
(57)【要約】
本発明は、ヒトインスリン様増殖因子Ｉ受容体（ＩＧＦ－ＩＲ）と特異的に結合すること
ができる新規な抗体、特にマウス起源のモノクローナル抗体、キメラモノクローナル抗体
およびヒト化モノクローナル抗体、ならびに前記抗体をコードするアミノ酸および核酸配
列に関する。本発明はまた、癌の予防的および／または治療的処置に向けた薬剤としての
前記抗体の使用、ならびにＩＧＦ－ＩＲ受容体の過剰発現に関連した疾患の診断のための
方法またはキットに関する。本発明はさらに、このような抗体を抗ＥＧＦＲ抗体および／
または化合物および／または抗癌剤または毒素との複合体と組み合わせて含む製品および
／または組成物、ならびに特定の癌の予防および／または治療のためのその使用に関する
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 Ｉ 受 容 体 （ Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ ） と 結 合 し 、 必 要 に 応 じ て 、 そ の リ
ガ ン ド Ｉ Ｇ Ｆ １ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ ２ の 自 然 結 合 を 阻 害 す る こ と が で き 、 お よ び ／ ま た
は 前 記 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る こ と が で き る 、 単
離 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 で あ っ て 、
　 配 列 番 号 ２ 、 ４ も し く は ６ の 配 列 の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） 、 ま た は 配 列 番 号 ２ 、 ４
も し く は ６ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配
列 の 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な る 軽 鎖 を
含 ん で な る か 、 あ る い は 、 配 列 番 号 ８ 、 １ ０ お よ び １ ２ の 配 列 の Ｃ Ｄ Ｒ 、 ま た は 配 列 番 号
８ 、 １ ０ お よ び １ ２ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を
有 す る 配 列 の 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な
る 重 鎖 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 １ ２ の 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ ２ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な
く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な る 重 鎖 を 含 ん で
な る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 ８ 、 １ ０ お よ び １ ２ の 配 列 の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の う ち 少 な く と も ２ つ も し く は ３ つ
の Ｃ Ｄ Ｒ 、 ま た は 各 々 が 配 列 番 号 ８ 、 １ ０ お よ び １ ２ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お
い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の う ち 少 な く と も ２ つ も し く
は ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な る 重 鎖 を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 抗 体 ま た は そ
の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 ２ 、 ４ も し く は ６ の 配 列 の Ｃ Ｄ Ｒ 、 ま た は 配 列 番 号 ２ 、 ４ も し く は ６ の 配 列 と
の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の Ｃ Ｄ Ｒ か ら 選 択
さ れ る 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な る 軽 鎖 を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 ２ 、 ４ お よ び ６ の 配 列 の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の う ち 少 な く と も ２ つ も し く は ３ つ の Ｃ
Ｄ Ｒ 、 ま た は 各 々 が 配 列 番 号 ２ 、 ４ お よ び ６ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な
く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の う ち 少 な く と も ２ つ も し く は ３ つ の
Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な る 軽 鎖 を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は
そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ヒ ト イ ン ス リ ン 受 容 体 （ Ｉ Ｒ ） と 有 意 に 結 合 し な い こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の
い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 ７ 】
　 機 能 的 断 片 が 、 Ｆ ｖ 断 片 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 、 Ｆ ａ ｂ '断 片 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ
断 片 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ 断 片 お よ び ダ イ ア ボ デ ィ か ら 選 択 さ れ る も の 、 ま た は ペ グ 化 断 片 な
ど の 半 減 期 を 延 長 さ せ た 断 片 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 を 分 泌 す る こ と が で き る 、 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド
ー マ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ２ ０ ０ １ 年 ９ 月 １ ９ 日 に Ｃ Ｎ Ｃ Ｍ （ Institut Pasteur, Paris） に 番 号 Ｉ － ２ ７ １ ７ と
し て 寄 託 さ れ た 、 請 求 項 ８ に 記 載 の マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ９ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 １ １ 】
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　 前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 ５ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 も し く は 配 列 番 号 ５ ４ の 配 列 と の 最 適 な ア
ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 ん で な る 配 列 の 軽 鎖 、 ま
た は ／ お よ び 、 配 列 番 号 ６ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 も し く は 配 列 番 号 ６ ９ の 配 列 と の 最 適 な ア
ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 ん で な る 配 列 の 重 鎖 を 含
ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 抗 体 が キ メ ラ 抗 体 で あ り 、 マ ウ ス と は 異 種 の 種 の 抗 体 に 由 来 す る 軽 鎖 お よ び 重 鎖 定
常 領 域 を さ ら に 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 異 種 の 種 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の キ メ ラ 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ヒ ト 抗 体 由 来 の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 定 常 領 域 が 、 そ れ ぞ れ κ 領 域 お よ び γ － １ 、 γ － ２ ま た
は γ -４ 領 域 で あ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の キ メ ラ 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 抗 体 が ヒ ト 化 抗 体 で あ り 、 軽 鎖 お よ び ／ ま た は 重 鎖 の 骨 格 セ グ メ ン ト Ｆ Ｒ １ ～ Ｆ Ｒ
４ が 、 そ れ ぞ れ ヒ ト 抗 体 軽 鎖 お よ び ／ ま た は 重 鎖 の 骨 格 セ グ メ ン ト Ｆ Ｒ １ ～ Ｆ Ｒ ４ に 由 来
す る も の で あ る 軽 鎖 お よ び ／ ま た は 重 鎖 を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 ６ １ も し く は ６ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ６ １ も し く は
６ ５ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含
ん で な る 軽 鎖 、 ま た は ／ お よ び 、 配 列 番 号 ７ ５ 、 ７ ９ も し く は ８ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た
は 配 列 番 号 ７ ５ 、 ７ ９ も し く は ８ ３ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８
０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 ん で な る 重 鎖 を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載
