
(57)【要約】
【課題】　ヒト化抗ＣＤ１１ａ抗体の各種の使用を提供する。
【解決手段】　本発明は、ヒト化抗ＣＤ１ｌａ抗体であって、ヒトＣＤ１１ａＩドメイン
に特異的に結合され、通常のヒト表皮ケラチノサイト発現ＩＣＡＭ‐１へのジャーカット
細胞の接着を防止するため約１ｎＭまでのＩＣ５０ (ｎＭ )値を、及び／又は混合リンパ球
応答アッセイにおいて約１ｎＭまでのＩＣ５０ (ｎＭ )値を有し得るヒト化抗ＣＤ１ｌａ抗
体に関し、このヒト化抗ＣＤ１ｌａ抗体の各種の使用に関する。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
(a)配 列 番 号 ： ５ を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 及 び 配 列 番 号 ： ２ を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 抗
体 、 及 び
(b)前 記 (a)の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 1つ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 に よ っ て 得
ら れ る 抗 体 で あ っ て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ の Ｉ ‐ ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ：
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヒ ト 化 抗 － Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 か ら な る 、 患 者 に お け る Ｌ Ｆ Ａ － １
介 在 性 疾 患 の 治 療 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
(a)配 列 番 号 ： ５ を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 及 び 配 列 番 号 ： ２ を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 抗
体 、 及 び
(b)前 記 (a)の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 1つ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 に よ っ て 得
ら れ る 抗 体 で あ っ て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ の Ｉ ‐ ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ：
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヒ ト 化 抗 － Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 か ら な る 、 Ｔ 細 胞 依 存 免 疫 機 能 の 阻
害 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 疾 患 が 、 喘 息 、 リ ウ マ チ 関 節 炎 、 移 植 に お け る 移 植 片 対 宿 主 拒 絶 、 多 発 性 硬 化 症 、
乾 癬 、 全 身 性 ル ー プ ス エ リ テ マ ト ー デ ス 、 皮 膚 炎 、 ク ロ ー ン 病 及 び 潰 瘍 性 大 腸 炎 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 治 療 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
　 患 者 に お け る Ｌ Ｆ Ａ － １ 介 在 性 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、
(a)配 列 番 号 ： ５ を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 及 び 配 列 番 号 ： ２ を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 抗
体 、 及 び
(b)前 記 (a)の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 1つ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 に よ っ て 得
ら れ る 抗 体 で あ っ て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ の Ｉ ‐ ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ：
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヒ ト 化 抗 － Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ｔ 細 胞 依 存 免 疫 機 能 を 阻 害 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、
(a)配 列 番 号 ： ５ を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 及 び 配 列 番 号 ： ２ を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 抗
体 、 及 び
(b)前 記 (a)の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 1つ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 に よ っ て 得
ら れ る 抗 体 で あ っ て 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ の Ｉ ‐ ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ：
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヒ ト 化 抗 － Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 疾 患 が 、 喘 息 、 リ ウ マ チ 関 節 炎 、 移 植 に お け る 移 植 片 対 宿 主 拒 絶 、 多 発 性 硬 化 症 、
乾 癬 、 全 身 性 ル ー プ ス エ リ テ マ ト ー デ ス 、 皮 膚 炎 、 ク ロ ー ン 病 及 び 潰 瘍 性 大 腸 炎 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 般 に ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 リ ン パ 球 機 能 関 連 抗 原 １ (Ｌ Ｆ Ａ ‐ １ ； Ｃ Ｄ １ １ ａ ／ Ｃ Ｄ １ ８ )は 、 免 疫 学 的 応 答 及 び 炎
症 の た め に 必 須 な 細 胞 の 相 互 作 用 の 間 に 白 血 球 粘 着 に 含 ま れ る (Larson ら 、 Immunol． Rev
． 114:181-217(1990))。 Ｌ Ｆ Ａ ‐ １ は 、 β ２ イ ン テ グ リ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 且
つ ユ ニ ー ク α サ ブ ユ ニ ッ ト 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ 及 び β サ ブ ユ ニ ッ ト 、 Ｃ Ｄ １ ８ 、 共 通 の 他 の β ２
イ ン テ グ リ ン レ セ プ タ ー Ｍ ａ ｃ ‐ １ 及 び p1 50,95か ら な る 。 Ｌ Ｆ Ａ ‐ １ の リ ガ ン ド は 、 白
血 球 、 内 皮 及 び 皮 膚 の 線 維 芽 細 胞 上 で 発 現 し た 、 細 胞 間 接 着 分 子 ‐ １ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ ‐ １ (Dus
tinら 、 J.Immunol． 137: 245-254(1986))、 休 眠 内 皮 及 び リ ン パ 球 上 で 発 現 し た Ｉ Ｃ Ａ Ｍ
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‐ ２ (de Fougerol lesら 、 J． Exp． Med． 174:253-267(1991))、 及 び 単 球 と 休 眠 リ ン パ 球
で 発 現 し た Ｉ Ｃ Ａ Ｍ ‐ ３ (de Fougerollesら 、 J． Exp． Med． 179:619-629(1994))を 含 む 。
 
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｌ Ｆ Ａ ‐ １ と Ｉ Ｃ Ａ Ｍ ｓ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (MAbs)は 、 イ ン ビ ト ロ で 、 Ｔ 細 胞
活 性 化 (Kuypersら 、 Res． Immunol． 140:461(1989)))、 Ｔ 細 胞 依 存 Ｂ 細 胞 増 殖 (Fischerら
、 J． Immunol． 136:3198-3203(1986))、 標 的 細 胞 渙 散 (Krensky ら 、 J． Immunol.131:611-
616(1983))、 及 び 脈 管 内 皮 へ の Ｔ 細 胞 の 接 着 (Loら 、 J ． Immunol． 143:3325-3329(1989))
を 含 む 幾 つ か の Ｔ 細 胞 依 存 免 疫 機 能 を 抑 制 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 マ ウ ス に お い て 、 抗
Ｃ Ｄ １ １ ａ  Ｍ Ａ ｂ ｓ は 、 タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 耐 性 (タ ナ カ ら 、 Eur． J． Immunol． 25:
1555-1558(1995))、 及 び 心 臓 (Cavazzana-calvoら 、 Transplantation 59:1576-1582(1995)
;ナ カ ク ラ ら 、 T ransplantation 55:1112-417(1993))、 骨 髄 (Cavazzana-Calvoら 、 Transp
lantati on 59:1576-1582(1995);van Dijkenら 、 Transplantation 49:882-886(1990))、
角 膜 (Heら 、 Invest． Opthamol． Vis． Sci． 35:3218-3225(1994))、 小 島 (ニ シ ハ ラ ら 、 Tra
nsp lantation Proc． 27:372(1995))及 び 甲 状 腺 (Talentoら 、 Transplantation 55:41 8-4
22(1993))同 種 移 植 片 の 存 続 延 長 を 誘 導 す る 。  
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ヒ ト に お い て 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ  Ｍ Ａ ｂ ｓ は 、 骨 髄 移 植 後 の 移 植 片 不 全 を 予 防 し 、 (Fische
rら 、 Blood 77:249-256(1991);Stoppaら 、 Transplant Intl． 4:3-7(1991))及 び コ ル チ コ
ス テ ロ イ ド 及 び ア ザ チ オ プ リ ン に 加 え て 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ  Ｍ Ａ ｂ に よ っ て 予 防 的 に 処 理 し
た 腎 臓 同 種 移 植 片 の 予 備 の 臨 床 的 研 究 が 有 望 視 さ れ る  (Hourmantら 、 Transplantation 58
:377-380(1994))。 移 植 拒 絶 に 対 す る 現 行 の 治 療 は 、 Ｏ Ｋ Ｔ ３ 、 ネ ズ ミ の 抗 ‐ ヒ ト Ｃ Ｄ ３  
Ｍ Ａ ｂ 、 及 び シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ の 使 用 を 含 む 。 Ｏ Ｋ Ｔ ３ 治 療 は 、 有 効 で あ る が し か し 、 幾
つ か の 望 ま し く な い 副 作 用 を 有 す る ； そ れ の 使 用 は 、 発 熱 、 悪 寒 及 び 胃 腸 の 苦 痛 の 結 果 を
生 じ る 腫 瘍 壊 死 因 子 ‐ α 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ‐ γ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ‐ ２ 、 及 び イ ン タ ー
ロ イ キ ン  ‐ ６ を 含 む 多 数 の サ イ ト カ イ ン の 放 出 の 結 果 を 生 じ る (再 考 の た め 、 Parlevliet
 ら 、 Transplant Intl． 5:234-246(1992);Dantalら 、 Curr． Opin． Immunol． 3:74 0-747(
1991)参 照 )。 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ は 有 効 で あ る が 、 し か し ま た 、 深 刻 な 副 作 用 を も 有 す る (
再 考 の た め 、 Barry， Drugs， 44:554-566(1992)参 照 )。
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【 非 特 許 文 献 ４ ９ 】 Epsteinら 、 Proc． Natl． Acad． Sci． USA 82:368 8(1985)
【 非 特 許 文 献 ５ ０ 】 Hwangら 、 Proc． Natl Acad． Sci． USA 77:4030(1980)
【 非 特 許 文 献 ５ １ 】 Martinら 、 J． Biol． Chem． 257:286-288(1982)
【 非 特 許 文 献 ５ ２ 】 Gabizonら 、 J． National Cancer Inst.81(19): 1484(1989)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 を 提 供 す る 。 好 ま し い 抗 体 は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ の Ｉ
‐ ド メ イ ン に (例 え ば 、 こ こ で 定 義 し た よ う な 「 エ ピ ト ー プ Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ 」 に )結 合 し 、 及 び
／ 又 は 約 １ ｘ １ ０ - 8 Ｍ 又 は よ り 強 い 親 和 性 (affinity)と と も に Ｃ Ｄ １ １ ａ と 結 合 す る 。 好
ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 該 抗 体 は 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ - １ を 発 現 す る 通 常 の ヒ ト 表 皮 ケ ラ チ ノ サ
イ ト へ の ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 の 接 着 を 防 ぐ た め に 約 １ ｎ Ｍ ま で の Ｉ Ｃ ５ ０ (ｎ Ｍ )値 を 有 す る
。 好 ま し い ヒ ト 化 抗 体 は 、 混 合 リ ン パ 球 反 応 (Ｍ Ｌ Ｒ )ア ッ セ イ に お い て 約 １ ｎ Ｍ ま で の Ｉ
Ｃ ５ ０ (ｎ Ｍ )の 値 を 有 す る そ れ ら で あ る 。 Ｍ Ｌ Ｒ ア ッ セ イ に お け る ヒ ト 化 抗 体 の こ の Ｉ Ｃ
５ ０ は 、 イ ン ビ ボ で 予 め 試 験 さ れ て い る ネ ズ ミ Ｍ Ａ ｂ ２ ５ ． ３ の そ れ よ り も 著 し く 良 好 で
あ る  (Fischerら 、 Blood 77:249-256(1991);Stoppaら 、 Transplant Intl.4:3‐ 7(1991);H
ourmantら 、 Transplantation 58:377‐ 380(1994))。  
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 は 、 図 １ 中 の ヒ ト 化 抗 体 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ Ｆ (ab)‐ ８ の 、 Ｃ Ｄ Ｒ １ (G
YSFTGHWHN;配 列 番 号 ： １ ０ )及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ ２ (MIHPSDSETRYNQKFKD;配 列 番 号 ： １ １ )及
び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ ３ (GIYFYGTTYFDY;配 列 番 号 ： １ ２ )の ア ミ ノ 酸 配 列 を 備 え る 重 鎖 可 変 領 域
及 び ／ 又 は 図 １ 中 の ヒ ト 化 抗 体 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ Ｆ (ab)‐ ８ の 、 Ｃ Ｄ Ｒ １ (RASKTISKYLA;配 列 番
号 ： １ ３ )及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ ２ (SGSTLQS;配 列 番 号 ： １ ４ )及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ ３ (QQHNEYPLT;
配 列 番 号 ： １ ５ )の ア ミ ノ 酸 配 列 を 備 え る 軽 鎖 可 変 領 域 を 有 し 得 る 。 他 の 実 施 態 様 に お い
て 、 該 抗 体 は 、 ヒ ト 化 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ 抗 体 Ｆ (ab)‐ ８ の Ｃ Ｄ Ｒ ｓ の １ 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸
配 列 変 異 体 を 備 え 、 該 変 異 体 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 内 又 は 隣 接 し た １ 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 挿
入 及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 内 又 は 隣 接 し た 削 除 及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 の 置 換 (そ の よ う な 変
異 体 を 生 成 す る た め の 好 適 な タ イ プ の ア ミ ノ 酸 代 替 と す る 置 換 と 共 に )を 備 え る 。 そ の よ
う な 変 異 体 は 、 約 １ ｘ １ ０ - 8 Ｍ ま で の ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ の 結 合 親 和 力 を 通 常 は 有 す る で あ ろ
う 。  
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 に お い て 、 該 ヒ ト 化 抗 体 は 、 配 列 番 号 ： ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 備 え る 軽 鎖
可 変 領 域 及 び ／ 又 は 図 １ 中 の ヒ ト 化 抗 体 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ Ｆ (ab)‐ ８ の 配 列 番 号 ： ５ の ア ミ ノ 酸
配 列 を 備 え る 重 鎖 可 変 領 域 及 び ／ 又 は そ れ の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を 包 含 す る 。  
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ こ に 記 載 し た 通 り 、 ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ (即 ち 、 「 ア カ ゲ ザ ル 化 」 抗 体 )に 結 合 す る
た め の 能 力 を 与 え る た め に 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 原 と 結 合 す る が 、 し か し ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １
１ ａ 抗 原 と 有 意 で は な い 、 ヒ ト 化 抗 体 を 後 で 工 作 す る こ と は 可 能 と さ れ て い る 。 こ の 実 施
態 様 に お い て 、 ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ と 結 合 す る 抗 体 は 、 例 え ば 配 列 番 号 ： ２ ３ 中 の Ｃ Ｄ
Ｒ ２ ア ミ ノ 酸 配 列 を 備 え 得 る 。 他 の Ｃ Ｄ Ｒ ｓ は 、 ヒ ト 化 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ 抗 体 Ｆ (ab)‐ ８ の た め
の そ れ ら と 同 じ と さ れ 得 る 。 か く し て 、 該 抗 体 は 、 配 列 番 号 ： ２ 中 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 備 え
る 軽 鎖 と 任 意 に 結 合 し た 、 配 列 番 号 ： ２ ４ 中 の 「 ア カ ゲ ザ ル 化 」 重 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 備
え 得 る 。 該 抗 体 の 各 種 の 形 が 、 こ こ に 意 図 さ れ る 。 例 え ば 、 該 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 は 、 完 全
長 抗 体 ( 例 え ば 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 を 有 す る )又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト (例 え ば 、
Ｆ (ab') 2 )と さ れ 得 る 。 さ ら に 、 該 抗 体 は 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 化 、 固 相 上 で 固 定 化 及
び ／ 又 は 異 質 な 化 合 物 (細 胞 毒 性 剤 の よ う な )と 接 合 さ れ 得 る 。  
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 該 抗 体 の 診 断 的 及 び 治 療 的 な 使 用 が 意 図 さ れ る 。 一 つ の 診 断 的 な 適 用 に お い て 、 本 発 明
は 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 に 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ タ ン パ ク 質 の 含 有 を 疑 わ れ る サ ン プ ル を さ ら す こ と
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及 び そ の サ ン プ ル へ の 抗 体 の 結 合 を 測 定 す る こ と を 備 え る Ｃ Ｄ １ １ ａ タ ン パ ク 質 の 存 在 を
測 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 使 用 の た め 、 本 発 明 は 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ タ ン パ ク 質 を 検
出 す る た め の 抗 体 を 用 い る た め の 抗 体 を 備 え る キ ッ ト と 指 示 と を 提 供 す る 。  
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に ： 該 抗 体 を コ ー ド 化 す る 分 離 し た 核 酸 ； そ の 核 酸 を 備 え る ベ ク タ ー 、 該
ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ る 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 し た 配 列 を 制 御 す る た め に 任 意 に 操
作 可 能 に 結 合 し た ； そ の ベ ク タ ー を 備 え る 宿 主 細 胞 ； そ の 核 酸 が 発 現 さ れ る よ う に 宿 主 細
胞 を 培 養 す る こ と 、 及 び 、 任 意 に 、 宿 主 細 胞 培 養 物 か ら (例 え ば 宿 主 細 胞 培 養 培 地 か ら )抗
体 を 回 収 す る こ と を 備 え る 該 抗 体 の 製 造 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト 化
抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 と 製 薬 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア 又 は 賦 形 剤 と を 備 え る 組 成 物 も 提 供 す る
。 治 療 的 な 使 用 の た め の こ の 組 成 物 は 無 菌 で あ り 且 つ 凍 結 乾 燥 さ れ 得 る 。 本 発 明 は さ ら に
、 哺 乳 動 物 に ヒ ト 化 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 製 薬 的 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 備 え る 、 Ｌ Ｆ Ａ ‐ １
介 在 疾 患 に 罹 っ た 哺 乳 動 物 を 処 置 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 治 療 的 使 用 の た
め 、 他 の 免 疫 抑 制 剤 又 は 接 着 分 子 ア ン タ ゴ ニ ス ト (例 え ば 、 別 の Ｌ Ｆ Ａ ‐ １ ア ン タ ゴ ニ ス
ト 又 は Ｖ Ｌ Ａ ‐ ４ ア ン タ ゴ ニ ス ト )が 、 該 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 前 、 後 又 は 同 時 の い
ず れ か で 該 哺 乳 動 物 に 共 投 与 さ れ 得 る 。  
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
〈 Ｉ ． 定 義 〉
　 他 に 指 示 さ れ ぬ 限 り 、 こ こ で 用 い た 場 合 、 用 語 「 Ｃ Ｄ １ １ ａ 」 は 、 い ず れ か の 哺 乳 動 物
か ら の 、 し か し 好 ま し く は ヒ ト か ら の Ｌ Ｆ Ａ ‐ １ の α サ ブ ユ ニ ッ ト に 関 す る 。 該 Ｃ Ｄ １ １
ａ は 、 天 然 ソ ー ス の 分 子 か ら 分 離 さ れ 得 る し 、 又 は 合 成 手 段 に よ り 生 産 さ れ 得 る (例 え ば
、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い )。 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ の た め の ア ミ ノ 酸 配 列 ば 、 例 え ば 、 欧 州 特
許 第 362 526B1中 に 記 載 さ れ る 。  用 語 「 Ｉ ‐ ド メ イ ン 」 は 、 Champeら 、 J． Biol． Chem． 2
70:1388-1394(1995)及 び ／ 又 は Quら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.92:10277-10281(1995)中 に 記
載 し た こ の 分 子 の そ の 領 域 に 関 す る 。 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ  Ｉ ‐ ド メ イ ン (配 列 番 号 ： ７ )と ア
カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ  Ｉ ‐ ド メ イ ン (配 列 番 号 ： ８ )の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 図 ２ の 図 面 中 に 図
示 さ れ る 。  
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ こ で 用 い た 場 合 、 用 語 「 エ ピ ト ー プ Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ 」 は 、 他 に 示 さ な い 限 り 、 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４
抗 体 (後 述 を 参 照 )に 結 合 す る ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ の Ｉ ‐ ド メ イ ン 中 の 領 域 に 関 す る 。 こ の エ ピ
ト ー プ は 、 配 列 番 号 ： ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 及 び 任 意 に 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ 及 び ／ 又 は Ｃ Ｄ １ ８
の 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。  用 語 「 Ｌ Ｆ Ａ ‐ １ 介 在 疾 患 」 は 、 リ ン パ 球 上 の Ｌ Ｆ Ａ ‐ １
レ セ プ タ ー を 含 ん だ 細 胞 接 着 相 互 作 用 に よ っ て 生 起 さ れ る 病 理 学 的 な 状 態 に 関 す る 。 そ の
よ う な 疾 患 の 実 例 は 、 乾 癬 を 含 む 炎 症 性 皮 膚 疾 患 の よ う な Ｔ 細 胞 炎 症 性 の 応 答 ； 炎 症 性 の
腸 疾 患 (ク ロ ー ン 病 及 び 潰 瘍 性 大 腸 炎 の よ う な )と 関 連 し た 応 答 ； 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 ； 皮
膚 炎 ； 髄 膜 炎 ； 脳 炎 ； ブ ド ウ 膜 炎 ； 湿 疹 及 び 喘 息 の よ う な ア レ ル ギ ー 状 態 ； Ｔ 細 胞 及 び 慢
性 炎 症 性 応 答 の 浸 潤 を 含 む 状 態 ； 皮 膚 知 覚 過 敏 反 応 (ウ ル シ 皮 膚 炎 (poison ivyと poison o
ak)を 含 む )； ア テ ロ ー ム 硬 化 症 ； 白 血 球 接 着 不 全 ； リ ウ マ チ 様 動 脈 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト
ー デ ス (Ｓ Ｌ Ｅ )、 糖 尿 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 レ ナ ー ド 症 候 群 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 、 実 験 的
自 己 免 疫 性 脳 脊 髄 炎 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 若 年 開 始 糖 尿 病 、 及 び サ イ ト カ イ ン 及 び 脈 管
中 に 典 型 的 に 見 出 さ れ る Ｔ リ ン パ 球 が 介 在 し た 遅 延 形 知 覚 過 敏 に 関 連 し た 免 疫 応 答 、 サ ル
コ イ ド ー ジ ス 、 多 発 性 筋 炎 、 肉 芽 腫 症 及 び 脈 管 炎 の よ う な 自 己 免 疫 疾 患 ； 悪 性 貧 血 ； 慢 性
閉 塞 性 肺 疾 患 (Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ )； 気 管 支 炎 ； イ ン ス リ ン 炎 ； 鼻 炎 ； 蕁 麻 疹 ； 糸 球 体 腎 炎 ； 白 血 球
漏 出 を 含 む 疾 患 ； Ｃ Ｎ Ｓ 炎 症 性 疾 患 ； 敗 血 症 又 は 外 傷 に 対 す る 多 器 官 二 次 的 損 傷 症 候 群 ；
自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 ； ミ エ セ ミ ア グ ラ ビ ス (myethemia gravis)； 抗 原 抗 体 複 合 体 介 在 性
疾 患 ； ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 ； 悪 性 疾 患 (例 え ば 、 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 又 は ヘ ア リ ー セ ル 白
血 病 の よ う な Ｂ 細 胞 悪 性 疾 患 )； 移 植 片 対 宿 主 又 は 宿 主 対 移 植 片 を 含 む 全 て の 形 の 移 植 の
疾 患 ； Ｈ Ｉ Ｖ と ラ イ ノ ウ イ ル ス 属 感 染 ； 肺 の 線 維 症 二 次 器 官 内 へ の 腫 瘍 細 胞 の 転 化 な ど を
含 む 。  
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 付 属 す る 治 療 の た め に こ こ で 用 い る よ う な 、 用 語 「 免 疫 抑 制 剤 」 は 、 そ の 移 植 片 が 移 植
さ れ て い る 中 で の 宿 主 の 免 疫 系 を 抑 制 又 は マ ス ク す る よ う に 作 用 す る 物 質 に 関 す る 。 こ れ
は 、 サ イ ト カ イ ン 生 産 を 抑 制 す る 、 自 動 抗 原 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 又 は 抑 制
す る 、 或 い は Ｍ Ｈ Ｃ 抗 原 を マ ス ク す る 物 質 を 含 む で あ ろ う 。 そ の よ う な 剤 の 実 例 は 、 2-ア
ミ ノ ‐ 6-ア リ ー ル ‐ 5-置 換 化 ピ リ ミ ジ ン (米 国 特 許 第 4,665,077号 参 照 )、 ア ザ チ オ プ リ ン (
又 は シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 も し ア ザ チ オ プ リ ン に 対 す る 不 利 な 反 応 が あ れ ば )； ブ ロ モ
ク リ プ チ ン ； グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド (米 国 特 許 第 4,120,649号 中 に 記 載 し た 通 り 、 Ｍ Ｈ Ｃ 抗 原
を マ ス ク す る ) ； Ｍ Ｈ Ｃ 抗 原 及 び Ｍ Ｈ Ｃ フ ラ グ メ ン ト の た め の 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 ； シ
ク ロ ス ポ リ ン Ａ ； グ ル コ コ ル チ コ イ ド 、 例 え ば プ レ ド ニ ゾ ン 、 メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ン 、 及 び
デ キ サ メ タ ゾ ン の よ う な ス テ ロ イ ド ； 抗 ‐ イ ン タ ー フ ェ ロ ン ‐ γ 、 ‐ β 、 又 は  ‐ α 抗 体
を 含 む サ イ ト カ イ ン 又 は サ イ ト カ イ ン レ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト ； 抗 腫 瘍 壊 死 因 子 α 抗 体
； 抗 腫 瘍 壊 死 因 子 β 抗 体 ： 抗 イ ン タ ー ロ イ キ ン ‐ ２ 抗 体 及 び 抗 Ｉ Ｌ ‐ ２ レ セ プ タ ー 抗 体 ；
抗 Ｌ ３ Ｔ ４ 抗 体 ； 異 種 抗 リ ン パ 球 グ ロ ブ リ ン ； 全 Ｔ 抗 体 、 好 ま し く は 抗 Ｃ Ｄ ３ 又 は 抗 Ｃ Ｄ
４ ／ Ｃ Ｄ ４ ａ 抗 体 ； Ｌ Ｆ Ａ ‐ ３ 結 合 領 域 を 含 む 可 能 性 ペ プ チ ド (1990年 7月 26日 公 開 の WO 9
0/08187)； ス ト レ プ ト キ ナ ー ゼ ； Ｔ Ｇ Ｆ ‐ β ； ス ト レ プ ト ド ル ナ ー ゼ ； 宿 主 か ら の Ｒ Ｎ Ａ
又 は Ｄ Ｎ Ａ ； Ｆ Ｋ ５ ０ ６ ； Ｒ Ｓ ‐ ６ １ ４ ４ ３ ； デ オ キ シ ス パ ガ リ ン ； ラ パ マ イ シ ン ； Ｔ 細
胞 レ セ プ タ ー (米 国 特 許 第 5,114,721号 )； Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー フ ラ グ メ ン ト (Offnerら 、 Scie
nce 251 :430-432(1991);WO 90/11294;及 び WO 91/01133)； 及 び Ｔ １ ０ Ｂ ９ の よ う な Ｔ 細
胞 レ セ プ タ ー 抗 体 (EP340,109)を 含 む 。 こ れ ら の 剤 は 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 と 同 時 に 又 は 隔 た
っ た 時 間 で 投 与 さ れ 、 且 つ 当 該 技 術 に お い て 述 べ ら れ た と 同 じ 又 は そ れ よ り も 劣 っ た 投 薬
量 で 用 い ら れ る 。 好 ま し い 付 属 の 免 疫 抑 制 剤 は 、 患 者 の 経 歴 と 同 じ く 、 実 施 さ れ て い る 移
植 の 形 を 含 め た 治 療 さ れ て い る 疾 患 の 形 を 含 む 多 く の フ ァ ク タ ー に 基 づ く で あ ろ う が 、 し
か し 一 般 に 全 般 に 好 ま し く は 、 該 剤 は 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド (基 も 好
ま し く は プ レ ド ニ ゾ ン 又 は メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ン )、 Ｏ Ｋ Ｔ ‐  ３ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ア ザ
チ オ プ リ ン 、 ブ ロ モ ク リ プ チ ン 、 異 種 抗 リ ン パ 球 グ ロ ブ リ ン 、 又 は そ れ ら の 混 合 物 か ら 選
択 さ れ る 剤 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 処 置 (treatment)」 は 、 治 療 的 な 処 置 と 予 防 的 又 は 予 防 手 段 の 両 方 に 関 す る 。 処 置 の
必 要 に お け る そ れ ら は 、 疾 患 が 予 防 さ れ る べ き 者 で あ る そ れ ら と 同 じ く 、 疾 患 を 既 に 持 っ
た そ れ ら を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 処 置 の 目 的 の た め の 「 哺 乳 動 物 」 は 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ウ マ 、 ネ コ 、 ウ シ な ど の 飼 育 又 は 家
畜 動 物 、 及 び 動 物 園 、 運 動 用 、 又 は 愛 玩 動 物 を 含 ん だ 哺 乳 動 物 と し て 分 類 さ れ る い ず れ か
の 動 物 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 そ の 動 物 は ヒ ト で あ る 。  
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ こ で 用 い た よ う な 用 語 「 移 植 片 」 は 、 被 術 者 内 に 移 植 す る た め の ド ナ ー か ら 得 た 生 体
材 料 に 関 す る 。 移 植 片 は 、 小 島 細 胞 及 び 神 経 誘 導 細 胞 (例 え ば シ ュ ワ ン 細 胞 )の よ う な 分 離
し た 細 胞 、 新 生 児 の 羊 膜 、 骨 髄 、 造 血 前 駆 体 細 胞 の よ う な 組 織 、 及 び 皮 膚 、 心 臓 、 肝 臓 、
脾 臓 、 膵 臓 、 甲 状 腺 葉 、 肺 、 腎 臓 、 脈 管 器 官 (例 え ば 、 血 管 又 は 食 道 )等 の 器 官 の よ う な 多
様 な 材 料 を 含 む 。 脈 管 器 官 は 、 食 道 、 血 管 、 又 は 朋 管 の 損 傷 部 分 に 代 え て 用 い る こ と が で
き る 。 皮 膚 移 植 片 は 、 や け ど の み な ら ず 、 損 傷 を 受 け た 腸 に 、 － 或 い は 横 隔 膜 ヘ ル ニ ア の
様 な 一 定 の 欠 陥 を 塞 ぐ こ と に 調 製 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 該 移 植 片 は 、 死 体 又 は 生 存 ド
ナ ー か ら の い ず れ か の 、 ヒ ト を 含 む い ず れ か の 哺 乳 動 物 ソ ー ス か ら 得 ら れ る 。 好 ま し く は
、 該 移 植 片 は 、 骨 髄 又 は 心 臓 の よ う な 器 官 で あ り 、 且 つ 該 移 植 片 の ド ナ ー 及 び 宿 主 は 、 Ｈ
Ｌ Ａ ク ラ ス II抗 原 に 適 合 さ れ る 。  
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ こ で 用 い た 用 語 「 ド ナ ー 」 は 、 移 植 片 が 得 ら れ る 、 死 亡 し た 又 は 生 き た 哺 乳 動 物 種 に
関 す る 。 好 ま し く は 、 該 ド ナ ー は ヒ ト で あ る 。 ヒ ト ド ナ ー は 、 主 要 血 液 群 の 交 差 が 同 種 移
植 の 生 存 に 不 利 益 と な る 可 能 性 の 障 壁 で あ る こ と か ら 、 生 理 学 的 検 査 に お い て 性 状 で 且 つ

