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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
（i）（a）HCDR1（GFSLTNYGIH、SEQ ID NO:1）、（b）HCDR2（VIWARGFTNYNSALMS、SEQ ID
 NO:2）および（c）HCDR3（ANDGVYYAMDY、SEQ ID NO:3）のアミノ酸配列を有する重鎖可
変領域と、
（ii）（a）SANSSVNYIH（SEQ ID NO:4）またはSAQSSVNYIH（SEQ ID NO:112）から選択さ
れたLCDR1、（b）LCDR2（DTSKLAS、SEQ ID NO:5）および（c）LCDR3（QQWTTNPLT、SEQ ID
 NO:6）のアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域と、
を有するヒト化抗α2インテグリン抗体。
【請求項２】
前記抗体はヒトα2インテグリンのIドメインを認識するものである、請求項１に記載のヒ
ト化抗α2インテグリン抗体。
【請求項３】
前記抗体はα2β1インテグリンに結合するものである、請求項１に記載のヒト化抗α2イ
ンテグリン抗体。
【請求項４】
α2インテグリンのエピトープに結合し、前記エピトープは、
（a）SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第192位のLys残基、また
はSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第40位のLys残
基、
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（b）SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第225位のAsn残基、また
はSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第73位のAsn残
基、
（c）SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第241位のGln残基、また
はSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第89位のGln残
基、
（d）SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第245位のTyr残基、また
はSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第93位のTyr残
基、
（e）SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第317位のArg残基、また
はSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第165位のArg残
基、
（f）SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第318位のAsn残基、また
はSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第166位のAsn残
基、または、
（g）（a）-（f）のあらゆる組合せ
を有する、請求項１に記載のヒト化抗α2インテグリン抗体。
【請求項５】
α2インテグリンのエピトープに結合し、前記エピトープは、
（a）SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第192位のLys残基、また
はSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第40位のLys残
基、
（b）SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第225位のAsn残基、また
はSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第73位のAsn残
基、
（c）SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第241位のGln残基、また
はSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第89位のGln残
基、
（d）SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第245位のTyr残基、また
はSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第93位のTyr残
基、
（e）SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第317位のArg残基、また
はSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第165位のArg残
基、
（f）SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第318位のAsn残基、また
はSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第166位のAsn残
基、または、
（g）（a）-（f）のあらゆる組合せ、
を有する、ヒト化抗α2インテグリン抗体。
【請求項６】
全長抗体である、請求項１に記載のヒト化抗α2インテグリン抗体。
【請求項７】
抗体断片である、請求項１に記載のヒト化抗α2インテグリン抗体。
【請求項８】
検出可能な標識に結合される、請求項１に記載のヒト化抗α2インテグリン抗体。
【請求項９】
固相に固定される、請求項１に記載のヒト化抗α2インテグリン抗体。
【請求項１０】
α2またはα2β１インテグリンのα2β1インテグリンリガンドへの結合を阻害する、請求
項１に記載のヒト化抗α2インテグリン抗体。
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【請求項１１】
前記α2β1インテグリンリガンドはコラーゲン、ラミニン、エコー・ウィルス－１、デコ
リン、E-カドヘリン、マトリックスメタロプロティナーゼI（MMP－I）、エンドレペリン
、コレクチンおよびC1q補体蛋白から選択される、請求項１０に記載のヒト化抗α2インテ
グリン抗体。
【請求項１２】
サンプルがα2インテグリン、α2β1インテグリンまたはその両方を含むかどうかを決定
する方法であって、前記方法は、請求項１に記載のヒト化抗α2インテグリン抗体とサン
プルを接触させて、前記抗体が前記サンプルに結合するかどうかを決定することからなり
、前記結合した場合は、サンプルがα2インテグリン、α2β1インテグリンまたはその両
方を含むことを示す方法。
【請求項１３】
α2またはα2β1インテグリン蛋白を検出するための、請求項１に記載のヒト化抗α2イン
テグリン抗体およびその使用のための使用説明書を有するキット。
【請求項１４】
請求項１に記載のヒト化抗α2β1インテグリン抗体をコードする単離核酸。
【請求項１５】
請求項１４に記載の核酸を有するベクター。
【請求項１６】
（a） 請求項１４に記載の核酸、
（b） 請求項１５に記載のベクター、または
（c） （a）-（b）のあらゆる組合せ
を有する宿主細胞。
【請求項１７】
前記抗体の発現を可能にする条件下で請求項１６に記載の宿主細胞を培養することを含む
、ヒト化抗α2インテグリン抗体の作製方法。
【請求項１８】
さらに宿主細胞から前記ヒト化抗α2インテグリン抗体を回収することを含む、請求項１
７に記載の方法。
【請求項１９】
前記ヒト化抗α2β1インテグリン抗体は宿主細胞培地から回収される、請求項１８に記載
の方法。
【請求項２０】
請求項１に記載のヒト化抗α2インテグリン抗体と、薬学的に許容される担体とを有する
組成物。
【請求項２１】
対象におけるα2β1インテグリン関連疾患の治療のための医薬の製造のための、請求項１
から１１のいずれか一項に記載のヒト化抗α２インテグリン抗体または請求項２０に記載
の組成物の使用であって、前記治療が、前記抗α2インテグリン抗体または前記組成物を
治療有効量で前記対象に投与することを含む、使用。
【請求項２２】
白血球のコラーゲンへの結合を抑制するための医薬の製造のための、請求項１から１１の
いずれか一項に記載のヒト化抗α2インテグリン抗体の使用であって、前記抑制が、白血
球のコラーゲンへの結合を抑制するのに有効な量の抗α２β１インテグリン抗体を対象に
投与することを含む、使用。
【請求項２３】
前記α2β1インテグリン関連疾患は、炎症性疾患、自己免疫疾患、または新脈管形成の異
常もしくは増加を特徴とする疾患から選択される、請求項２１に記載の使用。
【請求項２４】
α2β1インテグリン関連疾患は、炎症性腸疾患、クローン疾患、潰瘍性大腸炎、臓器移植
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に対する反応、視神経炎、脊髄損傷、慢性関節リューマチ、全身性エリテマトーデス（SL
E）、糖尿病、多発性硬化症、レイノー症候群、実験的自己免疫脳脊髄炎、シェーグレン
症候群、強皮症、若年型糖尿病、糖尿病性網膜症、加齢黄斑変性症、心血管系疾患、乾癬
、癌、または炎症反応を誘発する感染症から選択される、請求項２１に記載の使用。
【請求項２５】
前記α2β1インテグリン関連疾患は、多発性硬化症、慢性関節リューマチ、視神経炎また
は脊髄損傷から選択される、請求項２１に記載の使用。
【請求項２６】
（a）血小板活性化、（b）血小板凝集、（c）循環血小板数の減少、（d）出血性合併症、
または（e）（a）-（d）のあらゆる組合せを伴わないものである、請求項２１に記載の使
用。
【請求項２７】
前記抗α2インテグリン抗体は、SEQ ID NO:174またはSEQ ID NO:176を有する重鎖と、SEQ
 ID NO:178を有する軽鎖を有するものである、請求項２１に記載の使用。
【請求項２８】
前記多発性硬化症は再発を特徴とする、請求項２５に記載の使用。
【請求項２９】
多発性硬化症に伴う発赤または神経性続発症を軽減することに関連する、請求項２５に記
載の使用。
【請求項３０】
前記抗α2インテグリン抗体は、α2β1インテグリンのコラーゲンへの結合を阻害し、リ
ガンド模倣体ではない、請求項２１に記載の使用。
【請求項３１】
分子、組成物、または複合体に、α2β1インテグリンリガンドの存在を特徴とする部位を
標的にさせるための医薬の製造のための、請求項１に記載のヒト化抗α2インテグリン抗
体の使用であって、前記標的にさせることが、前記分子、組成物、または複合体を前記ヒ
ト化抗α2インテグリン抗体に付着または結合させることを含む、使用。
【請求項３２】
請求項１から１１のいずれか一項に記載のヒト化抗α2インテグリン抗体と、薬学的に許
容される担体または賦形剤を有するものである、α2β1インテグリン関連疾患の治療用組
成物。
【請求項３３】
前記α2β1インテグリン関連疾患は炎症性疾患、自己免疫疾患または不適切な新脈管形成
を特徴とする疾患から選択される、請求項３２に記載の組成物。
【請求項３４】
前記α2β1インテグリン関連疾患は炎症性腸疾患、クローン疾患、潰瘍性大腸炎、臓器移
植に対する反応、視神経炎、脊髄損傷、慢性関節リューマチ、全身性エリテマトーデス（
SLE）、糖尿病、多発性硬化症、レイノー症候群、実験的自己免疫脳脊髄炎、シェーグレ
ン症候群、強皮症、若年型糖尿病、糖尿病性網膜症、加齢黄斑変性症、心血管系疾患、乾
癬、癌または炎症反応を誘発する感染症から選択される、請求項３２に記載の組成物。
【請求項３５】
前記α2β1インテグリン関連疾患は多発性硬化症、慢性関節リューマチ、視神経炎または
脊髄損傷から選択される、請求項３２に記載の組成物。
【請求項３６】
α2β1インテグリン関連疾患治療のための、使用説明書とともに、請求項１から１１のい
ずれか一項に記載のヒト化抗α2インテグリン抗体、または請求項２０に記載の組成物を
有するパッケージ。
【請求項３７】
前記α2β1インテグリン関連疾患は炎症性疾患、自己免疫疾患または不適切な新脈管形成
を特徴とする疾患から選択される、請求項３６に記載のパッケージ。
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【請求項３８】
前記α2β1インテグリン関連疾患は炎症性腸疾患、クローン疾患、潰瘍性大腸炎、臓器移
植に対する反応、視神経炎、脊髄損傷、慢性関節リューマチ、全身性エリテマトーデス（
SLE）、糖尿病、多発性硬化症、レイノー症候群、実験的自己免疫脳脊髄炎、シェーグレ
ン症候群、強皮症、若年型糖尿病、糖尿病性網膜症、加齢黄斑変性症、心血管系疾患、乾
癬、癌または炎症反応を誘発する感染症から選択される、請求項３６に記載のパッケージ
。
【請求項３９】
前記α2β1インテグリン関連疾患は多発性硬化症、慢性関節リューマチ、視神経炎または
脊髄損傷から選択される、請求項３６に記載のパッケージ。
【請求項４０】
α2インテグリンのリガンド結合部位を有していないものである、請求項１に記載の抗α2
インテグリン抗体に結合する抗α2インテグリンエピトープ。
【請求項４１】
前記エピトープへの結合は、（a）血小板活性化、（b）血小板凝集、（c）循環血小板数
の減少、（d）出血性合併症、（e）α2インテグリンの活性化、または（f）（a）-（e）
のあらゆる組合せを伴わないものである、請求項４０に記載のエピトープ。
【請求項４２】
(a)前記重鎖可変領域が、SEQ ID NO:109を有し、かつ(b)前記軽鎖可変領域が、SEQ ID NO
:91を有する、請求項１に記載のヒト化抗α２インテグリン抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、2005年11月18日提出の米国仮出願特許第60/738,303号（全文がこの参照によ
り組み込まれる）の恩典を特許法§119（e）に従って主張するものである。
【０００２】
　本発明は概して、α2β1インテグリンに対する抗体およびその使用に関し、ヒト化抗ア
ルファ2（α2）インテグリン抗体および抗α2インテグリン抗体での治療方法を含む。
【０００３】
　前記インテグリンα2β1（超遅発抗原2；VLA-2）は血小板、血管内皮細胞、上皮細胞、
活性化単球／マクロファージ、線維芽細胞、白血球、リンパ球、活性化好中球、および肥
満細胞を含む多様な細胞種に発現される（Hemler, Annu Rev Immunol 8:365:365-400 （1
999）; Wu and Santoro, Dev. Dyn. 206:169-171 （1994）; Edelson et. al., Blood. 1
03（6）:2214-20 （2004）; Dickeson et al, Cell Adhesion and Communication. 5: 27
3-281 （1998））。最も代表的なα2β1のリガンドはコラーゲンとラミニンを含み、これ
らは共に、細胞外マトリックス内に存在する。通常α2β1インテグリンの１－ドメインは
二価陽イオン依存的にコラーゲンに結合するが、同ドメインは二価陽イオン依存的、かつ
非依存性メカニズムによってラミニンに結合する（Dickeson et al, Cell Adhesion and 
Communication. 5: 273-281 （1998）） 。α2β1インテグリンの特異性は、細胞種によ
って異なり、特定の細胞種に対してはコラーゲンとして、および／またはラミニン受容体
として働き、例えば、α2β1インテグリンは、血小板に対するコラーゲン受容体として、
および内皮細胞に対するラミニン受容体として周知である（Dickeson et al, J Biol. Ch
em. 272: 7661-7668 （1997））。エコー・ウィルス－１、デコリン、E-カドヘリン、マ
トリックスメタロプロティナーゼI（MMP－I）、エンドレペリン、および複数のコレクチ
ンおよびC1q 補体蛋白質もまた、α2β1インテグリンのリガンドである（Edelson et al.
, Blood 107（1）: 143-50 （2006））。前記α2β1インテグリンはいくつかの生物学的
および病理学的プロセスに関与しており、これにはコラーゲン誘導性血小板凝集、コラー
ゲン上の細胞移動、コラーゲン繊維の細胞依存型再組織化、並びにサイトカインの発現の
増加、増殖を生じるコラーゲン依存性細胞応答、（Gendron, J. Biol. Chem. 278:48633-
48643 (2003); Andreasen et al., J. Immunol. 171:2804-2811 (2003); Rao et al., J.



