
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】 HIVgp120（グリコシル化外膜タンパク質）のヒト CD4への結合を有意にブロック
することなく、そして効果的に HIV誘導のシンシチウム形成をブロックし得る抗 CD4抗体を
提供すること。および、ＣＤ４ +細胞間のＨＩＶに誘導されるシンシチウム形成を阻害す
る、および／またはＣＤ４ +細胞のＨＩＶ感染を阻害する、５Ａ８擬態ペプチドまたは半
ペプチド化合物を提供すること。
【解決手段】 HIVgp120のヒト CD4への結合を有意にブロックすることなく、そして効果的
に HIV誘導のシンシチウム形成をブロックし得る抗 CD4抗体。さらに、ＣＤ４ +細胞間のＨ
ＩＶに誘導されるシンシチウム形成を阻害する、５Ａ８擬態ペプチドまたは半ペプチド化
合物、ならびにＣＤ４ +細胞のＨＩＶ感染を阻害する、５Ａ８擬態ペプチドまたは半ペプ
チド化合物。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、
（ ａ ） ヒ ト Ｃ Ｄ ４ に 結 合 し ；
（ ｂ ） Ｈ Ｉ Ｖ 　 ｇ ｐ １ ２ ０ の ヒ ト Ｃ Ｄ ４ へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク せ ず ； そ し て
（ ｃ ） Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 間 の Ｈ Ｉ Ｖ 誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 少 な く と も Ｏ Ｋ Ｔ ４ Ａ と 同 程 度
に ブ ロ ッ ク し 、
該 抗 体 は 、 免 疫 原 と し て 全 長 の ヒ ト Ｃ Ｄ ４ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で Ｃ Ｄ ４ － 哺 乳 類 組 織 培 養
細 胞 を 形 質 転 換 す る 工 程 を 包 含 す る 方 法 に よ っ て 産 生 さ れ 、 該 抗 体 は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ の 残 基
８ ３ ～ １ ０ ５ お よ び １ ０ ５ ～ １ ３ １ に 結 合 す る 、 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 ２ 】
抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、
（ ａ ） ヒ ト Ｃ Ｄ ４ に 結 合 し ；
（ ｂ ） Ｈ Ｉ Ｖ 　 ｇ ｐ １ ２ ０ の ヒ ト Ｃ Ｄ ４ へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク せ ず ；
（ ｃ ） Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 間 の Ｈ Ｉ Ｖ 誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を Ｏ Ｋ Ｔ ４ よ り は 良 好 に ブ ロ ッ ク
し ； そ し て
（ ｄ ） イ ン ビ ト ロ で の 破 傷 風 ト キ ソ イ ド に 特 異 的 な 増 殖 ア ッ セ イ に お い て 、 Ｏ Ｋ Ｔ ４ Ａ よ
り も 免 疫 抑 制 性 に 劣 り 、
該 抗 体 は 、 免 疫 原 と し て 全 長 の ヒ ト Ｃ Ｄ ４ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で Ｃ Ｄ ４ － 哺 乳 類 組 織 培 養
細 胞 を 形 質 転 換 す る 工 程 を 包 含 す る 方 法 に よ っ て 産 生 さ れ 、 該 抗 体 は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ の 残 基
８ ３ ～ １ ０ ５ お よ び １ ０ ５ ～ １ ３ １ に 結 合 す る 、 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 ３ 】
抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、
（ ａ ） ヒ ト Ｃ Ｄ ４ に 結 合 し ；
（ ｂ ） Ｈ Ｉ Ｖ 　 ｇ ｐ １ ２ ０ の ヒ ト Ｃ Ｄ ４ へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク し な い ；
（ ｃ ） Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 間 の Ｈ Ｉ Ｖ 誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 少 な く と も Ｏ Ｋ Ｔ ４ Ａ と 同 程 度
に ブ ロ ッ ク し ； そ し て
（ ｄ ） イ ン ビ ト ロ で の 破 傷 風 ト キ ソ イ ド に 特 異 的 な 増 殖 ア ッ セ イ に お い て 、 Ｏ Ｋ Ｔ ４ Ａ よ
り も 免 疫 抑 制 性 に 劣 り 、
該 抗 体 は 、 免 疫 原 と し て 全 長 の ヒ ト Ｃ Ｄ ４ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で Ｃ Ｄ ４ － 哺 乳 類 組 織 培 養
細 胞 を 形 質 転 換 す る 工 程 を 包 含 す る 方 法 に よ っ て 産 生 さ れ 、 該 抗 体 は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ の 残 基
８ ３ ～ １ ０ ５ お よ び １ ０ ５ ～ １ ３ １ に 結 合 す る 、 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ 　 Ｖ １ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し な い 、 請 求 項 １ ～
３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ 　 Ｖ １ Ｖ ２ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 、 請 求 項 ４
に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 Ｃ Ｄ ４ 　 Ｖ １ に 特 異 的 な 抗 体 の ヒ ト Ｃ Ｄ ４ へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ
ク し な い 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 の Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 を 阻 害 す る 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か
に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） お よ び （ ｄ ） か ら 選 択 さ れ る １ つ 以
上 の 特 性 を 示 す 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ ：
（ ａ ） イ ン ビ ボ で の 循 環 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 数 の 有 意 な 減 少 を 生 じ な い ；
（ ｂ ） イ ン ビ ボ で の Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 表 面 か ら の 有 意 な Ｃ Ｄ ４ 調 節 を 生 じ な い ；
（ ｃ ） イ ン ビ ボ で の 循 環 末 梢 白 血 球 の 数 の 有 意 な 減 少 を 生 じ な い ； お よ び
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（ ｄ ） イ ン ビ ボ で の 外 来 抗 原 に 対 す る 応 答 に お い て 誘 発 さ れ る 、 抗 体 力 価 の 有 意 な 減 少 を
生 じ な い 。
【 請 求 項 ９ 】
受 託 番 号 Ｈ Ｂ 　 １ ０ ８ ８ １ （ ５ Ａ ８ ） の ハ イ ブ リ ド ー マ に 由 来 す る 、 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 完 全 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ 、 ま た は ９ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ ン メ ン ト 、 Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ
ラ グ メ ン ト お よ び Ｆ （ ｖ ） フ ラ グ メ ン ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ３ ま た は
９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ヒ ト 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ
。
【 請 求 項 １ ３ 】
Ｃ Ｄ Ｒ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、
（ ａ ） Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ５ の Ａ Ａ ２ ４ － Ａ Ａ ４ ０ で あ る ；
（ ｂ ） Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ５ の Ａ Ａ ５ ６ － Ａ Ａ ６ ２ で あ る ；
（ ｃ ） Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ５ の Ａ Ａ ９ ５ － Ａ Ａ １ ０ ２ で あ る ；
（ ｄ ） Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ の Ａ Ａ ３ １ － Ａ Ａ ３ ５ で あ る ；
（ ｅ ） Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ の Ａ Ａ ５ ０ ～ Ａ Ａ ６ ６ で あ る ；
（ ｆ ） Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ の Ａ Ａ ９ ９ － Ａ Ａ １ １ １ で あ る 、
請 求 項 １ ２ に 記 載 の ヒ ト 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ３ に 記 載 の ヒ ト 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ６ の Ａ Ａ １ － Ａ Ａ

１ １ ２ で あ り 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ ５ の Ａ Ａ １ － Ａ Ａ

１ ２ ２ で あ る 、 ヒ ト 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ４ に 記 載 の ヒ ト 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 Ｌ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ６ の Ａ Ａ １ － Ａ Ａ ２ １ ９ で あ
り 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 Ｈ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ ５ の Ａ Ａ １ ～ Ａ Ａ ４ ４ ８ で あ
る 、 ヒ ト 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 １ ６ 】
キ メ ラ 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ で あ る 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ホ モ
ロ グ 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ６ に 記 載 の キ メ ラ 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ５ で あ り 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ で あ る 、 キ メ ラ
型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ か ら ３ お よ び ９ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ を 含 む 誘 導 体 化 抗 体 ホ モ ロ グ で
あ っ て 、 請 求 項 １ か ら ３ お よ び ９ に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 、 検 出 可 能 物 質 、 細 胞 毒 性 物 質 お
よ び 薬 剤 物 質 か ら な る 群 か ら 独 立 し て 選 択 さ れ る １ つ 以 上 の メ ン バ ー に 結 合 さ れ て い る 、
誘 導 体 化 抗 体 ホ モ ロ グ 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 薬 剤 物 質 が 、 ヒ ト の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ
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リ ン お よ び そ の 一 部 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 誘 導 体 化 抗 体 ホ モ ロ
グ 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
一 次 標 的 物 が Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 で あ る 感 染 因 子 よ っ て 生 じ る 哺 乳 動 物 の 疾 病 を 予 防 あ る い は 治
療 す る た め の 組 成 物 で あ っ て 、 請 求 項 １ か ら １ ７ に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 、 請 求 項 １ ８ か ら
１ ９ に 記 載 の 誘 導 体 化 抗 体 ホ モ ロ グ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ つ 以 上 の メ ン バ ー の 免 疫
治 療 的 に 有 効 な 量 、 お よ び 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア ー を 含 有 す る 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ り 、 そ し て 前 記 感 染 因 子 が Ｈ Ｉ Ｖ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 組
成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
Ｈ Ｉ Ｖ 　 ｇ ｐ １ ２ ０ の Ｃ Ｄ ４ へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク す る 、 １ 種 以 上 の 物 質 を さ ら に 含
有 す る 、 請 求 項 ２ ０ あ る い は ２ １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 物 質 が 、 Ｃ Ｄ ４ 　 Ｖ １ に 特 異 的 な 抗 体 ホ モ ロ グ 、 Ｃ Ｄ ４ 　 Ｖ １ ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
抗 Ｈ Ｉ Ｖ 　 ｇ ｐ １ ２ ０ 抗 体 ホ モ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
一 次 標 的 物 が Ｃ Ｄ ４ ＋ リ ン パ 球 で あ る 感 染 因 子 よ っ て 生 じ る 哺 乳 動 物 の 疾 病 を 予 防 あ る い
は 治 療 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 使 用 の た め の 薬 学 的 組 成 物 で あ っ て 、 請 求 項 １ か ら
１ ７ に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 、 請 求 項 １ ８ か ら １ ９ に 記 載 の 誘 導 体 化 抗 体 ホ モ ロ グ か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る １ つ 以 上 の メ ン バ ー の 免 疫 治 療 的 に 有 効 な 量 、 お よ び 薬 学 的 に 受 容 可 能
な キ ャ リ ア ー を 含 有 す る 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ り 、 そ し て 前 記 感 染 因 子 が Ｈ Ｉ Ｖ で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 医
薬 の 製 造 に お け る 使 用 の た め の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ４ （ ５ Ａ ８ 　 Ｌ 鎖 可 変 領 域 ） 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ （ ５ Ａ ８
　 Ｈ 鎖 可 変 領 域 ） 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ５ （ ｐ ｒ ｅ － ５ Ａ ８ ヒ ト 型 Ｌ 鎖 ） お よ び Ｓ Ｅ
Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ ４ （ ｐ ｒ ｅ － ５ Ａ ８ ヒ ト 型 Ｈ 鎖 ） ； 請 求 項 １ か ら ３ に 記 載 の 抗 体 ホ モ
ロ グ を コ ー ド す る 前 述 の 任 意 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； お よ び 前 述 の 任 意 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に な る Ｄ Ｎ Ａ
配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 ２ ６ に 記 載 の １ つ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 お よ び 機 能 す る よ う に そ れ に 結 合 す る １ つ 以
上 の 発 現 制 御 配 列 を 含 む 、 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
ｐ Ｍ Ｄ Ｒ １ ０ ０ ７ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 ６ ８ ８ ４ ６ ） お よ び ｐ Ｍ Ｄ Ｒ １ ０ ０ ２ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 ６ ８ ８
４ ７ ） か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 １ か ら １ ７ に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 抗 体 ホ モ ロ グ を 産 生 す る 、 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ １ 】
受 託 番 号 Ｈ Ｂ 　 １ ０ ８ ８ １ （ ５ Ａ ８ ） の 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記
載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 ２ ７ あ る い は ２ ８ に 記 載 の １ つ 以 上 の 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細
胞 で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
請 求 項 １ か ら １ ７ に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 抗 体 ホ モ ロ グ を 生 産 す る 方 法 で あ
っ て 、 請 求 項 ２ ９ か ら ３ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 を 培 養 す る 工
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程 を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 細 胞 を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ の 全 長 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
で 、 Ｃ Ｄ ４ － 哺 乳 類 組 織 培 養 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と に よ り 生 産 さ れ た 、 そ の 表 面 で Ｃ Ｄ
４ を 発 現 す る 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 で 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 を 免 疫 す る 工 程 を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 が 、 受 託 番 号 Ｃ Ｒ Ｌ 　 １ ０ ８ ８ ４ を 有 す る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 （ 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 抗 CD4抗 体 ホ モ ロ グ 、 そ れ ら の ホ モ ロ グ を コ ー ド す る DNA配 列 、 そ れ ら の ホ モ
ロ グ を 含 有 す る 、 予 防 用 、 免 疫 治 療 用 お よ び 診 断 用 の 組 成 物 、 な ら び に 一 次 標 的 物 が CD4+
リ ン パ 球 で あ る 感 染 因 子 に よ っ て 生 じ る 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 の 疾 病 を 予 防 あ る い は 治 療
す る 方 法 に 関 す る 。 こ の よ う な 疾 病 に は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 (「 AIDS」 )、 AIDS関 連 の
合 併 症 、 お よ び ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 感 染 症 が 含 ま れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 （ 従 来 の 技 術 ）
　 HIV感 染 で は 、 CD4+リ ン パ 球 は 非 機 能 性 に な り 、 枯 渇 す る 。 こ の Ｔ 細 胞 の 枯 渇 は 、 感 染
細 胞 の 溶 解 に よ り 生 じ る 感 染 の 再 循 環 サ イ ク ル 、 お よ び CD4+の 感 染 細 胞 と 非 感 染 細 胞 と の
融 合 (シ ン シ チ ウ ム 形 成 )の 両 者 に 原 因 し て き た （ J.Sodroskiら 、 「 Role　 Of　 The　 HTLV
－ III/LAV　 Envelope　 ln　 Syncytium　 Formation　 And　 Cytopathicity」 、 Nature,322,
PP.470－ 74(1986)） 。 CD4+リ ン パ 球 の 消 滅 は 、 免 疫 抑 制 を 導 き 、 患 者 は 、 広 範 囲 の 日 和 味
感 染 症 お よ び 悪 性 腫 瘍 に 罹 患 し や す く な る 。 こ の よ う な 免 疫 抑 制 は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候
群 (「 AIDS」 )に か か っ て い る 患 者 に 認 め ら れ る 。 い く つ か の 場 合 で は 、 AIDSは 、 CD4+脳 細
胞 の HIV感 染 に 直 接 に 原 因 す る と 考 え ら れ て い る 、 中 枢 神 経 系 異 常 を 伴 う 。 AIDSの 完 全 な
臨 床 上 の 症 状 発 現 に は 、 通 常 、 慢 性 の リ ン パ 腺 症 、 発 熱 、 お よ び 体 重 減 少 な ど の 症 状 に 特
徴 の あ る 症 候 群 、 す な わ ち AIDS関 連 の 合 併 症 (「 ARC」 )が 先 行 す る 。 HIVは 、 AIDSお よ び そ
の 前 駆 体 で あ る ARCの 病 因 学 的 因 子 と 考 え ら れ て い る （ M.G.Sangadharanら 、 「 Detection,
Isolation　 And　 Continuous　 Production　 Of　 Cytopathic　 Retroviruses(HTLV－ III)
　 From　 Patients　 With　 AIDS　 And　 Pre－ AIDS」 、 Science,224,PP.497－ 508(1984)）
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 HIVの 主 要 な 表 面 (エ ン ベ ロ ー プ )タ ン パ ク 質 は 、 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド (gp160)と し て 生 産
さ れ る 。 こ れ は 、 成 熟 型 で 、 約 481ア ミ ノ 酸 の 大 き な グ リ コ シ ル 化 外 膜 タ ン パ ク 質 gp120、
お よ び グ リ コ シ ル 化 さ れ 得 る 約 345ア ミ ノ 酸 の 比 較 的 小 さ な 貫 膜 タ ン パ ク 質 gp41に 開 裂 さ
れ る （ L.Ratnerら 、 「 Complete　 Nucleotide　 Sequence　 Of　 The　 AIDS　 Virus,HTLV－ I
II」 、 Nature、 313,PP.277－ 84(1985)） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 HIV　 gp120は 、 CD4エ ピ ト ー プ に 選 択 的 に 結 合 し 、 従 っ て 、 HIVは CD4+細 胞 を 標 的 す る と
考 え ら れ て い る （ A.G.Dalgleishら 、 「 The　 CD4(T4)Antigen　 Is　 An　 Essential　 Compo
nent　 Of　 The　 Receptor　 For　 The　 AIDS　 Retrovirus」 、 Nature,　 312,pp,763－ 67(1
984);D.Klatzmannら 、 「 T－ Lymphocyte　 T4　 Molecule　 Behaves　 As　 The　 Receptor　 F
or　 Human　 Retrovirus　 LAV」 、 Nature,312,pp.767－ 68(1984)） 。 HIV　 gp120の 細 胞 表
面 CD4へ の 結 合 は 、 CD4+細 胞 の 感 染 を 起 こ す と 考 え ら れ て い る 。 さ ら に 、 感 染 CD4+細 胞 の
非 感 染 CD4+細 胞 と の 膜 融 合 (す な わ ち 、 シ ン シ チ ウ ム 形 成 )を 起 こ す と 考 え ら れ て い る 。 こ
れ に よ り 、 ウ イ ル ス の 細 胞 か ら 細 胞 へ の 伝 染 、 そ し て そ の 細 胞 変 性 効 果 に 寄 与 す る （ J.A.
Habeshowお よ び A.G.Dalgleish,「 The　 Relevance　 Of　 HIV　 env/CD4　 Interactions　 To
　 The　 Pathogenesis　 Of　 Acquired　 Immune　 Deficiency　 Syndrome」 、 J.AIDS,2,pp.4
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57－ 68(1989);J.D.Lifsonお よ び E.G.Engleman,「 Role　 Of　 CD4　 In　 Normal　 Immuniry
　 And　 HIV　 Infection」 、 Immunol.Rev.,109,PP.93－ 117(1989)） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 成 熟 CD4(T4と し て も 知 ら れ て い る )は 、 分 子 の 大 き さ が 55,000か ら 62,000ダ ル ト ン で あ
り 、 細 胞 外 ド メ イ ン (ほ ぼ AA1－ AA375)、 膜 間 ド メ イ ン (ほ ぼ AA376－ AA395)、 お よ び 細 胞 質
側 末 端 (ほ ぼ AA396－ AA433)を 有 す る 433ア ミ ノ 酸 の 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 CD4は 、 25ア ミ ノ
酸 の シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る pre－ タ ン パ ク 質 と し て 合 成 さ れ る 。 そ の ヒ ト CD4の 全 長 を コ ー
ド す る cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献
１ ;D.R.Littmanら 、 ） Corrected　 CD4　 Sequence） 、 Cell,55,P.541(1988)） 。 CD4の 細 胞
外 ド メ イ ン は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン V領 域 、 す な わ ち V1(ほ ぼ AA1－ AA100の 広 が り )、 V2(ほ ぼ AA
101－ AA180の 広 が り )、 V3(AA181－ AA290の 広 が り )お よ び V4(ほ ぼ AA291－ AA375の 広 が り )
に 相 同 性 を 有 す る 4つ の 縦 並 の 領 域 か ら な る （ 非 特 許 文 献 １ ;J.Wangら 、 「 Atomic　 Struct
ure　 Of　 A　 Fragment　 Of　 Human　 CD4　 Containing　 Two　 lmmunoglobulin－ Like　 Dom
ains」 ,Nature,348,PP.411－ 18(1990)） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 CD4の V1領 域 は 、 HIVgp120の 結 合 部 位 と し て 同 定 さ れ て い る （ J.Arthosら 、 「 Identific
ation　 Of　 The　 Residues　 ln　 Human　 CD4　 Critical　 For　 The　 Binding　 Of　 HIV」
,Ce11,57,pp.469－ 81(1989);T.Mizukamiら 、 「 Binding　 Region　 For　 Human　 Immunodef
iciency　 Virus(HIV)　 And　 Epitopes　 For　 HIV－ B　 locking　 Monoclonal　 Antibodies
　 Of　 The　 CD4　 Molecule　 Defined　 By　 Site－ Directed　 Mutagenesis」 ,Proc.Nat1.A
cad.Sci.USA,85,PP.9273－ 77(1988);A.PetersonandB.Seed,「 Genetic　 Analysis　 Of　 Mo
noclonal　 Antibody　 And　 HIV　 Binding　 Sites　 On　 The　 Human　 Lymphocyte　 Antige
n　 CD4」 ,Cell,54,pp.65－ 72(1988);N.R.Landauら 、 「 The　 Envelope　 Glycoprotein　 Of
　 The　 Human　 Immunodeficiency　 Virus　 Binds　 To　 The　 Immunoglobulin－ Like　 Dom
ain　 Of　 CD4」 ,Nature,334,pp.159－ 62(1988);L.K.Claytonら 、 「 Substitution　 Of　 Mu
rine　 For　 Human　 CD4　 Residues　 Identifies　 Amino　 Acids　 Critical　 For　 HIV－ g
p120　 Binding」 ,Nature,335,pp.363－ 66(1988)） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 HIVgp120の CD4へ の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ り HIV感 染 を 予 防 あ る い は 治 療 す る た め
の 抗 CD4抗 体 の 可 能 な 能 力 は 、 多 く の 研 究 者 を 、 あ る 種 の 抗 CD4抗 体 が CD4+細 胞 間 の HIV誘
導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 、 お よ び こ れ ら の い く つ か の 抗 体 の 免 疫 抑 制 性
の 研 究 に 導 い た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 例 え ば 、 CD4　 VIに 特 異 的 な 抗 体 Leu3Aお よ び OKT4Aは 、 HIV誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 の 効
果 的 な ブ ロ ッ カ ー で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ;B.A.Jamesonら 、 「 Locati
on　 And　 Chemical　 Synthesis　 Of　 A　 Binding　 Site　 For　 HIV－ l　 On　 The　 CD4　 P
rotein」 ,Science,240,pp.1335－ 39(1988);Petersonお よ び Seed,Cell,前 述 ） 。 し か し 、
こ れ ら の 抗 体 は 、 HIV感 染 の 治 療 の た め の 薬 学 的 な 使 用 に は 深 刻 な 欠 点 を 有 し て い る 。 例
え ば 、 OKT4Aお よ び Leu3Aは 、 gp120結 合 部 位 と 重 複 す る CD4エ ピ ト ー プ を 認 識 す る の で 、 す
で に HIVgp120に 結 合 し て い る CD4分 子 に 結 合 あ る い は 作 用 し 得 な い （ 例 え ば 、 P.A.Batesら
、 「 A　 Predicted　 Three－ Dimensional　 Structure　 For　 The　 Human　 Immunodeficien
cy　 Virus　 Binding　 Domains　 Of　 CD4　 Antigen」 ,Prot.Engng,3,pp.13－ 21(1989);J.S
.McDougalら 、 「 Binding　 Of　 The　 Human　 Retrovirus　 HTLV－ III/LAV/ARV/HIV　 To　 T
he　 CD4(T4)Molecule:Conformation　 Dependence,Epitope　 Mapping,Antibody　 Inhibiti
on,And　 Potential　 For　 Idiotypic　 Mimicry」 ,J.Immunol.,137,pp.2937－ 44(1986);La
ndauら 、 Nature,前 述 ;A.G.Dalgleishら 、 「 Neutralisation　 Of　 HIV　 Isolates　 By　 An
ti－ Idiotypic　 Antibodies　 Which　 Mimic　 The　 T4(CD4)Epitope:A　 Potential　 AIDS
　 Vaccine」 ,Lancet,2,PP.1047－ 50(1987)」 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 、 OKT4Aは 、 完 全 に 免 疫 抑 制 性 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い て 、 こ れ は 考 え ら れ る A
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IDS治 療 に と っ て は 望 ま し く な い 特 性 で あ る （ D.Lamarreら 、 「 Class　 II　 MHC　 Molecule
s　 And　 The　 HIV　 gp120　 Envelope　 Protein　 Interact　 With　 Functionally　 Distin
ct　 Regions　 Of　 The　 CD4　 Molecule」 ,EMBO　 J.,8,pp.3271－ 77(1989);W.E.Biddison
ら 、 「 Possible　 Involvement　 Of　 The　 OKT4　 Molecule　 In　 T　 Cell　 Recognition　
Of　 Class　 II　 HLA　 Antigens」 ,J.Ex.Med.,156,pp.1065－ 76(1982)） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 CD4の 他 の エ ピ ト ー プ あ る い は ド メ イ ン に 特 異 的 な 抗 CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 研 究 さ れ
て い る が 、 こ れ ら の 抗 体 に 関 し て AIDS治 療 用 と し て の 使 用 に は 明 か な 欠 点 も 報 告 さ れ て い
る 。 こ の よ う な 抗 体 の 1つ で あ る OKT4Bは 、 CD4の V2ド メ イ ン に 特 異 的 で あ る こ と が 報 告 さ
れ て い る （ T.Kieber－ Emmonsら 、 「 The　 gp120－ CD4　 Interface:Structura1,lmmunologi
cal　 And　 Pathological　 Considerations」 ,Biochim.Biohs.Acta,989,pp.281－ 300(1989
)） 。 OKT4Bが 、 HIVgp120の CD4へ の 結 合 を 有 意 に 障 害 す る か ど う か に つ い て の 相 反 す る 報
告 が あ る （ McDouga1ら 、 J.Immunol.,前 述 ;K.Lundinら 、 「 A　 Specific　 Assay　 Measurin
g　 Binding　 Of　 1 2 5 I－ Gp120　 From　 HIV　 To　 T4+/CD4+　 細 胞 」 ,J.Immuno1.Methods,9
7,PP.93－ 100(1987);Lamarreら 、 EMBOJ.,前 述 ） 。 そ し て 、 OKT4Bが 、 OKT4Aよ り も 有 意 に
免 疫 抑 制 性 に ま さ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Lamarreら 、 EMBO　 J.,前 述 ） 。 さ ら に 、 OKT4
Bは 、 OKT4Aに 比 較 し て HIV誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 に 対 し て 相 対 的 に 弱 い ブ ロ ッ カ ー で あ
る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 HIV誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 に な ん ら か の 効 果 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い て 、 そ し て
さ ら に 、 OKT4Aお よ び Leu3Aに 結 合 さ れ る エ ピ ト ー プ と は 別 の CD4エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ
と が 報 告 さ れ て い る 他 の 抗 CD4抗 体 に は 、 MT151、 VIT4、 お よ び MT321が 含 ま れ る （ 非 特 許
文 献 ２ ） 。 し か し 、 最 近 の 数 個 の 個 別 の 研 究 で は 、 こ れ ら に 密 接 に 関 連 す る 抗 体 は 、 gp12
0結 合 に 含 ま れ る CD4エ ピ ト ー プ と 重 複 す る コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に 依 存 の CD4エ ピ ト ー プ を
認 識 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Q.J.Sattentauら 、 「 Structural　 Analysis　 Of　 The　 Hu
man　 Immunodeficiency　 Virus－ Binding　 Domain　 Of　 CD4」 ,J.Exp.Med.,170,pp.1319
－ 34(1989);Batesら 、 Prot.Engng.,前 述 :Landauら 、 Nature,前 述 ,M.Merkenschlagerら 、
「 Functional　 Epitope　 Analysis　 Of　 The　 Human　 CD4　 Molecule」 ,J.Immuno1.,9,pp
.2839－ 45(1990)） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 研 究 さ れ て い る も う 1つ の 抗 CD4抗 体 は 、 OKT4で あ る 。 こ れ は 、 CD4の V3V4ド メ イ ン に 特
異 的 で あ る （ E.A.Bergerら 、 「 A　 Soluble　 Recombinant　 Polypeptide　 Comprising　 Th
e　 Amino－ Terminal　 Half　 Of　 The　 Extracellular　 Region　 Of　 The　 CD4　 Molecule
　 Contains　 An　 Active　 Binding　 Site　 For　 Human　 Immunodeficiency　 Virus」 ,Pro
c.Natl.Acad.Sci.USA,85,PP.2357－ 61(1988)]。 OKT4は 、 OKT4A、 Leu3A、 OKT4Bお よ び 他 の
公 知 の 抗 CD4抗 体 よ り も HIV感 染 に 対 す る 治 療 剤 と し て 大 き な 欠 点 を 有 す る 。 例 え ば 、 OKT4
は 、 HIV誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 に 対 し て は 「 ブ ロ ッ カ ー で は な い 」 こ と が 報 告 さ れ て い
る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 P.J.Maddonら 、 「 The　 Isolation　 And　 Nucleotide　 Sequence　 Of　 A
　 cDNA　 Encoding　 The　 T　 cell　 Surface　 Protein　 T4:　 A　 New　 Member　 Of　 The　
Immunoglobulin　 Gene　 Family」 ,Ce11,(1985)42,pp.93－ 104
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Q.J.Sattentau,「 Epitopes　 Of　 The　 CD4　 Antigen　 And　 HIV　 Infec
tion」 ,Science,(1986)234,PP.1120－ 23
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 我 々 の 発 明 以 前 に 、 HIVgp120の ヒ ト CD4へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク す る こ と な く 、 そ し
て 効 果 的 に HIV誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を ブ ロ ッ ク す る こ と の 両 方 と も を な し 得 る こ と が
報 告 さ れ て い る 抗 CD4抗 体 は な い 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 HIVの CD4へ の 結 合 後 、 介 入 す る た
め に 、 あ る い は HIVgp120－ CD4結 合 事 象 を ブ ロ ッ ク す る 薬 剤 と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ れ ば
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、 AIDS、 ARCお よ び HIV感 染 へ の 治 療 介 入 に 明 か な 利 点 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 AIDS、 ARCお
よ び HIV感 染 の 治 療 お よ び 予 防 の た め の 使 用 に 、 高 度 に 必 要 と さ れ る 特 性 の 組 み 合 わ せ を
有 す る 、 抗 CD4抗 体 の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 は 、 以 下 を 提 供 す る 。
（ 項 目 １ ） 抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、
（ ａ ） ヒ ト Ｃ Ｄ ４ に 結 合 し ；
（ ｂ ） Ｈ Ｉ Ｖ 　 ｇ ｐ １ ２ ０ の ヒ ト Ｃ Ｄ ４ へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク し な い ；
そ し て
（ ｃ ） Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 間 の Ｈ Ｉ Ｖ 誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 少 な く と も Ｏ Ｋ Ｔ ４ Ａ と 同 程 度
に ブ ロ ッ ク す る 、 抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 ２ ） 抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、
（ ａ ） ヒ ト Ｃ Ｄ ４ に 結 合 し ；
（ ｂ ） Ｈ Ｉ Ｖ 　 ｇ ｐ １ ２ ０ の ヒ ト Ｃ Ｄ ４ へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク し な い ；
（ ｃ ） Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 間 の Ｈ Ｉ Ｖ 誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を Ｏ Ｋ Ｔ ４ よ り は 良 好 に ブ ロ ッ ク
し ； そ し て
（ ｄ ） イ ン ビ ト ロ で の 破 傷 風 ト キ ソ イ ド に 特 異 的 な 増 殖 ア ッ セ イ に お い て 、 Ｏ Ｋ Ｔ ４ Ａ よ
り も 免 疫 抑 制 性 に 劣 る 、
抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 ３ ） 抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、
（ ａ ） ヒ ト Ｃ Ｄ ４ に 結 合 し ；
（ ｂ ） Ｈ Ｉ Ｖ 　 ｇ ｐ １ ２ ０ の ヒ ト Ｃ Ｄ ４ へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク し な い ；
（ ｃ ） Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 間 の Ｈ Ｉ Ｖ 誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 少 な く と も Ｏ Ｋ Ｔ ４ Ａ と 同 程 度
に ブ ロ ッ ク し ； そ し て
（ ｄ ） イ ン ビ ト ロ で の 破 傷 風 ト キ ソ イ ド に 特 異 的 な 増 殖 ア ッ セ イ に お い て 、 Ｏ Ｋ Ｔ ４ Ａ よ
り も 免 疫 抑 制 性 に 劣 る 、
抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 ４ ） 上 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ 　 Ｖ １ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し な い 、
項 目 １ か ら ３ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 ５ ） 上 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ 　 Ｖ １ Ｖ ２ か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る
、 項 目 ４ に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 ６ ） 上 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 Ｃ Ｄ ４ 　 Ｖ １ に 特 異 的 な 抗 体 の ヒ ト Ｃ Ｄ ４ へ の 結 合 を 有
意 に ブ ロ ッ ク し な い 、 項 目 １ か ら ３ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 ７ ） 上 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 の Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 を 阻 害 す る 、 項 目 １ か ら ３ の
い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 ８ ） 上 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） お よ び （ ｄ ） か ら 選 択 さ
れ る １ つ 以 上 の 特 性 を 示 す 、 項 目 １ か ら ３ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ ：
（ ａ ） イ ン ビ ボ で の 循 環 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 数 の 有 意 な 減 少 を 生 じ な い ；
（ ｂ ） イ ン ビ ボ で の Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 表 面 か ら の 有 意 な Ｃ Ｄ ４ 調 節 を 生 じ な い ；
（ ｃ ） イ ン ビ ボ で の 循 環 末 梢 白 血 球 の 数 の 有 意 な 減 少 を 生 じ な い ； お よ び
（ ｄ ） イ ン ビ ボ で の 外 来 抗 原 に 対 す る 応 答 に お い て 誘 発 さ れ る 、 抗 体 力 価 の 有 意 な 減 少 を
生 じ な い 。
（ 項 目 ９ ） 受 託 番 号 Ｈ Ｂ 　 １ ０ ８ ８ １ （ ５ Ａ ８ ） 、 Ｈ Ｂ 　 １ ０ ８ ８ ２ （ １ Ｆ ８ ） 、 お よ び
Ｈ Ｂ 　 １ ０ ８ ８ ３ （ ５ Ｆ ２ ） の ハ イ ブ リ ド ー マ の 群 か ら 選 択 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の
抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 １ ０ ） 受 託 番 号 Ｈ Ｂ 　 １ ０ ８ ８ １ （ ５ Ａ ８ ） の ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 で あ る 、 項 目 ９
に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 １ １ ） 上 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 完 全 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 項 目 １ か ら ３ 、 あ
る い は ９ か ら １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
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（ 項 目 １ ２ ） 上 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ ン メ ン ト 、 Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ （
ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ メ ン ト お よ び Ｆ （ ｖ ） フ ラ グ メ ン ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 項 目 １
か ら ３ あ る い は ９ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 １ ３ ） 上 記 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 ヒ ト 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ で あ る 、 項 目 １ か ら ３ の
い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 １ ４ ） Ｃ Ｄ Ｒ ｓ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、
（ ａ ） Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ５ の Ａ Ａ ２ ４ － Ａ Ａ ４ ０ で あ る ；
（ ｂ ） Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ５ の Ａ Ａ ５ ６ － Ａ Ａ ６ ２ で あ る ；
（ ｃ ） Ｌ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ５ の Ａ Ａ ９ ５ － Ａ Ａ １ ０ ２ で あ る ；
（ ｄ ） Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ の Ａ Ａ ３ １ － Ａ Ａ ３ ５ で あ る ；
（ ｅ ） Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ の Ａ Ａ ５ ０ ～ Ａ Ａ ６ ６ で あ る ； お よ び
（ ｆ ） Ｈ 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ の Ａ Ａ ９ ９ － Ａ Ａ １ １ １ で あ る 、
項 目 １ ３ に 記 載 の ヒ ト 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 １ ５ ） 項 目 １ ４ に 記 載 の ヒ ト 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、
（ ａ ） 上 記 Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ６ の Ａ Ａ １ － Ａ Ａ

１ １ ２ で あ り 、 そ し て
（ ｂ ） 上 記 Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ ５ の Ａ Ａ １ － Ａ Ａ

１ ２ ２ で あ る 、 ヒ ト 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 １ ６ ） 項 目 １ ５ に 記 載 の ヒ ト 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、
（ ａ ） 上 記 Ｌ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ６ の Ａ Ａ １ － Ａ Ａ ２ １ ９ で あ
り 、 そ し て
（ ｂ ） 上 記 Ｈ 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ ５ の Ａ Ａ １ ～ Ａ Ａ ４ ４ ８ で あ
る 、 ヒ ト 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 １ ７ ） キ メ ラ 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ で あ る 、 項 目 １ か ら ３ に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ
。
（ 項 目 １ ８ ） 項 目 １ ７ に 記 載 の キ メ ラ 型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、
（ ａ ） 上 記 Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ５ で あ り 、 そ し て
（ ｂ ） 上 記 Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ で あ る 、 キ メ ラ
型 組 み 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 １ ９ ） 項 目 １ か ら ３ お よ び ９ か ら １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ を 含 む 誘 導
体 化 抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、 項 目 １ か ら ３ お よ び ９ か ら １ ０ に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 、 項 目
３ ７ か ら ３ ９ に 記 載 の ５ Ａ ８ 擬 態 物 質 、 検 出 可 能 物 質 、 細 胞 毒 性 物 質 お よ び 薬 剤 物 質 か ら
な る 群 か ら 独 立 し て 選 択 さ れ る 、 １ つ 以 上 の メ ン バ ー に 結 合 さ れ て い る 、 誘 導 体 化 抗 体 ホ
モ ロ グ 。
（ 項 目 ２ ０ ） 上 記 薬 剤 物 質 が 、 ヒ ト の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は タ ン パ ク 質 に 結 合
す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び そ の 一 部 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 項 目 １ ９ に 記 載 の 誘 導 体
化 抗 体 ホ モ ロ グ 。
（ 項 目 ２ １ ） 一 次 標 的 物 が Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 で あ る 感 染 因 子 よ っ て 生 じ る 哺 乳 動 物 の 疾 病 を 予
