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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の(i)または(ii)記載の抗体をコードする単離核酸であって、該核酸が、SEQ ID NO
:13またはSEQ ID NO:14に記載の核酸配列を含む、単離核酸：
(i) SEQ ID NO:6に記載のアミノ酸配列と少なくとも97.0%同一、およびSEQ ID NO:8に記
載のアミノ酸配列と少なくとも97.0%同一であるアミノ酸配列を含む、組換えにより産生
されるヒト抗体であって、ここで、該抗体は、軽鎖可変領域としてSEQ ID NO:6に記載の
アミノ酸配列および重鎖可変領域としてSEQ ID NO:8に記載のアミノ酸配列を有するsHIgM
12抗体と結合を競合する、抗体；
(ii) アミノ酸配列が、SEQ ID NO:6およびSEQ ID NO:8に記載のアミノ酸配列と少なくと
も99.0%同一である、前記(i)記載の抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
技術分野
　本明細書は抗体に関する。
【背景技術】
【０００２】
背景
　十価(decavalent)IgM抗体は、結合親和性は低い可能性があるが、抗原への測定可能な
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結合親和力を示す。五量体IgMの多価構造は、細胞表面標的を架橋することに対する潜在
性を提供し、免疫機能に普通は関連しない生物学的潜在性を可溶性抗体に与える。
【０００３】
　樹状細胞(DC)は、効率的な抗原提示細胞(APC)である。これらの細胞は、それらの細胞
表面上に、一連の共刺激分子をともなって、クラスIおよびクラスII主要組織適合性複合
体(MHC)ペプチド提示分子を発現する(Banchereau and Steinman (1998) Nature 392:245-
252(非特許文献1))。ナイーブT細胞は、これらのDCリガンドに対する受容体を発現する。
クラスIまたはクラスII分子との関連で提示されるペプチド抗原の認識の後に続いて、T細
胞膜の構造は再編成され、T細胞受容体の要素と、共受容体CD4またはCD8ならびに共刺激
受容体CD28およびCTLA-4を含むその他の細胞表面分子とを結び付ける(Monks et al. (199
8) Nature 395:82-86(非特許文献2)；およびWulfing and Davis (1998) Science 282:226
6-2269(非特許文献3))。新しく形成されるマクロ分子複合体内の相互作用は、DCによって
T細胞へ変換される誘導事象の帰結を決定する。
【０００４】
　DCは、様々な組織に存在し、異なった組織関連表現型を示す(Strunk et al. (1997) J.
 Exp. Med. 185:1131-1136(非特許文献4); Caux et al. (1996) J. Exp. Med. 184:695-7
06(非特許文献5); Wu et al. (1996) J. Exp. Med. 184:903-911(非特許文献6);およびVr
emec et al. (1992) J. Exp. Med. 176:47-58(非特許文献7))。細胞のこれらの異なるサ
ブセットの細胞系統間の関係は、しっかりと確立されていない。骨髄または血液前駆体か
らインビトロで生成されるDCに焦点を合わせる、労働の大きな体が浮上した(Mayordomo e
t al. (1995) Nat. Med. 1:1297-1302(非特許文献8); Nonacs et al. (1992) J. Exp. Me
d. 176:519-529(非特許文献9); Steinman and Witmer (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 75:5132-5136(非特許文献10);およびYoung and Steinman (1990) J. Exp. Med. 171:1
315-1332(非特許文献11))。インビトロで生成される細胞は、クラスI抗原および内因性DC
に関連する一連の共刺激リガンドの高レベルを発現する(Fagnoni et al. (1995) Immunol
ogy 85:467-474(非特許文献12);およびBanchereau et al. (2000) Annu. Rev. Immunol. 
18:767-811(非特許文献13))。重要なこととして、それらは、ナイーブT細胞を効率的に活
性化することが可能であり、DCの特徴(signature)である機能である。
【０００５】
　喘息は、主として気道の慢性炎症性疾患である。この主たる炎症は、2つの二次症候を
引き起こす：a)アレルゲン、冷たいおよび乾いた空気、煙、ならびにウィルスなどの様々
な喘息誘因に対してより敏感な過度反応性気管支、ならびにb)気流閉塞(すなわち、肺の
中および外に空気を動かすことの困難)。これらの症候は、典型的には、咳、喘鳴、息切
れまたは呼吸促迫、および胸部圧迫によって明示される。
【０００６】
　アレルギー性喘息は、喘息の最も一般的な型である。アレルギー性および非アレルギー
性喘息の症候の多くは、同じである。アレルギー性喘息は、ダニ、ペットの鱗屑、花粉、
またはカビなどのアレルゲンを吸入することによって誘発される。複雑な反応を介して、
次いで、これらのアレルゲンは、肺の気道における通路が、炎症を起こしかつ膨張したよ
うになることを引き起こし、喘息症候を引き起こす。
【０００７】
　アレルギー性喘息は、肺炎症性浸潤ならびにメタコリンなどの様々な肺刺激剤および刺
激に対する過反応性によって特徴付けられる。アレルギー性喘息の特質は、肺におけるTh
2細胞の異常な拡大である(Wills-Karp (1999) Annu. Rev. Immunol. 17:255-281(非特許
文献14);およびRay and Cohn (1999) J. Clin. Invest. 104:985-993(非特許文献15))。D
Cは、リンパ系器官におけるナイーブT細胞に対する主要な抗原提示細胞として作用する(S
teinman (1991) Annu. Rev. Immunol. 9:271-296(非特許文献16))。DCは、呼吸路に存在
し、気管、気管支、肺胞、および臓側胸膜からの単離に際して、それらはT細胞に対する
抗原提示が可能である(Holt and Schon-Hegrad (1987) Immunol. 62:349-356(非特許文献
17);およびSertl et al. (1986) J. Exp. Med. 163:436-451(非特許文献18))。加えて、
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肺DCが、Th2表現型を含むT細胞をプライムすることが、アレルギー性喘息のオボアルブミ
ン(OVA)モデルを使用して実証されている。GM-CSFでのマウスの処置は、IL-12に対するメ
ッセージにおける付随の増加をともなって、この効果をTh1極性の方へと調節した(Stumbl
es et al. (1998) J. Exp. Med. 188:2019-2031(非特許文献19))。
【０００８】
【非特許文献１】Banchereau and Steinman (1998) Nature 392:245-252
【非特許文献２】Monks et al. (1998) Nature 395:82-86
【非特許文献３】Wulfing and Davis (1998) Science 282:2266-2269
【非特許文献４】Strunk et al. (1997) J. Exp. Med. 185:1131-1136
【非特許文献５】Caux et al. (1996) J. Exp. Med. 184:695-706
【非特許文献６】Wu et al. (1996) J. Exp. Med. 184:903-911
【非特許文献７】Vremec et al. (1992) J. Exp. Med. 176:47-58
【非特許文献８】Mayordomo et al. (1995) Nat. Med. 1:1297-1302
【非特許文献９】Nonacs et al. (1992) J. Exp. Med. 176:519-529