(6) JP 5184367 B2 2013.4.17

10

20

30

40

50

 Immunol. 165(9):4935-40 (2000)）、Ｔ－細胞の態様、肥満細胞および好中球機能（Cha
n et. al., J. Immunol. 147:398-404 （1991）; Dustinおよびde Fougerolles, Curr Op
in Immunol 13:286-290 （2001）, Edelson et. al., Blood. 103（6）:2214-20 （2004
）, Werr et al., Blood 95:1804-1809 （2000）、遅延型過敏性接触過敏症およびコラー
ゲン誘導性関節炎（de Fougerolles et. al., J. Clin. Invest. 105:721- 720 （2000）
; Kriegelstein et al., J. Clin. Invest. 110（12）:1773-82 （2002））、 乳腺腺管
形態形成（Keely et. al., J. Cell Sci. 108:595-607 （1995）; Zutter et al., Am. J
. Pathol. 155（3）:927-940 （1995））、表皮性創傷治癒 （Pilcher et. al., J. Biol
. Chem. 272:181457-54 （1997））の態様、およびＶＥＧＦ誘導性新脈管形成関連性プロ
セス（Senger et al., Am. J. Pathol. 160（1）:195-204 （2002））が含まれる。
【０００４】
　インテグリンは１個のαと１個のβのサブユニットで構成されるヘテロ二量体で、細胞
外マトリックス（ＥＣＭ）および血漿蛋白への細胞接着を媒介する細胞表面蛋白の大きな
１ファミリーを有し、また数種の細胞－細胞間相互反応の中心となっている。 インテグ
リンは、それらの細胞外ドメインによってＥＣＭ構成成分と相互反応する（Pozzi & Zent
, Exp Nephrol. 94:77-84 （2003））。インテグリンは、リガンドに結合する際に細胞内
シグナルを細胞骨格に形質導入し、この細胞骨格はこれらの細胞接着に応答して細胞活性
を修飾するが、これを outside-in signaling （外から内へのシグナル伝達）と呼ぶ。（
Hemler, Annu Rev Immunol 8:365:365-400 （1999）; Hynes, Cell. 110（6）:673-87 （
2002）参照）このようなシグナル伝達は、また、同じ細胞上に発現した他のインテグリン
サブタイプをも活性化でき、これはinside-out signaling（内から外へのシグナル伝達）
と呼ぶ。Inside-out signalingはさらに、αおよびβサブユニット間のクラスプ崩壊のよ
うな、細胞質内に起こり、次に受容体の細胞外リガンド結合ドメインに伝達される規則正
しいシグナルを介して生じる。インテグリンは、発達、臓器形態形成、生理および病理並
びに正常組織の恒常性、および免疫応答や血栓性応答を調節する細胞接着において重要な
役割を果たすことができ、さらに、インテグリンは細胞の環境的センサーとしても働く。
これらの蛋白質は、通常の状態では閉鎖立体配座となっており、活性化すると、急速な配
座変化を生じ、リガンド結合部位を暴露することが特徴づけられている。Ｘ線結晶構造は
インテグリンの構造および活性化機構の研究に用いられてきた最新のツールである。イン
テグリンの構造的特徴を理解することによって、結合部位、異なった段階、それらの活性
体および不活性体をより理解することができる。一般に、すべてのインテグリンのリガン
ドおよびカウンター受容体の結合部位はαドメイン内にあり、金属イオン依存型結合部位
からなっており、MIDASドメインと呼ばれる （Dembo et al, J Biol.Chem. 274, 32108-3
2111 （1988）; Feuston et al., J. Med. Chem. 46:5316-5325 （2003）; Gadek et al.
, Science 295（5557）:1086-9 （2002））; Gurrath et al., Eur. J. Biochem. 210:91
1-921 （1992））。α1、α2、α10およびα11のインテグリンを含むコラーゲン結合イン
テグリンのαサブユニットにおいて、MIDAS部位は、N末端の追加挿入ドメイン（I、IAま
たはIfAドメインとして知られている）内に存在し、機能はインテグリンの白血球β２フ
ァミリーのαサブユニットと共有する（Randi and Hogg, J Biol Chem. 269: 12395-8 （
1994）, Larson et al J Cell Biol. 108（2）:703-12 （1989）, Lee et al., J Biol C
hem. 269: 12395-8 （1995）; Emsley et al, J. Biol. Chem. 272:28512-28517 （1997
） および Cell 100:47-56 （2000））。Iドメインは７個のヘリックスに囲まれた６個の
βシートストランドのRossmanフォールドトポロジーで、フォンビルブランド （von Will
ebrandt） 因子のA１ドメインに構造的に相同性である （Colombatti and Bonaldo, Bloo
d 77（11）:2305-15 （1991）; Larson et al, J Cell Biol. 108（2）:703-712 （1989
）; Emsley et al, J. Biol. Chem. 272:28512-28517 （1997）; Nolte et al; FEBS Let
ters, 452（3）:379-385 （1999））。コラーゲン結合インテグリンはさらに、αCヘリッ
クスとして知られるαヘリックスを有する（Emsley et al, J. Biol. Chem. 272:28512-2
8517 （1997） および Cell 100:47-56 （2000）; Nolte et al; FEBS Letters, 452（3
）:379-385 （1999））。
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【０００５】
　インテグリン／リガンド相互反応は、白血球が管外遊出して炎症組織に出るのを促進し
（Jackson et al., J. Med. Chem. 40:3359-3368 （1997）; Gadek et al., Science 295
（5557）:1086-9 （2002）, Sircar et al., Bioorg. Med. Chem. 10:2051-2066 （2002
））、また、炎症部位での炎症誘発細胞の遊走、補充現象、活性化を含む炎症性刺激に応
答して血液循環から組織への白血球の初期の管外遊出後、下流のイベントにおいて役割を
果たす（Eble J.A., Curr. Phar. Des. 11（7）:867-880 （2005））。α2β1インテグリ
ンを阻止するいくつかの抗体が遅延型過敏症応答に対する影響、およびハツカネズミのリ
ュウマチ関節炎モデルや、炎症性腸疾患モデル（Kriegelstein et al., J. Clin. Invest
. 110（12）:1773-82 （2002）; de Fougerolles et. al., J. Clin. Invest. 105:721- 
720 （2000）に効果を示すことが報告されており、またin vitro で内皮細胞の増殖およ
び遊走を弱めること（Senger et al., Am. J. Pathol. 160（1）:195-204 （2002）が報
告されており、α2β1インテグリンの阻止は様々な癌に見られる異常または、正常を越え
た新脈管形成を防ぐ／抑制することを示唆するものである。
【０００６】
　血小板は、通常血液中において不活性な休止状態で循環しているが、広く多様なアゴニ
ストに対して損傷部位で迅速に応答する準備をしている。刺激時に、血小板は形態変化を
生じ、フィブリノーゲンやフォンビルブラント因子（ｖＷｆ）、その他の血小板および血
管壁内皮層のような血漿蛋白質に極めて反応しやすくなる。これらの相互反応はすべてが
協力して止血性フィブリン血小板栓の迅速な形成を促進する（Cramer, 2002 in Hemostas
is and Thrombosis, 第4版）。リガンドの結合に際し、血小板受容体はoutside-in signa
l経路を伝達し、この経路は次には血小板凝集を生じる血小板フィブリノーゲン受容体で
あるαIIｂβ３インテグリンのような二次受容体の活性化を生じるinside-out signaling
を引き起こす。血小板受容体に結合する、または相互反応する抗体またはペプチドのリガ
ンド模擬体は、血小板の活性化を生じる類似のシグナリングカスケードを誘発することが
予想される。血小板が僅かに活性化しても、結果として血小板血栓性応答、血小板減少症
および出血性合併症を生じ得る。
【０００７】
　α2β1インテグリンは血小板に発現する唯一のコラーゲン結合インテグリンであり、コ
ラーゲンへの血小板癒着および止血において役割を果たすことに関与している（Gruner e
t al., Blood 102:4021-4027 （2003）; Nieswandt and Watson, Blood 102（2）:449-46
1 （2003）; Santoro et al., Thromb. Haemost. 74:813-821 （1995）; Siljander et a
l., Blood 15:1333-1341 （2004）; Vanhoorelbeke et al., Curr. Drug Targets Cardio
vasc. Haematol. Disord. 3（2）:125-40 （2003））。さらに、血小板α2β1は血小板凝
集の大きさの調節に関与する （Siljander et al., Blood 103（4）:1333-1341 （2004）
）。
【０００８】
　α2β1インテグリンはまた、内皮細胞上に発現するラミニン結合インテグリンであるこ
とがわかっている（Languino et al., J Cell Bio. 109:2455-2462 （1989））。内皮細
胞はインテグリン媒介機序によってラミニンに付着すると考えられているが、α2Iドメイ
ンが内皮細胞相互反応の媒介に関与するリガンド特異的配列として機能することが示唆さ
れている（Bahou et al., Blood. 84（11）:3734-3741（1994））。
【０００９】
　血小板上のα2β1インテグリンを含むα2β1インテグリンに結合する治療的抗体が結果
として出血性合併症を生じ得ることが予想される。例えば、GPIb （Vanhoorelbeke et al
., Curr. Drug Targets Cardiovasc.　Haematol. Disord. 3（2）:125-40 （2003） また
は、 GP IIb/IIIa （Schell et al., Ann. Hematol. 81:76-79 （2002）, Nieswandt お
よび Watson, Blood 102（2）:449-461 （2003）, Merlini et al., Circulation 109:22
03-2206 （2004））のような他の血小板受容体を標的にする抗体は、血小板減少症と関連
している、ただし、この機序はよくわかっていない。血小板受容体に抗体が結合すると、
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その三次元構造を変えることができ、通常は暴露されないエピトープを暴露し、これが次
に血小板除去につながると仮説が立てられた（Merlini et al., Circulation 109:2203-2
206 （2004）。実際、ＧＰIIa／IIIｂ拮抗薬の経口投与に関連する出血性合併症は、この
クラスの化合物の「暗い面」として述べられている（Bhatt and Topol, Nat. Rev. Drug 
Discov. 2（1）:15-28 （2003））。もし、α2β1インテグリンが炎症組織を通じて白血
球の移動に重要な役割を果たしているならば、α2β1インテグリン関連疾患および／また
は、癌、炎症性疾患および自己免疫疾患を含む疾患に関連する細胞プロセスのためのα2
β1を標的にし得る治療薬を、このような薬剤が血小板を活性化させないならば、開発す
ることが望ましいであろう。したがって、白血球上のα2β1インテグリンのようなα2β1
インテグリンを標的にできる、副作用として出血性合併症を伴わない化合物を開発する技
術の必要がある。
【００１０】
　抗体BHA2.1をブロックする抗ヒトα2β1は最初Hangan et al., （Cancer Res. 56:3142
-3149 （1996））によって述べられた。他の抗α2β1インテグリン抗体、例えば、市販の
抗体AK7（Mazurov et al., Thromb. Haemost. 66（4）:494-9 （1991）、P1E6 （Wayner 
et al., J. Cell Biol. 107（5）:1881-91 （1988））、 10G11 （Giltay et al., Blood
 73（5）:1235-41 （1989） および A2-11E10 （Bergelson et al., Cell Adhes. Commun
. 2（5）:455-64 （1994） は周知となっており、in vitroで用いられている。Hangan 等
（Cancer Res. 56:3142-3149 （1996））はin vivoでBHA2.1抗体を用いて肝臓内でのヒト
腫瘍細胞の管外遊出に関するα2β1インテグリン機能の阻止効果、および抗体治療下での
これらの腫瘍細胞の転移性病巣を生じる能力を調べた。
ラットおよびマウスのα2β1インテグリンに特異的なHa1/29 抗体 （Mendrick and Kelly
, Lab Invest. 69（6）:690-702 （1993））はin vivoに用いられて、ＬＣＭＶ ウイルス
活性化後のＴ細胞上でのα2β1インテグリンのアップレギュレーションの研究（Andrease
n et al., J. Immunol. 171:2804-2811 （2003））、およびSRBC-誘導性遅延型過敏症お
よびIFITC-誘導性接触性過敏症応答およびコラーゲン誘導性関節炎の研究（de Fougeroll
es et. al., J. Clin. Invest. 105:721- 720 （2000））、VEGF調節性新脈管形成におけ
るα2β1インテグリンの役割の研究（Senger et al., Am. J. Pathol. 160（1）:195-204
 （2002）; Senger et al., PNAS 94（25）: 13612-7 （1997））、および血小板活性化
因子（PAF）に応答したPMN移動運動におけるα2β1インテグリンの役割の研究（Werr et 
al., Blood 95:1804-1809 （2000））に用いられて来た。
【００１１】
　前述のようなマウスのモノクローナル抗体の非易感染性患者でのヒト治療薬としての使
用は、投与されたマウスの抗体、特に反復投与に対する強い免疫反応によって制限された
。この反応は、血液循環中でのマウス抗体の実効半減期を短縮できるだけでなく、根深い
注射部位をも生じ、および／またはアナフィラキシー反応を生じ得る（Shawler et al., 
J. Immunol. 135（2）:1530 （1985））。さらに、定常領域Ｆｃ)）に関連する齧歯動物
作動体機能は、ヒトに投与した場合のヒトの同機能より効果がはるかに少なくなり、望ま
しい補体活性化の可能性が喪失し、抗体依存性、細胞媒介型細胞毒性（ＡＤＣＣ）活性を
生じる結果となる。
【００１２】
　したがって、α2β1インテグリン関連疾患の治療、および炎症性疾患や自己免疫疾患の
機序および細胞プロセスを含む抗α2β1インテグリン抗体の開発の必要がある。さらに、
患者の抗マウス抗体反応の発生を伴わない抗α2β1インテグリン抗体を開発するのが望ま
しい。
【００１３】
　本発明は抗アルファ2（α2）インテグリン抗体およびその使用方法、特にヒト化抗アル
ファ2（α2）インテグリン抗体、およびその使用方法を提供するものである。
【００１４】
　特定の実施態様において、抗α2インテグリン抗体には、１つ若しくはそれ以上のヒト
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定常領域（例えば、CL および／またはCH ）および、SEQ ID NO:19のアミノ酸配列を含む
軽鎖可変領域、および／またはSEQ ID NO:21のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域、また
はそのアミノ酸配列変異体が含まれる。ここでは様々なかたちの抗体が考慮されている。
例えば、抗α2インテグリン抗体は、全長抗体（例えば、ヒト免疫グロブリン定常領域を
含む）または抗体断片（例えば、Fab またはF（ab'）2 または Fab' または Fv またはsc
Fv 断片）である。さらに、前記抗体は検出可能な標識で標識し、固体相に固定化するか
、および／または異種化合物（細胞毒性物質のような）と結合し得る。
【００１５】
　抗α2β1インテグリン抗体の診断的治療的使用を予防的使用同様考慮している。診断的
な使用の場合、α2β1インテグリン蛋白を含むと推測されるサンプルを抗α2インテグリ
ン抗体に暴露し、サンプルの抗体への結合を確認することからなるα2β1インテグリン蛋
白の存在を確認する方法を提供する。この使用の場合、α2β1インテグリン蛋白の検出の
ために抗α2インテグリン抗体と、前記抗体を使用するための使用説明書を有するキット
を提供する。治療的使用には、α2β1インテグリン関連疾患の治療、機序、および、炎症
性疾患および自己免疫疾患、特に多発性硬化症を含む細胞プロセスが含まれるがこれらに
限定されるものではない。
【００１６】
　抗α2インテグリン抗体の遺伝子治療への適用も考慮している。抗α2β1重軽鎖遺伝子
配列をコードする種々のベクター（例えば、レトロウィルスベクター、染色体）が細胞（
例えば、繊維芽細胞、幹細胞）に導入されて抗α2β1ＭＡｂを分泌する細胞集団となる。
これらの細胞は、異なった細胞種、組織および／または臓器に特異的な「自動誘導」特性
を所有できる。これらの抗体産生細胞は次には、患者に導入されて、抗α2β1ＭＡｂは局
在的に送達される。１つの例として、抗α2β1ＭＡｂベクターで修飾された間葉幹細胞を
多発性硬化症に罹患した患者の脳に注射することができるであろう。前記幹細胞は神経細
胞に分化され、抗α2β1ＭＡｂを分泌して多発性硬化症に伴う炎症を治療する。さらに、
抗α2β1は治療的遺伝子（例えば、リシン）をコードするウイルスに結合される。前記の
修飾されたウイルスは、細胞表面上にα2β1を発現する細胞に特異的に結合し、導入遺伝
子の導入効率を増加することができるであろう。さらに、治療遺伝子をコードする核酸を
封入している抗α2β1抗体－リポソーム複合体を構成する免疫複合体を患者の静脈内に導
入することができる。抗α2β1免疫複合体はα2β1インテグリンを発現する細胞に結合さ
れ、治療遺伝子の効率的な摂取を促進するであろう。
【００１７】
　さらに、抗α2インテグリン抗体をコードする単離核酸を提供し、ベクターで形質転換
された宿主細胞により認識された制御配列に、選択的に可動的に連結したその核酸を有す
るベクター、そのベクターを有する宿主細胞、核酸が発現され、宿主細胞培養（例えば、
宿主細胞培地から）から抗体を選択的に回収するように、前記宿主細胞を培養することか
らなる抗α2抗体を作製するためのプロセスを提供する。
また、ヒト化抗α2インテグリン抗体および薬学的に許容される担体または賦形剤からな
る組成物を提供する。治療的使用のための組成物は滅菌性であり、凍結乾燥される。さら
に、α2β1インテグリン関連疾患の治療方法を提供しており、これには哺乳動物へのヒト
化抗α2インテグリン抗体のような抗α2インテグリン抗体の薬学的有効量の対象への投与
が含まれる。このような治療的使用の場合、哺乳動物への前記の抗α2インテグリン抗体
投与の前後、または同時に、他の薬剤（例えば、他のα2β1インテグリン拮抗薬）を共に
投与することができる。
【００１８】
　また、（a）HCDR2 （VIWARGFTNYNSALMS、 SEQ ID NO:2）、 （b） HCDR1 （GFSLTNYGIH
、 SEQ ID NO:1）、 HCDR2 （VIWARGFTNYNSALMS、SEQ ID NO:2） およびHCDR3 （ANDGVYY
AMDY、SEQ ID NO:3）または（c） SEQ ID NO:40のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域を
含むヒト抗α2インテグリン抗体を提供する。
【００１９】
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　一実施態様において、前述の重鎖可変領域はSEQ ID NO:185のアミノ酸配列を有する。
【００２０】
　さらなる実施態様において前述の重鎖可変領域は、 （a） 第 71位がLys、（b） 第 73
位が Asn、（c） 第 78がVal、または（a）-（c）のあらゆる組合せであるSEQ ID NO:185
 のアミノ酸配列を有する。
【００２１】
　さらなる実施態様において、前述の重鎖可変領域は、SEQ ID NO:70-79 および SEQ ID 
NO:109-111から選択されたアミノ酸配列を有する。
【００２２】
　一実施態様において、前述の抗α2インテグリン抗体は、さらにアミノ酸配列WGQGTLVTV
SS （SEQ ID NO:13）を有するFW4領域を有する。
【００２３】
　一実施態様において、前述の抗α2インテグリン抗体はHCDR1 （SEQ ID NO:1）、 HCDR2
 （SEQ ID NO:2） および HCDR3 （SEQ ID NO:3）のアミノ酸配列を有する。
【００２４】
　一実施態様において、前述の抗α2インテグリン抗体はさらに軽鎖を有する。
【００２５】
本発明はさらに（a）SANSSVNYIH（SEQ ID NO:4）またはSAQSSVNYIH（SEQ ID NO:112）か
ら選択されたLCDR1、（b）LCDR2（DTSKLAS; SEQ ID NO:5）および（c） LCDR3（QQWTTNPL
T、SEQ ID NO:6）のアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を有するヒト化抗α2インテグリ
ン抗体を提供するものである。
【００２６】
　一実施態様において、前述の軽鎖可変領域はSEQ ID NO:186のアミノ酸配列を有する。
【００２７】
　一実施態様において、前述の軽鎖可変領域は、（a） 第 2位が Phe、 （b） 第 45位が
 Lys, （c） 第 48位が Tyr、または （d） （a）-（c）のあらゆる組合せであるSEQ ID 
NO:186のアミノ酸配列を有する。
【００２８】
　一実施態様において、前述の軽鎖可変領域は、SEQ ID NO:41、SEQ ID NO:80-92 および
 SEQ ID NO:108から選択されたアミノ酸配列を有する。
【００２９】
　一実施態様において、ヒト化抗α2インテグリン抗体はさらに、アミノ酸配列FGQGTKVEI
K（SEQ ID NO:38）を有するFW4領域を有する。
【００３０】
　一実施態様において、前述のヒト化抗α2インテグリン抗体は、LCDR1 （SEQ ID NO:4）
、LCDR2 （SEQ ID NO:5） および LCDR3 （SEQ ID NO:6）のアミノ酸配列を有する。
【００３１】
　一実施態様において、前述のヒト化抗α2インテグリン抗体はさらに重鎖を有する。
【００３２】
本発明はさらに、ヒト化抗α2インテグリン抗体であって、
（i）（a）HCDR2（VIWARGFTNYNSALMS, SEQ ID NO:2）, （b）HCDR1（GFSLTNYGIH、 SEQ I
D NO:1）, HCDR2（VIWARGFTNYNSALMS、 SEQ ID NO:2）およびHCDR3 （ANDGVYYAMDY、SEQ 
ID NO:3）または（c）SEQ ID NO:40のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域と、
（ii）（a）SANSSVNYIH（SEQ ID NO:4）またはSAQSSVNYIH（SEQ ID NO:112）から選択さ
れたLCDR1、（b）LCDR2（DTSKLAS; SEQ ID NO:5）および（c）LCDR3 （QQWTTNPLT、 SEQ 
ID NO:6）のアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域と
を有するヒト化抗α2インテグリン抗体を提供する。
【００３３】
　また、（a）重鎖可変領域は、SEQ ID NO:185のアミノ酸配列を有するか、（b）軽鎖可
変領域は、SEQ ID NO:186のアミノ酸配列を有するか、あるいは（c）（a）および（b）の
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両方を有する前述のヒト化抗α2インテグリン抗体を提供する。
【００３４】
　また、 （i） 重鎖可変領域は、（a） 第 71 位はLys、（b） 第73位はAsn、 （c） 第
 78位は Val、または （d） （a）-（c）のあらゆる組合せを有するSEQ ID NO:185のアミ
ノ酸配列を有するか、 （ii） 軽鎖可変領域は（a） 第 2位がPhe、（b） 第45位がLys、
（c） 第48位がTyr、または （d） （a）-（c）のあらゆる組合せを有するSEQ ID NO:186
のアミノ酸配列を有するか、あるいは、（iii） （i）および（ii）の両方である前述の
ヒト化抗α2インテグリン抗体を提供する。
【００３５】
　また、（a）重鎖可変領域はSEQ ID NO:70-79 および SEQ ID NO:109-111から選択され
るアミノ酸配列を有するか、（b）軽鎖可変領域はSEQ ID NO:41、SEQ ID NO:80-92 およ
び SEQ ID NO:108から選択されたアミノ酸配列を有するか、あるいは（c）（a）および（
b）の両方である、前述のヒト化抗α2インテグリン抗体を提供する。
【００３６】
　一実施態様において、前述のヒト化抗α2インテグリン抗体は、ヒトα2インテグリンの
Iドメインを認識する。
【００３７】
　一実施態様において、前述のヒト化抗α2インテグリン抗体は、α2β1インテグリンに
結合する。
【００３８】
　一実施態様において、前述のヒト化抗α2インテグリン抗体は、α2インテグリンのエピ
トープに結合し、前記エピトープは、
（a） SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第192位のLys残基、ま
たはSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第40位のLys
残基、
（b） SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第225位のAsn残基、ま
たはSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第73位のAsn
残基、
（c） SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第241位のGln残基、ま
たはSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第89位のGln
残基、
（d） SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第245位のTyr残基、ま
たはSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第93位のTyr
残基、
（e） SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第317位のArg残基、ま
たはSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第165位のArg
残基、
（f） SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第318位のAsn残基、ま
たはSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第166位のAsn
残基、または、
（g） （a） ～ （f）のあらゆる組合せ
を有するエピトープである。
【００３９】
　また、抗α2インテグリン抗体を提供し、前記抗α2インテグリン抗体において、抗体が
α2インテグリンのエピトープに結合し、前記エピトープは、
（a） SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第192位のLys残基、ま
たはSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第40位のLys
残基、
（b） SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第225位のAsn残基、ま
たはSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第73位のAsn
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残基、
（c） SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第241位のGln残基、ま
たはSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第89位のGln
残基、
（d） SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第245位のTyr残基、ま
たはSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第93位のTyr
残基、
（e） SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第317位のArg残基、ま
たはSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第165位のArg
残基、
（f） SEQ ID NO:8 に記載されたα2インテグリンアミノ酸配列の第318位のAsn残基、ま
たはSEQ ID NO:11に記載されたα2インテグリンIドメインのアミノ酸配列の第166位のAsn
残基、または、
（g） （a） ～ （f）のあらゆる組合せ、
を有するエピトープである。 
【００４０】
　一実施態様において、前記のヒト化抗α2インテグリン抗体は全長の抗体である。
【００４１】
　一実施態様において、前記のヒト化抗α2インテグリン抗体は抗体断片である。
【００４２】
　一実施態様において、前記のヒト化抗α2インテグリン抗体は検出可能な標識に結合さ
れる。
【００４３】
　一実施態様において、前記のヒト化抗α2インテグリン抗体は固相上に固定化される。
【００４４】
　一実施態様において、前記のヒト化抗α2インテグリン抗体は、α2またはα2β1インテ
グリンのα2β1インテグリンリガンドへの結合を阻害する。
【００４５】
　一実施態様において、前記のα2β1インテグリンリガンドは、コラーゲン、ラミニン、
エコー・ウィルス－１、デコリン、E-カドヘリン、マトリックスメタロプロティナーゼI
（MMP－I）、エンドレペリン、コレクチンおよびC1q 補体蛋白から選択される。
【００４６】
　本発明はさらに、サンプルがα2インテグリン、α2β1インテグリンまたはその両方を
含むかどうかを測定する方法を提供し、前記方法は、前記ヒト化抗α2インテグリン抗体
とサンプルを接触させて、前記抗体が前記サンプルに結合するかどうかを判定することか
らなり、前記結合した場合は、サンプルがα2インテグリン、α2β1インテグリンまたは
その両方を含むことを示す。
【００４７】
　本発明はさらに前記のヒト化抗α2インテグリン、選択的にさらに、α2またはα2β1イ
ンテグリン蛋白を検出するための使用説明書を有するキットを提供する。
【００４８】
　本発明はさらに前に述べたヒト化抗α2β1インテグリン抗体をコードする単離核酸を提
供するものである。
【００４９】
　本発明はさらに前記核酸を有するベクターを提供する。
【００５０】
　本発明はさらに前記核酸またはベクターを有する宿主細胞を提供する。
【００５１】
　本発明はさらに前記抗体の発現を可能にする条件下で前記宿主細胞を培養することから
なるヒト化抗α2インテグリン抗体を作製するプロセスを提供する。一実施態様において
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、前記方法はさらに、宿主細胞からヒト化抗α2インテグリン抗体を回収することからな
る。他の実施態様において、前記方法はさらに、前記宿主細胞培地からヒト化抗α2イン
テグリン抗体を回収することからなる。
【００５２】
　本発明はさらに、テスト抗体の存在下あるいは不在下におけるα2またはα2β1インテ
グリンの、SEQ ID NO:19のVL領域およびSEQ ID NO:21のVH領域を有する抗体への結合を検
出することと、テスト抗体の存在がα2またはα2β1インテグリンのSEQ ID NO:19のVL領
域およびSEQ ID NO:21のVH領域を有する抗体への結合の減少に関連する場合に、そのテス
ト抗体を選択すること、を有するスクリーニング方法を提供する。一実施態様において、
α2またはα2β1インテグリンは固体支持体上に固定化される。
【００５３】
　本発明は、さらに、スクリーニング方法を提供し、前記方法はテスト抗体の存在下、α
2β1インテグリンのコラーゲンへの結合の検出（この場合、テスト抗体はα2Iドメインに
結合する抗体を指す）と、Mg++イオンの存在下、テスト抗体のα2Iドメインへの結合の検
出と、；Ca++イオンの存在下、テスト抗体のα2Iドメインへの結合の検出と、陽イオンの
無い媒体の存在下、テスト抗体のα2Iドメインへの結合の検出と、Mg++イオン、Ca++イオ
ンおよび陽イオンの無い媒体の存在下、テスト抗体がα2β1インテグリンのコラーゲンへ
の結合を阻害し、α2Iドメインと結合した場合に、そのテスト抗体を選択すること、とを
有する。
【００５４】
　本発明はさらに前記ヒト化抗α2インテグリン抗体と、薬学的に許容される担体とを有
する組成物を提供する。
【００５５】
　本発明はさらに対象におけるα2β1インテグリン関連疾患の治療方法であって、前記方
法は前記の抗α2インテグリン抗体または組成物の治療有効量を前記対象に投与すること
からなる方法を提供する。
【００５６】
　本発明はさらに白血球のコラーゲンへの結合を抑制するために前記の抗α2β1インテグ
リン抗体の有効量を対象に投与することを有する、白血球のコラーゲンへの結合を抑制す
るための方法を提供する。
【００５７】
　本発明はさらに前記のヒト化抗α2インテグリン抗体の薬物としての使用を提供する。
【００５８】
　本発明はさらにα2β1インテグリン関連疾患の治療のために前記のヒト化抗α2インテ
グリン抗体または組成物の使用を提供するものである。
【００５９】
　本発明はさらにα2β1インテグリン関連疾患治療薬剤の製剤のために前記のヒト化抗α
2インテグリン抗体または組成物の使用を提供する。
【００６０】
　本発明はさらに、α2β1インテグリン関連疾患の治療のための組成物であって、前記組
成物は前述のヒト化抗α2インテグリン抗体および薬学的に許容される担体または賦形剤
を有する組成物を提供する。
【００６１】
　本発明はさらに、α2β1インテグリン関連疾患の治療のための使用説明書とともに前記
のヒト化α2インテグリン抗体または組成物を有するパッケージを提供する。
【００６２】
　実施態様において、α2β1インテグリン関連疾患は炎症性疾患、自己免疫疾患、および
新脈管形成の異常または増加を特徴とする疾患から選択される。
【００６３】
　実施態様において、α2β1インテグリン関連疾患は炎症性腸疾患、クローン疾患、潰瘍
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性大腸炎、臓器移植に対する反応、視神経炎、脊髄損傷、慢性関節リューマチ、全身性エ
リテマトーデス（SLE）、糖尿病、多発性硬化症、レイノー症候群、実験的自己免疫脳脊
髄炎、シェーグレン症候群、強皮症、若年型糖尿病、糖尿病性網膜症、加齢黄斑変性症、
心血管系疾患、乾癬、癌、並びに、炎症反応を誘発する感染症から選択される。
【００６４】
　実施態様において、α2β1インテグリン関連疾患は、多発性硬化症（例えば、再発、急
性治療、遅延治療を特徴とする）、慢性関節リューマチ、視神経炎および脊髄損傷から選
択される。
【００６５】
　実施態様において、前述の方法は（a）血小板活性化、（b）血小板凝集、（c）循環血
小板数の減少、（d）出血性合併症、または（e）（a）～（d）のあらゆる組合せを伴わな
い。
【００６６】
　一実施態様において、前記の抗α2インテグリン抗体は、SEQ ID NO:174またはSEQ ID N
O:176を含む重鎖と、SEQ ID NO:178を含む軽鎖を有する。
【００６７】
　一実施態様において、前記の抗α2インテグリン抗体は、SEQ ID NO:19のUL領域と、SEQ
 ID NO:21のVH領域とを有する抗体がヒトα2β1インテグリンまたはそのIドメインと結合
するのを競合的に阻害する。
【００６８】
　一実施態様において、前記の方法は発赤、または多発性硬化症に伴う神経性続発症を軽
減することに関連する。
【００６９】
　一実施態様において、前記の抗α2インテグリン抗体はα2β1インテグリンのコラーゲ
ンへの結合を阻害し、リガンド模倣的ではない。
【００７０】
　また、分子、蛋白、核酸、ベクター、組成物、複合体等のような部分分子に、α2β1イ
ンテグリンリガンドの存在を特徴とする部位を標的にさせる方法を提供し、前記方法は前
記のヒト化抗α2インテグリン抗体に部分分子を付着または結合することからなる方法で
ある。
【００７１】
　また、抗α2インテグリン抗体に結合する抗α2インテグリンエピトープをも提供し、こ
こで、前記エピトープはα2インテグリンのリガンド結合部位を有していない。実施態様
において、エピトープへの結合は（a）血小板活性化、（b）血小板凝集、（c）循環血小
板数の減少、（d）出血性合併症、（e）α2インテグリンの活性化、または（f）（a）～
（e）のあらゆる組合せを伴わない。
【００７２】
　好ましい抗体はヒト化抗α2インテグリンのIドメインに結合する。具体的には、前記好
ましい抗体は、細胞外マトリックス（ECM）、特にコラーゲンおよびラミニンの少なくと
も１つまたは両方への、細胞のα2依存性接着を阻害できる。本明細書においてTMC-2206
と称する抗体に基づいた抗体を含むヒト化抗体を提供する。ヒトα2β1インテグリンに極
めて特異的である抗α2インテグリン抗体を提供し、前記抗α2インテグリン抗体の投与は
、出血性合併症または細胞活性による合併症のような好ましくない作用を伴わない。これ
らの抗体の結合特異性（例えば、エピトープ特異性）は、その予期しない非出血性の特徴
に関連している。
【００７３】
前記ヒト化抗α2β1インテグリン抗体はHCDR1（GFSLTNYGIH; SEQ ID NO:1）、および／ま
たはHCDR2（VIWARGFTNYNSALMS; SEQ ID NO:2）および／またはHCDR3（ANDGVYYAMDY; SEQ 
ID NO:3）のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域を有し得る。前記ヒト化抗α2β1インテ
グリン抗体は、LCDR1（SANSSVNYIH ；SEQ ID NO:4またはSAQSSVNYIH ;SEQ ID NO:112）お
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よび／またはLCDR2（DTSKLAS;SEQ ID NO:5）および／またはLCDR3（QQWTTNPLT; SEQ ID N
O:6）のアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を有することができる。特定の実施態様では
、前記ヒト化抗α2β1インテグリン抗体はHCDR1（GFSLTNYGIH; SEQ ID NO:1）、および／
またはHCDR2 （VIWARGFTNYNSALMS; SEQ ID NO:2）および／またはHCDR3（ANDGVYYAMDY; S
EQ ID NO:3）のアミノ酸配列を有する重鎖可変領域と、LCDR1（SANSSVNYIH ；SEQ ID NO:
4）および／またはLCDR2（DTSKLAS; SEQ ID NO:5）および／またはLCDR3（QQWTTNPLT; SE
Q ID NO:6）のアミノ酸配列を有する軽鎖可変領域を有する。他の実施態様において、前
記抗体はCDRのような１若しくはそれ以上のアミノ酸配列変異体を有し、前記変異体は、C
DR残基内または隣接に１若しくはそれ以上のアミノ酸の挿入、および／または、CDR残基
内または隣接に欠失、および／または、CDR残基の置換基（このような変異体生成のため
に好ましいタイプのアミノ酸改変となる置換基で）を有するものである。
【発明の開示】
【００７４】
　本発明はヒト化抗体を含む、ヒトアルファ2（α2）インテグリンに特に反応性である抗
体、およびその使用方法を提供する。前記ヒト化抗体はヒトフレームワ―ク領域（FWs）
および非ヒト抗体、代表的には、特にヒトα2インテグリンに反応的なマウスからの相補
性決定領域（CDR）を有し得る。重軽鎖抗体をコードするヌクレオチド配列および重軽鎖
抗体を有するアミノ酸配列を提供する。好ましい実施態様において、CDR領域の１若しく
はそれ以上がハイブリドーマクローンのBHA2.1[本明細書ではTMC-2206と称す]によって分
泌されるマウスの抗体に由来、または基づいている。
さらに、類似の結合特性を有する抗体および、本明細書に開示する抗体と同様の機能を有
する抗体（または他の拮抗物質）を提供する。好ましい抗α2インテグリン抗体には、（a
） α2インテグリンのI ドメインに結合し、（b） α2インテグリンの機能（例えば、コ
ラーゲンおよびラミニン結合）を阻害し、 （c） 血小板の活性化を誘発せずに血小板上
に静止しているα2インテグリンに結合し （d） TMC-2206 の結合エピトープを認識する
（例えば、α2インテグリンとの結合をTMC-2206 と競合する）ことが含まれる。このよう
な抗体はリガンド結合部位の獲得のために競合するのではなく、標的のα2インテグリン
分子の不活性な、または閉鎖立体配座に優先的に結合する。α2β1インテグリンの閉鎖立
体配座に優先的に結合し、および／またはリガンド結合部位の獲得のために競合せずに（
例えば、リガンド模倣的でない）α2β1インテグリンに結合するという、本明細書に記載
する抗α2インテグリン抗体の予期しない利点は、治療される対象における血小板活性化
、血小板凝集、循環血小板数の減少、および／または出血性合併症の可能性を防ぐことが
含まれる。
【００７５】
　本明細書で用いる「出血性合併症」は、抗α2インテグリン抗体の治療的使用を制限す
る血小板血栓性応答、血小板減少症、血液凝固時間の増加、出血時間の増加および血液喪
失を含む血液レベルおよび生理的なあらゆる副作用を意味する。
【００７６】
　α2β1インテグリンは、アルファインテグリンのファミリーからのα2インテグリンサ
ブユニット （ 例えば、DNA配列は SEQ ID NO:7および、ヒトα2の蛋白質配列は SEQ ID 
NO:8を参照）と、ベータインテグリンのファミリーからのβ1インテグリンサブユニット
（例えば、DNA 配列は SEQ ID NO:9 およびヒトβ1の蛋白質配列はSEQ ID NO:10を参照 
）で構成される分子であり、 哺乳動物を含むあらゆる対象の、好ましくはヒトの分子で
ある。前記α2β1は 自然源から精製され、または、合成的に（例えば、組み換えDNA技術
の使用）製造され得る。α2インテグリンおよびβ1インテグリンの核酸コーディング配列
 は、 Takada およびHemler J. Cell Biol. 109（1）:397-407（1989; GenBank submissi
on X17033; 後にNM 002203に更新された）並びに Argraves, W.S, J. Cell. Biol. Sep 1
05（3）:1183-90 （1987; Genbank submission X07979.1およびスプライスされた変異体
を代わりに示す関連配列）にそれぞれ説明されている。
【００７７】
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　α2β1インテグリン分子の‘I’ドメインは、α2サブユニット内のこのα2β1インテグ
リン分子の領域を指し、例えば、Kamataら、J Biol. Chem. 269:9659-9663（1994）; Ems
ley et al., J. Biol. Chem. 272:28512（1997）および Cell 101:47（2000）に記載され
ている。α2インテグリンのヒトIドメインのアミノ酸配列は、SEQ ID NO:11（例えば、SE
Q ID NO:107もまた参照）として示される。前記α2インテグリンのヒトIドメインはMIDAS
（金属イオン依存型接着部位（Metal Ion Dependent Adhesion Site） タイプのリガンド
結合部位を含んでおり、これはリガンド結合をサポートするための任意の二価の陽イオン
に対して特異性があり、必要でもある。SEQ ID NO:93（例えば、SEQ ID NO:113も参照）
として示されているラットのα2インテグリンのIドメインのアミノ酸配列、およびSEQ ID
 NO:94 （例えば、 SEQ ID NO:114も参照のこと）として示されているマウスのα2インテ
グリンのIドメインのアミノ酸配列を表28に示す。カニクイザルおよび赤毛ザルのI ドメ
イン配列は、全血由来の白血球分画からクローニングされており、それぞれ、カニクイザ
ルはSEQ ID NO:103 （DNA）、 SEQ ID NO:171 （アミノ酸）、赤毛ザルは SEQ ID NO:104
 （DNA）、 SEQ ID NO:172 （アミノ酸）となっている。　
【００７８】
　TMC-2206 （BHA2.1） エピトープは、TMC-2206抗体が結合するヒトα2インテグリンのI
ドメインの領域を称す。このエピトープはアミノ酸残基、TK40、 N73、 Q89、 Y93、 R16
5および N166 および選択的に、α2インテグリンIドメインの他のアミノ酸残基を含む領
域にわたる。
【００７９】
　α2 インテグリン関連疾患は、標的組織内で異常細胞反応を媒介するα2 インテグリン
依存性プロセス／または機能（例えば、結合、活性化）が関与する障害、疾患または病状
を指す。疾患に関与するα2インテグリン依存性プロセスの例には、コラーゲン依存性細
胞応答、例えば、サイトカインの発現および増殖の亢進に関連する応答、T細胞および肥
満細胞および好中球の機能の態様、炎症性疾患、乳腺腺管形態形成、上皮性創傷治癒およ
び新脈管形成が含まれる。α2インテグリン関連疾患の例には、これらに限定されるもの
ではないが、炎症性疾患または障害があり、これには、これらに限定されるものではない
が、炎症性腸疾患（クローン疾患および潰瘍性大腸炎等）、臓器移植反応（移植拒絶反応
を含む）、視神経炎、脊髄損傷、慢性関節リューマチ、多発性硬化症（それに合併する神
経的後遺症、並びに再発を特徴とする多発性硬化症）、自己免疫疾患または障害（全身性
エリテマトーデス（SLE）、真性糖尿病、レイノー症候群、実験的自己免疫脳脊髄炎、シ
ェーグレン症候群、強皮症）、若年型糖尿病および、異常血管形成または正常より高度な
血管形成に関連する障害（糖尿病性網膜症、加齢黄斑変性症、心血管系疾患、慢性関節リ
ューマチおよび癌など）並びに炎症反応を誘発する感染症が含まれる。
【００８０】
　α2β1インテグリン関連疾患の治療は、本明細書に述べる抗α2インテグリン抗体の治
療的使用および予防的使用の両方を意味する。治療を必要とする人には、疾患をすでに診
断された患者、および疾患の発症を予防または遅延するための人が含まれる。
【００８１】
　哺乳動物とは、治療目的を含み、人、犬、馬、猫、牛などのような家畜、および動物園
、スポーツ用またはペット用動物を含んで哺乳動物と分類されるすべての動物を意味する
。理想的には哺乳動物は人間とする。
【００８２】
　間欠的投与または定期的投与とは、特定期間の持続的投与または、好ましくは１日以上
間隔を置く規則的な間隔で投与することである。
【００８３】
　抗体または免疫グロブリンの用語はもっとも広い意味で用いられ、モノクローナル抗体
（全長モノクローナル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体、およびそれ
らが好ましい生物活性を示す限りは、抗体断片が含まれる。抗体断片は全長抗体の一部を
有し、一般に、抗体結合、またはその多様な領域を有する。抗体断片の例には、Fab、 Fa
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b'、 F（ab'）2およびFv 断片、二重特異性抗体、 線状抗体、単鎖抗体分子、単一ドメイ
ン抗体（例えば、キャメリッドからの）、サメNAR 単一ドメイン抗体、および抗体断片か
ら形成された多重特異性抗体がある。抗体断片はまた、CDRを有する結合部分、あるいは
、これらに限定されるものではないが、VH領域（VH, VH-VH）、anticalins、 PepBodiesT
M、抗体-T-細胞エピトープ融合体 （Troybodies） またはPeptibodiesを意味し得る。
【００８４】
　モノクローナル抗体は、実質的に同質（ホモジーニアス）の抗体を指し、例えば、集団
を有する個々の抗体は、少量で存在する自然発生的突然変異の可能性を除いて同一である
。モノクローナル抗体は高度に特異的であり、単一の抗原部位に対して指向的（特異的）
である。さらに、一般的に１つの抗原上の異なった決定因（例えば、エピトープ）に対し
て指向的な（特異的）異なった抗体を含む従来の（例えば、ポリクローナル）抗体製法と
は対照的に、各モノクローナル抗体は、抗原上の少なくとも１つの決定因に対して指向的
（特異的）である。モディファイア「モノクローナル」は、実質的に抗体の同質の集団か
ら得られる抗体の特徴を示しており、特定の方法によって抗体を作製する必要があるとみ
なされない。例えば、モノクローナル抗体は、最初にKohlerら, Nature 256:495 （1975
）により述べられたハイブリドーマ法によって作製されるか、または、組み換えDNA法（
例えば、米国特許第 4,816,567号参照）によって作られる。モノクローナル抗体はまた、
例えば、Clackson et al., Nature 352:624-628 （1991）およびMarks et al., J. Mol. 
Biol. 222:581-597 （1991）に記載の方法を用いてファージ抗体ライブラリから単離する
こともできる。モノクローナル抗体はまた、米国特許第6,025,155および6,077,677 並び
に 米国特許出願公報第2002/0160970号 および第2003/0083293号 （例えば、Lindenbaum,
 et al., Nucleic Acids Research 32 （21）:0177 （2004）も参照のこと）に記載の方
法を用いて単離できる。
【００８５】
　モノクローナル抗体には、重鎖および／または軽鎖が特定の種由来、または特定の抗体
クラスまたはサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一または同質であるキメラ抗体
を含めることができるが、一方、その鎖の残りの部分は、他の種由来の、または、他の抗
体クラスまたはサブクラスに属する抗体、並びにこのような抗体の断片（これらが好まし
い生物活性を示す限り）の対応する配列に同一、または同質である（例えば、米国特許第
 4,816,567号、および　Morrison et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 81: 6851-6855 
（1984） for mouse-human chimeric antibodies）。
【００８６】
　超可変領域とは、抗原結合を担う抗体のアミノ酸残基を指す。前記の超可変領域は、相
補性決定領域またはCDR（例えば、軽鎖可変ドメインの残基 24-34 （L1）、50-56 （L2）
 および 89-97 （L3）と、重鎖可変ドメインの残基31-35 （H1）、50-65 （H2） および 
95-102 （H3）; Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5t
h Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. （1991
））および／または超可変ループのこれらの残基（例えば、軽鎖可変ドメインの残基26-3
2 （L1）、50-52 （L2）、および91-96 （L3）と、重鎖可変ドメインの残基26-32 （H1）
、53-55 （H2）および96-101 （H3） ; Chothia and Lesk J. Mol. Biol. 196: 901-917 
（1987））が含まれる。フレームワークまたはFR残基は、超可変領域の残基以外のこれら
の可変ドメインの残基である。本明細書に述べる抗体の場合、前記CDRおよびフレームワ
ーク領域は、残基26ないし35にわたる重鎖のCDR1がOxford Molecular's AbM定義によって
定義されることを除いては、Kabat番号方式に基づいて同定される。前記Oxford Molecula
r's AbM抗体モデリングソフトウェア（http://people.cryst.cck.ac.uk/-ubc07s/） （Ma
rtin et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 86, 9268-9272 （1989）; Martin et al., M
ethods Enzymol., 203, 121-153 （1991）; Pedersen et al., Immunomethods, 1, 126 
（1992）; および Rees et al., In Sternberg M.J.E. （ed.）, Protein　Structure Pr
ediction. Oxford University Press, Oxford, 141-172. （1996））は、前記Kabat CDR 
とChothia超可変領域番号方式を組み合わせてCDRを定義する。
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【００８７】
　非ヒト（例えば、マウス）抗体のヒト化形態は、非ヒト免疫グロブリン由来の最小配列
を含むキメラ抗体であり得る。大抵の場合、ヒト化抗体は、非ドナーの超可変領域の残基
が、好ましい特異性、親和性および素質を有するマウス、ラット、ウサギ、または非ヒト
霊長類のような非ヒト種（ドナー抗体）の超可変領域によって置き換えられるヒト免疫グ
ロブリン（レシピエントまたは受容体抗体）である。さらに、ヒト免疫グロブリンのFvフ
レームワーク領域（FR）残基の個々またはグループが対応する非ヒト残基によって置換さ
れ得る。しかも、ヒト化抗体は非ドナー抗体またはドナー抗体中に存在しない残基を有す
る。抗体の性能をさらに高めるためにこれらの修飾が行われる。一般に、ヒト化抗体は、
少なくとも１個、代表的には２個の可変領域またはドメインの実質的にすべてを有し、こ
こで超可変ループのすべて、または実質的にすべてが非ヒト免疫グロブリンの超可変ルー
プと一致し、FR領域のすべて、または実質的にすべてがヒト免疫グロブリン配列のFR領域
である。前記ヒト化抗体はまた、免疫グロブリン定常領域（例えば、Fc）の選択的に少な
くとも一部を有し、代表的にはヒト免疫グロブリンの免疫グロブリン定常領域を有する（
例えば、Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029 （1989）, and Foote an
d Winter, J. Mol. Biol. 224: 487 （1992）参照）。
【００８８】
　単一鎖 Fv またはscFv抗体断片は、抗体のVH およびVL領域またはドメインを有し、こ
れらのドメインは１つのポリペプチド鎖中に存在する。一般に、前記Fvポリペプチドはさ
らに、 VH および VLドメイン間にポリペプチドリンカーを有し、これによってscFvが抗
原結合のために好ましい構造を形成できる（（総説については、例えば、Pluckthun in T
he Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, RosenburgおよびMoore eds. Sp
ringer-Verlag, New York, pp. 269-315 （1994）を参照）。
【００８９】
　二重特異性抗体とは、２個の抗原結合部位を有する小さな抗体断片を称し、前記断片は
同じポリペプチド鎖（VH - VL）内に軽鎖の可変ドメイン（VL）に結合した重鎖の可変ド
メイン（VH）を有する。同じ鎖上の２つのドメイン間でペアリングさせるには短すぎるリ
ンカーを使って、前記ドメインを他の鎖の相補ドメインでペア化させ、２つの抗原結合部
位を作成する。二重特異性抗体は、例えば、EP 404,097; WO 93/11161; およびHollinger
 et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 （1993）に詳細な記載がある。
【００９０】
　線状抗体はZapata et al., Protein Eng. 8（10）: 1057-1062 （1995）に記載されて
いるような抗体を指す。簡単に言えば、これらの抗体は一対の抗原結合領域を形成する一
対の直列のFdセグメント（VH -CH1- VH -CH1）を有する。線状抗体は二重特異性か、また
は単一特異性であり得る。
【００９１】
　単離抗体は、自然環境の成分から同定、分離、および／または回収されたものを指す。
その自然環境の汚染成分は、抗体の診断的または治療的使用を干渉するであろう物質であ
り、酵素、ホルモンおよびその他の蛋白質様または非蛋白質様溶質を含まれる。好ましい
実施態様において、前記抗体は、（1）抗体重量で95%より多く（Lowry法により測定）、
および、最も好ましくは重量で99%を越えた、（2）スピニングカップ 配列決定装置を用
いて、N末端または内部アミノ酸配列の少なくとも15残基が得られる程度、または（3）ク
ーマシブルまたは、好ましくは銀染色を用いて還元条件または非還元条件下でSDS-PAGEに
よって均質性に精製される。抗体の自然環境の成分の少なくとも１種は存在しないので、
単離抗体は、組換え型細胞内に本来の抗体を含む。しかし、一般的には単離抗体は少なく
とも一精製段階によって作製される。
【００９２】
　エピトープ標識化抗体とは、本発明の抗体がエピトープタグに融合されているものを指
す。前記エピトープタグポリペプチドは、それに対して抗体ができるエピトープを提供す
るのに十分であるが、抗α2β1インテグリン抗体の活性を干渉しないほどの残基を有する
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。前記エピトープタグは好ましくは、それに反して抗体が実質的に他のエピトープと交差
反応しないように十分にユニークである。適切なタグポリペプチドは一般に、少なくとも
6個のアミノ酸残基を有し、通常およそ8～50のアミノ酸残基（好ましくは約9～30の残基
の間）にある。実施例として、流感HAタグポリペプチドおよびその抗体12CA5 （Field et
 al., Mol. Cell. Biol. 8: 2159-2165 （1988））; c-myc タグおよび 8F9、3C7、6E10
、G4、B7および、それに対する9E10 抗体（Evan et al., Mol. Cell. Biol. 5（12）:361
0-3616 （1985））;および単純疱疹ウィルス糖蛋白質 D （gD）タグおよび、その抗体（P
aborsky et al., Protein Engineering 3（6）: 547-553 （1990））が含まれる。特定の
実施態様において、エピトープタグは、IgGモジュールのFc領域のエピトープ（例えば、 
IgG1、 IgG2、 IgG3またはIgG4)である回収受容体結合エピトープであり、IgG分子の生体
内血清中半減期の増加に関与する。
【００９３】
　細胞毒性物質とは、細胞の機能を阻害または妨げる、および／または細胞の破壊を引き
起こす物質を指す。これには放射性同位元素（例えば、131I, 125I, 90Y および 186Re）
、化学療法薬、および細菌性、真菌性、植物または動物原因またはその断片の酵素的活性
毒素のような毒素が含まれる。非細胞毒性物質とは、細胞の機能を阻害または妨げない、
および／または細胞の破壊を引き起こさない物質を指す。非細胞毒性物質には、活性化さ
れて細胞毒性になり得る物質が含まれる。非細胞毒性物質には、ビード、リポソーム、マ
トリックスまたは粒子（例えば、参照により本明細書に組み込まれる米国特許公報 2003/
0028071および2003/0032995を参照のこと）。このような物質は本明細書に記載する抗α2
β1インテグリン抗体と結合（共役結合、コンジュゲート）、カップリング、連結、また
は会合することができる。
【００９４】
　化学療法薬とは、癌の治療に有用な化合物を指す。化学療法薬の例としては、これらに
限定されるものではないが、アドリアマイシン、 ドキソルビシン、5-フルオロウラシル
、シトシン・アラビノシド （"Ara-C"）、シクロホスファミド、チオテパ、 タキソテー
ル （ドセタキセル）、ブスルファン、サイトキシン（Cytoxin）、 タキソール、メトト
レキサート、 シスプラチン、メルファラン、ビンブラスチン、ブレオマイシン、エトポ
シド、イフォスファミド、マイトマイシンC、ミトキサントロン、ビンクリスチン、 ビノ
レルビン、 カルボプラチン、テニポシド、ダウノマイシン、カルミノマイシン, アミノ
プテリン、ダクチノマイシン、マイトマイシン類、エスペラミシン類 （米国特許第4,675
,187号参照）、メルファランおよび他の関連ナイトロジェン・マスタード が含まれる。
【００９５】
　プロドラッグとは、親薬物にくらべて腫瘍細胞に対する細胞毒性がより少なく、酵素的
に活性化されて、より活性な原型に変換できる、薬学的活性物質の前駆体または誘導体で
ある（例えば、 Wilman, "Prodrugs in Cancer Chemotherapy" Biochemical Society Tra
nsactions, 14, pp. 375-382, 615th Meeting Belfast （1986） and Stella et al., "P
rodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery," Directed Drug Delivery,
 Borchardt et al., （ed.）, pp. 247-267, Humana Press （1985）を参照）。プロドラ
ッグには、これらに限定されるものではないが、リン酸塩含有プロドラッグ、チオリン酸
塩含有プロドラッグ、硫酸塩含有プロドラッグ、ペプチド-含有プロドラッグ、Dアミノ酸
修飾化プロドラッグ、 グリコシル化 プロドラッグ、ベータ-ラクタム-含有プロドラッグ
、選択的置換型フェノキシアセトアミド含有プロドラッグ、または選択的置換型フェニル
アセトアミド含有プロドラッグ、5-フルオロシトシンおよびその他の5-フルオロウリジン
プロドラッグが含まれ、これらはより活性な、細胞毒性の無い薬物に変換され得る。前述
のプロドラッグ形態に誘導体化できる細胞毒性の薬物の例は、前述のこれらの化学療法薬
となり得る。
【００９６】
　標識とは、抗体に直接または間接的にコンジュゲートまたは結合される検出可能な化合
物である。この標識はそれ自体、単独で検出可能（例えば、放射性元素標識または蛍光標
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識）または、酵素的標識の場合は、検出可能な基質化合物または組成物の化学変換を触媒
する。
【００９７】
　固相とは、本発明の抗体が接着できる非水溶性マトリックスを称する。本明細書に含ま
れる固相の例には、ガラス（例えば、制御孔ガラス製品）、多糖類 （例えば、アガロー
ス）、ポリアクリルアミド、 ポリスチレン、ポリビニルアルコール、およびシリコンの
部分的、または全体的形成されたものが含まれる。特定の実施態様において、固相は、場
合によっては、アッセイプレートのウェルであり、他の場合は、精製カラム（例えば、ア
フィニティクロマトグラフィカラム）となる。本用語は、また米国特許第4,275,149号に
記載されるようにバラバラの粒子の不連続の固相をも含む。
【００９８】
　リポソームとは、（本発明の抗体および選択的に化学療法薬のような）薬物の哺乳動物
への送達に有用な各種の脂質、リン脂質および／または界面活性剤から構成される小胞を
称す。リポソームの構成成分は、通常二層になっており、生体膜の脂質配置と似ている。
【００９９】
　単離核酸分子とは、自然源の抗体核酸に通常付随する少なくとも１つの汚染物質核酸分
子から同定または単離された核酸分子を指す。単離核酸分子は自然に存在する形態または
設定ではない。したがって、単離核酸分子は自然細胞に存在する核酸分子から区別される
。しかし、単離核酸分子は、例えば、核酸分子が自然細胞の核酸分子と異なった染色体位
置にある場合、通常抗体を発現する細胞に含まれる核酸を含んでいる。
【０１００】
　ウイルスベクターは、ウイルス感染または形質導入によって核酸（例えば、DNAまたはR
NA）が細胞へ転移するための媒体（伝達手段）を指す。ウイルスベクターの例には、レト
ロウイルス、アデノウイルス、ポックス・ウイルスおよびバキュロウイルスが含まれる。
【０１０１】
　非ウイルスベクターは、CAN、プラスミドまたは染色体のような核酸媒体を指し、これ
はエレクトロポレーション（電気穿孔法）、注射およびカチオン試薬媒介トランスフェク
ションなどの非ウイルス法によって細胞に伝達される。
【０１０２】
　発現制御配列とは、特定の宿主生物において可動的に結合したコード化配列の発現に必
要なDNA配列を意味する。例えば、原核生物に好適な制御配列には、プロモータ、選択的
にオペレータ配列、およびリボソーム結合部位が含まれる。真核細胞はプロモータ、ポリ
アデニル化シグナルおよびエンハンサーを利用することが公知である。
【０１０３】
　核酸は、それが他の核酸配列と機能的な関係に置かれた場合、可動的に結合する。例え
ば、プレ配列または分泌リーダーのためのDNAは、それがポリペプチドの分泌に関与する
プレ蛋白として発現される場合は、前記ポリペプチドの DNAと可動的に結合しており、;
プロモータまたはエンハンサーは、コード化配列の転写に影響する場合は、その配列と可
動的に結合している;または、リボソーム結合部位は、それが翻訳を促進するような位置
にある場合は、コード化配列と可動的に結合している。一般に、可動的に結合したDNA配
列は隣接的であり、分泌リーダーの場合、隣接的で、リーディング相にある。しかし、エ
ンハンサーは隣接している必要はない。結合は好都合な制限部位での連結によって達成さ
れる。このような部位が存在しない場合は、従来のやり方に従って合成オリゴヌクレオチ
ドアダプターまたはリンカーが用いられる。
【０１０４】
　本発明のさらなる態様は、本発明の抗α2インテグリン抗体をコードする核酸分子を対
象に投与することによるα2β1インテグリン関連疾患の治療である。好適な投与方法には
、遺伝子治療がある（以下参照）。
【０１０５】
　本発明の核酸は、DNAの直接注入、受容体媒介DNA摂取、ウイルス媒介トランスフェクシ
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ョンまたは非ウイルストランスフェクションおよび脂質ベースのトランスフェクションの
ような方法を用いて、生体内の細胞に送達されるが、前記方法のすべてが遺伝子治療ベク
ターの使用に関与する。直接注入は生体内の細胞に裸DNAを導入するために用いられる（
例えば、 Acsadi et al. （1991） Nature 332:815-818; Wolff et al. （1990） Scienc
e 247:1465-1468参照）。生体内の細胞へのDNA注入用送達装置（例えば、「遺伝子銃」）
が用いられる。このような装置は市販されている（例えば、BioRadから）。裸DNAはまた
、DNAを細胞表面受容体リガンドに結合するポリリシンのような陽イオンとの複合体とし
て細胞に導入することができる （例えば、 Wu, G. and Wu, C. H. （1988） J. Biol. C
hem. 263:14621; Wilson el al. （1992） J. Biol. Chem. 267:963-967; and U.S. Pat.
 No. 5,166,320を参照）。DNAリガンド複合体が受容体に結合することによって、受容体
媒介エンドサイトーシスによるDNAの摂取が促進される。エンドソームを破壊することに
よって物質を細胞質内に放出するアデノウイルスカプシドに結合したDNAリガンド複合体
は、細胞内リソソームによる複合体の分解を避けるために使用され得る。（例えば、Curi
el el al. （1991） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8850; Cristiano et al. （1993）
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2122-2126参照）。
【０１０６】
　欠陥レトロウイルスは遺伝子治療ベクター用として、よく特性化されている（総説はMi
ller, A. D. （1990） Blood 76:271参照）。このようなウイルスを用いて組換えレトロ
ウイルスを作製するためのプロトコール、およびin vitroまたは生体内（in vivo）の細
胞に感染させるためのプロトコールは、Current Protocols in Molecular Biology, Ausu
bel, F. M. et al. （eds.） Greene Publishing Associates, （1989）, Sections 9.10
-9.14およびその他の標準の実験室マニュアルに記載されている。適切なレトロウイルス
の例としては、当業者に周知のpLJ、pZIP、pWEおよびpEMがある。適切なパケージングウ
イルス株の例としては、psi.Crip、.psi.Cre、.psi.2 および .psi.Amがある。レトロウ
イルスはin vitroおよび／またはin vivoにおける多種の異なる細胞タイプ（上皮細胞、
内皮細胞、リンパ球、筋芽細胞、肝細胞、骨髄細胞など）への多様な遺伝子導入に使用さ
れて来た（例えば、 Eglitis, et al. （1985） Science 230:1395-1398; Danos and Mul
ligan （1988） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:6460-6464; Wilson et al. （1988） P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 85:3014-3018; Armentano et al. （1990） Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA 87:6141-6145; Huber et al. （1991） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8
039-8043; Ferry et al. （1991） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8377-8381; Chowdhu
ry et al. （1991） Science 254:1802-1805; van Beusechem et al. （1992） Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 89:7640-7644; Kay et al. （1992） Human Gene Therapy 3:641-64
7; Dai et al. （1992） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10892-10895; Hwu et al. （1
993） J. Immunol. 150:4104-4115; 米国特許第4,868,116号; 米国特許第4,980,286号; P
CT出願WO 89/07136号; PCT 出願 WO 89/02468号; PCT 出願 WO 89/05345号; および PCT
出願WO 92/07573号参照）。
【０１０７】
　遺伝子治療ベクターとして用いる場合、アデノウイルスのゲノムは、本発明の核酸化合
物をコードし、発現するが、正常な溶解性ウイルス生活環での複製能力という点で不活性
化されるように操作することができる。例えば、 Berkner et al. （1988） BioTechniqu
es 6:616; Rosenfeld et al. （1991） Science 252:431-434; およびRosenfeld et al. 
（1992） Cell 68:143-155を参照のこと。アデノウイルス株Ad 5型dl324またはアデノウ
イルス（例えば、Ad2、Ad3、Ad7等）の他の株から由来する適切なアデノウイルスベクタ
ーは、当業者には周知である。組換えアデノウイルスは、有効な遺伝子送達の媒体である
分裂細胞を必要とせず、気道上皮細胞（先に引用したRosenfeld et al. （1992） ）、内
皮細胞（Lemarchand et al. （1992） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6482-6486）、肝
細胞（Herz and Gerard （1993） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2812-2816）、および
筋肉細胞（Quantin el al. （1992） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:2581-2584）を含
む多様な細胞種を感染させるために使用できる点で有利である。
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【０１０８】
　アデノ関連ウイルス（AAV）は、DNA送達のための遺伝子治療ベクターとして遺伝子治療
目的に用いられる。AAVは自然発生の欠陥ウイルスであり、効率的な複製および生産的生
活環のためのヘルパーウイルスとして、アデノウイルスまたはヘルペスウイルスのような
他のウイルスを必要とする（Muzyczka et al. Curr Topics in Micro. and Immunol. （1
992） 158:97-129）。AAVは非分裂細胞内にDNAを組み込むために用いられ得る（例えば、
Flotte et al. （1992） Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 7:349-356; Samulski et al
. （1989） J. Virol. 63:3822-3828; and McLaughlin et al. （1989） J. Virol. 62:1
963-1973参照）。Tratschin et al. （1985） Mol. Cell. Biol. 5:3251-3260に記載のベ
クターのようなAAVベクターは、DNAを細胞に導入するために用いられる（例えば、Hermon
at et al. （1984） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6466-6470; Tratschin et al. （1
985） Mol. Cell. Biol. 4:2072-2081; Wondisford et al. （1988） Mol. Endocrinol. 
2:32-39; Tratschin et al. （1984） J. Virol. 51:611-619; and Flotte et al. （199
3） J. Biol. Chem. 268:3781-3790を参照）。レンチウイルス遺伝子治療ベクターもまた
、本発明での使用に採用し得る。
【０１０９】
　遺伝子治療の一般的な方法は当業者に公知となっている。例えば、Andersonらによる米
国特許第5,399,346号を参照されたい。遺伝物質を送達するための生物学的適合性カプセ
ルは、BaetgeらによるPCT 出願 WO 95/05452号に記載されている。造血細胞への遺伝子導
入方法もまた、以前に報告されている（Clapp, D. W., et al., Blood 78: 1132-1139 （
1991）; Anderson, Science 288:627-9 （2000）; and Cavazzana-Calvo et al., Scienc
e 288:669-72 （2000）参照）。
【０１１０】
　細胞、細胞系および細胞培養の用語は、しばしば互換的に使われており、すべてのこの
ような名称には子孫が含まれる。形質転換細胞および形質転換された細胞（例えば、核酸
、ベクター、ウイルスなどのトランスフェクション、形質転換または形質導入によって得
られる）は、導入の数と関係なく、由来する対象の初代細胞および培養を含む。すべての
子孫は、意図的または偶発的突然変異によるため、DNA内容において厳密には同一でない
場合があることも理解される。初めに形質転換細胞で検査した同じ機能または生物学的活
性を有する変異子孫も含まれる。別の名称を意図する場合は、状況から明らかと成る。
【０１１１】
　本明細書で述べるヒト化抗体には、ヒト受容体抗体分子由来の可変領域フレームワーク
、ドナーマウス抗体由来の超可変配列またはCDR配列および、存在する場合は、ヒト配列
由来の定常領域を有する抗体が含まれる。
【０１１２】
　本発明の抗体は、マウスモノクローナル抗体クローンBHA2.1 （Hangan et al., Cancer
 Res. 56:3142-3149 （1996））の重鎖可変領域と、軽鎖可変領域の両方からのCDRを有し
て作成されている。抗体を作成するための好ましい開始物質は、BHA2.1 ハイブリドーマ 
（例えば、 TMC-2206）によって分泌される抗体のような抗α2インテグリン抗体であり、
前記抗体はヒトα2インテグリンに対して機能阻止性抗体であり、および、結合および活
性が標的α2インテグリン抗体内の完全Ｉ－ドメインの存在に依存している。好ましくは
、α2インテグリン分子の不活性配座に結合し、および／またはリガンド模擬体として作
用しない抗体を含むTMC-2206 （or BHA2.1）のエピトープ特異性を有する抗体である。好
ましくは、白血球および血小板の両方に存在するα2β１インテグリンと相互反応するが
、血小板の活性化を生じず、コラーゲン上の活性化された血小板の凝集を弱化し、出血へ
の作用は最小または全くない、および／または生体内の治療用量を含む投与濃度において
、出血性合併症を伴わないＴＭＣ－２２０６（またはＢＨＡ２．１）のエピトープ特異性
を有する抗体である。
【０１１３】
　抗体作製において、軽鎖可変領域のヒト受容体分子は、可能性のある受容体分子可変領
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域とマウス抗体の軽鎖可変領域間の相同性考察に基づいて選択する。好ましくは、生殖細
胞系列候補ヒト受容体分子では、抗原性の可能性を減少する。生殖細胞系データベースは
、重鎖FW3領域の最後およびCDR3配列の一部まで読み取る抗体配列で構成されている。FW4
領域を選択する場合は、好ましくは、選択された生殖細胞系列分子から由来する成熟抗体
配列のデータベースを検索し、組換え型抗体分子での使用に妥当な相同性FW4領域を選択
する。好ましくは、ヒト受容体分子は、マウスドナー分子と同じ軽鎖クラスから、および
マウスドナー分子の同じカノニカル構造を持つ可変領域クラスから選択する。軽鎖可変領
域のヒト受容体分子を選択するための二次的考察として、マウスドナー分子およびヒト受
容体分子間のCDR長での相同性がある。ヒト受容体抗体分子は、好ましくはV-BASEデータ
ベースでの相同性検索によって選択し、またKabatのような他のデータベースおよび公共
のNCBIデータベースも同様に使用され得る。TMC-2206と同じまたは同様のエピトープ特異
性および／または機能的特性を有するヒト化抗α2インテグリン抗体の場合、好ましい軽
鎖ヒト受容体分子は、FW 1-3領域には生殖細胞系列抗体配列A14を有するSEQ ID NO:37、 
およびFW4 （SEQ ID NO:38）には、成熟kappa1軽鎖（例えば、軽鎖配列AAB24132 （NCBI
エントリ gi/259596/gb/AAB24132）の共通のFW-4を示す配列FGQGTKVEIK である。
【０１１４】
　抗体作製において、重鎖可変領域のヒト受容体分子は、可能性のある受容体分子可変領
域とマウス抗体の重鎖可変領域間の相同性考察に基づいて選択する。好ましくは、生殖細
胞系列候補ヒト受容体分子では抗原性の可能性を減少する。生殖細胞系データベースは重
鎖FW3領域の最後およびCDR3配列の一部まで読み取る抗体配列で構成されている。FW4領域
を選択する場合は、好ましくは、選択された生殖細胞系列分子から由来する成熟抗体配列
のデータベースを検索し、また組換え型抗体分子での使用に妥当な相同性FW4領域を選択
する。ヒト受容体分子は好ましくは、マウスドナー分子と同じ重鎖クラスから、およびマ
ウスドナー分子の同じ局限構造を持つ可変領域クラスから選択する。重鎖可変領域のヒト
受容体分子を選択する二次的考察として、マウスドナー分子およびヒト受容体分子間のCD
R長の相同性がある。ヒト受容体抗体分子は、好ましくはV-BASEデータベースでの相同性
検索によって選択し、またKabatのような他のデータベースおよび公共のNCBIデータベー
スも同様に使用され得る。TMC-2206と同じまたは同様のエピトープ特異性および／または
機能的特性を有するヒト化抗α2インテグリン抗体の場合、好ましい重鎖ヒト受容体分子
は、FW 1-3領域（SEQ ID NO:12）には、生殖細胞系列抗体配列4-59を有するSEQ ID NO:39
および、FW 4領域（SEQ ID NO:13） には、4-59の生殖細胞系列配列由来の成熟抗体であ
る抗体CAA48104.1（NCBI エントリ、gi/33583/emb/CAA48104.1）である（http://www.ncb
i.nlm.nih.gov）。
【０１１５】
　非ヒト化α2インテグリン抗体をヒト化する方法を、以下の実施態様に含めて本明細書
に記載する。抗α2インテグリン抗体のヒト化は、免疫からの作成または市販の抗体の購
入などにより非ヒト抗体開始物質を得る。抗体作成の代表的技法を本明細書に述べる。
【０１１６】
　抗体産生に用いられるα2β1インテグリン抗原は、例えば、α2β1インテグリン、また
はα2β1インテグリンの他の断片（例えば、ヒトα2インテグリンIドメイン（SEQ ID NO:
11）を有するα2β1インテグリン断片; 例えば、SEQ ID NO:107をも参照）の可溶性形態
であり得る。抗体作成に有用なα2インテグリンの他の形態は、α2インテグリン（例えば
、SEQ ID NO:8のヒトα2インテグリン）の配列に基づいて当業者に明らかとなるであろう
。
【０１１７】
　好ましくは、ポリクローナル抗体は、関連抗原をアジュバントと共に、または、アジュ
バントを使用せずに複数回の皮下注射（sc）、筋肉内注射（iv）または腹腔内注入（ip）
 によって動物において惹起する。関連抗原を、免疫される種において免疫原性である蛋
白質と結合させることは有用であり、例えば、キーホールリンペットヘモシアニン、血清
アルブミン、ウシサイログロブリンまたは大豆トリプシン阻害剤に、二官能性薬剤または
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誘導化剤、例えば、マレイミドベンゾイルスルフォサクシンイミドエステル（システイン
残基による共役）、N-ヒドロキシサクシンイミド （リジン残基による）、グルタルアル
デヒド、無水コハク酸、SOCl2または R1N=C=NR（ R と R1 は異なったアルキル基である
）を用いる。
【０１１８】
　動物は、抗原または結合体（コンジュゲート）（例えば、ウサギ用100μg、またはマウ
ス用5μg）を3倍の完全フロインドアジュバンドと混合し、前記溶液を皮内的に複数部位
に注射して、抗原、免疫原性結合体（コンジュゲート）または誘導体に対して免疫化され
る。一ヶ月後、前記動物を完全フロインドアジュバンドに入れた抗原または結合体（コン
ジュゲート）（例えば、免疫化に用いた初期量の1/5 ～1/10で）を複数部位に皮下注射し
て追加免疫する。7ないし14日後、前記動物から採血し、その血清の抗体力価を測定する
。力価がプラトーに達するまで動物に追加免疫をする。好ましくは、結合体による免疫の
場合は、同じ抗原の結合体であるが、異なる蛋白質および／または異なった架橋剤によっ
て結合された結合体で動物を追加免疫する。結合体はまた、蛋白融合体として組換え細胞
培養内でも作成できる。また、ミョウバンのような凝集剤も免疫反応を亢進するために適
切に用いられる。
【０１１９】
　モノクローナル抗体は、Kohler et al., Nature, 256: 495 （1975）が最初に記載した
ハイブリドーマ法を用いて、または、組換えDNA法（例えば、米国特許第6,204,023号）に
よって作成することができる。モノクローナル抗体はまた、米国特許第 6,025,155 号、
および第 6,077,677 号、並びに米国特許出願公開第2002/0160970 号および第 2003/0083
293号（例えば、Lindenbaum, et al., Nucleic Acids Research 32（21）:0177（2004）
もまた参照）に記載されるテクニックを用いて作成することができる。
【０１２０】
　ハイブリドーマ法では、マウスまたは、他の適切な動物、例えば、ラット、ハムスター
またはサルの宿主動物を（例えば、前文に記載したように）免疫化して、免疫に用いる抗
原に特異的に結合する抗体を産生するか、または産生できるリンパ球を導き出す。あるい
は、リンパ球をin vitroで免疫化する。次に、ポリエチレングリコールのような適切な融
合剤を用いて骨髄腫細胞にリンパ球を融合させてハイブリドーマ細胞を形成する（例えば
、Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp.59-103（Academic Pr
ess, 1986を参照））。
【０１２１】
　このようにして作成された前記ハイブリドーマ細胞は、シ―ドし、好ましくは、非融合
親骨髄腫細胞の成長または生存を阻害する1若しくはそれ以上の物質を含む適切な培地で
育てる。例えば、親骨髄腫細胞に酵素、ヒポキサンチングアニンホスホリボシル転移酵素
（HGPRT または HPRT）が欠けている場合、ハイブリドーマ用培地には、代表的にはヒポ
キサンチン、アミノプテリン、およびチミジン（HAT培地）が含まれ、前記物質はHGPRT欠
失細胞の成長を妨げる。
【０１２２】
　好ましい骨髄腫細胞は、効率的に融合され、前記選択した抗体産生細胞によって抗体産
生を安定かつ高度にした、HAT培地のような媒体に感作性のある骨髄腫細胞である。これ
らの中でも、好ましい骨髄腫細胞系は、Salk Institute Cell Distribution Center（米
国カルファオルニア州サンディエゴ市）から入手可能なMOP-21 および M.C.-11マウス腫
瘍由来、および、American Type Culture Collection（ 米国メリーランド州ロックビル
市）から入手可能なSP-2またはX63-Ag8-653細胞由来の骨髄腫細胞のようなマウス骨髄腫
系である。ヒト骨髄腫細胞系およびマウス－ヒトヘテロミエローマ細胞系もまた、ヒトモ
ノクローナル抗体の産生について記載されている（例えば、 Kozbor, J. Immunol., 133:
 3001 （1984）; Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Ap
plications, pp. 51-63 （Marcel Dekker, Inc., New York, 1987））。
【０１２３】
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　ハイブリドーマ細胞が成長する培地は、抗原に対するモノクローナル抗体の産生につい
て検定する。ハイブリドーマ細胞が産生するモノクローナル抗体の結合特異性は、好まし
くは免疫沈降によるか、または放射免疫測定（RIA）または酵素結合体免疫アッセイ（ELI
SA）のようなin vitro結合アッセイによって測定される。
【０１２４】
　モノクローナル抗体の結合親和性は、例えば、Munson et al., Anal. Biochem., 107: 
220 （1980）のScatchard分析によって決定できる。
【０１２５】
　望ましい特異性、親和性および／または活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞を同
定した後に、希釈度を制限してサブクローニングし、標準の方法によって増殖させる（Go
ding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp.59-103 （Academic Press
, 1986））。この目的に適切な培地には、例えば、D-MEM または RPMI-1640培地が含まれ
る。さらに、ハイブリドーマ細胞は動物の腹水腫瘍としてin vivoで増殖させ得る。
【０１２６】
　サブクローンによって分泌された前記モノクローナル抗体は、例えば、蛋白質Aクロマ
トグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、ヒドロキシルアパタイトクロマトグ
ラフィー、ゲル電気泳動、透析法、および／またはアフィニティークロマトグラフィーを
含む従来の免疫グロブリン精製方法によって培地、腹水液または血清から適切に分離され
る。
【０１２７】
　モノクローナル抗体をコードするDNAは、従来の手順（例えば、モノクローナル抗体の
重鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合できるオリゴヌクレオチドプローブを
用いて）を用いて容易に単離され、配列決定される。ハイブリドーマ細胞はこのようなDN
Aの好ましいソースとして働く。DNAは一旦単離したら、発現ベクターに入れ、次に前記発
現ベクターを、免疫グロブリン蛋白を産生しない細胞を含むE. coli細胞、 シミアン COS
細胞、チャイニーズハムスターの卵巣細胞（CHO）、または骨髄腫細胞のような宿主細胞
に、トランスフェクトして、組換え宿主細胞においてモノクローナル抗体の合成を得る。
抗体の組換え体作製については、以下にさらに詳細に述べる。
【０１２８】
　本明細書に記載する実施例では、代表的な抗α2インテグリン抗体のヒト化方法につい
て述べる。特定の実施態様において、好ましくは、ヒト化抗体のアミノ酸配列変異体を作
製し、特にこれらではヒト化抗体の結合親和性または他の生物学的特性を改善する。
【０１２９】
　ヒト化抗α2β1インテグリン抗体のアミノ酸配列変異体は、ヒト化抗α2β1インテグリ
ン抗体DNAに適切なヌクレオチドの改変を導入して、またはペプチド合成によって作製さ
れる。このような変異体には、例えば、抗α2インテグリン抗体TMC-2206に示すアミノ酸
配列内の残基（例えば、SEQ ID NO:19および21に示される可変領域配列に由来する、また
は基づく）の欠失、および／または挿入および／または置換が含まれる。最終構築物が目
的の特性を所有することを条件として、アミノ酸の欠失、挿入および置換のあらゆる組合
せを行って最終構成に到達する。アミノ酸の改変によってもまた、グリコシル化部位の数
または位置を変えるなど、ヒト化抗α2インテグリン抗体の翻訳後プロセスが変更される
。
【０１３０】
　抗体をヒトまたはヒト様（例えば、「ヒト化」）にするために使われる多数の方法があ
る。抗体をヒト化するためのアプローチは、長年にわたって変化してきた。１つのアプロ
ーチはマウス可変領域をヒト定常領域に融合して、いわゆるマウス－ヒトFcキメラを生成
することである（例えば、Morrison et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 
（1984）; 米国特許第 5,807,715号参照）。他のアプローチでは、CDRがその超可変的性
質（（Kabat et al, J. Biol. Chem. 252:6609-6616 （1977））, Kabat, Adv. Protein 
Chem. 32:1-75 （1978）） and canonical structure （Chothia and Lesk, J. Mol. Bio
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l. 196（4）:901-17 （1987）; Lazakani et al., J. Mol. Biol. 272:929 （1997）に基
づいて容易に同定され、非ヒトCDR領域（ドナーCDRと呼ぶ）のみをヒトフレームワーク（
受容体フレームワークと呼ぶ）に移植することによってヒト化される事実を利用している
（例えば、Jones et al., Nature 321（6069）:522-5 （1986）; （例、米国特許第 5,22
5,539号;米国特許第6,548,640号参照）に示されているように）。１つのクラスターに6個
のCDRループが提示され、結晶学的分析に基づいて、CDRにフランキングするいわゆる「ベ
ルニエ（Vernier）」ゾーン内の、または重－軽鎖インターフェース内の重要なフレーム
ワーク残基が容易に同定できる（例えば、 Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196（4）:
901-17 （1987）; Chothia et al., J. Mol. Biol. 186（3）:651-63 （1985）; Chothia
 et al., Nature 342（6252）:877-83 （1989）参照）.これらの残基は、マウス残基に復
帰突然変異して6個のCDRの正しい相対配向を復元できる（例えば、Verhoyen et al., Sci
ence 239（4847）:1534-6 （1988）; Reichman et al., Nature 332（6162）:323-7 （19
88）; Tempest et al., Biotechnology （NY） 9（3）:266-71 （1991）参照）。可変領
域は、マウスおよびヒト（例えば、Pascual and Capra Adv. Immunol. 49:1-74 （1991）
にて検討した）間で比較的高度な相同性があるファミリーに分類することができるため、
これらの初期の研究もまた、ヒト受容体分子としての使用が目的であるマウス抗体に相同
性が最も高いヒト生殖細胞系配列を選択することによって、移植された抗体での親和性喪
失の可能性が最小限に抑えられることを示唆している（例えば、米国特許第 5,225,539号
; Verhoyen et al., Science 239（4847）:1534-6 （1988）参照）。
【０１３１】
　ファミリー相同性と、所定のタイプのCDRの局限構造の正確な提示に影響を与えるフレ
ームワーク間の構造的関係が報告されている（例えば、 Al-Lazakani et al., J. Mol. B
iol. 273（4）:927-48 （1997）および、その中の参考文献を参照 ）。好ましくは、最良
適合のヒトまたは生殖細胞系列配列を選択する。使用できる抗体生殖細胞系列配列のデー
タベースを用いて、所定のマウス重軽鎖のファミリーサブタイプを決定し、前記サブファ
ミリー内でヒト受容体フレームワークとして有用な最良適合配列を同定する。好ましくは
、ドナーのリニアアミノ酸相同性および受容体フレームワークを共に、またCDRカノニカ
ル構造をも考慮する。
【０１３２】
　ヒト化抗α2インテグリン抗体の置換される、代表的な重鎖残基には、H37、H48、H67、
H71、H73、 H78 および H91 （Kabat番号方式）のフレームワーク残基の何れか１つ、若
しくはそれ以上が含まれる。好ましくは、これらのフレームワーク残基の少なくとも4個
を置換する。本明細書に例示するヒト化抗α2インテグリン抗体の重鎖置換基の特に好ま
しいセットは、H37、 H71、H73 および H78である。同様に、軽鎖内の残基もまた置換で
きる。置換の代表的な軽鎖残基には、L1, L2, L4, L6, L46, L47, L49 および L71の残基
番号の何れか１つ若しくはそれ以上が含まれる。好ましくはこれらのフレームワーク残基
の少なくとも3個を置換する。本明細書に例示するヒト化抗α2インテグリン抗体の軽鎖の
置換基の特に好ましいセットは、L2, L46 および L49である。
【０１３３】
　変異誘発の好ましい位置である、ヒト化抗α2インテグリン抗体の特定の残基または領
域を同定するために有用な方法は「アラニンスキャニング突然変異誘発法」と呼ばれる（
例えば、 Cunningham and Wells Science, 244: 1081-1085 （1989）参照）。ここでは、
１つの残基または、１群の標的残基 （例えば、arg、 asp、 his、 lys および gluのよ
うな荷電残基）が同定され、ニュートラル、または負に荷電したアミノ酸（好ましくはア
ラニンまたはポリアラニン）によって置換されてアミノ酸とα2β1インテグリン抗原との
相互反応に作用する。次に、前記置換基に機能的感受性を示すこれらのアミノ酸の位置を
、置換部位にさらに、他の変異体を導入することによって純化する。このようにして、ア
ミノ酸配列改変を導入する部位は、事前決定するが、変異の性質自体は事前決定する必要
はない。例えば、所定部位の突然変異の働きを分析するために、標的コドンまたは領域で
アラニンスキャニングまたはランダム変異誘発を行って、発現されたヒト化抗α2インテ
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グリン抗体変異体を目的の活性についてスクリーニングする。
【０１３４】
　アミノ酸配列挿入には、長さが、１残基から100若しくはそれ以上にわたる残基を有す
るポリペプチドのアミノ－および／またはカルボキシル末端融合、並びに1若しくは複数
のアミノ酸残基の配列内挿入がある。末端挿入の例としては、N末端メチオニル残基を有
するヒト化抗α2インテグリン抗体、またはエピトープタグに融合した抗体が含まれる。
ヒト化抗α2インテグリン抗体分子の他の挿入変異体には、酵素またはポリペプチドのヒ
ト化抗α2インテグリン抗体のNまたはC末端への融合があり、これは抗体の血清中半減期
を増加する（以下参照）。
【０１３５】
　他のタイプの変異体はアミノ酸置換変異体である。これらの変異体はヒト化抗α2イン
テグリン抗体分子の少なくとも１アミノ酸残基が外され、その代わりに異なった残基が挿
入されている。最も置換性変異誘発を目的とする部位は、超可変ループであるが、フレー
ムワークの改変もまた考慮する。抗原結合に関与する超可変領域残基またはフレームワー
ク残基は、一般に比較的保存的に置換される。このような保存的置換は以下に「好ましい
置換」の項に示す。このような置換によって生物活性が生じた場合は、「代表的置換」と
呼ぶ、またはアミノ酸クラスに関連して以下にさらに記載するより実質的な改変を導入し
、製品をスクリーニングした。
【０１３６】
【表１】