10

20

30

40

50

(7) JP 2006-36779 A 2006.2.9



同 じ 主 要 Ａ Ｂ Ｏ 血 液 群 で あ る ボ ラ ン テ ィ ア の 血 液 関 連 ド ナ ー が 好 適 で あ る 。 し か し な が ら
そ れ は 、 例 え ば Ａ ， Ｂ 又 は Ａ Ｂ 受 容 者 内 へ の Ｏ 型 ド ナ ー の 腎 臓 の 移 植 が 可 能 と な る 。  
【 ０ ０ １ ８ 】
　 用 語 「 移 植 」 及 び そ れ の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 そ の 移 植 が 同 系 の (こ こ で ド ナ ー と 受 容 者
は 一 般 に 同 一 で あ る )、 同 種 異 系 の (こ こ で ド ナ ー と 受 容 者 は 遺 伝 的 起 源 が 異 な る が 、 同 じ
種 で あ る )、 又 は 異 種 の (こ こ で ド ナ ー と 受 容 者 は 異 な る 種 か ら の も の で あ る )の い ず れ か
の 、 宿 主 内 へ の 移 植 片 の 挿 入 に 関 す る 。 か く し て 、 典 型 的 な シ ナ リ オ に お い て 、 宿 主 が ヒ
ト で あ り 且 つ 移 植 片 は 、 同 じ か 異 な る 遺 伝 的 起 源 の ヒ ト か ら 得 ら れ た 同 系 移 植 片 で あ る 。
別 の シ ナ リ オ に お い て 、 移 植 片 は 、 ヒ ト 受 容 者 宿 主 内 に 移 植 し た ヒ ヒ の 心 臓 の よ う な 、 及
び 例 え ば ブ タ の 心 臓 弁 、 又 は ヒ ト 宿 主 内 に 移 植 し た 動 物 ベ ー タ 小 島 細 胞 又 は 神 経 細 胞 の よ
う な 系 統 発 生 的 に 広 く 分 離 し た 種 か ら の 動 物 を 含 む 、 そ れ が 移 植 さ れ る 者 と は 異 な る 種 か
ら 得 ら れ る 。  
【 ０ ０ １ ９ 】
　 宿 主 に よ る 「 移 植 し た 移 植 片 の 抵 抗 増 加 」 は 、 そ れ か 移 植 さ れ た 宿 主 中 の 移 植 片 の 生 存
を 延 長 さ せ る こ と 、 即 ち 、 そ れ が 他 者 か ら の 移 植 を 良 好 に 許 容 す る だ ろ う よ う に 宿 主 免 疫
系 を 抑 制 す る こ と に 関 す る 。  
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 間 欠 性 の 」 又 は 「 周 期 性 の 」 投 与 は 、 一 定 期 間 の 時 間 、 及 び 一 以 上 の 数 に 分 離 す る こ
と か 好 適 で あ る 規 則 的 な イ ン タ ー バ ル で 継 続 す る 投 与 で あ る 。  
【 ０ ０ ２ １ 】
　 疾 患 の 「 選 択 さ れ た 耐 性 」 は 、 疾 患 の 原 因 と な る 特 異 的 な 因 子 の た め の 宿 主 の 免 疫 系 に
よ っ て 許 容 さ れ る こ と 、 し か し 第 ２ の 同 種 の 又 は 異 種 の 移 植 片 を 拒 絶 す る 宿 主 の 能 力 を 維
持 す る こ と に 関 す る 。 好 ま し く は 、 そ の 耐 性 は 該 免 疫 系 が 他 方 を 完 全 な ま ま に し て お く よ
う な も の で あ る 。  
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 用 語 「 Ｌ Ｆ Ａ ‐ １ ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 は 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ ‐ １ と の Ｌ Ｆ Ａ ‐ １ の 相 互 作 用 の 競 合
的 イ ン ヒ ビ タ ー と し て 作 用 す る 分 子 に 関 す る 。 そ の よ う な 分 子 の 実 例 は 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ (例
え ば 、 こ こ に 記 載 し た ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ )又 は Ｃ Ｄ １ ８ 又 は 両 方 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ ‐ １ に 対 す
る 抗 体 、 及 び ペ プ チ ド の よ う な 他 の 分 子 (例 え ば 擬 ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト )の い ず れ か に
対 し 向 け ら れ る 抗 体 を 含 む 。  
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 用 語 「 Ｖ Ｌ Ａ － ４ 」 は 、 Ｖ Ｃ Ａ Ｍ と の Ｖ Ｌ Ａ ‐ ４ の 相 互 作 用 の 競 合 的 イ ン ヒ ビ タ ー と し
て 作 用 す る 分 子 に 関 す る 。 そ の よ う な 分 子 の 実 例 は 、 Ｖ Ｌ Ａ ‐ ４ 又 は Ｖ Ｃ Ａ Ｍ 及 び 他 の 分
子 (例 え ば 擬 ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト )の い ず れ か に 対 し で 向 け ら れ る 抗 体 を 含 む 。  
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 用 語 「 抗 体 」 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (完 全 長 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む )、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 多 特 異 性 抗 体 (例 え ば 二 特 異 性 抗 体 )、 及 び そ れ ら が 望 ま し い 生 物 学 的 活 性 を 示
す 限 り 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 最 も 広 く 理 解 し 且 つ 特 異 的 に 包 含 す る こ と に お い て 用 い ら れ
る 。  
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 」 は 、 完 全 長 抗 体 の 部 分 、 一 般 的 に 抗 原 の 結 合 す る 又 は そ れ の 可 変
領 域 を 備 え る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 実 例 は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ '、 Ｆ (a ｂ ') 2 、 及 び Ｆ ｖ フ
ラ グ メ ン ト ； 二 量 体 ； 線 状 抗 体 ； 単 鎖 抗 体 分 子 ； 及 び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト か ら 形 成 し た 多 特
異 性 抗 体 を 含 む 。  
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ こ で 使 用 し た よ う な 用 語 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 実 質 的 に 均 質 な 抗 体 の 集 団 か ら
得 ら れ た 抗 体 に 関 し 、 即 ち そ の 集 団 に 含 ま れ る 個 別 の 抗 体 は 、 微 量 に お い て 存 在 さ れ 得 る
自 然 発 生 的 変 異 の 可 能 性 を 除 き 同 一 と さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 単 独 抗 原 サ イ ト に
対 し て 向 け ら れ て い る 、 高 度 に 特 異 的 な も の で あ る 。 さ ら に 、 異 な る 決 定 要 素 (エ ピ ト ー
プ )に 対 し 向 け ら れ た 異 な る 抗 体 を 典 型 的 に 含 む 通 常 の (ポ リ ク ロ ー ナ ル )抗 体 調 製 物 に 対
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し て 、 そ れ ぞ れ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 原 上 の 単 一 の 決 定 因 子 に 対 し て 向 け ら れ る 。
修 飾 語 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 は 、 抗 体 の 実 質 的 に 均 質 な 集 団 か ら 得 ら れ て い る よ う な 抗 体 の
特 徴 を 示 し 、 且 つ い ず れ か の 特 別 な 方 法 に よ っ て 抗 体 の 生 産 を 要 求 す る こ と を 構 成 す る た
め の も の で な い 。 本 発 明 に 従 い 使 用 さ れ る べ き モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohlerら 、 Nature
 2 56:495(1975)に よ っ て 最 初 に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て 作 製 さ れ 得 る し 、
又 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に よ っ て 作 製 さ れ 得 る (例 え ば 米 国 特 許 第 4,816,567号 参 照 )。 該 「 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は ま た 、 例 え ば 、 Clacksonら 、 Nature 352:624- 628(1991)と Marksら
、 J． Hol． Biol． 222:581-597(1991)中 に 記 載 し た 技 法 を 用 い 、 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ
ー か ら も 分 離 さ れ 得 る 。  
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ こ で の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 特 有 な 種 又 は 特 有 な 抗 体 ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス に 属 す
る も の か ら 得 ら れ た 抗 体 に お け る 配 列 と 同 一 で あ る か 又 は 一 致 す る 相 同 物 で あ る 重 及 び ／
又 は 軽 鎖 の 部 分 に お い て 「 キ メ ラ の 」 抗 体 (免 疫 グ ロ ブ リ ン )を 特 異 的 に 含 む 一 方 で 、 該 鎖
の 残 り は 別 な 種 の 又 は 別 な 抗 体 ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス に 属 す る も の か ら 得 ら れ た 抗 体 に お
け る 配 列 と 同 一 で あ る か 又 は 一 致 す る 相 同 物 、 同 様 に そ れ が 望 ま れ る 生 物 学 的 活 性 を 示 す
限 り は 、 そ の よ う な 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト で あ る (米 国 特 許 第 4,816,567号 ； 及 び Morrisonら
、 Proc． Natl． Acad． Sci ． USA 81:6851-6855(1984))。  
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 こ こ で 用 い る 場 合 、 用 語 「 超 可 変 領 域 」 は 、 抗 原 結 合 の た め に 応 答 可 能 で あ る 抗 体 の ア
ミ ノ 酸 残 基 に 関 す る 。 該 超 可 変 領 域 は 、 「 相 補 的 検 出 領 域 」 又 は 「 Ｃ Ｄ Ｒ 」 か ら の ア ミ ノ
酸 残 基 (即 ち 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン 中 の 残 基 24-34(L1)、 50-56(L2 )及 び 89-97(L3)及 び 重 鎖
可 変 領 域 中 の 31-35(H1)、 50-65(H2)及 び 95-1021(H3)； K abatら 、 Sequences of Proteins
 of Immunological Interest， 5th Ed． Public Health Service， National Institutes o
f Health， Bethesda， MD.(1991))及 び ／ 又 は 「 超 可 変 ル ー プ 」 (即 ち 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン
中 の 残 基 26-32(L1)、 50-:52(L 2)及 び 91-96(L3)及 び 重 鎖 可 変 領 域 中 の 26-32(H1)、 53-55(
H2)及 び 96-101(H3);Ch othiaと Lesk J． Mol． Biol． 196:901-917(1987))か ら の ア ミ ノ 鎖
残 基 を 備 え る 。 「 フ レ ー ム ワ ー ク 」 又 は 「 Ｆ Ｒ 」 残 基 は 、 こ こ に 記 載 し た よ う な 超 可 変 領
域 残 基 以 外 の そ れ ら 可 変 領 域 残 基 で あ る 。  
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 非 ヒ ト 化 (例 え ば ネ ズ ミ )抗 体 の 「 ヒ ト 化 」 型 は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 得 た 最 小 配
列 を 含 む キ メ ラ の 抗 体 で あ る 。 大 部 分 の た め に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 受 容 者 の 超 可 変 領 域 残 基
が 、 望 ま し い 特 異 性 、 親 和 性 、 及 び 容 量 を 有 す る マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 又 は 非 ヒ ト 霊 長
類 の よ う な 非 ヒ ト 種 か ら の 超 可 変 領 域 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た (ド ナ ー 抗 体 )ヒ ト 免 疫 グ ロ
ブ リ ン (受 容 体 抗 体 )と さ れ る 。 幾 つ か の 実 例 に お い て 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｖ フ レ ー
ム ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ ） 残 基 は 、 一 致 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 き 換 え ら れ る 。 さ ら に 、 ヒ
ト 化 抗 体 は 、 受 容 者 抗 体 に お い て 又 は ド ナ ー 抗 体 に お い て 見 出 さ れ な い 残 基 を 備 え る 。 こ
れ ら の 修 正 は 、 抗 体 の 効 率 を さ ら に 洗 練 す る た め に 実 行 さ れ る 。 一 般 に 、 該 ヒ ト 化 抗 体 は
、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の そ れ に 一 致 す る 超 可 変 ル ー プ の 全 て 又 は 実 質 的 に 全 て で あ る 、
及 び Ｆ Ｒ 領 域 の 全 て が 又 は 実 質 的 に 全 て が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の そ れ で あ る 可 変 領 域
の 、 少 な く と も １ 、 及 び 典 型 的 に は ２ つ の 実 質 的 に 全 て を 備 え る で あ ろ う 。 該 ヒ ト 化 抗 体
は 任 意 に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 典 型 的 に は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 (Ｆ ｃ )の 少 な く と も
一 部 も 含 む で あ ろ う 。 更 な る 詳 細 の た め に 、 Jonesら 、 Nature 321:522-525(1986);Reichm
annら 、 Nature 332:323-329(1988);及 び Pre sta， Curr． Op． Struct． Biol． 2:593-596(1
992)を 参 照 。  
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 単 鎖 Ｆ ｖ 」 又 は 「 ｓ Ｆ ｖ 」 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 の Ｖ H と Ｖ L ド メ イ ン と を 備 え 、
こ れ ら の ド メ イ ン は 、 単 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 中 に 存 在 さ れ る 。 一 般 に 、 該 Ｆ ｖ ポ リ ペ プ チ ド は
、 Ｖ H と Ｖ L ド メ イ ン 間 に 、 抗 原 結 合 化 の た め の 望 ま し い 構 造 を 形 成 す る た め の ｓ Ｆ ｖ を 与
え る ペ プ チ ド リ ン カ ー を さ ら に 備 え る 。 ｓ Ｆ ｖ の 再 考 の た め 、 The Pharmacology of Mono
clonal Antibodies， vol.113、 Rosenburgと M oore eds． Springer-Verlag， New York， pp
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.269-315(1994)中 の Pluckthunを 参 照 。  
【 ０ ０ ３ １ 】
　 用 語 「 ダ イ ア ボ デ ィ (diabodies)」 は 、 ２ の 抗 原 結 合 サ イ ト を 持 つ 小 さ い 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト に 関 し 、 フ ラ グ メ ン ト は 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 鎖 中 に 軽 鎖 可 変 領 域 (Ｖ L )に 接 合 し た 重 鎖
可 変 領 域 (Ｖ H )と を 備 え る (Ｖ H -Ｖ L )。 同 じ 鎖 上 の ２ つ の ド メ イ ン 間 を 対 に す る こ と を 許 す
非 常 に 短 い リ ン カ ー を 用 い る こ と に よ り 、 そ の 領 域 は 別 の 鎖 の 相 補 的 ド メ イ ン と 対 を な す
こ と を 強 い る と と も に 、 ２ つ の 抗 原 結 合 サ イ ト を 創 作 す る 。 ダ イ ア ボ デ ィ は 、 例 え ば 、 EP
 404,097;WO 93/11161;及 び Holling erら 、 Proc． Natl． Acad． Sci． USA 90:6444-6448(1
993)に お い て よ り 完 全 に 記 載 さ れ る 。  
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の 出 願 を 通 し て 使 用 し た 場 合 、 「 線 状 抗 体 」 の 表 現 は 、 Zapataら 、 Protein Eng． 8(1
0):1057-1062(1995)中 に 記 載 さ れ る 抗 体 に 関 す る 。 簡 略 に は 、 こ れ ら の 抗 体 は 、 抗 原 結 合
領 域 の 対 を 形 成 す る タ ン デ ム Ｆ ｄ セ グ メ ン ト の 対 (Ｖ H ‐ Ｃ H １  ‐ Ｖ H ‐ Ｃ H １ ） を 備 え る 。
線 状 抗 体 は 、 二 特 異 的 又 は 多 特 異 的 と さ れ 得 る 。  
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 分 離 し た 抗 体 」 は 、 そ れ の 自 然 な 環 境 の 成 分 か ら 同 定 さ れ 且 つ 分 離 さ れ 及 び ／ 又 は 回
収 さ れ て い る 一 つ で あ る 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 は 、 該 抗 体 の 診 断 的 又 は 治 療 的 使 用 を
妨 げ る で あ ろ う 材 料 で あ り 、 酵 素 、 ホ ル モ ン 及 び 他 の 蛋 白 様 の 又 は 非 蛋 白 様 の 溶 質 を 含 み
得 る 。 好 適 な 実 施 態 様 に お い て 、 該 抗 体 は 、 (１ )ロ ー リ ー 法 に よ っ て 測 定 さ れ る よ う な 抗
体 の ９ ５ 重 量 ％ よ り 以 上 に 、 最 も 好 ま し く は ９ ９ 重 量 ％ 以 上 に 、 (２ )ス ピ ニ ン グ カ ッ プ シ
ー ク エ ネ ー タ ー の 使 用 に よ っ て Ｎ - 末 端 又 は 中 間 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も １ ５ 残 基 を
得 る た め に 十 分 な 度 合 い に 、 又 は (３ )ク マ シ ー ブ ル ー 又 は 、 適 当 に は 銀 染 色 を 用 い て 還 元
又 は 非 還 元 条 件 下 で Ｓ Ｄ Ｓ ‐ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 均 質 化 す る た め に 精 製 さ れ る で あ ろ う 。 分
離 し た 抗 体 は 、 抗 体 の 自 然 環 境 の 少 な く と も １ の 構 成 要 素 が 存 在 さ れ な い で あ ろ う こ と か
ら 、 組 換 え 細 胞 内 の 本 来 の 位 置 の 抗 体 を 含 む 。 通 常 、 し か し な が ら 、 分 離 し た 抗 体 は 、 少
な く と も １ の 精 製 化 工 程 に よ っ て 調 製 さ れ る で あ ろ う 。  
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ こ で 使 用 し た 場 合 、 用 語 「 エ ピ ト ー プ タ グ 化 」 は 、 「 エ ピ ト ー プ タ グ 」 に 融 合 し た 抗
Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 に 関 す る 。 エ ピ ト ー プ タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ に 対 す る 抗 体 を 作 製 す る
こ と が で き 、 そ れ が Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 活 性 を 妨 げ な い よ う な 十 分 に 短 い も の に 対 す る エ ピ
ト ー プ を 提 供 す る た め に 十 分 な 残 基 を 有 す る 。 該 エ ピ ト ー プ タ グ は 好 ま し く は 、 そ れ に 対
す る 抗 体 が 他 の エ ピ ト ー プ と 実 質 的 に 交 差 反 応 し な い た め に 十 分 独 自 性 で あ る 。 好 適 な タ
グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 般 に 、 少 な く と も ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 大 抵 は ８ － ５ ０ ア ミ ノ 酸 残
基 (好 ま し く は ９ － ３ ０ 残 基 )を 有 す る 。 実 例 は 、 ｆ ｌ ｕ  Ｈ Ａ タ グ ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ
の 抗 体 １ ２ Ｃ Ａ ５  (Hieldら 、 Mol． Cell． Biol． 8:2159-2165(1988));ｃ -ｍ ｙ ｃ タ グ 及 び
そ れ に 対 す る ８ Ｆ ９ ， ３ Ｃ ７ ， ６ Ｅ １ ０ ， Ｇ ４ ， Ｂ ７ 及 び ９ Ｅ １ ０ 抗 体 (Evanら 、 Hol． Ce
 ll． Biol． 5(12):3610-3616(1985))； 及 び ヘ ル ペ ス 単 純 ウ イ ル ス グ リ コ プ ロ イ テ イ ン Ｄ (
ｇ Ｄ )タ グ 及 び そ れ の 抗 体 (Paborskyら 、 Protein Engineering 3(6):547- 553(1990))を 含
む 。 あ る 実 施 態 様 に お い て 、 そ の エ ピ ト ー プ タ グ は 、 「 サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト
ー プ 」 で あ る 。  
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ こ で 用 い た よ う な 、 用 語 「 サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー プ 」 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 分 子 (
例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ 1、 Ｉ ｇ Ｇ 2、 Ｉ ｇ Ｇ 3、 又 は Ｉ ｇ Ｇ 4)の Ｆ ｃ 領 域 の エ ピ ト ー プ に 関 し 、 す
な わ ち 、 Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の イ ン ビ ボ で の 血 漿 半 減 期 を 増 加 さ せ る た め に 応 答 可 能 で あ る 。  
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ こ で 使 用 し た よ う な 用 語 「 細 胞 毒 性 剤 」 は 、 細 胞 の 機 能 を 抑 制 す る 又 は 妨 げ る 及 び ／
又 は 細 胞 の 分 解 の 原 因 と な る 物 質 に 関 す る 。 そ の 用 語 は 、 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ (Ｉ 131、 Ｉ
125、 Ｙ 90及 び Ｒ ｅ 186)、 化 学 療 法 剤 、 及 び 細 菌 の 、 カ ビ の 、 植 物 又 は 動 物 の 酵 素 学 的 活
性 毒 の よ う な 毒 物 、 又 は そ れ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む こ と が 意 図 さ れ る 。  
【 ０ ０ ３ ７ 】
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　 「 化 学 療 法 剤 」 は 、 癌 の 治 療 に お い て 有 用 な 化 合 物 で あ る 。 化 学 療 法 剤 の 実 例 は 、 ア ド
リ ア マ イ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ５ ‐ フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド (「 Ara-C
」 )、 シ ク ロ ホ ス ホ ア ミ ド 、 チ オ テ パ 、 タ キ ソ テ ー ル (docetaxe l)、 ブ ス ル フ ァ ン 、 サ イ
ト キ シ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 シ ス プ ラ チ ン 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ
ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 イ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 、 ミ ト ザ ン ト ロ
ン 、 ビ ン ク レ イ ス チ ン 、 ビ ノ ー ル エ ル ビ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 テ ニ ポ シ ド 、 ダ ウ ノ マ イ シ
ン 、 カ ー ミ ノ マ イ シ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 エ ス ペ ラ
ミ シ ン (米 国 特 許 第 4 ,675,1 87号 参 照 )、 メ ル フ ァ ラ ン 及 び ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド に
関 係 し た そ の 他 の も の を 含 む 。  
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 用 い た よ う な 、 用 語 「 プ ロ ド ラ ッ グ 」 は 、 製 薬 的 活 性 物 質 の 前 駆 体 又 は
誘 導 体 形 に 関 し 、 即 ち 、 親 薬 剤 に 比 べ て 腫 瘍 細 胞 へ の 細 胞 毒 性 が 劣 る も の で あ り 、 且 つ よ
り 活 性 な 形 に 酵 素 的 に 活 性 化 さ れ 又 は 転 換 さ れ 得 る も の で あ る 。 例 え ば 、 Wilman,” Prodr
ugs in Cancer Chemotherapy” Biochemical Society Transactions， 14， pp.375-382， 61
5th Meeting Belfast(1986)及 び Stellaら 、  ” Prodrugs:A Chemical Approach to Target
ed Drug Delivery,” Directed Drug Delivery， Borchardtら (ed.),pp.247-267， Humana P
ress(1985)を 参 照 。 本 発 明 の プ ロ ド ラ ッ グ は 、 制 限 さ れ る も の で は な い が 、 ホ ス フ ァ ー ト
含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 チ オ ホ ス フ ァ ー ト 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 サ ル フ ァ ー ト 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ
、 ペ プ チ ド 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 D-ア ミ ノ 酸 変 成 プ ロ ド ラ ッ グ 、 グ リ コ シ ル 化 プ ロ ド ラ ッ グ
、 β ‐ ラ ク タ ム 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 任 意 に 置 換 し た フ ェ ノ キ シ ア セ ト ア ミ ド プ ロ ド ラ ッ グ
又 は 任 意 に 置 換 し た フ ェ ニ ル ア セ ト ア ミ ド 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 ５ -フ ル オ ロ シ ト シ ン 及 び
よ り 活 性 な 細 胞 毒 性 フ リ ー ド ラ ッ グ に 変 換 さ れ 得 る 他 の ５ ‐  フ ル オ ロ ウ リ ジ ン プ ロ ド ラ
ッ グ を 含 む 。 本 発 明 に お い て 使 用 す る た め の プ ロ ド ラ ッ グ 型 に 誘 導 化 が 可 能 な 細 胞 毒 性 医
薬 の 実 例 は 、 制 限 さ れ る こ と な し に 、 上 記 の 化 学 療 法 剤 を 含 む 。  
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ こ で 使 用 し た 場 合 、 用 語 「 標 識 」 は 、 抗 体 に 直 接 又 は 間 接 的 に 接 合 さ れ る 検 出 可 能 な
化 合 物 又 は 組 成 物 に 関 す る 。 該 標 識 は 、 そ れ 自 身 に よ っ て 検 出 可 能 と さ れ 得 る し (例 え ば
放 射 性 同 位 体 標 識 又 は 蛍 光 標 識 )、 又 は 酵 素 標 識 の ケ ー ス に お い て 、 検 出 可 能 な 基 質 化 合
物 又 は 組 成 物 の 触 媒 的 化 学 交 代 し 得 る 。  
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 固 相 」 に よ っ て 、 本 発 明 の 抗 体 が 接 着 可 能 で あ る よ う な 非 水 性 マ ト リ ッ ク ス が 意 味 さ
れ る 。 こ こ に 包 含 さ れ る 固 相 の 実 例 は 、 ガ ラ ス (例 え ば 制 御 化 多 孔 ガ ラ ス )、 ポ リ サ ッ カ リ
ド (例 え ば ア ガ ロ ー ス )、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 及 び
シ リ コ ー ン で 部 分 的 に 又 は 完 全 に 形 成 さ れ た そ れ ら を 含 む 。 あ る 実 施 態 様 に お い て 、 該 背
景 に 基 づ い て 、 該 固 相 は 、 ア ッ セ イ プ レ ー ト の ウ ェ ル を 含 む こ と が で き る ； 他 に お い て そ
れ は 、 精 製 カ ラ ム で あ る (例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム ） 。 こ の 用 語
は ま た 、 米 国 特 許 第 4,27 5,149号 中 に 記 載 さ れ る そ れ の よ う な 、 分 離 し 得 る 粒 子 の 不 連 続
な 固 相 を も 含 む 。  
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 リ ポ ソ ー ム 」 は 、 哺 乳 動 物 へ の 薬 剤 (こ こ に 記 載 し た 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 及 び 、 任 意 の 化 学
療 法 剤 の よ う な )の デ リ バ リ ー の た め 有 用 と さ れ る 、 各 種 の タ イ プ の 脂 質 、 リ ン 脂 質 及 び
／ 又 は 界 面 活 性 剤 か ら 構 成 さ れ る 小 さ な ベ シ ク ル で あ る 。 該 リ ポ ソ ー ム の 成 分 は 、 生 物 膜
の 脂 質 配 列 に 似 た 二 層 形 態 に お い て 通 例 は 配 置 さ れ る 。  
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 分 離 し た 」 核 酸 分 子 は 、 抗 体 核 酸 の 天 然 ソ ー ス に お い て そ れ が 通 常 に 結 合 さ れ る こ と
に よ っ て 少 な く と も １ の 汚 染 核 酸 分 子 か ら 同 定 さ れ 且 つ 分 離 さ れ る 核 酸 分 子 で あ る 。 分 離
し た 核 酸 分 子 は 、 自 然 に お い て そ れ が 見 出 さ れ る も の に お け る 形 又 は セ ッ テ ィ ン グ 以 外 の
も の で あ る 。 分 離 し た 核 酸 分 子 は 、 そ れ 故 に 、 天 然 細 胞 中 に 存 在 す る そ れ の よ う な 核 酸 分
子 と 区 別 さ れ る 。 し か し な が ら 、 分 離 し た 核 酸 分 子 は 、 例 え ば そ の 核 酸 分 子 が 、 染 色 体 に
お い て 天 然 細 胞 の そ れ と 異 な る 配 置 で あ る 場 合 に は 、 該 抗 体 が 通 常 発 現 す る 細 胞 中 に 含 ん
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だ 核 酸 分 子 を 含 む 。  表 現 「 コ ン ト ロ ー ル 配 列 」 は 、 特 有 な 宿 主 生 物 中 の 操 作 可 能 に 結 合
し た コ ー ド 化 配 列 の 発 現 の た め に 必 要 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 関 す る 。 原 核 生 物 の た め に 好 適 と さ
れ る コ ン ト ロ ー ル 配 列 は 、 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 任 意 の オ ペ レ ー タ ー 配 列 、 及 び リ ボ ソ ー
ム 結 合 サ イ ト を 含 む 。 真 核 生 物 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 及 び エ ン ハ
ン サ ー を 利 用 す る こ と が 知 ら れ る 。  
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 核 酸 は 、 そ れ が 別 の 核 酸 配 列 と の 機 能 的 な 相 関 関 係 中 に 置 か れ た 場 合 、 「 操 作 可 能 に 結
合 」 さ れ る 。 例 え ば 、 プ レ 配 列 用 Ｄ Ｎ Ａ 又 は 分 泌 の リ ー ダ ー は 、 も し そ れ が ポ リ ペ プ チ ド
の 分 泌 に お い て 参 加 す る プ レ タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド の た め の Ｄ
Ｎ Ａ に 操 作 可 能 に 結 合 さ れ ； プ ロ モ ー タ ー と エ ン ハ ン サ ー は 、 該 配 列 の 転 写 に そ れ が 影 響
を 与 え る 場 合 、 コ ー ド 化 配 列 に 操 作 可 能 に 結 合 さ れ る リ ボ ソ ー ム 結 合 サ イ ト は 、 も し そ れ
が 翻 訳 を 促 進 す る た め に 置 か れ た 場 合 、 コ ー ド 化 配 列 に 操 作 可 能 に 結 合 さ れ る 。 一 般 に 、
「 操 作 可 能 に 」 は 、 結 合 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 隣 接 し て お り 、 且 つ 、 分 泌 リ ー ダ ー の ケ
ー ス に お い て 、 隣 接 し 且 つ リ ー デ ィ ン グ 相 に お い て で あ る こ と を 意 味 す る 。 し か し な が ら
、 エ ン ハ ン サ ー は 、 隣 接 さ れ る よ う に 有 し て は い な い 。 結 合 は 、 便 利 な 制 限 サ イ ト で の 結
紮 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 も し そ の よ う な サ イ ト が 存 在 し な い な ら 、 該 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド ア ダ プ タ ー 又 は リ ン カ ー は 、 通 常 の プ ラ ク テ ィ ス に 従 っ て 使 用 さ れ る 。  
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ こ で 用 い た よ う に 、 用 語 「 細 胞 」 、 「 細 胞 系 」 、 及 び 「 細 胞 培 養 」 は 、 相 互 に 取 り 替
え 可 能 に 用 い ら れ 、 且 つ そ の よ う な 定 義 の 全 て は 、 結 果 物 を 含 む 。 か く し て 、 用 語 「 形 質
転 換 」 及 び 「 形 質 転 換 し た 細 胞 」 は 、 転 移 の 数 に 関 係 な く 最 初 に 受 け る 細 胞 と そ れ か ら 得
ら れ た 培 養 物 を 含 む 。 そ れ は ま た 、 全 て の 結 果 物 が 、 意 図 的 な 又 は 偶 然 の 突 然 変 異 の た め
に 、 Ｄ Ｎ Ａ 内 容 物 に お い て 完 全 な 同 一 性 と さ れ な く と も 良 い と も 解 さ れ る 。 独 創 的 に 形 質
転 換 し た 細 胞 に お い て ス ク リ ー ン さ れ る と 同 じ 機 能 又 は 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 変 異 結 果 物
が 含 ま れ る 。 個 別 な 定 義 が 意 図 さ れ る 場 合 に 、 そ の 内 容 か ら 明 ら か と さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
〈 Ｉ Ｉ ．  発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 〉
〈 Ａ ．  抗 体 調 製 〉
　 非 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 を ヒ ト 化 す る た め の 方 法 が 以 下 の 実 施 例 中 に 記 載 さ れ る 。 抗 Ｃ Ｄ
１ １ ａ 抗 体 を ヒ ト 化 す る た め に 、 非 ヒ ト 抗 体 出 発 材 料 が 調 製 さ れ る 。 そ の よ う な 抗 体 を 精
製 す る た め の 典 型 的 な 方 法 が 以 下 の セ ク シ ョ ン 中 に 記 載 さ れ る 。  
【 ０ ０ ４ ６ 】
〈 （ ｉ ） 抗 原 調 製 〉
　 抗 体 の 調 製 用 に 使 用 さ れ る べ き Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 原 は 、 例 え ば Ｃ Ｄ １ １ ａ 又 は Ｃ Ｄ １ １ ａ フ
ラ グ メ ン ト の 細 胞 外 ド メ イ ン の 可 溶 型 (例 え ば Ｃ Ｄ １ １ ａ  Ｉ ド メ イ ン フ ラ グ メ ン ト の よ う
な 「 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ エ ピ ト ー プ 」 を 備 え る Ｃ Ｄ １ １ ａ フ ラ グ メ ン ト  )と さ れ 得 る 。 代 替 的 に 、
そ れ の 細 胞 表 面 で Ｃ Ｄ １ １ ａ を 発 現 す る 細 胞 が 、 抗 体 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 そ
の よ う な 細 胞 は 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ 且 つ 任 意 に 、 Ｃ Ｄ １ ８ を 発 現 す る た め に 形 質 転 換 で き 、 又 は
他 の 天 然 発 生 細 胞 (例 え ば 、 ヒ ト リ ン パ 芽 球 細 胞 、 Hildrethら 、 Eur． J． Immunol． 13:202
-208(1983)参 照 )又 は ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 (後 述 の 実 施 例 参 照 )と さ れ 得 る 。 抗 体 を 生 成 す る
た め に 有 用 な Ｃ Ｄ １ １ ａ の 他 の 形 態 は 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ ろ う 。  
【 ０ ０ ４ ７ 】
〈 （ ｉ ｉ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 〉  
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 関 連 抗 原 と ア ジ ュ バ ン ト と の 複 数 の 皮 下 （ ｓ ｃ ） 又 は 腹 腔 内 （
ｉ ｐ ） 注 射 に よ っ て 好 ま し く は 生 起 さ れ る 。 例 え ば キ ー ホ ー ル リ ム ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、
血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 又 は 二 機 能 又 は 誘 導 化 剤 、 例 え ば マ レ イ ミ ド ベ ン
ゾ イ ル ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル (シ ス テ イ ン 残 基 を 経 て 接 合 )、 Ｎ ‐ ヒ ド ロ キ シ ス ク
シ ン イ ミ ド (リ ジ ン 残 基 を 経 て )、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 無 水 コ ハ ク 酸 、 Ｓ Ｏ Ｃ ｌ 2 、 又 は
Ｒ 1 Ｎ ＝ Ｃ ＝ Ｎ Ｒ 、 式 中 Ｒ と Ｒ 1 は 異 な る ア ル キ ル 基 、 を 用 い る ダ イ ズ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ
タ ー の よ う な 、 免 疫 化 さ れ る べ き 種 に お い て 免 疫 原 性 で あ る タ ン パ ク 質 に 関 連 抗 原 を 接 合
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す る の に 有 用 と さ れ 得 る 。  
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 動 物 は 、 例 え ば フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の ３ 容 量 と 共 に 、 該 タ ン パ ク 質 又 は 結 合 物
の １ ０ ０ μ ｇ 又 は ５ μ ｇ (そ れ ぞ れ ウ サ ギ 又 は マ ウ ス の た め の )を 複 数 サ イ ト で 皮 下 的 に 溶
液 を 注 入 す る こ と に よ っ て 、 抗 原 、 免 疫 原 性 接 合 体 、 又 は 結 合 化 に よ る 誘 導 体 に 対 し て 免
疫 化 さ れ る 。 １ ヶ 月 後 、 該 動 物 は 、 複 数 サ イ ト で の 皮 下 注 射 に よ っ て フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ
ュ バ ン ト 中 の オ リ ジ ナ ル の 量 の 1/5か ら 1/10 の ペ プ チ ド 又 は 接 合 体 に よ っ て ブ ー ス ト さ れ
る 。 ７ 日 か ら １ ４ 日 後 、 該 動 物 は 放 血 さ れ 、 か つ そ の 血 清 が 抗 体 力 価 に つ い て 分 析 さ れ る
。 動 物 は 力 価 プ ラ ト ー ま で ブ ー ス ト し た 。 好 ま し く は 、 該 動 物 は 同 じ 抗 原 の 接 合 に よ っ て
ブ ー ス ト さ れ る が 、 異 な る タ ン パ ク 質 に 及 び ／ 又 は 異 な る 架 橋 剤 を 通 し て 接 合 さ れ る 。 接
合 体 は ま た 、 タ ン パ ク 質 融 合 と し て 組 み 換 え 細 胞 培 養 中 に 作 製 さ れ 得 る 。 ま た 、 明 礬 の よ
う な 凝 集 剤 は 、 免 疫 応 答 を 増 大 す る た め に 適 当 に 用 い ら れ る 。  
【 ０ ０ ４ ９ 】
〈 （ ｉ ｉ ｉ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 〉  
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohlerら 、 Nature， 256:495(1975)に よ っ て 最 初 に 記 載 さ れ た
ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を 用 い て 作 製 で き 、 又 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 (米 国 特 許 第 4 ,816,567号 )に よ
っ て 作 製 さ れ 得 る 。  
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に お い て 、 マ ウ ス 、 又 は ハ ム ス タ ー 又 は マ カ ク 属 サ ル 等 の 他 の 適 当 な
宿 主 動 物 は 、 免 疫 化 の た め に 使 用 し た タ ン パ ク 質 の 特 異 的 に 結 合 す る で あ ろ う 抗 体 を 生 産
す る 又 は 生 産 す る 可 能 性 の あ る リ ン パ 球 を 引 き 出 す た め に 上 述 し た よ う に 免 疫 化 さ れ る 。
代 替 的 に 、 リ ン パ 球 は 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 免 疫 化 さ れ 得 る 。 リ ン パ 球 は 次 い で 、 ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る た め 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 適 当 な 融 合 剤 を 用 い 、 骨
髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ る (Goding， Mon oclonal Antibodies:Principles and Practice， pp.
59-103(Academic Press， 19 86))。  
【 ０ ０ ５ １ 】
　 か く て 調 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 シ ー ド 化 さ れ 且 つ 、 非 融 合 、 親 の 骨 髄 腫 細 胞 の
成 長 又 は 生 存 を 抑 制 す る １ 又 は そ れ 以 上 の 物 質 を 好 ま し く は 含 有 す る 適 当 な 培 地 中 で 培 養
さ れ る 。 例 え ば 、 も し そ の 親 の 骨 髄 腫 細 胞 が 酵 素 ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ 又 は Ｈ Ｐ Ｒ Ｔ )を 欠 い た な ら ば 、 典 型 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ
の た め の 培 地 は 、 Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ ‐ 欠 損 細 胞 の 成 長 を 防 止 す る 物 質 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ
プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 む で あ ろ う (Ｈ Ａ Ｔ 培 地 )。  
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 好 ま し い 骨 髄 腫 細 胞 は 、 選 択 し た 抗 体 生 産 細 胞 を 、 効 率 的 に 融 合 し 安 定 な 高 レ ベ ル 生 産
を 支 持 す る 、 及 び Ｈ Ａ Ｔ 培 地 の よ う な 培 地 へ の 感 受 性 の あ る そ れ ら で あ る 。 こ れ ら の 中 で
、 好 ま し い 骨 髄 腫 細 胞 系 は 、 Salk Institute Cell Distributi on Center， サ ン デ ィ エ ゴ
、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 米 国 か ら 利 用 可 能 な Ｍ Ｏ Ｐ － 21と Ｍ .Ｃ .-11マ ウ ス 腫 瘍 か ら 得 ら れ る
そ れ ら 、 及 び American Type Culture Collect ion， Rockville， メ リ ー ラ ン ド 、 米 国 か ら
利 用 し 得 る Ｓ Ｐ ‐ ２ 又 は Ｘ ６ ３ -Ａ ｇ ８ ‐ ６ ５ ３ 細 胞 の よ う な ネ ズ ミ 骨 髄 腫 系 で あ る 。 ヒ
ト 骨 髄 腫 及 び マ ウ ス ‐ ヒ ト 異 種 骨 髄 腫 細 胞 系 は 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 の た め に
も 記 載 さ れ て い る (K ozbor,J． Immunol． ， 133:3001(1984);Brodeurら 、 Monoclonal Anti
body Produc tion Techniques and Applications， pp.51-63(Harcel Dekker， Inc.,New Y
ork ， 1987))。  
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 増 殖 し て い る 培 地 は 、 該 抗 原 に 対 し 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 生 産 の た め に 分 析 さ れ る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 は 、 免 疫 沈 降 に よ っ て 又 は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (Ｒ Ｉ Ａ )又
は 酵 素 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )の よ う な イ ン ビ ト ロ で の 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て 測 定
さ れ る 。  
【 ０ ０ ５ ４ 】
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　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 例 え ば 、 Hunsonら 、 Anal.Biocllem.,107 :220(19
80)の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 に よ っ て 測 定 さ れ 得 る 。  
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 望 ま し い 特 異 性 、 親 和 性 、 及 び ／ 又 は 活 性 の 抗 体 を 生 産 す る こ と
が 同 定 さ れ た 後 、 そ の ク ロ ー ン は 、 制 限 し た 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ン 化 さ れ て 良 く 且 つ
標 準 の 方 法 に よ り 増 殖 さ れ る (Goding、 Monoclonal Antibodies :Principles and Practic
e， pp.59-103(Academic Press， 1986))。 こ の 目 的 の た め の 適 当 な 培 地 は 、 例 え ば Ｄ ‐ Ｍ
Ｅ Ｍ 又 は Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ‐ １ ６ ４ ０ 培 地 を 含 む 。 加 え て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 動 物 中 の 腹 水
腫 瘍 と し て イ ン ビ ボ で 増 殖 さ せ 得 る 。  
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 該 サ ブ ク ロ ー ン に よ っ て 分 泌 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ  ‐ セ フ
ァ ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 透 析 、 又 は ア フ ィ
ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 通 常 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製 法 に よ っ て 、 培 地 、 腹 水
液 、 又 は 血 清 か ら 適 切 に 分 離 さ れ る 。  
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 直 ち に 分 離 さ れ 、 且 つ 通 常 の 方 法 (例 え ば 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重 及 び 軽 鎖 を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い る こ と に よ っ て )を 用 い て 配 列 決 定 さ れ る 。 該 ハ イ ブ リ
ド ー マ 細 胞 は 、 そ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ の 好 適 な ソ ー ス と し て 奉 仕 す る 。 一 度 の 分 離 で 、 該 Ｄ Ｎ
Ａ は 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に お け る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 合 成 を 獲 得 す る た め に 、 大 腸 菌 、 類
人 猿 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 (Ｃ Ｈ Ｏ )細 胞 、 又 は 別 の や り 方 で 免 疫 グ ロ ブ
リ ン タ ン パ ク 質 を 生 産 し な い 骨 髄 腫 細 胞 の よ う な 宿 主 細 胞 内 に 移 入 さ れ る 、 発 現 ベ ク タ ー
内 に 配 置 さ れ 得 る 。 抗 体 の 組 換 え 体 生 産 は 、 よ り 詳 細 に 後 述 さ れ る で あ ろ う 。  
【 ０ ０ ５ ８ 】
〈 （ ｉ ｖ ） ヒ ト 化 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 〉  
　 下 記 の 実 施 例 は 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の ヒ ト 化 の た め の 手 順 を 記 載 す る 。 あ る 実 施 態 様 に
お い て 、 ヒ ト 化 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を 生 産 す る た め 、 特 に こ れ ら が ヒ ト 化 抗 体 の 結
合 親 和 性 又 は 他 の 生 物 学 的 特 性 を 改 善 す る 場 合 に 望 ま し い も の と さ れ 得 る 。  
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 は 、 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 Ｄ Ｎ Ａ を 変
え る 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 又 は ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 調 製 さ れ る
。 そ の よ う な 変 異 体 は 、 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ  Ｆ (ab)-８ の た め に 示 し た ア ミ ノ 酸 配 列 (例
え ば 、 配 列 番 号 ２ 及 び ５ の よ う な )の 中 の 残 基 の 削 除 、 及 び ／ 又 は 挿 入 及 び ／ 又 は 置 換 を
包 含 す る 。 最 終 的 な 構 造 で 生 起 す る よ う に 作 製 さ れ る 削 除 、 挿 入 、 及 び 置 換 の い ず れ か の
組 合 せ は 、 最 終 の 構 造 が 望 ま し い 特 徴 を 所 有 す る よ う に 提 供 さ れ る 。 変 更 し た ア ミ ノ 酸 は
ま た 、 グ リ コ シ ル 化 サ イ ト の 数 又 は 位 置 を 変 更 す る よ う な 、 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 後
翻 訳 プ ロ セ ス を も 変 え 得 る 。 変 異 誘 発 の た め の 配 置 が 好 適 と さ れ た ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗
体 ポ リ ペ プ チ ド の 一 定 の 残 基 又 は 領 域 の 同 定 の た め の 有 用 な 方 法 は 、 Cunninghamと Wells 
Sc ience， 244:1081-1085(1989)に よ っ て 開 示 さ れ た よ う な 「 ア ラ ニ ン 走 査 変 異 誘 発 」 と
称 さ れ る 。 こ こ で 、 残 基 又 は 標 的 残 基 の 群 が 同 定 さ れ (例 え ば 、 arg,asp,his ,lys,及 び gl
uの よ う な 荷 電 し た 残 基 )、 及 び Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 原 に よ っ て ア ミ ノ 酸 の 相 互 作 用 に 影 響 を 及 ぼ
す よ う な 中 性 又 は 陰 性 に 電 荷 し た ア ミ ノ 酸 (最 も 好 ま し く は ア ラ ニ ン 又 は ポ リ ア ラ ニ ン )に
よ っ て 置 換 さ れ る 。 そ の 置 換 体 に 機 能 的 な 選 択 性 を 示 す そ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 置 は 、 更 な る
導 入 又 は 置 換 の サ イ ト で 、 又 は そ の た め の 他 の 変 異 体 に よ っ て 精 製 さ れ る 。 か く し て 、 ア
ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を 導 入 す る た め の サ イ ト が 予 め 決 定 さ れ る 一 方 、 変 異 そ れ 自 身 の 本 質 は
、 予 め 決 定 さ れ る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 与 え ら れ た サ イ ト で の 変 異 の 遂 行 を 分 析 す る た め
に 、 ala走 査 又 は ラ ン ダ ム 変 異 誘 発 が 標 的 コ ド ン 又 は 領 域 で 導 入 さ れ 且 つ 発 現 し た ヒ ト 化
抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 変 異 体 は 、 望 ま し い 活 性 の た め に ス ク リ ー ン さ れ る 。  
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 挿 入 物 は 、 単 一 又 は 多 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 間 挿 入 体 と 同 様 に 、 １ ０ ０
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又 は そ れ 以 上 の 残 基 を 含 む １ 残 基 か ら ポ リ ペ プ チ ド ま で の 長 さ を 範 囲 内 と す る ア ミ ノ ‐ 及
び ／ 又 は カ ル ボ キ シ 末 端 融 合 を 含 む 。 末 端 挿 入 体 の 実 例 は 、 Ｎ  -末 端 メ チ オ ニ ル 残 基 を 持
っ た ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 又 は エ ピ ト ー プ タ グ に 融 合 し た 該 抗 体 を 含 む 。 ヒ ト 化 Ｃ Ｄ １
１ ａ 抗 体 分 子 の 他 の 挿 入 の 変 異 体 は 、 抗 体 の 血 清 半 減 期 を 増 加 さ せ る 、 酵 素 又 は ポ リ ペ プ
チ ド の ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の Ｎ  -又 は Ｃ -末 端 へ の 融 合 物 を 含 む (後 述 を 参 照 )。  
【 ０ ０ ６ １ 】
　 変 異 体 の 別 の 型 は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 変 異 体 で あ る 。 こ れ ら の 変 異 体 は 、 取 り 除 い た ヒ ト 化
抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 分 子 中 の 少 な く と も １ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 し 且 つ 異 な る 残 基 が そ の 場 所
に 挿 入 さ れ る 。 代 り の 変 異 誘 発 の た め 最 も 重 要 な サ イ ト は 、 超 可 変 ル ー プ を 含 む が 、 し か
し Ｆ Ｒ 交 代 も ま た 意 図 さ れ る 。 後 述 の 実 施 例 中 の 表 Ｉ Ｖ は 、 変 更 さ れ 得 る 超 可 変 領 域 残 基
の た め の ガ イ ダ ン ス を 提 供 す る 。 抗 原 結 合 中 の 含 ま れ た 超 可 変 領 域 残 基 又 は Ｆ Ｒ 残 基 は 、
相 対 的 に 保 存 的 な 手 法 に お い て 一 般 に 置 換 さ れ る 。 そ の よ う な 保 存 的 置 換 は 「 好 適 な 置 換
体 」 の 頭 書 き の 下 に 表 Ｉ 中 に 示 し た 。 も し そ の よ う な 置 換 が 生 物 学 的 活 性 に お け る 変 化 を
生 じ る 結 果 と な る な ら 、 表 Ｉ 中 の 「 典 型 的 な 置 換 体 」 に 示 し た 又 は ア ミ ノ 酸 ク ラ ス に 関 す
る 更 な る 後 述 の よ う な よ り 本 質 的 な 変 化 が 導 入 さ れ 且 つ そ の 生 産 物 が ス ク リ ー ン さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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【 表 Ｉ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 該 抗 体 の 生 物 学 的 特 性 に お け る 実 質 的 な 修 正 は 、 （ ａ ） 例 え ば シ ー ト 又 は ヘ リ カ ル 組 織
の よ う な 、 そ の 置 換 の エ リ ア に お け る ポ リ ペ プ チ ド バ ッ ク ボ ー ン の 構 造 、 （ ｂ ） 標 的 サ イ
ト で の 分 子 の 電 荷 又 は 疎 水 性 、 又 は （ ｃ ） 側 鎖 の か さ 、 を 維 持 す る こ と に つ い て の そ れ の
効 果 に お い て 顕 著 に 相 違 す る 置 換 体 を 選 択 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 自 然 に 生 じ る 残
基 は 、 通 例 の 側 鎖 特 性 の 基 づ い た 基 の 中 に 分 割 さ れ る ：  
（ １ ） 疎 水 性 ： norleucine、 met、 ala、 val、 leu、 ile；  
（ ２ ） 中 性 親 水 性 ： cys、 ser、 thr；  
（ ３ ） 酸 性 ： asp、 glu；
（ ４ ） 塩 基 ： asn、 gln、 his、 lys、 arg；  
（ ５ ） 鎖 配 向 に 影 響 す る 残 基 ： gly、 pro； 及 び  
（ ６ ） 芳 香 族 ； trp、 tyr、 phe。  
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 非 保 存 置 換 は 、 別 の ク ラ ス の た め に こ れ ら ク ラ ス の 一 つ の メ ン バ ー を 交 換 す る こ と を 伴
う で あ ろ う 。 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 適 切 な 構 造 を 維 持 す る こ と に お い て 包 含 さ れ な い
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い ず れ か の シ ス テ イ ン 残 基 は ま た 、 分 子 の 酸 化 安 定 性 を 改 善 す る た め 及 び 異 常 な 交 差 反 応
を 防 止 す る た め に 、 一 般 に セ リ ン に よ っ て 置 換 さ れ 得 る 。 逆 に 、 シ ス テ イ ン 結 合 は 、 そ の
安 定 性 を 改 善 す る た め に 抗 体 に 付 加 さ れ 得 る  (特 に 、 抗 体 が Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト の よ う な 抗
体 フ ラ グ メ ン ト で あ る 場 合 )。  
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 該 抗 体 の ア ミ ノ 酸 変 異 体 の 別 の タ イ プ は 、 抗 体 の 本 来 の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 変 更 す
る 。 変 更 に よ っ て 抗 体 中 に 見 出 さ れ る １ 又 は そ れ 以 上 の 炭 水 化 物 部 分 を 削 除 す る こ と 及 び
抗 体 中 に 存 在 し な い １ 又 は そ れ 以 上 の グ リ コ シ ル 化 を 加 え る こ と を 意 味 す る 。  
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 抗 体 の グ リ コ シ ル 化 は 、 典 型 的 に Ｎ -結 合 化 又 は Ｏ -結 合 化 の い ず れ か で あ る 。 Ｎ -結 合
化 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 残 基 の 側 鎖 へ の 炭 水 化 物 部 分 の 接 合 に 関 す る 。 ト リ ペ プ チ ド 配 列  ア
ス パ ラ ギ ン -Ｘ -セ リ ン 及 び ア ス パ ラ ギ ン ‐ Ｘ ‐ ト レ オ ニ ン （ 式 中 Ｘ は プ ロ リ ン 以 外 の い ず
れ か の ア ミ ノ 酸 ） は 、 ア ス パ ラ ギ ン 側 鎖 へ の 炭 水 化 物 部 分 の 酵 素 的 接 合 の た め の 認 識 配 列
と さ れ る 。 か く し て 、 ポ リ ペ プ チ ド 中 の こ れ ら ト リ ペ プ チ ド の い ず れ か の 存 在 は 、 潜 在 的
な グ リ コ シ ル 化 サ イ ト を 創 製 す る 。 Ｏ -結 合 化 グ リ コ シ ル 化 は 、 ５ ‐ ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン
又 は ５ ‐ ヒ ド ロ キ シ リ シ ン が 使 用 さ れ 得 る と し て も 、 ヒ ド ロ キ シ ア ミ ノ 酸 、 最 も 普 通 に は
セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン へ の 糖 Ｎ -ガ ラ ク ト サ ミ ン 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 又 は キ シ ロ ー ス の 接 合
に 関 す る 。  
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 抗 体 へ の グ リ コ シ ル 化 サ イ ト の 付 加 は 、 そ れ が １ 又 は そ れ 以 上 の 上 述 し た ト リ ペ プ チ ド
配 列 (Ｎ -結 合 化 グ リ コ シ ル 化 サ イ ト の た め の )を 含 む よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 更 す る こ と
に よ っ て 有 利 に 達 成 さ れ る 。 そ の 変 更 は ま た 、 本 来 の 抗 体 の 配 列 へ の １ 又 は そ れ 以 上 の 残
基 (Ｏ -結 合 化 グ リ コ シ ル 化 サ イ ト の た め の )の 付 加 又 は そ れ に よ る 置 換 に よ っ て な さ れ 得
る 。  
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を コ ー ド 化 す る 核 酸 分 子 は 、 当 該 分 野 で
周 知 の 各 種 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 制 限 さ れ る こ と な く 、 天 然 ソ ー
ス か ら の 分 離 (自 然 発 生 的 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 の ケ ー ス に お い て )又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
介 在 (又 は サ イ ト 管 理 化 )変 異 誘 発 、 Ｐ Ｃ Ｒ 変 異 誘 発 、 及 び ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 早 期
調 製 変 異 体 又 は 非 変 異 型 の カ セ ッ ト 変 異 誘 発 に よ る 調 製 を 含 む 。  
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 通 常 、 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 は 、 重 鎖 又 は 軽 鎖 の い ず れ か の 本
来 の ヒ ト 化 抗 体 ア ミ ノ 酸 配 列 (例 え ば 、 配 列 番 号 ： ２ 又 は ５ の よ う な )と の 少 な く と も ７ ５
％ の 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 、 よ り 好 ま し く （ は 少 な く と も ８ ５ ％ の 、 よ り 好 ま
し く は 少 な く と も ９ ０ ％ の 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の 、 ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を
有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る で あ ろ う 。 こ の 配 列 に 関 す る 同 一 性 と 相 同 性 は 、 も し 必 要 な
ら 、 配 列 同 一 性 最 大 パ ー セ ン ト を 達 成 す る た め に 、 及 び 配 列 同 一 性 の 一 部 の よ う な い ず れ
か の 保 存 置 換 (上 記 表 Ｉ 中 に 定 義 し た 通 り の )を 考 慮 し な い た め に 、 配 列 を 揃 え 及 ひ ギ ャ ッ
プ を 導 入 し た 後 に 、 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 残 基 と 同 一 性 の あ る 配 列 候 補 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の
パ ー セ ン テ ー ジ と し て こ こ に 定 義 さ れ る 。 抗 体 配 列 内 へ の Ｎ 末 端 、 Ｃ 末 端 、 又 は 内 部 拡 大
、 削 除 又 は 、 挿 入 の な い も の は 、 配 列 同 一 性 又 は 相 同 性 に 影 響 を 及 ぼ す よ う に 構 成 さ れ る
べ き で あ る 。  
【 ０ ０ ７ ０ 】
〈 （ ｖ ） 生 物 学 的 特 性 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ 〉  
　 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 中 に 望 ま し い と さ れ る よ う に こ こ に 同 定 し た 特 徴 を 有 す る 抗 体
が そ の た め に ス ク リ ー ン さ れ る 。  
【 ０ ０ ７ １ 】
　 興 味 の あ る 抗 体 に よ っ て 結 合 Ｃ Ｄ １ １ ａ 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 の た め の ス ク リ
ー ニ ン グ の た め に (例 え ば 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ へ の Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ 抗 体 の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る そ れ の )
、 Antibodies， A Laboratory Manual， Cold Spring Harbor L aboratory， Ed Harlow and
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 David Lane(1988)中 に 記 載 さ れ た そ れ の よ う な 、 ル ー チ ン の 交 差 ブ ロ ッ ク 化 ア ッ セ イ が
実 行 さ れ 得 る 。 代 替 的 に 、 例 え ば 、 Champeら 、 J． Biol． Chem． 270:1388-1394(1995)中 に
記 載 し た よ う な 、 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ は 、 興 味 あ る エ ピ ト ー プ を 結 合 す る 抗 体 か ど う か
を 決 定 す る こ と が で き る 。  
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 抗 体 親 和 性 (例 え ば ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ 又 は ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ の た め の )は 、 後 述 の 実 施
例 中 に 記 載 し た 通 り 末 梢 血 液 単 核 細 胞 又 は ア カ ゲ ザ ル 白 血 球 の い ず れ か を 用 い て 結 合 飽 和
に よ っ て 決 定 さ れ 得 る 。 抗 体 親 和 性 を 決 定 す る た め の こ の 方 法 に 従 い 、 リ ン パ 球 又 は ア カ
ゲ ザ ル 白 血 球 は 、 ウ ェ ル 当 た り １ ７ ０ μ ｌ の 容 量 で プ レ ー ト に 加 え ら れ 、 且 つ プ レ ー ト は
室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 細 胞 が 収 穫 さ れ 、 １ ０ 回
洗 浄 さ れ る 。 サ ン プ ル が 次 い で 計 数 さ れ る 。 飽 和 プ ロ ッ ト の ナ ノ モ ル と ４ パ ラ メ ー タ ー 曲
線 適 合 性 に 対 す る 分 当 た り の カ ウ ン ト (結 合 対 ト ー タ ル )の 形 を 変 え た デ ー タ は 、 Ｋ d(app)
値 の 決 定 が 実 行 さ れ る 。 好 ま し い ヒ ト 化 抗 体 は 約 １ ｘ １ ０ - 7 ま で の ； 好 ま し く は 約 １ ｘ １
０ - 8 ま で の 、 よ り 好 ま し く は 約 １ ｘ １ ０ - 9 ま で の ； 最 も 好 ま し く は 約 ２ ｘ １ ０ - 1 0 の Ｋ ｄ
値 を 持 っ た ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ を 結 合 す る そ れ ら で あ る 。  
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 そ れ は ま た 、 「 ケ ラ チ ノ サ イ ト 単 層 接 着 ア ッ セ イ 」 に お け る 有 益 な 抗 接 着 特 性 を 有 す る
ヒ ト 化 抗 体 を 選 択 す る こ と も 望 ま れ る 。 好 適 な 抗 体 は 、 約 ２ ５ ０ ｎ Ｍ ま で の ； 好 ま し く は
約 １ ０ ０ ｎ Ｍ ま で の ； よ り 好 ま し く は 約 １ ｎ Ｍ ま で の 及 び 通 常 の ヒ ト 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト
発 現 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ ‐ １ へ の ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 の 接 着 を 防 止 す る た め に 最 も 好 ま し く は ０ ． ５ ｎ
Ｍ ま で の Ｉ Ｃ ５ ０ (nM)値 を 有 す る そ れ ら で あ る 。 こ の ア ッ セ イ に 従 い 、 通 常 の ヒ ト 表 皮 ケ
ラ チ ノ サ イ ト は 、 培 養 フ ラ ス コ か ら 取 り 除 か れ 、 ５ ｘ １ ０ 5 生 存 細 胞 ／ ｍ ｌ の 濃 度 で リ ン
パ 球 ア ッ セ イ 培 地 中 に 懸 濁 さ れ る 。 ０ ． １ μ ｌ ／ ウ ェ ル の ア リ コ ー ト は 、 つ い で 平 底 ９ ６
ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 一 晩 培 養 さ れ ； 適 当 な ウ ェ ル は 、 １ ０ ０ 単 位 ／ ウ ェ ル で イ ン タ ー フ ェ
ロ ン ‐ ガ ン マ の 添 加 に よ っ て 刺 激 さ れ る 。 ジ ャ ー カ ッ ト ク ロ ー ン Ｅ ６ － １ 細 胞 は 標 識 さ れ
、 洗 浄 さ れ 、 １ ｘ １ ０ 6 細 胞 ／ ｍ ｌ に 再 懸 濁 さ れ 、 ３ ０ 分 間 、 ４ ℃ で ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ で
２ 倍 連 続 希 釈 を 開 始 す る こ と で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 ケ ラ チ ノ サ イ ト 単 層 か ら の 培 地 の
除 去 の 後 、 標 識 化 細 胞 の ０ ． １ ｍ ｌ ／ ウ ェ ル が 加 え ら れ 且 つ １ 時 間 、 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ
ー ト さ れ る 。 該 ウ ェ ル は 、 未 結 合 細 胞 を 取 り 除 く た め に 洗 浄 さ れ 、 か つ 蛍 光 が 測 定 さ れ る
。  
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 望 ま し い ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 は 、 ヒ ト リ ン パ 球 を 用 い る 混 合 リ ン パ 球 応 答  (Ｍ Ｌ Ｒ
)ア ッ セ イ に お い て 、 約 １ ０ ０ ｎ Ｍ ま で の ； 好 ま し く は 約 ５ ０ ｎ Ｍ ま で の ； よ り 好 ま し く
は 約 ５ ｎ Ｍ ま で の 、 及 び 最 も 好 ま し く は 約 １ ｎ Ｍ ま で の Ｉ Ｃ ５ ０  (ｎ Ｍ )値 を 有 す る そ れ
ら で あ る 。 ヒ ト 及 び ア カ ゲ ザ ル の 両 方 の Ｍ Ｌ Ｒ の た め に 、 二 つ の 無 関 係 な ド ナ ー か ら の 末
梢 血 液 が 、 ヘ パ リ ン 化 全 血 か ら 分 離 さ れ 、 後 述 の 実 施 例 中 に 記 載 し た 通 り の 添 加 物 に よ っ
て Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ (Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ )中 、 ３ ｘ １ ０ 6 細 胞 ／ ｍ ｌ の 濃 度 に 再 懸 濁 さ れ る 。 該 刺
激 細 胞 は 、 照 射 に よ っ て 非 応 答 性 が 作 ら れ る 。 ウ ェ ル 当 た り １ ． ５ ｘ １ ０ 5 細 胞 の 濃 度 で
の レ ス ポ ン ダ ー 細 胞 は 、 ９ ６ ウ ェ ル 、 平 底 プ レ ー ト 中 の 等 し い 数 の 刺 激 細 胞 と と も に 共 培
養 さ れ る 。 １ ０ ｎ Ｍ の 濃 度 で 開 始 す る ２ 倍 連 続 希 釈 物 が 、 ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル の 全 量 を 与
え る た め の 培 養 物 に 加 え ら れ る 。 そ の 培 養 物 は 、 ５ 日 間 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2中 、 ３ ７ ℃ で イ ン キ
ュ ベ ー ト さ れ 、 つ い で １ ６ 時 間 、 [ 3 Ｈ ]チ ミ ジ ン の １ μ Ｃ ｉ ／ ウ ェ ル に よ り パ ル ス さ れ 、
且 つ [ 3 Ｈ ]チ ミ ジ ン 結 合 が 測 定 さ れ る 。  
【 ０ ０ ７ ５ 】
〈 （ ｖ ｉ ） 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 〉
　 あ る 実 施 態 様 に お い て 、 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 は 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 各 種 の
技 術 が 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 生 産 の た め に 発 展 し て い る 。 伝 統 的 に は 、 こ れ ら の フ ラ グ メ
ン ト は 、 完 全 な 抗 体 の 蛋 白 分 解 性 消 化 を 経 て 誘 導 さ れ る (例 え ば 、 Morimotoら 、 Jornal of
 Biochemical and Biophysical Methods 24:107‐ 11 7(1992)及 び Brennanら 、 Science 22
9:81(1985)参 照 )。 し か し な が ら 、 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に よ っ て 現
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在 は 直 接 生 産 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ '‐ Ｓ Ｈ フ ラ グ メ ン ト は 、 大 腸 菌 か ら 直 接 回 収 す
る こ と が で き 、 且 つ Ｆ (ａ ｂ  ') 2 フ ラ グ メ ン ト を 形 成 す る た め 化 学 的 に 対 化 さ れ る (Carter
ら 、 Bio/Technology 10:163-167(1992))。 別 な ア プ ロ ー チ に 従 い 、 Ｆ (ａ ｂ '） 2 フ ラ グ メ
ン ト は 、 組 換 え 宿 主 細 胞 培 養 か ら 直 接 分 離 さ れ 得 る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 生 産 の た め の 他
の 方 法 は 、 熟 練 し た 専 門 家 に 明 ら か と な る で あ ろ う 。  
【 ０ ０ ７ ６ 】
〈 （ ｖ ｉ ｉ ） 多 特 異 的 抗 体 〉  
　 い ず れ か の 実 施 態 様 に お い て 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る エ ピ ト ー プ の た め の 結 合 特 異 性
を 有 す る 多 特 異 性 (例 え ば 二 特 異 性 )ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 を 生 成 す る こ と が 望 ま し い も
の と さ れ 得 る 。 二 特 異 性 抗 体 の 実 例 は 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ タ ン パ ク 質 の ２ つ の 異 な る エ ピ ト ー プ
に 結 合 し 得 る 。 代 替 的 に 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ ア ー ム は 、 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 分 子 (例 え ば Ｃ Ｄ ２
又 は Ｃ Ｄ ３ )、 又 は Ｃ Ｄ １ １ ａ 発 現 細 胞 に 細 胞 防 御 メ カ ニ ズ ム を 集 中 す る た め の Ｆ ｃ γ Ｒ
Ｉ (Ｃ Ｄ ６ ４ )、 Ｆ ｃ γ Ｒ II(Ｃ Ｄ ３ ２ ) 、 及 び Ｆ ｃ γ Ｒ III(Ｃ Ｄ １ ６ )の よ う な Ｉ ｇ Ｇ (Ｆ
ｃ γ Ｒ )の た め の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー 、 の よ う な 白 血 球 上 の 誘 発 化 分 子 に 結 合 す る ア ー ム を 結
合 さ せ 得 る 。 二 特 異 的 抗 体 は 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ を 発 現 す る 細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 因 子 を 局 在 化 す
る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ 結 合 ア ー ム と 、 細 胞 毒 因 子 (例 え
ば 、 サ ポ リ ン 、 抗 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 ビ ン カ ア ル カ ロ イ ド 、 リ チ ン Ａ 鎖 、 メ ト ト レ キ サ
ー ト 又 は 放 射 性 同 位 体 ハ プ テ ン )を 結 合 す る ア ー ム と を 所 有 す る 。 二 特 異 性 抗 体 は 、 完 全
長 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト (例 え ば 、 Ｆ (ａ ｂ ') 2 二 特 異 性 抗 体 )。  
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 二 特 異 性 抗 体 を 作 製 す る た め の 別 な ア プ ロ ー チ に 従 い 、 抗 体 分 子 の 対 の 間 の 界 面 は 、 組
換 え 細 胞 培 養 か ら 回 収 さ れ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー の パ ー セ ン テ ー ジ を 最 小 化 す る た め に 加 工 す
る こ と が で き る 。 好 ま し い 界 面 は 、 抗 体 定 常 ド メ イ ン の Ｃ H ３ ド メ イ ン の 少 な く と も 一 部
を 含 む 。 こ の 方 法 に お い て 、 第 １ の 抗 体 分 子 の 界 面 か ら の １ 又 は そ れ 以 上 の 小 さ い ア ミ ノ
酸 側 鎖 が 、 よ り 大 き い 側 鎖 (例 え ば 、 チ ロ シ ン 又 は ト リ プ ト フ ァ ン )に よ っ て 置 換 さ れ る 。
大 き い 側 鎖 と 同 じ か 又 は 似 た サ イ ズ の 埋 め 合 わ せ と な る 「 キ ャ ビ テ ィ 」 は 、 よ り 小 さ い も
の (例 え ば ア ラ ニ ン 又 は ト レ オ ニ ン )に よ っ て 大 き い ア ミ ノ 酸 側 鎖 を 置 換 す る こ と に よ っ て
第 ２ の 抗 体 分 子 の 界 面 上 に 創 製 さ れ る 。 こ れ は 、 ホ モ ダ イ マ ー の よ う な 他 の 望 ま れ て い な
い 終 端 生 産 物 を 越 え る ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 収 量 を 増 加 す る た め の メ カ ニ ズ ム を 提 供 す る 。 19
96年 9月 6日 に 公 表 の WO96／ 27011を 参 照 。  
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 二 特 異 性 抗 体 は 、 架 槁 化 又 は 「 異 結 合 」 抗 体 を 含 む 。 例 え ば 、 該 異 結 合 抗 体 中 の 一 つ の
抗 体 は 、 ア ビ ジ ン 、 そ の 他 に ビ オ チ ン に 結 合 し 得 る 。 異 結 合 抗 体 は 、 い ず れ か の 好 適 な 架
橋 法 を 用 い て 作 製 さ れ 得 る 。 適 当 な 架 橋 剤 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ り 、 多 数 の 架 橋 技 法 と
一 緒 に 、 米 国 特 許 第 4,676,980号 中 に 開 示 さ れ る 。  
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 抗 体 フ ラ グ メ ン ト か ら 二 特 異 性 抗 体 を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 文 献 中 に も 記 載 さ れ て い
る 。 例 え ば 、 二 特 異 性 抗 体 は 、 化 学 結 合 を 用 い 調 製 す る こ と が で き る 。  Brennanら 、 Scie
nce 229:81(1985)は 、 そ の 手 順 を 記 載 し 、 そ こ で の 完 全 な 抗 体 は 、 Ｆ (ａ ｂ ') 2 フ ラ グ メ ン
ト を 生 成 す る た め 蛋 白 分 解 的 に 切 断 さ れ る 。 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 、 近 傍 の ジ チ オ ー ル
を 安 定 化 す る た め 及 び 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 形 成 を 防 止 す る た め に ジ チ オ ー ル 錯 化 剤 ヒ 酸 ナ
ト リ ウ ム の 存 在 中 で 還 元 さ れ る 。 該 Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ ン ト は 、 チ オ ニ ト ロ ベ ン ゾ ア ー ト (Ｔ
Ｎ Ｂ )誘 導 体 に 変 換 さ れ る 。 Ｆ ａ ｂ '‐ Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 の 一 つ は 、 メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ン に
よ る 還 元 に よ り Ｆ ａ ｂ '‐ チ オ ー ル に 再 変 換 さ れ 、 さ ら に 二 特 異 性 抗 体 を 形 成 す る た め 他
の Ｆ ａ ｂ '- Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 の 等 モ ル 量 と 混 合 さ れ る 。 生 産 し た 二 特 異 性 抗 体 は 、 酵 素 の 選
択 的 な 固 定 化 の た め の 剤 と し て 使 用 さ れ 得 る 。  
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 最 近 の 進 歩 は 、 二 特 異 性 抗 体 を 形 成 す る た め に 化 学 的 に 対 化 さ れ 得 る 大 腸 菌 か ら の Ｆ ａ
ｂ '‐ Ｓ Ｈ フ ラ グ メ ン ト の 直 接 回 収 を 容 易 に し て い る 。 Shalabyら 、 J． E xp． Med． 175:21
7-225(1992)は 、 完 全 な ヒ ト 化 二 特 異 性 抗 体 Ｆ (ａ ｂ ') 2 分 子 の 生 産 を 記 載 す る 。 そ れ ぞ れ
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の Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ ン ト は 、 大 腸 菌 か ら 独 自 に 分 泌 さ れ 且 つ 二 特 異 的 抗 体 を 形 成 す る た め
に イ ン ビ ト ロ に お い て 指 向 し た 化 学 的 対 化 に か け ら れ る 。 か く し て 形 成 し た 二 特 異 性 抗 体
は 、 ヒ ト 胸 部 腫 瘍 標 的 に 対 す る ヒ ト 細 胞 毒 性 リ ン パ 球 の 溶 解 活 性 を 誘 発 す る と 同 じ く 、 Ｈ
Ｅ Ｒ ２ レ セ プ タ ー 及 び 通 常 の ヒ ト Ｔ 細 胞 を 過 発 現 す る 細 胞 に 結 合 さ れ 得 る 。  
【 ０ ０ ８ １ 】
　 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 直 接 に 二 特 異 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 製 及 び 分 離 す る た め の 各 種 の
技 法 も ま た 、 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 二 特 異 性 抗 体 は 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 用 い て 作 製
さ れ て い る 。 Kostelnyら 、 J． Immunol． 148(5):1547-1553(1992)。 Ｆ ｏ ｓ 及 び Ｊ ｕ ｎ タ ン
パ ク 質 か ら の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ペ プ チ ド は 、 遺 伝 子 融 合 に よ っ て 異 な る 抗 体 の Ｆ ａ ｂ '部
分 に 結 合 し た 。 該 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー は 、 モ ノ マ ー を 形 成 す る た め に ヒ ン ジ 領 域 で 還 元 さ れ
、 抗 体 ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る た め に 再 酸 化 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー の
生 産 の た め に も 利 用 さ れ 得 る 。 Hollingerら 、 Proc． Natl． Acad． Sci． USA 90:6444-6448
(1993)に よ っ て 記 載 さ れ る 「 デ ィ ア ボ デ ィ ー 」 技 法 は 、 二 特 異 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 製
す る た め の 代 替 的 な メ カ ニ ズ ム を 提 供 し て い る 。 該 フ ラ グ メ ン ト は 、 あ ま り に 短 い た め 同
じ 鎖 上 の ２ つ の ド メ イ ン 間 の 対 化 を 与 え な い リ ン カ ー に よ っ て 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン  (Ｖ L )に
結 合 し た 重 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ H )を 含 む 。 従 っ て 、 一 つ の フ ラ グ メ ン ト の Ｖ H と Ｖ L ド メ イ
ン は 、 別 の フ ラ グ メ ン ト の 相 補 的 な Ｖ H と Ｖ L ド メ イ ン と と も に 対 を 成 す こ と を 強 制 さ れ 、
そ れ に よ っ て ２ つ の 抗 原 結 合 サ イ ト を 形 成 す る 。 単 鎖 Ｆ ｖ (ｓ Ｆ ｖ )ダ イ マ ー の 使 用 に よ っ
て 二 特 異 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 製 す る た め の 別 な 戦 略 も ま た 、 報 告 さ れ て い る 。 Gruber
ら 、 J． Immunol． 152:5368(1994)参 照 。 代 替 的 に 、 該 二 特 異 性 抗 体 は 、 Zapataら 、 Protei
n Eng． 8(10):1057-1062(1995)中 に 記 載 し た 通 り 生 産 し た 「 線 状 抗 体 」 と さ れ 得 る 。  
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 二 価 以 上 を 持 つ 抗 体 が 意 図 さ れ る 。 例 え ば 、 三 特 異 性 抗 体 が 調 製 さ れ る 。 Tutt ら 、 J．
Immunol． 147:60(1991)。  
【 ０ ０ ８ ３ 】
〈 （ viii） 他 の 変 形 〉  
　 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 他 の 変 形 が 意 図 さ れ る 。 例 え ば 、 癌 の 治 療 に お け る よ う な 抗
体 の 有 効 性 の 増 大 の た め に 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 に 関 し て 本 発 明 の 抗 体 を 修 正 す る こ と が 希
望 さ れ 得 る 。 例 え ば シ ス テ イ ン 残 基 は 、 Ｆ ｃ 領 域 中 に 導 入 さ れ て 良 く 、 そ れ に よ っ て こ の
領 域 に お い て 鎖 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 を 与 え る 。 か く し て 生 成 し た ホ モ ダ イ マ ー の 抗
体 は 、 内 在 化 容 量 を 改 善 し て 良 く 及 び ／ 又 は 相 補 介 在 殺 細 胞 化 及 び 抗 体 依 存 細 胞 毒 性 (Ａ
Ｄ Ｃ Ｃ )を 増 加 し 得 る 。 Caronら 、 J．  Exp Med． 176:1191‐ 1195(1992)と Shopes、 B． J． I
mmunol． 148:2918-2922(1992 )を 参 照 。 増 大 し た 抗 腫 瘍 活 性 を 持 つ ホ モ ダ イ マ ー 抗 体 は 、
Wolffら 、 Callcer Re search 53:2560-2565(1993)中 に 記 載 し た よ う な ヘ テ ロ 二 機 能 性 架
橋 剤 を 用 い て も 調 製 さ れ 得 る 。 代 替 的 に 、 抗 体 は 、 二 つ の Ｆ ｃ 領 域 を 有 す る よ う に 加 工 す
る こ と が で き 且 つ そ れ に よ っ て 増 加 し た 相 補 溶 解 性 及 び Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 能 力 を 有 し 得 る 。 St eve
nsonら 、 Anti-Cancer Drug Design 3:219-230(1989)を 参 照 。  
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 化 学 療 法 剤 、 毒 (例 え ば 、 細 菌 、 カ ビ 、 植 物 又 は 動 物 由 来 の 酵 素 的 活 性
毒 、 又 は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト )、 又 は 放 射 性 同 位 体 (す な わ ち 、 放 射 性 接 合 体 )の よ う な
細 胞 毒 性 剤 に 結 合 し た こ こ に 記 載 し た 抗 体 を 含 む 免 疫 接 合 体 に 関 連 す る 。 そ の よ う な 免 疫
接 合 体 の 生 成 に お い て 利 用 さ れ る 化 学 療 法 剤 は 、 上 述 さ れ て い る 。 使 用 さ れ 得 る 酵 素 的 活
性 毒 及 び そ れ の フ ラ グ メ ン ト は 、 ジ フ テ リ ア Ａ 鎖 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 の 非 結 合 活 性 フ ラ グ メ
ン ト 、 エ キ ソ ト キ シ ン Ａ 鎖 (シ ュ ー ド モ ナ ス ア エ ル ギ ノ ー サ か ら の )、 リ シ ン Ａ 鎖 、 ア ブ リ
ン Ａ 鎖 、 モ デ ク シ ン Ａ 鎖 、 ア ル フ ァ サ ル シ ン 、 Aleurites fordiiタ ン パ ク 質 、 ジ ア ン チ ン
タ ン パ ク 質 、 Ph ytolaca americanaタ ン パ ク 質 (PAPI， PAPII,及 び PAP-S)、 momordica cha
rantia イ ン ヒ ビ タ ー 、 ク ル シ ン 、 ク ロ チ ン 、 サ パ オ ナ リ ア  オ フ ィ シ ナ リ ス イ ン ヒ ビ タ ー
、 ゲ ロ ニ ン 、 ミ ト ゲ リ ン 、 レ ス ト リ ク ト シ ン 、 フ ェ ノ マ イ シ ン 、 エ ノ マ イ シ ン 及 び ト リ コ
セ セ ン を 含 む 。 核 種 の 放 射 性 核 種 が 、 放 射 性 接 合 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 生 産 の た め に 利 用
可 能 で あ る 。 実 例 は 、 212Ｂ ｉ 、 131Ｉ 、 131Ｉ ｎ 、 90Ｙ 及 び 186Ｒ ｅ を 含 む 。  
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【 ０ ０ ８ ５ 】
　 抗 体 と 細 胞 毒 性 剤 の 接 合 物 は 、 Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル ‐ ３ -(２ ‐ ピ リ ジ ル ジ チ オ ー ル )プ
ロ ピ オ ナ ー ト (Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ )、 イ ミ ノ チ オ ラ ン (Ｉ Ｔ )、 イ ミ ド エ ス テ ル の 二 機 能 性 誘 導 体 (ジ
メ チ ル ア ジ ピ ミ ダ ー ト 塩 酸 の よ う な )、 活 性 エ ス テ ル (ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ベ ラ ー ト の よ
う な )、 ア ル デ ヒ ド (グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の よ う な ) 、 ビ ス ア ゾ 化 合 物 (ビ ス ‐ (p‐ ア ジ ド
ベ ン ゾ イ ル )ヘ キ サ ン ジ ア ミ ン )、 ビ ス ジ ア ゾ ニ ウ ム 誘 導 体 (ビ ス ‐ (p－ ジ ア ゾ ニ ウ ム ベ ン
ゾ イ ル )‐ エ チ レ ン ジ ア ミ ン の よ う な )、 ジ イ ソ シ ア ナ ー ト (ト リ レ ン 2,6-ジ イ ソ シ ア ナ ー
ト の よ う な )、 及 び ビ ス  ‐ 活 性 フ ッ 素 化 合 物 (1,5-ジ フ ル オ ロ -2,4‐ ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン の
よ う な )の よ う な 各 種 の 二 機 能 性 タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ 剤 を 用 い て 作 製 さ れ る 。 例 え ば
、 リ チ ン 免 疫 毒 は 、 vitettaら 、 Science 238:1098(1987)中 に 記 載 さ れ た よ う に 調 製 さ れ
得 る 。 炭 素 -14-標 識 化 1‐ イ ソ チ オ ジ ア ナ ト ベ ン ジ ル -3-メ チ ル ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢
酸 (Ｍ Ｘ ‐ Ｄ Ｔ Ｐ Ａ )は 、 抗 体 へ の 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド の 共 役 の た め の 典 型 的 な キ レ ー ト 化
剤 で あ る 。 WO 94／ 11026を 参 照 。  
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 別 な 実 施 態 様 に お い て 、 該 抗 体 は 、 腫 瘍 予 備 標 的 化 に お い て 利 用 の た め の 「 レ セ プ タ ー
」 (ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の よ う な )に 接 合 さ れ て 良 く 、 こ こ で 該 抗 体 ‐ レ セ プ タ ー 接 合 物 は
、 清 澄 化 剤 を 用 い る 循 環 か ら の 非 結 合 共 役 物 の 除 去 と 細 胞 毒 性 剤 (例 え ば 放 射 性 核 種 )に 共
役 さ れ る 「 リ ガ ン ド 」 (例 え ば ア ビ ジ ン )の 投 与 に 続 い て 患 者 に 投 与 さ れ る 。  
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ こ に 開 示 し た 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 は 、 イ ム ノ リ ポ ソ ー ム と し て も 調 製 さ れ 得 る 。 抗 体 を
含 ん だ リ ポ ソ ー ム は 、 Epsteinら 、 Proc． Natl． Acad． Sci． USA 82:368 8(1985)； Hwang
ら 、 Proc． Natl Acad． Sci． USA 77:4030(1980)； 及 び 米 国 特 許 第 4,485,045号 と 4,544,54
5号 中 に 記 載 さ れ た よ う な 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ る 。 増 加 し た 循 環 時 間
を 持 つ リ ポ ソ ー ム は 、 米 国 特 許 第 5,013,556号 中 に 開 示 さ れ る 。  
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 特 に 有 用 な リ ポ ソ ー ム は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 コ レ ス テ ロ ー ル 及 び Ｐ Ｅ Ｇ  ‐ 誘 導
化 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン (Ｐ Ｅ Ｇ － Ｐ Ｅ )を 含 ん だ 脂 質 組 成 物 と と も に 逆 相 エ バ
ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 生 成 さ れ 得 る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 望 ま し い 直 径 を 持 っ た リ ポ ソ ー ム
を 得 る た め 定 義 さ れ た ポ ア サ イ ズ の フ ィ ル タ ー を 通 し て 押 し 出 し さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の
Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ ン ト は 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 互 反 応 を 経 て 、 Martinら 、 J． Biol． Chem． 257:
286-288(1982)中 に 記 載 さ れ た よ う な リ ポ ソ ー ム に 共 役 さ れ 得 る 。 化 学 療 法 剤 (ド キ ソ ル ビ
シ ン の よ う な )は 、 リ ポ ソ ー ム の 内 部 に 任 意 に 含 有 せ し め 得 る 。 Gabizonら 、 J． National 
Cancer Inst.81(19): 1484(1989)を 参 照 。  
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 活 性 抗 癌 薬 に プ ロ ド ラ ッ グ を 変 え る (例 え ば 、 ペ プ チ ジ ル 化 学 療 法 剤
、 WO 81／ 01145を 参 照 )プ ロ ド ラ ッ グ 活 性 化 酵 素 に 抗 体 を 接 合 す る こ と に よ っ て Ａ Ｄ Ｅ Ｐ
Ｔ 中 で 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 WO 88／ 07378及 び 米 国 特 許 第 4,975,278号 を 参 照 。  
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 Ａ Ｄ Ｅ Ｐ Ｔ の た め に 有 用 な 免 疫 接 合 体 の 酵 素 成 分 は 、 そ れ を よ り 活 性 化 す る 、 細 胞 毒 性
形 態 に 変 換 す る た め の そ の よ う な 手 法 に お い て プ ロ ド ラ ッ グ に 作 用 す る こ と が で き る い ず
れ か の 酵 素 を 含 む 。  
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 に 方 法 に お い て 有 用 で あ る 酵 素 は 、 制 限 さ れ る こ と な し に 、 ホ ス フ ァ ー ト 含 有 プ
ロ ド ラ ッ グ を 遊 離 の 薬 に 変 換 す る た め に 有 用 な ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ； ス ル フ ァ ー ト 含
有 プ ロ ド ラ ッ グ を 遊 離 の 薬 に 変 換 す る の に 有 用 な ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ ； 非 毒 性 ５ -フ
ル オ ロ シ ト シ ン を 抗 癌 薬 、 ５ ‐ フ ル オ ロ ウ ラ シ ル に 変 換 す る の に 有 用 な シ ト シ ン デ ア ミ ナ
ー ゼ ； ペ プ チ ド 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ を 遊 離 の 薬 に 変 換 す る の に 有 用 で あ る 、 セ ラ テ ィ ア プ ロ
テ ア ー ゼ 、 セ ル モ リ シ ン 、 ズ ブ チ リ シ ン 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ 及 び カ テ プ シ ン (カ テ
プ シ ン Ｂ 及 び Ｌ の よ う な )の よ う な プ ロ テ ア ー ゼ ； Ｄ -ア ミ ノ 酸 置 換 体 を 含 む プ ロ ド ラ ッ グ
を 変 換 す る の に 有 用 な Ｄ -ア ラ ニ ル カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ ： グ リ コ シ ル 化 プ ロ ド ラ ッ グ
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を 遊 離 の 薬 に 変 換 す る の に 有 用 な β ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ と ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の よ う な 炭 水
化 物 切 断 酵 素 ； β ‐ ラ ク タ ム 誘 導 体 化 薬 を 遊 離 の 薬 に 変 換 す る の に 有 用 な β ‐ ラ ク タ マ ー
ゼ ； 及 び そ れ ぞ れ フ ェ ノ キ シ ア セ チ ル 又 は フ ェ ニ ル ア セ チ ル 基 に よ っ て そ れ の ア ミ ン 窒 素
に お い て 誘 導 体 化 し た 薬 を 遊 離 の 薬 に 変 換 す る の に 有 用 な 、 ペ ニ シ リ ン Ｖ ア ミ ダ ー ゼ 又 は
ペ ニ シ リ ン Ｇ ア ミ ダ ー ゼ の よ う な ペ ニ シ リ ン ア ミ ダ ー ゼ を 含 む 。 代 替 的 に 、 「 ア ブ ザ イ ム
」 と し て 当 該 分 野 に お い て 周 知 で も あ る 、 酵 素 活 性 を 持 っ た 抗 体 は 、 本 発 明 の プ ロ ド ラ ッ
グ を 遊 離 の 活 性 薬 に 変 換 す る た め に 使 用 さ れ 得 る (例 え ば 、 Massey、 Nature 328:457-458(
1987)を 参 照 )。 抗 体 ‐ ア ブ ザ イ ム 接 合 体 は 、 腫 瘍 細 胞 集 団 へ の ア ブ ザ イ ム の デ リ バ リ ー の
た め に こ こ に 記 載 し た よ う に 調 製 さ れ 得 る 。  
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 酵 素 は 、 上 述 し た ヘ テ ロ 二 機 能 性 架 橋 試 薬 の 使 用 の よ う な 当 該 分 野 で 周 知 の 方
法 に よ っ て 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 に 共 有 的 に 結 合 さ れ 得 る 。 代 替 的 に 、 本 発 明 の 酵 素 の 少 な く
と も 機 能 的 活 性 部 分 に 結 合 し た 本 発 明 の 抗 体 の 少 な く と も 抗 原 結 合 領 域 を 備 え る 融 合 タ ン
パ ク 質 は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い て 構 成 さ れ 得 る (Neubergerら 、 Natu
re 312:604-608(1984)を 参 照 )。  
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 に お い て 、 例 え ば 腫 瘍 穿 通 を 増 加 す る た め に 、 完 全 な 抗 体 と 言 う
よ り は む し ろ 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る こ と が 望 ま し い と さ れ 得 る 。 こ の ケ ー ス に お
い て 、 そ れ の 血 清 半 減 期 を 増 加 す る た め に 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 変 更 す る こ と が 望 ま し い と
さ れ 得 る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 中 へ の サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー
プ の 合 併 に よ っ て 達 成 さ れ 得 る (例 え ば 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 中 の 適 当 な 領 域 の 変 異 に よ っ
て 、 又 は ペ プ チ ド タ グ 内 へ の 該 エ ピ ト ー プ の 合 併 に よ っ て 、 す な わ ち 末 端 又 は 中 位 で の い
ず れ か 一 方 で 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に 融 合 さ れ る 、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ 又 は ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て )
。 1996年 10月 17日 公 表 の WO 96／ 32478を 参 照 。  
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー プ は 、 一 般 に 領 域 を 構 成 し 、 こ こ で 、 Ｆ ｃ ド メ イ ン
の 一 又 は そ れ 以 上 の ル ー プ か ら の い ず れ か ー つ 又 は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト の 類 似 位 置 に 転 移 さ れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 Ｆ ｃ ド メ イ ン の １ 又 は ２ つ の ル ー プ
か ら の ３ 又 は そ れ 以 上 の 残 基 は 、 転 移 さ れ る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 該 エ ピ ト ー プ は 、
Ｆ ｃ 領 域 の (例 え ば Ｉ ｇ Ｇ の ） Ｃ Ｈ ２ ド メ イ ン か ら 取 り 出 さ れ 且 つ 該 抗 体 の Ｃ Ｈ １ ， Ｃ Ｈ
３ 、 又 は Ｖ H 領 域 、 或 い は 一 以 上 の そ の よ う な 領 域 に 転 移 さ れ る 。 代 替 的 に 、 該 エ ピ ト ー
プ は 、 Ｆ ｃ 領 域 の Ｃ Ｈ ２ ド メ イ ン か ら 取 り 出 さ れ 、 該 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の Ｃ L 領 域 又 は Ｖ L