防 あ る い は 治 療 す る た め の 組 成 物 で あ っ て 、 項 目 １ か ら １ ８ に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 、 項 目
１ ９ か ら ２ ０ に 記 載 の 誘 導 体 化 抗 体 ホ モ ロ グ 、 お よ び 項 目 ３ ７ か ら ３ ９ に 記 載 の ５ Ａ ８ 擬
態 物 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ つ 以 上 の メ ン バ ー の 免 疫 治 療 的 に 有 効 な 量 、 お よ び 薬
学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア ー を 含 有 す る 、 組 成 物 。
（ 項 目 ２ ２ ） 上 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ り 、 そ し て 上 記 感 染 因 子 が Ｈ Ｉ Ｖ で あ る 、 項 目 ２ １
に 記 載 の 組 成 物 。
（ 項 目 ２ ３ ） Ｈ Ｉ Ｖ 　 ｇ ｐ １ ２ ０ の Ｃ Ｄ ４ へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク す る 、 １ 種 以 上 の 物
質 を さ ら に 含 有 す る 、 項 目 ２ １ あ る い は ２ ２ に 記 載 の 組 成 物 。
（ 項 目 ２ ４ ） 上 記 物 質 が 、 Ｃ Ｄ ４ 　 Ｖ １ に 特 異 的 な 抗 体 ホ モ ロ グ 、 Ｃ Ｄ ４ 　 Ｖ １ ポ リ ペ プ
チ ド 、 お よ び 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 　 ｇ ｐ １ ２ ０ 抗 体 ホ モ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 、 項 目 ２ ３ に 記 載 の 組 成
物 。
（ 項 目 ２ ５ ） 一 次 標 的 物 が Ｃ Ｄ ４ ＋ リ ン パ 球 で あ る 感 染 因 子 よ っ て 生 じ る 哺 乳 動 物 の 疾 病
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を 予 防 あ る い は 治 療 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 項 目 １ か ら １ ８ に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ 、 項
目 １ ９ か ら ２ ０ に 記 載 の 誘 導 体 化 抗 体 ホ モ ロ グ 、 お よ び 項 目 ３ ７ か ら ３ ９ に 記 載 の ５ Ａ ８
擬 態 物 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ つ 以 上 の メ ン バ ー の 免 疫 治 療 的 に 有 効 な 量 、 お よ び
薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア ー を 上 記 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 包 含 す
る 、 方 法 。
（ 項 目 ２ ６ ） 上 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ り 、 そ し て 上 記 感 染 因 子 が Ｈ Ｉ Ｖ で あ る 、 項 目 ２ ５
に 記 載 の 方 法 。
（ 項 目 ２ ７ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ４ （ ５ Ａ ８ 　 Ｌ 鎖 可 変 領 域 ） 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ
： ９ （ ５ Ａ ８ 　 Ｈ 鎖 可 変 領 域 ） 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ５ （ ｐ ｒ ｅ － ５ Ａ ８ ヒ ト 型 Ｌ 鎖
） お よ び Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ ４ （ ｐ ｒ ｅ － ５ Ａ ８ ヒ ト 型 Ｈ 鎖 ） ； 項 目 １ か ら ３ に 記 載
の 抗 体 ホ モ ロ グ を コ ー ド す る 前 述 の 任 意 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； お よ び 前 述 の 任 意 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に
な る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。
（ 項 目 ２ ８ ） 項 目 ２ ７ に 記 載 の １ つ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 お よ び 機 能 す る よ う に そ れ に 結 合
す る １ つ 以 上 の 発 現 制 御 配 列 を 含 む 、 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
（ 項 目 ２ ９ ） ｐ Ｍ Ｄ Ｒ １ ０ ０ ７ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 ６ ８ ８ ４ ６ ） お よ び ｐ Ｍ Ｄ Ｒ １ ０ ０ ２ （ Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ 　 ６ ８ ８ ４ ７ ） か ら 選 択 さ れ る 、 項 目 ２ ８ に 記 載 の 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
（ 項 目 ３ ０ ） 項 目 １ か ら １ ８ に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 抗 体 ホ モ ロ グ を 産 生 す
る 、 細 胞 。
（ 項 目 ３ １ ） ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 で あ る 、 項 目 ３ ０ に 記 載 の 細 胞 。
（ 項 目 ３ ２ ） 受 託 番 号 Ｈ Ｂ 　 １ ０ ８ ８ １ （ ５ Ａ ８ ） 、 Ｈ Ｂ 　 １ ０ ８ ８ ２ （ １ Ｆ ８ ） 、 お よ
び Ｈ Ｂ 　 １ ０ ８ ８ ３ （ ５ Ｆ ２ ） の 細 胞 群 か ら 選 択 さ れ る 、 項 目 ３ １ に 記 載 の 細 胞 。
（ 項 目 ３ ３ ） 項 目 ２ ８ あ る い は ２ ９ に 記 載 の １ つ 以 上 の 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で 形 質 転 換 さ
れ た 宿 主 細 胞 で あ る 、 項 目 ３ ０ に 記 載 の 細 胞 。
（ 項 目 ３ ４ ） 項 目 １ か ら １ ８ に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 抗 体 ホ モ ロ グ を 生 産 す
る 方 法 で あ っ て 、 項 目 ３ ０ か ら ３ ３ に 記 載 の い ず れ か の 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 を 培 養 す
る こ と を 包 含 す る 、 方 法 。
（ 項 目 ３ ５ ） 項 目 ３ １ に 記 載 の 細 胞 を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ の 全 長 を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ で 、 Ｃ Ｄ ４ － 哺 乳 類 組 織 培 養 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と に よ り 生 産 さ れ た 、 そ の
表 面 で Ｃ Ｄ ４ を 発 現 す る 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 で 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 を 免 疫 す る 工 程 を 包 含 す
る 、 方 法 。
（ 項 目 ３ ６ ） 上 記 Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 が 、 受 託 番 号 Ｃ Ｒ Ｌ 　 １ ０ ８ ８ ４ を 有 す る 、 項 目 ３ ５ に 記
載 の 方 法 。
（ 項 目 ３ ７ ） Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 間 の Ｈ Ｉ Ｖ に 誘 導 さ れ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 阻 害 す る 、 ５ Ａ ８
擬 態 物 質 。
（ 項 目 ３ ８ ） Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 の Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 を 阻 害 す る 、 ５ Ａ ８ 擬 態 物 質 。
（ 項 目 ３ ９ ） 請 求 墳 １ か ら ８ に 記 載 の 抗 体 ホ モ ロ グ か ら 選 択 さ れ る 抗 体 ホ モ ロ グ の 特 性 を
示 す 、 ５ Ａ ８ 擬 態 物 質 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 Ｃ Ｄ ４ + 細 胞 間 の Ｈ Ｉ Ｖ に 誘 導 さ れ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 阻 害 す る 、
５ Ａ ８ 擬 態 ペ プ チ ド ま た は 半 ペ プ チ ド 化 合 物 、 な ら び に Ｃ Ｄ ４ + 細 胞 の Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 を 阻 害
す る 、 ５ Ａ ８ 擬 態 ペ プ チ ド ま た は 半 ペ プ チ ド 化 合 物 が 提 供 さ れ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 HIVgp120の ヒ ト CD4へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク す る こ と な く ヒ ト CD4に 結 合 し 、 そ し て 、
以 下 の 性 質 の 1つ を 示 す 抗 体 ホ モ ロ グ 、 ５ Ａ ８ 擬 態 ペ プ チ ド ま た は 半 ペ プ チ ド 化 合 物 を 提
供 す る :(1)少 な く と も OKT4A(市 販 の 、 CD4　 VIに 特 異 的 な 抗 CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )と 同
程 度 に 、 HIV誘 導 の CD4+細 胞 間 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を ブ ロ ッ ク す る ;(2)OKT4(市 販 の 、 CD4
　 V3V4に 特 異 的 な 抗 CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )よ り も HIV誘 導 の CD4+細 胞 間 の シ ン シ チ ウ ム
形 成 を ブ ロ ッ ク し 、 そ し て イ ン ビ ト ロ に お け る 破 傷 風 ト キ ソ イ ド に 特 異 的 な 増 殖 ア ッ セ イ
で は OKT4Aよ り も 免 疫 抑 制 性 に 劣 る ;あ る い は (3)少 な く と も ほ ぼ OKT4Aと 同 程 度 に 、 HIV誘
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導 の CD4+細 胞 間 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を ブ ロ ッ ク し 、 そ し て イ ン ビ ト ロ に お け る 破 傷 風 ト キ
ソ イ ド に 特 異 的 な 増 殖 ア ッ セ イ で は OKT4Aよ り も 免 疫 抑 制 性 に 劣 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 （ 発 明 の 実 施 の 形 態 ）
　 CD4は 、 CD4+Tリ ン パ 球 (ヘ ル パ ー /イ ン デ ュ ー サ ー 細 胞 )の 細 胞 表 面 の 糖 タ ン パ ク 質 で あ
る 。 CD4+リ ン パ 球 は 、 ヒ ト 免 疫 系 の 重 要 な 調 節 細 胞 で あ る 。 そ れ ら は 、 Ｔ 細 胞 の 増 殖 、 リ
ン フ ォ カ イ ン の 放 出 、 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 放 出 に 影 響 を 与 え る ヘ ル パ ー 細 胞 の 相 互 作
用 を 媒 介 す る 。 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (「 HIV」 )を 含 む あ る 種 の 感 染 因 子 の 一 次 標 的 物 は
、 CD4糖 タ ン パ ク 質 を 有 す る 細 胞 で あ る 。 *こ の よ う な 細 胞 に は 、 CD4+リ ン パ 球 、 マ ク ロ フ
ァ ー ジ お よ び あ る 種 の 脳 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 用 い ら れ て い る 一 般 的 な 用 語 「 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV
)」 は 、 AIDS患 者 か ら の 個 別 の 単 離 物 、 お よ び そ れ ら に 由 来 す る 実 験 用 の 株 を 指 す 。 用 語
「 HIV」 に は 、 そ の ほ か 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 リ ン パ 栄 養 ウ イ ル ス III型 (「 HTLV一 III」 )、 リ ン パ
腺 症 関 連 ウ イ ル ス (「 LAV」 )、 お よ び AIDS関 連 レ ト ロ ウ イ ル ス (「 ARV」 )が 含 ま れ る 。 専 門
用 語 HIVは 、 International　 Committee　 On　 Taxonomy　 Of　 Virusesの ヒ ト レ ト ロ ウ イ ル
ス 小 委 員 会 に よ り 採 用 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 （ 発 明 の 要 旨 ）
　 本 発 明 は 概 し て 、 ま ず 、 HIVgp120の ヒ ト CD4へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク す る こ と な く ヒ
ト CD4に 結 合 し 、 そ し て 、 以 下 の 性 質 の 1つ を 示 す 抗 体 ホ モ ロ グ 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 提 供 す る こ と に よ り 、 前 記 の 多 く の 問 題 を 解 決 す る :(1)少 な く と も OKT4A(市 販 の
、 CD4　 VIに 特 異 的 な 抗 CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )と 同 程 度 に 、 HIV誘 導 の CD4+細 胞 間 の シ ン
シ チ ウ ム 形 成 を ブ ロ ッ ク す る ;(2)OKT4(市 販 の 、 CD4　 V3V4に 特 異 的 な 抗 CD4モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 )よ り も HIV誘 導 の CD4+細 胞 間 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を ブ ロ ッ ク し 、 そ し て イ ン ビ ト ロ
に お け る 破 傷 風 ト キ ソ イ ド に 特 異 的 な 増 殖 ア ッ セ イ で は OKT4Aよ り も 免 疫 抑 制 性 に 劣 る ;あ
る い は (3)少 な く と も ほ ぼ OKT4Aと 同 程 度 に 、 HIV誘 導 の CD4+細 胞 間 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を
ブ ロ ッ ク し 、 そ し て イ ン ビ ト ロ に お け る 破 傷 風 ト キ ソ イ ド に 特 異 的 な 増 殖 ア ッ セ イ で は OK
T4Aよ り も 免 疫 抑 制 性 に 劣 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 CD4抗 体 ホ モ ロ グ の あ る も の は 、 CD4　 AA1－ AA180(す な わ ち 、 そ れ ら は VIV2
に 特 異 的 で あ る )か ら な る ヒ ト CD4フ ラ グ メ ン ト に は 結 合 す る が 、 CD4　 AA1－ AA113(す な わ
ち 、 そ れ ら は 単 独 で は V1に 特 異 的 で は な い )か ら な る ヒ ト CD4フ ラ グ メ ン ト に は 結 合 し な い
。 同 様 に 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ の あ る も の は 、 CD4　 VIに 特 異 的 な 抗 体 の ヒ ト CD4へ の 結
合 を 有 意 に は 阻 害 し な い 。 さ ら に 、 本 発 明 の 好 ま し い 抗 CD4抗 体 ホ モ ロ グ は 、 CD4+細 胞 の H
IV感 染 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 好 ま し い 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 以 下 の (a)～ (d)か ら 選 択 さ れ る 1つ 以 上 を 有 意
に は 生 じ な い 、 特 性 を 示 す :(a)イ ン ビ ボ で の 循 環 CD4+細 胞 数 の 減 少 ;(b)イ ン ビ ボ で の CD4+
細 胞 表 面 か ら の CD4調 節 ;(c)イ ン ビ ボ で の 末 梢 白 血 球 数 の 減 少 ;お よ び (d)イ ン ビ ボ で の 外
来 抗 原 に 対 す る 応 答 で 誘 発 さ れ る 抗 体 力 価 の 減 少 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 数 多 く の タ イ プ の 抗 CD4抗 体 ホ モ ロ グ を 提 供 す る 。 こ れ ら に は 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 組 み 換 え 抗 体 、 組 み 換 え キ メ ラ 型 抗 体 、 お よ び 組 み 換 え ヒ ト 型 抗 体 が 含 ま れ る
。 提 供 さ れ る 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 好 ま し く は 、 H鎖 お よ び L鎖 の 各 々 2つ を 有 す る 完 全 な 免 疫
グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る が 、 1つ 以 上 の L鎖 、 1つ 以 上 の H鎖 あ る い は そ の 組 み 合 わ せ か ら な り
得 る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 CD4抗 体 ホ モ ロ グ は 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 Fab’ フ ラ グ メ ン ト 、 F
(ab)2フ ラ グ メ ン ト 、 F(v)フ ラ グ メ ン ト 、 あ る い は 前 述 の 特 性 を 有 す る 任 意 の 他 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン フ ラ グ メ ン ト の 形 態 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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　 本 発 明 の 好 ま し い 抗 CD4抗 体 ホ モ ロ グ と し て 提 供 さ れ る も の は 、 5A8、 1F8、 5F2と 呼 ば れ
る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 5A8が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 5A8H鎖 の 可 変 領 域 お よ び 5A8L鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNA配 列 を 提 供 す る 。
さ ら に 、 そ れ ら の DNA配 列 あ る い は そ の 一 部 を 用 い た 5A8キ メ ラ 型 お よ び 5A8ヒ ト 型 組 み 換
え 抗 体 、 お よ び そ れ ら の DNA配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 そ れ ら
の DM配 列 、 お よ び 機 能 す る よ う に 連 結 さ れ た 発 現 制 御 配 列 を 含 む 組 み 換 え DNA分 子 も ま た
提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 5A8の ヒ ト CD4へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク す る 、 ペ プ チ ド
、 セ ミ ペ プ チ ド 化 合 物 あ る い は 非 ペ プ チ ド 化 合 物 で あ る 5A8擬 態 物 質 を 提 供 す る 。 本 発 明
の 5A8擬 態 物 質 は 、 HIV誘 導 の CD4+細 胞 間 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 阻 害 す る か 、 CD4+細 胞 の HI
V感 染 を 阻 害 す る か 、 あ る い は そ の 両 者 を 阻 害 す る 。 好 ま し く は 、 5A8擬 態 物 質 は 、 本 発 明
の 抗 体 ホ モ ロ グ の 特 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ お よ び 5A8擬 態 物 質 、 検 出 物 質 、 細 胞 毒 性 物 質 お
よ び 薬 剤 物 質 か ら 選 択 さ れ る 、 1つ 以 上 の 物 質 に 連 結 さ れ て い る 抗 CD4抗 体 ホ モ ロ グ を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ を 産 生 す る 細 胞 、 そ れ ら の 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 抗
体 ホ モ ロ グ を 生 産 す る 方 法 、 お よ び ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 を 、 そ の 表 面 で CD4を 発 現 す る CD4
+細 胞 で 免 疫 す る こ と に よ り 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 生 産 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ
の CD4+細 胞 は 、 ヒ ト CD4全 長 を コ ー ド す る DNAで CD4`組 織 培 養 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と に よ
り 生 産 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 CD4ホ モ ロ グ お よ び 5A8擬 態 物 質 の 特 性 は 、 一 次 標 的 物 が CD4+細 胞 で あ る 感 染
因 子 に よ り 生 じ る 疾 病 、 例 え ば 、 HIV関 連 疾 病 で あ る ARCお よ び AIDSの ヒ ト に お け る 、 検 出
、 予 防 お よ び 治 療 に 有 用 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 一 次 標 的 物 が CD4+細 胞 で あ る 感 染 因
子 に よ り 生 じ る 疾 病 、 例 え ば 、 HIV関 連 疾 病 で あ る ARCお よ び AIDSの ヒ ト に お け る 、 検 出 、
予 防 お よ び 治 療 に 有 用 な 、 上 記 の 抗 CD4抗 体 ホ モ ロ グ お よ び 5A8擬 態 物 質 を 含 有 す る 、 診 断
、 予 防 お よ び 治 療 用 の 組 成 物 お よ び こ れ ら の 組 成 物 の 使 用 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 （ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
　 （ 定 義 ）
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 CD4」 は 、 天 然 に 出 現 す る CD4遺 伝 子 に よ
っ て コ ー ド さ れ る あ ら ゆ る CD4タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 CD4+細 胞 」 は 、 そ の 表 面 に CD4糖 タ ン パ
ク 質 が 存 在 す る 細 胞 で あ る 。 そ の よ う な 細 胞 に は 、 CD4+Tリ ン パ 球 お よ び CD4+哺 乳 動 物 組
織 培 養 細 胞 、 例 え ば 、 H9お よ び C8166細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 CD4　 V1」 は 、 AA1－ AA113に わ た る CD4の
領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 CD4　 VIV2」 は 、 AA1－ AA180に わ た る CD4
の 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 CD4　 V3V4」 は 、 AA181－ AA375に わ た る C
D4の 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 組 換 え 可 溶 性 CD4」 ま た は 「 rsCD4」 は 、
ヒ ト CD4の AA1－ AA375(す な わ ち 、 V1－ V4領 域 )か ら な る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 CD4　 V1に 特 異 的 な 抗 体 」 は 、 CD4の V1領
域 内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 CD4　 V3V4に 特 異 的 な 抗 体 」 は 、 CD4の V3
V4領 域 内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 抗 体 ホ モ ロ グ 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン L鎖
、 免 疫 グ ロ ブ リ ン H鎖 、 お よ び そ の 抗 原 に 結 合 す る そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト か ら 選 択 さ れ る 1
つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ れ ら は 1つ 以 上 の 抗 原 と 結 合 す る
こ と が で き る 。 1つ を 越 え る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 抗 体 ホ モ ロ グ の 成 分 ポ リ ペ プ チ ド は
、 必 要 に 応 じ て ジ ス ル フ ィ ド 結 合 か 、 ま た は 共 有 結 合 に よ り 架 橋 結 合 し 得 る 。 従 っ て 、 抗
体 ホ モ ロ グ に は 、 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る IgA、 IgG、 IgE、 IgD、 IgM(お よ び そ れ ら の
サ ブ タ イ プ )型 が 含 ま れ 、 こ こ で こ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の L鎖 は κ ま た は λ の 型 で あ り 得 る 。
抗 体 ホ モ ロ グ は ま た 、 抗 原 結 合 特 異 性 、 例 え ば 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 Fab’ フ ラ グ メ ン ト 、
F(ab’ )2フ ラ グ メ ン ト 、 F(V)フ ラ グ メ ン ト 、 H鎖 の モ ノ マ ー ま た は ダ イ マ ー 、 L鎖 の モ ノ マ
ー ま た は ダ イ マ ー 、 1本 の H鎖 お よ び 1本 の L鎖 か ら な る ダ イ マ ー 、 お よ び そ れ ら の よ う な も
の を 保 持 す る 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 ヒ ト 型 の 組 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ 」 と は 、 も
と も と は ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 由 来 の 抗 体 ホ モ ロ グ で あ っ て 、 そ こ で CD4結 合 に 必 要 と さ れ
な い ア ミ ノ 酸 の 幾 つ か ま た は 全 て を 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の L鎖 ま た は H鎖 の 対 応 す る 領 域
の ア ミ ノ 酸 と 置 換 す る た め に 組 換 え DNA技 術 が 用 い ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 キ メ ラ 組 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ 」 は 、 も と も
と は ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 に 由 来 す る 抗 体 ホ モ ロ グ で あ り 、 そ こ に お い て 組 換 え DNA技 術 は
、 L鎖 、 H鎖 ま た は そ の 両 方 の ヒ ン ジ 部 お よ び 定 常 部 の 全 て ま た は 一 部 を 、 哺 乳 動 物 の 異 な
る 種 、 好 ま し く は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の L鎖 ま た は H鎖 か ら の 対 応 す る 領 域 と 置 換 す る た
め に 使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 CD4　 V1に 特 異 的 な 抗 体 が ヒ ト CD4に 結 合
す る の を 有 意 に ブ ロ ッ ク し な い 」 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 CD4　 VIに 特 異 的 な 抗 体 が 、 ヒ ト rsCD4
(CD4　 V1－ V4)ま た は CD4+細 胞 上 に 表 現 さ れ る ヒ ト CD4の い ず れ か に 結 合 す る の を 30%の み
減 少 さ せ る に 過 ぎ な い も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 HIVgp120が ヒ ト CD4に 結 合 す る の を 有 意
に ブ ロ ッ ク し な い 」 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 HIVgp120が 、 ヒ ト rsCD4(CD4　 V1－ V4)ま た は CD4+細
胞 上 に 表 現 さ れ る ヒ ト CD4の い ず れ か に 結 合 す る の を 30%の み 減 少 さ せ る に 過 ぎ な い も の で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 OKT4」 は 、 Ortho　 Diagnostic　 Systems
社 (ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ラ リ タ ン )か ら カ タ ロ グ 番 号 7042で 入 手 し 得 る 抗 CD4マ ウ ス モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 OKT4A」 は 、 Ortho　 Diagnostic　 System
s社 (ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ラ リ タ ン )か ら カ タ ロ グ 番 号 7142で 入 手 し 得 る 抗 CD4マ ウ ス モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 5A8擬 態 物 質 」 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 5
A8が 、 ヒ ト rsCD4(CD4　 V1－ V4)ま た は CD4+細 胞 上 に 表 現 さ れ て い る ヒ ト CD4の い ず れ か に
結 合 す る の を 少 な く と も 30%減 少 さ せ る 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 イ ン ビ ボ で の 循 環 CD4+細 胞 の 数 を 有 意 に
減 少 さ せ な い 」 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 正 常 な 免 疫 機 能 を 有 す る 哺 乳 動 物 に 投 与 後 24時 間 以 内 に
、 そ の 循 環 CD4+細 胞 数 が 、 そ の 哺 乳 動 物 の 投 与 前 の 数 と 比 較 し て 、 ま た は 関 連 の な い 特 異
性 を 有 す る ア イ ソ タ イ プ の あ っ た 抗 体 ホ モ ロ グ が 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ の 代 わ り に 投 与 さ
れ た コ ン ト ロ ー ル の 哺 乳 動 物 に お け る 数 と 比 較 し て 、 50%未 満 減 少 さ せ る 抗 体 ホ モ ロ グ で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 イ ン ビ ボ で CD4+細 胞 表 面 の 有 意 な CD4調
節 を 起 こ さ な い 」 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 正 常 な 免 疫 機 能 を 有 す る 哺 乳 動 物 に 投 与 後 24時 間 以 内
に 、 哺 乳 動 物 の CD4+細 胞 表 面 上 の CD4分 子 の 数 を 、 そ の 投 与 前 の 数 と 比 較 し て 、 ま た は 関
連 の な い 特 異 性 を 有 す る ア イ ソ タ イ プ の あ っ た 抗 体 ホ モ ロ グ が 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ の 代
わ り に 投 与 さ れ た コ ン ト ロ ー ル の 哺 乳 動 物 に お け る 数 と 比 較 し て 、 10倍 未 満 減 少 さ せ る 抗
体 ホ モ ロ グ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 イ ン ビ ボ で 循 環 末 梢 白 血 球 数 を 有 意 に 減
少 さ せ な い 」 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 正 常 な 免 疫 機 能 を 有 す る 哺 乳 動 物 に 投 与 後 24時 間 以 内 に 循
環 末 梢 白 血 球 の 数 を 、 そ の 投 与 前 の 数 と 比 較 し て 、 ま た は 関 連 の な い 特 異 性 を 有 す る ア イ
ソ タ イ プ の あ っ た 抗 体 ホ モ ロ グ が 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ の 代 わ り に 投 与 さ れ た コ ン ト ロ ー
ル の 哺 乳 動 物 に お け る 数 と 比 較 し て 、 50%未 満 減 少 さ せ る 抗 体 ホ モ ロ グ で あ る 。 こ の 文 脈
に お い て 、 「 末 梢 白 血 球 」 は 、 Bリ ン パ 球 、 Tリ ン パ 球 (CD4+ま た は CD8+)、 お よ び 単 球 を 含
む 。 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ て い る 「 外 来 抗 原 に 応 答 し て 誘 発 さ れ る 抗 体 の
力 価 を 有 意 に 減 少 さ せ な い 」 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 後 続 し て 投 与 さ れ る 外 来 抗 原 に 応 答 し て 誘
発 さ れ る 抗 体 の 力 価 を 、 関 連 の な い 特 異 性 を 有 す る ア イ ソ タ イ プ の あ っ た 抗 体 ホ モ ロ グ が
本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ の 代 わ り に 投 与 さ れ た コ ン ト ロ ー ル の 哺 乳 動 物 に お け る 外 来 抗 原 に
よ っ て 誘 発 さ れ た 抗 体 力 価 と 比 較 し て 、 10倍 未 満 減 少 さ せ る 抗 体 ホ モ ロ グ で あ る 。 こ の 文
脈 に お い て 、 「 外 来 抗 原 」 は 、 そ の 哺 乳 動 物 の ゲ ノ ム に よ っ て コ ー ド さ れ な い 分 子 (例 :ウ
ィ ル ス ま た は 細 菌 の ポ リ ペ プ チ ド )で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 （ 本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ ）
　 本 発 明 の 1つ の 実 施 態 様 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 (a)ヒ ト CD4に 結 合 し ;(b)HIVgp120の ヒ
ト CD4へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク せ ず ;お よ び (c)CD4+間 の HIVに よ っ て 誘 発 さ れ る シ ン シ チ
ウ ム 形 成 を 少 な く と も OKT4Aと 同 程 度 に ブ ロ ッ ク す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 は 、 (a)ヒ ト CD4に 結 合 し ;(b)HIVgp120の ヒ ト CD4へ の 結 合 を 有 意
に ブ ロ ッ ク せ ず ;(c)CD4+間 の HIVに よ っ て 誘 発 さ れ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 を OKT4よ り も 良 好
に ブ ロ ッ ク し ;(d)イ ン ビ ト ロ で の 破 傷 風 ト キ ソ イ ド に 特 異 的 な 増 殖 ア ッ セ イ に お い て OKT4
Aよ り も 免 疫 抑 制 性 に 劣 る 、 抗 体 ホ モ ロ グ に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 更 に 他 の 実 施 態 様 は 、 (a)ヒ ト CD4に 結 合 し ;(b)HIVgp120の ヒ ト CD4へ の 結 合 を 有 意 に ブ
ロ ッ ク し な い ;(c)CD4+間 の HlVに よ っ て 誘 発 さ れ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 、 少 な く と も OKT4A
と 同 程 度 に ブ ロ ッ ク し ;そ し て (d)イ ン ビ ト ロ の 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 特 異 的 な 増 殖 ア ッ セ イ で
OKT4Aよ り も 免 疫 抑 制 性 に 劣 る 、 抗 体 ホ モ ロ グ に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の あ る 種 の 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 ヒ ト CD4　 VIV2(即 ち 、 そ れ ら は VIV2に 特 異 的 で あ る
)か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る が 、 ヒ ト CD4　 VI(即 ち 、 そ れ ら は 単 独 で V1に 特 異 的 で
は な い )か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に は 結 合 し な い 。 同 様 に 、 本 発 明 の あ る 種 の 抗 体 ホ モ ロ グ
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は 、 OKT4Aお よ び Leu3Aの よ う な CD4　 V1に 特 異 的 な 抗 体 の ヒ ト CD4へ の 結 合 を 有 意 に は ブ ロ
ッ ク し な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の こ の 好 ま し い 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 HIVに よ る CD4+細 胞 へ の 感 染 を 抑 制 す る 。 本 発
明 の 他 の 好 ま し い 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 (a)イ ン ビ ボ で 循 環 CD4+細 胞 数 の 有 意 な 減 少 を 生 じ な
い ;(b)イ ン ビ ボ で CD4+細 胞 の 表 面 か ら の 有 意 な CD4調 節 を 生 じ な い ;(c)イ ン ビ ボ で の 末 梢
循 環 白 血 球 数 の 有 意 な 減 少 を 生 じ な い ;(d)イ ン ビ ボ で の 外 来 抗 原 に 対 す る 応 答 が 誘 導 さ れ
る 、 抗 体 力 価 の 有 意 な 減 少 を 生 じ な い ;(e)エ ク ソ ビ ボ (ex　 vivo)で の 、 マ イ ト ジ ェ ン ま た
は 異 種 間 細 胞 に 対 す る Ｔ 細 胞 の 増 殖 反 応 を 不 変 に ま た は 持 続 的 に 抑 制 し な い 、 こ の 中 か ら
選 択 さ れ る 1つ 以 上 の 特 性 を 発 揮 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 最 も 好 ま れ る 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 上 述 の 特 性 の 全 て を 発 揮 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 に 従 う 特 異 的 な 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 下 記 に 示 さ れ る よ う に 、 5A8(IgG1)、 1F8(lgG1)
、 5F2(IgG1)と 呼 ば れ る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 5A8が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 理 論 に 拘 束 さ れ る の は 望 ま な い が 、 我 々 は 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 CD4+細 胞 間 の HI
Vに よ っ て 誘 発 さ れ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 阻 害 し 、 そ の 結 果 こ の ウ ィ ル ス が 非 感 染 細 胞 に
伝 染 し て 行 く の を 遅 ら せ る の で 、 AIDS、 ARC、 お よ び HIV感 染 の 予 防 ま た は 治 療 に 役 立 つ も
の と 考 え て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 我 々 は 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 HIVgp120が CD4+リ ン パ 球 表 面 に 示 さ れ る CD4に 結 合
し た 後 で も シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 妨 げ る の で 、 特 に 有 効 で あ る と 考 え て い る 。 HIVに よ る CD4
+感 染 も ま た 抑 制 す る 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 特 に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体
ホ モ ロ グ は 、 ウ ィ ル ス の 結 合 と は 非 競 合 的 な プ ロ ッ カ ー で あ る た め 、 我 々 は 、 そ れ ら の 治
療 的 お よ び 予 防 的 な 効 果 は 血 漿 ウ ィ ル ス レ ベ ル に 独 自 の も の と 考 え て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 （ 本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ ）
　 当 業 者 は 、 既 知 の 方 法 を 使 用 す る こ と に よ り 、 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ (ま た は 抗 体 ホ モ ロ
グ を 包 含 す る 調 製 物 )が 上 述 し た 特 性 を 発 揮 す る か ど う か 容 易 に 決 定 し 得 、 そ の 結 果 、 本
発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ を 同 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が ヒ ト CD4に 結 合 す る か ど う か を 確 か め る た め に 、 あ ら ゆ る 慣 用 的
な 結 合 ア ッ セ イ が 使 用 さ れ 得 る 。 有 用 な CD4結 合 ア ッ セ イ は 、 FACS分 析 、 ELISAア ッ セ イ 、
ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 そ の 他 を 含 み 、 こ れ ら は 抗 体 ホ モ ロ グ の ヒ ト CD4へ の 結 合 を 検 出
す る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ に 有 用 な 充 分 な 長 さ お よ び 可 溶 性 形 態 の ヒ ト CD4は 、 PCT特 許 出
願 PCT/US88/02940に 開 示 さ れ て お り 、 こ れ は 本 明 細 書 に 参 考 と し て 援 用 さ れ て い る 。 D.R.
Littmanら 、 Ce11、 55、 p.541(1988)も ま た 参 照 さ れ る べ き で 、 こ れ は preヒ ト CD4の 正 し い
シ グ ナ ル 配 列 開 裂 部 位 を 記 述 し 、 PCT/US88/02940の 出 願 後 に 出 版 さ れ た も の で あ る 。 CD4
へ の 抗 体 ホ モ ロ グ の 結 合 、 ま た は rsCD4の よ う な そ の 可 溶 性 フ ラ グ メ ン ト ヘ の 抗 体 ホ モ ロ
グ の 結 合 は 、 抗 体 ホ モ ロ グ が 誘 起 さ れ た 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 な 二 次 抗 体 の 使 用 を
介 し て 慣 用 的 に 検 出 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 HIVgp120の ヒ ト CD4へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク し な い か ど う か
を 測 定 す る た め に 、 あ ら ゆ る 適 切 な ア ッ セ イ を 使 用 し 得 る 。 有 用 な ア ッ セ イ に は 、 例 え ば
、 ELISAア ッ セ イ 、 ラ ジ オ イ ミ ュ ノ ア ッ セ イ な ど の よ う な 、 HIVgp120の ヒ ト CD4へ の 結 合 を
交 差 ブ ロ ッ ク す る 抗 体 ホ モ ロ グ の 能 力 を 定 量 す る も の が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 過 剰 の HI
Vgp120が 標 識 ヒ ト rsCD4が 固 定 化 抗 体 ホ モ ロ グ に 結 合 す る の を ブ ロ ッ ク す る 能 力 が 測 定 さ
れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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　 好 ま し く は 、 ヒ ト CD4に 結 合 す る 抗 体 ホ モ ロ グ の 能 力 は 、 ヒ ト CD4+細 胞 へ 結 合 す る そ の
能 力 を テ ス ト す る こ と に よ っ て 、 評 価 さ れ る 。 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が ヒ ト CD4に 結 合 す る
か ど う か を 測 定 す る た め に 使 用 す る た め の 好 ま し い CD4+細 胞 は 、 全 長 の ヒ ト CD4を コ ー ド
す る DNAで 形 質 転 換 さ れ 、 そ の 表 面 に CD4を 発 現 し て い る 哺 乳 動 物 の 組 織 細 胞 で あ る 。 そ の
よ う な 細 胞 に は 例 え ば 、 R.A.Fisherら 、 「 HIV　 Infection　 Is　 Blocked　 In　 vitro　 By
　 Recombinant　 Soluble　 CD4」 ,Nature,331,PP.76－ 78(1988)(「 r－ CD4－ CHO　 cells」 )
に 記 載 さ れ て い る 、 全 長 の CD4を コ ー ド す る DNAで 形 質 転 換 さ れ た CHO細 胞 を 含 む 。 適 切 な
ト CD4－ CHO細 胞 は 、 メ リ ー ラ ン ド 州 リ ン チ カ ム に あ る In　 Vitro　 International,Inc.　 c
ulture　 collectionに 寄 託 さ れ 、 受 託 番 号 IVI－ 10260が 付 け ら れ て い て 、 メ リ ー ラ ン ド 州
ロ ッ ク ビ ル に あ る American　 Type　 Culture　 Collectionに 移 送 さ れ 、 受 託 番 号 CRL10884
が 付 け ら れ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 抗 体 ホ モ ロ グ の CD4+細 胞 へ の 結 合 は 、 好 ま し く は 、 テ ス ト さ れ た 抗 体 ホ モ ロ グ が 誘 導 さ
れ た 同 じ 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 な 蛍 光 標 識 し た 二 次 抗 体 で 細 胞 を 染 色 す る こ と に よ
っ て 検 出 さ れ る 。 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 機 (「 FACS」 )は 、 あ ら ゆ る 結 合 を 検 出 し 定 量 す る た
め に 使 用 さ れ る 。 一 般 的 に は 、 H.M.Shapiro,Practical　 Flow　 Cytometry,Alan　 R.Liss,
lnc.,NewYork,NewYork(1985)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 HIVgpl20の ヒ ト CD4へ の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る 抗 体 ホ モ ロ グ の 能 力 は 、
過 剰 HIVgp120を CD4+細 胞 で 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 抗 体 ホ モ ロ グ が 細 胞 に 結 合 す る の を 結
合 HIVgp120が ブ ロ ッ ク す る 度 合 い を 定 量 す る こ と に よ っ て 、 決 定 さ れ る 。 抗 体 ホ モ ロ グ の
CD4+細 胞 へ の 結 合 は 、 テ ス ト さ れ る 抗 体 ホ モ ロ グ が 誘 導 さ れ る 同 じ 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に
特 異 的 な 蛍 光 標 識 し た 二 次 抗 体 を 使 う こ と に よ っ て 、 FACS分 析 に よ り 定 量 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 上 記 ア ッ セ イ で 使 用 さ れ る HIVgp120は 、 HIV感 染 細 胞 、 HIVそ れ 自 身 、 HIVgp120遺 伝 子 で
形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 、 ま た は 分 離 さ れ た gp120に よ っ て 、 提 供 し 得 る 。 好 ま し く は 、 H
IVgp120を コ ー ド す る 切 断 型 HIVgp160遺 伝 子 で 形 質 転 換 さ れ た 単 細 胞 宿 主 か ら 分 離 さ れ る
、 精 製 さ れ た 可 溶 性 HIVgp120が 使 用 さ れ る 。 精 製 さ れ た 組 換 え HIVgp120は 、 例 え ば Replig
en社 (ケ ン ブ リ ッ ジ 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 )お よ び Celltech社 (バ ー ク シ ャ ー 、 英 国 )か ら 市
販 さ れ て い る 。 組 換 え gpl20を 産 生 す る 細 胞 は 、 例 え ば 、 Laskyら 、 「 Neutralization　 Of
　 The　 AIDS　 Retrovirus　 By　 Antibodies　 To　 A　 Recombinant　 Envelope　 Glycoprot
ein,Science,233,pp.209－ 12(1986)」 に 記 載 さ れ て い る 。 適 切 な 可 溶 性 HIVgp120は 、 配 列
番 号 3で 定 義 さ れ る DNA配 列 を 有 す る 組 換 え バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス で 形 質 転 換 さ れ た Sodoptera
　 frugiperdaに よ っ て 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 CD4+細 胞 間 の HIV誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 、 OKT4以 上 に 、 あ
る い は 少 な く と も OKT4Aと 同 程 度 に ブ ロ ッ ク す る か ど う か を 測 定 す る た め に 、 あ ら ゆ る 既
知 の シ ン シ チ ウ ム ア ッ セ イ が 使 用 し 得 る 。 好 ま し く は 、 HIV実 験 室 分 離 株 、 HIV感 染 CD4+組
織 培 養 細 胞 (例 え ば 、 H9)が C8166細 胞 の 培 養 物 に 加 え ら れ 、 そ し て 様 々 な 量 の 抗 体 ホ モ ロ
グ が コ ン ト ロ ー ル の 培 養 を 除 く 全 て に 加 え ら れ る 。 コ ン ト ロ ー ル の 培 養 に は 、 同 様 な 様 々
な 量 の OKT4ま た は OKT4Aが 添 加 さ れ る 。 い く つ か の コ ン ト ロ ー ル の 培 養 (陰 性 コ ン ト ロ ー ル
)は 、 何 も 補 充 さ れ な い か 、 あ る い は 、 抗 体 ホ モ ロ グ と 同 じ ア イ ソ タ イ プ の 関 連 す る 抗 体
で 補 充 さ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 全 て の 培 養 物 は 、 シ ン シ チ ウ ム の 目 視 検 査 に よ
り 点 数 化 さ れ る 。 こ の よ う に し て 、 シ ン シ チ ウ ム 形 成 を ブ ロ ッ ク す る 抗 体 ホ モ ロ グ の 能 力
が 、 OKT4お よ び OKT4Aの シ ン シ チ ウ ム ブ ロ ッ ク 能 力 と 比 較 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 抗 体 ホ モ ロ グ の シ ン シ チ ウ ム ブ ロ ッ ク 能 力 と 、 OKT4お よ び OKT4Aの 同 じ 能 力 と を 比 較 す
る 別 の 方 法 を 下 記 に 示 す 。 表 面 に 組 換 え HIVエ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 (即 ち 、 HIVgp160の
翻 訳 後 の 開 裂 の 後 の HIVgp120/gp41)を 発 現 す る 形 質 転 換 さ れ た 組 織 培 養 細 胞 を 、 OKT4、 OK
T4A、 テ ス ト さ れ る 抗 体 ホ モ ロ グ の 存 在 、 ま た は 抗 体 が 全 く な い 状 況 下 で 、 検 出 可 能 な 物

10

20

30

40

50

(16) JP 2007-175055 A 2007.7.12



質 (例 え ば 、 5 1 Crで 標 識 し た Jurkat細 胞 )を 含 む ヒ ト CD4+細 胞 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 培 養 上 清 を 検 出 可 能 な 物 質 に つ い て ア ッ セ イ す る (例 え ば 、 5

1 Crの τ 照 射 測 定 )。 細 胞 溶 解 は 、 HIV誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 に 避 け 難 い 事 象 で あ る 。 そ
れ 故 に 、 細 胞 溶 解 の 結 果 と し て の 培 養 上 清 中 に 遊 離 さ れ る 検 出 可 能 な 物 質 は 、 シ ン シ チ ウ
ム 形 成 と 正 比 例 す る 。 こ の よ う に し て 、 OKT4、 OKT4Aお よ び 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が シ ン シ
チ ウ ム 形 成 を ブ ロ ッ ク す る 度 合 い は 、 容 易 に 定 量 し 比 較 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 上 記 ア ッ セ イ の た め の 最 も 好 ま れ る 形 質 転 換 組 織 培 養 細 胞 は 、 そ の 表 面 に 組 換 え HIVエ
ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る CHO細 胞 (「 r－ gp160－ CHO細 胞 」 )で あ る 。 そ の よ う な
r－ gp160－ CHO細 胞 は 、 メ リ ー ラ ン ド 州 リ ン チ カ ム に あ る In　 Vitro　 International,Inc.