の ヒ ト 化 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 ６ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 軽 鎖 、 お よ び 配 列 番 号 ７ ９ ま た
は ８ ３ 、 好 ま し く は 配 列 番 号 ８ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 配 列 の 重 鎖 を 含 ん で な る も
の で あ る 、 請 求 項 １ ５ ま た は １ ６ に 記 載 の ヒ ト 化 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 以 下 の 核 酸 ：
　 （ ａ ） 請 求 項 １ ～ ７ お よ び 請 求 項 １ ０ ～ １ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 機
能 的 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 、
　 （ ｂ ） 前 記 （ ａ ） に 記 載 の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 、 お よ び
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 も し く は １ １ の 核 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ 、 ３
、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 も し く は １ １ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の
同 一 性 を 有 す る 配 列 の 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ と 、 高 度 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 少 な く と も １ ８ 個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 核 酸
か ら 選 択 さ れ る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 核 酸 を 含 ん で な る 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ９ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 ん で な る 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ ９ に 記 載 の ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た 少 な く と も １ つ の 細 胞 を 含 ん で な
る 、 ヒ ト を 除 く ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 細 胞 を 、 培 地 お よ び 好 適 な 培 養 条 件 に お い て 培 養 す る 工 程 、
お よ び
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　 （ ｂ ） こ の よ う に し て 産 生 し た 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 を 、 培 養 培 地 ま た は 培 養 し た
前 記 細 胞 か ら 回 収 す る 工 程
を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ～ ７ お よ び 請 求 項 １ ０ ～ １ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は
そ の 機 能 的 断 片 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 、 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 さ ら に 、 ヒ ト 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き 、 お よ び ／ ま た は
そ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る こ と が で き る も の で あ る
、 請 求 項 １ ～ ７ 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ７ お よ び 請 求 項 ２ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は
そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体 か ら な る も の で あ り 、 か つ 、 Ｅ Ｇ Ｆ の ヒ ト 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 受 容 体 （ Ｅ
Ｇ Ｆ Ｒ ） と の 結 合 を 特 異 的 に 阻 害 し 、 お よ び ／ ま た は そ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の チ ロ シ ン キ ナ
ー ゼ 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る 第 二 の モ チ ー フ を 含 ん で な る も の で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載
の 抗 体 。  
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 二 価 ま た は 四 価 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 第 二 の モ チ ー フ が 、 Ｆ ｖ 断 片 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 、 Ｆ ａ ｂ ’ 断 片 、 Ｆ ａ
ｂ ’ Ｐ Ｅ Ｇ 断 片 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ 断 片 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ 断 片 お よ び ダ イ ア ボ デ ィ か ら 選 択 さ れ る
も の 、 ま た は 半 減 期 を 延 長 し た 形 態 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ ま た は ２ ６ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 第 二 の 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ モ チ ー フ が 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ２ ２ ５ 、 そ の マ ウ ス － ヒ ト キ
メ ラ 誘 導 体 Ｃ ２ ２ ５ 、 ま た は こ の 抗 体 ２ ２ ５ 由 来 の ヒ ト 化 抗 体 に 由 来 す る も の で あ る 、 請
求 項 ２ ５ ～ ２ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 薬 剤 と し て の 、 請 求 項 １ ～ ７ 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ７ お よ び 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ７ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 有 効 成 分 と し て 、 請 求 項 １ ～ ７ 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ７ お よ び 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ９ の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 か ら な る 化 合 物 を 含 ん で な る 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 Ｅ Ｇ Ｆ の ヒ ト 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 受 容 体 （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） と の 結 合 を 特 異 的 に 阻 害 す る こ と が
で き 、 お よ び ／ ま た は そ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る こ
と が で き る 化 合 物 か ら 選 択 さ れ る 第 二 の 化 合 物 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 第 二 の 化 合 物 が 、 Ｅ Ｇ Ｆ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と の 結 合 を 競 合 に よ っ て 阻 害 す る こ と が で き る 単 離
さ れ た 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 、 キ メ ラ 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 も し く は ヒ
ト 化 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 、 ま た は そ の 機 能 的 断 片 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 の 機 能 的 断 片 が 、 Ｆ ｖ 断 片 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 、 Ｆ ａ ｂ
'断 片 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ 断 片 お よ び ダ イ ア ボ デ ィ か ら 選 択 さ れ る も の 、 ま た は ペ グ 化 断 片
な ど の 半 減 期 を 延 長 し た 断 片 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ ま た は ３ ３ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
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　 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 が 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ２ ２ ５ 、 そ の マ ウ ス － ヒ ト キ メ ラ 誘 導 体
