） を 含 む 。 そ の 上 、 実 施 例 ２ に 示 す よ う に 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 重 鎖 及 び 軽 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ
３ ド メ イ ン は 、 実 質 的 に Ｋ o f f に 影 響 を 与 え ず に 、 単 一 ア ラ ニ ン 残 基 に よ る 置 換 を 受 け や
す い （ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ 内 の 位 置 １ 、 ４ 、 ５ 、 ７ 若 し く は ８ 又 は Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ 内 の 位 置 ２ 、 ３
、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 若 し く は １ １ に お い て ） 。 尚 更 に 、 当 業 者 は 、 ア ラ ニ ン に よ
る 置 換 に 対 す る Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ 及 び Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン の 従 順 性 を 仮 定 す る な ら ば 、 や は
り 、 抗 体 の 低 い 解 離 速 度 定 数 を 保 持 し た ま ま で の 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン 内 の 他 の ア ミ ノ 酸 の
置 換 、 特 に 保 存 的 ア ミ ノ 酸 で の 置 換 が 可 能 で あ ろ う こ と を 認 め る で あ ろ う 。 「 保 存 的 ア ミ
ノ 酸 置 換 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 一 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 類 似 の 側 鎖 を 有 す る 他 の ア ミ ノ 酸
残 基 に よ り 置 換 さ れ る も の で あ る 。 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の フ ァ ミ リ ー は 、 当
分 野 で 規 定 さ れ て お り 、 塩 基 性 側 鎖 （ 例 え ば 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） 、 酸 性
側 鎖 （ 例 え ば 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ） 、 非 帯 電 性 極 性 側 鎖 （ 例 え ば 、 グ リ シ ン
、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 シ ス テ イ ン ） 、 非 極 性 側
鎖 （ 例 え ば 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ） 、 β － 分 枝 側 鎖 （ 例 え ば 、 ス レ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ
イ シ ン ） 及 び 芳 香 族 側 鎖 （ 例 え ば 、 チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 ヒ ス
チ ジ ン ） が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 １ ～ ５ 以 下 の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ 及
び ／ 又 は Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン 内 に 作 る 。 一 層 好 ま し く は 、 １ ～ ３ 以 下 の 保 存 的 ア ミ ノ 酸
置 換 を 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ 及 び ／ 又 は Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン 内 に 作 る 。 更 に 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸
置 換 は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α へ の 結 合 に 決 定 的 に 重 要 な ア ミ ノ 酸 位 置 に は 作 る べ き で な い 。 実 施 例
３ に 示 す よ う に 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ の 位 置 ２ 及 び ５ 並 び に Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ の 位
置 １ 及 び ７ は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の 相 互 作 用 に 決 定 的 に 重 要 で あ る ら し く 、 従 っ て 、 保 存 的 ア
ミ ノ 酸 置 換 は 、 好 ま し く は 、 こ れ ら の 位 置 に は 作 ら な い （ も っ と も 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ
３ の 位 置 ５ に お け る ア ラ ニ ン 置 換 は 、 上 記 の よ う に 、 許 容 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 従 っ て 、 他 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 下 記 の 特 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又
は そ の 抗 原 結 合 部 分 を 提 供 す る ：
ａ ） ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 で 測 定 し て 、 １ × １ ０ - 3 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f 速
度 定 数 で 解 離 し ；
ｂ ） SEQ ID NO:３ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 位 置 １ 、 ４ 、 ５ 、 ７ 若 し く は ８ に お け る 単 一 ア ラ
ニ ン 置 換 又 は 位 置 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 及 び ／ 若 し く は ９ に お け る １ ～ ５ の 保 存 的 ア ミ
ノ 酸 置 換 に よ り SEQ ID NO:３ か ら 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を
有 し ；
ｃ ） SEQ ID NO:４ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 位 置 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 若 し く は
１ １ に お け る 単 一 ア ラ ニ ン 置 換 又 は 位 置 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 及 び ／
若 し く は １ ２ に お け る １ ～ ５ の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り SEQ ID NO:４ か ら 改 変 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 一 層 好 ま し く は 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 、 ５ × １ ０ - 4 ｓ - 1 以 下 の Ｋ o f f で 、 ヒ ト
Ｔ Ｎ Ｆ α か ら 解 離 す る 。 尚 一 層 好 ま し く は 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 、 １ × １ ０ - 4 ｓ
- 1 以 下 の Ｋ o f f で ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら 解 離 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 更 に 別 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 SEQ ID NO:３ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 位 置 １ 、 ４
、 ５ 、 ７ 若 し く は ８ に お け る 単 一 ア ラ ニ ン 置 換 に よ り SEQ ID NO:３ か ら 改 変 さ れ た ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 （ Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ ） 及 び SEQ ID NO:４ の ア
ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 位 置 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 若 し く は １ １ に お け る 単 一 ア ラ
ニ ン 置 換 に よ り SEQ ID NO:４ か ら 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す
る 重 鎖 可 変 領 域 （ Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ ） を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 を 提 供 す
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る 。 好 ま し く は 、 Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ は 、 更 に 、 SEQ ID NO:５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ ２ ド メ イ
ン （ 即 ち 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ２ ） を 有 し 且 つ Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ は 、 更 に 、 SEQ ID NO:６ の ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ ２ ド メ イ ン （ 即 ち 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ２ ） を 有 す る 。 尚 一 層 好 ま し
く は 、 Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ は 、 更 に 、 SEQ ID NO:７ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ １ ド メ イ ン （ 即 ち 、
Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ １ ） を 有 し 且 つ Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ は 、 SEQ ID NO:８ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ
Ｒ １ ド メ イ ン （ 即 ち 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ １ ） を 有 す る 。 Ｖ Ｌ の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 は 、
好 ま し く は 、 Ｖ K  Ｉ ヒ ト 生 殖 細 胞 系 の フ ァ ミ リ ー に 由 来 し 、 一 層 好 ま し く は 、 Ａ ２ ０ ヒ ト
生 殖 細 胞 系 の Ｖ ｋ 遺 伝 子 に 由 来 し 、 最 も 好 ま し く は 、 図 １ Ａ 及 び １ Ｂ に 示 し た Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ
Ｌ フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に 由 来 す る 。 こ れ ら の Ｖ Ｈ の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 は 、 好 ま し く は 、
Ｖ H ３ ヒ ト 生 殖 細 胞 系 の フ ァ ミ リ ー に 由 来 し 、 一 層 好 ま し く は 、 Ｄ Ｐ － ３ １ ヒ ト 生 殖 細 胞
系 の Ｖ Ｈ 遺 伝 子 に 由 来 し 、 最 も 好 ま し く は 、 図 ２ Ａ 及 び ２ Ｂ に 示 し た Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ フ レ ー
ム ワ ー ク 配 列 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 更 に 別 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領
域 （ Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ ） （ 即 ち 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ） 及 び SEQ ID NO:２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変
領 域 （ Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ ） （ 即 ち 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ ） を 有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合
部 分 を 提 供 す る 。 あ る 具 体 例 に お い て 、 こ の 抗 体 は 、 重 鎖 定 常 領 域 例 え ば Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ
Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ ４ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｍ 又 は Ｉ ｇ Ｄ 定 常 領 域 を 含 む 。 好 ま し
く は 、 こ の 重 鎖 定 常 領 域 は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 重 鎖 定 常 領 域 又 は Ｉ ｇ Ｇ ４ 重 鎖 定 常 領 域 で あ る 。 更
に 、 こ の 抗 体 は 、 軽 鎖 定 常 領 域 、 カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 又 は ラ ム ダ 軽 鎖 定 常 領 域 を 含 む こ
と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ の 抗 体 は 、 カ ッ パ ー 軽 鎖 定 常 領 域 を 含 む 。 或 は 、 こ の 抗 体 部
分 は 、 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 又 は 一 本 鎖 Ｆ ｖ 断 片 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 更 に 別 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 Ｖ Ｌ 及 び Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を
有 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 、 例 え ば 、 SEQ ID NO:３ 、 SEQ ID NO:１
１ 、 SEQ ID NO:１ ２ 、 SEQ ID NO:１ ３ 、 SEQ ID NO:１ ４ 、 SEQID NO:１ ５ 、 SEQ ID NO:１
６ 、 SEQ ID NO:１ ７ 、 SEQ ID NO:１ ８ 、 SEQ ID NO:１ ９ 、 SEQ ID NO:２ ０ 、 SEQ ID NO:２
１ 、 SEQ ID NO:２ ２ 、 SEQ ID NO:２ ３ 、 SEQID NO:２ ４ 、 SEQ ID NO:２ ５ 及 び SEQ ID NO:
２ ６ よ り な る 群 か ら 選 択 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域
（ Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ ） を 有 す る か 又 は SEQ ID NO:４ 、 SEQ ID NO:２ ７ 、 SEQ ID NO:２ ８ 、 SEQ ID N
O:２ ９ 、 SEQ ID NO:３ ０ 、 SEQ ID NO:３ １ 、 SEQ ID NO:３ ２ 、 SEQ ID NO:３ ３ 、 SEQ ID N
O:３ ４ 及 び SEQ ID NO:３ ５ よ り な る 群 か ら 選 択 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン
を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 （ Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ ） を 有 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 更 に 別 の 具 体 例 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α の 活 性 を 中 和 す る が 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ
β の 活 性 は 中 和 し な い 組 換 え ヒ ト 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 抗
体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 は 又 、 チ ン パ ン ジ ー の Ｔ Ｎ Ｆ α 及 び ヒ ヒ Ｔ Ｎ Ｆ α 、 キ ヌ ザ ル Ｔ Ｎ
Ｆ α 、 カ ニ ク イ ザ ル Ｔ Ｎ Ｆ α 及 び ア カ ゲ ザ ル Ｔ Ｎ Ｆ α よ り な る 群 か ら 選 択 す る 少 な く と も
一 つ の 更 な る 霊 長 類 Ｔ Ｎ Ｆ α の 活 性 を も 中 和 す る 。 好 ま し く は 、 こ の 抗 体 又 は そ の 抗 原 結
合 部 分 は 、 ヒ ト 、 チ ン パ ン ジ ー 及 び ／ 又 は 更 な る 霊 長 類 の Ｔ Ｎ Ｆ α を 、 標 準 的 イ ン ・ ビ ト
ロ Ｌ ９ ２ ９ ア ッ セ イ に お い て 、 １ × １ ０ - 8 Ｍ 以 下 の 、 一 層 好 ま し く は １ × １ ０ - 9 Ｍ 以 下 の
、 尚 一 層 好 ま し く は ５ × １ ０ - 1 0 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0 で 中 和 す る 。 一 つ の サ ブ 具 体 例 に お い て
、 こ の 抗 体 は 又 、 イ ヌ Ｔ Ｎ Ｆ α の 活 性 を も 、 好 ま し く は 、 標 準 的 イ ン ・ ビ ト ロ Ｌ ９ ２ ９ ア
ッ セ イ に お い て 、 １ × １ ０ - 7 Ｍ 以 下 の 、 一 層 好 ま し く は １ × １ ０ - 8 Ｍ 以 下 の 、 尚 一 層 好 ま
し く は ５ × １ ０ - 9 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0 で 中 和 す る 。 他 の サ ブ 具 体 例 に お い て 、 こ の 抗 体 は 又 、
ブ タ Ｔ Ｎ Ｆ α の 活 性 を も 、 好 ま し く は 、 １ × １ ０ - 5 Ｍ 以 下 の 、 一 層 好 ま し く は １ × １ ０ - 6

Ｍ 以 下 の 、 尚 一 層 好 ま し く は ５ × １ ０ - 7 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0 で 中 和 す る 。 更 に 別 の 具 体 例 に お
い て 、 こ の 抗 体 は 又 、 マ ウ ス Ｔ Ｎ Ｆ α の 活 性 を も 、 好 ま し く は 、 １ × １ ０ - 4 Ｍ 以 下 の 、 一
層 好 ま し く は １ × １ ０ - 5 Ｍ 以 下 の 、 尚 一 層 好 ま し く は ５ × １ ０ - 6 Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0 で 中 和 す
る 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の 発 明 の 抗 体 又 は 抗 体 部 分 は 、 誘 導 体 化 し た り 、 他 の 機 能 的 分 子 （ 例 え ば 、 他 の ペ プ
チ ド 又 は 蛋 白 質 ） に 結 合 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 こ の 発 明 の 抗 体 及 び 抗 体 部 分 は 、 免
疫 接 着 分 子 を 含 む こ こ に 記 載 の ヒ ト 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 の 誘 導 体 化 さ れ 或 は 改 変 さ れ た 形 態
を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。 例 え ば 、 こ の 発 明 の 抗 体 又 は 抗 体 部 分 は 、 １ つ 以 上 の 他 の 分
子 実 体 例 え ば 他 の 抗 体 （ 例 え ば 、 ２ 特 異 性 抗 体 又 は デ ィ ア ボ デ ィ ー ） 、 検 出 可 能 な 薬 剤 、
細 胞 毒 性 剤 、 医 薬 、 及 び ／ 又 は 抗 体 若 し く は 抗 体 部 分 と 他 の 分 子 （ 例 え ば 、 ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン コ ア 領 域 又 は ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ ） と の 会 合 を 媒 介 す る こ と の で き る 蛋 白 質 若 し く
は ペ プ チ ド と （ 化 学 的 カ ッ プ リ ン グ 、 遺 伝 子 融 合 、 非 共 有 結 合 性 の 会 合 、 そ の 他 に よ り ）
機 能 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 一 つ の 型 の 誘 導 体 化 抗 体 は 、 （ 同 じ 型 の 、 又 は 例 え ば ２ 特 異 性 抗 体 を 造 る に は 異 な る 型
の ） ２ つ 以 上 の 抗 体 の 架 橋 に よ り 生 成 さ れ る 。 適 当 な 架 橋 剤 に は 、 適 当 な ス ペ ー サ ー に よ
り 分 離 さ れ た ２ つ の 異 な る 反 応 性 の 基 を 有 す る ヘ テ ロ 二 官 能 性 の も の （ 例 え ば 、 ｍ － マ レ
イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル ） 又 は ホ モ 二 官 能 性 の も の （
例 え ば 、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ベ レ ー ト ） が 含 ま れ る 。 か か る リ ン カ ー は 、 イ リ ノ イ 州 、
Rockford在 、 Pierce Chemical Companyよ り 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の 発 明 の 抗 体 又 は 抗 体 部 分 を 誘 導 体 化 す る こ と の で き る 有 用 な 検 出 可 能 な 薬 剤 に は 、
蛍 光 性 化 合 物 が 含 ま れ る 。 典 型 的 な 蛍 光 性 の 検 出 可 能 な 薬 剤 に は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル
オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ５ － ジ メ チ ル ア ミ ン － １ － ナ フ タ レ ン ス ル
ホ ニ ル ク ロ リ ド 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 等 が 含 ま れ る 。 抗 体 は 又 、 検 出 可 能 な 酵 素 例 え ば ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 等 に よ り 誘
導 体 化 す る こ と も で き る 。 抗 体 を 検 出 可 能 な 酵 素 に よ り 誘 導 体 化 す る 場 合 は 、 そ れ を 、 そ
の 酵 素 が 利 用 し て 検 出 可 能 な 反 応 生 成 物 を 生 成 す る 更 な る 試 薬 を 加 え る こ と に よ り 検 出 す
る 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な 薬 剤 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が 存 在 す る 場 合 、 過 酸 化 水 素
と ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン の 添 加 は 、 検 出 可 能 な 彩 色 さ れ た 反 応 生 成 物 を 生 じ る 。 抗 体 は 又 、
ビ オ チ ン を 用 い て 誘 導 体 化 す る こ と も で き 、 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 の 間 接
的 測 定 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
II．
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 は 、 宿 主 細 胞 中 で の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｌ お よ び Ｈ 鎖 の 組 換 え
発 現 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 組 換 え に よ っ て 抗 体 を 発 現 す る に は 、 該 抗 体 の 免 疫
グ ロ ブ リ ン Ｌ お よ び Ｈ 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 有 す る １ 種 類 ま た は そ れ 以 上
の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 、 宿 主 細 胞 に 核 酸 移 入 し て 、 該 Ｌ お よ び Ｈ 鎖 が 、 該 宿 主 細 胞 中 で
発 現 さ れ 、 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 培 地 中 に 分 泌 さ れ る よ う に し 、 該 培 地 か ら 、
抗 体 を 回 収 す る こ と が で き る 。 抗 体 の Ｈ お よ び Ｌ 鎖 遺 伝 子 を 入 手 し 、 こ れ ら の 遺 伝 子 を 組
換 え 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 宿 主 細 胞 に 導 入 す る に は 、 標 準 的 な 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ の 方 法 、
例 え ば 、 Sambrook,Fritsch & Maniatis編 、 Molecular Cloning:A Laboratory Manual,Sed
ond Ed.,Cold Spring Harbor,N.Y.,(1989);Ausubel,F.M.et al.編 、 Current Protocols i
n Molecular Biology,Green Publishing Associates,(1989)お よ び Bossら に よ る 米 国 特 許
第 4,816,397号 明 細 書 に 記 載 の も の を 用 い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 Ｄ ２ Ｅ ７ ま た は Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 抗 体 を 発 現 す る に は 、 Ｌ お よ び Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 初 め に 得 る 。 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ
） を 用 い た 、 生 殖 系 列 の Ｌ お よ び Ｈ 鎖 可 変 配 列 の 増 幅 お よ び 修 飾 に よ っ て 得 る こ と が で き
る 。 ヒ ト Ｈ お よ び Ｌ 鎖 可 変 領 域 の 遺 伝 子 に 関 す る 生 殖 系 列 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 当 技 術 に 公 知
で あ る ［ 例 え ば 、 「 Vbase」 と い う ヒ ト 生 殖 系 列 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 参 照 さ れ た い ； ま
た 、 Kabat,E.A.,et al.(1991)Sequences of Proteins of Immunological Interest,Fifth
 Edition,U.S.Department ofHealth and Human Services,NIH Publication No.91-3242；

10

20

30

40

50

(21) JP 2007-45828 A 2007.2.22

抗 体 の 発 現



Tomlinson,I.M.,et.al.,(1992)“ The Repertoire of Human Germline VH  Sequences Reve
als aboutFifty Groups of VH  Segments with Different Hypervariable Loops” J.Mol.B
iol.227:776-798;お よ び Cox,J.P.L.et al.(1994)“ A Directory of Human Germ-line Vκ
 Segments Reveals a Strong Bias in their Usage"Eur.J.Immunol.24:827-846も 参 照 さ
れ た い 。 そ れ ぞ れ の 内 容 は 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 明 示 的 に 組 込 ま れ る ］ 。 Ｄ ２ Ｅ ７ ま
た は Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 抗 体 の Ｈ 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 得 る に は 、 ヒ ト
生 殖 系 列 の Ｖ Ｈ 遺 伝 子 の Ｖ H ３ 族 の 一 員 を 標 準 的 な Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 す る 。 最 も 好 ま し
く は 、 Ｄ Ｐ － ３ １ と い う Ｖ Ｈ 生 殖 系 列 の 配 列 を 増 幅 す る 。 Ｄ ２ Ｅ ７ ま た は Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 抗
体 の Ｌ 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 得 る に は 、 ヒ ト 生 殖 系 列 の Ｖ Ｌ 遺 伝
子 の Ｖ κ Ｉ 族 の 一 員 を 標 準 的 な Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 Ａ ２ ０ と い う
Ｖ Ｌ 生 殖 系 列 の 配 列 を 増 幅 す る 。 Ｄ Ｐ － ３ １ 生 殖 系 列 Ｖ Ｈ お よ び Ａ ２ ０ 生 殖 系 列 Ｖ Ｌ の 配
列 を 増 幅 す る 際 に 用 い る の に 適 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 、 上 に 引
用 し た 参 考 文 献 に 開 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い て 設 定 で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 生 殖 系 列 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ フ ラ グ メ ン ト を 得 た な ら ば 、 こ れ ら の 配 列 を 、 本 明 細 書 に 開
示 の Ｄ ２ Ｅ ７ ま た は Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る よ う に 突 然 変 異 さ せ る こ と が
で き る 。 生 殖 系 列 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 初 め に 、 Ｄ ２
Ｅ ７ ま た は Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し て 、 生 殖 系 列 と は 異 な る Ｄ
２ Ｅ ７ ま た は Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 特 定 す る 。 次 い で 、 生 殖 系 列 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 の 適 切 な ヌ ク レ オ チ ド を 、 突 然 変 異 し た 生 殖 系 列 配 列 が 、 Ｄ ２ Ｅ ７ ま た は Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連
ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る よ う に 、 ど の ヌ ク レ オ チ ド を 変 化 さ せ な け れ ば な ら な い か を 決
定 す る た め の 遺 伝 暗 号 を 用 い て 突 然 変 異 さ せ る 。 生 殖 系 列 配 列 の 突 然 変 異 誘 発 は 、 標 準 的
方 法 、 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 仲 介 突 然 変 異 形 成 （ 突 然 変 異 し た ヌ ク レ オ チ ド を Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー
に 組 み 込 む 結 果 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 が 突 然 変 異 を 含 む ） 、 ま た は 部 位 指 向 性 突 然 変 異 誘 発 に よ っ
て 実 施 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 更 に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ っ て 得 ら れ た 「 生 殖 系 列 」 の 配 列 が 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 で の 真
の 生 殖 系 列 立 体 配 置 と の ア ミ ノ 酸 の 相 違 （ す な わ ち 、 例 え ば 体 細 胞 突 然 変 異 の 結 果 と し て
の 、 真 の 生 殖 系 列 の 配 列 と 比 較 し て の 増 幅 さ れ た 配 列 中 の 相 違 ） を コ ー ド す る な ら ば 、 こ
れ ら の ア ミ ノ 酸 の 相 違 は 、 真 の 生 殖 系 列 配 列 へ と 戻 す よ う 変 化 さ せ る こ と （ す な わ ち 、 生
殖 系 列 立 体 配 置 へ の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 の 「 戻 し 突 然 変 異 」 ） が 望 ま し い と 思 わ れ る こ と
に 注 目 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ｄ ２ Ｅ ７ ま た は Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ セ グ メ ン ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン
ト を （ 上 記 の よ う な 、 生 殖 系 列 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 遺 伝 子 の 増 幅 と 突 然 変 異 誘 発 と に よ っ て ）
得 た な ら ば 、 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト は 、 標 準 的 な 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ の 手 法 に よ っ て 、 例
え ば 、 可 変 領 域 遺 伝 子 を 完 全 長 の 抗 体 鎖 遺 伝 子 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト 遺 伝 子 、 ま た は ｓ ｃ
Ｆ ｖ 遺 伝 子 へ と 転 換 す る た め に 、 更 に 操 作 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 操 作 の 際 は 、 Ｖ Ｌ
－ ま た は Ｖ Ｈ － コ ー デ ィ ン グ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 、 も う 一 つ の タ ン パ ク 質 、 例 え ば 抗 体
の 不 変 部 領 域 ま た は 可 変 リ ン カ ー を コ ー ド す る も う 一 つ の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト に 機 能 的 に
結 合 す る 。 用 語 「 機 能 的 に 結 合 」 と は 、 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 限 り で 、 二 つ の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ
グ メ ン ト を 結 合 し た 結 果 、 該 二 つ の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 が フ レ
ー ム 内 に 留 ま る こ と を 意 味 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Ｖ Ｈ 領 域 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｖ Ｈ コ ー デ ィ ン グ Ｄ Ｎ Ａ を Ｈ 鎖 不 変 部 領 域
（ Ｃ Ｈ １ 、 Ｃ Ｈ ２ お よ び Ｃ Ｈ ３ ） を コ ー ド す る も う 一 つ の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 と 機 能 的 に 結 合 す る
こ と に よ っ て 、 完 全 長 の Ｈ 鎖 遺 伝 子 へ と 転 換 す る こ と が で き る 。 ヒ ト Ｈ 鎖 不 変 部 領 域 の 遺
伝 子 の 配 列 は 、 当 技 術 に 公 知 で あ り ［ 例 え ば 、 Kabat,E.A..etal.(1991)Sequences of Pro
teins of Immunological Interest,Fifth Edition,U.S.Department of Health and Human
 Services,NIH Publication No.91-3242を 参 照 さ れ た い ］ 、 こ れ ら の 領 域 を 包 含 す る Ｄ Ｎ
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Ａ フ ラ グ メ ン ト は 、 標 準 的 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 Ｈ 鎖 不 変 部 領 域 は 、 Ｉ
ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ ４ 、 Ｉ ｇ Ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｍ ま た は Ｉ ｇ Ｄ の 不 変
部 領 域 で あ る こ と が で き る が 、 最 も 好 ま し く は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ ま た は Ｉ ｇ Ｇ ４ の 不 変 部 領 域 で
あ る 。 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト Ｈ 鎖 遺 伝 子 に つ い て は 、 Ｖ Ｈ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｈ 鎖 Ｃ Ｈ
１ 不 変 部 領 域 の み を コ ー ド す る に す ぎ な い も う 一 つ の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 機 能 的 に 結 合 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ｖ Ｌ 領 域 を コ ー ド す る 単 離 Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｖ Ｌ コ ー デ ィ ン グ Ｄ Ｎ Ａ を Ｌ 鎖 不 変 部 領 域 で あ る
Ｃ Ｌ を コ ー ド す る も う 一 つ の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 と 機 能 的 に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 完 全 長 の Ｌ 鎖
遺 伝 子 （ お よ び Ｆ ａ ｂ Ｌ 鎖 遺 伝 子 ） へ と 転 換 す る こ と が で き る 。 ヒ ト Ｌ 鎖 不 変 部 領 域 の 遺
伝 子 の 配 列 は 、 当 技 術 に 公 知 で あ り ［ 例 え ば 、 Kabat,E.A..etal.(1991)Sequences of Pro
teins of Immunological Interest,Fifth Edition,U.S.Department of Health and Human
 Services,NIH Publication No.91-3242を 参 照 さ れ た い ］ 、 こ れ ら の 領 域 を 包 含 す る Ｄ Ｎ
Ａ フ ラ グ メ ン ト は 、 標 準 的 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 Ｌ 鎖 不 変 部 領 域 は 、 κ
ま た は λ 不 変 部 領 域 で あ る こ と が で き る が 、 最 も 好 ま し く は κ 不 変 部 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ｓ ｃ Ｆ ｖ 遺 伝 子 を 生 成 す る に は 、 Ｖ Ｈ － ま た は Ｖ Ｌ － コ ー デ ィ ン グ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト
を 、 可 変 リ ン カ ー を コ ー ド す る 、 す な わ ち ア ミ ノ 酸 配 列 （ Gly 4 － Ser） 3 を コ ー ド す る も う
一 つ の フ ラ グ メ ン ト と 機 能 的 に 結 合 し 、 そ の た め 、 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 配 列 が 、 Ｖ Ｌ お よ び Ｖ
Ｈ 領 域 が 可 変 リ ン カ ー に よ っ て 結 合 さ れ て 、 隣 接 す る 一 本 鎖 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ 得
る よ う に す る ［ 例 え ば 、 Bird et al.(1988)Science 242:423-426； Huston et at.(1988)P
roc.Natl.Acad.Sci.USA85:5879-5883； McCafferty et al.,Nature(1990)348:552-554を 参
照 さ れ た い ]。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 発 現 す る に は 、 上 記 の と お り に 得 た 、 部 分 ま た は 完 全 長
の Ｌ お よ び Ｈ 鎖 を 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し て 、 遺 伝 子 が 、 転 写 お よ び 翻 訳 制 御 配 列 と 機 能 的
に 結 合 さ れ る 。 こ の 状 況 で は 、 用 語 「 機 能 的 に 結 合 さ れ る 」 と は 、 抗 体 遺 伝 子 が 、 ベ ク タ
ー 内 の 転 写 お よ び 翻 訳 制 御 配 列 が 、 抗 体 遺 伝 子 の 転 写 お よ び 翻 訳 を 調 節 す る と い う そ の 意
図 さ れ た 機 能 に 役 立 つ よ う に ベ ク タ ー 中 に 結 合 さ れ る こ と を 意 味 す る も の と す る 。 発 現 ベ
ク タ ー お よ び 発 現 制 御 配 列 は 、 用 い た 発 現 宿 主 細 胞 と 共 存 で き る よ う に 選 ぶ 。 抗 体 Ｌ 鎖 遺
伝 子 お よ び 抗 体 Ｈ 鎖 遺 伝 子 は 、 別 個 の ベ ク タ ー に 挿 入 で き る か 、 よ り 代 表 的 に は 、 両 遺 伝
子 と も 同 じ 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 。 抗 体 遺 伝 子 は 、 標 準 的 な 方 法 （ 例 え ば 、 抗 体 遺 伝 子
フ ラ グ メ ン ト と ベ ク タ ー の 相 補 的 制 限 部 位 の 結 合 、 ま た は 制 限 部 位 が 全 く 存 在 し な い な ら
ば 、 平 滑 末 端 結 合 ） に よ っ て 、 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 。 Ｄ ２ Ｅ ７ ま た は Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 の
Ｌ ま た は Ｈ 鎖 配 列 を 挿 入 す る 前 に 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 抗 体 不 変 部 領 域 の 配 列 を 既 に 保 有 し
て い て よ い 。 例 え ば 、 Ｄ ２ Ｅ ７ ま た は Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 配 列 を 完 全 長 の 抗 体 遺
伝 子 へ と 転 換 す る 一 つ の 方 策 は 、 そ れ ぞ れ Ｈ 鎖 不 変 部 お よ び Ｌ 鎖 不 変 部 領 域 を 既 に コ ー ド
し て い る 発 現 ベ ク タ ー に 、 Ｖ Ｈ セ グ メ ン ト が ベ ク タ ー 内 の Ｃ Ｈ セ グ メ ン ト に 機 能 的 に 結 合
さ れ 、 Ｖ Ｌ セ グ メ ン ト が ベ ク タ ー 内 の Ｃ Ｌ セ グ メ ン ト に 機 能 的 に 結 合 さ れ る よ う に 挿 入 す
る こ と で あ る 。 追 加 的 ま た は 代 替 的 に は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 か ら の 抗 体 鎖
の 分 泌 を 促 す シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と が で き る 。 抗 体 鎖 遺 伝 子 は 、 シ グ ナ ル ペ
プ チ ド が 、 抗 体 鎖 遺 伝 子 の ア ミ ノ 末 端 に フ レ ー ム に 収 ま っ て 結 合 さ れ る よ う に 、 ベ ク タ ー
中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン シ グ ナ ル ペ プ
チ ド で あ る か 、 ま た は 異 種 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 か
ら の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ） で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 抗 体 鎖 遺 伝 子 に 加 え 、 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 内 で の 抗 体 鎖 遺 伝 子 の
発 現 を 制 御 す る 調 節 配 列 を 有 す る 。 用 語 「 調 節 配 列 」 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー そ
の 他 の 、 抗 体 鎖 遺 伝 子 の 転 写 ま た は 翻 訳 を 制 御 す る 発 現 制 御 要 素 （ 例 え ば ポ リ ア デ ニ ル 化
シ グ ナ ル ） を 包 含 す る も の と す る 。 そ の よ う な 調 節 配 列 は 、 例 え ば 、 Goeddel;Gene Expre
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ssion Technology:Methods in Enzymology 185,Academic Press,San Diego,CA(1990)に 記
載 さ れ て い る 。 当 業 者 に は 、 調 節 配 列 の 選 択 を 包 含 す る 発 現 ベ ク タ ー の 設 定 は 、 形 質 転 換
し よ う と す る 宿 主 細 胞 の 選 択 、 望 ま れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル 等 々 の よ う な 要 因 に 依 存
し 得 る こ と が 認 識 さ れ る と 思 わ れ る 。 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 の 発 現 に 好 適 な 調 節 配 列 は 、 哺 乳
動 物 細 胞 で の 高 レ ベ ル の タ ン パ ク 質 発 現 を 指 図 す る ウ イ ル ス 性 の 要 素 、 例 え ば サ イ ト メ ガ
ロ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は エ ン ハ ン サ ー （ 例 え ば Ｃ Ｍ
Ｖ プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー )、 シ ミ ア ン ウ イ ル ス ４ ０ (Ｓ Ｖ ４ ０ )（ 例 え ば Ｓ Ｖ ４ ０ プ
ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー )、 ア デ ノ ウ イ ル ス （ 例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス 主 要 後 期 プ ロ モ ー
タ ー （ Ａ ｄ Ｍ Ｌ Ｐ ） )、 お よ び ポ リ オ ー マ を 包 含 す る 。 ウ イ ル ス 性 調 節 要 素 お よ び そ れ ら
の 配 列 の こ れ 以 上 の 説 明 に は 、 例 え ば 、 Stinskiに よ る 米 国 特 許 第 5,168,062号 明 細 書 、 Be
llら に よ る 米 国 特 許 第 4,510,245号 明 細 書 、 お よ び Schaffnerら に よ る 米 国 特 許 第 4,968,61
5号 明 細 書 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 抗 体 鎖 遺 伝 子 お よ び 調 節 配 列 に 加 え て 、 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 追 加 の 配 列 、
例 え ば 、 宿 主 細 胞 で の ベ ク タ ー の 複 製 を 調 節 す る 配 列 (例 え ば 複 製 起 点 )、 お よ び 選 別 可 能
マ ー カ ー の 遺 伝 子 を 保 有 し て も よ い 。 選 別 可 能 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た
宿 主 細 胞 の 選 別 を 容 易 に す る （ 例 え ば 、 す べ て Axelら に よ る 米 国 特 許 第 4,399,216号 、 第 4
,634.665号 お よ び 第 5,179,017号 明 細 書 を 参 照 さ れ た い )。 例 え ば 、 代 表 的 に は 、 選 別 可 能
マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 薬 物 、 例 え ば Ｇ 418、 ヒ グ ロ マ イ シ ン ま た は メ ト ト レ キ サ ー ト に 対 す
る 耐 性 を 、 ベ ク タ ー を 導 入 し た 宿 主 細 胞 に 賦 与 す る 。 好 適 な 選 別 可 能 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、
ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 （ Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ ） 遺 伝 子 (dhfr-宿 主 細 胞 で メ ト ト レ キ サ ー ト 選 別 ／ 増 幅
と と も に 用 い る た め ） 、 お よ び neo遺 伝 子 （ Ｇ 418の 選 別 の た め ） を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 Ｌ お よ び Ｈ 鎖 の 発 現 の た め に は 、 Ｈ お よ び Ｌ 鎖 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を 、 標 準 的 手
法 に よ っ て 宿 主 細 胞 に 核 酸 移 入 す る 。 様 々 な 形 態 の 用 語 「 核 酸 移 入 」 は 、 原 核 ま た は 真 核
宿 主 細 胞 へ の 外 因 性 Ｄ Ｎ Ａ の 導 入 に 一 般 的 に 用 い ら れ る 非 常 に 様 々 な 手 法 、 例 え ば 、 電 気
穿 孔 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 澱 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ デ キ ス ト ラ ン 核 酸 移 入 な ど を 包 含 す る も の と す る
。 本 発 明 の 抗 体 は 、 原 核 ま た は 真 核 宿 主 細 胞 の い ず れ で も 発 現 す る こ と が 理 論 的 に は 可 能
で あ る が 、 真 核 宿 主 細 胞 、 最 も 好 ま し く は 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 で の 抗 体 の 発 現 が 、 最 も 好
ま し く 、 そ れ は 、 そ の よ う な 真 核 細 胞 、 特 に 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 適 正 に 折 畳 ま れ た 、 免 疫 学
的 に 活 性 を 有 す る 抗 体 を 形 成 か つ 分 泌 す る 可 能 性 が 、 原 核 細 胞 よ り も 高 い た め で あ る 。 抗
体 遺 伝 子 の 原 核 細 胞 で の 発 現 は 、 活 性 抗 体 の 高 収 率 で の 生 産 に は 無 効 果 で あ る と 報 告 さ れ
て い る （ Boss,M.A.and Wood,C.R.(1985)Immunology Today 6:12-13） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 抗 体 を 発 現 す る の に 好 適 な 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ
ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ） [Urlaub & Chasin,(1980)Proc.Natl.Acad.Sci.USA 77:4216-4220に
記 載 さ れ 、 例 え ば 、 R.J.Kaufman & P.A.Sharp(1982)Mol.Biol.159:601-621に 記 載 さ れ た
と お り の Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 選 別 可 能 マ ー カ ー と と も に 用 い ら れ た dhfr-Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を 包 含 す る ]、 Ｎ
Ｓ Ｏ 骨 髄 腫 細 胞 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 お よ び Ｓ Ｐ ２ 細 胞 を 包 含 す る 。 抗 体 遺 伝 子 を コ ー ド す る 組 換
え 発 現 ベ ク タ ー を 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に 導 入 す る と き は 、 宿 主 細 胞 を 、 該 宿 主 細 胞 で の 抗 体
の 発 現 を 許 し 、 よ り 好 ま し く は 該 宿 主 細 胞 を 増 殖 さ せ る 培 地 中 へ の 抗 体 の 分 泌 を 許 す の に
充 分 な 期 間 培 養 す る こ と に よ っ て 、 抗 体 を 生 産 す る 。 抗 体 は 、 標 準 的 な タ ン パ ク 質 精 製 の
方 法 を 用 い て 、 培 地 か ら 回 収 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 宿 主 細 胞 は 、 完 全 な 抗 体 の 一 部 、 例 え ば Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト ま た は ｓ ｃ Ｆ ｖ 分 子 を 生 産
す る の に 用 い る こ と も で き る 。 上 記 手 順 の 変 化 形 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る こ と が 理 解 さ
れ る と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 の Ｌ 鎖 ま た は Ｈ 鎖 の い ず れ か （ 双 方 で は な く ） を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 宿 主 細 胞 に 移 入 す る の が 望 ま し い こ と が あ る 。 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ の 技 術
は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の 結 合 に 不 必 要 で あ る Ｌ お よ び Ｈ 鎖 の い ず れ か も し く は 双 方 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ の い く ら か ま た は す べ て を 除 去 す る の に 用 い て も よ い 。 そ の よ う な 断 端 Ｄ Ｎ Ａ 分
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子 か ら 発 現 さ れ る 分 子 も 、 本 発 明 の 抗 体 に 包 含 さ れ る 。 加 え て 、 一 方 の Ｈ 鎖 お よ び 一 方 の
Ｌ 鎖 が 本 発 明 の 抗 体 で あ り 、 他 方 の Ｈ 鎖 お よ び Ｌ 鎖 が ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 以 外 の 抗 原 に 特 異 的 で あ
る 二 機 能 性 抗 体 を 、 本 発 明 の 抗 体 と 第 二 の 抗 体 と を 標 準 的 な 化 学 的 架 橋 結 合 法 に よ っ て 架
橋 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 生 産 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 、 ま た は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 組 換 え 発 現 に 好 適 な 系 で は 、 抗 体 Ｈ 鎖 と 抗 体
Ｌ 鎖 と の 双 方 を コ ー ド す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 仲 介 核 酸 移 入 に よ っ
て dhfr-Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 導 入 す る 。 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 内 で は 、 抗 体 Ｈ お よ び Ｌ 鎖 遺 伝 子 が
、 そ れ ぞ れ 、 エ ン ハ ン サ ー ／ プ ロ モ ー タ ー 調 節 要 素 （ 例 え ば 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 、 Ｃ Ｍ Ｖ 、 ア デ ノ
ウ イ ル ス な ど に 由 来 す る 、 例 え ば Ｃ Ｍ Ｖ エ ン ハ ン サ ー ／ Ａ ｄ Ｍ Ｌ Ｐ プ ロ モ ー タ ー 調 節 要 素
、 ま た は Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー ／ Ａ ｄ Ｍ Ｌ Ｐ プ ロ モ ー タ ー 調 節 要 素 ） と 機 能 的 に 結 合 さ れ
て 、 遺 伝 子 の 高 レ ベ ル の 転 写 を 駆 使 す る 。 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 遺 伝 子 も 保 有
し 、 こ れ が 、 ベ ク タ ー が 移 入 さ れ て い る Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 の 、 メ ト ト レ キ サ ー ト に よ る 選 別 ／ 増
幅 を 用 い た 選 別 を 可 能 に す る 。 選 別 し た 形 質 転 換 体 の 宿 主 細 胞 を 培 養 し て 、 抗 体 Ｈ お よ び
Ｌ 鎖 の 発 現 を 許 し 、 完 全 な 抗 体 を 培 地 か ら 回 収 す る 。 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 手 法 を 用 い て
、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 調 製 し 、 宿 主 細 胞 に 核 酸 移 入 し 、 形 質 転 換 体 に つ い て 選 別 し 、 宿
主 細 胞 を 培 養 し 、 培 地 か ら 抗 体 を 回 収 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 前 記 に 照 ら し て 、 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 本 発 明 の 抗 体 お よ び 抗 体 部 分 の 組 換 え 発
現 に 用 い る こ と が で き る 、 核 酸 、 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 組 成 物 に 関 す る 。 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｌ 鎖
可 変 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 図 ７ お よ び SEQ IDNO:３ ６ に 示 す 。 Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ
の Ｃ Ｄ Ｒ １ ド メ イ ン は ヌ ク レ オ チ ド ７ ０ ～ １ ０ ２ を 包 含 し 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ ド メ イ ン は ヌ ク レ オ
チ ド １ ４ ８ ～ １ ６ ８ を 包 含 し 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン は 、 ヌ ク レ オ チ ド ２ ６ ５ ～ ２ ９ １ を 包 含
す る 。 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｈ 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ８ お よ び SEQ ID NO:３ ７
に 示 す 。 Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ の Ｃ Ｄ Ｒ １ ド メ イ ン は 、 ヌ ク レ オ チ ド ９ １ ～ １ ０ ５ を 包 含 し 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２
ド メ イ ン は ヌ ク レ オ チ ド １ ４ ８ ～ １ ９ ８ を 包 含 し 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン は 、 ヌ ク レ オ チ ド ２
９ ５ ～ ３ ３ ０ を 包 含 す る 。 当 業 者 に は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 抗 体 ま た は そ の 部 分 （ 例 え ば Ｃ Ｄ Ｒ
ド メ イ ン 、 例 え ば Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 遺 伝 暗 号 と 標 準
的 な 分 子 生 物 学 の 手 法 と を 用 い て 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ お よ び Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ を コ ー ド す る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら 誘 導 で き る こ と が 認 識 さ れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 SEQ ID NO:３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ （ す な わ
ち Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ） 、 あ る い は 第 １ 、 ４ 、 ５ 、 ７ も し く は ８ 位 で の た だ １ 回 の ア ラ
ニ ン 置 換 に よ っ て か 、 ま た は 第 １ 、 ３ 、 ４ 、 ６ 、 ７ 、 ８ お よ び ／ ま た は ９ 位 で の １ ～ ５ 回
の 同 類 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て SEQ ID NO:３ か ら 修 飾 さ れ た そ れ を コ ー ド す る 単 離 核 酸 を 提
供 す る 。 こ の 核 酸 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 の み を コ ー ド で き る に す ぎ な い か 、 ま た は よ り 好 ま し
く は 、 抗 体 Ｌ 鎖 可 変 領 域 （ Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ ） 全 体 を コ ー ド す る 。 例 え ば 、 該 核 酸 は 、 SEQ ID NO:
５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ ２ ド メ イ ン （ す な わ ち Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ２ ） と 、 SEQ ID
 NO:７ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ Ｒ １ ド メ イ ン （ す な わ ち Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ １ ） と を 有
す る Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ を コ ー ド す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 SEQ ID NO:４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３
ド メ イ ン （ す な わ ち Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ） 、 あ る い は 第 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、
１ ０ も し く は １ １ 位 で の た だ １ 回 の ア ラ ニ ン 置 換 に よ っ て か 、 ま た は 第 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、
６ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ お よ び ／ ま た は １ ２ 位 で の １ ～ ５ 回 の 同 類 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て
SEQ ID NO:４ か ら 修 飾 さ れ た そ れ を コ ー ド す る 単 離 核 酸 を 提 供 す る 。 こ の 核 酸 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ
３ 領 域 の み を コ ー ド で き る に す ぎ な い か 、 ま た は よ り 好 ま し く は 、 抗 体 Ｈ 鎖 可 変 領 域 （ Ｈ
Ｃ Ｖ Ｒ ） 全 体 を コ ー ド す る 。 例 え ば 、 該 核 酸 は 、 SEQ ID NO:６ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ
Ｒ ２ ド メ イ ン （ す な わ ち Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ２ ） と 、 SEQ ID NO:８ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
Ｃ Ｄ Ｒ １ ド メ イ ン （ す な わ ち Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ １ ） と を 有 す る Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ を コ ー ド す る こ
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と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 更 に も う 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 例 え ば 、 SEQ ID NO:３ 、 SEQ ID NO:４ 、 SEQ 
ID NO:１ １ 、 SEQ ID NO: １ ２ 、 SEQ ID NO:１ ３ 、 SEQ ID NO:１ ４ 、 SEQ ID NO:１ ５ 、 SEQ
 ID NO:１ ６ 、 SEQ ID NO:１ ７ 、 SEQ ID NO:１ ８ 、 SEQ ID NO:１ ９ 、 SEQ ID NO:２ ０ 、 SEQ
 ID NO:２ １ 、 SEQ ID NO:２ ２ 、 SEQ ID NO:２ ３ 、 SEQ ID NO:２ ４ 、 SEQ ID NO:２ ５ 、 SEQ
 ID NO:２ ６ 、 SEQ ID NO:２ ７ 、 SEQ ID NO:２ ８ 、 SEQ ID NO:２ ９ 、 SEQ ID NO:３ ０ 、 SEQ
 ID NO:３ １ 、 SEQ ID NO:３ ２ 、 SEQ ID NO:３ ３ 、 SEQ ID NO:３ ４ お よ び SEQ ID NO:３ ５
よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン を コ ー ド す
る 単 離 核 酸 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 更 に も う 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 抗 体 Ｌ 鎖
可 変 領 域 （ す な わ ち Ｄ ２ Ｅ ７ Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ ） を コ ー ド す る 単 離 核 酸 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、
こ の 核 酸 は 、 SEQ ID NO:３ ６ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む が 、 当 業 者 は 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 の
た め 、 他 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド で き る こ と を 認 識 す
る も の と 思 わ れ る 。 該 核 酸 は 、 Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ の み を コ ー ド で き る に す ぎ な い か 、 ま た は Ｌ Ｃ Ｖ
Ｒ に 機 能 的 に 結 合 し た 抗 体 Ｌ 鎖 不 変 部 領 域 も コ ー ド で き る 。 一 実 施 態 様 で は 、 こ の 核 酸 は
組 換 え 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 更 に も う 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 SEQ ID NO:２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 抗 体 Ｈ 鎖
可 変 領 域 （ す な わ ち Ｄ ２ Ｅ ７ Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ ） を コ ー ド す る 単 離 核 酸 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、
こ の 核 酸 は 、 SEQ ID NO:３ ７ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む が 、 当 業 者 は 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 の
た め 、 他 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が SEQ ID NO:２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド で き る こ と を 認 識 す
る も の と 思 わ れ る 。 該 核 酸 は 、 Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ の み を コ ー ド で き る に す ぎ な い か 、 ま た は Ｈ Ｃ Ｖ
Ｒ に 機 能 的 に 結 合 し た Ｈ 鎖 不 変 部 領 域 も コ ー ド で き る 。 例 え ば 、 該 核 酸 は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ ま た
は Ｉ ｇ Ｇ ４ の 不 変 部 領 域 を 含 む こ と が で き る 。 一 実 施 態 様 で は 、 こ の 核 酸 は 組 換 え 発 現 ベ
ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 は 、 抗 体 Ｈ 鎖 と 抗 体 Ｌ 鎖 と の 双 方 を コ ー ド す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー も 提 供 す る 。
例 え ば 、 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） SEQ ID NO:１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 可 変 領 域 を 有 す る 抗 体 Ｌ 鎖 （ す な わ ち Ｄ ２ Ｅ ７
Ｌ Ｃ Ｖ Ｒ ） ； お よ び
（ ｂ ） SEQ ID NO:２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 可 変 領 域 を 有 す る 抗 体 Ｈ 鎖 （ す な わ ち Ｄ ２ Ｅ ７
Ｈ Ｃ Ｖ Ｒ ） を コ ー ド す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー の う ち １ 種 類 ま た は そ れ 以 上 を 導 入 し た 宿 主 細