領 域 、 或 い は 両 方 、 に 転 移 さ れ る 。  
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 最 も 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 該 サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー プ は 、 該 配 列 (5
'か ら 3')： PKNSSMISNTP(配 列 番 号 ： １ ６ )を 備 え 、 且 つ 、 HQSLGTQ(配 列 番 号 ： １ ７ )、 HQNL
SDGK(配 列 番 号 ： １ ８ )及 び HQNISDGK(配 列 番 号 ： １ ９ )、 又 は 特 に 該 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が Ｆ
ａ ｂ 又 は Ｆ (ab') 2 で あ る 場 合 、 VISSHLGQ(配 列 番 号 ： ２ ０ )か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列
を 任 意 に さ ら に 備 え る 。 別 の 最 も 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 該 サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結
合 エ ピ ト ー プ は 、 配 列 (5'か ら 3') ： HQNLSDGK(配 列 番 号 ： １ ８ )、 HQNISDGK(配 列 番 号 ： １
９ )、 又 は VISSHLGQ(配 列 番 号 ： ２ ０ )と 配 列 ： PKNSSMISNTP(配 列 番 号 ： １ ６ )を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド で あ る 。  
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ヒ ト 化 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 共 有 結 合 修 飾 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 そ れ ら は 、
化 学 合 成 に よ っ て 又 は も し 適 用 可 能 で あ れ ば 、 該 抗 体 の 酵 素 的 又 は 化 学 的 切 断 に よ っ て 作
製 さ れ 得 る 。 該 抗 体 の 共 有 結 合 修 飾 の 他 の タ イ プ は 、 選 択 し た 側 鎖 又 は Ｎ -又 は Ｃ -末 端 残
基 と の 反 応 が 可 能 な 有 機 誘 導 化 剤 に よ っ て 抗 体 の 標 的 化 ア ミ ノ 酸 残 基 の 反 応 に よ り 分 子 内
に 導 入 さ れ る 。  
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 最 も 普 通 に は シ ス テ イ ニ ル 残 基 が 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル 又 は カ ル ボ キ シ ア ミ ド メ チ ル 誘 導
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体 を 与 え る た め に 、 ク ロ ロ 酢 酸 又 は ク ロ ロ ア セ ト ア ミ ド の よ う な α ‐ ハ ロ ア セ タ ー ト (及
び 相 対 す る ア ミ ン )と 反 応 さ れ る 。 シ ス テ イ ニ ル 残 基 は ま た 、 ブ ロ モ ト リ フ ル オ ロ ア セ ト
ン 、 α ‐ ブ ロ モ ‐ β -(５ -イ ミ ド ゾ イ ル )プ ロ ピ オ ン 酸 、 リ ン 酸 ク ロ ロ ア セ チ ル 、 Ｎ -ア ル
キ ル マ レ イ ミ ド 、 ３ -ニ ト ロ ‐ ２ ‐ ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 、 メ チ ル ２ － ピ リ ジ ル ジ ス ル フ
ィ ド 、 ｐ ‐ ク ロ ロ 水 銀 ベ ン ゾ ア ー ト 、 ２  -ク ロ ロ 水 銀 ‐ ４ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 又 は ク ロ ロ
‐ ７ ‐ ニ ト ロ ベ ン ゾ ‐ ２ ‐ オ キ サ -1,3-ジ ア ゾ ー ル と の 反 応 に よ っ て 誘 導 さ れ る 。  
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ヒ ス チ ジ ル 残 基 は 、 こ の 剤 が ヒ ス チ ジ ル 側 鎖 の た め の 相 対 的 に 特 異 的 で あ る た め 、 pH5.
5-7.0で ジ エ チ ル ピ ロ カ ー ボ ナ ー ト と の 反 応 に よ り 誘 導 さ れ る 。 臭 化 パ ラ ブ ロ モ フ ェ ナ シ
ル も 有 用 で あ る ； そ の 反 応 は 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ で ０ ． １ Ｍ カ コ ジ ル 酸 ナ ト リ ウ ム 中 で 好 ま し く
は 実 行 さ れ る 。  
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 リ シ ニ ル 及 び ア ミ ノ 末 端 残 基 は 、 コ ハ ク 酸 又 は 他 の カ ル ボ ン 酸 無 水 物 と 反 応 さ せ る 。 こ
れ ら 剤 に よ る 誘 導 体 化 は 、 リ シ ニ ル 残 基 の 電 荷 を 逆 転 す る 影 響 を 有 す る 。 α ‐ ア ミ ノ 含 有
残 基 を 誘 導 体 化 す る た め の 他 の 好 適 な 試 薬 は 、 メ チ ル ピ コ リ ン イ ミ ダ ー ト 、 リ ン 酸 ピ リ ド
キ サ ル 、 ピ リ ド キ サ ル 、 塩 化 ホ ウ 素 水 素 化 物 ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 、 Ｏ -メ チ ル
イ ソ ウ レ ア 、 2,4-ペ ン タ ン ジ オ ン の よ う な イ ミ ド エ ス テ ル 、 及 び グ リ オ キ シ ラ ー ト と の ト
ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ 触 媒 反 応 を 含 む 。  
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ア ル ギ ニ ル 残 基 は 、 フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ル 、 2,3-ブ タ ン ジ オ ン 、 1,2-シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ
オ ン 、 及 び ニ ン ヒ ド リ ン の そ れ ら の う ち の １ 又 は 幾 つ か の 通 常 の 試 薬 と の 反 応 に よ っ て 修
飾 さ れ る 。 ア ル ギ ニ ン 残 基 の 誘 導 体 化 は 、 グ ア ニ ジ ン 官 能 基 の 高 い ｐ Ｋ ａ の た め に そ の 反
応 が ア ル カ リ 条 件 に お い て 実 行 さ れ る こ と を 要 求 す る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 試 薬 は 、 ア ル ギ
ニ ン エ プ シ ロ ン ア ミ ノ 基 と 同 じ く リ シ ン の 基 と 反 応 し 得 る 。  
【 ０ １ ０ １ 】
　 チ ロ シ ル 残 基 の 特 異 的 修 飾 は 、 芳 香 族 ジ ア ゾ ニ ウ ム 化 合 物 又 は テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン と の
反 応 に よ っ て チ ロ シ ル 残 基 内 に ス ペ ク ト ル の 標 識 を 導 入 す る こ と へ の 特 別 な 関 心 に よ り 作
製 さ れ 得 る 。 最 も 普 通 に は 、 Ｎ -ア セ チ ル イ ミ ジ ゾ ー ル と テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン が 、 そ れ ぞ
れ Ｏ -ア セ チ ル チ ロ シ ル 種 及 び ３ -ニ ト ロ 誘 導 体 を 形 成 す る た め に 使 用 さ れ る 。 チ ロ シ ル 残
基 は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 使 用 の た め に 標 識 化 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る た め に 、
125Ｉ 又 は 131Ｉ を 用 い て ヨ ウ 素 化 さ れ る 。  
【 ０ １ ０ ２ 】
　 カ ル ボ キ シ ル 側 鎖 (ア ス パ ル チ ル 又 は グ ル タ ミ ル )は 、 １ -シ ク ロ ヘ キ シ ル ‐ 3‐  (２ -モ
ル ホ リ ニ ル ‐ ４ -エ チ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド 又 は １ -エ チ ル ‐ ３ -(４ ‐ ア ゾ ニ ア -4,4-ジ メ チ ル
フ ェ ニ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド の よ う な カ ル ボ ジ イ ミ ド (Ｒ -Ｎ =Ｃ =Ｎ  ‐ Ｒ ')(式 中 Ｒ と Ｒ 'は 異
な る ア ル キ ル 基 で あ る )と の 反 応 に よ っ て 選 択 的 に 修 飾 さ れ る 。 さ ら に 、 ア ス パ ル チ ル と
グ ル タ ミ ル 残 基 は 、 ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン と の 反 応 に よ っ て ア ス パ ラ ギ ニ ル 及 び グ ル タ ミ ニ
ル 残 基 に 変 換 さ れ る 。  
【 ０ １ ０ ３ 】
　 グ ル タ ミ ニ ル と ア ス パ ラ ギ ニ ル 残 基 は 、 そ れ ぞ れ の 相 当 す る グ ル タ ミ ル と ア ス パ ル チ ル
残 基 に し ば し ば 脱 ア ミ ド 化 さ れ る 。 こ れ ら 残 基 は 、 中 性 又 は 塩 基 性 条 件 下 で 脱 ア ミ ド 化 さ
れ る 。 こ れ ら 残 基 の 脱 ア ミ ド 化 形 態 は 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。  
【 ０ １ ０ ４ 】
　 他 の 修 飾 は 、 プ ロ リ ン と リ シ ン の 水 酸 化 、 セ リ ル 又 は ト レ オ ニ ル 残 基 の 水 酸 基 の リ ン 酸
化 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン 側 鎖 の α ‐ ア ミ ノ 基 の メ チ ル 化  (T.E． Creighton
,Proteins:Structure and Molecular Properties， W.H． Freema n & Co.,San Francisco,
pp.79-86(1983))、 Ｎ -末 端 ア ミ ン の ア セ チ ル 化 、 い ず れ か の Ｃ -末 端 カ ル ボ ニ ル 基 の ア ミ
ド 化 を 含 む 。  
【 ０ １ ０ ５ 】
　 別 の タ イ プ の 共 有 結 合 修 飾 は 、 該 抗 体 へ の 化 学 的 又 は 酵 素 的 カ ッ プ リ ン グ グ リ コ シ ル を
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含 む 。 こ れ ら の 方 法 は 、 そ れ ら が Ｎ -又 は Ｏ -結 合 グ リ コ シ ル 化 の た め の グ リ コ シ ル 化 能 力
を 有 す る 宿 主 細 胞 中 で 該 抗 体 の 生 産 が 要 求 さ れ な い こ と に お い て 有 効 で あ る 使 用 し た カ ッ
プ リ ン グ モ ー ド に 基 づ い て 、 そ の 糖 は 、 (a)ア ル ギ ニ ン と ヒ ス チ ジ ン 、 (b)遊 離 カ ル ボ キ シ
ル 基 、 (c)シ ス テ イ ン の そ れ の よ う な 遊 離 ス ル フ ィ ド リ ル 基 、 (d)セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 又
は ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン の そ れ の よ う な 遊 離 水 酸 基 、 (e)フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 又
は ト リ プ ト フ ァ ン の そ れ の よ う な 芳 香 族 残 基 、 又 は (f)グ ル タ ミ ン の ア ミ ド 基 に 付 着 さ せ
得 る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 1987年 9月 11日 公 表 の WO 87／ 05330中 に 、 及 び Aplinと Wristo n，
CRC Crit． Rev． Biochem.， pp.259-306(1981)中 に 記 載 さ れ る 。  
【 ０ １ ０ ６ 】
　 該 抗 体 上 に 存 在 す る い ず れ か の 炭 水 化 物 部 分 の 除 去 は 、 化 学 的 又 は 酵 素 的 に 達 成 さ れ 得
る 。 化 学 的 脱 グ リ コ シ ル 化 は 、 化 合 物 ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 又 は 同 等 の 化 合 物
に 該 抗 体 を さ ら す こ と を 要 求 す る 。 こ の 処 理 は 、 結 合 糖 (Ｎ -ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 又 は Ｎ
-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン )を 除 く 大 部 分 の 又 は 全 て の 糖 の 切 断 の 結 果 と な り 、 一 方 抗 体 は
完 全 に 残 さ れ る 。 化 学 的 脱 グ リ コ シ ル 化 は 、  Hakimuddinら 、 Arch． Biochem． Biophys． 2
59:52(1987)に よ り 及 び Edgeら 、 Anal ． Biochem.， 118:131(1981)に よ り 記 載 さ れ る 。 該
抗 体 上 の 炭 水 化 物 部 分 の 酵 素 的 切 断 は 、 Thotakuraら 、 Meth． Enzymol． 138:350(1987)に
よ り 記 載 さ れ る よ う な 、 各 種 の エ ン ド ‐ 及 び エ キ ソ ‐ グ リ コ シ ダ ー ゼ の 使 用 に よ り 達 成 さ
れ 得 る 。  
【 ０ １ ０ ７ 】
　 該 抗 体 の 共 有 結 合 修 飾 の 別 な タ イ プ は 、 米 国 特 許 第 4,640,835号 ； 4,496,689号 ； 4,301,
144号 ； 4,670,417号 ； 4,791,192号 又 は 4,179,337号 中 に 記 載 の 手 法 に お い て 、 各 種 の 非 タ
ン パ ク 質 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 又 は ポ
リ オ キ シ ア ル キ レ ン の 一 つ に 該 抗 原 を 結 合 す る こ と を 備 え る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
〈 Ｂ ． ベ ク タ ー 、 宿 主 細 胞 、 及 び 組 換 え 方 法 〉
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 、 該 核 酸 を 具 備 す る ベ ク
タ ー 及 び 宿 主 細 胞 、 並 び に 該 抗 体 を 産 生 す る た め の 組 換 え 技 術 も 提 供 す る 。  
【 ０ １ ０ ９ 】
　 前 記 抗 体 の 組 換 産 生 の た め 、 そ れ を コ ー ド す る 前 記 核 酸 が 単 離 さ れ 、 更 な る ク ロ ー ニ ン
グ （ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 ） 又 は 発 現 を 行 う た め に 複 製 ベ ク タ ー へ 挿 入 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 直 ぐ に 単 離 し て 通 常 の 方 法 （ 例 え ば 当 該 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ
ー ド し て い る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 可 能 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に よ り ） を 使 用 し
て 配 列 決 定 す る 。 多 く の ベ ク タ ー が 入 手 可 能 で あ る 。 ベ ク タ ー の 構 成 に は 一 般 的 に 、 以 下
の も の の 一 又 は そ れ 以 上 を 含 む が こ れ に は 限 定 さ れ な い ： シ グ ナ ル 配 列 、 複 製 起 点 、 一 又
は そ れ 以 上 の マ ー カ ー 遺 伝 子 、 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 、 プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 転 写 終 止 配
列 。  
【 ０ １ １ ０ 】
〈 （ ｉ ） シ グ ナ ル 配 列 要 素 〉  
　 本 発 明 の 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 は 、 組 換 え 的 に 直 接 に 産 生 す る の み な ら ず 、 好 ま し く は シ グ
ナ ル 配 列 又 は 他 の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 成 熟 し た 蛋 白 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 に 特 異
的 開 裂 部 位 を 有 す る 非 相 同 性 ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て 産 生 し て も よ い 。
選 択 さ れ る 非 相 同 的 シ グ ナ ル 配 列 は 宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ て 処 理 （ 即 ち 、 シ グ ナ ル ペ プ
チ ダ ー ゼ に よ り ） さ れ る も の で あ る 。 未 変 性 の 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 シ グ ナ ル 配 列 に つ い て 認
識 も 処 理 も 行 わ な い 原 核 性 の 宿 主 細 胞 の 場 合 、 こ の シ グ ナ ル 配 列 は 例 え ば 以 下 の 群 よ り な
る 原 核 細 胞 の シ グ ナ ル 配 列 か ら 選 択 さ れ る ： ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ぺ ニ シ リ ナ ー ゼ 、
ｌ ｐ ｐ 、 又 は 熱 安 定 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ｉ Ｉ リ ー ダ ー 。 酵 母 の 分 泌 の 場 合 、 未 変 性 の シ グ
ナ ル 配 列 は 、 例 え ば 酵 母 イ ン ベ ル タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 α 因 子 リ ー ダ ー (サ ッ カ ロ マ イ セ ス （
Ｓ ａ ｃ ｃ ｈ ａ ｒ ｏ ｍ ｙ ｃ ｅ ｓ ） 及 び ク ル イ ベ ロ マ イ セ ス （ Ｋ ｌ ｕ ｙ ｖ ｅ ｒ ｏ ｍ ｙ ｃ ｅ ｓ ）
の α 因 子 リ ー ダ ー を 含 む )、 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 Ｃ ． ア ル ビ カ ン ス （ ａ ｌ ｂ ｉ ｃ
ａ ｎ ｓ ） グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ リ ー ダ ー 、 又 は WO90／ 13646に 記 載 の シ グ ナ ル に よ り 置 換 さ れ
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て い て も よ い 。 哺 乳 動 物 細 胞 の 発 現 に お い て は 、 哺 乳 類 シ グ ナ ル 配 列 は ウ イ ル ス 性 分 泌 リ
ー ダ ー 、 例 え ば 単 純 ヘ ル ペ ス の ｇ Ｄ シ グ ナ ル と 同 様 に 入 手 可 能 で あ る 。  
【 ０ １ １ １ 】
　 そ の よ う な 前 駆 体 領 域 は 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム に お い て 連 結 さ れ る 。  
【 ０ １ １ ２ 】
〈 （ ｉ ｉ ） 複 製 起 点 要 素 〉  
　 発 現 用 及 び ク ロ ー ニ ン グ 用 ベ ク タ ー の い ず れ も 、 一 又 は そ れ 以 上 の 選 択 し た 宿 主 内 で ベ
ク タ ー を 複 製 さ せ る こ と を 可 能 に す る 核 酸 配 列 を 含 ん で い る 。 一 般 的 に 、 ク ロ ー ニ ン ダ ベ
ク タ ー に お い て は 、 こ の 配 列 は 宿 主 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ と は 独 立 に 複 製 す る こ と を 可 能 に す る
も の で あ り 、 複 製 起 点 又 は 自 律 性 複 製 配 列 を 含 ん で い る 。 こ の よ う な 配 列 は 種 々 の 細 菌 、
酵 母 、 及 び ウ イ ル ス に 対 し て 知 ら れ て い る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 由 来 の 複 製 起 点 は 、
ほ と ん ど の グ ラ ム 陰 性 細 菌 に 適 し 、 ２  μ プ ラ ス ミ ド 起 点 は 酵 母 に 適 し 、 そ し て 種 々 の ウ
イ ル ス 起 点 （ Ｓ Ｖ ４ ０ 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ｖ Ｓ Ｖ 、 又 は Ｂ Ｐ Ｖ ） は 、 哺 乳 動
物 細 胞 に お け る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 有 益 で あ る 。 一 般 的 に 、 複 製 起 点 の 構 成 要 素 は 、
哺 乳 類 の 発 現 べ ク タ ー （ Ｓ Ｖ ４ ０ の 起 点 を 典 型 的 に 使 用 し て も 良 い が 、 こ れ は 初 期 プ ロ モ
ー タ ー を 含 む と い う 理 由 の み の た め で あ る ） に は 必 要 で は な い 。  
【 ０ １ １ ３ 】
〈 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 選 択 遺 伝 子 要 素 〉  
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ に は 、 選 択 遺 伝 子 、 又 は 選 択 可 能 マ ー カ ー と も い う 、 を 含
む こ と が で き る 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は 、 （ ａ ） 抗 生 物 質 や そ の 他 の 毒 素 、 例 え ば ア ン ピ
シ リ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 又 は テ ト ラ サ イ ク リ ン に 対 し て 抵 抗 性 を 与 え
、 （ ｂ ） 栄 養 要 求 性 欠 損 を 補 完 し 、 又 は （ ｃ ） 例 え ば 桿 菌 に 対 す る Ｄ － ア ラ ニ ン ラ セ マ ー
ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の よ う に 、 複 合 培 地 か ら は 得 ら れ な い 重 要 な 栄 養 素 を 供 給 す る 、 蛋
白 質 を コ ー ド す る 。  
【 ０ １ １ ４ 】
　 選 択 ス キ ー ム の 一 つ の 例 は 、 宿 主 細 胞 の 成 長 を 停 止 さ せ る 薬 剤 を 使 用 す る 。 非 相 同 性 遺
伝 子 で う ま く 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 薬 剤 抵 抗 を 与 え る 蛋 白 質 を 産 生 し 、 よ っ て 選 択 プ ロ
グ ラ ム で 生 存 す る 。 こ の よ う な 優 性 選 択 の 例 は 、 ネ オ マ イ シ ン 、 マ イ コ フ ェ ノ ー ル 酸 （ My
cophenolic acid） 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン の 薬 剤 を 使 用 す る 。  
【 ０ １ １ ５ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 用 の 適 切 な 選 択 マ ー カ ー の 別 の 例 は 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 メ タ
ロ チ オ ネ イ ン － Ｉ 、 及 び － Ｉ Ｉ 、 好 ま し く は 霊 長 類 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 、 ア デ ノ シ ン
デ ア ミ ナ ー ゼ 、 オ ル ニ チ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 等 の よ う に 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 核 酸 を 取 り
上 げ る コ ン ピ テ ン ト 細 胞 を 同 定 す る こ と を 可 能 に す る も の で あ る 。  
【 ０ １ １ ６ 】
　 例 え ば 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 選 択 性 遺 伝 子 で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は ま ず 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ の ア ン タ ゴ ニ ス
ト で あ る メ ト ト レ キ セ ー ト （ Ｍ ｔ ｘ ） を 含 む 培 養 液 中 の 形 質 転 換 体 の 全 て を 培 養 す る こ と
に よ っ て 同 定 さ れ る 。 野 生 型 の Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 用 い る 場 合 の 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 活 性
に 欠 失 が あ る チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞 株 で あ る 。  
【 ０ １ １ ７ 】
　 或 い は 、 宿 主 細 胞 （ 特 に は 内 在 性 の Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 含 む 野 生 型 の 宿 主 ） を 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗
体 、 野 生 型 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 蛋 白 質 、 及 び ア ミ ノ グ リ コ シ ド ３ ’ － ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ａ
Ｐ Ｈ ） 等 の 別 の 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で 形 質 転 換 又 は 同 時 形 質 転 換 し た も
の は 、 ア ミ ノ グ リ コ シ ド 系 抗 生 物 質 、 例 え ば カ ナ マ イ シ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 若 し く は Ｇ ４ １
８ の 選 択 性 マ ー カ ー 用 選 択 剤 を 含 む 培 養 液 中 で 細 胞 増 殖 さ せ る こ と に よ り 選 択 す る こ と が
可 能 で あ る 。 米 国 特 許 番 号 ４ ， ９ ６ ５ ， １ ９ ９ を 参 照 。  
【 ０ １ １ ８ 】
　 酵 母 で 使 用 す る 適 切 な 選 択 遺 伝 子 は 、 酵 母 プ ラ ス ミ ド Ｙ Ｒ ｐ ７ 中 に 存 在 す る ｔ ｒ ｐ １ 遺
伝 子 で あ る （ Ｓ ｔ ｉ ｎ ｃ ｈ ｃ ｏ ｍ ｂ ら 、 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 、 ２ ８ ２ ： ３ ９ （ １ ９ ７ ９ ） ） 。 こ
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の ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 は 、 ト リ プ ト フ ァ ン 中 で 増 殖 す る 能 力 を 欠 く 、 酵 母 の 変 異 株 、 例 え ば Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 ４ ４ ０ ７ ６ 又 は Ｐ Ｅ Ｐ ４ － １ 用 の 選 択 マ ー カ ー を 提 供 す る も の で あ る （ Ｊ ｏ ｎ
ｅ ｓ 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ 、 ８ ５ ： １ ２ （ １ ９ ７ ７ ） ） 。 酵 母 細 胞 の ゲ ノ ム 中 の ｔ ｒ ｐ １ 障
害 の 存 在 は 、 次 に 、 ト リ プ ト フ ァ ン が 欠 如 す る 中 で 増 殖 す る 形 質 転 換 体 を 検 出 す る の に 効
果 的 な 環 境 を 提 供 す る 。 同 様 に 、 Ｌ ｅ ｕ ２ － 欠 失 酵 母 株 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ２ ０ ， ６ ２ ２ 、 又 は ３
８ ， ６ ２ ６ ） は 、 Ｌ ｅ ｕ ２ 遺 伝 子 を 持 つ 既 知 の プ ラ ス ミ ド で 補 完 さ れ る 。  
【 ０ １ １ ９ 】
　 更 に 、 １ .６ μ ｍ 環 状 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｋ Ｄ １ に 由 来 す る ベ ク タ ー は 、 ク ル イ ベ ロ マ イ セ ス
（ Ｋ ｌ ｕ ｙ ｖ ｅ ｒ ｏ ｍ ｙ ｃ ｅ ｓ ） 酵 母 の 形 質 転 換 に 用 い る こ と が で き る 。 或 い は 、 組 換 え
子 ウ シ キ モ シ ン の 大 量 の 生 産 用 の 発 現 シ ス テ ム が Ｋ ． ラ ク チ ス （ ｌ ａ ｃ ｔ ｉ ｓ ） に 対 し て
報 告 さ れ て い る （ Ｖ ａ ｎ  ｄ ｅ ｒ  Ｂ ｅ ｒ ｇ 、 Ｂ ｉ ｏ ／ Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 、 ８ ： １ ３ ５
（ １ ９ ９ ０ ） ） 。 ク ル イ ベ マ イ セ ス の 工 業 用 株 に よ る 、 成 熟 組 換 え ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン の
分 泌 用 の 、 安 定 な 多 コ ピ ー 発 現 ベ ク タ ー も ま た 開 示 さ れ て い る （ Ｆ ｌ ｅ ｅ ｒ ら 、 Ｂ ｉ ｏ ／
Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 、 ９ ： ９ ６ ８ － ９ ７ ５ （ １ ９ ９ １ ） ） 。  
【 ０ １ ２ ０ 】
〈 （ ｉ ｖ ） プ ロ モ ー タ ー 要 素 〉  
　 発 現 用 及 び ク ロ ー ニ ン グ 用 ベ ク タ ー は 通 常 、 宿 主 生 物 に よ り 認 識 さ れ 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗
体 核 酸 に 機 能 的 に 連 結 さ れ る プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い る 。 原 核 性 宿 主 で 使 用 す る の に 適 す
る プ ロ モ ー タ ー に は 、 ｐ ｈ ｏ Ａ プ ロ モ ー タ ー 、 β － ラ ク タ マ ー ゼ 及 び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー
タ ー 系 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ ｔ ｒ ｐ ） プ ロ モ ー タ ー 系 、 及 び ｔ ａ
ｃ プ ロ モ ー タ ー 等 の よ う な ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 し か し な が ら 、 他 の 既
知 の 細 菌 性 プ ロ モ ー タ ー も 適 し て い る 。 細 菌 系 で 使 用 さ れ る プ ロ モ ー タ ー は ま た 、 抗 Ｃ Ｄ
１ １ ａ 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 機 能 的 に 連 結 さ れ た シ ャ イ ン － ダ ル ガ ー ノ （ Ｓ ． Ｄ ． ）
配 列 を 含 ん で い る 。  
【 ０ １ ２ １ 】
　 真 核 細 胞 に つ い て も プ ロ モ ー タ ー が 知 ら れ て い る 。 実 質 的 に 全 て の 真 核 遺 伝 子 は 、 転 写
か 開 始 さ れ る 部 位 の 上 流 、 約 ２ ５ 乃 至 ３ ０ 塩 基 に 位 置 す る Ａ Ｔ － リ ッ チ な 領 域 を 有 し て い
る 。 多 く の 遺 伝 子 の 転 写 開 始 点 の 上 流 ７ ０ 乃 至 ８ ０ 塩 基 に 見 ら れ る 別 の 配 列 は 、 Ｃ Ｎ Ｃ Ａ
Ａ Ｔ 領 域 で あ り 、 こ こ で Ｎ は い か な る ヌ ク レ オ チ ド を も 意 味 す る 。 多 く の 真 核 遺 伝 子 の ３
’ 末 端 に は 、 ボ リ Ａ テ イ ル を コ ー ド 配 列 の ３  ’ 末 端 に 付 加 す る シ グ ナ ル と な り え る Ａ Ａ
Ｔ Ａ Ａ Ａ 配 列 が あ る 。 こ れ ら の 配 列 の 全 て は 、 真 核 発 現 ベ ク タ ー 中 に 適 切 に 挿 入 さ れ て い
る 。  
【 ０ １ ２ ２ 】
　 酵 母 宿 主 で 用 い る の に 適 切 な 促 進 性 配 列 の 例 に は 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト キ ナ ー ゼ 、
又 は エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド － ３ － ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ ナ
ー ゼ 、 ビ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン
酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト ム タ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ト リ オ ー ス ホ
ス フ ェ ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 及 び グ ル コ キ ナ ー ゼ 等 の 他 の
解 糖 系 酵 素 用 の プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。  
【 ０ １ ２ ３ 】
　 他 の 酵 母 プ ロ モ ー タ ー で 、 増 殖 条 件 に よ り 転 写 が 制 御 さ れ る と い う 付 加 的 な 利 点 を 有 す
る 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー で あ る も の は 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ チ ト ク ロ ー ム
Ｃ 、 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 に 関 連 す る 分 解 性 酵 素 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 グ リ セ ル
ア ル デ ヒ ド － ３ － ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 並 び に マ ル ト ー ス 及 び ガ ラ ク ト ー ス の
利 用 に 関 与 す る 酵 素 用 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 で あ る 。 酵 母 中 で の 発 現 に 使 用 す る 適 切 な ベ ク
タ ー 及 び プ ロ モ ー タ ー は 、 更 に は Ｅ Ｐ ７ ３ ， ６ ５ ７ 中 に 記 載 さ れ て い る 。 酵 母 エ ン ハ ン サ
ー も ま た 、 酵 母 プ ロ モ ー タ ー と 有 利 に 使 用 さ れ る 。  
【 ０ １ ２ ４ 】
　 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 中 に お け る ベ ク タ ー か ら の 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 転 写 は 、 例 え ば ポ リ オ
ー マ ウ イ ル ス 、 伝 染 性 上 皮 腫 ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス （ 例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス ２ 型 ） 、
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ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 ト リ 肉 腫 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、
Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 そ し て 最 も 好 ま し く は シ ミ ア ン ウ イ ル ス ４ ０ （ Ｓ Ｖ ４ ０ ） 等 の よ う な
ウ イ ル ス の ゲ ノ ム か ら 得 た プ ロ モ ー タ ー や 、 非 相 同 性 の 哺 乳 動 物 性 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば
ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー 、 更 に は 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー
か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー に よ り 制 御 さ れ て い る が 、 但 し そ の よ う な プ ロ モ ー タ ー は 宿 主
細 胞 系 と 適 合 す る も の で あ る と い う 条 件 が つ く 。  
【 ０ １ ２ ５ 】
　 Ｓ Ｖ ４ ０ ウ イ ル ス の 初 期 及 び 後 期 プ ロ モ ー タ ー は Ｓ Ｖ ４ ０ の 複 製 起 点 を も 含 む Ｓ Ｖ ４ ０
制 限 断 片 と し て 都 合 よ く 得 ら れ る 。 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 極 初 期 プ ロ モ ー タ ー は 、
Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ  Ｅ 制 限 断 片 と し て 都 合 よ く 得 ら れ る 。 哺 乳 類 の 宿 主 で 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ
ウ イ ル ス を ベ ク タ ー と し て 利 用 し た 、 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ る 系 が 、 米 国 特 許 番 号 ４ ， ４ １ ９
， ４ ４ ６ に 開 示 さ れ て い る 。 こ の 系 を 改 変 し た も の が 、 米 国 特 許 番 号 ４ ， ６ ０ １ ， ９ ７ ８
に 記 載 さ れ て い る 。 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 由 来 の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下
に あ る ヒ ト β － イ ン タ ー フ ェ ロ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ を マ ウ ス 細 胞 で 発 現 さ せ た Ｒ ｅ ｙ ｅ ｓ ら の 文 献
（ Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ ， ２ ９ ７ ： ５ ９ ８ － ６ ０ １ （ １ ９ ８ ２ ） ） を 参 照 。 或 い は 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ
イ ル ス の 末 端 反 復 配 列 も プ ロ モ ー タ と し て 使 用 す る こ と が で き る 。  
【 ０ １ ２ ６ 】
〈 （ ｖ ） エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 要 素 〉  
　 本 発 明 の 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に つ い て の 、 高 等 真 核 生 物 に よ る 転 写 は
し ば し ば 、 ベ ク タ ー 中 に エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 挿 入 す る こ と で 増 大 す る 。 哺 乳 類 の 既 知 の 遺
伝 子 （ グ ロ ビ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 ア ル ブ ミ ン 。 α － フ ェ ト プ ロ テ イ ン 、 及 び イ ン ス リ ン ）
よ り 、 多 く の エ ン ハ ン サ ー 配 列 が 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 典 型 的 に は 、 真 核 細 胞 ウ イ
ル ス 由 来 の エ ン ハ ン サ ー を 使 用 す る 例 と し て は 、 複 製 起 点 の 後 ろ 側 （ １ ０ ０ － ２ ７ ０ ｂ ｐ
） に あ る Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー の エ ン ハ ン サ ー
、 複 製 起 点 の 後 ろ 側 に あ る ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 、 及 び ア デ ノ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー が
含 ま れ る 真 核 性 プ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 す る 宜 進 生 配 列 エ レ メ ン ト に つ い て の 、 Ｙ ａ ｎ ｉ ｖ
の 文 献 （ Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ ， ２ ９ ７ ： １ ７ － １ ８ （ １ ９ ８ ２ ） ） も 参 照 さ れ た い 。 エ ン ハ ン サ
ー は 、 ベ ク タ ー 中 の 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 を コ ー ド す る 配 列 の ５ ’ 又 は ３ ’ 側 に 接 合 さ せ て も
良 い が 、 好 ま し く は プ ロ モ ー タ ー よ り ５ ’ 側 に 位 置 さ せ る 。  
【 ０ １ ２ ７ 】
〈 （ ｖ ｉ ） 転 写 終 止 要 素 〉  
　 真 核 宿 主 細 胞 （ 酵 母 、 菌 類 、 昆 虫 、 植 物 、 動 物 、 ヒ ト 、 又 は 他 の 多 細 胞 性 生 物 由 来 の 有
核 細 胞 ） 中 で 使 用 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー に は ま た 、 転 写 の 終 止 及 び ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 に 必 要
な 配 列 が 含 ま れ る で あ ろ う 。 こ の よ う な 配 列 は 通 常 は 、 真 核 性 若 し く は ウ イ ル ス 性 の Ｄ Ｎ
Ａ 、 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 非 翻 訳 領 域 の ５ ’ 、 と き に は ３ ’  よ り 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の
領 域 に は 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 非 翻 訳 領 域 に お け る ポ リ ア デ ニ ル 化
断 片 と し て 転 写 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る 。 有 益 な 転 写 終 止 要 素 の 一 つ は 、 ウ シ
成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン 領 域 で あ る 。 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ １ １ ０ ２ ６ 及 び そ の 中 で 開 示
さ れ て い る 発 現 ベ ク タ ー を 参 照 さ れ た い 。  
【 ０ １ ２ ８ 】
〈 （ ｖ ｉ ｉ ） 宿 主 細 胞 の 選 択 及 び 形 質 転 換 〉  
　 本 願 に お い て は 、 ベ ク タ ー 中 の Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 、 又 は ク ロ ー ニ ン グ す る ベ ク タ ー に 適 す る
宿 主 と し て は 、 上 記 し た よ う な 、 原 核 細 胞 、 酵 母 、 又 は 高 等 な 真 核 細 胞 が あ る 。 こ の 目 的
に 適 し た 原 核 細 胞 に は 、 グ ラ ム 陰 性 又 は グ ラ ム 陽 性 の 生 物 等 の よ う な 真 正 細 菌 、 例 え ば エ
シ ェ リ シ ア （ Escherichia） （ 例 ： 大 腸 菌 （ E.coli） ） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー （ Enterobacte
r） 、 エ ル ウ ィ ニ ア （ Erwinia） 、 ク レ ブ シ エ ラ （ Klebsiella） 、 プ ロ テ ウ ス （ Proteus）
、 サ ル モ ネ ラ （ Salmonella） （ 例 ： サ ル モ ネ ラ ． テ ィ フ ィ ム リ ウ ム （ Salmonella typhimu
rium） ） 、 セ ラ チ ア （ S erratia） （ 例 ： セ ラ チ ア  マ ル セ ス カ ン ス （ Serratia marcescan
s） ） 、 及 び 赤 痢 菌 （ Shigella） の よ う な エ ン テ ロ バ ク テ リ ア 科 と 同 様 に 、 桿 菌 （ Bacilli
） （ 例 ： Ｂ ． サ ブ チ リ ス （ subtilis） 、 Ｂ ． リ ヒ ェ ニ フ ォ ル ミ ス （ licheniformis ） （ 例
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： １ ９ ８ ９ 年 ４ 月 １ ２ 日 発 行 の Ｄ Ｄ ２ ６ ６ ， ７ １ ０ に 開 示 さ れ て い る Ｂ ． リ ヒ ェ ニ フ ォ ル
ミ ス （ licheniformis） ４ １ Ｐ ） ） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomon as） （ 例 ： Ｐ ． ア エ ル
ギ ノ サ （ aeruginosa） ） 及 び ス ト レ プ ト ミ セ ス （ Streptom yces） が 含 ま れ る 。 他 の 株 、
例 え ば Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ  Ｂ 、 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ  Ｘ １ ７ ７ ６ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ３ １ ， ５ ３ ７ ） 、 及 び Ｅ ．
ｃ ｏ ｌ ｉ Ｗ ３ １ １ ０ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ２ ７ ， ３ ２ ５ ） も 適 し て い る が 、 大 腸 菌 ク ロ ー ニ ン グ 宿 主
の う ち の 好 ま し い も の の 一 つ は 、 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ ２ ９ ４ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ３ １ ， ４ ４ ６ ） で あ る 。
こ れ ら は 限 定 す る も の で は な く 、 例 示 す る も の で あ る 。  
【 ０ １ ２ ９ 】
　 原 核 細 胞 に 加 え て 、 糸 状 真 菌 、 又 は 酵 母 の よ う な 真 核 性 の 微 生 物 も 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体
を コ ー ド す る ベ ク タ ー の ク ロ ー ニ ン グ 又 は 発 現 用 の 宿 主 と し て 適 す る 。 サ ッ カ ロ ミ セ ス  
セ レ ビ シ エ （ Saccharomyce cerevisiaes） 、 又 は ベ ー カ ー ズ 酵 母 と し て 知 ら れ る も の は 、
低 級 な 真 核 性 宿 主 微 生 物 の 中 で は 最 も よ く 使 用 さ れ る 。 し か し な が ら 、 数 多 く の 他 の 属 、
種 、 及 び 株 が 入 手 可 能 で あ り ま た 本 願 で も 有 益 で あ り 、 例 え ば シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス  ポ ン
ベ （ Schizosaccharomyces pom be） ； ク ル イ ベ ロ ミ セ ス （ Kluyveromyces） 宿 主 （ 例 ： Ｋ
． ラ ク チ ス （ lactis） 、 Ｋ ． フ ラ ギ リ ス （ fragilis） （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ２ ， ４ ２ ４ ） 、 Ｋ ． ブ
ル ガ リ ク ス （  bulgaricus） （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ １ ６ ， ０ ４ ５ ） 、 Ｋ ． ウ ィ カ ラ ミ イ （ wickeramii
） （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ２ ４ ， １ ７ ８ ） 、 Ｋ ． ワ ル チ イ （ waltii） （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ５ ６ ， ５ ０ ０ ） 、 Ｋ ．
ド ロ ソ フ ィ ラ ル ム （ drosopilarum） （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ３ ６ ， ９ ０ ６ ） 、 Ｋ ． サ ー モ ト ・ レ ラ ン ス
（ thermotolerans） 、 及 び Ｋ ． マ ル キ シ ア ヌ ス （ marxianus） ） ； ヤ ロ ウ ィ ア （ yarrowia
） （ Ｅ Ｐ ４ ０ ２ ， ２ ２ ６ ） ； ピ チ ア  パ ス ト リ ス （ Pichia pastoris） （ Ｅ Ｐ １ ８ ３ ， ０ ７
０ ） ； カ ン ジ ダ （ Candida） ； ト リ コ デ ル マ  レ エ シ ア （ Trichoderma reesia） （ Ｅ Ｐ ２ ４
４ ， ２ ３ ４ ） ； ニ ュ ー ロ ス ポ ラ  ク ラ ッ サ （ Neurospora crassa） ； シ ュ ワ ン ニ オ マ イ セ ス
（ Schwanniomyces） （ 例 ： シ ュ ワ ン ニ オ マ イ セ ス  オ ク シ デ ン タ リ ス （ Schwanniomyces oc
cidentalis） ） ； 及 び 糸 状 菌 類 （ 例 ： ニ ュ ー ロ ス ポ ラ （ Neurospora） 、 ペ ニ シ リ ウ ム （ Pe
nici llium） 、 ト リ ポ ク ラ デ ィ ウ ム （ Trypocladium） 、 及 び ア ス ペ ル ギ ル ス （ Aspergi ll
us） 宿 主 （ 例 ： Ａ ． ニ ズ ラ ン ス （ nidulans） 、 及 び Ａ ． ニ ガ ー （ niger） ） が あ る 。  
【 ０ １ ３ ０ 】
　 グ ル コ シ ル 化 し た 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 を 発 現 す る た め の 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 多 細 胞 生 物 に
由 来 す る 。 無 脊 椎 生 物 の 細 胞 の 例 と し て は 植 物 及 び 昆 虫 の 細 胞 が あ る 。 多 数 の バ キ ュ ロ ウ
イ ル ス 株 及 び 変 異 体 、 並 び に ス ポ ド プ テ ラ  フ ル ギ ペ ル ダ （ Spo doptera frugiperda） （
イ モ ム シ ） 、 ア エ デ ス  ア エ ギ プ チ （ Aedes aegypti ） （ カ ） 、 ア エ デ ス  ア ル ボ ピ ク タ ス
（ Aedes albopictus） （ カ ） 、 ド ロ ソ フ ィ ラ  メ ラ ノ ガ ス タ （ Drosophila melanogaster）
（ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ） 、 及 び ボ ン ビ ク ス  モ リ （ Bombyx mori） な ど の 宿 主 由 来 の 、 対 応 す
る 許 容 性 昆 虫 宿 主 細 胞 が 同 定 さ れ て い る 。 数 多 く の 形 質 移 入 用 ウ イ ル ス 株 、 例 え ば オ ー ト
グ ラ フ ァ  カ リ フ ォ ル ニ カ （ Autographa californica） Ｎ Ｐ Ｖ の Ｌ － １ 変 異 体 、 及 び ボ ン
ビ ク ス  モ リ （ Bombyx mori） Ｎ Ｐ Ｖ の Ｂ ｍ － ５ 株 が 入 手 可 能 で あ り 、 こ の よ う な ウ イ ル ス
は 本 発 明 に よ れ ば 、 本 願 の ウ イ ル ス と し て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 特 に ス ポ ド プ テ ラ
 フ ル ギ ペ ド ラ （ Spodoptera frugiperda） 細 胞 の 形 質 移 入 用 に 使 用 で き る 。  
【 ０ １ ３ １ 】
　 ワ タ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ダ イ ズ 、 ペ チ ュ ニ ア 、 ト マ ト 、 及 び タ バ コ の 植 物 細
胞 培 養 を 宿 主 と し て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。  
【 ０ １ ３ ２ 】
　 し か し な が ら 、 脊 髄 生 物 の 細 胞 が 最 も 興 味 を 持 た れ て い て 、 脊 髄 生 物 の 細 胞 の 培 養 （ 組
織 培 養 ） に よ る 増 殖 は 、 日 常 的 な 方 法 に な っ て い る 。 有 益 な 哺 乳 類 宿 主 細 胞 の 例 と し て は
、 Ｓ Ｖ ４ ０ で 形 質 転 換 し た サ ル の 腎 臓 Ｃ Ｖ － １ 株 （ Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ １ ６ ５
１ ） ； ヒ ト 胎 児 性 腎 臓 株 （ ２ ９ ３ 、 又 は 懸 濁 培 養 中 で 増 殖 さ せ た ２ ９ ３ 細 胞 の サ ブ ク ロ ー
ン 、 Ｇ ｒ ａ ｈ ａ ｍ ら 、 Ｊ ． Ｇ ｅ ｎ ． Ｖ ｉ ｒ ｏ ｌ ． ３ ６ ： ５ ９ （ １ ９ ７ ７ ） ） ベ ビ ー ハ ム ス
タ ー 腎 臓 細 胞 （ Ｂ Ｈ Ｋ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ １ ０ ） ； チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ／ －
Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ （ Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｕ ｒ ｌ ａ ｕ ｂ ら 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ  
７ ７ ： ４ ２ １ ６ （ １ ９ ８ ０ ） ） ； マ ウ ス セ ル ト リ 細 胞 （ Ｔ Ｍ ４ 、 Ｍ ａ ｔ ｈ ｅ ｒ 、 Ｂ ｉ ｏ ｌ
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． Ｒ ｅ ｐ ｒ ｏ ｄ ． ２ ３ ： ２ ４ ３ － ２ ５ １ （ １ ９ ８ ０ ） ） ； サ ル 腎 臓 細 胞 （ Ｃ Ｖ １  Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ Ｃ Ｃ Ｌ ７ ０ ） ； ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 細 胞 （ Ｖ Ｅ Ｒ Ｏ － ７ ６ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ － １
５ ８ ７ ） ； ヒ ト 頚 部 癌 細 胞 （ Ｈ Ｅ Ｌ Ａ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ２ ） ； イ ヌ 腎 臓 細 胞 （ Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ
、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ３ ４ ） ； バ ッ フ ァ ロ ラ ッ ト 肝 臓 細 胞 （ Ｂ Ｒ Ｌ ３ Ａ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ  
１ ４ ４ ２ ） ； ヒ ト 肺 細 胞 （ Ｗ １ ３ ８ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ７ ５ ） ； ヒ ト 肝 臓 細 胞 （ Ｈ ｅ ｐ Ｇ
２ 、 Ｈ Ｂ ８ ０ ６ ５ ） ； マ ウ ス 乳 腺 癌 （ Ｍ Ｍ Ｔ ０ ６ ０ ５ ６ ２ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ５ １ ） ； Ｔ
Ｒ Ｉ 細 胞 （ Ｍ ａ ｔ ｈ ｅ ｒ ら 、 Ａ ｎ ｎ ａ ｌ ． Ｎ ． Ｙ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． ３ ８ ３ ： ４ ４ － ６
８ （ １ ９ ８ ２ ） ） ； Ｍ Ｒ Ｃ ５ 細 胞 ； Ｆ Ｓ ４ 細 胞 ； 及 び ヒ ト 肝 細 胞 腫 株 （ Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ ） で あ
る 。  
【 ０ １ ３ ３ 】
　 宿 主 細 胞 は 、 上 記 の 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 産 生 用 の 発 現 用 又 は ク ロ ー ニ ン グ 用 ベ ク タ ー で 形
質 転 換 さ れ て 、 プ ロ モ ー タ ー を 誘 導 し 、 形 質 転 換 体 を 選 択 し 、 又 は 所 望 の 配 列 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 を 増 幅 さ せ る た め に 適 切 に 改 変 し た 通 常 の 栄 養 培 地 中 で 培 養 さ れ る 。  
【 ０ １ ３ ４ 】
〈 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 宿 主 細 胞 の 培 養 〉  
　 本 発 明 の 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 を 産 生 す る の に 使 用 し た 宿 主 細 胞 は 、 種 々 の 培 地 中 で 培 養 す
る こ と が で き る 。 商 業 的 に 入 手 可 能 な 培 地 、 例 え ば ハ ム Ｆ １ ０ （ シ グ マ ） 、 最 小 必 須 培 地
（ Ｍ Ｅ Ｍ ） （ シ グ マ ） 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ （ シ グ マ ） 、 及 び ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培
地 （ （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） 、 シ グ マ ） 等 が 当 該 宿 主 細 胞 を 培 養 す る の に 適 し て い る 。 更 に 、 Ｈ ａ ｍ
ら （ Ｍ ｅ ｔ ｈ ． Ｅ ｎ ｚ ． ５ ８ ： ４ ４ （ １ ９ ７ ９ ） ） 、 Ｂ ａ ｒ ｎ ｅ ｓ ら （ Ａ ｎ ａ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ
ｃ ｈ ｅ ｍ ． １ ０ ２ ： ２ ５ ５ （ １ ９ ８ ０ ） ） 、 米 国 特 許 番 号 の ４ ， ７ ６ ７ ７ ０ ４ ； ４ ， ６ ５
７ ， ８ ６ ６ ； ４ ， ９ ２ ７ ， ７ ６ ２ ； ４ ， ５ ６ ０ ， ６ ５ ５ ； 若 し く は ５ ， １ ２ ２ ， ４ ６ ９ ；
Ｗ Ｏ ９ ０ ／ ０ ３ Ｚ １ ３ ０ ； Ｗ Ｏ ８ ７ ／ ０ ０ １ ９ ５ ； 又 は 米 国 特 許 番 号 の Ｒ ｅ  ３ ０ ， ９ ８
５ に 記 載 さ れ る 何 れ も 、 当 該 宿 註 細 胞 用 の 培 地 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 培
地 の 何 れ も 必 要 で あ れ ば ホ ル モ ン 、 及 び ／ 又 は 他 の 成 長 因 子 （ 例 え ば イ ン ス リ ン 、 ト ラ ン
ス フ ェ リ ン 、 又 は 土 皮 細 胞 成 長 因 子 ） 、 塩 （ 例 え ば 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ
シ ウ ム 、 及 び リ ン 酸 塩 ） 、 緩 衝 液 （ 例 え ば Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ ） 、 ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば ア デ ノ シ
ン 及 び チ ミ ジ ン ） 、 抗 生 物 質 （ 例 え ば ゲ ン タ マ イ シ ン （ 商 標 ） 薬 剤 ） 、 微 量 元 素 （ マ イ ク
ロ モ ル の 範 囲 の 最 終 濃 度 で 通 常 は 存 在 す る 無 機 化 合 物 と 定 義 さ れ る ） 、 及 び グ ル コ ー ス 又
は 等 価 な エ ネ ル ギ ー 源 で 補 充 し て い て も よ い 。 当 業 者 に 知 ら れ る 他 の 必 要 な 補 充 物 の い か
な る も の も 、 適 切 な 濃 度 で 含 め る こ と が で き る 。 温 度 、 ｐ Ｈ 等 の 培 養 条 件 は 、 発 現 用 に 選
択 し た 宿 主 細 胞 で 以 前 に 使 用 し た も の で あ り 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ る 。  
【 ０ １ ３ ５ 】
〈 （ ｉ ｘ ） 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 精 製 〉  
　 組 換 え 技 術 を 使 用 す る と 、 当 該 抗 体 は 細 胞 内 で 、 周 辺 質 の 空 間 で 、 又 は 直 接 培 地 中 へ 分
泌 さ れ る よ う に し て 産 生 す る こ と が 可 能 で あ る 。 抗 体 を 細 胞 内 で 産 生 す る な ら ば 、 第 一 段
階 と し て 粒 子 状 の 細 片 、 即 ち 宿 主 細 胞 又 は 溶 解 断 片 を 、 例 え ば 遠 心 又 は 超 遠 心 に よ り 除 去
す る 。 Carterら は 、 大 腸 菌 の 周 辺 質 空 間 に 分 泌 さ れ る 抗 体 の 単 離 方 法 を 記 載 し て い る （ Ｂ
ｉ ｏ ／ Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ １ ０ ： １ ６ ３ － １ ６ ７ （ １ ９ ９ ２ ） ） 。 簡 単 に い う と 、 細 胞
ペ ー ス ト を 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ３ ． ５ ） 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 及 び フ ェ ニ ル メ チ ル ス ホ ニ ル フ ル
オ リ ド （ Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ ） 存 在 下 で 約 ３ ０ 分 間 解 凍 す る 。 細 胞 細 片 は 遠 心 で 除 去 で き る 。 抗 体 が
培 地 中 に 分 泌 さ れ る 場 合 に は 、 そ の よ う な 発 現 系 の 上 清 は 、 一 般 的 に は ま ず 、 商 業 的 に 入
手 可 能 な 蛋 白 質 濃 縮 フ ィ ル タ ー 、 例 え ば ア ミ コ ン 又 は ミ リ ポ ア ペ リ コ ン 限 外 ろ 過 ユ ニ ッ ト
を 使 用 し て 濃 縮 す る 。 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 等 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 、 以 後 の い か な る 工 程 に 含 ま せ
て 蛋 白 分 解 を 阻 害 す る こ と が で き 、 ま た 抗 生 物 質 を 含 め て 外 来 性 の 汚 染 物 質 の 増 殖 を 防 止
し て も 良 い 。  
【 ０ １ ３ ６ 】
　 細 胞 よ り 調 製 さ れ る 抗 体 組 成 物 は 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
ゲ ル 電 気 泳 動 、 透 析 、 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 利 用 し て 精 製 す る こ と が
で き る が 、 中 で も ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 好 ま し い 精 製 技 術 で あ る 。 ア フ ィ
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ニ テ ィ ー リ ガ ン ド と し て の プ ロ テ イ ン Ａ の 適 合 性 は 、 抗 体 中 に 存 在 す る い ず れ か の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 種 及 び ア イ ソ タ イ プ に 依 存 す る 。 プ ロ テ イ ン Ａ を 利 用 し て 、 ヒ ト の γ
１ 、 γ ２ 、 又 は γ ４ 重 鎖 に 基 礎 を 置 く 抗 体 を 精 製 す る こ と が で き る （ Ｌ ｉ ｎ ｄ ｍ ａ ｒ ｋ ら
、 Ｊ ． Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． Ｍ ｅ ｔ ｈ ． ６ ２ ： １ － １ ３ （ １ ９ ８ ３ ） ） 。 全 て の マ ウ ス ア イ ソ
タ イ プ 、 及 び ヒ ト の γ ３ に 対 し て は 、 プ ロ テ イ ン Ｇ が 推 奨 さ れ る （ Ｇ ｕ ｓ ｓ ら 、 Ｅ Ｍ Ｂ Ｏ
 Ｊ ． ５ ： １ ５ ６ ７ １ ５ ７ ５ （ １ ９ ８ ６ ） ） 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー リ ガ ン ド を 付 け る マ ト リ ッ
ク ス は 、 多 く ： の 場 合 、 ア ガ ロ ー ス で あ る が 、 他 の マ ト リ ッ ク ス で も よ い 。 機 械 的 に 安 定
な マ ト リ ッ ク ス 、 例 え ば 制 御 さ れ た ポ ア グ ラ ス 又 は ポ リ （ ス チ レ ン ジ ビ ニ ル ） ベ ン ゼ ン な
ど は 、 ア ガ ロ ー ス で 行 う も の よ り も 、 よ り 大 き い 流 速 と よ り 短 い 処 理 時 間 を 可 能 に す る 。
抗 体 が Ｃ H ３ 領 域 を 具 備 す る 場 合 、 Ｂ ａ ｋ ｅ ｒ ｂ ｏ ｎ ｄ Ａ Ｂ Ｘ （ 商 標 ） レ ジ ン （ Ｊ ． Ｔ ．
Ｂ ａ ｋ ｅ ｒ 、 Ｐ ｈ ｉ ｌ ｌ ｉ ｐ ｓ ｂ ｕ ｒ ｇ 、 Ｎ Ｊ ） が 精 製 に 有 益 で あ る 。 蛋 白 精 製 用 の 他 の
技 術 、 例 え ば イ オ ン 交 換 カ ラ ム 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 シ リ カ で の ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 、 ア ニ オ ン 若 し く は カ チ オ ン 交 換 レ ジ ン （ 例 え ば ポ リ ア ス パ ラ ギ ン 酸 カ ラ ム ） で
の ヘ パ リ ン Ｓ Ｅ Ｐ Ｈ Ａ Ｒ Ｏ Ｓ Ｅ （ 商 標 ） ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ 、
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 及 び 硫 安 沈 殿 な ど に よ る 分 画 も 、 回 収 す る 抗 体 に よ っ て は 可 能 で あ る
。  
【 ０ １ ３ ７ 】
　 予 備 的 精 製 工 程 に 引 き 続 い て 、 興 味 の あ る 抗 体 及 び 汚 染 部 質 を 具 備 す る 混 合 物 を 、 ｐ Ｈ
が ２ ． ５ 乃 至 ４ ． ５ の 間 の 溶 出 緩 衝 液 を 、 好 ま し く は 低 塩 濃 度 （ 例 ： 約 ０ 乃 至 ０ ． ２ ５ Ｍ
の 塩 ） に お い て 使 用 す る 低 ｐ Ｈ 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け る 。  
【 ０ １ ３ ８ 】
〈 Ｃ ．  製 剤 〉  
　 所 望 の 精 製 度 の 抗 体 と 、 適 宜 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア 、 賦 形 剤 、 又 は 安 定 化 剤 を
混 合 す る こ と に よ り 、 凍 結 乾 燥 し た 製 剤 、 又 は 水 溶 液 の 形 態 で 、 保 存 用 の 治 療 用 抗 体 製 剤
を 調 製 す る （ Ｒ ｅ ｍ ｉ ｎ ｇ ｔ ｏ ｎ ’ ｓ  Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｅ ｕ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ  Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ
、 １ ６ 版 、 Ｏ ｓ ｏ ｌ ， Ａ ． 編 集 、 （ １ ９ ８ ０ ） ） 。 許 容 可 能 な キ ャ リ ア 、 賦 形 剤 、 又 は 安
定 化 剤 は 使 用 す る 投 薬 量 及 び 濃 度 に お い て 摂 取 者 に 毒 性 が な い も の で あ り 、 ま た リ ン 酸 塩
、 ク エ ン 酸 塩 、 若 し く は 他 の 有 機 酸 な ど の 緩 衝 液 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 及 び メ チ オ ニ ン を 含 む
酸 化 防 止 剤 ； 保 存 料 （ 例 え ば オ ク タ デ シ ル ジ メ チ ル ベ ン ジ ル 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム ； 塩 化 ヘ キ
サ メ ト ニ ウ ム ； 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム 、 塩 化 ベ ン ゼ ト ニ ウ ム ； フ ェ ノ ー ル 、 ブ チ ル 若 し く
は ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ： メ チ ル 若 し く は プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 等 の ア ル キ ル パ ラ ベ ン ； カ テ コ
ー ル ； レ ゾ ル シ ノ ー ル （ resorcinol） ； シ ク ロ ヘ キ サ ノ ー ル ； ３ － ペ ン タ ノ ー ル ； 及 び ｍ
－ ク レ ゾ ー ル ） ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） の ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゲ ラ チ
ン 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 等 の 蛋 白 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 の 親 水 性 ポ リ マ ー ； グ リ シ
ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ ジ ン 等 の ア ミ ノ 酸 ； モ ノ サ
ッ カ ラ イ ド 、 ジ サ ッ カ ラ イ ド 、 並 び に グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 又 は デ キ ス ト リ ン を 含 む
他 の 炭 水 化 物 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 剤 ； シ ョ 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ト レ ハ ロ ー ス 又 は ソ ル
ビ ト ー ル 等 の 糖 ； ナ ト リ ウ ム な ど の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 金 属 錯 体 （ 例 ： Ｚ ｎ － 蛋 白 質 錯 体 ）
； 及 び ／ 又 は Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ （ 商 標 ） 、 Ｐ Ｌ Ｕ Ｒ Ｏ Ｎ Ｉ Ｃ Ｓ （ 商 標 ） 、 又 は ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 等 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。  
【 ０ １ ３ ９ 】
　 こ こ で の 製 剤 は ま た 、 治 療 す る 特 定 の 適 応 症 に 必 要 な 一 よ り も 多 い 活 性 化 合 物 、 好 ま し
く は そ れ ぞ れ が 互 い に 有 害 と な ら な い 、 相 補 的 な 活 性 を 有 す る も の を 含 ん で い て も 良 い 。
例 え ば 、 免 疫 抑 制 剤 を さ ら に 提 供 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 そ の よ う な 分 子 は 適
切 に は 、 意 図 す る 目 的 に 効 果 的 で あ る 量 に お い て 組 合 せ て 存 在 す る 。  
【 ０ １ ４ ０ 】
　 有 効 成 分 は ま た 、 例 え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 法 や 界 面 重 合 に よ り 調 整 さ れ る ミ ク ロ カ プ
セ ル 中 に 取 り 込 ま せ て も よ い が 、 こ の 例 と し て は そ れ ぞ れ コ ロ イ ド 性 ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー
シ ス テ ム 中 （ 例 え ば リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン 微 粒 子 、 ミ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 、 ナ ノ － 粒 子 、
及 び ナ ノ カ プ セ ル ） 、 又 は マ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 中 に お け る ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 若