　 culture　 collectionに 寄 託 さ れ 、 受 託 番 号 IVI－ 10261が 付 け ら れ 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ
ッ ク ビ ル に あ る American　 Type　 Culture　 Collectionに 移 送 さ れ 、 受 託 番 号 CRL10885が
付 け ら れ て い る 。 寄 託 細 胞 は 、 本 明 細 書 に 配 列 番 号 1で 定 義 さ れ る DNA配 列 に よ り 形 質 転 換
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 イ ン ビ ト ロ の 破 傷 風 ト キ ソ イ ド に 特 異 的 な 増 殖 ア ッ セ イ に お い
て OKT4Aよ り も 免 疫 抑 制 性 が 低 い か ど う か 決 定 す る た め に は 、 E.G.Englemanら 、 「 Activat
ionof　 Human　 T　 Lymphocyte　 Subsets:Helper　 And　 Supppressor/Cytotoxic　 T　 Cell
s　 Recognize　 And　 Respond　 to　 Distinct　 Histocompatibility　 Antigens」 ,J.Immun
ol.,127,pp.2124－ 29(1981)に 記 載 の 一 般 的 な プ ロ ト コ ー ル が 好 ま し い 。 そ の よ う な 破 傷
風 ト キ ソ イ ド ア ッ セ イ で は 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 誘 導 の Ｔ 細 胞 増 殖 を 減 少 さ せ る 抗 体 ホ モ ロ
グ お よ び OKT4Aの 能 力 が 定 量 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 増 殖 は 、 Ｔ 細 胞 に よ る 3H－ チ ミ ジ ン 取
り 込 み に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 ヒ ト CD4　 VI領 域 を 構 成 す る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し な い か ど う
か 、 あ る い は 、 そ れ が ヒ ト CD4　 VlV2領 域 を 構 成 す る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る か ど う か を
決 定 す る に は 、 ELISAア ッ セ イ 、 ラ ジ オ イ ミ ュ ノ ア ッ セ イ (RIAs)、 FACS分 析 な ど が 有 用 で
あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ で は 、 抗 体 ホ モ ロ グ の こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か に 結 合
す る 能 力 は 、 抗 体 ホ モ ロ グ が 由 来 す る 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 な 二 次 抗 体 の 使 用 に よ
り 検 出 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 好 ま し く は 、 結 合 は 、 あ ら ゆ る 阻 害 を 定 量 す る FACS分 析 を 使 用 し て 、 CD4+細 胞 の 表 面 に
示 さ れ る ヒ ト CD4細 胞 に 対 す る 抗 体 ホ モ ロ グ の 結 合 競 合 物 と し て 作 用 す る CD4　 V1お よ び CD
4　 V1V2ポ リ ペ プ チ ド の 、 阻 害 の 研 究 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 あ る い は 、 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が CD4　 VIま た は CD4　 VIV2の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る か
、 し な い か の 決 定 は 、 抗 体 ホ モ ロ グ が プ レ ー ト に 結 合 し 、 検 出 可 能 な 標 識 さ れ た rsCD4を
用 い て 、 CD4　 VIま た は CD4　 VIV2が 同 時 に 抗 体 ホ モ ロ グ へ の 結 合 に 競 合 す る RIA競 合 ア ッ
セ イ を 用 い て 達 成 さ れ る 。 結 合 rsCD4の 量 は 、 CD4　 V1ま た は CD4　 VIV2の ポ リ ペ プ チ ド が
存 在 し な い 状 況 で の rsCD4の 量 と 比 較 さ れ 、 CD4　 V1ま た は CD4　 VIV2ポ リ ペ プ チ ド に よ る r
sCD4結 合 阻 害 の パ ー セ ン ト の 計 算 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ヒ ト CD4　 V1ま た は CD4　 VIV2領 域 を 構 成 し て い る 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 PCT特 許 出
願 番 号 PCT/US88/02940ま た は 上 記 Maddonら 、 Cellに 記 載 さ れ て い る CD4配 列 の そ れ ぞ れ 、 C
D4　 AA3－ AA115ま た は CD4　 AA3－ AA182で あ る 。 上 記 Littmanら 、 Cellの 訂 正 番 号 シ ス テ ム
に よ り 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は そ れ ぞ れ 、 ヒ ト CD4　 AAl－ AA113お よ び ヒ ト CD4　 AA1－ A
A180に 対 応 す る 。 適 切 な CD4　 VIポ リ ペ プ チ ド は 、 B.H.Chaoら 、 「 A113－ Amino　 Acid　 Fr
agment　 Of　 CD4　 Produced　 ln　 Escherichia　 coli　 Blocks　 Human　 Immunodeficienc
y　 Virus－ Induced　 Cell　 Fusion」 ,J.Biol.Chem.,264,pp.5812－ 17(1989)に 記 載 さ れ て
い る 。 適 切 な CD4　 VIV2ポ リ ペ プ チ ド は 、 R.L.Garlickら 、 「 Escherichia　 coli　 Express
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ion,Purification,And　 Biological　 Activity　 Of　 A　 Truncated　 Soluble　 CD4」 ,AID
S　 Res.Hum.Retrovirus,6,pp.465－ 79(1990)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 HIVに よ る CD4+細 胞 の 感 染 を 阻 害 す る か ど う か 決 定 す る た め に
、 HIV感 染 の あ ら ゆ る 指 標 を モ ニ タ ー し 得 た 。 HIV感 染 の 有 用 な 指 標 に は 、 例 え ば 、 HIVで
慢 性 的 に 感 染 さ れ た 細 胞 に よ る HIVコ ア 抗 原 p24の 分 泌 お よ び HIV誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成
が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 HIV感 染 の 阻 害 は 、 HIV感 染 の CD4+細 胞 培 養 物 中 の 抗 体 ホ モ ロ グ
の 存 在 か ま た は 存 在 し な い 条 件 で の HIVp24レ ベ ル を 比 較 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 イ ン ビ ボ で の 循 環 CD4+細 胞 数 の 有 意 な 減 少 を 生 じ る か ど う か を
測 定 す る た め に 、 抗 体 ホ モ ロ グ を 正 常 免 疫 機 能 を 有 す る 哺 乳 動 物 に 投 与 後 24時 間 以 内 に そ
の 哺 乳 動 物 か ら 分 離 さ れ る 循 環 CD4+細 胞 の 数 を 定 量 し 、 投 与 前 の 数 ま た は 、 本 発 明 の 抗 体
ホ モ ロ グ の 代 わ り に 特 異 性 に 関 連 の な い ア イ ソ タ イ プ の あ っ た 抗 体 ホ モ ロ グ を 投 与 し た コ
ン ト ロ ー ル の 哺 乳 動 物 に お け る 数 と 比 較 し た 。 CD4+細 胞 の 定 量 は 、 例 え ば 、 抗 体 ホ モ ロ グ
の CD4(例 え ば 、 OKT4)結 合 を 交 差 ブ ロ ッ ク し な い 蛍 光 標 識 し た 抗 CD4抗 体 で 細 胞 を 染 色 す る
こ と に よ っ て 達 成 し 得 、 そ の 後 FACS分 析 を 行 う 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が イ ン ビ ボ で の CD4+細 胞 表 面 か ら の 有 意 な CD4調 節 を 起 こ さ な い か
ど う か 測 定 す る た め に 、 抗 体 ホ モ ロ グ を 正 常 免 疫 機 能 を 有 す る 哺 乳 動 物 に 投 与 後 24時 間 以
内 に そ の 哺 乳 動 物 か ら 分 離 さ れ る CD4+細 胞 上 の CD4分 子 の 数 を 定 量 し 、 投 与 前 の 数 ま た は
、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ の 代 わ り に 特 異 性 に 関 連 の な い ア イ ソ タ イ プ の あ っ た 抗 体 ホ モ ロ
グ を 投 与 し た コ ン ト ロ ー ル の 哺 乳 動 物 に お け る 数 と 比 較 し た 。 細 胞 表 面 CD4の 定 量 は 例 え
ば 、 抗 体 ホ モ ロ グ の CD4(例 え ば 、 OKT4)結 合 を 交 差 ブ ロ ッ ク し な い 蛍 光 標 識 し た 抗 CD4抗 体
で 細 胞 を 染 色 す る こ と に よ っ て 達 成 し 得 、 そ の 後 FACS分 析 を 行 う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 イ ン ビ ボ で 循 環 末 梢 白 血 球 数 に お け る 有 意 な 減 少 を 生 じ な い か
ど う か を 測 定 す る た め に 、 正 常 な 免 疫 機 能 を 有 す る 哺 乳 動 物 に 抗 体 ホ モ ロ グ を 投 与 後 24時
間 以 内 に 採 取 し た 血 液 を 、 慣 用 的 な 手 段 を 用 い て 分 画 し 、 白 血 球 数 の 計 測 を 行 う (例 え ば
、 染 色 血 ス ミ ア に よ り )。 そ の 数 は 、 そ の 哺 乳 動 物 の 投 与 前 の 数 、 ま た は 本 発 明 の 抗 体 ホ
モ ロ グ の 代 わ り に 特 異 性 に 関 連 し な い ア イ ソ タ イ プ の あ っ た 抗 体 ホ モ ロ グ を 投 与 し た コ ン
ト ロ ー ル の 哺 乳 動 物 の 数 と 比 較 す る 。 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 イ ン ビ ボ で 外 来 抗 原 に 応 答
し て 誘 発 さ れ る 抗 体 力 価 の 有 意 な 減 少 を 生 じ る か ど う か を 測 定 す る た め に 、 正 常 な 免 疫 機
能 を 有 す る 哺 乳 動 物 で 外 来 抗 原 に よ り 誘 発 さ れ た 抗 体 力 価 を 抗 体 ホ モ ロ グ の 投 与 後 に 測 定
し 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ の 代 わ り に 特 異 性 に 関 連 の な い ア イ ソ タ イ プ の あ っ た 抗 体 ホ モ
ロ グ を 投 与 し た コ ン ト ロ ー ル の 哺 乳 動 物 で 誘 発 さ れ た 力 価 と 比 較 す る 。 外 来 抗 原 に 対 す る
抗 体 力 価 は 例 え ば 、 外 来 抗 原 で コ ー ト し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 使 用 し て 都 合 よ く
、 ELIZA法 に よ っ て 測 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 マ イ ト ジ ェ ン お よ び 異 種 細 胞 に 対 す る イ ン ビ ト ロ で の Ｔ 細 胞 の
増 殖 反 応 を 有 意 に 阻 害 す る か ど う か を 測 定 す る た め に 、 抗 体 ホ モ ロ グ の 投 与 前 ま た は 投 与
後 の 様 々 な 時 点 で 分 離 さ れ る Ｔ 細 胞 の 増 殖 反 応 が 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 こ の 目 的 の た め の 有 用 な マ イ ト ジ ェ ン は 、 コ ン カ ナ バ リ ン Aお よ び フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ
ン を 含 む 。 有 用 な 異 種 細 胞 は 、 抗 体 ホ モ ロ グ が 投 与 さ れ た 哺 乳 動 物 の 種 以 外 の 種 か ら 由 来
の あ ら ゆ る 細 胞 (例 え ば 、 リ ン パ 球 )を 含 む 。 増 殖 反 応 は 例 え ば 、 マ イ ト ジ ェ ン ま た は 放 射
線 照 射 さ れ た 異 種 細 胞 な ど 増 殖 で き な い も の と 共 に イ ン ビ ト ロ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た
あ と 、 様 々 な Ｔ 細 胞 試 料 へ の 3H－ チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に よ っ て 、 測 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 （ 本 発 明 に 従 う ホ モ ロ グ の タ イ プ お よ び そ れ ら の 産 生 ）
　 決 定 的 な 基 準 は 上 述 の 特 性 の 組 み 合 わ せ の 1つ を 示 す こ と で あ る の で 、 本 発 明 に 従 う 抗
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体 ホ モ ロ グ は 多 く の タ イ プ が 有 り 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 完 全 な モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 完 全 な 組 換 え 抗 体 、 完 全 な キ メ ラ 組 換 え 抗 体 、 完 全 な ヒ ト 型 組 換 え 抗 体 、
ま た は 前 記 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 （ A.モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ）
　 本 発 明 の 最 も 好 ま し い 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た 完 全 な
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め の 技 術 は 、 公 知 で あ る (
一 般 に 、 E.A.Lerner、 「 How　 To　 Make　 A　 Hybridoma」 ,Yale　 J.Biol.Med.,54,pp.387
－ 402(1981);M.L.Gefterら 、 「 A　 Simple　 Method　 For　 Polyethylene　 Glycol－ Promot
ed　 Hybridization　 Of　 Mouse　 Myeloma　 Cells」 ,Somatic　 Cell　 Genet.,3,pp.231－ 3
6(1977)を 参 照 )。 簡 潔 に 言 え ば 、 永 久 細 胞 様 (典 型 的 に は 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 )は ヒ ト CD4ま
た は そ れ の VIV2含 有 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 調 製 物 で 免 疫 さ れ た 哺 乳 動 物 か ら の リ ン パ 球 (典
型 的 に は 、 脾 臓 細 胞 )に 融 合 さ れ 、 そ し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養 上 清 は 、 上
記 の よ う に 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 有 用 な CD4含 有 調 製 物 に は 、 ヒ ト CD4保 持 細 胞 (例 え ば 、 CD4+リ ン パ 球 )、 CD4を 含 有 す る
そ の よ う な 細 胞 の 分 画 、 天 然 源 か ら 分 離 さ れ る 未 精 製 の 、 部 分 的 に 精 製 さ れ た 、 ま た は 実
質 的 に 純 粋 な ヒ ト CD4、 お よ び 部 分 的 に 精 製 さ れ た ま た は 実 質 的 に 純 粋 な ヒ ト CD4ま た は 組
換 え 宿 主 細 胞 か ら 得 ら れ る VIV2を 含 有 す る そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る 。 CD4の VIV2
含 有 フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 例 え ば 、 PCT特 許 出 願 番 号 PCT/US88/0294
0に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 好 ま し い 免 疫 原 は 、 CD4一 哺 乳 動 物 組 織 培 養 細 胞 を 、 ヒ ト CD4の 全 長 を コ ー ド す る DNAで
形 質 転 換 す る こ と に よ っ て 産 生 さ れ る CD4+細 胞 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 免 疫 原 は 、 上 記
Maddonら 、 Cellに 記 載 さ れ て い る CD4の AA－ 23－ AA435(即 ち 、 上 記 Littmanら 、 Cellに 記 載
の 訂 正 番 号 シ ス テ ム で は 、 CD4の AA－ 25－ AA433)で あ る 。 そ の よ う な 細 胞 は 、 本 明 細 書 で
は 「 r－ CD4－ CHO細 胞 」 と し て 示 さ れ 、 メ リ ー ラ ン ド 州 リ ン チ カ ム の In　 Vitro　 Internat
ional,Inc.culture　 collectionに 寄 託 さ れ 、 受 託 番 号 IVI－ 10260が 付 け ら れ 、 メ リ ー ラ
ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル に あ る American　 Type　 Culture　 Collectionに 移 送 さ れ 、 受 託 番 号 CRL
10884が 付 け ら れ た (上 記 Fisherら 、 Natureも 参 照 )。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 理 論 に 束 縛 さ れ る こ と は 望 ま な い が 、 「 天 然 の 」 CD4+細 胞 、 分 離 CD4ま た は 切 断 型 の CD4
よ り は 、 免 疫 原 と し て の r－ CD4－ CHO細 胞 を 使 用 す る こ と が 、 特 定 の 融 合 物 か ら 本 発 明 に
従 う 抗 CD4抗 体 ホ モ ロ グ を 得 る 可 能 性 を 増 大 す る と 我 々 は 考 え て い る 。 r－ CD4－ CHO細 胞 の
表 面 に 示 さ れ る CD4以 外 に 天 然 の Ｔ 細 胞 表 面 の 分 子 は な く 、 あ っ た と し て も CD4に 関 連 し 、
そ の 関 連 の 故 に あ る 種 の CD4エ ピ ト ー プ を 受 け 入 れ 難 く さ せ る と い う 事 実 の た め に 、 「 天
然 」 CD4+細 胞 に 比 較 し て こ れ は 可 能 性 を 増 大 さ せ た と 、 我 々 は 考 え て い る 。 単 離 さ れ た CD
4お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト に よ っ て 想 定 さ れ る 高 次 構 造 よ り も r－ CD4－ CHO細 胞 表 面 上 の CD
4に よ っ て 想 定 さ れ る よ り 好 ま し い 高 次 構 造 の た め に 、 単 離 さ れ た CD4ま た は そ の フ ラ グ メ
ン ト と 比 較 し て 、 こ れ は 可 能 性 を 増 大 さ せ た と 、 我 々 は 考 え て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 免 疫 化 は 、 標 準 的 手 法 を 使 っ て 達 成 し 得 る 。 こ の ユ ニ ッ ト 用 量 お よ び 免 疫 化 統 制 法 は 、
免 疫 さ れ る 哺 乳 動 物 の 種 、 そ の 免 疫 状 態 、 そ の 哺 乳 動 物 の 体 重 、 お よ び 投 与 さ れ る CD4調
製 物 の CD4量 に 依 存 す る 。 典 型 的 に は 、 CD4調 製 物 は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ま た は 不 完 全 ア ジ
ュ バ ン ト の よ う な 、 ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 投 与 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 マ ウ ス の 免 疫 化 に 使 用 さ れ る 各 用 量 の CD4の 調 製 物 は 、
少 な く と も 約 2× 10 5 個 の 細 胞 、 好 ま し く は 約 3× 10 6 か ら 2× 10 7 個 の r－ CD4－ CHO細 胞 を 含
む 。 最 も 好 ま し く は 、 1ユ ニ ッ ト 用 量 は 、 約 5× 10 6 個 の r－ CD4－ CHO細 胞 を 含 む 。 典 型 的 に
は 、 マ ウ ス は 第 0日 に 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 共 に r－ CD4－ CHO細 胞 を 腹 腔 内 投 与
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し て 免 疫 さ れ る 。 最 初 の 免 疫 か ら 14日 か ら 6月 後 に 、 好 ま し く は 第 1回 目 の 免 疫 か ら 15日 か
ら 20日 後 に 、 マ ウ ス は 第 1回 目 の 追 加 免 疫 と し て 、 ア ジ ュ バ ン ト な し で r－ CD4－ CHOを 腹 腔
内 投 与 さ れ る 。 所 望 さ れ る な ら ば 、 追 加 の 追 加 免 疫 が 投 与 し 得 る 。 融 合 の 3日 前 に 、 最 後
の 追 加 免 疫 (ア ジ ュ バ ン ト な し の r－ CD4－ CHO細 胞 )が 腹 腔 内 投 与 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 こ
の 最 後 の 追 加 免 疫 が 、 最 初 の 免 疫 よ り 1か ら 6か 月 後 、 好 ま し く は 39か ら 44日 後 に 投 与 さ れ
る 。 最 後 の 追 加 免 疫 投 与 よ り 3日 後 、 こ の 哺 乳 動 物 は 殺 さ れ て 、 そ の 脾 臓 が 摘 出 さ れ 、 脾
臓 細 胞 (リ ン パ 球 を 含 む )が 永 久 細 胞 株 と の 融 合 の た め に 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 こ の 免 疫 さ れ た 哺 乳 動 物 は 追 加 免 疫 と 追 加 免 疫 の 間 に 採 血 さ れ 、 各 血 液 サ ン プ ル か ら の
血 清 は 本 発 明 に 従 い 、 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 抗 体 ホ モ ロ グ に つ い て
ア ッ セ イ さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 産 生 に 使 用 さ れ る リ ン パ 球 は 、 典 型 的 に は 、 血 清
が 本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ の 存 在 に つ い て 既 に 陽 性 を 示 す 、 免 疫 さ れ た 哺 乳 動 物 か ら 単
離 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 リ ン パ 球 と 永 久 細 胞 を 融 合 さ せ る あ ら ゆ る 既 知 の プ ロ ト コ ー ル は 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ
グ を 生 み 出 す 目 的 に 有 用 で あ る (例 え ば 、 G.Galfreら 、 「 Antibodies　 To　 Major　 Histoc
ompatibility　 Antigens　 Produced　 By　 Hybrid　 Cell　 Lines」 ,Nature,266,pp.550－ 5
2(1977);上 記 Gefterら 、 Somatic　 Cell　 Genet.;上 記 Lerner,YaleJ.Biol.Med.を 参 照 )。
さ ら に 当 業 者 に は 、 有 用 で も あ る そ の よ う な 方 法 に 多 く の 多 様 性 が あ る こ と は 明 ら か で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 典 型 的 に は 、 永 久 細 胞 は 、 こ の リ ン パ 球 と 同 じ 哺 乳 動 物 の 種 に 由 来 す る 。 有 用 な 哺 乳 動
物 に は 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 永 久 細 胞 株 お よ び リ ン パ 球 の 両 方 と も が BALB/c(JacksonLabs、 メ イ ン
州 バ ー ハ ー バ ー )の 同 系 マ ウ ス か ら 誘 導 さ れ た 。 好 ま し い 永 久 細 胞 株 は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン
、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 お よ び チ ミ ジ ン を 含 有 す る 培 養 培 地 (「 HAT培 地 」 )に 感 受 性 を 有 す る
マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 で あ る 。 最 も 好 ま し い マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 は 、 P3X63－ AG8.6
53(メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル 、 ATCC、 カ タ ロ グ 番 号 CRL1580)で あ る 。 典 型 的 に は 、 HAT感
受 性 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (「 PEG」 )、 好 ま し く は PEG－ 3350
を 使 用 し て 、 マ ウ ス 脾 臓 細 胞 に 融 合 さ れ る 。 融 合 に よ っ て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は
次 に 、 非 融 合 ミ エ ロ ー マ 細 胞 お よ び 非 生 産 的 融 合 ミ エ ロ ー マ 細 胞 (非 融 合 脾 臓 細 胞 は 、 形
質 転 換 し な か っ た た め に 数 日 後 に 死 滅 す る )を 死 滅 さ せ る HAT培 地 を 使 っ て 選 択 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 に 従 う 、 抗 体 ホ モ ロ グ (モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、
上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 。 好 ま し く は 、 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 CD4+細 胞 表 面 上 に 示 さ れ
る ヒ ト CD4に 結 合 す る 抗 体 を 選 択 す る 。 そ の よ う な 結 合 は 、 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 特 異
的 な 蛍 光 標 識 し た 二 次 抗 体 を 使 用 し て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 完 全 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ を 産 生 す る た め に 、 上 記 ス ク
リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 陽 性 で あ っ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 培 養 培 地 に 分 泌 さ せ る の に 充 分 な 時 間 と 条 件 下 で 培 養 す る 。 ハ イ ブ リ
ド ー マ 細 胞 に 適 切 な 組 織 培 養 技 術 と 培 養 培 地 は 、 公 知 で あ る (例 え ば 、 上 記 、 Lerner、 Yal
e　 J　 Biol.Med.を 参 照 )。 抗 体 ホ モ ロ グ を 含 有 す る 馴 化 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 が 集 め
ら れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 あ る い は 、 所 望 の 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 非 免 疫 マ ウ ス の 腹 膜 腔 に 注 入
す る こ と に よ っ て 産 生 し 得 る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 腹 膜 腔 で 増 殖 し 、 抗 体 ホ モ ロ グ を
分 泌 し 、 そ れ は 腹 水 液 と し て 蓄 積 す る (上 記 、 Lerner、 Yale　 J　 Bio1.Med.を 参 照 )。 こ の
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抗 体 ホ モ ロ グ は 、 腹 膜 腔 か ら 注 射 機 を 使 っ て 腹 水 液 を 取 り 出 す こ と に よ っ て 回 収 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ で あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 馴 化 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 培
養 上 清 ま た は 腹 水 か ら 容 易 に 精 製 さ れ る こ と は 、 当 業 者 に 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 （ B.組 え 抗 体 お よ び そ れ ら を コ ー ド す る DNA）
　 本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 本 発 明 に 従 う 免 疫 グ ロ ブ リ ン の L鎖 お よ び H鎖 を コ ー ド す
る DNAで 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 で 産 生 さ れ る 組 換 え モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 得 る 。 組
換 え 抗 体 は 、 公 知 の 遺 伝 子 工 学 技 術 に よ っ て 産 生 し 得 る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 援 用 さ れ て
い る 米 国 特 許 第 4,816,397号 を 参 照 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 例 え ば 、 組 換 え 抗 体 は 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 、 所 望 の
抗 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の L鎖 お よ び H鎖 を コ ー ド す る cDNAあ る い は ゲ ノ ム DNAを ク ロ ー ニ ン
グ す る こ と に よ り 産 生 し 得 る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る cDNAま た は ゲ ノ ム DNA
は 次 に 、 両 方 の 遺 伝 子 が そ れ ら 自 身 の 転 写 ま た は 翻 訳 発 現 制 御 配 列 に 機 能 す る よ う に 連 結
さ れ る よ う に 、 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。 発 現 ベ ク タ ー お よ び 発 現 制 御 配 列 が 、 使 用 さ
れ る 発 現 宿 主 細 胞 に 適 合 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 両 方 の 遺 伝 子 が 同 じ 発 現 ベ
ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 は 、 5A8の L鎖 の 可 変 領 域 (配 列 番 号 14)お よ び 5A8の H鎖 の 可 変 領 域 (配 列 番 号 9)を
コ ー ド す る DNA配 列 、 即 ち 本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ を コ ー ド す る そ れ ら の 一 部 分 、 お よ
び こ れ ら の DNA配 列 を 生 じ る あ ら ゆ る DNA配 列 を 提 供 す る 。 上 記 の DNA配 列 の 1つ 以 上 を 含 む
組 換 え DNA分 子 お よ び 、 そ れ に 機 能 す る よ う に 連 結 す る 1つ 以 上 の 発 現 制 御 配 列 が ま た 、 提
供 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 原 核 ま た は 真 核 細 胞 が 、 発 現 宿 主 と し て 使 用 し 得 る 。 真 核 宿 主 細 胞 で の 発 現 は 、 そ の よ
う な 細 胞 が 原 核 細 胞 よ り も 、 適 切 に 折 り 畳 ま れ 、 免 疫 学 的 に 活 性 な 抗 体 を 集 め て 分 泌 す る
の で 、 好 ま し い 。 し か し 、 産 生 さ れ た 抗 体 で 不 適 切 な 折 り 畳 み の た め に 不 活 性 な も の は 、
公 知 の 方 法 (P.S.Kimお よ び R.L.Baldwin、 「 Specific　 Intermediates　 In　 The　 Folding
　 Reactions　 Of　 Small　 Proteins　 And　 The　 Mechanism　 Of　 Protein　 Folding」 ,An
n.Rev.Biochem.,51,pp.459－ 89(1982))に 従 っ て 復 元 し 得 る 。 宿 主 細 胞 が 、 L鎖 ダ イ マ ー ま
た は H鎖 ダ イ マ ー の よ う な 完 全 な 抗 体 の 一 部 分 を 産 生 す る こ と は 可 能 で あ る 。 こ れ も ま た
本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 上 記 方 法 の 様 々 な も の が 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る こ と は 理 解 さ れ る 。 例 え ば 、 宿 主 細 胞
を 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ の L鎖 ま た は H鎖 の い ず れ か (両 方 で は な い )を コ ー ド す る DNAで 形
質 転 換 す る こ と が 望 ま し い 。 組 換 え DNA技 術 は ま た 、 CD4結 合 に 必 要 で は な い L鎖 お よ び H鎖
の い ず れ か 、 ま た は 両 方 を コ ー ド す る DNAの い く つ か 、 ま た は 全 て を 除 く た め に 使 用 さ れ
得 る 。 そ の よ う な 切 断 型 DNA分 子 に よ り 発 現 さ れ る 分 子 は 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ で
あ る 。 さ ら に 、 1つ の H鎖 と 1つ の L鎖 が 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ で あ り 、 他 の H鎖 お よ び L鎖 が
CD4以 外 の 抗 原 ま た は CD4の 他 の エ ピ ト ー プ で あ る 、 二 機 能 性 抗 体 ホ モ ロ グ を 産 生 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 （ C.キ メ ラ 型 お よ び ヒ ト 型 組 換 え 抗 体 お よ び そ れ ら を コ ー ド す る DNA）
　 上 記 の 組 換 え 抗 体 を コ ー ド す る DNAは 、 キ メ ラ 型 ま た は ヒ ト 型 組 換 え 抗 体 を 産 生 す る た
め の 開 始 点 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 キ メ ラ 型 組 換 え 抗 体 は 、 所 望 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の L鎖 お
よ び H鎖 を コ ー ド す る DNAを 含 む 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー で 宿 主 を 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て 産
生 さ れ 、 そ の 中 で は ヒ ン ジ 部 お よ び H鎖 お よ び /ま た は L鎖 の 不 変 領 域 を コ ー ド す る DNAの 全
て ま た は い く ら か は 、 異 な る 種 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の L鎖 ま た は H鎖 に 対 応 す る 領 域 か ら の DN
Aで 置 換 さ れ た 。 初 め の 組 換 え 抗 体 が 非 ヒ ト 型 の 時 は 、 対 応 す る ヒ ト の 配 列 で の 置 換 が 好
ま し い 。 適 例 と な る キ メ ラ 型 組 換 え 抗 体 は 、 マ ウ ス の 可 変 領 域 、 お よ び ヒ ト の ヒ ン ジ 部 お
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よ び 不 変 領 域 を 有 す る 。 一 般 に は 、 米 国 特 許 第 4,816,397号 、 お よ び S.L.Morrisonら 、 「 C
himeric　 Human　 Antibody　 Molecules:Mouse　 Antigen－ Binding　 Domains　 With　 Huma
n　 Constant　 Region　 Domains」 ,Proc.Natl.Acad.Sci.USA,81,pp.6851－ 55(1984)を 参 照
の こ と 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 5A8キ メ ラ 型 組 換 え 抗 体 で は 、 そ れ ぞ れ に 、 L鎖 の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸
配 列 は 配 列 番 号 15、 H鎖 の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 10で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ヒ ト 型 組 換 え 抗 体 は 、 所 望 の 非 ヒ ト 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン の L鎖 お よ び H鎖 を コ ー ド す る DNA
を 含 む 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て 産 生 さ れ 、 こ の 中 で は
CD4結 合 に 関 わ っ て い な い ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る DNAの 全 て ま た は い く ら か は 、 所 望 の ヒ ト
免 疫 グ ロ ブ リ ン の L鎖 ま た は H鎖 の 対 応 す る 領 域 か ら の DNAで 置 換 さ れ た 。 一 般 に は 、 P.T.J
onesら 、 「 Replacing　 The　 Complementarity－ Determining　 Regions　 In　 A　 Human　 A
ntibody　 With　 Those　 From　 A　 Mouse」 ,Nature,321,pp.522－ 25(1986)を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 最 も 好 ま し い ヒ ト 型 組 換 え 抗 体 は 、 5A8の 相 補 性 決 定 領 域 (「 CDRs」 )を 有 し て
い る 。 こ れ ら は 、 ヒ ト 型 組 換 え 抗 体 を 含 ん で お り 、 そ の 中 で は :
(a)L鎖 CDR1は 、 配 列 番 号 15の AA24－ AA40で あ る 。
(b)L鎖 CDR2は 、 配 列 番 号 15の AA56－ AA62で あ る 。
(c)L鎖 CDR3は 、 配 列 番 号 15の AA95－ AA102で あ る 。
(d)H鎖 CDR1は 、 配 列 番 号 10の AA31－ AA35で あ る 。
(e)H鎖 CDR2は 、 配 列 番 号 10の AA50－ AA66で あ る 。
(f)H鎖 CDR3は 、 配 列 番 号 10の AA99－ AA111で あ る 。
他 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 5A8の CDRsを 有 す る ヒ ト 型 組 換 え 抗 体 を 提 供 し 、 そ の 中 で は L鎖
可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 56の AA1－ AA112で あ り 、 H鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列
は 配 列 番 号 45の AA1－ AA122で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 5A8の CDRsを 有 す る ヒ ト 型 組 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ を 提 供 し 、
そ の 中 で は L鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 56の AA1－ AA219で あ り 、 H鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配
列 番 号 45の AA1－ AA449で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 、 pre－ 5A8ヒ ト 型 L鎖 (配 列 番 号 55)お よ び pre－ 5A8ヒ ト 型 H鎖 (配 列 番 号 44)を コ
ー ド す る DNA配 列 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ を コ ー ド す る 前 記 DNA配 列 の 一 部 分 、 お よ び
前 記 DNA配 列 を 生 じ る DNA配 列 を 提 供 す る 。 1つ 以 上 の 前 記 DNA配 列 お よ び 、 そ れ に 対 し て 機
能 す る よ う に 連 結 さ れ る 1つ 以 上 の 発 現 制 御 配 列 を 含 む 組 換 え DNA分 子 も ま た 提 供 さ れ る 。
好 ま し い 組 換 え DNA分 子 に は 、 pMDR1007(pre－ 5A8ヒ ト 型 L鎖 )pMDR1002(pre－ 5A8ヒ ト 型 H鎖
)が 含 ま れ 、 こ れ は メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル に あ る American　 Type　 Culture　 Collecti
onに 寄 託 さ れ て い て 、 そ れ ぞ れ 受 託 番 号 ATCC68846お よ び ATCC68847が 付 け ら れ て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 （ D.完 全 な 抗 体 で は な い 本 発 明 に 従 う ホ モ ロ グ ）
　 本 発 明 は ま た 、 完 全 な 抗 体 で は な い 抗 体 ホ モ ロ グ を 提 供 す る 。 そ の よ う な ホ モ ロ グ は 、
上 記 の あ ら ゆ る 抗 体 ホ モ ロ グ か ら 由 来 し 得 る 。 例 え ば 、 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト お よ び 上 記
抗 体 に 由 来 す る 、 全 長 を 有 す る モ ノ マ ー 、 ダ イ マ ー 、 ト リ マ ー の ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ 自
身 本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ で あ る 。 こ の タ イ プ の 有 用 な 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 Fabフ ラ グ メ
ン ト 、 Fab’ フ ラ グ メ ン ト 、 F(ab’ )2フ ラ グ メ ン ト 、 F(v)フ ラ グ メ ン ト 、 H鎖 の モ ノ マ ー ま
た は ダ イ マ ー 、 L鎖 の モ ノ マ ー ま た は ダ イ マ ー 、 1本 の H鎖 お よ び 1本 の L鎖 か ら な る ダ イ マ
ー 、 な ど を 含 む 。 5A8の Fabフ ラ グ メ ン ト 以 外 の 上 記 フ ラ グ メ ン ト は 一 般 に 、 本 発 明 に 従 う
有 用 な 抗 体 ホ モ ロ グ で あ る と 我 々 は 考 え て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 化 学 的 方 法 、 例 え ば 、 完 全 な 抗 体 を ペ プ シ ン ま た は パ パ イ ン の よ う
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な プ ロ テ ア ー ゼ で 分 解 し 、 そ し て こ の 分 解 産 物 を 必 要 に 応 じ て 還 元 剤 で 処 理 す る こ と に よ
っ て 、 産 生 し 得 る 。 あ る い は 、 有 用 な フ ラ グ メ ン ト は 、 切 断 型 の H鎖 お よ び /ま た は L鎖 遺
伝 子 で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 使 っ て 産 生 し 得 る 。 H鎖 お よ び L鎖 の モ ノ マ ー は 、 完 全 な
抗 体 を ジ チ オ ス レ イ ト ー ル の よ う な 還 元 剤 で 処 理 す る こ と に よ っ て 産 生 し 得 、 そ の 後 こ の
鎖 を 分 離 す る た め の 精 製 が 行 わ れ る 。 H鎖 お よ び L鎖 の モ ノ マ ー も ま た 、 所 望 の H鎖 ま た は L
鎖 の 両 方 で は な く い ず れ か を コ ー ド す る DNAで 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に よ り 産 生 し 得 る
。 例 え ば 、 E.S.Wardら 、 「 Binding　 Activities　 Of　 A　 Repertoire　 Of　 Single　 lmmu
noglobulin　 Variable　 Domains　 Secreted　 From　 Escherichia　 coli,Nature,341,pp.5
44－ 46(1989);L.Sastryら 、 「 Cloning　 Of　 The　 Immunological　 Repertoire　 in　 Esch
erichia　 coli　 For　 Generation　 Of　 Monoclonal　 Catalytic　 Antibodies:Constructi
on　 Of　 A　 Heavy　 Chain　 Variable　 Region－ Specific　 cDNA　 Library」 ,Proc.Natl.A
cad.Sci.USA,86,pp.5728－ 32(1989)を 参 照 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 （ 本 発 明 に 従 う 誘 導 体 化 さ れ た 抗 体 ホ モ ロ グ ）
　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の あ ら ゆ る 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 本 発 明 の 抗 体
ホ モ ロ グ 、 本 発 明 の 5A8擬 態 物 質 、 検 出 可 能 物 質 、 細 胞 毒 性 物 質 、 お よ び 薬 剤 か ら な る 群
が ら 独 立 に 選 択 さ れ る 1以 上 の メ ン バ ー と 機 能 的 に 連 結 (化 学 的 カ ッ プ リ ン グ 、 遺 伝 子 融 合
そ の 他 に よ っ て )さ れ る よ う に 、 誘 導 体 化 さ れ た 抗 体 ホ モ ロ グ を 提 供 す る 。 誘 導 体 化 さ れ
た 1つ の タ イ プ の 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 2つ 以 上 の (同 じ タ イ プ ま た は 異 な る タ イ プ の )抗 体 ホ モ
ロ グ を 架 橋 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 産 生 さ れ る 。 適 切 な 架 橋 リ ン カ ー は 、 ヘ テ ロ 二 官 能
性 で 適 切 な ス ペ ー サ ー (例 え ば 、 m－ マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル ー N一 ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド
エ ス テ ル )に よ り 分 離 さ れ る 異 な る 反 応 基 を 有 す る も の か 、 ま た は ホ モ 二 官 能 性 で あ る も
の (例 え ば 、 ジ ス ク シ ニ ミ ジ ル ス ベ リ ン 酸 )を 含 む 。 そ の よ う な リ ン カ ー は 、 イ リ ノ イ 州 ロ
ッ ク フ ォ ー ド の Pierce　 Chemical　 Companyか ら 入 手 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 有 用 な 検 出 可 能 物 質 は 、 蛍 光 化 合 物 を 含 む 。 適 例 の 蛍 光 検 出 可 能 物 質 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 ラ イ ド 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン な ど を 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ は ま た 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ワ サ ビ ダ イ コ ン ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ な ど の よ う な 検 出 可 能 な 酵 素 で 誘 導 体 化 し 得 る 。 抗 体 ホ
モ ロ グ が 検 出 可 能 な 酵 素 で 誘 導 体 化 さ れ る と き 、 酵 素 が 検 出 可 能 な 反 応 産 物 を 産 生 す る た
め に 使 用 す る 別 の 試 薬 を 添 加 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 。 例 え ば 、 検 出 物 質 で あ る ワ サ
ビ ダ イ コ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が 存 在 す る と き 、 過 酸 化 水 素 お よ び ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン の 添
加 は 、 検 出 可 能 な 発 色 反 応 産 物 を 導 く 。 抗 体 ホ モ ロ グ は ま た 、 ビ オ チ ン と と も に 誘 導 体 化
し 得 、 そ し て 間 接 的 な ア ビ ジ ン 結 合 の 測 定 に よ っ て 検 出 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 1つ 以 上 の 薬 剤 と 連 結 す る 抗 体 ホ モ ロ グ を 提 供 す る 。 有 用 な 薬 剤 は 、 CD4
以 外 の ヒ ト の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 ホ モ ロ グ の よ う な 、 生 物 学 的 に 活 性 な ペ プ チ ド
、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 を 含 む 。 他 の 有 用 な 薬 剤 は 、 HIV逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 (例 え
ば 、 3’ － ア ジ ド － 2’ ,3’ － ジ デ オ キ シ チ ミ ジ ン (「 AZT」 )お よ び 2’ ,3’ － ジ デ オ キ シ イ
ノ シ ン (「 DDI」 ))お よ び 他 の 抗 ウ ィ ル ス 化 合 物 の よ う な 非 タ ン パ ク 質 性 薬 剤 、 ま た は 免 疫
抑 制 剤 (例 え ば 、 サ イ ク ロ ス ポ リ ン ま た は FK506)を 含 む 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 （ 本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ を 産 生 す る 細 胞 ）
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ を 産 生 す る 細 胞 お よ び 細 胞 培 養 物 を 提 供 す る 。 そ
の よ う な 細 胞 は 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ で あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド
ー マ 細 胞 お よ び 本 発 明 の 組 換 え 抗 体 ホ モ ロ グ を 産 生 す る 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 含 む 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 に 従 う 好 ま し い 細 胞 は 、 本 明 細 書 で 「 5A8」 「 1F8」 お よ び 「 5F2」 と し て 示 さ れ