胞 も 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 該 宿 主 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 、 よ り 好 ま し く は 、 該 宿
主 細 胞 は 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ｎ Ｓ ０ 細 胞 ま た は Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 で あ る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の
組 換 え ヒ ト 抗 体 が 合 成 さ れ る ま で 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 適 切 な 培 地 で 培 養 す る こ と に よ っ
て 、 本 発 明 の 組 換 え ヒ ト 抗 体 を 合 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 該 組 換 え ヒ ト 抗 体 を
該 培 地 か ら 単 離 す る 段 階 を 、 更 に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
III．
　 本 明 細 書 に 開 示 し た Ｄ ２ Ｅ ７ ま た は Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 抗 体 に 加 え て 、 本 発 明 の 組 換 え ヒ ト 抗
体 は 、 ヒ ト の リ ン パ 球 に 由 来 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 調 製 し た ヒ ト Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用
い て 調 製 し た 、 組 換 え 組 合 せ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー 、 好 ま し く は ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ァ ー ジ 表 示 ラ イ ブ
ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製
し 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 、 当 技 術 に 公 知 で あ る 。 フ ァ ー ジ 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成
の た め の 商 業 的 に 入 手 で き る キ ッ ト （ 例 え ば 、 Pharmaciaの Recombinant Phage Antibody 
System、 カ タ ロ グ 番 号 第 27-9400-01号 ； お よ び Stratageneの SurfZAP（ 商 品 名 ） フ ァ ー ジ
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組 換 え ヒ ト 抗 体 の 選 別



表 示 キ ッ ト 、 カ タ ロ グ 番 号 第 240612号 ） に 加 え て 、 抗 体 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 や ス ク リ
ー ニ ン グ に 用 い る の に 特 に 適 応 す る 方 法 お よ び 試 薬 の 例 は 、 例 え ば 、 Ladnerら の 米 国 特 許
第 5,223,409号 明 細 書 ； Kangら の 国 際 公 開 特 許 第 WO92/18619号 公 報 ； Dowerら の 国 際 公 開 特
許 第 WO91/17271； Winterら の 国 際 公 開 特 許 第 WO92/20791号 公 報 ； Marklandら の 国 際 公 開 特
許 第 WO92/15679号 公 報 ； Breitlingら の 国 際 公 開 特 許 第 WO93/01288号 公 報 ； McCaffertyら
の 国 際 公 開 特 許 第 WO92/01047号 公 報 ； Garrardら の 国 際 公 開 特 許 第 WO92/09690号 公 報 ； Fuc
hs et al.(1991)Bio/Technology 9:1370-1372； Hay et al.(1992)Hum.Antibod.Hybridoma
s 3:81-85;Huse et al.(1989)Science 246:1275-1281； McCafferty etal.,Nature(1990)3
48:552-554； Griffiths etal.(1993)EMBO J.12:725-734； Hawkins et al.(1992)J.Mol.Bi
ol.226:889-896； Clackson et al.(1991)Nature352:624-628； Gram et al.(1992)PNAS 89
:3576-3580； Garrad et al.(1991)Bio/Technology 2:1373-1377； Hoogenboom et al.(199
1)Nuc.Acid Res.19:4133-4137お よ び Barbas et al.(1991)PNAS88:7978-7982に 見 出 す こ と
が  で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 好 適 実 施 態 様 で は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 対 す る 高 い 親 和 性 と 低 い オ フ 速 度 と を 有 す る ヒ ト 抗 体
を 単 離 す る の に 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 対 す る 高 親 和 性 お よ び 低 オ フ 速 度 を 有 す る マ ウ ス 抗 ｈ Ｔ Ｎ
Ｆ α 抗 体 （ 例 え ば 、 Ｅ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 第 87 050801号 を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る Ｍ
Ａ Ｋ １ ９ ５ ） を 初 め に 用 い 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の 類 似 の 結 合 活 性 を 有 す る ヒ ト Ｈ お よ び Ｌ 鎖 配
列 を 、 Hoogenboomら の 国 際 公 開 特 許 第 WO93/06213号 公 報 に 記 載 の 方 法 で あ る 、 エ ピ ト ー プ
刻 印 ま た は 誘 導 選 別 を 用 い て 選 別 す る 。 こ の 方 法 に 用 い る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 好 ま し く
は 、 McCaffertyら の 国 際 公 開 特 許 第 WO92/01047、 McCafferty et al.,Nature(1990)348:55
2-554お よ び Griffiths et al.,(1993)EMBO J.12:725-734に 記 載 の と お り に 調 製 か つ ス ク
リ ー ニ ン グ し た ｓ ｃ Ｆ ｖ ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 。 ｓ ｃ Ｆ ｖ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 好 ま し く は
、 組 換 え ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α を 抗 原 と し て 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 最 初 の ヒ ト Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ セ グ メ ン ト を 選 別 し た な ら ば 、 最 初 に 選 別 し た Ｖ Ｌ お よ び Ｖ
Ｈ セ グ メ ン ト の 異 な る 対 を ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 「 混 合 と 適 合
」 の 実 験 を 実 施 し て 、 好 適 な Ｖ Ｌ ／ Ｖ Ｈ 対 の 組 合 せ を 選 別 す る 。 加 え て 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と 結
合 す る た め の 親 和 性 を 更 に 向 上 さ せ 、 か つ ／ ま た は オ フ 速 度 定 数 を 低 め る た め に 、 好 ま し
い Ｖ Ｌ ／ Ｖ Ｈ 対 の Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ セ グ メ ン ト を 、 好 ま し く は Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ の Ｃ
Ｄ Ｒ ３ 領 域 内 で 、 自 然 の 免 疫 応 答 の 際 の 抗 体 の 親 和 性 成 熟 の 原 因 と な る in vivoで の 体 細
胞 突 然 変 異 の 過 程 と 同 様 の 過 程 で 無 差 別 に 突 然 変 異 さ せ る こ と が で き る 。 こ の in vitroで
の 親 和 性 成 熟 は 、 そ れ ぞ れ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ ３ Ｖ Ｌ に 相 補 的 な Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー
を 用 い て 、 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 領 域 を 増 幅 す る こ と に よ っ て 達 成 で き る が 、 こ れ ら の プ ラ イ マ
ー は 、 ４ 種 類 の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の 無 作 為 混 合 物 で 一 定 の 位 置 を 「 ス パ イ ク 」 し て 、 得 ら
れ る Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 が 、 Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 内 で 無 差 別 突 然 変 異 を 導 入 し た
Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ セ グ メ ン ト を コ ー ド す る よ う に し て お く 。 こ れ ら の 無 差 別 に 突 然 変 異 さ せ
た Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ セ グ メ ン ト は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の 結 合 に つ い て 再 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
が で き 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と 結 合 す る た め の 高 い 親 和 性 と 低 い オ フ 速 度 と を 示 す 配 列 が 選 別 で き
る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 選 ば れ た 抗 体 Ｈ お よ び Ｌ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 生 殖 系 列 Ｈ お よ び Ｌ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 と
対 照 す る こ と が で き る 。 選 ば れ た Ｖ Ｌ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｈ 鎖 の 一 定 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基
が 、 (例 え ば 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る の に 用 い た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 の 体 細
胞 突 然 変 異 の 結 果 と し て ） 生 殖 系 列 の 立 体 配 置 と 異 な る 場 合 は 、 選 ば れ た 抗 体 の 変 化 し た
フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 を 、 生 殖 系 列 立 体 配 置 へ と 「 戻 し 突 然 変 異 」 さ せ る （ す な わ ち 、 選 ば
れ た 抗 体 の フ レ ー ム ワ ー ク ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 生 殖 系 列 ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 じ に な る よ う に 変
化 さ せ る ） の が 望 ま し い こ と が あ る 。 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 の そ の よ う な 「 戻 し 突 然 変 異 」
（ ま た は 「 生 殖 系 列 化 」 ） は 、 特 定 の 突 然 変 異 を 導 入 す る た め の 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 方
法 に よ っ て 達 成 で き る （ 例 え ば 、 部 位 指 向 性 突 然 変 異 ； Ｐ Ｃ Ｒ 仲 介 突 然 変 異 な ど ） 。
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【 ０ ０ ７ ７ 】
　 組 換 え 免 疫 グ ロ ブ リ ン 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 本 発 明 の 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 の ス ク リ ー ニ
ン グ お よ び 単 離 に 続 い て 、 選 別 し た 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 (例 え ば フ ァ ー ジ ゲ ノ ム か
ら の ） 表 示 パ ッ ケ ー ジ か ら 回 収 し 、 標 準 的 な 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ の 手 法 に よ っ て 他 の 発 現 ベ ク タ
ー 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 望 む な ら ば 、 該 核 酸 を 更 に 操 作 し て 、 本 発 明
の そ の 他 の 抗 体 形 態 （ 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 追 加 の ド メ イ ン 、 例 え ば 追 加 の 不 変 部 領
域 ） を 生 成 す る こ と が で き る 。 組 合 せ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 単 離 し た 組
換 え ヒ ト 抗 体 を 発 現 す る に は 、 該 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 上 記 の 第 II節 で 更 に 詳 述 し
た と お り 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
IV．
　 本 発 明 の 抗 体 お よ び 抗 体 部 分 は 、 被 験 者 へ の 投 与 に 適 し た 製 剤 組 成 物 に 組 み 込 む こ と が
で き る 。 代 表 的 に は 、 該 製 剤 組 成 物 は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 と 、 製 薬 上 許 容 さ れ
得 る 担 体 と を 含 む 。 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 限 り で 、 「 製 薬 上 許 容 さ れ 得 る 担 体 」 は 、 生 理
学 的 に 適 合 で き る い か な る か つ す べ て の 溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 お よ び 抗 真 菌
剤 、 等 張 剤 お よ び 吸 収 遅 緩 剤 な ど を も 包 含 す る 。 製 薬 上 許 容 さ れ 得 る 担 体 の 例 は 、 水 、 生
理 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ リ ン 、 エ タ ノ ー ル な ど の う ち
１ 種 類 ま た は そ れ 以 上 、 な ら び に そ れ ら の 組 合 せ を 包 含 す る 。 多 く の 場 合 、 等 張 剤 、 例 え
ば 糖 、 マ ン ニ ト ー ル の よ う な 多 価 ア ル コ ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル ま た は 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 組 成
物 に 含 め る の が 好 ま し い と 思 わ れ る 。 製 薬 上 許 容 さ れ 得 る 担 体 は 、 湿 潤 剤 も し く は 乳 化 剤
、 防 腐 剤 ま た は 緩 衝 液 の よ う な 、 副 次 的 量 の 補 助 的 物 質 を 更 に 含 ん で よ く 、 こ れ ら は 、 該
抗 体 ま た は 抗 体 部 分 の 棚 保 ち や 有 効 性 を 高 め る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 様 々 な 形 態 を な し て よ い 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 液 体 、 半 固 体 お よ び
固 体 の 投 与 形 態 、 例 え ば 液 体 の 溶 液 (例 え ば 注 射 お よ び 注 入 で き る 溶 液 )、 分 散 も し く は 懸
濁 液 、 錠 剤 、 丸 薬 、 粉 末 、 リ ポ ソ ー ム お よ び 坐 薬 を 包 含 す る 。 好 ま し い 形 態 は 、 意 図 さ れ
る 投 与 の 様 式 や 治 療 の 用 途 に 依 存 す る 。 代 表 的 な 好 適 組 成 物 は 、 注 射 ま た は 注 入 で き る 溶
液 、 例 え ば 、 他 の 抗 体 に よ る ヒ ト の 受 身 感 作 に 用 い ら れ る の と 同 様 の 組 成 物 の 形 態 を な す
。 好 適 な 投 与 様 式 は 、 非 経 口 （ 例 え ば 、 静 脈 内 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 筋 内 ） で あ る 。 好 適 実 施
態 様 で は 、 該 抗 体 を 、 静 脈 内 注 入 ま た は 注 射 に よ っ て 投 与 す る 。 も う 一 つ の 好 適 実 施 態 様
で は 、 該 抗 体 を 、 筋 内 ま た は 皮 下 注 射 に よ っ て 投 与 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 治 療 組 成 物 は 、 代 表 的 に は 、 製 造 お よ び 貯 蔵 の 条 件 下 で 無 菌 か つ 安 定 的 で な け れ ば な ら
な い 。 該 組 成 物 は 、 溶 液 、 マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 分 散 、 リ ポ ソ ー ム 、 ま た は 高 い 薬 物 濃
度 に 適 す る よ う 誂 え た そ の 他 の 構 造 と し て 配 合 す る こ と が で き る 。 無 菌 注 射 液 は 、 必 要 に
応 じ て 上 記 に 列 挙 し た 成 分 の 一 種 類 ま た は 組 合 せ と と も に 、 活 性 化 合 物 （ す な わ ち 抗 体 ま
た は 抗 体 部 分 ） を 必 要 量 で 適 切 な 溶 媒 に 組 み 込 む こ と に よ っ て 調 製 で き る 。 一 般 的 に は 、
塩 基 性 分 散 媒 と 、 必 要 と さ れ る 上 記 に 列 挙 し た も の か ら の そ の 他 の 成 分 と を 含 有 す る 無 菌
の 賦 形 剤 に 、 活 性 化 合 物 を 組 み 込 む こ と に よ っ て 調 製 す る 。 無 菌 注 射 液 の 調 製 用 の 無 菌 粉
末 の 場 合 は 、 好 適 な 調 製 法 は 、 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 で あ っ て 、 活 性 成 分 に 、 予 め 無 菌
濾 過 し た そ の 溶 液 か ら の 望 み の い か な る 追 加 の 成 分 も 加 え た 粉 末 が 得 ら れ る 。 溶 液 の 適 正
な 流 動 性 は 、 例 え ば 、 レ シ チ ン の よ う な コ ー テ ィ ン グ を 用 い 、 分 散 の 場 合 は 必 要 な 粒 径 を
保 ち 、 か つ 界 面 活 性 剤 を 用 い る こ と に よ っ て 維 持 す る こ と が で き る 。 注 射 可 能 組 成 物 の 長
期 的 吸 収 は 、 吸 収 を 遅 延 さ せ る 薬 剤 、 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 塩 お よ び ゼ ラ チ ン を 組 成 物
に 含 ま せ る こ と に よ っ て 達 成 で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 お よ び 抗 体 部 分 は 、 当 技 術 に 公 知 の 様 々 な 方 法 に よ っ て 投 与 で き る が 、 多
く の 治 療 用 途 の た め に は 、 投 与 の 好 適 な 経 路 ／ 様 式 は 、 静 脈 内 注 射 ま た は 注 入 で あ る 。 当
業 者 に は 認 識 さ れ る と 思 わ れ る と お り 、 投 与 の 経 路 ／ 様 式 は 、 望 ま れ る 結 果 に 応 じ て 変 動
す る こ と に な る 。 一 定 の 実 施 態 様 、 例 え ば 、 移 植 体 、 経 皮 パ ッ チ 、 お よ び マ イ ク ロ カ プ セ
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ル 化 さ れ た 送 達 系 を 包 含 す る 制 御 放 出 配 合 物 で は 、 活 性 化 合 物 を 、 急 速 な 放 出 か ら 該 化 合
物 を 防 護 す る よ う な 担 体 と と も に 調 製 し て よ い 。 生 体 分 解 で き る 生 体 適 合 重 合 体 、 例 え ば
エ チ レ ン ビ ニ ル ア セ テ ー ト 、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ポ リ オ ル ト エ
ス テ ル お よ び ポ リ 乳 酸 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 配 合 物 の 調 製 の た め の 多 く の 方
法 は 、 特 許 さ れ て い る か 、 ま た は 当 業 者 に 広 く 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 Sustained and Cont
rolled Release Drug Delivery Systems,J.R.Robinson,ed.,Marcel Dekker,Inc.,New Yor
k,1978を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 一 定 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 は 、 例 え ば 不 活 性 希 釈 剤 、 ま た は 同
化 で き る 食 用 の 担 体 と と も に 、 経 口 的 に 投 与 し て よ い 。 該 化 合 物 （ お よ び 望 み な ら ば 他 の
成 分 ） は 、 硬 い か 、 も し く は 軟 ら か い 殻 の ゼ ラ チ ン カ プ セ ル に 封 入 し 、 錠 剤 に 打 錠 し 、 ま
た は 被 験 者 の 食 餌 に 直 接 組 み 込 ん で も よ い 。 経 口 の 治 療 的 投 与 の た め に は 、 該 化 合 物 を 、
添 加 剤 と と も に 組 み 込 み 、 摂 取 で き る 錠 剤 、 口 腔 錠 、 ト ロ ー チ 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 エ リ キ シ
ル 剤 、 懸 濁 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 カ シ ュ 剤 な ど の 形 態 で 用 い て よ い 。 本 発 明 の 化 合 物 を 非 経 口
投 与 以 外 に よ っ て 投 与 す る に は 、 該 化 合 物 を そ の 不 活 性 化 を 防 護 す る 材 料 で 被 覆 す る か 、
ま た は そ れ ら と 該 化 合 物 と を 同 時 投 与 す る こ と が 必 要 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 補 助 的 活 性 化 合 物 を 、 該 組 成 物 に 組 み 込 む こ と も で き る 。 一 定 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明
の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 不 都 合 で あ る 疾 患 を 治 療 す る の に 役 立 つ １ 種 類
ま た は そ れ 以 上 の 追 加 の 治 療 剤 と と も に 、 同 時 配 合 し 、 お よ び ／ ま た は 同 時 投 与 す る 。 例
え ば 、 本 発 明 の 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 、 他 の 標 的 と 結 合 す る 一 種 類 ま た は そ れ
以 上 の 追 加 の 抗 体 （ 例 え ば 、 他 の サ イ ト カ イ ン と 結 合 す る か 、 ま た は 細 胞 表 面 分 子 と 結 合
す る 抗 体 ） 、 １ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の サ イ ト カ イ ン 、 可 溶 性 Ｔ Ｎ Ｆ α 受 容 体 （ 例 え ば 国 際
公 開 特 許 第 WO94/06476号 公 報 を 参 照 さ れ た い )、 お よ び ／ ま た は ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 生 産 も し く
は 活 性 を 阻 害 す る １ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の 化 学 的 薬 剤 （ 例 え ば 、 国 際 公 開 特 許 第 93/19751
号 公 報 に 記 載 の と お り の シ ク ロ ヘ キ サ ン － イ リ デ ン 誘 導 体 ） と と も に 、 同 時 配 合 し 、 お よ
び ／ ま た は 同 時 投 与 す る 。 そ の 上 、 本 発 明 の １ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の 抗 体 は 、 前 記 の 治 療
剤 の う ち ２ 種 類 ま た は そ れ 以 上 と 併 用 し て よ い 。 そ の よ う な 併 用 療 法 は 、 好 都 合 に も 、 低
投 与 量 の 投 与 治 療 剤 を 活 用 し 、 こ う し て 様 々 な 単 剤 療 法 に 付 随 す る こ と が あ る 毒 性 ま た は
併 発 症 を 回 避 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 併 用 で き る 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 に 対 す る 治 療 剤 の 非 限 定
的 な 例 は 、 下 記 を 包 含 す る ： 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 (Ｎ Ｓ Ａ Ｉ Ｄ )； サ イ ト カ イ ン 抑 制 性
抗 炎 症 薬 （ Ｃ Ｓ Ａ Ｉ Ｄ ） ； Ｃ Ｄ Ｐ － ５ ７ １ ／ Ｂ Ａ Ｙ － １ ０ － ３ ３ ５ ６ （ 人 体 適 応 抗 Ｔ Ｎ Ｆ
α 抗 体 ； Celltech/Bayer） ； ｃ Ａ ２ （ キ メ ラ 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 ； Centocor） ； ７ ５ kdＴ Ｎ Ｆ
Ｒ － Ｉ ｇ Ｇ （ ７ ５ kDＴ Ｎ Ｆ 受 容 体 － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 ； Immunex;例 え ば Arthritis & 
Rheumatism(1994)Vol.37,S295； J.Invest.Med.(1996)Vol.44,235Aを 参 照 さ れ た い ） ； ５
５ kdＴ Ｎ Ｆ Ｒ － Ｉ ｇ Ｇ （ ５ ５ kDＴ Ｎ Ｆ 受 容 体 － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 ； Hoffmann-LaRoche
） ； Ｉ Ｄ Ｅ Ｃ － Ｃ Ｅ ９ ． １ ／ Ｓ Ｂ ２ １ ０ ３ ９ ６ （ 非 枯 渇 性 霊 長 類 適 応 抗 Ｃ Ｄ ４ 抗 体 ； IDEC
/SmithKline； 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1995)Vol.38,S185を 参 照 さ れ た い );Ｄ Ａ Ｂ
４ ８ ６ － Ｉ Ｌ － ２ お よ び ／ ま た は Ｄ Ａ Ｂ ３ ８ ９ － Ｉ Ｌ － ２ （ Ｉ Ｌ － ２ 融 合 タ ン パ ク 質 ； Se
ragen； 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1993)Vol.36,1223を 参 照 さ れ た い ） ； 抗 Ｔ ａ ｃ (
人 体 適 応 抗 Ｉ Ｌ － ２ Ｒ α ； Protein Design Labs/Roche);Ｉ Ｌ － ４ （ 抗 炎 症 性 サ イ ト カ イ
ン ； DNAX/Schering） ； Ｉ Ｌ － １ ０ （ Ｓ Ｃ Ｈ ５ ２ ０ ０ ０ ； 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ０ 、 抗 炎 症 性 サ
イ ト カ イ ン ； DNAX/Schering） ； Ｉ Ｌ － ４ ； Ｉ Ｌ － １ ０ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － ４ 作 用 薬 （
例 え ば 作 用 薬 抗 体 );Ｉ Ｌ － １ Ｒ Ａ （ Ｉ Ｌ － １ 受 容 体 拮 抗 薬 ； Synergen/Amgen） ； Ｔ Ｎ Ｆ －
ｂ ｐ ／ ｓ － Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ （ 可 溶 性 Ｔ Ｎ Ｆ 結 合 性 タ ン パ ク 質 ； 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1
996)Vol.39 No.9(supplement),S284； Amer.J.Physiol.-Heart and Circulatory Physiolo
gy(1995)Vol.268,pp.37-42を 参 照 さ れ た い )； Ｒ ９ ７ ３ ４ ０ １ （ ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ IV
型 阻 害 剤 ； 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1996)Vol.39 No.9(supplement),S282を 参 照 さ
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れ た い ） ； Ｍ Ｋ － ９ ６ ６ （ Ｃ Ｏ Ｘ － ２ 阻 害 剤 ； 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1996)Vol.
39 No.9(supplement),S81を 参 照 さ れ た い ） ； Iloprost（ 例 え ば Arthritis & Rheumatism(
1996)Vol.39.No.9(supplement),S82を 参 照 さ れ た い );メ ト ト レ キ サ ー ト ； サ リ ド マ イ ド （
例 え ば Arthritis & Rheumatism(1996)Vol.39 No.9(supplement),S282を 参 照 さ れ た い )お
よ び サ リ ド マ イ ド 関 連 薬 物 （ 例 え ば Clegen);レ フ ル ノ ミ ド （ 抗 炎 症 剤 お よ び サ イ ト カ イ ン
阻 害 剤 ； 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1996)Vol.39,No.9(supplement),S131； Inflamma
tion Research(1996)Vol.45,pp.103-107を 参 照 さ れ た い );ト ラ ネ キ サ ム 酸 （ プ ラ ス ミ ノ ー
ゲ ン 活 性 化 の 阻 害 剤 ； 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1996)Vol.39 No.9(supplement),S2
84を 参 照 さ れ た い ） ； Ｔ － ６ １ ４ (サ イ ト カ イ ン 阻 害 剤 ； 例 え ば Arthritis & Rheumatism(
1996)Vol.39 No.9(supplement),S282を 参 照 さ れ た い ） ； プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｅ １ （ 例 え
ば Arthritis & Rheumatism(1996)Vol.39 No.9(supplement),S282を 参 照 さ れ た い )； Tenid
ap(非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 ； 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1996)Vol.39,No.9(supplem
ent),S280を 参 照 さ れ た い ） ； ナ プ ロ キ セ ン (非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 ； 例 え ば Neuro Repo
rt(1996)Vol.7,pp.1209-1213を 参 照 さ れ た い ） ； メ ロ キ シ カ ム （ 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬
)； イ ブ プ ロ フ ェ ン (非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 );ピ ロ キ シ カ ム (非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 )；
ジ ク ロ フ ェ ナ ク （ 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 ） ； イ ン ド メ タ シ ン (非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬
） ； ス ル フ ァ サ ラ ジ ン (例 え ば Arthritis & Rheumatism(1996)Vol.39 No.9(supplement),S
281を 参 照 さ れ た い ） ； ア ザ チ オ プ リ ン （ 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1996)Vol.39 No
.9(supplement),S281を 参 照 さ れ た い ） ； Ｉ Ｃ Ｅ 阻 害 剤 （ 酵 素 の イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ β
変 換 酵 素 の 阻 害 剤 ） ； ｚ ａ ｐ － ７ ０ お よ び ／ ま た は ｌ ｃ ｋ 阻 害 剤 （ チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ｚ ａ
ｐ － 70ま た は ｌ ｃ ｋ の 阻 害 剤 ） ； Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 阻 害 剤 お よ び ／ ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － Ｒ 阻 害 剤 （ 血
管 内 皮 細 胞 成 長 因 子 ま た は 血 管 内 皮 細 胞 成 長 因 子 受 容 体 の 阻 害 剤 ； 血 管 形 成 の 阻 害 剤 )；
コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 抗 炎 症 薬 (例 え ば Ｓ Ｂ 203580)； Ｔ Ｎ Ｆ 変 換 酵 素 阻 害 剤 ； 抗 Ｉ Ｌ － １ ２
抗 体 ； イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ １ （ 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1996)Vol.39,No.9(supp
lement),S296を 参 照 さ れ た い ） ； イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ３ （ 例 え ば Arthritis & Rheumati
sm(1996)Vol.39,No.9(supplement),S308を 参 照 さ れ た い ） ； イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ７ 阻 害
剤 （ 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1996)Vol.39,No.9(supplement),S120を 参 照 さ れ た い
);金 ； ペ ニ シ ラ ミ ン ； ク ロ ロ キ ノ ン ； ヒ ド ロ キ シ ク ロ ロ キ ノ ン ； ク ロ ラ ム ブ シ ル ； シ ク ロ
ホ ス フ ァ ミ ド ； シ ク ロ ス ポ リ ン ； 全 リ ン パ 照 射 ； 抗 胸 腺 細 胞 グ ロ ブ リ ン ； 抗 Ｃ Ｄ ４ 抗 体 ；
Ｃ Ｄ ５ 毒 素 ； 経 口 投 与 さ れ る ペ プ チ ド や コ ラ ー ゲ ン ； ロ ベ ン ザ リ ッ ト 二 ナ ト リ ウ ム ； サ イ
ト カ イ ン 調 節 剤 （ Ｃ Ｒ Ａ ） Ｈ Ｐ ２ ２ ８ お よ び Ｈ Ｐ ４ ６ ６ (Houghten Pharmaceuticals,Inc.
)； Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ ア ン チ セ ン ス モ ノ チ オ リ ン 酸 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (Ｉ Ｓ Ｉ Ｓ 2302； Isis P
harmaceuticals, Inc.)； 可 溶 性 補 体 受 容 体 １ (Ｔ Ｐ 10； T Cell Sciences,Inc.);プ レ ド ニ
ゾ ン ； オ ル ゴ テ イ ン ； グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン ポ リ 硫 酸 ； ミ ノ サ イ ク リ ン ； 抗 Ｉ Ｌ － ２ Ｒ 抗
体 ； 海 産 お よ び 植 物 産 脂 質 （ 魚 お よ び 植 物 種 子 の 脂 肪 酸 ； 例 え ば DeLuca et al.,(1995)Rh
eum.Dis.Clin.North Am.21:759-777)； オ ー ラ ノ フ ィ ン ； フ ェ ニ ル ブ タ ゾ ン ； メ ク ロ フ ェ
ナ ム 酸 ； フ ル フ ェ ナ ム 酸 ； 静 脈 内 免 疫 グ ロ ブ リ ン ； ジ ロ イ ト ン ； ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 (Ｒ Ｓ
－ 61443);タ ク ロ リ ム ス (Ｆ Ｋ － 506)； シ ロ リ ム ス （ ラ パ マ イ シ ン ） ； ア ミ プ リ ロ ー ス (テ
ラ フ ェ ク チ ン ） ； ク ラ ド リ ビ ン (２ － ク ロ ロ デ オ キ シ ア デ ノ シ ン ） ； な ら び に ア ザ リ ビ ン
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 併 用 で き る 炎 症 性 腸 疾 患 の 治 療 剤 の 非 限 定 的 な 例 は 、 下
記 を 包 含 す る ： ブ デ ノ シ ド ； 表 皮 成 長 因 子 ； コ ル チ コ ス テ ロ イ ド ； シ ク ロ ス ポ リ ン ； ス ル
フ ァ サ ラ ジ ン ； ア ミ ノ サ リ チ ル 酸 塩 ； ６ － メ ル カ プ ト プ リ ン ； ア ザ チ オ プ リ ン ； メ ト ロ ニ
ダ ゾ ー ル ； リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ 阻 害 剤 ； メ サ ラ ミ ン ； オ ル サ ラ ジ ン ； バ ル サ ラ ジ ド ； 抗 酸 化
剤 ； ト ロ ン ボ キ サ ン 阻 害 剤 ； Ｉ Ｌ － １ 受 容 体 拮 抗 薬 ； 抗 Ｉ Ｌ － １ β モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ；
抗 Ｉ Ｌ － ６ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； 成 長 因 子 ； エ ラ ス タ ー ゼ 阻 害 剤 ； ピ リ ジ ニ ル － イ ミ ダ ゾ
ー ル 複 合 体 ； Ｃ Ｄ Ｐ -571／ Ｂ Ａ Ｙ － １ ０ － ３ ３ ５ ６ (人 体 適 応 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 ； Celltech/
Bayer)； ｃ Ａ ２ （ キ メ ラ 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 ； Centocor） ； 75kdＴ Ｎ Ｆ Ｒ － Ｉ ｇ Ｇ （ 75kDＴ Ｎ
Ｆ 受 容 体 － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 ； Immunex； 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1994)Vol.3
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7,S295； J.Invest.Med.(1996)Vol.44,235Aを 参 照 さ れ た い ） ； 55kdＴ Ｎ Ｆ Ｒ － Ｉ ｇ Ｇ （ 55
kDＴ Ｎ Ｆ 受 容 体 － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 ； Hoffmann-LaRoche） ； イ ン タ ー ロ イ キ ン － 10（
Ｓ Ｃ Ｈ 52000； Schering Plough)； Ｉ Ｌ － ４ ； Ｉ Ｌ － 10お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － ４ 作 用 薬 （
例 え ば 作 用 薬 抗 体 ） ； イ ン タ ー ロ イ キ ン － 11； プ レ ド ニ ゾ ロ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン も し く は
ブ デ ソ ニ ド の グ ル ク ロ ニ ド － ま た は デ キ ス ト ラ ン － 複 合 プ ロ ド ラ ッ グ ； Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ ア ン
チ セ ン ス モ ノ チ オ リ ン 酸 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (Ｉ Ｓ Ｉ Ｓ 2302； Isis Pharmaceuticals, Inc
.)； 可 溶 性 補 体 受 容 体 １ (Ｔ Ｐ 10； T Cell Sciences,Inc.)； 徐 放 性 メ サ ラ ジ ン ； メ ト ト レ
キ サ ー ト ； 血 小 板 活 性 化 因 子 （ Ｐ Ａ Ｆ ） の 拮 抗 薬 ； シ フ ロ フ ロ キ サ シ ン ； な ら び に リ グ ノ
カ イ ン 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 併 用 で き る 多 発 性 硬 化 症 の 治 療 剤 の 非 限 定 的 な 例 は 、 下
記 を 包 含 す る ： コ ル チ コ ス テ ロ イ ド ； プ ロ ド ニ ゾ ロ ン ； メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン ； ア ザ チ オ
プ リ ン ； シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド ； シ ク ロ ス ポ リ ン ； メ ト ト レ キ サ ー ト ； ４ － ア ミ ノ ピ リ ジ ン
； チ ザ ニ ジ ン ； イ ン タ ー フ ェ ロ ン － β １ ａ （ Avonex（ 商 品 名 ） ； Biogen） ； イ ン タ ー フ ェ
ロ ン － β １ ｂ （ Betaseron（ 商 品 名 ） ； Chiron/Berlex)； 共 重 合 体 １ (Cop-1； Copaxone（
商 品 名 )； Teva PharmaceuticalIndustries,Inc.)； 高 圧 酸 素 ； 静 脈 内 免 疫 グ ロ ブ リ ン ;ク
ラ ブ リ ビ ン ;Ｃ Ｄ Ｐ -571／ Ｂ Ａ Ｙ － １ ０ － ３ ３ ５ ６ (人 体 適 応 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 ； Celltech/B
ayer） ； ｃ Ａ ２ (キ メ ラ 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 ； Centocor） ； 75kdＴ Ｎ Ｆ Ｒ － Ｉ ｇ Ｇ （ 75kDＴ Ｎ
Ｆ 受 容 体 － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 ； Immunex； 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1994)Vol.3
7,S295； J.Invest.Med.(1996)Vol.44,235Aを 参 照 さ れ た い )； 55kdＴ Ｎ Ｆ Ｒ － Ｉ ｇ Ｇ （ 55k
DＴ Ｎ Ｆ 受 容 体 － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 ； Hoffmann-LaRoche） ； Ｉ Ｌ － 10； Ｉ Ｌ － ４ ； な
ら び に Ｉ Ｌ － １ ０ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － ４ 作 用 薬 （ 例 え ば 作 用 薬 抗 体 ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 併 用 で き る 敗 血 症 の 治 療 剤 の 非 限 定 的 な 例 は 、 下 記 を 包
含 す る ： 高 張 生 理 食 塩 水 溶 液 ； 抗 生 物 質 ； 静 脈 内 γ － グ ロ ブ リ ン ； 連 続 血 液 濾 過 ； カ ル バ
ペ ネ ム (メ ロ ペ ネ ム )； Ｔ Ｎ Ｆ α 、 Ｉ Ｌ － １ β 、 Ｉ Ｌ － ６ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － ８ の よ う な
サ イ ト カ イ ン の 拮 抗 薬 ； Ｃ Ｄ Ｐ -571／ Ｂ Ａ Ｙ － １ ０ － ３ ３ ５ ６ （ 人 体 適 応 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体
； Celltech/Bayer） ； ｃ Ａ ２ (キ メ ラ 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 ； Centocor） ； 75kdＴ Ｎ Ｆ Ｒ － Ｉ ｇ
Ｇ （ 75kDＴ Ｎ Ｆ 受 容 体 － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 ； Immunex； 例 え ば Arthritis & Rheumatis
m(1994)Vol.37,S295； J.Invest.Med.(1996)Vol.44,235Aを 参 照 さ れ た い ） ； 55kdＴ Ｎ Ｆ Ｒ
－ Ｉ ｇ Ｇ （ 55kDＴ Ｎ Ｆ 受 容 体 － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 ； Hoffmann-LaRoche);サ イ ト カ イ ン
調 節 剤 （ Ｃ Ｒ Ａ ） Ｈ Ｐ 228お よ び Ｈ Ｐ 466（ Houghten Pharmaceuticals,Inc.） ； Ｓ Ｋ ＆ Ｆ 1
07647（ 低 分 子 ペ プ チ ド ； SmithKline Beecham） ； 四 価 グ ア ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン の Ｃ Ｎ Ｉ － 149
3（ Picower Institute);組 織 因 子 経 路 阻 害 剤 （ Ｔ Ｆ Ｐ Ｉ ； Chiron） ； Ｐ Ｈ Ｐ (化 学 的 に 修
飾 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン ； APEX Bioscience） ； ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 － 鉄 （ III)錯
体 （ Ｄ Ｔ Ｐ Ａ 鉄 （ III)； Molichem Medicines） を 包 含 す る 鉄 キ レ ー ト 化 剤 お よ び キ レ ー ト
； リ ゾ フ ィ リ ン （ 合 成 小 分 子 メ チ ル キ サ ン チ ン ;Cell Therapeutics,Inc.)； Ｐ Ｇ Ｇ － グ ル
カ ン (水 性 可 溶 性 β １ ， ３ グ ル カ ン ； Alpha-Beta Technology)； 脂 質 で 再 構 成 し た ア ポ リ
ポ タ ン パ ク 質 Ａ － １ ； キ ラ ル な ヒ ド ロ キ サ ム 酸 （ 脂 質 Ａ の 生 合 成 を 阻 害 す る 合 成 抗 菌 剤 ）
； 抗 内 毒 素 抗 体 ； Ｅ 5531（ 合 成 脂 質 Ａ 拮 抗 薬 ； Eisai America,Inc.)； ｒ Ｂ Ｐ Ｉ 2 1 (ヒ ト 殺
菌 ／ 透 過 性 上 昇 タ ン パ ク 質 の 組 換 え Ｎ 末 端 フ ラ グ メ ン ト ） ； な ら び に 合 成 抗 内 毒 素 ペ プ チ
ド （ Ｓ Ａ Ｅ Ｐ ； Bios Ynth Research Laboratories） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 併 用 で き る 成 人 呼 吸 困 難 症 候 群 （ Ａ Ｒ Ｄ Ｓ ） の 治 療 剤 の
非 限 定 的 な 例 は 、 下 記 を 包 含 す る ： 抗 Ｉ Ｌ － ８ 抗 体 ； 界 面 活 性 剤 置 換 療 法 ； Ｃ Ｄ Ｐ -571／
Ｂ Ａ Ｙ － １ ０ － ３ ３ ５ ６ (人 体 適 応 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 ； Celltech/Bayer)； ｃ Ａ ２ （ キ メ ラ 抗
Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 ； Centocor） ； ７ ５ kdＴ Ｎ Ｆ Ｒ － Ｉ ｇ Ｇ （ 75kDＴ Ｎ Ｆ 受 容 体 － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ
ン パ ク 質 ； Immunex； 例 え ば Arthritis & Rheumatism(1994)Vol.37,S295； J.Invest.Med.(
1996)Vol.44,235Aを 参 照 さ れ た い ） ； お よ び ５ ５ kdＴ Ｎ Ｆ Ｒ － Ｉ ｇ Ｇ （ 55kDＴ Ｎ Ｆ 受 容 体
－ Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 ； Hoffmann-LaRoche） 。
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【 ０ ０ ８ ９ 】
　 他 の 治 療 剤 と の 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 の 併 用 は 、 サ ブ セ ク シ ョ ン IVで 更 に 考 察 す
る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 製 剤 組 成 物 は 、 「 治 療 的 有 効 量 」 ま た は 「 予 防 的 有 効 量 」 の 本 発 明 の 抗 体 ま た
は 抗 体 部 分 を 含 ん で よ い 。 「 治 療 的 有 効 量 」 と は 、 必 要 な 投 与 量 お よ び 期 間 で 、 望 み の 治
療 上 の 結 果 を 達 成 す る の に 効 果 的 で あ る 量 を 意 味 す る 。 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 の 治 療 的 有 効
量 は 、 個 体 の 疾 病 状 態 、 年 齢 、 性 別 お よ び 体 重 、 な ら び に 望 み の 応 答 を 個 体 に 誘 発 で き る
抗 体 ま た は 抗 体 部 分 の 能 力 の よ う な 要 因 に 従 っ て 変 動 し て よ い 。 治 療 的 有 効 量 は 、 抗 体 も
し く は 抗 体 部 分 の い か な る 有 害 ま た は 不 都 合 な 効 果 よ り も 、 治 療 上 有 益 な 効 果 の 方 が 重 視
さ れ る 量 で も あ る 。 「 予 防 的 有 効 量 」 と は 、 必 要 な 投 与 量 お よ び 期 間 で 、 望 み の 予 防 上 の
結 果 を 達 成 す る の に 効 果 的 で あ る 量 を 意 味 す る 。 代 表 的 に は 、 予 防 の 用 量 は 、 疾 病 の 前 ま
た は 初 期 段 階 で 被 験 者 に 用 い ら れ る こ と か ら 、 予 防 的 有 効 量 は 、 治 療 的 有 効 量 よ り 少 な い
こ と に な る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 投 与 方 式 は 、 望 み の 最 適 の 応 答 （ 例 え ば 、 治 療 的 ま た は 予 防 的 応 答 ） を 与 え る よ う 調 整
し て よ い 。 例 え ば 、 た だ １ 個 の 大 型 丸 剤 を 投 与 し て も 、 い く つ か の 分 割 さ れ た 投 与 量 を 経
時 的 に 投 与 し て も 、 あ る い は 治 療 状 況 の 急 迫 が 示 す の に 比 例 し て 、 用 量 を 増 減 し て も よ い
。 投 与 の 簡 易 性 と 投 与 量 の 均 一 性 と を 求 め て 、 非 経 口 組 成 物 を 単 位 投 与 量 形 態 で 配 合 す る
の が 、 特 に 好 都 合 で あ る 。 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 限 り で の 単 位 投 与 量 形 態 と は 、 哺 乳 動 物
の 被 験 体 を 治 療 す る た め の 一 元 的 投 与 量 と し て 適 し た 、 物 理 的 に 分 離 し た 単 位 を 意 味 し ：
各 単 位 は 、 望 み の 治 療 的 効 果 を 生 じ る よ う 算 出 さ れ た 所 定 量 の 活 性 化 合 物 を 、 必 要 と さ れ
る 製 剤 用 担 体 を 伴 っ て 含 有 す る 。 本 発 明 の 単 位 投 与 量 形 態 に つ い て の 仕 様 は 、 (ａ )活 性 化
合 物 の 独 自 の 特 徴 性 、 お よ び 達 成 し よ う と す る 特 定 の 治 療 的 ま た は 予 防 的 効 果 と 、 (ｂ )個
体 に お け る 感 受 性 の 治 療 の た め に そ の よ う な 活 性 化 合 物 を 複 合 さ せ る 技 術 に 固 有 の 限 界 と
に 指 定 さ れ 、 か つ 直 接 依 存 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 も し く は 抗 体 部 分 の 治 療 的 ま た は 予 防 的 有 効 量 に つ い て の 例 示 的 で 非 限 定
的 な 範 囲 は 、 ０ ． １ ～ ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 よ り 好 ま し く は １ ～ １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ で あ る 。 投 与
量 の 値 は 、 緩 和 し よ う と す る 状 態 の 形 式 お よ び 重 篤 度 と と も に 変 動 し て よ い こ と が 注 目 さ
れ る 。 特 定 の い か な る 被 験 者 に つ い て も 、 特 有 の 投 与 方 式 は 、 個 別 的 な 必 要 性 と 、 組 成 物
の 投 与 を 管 理 ま た は 監 督 す る 者 の 専 門 的 判 断 と に 従 っ て 経 時 的 に 調 整 し な け れ ば な ら ず 、
本 明 細 書 に 述 べ た 投 与 量 の 範 囲 は 、 単 に 例 示 的 で あ る に す ぎ ず 、 ク レ ー ム さ れ た 組 成 物 の
範 囲 お よ び 実 施 を 限 定 す る も の で は な い こ と を 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
V．
　 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と 結 合 で き る こ と が 示 さ れ た た め 、 本 発 明 の 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 ま た は そ の 部
分 は 、 慣 用 の 免 疫 検 定 法 、 例 え ば 酵 素 結 合 免 疫 吸 収 検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 放 射 線 免 疫 検
定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） ま た は 組 織 の 免 疫 組 織 化 学 を 用 い て 、 (例 え ば 、 生 物 学 的 試 料 、 例 え ば 血
清 ま た は 血 漿 中 の ） ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α を 検 出 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 生 物 学 的
試 料 中 の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 生 物 学 的 を 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 と
接 触 さ せ 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と 結 合 し た 抗 体 （ も し く は 抗 体 部 分 ） 、 ま た は 結 合 し な か っ た 抗 体
（ も し く は 抗 体 部 分 ） の い ず れ か を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 該 生 物 学 的 試 料 中 の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α
を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 結 合 ま た は 未 結 合 抗 体 の 検 出 を 容 易 に す る た め に
、 抗 体 は 、 検 出 で き る 物 質 で 直 接 ま た は 間 接 的 に 標 識 す る 。 適 切 な 検 出 可 能 物 質 は 、 様 々
な 酵 素 、 補 欠 基 、 蛍 光 性 材 料 、 発 光 性 材 料 お よ び 放 射 性 材 料 を 包 含 す る 。 適 切 な 酵 素 の 例
は 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ ま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ を 包 含 し ； 適 切 な 補 欠 基 複 合 体 の 例 は 、 ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン を 包 含 し ； 適 切 な 蛍 光 材 料 の 例 は 、 ウ ン ベ
リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ
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ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ ン 、 ダ ン シ ル ク ロ リ ド ま た は フ ィ コ エ リ ト リ ン を 包 含
し ； 発 光 性 材 料 の 例 は 、 ル ミ ノ ー ル を 包 含 し ;適 切 な 放 射 性 材 料 の 例 は 、 1 2 5 Ｉ 、 1 3 1 Ｉ 、 3

5 Ｓ ま た は 3 Ｈ を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 抗 体 の 標 識 化 に 代 え て 、 検 出 で き る 物 質 で 標 識 し た ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 標 準 と 、 標 識 し て い
な い 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 と を 用 い た 競 争 免 疫 検 定 法 に よ っ て 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α を 生 体 液 中 で 検 定
す る こ と が で き る 。 こ の 検 定 法 で は 、 生 物 学 的 試 料 、 標 識 し た ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 標 準 、 お よ
び 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 を 組 合 せ 、 未 標 識 抗 体 と 結 合 し た 標 識 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 標 準 の 量 を 決 定 す
る 。 生 物 学 的 試 料 中 の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 量 は 、 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 に 結 合 し た 標 識 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α
標 準 の 量 に 逆 比 例 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の Ｄ ２ Ｅ ７ は 、 ヒ ト 以 外 の 種 か ら の Ｔ Ｎ Ｆ α 、 特 に 霊 長 類 （ 例 え ば チ ン パ ン ジ ー
、 ヒ ヒ 、 キ ヌ ザ ル 、 カ ニ ク イ ザ ル お よ び ア カ ゲ ザ ル ） 、 ブ タ お よ び マ ウ ス か ら の Ｔ Ｎ Ｆ α
を 検 出 す る の に 用 い る こ と も で き る が 、 そ れ は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ が こ れ ら の Ｔ Ｎ Ｆ α の そ れ ぞ れ
と 結 合 で き る た め で あ る （ 実 施 例 ４ サ ブ セ ク シ ョ ン Ｅ で 更 に 考 察 す る ） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 は 、 in vitroと in vivoと の 双 方 で 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 中
和 す る こ と が で き る （ 実 施 例 ４ を 参 照 さ れ た い ） 。 そ の 上 、 本 発 明 の 抗 体 の 少 な く と も い
く つ か 、 例 え ば Ｄ ２ Ｅ ７ は 、 他 の 種 か ら の Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 中 和 す る こ と が で き る 。 し た が
っ て 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 は 、 例 え ば 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α を 含 有 す る 細 胞 培 養 体 で 、 ヒ
ト で あ る 被 験 者 で 、 ま た は 本 発 明 の 抗 体 が 交 差 反 応 す る Ｔ Ｎ Ｆ α を 有 す る 哺 乳 動 物 の 被 験
体 （ 例 え ば チ ン パ ン ジ ー 、 ヒ ヒ 、 キ ヌ ザ ル 、 カ ニ ク イ ザ ル お よ び ア カ ゲ ザ ル 、 ブ タ ま た は
マ ウ ス ） で 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 阻 害 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明
は 、 Ｔ Ｎ Ｆ α を 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 と 接 触 さ せ る 結 果 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 阻 害 さ れ
る こ と を 含 む 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 阻 害 す る 方 法 も 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 Ｔ Ｎ Ｆ α は 、 ヒ ト
の Ｔ Ｎ Ｆ α で あ る 。 例 え ば 、 Ｔ Ｎ Ｆ α を 含 有 す る か 、 ま た は 含 有 す る 疑 い の あ る 細 胞 培 養
体 中 に 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 培 地 に 加 え て 、 培 養 体 中 の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 阻 害
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 も う 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 不 都 合 で あ る 疾 患 に 罹 患 し た 被 験
者 で の 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る 。 Ｔ Ｎ Ｆ α は 、 非 常 に 様 々 な 疾 患 の 病 態
生 理 学 に 関 連 し て い る ［ 例 え ば 、 Moeller,A.,et al.(1990)Cytokine 2:162-169； Moeller
ら へ の 米 国 特 許 第 5,231,024号 明 細 書 ； Moeller,A.に よ る ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 260 610 B1号
公 報 を 参 照 さ れ た い ］ 。 本 発 明 は 、 そ の よ う な 疾 患 に 罹 患 し た 被 験 者 で の Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 に
関 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 に 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 投 与 す る 結 果 、 被 験 者 の Ｔ
Ｎ Ｆ α 活 性 が 阻 害 さ れ る 段 階 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 Ｔ Ｎ Ｆ α は ヒ ト の Ｔ Ｎ
Ｆ α で あ り 、 被 験 者 は 、 ヒ ト の 被 験 者 で あ る 。 こ れ に 代 え て 、 被 験 体 は 、 本 発 明 の 抗 体 が
交 差 反 応 す る Ｔ Ｎ Ｆ α を 発 現 す る 哺 乳 動 物 で あ る こ と が で き る 。 ま た 更 に 、 被 験 体 は 、 （
例 え ば 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 投 与 、 ま た は ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 移 入 遺 伝 子 の 発 現 に よ っ て ） ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α
を 導 入 し た 哺 乳 動 物 で あ る こ と も で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 治 療 を 目 的 と し て ヒ ト の 被 験
者 に 投 与 す る こ と が で き る （ 以 下 に 更 に 考 察 す る ） 。 そ の 上 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 該 抗 体 が
交 差 反 応 す る Ｔ Ｎ Ｆ α を 発 現 す る ヒ ト で は な い 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 霊 長 類 、 ブ タ ま た は マ ウ
ス ） に 、 獣 医 学 の 目 的 で か 、 ヒ ト の 疾 病 の 動 物 モ デ ル と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 後 者
に 関 し て は 、 そ の よ う な 動 物 モ デ ル は 、 本 発 明 の 抗 体 の 治 療 的 薬 効 を 評 価 す る （ 例 え ば 投
与 量 、 お よ び 投 与 の 時 間 的 経 過 を 試 験 す る ） の に 役 立 ち 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 限 り で 、 用 語 「 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 不 都 合 で あ る 疾 患 」 は 、 該 疾 患 に
罹 患 し た 被 験 者 で の Ｔ Ｎ Ｆ α の 存 在 が 、 該 疾 患 の 病 態 生 理 学 の 原 因 で あ る こ と か 、 も し く
は 該 疾 患 の 悪 化 に 寄 与 す る 要 因 で あ る こ と の い ず れ か が 示 さ れ て い る か 、 ま た は そ の 疑 い
が あ る 疾 病 そ の 他 の 疾 患 を 包 含 す る も の と す る 。 し た が っ て 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 不 都 合 で あ
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る 疾 患 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 の 阻 害 が 、 該 疾 患 の 徴 候 お よ び ／ ま た は 進 行 を 緩 和 す る と 期 待 さ
れ る 疾 患 で あ る 。 そ の よ う な 疾 患 は 、 例 え ば 、 該 疾 患 に 罹 患 し た 被 験 者 の 体 液 中 の Ｔ Ｎ Ｆ
α の 濃 度 の 上 昇 （ 例 え ば 、 被 験 者 の 血 清 、 血 漿 、 滑 液 等 々 中 の Ｔ Ｎ Ｆ α の 濃 度 の 上 昇 ） に
よ っ て 証 拠 付 け ら れ て よ く 、 そ れ は 、 例 え ば 、 上 記 の と お り 、 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 を 用 い て 検
出 す る こ と が で き る 。 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 不 都 合 で あ る 疾 患 の 無 数 の 例 が 存 在 す る 。 以 下 、 特
定 の 疾 患 の 治 療 の 際 の 本 発 明 の 抗 体 お よ び 抗 体 部 分 の 用 途 を 更 に 考 察 す る ：
【 ０ ０ ９ ９ 】
Ａ ． 敗 血 症
　 腫 瘍 壊 死 因 子 は 、 低 血 圧 、 心 筋 抑 制 、 血 管 漏 出 症 候 群 、 器 官 壊 死 、 有 毒 二 次 メ ジ エ ー タ
ー の 放 出 、 お よ び 凝 血 カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 包 含 す る 生 物 学 的 効 果 を 有 し て 、 敗 血 症 の 病
態 生 理 学 で 確 定 さ れ た 役 割 を 果 た す ［ 例 え ば 、 Moeller,A.,etal.(1990)Cytokine 2:162-1
69； Moellerら へ の 米 国 特 許 第 5,231,024号 明 細 書 ； Moeller,A.に よ る ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 26
0 610 B1号 公 報 ； Tracey,K.J.& Cerami,A.(1994)Annu.Rev.Med.45:491-503； Russell,D &
 Thompson,R.C.(1993)Curr.Opin.Biotech.4:714-721を 参 照 さ れ た い ]。 し た が っ て 、 本 発
明 の ヒ ト の 抗 体 お よ び 抗 体 部 分 は 、 敗 血 症 シ ョ ッ ク 、 内 毒 素 シ ョ ッ ク 、 グ ラ ム 陰 性 敗 血 症
お よ び 毒 物 シ ョ ッ ク 症 候 群 を 包 含 す る 、 そ の 臨 床 的 設 定 の い ず れ か に お い て 敗 血 症 を 治 療
す る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 そ の 上 、 敗 血 症 を 治 療 す る た め に 、 本 発 明 の 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 は 、 敗 血 症
を 更 に 緩 和 し 得 る １ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の 追 加 の 治 療 剤 、 例 え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ 阻
害 剤 （ 例 え ば 国 際 公 開 特 許 第 WO92/16221号 お よ び 第 WO92/17583号 公 報 に 記 載 の も の ） 、 サ
イ ト カ イ ン の イ ン タ ー ロ イ キ ン － ６ （ 例 え ば 国 際 公 開 特 許 第 WO93/11793号 公 報 を 参 照 さ れ
た い ） 、 ま た は 血 小 板 活 性 化 因 子 の 拮 抗 薬 （ 例 え ば ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 374 510号 公 報 を 参
照 さ れ た い ） と 同 時 投 与 す る こ と が で き る 。 敗 血 症 の 治 療 の た め の そ の 他 の 併 用 療 法 は 、
サ ブ セ ク シ ョ ン IIIで 更 に 考 察 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 加 え て 、 好 適 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 抗 Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 は 、 治 療 の 時 点 で
Ｉ Ｌ － ６ の 血 清 ま た は 血 漿 濃 度 が ５ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ 、 よ り 好 ま し く は １ ， ０ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ
ｌ を 超 え る 敗 血 症 患 者 の 下 位 群 内 の ヒ ト で あ る 被 験 者 に 投 与 す る （ Daumら に よ る 国 際 公 開
特 許 第 WO95/20978号 公 報 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
Ｂ ． 自 己 免 疫 病
　 腫 瘍 壊 死 因 子 は 、 様 々 な 自 己 免 疫 病 の 病 態 生 理 学 に 役 割 を 果 た す こ と に 関 与 し て い る 。
例 え ば 、 Ｔ Ｎ Ｆ α は 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 で は 組 織 の 炎 症 を 活 性 化 し 、 関 節 の 破 損 を 生 起 す
る こ と に 関 与 し て い る ［ 例 え ば 、 Moeller,A.,et al.(1990)Cytokine2:162-169； Moeller
ら へ の 米 国 特 許 第 5,231,024号 明 細 書 ； Moeller,A.に よ る ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 260 610 B1号
公 報 ； Tracey,K.J. & Cerami,A.（ 前 掲 ） ； Arend,W.P.& Dayer,J-M.(1995)Arth.Rheum.38
:151-160； Fava,R.A.,etal.(1993)Clin.Exp.Immunol.94:261-266を 参 照 さ れ た い ］ 。 Ｔ Ｎ
Ｆ α は 、 糖 尿 病 で も 、 島 細 胞 の 死 を 促 進 し 、 イ ン ス リ ン 耐 性 を 媒 介 す る こ と に 関 与 し て い
る （ 例 え ば Tracey &Cerami（ 前 掲 ） ； 国 際 公 開 特 許 第 WO94/08609号 公 報 を 参 照 さ れ た い ）
。 Ｔ Ｎ Ｆ α は 、 多 発 性 硬 化 症 で も 、 希 突 起 神 経 膠 細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 の 媒 介 、 お よ び 炎
症 斑 の 誘 導 に 関 与 し て い る （ 例 え ば Tracey & Cerami（ 前 掲 ） を 参 照 さ れ た い ） 。 キ メ ラ
の 人 体 適 応 マ ウ ス 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 は 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 の 治 療 に つ い て 臨 床 試 験 を 経 て
い る ［ 例 え ば 、 Elliott,M.J.,et al.(1994)Lancet 344:1125-1127； Elliott,M.J.,et al.
