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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗体の重鎖可変領域（以下、ＶＨと記す）および軽鎖可変領域（以下、ＶＬと記す）が
、配列番号７７および配列番号７８、配列番号９６および配列番号７８、配列番号９８お
よび配列番号７８、配列番号１００および配列番号７８、ならびに配列番号１００および
配列番号１０２から選ばれるいずれか１組のアミノ酸配列であるヒト化抗体であり、且つ
抗体の抗原に対する解離定数（以下、ＫＤと記す）が１×１０－９Ｍ以下であり、高いア
フィニティーでヒトＣＤ４の細胞外領域に結合し、かつ高い抗体依存性細胞傷害活性（Ａ
ｎｔｉｂｏｄｙ　ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ、
以下ＡＤＣＣ活性と記す）を有するヒトＣＤ４に対するモノクローナル抗体および該抗体
断片。
【請求項２】
　抗体が、高い補体依存性細胞傷害活性（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ　ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　
ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ、ＣＤＣ活性）を有する抗体である請求項
１記載のモノクローナル抗体および該抗体断片。
【請求項３】
　抗体が、ヒトＣＤ４を発現しているヒト癌細胞株に対してＣＤＣ活性を有する抗体であ
る請求項２記載のモノクローナル抗体および該抗体断片。
【請求項４】
　モノクローナル抗体が、抗体の重鎖（以下、Ｈ鎖と記す）のＣＤＲ１～３が配列番号２
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７～２９で表されるアミノ酸配列であり、かつ抗体の軽鎖（以下、Ｌ鎖と記す）のＣＤＲ
１～３が配列番号３０～３２で表されるアミノ酸配列である抗体と競合して、ＣＤ４の細
胞外領域に結合するモノクローナル抗体である、請求項１または２に記載のモノクローナ
ル抗体または該抗体断片。
【請求項５】
　モノクローナル抗体が、抗体のＨ鎖のＣＤＲ１～３が配列番号２７～２９で表されるア
ミノ酸配列であり、かつ抗体のＬ鎖のＣＤＲ１～３が配列番号３０～３２で表されるアミ
ノ酸配列である抗体が結合するＣＤ４の細胞外領域に存在するエピトープと、同じエピト
ープに結合するモノクローナル抗体である、請求項１～２および４のいずれか１項に記載
のモノクローナル抗体または該抗体断片。
【請求項６】
　抗体のＨ鎖のＣＤＲ１～３およびＬ鎖のＣＤＲ１～３が、配列番号２７～２９および配
列番号３０～３２から選ばれるいずれか１組のアミノ酸配列である請求項１～５のいずれ
か１項に記載の遺伝子組換え抗体および該抗体断片。
【請求項７】
　抗体断片が、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）、二量体化
Ｖ領域（Ｄｉａｂｏｄｙ）、ジスルフィド安定化Ｖ領域（ｄｓＦｖ）およびＣＤＲを含む
ペプチドから選ばれる抗体断片である請求項１～６のいずれか１項に記載の抗体断片。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の抗体または該抗体断片をコードするＤＮＡ。
【請求項９】
　請求項８に記載のＤＮＡを含有する組換え体ベクター。
【請求項１０】
　請求項９に記載の組換え体ベクターを宿主細胞に導入して得られる形質転換株。
【請求項１１】
　請求項１０に記載の形質転換株を培地に培養し、培養物中に請求項１～７のいずれか１
項に記載の抗体または該抗体断片を生成蓄積させ、培養物から該抗体または該抗体断片を
採取することを特徴とする請求項１～７のいずれか１項に記載の抗体または該抗体断片の
製造方法。
【請求項１２】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の抗体または該抗体断片を用いるヒトＣＤ４の免疫
学的検出または測定方法。
【請求項１３】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の抗体または該抗体断片を用いるヒトＣＤ４の検出
または測定用試薬。
【請求項１４】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の抗体または該抗体断片を用いるヒトＣＤ４陽性細
胞が関与する疾患の診断薬。
【請求項１５】
　ヒトＣＤ４陽性細胞が関与する疾患が癌である、請求項１４に記載の診断薬。
【請求項１６】
　ヒトＣＤ４陽性細胞が関与する疾患がアレルギー性疾患または自己免疫疾患である、請
求項１４に記載の診断薬。
【請求項１７】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の抗体または該抗体断片を有効成分として含有する
ヒトＣＤ４陽性細胞が関与する疾患の治療薬。
【請求項１８】
　ヒトＣＤ４陽性細胞が関与する疾患が癌である、請求項１７に記載の治療薬。
【請求項１９】
　ヒトＣＤ４陽性細胞が関与する疾患がアレルギー性疾患または自己免疫疾患である、請
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求項１７に記載の治療薬。
【請求項２０】
　ヒトＣＤ４陽性細胞が関与する疾患の診断薬を製造するための、請求項１～７のいずれ
か１項に記載の抗体または該抗体断片の使用。
【請求項２１】
　ヒトＣＤ４陽性細胞が関与する疾患が癌である、請求項２０に記載の抗体または該抗体
断片の使用。
【請求項２２】
　ヒトＣＤ４陽性細胞が関与する疾患がアレルギー性疾患または自己免疫疾患である、請
求項２０に記載の抗体または該抗体断片の使用。
【請求項２３】
　ヒトＣＤ４陽性細胞が関与する疾患の治療薬を製造するための、請求項１～７のいずれ
か１項に記載の抗体または該抗体断片の使用。
【請求項２４】
　ヒトＣＤ４陽性細胞が関与する疾患が癌である、請求項２３に記載の抗体または該抗体
断片の使用。
【請求項２５】
　ヒトＣＤ４陽性細胞が関与する疾患がアレルギー性疾患または自己免疫疾患である、請
求項２３に記載の抗体または該抗体断片の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、高いアフィニティーでヒトCD4細胞外領域に結合し、かつ高い抗体依存的細
胞傷害活性（antibody-dependent cellular cytotoxicity、以下ADCC活性と記す）、また
は、高い補体依存性細胞傷害活性（complement-dependent cellular cytotoxicity、以下
CDC活性と記す）を発揮するモノクローナル抗体またはその抗体断片、該抗体を産生する
ハイブリドーマ、該抗体をコードするDNA、該DNAを含んでなるベクター、該ベクターを導
入して得られる形質転換体、該ハイブリドーマまたは該形質転換体を用いる抗体または該
抗体断片の製造方法、抗体または該抗体断片を用いる治療薬および診断薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　Cluster of differentiation 4（以下、CD4と記す）は、胸腺細胞のほとんど、末梢血T
細胞の約3分の2、単球、マクロファージ細胞表面に発現する、分子量約55万の糖タンパク
質である。CD4はI型膜貫通タンパク質であり、細胞外に4つの免疫イムノグロブリンスー
パーファミリードメイン（N末より細胞膜側に向かって、順にD1～D4とする）が存在し、
ドメインD3～D4に合計2箇所のN結合型糖鎖が付加している。CD4は、D1、D2ドメインを介
して、Major histocompatibility complex（MHC）クラスII分子と結合し、T細胞を活性化
する。また、CD4は、D3、D4ドメインを介し、重合することが知られている。CD4のD1ドメ
インはヒト免疫不全ウイルス（Human immunodeficiency virus、以下HIVと記す）のレセ
プターとなることが知られている（非特許文献1）。
【０００３】
　CD4は、別名T4としても知られ、1985年に遺伝子がクローニングされ（非特許文献2）、
CD4のDNA配列、アミノ酸配列および立体構造は、公的データベース上に公開されており、
例えば、P01730（SWISSPROT）、M12807（EMBL）等のアクセッション番号から参照可能で
ある。
　抗CD4モノクローナル抗体OKT4は、CD4に結合するモノクローナル抗体（以下mAbと記す
）として、初めて確立された（非特許文献3）。以後、CD4に対する多くのモノクローナル
抗体（以下抗CD4mAbと記す）が報告されている。報告されている抗CD4mAbの多くは、D1ド
メインを認識することが知られている（非特許文献1）。一部の抗CD4mAbは、癌、免疫疾
患、感染症の治療を目指し臨床開発が行われている。例えば、CD4とHIVの結合がHIV感染
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に必須であることから、HIVが結合するCD4のD1ドメインを認識する抗体は、HIVの感染を
阻害する抗体として、HIV治療薬としての開発が進められている。
【０００４】
　癌または免疫疾患治療薬として開発されている抗CD4mAbには、例えば、zanolimumab（6
G5）（非特許文献4）、keliximab（CE9．1）(非特許文献5)などがある。これらの抗体は
、標的細胞であるCD4発現細胞を特異的に傷害することにより薬効を発揮する抗体であり
、その薬効メカニズムはADCC活性が主であると考えられる(非特許文献6、7)。一方、これ
らの抗体には、ADCCと同様に、一般に抗体医薬の主な薬効メカニズムの1つとして知られ
るCDC活性は無いことが示されている（非特許文献6、7）。
【０００５】
　CDC活性の強さは、抗体のサブクラスにより異なり、ヒトIgG1およびIgG3サブクラスは
高いCDC活性を有しており、サブクラス間のCDC活性の強さは、一般的にIgG3≧IgG1>>IgG2
≒IgG4の序列であることが知られている。また、抗体のCDC活性は、抗体が結合する抗原
に依存して発揮される場合と発揮されない場合がある（非特許文献11）。そのため、全て
の抗体が必ずしもCDC活性を発揮することができるわけではない。
【０００６】
　これまでに確立されている抗CD4mAbのうち、CDC活性を有する抗体はほとんど知られて
いない。唯一、補体価が高いウサギ血清を用いた場合にのみ、OKT4はCD4陽性のヒト細胞
株に対してCDC活性を示すことは知られているが（非特許文献8）、ヒト補体を用いた場合
に、CD4陽性のヒト細胞株に対するCDC活性を示した抗体の例は報告されていない。
　既存のいくつかの抗CD4mAbに関して、抗体の解離定数KDが報告されている。例えば、下
表に示す抗体では、解離定数KDが7～0．01 nM程度であることが報告されている（表1）。
但し、解離定数の算出に当たっては、測定機器、測定方法、解析方法により測定値が変動
する可能性があるため、解離定数を比較する場合は、同条件で測定・解析された数値であ
ることが必要である。
【０００７】
【表１】

