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(54)【発明の名称】 ヒトモノクローナル抗体

(57)【要約】
本発明は、新規なヒトモノクローナル抗体（ｍＡｂ）お
よび該モノクローナル抗体をコードしている遺伝子に関
する。より詳細には、本発明は、ＲＳウイルス（ＲＳＶ
）の融合（Ｆ）蛋白質のエピトープと特異的に反応する
ヒトモノクローナル抗体に関する。かかる抗体は、ヒト
患者、特に幼児および幼い小さい子供におけるＲＳＶ感
染の治療的および／または予防的処理に有用である。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ＲＳウイルスのＦ蛋白質エピトープと特異的に反応し、Ｇλ

－１ＡおよびＧλ－１Ｂよりなる群から選択される該ウイルスによる感染を中和

できるヒトモノクローナル抗体およびその機能的フラグメント。

    【請求項２】  図３ 配列番号２のＬ鎖アミノ酸配列および図４ 配列番号４

のＨ鎖アミノ酸配列を含む請求項１記載のモノクローナル抗体。

    【請求項３】  図１１ 配列番号１６によってコードされるＬ鎖アミノ酸配

列および図１０Ａ－１０Ｂ 配列番号１５のＤＮＡ配列によってコードされるＨ

鎖アミノ酸配列を含む請求項１記載のモノクローナル抗体。

    【請求項４】  フラグメントがＦｖ、ＦａｂおよびＦ（ａｂ’）２よりなる

群から選択される請求項１記載のモノクローナル抗体。

    【請求項５】  （ａ）請求項１～４のいずれか１項記載のヒトモノクローナ

ル抗体、改変抗体およびＣＤＲのいずれかをコードしている核酸配列；

  （ｂ）（ａ）におけるいずれかの配列に相補的な核酸；および

  （ｃ）ストリンジェントな条件下で請求項１～４のいずれか１項記載のＣＤＲ

にハイブリダイズできる１８以上のヌクレオチドの核酸配列

よりなる群から選択される単離核酸分子。

    【請求項６】  図８Ａ－８Ｆおよび９Ａ－９Ｅ 配列番号１３および１４、

または図１０Ａ－１０Ｂおよび１１ 配列番号１５および１６の配列を含む請求

項５記載の単離核酸分子。

    【請求項７】  請求項５または６のいずれか１項記載の核酸配列を含む組換

えプラスミド。

    【請求項８】  請求項７記載のプラスミドを含む宿主細胞。

    【請求項９】  請求項８記載の宿主細胞を適当な温度およびｐＨ条件下で培

地中において培養し、そのように生産された抗体を回収することを特徴とするＲ

ＳＶに特異的なヒト抗体の生産法。

    【請求項１０】  ＲＳＶを含有する疑いのある供給源を診断上有効量の請求

項１記載のモノクローナル抗体と接触させ、モノクローナル抗体が該供給源に結

合するか否かを決定することを特徴とするＲＳＶの検出法。
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    【請求項１１】  ヒトに免疫治療上有効量の請求項１記載のモノクローナル

抗体を投与することを特徴とする、ヒトにおけるＲＳＶ疾患に受動免疫治療を提

供する方法。

    【請求項１２】  受動免疫治療が予防的に提供される請求項１１記載の方法

。

    【請求項１３】  医薬上許容される担体中における免疫治療上有効量の請求

項１記載のモノクローナル抗体の少なくとも１投与量を含んでなる医薬組成物。

    【請求項１４】  免疫治療上有効量の請求項１記載のモノクローナル抗体の

少なくとも１投与量を少なくとも１つの付加的なモノクローナル抗体と組み合わ

せて含んでなる医薬組成物。

    【請求項１５】  付加的なモノクローナル抗体がＲＳＶ Ｆ蛋白質抗原の異

なるエピトープと反応性であることによって請求項１記載の抗体と区別される抗

－ＲＳＶ抗体である請求項１４記載の医薬組成物。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

（技術分野）

  本発明は、新規なヒトモノクローナル抗体（ｍＡｂ）および該モノクローナル

抗体をコードしている遺伝子に関する。より詳細には、本発明は、ＲＳウイルス

（Respiratory Syncytial Virus）（ＲＳＶ）の融合（Ｆ）蛋白質のエピトープ

と特異的に反応するヒトモノクローナル抗体に関する。かかる抗体は、ヒト患者

、特に幼児および幼い子供におけるＲＳＶ感染の治療的および／または予防的処

理に有用である。

      【０００２】

（背景技術）

  ＲＳウイルス（ＲＳＶ）は、子供における下部呼吸性疾患の主要な原因であり

、世界中の子供において細気管支炎および肺炎の予測可能な例年の流行をもたら

す。該ウイルスは感染性が高く、いずれの年齢でも感染が起きる可能性がある。

ＲＳＶ感染およびその臨床的特徴に関する包括的な詳細は、"Respiratory Syncy

tial Virus", Ch. 38, B.N. Fields ed., Raven Press (1990)においてMcIntosh

, K.およびR. M. Chanock、および"Textbook of Pediatric Disease" Feigin an

d Cherry, eds., W.B. Saunders, pgs 1247-1268 (1987)において Hall, C.B.に

よる優れた近年の報告から得ることができる。

      【０００３】

  ＲＳＶは世界中に分布している。ＲＳＶウイルスの疫学の最も顕著な特徴の一

つは、上記のように、感染および疾患の一貫したパターンである。他の呼吸性ウ

イルスは、不規則な間隔で流行病を引き起こすか、または混成した流行病／流行

病パターンを示すが、ＲＳＶは、大都市中心において毎年かなり大きな流行をも

たらす唯一の呼吸性ウイルス病原体である。世界の温帯地域において、ＲＳＶ流

行病は、晩秋、冬または春に主に起こるが、夏には決して起こらない。コミュニ

ティー内での感染の発生および蔓延は特徴的であり、容易に診断され、細気管支

炎および小児肺炎ならびに急性下気道疾患を有する幼い子供の入院数においてシ

ャープな上昇をもたらす。大発生が起こる他の呼吸性ウイルス物質は、ＲＳＶと
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同時期にめったに存在しない。

      【０００４】

  一次ＲＳＶ感染は非常に幼年において起こる。０～２才の幼児が最も罹患しや

すく、一次罹患集団を代表する。該群において、５人のうち１人が感染において

下部呼吸（咽頭下）疾患を発病し、この比率は再感染において同様である。自然

感染の結果として、１歳までに２５－５０％の幼児が特異的抗体を有し、これは

４－５歳までに１００％に近付く。したがって、実際、就学前に全ての子供が感

染する。

      【０００５】

  年齢、性別、社会経済および環境的要因は全て、疾患の重篤度に影響を及ぼし

うる。ＲＳＶ感染ケースの１－３％において入院が必要となり、通常、長期間（

３週間まで）である。ＲＳＶ感染の特に幼年期における高い罹患率は、また、後

年、呼吸性の問題の発生に関係する。米国および他の先進国における現行の集中

治療によると、正常対象に関する全死亡率は低い（入院対象の２％未満）。しか

しながら、あまり発展していない国における死亡率は非常に高く、また、先進国

においてでも、心臓病（チアノーゼ性先天的心臓病）または呼吸性疾患（気管支

肺形成異常症）下にある幼児におけるようなある特定の危険性のある群において

死亡率が高い。例えば、チアノーゼ性先天的心臓病の幼児における死亡率は３７

％ほどの高さであると報告されている。未熟な幼児において、ＲＳＶ感染のため

に無呼吸期間が起こり、稀な場合、神経学的または全身性損傷を引き起こしうる

。重篤な下気道疾患（細気管支炎および肺炎）は、６ヶ月以下の患者において最

も一般的である。該疾患から見たところ完全に回復したらしい幼児は、何年もの

間、呼吸性異常の徴候（頻発する喘鳴、肺機能の低下、頻発する咳、喘息および

気管支炎）を示しうる。

      【０００６】

  ＲＳＶに対する免疫は短命であるらしく、したがって再感染が頻発する。免疫

系がＲＳＶ感染および再感染を保護する機構はよく理解されていない。しかしな

がら、再感染が全ての年齢においてよく起こり、時々、幼児において一次感染か

ら回復したほんの数週間後に起こるので、免疫が部分的にだけ保護するというこ
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とは明らかである。成人ならびに非常に小さい幼児においてＲＳＶ感染に応答し

て、血清および分泌抗体（ＩｇＡ）の両方が検出された。しかしながら、ウイル

ス性ＦまたはＧ糖蛋白質に対する血清抗体、ならびに幼児（１－８ヶ月）に見ら

れる中和抗体の力価は、より高齢の対象において見られる力価の１５－２５％で

ある。これらの低い力価は、より幼い子供における重篤な感染の発生率の増加に

寄与しうる。

      【０００７】

  ＲＳＶウイルスに対する保護における血清抗体の役割の証拠は、疫学的ならび

に動物研究から明らかになった。該ウイルスに自然に曝露される成人において、

感染性は低血清抗体レベルとよく相関した。幼児において、母性伝播した抗体の

力価は重篤な疾患に対する耐性と相関する（Glezen, W.P.ら、J. Pediatr. 98: 

708-715 (1981)）。他の研究は、下気道疾患の発生率および重篤度が高い血清抗

体の存在において減少すること（McIntosh, K.ら、J. Infect. Dis. 138: 24-32

 (1978)）および受動的に投与された血清中和抗体の高い力価がＲＳＶ感染のコ

トンラットモデルにおいて保護的であることを示したこと（Prince, G.A.ら、Vi

rus Res. 3: 193-206 (1985)）を示す。

      【０００８】

  細胞性免疫を欠く子供は、正常な免疫系を有する子供とは対照的に、感染を抑

えることができず、何ヶ月もの間ウイルスを有する。同様に、ＲＳＶウイルスで

感染させたヌードマウスは、持続的にウイルスを有する。これらのマウスは、感

作Ｔ細胞の養子移入によって治療できる（Cannon, M.J.ら、Immunology 62: 133

-138 (1987)）。

      【０００９】

  要約すると、細胞性および体液性免疫はどちらも、感染、再感染およびＲＳＶ

疾患に対する保護に関与するようであり、抗原性変量は制限されるが、複数の曝

露後でさえ保護免疫は完全ではないようである。

      【００１０】

  パラミオクソウイルス科（paramyoxoviridae）に属するＲＳＶは、パラミクソ

ウイルス（paramyxovirus）と同様の特性を有するマイナス鎖非断片化ＲＮＡウ
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イルスである。しかしながら、形態的相違ならびに赤血球凝集素およびノイラミ

ニダーゼ活性の欠失に基づいて、別のニューモウイルス属に置かれた。ＲＳＶは

、多形態性であり、直径１５０－３００ｎｍの大きさの範囲にある。細胞の外膜

から発芽することによってウイルスは成熟し、ビリオンは短い接近して間隔を空

けた突出物または「スパイク」を有する膜結合粒子として現れる。ＲＮＡゲノム

は、９．５ｋＤａ～１６０ｋＤａの大きさの１０個の独特のウイルス性ポリペプ

チドをコードする（Huang, Y.T.およびG.W. Wertz, J. Virol. 43: 150-157 (19

82)）。７つの蛋白質（Ｆ、Ｇ、Ｎ、Ｐ、Ｌ、Ｍ、Ｍ２）がＲＳＶビリオンに存

在し、少なくとも３つの蛋白質（Ｆ、ＧおよびＳＨ）が感染した細胞の表面に発

現する。Ｆ蛋白質に対する特異的抗体がイン・ビトロでのシンシチウム形成を阻

害し、組換えＦ蛋白質を発現しているワクシニアウイルスに感染した細胞が他の

ＲＳＶウイルス蛋白質の不在下でシンシチウムを形成するするので、Ｆ蛋白質（

配列番号２０）は最終的に、細胞融合の原因蛋白質として同定された。対照的に

、Ｇ蛋白質に対する抗体はシンシチウム形成を阻害せずに、ウイルスの細胞に対

する付着を妨げる。

      【００１１】

  ＲＳＶは、２つの抗原性が別個のサブグループ、（Ａ＆Ｂ）に分けることがで

きる（Mufson, M.A.ら、J. Gen'l. Virol. 66: 2111-2124 (1985)）。該抗原性

二形性は、主として表面付着（Ｇ）糖蛋白質に結合する（Johnson, R.A.ら、Pro

c. Nat'l. Acad. Sci. USA 84: 5625-5629 (1987)）。ＡおよびＢ両群の系統は

同時に循環するが、各集団は年々、予測不可能に変化しうる。したがって。効果

的な治療は、該ウイルスの両サブグループを標的としなければならず、このため

、後に議論されるように、ｍＡｂ治療の標的抗原として高く保存された表面融合

（Ｆ）蛋白質を選択する。

      【００１２】

  ＲＳＶウイルスに対する中和抗体の誘導は、ＦおよびＧ表面糖蛋白質に限定さ

れるようである。これらの２つの蛋白質のうち、Ｆ蛋白質は、ＲＳＶウイルスの

異なる系統に対する保護と関連した交差反応性中和抗体の主要な標的である。さ

らに、マウスまたはコトンマウスのＦ蛋白質での実験的予防接種もまた、交差保
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護をもたらす。ウイルスの系統およびサブグループを交差するＦ蛋白質の抗原性