【０１３７】
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　前記抗体の生物学的特性における実質的な修飾は、（a） 例えば、シートまたはヘリッ
クス立体配座としての置換部分のポリペプチド骨格の構造、 （b）標的部位の分子の荷電
または疎水性度、または （c） 大部分の側鎖、の維持が大きく異なる置換を選択するこ
とによって達成される。自然発生の残基は、共通の側鎖特性に基づいて （1） 疎水性: 
ノルロイシン、 met、 ala、 val、 leu、 ile、（2） 中性親水性: cys、 ser、 thr、 
（3） 酸性: asp、 glu、（4） 塩基性: asn、 gln、 his、 lys、 arg、（5） 鎖配向に
影響する残基: gly、 pro; および（6） 芳香性: trp、 tyr、 pheのグループに分けられ
る。
【０１３８】
　非保存的置換ではこれらのクラスの１メンバーの他のクラスへの交換を伴う。ヒト化抗
α2インテグリン抗体の適切な配座の維持に関与しないシステイン残基もまた、分子の酸
化的安定性を改善し、異常な架橋を防ぐために通常セリンとともに置換される。逆に、シ
ステイン結合を抗体の安定性改善のために前記抗体に付加する（特に抗体がFv断片のよう
な抗体断片である場合）。
【０１３９】
　抗体の他のタイプのアミノ酸変異体は、抗体の元のグルコシル化パターンを変える。改
変とは、抗体中に存在する１若しくはそれ以上の炭水化物部分を削除すること、および／
または抗体中に存在しない１若しくはそれ以上のグリコシル化部位を追加することを意味
する。
【０１４０】
　抗体のグリコシル化は、代表的にはN－結合またはO－結合である。N-結合とは、アスパ
ラギン残基の側鎖に炭水化物部分を結合することを意味する。トリペプチド配列アスパラ
ギン-X-セリンおよびアスパラギン-X-スレオニン[ここでXは、プロリン以外の任意のアミ
ノ酸である]は、アスパラギン側鎖へ炭水化物部分が酵素的結合するための認識配列であ
る。従って、ポリペプチド内にこれらのトリペプチド配列のいずれかが存在すると、グリ
コシル化部位の可能性が生じる。O－結合グリコシル化とは、糖N-アセチルガラクトサミ
ン、ガラクトース、またはキシロースのうちの一つが、ヒドロキシアミノ酸、最も一般的
にはセリンまた はスレオニンに結合することを指すが、5-ヒドロキシプロリンまたは5-
ヒドロキシリジンが使われることもある。
【０１４１】
　グリコシル化部位の抗体への付加または欠失は、１若しくはそれ以上の前記トリペプチ
ド配列を含むかまたは欠けるようにアミノ酸配列を変えることによって都合良く達成され
る（N－結合グリコシル化部位の場合）。前記改変もまた、元の抗体の配列に１若しくは
それ以上のセリンまたはスレオニン残基を付加、置換または欠失させることによって行え
る（O－結合グリコシル化部位の場合）。ヒト化抗α2インテグリン抗体のアミノ酸配列変
異体をコードする核酸分子は、当業者に周知の多様な方法によって作製される。これらの
方法には、自然源（天然のアミノ酸配列変異体の場合）からの単離または、オリゴヌクレ
オチド媒介（または部位特異的）変異誘発、PCR変異誘発または早期作製変異体のカセッ
ト式変異誘発、あるいはヒト化抗α2インテグリン抗体の非変異体による作製が含まれる
が、これらに限定されるものではない。
【０１４２】
　通常、ヒト化抗α2インテグリン抗体のアミノ酸配列変異体は、元のヒト化抗体アミノ
酸配列の重鎖か、または軽鎖の何れか（例えば、SEQ ID NO:21 か、または SEQ ID NO:19
の各々の可変領域配列）と少なくとも75%のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を
有し、より好ましくは、少なくとも80%、さらに好ましくは、少なくとも85%、なおより好
ましくは、少なくとも90%、および最も好ましくは、少なくとも95%（例えば、80%、 81%
、 82%、 83%、 84%、 85%、 86%、 87%、 88%、 89%、 90%、 91%、 92%、 93%、 94%、
 95%、 96%、 97%、 98%、 99% および100%を含む）のアミノ酸配列同一性を有する。本
明細書におけるこの配列に関する同一性または相同性は、配列を整列させ、必要に応じて
ギャップを導入して配列同一性の最大パーセントを得て、かつあらゆる保存的置換（前記
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のように）も配列同一性の一部としてみなさずに、ヒト化抗α2インテグリン残基と同等
な候補配列のアミノ酸残基の百分率として定義する。前記抗体配列へのN末端、C末端また
は内部伸長、欠失または挿入の何れの場合も、配列同一性または相同性に影響しないもの
と見なす。したがって、配列同一性は、２つのポリペプチドのアミノ酸位置における類似
性の比較に通常用いられる標準の方法により決定できる。BLAST または FASTAのようなコ
ンピュータプログラムを用いて、２つのポリペプチドを配列させて、それらの各々のアミ
ノ酸（１つの配列または両方の配列の全長に沿って、あるいは、１つまたは両方の配列の
事前決定の部分に沿って）の最適なマッチングを見る。前記プログラムではデフォルトの
オープニングペナルティおよびデフォルトのギャップペナルティが提供され、PAM250 （
標準のスコアリングマトリックス; Dayhoff et al ., Atlas of Protein Sequence and S
tructure, vol 5, supp. 3 （1978）を参照）のようなスコアリングマトリックスをコン
ピュータプログラムと共に使用することができる。例えば、同一性のパーセントは、同一
マッチの合計数に100を掛けて、次にマッチした範囲内の長い方の配列の長さと２つの配
列を整列させるために長い方の配列に導入されたギャップの数の合計で割って計算できる
。
【０１４３】
　本明細書において、ヒト化抗α2インテグリン抗体の望ましい特性として同定された特
性を有する抗体は、本明細書に記載する方法によってスクリーニングされる。例えば、好
ましい特性および機能性のための候補抗α2インテグリン抗体のスクリーニング方法であ
って、目的の抗体（例えば、TMC-2206抗体のα2β1インテグリンへの結合と競合、阻害、
または阻止する抗体）によって結合されるα2β1インテグリン上のエピトープに結合する
抗体のスクリーニングを含む方法を提供する。代表的な方法および材料は、実施例13に記
載する。クロスブロッキングアッセイを実施することができ、例えば、Antibodies, A La
boratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and David Lane （1988
）に記載がある。さらに、または、あるいは、Champe et al., J. Biol. Chem. 270:1388
-1394 （1995）に記載のエピトープのマッピングを行って、抗体が目的のエピトープに結
合するかどうかを決定することができる（例えば、TMC-2206のエピトープマッピング研究
についての実施例12参照）。
【０１４４】
　固定化されたα2β1インテグリンを同様に用いて競合アッセイでKi値を測定して相対的
結合能を測定できる（例えば、実施例2参照）。例えば、異なる濃度の非標識候補抗体の
存在下、例えば、前記と同様の方法を用いて、蛍光標識化Eu-TMC-2206を使用する。指定
された培養時間後、結合Eu-TMC-2206の量を測定する。阻害曲線はPrism ソフトウェア （
GraphPad, Inc. CA）を用いて「一部位競合」モデルに当てはめてIC50値を得て、Chengお
よびPrusoffの式を用いて計算する（Biochem, Pharmacol. 22（23）:3099-108（1973））
。
【０１４５】
　例えば、実施例2に記載する条件下で有利な結合特性を有するヒト化抗α2インテグリン
抗体を作製、同定および／または選択することは望ましく、前記実施例2において、候補
抗体は、α2β1インテグリン媒介細胞接着阻止能力をTMC-2206および実施例2に記載のTMC
-2206由来のマウス－ヒトキメラ抗体と比較して試験される。例えば、ヒト化抗α2インテ
グリンを発現するCHO細胞および内因性ハムスターβ1（Symington et al., J. Cell Biol
. 120（2）:523-35 （1993））を作製し、CFSE （Molecule Probes, OR）で標識する。標
識細胞を作製し、細胞濃度を調整し、細胞は使用するまで暗所に保存する。コラーゲン被
覆プレート（ラット尾部コラーゲンタイプ1; BD Biosciences）を調整し、各々の連続希
釈した抗体溶液を前記コラーゲンプレートに加える。次に、標識細胞をウェルに入れて、
プレートをインキュベートする。洗浄後細胞を溶解し、蛍光強度（励起、485nm;エミッシ
ョン、535nm）を読み取る。各々の抗体の阻害作用を計算する。
【０１４６】
　さらに、固定化α2β1インテグリンリガンドに対する候補抗体の結合定数は実施例2に
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記載するように計算できる。96ウェル微量滴定プレートのウェルを血小板α2β1インテグ
リンで被覆し（ヒト血小板α2β1（GTI Inc., WI）でカスタム被覆した）、次にブロック
した。例えば、そのα2インテグリン抗原に対するTMC-2206の親和性を測定するために、
蛍光標識TMC-2206または、同位元素コントロールIgG抗体を用いた（例えば以下の実施例
を参照）。Eu-TMC-2206またはEu-同位元素コントロールIgGを含む前記蛍光標識抗体を、
ブロックされたα2β1インテグリン微量滴定プレートに適用する。密封したプレートをイ
ンキュベートして抗体抗原相互反応が平衡に到達させた後、各ウェルのサンプルを促進溶
液を含む新しいウェルに移して非（未結合）標識の測定を行う。促進溶液をまた、空のウ
ェルに加えて結合標識の測定を行う。抗α2インテグリン抗体のKd値はスキャチャード解
析によって計算される。TMC-2206誘導体（TMC-2206由来ヒト化抗体またはTMC-2206に基づ
くヒト化抗体を含む）の相対的親和性は、競合アッセイでのKi値を測定して決定できる。
例えば、競合アッセイの場合、TMC-2206、またはTMC-2206由来またはTMC-2206に基づくキ
メラ抗体、または同位元素コントロールIgG抗体を含む非標識抗α2インテグリン抗体の異
なる濃度の存在下、α2β1被覆のウェルにEu-標識TMC-2206を加える。反応平衡に達する
ためのインキュベーション期間の後、前記ウェルを洗浄し、結合標識抗体の濃度を各々の
ウェルに保持されたEU標識として測定する。Ki 値は前述の直接結合の試験によってEu-TM
C-2206抗体用に得たEu-TMC-2206値を用いてEC50 値から引き出すことができる。
【０１４７】
　特定の実施態様において、ヒト化抗α2インテグリン抗体は抗体断片である。種々の技
法が抗体断片作製のために開発されてきた。従来、これらの断片は完全抗体の蛋白分解的
消化によって得られた（例えば、 Morimoto et al., Journal of Biochemical and Bioph
ysical Methods 24: 107-117 （1992） and Brennan et al., Science 229: 81 （1985）
参照）。しかし、これらの断片は細菌のような組換え宿主細胞によって直接産生され得る
（例えば、 Better et al., Science 240（4855）:1041-1043 （1988）; 米国特許第6,20
4,023号参照）。例えば、Fab'-SH 断片はE. coli から回収することができ、化学的に結
合させてF（ab'）2 断片を形成することができる （Carter et al., Bio/Technology 10:
 163-167 （1992））。他のアプローチによると、F（ab'）2断片は組換え宿主細胞から直
接単離できる。抗体断片作製の他の方法は当業者にとって明白となるであろう。
【０１４８】
　いくつかの実施態様において、少なくも2つの異なるエピトープに結合特異性を有する
多重特異性ヒト化抗α2インテグリン抗体（例えば、二重特異性）を作製することが好ま
しい。代表的な二重特異性抗体（２つの異なる結合アーム）は、α2β1インテグリン蛋白
の２つの異なるエピトープに結合する。あるいは、抗α2インテグリンのアームは、表面
に結合α2β1インテグリンを有する細胞に細胞性防衛機構を集中するように白血球上のト
リガー分子（例えば、T-細胞受容体分子 （例えば、CD2 または CD3）、またはFcgR1 （C
D64）、FcgRII （CD32）および FcgRIII （CD16）のようなIgG （FcgR）のFc受容体）に
結合する１ア―ムと結合される。二重特異性抗体を用いて、細胞表面に結合α2β1インテ
グリンを有する細胞に細胞毒性物質を限局化することができる。これらの抗体は、α2β1
インテグリン結合アームと、細胞毒性物質（例えば、ゲロニン、サポリン、抗インターフ
ェロンアルファ、ビンカ・アルカロイド、リシンA鎖、または放射性同位元素ハプテン）
に結合する１アームを所有する。二重特異性抗体は、全長抗体または抗体断片（例えば、
F（ab'）、二重特異性抗体）として作製できる。
【０１４９】
　二重特異性抗体作製の他のアプローチによると、一対の抗体分子間のインターフェース
を操作して組換え細胞培養から回収されるヘテロ二量体の回収率を最大にすることができ
る。好ましいインターフェースは、抗体定常ドメインの、CH3ドメインの少なくとも一部
を有する。この方法では、小アミノ酸の１若しくはそれ以上の側鎖が、より大きい側鎖（
例えば、チロシンまたはトリプトファン）と置換される。アミノ酸の大側鎖を小側鎖（例
えば、アラニンまたはスレオニン）で置換することによって、大側鎖と同じサイズまたは
より小さいサイズの代償性空洞が二番目の抗体のインターフェース上にできる。これによ
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って、ホモ二量体（例えば、 WO96/27011参照）のような望まない他の最終産物よりヘテ
ロ二量体の産出の方を増加するメカニズムが得られる。
【０１５０】
　二重特異性抗体には架橋結合またはヘテロ結合抗体が含まれる。例えば、ヘテロ結合の
抗体の１つはアビジンに結合し、他はビオチンに結合できる。ヘテロ結合抗体は便利な架
橋法を用いて作成される。適切な架橋剤は当業者には周知であり、例えば、米国特許第4,
676,980号において多くの架橋法と共に開示されている。
【０１５１】
　抗体断片からの二重特異性抗体の作成方法もまた、前記文献に記載されている。二重特
異性抗体は化学結合によって作製できる。例えば、Brennan et al., （Science 229:81 
（1985））によって完全抗体を蛋白質分解的に分割してF（ab'）2断片を作成する方法が
記載されている。これらの断片はジチオール錯化剤ヒ酸ソーダの存在下で還元されて、ビ
ンカルジチオール（vincal dithiols）を安定化し、分子間ジスルフィド形成を防ぐ。生
成されたF（ab'）2断片を次に、チオニトロベンゾエート（TNB）誘導体に変換する。次に
、Fab'-TNB誘導体の１つをメルカプトエチルアミンで還元してFab'-チオールに再度変換
し、他のFab'-TNB誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成する。作製された前
記二重特異性抗体は酵素の選択的固定化のための物質として使用できる。
【０１５２】
　E. coliから回収したFab'-SH断片は化学的に結合して二重特異性抗体を形成できる。例
えば、Shalaby et al., （J. Exp. Med. 175:217-225 （1992））は完全にヒト化された
二重特異性抗体F（ab'）2分子の作製について記載している。この場合、各々のFab'断片
はE. coliから別々に分泌され、in vitroで方向づけて化学結合（カップリング）させて
二重特異性抗体を形成する。このようにして、形成された二重特異性抗体は、HER2受容体
を過剰発現している細胞および正常ヒトT細胞に結合し、ヒト乳房腫瘍標的に対してヒト
細胞毒性リンパ球の溶解活性を誘発することができた。
【０１５３】
　組換え細胞培養から直接二重特異性抗体を作成および単離する種々の方法もまた記載し
ている。例えば、ロイシンジッパー（例えば、 Kostgelny et al., J. Immunol. 148（5
）:1547-1553 （1992）参照）を用いて二重特異性抗体を作成した。Fos および Jun蛋白
からの前記ロイシンジッパーペプチドは遺伝子融合によって２つの異なる抗体のFab'部分
に結合された。前記抗体のホモ二量体はヒンジ領域で還元されて単量体になり、次に再酸
化されて抗体ヘテロ二量体を形成した。この方法もまた、抗体ヘテロ二量体の作成に利用
することができる。二重特異性抗体技術（例えば、 Hollinger et al., Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 90:6444-6448 （1993参照）は、二重特異性抗体断片作製の他のメカニズム
を提供している。前記断片は、同じ鎖上で２ドメイン間ペアリングをするには短すぎるリ
ンカーによって軽鎖可変領域（VL）に結合した重鎖可変領域（VH）を有する。したがって
、１断片のVHおよびVLドメインが他の断片の相補的VHおよびVLドメインと組合せになるこ
とを余儀なくされており、これによって、２つの抗原結合部位が形成される。単一鎖Fv（
sFv or scFv）二量体の使用による二重特異性抗体断片の他の作製方法もまた報告されて
いる（例えば、 Gruber et al., J. Immunol. 152:5368 （1994）参照）。あるいは、二
重特異性抗体は線状抗体であり得、例えば、Zapata et al., Protein Eng. 8（10）:1057
-1062 （1995）に記載されているように作製できる。
【０１５４】
　二価以上を有する抗体が考慮される。例えば、三重特異性抗体を作製することができる
（例えば、Tutt et al., J. Immunol. 147:60 （1991）参照）。
【０１５５】
　ヒト化抗α2インテグリン抗体の他の修飾も考慮される。例えば、癌の治療において抗
体の有効性を強化または低下するように抗体のエフェクター機能を修飾することが望まし
い。Fc領域にシステイン残基を導入することによって、前記領域に鎖間ジスルフィド結合
形成を可能にする。したがって、生成されたホモ二量体抗体は、内在化機能が改善され、
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および／または補体媒介性細胞破壊（CMC）、および／または抗体依存性細胞毒性（ADCC
）（例えば、 Caron et al., J. Exp. Med. 176:1191-1195 （1992）およびShopes, B.J.
 Immunol. 148:2918-2922 （1992）参照）が増加され得る。抗体腫瘍活性を向上させたホ
モ二量体抗体もまた、ヘテロ二機能性架橋剤（例えば、 Wolff et al., Cancer Research
 53:2560-2565 （1993）に記載の前記架橋剤を参照）を用いて作製される。あるいは、２
つのFc領域を有する抗体も作製でき、それによって、CMCおよび／またはADCC機能 （例え
ば、Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design 3:219-230 （1989）参照）を向上し得
る。
【０１５６】
　ヒト化抗α2インテグリン抗体を有する免疫複合体は、抗α2インテグリン発現細胞、組
織または臓器を標的とするために、一部分、例えば、分子、組成物、複合体、または、作
用物質（例えば、化学療法薬、毒素（例えば、細菌、真菌、植物、または動物起源、また
はその断片の酵素的活性毒素）のような細胞毒性物質）、または放射性同位元素（例えば
、放射性物質抱合体）に結合させた 。このような免疫複合体は、一部分または作用物質
にα2またはα2β1インテグリンの存在を特徴とする特定作用部位を標的にさせる方法に
おいて使用される。
【０１５７】
　このような免疫複合体の作製に有用な化学療法薬は前述した。使用できる酵素的に活性
な毒素およびその断片には、ジフテリアA鎖、ジフテリア毒素の非結合活性断片、外毒素A
鎖（Pseudomonas aeruginosaの）、リシンA鎖、アルビン A 鎖、モデシンA 鎖,アルファ
サルシン、アレウリテス・フォルディ（Aleurites fordii） 蛋白質 、ジアンチン蛋白質
、フィトラカ・アメリカナ（Phytolaca americana） 蛋白質 （PAPI、 PAPII、および PA
P-S）、モモルディカ・カランティア（momordica charantia）インヒビター、クルシン（
curcin）、クロチン、サパオナリア・オフィシナリス（sapaonaria officinalis）インヒ
ビター、ゲロニン（gelonin）、ミトゲリン（mitogellin）、レストリクトシン （restri
ctocin）、フェノマイシン（phenomycin）、エノマイシン（enomycin）またはトリコテセ
ン （tricothecenes）が含まれる。放射性物質抱合体抗α2インテグリン抗体を作製する
ために多様な放射性核種が使用できる。例として212 Bi、 131In、 90Y または 186Reが
挙げられる。
【０１５８】
　抗体と細胞毒性薬剤の結合体（コンジュゲート）は、N-スクシンイミジル-3-（2-ピリ
ジルジチオール） プロピオネート （SPDP）、イミノチオラン（IT）、イミドエステル類
（ジメチルアジピミデート塩酸等） のような二官能性誘導体、活性エステル類（ジスク
シンイミジルスベレート等）、 アルデヒド類 （グルタルアルデヒド等）、ビス－アジド
化合物 （ビス（p-アジドベンゾイル） ヘキサンジアミン等）、ビス－ジアゾニウム誘導
体 （ビス-（p-ジアゾニウムベンゾイル）-エチレンジアミン等）、ジイソシアネート類 
（トルエン－2,6-ジイソシアネート等）、または、ビス－活性フッソ化合物 （ 1,5-ジフ
ルオロ-2,4-ジニトロベンゼン等）のような種々の二官能性蛋白カップリング剤を用いて
作成する。例えば、リシン免疫毒素はVitetta et al., Science 238:1098 （1987）の記
載にしたがって作製できる。放射性炭素標識1-イソチオシアナトベンジル-3-メチルジエ
チレントリアミン五酢酸 （MX-DTPA）は、放射性核種の抗体への抱合の代表的なキレート
剤である。
【０１５９】
　他の実施態様において、前記の抗体は、α2インテグリン発現細胞、組織または臓器の
事前標的化に使用する受容体（ストレプトアビジン等）に結合され、抗体－受容体ー結合
体を患者に投与し、その後、清浄剤を用いて血液循環から未結合の結合体（コンジュゲー
ト）を除去し、次に、例えば、細胞毒性物質（例えば、放射性核種）である物質に結合す
るリガンド（例えば、アビジン）が投与される。
【０１６０】
　本明細書に開示した抗α2インテグリン抗体はまた、免疫リポソームとして製剤化され
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得る。抗体を含むリポソームは、Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 368
8 （1985）; Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4030 （1980）; および 
米国特許第 4,485,045号および第4,544,545号に記載のように当業者に周知の方法によっ
て作製される。循環時間が促進されたリポソームは米国特許第 5,013,556号に開示されて
いる。
【０１６１】
　特に、有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロールおよびPEG－誘導
化ホスファチジルエタノールアミン（PEG-PE）を有する脂質組成物で逆相蒸発法によって
生成できる。リポソームは定義された孔径のフィルターから押し出して目的の直径のリポ
ソームを産出し得る。抗α2インテグリン抗体のFab'断片はMartin et al., J. Biol. Che
m. 257: 286-288 （1982）に記載されるようにジスルフィド相互交換反応を介して リポ
ソームに結合できる。選択的にリポソーム内に化学療法薬（例、ドキソルビジン）を含有
させる（例えば、 Gabizon et al., J. National Cancer Inst. 81（19）: 1484 （1989
）参照）。
【０１６２】
　ヒト化抗α2インテグリン抗体はまた、プロドラッグ（例えば、ペプチジル化学療法薬
、例えば、 WO81/01145参照）を活性薬物に変換するプロドラッグ賦活酵素に前記抗体を
結合させて抗体指向（特異）酵素プロドラッグ治療（Antibody Directed Enzyme Prodrug
 Therapy （ADEPT））で使用される（例えば、 WO88/07378 および米国特許第 4,975,278
号参照）。ADEPTに有用な免疫複合体の酵素成分には、プロドラッグをより活性な形態に
変換するような方法でプロドラグに作用できる酵素が含まれる。有用な酵素には、アルカ
リホスファターゼ（リン酸塩含有プロドラッグを遊離薬物に変換するのに有用）、アリー
ルスルファターゼ（硫酸塩含有プロドラッグを遊離薬物に変換するのに有用）、シトシン
・デアミナーゼ（非毒性の5-フルオロシトシンを抗癌薬の5-フルオロウラシルに変換する
のに有用）、プロテアーゼ、例えば、セラチア・プロテアーゼ、 サーモリシン、スブチ
リシン、カルボキシペプチダーゼおよびカテプシン（カテプシン B および L等）（ペプ
チド含有プロドラッグを遊離薬物に変換するのに有用）、 D-アラニルカルボキシペプチ
ダーゼ（D－アミノ酸置換基を含有するプロドラッグを変換するのに有用）、;糖鎖開裂酵
素（ β-ガラクトシダーゼおよびノイラミニダーゼ等）（グリコシル化プロドラッグを遊
離薬物に変換するのに有用）; β-ラクタマーゼ（β-ラクタムで誘導化された薬剤を遊離
薬物に変換するのに有用）、ペニシリンアミダーゼ（ペニシリンVアミダーゼまたはペニ
シリンGアミダーゼ等）（アミン窒素基をフェノキシアセチル基か、またはフェニルアセ
チル基で各々誘導化された薬物を遊離薬物に変換するのに有用）が含まれるが、これらに
限定されるものではない。あるいは、アブザイムとしても公知の、酵素活性を有する抗体
を用いて、本発明のプロドラッグを遊離活性薬物に変換することが出来る（例えば、 Mas
sey, Nature 328: 457-458 （1987）参照）。抗体アブザイム結合体（コンジュゲート）
は、α2インテグリン抗体発現細胞、組織または臓器へのアブザイムの送達を含む本明細
書の記載にしたがって作製できる。
【０１６３】
　前述のヘテロ二官能性架橋試薬の使用を含む、当業者に周知の技術によって、酵素は抗
α2インテグリン抗体に共有結合され得る。あるいは、酵素の少なくとも機能的活性部分
に結合した抗α2インテグリン抗体の、少なくとも抗原結合領域を有する融合蛋白は、当
業者に周知の組換えDNA技術を用いて作成することができる（例えば、Neuberger et al.,
 Nature 312: 604-608 （1984）参照）。
【０１６４】
　本発明の特定の実施態様において、例えば、組織または腫瘍浸透を増加するために、完
全抗体ではなく、抗体断片を使用することが望ましい。また、その血清中半減期を増加す
るために抗体断片を修飾することが望ましい。これは、サルベージ受容体結合エピトープ
を抗体断片内に組み込むことによって、例えば、前記抗体断片の適切な領域の変異によっ
て、またはエピトープをペプチドタグに組み込み、次にそれを、例えば、DNAまたはペプ
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チド合成（例えば、 WO96/32478参照）によって末端または中央で抗体断片に融合させる
ことによって達成できる。
【０１６５】
　ヒト化抗α2インテグリン抗体の共有結合による修飾は、例えば、前記抗体の化学合成
、または酵素的または化学的開裂によって行える。選択した側鎖あるいは、N-末端または
C-末端残基と反応できる有機誘導化剤と前記抗体の標的アミノ酸残基を反応させることに
よって、抗体の他のタイプの共有結合による修飾が分子に導入される。例えば、システイ
ニル残基は、最も一般的には、クロロ酢酸またはクロロアセタミドのようなα－ハロアセ
テート（および対応するアミン類）と反応してカルボキシメチル誘導体またはカルボキシ
アミドメチル誘導体を生じる。システイニル残基の誘導体化は、また、ブロモトリフルオ
ロアセトン、α-ブロモ-β-（5-イミドゾイル）プロピオン酸、クロロアセチルリン酸、N
-アルキルマレイミド、3-ニトロ-2-ピリジルジスルフィド、メチル2-ピリジルジスルフィ
ド、p-クロロメルクリベンゾエート、2-クロロメルクリ-4-ニトロフェノール又はクロロ-
7-ニトロベンゾ-2-オキサ-1,3-ジアゾールとの反応によっても行われる。例えば、ヒスチ
ジル残基は、ピロ炭酸ジエチルがヒスチジル側鎖に相対的に特異的であるため、pH5.5～7
.0で前記物質と反応させることによって誘導体が得られる。パラ－ブロモフェナシルブロ
ミドもまた有用であり、前記反応は好ましくはpH6.0で、0.1Mカコジル酸ナトリウム中で
実施する。リジニル残基またはアミノ末端残基は、例えば、無水コハク酸または他の無水
カルボン酸と反応する。これらの物質を用いた誘導化は、リジニル残基の荷電を逆にする
作用を有する。α-アミノ含有残基を誘導体化するために好適な他の試薬として、ピコリ
ンイミド酸メチルのようなイミドエステル類、リン酸ピリドキサール、ピリドキサール、
 クロロボロヒドリド、トリニトロベンゼンスルホン酸、O-メチルイソ尿素、2,4-ペンタ
ンジオン、およびグリオキシル酸とのトランスアミナーゼ触媒反応を挙げることができる
。例えば、アルギニル残基は、１つまたはいくつかの従来の試薬、中でも、フェニルグリ
オキサール、2,3-ブタンジオン、1,2-シクロヘキサンジオンおよびニンヒドリンとの反応
によって修飾される。アルギニン残基の誘導体化には、グアニジン官能基のpKaが高いた
めアルカリ条件において反応させる必要がある。その上、これら試薬はリジンの基ならび
にアルギニンのイプシロン-アミノ基と反応する。例えば、チロシル残基は、芳香族ジア
ゾニウム化合物またはテトラニトロメタンとの反応によりチロシル残基へ分光標識を導入
する上で特定の目的で特に修飾される。最も一般的には、N-アセチルイミジゾール およ
びテトラニトロメタンがO-アセチルチロシル種および3-ニトロ誘導体をそれぞれ形成する
ために使われる。チロシル残基は125I または131Iを用いてヨード化してラジオイムノア
ッセイに使用する標識蛋白を作製する。カルボキシル側鎖基、例えば、アスパルチル基ま
たはグルタミル基は、カルボジイミド（R-N=C=N-R'）（R および R'は異なったアルキル
基）、例えば1-シクロヘキシル-3-（2-モルフォリニル-4-エチル） カルボジイミドまた
は1-エチル-3-（4-アゾニア-4,4-ジメチルペンチル）カルボジイミドと反応して選択的に
修飾される。さらに、アスパルチルおよびグルタミル残基は、アンモニウムイオンと反応
してアスパラギニルおよびグルタミニル残基に変換される。グルタミニルおよびアスパラ
ギニル残基は、対応するグルタミル残基およびアスパルチル残基にそれぞれ脱アミド化さ
れることがよくある。これらの残基は中性または塩基性条件下で脱アミド化される。これ
らの残基の脱アミド化形態は本発明の範囲内に入る。他の修飾には、プロリンおよびリジ
ンの水酸化、セリル残基またはスレオニル残基のヒドロキシル基のホスホリル化、リジン
、アルギニンおよびヒスチジン側鎖のα－アミノ基のメチル化 （T. E. Creighton, Prot
eins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco, pp.
 79-86 （1983））、N末端アミンのアセチル化、およびあらゆるC末端カルボキシル基の
アミド化が含まれる。
【０１６６】
　他のタイプの共有結合による修飾には、グリコシド（配糖体）の抗体への化学的または
酵素的カップリングが関与する。これらの方法は、N-またはO-結合グリコシル化のための
グリコシル化機能を有する宿主細胞内での抗体産生を必要としない点で有利である。使用
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するカップリング様式によって、糖は（a） アルギニンおよびヒスチジン、 （b）遊離カ
ルボキシル基、 （c）システイン等の遊離スルフヒドリル基 、（d） セリン、スレオニ
ン、またはヒドロキシプロリン等の遊離ヒドキシル基 （e） 芳香族残基（ フェニルアラ
ニン、チロシンまたはトリプトファン） または、 （f） グルタミンのアミド基 （例え
ば、WO87/05330; Aplin および Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 （198
1）参照）に結合され得る。
【０１６７】
　抗体に存在するすべての炭水化物部分の除去は、例えば、化学的または酵素的に達成さ
れる。化学的脱グリコシル化では、抗体を化合物のトリフルオロメタンスルホン酸または
同等の化合物に暴露する必要がある。この処理は結果として結合糖質（（N-アセチルグル
コサミン or N-アセチルガラクトサミン）を除く、大部分またはすべての糖質を開裂する
ことになるが、一方、抗体は完全な（無傷の）ままに残る（see, e.g., Hakimuddin, et 
al., Arch. Biochem. Biophys. 259: 52 （1987）; Edge et al., Anal. Biochem., 118:
 131 （1981））。抗体上の炭水化物部分の酵素的切断は、エンドグリコシダーゼおよび
エキソグリコシダーゼの使用によって達成できる（例えば、Thotakura et al., Meth. En
zymol. 138: 350 （1987）参照）。
【０１６８】
　他のタイプの抗体共有結合修飾には、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコ
ールまたはポリオキシアルキレンのような種々の非蛋白様ポリマーの１つに抗体を結合さ
せることが含まれる（例えば、米国特許第4,640,835号; 第4,496,689号; 第4,301,144号;
 第 4,670,417号; 第4,791,192号または第4,179,337号参照）。
【０１６９】
　ヒト化抗α2インテグリン抗体をコードする単離核酸、並びに、ベクターおよび宿主細
胞および抗体作製のための組換え技術を本明細書に記載する。抗体の組換え体作製のため
に、抗体をコードする核酸を単離し、さらにクローニングするか（DNAの増幅）、または
発現させるために複製可能なベクターに挿入する。抗体をコードするDNAは容易に単離さ
れ、従来の方法を用いて配列決定される（例えば、抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺
伝子に特異的に結合できるオリゴヌクレオチドプローブを用いて）。多くのベクターが使
用可能である。前記ベクターの構成成分には一般に、シグナル配列、複製の起源、１若し
くはそれ以上のマーカー遺伝子、エンハンサー要素、プロモータ、および転写終結配列の
１若しくはそれ以上が含まれ、また、これらに限定されるものではない。
【０１７０】
　抗α2インテグリン抗体は、異種ポリペプチドとの融合ポリペプチドを含む組換え体と
して作製され、前記異種ポリペプチドは、好ましくは、シグナル配列、または成熟蛋白ま
たはポリペプチドのN－末端に特異的切断部位を有する他のポリペプチドである。選択さ
れた異種シグナル配列は、好ましくは、宿主細胞によって認識され、プロセスされる（例
えば、シグナルペプチドによって切断される）配列である。真核シグナル配列（例えば、
免疫グロブリンシグナル配列）を認識せず、プロセスしない原核宿主細胞の場合、前記シ
グナル配列は、例えば、ペクチン酸リアーゼ （pelB等）、アルカリホスファターゼ、ペ
ニシリナーゼ、lpp、または、 熱安定性エンテロトキシンIIリーダーなどの原核シグナル
配列で置換する。酵母分泌の場合、例えば、酵母転化酵素リーダー、員子リーダー（ サ
ッカロミセスおよびクルイベロミセスa-員子リーダー）、または、酸ホスファターゼリー
ダー、C. アルビカンスグルコアミラーゼリーダー、 WO90/13646に記載のシグナルを含む
酵母シグナル配列が利用される。哺乳動物細胞発現において、哺乳動物シグナル配列およ
び、ウイルス分泌リーダー、例えば、単純ヘルペスgDシグナルが使用でき、利用できる。
このような前駆体領域（例えば、前記シグナル配列）のDNAは、抗α2インテグリン抗体を
コードするDNAに読み取りフレーム内でライゲーションされる。
【０１７１】
　発現ベクターおよびクローニングベクターは共に、１若しくはそれ以上の選択した宿主
細胞内で前記ベクターが複製できる核酸配列を含む。一般的にベクターのクローニングに
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おいて、この配列は、ベクターが宿主の染色体DNAを独立的に複製するのを可能にし、お
よび複製の起源または自己複製配列を含む配列である。このような配列は、種々の細菌、
酵母、およびウイルスについて周知となっている。例えば、プラスミドpBR322からの複製
の起源は、大部分のグラム陰性細菌に好適であり、2μプラスミド起源は、酵母に好適で
あり、種々のウイルス起源（（SV40、 ポリオーマ、アデノウイルス、 VSV または BPV）
は、哺乳動物細胞でのベクターのクローニングに好適である。一般に、複製構成成分の起
源は哺乳動物発現ベクターには必要でない（例えば、SV40起源は一般的にそれが初期プロ
モータを含むという理由でのみ使用される。）。
【０１７２】
　発現ベクターおよびクローニングベクターは、選択マーカーとも呼ばれる選択遺伝子を
含み得る。代表的な選択遺伝子は （a）アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセート
または、テトラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、 （b）栄養
要求性欠陥を補い、（c）複合培地（例えば、枯草菌類のD-アラニンラセマーゼをコード
する遺伝子）から得られない重要栄養素を供給する、 蛋白質をコードする。
【０１７３】
　選択スキームの一例では、宿主細胞の生育を阻止する薬剤を使用する。異種遺伝子で首
尾良く形質転換されたこれらの細胞は、薬剤耐性を与える蛋白質を産生し、これによって
、選択肢の療法から生き残る。このような優性選択の例では、薬剤、メトトレキサート、
ネオマイシン、ヒスチジノール、ピューロマイシン、ミコフェノール酸およびヒグロマイ
シンが使用される。
【０１７４】
　哺乳動物細胞に好適な選択マーカーは、抗α2インテグリン抗体核酸、例えば、DHFR、
チミジンキナーゼ、メタロチオネイン－Iおよび－II、好ましくは、霊長類のメタロチオ
ネイン遺伝子　アデノシン・デアミナーゼ、オルニチンデカルボキシラーゼ等を結合する
能力のある細胞の同定を可能にするマーカーである。
【０１７５】
　例えば、DHFR選択遺伝子形質転換細胞は、最初に形質転換細胞のすべてを、DHFRの競合
拮抗薬であるメトトレキサート（Mtx）を含む培地で培養して同定する。野生型DHFRを使
用した場合、適切な宿主細胞は、DHFR活性欠損のチャイニーズハムスターの卵巣（CHO）
細胞である。
【０１７６】
　あるいは、抗α2インテグリン抗体、野生型DHFR蛋白および他の選択可能なマーカー（
アミノグリコシド3'-ホスホトランスフェラーゼ（APH）等）をコードするDNA配列で、形
質転換または同時形質転換された宿主細胞（特にDHFRを含む野生型宿主）は、アミノグリ
コシド系抗生物質、例えば、カナマイシン、ネオマイシンまたはG418 （例えば、米国特
許第4,965,199号参照）を含む選択可能なマーカーの選択物質を含む媒体での細胞増殖に
よって選択できる。
【０１７７】
　１つの好適な酵母用選択遺伝子は、酵母プラスミドYRp7に存在するtrp1遺伝子である（
Stinchcomb et al., Nature, 282: 39 （1979））。前記trp1遺伝子は、トリプトファン
増殖能力欠損酵母の突然変異株、例えば、ATCC No. 44076 またはPEP4-1 （例えば、Jone
s, Genetics, 85: 12 （1977）参照）の選択マーカーを提供する。酵母宿主細胞ゲノムの
trp1病変の存在によって、トリプトファンの不在下での増殖による形質転換を検出する有
効な環境が提供される。同様に、公知のLeu2遺伝子を有するプラスミドによるLeu2-欠損
酵母株（ATCC 20,622 または 38,626）が考慮される。
【０１７８】
　さらに、1.6μ環状プラスミドpKD1由来のベクターは、クルイベロミセス酵母の形質転
換に使用できる。あるいは、 K. lactisの組換え子牛キモシンの大規模産出の発現方法は
、Van den Berg, Bio/Technology, 8:135 （1990）によって報告されている。クルイベロ
ミセスの産業株による成熟組換えヒト血清アルブミンの分泌のための安定な複数コピー発
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現ベクターもまた開示されている（例えば、Fleer et al., Bio/Technology, 9: 968-975
 （1991）参照）。
【０１７９】
　発現およびクローニングベクターは、宿主生物によって通常認識され、抗α2インテグ
リン抗体核酸に可動的に結合するプロモータを含む。原核宿主との使用に好適なプロモー
タには、アラビノース・プロモータ （例えば、araB）、phoA プロモータ、β-ラクタマ
ーゼ・プロモータおよびラクトース・プロモータ系、アルカリホスファターゼ、トリプト
ファン（trp）プロモータ系およびtacプロモータのような ハイブリッドプロモータが含
まれる。しかし、他の公知の細菌プロモータが適応する。細菌系用プロモータはまた、抗
α2インテグリン抗体をコードするDNAに可動的に結合するShine-Dalgamo（S.D.）配列を
含む。
【０１８０】
　真核細胞のプロモータ配列は公知である。大抵の真核性遺伝子は、転写開始部位から約
25～30塩基上流のATリッチ領域を有する。多くの遺伝子の転写開始部位から70～80上流に
ある他の配列は、CNCAAT（SEQ ID NO:115）領域で、Nはヌクレオチドである。大部分の真
核遺伝子の3'末端には、コード配列の3'末端にポリA尾部を付加するためのシグナルであ
るAATAAA（SEQ ID NO:116）配列がある。このような配列は真核発現ベクターに好適に挿
入される。
【０１８１】
　酵母宿主用として好適なプロモータ配列の例には、3-ホスホグリゼリン酸キナーゼ又は
、エノラーゼのような他の解糖系の酵素、グリセルアルデヒド3‐リン酸デヒト゛ロゲナ
ーゼ、ヘキソキナーゼ、 ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グ
ルコース－6リン酸イソメラーゼ、3-ホスホグリセリン酸ムターゼ、ピルビン酸キナーゼ
、トリオースリン酸イソメラーゼ、グルコースリン酸イソメラーゼ、および グルコキナ
ーゼが含まれるが、これらに限定されるものではない。増殖条件により制御される転写の
利点をさらに有する誘発性プロモータである他の酵母プロモータは、アルコールデヒドロ
ゲナーゼ2、イソシトクロムC、酸性ホスファターゼ、 窒素代謝関連分解酵素、メタロチ
オネイン、グリセルアルデヒド3‐リン酸デヒト゛ロゲナーゼおよび、マルトースおよび
ガラクトースの利用に関与する酵素のためのプロモータ領域である。酵母の発現に使用す
るための好適なベクターおよびプロモータはさらに、欧州特許第73,657号に記載されてい
る。酵母エンハンサーもまた、酵母プロモータと共に用いると有利である。
【０１８２】
　哺乳動物宿主細胞のベクターからの抗α2インテグリン抗体転写は、ポリオーマウイル
ス、鶏痘ウイルス、アデノウイルス（アデノウイルス2）、ウシ乳頭腫ウイルス、トリ肉
腫ウイルス、サイトメガロウイルス、レトロウイルス、B型肝炎ウイルス、またはシミア
ンウイルス40 （SV40）のようなウイルスのゲノムから得られたプロモータ、異種哺乳動
物プロモータ（アクチンプロモータまたは免疫グロブリンプロモータ等）から得られたプ
ロモータ、熱ショックプロモータから得られたプロモータによって制御されるが、ただし
、このようなプロモータが宿主細胞システムと適合性があることを条件とする。SV40ウイ
ルスの初期および後期プロモータは、SV40ウイルス起源の複製をも含むSV40制限断片とし
て簡便に得られる。ヒトサイトメガロウイルスの即時初期プロモータは、HindIII E制限
断片として簡便に得られる。ベクターとしてウシ乳頭腫ウイルスを用いた哺乳動物宿主に
おけるDNAを発現する方法は、米国特許第4,419,446号に開示されており、また、これの変
法は米国特許第4,601,978号に記載されている（また、マウスにおいてチミジンキナーゼ
の制御下で単純疱疹ウイルスからのヒトβ－インターフェロンの発現については、Reyes 
et al., Nature 297: 598-601（1982）を参照）。あるいは、Rous肉腫ウイルスの長い末
端反復をプロモータとして使用することができる。
【０１８３】
　より高度な真核生物によって抗α2インテグリン抗体をコードするDNAの転写は、ベクタ
ーにエンハンサー配列を挿入することによってしばしば増加する。現在、哺乳動物遺伝子
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（グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α－フェトプロテイン、およびインスリン）か
らの多くのエンハンサー配列が周知である。しかし、真核細胞ウイルスからのエンハンサ
ーがよく用いられる。例として、複製開始点の後期側（bp100-270）にあるSV40エンハン
サー、サイトメガロウイルス初期プロモータエンハンサー、複製開始点の後期側にあるポ
リオーマエンハンサー、およびアデノウイルスエンハンサー（また、真核性プロモータの
活性化のための要素の強化については、例えば、 Yaniv, Nature 297: 17-18（1982）参
照）が含められる。前記エンハンサーは、抗α2インテグリン抗体コード配列に対して5’
位置か、3’位置でベクターにスプライスされ、好ましくはプロモータから5’位置に位置
づけられる。当業者に周知の他の遺伝子調節方法（例えば、テトラサイクリン誘導方法お
よびGeneSwitch（商標）のような誘導方法）を用いて、抗α2インテグリンをコードするD
NAの転写を制御することができる。
【０１８４】
　真核性宿主細胞（酵母、菌類、昆虫、植物、動物、ヒト、または他の多細胞生物からの
有核細胞）は、またｍRNAの転写の終了および安定化に必要な配列を含む。このような配
列は、一般に真核性またはウイルスのDNAまたはcDNAの5'および、たまには3'の非翻訳領
域から使用できる。これらの領域は抗α2インテグリン抗体をコードするmRNAの非翻訳部
分のポリアデニル化断片として転写されたヌクレオチドセグメントを含む。１つの有用な
転写終了成分は、ウシ成長ホルモンポリアデニル化領域（例えば、 WO94/11026 およびそ
こに開示されている発現ベクター参照）である。
【０１８５】
　本明細書において、ベクター内でのDNAのクローニングまたは発現に、好適な宿主細胞
は前述したように原核生物、酵母または高度な真核細胞である。この目的に好適な原核生
物には、グラム陰性または陽性菌を含む真正細菌、例えば、エシェリキア属のような 腸
内細菌（大腸菌 エンテロバクター属、エルウイニア属、 クレブシエラ属、プロテウス属
、サルモネラ属（ネズミチブス菌等）、セラシア属（セラチアマルセッセンス（Serratia
 marcescans））および赤痢菌並びに、枯草菌類（枯草菌およびバシラス・リセニフォル
ミス（B. licheniformis）等）、シュードモナス属（緑膿菌等）およびストレプトミセス
属が含まれる。好適な大腸菌クローニング宿主細胞には、大腸菌294（ATCC 31,446）、大
腸菌B、大腸菌X1776（ATCC 31,537）および大腸菌 W3110（ATCC 27,325）が含まれる。
【０１８６】
　原核生物に加えて、糸状菌または酵母のような真核性細菌が、抗α2インテグリン抗体
コード化ベクターの好適なクローニングまたは発現宿主である。出芽酵母、または一般の
パン酵母が下等な真核宿主細菌の中で最も一般的に用いられる。しかし、多くの他の属、
種および株は一般に使用可能であり、例えば、シゾサッカロミセスポンベ（Schizosaccha
romyces pombe）; K.ラクティス（K. lactis）、K. フラジリス（K. fragilis ）（ATCC 
12,424）、K.ブルガリカス（K. bulgaricus ）（ATCC 16,045）、K. ウィッケラミ （K. 
wickeramii）（ATCC 24,178）、K.ウオルティ（K. waltii）（ATCC 56,500）、K.ドロソ
フィラルム（K. drosophilarum ）（ATCC 36,906）、K.サーモトレランス（K. thermotol
erans）、またはK.マルキシアヌス（K. marxianus ）を含むクルイベロミセス属（Kluyve
romyces）宿主細胞; yarrowia （欧州特許第402,226号）; フィチア・パストリス（Pichi
a pastoris ）（欧州特許第183,070号）; カンジダ属; トリコデルマ・リーシア（Tricho
derma reesia）（欧州特許第244,234号）; ニューロスポラ・クラッサ（Neurospora cras
sa）; シュワニオマイセス（Schwanniomyces）属（シュワニオマイセス・オクシデンタリ
ス（Schwanniomyces occidentalis））;および糸状菌（ニューロスポラ（ Neurospora）
、ペニシリウム属、トリポクラジウム属（Tolypocladium））、または、アスペルギルス
属宿主（A.ニヂュランス（A. nidulans）またはA.ニジェール（A. niger）等）が有用で
ある。
【０１８７】
　グリコシル化抗α2インテグリン抗体の発現に好適な宿主細胞は、多細胞生物から由来
する。無脊椎動物細胞の例には、植物および昆虫細胞が含まれる。Spodoptera frugiperd
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a （芋虫）、Aedes aegypti（蚊）、Aedes albopictus （蚊）、Drosophila melanogaste
r （ショウジョウバエ）およびボンビクス・モリ（Bombyx mori）のような宿主から多数
のバキュロウイルス株および変異株および対応する許容性昆虫宿主細胞が同定されている
。トランスフェクションのための様々なウイルス株、例えば、オートグラファ・カルフォ
ルニア（Autographa californica）NPVのL-1 変異体および ボンビクス・モリNPVのBm-5
株が広く入手可能であり、このようなウイルスは、具体的にはスポドプテラ・フルギペル
ダ（Spodoptera frugiperda）細胞のトランスフェクションに用いることができる。
【０１８８】
　綿、トウモロコシ、ジャガイモ、大豆、ペチュニア、トマト、タバコの植物細胞の培養
もまた宿主として利用できる。
【０１８９】
　しかし、脊椎動物細胞に最も大きい関心が持たれており、また多様な哺乳動物細胞を含
む脊椎動物細胞の増殖が日常的方法となって来ている。有用な哺乳動物宿主細胞の例には
、SV40によって形質転換されたサル腎臓のCV1系（例えば、COS-7, ATCC CRL 1651）;増殖
させるために浮遊培養中でサブクローンされたヒト胎児腎臓系293または293 細胞 （例え
ば、Graham et al., J. Gen Virol. 36: 59（1977）参照）;ベイビーハムスター腎臓細胞
（例えば、BHK, ATCC CCL 10）; チャイニーズハムスター卵胞（CHO）細胞（DHFR 欠損の
CHO細胞等（例えば、DHFR Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216 （198
0）参照）; マウスセルトリ（sertoli）細胞（例えば、 TM4, Mather, Biol. Reprod. 23
: 243-251 （1980））; サル腎臓細胞（例えば、 CV1 ATCC CCL 70）; アフリカミドリザ
ル腎細胞（例えば、 VERO-76, ATCC CRL-1587）; ヒト頸癌細胞（例えば、 HELA, ATCC C
CL 2）; 犬腎細胞（例えば、 MDCK, ATCC CCL 34）; バッファローラット（buffalo rat
）肝細胞（例えば、BRL 3A, ATCC CRL 1442）; ヒト肺細胞（例えば、 W138, ATCC CCL 7
5）; ヒト肝細胞 （例えば、 Hep G2, HB 8065）; マウス乳癌（例えば、 MMT 060562, A
TCC CCL51）; TRI 細胞（例えば、 Mather et al., Annals N.Y Acad. Sci. 383: 44-68 
（1982）参照）; MRC 5細胞; FS4細胞;またはヒト肝臓癌系（例えば、Hep G2）がある。
【０１９０】
　宿主細胞は、抗α2インテグリン抗体作製用に前述の発現またはクローニングベクター
で形質転換され、プロモータを誘導し、形質転換体を選択し、および／または目的の配列
をコードする遺伝子を増幅するために適切に修飾された従来の栄養培養液内で培養される
。
【０１９１】
　抗α2インテグリン抗体の作製に使われる宿主細胞は、種々の媒体内で培養される。市
販の媒体、例えば、Ham's F10（Sigma）、最小必須培地（Minimal Essential Medium）（
（MEM）（Sigma）、RPMI-1640（Sigma）,およびダルベッコー修飾イーグル培地（Dulbecc
o's Modified Eagle's Medium ）（（DMEM）, Sigma）は宿主細胞の培養に適している。
さらに、Ham et al., Meth. Enz. 58: 44 （1979）、Barnes et al., Anal. Biochem. 10
2: 255 （1980）、米国特許第4,767,704号; 第4,657,866号; 第4,927,762号; 第4,560,65
5号;または第5,122,469号; WO90103430; WO 87/00195;または米国特許再第30,985号に記
載されているすべての媒体を宿主細胞用培地として使うことが出来る。これらの媒体はす
べて、必要に応じてホルモン、および／または他の成長因子（インスリン、トランスフェ
リン、または上皮成長因子等）、塩類（塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム、お
よびリン酸塩等）、バッファー（HEPES等）、ヌクレオチド（アデノシンおよびチミジン
等）、抗生物質（GENTAMYCINTM薬剤等）、痕跡元素（ミクロモル範囲の最終濃度に通常存
在する無機化合物として定義される）、およびグルコースまたは同等のエネルギー源）が
補充される。他の必要な補充物質もまた、当業者に周知の適切な濃度で含めることができ
る。培養条件、例えば、温度、pH、および類似事項は、発現のために選択された宿主細胞
で以前に用いられた培養条件を含めて、当業者によって選択される。
【０１９２】
　抗α2インテグリン抗体は、例えば、プロテインAクロマトグラフィー、イオン交換クロ
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マトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析法、および／
または、アフィニティークロマトグラフィーを使用して、微生物細胞、または哺乳動物細
胞を含む細胞から精製することができる。プロテインAのアフィニティリガンドとしての
適合性は、その抗体に存在する免疫グロブリンFcドメインのアイソタイプおよび種に依存
する。プロテインAは、ヒトγ1、γ2またはγ4重鎖に基づく抗体の精製に使用できる（例
えば、 Lindmark et al., J. Immunol. Meth. 62:1-13（1983） 参照）。プロテインGは
マウスのアイソタイプおよびヒトγ3に有用である（例えば、Guss et al, EMBO J. 5:151
6-1517 （1986）参照）。アフィニティリガンドが結合するマトリックスは、ほとんどの
場合、アガロースであるが、他のマトリックスも使用できる。孔制御ガラスやポリ（スチ
レンジビニル）ベンゼンのような機構的に安定なマトリックスでは、アガロースで得られ
るよりも、より速い流速およびより短時間の処理時間が可能となる。抗体がCH3ドメイン
を有する場合は、Bakerbond ABXTM （J.T. Baker, Phillipsburg, N.J.）が精製に有用で
ある。蛋白質の精製には、以下の技術、例えば、イオン交換カラム、エタノール沈降、シ
リカでの逆相HPLCクロマトグラフィー、ヘパリンSEPHAROSETMでのクロマトグラフィー、
陰イオンまたは陽イオン交換樹脂（例えば、ポリアスパラギン酸）、クロマトフォーカシ
ング、SDS-PAGE、硫安塩析、および／または疎水性相互作用クロマトグラフィー等による
分画化の技術のうち、１若しくはそれ以上を含むことができる。例えば、精製段階後に、
pH約2.5～pH4.5間のpHで、好ましくは低塩濃度（例えば、約0～0.25M塩）の溶出バッファ
ーを用いて、目的の抗体と、不純物を有する混合液をpHの低い疎水性相互作用クロマトグ
ラフィーにかけることは有用である。
【０１９３】
　治療投与用の製剤を含む抗α2インテグリン抗体製剤は、目的の精度を有する抗体を選
択的に生理学的に許容される担体、賦形剤、添加剤、または安定化剤（Remington's Phar
maceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed.（1980））と混合して、凍結乾燥製剤
または水溶液の形態に調製して保存される。許容される担体、賦形剤、添加剤または安定
化剤は、用量および使用濃度において服用者に無毒であり、リン酸、クエン酸および他の
有機酸等の緩衝液; 酸化防止剤（アスコルビン酸およびメチオニン等）; 保存料 （オク
タデシルジメチルベンジルアンモニウムクロライド等）; 塩化ヘキサメトニウム; 塩化ベ
ンザルコニウム、塩化ベンゼトニウム; フェノール、ブチルまたはベンジルアルコール; 
アルキルパラベン（メチルまたはプロピルパラベン等）; カテコール; レゾルシノール; 
シクロヘキサノール; 3-ペンタノール; および m-クレゾール）; 低分子量（約10残基未
満）のポリペプチド; 蛋白質（血清アルブミン、ゼラチン、または免疫グロブリン等）; 
親水性ポリマー（ポリビニールピロリドン等）; アミノ酸（グリシン、グルタミン、アス
パラギン、ヒスチジン、アルギニンまたはリジン等）; 単糖類、二糖類、または他の糖質
（炭水化物）（グルコース、マンノース、またはデキストリンを含む）; EDTAのようなキ
レート剤; 糖類（例えば、蔗糖、マンニトール、トレハロースまたはソルビトール）; ナ
トリウムのような塩形成カウンターイオン ; 錯塩類 （例えば、Zn-蛋白複合体）; およ
び／またはTWEENTM, PLURONICSTM または、ポリエチレングリコール（PEG）のような非イ
オン性界面活性剤が含まれる。
【０１９４】
　抗体製剤はまた、治療する特定の適応症について2種以上の活性化合物、好ましくは相
互に有害な作用を及ぼさず相補的に活性な化合物を含む。該当疾患の予防または治療に現
在使用されている１若しくはそれ以上の薬剤に加えて抗α2インテグリン抗体を使用する
ことが望ましい。その上、免疫抑制薬をさらに与えることが望ましい。このような分子は
、意図した目的に有効な量の組み合わせで好適に存在している。
【０１９５】
　前記活性成分はまた、例えば、コアセルベーション技術によって、あるいは界面重合に
よって作製されたマイクロカプセル、例えば、ヒドロキシメチルセルロース、またはゼラ
チン－マイクロカプセルおよびポリ－（メチルメタクリレート）マイクロカプセル、コロ
イド性薬物送達システム（例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフィア、マイクロエ
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マルジョン、ナノ粒子またはナノカプセル）またはマクロエマルション内に封じ込めるこ
とができる。このような技術は、例えば、Remington's Pharmaceutical Sciences 16th e
dition, Osol, A. Ed. （1980）に開示されている。
【０１９６】
　生体内投与に用いられる製剤は、好ましくは滅菌性である。これは、例えば、滅菌濾過
膜による濾過により容易に実施できる。
【０１９７】
　徐放性製剤を作製し得る。徐放性製剤の好適な例は、基材がフィルム、またはマイクロ
カプセル等の造形物の形態の、抗体を含有する固体疎水性ポリマーの半透過性基材である
。徐放性基材の例には、ポリエステル、ヒドロゲル（例えば、ポリ（2-ヒドロキシエチル
-メタクリレート）、またはポリ（ビニルアルコール）、ポリラクチド（米国特許第3,773
,919号）、L-グルタミン酸とγエチル-L-グルタミン酸の共重合体、非分解性エチレン酢
酸ビニル、Lupron DepotTM （乳酸-グリコール酸共重合体と酢酸ロイプロリドで構成ミク
ロスフェア注射剤）のような分解性の乳酸-グリコール酸共重合体、およびポリ-D-（-）-
3-ヒドロキシ酪酸がある。エチレン酢酸ビニルおよび乳酸-グリコール酸共重合体のよう
なポリマーは100日間以上に渡る分子の遊離を可能にするが、特定のヒドロゲルはより短
期間に蛋白質を遊離する。カプセル型抗体が体内に長期間残存する場合、37℃で湿度に暴
露した結果として変性または凝集し、その結果、生物活性の喪失および免疫原性における
変化の可能性が生じる。理論的対策として、関連する機構に応じて安定化を工夫すること
ができる。例えば、凝集の機序がチオ－ジスルフィド相互交換による分子間のS-S結合形
成であることがわかった場合、スルフヒドリル残基の修飾、酸性溶液からの凍結乾燥、お
よび適切な添加剤を用いた含水量の調節および特定のポリマー基材の組成物の開発によっ
て安定化が達成される。
【０１９８】
　前記抗α2インテグリン抗体はアフィニティ精製剤として使用される。このプロセスに
おいて、前記抗体は、当業者に周知の方法を用いてSephadex樹脂または濾過紙のような固
相に固定化する。α2β1インテグリン蛋白質（またはその断片）を含有するサンプルに、
固定化された抗体を接触させて精製し、その後、支持体を適切な溶媒で洗浄し、これによ
ってサンプル内の固定化された抗体に結合しているα2β1インテグリン以外のすべての物
質が除去される。最後に、前記支持体を他の好適な溶媒、例えば、グリシンバッファでpH
5.0にて洗浄し、これによって、α2β1インテグリン蛋白質が抗体から遊離される。
【０１９９】
　抗α2インテグリン抗体はまた、α2β1インテグリン蛋白の診断的アッセイ、例えば、
特定の細胞、組織、または血清中における発現での検出としても有用である。診断的使用
の場合、前記抗体は一般的には、検出可能な部分で標識される。一般的に放射性同位元素
、蛍光標識および酵素基質標識のカテゴリーにグループ分けされる多数の標識が使用でき
る。放射性同位元素、例えば、35 S、14C、125I、3Hおよび131Iは、有用な標識である。
前記の抗体は、例えば、Current Protocols in Immunology, Volumes 1 および 2, Colig
en et al., Ed. Wiley-Interscience, New York, N.Y., Pubs. （1991）に記載の技法を
用いて放射性同位元素で標識でき、放射活性は、例えば、シンチレーションカウントを用
いて測定できる。希土類キレート（ユーロピウムキレート）のような蛍光標識、またはフ
ルオレセインおよびその誘導体類、ローダミンおよびその誘導体類、ダンシル、リサミン
（Lissamine）、フィコエリスリンおよびテキサスレッドも有用である。前記蛍光標識は
、例えば、前記のCurrent Protocols in Immunologyに開示されている技法を用いて抗体
と結合することができる。蛍光性は、例えば、蛍光光度計を用いて定量できる。種々の酵
素－基質標識もまた、有用である（例えば、総説については、米国特許第4,275,149号参
照）。酵素は一般的に種々の技法を用いて測定できる色原性基質の化学的変換を触媒する
。例えば、前記酵素は基質での色の変化を触媒し、これを分光光度計で測定できる。ある
いは、酵素は基質の蛍光性または化学発光を変える。蛍光性における変化を定量する技術
は前述した。化学発光性基質は化学反応によって電子的に励起し、次に、測定できる（例
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えば、ケミルミノメータを用いて）光を放射するか、または蛍光受容体にエネルギーを提
供する。酵素標識の例には、ルシフェラーゼ （例えば、蛍ルシフェラーゼ および細菌ル
シフェラーゼ; 米国特許第4,737,456号）、 ルシフェリン、 2,3-ジヒドロフタラジンジ
オン、リンゴ酸脱水素酵素、ウレアーゼ、ホースラディッシュ・ペルオキシダーゼ（HRPO
）のようなペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、グルコ
アミラーゼ、 リゾチーム、 糖質酸化酵素 （例えば、ブドウ糖酸化酵素、ガラクトース
酸化酵素、および ブドウ糖-6-リン酸脱水素酵素）、複素環酸化酵素 （ウリカーゼおよ
びキサンチン酸化酵素等）、 ラクトペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダーゼ、およ
び類似物が含まれる。抗体に酵素を結合させる方法は、例えば、O'Sullivan et al., Met
hods for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Immunoa
ssay, in Methods in Enzym. （ed J. Langone & H. Van Vunakis）, Academic press, N
.Y., 73: 147-166 （1981）に記載されている。酵素－基質の組合せの例には、（i） ホ
ースラディッシュ・ペルオキシダーゼ（HRPO） と基質としての水素ペルオキシダーゼ（h
ydrogen peroxidase）、この場合、水素ペルオキシダーゼは色素前駆体を酸化する（例え
ば、 オルトフェニレンジアミン （OPD） または 3,3', 5,5'-テトラメチルベンジジンハ
イドロクロライド （TMB））; （ii）アルカリホスファターゼ（AP）と色原性基質として
のパラ-ニトロフェニルホスフェート; および（iii） β-D-ガラクトシダーゼ（β-D-Gal
）と色原性基質（例えば、p-ニトロフェニル-β-D-ガラクトシダーゼ）または色原性基質
4-メチルウンベリフェリル-β-D-ガラクトシダーゼがある。多くの他の酵素・基質の組合
せを、当業者は使用できる（例えば、全般的総説については、米国特許第 4,275,149号お
よび第4,318,980号参照）。
【０２００】
　標識は直接抗体と結合される場合もある。当業者はこれを行う種々の技法を承知してい
るであろう。例えば、抗体はビオチンと結合し、前述した３つの大きいカテゴリーの標識
の何れかがアビジンと結合するか、またはその逆の場合も同様である。ビオチンは選択的
にアビジンに結合し、従って標識はこの間接的な様式で抗体と結合できる。あるいは、標
識と抗体を間接的に結合させるには、抗体を小ハプテン（例えば、ジコキシン）および前
述の異なったタイプの標識の１つが抗ハプテン抗体 （例えば、抗ジコキシン抗体） に結
合できる。このようにして、標識の抗体への間接的結合は達成できる。
【０２０１】
　抗α2インテグリン抗体は、標識する必要はなく、抗α2インテグリン抗体に結合する標
識化抗体を用いてその存在を検出できる。抗α2インテグリン抗体には、あらゆる公知の
検定方法、例えば競合結合アッセイ、直接および間接サンドイッチアッセイ、および免疫
沈降アッセイ（例えば、 Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp.1
47-158 （CRC Press, Inc. 1987）参照）を用いることができる。競合結合アッセイは、
試験サンプル検体と限られた量の抗体で競合する標識標準の能力に依存している。例えば
、試験サンプルのα2β1インテグリン蛋白量は、抗体に結合される標準量に反比例する。
結合標準量の測定を容易にするために、抗体に結合されている標準、および検体が都合良
く、分離されて非結合標準および検体になるように抗体を競合の前か、後に通常不溶化す
る。サンドイッチアッセイでは、各々が、検出される蛋白質の異なった免疫原性部分また
はエピトープに結合できる２つの抗体を使用する。サンドイッチアッセイにおいて、試験
サンプル検体は固体支持体に固定化された第１の抗体に結合され、その後、第２の抗体が
前記検体に結合することによって、不溶性の三部分複合体を形成する（例えば、米国特許
第 4,376,110号参照）。第２の抗体はそれ自体が検出可能部分（例えば、直接サンドイッ
チアッセイ）で標識されているか、または、検出可能部分（例えば、間接サンドイッチア
ッセイ）で標識された抗免疫グロブリン抗体を用いて測定される。例えば、サンドイッチ
アッセイの１タイプはELISAアッセイであり、この場合、検出可能部分は酵素である。
【０２０２】
　免疫組織化学に関しては、腫瘍サンプルを含む組織サンプルを新鮮なまま、または凍結
し、あるいは、パラフィンに包埋して、フォルマリンのような防腐剤で固定化する。
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【０２０３】
　抗α2インテグリン抗体はまた、in vivo診断アッセイにも使用される。一般に、前記抗
体は例えば、免疫シンチグラフィーを用いて、組織、例えば、腫瘍を限局化できるように
放射性核種（111In, 99Tc, 14C, 131I, 125I, 3H, 32P or 35S）で標識される。
【０２０４】
　便宜上、抗α2インテグリン抗体は、診断的アッセイの実施用を含む説明書とともに事
前決定された量の試薬の組み合わせのパッケージ等のキットとして提供できる。前記抗体
を酵素で標識している場合は、キットには、酵素に必要な基質と補因子（例えば、検出可
能な発色団または発蛍光団を出す基質前駆体）が含まれる。他の添加剤、例えば、安定化
剤、バッファー（例えば、ブロックバッファーまたは溶解緩衝液）および類似物がキット
に含められ得る。例えば、キットに提供される種々の試薬の相対量は、大きく異なってお
り、アッセイの感度を実質的に最適化する試薬溶液濃度を提供する。前記試薬は、例えば
、溶解すると、試薬溶液が適切な濃度になる添加剤を含む、通常凍結乾燥された乾燥粉末
として提供され得る。
【０２０５】
　抗α2インテグリン抗体は、本明細書に記載するように、種々のα2β1インテグリン関
連疾患の治療に用いられる。抗α2インテグリン抗体は、非経口的、皮下的、腹腔内、肺
内または鼻腔内を含むあらゆる好適な手段によって投与される。局所的免疫抑制療法が必
要な場合は、前記抗体の病巣内投与（移植前の灌流または抗体を有するグラフトと接触さ
せることを含む）が行われる。非経口的投与には、筋肉内、静脈内、動脈内、腹腔内、ま
たは皮下投与が含まれる。さらに、抗α2インテグリン抗体は、例えば抗体の用量を漸減
するパルス注入によって適切に投与される。好ましくはこの投与は注射で、最も好ましく
は、静注または皮下注射によって行う。これは、投与が短期間か、長期間かによってある
程度異なる。
【０２０６】
　疾患の予防または治療に関しては、抗体の適切な投与量は、前記に定義しているように
治療する疾患の種類、疾患の重症度および経過、抗α2インテグリン抗体が予防目的また
は治療目的で投与されるか、過去の療法、患者の病歴および抗体への応答、および主治医
の裁量によって異なる。前記抗体は一回投与にも適し、または一連の治療にわたっての投
与にも適する。
【０２０７】
　疾患の種類および重症度に応じて、[約1 μg/kg ～約15 mg/kg または約0.05 μg/kg 
～約20 mg/kg]の抗体が対象への候補初期投与量であり、例えば、１回若しくはそれ以上
の回数に分けて投与、または連続的注入する。代表的な１日投与量は、前述のファクター
に応じて[約1 μg/kg ～約100 mg/kg]の範囲またはそれ以上となる。数日間または長期反
復投与の場合は、病状に応じて目的とする疾患の症状の抑制が得られるまで治療を維持す
る。しかし、他の投与方法も有用である。この療法の進行は、当業者によって容易にモニ
ターされる。
【０２０８】
　抗α2インテグリン抗体組成物は、医療基準に従った方法で製剤化され、分量され、投
与される。これに関連して、考慮されるファクターには、治療する特定疾患、治療する特
定哺乳動物、個々の患者の臨床状態、疾患の原因、薬剤の送達部位、投与方法、投与計画
、薬理試験および毒性試験の結果、および医師に公知となっている他のファクターが含ま
れる。投与する抗体の治療有効量は、このようなことを考察して決定され、α2β1インテ
グリン関連疾患の予防、改善または治療のための最小必要量である。このような量は、宿
主に毒性となる、または宿主が感染症に著しく罹患しやすくなる量より少ないことが好ま
しい。
【０２０９】
　抗α2インテグリン抗体は、補助療法として該当疾患の予防、治療に現在使用されてい
る１若しくはそれ以上の薬剤と共に製剤化しなくてもよいが、選択的に前記薬剤と共に製
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剤化し、同時投与し、使用できる。例えば、慢性関節リューマチにおいて、前記抗体はグ
ルココルチコステロイド、Remicaid（登録商標）または承認済みのあらゆる慢性関節リュ
ーマチ治療薬と共に投与され得る。多発性硬化症の場合は、前記抗体は、インターフェロ
ンβ、アボネックス（Avonex）、コパキソン（Copaxon）または、多発性硬化症の徴候お
よび症状の治療に承認された他の療法と併せて投与され得る。移植の場合は、前記抗体は
免疫抑制効果を調節するために、前記に定義した免疫抑制剤、例えば、サイクロスポリン
Aと同時に、あるいは、別々に投与し得る。あるいは、さらに、α2β1インテグリン拮抗
薬をα2β1インテグリン関連疾患罹患哺乳動物に投与し得る。このような他剤の有効量は
、製剤に存在する抗α2インテグリン抗体の量、疾患または治療タイプ、および前述の他
のファクターによって異なる。一般には、これらは同じ投与量で、および上文で用いた投
与経路で、または従来の投与量の約1～99%で用いられる。
【０２１０】
　前述の疾患の治療に有用な、抗α2インテグリン抗体を含む物質を含有する製品を提供
する。製品は容器およびラベルを有する。好適な容器には、例えば、瓶、バイアル、シリ
ンジ、および試験管が含まれる。容器はガラスまたはプラスチックのような多様な素材か
ら形成される。容器には病状の治療に有効な組成物が含まれ、滅菌性アクセスポート（例
えば、前記容器は静注液用バッグまたは皮下注射針で穿孔可能な栓の付いたバイアル）を
有する。組成物内の活性物質は抗α2インテグリン抗体である。容器に付けた、または添
付のラベルには、前記組成物は最も適応する病状の治療に用いることを表示する。前記製
品は、さらに、薬学的に許容される緩衝液、例えば、リン酸緩衝生理食塩水、リンゲル液
、またはブドウ糖溶液を有する第２の容器を有する。これにはさらに、他の緩衝液、賦形
剤、フィルター、針、シリンジ、および使用説明書を伴った添付文書を含む商業的、およ
び使用者見地から望ましい他の材料が含まれる。
【０２１１】
　前述の原理は、例えば、BHA2.1 ハイブリドーマ （Hangan et al., Cancer Res., 56（
13）: 3142-9 （1996））によって分泌された抗α2インテグリン抗体に適用される。この
抗体はヒトおよびラットα2β1インテグリンに結合するが、マウスの同等物に結合しない
。このようにしてBHA2.1ハイブリドーマによって作製された前記抗体は、本明細書におい
てTMC-2206と称し、Chemicon（現在はMilliporeの一部、カタログ番号MAB1998）から市販
されている。TMC-2206のヒト化、異性体を含むキメラを作製し、in vitro分析を行った。
TMC-2206抗体か、あるいは、マウスα2β1インテグリンを認識できる抗体を含む類似の抗
体を用いて、in vivo試験も実施した。以下の実施例は、例示であって、それらに限定さ
れるものではない。明細書におけるすべての引用の開示は、この参照により明示的に組み
込まれる。
【実施例】
【０２１２】
＜実施例１＞
　α2β1インテグリンに特異性を有する抗体を設計し作製した。ハイブリドーマBHA2.1に
より分泌されるTMC-2206と命名されたマウス抗体の可変領域の、未知であった配列が本明
細書に記載の通り決定された。VHおよびVL cDNA は、BHA2.1ハイブリドーマ細胞から得ら
れたmRNAから、RT-PCR法によりマウス抗体可変領域の重鎖（VH）または軽鎖（VL）可変領
域のN末端のアミノ酸に対応する1セット目のプライマー、およびγ1重鎖定常領域および
κ軽鎖定常領域にそれぞれ対応する2セット目のプライマーを用いてクローニングした。
その配列は、本明細書に記載の標準方法に従って単離したmRNAから合成されたcDNA から
決定した。
【０２１３】
　細胞質mRNAは、TMC-2206を発現している約100万（1 x 106）個のBHA2.1ハイブリドーマ
細胞から公知の標準的な分子学的技法を用いて単離した。ポリA mRNAを単離するため、細
胞を5Mグアニジニウムチオシアネート中で溶解し、オリゴ（dT）セルロース（Ambion, TX
）を混合し、室温にて静かに撹拌しながら60分間インキュベートした。オリゴ（dT）セル
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に詰めた。このカラムを3000xg で１分間遠心し、次にRNA を10mMトリス（Tris）200μL
、pH8.0、1mM EDTA （TE）バッファーで溶出し、0.1容量の5M 酢酸アンモニウム（NH4Ac
）および2.5容量の100% エタノールで-20℃で沈殿させた。RNA は遠心してペレット化し
、乾燥し、DEPC処理水に溶解した。 
【０２１４】
　cDNAは、マウス抗体重鎖（VH）可変領域または軽鎖（VL）可変領域のいずれかのＮ末端
に基づくプライマーと、マウス抗体のγ1重鎖またはκ軽鎖の定常領域に対応する第２セ
ットのプライマーとで開始した逆転写によって単離BHA2.1mRNA から合成した。BHA2.1抗
体の配列は未知であったため、表1に示すように、マウス軽鎖および重鎖可変領域のN末端
用の市販縮重抗体プライマー（Amersham Biosciences製軽鎖プライマーミックス27-1583-
01番および重鎖プライマーミックス27-1586-01番）を使用した。これらのプライマーは、
それぞれマウス軽鎖および重鎖のN末端における異なったアミノ酸組成を有することが報
告されている。RT-PCR 反応（Qiagen RTキット）は以下の通り設定した：mRNA 0.5μg、5
× RTバッファー10μL、10mM dNTPミックス2μL、10mMプライマー溶液各5μL および酵素
ミックス2μL を総容量50μL の溶液とした。その反応は50℃で30 分間にわたる逆転写か
ら開始され、95℃、15分間のPCR活性化段階の後、軽鎖および重鎖の両可変領域を増幅す
るために用いた縮重プライマーの混液に適したPCRプログラムを行って終了した：94℃で3
0秒間、56℃で30秒間、および72℃で1分間、これを28サイクル行い最終の延長運転を72℃
で10分間。これに続くPCR反応では表2に列挙するRetrogen（San Diego、カリフォルニア
州）が合成したプライマー対を用いた。すべてのプライマーを5'から3'の配列として列挙
する。
【０２１５】
【表２】
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【表３】