(1994)Lancet 344:1105-1110； Rankin,E.C.,et al.(1995)Br.J.Rheumatol.34:334-342を
参 照 さ れ た い ］ 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の ヒ ト の 抗 体 お よ び 抗 体 部 分 は 、 自 己 免 疫 病 、 特 に リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 リ ウ マ チ
様 脊 椎 炎 、 骨 関 節 炎 お よ び 痛 風 性 関 節 炎 を 包 含 す る 炎 症 を 伴 う も の 、 ア レ ル ギ ー 、 多 発 性
硬 化 症 、 自 己 免 疫 糖 尿 病 、 自 己 免 疫 葡 萄 膜 炎 、 な ら び に 腎 症 性 症 候 群 を 治 療 す る の に 用 い
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る こ と が で き る 。 代 表 的 に は 、 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 全 身 的 に 投 与 す る が 、 一 定 の 疾 患 に
対 し て は 、 炎 症 の 部 位 へ の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 の 局 所 投 与 が 有 益 で あ り 得 る （ 例 え ば 、 単
独 で か 、 ま た は 国 際 公 開 特 許 第 WO93/19751号 公 報 に 記 載 の と お り 、 シ ク ロ ヘ キ サ ン － イ リ
デ ン 誘 導 体 と の 併 用 で の 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 で の 関 節 へ の 局 所 投 与 、 ま た は 糖 尿 性 潰 瘍 に
対 す る 局 所 塗 布 )。 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 は 、 サ ブ セ ク シ ョ ン IIIで 更 に 考 察 し た と
お り 、 自 己 免 疫 病 の 治 療 に 役 立 つ １ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の 追 加 の 治 療 剤 と と も に 、 投 与 す
る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
Ｃ ． 伝 染 病
　 腫 瘍 壊 死 因 子 は 、 様 々 な 伝 染 病 で 観 察 さ れ る 生 物 学 的 効 果 の 仲 介 に 関 与 し て い る 。 例 え
ば 、 Ｔ Ｎ Ｆ α は 、 マ ラ リ ア で は 、 脳 の 炎 症 、 お よ び 毛 細 血 管 の 血 栓 症 や 梗 塞 の 仲 介 に 関 与
し て い る 。 Ｔ Ｎ Ｆ α は 、 髄 膜 炎 で は 、 脳 の 炎 症 を 仲 介 し 、 血 液 － 脳 関 門 の 破 壊 を 誘 導 し 、
敗 血 症 シ ョ ッ ク 症 候 群 を 誘 発 し 、 静 脈 梗 塞 を 活 性 化 す る こ と に も 関 与 し て い る 。 Ｔ Ｎ Ｆ α
は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ エ イ ズ ） で は 、 悪 液 質 を 誘 導 し 、 ウ イ ル ス 増 殖 を 刺 激 し 、 中
枢 神 経 系 の 損 傷 を 仲 介 す る こ と に も 関 与 し て い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 抗 体 お よ び 抗 体
部 分 は 、 細 菌 性 髄 膜 炎 （ 例 え ば ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 585705号 公 報 を 参 照 さ れ た い ） 、 脳 性 マ
ラ リ ア 、 エ イ ズ や エ イ ズ 関 連 症 候 群 （ Ａ Ｒ Ｃ ） （ 例 え ば ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 230574号 公 報 を
参 照 さ れ た い ） を 包 含 す る 伝 染 病 、 お よ び 移 植 に 副 次 的 な サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 感 染 ［ 例
え ば Fietze,E.,et al.(1994)Transplantation58:675-680を 参 照 さ れ た い ］ の 治 療 に 用 い
る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 は 、 感 染 （ 例 え ば イ ン フ ル エ ン ザ ） に よ る
発 熱 や 筋 肉 痛 、 お よ び 感 染 に 副 次 的 な 悪 液 質 （ 例 え ば エ イ ズ ま た は Ａ Ｒ Ｃ に 副 次 的 な ） を
包 含 す る 、 伝 染 病 に 付 随 す る 徴 候 を 緩 和 す る の に も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
Ｄ ． 移 植
　 腫 瘍 壊 死 因 子 は 、 同 種 移 植 拒 絶 や 移 植 片 対 宿 主 病 （ Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ ） の 中 枢 的 メ ジ エ ー タ ー と
し て 、 お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 の Ｃ Ｄ ３ 複 合 体 に 仕 向 け た ラ ッ ト 抗 体 Ｏ Ｋ Ｔ ３ を 、 腎 移 植 体 の
拒 絶 を 阻 害 す る の に 用 い た と き に 観 察 さ れ る 副 作 用 を 仲 介 す る こ と に 関 与 し て い る ［ 例 え
ば ,Eason,J.D.,etal.(1995)Transplantation59:300-305； Suthanthiran,M.& Strom,T.B.(
1994)New Engl.J.Med.331:365-375を 参 照 さ れ た い ］ 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 抗 体 お よ び
抗 体 部 分 は 、 同 種 お よ び 異 種 移 植 片 の 拒 絶 を 包 含 す る 移 植 体 拒 絶 を 阻 害 し 、 Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ を 阻
害 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 は 、 単 独 で 用 い て よ い が 、 最 も 好 ま
し く は 、 同 種 移 植 片 に 対 す る 免 疫 応 答 を 阻 害 す る か 、 ま た は Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ を 阻 害 す る １ 種 類 ま
た は そ れ 以 上 の 他 の 薬 剤 と 併 用 す る 。 例 え ば 、 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体
部 分 を Ｏ Ｋ Ｔ ３ と 併 用 し て 、 Ｏ Ｋ Ｔ ３ で 誘 導 さ れ る 反 応 を 阻 害 す る 。 も う 一 つ の 実 施 態 様
で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 、 免 疫 応 答 の 調 節 に 関 与 す る 他 の 標 的 、 例 え ば 細 胞
表 面 分 子 の Ｃ Ｄ ２ ５ （ イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ 受 容 体 α ） 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ （ Ｌ Ｆ Ａ － １ ） 、 Ｃ
Ｄ ５ ４ （ Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ ） 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ 、 Ｃ Ｄ ２ ８ ／ Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ ０ （ Ｂ ７ －
１ ） お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ ８ ６ （ Ｂ ７ － ２ ） に 仕 向 け た １ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の 抗 体 と 併 用
す る 。 更 に も う 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 、 １ 種 類 ま た は そ れ
以 上 の 一 般 的 な 免 疫 抑 制 剤 、 例 え ば シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ ま た は Ｆ Ｋ ５ ０ ６ と 併 用 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
Ｅ ． 悪 性 腫 瘍
　 腫 瘍 壊 死 因 子 は 、 悪 性 腫 瘍 で は 、 悪 液 質 の 誘 導 、 腫 瘍 成 長 の 刺 激 、 転 移 能 の 増 強 、 お よ
び 細 胞 毒 性 の 仲 介 に 関 与 し て い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 抗 体 お よ び 抗 体 部 分 は 、 腫 瘍 成
長 も し く は 転 移 を 阻 害 し 、 お よ び ／ ま た は 悪 性 腫 瘍 に 副 次 的 で あ る 悪 液 質 を 緩 和 す る た め
に 、 悪 性 腫 瘍 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 該 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 は 、 全 身 的 に か 、 ま た
は 腫 瘍 部 位 に 局 所 的 に 投 与 し て よ い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
Ｆ ． 肺 疾 患
　 腫 瘍 壊 死 因 子 は 、 白 血 球 － 内 皮 活 性 化 の 刺 激 、 肺 細 胞 へ の 細 胞 毒 性 の 指 向 、 お よ び 血 管
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漏 出 症 候 群 の 誘 導 を 包 含 す る 、 成 人 呼 吸 困 難 症 候 群 （ Ａ Ｒ Ｄ Ｓ ） の 病 態 生 理 学 に 関 与 し て
い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 抗 体 お よ び 抗 体 部 分 は 、 成 人 呼 吸 困 難 症 候 群 （ 例 え ば 国 際 公
開 特 許 第 WO91/04054号 公 報 を 参 照 さ れ た い ） 、 シ ョ ッ ク 肺 、 慢 性 炎 症 性 肺 病 、 肺 サ ル コ イ
ド ー シ ス 、 肺 線 維 症 お よ び ケ イ 肺 症 を 包 含 す る 様 々 な 肺 疾 患 を 治 療 す る の に 用 い る こ と が
で き る 。 該 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 は 、 全 身 的 に か 、 ま た は 肺 表 面 に 局 所 的 に 、 例 え ば エ ア ゾ
ル と し て 投 与 し て よ い 。 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 は 、 サ ブ セ ク シ ョ ン IIIで 更 に 考 察
し た と お り 、 肺 疾 患 の 治 療 に 役 立 つ １ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の 追 加 の 治 療 剤 と と も に 、 投 与
す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
Ｇ ． 腸 疾 患
　 腫 瘍 壊 死 因 子 は 、 炎 症 性 腸 疾 患 の 病 態 生 理 学 に 関 与 し て い る ［ 例 え ば 、 Tracy,K.J.,et 
al.(1986)Science 234:470-474;Sun,X-M.,et al.(1988)J.Clin.Invest.81:1328-1331； Ma
cDonald,T.T.,et al.(1990)Clin.Exp.Immunol. 81:301-305を 参 照 さ れ た い ］ 。 キ メ ラ マ
ウ ス の 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 は 、 ク ロ ー ン 病 の 治 療 に つ い て 臨 床 試 験 を 受 け て い る ［ van Dull
emen,H.M.,et al.(1995)Gastroenterology 109:129-135］ 。 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 お よ び 抗 体
部 分 は 、 腸 疾 患 、 例 え ば 、 二 つ の 症 候 群 ： ク ロ ー ン 病 お よ び 潰 瘍 性 大 腸 炎 を 包 含 す る 自 発
性 炎 症 性 腸 疾 患 を 治 療 す る の に 用 い る こ と も で き る 。 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 は 、 サ
ブ セ ク シ ョ ン IIIで 更 に 考 察 し た と お り 、 腸 疾 患 の 治 療 に 役 立 つ １ 種 類 ま た は そ れ 以 上 の
追 加 の 治 療 剤 と と も に 、 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
Ｈ ． 心 疾 患
　 本 発 明 の 抗 体 お よ び 抗 体 部 分 は 、 心 臓 の 虚 血 （ 例 え ば ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 453898号 公 報 を
参 照 さ れ た い ） お よ び 心 不 全 （ 心 筋 の 弱 化 ） （ 例 え ば 国 際 公 開 特 許 第 WO94/20139号 公 報 を
参 照 さ れ た い ） を 包 含 す る 様 々 な 心 疾 患 を 治 療 す る の に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
Ｉ ． そ の 他
　 本 発 明 の 抗 体 お よ び 抗 体 部 分 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 不 都 合 で あ る そ の 他 の 様 々 な 疾 患 を 治
療 す る の に 用 い る こ と も で き る 。 Ｔ Ｎ Ｆ α が 病 態 生 理 学 に 関 与 し て お り 、 そ の た め 本 発 明
の 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 を 用 い て 治 療 で き る そ の 他 の 疾 病 お よ び 疾 患 の 例 は 、 炎 症 性 骨 疾 患
お よ び 骨 吸 収 病 ［ 例 え ば 、 Bertolini,D.R.,et al.(1986)Nature 319:516-518;Konig,A.,e
t al.(1988)J.Bone Miner.Res.3:621-627； Lerner,U.H.& Ohlin A.(1993)J.Bone Miner.R
es.8:147-155； お よ び Shankar,G.&Stern,P.H.(1993)Bone14:871-876を 参 照 さ れ た い ］ 、
ア ル コ ー ル 性 肝 炎 ［ 例 え ば 、 McClain,C.J.& Cohen,D.A.(1989)Hepatology 9:349-351； Fe
lver,M.E.,et al.(1990)Alcohol Clin.Exp.Res.14:255-259； お よ び Hansen,J.,et al.(19
94)Hepatology 20:461-474を 参 照 さ れ た い ］ 、 ウ イ ル ス 性 肝 炎 ［ Sheron,N.,et al.(1991)
J.Hepatol.12:241-245； お よ び Hussain,M.J.,et al.(1994)J.Clin.Pathol.47:1112-1115
］ 、 お よ び 電 撃 的 肝 炎 を 包 含 す る 肝 炎 ； 凝 固 障 害 ［ 例 え ば 、 van der Poll,T.,et al.(199
0)N.Engl.J.Med.322:1622-1627； お よ び van der Poll,T.,et al.(1991)Prog.Clin.Biol.R
es.367:55-60を 参 照 さ れ た い ]、 火 傷 [例 え ば 、 Giroir,B.P.,et al.(1994)Am.J.Physiol.2
67:H118-124； お よ び Liu,X.S.,etal.(1994)Burns 20:40-44を 参 照 さ れ た い ]、 再 灌 流 損 傷
[例 え ば 、 Scales,W.E.,et al.(1994)Am.J.Physiol.267:G1122-1127； Serrick,C.,et al.(
1994)Transplantation58:1158-1162； お よ び Yao,Y.M.,et al.(1995)Resuscitation 29:15
7-168を 参 照 さ れ た い ］ 、 ケ ロ イ ド 形 成 ［ 例 え ば 、 McCauley,R.L.,et al.(1992)J.Clin.Im
munol.12:300-308を 参 照 さ れ た い ］ 、 瘢 痕 組 織 形 成 ； 発 熱 ； 歯 根 膜 病 ； 肥 満 症 、 な ら び に
放 射 線 毒 性 を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 を 下 記 の 実 施 例 に よ っ て 更 に 説 明 す る が 、 こ れ は 限 定 す る と し て 解 し て は な ら な
い 。 本 出 願 の 全 体 を 通 じ て 、 引 用 さ れ た す べ て の 参 考 文 献 、 特 許 お よ び 公 開 特 許 願 の 内 容
は 、 引 用 に よ っ て こ こ に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
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実 施 例 １ ： ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の ヒ ト 抗 体 の 結 合 の 速 度 論 的 分 析
　 リ ガ ン ド （ バ イ オ セ ン サ ー の マ ト リ ッ ク ス に 固 定 化 さ れ た ビ オ チ ニ ル 化 組 換 え ヒ ト Ｔ Ｎ
Ｆ α （ ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α ） ） と 被 分 析 物 （ 溶 液 中 の 抗 体 ） と の 実 時 間 で の 結 合 相 互 作 用 を 、 Ｂ
Ｉ Ａ コ ア シ ス テ ム （ Pharmacia Biosensor, Piscataway,NJ)を 用 い た 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴
（ Ｓ Ｐ Ｒ ） に よ っ て 測 定 し た 。 こ の シ ス テ ム は 、 Ｓ Ｐ Ｒ の 光 学 的 特 性 を 利 用 し て 、 デ キ ス
ト ラ ン バ イ オ セ ン サ ー マ ト リ ッ ク ス 中 の タ ン パ ク 質 の 濃 度 の 変 化 を 検 出 す る 。 タ ン パ ク 質
は 、 既 知 の 濃 度 で デ キ ス ト ラ ン の マ ト リ ッ ク ス と 共 有 結 合 さ せ る 。 抗 体 は 、 デ キ ス ト ラ ン
マ ト リ ッ ク ス を 通 じ て 注 入 し 、 注 入 さ れ た 抗 体 と 固 定 化 さ れ た リ ガ ン ド と の 特 異 的 結 合 が
、 マ ト リ ッ ク ス の タ ン パ ク 質 濃 度 の 上 昇 、 お よ び 結 果 的 な Ｓ Ｐ Ｒ シ グ ナ ル の 変 化 を 招 く 。
Ｓ Ｐ Ｒ で の こ れ ら の 変 化 は 、 共 鳴 単 位 （ Ｒ Ｕ ） と し て 記 録 さ れ 、 セ ン サ ー 記 録 図 の ｙ 軸 に
沿 っ て 時 間 に つ い て 表 示 さ れ る 。 バ イ オ セ ン サ ー マ ト リ ッ ク ス へ の ビ オ チ ニ ル 化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ
Ｆ α の 固 定 化 を 促 す た め 、 初 め に １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （ Ｎ Ｈ Ｓ ）
お よ び ４ ０ ０ ｍ Ｍ の 塩 酸 Ｎ － エ チ ル － Ｎ ’ － （ ３ － ジ エ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ
ミ ド （ Ｅ Ｄ Ｃ ） に よ る マ ト リ ッ ク ス 上 の カ ル ボ キ シ ル 基 の 活 性 化 に よ っ て 、 ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン を 、 遊 離 ア ミ ノ 基 を 介 し て デ キ ス ト ラ ン マ ト リ ッ ク ス に 共 有 結 合 さ せ る 。 次 い で 、
活 性 化 さ れ た マ ト リ ッ ク ス 越 し に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 注 入 す る 。 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ
４ ． ５ に 希 釈 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ３ ５ μ ｌ （ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 、 活 性 化 さ れ た バ イ
オ セ ン サ ー 越 し に 注 入 し 、 タ ン パ ク 質 上 の 遊 離 ア ミ ン を 、 活 性 化 さ れ た カ ル ボ キ シ ル 基 に
直 接 結 合 さ せ る 。 １ Ｍ の エ タ ノ ー ル ア ミ ン の 注 入 に よ っ て 、 未 反 応 の マ ト リ ッ ク ス Ｅ Ｄ Ｃ
－ エ ス テ ル を 失 活 さ せ る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 結 合 し た バ イ オ セ ン サ ー の チ ッ プ は 、 商
業 的 に 入 手 可 能 で も あ る （ Pharmacia BR-1000-16、 Pharmacia Biosensor,Piscataway,NJ
） 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ビ オ チ ニ ル 化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α は 、 初 め に ビ オ チ ン （ Ｄ － ビ オ チ ニ ル － ε － ア ミ ノ カ プ ロ ン
酸 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル ； Boehringer Mannheimカ タ ロ グ 番 号 第 1008960
号 ） ５ ． ０ ｍ ｇ を ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド ５ ０ ０ μ ｌ に 溶 か し て 、 １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 溶 液 を
作 成 す る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 （ ２ ． ６ ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ） ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α １ ｍ ｌ あ た り ビ
オ チ ン １ ０ μ ｌ を 、 ビ オ チ ン が ２ ： １ の モ ル 比 と な る よ う に ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 加 え た 。 反 応
物 を 静 か に 混 合 し 、 暗 中 で 室 温 に て ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｐ Ｄ － １ ０ の カ ラ ム 、 セ
フ ァ デ ッ ク ス Ｇ － ２ ５ Ｍ （ Pharmaciaカ タ ロ グ 番 号 第 17-085-01号 ） を 、 冷 Ｐ Ｂ Ｓ ２ ５ ｍ ｌ
で 平 衡 さ せ 、 カ ラ ム あ た り ２ ｍ ｌ の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α － ビ オ チ ン を 装 荷 し た 。 カ ラ ム を １ ０ ×
１ ｍ ｌ の 冷 Ｐ Ｂ Ｓ で 溶 出 し た 。 画 分 を 捕 集 し 、 Ｏ Ｄ ２ ８ ０ で 読 み 取 っ た （ １ ． ０ Ｏ Ｄ ＝ １
． ２ ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） 。 適 切 な 画 分 を プ ー ル し 、 使 用 ま で － ８ ０ ℃ で 保 管 し た 。 ビ オ チ ニ ル
化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 で も あ る （ R&D Systemsカ タ ロ グ 番 号 第 FTA00号 、 Mi
nneapolis,MN） 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 介 し て マ ト リ ッ ク ス に 固 定 化 し よ う と す る ビ オ チ ニ ル 化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ
Ｆ α を 、 ０ ． ０ ５ ％ の (BIAcore)界 面 活 性 剤 Ｐ ２ ０ （ Pharmacia BR-1000-54、 Pharmacia B
iosensor,Piscataway,NJ） で 補 強 し た Ｐ Ｂ Ｓ 実 施 緩 衝 液 （ Gibcoカ タ ロ グ 番 号 第 1490-144
号 、 Gibco BRL,Grand Island,NY） 中 に 希 釈 し た 。 固 定 化 し た ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と 結 合 す る ｒ
ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 特 異 性 抗 体 の 容 量 を 決 定 す る た め に 、 結 合 検 定 を 下 記 の と お り 遂 行 し た 。 ビ オ
チ ニ ル 化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の ア リ コ ー ト （ ２ ５ ｎ Ｍ ； １ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト ） を 、 ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン 結 合 デ キ ス ト ラ ン マ ト リ ッ ク ス 中 に ５ μ l/分 の 流 量 で 注 入 し た 。 タ ン パ ク 質 の 注 入
の 前 お よ び 直 後 に 、 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 の み を 各 フ ロ ー セ ル に 流 通 さ せ た 。 基 線 と 、 ビ オ チ ニ ル
化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 注 入 の 完 了 の 約 ３ ０ 秒 後 と の 間 の シ グ ナ ル の 正 味 の 差 が 、 結 合 の 値 を 表 す
と 解 釈 し た （ 約 ５ ０ ０ Ｒ Ｕ )。 固 定 化 さ れ た ビ オ チ ニ ル 化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α
特 異 性 抗 体 の 直 接 的 結 合 を 測 定 し た 。 抗 体 （ ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を Ｐ Ｂ Ｓ 操 業 緩 衝 液 中 に 希
釈 し 、 ２ ５ μ ｌ ア リ コ ー ト を 、 固 定 化 タ ン パ ク 質 マ ト リ ッ ク ス 中 に ５ μ l/分 の 流 量 で 注 入
し た 。 抗 体 の 注 入 の 前 お よ び 直 後 に 、 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 の み を 各 フ ロ ー セ ル に 流 通 さ せ た 。 基
線 シ グ ナ ル と 、 抗 体 注 入 の 完 了 後 の シ グ ナ ル と の 正 味 の 差 が 、 特 定 の 試 料 の 結 合 の 値 を 表
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す と 解 釈 し た 。 次 の 試 料 の 注 入 の 前 に 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ Ｈ Ｃ lを 用 い て バ イ オ セ ン サ ー の マ ト
リ ッ ク ス を 再 生 し た 。 オ フ 速 度 (Ｋ o f f )、 オ ン 速 度 (Ｋ o n )、 会 合 速 度 （ Ｋ a ） お よ び 解 離 速
度 （ Ｋ d ） 定 数 を 決 定 す る た め に 、 BIAcoreの 速 度 論 的 評 価 ソ フ ト ウ エ ア （ バ ー ジ ョ ン ２ ．
１ ） を 用 い た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ビ オ チ ニ ル 化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の Ｄ ２ Ｅ ７ （ Ｉ ｇ Ｇ ４ 完 全 長 抗 体 ） の 結 合 の 、 マ ウ ス ｍ Ａ
ｂ の Ｍ Ａ Ｋ １ ９ ５ （ Ｆ (ａ ｂ ’ ） 2 フ ラ グ メ ン ト ） と 比 較 し て の 代 表 的 な 結 果 を 下 記 の 表 １
に 示 す 。
【 ０ １ １ ６ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 第 二 の 一 連 の 実 験 で は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 完 全 長 形 態 の Ｄ ２ Ｅ ７ と ビ オ チ ニ ル 化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と
の 分 子 速 度 論 的 相 互 作 用 を 、 上 記 の と お り 、 BIAcore技 術 を 用 い て 定 量 的 に 分 析 し 、 速 度
論 的 速 度 定 数 を 導 出 し 、 下 記 の 表 ２ 、 ３ お よ び ４ に 要 約 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ８ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ９ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ０ 】
　 解 離 お よ び 会 合 速 度 定 数 は 、 Ｂ Ｉ Ａ 分 析 ソ フ ト ウ エ ア に よ っ て セ ン サ ー グ ラ ム の 解 離 お
よ び 会 合 領 域 を 分 析 す る こ と に よ っ て 算 出 し た 。 Ｄ ２ Ｅ ７ と ビ オ チ ニ ル 化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 分
子 と の 相 互 作 用 に 、 慣 用 の 化 学 的 反 応 速 度 論 ： ゼ ロ 次 の 解 離 お よ び 一 次 の 会 合 速 度 論 を 仮
定 し た 。 分 析 の た め に 、 速 度 論 デ ー タ の 分 析 用 の 分 子 モ デ ル を 選 ぶ の に 、 二 価 の Ｄ ２ Ｅ ７
抗 体 の 一 方 の 腕 と 三 量 体 の ビ オ チ ニ ル 化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ の 一 方 の 単 位 と の 相 互 作 用 の み を 考 慮
し た 。 ３ 回 の 独 立 し た 実 験 を 実 施 し 、 結 果 を 別 個 に 分 析 し た 。 Ｄ ２ Ｅ ７ と ビ オ チ ニ ル 化 ｒ
ｈ Ｔ Ｎ Ｆ と の 相 互 作 用 の 平 均 し た 見 か け の 解 離 速 度 定 数 (ｋ d ） は 、 ８ ． ８ １ ± １ ． ０ ６ ×
１ ０ - 5 秒 - 1 で あ り 、 平 均 し た 見 か け の 会 合 速 度 定 数 (ｋ a ） は 、 １ ． ９ １ ± １ ． ２ ６ × １ ０
5 Ｍ - 1 秒 - 1 で あ っ た 。 次 い で 、 見 か け の 固 有 解 離 定 数 (Ｋ d ） を 、 式 ： Ｋ d ＝ ｋ d ／ ｋ a に よ っ
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て 算 出 し た 。 こ う し て 、 速 度 論 的 パ ラ メ ー タ か ら 導 い た 、 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ に 対 す る Ｄ ２ Ｅ ７ の
平 均 Ｋ dは 、 ６ ． ０ ９ ± ３ ． ４ ２ × １ ０ - 1 0 Ｍ で あ っ た 。 Ｉ ｇ Ｇ １ 形 態 の Ｄ ２ Ｅ ７ （ 表 ２ 、
３ お よ び ４ に 提 示 ） と Ｉ ｇ Ｇ ４ 形 態 の Ｄ ２ Ｅ ７ （ 表 １ お よ び 実 施 例 ２ お よ び ３ に 提 示 ） と