【非特許文献１０】Steinman and Witmer (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:5132-
5136
【非特許文献１１】Young and Steinman (1990) J. Exp. Med. 171:1315-1332
【非特許文献１２】Fagnoni et al. (1995) Immunology 85:467-474
【非特許文献１３】Banchereau et al. (2000) Annu. Rev. Immunol. 18:767-811
【非特許文献１４】Wills-Karp (1999) Annu. Rev. Immunol. 17:255-281
【非特許文献１５】Ray and Cohn (1999) J. Clin. Invest. 104:985-993
【非特許文献１６】Steinman (1991) Annu. Rev. Immunol. 9:271-296
【非特許文献１７】Holt and Schon-Hegrad (1987) Immunol. 62:349-356
【非特許文献１８】Sertl et al. (1986) J. Exp. Med. 163:436-451
【非特許文献１９】Stumbles et al. (1998) J. Exp. Med. 188:2019-2031
【発明の開示】
【０００９】
概要
　sHIgM12抗体のアミノ酸配列と類似または同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドが
、本明細書において提供される。sHIgM12のアミノ酸配列と類似または同一のアミノ酸配
列を有するポリペプチドをコードする核酸分子も、本明細書において提供される。本明細
書において提供される方法は、病的免疫応答に関与するその他の状態(例えば、過敏性腸
疾患または多発性硬化症)の発症を治療または低減させるために有用であり得る。
【００１０】
　一つの局面において、本明細書は、SEQ ID NO:6またはSEQ ID NO:8に記載のアミノ酸配
列と80.0％から99.9％同一であるアミノ酸配列を含む精製ポリペプチドを特徴とする。ア
ミノ酸配列は、SEQ ID NO:6またはSEQ ID NO:8に記載のアミノ酸配列と少なくとも95.0％
(例えば、99.1％または99.2％)同一であり得る。精製ポリペプチドは、SEQ ID NO:7、SEQ
 ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、またはSEQ ID NO:12に記載のアミノ酸配列と少
なくとも80.0％同一であるアミノ酸配列をさらに含み得る。
【００１１】
　別の局面において、本明細書は、SEQ ID NO:6またはSEQ ID NO:8に記載のアミノ酸配列
と80.0％から99.9％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする単離核酸を
特徴とする。アミノ酸配列は、SEQ ID NO:6またはSEQ ID NO:8に記載のアミノ酸配列と少
なくとも95.0％(例えば、99.1％または99.2％)同一であり得る。コードされるポリペプチ
ドは、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、またはSEQ ID NO:12に
記載のアミノ酸配列と80.0％から99.9％同一であるアミノ酸配列をさらに含み得る。
【００１２】
　別の局面において、本明細書は、ポリペプチドおよび薬学的に許容される担体を含む組
成物を特徴とし、ポリペプチドは、SEQ ID NO:6またはSEQ ID NO:8に記載のアミノ酸配列
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と80.0％から99.9％同一であるアミノ酸配列を含む。ポリペプチドは、SEQ ID NO:7、SEQ
 ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、またはSEQ ID NO:12に記載のアミノ酸配列と80
.0％から99.9％同一であるアミノ酸配列をさらに含み得る。
【００１３】
　さらに別の局面において、本明細書は、核酸分子および薬学的に許容される担体を含む
組成物を特徴とし、核酸は、SEQ ID NO:6またはSEQ ID NO:8に記載のアミノ酸配列と80％
から99.9％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする。コードされるポリ
ペプチドは、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、またはSEQ ID N
O:12に記載のアミノ酸配列と80.0％から99.9％同一であるアミノ酸配列をさらに含み得る
。
【００１４】
　別の局面において、本明細書は、SEQ ID NO:13またはSEQ ID NO:14に記載のヌクレオチ
ド配列と80.0％から99.9％同一であるヌクレオチド配列を含む単離核酸分子を特徴とする
。ヌクレオチド配列は、SEQ ID NO:13またはSEQ ID NO:14に記載のヌクレオチド配列と少
なくとも98.0％同一(例えば、少なくとも99％同一)であり得る。
【００１５】
　別の局面において、本明細書は、組換えにより産生されるポリペプチドを特徴とする。
組換えにより産生されるポリペプチドは、抗体(例えばsHIgM12)であり得る。
【００１６】
　別途定義されない限り、本明細書において使用されるすべての技術的および科学的用語
は、本発明が関連する当業者によって一般的に理解されるのと同じ意味を有する。適した
方法および材料を以下に記載するが、本明細書において記載されるものと同様または等価
の方法および材料が、本発明を実践するために使用され得る。本明細書において記述され
るすべての刊行物、特許出願、特許、およびその他の参照は、全体として参照により組み
入れられる。矛盾が生じる場合、定義を含む本明細書が制御する。加えて、材料、方法、
および例は、例示するためだけのものであり、制限することを意図されない。
【００１７】
　本発明の一つまたは複数の態様の詳細は、以下の添付の図面および説明に規定される。
本発明のその他の特徴、目的、および利点は、説明および図面から、ならびに特許請求の
範囲から明白になると思われる。
【００１８】
詳細な説明
sHIgM12抗体内に存在するアミノ酸配列と類似または同一のアミノ酸配列を含むポリペプ
チドが、本明細書において提供される。sHIgM12抗体のアミノ酸配列と類似または同一の
アミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする核酸分子も、本明細書において提供される
。
【００１９】
　本明細書において提供される分子は、典型的には精製される。本明細書において使用さ
れる「精製された」という用語は、分子が自然に付随されるその他の細胞構成要素(例え
ば、その他の細胞タンパク質、ポリヌクレオチド、または細胞構成要素)から分離もしく
は単離されている、または分子がインビトロで合成される場合、反応混合物に存在するほ
とんどもしくはすべてのその他の構成要素から分離されている分子を指す。本明細書にお
いて使用される「精製された」とは、分子が付随される構成要素の少なくともいくつかが
除去されるように、部分的に精製された分子も包含する。典型的には、分子が自然に結合
するまたは分子が合成反応において付随されるタンパク質およびその他の有機分子または
構成要素を、乾燥重量によって、少なくとも50％(例えば、55％、60％、70％、80％、90
％、95％、または99％)含まない場合、分子は「精製された」と考えられる。
【００２０】
　アプタマーは、例えば、当技術分野において公知の方法を使用して、核酸の開始プール
から特異的結合活性に対して初めに選択され得る。変異体は、増幅のその後のラウンドの
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間に獲得され得る。アプタマーは、それが単離されるプールにおけるその他の核酸を、少
なくとも50％含まない場合、精製されたと考えられる。
【００２１】
2. ポリペプチドおよび抗体
　本明細書において提供される分子は、ポリペプチドであり得る。本明細書において使用