Ｃ ２ ２ ５ 、 ま た は 前 記 抗 体 ２ ２ ５ 由 来 の ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ ～ ３ ４ の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 同 時 使 用 、 個 別 使 用 ま た は 逐 次 使 用 を 目 的 と し た 組 合 せ 製 品 と し て 、 細 胞 傷 害 性 薬 剤 ／
細 胞 増 殖 抑 制 剤 、 な ら び に ／ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ に 対 す る 受 容 体 お よ び ／ も し く は Ｅ Ｇ Ｆ に
対 す る 受 容 体 の そ れ ぞ れ の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の 阻 害 剤 を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 ３
０ ～ ３ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 細 胞 傷 害 性 薬 剤 ／ 細 胞 増 殖 抑 制 剤 が 、 Ｄ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る 薬 剤 、 代 謝 拮 抗 物 質 、 ト ポ
イ ソ メ ラ ー ゼ Ｉ も し く は Ｉ Ｉ 阻 害 剤 、 ま た は 紡 錘 体 形 成 阻 害 剤 も し く は 安 定 化 剤 、 あ る い
は 化 学 療 法 に 用 い る こ と が で き る 薬 剤 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 組
成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 細 胞 傷 害 性 薬 剤 ／ 細 胞 増 殖 抑 制 剤 が 、 同 時 使 用 を 目 的 と し た 組 成 物 の 少 な く と も １ つ の
エ レ メ ン ト と 化 学 的 に 結 合 し て い る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ６ ま た は ３ ７ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 細 胞 傷 害 性 薬 剤 ／ 細 胞 増 殖 抑 制 剤 が 、 紡 錘 体 形 成 阻 害 剤 ま た は 安 定 化 剤 、 好 ま し く は ビ
ノ レ ル ビ ン 、 ビ ン フ ル ニ ン ま た は ビ ン ク リ ス チ ン か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ７
ま た は ３ ８ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ に 対 す る 受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ に 対 す る 受 容 体 の そ れ ぞ れ の チ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ 活 性 の 阻 害 剤 が 、 誘 導 天 然 薬 剤 、 ジ ア ニ リ ノ フ タ ル イ ミ ド 、 ピ ラ ゾ ロ － も し く は
ピ ロ ロ ピ リ ド ピ リ ミ ジ ン ま た は キ ナ ジ リ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項
３ ６ ～ ３ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 癌 の 予 防 お よ び 治 療 に 向 け た 同 時 使 用 、 個 別 使 用 ま た は 逐 次 使 用 を 目 的 と し た 組 合 せ 製
品 と し て 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 す る 他 の 抗 体 化 合 物 を さ ら に 含
ん で な る 、 請 求 項 ３ ０ ～ ４ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ 受 容 体 の 細 胞 膜 外 ド メ イ ン に 対 す る 抗 体 が 、 ト ラ ス ツ ズ マ ブ 、 ま た は
そ の 機 能 的 断 片 で あ る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 の 少 な く と も １ つ が 、 細 胞 毒 素 お よ び ／ ま た は 放 射 性 元 素 と
結 合 し て い る も の で あ る 、 請 求 項 ３ ０ ～ ４ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 薬 剤 と し て の 、 請 求 項 ３ ０ ～ ４ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／ も し く は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の 過 剰 発 現 お よ び ／ も し く は 異 常
な 活 性 化 に 関 連 し た 病 気 、 な ら び に ／ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ １ も し く は Ｉ Ｇ Ｆ ２ の Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ と
の 相 互 作 用 お よ び ／ も し く は Ｅ Ｇ Ｆ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と の 相 互 作 用 が 介 在 す る シ グ ナ ル 変 換 経 路
の 過 反 応 に 関 連 し た 病 気 の 予 防 ま た は 治 療 に 向 け た 薬 剤 の 製 造 の た め の 、 請 求 項 １ ～ ７ 、
請 求 項 １ ０ ～ １ ７ お よ び 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 も し く は そ の 機 能
的 断 片 、 お よ び ／ ま た は 請 求 項 ３ ０ ～ ４ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 組 成 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 薬 剤 の 投 与 が 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 （ Ｉ Ｒ ） の 阻 害 に 関 連 し た 副 次 的 効 果 を 引 き 起 こ さ な
い 、 ま た は わ ず か し か 引 き 起 こ さ な い 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 正 常 細 胞 の 、 腫 瘍 特 性 を 有 す る 細 胞 、 好 ま し く は 、 Ｉ Ｇ Ｆ 依 存 性 細 胞 、 特 に 、 Ｉ Ｇ Ｆ １
お よ び ／ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ ２ 依 存 性 細 胞 、 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ 依 存 性 細 胞 、 お よ び ／ ま た は
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Ｈ Ｅ Ｒ ２ /ｎ ｅ ｕ 依 存 性 細 胞 へ の 形 質 転 換 を 阻 害 す る こ と を 目 的 と し た 薬 剤 の 製 造 の た め
の 、 請 求 項 ４ ５ ま た は ４ ６ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 腫 瘍 細 胞 、 好 ま し く は 、 Ｉ Ｇ Ｆ 依 存 性 細 胞 、 特 に 、 Ｉ Ｇ Ｆ １ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ ２ 依
存 性 細 胞 、 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ 依 存 性 細 胞 、 お よ び ／ ま た は Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ 依 存 性 細
胞 の 成 長 お よ び ／ ま た は 増 殖 を 阻 害 す る こ と を 目 的 と し た 薬 剤 の 製 造 の た め の 、 請 求 項 ４
５ ～ ４ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 癌 の 予 防 お よ び 治 療 を 目 的 と す る 薬 剤 の 製 造 の た め の 、 請 求 項 ４ ５ ～ ４ ８ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 癌 が 、 前 立 腺 癌 、 骨 肉 腫 、 肺 癌 、 乳 癌 、 子 宮 内 膜 癌 ま た は 結 腸 癌 か ら 選 択 さ れ る 癌 で あ
る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 乾 癬 の 予 防 お よ び 治 療 を 目 的 と す る 薬 剤 の 製 造 の た め の 、 請 求 項 ４ ５ ～ ４ ８ の い ず れ か
一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の 異 常 な 存 在 が 疑 わ れ る 生 物 学 的 サ
ン プ ル か ら 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の 過 剰 発 現 ま た は 過 少 発
現 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 病 気 を in vitroで 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 必 要 に 応 じ て 標 識 す る こ と が 可 能 で あ る 請 求 項 １ ～ ７ 、 請 求
項 １ ０ ～ １ ７ お よ び 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と を 特
徴 と す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／ も し く は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の 過 剰 発 現 も し く は 過 少 発 現 に よ
っ て 引 き 起 こ さ れ る 病 気 の 診 断 方 法 、 ま た は 生 物 学 的 サ ン プ ル の Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ
び ／ も し く は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の 過 剰 発 現 も し く は 過 少 発 現 、 好 ま し く は そ の 受 容 体 の 過 剰
発 現 の 検 出 方 法 お よ び ／ も し く は 定 量 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト ま た は セ ッ ト で あ っ て