10

20

30

40

50

(30) JP 2006-36779 A 2006.2.9



し く は ゲ ラ チ ン － ミ ク ロ カ プ セ ル 、 及 び ポ リ － （ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） マ イ ク ロ カ プ セ
ル が あ る 。 こ の よ う な 技 術 は 、 Ｒ ｅ ｍ ｉ ｎ ｇ ｔ ｏ ｎ ’ ｓ  Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｅ ｕ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ  
Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ 、 １ ６ 版 、 Ｏ ｓ ｏ ｌ ， Ａ ． 編 集 、 （ １ ９ ８ ０ ） に 開 示 さ れ て い る 。  
【 ０ １ ４ １ 】
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 す る 製 剤 は 、 無 菌 で あ る 必 要 が あ る 。 こ れ は 無 菌 の ろ 過 膜 に よ る ろ
過 で 直 ぐ に 達 成 さ れ る 。  
【 ０ １ ４ ２ 】
　 持 続 性 放 出 の 製 剤 を 調 製 し て も よ い 。 持 続 性 放 出 の 適 切 な 例 に は 、 固 体 の 疎 水 性 ポ リ マ
ー で で き た 、 抗 体 を 含 む 半 透 過 性 マ ト リ ッ ク ス が 含 ま れ る が 、 こ れ は 例 え ば フ ィ ル ム や ミ
ク ロ カ プ セ ル の よ う に 形 作 ら れ た 物 品 の 形 態 を と る 。 持 続 性 の 放 出 マ ト リ ッ ク ス の 例 は 、
ポ リ エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ ゲ ル （ 例 え ば 、 ポ リ （ ２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル － メ タ ク リ レ ー ト ） 、
又 は ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） ） 、 ポ リ 乳 酸 （ 米 国 特 許 番 号 ３ ， ７ ７ ３ ， ９ １ ９ ） 、 Ｌ －
グ ル タ ミ ン 酸 と γ エ チ ル － Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 の 共 重 合 体 、 非 分 解 性 エ チ レ ン ビ ニ ル ア セ テ
ー ト 、 分 解 性 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 共 重 合 体 （ 例 え ば Ｌ ｕ ｐ ｒ ｏ ｎ  Ｄ ｅ ｐ ｏ ｔ （ 商 標 ） （
乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 共 重 合 体 と 酢 酸 ロ イ プ ロ リ ド を 具 備 す る 注 射 用 ミ ク ロ 粒 子 ） ） 、 及 び
ポ リ － Ｄ － （ － ） － ３ － ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 が 含 ま れ る 。 エ チ レ ン － ビ ニ ル ア セ テ ー ト 及 び 乳
酸 － グ リ コ ー ル 酸 等 の よ う な ポ リ マ ー が １ ０ ０ 日 以 上 の 間 分 子 の 放 出 を 可 能 に す る の に 対
し 、 あ る 種 の ヒ ド ロ ゲ ル は 蛋 白 質 を よ り 短 い 期 間 し か 放 出 し な い 。 カ プ セ ル 化 し た 抗 体 が
体 内 に 長 期 間 残 る 場 合 、 ３ ７ ℃ で 水 分 に 露 出 さ れ る 結 果 と し て そ れ ら は 変 性 す る か 、 又 は
凝 集 し 、 生 物 学 的 活 性 の 喪 失 が お き 、 免 疫 原 性 の 変 化 が 起 る 可 能 性 が あ る 。 関 与 す る 機 構
に 応 じ て 安 定 化 す る 合 理 的 な 戦 略 が 発 明 さ れ う る 。 例 え ば 、 凝 集 機 構 が チ オ － ジ ス ル フ ィ
ド の 交 換 に よ る 分 子 間 Ｓ － Ｓ 結 合 の 形 成 で あ る こ と か 発 見 さ れ れ ば 、 ス ル フ ィ ド リ ル 残 基
を 修 飾 し た り 、 酸 性 溶 液 か ら 凍 結 乾 燥 し た り 、 含 有 水 分 を 調 節 し た り 、 適 切 な 添 加 剤 を 使
用 し た り 、 特 別 な ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス 組 成 物 を 開 発 し た り し て 、 安 定 化 を 達 成 す る こ と
が 可 能 で あ る 。  
【 ０ １ ４ ３ 】
〈 Ｄ ． 抗 体 の 非 治 療 的 使 用 〉
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 媒 介 物 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に
お い て は 、 セ フ ァ デ ッ ク ス レ ジ ン や フ ィ ル タ ー 紙 の よ う な 固 相 に 当 該 抗 体 を 当 該 技 術 分 野
で よ く 知 ら れ た 方 法 を 使 用 し て 固 定 化 す る 。 固 定 化 さ れ た 抗 体 を Ｃ Ｄ １ １ ａ 蛋 白 質 （ 又 は
そ の 断 片 ） を 含 む 、 精 製 用 試 料 と 接 触 さ せ 、 そ の 後 に 支 持 体 を 、 試 料 中 の Ｃ Ｄ １ １ ａ 蛋 白
質 以 外 の 物 質 を 実 質 的 に 全 て 除 去 す る 適 切 な 溶 媒 で 洗 浄 す る が 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ は 固 定 化 さ れ
た 抗 体 に 結 合 し て い る 。 最 後 に 支 持 体 を 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ を 抗 体 か ら 放 出 さ せ る 他 の 適 切 な 溶
媒 、 例 え ば グ リ シ ン 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ５ ． ０ で 洗 浄 す る 。  
【 ０ １ ４ ４ 】
　 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 は ま た 、 Ｃ Ｄ １ １ ａ 蛋 白 質 の 診 断 用 ア ッ セ イ 、 例 え ば そ の 発 現 を 特 別
な 細 胞 、 組 織 、 又 は 血 清 中 で 検 出 す る こ と に お い て 有 益 で あ る 可 能 性 が あ る 。  
【 ０ １ ４ ５ 】
　 診 断 的 適 用 に お い て は 、 当 該 抗 体 は 検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 さ れ る で あ ろ う 。 以 下 の カ テ
ゴ リ ー に 分 類 す る こ と が 可 能 な 、 数 多 く の 標 識 が 入 手 可 能 で あ る ：  
（ ａ ） 3 5 Ｓ 、 1 4 Ｃ 、 1 2 5 Ｉ 、 3 Ｈ 、 及 び 1 3 1 Ｉ の よ う な 放 射 性 同 位 体 。 例 え ば Ｃ ｕ ｒ ｒ ｅ ｎ
ｔ  Ｐ ｒ ｏ ｔ ｏ ｃ ｏ ｌ  ｉ ｎ  Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ （ 第 １ 巻 、 ２ 巻 、 Ｃ ｏ ｌ ｉ ｇ ｅ ｎ ら 編
集 、 Ｗ ｉ ｌ ｅ ｙ － Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 、 Ｎ ｅ ｗ  Ｙ ｏ ｒ ｋ 、 Ｎ ｅ ｗ  Ｙ ｏ ｒ ｋ 、 Ｐ ｕ
ｂ ｓ ． （ １ ９ ９ １ ） ） に 記 載 さ れ る 技 術 を 使 っ て 、 抗 体 を 放 射 性 同 位 体 で 標 識 す る こ と が
で き 、 ま た 放 射 性 は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 使 用 し て 測 定 で き る 。  
（ ｂ ） 希 土 類 キ レ ー ト （ 例 え ば ユ ー ロ ピ ウ ム キ レ ー ト ） の よ う な 蛍 光 標 識 又 は フ ル オ レ セ
イ ン 及 び そ の 誘 導 体 、 ロ ー ダ ミ ン 及 び そ の 誘 導 体 、 ダ ン シ ル 、 リ サ ミ ン 、 フ ィ コ エ リ ト リ
ン 、 及 び テ キ サ ス レ ッ ド が 入 手 可 能 で あ る 。 蛍 光 性 の 標 識 は 、 例 え ば 上 記 の Ｃ ｕ ｒ ｒ ｅ ｎ
ｔ  Ｐ ｒ ｏ ｔ ｏ ｃ ｏ ｌ  ｉ ｎ  Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｃ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ に 開 示 さ れ て い る 技 術 を 利 用 し て 抗
体 に 共 役 さ せ る こ と が で き る 。 蛍 光 は 蛍 光 定 量 機 を 使 用 し て 定 量 す る こ と が で き る 。  