に 対 す る 速 度 論 上 の 値 の 僅 か な 差 は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ ま た は Ｉ ｇ Ｇ ４ 不 変 部 領 域 の い ず れ か の 存
在 に 起 因 す る 真 の 差 で は な く 、 む し ろ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ の 速 度 論 的 分 析 に 用 い た 、 よ り 正 確 な 抗
体 濃 度 測 定 に 起 因 す る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 こ こ に 提 示 し た Ｉ ｇ Ｇ １ 形 態 の Ｄ ２ Ｅ
７ に 対 す る 速 度 論 的 な 値 が 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 抗 体 の 最 も 正 確 な 速 度 論 的 パ ラ メ ー タ で あ る と 考 え
ら れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
実 施 例 ２ ： Ｄ ２ Ｅ ７ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン の ア ラ ニ ン 走 査 突 然 変 異 形 成
　 標 準 的 方 法 を 用 い 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ お よ び Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ 領 域 の Ｃ Ｄ Ｒ ド メ イ ン 沿 い に 、 一
連 の ア ラ ニ ン 単 一 突 然 変 異 を 導 入 し た 。 Ｌ 鎖 の 突 然 変 異 を 図 １ Ｂ に 示 す （ Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ．
Ａ １ 、 Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ３ 、 Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ４ 、 Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ５ 、 Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ７
お よ び Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ８ ： Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン の 、 そ れ ぞ れ 第 １ 、 ３ 、 ４ 、
５ 、 ７ ま た は ８ 位 で の ア ラ ニ ン 突 然 変 異 を 有 す る ） 。 Ｈ 鎖 の 突 然 変 異 を 図 ２ Ｂ に 示 す （ Ｈ
Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ １ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ２ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ３ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ４ 、 Ｈ Ｄ ２
Ｅ ７ * ． Ａ ５ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ６ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ７ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ８ お よ び Ｈ Ｄ ２
Ｅ ７ * ． Ａ ９ ： Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン の 、 そ れ ぞ れ 第 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、
９ 、 １ ０ ま た は １ １ 位 で の ア ラ ニ ン 突 然 変 異 を 有 す る ） 。 野 生 型 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ
で 構 成 さ れ る 抗 体 と の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 相 互 作 用 の 速 度 論 を 、 （ １ ） ア ラ ニ ン 置 換 Ｄ ２ Ｅ ７
Ｖ Ｈ と 対 合 さ せ た 野 生 型 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ； （ ２ ） ア ラ ニ ン 置 換 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ と 対 合 さ せ た 野
生 型 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ ； ま た は （ ３ ） ア ラ ニ ン 置 換 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ と 対 合 さ せ た ア ラ ニ ン 置 換 Ｄ
２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ で 構 成 さ れ る 抗 体 と の そ れ と 比 較 し た 。 す べ て の 抗 体 は 、 完 全 長 Ｉ ｇ Ｇ ４ 分 子
と し て 試 験 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の 抗 体 の 相 互 作 用 の 速 度 論 を 、 実 施 例 １ に 記 載 の と お り 、 表 面 プ ラ ス モ
ン 共 鳴 に よ っ て 決 定 し た 。 異 な る Ｖ Ｈ ／ Ｖ Ｌ 対 に つ い て の Ｋ o f f 速 度 を 、 下 記 の 表 ５ に 要
約 す る ：
【 ０ １ ２ ３ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ の Ｖ Ｌ 領 域 お よ び Ｖ Ｈ 領 域 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン の 位 置 の 大 多
数 は 、 た だ １ 個 の ア ラ ニ ン 残 基 と の 置 換 を 受 け 易 い こ と を 立 証 す る 。 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ
３ ド メ イ ン の 第 １ 、 ４ 、 ５ も し く は ７ 位 、 ま た は Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン の 第 ２ 、
５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ も し く は １ ０ 位 で の た だ １ 個 の ア ラ ニ ン の 置 換 は 、 野 生 型 の 両 親 の Ｄ ２ Ｅ
７ 抗 体 と 比 較 し た 限 り で は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 結 合 の オ フ 速 度 に 有 意 な 効 果 を 及 ぼ さ な い 。 Ｄ
２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ の 第 ８ 位 、 ま た は Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ の 第 ３ 位 で の ア ラ ニ ン の 置 換
は 、 ４ 倍 速 い Ｋ o f f を 与 え 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ の 第 ４ ま た は １ １ 位 で の ア ラ ニ ン 置 換
は 、 ８ 倍 速 い Ｋ o f f を 与 え て 、 こ れ ら の 位 置 は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の 結 合 に 、 よ り 決 定 的 で あ
る こ と が 示 さ れ る 。 し か し 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン の 第 １ 、 ４ 、 ５ 、 ７ も し く は
８ 位 、 ま た は Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン の 第 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ８ 、 ９ 、 10も し く
は １ １ 位 で の た だ １ 個 の ア ラ ニ ン 置 換 は 、 １ × １ ０ - 3 秒 - 1 ま た は そ れ 以 下 の Ｋ o f f を 有 す
る 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 を 依 然 と し て 生 じ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
実 施 例 ３ ： Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 抗 体 の 結 合 分 析
　 Ｄ ２ Ｅ ７ に 順 次 関 連 す る 一 連 の 抗 体 を 、 実 施 例 １ に 記 載 の と お り の 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴
に よ っ て 、 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の そ れ ら の 結 合 に つ い て 分 析 し た 。 試 験 し た Ｖ Ｌ 領 域 の ア ミ ノ
酸 配 列 を 図 １ Ａ お よ び １ Ｂ に 示 す 。 試 験 し た Ｖ Ｈ 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 ２ Ａ お よ び ２ Ｂ
に 示 す 。 （ 完 全 長 Ｉ ｇ Ｇ １ も し く は Ｉ ｇ Ｇ ４ 抗 体 、 ま た は ｓ ｃ Ｆ ｖ の い ず れ か と し て 示 さ
れ た フ ォ ー マ ッ ト で の )様 々 な Ｖ Ｈ ／ Ｖ Ｌ 対 に つ い て の Ｋ o f f 速 度 を 、 下 記 の 表 ６ に 要 約 す
る ：
【 ０ １ ２ ６ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ７ 】
　 第 ９ 位 に ト レ オ ニ ン ま た は ア ラ ニ ン の い ず れ か を 有 す る 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 、 Ｌ Ｏ Ｅ ７ 、 Ｌ Ｏ Ｅ
７ ． Ｔ お よ び Ｌ Ｏ Ｅ ７ ． Ａ か ら 選 ば れ た Ｖ Ｌ を 有 す る 完 全 長 抗 体 （ す な わ ち 、 Ｉ ｇ Ｇ フ ォ
ー マ ッ ト ） に つ い て の 遅 い オ フ 速 度 (す な わ ち 、 Ｋ o f f ≦ １ × １ ０ - 4 秒 - 1 ） は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ
Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ の 第 ９ 位 が 、 こ れ ら 二 つ の 残 基 に よ っ て 、 Ｋ o f f に 実 質 的 に 影 響 す る こ と な く
占 め ら れ 得 る こ と を 示 す 。 し た が っ て 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ に 関 す る 共 通 モ チ ー フ は 、
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ア ミ ノ 酸 配 列 ： Ｑ － Ｒ － Ｙ － Ｎ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｙ － （ Ｔ ／ Ａ )(SEQ ID NO:３ ） を 含 む 。 更
に 、 第 １ ２ 位 に チ ロ シ ン ま た は ア ス パ ラ ギ ン の い ず れ か を 有 す る 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 、 Ｖ Ｈ １ － Ｄ
２ ． Ｎ お よ び Ｖ Ｈ １ － Ｄ ２ ． Ｙ か ら 選 ば れ た Ｖ Ｈ を 有 す る 抗 体 に つ い て の 遅 い オ フ 速 度 (
す な わ ち 、 Ｋ o f f ≦ １ × １ ０ - 4 秒 - 1 ） は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ の 第 １ ２ 位 が 、 こ れ ら 二
つ の 残 基 に よ っ て 、 Ｋ o f f に 実 質 的 に 影 響 す る こ と な く 占 め ら れ 得 る こ と を 示 す 。 し た が
っ て 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ に 関 す る 共 通 モ チ ー フ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： Ｖ － Ｓ － Ｙ － Ｌ －
Ｓ － Ｔ － Ａ － Ｓ － Ｓ － Ｌ － Ｄ － (Ｙ ／ Ｎ )(SEQ ID NO:4） を 含 む 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 表 ６ に 示 し た 結 果 は 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ォ ー マ ッ ト で は 、 ２ Ｓ Ｄ ４ Ｖ Ｌ ま た は Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領
域 を 含 む 抗 体 は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ま た は Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 を 含 む 抗 体 と 比 較 し て 、 よ り 速 い
Ｋ o f f (す な わ ち 、 Ｋ o f f ≧ １ × １ ０ - 3 秒 - 1 ） を 示 す こ と を 立 証 す る 。 Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ 内 で は
、 ２ Ｓ Ｄ ４ は 、 第 ２ 、 ５ お よ び ９ 位 で Ｄ ２ Ｅ ７ と 異 な る 。 し か し 、 上 記 に 考 察 し た と お り
、 第 ９ 位 は 、 Ａ ｌ ａ (２ Ｓ Ｄ ４ で の よ う に ） ま た は Ｔ ｈ ｒ （ Ｄ ２ Ｅ ７ で の よ う に ） に よ っ
て 、 Ｋ o f f に 実 質 的 に 影 響 す る こ と な く 占 め ら れ 得 る 。 し た が っ て 、 ２ Ｓ Ｄ ４ お よ び Ｄ ２
Ｅ ７ の 比 較 に よ っ て 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ の 第 ２ お よ び ５ 位 は 、 と も に ア ル ギ ニ ン で あ
っ て 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の 抗 体 の 会 合 に 決 定 的 で あ る と し て 特 定 で き る 。 こ れ ら の 残 基 は 、 抗
体 結 合 部 位 で の 接 触 残 基 と し て 直 接 関 与 で き る か 、 ま た は こ の 領 域 で の 抗 体 分 子 の 骨 格 的
構 造 の 維 持 に 決 定 的 に 寄 与 で き る と 思 わ れ る 。 第 ２ 位 の 重 要 性 に 関 し て は 、 Ｌ ｙ ｓ （ Ｅ Ｐ
Ｂ １ ２ で の ） と の Ａ ｒ ｇ （ Ｄ ２ Ｅ ７ と 同 じ Ｖ Ｌ Ｃ Ｄ Ｒ ３ を 有 す る Ｌ Ｏ Ｅ ７ で の ） の 置 換 は
、 オ フ 速 度 を ２ 倍 に 加 速 す る 。 第 ５ 位 の 重 要 性 に 関 し て は 、 実 施 例 ２ に 記 載 し た と お り 、
Ａ ｌ ａ （ Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ５ で の ） と の Ａ ｒ ｇ （ Ｄ ２ Ｅ ７ で の ） の 置 換 も 、 オ フ 速 度 を ２
倍 に 加 速 す る 。 そ の 上 、 第 ２ お よ び ５ 位 の い ず れ に も Ａ ｒ ｇ が な い と (２ Ｓ Ｄ ４ で の )オ フ
速 度 は ５ 倍 も 速 い 。 し か し 、 第 ５ 位 は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の 改 良 さ れ た 結 合 に 重 要 で は あ る が
、 こ の 位 置 で の 変 化 は 、 Ｖ Ｌ Ｌ Ｏ Ｅ ４ 、 Ｖ Ｌ Ｌ Ｏ Ｈ １ ま た は Ｖ Ｌ ０ ． １ Ｈ ８ に 見 ら れ る と
お り 、 他 の 位 置 で の 変 化 に よ っ て 打 ち 消 さ れ 得 る こ と に 注 目 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ 内 で は 、 第 １ 、 ７ お よ び １ ２ 位 で Ｄ ２ Ｅ ７ と 異 な る 。 し か し 、 上 記 に 考 察
し た と お り 、 第 １ ２ 位 は 、 Ａ ｓ ｎ （ ２ Ｓ Ｄ ４ で の よ う に ） ま た は Ｔ ｙ ｒ （ Ｄ ２ Ｅ ７ で の よ
う に ） に よ っ て 、 Ｋ o f f に 実 質 的 に 影 響 す る こ と な く 占 め ら れ 得 る 。 し た が っ て 、 ２ Ｓ Ｄ
４ お よ び Ｄ ２ Ｅ ７ の 比 較 に よ っ て 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ の 第 １ お よ び ７ 位 は 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ
α と の 結 合 に 決 定 的 で あ る と し て 特 定 で き る 。 上 記 に 考 察 し た と お り 、 こ れ ら の 残 基 は 、
抗 体 結 合 部 位 で の 接 触 残 基 と し て 直 接 関 与 で き る か 、 ま た は こ の 領 域 で の 抗 体 分 子 の 骨 格
的 構 造 の 維 持 に 決 定 的 に 寄 与 で き る と 思 わ れ る 。 両 位 置 と も 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の 結 合 に 重 要
で あ り 、 そ れ は 、 ３ Ｃ － Ｈ ２ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ （ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ に 関 し て 、 第 １ 位 に バ
リ ン か ら ア ラ ニ ン へ の 変 化 を 有 す る ） を 用 い た と き 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ を 用 い た と き
よ り ３ 倍 も 速 い オ フ 速 度 を ｓ ｃ Ｆ ｖ が 有 す る か ら で あ る が 、 し か し 、 こ の オ フ 速 度 は 、 ２
Ｓ Ｄ ４ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ （ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ Ｃ Ｄ Ｒ ３ に 関 し て 、 第 １ お よ び ７ 位 の 双 方 に 変 化 を 有
す る ） を 用 い た と き よ り 依 然 と し て ４ 倍 も 遅 い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 ４ ： Ｄ ２ Ｅ ７ の 機 能 的 活 性
　 Ｄ ２ Ｅ ７ の 機 能 的 活 性 を 調 べ る た め に 、 該 抗 体 が ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を in vitroま た は in v
ivoの い ず れ で も 阻 害 で き る 能 力 を 測 定 す る い く つ か の 検 定 で 、 該 抗 体 を 用 い た 。
【 ０ １ ３ １ 】
Ａ ． Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 で の Ｔ Ｎ Ｆ α の 誘 導 に よ る 細 胞 毒 性 の 中 和
　 ヒ ト 組 換 え Ｔ Ｎ Ｆ α （ ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α ） は 、 １ ８ ～ ２ ４ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 後
に マ ウ ス Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 に 細 胞 毒 性 を 生 起 す る 。 ヒ ト 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 を 、 下 記 の よ う な 、
ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α お よ び 細 胞 と の 抗 体 の 同 時 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ る Ｌ ９ ２ ９ の 検 定 で 評 価
し た 。 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α Ａ ｂ １ ０ ０ μ ｌ を 含 む ９ ６ 穴 微 量 滴 定 プ レ ー ト を 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血
清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） を 含 有 す る Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 を 用 い て 、 二 重 に し た プ レ ー ト 伝 い に １ ／ ３ に 系 統
希 釈 し た 。 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α ５ ０ μ ｌ を 加 え て 、 各 試 料 の ウ ェ ル 中 で ５ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ の 最 終
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濃 度 と し た 。 次 い で 、 プ レ ー ト を 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 感
受 性 で あ る Ｌ ９ ２ ９ マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 ５ ０ μ ｌ を 加 え て 、 １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ク チ ノ マ イ シ
ン Ｄ を 含 む １ ウ ェ ル あ た り 、 ５ × １ ０ 4 の 細 胞 の 最 終 濃 度 と し た 。 対 照 は 、 培 地 に 細 胞 を
加 え た も の と 、 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α に 細 胞 を 加 え た も の と を 含 ん だ 。 こ れ ら の 対 照 、 お よ び ２ ｎ
ｇ ／ ｍ ｌ ～ ８ ． ２ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ に わ た る Ｔ Ｎ Ｆ α の 標 準 曲 線 を 用 い て 、 検 定 の 質 を 決 定 し 、
中 和 の 窓 口 を 与 え た 。 次 い で 、 プ レ ー ト を ５ ％ Ｃ Ｏ 2 中 で ３ ７ ℃ で 終 夜 （ １ ８ ～ ２ ４ 時 間
） イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 培 地 １ ０ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル か ら 除 去 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ３ ， （ ４ ， ４ － ジ メ
チ ル チ ア ゾ ー ル － ２ － イ ル ） ２ ， ５ － ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ＝ ブ ロ ミ ド （ Ｍ Ｔ Ｔ ； Si
gma Chemical Co.,St.Louis,Moよ り 商 業 的 に 入 手 で き る ） ５ ０ μ ｌ を 加 え た 。 次 い で 、 プ
レ ー ト を ３ ７ ℃ で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 ２ ０ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （
Ｓ Ｄ Ｓ ） ５ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ５ ７
０ ／ ６ ３ ０ ｎ ｍ で の 光 学 密 度 を 測 定 し 、 各 試 料 に つ い て 曲 線 を プ ロ ッ ト し 、 標 準 的 方 法 に
よ っ て Ｉ Ｃ 5 0 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 様 々 な Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ 対 を 有 す る ヒ ト 抗 体 に つ い て の 、 マ ウ ス の Ｍ Ａ Ｋ １ ９ ５ ｍ Ａ ｂ と
比 較 し た 限 り で の 代 表 的 な 結 果 を 下 記 の 図 ３ お よ び 表 ７ に 示 す 。
【 ０ １ ３ ４ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ５ 】
　 図 ３ お よ び 表 ７ の 結 果 は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ の ヒ ト 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 、 お よ び 様 々 な Ｄ ２ Ｅ ７ 関
連 抗 体 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 に よ る Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 毒 性 を 、 マ ウ ス 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α ｍ Ａ ｂ で あ る Ｍ
Ａ Ｋ １ ９ ５ の そ れ と ほ ぼ 同 等 の 能 力 で 中 和 す る こ と を 立 証 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 も う 一 連 の 実 験 で は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 形 態 の Ｄ ２ Ｅ ７ が Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 毒 性 を 中 和
で き る 能 力 を 、 上 記 の と お り に 調 べ た 。 ３ 回 の 独 立 し た 実 験 か ら 得 ら れ た 結 果 、 お よ び そ
の 平 均 を 下 記 に 要 約 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 こ の 一 連 の 実 験 は 、 完 全 長 Ｉ ｇ Ｇ １ の 形 態 で の Ｄ ２ Ｅ ７ が 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 Ｌ ９ ２ ９ 細 胞
毒 性 を 、 １ ． ２ ５ ± ０ ． ０ １ × １ ０ - 1 0 の 平 均 Ｉ Ｃ 5 0 ［ Ｍ ］ で 中 和 す る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
Ｂ ． Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 で の Ｔ Ｎ Ｆ α 受 容 体 と の Ｔ Ｎ Ｆ α の 結 合 の 阻 害
　 ヒ ト 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 が 、 細 胞 の 表 面 で ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 受 容 体 と の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 結 合 を 阻 害
で き る 能 力 を 、 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 受 容 体 を 発 現 す る ヒ ト 組 織 球 細 胞 系 統 で あ る Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 系
統 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 第 Ｃ Ｒ Ｌ １ ５ ９ ３ ） を 用 い て 調 べ た 。 Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 を 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血
清 （ Hyclone A-1111、 Hyclone Laboratories,Logan,UT） 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン （ ４ ｎ Ｍ ） 、
Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ ） 、 ペ ニ シ リ ン （ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） お よ び ス ト レ プ ト マ イ
シ ン （ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で 強 化 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 で 増 殖 さ せ た 。 完 全 長 Ｉ ｇ Ｇ
抗 体 の 活 性 を 調 べ る た め に 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ （ Sigma Ｉ -4506、 Sigma Chemica
l Co.,St.Louis,MO） で 強 化 し た Ｐ Ｂ Ｓ と と も に Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 を 氷 上 で ４ ５ 分 間 前 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 細 胞 を 結 合 用 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。 受 容 体 結 合 検 定 の た め に は
、 Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 (５ × １ ０ 6 細 胞 ／ ウ ェ ル ） を 、 ９ ６ 穴 微 量 滴 定 プ レ ー ト （ Costar3799、
CostarCorp.,Cambridge,MA） 内 で 結 合 用 緩 衝 液 中 で 、 １ ２ ５ Ｉ 標 識 化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α （ ３ ×
１ ０ - 1 0 M； ２ ５ μ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ ； よ り 入 手 ） と と も に 、 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α を 加 え る か 、 ま た は 加
え ず に 、 ０ ． ２ ｍ ｌ の 総 量 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 氷 上 で １ ． ５ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 次 い で 、 各 試 料 ７ ５ μ ｌ を 、 ジ ブ チ ル フ タ ル 酸 塩 （ Sigma D-2270、 Sigma Ch
emical Co.,St.Louis,MO） お よ び ジ ノ ニ ル フ タ ル 酸 塩 （ Ｉ Ｃ Ｎ 210733、 ICN,Irvine,CA）
を 含 む １ ． ０ ｍ ｌ 入 り 試 験 管 （ Sarstedt 72.700、 Sarstedt Corp.,Princeton,NJ） に 移 し
た 。 試 験 管 は 、 ジ ブ チ ル フ タ ル 酸 塩 お よ び ジ ノ ニ ル フ タ ル 酸 塩 の そ れ ぞ れ ２ ： １ の 体 積 比
の 混 合 物 ３ ０ ０ ｍ ｌ を 含 ん だ 。 遊 離 （ す な わ ち 未 結 合 ） 1 2 5 Ｉ 標 識 化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α を 、 ５
分 間 の 微 量 遠 心 分 離 に よ っ て 除 去 し た 。 次 い で 、 細 胞 の ペ レ ッ ト を 含 む 各 試 験 管 端 を 、 微
小 管 鋏 （ Bel-Art210180001、 Bel-Art Products,Pequannock,NJ） を 援 用 し て 切 断 し た 。 細
胞 ペ レ ッ ト は 、 ｐ ６ ０ ま た は ｐ ８ ０ Ｔ Ｎ Ｆ α 受 容 体 と 1 2 5 Ｉ 標 識 化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α を 含 む が
、 油 混 合 物 の 上 の 水 相 は 、 過 剰 な 遊 離 1 2 5 Ｉ 標 識 化 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α を 含 む 。 す べ て の 細 胞 ペ