の関係はアミノ酸レベルの高度な相同性において反映される。対照的に、ＲＳＶ

の２つのサブグループおよび種々の系統において、抗原二形性は主としてＧ糖蛋

白質に関連付けられる。Ｆ蛋白質は、予測分子量６８－７０ｋＤａ；そのＮ末端

にシグナルペプチド；Ｃ末端に膜アンカードメインを有し、ビリオンアセンブリ

ーの前に感染細胞において蛋白質分解的に分裂してジスルフィド結合したＦ２お

よびＦ１を生じる。５つの中和エピトープがＦ蛋白質配列（配列番号２０）内に

同定され、２０５－２２５；２５９－２７８；２８９－２９９；４８３－４８８

および４１７－４３８残基に位置決定された。Ｆ蛋白質（配列番号２０）におけ

る配列変化の頻度を決定するための研究は、中和エピトープの大部分がオースト

ラリア、ヨーロッパおよび米国の地域において３０年間にわたって単離された２

３系統のＲＳＶウイルスの全てにおいて保存されていたことを示した。別の研究

において、サブグループＡまたはサブグループＢ系統での一次感染に対する４３

人の幼児および幼い子供の血清応答は、同種および異種Ｆ抗原に対する応答が有

意に異なるものではなく、一方、サブグループＡおよびＢ系統のＧ蛋白質は全く

無関係であったことを示した。さらに、イン・ビトロでのウイルス媒介性細胞融

合の抗体阻害対感染の阻害は動物モデルにおける保護と最もよく相関し、融合阻

害は主にＦ蛋白質特異的抗体に限られる。

      【００１３】

  したがって、ＲＳＶ感染の予防的処理は、高い危険性のある子供の群ならびに

発展途上国の全ての子供について望ましい。しかしながら、ＲＳＶ感染のための

ワクチンは、現在、入手できない。１９６０年代に試験された減弱した全ウイル

スワクチンを取り囲む安全性が厳しくなり、ならびにより新しい候補サブユニッ

トワクチンに関連した誘導される免疫病理学の可能性は、近い将来におけるワク

チンの見通しが遠いことを明らかにする。今までのところ、１の薬物療法、幅広

い範囲の抗ウイルス性であるリバビリン（Ribavirin）が認可された。リバビリ

ンは、投与、穏かな毒性および疑わしい効力の問題のために最小限の容認を獲得

したにすぎない。大多数の場合、入院した子供は薬物療法を受けず、非常に高価

な集中的支持療法のみを受ける。ＲＳＶ感染の治療のための安全で効果的かつ容
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易に投与される薬物に対する要望があることは明らかである。

      【００１４】

  ヒトにおける受動的抗体療法の使用は、よく報告されており、肝炎およびサイ

トメガロウイルスのような他の感染性疾患を治療するために用いられている。Ｒ

ＳＶに対する受動的抗体治療／予防の可能性は、動物モデルを用いてよく確立さ

れた。ＲＳＶを包含する感染性物質に対する動物における初期の受動的移入研究

のほとんどは、ネズミｍＡＢを利用した。動物における研究は、明らかに、Ｆお

よびＧ糖蛋白質の両方に対するポリクローナルおよびモノクローナル抗体が予防

的または治療的に与えられた場合にＲＳＶウイルス感染において受動的保護を授

与できることを証明した（Princeら、前掲）。これらの研究において、中和Ｆま

たはＧ ｍＡｂのマウス、コトンラットまたはサルへの受動的移入は、肺におけ

るＲＳＶウイルスの複製を有意に減少するか、または完全に防止する。しかしな

がら、上記のように、明らかに、Ｆ蛋白質は抗体療法のより重要な標的である。

      【００１５】

  近年、ＦＤＡは、プールしたヒト血清から単離された静脈内ガンマグロブリン

（ＩＶＩＧ）の使用を認可した。該研究の最初の報告が奨励されてきた（Grooth

uis, J.R.ら、Antimicrob. Agents Chemo. 35(7): 1469-1473 (1991)）。しかし

ながら、ＩＶＩＧの一般的な欠点が存在し、制限するものではないが、かかる生

産物はヒト血液由来であり、有効投与量を達成するためには、しばしば何グラム

もの抗体が投与されなければならないという事実を包含する。

      【００１６】

  別法では、モノクローナル抗体が使用された。かかるアプローチの利点は：よ

り高濃度の特異的抗体が達成でき、それにより投与されるべきグロブリンの量を

減少できること；直接的な血液生産物への依存を排除できること；調製物中の抗

体のレベルをより均一に調節できることおよび投与経路を広げることができるこ

とを包含する。異種（例えば、ネズミ）由来のモノクローナル抗体を用いる受動

的免疫療法が提案されたが（ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ９４／０８６９９号、公

開番号第ＷＯ９５／０４０８１号を参照のこと）、外来抗体に対して向けられた

患者の一部における望ましくない免疫応答の危険性を減少させるための１の選択
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肢は、「ヒト化」抗体を使用することである。これらの抗体は、実質的にヒト起

源であり、非ヒト起源の相補性決定領域（ＣＤＲ）だけを有する。該アプローチ

の特に有用な例は、ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＧＢ９１／０１５５４号、公開番号第

ＷＯ９２／０４３８１号およびＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＧＢ９３／００７２５号、

公開番号第ＷＯ９３／２０２１０号に開示されている。幼い子供におけるＲＳＶ

感染の治療のためのヒト化抗体の効力を評価するための臨床試験は進行中である

。

      【００１７】

  第２およびより好ましいアプローチは、完全ヒトｍＡｂを使用することである

。不運にも、伝統的なハイブリドーマ技術によるヒトモノクローナル抗体の製造

における成功例はほとんどない。実際、許容されるヒト融合パートナーは同定さ

れておらず、ネズミミエローマ融合パートナーはヒト細胞とよく作動せず、不安

定で低生産量のハイブリドーマ系統を生じる。しかしながら、分子生物学および

免疫学における近年の進歩がこの度、ヒトｍＡＢ、特に外来感染性物質に向けら

れたヒトｍＡＢを単離することを可能にした。

      【００１８】

  ＲＳＶ Ｆ蛋白質（配列番号２０）に対する完全ヒトｍＡｂは、該疾患の治療

に望ましい選択を残している。かかるｍＡｂのフラグメントの取得におけるいく

つかの成功例が報告されたが（Barnbas, C.F.ら、Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA

 89: 10164-10168 (1992); Crowe, J.E.ら、Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 91: 

1386-1390 (1994)および１９９４年３月３１日に公開番号第ＷＯ９４／０６４４

８号として公開されたＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ９３／０８７８６号）、かかる

結果の達成は容易ではない。しかしながら得られた新規なヒトｍＡＢは、単独ま

たは免疫治療組成物を形成するための既存の分子と組み合わせて特に有用である

。

  当該分野において、ＲＳＶの予防または受動的治療に有用な予防的組成物に対

する要望が存在する。

      【００１９】

（発明の開示）
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  発明の簡単な記載

  １の態様において、本発明は、ＲＳＶのＦ蛋白質エピトープと特異的に反応し

、ＲＳＶ感染を中和できる完全ヒトモノクローナル抗体およびその機能的フラグ

メントを提供する。ＲＳＶウイルスのＦ蛋白質に特異的なこれらのヒトｍＡＢは

、感染を受動的に治療または予防するのに有用でありうる。

      【００２０】

  もう１つ別の態様において、本発明は、ヒト抗体配列のランダムコンビナトリ

アルクローニングによって生産され、繊維状ファージＦａｂディスプレーライブ

ラリーから単離されるＲＳＶのＦ蛋白質に特異的な中和一本鎖Ｆｖフラグメント

（ｓｃＦＶ）に修飾を提供する。

  またもう１つ別の態様において、第１のヒトドナー由来のヒトＨおよびＬ鎖不

変領域および第２のヒトドナーから由来のＲＳＶのＦ蛋白質に対するヒト中和モ

ノクローナル抗体由来のＨおよびＬ鎖可変領域またはそのＣＤＲを含有する新形

態（reshaped）または改変抗体が提供される。

      【００２１】

  さらにもう１つ別の態様において、本発明は、１（またはそれ以上）の改変ま

たは新形態抗体および医薬上許容される担体を含有する医薬組成物を提供する。

  さらにもう１つ別の態様において、本発明は、少なくとも１投与量の免疫治療

上有効量の本発明の新形態、改変またはモノクローナル抗体を少なくとも１つの

付加的なモノクローナル、改変または新形態抗体と組み合わせて含んでなる医薬

組成物を提供する。付加的な抗体が、本発明の対象抗体とは異なるＲＳＶ Ｆ蛋

白質抗原のエピトープと反応することによって本発明の対象抗体と区別される抗

－ＲＳＶ抗体である特定の具体例が提供される。

      【００２２】

  さらなる態様において、本発明は、ＲＳＶ感染の予防的または治療的処理に有

効な量の本発明の医薬組成物をヒトに投与することによる、ヒトにおけるＲＳＶ

疾患の受動的免疫療法の方法を提供する。

  さらにもう１つ別の態様において、本発明は、ＲＳＶのＦ蛋白質に対するヒト

中和モノクローナル抗体（ｍＡｂ）から由来のヒトおよび改変抗体（例えば、操
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作された（engineered）抗体、ＣＤＲ、ＦａｂまたはＦ（ａｂ）２フラグメント

、またはその類似体）の組換え生産の方法および該組換え生産に有用な成分を提

供する。これらの成分は、該抗体をコードしている単離核酸配列、組換えプラス

ミドでトランスフェクトされる宿主細胞（好ましくは哺乳動物細胞）におけるそ

の発現を指示することのできる選択された調節配列の制御下で核酸配列を含有す

る組換えプラスミドを包含する。生産方法は、本発明のトランスフェクト宿主細

胞系統をヒトまたは改変抗体が該細胞中で発現するような条件下で培養し、それ

から発現した生産物を単離することを含む。

      【００２３】

  本発明のまた別の態様において、生物学的流体の試料を本発明のヒト抗体およ

び改変抗体およびそのフラグメントと接触させ、該ヒト抗体（または改変抗体、

またはそのフラグメント）とＲＳＶとの間の結合の出現についてアッセイするこ

とを特徴とする、ヒトにおいてＲＳＶの存在を診断する方法である。

  本発明の他の態様および利益は、詳細な記載およびその好ましい具体例におい

てさらに記載される。

      【００２４】

  発明の詳細な記載

  本発明は、ＲＳＶのＦ蛋白質と反応する有用なヒトモノクローナル抗体（およ

びそのフラグメント）、該抗体をコードしている単離核酸およびそれらの組換え

生産のための種々の方法ならびにかかる抗体およびそのフラグメントの治療的、

予防的および診断的使用を提供する。

      【００２５】

  Ｉ．定義

  本明細書および請求の範囲で使用される場合、下記の用語は次のように定義付

されている。

  「改変抗体」なる語は、改変された免疫グロブリンコーディング領域によって

コードされる蛋白質であって、選択された宿主細胞中における発現によって得ら

れうる蛋白質をいう。かかる改変抗体は、免疫グロブリン不変領域の全てまたは

一部を欠く操作された抗体（例えば、キメラ、ヒト化、または新形態もしくは免
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疫学的にエディットされたヒト抗体）またはそのフラグメント、例えば、Ｆｖ、