されるように、ポリペプチドは、長さまたは翻訳後修飾(例えば、リン酸化またはグリコ
シル化)に関わらず、アミノ酸鎖である。本明細書において提供されるポリペプチドは、B
7-DCに特異的に結合し得、哺乳動物(例えば、ヒト)への投与に際して、DC機能を強化しか
つ免疫応答を増強し得る。本明細書において提供されるポリペプチドは、インビトロでDC
とともにインキュベートされる場合も、DC機能を強化し得る。
【００２２】
　本明細書において特徴とされるポリペプチドは、sHIgM12のアミノ配列と類似または同
一のアミノ酸配列を含み得る。例えば、ポリペプチドは、SEQ ID NO:6またはSEQ ID NO:8
に記載のアミノ酸配列と少なくとも80.0％同一(例えば、80.0％、85.0％、90.0％、95.0
％、97.0％、97.5％、98.0％、98.5％、99.0％、99.1％、99.2％、99.3％、99.4％、99.5
％、99.6％、99.7％、99.8％、または99.9％同一)であるアミノ酸配列を含み得る。いく
つかの態様において、ポリペプチドは、SEQ ID NO:7、SEQ ID NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ 
ID NO:11、またはSEQ ID NO:12に記載のアミノ酸配列と少なくとも80.0％同一(例えば、8
0.0％、85.0％、90.0％、95.0％、97.0％、97.5％、98.0％、98.5％、99.0％、99.1％、9
9.2％、99.3％、99.4％、99.5％、99.6％、99.7％、99.8％、または99.9％同一)であるア
ミノ酸配列をさらに含み得る。パーセント配列同一性は、整列核酸配列における適合位置
の数を決定し、整列ヌクレオチドの全数で適合位置の数を割り、かつ100をかけることに
よって計算される。適合位置は、同一ヌクレオチドが、整列核酸配列における同じ位置で
生じる位置を指す。パーセント配列同一性は、任意のアミノ酸配列に対して決定されても
よい。
【００２３】
　パーセント配列同一性を決定するために、標的核酸またはアミノ酸配列は、BLASTNバー
ジョン2.0.14およびBLASTPバージョン2.0.14を含むBLASTZのスタンドアロンバージョンか
らのBLAST 2 Sequences (B12seq)プログラムを使用して、同定核酸またはアミノ酸配列と
比較される。BLASTZのこのスタンドアロンバージョンは、Fish & Richardsonのウェブサ
イト(fr.com/blastにおけるワールドワイドウェブ)または米国政府のNational Center fo
r Biotechnology Informationウェブサイト(ncbi.nlm.nih.govにおけるワールドワイドウ
ェブ)から獲得され得る。B12seqプログラムをどのように使用するかを説明する取扱説明
書は、BLASTZに付随するリードミーファイルにおいて見出され得る。
【００２４】
　B12seqは、BLASTNまたはBLASTPアルゴリズムのいずれかを使用して、2つの配列間の比
較を行なう。BLASTNは、核酸配列を比較するために使用され、BLASTPは、アミノ酸配列を
比較するために使用される。2つの核酸配列を比較するために、オプションが、以下のよ
うに設定される：-iは、比較される第一の核酸配列を含むファイルに設定される(例えば
、C:＼seq1.txt)；-jは、比較される第二の核酸配列を含むファイルに設定される(例えば
、C:＼seq2.txt)；-pは、blastnに設定される；-oは、任意の所望のファイル名に設定さ
れる(例えば、C:＼output.txt)；-qは、-1に設定される；-rは、2に設定される；および
すべてのその他のオプションは、それらのデフォルト設定のままにされる。例えば、以下
のコマンドは、2つの配列間の比較を含む出力ファイルを生成するために使用され得る：C
:＼B12seq -i c:＼seq1.txt -j c:＼seq2.txt -p blastn -o c:＼output.txt -q -1 -r 2
。2つのアミノ酸配列を比較するために、B12seqのオプションは、以下のように設定され
る：-iは、比較される第一のアミノ酸配列を含むファイルに設定される(例えば、C:＼seq
1.txt)；-jは、比較される第二のアミノ酸配列を含むファイルに設定される(例えば、C:
＼seq2.txt)；-pは、blastpに設定される；-oは、任意の所望のファイル名に設定される(
例えば、C:＼output.txt)；およびすべてのその他のオプションは、それらのデフォルト
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設定のままにされる。例えば、以下のコマンドは、2つのアミノ酸配列間の比較を含む出
力ファイルを生成するために使用され得る：C:＼B12seq -i c:＼seq1.txt -j c:＼seq2.t
xt -p blastp -o c:＼output.txt。2つの比較配列が、相同性を共有する場合、次いで、
指定出力ファイルは、相同性のそれらの領域を整列配列として提示すると思われる。2つ
の比較配列が、相同性を共有しない場合、次いで、指定出力ファイルは、整列配列を提示
しないと思われる。
【００２５】
　整列されると、適合の数が、同一ヌクレオチドまたはアミノ酸残基が両方の配列におい
て提示される位置の数をカウントすることによって決定される。パーセント配列同一性は
、同定配列(例えば、SEQ ID NO:6)に規定される配列の長さまたは連接長(例えば、同定配
列に規定される配列からの100連続ヌクレオチドまたはアミノ酸残基)のいずれかによって
適合の数を割り、その後に結果として生じる値に100をかけることによって、決定される
。例えば、SEQ ID NO:6に記載の配列と整列される場合に98の適合を有する核酸配列は、S
EQ ID NO:6に記載の配列と92.5パーセント同一である(すなわち、98÷106*100=92.5)。パ
ーセント配列同一性値は、小数第二位で四捨五入されることに留意されたい。例えば、75
.11、75.12、75.13、および75.14は、75.1に切り捨てられ、75.15、75.16、75.17、75.18
、および75.19は、75.2に切り上げられる。長さの値が、常に整数であることにも留意さ
れたい。
【００２６】
　本明細書において提供されるポリペプチドのアミノ酸配列は、SEQ ID NO:6および8に記
載のアミノ酸配列に対して置換、欠失、または付加を有し得る。SEQ ID NO:6および/また
はSEQ ID NO:8に対して修飾される(例えば、置換による)アミノ酸配列を有するポリペプ
チドは、SEQ ID NO:6およびSEQ ID NO:8に記載の配列と同一のアミノ酸配列を含むポリペ
プチドと比較して、実質的には同じまたは改善された質を有し得る。置換は、保存置換で
あり得る。本明細書において使用されるように、「保存置換」とは、類似の側鎖を有する
別のアミノ酸でのアミノ酸の置換である。保存置換は、典型的には、ペプチド全体が、そ
の空間的立体構造を本質的には保有するが、変更された生物学的活性を有するように、ア
ミノ酸の電荷またはアミノ酸の側鎖のサイズにおいて(または、サイズ、電荷、または側
鎖内の化学基の種類において)起こり得る最も少ない変化を作るアミノ酸での置換であり
得る。保存変化の例は、非限定的に、AspからGlu、Asn、またはGlnへ；HisからLys、Arg
、またはPheへ；AsnからGln、Asp、またはGluへ、およびSerからCys、Thr、またはGlyへ
を含む。アラニンは、その他のアミノ酸を置換するために一般的に使用される。20の必須
アミノ酸は、以下のように群化され得る：非極性側鎖を有するアラニン、バリン、ロイシ
ン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、トリプトファン、およびメチオニン；
非荷電極性側鎖を有するグリシン、セリン、トレオニン、システイン、チロシン、アスパ
ラギン、およびグルタミン；酸性側鎖を有するアスパラギン酸およびグルタミン酸；なら
びに塩基性側鎖を有するリジン、アルギニン、およびヒスチジン(例えば、Stryer, Bioch
emistry (2nd edition) W. H. Freeman and Co. San Francisco (1981), pp. 14-15;およ