【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Leucocyte Typing VI, 49 (1997）
【非特許文献２】Cell, 42, 93 (1985)
【非特許文献３】Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 4061 (1979)
【非特許文献４】Blood, 109, 4655 (2007)
【非特許文献５】Lancet, 352, 1109 (1998)
【非特許文献６】Clin Immunol Immunopathol, 84, 73 (1997)
【非特許文献７】Cancer Res, 67, 9945 (2007)
【非特許文献８】J Immunol, 164, 1925 (2000)
【非特許文献９】J Immunol, 145, 2839 (1990)
【非特許文献１０】Clinical Immunology, 119, 38 (2006)
【非特許文献１１】J.Immunol., 174, 5706(2005)
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の課題は、高いアフィニティーでCD4細胞外領域に結合し、かつ高いADCC活性、
またはCDC活性を有するモノクローナル抗体または該抗体断片、該抗体を産生するハイブ
リドーマ、該抗体をコードするDNA、該DNAを含んでなるベクター、該ベクターを導入して
得られる形質転換体、該ハイブリドーマまたは該形質転換体を用いる抗体または該抗体断
片の製造方法抗体または該抗体断片を用いる治療薬または診断薬を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、以下の(1)～(35)に関する。
（1）抗体の抗原に対する解離定数（以下、KDと記す）が1×10-9M以下であり、高いアフ
ィニティーでヒトCD4の細胞外領域に結合し、かつ高い抗体依存性細胞傷害活性（Antibod
y-dependent cellular cytotoxicity、以下ADCC活性と記す）を有するヒトCD4に対するモ
ノクローナル抗体および該抗体断片。
（2）抗体が、高い補体依存性細胞傷害活性（complement dependent cellular cytotoxic
ity、CDC活性）を有する抗体である（1）記載のモノクローナル抗体および該抗体断片。
（3）抗体が、ヒトCD4を発現しているヒト癌細胞細胞株に対してCDC活性を有する抗体で
ある（2）記載のモノクローナル抗体および該抗体断片。
（4）モノクローナル抗体が、抗体の重鎖（以下、H鎖と記す）の相補性決定領域(complem
entarity determining region，　以下CDRと記す)1～3が配列番号51～53で表されるアミ
ノ酸配列であり、かつ抗体の軽鎖（以下、L鎖と記す）のCDR1～3が配列番号54～56で表さ
れるアミノ酸配列である抗体と競合して、CD4の細胞外領域に結合するモノクローナル抗
体である、（1）～（3）のいずれか1項に記載のモノクローナル抗体または該抗体断片。
（5）モノクローナル抗体が、抗体のH鎖のCDR1～3が配列番号51～53で表されるアミノ酸
配列であり、かつ抗体のL鎖のCDR1～3が配列番号54～56で表されるアミノ酸配列である抗
体が結合するCD4の細胞外領域に存在するエピトープと、同じエピトープに結合するモノ
クローナル抗体である、（1）～（4）のいずれか1項に記載のモノクローナル抗体または
該抗体断片。
（6）モノクローナル抗体が、抗体のH鎖のCDR1～3が配列番号27～29で表されるアミノ酸
配列であり、かつ抗体のL鎖のCDR1～3が配列番号30～32で表されるアミノ酸配列である抗
体と競合して、CD4の細胞外領域に結合するモノクローナル抗体である、（1）～（2）の
いずれか1項に記載のモノクローナル抗体または該抗体断片。
（7）モノクローナル抗体が、抗体のH鎖のCDR1～3が配列番号27～29で表されるアミノ酸
配列であり、かつ抗体のL鎖のCDR1～3が配列番号30～32で表されるアミノ酸配列である抗
体が結合するCD4の細胞外領域に存在するエピトープと、同じエピトープに結合するモノ
クローナル抗体である、（1）～（2）および（6）のいずれか1項に記載のモノクローナル
抗体または該抗体断片。
（8）モノクローナル抗体が、遺伝子組換え抗体である、（1）～（7）いずれか1項に記載
の抗体または該抗体断片。
（9）遺伝子組換え抗体が、ヒト型キメラ抗体、ヒト化抗体およびヒト抗体から選ばれる
遺伝子組換え抗体である、（8）に記載の抗体または該抗体断片。
（10）抗体のH鎖可変領域（以下、VHと記す）および抗体のL鎖可変領域（以下、VLと記す
）が、配列番号16および配列番号26、ならびに配列番号12および配列番号22から選ばれる
いずれか1組のアミノ酸配列である（9）記載の遺伝子組換え抗体および該抗体断片。
（11）抗体のH鎖のCDR1～3およびL鎖のCDR1～3が、配列番号51～53および配列番号54～56
ならびに配列番号27～29および配列番号30～32から選ばれるいずれか1組のアミノ酸配列
である（9）記載の遺伝子組換え抗体および該抗体断片。
（12）抗体のVHおよびVLが、配列番号77および配列番号78、配列番号96および配列番号78
、配列番号98および配列番号78、配列番号100および配列番号78、ならびに配列番号100お
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よび配列番号102から選ばれるいずれか1組のアミノ酸配列である（9）記載のヒト化抗体
。
（13）抗体断片が、Fab、Fab’、F（ab’）2、一本鎖抗体（scFv）、二量体化V領域（Dia
body）、ジスルフィド安定化V領域（dsFv）およびCDRを含むペプチドから選ばれる抗体断
片である（1）～（12）のいずれか1項に記載の抗体断片。
（14）（1）～（13）のいずれか1項に記載の抗体または該抗体断片をコードするDNA。
（15）（14）に記載のDNAを含有する組換え体ベクター。
（16）（15）に記載の組換え体ベクターを宿主細胞に導入して得られる形質転換株。
（17）（16)に記載の形質転換株を培地に培養し、培養物中に（1)～(14)のいずれか1項に
記載の抗体または該抗体断片を生成蓄積させ、培養物から該抗体または該抗体断片を採取
することを特徴とする（1)～(13)のいずれか1項に記載の抗体または該抗体断片の製造方
法。
（18）（1）～（13）のいずれか1項に記載の抗体または該抗体断片を用いるヒトCD4の免
疫学的検出または測定方法。
（19）（1）～（13）のいずれか1項に記載の抗体または該抗体断片を用いるヒトCD4の検
出または測定用試薬。
（20）（1）～（13）のいずれか1項に記載の抗体または該抗体断片を用いるヒトCD4陽性
細胞が関与する疾患の診断薬。
（21）ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患が癌である、（20）に記載の診断薬。
（22）ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患がアレルギー性疾患または自己免疫疾患である、
（20）に記載の診断薬。
（23）（1）～（13）のいずれか1項に記載の抗体または該抗体断片を有効成分として含有
するヒトCD4陽性細胞が関与する疾患の治療薬。
（24）ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患が癌である、（23）に記載の治療薬。
（25）ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患がアレルギー性疾患または自己免疫疾患である、
（23）に記載の治療薬。
（26）（1）～（13）のいずれか1項に記載の抗体または該抗体断片を用いてヒトCD4陽性
細胞を検出または測定することを含む、ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患の診断方法。
（27）（1）～（13）のいずれか1項に記載の抗体または該抗体断片を用いてヒトCD4を検
出または測定することを含む、ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患の診断方法。
（28）ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患が癌である、（26）または（27）に記載の診断方
法。
（29）ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患がアレルギー性疾患または自己免疫疾患である、
（26）または（27）に記載の診断方法。
（30）ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患の診断薬を製造するための、（1）～（13）のいず
れか1項に記載の抗体または該抗体断片の使用。
（31）ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患が癌である、（30）に記載の抗体または該抗体断
片の使用。
（32）ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患がアレルギー性疾患または自己免疫疾患である、
（30に記載の抗体または該抗体断片の使用。
（33）ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患の治療薬を製造するための、（1）～（13）のいず
れか1項に記載の抗体または該抗体断片の使用。
（34）ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患が癌である、（33）に記載の抗体または該抗体断
片の使用。
（35）ヒトCD4陽性細胞が関与する疾患がアレルギー性疾患または自己免疫疾患である、
（33）に記載の抗体または該抗体断片の使用。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明により、ヒトCD4の細胞外領域を特異的に認識し、かつ該細胞外領域に高いアフ
ィニティーで結合し、かつ高いADCC活性、または高いCDC活性を有するモノクローナル抗
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体または該抗体断片、該抗体を産生するハイブリドーマ、該抗体をコードするDNA、該DNA
を含んでなるベクター、該ベクターを導入して得られる形質転換体、該ハイブリドーマま
たは該形質転換体を用いる抗体または該抗体断片の製造方法、抗体または該抗体断片を用
いる治療薬および診断薬を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】CD4発現ベクターの造成工程を示す。
【図２】CD4-Fc発現ベクターの造成工程を示す。
【図３】FCM解析での、ヒトT細胞リンパ腫細胞株HPB-ALLに対する抗CD4ラットモノクロー
ナル抗体および抗CD4マウス抗体OKT4の反応性を示す。グラフは抗体のサブクラスごとに
（A）～（D）に分けてあり、横軸に各抗体の濃度を、縦軸に平均蛍光強度MFI値を示す。
（A）●は抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065、×は抗CD4ラットモノクローナル抗体K
M4069を示す。（B）×は抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4068を示す。（C）■は抗CD4
ラットモノクローナル抗体KM4066、□は抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4067を示す。
（D）●は抗CD4マウスモノクローナル抗体OKT4を表す。
【図４】抗CD4ラットモノクローナル抗体および抗CD4マウスモノクローナル抗体OKT4のCD
4発現トランスフェクタントに対する補体依存性細胞傷害活性（CDC活性）を示す。図の縦
軸は細胞傷害活性率（％）を、横軸は抗CD4モノクローナル抗体の抗体濃度を示す。●は
抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4066を、■は抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4067を
、―は抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4068を、◆は抗CD4マウスモノクローナル抗体OK
T4をそれぞれ表す。
【図５】抗CD4ラットモノクローナル抗体のクローニングの工程を示す。
【図６】抗CD4キメラ抗体発現ベクターの造成工程を示す。
【図７】抗CD4ヒト抗体6G5-1抗体および6G5-113F抗体の発現ベクター造成工程を示す。
【図８】バインディングELISAにおける各種抗CD4抗体の反応性を示す。横軸に各抗体の濃
度を、縦軸に各抗体の結合活性を示す。リコンビナントヒトCD4に対する各抗体の反応性
を示す。破線に△はモノクローナル抗体6G5-1、実線に△は抗CD4ヒト抗体6G5-P、▲は抗C
D4ヒト抗体6G5-113F、●は抗CD4キメラ抗体KM4045、■は抗CD4キメラ抗体KM4046、□は抗
CD4キメラ抗体KM4047、破線に×は抗CD4キメラ抗体KM4048、実線に×は抗CD4キメラ抗体K
M4049をそれぞれ表す。
【図９】各種抗CD4抗体の、各種ヒトT細胞株に対する抗体依存性細胞傷害活性（ADCC活性
）を示す。図の縦軸は細胞傷害活性率（％）を、横軸は各抗体の抗体濃度を表す。破線に
△はモノクローナル抗体6G5-1、実線に△はモノクローナル抗体6G5-P、▲はキメラ抗体6G
5-113F、●はキメラ抗体KM4045、■はキメラ抗体KM4046、□はキメラ抗体KM4047、破線に
×はキメラ抗体KM4048、実線に×はキメラ抗体KM4049をそれぞれ表す。（A）標的細胞にH
PB-ALLを用いた際のADCC活性を示す。（B）標的細胞にHUT78を用いた際のADCC活性を示す
。（C）標的細胞にSUP-T1を用いた際のADCC活性を示す。（D）標的細胞にHPB-ALLを用い
た際のADCC活性を示す。
【図１０】各種抗CD4抗体のCD4発現トランスフェクタントまたはヒトリンパ腫細胞株に対
する補体依存性細胞傷害活性（CDC活性）を示す。図の縦軸は細胞傷害活性率（％）を、
横軸は各抗体の抗体濃度を示す。（A）CD4発現トランスフェクタントに対するCDC活性を
示す。（B）ヒトリンパ腫細胞株HPB-ALLに対するCDC活性を示す。破線に◆は抗CD4ヒト抗
体6G5-1、実線に◆は抗CD4ヒト抗体6G5-113F、▲は抗CD4キメラ抗体KM4045、●は抗CD4キ
メラ抗体KM4046、■は抗CD4キメラ抗体KM4047、―は抗CD4キメラ抗体KM4048、■は抗CD4
キメラ抗体KM4049、破線に■は抗CD4マウス抗体OKT4をそれぞれ表す。
【図１１】各種抗CD4抗体の、フローサイトメーターを用いたCD4陽性T細胞リンパ腫細胞
株HPB-ALLへの反応性を示す。図の横軸は抗体濃度（μg/mL）を、縦軸は平均蛍光強度MFI
値を示す。●はキメラ抗体KM4045、□はヒト化抗体HV0LV0、○はヒト化抗体HV2LV0、◇は
ヒト化抗体HV3LV0、―はヒト化抗体HV4LV0、×はヒト化抗体HV4LV6、破線に△はヒト抗体
6G5-1、実線に△はヒト抗体6G5-Pを表す。
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【図１２】各種抗CD4抗体の、各種ヒトT細胞リンパ腫株に対する抗体依存性細胞傷害活性
（ADCC活性）を示す。図の縦軸は細胞傷害活性率（％）を、横軸は抗体濃度（ng/mL）を
表す。●はキメラ抗体KM4045、○はヒト化抗体KM8045、破線に▲はヒト抗体6G5-1、実線
に▲はヒト抗体6G5-Pを表す。（A）標的細胞にHPB-ALLを用いた際のADCC活性を示す。（B
）標的細胞にHUT78を用いた際のADCC活性を示す。（C）標的細胞にCCRF-CEMを用いた際の
ADCC活性を示す。
【図１３】SCIDマウスに移植したヒトT細胞リンパ腫細胞株HHに対する各抗体の抗腫瘍効
果（初期癌モデル）を示す。横軸は腫瘍移植後の日数、縦軸は腫瘍体積をそれぞれ表す。
×は陰性対照群、▲はKM8045投与群、●は6G5-P投与群をそれぞれ示す。バーは標準偏差
を示す。
【図１４】C57BL/6マウスに移植したCD4/EL4細胞に対する各抗体の抗腫瘍効果（転移モデ
ル）を示す。（A）縦軸は肝臓重量比率、（B）縦軸は腎臓重量比率を表す。バーは標準偏
差を示す。
【図１５】SCIDマウスに移植したHH細胞株に対する各抗体の抗腫瘍効果（進行癌モデル）
を示す。横軸は腫瘍移植後の日数、縦軸は腫瘍体積をそれぞれ表す。×は陰性対照群、▲
はKM8045　20μg/head投与群、●はKM8045　100μg/head投与群、■はKM8045　200μg/he
ad投与群をそれぞれ示す。バーは標準偏差を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明は、高いアフィニティーでCD4細胞外領域に結合し、これに伴い、高い抗体依存
性細胞傷害活性（Antibody-dependent　cellular　cytotoxicity、以下ADCC活性と記す）
を有するモノクローナル抗体またはその抗体断片に関する。
　本発明におけるCD4としては、配列番号1またはEMBLアクセッション番号M12807で示され
るアミノ酸配列を有するポリペプチドまたは配列番号1またはEMBLアクセッション番号M12
807で示されるアミノ酸配列において1つ以上のアミノ酸が欠失、置換あるいは付加された
アミノ酸配列からなり、かつCD4の機能を有するポリペプチド、ならびに配列番号1または
EMBLアクセッション番号M12807で示されるアミノ酸配列と60％以上、好ましくは80％以上
、さらに好ましくは90％以上の相同性を有するアミノ酸配列を有するポリペプチド、最も
好ましくは95％以上の相同性を有するアミノ酸配列からなり、かつCD4の機能を有するポ
リペプチドなどがあげられる。
【００１４】
　配列番号1またはEMBLアクセッション番号M12807で示されるアミノ酸配列において1以上
のアミノ酸が欠失、置換、または付加されたアミノ酸配列を有するポリペプチドは、部位
特異的変異導入法[Molecular Cloning,A Laboratory Manual,Second Edition, Cold Spri
ng Harbor Laboratory Press (1989)、Current Protocols in Molecular Biology, John 
Wiley & Sons (1987-1997)、Nucleic Acids Research, 10, 6487 (1982)、Proc. Natl. A
cad. Sci. USA, 79, 6409 (1982)、Gene, 34, 315 (1985)、Nucleic Acids Research, 13
, 4431 (1985)、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 488 (1985)]などを用いて、例えば配
列番号1で示されるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードするDNAに部位特異的変異
を導入することにより得ることができる。欠失、置換または付加されるアミノ酸の数は特
に限定されないが、好ましくは1個～数十個、例えば、1～20個、より好ましくは1個～数
個、例えば、1～5個のアミノ酸である。
【００１５】
　CD4をコードする遺伝子としては、配列番号2またはEMBLアクセッション番号M12807で示
される塩基配列があげられる。配列番号2またはEMBLアクセッション番号M12807で示され
る塩基配列において、1以上の塩基が欠失、置換または付加された塩基配列からなり、か
つCD4の機能を有するポリペプチドをコードするDNAを含む遺伝子、配列番号2またはEMBL
アクセッション番号M12807で示される塩基配列と少なくとも60％以上の相同性を有する塩
基配列、好ましくは80％以上の相同性を有する塩基配列、さらに好ましくは95％以上の相
同性を有する塩基配列からなり、かつCD4の機能を有するポリペプチドをコードするDNAを
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含む遺伝子、ならびに配列番号2またはEMBLアクセッション番号M12807で示される塩基配
列を有するDNAとストリンジェントな条件下でハイブリダイズするDNAからなり、かつCD4
の機能を有するポリペプチドをコードするDNAを含む遺伝子なども本発明のCD4をコードす
る遺伝子に包含される。
【００１６】
　ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするDNAとしては、配列番号2またはEMBLア
クセッション番号M12807で示される塩基配列を有するDNAをプローブに用いた、コロニー
・ハイブリダイゼーション法、プラーク・ハイブリダイゼーション法、サザンブロット・
ハイブリダイゼーション法、またはDNAマイクロアレイ法などにより得られるハイブリダ
イズ可能なDNAを意味し、具体的には、ハイブリダイズしたコロニーあるいはプラーク由
来のDNA、または該配列を有するPCR産物あるいはオリゴDNAを固定化したフィルターまた
はスライドガラスを用いて、0．7～1．0mol/Lの塩化ナトリウム存在下、65℃でハイブリ
ダイゼーション[Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spri
ng Harbor Laboratory Press (1989)、Current Protocols in Molecular Biology, John 
Wiley & Sons (1987-1997)、DNA Cloning 1: Core Techniques, A Practical Approach, 
Second Edition, Oxford University, (1995)]を行った後、0．1～2倍濃度のSSC溶液（1
倍濃度のSSC溶液の組成は、150mmol/L塩化ナトリウム、15mmol/Lクエン酸ナトリウムより
なる）を用い、65℃条件下でフィルターまたはスライドグラスを洗浄することにより同定
できるDNAをあげることができる。ハイブリダイズ可能なDNAとしては、配列番号2またはE
MBLアクセッション番号M12807で示される塩基配列と少なくとも60％以上の相同性を有す
るDNA、好ましくは80％以上の相同性を有するDNA、さらに好ましくは95％以上の相同性を
有するDNAをあげることができる。
【００１７】
　真核生物の蛋白質をコードする遺伝子の塩基配列には、しばしば遺伝子の多型が認めら
れる。本発明において用いられる遺伝子に、このような多型によって塩基配列に小規模な
変異を生じた遺伝子も、本発明のCD4をコードする遺伝子に包含される。
　本発明における相同性の数値は、特に明示した場合を除き、当業者に公知の相同性検索
プログラムを用いて算出される数値であってよいが、塩基配列については、BLAST[J. Mol
. Biol., 215, 403 (1990)]においてデフォルトのパラメータを用いて算出される数値な
ど、アミノ酸配列については、BLAST2[Nucleic Acids Res.,25, 3389 (1997)、Genome Re
s., 7, 649 (1997)、http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/information3.
html]においてデフォルトのパラメータを用いて算出される数値などがあげられる。
【００１８】
　デフォルトのパラメータとしては、G（Cost to open gap）が塩基配列の場合は5、アミ
ノ酸配列の場合は11、-E（Cost to extend gap）が塩基配列の場合は2、アミノ酸配列の
場合は1、-q （Penalty for nucleotide mismatch）が-3、-r（reward for nucleotide m
atch）が1、-e（expect value）が10、-W（wordsize）が塩基配列の場合は11残基、アミ
ノ酸配列の場合は3残基、-y[Dropoff（X）for blast extensions in bits]がblastnの場
合は20、blastn以外のプログラムでは7、-X（X dropoff value for gapped alignment in
 bits）が15および-Z（final X dropoff value for gapped alignment in bits）がblast
n　の場合は50、blastn以外のプログラムでは25である（http：//www．ncbi．nlm．nih．
gov/blast/html/blastcgihelp．html）。
【００１９】
　配列番号1またはEMBLアクセッション番号M12807で示されるアミノ酸配列の部分配列か
らなるポリペプチドは、当業者に公知の方法によって作製することができ、例えば、配列
番号2で示されるアミノ酸配列をコードするDNAの一部を欠失させ、これを含む発現ベクタ
ーを導入した形質転換体を培養することにより作製することができる。また、上記の方法
で作製されるポリペプチドまたはDNAに基づいて、上記と同様の方法により、配列番号1ま
たはEMBLアクセッション番号M12807で示されるアミノ酸配列の部分配列において1以上の
アミノ酸が欠失、置換または付加されたアミノ酸配列を有するポリペプチドを得ることが
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できる。さらに、配列番号1またはEMBLアクセッション番号M12807で示されるアミノ酸配
列の部分配列からなるポリペプチド、または配列番号1またはEMBLアクセッション番号M12
807で示されるアミノ酸配列の部分配列において1以上のアミノ酸が欠失、置換あるいは付
加されたアミノ酸配列を有するポリペプチドは、フルオレニルメチルオキシカルボニル（
Fmoc）法、t-ブチルオキシカルボニル（tBoc）法などの化学合成法によって製造すること
もできる。
【００２０】
　本発明におけるCD4の細胞外領域としては、例えば配列番号1で示される該ポリペプチド
のアミノ酸配列を公知の膜貫通領域予測プログラムSOSUI（http：//bp．nuap．nagoya-u
．ac．jp/SOSUI/SOSUI＿submit．）、TMHMM ver．2（http：//www．cbs．dtu．dk/servic
es/TMHMM-2．0/）またはExPASy Proteomics Server（http：//Ca．expasy．org/）などを
用いて予測された領域などがあげられる。具体的には、SOSUIにおいて予測される細胞外
ドメインであるN末より394番目までがあげられる。細胞外ドメインは、D1～D4のイムノグ
ロブリンスーパーファミリードメインを有しており、いずれのドメインも含まれる。
【００２１】
　本発明におけるCD4の細胞外領域としては、配列番号1またはEMBLアクセッション番号M1
2807で示されるアミノ酸配列を有するCD4の細胞外領域が天然状態でとりうる構造と同等
の構造を有していればいずれの構造でもよい。CD4の細胞外領域が天然状態でとりうる構
造とは、細胞膜上に発現しているCD4の天然型の立体構造のことをいう。
　本発明においてCD4の機能としては、抗原提示細胞上に発現しているMHCクラスIIと抗原
とが結合した複合体と、T細胞上に発現しているT細胞受容体を介して結合する際に、T細
胞受容体の共因子として作用することにより、T細胞の活性化または分化を引き起こすこ
とをいう。また、CD4の機能としては、T細胞の細胞膜上に発現するCD4が、ヒト免疫不全
ウイルス（HIV）のエンベロープタンパク質の1つであるgp120と結合することで、HIVがT
細胞へ感染する過程に関与することもあげられる。
【００２２】
　本発明の抗体またはその抗体断片が、CD4細胞外領域に結合することは、固相サンドイ
ッチ法などを用いたラジオイムノアッセイ、または酵素免疫測定法（ELISA）などを用い
たCD4を発現した細胞に対する公知の免疫学的検出法、好ましくは蛍光細胞染色法などの
特定の抗原を発現した細胞と特定抗原に対する抗体の結合性を調べることができる方法に
より確認することができる。例えば、FMAT8100HTSシステム（アプライドバイオシステム
社製）などを用いる蛍光抗体染色法[Cancer Immunol.Immunother., 36, 373 (1993)]、フ
ローサイトメトリーを用いる蛍光細胞染色法、またはBiacoreシステム（ジーイーヘルス
ケア社製）などを用いた表面プラズモン共鳴などの方法があげられる。また、公知の免疫
学的検出法[Monoclonal Antibodies - Principles and practice, Third edition,Academ
ic Press (1996)、Antibodies-A Laboratory Manual , Cold Spring Harbor Laboratory 
(1988)、単クローン抗体実験マニュアル，　講談社サイエンティフィック （1987）]など
を組み合わせて確認することもできる。
【００２３】
　CD4を発現した細胞としては、該CD4を発現していればいずれの細胞でもよく、例えばヒ
ト体内に天然に存在する細胞、ヒト体内に天然に存在する細胞から樹立された細胞株、ま
たは遺伝子組換え技術により得られた細胞などがあげられる。
　ヒト体内に天然に存在する細胞としては、自己免疫疾患患者、アレルギー患者および癌
患者体内において該ポリペプチドが発現している細胞があげられ、例えば、バイオプシー
などで得られた腫瘍細胞のうちで該CD4が発現している細胞などがあげられる。
【００２４】
　ヒト体内に天然に存在する細胞から樹立された細胞株としては、上記の癌患者から得ら
れた該CD4が発現している細胞を株化して得られた細胞株のうち、該CD4を発現している細
胞株があげられ、例えば、ヒトから樹立された細胞株であるヒトT細胞リンパ腫細胞株HPB
-ALL[DSMZ番号：ACC483]またはHUT78（ATCC番号：TIB162）などがあげられる。
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　遺伝子組換え技術により得られた細胞としては、具体的には、該CD4をコードするcDNA
を含む発現ベクターを昆虫細胞または動物細胞などに導入することにより得られる、該CD
4を発現した細胞などがあげられる。
【００２５】
　本発明の抗体としては、抗体のCD4に対する解離定数（以下、KDと記す）が1×10-9M以
下であり、高いアフィニティーでヒトCD4の細胞外領域に結合し、かつ高いADCC活性を有
するヒトCD4に対するモノクローナル抗体および該抗体断片があげられる。
　また、本発明の抗体としては、抗体の抗原に対する解離定数KDが1×10-9M以下であり、
高いアフィニティーでヒトCD4の細胞外領域に結合し、高いADCC活性を有し、かつ高い補
体依存性細胞傷害活性（complement-dependent cellular cytotoxicity、CDC活性）を有
するモノクローナル抗体および該抗体断片があげられる。本発明の抗体としては、ヒトCD
4を発現しているヒト癌細胞細胞株に対してCDC活性を有するモノクローナル抗体および該
抗体断片も含まれる。
【００２６】
　本発明においてモノクローナル抗体としては、ハイブリドーマにより生産される抗体、
または抗体遺伝子を含む発現ベクターで形質転換した形質転換体により生産される遺伝子
組換え抗体をあげることができる。
　モノクローナル抗体とは、単一クローンの抗体産生細胞が分泌する抗体であり、ただ一
つのエピトープ（抗原決定基ともいう）を認識し、モノクローナル抗体を構成するアミノ
酸配列（1次構造）が均一である。
【００２７】
　本発明において、モノクローナル抗体は、2本のH鎖および2本のL鎖からなるヘテロテト
ラマーからなる構造を有し、H鎖はH鎖可変領域（以下、VHと記す）およびH鎖定常領域（
以下、CHと記す）、L鎖はL鎖可変領域（以下、VLと記す）およびL鎖定常領域（CL）から
なる。更に、CHは、CH1ドメイン、ヒンジドメイン、CH2ドメインおよびCH3ドメインの4ド
メインからなる。また、CH2ドメインおよびCH3ドメインを合わせて、抗体のFc領域、Fcド
メインまたは単にFcと定義される。
【００２８】
　エピトープとは、モノクローナル抗体が認識し、結合する単一のアミノ酸配列、アミノ
酸配列からなる立体構造、糖鎖が結合したアミノ酸配列および糖鎖が結合したアミノ酸配
列からなる立体構造などがあげられる。本発明のモノクローナル抗体が認識するエピトー
プとして、好ましくはCD4の細胞外領域、配列番号1で示されるアミノ酸配列の1～394番目
のアミノ酸配列からなるエピトープ、より好ましくはCD4の細胞外領域のD1またはD2ドメ
インからなるエピトープ、またはCD4の細胞外領域の細胞膜に近いD3またはD4ドメインか
らなるエピトープなどをあげることができる。
【００２９】
　本発明において、CD4に高いアフィニティーで結合する抗体とは、治療用抗体として十
分なアフィニティーを有する抗体であり、好ましくは解離定数KDが1×10-9M以下、より好
ましくは7×10-10M以下、さらに好ましくは2×10-10M以下のアフィニティーでCD4に結合
することをいう。既に臨床試験が実施されているZanolimumab（6G5）は、解離定数KDが7
．1×10-9Mのアフィニティーであり、高い治療効果を示していることから、本発明の抗体
は、更に高い治療効果を示すことができる。
【００３０】
　アフィニティーとは、反応速度論的な解析により測定されるものであり、例えばBiacor
e　T100（GEヘルスケアバイオサイエンス社製）などを用いて測定することができる。
　本発明において、解離が遅いとは、Biacore T100において算出される抗体の解離速度定
数kdの値が、より小さな値を示すことである。解離速度定数が小さいことは、抗体が抗原
を発現する細胞から解離しにくいことを示しており、細胞表面上に結合する抗体量を増加
させることで抗体の薬効を延長させ、結果的に高い薬効を期待することができる。解離速
度定数kdは、例えばBiacore T100（GEヘルスケアバイオサイエンス社製）を用いて測定さ
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れ、付属ソフトウエアBiacore T100 evaluation software（Biacore社製）により算出す
ることができる。
【００３１】
　本発明において、高いADCC活性を有する抗体とは、CD4発現細胞に対して、同時に複数
の抗体のADCC活性を、公知の測定方法[Cancer Immunol. Immunother., 36, 373 （1993）
]を用いて測定した場合、ADCC活性を有する事が報告されている抗CD4抗体6G5およびCE9．
1と比べて、より高いADCC活性を有する抗体をいう。
　ADCC活性とは、標的細胞上の抗原に結合した抗体が、抗体のFc領域を介して免疫細胞の
Fc受容体と結合することで免疫細胞（ナチュラルキラー細胞など）を活性化し、標的細胞
を傷害する活性をいう。
【００３２】
　Fc受容体（以下、FcRと記すこともある）とは、抗体のFc領域に結合する受容体であり
、抗体の結合によりさまざまなエフェクター活性を誘導する。FcRは抗体のサブクラスに
対応しており、IgG、IgE、IgA、IgMはそれぞれFcγR、FcεR、FcαR、FcμRに特異的に結
合する。更にFcγRには、FcγRI（CD64）、FcγRII（CD32）およびFcγRIII（CD16）のサ
ブタイプが存在し、ぞれぞれFcγRIA、FcγRIB、FcγRIC、FcγRIIA、FcγRIIB、FcγRII
C、FcγRIIIA、FcγRIIIBのアイソフォームが存在する。これらの異なるFcγRは異なる細
胞上に存在している(Annu. Rev. Immunol. 9:457-492(1991))。ヒトにおいては、FcγRII
IBは好中球に特異的に発現しており、FcγRIIIAは、単球、Natural　Killer細胞（NK細胞
）および一部のT細胞に発現している。FcγRIIIAを介した抗体の結合は、NK細胞依存的な
ADCC活性を誘導する。
【００３３】
　本発明において、高いCDC活性を有する抗体とは、CD4発現細胞に対して、同時に複数の
抗体のCDC活性を、ヒト補体を用いて公知のCDC測定方法[Cancer Immunol. Immunother., 
36, 373 (1993)]を用いて測定した場合、既存の抗CD4抗体と比べて、より高いCDC活性を
有する抗体である。更に好ましくは、ヒト体内に天然に存在するCD4発現細胞あるいはCD4
陽性癌細胞株に対して、上述と同様にして抗体のCDC活性を測定した場合、既存の抗CD4抗
体と比べて、高いCDC活性を有する抗体である。より具体的には、既存の抗CD4抗体6G5やO
KT4に比べ、同一の実験系においてより強いCDC活性を示すことである。
【００３４】
　CDC活性とは標的細胞上の抗原に結合した抗体が血液中の補体関連タンパク質群からな
る一連のカスケード（補体活性化経路）を活性化し、標的細胞を傷害する活性をいう。ま
た、補体の活性化により生じるタンパク質断片により免疫細胞の遊走、活性化を誘導する
ことができる。
　本発明の抗体は、ヒトCD4の細胞外領域のD1またはD2、またはヒトCD4の細胞外領域の細
胞膜に近いD3またはD4ドメインのいずれかに結合するモノクローナル抗体および該抗体断
片があげられる。
【００３５】
　本発明の抗体のうち、D1またはD2ドメインを認識する抗体としては、抗体の重鎖可変領
域（以下、VHと記す）のCDR1～3が配列番号33～35で表されるアミノ酸配列であり、かつ
抗体の軽鎖可変領域（以下、VLと記す）のCDR1～3が配列番号36～38で表されるアミノ酸
配列であるモノクローナル抗体、また本発明の具体的な抗体のうち、D3またはD4ドメイン
を認識する抗体としては、抗体のVHのCDR1～3が配列番号51～53で表されるアミノ酸配列
であり、かつ抗体のVLのCDR1～3が配列番号54～56で表されるアミノ酸配列であるモノク
ローナル抗体、抗体のVHのCDR1～3が配列番号27～29で表されるアミノ酸配列であり、か
つ抗体のVL鎖のCDR1～3が配列番号30～32で表されるアミノ酸配列であるモノクローナル
抗体、抗体のVHのCDR1～3が配列番号39～41で表されるアミノ酸配列であり、かつ抗体のV
L鎖のCDR1～3が配列番号42～44で表されるアミノ酸配列であるモノクローナル抗体および
抗体のVHのCDR1～3が配列番号45～47で表されるアミノ酸配列であり、かつ抗体のVL鎖のC
DR1～3が配列番号48～50で表されるアミノ酸配列であるモノクローナル抗体があげられる
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。
【００３６】
　また、本発明のモノクローナル抗体として具体的には、抗体のVHが配列番号16で表され
るアミノ酸配列であり、かつ抗体のVLが配列番号26で表されるアミノ酸配列であるモノク
ローナル抗体、抗体のVHが配列番号12で表されるアミノ酸配列であり、かつ抗体のVLが配
列番号22で表されるアミノ酸配列であるモノクローナル抗体、抗体のVHが配列番号13で表
されるアミノ酸配列であり、かつ抗体のVLが配列番号23で表されるアミノ酸配列であるモ
ノクローナル抗体、抗体のVHが配列番号14で表されるアミノ酸配列であり、かつ抗体のVL
が配列番号24で表されるアミノ酸配列であるモノクローナル抗体および抗体のVHが配列番
号15で表されるアミノ酸配列であり、かつ抗体のVLが配列番号25で表されるアミノ酸配列
であるモノクローナル抗体があげられる。
【００３７】
　更に、本発明のモノクローナル抗体としては、上述のモノクローナル抗体と競合して、
CD4の細胞外領域に結合するモノクローナル抗体および上述のモノクローナル抗体が結合
するCD4の細胞外領域上に存在するエピトープと、同じエピトープに結合するモノクロー
ナル抗体をあげることができる。
　さらに、本発明には、CD4に結合しアポトーシス誘導活性を有するモノクローナル抗体
およびその抗体断片が包含される。
【００３８】
　ハイブリドーマは、例えば上記のCD4を発現した細胞などを抗原として調製し、該抗原
を免疫した動物より抗原特異性を有する抗体生産細胞を誘導し、さらに、該抗体生産細胞
と骨髄腫細胞とを融合させることにより、調製することができる。該ハイブリドーマを培
養するか、あるいは該ハイブリドーマ細胞を動物に投与して該動物を腹水癌化させ、該培
養液または腹水を分離、精製することにより抗CD4モノクローナル抗体を取得することが
できる。
【００３９】
　抗原を免疫する動物としてはハイブリドーマを作製することが可能であれば、いかなる
ものも用いることができるが、好ましくはマウス、ラット、ハムスター、ニワトリまたは
ラビットなどが用いられる。また、このような動物から抗体産生能を有する細胞を取得し
、該細胞にin vitroで免疫を施した後に、骨髄腫細胞と融合して作製したハイブリドーマ
が生産する抗体なども本発明の抗体に包含される。
【００４０】
　本発明において遺伝子組換え抗体としては、ヒト型キメラ抗体、ヒト化抗体［ヒト型相
補性決定領域（complementarity　determining　region；CDRと記す）移植抗体ともいう
］、ヒト抗体または該抗体断片など、遺伝子組換えにより製造される抗体を包含する。遺
伝子組換え抗体において、モノクローナル抗体の特徴を有し、抗原性が低く、血中半減期
が延長されたものは、治療薬として好ましい。遺伝子組換え抗体は、例えば上記本発明の
モノクローナル抗体を遺伝子組換え技術を用いて改変したものがあげられる。
【００４１】
　本発明の遺伝子組換え抗体のCHとしては、ヒト由来のものが望ましく、CH1ドメイン、
ヒンジドメイン、CH2ドメインおよびCH3ドメインを含む。
　また本発明の遺伝子組換え抗体のFc領域としては、FcγRに対する結合活性を有してい
れば、1アミノ酸残基以上のアミノ酸残基改変を含んでいてもよい。
　ヒト型キメラ抗体は、ヒト以外の動物の抗体の重鎖可変領域VHおよび軽鎖可変領域VLと
ヒト抗体のCHおよびCLとからなる抗体をいう。本発明のヒト型キメラ抗体は、CD4を特異
的に認識し、かつ該細胞外領域に結合するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ
より、VHおよびVLをコードするcDNAを取得し、ヒト抗体のCHおよびCLをコードする遺伝子
を有する動物細胞用発現ベクターにそれぞれ挿入してヒト型キメラ抗体発現ベクターを構
築し、動物細胞へ導入することにより発現させ、製造することができる。
【００４２】
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　ヒト型キメラ抗体のCHとしては、ヒトイムノグロブリン（以下、hIgと表記する）に属
すればいかなるものでもよいが、好ましくはhIgGクラスのものが用いられ、さらにhIgGク
ラスに属するhIgG1、hIgG2、hIgG3、hIgG4といったサブクラスのいずれも用いることがで
きる。また、ヒト型キメラ抗体のCLとしては、hIgに属すればいずれのものでもよく、κ
クラスあるいはλクラスのものを用いることができる。
【００４３】
　本発明のヒト型キメラ抗体として具体的には、抗体のVHが配列番号16で表されるアミノ
酸配列であり、かつ抗体のVLが配列番号26で表されるアミノ酸配列であるキメラ抗体、抗
体のVHが配列番号12で表されるアミノ酸配列であり、かつ抗体のVLが配列番号22で表され
るアミノ酸配列であるキメラ抗体、抗体のVHが配列番号13で表されるアミノ酸配列であり
、かつ抗体のVLが配列番号23で表されるアミノ酸配列であるキメラ抗体、抗体のVHが配列
番号14で表されるアミノ酸配列であり、かつ抗体のVLが配列番号24で表されるアミノ酸配
列であるキメラ抗体および抗体のVHが配列番号15で表されるアミノ酸配列であり、かつ抗
体のVLが配列番号25で表されるアミノ酸配列であるキメラ抗体があげられる。
【００４４】
　更に、本発明のキメラ抗体としては、上述のキメラ抗体と競合して、CD4の細胞外領域
に結合するキメラ抗体および上述のキメラ抗体が結合するCD4の細胞外領域上に存在する
エピトープと、同じエピトープに結合するキメラ抗体をあげることができる。
　ヒト化抗体は、ヒト以外の動物の抗体のVHおよびVLのCDRのアミノ酸配列をヒト抗体のV
HおよびVLの適切な位置に移植した抗体をいう。本発明のヒト化抗体は、CD4を特異的に認
識し、かつ該細胞外領域に結合するヒト以外の動物のモノクローナル抗体を産生するハイ
ブリドーマから産生されるヒト以外の動物の抗体のVHおよびVLのCDRのアミノ酸配列を任
意のヒト抗体のVHおよびVLのFRに移植したV領域をコードするcDNAを構築し、ヒト抗体のC
HおよびCLをコードする遺伝子を有する動物細胞用発現ベクターにそれぞれ挿入してヒト
化抗体発現ベクターを構築し、動物細胞へ導入することにより発現させ、製造することが
できる。
【００４５】
　ヒト化抗体のCHとしては、hIgに属すればいかなるものでもよいが、好ましくはhIgGク
ラスのものが用いられ、さらにhIgGクラスに属するhIgG1、hIgG2、hIgG3、またはhIgG4と
いったサブクラスのいずれも用いることができる。また、ヒト化抗体のCLとしては、hIg
に属すればいずれのものでもよく、κクラスあるいはλクラスのものを用いることができ
る。
【００４６】
　本発明のヒト化抗体としては、抗体のVHのCDR1～3が配列番号51～53で表されるアミノ
酸配列であり、かつ抗体のVLのCDR1～3が配列番号54～56で表されるアミノ酸配列である
ヒト化抗体、抗体のVHのCDR1～3が配列番号27～29で表されるアミノ酸配列であり、かつ
抗体のL鎖のCDR1～3が配列番号30～32で表されるアミノ酸配列であるヒト化抗体、抗体の
VHのCDR1～3が配列番号33～35で表されるアミノ酸配列であり、かつ抗体のL鎖のCDR1～3
が配列番号36～38で表されるアミノ酸配列であるヒト化抗体、抗体のVHのCDR1～3が配列
番号39～41で表されるアミノ酸配列であり、かつ抗体のL鎖のCDR1～3が配列番号42～44で
表されるアミノ酸配列であるヒト化抗体および抗体のVHのCDR1～3が配列番号45～47で表
されるアミノ酸配列であり、かつ抗体のL鎖のCDR1～3が配列番号48～50で表されるアミノ
酸配列であるヒト化抗体があげられる。
【００４７】
　更に、本発明のヒト化抗体としては、具体的には以下に示すヒト化抗体があげられる。
　抗体のVHのアミノ酸配列については、抗体のVHが配列番号77で表されるアミノ酸配列中
の18番目のLeu、93番目のVal、97番目のAlaおよび114番目のThrが、他のアミノ酸残基に
置換されたアミノ酸配列を有するヒト化抗体。　
　好ましくは抗体のVHが配列番号77で表されるアミノ酸配列中の93番目のVal、97番目のA
laおよび114番目のThrが、他のアミノ酸残基に置換されたアミノ酸配列を有するヒト化抗
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体。
【００４８】
　好ましくは抗体のVHが配列番号77で表されるアミノ酸配列中の18番目のLeu、97番目のA
laおよび114番目のThrが、他のアミノ酸残基に置換されたアミノ酸配列を有するヒト化抗
体。
　好ましくは97番目のAlaおよび114番目のThrが、他のアミノ酸残基に置換されたアミノ
酸配列を有するヒト化抗体などがあげられる。
【００４９】
　上記のアミノ酸改変の結果得られる抗体VHのアミノ酸配列としては、配列番号77で表さ
れるアミノ酸配列中の18番目のLeuをMetに、93番目のValをThrに、97番目のAlaをThrに、
および114番目のThrをIleに置換する改変から選ばれる少なくとも1つの改変が導入された
アミノ酸配列があげられる。
　4個の改変が導入されたVHのアミノ酸配列としては、具体的には、配列番号77で表され
るアミノ酸配列中の18番目のLeuをMetに、93番目のValをThrに、97番目のAlaをThrに、お
よび114番目のThrをIleに置換したアミノ酸配列があげられる。
【００５０】
　3個の改変が導入されたVHのアミノ酸配列としては、具体的には、配列番号77で表され
るアミノ酸配列中の
93番目のValをThrに、97番目のAlaをThrに、および114番目のThrをIleに置換したアミノ
酸配列、
18番目のLeuをMetに、97番目のAlaをThrに、および114番目のThrをIleに置換したアミノ
酸配列、
18番目のLeuをMetに、93番目のValをThrに、および114番目のThrをIleに置換したアミノ
酸配列、ならびに
18番目のLeuをMetに、93番目のValをThrに、および97番目のAlaをThrに置換したアミノ酸
配列
などがあげられる。
【００５１】
　2個の改変が導入されたVHのアミノ酸配列としては、具体的には、配列番号77で表され
るアミノ酸配列中の
18番目のLeuをMetに、および93番目のValをThrに置換したアミノ酸配列、
18番目のLeuをMetに、および97番目のAlaをThrに置換したアミノ酸配列、
18番目のLeuをMetに、および114番目のThrをIleに置換したアミノ酸配列、
93番目のValをThrに、および97番目のAlaをThrに置換したアミノ酸配列、
93番目のValをThrに、および114番目のThrをIleに置換したアミノ酸配列、ならびに
97番目のAlaをThrに、および114番目のThrをIleに置換したアミノ酸配列
などがあげられる。
【００５２】
　1個の改変が導入されたVHのアミノ酸配列としては、具体的には、配列番号77で表され
るアミノ酸配列中の
18番目のLeuをMetに置換したアミノ酸配列、93番目のValをThrに置換したアミノ酸配列、
97番目のAlaをThrに置換したアミノ酸配列、および114番目のThrをIleに置換したアミノ
酸配列、があげられる。
【００５３】
　抗体のVLについては、例えば配列番号78で表されるアミノ酸配列中の13番目のAla、15
番目のVal、19番目のVal、47番目のAla、62番目のVal、および82番目のLeuが、他のアミ
ノ酸残基に置換されたアミノ酸配列があげられる。
　好ましくは、配列番号78で表されるアミノ酸配列中の13番目のAla、19番目のVal、62番
目のVal、および82番目のLeuが、他のアミノ酸残基に置換されたアミノ酸配列があげられ
る。