、 以 下 の 要 素 ：
　 （ ａ ） 請 求 項 １ ～ ７ 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ７ お よ び 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 、
　 （ ｂ ） 所 望 に よ り 、  免 疫 学 的 反 応 に 適 し た 培 地 を 形 成 す る た め の 試 薬 、
　 （ ｃ ） 所 望 に よ り 、 免 疫 学 的 反 応 に よ っ て 生 じ る Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ ／ 抗 体 お よ び ／ ま た は Ｅ
Ｇ Ｆ Ｒ ／ 抗 体 複 合 体 の 実 証 を 可 能 に す る 試 薬
を 含 ん で な る 、 キ ッ ト ま た は セ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 生 物 活 性 の あ る 化 合 物 の 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 を 発 現 ま
た は 過 剰 発 現 す る 細 胞 へ の 特 異 的 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ を 目 的 と す る 薬 剤 の 製 造 の た め の 、 請
求 項 １ ～ ７ 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ７ お よ び 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 抗 体 ま た
は そ の 機 能 的 断 片 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 Ｉ 受 容 体 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が
で き 、 お よ び ／ ま た は そ の Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す
る こ と が で き る 新 規 な 抗 体 、 特 に マ ウ ス 起 源 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 な ら び に こ れ ら の 抗 体 を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 お
よ び 核 酸 配 列 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を 過 剰 発 現 す る 癌 ま た は そ の 受 容 体
の 過 剰 発 現 に 関 連 し た 病 状 の 予 防 的 お よ び ／ ま た は 治 療 的 処 置 に 向 け た 薬 剤 と し て の こ れ
ら 抗 体 の 使 用 、 な ら び に Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 の 過 剰 発 現 に 関 連 し た 疾 患 の 診 断 の た め の 方
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法 ま た は キ ッ ト に 関 す る 。 本 発 明 は 、 こ の よ う な 抗 体 を 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 お よ び ／ ま た は 化
合 物 お よ び ／ ま た は 抗 癌 剤 ま た は 毒 素 と 結 合 し た 薬 剤 と 組 み 合 わ せ て 含 む 製 品 お よ び ／ ま
た は 組 成 物 、 な ら び に 特 定 の 癌 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 の た め の そ の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ と 呼 ば れ る イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 Ｉ 受 容 体 は イ ン ス リ ン 受 容 体 Ｉ Ｒ と ７ ０
％ の 相 同 性 を 有 す る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を も っ た 受 容 体 で あ る 。 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ は 分 子 量
約 ３ ５ ０ ， ０ ０ ０ の 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ れ は ヘ テ ロ 四 量 体 の 受 容 体 で あ り 、 ジ ス ル フ
ィ ド 架 橋 に よ っ て ハ ー フ リ ン ク し た そ の 各 々 は 細 胞 外 α － サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 膜 貫 通 型 β
－ サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な っ て い る （ 図 １ を 参 照 ） 。 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ は 極 め て 高 い ア フ ィ ニ テ ィ
ー （ Ｋ ｄ 　 ＃ １ 　 ｎ Ｍ )に よ っ て Ｉ Ｇ Ｆ 　 Ｉ お よ び Ｉ Ｇ Ｆ 　 Ｉ Ｉ と 結 合 す る が 、 イ ン ス リ
ン と も 同 様 に １ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ 分 の １ よ り 小 さ い ア フ ィ ニ テ ィ ー に よ っ て 結 合 す る こ と が
で き る  。 逆 に 、 Ｉ Ｇ Ｆ は １ ０ ０ 倍 低 い ア フ ィ ニ テ ィ ー に よ っ て し か イ ン ス リ ン 受 容 体 と
結 合 し な い が 、 Ｉ Ｒ は 極 め て 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー に よ っ て イ ン ス リ ン と 結 合 す る 。 相 同 性
の 低 い ゾ ー ン が α － サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び β － サ ブ ユ ニ ッ ト の Ｃ 末 端 部 分 に 位 置 す る シ ス テ
イ ン に 富 む 領 域 に 関 係 し て い る が 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン と Ｉ Ｒ の チ
ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン と は 極 め て 高 い 配 列 相 同 性 を 有 し て い る 。 α － サ ブ ユ ニ ッ ト に 見
ら れ る 配 列 の 違 い は リ ガ ン ド の 結 合 ゾ ー ン に 存 在 す る た め 、 そ れ が Ｉ Ｇ Ｆ お よ び イ ン ス リ
ン 各 々 に 対 す る Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ お よ び Ｉ Ｒ の 相 対 ア フ ィ ニ テ ィ ー の 原 点 に あ る 。 β － サ ブ ユ
ニ ッ ト の Ｃ 末 端 部 分 に お け る 違 い は ２ つ の 受 容 体 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 相 違 を も た ら す ；
Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ は 有 糸 分 裂 誘 発 作 用 、 分 化 作 用 お よ び 抗 ア ポ ト ー シ ス 作 用 を 媒 介 す る が 、 一
方 、 Ｉ Ｒ の 活 性 化 は 主 と し て 代 謝 経 路 の レ ベ ル で の 作 用 と 関 係 し て い る (Baserga et al.,
 Biochim. Biophys. Acta, 1332: F105-126頁 , 1997; Baserga R., Exp. Cell. Res., 25
3: 1-6頁 , 1999)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 細 胞 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 は リ ガ ン ド の 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン と の 結 合 に よ
っ て 活 性 化 さ れ る 。 キ ナ ー ゼ の 活 性 化 に 伴 っ て Ｉ Ｒ Ｓ － １ 、 Ｉ Ｒ Ｓ － ２ 、 Ｓ ｈ ｃ お よ び Ｇ
ｒ ｂ １ ０ を は じ め と す る 異 な る 細 胞 内 基 質 の 刺 激 が 生 じ る (Peruzzi F. et al.,　 J. Canc
er Res. Clin. Oncol., l25: 166-173頁 , 1999)。 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の ２ つ の 主 要 な 基 質 が Ｉ
Ｒ Ｓ お よ び Ｓ ｈ ｃ で あ り 、 こ れ ら は 数 多 く の 下 流 の エ フ ェ ク タ ー の 活 性 化 に よ っ て Ｉ Ｇ Ｆ
の こ の 受 容 体 と の 結 合 に 関 連 し た 大 多 数 の 増 殖 お よ び 分 化 作 用 を 媒 介 す る （ 図 ２ ） 。 従 っ
て 、 基 質 の ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ ー が Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 活 性 化 に 関 連 し た 最 終 的 な 生 物 学 的 作 用
を 決 定 す る こ と が あ る 。 Ｉ Ｒ Ｓ － １ が 優 位 を 占 め る 場 合 に は 、 細 胞 は 増 殖 し 、 変 化 す る 傾
向 が あ る 。 Ｓ ｈ ｃ が 優 位 を 占 め る 場 合 に は 、 細 胞 は 分 化 す る 傾 向 が あ る (Valentinis B. e
t al., J.　 Biol. Chem. 274: 12423-12430頁 , 1999)。 ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 防 御 作 用 に
主 と し て 関 わ る 経 路 は ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 　 ３ － キ ナ ー ゼ （ Ｐ Ｔ 　 ３ － キ ナ ー ゼ
） 経 路 で あ る と 思 わ れ る (Prisco M. et al., Horm. Metab. Res., 31: 80-89頁 , 1999; P
eruzzi F. et al., J. Cancer Res. Clin. Oncol., 125: 166-173頁 , 1999)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 発 癌 に お け る Ｉ Ｇ Ｆ 系 の 役 割 は こ こ １ ０ 年 で 集 中 的 な 調 査 の 対 象 と な っ て き て い る 。 こ