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る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る も の を 含 む 。 こ の 最 も 好 ま し い 細 胞 系 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 5A8を 産 生 す る 。 5A8、 1F8お よ び 5F2を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 は 、 メ リ ー ラ
ン ド 州 リ ン チ カ ム に あ る In　 Vitro　 International,Inc.culture　 collectionに 寄 託 さ れ
、 そ れ ぞ れ 受 託 番 号 IVI－ 10257、 IVI－ 10258お よ び IVI－ 10259が 付 け ら れ 、 メ リ ー ラ ン ド
州 ロ ッ ク ビ ル に あ る American　 Type　 Culture　 Collectionに 移 送 さ れ 、 そ れ ぞ れ 受 託 番
号 HB1O881、 HB10882お よ び HB1O883が 付 け ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 他 の 好 ま し い 細 胞 は 、 上 記 の 5A8キ メ ラ 型 お よ び ヒ ト 型 組 換 え 抗 体 を 産 生 す る 宿 主 細 胞
で あ る 。 pMDR1007(pre－ 5A8ヒ ト 型 L鎖 )お よ び pMDR1002(pre－ 5A8ヒ ト 型 H鎖 )で 形 質 転 換 さ
れ た 真 核 宿 主 細 胞 は 、 5A8の ヒ ト 型 抗 体 を 産 生 す る た め に 最 も 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 抗 体 ホ モ ロ グ を 産 生 す る 本 発 明 の 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 、 本
発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ を 産 生 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 細 胞 を 培 養 し 、 そ れ ら が 産 生
す る 抗 体 ホ モ ロ グ を 単 離 す る 方 法 は 、 公 知 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 組 織 培 養 技 術 お よ び
腹 水 の 産 生 を 含 む 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 で あ る 本 発 明 の 細 胞 を 産 生 す る 方 法 も ま た 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 に
は 、 全 長 の ヒ ト CD4を コ ー ド す る 一 DNAで CD4一 哺 乳 動 物 組 織 培 養 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と
に よ っ て 産 生 さ れ る 、 細 胞 が そ の 表 面 上 に CD4を 発 現 す る CD4+細 胞 で 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動
物 を 免 疫 す る 工 程 を 包 含 す る 。 こ の プ ロ セ ス の た め の 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ る 好 ま し い 細
胞 は 、 上 記 の r－ CD4－ CHO細 胞 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 （ ５ Ａ ８ 擬 態 物 質 ）
　 本 発 明 は 5A8擬 態 物 質 を 提 供 す る 。 こ れ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 5A8に よ る 、 CD4+細 胞 表 面
上 に 発 現 さ れ て い る ヒ ト rsCD4ま た は ヒ ト CD4へ の 結 合 を 少 な く と も 30%減 少 さ せ る 化 合 物
で あ る 。 5A8擬 態 物 質 は 、 ペ プ チ ド 、 半 ペ プ チ ド 化 合 物 ま た は 非 ペ プ チ ド 化 合 物 で あ る 。
好 ま し い 5A8擬 態 物 質 は 、 CD4+間 の HIV誘 導 シ ン シ チ ウ ム 形 成 を 阻 害 し 、 HIVに よ る CD4+細
胞 の 感 染 を 阻 害 す る か 、 あ る い は そ の 両 方 で あ る 。 最 も 好 ま し い 5A8擬 態 物 質 は 、 本 発 明
の 1つ 以 上 の 抗 体 ホ モ ロ グ の 特 性 を 示 す 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 5A8擬 態 物 質 は 多 数 の 、 ペ プ チ ド (例 え ば 、 5－ 20個 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 )、 半 ペ プ
チ ド 化 合 物 ま た は 非 ペ プ チ ド 有 機 化 合 物 を 合 成 し 、 次 に こ れ ら の 化 合 物 を 、 そ の 能 力 、 即
ち (1)5A8を 用 い て ヒ ト CD4へ の 結 合 を 交 差 ブ ロ ッ ク す る 、 (2)CD4+間 の HIV誘 導 シ ン シ チ ウ
ム 形 成 を 阻 害 す る 、 お よ び (3)HIVに よ る CD4+細 胞 感 染 を 阻 害 す る 、 能 力 に よ っ て ス ク リ ー
ニ ン グ し 得 る 。 一 般 に は 、 本 明 細 書 に 援 用 さ れ て い る 、 米 国 特 許 第 4,833,092号 、 J.K.Sco
ttお よ び G.P.Smith,「 Searching　 For　 Peptide　 Ligands　 With　 An　 Epitope　 Library
」 ,Science,249,pp.386－ 90(1990),お よ び J.J.Devlinら 、 「 Random　 Peptide　 Libraries
:A　 Source　 Of　 Specific　 Protein　 Binding　 Molecules」 ,Science,249,pp.404－ 07(1
990)を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 （ 本 発 明 に 従 う 薬 剤 組 成 物 お よ び 薬 学 的 方 法 ）
　 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ お よ び 5A8擬 態 物 質 は 、 そ の 一 次 標 的 物 が CD4+リ ン パ 球 で あ る 感
染 因 子 に よ り 起 こ る 疾 病 を 予 防 お よ び 治 療 す る た め の 予 防 用 お よ び 治 療 用 組 成 物 に 有 用 で
あ る 。 そ の よ う な 疾 病 は 、 AIDS、 ARCお よ び HIV感 染 を 含 む 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 抗 体 ホ モ ロ グ と し て ヒ ト に 投 与 す る た め の 本 発 明 の 好 ま し い 薬 剤 組 成 物 は 、 マ ウ ス モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 5A8、 1F8、 ま た は 5F2、 5A8マ ウ ス /ヒ ト キ メ ラ 型 組 換 え 抗 体 、 5A8ヒ ト 型 組
換 え 抗 体 、 ま た は こ れ ら の 抗 体 の 抗 原 結 合 部 分 の 、 1つ 以 上 を 含 む 。 5A8マ ウ ス /ヒ ト キ メ
ラ 型 組 換 え 抗 体 ま た は 5A8ヒ ト 型 組 換 え 抗 体 を 含 む 薬 剤 組 成 物 が 、 最 も 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ９ 】
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　 本 発 明 の 薬 剤 組 成 物 は さ ら に 、 AIDS、 ARC、 お よ び HIV感 染 の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 他
の 治 療 法 を 包 含 し 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 AZT、 DDI、 HPA－ 23、 ホ ス ホ
ノ ホ ル メ ー ト 、 ス ラ ミ ン 、 リ バ ビ リ ン 、 お よ び ジ デ オ キ シ シ チ ジ ン の よ う な 逆 転 写 酵 素 を
ブ ロ ッ ク す る 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 剤 、 ま た は HIVプ ロ テ ア ー ゼ を 阻 害 す る 物 質 と 組 み 合 わ せ
て 、 使 用 し 得 る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 薬 剤 組 成 物 は さ ら に 、 α 型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 β 型 イ
ン タ ー フ ェ ロ ン 、 γ 型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の よ う な イ ン タ ー フ ェ ロ ン ま た は カ ス タ ノ ス ペ ル
ミ ン の よ う な グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害 剤 の よ う な 抗 ウ ィ ル ス 剤 、 ま た は 副 腎 コ ル チ コ ス テ ロ イ
ド 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 サ イ ク ロ ス ポ リ ン 、 ま た は FK506の よ う な 免 疫 抑 制 物 質 を 包 含 し 得
る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ は 、 HIVgp120の CD4に 対 す る 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク す
る 物 質 と 組 み 合 わ せ て 好 ま し く 投 与 し 得 る 。 そ の よ う な 物 質 に は 、 例 え ば 、 V1に 特 異 的 (
例 え ば 、 Leu3A)で あ る 抗 CD4抗 体 、 CD4　 VIポ リ ペ プ チ ド お よ び HIVgp120に 特 異 的 な 抗 体 (
抗 イ デ ィ オ タ イ プ ま た は そ の 他 )を 含 む 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 さ ら に 、 抗 体 ホ モ ロ グ ま た は 5A8擬 態 物 質 の 1つ 以 上 が 、 前 記 治 療 物 質 の 2つ 以 上 と 組 み
合 わ せ て 使 用 し 得 る 。 そ の よ う な 組 み 合 わ せ 療 法 は 、 投 与 さ れ る 治 療 物 質 が よ り 低 い 用 量
で 好 ま し く 活 用 し 得 、 こ の 結 果 、 様 々 な 単 一 療 法 に 伴 う 毒 性 ま た は 合 併 症 の 可 能 性 を 回 避
す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 薬 剤 組 成 物 は 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ ま た は 5A8擬 態 物 質 、 ま た は そ れ ら
の 誘 導 体 化 さ れ た 形 態 (単 数 ま た は 複 数 )、 お よ び 好 ま し く は 薬 学 的 に 受 容 可 能 な 担 体 の 1
つ 以 上 の 免 疫 治 療 学 的 な 有 効 量 を 包 含 す る 。 「 免 疫 治 療 学 的 な 有 効 量 」 と は 、 AIDS、 ARC
、 HIV感 染 、 あ る い は そ の 一 次 標 的 物 が CD4+リ ン パ 球 で あ る 感 染 因 子 に よ っ て 引 き 起 こ さ
れ る 他 の 疾 病 の 、 蔓 延 、 重 篤 度 、 ま た は 免 疫 不 全 を 低 減 さ せ る の に 可 能 な 量 を 意 味 す る 。
「 薬 学 的 に 受 容 可 能 な 担 体 」 と は 、 そ れ が 投 与 さ れ る 患 者 に ア レ ル ギ ー 反 応 ま た は 他 の 好
ま し く な い 効 果 を 引 き 起 こ さ な い 担 体 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 適 切 な 薬 学 的 に 受 容 可 能 な 担 体 に は 、 例 え ば 、 水 、 生 理 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水
、 ブ ド ウ 糖 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル な ど 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ の 1つ 以 上 を 含
む 。 薬 学 的 に 受 容 可 能 な 担 体 は さ ら に 、 抗 体 ホ モ ロ グ ま た は 5A8擬 態 物 質 の 貯 蔵 寿 命 ま た
は 有 効 性 を 高 め る 、 浸 潤 剤 ま た は 乳 化 剤 、 保 存 料 、 ま た は 緩 衝 液 の よ う な 二 次 的 物 質 の 少
量 を 含 有 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 様 々 な 形 態 で あ り 得 る 。 こ れ ら に は 例 え ば 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 、 粉 末
、 液 状 溶 液 、 コ ロ イ ド 状 溶 液 、 懸 濁 液 の よ う な 固 体 、 半 固 体 、 液 体 の 投 与 形 態 、 リ ボ ソ ー
ム 、 座 薬 、 注 射 可 能 な 注 入 用 溶 液 を 含 む 。 好 ま し い 形 態 は 、 投 与 お よ び 治 療 的 利 用 の 意 図
さ れ た 様 態 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 薬 剤 組 成 物 は 、 ヒ ト を 他 の 抗 体 で 受 動 免 疫 す る の に 使 用 さ れ る も の と
類 似 し て い る 。 投 与 の 好 ま し い 様 態 は 、 非 経 口 的 投 与 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 免 疫 治 療 学 的 に 有 効 な 量 の 抗 体 ホ モ ロ グ ま た は 5A8擬 態 物 質 は 、 な か ん ず く 、
投 与 ス ケ ジ ュ ー ル 、 投 与 さ れ る 抗 体 ホ モ ロ グ ま た は 5A8擬 態 物 質 の ユ ニ ッ ト 投 与 量 、 抗 体
ホ モ ロ グ ま た は 5A8擬 態 物 質 が 他 の 治 療 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る か ど う か 、 患 者 の 免
疫 状 態 お よ び 健 康 状 態 、 お よ び 投 与 さ れ る 特 定 の 抗 体 ホ モ ロ グ ま た は 5A8擬 態 物 質 の 治 療
状 の 活 性 に 依 存 す る こ と は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 HIV感 染 、 ARC、 ま た は AIDSの 治 療 ま た は 予 防 の 単 独 療 法 と し て 、 完 全 な 抗 体 で あ る 抗 体
ホ モ ロ グ の ユ ニ ッ ト 投 与 量 毎 の 免 疫 治 療 学 的 な 有 効 量 は 、 0.1か ら 10mg/kg患 者 体 重 、 好 ま
し く は 2mg/kg患 者 体 重 で あ る 。 ユ ニ ッ ト 投 与 量 は 、 抗 ウ ィ ル ス 効 果 が 観 察 さ れ る ま で 、 1
日 2回 か ら 2週 間 毎 に 1回 の 範 囲 一 で 投 与 さ れ 、 好 ま し く は 2週 間 に 1回 で あ る 。 抗 ウ ィ ル ス
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効 果 は 、 ウ ィ ル ス 負 荷 量 、 リ ン パ 球 数 お よ び 臨 床 上 の 兆 候 と 症 候 群 を 含 む 様 々 な 方 法 で 測
定 し 得 る 。 し か し 、 よ り 低 い ま た は よ り 高 い 投 与 量 お よ び 他 の 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル が 使 用 し
得 る こ と は 認 識 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 完 全 な 抗 体 で は な い 抗 体 ホ モ ロ グ に 対 す る 、 お よ び 5A8擬 態 物 質 に 対 す る 治 療 統 制 法 は
、 そ れ ら の サ イ ズ お よ び 薬 学 的 な 特 性 に 依 存 し て 異 な り 得 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 が よ り 理 解 さ れ 得 る よ う に 、 下 記 の 実 施 例 が 記 述 さ れ る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 例
示 の み を 目 的 と し て お り 、 い か な る 意 味 で も 本 発 明 の 範 囲 が 制 限 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ２ ９ 】
　 （ 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ の 産 生 お よ び 最 初 の ス ク リ ー ニ ン グ ）
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1F8、 5A8、 お よ び 5F2を 産 生 す る た め に 使 用 さ れ る 免 疫 原 は 、 細 胞
表 面 に 発 現 さ れ る 全 長 の ヒ ト CD4を コ ー ド す る DNAで 形 質 転 換 さ れ る CHO細 胞 (「 r－ CD4－ CH
O細 胞 」 )で あ っ た 。 こ の CHO細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る た め に 使 用 さ れ る CD4配 列 は 、 上 記 Madd
onら 、 Cellに 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 R.A.Fisherら 、 「 HIV　 Infection　 Is　
Blocked　 ln　 Vitro　 By　 Recombinant　 Soluble　 CD4」 ,Nature,331,PP.76－ 78　 (1988)
に 記 載 さ れ て お り ,そ し て メ リ ー ラ ン ド 州 リ ン チ カ ム に あ る In　 Vitro　 lnternationa1　 I
nc.　 culture　 collectionに 寄 託 さ れ 、 受 託 番 号 IVI－ 10260が 付 け ら れ て い て 、 メ リ ー ラ
ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル に あ る American　 Type　 Culture　 Collectionに 移 送 さ れ て 受 託 番 号 CRL
10884が 付 け ら れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 r－ CD4－ CHO細 胞 は 、 10%の 透 析 さ れ た 胎 児 ウ シ 血 清 (「 FCS」 )(フ ロ リ ダ 州 マ イ ア ミ 、 No
rth　 American　 Biologics、 カ タ ロ グ 番 号 33189)が 補 足 さ れ た α 一 MEM倍 地 (ニ ュ ー ヨ ー ク
州 グ ラ ン ド ア イ ラ ン ド 、 Gibco)で 、 5%　 CO 2 、 37℃ 、 そ し て 30nMメ ト ト レ キ セ ー ト で 維 持
し た 。 細 胞 は 、 5mMEDTA補 足 の リ ン 酸 緩 衝 (Ca + お よ び Mg + が 遊 離 )生 理 食 塩 水 (「 PBS」 )を 含
む 上 記 培 養 培 地 で 置 換 さ れ 、 そ の 緩 衝 液 で 細 胞 を 回 収 す る こ と に よ っ て 、 注 入 用 に 調 製 し
た 。 回 収 さ れ た 細 胞 は 、 500× g a v で 5分 間 遠 心 し て ペ レ ッ ト 化 し 、 PBS中 で こ の ペ レ ッ ト を
再 懸 濁 し 、 前 回 と 同 様 に 遠 心 す る こ と に よ っ て 洗 浄 し 、 計 数 し 、 PBS中 で こ の 細 胞 ペ レ ッ
ト を 再 懸 濁 す る こ と に よ っ て 注 入 用 の 適 切 な 体 積 に 調 整 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 約 4か ら 6週 齢 の 2匹 の メ ス の BALB/cJマ ウ ス (メ イ ン 州 バ ー ハ ー バ ー 、 JacksonLabs)を 、 r
－ CD4－ CHO細 胞 で 下 記 の よ う に 免 疫 し た 。 1匹 目 の マ ウ ス は 、 第 0日 に フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ
ュ バ ン ト (「 CFA」 )(コ ロ ラ ド 州 デ ン バ ー 、 Colorado　 Serum　 Co.、 カ タ ロ グ 番 号 C51450)
と PBS中 の r－ CD4－ CHO細 胞 と の 1:1乳 濁 液 で 、 腹 腔 内 投 与 に よ り (i.p.)初 回 抗 原 刺 激 を 受
け 、 第 20日 目 に ア ジ ュ バ ン ト な し の PBS中 の r－ CD4－ CHO細 胞 で i.p.に よ り 追 加 免 疫 さ れ 、
そ し て 最 後 に 第 ４ ４ 日 目 に ア ジ ュ バ ン ト な し の PBS中 の r－ CD4－ CHO細 胞 で 静 脈 内 に 追 加 免
疫 さ れ た 。 も う 1匹 の マ ウ ス は 、 第 o日 に i.p.に よ り 初 回 抗 原 刺 激 を 受 け 、 第 15日 目 に i.p.
に よ り 追 加 免 疫 さ れ 、 そ し て 最 後 に 第 39日 目 に 静 脈 内 に 追 加 免 疫 さ れ た (全 て の 注 入 に 、
ア ジ ュ バ ン ト な し の PBS中 の r－ CD4－ CHOを 用 い る )。 両 方 の マ ウ ス と も 、 各 注 入 物 は 、 約 2
50μ 1の 体 積 中 に 約 3× 10 6 か ら 2× 10 7 個 の r－ CD4－ CHO細 胞 を 含 ん で い た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 最 後 の 注 入 よ り 3日 後 に 、 両 方 の マ ウ ス を 殺 し て 脾 臓 を そ れ ぞ れ 摘 出 し 、 ペ ト リ 皿 中 の
、 血 清 を 含 ま な い 約 5mlの DMEM(Gibco、 カ タ ロ グ 番 号 430－ 2100)の 中 に 置 い た 。 脾 臓 の 被
膜 を 切 り 開 き 、 脾 臓 細 胞 を 培 地 中 で 細 片 に し た 。 こ の 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 を 、 1本 の 15mlコ ニ
カ ル チ ュ ー ブ に 移 し て 、 約 5分 間 静 置 し た 。 上 清 を 新 し い 15m1の コ ニ カ ル チ ュ ー ブ に 取 り
除 き 、 そ し て 融 合 さ せ る と き ま で イ ン キ ュ ベ ー タ ー (37℃ 、 5%CO 2 )中 に 置 い た 。 両 方 の マ
ウ ス か ら の 、 こ の 脾 臓 細 胞 を プ ー ル し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 コ ン ト ロ ー ル の 脾 臓 供 給 細 胞 の 単 一 化 細 胞 に よ る 5mlの 懸 濁 液 を 、 基 本 的 に は 、 上 述 の
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免 疫 さ れ た 脾 臓 細 胞 の よ う に 免 疫 さ れ て い な い マ ウ ス か ら 調 製 し 、 必 要 と さ れ る ま で イ ン
キ ュ ベ ー タ ー (37℃ 、 5%CO2)中 に 置 い た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 こ の 免 疫 さ れ た 脾 臓 細 胞 と 融 合 さ れ る 相 手 は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン /ア ミ ノ プ テ リ ン /チ ミ ジ
ン (「 Ｈ Ａ Ｔ 」 )感 受 性 の 、 非 分 泌 型 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 － － P3× 63－ AG8.653(メ リ ー
ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル 、 ATCC、 カ タ ロ グ 番 号 CRL1580)で あ っ た 。 融 合 さ れ る 前 に 、 P3× 63－
AG8.653細 胞 は DMEM/10%FCS(37℃ 、 5%CO 2 )中 に 維 持 さ れ 、 融 合 さ れ る 日 に は 対 数 増 殖 期 に
保 持 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 使 用 さ れ る 融 合 の プ ロ ト コ ー ル は 、 上 記 Lerner、 Yale　 J.Bio1.Med.,お よ び 上 記 Gefter
ら 、 Somatic　 Cell　 Genet.,に 記 載 さ れ て い る プ ロ ト コ ー ル の ハ イ ブ リ ッ ド で あ っ た 。 特
に 、 融 合 の 直 前 に 、 上 記 の よ う に 調 製 し た プ ー ル し て い た 脾 臓 細 胞 は 、 PBSで 3回 洗 浄 し 、
約 10m1の PBSで 再 懸 濁 し 、 そ し て 計 数 し た 。 ま た 、 融 合 の 直 前 に 、 対 数 的 フ ェ ー ズ に あ る P
3× 63－ AG8.653細 胞 は 、 PBSで 3回 洗 浄 し 、 そ し て 計 数 し た 。 こ の ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 PBS
中 に 1x10 7 細 胞 /mlに な る ま で 再 懸 濁 し た 。 各 融 合 に つ い て 、 1.5x108個 の 脾 臓 細 胞 が 、 50m
1の ポ リ エ チ レ ン 製 コ ニ カ ル チ ュ ー ブ 中 の 3× 10 7 個 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 混 合 し 、 そ し て こ
の 細 胞 は PBSで 1回 洗 浄 し た 。 脾 臓 細 胞 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 に 対 す る 割 合 は 、 5:1で あ る 。 こ
れ ら の チ ュ ー ブ は 500× g a v で 5分 間 遠 心 し て 、 細 胞 を ペ レ ッ ト に す る 。 上 清 の 吸 引 の 後 、
こ の ペ レ ッ ト は チ ュ ー ブ の 底 を た た く こ と に よ っ て 穏 や か に 再 懸 濁 し た 。 こ れ ら の チ ュ ー
ブ は 次 に 、 37℃ の 水 の 入 っ た ビ ー カ ー 中 に 置 い た 。 後 に 続 く 全 て の 融 合 工 程 は 、 こ の ビ ー
カ ー 中 で 遂 行 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 次 に 、 ゆ っ く り と チ ュ ー ブ を 揺 ら し な が ら 、 血 清 の 入 っ て い な い DMEM中 の 0.8m1の 37℃
融 合 培 地 (50w/v%ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 3350(ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 フ ィ リ ッ プ ス バ ー グ J.
T.BakerCo.,か ら の 「 Baker」 等 級 ))を 、 各 ペ レ ッ ト に 約 1分 間 か け て ゆ っ く り と 添 加 し た
。 血 清 の 入 っ て い な い DMEM　 １ mlを 各 ペ レ ッ ト に 、 少 し ず つ 、 も う 1分 間 か け て 添 加 し 、
続 い て 血 清 の 入 っ て い な い DMEM　 20mlを 各 ペ レ ッ ト に 次 の 5分 間 に わ た り 添 加 し た 。 両 方
の チ ュ ー ブ と も 室 温 で 600gx a v で 10分 間 遠 心 し 、 そ し て 上 清 を 吸 引 し た 。 コ ン ト ロ ー ル の
脾 臓 供 給 細 胞 の 5m1懸 濁 液 の 400μ 1を 含 む 「 HAT選 択 培 地 」 50m1を 段 階 的 に 各 ペ レ ッ ト に 、
と き ど き 混 合 し な が ら 、 添 加 し た 。 「 HAT選 択 培 地 」 は 、 DMEM/10%FCS(最 終 濃 度 :10μ Mヒ
ポ キ サ ン チ ン 、 0.4μ Mア ミ ノ プ テ リ ン 、 16μ Mチ ミ ジ ン )で 50× HAT　 stock(ミ ズ ー リ 州 セ
ン ト ル イ ス Sigma　 Chemical　 Co.、 カ タ ロ グ 番 号 H－ 0262)を 50倍 に 希 釈 す る こ と に よ っ て
、 調 製 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 50ml細 胞 懸 濁 液 の そ れ ぞ れ を 、 約 100μ 1/ウ ェ ル で 、 5個 の 96ウ ェ ル の 平 底 マ イ ク ロ タ イ
タ ー プ レ ー ト に 入 れ た 。 こ の プ レ ー ト は 、 37℃ 　 5%CO 2 の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に 静 置 し た
。 第 2日 目 に 、 こ の 細 胞 に 、 ウ ェ ル 毎 に 100μ 1の HAT選 択 培 地 の 添 加 に よ り 栄 養 を 供 給 し た
。 第 IO日 目 に 、 こ の 培 地 を 吸 引 し 、 200μ 1の HAT選 択 培 地 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 上 清 を
、 ク ロ ー ン を 含 む ウ ェ ル か ら 、 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 、 融 合 よ り 12、 14、 16、 そ し
て 19日 後 に 回 収 し た 。 こ の 融 合 効 率 は 34%(960の 適 切 な ウ ェ ル の う ち 、 327が ス ク リ ー ニ ン
グ さ れ る ク ロ ー ン を 生 み 出 し て い た )で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 使 用 さ れ た 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 ヒ ト rsCD4に 結 合 す る 抗 体 を 検 出 す る た め に 設 計 さ
れ た ラ ジ オ イ ミ ュ ノ ア ッ セ イ (RIA)で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 こ の RIAを 遂 行 す る た め に 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た PBS中 の ヤ ギ 抗 マ ウ ス lgG(Fcフ ラ
グ メ ン ト に 特 異 的 )(ペ ン シ ル ベ ニ ア 州 コ ク ラ ン ビ ル 、 Cappell、 カ タ ロ グ 番 号 22950)を 96
ウ ェ ル PVCマ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (50μ 1/ウ ェ ル )に 添 加 し 、 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgGを プ レ ー ト か ら 取 り 除 き 、 そ し て そ の ウ ェ ル を 5%FCS/PBSの 100μ 1
/ウ ェ ル で 、 1時 間 室 温 で ブ ロ ッ ク し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 除 去 し た 後 、 混 合 物 の な い ハ
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イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を ウ ェ ル に 加 え て (501μ /ウ ェ ル )、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 こ の プ レ ー ト を PBS/0.05%　 Tween－ 20で 3回 洗 浄 し た 。 次 に 、 PBS/5%FCS中 の 50μ 1の 1

2 5 Ｉ － rsCD4(約 20,000cpm)を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後
に 、 ウ ェ ル を PBS/0.05%Tween－ 20で 3回 洗 浄 し た 。 全 て の 洗 浄 液 緩 衝 液 を 振 り 落 と し た 後
、 ウ ェ ル は プ レ ー ト を カ ッ ト す る こ と に よ り 分 離 し 、 ガ ン マ カ ウ ン タ ー で 分 析 し た 。 培 養
上 清 の 代 わ り に 5%FCS/PBSを 添 加 し た ウ ェ ル を 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の ウ ェ ル と し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 一 次 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 使 用 さ れ た 1 2 5 Ｉ － rsCD4は 、 上 記 Maddonら 、 Cellに 記
述 さ れ て い る 、 CD4配 列 の 精 製 さ れ た 1 2 5 Ｉ 標 識 ヒ ト CD4の AA3－ AA377(即 ち 、 上 記 Littman
ら Cellの 訂 正 番 号 に 従 う と ヒ ト CD4の AA1－ AA375)を 含 ん で い た 。 こ の rsCD4は 、 上 記 Fishe
rら 、 Natureに 基 本 的 に は 記 載 さ れ て い る CHO細 胞 で 形 質 転 換 す る こ と に よ り 産 生 し た 。 そ
れ ら の 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た こ の rsCD4は 、 上 記 Fisherら 、 Natureに 記 載 の よ う に 精 製
し 得 る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 こ の 精 製 さ れ た rsCD4は 、 Bolton－ Hunter法 に 従 っ て 、 実 質 的 に は Bolton－ Hunter試 薬 (
マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ボ ス ト ン 、 New　 England　 Nuclear)の 供 給 者 に よ っ て 記 載 さ れ て い る
よ う に 、 1 2 5 Ｉ で 標 識 し た 。 1 2 5 Ｉ － rsCD4の 質 を 、 標 識 化 手 順 が 市 販 さ れ て い る CD4　 V1に
特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る Leu3A(カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 マ ウ ン テ ン ビ ュ ー 、 Becton
　 Dickinson、 カ タ ロ グ 番 号 7326)お よ び OKT4A(ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ラ リ タ ン 、 Ortho　 Dia
gnostic　 Systems、 カ タ ロ グ 番 号 7124)、 お よ び CD4　 V3V4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ る OKT4(Ortho　 Diagnostic　 Systems、 カ タ ロ グ 番 号 7024)に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー
プ を 破 壊 し な い こ と を 確 認 す る こ と に よ っ て 、 モ ニ タ ー す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ク ロ ー ン は 、 そ れ ら が RIAで の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 対 し て 約 10倍 で あ れ ば 、 一 次 ス ク リ
ー ニ ン グ で 陽 性 で あ る と 考 え ら れ た 。 こ の 基 準 に よ る と 、 ク ロ ー ン (21)の 約 6%が 陽 性 だ っ
た 。 こ の 21の 陽 性 ク ロ ー ン が 引 き 出 さ れ 、 拡 大 が 試 み ら れ た ;13の ク ロ ー ン が 拡 大 を 生 き
延 び 、 凍 結 保 存 さ れ た 。 こ れ ら 13の ク ロ ー ン の う ち の 多 く が 成 功 裏 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ
れ 、 そ れ ら に は 1F8、 5A8お よ び 5F2を 含 ん で い た 。 拡 大 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 お よ び 細 胞
の 凍 結 は 、 基 本 的 に は 、 上 記 Lerner、 Yale　 J.BiolMed.に 記 載 さ れ て い る よ う に 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ の 後 単 離 し た こ の 13の 陽 性 ク ロ ー ン は 、 下 記 の 一 連 の テ ス ト に 従 っ
た 。 そ れ ら の ア ッ セ イ に 基 づ い て 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 ホ モ ロ グ を 産 生 し た 3つ の ハ イ ブ リ
ド ー マ 細 胞 系 － － 1F8、 5F8お よ び 5F2を 同 定 し た 。 ク ロ ー ン 1F8、 5A8お よ び 5F2の ス ク リ ー
ニ ン グ ア ッ セ イ の 結 果 を 、 下 記 に 示 す 。 他 の 10の 抗 体 の デ ー タ は 、 示 し て い な い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 我 々 が 行 っ た 最 初 の 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 こ の 抗 体 が 天 然 の CD4エ ピ ト ー プ を 認 識 す
る か ど う か を 測 定 す る た め に 設 計 し た 。 こ れ は 実 質 的 に 下 記 に 示 す よ う に 、 CD4+Jurkat細
胞 に 発 現 さ れ る 細 胞 表 面 CD4お よ び 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 染 色 の r－ CD4－ CHOを 蛍 光 標 識 し
た ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 と の 結 合 を 視 覚 化 し て 、 FACS分 析 す る こ と に よ っ て 完 了 し た 。 13
の 抗 体 全 て が 細 胞 表 面 CD4を 認 識 し た 。 次 に 、 我 々 の 抗 体 に よ り 結 合 し い る CD4エ ピ ト ー プ
の 位 置 を 決 め る た め に 、 下 記 の よ う に 、 CD4　 V1ポ リ ペ プ チ ド お よ び CD4　 VIV2ポ リ ペ プ チ
ド 、 市 販 の CD4　 V1に 特 異 的 お よ び CD4　 V3V4に 特 異 的 な 抗 体 お よ び HIVgp120と と も に 競 合
ア ッ セ イ を 行 っ た 。 多 く の 抗 体 は ま た 次 に 、 CDゲ 細 胞 間 の HIV誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 お
よ び HIVに よ る CD4+細 胞 の 感 染 を 抑 制 す る 能 力 に つ い て 、 お よ び イ ン ビ ト ロ の 破 傷 風 ト キ
ソ イ ド 特 異 性 な 増 殖 ア ッ セ イ に お け る そ れ ら の 免 疫 抑 制 活 性 を 、 評 価 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 競 合 ア ッ セ イ に 基 づ い て 、 我 々 は 13の 陽 性 の ク ロ ー ン の 中 か ら 3つ が CD4　 VIに 特 異 的 で
あ る 抗 体 を 、 5つ が CD4　 V3V4に 特 異 的 抗 体 を 、 そ し て 5つ が CD4　 VIV2に 特 異 的 な 抗 体 を 分
泌 し た こ と を 確 認 し た 。 CD4　 VIV2に 特 異 的 な 抗 体 の 中 で 、 3つ の み － － 1F2、 5A8お よ び 5F
2－ － が 、 HIVgp120の CD4へ の 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク し た 。
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【 ０ １ ４ ６ 】
　 マ ウ ス を ヒ ト rsCD4で 免 疫 し た 後 で 行 わ れ た 単 一 の 融 合 に お い て 、 他 の 抗 CD4モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 産 生 さ れ た が 、 ど の ハ イ ブ リ ド ー マ も 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ で あ る 抗 体 の 産 生
は 見 出 さ れ な か っ た 。 我 々 は 、 本 発 明 に 従 う 抗 CD4抗 体 ホ モ ロ グ は rsCD4で の 免 疫 に よ っ て
生 み 出 さ れ る ； し か し 、 r－ CD4－ CHO細 胞 を 免 疫 原 と し て 使 用 す る と 、 そ の よ う な 抗 体 を
得 る 可 能 性 を 増 大 す る 、 と 考 え る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 （ CD4　 VIお よ び CD4　 VIV2ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 性 ）
　 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ に よ り 認 識 さ れ る CD4エ ピ ト ー プ を 特 徴 づ け る た め に 、 我 々 は 、
い く つ か の 抗 体 ホ モ ロ グ が ヒ ト CD4の VIV2領 域 の エ ピ ト ー プ 、 ま た は CD4　 VIの み に よ り 確
定 さ れ る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る か ど う か 測 定 し た 。 特 に 、 ヒ ト CD4の AA1－ AA113お よ び /ま
た は AA1－ AA111(「 CD4－ V1」 )お よ び ヒ ト CD4の AAl－ AA180(「 CD4－ VIV2」 )か ら な る ポ リ
ペ プ チ ド が 、 本 発 明 の 3つ の 抗 CD4抗 体 ホ モ ロ グ (モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1F8、 5A8、 お よ び 5F2
)、 ２ つ の CD4　 VIに 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Leu3Aお よ び OKT4A)お よ び １ つ の CD4　 V
3V4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (OKT4)へ の ヒ ト rsCD4に よ る 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 研 究
し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 簡 潔 に 言 う と 、 各 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン で コ ー
ト し て に RIAを 行 い 、 ブ ロ ッ ク し 、 そ し て 次 に テ ス ト さ れ る べ き ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清
の １ つ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 CD4　 VIま た は CD4　 VIV2お よ び 1 2 5 Ｉ － rsCD4の 混 合
物 を 添 加 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト の 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 そ し て 結 合 し た 1 2 5 Ｉ － rsCD4を ガ
ン マ カ ウ ン タ ー 中 で 検 出 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 特 に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (96ウ ェ ル )を 、 50μ 1/ウ ェ ル の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ
れ た ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(Fcフ ラ グ メ ン ト に 特 異 的 )(Cappell)で 、 4℃ で 一 晩 コ ー ト し た 。 ウ
ェ ル を 、 PBS/0.05%　 Tween－ 20で 3回 洗 浄 し 、 そ し て 次 に 5%FCS/PBSの 100μ 1/ウ ェ ル と と
も に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 ブ ロ ッ ク し た 。 ブ ロ ッ ク 用 緩 衝 液 を 取 り 除
い た 後 、 ウ ェ ル を 、 50μ 1/ウ ェ ル の 混 合 物 の な い ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 (5－ 20μ g/mlの
Ig)と と も に 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 コ ン ト ロ ー ル の ウ ェ ル は 、 50μ 1/ウ ェ ル の
OKT4(PBS/5%　 FCS中 の 10μ g/m1)、 OKT4A(PBS/5%FCS中 の 500ng/ml免 疫 グ ロ ブ リ ン )ま た は L
eu3A(PBS/5%FCS中 の 500ng/m1)と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の プ レ ー ト を 、 PBS/0.05%
　 Tween－ 20で 3回 洗 浄 し た 。 CD4－ V1お よ び CD4－ VIV2(最 終 濃 度 5μ g/ml)を 別 々 に 、 約 20,
000cpm　 1 2 5 Ｉ － rsCD4(上 記 の よ う に 調 製 さ れ た )で 、 約 35～ 45分 間 室 温 で 、 予 め イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 こ れ ら の 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し た 混 合 物 を 次 に 、 ウ ェ ル 中 で 室 温 で 1－ 2時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト に 続 い て 、 ウ ェ ル を PBS/0.05%　 Tween－ 20で 3回 洗
浄 し 、 続 い て 放 射 能 活 性 を カ ウ ン ト し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 こ の 実 験 に 使 用 さ れ る CD4－ V1は 、 PCT特 許 出 願 PCT/US88/02940の 図 16に 記 載 さ れ て い る
CD4配 列 の AA3－ AAll5お よ び /ま た は AA3－ AA113か ら 構 成 さ れ て い た も の で 、 そ れ ら の 各 々
は 、 上 記 Littmanら 、 Cellの 訂 正 番 号 シ ス テ ム に 従 っ て CD4の AA1－ AA113お よ び AA1－ AAIH
に 対 応 す る 。 こ れ ら の CD4　 VIポ リ ペ プ チ ド を 、 B.H.Chaoら 、 「 A　 113－ Amino　 Acid　 Fr
agment　 Of　 CD4　 produced　 In　 Escherichia　 coli　 Blocks　 Human　 Immunodeficienc
y　 Virus－ Induced　 Cell　 Fusion」 、 J.Biol.Chem.,264,pp.5812－ 17(1989)に 記 載 の よ
う に 産 生 し 、 精 製 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 こ の 実 験 で 使 用 さ れ た こ の CD4－ VIV2は 、 PCT特 許 出 願 PCT/US88/02940の 図 16に 記 載 さ れ
て い る CD4配 列 の AA3－ AA182か ら 構 成 さ れ て い た も の で 、 こ れ は 上 記 Littmanら 、 Cellの 訂
正 番 号 シ ス テ ム に 従 う と 、 CD4AA1－ AA180に 対 応 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 こ の CD4　 VIV2ポ リ ペ プ チ ド を 、 上 記 Chaoら 、 J.Biol.Chem.に 記 載 の CD4　 VIポ リ ペ プ チ
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ド の 産 生 の た め に 使 用 さ れ る プ ロ ト コ ー ル に 類 似 す る 様 式 で 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 の 技 術
を 用 い て 、 細 菌 に よ り 産 生 し た 。 CD4　 VIV2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを 有 す る プ ラ ス
ミ ド を 、 E.coli株 A89に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た (S.A.Goffら 、 「 Heat　 Shock　 Regulatory
　 Gene　 htpR　 Influences　 Rates　 of　 Protein　 Degradation　 And　 Expression　 Of　
The　 lon　 Gene　 In　 Escherichia　 coli」 、 Proc.NatlAcad.Sci.USA、 81、 pp.6647－ 51(
1984))。 こ の 細 胞 を 、 10リ ッ ト ル の 発 酵 槽 中 で 標 準 的 な 条 件 下 で 発 酵 し 、 Pelikon濃 度 シ
ス テ ム を 使 用 し て 回 収 し 、 そ の 後 BeckmanJ－ 6M遠 心 機 中 で 3000rpmで 遠 心 し た 。 こ の 細 胞
ペ レ ッ ト は 、 使 用 す る ま で 、 － ２ ０ ℃ に 冷 凍 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 こ の CD4－ VIV2を 精 製 す る た め に 、 こ の 細 胞 を 融 解 し 、 細 胞 湿 重 量 グ ラ ム 当 た り 8mlの 緩
衝 液 (20mMト リ ス － HCl、 pH7.7/1mM　 Na 2 EDTA)中 で 懸 濁 し た 。 こ の 細 胞 を 、 フ レ ン チ プ レ
ス に 3回 通 し て 壊 し た 。 CD4－ VIV2を 含 む 不 溶 性 物 質 を 遠 心 に よ っ て ペ レ ッ ト に し た 。 こ の
ペ レ ッ ト を 1M尿 素 /15mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH5.5(細 胞 湿 重 量 グ ラ ム 当 た り 15－ 20m1)で 3回
洗 浄 し 、 続 い て 20mMト リ ス － HCl、 pH7.7/lmMNa2EDTAで 2回 洗 浄 し た 。 得 ら れ た 洗 浄 ペ レ ッ
ト は 、 6Mグ ア ニ ジ ン ー HCl/10mMDTT/20mMト リ ス － HClpH7.7を 用 い て 、 細 胞 湿 重 量 グ ラ ム 当
た り 25m1で 、 室 温 で 一 晩 抽 出 し た 。 こ の 抽 出 物 を 、 48,000xga、 で 45分 間 遠 心 し て 透 明 に
分 離 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 こ の CD4－ VIV2を 復 元 す る た め に 、 こ の 分 離 し た 抽 出 物 を 、 冷 や し た (4℃ )20mMト リ ス －
HCl、 pH7.7で 1:60v/vに 希 釈 し 、 そ し て ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (「 BSA」 )を 最 終 濃 度 0.5mg/ml
に な る ま で 添 加 し た 。 全 て の こ れ に 続 く 工 程 は 、 4℃ で 行 っ た 。 こ の pHを 6N　 HClで 7.0ま
で 低 下 さ せ 、 そ し て こ の 懸 濁 液 を 5ミ ク ロ ン の Millidiskフ ィ ル タ ー (マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州
ベ ッ ド フ ォ ー ド 、 Millipore、 カ タ ロ グ 番 号 MCSC40SO1)に 通 し て 分 離 し 、 続 い て DuraporeO
.2ミ ク ロ ン フ ィ ル タ ー (Millipore、 カ タ ロ グ 番 号 CVGLOITP3)に 通 し た 。 こ の 分 離 し た 調 製
物 を S－ Sepharose　 Fast　 Flowカ ラ ム (ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 Pharmacia　
LKB　 Biotechnology)に 負 荷 し 、 100体 積 の 負 荷 毎 に 1体 積 の S－ Sepharose　 Fast　 Flowゲ
ル の 率 で 、 20mMト リ ス － HCl、 pH7.0で 予 め 平 衡 化 し た 。 こ の カ ラ ム を 20mMト リ ス － HCl、 p
H7.0で 洗 浄 し 、 そ し て こ の 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 20mMト リ ス － HCl、 pH7.7/300mM　 NaC1で
溶 出 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 CD4－ VIV2を 含 む こ の 溶 出 プ ー ル を 等 体 積 の 20mMト リ ス － HCl、 pH7.7で 希 釈 し 、 そ し て
抗 CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム (下 記 )に 負 荷 し 、 20mMト リ ス － HCl、 pH7.