びLehninger, Biochemistry (2nd edition, 1975), pp. 73-75を参照されたい)。保存置
換は、これらの群内で作られる置換を含み得る。
【００２７】
　本明細書において提供される分子は、抗体であり得る。「抗体」および「複数の抗体」
という語は、無傷分子ならびにそのフラグメントを包含する。抗体は、ポリクローナル抗
体、モノクローナル抗体、ヒト化またはキメラ抗体、一本鎖Fv抗体フラグメント、Fabフ
ラグメント、およびF(ab)2フラグメントであり得る。ポリクローナル抗体は、特定の抗原
に特異的である抗体分子の異質集団であるが、モノクローナル抗体は、抗原内に含まれる
特定のエピトープに対する抗体の均質集団である。
【００２８】
　抗体は、IgM、IgA、IgD、IgE、およびIgGを含む任意の免疫グロブリン(Ig)クラス、な
らびにその任意のサブクラスのものであり得る。IgMクラスの抗体(例えば、sHIgM12)は、
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典型的には五価であり、特に有用である。架橋され(例えば、架橋IgG)したがって多価で
あるIg分子を含む免疫複合体も、特に有用であり得る。
【００２９】
　本明細書において使用されるように、「エピトープ」とは、抗体が結合する抗原分子の
部分である。抗原は、同時に複数のエピトープを提示し得る。ポリペプチド抗原に対して
、エピトープは、典型的には、長さが約4～6アミノ酸であり、修飾(例えば、リン酸化ま
たはグリコシル化)アミノ酸を含み得る。2つの異なる免疫グロブリンは、それらが同じエ
ピトープまたはエピトープのセットに結合する場合、同じエピトープ特異性を有し得る。
【００３０】
　ポリクローナル抗体は、免疫動物の血清に含まれる。モノクローナル抗体は、例えば、
標準的ハイブリドーマテクノロジーを使用して調製され得る。特に、モノクローナル抗体
は、例えば、Kohler et al. (1975) Nature 256:495-497、Kosbor et al. (1983) Immuno
logy Today 4:72のヒトB細胞ハイブリドーマ技術、およびCote et al. (1983) Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 80:2026-2030、およびCole et al., Monoclonal Antibodies and Can
cer Therapy, Alan R. Liss, Inc. pp. 77-96 (1983)のEBV-ハイブリドーマ技術によって
記載されるような、培養における連続継代細胞系によって抗体分子の産生を提供する任意
の技術によって獲得され得る。モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマは、インビ
トロまたはインビボで培養され得る。
【００３１】
　本明細書において提供される抗体は、例えば、個体の血清から単離されてもよい。例え
ば、sHIgM12抗体は、本明細書における実施例1において記載されるように、ヒト血清から
単離された。単離に適した方法は、例えばクロマトグラフィーを含む技術を使用する哺乳
動物血清からの精製を含む。
【００３２】
　抗体は、例えば化学的合成によって、またはナイーブタンパク質の精製によって、組換
えにより産生され得、次いで、ポリペプチドの注射によって動物を免疫するために使用さ
れ得る。アジュバントは、宿主種に応じて、免疫応答を増加するために使用され得る。適
したアジュバントは、フロインドアジュバント(完全または不完全)、水酸化アルミニウム
などのミネラルゲル、リゾレシチンなどの表面活性物質、プルロニックポリオール、ポリ
アニオン、ペプチド、油乳液、キーホールリンペットヘモシアニン(KLH)、およびジニト
ロフェノールを含む。標準的技術は、抗体を単離するために使用され得る。そのような技
術は、sHIgM12と類似の特徴(例えば、類似のエピトープ特異性およびその他の機能的類似
性)を有する抗体を生成することに対して有用である。
【００３３】
　sHIgM12などの抗体は、組換えにより産生されてもよい。本明細書において提供される
抗体のアミノ酸配列(例えば、部分的アミノ酸配列)は、標準的技術によって決定され得、
抗体または抗体の部分をコードするcDNAは、抗体が元来単離された被験体(例えば、ヒト
患者または免疫宿主動物)の血清から単離され得る。cDNAは、標準的技術を使用して、発
現ベクターにクローニングされ得る。次いで、発現ベクターは、適当な宿主細胞(例えば
、チャイニーズハムスター卵巣細胞、COS細胞、またはハイブリドーマ細胞)にトランスフ
ェクトされ得、抗体は、発現および精製され得る。例えば、本明細書における実施例14を
参照されたい。
【００３４】
　架橋機能を保有する抗体フラグメントは、上に開示されるものなどの技術によって生成
されてもよい。そのような抗体フラグメントは、抗体分子のペプシン分解によって産生さ
れ得るF(ab')2フラグメント、およびF(ab')2フラグメントのジスルフィド架橋を還元する
ことによって生成され得るFabフラグメントを含むが、それらに限定されない。または、F
ab発現ライブラリーが、構築され得る。例えば、Huse et al. (1989) Science 246:1275-
1281を参照されたい。一本鎖Fv抗体フラグメントは、アミノ酸架橋(例えば、15～18アミ
ノ酸)によってFv領域の重および軽鎖フラグメントをリンクし、一本鎖ポリペプチドを引
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き起こすことによって形成される。一本鎖Fv抗体フラグメントは、米国特許第4,946,778
号において開示されるものなどの標準的技術を介して産生され得る。そのようなフラグメ
ントは、例えば、ビオチン化および架橋によって多価にされ得る。
【００３５】
3. 核酸、ベクター、および宿主細胞
　分子(例えば、本明細書において記載されるものなどのポリペプチドおよび抗体)をコー
ドする核酸は、本明細書において提供される。本明細書において使用されるように、「核
酸」という語は、RNAならびにcDNA、ゲノムDNA、および合成(例えば、化学的に合成され
る)DNAを含むDNAの両方をさす。核酸分子は、二本鎖または一本鎖(すなわち、センスまた
はアンチセンス一本鎖)であり得る。核酸は、例えば、sHIgM12抗体の軽および重鎖をコー
ドするcDNAを含み得る。
【００３６】
　「単離核酸」は、核酸が普通に見出されるゲノムにおける核酸の片側または両側に普通
に隣接するその他の核酸分子から分離される核酸を指す。核酸に関して本明細書において
使用されるような「単離」という用語は、任意の非自然発生的核酸配列も含むが、そのよ
うな非自然発生的配列は、自然において見出されず、自然発生的ゲノムにおける直接(imm
ediately)隣接配列を有さないからである。
【００３７】
　単離核酸は、自然発生的なゲノムにおいてDNA分子に直接隣接することが普通に見出さ
れる核酸配列の一つが除去されるまたは非存在であるならば、例えば、DNA分子であり得
る。したがって、単離核酸は、その他の配列に非依存的な別個の分子として存在するDNA
分子(例えば、化学的合成核酸、またはPCRもしくは制限酵素処置によって産生されるcDNA
もしくはゲノムDNAフラグメント)、ならびにベクター、自己複製プラスミド、ウィルス(
例えば、レトロウィルス、レンチウィルス、アデノウィルス、またはヘルペスウィルス)
へ、または原核生物もしくは真核生物のゲノムDNAへ取り込まれるDNAを非限定的に含む。
加えて、単離核酸は、ハイブリッドまたは融合核酸の一部であるDNA分子などの人工核酸
を含み得る。例えば、cDNAライブラリーもしくはゲノムライブラリー、またはゲノムDNA
制限分解(digest)を含むゲルスライス内の数百～数百万のその他の核酸の中に存在する核
酸は、単離核酸とは考えられない。
【００３８】
　本明細書において開示される単離核酸は、ポリペプチドをコードし得る。例えば、単離
核酸は、sHIgM12の可変または定常領域において見出されるアミノ酸配列と類似または同
一のアミノ酸配列を含むペプチドをコードし得る。一つの態様において、核酸は、SEQ ID
 NO:6またはSEQ ID NO:8に記載のアミノ酸配列と少なくとも80.0％(例えば、80.0％、85.