の 関 心 に よ っ て 、 そ の 有 糸 分 裂 誘 発 性 お よ び 抗 ア ポ ト ー シ ス 性 に 加 え て 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ が
形 質 転 換 さ れ た 表 現 型 の 確 立 お よ び 維 持 に 必 要 で あ る と 思 わ れ る と い う 事 実 の 発 見 に つ な
が っ た 。 実 際 に は 、 幅 広 い 種 類 の 細 胞 に お い て 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 過 剰 発 現 ま た は 構 成 的 活
性 化 が ウ シ 胎 児 血 清 不 含 培 地 で の 維 持 と は 関 係 の な く 、 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 し 、 ヌ ー ド マ ウ
ス に お い て 腫 瘍 の 形 成 を 誘 導 す る こ と が 十 分 に 確 立 さ れ た 。 過 剰 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 幅 広
い 種 類 の 産 物 が か な り 多 く の 増 殖 因 子 の 受 容 体 を は じ め と す る 細 胞 を 形 質 転 換 し 得 る た め
、 こ の こ と 自 体 に 独 自 性 は な い 。 し か し な が ら 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ が 形 質 転 換 に お い て 果 た す
主 要 な 役 割 を は っ き り と 示 し た 非 常 に 重 要 な 発 見 が 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を コ ー ド す る 遺 伝 子 が
不 活 性 化 さ れ た Ｒ 細 胞 が ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス の Ｅ ５ タ ン パ ク 質 な ど の 、 一 般 に 細 胞 を
形 質 転 換 す る こ と が で き る 異 な る 薬 剤 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ Ｒ の 過 剰 発 現 、 Ｓ Ｖ ４ ０
の Ｔ 抗 原 、 活 性 化 し た rasま た は こ れ ら の ２ つ の 因 子 の 組 合 せ に よ る 形 質 転 換 に 全 く 不 応
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で あ る こ と の 立 証 と な っ た (Sell C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 90: 11217-
11221頁 , 1993; Sell C. et al., Mol. Cell. Biol., 14: 3604-3612頁 , 1994; Morrione
 A. J., Virol., 69: 5300-5303頁 ,　 1955; Coppola D. et al., Mol. Cell. Biol., 14:
 4588-4595頁 , 1994; DeAngelis T et al., J. Cell. Physiol., 164: 214-221頁 , 1995)
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ は 幅 広 い 種 類 の 腫 瘍 お よ び 腫 瘍 系 に お い て 発 現 さ れ 、 Ｉ Ｇ Ｆ は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ
Ｒ と の 結 合 を 介 し て 腫 瘍 増 殖 を 増 幅 す る 。 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 発 癌 に お け る 役 割 に 有 利 な そ の
他 の 議 論 は 受 容 体 に 対 し て 向 け ら れ た マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 ま た は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ
Ｒ の ネ ガ テ ィ ブ ド ミ ナ ン ト を 使 用 し た 研 究 か ら 生 ま れ る 。 実 際 に は 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ に 対 し
て 向 け ら れ た マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 数 多 く の 細 胞 系 の 培 養 増 殖 お よ び 腫 瘍 細 胞 の in
 vivo増 殖 を 阻 害 す る (Arteaga C. et al., Cancer Res., 49: 6237-6241頁 , 1989; Li et
 al., Biochem. Biophys. Res. Com., 196: 92-98頁 , 1993; Zia F et al., J. Cell. Bi
ol., 24: 269-275頁 , 1996; Scotlandi K et al., Cancer Res.,　 58: 4127-4131頁 , 199
8)。 ま た 、 Jiang et al.の 研 究 (Oncogene, 18: 6071-6077頁 , 1999)に お い て も Ｉ Ｇ Ｆ －
Ｉ Ｒ の ネ ガ テ ィ ブ ド ミ ナ ン ト が 腫 瘍 増 殖 を 阻 害 す る こ と が で き る と い う こ と が 示 さ れ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を 特 異 的 か つ 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー に よ っ て 認 識 す る マ ウ
ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 好 ま し く は 、 キ メ ラ 化 抗 体 ま た は ヒ ト 化 抗 体 を 利 用 可 能 と す る こ
と で あ る 。 こ の 抗 体 は イ ン ス リ ン の Ｉ Ｒ 受 容 体 と は ほ と ん ど ま た は 全 く 相 互 に 作 用 し な い
。 そ の 結 合 に よ っ て 、 主 と し て Ｉ Ｇ Ｆ Ｉ ／ Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ お よ び Ｉ Ｇ Ｆ ２ ／ Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 相
互 作 用 に よ っ て 活 性 化 さ れ た シ グ ナ ル 変 換 経 路 と の 相 互 作 用 に よ っ て Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を 発 現
す る 腫 瘍 の 増 殖 を in vitroで 阻 害 す る こ と が で き る 。 こ の 抗 体 は 、 in vivoに お い て 、 エ
ス ト ロ ゲ ン 依 存 性 乳 房 腫 瘍 お よ び 前 立 腺 腫 瘍 を は じ め と す る 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を 発 現 す る あ
ら ゆ る タ イ プ の 腫 瘍 に お い て 活 性 で あ り 得 る 。 現 在 利 用 可 能 な 抗 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 （ Ｍ Ａ ｂ ま た は Ｍ Ａ Ｂ と 記 載 )の 場 合 は そ う で は な い 。 実 際 に は 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ
の ド メ イ ン を 指 す α Ｉ Ｒ ３ は 、 エ ス ト ロ ゲ ン 依 存 性 乳 房 腫 瘍 （ Ｍ Ｃ Ｆ － ７ ） の 増 殖 を 完 全
に in vitro阻 害 す る が 、 in vivoの 対 応 す る モ デ ル に 対 す る 効 果 は な い (Arteaga C. et al
., J. Clin. Invest. 84: 1418-1423頁 , 1989)。 同 様 に 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル １ Ｈ ７ 由
来 の ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ 断 片 は 乳 房 腫 瘍 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ に 対 し て 弱 い 活 性 し か な い が 、 ア ン ド ロ ゲ
ン 非 依 存 性 前 立 腺 腫 瘍 に 対 し て は 完 全 に 不 活 性 で あ る (Li S. L. et al., Cancer Immunol
. Immunother., 49: 243-252頁 , 2000)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 発 明 者 ら は 、 驚 く べ き こ と に 、 キ メ ラ 抗 体 （ Ｃ ７ Ｃ １ ０ と 呼 ば れ る ） お よ び 各 々 、 ｈ ７
Ｃ １ ０ ヒ ト 化 型 １ お よ び ｈ ７ Ｃ １ ０ ヒ ト 化 型 ２ と 呼 ば れ る ２ 種 類 の ヒ ト 化 抗 体 、 マ ウ ス モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 誘 導 体 ７ Ｃ １ ０ が 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を 認 識 し 、 上 記 の あ ら ゆ る 基 準 、 す
な わ ち 、 イ ン ス リ ン で の 受 容 体 の 非 認 識 、 誘 導 さ れ る Ｉ Ｇ Ｆ １ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ ２ 増
殖 の in vitro遮 断 、 な ら び に 、 骨 肉 腫 お よ び 非 小 細 胞 肺 腫 瘍 な ど 、 さ ら に 、 よ り 詳 し く は
エ ス ト ロ ゲ ン 依 存 性 乳 房 腫 瘍 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ お よ び ア ン ド ロ ゲ ン 非 依 存 性 前 立 腺 腫 瘍 Ｄ Ｕ － １
４ ５ で あ る Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を 発 現 す る 異 な る 腫 瘍 の 増 殖 の in vivo阻 害 に 対 応 す る こ と を 立
証 し た 。 ま た 、 驚 く べ き こ と に 、 抗 体 ７ Ｃ １ ０ に よ る Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 腫 瘍 増 殖 の in viv
o阻 害 の 強 度 は 、 エ ス ト ロ ゲ ン 依 存 性 乳 房 腫 瘍 の 処 置 に お い て の 参 照 化 合 物 の １ つ で あ る
タ モ キ シ フ ェ ン で 認 め ら れ る も の と 同 程 度 で あ る か 、 ま た は か な り 上 回 る も の で さ え あ る