(16) JP 5511686 B2 2014.6.4

10

20

30

40

50

【００５４】
　上記のアミノ酸改変の結果得られるVLのアミノ酸配列としては、配列番号78で表される
アミノ酸配列中の13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、47番
目のAlaをGlnに、62番目のValをIleに、および82番目のLeuをValに置換する改変から選ば
れる少なくとも1つの改変が導入されたアミノ酸配列があげられる。
　6個の改変が導入されたVLのアミノ酸配列としては、具体的には、配列番号78で表され
るアミノ酸配列中の13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、47
番目のAlaをGlnに、62番目のValをIleに、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸配
列などがあげられる。
【００５５】
　5個の改変が導入されたVLのアミノ酸配列としては、具体的には、配列番号78で表され
るアミノ酸配列中の
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、47番目のAlaをGlnに、
および62番目のValをIleに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、47番目のAlaをGlnに、
および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、62番目のValをIleに、
および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、47番目のAlaをGlnに、62番目のValをIleに、
および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、19番目のValをAlaに、47番目のAlaをGlnに、62番目のValをIleに、
および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸配列、ならびに
15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、47番目のAlaをGlnに、62番目のValをIleに、
および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸配列、
などがあげられる。
【００５６】
　4個の改変が導入されたVLのアミノ酸配列としては、具体的には、配列番号78で表され
るアミノ酸配列中の
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、および47番目のAlaをG
lnに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、および62番目のValをI
leに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、および82番目のLeuをV
alに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、47番目のAlaをGlnに、および62番目のValをI
leに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、47番目のAlaをGlnに、および82番目のLeuをV
alに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、62番目のValをIleに、および82番目のLeuをV
alに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、19番目のValをAlaに、47番目のAlaをGlnに、および62番目のValをI
leに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、19番目のValをAlaに、47番目のAlaをGlnに、および82番目のLeuをV
alに置換したアミノ酸配列
13番目のAlaをValに、19番目のValをAlaに、62番目のValをIleに、および82番目のLeuをV
alに置換したアミノ酸配列、
15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、47番目のAlaをGlnに、および62番目のValをI
leに置換したアミノ酸配列、
15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、47番目のAlaをGlnに、および82番目のLeuをV
alに置換したアミノ酸配列、
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15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、62番目のValをIleに、および82番目のLeuをV
alに置換したアミノ酸配列、ならびに
19番目のValをAlaに、47番目のAlaをGlnに、62番目のValをIleに、および82番目のLeuをV
alに置換したアミノ酸配列、
などがあげられる。
【００５７】
　3個の改変が導入されたVLのアミノ酸配列としては、具体的には、配列番号78で表され
るアミノ酸配列中の
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、および19番目のValをAlaに置換したアミノ酸
配列、
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、および47番目のAlaをGlnに置換したアミノ酸
配列、
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、および62番目のValをIleに置換したアミノ酸
配列、
13番目のAlaをValに、15番目のValをLeuに、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸
配列、
13番目のAlaをValに、19番目のValをAlaに、および47番目のAlaをGlnに置換したアミノ酸
配列、
13番目のAlaをValに、19番目のValをAlaに、および62番目のValをIleに置換したアミノ酸
配列、
13番目のAlaをValに、19番目のValをAlaに、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸
配列、
13番目のAlaをValに、47番目のAlaをGlnに、および62番目のValをIleに置換したアミノ酸
配列、
13番目のAlaをValに、47番目のAlaをGlnに、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸
配列、
15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、および47番目のAlaをGlnに置換したアミノ酸
配列、
15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、および62番目のValをIleに置換したアミノ酸
配列、
15番目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸
配列、
15番目のValをLeuに、47番目のAlaをGlnに、および62番目のValをIleに置換したアミノ酸
配列、
15番目のValをLeuに、47番目のAlaをGlnに、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸
配列、
19番目のValをAlaに、47番目のAlaをGlnに、および62番目のValをIleに置換したアミノ酸
配列、
19番目のValをAlaに、47番目のAlaをGlnに、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸
配列、ならびに
47番目のAlaをGlnに、62番目のValをIleに、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸
配列、
などがあげられる。
【００５８】
　2個の改変が導入されたVLのアミノ酸配列としては、具体的には、配列番号78で表され
るアミノ酸配列中の
13番目のAlaをValに、および15番目のValをLeuに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、および19番目のValをAlaに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、および47番目のAlaをGlnに置換したアミノ酸配列、
13番目のAlaをValに、および62番目のValをIleに置換したアミノ酸配列、
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13番目のAlaをValに、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸配列、
15番目のValをLeuに、および19番目のValをAlaに置換したアミノ酸配列、
15番目のValをLeuに、および47番目のAlaをGlnに置換したアミノ酸配列、
15番目のValをLeuに、および62番目のValをIleに置換したアミノ酸配列、
15番目のValをLeuに、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸配列、
19番目のValをAlaに、および47番目のAlaをGlnに置換したアミノ酸配列、
19番目のValをAlaに、および62番目のValをIleに置換したアミノ酸配列、
19番目のValをAlaに、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸配列、
47番目のAlaをGlnに、および62番目のValをIleに置換したアミノ酸配列、
47番目のAlaをGlnに、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸配列、ならびに
62番目のValをIleに、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸配列、
などがあげられる。
【００５９】
　1個の改変が導入されたVLのアミノ酸配列としては、具体的には、配列番号78で表され
るアミノ酸配列中の
13番目のAlaをValに置換したアミノ酸配列、15番目のValをLeuに置換したアミノ酸配列、
19番目のValをAlaに置換したアミノ酸配列、47番目のAlaをGlnに置換したアミノ酸配列、
62番目のValをIleに置換したアミノ酸配列、および82番目のLeuをValに置換したアミノ酸
配列、などがあげられる。
【００６０】
　また、本発明のヒト抗体の具体例としては、VHが配列番号77、96、98および100から選
ばれるアミノ酸配列であり、および/またはVLが配列番号78および102から選ばれるアミノ
酸配列であるヒト化抗体があげられる。
　更に、本発明のヒト化抗体の具体例としてより具体的には、可変領域のH鎖が配列番号7
7および/または可変領域のL鎖が配列番号78で表されるアミノ酸配列を有するヒト化抗体
、VHが配列番号96および/またはVLが配列番号78で表されるアミノ酸配列を有するヒト化
抗体、VHが配列番号98および/またはVLが配列番号78で表されるアミノ酸配列を有するヒ
ト化抗体、VHが配列番号100および/またはVLが配列番号78で表されるアミノ酸配列を有す
るヒト化抗体、ならびにVHが配列番号100および/またはVLが配列番号102で表されるアミ
ノ酸配列を有するヒト化抗体などがあげられる。
【００６１】
　更に、本発明のヒト化抗体としては、上述のヒト化抗体と競合して、CD4の細胞外領域
に結合するヒト化抗体および上述のヒト化抗体が結合するCD4の細胞外領域上に存在する
エピトープと、同じエピトープに結合するヒト化抗体をあげることができる。
　ヒト抗体は、元来、ヒト体内に天然に存在する抗体をいうが、最近の遺伝子工学的、細
胞工学的、発生工学的な技術の進歩により作製されたヒト抗体ファージライブラリーおよ
びヒト抗体産生トランスジェニック動物から得られる抗体なども含まれる。
【００６２】
　ヒト体内に天然に存在する抗体は、例えば、ヒト末梢血リンパ球を単離し、EBウイルス
などを感染させ不死化し、クローニングすることにより、該抗体を産生するリンパ球を培
養でき、培養上清中より該抗体を精製することができる。
　ヒト抗体ファージライブラリーは、ヒトB細胞から調製した抗体遺伝子をファージ遺伝
子に挿入することによりFab、scFvなどの抗体断片をファージ表面に発現させたライブラ
リーである。該ライブラリーより、抗原を固定化した基質に対する結合活性を指標として
所望の抗原結合活性を有する抗体断片を表面に発現しているファージを回収することがで
きる。該抗体断片は、さらに、遺伝子工学的手法により2本の完全なH鎖および2本の完全
なL鎖からなるヒト抗体分子へも変換することができる。
【００６３】
　ヒト抗体産生トランスジェニック動物は、ヒト抗体遺伝子が細胞内に組込まれた動物を
意味する。具体的には、例えば、マウスES細胞へヒト抗体遺伝子を導入し、該ES細胞をマ
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ウスの初期胚へ移植後、発生させることによりヒト抗体産生トランスジェニックマウスを
作製することができる。ヒト抗体産生トランスジェニック動物からのヒト抗体は、通常の
ヒト以外の動物で行われているハイブリドーマ作製方法を用い、ヒト抗体産生ハイブリド
ーマを取得し、培養することで培養上清中にヒト抗体を産生蓄積させることにより作製で
きる。
【００６４】
　上述の抗体または抗体断片を構成するアミノ酸配列において、1つ以上のアミノ酸が欠
失、付加、置換または挿入され、かつ上述の抗体またはその抗体断片と同様な活性を有す
るモノクローナル抗体またはその抗体断片も、本発明のモノクローナル抗体またはその抗
体断片に包含される。
　欠失、置換、挿入および/または付加されるアミノ酸の数は1個以上でありその数は特に
限定されないが、部位特異的変異導入法[Molecular Cloning 2nd Edition, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press (1989)、Current protocols in Molecular Biology, John Wil
ey & Sons (1987-1997)、Nucleic Acids Research, 10, 6487 (1982)、Proc. Natl. Acad
. Sci., USA, 79, 6409 (1982)、Gene, 34, 315 (1985)、Nucleic Acids Research, 13, 
4431 (1985)、Proc. Natl. Acad. Sci USA, 82, 488 (1985)]などの周知の技術により、
欠失、置換もしくは付加できる程度の数である。例えば、1～数十個、好ましくは1～20個
、より好ましくは1～10個、さらに好ましくは1～5個である。
【００６５】
　上記の抗体のアミノ酸配列において1つ以上のアミノ酸残基が欠失、置換、挿入または
付加されたとは、次のことを示す。即ち、同一配列中の任意、かつ1もしくは複数のアミ
ノ酸配列中において、1または複数のアミノ酸残基の欠失、置換、挿入または付加がある
ことを意味する。また、欠失、置換、挿入または付加が同時に生じる場合もあり、置換、
挿入または付加されるアミノ酸残基は天然型と非天然型いずれの場合もある。天然型アミ
ノ酸残基としては、L-アラニン、L-アスパラギン、L-アスパラギン酸、L-グルタミン、L-
グルタミン酸、グリシン、L-ヒスチジン、L-イソロイシン、L-ロイシン、L-リジン、L-メ
チオニン、L-フェニルアラニン、L-プロリン、L-セリン、L-スレオニン、L-トリプトファ
ン、L-チロシン、L-バリン、またはL-システインなどがあげられる。
【００６６】
　以下に、相互に置換可能なアミノ酸残基の好ましい例を示す。同一群に含まれるアミノ
酸残基は相互に置換可能である。
　A群：ロイシン、イソロイシン、ノルロイシン、バリン、ノルバリン、アラニン、2-ア
ミノブタン酸、メチオニン、O-メチルセリン、t-ブチルグリシン、t-ブチルアラニン、シ
クロヘキシルアラニン
　B群：アスパラギン酸、グルタミン酸、イソアスパラギン酸、イソグルタミン酸、2-ア
ミノアジピン酸、2-アミノスベリン酸
　C群：アスパラギン、グルタミン
　D群：リジン、アルギニン、オルニチン、2，4-ジアミノブタン酸、2，3-ジアミノプロ
ピオン酸
　E群：プロリン、3-ヒドロキシプロリン、4-ヒドロキシプロリン
　F群：セリン、スレオニン、ホモセリン
　G群：フェニルアラニン、チロシン
　本発明において、抗体断片としては、Fab、F（ab’)2、Fab’、scFv、diabody、dsFvお
よびCDRを含むペプチドなどがあげられる。
【００６７】
　Fabは、IgGを蛋白質分解酵素であるパパインで処理して得られる断片のうち（H鎖の224
番目のアミノ酸残基で切断される）、H鎖のN末端側約半分とL鎖全体がジスルフィド結合
で結合した分子量約5万の抗原結合活性を有する抗体断片である。本発明のFabは、CD4を
特異的に認識し、かつ該細胞外領域に結合するモノクローナル抗体をパパインで処理して
得ることができる。また、該抗体のFabをコードするDNAを原核生物用発現ベクターあるい
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は真核生物用発現ベクターに挿入し、該ベクターを原核生物あるいは真核生物へ導入する
ことにより発現させ、Fabを製造することもできる。
【００６８】
　F(ab’)2は、IgGのヒンジ領域の2個のジスルフィド結合の下部を蛋白質分解酵素である
ペプシンで分解して得られた、2つのFab領域がヒンジ部分で結合して構成された、分子量
約10万の抗原結合活性を有する断片である。本発明のF（ab’）2は、CD4を特異的に認識
し、かつ該細胞外領域に結合するモノクローナル抗体をペプシンで処理して得ることがで
きる。また、下記のFab’をチオエーテル結合あるいはジスルフィド結合させ、作製する
こともできる。
【００６９】
　Fab’は、上記F(ab’)2のヒンジ領域のジスルフィド結合を切断した分子量約5万の抗原
結合活性を有する抗体断片である。本発明のFab’は、本発明のCD4を特異的に認識し、か
つ該細胞外領域に結合するF(ab’)2をジチオスレイトールなどの還元剤で処理して得るこ
とができる。また、該抗体のFab’断片をコードするDNAを原核生物用発現ベクターあるい
は真核生物用発現ベクターに挿入し、該ベクターを原核生物あるいは真核生物へ導入する
ことにより発現させ、Fab’を製造することもできる。
【００７０】
　scFvは、1本のVHと1本のVLとを適当なペプチドリンカー（以下、Pと表記する）を用い
て連結した、VH-P-VLないしはVL-P-VHポリペプチドで、抗原結合活性を有する抗体断片で
ある。本発明のscFvは、本発明のCD4を特異的に認識し、かつ該細胞外領域に結合するモ
ノクローナル抗体のVHおよびVLをコードするcDNAを取得し、scFvをコードするDNAを構築
し、該DNAを原核生物用発現ベクターあるいは真核生物用発現ベクターに挿入し、該発現
ベクターを原核生物あるいは真核生物へ導入することにより発現させ、製造することがで
きる。
【００７１】
　diabodyは、scFvが二量体化した抗体断片で、二価の抗原結合活性を有する抗体断片で
ある。二価の抗原結合活性は、同一であることもできるし、一方を異なる抗原結合活性と
することもできる。本発明のdiabodyは、本発明のCD4を特異的に認識し、かつ該細胞外領
域に結合するモノクローナル抗体のVHおよびVLをコードするcDNAを取得し、scFvをコード
するDNAをペプチドリンカーのアミノ酸配列の長さが8残基以下となるように構築し、該DN
Aを原核生物用発現ベクターあるいは真核生物用発現ベクターに挿入し、該発現ベクター
を原核生物あるいは真核生物へ導入することにより発現させ、製造することができる。
【００７２】
　dsFvは、VHおよびVL中のそれぞれ1アミノ酸残基をシステイン残基に置換したポリペプ
チドを該システイン残基間のジスルフィド結合を介して結合させたものをいう。システイ
ン残基に置換するアミノ酸残基は既知の方法[Protein Engineering, 7, 697 (1994)]に従
って、抗体の立体構造予測に基づいて選択することができる。本発明のdsFvは、本発明の
CD4を特異的に認識し、かつ該細胞外領域に結合するモノクローナル抗体のVHおよびVLを
コードするcDNAを取得し、dsFvをコードするDNAを構築し、該DNAを原核生物用発現ベクタ
ーあるいは真核生物用発現ベクターに挿入し、該発現ベクターを原核生物あるいは真核生
物へ導入することにより発現させ、製造することができる。
【００７３】
　CDRを含むペプチドは、VHまたはVLのCDRの少なくとも1領域以上を含んで構成される。
複数のCDRを含むペプチドは、直接または適当なペプチドリンカーを介して結合させるこ
とができる。本発明のCDRを含むペプチドは、本発明のCD4を特異的に認識し、かつ該細胞
外領域に結合するモノクローナル抗体のVHおよびVLのCDRをコードするDNAを構築し、該DN
Aを原核生物用発現ベクターあるいは真核生物用発現ベクターに挿入し、該発現ベクター
を原核生物あるいは真核生物へ導入することにより発現させ、製造することができる。ま
た、CDRを含むペプチドは、Fmoc法、またはtBoc法などの化学合成法によって製造するこ
ともできる。
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【００７４】
　本発明のモノクローナル抗体には、本発明のCD4の細胞外領域を特異的に認識し、かつ
該細胞外領域に結合するモノクローナル抗体またはその抗体断片に放射性同位元素、低分
子の薬剤、高分子の薬剤、蛋白質、または抗体医薬などを化学的あるいは遺伝子工学的に
結合させた抗体の誘導体を包含する。
　本発明における、抗体の誘導体は、本発明のCD4の細胞外領域を特異的に認識し、かつ
該細胞外領域に結合するモノクローナル抗体またはその抗体断片のH鎖あるいはL鎖のN末
端側あるいはC末端側、抗体またはその抗体断片中の適当な置換基あるいは側鎖、さらに
はモノクローナル抗体またはその抗体断片中の糖鎖などに、放射性同位元素、低分子の薬
剤、高分子の薬剤、免疫賦活剤、蛋白質または抗体医薬などを化学的手法[抗体工学入門
，　地人書館　（1994）]により結合させることにより製造することができる。
【００７５】
　また、本発明のCD4の細胞外領域を特異的に認識し、かつ該細胞外領域に結合するモノ
クローナル抗体または抗体断片をコードするDNAと、結合させたい蛋白質または抗体医薬
をコードするDNAを連結させて発現ベクターに挿入し、該発現ベクターを適当な宿主細胞
へ導入し、発現させる遺伝子工学的手法より製造することができる。
　放射性同位元素としては、131I、125I、90Y、64Cu、99Tc、77Lu、または211Atなどがあ
げられる。放射性同位元素は、クロラミンT法などによって抗体に直接結合させることが
できる。また、放射性同位元素をキレートする物質を抗体に結合させてもよい。キレート
剤としては、1-イソチオシアネートベンジル-3-メチルジエチレントリアミンペンタ酢酸
（MX-DTPA）などがあげられる。
【００７６】
　低分子の薬剤としては、アルキル化剤、ニトロソウレア剤、代謝拮抗剤、抗生物質、植
物アルカロイド、トポイソメラーゼ阻害剤、ホルモン療法剤、ホルモン拮抗剤、アロマタ
ーゼ阻害剤、P糖蛋白阻害剤、白金錯体誘導体、M期阻害剤、あるいはキナーゼ阻害剤など
の抗癌剤[臨床腫瘍学，　癌と化学療法社　（1996）]、またはハイドロコーチゾン、プレ
ドニゾンなどのステロイド剤、アスピリン、インドメタシンなどの非ステロイド剤、金チ
オマレート、ペニシラミンなどの免疫調節剤、サイクロフォスファミド、アザチオプリン
などの免疫抑制剤、マレイン酸クロルフェニラミン、あるいはクレマシチンのような抗ヒ
スタミン剤などの抗炎症剤[炎症と抗炎症療法，　医歯薬出版株式会社　（1982）]などが
あげられる。抗癌剤としては、アミフォスチン（エチオール）、シスプラチン、ダカルバ
ジン（DTIC）、ダクチノマイシン、メクロレタミン（ナイトロジェンマスタード）、スト
レプトゾシン、シクロフォスファミド、イホスファミド、カルムスチン（BCNU）、ロムス
チン（CCNU）、ドキソルビシン（アドリアマイシン）、エピルビシン、ゲムシタビン（ゲ
ムザール）、ダウノルビシン、プロカルバジン、マイトマイシン、シタラビン、エトポシ
ド、メトトレキセート、5-フルオロウラシル、フルオロウラシル、ビンブラスチン、ビン
クリスチン、ブレオマイシン、ダウノマイシン、ペプロマイシン、エストラムスチン、パ
クリタキセル（タキソール）、ドセタキセル（タキソテア）、アルデスロイキン、アスパ
ラギナーゼ、ブスルファン、カルボプラチン、オキサリプラチン、ネダプラチン、クラド
リビン、カンプトテシン、10-ヒドロキシ-7-エチル-カンプトテシン（SN38）、フロクス
ウリジン、フルダラビン、ヒドロキシウレア、イホスファミド、イダルビシン、メスナ、
イリノテカン（CPT-11）、ノギテカン、ミトキサントロン、トポテカン、ロイプロリド、
メゲストロール、メルファラン、メルカプトプリン、ヒドロキシカルバミド、プリカマイ
シン、ミトタン、ペガスパラガーゼ、ペントスタチン、ピポブロマン、ストレプトゾシン
、タモキシフェン、ゴセレリン、リュープロレニン、フルタミド、テニポシド、テストラ
クトン、チオグアニン、チオテパ、ウラシルマスタード、ビノレルビン、クロラムブシル
、ハイドロコーチゾン、プレドニゾロン、メチルプレドニゾロン、ビンデシン、ニムスチ
ン、セムスチン、カペシタビン、トムデックス、アザシチジン、UFT、オキザロプラチン
、ゲフィチニブ（イレッサ）、イマチニブ（STI571）、エルロチニブ、FMS-like tyrosin
e kinase 3(Flt3)阻害剤、vascular endothelial growth facotr receptor(VEGFR）阻害
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剤、fibroblast growth factor receptor(FGFR)阻害剤、イレッサ、タルセバなどのepide
rmal growth factor receptor(EGFR)阻害剤、ラディシコール、17-アリルアミノ-17-デメ
トキシゲルダナマイシン、ラパマイシン、アムサクリン、オール-トランスレチノイン酸
、サリドマイド、アナストロゾール、ファドロゾール、レトロゾール、エキセメスタン、
金チオマレート、D-ペニシラミン、ブシラミン、アザチオプリン、ミゾリビン、シクロス
ポリン、ラパマイシン、ヒドロコルチゾン、ベキサロテン（ターグレチン）、タモキシフ
ェン、デキサメタゾン、プロゲスチン類、エストロゲン類、アナストロゾール（アリミデ
ックス）、ロイプリン、アスピリン、インドメタシン、セレコキシブ、アザチオプリン、
ペニシラミン、金チオマレート、マレイン酸クロルフェニラミン、クロロフェニラミン、
クレマシチン、トレチノイン、ベキサロテン、砒素、ボルテゾミブ、アロプリノール、カ
リケアマイシン、イブリツモマブチウキセタン、タルグレチン、オゾガミン、クラリスロ
マシン、ロイコボリン、イファスファミド、ケトコナゾール、アミノグルテチミド、スラ
ミン、メトトレキセート、マイタンシノイド、またはその誘導体、などがあげられる。
【００７７】
　低分子の薬剤と抗体とを結合させる方法としては、グルタールアルデヒドを介して薬剤
と抗体のアミノ基間を結合させる方法、または水溶性カルボジイミドを介して薬剤のアミ
ノ基と抗体のカルボキシル基を結合させる方法などがあげられる。
　高分子の薬剤としては、ポリエチレングリコール（以下、PEGと表記する）、アルブミ
ン、デキストラン、ポリオキシエチレン、スチレンマレイン酸コポリマー、ポリビニルピ
ロリドン、ピランコポリマー、またはヒドロキシプロピルメタクリルアミドなどがあげら
れる。これらの高分子化合物を抗体または抗体断片に結合させることにより、（1）化学
的、物理的あるいは生物的な種々の因子に対する安定性の向上、（2）血中半減期の顕著
な延長、（3）免疫原性の消失または抗体産生の抑制、などの効果が期待される[バイオコ
ンジュゲート医薬品，　廣川書店　(1993)]。例えば、PEGと抗体を結合させる方法として
は、PEG化修飾試薬と反応させる方法などがあげられる[バイオコンジュゲート医薬品，　
廣川書店　(1993)]。PEG化修飾試薬としては、リジンのε-アミノ基への修飾剤（特開昭6
1-178926）、アスパラギン酸およびグルタミン酸のカルボキシル基への修飾剤（特開昭56
-23587）、またはアルギニンのグアニジノ基への修飾剤（特開平2-117920）などがあげら
れる。
【００７８】
　免疫賦活剤としては、イムノアジュバントとして知られている天然物でもよく、具体例
としては、免疫を亢進する薬剤が、β（1→3）グルカン（レンチナン、シゾフィラン）、
またはαガラクトシルセラミドなどがあげられる。
　蛋白質としては、NK細胞、マクロファージ、または好中球などの免疫担当細胞を活性化
するサイトカインあるいは増殖因子、または毒素蛋白質などがあげられる。
【００７９】
　サイトカインあるいは増殖因子としては、例えば、インターフェロン（以下、INFと記
す）-α、INF-β、INF-γ、インターロイキン（以下、ILと記す）-2、IL-12、IL-15、IL-
18、IL-21、IL-23、顆粒球コロニー刺激因子（G-CSF）、顆粒球/マクロファージコロニー
刺激因子（GM-CSF）、またはマクロファージコロニー刺激因子（M-CSF）などがあげられ
る。毒素蛋白質としては、リシン、ジフテリアトキシン、またはONTAKなどがあげられ、
毒性を調節するためにタンパク質に変異を導入したタンパク毒素も含まれる。
【００８０】
　抗体医薬としては、抗体の結合によりアポトーシスが誘導される抗原、腫瘍の病態形成
に関わる抗原または免疫機能を調節する抗原、病変部位の血管新生に関与する抗原に対す
る抗体があげられる。
　抗体の結合によりアポトーシスが誘導される抗原としては、Cluster　of　differentia
tion（以下、CDと記載する）19、CD20、CD21、CD22、CD23、CD24、CD37、CD53、CD72、CD
73、CD74、CDw75、CDw76、CD77、CDw78、CD79a、CD79b、CD80（B7．1）、CD81、CD82、CD
83、CDw84、CD85、CD86（B7．2）、human leukocyte antigen(HLA)-Class II、またはEpi
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dermal Growth Factor Receptor（EGFR）などがあげられる。
【００８１】
　腫瘍の病態形成に関わる抗原または免疫機能を調節する抗体の抗原としてはCD40、CD40
リガンド、B7ファミリー分子（CD80、CD86、CD274、B7-DC、B7-H2、B7-H3、またはB7-H4
）、B7ファミリー分子のリガンド（CD28、CTLA-4、ICOS、PD-1、またはBTLA）、OX-40、O
X-40リガンド、CD137、tumor necrosis factor(TNF)受容体ファミリー分子(DR4、DR5、TN
FR1、またはTNFR2)、TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor(TRAIL)ファミリ
ー分子、TRAILファミリー分子の受容体ファミリー（TRAIL-R1、TRAIL-R2、TRAIL-R3、ま
たはTRAIL-R4）、receptor activator of nuclear factor kappa B ligand(RANK)、RANK
リガンド、CD25、葉酸受容体4、サイトカイン[IL-1α、IL-1β、IL-4、IL-5、IL-6、IL-1
0、IL-13、transforming growth factor(TGF)β、またはTNFαなど]、これらのサイトカ
インの受容体、ケモカイン（SLC、ELC、I-309、TARC、MDC、またはCTACKなど）、または
これらのケモカインの受容体があげられる。
【００８２】
　病変部位の血管新生を阻害する抗体の抗原としては、vascular endothelial growth fa
ctor(VEGF)、Angiopoietin、fibroblast growth factor(FGF)、EGF、platelet-derived g
rowth factor(PDGF)、insulin-like growth factor(IGF)、erythropoietin(EPO)、TGFβ
、IL-8、Ephilin、SDF-1、またはこれらの受容体などがあげられる。
　蛋白質または抗体医薬との融合抗体は、モノクローナル抗体または抗体断片をコードす
るcDNAに蛋白質をコードするcDNAを連結させ、融合抗体をコードするDNAを構築し、該DNA
を原核生物あるいは真核生物用発現ベクターに挿入し、該発現ベクターを原核生物あるい
は真核生物へ導入することにより発現させ、融合抗体を製造することができる。
【００８３】
　上記抗体の誘導体を検出方法、定量方法、検出用試薬、定量用試薬または診断薬として
使用する場合に、本発明のCD4の細胞外領域を特異的に認識し、かつ該細胞外領域に結合
するモノクローナル抗体またはその抗体断片に結合する薬剤としては、通常の免疫学的検
出または測定法で用いられる標識体があげられる。標識体としては、アルカリフォスファ
ターゼ、ペルオキシダーゼ、あるいはルシフェラーゼなどの酵素、アクリジニウムエステ
ル、あるいはロフィンなどの発光物質、またはフルオレセインイソチオシアネート（FITC
）、あるいはテトラメチルローダミンイソチオシアネート（RITC）などの蛍光物質などが
あげられる。
【００８４】
　また、本発明は、CD4の細胞外領域を特異的に認識し、かつ該細胞外領域に結合するモ
ノクローナル抗体またはその抗体断片を有効成分として含有するCD4陽性細胞が関与する
疾患の治療薬に関する。
　CD4陽性細胞が関与する疾患としては、CD4が発現している細胞が関与する疾患であれば
いかなるものでもよく、例えば癌、自己免疫疾患、アレルギー性疾患、感染症があげられ
る。
【００８５】
　CD4陽性細胞としては、CD4陽性T細胞であるTh1細胞、Th2細胞、Th17細胞、制御性T細胞
（regulatory T細胞ともいう）およびγδT細胞などがあげられる。また、癌や炎症性疾
患である自己免疫疾患やアレルギー性疾患では、疾患の原因となる異常な細胞にCD4が発
現していることから、これら疾患に関与するCD4陽性細胞をあげることができる。
　癌としては、血液癌、乳癌、子宮癌、大腸癌、食道癌、胃癌、卵巣癌、肺癌、腎臓癌、
直腸癌、甲状腺癌、子宮頸癌、小腸癌、前立腺癌または膵臓癌などがあげられ、好ましく
は血液癌、食道癌、胃癌、大腸癌、肝癌または前立腺癌があげられる。血液癌としては、
T細胞由来の癌、例えば皮膚T細胞性リンパ腫（Cutaneous T cell lymphoma,CTCL）、末梢
T細胞性リンパ腫（peripheral T cell lymphoma,PTCL）、未分化大細胞型リンパ腫（Anap
lastic large cell lymphoma,ALCL）、急性リンパ性白血病（Acute lympatic leukemia,A
LL）、その他リンパ性白血病、骨髄性白血病、多発性骨髄腫、ホジキンリンパ腫、または
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非ホジキンリンパ腫などがあげられる。
【００８６】
　自己免疫疾患としては、関節リウマチ、乾癬、クローン病、強直性脊椎炎、多発性硬化
症、I型糖尿病、肝炎、心筋炎、シェーグレン症候群、移植後拒絶反応などがあげられる
。
　アレルギー性疾患としては、急性または慢性気道過敏症、気管支喘息、アトピー性皮膚
炎、アレルギー性鼻炎などがあげられる。
【００８７】
　感染症としてはヒト免疫不全ウイルス（HIV）感染症などがあげられる。
　本発明の治療剤としては、上述した本発明のモノクローナル抗体または該抗体断片を有
効成分として含有する。
　本発明の抗体または該抗体断片、またはこれらの誘導体を含有する治療剤は、有効成分
としての該抗体もしくは該抗体断片、またはこれらの誘導体のみを含むものであってもよ
いが、通常は薬理学的に許容される1以上の担体と一緒に混合し、製剤学の技術分野にお
いて公知の任意の方法により製造した医薬製剤として提供するのが望ましい。
【００８８】
　投与経路は、治療に際して最も効果的なものを使用するのが望ましく、経口投与、また
は口腔内、気道内、直腸内、皮下、筋肉内あるいは静脈内などの非経口投与があげられ、
好ましくは静脈内投与をあげられる。
　投与形態としては、噴霧剤、カプセル剤、錠剤、散剤、顆粒剤、シロップ剤、乳剤、座
剤、注射剤、軟膏、またはテープ剤などがあげられる。
【００８９】
　投与量または投与回数は、目的とする治療効果、投与方法、治療期間、年齢、および体
重などにより異なるが、通常成人1日当たり10μg/kg～10mg/kgである。
　さらに、本発明は、CD4の細胞外領域を特異的に認識し、かつ該細胞外領域に結合する
モノクローナル抗体またはその抗体断片を有効成分として含有する、CD4の免疫学的検出
または測定方法、CD4の免疫学的検出用または測定用試薬、CD4が発現する細胞の免疫学的
検出または測定方法、およびCD4陽性細胞が関与する疾患の診断薬に関する。
【００９０】
　本発明においてCD4の量を検出または測定する方法としては、任意の公知の方法があげ
られる。例えば、免疫学的検出または測定方法などがあげられる。
　免疫学的検出または測定方法とは、標識を施した抗原または抗体を用いて、抗体量また
は抗原量を検出または測定する方法である。免疫学的検出または測定方法としては、放射
性物質標識免疫抗体法（RIA）、酵素免疫測定法（EIAまたはELISA）、蛍光免疫測定法（F
IA）、発光免疫測定法（luminescent immunoassay）、ウェスタンブロット法または物理
化学的手法などがあげられる。
【００９１】
　本発明のモノクローナル抗体または該抗体断片を用いてCD4が発現した細胞を検出また
は測定することにより、CD4が関連する疾患を診断することができる。
　該ポリペプチドが発現している細胞の検出には、公知の免疫学的検出法を用いることが
できるが、免疫沈降法、蛍光細胞染色法、免疫組織染色法、または免疫組織染色法などが
、好ましく用いられる。また、FMAT8100HTSシステム（アプライドバイオシステム社製）
などの蛍光抗体染色法なども用いることができる。
【００９２】
　本発明においてCD4を検出または測定する対象となる生体試料としては、組織細胞、血
液、血漿、血清、膵液、尿、糞便、組織液、または培養液など、CD4が発現した細胞を含
む可能性のあるものであれば特に限定されない。
　本発明のモノクローナル抗体あるいはその抗体断片、またはこれらの誘導体を含有する
診断薬は、目的の診断法に応じて、抗原抗体反応を行なうための試薬、該反応の検出用試
薬を含んでもよい。抗原抗体反応を行なうための試薬としては、緩衝剤、塩などがあげら
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れる。検出用試薬としては、該モノクローナル抗体あるいはその抗体断片、またはこれら
の誘導体を認識する標識された二次抗体、または標識に対応した基質などの通常の免疫学
的検出または測定法に用いられる試薬があげられる。
【００９３】
　以下に、本発明の抗体の製造方法、疾患の治療方法、および疾患の診断方法について、
具体的に説明する。
1．モノクローナル抗体の製造方法
（1）抗原の調製
　抗原となるCD4またはCD4を発現させた細胞は、CD4全長またはその部分長をコードするc
DNAを含む発現ベクターを、大腸菌、酵母、昆虫細胞、または動物細胞などに導入するこ
とにより、得ることができる。また、CD4を多量に発現している各種ヒト腫瘍培養細胞、
ヒト組織などからCD4を精製し、得ることが出来る。また、該腫瘍培養細胞、または該組
織などをそのまま抗原として用いることもできる。さらに、Fmoc法、またはtBoc法などの
化学合成法によりCD4の部分配列を有する合成ペプチドを調製し、抗原に用いることもで
きる。
【００９４】