【０２１６】
　長さ約350 bpのPCR生成物がVHおよびVLの両者について得られた。これらのPCR生成物は
１％アガロースゲルから回収され、pCR2.1-TOPOクローニングベクター （Invitrogen、カ
リフォルニア州）にクローニングし、配列が決定された。
【０２１７】
　配列決定はCEQ DNAシーケンサーでM13順方向および逆方向プライマー（Invitrogen、カ
リフォルニア州）を用いて行った。Qiagenキットを製造業者の使用法に従って用い、プラ
スミドDNAを細菌培養液1.5mLから作製した。各PCR配列決定反応に約300ngのDNAを通常10
μＬの容量で使用した。DNAを96℃で2分間変性させ、次に配列決定用プライマーを混和し
、最終濃度0.3μMとなるようにした。DTCS Quick Start Master Mix （Beckman Coulter,
 Fullerton, カリフォルニア州）4μLをこの混合液に加え、96℃で20分間、50℃で20秒間
、60℃で2分間シークエンシングを30サイクル行った。シークエンシング反応は酢酸ナト
リウム（NaAc）、EDTA およびグリコーゲンの存在下、エタノールで沈殿させた。沈殿を7
0%エタノールで2回洗浄、空気乾燥し、Sample Loading Solution（キットに含まれる）20
 μLに再懸濁した。8つの個別のVH および VL クローンについて標準法にて配列決定を行
い、VH（SEQ ID NO:21）およびVL（SEQ ID NO:19）の推定アミノ酸配列をそれぞれ表3お
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を除いて同一であった。VLクローンにおいて、Glu-AsnまたはGln-Pheは同等の頻度で発現
した。VHクローンにおいて、GlnまたはGluは同等の頻度で発現した。その配列をNCBI蛋白
質BLASTデータベース（http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/, Ye et al., Nucleic acids Re
s., Jul 1: 34 （Web Server Issue）: W6-9）に照合して確認した。クエリーを用いた全
ての配列は（例えば TMC-2206のVHまたはVL）クラスタルダブル（CLUSTALW）（多重シー
ケンスアラインメント）ツール http://clustalw.genome.jp/ （Aiyar, Methods Mol Bio
l., 132:221-41 （2000））によりアラインメントを作製した。クローニング挿入物はマ
ウス重（IgG1）鎖および軽（κ）鎖と最適のマッチを示し、予期されたアイソタイプであ
った。クローニングしたVHおよびVL領域の配列は、リーダー配列、フランキング配列の定
常領域配列である可能性が高いことが示唆されたが、これらはハイブリドーマmRNAから得
られるTMC-2206の重鎖および軽鎖可変領域全体をクローンするためのより正確なプライマ
ーの設計に使用された。全てのプライマーはRetrogen（San Diego, カリフォルニア州）
が合成したものであった。プライマー対VHL-for CCATGGCTGTCTTGGGGCTGCTCTTCT （SEQ ID
 NO:14）およびHe-rev GGGGCCAGTGGATAGAC （SEQ ID NO:15; マウスFcγ CH1由来）を重
鎖可変領域の再クローニングに用い、プライマー対VLL-for CCATGGATTTTCAAGTGCAGATTTTC
AG（SEQ ID NO:16）およびLCκ-rev GTTGGTGCAGCATCAGC（SEQ ID NO:17）をハイブリドー
マmRNAから得た軽鎖可変領域の再クローニングに用い、上記と同様のPCR条件を用いた。
生成物の配列決定により、TMC-2206 VL中の最初の2個の残基がL1-QおよびL2-Fと同定され
、重鎖中の最初の2個の残基がH1-QおよびH2-Vと同定された。残りのヌクレオチド配列は
、縮重プライマーミックスを用いてクローニングしたものと同一であった。
【０２１８】
【表４】
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【表５】

【０２１９】
　クローニングしたVL領域はアミノ酸106個分、またVH 領域はアミノ酸119個分の長さで
あった。表3および4に示すように、3個の CDR （CDR1-3） および4個のフレームワーク（
FW1-4）がクローニングした重鎖（VH）または軽鎖（VL）可変領域の両方に見られた。フ
レームワークおよびCDR はKabatの番号付けシステム（Kabat et al., 1983）に基づき同
定されたが、重鎖のCDR1だけはOxford Molecular's AbMの定義によりスパニング残基26～
35と定義された。Oxford Molecular's AbM 抗体モデリングソフトウェア （http://peopl
e.cryst.bbk.ac.uk/~ubcg07s/, Martin et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 86, 9268-
9272 （1989）; Martin et al., Methods Enzymol., 203, 121-153 （1991）; Pedersen 
et al., Immunomethods, 1, 126 （1992）; およびRees et al., In Sternberg M.J.E. 
（ed.）, Protein Structure Prediction. Oxford University Press, Oxford, 141-172.
 （1996））は、Kabat CDRとChothiaの超可変領域番号付けシステムを組み合せてCDRを定
義する。番号付けの一貫性を保つため、フレームワーク領域とCDR両方への挿入を標準と
比べ、残基位置の後にアルファベットを順に付け（例えば表3に示すように、残基 82A、8
2B、82Cが重鎖の残基82と83の間に挿入される）。VHおよびVL配列は、両者とも比較的短
いCDR3を有する。クローン化した軽鎖のCDR1内にグリコシル化部位（Asp-Ser-Ser, NSS）
が存在する可能性がある。これはTMC-2206軽鎖がSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（
SDS-PAGE）で29 kDの分子量を示しそれがエンドグリコシダーゼ処理により25 kD（抗体の
軽鎖に典型的な分子量）に変化するという観察と一致する。
【０２２０】
　クローニングした配列がTMC-2206抗体の生物活性VHおよびVLに相当することを確認する
ため、ハイブリドーマ培地から精製した抗体にEdman分解N末端ペプチド配列決定法を行っ
た。VHおよびVLクローン両者の推定アミノ酸配列は、各々にN末端 グルタミンが存在する
可能性を示し、それはピログルタミン酸（pGlu）を生成するN末端グルタミン残基の環化
により起こるN末端のブロックの可能性を示唆した。従って、存在し得る環化された末端
グルタミンを除去するため、重鎖および軽鎖をN末端ペプチド配列決定に供する前に、好
熱性パイロコッカスフリオサス（Pyrococcus furiosus）由来の耐熱性酵素を用いて蛋白
をピログルタミン酸アミノペプチダーゼで分解した。Pyrococcus furiosus （Sigma、St.
 Louis、ミズーリ州）由来の精製ピログルタミン酸アミノペプチダーゼ（0.01U）を分解
バッファー50μL（pH7.0の50mMリン酸ナトリウム、1mM EDTA、および10mMジチオスレイト
ール（DTT））中で再構成した。TMC-2206調製液をモル比1:100のピログルタミン酸アミノ
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ペプチダーゼ：蛋白を用いて95℃で1時間分解した。分解された蛋白をメルカプト酢酸ナ
トリウム（泳動バッファー150mL中に0.1g）を上部リザーバーに加えて標準10% SDS-PAGE
ゲル（Tris-glycine, BioRad Laboratories, Hercules, カリフォルニア州）を用いて分
離した。次にこのゲルをTransfer Buffer（10mM CAPS, pH10.5, 0.5g/L DTT および15%メ
タノール）中のImmobilon P PVDF膜（Millipore, Billerica, マサチューセッツ州）上に
250 mAmpで1時間ブロットした。本ブロットを1%酢酸および新鮮0.1% ポンソー（Ponceau
）Sを用いて1分間染色した後、1%酢酸で脱色した。ブロットをペプチド配列決定に供し、
軽鎖のN末端アミノ酸の最初の21個のうち20個の配列決定に成功し、クローニングで得ら
れた推定ペプチド配列と全くの同一性を示した。これでクローニングしたVLの最初のアミ
ノ酸がGluであることが確認された。ピログルタミン酸アミノペプチダーゼで分解したVH
からは、ペ
　プチド配列データは得られなかった。
【０２２１】
＜実施例２＞
　マウス-ヒトキメラ抗体を含むα2β1 インテグリンに対する特異性を有するキメラ抗体
を設計して作製した。実施例1に記述したクローン化TMC-2206のVHおよびVL領域を用いて
、それぞれ標準分子クローニング法（例えばMolecular Biology Manual by Sambrook and
 Russell, 2001参照）を使用してキメラ重鎖および軽鎖を設計および作製した。　
【０２２２】
　重鎖および軽鎖は、以下のように制限部位を導入しクローニングした。プライマーTMC-
2206-r5' CCCGAATTCACAGGTGCAGTTGAAGGAGTCA SEQ ID NO:22）およびTMC-2206-r3' CGGGAT
CCTTAGGATCATTTACCAGGAGAG TGGGA（SEQ ID NO:23）を使用してRT-PCR法によりBHA2.1ハイ
ブリドーマmRNAからTMC-2206重鎖をクローニングし、またプライマーTMC-2206-k5'CCCGAA
TTCACAATTTGTTCTCACCCAGTCT（SEQ ID NO:24）およびTMC-2206-k 3' CGGGATCCTTATCTCTAAC
ACTCATTCCTGTTGAA（SEQ ID NO:25）を使用してTMC-2206軽鎖をクローニングした。これら
のプライマーは、それぞれ5'および 3'末端にEcoRIおよび BamHI 部位を導入し、クロー
ン化した重鎖および軽鎖をそれぞれpIRES2-GFPおよびpIRES2-Ds Red哺乳類発現ベクター
（Clontech、カタログ番号632306および632420）に挿入してクローニングを可能にした。
両ベクター共にIgκリ一ダー配列METDTLLLWVLLLWVPGGSTGD（SEQ ID NO:26）を持つように
操作した。
【０２２３】
　mRNAを単離するため、TMC-2206を発現しているハイブリドーマ細胞約100万個を低速（8
00rpmで10分間）で沈殿し、PBSで洗浄し、Trizol（Invitrogen、カリフォルニア州）1mL
で溶解した。激しく渦撹拌した後、細胞懸濁液をクロロホルム0.2mLで抽出して遠心（14,
000rpm、4℃で5分間）してから、上清液を新しい試験管に移し、そこでRNAをイソプロパ
ノール0.5mLで沈殿させた後、遠心（4℃、14,000rpmで10分間）した。RNA沈殿を75％エタ
ノール1mLで洗浄し、DEPC処理水50μL に溶解した。
【０２２４】
　RNA 0.5μg、5x RTバッファー10μL、10mM dNTPミックス2μL、10mM プライマー溶液各
5μL、および酵素ミックス2 μL を総容量50μLの溶液としたものを用いてRT-PCR反応（Q
iagen RT キット）を上述の通り実施した。PCR生成物を制限酵素EcoRIおよびBamHIにより
分解し、次に1％アガロースゲルから精製した断片をpIRES2-GFP（重鎖）およびpIRES2-Ds
 Red（軽鎖）ベクターのEcoRI/BamHI 部位にライゲーションした。続いて行った可変領域
の配列決定により、RT-PCRが変異を誘導しなかったことが確認された。
【０２２５】
　以下に示すように、pCI-neo（Promega、カタログ番号E1841）をTMC-2206に由来するま
たはそれを基にしたヒト化抗体分子を含むキメラ型のクローニングの発現ベクターとして
選択した。PCRにより定常領域に変異を導入する可能性を低下させるため、VH およびVLの
両方についてクローニングカセットを作製した。まず、Igκリーダー（SEQ ID NO:26） 
をコードするDNA を、表2に挙げたオリゴヌクレオチド Igκ-S （SEQ ID NO:27） および
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 Igκ-AS （SEQ ID NO:28）を用いてpCI-neoのXhoIおよびEcoRI クローニング部位にクロ
ーニングし、互いにアニールさせた後XhoI-EcoRIで分解したpCI-neoにT4リガーゼで直接
ライゲーションさせた。これは以後のクローニング手順の全てにおいて親型のベクターを
提供した。これから2個の発現カセットが作製され、１つはヒトIgG1 Fc（hFc）に隣接す
るVH領域でのクローニング用であり、2つ目はヒトカッパ鎖（hKc）の定常領域の上流のVL
領域のクローニング用であった。
【０２２６】
　ヒトIgG1 Fc （hFc）の定常領域の配列にも、ヒトカッパ鎖（hκc）の定常領域の配列
にもEcoRI、XbaI、HindIII、またはSalI部位が存在しない。よって、これらの制限部位の
うちどれか1つを定常領域の5'末端に導入してクローニングを促進できる。SalIをクロー
ニング部位として選択したのは、アミノ酸の可変領域と定常領域の接合部における変化の
数を最小化するためである。重鎖キメラにおいて、SalI部位をマウスVH-ヒトFc 接合部へ
導入することが、アミノ酸配列に変化を生じずに達成された。まず、EcoRI-SalI VH断片
を、表2に示すプライマー対TMC-2206-r5'（SEQ ID NO:22）とTMC2206VH-hIgG1/4Fc-SalI 
（SEQ ID NO:29）を用いてPCR法により作製して、pIRES-GFP ベクターのクローニング重
鎖をテンプレートとして用いて、SaIl制限部位をマウスVH配列の3'末端に導入した。ヒト
IgG1 Fc は、表2に示したプライマーhIgG1/4Fc-SalI-F（SEQ ID NO:30）およびhIgG1/4Fc
-NotI-R（SEQ ID NO:31）を用いてIMAGEクローン 20688（Invitrogen、カタログ番号 476
4519）DNAを増幅して得た。2つのPCR 生成物をそれぞれEcoRI/SalIおよびSalI/NotIで消
化し精製し、EcoRI/NotIで消化したpCI-neo-Igκベクターでライゲーションした。その結
果得られたベクターをpCI-neo-Igκ-TMCVH-hFcと命名した。
【０２２７】
　軽鎖キメラについては、VL-κC接合部の2個のアミノ酸E105DおよびL106Iを改変するこ
となくSalI 領域を設計することができなかった。これは表2に示すプライマーTMC-2206-k
5'（SEQ ID NO:24）およびTMC2206VL-hΚc-SalI（SEQ ID NO:32）を用いて2206VL領域を
プラスミドpIRES-DsRed2-TMC-2206LCから増幅し、PCR生成物を作製することで達成された
。このPCR生成物をEcoRI/SalI で消化し、1%アガロースゲルで分離し、Gel Extraction K
it（Qiagen）で精製し、プライマーhΚc-SalI-F（SEQ ID NO:33）およびhΚc-NotI-R（SE
Q ID NO:34）並びに上述のベクターpCL-neo-Igκを用いてIMAGEクローン#4704496（ATCC
）から増幅したヒトIgκ軽鎖定常領域をライゲーションした。その結果得られたプラスミ
ドをpCI-neo-IgΚ-TMC2206VL-hΚcと命名した。
【０２２８】
　このVL-ΚC接合部の2個のアミノ酸の変更が、抗体活性に影響を与えるかどうかを評価
するため、親型アミノ酸配列の軽鎖キメラのプラスミドをコードする2個目の軽鎖キメラ
を構築した。まず、上記のpIRES2-DsRed2-Igk-TMC2206LCをテンプレートとして用い、プ
ライマー対TMC-2206VLwt-hΚc-RとTMC-2206-k5'（SEQ ID NOS: 36 and 24）およびプライ
マー対TMC-2206VLwt-hKc-FとhKc-NotI-R（SEQ ID NOS: 35 and 34）で、それぞれVLおよ
びヒトカッパ定常領域を増幅した。次に、プライマーTMC-2206-k5'（SEQ ID NO:24）およ
び hKc-NotI-R（SEQ ID NO:34）を使用したオーバーラップ伸張PCR法（Horton et al., G
ene 77（1）:61-8 （1989））によるスプライシングを行い2つの生成物を連結し、最終PC
R生成物を消化してpCI-neo-Igκにクローニングした。 
【０２２９】
　クローニングしたマウス-ヒトキメラ抗体が、BHA2.1ハイブリドーマが分泌する元のモ
ノクローナルTMC-2206抗体と同一の特異性を有することを確認するため、DNA/OptiMEM お
よび293fectin/OptiMEM（Invitrogen）等量からなるトランスフェクション混合液を用い
た一過性トランスフェクション手法を用いて、そのマウス-ヒトキメラ抗体を293F細胞に
発現させた。各溶液は事前に室温まで加温したOptiMEMで作製した。DNA/OptiMEM 混合液
は、重鎖（HC）発現プラスミド20μg、軽鎖（LC）発現プラスミド20μgにOptiMEMを加え
総容量1.3mLとした。293fectin OptiMEM 混合液は293fectin 53μLおよびOptiMEM を含み
、総容量1.3mLとした。293fectin混合液をDNA 混合液に加えて混合し、室温で20 分間イ
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ンキュベートした。106細胞/mLの293F細胞培養液40mLを含むフラスコにトランスフェクシ
ョン混合液2.6mLを加えた。このフラスコを8% CO2中37℃で120rpmで震盪しながらインキ
ュベートした。3日後、細胞懸濁液を遠心し、直ちにプロテインAアフィニティークロマト
グラフィーにかけ抗体を精製した。最終産物を濃縮してSDS-PAGEで分析し、ロウリー（Lo
wry）法にて蛋白濃度を測定した。
【０２３０】
　精製マウス-ヒトキメラ抗体が親型TMC-2206抗体と同様の結合活性を有することを確認
するため、精製マウス-ヒトキメラ抗体がα2β1-インテグリンを介する細胞接着を阻害す
る能力についてテストした。ヒトα2インテグリン（SEQ ID NO:8）を発現しているCHO細
胞および内因性ハムスターβ1（Symington et al., J Cell Biol. 120（2）:523-35. （1
993）） をEDTA 5mM含有のCa++/Mg++を含まないPBS 中でインキュベートすることにより
培養フラスコから剥離した。次に細胞を遠心（Beckman GH 38ローター内で1200rpmで8分
間）し、ペレットをRPMI-1640 10mLで再懸濁した。その細胞懸濁液に17mM CFSE （Molecu
lar Probes, オレゴン州）30μLを加え、その混合液を37℃で15分間インキュベートした
。標識細胞を低速でペレット化し、0.1% BSAを加えたRPMI-1640 10mLで再懸濁してカウン
トした。細胞濃度を8×105 細胞/mLに調整し使用時まで暗所に保管した。コラーゲン・コ
ーティング・プレート（ラット尾コラーゲンI型、BD Biosciences）を、0.1% BSAを100μ
L/ウェルに加えたPBSでブロックし、室温で30分間インキュベートした。蛋白質試料を無
血清培地で連続希釈し、各連続希釈蛋白溶液50μLをコラーゲンプレートに添加した。次
に標識細胞50μL/ウェルをウェルに加え、プレートを37℃で1.5時間インキュベートした
。洗浄後、細胞を0.1% Triton X-100に溶解し、Victor2 1420マルチラベルカウンター（P
erkin-Elmer）を用いて蛍光強度（励起 485nm、放射 535nm）を測定した。クローン化TMC
-2206キメラはα2β1を介するコラーゲンI型への細胞接着の強力な阻害剤であり、TMC-22
06と同等の効力を示し、50％有効濃度（EC50値）はそれぞれ1.8nMと1.2nMであった。これ
らの実験中、10-11～10-6モル濃度の範囲でテストしたとき、マウスTMC-2206またはキメ
ラ抗体が結合阻害を示したのに対し、対照Igの使用では結合の阻害が見られなかった。 
【０２３１】
　マウス-ヒトキメラ抗体の固定化α2β1インテグリンに対する親和性も、Eu標識TMC-220
6のα2β1コーティングプレートへの結合に競合する能力について、例えばKi 値を測定し
て、親型抗体TMC-2206と比較した。まず、親型抗体TMC-2206の固定化α2β1インテグリン
に対する親和性を平衡結合により測定した。96ウエルマイクロタイタープレートのウェル
を血小板のα2β1インテグリン（ウィスコンシン州、GTI Inc.によりヒト血小板α2β1で
カスタムコーティング）でコーティングし、次に脱脂乳でブロックした。結合および競合
アッセイについては、蛍光標識したTMC-2206またはアイソタイプ対照IgG抗体を使用した
。Eu-N1-ITC試薬で抗体を標識するために、TMC-2206またはアイソタイプ対照MOPC-21（In
vitrogen）のいずれか約2 mgをリン酸緩衝生理食塩水（PBS; 1.47mM KH2PO4, 8.1mM Na2H
PO4; pH7.4, 138mM NaClおよび2.67mM KCI）に懸濁し、透析した。洗浄済みのMicroSep濃
縮器で濃縮した（（Pall Life Sciences; 30-kDaカットオフ、9500rpm （7000xg）、JA-2
0ローター（Beckman Instruments, Inc.） 内で4℃、20分間））後、pH9.3の最終濃度100
mMのNaHCO3を含むPBS で抗体を4.0mg/mLとなるよう調製した。このモノクローナル抗体（
mAb）/重炭酸混合液（0.250mL）を静かに混和しながらEu3+（Eu-N1-ITC; Perkin Elmer L
ife Sciences）でキレートした0.2mg N1-（p-イソチオシアナトベンジル）-ジエチレント
リアミン-N1,N2,N3,N3-四酢酸を含む試験管に加え、4℃で一晩撹拌せずに反応させた。各
標識抗体混合液を、泳動バッファー（50mM Tris, pH7.4 および138mM NaCl）で予備平衡
にした個別のPD-10カラム（GE Biosciences, Piscataway, ニュージャージー州）にかけ
た。分画（0.5mL）を回収し、SpectraMax 384吸光プレートリーダーを用いて総蛋白アッ
セイ（Bradford試薬; Bio-Rad Laboratories, Hercules, カリフォルニア州）を行い、DE
LFIAエンハンスメント溶液（Perkin-Elmer）で1:10,000に希釈後、Victor2マルチラベル
・プレート・リーダー（Perkin-Elmer）を用いて時間分解蛍光（TRF）アッセイによりユ
ーロピウム（Eu）を測定した。蛋白と Eu標識の両方が陽性であった分画をプールして新
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しいPD-10カラムにかけ、試料を回収し総蛋白およびユーロピウム含量をユーロピウム標
準液（Perkin-Elmer）に対して較正したTRFにより測定し、Fluor対蛋白の比率を算出した
。次に、蛍光標識抗体Eu-TMC-2206またはEu-アイソタイプ対照IgGのいずれかをブロック
したα2β1インテグリン・マイクロタイター・プレートに10μL/ウェルにアプライした。
密封プレートを37℃で結合が平衡に達するまで1時間インキュベートした後、試料2 μLを
各ウェルからDELFIAエンハンスメント溶液（100μL/ウェル; Perkin-Elmer）を含む新し
いウェルに移し、遊離（非結合）標識を測定した。空ウェルにエンハンスメント溶液（10
0μL/ウェル）を加え、結合標識を測定した。プレートを震盪し（Titer Plate Shakerで
速度設定を5として室温で5分間）、Victor2マルチラベル・プレート・リーダー（Perkin-
Elmer Wallac, Boston, マサチューセッツ州）を用いて時間分解蛍光（TRF）強度を測定
した。スキャッチャード（Scatchard）分析によりTMC-2206についてのKd値は0.374nMと算
出された。
【０２３２】
　異なる濃度の非標識TMC-2206抗体または競合物質としてのキメラ抗体の存在下、蛍光標
識Eu-TMC-2206、100 pMを用いた競合アッセイでKi 値を測定することにより、前述と同様
のアッセイ方法を用いて固定化α2β1インテグリンに対する相対的結合能を分析した。次
に被験抗体の組合せを、α2β1インテグリンをコーティングしたウェルにアプライし、10
-11から10-7M の濃度範囲にわたり、および指定時間後テストし、結合Eu-TMC-2206の量を
測定した。阻害曲線をPrismソフトウェア（GraphPad, Inc.）を用いて“one site compet
ition”（一部位競合）モデルに当てはめてIC50（50％阻害）値を求め、またチェングお
よびプルソフ（Cheng and Prusoff）（1973）の式および上記からのKd （解離定数）値0.
374 nMを用いてKi（阻害係数）を算出した。親型TMC-2206抗体は0.22±0.04nM （n=10）
のKiを示し、これに対し野生型 （wt） キメラは0.27±0.07nM （n=5）を示した。wtキメ
ラの活性は、SalI部位の操作により導入された2個のLC変異を有するキメラ型のそれと同
等であり（ Kiも0.27 nM）、これらの変異が活性に影響しないことが確認された。これら
の実験において、BSAをコーティングした対照ウェルで対照IgGまたはTMC-2206で試験を行
ったが抗体の結合は見られなかった。 
【０２３３】
＜実施例３＞
　α2β1インテグリンに対し特異性を有するヒト化抗体を設計し作製した。重鎖および軽
鎖のCDR領域からなるクローン化TMC-2206抗体の残基を決定し、ヒト化変異体を以下の通
り作製した。重鎖および軽鎖可変領域の両方において、より可変性の低いフレームワーク
領域内に3個の超可変性領域が発見された。ほとんどの場合、これらの超可変領域はCDRに
一致するが、CDRを超えて伸長する場合もある。TMC-2206 重鎖および軽鎖可変領域のアミ
ノ酸配列を、それぞれ上記の表3および4に示した。Kabatの方法に従い他のVHおよびVL領
域とアラインメントし、NCBI蛋白BLASTデータベース（http://www.ncbi.nih.gov/　BLAST
/, Ye et al., Nucleic acids Res., Jul 1: 34 （Web Server Issue）: W6-9））を用い
て一般相同性の検索を行い、HCDR1以外は概してCDRおよびフレームワーク領域が解明され
た。AbM 定義によりHCDRI をスパニング残基26から35と定義付けた。Oxford Molecular's
 AbM 抗体モデリングソフトウェア（http://people.cryst.bbk.ac.uk/-ubcg07s/, Martin
 et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 86, 9268-9272 （1989）; Martin et al., Metho
ds Enzymol., 203, 121-153 （1991）; Pedersen et al., Immunomethods, 1, 126 （199
2）; および Rees et al., In Sternberg M.J.E. （ed.）, Protein Structure Predicti
on. Oxford University Press, Oxford, 141-172. （1996））は、CDRの定義付けにKabat
およびChothiaの番号付けシステムを組み合せたものである。よって、重鎖CDR領域は以下
のごとく定義付けされた:
HCDR1　　　　 aa26- aa35
HCDR2　　　　 aa50- aa65
HCDR3　　　　 aa95- aa102
同様に、軽鎖CDR領域も以下のように定義付けされた:
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LCDR1　　　　 aa24- aa34
LCDR2　　　　 aa50- aa56
LCDR3　　　　 aa89- aa97
【０２３４】
　マウス抗体の結合親和性をヒト化対応抗体において維持することが望ましい。マウス抗
体と相同性を共有するヒト受容体分子を選択することが望ましいかもしれない。体細胞変
異がないことにより免疫原性が低下する可能性があることから、好ましくは、ヒト受容体
はヒト生殖細胞系列のフレームワークである、しかし、個々の成熟抗体フレームワークを
受容体分子として使用することもできる。V-BASEデータベース （http://base.mrc-cpe.c
am.ac.uk） はヒト重鎖および軽鎖生殖細胞系列の配列の包括的リストを提供するが、TMC
-2206のVHおよびVLと比較するために、これをヒト生殖細胞系列の配列のソースとして用
い、Kabatデータベースも使用した （http://kabatdatabase.com/, Johnson, G. and Wu,
T.T.（2001）, Nucleic Acids Res., 29, 205-206）。 
【０２３５】
　TMC-2206 VH は、V-BASE中のヒト生殖細胞系列の配列51個中の3個、4-59、4-61、およ
び4-30.4とよくアラインメントし、フレームワーク3には良くマッチする配列はなかった
。4-59の中のCDR H1およびH2の長さはTMC-2206 VHのそれらと同一であり、4-59（SEQ ID 
NO:39）を受容体フレームワークとして選択した。それはCDR H1およびCDR H2に、TMC-220
6 CDR H1およびCDR H2と同じカノニカル構造クラス1を有した。CDR3およびフレームワー
ク4領域の一部が各抗体の成熟中に変化する異なる非隣接遺伝子に由来するという理由に
より、VHのCDR3およびFW4各領域は、VBASE生殖細胞系列には含まれていない。この抗体CA
A48104（NCBI登録:gi/33583/emb/CAA48104; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST）の配
列を使用して、アラインメント用のCDR3およびFW4配列、およびFW4受容体分子の配列を提
供した。TMC-2206 VHを4-59、およびCAA48104抗体配列のCDR3とFW4領域と比較したものを
表 5に示す。
【０２３６】
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【０２３７】
　生殖細胞系列の配列 A14（SEQ ID NO:37）は、V-BASEデータベース内の38個のヒトVL抗
体配列の1つであり、受容体VLフレームワークとして選択した。A14はVΚ VIファミリーに
属し、そのLCDR1およびLCDR2はカノニカルクラス2 および1にそれぞれ属する。TMC-2206 
LCDR1はカノニカルクラス1構造に類似して同一ではないが、TMC-2206 LCDR2もクラス1に
属する。生殖細胞系列VL配列はCDR-L3まで伸張しているため、ヒトVLのFW4に追加の配列
を選択した。選択した配列は、通常使用されている成熟ヒト抗体のカッパ軽鎖のフレーム
ワーク4遺伝子（例えば、AAB24132, NCBI entry登録 gi/259596/gb/AAB24132; http://ww
w.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST）に相当するものである。SalI部位の導入により、軽鎖キメラ
の構築中にアミノ酸の2つの変化が配列に起こったが（E105DおよびL106Iで、抗体結合に
は影響を及ぼさなかった（上記参照））、ヒト軽鎖受容体FW-4は、既にイソロイシンを第
106位に有しているので、この変化は単一の保存性アミノ酸変異（E105D）をヒト化変異体
に導入しただけであった。TMC-2206 VLをA14、AAB24132抗体配列のFW4領域と比較したも
のを表6に示す。
【０２３８】
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【０２３９】
　TMC-2206 VHおよびVL配列から得たCDR配列および上記の通り選択したヒトフレームワー
クを用いてTMC-2206のヒト化変異体を作製した。正しいCDRの提示を維持するため、受容
体フレームワーク（例えばChothia et al, 1985, 1992; Queen et al., 1989; Foote and
 Winter, 1992; http://people.cryst.bbk.ac.uk/-ubcg07s参照）のカノニカルな残基の
いくつかを対応するドナーマウスのカノニカル残基と交換する（このプロセスを復帰変異
と呼ぶ）こともできる。表7および表8にCDR立体配座および鎖間パッキングに影響を与え
得る残基をそれぞれ列挙し、TMC-2206ドナーVHおよびVL残基および対応するヒト受容体フ
レームワーク残基（太字斜体でハイライトしてある）の差異を示す。表8に星印で示したL
46残基はCDRのカノニカル構造の提示および鎖間パッキングの両方に関与する可能性があ
る。
【０２４０】
　表7および8に示すように、CDRのカノニカル構造提示に影響を及ぼす11個のフレームワ
ーク残基と鎖間パッキングに影響を及ぼす2個の残基は、TMC-2206ドナーとA14および4-59
ヒト受容体生殖細胞系列配列の間で異なり、残基L46 はその両方のカテゴリーに入る。具
体的には、これらの差異は可変フレームワーク領域重鎖ではH37、H48、H67、H71、H73、H
78、およびH91位に、軽鎖ではL2、L4、L46、L47、L49、およびL71位にある。これらの残
基を同定し、復帰変異の候補として選択した。
【０２４１】
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【表８】

【表９】

【０２４２】
　特定された復帰突然変異の13個の候補は、11個が 正しいカノニカル構造の提示に関与
し、2個は鎖間パッキングに関与しており、TMC-2206の第一番目のヒト化変異体に含めた
。またアミノ末端Qはヒト化VL内に保持されていた。この位置としては異常なアミノ酸で
ある、L2のアミノ酸のPheに隣接しているため、マウスの特性を有するこの位置は保持さ
れた。これらのヒト化軽鎖および重鎖変異体をTMC-2206VH1.0およびTMC-2206VL1.0と命名
した。この他にもマウス残基をヒトフレームワーク残基に戻して復帰突然変異が少ないヒ
ト化変異体を作製した。この方法によって、ヒト残基への復帰に対し感度が高い（抗体の
効力を維持する点で）フレームワーク残基が同定された。ヒト対応物に復帰させる候補残
基の選択を補助するためコンピューターモデリングを並行して実施した。
【０２４３】
　実施例1で記述した軽鎖および重鎖キメラ発現ベクター pCI-neoを全てのヒト化変異体
の発現に用いた。上記に定義した14個の復帰突然変異を組み込んだヒト化TMC-2206 VH （
hVH1.0, SEQ ID NO:40）のバージョン1.0およびヒト化VL（hVL1.0, SEQ ID NO:41）のバ
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レオチド配列に翻訳した。これらの配列はRetrogen（San Diego, カリフォルニア州）が
構築した単一プラスミドコンストラクト内で並行してカスタム合成され、親型TMC-2206 L
CおよびHC 発現ベクターのEcoRIおよびSalI部位にクローニングし、マウスVHおよびVL領
域と置換した。具体的には、プラスミドDNAのEcoRI-SalIを消化した結果、大きい方がhVH
1.0で小さい方がhVL1.0というサイズの異なる断片が2個得られた。これらの2個の断片を
それぞれ親型pCI-TMC-2206キメラLCおよびHC発現ベクターのEcoRIおよびSalI部位にクロ
ーニングし、マウスVHおよびVL領域とそれぞれ置換し、その後、EcoRIおよびSalIを消化
し、pCI-neoIgk-TMC2206VG-hFcおよびpCI-neoIgK-TMC-2206VLhκcから得た大型断片の各
々ゲル精製を行った。以降の変異体の作製はこの方法を用いて行った。その結果得られた
プラスミドには、Igκリーダー、最適化したKozak翻訳開始配列、可変領域、およびヒト
定常領域が含まれていた。 
【０２４４】
　上述のヒト化TMC-2206 VH（SEQ ID NO:40）バージョン1.0およびヒト化VL（SEQ ID NO:
41）バージョン1.0を有する変異体は、実施例2に記載したキメラおよび元のTMC-2206抗体
と共にα2β1インテグリン媒介細胞接着アッセイで活性を調べ、固定化α2β1インテグリ
ンへの結合について競合アッセイでテストした。ヒト化プロトタイプのKi値は0.32 nMで
、親型抗体TMC-2206（0.21nM）およびキメラにおける測定値（0.27nM）と同等であり、こ
の第一番目のヒト化バージョンが結合親和性を維持していることが示された。同様に、こ
の最初のヒト化プロトタイプはα2β1を介するコラーゲンへの細胞接着においてTMC-2206
親型抗体と同等の阻害活性を示した（例えば両者のEC50（50％有効濃度）は1.5nM）。
【０２４５】
　バージョン1.0変異体により生じたデータを用いて、PCR法によりヒトVHまたはVLフレー
ムワーク残基への一連の復帰変異体を作製し、元のTMC-2206 mAbの特異性および親和性を
損なわない復帰変異（マウス残基）の最小数を決定した。望ましいヒト化変異体には、親
型マウス抗体の生物活性を維持しかつ免疫原性の可能性を低減するためより少数のマウス
残基を有するヒト化変異体が含まれる。
【０２４６】
　個々のプライマー配列はSigma-Genosysにより合成されており、その配列を表9に列挙す
る。変異体の創製に用いたプライマー対およびテンプレートを表10および11に示す。PCR
反応は次の条件で行った: プライマー1および2 （最終濃度0.6μM）、dNTP（最終濃度1 m
M）、DNAテンプレート（1～10ng）、およびPfx DNA ポリメラーゼ1単位（Invitrogen、カ
リフォルニア州）最終量は通常50μL。PCRプログラムは、95℃で2分間の初期変性、それ
に続く95℃ 30秒間、56℃ 45秒間、および68℃ 1.5分間を1サイクルとした30サイクルか
らなった。最終工程は68℃で10分間であった。
【０２４７】
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【表１０Ｂ】
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【０２４８】
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【表１１】

【０２４９】
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【表１２】

【０２５０】
　表12にVH変異体を、表13にVL変異体を列挙し、選択したヒト受容体フレームワークを初
期の（1.0）VHおよびVL 変異体と比較した。表12に列挙したVH変異体には次が含まれる: 
hVH1.0（SEQ ID NO:21）; hVH2.0（SEQ ID NO:70）; hVH3.0（SEQ ID NO:71）; hVH4.0（
SEQ ID NO:72）; hVH5.0（SEQ ID NO:73）; hVH6.0（SEQ ID NO:74）; hVH7.0（SEQ ID N
O:75）; hVH8.0（SEQ ID NO:76）; hVH9.0（SEQ ID NO:77）; hVH10.0（SEQ ID NO:78）;
 hVH11.0（SEQ ID NO:79）; hVH12.0（SEQ ID NO:109）; hVH13.0（SEQ ID NO:110）; hV
H14.0（SEQ ID NO:111）。表13に列挙したVL変異体には次が含まれる: hVL1.0（SEQ ID N
O:41）; hVL2.0（SEQ ID NO:80）; hVL3.0（SEQ ID NO:81）; hVL4.0（SEQ ID NO:82）; 
hVL5.0（SEQ ID NO:83）; hVL6.0（SEQ ID NO:84）; hVL7.0（SEQ ID NO:85）; hVL8.0（
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 NO:89）; hVL12.0（SEQ ID NO:108）。保持されたマウス残基を太字で示す。それ以外に
構築した変異体（以下参照）もそれぞれ示す。表 12のVH1.0以下に示す各変異体は、保持
されたマウス残基をヒトフレームワーク対応残基に変える特定のアミノ酸の置換が見られ
ない限り、VH1.0（ダッシュ[-]で表す）と同一の配列を有した。同様に表 13に示す各VL 
変異体は、表示した特定のアミノ酸の置換以外はVH1.0変異体と同一の配列を有した。
【０２５１】
【表１３】

【０２５２】
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【表１４】

【０２５３】
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【表１５】

【０２５４】
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【表１６】

【０２５５】
　TMC-2206のアミノ酸配列の生殖細胞系列配列とのアラインメントは、初期ヒト化TMC-22
06変異体（TMC-2356）の相当するマウス遺伝子に復帰突然変異させたフレームワーク残基
のクラスター化を示した。アラインメントに示されるように、重鎖内のFW2およびFW3に含
まれる2個のクラスターが存在し、同様に軽鎖にもFW1に1個、FW2に1個と2個のクラスター
が存在した。目的部位にヒト残基への復帰突然変異を含む2個のhVHおよびhVL変異体は3.0
および4.0変異体であり、目的の残基が存在し得る領域を特定するのに役立つ突然変異ク
ラスターを持つように設計されていた（表12および13）。表7および8にハイライトしたVL
領域の残基の差異の他に、L1位置をVL4.0のヒトAspに改変した、これはヒトκ軽鎖に一般
的に見られる残基だからである。hVH3.0および hVH4.0重鎖はhVL3.0およびhVL4.0軽鎖に
種々のVH/VLの組み合せで同時トランスフェクションし、その結果、得られた抗体を上記
のhVH1.0/hVL1.0抗体と比較し、リガンドの親和性を非標識TMC-2206モノクローナル抗体
との直接比較により調べた。表14で、ヒト残基に復帰させたヒト化VHまたは VLのバージ
ョン1.0中の残基を斜体太字で示す。表14の括弧内の数字は、hVH1.0、hVL1.0変異体と比
較したときの効力の倍率変化を表す。
【０２５６】
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【表１７】

【０２５７】
　VH 3.0変異体の改変（H67、H71、H73、およびH78に挿入されたヒト残基がFW-3クラスタ
ーを指定した）が抗体を含むhVH3.0の効力の大幅な減少を誘起したことは、Ki値から明ら
かであった。同様にhVL4.0変異体（L1、L2、およびL4に挿入されたヒト残基がFW-1クラス
ターを指定した）にも減少が見られた。hVH1.0/hVL1.0抗体と比較したときにそれぞれ1.9
および1.3倍の効力の変化を示したhVH1.0/hVL3.0およびhVH4.0/hVL1.0の抗体の組合せを
除き、残りの全ての組合せは、効力が4倍より大きい低下を示した（表14）。これらのデ
ータから、H37（VからI）およびH48 （LからI）の復帰突然変異（いずれも保存的アミノ
酸変異）の許容性が高いことが示された。マウス残基をL46（KからL）およびL47（WからL
）ヒト残基に置換した復帰変異はhVH1.0の組合せでは比較的良く許容されたが、hVH3.0変
異体と組み合せた場合には抗体への著しい相乗有害作用を示した。
【０２５８】
　ヒトとマウスのVHおよびVL フレームワーク間の残基の違いを調べた結果、そのいくつ
かは保存的な変化であることが示された。さらに、マウスTMC-2206 VHとVL、ヒト受容体
分子、およびhVH 1.0とhVL 1.0の構造の3次元コンピューターモデリングを実施した。コ
ンピューターモデリングの手引きとしてBLAST検索を行いTMC-2206 VLおよびVHに厳密に適
合するデータベースの構造を特定した。TMC-2206 VLには構造ISY6.pdb（解像度2.0Å）を
選択し、TMC-2206 VHにはIGIG.pdb（解像度2.3Å）を選択した。ヒト軽鎖受容体分子A14
には、構造ICE1.pdb（解像度1.9Å）を、ヒトVH重鎖受容体分子4-59にはIDN0（解像度2.3
Å）を選択した。
【０２５９】
　モデリングにより、ヒト化VL10中に保持されたマウス残基が2個（L1およびL4）を除き
抗原と接触する可能性が高いことが予測された。このモデルにより、保持されたマウスフ
レームワーク残基は一般にCDR周囲にクラスターを形成するのに対し、保持されたヒト生
殖細胞系列フレームワーク残基がCDRに接触しないことも示された。
【０２６０】
　重鎖の可変領域においては、モデル化したマウスとヒトの各VH領域に3つの異なる部分
が特定された。第一の部分は残基H27～H33で、抗原およびCDR H1に接触する可能性が高い
と予測された。これらの残基はVL/VHインターフェースの角度に影響を与える可能性もあ
り、抗原結合性にさらなる間接的な影響を与える。第二の部分はFW残基H71を必要とし得
るCDR H2の第一番目のループであった。第三の部分はCDR H3であった。
【０２６１】
　軽鎖の領域においても、モデル化したマウスとヒトのVL構造の間に3つの異なる領域が
認められた。第一の構造はマウスTMC-2206 VL内の残基1個分長いCDR1であった。マウスL7
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1のY（A14のF）はこの差異を調整するのに有用であった。第二の部分は溶媒中にヒトに比
べより深く露出されたL40～L43のマウスループで、このことは、最初のヒト化プロトタイ
プの活性によりこれらの復帰突然変異がhVL1.0で許容されたことが実証されたにもかかわ
らず、ヒトL40～43が問題となる可能性を示していた。第三の部分はマウス構造に対し置
換されたヒトフレームワーク残基L55～L59であった。復帰突然変異がhVL1.0で許容された
ものの、フレームワーク残基L73（マウスではL、ヒトではF）がこの差異の原因となるこ
とが予測された。
【０２６２】
　コンピューター分析を用いて目的の特定の重鎖残基における結果を予測し、以下の表15
にまとめた。目的の軽鎖残基についての同様の結果を表16に挙げる。 
【０２６３】
【表１８】

【０２６４】
【表１９】

【０２６５】
　コンピューター分析を用いて位置を評価し、ヒト残基の置換が抗体の性能に影響を及ぼ
す可能性の高さで順位付けをするとH48、H67 < H37、H91 < H73 < H78、H71となった。こ
の順位ではH48位のヒト復帰変異が許容される可能性が最も高いと予測され、H78またはH7
1位の復帰変異が最も許容性が低いと予測された。同様に、軽鎖領域内の目的の位置の順
位付けは次のように予測された:L1 < L4 < L71 < L2 < L47 < L46 < L49。一般に、これ
らの順位はhVH3.0、hVH4.0、およびhVL4.0各変異体で得られたKi値と一致した。しかしhV
L3.0変異体の活性については、コンピューターモデリングにより予測された置換の影響と
構築した変異体に観察された影響に差が見られた。例えば、上記のコンピューターデータ
がhVL3.0変異体は活性が大幅に減少するであろうと予測したにもかかわらず、VH1.0/VL3.
0の組合せからなる抗体変異体は十分な活性を示した。保持されたマウス配列から相当す
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化変異体を構築し、保持されたマウスフレームワーク残基の影響をさらに評価した。その
変化が活性に与える相対的効果を測定した。表12にVH変異体を、表13にVL変異体を列挙す
る。
【０２６６】
　これらの変異体について得られたKi値は、H71、H78、L2、およびL46位のマウス残基が
適切に保持されて活性を最大化していることを示し、H37、H48、H67、H91、L1、L4、およ
びL71が活性の重大な喪失を起こさずにヒトの対応残基に置換できることを示した。コン
ピューターモデリングにより、マウス残基L47（ヒト抗体のこの位置には希な残基トリプ
トファン）およびH73を改変すると抗原結合に影響を与えると予測された。しかしヒトVal
-L47の改変は抗原の結合に重大な影響を与えず、またThr-H73の改変はKi値で測定された
軽度の変化（1.6倍の減少）を起こしたのみであった。L49（チロシン）は抗原と結合する
ことがコンピューターモデリングにより予測され、またヒトリジンの改変は効力に大きな
変化を起こすことが予測された。しかしこの位置のヒトリジンの改変は、Ki値で測定した
効力を3.3倍低下させただけであった。
【０２６７】
　H78 位でマウスバリンからヒトフェニルアラニンへの置換を行うと、hVH11.0、 hVL1.0
変異体においてhVH1.0、hVL1.0変異体と比べKi値で測定した活性を70倍低下させた顕著な
変化がVHに観察された。モデリングはこの残基がHCDR1のカノニカル構造において何らか
の役割を果たすことを示していた。これらの結果、HCDR1が抗原結合に重要な役割を果た
すことが示唆される。活性を最大化するために、H71も保持された。この残基をLysからVa
lに改変した結果、hVH9.0、hVL1.0抗体変異体において6.4倍の低下が観察された。さらに
、軽鎖のカノニカル残基の中でL2位のフェニルアラニンが変化に感受性を有することが、
hVL5.0、hVL6.0、およびhVL7.0変異体と比較してhVL4.0変異体で結合親和性の顕著な低下
が観察されたことにより裏付られた。コンピューターモデリングにより、このPhe-L2がLC
DR3と広範囲な接触を行う可能性が示された。ヒトおよびマウス抗体のデータベース検索
により、L2位のこのPheが希であることも示され、それが抗原結合に影響する体細胞突然
変異を意味することが示唆された。　
【０２６８】
　分析後に選択した復帰変異に許容性があると上述されたこれらの残基は、hVH変異体12.
0から14.0まで、およびVL変異体VL10.0から12までと組合わされ、これらの変異体の活性
を元のTMC-2206モノクローナル抗体およびマウス-ヒトキメラTMC-2206抗体と比較した。
その結果、変異体の活性を失わせることなくhVL中のマウス残基の数が3個（例えばL2 [Ph
e]、L46 [Lys]、およびL49 [Tyr]）まで減らせる可能性が示された。同様に、親和性およ
び効力に統計学的に有意な変化を起こさせることなくhVH 中のマウス残基の数を7個から3
個（例えばH71 [Lys]、H73 [Asn]、およびH78 [Val]）まで減らせる可能性が示された。
これらの結果を表17にまとめて示す。
【０２６９】
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【表２０】

【０２７０】
　同時に、LCDRI中のグリコシレーションコンセンサス配列を改変したこれらの変異体の
相同体を構築した。グリコシル化部位（NSSからQSSまで）を除去することが下流の製造お
よび工程開発に有用である可能性がある。hVL1.0、hVL10.0、およびhVL12.0変異体（hVL1
.0Q [SEQ ID NO:90]、hVL10.0Q [SEQ ID NO:91]、およびhVL12.0Q [SEQ ID NO:92]で示す
）中のN26Q の改変を、表18に示したプライマー対（その配列を表9に記載する）を用いて
該当する変異体VL内に導入した。表17に示すように、その結果得られた抗体のいずれに対
してもN26Qの改変は統計学的に有意な効果を有しなかった。このグリコシル化部位は野生
型TMC-2206抗体の軽鎖CDR1に発現するものの、これらのデータからそれはTMC-2206 抗体
の機能ブロック活性の親和性に何の役割も果たしていないように見えることが示された。
【０２７１】
【表２１】