。 さ ら に 、 こ れ ら の 抗 体 が Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ お よ び 受 容 体 の 第 一 の 基 質 Ｉ Ｒ Ｓ － １ の β 鎖 の チ
ロ シ ン の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る こ と が わ か っ た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 抗 体 が 、 一 般 的 に 、 細 胞
の 表 面 で の 受 容 体 の 迅 速 な 再 生 を 可 能 に す る 天 然 リ ガ ン ド で 認 め ら れ る こ と と は 相 違 し て
、 受 容 体 の 内 在 化 お よ び そ の 分 解 を 引 き 起 こ す こ と も 確 立 さ れ た 。 こ れ ら の 抗 体 は そ れ ら
の ペ プ チ ド 性 配 列 お よ び 核 の 配 列 、 特 に 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ に 対 す る そ れ ら の 相 補 性 （ Ｃ Ｄ Ｒ
） を 決 定 す る そ れ ら の 領 域 の 配 列 に よ っ て 特 徴 づ け る こ と が で き た 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 よ っ て 、 第 一 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 ヒ ト イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 Ｉ 受 容 体 と 特 異 的
に 結 合 す る こ と が で き 、 必 要 に 応 じ て 、 好 ま し く は さ ら に Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の リ ガ ン ド Ｉ Ｇ Ｆ
１ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ ２ の 自 然 結 合 を 阻 害 す る こ と が で き 、 お よ び ／ ま た は 前 記 Ｉ Ｇ Ｆ
－ Ｉ Ｒ 受 容 体 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る こ と が で き る 、 単 離 さ れ た 抗 体
ま た は そ の 機 能 的 断 片 で あ っ て 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ も し く は ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 補 性 決 定
領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） 、 ま た は 配 列 番 号 ２ 、 ４ も し く は ６ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い
て 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ お よ び ９ ８ ％ の 同 一 性 を 有 す る
配 列 の 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な る 軽 鎖
を 含 ん で な る か 、 あ る い は 、 配 列 番 号 ８ 、 １ ０ お よ び １ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｃ Ｄ Ｒ 、 ま た
は 配 列 番 号 ８ 、 １ ０ お よ び １ ２ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％
、 好 ま し く は ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ お よ び ９ ８ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の 少 な く と も １
つ の Ｃ Ｄ Ｒ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な る 重 鎖 を 含 ん で な る 、 単 離
さ れ た 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 結 合 す る こ と (to bind)」 と 「 結 合 す る こ と (to attach)」 と は 同
じ 意 味 を 有 し 、 互 換 的 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 抗 体 化 合 物 ま た は そ れ ら の 配 列 と 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 、 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 と い う 用 語 は 互 換 的 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 が 天 然 抗 体 に 関 す る も の で は な い こ と 、 す な わ ち 、 そ れ ら は そ れ ら の 天 然 環 境 に
は 存 在 し な い が 、 そ れ ら は 天 然 源 か ら の 精 製 に よ っ て 単 離 し 、 ま た は 準 備 す る こ と が で き
、 あ る い は 遺 伝 子 組 換 え に よ っ て 、 ま た は 化 学 合 成 に よ っ て 準 備 す る こ と が で き 、 そ の 結
果 、 そ れ ら が さ ら に 記 載 す る 非 天 然 ア ミ ノ 酸 を 含 み 得 る こ と を こ こ で 理 解 し な け れ ば な ら
な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 ま た は Ｃ Ｄ Ｒ と は 、 Kabatら に よ っ て 定 義 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 お よ
び 軽 鎖 の 超 可 変 領 域 （ Kabat et al., Sequences of proteins of immunological interes
t, 第 ５ 版 , U.S. Department of Health and Human Services, NIH, 1991、 お よ び 以 降 の
版 ） を 示 す も の で あ る 。 ３ つ の 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ お よ び ３ つ の 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ が 存 在 す る 。 Ｃ Ｄ Ｒ と
い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 場 合 に よ っ て は 、 そ れ が 認 識 す る 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ
に 対 す る 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー に よ る 結 合 を 担 う 大 多 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む こ れ ら の 領
域 の １ つ ま た は い く つ か 、 あ る い は こ れ ら の 領 域 の 全 て を 示 す た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 ２ つ の 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 「 同 一 性 の 割 合 （ パ ー セ ン ト
） 」 と は 、 比 較 さ れ る ２ つ の 配 列 間 の 、 最 良 ア ラ イ メ ン ト （ 最 適 ア ラ イ メ ン ト ） に お い て
得 ら れ た 同 一 ヌ ク レ オ チ ド の 割 合 （ パ ー セ ン ト ） ま た は 同 一 ア ミ ノ 酸 残 基 の 割 合 （ パ ー セ
ン ト ） を 示 す も の で あ り 、 こ の 割 合 （ パ ー セ ン ト ） は 純 粋 に 統 計 的 で あ り 、 ２ つ の 配 列 間
の 相 違 は ラ ン ダ ム に 、 か つ 、 そ れ ら の 全 長 に わ た っ て 分 布 し て い る 。 ２ つ の 核 酸 配 列 ま た
は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 配 列 比 較 は 、 従 来 ど お り に 、 そ れ ら を 最 善 の 方 法 で ア ラ イ ン し た 後 に
こ れ ら の 配 列 を 比 較 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ 、 そ の 比 較 は セ グ メ ン ト に よ っ て ま た は 「
比 較 ウ ィ ン ド ウ 」 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 比 較 の た め の 配 列 の 最 適 ア ラ イ メ ン ト
は 、 手 動 に 加 え 、 Smith and Waterman (1981)の 局 所 的 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム [Ad. App. Mat
h. 2: 482頁 ]に よ っ て 、 Neddleman and Wunsch (1970)の 局 所 的 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム [J. M
ol. Biol. 48: 443頁 ]に よ っ て 、 Pearson and Lipman (1988)の 類 似 検 索 方 法 [Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 85: 2444頁 ]に よ っ て 、 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム （ Wisconsin Genetics S
oftware Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WIの Ｇ Ａ Ｐ 、
Ｂ Ｅ Ｓ Ｔ Ｆ Ｉ Ｔ 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ お よ び Ｔ Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ 、 あ る い は Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 　 Ｎ ま た は Ｂ Ｌ Ａ
Ｓ Ｔ 　 Ｐ 比 較 ソ フ ト ウ ェ ア に よ り )を 用 い る コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 実 施 す る
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こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ２ つ の 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 同 一 性 の 割 合 （ パ ー セ ン ト ） は 最 善 の 方 法 で ア