ＦａｂまたはＦ（ａｂ’）２などである。

      【００２６】

  「改変された免疫グロブリンコーディング領域」なる語は、本発明の改変抗体

またはそのフラグメントをコードしている核酸配列をいう。

  「新形態ヒト抗体」なる語は、第１のヒトモノクローナルドナー抗体由来の最

少で少なくとも１つのＣＤＲが第２のヒトアクセプター抗体中のＣＤＲの代わり

に用いられている改変抗体をいう。好ましくは、６個のＣＤＲ全てが置換されて

いる。より好ましくは、第１のヒトドナーモノクローナル抗体由来の全抗原結合

領域（例えば、Ｆｖ、ＦａｂまたはＦ（ａｂ’）２）が第２のヒトアクセプター

モノクローナル抗体中の対応する領域の代わりに用いられている。最も好ましく

は、第１のヒトドナー由来のＦａｂ領域が第２のヒトアクセプター抗体の適当な

不変領域に作動可能に連結して、全長モノクローナル抗体を形成する。

      【００２７】

  「第１の免疫グロブリンパートナー」なる語は、天然（または天然で生じる）

ＣＤＲ－エンコーディング領域がドナーヒト抗体のＣＤＲ－エンコーディング領

域によって置換されているヒト枠組み構造またはヒト免疫グロブリン可変領域を

コードしている核酸配列をいう。ヒト可変領域は、免疫グロブリンＨ鎖、Ｌ鎖（

または両方の鎖）、その類似体または機能的フラグメントであることができる。

抗体（免疫グロブリン）の可変領域内に位置するかかるＣＤＲ領域は、当該分野

で既知の方法によって決定できる。例えば、Kabatら（Sequence of proteins of

 Immunological Interest, 第４版、U.S. Department of Health and Human Ser

vices, National Institutes of Health (1987)）は、ＣＤＲを位置決定するた

めの規則を開示する。さらに、ＣＤＲ領域／構造を同定するのに有用なコンピュ

ータープログラムが知られている。

      【００２８】

  「第２の融合パートナー」なる語は、それに対して第１の免疫グロブリンパー

トナーがフレーム内でまたは任意の慣用的なリンカー配列の手段によって融合さ

れる（すなわち、作動可能に連結された）蛋白質またはペプチドをコードしてい
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るもう１つ別のヌクレオチド配列をいう。好ましくは、融合パートナーは、免疫

グロブリン遺伝子であり、そのような場合、「第２の免疫グロブリンパートナー

」という。第２の免疫グロブリンパートナーは、同じ（すなわち、同種－第１お

よび第２の改変抗体が同じ供給源由来である）または付加的な（すなわち、異種

の）目的の抗体の全不変領域をコードしている核酸配列を包含しうる。それは、

免疫グロブリンＨ鎖またはＬ鎖（または単一ポリペプチドの一部としての両鎖）

でありうる。第２の免疫グロブリンパートナーは、特定の免疫グロブリンクラス

またはイソ型に限定されない。さらに、第２の免疫グロブリンパートナーは、Ｆ

ａｂ、またはＦ（ａｂ）２に見られるように、免疫グロブリン不変領域の一部を

含みうる（すなわち、適当なヒト不変領域または枠組み構造領域の分離した部分

）。第２の融合パートナーはまた、宿主細胞の外表面上に露出した膜内在性蛋白

質をコードしている配列を例えば、ファージディスプレーライブラリーの一部と

して、または分析的または診断的検出のための蛋白質、例えば、西洋ワサビペル

オキシダーゼ（ＨＲＰ）、β－ガラクトシダーゼなどをコードしている配列を含

んでいてもよい。

      【００２９】

  Ｆｖ、Ｆｃ、Ｆｄ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’またはＦ（ａｂ’）２なる語は、それら

の標準的な意味で用いられる。（例えば、Harlowら、"Antibodies A Laboratory

 Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, (1988)を参照のこと。）

  本明細書で使用される場合、「操作された抗体」なる語は、改変抗体の型、す

なわち、全長の合成抗体（例えば、抗体フラグメントとは対照的に、キメラ、ヒ

ト化抗体、新形態または免疫学的にエディットされたヒト抗体）であって、ここ

に、選択されたアクセプター抗体のＬおよび／またはＨ鎖可変ドメインの一部が

選択されたエピトープに対して特異性を有する１以上のドナー抗体の類似部分に

よって置換されている抗体を示す。例えば、かかる分子は、非修飾Ｌ鎖（または

キメラＬ鎖）と結合したヒト化Ｈ鎖またはその逆によって特徴付けられる抗体を

包含しうる。操作された抗体はまた、ドナー抗体結合特異性を保持するために、

アクセプター抗体Ｌおよび／またはＨ鎖可変ドメイン枠組み構造領域をコードし

ている核酸配列の改変によって特徴付けられうる。これらの抗体は、アクセプタ
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ー抗体由来の１以上のＣＤＲ（好ましくは全て）の本明細書に記載のドナー抗体

由来のＣＤＲによる置換を含むことができる。

      【００３０】

  「キメラ抗体」なる語は、異種の種由来のアクセプター抗体から由来のＬおよ

びＨ鎖不変領域と結合したドナー抗体から由来の天然に生じる可変領域（Ｌ鎖お

よびＨ鎖）を含有する操作された抗体の型をいう。

  「ヒト化抗体」なる語は、非ヒトドナー免疫グロブリンから由来のそのＣＤＲ

を有し、分子の残りの免疫グロブリン由来部分が１以上のヒト免疫グロブリンか

ら由来である操作された抗体の型をいう。さらに、枠組み構造支持残基は、結合

アフィニティーを保存するように改変されうる（例えば、Queenら、Proc. Nat'l

. Acad. Sci. USA, 86, 10029-10032 (1989), Hodgsonら、Bio/Technology, 9, 

421 (1991)を参照のこと）。

      【００３１】

  「免疫学的にエディットされた抗体」なる語は、エディットされた抗体で治療

されるべき患者において抗体に対する免疫学的応答の可能性を減少させることを

目的としたクローニング人工産物、生殖細胞系増強などに関する領域をエディッ

トするようにドナーおよび／またはアクセプター配列において変化を起こした操

作された抗体の型をいう。

  「ドナー抗体」なる語は、ドナー抗体の抗原特異性および中和活性特徴と共に

改変された免疫グロブリンコーディング領域および得られる発現した改変抗体を

提供するように、その可変領域、ＣＤＲまたはその他の機能的フラグメントもし

くはその類似体の核酸配列を第一の免疫グロブリンパートナーに与える抗体（モ

ノクローナルまたは組換え）をいう。本発明における使用に適当な１のドナー抗

体は、Ｆａｂ Ｇλ－１と称されるヒト中和モノクローナル抗体のＦａｂフラグ

メントである。Ｆａｂ Ｇλ－１は、図３、４、８Ａ－８Ｆおよび９Ａ－９Ｅ（

配列番号１－４、１３および１４）に示されるような可変ＬおよびＨ鎖ＤＮＡお

よびアミノ酸配列Ｇλ－１を有するものとして定義される。

      【００３２】

  「アクセプター抗体」なる語は、そのＨおよび／またはＬ鎖枠組み構造領域お
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よび／またはそのＨおよび／またはＬ鎖不変領域をコードしている核酸配列の全

て（またはいずれか一部、好ましくは全て）を第一の免疫グロブリンパートナー

に与える、ドナー抗体に遺伝学的に無関係の供給源由来の抗体（モノクローナル

または組換え）をいう。好ましくは、ヒト抗体はアクセプター抗体である。

      【００３３】

  「ＣＤＲ」なる語は、免疫グロブリンＨおよびＬ鎖の超可変領域である抗体の

相補性決定領域アミノ酸配列として定義される（例えば、Kadatら、Sequences o

f Proteins of Immunological Interest、第４版、U.S. Department of Health 

and Human Services, National Institutes of Health (1987)を参照）。免疫グ

ロブリンの可変部分において３つのＨ鎖および３つのＬ鎖ＣＤＲ領域（またはＣ

ＤＲ領域）がある。したがって、本明細書で使用される場合、「ＣＤＲ」なる語

は、３つのＨ鎖ＣＤＲの全て、または３つのＬ鎖ＣＤＲの全て（または適当なら

ば、全Ｈおよび全Ｌ鎖ＣＤＲの両方）をいう。ＣＤＲは、抗原またはエピトープ

に対する抗体の結合のための大量の接触残基を提供する。本発明における目的の

ＣＤＲは、ドナー抗体可変ＨおよびＬ鎖配列由来であり、天然に生じるＣＤＲの

類似体を包含し、その類似体はまた、それらが由来するドナー抗体と同じ抗原結

合特異性および／または中和能力を共有または保持する。

      【００３４】

  「抗原結合特異性または中和能力を共有する」なる語は、例えば、Ｆａｂ Ｇ

λ－１はある特定のレベルの抗原アフィニティーによって特徴付けられるが、適

当な構造環境においてＦａｂ Ｇλ－１の核酸配列によってコードされるＣＤＲ

はより低いまたは高いアフィニティーを有する可能性があることを意味する。に

もかかわらず、かかる環境においてＦａｂ Ｇλ－１のＣＤＲは、無傷Ｆａｂ Ｇ

λ－１と同じエピトープを認識するであろうことが予想される。「機能的フラグ

メント」は、そのフラグメントが由来する抗体と同じ抗原結合特異性および／ま

たは中和能力を保持する、部分的ＨまたはＬ鎖可変配列（例えば、免疫グロブリ

ン可変領域のアミノまたはカルボキシ末端での少量の欠失）である。

      【００３５】

  「類似体」は、少なくとも１つのアミノ酸によって修飾されたアミノ酸配列で
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あり、ここに、該修飾は、化学的修飾であることができ、または２、３個のアミ

ノ酸（すなわち、１０個未満）の置換または再配置であることができ、その修飾

は、該アミノ酸配列が非修飾配列の生物学的特徴、例えば、抗原特異性および高

アフィニティーを保持することを可能にする。例えば、ある種のエンドヌクレア

ーゼ制限部位をＣＤＲ－エンコーディング領域内または周囲に作成する場合、置

換によって（サイレント）突然変異を構築することができる。

      【００３６】

  類似体は、また、対立遺伝子変異として生じてもよい。「対立遺伝子変異また

は修飾」は、本発明のアミノ酸またはペプチド配列をコードしている核酸配列に

おける改変である。かかる変異または修飾は、遺伝コードの縮重に起因するか、

または、所望の特徴を提供するように故意に操作されるものである。これらの変

異または修飾は、いずれかのコードされたアミノ酸配列における改変を生じても

生じなくてもよい。

      【００３７】

  「エフェクター剤」なる語は、改変抗体、および／またはドナー抗体の天然も

しくは合成のＬまたはＨ鎖あるいはドナー抗体の他のフラグメントが常法により

結合しうる非蛋白質担体分子をいう。かかる非蛋白質担体は、診断分野において

使用される慣用的な担体、例えば、ポリスチレンまたは他のプラスチックビーズ

、多糖類、例えば、ＢＩＡｃｏｒｅ（Pharmacia）システムにおいて使用される

ような多糖類、または医学分野において有用であって、ヒトおよび動物への投与

に安全な他の非蛋白質物質を包含することができる。他のエフェクター剤は、重

金属原子または放射性同位体をキレートするための大環状環を包含しうる。かか

るエフェクター剤、例えば、ポリエチレングリコールは、また、改変抗体の半減

期を増加するのに有用でありうる。

      【００３８】

  ＩＩ．コンビナトリアルクローニング

  上記のように、いくつかの問題が、ハイブリドーマ技術のヒトモノクローナル

抗体の作成および単離への直接的応用を阻害してきた（G. KohlerおよびC. Mils

tein, Nature, 256: 495-497 (1975)）。これらのなかでも、ハイブリドーマ細
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胞系統を形成するために用いられる適当な融合パートナーミエローマ細胞系統が

ないことならびに形成された場合でもかかるハイブリドーマの安定性が乏しいこ

とである。これらの欠点は、末梢循環におけるウイルス特異的Ｂ細胞の不足のた

め、ＲＳＶの場合においてさらに悪化する。したがって、コンビナトリアルクロ

ーニングの分子生物学的アプローチが好ましい。

      【００３９】

  コンビナトリアルクローニングは、一般的に、ＰＣＴ公開第ＷＯ９０／１４４

３０号に開示されている。簡単に言えば、コンビナトリアルクローニングの目的

は、細菌細胞の集団にヒト細胞、組織または器官の免疫学的遺伝子キャパシティ

ーを移入することである。免疫適格性の細胞、組織または器官を用いることが好

ましい。特に有用な供給源は、限定するものではないが、脾臓、胸腺、リンパ節

、骨髄、扁桃および末梢血リンパ球を包含する。細胞は、イン・ビトロでＲＳＶ

によって刺激されていてもよく、または免疫応答を生じたことがわかっているド

ナーもしくはＨＩＶ＋であるが無症候性のドナーから選択されうる。

      【００４０】

  ドナー細胞から単離された遺伝子情報は、ＤＮＡまたはＲＮＡの形態であるこ

とができ、都合のよいことには、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）または同様の

技術によって増幅される。ＲＮＡとして単離される場合、遺伝子情報は好ましく

は、増幅前に逆転写によってｃＤＮＡに変換される。増幅は総合的であるかまた

はより詳細に調整されることができる。例えば、ＰＣＲプライマー配列の注意深

い選択によって、免疫グロブリン遺伝子または遺伝子のクラス内のサブセットの

選択的増幅を達成することができる。

      【００４１】

  いったん成分遺伝子配列、この場合、種々のＨおよびＬ抗体鎖の可変領域をコ

ードしている遺伝子を得たならば、ＬおよびＨ鎖遺伝子をランダムな組み合わせ

で結合してランダムコンビナトリアルライブラリーを形成する。コンビナトリア

ルクローニングを容易にするための種々の組換えＤＮＡベクター系が記載されて

いる（例えば、ＰＣＴ公開第ＷＯ９０／１４４３０前掲；ScottおよびSmith, Sc

ience 249:386-406 (1990); または米国特許第５２２３４０９号参照）。コンビ
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ナトリアルライブラリーを作成すると、発現後、都合のよいことには生産物をＲ