【０２７２】
＜実施例４＞
　γ1クラスのヒト抗体は、補体およびFc受容体を介した機能に関連するエフェクター機
能を有する。抗体依存性細胞媒介性の細胞毒性（ADCC）および補体の応答を回避するため



(71) JP 5184367 B2 2013.4.17

10

20

30

に、ヒトγ4定常領域などのこの機能を有しないγ鎖の使用が望ましいことは、当業者に
よく認識されている。VH12.0、VL10.0Qのγ4バージョン、VH14.0およびVL10.0Q抗体を作
製するため、以下のようにVH12.0およびVH14.0重鎖のγ4定常領域の配列でγ1定常領域の
配列を置換した。γ4定常領域の配列はGenbank登録配列KO1316から得た。本明細書に記述
したhVHおよびhVL領域を有するIgG1抗体の無傷の重鎖の作製に使用したIMAGEクローン206
88由来のγ1 Fc配列、およびKO1316配列由来のγ4 Fcは、両方とも天然のApa1制限部位を
可変および定常領域の接合部付近に有している。この部位はγ1 定常領域を置換するγ4
定常領域をクローン化するために使用した。BamH1および Not1制限部位を配列の3'末端に
付加しpCI-neo 発現ベクターへのサブクローニングを促した。次にγ4の配列（SEQ ID NO
S: 105および106）がBlue Heron Biotechnology （Bothell, ワシントン州）により新規
の合成遺伝子として合成された。Blue Heron Biotechnologyから得た新規に合成されたIg
G4 定常領域を含むプラスミドをApaIおよびNotIで消化し、1kb-γ4定常領域断片をゲルで
精製し、ApaI/NotIで分解したpCI-VH12.0およびpCI-VH14.0各プラスミドにライゲーショ
ンし、VH12.0-γ4およびVH14.0-γ4をコード化するプラスミドを作成した。これらは個々
にpCI-VL10.0Qプラスミドと組合せ、CHO細胞にトランスフェクトした。トランスフェクシ
ョンの4日後に、培養上清液を回収しVH12.0、VL10.0QのIgG4アイソタイプおよびVH14.0、
VL10.0Q抗体をプロテインAアフィニティークロマトグラフィーで精製した。これらの変異
体から構築されたγ1の新しい一過性トランスフェクションを並行して実施した。
【０２７３】
　酸による溶出と中和の後、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による分析サイズ排除
クロマトグラフィーにより、プロテインAで精製したIgG4調整液中に高次のオリゴマー形
の存在が示された。従って、Sephacryl S-300 26/60のサイズ排除クロマトグラフィーに
よる第二の精製工程を行い、モノマー分画を得た。これを行うためSephacryl S-300 26/6
0カラムをSEC 泳動バッファー（40mM HEPES、pH6.5、20mM L-ヒスチジン、100mM NaCl、
および0.02% Tween-80）660mlで事前に平衡化した。プロテインAカラムから溶出した蛋白
質を含むプールした分画をSuperloop（Amersham Biosciences）を通してロード（12.5ml 
試料注入）した。SEC分画（各5ml）を流速2.0ml/分で回収した。モノマー形に該当する分
画（溶出ピーク168.4 ml）をプールし、Lowryアッセイで蛋白質含量を測定した。
【０２７４】
　代表的IgG1抗体はhVH14.0γ重鎖（SEQ ID NO:181）またはhVH12.0 γ1重鎖（SEQ ID NO
:182）およびhVL10.0Q軽鎖（SEQ ID NO:178）を有する。代表的IgG4 抗体はhVH14.0 γ4
重鎖（SEQ ID NO:174）または hVH12.0γ4 重鎖（SEQ ID NO:176）および hVL 10.0Q 軽
鎖（SEQ ID NO:178）を有する。精製した抗体を競合アッセイでテストしてKi 値で表され
る効力を比較し、また細胞-コラーゲン接着アッセイでテストして効力をEC50 値で測定し
た。表19に示すように、いずれのアッセイについても、各種の変異体のアイソタイプの間
に有意差は見られず、元のTMC-2206モノクローナル抗体（mAb）との有意差もなかった。
【０２７５】
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【表２２】

【０２７６】
＜実施例５＞
　抗α2の好中球の血管外遊出に対する効果を、腹腔内投与マウスおよびラットの炎症腹
膜炎モデルにおいて調べた。カゼイン、カラギーナン、またはチオグリコレートなどの特
定の抗原腹腔内投与は、急性腹膜炎の応答を開始させる急速な肥満細胞の応答を誘発する
（Edelson et al., Blood 103（6）:2214-2220 （2004））。この腹膜炎は急速な好中球
の浸潤（数時間内）とそれに続くゆっくりした浸潤およびマクロファージの増殖（3～5日
間）を特徴とした。このようにこのモデルは、抗α2インテグリン抗体の使用が好中球の
応答を機能的に予防または低減することを初めて評価するために用いられた。
【０２７７】
　この急性腹膜炎モデルはラットおよびマウスにおいて実施した。TMC-2206抗体はラット
α2β1インテグリンを認識するが、対応するマウスα2β1インテグリンは認識しない。た
だし、多数の炎症のin vivo モデルをマウスで実施し、マウス急性腹膜炎モデルにおいて
はサロゲート抗α2抗体Ha 1/29（Pharmingen, Becton Dickenson、カリフォルニア州、カ
タログ番号559987）を用いた。
【０２７８】
　動物に抗α2インテグリン抗体またはアイソタイプ対照抗体を0.1から10mg/kgの用量範
囲で抗原投与の15分間前に静脈内または腹腔内注射した。インテグリン9％カゼイン（マ
ウス）またはカラギーナン（ラット）のいずれかを1mL腹腔内注射し、動物を規定した時
間そのケージに戻した:3時間（マウス）または5時間（ラット）（各群n=4）。次に動物を
ハロタンで安楽死させ腹腔を5 mM EDTAを含有するリン酸緩衝生理食塩水（PBS）5mL （マ
ウス）または10mL（ラット）で洗浄した。細胞を低速遠心にて採取し、PBS/EDTA 5mLに再
懸濁し、100μLを分取して鏡検し、細胞の大部分が好中球と一致する多形核の形態を有す
ることが観察された。残りの懸濁液中の細胞を低速で遠心し洗浄細胞ペレットを得た。
【０２７９】
　ミエロペルオキシダーゼ（MPO）活性レベルのアッセイにより（例えば、Speyer et al.
, Am J Pathol. 163（6）:2319-28 （2003））好中球含有量を定量した。洗浄液から回収
した細胞ペレットをヘキサデシルトリメチルアンモニウムブロミド（HTAB; Sigma-Aldric
h, ミシガン州）を0.5％含有する50mM KH2PO4緩衝液（pH 6.0）500μLに再懸濁した。そ
の試料を60～90秒間音波処理し、4℃で5分間14,000 rpmで遠心した。50μLの試料をマイ
クロタイタープレートのウェル内のHTAB緩衝液50μLに移し、取り除いた上清液を2:1に階
段希釈した。次にウェル中のこの溶液50μLを別の緩衝液50μLに移すことを繰り返してい
き、希釈系列を作製した。基質緩衝液（o-ジアニシジン0.168mg/mLおよび0.0005% H2O2を
含有する50mM KH2PO4緩衝液（pH6.0））200μLを各試料に加えて発色反応を開始させ、Mo
lecular Devicesプレートリーダーセットで460nmの波長でモニターを行った。次に元の細
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胞懸濁液（各動物につき洗浄細胞懸濁液500μL）中の酵素活性のユニット数を算出した。
MPO活性に対して好中球数/mLを滴定する（好中球数の直接計数にて評価する）よう設定し
た検量線により、測定範囲内でU/mLと好中球数/mLの間に強い直線的相関が示された。
【０２８０】
　表 20に示すように、抗マウスα2β1インテグリン抗体Ha1/29およびTMC-2206は両者と
も、マウスにおいては9％カゼインまたはラットでは1％カラギーナンによる抗原負荷後に
起こる腹腔内への好中球の浸潤に顕著な効果を有した。この効果は腹腔内洗浄液から回収
した総MPOの活性で測定した。Ha1/29投与のマウスで得られたED50値は-0.07mg/kg、TMC-2
206投与のラットのED50値は-5mg/kgであった。この差は、マウスα2β1インテグリンへの
Ha1/29 抗体の親和性と比較した抗ヒトα2β1インテグリンのラットα2β1インテグリン
への相対的親和性と一部相関し、またラットおよびマウスモデルで使用した抗原（それぞ
れカラギーナンおよびカゼイン）の差とも一部相関する。　
【０２８１】
【表２３】

【０２８２】
＜実施例６＞
　炎症性腸疾患マウスモデル（硫酸デキストラン誘発大腸炎）における抗αインテグリン
抗体の効果を調べた。このモデルではマウスにデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）5％を
含む飲料水を投与して大腸炎を誘発した（Elson et al., Gastroenterology 109（4）:13
44-67（1995）; Egger B., et al., Digestion 62（4）:240-8 （2000））。抗マウスα2
β1インテグリン抗体による治療の臨床徴候および症状の進行に対する効果と、大腸への
炎症誘発性白血球の浸潤に対する効果を評価した。
【０２８３】
　体重16～21グラムのBalb/Cマウス （Harlan, インディアナ州）をつがいで飼育した。
動物は蒸留水またはデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）（ICN, Irvine, カリフォルニア
州）を5％含む水のいずれかを自由に7日間与えた。この段階でマウスは下痢および顕著な
体重減少を示した。実験のデザインは4群で各群にマウス6匹、1群は未処置対照として、1
群はDSS対照とし、他の2群は0、2、4、および6日目に抗α2インテグリン抗体PS/2を2また
は5mg/kgのいずれかの用量で腹腔内注射により投与される群に割付けた。7日目（DSS給餌
開始から168時間後）にマウスを安楽死させた。マウスを計量し実験開始時からの変化を
観察し、結腸の長さを測定し、以下の通り、下痢、結腸出血、および直腸出血は2を最も
重度とする0から2の段階で採点した。

直腸出血:　　0点 = 血液の視認なし;　　　　　　 2 = 血液視認
便軟度:　　　0点 = 正常;　　　　　　1 = 軟便;　2 = 水様便
結腸出血:　　0点 = 血液の視認なし;　　　　　　 2 = 血液視認　
【０２８４】
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　次に結腸を免疫組織化学的検査のために処理した。盲腸から直腸までの結腸を慎重に切
除して4％パラホルムアルデヒドで4℃で2時間固定し、20％スクロース中に一晩放置した
後、OCT冷凍用化合物（Tissue Tek）中で急速冷凍した。Leicaクリオスタットを用いて薄
い（10μM厚さ）連続切片を作製し、自然乾燥し、3％ヤギ血清を含むPBS中で2時間ブロッ
クし、一次抗体中に室温で一晩インキュベートした。用いた一次抗体は、ラット抗マウス
CD11b/mac-1（マクロファージおよび活性好中球用マーカー、クローン M1/70, BD-Pharmi
ngen）、ハムスター抗マウスCD3（T細胞マーカー、BD-Pharmingen）、およびクローンF4/
80（マクロファージ用マーカー、Research Diagnostics, Inc）であった。次にスライド
を洗浄し、対応するAlexa 488またはTRITCで標識した二次抗体（Molecular Probes、オレ
ゴン州）中で2時間インキュベートし、PBSで3回5分間洗浄し、DAPI（Vector Labs、カリ
フォルニア州）含有封入剤Vectashieldでマウントした。切片をSpot RTカメラ（Research
 Diagnostics）に接続したLeicaエピ蛍光顕微鏡で観察した。固有層と絨毛先端部の間の
領域で漿膜表面（高度の自己蛍光）と腸管内腔を除く選択目的領域（ROI）内の蛍光強度
および蛍光染色した細胞数を、各動物においてImageProソフトウェア（Media Cybernecti
cs、メリーランド州）を用いて5個の別々の切片から計5視野について定量した。
【０２８５】
　表21に示すように、抗マウスα2 インテグリンの投与は、DSS給餌に伴う体重減少およ
び便軟度の回復において統計学的に有意な用量効果を示した。両投与群（2mg/kgおよび5m
g/kg）とも直腸出血および結腸出血において有意な効果を示したが、大腸炎の発症に伴う
結腸短縮に対する有意な効果は見られなかった。投与はまた浸潤白血球数の減少とも相関
していた（データ図示なし）。 
【０２８６】
【表２４】

【０２８７】
　もう1件の実験において、抗α4 インテグリン（クローンPS/2; Southern Biotech, ア
ラバマ州）、抗α2 インテグリン（クローンHa1/29, BD Pharmingen, カリフォルニア州
）および抗α1 インテグリン（クローンHa8/31; Invitrogen, カリフォルニア州）の効果
をDSSのみ投与のマウス（各群n=8）と比較して調べたものがある。抗体の投与量は5 mg/k
gであった。これらの抗インテグリン機能ブロック抗体は実験的大腸炎を調節することが
報告されている（Kriegelstein et al., J Clin Invest. 110（12）:1773-82 （2002）; 
Watanabe et al, Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol.283（6）:G1379-87 （2002
））。表 22に示すように、3つの抗インテグリン抗体は結腸短縮の回復に関連したが、抗
α2投与のみが便軟度（下痢）の有意な改善に関連していた。抗α2、抗α4投与はともに
結腸出血の有意な改善に至った。この実験では、いずれの抗体投与も体重減少に有意な効
果を誘発しなかった。抗CD3、F4/80、および抗Mac1を用いた間接免疫蛍光法により抵抗性
T細胞、マクロファージ、および好中球の数を評価した（前述のように）とき、表 23に示
す通り、抗インテグリン投与の3群は生理食塩水投与対照群に比べ有意な低下を示した。
これらのデータは、DSSへの応答で炎症を起こした結腸に蓄積するこれら免疫エフェクタ
ー細胞の定常状態レベルに対し、拮抗性のα2の機能が大きな影響を与えるという結論と
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、これらの変化が大腸炎に伴う臨床尺度の改善と同時に相関することを裏付けた。 
【０２８８】
【表２５】

【０２８９】
【表２６】

【０２９０】
＜実施例７＞
　抗α2インテグリンの効果を、多発性硬化症の実験的アレルギー性脳脊髄炎（EAE）モデ
ルにおける実験的臨床徴候および症状について調べた。合成脳細胞形成性ペプチドPLP139
-151をフロインド（Freund）のアジュバントと共にSJLマウスに注射することにより誘発
した多発性硬化症のEAEモデルは再発寛解型の多発性硬化症の予測モデルと考えられる（E
ncinas et al., J Neurosci Res.45（6）:655-69 （1996））。 
【０２９１】
　マウス4群（8匹/群、図1参照）における実験で、2群に疾患の症状発現から20日目まで
の初回急性発作時において10、11、12、14、15、18および20日目にアイソトープ対照また
は抗マウスα2インテグリン抗体Ha1/29のいずれかを5mg/kg投与を行った。これは急性投
与レジメンであった。0日目は合成ペプチドPLP139-151およびフロインドのアジュバント
によるプライミングの開始で定義した。疾患発症は連続体重減少の2日目と定義した。他
の2群は、2回目発作/初回再発に一致する18日目から36日目まで抗マウスα2インテグリン
抗体または生理食塩水を週に3回投与される遅延投与レジメンに割り付けした。臨床徴候
および症状について以下のようにマウスを評点した:
0.5点　　　　= 2日連続の体重減少
　　　 1点　 = 尾の弱化
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　　　 2点　 = 運動失調
　　　 3点　 = 後肢麻痺
　　　 4点　　= 瀕死状態
　　　 5点　 = 死亡
【０２９２】
　表24に示すように、初回発作の発症から抗マウスα2抗体を5mg/kg投与（急性投与）は
初回発作の程度を軽減し、また二回目の発作の程度も制限した。初回発作終了後の18日目
に投与を開始した場合（遅延投与、図1参照）、抗マウスα2インテグリン抗体5 mg/kgを
投与したマウスは初回再発から32日目までの期間中臨床スコアが低く、32日目の時点では
2群は表 24に示すように同様の疾患スコアを示した。図2に示すようにマウスに導入期中
のみ投与した場合は、抗α2インテグリンmAbは、EAEモデルの初回発作またはそれ以降の
段階でほとんどまたは全く効果がなく、アイソタイプ対照を投与された動物と実質的に同
等の疾患を発現した。これらの結果はEAEモデルで抗α4抗体、PS/2を用いて過去に得られ
（Yednock et al., Nature 356（6364）:63-6 （1992）; Theien et al., J. Clin. Inve
st. 107（8）:995-1006 （2001））で抗α4抗体ナタリズマブによる再発性多発性硬化症
の治療の裏付に用いられた結果（Miller et al., N. Engl. J. Med. 348（1）:15-23 （2
003））と対照的である。これらの結果から、α4インテグリンがこの受容体の拮抗作用に
より多発性硬化症に伴う発作の再発を遅延させるという神経炎症性疾患に果たす役割と対
照的に、拮抗性のα2インテグリンが再発が起きた時点での軽減および治療に有益な治療
形態であることを示している。
【０２９３】

【表２７】

【０２９４】
　瀕死状態（第4期）または実験終了時のいずれかにマウスから得た脳および脊髄につい
て組織学的分析を行った。マウスは瀕死状態（臨床スコア4点）のとき、または55～60日
間の観察期間後にハロタンで安楽死させた。動物はPBS、次に4%パラホルムアルデヒドで
灌流した。脳は5個の冠状厚切りスライスに分け、脊髄は10～12個の横断厚切りスライス
に分け、組織はパラフィン包埋し4μ厚の切片をミエリン形成を可視化するためルクソー
ルブルー（Luxol Blue）で染色した。ミエリン形成、浸潤（脳膜炎）、および血管周囲カ
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フィングの程度について組織を盲検的方法で評点した。脊髄切片の評点では、各脊髄切片
を前索、後策、各側索の四半部に区分した。脳膜炎、血管周囲カフィング、または脱ミエ
リン化を有する四半部にはその病態クラスに1点を与えた。各病態クラスの陽性四半部の
総数を計数し、スライド上に存在する四半部の総数で除し、100を乗じて各病態クラスの
百分率を算出した。その四半部にどんな病巣でもあれば陽性スコアを付けることで総合病
態スコアも算出した。
【０２９５】
　脱ミエリン化している顕著な炎症病巣が骨髄に観察され、後索の薄束および前外側索の
腹根神経の出る部分（root exit zone）に最も高頻度で見られた。軽度の血管周囲カフィ
ングのみ観察された。脳膜炎および脱ミエリン化は臨床徴候と強い相関（それぞれr=0.84
および0.79）を示し、抗α2投与群で有意に低いスコアを示した（両パラメーターとも抗
α2群と対照IgG投与群間でP<0.01）。これらのデータから、抗α2インテグリン抗体の投
与が発作に伴う脳膜炎および脱ミエリン化を阻害した、または再ミエリン化と修復を促し
た、あるいはその両方を行ったことが示された。総合的な結果は臨床アウトカムの改善で
あった。
【０２９６】
　もう1つの実験を行い（各群につきn=17～20）、抗α2インテグリンと抗α4インテグリ
ン抗体、PS/2（Southern Biotechより入手）による初回急性発作中から寛解の発現まで（
10日目から20日目まで）の治療と比較した。追加の2群を対照IgGまたは抗α2インテグリ
ンのいずれかで寛解開始（18日目）から初回再発（36日目）まで、および疾患の慢性期の
開始時に投与を行った。抗α2インテグリン療法が神経学的後遺症（麻痺）の発現率にお
いて再び顕著な効果を示し、初回EAE発作時のみならずそれに続く再発期（EAEの慢性期、
表24）の最大平均臨床スコアに統計学的に有意な低下を示した。遅延抗α2療法は、疾患
の慢性期における臨床スコアに対しわずかな軽減効果を有した。初回発作中の疾患発現率
（抗α2で61％、対照IgGで85％）および慢性期の発現率（抗α2で77％、対照IgGで100％
）は、抗α2投与マウス群で対照群に比べて低かった。抗α4を投与した群では、初回発作
中の疾患発現率は（抗α4投与群で94％、対照で82％）および再発中の発現率（抗α4投与
群で89％、対照で92％）は、抗α4抗体投与群と対照群間で同様であった。しかしそれに
続く再発の程度は顕著に軽減された。抗α4抗体に関するこれらのデータはEAEにおける臨
床アウトカムに対する抗α4抗体療法の効果に関する過去の報告（Theien et al., J. Cli
n. Invest. 107（8）:995-1006（2001））と同等である。
【０２９７】
＜実施例８＞
　血小板α2β1インテグリン（α2β1は血小板表面に発現している）に結合する効果を血
小板の機能への効果も含めて調べた。これらの効果を調べるため異なるアッセイの組合せ
を実施した。
【０２９８】
　第一番目の研究ではTMC-2206の結合が血小板の活性化（Pセレクチンの上方制御または
αIIbβ3活性化に特異的なPAC-1などの抗体を用いて測定される血小板αIIbβ3インテグ
リンの活性化で測定される）につながるかどうかを評価した。最低10日間薬剤服用を控え
た健常ドナーの肘静脈から21Ｇ針を用いてヒト静脈血を採取し、洗浄血小板の作製に使用
する場合はプロスタグランジンI2（PGI2 , Sigma-Aldrich）を500ng/mL含む1/10容量の酸
性クエン酸ブドウ糖緩衝液（ACD: 85mMクエン酸ナトリウム、111mMブドウ糖、および71mM
クエン酸、pH調節なし）に入れた。全血を室温において160×gで20分間遠心し、バフィー
コートを乱さずに多血小板血漿（PRP）を除去した。PRPをクエン酸ブドウ糖生理食塩水緩
衝液（CGS、13mMクエン酸三ナトリウム, 120mM塩化ナトリウム、および30mMブドウ糖、pH
7.0）およびPGI2（500ng/ml）で2.5倍に希釈し、室温で160×gで20分間遠心にかけて不純
物である白血球を除去し、洗浄血小板を調整した。上清液を回収し1100×g で10分間遠心
し、得られた血小板を静かにCGS緩衝液に再懸濁し、洗浄後正常Tyrodes-Hepes緩衝液（12
mM NaHCO3, 138mM NaCl, 5.5mM ブドウ糖, 2.9mM KCl, 10mM HEPES, 1mM CaCl2, 1mM MgC
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l2, pH7.4）に再懸濁した。この血小板を37℃で30分まで回復させた。洗浄血小板を計数
し、次にCaCl2およびMgCl2を1 mMになるよう加えた。ラットの洗浄血小板を同様の方法で
調整したが、採血時の血小板の活性化を最小限にするため血液は大静脈から採取した。
【０２９９】
　新たに調整したPRP 50μLをTMC-2206 5 μg/mLまたはマウスIgG対照抗体とともに30分
間インキュベートし、洗浄し、次にAlexa 488標識Pセレクチン抗体（BD Pharmingen, カ
タログ番号555523）、Alexa-488標識PAC-1抗体（BD Pharmingen, カタログ番号 340507）
、または150ng Alexa-488標識フィブリノーゲン（Molecular Probes）の存在下または非
存在下でAlexa-594で標識したヤギ抗マウス抗体とともに室温で40分間インキュベートし
た。P-セレクチンおよびPAC-1は血小板活性化のマーカーであり、活性化した血小板はフ
ィブリノーゲンに結合することができる。インキュベート時間終了時に血小板を1/10容量
の4%パラホルムアルデヒドで固定し、FACScalibur（商標）フローサイトメーターを用い
て分析した。これらの実験の結果は、TMC-2206処理した血小板で観察され対照IgG処理し
た血小板では見られなかった蛍光強度の増強におけるログシフトで示されるように、血小
板が明らかにTMC-2206を結合したにもかかわらず、P-セレクチンまたはPAC-1染色に随伴
する増加が見られないことを予想外に実証し、TMC-2206結合が血小板を活性化しなかった
ことが示された。 
【０３００】
　次に行った実験では、TMC-2206を結合することが血小板の活性化につながるかどうかを
コラーゲンが誘発する血小板凝集に対する効果によって評価した。可溶性コラーゲンは血
小板凝集の強力なアゴニストであり、血小板の応答能の日常的尺度として使用される（一
例としてHemostasis and Thrombosis;（2001）, ed. Colman et alを参照）。α2-ノック
アウトマウスを使った実験から、これらのマウスから得た血小板がコラーゲンに対し阻害
された軽微な応答を示すことが示唆されている（Holtkotter et al, J. Biol. Chem. 277
（13）:10789-94 （2002）E. pub Jan, 11, 2002; Chen et al., Am. J. Pathol. 161（1
）:337-344（2002））。血小板のコラーゲンに対する応答に対しTMC-2206が有害作用を有
するかどうかをテストするため、Bio-data PAR4 血小板凝集計を用いた従来の光透過法凝
集測定によりヒトおよびラットの血小板凝集アッセイを行った。上述の方法でPRPを調整
し、血小板数を3×108/mLに調整した。PRP 450μLまたは洗浄血小板をTMC-2206 5μg/mL 
の存在下で磁気ビーズで37℃で1分間撹拌してから、コウシ皮膚I型コラーゲン（Biodata 
Corp）を加えて凝集を開始した。洗浄血小板凝集用にTyrodes緩衝液で最終容量500μLと
し、血小板欠乏血漿（PPP）で多血小板血漿アッセイ用とした。Tyrodes緩衝液またはPPP 
500μLをアッセイのブランクとして用いた。血小板を微量遠心機で3000rpmで5分間遠心し
PRP中でペレット化しPPPを調整した。可溶性コラーゲン添加後の血小板の凝集率および程
度をTMC-2206の存在下と非存在下とで比較したところ同等であった。これらの実験の結果
から、in vitroにおいて試験した濃度ではTMC-2206の血小板への結合がコラーゲン誘発血
小板凝集に対し予想外に何の効果もなかったことが実証された。
【０３０１】
　次に行った実験ではTMC-2206の結合が、in vivoで抗体が血小板に結合する結果起こり
得る血小板減少症に繋がるかどうかを評価した（Hansen and Balthasar, J Pharmacol Ex
p Ther. 298（1）:165-71 （2001））。TMC-2206投与後に血小板減少症が起こるかどうか
テストするため、ラットにTMC-2206を10mg/kgの用量で投与し、対照としてマウスIgGを腹
腔内投与した。注射の前に尾から採血しベースラインの血球計数を行った。薬剤の腹腔内
投与後に規定の時点（10, 30, 60 分後および4, 24、72 時間後）に非麻酔ラットの後眼
窩部より毛管ウノピペット（Unopipet）を用いて血液試料を採取した。約40μL の血液を
ACD 5μLを含む試験管に移し、直ちにHemavet血球カウンター（Drew Scientific）で計数
した。この実験の結果から、5mg/kgまたは10 mg/kgのTMC-2206投与量で予想外にベースラ
インの血小板数からの有意な変化がないことが示された。これと対照的に、0.1mg/kgの抗
体を別の血小板受容体（αIIb,抗CD41抗体（BD Pharmingen, カリフォルニア））に注入
すると血小板減少症が誘発され、抗体投与から15分以内に血小板数がほぼ80％減少した。
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【０３０２】
＜実施例９＞
　種々のサブタイプを含むコラーゲンへの血小板の接着に対する抗α2インテグリン抗体
の効果を調べた。α2β1インテグリンは、唯一のコラーゲン受容体ではないが血小板が発
現する唯一のコラーゲン結合性インテグリンである。しかしながら上述したように、特に
血小板活性化においてはコラーゲンマトリックスへの強固な接着を促す他のメカニズムが
存在する。この実施例では、I型、II型、III型、IV型、およびVI型コラーゲンへの血小板
接着を阻害するTMC-2206抗体の能力を、休止血小板および中等度の血小板アゴニストであ
るアデノシン2リン酸（ADP）により活性化された血小板について評価した。 
【０３０３】
　Immulon II 血小板を、5mM酢酸で泡立てないよう可溶化したI型、II型、III型、および
VI型コラーゲン（Rockland Immunochemical）およびIV型（Sigma, St. Louis,ミズーリ州
）でコーティングし、最終濃度1 mg/mLとした。Ca++またはBSAを除き2 mM/Mg++を加えた
修正タイロード-ヘペス（Tyrode's-HEPES）緩衝液を用いてウェルを2回洗浄し、Ca++を除
き2mM/Mg++および0.35% BSAを含有する100 μL/ウェル Tyrode's-HEPES緩衝液でブロック
した。　
【０３０４】
　上記実施例8に記述したように、PRPを含めた血小板の調整にはヒト静脈血を用いた。PR
Pを室温で1100×gで10分間遠心し、血小板欠乏血漿（PPP）を作製した。その結果得られ
た血小板ペレットを標識するため、CGS （13mM クエン酸三ナトリウム、120mM 塩化ナト
リウム、および30mMブドウ糖、pH7.0）1.0mL 中に静かに再懸濁し、5mL丸底試験管に移し
、3μLのCFSEストック溶液 （最終濃度53.7μM）を加えて正確に20分間静かに震盪した。
標識した血小板をCGS緩衝液で希釈し、洗浄した。血小板ペレットをCMFTH 緩衝液1mL （5
mM HEPES, pH7.3, 12mM 重炭酸ナトリウム, 137mM NaCl, 3mM KCl, 0.3mM NaH2PO4, 5mM 
ブドウ糖、および0.35% BSA）中に再懸濁し、可能な限り暗所に保存した。洗浄ラット血
小板を同様の方法で調整したが、採血時の血小板の活性化を最小限にするため血液は大静
脈からPGE1を500ng/mL 含むACDを加えたシリンジに採取した。
【０３０５】
　CFSE標識血小板を0.35% BSAを含むTyrode's-HEPES緩衝液で2.0×105/μLに希釈した。0
.35% BSAを含むTyrode's-HEPES 緩衝液中の20μM ADPに被験阻害物質を様々な濃度で加え
たウェルに標識血小板（1.0×107 ウェル）をアプライした。血小板混和液マイクロタイ
タープレートを室温で550×gで10分間遠心した後暗所で10分間インキュベートした。ウェ
ルをTyrode's-HEPES 緩衝液で洗浄した。Victor2蛍光プレートリーダーを用いて蛍光を測
定した。蛍光強度と血小板数の関連を調べるため、標識血小板を0.35% BSAを含むTyrode'
s-HEPES 緩衝液（Ca++またはADPを含まない）で種々の濃度に希釈し、コラーゲンI型また
はIV型でコーティングしたウェルにアプライし、遠心し、CFSE蛍光測定を行った。表25に
示すように、TMC-2206はこれらの静置条件下でコラーゲンへの結合を阻害し、EC50は 1.7
 nMであった。TMC-2206を用いた同様な実験をラットにおいて行った。ラット血小板のラ
ットコラーゲンI型への結合阻害のEC50値は6.3 nMで、ヒトα2β1の血小板に対する効果
と比べ、ラットで約5倍の変化があったことが示唆された。
【０３０６】
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【表２８】

【０３０７】
　表25に示すとおり、TMC-2206は筋原繊維性コラーゲンへの血小板接着の強力な阻害剤で
あるが、筋原繊維以外のコラーゲンIV型への阻害の効力は低い（1-2nMに対し10nM ）。AD
Pの存在下で、筋原繊維性コラーゲンへの結合を阻害する効力に予想外の約10～20倍の低
下が見られ、コラーゲンIV型への接着の防止に当該抗体はもはや有効ではなかった。これ
らの予期しない観察結果により、TMC-2206およびTMC-2206のエピトープ結合特異性を有す
る抗体が活性化血小板と筋原繊維性コラーゲンとの相互作用を阻害する活性が低いこと、
および血管壁内皮の大部分を占めるコラーゲンのサブタイプであるコラーゲンIV型への結
合にほとんどまたは全く作用しない[治療用量の範囲において]ことが示唆された。 
【０３０８】
＜実施例１０＞
　抗α2インテグリン抗体の出血時間に対する効果を調べた。技術分野における当業者に
は、急性傷害後に血小板インテグリンに対する抗体を投与すると、投与を受けた被験者に
出血性障害を起こし凝血までの時間延長につながることが予想された。α2インテグリン
に対する抗体がin vivoにおいて出血傾向を増加するかどうかを評価するため、ラットに
おいてTMC-2206の出血時間に対する効果を調べた。　
【０３０９】
　出血時間をテストする15分前にラットにTMC-2206を腹腔内または静脈内注射で投与した
。非麻酔ラットを拘束器具で固定し、尾の先端から0.8cmの部分をすばやく切り出血させ
た。その尾を37℃に保ったPBS 30mL を含むビーカーに直ちに挿入した。尾が止血するま
でに要した時間を出血時間として記録した。表26に示すように、このデータからTMC-2206
の用量10 mg/kgまでの投与が出血時間に対し有意な効果を有しなかったことが実証された
。 
【０３１０】
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【表２９】

【０３１１】
＜実施例１１＞
　抗α2インテグリン抗体の効果を動脈血栓症のモデルにおいて調べた。血小板のα2β1
に対し反応性を有する抗体の投与から発現し得るもう1つの出血性障害として、血小板の
機能の望ましくない作用に起因して急性動脈損傷後に傷血栓性閉塞が起こるまでの時間が
延長するということがある。よって、TMC-2206のような抗α2インテグリン抗体をラット
の塩化第二鉄誘発動脈血栓症モデルでテストした。これは抗血栓薬の開発に使用されてき
た標準的モデルであり、活性はFeCl3溶液に血管内膜が曝露してから閉塞までの時間の遅
延として現れる（Kurz et al., Thromb Res. 60（4）:269-80. （1990）; Hoekstra et a
l., J Med Chem. 42（25）:5254-65 （1999））。
【０３１２】
　TMC-2206抗体を1mg/kgから15mg/kgの用量範囲で動脈損傷を誘発する約30分前にラット
に尾静脈注射にて投与した。静脈注射用として、高用量に必要な注入量を減らすためほと
んどの抗体を4-5mg/mLに濃縮した。投与群は、TMC-2206 1.0、2.5、5.0、10.0、および15
mg/kg、対照マウスIgGI（κ）（クローン MOPC21）5.0mg/kg、ウサギポリクローンナル抗
vWF抗体（DAKO）または生理食塩水とし、各群動物数は3～4とした。 
【０３１３】
　体重220～270グラムのSprague-Dawleyラット（Harlan）をペントバルビタールナトリウ
ム60 mg/kgで麻酔した。ラットが十分な麻酔レベルに達したら、頚動脈を露出し、頚動脈
を包み塩化第二鉄溶液（35%）に頚動脈が浸るように4mmの辺に沿って折ったフィルター紙
（4mm x 5mm）の上に置いた。35% FeCl3 12μLを5分間アプライし、次にフィルター紙を
除去してTransonic Systems Inc.製フローシステム（Ithaca、ニューヨーク州）のフロー
プローブを頚動脈の周囲に置いた。フローを最大45分間まで測定した。
【０３１４】
　各群数匹の動物について塩化第二鉄投与後の特定の時点で流量の平均値および標準偏差
（SEM）を記録した。TMC-2206のどの投与量においても、15mg/kgの高用量においてさえ、
生食対照に比較して閉塞までの時間に差異は見られなかったが、このことからTMC-2206投
与による血栓形成への有害作用はないようであることが示された。開始時の流量値は動物
間でかなり異なり得るが、閉塞までの時間はTMC-2206投与群においては一貫して塩化第二
鉄投与後10～16分間で、閉塞までの平均時間がそれぞれ12分、14分であった生食群および
対照IgG投与群と非常に類似していた。閉塞の予防に関連してテストした唯一の投与は陽
性対照のポリクローンナル抗vWF抗体であり、FeCl3を加えてから45分間もの時間、流量の
パラメーターの減少が見られないという結果が得られた。 
【０３１５】
＜実施例１２＞
　α2インテグリンサブユニット上のTMC-2206結合部位の性質の特性を決定するエピトー
プマッピング実験を含め、抗α2インテグリン抗体の結合特性を調べた。標的の結合部位
に直接結合し、リガンド結合の直接競合物質として働く抗α2インテグリン抗体は、α2β
1インテグリンに結合すると同時に血小板活性化を起こす可能性が予測された。反対に、
不活性状態のα2β1インテグリンに結合しインテグリンの活性化を起こさない抗α2イン
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可能性が考えられた。TMC-2206と同一または類似の結合エピトープを有する抗体は白血球
のコラーゲンへの細胞接着を阻害する可能性を有し、そのため有意な療法的有用性を持ち
得るが、α2β1インテグリンに結合し活性化させる抗体のように出血性合併症を伴わない
可能性がある。　
【０３１６】
　TMC-2206により認識されるエピトープが、リガンド結合性のα2インテグリンサブユニ
ットのIドメイン内に存在するかどうか、あるいはそれが単に無傷のIドメインの存在に依
存するのかどうかを検討する実験を行った（Hangan et al., Cancer Res. 56:3142-3149 
（1996））。これらの実験用として、Tuckwell et al., J. Cell Sci. 108 （Pt 4）:162
9-37 （1995）に記載されたプロトコールの修正版を用いてGST-α2 Iドメインの融合蛋白
質を作製した。このヒトα2のIドメインは、ヒトα2インテグリンを発現している約106 
個のCHO 細胞から単離したmRNAからクローニングした（Symington et al., J Cell Biol.
 120（2）:523-35.（1993）。細胞をTrizol試薬（Gibco）で溶解しクロロホルムを加えて
水性相を抽出してから0.2容量のイソプロパノールを加えてRNAを沈殿させ、それを遠心し
てリボヌクレアーゼを含まない水に再懸濁した。
【０３１７】
　ヒトα2のIドメインに隣接するプライマーはSigma-Genosysが合成したものである。そ
のプライマーはpGEX-2TKベクター（GE Biosciences）にクローニングするためにBamHIお
よびEcoRI部位をそれぞれ5'および3'末端に組入れ操作をしてあった。標準Qiagenキット
を使用して単一工程の逆転写ポリメラーゼ連鎖反応にhalphaI F （5'GGGGATCCAGTCCTGATT
TTCAGCTCTCAG; SEQ ID NO:117）およびhalphaI R （5'GGGAATTCAACAGTACCTTCAATGCTG; SE
Q ID NO:118） プライマー（表 27参照） を用い、成熟α2インテグリンサブユニットの
アミノ酸123から346までを増幅し、またBamHI部位をアミノ末端（GSをIドメインの124残
基の上流に付加する）に組み込みかつ追加のEFIVTD ヘキサペプチド１個をEcoRI クロー
ニング部位として停止コドンまでに組み込んだ。 アガロースゲル電気泳動により単一の
バンドが検出された。Qiagen PCR迅速キットを用いてPCR反応産物を精製した。産物を制
限酵素で分解し、標準的分子生物学的手法を用いてpGEX-2TKベクター（Amersham, GE）に
クローニングした。形質転換した細菌を挿入片についてスクリーンし、Beckman-Coulter
製のCEQシステムを用いて数個のクローンの配列を決定した。クローンの推定アミノ酸配
列は閲覧可能なヒトα2のIドメイン（SEQ ID NO:11、表28に記載）と同一であった。正し
いDNA挿入片を含む単一のクローンをDH5α細胞（Invitrogen）中で増幅し、BL21エレクト
ロコンピテント細菌（Invitrogen）に再度形質転換した。
【０３１８】
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【表３０Ｃ】

【０３１９】
　イソプロピルチオ－β－D－ガラクトシド（IPTG）を誘発剤として用い、ヒトα2のIド
メインを有するGST融合蛋白質を対数増殖期のBL21細菌に発現させた。誘発から約4時間後
に細菌を採取し、50mL円錐形遠心管中で3000RPM でペレット化した。このペレットを1％ 
Triton X-100およびプロテアーゼ阻害剤を含むPBS中に再懸濁した。 このホモジネートを
1分間ソニケートして3000 RPM で遠心し、溶菌液から細胞片を除去した。製造元の使用方
法に従い遊離グルタチオン20mMを含むTBS （pH8.0）中に溶出したグルタチオン-セファロ
ーズビーズ（GE-Amersham）を用い、溶菌液からGST融合蛋白質を精製した。精製したGST
のα2 Iドメインは、過去に報告された（Tuckwell et al., J Cell Sci. 108 （Pt 4）:1
629-37（1995））ものと同じ特異性でコラーゲンを結合し、特にIV型と比べI型 のコラー
ゲンに対しより高い親和性を有した。このドメインはELISA法により0.31nMと測定されたK

d 値で固定化TMC-2206に結合し、実施例2に記述した直接結合実験から得られた無傷のα2
β1インテグリンに結合したTMC-2206で観察された親和性（0.37nM）と同等であった。実
施例2に記述したように、可溶性GSTα2 Iドメインの融合蛋白質を、α2β1コーティング
プレートへの結合においてEu標識TMC-2206と競合する能力について評価した。可溶性GST
α2 IドメインのKi 値は、同様であることが分かり（0.18nM、これに対し無標識TMC-2206
について得られた値は0.28nM）、TMC-2206の結合部位がα2 Iドメイン内に存在し、β1サ
ブユニットの存在を必要としないことが示された。
【０３２０】
　TMC-2206による結合のカチオン依存性を調べる実験を行った。カチオン依存性により、
結合部（binding moiety）がインテグリンの二価のカチオン結合部位（MIDAS）を標的と
し、そのためにリガンドの類似物質（mimetic）として作用することが示された。α2への
コラーゲン結合は正常な生理学的状態下ではMg++依存性であるが、Mg++をCa++に置換する
と結合は起こらない（Staatz et al., Cell Biol. 108（5）:1917-24 （1989）; Emsley 
et al., Cell 101（1）:47-56 （2000））。これらの実験用として、GSTのα2 Iドメイン
融合蛋白質をReacti-Bind グルタチオン・コーティング・マイクロタイター・プレート（
Pierce Biotechnology, Inc. Rockford, イリノイ州）上に固定化し、Eu標識TMC-2206の
異なるカチオン条件下（CaおよびMgを含まず、Ca++またはMg++を0.1 μM から3 mMの濃度
範囲で含む）で結合する能力を測定した。100μL/ウェルのGSTα2 Iドメイン融合蛋白質
（2.0μg/mLの二価のカチオンを含まない結合バッファー: 50mM HEPES, pH7.4, 150mM Na
Clおよび0.5% Tween-20）を室温で1時間インキュベートしてプレートをコーティングし、
カチオンを含まない二価の洗浄バッファーでウェルを4回洗浄した。ブロッキングバッフ
ァー（IgGを含まないBSA [Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, 
ペンシルバニア州]3.0 mg/mLを含有する洗浄バッファー）100μL/ウェルを用い、室温で1
時間ウェルをブロックし、二価のカチオンを含まない洗浄バッファーで4回洗浄した後、
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所望の濃度の二価のカチオンを含む洗浄バッファー（300μL/ウェル）中で30分間ウェル
をさらに平衡化し、次に41pM、199pM、345pM または1nM のEu標識TMC-2206または対照抗
体の存在下で37℃で1時間インキュベートした。マウスTMC-2206抗体は、全ての条件下で
同様の効力で濃度依存的に結合するが、これは そのα2 Iドメインへの結合がカチオン非
依存的であり、従ってMIDAS部位が関与しなかったことを示す。Eu標識対照IgG はα2β1
インテグリンコーティングのウェルに結合せず、その結合が特異的であることが確認され
た。
【０３２１】
　TMC-2206の結合部位を調べる実験をさらに行った。インテグリンリガンドは、二価の金
属イオンと最終的なキレート結合を形成する重要な酸を有するのが典型的である（Haas a
nd Plow, Curr. Opin. Cell. Bio. 1994; Lee et al., Structure 1955）が、これは抗α
1インテグリン mAb、AQC2（Karpusas et al., J. Mol. Biol. 2003）を含む多くのインテ
グリン拮抗物質が共通に有する性質で、その酸はCDR-H3中の残基D101から供給される。類
推すると、TMC-2206 CDR-H3のD100がそのようなα2 MIDASとの相互作用を提供する可能性
がある。従って、1個はD100Aの突然変異、もう1個はD100R の突然変異を有する2個の変異
体マウスVHを含む抗体が産生された。次に、それらのEu-TMC-2206結合における競合能力
をTMC-2206マウス-ヒトキメラ抗体と比較してKi アッセイにおいて評価した。D100A変異
体は0.9μMの濃度まで完全に不活性であり、これはマウス-ヒトキメラTMC-2206抗体のそ
れと比べ1600倍を超える効力のシフトを意味した。反対に、復帰変異体D100Rは 同様のKi
 値（0.41nM compared to 0.52nM）で実証されるようにマウス-ヒトキメラTMC-2206抗体
とほぼ同等の効力を示した。これは、MIDASリガンド部位を形成する金属キレート錯体（m
etal chelation complex）への連結においてTMC-2206のD100残基が果たす役割を否定する
根拠を提供するものである。　
【０３２２】
　このヒトα2β1インテグリンＩドメインに対するマウスモノクローナル抗体においてTM
C-2206の結合特異性を調べるために、エピトープマッピング実験を含むさらなる実験を行
った。TMC-2206 はラットα2β1インテグリンと交差反応を起こすが、マウスα2β1イン
テグリンとは交差反応を起こさない。α2β1インテグリン蛋白質は種の壁を超えて高い相
同性を共有するため、抗体結合にとって重要なα2β1中の残基は、当該抗体に交差反応を
示す種と示さない種とを比較してその間に存在する差異を特定しうる方法によって特定さ
れた（e.g., Champe et al., J. Biol. Chem. 270（3）:1388-94 （1995）; Karpusas et
 al., J. Mol. Biol. 327（5）:1031-41 （2003）; Bonnefoy et al., Blood 101（4）:1
375-83）。α2インテグリン単独の場合、およびその標的リガンドのコラーゲンと複合体
を形成した場合のドメインI の結晶構造が解析されてきた（Emsley et al., J. Biol. Ch
em. 272（45）:28512-7 （1997）; Emsley et al., Cell 101（1）:47-56 （2000））。G
enbankに提供されたヒトα2のＩ（SEQ ID NO:11）、ラットα2 I （SEQ ID NO:93）、お
よびマウスα2 I （SEQ ID NO:94）ドメインの配列比較を表 28に示す。この解析から、
マウスIドメインがラットおよびヒト両方のα2のＩドメインと異なる14個の残基を含むこ
とが分かる（表28に太字下線で示す）。これらの残基はTMC-2206結合エピトープをさらに
研究するために使用された。　
【０３２３】
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【表３１】

【０３２４】
　実施例3に記述したようなPCR法により適切な交差反応性が保持されたことを確認するた
め、マウスおよびラット両方のGST-α2 I ドメインをGST融合蛋白質としてクローニング
した。マウスα2 IドメインをBalb/Cマウス腎から単離したmRNAから、malphaI F （SEQ I
D NO:121）およびmalphaI R （SEQ ID NO:122）のプライマーを用いてRT-PCR法でクロー
ニングし、ラットα2 I ドメインをSprague Dawleyラット腎からralphaI F（SEQ ID NO:1
23）およびralphaI R（SEQ ID NO:124）のプライマーを用いてRT-PCR法でクローニングし
た。さらに、非ヒト霊長類のα2 Iドメインをアカゲザルおよびカニクイザルから別々に
採取した新鮮血を低速遠心して得られた白血球ペレットからクローニングした。次に白血
球を液体窒素中で急速凍結した。合計5×106（アカゲザル）および2×106（カニクイザル
）個の細胞をTrizol（Invitrogen, Cat#15596-026）1mL中に溶解し、上述のように全RNA
を調整した。最終RNAペレットをDEPC処理水50μLで再懸濁した。これは最初の逆転写酵素
（RT）の工程のテンプレートの役目を果たした。RT反応は8μL（アカゲザルmRNA用に2.24
μg、カニクイザルmRNA用に1.44μg）の細胞性RNA、DNTP 1μL（10mM）、およびヒトIド
メイン1μL（2μM）の順方向プライマー（GGGGATCCAGTCCTGATTT; SEQ ID NO:119）からな
った。この混合液を65℃で5分間インキュベートし氷で冷却した。次にこのcDNA 5μLをヒ
ト順方向および逆方向プライマー（順方向: GGGGATCCAGTCCTGATTT, SEQ ID NO:119; 逆方
向: GGAATTCAACAGTACCTT, SEQ ID NO:120）を用いたPCR増幅反応のテンプレートとして使
用した。サイクル時間は、94℃で30秒間、94℃で30秒間、55℃で30秒間を1サイクル、68
℃で1分間を40サイクル、68℃で5分間を1サイクル行った。PCR産物を1％アガロースゲル
電気泳動で分離し、バンド（予期したサイズ）をアガロースゲルから直接精製してBamHI
およびEcoRIで分解し、pGEX-2TKベクター内の同一部位にクローニングし、細菌BL21株に
導入して形質転換させた。
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【０３２５】
　単一コロニーを分離し、Beckman CEQ 8000 DNAアナライザーを用いて挿入片の配列を決
定し、マウスおよびラットα2 Iドメインの同定を検証し、サル2種のヒトに対する配列の
相同性を測定した。クローン化したマウス配列は寄託された配列NM_008396.1のIドメイン
領域と完全な同一性を示した。同様に、クローン化したラットの配列は、クローン配列が
寄託配列よりも残基を6個多く含むことによりラットドメインの残基16～21間（無傷のα2
インテグリンの残基139から144）の領域が正確に翻訳されること以外はGenbank登録のラ
ットインテグリンXM_34156.1と同一であった。このアミノ酸配列ACPSLVはこれらの位置に
おけるマウス残基と同一であった。
【０３２６】
　ヌクレオチドのレベルでは2種の霊長類の配列はヒトα2のIドメイン配列に非常に高い
相同性を示した。アカゲザルのヌクレオチド配列（SEQ ID NO:104）のα2 Iドメインは、
ヒトのヌクレオチド配列と1個のヌクレオチドのみ異なりコドン50内のCTTがCTGに変わっ
ていることを示しているが、両者ともロイシンをコード化するため推定蛋白質配列はヒト
と同一であった。カニクイザルのα2 のIドメインヌクレオチド配列（SEQ ID NO:103）は
、ヒトAAGがGACに置換されたコドン40以外はヒトと同一であった。この結果この位置での
リジンからアスパラギン酸残基への置換が起こった。しかしさらなる研究の結果、他のカ
ニクイザルがヒトα2のIドメインに100％の相同性を示した事から、このヌクレオチド置
換が全部の動物では維持されない多型性によるものであることが判明した（実施例18参照
）。 
【０３２７】
　ヒトGST-α2 I ドメインの融合蛋白質について、上述のように融合蛋白質を発現させ精
製した。グルタチオン-セファロースカラムから溶出した物質の分析結果から、げっ歯類
の融合蛋白質が凝集型を含むことが示された。従って、これらおよび霊長類の融合蛋白質
をAkta-Basic FPLCシステム（GE-Amersham）に Sephadex 75 10/30（GE-Amersham）カラ
ム（霊長類用）を使用したFPLC（fast protein liquid chromatography）のサイズ排除ク
ロマトグラフィーでさらに精製し、モノマー分画を得た。次にGST融合蛋白質を、固定化T
MC-2206 を結合する能力および固定化ヒトα2β1インテグリンへの固定においてEu標識TM
C-2206と競合する能力についてテストした。上記実施例2に記述したようにKi アッセイを
行った。TMC-2206への直接結合性を評価するため、TMC-2206を5μg/mL含む重炭酸ナトリ
ウム溶液（pH 9.0）50μLを用いてImmulon 4プレートをコーティングした。プレートを密
封し4℃で一晩コーティングを行った。翌朝プレートをTBS溶液で2回洗浄した後、上述の
ブロッキング溶液200μLで室温で震盪しながら1時間ブロックした。ブロック後、ブロッ
キング溶液を除去するがウェルは洗浄しなかった。その代わりGST融合蛋白質の連続希釈
溶液を作製してウェルに添加し、室温で震盪しながら2時間インキュベートした。次にそ
のウェルを吸引しTBS洗浄バッファーを室温で5分間アプライした。洗浄手順をさらに2回
繰り返してから二次抗体をアプライした。二次抗体の手順はブロッキング緩衝液で1:2000
に希釈したAmersham製HRP結合ウサギ抗GST抗体からなった。二次抗体100μLを各ウェルに
加え、室温で震盪しながら1.5時間インキュベートした。再びウェルを吸引し洗浄バッフ
ァーで3回洗浄してから基質反応液を加えた。基質反応液100μL（TMBキットの1:1希釈液
）を各ウェルに加え6分間置いた。反応を0.1M H2SO4 100μLを加えて停止させた。ウェル
内の反応を測定し、Molecular Dynamicsプレートリーダーと関連するSoftmaxソフトウェ
アをそれぞれ使用し吸光分光光度法により定量した。次にPrismソフトウェア（Graphpad,
 カリフォルニア州）を用いてEC50 値からKd値を推定した。
【０３２８】
　ラットα2 I のTMC-2206への結合のKd 値に、ヒトα2に比べ3倍の変化が見られた。そ
の一方、マウスα2 I GST融合蛋白質は最高濃度においてもわずかの特異的結合しか示さ
ず、これは親和性の1500倍の変化を意味した（表29参照）。アカゲザルGST-α2 Iはヒト
と同等の親和性を示したが、カニクイザルの GST-α2 Iは予想外に1μMaの濃度までTMC-2
206に対し検出可能な親和性を示さなかった。このような相対的順位がKi アッセイでも観
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ことから、K40残基がエピトープの決定因子である可能性が示された。GST-ヒトα2 I融合
蛋白質（Kd値0.18nMおよびKi値 0.33nM）とクローン化ラットのGST-α2 I（Kd値0.54nMお
よびKi値 3.8nM）の親和性の違いは、実施例 9に記述した、ラット新鮮血小板およびヒト
血小板のコラーゲンＩ型への接着に対するTMC-2206の拮抗性を比較したアッセイから得ら
れたEC50値のシフトと整合していた。同様に、カニクイザル I ドメインGSTマウスα2 I
融合蛋白質にTMC-2206に対する交差反応性がないことは、この抗体が無傷のマウスα2β1
インテグリンに対する交差反応性がないことと一致していた。
【０３２９】
【表３２】

【０３３０】
　さらなる実験において、ヒトおよびラットα2 Iドメインと比較したときのマウスα2 I
ドメインのユニークな差異に対応する14個の残基を、標準的な分子生物学的方法を用いた
PCRによりクローン化ヒトα2 Iドメイン融合蛋白質中で個別に変異させた（プライマー配
列を表30に示す）。個々の細菌のクローンの配列を決定し、正しい変異がIドメインに組
み込まれていることを確認した。1個の意図した変異体G101R 変異体は正しいクローンが
得られず、それ以上研究は行わなかった。Y93H 変異を作り出すよう設計されたプライマ
ーからは、代りにY93D変異を有するクローンが1セット得られた。両方のY93変異体の評価
を行った。残りはすべて正しい配列であった。結果として得られた蛋白質変異体を発現さ
せ、上述したヒトα2 Iドメイン-GST融合蛋白質で用いた方法で精製した。次にこれら変
異体の活性について3種類の方法でテストを行った:第一に、突然変異によりリガンド結合
を阻害する立体配座の大きな摂動が導入されなかったことを確認するための、種々のコラ
ーゲンへの相対的結合能力のテスト;第二にTMC-2206への見かけの親和力（ELISAで測定さ
れる固定化TMC-2206への直接結合）;そして第三にKi アッセイで競合リガンドとして作用
する能力。Ki および見かけの Kdのデータも表30にまとめて示す。　
【０３３１】
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【０３３２】
　評価した13個の残基のうち12個が、親和性に軽度に影響を与えてマウス対応残基に変換
されていたが、Y93の変化は表31に示すように親和性を顕著に低下させた。このY93Dの変
異は、wt IドメインGST融合蛋白質のκd値を3ロッグ上回る濃度においてさえ抗体への結
合能を消失させた。マウスヒスチジン（Y93H）のこの変異はTMC-2206抗体に対する見かけ
の親和性を1/23に低下させた。変異は両方ともGST-IドメインがEu標識抗体とその抗原へ
の結合を拮抗する能力を消失させた。表 31に示すように、マウスH93のYへの変換は、wt 
ヒトα2 Iドメインに比べて効力が1/200に低下するものの、マウスα2 I ドメインがTMC-
2206を結合する能力を付与した。　
【０３３３】
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【表３４】