0％、90.0％、95.0％、97.0％、97.5％、98.0％、98.5％、99.0％、99.1％、99.2％、99.
3％、99.4％、99.5％、99.6％、99.7％、99.8％、または99.9％)同一であるアミノ酸配列
を含むポリペプチドをコードし得る。コードされるポリペプチドは、SEQ ID NO:7、SEQ I
D NO:9、SEQ ID NO:10、SEQ ID NO:11、またはSEQ ID NO:12に記載のアミノ酸配列と少な
くとも80.0％(例えば、80.0％、85.0％、90.0％、95.0％、97.0％、97.5％、98.0％、98.
5％、99.0％、99.1％、99.2％、99.3％、99.4％、99.5％、99.6％、99.7％、99.8％、ま
たは99.9％)同一であるアミノ酸配列をさらに含み得る。別の態様において、単離核酸は
、SEQ ID NO:13またはSEQ ID NO:14に記載のヌクレオチド配列と少なくとも80.0％(例え
ば、80.0％、85.0％、90.0％、95.0％、97.0％、97.5％、98.0％、98.5％、99.0％、99.1
％、99.2％、99.3％、99.4％、99.5％、99.6％、99.7％、99.8％。または99.9％)同一で
あるヌクレオチド配列を含み得る。パーセント配列同一性を決定するための方法は、本明
細書において提供される。
【００３９】
　本明細書において提供される単離核酸分子は、一般的な分子クローニングおよび化学的
核酸合成技術を非限定的に含む標準的技術によって産生され得る。例えば、ポリメラーゼ
連鎖反応(PCR)技術は、sHIgM12などの抗体をコードする単離核酸分子を獲得するために使
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用され得る。単離核酸は、単一核酸分子として(例えば、ホスホロアミダイトテクノロジ
ーを使用する3'から5'方向における自動DNA合成を使用して)または一連のポリヌクレオチ
ドとして、化学的に合成されてもよい。例えば、所望の配列を含む長いポリヌクレオチド
(例えば、>100ヌクレオチド)の一つまたは複数対は、ポリヌクレオチド対がアニールされ
る場合に二本鎖が形成されるように、各々の対が相補性の短いセグメント(例えば、約15
ヌクレオチド)を含んで合成され得る。DNAポリメラーゼは、ポリヌクレオチドを伸長する
ために使用され、ポリヌクレオチド対ごとに一本、二本鎖核酸分子を引き起こす。
【００４０】
　前述したものなどの核酸を含むベクターも、本明細書において提供される。本明細書に
おいて使用されるように、「ベクター」とは、別のDNAセグメントが挿入されるセグメン
トの複製をもたらすように挿入され得る、プラスミド、ファージ、またはコスミドなどの
レプリコンである。本明細書において提供されるベクターは、発現ベクターであり得る。
「発現ベクターと」は、一つまたは複数の発現制御配列を含むベクターであり、「発現制
御配列」とは、別のDNA配列の転写および/または翻訳を制御および調節するDNA配列であ
る。
【００４１】
　本明細書において提供される発現ベクターにおいて、核酸(例えば、sHIgM12の軽および
/または重鎖をコードする核酸)は、一つまたは複数の発現制御配列に操作可能なように結
合される。本明細書において使用されるように、「操作可能なように結合される」とは、
発現制御配列が、対象となるコード配列の発現を効果的に制御するように、遺伝的構築体
に取り込まれることを意味する。発現制御配列の例は、プロモーター、エンハンサー、お
よび転写終結領域を含む。プロモーターは、典型的には転写が始まるポイント(概して、R
NAポリメラーゼIIに対する開始部位の近く)の上流の100～500ヌクレオチド以内の、DNA分
子の領域から成る発現制御配列である。コード配列をプロモーターの制御下に持って行く
ためには、ポリペプチドの翻訳リーディングフレームの翻訳開始部位を、1から約50ヌク
レオチドプロモーターの下流に置く必要がある。エンハンサーは、時間、場所、およびレ
ベルに関して、発現特異性を提供する。プロモーターと異なり、エンハンサーは、転写部
位からの様々な距離に位置する場合に、機能し得る。エンハンサーは、転写開始部位から
下流にも位置し得る。コード配列は、RNAポリメラーゼがコード配列をmRNAへ転写するこ
とができ、次いでそのmRNAがコード配列によってコードされるタンパク質へと翻訳され得
る場合に、「操作可能なように結合される」および細胞における発現制御配列の「制御下
」にある。したがって、本明細書において提供される発現ベクターは、sHIgM12ならびに
本明細書において提供されるその他の分子を産生するために有用である。
【００４２】
　適した発現ベクターは、プラスミド、ならびに例えばバクテリオファージ、バキュロウ
ィルス、タバコモザイクウィルス、ヘルペスウィルス、サイトメガロウィルス、レトロウ
ィルス、ワクシニアウィルス、アデノウィルス、およびアデノ随伴ウィルスに由来するウ
ィルスベクターを非限定的に含む。多くのベクターおよび発現システムは、Novagen(Madi
son、WI)、Clontech(Palo Alto, CA)、Stratagene(La Jolla, CA)、およびInvitrogen/Li
fe Technologies(Carlsbad, CA)などの企業から市販されている。
【００４３】
　発現ベクターは、発現される核酸配列のその後の操作(例えば、精製または局在)を容易
にするためにデザインされるタグ配列を含み得る。緑色蛍光タンパク質(GFP)、グルタチ
オンS-トランスフェラーゼ(GST)、ポリヒスチジン、c-myc、血球凝集素、またはフラッグ
(Flag)(商標)タグ(Kodak, New Haven, CT)配列などのタグ配列は、典型的には、コードポ
リペプチドとの融合として発現される。そのようなタグは、カルボキシルまたはアミノ末
端のいずれかを含む、ポリペプチド内の任意の場所に挿入され得る。
【００４４】
　本明細書において記載されるようなベクターを含む宿主細胞も、提供される。「宿主細
胞」という用語は、組換え発現ベクターが導入され得る原核および真核細胞を含むことを
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意図される。本明細書において使用されるように、「形質転換された」および「トランス
フェクトされた」とは、多くの技術の一つによる細胞への核酸分子(例えば、ベクター)の
導入を包含する。特定の技術に限定されないが、多くのこれらの技術が、当技術分野内で
良く確立されている。原核細胞は、例えば電気穿孔法または塩化カルシウム媒介形質転換
によって、核酸で形質転換され得る。核酸は、例えばリン酸カルシウム共沈殿、DEAE-デ
キストラン-媒介トランスフェクション、リポフェクション、電気穿孔法、またはマイク