　本発明で用いられるCD4は、Molecular Cloning,A Laboratory Manual, Second Edition
, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)やCurrent Protocols In Molecular Bio
logy, John Wiley & Sons (1987-1997)などに記載された方法などを用い、例えば以下の
方法により、該CD4をコードするDNAを宿主細胞中で発現させて、製造することができる。
　まず、CD4をコードする部分を含む完全長cDNAを適当な発現ベクターのプロモーターの
下流に挿入することにより、組換えベクターを作製する。上記完全長cDNAの代わりに、完
全長cDNAをもとにして調製された、ポリペプチドをコードする部分を含む適当な長さのDN
A断片を用いてもよい。次に、得られた該組換えベクターを、該発現ベクターに適合した
宿主細胞に導入することにより、ポリペプチドを生産する形質転換体を得ることができる
。
【００９５】
　発現ベクターとしては、使用する宿主細胞における自律複製または染色体中への組込み
が可能で、ポリペプチドをコードするDNAを転写できる位置に、適当なプロモーターを含
有しているものであればいずれも用いることができる。
　宿主細胞としては、大腸菌などのエシェリヒア属などに属する微生物、酵母、昆虫細胞
、または動物細胞など、目的とする遺伝子を発現できるものであればいずれも用いること
ができる。
【００９６】
　大腸菌などの原核生物を宿主細胞として用いる場合、組換えベクターは、原核生物中で
自律複製が可能であると同時に、プロモーター、リボソーム結合配列、CD4をコードする
部分を含むDNA、および転写終結配列を含むベクターであることが好ましい。また、該組
換えベクターには、転写終結配列は必ずしも必要ではないが、構造遺伝子の直下に転写終
結配列を配置することが好ましい。さらに、該組換えベクターには、プロモーターを制御
する遺伝子を含んでいてもよい。
【００９７】
　該組換えベクターとしては、リボソーム結合配列であるシャイン・ダルガルノ配列（SD
配列ともいう）と開始コドンとの間を適当な距離（例えば6～18塩基）に調節したプラス
ミドを用いることが好ましい。
　また、該CD4をコードするDNAの塩基配列としては、宿主内での発現に最適なコドンとな
るように塩基を置換することができ、これにより目的とするCD4の生産率を向上させるこ
とができる。
【００９８】
　発現ベクターとしては、使用する宿主細胞中で機能を発揮できるものであればいずれも
用いることができ、例えば、pBTrp2、pBTac1、pBTac2（以上、ロシュ・ダイアグノスティ
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ックス社製）、pKK233―2（ファルマシア社製）、pSE280（インビトロジェン社製）、pGE
MEX-1（プロメガ社製）、pQE-8（キアゲン社製）、pKYP10（特開昭58-110600）、pKYP200
[Agricultural Biological Chemistry, 48, 669 (1984)]、pLSA1[Agric. Biol. Chem., 5
3, 277 (1989)]、pGEL1[Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 4306 (1985)]、pBluescript 
II SK(-)(ストラタジーン社製)、pTrs30[大腸菌JM109/pTrS30（FERM BP-5407）より調製]
、pTrs32[大腸菌JM109/pTrS32（FERM BP-5408）より調製]、pGHA2[大腸菌IGHA2（FERM BP
-400）より調製、特開昭60-221091]、pGKA2[大腸菌IGKA2（FERM BP-6798）より調製、特
開昭60-221091]、pTerm2　（US4686191、US4939094、US5160735）、pSupex、pUB110、pTP
5、pC194、pEG400[J. Bacteriol., 172, 2392 (1990)]、pGEX（ファルマシア社製）、pET
システム（ノバジェン社製）、またはpME18SFL3などがあげられる。
【００９９】
　プロモーターとしては、使用する宿主細胞中で機能を発揮できるものであればいかなる
ものでもよい。例えば、trpプロモーター（Ptrp）、lacプロモーター、PLプロモーター、
PRプロモーター、またはT7プロモーターなどの、大腸菌やファージなどに由来するプロモ
ーターを挙げることができる。また、Ptrpを2つ直列させたタンデムプロモーター、tacプ
ロモーター、lacT7プロモーター、またはlet Iプロモーターなどの人為的に設計改変され
たプロモーターなども用いることができる。
【０１００】
　宿主細胞としては、例えば、大腸菌XL1-Blue、大腸菌XL2-Blue、大腸菌DH1、大腸菌MC1
000、大腸菌KY3276、大腸菌W1485、大腸菌JM109、大腸菌HB101、大腸菌No．49、大腸菌W3
110、大腸菌NY49、または大腸菌DH5αなどがあげられる。
　宿主細胞への組換えベクターの導入方法としては、使用する宿主細胞へDNAを導入する
方法であればいずれも用いることができ、例えば、カルシウムイオンを用いる方法[Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA, 69, 2110 (1972)、Gene, 17, 107 (1982)、Molecular & Genera
l Genetics, 168, 111 (1979)]があげられる。
【０１０１】
　動物細胞を宿主として用いる場合、発現ベクターとしては、動物細胞中で機能を発揮で
きるものであればいずれも用いることができ、例えば、pcDNAI、pcDM8（フナコシ社製）
、pAGE107　[特開平3-22979；Cytotechnology, 3, 133 (1990)]、pAS3-3（特開平2-22707
5）、pCDM8[Nature，　329，　840　（1987）]、pcDNAI/Amp（インビトロジェン社製）、
pcDNA3．1（インビトロジェン社製）、pREP4（インビトロジェン社製）、pAGE103[J. Bio
chemistry, 101, 1307 (1987)]、pAGE210、pME18SFL3、またはpKANTEX93（WO97/10354）
などがあげられる。
【０１０２】
　プロモーターとしては、動物細胞中で機能を発揮できるものであればいずれも用いるこ
とができ、例えば、サイトメガロウイルス（CMV）のimmediate early（IE）遺伝子のプロ
モーター、SV40の初期プロモーター、レトロウイルスのプロモーター、メタロチオネイン
プロモーター、ヒートショックプロモーター、SRαプロモーター、またはモロニーマウス
白血病ウイルスのプロモーターあるいはエンハンサーがあげられる。また、ヒトCMVのIE
遺伝子のエンハンサーをプロモーターと共に用いてもよい。
【０１０３】
　宿主細胞としては、ヒト白血病細胞Namalwa細胞、サル細胞COS細胞、チャイニーズ・ハ
ムスター卵巣細胞CHO細胞（Journal of Experimental Medicine, 108, 945 (1958); Proc
. Natl. Acad. Sci. USA, 60 , 1275 (1968); Genetics, 55, 513 (1968); Chromosoma, 
41, 129 (1973); Methods in Cell Science, 18, 115 (1996); Radiation Research, 148
, 260 (1997); Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 4216 (1980); Proc. Natl. Acad. Sci
., 60, 1275 (1968); Cell, 6, 121 (1975); Molecular Cell Genetics, Appendix I, II
 (pp. 883-900);）、CHO/DG44、CHO-K1(ATCC CCL-61）、DUkXB11 (ATCC CCL-9096）、Pro
-5（ATCC CCL-1781)、CHO-S（Life Technologies, Cat # 11619）、Pro-3、ラットミエロ
ーマ細胞YB2/3HL．P2．G11．16Ag．20（またはYB2/0ともいう）、マウスミエローマ細胞N
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SO、マウスミエローマ細胞SP2/0-Ag14、シリアンハムスター細胞BHKまたはHBT5637（特開
昭63-000299）、などがあげられる。
【０１０４】
　宿主細胞への組換えベクターの導入方法としては、動物細胞にDNAを導入する方法であ
ればいずれも用いることができ、例えば、エレクトロポレーション法[Cytotechnology, 3
, 133 (1990）]、リン酸カルシウム法（特開平2-227075）、またはリポフェクション法[P
roc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 7413 (1987)]などがあげられる。
　以上のようにして得られるCD4をコードするDNAを組み込んだ組換えベクターを保有する
微生物、または動物細胞などの由来の形質転換体を培地に培養し、培養物中に該CD4を生
成蓄積させ、該培養物から採取することにより、CD4を製造することができる。該形質転
換体を培地に培養する方法は、宿主の培養に用いられる通常の方法に従って行うことがで
きる。
【０１０５】
　真核生物由来の細胞で発現させた場合には、糖あるいは糖鎖が付加されたCD4を得るこ
とができる。
　誘導性のプロモーターを用いた組換えベクターで形質転換した微生物を培養するときに
は、必要に応じてインデューサーを培地に添加してもよい。例えば、lacプロモーターを
用いた組換えベクターで形質転換した微生物を培養する場合にはイソプロピル-β-D-チオ
ガラクトピラノシドなどを、trpプロモーターを用いた組換えベクターで形質転換した微
生物を培養する場合にはインドールアクリル酸などを培地に添加してもよい。
【０１０６】
　動物細胞を宿主として得られた形質転換体を培養する培地としては、一般に使用されて
いるRPMI1640培地[The Journal of the American Medical Association, 199, 519 (1967
)]、EagleのMEM培地[Science, 122, 501 (1952)]、ダルベッコ改変MEM培地[Virology, 8,
 396 (1959)]、199培地[Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 73, 1 (1950)]、Iscove’s Modif
ied Dulbecco’s Medium(IMDM)培地、またはこれら培地に牛胎児血清（FBS）などを添加
した培地などがあげられる。培養は、通常pH6～8、30～40℃、5％CO2存在下などの条件下
で1～7日間行う。また、培養中必要に応じて、カナマイシン、ペニシリンなどの抗生物質
を培地に添加してもよい。
【０１０７】
　CD4をコードする遺伝子の発現方法としては、直接発現以外に、分泌生産または融合蛋
白質発現などの方法[Molecular Cloning, A Laboratory Manual,Second Edition,Cold Sp
ring Harbor Laboratory Press (1989)]を用いることができる。
　CD4の生産方法としては、宿主細胞内に生産させる方法、宿主細胞外に分泌させる方法
、または宿主細胞外膜上に生産させる方法があり、使用する宿主細胞や、生産させるCD4
の構造を変えることにより、適切な方法を選択することができる。
【０１０８】
　CD4が宿主細胞内又は宿主細胞外膜上に生産される場合、ポールソンらの方法[J. Biol.
 Chem., 264, 17619 (1989)]、ロウらの方法[Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 86, 8227 (
1989)、Genes Develop., 4, 1288 (1990)]、特開平05-336963、またはWO94/23021などに
記載の方法を用いることにより、CD4を宿主細胞外に積極的に分泌させることができる。
　また、ジヒドロ葉酸還元酵素遺伝子などを用いた遺伝子増幅系（特開平2-227075）を利
用してCD4の生産量を上昇させることもできる。
【０１０９】
　得られたCD4は、例えば、以下のようにして単離、精製することができる。
　CD4が細胞内に溶解状態で発現した場合には、培養終了後に細胞を遠心分離により回収
し、水系緩衝液に懸濁後、超音波破砕機、フレンチプレス、マントンガウリンホモゲナイ
ザー、またはダイノミルなどを用いて細胞を破砕し、無細胞抽出液を得る。該無細胞抽出
液を遠心分離することにより得られる上清から、通常の蛋白質の単離精製法、即ち、溶媒
抽出法、硫安などによる塩析法、脱塩法、有機溶媒による沈殿法、ジエチルアミノエチル
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（DEAE）-セファロース、DIAION HPA-75（三菱化学社製）などのレジンを用いた陰イオン
交換クロマトグラフィー法、S-Sepharose FF（ファルマシア社製）などのレジンを用いた
陽イオン交換クロマトグラフィー法、ブチルセファロース、フェニルセファロースなどの
レジンを用いた疎水性クロマトグラフィー法、分子篩を用いたゲルろ過法、アフィニティ
ークロマトグラフィー法、クロマトフォーカシング法、または等電点電気泳動などの電気
泳動法などの手法を単独あるいは組み合わせて用い、精製標品を得ることができる。
【０１１０】
　CD4が細胞内に不溶体を形成して発現した場合は、上記と同様に細胞を回収後破砕し、
遠心分離を行うことにより、沈殿画分として該CD4の不溶体を回収する。回収した該CD4の
不溶体を蛋白質変性剤で可溶化する。該可溶化液を希釈または透析することにより、該CD
4を正常な立体構造に戻した後、上記と同様の単離精製法によりポリペプチドの精製標品
を得ることができる。
【０１１１】
　CD4またはその糖修飾体などの誘導体が細胞外に分泌された場合には、培養上清におい
て該CD4またはその糖修飾体などの誘導体を回収することができる。該培養物を上記と同
様に遠心分離などの手法により処理することにより可溶性画分を取得し、該可溶性画分か
ら、上記と同様の単離精製法を用いることにより、精製標品を得ることができる。
　また、本発明において用いられるCD4は、Fmoc法、またはtBoc法などの化学合成法によ
っても製造することができる。また、アドバンストケムテック社製、パーキン・エルマー
社製、ファルマシア社製、プロテインテクノロジインストルメント社製、シンセセル-ベ
ガ社製、パーセプチブ社製、または島津製作所社製などのペプチド合成機を利用して化学
合成することもできる。
（2）動物の免疫と融合用抗体産生細胞の調製
　3～20週令のマウス、ラットまたはハムスターなどの動物に、（1）で得られる抗原を免
疫して、その動物の脾、リンパ節、末梢血中の抗体産生細胞を採取する。また、免疫原性
が低く上記の動物で充分な抗体価の上昇が認められない場合には、CD4ノックアウトマウ
スを被免疫動物として用いることもできる。
【０１１２】
　免疫は、動物の皮下あるいは静脈内あるいは腹腔内に、例えば、フロインドの完全アジ
ュバント、または水酸化アルミニウムゲルと百日咳菌ワクチンなどの適当なアジュバント
とともに抗原を投与することにより行う。抗原が部分ペプチドである場合には、BSA（ウ
シ血清アルブミン）、またはKLH（Keyhole Limpet hemocyanin）などのキャリア蛋白質と
コンジュゲートを作製し、これを免疫原として用いる。
【０１１３】
　抗原の投与は、1回目の投与の後、1～2週間おきに5～10回行う。各投与後3～7日目に眼
底静脈叢より採血し、その血清の抗体価を酵素免疫測定法[Antibodies - A Laboratory M
anual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)]などを用いて測定する。免疫に用いた抗
原に対し、その血清が十分な抗体価を示した動物を融合用抗体産生細胞の供給源とする。
　抗原の最終投与後3～7日目に、免疫した動物より脾臓などの抗体産生細胞を含む組織を
摘出し、抗体産生細胞を採取する。脾臓細胞を用いる場合には、脾臓を細断、ほぐした後
、遠心分離し、さらに赤血球を除去して融合用抗体産生細胞を取得する。
（3）骨髄腫細胞の調製
　骨髄腫細胞としては、マウスから得られた株化細胞を用い、例えば、8-アザグアニン耐
性マウス（BALB/c由来）骨髄腫細胞株P3-X63Ag8-U1（P3-U1）[Current Topics in Microb
iology and Immunology, 18, 1 (1978)]、P3-NS1/1-Ag41(NS-1)[European J. Immunology
, 6, 511 (1976)]、SP2/0-Ag14（SP-2）[Nature, 276, 269 (1978）]、P3-X63-Ag8653（6
53）[J. Immunology, 123, 1548 (1979）]、またはP3-X63-Ag8（X63）[Nature, 256, 495
 (1975)]などが用いられる。
【０１１４】
　該骨髄腫細胞は、正常培地[グルタミン、2-メルカプトエタノール、ジェンタマイシン
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、FBS、および8-アザグアニンを加えたRPMI1640培地]で継代し、細胞融合の3～4日前に正
常培地に継代し、融合当日2×107個以上の細胞数を確保する。
（4）細胞融合とモノクローナル抗体産生ハイブリドーマの調製
　（2）で得られる融合用抗体産生細胞と（3）で得られる骨髄腫細胞をMinimum Essentia
l Medium(MEM)培地またはPBS（リン酸二ナトリウム1．83g、リン酸一カリウム0．21g、食
塩7．65g、蒸留水1リットル、pH7．2）でよく洗浄し、細胞数が、融合用抗体産生細胞：
骨髄腫細胞＝5～10：1になるよう混合し、遠心分離した後、上清を除く。沈澱した細胞群
をよくほぐした後、ポリエチレングリコール-1000（PEG-1000）、MEM培地およびジメチル
スルホキシドの混液を37℃で、攪拌しながら加える。さらに1～2分間毎にMEM培地1～2mL
を数回加えた後、MEM培地を加えて全量が50mLになるようにする。遠心分離後、上清を除
く。沈澱した細胞群をゆるやかにほぐした後、融合用抗体産生細胞にHAT培地[ヒポキサン
チン、チミジン、およびアミノプテリンを加えた正常培地]中にゆるやかに細胞を懸濁す
る。この懸濁液を5％CO2インキュベーター中、37℃で7～14日間培養する。
【０１１５】
　培養後、培養上清の一部を抜き取り、後述のバインディングアッセイなどのハイブリド
ーマの選択方法により、CD4を含む抗原に反応し、CD4を含まない抗原に反応しない細胞群
を選択する。次に、限界希釈法によりクローニングを2回繰り返し[1回目はHT培地（HAT培
地からアミノプテリンを除いた培地）、2回目は正常培地を使用する]、安定して強い抗体
価の認められたものをモノクローナル抗体産生ハイブリドーマとして選択する。
（5）精製モノクローナル抗体の調製
　プリスタン処理[2，6，10，14-テトラメチルペンタデカン（Pristane）0．5mlを腹腔内
投与し、2週間飼育する]した8～10週令のマウスまたはヌードマウスに、（4）で得られる
モノクローナル抗体産生ハイブリドーマを腹腔内に注射する。10～21日でハイブリドーマ
は腹水癌化する。このマウスから腹水を採取し、遠心分離して固形分を除去後、40～50％
硫酸アンモニウムで塩析し、カプリル酸沈殿法、DEAE-セファロースカラム、プロテインA
-カラムあるいはゲル濾過カラムによる精製を行ない、IgGあるいはIgM画分を集め、精製
モノクローナル抗体とする。
【０１１６】
　また、（4）で得られるモノクローナル抗体産生ハイブリドーマを、10％FBS添加を添加
したRPMI1640培地などで培養した後、遠心分離により上清を除き、Hybridoma SFM培地に
懸濁し、3～7日間培養する。得られた細胞懸濁液を遠心分離し、得られた上清よりプロテ
インA-カラムまたはプロテインG-カラムによる精製を行ない、IgG画分を集め、精製モノ
クローナル抗体を得ることもできる。なお、Hybridoma SFM培地には5％ダイゴGF21を添加
することもできる。
【０１１７】
　抗体のサブクラスの決定は、サブクラスタイピングキットを用いて酵素免疫測定法によ
り行う。蛋白量の定量は、ローリー法または280nmでの吸光度より算出する。
　（6）モノクローナル抗体の選択
　モノクローナル抗体の選択は以下に示す酵素免疫測定法によるバインディングアッセイ
、およびBiacoreによるkinetics解析により行う。
【０１１８】
　（6-a）バインディングアッセイ
　抗原としては、（1）で得られるCD4をコードするcDNAを含む発現ベクターを大腸菌、酵
母、昆虫細胞、あるいは動物細胞などに導入して得られた遺伝子導入細胞、リコンビナン
ト蛋白質、またはヒト組織から得た精製ポリペプチドあるいは部分ペプチドなどを用いる
。抗原が部分ペプチドである場合には、BSAまたはKLHなどのキャリア蛋白質とコンジュゲ
ートを作製して、これを用いる。
【０１１９】
　抗原を96ウェルプレートなどのプレートに分注し、固相化した後、第1抗体として血清
、ハイブリドーマの培養上清または精製モノクローナル抗体などの被験物質を分注し、反
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応させる。PBSまたはPBS-Tweenなどで、よく洗浄した後、第2抗体としてビオチン、酵素
、化学発光物質または放射線化合物などで標識した抗イムノグロブリン抗体を分注して反
応させる。PBS-Tweenでよく洗浄した後、第2抗体の標識物質に応じた反応を行ない、免疫
原に対し特異的に反応するモノクローナル抗体を選択する。
【０１２０】
　また、本発明の抗CD4モノクローナル抗体と競合してCD4に結合するモノクローナル抗体
は、上述のバインティングアッセイ系に、被検抗体を添加して反応させることで取得でき
る。すなわち、被検抗体を加えた時にモノクローナル抗体の結合が阻害される抗体をスク
リーニングすることにより、CD4細胞外領域への結合について、取得したモノクローナル
抗体と競合するモノクローナル抗体を取得することができる。
【０１２１】
　更に、本発明のCD4の細胞外領域に結合するモノクローナル抗体が認識するエピトープ
と、同じエピトープに結合する抗体は、上述のバインティングアッセイ系で取得された抗
体のエピトープを同定し、同定したエピトープの、部分的な合成ペプチド、またはエピト
ープの立体構造に擬態させた合成ペプチド等を作製し、免疫することで、取得することが
できる。
【０１２２】
　（6-b）Biacoreによるkinetics解析
　Biacore　T100を用い、抗原と被験物の間の結合におけるkineticsを測定し、その結果
を機器付属の解析ソフトウエアで解析をする。抗マウスIgG抗体をセンサーチップCM5にア
ミンカップリング法により固定した後、ハイブリドーマ培養上清または精製モノクローナ
ル抗体などの被験物質を流し、適当量結合させ、更に濃度既知の複数濃度の抗原を流し、
結合、解離を測定する。得られたデータを機器付属のソフトウエアを用い、1：1バインデ
ィングモデルによりkinetics解析を行い、各種パラメータを取得する。または、ヒトCD4
をセンサーチップ上に、例えばアミンカップリング法により固定した後、濃度既知の複数
濃度の精製モノクローナル抗体を流し、結合、解離を測定する。得られたデータを機器付
属のソフトウエアを用い、バイバレントバインディングモデルによりkinetics解析を行い
、各種パラメータを取得する。
2．遺伝子組換え抗体の作製
　遺伝子組換え抗体の作製例として、以下にヒト型キメラ抗体およびヒト化抗体の作製方
法を示す。
（1）　遺伝子組換え抗体発現用ベクターの構築
　遺伝子組換え抗体発現用ベクターは、ヒト抗体のCHおよびCLをコードするDNAが組み込
まれた動物細胞用発現ベクターであり、動物細胞用発現ベクターにヒト抗体のCHおよびCL
をコードするDNAをそれぞれクローニングすることにより構築することができる。
【０１２３】
　ヒト抗体のC領域は任意のヒト抗体のCHおよびCLを用いることができる。例えば、ヒト
抗体のγ1サブクラスのCHおよびκクラスのCLなどを用いる。ヒト抗体のCHおよびCLをコ
ードするDNAには、cDNAを用いるが、エキソンとイントロンからなる染色体DNAを用いるこ
ともできる。動物細胞用発現ベクターには、ヒト抗体のC領域をコードする遺伝子を組込
み発現できるものであればいかなるものでも用いることができる。例えば、pAGE107[Cyto
technol., 3, 133 (1990)]、pAGE103[J. Biochem., 101, 1307 (1987)]、pHSG274[Gene, 
27, 223 (1984)]、pKCR[Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, 1527 (1981)]、pSG1bd2-4[Cy
totechnol., 4, 173 (1990)]、またはpSE1UK1Sed1-3[Cytotechnol., 13, 79 (1993)]など
を用いる。動物細胞用発現ベクターのうちプロモーターとエンハンサーには、SV40の初期
プロモーター[J. Biochem., 101, 1307 (1987)]、モロニーマウス白血病ウイルスLTR[Bio
chem. Biophys. Res. Commun., 149, 960 (1987)]、または免疫グロブリンH鎖のプロモー
ター[Cell, 41, 479 (1985)]とエンハンサー[Cell, 33, 717 (1983)]などを用いる。
【０１２４】
　遺伝子組換え抗体発現用ベクターには、遺伝子組換え抗体発現ベクターの構築の容易さ
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、動物細胞への導入の容易さ、動物細胞内での抗体H鎖およびL鎖の発現量のバランスが均
衡するなどの点から、抗体H鎖およびL鎖が同一のベクター上に存在するタイプ（タンデム
型）の遺伝子組換え抗体発現用ベクター[J. Immunol. Methods, 167, 271 (1994)]を用い
るが、抗体H鎖およびL鎖が別々のベクター上に存在するタイプを用いることもできる。タ
ンデム型の遺伝子組換え抗体発現用ベクターには、pKANTEX93（WO97/10354）、pEE18[Hyb
ridoma，　17，　559　（1998）]などを用いる。
（2）ヒト以外の動物由来の抗体のV領域をコードするcDNAの取得およびアミノ酸配列の解
析
　非ヒト抗体のVH及びVLをコードするcDNAの取得およびアミノ酸配列の解析は以下のよう
にして行うことができる。
【０１２５】
　非ヒト抗体を産生するハイブリドーマ細胞よりmRNAを抽出し、cDNAを合成する。合成し
たcDNAをファージまたはプラスミドなどのベクターにクローニングしてcDNAライブラリー
を作製する。該ライブラリーより、マウス抗体のC領域部分またはV領域部分をコードする
DNAをプローブとして用い、VHあるいはVLをコードするcDNAを有する組換えファージまた
は組換えプラスミドをそれぞれ単離する。組換えファージまたは組換えプラスミド上の目
的とするマウス抗体のVHあるいはVLの全塩基配列をそれぞれ決定し、塩基配列よりVHまた
はVLの全アミノ酸配列をそれぞれ推定する。
【０１２６】
　非ヒト抗体を産生するハイブリドーマ細胞を作製するヒト以外の動物には、マウス、ラ
ット、ハムスター、またはラビットなどを用いるが、ハイブリドーマ細胞を作製すること
が可能であれば、いかなる動物も用いることができる。
　ハイブリドーマ細胞からの全RNAの調製には、チオシアン酸グアニジン-トリフルオロ酢
酸セシウム法[Methods　in　Enzymol．，　154，　3　（1987）]、またはRNA　easy　kit
（キアゲン社製）などのキットなどを用いる。
【０１２７】
　全RNAからのmRNAの調製には、オリゴ（dT）固定化セルロースカラム法[Molecular Clon
ing, A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1
989)]、またはOligo-dT30<Super> mRNA Purification Kit（タカラバイオ社製）などのキ
ットなどを用いる。また、Fast Track mRNA Isolation Kit（インビトロジェン社製）、
またはQuickPrep mRNA Purification Kit（ファルマシア社製）などのキットを用いてハ
イブリドーマ細胞からmRNAを調製することもできる。
【０１２８】
　cDNAの合成およびcDNAライブラリーの作製には、公知の方法[Molecular Cloning, A La
boratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)、Cur
rent Protocols in Molecular Biology, Supplement 1, John Wiley & Sons (1987-1997)
]、またはSuperScript Plasmid System for cDNA Synthesis and Plasmid Cloning（イン
ビトロジェン社製）、あるいはZAP-cDNA Synthesis Kit(ストラタジーン社製）などのキ
ットなどを用いる。
【０１２９】
　cDNAライブラリーの作製の際、ハイブリドーマ細胞から抽出したmRNAを鋳型として合成
したcDNAを組み込むベクターには、該cDNAを組み込めるベクターであればいかなるもので
も用いることができる。例えば、ZAP Express[Strategies, 5, 58 (1992)]、pBluescript
 II SK(+)[Nucleic Acids Research, 17, 9494 (1989)]、λZAPII(Stratagene社製)、λg
t10、λgt11[DNA Cloning:A Practical Approach, I, 49 (1985)]、Lambda BlueMid(クロ
ーンテック社製)、λExCell、pT7T3-18U(ファルマシア社製)、pcD2[Mol. Cell. Biol., 3
, 280 (1983)]、またはpUC18[Gene, 33, 103 (1985)]などを用いる。
【０１３０】
　ファージまたはプラスミドベクターにより構築されるcDNAライブラリーを導入する大腸
菌には、該cDNAライブラリーを導入、発現および維持できるものであればいかなるもので
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も用いることができる。例えば、XL1-Blue MRF’[Strategies, 5, 81 (1992)]、C600[Gen
etics, 39, 440 (1954)]、Y1088、Y1090[Science, 222, 778 (1983)]、NM522[J. Mol. Bi
ol., 166, 1 (1983)]、K802[J. Mol. Biol., 16, 118 (1966)]、またはJM105[Gene, 38, 
275 (1985)]などを用いる。
【０１３１】
　cDNAライブラリーからの非ヒト抗体のVHまたはVLをコードするcDNAクローンの選択には
、アイソトープあるいは蛍光標識したプローブを用いたコロニー・ハイブリダイゼーショ
ン法、またはプラーク・ハイブリダイゼーション法[Molecular Cloning, A Laboratory M
anual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)]などを用いる。
　また、プライマーを調製し、mRNAから合成したcDNAまたはcDNAライブラリーを鋳型とし
て、Polymerase Chain Reaction法[以下、PCR法と表記する、Molecular Cloning, A Labo
ratory Manual, Second Edition , Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)、Curr
ent Protocols in Molecular Biology, Supplement 1, John Wiley & Sons (1987-1997)]
を行うことよりVHまたはVLをコードするcDNAを調製することもできる。
【０１３２】
　選択されたcDNAを、適当な制限酵素などで切断後、pBluescript　SK（-）（ストラタジ
ーン社製）などのプラスミドにクローニングし、通常用いられる塩基配列解析方法などに
より該cDNAの塩基配列を決定する。塩基配列解析方法には、例えば、ジデオキシ法[Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463 (1977)]などの反応を行った後、ABI PRISM3700（PEバ
イオシステムズ社製）またはA．L．F．DNAシークエンサー（ファルマシア社製）などの塩
基配列自動分析装置などを用いる。
【０１３３】
　決定した塩基配列からVHおよびVLの全アミノ酸配列をそれぞれ推定し、既知の抗体のVH
およびVLの全アミノ酸配列[Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dep
t. Health and Human Services (1991)]と比較することにより、取得したcDNAが分泌シグ
ナル配列を含む抗体のVHおよびVLの完全なアミノ酸配列をコードしているかをそれぞれ確
認する。分泌シグナル配列を含む抗体のVHおよびVLの完全なアミノ酸配列に関しては、既
知の抗体のVHおよびVLの全アミノ酸配列[Sequences of Proteins of Immunological Inte
rest, US Dept. Health and Human Services (1991)]と比較することにより、分泌シグナ
ル配列の長さおよびN末端アミノ酸配列を推定でき、更にはそれらが属するサブグループ
を知ることができる。また、VHおよびVLの各CDRのアミノ酸配列についても、既知の抗体
のVHおよびVLのアミノ酸配列[Sequences of Proteins of Immunological Interest, US D
ept. Health and Human Services (1991)]と比較することによって見出すことができる。
【０１３４】
　また、得られたVHおよびVLの完全なアミノ酸配列を用いて、例えば、SWISS-PROTまたは
PIR-Proteinなどの任意のデータベースに対してBLAST法[J. Mol. Biol., 215, 403 (1990
)]などの相同性検索を行い、VHおよびVLの完全なアミノ酸配列が新規であるか否かを確認
できる。
（3）ヒト型キメラ抗体発現ベクターの構築
　（1）で得られる遺伝子組換え抗体発現用ベクターのヒト抗体のCHまたはCLをコードす
るそれぞれの遺伝子の上流に、それぞれ非ヒト抗体のVHまたはVLをコードするcDNAをそれ
ぞれクローニングすることで、ヒト型キメラ抗体発現ベクターを構築することができる。
【０１３５】
　非ヒト抗体のVHまたはVLをコードするcDNAの3’末端側と、ヒト抗体のCHまたはCLの5’
末端側とを連結するために、連結部分の塩基配列が適切なアミノ酸をコードし、かつ適当
な制限酵素認識配列になるように設計したVHおよびVLのcDNAを作製する。作製されたVHお
よびVLのcDNAを、（1）で得られるヒト化抗体発現用ベクターのヒト抗体のCHまたはCLを
コードするそれぞれの遺伝子の上流にそれらが適切な形で発現する様にそれぞれクローニ
ングし、ヒト型キメラ抗体発現ベクターを構築する。
【０１３６】
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　また、非ヒト抗体VHまたはVLをコードするcDNAを、適当な制限酵素の認識配列を両端に
有する合成DNAを用いてPCR法によりそれぞれ増幅し、（1）で得られる遺伝子組換え抗体
発現用ベクターにクローニングすることもできる。
（4）ヒト化抗体のV領域をコードするcDNAの構築
　ヒト化抗体のVHまたはVLをコードするcDNAは、以下のようにして構築することができる
。
【０１３７】
　非ヒト抗体のVHまたはVLのCDRのアミノ酸配列を移植するヒト抗体のVHまたはVLのフレ
ームワーク領域（以下、FRと表記する）のアミノ酸配列をそれぞれ選択する。選択するFR
のアミノ酸配列には、ヒト抗体由来のものであれば、いずれのものでも用いることができ
る。例えば、Protein Data Bankなどのデータベースに登録されているヒト抗体のFRのア
ミノ酸配列、またはヒト抗体のFRの各サブグループの共通アミノ酸配列[Sequences of Pr
oteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human Services (1991)]など
を用いる。抗体の結合活性の低下を抑えるため、元の抗体のVHまたはVLのFRのアミノ酸配
列とできるだけ高い相同性（少なくとも60％以上）のFRのアミノ酸配列を選択する。
【０１３８】
　次に、選択したヒト抗体のVHまたはVLのFRのアミノ酸配列に、もとの抗体のCDRのアミ
ノ酸配列をそれぞれ移植し、ヒト化抗体のVHまたはVLのアミノ酸配列をそれぞれ設計する
。設計したアミノ酸配列を抗体の遺伝子の塩基配列に見られるコドンの使用頻度[Sequenc
es of Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human Services (19
91)]を考慮してDNA配列に変換し、ヒト化抗体のVHまたはVLのアミノ酸配列をコードするD
NA配列をそれぞれ設計する。
【０１３９】
　設計したDNA配列に基づき、100塩基前後の長さからなる数本の合成DNAを合成し、それ
らを用いてPCR反応を行う。この場合、PCR反応での反応効率及び合成可能なDNAの長さか
ら、好ましくはH鎖、L鎖とも6本の合成DNAを設計する。
　また、両端に位置する合成DNAの5’末端に適当な制限酵素の認識配列を導入することで
、（1）で得られるヒト化抗体発現用ベクターに容易にヒト化抗体のVHまたはVLをコード
するcDNAをクローニングすることができる。
【０１４０】
　または、設計したDNA配列に基づき、1本のDNAとして合成された各H鎖、L鎖全長合成DNA
を用いることで実施できる。
　PCR反応後、増幅産物をpBluescript SK(-)（ストラタジーン社製）などのプラスミドに
それぞれクローニングし、（2）に記載の方法と同様の方法により、塩基配列を決定し、
所望のヒト化抗体のVHまたはVLのアミノ酸配列をコードするDNA配列を有するプラスミド
を取得する。
【０１４１】
　（5）ヒト化抗体のV領域のアミノ酸配列の改変
　ヒト化抗体は、非ヒト抗体のVHおよびVLのCDRのみをヒト抗体のVHおよびVLのFRに移植
しただけでは、その抗原結合活性は元の非ヒト抗体に比べて低下する[BIO/TECHNOLOGY，
　9，　266　（1991）]。ヒト化抗体では、ヒト抗体のVHおよびVLのFRのアミノ酸配列の
中で、直接抗原との結合に関与しているアミノ酸残基、CDRのアミノ酸残基と相互作用す
るアミノ酸残基、および抗体の立体構造を維持し、間接的に抗原との結合に関与している
アミノ酸残基を同定し、それらのアミノ酸残基を元の非ヒト抗体のアミノ酸残基に置換す
ることにより、低下した抗原結合活性を上昇させることができる。
【０１４２】
　抗原結合活性に関わるFRのアミノ酸残基を同定するために、X線結晶解析[J. Mol. Biol
., 112, 535 (1977)]またはコンピューターモデリング[Protein Engineering, 7, 1501 (
1994)]などを用いることにより、抗体の立体構造の構築および解析を行うことができる。
また、それぞれの抗体について数種の改変体を作製し、それぞれの抗原結合活性との相関
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を検討することを繰り返し、試行錯誤することで必要な抗原結合活性を有する改変ヒト化
抗体を取得できる。
【０１４３】
　ヒト抗体のVH及びVLのFRのアミノ酸残基は、改変用合成DNAを用いて（4）に記載のPCR