【０３３４】
　ヒトα2 Iドメインの閉じた状態（NCBI PDB entry 1AOX）と開いたリガンド結合状態（
PDB entry 1DZI）の結晶構造の立体配座の比較から、リガンド結合とともに大きく下降動
向することが示された（Emsley et al., J. Biol. Chem. 272:28512（1997）およびCell 
100:47（2000）、α7螺旋後方のIドメインの表面にY93が位置することが判明した。従来
はリガンド結合に伴う立体配座の変化とは特定されていなかったが、結晶構造を調べた結
果、閉じた状態の立体配座でY93の芳香環が蛋白表面から突出するが横に反転して下向き
になり開いたリガンド結合状態のIドメインの表面に沿って並ぶことが示された。TMC-220
6のα2β1インテグリンへの結合が立体配座の状態に依存するかどうかを調べるため、Iド
メインに変異を誘導し、Iドメインの開いた状態に有利になるようにした。E195Wの変異（
無処置のα2インテグリンのE318）が開いた立体配座のヒトα2 Iドメインをロックするこ
とが報告されており（Aquilina et al., Eur. J. Biochem. 269（4）:1136-44 （2002）
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）、それを利用すると、抗体が活性化に依存する立体配座を認識するかどうかの識別が可
能になる。また、結晶学的研究により、E195がαCループに位置する残基R165と埋没した
塩橋を形成し、リガンド結合部位を保護する立体配座の中にαCループを維持する役目を
することが示されている（Emsley et al., Cell 100:47 （2000））。このαCループは開
いた状態で延長した立体配座をとり、R165および隣接するR166残基が両方ともコラーゲン
結合に関与することが仮定されている（Emsley et al., J Biol Chem 272:28512 （1997
） and Cell 100:47 （2000）; Kapyla et al., J Biol Chem 275:3348 （2000））。従
って、E195W、変異を復帰させ閉じた立体配座中にE195Wと形成する塩橋を乱すR165D変異
体、再度αC螺旋内の変異を復帰させるN166D変異体、という4個の変異体が構築された。E
195W変異体が表31に示すようにKi 値を45倍の低下を生じた。これは、TMC-2206抗体が閉
じた立体配座により高い親和性を見せたことを示す。R165DおよびN166Dの変異体は両方と
も1 μMの高濃度においてさえIドメインのTMC-2206エピトープへの結合能を消失させてお
り、TMC-2206抗体が閉じた立体配座を認識することが再び示唆された。
【０３３５】
　突然変異誘発および立体配座に関する研究から、閉じた立体配座のY93がTMC-2206結合
に影響を与える可能性、および結合の種特異性に1個の決定基を提供する可能性があると
考えられる。多型性のカニクイザル Iドメインで得られた予想外の結果から、K40残基も
抗原-TMC-2206相互反応に何らかの役割を果たす可能性が示された。TMC-2206抗体のコン
ピューターモデリングにより、相補性決定部（CDR）が比較的平坦な結合部位を形成する
ことが示され、この抗体が複数の接点で抗原と接触することが示唆された。CDR中の数個
の残基が荷電しているため、閉じた立体配座のY93を囲む荷電残基は開いた立体配座の顕
著な位置変化も示し、蛋白質構造データバンク（PDB）に登録された2個の開いた配座異性
体および閉じた配座異性体（コンフォーマー）構造からK40、R69、N73、およびQ89と同定
された。表31に示すように、これらの残基のうちの3個の残基の荷電をK40D, R69D, およ
びN73D変異体を作製して復帰させ、4個目をQ89H変異体を作製して改変した。さらに、残
基93の3個目の変異体をトリプシンをフェニルアラニンに置換して作製し、チロシンの芳
香族としての特性が重要な構造特性であるのかどうか、あるいは活性がチロシンの特性で
ある芳香族ヒドロキシル特性に依存するのかどうかを検討した。この変異のセットの場合
、全部を高速液体クロマトグラフィー（HPLC）精製に供し、グルタチオン-セファロース
・アフイニティー・カラムから得た蛋白質調製液のモノマー分画を濃縮した。まずコラー
ゲン結合を評価することにより各変異体の機能性をテストした。R69D変異体以外は全て、
wt ヒトα2 Iドメインに対するのと同様のEC50値でコラーゲンを結合した。その結果R69D
 についてはこれ以上の研究はしなかった。残りの変異体においては、K40D変異体の導入
がTMC-2206エピトープへの結合を競合する能力を消失させた。これはクローン化カニクイ
ザルのＩドメインから得られた結果でこの残基（リジンからアスパラギン酸への置換）に
多形成が見られたことと一致した。同様に、Y93F変異もEU標識TMC-2206の結合に対する競
合能を消失させた。N73DおよびQ89Hは、Ki 値にそれぞれ7.8および15.9倍の低下を示した
（表 30）。 変異のデータをまとめると、K40、Y93、R165、およびN166残基がTMC-2206の
そのエピトープへの結合の決定基である可能性が示され、またN73および Q89も結合のエ
ネルギーに寄与することが示されている。 
【０３３６】
　これらのデータから、TMC-2206抗体、その誘導体、およびTMC-2206と同じまたは類似の
エピトープを認識するTMC-2206のような抗体 （例えば AK7）（例えば実施例13参照）が
、α2β1-コラーゲン相互作用の非定型的非リガンド性ミメティック拮抗物質であること
を示している。この結論は、i）α2β1インテグリンを介するコラーゲンへの接着を二価
カチオン非依存的に阻害する能力、ii）この阻害が決定的な酸性基（MIDASにおけるH-CDR
3内のD100など）の相互作用を伴わないこと、iii）この抗体が直接リガンド結合部位から
遠位にあるIドメイン表面に結合すること、iv）TMC-2206結合部位は受容体の閉じた立体
配座を優先し、アミノ酸残基K40、N73、Q89、Y93、R165、およびN166を包含すること、か
ら裏付られる。以上の結果から、TMC-2206およびTMC-2206に類似した抗体（例えばTMC-22
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ンドの結合と同時に起こるインテグリンを介する外側から内側への（アウトサイド-イン
）シグナル伝達をサポートしない、またこの抗体およびTMC-2206類似抗体の非出血特性に
寄与する可能性があるのがこの様態の結合であるといえる。
【０３３７】
＜実施例１３＞
　他の機能阻害性抗α2インテグリン抗体のTMC-2206との結合を比較するための実験を行
った。実施例 12に記述したマッピング研究において得られた結果から、TMC-2206抗体が
α2インテグリンのIドメインの閉じた立体配座に結合すると考えられた、および/または
リガンドのミメティックとして作用しなかったことが示された。このような予想外の結果
は、実施例 8、9、10、および11に記述した血小板に関する実験の予想外の結果と共に、T
MC-2206 エピトープが特に有利であること、およびその機能的特性においてTMC-2206 に
類似している抗体が特に有用であることを実証した。本明細書に記述したようにそのよう
な類似抗体を特定するスクリーニング方法を開発し、またそのような方法により抗体を特
定した。　
【０３３８】
　抗α2インテグリン抗体を阻害するどの機能が同じような様式で、TMC-2206に結合する
かを調べるために、連続した交差競合実験を行った。市販の抗ヒトα2インテグリン抗体
を調べるため、上述のようにヒトGST-α2 I融合蛋白質をマイクロタイタープレートに固
定化した。テストした抗体は、AK7 （Mazurov et al., Thromb. Haemost. 66（4）:494-9
 （1991））、P1E6 （Wayner et al., J. Cell Biol. 107（5）:1881-91 （1988））、10
G11 （Giltay et al., Blood 73（5）:1235-41 （1989））、およびA2-11E10 （Bergelso
n et al., Cell Adhes. Commun. 2（5）:455-64 （1994））[Chemicon, （Temecula, カ
リフォルニア州; カタログ番号CBL477 （AK7）; MAB1950 （P1E6）; MAB1988 （10G11） 
および Upstate （Waltham, マサチューセッツ州; A2-IIE10, カタログ番号 05-227）か
らそれぞれ市販]であった。抗体は、エピトープマッピング実験に使用した同ロットの血
小板α2β1コーティング・マイクロタイター・プレートと共に、そのEu-標識TMC-2206の
結合を拮抗する能力についてテストした。実験のもう1つのセットにおいて、抗体が新し
く単離した休止血小板のコラーゲンＩ型への結合を拮抗する能力を調べた。このように、
ヒトα2インテグリンに対する各種の抗体が、Eu-標識TMC-2206抗体の血小板α2β1コーテ
ィング・マイクロタイター・プレートへの結合を拮抗する能力をKi 値として測定し、静
的条件下における休止血小板のコラーゲンＩ型への結合を拮抗する能力をEC50 値として
測定した。表32に示した結果から、AK7 抗体がTMC-2206の有効な競合物質であることが実
証された。クローン化10G11はTMC-2206に明らかな二相性の競合を示し、それが単なる競
合的拮抗物質として作用したのではないことを示唆した。A2-IIE10は血小板接着の阻害に
おいてTMC-2206と比べ10倍の変化を示したが、Eu-標識TMC-2206と競合する能力では約350
倍の変化を示し、この2種の抗体間に直接のコンコーダンスがないことが再び示された。P
1E6 はいずれのアッセイでも全く効果を示さず、それが活性化された立体配座を認識する
ことが示された。　
【０３３９】
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【表３５】

【０３４０】
　これらのデータから、全ての機能阻害性抗体が同じ形式でα2インテグリンに結合する
のではないことが初めて実証され、さらにエピトープ特異性においてTMC-2206に類似し同
様の機能阻害活性を有する抗体の新規のサブグループを同定する方法が実証された。これ
らのデータから、TMC-2206およびエピトープ特異性がTMC-2206に類似した抗体を含む、抗
α2抗体のこの新規のサブグループが、in vivoにおける出血性合併症の予想外の欠如、お
よび/または血小板α2β1インテグリンの活性化の欠如という特性を示すことも実証され
た。エピトープ特異性、機能阻害活性、および有利な点（例えば血小板を活性化しないこ
と）は、全ての抗ヒトα2β1機能阻害性抗体の特性とは言えず、むしろTMC-2206およびTM
C-2206誘導体および/または変異体など本明細書に記述の方法で特定および/または選択さ
れる類似抗体を含む新規の抗体のサブグループの新規の特性と言える。
【０３４１】
　α2 Iドメインに結合するすべての機能阻害性抗体が同一または類似（例えばオーバー
ラップ）の方法でTMC-2206 エピトープに結合するのではないことが実証されたため、マ
ウスの有効性試験で使用したサロゲート抗体がTMC-2206に類似した性質を有しているかど
うかを調べる実験を行った。Ha1/29 抗体がラットおよびマウスα2インテグリンに交差反
応を起こし、TMC-2206 抗体がヒトおよびラットα2インテグリンの両方に結合するため、
ラットGST融合蛋白質を用いてその2種の抗体がオーバーラップ部位（例えばエピトープ特
異性の共有）に結合するかどうかを調べた。この目的でラットGST-α2 Iドメイン融合蛋
白質をReacti-Bind グルタチオン・コーティング・マイクロタイター・プレート（Pierce
 Biotechnology, Inc. Rockford, イリノイ州）に固定化した。まず始めに、ヒトおよび
ラット由来固定化GST-α2 Iドメインに対するEu-TMC-2206の37℃における結合のKd 値を
、実施例2に記述した方法で測定した。結合および非結合Eu-TMC-2206を比較したスキャッ
チャード（Scatchard）分析から、Kd 値がヒトα2 Iドメインでは0.2 nM、ラットα2 Iド
メインでは1.3 nM（1/6に低下）であることが示された。次に、様々な濃度の競合抗体の
存在下でEu-標識TMC-2206がラットα2 Iドメインに結合する能力を実施例 2に記述したよ
うに1.3 nMのKd.値を用いて観察されたEC50値から Ki 値を導いて評価した。HMα2抗体（
Miyake et al., Eur. J. Immunol. 24:2000-2005 （1994））ではなく、Ha1/29（Mendric
k and Kelly, Lab Invest. 69（6）:690-702 （1993））がEu-TMC-2206結合の有効な拮抗
物質であり、Ha1/29抗体がTMC-2206結合部位と類似（例えばオーバーラップ）の部位に結
合することが示された。 
【０３４２】
＜実施例１４＞
　hVH14.0γ4重鎖（SEQ ID NO:174）またはhVH12.0 γ4 重鎖（SEQ ID NO:176）およびhV
L 10.0Q軽鎖（SEQ ID NO:178）を有する代表的なIgG4抗体において別の実験を行った。こ
の実験では、これらのIgG4 抗体の結合が血小板の活性化につながるかどうかをコラーゲ
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捨てた後、静脈穿刺により肘前静脈から血液試料を3.8％クエン酸ナトリウムを含む真空
管に採取した。全ての抗体を生理食塩水で希釈し最終濃度140μg/mlとした。各使い捨て
キュベット（使い捨て電極アセンブリを含む）に分取しクエン酸全血0.5ml および生理食
塩水または抗体溶液0.5ml を加えアリコートを作製した。各キュベットを血小板凝集計（
Model 591A, Chrono-Log, Havertown, ペンシルバニア州）の加温ウェル内で37℃まで5分
間事前加温し、次に反応ウェルに入れ、ベースラインをセットし、生理食塩水またはコラ
ーゲン（1 mg/ml; ウマI型, Chrono-Log）20μLを加えて凝集反応を開始させた。凝集中
、電極の露出表面に血小板の集積が形成されるためインピーダンスが増加した。6分間に
わたりデータ収集を行いインピーダンスの変化（ΔΩ, オーム）をチャート記録計（Mode
l 707, Chrono-Log）で記録した。
【０３４３】
　そのデータ（表 33） をクラスカル・ワリス（Kruskal-Wallis）検定で解析し、4群の
それぞれ（生理食塩水またはコラーゲン）の細胞数中央値が同等であるという仮説を検定
し、P-値が0.05以下の場合仮説を棄却（信頼度95％）することとした。生理食塩水群（P-
値＝0.148）では、アイソタイプ対照、2種のヒト化抗体のいずれも、生理食塩水陰性対照
に比べてヒト血小板凝集を誘発しなかった。コラーゲン群（P-値＝0.201）では、アイソ
タイプ対照、2種のヒト化抗体のどちらも、生理食塩水陰性対照に比べてコラーゲン誘発
血小板凝集を阻害しなかった。この実験および実施例8の結果から、in vitroのテストで
は全てのテスト濃度においてTMC-2206および両方のヒト化IgG4変異抗体の結合がコラーゲ
ン誘発血小板凝集に対し何の効果も及ぼさないことが示された。 
【０３４４】
【表３６】

【０３４５】
＜実施例１５＞
　実施例2に概要を記述した手順に従い、CHO-α2細胞、HT1080（ヒト線維肉腫）細胞、お
よびヒト血小板を用いて、ヒト化TMC-2206 （hIgG4/κVH12.0/VL10.0Q）をα2β1インテ
グリンを介するコラーゲンＩ型への細胞接着におけるその阻害能力においてテストした。
ヒト化TMC-2206は、TMC-2206と同等のEC50値を示し（表 34）コラーゲンへの細胞結合の
強力な阻害剤であった。
【０３４６】
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【表３７】

【０３４７】
＜実施例１６＞
　ヒト化TMC-2206をその固定化ヒトα1β1を結合する能力についてELISA形式アッセイで
評価した。ヒトα1β1インテグリン（Chemicon International）をコーティングバッファ
ー（25mM Tris, pH7.5, 150mM NaCl, 1mM MgCl2）で最終濃度0.5μg/mlに希釈した。96穴
イムノプレートをα1β1 50ng/wellでコーティングし、4℃で一晩インキュベートした。
そのプレートを洗浄バッファー（Wash Buffer）（50mM Tris, pH7.5, 150mM NaCl, 2mM M
gCl2, 0.5% Tween-20）で3回洗浄し、5% w/v/ 脱脂乳を含む洗浄バッファー中で室温で1
時間ブロックした。ヒト化TMC-2206、ヒトIgG4/κ （アイソタイプ対照）、マウス抗ヒト
アルファ1（FB-12, Chemicon International）抗体を結合バッファー（Binding Buffer）
（0.1mg/ml BSA, IgG を含まない洗浄バッファー）で連続希釈した。50μL/ウェルの希釈
抗体溶液をα1β1コーティングプレートに加え、室温で1時間インキュベートした後3回洗
浄した。ヤギ抗ヒトIgGアルカリホスファターゼ複合体（二次抗体; Jackson ImmunoResea
rch Laboratories, West Grove, ペンシルバニア州）をアイソタイプ対照およびヒト化TM
C-2206を含むウェルに加え、ヤギ抗マウスIgGアルカリホスファターゼ複合体（Sigma）を
FB-12を含むウェルに加えた。室温における1時間のインキュベート後、プレートを3回洗
浄し、基質溶液（1mg/ml 4-ニトロフェニルホスフェート, 0.1M ジエタノールアミン, 5m
M MgCl2, pH9.8）中で20分間インキュベートし、NaOHで反応を停止した。Softmax Proソ
フトウェア使用のSpectramax Plusプレートリーダーを用いて吸光度（405nm）を測定した
。TMC-2206と同様に、ヒト化TMC-2206およびIgG4/κ抗体はα1β1に結合しなかった。対
照抗α1β1抗体（FB-12）はα1β1に結合し、EC50値は0.79±0.15nMであった。
【０３４８】
＜実施例１７＞
　TMC-2206およびヒト化TMC-2206モノクローナル抗体（MAb）の固定化α2β1への結合のK

DおよびKi 値を競合結合アッセイを用いて測定した。96穴マイクロタイタープレートのウ
ェルを血小板α2β1インテグリン （ヒト血小板α2β1でカスタムコーティング、GTI Inc
., ウィスコンシン州）でコーティングしてから、脱脂乳でブロックした。ヒト化TMC-220
6抗体をEu-N1-ITC試薬で標識し、約2mgをリン酸緩衝生理食塩水（PBS; 1.47mM KH2PO4, 8
.1mM Na2HPO4; pH7.4, 138mM NaClおよび2.67mM KCI）で懸濁し、それに対して透析した
。洗浄済みのMicroSep濃縮器[30-kDa カットオフ; Pall Life Sciences、JA-20ローター
（Beckman Instruments, Inc.]内で9500rpm （7000xg）、4℃で20分間濃縮した後、抗体
をPBS、100mM NaHCO3, pH9.3で4.0mg/mLに調整した。MAb/重炭酸ナトリウム混合液（0.25
0mL）をEu3+ （Eu-N1-ITC; Perkin Elmer Life Sciences）でキレートしたN1-（p-イソチ
オシアナトベンジル）-ジエチレントリアミン-N1,N2,N3,N3-四酢酸を0.2mg 含むバイアル
に加え静かに混合し、撹拌せずに4℃で一晩インキュベートした。 泳動バッファー（50mM
 Tris, pH7.4および138mM NaCl）で事前に平衡化したPD-10カラム（GE Biosciences, Pis
cataway, ニュージャージー州）に標識抗体混合液をアプライした。分画（0.5mL） を採
取し、SpectraMax 384 吸光プレートリーダーを用いて総蛋白（Bradford試薬; Bio-Rad L
aboratories, Hercules, カリフォルニア州）についてアッセイを行い、DELFIA エンハン
スメント溶液 （Perkin-Elmer）で1:10.000 に希釈後、Victor2マルチラベル・プレート
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・リーダー（Perkin Elmer）を用いて時間分解蛍光 （TRF） アッセイによりユーロピウ
ム（Eu）を測定した。蛋白およびユーロピウムの両者に陽性を示した分画をプールして新
しいPD-10カラムにアプライし、試料を回収し総蛋白およびユーロピウム含量をユーロピ
ウム標準液（Perkin-Elmer）に対して較正したTRFにより測定し、Fluorと蛋白の比率を求
めた。次に、Eu-ヒト化-2206を10μL/ウェルの容量でブロックしたα2β1-インテグリン
・マイクロタイター・プレートにアプライした。密封したプレートを37℃で結合が平衡に
達するまで1時間インキュベートした後、試料2 μL を各ウェルからDELFIA エンハンスメ
ント溶液（100μL/ウェル）を含む新しいウェルに移し、遊離（非結合）標識を測定した
。空にしたウェルにエンハンスメント溶液 （100μL/ウェル）を加え、結合標識を測定し
た。プレートを震盪し（Titer Plate Shaker で速度設定を5として室温で5分間）、Victo
r2マルチラベル・プレート・リーダーを用いて時間分解蛍光 （TRF） 強度を測定した。S
catchard分析によりKd値を算出した。 
【０３４９】
　異なる濃度の非標識TMC-2206抗体または競合物質としてのキメラ抗体の存在下で蛍光標
識Eu-TMC-2206100 100 pMを用いた競合アッセイでKi 値を測定することにより、前述と同
様のアッセイ系を用いて固定化α2β1インテグリンに対する相対的結合効力を分析した。
次に被験抗体の組合せをα2β1インテグリン・コーティング・ウェルにアプライし、10-1
1から10-7M の濃度範囲にわたり規定の時点においてテストし、結合Eu-TMC-2206を測定し
た。阻害曲線をPrism ソフトウェア（GraphPad, Inc.）を用いて“one site competition
”（一部位競合）モデルに当てはめてIC50（50％阻害）値を求め、Cheng およびPrusoff
（1973）の等式を用いてをKi（阻害係数）を算出し、上記からKd （解離定数）値を求め
た。
【０３５０】
　TMC-2206およびヒト化TMC-2206のKDおよびKi 値は互いの数値の2倍の範囲内にあった（
表35）。従って、TMC-2206およびヒト化TMC-2206の固定化 α2β1に対する結合親和性は
同等であった。
【０３５１】
【表３８】

【０３５２】
　α2 Iドメインへの解離速度定数および結合速度定数（それぞれkdおよび ka（koff お
よび konとしても知られる））を測定するため、TMC-2206およびヒト化TMC-2206を表面プ
ラズモン共鳴（SPR）分析法に供した。高分子の相互作用の特性を調べる方法であるSPRは
、過渡波現象を利用してセンサー表面に非常に近い屈折率の微妙な変化を精密に測定する
光学的方法である。溶液中の抗原（例えば融合蛋白質）とそのMAb 受容体（センサーチッ
プの表面に固定化）の結合は屈折率を変化させる。この相互作用をリアルタイムでモニタ
ーし、結合抗原の量および結合速度定数、解離速度定数を高精度で測定する事が可能であ
る。平衡解離定数はKD = kd/ka = koff/konから容易に算出することができる。ヒトα2 I
 ドメインのクローニングおよび発現されたGST-ヒトα2 I ドメイン融合蛋白質の精製は
実施例 12に記述した。研究グレードのCM5センサーチップ付きBiacore 2000 光学センサ
ー（Biacore Life Sciences, Uppsala, スウェーデン）を用い20℃で分析を行い、泳動バ
ッファー（50mM HEPES, 150mM NaCl, 0.25mM MgCl2, 0.25mM CaCl2, 0.5% Tween-20, 0.1
mg/ml BSA, pH7.4）で平衡化した。TMC-2206をセンサーチップで捕捉するためチップの2
個のフローセル表面を抗マウスIgGでコーティングし、他のフローセル2個をヒト化TMC-22
06を捕捉するためにプロテインAでコーティングした。抗原（GST-ヒト-α2 Iドメイン融
合蛋白質）の表面連結抗マウスIgGへの結合の各サイクルは3段階で行われた。第一段階で
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は、TMC-2206が抗マウス表面のうち１個に捕捉され、ヒト化TMC-2206がプロテインA表面
のうち1個に捕捉される。[他の2個の表面は（1個は抗マウス、もう1個はプロテインA）は
分析の比較用標準の役目を果たした。] 第二段階では、GST-ヒト-α2 Iドメイン融合蛋白
質を4個の表面全域にわたって注入した。比較用標準表面から得られた反応の数値（抗原
と泳動バッファーとで屈折率が不一致のため）を反応表面から得られた反応の数値から減
じた。第三段階においては、別の結合サイクルに使
　用できるように表面から抗原/抗体複合体（コンジュゲート）を剥離した。GST-ヒト-α
2 Iドメイン融合蛋白質の最高濃度は41 nMであった。抗原溶液を50μl/分で5分間表面に
流し、表面から抗原が解離するのを6分間モニターした。GST-ヒト-α2 Iドメイン融合蛋
白質のTMC-2206およびヒト化TMC-2206への結合の速度定数は、測定の結果同等であること
が分かった（表37）。 
【０３５３】
　競合結合アッセイおよびSPR分析の両方により、ヒト化のプロセスがヒト化TMC-2206の
ヒトα2 Iドメインへの結合の親和性に影響を与えなかったことが確認された。　 
【０３５４】
＜実施例１８＞
　ヒト化TMC-2206 に対する種間の交差反応を生物化学的分析手法により評価した。第1番
目の実験では、異なる種由来のTMC-2206、ヒト化TMC-2206、およびGST-α2- I-ドメイン
融合蛋白質の結合親和性（Ki値）を、Eu標識ヒト化TMC-2206のα2β1-コーティングプレ
ートに対する抗体競合結合により測定した（実施例17）。ヒト、アカゲザル、ラット、お
よびマウスα2 Iドメインのクローン化については実施例 12に記述した。カニクイザルお
よび追加のアカゲザルのα2 Iドメインを、皮膚組織（MediCorp, Inc., Montreal, ケベ
ック州）から抽出した全RNA由来のcDNAからクローン化した。ラットα2 I のヒト化TMC-2
206への結合のKi 値は、ヒトα2 I ドメインと比べ1/9に低下した。これに比べ、マウス
α2 I-GST融合蛋白質では最高濃度（4μM; 表 36）においてわずかな特異的結合が見られ
たのみであった。[GST融合蛋白質陰性対照、IgG4/k アイソタイプ陰性対照のいずれも4 
μM濃度においては競合結合効果を示さなかった。] アカゲザル、カニクイザルおよびヒ
トα2 I-GST融合蛋白質は、同等の結合を示した。従って、これら4種が全てヒト化TMC-22
06への交差反応性を有することが実証された。
【０３５５】
【表３９】

【０３５６】
　第二の実験においては、TMC-2206ならびにヒト化TMC-2206、および特定のα2 I-GST融
合蛋白質の平衡結合の速度および定数を表面プラズモン共鳴（SPR）分析により評価した
（表37）。親型およびヒト化TMC-2206のヒトおよびラットα2 Iドメインについて得られ
た結合速度定数および平衡定数は同等であった。また、ヒト化TMC-2206のヒトおよびカニ
クイザルα2 I ドメインに対する速度定数は同等であった。ヒト化TMC-2206はα2 I-GST
融合蛋白質の濃度4.0μMにおいてはマウスα2 I ドメインには結合しなかった。GST-カニ
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クイザル-α2-Iドメイン融合蛋白質がヒト化TMC-2206に同等に結合することは、1 μMま
での濃度では競合結合が見られなかったという実施例12の結果（表 29）とは一致しなか
った（表29）。しかしサルより抽出したmRNA（Medicorp Inc.）由来の相補的DNA（cDNA）
集団において実施したDNA配列の解析により、ヒトα2 I ドメインとの比較で単一のアミ
ノ酸（40位）における多型が判明した。この多型は全部の動物で維持されるのではなく、
カニクイザル1頭およびアカゲザル 1頭が異型性を示したが、他の動物はヒトα2 Iドメイ
ンに対し100％の相同性を示した。本実施例において競合結合および SPR分析により調べ
たGST-カニクイザル-α2-I-ドメインは、ヒトα2 Iドメインと同一の配列をコード化した
。これらの生化学的実験により、ヒト化TMC-2206がヒト、アカゲザル、カニクイザル、お
よびラット由来のα2 Iドメインと交差反応を起こすが、マウスα2 Iドメインとは起こさ
ないことが示された。ヒト化TMC-2206が異種の血液細胞と交差反応を起こすことを確認す
るために、in vitro 細胞交差反応性実験（実施例20）を行った。
【０３５７】
【表４０】

【０３５８】
＜実施例１９＞
　ヒト化TMC-2206を異なる種から得た血液細胞と結合させ、フローサイトメトリーにより
交差反応性の種による差異をさらに評価した。第一回目の実験では、ヒト化TMC-2206 の
異種の血小板に対する交差反応性を評価した。ヒトドナー、ラット、アカゲザル、および
カニクイザルから静脈穿刺により血液を得た。ヒト血液を3.8%クエン酸ナトリウム中に採
取し、アカゲザルおよびカニクイザルの血液は10 mM EDTA中に、そしてラットの血液はヘ
パリン中に採取した。霊長類全血（ヒト、アカゲザル、カニクイザル）をヒト化TMC-2206
と共に最終濃度140 μg/mlとして室温で10分間インキュベートし、次にマウス抗ヒトIgG4
-FITCP結合モノクローナル抗体（Clone HP6023; Southern Biotech）と共に10分間インキ
ュベートした後、蛍光分子と結合させた種特異的な血小板マーカー抗体と共にインキュベ
ートした。ヒト血小板はPE結合マウス抗ヒトCD42b （BD Biosciences）を用いて同定し、
アカゲザル/カニクイザル血小板はPE結合マウス抗ヒトCD41a（BD Biosciences）で同定し
た。ラット全血をAlexa-488（Alexa Fluor 488 プロテイン標識キット, A10235, 分子プ
ローブ）と結合させたヒト化TMC-2206 500 μg/mlと共に室温で10分間インキュベートし
た後、PE-結合-ハムスター-抗マウス-CD61 （ラット血小板マーカー、BD Biosciences）
と共にインキュベートした。全ての試料を1回洗浄し、燐酸緩衝生理食塩水に懸濁し、次
にフローサイトメトリー分析に供した。[血小板をそれより大きい赤血球および白血球か
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らさらに識別するため前方散乱及び側方散乱ゲート両方とも対数目盛にセットした。] ヒ
ト化TMC-2206 は4種全部の血小板と結合した（表 38）。
【０３５９】
　第二回目の実験では、ヒト化TMC-2206の異種の白血球に対する交差反応性を評価した。
同じ4種の動物から血液を採取したが、ヒト血液は10 mM EDTA中に採血した。Alexa 488に
結合したヒト化TMC-2206を全血に加えて（最終濃度225-400μg/mL）から10分後に、室温
でマーカー抗体と共に30分間インキュベートした。抗CD45抗体を使用して全ての白血球を
染色した[ヒト白血球用にPE-Cy5-結合-マウス-抗-ヒト（クローンH130, BD Biosciences
）; アカゲザルおよびカニクイザル白血球用に PE-Cy5-結合マウス抗-ヒト （クローンTu
116, BD Biosciences）; およびラット白血球用にPE-Cy5-結合-マウス-抗-ラット（BD Bi
osciences）]。マーカー抗体を使用して血小板を染色した: ヒト血小板用に PE-Cy5-結合
-マウス-抗-ヒト-CD42b （BD Biosciences）; アカゲザルおよびカニクイザル血小板用に
R-PE-結合-マウス-抗-ヒト-CD41a（BD Biosciences）; およびラット血小板用にR-PE-結
合-ハムスター-抗-マウス-CD61（BD Biosciences]。水1ミリリットルを反応液（約250 μ
l）に加え、室温で5分間インキュベートし赤血球を溶血した後、PBSを2 mL加え（浸透圧
を白血球溶血を防止するレベルまで上げるため）、遠心した。細胞ペレットをPBS 0.5 ml
に再懸濁し、フローサイトメトリーに供した。[顆粒球、単球、およびリンパ球を識別す
るため、側方散乱チャネルを線形目盛にセットし、CD45 チャネルを対数目盛にセットし
た。程度の異なる内因性の血小板活性化により血小板-白血球の微小凝集体が形成される
ため、血小板に結合していない白血球（α2β1インテグリンを構成的に発現する）を同定
することが重要であった。従って、ヒト化TMC-2206との結合についてはCD45+/CD41a-、CD
45+/CD42b-、またはCD45+/CD61-である細胞のみを評価した。ヒト化TMC-2206は、4種の動
物すべてから得たリンパ球、単球、および顆粒球に結合した（表38）。 
【０３６０】
　これらの結果は、ヒト化TMC-2206 がヒト、アカゲザル、カニクイザル、およびラット
のGST-α2-Iドメイン融合蛋白質交差反応を起こした （KiおよびSPR分析による）という
実施例19で得られた結果と一致した。ヒト化TMC-2206に結合するラット血液細胞の割合は
霊長類の血液細胞と比べ比較的低かった。先に行った3件の実験（実施例9、19、および12
）において、親型およびヒト化TMC-2206抗体のラットα2インテグリンサブユニットに対
する結合親和性が、ヒトα21サブユニットに対する結合親和性より1オーダー分低いこと
が示された。最初の実験の実施例9において、ラット血小板およびヒト血小板のラットＩ
型コラーゲンへの結合を阻害するTMC-2206の結合のEC50値はそれぞれ6.3nMおよび1.7nMで
あった。2回目の実験の実施例19（表38）において、ヒト化TMC-2206の固定化α2β1 に対
する結合を阻害する競合物質GST-ヒト-α2-I ドメインおよびGST-ラット-α2-I ドメイン
融合蛋白質のKi値は、それぞれ0.57nMおよび5.23nMであった。同様に、3回目の実験の実
施例12 （表29）において、α2β1に対するTMC-2206の結合のGST-ヒト-α2-I ドメインお
よびGST-ラット-α2-Iドメイン融合蛋白質による阻害のKi値は、それぞれ0.33 nMおよび3
.8 nMであった。さらに、血小板および白血球の実験の両方において、フローサイトメト
リー分析に供する前に全ての細胞試料を洗浄したが、親和性の低いラットα2サブユニッ
トから洗い流されたヒト化TMC-2206が霊長類α2サブユニットと比べて多かった。これま
での結果と合わせると、このことは「陽性」と数えられるラット血液細胞の割合が霊長類
血液細胞よりも比較的低いという結果が導かれた（α2β1受容体密度を同等と仮定する）
。要約すると、テストした全ての動物種（ヒト、アカゲザル、カニクイザル、およびラッ
ト）の血小板、リンパ球、単球、および顆粒球は、全てヒト化TMC-2206に結合した。
【０３６１】
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【表４１】

【０３６２】
＜実施例２０＞
　別の実験により、ヒト化TMC-2206のα2β1への結合が血小板の活性化を起こすかどうか
をフローサイトメトリーで測定し評価した。血小板の活性化は、P-セレクチンの上方制御
またはGPIIbIIIa（αIIbβ3）インテグリンの活性化のいずれかで測定した。最初の自由
に流れる血液を3.0 mL捨てた後、静脈穿刺により肘前静脈から血液試料を3.8％クエン酸
ナトリウムを含む真空管に採取した。全血をTBS（pH7.4）で1:10に希釈し、生理食塩水、
IgG4/κアイソタイプ対照（最終濃度132 μg/ml）、またはヒト化TMC-2206 （最終濃度14
4μg/ml）のいずれかと共に室温で10分間インキュベートした。血小板活性化を測定する
ため、トロンビン受容体活性化-ペプチド-6（TRAP-6, 最終濃度10μM; AnaSpec Inc., Sa
n Jose, カリフォルニア州）またはアデノシン二リン酸（ADP, 最終濃度20μM; Sigma）
のいずれかを試料に加え、室温で5分間インキュベートした。フローサイトメトリー用の
処理として、細胞を以下のマーカー抗体とインキュベートした:　血小板染色用のPE-Cy5-
結合マウス抗ヒトCD42b（BD Biosciences）、Pセレクチン染色用のPE-結合マウス抗ヒトC
D62P （BD Biosciences）、および活性化GPIIbIIIa （GPIIbIIIaインテグリンの活性立体
配座に結合するPAC-1）染色用FITC-結合PAC-1（BD Biosciences）。各試料の抽出誤差は5
％未満（95%信頼水準）であった。
【０３６３】
　最初の実験ではヒト化TMC-2206の結合が血小板活性化をもたらすかどうかをP-セレクチ
ンの上方制御の測定で評価した。活性化をP-セレクチンマーカー（CD62P）で染色された
血小板（CD42b+）のパーセント値で採点した（表39）。分散分析（ANOVA）（一元配置、9
5%信頼区間）により、生理食塩水、IgG4/κ、またはヒト化TMC-2206のいずれかでインキ
ュベートした血小板のP-セレクチンの発現に統計学的差がないことが分かった。従ってヒ
ト化TMC-2206の血小板への結合は血小板の活性化を誘発しなかった。並列して行った実験
において、TRAP-6はP-セレクチンの発現を有意に増加をさせた。ヒト化TMC-2206の添加は
TRAP-6誘発P-セレクチン発現に対し、生理食塩水またはアイソタイプ対照と比較して統計
学的に有意な影響を与えなかった（P-0.96; 一元配置ANOVA, 95%信頼区間）。従って、ヒ
ト化TMC-2206の結合はTRAP-6が誘発する血小板の活性化を阻害しなかった。
【０３６４】
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【表４２】

【０３６５】
　次に行った実験では、アゴニストADPの存在下または非存在下でインキュベートした後
のP-セレクチンの上方制御を評価した（P-セレクチンを発現する血小板のパーセント値、
表40）。前回同様に、ヒト化TMC-2206、IgG4/k、および生理食塩水とインキュベートした
血小板上のP-セレクチンの発現は同等であった―従ってヒト化TMC-2206は血小板活性化を
誘発しなかった。ADP誘発P-セレクチン発現は、TRAP-6による誘発と同等であった。これ
らはADPでインキュベート後にIgG4/κまたはヒト化TMC-2206とインキュベートした血小板
がP-セレクチン発現をさらに増加させたと思われる。しかしP-セレクチンの上方制御の増
加がアイソタイプ対照およびヒト化TMC-2206の両方で同等であることから、ヒト化TMC-22
06の血小板への結合が血小板活性化を誘発しないことが再び示された。同時に、IgG4/κ
またはヒト化TMC-2206とインキュベートしたADP誘発血小板のP-セレクチン発現は低下し
なかった。従って、ヒト化TMC-2206の結合がADP誘発血小板活性化を阻害しないことが分
かった。
【０３６６】

【表４３】

【０３６７】
　次に行った実験で、アゴニストTRAP-6またはADPの存在下または非存在下でインキュベ
ートした後のGPIIbIIIa活性化を、PAC-1マーカー抗体（GPIIbIIIaの活性立体配座に結合
する; 表41）に結合した血小板のパーセント値で評価した。ヒト化TMC-2206、IgG4/k、お
よび生理食塩水とインキュベートした血小板上の活性化GPIIbIIIaの発現レベルは同等で
あった―ヒト化TMC-2206は血小板活性化を誘発しなかった。IgG4/kおよびヒト化TMC-2206
は両方とも、TRAP-6誘発の活性化もADP誘発の活性化も阻害しなかった。
【０３６８】
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【表４４】

【０３６９】
　要約すると、ヒト化TMC-2206は血小板活性化を誘発せず（P-セレクチンの上方制御もGP
IIbIIIaの活性化も増加せず）、アゴニスト（TRAP-6、ADP）誘発血小板活性化の阻害もし
なかった。このデータは、ヒト化TMC-2206が血小板凝集の誘発もコラーゲン誘発凝集の阻
害もしなかったことを示した血小板凝集実験（実施例15、表34）を補足するものである。
【０３７０】
＜実施例２１＞
　プロトロンビン時間（PT）および活性化部分トロンボプラスチン時間（aPTT）を測定す
ることにより、ヒト化TMC-2206 を内因性および外因性血液凝固経路における効果につい
て評価した。PTおよびaPTTAの測定には認定された凍結乾燥ヒト血漿調製品（Citrex I, B
io/Data Corporation, Horsham, ペンシルバニア州）を使用した。ヒト化TMC-2206 をそ
の血漿に加え、最終濃度179、214、および286μg/mL（それぞれ抗体単回投与量12.5、15.
0、および20.0mg/kgの最大血中濃度（Cmax）に対応） としてから試料を凝集試験に供し
た。PTおよび aPTTA共に測定の標準的手法に従い、BBLフィブロメーター （BD, Franklin
 Lakes, ニュージャージー州）で凝集時間を測定した。表42 に6回（PT 3回およびaPTT 3
回）行った一連の実験データをまとめた。各実験に生理食塩水対照群を設定した。スチュ
ーデントt検定による各ペア組合せ（ヒト化TMC-2206および生理食塩水）の統計解析の結
果、各実験の平均凝集時間についてヒト化TMC-2206と生理食塩水の間に統計学的有意差が
ないことが示された。（個別に算出されるP値が0.05未満の場合、凝集時間が異なるとい
う仮説は信頼水準95％で棄却される）よってヒト化TMC-2206はPTおよび aPTTで測定され
る凝集に影響を与えなかった。
【０３７１】
【表４５】

【０３７２】
＜実施例２２＞
　ヒト化TMC-2206のラット出血時間への効果を評価した。Sprague-Dawleyラット （190-2
00 g）に生理食塩水、ヘパリン（0.6mg/kg、陽性対象）、またはヒト化TMC-2206を5およ
び15mg/kgの用量で静脈注射（尾静脈）で投与し、1時間後に標準化した尾先端（0.5mm）
の切断を各尾について行った。出血時間観察中、ラットは無麻酔覚醒状態であった。各ラ
ットの切断した尾先端を直ちに37℃の生理食塩水を含む試験管に2 cm深さに浸漬した。15
秒間止血が持続する期間が開始するまでに要した時間を出血時間とした。最大カットオフ
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時間として20分間を採用した。出血量は試験管に回収された血液の溶血後に放出されたヘ
モグロビン量（分光光度測定法による）として記録した。ヒト化TMC-2206はテストした両
用量とも、出血時間に対し未処置および生理食塩水対照群に比べ統計学的に有意な効果を
示さなかった（表43; P = 0.08, 一元配置ANOVA分析）。ヒト化TMC-2206はテストした両
用量とも、出血量に対し未処置対照および生理食塩水対照群に比べ統計学的に有意な効果
を示さなかった（P = 0.22, 一元配置ANOVA分析）。従って、ヒト化TMC-2206は in vivo 
において出血時間にも出血量にも影響を与えない。
【０３７３】
【表４６】

【０３７４】
＜実施例２３＞
　ヒト化TMC-2206がin vivoにおいて検出可能な白血球の活性化を起こすかどうかを調べ
る手段として、ヒト化TMC-2206の単回投与がラットの循環サイトカイン濃度に与える効果
を調べる実験を行った。生理食塩水（陰性対照）、ヒトIgG4/κアイソタイプ対照（15mg/
kg）、ヒト化TMC-2206（15mg/kg）またはリポポリサッカライド（LPS、炎症の陽性対照; 
0.75mg/kg）をラットに静脈内投与した。非投与ラットを未処置対照として使用した。注
射後2、4、6、および8時間後に伏在静脈から血液試料を採取して処理し、血漿を得た。血
漿試料をビーズ結合マルチプレックス免疫アッセイ（MIA; Linco Diagnostics, St. Char
les, ミズーリ州）に供し、IL-1α、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-5、IL-6、IL-12、GM-CSF、
IFN-γ、およびTNF-α濃度を測定した（表 44; pg/mL, 平均値±SEM）。MIA は数個の個
別抗原/抗体結合反応を分光的に明確に識別されるマイクロスフェアのセット上に組み合
わせることにより、同一試料容量（25μl）中の被検物質（100まで）の同時検出を行うも
のである。抗原により異なるがMIAの検出感度は1.5-50pg/mlである。各サイトカインのデ
ータセットを二元配置ANOVA分析（信頼区間95％）に供し、個々のサイトカイン濃度が4つ
の測定時点の全ておよび4つの条件下（未処置、担体、IgG4/k、およびヒト化TMC-2206）
全てにおいて同等であるという仮説の検定を行った。P-値が0.05未満の場合この仮説は棄
却されることになっていた。担体、IgG4/k、ヒト化TMC-2206、注射ラットまたは非注射（
未処置）ラットで観察されたサイトカイン濃度の10セット（P-値はすべて0.18から1.0、
表44）のそれぞれに統計学的な有意差は見られなかった。従って、ヒト化TMC-2206の静脈
注射による単回投与（15mg/kg）は、炎症に関わるサイトカインの発現の増加を誘発しな
かった。
【０３７５】
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【表４７】

【０３７６】
　本発明は、本明細書の特定の実施態様に関連して述べてきたが、これらの実施態様は、
本発明の種々の態様の単なる例示であることを理解すべきである。したがって、例示的態
様において多くの変更を行うことができ、また他の構成も、本発明の精神および範囲から
逸脱することなく考え出すことができることを理解すべきである。
［配列表］
　　　　　　　　　　　　 SEQUENCE LISTING

<110>　CHROMOS MOLECULAR SYSTEMS INC.
　　　 LAZARIDES, Elias
　　　 WOODS, Catherine
　　　 BERNARD, Mark
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<120>　ANTI-ALPHA 2 INTEGRIN ANTIBODIES AND THEIR USES

<130>　14575.2

<150>　US 60/738,303
<151>　2005-11-18

<160>　186

<170>　PatentIn version 3.2

<210>　1
<211>　10
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hCDR1 [CDR1 of heavy chain variable region]

<400>　1

Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr Gly Ile His 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　

<210>　2
<211>　16
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hCDR2　[CDR2 of heavy chain variable region]

<400>　2

Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met Ser 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

<210>　3
<211>　11
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens
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<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hCDR3　[CDR3 of heavy chain variable region]

<400>　3

Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　

<210>　4
<211>　10
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　lCDR1　[CDR1 of light chain variable region]

<400>　4

Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile His 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　

<210>　5
<211>　7
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　lCDR2　[CDR2 of light chain variable region]

<400>　5

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser 
1　　　　　　　 5　　　　　 

<210>　6
<211>　9
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
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<223>　lCDR3　[CDR3 of light chain variable region]

<400>　6

Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 

<210>　7
<211>　5361
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　Human alpha2 integrin DNA

<400>　7
ctgcaaaccc agcgcaacta cggtcccccg gtcagaccca ggatggggcc agaacggaca　　　 60

ggggccgcgc cgctgccgct gctgctggtg ttagcgctca gtcaaggcat tttaaattgt　　　120

tgtttggcct acaatgttgg tctcccagaa gcaaaaatat tttccggtcc ttcaagtgaa　　　180

cagtttgggt atgcagtgca gcagtttata aatccaaaag gcaactggtt actggttggt　　　240

tcaccctgga gtggctttcc tgagaaccga atgggagatg tgtataaatg tcctgttgac　　　300

ctatccactg ccacatgtga aaaactaaat ttgcaaactt caacaagcat tccaaatgtt　　　360

actgagatga aaaccaacat gagcctcggc ttgatcctca ccaggaacat gggaactgga　　　420

ggttttctca catgtggtcc tctgtgggca cagcaatgtg ggaatcagta ttacacaacg　　　480

ggtgtgtgtt ctgacatcag tcctgatttt cagctctcag ccagcttctc acctgcaact　　　540

cagccctgcc cttccctcat agatgttgtg gttgtgtgtg atgaatcaaa tagtatttat　　　600

ccttgggatg cagtaaagaa ttttttggaa aaatttgtac aaggccttga tataggcccc　　　660

acaaagacac aggtggggtt aattcagtat gccaataatc caagagttgt gtttaacttg　　　720

aacacatata aaaccaaaga agaaatgatt gtagcaacat cccagacatc ccaatatggt　　　780

ggggacctca caaacacatt cggagcaatt caatatgcaa gaaaatatgc ctattcagca　　　840

gcttctggtg ggcgacgaag tgctacgaaa gtaatggtag ttgtaactga cggtgaatca　　　900

catgatggtt caatgttgaa agctgtgatt gatcaatgca accatgacaa tatactgagg　　　960
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tttggcatag cagttcttgg gtacttaaac agaaacgccc ttgatactaa aaatttaata　　 1020

aaagaaataa aagcgatcgc tagtattcca acagaaagat actttttcaa tgtgtctgat　　 1080

gaagcagctc tactagaaaa ggctgggaca ttaggagaac aaattttcag cattgaaggt　　 1140

actgttcaag gaggagacaa ctttcagatg gaaatgtcac aagtgggatt cagtgcagat　　 1200

tactcttctc aaaatgatat tctgatgctg ggtgcagtgg gagcttttgg ctggagtggg　　 1260

accattgtcc agaagacatc tcatggccat ttgatctttc ctaaacaagc ctttgaccaa　　 1320

attctgcagg acagaaatca cagttcatat ttaggttact ctgtggctgc aatttctact　　 1380

ggagaaagca ctcactttgt tgctggtgct cctcgggcaa attataccgg ccagatagtg　　 1440

ctatatagtg tgaatgagaa tggcaatatc acggttattc aggctcaccg aggtgaccag　　 1500

attggctcct attttggtag tgtgctgtgt tcagttgatg tggataaaga caccattaca　　 1560

gacgtgctct tggtaggtgc accaatgtac atgagtgacc taaagaaaga ggaaggaaga　　 1620

gtctacctgt ttactatcaa aaagggcatt ttgggtcagc accaatttct tgaaggcccc　　 1680

gagggcattg aaaacactcg atttggttca gcaattgcag ctctttcaga catcaacatg　　 1740

gatggcttta atgatgtgat tgttggttca ccactagaaa atcagaattc tggagctgta　　 1800

tacatttaca atggtcatca gggcactatc cgcacaaagt attcccagaa aatcttggga　　 1860

tccgatggag cctttaggag ccatctccag tactttggga ggtccttgga tggctatgga　　 1920

gatttaaatg gggattccat caccgatgtg tctattggtg cctttggaca agtggttcaa　　 1980

ctctggtcac aaagtattgc tgatgtagct atagaagctt cattcacacc agaaaaaatc　　 2040

actttggtca acaagaatgc tcagataatt ctcaaactct gcttcagtgc aaagttcaga　　 2100

cctactaagc aaaacaatca agtggccatt gtatataaca tcacacttga tgcagatgga　　 2160

ttttcatcca gagtaacctc cagggggtta tttaaagaaa acaatgaaag gtgcctgcag　　 2220

aagaatatgg tagtaaatca agcacagagt tgccccgagc acatcattta tatacaggag　　 2280

ccctctgatg ttgtcaactc tttggatttg cgtgtggaca tcagtctgga aaaccctggc　　 2340

actagccctg cccttgaagc ctattctgag actgccaagg tcttcagtat tcctttccac　　 2400

aaagactgtg gtgaggatgg actttgcatt tctgatctag tcctagatgt ccgacaaata　　 2460
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ccagctgctc aagaacaacc ctttattgtc agcaaccaaa acaaaaggtt aacattttca　　 2520

gtaacactga aaaataaaag ggaaagtgca tacaacactg gaattgttgt tgatttttca　　 2580

gaaaacttgt tttttgcatc attctcccta ccggttgatg ggacagaagt aacatgccag　　 2640

gtggctgcat ctcagaagtc tgttgcctgc gatgtaggct accctgcttt aaagagagaa　　 2700

caacaggtga cttttactat taactttgac ttcaatcttc aaaaccttca gaatcaggcg　　 2760

tctctcagtt tccaagcctt aagtgaaagc caagaagaaa acaaggctga taatttggtc　　 2820

aacctcaaaa ttcctctcct gtatgatgct gaaattcact taacaagatc taccaacata　　 2880

aatttttatg aaatctcttc ggatgggaat gttccttcaa tcgtgcacag ttttgaagat　　 2940

gttggtccaa aattcatctt ctccctgaag gtaacaacag gaagtgttcc agtaagcatg　　 3000

gcaactgtaa tcatccacat ccctcagtat accaaagaaa agaacccact gatgtaccta　　 3060

actggggtgc aaacagacaa ggctggtgac atcagttgta atgcagatat caatccactg　　 3120

aaaataggac aaacatcttc ttctgtatct ttcaaaagtg aaaatttcag gcacaccaaa　　 3180

gaattgaact gcagaactgc ttcctgtagt aatgttacct gctggttgaa agacgttcac　　 3240

atgaaaggag aatactttgt taatgtgact accagaattt ggaacgggac tttcgcatca　　 3300

tcaacgttcc agacagtaca gctaacggca gctgcagaaa tcaacaccta taaccctgag　　 3360

atatatgtga ttgaagataa cactgttacg attcccctga tgataatgaa acctgatgag　　 3420

aaagccgaag taccaacagg agttataata ggaagtataa ttgctggaat ccttttgctg　　 3480

ttagctctgg ttgcaatttt atggaagctc ggcttcttca aaagaaaata tgaaaagatg　　 3540

accaaaaatc cagatgagat tgatgagacc acagagctca gtagctgaac cagcagacct　　 3600

acctgcagtg ggaaccggca gcatcccagc cagggtttgc tgtttgcgtg catggatttc　　 3660

tttttaaatc ccatattttt tttatcatgt cgtaggtaaa ctaacctggt attttaagag　　 3720

aaaactgcag gtcagtttgg atgaagaaat tgtggggggt gggggaggtg cggggggcag　　 3780

gtagggaaat aatagggaaa atacctattt tatatgatgg gggaaaaaaa gtaatcttta　　 3840

aactggctgg cccagagttt acattctaat ttgcattgtg tcagaaacat gaaatgcttc　　 3900

caagcatgac aacttttaaa gaaaaatatg atactctcag attttaaggg ggaaaactgt　　 3960
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tctctttaaa atatttgtct ttaaacagca actacagaag tggaagtgct tgatatgtaa　　 4020

gtacttccac ttgtgtatat tttaatgaat attgatgtta acaagagggg aaaacaaaac　　 4080

acaggttttt tcaatttatg ctgctcatcc aaagttgcca cagatgatac ttccaagtga　　 4140

taattttatt tataaactag gtaaaatttg ttgttggttc cttttatacc acggctgccc　　 4200

cttccacacc ccatcttgct ctaatgatca aaacatgctt gaataactga gcttagagta　　 4260

tacctcctat atgtccattt aagttaggag agggggcgat atagagacta aggcacaaaa　　 4320

ttttgtttaa aactcagaat ataacattta tgtaaaatcc catctgctag aagcccatcc　　 4380

tgtgccagag gaaggaaaag gaggaaattt cctttctctt ttaggaggca caacagttct　　 4440

cttctaggat ttgtttggct gactggcagt aacctagtga atttttgaaa gatgagtaat　　 4500

ttctttggca accttcctcc tcccttactg aaccactctc ccacctcctg gtggtaccat　　 4560

tattatagaa gccctctaca gcctgacttt ctctccagcg gtccaaagtt atcccctcct　　 4620

ttacccctca tccaaagttc ccactccttc aggacagctg ctgtgcatta gatattaggg　　 4680

gggaaagtca tctgtttaat ttacacactt gcatgaatta ctgtatataa actccttaac　　 4740

ttcagggagc tattttcatt tagtgctaaa caagtaagaa aaataagcta gagtgaattt　　 4800

ctaaatgttg gaatgttatg ggatgtaaac aatgtaaagt aaaacactct caggatttca　　 4860

ccagaagtta cagatgaggc actggaaacc accaccaaat tagcaggtgc accttctgtg　　 4920

gctgtcttgt ttctgaagta ctttttcttc cacaagagtg aatttgacct aggcaagttt　　 4980

gttcaaaagg tagatcctga gatgatttgg tcagattggg ataaggccca gcaatctgca　　 5040

ttttaacaag caccccagtc actaggatgc agatggacca cactttgaga aacaccaccc　　 5100

atttctactt tttgcacctt attttctctg ttcctgagcc cccacattct ctaggagaaa　　 5160

cttagattaa aattcacaga cactacatat ctaaagcttt gacaagtcct tgacctctat　　 5220

aaacttcaga gtcctcatta taaaatggga agactgagct ggagttcagc agtgatgctt　　 5280

tttagtttta aaagtctatg atctgatctg gacttcctat aatacaaata cacaatcctc　　 5340

caagaatttg acttggaaaa g　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 5361



(112) JP 5184367 B2 2013.4.17

10

20

30

40

50

<210>　8
<211>　1181
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　Human alpha2 integrin

<400>　8

Met Gly Pro Glu Arg Thr Gly Ala Ala Pro Leu Pro Leu Leu Leu Val 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Leu Ala Leu Ser Gln Gly Ile Leu Asn Cys Cys Leu Ala Tyr Asn Val 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Leu Pro Glu Ala Lys Ile Phe Ser Gly Pro Ser Ser Glu Gln Phe 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Tyr Ala Val Gln Gln Phe Ile Asn Pro Lys Gly Asn Trp Leu Leu 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Val Gly Ser Pro Trp Ser Gly Phe Pro Glu Asn Arg Met Gly Asp Val 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Tyr Lys Cys Pro Val Asp Leu Ser Thr Ala Thr Cys Glu Lys Leu Asn 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Leu Gln Thr Ser Thr Ser Ile Pro Asn Val Thr Glu Met Lys Thr Asn 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Met Ser Leu Gly Leu Ile Leu Thr Arg Asn Met Gly Thr Gly Gly Phe 
　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　 