7/150mMNaC1で 予 め 平 衡 化 し た 。 こ の カ ラ ム を 20mMト リ ス － HCl、 pH7.7/150mMNaClで 、 続
い て 20mMト リ ス － HCl、 pH7.7/1MNaC1で 洗 浄 し た 。 こ の 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 50mMグ リ シ
ン /250mMNaC1、 pH3.0で 溶 出 し た 。 こ の 溶 出 し た 物 質 を 20mMHEPES、 pH6.8に 透 析 し 、 そ し
て Amiconの 限 外 ろ 過 セ ル の PM10膜 で 凝 縮 し た 。 こ の 精 製 、 凝 縮 し た CD4　 VIV2(約 0.5－ 3.O
mg/ml)を 使 用 す る ま で 、 － 70℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 こ の 抗 CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 上 記 の 融 合 か ら 産 生 さ れ た CD4
　 VIに 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の １ つ を 使 用 し て 、 調 製 し た 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 分 画 と 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 腹 水 か ら 精 製 し 、
限 外 ろ 過 に よ っ て 凝 縮 し 、 O.1Mホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム (pH8.0)/O.5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 中 に 透 析 し
、 そ し て 再 び 約 5mg/mlの 濃 度 ま で 、 限 外 ろ 過 に よ っ て 凝 縮 し た 。 こ の 精 製 し た 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 (約 50mgタ ン パ ク 質 を 含 む 10ml)を 手 順 書 (SigmaChemicalCo.、 カ タ ロ グ 番
号 C9142)の 指 示 に 従 っ て 、 4gの CNBr－ Sepharoseと 結 合 し 、 12mlの 誘 導 体 化 樹 脂 を 回 収 し
た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 こ れ ら の 実 験 の 結 果 を 表 1お よ び 表 IIに 概 略 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 表 I
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【 ０ １ ５ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
こ の 種 の ア ッ セ イ に お い て 見 ら れ る 標 準 偏 差 の た め 、 こ の 数 字 は 、 CD4－ V1が 、 rsCD4の 抗
CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 へ の 結 合 を 本 当 に 阻 害 し た わ け で は な い こ と を 示 し て い る と 、 我
々 は 考 え る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 表 II
【 ０ １ ６ １ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
こ の 種 の ア ッ セ イ に お い て 見 ら れ る 標 準 偏 差 の た め 、 こ の 数 字 は 、 CD4－ VIV2が 、 rsCD4抗
体 の 抗 CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 へ の 結 合 を 本 当 に 阻 害 し た わ け で は な い こ と を 示 し て い る
と 、 我 々 は 考 え る 。
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【 ０ １ ６ ２ 】
　 表 1お よ び IIに 示 し た デ ー タ か ら 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1F8、 5A8、 お よ び 5F2は 、 ヒ ト CD
4　 VIか ら な る ポ リ ペ プ チ ド と は 結 合 せ ず 、 ヒ ト CD4　 VIV2か ら な る ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す
る こ と が わ か る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 （ 5A8と 、 CD4　 VIに 、 特 異 的 な 抗 体 な ら び に CD4　 V3V4に 、 特 異 的 的 な 抗 体 で あ る 抗 体
と に よ る 交 差 ブ ロ ッ ク ）
　 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ に よ っ て 認 識 さ れ る CD4エ ピ ト ー プ を さ ら に 特 徴 づ け る た め に 、
抗 体 ホ モ ロ グ で あ る 5A8、 2つ の CD4　 V1に 特 異 的 な 抗 体 (OKT4Aお よ び Leu3A)、 お よ び CD4　
V3V4に 特 異 的 な 抗 体 (OKT4)と rsCD4と の 交 差 ブ ロ ッ ク 実 験 を 行 っ た 。 ま た 、 5A8と 、 本 発 明
の 他 の 抗 体 ホ モ ロ グ と の 間 の 同 様 の 交 差 ブ ロ ッ ク 実 験 も 行 っ た 。 さ ら に 、 Leu3Aお よ び 5A8
に よ る 、 ヒ ,ト 末 梢 血 リ ン パ 球 の 表 面 に 示 さ れ た 天 然 CD4と の 交 差 ブ ロ ッ ク 実 験 も 行 っ た 。
こ れ ら の 交 差 ブ ロ ッ ク 実 験 の 結 果 を 表 IIIお よ び IV、 な ら び に 図 1に 示 す 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 表 IIIに 示 さ れ た rsCD4交 差 ブ ロ ッ ク 実 験 に 関 し て は 、 CD4－ V1お よ び CD4－ VIV2の 交 差 ブ
ロ ッ ク 実 験 に つ い て 上 述 し た も の と 本 質 的 に 同 様 に 、 RIAを 行 っ た 。 す な わ ち 、 各 マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル を 抗 マ ウ ス Igで コ ー ト し 、 ブ ロ ッ ク し 、 そ の 後 5A8培 養 上 清 (5
～ 20μ g/m1)、 OKT4A(500ng/ml)、 OKT4(10μ g/m1)ま た は Leu3A(500ng/ml)と と も に イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 PBS中 の 100μ 1/ウ ェ ル の マ ウ ス Ig(50μ g/ml)に
よ っ て 室 温 で 30分 か ら 1時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 競 合 抗 体 (す な わ ち 、 上 記 濃 度 の 2倍 の OKT4A、
OKT4ま た は Leu3A)を 、 1 2 5 Ｉ － rsCD4と と も に 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て そ れ ぞ れ の 混
合 物 を 、 50μ 1/ウ ェ ル ず つ 加 え た 。 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し
、 結 合 し た 1 2 5 Ｉ － rsCD4を ガ ン マ カ ウ ン タ ー に よ っ て 定 量 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 表 IIIは 、 可 溶 性 抗 CD4抗 体 で あ る Leu3A、 OKT4Aお よ び OKT4に よ る 、 固 定 化 さ れ た 抗 CD4
抗 体 で あ る 5A8、 OKT4、 OKT4Aお よ び Leu3Aに 対 す る 1 2 5 Ｉ － rsCD4の 結 合 の 阻 害 を パ ー セ ン
ト で 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 表 III
【 ０ １ ６ ７ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
こ の 種 の ア ッ セ イ に 見 ら れ る 標 準 偏 差 に よ り 、 こ の 数 字 は 、 行 の 先 頭 部 に 示 し た 抗 CD4モ
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ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 が 、 そ の 列 の 抗 CD4モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に 対 す る rsCD4の 結 合 を 本 当 に は
阻 害 し て い な い こ と を 示 し て い る と 考 え る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 表 IIIに 示 さ れ た デ ー タ は 、 Leu3A、 OKT4Aお よ び OKT4が 、 rsCD4の 5A8へ の 結 合 を 有 意 に
阻 害 し て い な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 5A8が 、 Leu3A、 OKT4Aお よ び OKT4に よ っ て 認 識 さ れ る も の と は 異 な る C
D4エ ピ ト ー プ (1つ ま た は 複 数 )を 認 識 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 表 IVに 示 し た rsCD4の 交 差 ブ ロ ッ ク 実 験 に 関 し て は 、 5A8の み を 固 定 化 し た こ と を 除 け ば
、 表 IIIに 示 し た 実 験 に つ い て 上 述 し た も の と 本 質 的 に 同 様 に RIAを 行 い 、 そ し て 可 溶 性 競
合 抗 .体 は 、 1F8(5～ 20μ g/m1)、 5A8(5～ 20μ g/m1)、 5F2(約 5μ g/ml)、 OKT4(10μ g/ml)お
よ び Leu3A(500ng/ml)で あ っ た 。 さ ら に 、 こ の 実 験 で 用 い ら れ た 1 2 5 Ｉ － rsCD4は 、 (Maddon
ら Cell、 上 記 に 述 べ ら れ た 配 列 よ り む し ろ )PCT特 許 出 願 PCT/US88/02940の 図 16に 示 さ れ た
CD4配 列 の 、 精 製 さ れ た 1 2 5 Ｉ 標 識 化 ヒ ト CD4AA3－ AA377か ら な っ て お り 、 こ れ は 、 Littman
ら Cell、 上 記 の 訂 正 番 号 シ ス テ ム に よ る CD4AA1－ AA375に 一 致 す る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 表 IVは 、 可 溶 性 抗 CD4抗 体 で あ る 1F8、 5F2、 5A8、 OKT4お よ び Leu3Aに よ る 固 定 化 さ れ た 5
A8へ の 、 1 2 5 Ｉ － rsCD4の 結 合 阻 害 を パ ー セ ン ト で 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 表 IV
【 ０ １ ７ ３ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 IVに 示 さ れ た デ ー タ は 、 1F8お よ び 5F2が rsCD4の 5A8へ の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る こ と を 表 わ
し て お り 、 5A8、 1F8お よ び 5F2が 同 一 の 、 重 複 す る 、 ま た は 近 位 の CD4エ ピ ト ー プ (1つ ま た
は 複 数 )を 認 識 す る こ と を 暗 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 図 1は 、 細 胞 表 面 CD4の 交 差 ブ ロ ッ ク 実 験 の 結 果 を 示 し て い る 。 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 (「 P
BL」 )を 、 緩 衝 液 (図 1A)、 Leu3A(図 1B)、 OKT4A(図 1C)、 OKT4(図 1D)あ る い は 5A8(図 1E)と と
も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト で
標 識 し た Leu3A(「 Leu3A－ FITC」 )と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 再 洗 浄 の 後 、 FACStar蛍
光 活 性 化 細 胞 選 別 機 を 用 い て 細 胞 を 分 析 し た 。 こ の FACS分 析 の 結 果 を 図 1に 示 す 。 デ ー タ
か ら 、 5A8は 、 V1に 特 異 的 な 抗 体 Leu3Aの 細 胞 表 面 CD4に 対 す る 結 合 を 有 意 に ブ ロ ッ ク し な
い こ と が わ か る 。 こ の 実 験 の プ ロ ト コ ー ル を 以 下 に 述 べ る 。
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【 ０ １ ７ ５ 】
　 つ ま り 、 10mlの 血 液 を 、 非 補 足 RPMI－ 1640培 地 で 2倍 に 希 釈 し 、 室 温 で 、 混 合 物 を 50m1
チ ュ ー ブ 内 で 10mlの リ ン パ 球 選 別 培 地 (Lymphocyte　 Separation　 Media)(Organon　 Tekni
ka、 Durham,NC,カ タ ロ グ 番 号 36427)上 に 積 層 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト PBLを 単 離 し た 。 こ
の チ ュ ー ブ を 室 温 で 30分 間 、 400xgavで 遠 心 し た 。 PBLを 界 面 か ら 収 集 し 、 非 補 足 PRMl－ 16
40培 地 で 2回 洗 浄 し 、 計 数 し た 。 各 サ ン プ ル に 対 し て 、 3× 10 5 の PBLを チ ュ ー ブ あ た り 50μ
1の 染 色 緩 衝 液 (PBS/1%BSA/0.02%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム )に 懸 濁 し 、 染 色 緩 衝 液 で 1回 洗 浄 し た
。 染 色 緩 衝 液 を ペ レ ッ ト 状 の 細 胞 か ら 吸 引 し 、 抗 体 試 薬 を 各 ペ レ ッ ト に 加 え た 。 5A8に 関
し て は 、 抗 体 試 薬 は 、 約 5～ 20μ g/m1の 5A8を 含 有 す る 、 馴 化 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 培 養 上 清
50μ 1で あ っ た 。 コ ン ト ロ ー ル 抗 体 の 抗 体 試 薬 は 、 Leu3Aに は 60μ 1/チ ュ ー ブ ； OKT4Aに は 3
0μ 1/チ ュ ー ブ ； OKT4に は 30μ 1/チ ュ ー ブ の 、 染 色 緩 衝 液 中 の 2.5μ g/mlの 溶 液 で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 も う １ つ の コ ン ト ロ ー ル と し て 、 １ つ の 細 胞 サ ン プ ル に 、 抗 体 を 含 ま な い 染 色 緩 衝 液 50
μ 1を 添 加 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 サ ン プ ル を 氷 上 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 １ ｍ ｌ の 染 色 緩 衝 液 中 で 3回 洗 浄 し た 。 次
に 、 66μ 1の FITC結 合 Leu3A(Becton　 Dickinson,カ タ ロ グ 番 号 7323)を 1:10の 希 釈 度 で 染 色
緩 衝 液 に 加 え ;そ の 後 、 サ ン プ ル を 氷 上 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 2回 洗 浄 し 、 FACStar
蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 機 (Becton　 Dickinson　 Immunocytometry　 Systems,マ ウ ン テ ン ビ ュ
ー 。 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 )で 分 析 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 （ HIVgp120に よ る 交 差 ブ ロ ッ ク ）
　 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ が HIVgp120の ヒ ト CD4へ の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る か ど う か を 判 断 す
る た め に 、 わ れ わ れ は 、 ヒ ト rsCD4を 用 い た RIAと 、 ヒ ト CD4+組 織 培 養 細 胞 を 用 い た FACS分
析 と い う 、 ２ つ の 方 法 を 用 い た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 こ れ ら の ア ッ セ イ で 用 い た 可 溶 性 組 み 換 え HIVgp120(「 r－ gp120」 )は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー /昆 虫 細 胞 培 地 シ ス テ ム を 用 い て 産 生 し た 。 切 断 型 の HIV－ 1gp120遺 伝 子 を 、 Au
tographa　 californica核 多 角 体 病 ウ イ ル ス (バ キ ュ ロ ウ イ ル ス )へ 形 質 転 換 す る の に 用 い
た ベ ク タ ー は 、 ベ ク タ ー pAc373（ G.E.Smithら 、 「 Modification　 And　 Secretion　 of　 H
uman　 Interleukin　 2　 Produced　 In　 Insect　 Cells　 By　 A　 Baculovirus　 Expressio
n　 Vector」 、 ,Proc.Natl.Acad.Sci.USA82,PP.8404－ 08(1985)） の 誘 導 体 で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び ヒ ト 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 の プ ロ ペ プ チ ド お よ び C
末 端 メ チ オ ニ ン を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 pAc373ベ ク タ ー 内 で 、 gpl60の AAl3－ AA471を コ
ー ド す る HIV－ 1DNA配 列 に フ レ ー ム に 合 う よ う に 連 結 し (配 列 番 号 1お よ び 配 列 番 号 2参 照 )
、 続 い て ロ イ シ ン お よ び セ リ ン を コ ー ド す る DNA(配 列 番 号 3)で 同 様 に 行 っ た 。 得 ら れ た ベ
ク タ ー お よ び 野 生 型 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 、 Spodoptera　 frugiperda(sf9)細 胞 に 同 時 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ し て 2つ の HIV　 r－ gp120ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 組 み 換 え バ キ ュ
ロ ウ イ ル ス を 、 M.D.Summersと G.E.Smithが A　 Manual　 Of　 Methods　 For　 Baculovirus　
Vectors　 And　 Insect　 Cell　 Culture　 Procedures、 Texas　 Agricultural　 Experiment
　 Station　 Bulletin　 No.1555に 記 載 し て い る 方 法 に 従 っ て 分 離 し た 。 組 み 換 え ウ イ ル ス
は 、 HIV－ 1抗 血 清 に よ っ て 特 異 的 に 免 疫 沈 降 さ れ .一 得 る タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 能 力 に よ
っ て 識 別 さ れ る 。 Spodoptera　 frugiperda細 胞 に お け る 配 列 番 号 3の 発 現 に よ っ て 、 ２ つ
の 異 な っ た r－ gp120ポ リ ペ プ チ ド が 産 生 さ れ た :配 列 番 号 4の AA33か ら AA498の 範 囲 の ポ リ
ペ プ チ ド の 70%お よ び 、 配 列 番 号 4の AA23か ら AA498の 範 囲 の ポ リ ペ プ チ ド の 30%で あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 精 製 工 程 は す べ て 4℃ で 行 わ れ た 。 馴 化 昆 虫 細 胞 培 養 上 清 を 、 ミ リ ポ ア デ ュ ラ ポ ア (Mill
ipore　 Durapore)の 親 水 性 の 2ミ ク ロ ン フ ィ ル タ ー カ ー ト リ ッ ジ を 用 い た 濾 過 に よ っ て 分
離 し た 。 分 離 し た 濾 過 物 を 等 量 の 40mMの MES、 pH5.5で 希 釈 し 、 S－ Sepharose　 Fast　 Flow
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カ ラ ム (20mMの MES、 pH5.5で 前 も っ て 平 衡 化 し た も の )に 、 馴 化 培 養 上 清 100mlに つ き lm1の
樹 脂 の 割 合 で 充 填 し た 。 カ ラ ム を 20mMの MES、 pH5.5で 、 引 き 続 い て 20mMの ト リ ス － HCl、 p
H7.0で 洗 浄 し た 。 結 合 タ ン パ ク 質 を 20mMの ト リ ス － HCl、 pH7.0/300mMの NaClで 溶 出 し た 。
HIVr－ gp120を 含 有 す る 溶 出 物 プ ー ル を 等 量 の 20mMの ト リ ス － HCl、 pH7.0で 希 釈 し 、 ヒ ト r
sCD4ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム に か け た 。 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム は 、 基 本 的 に は 樹 脂 製 造 業 者 の 指
示 (Bio－ Rad　 Laboratories,リ ッ チ モ ン ド ,カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ,カ タ ロ グ 番 号 153－ 6046)に
従 っ て 、 樹 脂 1mlあ た り 5mgの rsCD4の 割 合 で ア フ ィ ー ゲ ル (Affi－ Gel)10樹 脂 に 固 定 化 さ れ
た 、 精 製 ヒ ト rsCD4(上 述 )を 含 有 し て い た 。 カ ラ ム を 、 カ ラ ム 体 積 分 の 5倍 の PBSで 、 そ の
後 、 カ ラ ム 体 積 分 の 5倍 の PBS/500mMの NaClで 、 そ し て カ ラ ム 体 積 分 の 5倍 の PBSで 洗 浄 し た
。 結 合 HIVr－ gp120ポ リ ペ プ チ ド を 、 50mMの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH3.0/250mMNaClで 溶 出
し た 。 溶 出 さ れ た 分 画 を 、 1Mの ト リ ス － HCl、 pH7の 10分 の 1を 加 え る こ と に よ っ て 、 直 ち
に 中 和 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 精 製 HIVr－ gp120ポ リ ペ プ チ ド (約 0.2～ 0.3mg/ml)は 、 使 用 す る ま で － ７ ０ ℃ で 保 存 し た
。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 CD4－ V1お よ び CD4－ VIV2競 合 実 験 に 関 し て 上 述 し た も の と 本 質 的 に 同 様 に 、 RIA競 合 実
験 を 行 っ た 。 つ ま り 、 各 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル を 抗 マ ウ ス Igで コ ー ト し 、 ブ ロ
ッ ク し 、 次 に 上 述 の よ う に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 (1F8、 5A8ま た は 5F2)、 OKT4、 OKT4A
ま た は Leu3Aと イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 精 製 さ れ た バ キ ュ ロ ウ イ ル ス r－ gp120(最 終 濃 度 2.5μ g/ml)お よ び 1 2 5 Ｉ － rsCD4と を 共
に 0.5時 間 、 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て こ の 混 合 物 を 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン の 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 結 合 1 2 5 Ｉ － rsCD4を ガ ン マ カ ウ ン タ ー を 用 い て 検 出 し た
。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ELISA交 差 ブ ロ ッ ク 実 験 の 結 果 を 表 Vに 示 す が 、 こ の 表 は 、 本 発 明 の ３ つ の 抗 体 ホ モ ロ グ
(1F8、 5A8お よ び 5F2)、 ２ つ の CD4　 VIに 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Leu3Aお よ び OKT4A)
お よ び CD4　 V3V4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (OKT4)に 対 す る 、 精 製 HIVr－ gp120に よ る
ヒ ト rsCD4の 結 合 の 阻 害 パ ー セ ン ト を 示 し て い る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 表 V
【 ０ １ ８ ７ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 Vに 示 さ れ た デ ー タ は 、 HIVgp120と ヒ ト rsCD4と を 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 1F8、 5A8ま た は 5F2の r－ gpl20/rsCD4複 合 体 に 対 す る 結 合 が 、 有 意 に
ブ ロ ッ ク さ れ な い こ と を 示 し て い る 。 反 対 に 、 r－ gp120は 、 CD4　 V1に 特 異 的 な 抗 体 OKT4A
お よ び Leu3Aの ヒ ト rsCD4に 対 す る 結 合 を ほ と ん ど な く し て し ま っ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 第 二 の 方 法 に お い て 、 精 製 HIVr－ gp120が 、 CD4+ヒ ト 細 胞 系 (H9)へ の 結 合 に 関 し て 、 5A8
、 ２ つ の CD4　 VIに 特 異 的 な 抗 体 (Leu3Aお よ び OKT4A)お よ び CD4　 V3V4に 特 異 的 な 抗 体 (OKT
4)に 競 合 す る か ど う か を 測 定 す る た め に 、 免 疫 蛍 光 染 色 法 を 用 い た 。 2組 の 細 胞 サ ン プ ル
を 並 行 し て 染 色 し た 。 1組 は 、 抗 CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て の み 染 色 し た 。 も う 1組
は 、 抗 CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 す る 前 に 飽 和 HIVr－ gp120で 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 つ ま り 、 各 サ ン プ ル に 関 し て 、 2x105の H9細 胞 (Dr.RobertT.Schooley,University　 of　
Colorado　 Medical　 School,デ ン バ ー ,コ ロ ラ ド 州 に よ り 提 供 )を 、 50μ 1の 染 色 緩 衝 液 PBS
/2%FCS/0.02%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 内 に 懸 濁 し 、 そ し て 50μ 1の 抗 体 試 薬 を 加 え た 。 5A8に 関 し
て は 、 抗 体 試 薬 は 、 約 5～ 20μ g/mlの 5A8を 含 有 す る 馴 化 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 培 養 上 清 で あ
っ た 。 コ ン ト ロ ー ル 抗 体 の 抗 体 試 薬 は 、 染 色 緩 衝 液 中 の 、 Leu3A、 OKT4Aま た は OKT4の 10μ
1/ml溶 液 で あ っ た 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て は 、 MOPC21細 胞 か ら 精 製 さ れ た マ ウ ス ミ エ ロ
ー マ タ ン パ ク 質 (IgG1)(Litton　 Bionetics,Inc.,チ ャ _ル ス ト ン ,サ ウ ス カ ロ ラ イ ナ 州 ,カ
タ ロ グ 番 号 8402－ 03)、 ま た は UPC－ 10細 胞 か ら 精 製 し た マ ウ ス ミ エ ロ ー マ タ ン パ ク 質 (IgG
2a)(Litton　 Bionetics,Inc.,カ タ ロ グ 番 号 8402－ 24)と い う 、 特 異 性 に 関 連 の な い 抗 体 を
染 色 緩 衝 液 中 に 10μ g/m1含 有 す る 抗 体 試 薬 を 、 ２ つ の 細 胞 サ ン プ ル に 添 加 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 サ ン プ ル を 氷 上 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 １ mlの 染 色 緩 衝 液 内 で 3回 洗 浄 し た
。 次 に 、 2μ 1の FITC結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Jackson　 Immunoresearch,ウ ェ ス
ト グ ロ ー ブ ,ペ ン シ ル ベ ニ ア 州 ,カ タ ロ グ 番 号 115－ 006－ 062)を 1:50の 最 終 希 釈 度 で 染 色 緩
衝 液 (30μ g/ml)に 加 え 、 そ し て サ ン プ ル を 氷 上 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 2回 洗 浄 し 、 F
ACStar蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 機 で 分 析 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 (同 様 に １ つ の チ ュ ー ブ に っ き 2x105の H9細 胞 を 用 い た )並 行 実 験 に お い て 、 細 胞 サ ン プ
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ル を 、 抗 CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 上 記 の よ う に 染 色 す る 前 に 、 (細 胞 表 面 CD4分 子 を 飽 和
す る )過 剰 r－ gp120と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ ま り 、 10μ gの r－ gp120を 含 有 す る 染
色 緩 衝 液 50μ 1を 各 細 胞 サ ン プ ル に 加 え た 。 氷 上 で r－ gp120と と も に 30分 間 、 予 め イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 後 、 上 記 の 抗 体 試 薬 を 加 え 、 上 記 の よ う な 染 色 工 程 を 続 け た 。 　 細 胞 は 、 上
記 の よ う に 、 FACStarで 分 析 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 図 2に こ の 実 験 の 結 果 を 示 す 。 各 プ ロ フ ィ ー ル は 、 H9細 胞 の 対 数 蛍 光 強 度 に 対 す る 相 対
細 胞 数 (等 分 目 盛 り 、 x軸 )を 示 し て い る 。 対 数 蛍 光 強 度 は 、 細 胞 1個 あ た り の 染 色 さ れ た 分
子 の 密 度 に 正 比 例 し て い る 。 左 側 の プ ロ フ ィ ー ル は 、 抗 CD4抗 体 を H9細 胞 に 直 接 加 え た 組
の 実 験 に 関 す る も の で あ る 。 右 側 の プ ロ フ ィ ー ル は 、 抗 CD4抗 体 を 加 え る 前 に 、 細 胞 を 過
剰 HIVr－ gp120で 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し た 組 の 実 験 に 関 す る も の で あ る 。 点 線 は 、 抗 CD4モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 染 色 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 実 線 は 、 関 連 の な い 陰 性 コ ン ト ロ ー ル の マ ウ ス IgG抗 体 に よ る 染 色 を 示 す 。 UPC－ 10免 疫
グ ロ ブ リ ン (IgG2)は OKT4A(IgG2a)お よ び OKT4(IgG2b)の コ ン ト ロ ー ル と し て の 役 割 を 果 た
し 、 MOPC－ 21免 疫 グ ロ ブ リ ン (IgG1)は 5A8(IgG1)の コ ン ト ロ ー ル と し て の 役 割 を 果 た し た
。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 こ の 結 果 は 、 CD4+H9細 胞 に 対 す る 5A8の 結 合 が 、 過 剰 HIVr－ gp120に よ る 細 胞 の 予 め の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 影 響 さ れ な い こ と を 示 し て い る 。 反 対 に 、 CD4　 VIに 特 異 的 な 抗 体 Leu
3Aお よ び OKT4Aの 結 合 は 、 過 剰 HIVr－ gp120に よ る 予 め の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 完 全
に ブ ロ ッ ク さ れ た 。 予 想 通 り 、 CD4　 V3V4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 OKT4は 、 HIVr－ g
p120に よ る 予 め の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 影 響 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 （ HIV誘 導 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 の ブ ロ ッ ク 我 々 ）
　 我 々 は 、 AIDS、 ARCお よ び HIV感 染 の 予 防 お よ び 治 療 に お け る 、 潜 在 的 な 治 療 上 の 利 点 を
評 価 す る た め に 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ の 、 HIV誘 導 の CD4+細 胞 間 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を
ブ ロ ッ ク す る 能 力 を 研 究 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 第 一 の 方 法 に お い て 、 我 々 は 、 B.D.Walkerら ,「 Inhibition　 Of　 Human　 Immunodefici
ency　 Virus　 Syncytium　 Formation　 And　 Virus　 Replication　 By　 Castanospermine
」 ,Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 　 84,PP.8120－ 24(1984)に 示 さ れ た よ う に 、 本 発 明 の い く
つ か の 抗 体 ホ モ ロ グ の 、 HIV感 染 H9細 胞 と 非 感 染 C8166細 胞 と の 間 の シ ン シ チ ウ ム 形 成 を ブ
ロ ッ ク す る 能 力 を テ ス ト し た 。 HIV感 染 H9細 胞 と C8166細 胞 (Walkerら ,ProcNatl.Acad.Sci.