ＳＶ Ｆ蛋白質でバイオパンニングすることによって、または必要ならば、より

詳細に下記するようなエピトープ遮断バイオパンニングによってスクリーンでき

る。

  本明細書に記載するように、コンビナトリアルクローニングおよびスクリーニ

ングには１本鎖抗体を使用することが好ましく、次いで、所望の候補分子の選択

後に、それらを全長ｍＡｂに変換する。しかしながら、ｍＡｂのＦａｂフラグメ

ントもまた、クローニングおよびスクリーニングに使用することができる。

      【００４２】

  ＩＩＩ．抗体フラグメント

  本発明は、ＲＳＶのＦ蛋白質に向けられた誘導全長ｍＡｂに対するｓｃＦｖ、

ＦａｂまたはＦ（ａｂ’）２フラグメントの使用を意図する。これらのフラグメ

ントは独立して、ＲＳＶ－媒介性症状に対するイン・ビボでの保護的および治療

的物質としてまたはＲＳＶ診断の一部としてイン・ビトロで有用でありうるが、

それらは、新形態ヒト抗体の成分として本明細書において使用される。ｓｃＦｖ

フラグメントは、Ｌ－リンカー－ＨまたはＨ－リンカー－Ｌ配向のいずれかにお

いて約１２アミノ酸のリンカーによって連結されたＬおよびＨ鎖可変領域を含有

する。Ｆａｂフラグメントは、全Ｌ鎖とＨ鎖のアミノ末端部分を含有し；Ｆ（ａ

ｂ’）２フラグメントは付加的なジスルフィド結合によって結合された２つのＦ

ａｂフラグメトによって形成されたフラグメントである。ＲＳＶ結合モノクロー

ナル抗体は、コンビナトリアルファージライブラリーから得ることのできるｓｃ

ＦｖまたはＦａｂフラグメントの供給源を提供する（例えば、Winterら、Ann. R

ev. Immunol., 12: 433-455 (1994)またはBarbasら、Proc. Nat'l. Acad. Sci. 

(USA) 89, 10164-10168 (1992)参照、どちらもこれにより、出典明示により全体

として組み込まれる）。

      【００４３】

  ＩＶ．目的の抗－ＲＳＶ抗体アミノ酸およびヌクレオチド配列

  Ｆａｂ Ｇλ－１または本明細書に記載の他の抗体は、ドナー抗体の抗原結合

特異性によって特徴付けられる種々の改変抗体の設計および獲得に有用な配列、
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例えば、可変Ｈおよび／またはＬ鎖ペプチド配列、枠組み構造配列、ＣＤＲ配列

、機能的フラグメント、およびその類似体、およびそれをコードしている核酸配

列を与えうる。

      【００４４】

  一例として、このように本発明は、ＲＳＶヒトＦａｂ Ｇλ－１Ａ由来の可変

Ｌ鎖および可変Ｈ鎖配列およびそれから由来の配列を提供する。Ｆａｂ Ｇλ－

１ＡのＨ鎖可変領域は、図４、８Ａ－８Ｆおよび１０Ａ－１０Ｂ（配列番号３－

４、１３および１５）に示される。

      【００４５】

  可変Ｌ鎖およびＨ鎖ペプチド配列をコードしている本発明の核酸配列またはそ

のフラグメントは、また、ＣＤＲまたは枠組み構造領域をコードしている核酸配

列内における特定の変化の突然変異誘発性導入、および発現用プラスミド中への

得られた修飾または融合核酸配列の組み込みに有用である。例えば、枠組み構造

およびＣＤＲ－エンコーディング領域のヌクレオチド配列におけるサイレント置

換は、突然変異を起こさせたＣＤＲ（および／または枠組み構造）領域の挿入を

容易にする制限酵素部位を作成するために使用することができる。これらのＣＤ

Ｒ－エンコーディング領域は、本発明の新形態ヒト抗体の構築に用いてもよい。

      【００４６】

  遺伝コードの縮重を考慮して、本発明の可変ＨおよびＬ鎖アミノ酸配列および

ＣＤＲ配列ならびにドナー抗体の抗原特異性を共有するその機能的フラグメント

および類似体をコードする種々のコーディング配列が構築されうる。可変鎖ペプ

チド配列またはＣＤＲをコードしている本発明の単離核酸配列またはそのフラグ

メントは、第２の免疫グロブリンパートナーと作動可能に結合される場合、改変

抗体、例えば、キメラまたはヒト化抗体、または本発明の他の操作された抗体を

生産するために使用することができる。

      【００４７】

  本明細書に記載の改変抗体の一部をコードしている単離核酸配列のほかに、天

然ＣＤＲ－エンコーディング配列に相補的な配列またはＣＤＲ－エンコーディン

グ領域の周囲のヒト枠組み構造領域に相補的な配列のような他のかかる核酸配列
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が本発明に包含されることに注目すべきである。かかる配列は、遺伝コードの縮

重によって図３および４（配列番号２および４）に示されるのと同じアミノ酸配

列をコードできる全ての核酸配列を包含する。図６および７（配列番号５－１２

）は、かかる配列の提示を提供する。本発明に包含される他の有用なＤＮＡ配列

は、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下（T. Maniatisら、Molec

ular Cloning (A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1982),

 pages 387-389参照）でＧλ－１抗体をコードしているＤＮＡ配列（例えば、図

３、４、８Ａ－８Ｆ～１１（配列番号１－４、１３－１６）の配列）にハイブリ

ダイズし、該抗体の抗原結合性を保持する配列を包含する。１のかかるストリン

ジェントなハイブリダイゼーション条件の例は、４ｘＳＳＣ、６５℃でハイブリ

ダイゼーションし、次いで、０．１ｘＳＳＣ、６５℃で１時間洗浄する。別法で

は、例示的ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、５０％ホルムア

ミド、４ｘＳＳＣ中４２℃である。好ましくは、これらのハイブリダイズするＤ

ＮＡ配列は、少なくとも約１８ヌクレオチド長、すなわち、およそのＣＤＲの大

きさである。

      【００４８】

  Ｖ．改変された免疫グロブリンコーディング領域および改変抗体

  改変された免疫グロブリンコーディング領域は、キメラ抗体、ヒト化、新形態

および免疫学的にエディットされたヒト抗体のような操作された抗体を包含する

改変抗体をコードする。所望の改変された免疫グロブリンコーディング領域は、

アクセプター免疫グロブリンパートナー中に挿入される、ＲＳＶ抗体、好ましく

は、本発明によって提供されるような高アフィニティー抗体の抗原特性を有する

ペプチドをコードするＣＤＲ－エンコーディング領域をｓｃＦｖ領域の形態で含

有する。

      【００４９】

  アクセプターが免疫グロブリンパートナーである場合、上記のように、それは

、目的の第２の抗体領域、例えば、Ｆｃ領域をコードしている配列を包含する。

免疫グロブリンパートナーは、また、それに対してＬまたはＨ鎖不変領域がフレ

ーム内でまたはリンカー配列の手段によって融合する別の免疫グロブリンをコー
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ドしている配列を包含しうる。ＲＳＶの機能的フラグメントまたは類似体に向け

られた操作された抗体は、同じ抗体との強化された結合をもたらすように設計さ

れていてもよい。

      【００５０】

  免疫グロブリンパートナーは、また、免疫グロブリンパートナーが常法により

作動可能に連結されうる非蛋白質担体分子を包含する上記のエフェクター剤と結

合していてもよい。

  免疫グロブリンパートナー、例えば、抗体配列とエフェクター剤との間の融合

または結合は、いずれかの適当な手段によって、例えば、慣用的な共有結合また

はイオン結合、蛋白質融合、またはヘテロ－二官能性交差リンカー、例えば、カ

ルボジイミド、グルタルアルデヒドなどによるものであってもよい。かかる技術

は当該分野で既知であり、従来の化学および生物化学テキストに容易に記載され

ている。

      【００５１】

  さらに、単に第２の免疫グロブリンパートナーとエフェクター剤の間に所望の

量の空間を提供するにすぎない慣用的なリンカー配列もまた、改変された免疫グ

ロブリンコーディング領域中に構築されてもよい。かかるリンカーの設計は当業

者によく知られている。

  さらに、本発明の分子のシグナル配列を発現を増加するように修飾してもよい

。例えば、Ｆａｂ Ｇλ－１Ｈ鎖配列由来のシグナル配列およびＣＤＲを有する

新形態ヒト抗体は、キャンパス（Campath）リーダー配列のような別のシグナル

配列で置換された元のシグナルペプチドを有していてもよい（Page, M.J.ら、Bi

oTechnology 9:64-68 (1991)）。

  例示的な改変抗体、新形態ヒト抗体は、第２のヒト抗体から由来の不変Ｈ領域

ＣＨ－１－ＣＨ－３に融合したＦａｂ Ｇλ－１の抗原特異性を有する可変Ｈお

よび全Ｌ鎖ペプチドまたは蛋白質配列を含有する。

      【００５２】

  またさらなる具体例において、本発明の操作された抗体は、それに付加的な物

質を接着させていてもよい。例えば、組換えＤＮＡ技術の手法を用いて、Ｆｃフ



(23) 特表２００２－５４３８２２

ラグメントまたは完全な抗体分子のＣＨ－２ＣＨ－３ドメインが酵素または他の

検出可能な分子（すなわち、ポリペプチドエフェクターまたはリポーター分子）

によって置換された本発明の操作された抗体を生産してもよい。

  本発明のもう１つ別の所望の蛋白質は、全長のＨおよびＬ鎖を有する完全な抗

体分子、またはそのいずれかの分離したフラグメント、例えば、ＦａｂまたはＦ

（ａｂ’）２フラグメント、Ｈ鎖２量体、またはいずれかのその最小組換えフラ

グメント、例えば、Ｆｖまたは１本鎖抗体（ＳＣＡ）または選択されたドナーＦ

ａｂ Ｇλ－１と同じ特異性を有するいずれか他の分子を含んでいてもよい。か

かる蛋白質は、改変抗体の形態で使用されてもよく、またはその非融合形態で使

用されてもよい。

      【００５３】

  免疫グロブリンパートナーがドナー抗体と異なる抗体、例えば、いずれかのイ

ソ型または免疫グロブリン枠組み構造もしくは不変領域のクラス由来であるとき

は必ず、操作された抗体が生じる。操作された抗体は、１の供給源、例えば、ア

クセプター抗体由来の免疫グロブリン（Ｉｇ）不変領域および可変枠組み構造領

域、およびドナー抗体、例えば、本明細書に記載の抗－ＲＳＶ抗体由来の１以上

の（好ましくは、全ての）ＣＤＲを含むことができる。さらに、核酸またはアミ

ノ酸レベルにおけるアクセプターｍＡｂ Ｌおよび／またはＨ可変ドメイン枠組

み構造領域またはドナーＣＤＲ領域の改変、例えば、欠失、置換または付加は、

ドナー抗体抗原結合特異性を保持するために、または潜在的な免疫原性を減少さ

せるために作成されうる。

      【００５４】

  かかる操作された抗体は、ＲＳＶ ｍＡｂ（記載のように修飾されていてもよ

い）の可変Ｈおよび／またはＬ鎖の１つ（または両方）あるいは下記で同定され

るＨまたはＬ鎖ＣＤＲの１以上を用いるように設計される。本発明の操作された

抗体は、中和性であり、すなわち、それらは、望ましくは、ＲＳＶ感染の動物モ

デルにおいてイン・ビトロおよびイン・ビボでウイルス増殖を阻害する。

      【００５５】

  かかる操作された抗体は、ＲＳＶ抗体機能的フラグメントに融合したヒトＨお
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よびＬ鎖不変領域を含有する新形態ヒト抗体を包含しうる。適当なヒト（または

他の動物）アクセプター抗体は、慣用的なデータベース、例えば、ＫＡＢＡＴＲ

（登録商標）データベース、Ｌｏｓ ＡｌａｍｏｓデータベースおよびＳｗｉｓ

ｓ Ｐｒｏｔｅｉｎデータベースから、ドナー抗体のヌクレオチドおよびアミノ

酸配列に対するホモロジーによって選択されたものであってもよい。ドナー抗体

の枠組み構造領域に対するホモロジー（アミノ酸に基づく）によって特徴付けら

れるヒト抗体は、ドナーＣＤＲを挿入するためのＨ鎖不変領域および／またはＨ

鎖可変枠組み構造領域を提供するのに適当でありうる。Ｌ鎖不変または可変枠組

み構造領域を与えることのできる適当なアクセプター抗体は、同様に選択されう

る。アクセプター抗体ＨおよびＬ鎖が同じアクセプター抗体から由来する必要が

ないことに注目すべきである。

      【００５６】

  望ましくは、異種枠組み構造および不変領域をヒト免疫グロブリンクラスおよ

びイソ型、例えば、ＩｇＧ（４のうちサブタイプ１）、ＩｇＭ、ＩｇＡおよびＩ

ｇＥから選択する。Ｆｃドメインは、天然配列に限定されないが、機能を改変す

る当該分野で既知の突然変異変種を包含する。例えば、突然変異は、ある特定の

ＩｇＧ抗体のＦｃドメインにおいてＦｃ－媒介性補体およびＦｃ受容体結合を減

少させ（A.R. Duncanら、Nature, 332:563-564 (1988); A.R. DuncanおよびG. W

inter, Nature, 332:738-740 (1988); M.L. Alegreら、J. Immunol. 148: 3461-

3468 (1992); M.-H. Taoら、J. Exp. Med. 178:661-667 (1993);およびV. Xuら

、J. Biol. Chem., 269:3469-2374 (1994)）；クリアランス率を改変し（J. K. 