ロインジェクションを含む技術によって、哺乳動物細胞にトランスフェクトされ得る。宿
主細胞を形質転換するおよびトランスフェクトするのに適した方法は、Sambrook et al.,
 Molecular Cloning: A Laboratory Mannual (2nd edition), Cold Spring Harbor Labor
atory, New York (1989)において見出され、形質転換および/またはトランスフェクショ
ンのための試薬は、市販されている(例えば、リポフェクチン(Lipofectin)(登録商標)(In
vitrogen/Life Technologies)；Fugene(Roche, Indianapolis, IN)；およびスーパーフェ
クト(SuperFect)(Qiagen, Valencia, CA))。
【００４５】
4. 組成物
　本明細書において記載される分子は、薬剤の製造において使用され得る。したがって、
本明細書において記載される分子(例えば、sHIgM12などの抗体)は、組成物に取り込まれ
得る。そのような組成物は、本明細書において提供される。本明細書において提供される
組成物は、被験体に投与され得る。
【００４６】
　治療的組成物を製剤しその後投与するための方法は、当業者にとって周知である。投薬
量は、典型的には、数日～数ヶ月または適した免疫応答が達成されるまで続く処置の経過
とともに、分子への被験体の応答性に依存する。当業者は、最適な投薬量、投薬方法論、
および繰り返し率を日常的に決定する。最適な投薬量は、抗体の相対的な効能に応じて変
化し得、概して、インビトロおよび/またはインビボ動物モデルにおいて効果的であるこ
とが見出されたEC50に基づいて推定され得る。投薬量は、典型的には、体重のkgあたり0.
01μg～100 g(例えば、体重のkgあたり1μg～100 mg、10μg～10 mg、または50μg～500
μg)である。本明細書において提供される分子を含む組成物は、1日に、1週間に、1ヶ月
に1回もしくは複数回、またはさらに低頻度で与えられ得る。
【００４７】
　本明細書において提供される分子に加えて、本明細書において記載される組成物は、特
異的免疫応答を引き起こすと思われる抗原をさらに含み得る。適した抗原は、例えば、腫
瘍および病原生物体によって発現されるポリペプチドまたはポリペプチドのフラグメント
を含む。殺傷されたウィルスおよびバクテリアの構成要素に加えて、殺傷されたウィルス
およびバクテリアも、有用な抗原である。そのような抗原は、腫瘍または病原体に対する
免疫応答を刺激し得る。
【００４８】
　本明細書において特徴とされる分子(例えば、sHIgM12などの抗体)は、その他の分子、
分子構造体、または例えばリポソーム、受容体標的分子などの化合物の混合物、または取
り込み、分布、および/もしくは吸収において補助する経口、局所、もしくはその他の製
剤と、混和、カプセル化、結合またはそうでなければ関連され得る。
【００４９】
　いくつかの態様において、組成物は、薬学的に許容される担体との組み合わせにおいて
、本明細書において提供される分子(例えば、sHIgM12、SEQ ID NO:6もしくはSEQ ID NO:8
と少なくとも80.0％同一であるアミノ酸配列を含むポリペプチド、SEQ ID NO:6もしくはS
EQ ID NO:8に既定される配列と少なくとも80.0％同一なアミノ酸配列を含むポリペプチド
をコードする核酸、またはSEQ ID NO:13もしくはSEQ ID NO:14に既定される配列と少なく
とも80.0％同一であるヌクレオチド配列を含む核酸分子)を含み得る。薬学的に許容され
る担体は、被験体に抗体を送達するための薬学的に許容される溶剤、懸濁剤、または任意
のその他の薬理学的に不活性な賦形剤である。薬学的に許容される担体は、液体または固
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体であり得、一つまたは複数の治療的化合物および与えられる薬学的組成物の任意のその
他の構成要素と組み合わせられる場合、望ましいバルク、硬度、ならびにその他の付属物
輸送および化学的特性を提供するために、投与の計画された様式を考慮して選択され得る
。典型的な薬学的に許容される担体は、水；食塩溶液；結合剤(例えば、ポリビニルピロ
リドンまたはヒドロキシプロピルメチルセルロース)；充填剤(例えば、ラクトースおよび
その他の糖、ゼラチン、または硫酸カルシウム)；潤滑剤(例えば、デンプン、ポリエチレ
ングリコール、または酢酸ナトリウム)；崩壊剤(例えば、デンプンまたはデンプングリコ
ール酸ナトリウム)；および湿潤剤(例えば、ラウリル硫酸ナトリウム)を非限定的に含む
。
【００５０】
　本明細書において提供される分子を含む薬学的組成物は、局部または全身処置が望まし
いかどうかに応じて、多くの方法によって投与され得る。投与は、例えば、非経口(例え
ば、皮下、髄腔内、心室内、筋内、もしくは腹腔内注射によって、または静脈内(i.v.)点
滴によって)；経口；局所(例えば、経皮、舌下、点眼、または鼻腔内)；または肺(例えば
、粉末またはエアロゾルの吸入または吹送によって)であり得る。投与は、迅速(例えば、
注射によって)であり得る、または時間の期間にわたって(例えば、徐注入または徐放製剤
の投与によって)生じ得る。中枢神経系への投与に対しては、抗体は、典型的には血液脳
関門の浸透を促進することが可能な一つまたは複数の薬剤とともに、脳脊髄液に注射また
は注入され得る。
【００５１】
　非経口、髄腔内、または心室内投与に対する組成物および製剤は、滅菌水性溶液(例え
ば、滅菌生理食塩水)を含み、バッファー、希釈剤、およびその他の適した添加剤(例えば
、浸透促進剤、担体化合物、およびその他の薬学的に許容される担体)を含んでもよい。
【００５２】
　経口投与に対する組成物および製剤は、例えば、粉末もしくは顆粒、水もしくは非水性
媒質における懸濁液もしくは溶液、カプセル、小袋、または錠剤を含む。そのような組成
物は、増粘剤、香料添加剤、希釈剤、乳化剤、分散補助、または結合剤を取り込んでもよ
い。
【００５３】
　局所投与に対する製剤は、例えば、滅菌および非滅菌水性溶液、アルコールなどの一般
的な溶剤における非水性溶液、または液体もしくは固体油性基剤における溶液を含む。そ
のような溶液は、バッファー、希釈剤、およびその他の適した添加剤を含んでもよい。局
所投与に対する薬学的組成物および製剤は、経皮パッチ、軟膏、ローション、クリーム、
ゲル、ドロップ、坐薬、噴霧、液体、および粉末を含み得る。従来の薬学的担体、水性、
粉末、または油性基剤、増粘剤、および同様のものは、有用であり得る。
【００５４】
　薬学的組成物は、溶液、乳液、水性懸濁液、およびリポソーム含有製剤を含むが、それ
らに限定されない。これらの組成物は、例えば、予備成形液体、自己乳化固体、および自
己乳化半固体を含む様々な構成要素から生成され得る。乳液製剤は、それらの製剤の容易