レ ッ ト を 計 数 管 （ Falcon2052、 Becton DickinsonLabware,Lincoln Park,NJ） 内 に 捕 集 し
、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 計 数 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 代 表 的 な 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 で の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 受 容 体 と の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 結
合 の Ｄ ２ Ｅ ７ に よ る 阻 害 に つ い て の Ｉ Ｃ 5 0 値 は 、 こ れ ら の 実 験 で は 約 ３ × １ ０ - 1 0 Ｍ で あ
る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ と い う ヒ ト 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 は 、 Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 で の ｈ Ｔ
Ｎ Ｆ α 受 容 体 と の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 結 合 を 、 マ ウ ス 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の ｍ Ａ ｂ で あ る Ｎ Ａ Ｋ １ ９ ５
の そ れ と ほ ぼ 等 価 の 濃 度 で 阻 害 す る こ と を 立 証 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 も う 一 連 の 実 験 で は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 形 態 の Ｄ ２ Ｅ ７ が Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 で の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 受 容 体
と の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 結 合 を 阻 害 で き る 能 力 を 、 上 記 の と お り に 調 べ た 。 こ れ ら の 実 験 の 結
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果 、 お よ び そ の 平 均 を 、 下 記 の 表 ９ に 要 約 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 こ の 一 連 の 実 験 は 、 完 全 長 の Ｉ ｇ Ｇ １ 形 態 で の Ｄ ２ Ｅ ７ は 、 Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 で の Ｔ Ｎ Ｆ
受 容 体 の 結 合 を 、 １ ． ５ ６ ± ０ ． １ ２ × １ ０ - 1 0 の 平 均 Ｉ Ｃ 5 0 [Ｍ ]で 阻 害 す る こ と を 確 認
す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 個 々 の ｐ ５ ５ お よ び ｐ ７ ５ 受 容 体 と 結 合 す る 1 2 5 Ｉ － ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 結 合 に お け る Ｄ ２
Ｅ ７ の 阻 害 能 を 調 べ る た め 、 固 相 放 射 線 免 疫 検 定 を 実 施 し た 。 Ｄ ２ Ｅ ７ の Ｉ Ｃ 5 0 値 を 別 個
の Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体 に つ い て 測 定 す る た め 、 様 々 な 濃 度 の 抗 体 を 、 ３ × １ ０ - 1 0 の 濃 度 の 1 2 5 Ｉ
－ ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 ｐ ５ ５ ま た は ｐ ７ ５ Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体
の い ず れ か を 含 む 別 個 の プ レ ー ト で 、 混 合 物 を 用 量 依 存 方 式 で 試 験 し た 。 結 果 を 下 記 の 表
１ ０ に 要 約 す る ：
【 ０ １ ４ ３ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 Ｄ ２ Ｅ ７ に よ る Ｕ ９ ３ ７ 細 胞 で の ｐ ５ ５ お よ び ｐ ７ ５ Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体 と の 1 2 5 Ｉ － ｒ ｈ Ｔ
Ｎ Ｆ の 結 合 の 阻 害 は 、 Ｓ 字 状 曲 線 に 従 い 、 各 受 容 体 に つ い て 類 似 の Ｉ Ｃ 5 0 値 を 示 し た 。 組
換 え Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体 に よ る 固 相 放 射 線 免 疫 検 定 （ Ｒ Ｉ Ａ ） の 実 験 で は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ に よ る ｐ ５
５ お よ び ｐ ７ ５ Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体 と の 1 2 5 Ｉ － ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ の 結 合 の 阻 害 に 対 す る Ｉ Ｃ 5 0 値 は 、
そ れ ぞ れ １ ． ４ ７ × １ ０ - 9 お よ び １ ． ２ ６ × １ ０ - 9 Ｍ と し て 算 出 さ れ た 。 固 相 で の Ｉ Ｃ 5 0

値 の 減 少 は 、 非 標 識 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ も 同 様 の Ｉ Ｃ 5 0 値 で 阻 害 し た こ と か ら 、 お そ ら く 、 Ｒ Ｉ Ａ
フ ォ ー マ ッ ト で の 受 容 体 の 、 よ り 高 い 濃 度 に よ る も の で あ っ た 。 非 標 識 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ に よ る
ｐ ５ ５ お よ び ｐ ７ ５ 受 容 体 と の 1 2 5 Ｉ － ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ の 結 合 の 阻 害 に つ い て の Ｉ Ｃ 5 0 値 は 、
そ れ ぞ れ ２ ． ３ １ × １ ０ - 9 お よ び ２ ． ７ ０ × １ ０ - 9 Ｍ で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
Ｃ ． Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ で の Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 発 現 の 阻 害
　 ヒ ト 臍 静 脈 内 皮 細 胞 （ Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ ） は 、 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 投 与 に よ っ て 、 そ れ ら の 細 胞 表
面 で 内 皮 細 胞 白 血 球 付 着 分 子 １ （ Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ ） を 発 現 す る よ う 誘 導 す る こ と が で き 、 こ
れ は 、 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 投 与 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ を マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と に
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よ っ て 検 出 で き る 。 ヒ ト 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 が Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ で の Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ の こ の Ｔ Ｎ Ｆ α
に 誘 導 さ れ た 発 現 を 阻 害 で き る 能 力 を 、 下 記 の と お り 調 べ た ： Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 第 Ｃ
Ｒ Ｌ  １ ７ ３ ０ 号 ） を ９ ６ 穴 プ レ ー ト に 接 種 し （ ５ × １ ０ 4 細 胞 ／ ウ ェ ル ） 、 ３ ７ ℃ で 終 夜
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 翌 日 、 ヒ ト 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 の 系 統 希 釈 （ １ ： １ ０ ） を 、 ２ ０ ～ １
０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 体 で 開 始 し て 、 微 量 滴 定 プ レ ー ト 中 に 調 製 し た 。 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 原 液
を ４ ． ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ で 調 製 し 、 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の ア リ コ ー ト を 、 抗 体 を 含 む 各 ウ ェ ル に 加 え
、 内 容 を 充 分 混 合 し た 。 対 照 は 、 培 地 の み 、 培 地 プ ラ ス 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 、 お よ び 培 地 プ
ラ ス ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α を 包 含 し た 。 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ の プ レ ー ト を 、 そ の ３ ７ ℃ で の 終 夜 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン か ら 取 り 出 し 、 培 地 を 各 ウ ェ ル か ら 静 か に 吸 引 し た 。 抗 体 － ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 混 合 物
２ ０ ０ μ ｌ を Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 移 し た 。 次 い で 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ プ レ ー ト を ３
７ ℃ で 更 に ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 マ ウ ス 抗 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 抗 体 の 原 液 を Ｒ Ｐ Ｍ
Ｉ で １ ： １ ， ０ ０ ０ に 希 釈 し た 。 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル の 培 地 を 静 か に 吸 引 し 、
５ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル の 抗 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 抗 体 液 を 加 え 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ プ レ ー ト を 室 温 で ６ ０ 分 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 1 2 5 Ｉ 標 識 化 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ 抗 体 液 を Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 中 に 調 製 し た （ ５ ０ μ ｌ
中 約 ５ ０ ， ０ ０ ０ ｃ ｐ ｍ ） 。 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル の 培 地 を 静 か に 吸 引 し 、 ウ ェ
ル を Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ で ２ 回 洗 浄 し 、 1 2 5 Ｉ 標 識 化 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ 液 ５ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル に 加 え た 。
プ レ ー ト を 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 各 ウ ェ ル を Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ で ３ 回 洗 浄 し た
。 ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ １ ８ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル に 加 え て 、 細 胞 を 溶 解 さ せ た 。 次 い で 、 各 ウ ェ ル か ら
の 細 胞 溶 解 液 を 管 に 移 し 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 計 数 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 代 表 的 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ で の Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α で 誘 導 さ れ る 発 現
の Ｄ ２ Ｅ ７ に よ る 阻 害 に 関 す る Ｉ Ｃ 5 0 値 は 、 こ れ ら の 実 験 で は 約 ６ × １ ０ - 1 1 Ｍ で あ る 。
こ れ ら の 結 果 は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ の ヒ ト 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 は 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ で の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 受 容 体
で 誘 導 さ れ る Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 発 現 を 、 マ ウ ス 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α ｍ Ａ ｂ で あ る Ｎ Ａ Ｋ １ ９ ５ の そ
れ と ほ ぼ 等 価 の 濃 度 で 阻 害 す る こ と を 立 証 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 も う 一 連 の 実 験 で は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 形 態 の Ｄ ２ Ｅ ７ が Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ で の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 受 容 体 で 誘
導 さ れ る Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ の 発 現 を 阻 害 で き る 能 力 を 、 上 記 の と お り に し て 調 べ た 。 ３ 回 の 独
立 し た 実 験 か ら の 結 果 、 お よ び そ れ ら の 平 均 を 下 記 の 表 １ １ に 要 約 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ８ 】
　 こ の 一 連 の 実 験 は 、 完 全 長 の Ｉ ｇ Ｇ １ 形 態 で の Ｄ ２ Ｅ ７ は 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ で の Ｔ Ｎ Ｆ α 誘
導 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 発 現 を 、 １ ． ８ ５ ± ０ ． １ ４ × １ ０ - 1 0 の 平 均 Ｉ Ｃ 5 0 ［ Ｍ ］ で 阻 害 す る こ
と を 確 認 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｉ ｇ Ｇ １ の 中 和 能 を 、 他 の ２ 種 類 の 付 着 分 子 、 す な わ ち Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ お よ び Ｖ
Ｃ Ａ Ｍ － １ の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ 誘 導 で の 発 現 に つ い て も 調 べ た 。 １ ６ 時 間 で の Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ の 発
現 に つ い て の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ の 滴 定 曲 線 は 、 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 発 現 の 曲 線 に 非 常 に 似 て い る た め 、
同 じ 濃 度 の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ を 、 抗 体 中 和 実 験 に 用 い た 。 様 々 な 濃 度 の Ｄ ２ Ｅ ７ の 存 在 下 で 、 Ｈ
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Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ を ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ と と も に ３ ７ ℃ の Ｃ Ｏ 2 恒 温 器 内 で １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 マ
ウ ス 抗 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ 抗 体 、 お よ び そ の 後 の 1 2 5 Ｉ 標 識 化 ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス 抗 体 に よ っ て 測 定
し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 Ｖ Ｃ Ａ Ｍ － １ 発 現 の 阻 害 を 試 験 す る 実 験 の 手 順 は 、 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 発 現 の た め の 手 順 と 同
じ で あ る が 、 抗 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ Ｍ Ａ ｂ に 代 え て 、 抗 Ｖ Ｃ Ａ Ｍ － １ Ｍ Ａ ｂ を 用 い た 。 ３ 回 の 独
立 し た 実 験 を 実 施 し 、 Ｉ Ｃ 5 0 値 を 算 出 し た 。 無 関 係 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 抗 体 は 、 Ｖ Ｃ Ａ Ｍ － １
の 発 現 を 阻 害 し な か っ た 。 結 果 を 下 記 の 表 １ ２ に 要 約 す る ：
【 ０ １ ５ １ 】
【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ２ 】
　 こ れ ら の 実 験 は 、 ヒ ト の 一 次 臍 静 脈 内 皮 細 胞 へ の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ の 投 与 は 、 ４ 時 間 で 付 着 分
子 ： Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ お よ び Ｖ Ｃ Ａ Ｍ － １ の 最 適 発 現 へ と 、 か つ １ ６ 時 間 で Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ の 上
方 調 節 さ れ た 最 大 の 発 現 へ と 導 い た ： Ｄ ２ Ｅ ７ は 、 ３ 種 類 の 付 着 分 子 の 発 現 を 用 量 依 存 方
式 で 阻 害 す る こ と が で き た 。 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ お よ び Ｖ Ｃ Ａ Ｍ － １ の 阻 害 に 関
す る Ｉ Ｃ 5 0 値 は 、 そ れ ぞ れ １ ． ８ ５ × １ ０ - 1 0 、 ２ ． １ ７ × １ ０ - 1 0 お よ び １ ． ０ １ × １ ０
- 1 0 Ｍ で あ っ た 。 こ れ ら の 値 は 非 常 に 近 く 、 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ お よ び Ｖ Ｃ Ａ Ｍ
－ １ の 誘 導 を 発 現 す る に は ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ 活 性 化 シ グ ナ ル の 用 量 が 必 要 で あ る こ と を 示 す 。 興
味 深 い こ と に 、 Ｄ ２ Ｅ ７ は 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ の 発 現 の 比 較 的 長 期 の 阻 害 検 定 で 、 同 様 に 効 果
的 で あ っ た 。 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ の 阻 害 検 定 は 、 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ や Ｖ Ｃ Ａ Ｍ － １ の 阻 害 検 定 に 要 す
る ４ 時 間 に 対 し て 、 １ ６ 時 間 の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ お よ び Ｄ ２ Ｅ ７ と Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ と の 同 時 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 必 要 と し た 。 Ｄ ２ Ｅ ７ が ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ に 対 し て 遅 い オ フ 速 度 を 有 す る こ と か ら
、 １ ６ 時 間 の 同 時 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 間 に 、 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ の Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体 に よ る 有 意
な 競 争 は 皆 無 で あ っ た と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
Ｄ ． ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の in vivoで の 中 和
　 ３ 種 類 の in vivo系 を 用 い て 、 Ｄ ２ Ｅ ７ が in vivoで ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 の 阻 害 に 有 効 で あ る
こ と を 立 証 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 Ｉ ． Ｄ － ガ ラ ク ト サ ミ ン 感 作 マ ウ ス で の Ｔ Ｎ Ｆ で 誘 導 し た 致 死 性
　 Ｄ － ガ ラ ク ト サ ミ ン で 感 作 し た マ ウ ス へ の 組 換 え ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α （ ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α ） の 注 入
は 、 ２ ４ 時 間 以 内 に 致 死 性 を 生 じ る 。 こ の モ デ ル で ヒ ト 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 が ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α を
in vivoで 中 和 で き る こ と を 調 べ る た め 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の 様 々 な 濃 度 の Ｄ ２ Ｅ ７ － Ｉ ｇ Ｇ １ ま
た は 対 照 タ ン パ ク 質 を 、 Ｃ ５ ７ Ｂ ｌ ／ ６ マ ウ ス に 腹 腔 内 （ i.p.） 注 射 し た 。 ３ ０ 分 後 、 Ｐ
Ｂ Ｓ 中 の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α １ μ ｇ 、 お よ び Ｄ － ガ ラ ク ト サ ミ ン ２ ０ ｍ ｇ 、 ｉ ． ｐ ． に マ ウ ス を
挑 戦 さ せ 、 ２ ４ 時 間 後 に 観 察 し た 。 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α お よ び Ｄ － ガ ラ ク ト サ ミ ン の こ れ ら の 量
は 、 ８ ０ ～ ９ ０ ％ の 致 死 率 を 達 成 す る よ う 予 め 決 定 し た 。
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【 ０ １ ５ ５ 】
　 代 表 的 な 結 果 を 、 生 存 率 の ％ 対 抗 体 濃 度 の 棒 グ ラ フ と し て 表 し 、 図 ６ に 示 す 。 黒 い 棒 が
Ｄ ２ Ｅ ７ を 表 す の に 対 し 、 斜 線 の 棒 は Ｍ Ａ Ｋ １ ９ ５ を 表 す 。 マ ウ ス １ 匹 あ た り ２ ． ５ ～ ２
５ μ ｇ の 注 入 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ α に 誘 導 さ れ る 致 死 性 か ら 動 物 を 防 護 し た 。 Ｅ Ｄ 5 0 値 は 約 １ ～ ２
． ５ μ ｇ ／ マ ウ ス で あ る 。 正 の 対 照 の 抗 体 で あ る Ｍ Ａ Ｋ １ ９ ５ は 、 そ の 防 護 能 力 が 同 様 で
あ っ た 。 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 不 在 下 で の Ｄ ２ Ｅ ７ の 注 入 は 、 マ ウ ス に い か な る 不 都 合 な 効 果 も な
か っ た 。 非 特 異 的 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 抗 体 の 注 入 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 致 死 性 か ら の い か な る 防 護 も
与 え な か っ た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 第 二 の 実 験 で は 、 ４ ９ 匹 の マ ウ ス を ７ 群 に 等 分 し た 。 各 群 に は 、 様 々 な 用 量 の Ｄ ２ Ｅ ７
を ３ ０ 分 前 に 与 え て か ら 、 Ｌ Ｄ 8 0 の 用 量 の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ ／ Ｄ － ガ ラ ク ト サ ミ ン 混 合 物 （ １ マ
ウ ス あ た り ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ １ ． ０ μ ｇ お よ び Ｄ － ガ ラ ク ト サ ミ ン ２ ０ ｍ ｇ ） を 与 え た 。 対 照 の
群 ７ に は 、 正 常 な ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ κ 抗 体 を ２ ５ μ ｇ ／ マ ウ ス の 用 量 で 与 え た 。 ２ ４ 時 間 後 に
マ ウ ス を 調 べ た 。 各 群 に つ い て の 生 存 率 を 、 下 記 の 表 １ ３ に 要 約 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ８ 】
　 II． Ｔ Ｎ Ｆ で 誘 導 さ れ る ウ サ ギ の 発 熱 の 阻 害
　 ウ サ ギ で の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ で 誘 導 さ れ る 発 熱 応 答 の 阻 害 に お け る Ｄ ２ Ｅ ７ の 薬 効 を 調 べ た 。
体 重 約 ２ ． ５ ｋ ｇ の Ｎ Ｚ Ｗ 系 雌 ウ サ ギ ３ 匹 の 群 に 、 そ れ ぞ れ 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 、 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ 、 お
よ び Ｄ ２ Ｅ ７ と ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ と の 免 疫 複 合 体 を 静 脈 内 注 射 し た 。 Ｋ ａ ｙ ｅ 熱 記 録 装 置 に 接 続
し た サ ー ミ ス タ の プ ロ ー ブ に よ っ て 、 直 腸 温 を １ 分 ご と に 約 ４ 時 間 測 定 し た 。 ５ μ ｇ ／ ｋ
ｇ と し て 注 入 し た 、 生 理 食 塩 水 中 の 組 換 え ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ は 、 ０ ． ４ ℃ を 超 え る 温 度 の 上 昇 を
注 射 の 約 ４ ５ 分 後 に 誘 発 し た 。 生 理 食 塩 水 中 に １ ３ ８ μ ｇ ／ ｋ ｇ の 用 量 で の 抗 体 製 剤 自 体
は 、 投 与 の １ ４ ０ 分 後 ま で ウ サ ギ に 温 度 上 昇 を 全 く 誘 発 し な か っ た 。 以 後 の す べ て の 実 験
で は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ ま た は 対 照 試 薬 （ ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ ま た は 生 理 食 塩 水 担 体 ） を ウ サ ギ に 静 脈 内
注 射 し た 後 、 １ ５ 分 後 に 、 生 理 食 塩 水 中 の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ を ５ μ ｇ ／ ｋ ｇ と し て 静 脈 内 注 射 し
た 。 い く つ か の 実 験 の 代 表 的 な 結 果 を 、 下 記 の 表 １ ４ に 要 約 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ０ 】
　 １ ４ μ ｇ ／ ｋ ｇ の 用 量 で の Ｄ ２ Ｅ ７ の 静 脈 内 事 前 投 与 は 、 生 理 食 塩 水 の み 事 前 投 与 し た
ウ サ ギ に 比 し て 、 発 熱 応 答 を 部 分 的 に 阻 害 し た 。 １ ３ ７ μ ｇ ／ ｋ ｇ で 投 与 し た Ｄ ２ Ｅ ７ は
、 同 じ 実 験 で の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ の 発 熱 応 答 を 完 全 に 抑 制 し た 。 第 二 の 実 験 で は 、 ２ ４ μ ｇ ／ ｋ
ｇ で 投 与 し た Ｄ ２ Ｅ ７ は 、 や は り 、 生 理 食 塩 水 の み 事 前 投 与 し た ウ サ ギ に 比 し て 、 発 熱 応
答 を 部 分 的 に 阻 害 し た 。 こ の 実 験 で の Ｄ ２ Ｅ ７ 対 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ の モ ル 比 は １ ／ ６ ： １ で あ っ
た 。 第 三 の 実 験 で は 、 ４ ８ μ ｇ ／ ｋ ｇ で 静 脈 内 注 射 し た Ｄ ２ Ｅ ７ (Ｄ ２ Ｅ ７ ： ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ
の モ ル 比 ＝ ３ ． ３ ： １ ） は 、 生 理 食 塩 水 中 の ３ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ で 対 照 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ を 事 前 投