Kimら、Eur. J. Immunol., 24: 542-548 (1994)）；構造的異種性を減少させる

（S. Angalら、Mol. Immunol. 30: 105-108 (1993)）ことが記載された。また、

ＩｇＭの尾部セグメントの付加または他の突然変異（R.I.F. SmithおよびS.L. M

orrison, Biotechnology 12: 683-688 (1994); R.I.F. Smithら、J. Immunol., 

154: 2226-2236 (1995)）あるいはＩｇＡの尾部セグメントの付加（I.Karivら、

J. Immunol., 157: 29-38 (1996)）による抗体のオリゴマー化のような他の修飾

が可能である。しかしながら、アクセプター抗体は、ヒト免疫グロブリン蛋白質

配列のみを含む必要はない。例えば、ヒト免疫グロブリン鎖のＤＮＡ配列エンコ
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ーディング部分がポリペプチドエフェクターまたはレポーター分子のような非免

疫グロブリンアミノ酸配列をコードしているＤＮＡ配列に融合している遺伝子を

構築してもよい。

      【００５７】

  したがって、改変抗体は、好ましくは、天然ヒト抗体またはそのフラグメント

の構造を有し、効果的な治療的用途、例えば、ヒトにおけるＲＳＶ媒介疾患の治

療または診断的用途に必要とされる特性の組み合わせを有する。

  改変抗体がさらに、ドナー抗体の特異性および高アフィニティーに決して影響

を及ぼすことなく、可変ドメインアミノ酸における変化によって修飾されうるこ

とは、当業者に理解されるであろう（すなわち、類似体）。ＨおよびＬ鎖アミノ

酸が可変ドメイン枠組み構造またはＣＤＲまたはその両方において他のアミノ酸

によって置換されうることは予想される。特に、本明細書における実施例に説明

されるように、かかる再構築された配列の免疫学的エディティングが好ましい。

      【００５８】

  さらに、可変または不変領域は、上記のように、本発明の分子の選択的特性を

強化または減少するように改変されうる。例えば、２量化、Ｆｃ受容体への結合

、または補体を結合し活性化する能力である（例えば、Angalら、Mol. Immunol.

, 30: 105-108 (1993); Xuら、J. Biol. Chem. 269: 3469-3474 (1994);およびW

interら、EP 307,434-B参照）。

  かかる抗体は、下記のように、ＲＳＶ媒介疾患の予防および治療に有用である

。

      【００５９】

  ＶＩ．改変抗体および操作された抗体の生産

  本発明の得られる新形態ヒト抗体は、組換え宿主細胞、例えば、ＣＯＳ、ＣＨ

Ｏまたはミエローマ細胞において発現できる。慣用的な発現ベクターまたは組換

えプラスミドは、改変抗体のこれらのコーディング配列を宿主細胞中における複

製および発現および／または宿主細胞からの分泌を制御できる慣用的な調節配列

と作動可能に結合して配置することによって生産される。調節配列は、他の既知

の抗体から得ることのできるプロモーター配列、例えば、ＣＭＶプロモーター、
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およびシグナル配列を包含する。同様に、相補的抗体ＬまたはＨ鎖をコードする

ＤＮＡ配列を有する第２発現ベクターを生産することができる。好ましくは、該

第２発現ベクターは、コーディング配列および選択マーカーが関係することを除

き、第１のベクターと同一である。これは、可能な限り、各ポリペプチド鎖が機

能的に発現されることを保証する。別法では、改変抗体のＨおよびＬ鎖コーディ

ング配列は、単一ベクター上に残存しうる。

      【００６０】

  選択された宿主細胞は、慣用的な技術によって、第一および第二のベクターと

同時トランスフェクトして（または単純に単一ベクターでトランスフェクトして

）、組換えまたは合成ＬおよびＨ鎖の両方を含む本発明のトランスフェクト宿主

細胞を作成する。次いで、トランスフェクト細胞を慣用的な技術によって培養し

て、本発明の操作された抗体を生産する。組換えＨ鎖およびＬ鎖の両方のアソシ

エーションを包含する抗体の生産は、固相酵素免疫アッセイ（ＥＬＩＳＡ）また

はラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）のような適当なアッセイによって培養物中に

おいて測定される。同様の慣用的な技術を用いて、本発明の他の改変抗体および

分子を構築してもよい。

      【００６１】

  本発明の方法および本発明の組成物の構築において用いられるクローニングお

よびサブクローニング段階に適当なベクターは、当業者によって選択されるうる

。例えば、慣用的なｐＵＣシリーズのクローニングベクターが用いられる。使用

される１のベクターはｐＵＣ１９であり、Amersham（Buckinghamshire, United 

Kingdom）またはPharmacia（Uppsala, Sweden）のような供給会社から市販され

ている。容易に複製でき、クローニング部位および選択遺伝子（例えば、抗生物

質耐性）を豊富に有し、取り扱いが簡単ないずれのベクターをクローニングに用

いてもよい。したがって、クローニングベクターの選択は、本発明における制限

的因子ではない。

      【００６２】

  同様に、本発明による操作された抗体の発現に用いられるベクターは、いずれ

かの慣用的なベクターから当業者によって選択されうる。好ましいベクターは、
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例えば、ｐＣＤまたはｐＣＮを包含する。ベクターは、また、選択された宿主細

胞中における異種ＤＮＡ配列の複製および発現を指示する選択された調節配列（

例えば、ＣＭＶプロモーター）を含有する。これらのベクターは、操作された抗

体または改変された免疫グロブリンコーディング領域をコードする上記のＤＮＡ

配列を含有する。さらに、ベクターは、即座の操作に望ましい制限部位の挿入に

よって修飾された選択された免疫グロブリン配列を組み込んでいてもよい。

      【００６３】

  発現ベクターは、また、異種ＤＮＡ配列、例えば、哺乳動物ジヒドロ葉酸レダ

クターゼ遺伝子（ＤＨＦＲ）の発現を増幅するのに適当な遺伝子によって特徴付

けられうる。他の好ましいベクター配列は、ウシ成長ホルモン（ＢＧＨ）および

ベータグロビンプロモーター配列（betaglopro）のようなポリアデニル化（ポリ

Ａ）シグナル配列を包含する。本明細書において有用な発現ベクターは、当業者

によく知られた技術によって合成されうる。

  かかるベクターの成分、例えば、レプリコン、選択遺伝子、エンハンサー、プ

ロモーター、シグナル配列などは、選択された宿主中における組換えＤＮＡの生

産物の発現および／または分泌を指示するのに使用するために、商業的または天

然起源から得ても、または既知の手法によって合成されてもよい。哺乳動物、細

菌、昆虫、酵母および真菌発現の分野において多数の型が知られている他の適当

な発現ベクターもまた、この目的のために選択されうる。

      【００６４】

  本発明は、また、操作された抗体またはその改変された免疫グロブリン分子の

コーディング配列を含有する組換えプラスミドでトランスフェクトされた細胞系

統を包含する。これらのクローニングベクターのクローニングおよび他の操作に

有用な宿主細胞もまた、慣用的である。しかしながら、もっとも望ましいことに

、イー・コリ（E. coli）の種々の系統由来の細胞は、クローニングベクターの

複製および本発明の改変抗体の構築における他の段階に使用される。

  本発明の操作された抗体または改変抗体の発現に適当な宿主細胞または細胞系

統は、好ましくは、ＣＨＯ、ＣＯＳ、繊維芽細胞（例えば、３Ｔ３）および骨髄

細胞のような哺乳動物細胞、より好ましくは、ＣＨＯまたは骨髄細胞である。ヒ
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ト細胞を使用してもよく、したがって分子をヒトグリコシル化パターンで修飾で

きる。別法では、他の真核細胞系統を用いてもよい。適当な哺乳動物宿主細胞の

選択および形質転換、培養、増幅、スクリーニングならびに生産物生産および精

製の方法は当該分野で既知である。例えば、SambrookらMolecular Cloning (A L

aboratory Manual), 2nd edit., Cold Spring Harbor Laboratory (1989)を参照

のこと。

      【００６５】

  細菌細胞は、本発明の組換えｓｃＦｖ、ＦａｂおよびＭＡｂの発現に適当な宿

主細胞として有用であることが証明されうる（例えば、Plueckthun, A., Immuno

l. Rev., 130, 151-188 (1992)）。Ｆａｂは通常グリコシル化せず、発現を輸出

するように操作でき、それにより、ミスフォールディングを容易にする高濃度を

低下させることができるので、細菌細胞において発現された蛋白質が非フォール

ディングまたは不適当なフォールディング形態あるいは非グリコシル化形態であ

る傾向は、たいして問題ではない。にもかかわらず、細菌細胞において生産され

たいずれの組換えＦａｂも、抗原結合能力の保持についてスクリーンされるであ

ろう。細菌細胞によって発現された分子が適当に折りたたんだ形態で生産された

場合、その細菌細胞は望ましい宿主であろう。例えば、発現に使用されるイー・

コリの種々の系統は、バイオテクノロジーの分野において宿主細胞としてよく知

られている。ビー・ズブチリス（B. subtilis）、ストレプトミセス（Streptomy

ces）の種々の系統、他の細菌などもまた、使用されうる。

      【００６６】

  所望により、当業者に知られた酵母細胞もまた、昆虫細胞、例えば、ドロソフ

ィラ（Drosophila）およびレピドプテラ（Lepidoptera）およびウイルス発現系

と同様に宿主細胞として利用可能である（例えば、Millerら、Genetic Engineer

ing, 8, 277-298, Plenum Press (1986)およびそこに引用される参考文献を参照

のこと）。

  本発明のベクターを構築しうる一般的な方法、本発明の宿主細胞を生産するの

に必要なトランスフェクション方法および本発明の改変抗体をかかる宿主細胞か

ら生産するのに必要な培養法は全て、慣用的な技術である。同様に、いったん生
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産されたならば、本発明の改変抗体は、硫酸アンモニウム沈殿、アフィニティー

カラム、カラムクロマトグラフィー、ゲル電気泳動などを包含する当該分野の標

準的な手法にしたがって、細胞培養内容物から精製されうる。かかる技術は、当

該分野の技術内であり、本発明を制限しない。

      【００６７】

  新形態抗体のまた別の発現方法は、トランスジェニック動物における発現を利

用しうる。例示的系は、米国特許第４８７３３１６号に記載されている。該参考

文献に記載された発現系は、動物のカゼインプロモーターを使用し、哺乳動物中

にトランスジェニック的に組み込まれた場合、雌が所望の組換え蛋白質をその乳

中に生産することが可能である。

      【００６８】

  いったん望ましい方法によって発現したならば、次いで、操作された抗体を適

当なアッセイを用いてイン・ビトロ活性について試験する。現在、ＲＳＶに対す

る改変抗体の定性および定量的結合を評価するために、慣用的なＥＬＩＳＡアッ

セイ様式が用いられる。さらに、他のイン・ビトロアッセイおよびイン・ビボ動

物モデルもまた、通常のクリアランスメカニズムにもかかわらず体における改変

抗体の持続性を評価するために行われるその後のヒト臨床的研究の前に、中和効

力を確かめるために用いてもよい。

      【００６９】

  ＶＩＩ．治療的／予防的用途

  本発明はまた、本明細書に記載の１以上の抗体（改変、新形態、モノクローナ

ルなど）またはそのフラグメントを包含する有効量の抗体を投与することを特徴

とするＲＳＶに関連した症状を体験しているヒトを治療する方法に関する。

  本発明の分子の使用によって誘導される治療的応答は、ＲＳＶへの結合により

生じ、したがってその後、ＲＳＶ繁殖を阻害する。したがって、本発明の分子は

、治療的用途に適した調製物および処方における場合、ＲＳＶ感染を体験してい

るヒトに大いに望ましい。例えば、季節的な症状の発現などを治療する場合、よ

り長期の治療が望ましい。投与量および治療の持続期間は、ヒト循環における本

発明の分子の相対的な存続期間に関係し、治療されるべき状態および患者の総体
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的な健康に依存して当業者によって調整されることができる。