さならびに可溶化、吸収、および生体利用性の効力のため、治療的組成物の経口送達に対
して特に有用である。リポソームは、薬物送達の観点から、それらが提供するそれらの特
異性および作用の期間により、特に有用であり得る。
【００５５】
　本明細書において特徴とされる分子は、被験体への投与に際して、生物学的活性代謝体
またはその残基を(直接的または間接的に)提供することが可能な、任意の薬学的に許容さ
れる塩、エステル、またはそのようなエステルの塩、または任意のその他の化合物を包含
し得る。従って、例えば、本明細書は、抗体(例えば、sHIgM12)などの分子の薬学的に許
容される塩、プロドラッグおよびそのようなプロドラッグの薬学的に許容される塩、なら
びにその他の生物学的等価物を提供する。プロドラッグは、不活性型において調製され、
内因性酵素の作用またはその他の化学物質および/もしくは状態によって、体またはその
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細胞内で活性型(すなわち、薬物)に変換される治療的薬剤である。「薬学的に許容される
塩」という語は、本明細書において記載される方法において有用な抗体の生理学的および
薬学的に許容される塩を指す(すなわち、望ましくない毒物学的効果を与えることなく親
抗体の望ましい生物学的活性を保有する塩)。薬学的に許容される塩の例は、カチオン(例
えば、ナトリウム、カリウム、カルシウム、またはスペルミンなどのポリアミン)で形成
される塩；無機酸(例えば、塩酸、臭化水素酸、硫酸、リン酸、または硝酸)で形成される
酸付加塩；有機酸(例えば、酢酸、クエン酸、シュウ酸、パルミチン酸、またはフマル酸)
で形成される塩；および元素アニオン(例えば、臭素、ヨウ素、または塩素)で形成される
塩を含むが、それらに限定されない。
【００５６】
　組成物は、薬学的組成物において従来的に見出されたその他の付属構成要素を付加的に
含み得る。したがって、組成物は、例えば、痒み止め薬、収斂剤、局部麻酔剤、もしくは
抗炎症剤などの適合性の薬学的活性物質、または色素、香料添加剤、防腐剤、抗酸化物質
、乳白剤、増粘剤、および安定剤などの、本明細書において提供される組成物の様々な調
剤型を物理的に製剤することにおいて有用な付加的な物質を含んでもよい。さらに、組成
物は、例えば、潤滑剤、防腐剤、安定剤、湿潤剤、乳化剤、浸透圧に影響する塩、バッフ
ァー、着色剤、香味料、浸透促進剤、および芳香剤などの助剤と混合され得る。しかしな
がら、添加される場合、そのような物質は、本明細書において提供される組成物内のPNA
構成要素の生物学的活性を過度に干渉するべきではない。
【００５７】
　単位投薬形態で便宜的に提示され得る、本明細書において開示されるような薬学的製剤
は、薬学的業界において周知の従来の技術に従って調製され得る。そのような技術は、活
性成分(すなわち、抗体)を望ましい薬学的担体と関連付ける段階を含む。典型的には、製
剤は、活性成分を液体担体または微粉化固体担体または両方と均一におよび密接に関連付
けることによって、次いで、必要な場合は、製品を成形することによって調製され得る。
製剤は、滅菌の方法が製剤に含まれる抗体の有効性を干渉しないならば、必要に応じて滅
菌され得る。
【００５８】
　組成物は、非限定的に、錠剤、カプセル、液体シロップ、ソフトゲル、坐薬、および浣
腸剤などの多くの起こり得る任意の調剤型へ処方され得る。組成物は、水性、非水性、ま
たは混合媒質における懸濁液として処方されてもよい。水性懸濁液は、例えば、カルボキ
シメチルセルロースナトリウム、ソルビトール、および/またはデキストランを含む、懸
濁液の粘度を増加する物質をさらに含み得る。懸濁液は、安定剤を含んでもよい。
【００５９】
5. 方法
　本明細書において提供される方法は、典型的には、本明細書において提供される分子(
例えば、sHIgM12などの抗体)または組成物(例えば、sHIgM12を含む組成物)を、哺乳動物(
例えば、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ウサギ、ラット、マウス、またはヒト)に投与するこ
とを含む。
【００６０】
　上に記載されるように、分子、組成物、または活性化DCは、任意の適した全身または局
部方法によって投与され得る。投与の全身方法は、経口、局所、または非経口投与、なら
びに注射による投与を非限定的に含む。投与の局部方法は、例えば、腫瘍への直接的な注
射を含む。
【００６１】
　本明細書において使用されるように、「有効量」という用語は、哺乳動物レシピエント
における喘息症候の発生を少なくとも10％減少もしくは阻害するのに十分である、または
気流、肺容量、および/もしくは気道反応性を少なくとも10％(例えば、10％、15％、20％
、25％、30％、40％、50％、60％、70％。75％、80％、85％、90％、95％、99％、または
100％)増加し得る、分子または組成物の量である。いくつかの態様において、本明細書に
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おいて提供される方法は、喘息症候の発生を少なくとも50％減少または阻害するのに十分
である組成物の量を、哺乳動物に投与することを含み得る。
【００６２】
　例えば、分子(例えば、sHIgM12などの抗体)の「有効量」とは、分子の投与に先行する
または分子の投与なしの哺乳動物における症候のレベルと比較して、処置哺乳動物におけ
る症候の発生を少なくとも10％減少または阻害する量であり得る。
【００６３】
6. 製造の品物
　本明細書において提供される製造の品物は、本明細書において開示される一つまたは複
数の分子および/または組成物を含み得る。分子および/または組成物は、包装材と組み合
わせられ、アレルギー性喘息を治療またはその発症を低減させるためのキットとして売ら
れ得る。分子および/または組成物は、例えば、バイアル、チューブ、またはシリンジな
どの容器に入れられ得、少なくとも部分的に包装材で包囲され得る。製造の品物を産生す
るための構成要素および方法は、周知である。
【００６４】
　製造の品物は、上のセクションに提示される分子の一つまたは複数を組み合わせ得る。
例えば、製造の品物は、本明細書において提供される分子(例えば、sHIgM12などの抗体)
を含む組成物を含み得る。製造の品物は、特定の免疫応答を刺激し得る一つまたは複数の
抗原(例えば、腫瘍抗原または病原体からの抗原)を含んでもよい。製造の品物は、例えば
、免疫応答を増強するためのバッファーまたはその他の対照試薬を含んでもよい。取扱説
明書も、そのようなキットに含まれ得る。
【００６５】
　本発明は、特許請求の範囲において記載される本発明の範囲を限定しない、以下の実施
例においてさらに記載されると思われる。
【００６６】
実施例
実施例1- sHIgM12を単離するおよび特徴付けるための材料および方法