Leu Thr Cys Gly Pro Leu Trp Ala Gln Gln Cys Gly Asn Gln Tyr Tyr 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 

Thr Thr Gly Val Cys Ser Asp Ile Ser Pro Asp Phe Gln Leu Ser Ala 
145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160 
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Ser Phe Ser Pro Ala Thr Gln Pro Cys Pro Ser Leu Ile Asp Val Val 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　 

Val Val Cys Asp Glu Ser Asn Ser Ile Tyr Pro Trp Asp Ala Val Lys 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　 

Asn Phe Leu Glu Lys Phe Val Gln Gly Leu Asp Ile Gly Pro Thr Lys 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　 

Thr Gln Val Gly Leu Ile Gln Tyr Ala Asn Asn Pro Arg Val Val Phe 
　　210　　　　　　　　 215　　　　　　　　 220　　　　　　　　 

Asn Leu Asn Thr Tyr Lys Thr Lys Glu Glu Met Ile Val Ala Thr Ser 
225　　　　　　　　 230　　　　　　　　 235　　　　　　　　 240 

Gln Thr Ser Gln Tyr Gly Gly Asp Leu Thr Asn Thr Phe Gly Ala Ile 
　　　　　　　　245　　　　　　　　 250　　　　　　　　 255　　 

Gln Tyr Ala Arg Lys Tyr Ala Tyr Ser Ala Ala Ser Gly Gly Arg Arg 
　　　　　　260　　　　　　　　 265　　　　　　　　 270　　　　 

Ser Ala Thr Lys Val Met Val Val Val Thr Asp Gly Glu Ser His Asp 
　　　　275　　　　　　　　 280　　　　　　　　 285　　　　　　 

Gly Ser Met Leu Lys Ala Val Ile Asp Gln Cys Asn His Asp Asn Ile 
　　290　　　　　　　　 295　　　　　　　　 300　　　　　　　　 

Leu Arg Phe Gly Ile Ala Val Leu Gly Tyr Leu Asn Arg Asn Ala Leu 
305　　　　　　　　 310　　　　　　　　 315　　　　　　　　 320 

Asp Thr Lys Asn Leu Ile Lys Glu Ile Lys Ala Ile Ala Ser Ile Pro 
　　　　　　　　325　　　　　　　　 330　　　　　　　　 335　　 

Thr Glu Arg Tyr Phe Phe Asn Val Ser Asp Glu Ala Ala Leu Leu Glu 
　　　　　　340　　　　　　　　 345　　　　　　　　 350　　　　 
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Lys Ala Gly Thr Leu Gly Glu Gln Ile Phe Ser Ile Glu Gly Thr Val 
　　　　355　　　　　　　　 360　　　　　　　　 365　　　　　　 

Gln Gly Gly Asp Asn Phe Gln Met Glu Met Ser Gln Val Gly Phe Ser 
　　370　　　　　　　　 375　　　　　　　　 380　　　　　　　　 

Ala Asp Tyr Ser Ser Gln Asn Asp Ile Leu Met Leu Gly Ala Val Gly 
385　　　　　　　　 390　　　　　　　　 395　　　　　　　　 400 

Ala Phe Gly Trp Ser Gly Thr Ile Val Gln Lys Thr Ser His Gly His 
　　　　　　　　405　　　　　　　　 410　　　　　　　　 415　　 

Leu Ile Phe Pro Lys Gln Ala Phe Asp Gln Ile Leu Gln Asp Arg Asn 
　　　　　　420　　　　　　　　 425　　　　　　　　 430　　　　 

His Ser Ser Tyr Leu Gly Tyr Ser Val Ala Ala Ile Ser Thr Gly Glu 
　　　　435　　　　　　　　 440　　　　　　　　 445　　　　　　 

Ser Thr His Phe Val Ala Gly Ala Pro Arg Ala Asn Tyr Thr Gly Gln 
　　450　　　　　　　　 455　　　　　　　　 460　　　　　　　　 

Ile Val Leu Tyr Ser Val Asn Glu Asn Gly Asn Ile Thr Val Ile Gln 
465　　　　　　　　 470　　　　　　　　 475　　　　　　　　 480 

Ala His Arg Gly Asp Gln Ile Gly Ser Tyr Phe Gly Ser Val Leu Cys 
　　　　　　　　485　　　　　　　　 490　　　　　　　　 495　　 

Ser Val Asp Val Asp Lys Asp Thr Ile Thr Asp Val Leu Leu Val Gly 
　　　　　　500　　　　　　　　 505　　　　　　　　 510　　　　 

Ala Pro Met Tyr Met Ser Asp Leu Lys Lys Glu Glu Gly Arg Val Tyr 
　　　　515　　　　　　　　 520　　　　　　　　 525　　　　　　 

Leu Phe Thr Ile Lys Lys Gly Ile Leu Gly Gln His Gln Phe Leu Glu 
　　530　　　　　　　　 535　　　　　　　　 540　　　　　　　　 

Gly Pro Glu Gly Ile Glu Asn Thr Arg Phe Gly Ser Ala Ile Ala Ala 
545　　　　　　　　 550　　　　　　　　 555　　　　　　　　 560 
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Leu Ser Asp Ile Asn Met Asp Gly Phe Asn Asp Val Ile Val Gly Ser 
　　　　　　　　565　　　　　　　　 570　　　　　　　　 575　　 

Pro Leu Glu Asn Gln Asn Ser Gly Ala Val Tyr Ile Tyr Asn Gly His 
　　　　　　580　　　　　　　　 585　　　　　　　　 590　　　　 

Gln Gly Thr Ile Arg Thr Lys Tyr Ser Gln Lys Ile Leu Gly Ser Asp 
　　　　595　　　　　　　　 600　　　　　　　　 605　　　　　　 

Gly Ala Phe Arg Ser His Leu Gln Tyr Phe Gly Arg Ser Leu Asp Gly 
　　610　　　　　　　　 615　　　　　　　　 620　　　　　　　　 

Tyr Gly Asp Leu Asn Gly Asp Ser Ile Thr Asp Val Ser Ile Gly Ala 
625　　　　　　　　 630　　　　　　　　 635　　　　　　　　 640 

Phe Gly Gln Val Val Gln Leu Trp Ser Gln Ser Ile Ala Asp Val Ala 
　　　　　　　　645　　　　　　　　 650　　　　　　　　 655　　 

Ile Glu Ala Ser Phe Thr Pro Glu Lys Ile Thr Leu Val Asn Lys Asn 
　　　　　　660　　　　　　　　 665　　　　　　　　 670　　　　 

Ala Gln Ile Ile Leu Lys Leu Cys Phe Ser Ala Lys Phe Arg Pro Thr 
　　　　675　　　　　　　　 680　　　　　　　　 685　　　　　　 

Lys Gln Asn Asn Gln Val Ala Ile Val Tyr Asn Ile Thr Leu Asp Ala 
　　690　　　　　　　　 695　　　　　　　　 700　　　　　　　　 

Asp Gly Phe Ser Ser Arg Val Thr Ser Arg Gly Leu Phe Lys Glu Asn 
705　　　　　　　　 710　　　　　　　　 715　　　　　　　　 720 

Asn Glu Arg Cys Leu Gln Lys Asn Met Val Val Asn Gln Ala Gln Ser 
　　　　　　　　725　　　　　　　　 730　　　　　　　　 735　　 

Cys Pro Glu His Ile Ile Tyr Ile Gln Glu Pro Ser Asp Val Val Asn 
　　　　　　740　　　　　　　　 745　　　　　　　　 750　　　　 



(116) JP 5184367 B2 2013.4.17

10

20

30

40

50

Ser Leu Asp Leu Arg Val Asp Ile Ser Leu Glu Asn Pro Gly Thr Ser 
　　　　755　　　　　　　　 760　　　　　　　　 765　　　　　　 

Pro Ala Leu Glu Ala Tyr Ser Glu Thr Ala Lys Val Phe Ser Ile Pro 
　　770　　　　　　　　 775　　　　　　　　 780　　　　　　　　 

Phe His Lys Asp Cys Gly Glu Asp Gly Leu Cys Ile Ser Asp Leu Val 
785　　　　　　　　 790　　　　　　　　 795　　　　　　　　 800 

Leu Asp Val Arg Gln Ile Pro Ala Ala Gln Glu Gln Pro Phe Ile Val 
　　　　　　　　805　　　　　　　　 810　　　　　　　　 815　　 

Ser Asn Gln Asn Lys Arg Leu Thr Phe Ser Val Thr Leu Lys Asn Lys 
　　　　　　820　　　　　　　　 825　　　　　　　　 830　　　　 

Arg Glu Ser Ala Tyr Asn Thr Gly Ile Val Val Asp Phe Ser Glu Asn 
　　　　835　　　　　　　　 840　　　　　　　　 845　　　　　　 

Leu Phe Phe Ala Ser Phe Ser Leu Pro Val Asp Gly Thr Glu Val Thr 
　　850　　　　　　　　 855　　　　　　　　 860　　　　　　　　 

Cys Gln Val Ala Ala Ser Gln Lys Ser Val Ala Cys Asp Val Gly Tyr 
865　　　　　　　　 870　　　　　　　　 875　　　　　　　　 880 

Pro Ala Leu Lys Arg Glu Gln Gln Val Thr Phe Thr Ile Asn Phe Asp 
　　　　　　　　885　　　　　　　　 890　　　　　　　　 895　　 

Phe Asn Leu Gln Asn Leu Gln Asn Gln Ala Ser Leu Ser Phe Gln Ala 
　　　　　　900　　　　　　　　 905　　　　　　　　 910　　　　 

Leu Ser Glu Ser Gln Glu Glu Asn Lys Ala Asp Asn Leu Val Asn Leu 
　　　　915　　　　　　　　 920　　　　　　　　 925　　　　　　 

Lys Ile Pro Leu Leu Tyr Asp Ala Glu Ile His Leu Thr Arg Ser Thr 
　　930　　　　　　　　 935　　　　　　　　 940　　　　　　　　 

Asn Ile Asn Phe Tyr Glu Ile Ser Ser Asp Gly Asn Val Pro Ser Ile 
945　　　　　　　　 950　　　　　　　　 955　　　　　　　　 960 
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Val His Ser Phe Glu Asp Val Gly Pro Lys Phe Ile Phe Ser Leu Lys 
　　　　　　　　965　　　　　　　　 970　　　　　　　　 975　　 

Val Thr Thr Gly Ser Val Pro Val Ser Met Ala Thr Val Ile Ile His 
　　　　　　980　　　　　　　　 985　　　　　　　　 990　　　　 

Ile Pro Gln Tyr Thr Lys Glu Lys　Asn Pro Leu Met Tyr　Leu Thr Gly 
　　　　995　　　　　　　　 1000　　　　　　　　 1005　　　　　　 

Val Gln　Thr Asp Lys Ala Gly　Asp Ile Ser Cys Asn　Ala Asp Ile 
　　1010　　　　　　　　 1015　　　　　　　　 1020　　　　　　 

Asn Pro　Leu Lys Ile Gly Gln　Thr Ser Ser Ser Val　Ser Phe Lys 
　　1025　　　　　　　　 1030　　　　　　　　 1035　　　　　　 

Ser Glu　Asn Phe Arg His Thr　Lys Glu Leu Asn Cys　Arg Thr Ala 
　　1040　　　　　　　　 1045　　　　　　　　 1050　　　　　　 

Ser Cys　Ser Asn Val Thr Cys　Trp Leu Lys Asp Val　His Met Lys 
　　1055　　　　　　　　 1060　　　　　　　　 1065　　　　　　 

Gly Glu　Tyr Phe Val Asn Val　Thr Thr Arg Ile Trp　Asn Gly Thr 
　　1070　　　　　　　　 1075　　　　　　　　 1080　　　　　　 

Phe Ala　Ser Ser Thr Phe Gln　Thr Val Gln Leu Thr　Ala Ala Ala 
　　1085　　　　　　　　 1090　　　　　　　　 1095　　　　　　 

Glu Ile　Asn Thr Tyr Asn Pro　Glu Ile Tyr Val Ile　Glu Asp Asn 
　　1100　　　　　　　　 1105　　　　　　　　 1110　　　　　　 

Thr Val　Thr Ile Pro Leu Met　Ile Met Lys Pro Asp　Glu Lys Ala 
　　1115　　　　　　　　 1120　　　　　　　　 1125　　　　　　 

Glu Val　Pro Thr Gly Val Ile　Ile Gly Ser Ile Ile　Ala Gly Ile 
　　1130　　　　　　　　 1135　　　　　　　　 1140　　　　　　 
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Leu Leu　Leu Leu Ala Leu Val　Ala Ile Leu Trp Lys　Leu Gly Phe 
　　1145　　　　　　　　 1150　　　　　　　　 1155　　　　　　 

Phe Lys　Arg Lys Tyr Glu Lys　Met Thr Lys Asn Pro　Asp Glu Ile 
　　1160　　　　　　　　 1165　　　　　　　　 1170　　　　　　 

Asp Glu　Thr Thr Glu Leu Ser　Ser 
　　1175　　　　　　　　 1180　　 

<210>　9
<211>　3700
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　Human beta1 integrin DNA

<400>　9
agccgccgcc acccgccgcg cccgacaccc gggaggcccc gccagcccgc gggagaggcc　　　 60

cagcgggagt cgcggaacag caggcccgag cccaccgcgc cgggccccgg acgccgcgcg　　　120

gaaaagatga atttacaacc aattttctgg attggactga tcagttcagt ttgctgtgtg　　　180

tttgctcaaa cagatgaaaa tagatgttta aaagcaaatg ccaaatcatg tggagaatgt　　　240

atacaagcag ggccaaattg tgggtggtgc acaaattcaa catttttaca ggaaggaatg　　　300

cctacttctg cacgatgtga tgatttagaa gccttaaaaa agaagggttg ccctccagat　　　360

gacatagaaa atcccagagg ctccaaagat ataaagaaaa ataaaaatgt aaccaaccgt　　　420

agcaaaggaa cagcagagaa gctcaagcca gaggatatta ctcagatcca accacagcag　　　480

ttggttttgc gattaagatc aggggagcca cagacattta cattaaaatt caagagagct　　　540

gaagactatc ccattgacct ctactacctt atggacctgt cttactcaat gaaagacgat　　　600

ttggagaatg taaaaagtct tggaacagat ctgatgaatg aaatgaggag gattacttcg　　　660

gacttcagaa ttggatttgg ctcatttgtg gaaaagactg tgatgcctta cattagcaca　　　720

acaccagcta agctcaggaa cccttgcaca agtgaacaga actgcaccag cccatttagc　　　780

tacaaaaatg tgctcagtct tactaataaa ggagaagtat ttaatgaact tgttggaaaa　　　840
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cagcgcatat ctggaaattt ggattctcca gaaggtggtt tcgatgccat catgcaagtt　　　900

gcagtttgtg gatcactgat tggctggagg aatgttacac ggctgctggt gttttccaca　　　960

gatgccgggt ttcactttgc tggagatggg aaacttggtg gcattgtttt accaaatgat　　 1020

ggacaatgtc acctggaaaa taatatgtac acaatgagcc attattatga ttatccttct　　 1080

attgctcacc ttgtccagaa actgagtgaa aataatattc agacaatttt tgcagttact　　 1140

gaagaatttc agcctgttta caaggagctg aaaaacttga tccctaagtc agcagtagga　　 1200

acattatctg caaattctag caatgtaatt cagttgatca ttgatgcata caattccctt　　 1260

tcctcagaag tcattttgga aaacggcaaa ttgtcagaag gagtaacaat aagttacaaa　　 1320

tcttactgca agaacggggt gaatggaaca ggggaaaatg gaagaaaatg ttccaatatt　　 1380

tccattggag atgaggttca atttgaaatt agcataactt caaataagtg tccaaaaaag　　 1440

gattctgaca gctttaaaat taggcctctg ggctttacgg aggaagtaga ggttattctt　　 1500

cagtacatct gtgaatgtga atgccaaagc gaaggcatcc ctgaaagtcc caagtgtcat　　 1560

gaaggaaatg ggacatttga gtgtggcgcg tgcaggtgca atgaagggcg tgttggtaga　　 1620

cattgtgaat gcagcacaga tgaagttaac agtgaagaca tggatgctta ctgcaggaaa　　 1680

gaaaacagtt cagaaatctg cagtaacaat ggagagtgcg tctgcggaca gtgtgtttgt　　 1740

aggaagaggg ataatacaaa tgaaatttat tctggcaaat tctgcgagtg tgataatttc　　 1800

aactgtgata gatccaatgg cttaatttgt ggaggaaatg gtgtttgcaa gtgtcgtgtg　　 1860

tgtgagtgca accccaacta cactggcagt gcatgtgact gttctttgga tactagtact　　 1920

tgtgaagcca gcaacggaca gatctgcaat ggccggggca tctgcgagtg tggtgtctgt　　 1980

aagtgtacag atccgaagtt tcaagggcaa acgtgtgaga tgtgtcagac ctgccttggt　　 2040

gtctgtgctg agcataaaga atgtgttcag tgcagagcct tcaataaagg agaaaagaaa　　 2100

gacacatgca cacaggaatg ttcctatttt aacattacca aggtagaaag tcgggacaaa　　 2160

ttaccccagc cggtccaacc tgatcctgtg tcccattgta aggagaagga tgttgacgac　　 2220

tgttggttct attttacgta ttcagtgaat gggaacaacg aggtcatggt tcatgttgtg　　 2280

gagaatccag agtgtcccac tggtccagac atcattccaa ttgtagctgg tgtggttgct　　 2340
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ggaattgttc ttattggcct tgcattactg ctgatatgga agcttttaat gataattcat　　 2400

gacagaaggg agtttgctaa atttgaaaag gagaaaatga atgccaaatg ggacacgggt　　 2460

gaaaatccta tttataagag tgccgtaaca actgtggtca atccgaagta tgagggaaaa　　 2520

tgagtactgc ccgtgcaaat cccacaacac tgaatgcaaa gtagcaattt ccatagtcac　　 2580

agttaggtag ctttagggca atattgccat ggttttactc atgtgcaggt tttgaaaatg　　 2640

tacaatatgt ataattttta aaatgtttta ttattttgaa aataatgttg taattcatgc　　 2700

cagggactga caaaagactt gagacaggat ggttattctt gtcagctaag gtcacattgt　　 2760

gcctttttga ccttttcttc ctggactatt gaaatcaagc ttattggatt aagtgatatt　　 2820

tctatagcga ttgaaagggc aatagttaaa gtaatgagca tgatgagagt ttctgttaat　　 2880

catgtattaa aactgatttt tagctttaca aatatgtcag tttgcagtta tgcagaatcc　　 2940

aaagtaaatg tcctgctagc tagttaagga ttgttttaaa tctgttattt tgctatttgc　　 3000

ctgttagaca tgactgatga catatctgaa agacaagtat gttgagagtt gctggtgtaa　　 3060

aatacgtttg aaatagttga tctacaaagg ccatgggaaa aattcagaga gttaggaagg　　 3120

aaaaaccaat agctttaaaa cctgtgtgcc attttaagag ttacttaatg tttggtaact　　 3180

tttatgcctt cactttacaa attcaagcct tagataaaag aaccgagcaa ttttctgcta　　 3240

aaaagtcctt gatttagcac tatttacata caggccatac tttacaaagt atttgctgaa　　 3300

tggggacctt ttgagttgaa tttattttat tatttttatt ttgtttaatg tctggtgctt　　 3360

tctatcacct cttctaatct tttaatgtat ttgtttgcaa ttttggggta agactttttt　　 3420

atgagtactt tttctttgaa gttttagcgg tcaatttgcc tttttaatga acatgtgaag　　 3480

ttatactgtg gctatgcaac agctctcacc tacgcgagtc ttactttgag ttagtgccat　　 3540

aacagaccac tgtatgttta cttctcacca tttgagttgc ccatcttgtt tcacactagt　　 3600

cacattcttg ttttaagtgc ctttagtttt aacagttcac tttttacagt gctatttact　　 3660

gaagttattt attaaatatg cctaaaatac ttaaatcgga　　　　　　　　　　　　　 3700

<210>　10
<211>　798
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<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　Human beta1 integrin

<400>　10

Met Asn Leu Gln Pro Ile Phe Trp Ile Gly Leu Ile Ser Ser Val Cys 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Cys Val Phe Ala Gln Thr Asp Glu Asn Arg Cys Leu Lys Ala Asn Ala 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Lys Ser Cys Gly Glu Cys Ile Gln Ala Gly Pro Asn Cys Gly Trp Cys 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Thr Asn Ser Thr Phe Leu Gln Glu Gly Met Pro Thr Ser Ala Arg Cys 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Asp Asp Leu Glu Ala Leu Lys Lys Lys Gly Cys Pro Pro Asp Asp Ile 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Glu Asn Pro Arg Gly Ser Lys Asp Ile Lys Lys Asn Lys Asn Val Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Asn Arg Ser Lys Gly Thr Ala Glu Lys Leu Lys Pro Glu Asp Ile Thr 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Gln Ile Gln Pro Gln Gln Leu Val Leu Arg Leu Arg Ser Gly Glu Pro 
　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　 

Gln Thr Phe Thr Leu Lys Phe Lys Arg Ala Glu Asp Tyr Pro Ile Asp 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 

Leu Tyr Tyr Leu Met Asp Leu Ser Tyr Ser Met Lys Asp Asp Leu Glu 
145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160 
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Asn Val Lys Ser Leu Gly Thr Asp Leu Met Asn Glu Met Arg Arg Ile 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　 

Thr Ser Asp Phe Arg Ile Gly Phe Gly Ser Phe Val Glu Lys Thr Val 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　 

Met Pro Tyr Ile Ser Thr Thr Pro Ala Lys Leu Arg Asn Pro Cys Thr 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　 

Ser Glu Gln Asn Cys Thr Ser Pro Phe Ser Tyr Lys Asn Val Leu Ser 
　　210　　　　　　　　 215　　　　　　　　 220　　　　　　　　 

Leu Thr Asn Lys Gly Glu Val Phe Asn Glu Leu Val Gly Lys Gln Arg 
225　　　　　　　　 230　　　　　　　　 235　　　　　　　　 240 

Ile Ser Gly Asn Leu Asp Ser Pro Glu Gly Gly Phe Asp Ala Ile Met 
　　　　　　　　245　　　　　　　　 250　　　　　　　　 255　　 

Gln Val Ala Val Cys Gly Ser Leu Ile Gly Trp Arg Asn Val Thr Arg 
　　　　　　260　　　　　　　　 265　　　　　　　　 270　　　　 

Leu Leu Val Phe Ser Thr Asp Ala Gly Phe His Phe Ala Gly Asp Gly 
　　　　275　　　　　　　　 280　　　　　　　　 285　　　　　　 

Lys Leu Gly Gly Ile Val Leu Pro Asn Asp Gly Gln Cys His Leu Glu 
　　290　　　　　　　　 295　　　　　　　　 300　　　　　　　　 

Asn Asn Met Tyr Thr Met Ser His Tyr Tyr Asp Tyr Pro Ser Ile Ala 
305　　　　　　　　 310　　　　　　　　 315　　　　　　　　 320 

His Leu Val Gln Lys Leu Ser Glu Asn Asn Ile Gln Thr Ile Phe Ala 
　　　　　　　　325　　　　　　　　 330　　　　　　　　 335　　 

Val Thr Glu Glu Phe Gln Pro Val Tyr Lys Glu Leu Lys Asn Leu Ile 
　　　　　　340　　　　　　　　 345　　　　　　　　 350　　　　 

Pro Lys Ser Ala Val Gly Thr Leu Ser Ala Asn Ser Ser Asn Val Ile 
　　　　355　　　　　　　　 360　　　　　　　　 365　　　　　　 
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Gln Leu Ile Ile Asp Ala Tyr Asn Ser Leu Ser Ser Glu Val Ile Leu 
　　370　　　　　　　　 375　　　　　　　　 380　　　　　　　　 

Glu Asn Gly Lys Leu Ser Glu Gly Val Thr Ile Ser Tyr Lys Ser Tyr 
385　　　　　　　　 390　　　　　　　　 395　　　　　　　　 400 

Cys Lys Asn Gly Val Asn Gly Thr Gly Glu Asn Gly Arg Lys Cys Ser 
　　　　　　　　405　　　　　　　　 410　　　　　　　　 415　　 

Asn Ile Ser Ile Gly Asp Glu Val Gln Phe Glu Ile Ser Ile Thr Ser 
　　　　　　420　　　　　　　　 425　　　　　　　　 430　　　　 

Asn Lys Cys Pro Lys Lys Asp Ser Asp Ser Phe Lys Ile Arg Pro Leu 
　　　　435　　　　　　　　 440　　　　　　　　 445　　　　　　 

Gly Phe Thr Glu Glu Val Glu Val Ile Leu Gln Tyr Ile Cys Glu Cys 
　　450　　　　　　　　 455　　　　　　　　 460　　　　　　　　 

Glu Cys Gln Ser Glu Gly Ile Pro Glu Ser Pro Lys Cys His Glu Gly 
465　　　　　　　　 470　　　　　　　　 475　　　　　　　　 480 

Asn Gly Thr Phe Glu Cys Gly Ala Cys Arg Cys Asn Glu Gly Arg Val 
　　　　　　　　485　　　　　　　　 490　　　　　　　　 495　　 

Gly Arg His Cys Glu Cys Ser Thr Asp Glu Val Asn Ser Glu Asp Met 
　　　　　　500　　　　　　　　 505　　　　　　　　 510　　　　 

Asp Ala Tyr Cys Arg Lys Glu Asn Ser Ser Glu Ile Cys Ser Asn Asn 
　　　　515　　　　　　　　 520　　　　　　　　 525　　　　　　 

Gly Glu Cys Val Cys Gly Gln Cys Val Cys Arg Lys Arg Asp Asn Thr 
　　530　　　　　　　　 535　　　　　　　　 540　　　　　　　　 

Asn Glu Ile Tyr Ser Gly Lys Phe Cys Glu Cys Asp Asn Phe Asn Cys 
545　　　　　　　　 550　　　　　　　　 555　　　　　　　　 560 
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Asp Arg Ser Asn Gly Leu Ile Cys Gly Gly Asn Gly Val Cys Lys Cys 
　　　　　　　　565　　　　　　　　 570　　　　　　　　 575　　 

Arg Val Cys Glu Cys Asn Pro Asn Tyr Thr Gly Ser Ala Cys Asp Cys 
　　　　　　580　　　　　　　　 585　　　　　　　　 590　　　　 

Ser Leu Asp Thr Ser Thr Cys Glu Ala Ser Asn Gly Gln Ile Cys Asn 
　　　　595　　　　　　　　 600　　　　　　　　 605　　　　　　 

Gly Arg Gly Ile Cys Glu Cys Gly Val Cys Lys Cys Thr Asp Pro Lys 
　　610　　　　　　　　 615　　　　　　　　 620　　　　　　　　 

Phe Gln Gly Gln Thr Cys Glu Met Cys Gln Thr Cys Leu Gly Val Cys 
625　　　　　　　　 630　　　　　　　　 635　　　　　　　　 640 

Ala Glu His Lys Glu Cys Val Gln Cys Arg Ala Phe Asn Lys Gly Glu 
　　　　　　　　645　　　　　　　　 650　　　　　　　　 655　　 

Lys Lys Asp Thr Cys Thr Gln Glu Cys Ser Tyr Phe Asn Ile Thr Lys 
　　　　　　660　　　　　　　　 665　　　　　　　　 670　　　　 

Val Glu Ser Arg Asp Lys Leu Pro Gln Pro Val Gln Pro Asp Pro Val 
　　　　675　　　　　　　　 680　　　　　　　　 685　　　　　　 

Ser His Cys Lys Glu Lys Asp Val Asp Asp Cys Trp Phe Tyr Phe Thr 
　　690　　　　　　　　 695　　　　　　　　 700　　　　　　　　 

Tyr Ser Val Asn Gly Asn Asn Glu Val Met Val His Val Val Glu Asn 
705　　　　　　　　 710　　　　　　　　 715　　　　　　　　 720 

Pro Glu Cys Pro Thr Gly Pro Asp Ile Ile Pro Ile Val Ala Gly Val 
　　　　　　　　725　　　　　　　　 730　　　　　　　　 735　　 

Val Ala Gly Ile Val Leu Ile Gly Leu Ala Leu Leu Leu Ile Trp Lys 
　　　　　　740　　　　　　　　 745　　　　　　　　 750　　　　 

Leu Leu Met Ile Ile His Asp Arg Arg Glu Phe Ala Lys Phe Glu Lys 
　　　　755　　　　　　　　 760　　　　　　　　 765　　　　　　 
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Glu Lys Met Asn Ala Lys Trp Asp Thr Gly Glu Asn Pro Ile Tyr Lys 
　　770　　　　　　　　 775　　　　　　　　 780　　　　　　　　 

Ser Ala Val Thr Thr Val Val Asn Pro Lys Tyr Glu Gly Lys 
785　　　　　　　　 790　　　　　　　　 795　　　　　　 

<210>　11
<211>　226
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　Human alpha2 I domain

<400>　11

Ser Pro Asp Phe Gln Leu Ser Ala Ser Phe Ser Pro Ala Thr Gln Pro 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Cys Pro Ser Leu Ile Asp Val Val Val Val Cys Asp Glu Ser Asn Ser 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Ile Tyr Pro Trp Asp Ala Val Lys Asn Phe Leu Glu Lys Phe Val Gln 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Leu Asp Ile Gly Pro Thr Lys Thr Gln Val Gly Leu Ile Gln Tyr 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ala Asn Asn Pro Arg Val Val Phe Asn Leu Asn Thr Tyr Lys Thr Lys 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Glu Glu Met Ile Val Ala Thr Ser Gln Thr Ser Gln Tyr Gly Gly Asp 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Leu Thr Asn Thr Phe Gly Ala Ile Gln Tyr Ala Arg Lys Tyr Ala Tyr 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 
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Ser Ala Ala Ser Gly Gly Arg Arg Ser Ala Thr Lys Val Met Val Val 
　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　 

Val Thr Asp Gly Glu Ser His Asp Gly Ser Met Leu Lys Ala Val Ile 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 

Asp Gln Cys Asn His Asp Asn Ile Leu Arg Phe Gly Ile Ala Val Leu 
145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160 

Gly Tyr Leu Asn Arg Asn Ala Leu Asp Thr Lys Asn Leu Ile Lys Glu 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　 

Ile Lys Ala Ile Ala Ser Ile Pro Thr Glu Arg Tyr Phe Phe Asn Val 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　 

Ser Asp Glu Ala Ala Leu Leu Glu Lys Ala Gly Thr Leu Gly Glu Gln 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　 

Ile Phe Ser Ile Glu Gly Thr Val Gln Gly Gly Asp Asn Phe Gln Met 
　　210　　　　　　　　 215　　　　　　　　 220　　　　　　　　 

Glu Met 
225　　 

<210>　12
<211>　71
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　FW1-3 4-59 [FW=1-25; FW2=26-39; FW3=40-71]

<400>　12

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　
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Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg 
65　　　　　　　　　70　　　

<210>　13
<211>　11
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　FW4 4-59 [NCBI entry gi/33583]

<400>　13

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　

<210>　14
<211>　27
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　VHL-for [forward primer]

<400>　14
ccatggctgt cttggggctg ctcttct　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 27

<210>　15
<211>　17
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens
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<220>
<221>　misc_feature
<223>　HC-rev [reverse primer]

<400>　15
ggggccagtg gatagac　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17

<210>　16
<211>　28
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　VLL-for [forward primer]

<400>　16
ccatggattt tcaagtgcag attttcag　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　28

<210>　17
<211>　17
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　LCkappa-rev [reverse primer]

<400>　17
gttggtgcag catcagc　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17

<210>　18
<211>　318
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　TMC-2206 VL

<220>
<221>　CDS
<222>　(1)..(318)
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<400>　18
caa ttt gtt ctc acc cag tct cca gca ttc ttg tct gct tct cca ggg　　　　 48
Gln Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Ala Ser Pro Gly　　　　　 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　　　　　　

gag aag gtc acc atg acc tgc agt gcc aac tca agt gtg aat tac att　　　　 96
Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile　　　　　 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　

cac tgg tac cag cag aag tca ggc acc tcc ccc aaa aaa tgg att tat　　　　144
His Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lys Lys Trp Ile Tyr　　　　　 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　　　　　　

gac act tcc aaa ctg gct tct gga gtc cct gtt cgc ttc agt ggc agt　　　　192
Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser　　　　　 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　　

gga tct ggg acc tct tac tct ctc aca atc agc agc atg gag act gag　　　　240
Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Thr Glu　　　　　 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　　　　　　

gat gct gcc act tat tac tgc cag cag tgg act act aac cca ctc acg　　　　288
Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr　　　　　 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　　　　　　

ttc ggt gct ggg acc agg gtg gag ctg aaa　　　　　　　　　　　　　　　　318
Phe Gly Ala Gly Thr Arg Val Glu Leu Lys　　　　　　　　　　　　　　　　　 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 

<210>　19
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<400>　19

Gln Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Ala Ser Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lys Lys Trp Ile Tyr 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser 
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　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Thr Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Ala Gly Thr Arg Val Glu Leu Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　20
<211>　357
<212>　DNA
<213>　Homo sapiens

<220>
<221>　CDS
<222>　(1)..(357)

<220>
<221>　misc_feature
<222>　(1)..(357)
<223>　TMC-2206 VH

<400>　20
cag gtg cag ttg aag gag tca gga cct ggc ctg gtg gcg ccc tca cag　　　　 48
Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln　　　　　 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　　　　　　

agc ctg tcc atc act tgt act gtc tct gga ttt tca tta acc aac tat　　　　 96
Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr　　　　　 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　

ggt att cac tgg gtt cgc cag cct cca gga aag ggt ctg gag tgg ctg　　　　144
Gly Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu　　　　　 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　　　　　　

gga gtg ata tgg gct cgt gga ttc aca aat tat aat tcg gct ctc atg　　　　192
Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met　　　　　 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　　

tcc aga ctg atc atc aca aaa gac aat tcc cag agt caa gtc ttc tta　　　　240
Ser Arg Leu Ile Ile Thr Lys Asp Asn Ser Gln Ser Gln Val Phe Leu　　　　　 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　　　　　　
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aaa atg aac agt cta caa cct gat gac tca gcc act tac ttc tgt gcc　　　　288
Lys Met Asn Ser Leu Gln Pro Asp Asp Ser Ala Thr Tyr Phe Cys Ala　　　　　 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　　　　　　

aga gcg aac gac ggg gtc tat tat gct atg gac tac tgg ggt cag gga　　　　336
Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly　　　　　 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　　　　　　 

acc tca gtc acc gtc tcc tca　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　357
Thr Ser Val Thr Val Ser Ser　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 
　　　　115　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 

<210>　21
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo sapiens

<400>　21

Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Leu Ile Ile Thr Lys Asp Asn Ser Gln Ser Gln Val Phe Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Met Asn Ser Leu Gln Pro Asp Asp Ser Ala Thr Tyr Phe Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Ser Val Thr Val Ser Ser 
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　　　　115　　　　　　　　 

<210>　22
<211>　31
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　TMC-2206-r5' [forward primer]

<400>　22
cccgaattca caggtgcagt tgaaggagtc a　　　　　　　　　　　　　　　　　　　31

<210>　23
<211>　35
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　TMC-2206-r3' [reverse primer]

<400>　23
cgggatcctt aggatcattt accaggagag tggga　　　　　　　　　　　　　　　　　35

<210>　24
<211>　31
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　TMC-2206-k5' [forward primer]

<400>　24
cccgaattca caatttgttc tcacccagtc t　　　　　　　　　　　　　　　　　　　31

<210>　25
<211>　35
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens
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<220>
<221>　misc_feature
<223>　TMC-2206-k3' [reverse primer]

<400>　25
cgggatcctt atctctaaca ctcattcctg ttgaa　　　　　　　　　　　　　　　　　35

<210>　26
<211>　22
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　Igkappa (Igk) leader sequence

<400>　26

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Gly Gly Ser Thr Gly Asp 
　　　　　　20　　　　　

<210>　27
<211>　76
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　Igkappa-S Oligonucleotides [Primer]

<400>　27
tcgagccacc atggagacag acacactcct gctatgggta ctgctgctct gggttccagg　　　 60

ttccactgga gacgcg　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 76

<210>　28
<211>　76
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens
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<220>
<221>　misc_feature
<223>　Igkappa-AS oligonucleotides [Primer]

<400>　28
aattcgcgtc tccagtggaa cctggaaccc agagcagcag tacccatagc aggagtgtgt　　　 60

ctgtctccat ggtggc　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 76

<210>　29
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　TMC2206VH-hIgG1/4Fc-SalI

<400>　29
cttggtcgac gctgaggaga cggtgactga ggt　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　30
<211>　30
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hIgG1/4Fc-SalI-F [forward primer]

<400>　30
tcagcgtcga ccaagggccc atcsgtcttc　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30

<210>　31
<211>　48
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hIgG1/4Fc-NotI-R [reverse primer]

<400>　31
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aagggaagcg gccgcttatc atttacccyg agacagggag aggctctt　　　　　　　　　　48

<210>　32
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　TMC2206VL-hKc-SalI [reverse primer]

<400>　32
tcgtttgatg tcgaccttgg tcccagcacc gaacgtgag　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　33
<211>　35
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hKc-SalI-F [forward primer]

<400>　33
accaaggtcg acatcaaacg aactgtggct gcacc　　　　　　　　　　　　　　　　　35

<210>　34
<211>　45
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hKc-NotI-R [reverse primer]

<400>　34
aagggaagcg gccgcttatc arcactctcc cctgttgaag ctctt　　　　　　　　　　　 45

<210>　35
<211>　29
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens
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<220>
<221>　misc_feature
<223>　TMC-2206VLwt-hKc-F [forward primer]

<400>　35
agggtggagc tgaaacgaac tgtggctgc　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 29

<210>　36
<211>　24
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　TMC-2206VLwt-hKc-R [reverse primer]

<400>　36
tcgtttcagc tccaccctgg tccc　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24

<210>　37
<211>　107
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　A14 VL germline protein

<400>　37

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Glu Gly Ile Gly Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Leu Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Leu Leu Ile 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Lys Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　
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Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　 

<210>　38
<211>　10
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　FW 4 of mature kappa light chain

<400>　38

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　

<210>　39
<211>　121
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　4-59 VH germline protein

<400>　39

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 
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　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg His Asn Ser Ser Ser Trp Tyr Gly Arg Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 120　　 

<210>　40
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH1.0

<400>　40

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　
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Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　41
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL1.0

<400>　41

Gln Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Trp Ile Tyr 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
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　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　42
<211>　48
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH3.0-F [forward primer]

<400>　42
agcgtggaca ccagcaagaa ccagttcagc ctgaagctga gcagcgtg　　　　　　　　　　48

<210>　43
<211>　51
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH3.0-R [reverse primer]

<400>　43
gttcttgctg gtgtccacgc tgatggtcac gcgggacatg agagcgctgt t　　　　　　　　51

<210>　44
<211>　48
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH4.0-F [forward primer]

<400>　44
cctccaggca agggcctgga gtggatcggc gtgatatggg ctcgcggc　　　　　　　　　　48

<210>　45
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<211>　51
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH4.0-R [reverse primer]

<400>　45
ctccaggccc ttgcctggag gctggcgtat ccagtggatg ccatagttgg t　　　　　　　　51

<210>　46
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVL3.0-F [forward primer]

<400>　46
cccaagctcc tgatctatga cacttccaag ctg　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　47
<211>　42
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVL3.0-R [reverse primer]

<400>　47
agtgtcatag atcaggagct tgggggcctg gtcgggcttc tg　　　　　　　　　　　　　42

<210>　48
<211>　45
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVL4.0-F [forward primer]
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<400>　48
gacgcgaatt cagacgtggt gatgacccag tctccagcat tcctg　　　　　　　　　　　 45

<210>　49
<211>　24
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH2.0-F [forward primer]

<400>　49
gtgaccatca gcaaggacaa cagc　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24

<210>　50
<211>　45
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH2.0-R [reverse primer]

<400>　50
gctgttgtcc ttgctgatgg tcacgcggga catgagagcg ctgtt　　　　　　　　　　　 45

<210>　51
<211>　27
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH5.0-F [forward primer]

<400>　51
atcggcgtga tatgggctcg cggcttc　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 27

<210>　52
<211>　45
<212>　DNA
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<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH5.0-R [reverse primer]

<400>　52
gccgcgagcc catatcacgc cgatccactc caggcccttg cctgg　　　　　　　　　　　 45

<210>　53
<211>　24
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH6.0-F [forward primer]

<400>　53
atatgggctc gcggcttcac aaac　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24

<210>　54
<211>　24
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH6.0-R [reverse primer]

<400>　54
gtttgtgaag ccgcgagccc atat　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24

<210>　55
<211>　45
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH7.0-F [forward primer]

<400>　55
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gccgcggaca ccgccgtgta ctactgcgcc agagccaacg acggg　　　　　　　　　　　 45

<210>　56
<211>　27
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH7.0-R [reverse primer]

<400>　56
gtagtacacg gcggtgtccg cggcggt　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 27

<210>　57
<211>　27
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH8.0-F [forward primer]

<400>　57
atatccaact atggcatcca ctgggtt　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 27

<210>　58
<211>　48
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVH8.0-R [reverse primer]

<400>　58
ccagtggatg ccatagttgg atatgctaaa tccagagacg gtacaggt　　　　　　　　　　48

<210>　59
<211>　45
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens
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<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVL2.0-R [reverse primer]

<400>　59
cagcttggaa gtgtcataga tcaatttctt gggggcctgg tcggg　　　　　　　　　　　 45

<210>　60
<211>　45
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVL5.0-F [forward primer]

<400>　60
gacgcgaatt cagacttcgt gctgacccag tctccagcat tcctg　　　　　　　　　　　 45

<210>　61
<211>　45
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVL6.0-F [forward primer]

<400>　61
gacgcgaatt cacagttcgt gatgacccag tctccagcat tcctg　　　　　　　　　　　 45

<210>　62
<211>　45
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVL7.0-F [forward primer]

<400>　62
gacgcgaatt cagacttcgt gatgacccag tctccagcat tcctg　　　　　　　　　　　 45
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<210>　63
<211>　27
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVL8.0-F [forward primer]

<400>　63
ttcaccttca ccatcagcag cctggag　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 27

<210>　64
<211>　48
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hVL8.0-R [reverse primer]

<400>　64
ctccaggctg ctgatggtga aggtgaagtc ggtgccgctg ccgctgcc　　　　　　　　　　48

<210>　65
<211>　28
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hLCQ3-F [forward primer]

<400>　65
ccaatcaagc gtgaactaca ttcactgg　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　28

<210>　66
<211>　48
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
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<221>　misc_feature
<223>　hLCQ3-R [reverse primer]

<400>　66
ccagtgaatg tagttcacgc ttgattgggc gctgcaggtg atggtcac　　　　　　　　　　48

<210>　67
<211>　23
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　Igk-For [forward primer]

<400>　67
actcctgcta tgggtactgc tgc　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 23

<210>　68
<211>　22
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hIgG1Fc-CH1-R [reverse primer]

<400>　68
gaagtagtcc ttgaccaggc ag　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　22

<210>　69
<211>　22
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　CI-neo-msc3' [Primer]

<400>　69
tttcactgca ttctagttgt gg　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　22

<210>　70
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<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH2.0

<400>　70

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　71
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
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<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH3.0

<400>　71

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　72
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH4.0

<400>　72

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
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1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　73
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH5.0

<400>　73

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　
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Gly Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　74
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH6.0

<400>　74

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
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　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　75
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH7.0

<400>　75

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　
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Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　76
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH8.0

<400>　76

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Ile Ser Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
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　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　77
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH9.0 Xaa at Position 48 can be Leucine or Isoleucine

<400>　77

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Xaa 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Leu Thr Ile Ser Val Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 
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<210>　78
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH10.0

<400>　78

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　79
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens
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<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH11.0　Xaa at Position 48 can be Leucine or Isoleucine

<400>　79

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Xaa
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　80
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL2.0

<400>　80
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Gln Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Leu Ile Tyr 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　81
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL3.0

<400>　81

Gln Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr 
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　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　82
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL4.0

<400>　82

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Trp Ile Tyr 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　
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Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　83
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL5.0

<400>　83

Asp Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Trp Ile Tyr 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　84
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<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL6.0

<400>　84

Gln Phe Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Trp Ile Tyr 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　85
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL7.0

<400>　85
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Asp Phe Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Trp Ile Tyr 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　86
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL8.0

<400>　86

Gln Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Trp Ile Tyr 
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　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　87
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL9.0

<400>　87

Gln Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Trp Ile Lys 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　
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Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　88
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL10.0

<400>　88

Asp Phe Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Leu Ile Tyr 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　89
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<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL11.0

<400>　89

Asp Phe Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Trp Ile Tyr 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　90
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL1.0Q

<400>　90
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Gln Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Gln Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Trp Ile Tyr 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　91
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL10.0Q

<400>　91

Asp Phe Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Gln Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Leu Ile Tyr 
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　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　92
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL12.0Q

<400>　92

Asp Phe Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Gln Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Leu Ile Tyr 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　
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Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　93
<211>　222
<212>　PRT
<213>　Rattus rattus

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　Rat alpha2 integrin I domain protein

<400>　93

Ser Pro Asp Phe Gln Ser Leu Thr Ser Phe Ser Pro Ala Val Gln Asp 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Val Val Val Val Cys Asp Glu Ser Asn Ser Ile Tyr Pro Trp Glu Ala 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Val Lys Asn Phe Leu Glu Lys Phe Val Gln Gly Leu Asp Ile Gly Pro 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Lys Lys Thr Gln Val Ala Leu Ile Gln Tyr Ala Asn Asp Pro Arg Val 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Val Phe Asn Leu Thr Thr Tyr Lys Asn Lys Glu Asp Met Val Gln Ala 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Thr Ser Glu Thr Arg Gln Tyr Gly Gly Asp Leu Thr Asn Thr Phe Lys 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Ala Ile Gln Phe Ala Arg Asp Ile Ala Tyr Leu Pro Glu Ser Gly Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Arg Pro Gly Ala Thr Lys Val Met Val Val Val Thr Asp Gly Glu Ser 
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　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　 

His Asp Gly Ser Lys Leu Gln Thr Val Ile Gln Gln Cys Asn Asp Asp 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 

Glu Ile Leu Arg Phe Gly Ile Ala Val Leu Gly Tyr Leu Asn Arg Asn 
145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160 

Ala Leu Asp Thr Lys Asn Leu Ile Lys Glu Ile Lys Ala Ile Ala Ser 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　 

Thr Pro Thr Glu Arg Tyr Phe Phe Asn Val Ala Asp Glu Ala Ala Leu 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　 

Leu Glu Lys Ala Gly Thr Leu Gly Glu His Ile Phe Ser Ile Glu Gly 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　 

Thr Val Gln Gly Gly Asp Asn Phe Gln Met Glu Met Ala Gln 
　　210　　　　　　　　 215　　　　　　　　 220　　　　 

<210>　94
<211>　228
<212>　PRT
<213>　Mus musculus

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　Mouse alpha2 integrin I domain protein

<400>　94

Ser Pro Asp Phe Gln Phe Leu Thr Ser Phe Ser Pro Ala Val Gln Ala 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Cys Pro Ser Leu Val Asp Val Val Val Val Cys Asp Glu Ser Asn Ser 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Ile Tyr Pro Trp Glu Ala Val Lys Asn Phe Leu Val Lys Phe Val Thr 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　
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Gly Leu Asp Ile Gly Pro Lys Lys Thr Gln Val Ala Leu Ile Gln Tyr 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ala Asn Glu Pro Arg Ile Ile Phe Asn Leu Asn Asp Phe Glu Thr Lys 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Glu Asp Met Val Gln Ala Thr Ser Glu Thr Arg Gln His Gly Gly Asp 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Leu Thr Asn Thr Phe Arg Ala Ile Glu Phe Ala Arg Asp Tyr Ala Tyr 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Ser Gln Thr Ser Gly Gly Arg Pro Gly Ala Thr Lys Val Met Val Val 
　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　 

Val Thr Asp Gly Glu Ser His Asp Gly Ser Lys Leu Lys Thr Val Ile 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 

Gln Gln Cys Asn Asp Asp Glu Ile Leu Arg Phe Gly Ile Ala Val Leu 
145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160 

Gly Tyr Leu Asn Arg Asn Ala Leu Asp Thr Lys Asn Leu Ile Lys Glu 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　 

Ile Lys Ala Ile Ala Ser Thr Pro Thr Glu Arg Tyr Phe Phe Asn Val 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　 

Ser Asp Glu Ala Ala Leu Leu Glu Lys Ala Gly Thr Leu Gly Glu Gln 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　 

Ile Phe Ser Ile Glu Gly Thr Val Gln Gly Gly Asp Asn Phe Gln Met 
　　210　　　　　　　　 215　　　　　　　　 220　　　　　　　　 

Glu Met Ser Gln 
225　　　　　　 

<210>　95
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<211>　26
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　Kappa-F

<400>　95
cgaactgtgg ctgcaccatc tgtctt　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　26

<210>　96
<211>　41
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　Kappa-BamHI-R

<400>　96
aattcggatc cttactaaca ctctcccctg ttgaagctct t　　　　　　　　　　　　　 41

<210>　97
<211>　40
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　VH12.0-(K71V)-F

<400>　97
gcctgaccat cagcgtggac aacagcaaga accaggtgag　　　　　　　　　　　　　　 40

<210>　98
<211>　40
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　VH12.0(K71V)-R
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<400>　98
ctcacctggt tcttgctgtt gtccacgctg atggtcaggc　　　　　　　　　　　　　　 40

<210>　99
<211>　40
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　VH13.0-(N73T)-F

<400>　99
ctgaccatca gcaaggacac cagcaagaac caggtgagcc　　　　　　　　　　　　　　 40

<210>　100
<211>　40
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　VH13.0-(N73T)R

<400>　100
ggctcacctg gttcttgctg gtgtccttgc tgatggtcag　　　　　　　　　　　　　　 40

<210>　101
<211>　41
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　VH14.0-(V78F)-F

<400>　101
gcaaggacaa cagcaagaac cagtttagcc tgaagctgag c　　　　　　　　　　　　　 41

<210>　102
<211>　41
<212>　DNA
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<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　VH14.0 (V78F)-R

<400>　102
gctcagcttc aggctaaact ggttcttgct gttgtccttg c　　　　　　　　　　　　　 41

<210>　103
<211>　648
<212>　DNA
<213>　Macaca fascicularis

<220>
<221>　misc_feature
<223>　Cynomolgus alpha2 I domain

<400>　103
agtcctgatt ttcagctctc agccagcttc tcacctgcaa ctcagccctg cccttccctc　　　 60

atagatgttg tggttgtgtg tgatgaatca aatagtattt atccttggga tgcagtagac　　　120

aattttttgg aaaaatttgt acaaggcctg gatataggcc ccacaaagac acaggtgggg　　　180

ttaattcagt atgccaataa tccaagagtt gtgtttaact tgaacacata taaaaccaaa　　　240

gaagaaatga ttgtagcaac atcccagaca tcccaatatg gtggggacct cacaaacaca　　　300

ttcggagcaa ttcaatatgc aagaaaatat gcctattcag cagcttctgg tgggcgacga　　　360

agtgctacga aagtaatggt agttgtaact gacggtgaat cacatgatgg ttcaatgttg　　　420

aaagctgtga ttgatcaatg caaccatgac aatatactga ggtttggcat agcagttctt　　　480

gggtacttaa acagaaacgc ccttgatact aaaaatttaa taaaagaaat aaaagcgatc　　　540

gctagtattc caacagaaag atactttttc aatgtgtctg atgaagcagc tctactagaa　　　600

aaggctggga cattaggaga acaaattttc agcattgaag gtactgtt　　　　　　　　　 648

<210>　104
<211>　648
<212>　DNA
<213>　Macaca mulatta
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<220>
<221>　misc_feature
<223>　Rhesus alpha2 I domain

<400>　104
agtcctgatt ttcagctctc agccagcttc tcacctgcaa ctcagccctg cccttccctc　　　 60

atagatgttg tggttgtgtg tgatgaatca aatagtattt atccttggga tgcagtaaag　　　120

aattttttgg aaaaatttgt acaaggcctg gatataggcc ccacaaagac acaggtgggg　　　180

ttaattcagt atgccaataa tccaagagtt gtgtttaact tgaacacata taaaaccaaa　　　240

gaagaaatga ttgtagcaac atcccagaca tcccaatatg gtggggacct cacaaacaca　　　300

ttcggagcaa ttcaatatgc aagaaaatat gcctattcag cagcttctgg tgggcgacga　　　360

agtgctacga aagtaatggt agttgtaact gacggtgaat cacatgatgg ttcaatgttg　　　420

aaagctgtga ttgatcaatg caaccatgac aatatactga ggtttggcat agcagttctt　　　480

gggtacttaa acagaaacgc ccttgatact aaaaatttaa taaaagaaat aaaagcgatc　　　540

gctagtattc caacagaaag atactttttc aatgtgtctg atgaagcagc tctactagaa　　　600

aaggctggga cattaggaga acaaattttc agcattgaag gtactgtt　　　　　　　　　 648

<210>　105
<211>　997
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　IgG4 constant region

<220>
<221>　CDS
<222>　(1)..(978)

<400>　105
tcc acc aag ggc cca tcc gtc ttc ccc ctg gcg ccc tgc tcc agg agc　　　　 48
Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser　　　　　 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　　　　　　

acc tcc gag agc aca gcc gcc ctg ggc tgc ctg gtc aag gac tac ttc　　　　 96
Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe　　　　　 



(174) JP 5184367 B2 2013.4.17

10

20

30

40

50

　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　

ccc gaa ccg gtg acg gtg tcg tgg aac tca ggc gcc ctg acc agc ggc　　　　144
Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly　　　　　 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　　　　　　

gtg cac acc ttc ccg gct gtc cta cag tcc tca gga ctc tac tcc ctc　　　　192
Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu　　　　　 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　　

agc agc gtg gtg acc gtg ccc tcc agc agc ttg ggc acg aag acc tac　　　　240
Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr　　　　　 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　　　　　　

acc tgc aac gta gat cac aag ccc agc aac acc aag gtg gac aag aga　　　　288
Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg　　　　　 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　　　　　　

gtt gag tcc aaa tat ggt ccc cca tgc cca tca tgc cca gca cct gag　　　　336
Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu　　　　　 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　　　　　　 

ttc ctg ggg gga cca tca gtc ttc ctg ttc ccc cca aaa ccc aag gac　　　　384
Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp　　　　　 
　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　　　　　　 

act ctc atg atc tcc cgg acc cct gag gtc acg tgc gtg gtg gtg gac　　　　432
Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp　　　　　 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　　　　　　 

gtg agc cag gaa gac ccc gag gtc cag ttc aac tgg tac gtg gat ggc　　　　480
Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly　　　　　 
145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160　　　　　 

gtg gag gtg cat aat gcc aag aca aag ccg cgg gag gag cag ttc aac　　　　528
Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn　　　　　 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　　　　　　 

agc acg tac cgt gtg gtc agc gtc ctc acc gtc ctg cac cag gac tgg　　　　576
Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp　　　　　 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　　　　　　 

ctg aac ggc aag gag tac aag tgc aag gtc tcc aac aaa ggc ctc ccg　　　　624
Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro　　　　　 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　　　　　　 

tcc tcc atc gag aaa acc atc tcc aaa gcc aaa ggg cag ccc cga gag　　　　672
Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu　　　　　 
　　210　　　　　　　　 215　　　　　　　　 220　　　　　　　　　　　　　 
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cca cag gtg tac acc ctg ccc cca tcc cag gag gag atg acc aag aac　　　　720
Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn　　　　　 
225　　　　　　　　 230　　　　　　　　 235　　　　　　　　 240　　　　　 

cag gtc agc ctg acc tgc ctg gtc aaa ggc ttc tac ccc agc gac atc　　　　768
Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile　　　　　 
　　　　　　　　245　　　　　　　　 250　　　　　　　　 255　　　　　　　 

gcc gtg gag tgg gag agc aat ggg cag ccg gag aac aac tac aag acc　　　　816
Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr　　　　　 
　　　　　　260　　　　　　　　 265　　　　　　　　 270　　　　　　　　　 

acg cct ccc gtg ctg gac tcc gac ggc tcc ttc ttc ctc tac agc agg　　　　864
Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg　　　　　 
　　　　275　　　　　　　　 280　　　　　　　　 285　　　　　　　　　　　 

cta acc gtg gac aag agc agg tgg cag gag ggg aat gtc ttc tca tgc　　　　912
Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys　　　　　 
　　290　　　　　　　　 295　　　　　　　　 300　　　　　　　　　　　　　 

tcc gtg atg cat gag gct ctg cac aac cac tac aca cag aag agc ctc　　　　960
Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu　　　　　 
305　　　　　　　　 310　　　　　　　　 315　　　　　　　　 320　　　　　 

tcc ctg tct ctg ggt aaa tgataggatc cgcggccgc　　　　　　　　　　　　　 997
Ser Leu Ser Leu Gly Lys　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 
　　　　　　　　325　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 