USA上 記 参 照 )は 、 CD4+ヒ ト Ｔ 細 胞 系 で あ る 。 C8166は 、 J.Sodroskiら ,「 Role　 Of　 The　 H
TLV－ III/LAV　 Envelope　 In　 Syncytium　 Formation　 And　 Cytopathicity」 ,Nature,32
2,pp.470－ 74(1986)に 述 べ ら れ て い る よ う に 、 CD4+形 質 転 換 ヒ ト 臍 帯 血 リ ン パ 球 細 胞 系 で
あ る 。 双 方 の 細 胞 株 は 、 Dr.RobertT.Schooley,University　 of　 Colorado　 Medical　 Sch
ool,デ ン バ ー ,コ ロ ラ ド 州 ,か ら 提 供 さ れ 、 ま た 、 AIDS　 Reference　 Reagent　 Program,Na
tional　 Institutes　 of　 Health,ベ セ ス ダ ,メ リ ー ラ ン ド 州 ,か ら も 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 つ ま り 、 各 サ ン プ ル に っ き 、 5× 10 3 の 慢 性 HIV感 染 H9細 胞 を 、 100μ 1の 「 R－ 20培 地 」 (1
0mMの HEPES(pH6.8)と 2mMの グ ル タ ミ ン を 含 有 し 、 20%FCSを 補 足 し た 、 RPMl1640培 養 培 地 )
中 、 5%の CO 2 雰 囲 気 下 で 37℃ で 30分 間 、 約 5～ 20μ g/mlの 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ を 含 有 す る
50μ 1の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 培 養 上 清 と と も に 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 培 養 上 清 は 、 1:2か
ら 1:256の 割 で 、 R－ 20培 地 で の 一 連 の 2倍 希 釈 度 で テ ス ト し た 。 そ し て 、 100μ 1の R－ 20培
地 に 、 15× 10 3 の 非 感 染 C8166細 胞 を 加 え 、 各 ウ ェ ル の 最 終 体 積 を 200μ 1に し た 。 サ ン プ ル
に C8166細 胞 を 加 え た 後 、 37℃ で 、 5%CO2雰 囲 気 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 各 ウ ェ ル の シ
ン シ チ ウ ム の 数 を 、 光 学 顕 微 鏡 で 視 覚 的 検 査 に よ っ て 計 数 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
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　 ウ ェ ル ご と の シ ン シ チ ウ ム の 数 は 、 添 加 さ れ た 抗 CD4抗 体 含 有 培 養 上 清 が な い 場 合 に 最
高 で あ っ た 。 １ つ の サ ン プ ル で は 、 約 5～ 20μ g/mlの ア イ ソ タ イ プ の あ っ た 関 連 の な い マ
ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン (ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 )を 含 有 す る 、 100μ 1の 培 養 上 清 を 、 す べ て
の 非 特 異 的 ブ ロ ッ ク 効 果 の 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 加 え た 。 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て は 、
CD4Vlに 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る Leu3Aを 、 2.5μ g/mlか ら 0.04μ g/mlの 範 囲 で
の さ ま ざ ま の 濃 度 で テ ス ト し た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 こ の 実 験 の 結 果 を 、 表 VIに 示 す 。 デ ー タ は 、 シ ン シ チ ウ ム 形 成 の 50%を ブ ロ ッ ク す る 結
果 を 出 し た 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 希 釈 度 の 逆 数 と し て 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 表 VI
【 ０ ２ ０ １ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
0.04μ g/mlま で 、 80%以 上 の ブ ロ ッ ク 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 上 記 の ア ッ セ イ を 用 い た い く つ か の 独 立 し た 実 験 に お い て 、 シ ン シ チ ウ ム 形 成 の 50%を
ブ ロ ッ ク す る た め に 必 要 と さ れ た OKT4(CD4　 V3V4に 特 異 的 な 抗 体 )の 濃 度 は 、 1～ 10μ g/ml
の 範 囲 で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 上 記 の ア ッ セ イ は 、 精 製 5A8、 精 製 Leu3A、 お よ び 精 製 Leu3Aと 精 製 5A8と を と も に 用 い て
も 数 回 行 わ れ た 。 Leu3Aと 5A8を 共 に 用 い た 場 合 に は 、 相 乗 阻 害 が 観 察 さ れ た 。 例 え ば 、 1
つ の 実 験 で は 、 単 独 で 用 い た 場 合 に は Leu3Aも 5A8も 、 0.02μ g/mlの 濃 度 に お い て シ ン シ チ
ウ ム 形 成 を 50%阻 害 し た 。 O.008μ g/mlの Leu3Aま た は 5A8単 独 で は 、 そ れ ぞ れ 、 30%お よ び 2
0%の シ ン シ チ ウ ム ブ ロ ッ ク が 観 察 さ れ た 。 し か し 、 Leu3Aお よ び 5A8を 共 に 用 い た 場 合 に は
、 50%阻 害 に は 、 そ れ ぞ れ O.004μ g/mlが 必 要 な だ け で あ っ た 。 4つ の 追 加 的 実 験 の 中 で ３
つ に お い て 同 様 の 相 乗 効 果 が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 も う 1つ の シ ン シ チ ウ ム ア ッ セ イ に お い て 、 我 々 は 、 精 製 5A8が 、 ヒ ト CD4+ジ ャ ー カ ッ ト
(Jurkat)細 胞 と 、 表 面 上 に 組 み 換 え gp160を 発 現 す る 形 質 転 換 さ れ た CHO細 胞 (「 r－ gp160
－ CHO細 胞 」 )と の 間 の 、 HIV誘 導 に よ る シ ン シ チ ウ ム 形 成 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 を 正 確 に 計
測 し た 。 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 は 、 Dr　 Timothy　 Springer,Dana　 Farber　 Cancer　 Institut
e,ボ ス ト ン ,マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ,に よ り 提 供 さ れ 、 ま た American　 Type　 Culture　 Colle
ction,ロ ッ ク ビ ル ,メ リ ー ラ ン ド 州 ,カ タ ロ グ 番 号 TIB152か ら も 入 手 可 能 で あ る 。 r－ gp160
－ CHO細 胞 を 、 In　 Vitro　 International　 Inc.culture　 collectionリ ン チ カ ム ,メ リ ー
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ラ ン ド 州 ,に 寄 託 し 、 受 託 番 号 IVI－ 10261が 付 け ら れ て 、 そ し て American　 Type　 Culture
　 Collection,ロ ッ ク ビ ル ,メ リ ー ラ ン ド 州 ,に 移 送 し て 受 諾 番 号 CRLlo885が 付 け ら れ た 。
こ れ ら の 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 用 い ら れ た HIVgp160遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配
列 番 号 1に 記 さ れ て お り 、 そ れ が コ ー ド す る gp120/gp41ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 も 配
列 番 号 1に 、 さ ら に 配 列 番 号 2に も 記 さ れ て い る 。 比 較 の た め に 、 ２ つ の CD4　 VIに 特 異 的
な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (OKT4Aお よ び Leu3A)お よ び １ つ の CD4　 V3V4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 (2－ 103－ D11、 作 用 は OKT4に 類 似 )の シ ン シ チ ウ ム ブ ロ ッ ク 能 力 を テ ス ト す る た
め に 、 こ の ア ッ セ イ を 用 い た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 こ の ア ッ セ イ に 用 い た 精 製 5A8抗 体 は 、 以 下 の よ う に 調 製 し た 。 5A8ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞
(1× 10 6 )を (プ リ ス タ ン で 感 作 し た )Balb/cマ ウ ス の 腹 腔 内 に 注 射 し 、 腹 水 を 産 生 さ せ た 。
5A8腹 水 は 、 使 用 す る ま で － ２ ０ ℃ で 凍 結 し て 保 存 し た 。 解 凍 後 、 5A8腹 水 を 、 約 500× g a v
で 20分 間 、 室 温 で 遠 心 し た 。 上 清 を 0.45μ Mミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー で 濾 過 し 、 そ し て 6倍 に 希
釈 し 、 そ し て ア フ ィ ー ゲ ル プ ロ テ イ ン A(Affi－ GelProteinA)MAPSHカ ラ ム (Bio－ Rad　 Labo
ratories,カ タ ロ グ 番 号 1536159)を 用 い て 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 精 製 し た 。 そ し て 、 サ ン
プ ル を 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 に よ っ て 4℃ で 徹 底 的 に 透 析 し た 。 透 析 さ れ た 5A8調 製 物 を
、 一 定 部 分 に 分 割 し 、 使 用 す る ま で － ７ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 つ ま り 、 r－ gp160－ CHO細 胞 を 、 100μ 1培 地 (10%透 析 FCS、 4mMの Lグ ル タ ミ ン お よ び 500n
Mの メ ト ト レ キ サ ー ト を 補 足 し た α － MEM)に お い て 、 各 ウ ェ ル 1.5x10 4 細 胞 ず つ 、 96ウ ェ ル
の (平 底 )マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に プ レ ー ト し 、 5%の CO2雰 囲 気 下 、 37℃ で 一 晩 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 プ レ ー ト を 吸 い 取 り 紙 上 で 裏 返 し 、 ウ ェ ル か ら 培
地 を 取 り 除 き 、 100μ 1の 抗 体 試 薬 を 各 ウ ェ ル に 加 え た (各 抗 体 濃 度 は 3倍 で テ ス ト し た );こ
れ ら の サ ン プ ル で 「 テ ス ト cpm」 を 得 た 。 抗 体 試 薬 と し て は 、 精 製 5A8、 Leu3A、 OKT4ま た
は 2－ 103－ D11(5A8に つ い て 上 述 し た よ う に 精 製 し た も の )を 、 0.026か ら 10,000ng/mlの 範
囲 の 濃 度 で 加 え た 。 そ の 後 、 10%加 熱 不 活 化 FCS、 2mMの グ ル タ ミ ン お よ び 100U/m1の ペ ニ シ
リ ン Gお よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 補 足 し た 100μ lRPMI培 地 内 の 6× 10 4 　 5 1 Cr標 識 CD4+ジ
ャ ー カ ッ ト 細 胞 (下 記 と 同 様 に 調 製 )を 、 加 え た 。 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 か ら の 非 特 異 的 な 5 1 Cr
放 出 を 制 御 す る た め に 、 6× 10 4 　 5 1 Cr標 識 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 を 200μ 1の 体 積 で ウ ェ ル に 加
え た ;こ の サ ン プ ル で 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の cpm」 を 得 た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 5%の CO2雰 囲 気 下 、 37℃ で 17～ 19時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 光 学 顕 微 鏡 に よ っ て 陽 性 コ ン ト ロ ー ル の ウ ェ ル 内 の シ ン シ チ ウ
ム 溶 解 と 、 シ ン シ チ ウ ム 形 成 を ブ ロ ッ ク す る と 考 え ら れ る 抗 CD4抗 体 を 含 有 す る ウ ェ ル 内
の 細 胞 溶 解 阻 害 と を 視 覚 的 に 検 査 し た 。 プ レ ー ト を 、 約 400xgavで 、 3か ら 4分 遠 心 し た 。
上 清 (100μ 1)を 、 底 に ふ れ な い よ う に し て 各 ウ ェ ル か ら 吸 引 し 、 タ イ タ ー チ ュ ー ブ マ イ ク
ロ チ ュ ー ブ (Titertube　 Microtubes)(Bio－ Rad　 Laboatories,カ タ ロ グ 番 号 223－ 9390)に
入 れ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 そ の 後 、 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ を 個 別 に 計 数 バ イ ア ル に 移 し 、 各 バ イ ア ル か ら 放 射 さ れ た cp
mを ガ ン マ カ ウ ン タ ー (Beckman)で 計 測 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 各 ア ッ セ イ に 加 え ら れ た 合 計 数 (「 総 cpm数 」 )を 測 定 す る た め に 、 6× 10 4 の 5 1 Cr標 識 化
ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 を シ ン チ レ ー シ ョ ン バ イ ア ル に 加 え 、 そ の 後 、 0.2NNaOHお よ び PBS内 の 1
%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え る こ と に よ っ て 、 バ イ ア ル 内 で 溶 解 さ せ た 。 こ の コ ン ト
ロ ー ル バ イ ア ル か ら 放 出 さ れ た cpmを ガ ン マ カ ウ ン タ ー で 計 測 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 5 1 Cr標 識 化 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 を 以 下 の よ う に 調 製 し た 。 フ ラ ス コ か ら 取 り 出 し た ジ ャ ー
カ ッ ト 細 胞 を ス ピ ン ダ ウ ン し 、 新 鮮 な 増 殖 培 地 (10%の 加 熱 不 活 化 FCS、 2mMの Lグ ル タ ミ ン
お よ び 100U/mlの ペ ニ シ リ ン Gお よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン で 補 足 し た RPMI培 地 )に 再 懸 濁 し
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、 計 数 し た 。 新 鮮 な 5 1 Crを 以 下 の 割 合 で 50mlの コ ニ カ ル ボ ト ム 無 菌 チ ュ ー ブ に 加 え た :(1)
100μ Ci　 5 1 Cr　 (100μ 1)を 5× 10 6 ま で の 細 胞 を 含 有 す る 900μ 1の 培 地 に 加 え る ;(2)200～
250μ Ci　 5 1 Cr　 (200～ 250μ 1)を 5× 10 6 か ら 10× 10 6 ま で の 細 胞 を 含 有 す る 800～ 750μ 1の
培 地 に 加 え る 。 細 胞 は 5%CO2雰 囲 気 下 で 37℃ で 、 ゆ る く キ ャ ッ プ を し め て 、 時 々 ゆ っ く り
と 振 り な が ら 、 45分 間 イ ン キ ュ ー ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 増 殖 培 地 で
3回 （ 1回 に つ き 30m1） 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た 細 胞 を 、 １ mlの 増 殖 培 地 内 で 再 懸 濁 し 、 計 数 し
、 シ ン シ チ ウ ム ア ッ セ イ に 加 え た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 細 胞 は 、 調 製 後 30分 以 内 で ア ッ セ イ に 用 い た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 阻 害 パ ー セ ン ト は 以 下 の よ う に 計 算 し た 。
（ テ ス ト cpm－ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド cpm） ／ （ 合 計 cpm－ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド cpm） × 100=シ ン シ
チ ウ ム 溶 解 ％
　 阻 害 ％ =(1－ （ 抗 CD4MAb存 在 下 の シ ン シ チ ウ ム 溶 解 ％ ） ／ （ 抗 CD4Mab非 存 在 下 の シ ン シ
チ ウ ム 溶 解 ％ ） )× １ ０ ０ 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 図 3お よ び 4は 、 抗 体 濃 度 (ng/ml)に 対 す る シ ン シ チ ウ ム 阻 害 パ ー セ ン ト (上 述 の よ う に 計
算 )を 図 示 し て 、 こ れ ら の 実 験 の 結 果 を 示 し て い る 。 図 3は 、 0.026～ 2,000ng/mlの 5A8、 Le
u3Aお よ び OKT4Aの シ ン シ チ ウ ム 形 成 へ の 効 果 を 示 し て い る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 予 想 と は 異 な り 、 図 3に よ る と 、 5A8の 効 力 は 、 約 10ng/m1で 50%の シ ン シ チ ウ ム ブ ロ ッ ク
を 達 成 し 、 Leu3Aお よ び OKT4Aに 匹 敵 す る 。 図 4は 、 3.2か ら 10,000ng/m1の 5A8、 Leu3A、 OKT
4Aお よ び 「 OKT4様 」 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 2－ 103－ D11の シ ン シ チ ウ ム 形 成 へ の 効 果
を 示 し て い る 。 図 4は 、 CD4　 V3V4に 特 異 的 な 抗 体 (2－ 103－ D11)が 、 5A8に 必 要 な 濃 度 よ り
数 桁 高 い 濃 度 で の み 、 シ ン シ チ ウ ム 形 成 を ブ ロ ッ ク し た こ と を 示 す 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 （ CD4+の HIV感 染 の ブ ロ ッ ク ）
　 我 々 は 、 AIDS、 ARCお よ び HIV感 染 の 予 防 お よ び 治 療 に お け る 、 潜 在 的 治 療 上 の 利 点 を 評
価 す る た め に 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ が 、 CD4+細 胞 の HIVに よ る 感 染 を ブ ロ ッ ク す る 能 力
を 研 究 し た 。 こ れ ら の 計 測 の た め に 、 我 々 は 、 M.Robert－ Guroffら 、 「 HTLV－ III－ Neutr
alizing　 Antibodies　 In　 Patients　 With　 AIDS　 And　 AIDS－ Related　 Complex」 、 Na
ture,316,PP.72－ 74(1985)に 示 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 基 づ い た マ イ ク ロ ア ッ セ イ を 用 い た
。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 最 初 の 実 験 に お い て 、 R－ 20培 地 内 の HIV分 離 物 HTLV－ III B （ Robert－ Guroffら ,Nature,
上 記 ） の 200TCID 5 0 (接 種 さ れ た 培 養 物 の 半 分 に 再 現 的 に 感 染 す る ウ イ ル ス の 最 低 希 釈 度 の
200倍 )を 、 抗 CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 20μ 1の 希 釈 し て い な い ハ イ ブ リ ド ー マ 培
養 上 清 、 ま た は 10μ 1の R－ 20培 地 内 の 4× 10 4 の C8166細 胞 お よ び 関 連 の な い マ ウ ス IgG 1 含
有 培 養 上 清 20μ 1に 加 え た 。 HTLV－ IHBは 、 Dr.RobertT.Schooley,University　 of　 Colora
do　 Medica1　 School,デ ン バ ー ,コ ロ ラ ド 州 ,か ら 提 供 さ れ た が 、 AIDS　 Reference　 Reage
nt　 Program,National　 Institutes　 of　 Health,ベ セ ス ダ ,メ リ ー ラ ン ド 州 ,か ら も 入 手
可 能 で あ る 。 各 混 合 物 を 分 割 し て 、 3つ の ウ ェ ル (各 ウ ェ ル 15μ 1)に 加 え 、 各 ウ ェ ル を R－ 2
0培 地 で 総 体 積 200μ 1に し た 。 第 二 の 実 験 に お い て 、 HIVの 100TCID 5 0 を 加 え る 前 に 、 細 胞
を 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 と と も に 30分 間 、 37℃ で 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 予 め の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 5A8の 感 染 ブ ロ ッ ク に 明 白 な 効 果 を 及 ぼ さ な か っ た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 双 方 の 実 験 か ら 得 た ウ ェ ル に つ い て 、 感 染 開 始 か ら 4か ら 8日 間 、 シ ン シ チ ウ ム の 存 在 に
よ っ て 証 明 さ れ る も の と し て 視 覚 的 に 計 測 し た 。 5つ 以 上 の シ ン シ チ ウ ム を 含 有 し 、 各 シ
ン シ チ ウ ム が 3細 胞 直 径 以 上 の 直 径 を 有 す る ウ ェ ル を 感 染 陽 性 と 見 な し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
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　 我 々 は 、 2か ら 3の 陽 性 ウ ェ ル が あ れ ば 完 全 な 感 染 と み な し 、 陽 性 ウ ェ ル が 0ま た は 1の 場
合 に は 効 果 的 な ブ ロ ッ ク が 行 わ れ た と 考 え た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 表 VIIは 、 細 胞 と 抗 体 を 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し な か っ た 場 合 の 、 CD4+C8166細 胞 の HIVの 2
00TCID 5 0 に よ る 感 染 に 対 す る 、 5A8(5～ 20μ g/m1)、 1F8(5～ 20μ g/m1)、 5F2(約 5μ g/ml)、
CD4　 V3V4に 特 異 的 な マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル IgGiで あ る 2－ 103－ D11(約 5μ g/ml)お よ び 関
連 の な い マ ウ ス IgGl培 養 上 清 (5～ 20μ g/ml)の 効 果 を 示 し て い る 。 表 VIIlは 、 細 胞 お よ び
抗 体 を 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 の 、 同 上 の 抗 体 の 同 上 濃 度 で の 、 HIVの 100TCID 5 0 に よ
る 感 染 に 対 す る 効 果 を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 表 VII
【 ０ ２ ２ １ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 表 VIII
【 ０ ２ ２ ２ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 VIIお よ び VIIIか ら 、 5A8が 、 CD4+細 胞 に お け る 、 HIVの 感 染 を 再 現 的 に ブ ロ ッ ク し 得 る
こ と が わ か る 。 1F8お よ び 5F2も 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 を ブ ロ ッ ク し 得 る 証 拠 を 示 し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 我 々 は 、 上 記 の 実 験 に 用 い た 実 験 株 (HTLV－ IIIB)の 代 わ り に 、 1人 の 最 近 の 患 者 か ら の H
IV分 離 物 (分 離 物 0108E、 Massachusetts　 General　 Hospital　 Phase　 I　 Reception　 Cli
nical　 Tria1:R.T.Schooleyら ,「 A　 Phase　 I/II　 Escalating　 Dose　 Trial　 Of　 Recom
binant　 Soluble　 CD4　 Therapy　 In　 Patients　 With　 AIDS　 or　 AIDS－ Related　 Comp
lex」 ,Ann.Int.Med.,112,pp.247－ 53(1989))を 用 い て 、 さ ら に 感 染 実 験 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 こ の 実 験 に お い て 、 500μ 1の 抗 体 試 薬 を 、 5～ 10TCID 5 0 の HIV分 離 物 0108Eと 1× 10 6 の フ
ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン (「 PHA」 )活 性 化 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 (「 PBL」 )(下 記 の よ う に 調 製 )を
含 有 す る 250μ 1の R－ 3培 地 と を 含 有 す る 、 250μ 1の 「 R－ 3培 地 」 （ Biogen,Inc.,ケ ン ブ リ
ッ ジ ,マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ,に よ り 製 造 の 、 25U/mlの 組 み 換 え Ｔ 細 胞 増 殖 因 子 (「 r－ IL2」
ま た は 「 r－ TCGF」 )に よ り 捕 足 さ れ た R－ 20培 地 ） に 加 え た 。 表 IXに 示 し た 実 験 で 用 い た
抗 体 試 薬 は 、 双 方 と も が R－ 20培 地 で 希 釈 さ れ た 、 5A8含 有 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 (5～ 20
μ g/ml)、 お よ び 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て の ア イ ソ タ イ プ の あ っ た Ig伍 含 有 培 養 上 清 (5～ 2
0μ g/ml)で あ っ た 。 表 Xに 示 さ れ る 実 験 に 用 い ら れ た 抗 体 試 薬 は 、 す べ て R－ 20培 地 で 希 釈
し た 、 精 製 5A8(上 記 )、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て の 精 製 Leu3A、 お よ び 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と
し て の ア イ ソ タ イ プ の あ っ た 精 製 マ ウ ス 19GIMOPC－ 21(Litton　 Bionetics,カ タ ロ グ 番 号 8
402－ 031)で あ っ た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 PHAで 活 性 化 し た ヒ ト PBLは 、 以 下 の よ う に 調 製 さ れ た 。 全 血 (赤 十 字 )を Histopaque(Sig
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maChemicalCo.,カ タ ロ グ 番 号 1077－ 1)上 に 積 層 し 、 400× g a v で 、 40分 間 、 室 温 で 遠 心 し た
。 界 面 か ら PBLを 採 集 し 、 非 捕 足 RPMI－ 1640培 地 で 3回 洗 浄 し 、 計 数 し た 。 そ の 後 、 PBLを
、 1μ g/mlPHA－ P(Difco,ス プ リ ン グ フ ィ ー ル ド ,ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ,カ タ ロ グ 番 号 DF3110
564)で 捕 足 さ れ た R－ 3培 地 に お い て 、 4× 10 6 細 胞 /m1で 再 懸 濁 し 、 3日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 凍 結 し (R－ 20培 地 内 の 10%DMSO)、 そ し て 使 用 す る ま で
－ ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。 使 用 す る 前 に 、 活 性 化 し た PBLを 解 凍 し 、 R－ 3培 地 で 5日 間 培 養 し た
。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 精 製 5A8を 用 い た 実 験 (表 X)に お い て 、 PHAに よ り 活 性 化 し た PBLは 、 ウ イ ル ス を 加 え る 前
に 、 抗 体 試 薬 と と も に 37℃ で 1時 間 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 5A8ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清
を 用 い た 、 も う 一 方 の 実 験 (表 IX)に お い て は 、 こ の よ う な 予 め の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 行
わ な か っ た 。 い ず れ の 実 験 に お い て も 、 細 胞 を 、 抗 体 試 薬 と ウ イ ル ス と と も に 、 5%CO2雰
囲 気 下 、 37℃ で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 の 各 サ ン プ ル を 、 R－ 20培 地 と と も に 3回
洗 浄 し 、 ２ つ の ウ ェ ル に 分 割 し 、 R－ 3培 地 に お い て 5%CO2雰 囲 気 下 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 3～ 4日 ご と に 、 450μ 1の 細 胞 上 清 を 回 収 し て 、 HIV核 抗 原 p24(HIV感 染 の 指 標 )の
存 在 を ア ッ セ イ し た 。 こ の よ う な 各 回 収 の 後 、 500μ 1の R－ 3培 地 を 各 ウ ェ ル に 加 え た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 我 々 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る p24核 抗 原 を 捕 え る た め に マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ
ェ ル に 固 定 化 さ れ た 抗 p24モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 活 用 す る 市 販 の キ ッ ト (NEN　 Research　 P
roducts,E.1.DuPont　 de　 Nemours　 and　 Co.,Inc.,ボ ス ト ン ,マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ,「 HIV
　 Core　 Profile　 ELISA」 ,カ タ ロ グ 番 号 .NEK－ 060,NEK－ 060A,NEK－ 060B)を 用 い た 、 固
相 ELISAに よ っ て 、 HIVp24を ア ッ セ イ し た 。 こ の キ ッ ト は 、 キ ッ ト に 添 付 さ れ た 使 用 説 明
書 の 付 録 Cに 示 さ れ た 標 準 曲 線 の 範 囲 で 、 製 造 者 に よ っ て 指 示 さ れ た 通 り に 用 い た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 0.1ng/ml以 上 の HIVp24を 含 有 す る ウ ェ ル は 、 「 感 染 」 と 分 類 し た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 こ れ ら の 実 験 の 結 果 を 表 IXお よ び Xに 示 す 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 表 IX
【 ０ ２ ３ １ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 表 X
【 ０ ２ ３ ２ 】
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 IXお よ び Xか ら 、 5A8が 、 あ る HIV患 者 の 分 離 物 に よ る 感 染 を 非 常 に 効 果 的 に ブ ロ ッ ク す
る こ と が わ か る 。 5A8含 有 培 養 上 清 は 、 1:16の 希 釈 度 で も 感 染 を ブ ロ ッ ク し た 。 精 製 5A8は
、 テ ス ト し た 中 で 最 も 低 い 濃 度 で あ る 、 0.08μ g/m1と い う 低 い 濃 度 で 、 こ の 患 者 の ウ イ ル
ス 分 離 物 に よ る 感 染 を ブ ロ ッ ク し た が 、 こ れ は Leu3Aに 匹 敵 す る も の で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 （ 免 疫 抑 制 性 ）
　 我 々 は 、 E.G.Englemanら ,「 Activation　 Of　 Human　 T　 Lymphocyte　 Subsets:Helper
　 and　 SupPressor/Cytotoxic　 T　 Cells　 Recognize　 And　 Respond　 To　 Distinct　 Hi
stocompatibility　 Antigens」 ,J.Immunol.,127,pp.2124－ 29(1981)(「 破 傷 風 ト キ ソ イ ド
」 ま た は 「 TT」 ア ッ セ イ )に 示 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 修 正 さ れ た 、 Ｔ 細 胞 増 殖 ア ッ
セ イ を 用 い て 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ (5A8)の 免 疫 抑 制 性 を 、 2つ の CD4　 VIに 特 異 的 な 抗 C
D4抗 体 (Leu3Aお よ び OKT4A)の 免 疫 抑 制 性 と 比 較 し た 。 こ の ア ッ セ イ で は 、 ヒ ト PBLを 破 傷
風 ト キ ソ イ ド で 処 理 す る が 、 こ れ は ヒ ト PBLの 増 殖 を 刺 激 す る 。 免 疫 抑 制 物 質 が 存 在 す る
場 合 に は 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド を 加 え る と 、 増 殖 は 妨 げ ら れ る 。 増 殖 は 、 細 胞 に よ る 3Hチ ミ
ジ ン の 取 り 込 み に よ っ て 定 量 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 非 捕 足 9PMI－ 1640培 地 に よ っ て 10mlの 血 液 を 2倍 に 希 釈 し 、 こ の 混 合 物 を 室 温 で 50mlの
チ ュ ー ブ 内 の 10m1の リ ン パ 球 選 別 培 地 に 積 層 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト PBLを 単 離 し た 。 こ
の チ ュ ー ブ を 室 温 で 30分 間 、 400xg a v で 遠 心 し た 。 PBLを 界 面 か ら 採 集 し 、 非 捕 足 RPMI－ 16
40培 地 で 2回 洗 浄 し 、 計 数 し 、 そ し て 以 下 の よ う に 破 傷 風 ト キ ソ イ ド ア ッ セ イ に 用 い た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 破 傷 風 ト キ ソ イ ド ア ッ セ イ は 、 各 ウ ェ ル が ヒ ト PBLと 破 傷 風 ト キ ソ イ ド を 含 有 す る 、 96
ウ ェ ル の 平 底 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で 行 わ れ た 。 各 ウ ェ ル 内 で の 合 計 体 積 が 200μ 1に
な る よ う に 、 抗 体 試 薬 を い く つ か の ウ ェ ル に 加 え た 。 細 胞 の み を 含 有 す る (抗 体 試 薬 も 破
傷 風 ト キ ソ イ ド も 有 さ な い )ウ ェ ル は 、 こ の ア ッ セ イ の 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 」 と な る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 ア ッ セ イ は 3回 行 わ れ た 。 ア ッ セ イ の 成 分 は 以 下 の 順 番 で 加 え ら れ た :(1)50μ 1の 「 ア ッ
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セ イ 培 地 」 (10%の 加 熱 不 活 化 ウ シ 胎 児 血 清 (Hazelton　 Biologics,Inc.,レ ネ キ サ ,カ ン サ
ス 州 ,カ タ ロ グ 番 号 12－ 10378P)、 2mMの Lグ ル タ ミ ン お よ び 100単 位 /mlペ ニ シ リ ン Gお よ び
ス ト レ プ ト マ イ シ ン で 捕 足 し た RPMI－ 1640);(2)50μ 1の ア ッ セ イ 培 地 (「 バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド 」 の ウ ェ ル 用 )ま た は 抗 体 試 薬 (最 終 TTア ッ セ イ の 濃 度 が 10か ら 0.1μ g/mlの 範 囲 の 、 精
製 し た 5A8、 Leu3A、 OKT4A、 MOPC21ま た は UPClO;(3)40μ g/ml破 傷 風 ト キ ソ イ ド を ア ッ セ イ
培 地 で 希 釈 し た も の 50μ 1(最 終 TTア ッ セ イ 濃 度 は 10μ g/mlで あ っ た );お よ び (4)上 述 の よ
う に 調 製 し た 1.5x105の PHAに よ り 活 性 化 し た PBL。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 破 傷 風 ト キ ソ イ ド を 、 Massachusetts　 Public　 Health　 Biologic　 Laboratory,ジ ャ マ
イ カ プ レ イ ン ,マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ,か ら 濃 縮 物 と し て 入 手 し 、 使 用 前 に 、 4℃ で 4Lの PBSに
48時 間 透 析 し た 。 CD4　 VIに 特 異 的 な 抗 体 OKT4A(ア イ ソ タ イ プ IgG2a)お よ び Leu3A(ア イ ソ
タ イ プ IgG1)を 、 そ れ ぞ れ Ortho　 Diagnostic　 Systemsお よ び Becton　 Dickinsonか ら 得 た
。 精 製 5A8(ア イ ソ タ イ プ IgG1)を 上 記 の よ う に 産 生 し た 。 精 製 し た MOPC21コ ン ト ロ ー ル 抗
体 (Litton　 Bionetics)は 、 5A8お よ び Leu3Aに ア イ ソ タ イ プ が 一 致 す る 。 精 製 UPC10抗 体 は
OKT4Aに ア イ ソ タ イ プ が 一 致 す る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 す べ て の 試 薬 を ア ッ セ イ に 加 え た 後 、 プ レ ー ト を 5%CO2雰 囲 気 下 、 37℃ で 4日 お よ び 5日
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 4日 目 と 5日 目 に 、 プ レ ー ト を 5%CO2雰 囲 気 下 、 6～ 18時 間 37℃ で 1
μ Ciの 3Hチ ミ ジ ン (NEN　 Research　 Products,カ タ ロ グ 番 号 NET－ 027)に 露 出 し た 。 標 識 と
と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 プ レ ー ト を PHD細 胞 回 収 機 (Cambridge　 Technologies,Inc.
,ケ ン ブ リ ッ ジ ,マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 )で 回 収 し 、 そ し て 放 射 性 DNAを 含 有 す る フ ィ ル タ ー を
シ ン チ レ ー シ ョ ン バ イ ア ル に 移 し 、 そ こ に シ ン チ レ ー シ ョ ン 液 を 加 え た (各 バ イ ア ル に 3m1
)(Scintiverse,Fisher　 Scientific　 Co.,カ タ ロ グ 番 号 SK12－ 4)。 バ イ ア ル の 放 射 性 を β
カ ウ ン タ ー (Beckman　 Model　 LS3801)で 計 測 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 TTア ッ セ イ の 結 果 を 図 5(4日 )お よ び 図 6(5日 )に 示 す 。 図 5お よ び 図 6は 、 5A8お よ び 様 々
な コ ン ト ロ ー ル 抗 体 の 、 増 殖 に 対 す る 効 果 (cpm× 10 3 で 表 示 )を 示 し て い る 。 「 TTコ ン ト ロ
ー ル 」 と 記 さ れ た 棒 は 、 TT刺 激 な し の 細 胞 の 基 線 と な る 細 胞 増 殖 (白 抜 き の 棒 )お よ び 抗 体
が な い 場 合 の TTの 反 応 (黒 棒 )を 示 し て い る 。 TT刺 激 な し の 、 抗 体 の み に よ る 増 殖 の 効 果 は
、 大 き な 点 の つ い た 棒 で 表 し て い る 。 ま た 、 こ れ ら の 図 は 、 10μ g/ml(斑 点 を つ け た 棒 )(M
OPC21お よ び 5A8の み )、 1μ g/ml(水 平 の 線 を つ け た 棒 )(各 抗 体 )お よ び 0.1μ g/m1(斜 線 を つ
け た 棒 )(各 抗 体 )の 様 々 な 濃 度 の 抗 体 の 、 TT刺 激 後 の 増 殖 に 対 す る 効 果 (つ ま り TTに 対 す る
応 答 抑 制 )も 示 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 図 5お よ び 図 6の デ ー タ は 、 5A8の 免 疫 抑 制 性 が 、 4日 お よ び 5日 の い ず れ の ア ッ セ イ に お
い て も 、 OKT4Aに 劣 っ た こ と を 示 し て い る 。 5A8の 免 疫 抑 制 性 は 、 こ れ ら の ア ッ セ イ で は Le
u3Aに 匹 敵 し た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 （ 5A8エ ピ ト ー プ の マ ッ ピ ン グ ）
　 5A8の 作 用 メ カ ニ ズ ム を 特 徴 づ け る た め に 、 5A8に 結 合 し た CD4エ ピ ト ー プ を マ ッ プ す る
た め の 研 究 を い く つ か 行 っ た 。 こ れ ら の 研 究 の 結 果 を 、 以 下 の よ う に ま と め る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 5A8は 、 ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト で の 非 還 元 の 、 SDS変 性 CD4を 認 識 す る こ と が で き た 。 し か
し 、 5A8は 、 還 元 CD4ま た は CD4の タ ン パ ク 質 分 解 フ ラ グ メ ン ト に は 結 合 し な か っ た (5つ の
異 な る プ ロ テ ア ー ゼ を 使 用 し た )。 従 っ て 、 5A8は 、 CD4の エ ピ ト ー プ の 高 次 構 造 を 認 識 す
る よ う で あ る 。 こ の 結 果 は 、 5A8が 、 変 性 CD4ま た は CD4フ ラ グ メ ン ト に 対 し て で は な く 、
そ の 天 然 の 高 次 構 造 を 有 す る CD4を 示 す で あ ろ う 、 r－ CD4+－ CHO細 胞 に 対 し て 誘 起 さ れ た
と い う 事 実 に 合 致 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 マ ウ ス /ヒ ト キ メ ラ CD4分 子 の パ ネ ル に 対 す る 、 5A8の 結 合 を 研 究 し た 。 5A8は 、 マ ウ ス CD
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4を 認 識 し な い 。 従 っ て 、 様 々 な マ ウ ス /ヒ ト キ メ ラ CD4分 子 に 対 す る 、 5A8の 結 合 を 研 究 す
る こ と に よ っ て 、 5A8結 合 に 必 要 な ヒ ト CD4残 基 を 同 定 す る こ と を 期 待 で き た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 マ ウ ス /ヒ ト CD4キ メ ラ を コ ー ド す る 遺 伝 子 構 築 物 は 、 Howard　 Hughes　 Medical　 Insti
tute,University　 of　 California、 San　 Francisco,CAの Daniel　 R.Littmanに よ っ て 提
供 さ れ 、 N.R.Landauら 、 「 The　 Envelope　 Glycoprotein　 Of　 The　 Human　 Immunodefic
iency　 Virus　 Binds　 To　 The　 Immunoglobulin－ LikeDomain　 Of　 CD4」 、 Nature、 334
、 pp.159－ 62(1988)に よ っ て 記 載 さ れ て い る 。 COS－ 7細 胞 を 、 こ れ ら の 構 築 物 を 含 む 発 現
ベ ク タ ー で 、 一 時 的 に 形 質 転 換 し 、 FACS分 析 を 用 い て 、 様 々 に 発 現 さ れ た キ メ ラ ヘ の 5A8
の 結 合 能 力 を 評 価 し た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 抗 ヒ ト CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3aお よ び
OKT4、 な ら び に 抗 マ ウ ス CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 GK1.5を 使 用 し た 。 各 キ メ ラ 型 に 対 し て 、
飽 和 濃 度 以 下 で 、 5A8ま た は コ ン ト ロ ー ル 抗 体 を 滴 定 す る こ と に よ っ て 、 抗 体 結 合 を 評 価
し た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 5A8/キ メ ラ CD4結 合 を 研 究 し た 結 果 を 以 下 に 示 す :(1)ヒ ト CD4　 VIV2残 基 は 、 両 方 と も 、
5A8結 合 に 必 要 か つ 十 分 で あ る ;(2)ヒ ト V1残 基 (ア ミ ノ 酸 83ま で )は 、 有 効 な 5A8結 合 に は 必
要 で な い ;(3)V1と V2(AA83－ AA105)と を 結 合 す る ロ ッ ド 様 β ス ト ラ ン ド の ヒ ト 残 基 は 、 5A8
結 合 に 著 し い 影 響 を 与 え る (J.Wangら 、 Nature、 348、 pp.411－ 18(1990)for　 human　 CD4
　 crystal　 structure);お よ び (4)ヒ ト CD4V2残 基 AA105－ AA131(V2の ス ト ラ ン ド Bお よ び C)
は 、 5A8結 合 に 絶 対 的 に 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 さ ら に 、 rsCD4の マ ウ ス /ヒ ト 置 換 変 異 体 の 様 々 な 部 位 お よ び ク ラ ス タ ー へ の 、 5A8の 結
合 も 研 究 し た 。 変 異 体 の 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 部 分 は 、 以 下 の 通 り で あ る :AA60(V1)、 AA121
－ AA124(V2)、 AA127－ AAl34(V2)、 AA165(V2)、 AA220－ AA226(V3)お よ び AA240－ AA252(V3)
。 特 に 、 CD4　 V3V4に 特 異 的 な 抗 体 OKT4の CD4+細 胞 へ の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 と 比 較 し
て 、 5A8の CD4+細 胞 へ の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る こ れ ら の 変 異 体 の 能 力 を 評 価 し た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 1μ g/mlの 濃 度 で は 、 す べ て の 変 異 型 が 、 OKT4結 合 に 匹 敵 し て ブ ロ ッ ク し た (約 60%に 匹
敵 す る )。 こ れ に 対 し て 、 AA121－ AA124(V2の ス ト ラ ン ド Bと ス ト ラ ン ド Cと の 間 の 結 合 ル ー
プ )お よ び AA127－ AA134(V2の ス ト ラ ン ド C)は 、 5A8の CD4+細 胞 へ の 結 合 を ブ ロ ッ ク し な か
っ た 。 こ れ ら の デ ー タ に よ り 、 5A8結 合 に 重 要 な 残 基 が V2内 に 存 在 す る こ と が 発 見 さ れ 、
マ ウ ス /ヒ ト キ メ ラ を 使 用 し て 同 定 さ れ た 残 基 と 一 致 し て い る こ と が 分 か っ た 。 さ ら に 、 5
A8が CD4を 認 識 す る の に 、 残 基 165が 寄 与 し て い る こ と を 同 定 し た 。 し か し 、 残 基 165は 、 A
A121－ AA124お よ び AA127－ AA134よ り は あ ま り 重 要 で は な か っ た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 （ ア カ ゲ ザ ル に お け る 、 5A8の 免 疫 シ ス テ ム の 効 果 ）
　 イ ン ビ ボ に お け る 、 通 常 の 免 疫 機 能 に 対 す る 5A8の 影 響 を 評 価 す る た め に 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 5A8ま た は コ ン ト ロ ー ル の ア イ ソ タ イ プ の あ っ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (MOPC21)を
ア カ ゲ ザ ル に 投 与 し た 。 5A8ま た は MOPC21の 注 射 前 、 お よ び 注 射 後 に 様 々 な 時 間 間 隔 を お
い て 、 免 疫 機 能 の 変 化 を 調 べ た 。 特 に 、 (a)イ ン ビ ボ に お い て 循 環 CD4+細 胞 の 数 の 減 少 、 (
b)CD4+細 胞 表 面 か ら の CD4の 調 節 、 (c)イ ン ビ ボ で の 循 環 末 梢 白 血 球 数 の 減 少 、 ま た は (d)
イ ン ビ ボ に お け る 外 来 抗 原 に 応 答 し て 誘 発 さ れ た 抗 体 力 価 の 減 少 を 、 5A8が 引 き 起 こ し た
か 否 か を 評 価 し た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 5A8は 、 イ ン ビ ボ に お け る 免 疫 抑 制 の 指 標 に は な ん ら か の 重 要 な 影 響 を 与 え な い と 判 断
し た 。 従 っ て 、 5A8は 、 イ ン ビ ボ に お け る 免 疫 シ ス テ ム に 悪 影 響 を 与 え な い よ う で あ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 （ 1． 注 射 お よ び サ ン プ リ ン グ の プ ロ ト コ ー ル ）
　 2匹 の 成 体 ア カ ゲ ザ ル (Mn261－ 85お よ び Mn251－ 87)に 、 上 記 の よ う に 、 精 製 し た 3mg/kg
の 5A8ま た は コ ン ト ロ ー ル の MOPC21(Mn265－ 85お よ び Mn265－ 87)(全 部 で 4匹 の サ ル )を 、 0
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日 目 、 2日 目 お よ び 4日 目 に 静 脈 内 注 射 に よ り 注 射 し た 。 3日 目 お よ び 21日 目 に は 、 0.5mlの
ミ ョ ウ バ ン に 吸 着 た 破 傷 風 ト キ ソ イ ド (Squibb－ Connaught)(標 準 的 な ヒ ト 投 与 量 )を 、 筋
肉 内 注 射 に よ り 投 与 し た 。 最 初 の 5A8を 注 射 す る 前 と 、 0－ 4日 目 、 6日 目 、 9日 目 、 14日 目
、 21日 目 ま た は 24日 目 、 28日 目 、 35日 目 お よ び 42日 目 に 、 各 サ ル か ら 血 液 を 採 取 し 、 以 下
の よ う に 分 析 し た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 （ 2.末 梢 血 白 血 球 ）
　 血 液 ス ミ ア の 標 準 的 な 染 色 を 使 用 し て 、 白 血 球 細 胞 の 数 を 調 べ る た め に 、 両 グ ル ー プ の
サ ル (5A8を 注 射 し た お よ び MOPC21を 注 射 し た )か ら の 血 液 サ ン プ ル を ア ッ セ イ し た 。 そ の
結 果 を 図 7に 示 す 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 図 7に 示 す よ う に 、 5A8を 注 射 し た も の と 、 コ ン ト ロ ー ル の グ ル ー プ と の 間 に は 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 注 射 前 ま た は 注 射 後 に お い て 、 白 血 球 の 数 に あ ま り 差 異 は な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 （ 3.循 環 CD4+細 胞 数 お よ び 細 胞 表 面 CD4の 調 節 ）