ラ イ ン し た こ れ ら の ２ つ の 配 列 を 比 較 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る が 、 そ の 際 、 こ れ ら の ２
つ の 配 列 間 の 最 適 ア ラ イ メ ン ト で は 、 比 較 す る 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 が 参 照 配 列 に
対 し て 付 加 ま た は 欠 失 を 含 ん で な る 場 合 が あ る 。 同 一 性 の 割 合 （ パ ー セ ン ト ） は 、 ２ つ の
配 列 間 で ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 が 同 一 で あ る 同 一 位 置 の 数 を 求 め 、 こ の 同 一 位
置 数 を 比 較 ウ ィ ン ド ウ の 全 位 置 数 で 除 し 、 こ れ ら の ２ つ の 配 列 間 の 同 一 性 の 割 合 （ パ ー セ
ン ト ） を 得 る た め に 得 ら れ た 結 果 に １ ０ ０ を 乗 じ て 計 算 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 例 え ば 、 サ イ ト 　 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/b12.htmlで 入 手 可 能 な Ｂ Ｌ Ａ Ｓ
Ｔ プ ロ グ ラ ム 、 「 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 　 ２ 　 ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ 」 (Tatusova et al., "Blast 2 s
equences - a new tool for comparing protein and nucleotide sequences", FEMS Micr
obiol Lett. 174: 247-250頁 )を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ の プ ロ グ ラ ム で 使 用 す る
パ ラ メ ー タ ー は デ フ ォ ル ト (特 に 、 パ ラ メ ー タ ー に 関 し て は 「 オ ー プ ン ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ
ィ 」 ： ５ 、 お よ び 「 エ ク ス テ ン シ ョ ン ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ 」 ： ２ ； 選 択 さ れ る マ ト リ ッ ク
ス は 、 例 え ば 、 プ ロ グ ラ ム に よ っ て 提 示 さ れ る マ ト リ ッ ク ス 「 Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ 　 ６ ２ 」 で あ
る ） で 与 え ら れ る も の で あ り 、 比 較 す る ２ つ の 配 列 間 の 同 一 性 の 割 合 （ パ ー セ ン ト ） は プ
ロ グ ラ ム に よ っ て 直 接 算 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 参 照 ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ お よ び ９ ８
％ の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に は 、 参 照 配 列 に 対 し て 特 定 の 改 変 、 特 に 、 少 な く と も
１ つ の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 付 加 、 ま た は 置 換 、 末 端 切 断 も し く は 延 長 を 有 す る も の が 好 ま し
い 。 １ 以 上 の 連 続 し た ま た は 不 連 続 な ア ミ ノ 酸 の 置 換 の 場 合 、 置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 が 「 等
価 な 」 ア ミ ノ 酸 に 置 き 換 え ら れ る 置 換 が 好 ま し い 。 「 等 価 な ア ミ ノ 酸 」 と は 、 本 明 細 書 に
お い て 、 対 応 す る 抗 体 の 生 物 活 性 を 本 質 的 に 改 変 す る こ と な く 、 基 本 構 造 の ア ミ ノ 酸 の １
つ と 置 き 換 え る こ と が で き る 、 後 に 、 特 に 、 実 施 例 に て 記 載 す る よ う な ア ミ ノ 酸 を 示 す も
の で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ れ ら の 等 価 な ア ミ ノ 酸 は 、 そ れ ら が 置 き 換 わ る ア ミ ノ 酸 と の そ れ ら の 構 造 類 似 性 、 ま
た は 実 施 が 可 能 な 異 な る 抗 体 間 の 生 物 活 性 の 比 較 試 験 の 結 果 の い ず れ か に 応 じ て 決 め る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 一 例 と し て 、 対 応 す る 改 変 さ れ た 抗 体 の 生 物 活 性 に 著 し い 変 化 を も た ら す こ と な く 、 実
施 す る こ と が で き る 置 換 の 可 能 性 を 挙 げ る 。 例 え ば 、 ロ イ シ ン は バ リ ン ま た は イ ソ ロ イ シ
ン に 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 は グ ル タ ミ ン 酸 に 、 グ ル タ ミ ン は ア ス パ ラ ギ ン に 、 ア ル ギ ニ ン は リ
ジ ン に 、 な ど と 置 き 換 え る こ と が で き 、 当 然 な が ら 、 逆 の 置 換 も 同 じ 条 件 下 で 考 え ら れ る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に よ る 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 当 業 者 に は 周 知 の 標 準 的 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で
き る 特 定 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 特 に 、 マ ウ ス 起 源 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 一 般 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 、 特 に 、 マ ウ ス 起 源 の も の の 製 造 に
つ い て は 、 特 に 、 マ ニ ュ ア ル "Antibodies"(Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory
 Manual, Cold Spring Harbor laboratory, Cold Spring Harbor NY, 726頁 , 1988)に 記
載 の 技 術 ま た は Kohler and Milstein(Nature, 256: 495-497頁 , 1975)に よ っ て 記 載 さ れ
た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら の 製 造 技 術 を 参 照 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 そ の 本 発 明 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が
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特 異 的 に 認 識 す る エ ピ ト ー プ を 含 む Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 ま た は そ の 断 片 の １ つ に 対 す る 免
疫 が あ る 動 物 細 胞 か ら 得 る こ と が で き る 。 そ の Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 ま た は そ の 断 片 の １ つ
は 、 特 に 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 含 ま れ る 核 酸 配 列 か ら の 遺 伝
子 組 換 え に よ る 、 ま た は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 の ペ プ チ ド 配 列 に 含 ま れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
の ペ プ チ ド 合 成 に よ る 一 般 的 な 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 そ の 本 発 明 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が
特 異 的 に 認 識 す る エ ピ ト ー プ を 含 む Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 ま た は そ の 断 片 の １ つ が そ の 上 に
予 め 固 定 化 さ れ て い る ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム で 精 製 す る こ と が で き る 。 よ り 詳 し く は 、 そ
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 Ａ タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は Ｇ タ ン パ ク 質 で の ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 そ の 後 の 、 残 留 タ ン パ ク 質 混 入 物 質 、 な ら び に Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｌ Ｐ Ｓ を 排 除 す る こ と
を 目 的 と し た イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 実 施 ま た は 非 実 施 、 本 質 的 に そ の 後 の 、 ダ
イ マ ー ま た は そ の 他 の マ ル チ マ ー の 存 在 に 起 因 し て 起 こ り 得 る 会 合 体 を 排 除 す る た め の セ
フ ァ ロ ー ス ゲ ル で の 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 実 施 ま た は 非 実 施 に よ っ て 精 製 す る こ と が