<210>　106
<211>　326
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<400>　106

Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　
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Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 
　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　 

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 

Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 
145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160 

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　 

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　 

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　 

Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu 
　　210　　　　　　　　 215　　　　　　　　 220　　　　　　　　 

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn 
225　　　　　　　　 230　　　　　　　　 235　　　　　　　　 240 

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile 
　　　　　　　　245　　　　　　　　 250　　　　　　　　 255　　 
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Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 
　　　　　　260　　　　　　　　 265　　　　　　　　 270　　　　 

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg 
　　　　275　　　　　　　　 280　　　　　　　　 285　　　　　　 

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys 
　　290　　　　　　　　 295　　　　　　　　 300　　　　　　　　 

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu 
305　　　　　　　　 310　　　　　　　　 315　　　　　　　　 320 

Ser Leu Ser Leu Gly Lys 
　　　　　　　　325　　 

<210>　107
<211>　648
<212>　DNA
<213>　HOMO SAPIENS

<220>
<221>　misc_feature
<223>　Human alpha2 I Domain

<400>　107
agtcctgatt ttcagctctc agccagcttc tcacctgcaa ctcagccctg cccttccctc　　　 60

atagatgttg tggtggtgtg tgatgaatca aatagtattt atccttggga tgcagtaaag　　　120

aattttttgg aaaaatttgt acaaggcctg gatataggcc ccacaaagac acaggtgggg　　　180

ttaattcagt atgccaataa tccaagagtt gtgtttaact tgaacacata taaaaccaaa　　　240

gaagaaatga ttgtagcaac atcccagaca tcccaatatg gtggggacct cacaaacaca　　　300

ttcggagcaa ttcaatatgc aagaaaatat gcctattcag cagcttctgg tgggcgacga　　　360

agtgctacga aagtaatggt agttgtaact gacggtgaat cacatgatgg ttcaatgttg　　　420

aaagctgtga ttgatcaatg caaccatgac aatatactga ggtttggcat agcagttctt　　　480

gggtacttaa acagaaacgc ccttgatact aaaaatttaa taaaagaaat aaaagcgatc　　　540

gctagtattc caacagaaag atactttttc aatgtgtctg atgaagcagc tctactagaa　　　600
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aaggctggga cattaggaga acaaattttc agcattgaag gtactgtt　　　　　　　　　 648

<210>　108
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVL12.0

<400>　108

Asp Phe Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Leu Ile Tyr 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 

<210>　109
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens
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<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH12.0　Xaa at Position 48 can be Leucine or Isoleucine

<400>　109

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Xaa
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　110
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH13.0

<400>　110
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Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　111
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH14.0 Xaa at Position 48 can be Leucine or Isoleucine

<400>　111

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　
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Gly Ile His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Xaa
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　112
<211>　10
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　LCDR1 [N26Q]

<400>　112

Ser Ala Gln Ser Ser Val Asn Tyr Ile His 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　

<210>　113
<211>　681
<212>　DNA
<213>　Rattus rattus

<220>
<221>　misc_feature
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<223>　Rat alpha 2 I domain

<400>　113
agtccagact ttcagtcgtt gacaagcttc tcacctgcag ttcaagcttg cccttccctc　　　 60

gtagatgtcg tagttgtctg tgatgaatca aacagtattt atccctggga agcagtaaag　　　120

aattttttgg aaaagtttgt gcaaggcctg gatataggac ctaaaaagac acaggtggcg　　　180

ttaattcaat atgccaacga cccaagagtt gtctttaact tgaccactta caaaaacaaa　　　240

gaagatatgg ttcaggccac atccgagacg cgccagtatg gtggggacct cacaaacacc　　　300

ttcaaggcta tccaatttgc aagagacatt gcttatttac cggagtctgg cgggcgccca　　　360

ggtgctacaa aagtcatggt agttgtgact gatggggaat cccatgatgg gtcgaagctg　　　420

caaactgtga tccagcaatg caatgatgac gagatactga ggtttggcat agcggttctt　　　480

ggatatttaa acagaaatgc tcttgatact aaaaatctaa tcaaagaaat taaagcaatc　　　540

gctagcactc caacggagag gtactttttc aatgtggccg atgaggcggc tcttctggag　　　600

aaagctggca ctctagggga gcacatattc agcattgaag gcactgttca aggaggagac　　　660

aacttccaga tggaaatggc a　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　681

<210>　114
<211>　648
<212>　DNA
<213>　Mus musculus

<220>
<221>　misc_feature
<223>　Mouse alpha 2 I domain clone

<400>　114
agtccagact ttcagttctt gaccagcttt tcacctgcag ttcaggcttg cccttccctc　　　 60

gtggatgttg tagttgtatg tgatgaatca aacagtattt atccttggga agcagtaaag　　　120

aactttttgg taaagtttgt gacaggcctg gatataggac ctaaaaagac acaggtggcg　　　180

ttaattcaat atgccaatga gccgagaatt atatttaact tgaacgattt cgaaaccaaa　　　240

gaggatatgg tccaggccac atctgagacg cgccaacatg gtggggacct cacaaacacc　　　300

ttcagagcta tcgaattcgc aagagactac gcttattcac agacttctgg cgggcgcccg　　　360
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ggtgctacaa aagtcatggt agttgtgacc gatggcgagt cccatgatgg gtcgaagctg　　　420

aaaactgtga tccagcaatg caatgatgac gagatactga ggttcggcat agcagttctt　　　480

gggtatttaa acagaaatgc tcttgatact aaaaatttaa tcaaagaaat aaaagcaatt　　　540

gctagtactc caaccgagag atactttttc aatgtggccg acgaagcggc tcttctggag　　　600

aaggctggaa ctctagggga gcaaatattc agcattgaag gcactgtt　　　　　　　　　 648

<210>　115
<211>　6
<212>　DNA
<213>　Homo sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　Exemplary upstream sequence from the start of gene transcription

<220>
<221>　misc_feature
<222>　(2)..(2)
<223>　n is a, c, g, or t

<400>　115
cncaat　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 6

<210>　116
<211>　6
<212>　DNA
<213>　Homo sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　Exemplary sequence at　3' end of gene

<400>　116
aataaa　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 6

<210>　117
<211>　31
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens
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<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI F

<400>　117
ggggatccag tcctgaattt tcagctctca g　　　　　　　　　　　　　　　　　　　31

<210>　118
<211>　27
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI R

<400>　118
gggaattcaa cagtaccttc aatgctg　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 27

<210>　119
<211>　19
<212>　DNA
<213>　Homo sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　Human I domain forward primer

<400>　119
ggggatccag tcctgattt　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19

<210>　120
<211>　18
<212>　DNA
<213>　Homo sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　Human I domain reverse primer

<400>　120
ggaattcaac agtacctt　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 18
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<210>　121
<211>　29
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　malphaI F

<400>　121
ggggatccag tccagacttt cagttcttg　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 29

<210>　122
<211>　28
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　malphaI R

<400>　122
tgggaattca acagtgcctt caatgctg　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　28

<210>　123
<211>　31
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　ralphaI F

<400>　123
ggggatccag tccagacttt cagtcgttga c　　　　　　　　　　　　　　　　　　　31

<210>　124
<211>　31
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
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<221>　misc_feature
<223>　ralphaI R

<400>　124
tgggaattct gccatttcca tctggaagtt g　　　　　　　　　　　　　　　　　　　31

<210>　125
<211>　34
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI I21V F

<400>　125
cagccctgcc cttccctcgt agatgttgtg gttg　　　　　　　　　　　　　　　　　 34

<210>　126
<211>　34
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI I21V R

<400>　126
caaccacaac atctacgagg gaagggcagg gctg　　　　　　　　　　　　　　　　　 34

<210>　127
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI E44V F

<400>　127
cagtaaagaa ttttttggta aaatttgtca agg　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　128
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<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI E44V R

<400>　128
ccttgacaaa ttttaccaaa aaattcttta ctg　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　129
<211>　35
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI Q48T F

<400>　129
ttttggaaaa atttgtaaca ggcctggata taggc　　　　　　　　　　　　　　　　　35

<210>　130
<211>　35
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI Q48T R

<400>　130
gcctatatcc aggcctgtta caaatttttc cgggg　　　　　　　　　　　　　　　　　35

<210>　131
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI N67E F
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<400>　131
cagtatgcca atgagccaag agttgtgttt aac　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　132
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI N67E R

<400>　132
gttaaacaca actcttggct cattggcata ctg　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　133
<211>　34
<212>　DNA
<213>　homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI V70I F

<400>　133
tgccaataat ccaagaattg tgtttaactt gaac　　　　　　　　　　　　　　　　　 34

<210>　134
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI V70I R

<400>　134
gttcaagtta acacaattct tggattattg gca　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　135
<211>　34
<212>　DNA
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<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI V71I F

<400>　135
ccaataatcc aagagttatc tttaacttga acac　　　　　　　　　　　　　　　　　 34

<210>　136
<211>　34
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI V71I R

<400>　136
gtgttcaagt taaagataac tcttggatta ttgg　　　　　　　　　　　　　　　　　 34

<210>　137
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI T76D F

<400>　137
gtgtttaact tgaacgacta taaaaccaaa gaa　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　138
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　haplhaI T76D R

<400>　138
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ttctttggtt ttatagtcgt tcaagttaaa cac　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　139
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI Y77F F

<400>　139
tttaacttga acacatttaa aaccaaagaa gaa　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　140
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI Y77F R

<400>　140
ttcttctttg gttttaaatg tgttcaagtt aaa　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　141
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI K78E F

<400>　141
aacttgaaca catatgaaac caaagaagaa atg　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　142
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens
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<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI K78E R

<400>　142
catttcttct ttggtttcat atgtgttcaa gtt　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　143
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI Y93H F

<400>　143
tcccagacat cccaacatgg tggggacctc aca　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　144
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI Y93H R

<400>　144
tgtgaggtcc ccaccatgtt gggatgtctg gga　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　145
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI Y93F F

<400>　145
acatgggaga catcccaatt tggtggggac ctcacaaac　　　　　　　　　　　　　　　39
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<210>　146
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI Y93F R

<400>　146
gtttgtgagg tccccaccaa attgggatgt ctcccatgt　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　147
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI Q105E F

<400>　147
ttcggagcaa ttgaatatgc aagaaaatat gcc　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　148
<211>　33
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI Q105E R

<400>　148
ggcatatttt cttgcatatt caattgctcc gaa　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

<210>　149
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
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<221>　misc_feature
<223>　halphaI A114Q F

<400>　149
aaatatgcct attcacaagc ttctggtggg cgacgaagt　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　150
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI A114Q R

<400>　150
acttcgtcgc ccaccagaag cttgtgaata ggcatattt　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　151
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI A115T F

<400>　151
aaatatgcct attcagcaac ttctggtggg cgacgaagt　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　152
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI A115T R

<400>　152
acttcgtcgc ccaccagaag ttgctgaata ggcatattt　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　153
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<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI A115Q F

<400>　153
aaatatgcct attcagcaca gtctggtggg cgacgaagt　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　154
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI A115Q R

<400>　154
acttcgtcgc ccaccagact gtgctgaata ggcatattt　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　155
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI R165D F

<400>　155
gttcttgggt acttaaacga caacgccctt gatactaaa　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　156
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI R165D R



(195) JP 5184367 B2 2013.4.17

10

20

30

40

50

<400>　156
tttagtatca agggcgttgt cgtttaagta cccaagaac　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　157
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI N166D F

<400>　157
cttgggtact taaacaggga cgcccttgat actaaaaat　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　158
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI N166D R

<400>　158
atttttagta tcaagggcgt ccctgtttaa gtacccaag　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　159
<211>　40
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI E195W F

<400>　159
ttcaatgtgt ctgattgggc agctctacta gaaaaggctg　　　　　　　　　　　　　　 40

<210>　160
<211>　40
<212>　DNA
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<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI E195W R

<400>　160
cagccttttc tagtagagct gcccaatcag acacattgaa　　　　　　　　　　　　　　 40

<210>　161
<211>　38
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI K40D F

<400>　161
atccttggga tgcagtagac aattttttgg aaaaattt　　　　　　　　　　　　　　　 38

<210>　162
<211>　38
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI K40D R

<400>　162
aaatttttcc aaaaaattgt ctactgcatc ccaaggat　　　　　　　　　　　　　　　 38

<210>　163
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI R69D F

<400>　163
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cagtatgcca ataatccaga cgttgtgttt aacttgaac　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　164
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI R69D R

<400>　164
gttcaagtta aacacaacgt ctggattatt ggcatactg　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　165
<211>　36
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI N73D F

<400>　165
aatccaagag ttgtgtttga cttgaacaca tataaa　　　　　　　　　　　　　　　　 36

<210>　166
<211>　36
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI N73D R

<400>　166
tttatatgtg ttcaagtcaa acacaactct tggatt　　　　　　　　　　　　　　　　 36

<210>　167
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens
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<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI Q89H F

<400>　167
atgattgtag caacatccca cacatcccaa tatggtggg　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　168
<211>　39
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　halphaI Q89H R

<400>　168
atgattgtag caacatccca cacatcccaa tatggtggg　　　　　　　　　　　　　　　39

<210>　169
<211>　40
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　malphaI H93Y F

<400>　169
cacatctgag acgcgccaat atggtgggga cctcacaaac　　　　　　　　　　　　　　 40

<210>　170
<211>　40
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　malphaI H93Y R

<400>　170
gtttgtgagg tccccaccat attggcgcgt ctcagatgtg　　　　　　　　　　　　　　 40
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<210>　171
<211>　216
<212>　PRT
<213>　Macaca fascicularis

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　Cynomologus

<400>　171

Ser Pro Asp Phe Gln Leu Ser Ala Ser Phe Ser Pro Ala Thr Gln Pro 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Cys Pro Ser Leu Ile Asp Val Val Val Val Cys Asp Glu Ser Asn Ser 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Ile Tyr Pro Trp Asp Ala Val Asp Asn Phe Leu Glu Lys Phe Val Gln 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Leu Asp Ile Gly Pro Thr Lys Thr Gln Val Gly Leu Ile Gln Tyr 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ala Asn Asn Pro Arg Val Val Phe Asn Leu Asn Thr Tyr Lys Thr Lys 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Glu Glu Met Ile Val Ala Thr Ser Gln Thr Ser Gln Tyr Gly Gly Asp 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Leu Thr Asn Thr Phe Gly Ala Ile Gln Tyr Ala Arg Lys Tyr Ala Tyr 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Ser Ala Ala Ser Gly Gly Arg Arg Ser Ala Thr Lys Val Met Val Val 
　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　 

Val Thr Asp Gly Glu Ser His Asp Gly Ser Met Leu Lys Ala Val Ile 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 

Asp Gln Cys Asn His Asp Asn Ile Leu Arg Phe Gly Ile Ala Val Leu 
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145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160 

Gly Tyr Leu Asn Arg Asn Ala Leu Asp Thr Lys Asn Leu Ile Lys Glu 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　 

Ile Lys Ala Ile Ala Ser Ile Pro Thr Glu Arg Tyr Phe Phe Asn Val 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　 

Ser Asp Glu Ala Ala Leu Leu Glu Lys Ala Gly Thr Leu Gly Glu Gln 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　 

Ile Phe Ser Ile Glu Gly Thr Val 
　　210　　　　　　　　 215　　 

<210>　172
<211>　216
<212>　PRT
<213>　Macaca mulatta

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　Rhesus

<400>　172

Ser Pro Asp Phe Gln Leu Ser Ala Ser Phe Ser Pro Ala Thr Gln Pro 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Cys Pro Ser Leu Ile Asp Val Val Val Val Cys Asp Glu Ser Asn Ser 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Ile Tyr Pro Trp Asp Ala Val Lys Asn Phe Leu Glu Lys Phe Val Gln 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Leu Asp Ile Gly Pro Thr Lys Thr Gln Val Gly Leu Ile Gln Tyr 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ala Asn Asn Pro Arg Val Val Phe Asn Leu Asn Thr Tyr Lys Thr Lys 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　
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Glu Glu Met Ile Val Ala Thr Ser Gln Thr Ser Gln Tyr Gly Gly Asp 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Leu Thr Asn Thr Phe Gly Ala Ile Gln Tyr Ala Arg Lys Tyr Ala Tyr 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Ser Ala Ala Ser Gly Gly Arg Arg Ser Ala Thr Lys Val Met Val Val 
　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　 

Val Thr Asp Gly Glu Ser His Asp Gly Ser Met Leu Lys Ala Val Ile 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 

Asp Gln Cys Asn His Asp Asn Ile Leu Arg Phe Gly Ile Ala Val Leu 
145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160 

Gly Tyr Leu Asn Arg Asn Ala Leu Asp Thr Lys Asn Leu Ile Lys Glu 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　 

Ile Lys Ala Ile Ala Ser Ile Pro Thr Glu Arg Tyr Phe Phe Asn Val 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　 

Ser Asp Glu Ala Ala Leu Leu Glu Lys Ala Gly Thr Leu Gly Glu Gln 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　 

Ile Phe Ser Ile Glu Gly Thr Val 
　　210　　　　　　　　 215　　 

<210>　173
<211>　1435
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hvH14.0 IgG4 Heavy Chain

<220>
<221>　CDS
<222>　(22)..(1416)
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<400>　173
tctcgagaag cttccaccat g gag aca gac aca ctc ctg cta tgg gta ctg　　　　 51
　　　　　　　　　　　　Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu　　　　　 
　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　

ctg ctc tgg gtt cca ggt tcc act gga cag gtg cag ttg cag gag tca　　　　 99
Leu Leu Trp Val Pro Gly Ser Thr Gly Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser　　　　　 
　　　　　　　　15　　　　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　

ggc cct ggc ctg gtg aag ccc agc gag acc ctg agc ctg acc tgt acc　　　　147
Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr　　　　　 
　　　　　　30　　　　　　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　　

gtc tct gga ttt agc tta acc aac tat ggc atc cac tgg ata cgc cag　　　　195
Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr Gly Ile His Trp Ile Arg Gln　　　　　 
　　　　45　　　　　　　　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　　　　

cct cca ggc aag ggc ctg gag tgg ctg ggc gtg ata tgg gct cgc ggc　　　　243
Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly　　　　　 
　　60　　　　　　　　　65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　　　　　　

ttc aca aac tat aac agc gct ctc atg tcc cgc gtg acc atc agc aag　　　　291
Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys　　　　　 
75　　　　　　　　　80　　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　

gac aac agc aag aac cag gtg agc ctg aag ctg agc agc gtg acc gcc　　　　339
Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala　　　　　 
　　　　　　　　95　　　　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　 

gcg gac acc gcc gtg tac tac tgc gcc aga gcc aac gac ggg gtc tac　　　　387
Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr　　　　　 
　　　　　　110　　　　　　　　 115　　　　　　　　 120　　　　　　　　　 

tat gcc atg gac tac tgg ggc cag gga acc ctg gtc acc gtc agc tca　　　　435
Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser　　　　　 
　　　　125　　　　　　　　 130　　　　　　　　 135　　　　　　　　　　　 

gcg tcc acc aag ggc cca tcc gtc ttc ccc ctg gcg ccc tgc tcc agg　　　　483
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg　　　　　 
　　140　　　　　　　　 145　　　　　　　　 150　　　　　　　　　　　　　 

agc acc tcc gag agc aca gcc gcc ctg ggc tgc ctg gtc aag gac tac　　　　531
Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr　　　　　 
155　　　　　　　　 160　　　　　　　　 165　　　　　　　　 170　　　　　 

ttc ccc gaa ccg gtg acg gtg tcg tgg aac tca ggc gcc ctg acc agc　　　　579
Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser　　　　　 
　　　　　　　　175　　　　　　　　 180　　　　　　　　 185　　　　　　　 
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ggc gtg cac acc ttc ccg gct gtc cta cag tcc tca gga ctc tac tcc　　　　627
Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser　　　　　 
　　　　　　190　　　　　　　　 195　　　　　　　　 200　　　　　　　　　 

ctc agc agc gtg gtg acc gtg ccc tcc agc agc ttg ggc acg aag acc　　　　675
Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr　　　　　 
　　　　205　　　　　　　　 210　　　　　　　　 215　　　　　　　　　　　 

tac acc tgc aac gta gat cac aag ccc agc aac acc aag gtg gac aag　　　　723
Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys　　　　　 
　　220　　　　　　　　 225　　　　　　　　 230　　　　　　　　　　　　　 

aga gtt gag tcc aaa tat ggt ccc cca tgc cca tca tgc cca gca cct　　　　771
Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro　　　　　 
235　　　　　　　　 240　　　　　　　　 245　　　　　　　　 250　　　　　 

gag ttc ctg ggg gga cca tca gtc ttc ctg ttc ccc cca aaa ccc aag　　　　819
Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys　　　　　 
　　　　　　　　255　　　　　　　　 260　　　　　　　　 265　　　　　　　 

gac act ctc atg atc tcc cgg acc cct gag gtc acg tgc gtg gtg gtg　　　　867
Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val　　　　　 
　　　　　　270　　　　　　　　 275　　　　　　　　 280　　　　　　　　　 

gac gtg agc cag gaa gac ccc gag gtc cag ttc aac tgg tac gtg gat　　　　915
Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp　　　　　 
　　　　285　　　　　　　　 290　　　　　　　　 295　　　　　　　　　　　 

ggc gtg gag gtg cat aat gcc aag aca aag ccg cgg gag gag cag ttc　　　　963
Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe　　　　　 
　　300　　　　　　　　 305　　　　　　　　 310　　　　　　　　　　　　　 

aac agc acg tac cgt gtg gtc agc gtc ctc acc gtc ctg cac cag gac　　　 1011
Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp　　　　　 
315　　　　　　　　 320　　　　　　　　 325　　　　　　　　 330　　　　　 

tgg ctg aac ggc aag gag tac aag tgc aag gtc tcc aac aaa ggc ctc　　　 1059
Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu　　　　　 
　　　　　　　　335　　　　　　　　 340　　　　　　　　 345　　　　　　　 

ccg tcc tcc atc gag aaa acc atc tcc aaa gcc aaa ggg cag ccc cga　　　 1107
Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg　　　　　 
　　　　　　350　　　　　　　　 355　　　　　　　　 360　　　　　　　　　 

gag cca cag gtg tac acc ctg ccc cca tcc cag gag gag atg acc aag　　　 1155
Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys　　　　　 
　　　　365　　　　　　　　 370　　　　　　　　 375　　　　　　　　　　　 

aac cag gtc agc ctg acc tgc ctg gtc aaa ggc ttc tac ccc agc gac　　　 1203
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp　　　　　 
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　　380　　　　　　　　 385　　　　　　　　 390　　　　　　　　　　　　　 

atc gcc gtg gag tgg gag agc aat ggg cag ccg gag aac aac tac aag　　　 1251
Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys　　　　　 
395　　　　　　　　 400　　　　　　　　 405　　　　　　　　 410　　　　　 

acc acg cct ccc gtg ctg gac tcc gac ggc tcc ttc ttc ctc tac agc　　　 1299
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser　　　　　 
　　　　　　　　415　　　　　　　　 420　　　　　　　　 425　　　　　　　 

agg cta acc gtg gac aag agc agg tgg cag gag ggg aat gtc ttc tca　　　 1347
Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser　　　　　 
　　　　　　430　　　　　　　　 435　　　　　　　　 440　　　　　　　　　 

tgc tcc gtg atg cat gag gct ctg cac aac cac tac aca cag aag agc　　　 1395
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser　　　　　 
　　　　445　　　　　　　　 450　　　　　　　　 455　　　　　　　　　　　 

ctc tcc ctg tct ctg ggt aaa tgataggatc cgcggccgc　　　　　　　　　　　1435
Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 
　　460　　　　　　　　 465　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 

<210>　174
<211>　465
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<400>　174

Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Ser Thr Gly Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Thr Asn Tyr Gly Ile His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Glu Trp Leu Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　
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Ala Leu Met Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Val Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Tyr Cys Ala Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp 
　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　 

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr 
145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160 

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　 

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　 

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　 

Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp 
　　210　　　　　　　　 215　　　　　　　　 220　　　　　　　　 

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr 
225　　　　　　　　 230　　　　　　　　 235　　　　　　　　 240 

Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro 
　　　　　　　　245　　　　　　　　 250　　　　　　　　 255　　 

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser 
　　　　　　260　　　　　　　　 265　　　　　　　　 270　　　　 

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp 
　　　　275　　　　　　　　 280　　　　　　　　 285　　　　　　 
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Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn 
　　290　　　　　　　　 295　　　　　　　　 300　　　　　　　　 

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val 
305　　　　　　　　 310　　　　　　　　 315　　　　　　　　 320 

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu 
　　　　　　　　325　　　　　　　　 330　　　　　　　　 335　　 

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys 
　　　　　　340　　　　　　　　 345　　　　　　　　 350　　　　 

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr 
　　　　355　　　　　　　　 360　　　　　　　　 365　　　　　　 

Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr 
　　370　　　　　　　　 375　　　　　　　　 380　　　　　　　　 

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu 
385　　　　　　　　 390　　　　　　　　 395　　　　　　　　 400 

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu 
　　　　　　　　405　　　　　　　　 410　　　　　　　　 415　　 

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys 
　　　　　　420　　　　　　　　 425　　　　　　　　 430　　　　 

Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu 
　　　　435　　　　　　　　 440　　　　　　　　 445　　　　　　 

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly 
　　450　　　　　　　　 455　　　　　　　　 460　　　　　　　　 

Lys 
465 
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<210>　175
<211>　1435
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　hvH12.0 IgG4 Heavy Chain

<220>
<221>　CDS
<222>　(22)..(1416)

<400>　175
tctcgagaag cttccaccat g gag aca gac aca ctc ctg cta tgg gta ctg　　　　 51
　　　　　　　　　　　　Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu　　　　　 
　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　

ctg ctc tgg gtt cca ggt tcc act gga cag gtg cag ttg cag gag tca　　　　 99
Leu Leu Trp Val Pro Gly Ser Thr Gly Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser　　　　　 
　　　　　　　　15　　　　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　

ggc cct ggc ctg gtg aag ccc agc gag acc ctg agc ctg acc tgt acc　　　　147
Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr　　　　　 
　　　　　　30　　　　　　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　　

gtc tct gga ttt agc tta acc aac tat ggc atc cac tgg ata cgc cag　　　　195
Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr Gly Ile His Trp Ile Arg Gln　　　　　 
　　　　45　　　　　　　　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　　　　

cct cca ggc aag ggc ctg gag tgg ctg ggc gtg ata tgg gct cgc ggc　　　　243
Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly　　　　　 
　　60　　　　　　　　　65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　　　　　　

ttc aca aac tat aac agc gct ctc atg tcc cgc ctg acc atc agc aag　　　　291
Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys　　　　　 
75　　　　　　　　　80　　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　

gac aac agc aag aac cag gtg agc ctg aag ctg agc agc gtg acc gcc　　　　339
Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala　　　　　 
　　　　　　　　95　　　　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　 

gcg gac acc gcc gtg tac tac tgc gcc aga gcc aac gac ggg gtc tac　　　　387
Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr　　　　　 
　　　　　　110　　　　　　　　 115　　　　　　　　 120　　　　　　　　　 

tat gcc atg gac tac tgg ggc cag gga acc ctg gtc acc gtc agc tca　　　　435
Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser　　　　　 
　　　　125　　　　　　　　 130　　　　　　　　 135　　　　　　　　　　　 
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gcg tcc acc aag ggc cca tcc gtc ttc ccc ctg gcg ccc tgc tcc agg　　　　483
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg　　　　　 
　　140　　　　　　　　 145　　　　　　　　 150　　　　　　　　　　　　　 

agc acc tcc gag agc aca gcc gcc ctg ggc tgc ctg gtc aag gac tac　　　　531
Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr　　　　　 
155　　　　　　　　 160　　　　　　　　 165　　　　　　　　 170　　　　　 

ttc ccc gaa ccg gtg acg gtg tcg tgg aac tca ggc gcc ctg acc agc　　　　579
Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser　　　　　 
　　　　　　　　175　　　　　　　　 180　　　　　　　　 185　　　　　　　 

ggc gtg cac acc ttc ccg gct gtc cta cag tcc tca gga ctc tac tcc　　　　627
Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser　　　　　 
　　　　　　190　　　　　　　　 195　　　　　　　　 200　　　　　　　　　 

ctc agc agc gtg gtg acc gtg ccc tcc agc agc ttg ggc acg aag acc　　　　675
Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr　　　　　 
　　　　205　　　　　　　　 210　　　　　　　　 215　　　　　　　　　　　 

tac acc tgc aac gta gat cac aag ccc agc aac acc aag gtg gac aag　　　　723
Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys　　　　　 
　　220　　　　　　　　 225　　　　　　　　 230　　　　　　　　　　　　　 

aga gtt gag tcc aaa tat ggt ccc cca tgc cca tca tgc cca gca cct　　　　771
Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro　　　　　 
235　　　　　　　　 240　　　　　　　　 245　　　　　　　　 250　　　　　 

gag ttc ctg ggg gga cca tca gtc ttc ctg ttc ccc cca aaa ccc aag　　　　819
Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys　　　　　 
　　　　　　　　255　　　　　　　　 260　　　　　　　　 265　　　　　　　 

gac act ctc atg atc tcc cgg acc cct gag gtc acg tgc gtg gtg gtg　　　　867
Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val　　　　　 
　　　　　　270　　　　　　　　 275　　　　　　　　 280　　　　　　　　　 

gac gtg agc cag gaa gac ccc gag gtc cag ttc aac tgg tac gtg gat　　　　915
Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp　　　　　 
　　　　285　　　　　　　　 290　　　　　　　　 295　　　　　　　　　　　 

ggc gtg gag gtg cat aat gcc aag aca aag ccg cgg gag gag cag ttc　　　　963
Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe　　　　　 
　　300　　　　　　　　 305　　　　　　　　 310　　　　　　　　　　　　　 

aac agc acg tac cgt gtg gtc agc gtc ctc acc gtc ctg cac cag gac　　　 1011
Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp　　　　　 
315　　　　　　　　 320　　　　　　　　 325　　　　　　　　 330　　　　　 

tgg ctg aac ggc aag gag tac aag tgc aag gtc tcc aac aaa ggc ctc　　　 1059
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Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu　　　　　 
　　　　　　　　335　　　　　　　　 340　　　　　　　　 345　　　　　　　 

ccg tcc tcc atc gag aaa acc atc tcc aaa gcc aaa ggg cag ccc cga　　　 1107
Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg　　　　　 
　　　　　　350　　　　　　　　 355　　　　　　　　 360　　　　　　　　　 

gag cca cag gtg tac acc ctg ccc cca tcc cag gag gag atg acc aag　　　 1155
Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys　　　　　 
　　　　365　　　　　　　　 370　　　　　　　　 375　　　　　　　　　　　 

aac cag gtc agc ctg acc tgc ctg gtc aaa ggc ttc tac ccc agc gac　　　 1203
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp　　　　　 
　　380　　　　　　　　 385　　　　　　　　 390　　　　　　　　　　　　　 

atc gcc gtg gag tgg gag agc aat ggg cag ccg gag aac aac tac aag　　　 1251
Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys　　　　　 
395　　　　　　　　 400　　　　　　　　 405　　　　　　　　 410　　　　　 

acc acg cct ccc gtg ctg gac tcc gac ggc tcc ttc ttc ctc tac agc　　　 1299
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser　　　　　 
　　　　　　　　415　　　　　　　　 420　　　　　　　　 425　　　　　　　 

agg cta acc gtg gac aag agc agg tgg cag gag ggg aat gtc ttc tca　　　 1347
Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser　　　　　 
　　　　　　430　　　　　　　　 435　　　　　　　　 440　　　　　　　　　 

tgc tcc gtg atg cat gag gct ctg cac aac cac tac aca cag aag agc　　　 1395
Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser　　　　　 
　　　　445　　　　　　　　 450　　　　　　　　 455　　　　　　　　　　　 

ctc tcc ctg tct ctg ggt aaa tgataggatc cgcggccgc　　　　　　　　　　　1435
Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 
　　460　　　　　　　　 465　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 

<210>　176
<211>　465
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<400>　176

Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Ser Thr Gly Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　
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Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Thr Asn Tyr Gly Ile His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Glu Trp Leu Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Ala Leu Met Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Val Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Tyr Cys Ala Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp 
　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　 

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr 
145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160 

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　 

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　 

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　 

Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp 
　　210　　　　　　　　 215　　　　　　　　 220　　　　　　　　 

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr 
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225　　　　　　　　 230　　　　　　　　 235　　　　　　　　 240 

Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro 
　　　　　　　　245　　　　　　　　 250　　　　　　　　 255　　 

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser 
　　　　　　260　　　　　　　　 265　　　　　　　　 270　　　　 

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp 
　　　　275　　　　　　　　 280　　　　　　　　 285　　　　　　 

Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn 
　　290　　　　　　　　 295　　　　　　　　 300　　　　　　　　 

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val 
305　　　　　　　　 310　　　　　　　　 315　　　　　　　　 320 

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu 
　　　　　　　　325　　　　　　　　 330　　　　　　　　 335　　 

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys 
　　　　　　340　　　　　　　　 345　　　　　　　　 350　　　　 

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr 
　　　　355　　　　　　　　 360　　　　　　　　 365　　　　　　 

Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr 
　　370　　　　　　　　 375　　　　　　　　 380　　　　　　　　 

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu 
385　　　　　　　　 390　　　　　　　　 395　　　　　　　　 400 

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu 
　　　　　　　　405　　　　　　　　 410　　　　　　　　 415　　 

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys 
　　　　　　420　　　　　　　　 425　　　　　　　　 430　　　　 
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Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu 
　　　　435　　　　　　　　 440　　　　　　　　 445　　　　　　 

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly 
　　450　　　　　　　　 455　　　　　　　　 460　　　　　　　　 

Lys 
465 

<210>　177
<211>　744
<212>　DNA
<213>　Homo Sapeins

<220>
<221>　misc_feature
<223>　VL10.0Q light chain

<220>
<221>　CDS
<222>　(22)..(720)

<400>　177
ctatctcgag aagcttccac c atg gag aca gac aca ctc ctg cta tgg gta　　　　 51
　　　　　　　　　　　　Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val　　　　　 
　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　

ctg ctg ctc tgg gtt cca ggt tcc act gga gac ttc gtg atg acc cag　　　　 99
Leu Leu Leu Trp Val Pro Gly Ser Thr Gly Asp Phe Val Met Thr Gln　　　　　 
　　　　　　　　15　　　　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　

tct cca gca ttc ctg agc gtg acc ccc ggc gag aag gtg acc atc acc　　　　147
Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly Glu Lys Val Thr Ile Thr　　　　　 
　　　　　　30　　　　　　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　　

tgc agc gcc caa tca agc gtg aac tac att cac tgg tac cag cag aag　　　　195
Cys Ser Ala Gln Ser Ser Val Asn Tyr Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys　　　　　 
　　　　45　　　　　　　　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　　　　

ccc gac cag gcc ccc aag aaa ttg atc tat gac act tcc aag ctg gcc　　　　243
Pro Asp Gln Ala Pro Lys Lys Leu Ile Tyr Asp Thr Ser Lys Leu Ala　　　　　 
　　60　　　　　　　　　65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　　　　　　

agc ggc gtg ccc agc cgc ttc agc ggc agc ggc agc ggc acc gac tac　　　　291
Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr　　　　　 
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75　　　　　　　　　80　　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　

acc ttc acc atc agc agc ctg gag gcc gag gac gct gcc acc tat tac　　　　339
Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr　　　　　 
　　　　　　　　95　　　　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　 

tgc cag cag tgg acc act aac cca ctg acc ttc ggc cag ggc acc aag　　　　387
Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys　　　　　 
　　　　　　110　　　　　　　　 115　　　　　　　　 120　　　　　　　　　 

gtc gaa atc aaa cga act gtg gct gca cca tct gtc ttc atc ttc ccg　　　　435
Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro　　　　　 
　　　　125　　　　　　　　 130　　　　　　　　 135　　　　　　　　　　　 

cca tct gat gag cag ttg aaa tct gga act gcc tct gtt gtg tgc ctg　　　　483
Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu　　　　　 
　　140　　　　　　　　 145　　　　　　　　 150　　　　　　　　　　　　　 

ctg aat aac ttc tat ccc aga gag gcc aaa gta cag tgg aag gtg gat　　　　531
Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp　　　　　 
155　　　　　　　　 160　　　　　　　　 165　　　　　　　　 170　　　　　 

aac gcc ctc caa tcg ggt aac tcc cag gag agt gtc aca gag cag gac　　　　579
Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp　　　　　 
　　　　　　　　175　　　　　　　　 180　　　　　　　　 185　　　　　　　 

agc aag gac agc acc tac agc ctc agc agc acc ctg acg ctg agc aaa　　　　627
Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys　　　　　 
　　　　　　190　　　　　　　　 195　　　　　　　　 200　　　　　　　　　 

gca gac tac gag aaa cac aaa gtc tac gcc tgc gaa gtc acc cat cag　　　　675
Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln　　　　　 
　　　　205　　　　　　　　 210　　　　　　　　 215　　　　　　　　　　　 

ggc ctg agc tcg ccc gtc aca aag agc ttc aac agg gga gag tgt　　　　　　720
Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys　　　　　　　 
　　220　　　　　　　　 225　　　　　　　　 230　　　　　　　　　　　　　 

tgataggatc cgcggccgca tagg　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 744

<210>　178
<211>　233
<212>　PRT
<213>　Homo Sapeins

<400>　178

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　
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Gly Ser Thr Gly Asp Phe Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Val Thr Pro Gly Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Gln Ser Ser 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Val Asn Tyr Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Lys Leu Ile Tyr Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Leu Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Asn Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr 
　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　 

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro 
145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160 

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　 

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　 

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　 
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Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val 
　　210　　　　　　　　 215　　　　　　　　 220　　　　　　　　 

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 
225　　　　　　　　 230　　　　　　 

<210>　179
<211>　1460
<212>　DNA
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　misc_feature
<223>　h2206-VH14 IgG1 Heavy Chain (DANS); Positions -24 to -5 is the 
　　　 leader sequence; Position -4 to -1 are extra amino acids; DANS at
　　　 positions -4 to -1 is preferably deleted

<220>
<221>　CDS
<222>　(22)..(1440)

<220>
<221>　mat_peptide
<222>　(94)..(1440)

<400>　179
ataggctagc ctcgagccac c atg gag aca gac aca ctc ctg cta tgg gta　　　　 51
　　　　　　　　　　　　Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val　　　　　 
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-20　　　　　　　　 -15　　　　　 

ctg ctg ctc tgg gtt cca ggt tcc act gga gac gcg aat tca cag gtg　　　　 99
Leu Leu Leu Trp Val Pro Gly Ser Thr Gly Asp Ala Asn Ser Gln Val　　　　　 
　　　　　　　　-10　　　　　　　　 -5　　　　　　　-1　1　　　　　　　　 

cag ttg cag gag tca ggc cct ggc ctg gtg aag ccc agc gag acc ctg　　　　147
Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu　　　　　 
　　　　5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　　　　　　　　　　

agc ctg acc tgt acc gtc tct gga ttt agc tta acc aac tat ggc atc　　　　195
Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr Gly Ile　　　　　 
　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　　　　　

cac tgg ata cgc cag cct cca ggc aag ggc ctg gag tgg ctg ggc gtg　　　　243
His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu Gly Val　　　　　 
35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　　　50　　　　　　

ata tgg gct cgc ggc ttc aca aac tat aac agc gct ctc atg tcc cgc　　　　291
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Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met Ser Arg　　　　　 
　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　65　　　　　　　　

gtg acc atc agc aag gac aac agc aag aac cag gtg agc ctg aag ctg　　　　339
Val Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu Lys Leu　　　　　 
　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　　　　　　　　　　

agc agc gtg acc gcc gcg gac acc gcc gtg tac tac tgc gcc aga gcc　　　　387
Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala　　　　　 
　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　　　　　　　　　　

aac gac ggg gtc tac tat gcc atg gac tac tgg ggc cag gga acc ctg　　　　435
Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu　　　　　 
　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　　　　　　　　　　 

gtc acc gtc agc tca gcg tcg acc aag ggc cca tcg gtc ttc ccc ctg　　　　483
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu　　　　　 
115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　　　 130　　　　　 

gca ccc tcc tcc aag agc acc tct ggg ggc aca gcg gcc ctg ggc tgc　　　　531
Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys　　　　　 
　　　　　　　　135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 145　　　　　　　 

ctg gtc aag gac tac ttc ccc gaa ccg gtg acg gtg tca tgg aac tca　　　　579
Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser　　　　　 
　　　　　　150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160　　　　　　　　　 

ggc gcc ctg acc agc ggc gtg cac acc ttc ccg gct gtc cta cag tcc　　　　627
Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser　　　　　 
　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　　　　　　　　　　 

tca gga ctc tac tcc ctc agc agc gtg gtg acc gtg ccc tcc agc agc　　　　675
Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser　　　　　 
　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　　　　　　　　　　 

ttg ggc acc cag acc tac atc tgc aac gtg aat cac aag ccc agc aac　　　　723
Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn　　　　　 
195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　　　 210　　　　　 

acc aag gtg gac aag aaa gtt gag ccc aaa tct tgt gac aaa act cac　　　　771
Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His　　　　　 
　　　　　　　　215　　　　　　　　 220　　　　　　　　 225　　　　　　　 

aca tgc cca ccg tgc cca gca cct gaa ctc ctg ggg gga ccg tca gtc　　　　819
Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val　　　　　 
　　　　　　230　　　　　　　　 235　　　　　　　　 240　　　　　　　　　 

ttc ctc ttc ccc cca aaa ccc aag gac acc ctc atg atc tcc cgg acc　　　　867
Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr　　　　　 
　　　　245　　　　　　　　 250　　　　　　　　 255　　　　　　　　　　　 
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cct gag gtc aca tgc gtg gtg gtg gac gtg agc cac gaa gac cct gag　　　　915
Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu　　　　　 
　　260　　　　　　　　 265　　　　　　　　 270　　　　　　　　　　　　　 

gtc aag ttc aac tgg tac gtg gac ggc gtg gag gtg cat aat gcc aag　　　　963
Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys　　　　　 
275　　　　　　　　 280　　　　　　　　 285　　　　　　　　 290　　　　　 

aca aag ccg cgg gag gag cag tac aac agc acg tac cgt gtg gtc agc　　　 1011
Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser　　　　　 
　　　　　　　　295　　　　　　　　 300　　　　　　　　 305　　　　　　　 

gtc ctc acc gtc ctg cac cag gac tgg ctg aat ggc aag gag tac aag　　　 1059
Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys　　　　　 
　　　　　　310　　　　　　　　 315　　　　　　　　 320　　　　　　　　　 

tgc aag gtc tcc aac aaa gcc ctc cca gcc ccc atc gag aaa acc atc　　　 1107
Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile　　　　　 
　　　　325　　　　　　　　 330　　　　　　　　 335　　　　　　　　　　　 

tcc aaa gcc aaa ggg cag ccc cga gaa cca cag gtg tac acc ctg ccc　　　 1155
Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro　　　　　 
　　340　　　　　　　　 345　　　　　　　　 350　　　　　　　　　　　　　 

cca tcc cgg gat gag ctg acc aag aac cag gtc agc ctg acc tgc ctg　　　 1203
Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu　　　　　 
355　　　　　　　　 360　　　　　　　　 365　　　　　　　　 370　　　　　 

gtc aaa ggc ttc tat ccc agc gac atc gcc gtg gag tgg gag agc aat　　　 1251
Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn　　　　　 
　　　　　　　　375　　　　　　　　 380　　　　　　　　 385　　　　　　　 

ggg cag ccg gag aac aac tac aag acc acg cct ccc gtg ctg gac tcc　　　 1299
Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser　　　　　 
　　　　　　390　　　　　　　　 395　　　　　　　　 400　　　　　　　　　 

gac ggc tcc ttc ttc ctc tac agc aag ctc acc gtg gac aag agc agg　　　 1347
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg　　　　　 
　　　　405　　　　　　　　 410　　　　　　　　 415　　　　　　　　　　　 

tgg cag cag ggg aac gtc ttc tca tgc tcc gtg atg cat gag gct ctg　　　 1395
Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu　　　　　 
　　420　　　　　　　　 425　　　　　　　　 430　　　　　　　　　　　　　 

cac aac cac tac acg cag aag agc ctc tcc ctg tct ccg ggt aaa　　　　　 1440
His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys　　　　　　　 
435　　　　　　　　 440　　　　　　　　 445　　　　　　　　　　　　　　　 

tgataagcgg ccgcttccct　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1460
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<210>　180
<211>　473
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<400>　180

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 
　　　　　　　　-20　　　　　　　　 -15　　　　　　　　 -10　　 

Gly Ser Thr Gly Asp Ala Asn Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly 
　　　　　　-5　　　　　　　-1　1　　　　　　　 5　　　　　　　 

Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val 
　　10　　　　　　　　　15　　　　　　　　　20　　　　　　　　　

Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Tyr Gly Ile His Trp Ile Arg Gln Pro 
25　　　　　　　　　30　　　　　　　　　35　　　　　　　　　40　

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe 
　　　　　　　　45　　　　　　　　　50　　　　　　　　　55　　　

Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp 
　　　　　　60　　　　　　　　　65　　　　　　　　　70　　　　　

Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala 
　　　　75　　　　　　　　　80　　　　　　　　　85　　　　　　　

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr 
　　90　　　　　　　　　95　　　　　　　　　100　　　　　　　　 

Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala 
105　　　　　　　　 110　　　　　　　　 115　　　　　　　　 120 

Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser 
　　　　　　　　125　　　　　　　　 130　　　　　　　　 135　　 

Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe 
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　　　　　　140　　　　　　　　 145　　　　　　　　 150　　　　 

Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly 
　　　　155　　　　　　　　 160　　　　　　　　 165　　　　　　 

Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu 
　　170　　　　　　　　 175　　　　　　　　 180　　　　　　　　 

Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr 
185　　　　　　　　 190　　　　　　　　 195　　　　　　　　 200 

Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys 
　　　　　　　　205　　　　　　　　 210　　　　　　　　 215　　 

Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro 
　　　　　　220　　　　　　　　 225　　　　　　　　 230　　　　 

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys 
　　　　235　　　　　　　　 240　　　　　　　　 245　　　　　　 

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val 
　　250　　　　　　　　 255　　　　　　　　 260　　　　　　　　 

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr 
265　　　　　　　　 270　　　　　　　　 275　　　　　　　　 280 

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu 
　　　　　　　　285　　　　　　　　 290　　　　　　　　 295　　 

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His 
　　　　　　300　　　　　　　　 305　　　　　　　　 310　　　　 

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys 
　　　　315　　　　　　　　 320　　　　　　　　 325　　　　　　 

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln 
　　330　　　　　　　　 335　　　　　　　　 340　　　　　　　　 
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Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu 
345　　　　　　　　 350　　　　　　　　 355　　　　　　　　 360 

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro 
　　　　　　　　365　　　　　　　　 370　　　　　　　　 375　　 

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn 
　　　　　　380　　　　　　　　 385　　　　　　　　 390　　　　 

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu 
　　　　395　　　　　　　　 400　　　　　　　　 405　　　　　　 

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val 
　　410　　　　　　　　 415　　　　　　　　 420　　　　　　　　 

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln 
425　　　　　　　　 430　　　　　　　　 435　　　　　　　　 440 

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
　　　　　　　　445　　　　　　　　 

<210>　181
<211>　469
<212>　PRT
<213>　Homo Sapiens

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH14.0 IgG1 Heavy Chain [DANS-Deleted]

<400>　181

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Gly Ser Thr Gly Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser 
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　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Leu Thr Asn Tyr Gly Ile His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Leu Glu Trp Leu Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Ser Ala Leu Met Ser Arg Val Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Gln Val Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr 
　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　 

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly 
145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160 

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　 

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　 

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　 

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val 
　　210　　　　　　　　 215　　　　　　　　 220　　　　　　　　 

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys 
225　　　　　　　　 230　　　　　　　　 235　　　　　　　　 240 
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Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu 
　　　　　　　　245　　　　　　　　 250　　　　　　　　 255　　 

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr 
　　　　　　260　　　　　　　　 265　　　　　　　　 270　　　　 

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val 
　　　　275　　　　　　　　 280　　　　　　　　 285　　　　　　 

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val 
　　290　　　　　　　　 295　　　　　　　　 300　　　　　　　　 

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser 
305　　　　　　　　 310　　　　　　　　 315　　　　　　　　 320 

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu 
　　　　　　　　325　　　　　　　　 330　　　　　　　　 335　　 

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala 
　　　　　　340　　　　　　　　 345　　　　　　　　 350　　　　 

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro 
　　　　355　　　　　　　　 360　　　　　　　　 365　　　　　　 

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln 
　　370　　　　　　　　 375　　　　　　　　 380　　　　　　　　 

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala 
385　　　　　　　　 390　　　　　　　　 395　　　　　　　　 400 

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr 
　　　　　　　　405　　　　　　　　 410　　　　　　　　 415　　 

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu 
　　　　　　420　　　　　　　　 425　　　　　　　　 430　　　　 

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser 
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　　　　435　　　　　　　　 440　　　　　　　　 445　　　　　　 

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser 
　　450　　　　　　　　 455　　　　　　　　 460　　　　　　　　 

Leu Ser Pro Gly Lys 
465　　　　　　　　 

<210>　182
<211>　469
<212>　PRT
<213>　Homo Sapeins

<220>
<221>　MISC_FEATURE
<223>　hVH12.0 IgG1 Heavy Chain [DANS-deleted]

<400>　182

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Gly Ser Thr Gly Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Leu Thr Asn Tyr Gly Ile His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Leu Glu Trp Leu Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Ser Ala Leu Met Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Gln Val Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 
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Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr 
　　　　115　　　　　　　　 120　　　　　　　　 125　　　　　　 

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly 
　　130　　　　　　　　 135　　　　　　　　 140　　　　　　　　 

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly 
145　　　　　　　　 150　　　　　　　　 155　　　　　　　　 160 

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val 
　　　　　　　　165　　　　　　　　 170　　　　　　　　 175　　 

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe 
　　　　　　180　　　　　　　　 185　　　　　　　　 190　　　　 

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val 
　　　　195　　　　　　　　 200　　　　　　　　 205　　　　　　 

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val 
　　210　　　　　　　　 215　　　　　　　　 220　　　　　　　　 

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys 
225　　　　　　　　 230　　　　　　　　 235　　　　　　　　 240 

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu 
　　　　　　　　245　　　　　　　　 250　　　　　　　　 255　　 

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr 
　　　　　　260　　　　　　　　 265　　　　　　　　 270　　　　 

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val 
　　　　275　　　　　　　　 280　　　　　　　　 285　　　　　　 

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val 
　　290　　　　　　　　 295　　　　　　　　 300　　　　　　　　 

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser 
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305　　　　　　　　 310　　　　　　　　 315　　　　　　　　 320 

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu 
　　　　　　　　325　　　　　　　　 330　　　　　　　　 335　　 

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala 
　　　　　　340　　　　　　　　 345　　　　　　　　 350　　　　 

Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro 
　　　　355　　　　　　　　 360　　　　　　　　 365　　　　　　 

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln 
　　370　　　　　　　　 375　　　　　　　　 380　　　　　　　　 

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala 
385　　　　　　　　 390　　　　　　　　 395　　　　　　　　 400 

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr 
　　　　　　　　405　　　　　　　　 410　　　　　　　　 415　　 

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu 
　　　　　　420　　　　　　　　 425　　　　　　　　 430　　　　 

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser 
　　　　435　　　　　　　　 440　　　　　　　　 445　　　　　　 

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser 
　　450　　　　　　　　 455　　　　　　　　 460　　　　　　　　 

Leu Ser Pro Gly Lys 
465　　　　　　　　 

<210>　183
<211>　24
<212>　PRT
<213>　Homo sapiens

<400>　183
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His Asn Ser Ser Ser Trp Tyr Gly Arg Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　　　20　　　　　　　　　

<210>　184
<211>　19
<212>　PRT
<213>　Homo sapiens

<400>　184

Glu Glu Gly Asn Thr Leu Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Ile Lys 

<210>　185
<211>　119
<212>　PRT
<213>　Artificial sequence

<220>
<223>　humanized VH region

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(30)..(30)
<223>　Xaa at position 30 can be Thr or Ile

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(31)..(31)
<223>　Xaa at position 31 can be Asn or Ser

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(37)..(37)
<223>　Xaa at position 37 can be Val or Ile

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(48)..(48)
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<223>　Xaa at position 48 can be Leu or Ile

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(67)..(67)
<223>　Xaa at position 67 can be Val or Leu

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(71)..(71)
<223>　Xaa at position 71 can be Lys or Val

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(73)..(73)
<223>　Xaa at position 73 can be Asn or Thr

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(78)..(78)
<223>　Xaa at position 78 can be Val or Phe

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(94)..(94)
<223>　Xaa at position 94 can be Phe or Tyr

<400>　185

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Xaa Xaa Tyr 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

Gly Ile His Trp Xaa Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Xaa 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Gly Val Ile Trp Ala Arg Gly Phe Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Ser Arg Xaa Thr Ile Ser Xaa Asp Xaa Ser Lys Asn Gln Xaa Ser Leu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Xaa Cys Ala 
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　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Arg Ala Asn Asp Gly Val Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　　　　　　　 110　　　　 

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
　　　　115　　　　　　　　 

<210>　186
<211>　106
<212>　PRT
<213>　Artificial sequence

<220>
<223>　humanized VL region

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(1)..(1)
<223>　Xaa at position 1 can be Gln or Asp

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(2)..(2)
<223>　Xaa at position 2 can be Phe or Val

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(4)..(4)
<223>　Xaa at position 4 can be Leu or Met

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(45)..(45)
<223>　Xaa at position 45 can be Lys or Leu

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(46)..(46)
<223>　Xaa at position 46 can be Trp or Leu

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(48)..(48)
<223>　Xaa at position 48 can be Tyr or Lys



(229) JP 5184367 B2 2013.4.17

10

20

30

<220>
<221>　VARIANT
<222>　(70)..(70)
<223>　Xaa at position 70 can be Tyr or Phe

<400>　186

Xaa Xaa Val Xaa Thr Gln Ser Pro Ala Phe Leu Ser Val Thr Pro Gly 
1　　　　　　　 5　　　　　　　　　 10　　　　　　　　　15　　　

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Asn Ser Ser Val Asn Tyr Ile 
　　　　　　20　　　　　　　　　25　　　　　　　　　30　　　　　

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gln Ala Pro Lys Xaa Xaa Ile Xaa 
　　　　35　　　　　　　　　40　　　　　　　　　45　　　　　　　

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 
　　50　　　　　　　　　55　　　　　　　　　60　　　　　　　　　

Gly Ser Gly Thr Asp Xaa Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu 
65　　　　　　　　　70　　　　　　　　　75　　　　　　　　　80　

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Thr Asn Pro Leu Thr 
　　　　　　　　85　　　　　　　　　90　　　　　　　　　95　　　

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
　　　　　　100　　　　　　　　 105　　 
【図面の簡単な説明】
【０３７７】
【図１】マウス麻痺疾患のＥＡＥモデルについて、疾患の初期徴候における抗α2インテ
グリン抗体投与時の抗α2インテグリン抗体の効果に関する試験結果（実施例７参照）
【図２】麻痺疾患の誘導期時に投与された抗α2インテグリンの効果の試験結果（実施例
７参照）
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