      【００７０】

  本発明の改変抗体、抗体およびそのフラグメントは、また、単独または他の抗

体、特に、Ｆ蛋白質上の他のエピトープまたは他のＲＳＶ標的抗原と反応するヒ

トまたはヒト化ｍＡｂを予防的薬剤として一緒に使用してもよい。

  本発明の治療および予防的薬剤の投与様式は、宿主に薬剤をデリバリーするい

ずれかの適当な経路であってもよい。本発明の改変抗体、抗体、操作された抗体

およびそのフラグメント、および医薬組成物は、非経口投与、すなわち、皮下、

筋内、静脈内または鼻腔内に特に有用である。

      【００７１】

  本発明の治療および予防的薬剤は、本発明の有効量の改変抗体を活性成分とし

て医薬上許容される担体中において含有する医薬組成物として調製されうる。注

射用に準備された形態において、好ましくは生理学的ｐＨに緩衝化された抗体を

含有する水性懸濁液または溶液が好ましい。非経口投与用組成物は、一般に、医

薬上許容される担体、好ましくは水性担体中に溶解した本発明の操作された抗体

またはそのカクテルの溶液を含むであろう。種々の水性担体を用いてもよく、例

えば、０．４％セーライン、０．３％グリシンなどである。これらの溶液は、滅

菌状態であり、一般に、粒子物質を含有しない。これらの溶液は、慣用的なよく

知られた滅菌技術（例えば、ろ過）によって滅菌されうる。組成物は、およその

生理学的条件に必要とされるようなｐＨ調整剤および緩衝化剤などの医薬上許容

される補助物質を含有しうる。かかる医薬処方中における本発明の抗体の濃度は

、幅広く変化することができ、すなわち、約０．５重量％より少ないものから、

通常または少なくとも１重量％、１５または２０重量％ほどの大きさまでで変化

でき、選択された特定の投与様式にしたがって、主に流体容積、粘度などに基づ

いて選択されるであろう。

      【００７２】

  したがって、筋内注射用の本発明の医薬組成物は、１ｍＬ滅菌緩衝化水および

約１ｎｇ～約１００ｍｇ、例えば、約５０ｎｇ～約８０ｍｇまたはより好ましく

は、約５ｍｇ～約７５ｍｇの本発明の操作された抗体を含有するように調製でき
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た。同様に、静脈内注入用の本発明の医薬組成物は、約２５０ｍｌの滅菌リンガ

ー液および約１ｍｇ～約７５ｍｇ／ｍｌおよび好ましくは５ｍｇ～約５０ｍｇ／

ｍｌの本発明の操作された抗体を含有するように調製できた。非経口投与可能な

組成物を調製するための実際の方法は、よく知られているか、または当業者に明

らかであり、例えば、"Remington's Pharmaceutical Science", １５版，Mack P

ublishing Company, Easton, Pennsylvaniaにおいてより詳細に記載されている

。

      【００７３】

  医薬調製物における場合、本発明の治療剤および予防が単位投与形態で存在す

ることが好ましい。適当な治療上有効投与量は、当業者によって容易に決定でき

る。ヒトまたは他の動物において炎症性疾患を効果的に治療するために、体重７

０ｋｇあたり約０．１ｍｇ～約２０ｍｇの１投与量の本発明の蛋白質または抗体

を非経口、好ましくは、静脈内または筋内投与すべきである。かかる投与量を、

必要ならば、内科医によって適宜選択された適当な時間間隔で繰り返してもよい

。

      【００７４】

  本発明の改変抗体および操作された抗体は、また、ＲＳＶ媒介疾患の決定また

はかかる疾患の治療の進行を追跡するためのような診断的計画に用いてもよい。

診断的試薬として、これらの改変抗体をＥＬＩＳＡおよび血清、血漿または他の

適当な組織中のＲＳＶレベルまたは培養液中のヒト細胞によるその放出の測定の

ための他の慣用的なアッセイ様式において使用するために慣用的にラベルしても

よい。改変抗体を用いるアッセイの性質は慣用的であり、該開示を制限しない。

      【００７５】

  本明細書に記載の抗体、改変抗体またはそのフラグメントは、保管のために凍

結乾燥でき、使用前に適当な担体中で復元できる。該技術は、慣用的な免疫グロ

ブリンで効果があることがわかっており、当該分野で既知の凍結乾燥および復元

技術を用いることができる。

  下記の実施例は、例示的な操作された抗体の構築および適当なベクターおよび

宿主細胞中におけるその発現を包含する本発明の種々の態様を説明するものであ
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り、本発明の範囲を制限するものとして解釈されるべきではない。全てのアミノ

酸は慣用的な３文字表記または１文字表記によって示される。全ての必要な制限

酵素、プラスミドおよび他の試薬および材料は、別記しない限り、商業的に入手

可能である。全ての一般的なクローニングライゲーションおよび他の組換えＤＮ

Ａ法は、T. Maniatisら(上掲）またはSambrookら（上掲）において行われたとお

りであった。

      【００７６】

  実施例１：Ｇλ－１  ｓｃＦｖ－１の単離

  １本鎖（ｓｃ）Ｆｖライブラリーを故意にＲＳＶに曝露した個体から調製し、

記載の手法にしたがって組換えＲＳＶ Ｆ蛋白質に対して選択した（R.H. Jackso

nら、Protein Engineering, A Practical Approach, A.R. Reesら編、Oxford Un

iversity Press, chapter 12, pp. 277-301, 1992; H.R. Hoogeboomら、Nucl. A

cid Res., 19: 4133-4137 (1991); J.D. Marksら、J. Mol. Biol., 222: 581-59

7 (1991)）。簡単に言えば、リンパ球を曝露後１５日目に採取した血液試料から

単離した。リンパ球から単離したＲＮＡをファージディスプレーのためのｓｃＦ

Ｖエンコーディングレパートリーの調製に用いた。Ｖ領域プライマーのセットを

Ｈ鎖ドメイン１ ＩｇＧおよびＩｇＭならびにＬ鎖Ｃ－κおよびＣ－λのための

不変領域プライマーと対にし、次いで、オーバーラップＰＣＲによってｓｃＦｖ

 ＶＨ－ＶＬ配向において１５アミノ鎖スペーサー（グリシン４－セリン）３（

配列番号２１）と連結した（プライマーの記載についてJ.D. Marksら(上掲）を

参照）。

      【００７７】

  得られた４つのｓｃＦｖレパートリー（ＩｇＧおよびＩｇＭを有するＶ－κ、

ＩｇＧおよびＩｇＭを有するＶ－λ）をｐＨＥＮ１（H.R. Hoogenboomら（上掲

））に類似したファージミドベクター中にクローン化し、ｓｃＦｖのファージｆ

ｄの遺伝子ＩＩＩへの融合をもたらした。次いで、エレクトロポレーションによ

ってベクターをイー・コリ（例えば、ＴＧ１系統）中に形質転換して、対応する

ファージミドライブラリーを得た。

      【００７８】
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  ｓｃＦｖ－遺伝子３融合を展示するファージライブラリーをプラスミドライブ

ラリーの各々をＭ１３Ｋ０７ヘルパーファージで感染させることによって調製し

（R.H. Jackson（上掲））、個々に、プラスチック上にコートした組換えＦ蛋白

質に対する２ラウンドのパンニングに付した。第１ラウンドにおいて、２．５ｍ

ｌリン酸緩衝化セーライン（ＰＢＳ）／２％ＭａｒｖａｌＴＭ脱脂乾燥ミルク中

における１０１１ファージを９０分間、５μｇ／ｍｌのＦ蛋白質でコートした試

験管中でインキュベートし（P. Tsuiら、J. Immunol. 157: 772-780 (1996)に記

載されている）、次いで、１０ｘＰＢＳ／０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０で１回洗

浄し、１０ｘＰＢＳ単独で２回目の洗浄を行った。結合したファージを１０ｍＭ

トリエチルアミンで溶出し、溶出液を１Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．４で中

和した。溶出したファージを増幅し、コーティングするためのＦ蛋白質の濃度が

２μｇ／ｍｌであり、洗浄バッファーが２０ｘＰＢＳを含有したことを除き、第

２ラウンドの同様のパンニングに付した。

      【００７９】

  イー・コリを溶出したファージで感染させ、各出発ライブラリー由来の９６個

のコロニーをヘルパーファージで重複感染させ、Ｆ蛋白質結合活性についてスク

リーンした。たった４個の陽性クローンが２個のＩｇＭライブラリーから得られ

たが、一方、４１個の陽性クローンがＩｇＧライブラリーについて観察された。

部分配列分析によって、全クローンが３つの異なるＨ鎖の１つを有した。６個の

クローンのＨおよびＬ鎖Ｖ領域の完全な配列は、全て、ＩｇＧライブラリーから

得られた。

      【００８０】

  これらの６個のクローンの各々の滴定濃度（titered）ファージストックの連

続希釈液を組換えＦ蛋白質およびＲＳＶ感染細胞ライゼートへの結合についてＥ

ＬＩＳＡによって試験した。全てがＦ蛋白質への結合を示し、Ｇλ－１と呼ばれ

るファージが最も良好な活性を示した。しかしながら、Ｇλ－１および３個の他

のクローンは、ＲＳＶライゼートへの結合をほとんど示さなかった。

      【００８１】

  ３つのクローン：Ｇλ－１、Ｇλ－３（ライゼート結合陽性）、およびＧκ－
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１（ライゼート結合陰性）（ここに、「κ」および「λ」はＬ鎖のクラスを示す

）は、Ｆ蛋白質特異的中和モノクローナル抗体によるそれらの結合の競合および

ウイルス感染を阻害するそれらの能力についてさらに特徴付けられた。１９９２

年３月１９日に公開された国際特許出願公開第ＷＯ９２／０４３８１号、および

１９９３年１０月１４日に公開された国際特許出願公開第ＷＯ９３／２０２１０

号に記載された中和ｍＡｂ ＲＳＶ１９およびＢ４は、Ｆ蛋白質上の別個のエピ

トープを認識する。Ｇκ－１は、両方の抗体によって強く阻害された。Ｇλ－１

は、Ｂ４のみによって有意に阻害された。Ｇκ－３は、いずれの抗体によっても

阻害されなかった（Ｇλ－１だけについて示される；図１Ａおよび１Ｂ参照）。

最初のアッセイにおいて（表Ｉ、実験１－３）、３個のクローン全てがイン・ビ

トロで中和活性を示し、Ｇλ－１は最も強力であった（図２、実験２のグラフ）

が、一方、ｓｃＦｖを展示していない対照野性型ファージ（Ｍ１３Ｋ０７）は効

果がなかった。

      【００８２】

  中和がエピトープに関係なくウイルスのファージコーティングだけに起因しう

るという可能性に注目するために、非中和Ｆａｂ５－１６のファージ調製物を同

じアッセイにおいて試験した。４つのアッセイのうち３つにおいて、該調製物も

また良好な中和活性を示し、これらのアッセイのうち２つにおいて対照ファージ

と同様であった（表Ｉ、実験４－７）。Ｆａｂ５－１６および対照Ｍ１３Ｋ０７

ファージの両方による可変中和のこの混乱する結果により、ウイルス中和研究は

結論に達しなかった。

      【００８３】

【表１】
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凡例：

１  M.J. Cannon, J. Virol. Meth., 16:293-301によるアッセイ。１００感染中

心／ウェルのウイルスを示されたファージの希釈液と一緒に１時間インキュベー

トし、次いで、感受性細胞に３時間添加した。ウイルス／ファージ溶液を吸引し

、新しい培地と交換し、細胞を一晩インキュベートした後、ウイルス感染細胞に

ついてペルオキシダーゼ染色した。

２  ａｒｕ＝アンピシリン耐性単位、ファージミド含有粒子の測定単位。

    ｋｒｕ＝カナマイシン耐性単位、ファージゲノムを含有する粒子の測定単位

（Ｍ１３Ｋ０７対照の場合のみ）

      【００８４】

  これらの結果を考えると、ファージストック対既知の濃度の抗体蛋白質に依存
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する全てのアッセイによってより不明瞭になったが、（１）Ｆ－蛋白質へのその