　 CD4+細 胞 数 を 調 べ る た め に 、 両 グ ル ー プ の サ ル (5A8を 注 射 し た お よ び MOPC21を 注 射 し た
)か ら の 血 液 サ ン プ ル を ア ッ セ イ し た 。 FITC－ OKT4で 直 接 的 に 染 色 し た 後 、 お よ び 5A8で 間
接 的 に 染 色 (す な わ ち 、 過 剰 の 5A8、 次 い で 、 FITCヤ ギ 抗 マ ウ ス lgで イ ン ビ ト ロ で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン )し た 後 、 FACS分 析 に よ っ て CD4+細 胞 数 を 決 定 し た 。 使 用 し た プ ロ ト コ ー ル は
、 上 記 の FACSの プ ロ ト コ ー ル に 類 似 し た も の で あ っ た 。 こ れ ら の 実 験 の 結 果 を 図 8に 示 す
。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 図 8に 示 す よ う に 、 5A8を 注 射 し た 動 物 お よ び コ ン ト ロ ー ル の 動 物 中 で 循 環 す る CD4+細 胞
の 数 は 、 抗 体 注 射 後 、 あ ま り 変 化 し な か っ た 。 さ ら に 、 CD4の 染 色 強 度 は 、 5A8を 注 射 し た
サ ル と コ ン ト ロ ー ル の サ ル と の 間 で は あ ま り 違 い は な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 CD2、 CD8お よ び CD20染 色 を 含 む 、 そ の 他 の す べ て の 血 液 細 胞 パ ラ メ ー タ ー は 、 5A8を 注
射 し た 動 物 と 、 コ ン ト ロ ー ル の 動 物 と の 間 で 同 様 で あ っ た (デ ー タ は 示 し て い な い )。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 5A8が 、 CD4+細 胞 を 有 意 に 枯 渇 せ ず 、 循 環 CD4+細 胞 の 表 面 か ら の CD4を
有 意 に 調 節 し な か っ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 （ 4.イ ン ビ ボ に お け る 、 5A8の ア カ ゲ ザ ル CD4+細 胞 へ の 結 合 ）
　 サ ル の CD4+末 梢 Ｔ 細 胞 に お け る CD4結 合 部 位 の 飽 和 を 、 (1)FITCヤ ギ 抗 マ ウ ス Igで 染 色 し
た 後 の FACS分 析 、 (2)さ ら に 5A8お よ び FITCヤ ギ 抗 マ ウ ス Igを 加 え た 後 の FACS分 析 (染 色 強
度 は 増 加 せ ず )、 お よ び (3)5A8を 注 射 し た サ ル か ら 回 収 し た 細 胞 の 、 FITC－ 5A8の 測 定 可 能
量 へ の 結 合 不 能 に よ っ て 、 測 定 し た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 5A8を 注 射 し た ア カ ゲ ザ ル の す べ て の 循 環 CD4+細 胞 上 で の CD4結 合 部 位 の 飽 和 を 、 1日 に
一 回 、 少 な く と も 9日 間 観 察 し た 。 さ ら に 、 4日 目 に は 、 5A8を 注 射 し た サ ル の リ ン パ 節 バ
イ オ プ シ ー に よ っ て 、 リ ン パ 節 CD4+細 胞 の 5A8に よ る 完 全 な 浸 透 お よ び コ ー テ ィ ン グ が 示
さ れ た 。 FITCヤ ギ 抗 マ ウ ス Igで の 間 接 的 な 染 色 に よ っ て 測 定 さ れ る よ う に 、 5A8に よ る CD4
+細 胞 コ ー テ ィ ン グ は 、 14日 目 以 降 に は 、 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 （ 5.5A8お よ び 抗 5A8の 血 清 レ ベ ル ）
　 抗 マ ウ ス Igサ ン ド イ ッ チ ELISAを 使 用 し て 、 5A8の レ ベ ル が 、 9日 目 ま で は 高 く (約 10－ 10
0μ g/ml)、 9日 目 と 14日 目 の 間 に 著 し く 減 少 し て い る の が 分 か っ た 。 逆 に 、 サ ル 抗 マ ウ ス I
g力 価 (5A8を コ ー ト し た プ レ ー ト で の ELISAに よ っ て 検 出 し た )は 、 9日 目 と 14日 目 の 間 に 現
れ た 。 結 合 5A8が 、 9日 目 以 降 に 存 在 し た 否 か は 明 確 で は な い 。 な ぜ な ら 、 抗 マ ウ ス Igト ラ
ッ プ は 、 そ れ を 検 出 し な か っ た と 思 わ れ る か ら で あ る 。
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【 ０ ２ ６ ０ 】
　 （ 6.破 傷 風 ト キ ソ イ ド に 対 す る 抗 体 応 答 ）
　 外 来 抗 原 で あ る 破 傷 風 ト キ ソ イ ド を 注 射 し た 際 の 、 サ ル が 抗 体 を 生 産 す る 能 力 に 対 す る
5A8の 効 力 を 評 価 し た 。 5A8を 注 射 し た 動 物 に お い て 、 CD4+細 胞 の コ ー テ ィ ン グ が 完 全 に 成
し 遂 げ ら れ た 後 3日 目 、 お よ び 21日 目 に 、 ミ ョ ウ バ ン に (i.m.)吸 着 し た 破 傷 風 ト キ ソ イ ド
を 用 い て 、 5A8を 注 射 し た 動 物 お よ び コ ン ト ロ ー ル の 動 物 を 免 疫 し た 。 こ の 期 間 に 誘 発 さ
れ た サ ル の 抗 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 力 価 を 図 9に 示 す 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 図 9に 示 す よ う に 、 す べ て の サ ル に お い て 、 抗 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 血 清 抗 体 が 、 匹 敵 す る
反 応 速 度 お よ び 力 価 を 示 す こ と が 観 察 さ れ た 。 抗 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 力 価 を 、 破 傷 風 ト キ ソ
イ ド で コ ー ト し た プ レ ー ト を 使 用 し た ELISAで 測 定 し 、 次 い で 、 酵 素 を 結 合 し た ヤ ギ 抗 ヒ
ト /サ ル IgM+Gで 検 出 し た 。 従 っ て 、 5A8は 、 B細 胞 お よ び ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 の 機 能 に は 影 響 を
与 え な か っ た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 （ 5A8の H鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNA）
　 実 質 的 に 、 J.Sambrookら 、 Molecular　 Cloning、 ch.9(Cold　 Spring　 Harbor　 Laborat
ory　 Press　 1989)に 記 載 さ れ る よ う に 、 ネ ズ ミ ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 5A8(ATCC受 託 番 号
第 HB10881号 )か ら ゲ ノ ム DNAを 調 製 し た 。 5A8免 疫 グ ロ ブ リ ン H鎖 (5A8VH)の 可 変 領 域 を コ ー
ド す る DNAを 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 こ の ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 5A8の H鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNAを 、 プ ラ イ マ ー と し て VHO1(配 列 番 号 5)お よ び VHO2(
配 列 番 号 6)を 使 用 し て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)に よ っ て 、 ゲ ノ ム DNAか ら 増 幅 し た 。
こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 Orlandiら 、 「 Cloning　 Immunoglobulin　 Variable　 Domains　 F
or　 Expression　 By　 The　 Polymerase　 Chain　 Reaction」 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA,8
6,pp.3833－ 37(1989)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 VHO2が 、 VHIFORの 2つ の 3’ ヌ ク レ オ チ ド
を 欠 い て い る こ と 以 外 は 、 VHIBACKお よ び VHIFORプ ラ イ マ ー と そ れ ぞ れ 同 一 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 VHOlお よ び VHO2(各 400pmoles)を 乾 燥 し 、 次 い で 、 50μ 1の 1× キ ナ ー ゼ 緩 衝 液 (10× キ ナ
ー ゼ 緩 衝 液 は 、 0.66Mト リ ス － HCl、 pH7.6、 10mMATP、 10mMス ペ ル ミ ジ ン 、 100mMMgCl2、 15
0mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 2mg/mlゼ ラ チ ン で あ る )中 に 再 懸 濁 し た 。 T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ
ナ ー ゼ (1μ 1)(New　 England　 Biolabs、 10U/μ 1)を 加 え 、 反 応 物 を 37℃ で 30分 間 、 次 い で
70℃ で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 PCR反 応 混 合 物 は 、 lxPCR緩 衝 液 (10xPCR緩 衝 液 は 、 100mMト リ ス － HCl、 pH8.3、 500mM　 K
C1、 15mM　 MgCl2、 0.01%ゼ ラ チ ン で あ る )中 に 、 各 キ ナ ー ゼ 処 理 し た プ ラ イ マ ー (VHLO1お
よ び VHO2)を 50pmoles、 1μ gの ゲ ノ ム 5A8DNA、 お よ び 各 dXTPを 1.25mM含 ん で い た 。 初 期 の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン サ イ ク ル の 72℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 中 に 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ (0.5
μ 1)(perkinElmer－ Cetus、 5U/μ 1)を 加 え た 。 PCR反 応 条 件 は 、 94℃ で 2分 間 、 65℃ で 2分
間 、 お よ び 72℃ で 2分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 30サ イ ク ル で あ っ た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 PCR反 応 産 物 を 、 標 準 の 方 法 を 用 い て 、 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 画 し 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
可 変 領 域 (330bp)の 予 想 サ イ ズ に 対 応 す る バ ン ド を 切 り 出 し た 。 こ の バ ン ド 中 の DNAを 、 GE
NECLEAN　 II（ 登 録 商 標 ） 方 法 (BiolOl　 Inc.,LaJolla,CA)に よ っ て 溶 出 し 、 エ タ ノ ー ル で
沈 澱 さ せ 、 次 い で 10μ 1の TE緩 衝 液 (10mMの ト リ ス － HCl、 1mMの Na2EDTA)中 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 精 製 し た PCRフ ラ グ メ ン ト を 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 1(1μ 1)の ク レ ノ ウ フ ラ グ メ ン ト (New　 E
ngland　 Biolabs、 5U/μ 1)お よ び 各 dXTPを 0.125mM用 い て 、 1x連 結 用 緩 衝 液 (10x連 結 用 緩
衝 液 は 、 0.5Mト リ ス － HCl、 pH7.6、 100mMMgCl2、 100mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 500μ g/m1ゼ
ラ チ ン で あ る )中 で 、 室 温 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 最 終 反 応 容 積 を 15μ 1と し た 。 こ の
反 応 を 、 65℃ で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 停 止 し た 。
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【 ０ ２ ６ ８ 】
　 次 に 、 PCRフ ラ グ メ ン ト を ベ ク タ ー pNNO3に 連 結 し た 。 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 開 裂 に よ っ て
、 pUC8(Pharmacia　 Piscataway,NJ)の 合 成 ポ リ リ ン カ ー 配 列 を 除 去 し 、 そ れ を 新 規 の 合 成
ポ リ リ ン カ ー と 置 換 す る こ と に よ っ て 、 ベ ク タ ー pNNO3を 構 築 し た 。 pNNO3の DNA配 列 を 配
列 番 号 7と し て 示 す 。 EcoR5で 直 線 化 し 、 仔 ウ シ の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 5’ 末 端 を 脱
リ ン 酸 化 し 、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 画 し 、 直 線 化 し た pNNO3(2.7kb)に 対 応 す る バ ン
ド を 切 り 出 す こ と に よ っ て 、 ベ ク タ ー pNNO3を 連 結 用 に 調 製 し た 。 次 い で 、 直 線 化 し 、 脱
リ ン 酸 化 し た pNNO3を 、 T4DNAリ ガ ー ゼ を 用 い て 、 ク レ ノ ウ で 処 理 し た PCR5A8VHフ ラ グ メ ン
ト に 連 結 し た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 連 結 混 合 物 を 使 用 し て 、 E.coliJA221(ATcc33875)を ア ン ピ シ リ ン 耐 性 に 形 質 転 換 し た 。
コ ロ ニ ー を 増 殖 さ せ 、 ミ ニ プ レ ッ プ DNAを 調 製 し た 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド を ス ク リ ー ニ ン グ
し て 、 約 450bpの Sac2挿 入 物 の 存 在 を 調 べ た 。 さ ら に 、 PCRフ ラ グ メ ン ト に よ っ て コ ー ド さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 実 験 的 に 決 定 し た 、 5A8H鎖 の ア ミ ノ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た 。
こ れ ら の 手 段 に よ っ て 、 ベ ク タ ー pMDR904挿 入 物 が 、 5A8H鎖 可 変 領 域 の AA2－ AA122を コ ー
ド す る DNA配 列 を 含 ん で い る こ と を 確 認 し た 。 pMDR904を 有 す る E.coliを 、 ア メ リ カ ン タ イ
プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン 、 Rockville、 MDに 、 受 託 番 号 第 ATCC68848号 で 寄 託 し た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 配 列 番 号 8は 、 pMDR904挿 入 物 の DNA配 列 を 示 す 。 配 列 番 号 8の ヌ ク レ オ チ ド 3か ら 365ま で
は 、 5A8VH配 列 の AA2－ AA122を コ ー ド す る 。 ベ ク タ ー pMDR904は 、 5A8VHの AA1の コ ド ン を 含
ま な い 。 5A8VH発 現 ベ ク タ ー を 形 成 し た と き に 、 こ の コ ド ン を 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使
用 し て 、 「 再 構 築 」 (built　 back)す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 pMDR904は 、 5A8VHの AA1の コ ド ン を 欠 い て い る が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 結 果 か ら 、 こ の ア ミ ノ
酸 が 判 明 す る 。 5A8VH(AA1－ AA122)の 完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 配 列 番 号 10と し て 示 す 。 5A8
VHア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る DNA配 列 (AA1に つ い て は 仮 定 )を 、 配 列 番 号 9に 示 す 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 既 知 の 相 補 性 決 定 部 位 (CDR)配 列 お よ び 枠 組 み 構 造 領 域 (FR)配 列 を 比 較 す る こ と に よ っ
て 、 以 下 を 、 5A8H鎖 の CDRと し て 同 定 し た :CDR1は 、 AA31－ AA35、 CDR2は 、 AA50－ AA66、 CD
R3は 、 AA99－ AA111で 、 こ れ ら は す べ て 配 列 番 号 10に 対 応 す る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 （ 5A8の L鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNA）
　 従 来 の グ ア ニ ジ ニ ウ ム イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 全 RNAを 、 ネ ズ ミ ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 5A8(ATCC受 託 番 号 第 HB1088号 )か ら 調 製 し た 。 ま た 、 従 来 の 手 法 に 従
っ て 、 オ リ ゴ ー d(T)カ ラ ム (Clontech)を 使 用 し て 、 全 RNAか ら ポ リ (A)+を 調 製 し た 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 cDNAを 以 下 の よ う に 、 ポ リ (A)+RNAか ら 調 製 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ACEl49(配 列 番 号
11)お よ び ACE150(配 列 番 号 12)(各 200pmoles)を 、 100μ 1の 1xキ ナ ー ゼ 緩 衝 液 中 で 、 1μ 1の
T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ (New　 England　 Biolabs、 10U/μ 1)を 用 い て 、 別 々 に イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 5A8ポ リ (A)+RNA(25μ g)を 乾 燥 さ せ 、 次 い で 、 5μ 1の 各 キ ナ ー ゼ 処 理 し た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 2μ 1の 25mM水 酸 化 メ チ ル 水 銀 、 お よ び IOμ 1の 水 の 混 合 物 で 、 室 温
で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 2μ 1の 50mMジ チ オ ス レ イ ト
ー ル を 加 え 、 こ の 混 合 物 を 室 温 で さ ら に 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 以 下 を 加 え
た :10μ 1の M－ MLV逆 転 写 酵 素 (BRL80255B、 200U/μ 1)、 20μ 1の 2.5mMdXTP、 26μ 1の 水 、 お
よ び 20μ 1の 5x逆 転 写 酵 素 緩 衝 液 (250mMの ト リ ス － HCl、 pH8.3、 375mMKCl、 50mMジ チ オ ス
レ イ ト ー ル 、 15mMMgC12)。 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 逆 転 写 酵 素 反 応 を 、 凍 結
に よ っ て 停 止 し た 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 プ ラ イ マ ー と し て ACE149(配 列 番 号 11)お よ び ACE150(配 列 番 号 12)を 使 用 す る PCRに よ っ
て 、 5A8の L鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNAを 、 5A8cDNAか ら 増 幅 し た 。 PCR反 応 混 合 物 は 、 各
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キ ナ ー ゼ 処 理 し た プ ラ イ マ ー を 50pmoles、 5μ 1の 5A8cDNA、 8μ 1の 2.5mMdXTP、 O.5μ 1の Ta
qポ リ メ ラ ー ゼ (5U/μ 1)、 お よ び 10μ 1の 10xPCR緩 衝 液 を 含 ん で い た 。 PCR反 応 条 件 は 、 94
℃ で 1分 間 、 37℃ で 1分 間 、 お よ び 72℃ で 2分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 30サ イ ク ル で あ っ
た 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 完 成 し た PCR反 応 混 合 物 を 、 エ ー テ ル で 一 度 抽 出 し 、 TE緩 衝 液 飽 和 の フ ェ ノ ー ル :ク ロ ロ
ホ ル ム (1:1)で 一 度 抽 出 し 、 次 い で 、 エ タ ノ ー ル で 沈 澱 さ せ た 。 エ タ ノ ー ル 沈 澱 物 を 、 0.5
mMの dXTP、 100mMの NaCl、 10mMの ト リ ス － HCl、 pH8.0、 1mMの Na2EDTA、 100μ g/mlの ゼ ラ チ
ン 、 お よ び 10mMの ジ チ オ ス レ イ ト ー ル を 含 む 100μ 1の 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 1(1μ 1、 5U/μ 1)の ク レ ノ ウ フ ラ グ メ ン ト を 加 え 、 そ の 混 合 物 を 室 温 で 10分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 反 応 混 合 物 を 、 標 準 の 方 法 に よ っ て 2%の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 画 し 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 (350bp)の 予 想 サ イ ズ に 対 応 す る バ ン ド を 切 り 出 し た 。 そ の バ ン ド 中
の DNAを 、 GENECLEAN　 II（ 登 録 商 標 ） 方 法 に よ っ て 溶 出 し た 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 次 に 、 PCRフ ラ グ メ ン ト を ベ ク タ ー pUC19(New　 England　 Biolabs)に 連 結 し た 。 SmaIで
直 線 化 し 、 5’ 末 端 を 、 仔 ウ シ の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 脱 リ ン 酸 化 し 、 低 融 点 ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 上 で 分 画 し 、 直 線 化 し た pUC19(2.7kb)に 対 応 す る バ ン ド を 切 り 出 す こ と に よ っ て
、 連 結 用 の ベ ク タ ー pUC19を 調 製 し た 。 次 い で 、 直 線 化 し 脱 リ ン 酸 化 し た pUC19を 、 T4DNA
リ ガ ー ゼ を 用 い て 、 ク レ ノ ウ で 処 理 し た PCR　 5A8VLフ ラ グ メ ン ト に 連 結 し た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 連 結 混 合 物 を 使 用 し て 、 E.coli　 JA221を ア ン ピ シ リ ン 耐 性 に 形 質 転 換 し た 。 コ ロ ニ ー
を 増 殖 さ せ 、 ミ ニ プ レ ッ プ DNAを 調 製 し た 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 約 400
bpの EcoRI/Hind3フ ラ グ メ ン ト の 存 在 を 調 べ た 。 さ ら に 、 PCRフ ラ グ メ ン ト に よ っ て コ ー ド
さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 実 験 的 に 決 定 し た 、 5A8L鎖 の ア ミ ノ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た
。 こ れ ら の 手 段 に よ っ て 、 ベ ク タ ー pMDR927挿 入 物 が 、 5A8の L鎖 可 変 領 域 の AA1－ AA111を
コ ー ド す る DNA配 列 を 含 ん で い る こ と を 確 認 し た 。 pMDR927を 有 す る E.coliを 、 ア メ リ カ ン
タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン 、 Rockville、 MDに 、 受 託 番 号 第 ATCC68849号 で 、 寄 託 し た
。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 配 列 番 号 13は 、 pMDR927挿 入 物 の DNA配 列 を 示 す 。 配 列 番 号 13の ヌ ク レ オ チ ド 4か ら 336ま
で は 、 5A8VL配 列 の AA1－ AA111を コ ー ド す る 。 ベ ク タ ー pMDR927は 、 5A8VLの AA112の コ ド ン
を 含 ん で い な い 。 5A8VL発 現 ベ ク タ ー を 形 成 す る と き に 、 こ の コ ド ン を 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 使 用 し て 「 再 構 築 」 す る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 pMDR927は 、 5A8VLの AAH2の コ ド ン を 欠 い て い る が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 結 果 か ら 、 こ の ア ミ ノ
酸 が 判 明 す る 。 5A8Vし の 完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 配 列 番 号 15に 示 す 。 5A8VLア ミ ノ 酸 配 列
を コ ー ド す る DNA配 列 (AA112に つ い て は 仮 定 )を 、 配 列 番 号 14と し て 示 す 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 既 知 の CDRお よ び FR配 列 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 以 下 を 、 5A8の L鎖 の CDRと し て 同 定 し
た :CDR1は 、 AA24－ AA40、 CDR2は 、 AA56－ AA62、 CDR3は 、 AA95－ AA102で あ り 、 こ れ ら は す
べ て 配 列 番 号 15に 対 応 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 （ 5A8の Ｈ お よ び Ｌ 鎖 の ヒ ト 型 化 ）
　 5A8　 V H お よ び V L 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 既 知 の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 と 比 較 し 、 ネ
ズ ミ 5A8枠 組 み 配 列 と 最 も 適 合 す る ヒ ト 枠 組 み 配 列 を 発 見 し た 。 次 い で 、 5A8VHお よ び Vし
の CDRを ヒ ト 枠 組 み に 移 す こ と に よ っ て 、 5A8Hお よ び L鎖 可 変 領 域 の ヒ ト 型 を 設 計 し た 。 こ
れ ら の ヒ ト 型 可 変 領 域 を 、 次 い で 、 ヒ ト IgG4H鎖 領 域 お よ び κ L鎖 不 変 領 域 を コ ー ド す る DN
Aに そ れ ぞ れ 連 結 さ せ 、 真 核 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し た 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 （ 1.　 5A8の Ｈ 鎖 可 変 領 域 の ヒ ト 型 化 ）
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　 5A8の H鎖 可 変 領 域 を 、 PCR変 異 誘 発 に よ っ て 、 ヒ ト 型 化 し た 。 3回 の PCR反 応 を 、 異 な る 3
対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド PCRプ ラ イ マ ー :(a)プ ラ イ マ ー 312－ 56(配 列 番 号 16)お よ び 312－ 5
7(配 列 番 号 17);(b)プ ラ イ マ ー 312－ 58(配 列 番 号 18)お よ び 312－ 59(配 列 番 号 19);な ら び に
(c)312－ 60(配 列 番 号 20)お よ び 312－ 61(配 列 番 号 21)を 使 用 し て 行 っ た 。 各 PCR反 応 は 、 適
切 な 各 プ ラ イ マ ー を 30pmoles、 1μ gの pMDR904(挿 入 配 列 は 、 配 列 番 号 8)、 16μ 1の 1.25mMd
XTP、 0.5μ 1の Taqポ リ メ ラ ー ゼ (5U/μ 1)、 お よ び 10μ 1の 10xPCR緩 衝 液 を 含 ん で い た 。 PCR
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 は 、 94℃ で 3分 間 、 45℃ で 2分 間 、 お よ び 72℃ で 2分 間 の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン を 10サ イ ク ル で あ っ た 。 PCR産 物 を 、 2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 画 し 、 約 160bp、
175bpお よ び 165bpに 対 応 す る バ ン ド を 切 り 出 し た 。 ３ つ の PCRフ ラ グ メ ン ト を GENECLEAN　
II（ 登 録 商 標 ） を 用 い て 、 100μ 1ず つ の TE緩 衝 液 に 別 々 に 溶 出 し た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 ３ つ の 溶 出 し た PCRフ ラ グ メ ン ト (各 10μ 1)を 組 み 合 わ せ て 、 1回 目 の PCRと 同 一 反 応 条 件
下 で 、 2回 目 の PCRに か け た 。 こ の と き 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 312－ 56(配 列 番 号
16)お よ び 312－ 61(配 列 番 号 21)を 使 用 し 、 94℃ で 3分 間 、 72℃ で 2分 間 お よ び 72℃ で 2分 間
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で 20サ イ ク ル 行 っ た 。 PCR産 物 を 2%の ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 画 し 、 約 3
65bpに 対 応 す る バ ン ド を 切 り 出 し た 。 PCRフ ラ グ メ ン ト を 、 GENECLEAN　 II（ 登 録 商 標 ） を
用 い て 溶 出 し 、 こ の 溶 出 物 を 、 20μ 1の TE緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、 上 記 の よ う に 、 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 1の ク レ ー ノ ウ フ ラ グ メ ン ト で 処 理 し た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 次 に 、 PCRフ ラ グ メ ン ト を ベ ク タ ー pNNO3(配 列 番 号 7)に 連 結 し た 。 EcoR5で 直 線 化 し 、 仔
ウ シ の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 5’ 末 端 を 脱 リ ン 酸 化 し 、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 画
し 、 直 線 化 し た pNNO3(2.7kb)に 対 応 す る バ ン ド を 切 り 出 す こ と に よ っ て 、 ベ ク タ ー pNNO3
を 連 結 用 に 調 製 し た 。 次 い で 、 直 線 化 し 、 脱 リ ン 酸 化 し た pNNO3を 、 T4DNAリ ガ ー ゼ を 用 い
て 、 ク レ ノ ウ で 処 理 し た PCR5A8ヒ ト 型 VHフ ラ グ メ ン ト に 連 結 し た 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 連 結 混 合 物 を 使 用 し て 、 E.coli　 JA221(Iq)を ア ン ピ シ リ ン 耐 性 に 形 質 転 換 し た 。 E.col
i　 JA221(Iq)を 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン 、 Rockville、 MDに 、 受 託 番
号 第 ATCC68845号 で 寄 託 し た 。 コ ロ ニ ー を 増 殖 さ せ 、 ミ ニ プ レ ッ プ DNAを 調 製 し た 。 組 換 え
プ ラ ス ミ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 約 400bpの Sac2フ ラ グ メ ン ト の 存 在 を 調 べ た 。 DNA配 列 分
析 に よ り 、 1つ の プ ラ ス ミ ド 、 pMDR989－ 15(挿 入 配 列 は 、 配 列 番 号 22)が 、 ネ ズ ミ 5A8VH配
列 を 設 計 さ れ た ヒ ト 型 配 列 に 変 換 す る 必 要 の あ る 変 異 体 を 約 50%有 し て い た こ と を 除 け ば
、 他 の プ ラ ス ミ ド は す べ て 正 し い 配 列 を 有 し て い る こ と が 分 か っ た 。 従 っ て 、 上 記 の よ う
に 、 pMDR989－ 15を 、 2回 目 の PCRに 2度 か け た 。 そ の 後 、 ベ ク タ ー pMDR991挿 入 物 を 、 DNA配
列 分 析 に よ っ て 同 定 し 、 設 計 さ れ た 5A8VHヒ ト 型 配 列 を 作 製 し た 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 配 列 番 号 23は 、 pMDR991挿 入 物 の DNA配 列 を 示 す 。 配 列 番 号 23の ヌ ク レ オ チ ド 1か ら 357は
、 ヒ ト 型 5A8VH配 列 の AA2－ AA12Bを コ ー ド す る 。 ベ ク タ ー pMDR991は 、 ヒ ト 型 5A8VHの AA1お
よ び AAl21－ AA122の コ ド ン を 含 ん で い な い 。 下 記 の よ う に 、 ヒ ト 型 5A8VH真 核 細 胞 用 発 現
ベ ク タ ー を 作 製 し た と き に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 、 こ れ ら の コ ド ン を 「 再 構 築
」 し た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 （ 2.　 5A8の Ｌ 鎖 可 変 領 域 の ヒ ト 型 化 ） ヒ ト 型 5A8VL領 域 全 体 に 広 が る 、 10個 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 連 結 し 、 そ し て 正 し い 配 列 を 有 す る 構 築 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ
て 、 ヒ ト 型 5A8の L鎖 可 変 領 域 を 調 製 し た 。 以 下 に 、 プ ロ ト コ ー ル の 詳 細 を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 312－ 62を 312－ 71に わ た る も の (そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 24か ら 配 列
番 号 33)(各 20pmoles)を 乾 燥 さ せ 、 1mMATPお よ び 1μ 1の T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ (10U/
μ 1)を 含 む 20μ 1の 1xキ ナ ー ゼ 緩 衝 液 に 別 々 に 再 懸 濁 し た 。 キ ナ ー ゼ 反 応 混 合 物 を 、 37℃
で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 70℃ で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 こ の 反 応 を
停 止 し た 。
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【 ０ ２ ９ ０ 】
　 キ ナ ー ゼ で 処 理 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (各 0.4μ g)を 互 い に 、 25μ 1の 10mMATPお よ び 2
μ 1の T4DNAリ ガ ー ゼ (10U/μ 1)と 組 合 わ せ て 、 反 応 混 合 物 を 、 室 温 で 6時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 連 結 混 合 物 を 、 TE緩 衝 液 で 飽 和 し た フ ェ ノ ー ル :ク ロ ロ ホ ル ム (1:1)で 抽 出 し 、 次 い
で エ タ ノ ー ル で 沈 澱 さ せ た 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 エ タ ノ ー ル 沈 澱 物 を 、 50μ 1の 1x150mM制 限 酵 素 緩 衝 液 (10x150mMの 制 限 酵 素 緩 衝 液 は 、 1
00mMト リ ス － HCl、 pH8.0、 1.5MNaC1、 100mMMgC12、 1mg/mlゼ ラ チ ン 、 10mMジ チ オ ス レ イ ト
ー ル )で 再 懸 濁 し 、 制 限 酵 素 Bgl2お よ び Asp718を 用 い て 、 37℃ で 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 消 化 産 物 を 2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 に か け 、 330bpに 対 応 す る バ ン ド を 切 り 出 し
た 。 GENECLEAN　 II（ 登 録 商 標 ） を 使 用 し て こ の フ ラ グ メ ン ト を 溶 出 し 、 溶 出 物 を エ タ ノ
ー ル 沈 澱 さ せ た 。 エ タ ノ ー ル 沈 澱 物 を 20μ 1の TE緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 次 に 、 330bpフ ラ グ メ ン ト を ベ ク タ ー pNNO3(配 列 番 号 7)に 連 結 し た 。 Asp718お よ び Bgl2
で 直 線 化 し 、 仔 ウ シ の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で ポ 末 端 を 脱 リ ン 酸 化 し 、 低 融 点 ア ガ ロ ー
ス ゲ ル で 分 画 し 、 直 線 化 し た pNNO3(2.7kb)に 対 応 す る バ ン ド を 切 り 出 す こ と に よ っ て 、 連
結 用 の ベ ク タ ー pNNO3を 調 製 し た 。 次 い で 、 直 線 化 し 脱 リ ン 酸 化 し た pNNO3を 、 T4DNAリ ガ
ー ゼ を 用 い て 、 ヒ ト 型 VL領 域 を コ ー ド す る 330bpの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド フ ラ グ メ ン ト に 連
結 し た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 連 結 混 合 物 を 用 い て 、 E.coli　 JA221(Iq)を ペ ニ シ リ ン 耐 性 に 形 質 転 換 し た 。 コ ロ ニ ー
を 増 殖 さ せ 、 ミ ニ プ レ ッ プ DNAを 調 製 し た 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 約 4
00bpの Sac2フ ラ グ メ ン ト の 存 在 を 調 べ た 。 DNA配 列 の 分 析 に よ っ て 、 ベ ク タ ー pMDRIOO3が
、 5A8κ L鎖 可 変 領 域 に 設 計 さ れ た ヒ ト 型 配 列 を 有 す る こ と が 認 め ら れ た 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 配 列 番 号 34は 、 pMDRlOO3挿 入 物 の DNA配 列 を 示 す 。 配 列 番 号 34の ヌ ク レ オ チ ド 11か ら 343
は 、 ヒ ト 型 5A8VL配 列 の AA1－ AAlt1を コ ー ド す る 。 ベ ク タ ー pMDR1003は 、 ヒ ト 型 5A8VLの AA
t12の コ ド ン を 含 ん で い な い 。 下 記 の よ う に 、 ヒ ト 型 5A8VL真 核 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー を 作 製
し た と き に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 、 コ ド ン を 「 再 構 築 」 し た 。
（ 3.　 5A8ヒ ト 型 Ｈ 鎖 発 現 ベ ク タ ー ）
　 中 間 プ ラ ス ミ ド pMDRlOO1、 pBAGIO1お よ び pSAB132を 連 結 さ せ る こ と に よ っ て 、 5A8ヒ ト
型 H鎖 (pMDR1002)を 有 す る 真 核 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー を 以 下 の よ う に 構 築 し た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 （ A.　 中 間 プ ラ ス ミ ド pMDRlOO1）
　 ヒ ト HG3免 疫 グ ロ ブ リ ン H鎖 シ グ ナ ル 配 列 (Seuence　 of　 Proteins　 of　 Immunoloical　
Interest、 p.460(4 t h 　 ed.)を 参 照 の こ と )、 ヒ ト 型 5A8H鎖 可 変 領 域 の AA1－ AA122、 次 い で
、 RNA5’ ス プ ラ イ ス 部 位 を コ ー ド す る DNAを 有 す る よ う に 、 中 間 プ ラ ス ミ ド pMDR1001を 構
築 し た 。 pLCB7お よ び pMDR991か ら 、 プ ラ ス ミ ド pMDR1001を 構 築 し た 。 pLCB6お よ び pMDR904
か ら 、 プ ラ ス ミ ド pLCB7を 構 築 し た 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン H鎖 シ グ ナ ル 配 列 、 RNA5’ ス プ ラ イ ス 部 位 、 お よ び PstIお よ び BstE2
の 制 限 部 位 を コ ー ド す る DNAを 有 す る よ う に 、 プ ラ ス ミ ド pLCB6を 設 計 し た 。 pLCB6を 形 成
す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 312－ 45(配 列 番 号 35)、 312－ 50(配 列 番 号 36)、 お よ び 31
2－ 49に わ た る 312－ 46(そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 58か ら 配 列 番 号 61)を 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ
ー ゼ で 処 理 し 、 上 記 の よ う に 連 結 し た 。 次 い で 、 連 結 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 自 身 を 、 プ
ラ ス ミ ド pNNO3の 2701bpの Asp718/BamH1フ ラ グ メ ン ト に 連 結 さ せ 、 pLCB6を 作 製 し た 。 pLCB
6挿 入 物 の DNA配 列 は 、 配 列 番 号 37で あ る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 プ ラ ス ミ ド pLCB6を PstIお よ び BstE2で 開 裂 し 、 2820bpの フ ラ グ メ ン ト を 単 離 し た 。 そ の
フ ラ グ メ ン ト を 、 pMDR904の 346bpの 逃 ⊥ 1/阯 E2フ ラ グ メ ン ト に 連 結 し た 。 397bpの StyI制
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限 フ ラ グ メ ン ト に よ っ て 、 プ ラ ス ミ ド pLCB7を 同 定 し た 。 pLCB7挿 入 物 の DNA配 列 は 、 配 列
番 号 38で あ る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 プ ラ ス ミ ド pLCB7お よ び pMDR991を 別 々 に Pst1お よ び BstE2で 開 裂 し 、 2820bp(ベ ク タ ー )
お よ び 337bp(挿 入 物 )フ ラ グ メ ン ト を そ れ ぞ れ 低 融 点 ア ガ ロ ー ス で 別 々 に 分 画 す る こ と に
よ っ て 単 離 し た 。 次 い で 、 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 連 結 し た 。 特 徴 的 な Hae2制 限 パ タ ー ン
(1871bp、 523bp、 393bpお よ び 370bp)の 存 在 に よ り 、 プ ラ ス ミ ド pMDR1001を 同 定 し た 。 pMD
RIOO1挿 入 物 の DNA配 列 は 、 配 列 番 号 39で あ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 プ ラ ス ミ ド pMDR1001を Not1お よ び Hind3で 開 裂 し 、 プ ラ ス ミ ド 挿 入 物 を 含 む 443bpの フ ラ
グ メ ン ト を 、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス で 分 画 す る こ と に よ っ て 単 離 し た 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 （ B.中 間 プ ラ ス ミ ド pSABl32）
　 中 間 プ ラ ス ミ ド pSABl32を 、 汎 用 真 核 細 胞 用 発 現 シ ャ ト ル ベ ク タ ー と な る よ う に 構 築 し
た 。 こ の ベ ク タ ー は 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 極 (immediate)初 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び
エ ン ハ ン サ ー を 有 す る 。 pSAB132の 構 築 は 、 同 一 譲 受 人 の 米 国 特 許 出 願 第 07/770,967号 の 5
5－ 56ペ ー ジ に 記 載 さ れ て い る 。 pSAB132の 全 配 列 は 、 配 列 番 号 40と し て 示 す 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 ベ ク タ ー pSAB132を 、 NotIで 直 線 化 し た 。 次 い で 、 7913bpの 直 線 化 し た ベ ク タ ー を 脱 リ
ン 酸 化 し 、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス で 分 画 す る こ と に よ っ て 単 離 し た 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 （ C.　 中 間 プ ラ ス ミ ド pBAG101）
　 ヒ ト IgG4H鎖 不 変 領 域 を コ ー ド す る ゲ ノ ム DNAを 有 す る よ う に 、 中 間 プ ラ ス ミ ド pBAG101
を 構 築 し た 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 J.Sambrookら 、 Molecular　 Cloning、 ch.9(Cold　 Spring　 Harbor　 Laboratory　 Press
　 1989)の 記 載 に 実 質 的 に 従 っ て 、 ゲ ノ ム DNAを ヒ ト 胎 盤 か ら 調 製 し た 。 IgG4不 変 領 域 を コ
ー ド す る DNAを 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 370－ 38(配 列 番 号 41） お よ び 370－ 40(配 列 番 号 42)を
プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る PCRに よ っ て 、 上 記 の よ う に 、 ゲ ノ ム DNAか ら 増 幅 し た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 約 2109bpの PCRフ ラ グ メ ン ト を ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 単 離 し 、 EcoR5で 直 線 化 し た pNNO3
に 連 結 し た 。 3887bpお よ び 3896bp　 Bgl2制 限 フ ラ グ メ ン ト の 存 在 に よ っ て 、 プ ラ ス ミ ド pB
AG101を 同 定 し た 。 pBAG101挿 入 物 の DNA配 列 は 、 配 列 番 号 43で あ る 。 pBAGIO1挿 入 物 中 の ヒ
ト IgG4H鎖 不 変 領 域 を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 Genbank受 託 番 号 第 KO1316－ PR:HUMIGCD2の 対
応 配 列 か ら 得 た 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 プ ラ ス ミ ド pBAG1O1を Not1お よ び Hind3で 開 裂 し 、 プ ラ ス ミ ド 挿 入 物 を 含 む 2109bpフ ラ グ
メ ン ト を 、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス で 分 画 す る こ と に よ り 単 離 し た 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 （ D.ベ ク タ ー pMDR1OO2の 最 終 構 築 ）
　 pMDR1002を 作 製 す る た め に 、 ３ つ の フ ラ グ メ ン ト :(a)pMDR1001の 443bp　 NotI/Hind3フ
ラ グ メ ン ト ;(b)7913bp　 NotIで 直 線 化 し た pSAB132;お よ び (c)pBAG101の 2109bp　 Not1/Hin
d3フ ラ グ メ ン ト を 連 結 し た 。 連 結 混 合 物 を 使 用 し て 、 E.coli　 JA221(Iq)を 、 ア ン ピ シ リ
ン 耐 性 に 形 質 転 換 し た 。 コ ロ ニ ー を 増 殖 さ せ 、 ミ ニ プ レ ッ プ DNAを 調 製 し た 。 組 換 え プ ラ
ス ミ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 pMDR1002を 同 定 す る 、 約 1276bpお よ び 9160bpの EcoR1フ ラ
グ メ ン ト の 存 在 を 調 べ た 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 pMDR1002の 挿 入 物 の DNA配 列 は 、 配 列 番 号 44と し て 示 す 。 こ の DNA配 列 に よ っ て コ ー ド さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 45と し て 示 す 。 pMDRlOO2挿 入 物 は 、 5’ か ら 3’ の 順 に 、 (1
)免 疫 グ ロ ブ リ ン シ グ ナ ル 配 列 (配 列 番 号 45の AA－ 19－ AA－ 1に 対 応 す る 、 配 列 番 号 44の ヌ
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ク レ オ チ ド 12－ 68)、 (2)5A8の H鎖 可 変 領 域 に 設 計 さ れ た ヒ ト 型 配 列 の AA1－ AA122(配 列 番
号 45の AA1－ AA122に 対 応 す る 、 配 列 番 号 44の ヌ ク レ オ チ ド 69－ 434)、 次 い で 、 ヒ ト IgG4H
鎖 (す な わ ち 、 H鎖 不 変 領 域 )(配 列 番 号 45の AA123－ AA448に 対 応 す る 、 配 列 番 号 44の ヌ ク レ
オ チ ド 712－ 1005、 1396－ 1431、 1550－ 1879、 お よ び 1977－ 2296)の AA114－ AA478(Kabat番
号 )を コ ー ド す る ゲ ノ ム DNA(Genbank受 託 番 号 第 KO1316号 の ヌ ク レ オ チ ド 27か ら 2525)を コ
ー ド す る DNAを 含 ん で い る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 PMDR1002を 有 す る E.coliを 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン 、 Rockville、 M
Dに 、 受 託 番 号 第 ATCC68847号 で 寄 託 し た 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 （ 4.5A8ヒ ト 型 Ｌ 鎖 発 現 ベ ク タ ー ）
　 中 間 プ ラ ス ミ ド pMDR1006お よ び pSAB132を 連 結 す る こ と に よ っ て 、 5A8ヒ ト 型 L鎖 (pMDR10
07)を 有 す る 真 核 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 中 間 プ ラ ス ミ ド pMDR985、 pMDR986お よ
び pMDR1003を 連 結 す る こ と に よ っ て 、 プ ラ ス ミ ド pMDR1006を 構 築 し た 。 特 定 の 構 築 方 法 に
つ い て は 、 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 （ A.中 間 プ ラ ス ミ ド pMDR985）
　 プ ロ ト タ イ プ の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン κ L鎖 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る DNAを 有 す る よ う に