　ヒト抗体の単離- ヒト血清試料は、タンパク異常血症クリニックから獲得され、20 mg/
mlよりも高いIgクローンピークを示すものが、さらなる評価のために選ばれた。選択され
た試料は、ヴァルデンストレームマクログロブリン血症、リンパ腫、および意味未確定の
モノクローナル免疫グロブリン血症を含む、モノクローナルIgMスパイクによって特徴付
けられる多種多様な状態をともなう50人の患者からであった。血清は、水に対して透析さ
れ、沈殿は、14,000 rpmで30分間遠心することによって収集され、リン酸緩衝生理食塩水
(PBS)に溶解された。試料は、遠心され、Superose-6カラム(Amersham Pharmacia, Piscat
away, NJ)でのクロマトグラフィーを受けた。IgM画分は、プールされ、SDS-PAGEによって
分析され、タンパク質濃度は、280 nmにおける吸光度を読むことによって決定された。Ig
M溶液は、滅菌フィルターされ、凍結保存された。抗体sHIgM12は、同定された(実施例2を
参照されたい)。ポリクローナルヒトIgM抗体対照は、以前に記載された(Miller et al. (
1994) J. Neurosci. 14:6230-6238)。
【００６７】
　単量体sHIgM12は、200 mMトリス、150 mM NaCl、1 mM EDTA pH 8.0における5 mMジチオ
スレイトール(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)を用いた室温で2時間の還元によって、五
量体型から獲得された。その後のアルキル化は、12 mMヨードアセトアミドを用いて氷上
で1時間行なわれた。IgM単量体は、PBSで平衡化されたSuperdex-200カラム(Amersham Pha
rmacia)でのクロマトグラフィーによって単離され、還元および非還元SDS-PAGEによって
特徴付けられた。
【００６８】
実施例14- 組換えヒトIgM抗体の産生
　sHIgM12などの対象となる抗体が同定されたら、不死化供給源が、これらの重要な試薬
を持続するために生成される。ベクターシステムが開発され、sHIgM12ならびにヴァルデ
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ンストレームマクログロブリン血症患者の血清において同定された別のヒトIgM抗体(sHIg
M22)を不死化するために使用された。抗体のアミノ酸配列は、血清から生成されたFvフラ
グメントから決定された。悪性B細胞は、ヴァルデンストレーム患者の血液中を循環する
ので、最高血清濃度で存在するsHIgM22抗体の重および軽鎖遺伝子をコードするcDNAは、
うまく単離された。これらのcDNA配列は、患者抗体に由来する可変領域をコードするゲノ
ムヒトIgM重鎖遺伝子を生成するために使用され、cDNAに基づく軽鎖遺伝子は、サイトメ
ガロウィルス(CMV)プロモーターの制御下で発現された。これらの抗体遺伝子配列は、SV4
0プロモーターの制御下で発現される選択可能なdHfR遺伝子とともに単一ベクター(図14)
に取り込まれた。合成抗体遺伝子を持つベクターは、電気穿孔法によってF3B6ハイブリド
ーマ細胞に導入された。メトトレキサート耐性細胞は、培養培地におけるメトトレキサー
トの量を上げていくことによって、選択されかつ増幅された。上清のmlあたり100μg抗体
を発現するクローンが回収された。組換え抗体は、患者血清から単離された抗体に対して
同定されたすべての機能的特性を示した。
【００６９】
　この同じ手順は、sHIgM12の組換え供給を生成するために使用された。sHIgM12のアミノ
酸配列解析が得られた。抗体重鎖のアミノ末端はブロックされていたので、アミノ末端配
列を得る効率性を増加させるために、Fvフラグメントが生成された。sHIgM12重鎖のアミ
ノ末端配列は、

であることが決定され、軽鎖のアミノ末端配列は、

であることが決定された。
【００７０】
　cDNAは、sHIgM12をコードするmRNAの完全長cDNAコピーを回収することに対して使用さ
れるために、患者の末梢血細胞から単離された。回収されたcDNAが本当に対象となる抗体
を示したのかを裏付けるために、sHIgM12のCDR3領域のアミノ酸配列が決定された。これ
は、Fvフラグメントのタンパク質溶解性分解および分解産物の従来のアミノ酸シークエン
シングによって遂行された。sHIgM12 cDNAが獲得されると、それらは、上に記載されるの
と同様であるが軽鎖定常領域を置換することによってIgM/Kappa抗体の発現に対して改変
されたベクターに挿入された。次いで、組換えsHIgM12は、上に記載されるように、ヒト/
マウスハイブリドーマ系F3B6において発現された。sHIgM12軽鎖の可変(Vk)および定常(Ck
)ドメインに対するアミノ酸配列は、それぞれSEQ ID NO:6および7に記載する。sHIgM12重
鎖の可変(Vh)および定常(CH1、CH2、CH3、およびCH4)ドメインに対するアミノ酸配列は、
それぞれSEQ ID NO:8、9、10、11、および12に記載する。これらのアミノ酸配列は、図19
Aおよび19Bにおいても提供される。sHIgM12軽および重鎖の可変領域をコードするヌクレ
オチド配列は、図20において示される(それぞれSEQ ID NO:13および14)。改変ベクターも
、ヒト抗体rHIgM46を発現するために成功して使用された。
【００７１】
その他の態様
　本発明は、その詳細な説明と併せて記載されているが、前述の説明は、例示することを
意図されており、添付の特許請求の範囲によって定義される、本発明の範囲を限定するこ
とを意図されないことが理解されるべきである。その他の局面、利点、および改変は、特
許請求の範囲内である。
【図面の簡単な説明】
【００７２】
【図１４】図14は、抗体を産生するために使用され得る発現ベクターの地図である。
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【図１９】図19Aは、sHIgM12軽鎖の可変(Vk)および定常(Ck)領域のアミノ酸配列(それぞ
れ、SEQ ID NO:6および7)を示す。図19Bは、sHIgM12重鎖の可変(Vh)および定常(CH1、CH2
、CH3、CH4)領域のアミノ酸配列(それぞれ、SEQ ID NO:8、9、10、11、および12)を示す
。
【図２０】図20は、sHIgM12のVkおよびVh領域コードする核酸配列(それぞれ、SEQ ID NO:
13および14)を示す。

【図１４】 【図１９Ａ】
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【図１９Ｂ】 【図２０】

【配列表】
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