見かけのより良好な結合、（２）Ｂ４抗体による結合のその選択的阻害および（

３）ウイルス中和アッセイにおけるバックグラウンドを超えるその示唆される活

性に基づいて、Ｇλ－１が強力な中和抗体のための最も可能性のある候補として

選択された。

      【００８５】

  実施例２：Ｇλ－１ ｓｃＦＶのｍＡｂバージョンＡへの変換

  Ｇλ－１のＶＨおよびＶＬ領域のＤＮＡおよびコードされる蛋白質配列を各々

、図３（配列番号１および２）および４（配列番号３および４）に示す。哺乳動

物細胞における発現の場合、Ｇλ－１プラスミド由来のＨ鎖可変領域およびＬ鎖

可変領域を抗体鎖の発現がサイトメガロウイルスプロモーター（ＣＭＶ）プロモ

ーターによって制御されるプラスミドｐＣＤＮ（Nambi, A.ら、Mol. Cell. Bioc

hem., 131: 75-86 (1994)）の誘導体中にクローン化した。プラスミドｐＣＤ－

ＨＣ６８Ｂは、全長Ｈ鎖を発現するために用いられ、プラスミドｐＣＮ－ＨｕＬ

Ｃは全長Ｌ鎖の発現に用いられる。

      【００８６】

  最初の構築物において、アミノ末端の配列における変化は、プラスミドＧλ－

１由来のＬ鎖およびＨ鎖可変領域をクローニングするために用いられるＰＣＲプ

ライマーによって導入された。これらの構築物において、ＨおよびＬ鎖両方のペ

プチドシグナル配列は、キャンパスＬ鎖から誘導される（M.J.Pageら、Biotechn

ology 9: 64-68 (1991)）。可変領域のアミノ末端および枠組み構造４のための

プライマーを用いて、Ｇλ－１のＨ鎖をＧλ－１ファージミドＤＮＡからＰＣＲ

増幅した。得られたＰＣＲフラグメントをＸｈｏＩ（アミノ末端プライマーによ

って導入された部位）およびＢｓｔＥＩＩ（枠組み構造４における天然の部位）

で切断し、中間ベクター、Ｆ４ＨＣＶ中にＸｈｏＩ／ＢｓｔＥＩＩ部位にてクロ

ーン化した。

      【００８７】

  該クローニングは、Ｇλ－１の可変領域を別の抗－ＲＳＶ Ｈ鎖１９４－Ｆ４

の不変領域（ヒトハイブリドーマからSmithKline Beechamでクローン化された）
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上に連結した。該中間体クローンをＸｈｏＩおよびＢｓｐ１２０Ｉで切断し、ｐ

ＣＤ－ＨＣ６８Ｂ中における同じ部位に導入した。ＸｈｏＩ部位はＰＣＲプライ

マーによってアミノ末端に導入され、ｐＣＤ－ＨＣ６８Ｂ中に同じ部位でクロー

ン化した場合、キャンパスリーダー配列がフレーム中において先に位置する。Ｂ

ｓｐ１２０Ｉ部位は天然であり、ＣＨ－１ドメインの開始における高く保存され

た部位であり、ｐＣＤ－ＨＣ６８Ｂ中に同じ部位でクローン化した場合、ＣＨ－

１の残りの配列からヒトＩｇＧ１のＣＨ－３領域と一緒にフレーム内にある。得

られた構築物、Ｇλ－１Ａｐｃｄ（図８Ａ－８Ｆ（配列番号１３））において、

キャンパスリーダーのすぐ後のアミノ酸はＥＶＱＬＬＥ（配列番号１７）であり

、ここに、残基ＬＥはＸｈｏＩクローニング部位のヌクレオチド配列によってコ

ードされている。

      【００８８】

  可変領域のアミノ末端および枠組み構造４のためのプライマーを用いて、Ｇλ

－１のＬ鎖をＧλ－１ファージミドＤＮＡからＰＣＲ増幅した。得られたＰＣＲ

フラグメントをＳａｃＩ（アミノ末端プライマーによって導入された部位）およ

びＡｖｒＩＩ（枠組み構造４における天然部位）で切断し、ＳａｃＩ／ＡｖｒＩ

Ｉ部位で４３－１ｐｃｎ中にクローン化した。該クローニングは、Ｇλ－１の可

変領域をフレーム内で別の抗－ＲＳＶラムダＬ鎖４３（P. Tsuiら、J. Immunol.

, 157: 772-780 (1996)）の不変領域（ヒト脾臓から単離したＲＮＡから由来の

コンビナトリアルライブラリーからSmithKline Beechamでクローン化された）上

に連結した。ＰＣＲプライマーによってアミノ末端にＳａｃＩ部位を導入し、同

じ部位で４３ｐｃｎ中にクローン化した場合、フレーム内でキャンパスリーダー

配列が先に位置する。したがって、成熟Ｌ鎖の最初の２つのアミノ鎖が削除され

る。得られた構築物、Ｇλ－１Ａｐｃｎ（図９Ａ－９Ｅ（配列番号１４））にお

いて、リーダーの直後の最初の２つのアミノ酸はＥＬであり、ここに、残基ＥＬ

はＳａｃＩクローニング部位のヌクレオチド配列によってコードされている。

  プラスミドＧλ－１ＡｐｃｄおよびＧλ－１Ａｐｃｎのヌクレオチド配列を各

々、図８Ａ－８Ｆ（配列番号１３）および９Ａ－９Ｅ（配列番号１４）に示す。

ベクターの該セットを用いて、ＣＯＳ細胞およびＣＨＯ細胞中において抗体Ｇλ
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－１Ａを生産した。

      【００８９】

  実施例３：補正したＧλ－１ＨおよびＬ鎖のクローニング

  １本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）フォーマット由来のＧλ－１Ｈ鎖の可変領域の全長フ

ォーマット中へのクローニングにおいて、クローニング目的のために、アミノ末

端の５番目のアミノ酸をＶａｌからＬｅｕへ変化させた。この変化を補正するた

めに、ＰＣＲプライマーがｐＣＤ中にクローン化したＧλ－１Ｈ鎖のアミノ末端

のために設計され、それは、５番目のアミノ酸をＶａｌに戻した。補正は、補正

プライマーおよび外部５’および３’プライマーとして各々、ＣＭＶプロモータ

ーおよびＣＨ－２不変領域内の配列にアニールするプライマーを用いるＰＣＲオ

ーバーラップ技術によって導入された。最終的なＰＣＲ産物を制限酵素、Ｅｃｏ

ＲＩおよびＢｓｐ１２０Ｉで消化し、Ｇλ－１Ａｐｃｄベクター中に同じ部位で

クローン化してＧλ－１Ｂｐｃｄを作成した。

      【００９０】

  最終的な構築物を配列決定して、Ｈ鎖のアミノ末端がＥＶＱＬＬＥ（配列番号

１７）からＥＶＱＬＶＥ（配列番号１８）に補正されたことを証明した（図６参

照）。補正されたＨ鎖、Ｇλ－１Ｂのコーディング領域のヌクレオチド配列を図

１０Ａ－１０Ｂに示す（配列番号１５）。

  ｓｃＦｖフォーマットから全長フォーマットへのＧλ－１Ｌ鎖の可変領域のク

ローニングにおいて、クローニング目的でアミノ末端に変化を導入した。詳細に

は、Ｌ鎖の最初の２つのアミノ酸（ＧｌｎおよびＳｅｒ）を削除し、３番目のア

ミノ鎖をＶａｌからＧｌｕへ変化させた。これらの変化を補正するために、ｐＣ

Ｎ中にクローン化されたＧλ－１Ｌ鎖のアミノ末端のためにＰＣＲプライマーを

設計し、それは、２つの欠失したアミノ酸（ＧｌｎおよびＳｅｒ）を元の場所に

置き、第３のアミノ酸をＶａｌに戻した。補正は、補正プライマーおよび外部５

’および３’プライマーとして各々、ＣＭＶプロモーターおよびλ不変領域内の

配列にアニールするプライマーを用いるＰＣＲオーバーラップ技術によって導入

された。最終的なＰＣＲ産物を制限酵素、ＥｃｏＲＩおよびＡｖｒＩＩで消化し

、Ｇλ－１Ａｐｃｎベクター中に同じ部位でクローン化して、Ｇλ－１Ｂｐｃｎ
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を作成した。

      【００９１】

  最終的な構築物を配列決定して、Ｌ鎖のアミノ末端が－－ＥＬからＱＳＶＬ（

配列番号１０のアミノ酸１－４）へ補正されたことを証明した。

  補正されたＬ鎖のコーディング領域のヌクレオチド配列、Ｇλ－１Ｂを図１１

に示す（配列番号１６）。該ベクターＧλ－１ＢｐｃｎをＧλ－１Ｂｐｃｄと一

緒に用いて、ＣＯＳ細胞およびＣＨＯ細胞中において抗体Ｇλ－１Ｂを生産した

。

      【００９２】

  実施例４：哺乳動物細胞におけるＧλ－１ ｍＡＢの生産

  最初の特徴付けのために、各バージョンのｍＡｂ構築物、Ｇλ－１Ａ Ｈおよ

びＬ鎖、Ｇλ－１Ｂ ＨおよびＬ鎖をＣＯＳ細胞中において基本的にCurrent Pro

tocols in Molecular Biology, eds F.N. Ausubelら、1988, John Wiley & Sons

, vol. 1, section 9.1に記載のように発現させた。トランスフェクション後１

日目に、培養増殖培地を血清不含培地（SmithKline Beecham）で置き換え、それ

を３日目に交換した。公共に入手可能な培地、ＩＴＳＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ、イン

スリン、トランスフェリン、セレニウム混合物（Collaborative Research, Bedf

ord, MA）および１ｍｇ／ｍｌウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を捕捉したＤＭＥ

Ｍを用いて、同様の満足のいく結果が得られる。

      【００９３】

  ｍＡｂは、３日および５日目の順化培地から標準的なプロテインＡアフィニテ

ィークロマトグラフィー法（例えば、Protocols in Molecular Biologyに記載さ

れている）によって、例えば、Ｐｒｏｓｅｐ Ａアフィニティー樹脂（Bioproces

sing Ltd., UK）を用いて調製された。

  より大量のＧλ－１Ｂ ｍＡＢ（１００－２００ｍｇ）を生産するために、ベ

クターを有標のＣＨＯ細胞系中に導入した。しかしながら、以前に記載されたよ

うにｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞を用いて同様の結果が得られるであろう（P. Hensley

ら、J. Biol. Chem., 269: 23949-23958 (1994)）。簡単に言えば、全３０μｇ

の線状化プラスミドＤＮＡ（Ｈ鎖およびＬ鎖ベクターのＡまたはＢセットの各１
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５μｇ）を１ｘ１０７細胞中にエレクトロポレートした。細胞を最初に、９６ウ

ェルプレート中においてヌクレオシド不含培地中で選択する。３～４週間後、増

殖陽性ウェル由来の培地をＥＬＩＳＡアッセイを用いてヒト免疫グロブリンにつ

いてスクリーンする。最も高く発現するコロニーをトランスフェクトしたベクタ

ーの増幅について高濃度のメトトレキサート中において広げ、選択する。プロテ

インＡアフィニティークロマトグラフィー（プロテインＡセファロース、Pharma

cia）、次いで、サイズ排除クロマトグラフィー（Superdex 200, Pharmacia）を

用いる標準的な手法によって抗体を順化培地から精製する。

      【００９４】

  溶出した抗体の濃度および抗原結合活性をＥＬＩＳＡによって測定する。抗体

含有フラクションをプールし、サイズ排除クロマトグラフィーによってさらに精

製する。いずれかのかかる抗体について予想されるとおり、ＳＤＳ－ＰＡＧＥに

よって、優勢な蛋白質生産物は、非還元条件下で約１５０ｋｄに移動し、５０お

よび２５ｋｄの２つのバンドが還元条件下で現れた。ＣＨＯ細胞において生産さ

れた抗体の場合、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによる判断によると純度は＞９０％であり、

濃度はアミノ酸分析によって正確に決定された。

      【００９５】

  実施例５：Ｇλ－１ ｍＡＢの組換えＦ蛋白質への結合

  Ｇλ－１ｍＡＢの組換えＦ蛋白質への結合は、標準的な固相ＥＬＩＳＡにおい

て測定された。ＰＢＳ ｐＨ７．０中で希釈した抗原をポリスチレン丸底ミクロ

プレート（Dynatech, Immunolon II）上に１８時間吸着させた。次いで、ウェル

を吸引し、１％Ｔｗｅｅｎ２０を含有するＰＢＳ中における０．５％煮沸カゼイ

ン（ＢＣ）（ＰＢＳ／０．０５％ＢＣ）で２時間ブロックした。抗体（５０μｌ

／ウェル）を０．０２５％Ｔｗｅｅｎ２０を含有するＰＢＳ／０．５％ＢＣ中に

おいて種々の濃度に希釈し、抗原被覆ウェル中で１時間インキュベートした。プ

レートを０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含有するＰＢＳでTitertek ３２０ミクロ

プレート洗浄機を用いて３回洗浄し、次いで、１：５０００希釈したＨＲＰ－標

識化プロテインＡ／Ｇ（５０μｌ）を添加した。３回洗浄後、ＴＭＢｌｕｅ基質

（ＴＳＩ、#TM102）を加え、プレートをさらに１５分間インキュベートした。１
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Ｎ Ｈ２ＳＯ４の添加によって反応を止め、Biotek ELISAリーダーを用いて吸光

度を４５０ｎｍで記録した。

      【００９６】

  Ｇλ－１ｍＡＢの抗原結合エピトープを競合ＥＬＩＳＡにおいて試験した。Ｇ

λ－１ｍＡＢは、高濃度のＲＳＭＵ１９またはＢ４、２つの強力な中和ｍＡｂ（

Tempestら、Biotech., 9: 266-271 (1991); Kennedyら、J. Gen. Virol., 69: 3

023-3032 (1988)）と混合し、Ｆ蛋白質被覆ウェルに加えた。Abrizaら、J. Gen.