10

20

30

40

50

(31) JP 2006-36779 A 2006.2.9



（ ｃ ） 種 々 の 酵 素 － 基 質 標 識 が 入 手 可 能 で あ り 、 米 国 特 許 番 号 ４ ， ２ ７ ５ ， １ ４ ９ は 、 こ
れ ら の い く つ か に つ い て の レ ビ ュ ー を 提 供 し て い る 。 こ の 酵 素 は 一 般 に 、 種 々 の 技 術 で 測
定 す る こ と が で き る 色 素 生 産 性 基 質 の 化 学 的 変 化 を 触 媒 す る 。 例 え ば 、 こ の 酵 素 は 基 質 中
の 色 の 変 化 を 触 媒 し て も よ い が 、 こ れ は 分 光 学 的 に 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 或 い は 、
こ の 酵 素 は 基 質 の 蛍 光 又 は 化 学 発 光 を 変 化 さ せ て も よ い 。 蛍 光 の 変 化 を 定 量 す る 技 術 は 上
記 に 記 載 し て あ る 。 化 学 発 光 基 質 は 、 化 学 反 応 に よ り 電 気 的 に 励 起 し 、 次 い で （ 例 え ば 化
学 発 光 定 量 機 で ） 測 定 可 能 な 光 を 発 す る か 、 又 は 蛍 光 受 容 体 へ エ ネ ル ギ ー を 与 え る 。 酵 素
標 識 の 例 に は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 細 菌 性 ル シ フ ェ ラ ー ゼ
； 米 国 特 許 番 号 ４ ， ７ ３ ７ ， ４ ５ ６ ） 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ２ ， ３ － ジ ヒ ド ロ フ タ ラ ジ ン ジ オ
ン 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ
Ｒ Ｐ Ｏ ） の よ う な ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、
グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 リ ゾ チ ー ム 、 サ ッ カ リ ド オ キ シ ダ ー ゼ （ 例 え ば グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー
ゼ 、 ガ ラ ク ト ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 及 び グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ） 、 ヘ テ
ロ サ イ ク リ ッ ク オ キ シ ダ ー ゼ （ 例 え ば ウ リ カ ー ゼ 及 び キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ ） 、 ラ ク ト
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ミ ク ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 等 が 含 ま れ る 。 酵 素 を 抗 体 に 共 役 す る 技 術 は
、 Ｏ ’ Ｓ ｕ ｌ ｌ ｉ ｖ ａ ｎ ら の 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ で 使 用 す る た め の 酵 素 － 抗 体 共 役 物 の 調 製
方 法 に 記 載 さ れ て い る （ Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ  ｉ ｎ  Ｅ ｎ ｚ ｙ ｍ ． 編 集 Ｊ ． Ｌ ａ ｎ ｇ ｏ ｎ ｅ ＆ Ｈ
． Ｖ ａ ｎ  Ｖ ｕ ｎ ａ ｋ ｉ ｓ ； Ａ ｃ ａ ｄ ｅ ｍ ｉ ｃ  ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ 、 Ｎ ｅ ｗ  Ｙ ｏ ｒ ｋ 、  ７ 3 ： １
４ ７ － １ ６ １ ６ （ １ ９ ８ １ ） ） 。  
【 ０ １ ４ ６ 】
　 酵 素 － 基 質 の 組 合 せ の 例 は 、 例 え ば 以 下 の も の が 含 ま れ る ：  
（ ｉ ） ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ Ｏ ） と 基 質 と し て の 過 酸 化 水 素 ； こ
こ で 過 酸 化 水 素 は 、 色 素 前 駆 体 （ 例 え ば オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ Ｏ Ｐ Ｄ ） 、 又 は ３ ，
３ ’ ， ５ ， ５ ’ － テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ヒ ド ロ ク ロ リ ド （ Ｔ Ｍ Ｂ ） ） を 酸 化 す る ；  
（ ｉ ｉ ） ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｐ ） と 色 素 産 生 性 基 質 と し て の パ ラ ー ニ ト ロ フ ェ ニ
ル ホ ス フ ェ ー ト ； 及 び  
（ ｉ ｉ ｉ ） ： β － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ β － Ｄ － Ｇ ａ ｌ ） と 色 素 生 産 性 基 質 （ 例 え ば ｐ
－ ニ ト ロ フ ェ ニ ル － β － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ） 又 は 蛍 光 生 産 性 基 質 の ４ － メ チ ル ウ ン ベ
ル リ フ ェ リ ル － β － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ 4-methylumbell iferyl-β － Ｄ － galactosid
ase） 。  
【 ０ １ ４ ７ 】
　 他 の 数 多 く の 酵 素 － 基 質 の 組 合 せ も 当 業 者 に と っ て 入 手 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 一 般 的 レ
ビ ュ ー と し て は 、 米 国 特 許 番 号 ４ ， ２ ７ ５ ， １ ４ ９ 及 び ４ ， ３ １ ８ ， ９ ８ ０ を 参 照 さ れ た
い 。  
【 ０ １ ４ ８ 】
　 と き に は 標 識 は 抗 体 に 間 接 的 に 共 役 さ れ る 。 熟 練 者 は こ れ を 達 成 す る 種 々 の 技 術 を 知 っ
て い る で あ ろ う 。 例 え ば 、 抗 体 は ビ オ チ ン や 上 記 し た ラ ベ ル に つ い て の ３ つ の 広 い カ テ ゴ
リ ー の い か な る も の に 対 し て も ア ビ ジ ン で 共 役 さ せ る こ と が で き る し 、 そ の 逆 も 可 能 で あ
る 。 ビ オ チ ン は 、 選 択 的 に ア ビ ジ ン に 結 合 し 、 よ っ て こ の 標 識 は 抗 体 と こ の 間 接 的 方 法 に
よ っ て 共 役 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。 或 い は 、 標 識 と 抗 体 と の 間 接 的 な 共 役 を 達 成 す る た
め 、 当 該 抗 体 を 小 さ い ハ プ テ ン （ 例 え ば ジ ゴ キ シ ン ） と 共 役 し て 、 上 記 し た 標 識 の 異 な る
タ イ プ の も の の 一 つ を 抗 － ハ プ テ ン 抗 体 （ 例 え ば 抗 － ジ ゴ キ シ ン 抗 体 ） と 共 役 さ せ る 。 故
に 、 標 識 の 抗 体 と の 間 接 的 共 役 が 達 成 さ れ る 。  
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 は 標 識 さ れ る 必 要 は な く 、 そ の 存 在 は
Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 に 結 合 す る 標 識 済 抗 体 を 使 用 し て 検 出 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。  
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は い か な る 既 知 の ア ッ セ イ 方 法 、 例 え ば 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 、 直 接 及 び 間
接 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 及 び 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ に お い て も 用 い る こ と が で き る （ Ｚ ｏ ｌ
ａ 、 Ｍ ｏ ｎ ｏ ｃ ｌ ｏ ｎ ａ ｌ  Ａ ｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄ ｉ ｅ ｓ ： Ａ  Ｍ ａ ｎ ｕ ａ ｌ  ｏ ｆ  Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｉ
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ｑ ｕ ｅ ｓ 、 ｐ ｐ １ ４ ７ － １ ５ ８ （ Ｃ Ｒ Ｃ  Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ 、 Ｉ ｎ ｃ ．  １ ９ ８ ７ ） ） 。  
【 ０ １ ５ １ 】
　 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ は 、 限 ら れ た 量 の 抗 体 と の 結 合 に 対 し て 、 標 識 し た 標 準 物 質 が 試 験
試 料 分 析 物 と 競 合 す る 能 力 に 依 存 し て い る 。 試 験 試 料 中 の Ｃ Ｄ １ １ ａ の 量 は 、 抗 体 に 結 合
す る 標 準 物 質 の 量 と 反 比 例 す る 。 結 合 す る 標 準 物 質 の 量 を 決 定 す る の を 促 進 す る た め 、 抗
体 は 一 般 的 に は 競 合 の 前 又 は 後 で 不 溶 化 さ せ て 、 抗 体 に 結 合 し た 標 準 物 質 及 び 分 析 物 が 、
結 合 し な い で 残 っ た 標 準 物 質 及 び 分 析 物 質 と 便 利 に 分 離 で き る よ う に す る 。  
【 ０ １ ５ ２ 】
　 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 二 つ の 抗 体 を 使 用 す る が 、 そ れ ぞ れ は 検 出 す る 蛋 白 質 の 異 な
る 免 疫 原 性 部 分 、 又 は エ ピ ト ー プ に 結 台 す る こ と が で き る 。 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お い
て は 、 試 験 試 料 分 析 物 は 、 固 相 支 持 体 に 固 定 さ れ て い る 第 一 抗 体 に よ っ て 結 合 さ れ 、 そ の
後 に 第 二 抗 体 が 分 析 物 に 結 合 し 、 よ っ て 不 溶 性 の 三 部 複 合 体 を 形 成 す る 。 例 え ば 米 国 特 許
番 号 ４ ， ３ ７ ６ ， １ １ ０ を 参 照 さ れ た い 。 第 二 抗 体 は そ れ 自 体 で 検 出 可 能 部 え 標 識 さ れ て
い て も 良 く （ 直 接 的 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ ） 、 又 は 検 出 可 能 部 で 標 識 さ れ た 抗 － 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 抗 体 を 使 用 し て 測 定 す る こ と も 可 能 で あ る （ 間 接 的 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ ） 。 例 え
ば 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ の 一 つ の タ イ プ は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ で あ り 、 こ の 場 合 に は 検
出 可 能 な 部 分 は 酵 素 で あ る 。 免 疫 組 織 化 学 の 場 合 、 腫 瘍 試 料 は 新 鮮 な も の で あ っ て も 又 は
凍 結 さ れ た も の で あ っ て も 、 或 い は パ ラ フ ィ ン 中 に 包 埋 さ れ 、 例 え ば ホ ル マ リ ン 等 の 保 存
料 に よ り 固 定 さ れ て い て も よ い 。  
【 ０ １ ５ ３ 】
　 抗 体 は 、 イ ン ビ ボ の 診 断 ア ッ セ イ に も 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 一 般 的 に 、 抗 体 は 放
射 性 核 種 （ 例 え ば 1 1 1 Ｉ ｎ 、 9 9 Ｔ ｃ 、 1 4 Ｃ 、 1 3 1 Ｉ 、 1 2 5 Ｉ 、 3 Ｈ 、 3 2 Ｐ 、 又 は 3 5 Ｓ 等 ） で 標
識 さ れ て い て 、 免 疫 シ ン チ オ グ ラ フ ィ ー を 使 用 し て 腫 瘍 が 位 置 づ け ら れ る よ う に な っ て い
る 。  
【 ０ １ ５ ４ 】
〈 Ｅ ． 診 断 キ ッ ト 〉  
　 便 宜 上 の 問 題 と し て 、 本 発 明 の 抗 体 は キ ッ ト 、 即 ち 予 め 決 め ら れ た 量 の 試 薬 を 、 診 断 ア
ッ セ イ の 実 施 用 の 指 示 書 と と も に 組 み 合 わ せ て パ ッ ケ ー ジ し た も の と し て 提 供 す る こ と が
可 能 で あ る 。 抗 体 が 酵 素 で 標 識 さ れ て い る 場 合 に は 、 キ ッ ト に は 当 該 酵 素 に よ り 要 求 さ れ
る 基 質 及 び 補 助 因 子 が 含 ま れ る で あ ろ う （ 例 え ば 検 出 可 能 な 発 色 団 又 は 蛍 光 団 を 提 供 す る
基 質 前 駆 体 ） 。 更 に 、 安 定 化 剤 や 、 緩 衝 液 （ 例 ： ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 又 は 溶 解 緩 衝 液 ） 等 の 他
の 添 加 物 を 含 め る こ と が 可 能 で あ る 。 種 々 の 試 薬 の 相 対 量 を 大 き く 変 化 さ せ て 、 ア ッ セ イ
の 感 受 性 を 実 質 的 に 最 適 化 す る 試 薬 に つ い て の 溶 液 中 の 濃 度 を 規 定 す る 。 特 に 試 薬 は 、 溶
解 す る と 適 切 な 濃 度 の 試 薬 溶 液 を 提 供 す る 賦 形 剤 を 含 み 、 通 常 は 凍 結 乾 燥 さ れ た 乾 燥 粉 末
と す る こ と か で き る 。  
【 ０ １ ５ ５ 】
〈 Ｆ ． 抗 体 に つ い て の 治 療 的 使 用 〉  
　 本 発 明 の 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 は 、 、 本 願 に 記 載 す る 種 々 の Ｌ Ｆ Ａ － １ 媒 介 性 疾 患 を 治 療 す
る の に 使 用 す る こ と が で き る よ う に 考 慮 さ れ て い る 。  
【 ０ １ ５ ６ 】
　 こ の 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 は 、 い か な る 適 切 な 手 段 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き 、 こ れ に は
非 経 口 的 、 皮 下 的 、 腹 腔 内 、 肺 内 、 及 び 鼻 孔 内 投 与 が 含 ま れ る が 、 部 分 的 な 免 疫 抑 制 治 療
の 場 合 に は 、 必 要 と あ ら ば 病 巣 内 投 与 （ 灌 流 適 用 、 又 は さ も な く ば 移 植 前 に 移 植 片 を 抗 体
に 接 触 さ せ る こ と を 含 む ） が 含 ま れ る 。 非 経 口 的 な 注 入 に は 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、
腹 腔 内 、 又 は 皮 下 的 投 与 が 含 ま れ る 。 更 に 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 は 適 切 に は パ ル ス 注 入 に よ
り 投 与 さ れ 、 特 に は 抗 体 を 減 少 さ せ て 行 う 。 好 ま し く は 、 投 薬 は 注 射 に よ り 行 わ れ 、 最 も
好 ま し く は 静 脈 内 又 は 皮 下 的 注 射 に よ り 行 わ れ る が 、 こ れ ら は 投 薬 か 短 期 間 で あ る か 又 は
慢 性 的 で あ る か に よ り 、 一 部 依 存 す る 。  
【 ０ １ ５ ７ 】
　 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 の 場 合 、 抗 体 の 適 切 な 投 薬 量 は 治 療 す る 疾 患 の タ イ プ 、 上 に 定 義 し
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た よ う に 疾 患 の 重 症 度 及 び 経 緯 、 予 防 若 し く は 治 療 目 的 で 投 与 す る か 否 か 、 以 前 の 治 療 、
患 者 の 臨 床 的 病 歴 、 及 び 抗 体 に 対 す る 反 応 、 並 び に 従 事 し て い る 医 者 の 慎 重 さ に よ っ て も
依 存 す る で あ ろ う 。 抗 体 は 適 切 に は 一 回 、 又 は 一 連 の 治 療 に 渡 っ て 患 者 に 投 与 さ れ る 。  
【 ０ １ ５ ８ 】
　 疾 患 の タ イ プ 及 び 重 症 度 に 依 存 す る が 、 例 え ば 一 又 は そ れ 以 上 の 別 々 の 投 与 に よ っ て も
、 又 は 連 続 的 な 注 入 に よ っ て も 、 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ 乃 至 １ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ （ 例 え ば ０ ． １ 乃 至
２ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） の 抗 体 が 、 患 者 に 対 す る 初 期 的 な 投 薬 量 の 候 補 で あ る 。 典 型 的 な 一 日
当 た り の 投 与 量 は 、 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ 乃 至 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 範 囲 か 、 そ れ よ り 多 い が 、 こ
れ は 上 記 し た よ う な 因 子 に 依 存 す る 。 数 日 間 又 は そ れ よ り も 長 い 期 間 、 繰 り 返 し て 投 与 す
る 場 合 に は 、 疾 患 の 症 状 が 望 ま し く 抑 制 さ れ る ま で 治 療 は 持 続 さ れ る 。 し か し な が ら 、 他
の 投 薬 療 法 も 有 益 で あ る か も し れ な い 。 治 療 の 進 行 は 通 常 の 技 術 及 び ア ッ セ イ に よ っ て 簡
単 に モ ニ タ ー さ れ る 。 規 範 的 な 投 薬 療 法 が Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ０ ４ １ ８ ８ に 開 示 さ れ て い る 。  
【 ０ １ ５ ９ 】
　 抗 体 組 成 物 は 、 好 ま し い 医 学 的 習 慣 に よ っ て 、 製 剤 化 、 服 用 、 及 び 投 与 さ れ る 。 こ の 点
に お い て 考 慮 す る 要 素 に は 、 治 療 す る 特 定 の 疾 患 、 治 療 す る 特 定 の 哺 乳 類 、 個 々 の 患 者 の
臨 床 的 状 態 、 疾 患 の 原 因 、 用 剤 の デ リ バ リ ー 部 位 、 投 与 方 法 、 投 与 の ス ケ ジ ュ ー ル 、 及 び
医 学 従 事 者 に 知 ら れ る 他 の 要 素 が 含 ま れ る 。 投 与 す る 抗 体 の ” 治 療 的 に 有 効 な 量 ” と は 、
上 記 の よ う な 考 慮 に よ り 決 ま る で あ ろ う し 、 ま た こ れ は Ｌ Ｆ Ａ － １ 媒 介 性 の 疾 患 を 予 防 、
回 復 、 又 は 治 療 す る こ と （ リ ウ マ チ 性 関 節 炎 の 治 療 、 炎 症 性 反 応 の 低 減 、 免 疫 賦 活 薬 の 許
容 誘 導 、 ホ ス ト に よ る 移 植 片 の 拒 絶 若 し く は そ の 逆 が 生 じ る か も し れ な い 免 疫 反 応 の 防 止
、 又 は 移 植 片 の 生 存 の 引 き 延 ば し が 含 ま れ る ） に 必 要 な 最 小 の 量 の こ と で あ る 。 こ の よ う
な 量 は 好 ま し く は 、 ホ ス ト に と っ て 毒 性 の あ る か 、 よ り 顕 著 に ホ ス ト を 感 染 に 感 受 性 を 与
え る 量 よ り も 低 い 。  
【 ０ １ ６ ０ 】
　 抗 体 は 必 ず し も そ う で あ る 必 要 は な い が 、 問 題 と な っ て い る 疾 患 の 予 防 若 し く は 治 療 に
現 在 使 用 さ れ て い る 一 又 は そ れ 以 上 の 薬 剤 と と も に 適 宜 製 剤 化 さ れ る 。 例 え ば 、 リ ウ マ チ
性 関 節 炎 に お い て は 、 抗 体 は グ ル コ コ ル チ コ ス テ ロ イ ド と 組 み 合 わ せ て 与 え ら れ る 。 更 に
、 Ｔ 細 胞 受 容 体 ペ プ チ ド セ ラ ピ ー は 、 適 切 に は 自 己 免 疫 性 脳 脊 髄 炎 の 臨 床 的 サ イ ン を 予 防
す る た め の 補 助 的 セ ラ ピ ー で あ る 。 移 植 片 の 場 合 、 抗 体 は 上 に 定 義 し た よ う な 、 例 え ば シ
ク ロ ス ポ リ ン Ａ な ど の 免 疫 抑 制 剤 と と も に 、 又 は こ れ と は 別 に し て 投 与 さ れ て 、 免 疫 抑 制
効 果 を 調 節 す る 。 或 い は 、 又 は 更 に 、 Ｖ Ｌ Ａ － ４ ア ン タ ゴ ニ ス ト 若 し く は そ の 他 の Ｌ Ｆ Ａ
－ １ ア ン タ ゴ ニ ス ト を Ｌ Ｆ Ａ － １ 媒 介 性 疾 患 に 苦 し む 哺 乳 動 物 に 投 与 し て も よ い 。 こ の よ
う な 他 の 薬 剤 の 効 果 的 な 量 は 、 製 剤 中 に 存 在 す る 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 量 、 治 療 す る 疾 患 又
は 処 置 の タ イ プ 、 及 び 上 記 で 考 察 し た 他 の 要 素 に 依 存 す る 。 こ れ ら は 一 般 に 同 じ 投 薬 量 で
、 ま た 上 記 で 用 い た よ う な 投 与 経 路 で 用 い ら れ る か 、 又 は こ れ ま で 用 い た 投 薬 量 の 約 １ 乃
至 ９ ９ ％ で 用 い ら れ る 。  
【 ０ １ ６ １ 】
〈 Ｇ ． 製 造 物 〉  
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 上 記 し た 疾 患 の 治 療 に 有 益 で あ る 物 質 を 含 ん だ 製 造 物 が
提 供 さ れ る 。 こ の 製 造 物 は 、 容 器 及 び ラ ベ ル を 具 備 し て い る 。 適 切 な 容 器 に は 例 え ば 、 ビ
ン 、 バ イ ア ル 、 シ リ ン ジ 、 及 び 試 験 管 が 含 ま れ る 。 こ の 容 器 は 、 ガ ラ ス や プ ラ ス チ ッ ク な
ど の 種 々 の 物 質 か ら 形 成 さ れ て い て も よ い 。 こ の 容 器 は 、 状 態 を 処 置 す る の に 効 果 的 な 組
成 物 を 保 持 し 、 ま た 無 菌 の ア ク セ ス ポ ー ト を 有 し て い て も 良 い （ 例 え ば 容 器 は 、 皮 下 組 織
注 射 用 の 針 で 突 き 刺 す こ と が 可 能 な ス ト ッ パ ー を 有 す る 静 脈 用 溶 液 バ ッ グ や バ イ ア ル で あ
っ て も よ い ） 。 組 成 物 中 の 有 効 成 分 は 、 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 で あ る 。 容 器 の 上 、 又 は そ れ に
取 付 た ラ ベ ル は 、 当 該 組 成 物 が 選 択 す る 状 態 の 治 療 に 用 い ら れ る こ と を 表 示 す る 。 製 造 物
は 更 に 、 第 二 の 容 器 で あ っ て 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 緩 衝 液 、 例 え ば リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水
、 リ ン ゲ ル （ Ｒ ｉ ｎ ｇ ｅ ｒ ’ ｓ ） 溶 液 、 及 び デ キ ス ト ロ ー ス 溶 液 等 を 含 ん だ も の を 具 備 し
て い て も 良 い 。 更 に は 、 商 業 的 若 し く は 使 用 者 的 観 点 か ら 望 ま し い 他 の 物 質 を 含 ん で い て
も 良 く 、 こ れ に は 他 の 、 緩 衝 液 、 希 釈 液 、 フ ィ ル タ ー 、 針 、 シ リ ン ジ 、 及 び 使 用 に あ た っ
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て の 指 示 書 を 含 ん だ パ ッ ケ ー ジ 挿 入 物 な ど が 含 ま れ る 。  
【 実 施 例 】
【 ０ １ ６ ２ 】
〈 ヒ ト 化 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の 産 生 〉  
　 本 実 施 例 は 、 マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ （ Ｈ ｉ ｌ ｄ
ｒ ｅ ｔ ｈ ら 、 Ｅ ｕ ｒ ． Ｊ ． Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． １ ３ ： ２ ０ ２ － ２ ０ ８ （ １ ９ ８ ３ ） ） の ヒ ト
化 、 及 び イ ン ビ ト ロ で の 生 物 学 的 有 効 性 を 記 載 す る 。 マ ウ ス の Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ に つ い て の 以 前
の 研 究 に お い て は 、 他 の 抗 Ｃ Ｄ １ １ ａ 抗 体 の よ う に 、 Ｔ 細 胞 の 機 能 を 阻 害 す る こ と を 示 し
て い る （ Ｈ ｉ ｌ ｄ ｒ ｅ ｔ ｈ ら 、 Ｊ ． Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． １ ３ ４ ： ３ ２ ７ ２ － ３ ２ ８ ０ （ １ ９
８ ５ ） ； Ｄ ｏ ｕ ｇ ｈ ｅ ｒ ｔ ｙ ら 、 Ｅ ｕ ｒ ． Ｊ ． Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． １ ７ ： ９ ４ ３ － ９ ４ ７ （
１ ９ ８ ７ ） ） 。 マ ウ ス の 及 び ヒ ト 化 し た Ｍ Ａ ｂ ｓ の 両 方 は 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 が ヒ ト ケ ラ チ ノ サ
イ ト に 接 着 す る の を 効 果 的 に 防 止 し 、 ま た Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 抗 原 の 応 答 性 の モ デ ル で あ る
、 混 合 リ ン パ 球 応 答 （ Ｍ Ｌ Ｒ ） に お け る 非 自 己 性 リ ン パ 球 へ 応 答 し た Ｔ 細 胞 の 増 殖 も 防 止
す る （ Ｍ ｃ Ｃ ａ ｂ ｅ ら 、 Ｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａ ｒ  Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． １ ５ ０ ： ３ ６ ４ － ３ ７ ５ （
１ ９ ９ ３ ） ） 。 し か し な が ら 、 マ ウ ス の （ Ｒ ｅ ｉ ｍ ａ ｎ ｎ ら 、 ｃ ｙ ｔ ｏ ｍ ｅ ｔ ｒ ｙ 、 １ ７
： １ ０ ２ － １ ０ ８ （ １ ９ ９ ４ ） ） 、 及 び ヒ ト 化 し た Ｍ Ａ ｂ ｓ は ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 の Ｃ Ｄ １
１ ａ と は 、 チ ン パ ン ジ ー の Ｃ Ｄ １ １ ａ を 除 い て 交 差 反 応 し な か っ た 。 ア カ ゲ ザ ル に お け る
前 臨 床 的 研 究 に 役 立 つ ヒ ト 化 Ｍ Ａ ｂ を 得 る た め 、 可 変 重 鎖 領 域 に お け る 相 補 性 決 定 領 域 の
一 つ で あ る 、 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ に お け る ４ つ の 残 基 を 代 え る こ と に よ り ア カ ゲ ザ ル の Ｃ Ｄ １ １
ａ に 結 合 す る よ う に 、 ヒ ト 化 し た Ｍ Ａ ｂ を 再 操 作 し た 。 ア カ ゲ ザ ル の Ｃ Ｄ １ １ ａ Ｉ － 領 域
の ク ロ ー ニ ン グ 及 び 分 子 モ デ リ ン グ は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ Ｉ － 領 域 中 の リ ジ ン 残 基 の 、 ア カ
ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ Ｉ － 領 域 中 の グ ル タ ミ ン 残 基 へ の 変 化 が 、 マ ウ ス の 及 び ヒ ト 化 し た Ｍ Ａ
ｂ ｓ が ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ へ 結 合 し な い 理 由 で あ る こ と を 示 唆 し た 。  
【 ０ １ ６ ３ 】
〈 材 料 及 び 方 法 〉  
〈 （ ａ ） ヒ ト 化 し た Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ｓ の 構 築 〉  
　 マ ウ ス の 抗 － ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ Ｍ Ａ ｂ 、 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ （ Ｈ ｉ ｌ ｄ ｒ ｅ ｔ ｈ ら 、 Ｅ ｕ ｒ ． Ｊ ．
Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． １ ３ ： ２ ０ ２ － ２ ０ ８ （ １ ９ ８ ３ ） ； Ｈ ｉ ｌ ｄ ｒ ｅ ｔ ｈ ら 、 Ｊ ． Ｉ ｍ ｍ
ｕ ｎ ｏ ｌ ． １ ３ ４ ： ３ ２ ７ ２ － ３ ２ ８ ０ （ １ ９ ８ ５ ） ） を ク ロ ー ン 化 し て 配 列 決 定 し た 。
突 然 変 異 誘 発 に 有 益 で あ り 、 そ し て 同 様 に 大 腸 菌 内 で Ｆ （ ａ ｂ ） を 発 現 さ せ る た め の プ ラ
ス ミ ド を 得 る た め に フ ァ ー ジ ミ ド ｐ Ｅ Ｍ Ｘ １ を 構 築 し た 。 ｐ Ｂ ０ ４ ７ ５ （ Ｃ ｕ ｎ ｎ ｉ ｎ ｇ
ｈ ａ ｍ ら 、 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ  ２ ４ ３ ： １ ３ ３ ０ － １ ３ ３ ６ （ １ ９ ８ ９ ） ） の 誘 導 体 で あ る
フ ァ ー ジ ミ ド ｐ ｂ － ０ ７ ２ ０ に 基 づ き 、 ｐ Ｅ Ｍ Ｘ １ は 、 ヒ ト 化 し た κ － サ ブ グ ル ー プ Ｉ 軽
鎖 及 び ヒ ト 化 し た サ ブ グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ 重 鎖 （ Ｖ Ｈ － Ｃ Ｈ １ ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 と 、
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 及 び シ ャ イ ン － ダ ル ガ ー ノ 配 列 を 含 ん で い る が 、 こ
れ ら 両 者 は 以 前 に 記 載 さ れ た 別 の ｐ Ｕ Ｃ １ １ ９ に 基 づ く プ ラ ス ミ ド で あ る ｐ Ａ Ｋ ２ （ Ｃ ａ
ｒ ｔ ｅ ｒ ら 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ  ８ ９ ： ４ ２ ８ ５ （ １ ９ ９
２ ） ） に 由 来 す る も の で あ る 。 ユ ニ ー ク な Ｓ ｐ ｅ ｌ 制 限 部 位 が ま た 、 Ｆ （ ａ ｂ ） の 軽 鎖 及
び 重 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 間 に 挿 入 さ れ て い る 。  
【 ０ １ ６ ４ 】
　 ヒ ト 化 し た Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ の 最 初 の Ｆ （ ａ ｂ ） 変 異 体 を 構 築 す る た め 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異
誘 発 （ Ｋ ｕ ｎ ｋ ｅ ｌ 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ  ８ ２ ： ４ ８ ８ （
１ ９ ８ ５ ） ） を 、 デ オ キ シ ウ リ ジ ン を 含 有 す る 、 ｐ Ｅ Ｍ Ｘ １ の 鋳 型 に 対 し て 行 っ た ； 六 つ
の Ｃ Ｄ Ｒ の 全 て を Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ 配 列 に 変 化 さ せ た 。 他 の Ｆ （ ａ ｂ ） 変 異 体 の 全 て は 、 Ｆ （ ａ
ｂ ） － １ の 鋳 型 よ り 構 築 し た 。 二 本 鎖 及 び 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 す る た め 、 プ ラ ス ミ ド を 、
大 腸 菌 株 Ｘ Ｌ － １  Ｂ ｌ ｕ ｅ （ Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ 、 Ｓ ａ ｎ  Ｄ ｉ ｅ ｇ ｏ 、 Ｃ Ａ ） に 形 質
転 換 し た 。 そ れ ぞ れ の 変 異 体 に つ い て は 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 両 方 と も に 、 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ
オ チ ド 法 を 使 っ て 完 全 に 配 列 決 定 し た （ シ ー ケ ナ ー ゼ 、 U． Ｓ ． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ ｌ  
Ｃ ｏ ｒ ｐ ． ） 。 プ ラ ス ミ ド は 、 Ｍ Ｍ ２ ９ ４ の 誘 導 体 で あ る 大 腸 菌 株 １ ６ Ｃ ９ に 形 質 転 換 し
て 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の カ ル ベ ニ シ リ ン を 含 ん だ Ｌ Ｂ プ レ ー ト に ま い て 、 蛋 白 発 現 用 に 単 一 コ
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ロ ニ ー を 選 択 し た 。 こ の 単 一 コ ロ ニ ー を １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ カ ル ベ ニ シ リ ン を 含 む ５ ｍ ｌ の
Ｌ Ｂ 培 地 中 で 、 ３ ７ ℃ で ５ － ８ 時 間 増 殖 さ せ た 。 こ の ５ ｍ ｌ の 培 養 物 を ５ ０ ０ ｍ ｌ の Ａ Ｐ
５ － １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ カ ル ベ ニ シ リ ン に 加 え て 、 ４ リ ッ ト ル の バ ッ フ ル 付 震 盪 フ ラ ス コ 中
で ３ ７ ℃ で １ ６ 時 間 増 殖 さ せ た 。 Ａ Ｐ Ｓ 培 地 は 、 １ ． ５ ｇ の グ ル コ ー ス 、 １ １ ． ０ Ｈ ｙ ｃ
ａ ｓ ｅ  Ｓ Ｆ 、 ０ ． ６ ｇ の 酵 母 抽 出 物 （ 保 証 済 ） 、 ０ ． 19ｇ の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ （ 無 水 物 ） 、 １
． ０ ７ gの Ｎ Ｈ ４ Ｃ １ 、 ３ ． ７ ３ ｇ の Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ． ２ ｇ の Ｎ ａ Ｃ ｌ １ ２ ０ ｍ ｌ の １ Ｍ ト リ
エ タ ノ ー ル ア ミ ン ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 を １ Ｌ の 水 へ 加 え た も の か ら な り 、 ０ ． １ μ ｍ の Ｓ ｅ ａ ｌ
ｋ ｅ ｅ ｎ フ ィ ル タ ー を 通 し て 無 菌 化 し た 。  
【 ０ １ ６ ５ 】
　 細 胞 は Ｉ Ｌ の 遠 心 ボ ト ル （ Ｎ ａ ｌ ｇ ｅ ｎ ｅ ） 中 で ３ ０ ０ ０ × ｇ で 遠 心 し て 回 収 し 、 上 清
を 取 り 除 い た 。 １ 時 間 の 凍 結 後 、 ペ レ ッ ト を ２ ５ ｍ ｌ の 冷 却 し た １ ０ ｍ Ｍ  Ｍ Ｅ Ｓ － １ ０
ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ５ ． ０ （ 緩 衝 液 Ａ ） 中 に 再 懸 濁 し た 。 ２ ５ ０ μ lの ０ ． １ Ｍ  Ｐ Ｍ Ｓ
Ｆ （ シ グ マ ） を 加 え て 蛋 白 分 解 を 阻 害 し 、 １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 雌 鳥 卵 白 の リ ゾ チ ー ム の ス ト
ッ ク を ３ ． ５ ｍ ｌ 加 え て 、 細 菌 の 細 胞 壁 の 溶 解 を 援 助 し た 。 氷 上 で １ 時 間 穏 や か に 震 盪 し
た 後 、 試 料 を ４ ０ ， ０ ０ ０ × ｇ で １ ５ 分 間 遠 心 し た 。 緩 衝 液 Ａ で 上 清 を ５ ０ ｍ ｌ に し て 、
緩 衝 液 Ａ で 平 衡 化 し た ２ ｍ ｌ Ｄ Ｅ Ａ Ｅ カ ラ ム に か け た 。 フ ロ ー ス ル ー を 、 緩 衝 液 Ａ で 平 衡
化 し た プ ロ テ イ ン Ｇ － セ フ ァ ロ ー ス Ｃ Ｌ － ４ Ｂ （ フ ァ ル マ シ ア ） カ ラ ム （ ０ ． ５ ｍ ｌ の ベ
ッ ド 容 量 ） に か け た 。 カ ラ ム を １ ０ ｍ ｌ の 緩 衝 液 Ａ で 洗 浄 し て 、 ３ ｍ ｌ の ０ ． ３ Ｍ グ リ シ
ン 、 ｐ Ｈ ３ ． ０ で 溶 出 し て １ ， ２ ５ ｍ ｌ の １ Ｍ ト リ ス 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ に 入 れ た 。 Ｆ （ ａ ｂ ）
を 次 い で 、 セ ン ト リ コ ン － ３ ０ （ ア ミ コ ン ） を 使 用 し て Ｐ Ｂ Ｓ へ 緩 衝 液 交 換 し 、 最 終 容 量
を ０ ． ５ ｍ ｌ に 濃 縮 し た 。 全 て の Ｆ （ ａ ｂ ） に つ い て Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル を 行 っ て 純 度
を 確 認 し 、 ま た エ レ ク ト ロ ス プ レ ー 質 量 分 析 に よ り そ れ そ れ の 変 異 体 の 分 子 量 を 確 認 し た
。  
【 ０ １ ６ ６ 】
〈 （ ｂ ） キ メ ラ 及 び ヒ ト 化 し た Ｉ ｇ Ｇ の 構 築 〉  
　 キ メ ラ （ ｃ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ ） の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 変 異 体 、 及 び ヒ ト 化 し た （ Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ ） Ｍ Ｈ
Ｍ ２ ４ に つ い て 、 適 切 な マ ウ ス 又 は ヒ ト 化 し た 可 変 軽 鎖 及 び 可 変 重 鎖 （ Ｆ （ ａ ｂ ） － ８ 、
表 Ｉ Ｉ ） 領 域 を そ れ ぞ れ 、 ｐ Ｒ Ｋ ベ ク タ ー と し て 以 前 記 載 さ れ て い る も の （ Ｇ ｏ ｒ ｍ ａ ｎ
ら 、 Ｄ Ｎ Ａ  Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ  Ｅ ｎ ｇ ． Ｔ ｅ ｃ ｈ ． ２ ： ３ （ １ ９ ９ ０ ） ） へ 別 々 に サ ブ ク ロ
ー ン 化 し た 。 Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ 軽 鎖 及 び 重 鎖 の プ ラ ス ミ ド に つ い て 部 位 特 異 的 突 然 変 異 導 入 （
Ｋ ｕ ｎ ｋ ｅ ｌ 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ  ８ ２ ： ４ ８ ８ （ １ ９ ８
５ ） ） を 行 っ て 、 ア ラ ニ ン － ス キ ャ ン 変 異 体 を 構 築 し た 。 そ れ ぞ れ の 変 異 体 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列
は ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定 法 に よ り 確 認 し た 。  
【 ０ １ ６ ７ 】
　 高 効 率 法 （ Ｇ ｒ ａ ｈ ａ ｍ ら 、 Ｊ ． Ｇ ｅ ｎ ． Ｖ ｉ ｒ ｏ ｌ ． ３ ６ ： ５ ９ （ １ ９ ７ ７ ） ； Ｇ ｏ
ｒ ｍ ａ ｎ ら 、 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ， ２ ２ １ ： ５ ５ １ （ １ ９ ８ ３ ） ） を 利 用 し て 、 重 鎖 及 び 軽 鎖
の プ ラ ス ミ ド を 、 ア デ ノ ウ イ ル ス で 形 質 転 換 し た ヒ ト 胎 児 性 腎 臓 細 胞 株 、 ２ ９ ３ （ Ｇ ｒ ａ
ｈ ａ ｍ ら 、 Ｊ ． Ｇ ｅ ｎ ． Ｖ ｉ ｒ ｏ ｌ ． ３ ６ ： ５ ９ （ １ ９ ７ ７ ） ） に 同 時 形 質 移 入 し た 。 培
地 を 無 血 清 の も の に 交 換 し て 、 ５ 日 間 、 毎 日 回 収 し た 。 プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ ー ス Ｃ Ｌ
－ ４ Ｂ （ フ ァ ル マ シ ア ） を 使 用 し て 、 上 清 の プ ー ル か ら 抗 体 を 精 製 し た 。 溶 出 し た 抗 体 を
、 セ ン ト リ コ ン － ３ ０ （ ア ミ コ ン ） を 使 用 し て Ｐ Ｂ Ｓ に 緩 衝 液 交 換 し 、 ０ ． ５ ｍ ｌ に 濃 縮
し て 、 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｅ ｘ － Ｇ Ｖ （ ミ リ ポ ア ） で フ ィ ル タ ー に か け て 無 菌 化 し て 、 ４ ℃ で 保 存 し
た 。  
【 ０ １ ６ ８ 】
　 抗 体 の 濃 度 は 、 全 Ｉ ｇ － 結 合 性 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 決 定 し た 。 参 照 用 の ヒ ト 化 抗 － ｐ １ ８ ５ HE
RＩ ｇ Ｇ １ （ Ｃ ａ ｒ ｔ ｅ ｒ ら 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ  ８ ９ ： ４
２ ８ ５ （ １ ９ ９ ２ ） ） の 濃 度 は ア ミ ノ 酸 組 成 分 析 に よ り 決 定 し た 。 ９ ６ 穴 プ レ ー ト の そ れ
ぞ れ の ウ ェ ル を １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ヤ ギ 抗 － ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 2（ Ｃ ａ ｐ ｐ ｅ ｌ  Ｌ ａ ｂ
ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｉ ｅ ｓ 、 Ｗ ｅ ｓ ｔ ｃ ｈ ｅ ｓ ｔ ｅ ｒ ， Ｐ Ａ ） で ４ ℃ で ２ ４ 時 間 コ ー ト し た 。 精
製 し た 抗 体 を 希 釈 し 、 二 つ 一 組 に し て コ ー ト 済 プ レ ー ト に 加 え た 。 １ ． ５ 時 間 の イ ン キ ュ
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ベ ー シ ョ ン 後 、 プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ － ０ ． ０ ２ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ で 洗 浄 し 、 １ ： ２ ０ ０ ０ に
希 釈 し た ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 ヒ ツ ジ 抗 － ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 2
を 加 え た 。 １ ． ５ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し て ０ ． １ ｍ ｌ の ０ ． ２
ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ジ ヒ ド ロ ク ロ リ ド － ０ ． ０ １ ％ 過 酸 化 水 素 － Ｐ Ｂ Ｓ
を 加 え た 。 １ ０ 分 後 、 ２ Ｍ の 硫 酸 で 反 応 を 停 止 さ せ 、 ４ ９ ０ ｎ ｍ の ０ ． Ｄ ． を 測 定 し た 。
 