、 中 間 プ ラ ス ミ ド pMDR985を 構 築 し た 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 プ ラ ス ミ ド pMDR985を 作 製 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 360－ 81(配 列 番 号 46)お よ び
360－ 82(配 列 番 号 47)を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ で 処 理 し 、 上 記 の よ う に 連 結 し た 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 次 い で 、 連 結 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 自 身 を 、 仔 ウ シ の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 脱 リ
ン 酸 化 し た プ ラ ス ミ ド pNNO3の 2707bpの Hind3/EcoR5フ ラ グ メ ン ト に 連 結 し た 。 連 結 混 合 物
を 使 用 し て 、 E.coli　 JA221(Iq)を ア ン ピ シ リ ン 耐 性 に 形 質 転 換 し た 。 コ ロ ニ ー を 増 殖 さ
せ 、 ミ ニ プ レ ッ プ DNAを 調 製 し た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 組 換 え プ ラ ス ミ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 pMDR985を 同 定 す る 、 約 461bpお よ び 2321bpの
EcoO1091フ ラ グ メ ン ト の 存 在 を 調 べ た 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 pMDR985挿 入 物 の DNA配 列 は 、 配 列 番 号 48と し て 示 す 。 DNA配 列 分 析 に よ っ て 、 pMDR985が
、 シ グ ナ ル 配 列 (配 列 番 号 48の ヌ ク レ オ チ ド 9か ら 77)の 正 し い コ ド ン を 有 し て い る こ と が
確 認 さ れ た が 、 ク ロ ー ニ ン グ 産 物 で あ る た め 、 設 計 さ れ た Hind3部 位 (挿 入 物 の 5’ )は 、 pM
DR985内 に は 再 構 成 さ れ な か っ た 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 プ ラ ス ミ ド pMDR985を Aat2お よ び EcoR5で 開 裂 し 、 プ ラ ス ミ ド 挿 入 物 を 含 む 572bpフ ラ グ
メ ン ト を 、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス で 分 画 す る こ と に よ っ て 、 単 離 し た 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 （ B.　 中 間 プ ラ ス ミ ド pMDR986）
　 ヒ ト κ L鎖 (す な わ ち 、 L鎖 不 変 領 域 )の AA108－ AA214(Kabat番 号 )を コ ー ド す る ゲ ノ ム DNA
を 有 す る よ う に 、 中 間 プ ラ ス ミ ド pMDR986を 構 築 し た 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 J.Sambrookら 、 Molecular　 Cloning、 ch.9(Cold　 Spring　 Harbor　 Laboratory　 Press
1989)の 記 載 に 実 質 的 に 従 っ て 、 ヒ ト 胎 盤 か ら ゲ ノ ム DNAを 調 製 し た 。 ゲ ノ ム DNAを EcoRIで
開 裂 し 、 κ 鎖 不 変 領 域 (Genbank受 託 番 号 第 JOO241－ PR:HUMIGKC3)を 含 む 2.5kbの EcoRlフ ラ
グ メ ン ト を 、 pUC8の EcoR1部 位 に ク ロ ー ン 化 し 、 pAB8を 作 製 し た 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 プ ラ イ マ ー と し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 370－ 54(SEQIDNO:49)お よ び 370－ 55(配 列 番 号 5
0)を 使 用 す る PCRに よ っ て 、 上 記 の よ う に 、 κ 不 変 領 域 (AA108－ AA214)を コ ー ド す る DNAを
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pAB8か ら 増 幅 し た 。 約 1240bpの PCRフ ラ グ メ ン ト を 単 離 し 、 脱 リ ン 酸 化 し た 、 EcoR5で 直 線
化 し た pNNO3に 連 結 し た 。 1314bp　 XmnI制 限 フ ラ グ メ ン ト の 存 在 に よ っ て 、 プ ラ ス ミ ド pSA
B153を 同 定 し た 。 pSAB153の DNA配 列 は 、 配 列 番 号 51で あ る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 プ ラ ス ミ ド pMDR986を pSAB153か ら 以 下 の よ う に 構 築 し た 。 　 プ ラ イ マ ー と し て オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 360－ 83(配 列 番 号 52)お よ び 370－ 55(配 列 番 号 50)を 使 用 す る PCRに よ っ て 、 κ
不 変 領 域 を pSAB153か ら 増 幅 し た 。 約 1276bpの PCRフ ラ グ メ ン ト を GENECLEAN　 II（ 登 録 商
標 ） 溶 出 、 次 い で ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ っ て 単 離 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 澱 さ せ 、 20μ 1の TE
緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 精 製 し た PCRフ ラ グ メ ン ト を 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ゥ フ ラ グ
メ ン ト で 処 理 し 、 仔 ウ シ の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ っ て 脱 リ ン 酸 化 し た 、 EcoR5で 直
線 化 し た pNNO3に 連 結 し た 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 連 結 混 合 物 を 使 用 し て 、 E.coli　 JA221(Iq)細 胞 を 形 質 転 換 し た 。 DNAを ア ン ピ シ リ ン 耐
性 コ ロ ニ ー か ら 調 製 し 、 EcoO1091制 限 消 化 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 1122bpの EcoO1091
制 限 フ ラ グ メ ン ト の 存 在 に よ り 、 プ ラ ス ミ ド pMDR986を 同 定 し た 。 次 い で 、 pMDR986プ ラ ス
ミ ド を 使 用 し て 、 E.coli　 GM2929を 形 質 転 換 し た 。 こ れ は 、 そ の DNA(dam－ 13、 dcm－ 6株 )
を メ チ ル 化 し な い 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 pMDR986挿 入 物 の DNA配 列 は 、 配 列 番 号 53で あ る 。 DNA配 列 分 析 に よ り 、 pMDR986が 、 ヒ ト
κ 鎖 の AA108－ AA214を コ ー ド す る た め に 正 し い エ ク ソ ン を 有 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
し か し 、 ク ロ ー ニ ン グ 産 物 で あ る た め 、 不 変 領 域 の 設 計 さ れ た NotI部 位 3’ は 、 pMDR986中
に は 再 構 成 さ れ ず 、 代 わ り に 、 Pvu1部 位 が 作 製 さ れ た 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 プ ラ ス ミ ド pMDR986を Aat2お よ び Bcl1で 開 裂 し 、 仔 ウ シ の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 処
理 し 、 3443bpの フ ラ グ メ ン ト を 、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス で 分 画 す る こ と に よ っ て 単 離 し た 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 （ C.中 間 プ ラ ス ミ ド pMDR1003）
プ ラ ス ミ ド pMDR1003の 構 築 は 、 上 記 の 通 り で あ る 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 ヒ ト 型 5A8κ L鎖 可
変 領 域 を コ ー ド す る DNAを 有 す る 。 pMDRIOO3の DNA配 列 は 、 配 列 番 号 34と し て 示 す 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 プ ラ ス ミ ド pMDR1003を EcoR5お よ び Bgl2で 開 裂 し 、 プ ラ ス ミ ド 挿 入 物 を 含 む 326bpの フ ラ
グ メ ン ト を 、 低 融 点 ア ガ ロ ー ス で 分 画 す る こ と に よ っ て 単 離 し た 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 （ D.ベ ク タ ー pMDR1007の 最 終 構 築 ）
　 ベ ク タ ー pMDRIOO7を pSAB132(配 列 番 号 40)お よ び pMDR1006(挿 入 DNA配 列 は 、 配 列 番 号 54
で あ る )か ら 構 築 し た 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 3つ の フ ラ グ メ ン ト :(a)pMDR985の 572bp　 Aat2/EcoR5フ ラ グ メ ン ト ;(b)pMDR986の 3442bp
　 Aat2/Bc11フ ラ グ メ ン ト ;お よ び (c)pMDR1003の 326bp　 EcoR5/Bgl2フ ラ グ メ ン ト を 連 結 し
、 pMDR1006を 作 製 し た 。 連 結 混 合 物 を 使 用 し て 、 E.coli　 JA221(Iq)(源 ？ )を ア ン ピ シ リ
ン 耐 性 に 形 質 転 換 し た 。 コ ロ ニ ー を 増 殖 さ せ 、 ミ ニ プ レ ッ プ DNAを 調 製 し た 。 組 換 え プ ラ
ス ミ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 特 徴 的 な EcoO1091制 限 フ ラ グ メ ン ト (2741bp、 767bpお よ び 46
1bp、 243bpお よ び 129bp)の 存 在 を 調 べ 、 pMDR1006を 同 定 し た 。 pMDR1006の 挿 入 物 の DNA配
列 は 、 配 列 番 号 54と し て 示 す 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 プ ラ ス ミ ド pMDR1006を Not1で 開 裂 し 、 1693bpフ ラ グ メ ン ト を 単 離 し た 。 Not1フ ラ グ メ ン
ト を 、 仔 ウ シ の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 予 め 脱 リ ン 酸 化 し た 、 Not1で 直 線 化 し た pSAB13
2(配 列 番 号 40)に 連 結 し た 。 脱 リ ン 酸 化 し た 反 応 混 合 物 を 低 融 点 ア ガ ロ ー ス で 分 画 し 、 次
い で 、 こ れ を 使 用 し て E.coli　 JA221(Iq)を ア ン ピ シ リ ン 耐 性 に 形 質 転 換 し た 。 コ ロ ニ ー
を 増 殖 さ せ 、 ミ ニ プ レ ッ プ DNAを 調 製 し た 。 組 換 え プ ラ ス ミ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 特
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徴 的 な ApaL1消 化 パ タ ー ン (6249bp、 1593bp、 1246bpお よ び 498bpの 断 片 )を 調 べ 、 pMDR1007
を 同 定 し た 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 pMDR1007挿 入 物 の DNA配 列 は 、 配 列 番 号 55と し て 示 す 。 こ の DNA配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 56と し て 示 す 。 pMDRIOO7挿 入 物 は 、 5’ か ら 3’ の 順 に 、 (1)
免 疫 グ ロ ブ リ ン κ 鎖 シ グ ナ ル 配 列 (配 列 番 号 56の AA－ 22－ AA－ 1に 対 応 す る 、 配 列 番 号 55の
ヌ ク レ オ チ ド 35－ 100)、 (2)5A8の L鎖 可 変 領 域 (配 列 番 号 56の AA1－ AA112に 対 応 す る 、 配 列
番 号 55の ヌ ク レ オ チ ド 101－ 436)、 次 い で 、 ヒ ト κ L鎖 (す な わ ち 、 L鎖 不 変 領 域 )(配 列 番 号
56の AA113－ AA219に 対 応 す る 、 配 列 番 号 55の ヌ ク レ オ チ ド 437お よ び 782－ 1101)の AA108－
AA214(Kabat番 号 )を コ ー ド す る ゲ ノ ム DNA(Genbank受 託 番 号 第 JOO241－ PR:HUMIGKC3の ヌ ク
レ オ チ ド 1か ら 1201)を コ ー ド す る DNAを 含 ん で い る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 pMDRloo7を 有 す る E.coliを 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン 、 Rockville、 M
Dに 、 受 託 番 号 第 ATCC68846号 で 寄 託 し た 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 （ 5.ヒ ト 型 5A8の 発 現 ）
　 予 備 実 験 に お い て 、 COS7細 胞 を 発 現 ベ ク タ ー pMDRlOO7お よ び pMDR1002で 、 エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 細 胞 を 48時 間 培 養 し た 。 次 い で 、 こ の 細 胞 を 3 5 S
－ メ チ オ ニ ン で 放 射 標 識 し た 。 次 い で 、 細 胞 抽 出 物 お よ び 馴 化 培 養 物 培 地 を プ ロ テ イ ン A
－ セ フ ァ ロ ー ス と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ ロ テ イ ン A－ セ フ ァ ロ ー ス を 洗 浄 し 、 結
合 タ ン パ ク 質 を 、 SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (PAGE)負 荷 緩 衝 液 で 溶 出 し 、 PAGE
で 分 析 し た 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン L鎖 の プ ロ テ イ ン A沈 澱 に よ っ て 証 明 さ れ る よ う に 、 馴 化 培 地
で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 凝 集 分 子 が 、 非 常 に 低 い 収 率 で 検 出 さ れ た 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 （ 寄 託 物 ）
　 本 発 明 に よ る 細 胞 お よ び 抗 体 ホ モ ロ グ を 、 1990年 11月 20日 付 け で 、 Linthicum、 Marylan
d、 U.S.A.の In　 Vitro　 International、 lnc.culture　 collectionに 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 の
下 で 寄 託 さ れ 、 以 下 の よ う に 同 定 さ れ る 培 養 物 に よ り 例 示 す る :
「 5A8－ 2F6」
「 7－ 27－ 1F8－ 2B4」
「 7－ 27－ 5F2－ 2C5」
「 CHO　 379　 clone　 12.1」
「 CHO－ 160」
　 こ れ ら の 培 養 物 に は 、 そ れ ぞ れ 、 IVI－ 10257か ら IVI－ 10261ま で の 受 託 番 号 が 与 え ら れ
た 。 こ れ ら の 寄 託 物 は 、 1991年 6月 20日 に 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン 、 R
ockville、 Marylandに 移 さ れ 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク ー シ ョ ン に よ り 、 ブ ダ
ペ ス ト 条 約 の 下 で 、 受 託 番 号 第 HB10881号 、 第 HB10882号 、 第 HB10883号 、 第 CRL1O884号 お
よ び 第 CRL1O885号 で そ れ ぞ れ 保 管 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 本 発 明 に よ る DNA配 列 お よ び 組 換 え DNA分 子 、 な ら び に こ れ ら を 調 製 す る の に 有 用 な 微 生
物 を 、 1991年 11月 21日 付 け で 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン 、 Rockville、 M
aryland、 U.S.A.に 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 下 で 寄 託 さ れ 、 以 下 の よ う に 同 定 さ れ る 培 養 物 に
よ り 例 示 す る :
「 E.coliK12JA221(Iq)」
「 E.coliK12JA221(Iq)/pMDR1007」
「 E.coliK12JA221(Iq)/pMDR1002」
「 E.coliK12JA221(Iq)/pMDRgO4」
「 E.coliK12JA221(Iq)/pMDR927」
こ れ ら の 培 養 物 に は 、 そ れ ぞ れ 、 受 託 番 号 第 ATCC68845号 か ら 第 ATCC68849号 ま で が 与 え ら
れ た 。
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【 ０ ３ ３ ３ 】
　 （ 配 列 ）
下 記 の も の は 配 列 一 覧 表 に 記 載 さ れ て い る 配 列 の ま と め で あ る :
配 列 番 号 1　 pre－ HIVgp160の DNA配 列
配 列 番 号 2　 pre－ HIVgp160の ア ミ ノ 酸 配 列
配 列 番 号 3　 可 溶 性 HIVgp120の DNA配 列
配 列 番 号 4　 可 溶 性 HIVgpl20の ア ミ ノ 酸 配 列
配 列 番 号 5　 VHO1　 PCRプ ラ イ マ ー の DNA配 列
配 列 番 号 6　 VHO2　 PCRプ ラ イ マ ー の DNA配 列
配 列 番 号 7　 pNNO3の DNA配 列
配 列 番 号 8　 pMDR904挿 入 物 (5A8VH)の DNA配 列
配 列 番 号 9　 5A8の H鎖 可 変 領 域 の DNA配 列
配 列 番 号 10　 5A8の H鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列
配 列 番 号 11　 ACE149　 PCRプ ラ イ マ ー の DNAの 配 列
配 列 番 号 12　 ACE150　 PCRプ ラ イ マ ー の DNAの 配 列
配 列 番 号 13　 pMDR927挿 入 物 (5A8　 VL)の DNA配 列
配 列 番 号 14　 5A8の L鎖 可 変 領 域 の DNA配 列
配 列 番 号 15　 5A8の L鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列
配 列 番 号 16　 312－ 56　 PCRプ ラ イ マ ー の DNA配 列
配 列 番 号 17　 312－ 57　 PCRプ ラ イ マ ー の DNA配 列
配 列 番 号 18　 312－ 58　 PCRプ ラ イ マ ー の DNA配 列
配 列 番 号 19　 312－ 59　 PCRプ ラ イ マ ー の DNA配 列
配 列 番 号 20　 312－ 60　 PCRプ ラ イ マ ー の DNA配 列
配 列 番 号 21　 312－ 61　 PCRプ ラ イ マ ー の DNA配 列
配 列 番 号 22　 pMDR989－ 15挿 入 物 の DNA配 列
配 列 番 号 23　 pMDR991挿 入 物 の DNA配 列
配 列 番 号 24　 312－ 62の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 25　 312－ 63の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 26　 312－ 64の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 27　 312－ 65の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 28　 312－ 66の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 29　 312－ 67の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 30　 312－ 68の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 31　 312－ 69の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 32　 312－ 70の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 33　 312－ 71の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 34　 pMDR1003挿 入 物 の DNA配 列
配 列 番 号 35　 312－ 45の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 36　 312－ 50の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 37　 pLCB6挿 入 物 の DNA配 列
配 列 番 号 38　 pLCB7挿 入 物 の DNA配 列
配 列 番 号 39　 pMDR1001挿 入 物 の DNA配 列
配 列 番 号 40　 pSAB132の DNA配 列
配 列 番 号 41　 370－ 38　 PCRプ ラ イ マ ー の DNA配 列
配 列 番 号 42　 370－ 40　 PCRプ ラ イ マ ー の DNA配 列
配 列 番 号 43　 pBAG101挿 入 物 の DNA配 列
配 列 番 号 44　 pMDR1002挿 入 物 の DNA配 列 　 (pre－ 5A8ヒ ト 型 H鎖 )
配 列 番 号 45　 pMDR1002挿 入 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 　 (pre－ 5A8ヒ ト 型 H鎖 )
配 列 番 号 46　 360－ 81の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 47　 360－ 82の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
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配 列 番 号 48　 pMDR985挿 入 物 の DNA配 列
配 列 番 号 49　 370－ 54　 PCRプ ラ イ マ ー の DNA配 列
配 列 番 号 50　 370－ 55　 PCRプ ラ イ マ ー の DNA配 列
配 列 番 号 51　 pSAB153挿 入 物 の DNA配 列
配 列 番 号 52　 360－ 83　 PCRプ ラ イ マ ー の DNA配 列
配 列 番 号 53　 pMDR986挿 入 物 の DNA配 列
配 列 番 号 54　 pMDR1006挿 入 物 の DNA配 列
配 列 番 号 55　 pMDR1007挿 入 物 の DNA配 列 　 (pre－ 5A8ヒ ト 型 L鎖 )
配 列 番 号 56　 pMDR1OO7挿 入 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 　 (pre－ 5A8ヒ ト 型 L鎖 )
配 列 番 号 57　 pNNO3合 成 ポ リ リ ン カ ー の DNA配 列
配 列 番 号 58　 312－ 46の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 59　 312－ 47の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 60　 312－ 48の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列
配 列 番 号 61　 312－ 49の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の DNA配 列 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 前 述 に 数 多 く の 実 施 態 様 を 示 し た が 、 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 を 用 い る 他 の 実 施 態 様
を 提 供 す る た め に 、 わ れ わ れ の 基 本 的 な 実 施 態 様 を 改 変 し 得 る こ と は 明 白 で あ る 。 従 っ て
、 多 く の 実 施 態 様 の 変 法 の 全 て は 、 前 述 の 明 細 書 お よ び 添 付 の 請 求 の 範 囲 で 明 示 さ れ て い
る 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る こ と は 明 白 で あ る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 （ 配 列 表 ）
【 ０ ３ ３ ６ 】
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ３ ３ ７ 】
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ３ ８ 】
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ３ ９ 】
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ４ ０ 】
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ４ １ 】
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【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ４ ２ 】
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【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ４ ３ 】
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【 化 ８ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ９ ７ 】
【 図 １ Ａ 】 図 1は 、 緩 衝 液 の 存 在 下 (図 1A)、 無 標 識 の Leu3A存 在 下 (図 1B)、 CD4　 VIに 特 異
的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 OKT4Aの 存 在 下 (図 lC)、 CD4　 V3V4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
OKT4の 存 在 下 (図 1D)あ る い は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 5A8の 存 在 下 (図 1E)の 、 フ ル
オ レ ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト で 標 識 し た CD4　 VIに 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3A
(「 Leu3A－ FITC」 )で 染 色 し た 、 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 の 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 (「 FACS」 )の
プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 デ ー タ は 、 蛍 光 強 度 の 対 数 (y軸 )に 対 し て 外 へ の 広 が り (x軸 )の 関 数
と し て 示 し た 。
【 図 １ Ｂ 】 図 1は 、 緩 衝 液 の 存 在 下 (図 1A)、 無 標 識 の Leu3A存 在 下 (図 1B)、 CD4　 VIに 特 異
的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 OKT4Aの 存 在 下 (図 lC)、 CD4　 V3V4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
OKT4の 存 在 下 (図 1D)あ る い は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 5A8の 存 在 下 (図 1E)の 、 フ ル
オ レ ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト で 標 識 し た CD4　 VIに 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3A
(「 Leu3A－ FITC」 )で 染 色 し た 、 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 の 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 (「 FACS」 )の
プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 デ ー タ は 、 蛍 光 強 度 の 対 数 (y軸 )に 対 し て 外 へ の 広 が り (x軸 )の 関 数
と し て 示 し た 。
【 図 １ Ｃ 】 図 1は 、 緩 衝 液 の 存 在 下 (図 1A)、 無 標 識 の Leu3A存 在 下 (図 1B)、 CD4　 VIに 特 異
的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 OKT4Aの 存 在 下 (図 lC)、 CD4　 V3V4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
OKT4の 存 在 下 (図 1D)あ る い は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 5A8の 存 在 下 (図 1E)の 、 フ ル
オ レ ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト で 標 識 し た CD4　 VIに 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3A
(「 Leu3A－ FITC」 )で 染 色 し た 、 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 の 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 (「 FACS」 )の
プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 デ ー タ は 、 蛍 光 強 度 の 対 数 (y軸 )に 対 し て 外 へ の 広 が り (x軸 )の 関 数
と し て 示 し た 。
【 図 １ Ｄ 】 図 1は 、 緩 衝 液 の 存 在 下 (図 1A)、 無 標 識 の Leu3A存 在 下 (図 1B)、 CD4　 VIに 特 異
的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 OKT4Aの 存 在 下 (図 lC)、 CD4　 V3V4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
OKT4の 存 在 下 (図 1D)あ る い は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 5A8の 存 在 下 (図 1E)の 、 フ ル
オ レ ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト で 標 識 し た CD4　 VIに 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3A
(「 Leu3A－ FITC」 )で 染 色 し た 、 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 の 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 (「 FACS」 )の
プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 デ ー タ は 、 蛍 光 強 度 の 対 数 (y軸 )に 対 し て 外 へ の 広 が り (x軸 )の 関 数
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と し て 示 し た 。
【 図 １ Ｅ 】 図 1は 、 緩 衝 液 の 存 在 下 (図 1A)、 無 標 識 の Leu3A存 在 下 (図 1B)、 CD4　 VIに 特 異
的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 OKT4Aの 存 在 下 (図 lC)、 CD4　 V3V4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
OKT4の 存 在 下 (図 1D)あ る い は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 5A8の 存 在 下 (図 1E)の 、 フ ル
オ レ ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト で 標 識 し た CD4　 VIに 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3A
(「 Leu3A－ FITC」 )で 染 色 し た 、 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 の 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 (「 FACS」 )の
プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 デ ー タ は 、 蛍 光 強 度 の 対 数 (y軸 )に 対 し て 外 へ の 広 が り (x軸 )の 関 数
と し て 示 し た 。
【 図 ２ Ａ 】 図 ２ Ａ は 、 過 剰 の HIVgp120と 前 も っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の お よ び イ ン キ ュ
ベ ー ト し て い な い 、 ヒ ト CD4+細 胞 株 H9の 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ (5A8)、 お よ び 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3A、 OKT4Aお よ び OKT4に よ る 免 疫 蛍 光 染 色 を 示 す 。 点 線 は 、 過 剰 の HIVg
p120の 否 存 在 下 (左 の プ ロ フ ィ ー ル )あ る い は 存 在 下 (右 の プ ロ フ ィ ー ル )で の 、 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 染 色 、 そ し て 実 線 は 、 関 連 の な い 負 コ ン ト ロ ー ル の マ ウ ス 抗 体 に よ
る 染 色 を 示 す 。
【 図 ２ Ｂ 】 図 ２ Ｂ は 、 過 剰 の HIVgp120と 前 も っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の お よ び イ ン キ ュ
ベ ー ト し て い な い 、 ヒ ト CD4+細 胞 株 H9の 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ (5A8)、 お よ び 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3A、 OKT4Aお よ び OKT4に よ る 免 疫 蛍 光 染 色 を 示 す 。 点 線 は 、 過 剰 の HIVg
p120の 否 存 在 下 (左 の プ ロ フ ィ ー ル )あ る い は 存 在 下 (右 の プ ロ フ ィ ー ル )で の 、 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 染 色 、 そ し て 実 線 は 、 関 連 の な い 負 コ ン ト ロ ー ル の マ ウ ス 抗 体 に よ
る 染 色 を 示 す 。
【 図 ２ Ｃ 】 図 ２ Ｃ は 、 過 剰 の HIVgp120と 前 も っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の お よ び イ ン キ ュ
ベ ー ト し て い な い 、 ヒ ト CD4+細 胞 株 H9の 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ (5A8)、 お よ び 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3A、 OKT4Aお よ び OKT4に よ る 免 疫 蛍 光 染 色 を 示 す 。 点 線 は 、 過 剰 の HIVg
p120の 否 存 在 下 (左 の プ ロ フ ィ ー ル )あ る い は 存 在 下 (右 の プ ロ フ ィ ー ル )で の 、 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 染 色 、 そ し て 実 線 は 、 関 連 の な い 負 コ ン ト ロ ー ル の マ ウ ス 抗 体 に よ
る 染 色 を 示 す 。
【 図 ２ Ｄ 】 図 ２ Ｄ は 、 過 剰 の HIVgp120と 前 も っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の お よ び イ ン キ ュ
ベ ー ト し て い な い 、 ヒ ト CD4+細 胞 株 H9の 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ (5A8)、 お よ び 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3A、 OKT4Aお よ び OKT4に よ る 免 疫 蛍 光 染 色 を 示 す 。 点 線 は 、 過 剰 の HIVg
p120の 否 存 在 下 (左 の プ ロ フ ィ ー ル )あ る い は 存 在 下 (右 の プ ロ フ ィ ー ル )で の 、 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 染 色 、 そ し て 実 線 は 、 関 連 の な い 負 コ ン ト ロ ー ル の マ ウ ス 抗 体 に よ
る 染 色 を 示 す 。
【 図 ２ Ｅ 】 図 ２ Ｅ は 、 過 剰 の HIVgp120と 前 も っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の お よ び イ ン キ ュ
ベ ー ト し て い な い 、 ヒ ト CD4+細 胞 株 H9の 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ (5A8)、 お よ び 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3A、 OKT4Aお よ び OKT4に よ る 免 疫 蛍 光 染 色 を 示 す 。 点 線 は 、 過 剰 の HIVg
p120の 否 存 在 下 (左 の プ ロ フ ィ ー ル )あ る い は 存 在 下 (右 の プ ロ フ ィ ー ル )で の 、 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 染 色 、 そ し て 実 線 は 、 関 連 の な い 負 コ ン ト ロ ー ル の マ ウ ス 抗 体 に よ
る 染 色 を 示 す 。
【 図 ２ Ｆ 】 図 ２ Ｆ は 、 過 剰 の HIVgp120と 前 も っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の お よ び イ ン キ ュ
ベ ー ト し て い な い 、 ヒ ト CD4+細 胞 株 H9の 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ (5A8)、 お よ び 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3A、 OKT4Aお よ び OKT4に よ る 免 疫 蛍 光 染 色 を 示 す 。 点 線 は 、 過 剰 の HIVg
p120の 否 存 在 下 (左 の プ ロ フ ィ ー ル )あ る い は 存 在 下 (右 の プ ロ フ ィ ー ル )で の 、 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 染 色 、 そ し て 実 線 は 、 関 連 の な い 負 コ ン ト ロ ー ル の マ ウ ス 抗 体 に よ
る 染 色 を 示 す 。
【 図 ２ Ｇ 】 図 ２ Ｇ は 、 過 剰 の HIVgp120と 前 も っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の お よ び イ ン キ ュ
ベ ー ト し て い な い 、 ヒ ト CD4+細 胞 株 H9の 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ (5A8)、 お よ び 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3A、 OKT4Aお よ び OKT4に よ る 免 疫 蛍 光 染 色 を 示 す 。 点 線 は 、 過 剰 の HIVg
p120の 否 存 在 下 (左 の プ ロ フ ィ ー ル )あ る い は 存 在 下 (右 の プ ロ フ ィ ー ル )で の 、 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 染 色 、 そ し て 実 線 は 、 関 連 の な い 負 コ ン ト ロ ー ル の マ ウ ス 抗 体 に よ
る 染 色 を 示 す 。
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【 図 ２ Ｈ 】 図 ２ Ｈ は 、 過 剰 の HIVgp120と 前 も っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の お よ び イ ン キ ュ
ベ ー ト し て い な い 、 ヒ ト CD4+細 胞 株 H9の 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ (5A8)、 お よ び 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 Leu3A、 OKT4Aお よ び OKT4に よ る 免 疫 蛍 光 染 色 を 示 す 。 点 線 は 、 過 剰 の HIVg
p120の 否 存 在 下 (左 の プ ロ フ ィ ー ル )あ る い は 存 在 下 (右 の プ ロ フ ィ ー ル )で の 、 抗 CD4モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 染 色 、 そ し て 実 線 は 、 関 連 の な い 負 コ ン ト ロ ー ル の マ ウ ス 抗 体 に よ
る 染 色 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (5A8)お よ び 2つ の CD4　 V1に 特 異 的 な モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Leu3Aお よ び OKT4A)に 対 す る 抗 体 濃 度 (O.026－ 2,000ng/ml)の 関 数 と し て
、 シ ン シ チ ウ ム 形 成 の 阻 害 パ ー セ ン ト ( 5 1 Cr放 出 を 定 量 )を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (5A8)、 CD4　 V1に 特 異 的 な 2つ の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 (Leu3Aお よ び OKT4A)、 お よ び CD4　 V3V4(2－ 103－ D11)に 特 異 的 な 「 OKT4様 」 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 す る 抗 体 濃 度 (3.2－ 10,000ng/ml)の 関 数 と し て 、 シ ン シ チ ウ ム 形 成
の 阻 害 パ ー セ ン ト ( 5 1 Cr放 出 を 定 量 )を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ (モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 5A8)お よ び 種 々 の コ ン ト ロ
ー ル 抗 体 (CD4　 VIに 特 異 的 な 抗 体 OKT4Aお よ び Leu3A、 お よ び ア イ ソ タ イ プ の あ っ た コ ン ト
ロ ー ル 抗 体 MOPC21お よ び UPC10)に よ り 生 じ た ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 の 破 傷 風 ト キ ソ イ ド (「 T
T」 )誘 導 の 増 殖 阻 害 (3H－ チ ミ ジ ン の 取 り 込 み で 定 量 さ れ 、 「 cpm× 10E3(1000)」 で 同 定 さ
れ る )の 、 ア ッ セ イ の 4日 目 (図 5)お よ び 5日 目 (図 6)を 示 し て い る 。 「 TTコ ン ト ロ ー ル 」 と
示 し た 棒 は 、 TT刺 激 な し の 細 胞 増 殖 基 準 (白 の 棒 )お よ び 抗 体 な し の TT応 答 (黒 の 棒 )を 示 す
。 TT刺 激 な し の 抗 体 の み の 増 殖 に 対 す る 効 果 は 、 大 き な 斑 点 を 付 け た 棒 で 示 す 。 さ ら に 、
図 5は 、 TT刺 激 (す な わ ち 、 TTに 対 す る 応 答 抑 制 )後 の 、 10μ g/ml(斑 点 を 付 け た 棒 )(MOPC21
お よ び 5A8の み )、 1μ g/ml(水 平 の 線 を 付 け た 棒 )(全 て の 抗 体 )、 お よ び 0.1μ g/ml(斜 線 を
付 け た 棒 )(全 て の 抗 体 )の 種 々 の 濃 度 の 抗 体 に よ り 生 じ た 、 増 殖 に 対 す る 効 果 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 本 発 明 の 抗 体 ホ モ ロ グ (モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 5A8)お よ び 種 々 の コ ン ト ロ
ー ル 抗 体 (CD4　 VIに 特 異 的 な 抗 体 OKT4Aお よ び Leu3A、 お よ び ア イ ソ タ イ プ の あ っ た コ ン ト
ロ ー ル 抗 体 MOPC21お よ び UPC10)に よ り 生 じ た ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 の 破 傷 風 ト キ ソ イ ド (「 T
T」 )誘 導 の 増 殖 阻 害 (3H－ チ ミ ジ ン の 取 り 込 み で 定 量 さ れ 、 「 cpm× 10E3(1000)」 で 同 定 さ
れ る )の 、 ア ッ セ イ の 4日 目 (図 5)お よ び 5日 目 (図 6)を 示 し て い る 。 「 TTコ ン ト ロ ー ル 」 と
示 し た 棒 は 、 TT刺 激 な し の 細 胞 増 殖 基 準 (白 の 棒 )お よ び 抗 体 な し の TT応 答 (黒 の 棒 )を 示 す
。 TT刺 激 な し の 抗 体 の み の 増 殖 に 対 す る 効 果 は 、 大 き な 斑 点 を 付 け た 棒 で 示 す 。 さ ら に 、
図 6は 、 TT刺 激 (す な わ ち 、 TTに 対 す る 応 答 抑 制 )後 の 、 10μ g/ml(斑 点 を 付 け た 棒 )(MOPC21
お よ び 5A8の み )、 1μ g/ml(水 平 の 線 を 付 け た 棒 )(全 て の 抗 体 )、 お よ び 0.1μ g/ml(斜 線 を
付 け た 棒 )(全 て の 抗 体 )の 種 々 の 濃 度 の 抗 体 に よ り 生 じ た 、 増 殖 に 対 す る 効 果 を 示 す 。
【 図 ７ Ａ 】 図 ７ Ａ は 、 5A8(実 線 、 Mn　 261－ 85お よ び Mn　 251－ 87)あ る い は ア イ ソ タ イ プ
の あ っ た コ ン ト ロ ー ル の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MOPC21(破 線 、 Mn265－ 85お よ び Mn265－ 87)に
よ る 処 理 の 前 、 処 理 中 、 お よ び 処 理 後 の 種 々 の 時 点 に お け る 、 ア カ ゲ ザ ル の 末 梢 白 血 球 数
を 示 す 。 y軸 は 、 血 液 1マ イ ク ロ リ ッ タ ー 当 り の 白 血 球 数 (1000単 位 )を 示 す 。 x軸 は 、 日 数
を 示 し 、 5A8あ る い は MOPC21を 0日 目 、 2日 目 お よ び 4日 目 に 注 射 し た 。
【 図 ７ Ｂ 】 図 ７ Ｂ は 、 5A8(実 線 、 Mn　 261－ 85お よ び Mn　 251－ 87)あ る い は ア イ ソ タ イ プ
の あ っ た コ ン ト ロ ー ル の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MOPC21(破 線 、 Mn265－ 85お よ び Mn265－ 87)に
よ る 処 理 の 前 、 処 理 中 、 お よ び 処 理 後 の 種 々 の 時 点 に お け る 、 ア カ ゲ ザ ル の 末 梢 白 血 球 数
を 示 す 。 y軸 は 、 血 液 1マ イ ク ロ リ ッ タ ー 当 り の 白 血 球 数 (1000単 位 )を 示 す 。 x軸 は 、 日 数
を 示 し 、 5A8あ る い は MOPC21を 0日 目 、 2日 目 お よ び 4日 目 に 注 射 し た 。
【 図 ８ Ａ 】 図 ８ Ａ は 、 5A8(実 線 、 Mn261－ 85(上 の パ ネ ル )お よ び Mn251－ 87(下 の パ ネ ル )あ
る い は ア イ ソ タ イ プ の あ っ た コ ン ト ロ ー ル の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MOPC21(破 線 、 Mn265－ 85
(上 の パ ネ ル )お よ び Mn265－ 87(下 の パ ネ ル ))に よ る 処 理 の 前 、 処 理 中 、 お よ び 処 理 後 の 種
々 の 時 点 に お け る 、 ア カ ゲ ザ ル の 末 梢 CD4+リ ン パ 球 数 を 示 す 。 CD4+細 胞 数 は 、 蛍 光 標 識 の
CD4　 V3V4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 FITC－ OKT4(白 丸 お よ び 黒 丸 )で 染 色 後 の FACS分
析 に よ り 、 あ る い は 、 単 離 細 胞 を 過 剰 の 5A8と と も に イ ン ビ ト ロ で イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 次
に 蛍 光 標 識 の ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ig(白 の 三 角 お よ び 黒 の 三 角 )で 染 色 後 の FACS分 析 に よ て 定 量 す
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る 。 y軸 は 、 1マ イ ク ロ リ ッ タ ー 当 り の CD4+細 胞 数 を 示 す 。 x軸 は 、 日 数 を 示 し 、 5A8あ る い
は MOPC21を 0日 目 、 2日 目 お よ び 4日 目 に 注 射 し た 。
【 図 ８ Ｂ 】 図 ８ Ｂ は 、 5A8(実 線 、 Mn261－ 85(上 の パ ネ ル )お よ び Mn251－ 87(下 の パ ネ ル )あ
る い は ア イ ソ タ イ プ の あ っ た コ ン ト ロ ー ル の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MOPC21(破 線 、 Mn265－ 85
(上 の パ ネ ル )お よ び Mn265－ 87(下 の パ ネ ル ))に よ る 処 理 の 前 、 処 理 中 、 お よ び 処 理 後 の 種
々 の 時 点 に お け る 、 ア カ ゲ ザ ル の 末 梢 CD4+リ ン パ 球 数 を 示 す 。 CD4+細 胞 数 は 、 蛍 光 標 識 の
CD4　 V3V4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 FITC－ OKT4(白 丸 お よ び 黒 丸 )で 染 色 後 の FACS分
析 に よ り 、 あ る い は 、 単 離 細 胞 を 過 剰 の 5A8と と も に イ ン ビ ト ロ で イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 次
に 蛍 光 標 識 の ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ig(白 の 三 角 お よ び 黒 の 三 角 )で 染 色 後 の FACS分 析 に よ て 定 量 す
る 。 y軸 は 、 1マ イ ク ロ リ ッ タ ー 当 り の CD4+細 胞 数 を 示 す 。 x軸 は 、 日 数 を 示 し 、 5A8あ る い
は MOPC21を 0日 目 、 2日 目 お よ び 4日 目 に 注 射 し た 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 5A8(実 線 、 Mn261－ 85お よ び Mn251－ 87)あ る い は ア イ ソ タ イ プ の あ っ た
コ ン ト ロ ー ル の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MOPC21(点 線 、 Mn265－ 85お よ び Mn265－ 87)に よ る 処 理
の 前 、 処 理 中 、 お よ び 処 理 後 の 種 々 の 時 点 に お け る 、 ア カ ゲ ザ ル の 抗 破 傷 風 ト キ ソ イ ド の
力 価 を 示 す 。 y軸 は 、 標 準 の 抗 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 免 疫 血 清 に 比 例 し て 確 立 さ れ る 抗 破 傷 風
ト キ ソ イ ド 抗 体 の 、 血 液 1ミ リ リ ッ タ ー 当 り の ユ ニ ッ ト 数 を 示 す 。 x軸 は 、 日 数 を 示 し 、 5A
8あ る い は MOPC21を 0日 目 、 2日 目 お よ び 4日 目 に 注 射 し 、 そ し て 破 傷 風 ト キ ソ イ ド を 3日 目
お よ び 21日 目 に 注 射 し た 。 0日 か ら 9日 の 下 の 棒 は 、 イ ン ビ ボ に お け る 、 5A8に よ る CD4の 飽
和 コ ー テ ィ ン グ の 時 期 を 示 す 。
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【 図 ２ Ｈ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】 【 図 ８ Ａ 】
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【 図 ８ Ｂ 】 【 図 ９ 】

【 配 列 表 】
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