反応を行うことにより、改変させることができる。PCR反応後の増幅産物について（2）に
記載の方法により、塩基配列を決定し、目的の改変が施されたことを確認する。
　（6）ヒト化抗体発現ベクターの構築
　（1）で得られる遺伝子組換え抗体発現用ベクターのヒト抗体のCHまたはCLをコードす
るそれぞれの遺伝子の上流に、構築した遺伝子組換え抗体のVHまたはVLをコードするcDNA
をそれぞれクローニングし、ヒト化抗体発現ベクターを構築することができる。
【０１４４】
　例えば、（4）および（5）で得られるヒト化抗体のVHまたはVLを構築する際に用いる合
成DNAのうち、両端に位置する合成DNAの5’末端に適当な制限酵素の認識配列を導入する
ことで、（1）で得られるヒト化抗体発現用ベクターのヒト抗体のCHまたはCLをコードす
るそれぞれの遺伝子の上流にそれらが適切な形で発現するようにそれぞれクローニングす
る。
（7）遺伝子組換え抗体の一過性発現
　（3）および（6）で得られる遺伝子組換え抗体発現ベクター、またはそれらを改変した
発現ベクターを用いて遺伝子組換え抗体の一過性発現を行い、作製した多種類のヒト化抗
体の抗原結合活性を効率的に評価することができる。
【０１４５】
　発現ベクターを導入する宿主細胞には、遺伝子組換え抗体を発現できる宿主細胞であれ
ば、いかなる細胞でも用いることができるが、例えばCOS-7細胞[American Type Culture 
Collection(ATCC)番号:CRL1651]を用いる[Methods in Nucleic Acids Res., CRC press, 
283 (1991)]。
　COS-7細胞への発現ベクターの導入には、DEAE-デキストラン法[Methods in Nucleic Ac
ids Res., CRC press (1991)]、またはリポフェクション法[Proc. Natl. Acad. Sci. USA
, 84, 7413 (1987)]などを用いる。
【０１４６】
　発現ベクターの導入後、培養上清中の遺伝子組換え抗体の発現量および抗原結合活性は
酵素免疫抗体法[Monoclonal Antibodies-Principles and practice, Third edition, Aca
demic Press (1996)、Antibodies - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laborat
ory (1988)、単クローン抗体実験マニュアル，　講談社サイエンティフィック　(1987)]
などを用いて測定する。
（8）遺伝子組換え抗体を安定に発現する形質転換株の取得と遺伝子組換え抗体の調製
　（3）および（6）で得られた遺伝子組換え抗体発現ベクターを適当な宿主細胞に導入す
ることにより遺伝子組換え抗体を安定に発現する形質転換株を得ることができる。
【０１４７】
　宿主細胞への発現ベクターの導入には、エレクトロポレーション法[特開平2-257891、C
ytotechnology, 3, 133 (1990)]などを用いる。
　遺伝子組換え抗体発現ベクターを導入する宿主細胞には、遺伝子組換え抗体を発現させ
ることができる宿主細胞であれば、いかなる細胞でも用いることができる。例えば、CHO-
K1(ATCC CCL-61)、DUkXB11 (ATCC CCL-9096)、Pro-5(ATCC CCL-1781)、CHO-S(Life Techn
ologies, Cat # 11619)、ラットミエローマ細胞YB2/3HL．P2．G11．16Ag．20（またはYB2
/0ともいう）、マウスミエローマ細胞NSO、マウスミエローマ細胞SP2/0-Ag14（ATCC番号
：CRL1581）、マウスP3X63-Ag8．653細胞（ATCC番号：CRL1580）、ジヒドロ葉酸還元酵素
遺伝子（以下、dhfrと表記する）が欠損したCHO細胞[Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 
4216 (1980)]、レクチン耐性を獲得したLec13[Somatic Cell and Molecular genetics, 1
2, 55 (1986)]、α1，6-フコース転移酵素遺伝子が欠損したCHO細胞（WO2005/035586、WO
02/31140）、ラットYB2/3HL．P2．G11．16Ag．20細胞（ATCC番号：CRL1662）などを用い
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る。
【０１４８】
　また、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素などの蛋白質あるいは
N-グリコシド結合複合型糖鎖の還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位にフコースの1位
がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素などの蛋白質、または細胞内糖ヌクレオチドGDP-フ
コースのゴルジ体への輸送に関与する蛋白質などの活性が低下または欠失した宿主細胞、
例えばα1，6-フコース転移酵素遺伝子が欠損したCHO細胞（WO2005/035586、WO02/31140
）などを用いることもできる。
【０１４９】
　発現ベクターの導入後、遺伝子組換え抗体を安定に発現する形質転換株は、G418硫酸塩
（以下、G418と表記する）などの薬剤を含む動物細胞培養用培地で培養することにより選
択する（特開平2-257891）。
　動物細胞培養用培地には、RPMI1640培地（インビトロジェン社製）、GIT培地（日本製
薬社製）、EX-CELL301培地（ジェイアールエイチ社製）、IMDM培地（インビトロジェン社
製）、Hybridoma-SFM培地（インビトロジェン社製）、またはこれら培地にFBSなどの各種
添加物を添加した培地などを用いる。得られた形質転換株を培地中で培養することで培養
上清中に遺伝子組換え抗体を発現蓄積させる。培養上清中の遺伝子組換え抗体の発現量お
よび抗原結合活性はELISA法などにより測定できる。また、形質転換株は、DHFR増幅系（
特開平2-257891）などを利用して遺伝子組換え抗体の発現量を上昇させることができる。
【０１５０】
　遺伝子組換え抗体は、形質転換株の培養上清よりプロテインA-カラムを用いて精製する
[Monoclonal Antibodies - Principles and practice, Third edition, Academic Press 
(1996)、Antibodies - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)]
。また、ゲル濾過、イオン交換クロマトグラフィーおよび限外濾過などの蛋白質の精製で
用いられる方法を組み合わせることもできる。
【０１５１】
　精製した遺伝子組換え抗体のH鎖、L鎖或いは抗体分子全体の分子量は、ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動法[Nature, 227, 680 (1970)]、またはウェスタンブロッティング法[Mo
noclonal Antibodies - Principles and practice, Third edition, Academic Press (19
96)、Antibodies - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory(1988)]など
用いて測定することができる。
3．精製モノクローナル抗体またはその抗体断片の活性評価
　精製した本発明のモノクローナル抗体またはその抗体断片の活性評価は、以下のように
行うことができる。
【０１５２】
　CD4発現細胞株に対する結合活性は、前述の1-（6a）記載のバインディングアッセイお
よび（6b）記載のBiacoreシステムなどを用いた表面プラズモン共鳴法を用いて測定する
。また、蛍光抗体法[Cancer Immunol. Immunother., 36, 373 (1993)]などを用いて測定
できる。
　抗原陽性培養細胞株に対するCDC活性、またはADCC活性は公知の測定方法[Cancer Immun
ol. Immunother., 36, 373 (1993)]により測定する。
4．抗体のエフェクター活性を制御する方法
　本発明の抗CD4モノクローナル抗体のエフェクター活性を制御する方法としては、抗体
のFc領域の297番目のアスパラギン（Asn）に結合するN結合複合型糖鎖の還元末端に存在
するN-アセチルグルコサミン（GlcNAc）にα-1,6結合するフコース（コアフコースともい
う）の量を制御する方法（WO2005/035586、WO2002/31140、WO00/61739）や、抗体のFc領
域のアミノ酸残基を改変することで制御する方法などが知られている。本発明の抗CD4モ
ノクローナル抗体にはいずれの方法を用いても、エフェクター活性を制御することができ
る。
【０１５３】
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　エフェクター活性とは、抗体のFc領域を介して引き起こされる抗体依存性の活性をいい
、抗体依存性細胞傷害活性（ADCC活性）、補体依存性傷害活性（CDC活性）や、マクロフ
ァージや樹状細胞などの食細胞による抗体依存性ファゴサイトーシス（Antibody-depende
nt phagocytosis,ADP活性）などが知られている。
　抗体のFcのN結合複合型糖鎖のコアフコースの含量を制御することで、抗体のエフェク
ター活性を増加または低下させることができる。抗体のFcに結合しているN結合複合型糖
鎖に結合するフコースの含量を低下させる方法としては、α1，6-フコース転移酵素遺伝
子が欠損したCHO細胞を用いて抗体を発現することで、フコースが結合していない抗体を
取得することができる。フコースが結合していない抗体は高いADCC活性を有する。一方、
抗体のFcに結合しているN結合複合型糖鎖に結合するフコースの含量を増加させる方法と
しては、α1，6-フコース転移酵素遺伝子を導入した宿主細胞を用いて抗体を発現させる
ことで、フコースが結合している抗体を取得できる。フコースが結合している抗体は、フ
コースが結合していない抗体よりも低いADCC活性を有する。
【０１５４】
　また、抗体のFc領域のアミノ酸残基を改変することでADCC活性やCDC活性を増加または
低下させることができる。Fc領域のアミノ酸残基改変を行うことで、FcγRへの結合活性
を増加させるあるいは低下させることによりADCC活性を制御することができるし、Fc領域
のアミノ酸残基改変を行うことで、補体の結合活性を増加させるあるいは低下させること
によりCDC活性を制御することができる。例えば、US2007/0148165に記載のFc領域のアミ
ノ酸配列を用いることで、抗体のCDC活性を増加させることができる。また、US6,737,056
、US7,297,775、やUS7,317,091、WO2005/070963に記載のアミノ酸改変を行うことで、ADC
C活性またはCDC活性を、増加させることも低下させることもできる。
【０１５５】
　更に、上述の糖鎖を制御する方法とFc領域のアミノ酸残基改変を行う方法を組み合わせ
ることにより、抗体のエフェクター活性が制御された抗体を取得することができる。
5．本発明の抗CD4モノクローナル抗体またはその抗体断片を用いた疾患の治療方法
　本発明のモノクローナル抗体またはその抗体断片は、CD4陽性細胞が関与する疾患の治
療に用いることができる。
【０１５６】
　本発明のモノクローナル抗体またはその抗体断片、またはこれらの誘導体を含有する治
療剤は、有効成分としての該抗体もしくは該抗体断片、またはこれらの誘導体のみを含む
ものであってもよいが、通常は薬理学的に許容される1以上の担体と一緒に混合し、製剤
学の技術分野において公知の方法により製造した医薬製剤として提供される。
　投与経路には、経口投与、または口腔内、気道内、直腸内、皮下、筋肉内あるいは静脈
内などの非経口投与があげられ、投与形態としては、噴霧剤、カプセル剤、錠剤、散剤、
顆粒剤、シロップ剤、乳剤、座剤、注射剤、軟膏、またはテープ剤などがあげられる。
【０１５７】
　経口投与に適当な製剤は、乳剤、シロップ剤、カプセル剤、錠剤、散剤、または顆粒剤
などである。
　乳剤またはシロップ剤のような液体調製物は、水、ショ糖、ソルビトールあるいは果糖
などの糖類、ポリエチレングリコールあるいはプロピレングリコールなどのグリコール類
、ごま油、オリーブ油あるいは大豆油などの油類、p-ヒドロキシ安息香酸エステル類など
の防腐剤、またはストロベリーフレーバーあるいはペパーミントなどのフレーバー類など
を添加剤として用いて製造する。
【０１５８】
　カプセル剤、錠剤、散剤または顆粒剤などは、乳糖、ブドウ糖、ショ糖あるいはマンニ
トールなどの賦形剤、デンプンあるいはアルギン酸ナトリウムなどの崩壊剤、ステアリン
酸マグネシウムあるいはタルクなどの滑沢剤、ポリビニルアルコール、ヒドロキシプロピ
ルセルロースあるいはゼラチンなどの結合剤、脂肪酸エステルなどの界面活性剤またはグ
リセリンなどの可塑剤などを添加剤として用いて製造する。
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【０１５９】
　非経口投与に適当な製剤としては、注射剤、座剤または噴霧剤などである。
　注射剤は、塩溶液、ブドウ糖溶液、またはその両者の混合物からなる担体などを用いて
製造する。
　座剤はカカオ脂、水素化脂肪またはカルボン酸などの担体を用いて製造する。
　噴霧剤は受容者の口腔および気道粘膜を刺激せず、かつ本発明のモノクローナル抗体ま
たはその抗体断片を微細な粒子として分散させ、吸収を容易にさせる担体などを用いて製
造する。担体としては、例えば乳糖またはグリセリンなどを用いる。また、エアロゾルま
たはドライパウダーとして製造することもできる。
【０１６０】
　さらに、上記非経口剤においても、経口投与に適当な製剤で添加剤として例示した成分
を添加することもできる。
6．本発明の抗CD4モノクローナル抗体またはその抗体断片を用いた疾患の診断方法
　本発明のモノクローナル抗体または該抗体断片を用いて、CD4またはCD4が発現した細胞
を検出または測定することにより、CD4が関連する疾患を診断することができる。
【０１６１】
　CD4が関連する疾患の一つである癌の診断は、例えば、以下のようにCD4の検出または測
定して行うことができる。
　患者体内の癌細胞に発現しているCD4をフローサイトメーターなどの免疫学的手法を用
いて検出することにより診断を行うことができる。
　免疫学的手法とは、標識を施した抗原または抗体を用いて、抗体量または抗原量を検出
または測定する方法である。例えば、放射性物質標識免疫抗体法、酵素免疫測定法、蛍光
免疫測定法、発光免疫測定法、ウェスタンブロット法または物理化学的手法などを用いる
。
【０１６２】
　放射性物質標識免疫抗体法は、例えば、抗原または抗原を発現した細胞などに、本発明
の抗体または該抗体断片を反応させ、さらに放射線標識を施した抗イムノグロブリン抗体
または結合断片を反応させた後、シンチレーションカウンターなどで測定する。
　酵素免疫測定法は、例えば、抗原または抗原を発現した細胞などに、本発明の抗体また
は該抗体断片を反応させ、さらに標識を施した抗イムノグロブリン抗体または結合断片を
反応させた後、発色色素を吸光光度計で測定する。例えばサンドイッチELISA法などを用
いる。酵素免疫測定法で用いる標識体としては、公知[酵素免疫測定法，　医学書院　（1
987）]の酵素標識を用いることができる。例えば、アルカリフォスファターゼ標識、ペル
オキシダーゼ標識、ルシフェラーゼ標識、またはビオチン標識などを用いる。サンドイッ
チELISA法は、固相に抗体を結合させた後、検出または測定対象である抗原をトラップさ
せ、トラップされた抗原に第2の抗体を反応させる方法である。該ELISA法では、検出また
は測定したい抗原を認識する抗体または抗体断片であって、抗原認識部位の異なる2種類
の抗体を準備し、そのうち、第1の抗体または抗体断片を予めプレート（例えば、96ウェ
ルプレート）に吸着させ、次に第2の抗体または抗体断片をFITCなどの蛍光物質、ペルオ
キシダーゼなどの酵素、またはビオチンなどで標識しておく。上記の抗体が吸着したプレ
ートに、生体内から分離された、細胞またはその破砕液、組織またはその破砕液、細胞培
養上清、血清、胸水、腹水、または眼液などを反応させた後、標識したモノクローナル抗
体または抗体断片を反応させ、標識物質に応じた検出反応を行う。濃度既知の抗原を段階
的に希釈して作製した検量線より、被験サンプル中の抗原濃度を算出する。サンドイッチ
ELISA法に用いる抗体としては、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体のいずれ
を用いてもよく、Fab、Fab’、またはF（ab）2などの抗体フラグメントを用いてもよい。
サンドイッチELISA法で用いる2種類の抗体の組み合わせとしては、異なるエピトープを認
識するモノクローナル抗体または抗体断片の組み合わせでもよいし、ポリクローナル抗体
とモノクローナル抗体または抗体断片との組み合わせでもよい。
【０１６３】
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　蛍光免疫測定法は、文献[Monoclonal Antibodies-Principles and practice, Third ed
ition,Academic Press (1996）、単クローン抗体実験マニュアル，　講談社サイエンティ
フィック　(1987)]などに記載された方法で測定する。蛍光免疫測定法で用いる標識体と
しては、公知[蛍光抗体法，　ソフトサイエンス社 (1983)]の蛍光標識を用いることがで
きる。例えば、FITC、またはRITCなどを用いる。
【０１６４】
　発光免疫測定法は文献[生物発光と化学発光　臨床検査42，　廣川書店 (1998)]などに
記載された方法で測定する。発光免疫測定法で用いる標識体としては、公知の発光体標識
があげられ、アクリジニウムエステル、ロフィンなどを用いる。
　ウェスタンブロット法は、抗原または抗原を発現した細胞などをSDS（ドデシル硫酸ナ
トリウム）-PAGE[Antibodies - A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory (
1988)]で分画した後、該ゲルをポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜またはニトロセルロース
膜にブロッティングし、該膜に抗原を認識する抗体または抗体断片を反応させ、さらにFI
TCなどの蛍光物質、ペルオキシダーゼなどの酵素標識、またはビオチン標識などを施した
抗マウスIgG抗体または結合断片を反応させた後、該標識を可視化することによって測定
する。一例を以下に示す。配列番号2で示されるアミノ酸配列を有するポリペプチドを発
現している細胞や組織を溶解し、還元条件下でレーンあたりのタンパク量として0．1～30
μgをSDS-PAGE法により泳動する。泳動されたタンパク質をPVDF膜にトランスファーし1～
10％BSAを含むPBS（以下、BSA-PBSと表記する）に室温で30分間反応させブロッキング操
作を行う。ここで本発明のモノクローナル抗体を反応させ、0．05～0．1％のTween-20を
含むPBS（以下、Tween-PBSと表記する）で洗浄し、ペルオキシダーゼ標識したヤギ抗マウ
スIgGを室温で2時間反応させる。Tween-PBSで洗浄し、ECL Western Blotting Detection 
Reagents(アマシャム社製）などを用いてモノクローナル抗体が結合したバンドを検出す
ることにより、配列番号2で示されるアミノ酸配列を有するポリペプチドを検出する。ウ
ェスタンブロッティングでの検出に用いられる抗体としては、天然型の立体構造を保持し
ていないポリペプチドに結合できる抗体が用いられる。
【０１６５】
　物理化学的手法は、例えば、抗原であるCD4と本発明のモノクローナル抗体またはその
抗体断片とを結合させることにより凝集体を形成させて、この凝集体を検出することによ
り行う。この他に物理化学的手法として、毛細管法、一次元免疫拡散法、免疫比濁法ある
いはラテックス免疫比濁法[臨床検査法提要，　金原出版 (1998)]などを用いることもで
きる。ラテックス免疫比濁法は、抗体または抗原を感作させた粒径0．1～1μm程度のポリ
スチレンラテックスなどの担体を用い、対応する抗原あるいは抗体により抗原抗体反応を
起こさせると、反応液中の散乱光は増加し、透過光は減少する。この変化を吸光度あるい
は積分球濁度として検出することにより被験サンプル中の抗原濃度などを測定する。
【０１６６】
　一方、CD4が発現している細胞の検出または測定は、公知の免疫学的検出法を用いるこ
とができるが、好ましくは免疫沈降法、免疫細胞染色法、免疫組織染色法または蛍光抗体
染色法などを用いる。
　免疫沈降法は、CD4を発現した細胞などを本発明のモノクローナル抗体またはその抗体
断片と反応させた後、プロテインG-セファロースなどのイムノグロブリンに特異的な結合
能を有する担体を加えて抗原抗体複合体を沈降させる。または以下のような方法によって
も行なうことができる。ELISA用96ウェルプレートに上述した本発明のモノクローナル抗
体またはその抗体断片を固相化した後、BSA-PBSによりブロッキングする。抗体が、例え
ばハイブリドーマ培養上清などの精製されていない状態である場合には、抗マウスイムノ
グロブリン、抗ラットイムノグロブリン、プロテイン-Aまたはプロテイン-Gなどをあらか
じめELISA用96ウェルプレートに固相化し、BSA-PBSでブロッキングした後、ハイブリドー
マ培養上清を分注して結合させる。次に、BSA-PBSを捨てPBSでよく洗浄した後、CD4を発
現している細胞や組織の溶解液を反応させる。よく洗浄した後のプレートより免疫沈降物
をSDS-PAGE用サンプルバッファーで抽出し、上記のウェスタンブロッティングにより検出
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する。
【０１６７】
　免疫細胞染色法または免疫組織染色法は、抗原を発現した細胞または組織などを、場合
によっては抗体の通過性を良くするため界面活性剤やメタノールなどで処理した後、本発
明のモノクローナル抗体と反応させ、さらにFITCなどの蛍光標識、ペルオキシダーゼなど
の酵素標識またはビオチン標識などを施した抗イムノグロブリン抗体またはその結合断片
と反応させた後、該標識を可視化し、顕微鏡にて顕鏡する方法である。また、蛍光標識の
抗体と細胞を反応させ、フロ-サイトメーターにて解析する蛍光抗体染色法[Monoclonal A
ntibodies - Principles and practice, Third edition,Academic Press (1996)、単クロ
ーン抗体実験マニュアル，　講談社サイエンティフィック　(1987)]により検出を行うこ
とができる。特に、CD4の細胞外領域に結合する、本発明のモノクローナル抗体またはそ
の抗体断片は、蛍光抗体染色法により天然型の立体構造を保持して発現している細胞の検
出ができる。
【０１６８】
　また、蛍光抗体染色法のうち、FMAT8100HTSシステム（アプライドバイオシステム社製
）などを用いた場合には、形成された抗体-抗原複合体と、抗体-抗原複合体の形成に関与
していない遊離の抗体または抗原とを分離することなく、抗原量または抗体量を測定でき
る。
　以下、本発明を実施例により具体的に説明するが、本発明は下記実施例に限定されるも
のではない。
【実施例１】
【０１６９】
CD4トランスフェクタントの作製
（1）CD4発現ベクターの作製
　ヒトCD4遺伝子配列が組み込まれたベクターは、ベクターpCMV-SPORT6にヒトCD4遺伝子
が組み込まれたベクター（Open Biosystems社製、Clone No.5226427、以下pCMV-CD4と記
す）から以下のようにして作製した。
【０１７０】
　CD4遺伝子断片は、pCMV-CD4を鋳型とし、配列番号79、80で表される塩基配列を有する
プライマーを用いて通常のPCR法により増幅した。PCR産物をPCR Purification Kit（QIAG
EN社製）により精製し、EcoRIおよびSpeIで制限酵素処理した。ベクターpBluescript II 
sk(-)（ストラタジーン社製）（以下、pBSと記す）も同様にEcoRIおよびSpeIで制限酵素
処理を行い、これら2種類の断片をLigation high（TOYOBO社製）を用いて添付の説明書に
従って連結した。得られた組換えプラスミドDNA溶液を用いて大腸菌DH5α株（TOYOBO社製
）を形質転換した。形質転換株のクローンよりプラスミドDNAを調製して制限酵素処理に
より確認し、CD4遺伝子が挿入されたプラスミドpBS/CD4を取得した。こうして得られたCD
4遺伝子が組み込まれたpBS/CD4、および動物細胞用発現ベクターpKANTEX93（WO97/10354
）をEcoRIおよびSpeIで制限酵素処理した。その反応液をアガロースゲル電気泳動により
分画し、CD4のEcoRI-SpeI断片およびpKANTEX93のEcoRI-SpeI断片をそれぞれ回収した。こ
れら2種類の断片をLigation high（TOYOBO社製）を用いて添付の説明書に従って連結した
。得られた組換えプラスミドDNA溶液を用いて大腸菌DH5α株（TOYOBO社製）を形質転換し
た。形質転換株のクローンよりプラスミドDNAを調製して制限酵素処理により確認し、CD4
遺伝子が挿入されたプラスミドpKANTEX/CD4を取得した。該プラスミドに関して、BigDye 
Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit（PEバイオシステムズ社製）を用
いて、添付の説明書に従って反応後、同社のシーケンサーABI PRISM3700により塩基配列
を解析した。その結果、ヒトCD4をコードするcDNAがクローニングされたベクターpKANTEX
/CD4を取得した。ベクター構築の概略図を図1に示した。
（2）CD4発現CHO/DG44細胞の作製
　上記（1）で作製したCD4発現ベクターpKANTEX/CD4を、エレクトロポレーション法[Cyto
technology, 3, 133(1990）]により、以下のようにしてCHO/DG44細胞[Somatic Cell and 
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Molecular Genetics, 12, 555 (1986)]へ導入した。細胞は、10％ウシ胎児血清（ライフ
テクノロジーズ社製）およびGentamicin（ナカライテスク社製、50μg/mL）を添加したIM
DM培地（インビトロジェン社製）（以下、A3倍地と表記する）に、1×HT supplement（イ
ンビトロジェン社製）を添加した培地で継代したものを用いた。CHO/DG44細胞を137nmol/
L塩化カリウム、2．7nmol/L塩化ナトリウム、8．1mmol/Lリン酸一水素二ナトリウム、1．
5nmol/Lリン酸二水素一ナトリウムおよび4mmol/L塩化マグネシウムを含む緩衝液（以下、
K-PBSと表記する）に懸濁して8×106細胞/mLとし、得られた細胞懸濁液200μL（1．6×10
6個の細胞）を発現プラスミドpKANTEX/CD4（8μg）と混和した。この混和液をキュベット
（電極間距離2mm）に移し、GenePulserII（バイオラッド社製）を用いてパルス電圧0．35
kV、電気容量250μFの条件で遺伝子導入を行った。キュベットを氷上で静置後、キュベッ
ト中の細胞懸濁液を、A3培地を含む細胞培養用容器に懸濁し、37℃、5％炭酸ガス培養器
中で培養した。その後、G418（インビトロジェン社製、0．5mg/mL）を添加した培地で培
養し、G418に耐性を有する形質転換細胞株を取得した。更にメソトレキセートを培地に添
加し、段階的に濃度を上昇させることにより、CD4を高発現するクローンを選択し、CD4発
現CHO細胞株（CHO/CD4細胞、またはCD4トランスフェクタントと記す）を取得した。
【実施例２】
【０１７１】
CD4-Fcの作製
（1）CD4-Fc発現ベクターの作製
　実施例1（1）で作製した、ヒトCD4遺伝子が入ったベクターpBS/CD4とベクターpKANTEX9
3を混合して鋳型とし、配列番号79、80、81、82で表される4種の合成オリゴヌクレオチド
をプライマーとしてPCR反応を行った。この反応により、CD4タンパク質の細胞外領域をコ
ードする遺伝子とFc領域の遺伝子を連結した遺伝子配列を合成した（以下CD4‐Fc遺伝子
と表す）。こうして得られたPCR産物をアガロースゲル電気泳動により分画し、目的のCD4
‐Fc遺伝子（約2kbp）を切り出して精製した。精製産物をテンプレートとして配列番号79
、82で表される2種類のプライマーを用いて再度PCR反応を行うことにより、CD4-Fc遺伝子
を増幅した。このPCR産物をアガロースゲル電気泳動により分画し、約2kbpの目的遺伝子C
D4-Fcを切り出してEcoRIおよびSpeIで制限酵素処理することにより、CD4-Fc遺伝子のEcoR
I-SpeI断片を取得した。同様にベクターpKANTEX93をEcoRおよびSpeで制限酵素処理を行い
、これら2種類の断片をLigation High（TOYOBO社製）を用いて連結した。得られた組換え
プラスミドDNA溶液を用いて大腸菌DH5α株（TOYOBO社製）を形質転換した。形質転換株の
クローンよりプラスミドDNAを調製して制限酵素処理により確認し、CD4‐Fc遺伝子が挿入
されたプラスミドpKANTEX/CD4―Fcを取得した。該プラスミドに関して、BigDye Terminat
or Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit（PEバイオシステムズ社製）を用いて、添
付の説明書に従って反応後、同社のシーケンサーABI PRISM3700により塩基配列を解析し
た。その結果、CD4-FcをコードするcDNAがクローニングされたベクターpKANTEX/CD4-Fcを
取得した。ベクター構築の概略図を図2に示した。
（2）CD4-Fcの発現
　上記（1）で作製したpKANTEX/CD4‐Fcを用いて、常法[Antibody Engineering, A Pract
ical Guide，W．H.Freeman and Company（1992）]により、CD4-Fcを発現させたCHO細胞を
取得した（以下、CHO/CD4-Fcと記す）。
（3）可溶性CD4-Fcの精製
　上記（2）で作製したCHO/CD4-Fcを、実施例1（2）の方法と同様な培養条件で培養した
後、細胞懸濁液を回収し、3000rpm、4℃の条件で20分間の遠心分離を行い、培養上清を回
収した後、0．22μm孔径MillexGVフィルター（Millipore社製）を通して濾過滅菌した。
得られた培養上清よりProtein A High-capacityレジン（Millipore社製）カラムを用いて
、添付の説明書に従い、CD4-Fcタンパク質の精製を行った。
【実施例３】
【０１７２】
抗CD4モノクローナル抗体の作製
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（1）免疫原の調製
　抗CD4モノクローナル抗体を取得するため、リコンビナントヒトCD4（R＆Dシステム社製
、カタログ番号　514-CD/CF）凍結乾燥品をダルベッコリン酸バッファー（Phosphate　bu
ffered saline：PBS）にて溶解したもの、または実施例2（3）で調整したヒトCD4-Fc融合
蛋白（以下CD4-Fcと表記する）を免疫原として用いた。
（2）動物の免疫と抗体産生細胞の調製
　リコンビナントヒトCD4または実施例2（3）で作製したCD4-Fcの20μgを水酸化アルミニ
ウムアジュバント〔Antibodies - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laborator
y, p99、1988〕2mgを百日咳ワクチン（千葉県血清研究所製）1×109細胞とともにSDラッ
ト（日本SLC社）に投与した。投与2週間後より、該CD4　20μgと水酸化アルミニウムアジ
ュバント2mgのみを1週間に1回、計4回投与した。該ラットの眼底静脈より部分採血し、そ
の血清抗体価をCD4バインディングELISAで確認し、十分な抗体価を示したラットから最終
免疫3日後に脾臓を摘出した。脾臓をMEM（Minimum Essential Medium）培地（日水製薬社
製）中で細断し、すりつぶして遠心分離（1200 rpm、5分間）した。得られた沈殿画分に
トリス-塩化アンモニウム緩衝液（pH7．6）を添加し、37℃で1分間処理することにより赤
血球を除去した。得られた沈殿画分（細胞画分）をMEM培地で3回洗浄し、細胞融合に用い
た。
（3）CD4バインディングELISA
　アッセイには96ウェルのELISA用プレート（グライナー社）を用いた。実施例1（1）で
調製した2μg/mLリコンビナントヒトCD4をプレートに50μL/ウェルで分注し、4℃で一晩
静置して吸着させたものを用いた。該プレートをPBSで洗浄後、1％牛血清アルブミン（BS
A）-PBS（以下、BSA-PBSと記す）を100μL/ウェル加え、室温で1時間静置して残っている
活性基をブロックした。その後、BSA-PBSを捨て、該プレートに一次抗体として被免疫ラ
ット血清を適宜希釈して50μL/ウェル分注し、2時間静置した。該プレートを0．05％ポリ
オキシエチレン（20）ソルビタンモノラウレート[（ICI社商標Tween 20相当品：和光純薬
工業社製）]/PBS（以下Tween‐PBSと表記）で洗浄後、2次抗体としてペルオキシダーゼ標
識ヤギ抗ラットIgG（H＋L鎖）抗体（ZYMED社）を50μL/ウェル加えて1時間室温で静置し
た。該プレートをTween‐PBSで洗浄し、ABTS〔2．2‐アジノビス（3‐エチルベンゾチア
ゾール-6-スルホン酸）アンモニウム〕基質液〔1 mmoL/L　ABTS、．1moL/L　クエン酸バ
ッファー（pH4．2）、0．1％H2O2〕を50μL/ウェル添加して発色させ、5％SDS（Sodium L
auryl Sulfate）溶液を50μL/ウェル添加して反応を止めてOD415nmの吸光度をプレートリ
ーダーEmax（Molecular Devices社）を用いて測定した。
（4）マウス骨髄腫細胞の調製
　8-アザグアニン耐性マウス骨髄腫細胞株P3X63Ag8U.1（P3-U1：ATCCより購入）を10％ウ
シ胎児血清添加RPMI1640（インビトロジェン社）で培養し、細胞融合時に2×107個以上の
細胞を確保し、細胞融合に親株として供した。
（5）FMAT法による培養上清の測定
　実施例1で作製したCD4トランスフェクタントまたは陰性対象としてCHO/DC44細胞を、96
ウェルFMAT用プレート（アプライドバイオシステム社製）に、1×104細胞/50μL/ウェル
の細胞数で播種し、37℃、5％CO2インキュベーター内で一晩培養した。該プレートにハイ
ブリドーマの培養上清を10μL/ウェル添加し、すぐにBSA-PBSで希釈したAlexa-647標識ヤ
ギ抗ラットIgG（H+L）抗体（インビトロジェン社製）を50μL/ウェル加え、遮光して室温
で3時間静置した。その後、レーザー光　633nm　He/Neで励起される650nm～685nmの波長
を、8200 Cellular Detection System（アプライドバイオシステム社製）を用いて測定し
た。以下、この測定法をFMAT法とする。
（6）ハイブリドーマの作製
　実施例3（2）で得られたマウス脾細胞と実施例3（4）で得られた骨髄腫細胞とを10：1
になるよう混合し、遠心分離（1200rpm、5分間）した。得られた沈澱画分の細胞群をよく
ほぐした後、攪拌しながら、37℃で、ポリエチレングリコール-1000（PEG-1000）1g、Min
imum Essential Medium（以下、MEM培地）1mL、およびDMSO（ジメチルスルホキシド）0．
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35mLの混液を1×108個のマウス脾細胞あたり0．5mL加え、該懸濁液に1分間毎にMEM培地1m
Lを数回加えた後、MEM培地を加えて全量が50mLになるようにした。該細胞懸濁液を遠心分
離（900rpm、5分間）し、得られた沈澱画分の細胞をゆるやかにほぐした後、HAT培地〔10
％ウシ胎児血清添加RPMI1640培地にHAT Media Supplement（インビトロジェン社製）を加
えた培地〕100mL中にゆるやかに懸濁した。該懸濁液を96ウェル培養用プレートに200μL/
ウェルずつ分注し、5％CO2インキュベーター中、37℃で10～14日間培養した。培養後、培
養上清を実施例3（5）に記載のFMAT法で測定し、実施例1で作製したCHO/CD4には反応し、
CHO/DG44細胞には反応しないウェルを選択した。次に、選択されたCD4特異的抗体を産生
している細胞を、限界希釈法によるクローニングを2回繰り返して行い、抗CD4モノクロー
ナル抗体産生ハイブリドーマKM4065、KM4066、KM4067、KM4068およびKM4069を確立した。
【実施例４】
【０１７３】
抗CD4ラットモノクローナル抗体の活性評価
（1）FCMを用いたヒトCD4陽性セルラインに対する抗CD4ラットモノクローナル抗体の反応
性
1～5×105細胞のヒトT細胞リンパ腫細胞株HPB-ALLに、ヒトIgG（シグマ社製）を1mg/mL加
えて細胞をブロッキングし、抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065～KM4069および抗CD4
マウス抗体OKT4（BioLegend社製）をBSA-PBSで適宜希釈して添加し、全量を50μLとした
。これらの細胞懸濁液を氷上で60分間反応させた後、BSA-PBSを用いて細胞を2回洗浄した
。該細胞に、BSA-PBSで希釈調製したAlexa-488標識抗ラットIgG（H＋L）ヤギ抗体（イン
ビトロジェン社製）を50μL添加し、氷上で40分間反応させた。BSA-PBSで細胞を1回洗浄
した後、BSA-PBSに懸濁して、フローサイトメーター（ベックマン・コールター社製）用
いて、蛍光強度を測定した。
【０１７４】
　図3に、上記モノクローナル抗体を5、0．5および0．05μg/mLで反応させた場合の平均
蛍光強度（MFI値）を示す。抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065～KM4069、および抗CD
4マウス抗体OKT4はいずれも抗体濃度依存的にCD4陽性細胞株へ結合することが確認された
。
（2）Biacoreを用いたリコンビナントヒトCD4に対する抗CD4ラットモノクローナル抗体の
結合活性
　抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065～KM4069および市販抗ヒトCD4マウス抗体の、リ
コンビナントヒトCD4に対する結合活性を反応速度論的に解析するため、表面プラズモン
共鳴法（SPR法）を用いて結合活性測定を行った。以下の操作は全てBiacore T100（GEヘ
ルスケアバイオサイエンス社製）を用いて行った。Mouse Antibody Capture Kit（GEヘル
スケアバイオサイエンス社製）を用い、添付のプロトコールに従い、抗マウスIgG抗体を
アミンカップリング法によりCM5センサーチップ（GEヘルスケアバイオサイエンス社製）
に固層化した。抗マウスIgG抗体を固層化したチップに、抗CD4ラットモノクローナル抗体
KM4065～KM4069、Leu-3a（BDバイオサイエンス）、OKT4（バイオレジェンド）および13B8
．2（ベックマンコールター）をぞれぞれ添加し、100RU（レゾナンス ユニット）になる
ようにセンサーチップ上にキャプチャーさせた。その後2500ng/mLから5段階に希釈したリ
コンビナントヒトCD4（R＆D社製）を、30μL/minの速度でチップ上に流し、各濃度におけ
るセンサーグラムを取得した。装置添付の解析ソフトを用い、1：1バインディングモデル
を用いて解析し、各抗体のヒトCD4に対する結合速度定数ka及び解離速度定数kdを算出し
た。
【０１７５】
　その結果、取得した各抗体の結合速度定数（以下、kaと記す）、解離速度定数（以下、
kdと記す）および解離定数KD（kd/ka）を表2に示した。
　表2に示すように、抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065およびKM4066は既存抗体より
も高いアフィニティ-を示した。
【０１７６】
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【表２】