【 ０ １ ６ ９ 】
〈 （ ｃ ） ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ Ｉ － 領 域 の ク ロ ー ニ ン グ 〉  
　 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 及 び ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 由 来 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て ア カ ゲ ザ ル の
Ｉ 領 域 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 得 た 。 簡 単 に い う と 、 Ｆ ａ ｓ ｔ  Ｔ ｒ ａ ｃ ｋ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 精 製 キ ッ ト （
Ｉ ｎ ｖ ｔ ｏ ｒ ｇ ｅ ｎ ） を 使 用 し て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 約 １ ０ 7 の ア カ ゲ ザ ル リ ン パ 球 よ り 単 離 し
た 。 Ｍ ｕ Ｌ Ｖ 逆 転 写 酵 素 を 利 用 し て 、 １ ０ μ ｇ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 逆 転 写 し た 。 次 い で 、 第 一 鎖
ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 以 下 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て ４ ０ サ イ ク ル の Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 さ せ た ：  
５ ’ － Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ － ３ ’ （ 前 向 き ） （ 配 列
認 識 番 号 ： ２ １ ） 、 及 び  
５ － Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ － ３ ’ （ 逆 向 き ） （ 配 列 認
識 番 号 ： ２ ２ ） 。  
【 ０ １ ７ ０ 】
　 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り 、 予 想 し た サ イ ズ の 単 一 バ ン ド を Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 物 か ら 精 製 し た
。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 制 限 酵 素 Ｓ ｓ ｅ ８ ３ ８ ７ Ｉ （ タ カ ラ ） で 消 化 し 、 同 じ 制 限 酵 素 で 消 化 済 の
ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ 含 有 プ ラ ス ミ ド に 連 結 し た 。 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ 配 列 に は 二 つ の Ｓ ｓ ｅ ８ ３ ８
７ Ｉ 部 位 が あ り 、 一 つ は Ｉ － 領 域 の 何 れ か 側 に あ る 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド は ア カ ゲ ザ ル Ｉ
－ 領 域 で ヒ ト Ｉ － 領 域 を 置 換 し た ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ か ら な る キ メ ラ を コ ー ド し て い る 。 Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 分 析 に よ り 、 ヒ ト ど ア カ ゲ ザ ル と の 間 で ５ ア ミ ノ 酸 の 違 い が あ る こ と が 判 明 し た 。
一 つ は Ｉ － 領 域 の Ｎ － 末 端 領 域 側 に あ り （ Ｔ ｈ ｒ ５ ９ Ｓ ｅ ｒ ） 、 そ の 他 の ４ つ は Ｉ － 領 域
自 身 内 に あ っ た ： Ｖ ａ １ １ ３ ３ Ｉ ｌ ｅ 、 Ａ ｒ ｇ １ ８ ９ Ｇ ｌ ｎ 、 Ｌ ｙ ｓ １ ９ ７ Ｇ １ ｕ 、 及 び
Ｖ ａ １ ３ ０ ８ Ａ １ ａ （ 図 ２ ） 。  
【 ０ １ ７ １ 】
〈 （ ｄ ） Ｆ （ ａ ｂ ） 及 び Ｉ ｇ Ｇ の ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 へ の 結 合 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ 分 析 〉  
　 ヒ ト 化 し た 及 び 対 照 の 抗 体 に つ い て 、 Ｐ Ｂ Ｓ － ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － １ ０ ｍ Ｍ ア ジ 化 ナ ト リ
ウ ム で 連 続 的 に 希 釈 し た も の で 、 １ ０ 6 の ジ ャ ー カ ツ ト Ｔ － 細 胞 の 一 定 分 量 を 、 ４ ℃ で ４
５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 細 胞 を 洗 浄 し 、 次 い で フ ル オ レ セ イ ン 共 役 ヤ ギ 抗 － ヒ ト
Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 2（ Ｏ ｒ ｇ ａ ｎ ｏ ｎ  Ｔ ｅ ｋ ｎ ｉ ｋ ａ 、 Ｗ ｅ ｓ ｔ ｃ ｈ ｅ ｓ ｔ ｅ ｒ 、 Ｐ Ａ ） 中 で
、 ４ ℃ で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 細 胞 を 洗 浄 し て Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ （ Ｂ ｅ ｃ ｔ ｏ
ｎ  Ｄ ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ 、 Ｍ ｏ ｕ ｎ ｔ ａ ｉ ｎ  Ｖ ｉ ｅ ｗ 、 Ｃ Ａ ） で 分 析 し た 。 ８ × １ ０ 3 の
細 胞 を リ ス ト モ ー ド で 得 て 、 前 光 ス キ ャ ッ タ ー  対  側 光 ス キ ャ ッ タ ー で ゲ ー ト し て 、 こ れ
に よ っ て 死 滅 細 胞 及 び 細 片 を 除 外 し た 。  
【 ０ １ ７ ２ 】
〈 （ ｅ ） 見 か け の Ｋ dｓ を 決 定 す る た め の 飽 和 結 合 〉  
　 Ｉ ｏ ｄ ｏ － Gｅ ｎ （ Ｐ ｉ ｅ ｒ ｃ ｅ ， Ｒ ｏ ｃ ｋ ｆ ｏ ｒ ｄ 、 Ｉ Ｌ ） を 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ
て 使 用 し て 、 放 射 性 標 識 し た 抗 体 を 調 製 し た 。 ５ ０ μ ｇ の 抗 体 及 び １ ｍ Ｃ ｉ の 1 2 5 Ｉ （ Ｄ
ｕ Ｐ ｏ ｎ ｔ 、 Ｗ ｉ ｌ ｍ ｉ ｎ ｇ ｔ ｏ ｎ 、 Ｄ Ｅ ） を そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ に 加 え て 、 ２ ５ ℃ で １
５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 放 射 性 標 識 し た 蛋 白 質 を 、 ０ ． ２ ％ ゲ ラ チ ン 含 有 の ハ ン
ク の 均 衡 塩 溶 液 （ Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ 、 Ｌ ｉ ｆ ｅ  Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｅ ｓ 、 Ｇ ｒ ａ ｎ ｄ  Ｉ ｓ ｌ ａ
ｎ ｄ 、 Ｎ Ｙ ） で 平 衡 化 し た Ｐ Ｄ － １ ０ カ ラ ム （ フ ァ ル マ シ ア 、 Ｕ ｐ ｐ ｓ ａ ｌ ａ 、 Ｓ ｗ ｅ ｄ
ｅ ｎ ） を 使 用 し て 、 残 り の フ リ ー 遊 離 1 2 5 Ｉ か ら 精 製 し た 。  
【 ０ １ ７ ３ 】
　 リ ン パ 球 分 離 培 地 （ Ｌ Ｓ Ｍ 、 Ｏ ｒ ｇ ａ ｎ ｏ ｎ  Ｔ ｅ ｋ ｎ ｉ ｋ ａ 、 Ｄ ｕ ｒ ｈ ａ ｍ 、 Ｎ Ｃ ）
を 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 使 用 し て 、 単 核 細 胞 を 、 二 人 の 提 供 者 よ り 得 た 、 ヘ パ リ ン 処 理 済
ヒ ト 末 梢 血 か ら 精 製 し た 。 血 液 は 、 ４ ０ ０ × ｇ で ４ ０ 分 間 ２ ５  ℃ で 、 ブ レ ー キ な し で 遠
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心 し た 。 Ｌ Ｓ Ｍ と 血 漿 の 界 面 の 細 胞 を 回 収 し て 、 次 い で Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ － ０ ． ２ ％ ゲ ラ チ ン 中 に
再 懸 濁 し た 。  
【 ０ １ ７ ４ 】
　 デ キ ス ト ラ ン 沈 殿 に よ り 二 匹 の ア カ ゲ ザ ル の 個 体 よ り 回 収 し た 、 ヘ パ リ ン 処 理 済 末 梢 血
よ り 、 リ ン パ 球 を 精 製 し た 。 血 液 は 、 等 量 の Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ３ ％ デ キ ス ト ラ ン Ｔ ５ ０ ０ （ フ ァ
ル マ シ ア ） で 希 釈 し て 、 ２ ５ ℃ で ３ ０ 分 間 放 置 し て 沈 殿 さ せ た 。 沈 殿 後 、 上 清 中 に 残 っ て
い る 細 胞 を 回 収 し て 、 ４ ０ ０ × ｇ で ５ 分 間 遠 心 し て 沈 殿 さ せ た 。 残 っ た 赤 血 球 は 、 蒸 留 水
及 び ２ × Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ を 使 用 し た 、 ２ サ イ ク ル の 低 浸 透 圧 性 溶 解 に よ り 除 去 し た 。 赤 血 球 の 溶
解 後 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し て 、 次 い で Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ － ０ ． ２ ％ ゲ ラ チ ン 中 に 再 懸 濁 し た 。  
【 ０ １ ７ ５ 】
　 抗 体 の 親 和 性 は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ マ ウ ス Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ 及 び Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ ） 、 又 は ア カ ゲ
ザ ル リ ン パ 球 （ Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ 、 Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ ） の 何 れ か を 使 用 し て 、 飽 和 結 合 に よ り 決 定 し
た 。 そ れ ぞ れ の ア ッ セ イ で は 、 放 射 性 標 識 し た 抗 体 を 、 ４ つ 一 組 に し て Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ － ０ ． ２
％ ゲ ラ チ ン で 連 続 的 に 希 釈 し た 。 非 特 異 的 結 合 は 、 最 終 濃 度 ５ ０ ０ ｎ Ｍ の 相 同 性 非 標 識 抗
体 を 二 つ 一 組 に し て 連 続 的 に 希 釈 し て 加 え る こ と に よ り 決 定 し た 。 ヒ ト リ ン パ 球 又 は ア カ
ゲ ザ ル リ ン パ 球 を 、 １ ウ ェ ル 当 た り １ ７ ０ μ ｌ の 容 量 で プ レ ー ト に 加 え た 。 プ レ ー ト を 、
軌 道 プ レ ー ト 震 盪 機 上 で ２ 時 間 、 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後
、 Ｓ Ｋ Ａ Ｔ Ｒ Ｏ Ｎ （ 商 標 ） 細 胞 回 収 器 （ Ｌ ｉ ｅ ｒ 、 Ｎ ｏ ｒ ｗ ａ ｙ ） を 使 用 し て 回 収 し 、 ０
． ２ ５ ％ ゲ ラ チ ン 及 び ０ ． １ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ 回 洗 浄 し た 。 次
い で 試 料 は 、 Ｌ Ｂ Ｋ  Ｗ ａ ｌ ｌ ａ ｃ  Ｇ ａ ｍ ｍ ａ Ｍ ａ ｓ ｔ ｅ ｒ  ガ ン マ カ ウ ン タ ー （ Ｇ ａ ｉ
ｔ ｈ ｅ ｒ ｂ ｕ ｒ ｇ 、 Ｍ Ｄ ） 中 で １ 分 間 カ ウ ン ト し た 。 デ ー タ は 、 毎 分 の カ ウ ン ト 数 か ら 、
ナ ノ モ ル 濃 度 に 変 換 し 、 次 い で 飽 和 プ ロ ッ ト の ４ 変 数 曲 線 最 適 化 （ 結 合  対  全 ） を 行 っ て
Ｋ d（ ａ ｐ ｐ ） 値 を 決 定 し た 。  
【 ０ １ ７ ６ 】
〈 （ ｆ ） ケ ラ チ ノ サ イ ト 単 層 接 着 ア ッ セ イ 〉  
　 正 常 な ヒ ト 上 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト （ Ｃ ｌ ｏ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ 、 Ｓ ａ ｎ  Ｄ ｉ ｅ ｇ ｏ 、 Ｃ Ａ ） を
、 ト リ プ シ ン － Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で 培 養 フ ラ ス コ よ り 除 去 し 、 遠 心 し 、 リ ン パ 球 ア ッ セ イ 培 地 （ Ｒ
Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ ） － １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 － １ ％ ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ
シ ン ） 中 に 、 ５ × １ ０ 5 生 細 胞 ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 再 懸 濁 し た 。 ０ ． １ ｍ ｌ ／ ウ ェ ル の 一 定 分
量 を 次 い で 、 底 が 平 面 の ９ ６ 穴 プ レ ー ト 中 で 一 晩 培 養 し た ； イ ン タ ー フ ェ ロ ン － ガ ン マ （
Ｇ ｅ ｎ ｅ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ 、 Ｓ ｏ ｕ ｔ ｈ  Ｓ ａ ｎ  Ｆ ｒ ａ ｎ ｃ ｉ ｓ ｃ ｏ 、 Ｃ Ａ ） を １ ０ ０ 単 位 ／ ウ
ェ ル で 加 え て 、 適 当 な ウ ェ ル を 刺 激 し た 。  
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 ク ロ ー ン Ｅ ６ － １ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 、 Ｒ ｏ ｃ ｋ ｖ ｉ ｌ ｌ ｅ 、 Ｍ Ｄ ） 又 は 精 製
済 ア カ ゲ ザ ル リ ン パ 球 （ Ｍ Ｌ Ｒ 法 を 参 照 さ れ た い ） を 、 ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｃ ａ ｌ ｃ ｅ ｉ ｎ
 Ａ Ｍ （ Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ  Ｐ ｒ ｏ ｂ ｅ 、 Ｅ ｕ ｇ ｅ ｎ ｅ 、 Ｏ Ｒ ） で 、 ３ ７ ℃ で ４ ５ 分 間 標
識 し た 。 リ ン パ 球 ア ッ セ イ 培 地 で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 ジ ャ ー カ ッ ト 又 は ア カ ゲ ザ ル リ ン パ 球
細 胞 を １ × １ ０ 6 細 胞 ／ ｍ ｌ に 再 懸 濁 し 、 連 続 的 に 希 釈 し た 抗 体 と と も に 、 ４ ℃ で ３ ０ 分
間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ケ ラ チ ノ サ イ ト の 単 層 よ り 培 地 を 除 去 し た 後 、 ０ ． １ ｍ ｌ ／
ウ ェ ル の 標 識 済 細 胞 を 加 え て 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ウ ェ ル を ０ ． ２
ｍ ｌ ／ ウ ェ ル ／ 回 で 、 ３ ７ ℃ の リ ン パ 球 培 地 で ５ 回 洗 浄 し て 、 非 接 着 細 胞 を 除 去 し た 。 Ｃ
ｙ ｔ ｏ ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ２ ３ ３ ０ （ ミ リ ポ ア 、 Ｂ ｅ ｄ ｆ ｏ ｒ ｄ 、 Ｍ Ａ ） を 使 用 し て 、 蛍 光 を 測 定
し た 。  
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ア カ ゲ ザ ル の Ｉ － 領 域 を 有 す る ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ を 具 備 し た 、 ア カ ゲ ザ ル － ヒ ト キ メ ラ Ｃ
Ｄ １ １ ａ （ Ｒ ｈ ／ Ｈ ｕ Ｃ Ｄ １ １ ａ ） を 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 導 入 （ Ｋ ｕ ｎ ｋ ｅ ｌ 、 Ｐ ｒ ｏ
ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ  ８ ２ ： ４ ８ ８ （ １ ９ ８ ５ ） ） に よ り 、 ヒ ト Ｃ
Ｄ １ １ ａ を コ ー ド し た デ オ キ シ ウ リ ジ ン 含 有 鋳 型 プ ラ ス ミ ド 上 で 構 築 し た 。 ４ つ の 残 基 を
変 化 さ せ た ： Ｖ ａ １ １ ３ ３ Ｉ ｌ ｅ 、 Ａ ｒ ｇ １ ８ ９ Ｇ ｌ ｎ 、 Ｌ ｙ ｓ １ ９ ７ Ｇ １ ｕ 、 及 び Ｖ ａ
１ ３ ０ ８ Ａ １ ａ （ 図 ２ ） 。 Ｒ Ｈ ／ Ｈ ｕ Ｃ Ｄ １ １ ｂ ｉ 及 び ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ を コ ー ド す る プ ラ
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ス ミ ド （ Ｅ Ｐ ３ ６ ４ ， ６ ９ ０ ） を 、 高 効 率 法 （ Ｇ ｒ ａ ｈ ａ ｍ ら 、 Ｊ ． Ｇ ｅ ｎ ． Ｖ ｉ ｒ ｏ ｌ
． ３ ６ ： ５ ９ （ １ ９ ７ ７ ） ； Ｇ ｏ ｒ ｍ ａ ｎ ら 、 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ， ２ ２ １ ： ５ ５ １ （ １ ９ ８
３ ） ） を 利 用 し て 、 ア デ ノ ウ イ ル ス で 形 質 転 換 し た ヒ ト 胎 児 性 腎 臓 細 胞 株 、 ２ ９ ３ （ Ｇ ｒ
ａ ｈ ａ ｍ ら 、 Ｊ ． Ｇ ｅ ｎ ． Ｖ ｉ ｒ ｏ ｌ ． ３ ６ ： ５ ９ （ １ ９ ７ ７ ） ） に 同 時 形 質 移 入 し た 。
Ｒ ｈ ／ Ｈ ｕ Ｃ Ｄ １ １ ａ で 形 質 移 入 し た ２ ９ ３ 細 胞 を 、 ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｃ ａ ｌ ｃ ｅ ｉ ｎ  
Ａ Ｍ で 、 ３ ７ ℃ で ４ ５ 分 間 標 識 し た 。 リ ン パ 球 ア ッ セ イ 培 地 で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 Ｒ ｈ ／ Ｈ
ｕ Ｃ Ｄ １ １ ａ で 形 質 移 入 し た ２ ９ ３ 細 胞 を 、 １ × １ ０ 6 細 胞 ／ ｍ ｌ に 再 懸 濁 し 、 連 続 的 に
希 釈 し た 抗 体 と と も に 、 ４ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 培 地 を ケ ラ チ ノ サ イ ト
単 層 よ り 除 去 し た 後 、 ０ ． １ ｍ ｌ ／ ウ ェ ル の 標 識 済 ２ ９ ３ 細 胞 を 加 え て 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ウ ェ ル を 、 ０ ． ２ ｍ ｌ ／ ウ ェ ル ／ 回 の 、 ３ ７ ℃ の リ ン パ 球 培 地
で ５ 回 洗 浄 し て 、 非 接 着 細 胞 を 除 去 し た 。 Ｃ ｙ ｔ ｏ ｆ １ ｕ ｏ ｒ ２ ３ ０ ０ を 使 用 し て 蛍 光 を
測 定 し た 。  
【 ０ １ ７ ９ 】
〈 （ ｇ ） Ｉ Ｃ Ａ Ｍ 接 着 ア ッ セ イ 〉  
　 Ｍ ａ ｘ ｉ ｓ ｏ ｒ ｐ （ Ｎ ｕ ｎ ｃ ） ９ ６ 穴 の プ レ ー ト を ０ ． １ ｍ ｌ ／ ウ ェ ル の １ μ ｇ ／ ｍ ｌ
ヤ ギ 抗 － ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ Ｆ ｃ （ Ｃ ａ ｌ ｔ ａ ｇ ） で 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 コ ー ト し た 。 プ レ ー ト を Ｐ
Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 プ レ ー ト を １ ％ Ｂ Ｓ Ａ － Ｐ Ｂ Ｓ で 、 ２ ５ ℃ で １ 時 間 ブ ロ ッ ク し た
。 次 い で プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 ０ ． １ ｍ ｌ ／ ウ ェ ル の ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 組 換 え ヒ
ト Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － Ｉ ｇ Ｇ を 加 え て 、 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。  
【 ０ １ ８ ０ 】
　 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － Ｉ ｇ Ｇ は 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ Ｆ ｃ に 融 合 さ せ た ヒ ト Ｉ Ｃ Ａ Ｍ の ５ つ の 細 胞 外 領 域 か
ら な る 。 ヒ ト Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ （ Ｓ ｉ ｍ ｍ ｏ ｎ ｓ ら 、 Ｃ ｅ ｌ ｌ 、 ３ ３ １ ： ６ ２ ４ － ６ ２ ７ （ １
９ ８ ８ ） 、 及 び Ｓ ｔ ａ ｕ ｔ ｏ ｎ ら 、 Ｃ ｅ ｌ ｌ 、 ５ ２ ： ９ ２ ５ － ９ ３ ３ （ １ ９ ８ ８ ） ） イ ム
ノ ア ド ヘ シ ン の 発 現 用 の プ ラ ス ミ ド で 、 ｐ Ｒ Ｋ ． ５ ｄ Ｉ Ｃ Ａ Ｍ Ｇ ａ Ｉ Ｇ と 呼 ば れ る も の を
構 築 し た 。 こ れ は 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ の Ｉ ｇ － 様 領 域 を ５ つ 、 サ ブ チ リ シ ン Ｂ Ｐ Ｎ ’ の Ｈ ６ ４
Ａ 変 異 体 で あ る Ｇ ｅ ｎ ｅ ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ （ Ｃ ａ ｒ ｔ ｅ ｒ ら 、 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓ ： Ｓ ｔ ｒ ｕ ｃ ｔ
ｕ ｒ ｅ  Ｆ ｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 、 ａ ｎ ｄ  Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ  ６ ： ２ ４ ０ － ２ ４ ８ （ １ ９ ８ ９ ）
） に よ り 認 識 さ れ る ６ ア ミ ノ 酸 の 開 裂 部 位 、 及 ひ ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ （ Ｅ ｌ ｌ ｉ ｓ ｏ ｎ ら 、 Ｎ ｕ
ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ  Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ  Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ  １ ０ ： ４ ０ ７ １ － ４ ０ ７ ９ （ １ ９ ８ ２ ） ） の
Ｆ ｃ 領 域 を ｐ Ｒ Ｋ ５ ベ ク タ ー （ Ｅ ａ ｔ ｏ ｎ ら 、 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ  ２ ５ ： ８ ３ ４
３ － ８ ３ ４ ７ （ １ ９ ８ ６ ） ） に 含 む も の で あ る 。 ヒ ト 胎 児 性 腎 臓 ２ ９ ３ 細 胞 （ Ｇ ｒ ａ ｈ ａ
ｍ ら 、 Ｊ ． Ｇ ｅ ｎ ． Ｖ ｉ ｒ ｏ ｌ ．  ３ ６ ： ５ ９ （ １ ９ ７ ７ ） ） を ｐ Ｒ Ｋ ． ５ ｄ Ｉ Ｃ Ａ Ｍ Ｇ
ａ Ｉ ｇ 、 及 び Ｒ Ｓ Ｖ － ｎ ｅ ｏ プ ラ ス ミ ド （ Ｇ ｏ ｒ ｍ ａ ｎ ら 、 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 、 ２ ２ １ ： ５
５ １ － ５ ５ ３ （ １ ９ ８ ３ ） ） で 安 定 に 形 質 転 換 し て 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ Ｉ ｇ の ５ つ の 領 域 （ ５ ｄ Ｉ
Ｃ Ａ Ｍ Ｉ ｇ ） を 発 現 す る 細 胞 株 を 作 り 出 し た 。 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ Ｆ ｃ に 対 す る 抗 体 （ Ｃ ａ ｌ ｔ ａ
ｇ 、 Ｂ ｕ ｒ ｌ ｉ ｎ ｇ ａ ｍ ｅ 、 Ｃ Ａ ） 及 び Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ （ Ｂ Ｂ Ｉ Ｇ － Ｉ Ｉ ； Ｒ ＆ Ｄ  Ｓ ｙ ｓ
ｔ ｅ ｍ 、 Ｍ ｉ ｎ ｎ ｅ ａ ｐ ｏ ｌ ｉ ｓ 、 Ｍ Ｎ ） を 使 用 し た 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ ） に よ り 、 分 泌 し た ５ ｄ Ｉ Ｃ Ａ Ｍ Ｉ ｇ を ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 発 現 す る ク ロ ー ン を 選 択 し た 。
０ ． ０ １ Ｍ  Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） 、 ０ ． １ ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ （ Ｈ Ｂ Ｓ ） 、 で 平 衡
化 し た Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ａ カ ラ ム （ Ｐ ｒ ｏ ｓ ｅ ｐ Ａ 、 Ｂ ｉ ｏ ｐ ｒ ｏ ｃ ｅ ｓ ｓ ｉ ｎ ｇ 、 Ｌ ｔ ｄ
． 、 Ｄ ｕ ｒ ｈ ａ ｍ 、 Ｅ ｎ ｇ ｌ ａ ｎ ｄ ） に こ の 細 胞 株 の 細 胞 培 養 の 上 清 を か け 、 カ ラ ム を Ｈ
Ｂ Ｓ 、 次 い で ０ ． ０ １ Ｍ  Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） 、 ０ ． ５ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ５
Ｍ  Ｔ Ｍ Ａ Ｃ （ テ ト ラ － メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ リ ド ） で 洗 浄 し て 、 非 特 異 的 結 合 物 質 を
除 去 し た 。 Ｈ Ｂ Ｓ で 、 Ｔ Ｍ Ａ Ｃ 緩 衝 液 を カ ラ ム か ら 完 全 に 洗 浄 し 、 ５ ｄ Ｉ Ｃ Ａ Ｍ Ｉ ｇ を ０
， ０ １ Ｍ  Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） 、 ３ ． ５ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 及 び １ ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） グ リ セ
ロ ー ル で 溶 出 し た 。 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ａ プ ー ル を Ｈ Ｂ Ｓ に 対 し て 徹 底 的 に 透 析 し て 濃 縮 し た
。  
【 ０ １ ８ １ 】
　 精 製 し た ア カ ゲ ザ ル の リ ン パ 球 （ Ｍ Ｌ Ｒ 法 を 参 照 さ れ た い ） を 、 ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｃ ａ
ｌ ｃ ｅ ｉ ｎ Ａ Ｍ （ Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ  Ｐ ｒ ｏ ｂ ｅ 、 Ｅ ｕ ｇ ｅ ｎ ｅ 、 Ｏ Ｒ ） で ３ ７ ℃ で ４
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５ 分 間 標 識 し た 。 リ ン パ 球 ア ッ セ イ 培 地 で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 ア カ ゲ ザ ル リ ン パ 球 細 胞 を １
× １ ０ 6 細 胞 ／ ｍ ｌ に 再 懸 濁 し 、 連 続 的 に 希 釈 し た 抗 体 と と も に 、 ４ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － Ｉ ｇ Ｇ で コ ー ト し た プ レ ー ト よ り 培 地 を 除 去 し た 後 、 ０ ．
１ ｍ ｌ ／ ウ ェ ル の 標 識 済 細 胞 を 加 え て 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ウ ェ ル
を ０ ． ２ ｍ ｌ ／ ウ ェ ル ／ 回 で 、 ３ ７ ℃ の リ ン パ 球 培 地 で ５ 回 洗 浄 し て 、 非 接 着 細 胞 を 除 去
し た 。 Ｃ ｙ ｔ ｏ ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ ２ ３ ３ ０ （ Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ ｐ ｏ ｒ ｅ 、 Ｂ ｅ ｄ ｆ ｏ ｒ ｄ 、 Ｍ Ａ ） を 使
用 し て 、 蛍 光 を 測 定 し た 。  
【 ０ １ ８ ２ 】
〈 （ ｈ ） 一 方 向 混 合 リ ン パ 球 応 答 （ Ｍ Ｌ Ｒ ） 〉  
　 ヒ ト 及 び ア カ ゲ ザ ル の Ｍ Ｌ Ｒ に 対 し 、 リ ン パ 球 分 離 培 地 （ Ｏ ｒ ｇ ａ ｎ ｏ ｎ  Ｔ ｅ ｋ ｎ ｉ
ｋ ａ 、 Ｄ ｕ ｒ ｈ ａ ｍ 、 Ｎ Ｃ ） を 使 用 し て 、 二 つ の 関 連 し て い な い 提 供 者 に 由 来 す る 末 梢 血
リ ン パ 球 を 、 ヘ パ リ ン 処 理 し た 全 血 よ り 単 離 し た 。 リ ン パ 球 は 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ （ Ｇ Ｉ
Ｂ Ｃ Ｏ ） － １ ０ ％ ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 － １ ％ グ ル タ ミ ン － １ ％ ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン
－ １ ％ 非 必 須 ア ミ ノ 酸 － １ ％ ピ ル ビ ン 酸 塩 － ５ × １ ０ - 5 Ｍ  ２ － β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー
ル － ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ゲ ン タ マ イ シ ン － ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ポ リ ミ キ シ ン Ｂ 中 に ３ × １ ０ 6 細 胞 ／
ｍ ｌ の 濃 度 で 再 葱 濁 し た 。 セ シ ウ ム 照 射 装 置 中 で ３ ０ ０ ０ ラ ッ ド の 放 射 を 行 っ て 、 刺 激 細
胞 を 非 反 応 性 に し た 。 ウ ェ ル 当 た り １ ． ５ × １ ０ 5 細 胞 の 濃 度 の 応 答 細 胞 を 、 等 数 の 刺 激
細 胞 と と も に 、 ９ ６ ウ ェ ル の 平 底 プ レ ー ト 中 で 一 緒 に 培 養 し た 。 ２ 倍 づ つ 連 続 し て 希 釈 し
た そ れ ぞ れ の 抗 体 を 、 培 養 物 に 加 え て 全 量 を ２ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル に し た 。 培 養 物 を 、 ５ ％
Ｃ Ｏ ２ 中 で ３ ７ ℃ で ５ 日 間 培 養 し た 後 、 １ μ Ｃ ｉ ／ ウ ェ ル の ［ 3 Ｈ ]チ ミ ジ ン と と も に １ ６
時 間 、 パ ル ス し た 。 ［ 3 Ｈ ]チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 、 Ｂ ｅ ｃ ｋ ｍ ａ ｎ シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ
ン タ ー で 測 定 し た 。 ア ッ セ イ は ３ つ 一 組 に し て 行 っ た 。 ヒ ト 化 抗 － ヒ ト ｐ １ ８ ５ HERＭ Ａ
ｂ （ Ｃ ａ ｒ ｔ ｅ ｒ ら 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ  ８ ９ ： ４ ２ ８ ５
（ １ ９ ９ ２ ） ） を 、 Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ 及 び Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ に 対 す る ア イ ソ タ イ プ 対 照 と し て 使 用
し た 。 マ ウ ス 抗 － ハ ム ス タ ー ｔ Ｐ Ａ  Ｍ Ａ ｂ （ Ｇ ｅ ｎ ｅ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ ） を 、 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３  Ｍ Ａ
ｂ に 対 す る ア イ ソ タ イ プ 対 照 （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ ） と し て 使 用 し た 。 Ｍ Ａ ｂ ２ ５ ． ３ は 、 Ｉ
ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ 社 （ Ｗ ｅ ｓ ｔ ｂ ｒ ｏ ｏ ｋ 、 Ｍ Ｅ ） よ り 購 入 し た 。  
【 ０ １ ８ ３ 】
〈 （ ｉ ） マ ウ ス 及 び ヒ ト 化 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ に コ ン ピ ュ ー タ グ ラ フ ィ ッ ク ス モ デ ル 〉  
　 Ｖ Ｌ 及 び 、 Ｖ Ｈ 領 域 の 配 列 （ 図 １ Ａ 及 び Ｂ ） を 使 用 し て 、 マ ウ ス の Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ Ｖ Ｌ － Ｖ
Ｈ 領 域 の コ ン ピ ュ ー タ グ ラ フ ィ ッ ク ス モ デ ル を 構 築 し た 。 こ の モ デ ル を 使 っ て 、 ど の フ レ
ー ム ワ ー ク 残 基 を ヒ ト 化 抗 体 へ 組 み 込 む べ き か を 決 定 し た 。 Ｆ （ ａ ｂ ） － ８ の モ デ ル も ま
た 構 築 し て 、 マ ウ ス の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 の 正 し い 選 択 を 確 認 し た 。 モ デ ル の 構 築 は 、 以
前 記 載 さ れ た よ う に し て （ Ｃ ａ ｒ ｔ ｅ ｒ ら 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ
Ｓ Ａ ８ ９ ： ４ ２ ８ ５ （ １ ９ ９ ２ ） ； Ｅ ｉ ｇ ｅ ｎ ｂ ｒ ｏ ｔ ら 、 Ｊ ． Ｍ ｏ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． ２ ２
９ ： ９ ６ ９ （ １ ９ ９ ３ ） ） 行 っ た 。  
【 ０ １ ８ ４ 】
〈 結 果 〉  
〈 （ ａ ） ヒ ト 化 〉  
　 ヒ ト 重 鎖 サ ブ グ ル ー プ Ｉ Ｉ Ｉ 及 び 軽 鎖 サ ブ グ ル ー プ κ Ｉ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を ヒ ト 化 の
フ レ ー ム ワ ー ク と し て 使 用 し た （ Ｋ ａ ｂ ａ ｔ ら 、 Ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ ｏ ｆ  Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ
ｎ ｓ  ｏ ｆ  Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｃ ａ ｌ  Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｅ ｓ ． ５ ｔ ｈ  Ｅ ｄ ． Ｐ ｕ ｂ ｌ ｉ ｃ  
Ｈ ｅ ａ ｌ ｔ ｈ  Ｓ ｅ ｒ ｖ ｉ ｃ ｅ 、 Ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ  Ｉ ｎ ｓ ｔ ｉ ｔ ｕ ｔ ｅ  ｏ ｆ  Ｈ ｅ ａ ｌ ｔ
ｈ 、 Ｂ ｅ ｔ ｈ ｅ ｓ ｄ ａ ， Ｍ Ｄ ． （ １ ９ ９ １ ） ） （ 図 １ Ａ 及 び Ｂ ） 。 こ の フ レ ー ム ワ ー ク を
う ま く 使 用 し て マ ウ ス の 他 の 抗 体 の ヒ ト 化 に 成 功 し た （ Ｃ ａ ｒ ｔ ｅ ｒ ら 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ
ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ  ８ ９ ： ４ ２ ８ ５ （ １ ９ ９ ２ ） ； Ｐ ｒ ｅ ｔ ａ ら 、 Ｊ ． Ｉ
ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． １ ５ １ ： ２ ６ ２ ３ － ２ ６ ３ ２ （ １ ９ ９ ３ ） ； Ｅ ｉ ｇ ｅ ｎ ｂ ｒ ｏ ｔ ら 、 Ｐ ｒ
ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓ  １ ８ ： ４ ９ － ６ ２ （ １ ９ ９ ４ ） ） 。 ヒ ト 化 変 異 体 の 全 て を ま ず 作 製 し て 大
腸 菌 内 で 発 現 し た Ｆ （ ａ ｂ ） ｓ に つ い て の 結 合 性 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 典 型 的 な 収
量 と し て は 、 ５ ０ ０ ｍ ｌ の 震 盪 フ ラ ス コ 当 た り 、 ０ ． ２ － ０ ． ５ ｍ ｇ の Ｆ （ ａ ｂ ） で あ っ
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た 。 マ ス ス ペ ク ト ロ ス コ ピ ー に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の Ｆ （ ａ ｂ ） の 質 量 は ５ 質 量 単 位 内 に あ
る こ と が 確 認 さ れ た 。  
【 ０ １ ８ ５ 】
　 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ は Ｈ ２ ８ － Ｈ ３ ５ 残 基 を 含 ん で い た が 、 こ れ に は Ｋ ａ ｂ ａ ｔ ら （ Ｓ ｅ ｑ ｕ
ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ  ｏ ｆ  Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓ  ｏ ｆ  Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｃ ａ ｌ  Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｅ ｓ
． ５ ｔ ｈ  Ｅ ｄ ． Ｐ ｕ ｂ ｌ ｉ ｃ  Ｈ ｅ ａ ｌ ｔ ｈ  Ｓ ｅ ｒ ｖ ｉ ｃ ｅ 、 Ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ  Ｉ ｎ ｓ
ｔ ｉ ｔ ｕ ｔ ｅ  ｏ ｆ  Ｈ ｅ ａ ｌ ｔ ｈ 、 Ｂ ｅ ｔ ｈ ｅ ｓ ｄ ａ ， Ｍ Ｄ ． （ １ ９ ９ １ ） ） 、 及 び Ｃ ｈ
ｏ ｔ ｈ ｉ ａ ら （ Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 、 ３ ４ ２ ： ８ ７ ７ － ８ ８ ３ （ １ ９ ８ ９ ） ） の 露 出 残 基 の 全 て
が 含 ま れ て い た 。 他 の 超 可 変 ル ー プ は 、 Ｃ ｈ ｏ ｔ ｈ ｉ ａ ら （ １ ９ ８ ９ ） に 従 っ て 定 義 し た
。 軽 鎖 の 残 基 数 は Ｌ の 接 頭 辞 が 付 き 、 重 鎖 の 残 基 数 は Ｈ の 接 頭 辞 が 付 く 。  
【 ０ １ ８ ６ 】
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【 表 Ｉ Ｉ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ８ ７ 】
　 最 初 の 変 異 体 で あ る Ｆ （ ａ ｂ ） － １ に お い て は 、 Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 は マ ウ ス の 抗 体 か ら ヒ ト の
フ レ ー ム ワ ー ク へ と 移 行 さ れ て い る 。 更 に 、 残 基 Ｈ ７ １ に つ い て 、 ヒ ト の Ａ ｒ ｇ か ら マ ウ
ス の Ｖ ａ ｌ に 変 化 さ せ た が 、 そ れ は こ の 残 基 か Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ の コ ン ホ メ
ー シ ョ ン に 影 響 す る こ と が 以 前 に 示 さ れ た か ら で あ る （ Ｃ ｈ ｏ ｔ ｈ ｉ ａ ら 、 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ
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、 ３ ４ ２ ： ８ ７ ７ － ８ ８ ３ （ １ ９ ８ ９ ） ； Ｔ ｒ ａ ｍ ｏ ｎ ｔ ａ ｎ ｏ  Ｊ ． Ｍ ｏ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ
． ２ １ ５ ： １ ７ ５ （ １ ９ ９ ０ ） ） 。 こ の Ｆ （ ａ ｂ ） で は 検 出 可 能 な 結 合 は 見 ら れ な か っ た
。 Ｆ （ ａ ｂ ） － ２ に お い て は 、 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ は 、 配 列 に 基 づ く 定 義 （ 即 ち 、 残 基 Ｈ ６ ０ －
Ｈ ６ ５ を 含 む ） を 含 む よ う に 伸 長 さ れ た 。 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ に 対 す る Ｆ （ ａ ｂ ） － ２ の 結 合
の Ｅ Ｃ ５ ０ は 、 ７ ７ １ ± ３ ２ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ で あ っ た が 、 こ れ は キ メ ラ Ｉ ｇ Ｇ １ の Ｅ Ｃ ５ ０
（ ５ ． ２ ± ３ ． ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） よ り も １ ４ ８ 倍 弱 い も の で あ る 。  
【 ０ １ ８ ８ 】
　 以 前 行 っ た ヒ ト 化 に お い て は 、 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ に 隣 接 す る フ レ ー ム ワ ー
ク ル ー プ （ Ｆ Ｒ － ３ ） 中 の 残 基 が 結 合 に 影 響 す る こ と が 発 見 さ れ て い る （ Ｅ ｉ ｇ ｅ ｎ ｂ ｒ
ｏ ｔ ら 、 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓ  １ ８ ： ４ ９ － ６ ２ （ １ ９ ９ ４ ） ） 。 Ｆ （ ａ ｂ ） － ５ に お い て
は 、 こ の ル ー プ 中 の ３ つ の 残 基 が 対 応 す る マ ウ ス の も の 代 え ら れ て い て 、 ま た こ の 変 異 体
は 結 合 に お い て ２ ３ 倍 の 改 善 が み ら れ た （ 表 Ｉ Ｉ ） 。 ヒ ト の Ｌ ５ ３ 及 び Ｌ ５ ５ の 残 基 を マ
ウ ス の も の に す る と （ 即 ち 、 Ｓ ｅ ｒ Ｌ ５ ３ Ｔ ｈ ｅ 、 及 び Ｇ ｌ ｕ Ｌ ５ ５ Ｇ ｌ ｎ ） 、 更 に ４ 倍
も 結 合 が 改 善 さ れ た （ Ｆ （ ａ ｂ ） － ６ 、 表 Ｉ Ｉ ） ； こ れ は Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ ２ を 、 構 造 に 基 づ く
定 義 （ 残 基 Ｌ ５ ０ － Ｌ ５ ２ ） か ら 、 配 列 に 基 づ く 定 義 （ 残 基 Ｌ ５ ０ － Ｌ ５ ６ ） に 効 果 的 に
変 換 し た 。 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ に お い て 引 き 続 い て 行 っ た Ｐ ｈ ｅ Ｈ ２ ７ か ら マ ウ ス の Ｔ ｙ ｒ へ の
変 換 に よ り 、 更 に ３ 倍 の 改 善 が な さ れ た （ Ｆ （ ａ ｂ ） － ７ ； 表 Ｉ Ｉ ） 。 最 後 に 、 マ ウ ス の
及 び ヒ ト 化 し た Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ の モ デ ル に 基 づ い て 、 Ｆ Ｒ － ３ に お け る ３ つ の マ ウ ス 残 基 の う
ち ２ つ （ Ｈ ７ ５ 及 び Ｈ ７ ６ ） を ヒ ト に 戻 し 、 こ の 二 つ の 残 基 は 結 合 に は な ん ら 影 響 を 与 え
な い こ と が わ か っ た （ Ｆ （ ａ ｂ ） － ７ 及 び Ｆ （ ａ ｂ ） － ８ を 参 照 ； 表 Ｉ Ｉ ） 。 Ｆ （ ａ ｂ ）
－ ８ の Ｅ Ｃ ５ ０ の 平 均 は キ メ ラ Ｉ ｇ Ｇ の も の よ り も 若 干 良 か っ た （ 表 Ｉ Ｉ ） 。 必 ず し も ヒ
ト か ら マ ウ ス へ の 変 化 の 全 て が 結 合 を 改 善 し た わ け で は な い 。 Ｐ ｈ ｅ Ｈ ６ ７ を マ ウ ス の Ａ
ｌ ａ に 変 化 さ せ た か 、 そ れ は こ の 部 位 が 結 合 に 影 響 を 与 え る こ と が 以 前 に わ か っ て い た が
（ Ｐ ｒ ｅ ｓ ｔ ａ ら 、 Ｊ ． Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． １ ５ １ ： ２ ６ ２ ３ － ２ ６ ３ ２ （ １ ９ ９ ３ ） ） 、
効 果 が 明 ら か で は な か っ た た め で あ る （ Ｆ （ ａ ｂ ） － ３ 、 表 Ｉ Ｉ ） 。 Ｖ ａ ｌ Ｈ ７ １ を ヒ ト
Ａ ｒ ｇ に 戻 す と 、 結 合 性 が ３ 倍 減 少 し た が （ Ｆ （ ａ ｂ ） － ４ 、 表 Ｉ Ｉ ） 、 こ れ は Ｆ （ ａ ｂ
） － １ に Ｖ ａ １ Ｈ ７ １ を 取 り 込 む こ と を 支 持 す る 。  
【 ０ １ ８ ９ 】
　 Ｆ （ ａ ｂ ） － ８ 由 来 の Ｖ Ｌ 及 び Ｖ Ｈ 領 域 を 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ の 定 常 領 域 に 移 行 し た 。 全 長
の 無 処 置 の 抗 体 で あ る Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ は 、 Ｆ （ ａ ｂ ） － ８ と 同 等 の Ｅ Ｃ ５ ０ を 示 し 、 全 長 の
キ メ ラ Ｉ ｇ Ｇ １ と 比 較 し た と き に は 改 善 さ れ て い た （ 表 Ｉ Ｉ ） 。 ア ラ ニ ン － ス キ ャ ン 及 び
Ｍ Ｌ Ｒ ア ッ セ イ 用 の 標 準 物 質 と し て の 使 用 を 含 む （ 以 下 参 照 ） Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ の 全 て の ア ッ
セ イ の デ ー タ を 考 慮 す る と 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ に 対 す る Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ の Ｅ Ｃ ５ ０ は 、 ０ ． ０ ４
２ ± ０ ． ０ ７ ２ ｎ Ｍ （ Ｎ ＝ １ ５ ） で あ っ た 。 飽 和 結 合 ア ッ セ イ も 更 に 行 っ て 、 見 か け の 解
離 定 数 Ｋ d（ ａ ｐ ｐ ） を 決 定 し た ： マ ウ ス Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ に つ い て は ０ ． １ ５ ± ０ ． ０ ２ ｎ Ｍ
； Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ に つ い て は ０ ． １ ５ ± ０ ． ０ ４ ｎ Ｍ （ 表 Ｉ Ｉ Ｉ ） 。  
【 ０ １ ９ ０ 】
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【 表 Ｉ Ｉ Ｉ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ １ 】
〈 （ ｂ ） Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 の ア ラ ニ ン － ス キ ャ ン 〉  
　 ど の Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 が ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ へ の 結 合 に 関 る の か を 決 め る た め 、 Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ の Ｃ
Ｄ Ｒ 残 基 に つ い て の ア ラ ニ ン － ス キ ャ ン （ Ｃ ｕ ｎ ｎ ｉ ｎ ｇ ｈ ａ ｍ ら 、 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 、 ２
４ ４ ： １ ０ ８ １ （ １ ９ ８ ９ ） ） を 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の 変 異 体 に つ い て 、 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞
上 の Ｃ Ｄ １ １ ａ へ の 結 合 を 試 験 し た 。 軽 鎖 に お い て は 、 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ ３ の み が 結 合 に 寄 与 し
た 。 Ｈ ｉ ｓ Ｌ ９ １ は 、 大 き な 効 果 が あ っ た が （ 表 Ｉ Ｖ ） 、 こ の 側 鎖 は 一 部 が 埋 ま っ て い る
は ず で あ る か ら 、 お そ ら く は コ ン ホ メ ー シ ョ ン 的 な も の で あ ろ う 。 残 基 Ａ ｓ ｎ Ｌ ９ ２ 及 び
Ｔ ｙ ｒ Ｌ ９ ４ は よ り 適 度 の 効 果 が あ り 、 そ れ ぞ れ ３ 倍 及 び １ ２ 倍 の 減 少 が あ っ た 。 し か し
な が ら 、 こ れ ら の 二 つ の 残 基 を （ Ｇ ｌ ｕ Ｌ ９ ３ Ａ １ ａ と 同 様 に ） ア ラ ニ ン に 同 時 に 変 化 さ
せ る と 、 結 合 に つ い て は 付 加 的 な 影 響 を 与 え る こ と が な い こ と に 注 目 さ れ た い （ 変 異 体 Ｌ
３ 、 表 Ｉ Ｖ ） 。  
【 ０ １ ９ ２ 】
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【 表 Ｉ Ｖ 】
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【 ０ １ ９ ３ 】
　 重 鎖 に お い て は 、 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ は 結 合 に 関 し て の 顕 著 な 貢 献 を し て い
る 。 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ の Ｔ ｒ ｐ Ｈ ３ ３ Ａ ｌ ａ 残 基 は 大 き な 効 果 を 有 す る が 、 Ｔ ｒ ｐ Ｈ ３ ３ が 一
部 に お い て 埋 ま っ て い る は ず で あ る た め コ ン ホ メ ー シ ョ ン 変 化 に よ る も の で あ る と 思 わ れ
る 。 結 合 に つ い て 最 も 重 要 な 単 一 残 基 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ 中 の Ａ ｓ ｐ -Ｈ ５ ４ で あ る ； こ の
残 基 を ア ラ ニ ン に 代 え る と 、 結 合 に つ い て １ ４ ７ 倍 の 減 少 が 起 き る （ 表 Ｉ Ｖ ） 。 Ｃ Ｄ Ｒ －
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Ｈ ２ 中 の 、 結 合 に 関 る 他 の 残 基 に は 、 Ｇ ｌ ｕ Ｈ ５ ６ 、 Ｇ ｌ ｎ Ｈ ６ １ 、 及 び Ｌ ｙ ｓ Ｈ ６ ４ （
表 Ｉ Ｖ ） が 含 ま れ る 。 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ に お い て は 、 Ｔ ｙ ｒ Ｈ ９ ７ Ａ ｌ ａ に よ り 、 結 合 が １ １
倍 減 少 し 、 Ｔ ｙ ｒ Ｈ １ ０ ０ ｃ Ａ ｌ ａ に よ り 結 合 が ８ 倍 減 少 し た 。 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｌ ３ の よ う に 、
複 数 の Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ 残 基 を 同 時 に ア ラ ニ ン に 変 化 さ せ る と 、 結 合 に つ い て の 、 非 付 加 的 な
大 き な 変 化 が 起 き た （ 変 異 体 Ｈ ３ と 、 Ｔ ｙ ｒ Ｈ ９ ７ Ａ ｌ ａ 及 び Ｔ ｙ ｒ Ｈ ９ ９ Ａ ｌ ａ と の 対
比 を 参 照 さ れ た い ； 表 Ｉ Ｖ ） 。 更 に 、 ヒ ト 化 し た も の に 含 ま れ る Ｆ Ｒ － ３ の Ｌ ｙ ｓ Ｈ ７ ３
残 基 は ま た 、 ア ラ ニ ン 又 は ア ル ギ ニ ン へ 変 化 し た と き に は 、 結 合 に つ い て ５ 倍 の 減 少 を 示
し た （ 表 Ｉ Ｖ ） 。  
【 ０ １ ９ ４ 】
〈 （ ｃ ） ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ へ 結 合 さ せ る た め の Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ の 再 改 変 〉  
　 マ ウ ス Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ 及 び Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ は 共 に 、 ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ へ の 結 合 に つ い て 約
１ ０ ０ ０ 倍 の 減 少 を 示 し た ： Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ は 、 ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ に 対 し て ４ ５ ． ６ ±
４ ０ ． ４ ｎ Ｍ （ Ｎ ＝ １ ６ ） で あ る Ｅ Ｃ ５ ０ を 有 し 、 こ れ に 対 し 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ に 対 し て
の Ｅ Ｃ ５ ０ は ０ ． ０ ４ ２ ± ０ ． ０ ７ ２ ｎ Ｍ で あ る 。 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ の 生 物 学 、 毒 性 及 び 有 効 性
に お い て 、 霊 長 類 モ デ ル は 重 要 で あ る た め 、 Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ の ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ に 対 す
る 結 合 を 改 善 す る こ と は 、 有 益 で あ る と 思 わ れ る 。 初 期 に お い て は 、 ア カ ゲ ザ ル に と っ て
は 重 要 で あ る が ヒ ト と っ て は そ う で は な い も の が 変 化 さ れ る よ う に し て 、 Ｍ Ａ ｂ の 超 可 変
領 域 の 残 基 で ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ 及 び ア カ ゲ ザ ル の Ｃ Ｄ １ １ ａ へ の 結 合 に 重 要 で あ る も の が 決
定 さ れ た 。 従 っ て 、 ア ラ ニ ン － ス キ ャ ン 変 異 体 も ま た 、 末 梢 血 リ ン パ 球 上 の ア カ ゲ ザ ル の
Ｃ Ｄ １ １ ａ に 対 し て ア ッ セ イ に か け ら れ た 。 最 も 重 要 な 発 見 は 、 多 重 ア ラ ニ ン － 変 異 体 株
の 一 つ で あ る Ｈ ２ 変 異 体 が 、 Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ よ り も １ ８ 倍 よ く ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ に 結 合
し た こ と で あ る （ 表 Ｉ Ｖ ） 。 し か し な が ら 、 Ｈ ２ 変 異 体 に 含 ま れ る ３ つ の 残 基 に お け る 個
々 の 変 異 は 、 結 合 に つ い て 最 小 の 改 善 し か 示 さ な か っ た ： Ｈ ｉ ｓ Ｈ ５ ２ Ａ ｌ ａ 、 ０ ． ７ 倍
改 善 、 Ｓ ｅ ｒ Ｈ ５ ３ Ａ ｌ ａ 、 ０ ． ７ 倍 改 善 、 及 び Ｓ ｅ ｒ Ｈ ５ ５ Ａ ｌ ａ 、  １ ． ３ 倍 悪 化 （
表 Ｉ Ｖ ） 。 こ れ ら ３ つ の 残 基 に お け る 一 連 の 二 重 変 異 は 、 Ｈ ｉ ｓ Ｈ ５ ２ Ａ ｌ ａ － Ｓ ｅ ｒ Ｈ
５ ３ Ａ １ ａ の 組 合 せ が 最 も 良 い こ と を 示 し た が 、 こ れ に よ っ て Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ に 比 較 し て ７
７ 倍 の 改 善 が 提 供 さ れ る （ 変 異 体 Ｈ ２ Ａ １ ， Ｈ ２ Ａ ２ ， 及 び Ｈ ２ Ａ ３ を 参 照 、 表 Ｉ Ｖ ） 。
更 に 、 Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ に お け る Ａ ｓ ｐ Ｈ ５ ４ は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ に つ い て 最 も 重 要 な 結 合 性
残 基 で あ る が 、 Ａ ｓ ｐ Ｈ ５ ４ Ａ ｌ ａ 及 び Ｇ ｌ ｕ Ｈ ５ ６ Ａ ｌ ａ 変 異 体 は ま た 、 Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ よ
り も ３ 倍 の 改 善 を 示 し た （ 表 Ｉ Ｖ ） 。  
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ア カ ゲ ザ ル の Ｃ Ｄ １ １ ａ へ の 結 合 を 改 善 す る が ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ へ の 結 合 は 低 減 し な い と
思 わ れ る 、 部 位 Ｈ ５ ４ に お け る 単 一 の 置 換 を 発 見 す る た め 、 部 位 Ｈ ５ ４ を 種 々 の ア ミ ノ 酸
で 置 換 し た 。 全 て の 置 換 に お い て 、 １ オ ー ダ ー 以 上 の 大 き さ に で 結 合 性 が 低 減 さ れ た が 、
一 方 、 Ａ ｓ ｐ Ｈ ５ ４ Ａ ｓ ｎ 置 換 に よ り ア カ ゲ ザ ル の 結 合 が １ ０ 倍 改 善 さ れ た （ 表 Ｖ ） 。
【 ０ １ ９ ６ 】