 Virol., 73: 2225-2234 (1992)において以前に記載されたように、ｍＡｂ ＲＳ

ＭＵ１９およびＢ４によって認識されるエピトープ領域は互いに全く別個である

。競合研究において使用されたＧλ－１ｍＡＢの濃度は、Ｆ抗原に対して最大９

０％の結合を与えるように予め決定された。他のｍＡＢの存在下でのＧλ－１ｍ

ＡＢの結合は、ＨＲＰ標識化ヤギ抗－ヒトＩｇＧを用いて検出された。反応は上

記のように開始した。

      【００９７】

  Ｇλ－１ｍＡＢは、ＥＬＩＳＡによって組換えＦ（ｒＦ）蛋白質への強力な結

合を明らかにした（ｍＡＢ Ｂに対するＥＣ５０＝２．６ｎｇ／ｍｌ）。Ｇλ－

１ｍＡＢのｒＦ蛋白質への結合は、抗原認識に不可欠なＦ蛋白質アミノ酸が配列

番号２０のアミノ酸２６８、２７２および２７５であるｍＡｂ Ｂ４によって阻

害された。Ｇλ－１ ｍＡＢのｒＦ蛋白質への結合は、配列番号２０のＦ蛋白質

アミノ酸４２９が抗原認識に不可欠であるｍＡｂ ＲＳＭＵ１９によって阻害さ

れなかった。これらの結果は、Ｆ蛋白質（配列番号２０）のアミノ酸２５５－２

７５の領域における残基がＧλ－１ｍＡＢ認識に不可欠であることを示す。

      【００９８】

  実施例６：Ｇλ－１ ｍＡＢのイン・ビトロ融合－阻害活性

  Ｇλ－１ｍＡＢのウイルス誘導性細胞融合を阻害する能力は、イン・ビトロで

の微量中和アッセイ（Beelerら、J. Virol., 63: 2941-2950(1989)）の修飾を用

いて決定された。該アッセイにおいて、５０μｌのＲＳ Ｌｏｎｇ系統ウイルス

（１０－１００ ＴＣＩＤ５０／ウェル（American Type Culture Collection AT

CC VR-26））を２％ウシ胎児血清（ＦＣＳ）を含有する最少必須培地（ＭＥＭ）
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中において、３７℃、５％ＣＯ２で４時間０．１ｍｌ ＶＥＲＯ細胞（５ｘ１０

３／ウェル）（ATCC CCL-81）と混合した。次いで、ｍＡＢの連続的な２倍希釈

液（４連）（５０μｌ）をウイルス感染細胞を含有するウェルに加えた。対照培

養物は、ウイルスのみでインキュベートした細胞（陽性ウイルス対照）または培

地のみでインキュベートした細胞を含有した。

      【００９９】

  培養物を３７℃で５％ＣＯ２中において６日間インキュベートし、そのとき、

ウイルス対照ウェル中の細胞病理学的効果（ＣＰＥ）は＞９０％であった。細胞

病理学的効果の顕微鏡試験は、ＥＬＩＳＡによって確認された。培地を培養物か

ら吸引し、５０μｌの０．６％Ｈ２Ｏ２を含有する９０％メタノールで置換した

。１０分後、固定液を吸引し、プレートを一晩風乾した。１μｇ／ｍｌのビオチ

ン化ＲＳＣＨＢ４（ウシＢ４ｍＡｂのヒトＦｃ誘導体（SmithKline Beecham））

、次いで、１：１００００希釈したＨＲＰ－標識化ストレプトアビジン（Boehri

nger-Mannheim）を用いて、ウイルス性抗原を固定した培養物中において検出し

た。ＴＭＢｌｕｅを用いて反応を開始し、１Ｎ Ｈ２ＳＯ４の添加によって止め

た。４５０ｎｍの吸光度を測定した（Ｏ．Ｄ．４５０）。

      【０１００】

  融合－阻害力価は、ウイルス対照と比べてＥＬＩＳＡシグナルにおいて５０％

減少を引き起こした抗体濃度（ＥＤ５０）として定義付された。標準的なウイル

ス滴定によるＥＬＩＳＡにおいて作成された曲線に基づいて、Ｏ．Ｄ．４５０に

おける５０％減少はウイルス力価における＞９０％減少に相当した。５０％点の

計算は、用量滴定の回帰分析に基づいた。

  Ｇλ－１ｍＡＢは、Ａ型ＲＳ Ｌｏｎｇ系統ウイルスに対する強力なイン・ビ

トロ融合－阻害活性を明らかにした（ｍＡＢ ＢのＥＤ５０は、０．５１±０．

３８μｇ／ｍｌ）。該イン・ビトロ融合－阻害アッセイにおいて、Ｇλ－１ｍＡ

Ｂ Ｂは、比較アッセイにおけるヒト化ｍＡＢ ＲＳＨＺ１９（０．４－３．０μ

ｇ／ｍｌのＥＤ５０）（Wydeら、Pediatr. Res., 38(4):543-550）より活性であ

った。

      【０１０１】
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  実施例７：Ｇλ－１ ｍＡＢ Ｂのイン・ビボ活性：Ｂａｌｂ／ｃマウスモデル

における予防および治療

  ヒトＲＳＶのＡ２系統の１０５ＰＦＵの鼻腔内感染の２４時間前（予防）また

は４日後（治療）のいずれかに、０．０６ｍｇ／ｋｇ～５ｍｇ／ｋｇ範囲のＧλ

－１ ｍＡＢ ＢをＢａｌｂ／ｃマウス（５／群）に腹腔内接種した。マウスを感

染５日後に殺した。肺を採取し、ホモジナイズしてウイルス力価を決定した。

  ウイルスは、予防的または治療的に＞１．２５ｍｇ／ｋｇ Ｇλ－１ ｍＡＢ 

Ｂで予防的処理を行ったマウスの肺において検出されなかった。下記の表ＩＩを

参照のこと。有意なウイルスのクリアランス（２－３ｌｏｇ１０）もまた、０．

３１ｍｇ／ｋｇ Ｇλ－１ｍＡＢ Ｂを予防的または治療的に受けた動物において

達成された。

      【０１０２】

【表２】

      【０１０３】

  Ｇλ－１ ｍＡＢは、ＡおよびＢ型の両方の幅広い範囲の天然ＲＳＶ単離株に

対するイン・ビトロにおける強力な抗ウイルス活性を有し、動物モデルにおいて
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イン・ビボで予防的および治療的効力を示す。したがって、Ｇλ－１ ｍＡＢは

、ヒトにおける治療的、予防的および診断的適用の候補である。

  本明細書に記載された発明を考慮して、本発明の多くの修飾および変更が当業

者によって施されうる。かかる修飾は、本発明の明細書および請求の範囲によっ

て包含されると確信する。上記の全ての引用文献は、出典明示により本明細書の

一部とされる。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１Ａ】  Ｇλ－１ ｓｃＦＶファージ結合のＲＳＶ１９ ｍＡｂ（国際特

許出願公報第ＷＯ９２／０４３８１号、１９９２年３月１９日公開）との競合を

示すグラフである。

    【図１Ｂ】  Ｇλ－１ ｓｃＦＶファージ結合のＲＳＶ Ｂ４ ｍＡｂ（国際

特許出願公報第ＷＯ９３／２０２１０号、１９９３年１０月１４日公開）との競

合を示すグラフである。

    【図２】  ｓｃＦＶファージ、Ｇλ－１、Ｇλ－３およびＧκ－１とＲＳＶ

系統２７３によるウイルス中和を示すグラフである。

    【図３】  Ｇλ－１ Ｌ鎖可変領域、プロセッシングされたＮ末端から枠組

み構造ＩＶのＤＮＡ配列（配列番号１）および蛋白質配列（一文字コードにおい

て報告されたアミノ酸）（配列番号２）を示す。

    【図４】  Ｇλ－１ Ｈ鎖可変領域、プロセッシングされたＮ末端から枠組

み構造ＩＶのＤＮＡ配列（配列番号３）および蛋白質配列（一文字コードにおい

て報告されたアミノ酸）（配列番号４）を示す。

    【図５】  Ｇλ－１モノクローナル抗体の構築に使用されるクローニング法

を示す。Ｈ鎖Ｖ領域をｐＣＤ誘導体ベクター中にＸｈｏＩ－ＡｐａＩフラグメン

トとしてクローン化した。全Ｌ鎖Ｖ領域をｐＣＮ誘導体ベクター、４３－１ｐｃ

ｎ中にＳａｃＩ－ＡｖｒＩＩフラグメントとしてクローン化した。詳細は上記す

る。

    【図６】  Ｇλ－１一本鎖ＦｖのＨ鎖アミノ酸配列（配列番号５）と本発明

の種々のモノクローナル抗体との比較を提供する。Ａ（配列番号７）およびＢ（

配列番号８）構築物のＨ鎖のアミノ酸配列を示す。残基の番号は、生殖細胞系（
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ＧＬ）遺伝子Ｄｐ５８（配列番号６）に基づき、成熟のプロセッシングされたア

ミノ末端で開始し、ＣＤＲ３で終結する。「－」は上記の配列との同一性を示す

（例えば、Ｂと比べたＡ）。太字の残基はリーダー領域およびＣＤＲ１－３に相

当する。

    【図７】  Ｇλ－１Ａ１本鎖ＦｖのＬ鎖アミノ酸配列（配列番号９）と本発

明の種々のモノクローナル抗体の比較を提供する。Ａ（配列番号１１）およびＢ

（配列番号１２）構築物のＬ鎖アミノ酸配列を示す。Ｖκ領域の残基の番号は、

生殖細胞系（ＧＬ）遺伝子ＤｐＬ８（配列番号１０）に基づき、成熟のプロセッ

シングされたアミノ末端で開始し、ＣＤＲ３で終結する。枠組み構造４を参照す

るために、実際の番号付もまたＧλ－１Ａについて示される。図６と同様に、「

－」は上記の配列との同一性を示す。

    【図８】  図８Ａ～８Ｆは、Ｈ鎖についてＲＳＶ中和ヒトＧλ－１ｍＡｂを

含有する発現プラスミドＧλ－１Ａｐｃｄの連続的なＤＮＡ配列（配列番号１３

）を示す。Ｇλ－１Ｈ鎖の翻訳開始、リーダーペプチド、アミノ末端プロセッシ

ング部位、カルボキシ末端およびＥｃｏ ＲＩ制限エンドヌクレアーゼ切断部位

を示す。

    【図９】  図９Ａ～９Ｅは、Ｌ鎖についてＲＳＶ中和ヒトＧλ－１ｍＡｂを

含有する発現プラスミドＧλ－１Ａｐｃｎの連続的なＤＮＡ配列（配列番号１４

）を示す。図８Ａ－８Ｆと同様にＬ鎖について対応する特徴が示される。

    【図１０】  図１０Ａおよび１０Ｂは、プラスミドＧλ－１ＢｐｃｄのＨ鎖

のコーディング領域の連続的なＤＮＡ配列（配列番号１５）を示す。太字の残基

は、図８Ａ－８Ｆ（配列番号１３）におけるＧλ－１Ａｐｃｄのための全ベクタ

ー配列との相違を示す。

    【図１１】  プラスミドＧλ－１ＢｐｃｎのＬ鎖のコーディング領域のＤＮ

Ａ配列（配列番号１６）を示す。太字の残基は、図９Ａ－９Ｅ（配列番号１４）

におけるＧλ－１Ａｐｃｎの全ベクター配列との相違を示す。
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【図１Ａ】

【図１Ｂ】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７】
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【図８Ａ】
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【図８Ｂ】
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【図８Ｃ】



(79) 特表２００２－５４３８２２

【図８Ｄ】
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【図８Ｅ】
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【図８Ｆ】
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【図９Ａ】
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【図９Ｂ】
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【図９Ｃ】
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【図９Ｄ】
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【図９Ｅ】
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【図１０Ａ】
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【図１０Ｂ】
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【図１１】
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【国際調査報告】
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