【０１７７】
（3）抗CD4ラットモノクローナル抗体のCD4トランスフェクタントに対する補体依存性細
胞傷害活性（CDC活性）の評価
　実施例1で作製したCD4トランスフェクタントに対する抗CD4ラットモノクローナル抗体K
M4066～KM4068および抗CD4マウス抗体OKT4のCDC活性を、ラットハイブリドーマの培養上
清を用いて、以下に示す方法に従って測定した。
【０１７８】
　CD4トランスフェクタントをPBSで洗浄後、10％ウシ胎児血清（FBS）を含むRPMI1640培
地（和光純薬工業社製）で洗浄し、同培地で至適濃度に調製して標的細胞懸濁液とした。
1ウェル当たり5×104個となるよう、標的細胞懸濁液を96well平底プレート（住友ベーク
ライト社製）に分注し、更に、適当な濃度に調製した抗CD4キメラ抗体溶液及び終濃度が2
5％のヒト補体（SIGMA社製）を添加し、全量100μL/ウェルに調製した。また、陰性対照
として抗体を含まない反応ウェル（0％細胞傷害活性ウェル）、陽性対照として細胞を含
まない反応ウェル（100％細胞傷害活性ウェル）をそれぞれ用意した。37℃、5％CO2イン
キュベーターにおいて3時間反応を行った。反応終了後、各反応ウェルに10μLのWST-1試
薬（ロシュ社製）を加え、37℃で3時間程度反応させ、各ウェルにおけるOD450をプレート
リーダーEmax（Molecular Devices社）を用いて測定した。各ウェルの吸光度より以下の
式を用いてCDC活性（細胞傷害活性[％]）を算出した。
（式）
CDC活性（細胞傷害活性[％]）＝100×｛1-（反応ウェルの吸光度―100％Lysisウェルの吸
光度）/（0％Lysisウェルの吸光度―100％Lysisウェルの吸光度）｝
　その結果を図4に示した。図4に示されるように、既存の抗CD4マウス抗体OKT4はCDC活性
を有し、同様に本発明で取得した抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4066～KM4068は、い
ずれのクローンもCDC活性を示した。
【実施例５】
【０１７９】
　抗CD4モノクローナル抗体の可変領域をコードするcDNAの単離、解析
（1）抗CD4モノクローナル抗体産生ハイブリドーマ細胞からのmRNAの調製
　実施例3で取得した各ハイブリドーマKM4065～KM4069それぞれ、5×107～1×108個の細
胞より、RNAeasy Mini kit（QIAGEN社製）およびOligotexTM-dT30<Super>mRNA Purificat
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ion Kit（TaKaRa社製）を用いて、それぞれ添付の使用説明書に従い、各抗CD4ラットモノ
クローナル抗体のmRNAを調製した。
（2）抗CD4モノクローナル抗体のH鎖およびL鎖可変領域の遺伝子クローニング
　実施例5（1）で取得したモノクローナル抗体のmRNA　0.5μgから、SMART RACE cDNA Am
plification Kit（Clontech社製）を用いて、添付の使用説明書に従ってcDNAを取得した
。取得したcDNAを鋳型として、キット添付のユニバーサルプライマーAmixと、ラットIgG1
に特異的なプライマー（配列番号3）、ラットIgG2aに特異的なプライマー（配列番号4）
、またはIgG2bに特異的なプライマー（配列番号5）とを用いて、それぞれPCR反応を行い
、各抗体の重鎖可変領域（以下、VHと記す）のcDNA断片を増幅した。また抗体の各サブク
ラス特異的プライマーの代わりにラットIg（κ）特異的プライマー（配列番号6）を用い
てPCRを行い、各抗体の軽鎖可変領域（以下、VLと記す）のcDNA断片を増幅した。いずれ
の抗体サブクラスにおいても、PCR反応は、94℃で5分間加熱後、94℃で15秒間、72℃で3
分間からなる反応サイクルを5回、94℃で15秒間、70℃で30秒間、72℃で3分間からなる反
応サイクルを5回、94℃で15秒間、68℃で30秒間、72℃で3分間からなる反応サイクルを30
回それぞれ行った後、72℃で10分間反応させて行った。PCR反応は、PTC-200 DNA Engine
（BioRad社製）を用いて行った。
【０１８０】
　次に、クローニングして塩基配列を決定するため、取得したPCR産物をアガロースゲル
電気泳動で分離し、VH遺伝子断片およびVL遺伝子断片をGel Extraction Kit（QIAGEN社製
）を用いて、ぞれぞれ抽出した。次に、Target Clone Plus（TOYOBO社製）を用いて、添
付の説明書に従って、得られた抽出断片にデオキシアデニン（dA）を付加した後、pTA2ベ
クターに各抗体のVHまたはVLを組み込んだ。こうして得られたベクターを用いて、Compet
ent Quick（TOYOBO社製）の付属の取扱説明書に従って大腸菌DH5α株を形質転換した。得
られた形質転換体より自動プラスミド抽出機（クラボウ社製）を用いてプラスミドを抽出
した。クローニングしたPCR産物の塩基配列は、抽出したプラスミドを、BigDye Terminat
or Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit（PEバイオシステムズ社製）を用いて、添
付の説明書に従って反応させた後、同社のシーケンサーABI PRISM3700を用いて解析した
。その結果、cDNAの5’末端に開始コドンと推定されるATG配列が存在する、完全長のVHの
cDNAを含むプラスミドおよびVLのcDNAを含むプラスミドが取得された。クローニングの概
略を図5に示した。
（3）抗CD4モノクローナル抗体可変領域の遺伝子配列の解析
　実施例5（2）で得られたプラスミドに含まれていた、抗CD4モノクローナル抗体KM4065
～KM4069のVHの全塩基配列を配列番号7～11に、該配列から推定されるシグナル配列を含
んだVHの全アミノ酸配列を配列番号12～16に、またVLの全塩基配列を配列番号17～21に、
該配列から推定されるシグナル配列を含んだVLの全アミノ酸配列を配列番号22～26にそれ
ぞれ示した。既知のラット抗体の配列データ[SEQUENCES of Proteins of Immunological 
Interest、US Dept.Health and Human Services(1991）]との比較から、単離した各々のc
DNAは分泌シグナル配列を含む抗CD4モノクローナル抗体KM4065～KM4069の可変領域（以下
、V領域と記す）をコードする完全長cDNAであり、KM4065のH鎖については配列番号12に記
載のアミノ酸配列の1から19番目が、KM4065のL鎖については配列番号22に記載のアミノ酸
配列の1から20番目が分泌シグナル配列であり、KM4066のH鎖については配列番号13に記載
のアミノ酸配列の1から19番目が、KM4066のL鎖については配列番号23に記載のアミノ酸配
列の1から19番目が分泌シグナル配列であり、KM4067のH鎖については配列番号14に記載の
アミノ酸配列の1から18番目が、KM4067のL鎖については配列番号24に記載のアミノ酸配列
の1から20番目が分泌シグナル配列であり、KM4068のH鎖については配列番号15に記載のア
ミノ酸配列の1から19番目が、KM4068のL鎖については配列番号25に記載のアミノ酸配列の
1から20番目が分泌シグナル配列であり、KM4069のH鎖については配列番号16に記載のアミ
ノ酸配列の1から19番目が、KM4069のL鎖については配列番号26に記載のアミノ酸配列の1
から20番目が分泌シグナル配列であることが明らかとなった。
【０１８１】
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　次に、抗CD4モノクローナル抗体KM4065～KM4069のVHおよびVLのアミノ酸配列の新規性
について検討した。配列解析システムとしてGCG Package（version 9．1、Genetics Comp
uter Group社製）を用い、既存のタンパク質のアミノ酸配列データベースをBLASTP法[Nuc
leic Acids Res．，25,3389(1997)]により検索した。その結果、VH、VLともに完全に一致
するアミノ酸配列は認められず、抗CD4モノクローナル抗体KM4065～KM4069のVHおよびVL
は新規なアミノ酸配列を有していることが確認された。
【０１８２】
　また、各モノクローナル抗体のVHおよびVLのCDRを、既知の抗体のアミノ酸配列と比較
することにより同定した。抗CD4モノクローナル抗体KM4065のVHのCDR1、CDR2およびCDR3
のアミノ酸配列を配列番号27、28および29に、VLのCDR1、CDR2およびCDR3のアミノ酸配列
を配列番号30、31および32にそれぞれ示した。抗CD4モノクローナル抗体KM4066のVHのCDR
1、CDR2およびCDR3のアミノ酸配列を配列番号33、34および35に、VLのCDR1、CDR2およびC
DR3のアミノ酸配列を配列番号36、37および38にそれぞれ示した。抗CD4モノクローナル抗
体KM4067のVHのCDR1、CDR2およびCDR3のアミノ酸配列を配列番号39、40および41に、VLの
CDR1、CDR2およびCDR3のアミノ酸配列を配列番号42、43および44にそれぞれ示した。抗CD
4モノクローナル抗体KM4068のVHのCDR1、CDR2およびCDR3のアミノ酸配列を配列番号45、4
6および47に、VLのCDR1、CDR2およびCDR3のアミノ酸配列を配列番号48、49および50にそ
れぞれ示した。抗CD4モノクローナル抗体KM4069のVHのCDR1、CDR2およびCDR3のアミノ酸
配列を配列番号51、52および53に、VLのCDR1、CDR2およびCDR3のアミノ酸配列を配列番号
54、55および56にそれぞれ示した。
【実施例６】
【０１８３】
　抗CD4キメラ抗体の作製
（1）抗CD4キメラ抗体発現ベクターの構築
　本発明で作製するキメラ抗体は、実施例5（2）で得られた抗CD4ラットモノクローナル
抗体の重鎖および軽鎖の可変領域に、US2007/0148165に開示されているヒトIgG1抗体のFc
領域の一部をヒトIgG3抗体のFcに置換したアミノ酸配列からなる、強いCDC活性を有する
重鎖定常領域（以下、113F型と記す）およびヒトκの軽鎖定常領域をそれぞれ連結したキ
メラ抗体である。方法としては、抗CD20抗体の可変領域が含まれる高CDC型キメラ抗体発
現ベクターPKTX93/113F（US2007/0148165に記載）と、実施例5（2）で得られた各モノク
ローナル抗体のVHまたはVLが含まれているpTA2ベクターを用いて、抗CD4キメラ抗体発現
ベクターを以下のようにして構築した（図5、図6）。
【０１８４】
　各モノクローナル抗体のVHまたはVLが含まれたTA2ベクターを鋳型として100ng使用し、
10×KOD Plus緩衝液5μL、2mmol/L dNTP　5μL、25mmol/Lの塩化マグネシウムを2μL、DM
SOを2．5μL、KOD plus　polymerase（TOYOBO社製）を1μL、各抗CD4ラットモノクローナ
ル抗体のVHおよびVLに特異的な10μmol/Lのプライマーを、それぞれ1μLを含む、全量50
μLからなる溶液を調製した。該調製した溶液を用いて、94℃で2分間加熱後、94℃で15秒
間、60．6℃で30秒間、68℃で1分間の反応を30サイクルのPCR反応を行った。KM4065のVH
のプライマーは配列番号57および58、VLのプライマーは配列番号59および60、KM4066のVH
のプライマーは配列番号61および62、VLのプライマーは配列番号63および64、KM4067のVH
のプライマーは配列番号65および66、VLのプライマーは配列番号67および68、KM4068のVH
のプライマーは配列番号69および70、VLのプライマーは配列番号71および72、KM4069のVH
のプライマーは配列番号73および74、VLのプライマーは配列番号75および76に示す。
【０１８５】
　それぞれのPCR反応産物をPCR Purification Kit(QIAGEN社製）を用いて精製した。得ら
れた各抗体のVHは、ApaI（New England Biolabs社製）およびNotI（New England Biolabs
社製）を用いて制限酵素処理を行い、VHのNotI-ApaI断片を取得した。また、各抗体のVL
は、BsiWI（New England Biolabs社製）およびEcoRI（New England Biolabs社製）を用い
て制限酵素処理を行い、VLのEcoRI-BsiWI断片を取得した。高CDC型キメラ抗体発現ベクタ
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ーPKTX93/113Fも、同様にNotIおよびApaI、またはEcoRIおよびBsiWIで制限酵素処理を行
った。以下は、実施例1（1）と同様の方法で行い、抗CD4モノクローナル抗体KM4065～KM4
069のVHをコードするcDNAがクローニングされたベクターと、抗CD4モノクローナル抗体KM
4065～KM4069のVLをコードするcDNAがクローニングされたベクターを取得した。取得した
各抗体のVHまたはVLが組み込まれたPKTX93/113FベクターにEcoRIおよびNotIを加えて制限
酵素処理を行い、VLのEcoRI-NotI断片と、VHが組み込まれたPKTX93/113FベクターのNotI-
EcoRI断片を取得した。以下は、実施例1（1）と同様の方法で行い、抗CD4モノクローナル
抗体KM4065～KM4069のVHおよびVLをコードするcDNAがそれぞれクローニングされた、抗CD
4キメラ抗体発現ベクターを取得した。ベクター構築の概略図を図6に示した。また、抗CD
4モノクローナル抗体KM4065～KM4069から作製した抗CD4キメラ抗体を、それぞれ抗CD4キ
メラ抗体KM4045～KM4049とした（表3）。
【０１８６】
【表３】