10

20

30

(47) JP 2006-36779 A 2006.2.9



【 表 Ｖ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ７ 】
　 部 位 Ｈ ５ ２ － Ｈ ５ ３ で の 変 異 に つ い て 、 非 付 加 的 効 果 が 見 ら れ た の で 、 こ れ ら を 部 位 Ｈ
５ ４ 及 び Ｈ ５ ６ に お け る 種 々 の 変 化 と 組 み 合 わ せ た （ 表 Ｖ Ｉ ） 。 全 て の 変 異 体 に 対 し て は
、 Ｈ ５ ２ 及 び Ｈ ５ ３ は ア ラ ニ ン で あ っ た 。 一 つ の シ リ ー ズ に お い て は 、 部 位 Ｈ ５ ４ は Ａ ｓ
ｎ で あ り 、 部 位 Ｈ ５ ６ は Ｇ ｌ ｕ （ オ リ ジ ナ ル ） 、 Ａ ｌ ａ 、 Ａ ｓ ｎ 、 又 は Ｇ ｌ ｎ で あ っ た 。
こ れ ら の 変 異 体 の い ず れ も 、 Ｈ ２ Ａ １ 変 異 体 を う わ ま る 、 ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ へ の 改 善
し た 結 合 を 示 さ な か っ た （ 表 Ｖ Ｉ ） 。 別 の シ リ ー ズ に お い て は 、 部 位 Ｈ ５ ４ は Ａ ｌ ａ で あ
り 、 Ｈ ５ ６ は Ｇ ｌ ｕ （ オ リ ジ ナ ル ） 、 Ａ ｌ ａ 、 Ｓ ｅ ｒ 、 又 は Ａ ｓ ｎ で あ り 、 再 び 、 Ｈ ２ Ａ
１ よ り も 悪 か っ た 。 第 三 の シ リ ー ズ に お い て は 、 部 位 ５ ４ は Ｓ ｅ ｒ で あ り 、 部 位 Ｈ ５ ６ は
Ｇ ｌ ｕ （ オ リ ジ ナ ル ） 、 Ａ ｌ ａ 、 Ｓ ｅ ｒ 、 又 は Ａ ｓ ｎ で あ っ た 。 こ れ ら の 変 異 体 の 内 の 二
つ は 、 Ｈ ２ Ａ １ 変 異 体 と 比 較 し て 改 善 さ れ た 、 ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ に 対 す る 結 合 を 示 し
た （ Ｈ ２ Ｃ １ １ 及 び Ｈ ２ Ｃ １ ２ 、 表 Ｖ Ｉ ） 。 こ れ ら 二 つ の 変 異 体 に つ い て の ア カ ゲ ザ ル Ｃ
Ｄ １ １ ａ の Ｅ Ｃ ５ ０ は 、 Ｈ ２ Ｃ １ １ に つ い て は ０ ． １ １ ±  ０ ． １ １ ｎ Ｍ （ Ｎ ＝ ９ ） で あ
り 、 Ｈ ２ Ｃ １ ２ に つ い て は ０ ． １ ９ ± ０ ． ０ ８ （ Ｎ ＝ ７ ） で あ っ た 。 こ れ ら の 値 は 、 ヒ ト
Ｃ Ｄ １ １ ａ に 対 す る Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ の Ｅ Ｃ ５ ０ （ ０ ． ０ ４ ２ ｎ Ｍ ） よ り も ３ 倍 か ら ５ 倍 弱 い
も の で あ る が 、 ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ に 対 す る Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ の Ｅ Ｃ ５ ０ （ ４ ５ ． ６ ｎ Ｍ ）
よ り も ２ ４ ． ０ 倍 か ら ４ １ ５ 倍 も 改 善 さ れ て い る 。 Ｈ ２ Ｃ １ ２ は 以 後 、 Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ と 呼
ぶ 。 飽 和 結 合 実 験 由 来 の 見 か け の Ｋ d値 は 、 マ ウ ス Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ が ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ ８ に 結
合 し た の と 同 様 に 、 Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ が ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ に 対 し て 結 合 す る こ と を 示 し た
（ 表 Ｉ Ｉ Ｉ ） 。  
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【 ０ １ ９ ８ 】
【 表 Ｖ Ｉ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ９ 】
　 Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ － ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ の 相 互 作 用 に つ い て は 、 Ａ ｓ ｐ Ｈ ５ ４ が 最 も 重 要 な 残 基
で あ っ た （ 表 Ｉ Ｖ ） ； こ の 残 基 を 他 の ア ミ ノ 酸 に 代 え る と 、 顕 著 に 結 合 性 を 低 減 し た が 、
そ の な か で は 、 Ｇ ｌ ｕ 、 Ａ ｓ ｎ 、 及 び Ｇ ｌ ｎ へ 代 え る も の が 最 も 減 少 が 低 か っ た 。 し か し
な が ら 、 Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ － ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ の 相 互 作 用 の 場 合 に は 、 Ａ ｓ ｐ Ｈ ５ ４ は 、
こ の 残 基 を Ａ ｌ ａ や Ａ ｓ ｎ に 代 え る と 結 合 が 改 善 さ れ る の で 有 害 で あ っ た （ 表 Ｖ ） 。 ヒ ト
及 び ア カ ゲ ザ ル の Ｃ Ｄ １ １ ａ の 結 合 の 間 の 差 異 を 理 解 す る た め 、 後 者 を ア カ ゲ ザ ル Ｐ Ｂ Ｌ
ラ イ ブ ラ リ ー よ り ク ロ ー ン 化 し た 。 図 ２ は 、 ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ Ｉ － 領 域 は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ
１ １ ａ Ｉ － 領 域 と は 、 ４ つ の 部 位 ： １ ３ ３ 、 １ ８ ９ 、 １ ９ ７ 、 ３ ０ ８ の み に お い て 異 な っ
て い る こ と を 示 し て い る 。 以 前 、 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ の ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ エ ピ ト ー プ が 、 残 基 １ ９ ７
－ ２ ０ ３ に マ ッ ピ ン グ さ れ た が （ Ｃ ｈ ａ ｍ ｐ ｅ ら 、 Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ .２ ７ ０ ： １
３ ８ ８ － １ ３ ９ ４ （ １ ９ ９ ５ ） ） 、 こ れ に は ア カ ゲ ザ ル に お け る 、 ヒ ト Ｌ ｙ ｓ １ ９ ７ か ら
ア カ ゲ ザ ル Ｇ ｌ ｕ １ ９ ７ へ の 変 化 が 含 ま れ て い る 。  
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【 ０ ２ ０ ０ 】
〈 （ ｄ ） ケ ラ チ ノ サ イ ト 細 胞 付 着 ア ッ セ イ 〉  
　 マ ウ ス Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ 、 キ メ ラ Ｉ ｇ Ｇ １ 及 び Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ を 、 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 （ Ｌ Ｆ Ａ －
１ を 発 現 す る ヒ ト Ｔ － 細 胞 ） の 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ を 発 現 す る 正 常 な ヒ ト 上 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト
へ の 付 着 を 阻 止 す る 能 力 に つ い て 比 較 し た 。 ３ つ の 抗 体 全 て は 、 同 様 の Ｉ Ｃ ５ ０ で 同 様 に
振 る 舞 っ た （ 図 ３ ） （ 表 Ｖ Ｉ Ｉ ） 。
【 ０ ２ ０ １ 】
【 表 Ｖ Ｉ Ｉ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 マ ウ ス 及 び ヒ ト 化 し た Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ の い ず れ も 、 ア カ ゲ ザ ル と カ ニ ク イ ザ ル の リ ン パ 球 が
ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト に 付 着 す る の を 阻 止 し な か っ た 。 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト に 対 す る ア カ ゲ
ザ ル リ ン パ 球 の 付 着 を 阻 止 す る こ と に お い て 、 Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ を マ ウ ス の 抗 － ヒ ト Ｃ Ｄ １ ８
抗 体 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ （ Ｈ ｉ ｌ ｄ ｒ ｅ ｔ ｈ ら 、 Ｅ ｕ ｒ ． Ｊ ． Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． １ ３ ： ２ ０ ２ － ２
０ ８ （ １ ９ ８ ３ ） ： Ｈ ｉ ｌ ｄ ｒ ｅ ｔ ｈ ら 、 Ｊ ． Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ ． １ ３ ４ ： ３ ２ ７ ２ － ３ ２
８ ０ （ １ ９ ８ ５ ） ） と 比 較 す る と 、 Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ は Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ よ り も ７ ４ 倍 、 効 果 が 低 い
（ 図 ４ Ａ 、 表 Ｖ Ｉ Ｉ ） 。 し か し な が ら 、 組 換 体 の ヒ ト Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ を （ ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ
ト の 代 り に ） プ レ ー ト に コ ー ト す る と 、 Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ は Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ よ り も ４ 倍 効 果 が 低 い
の み で あ っ た （ 図 ４ Ｂ 、 表 Ｖ Ｉ Ｉ ） 。 Ｉ － 領 域 が ア カ ゲ ザ ル に 変 異 し た ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ （
Ｖ ａ ｌ １ ３ ３ Ｉ ｌ ｅ 、 Ａ ｒ ｇ １ ８ ９ Ｇ ｌ ｎ 、 Ｌ ｙ ｓ １ ９ ７ Ｇ １ ｕ 、 Ｖ ａ ｌ ３ ０ ８ Ａ ｌ ａ ）
を 具 備 す る キ メ ラ Ｃ Ｄ １ １ ａ を 、 ヒ ト 胎 児 性 腎 臓 ２ ９ ３ 細 胞 内 へ 形 質 移 入 し た 。 こ れ ら の
Ｒ ｈ ／ Ｈ ｕ Ｃ Ｄ １ １ ａ － ２ ９ ３ 細 胞 に つ い て の 、 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト へ の 付 着 を 阻 止 す る
こ と に お い て 、 Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ は 再 び 、 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ よ り も ４ 倍 低 か っ た （ 図 ４ Ｃ 、 表 Ｖ Ｉ Ｉ
） 。  
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ に 対 す る 、 対 照 の ア イ ソ タ イ プ 抗 体 （ ヒ ト 化 抗 － ｐ １ ８ ５ HER2抗 体 ； Ｃ ａ
ｒ ｔ ｅ ｒ ら 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ ８ ９ ： ４ ２ ８ ５ （ １ ９ ９ ２
） ） 、 及 び Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ （ マ ウ ス Ｍ Ａ ｂ ３ ５ ４ 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ 抗 － ハ ム ス タ ー ｔ ｐ Ａ ） は
、 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト に 対 す る ア カ ゲ ザ ル リ ン パ 球 の 結 合 も 、 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト に 対 す
る 組 換 体 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ （ 図 ４ Ａ 、 ４ Ｂ ） 、 や Ｒ ｈ ／ Ｈ ｕ Ｃ Ｄ １ １ ａ （ 図 ４ Ｃ ） の 結 合 も 阻
止 す る こ と は な か っ た 。 こ れ は 、 ア カ ゲ ザ ル リ ン パ 球 ： ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト ア ッ セ イ に お
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け る マ ウ ス Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ と 比 較 し た 場 合 の 、 Ｒ Ｉ ｇ Ｇ １ の 低 減 し た 成 績 は 、 （ Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ の
マ ウ ス Ｆ ｃ と 比 較 し た と き の ） Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ の ヒ ト Ｆ ｃ の ア カ ゲ ザ ル リ ン パ 球 と の 予 期 せ
ぬ 相 互 作 用 に よ る も の で は な い こ と を 示 唆 し て い る が 、 こ れ は ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ へ の
結 合 が 可 能 な Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ の 濃 度 を 低 減 さ せ る か も し れ な い 。 組 換 体 の ヒ ト Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １
の デ ー タ は 、 Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ は ア カ ゲ ザ ル リ ン パ 球 に 結 合 し て い て 、 マ ウ ス Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ と ほ
と ん ど 同 様 に 付 着 を 阻 止 し て い る こ と を 示 し て い る （ 図 ４ Ｂ 、 表 Ｖ Ｉ Ｉ ） 。 Ｒ ｈ ／ Ｈ ｕ Ｃ
Ｄ １ １ ａ － ２ ９ ３ の デ ー タ （ 図 ４ Ｃ 、 表 Ｖ Ｉ Ｉ ） は 、 Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ が 、 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ
ト 上 の 標 的 に は 結 合 し て お ら ず （ Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ と 比 較 し た 場 合 ） 、 こ れ は ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ
１ １ ａ へ 結 合 す る こ と が 可 能 な Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ の 濃 度 を 低 減 さ せ る か も し れ な い 。 更 に 、 ア
カ ゲ ザ ル Ｉ ｇ Ｇ １ に 対 す る Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ の Ｋ d（ ａ ｐ ｐ ） は 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ
１ 有 （ ア カ ゲ ザ ル ド ナ ー ３ ） の 場 合 、 無 し （ ア カ ゲ ザ ル ド ナ ー １ ） の 場 合 と 同 様 で あ っ た
（ 表 Ｉ Ｉ Ｉ ） 。 こ れ は 、 Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ の 結 合 が 、 ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ に 特 異 的 で あ る こ
と を 示 し て い る 。  
【 ０ ２ ０ ４ 】
〈 （ ｅ ） 混 合 リ ン パ 球 応 答 ア ッ セ イ 〉  
　 Ｍ Ｌ Ｒ に お い て は 、 Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ は マ ウ ス Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ よ り も ２ 倍 弱 い Ｉ Ｃ ５ ０ 値 を 示 し
た （ 表 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 、 図 ５ ） 。  
【 ０ ２ ０ ５ 】
【 表 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 マ ウ ス の 及 び ヒ ト 化 し た Ｍ Ａ ｂ ｓ は 、 Ｍ Ａ ｂ ２ ５ ． ３ よ り も １ ０ 倍 か ら ２ ０ 倍 、 う ま く
い っ た が 、 Ｍ Ａ ｂ ２ ５ ． ３ は 以 前 に ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ で 試 験 さ れ て い る （ Ｆ ｉ ｓ ｈ ｅ ｒ ら 、
Ｂ ｌ ｏ ｏ ｄ ７ ７ ： ２ ４ ９ － ２ ５ ６ （ １ ９ ９ １ ） ； Ｓ ｔ ｏ ｐ ｐ ａ ら 、 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｐ ｌ ａ ｎ ｔ
 Ｉ ｎ ｔ ｌ ． ４ ： ３ － ７ （ １ ９ ９ １ ） ； Ｈ ｏ ｕ ｒ ｍ ａ ｎ ｔ ら 、 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｐ ｌ ａ ｎ ｔ ａ ｔ
ｉ ｏ ｎ 、 ５ ８ ： ３ ７ ７ － ３ ８ ０ （ １ ９ ９ ４ ） ） 。 ア カ ゲ ザ ル － 結 合 性 変 異 体 の Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ
１ は 、 マ ウ ス Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ よ り も 若 干 だ け よ い Ｉ Ｃ ５ ０ を 示 し た （ 表 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ ） 。 異 な る 応
答 者 ： 刺 激 者 の 血 液 提 供 者 を 、 独 立 し た ア ッ セ イ に お い て 使 用 し た が 、 結 果 は 顕 著 に は 異
な ら な か っ た 。 ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ に 対 す る Ｒ ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ の Ｋ dは 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ に
対 す る Ｈ ｕ Ｉ ｇ Ｇ １ の Ｋ ｄ よ り も ２ ６ 倍 低 く （ 表 Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 こ れ は Ｍ Ｌ Ｒ ア ッ セ イ に 由 来
す る Ｉ Ｃ ５ ０ 値 に 反 映 さ れ て い る （ 表 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ７ 】
【 図 １ Ａ 】 図 １ Ａ は 、 ネ ズ ミ Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ 軽 鎖 (配 列 番 号 ： １ )、 ヒ ト 化 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４  Ｆ (ab) 
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‐ ８ 軽 鎖 (配 列 番 号 ： ２ )、 サ ブ グ ル ー プ 軽 鎖 κ Ｉ (humκ I)の ヒ ト コ ン セ ン サ ス 配 列 (配 列
番 号 ： ３ )の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し た 。
【 図 １ Ｂ 】 図 １ Ｂ は 、 ネ ズ ミ Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ 重 鎖 (配 列 番 号 ： ４ )、 ヒ ト 化 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４  Ｆ (ab) 
‐ ８ 重 鎖 (配 列 番 号 ： ５ )、 重 鎖 サ ブ グ ル ー プ III(humIII)の ヒ ト コ ン セ ン サ ス 配 列 (配 列 番
号 ： ６ )及 び 実 施 例 の 「 ア カ グ ザ ル 化 」 抗 体 変 異 体 重 鎖 (配 列 番 号 ： ２ ４ )の ア ミ ノ 酸 配 列
を 示 し た 。  図 １ Ａ と １ Ｂ に お い て 、 配 列 超 可 変 性 に 基 づ い た 超 可 変 性 領 域 (Kabatら 、 Seq
u ences of Proteins of Immunological Interest． 5th Ed． Public Health Servi ce， N
ational Institutes of Health， Bethesda， MD.(1991))は 、 ブ ラ ケ ッ ト 内 に 納 め ら れ 、 且
つ Ｆ (ab)‐ 抗 原 複 合 体 の 構 造 に 基 づ く 超 可 変 ル ー プ (Chothiaら 、  Nature 342:8767(1989)
)は 、 イ タ リ ッ ク と し た 。 残 基 の 番 号 付 け は 、 a,b,及 び c で 示 し た 挿 入 物 に よ っ て 、 Kabat
ら に 従 う 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ  Ｉ -ド メ イ ン (配 列 番 号 ： ７ )及 び ア カ ゲ ザ ル Ｃ Ｄ １ １ ａ
 Ｉ ‐ ド メ イ ン (配 列 番 号 ： ８ )の 配 列 を 示 し た 。 β 鎖 と α へ リ ッ ク ス は 、 下 線 を 付 し 、 且
つ Quら 、 Proc． Natl． Acad． Sci． 92:10277-10281(1995)に 従 い 標 識 さ れ る 。 該 ア カ ゲ ザ
ル Ｉ ‐ ド メ イ ン 配 列 (ｒ ｈ Ｃ Ｄ １ １ ａ )は 、 ヒ ト Ｉ ‐ ド メ イ ン と ４ つ の 相 違 の み で あ る こ と
を 示 し た 。 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４  Ｍ Ａ ｂ (配 列 番 号 ： ９ )の た め の 結 合 エ ピ ト ー プ は 、 肉 太 字 で 示 し
た (Champeら 、 J． Biol． Chem． 270:1388-1 394(1995))。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ネ ズ ミ Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ (詰 ま っ た 円 )、 キ メ ラ Ｍ Ｈ Ｍ ２ ５ (開 放 三 角 )、 ヒ ト 化
Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ (HuIgG1)(詰 ま っ た 四 角 )、 及 び ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル (+)に
よ る 通 常 の ヒ ト  ケ ラ チ ノ サ イ ト へ の ヒ ト  ジ ャ ー カ ッ ト Ｔ 細 胞 の 抑 制 を 表 す 。 パ ー セ ン ト
結 合 は 、 標 識 化 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 の 蛍 光 に よ り 測 定 し た 。
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ Ａ は 、 通 常 の ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト に 対 す る ア カ ゲ ザ ル リ ン パ 球 の 結 合 の 抑
制 を 示 し た 。 ア カ ゲ ザ ル 結 合 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ (RhIgG1)(詰 ま っ た 四 角 )、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３
(詰 ま っ た 円 )、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル (+)に よ る 抑 制 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ Ｂ は 、 プ レ ー ト 上 に 被 覆 し た 組 換 え ヒ ト Ｉ Ｃ Ａ Ｍ ‐ １ に 対 す る ア カ ゲ ザ ル
 リ ン パ 球 の 結 合 の 抑 制 を 示 し た 。 ア カ ゲ ザ ル 結 合 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ (RhIgG1)(詰 ま っ た 四 角 )、
抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ (詰 ま っ た 円 )及 び ネ ズ ミ Ｉ ｇ Ｇ １ ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル (+)に
よ る 抑 制 。
【 図 ４ Ｃ 】 図 ４ Ｃ は 、 通 常 の ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト に 対 す る ア カ ゲ ザ ル ／ ヒ ト Ｃ Ｄ １ １ ａ キ
メ ラ ー 移 入 化 ２ ９ ３ 細 胞 の 結 合 の 抑 制 を 示 し た 。 ア カ ゲ ザ ル 結 合 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ (RhIgG1)(詰
ま っ た 四 角 )、 抗 Ｃ Ｄ １ ８ Ｍ Ｈ Ｍ ２ ３ (詰 ま っ た 円 )、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ
ー ル (+)に よ る 抑 制 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ヒ ト リ ン パ 球 反 応 ア ッ セ イ (Ｍ Ｌ Ｒ )が 、 ネ ズ ミ Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ (詰 ま っ た 円 )
、 ヒ ト 化 Ｍ Ｈ Ｍ ２ ４ (HuIgG1)(詰 ま っ た 四 角 )、 及 び ヒ ト 化 ア イ ソ タ イ プ Ｉ ｇ Ｇ コ ン ト ロ ー
ル (詰 ま っ た ダ イ ア モ ン ド )に よ っ て ブ ロ ッ ク 化 さ れ る こ と を 示 し た 。 パ ー セ ン ト 刺 激 イ ン
デ ッ ク ス (％ Ｓ Ｉ )は 、 Ｍ Ａ ｂ 不 在 で の 最 大 応 答 に 対 し 与 え ら れ た Ｍ Ａ ｂ 濃 度 で の 応 答 の 比
で あ る 。 デ ー タ は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る 刺 激 ／ 応 答 対 を 用 い る 複 数 ア ッ セ イ の 実 例 で
あ る 。
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