与 し た ウ サ ギ に 比 し て 、 温 度 上 昇 を 完 全 に 抑 制 し た 。 最 後 の 実 験 で は 、 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ に 対 す
る 非 常 に 高 い モ ル 比 （ ５ ５ ： １ ） で Ｄ ２ Ｅ ７ (７ ９ ２ μ ｇ ／ ｋ ｇ ） を 事 前 投 与 さ れ た ウ サ
ギ は 、 観 察 ４ 時 間 ま で の い か な る 時 点 で も 、 温 度 の い か な る 上 昇 も 発 症 し な か っ た 。 ５ ５
： １ の モ ル 比 で ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 、 Ｄ ２ Ｅ ７ と ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ と の 混 合 物 か
ら 生 成 し た 免 疫 複 合 体 の ウ サ ギ へ の 投 与 も 、 同 じ 実 験 で 、 い か な る 温 度 上 昇 も 誘 発 し な か
っ た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 III． Ｔ ｇ １ ９ ７ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で の 多 発 性 関 節 炎 の 防 護
　 疾 病 の 発 症 に 対 す る Ｄ ２ Ｅ ７ の 効 果 を 、 関 節 炎 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の モ デ ル で
調 査 し た 。 ヒ ト 野 生 型 Ｔ Ｎ Ｆ を 発 現 す る （ コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 越 え た ３ ’ 領 域 が 修 飾 さ れ
て い る ） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ Tg197） を 生 成 し 、 こ れ ら の マ ウ ス は 、 生 後 ４ ～ ７
週 に １ ０ ０ ％ の 発 生 率 で 慢 性 多 発 性 関 節 炎 を 発 症 す る ［ 多 発 性 Tg197モ デ ル の こ れ 以 上 の
説 明 に つ い て は EMBO J.(1991)10:4025-4031を 参 照 さ れ た い ］ 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 動 物 は 、 生 後 ３ 日 に Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 同 定 し た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク マ ウ ス の 同 腹 仔 を ６ 群 に 分 け た 。 生 後 １ ５ 日 に 、 ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 分 析 に よ っ て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 確 認 し た 。 ６ 群 の 処 理 プ ロ ト コ ル は 、 次 の
と お り で あ る ： 群 １ ＝ 処 理 な し ； 群 ２ ＝ 生 理 食 塩 水 (担 体 )； 群 ３ ＝ １ ． ５ μ ｇ ／ ｇ で の Ｄ
２ Ｅ ７ ； 群 ４ ＝ １ ５ μ ｇ ／ ｇ で の Ｄ ２ Ｅ ７ ； 群 ５ ＝ ３ ０ μ ｇ ／ ｇ で の Ｄ ２ Ｅ ７ ； 群 ６ ＝ 対
照 と し て ３ ０ μ ｇ ／ ｇ で の イ ソ タ イ プ 。 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 有 す る 同 腹 仔 も 含
め て 、 対 照 と し て 役 立 て た （ 群 ７ ＝ 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ； 処 理 な し ） 。 各 群 に は 、 指 示
さ れ た 処 理 の 週 ３ 回 の 腹 腔 内 注 射 を 与 え た 。 注 射 は １ ０ 週 間 継 続 し た 。 毎 週 、 各 動 物 に つ
い て 関 節 の 形 態 学 で の 巨 視 的 変 化 を 記 録 し た 。 １ ０ 週 目 に 、 す べ て の マ ウ ス を 殺 し 、 マ ウ
ス の 組 織 を ホ ル マ リ ン 中 に 捕 集 し た 。 組 織 の 顕 微 鏡 検 査 を 実 施 し た 。
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【 ０ １ ６ ３ 】
　 毎 週 の 初 め に 、 グ ラ ム で の 動 物 の 体 重 を 各 マ ウ ス に つ い て 計 っ た 。 同 時 に 、 関 節 の 大 き
さ の 測 定 （ ｍ ｍ で ） も 、 疾 病 の 重 篤 度 の 測 定 と し て 実 施 し た 。 関 節 の 大 き さ は 、 マ イ ク ロ
メ ー タ 装 置 を 用 い 、 後 右 足 首 で の ３ 回 の 測 定 の 平 均 と し て 確 定 し た 。 毎 週 、 関 節 炎 の 評 点
を 次 の と お り 記 録 し た ： ０ ＝ 関 節 炎 な し （ 正 常 な 外 見 お よ び 屈 曲 ） ； ＋ ＝ 軽 い 関 節 炎 （ 関
節 の 歪 み ） ； ＋ ＋ ＝ 程 ほ ど の 関 節 炎 (腫 脹 、 関 節 の 変 形 )； お よ び ＋ ＋ ＋ ＝ 重 い 関 節 炎 （ 屈
曲 と 、 ひ ど く 損 な わ れ た 運 動 と で 検 出 さ れ る 強 直 ） 。 関 節 切 片 の ヘ マ ト キ シ リ ン ／ エ オ シ
ン 染 色 に 基 づ く 組 織 病 理 学 的 評 点 は 、 次 の と お り で あ る ： ０ ＝ 検 出 で き る 疾 病 な し ； １ ＝
滑 液 膜 の 増 殖 ； ２ ＝ 重 度 の 滑 液 の 濃 化 ； ３ ＝ 軟 骨 の 破 壊 お よ び 骨 の 侵 食 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 Tg197ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 関 節 炎 マ ウ ス の 平 均 の 関 節 の 大 き さ に 対 す る Ｄ ２ Ｅ ７ 投 与 の
効 果 を 、 図 ９ の グ ラ フ に 示 す 。 Tg197ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 生 後 １ １ 週 で の 組 織 病
理 学 的 お よ び 関 節 炎 的 評 点 を 、 下 記 の 表 １ ５ に 要 約 す る ：
【 ０ １ ６ ５ 】
【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ６ 】
　 こ の 実 験 は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 抗 体 が 、 野 生 型 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ （ Tg197） を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス に 対 す る 明 確 で 好 都 合 な 効 果 を 有 し 、 研 究 期 間 後 も 明 白 な 関 節 炎 を 伴 わ な い こ
と を 立 証 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
Ｅ ． 他 種 か ら の Ｔ Ｎ Ｆ α の Ｄ ２ Ｅ ７ に よ る 中 和
　 Ｄ ２ Ｅ ７ の 結 合 特 異 性 を 、 Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 毒 性 検 定 （ 上 記 の 実 施 例 ４ 、 サ ブ セ ク シ ョ ン Ａ
で 記 載 し た と お り ） を 用 い 、 様 々 な 霊 長 類 の 種 お よ び マ ウ ス か ら の 腫 瘍 壊 死 因 子 を 中 和 で
き る そ の 能 力 に よ っ て 調 べ た 。 結 果 を 、 下 記 の 表 １ ６ に 要 約 す る ：
【 ０ １ ６ ８ 】
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【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 表 １ ６ の 結 果 は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ が 、 ５ 種 の 霊 長 類 の Ｔ Ｎ Ｆ α の 活 性 を ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α と ほ ぼ 等
し く 中 和 で き 、 そ の 上 、 イ ヌ Ｔ Ｎ Ｆ α （ ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α よ り 約 １ ／ １ ０ ） 、 お よ び ブ タ と マ
ウ ス の Ｔ Ｎ Ｆ α （ ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α よ り 約 １ ／ １ ， ０ ０ ０ 未 満 ） の 活 性 を 中 和 で き る こ と を 立
証 す る 。 そ の 上 、 液 相 ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α と の Ｄ ２ Ｅ ７ の 結 合 は 、 他 の サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば リ
ン ホ ト キ シ ン （ Ｔ Ｎ Ｆ β ） 、 Ｉ Ｌ － １ α 、 Ｉ Ｌ － １ β 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － ６ 、
Ｉ Ｌ － ８ 、 Ｉ Ｆ Ｎ γ お よ び Ｔ Ｇ Ｆ β に よ っ て は 阻 害 さ れ ず 、 Ｄ Ｎ Ａ が 、 リ ガ ン ド で あ る Ｔ
Ｎ Ｆ α に 対 し て 非 常 に 特 異 的 で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
Ｆ ． Ｄ ２ Ｅ ７ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た ヒ ト 全 血 に よ っ て 放 出 さ れ る サ イ ト カ イ ン の 欠
如
　 こ の 実 施 例 で は 、 Ｄ ２ Ｅ ７ が そ れ 自 体 で 、 正 常 な ヒ ト の 血 球 を 、 サ イ ト カ イ ン を 分 泌 し
、 細 胞 表 面 の 分 子 を 脱 落 さ せ る よ う 誘 導 で き る こ と を 調 べ た 。 異 な る ３ 種 類 の 正 常 な 供 与
体 か ら の 、 様 々 な 濃 度 に 希 釈 し た 全 血 と と も に 、 Ｄ ２ Ｅ ７ を ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 同 時 に 、 Ｌ Ｐ Ｓ の 正 の 対 照 を 、 免 疫 担 当 血 球 を 刺 激 し て サ イ ト カ イ ン を 分 泌 さ せ る よ う
予 め 決 定 し た 濃 度 で 行 動 さ せ た 。 上 清 を 採 集 し 、 一 連 の １ ０ 種 類 の サ イ ト カ イ ン 、 受 容 体
お よ び 付 着 分 子 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト ： す な わ ち Ｉ Ｌ － １ α 、 Ｉ Ｌ － １ β 、 Ｉ Ｌ － １ 受 容 体
作 用 薬 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － ８ 、 Ｔ Ｎ Ｆ α 、 可 溶 性 Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体 Ｉ 、 可 溶 性 Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体 II
、 可 溶 性 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ お よ び 可 溶 性 Ｅ － セ レ ク チ ン 中 で 試 験 し た 。 ３ ４ ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ ま で
の 濃 度 で の Ｄ ２ Ｅ ７ 抗 体 と の 同 時 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 結 果 と し て 測 定 さ れ た 、 有 意 量 の
サ イ ト カ イ ン 、 ま た は 脱 落 し た 細 胞 表 面 分 子 は 皆 無 で あ っ た 。 抗 体 の 添 加 な し の 対 照 培 養
体 も 、 何 ら 測 定 可 能 量 の サ イ ト カ イ ン を 生 産 し な か っ た の に 対 し て 、 Ｌ Ｐ Ｓ と 同 時 培 養 の
対 照 は 、 高 い ｐ ｇ な い し 低 い ｎ ｇ の 範 囲 の 増 大 し た 値 を 生 じ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｄ ２ Ｅ
７ が 、 生 体 外 で の 培 養 体 で 全 血 球 を 、 正 常 レ ベ ル を 超 え て サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る か 、 ま
た は 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 を 脱 落 さ せ る よ う 誘 導 し な か っ た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 開 示 の 形 成 部 分 は 、 添 付 の 配 列 表 で あ り 、 そ の 内 容 を 下 記 の 表 に 要 約 す る 。
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【 表 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
等 価 の も の
　 当 業 者 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 の 特 定 の 実 施 態 様 と 等 価 で あ る 多 く の も の を 、 定 型 的
で あ る こ と を 超 え な い 実 験 を 用 い て 認 識 し 、 ま た は 確 定 で き る と 思 わ れ る 。 そ の よ う な 等
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価 の も の は 、 下 記 の ク レ ー ム に 包 含 さ れ る も の と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ １ 】
【 図 １ Ａ 】 Ｄ ２ Ｅ ７ の 軽 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ； SEQ ID NO:１ に も 示
さ れ て い る ） 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ の ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 変 異 物 （ Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ １ 、 Ｌ Ｄ ２ Ｅ
７ * ． Ａ ３ 、 Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ４ 、 Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ５ 、 Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ７ 及 び Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７
* ． Ａ ８ ） 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 抗 体 ２ Ｓ Ｄ ４ の 軽 鎖 可 変 領 域 （ ２ Ｓ Ｄ ４ Ｖ Ｌ ； SEQ ID NO:９ に
も 示 さ れ て い る ） 及 び 他 の Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 軽 鎖 可 変 領 域 （ Ｅ Ｐ Ｂ １ ２ 、 Ｖ Ｌ １ ０ Ｅ ４ 、 Ｖ Ｌ
１ ０ ０ Ａ ９ 、 Ｖ Ｌ １ ０ ０ Ｄ ２ 、 Ｖ Ｌ １ ０ Ｆ ４ 、 Ｌ Ｏ Ｅ ５ 、 Ｖ Ｌ Ｌ Ｏ Ｆ ９ 、 Ｖ Ｌ Ｌ ０ Ｆ １ ０
、 Ｖ Ｌ Ｌ Ｏ Ｇ ７ 、 Ｖ Ｌ Ｌ Ｏ Ｇ ９ 、 Ｖ Ｌ Ｌ Ｏ Ｈ １ 、 Ｖ Ｌ Ｌ Ｏ Ｈ １ ０ 、 Ｖ Ｌ １ Ｂ ７ 、 Ｖ Ｌ １ Ｃ
１ 、 Ｖ Ｌ １ Ｃ ７ 、 Ｖ Ｌ ０ ． １ Ｆ ４ 、 Ｖ Ｌ ０ ． １ Ｈ ８ 、 Ｌ Ｏ Ｅ ７ 、 Ｌ Ｏ Ｅ ７ ． Ａ 及 び Ｌ Ｏ Ｅ
７ ． Ｔ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 図 １ Ａ は 、 Ｆ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 及 び Ｃ Ｄ
Ｒ ２ ド メ イ ン を 示 す 。 軽 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ １ （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 」 ） 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ 」 ）
及 び Ｃ Ｄ Ｒ ３ （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ 」 ） ド メ イ ン を 、 四 角 で 囲 ん で あ る 。
【 図 １ Ｂ 】 Ｄ ２ Ｅ ７ の 軽 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ ； SEQ ID NO:１ に も 示
さ れ て い る ） 、 Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｌ の ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 変 異 物 （ Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ １ 、 Ｌ Ｄ ２ Ｅ
７ * ． Ａ ３ 、 Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ４ 、 Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ５ 、 Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ７ 及 び Ｌ Ｄ ２ Ｅ ７
* ． Ａ ８ ） 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 抗 体 ２ Ｓ Ｄ ４ の 軽 鎖 可 変 領 域 （ ２ Ｓ Ｄ ４ Ｖ Ｌ ； SEQ ID NO:９ に
も 示 さ れ て い る ） 及 び 他 の Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 軽 鎖 可 変 領 域 （ Ｅ Ｐ Ｂ １ ２ 、 Ｖ Ｌ １ ０ Ｅ ４ 、 Ｖ Ｌ
１ ０ ０ Ａ ９ 、 Ｖ Ｌ １ ０ ０ Ｄ ２ 、 Ｖ Ｌ １ ０ Ｆ ４ 、 Ｌ Ｏ Ｅ ５ 、 Ｖ Ｌ Ｌ Ｏ Ｆ ９ 、 Ｖ Ｌ Ｌ ０ Ｆ １ ０
、 Ｖ Ｌ Ｌ Ｏ Ｇ ７ 、 Ｖ Ｌ Ｌ Ｏ Ｇ ９ 、 Ｖ Ｌ Ｌ Ｏ Ｈ １ 、 Ｖ Ｌ Ｌ Ｏ Ｈ １ ０ 、 Ｖ Ｌ １ Ｂ ７ 、 Ｖ Ｌ １ Ｃ
１ 、 Ｖ Ｌ １ Ｃ ７ 、 Ｖ Ｌ ０ ． １ Ｆ ４ 、 Ｖ Ｌ ０ ． １ Ｈ ８ 、 Ｌ Ｏ Ｅ ７ 、 Ｌ Ｏ Ｅ ７ ． Ａ 及 び Ｌ Ｏ Ｅ
７ ． Ｔ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 図 １ Ｂ は 、 Ｆ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 及 び Ｆ Ｒ ４ ド メ イ
ン を 示 す 。 軽 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ １ （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 」 ） 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ 」 ） 及 び Ｃ Ｄ Ｒ
３ （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ 」 ） ド メ イ ン を 、 四 角 で 囲 ん で あ る 。
【 図 ２ Ａ 】 Ｄ ２ Ｅ ７ の 重 鎖 可 変 領 域 （ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ ； SEQ ID NO:２ に も 示 さ れ て い る ） 、
Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ の ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 変 異 物 （ Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ １ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ２ 、 Ｈ Ｄ
２ Ｅ ７ * ． Ａ ３ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ４ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ５ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ６ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ
７ * ． Ａ ７ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ８ 及 び Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ９ ） 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 抗 体 ２ Ｓ Ｄ ４ の
重 鎖 可 変 領 域 （ ２ Ｓ Ｄ ４ Ｖ Ｈ ； SEQ ID NO:１ ０ に も 示 さ れ て い る ） 及 び 他 の Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連
重 鎖 可 変 領 域 （ Ｖ Ｈ １ Ｂ １ １ 、 Ｖ Ｈ １ Ｄ ８ 、 Ｖ Ｈ １ Ａ １ １ 、 Ｖ Ｈ １ Ｂ １ ２ 、 Ｖ Ｈ １ － Ｄ ２
、 Ｖ Ｈ １ Ｅ ４ 、 Ｖ Ｈ １ Ｆ ６ 、 Ｖ Ｈ １ Ｇ １ 、 ３ Ｃ － Ｈ ２ 、 Ｖ Ｈ １ － Ｄ ２ ． Ｎ 及 び Ｖ Ｈ １ － Ｄ
２ ． Ｙ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 図 ２ Ａ は 、 Ｆ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 及 び Ｃ Ｄ
Ｒ ２ ド メ イ ン を 示 す 。 重 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ １ （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 」 ） 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ 」 ）
及 び Ｃ Ｄ Ｒ ３ （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 」 ） を 四 角 で 囲 ん で あ る 。
【 図 ２ Ｂ 】 Ｄ ２ Ｅ ７ の 重 鎖 可 変 領 域 （ Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ ； SEQ ID NO:２ に も 示 さ れ て い る ） 、
Ｄ ２ Ｅ ７ Ｖ Ｈ の ア ラ ニ ン ス キ ャ ン 変 異 物 （ Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ １ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ２ 、 Ｈ Ｄ
２ Ｅ ７ * ． Ａ ３ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ４ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ５ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ６ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ
７ * ． Ａ ７ 、 Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ８ 及 び Ｈ Ｄ ２ Ｅ ７ * ． Ａ ９ ） 、 Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連 抗 体 ２ Ｓ Ｄ ４ の
重 鎖 可 変 領 域 （ ２ Ｓ Ｄ ４ Ｖ Ｈ ； SEQ ID NO:１ ０ に も 示 さ れ て い る ） 及 び 他 の Ｄ ２ Ｅ ７ 関 連
重 鎖 可 変 領 域 （ Ｖ Ｈ １ Ｂ １ １ 、 Ｖ Ｈ １ Ｄ ８ 、 Ｖ Ｈ １ Ａ １ １ 、 Ｖ Ｈ １ Ｂ １ ２ 、 Ｖ Ｈ １ － Ｄ ２
、 Ｖ Ｈ １ Ｅ ４ 、 Ｖ Ｈ １ Ｆ ６ 、 Ｖ Ｈ １ Ｇ １ 、 ３ Ｃ － Ｈ ２ 、 Ｖ Ｈ １ － Ｄ ２ ． Ｎ 及 び Ｖ Ｈ １ － Ｄ
２ ． Ｙ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 図 ２ Ｂ は 、 Ｆ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 及 び Ｆ Ｒ ４ ド メ イ
ン を 示 す 。 重 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ １ （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 」 ） 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ 」 ） 及 び Ｃ Ｄ Ｒ
３ （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 」 ） を 四 角 で 囲 ん で あ る 。
【 図 ３ 】 Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ た Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 障 害 性 の 、 ヒ ト の 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 Ｄ ２ Ｅ ７ に
よ る 阻 害 を 、 マ ウ ス の 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 Ｍ Ａ Ｋ １ ９ ５ と 比 較 し て 描 い た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 上 の ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α レ セ プ タ ー へ の ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α の 結 合 の 、 ヒ ト の 抗
ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 Ｄ ２ Ｅ ７ に よ る 阻 害 を 、 マ ウ ス の 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 Ｍ Ａ Ｋ １ ９ ５ と 比 較 し
て 描 い た グ ラ フ で あ る 。
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【 図 ５ 】 Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ た Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ の Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ に お け る 発 現 の 、 ヒ ト 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ
α 抗 体 Ｄ ２ Ｅ ７ に よ る 阻 害 を 、 マ ウ ス の 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 Ｍ Ａ Ｋ １ ９ ５ と 比 較 し て 描 い た
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 ヒ ト 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α 抗 体 Ｄ ２ Ｅ ７ （ 黒 い 棒 ） の 投 与 に よ る 、 Ｄ － ガ ラ ク ト サ ミ ン 感
作 さ れ た マ ウ ス に お け る Ｔ Ｎ Ｆ α 誘 導 さ れ る 致 死 性 か ら の 防 護 を 、 マ ウ ス の 抗 ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α
抗 体 Ｍ Ａ Ｋ １ ９ ５ （ 斜 線 を 引 い た 棒 ） と 比 較 し て 描 い た 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 Ｄ ２ Ｅ ７ の 軽 鎖 可 変 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 下 に 予 想 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 共 に 示 す 図 で あ る 。 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ２ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ Ｌ ３ 領 域 に 下
線 を 引 い て あ る 。
【 図 ８ 】 Ｄ ２ Ｅ ７ の 重 鎖 可 変 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 下 に 予 想 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 共 に 示 す 図 で あ る 。 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ 領 域 に 下
線 を 引 い て あ る 。
【 図 ９ 】 多 発 性 関 節 炎 モ デ ル と し て の Ｔ ｇ １ ９ ７ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 平 均 関 節 サ
イ ズ に 対 す る に 対 す る Ｄ ２ Ｅ ７ 抗 体 処 理 の 効 果 を 描 い た グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】
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【 図 ２ Ａ 】 【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 9月 19日 (2006.9.19)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α を 抗 体 と 、 ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 が 阻 害 さ れ る よ う に 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、
ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α 活 性 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 該 抗 体 は ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α か ら １ × １ ０ - 8  Ｍ 以
下 の Ｋ d  及 び １ × １ ０ - 3  ｓ - 1  以 下 の Ｋ o f f  速 度 定 数 で 解 離 す る 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 又 は
そ の 抗 原 結 合 部 分 で あ っ て 、 該 Ｋ d  及 び 該 Ｋ o f f  は 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 測 定 さ れ た
も の で あ り 、 該 抗 体 は ヒ ト Ｔ Ｎ Ｆ α の 細 胞 障 害 性 を 、 標 準 イ ン ・ ビ ト ロ Ｌ ９ ２ ９ ア ッ セ イ
で １ × １ ０ - 7  Ｍ 以 下 の Ｉ Ｃ 5 0  で 中 和 す る 、 前 記 方 法 。
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种抑制人肿瘤坏死因子α（TNFα）活性的方法。 
一种抑制人TNFα活性的方法，所述方法包括使人TNFα与抗体接触以抑
制人TNFα活性，其中所述抗体是人TNFα的1×10-8。 低于M的Kd和低于
1×10-3s-1的K 关 是分离的人抗体或其抗原结合部分，它们以速率常数解
离，两者都是表面等离子体共振。 在标准的体外L929分析中，抗体以
1×10-7M或更小的IC50中和人TNFα的细胞毒性。 [选择图]无
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