【０１８７】
（2）動物細胞を用いた抗CD4キメラ抗体の発現
　実施例6（1）で得られた抗CD4キメラ抗体発現ベクターを用いて抗CD4キメラ抗体の動物
細胞での発現を、常法[Antibody Engineering, A Practical Guide，W．H.Freeman and C
ompany（1992）]により行い、抗CD4キメラ抗体を産生する形質転換株KM4045～KM4049を取
得した。発現させる動物細胞株としては、α1，6-フコシルトランスフェラーゼ（FUT8）
の遺伝子をダブルノックアウトしたCHO/DG44細胞株(以下、FUT8ノックアウトCHO細胞)を
用いた。この宿主細胞株で発現させた抗体のN-結合型複合型糖鎖のコア部分には、フコー
スが付加されないことが知られている（WO2002/31140）。
（3）精製キメラ抗体の取得
　上記（2）で得られた形質転換株KM4045～KM4049を、通常の培養法で培養した後、細胞
懸濁液を回収し、3000rpm、4℃の条件で20分間の遠心分離を行い、培養上清を回収した後
、0．22μm孔径MillexGVフィルター（Millipore社製）を通して濾過滅菌した。得られた
培養上清よりProtein A High-capacityレジン（Millipore社製）カラムを用いて、添付の
説明書に従い、抗CD4キメラ抗体KM4045～KM4049を精製した。
（4）抗CD4ヒト抗体6G5のIgG1型抗体および113F型抗体の作製
　本発明の抗CD4モノクローナル抗体の活性と比較するために、既存の抗CD4ヒト抗体6G5
の可変領域と、通常のヒトIgGFc領域または高CDC活性型113F型Fc領域を有する2種類の抗
体（以下、6G5-1、6G5-113Fと略記する）を作製した。
【０１８８】
　抗CD4ヒト抗体6G5のVHおよびVLをコードする遺伝子は、US2006/0183195に開示されてい
る配列情報に基づき、それぞれ配列番号89～92の合成オリゴDNA、配列番号83～88の合成
オリゴDNAと、可変領域の両端に位置するT3プライマーおよびT7プライマーを用いて、PCR
反応を行って作製した。PCR反応で増幅した6G5抗体のVHまたはVL遺伝子断片をpBluescrip
t　II　sk（-）ベクター（ストラタジーン社製）と連結してサブクローニングを行った。
これ以降は、実施例1または実施例6（2）と同様にして行い、6G5.1-1発現ベクターおよび
6G5．1-113F発現ベクターを作製した（図7）。作製した6G5.1-1発現ベクターは、CHO/DG4
4細胞およびFUT8ノックアウトCHO細胞（WO2002/31140）の両方で発現させ、6G5．1-113F
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発現ベクターは、FUT8ノックアウトCHO細胞で発現させた。発現ベクターの導入、発現株
の取得、細胞培養および抗体精製は、上述実施例6（2）および（3）と同様にして行い、
その結果、抗体のN結合複合型糖鎖の還元末端に存在するN-アセチルグルコサミンにフコ
ースがα1,6結合している6G5-1抗体（以下、6G5-1と記す）、フコースが結合していない6
G5-1抗体（以下、6G5-Pと記す）および抗体のFc領域のN結合複合型糖鎖にフコースが結合
していない6G5-113F抗体（以下、6G5-113Fと記す）を取得した。
（5）抗CD4キメラ抗体のフコース含量測定
　WO2002/31140に記載の方法に従い、各抗CD4キメラ抗体および6G5-1抗体のFc領域のN結
合複合型糖鎖の還元末端に存在するN-アセチルグルコサミンの6位にフコースの1位がα結
合していない糖鎖の割合を調べた。結果を表4に示す。
【０１８９】
　この結果から、実施例6（3）で作製したキメラ抗体にはフコースが付加していないこと
が明らかになった。
【０１９０】

【表４】

【実施例７】
【０１９１】
抗CD4キメラ抗体の活性評価
　以下の（1）から（4）では、実施例6で得られた抗CD4キメラ抗体KM4045～KM4049、実施
例6（5）で作製した6G5-1、6G5-Pおよび6G5-113Fの活性評価を行った。
（1）バインディングELISA法による抗CD4キメラ抗体のリコンビナントヒトCD4への結合活
性評価
　バインディングELISAは、実施例2（3）と同様にして行った。1次抗体には実施例6で取
得した抗CD4キメラ抗体KM4045～KM4049、および6G5-1、6G5-P、6G5-113Fを、1μg/mLから
5倍希釈で段階的に希釈したものを用いた。結果を図8に示した。
【０１９２】
　その結果、抗CD4キメラ抗体KM4045～KM4049、6G5-1、6G5-Pおよび6G5-113Fは、いずれ
もリコンビナントヒトCD4に結合した。また、抗CD4キメラ抗体KM4045、KM4046、KM4048お
よびKM4049は、6G5-1、6G5-Pおよび6G5-113Fよりも、非常に強くリコンビナントCD4に結
合した。
（2）ビアコアによる抗CD4キメラ抗体のリコンビナントヒトCD4への結合活性評価
　抗CD4キメラ抗体KM4045～KM4049、6G5-1および6G5-PのリコンビナントヒトCD4に対する
結合活性を反応速度論的に解析するため、表面プラズモン共鳴法（SPR法）を用いて結合
活性測定を行った。以下の操作は全てBiacore　T100（GEヘルスケアバイオサイエンス社
製）を用いて行った。Human　Antibody　Capture　Kit（GEヘルスケアバイオサイエンス
社製）を用い、添付のプロトコールに従い、抗ヒトIgG抗体をアミンカップリング法によ
りCM5センサーチップ（GEヘルスケアバイオサイエンス社製）に固層化した。抗ヒトIgG抗
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体を固層化したチップに測定サンプル（抗CD4キメラ抗体KM4045～KM4049）を添加し、100
RU（resonance ユニット）になるようにキャプチャーさせた。その後、2500ng/mLから5段
階に希釈したリコンビナントヒトCD4（R＆D社製）を30μL/minの速度でチップ上に流し、
各濃度におけるセンサーグラムを取得した。装置添付の解析ソフトBiacore T100 Evaluat
ion software（Biacore社製）を用い、1：1バインディングモデルを用いて解析し、各抗
体のヒトCD4に対する結合速度定数ka及び解離速度定数kdを算出した。
【０１９３】
　その結果得られた各抗体の結合速度定数ka、解離速度定数kdおよび解離定数KD（kd/ka
）を表5に示した。
　表5に示すように、キメラ抗体KM4045～KM4049はいずれも、既存の抗CD4ヒト抗体6G5-1
を上回る高いアフィニティーを示した。
【０１９４】
【表５】

【０１９５】
*KM4045は解離が遅く、本システムにおける、メーカーが示す解離速度定数kdの測定限界
値（1×10-5）を越えていた。

（3）抗CD4キメラ抗体のヒト血液癌細胞株に対する抗体依存性細胞傷害活性（ADCC活性）
の評価
　ヒトT細胞リンパ腫細胞株に対する抗CD4キメラ抗体KM4045～KM4049、6G5-1、6G5-P、お
よび6G5-113FのADCC活性を、以下に示す方法に従って測定した。
（3）-1　標的細胞懸濁液の調製
　ヒトT細胞リンパ腫細胞株HPB-ALL、HUT78およびT細胞性リンパ芽球性リンパ腫細胞株SU
P-T1をPBSで洗浄後、5％透析済みウシ胎児血清（dFBS）（社製）を含むフェノールレッド
不含有RPMI1640培地（インビトロジェン社製）（以下、ADCC用培地と記す）で洗浄し、同
培地で至適濃度に調製して標的細胞懸濁液とした。
（3）-2　エフェクター細胞懸濁液の調製
　末梢血単核球（Peripheral blood mononuclear cell:PBMC）は、健常人末梢血から以下
に示した方法により分離した。ヘパリンナトリウム注N「シミズ」（清水製薬社製）を0．
5mL加えたシリンジを用いて、健常人から健常人末梢血50mLを採血した。採取した末梢血
に同量の生理食塩水（大塚製薬製）を加えて希釈し、良く攪拌した。15mLチューブ（Grei
ner社製）に4．7mLずつ分注したLymphoprep（Axis-Shield社製）の上に、10mLの希釈末梢
血を静かに重層し、2000rpm、ブレーキオフ、室温の条件で20分間遠心分離して、単核球
層を分離した。こうして得られた単核球画分を、ADCC用培地を用いて2回洗浄し、同培地
により至適な細胞数に調製してエフェクター細胞懸濁液とした。
（3）-3　ADCC活性の測定
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CytoTox96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay（Promega社製）を用い、付属の説明書
に従い以下の手順で測定した。
【０１９６】
　96ウェルU底プレート（FALCON社製）の各ウェルに、各抗体を2μg/mLまたは1μg/mLか
ら段階的に20倍希釈した抗体液を50μL分注し、次に（3）-1で調製した標的細胞懸濁液を
2．5×104細胞/50μL/ウェルで分注し、最後に（3）-2で調製したエフェクター細胞懸濁
液をは2×105細胞/50μL/ウェルで分注して、全量を150μLとし、37℃で4時間反応させた
。よって、エフェクター細胞（E）と標的細胞（T）の比は8で実験を行った。ADCC活性は
次式により求めた。結果を図9に示す。
（式）
ADCC活性（％）＝{（[検体の吸光度]-[標的細胞自然遊離の吸光度]-[エフェクター細胞自
然遊離の吸光度]）/（[標的細胞全遊離の吸光度]-[標的細胞自然遊離の吸光度]）}×100
　その結果、既存の抗CD4ヒト抗体6G5-1は、ヒトT細胞リンパ腫細胞株HPB-ALLに対し、AD
CC活性が認められなかったが、抗体のFc領域のN結合複合型糖鎖にコアフコースが結合し
ていない6G5-Pおよび6G5-113Fは、高いADCC活性が認められ、かつ6G5-Pおよび6G5-113Fの
ADCC活性はほぼ同等の活性であった（図9A）。この結果は、US7，214，775およびCancer 
Res 2008;68:(10):3863-72に開示されている結果と一致している。
【０１９７】
　また、本発明の抗CD4キメラ抗体KM4045、KM4046、KM4047、KM4048およびKM4049はいず
れも、ヒトT細胞リンパ腫細胞株HUT78およびヒトT細胞リンパ芽球性リンパ腫細胞株SUP-T
1に対して、6G5-Pと同等以上の高いADCC活性を有しており（図9B、C）、更に抗CD4キメラ
抗体KM4045、KM4046、KM4048およびKM4049はいずれも、ヒトT細胞リンパ腫細胞株HPB-ALL
に対して、6G5-113Fよりも高いADCC活性を有していた（図9D）。
【０１９８】
　以上の結果、本発明の抗CD4キメラ抗体KM4045、KM4046、KM4047、KM4048およびKM4049
はいずれも、既存の抗CD4ヒト抗体と同等以上の高いADCC活性を有することが明らかにな
った。
（4）CD4トランスフェクタントおよびヒトT細胞リンパ腫細胞株に対する抗CD4キメラ抗体
の補体依存性細胞傷害活性（CDC活性）の評価
　実施例1で作製したCD4トランスフェクタントおよびヒトT細胞リンパ腫細胞株HPB-ALLに
対する、抗CD4キメラ抗体KM4045～KM4049のCDC活性を、実施例4（3）と同様にして測定し
た。
【０１９９】
　その結果、既存の抗CD4ヒト抗体6G5-1およびIgG1のFcの一部がIgG3のFcにドメイン交換
された113F型のFcを有する6G5-113Fは、CD4トランスフフェクタントに対してCDC活性をま
ったく有していなかったのに対し、本発明の抗CD4キメラ抗体KM4045、KM4046、KM4047、K
M4048およびKM4049はいずれも、CDC活性を有していた（図10A）。一方、ヒトT細胞リンパ
腫細胞株HPB-ALLに対しては、IgG1のFcの一部がIgG3のFcにドメイン交換された113F型のF
cを有する既存の抗CD4ヒト抗体6G5-113F、既存の抗CD4マウス抗体OKT4および本発明の抗C
D4キメラ抗体KM4045、KM4046はいずれもCDC活性を有しておらず、本発明の抗CD4キメラ抗
体KM4049のみがヒトT細胞リンパ腫細胞株に対してCDC活性を示した（図10B）。
【実施例８】
【０２００】
ヒト化抗体の作製
（1）抗CD4ヒト化抗体のVHおよびVLのアミノ酸配列の設計
　抗CD4ヒト化抗体のVHのアミノ酸配列を以下のようにして設計した。
　初めに、配列番号27～29でそれぞれ表される抗CD4ラットモノクローナル抗体抗体KM406
5VHのCDR1～3のアミノ酸配列を移植するためのヒト抗体のVHのFRのアミノ酸配列を選択し
た。配列解析システムとしてGCG　Package　（Genetics　Computer　Group社製）　を用
いて、既存の蛋白質のアミノ酸データベースをBLASTP法（Nucleic　Acid　Res．，　25，
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　3389　（1997））により抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065と相同性の高いヒト抗
体を検索した。相同性スコアと実際のアミノ酸配列の相同性を比較したところ、SWISSPRO
TデータベースアクセッションナンバーAAC18328、Autoreactivity and immunologlobulin
 VH gene expression in aging humans（以下、AAC18328と称す）が84．2％を示し、最も
相同性の高いヒト抗体であったため、この抗体のFRのアミノ酸配列を選択した。ただしAA
C18328のFRアミノ酸配列においては、カバットら[Sequences of Proteins of Immunologi
cal Interest, US Dept. Health and Human Services(1991)]により報告されている分泌
型抗体のN末端の1アミノ酸残基（1番目）　の欠損が認められた。そこで、1番目について
は、抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065に見られるアミノ酸残基であるGluを選択した
。また、11番目のValについては、ヒト抗体の配列において出現頻度が高く、抗CD4ラット
モノクローナル抗体KM4065に見られるアミノ酸残基であるLeuへ置換した。これらのアミ
ノ酸残基は、任意のヒト抗体の配列[Sequences of Proteins of Immunological Interest
, US Dept. Health and Human Services(1991)]においても高頻度に認められることから
、ヒト抗体配列から逸脱するものではない。
【０２０１】
　以上のようにして決定したヒト抗体のFRのアミノ酸配列の適切な位置に配列番号27～29
で示した抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065のVHのCDRのアミノ酸配列を移植した。こ
のようにして、配列番号77で表される抗CD4ヒト化抗体のVHのアミノ酸配列HV0を設計した
。
　次に、抗CD4ヒト化抗体のVLのアミノ酸配列を以下のようにして設計した。
【０２０２】
　配列番号30～32でそれぞれ表される抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065VLのCDR1～3
のアミノ酸配列を移植するためのヒト抗体のVLのFRのアミノ酸配列を選択した。カバット
らは、既知の様々なヒト抗体のVLをそのアミノ酸配列の相同性からサブグループ（HSG　I
～IV）に分類し、それらのサブグループ毎に共通配列を報告している[Sequences of Prot
eins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human Services(1991)]。そこ
で、ヒト抗体のVLのサブグループI～IVの共通配列のFRのアミノ酸配列と抗CD4ラット抗体
KM4065のVLのFRのアミノ酸配列との相同性検索を実施した。
【０２０３】
　相同性を検索した結果、HSGIと72．2％と高い相同性を有していた。
　以上の結果から、ヒト抗体のVLのサブグループIの共通配列のFRのアミノ酸配列の適切
な位置に抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065のVLのCDRのアミノ酸配列を移植した。し
かし、配列番号22に記載の抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065のVLのアミノ酸配列中
の24番目のLeu、および128番目のLeuは、カバットらがあげるヒト抗体FRのアミノ酸配列
の相当する部位において、最も使用される頻度が高いアミノ酸残基ではないが、比較的高
い頻度で使用されるアミノ酸残基であるため、上記の抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4
065のアミノ酸配列で認められるアミノ酸残基を用いることとした。このようにして、配
列番号78で表される抗CD4ヒト化抗体のVLのアミノ酸配列LV0を設計した。
【０２０４】
　上記で設計した抗CD4ヒト化抗体のVHのアミノ酸配列HV0およびVLのアミノ酸配列LV0は
、選択したヒト抗体のFRのアミノ酸配列に抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065のCDRの
アミノ酸配列のみを移植した配列である。しかし、一般に、ヒト化抗体を作製する場合に
は、単なるヒト抗体のFRへのマウス抗体のCDRのアミノ酸配列の移植のみでは結合活性が
低下してしまうことが多い。このため、結合活性の低下を回避するため、CDRのアミノ酸
配列の移植とともに、ヒト抗体とマウス抗体で異なっているFRのアミノ酸残基のうち、結
合活性に影響を与えると考えられるアミノ酸残基を改変することが行われている。そこで
、本実施例でも、結合活性に影響を与えると考えられるFRのアミノ酸残基を以下のように
して同定した。
【０２０５】
　まず、上記で設計した抗CD4ヒト化抗体のVHのアミノ酸配列HV0およびVLのアミノ酸配列
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LV0よりなる抗体V領域（HV0LV0）の三次元構造をコンピューターモデリングの手法を用い
て構築した。三次元構造座標作製に関してはソフトウェアAbM（Oxford Molecular社製）
を、三次元構造の表示についてはソフトウェアPro-Explore（Oxford Molecular社製）、
あるいはViewerLite（Accelrys社製）を用いてそれぞれ添付の使用説明書に従い、行った
。また、抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065のV領域の三次元構造のコンピューターモ
デルも同様にして構築した。更に、HV0LV0のVHおよびVLのFRのアミノ酸配列の中で、抗CD
4ラット抗体KM4065と異なっているアミノ酸残基を選択し、抗CD4ラットモノクローナル抗
体KM4065のアミノ酸残基へ改変したアミノ酸配列を作製し、同様に三次元構造モデルを構
築した。これら作製した抗CD4ラットモノクローナル抗体KM4065、HV0LV0および改変体のV
領域の三次元構造を比較し、抗体の結合活性に影響を与えると予測されるアミノ酸残基を
同定した。
【０２０６】
　その結果、HV0LV0のFRのアミノ酸残基の中で抗原結合部位の三次元構造を変化させ、抗
体の結合活性に影響を与えると考えられるアミノ酸残基として、HV0では18番目のLeu、93
番目のVal、97番目のAla、および114番目のThrを、LV0では13番目のAla、15番目のVal、1
9番目のVal、47番目のAla、62番目のVal、および82番目のLeuをそれぞれ選択した。これ
らの選択したアミノ酸残基のうち、少なくとも1つ以上のアミノ酸配列を抗CD4ラットモノ
クローナル抗体KM4065の同じ部位に存在するアミノ酸残基へ改変し、様々な改変を有する
ヒト化抗体のVHおよびVLを設計した。具体的には、抗体VHについては、配列番号77で表さ
れるアミノ酸配列の18番目のLeuをMetに、93番目のValをThrに、97番目のAlaをThrに、お
よび114番目のThrをIleに置換するアミノ酸改変のうち、少なくとも1つの改変を導入した
。また、VLについては、配列番号78で表されるアミノ酸配列の13番目のAlaをValに、15番
目のValをLeuに、19番目のValをAlaに、47番目のAlaをGlnに、62番目のValをIleに、およ
び82番目のLeuをValに置換するアミノ酸改変のうち、少なくとも1つの改変を導入した。
【０２０７】
　HV0LV0のFRに存在する、少なくとも1つのアミノ酸残基を改変したHV2LV0、HV3LV0、HV4
LV0およびHV4LV6の可変領域のアミノ酸配列を設計し、H鎖可変領域HV2、HV3，HV4およびL
鎖可変領域LV6のアミノ酸配列を、それぞれ配列番号96、98、100および102に示した。
（2）抗CD4ヒト化抗体の作製および評価
　抗CD4ヒト化抗体の可変領域のアミノ酸配列をコードするDNAは、抗CD4モノクローナル
ラット抗体KM4065のVHまたはVLのアミノ酸配列をコードするDNAで用いられているコドン
を利用し、アミノ酸改変を行う場合は、哺乳動物細胞で高頻度で使用されるコドンを用い
て、作製した。抗CD4ヒト化抗体のHV0およびLV0のアミノ酸配列をコードするDNA配列を配
列番号93、94にぞれぞれ示し、またアミノ酸改変を行った可変領域HV2、HV3、HV4およびL
V6のアミノ酸配列をコードするDNA配列を、配列番号95、97、99および101にそれぞれ示し
た。各DNA配列は全合成により作製した。以下は、実施例6と同様にして、各可変領域をコ
ードする全合成DNAを、ヒト化抗体発現ベクターpKANTEX93に挿入して、抗CD4ヒト化抗体
発現ベクターを作製した。作製した抗CD4ヒト化抗体発現ベクターを動物細胞に導入しヒ
ト化抗体を発現させ、抗CD4ヒト化抗体HV0LV0、HV2LV0、HV3LV0、HV4LV0およびHV4LV6を
作製した。
【０２０８】
　取得した抗CD4ヒト化抗体の結合活性をBiacore T100を用いて、抗体の結合活性を測定
した結果、作製した抗CD4ヒト化抗体HV2LV0、HV3LV0、HV4LV0およびHV4LV6はいずれも、
抗CD4キメラ抗体KM4045と同等または1/2以上の結合活性であった。よって、高い結合活性
を有する抗CD4ヒト化抗体が作製された。
【実施例９】
【０２０９】
ヒト化抗体の結合活性評価
　実施例8に記載の方法で作製した抗CD4ヒト化抗体HV0LV0、HV2LV0、HV3LV0、HV4LV0およ
びHV4LV6の結合活性評価を行った。
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（1）ビアコアによる抗CD4ヒト化抗体のリコンビナントヒトCD4への結合活性評価
実施例7（2）に記載の方法で測定した。その結果得られた各抗体の結合速度定数ka、解離
速度定数kdおよび解離定数KD（kd/ka）を表6に示した。
【０２１０】
　その結果、ヒト化抗体HV0LV0、HV2LV0、HV3LV0、HV4LV0、HV4LV6は1×10-10 M以上の非
常に強い結合活性を保持していた。これはキメラ抗体KM4045と同等の結合活性であり、6G
5-1を上回っていた。
【０２１１】
【表６】

【０２１２】
＊KM4045、HV2LV0、HV3LV0、HV4LV0、HV4LV6は解離が遅く、本システムにおける、メーカ
ーが示す解離速度定数kdの測定限界値（1×10-5）を越えていた。
（2）フローサイトメーターを用いたCD4陽性T細胞リンパ腫細胞株への結合活性の評価
　各種抗CD4抗体の細胞への反応性を評価した。抗体としては、キメラ抗体KM4045、ヒト
化抗体HV0LV0、HV2LV0、HV3LV0、HV4LV0、HV4LV6、ヒト抗体6G5-1、6G5-Pを用いた。
【０２１３】
　1～5×105細胞のヒトT細胞リンパ腫細胞株HPB-ALLに、被検抗体の非特異的な結合を阻
害するためヒトIgG（シグマ社製）を終濃度1mg/mLで添加し、更に各種抗CD4抗体をBSA-PB
Sで適宜希釈して添加し、全量を50μLとした。これらの細胞懸濁液を氷上で90分間反応さ
せた後、BSA-PBSを用いて細胞を2回洗浄した。該細胞に、BSA-PBSで希釈調製したFITC標
識抗ヒトIgG　Fc抗体（Acris社製）を50μL添加し、氷上で90分間反応させた。BSA-PBSで
細胞を1回洗浄した後、細胞をBSA-PBSに懸濁して、フローサイトメーター（ベックマン・
コールター社製）用いて、蛍光強度を測定した。図11に、上記抗体を6．7、0．67および0
．067μg/mLで反応させた場合の平均蛍光強度（MFI値）を示す。抗CD4ヒト化抗体は、い
ずれも抗体濃度依存的にCD4陽性細胞株へ結合し、その程度はキメラ抗体KM4045と同等で
あった。
【実施例１０】
【０２１４】
ヒト化抗体HV2LV0のin vitro薬効評価
　実施例8で作製した抗CD4ヒト化抗体HV2LV0を、以後KM8045とする。抗CD4ヒト化抗体の
ヒト血液癌細胞株に対する抗体依存性細胞傷害活性（ADCC活性）の評価を、実施例7（3）
に記載の方法で行った。標的細胞にはヒトT細胞リンパ腫細胞株であるHPB-ALL、HUT78、C
CRF-CEMの3種類を用いた。また、抗体はヒト化抗体KM8045、キメラ抗体KM4045、ヒト抗体
6G5-1および6G5-Pを用いた。
【０２１５】
　その結果、ヒト化抗体KM8045はいずれの細胞株に対してもキメラ抗体KM4045と同等の高
いADCC活性を示し、また6G5-Pと同等以上のADCC活性を示した。6G5-1は、HPB-ALLおよびH
UT78に対しては弱いADCC活性しか示さず、CCRF-CEMに対してはADCC活性を示さなかった（
図12）。
【実施例１１】
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【０２１６】
ヒト化抗体KM8045のin　vivo薬効評価
（1）ヒトT細胞リンパ腫細胞株HHを標的としたマウス初期癌モデル
　In vitroで培養したヒトT細胞リンパ腫細胞株HHを1×108　個/mLでRPMI1640培地（Gibc
o BRL）に懸濁し、SCIDマウス（日本クレア、雄、8週齢）の右側腹側部皮下に100μL移植
した（1×107　個/mouse）。抗CD4ヒト化抗体KM8045または抗CD4ヒト抗体6G5-Pを、1μg/
100μL/headになるように希釈し、、Day0、3、5に、計3回静脈内投与した。陰性対照群は
PBSのみを投与した。腫瘍を移植した日をDay0とし、経日的にノギスによる腫瘍径の測定
を行い、次式より腫瘍体積を算出した。
腫瘍体積＝短径×短径×長径×0．5
　各群の腫瘍体積の平均値の経日的推移を図13に示す。図13に示すように、6G5-P投与群
では、陰性対照群と比べて弱い抗腫瘍効果しか観察されなかったが、KM8045投与群では顕
著な抗腫瘍効果が観察された。
【０２１７】
　以上より、HH細胞を標的としたマウス初期癌モデルにおいて、抗CD4ヒト化抗体KM8045
は6G5-Pよりも強い抗腫瘍効果を有することが明らかになった。
（2）CD4発現EL4を標的としたマウス転移モデル
　実施例1（3）で作製したCD4/EL4をin vitroで培養し、1×106　個/mLでRPMI1640培地（
Gibco　BRL）に懸濁した細胞懸濁液を、C57BL/6マウス（日本クレア、雄、8週齢）の尾静
脈内に100μL/head移植した（1×105個/head）。腫瘍を移植した日をDay0とし、Day1に抗
CD4ヒト化抗体KM8045、抗CD4ヒト抗体6G5-P、6G5-1を、0．2μg/100μL/headおよび2μg/
100μL/headになるようにそれぞれ調製し、100μL/headで静脈内投与した。陰性対照群は
PBSのみ、またはアイソタイプコントロール抗体を投与した。Day14に全てのマウスの体重
を測定し、エーテル麻酔下、放血を行った後に頚椎脱臼して安楽死させた。その後、肝臓
および腎臓を摘出して重量を測定し、各個体の体重に対する肝臓および腎臓重量の割合（
以降、肝臓重量比率および腎臓重量比率と称する）を百分率で算出した。抗腫瘍効果の評
価は、同時に測定した腫瘍を移植していない健康なマウスの肝臓および腎臓重量比率（3
匹の平均値）に対し、腫瘍細胞の転移によって増加した各群の肝臓および腎臓重量比率を
比較することにより行った。　
【０２１８】
　各群の肝臓重量比率を図14（A）、腎臓重量比率を図14（B）に示す。図14（A）、（B）
に示すように、6G5-1投与群においては陰性対照群に対して抗腫瘍効果は全く見られなか
ったのに対し、6G5-P投与群およびKM8045投与群においては抗腫瘍効果が観察された。さ
らに6G5-P投与群よりKM8045投与群において強い抗腫瘍効果が認められた。
　以上より、CD4/EL4を標的としたマウス転移モデルにおいて、KM8045は6G5-1および6G5-
Pよりも強い抗腫瘍効果を有することが明らかになった。
（3）ヒトT細胞リンパ腫細胞株HHを標的としたマウス進行癌モデル
　実施例11（3）と同様に、in　vitroで培養したHH細胞株を1×108　個/mLでRPMI1640培
地（Gibco BRL）に懸濁し、SCIDマウス（日本クレア、雄、8週齢）の右側腹側部皮下に10
0μL/head移植した（1×107　個/head）。腫瘍体積が平均60mm3になったDay6に群分けを
行い、抗CD4ヒト化抗体KM8045を20、100、200μg/100μL/headになるようにPBSで希釈し
、1週間に2回、計6回静脈内投与した。陰性対照群はPBSのみを投与した。腫瘍を移植した
日をDay0とし、経日的にノギスによる腫瘍径の測定を行い、次式より腫瘍体積を算出した
。
【０２１９】
　腫瘍体積＝短径×短径×長径×0．5
　各群の腫瘍体積の平均値の経日的推移を図15に示す。図15に示したように、KM8045投与
群において抗腫瘍効果が観察され、20μg/headおよび100μg/head群よりも200μg/head群
で強い抗腫瘍効果が認められたことから、用量依存的な抗腫瘍効果が確認された。　
　以上より、抗CD4ヒト化抗体KM8045はHH細胞を標的とした進行癌モデルにおいても抗腫
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瘍効果を有することが明らかになった。
【産業上の利用可能性】
【０２２０】
　本発明によれば、CD4の細胞外領域を特異的に認識し、該細胞外領域に高いアフィニテ
ィーで結合し、かつ高いADCC活性またはCDC活性を発揮するモノクローナル抗体またはそ
の抗体断片、該抗体を産生するハイブリドーマ、該抗体をコードするDNA、該DNAを含んで
なるベクター、該ベクターを導入して得られる形質転換体、該ハイブリドーマまたは該形
質転換体を用いる抗体またはその抗体断片の製造方法、該抗体またはその抗体断片を用い
る治療薬、および該抗体またはその抗体断片を用いる診断薬を提供することができる。
【配列表フリーテキスト】
【０２２１】
配列番号27：KM4065　HCDR1
配列番号28：KM4065　HCDR2
配列番号29：KM4065　HCDR3
配列番号30：KM4065　LCDR1
配列番号31：KM4065　LCDR2
配列番号32：KM4065　LCDR3
配列番号33：KM4066　HCDR1
配列番号34：KM4066　HCDR2
配列番号35：KM4066　HCDR3
配列番号36：KM4066　LCDR1
配列番号37：KM4066　LCDR2
配列番号38：KM4066　LCDR3
配列番号39：KM4067　HCDR1
配列番号40：KM4067　HCDR2
配列番号41：KM4067　HCDR3
配列番号42：KM4067　LCDR1
配列番号43：KM4067　LCDR2
配列番号44：KM4067　LCDR3
配列番号45：KM4068　HCDR1
配列番号46：KM4068　HCDR2
配列番号47：KM4068　HCDR3
配列番号48：KM4068　LCDR1
配列番号49：KM4068　LCDR2
配列番号50：KM4068　LCDR3
配列番号51：KM4069　HCDR1
配列番号52：KM4069　HCDR2
配列番号53：KM4069　HCDR3
配列番号54：KM4069　LCDR1
配列番号55：KM4069　LCDR2
配列番号56：KM4069　LCDR3
配列番号57：KM4065VH　キメラ　プライマー1
配列番号58：KM4065VH　キメラ　プライマー2
配列番号59：KM4065VL　キメラ　プライマー1
配列番号60：KM4065VL　キメラ　プライマー2
配列番号61：KM4066VH　キメラ　プライマー1
配列番号62：KM4066VH　キメラ　プライマー2
配列番号63：KM4066VL　キメラ　プライマー1
配列番号64：KM4066VL　キメラ　プライマー2
配列番号65：KM4067VH　キメラ　プライマー1
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配列番号66：KM4067VH　キメラ　プライマー2
配列番号67：KM4067VL　キメラ　プライマー1
配列番号68：KM4067VL　キメラ　プライマー2
配列番号69：KM4068VH　キメラ　プライマー1
配列番号70：KM4068VH　キメラ　プライマー2
配列番号71：KM4068VL　キメラ　プライマー1
配列番号72：KM4068VL　キメラ　プライマー2
配列番号73：KM4069VH　キメラ　プライマー1
配列番号74：KM4069VH　キメラ　プライマー2
配列番号75：KM4069VL　キメラ　プライマー1
配列番号76：KM4069VL　キメラ　プライマー2
配列番号77：KM4065　HV0　アミノ酸配列
配列番号78：KM4065　LV0　アミノ酸配列
配列番号79：CD4発現ベクターのプライマー1
配列番号80：CD4発現ベクターのプライマー2
配列番号81：CD4-Fc発現ベクターのプライマー1
配列番号82：CD4-Fc発現ベクターのプライマー2
配列番号83：6G5VLのプライマー1
配列番号84：6G5VLのプライマー2
配列番号85：6G5VLのプライマー3
配列番号86：6G5VLのプライマー4
配列番号87：6G5VLのプライマー5
配列番号88：6G5VLのプライマー6
配列番号89：6G5VHのプライマー1
配列番号90：6G5VHのプライマー2
配列番号91：6G5VHのプライマー3
配列番号92：6G5VHのプライマー4
配列番号93：KM4065　HV0　DNA配列
配列番号94：KM4065　LV0　DNA配列
配列番号95：HV2　DNA配列
配列番号96：HV2　アミノ酸配列
配列番号97：HV3　DNA配列
配列番号98：HV3　アミノ酸
配列番号99：HV4　DNA配列
配列番号100：HV4　アミノ酸
配列番号101：LV6　DNA配列
配列番号102：LV6　アミノ酸
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