で き る 。 さ ら に 好 ま し い 方 法 で は 、 こ れ ら の 技 術 全 て を 同 時 に ま た は 連 続 的 に 用 い る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 キ メ ラ 抗 体 ま た は ヒ ト 化 抗 体 も ま た 、 本 発 明 の 抗 体 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 キ メ ラ 抗 体 と は 、 特 定 種 の 抗 体 由 来 の 天 然 の 可 変 （ 軽 鎖 お よ び 重 鎖 ） 領 域 を そ の 特 定 種
と は 異 種 の 種 の 抗 体 の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 定 常 領 域 と 組 み 合 わ せ て 含 む 抗 体 を 示 す も の で あ る
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に よ る キ メ ラ タ イ プ の 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 用 い て 作 製 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 キ メ ラ 抗 体 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 な ら び に 本 発 明 に よ る 非 ヒ ト 、
特 に 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る 配 列 、 お よ び ヒ ト 抗 体 の 定 常 領
域 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う な 組 換 え 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 本 発 明 に よ る キ メ ラ 抗 体 は 、 例 え
ば 、 マ ウ ス － ヒ ト キ メ ラ で あ り 、 こ の 抗 体 の 特 異 性 は マ ウ ス Ｄ Ｎ Ａ 由 来 の 可 変 領 域 に よ っ
て 決 定 さ れ 、 そ の イ ソ タ イ プ は ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ 由 来 の 定 常 領 域 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 キ メ ラ 抗
体 の 製 造 方 法 に つ い て は 、 例 え ば 、 文 献 、 verhoeyn et al.(BicEssays, 8: 74頁 , 1988)
を 参 照 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 と は 、 非 ヒ ト 起 源 の 抗 体 由 来 の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 を 含 み 、 抗 体 分 子 の 他 の 部 分 が １
つ の （ ま た は い く つ か の ） ヒ ト 抗 体 に 由 来 す る 抗 体 を 示 す も の で あ る 。 さ ら に 、 骨 格 の セ
グ メ ン ト の 残 基 の い く つ か （ Ｆ Ｒ と 呼 ば れ る ） が 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 維 持 す る よ う 改 変
さ れ て い て も よ い (Jones et al., Nature, 321: 522-525頁 , 1986; verhoeyen et al.,　
Science, 239: 1534-1536頁 , 1988; Riechmann et al., Nature, 332: 323-327, 1988)。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に よ る ヒ ト 化 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 に よ っ て 作 製 す る こ と
が で き る （ 例 え ば 、 文 献 、 Singer et al., J. Inmun. 150: 2844-2857頁 , 1992; Mountai
n et al., Biotechnol. Genet. Eng. Rev., 10: 1-142頁 , 1992; ま た は Bebbington et a
l.,　 Bio/Technology, 10: 169-175頁 , 1992に 記 載 の も の な ど )。 こ の よ う な 本 発 明 に よ
る ヒ ト 化 抗 体 は 、 in vitroで の 診 断 法 、 ま た は in vivoで の 予 防 的 お よ び ／ ま た は 治 療 的
処 置 で の 使 用 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に よ る 抗 体 の 機 能 的 断 片 と は 、 特 に 、 Ｆ ｖ 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ （ ｓ ｃ は 単 鎖 ） 、 Ｆ ａ ｂ 、
Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ 断 片 ま た は ダ イ ア ボ デ ィ 、 ま た は ポ リ （ エ チ
レ ン ） グ リ コ ー ル （ 「 ペ グ 化 」 ） の よ う な ポ リ （ ア ル キ レ ン ） グ リ コ ー ル の 付 加 な ど の 化
学 修 飾 に よ っ て 、 ま た は リ ポ ソ ー ム へ の 組 込 み に よ っ て 半 減 期 を 延 長 し た 断 片 （ Ｆ ｖ － Ｐ
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Ｅ Ｇ 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｐ Ｅ Ｇ 、 Ｆ ａ ｂ － Ｐ Ｅ Ｇ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ － Ｐ Ｅ Ｇ ま た は Ｆ ａ ｂ ’ － Ｐ
Ｅ Ｇ と 呼 ば れ る ペ グ 化 断 片 ） （ 「 Ｐ Ｅ Ｇ 」 は ポ リ （ エ チ レ ン ） グ リ コ ー ル ） と い っ た 抗 体
断 片 を 示 す も の で あ り 、 そ の 断 片 は 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ ま た は １ ２ の 配 列 の 特
徴 的 な Ｃ Ｄ Ｒ の 少 な く と も １ つ を 有 し 、 特 に 、 一 般 に 、 そ の 由 来 と な る 抗 体 の 部 分 活 性 、
例 え ば 、 特 に 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 を 認 識 し 、 そ れ と 結 合 し 、 必 要 に 応 じ て 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ
Ｒ 受 容 体 の 活 性 を 阻 害 す る 能 力 さ え 発 揮 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 好 ま し く は 、 そ の 機 能 的 断 片 が そ れ ら の 由 来 と な る 抗 体 の 重 ま た は 軽 可 変 鎖 の 部 分 配 列
か ら 構 成 さ れ る か 、 ま た は そ れ を 含 ん で な り 、 そ の 部 分 配 列 が そ の 由 来 と な る 抗 体 と 同 じ
結 合 特 異 性 と 十 分 な ア フ ィ ニ テ ィ ー 、 好 ま し く は 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 に 対 し て 、 そ の 由
来 と な る 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー と 少 な く と も 同 等 ～ １ ／ １ ０ ０ 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く
と も １ ／ １ ０ の ア フ ィ ニ テ ィ ー を 保 持 す る の に 十 分 な も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ の よ う な 機 能 的 断 片 は 、 そ の 由 来 と な る 抗 体 の 配 列 の 最 低 ５ 個 の ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く
は 、 １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ５ 、 ５ ０ お よ び １ ０ ０ 個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 好 ま し く は 、 こ れ ら の 機 能 的 断 片 は 、 一 般 に 、 そ れ ら の 由 来 と な る 抗 体 と 同 じ 結 合 特 異
性 を 有 す る Ｆ ｖ 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ （ ａ ｂ '） 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ タ
イ プ ま た は ダ イ ア ボ デ ィ の 断 片 で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 本 発 明 に よ る 抗 体 断 片 は 、 上 記
の よ う な 抗 体 か ら 、 ペ プ シ ン ま た は パ パ イ ン の よ う な 酵 素 に よ る 消 化 な ど の 方 法 に よ っ て
、 お よ び ／ ま た は 化 学 的 還 元 に よ る ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 切 断 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
別 法 で は 、 本 発 明 に 含 ま れ る 抗 体 断 片 を 当 業 者 に は ま た 周 知 の 遺 伝 子 組 換 え 技 術 に よ っ て
、 あ る い は 、 例 え ば 、 Applied Biosystemsな ど の 会 社 か ら 提 供 さ れ る も の な ど の 自 動 ペ プ
チ ド 合 成 装 置 を 用 い た ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 組 換 え に よ っ て 、 ま た は 化 学 合 成 に よ っ て 得 ら れ た
本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 、 特 に 、 キ メ ラ 抗 体 ま た は ヒ ト 化 抗 体 を 包 含 す る
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ２ の 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ ２ の 配
列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の 少 な く と も
１ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な る 重 鎖 を 含 ん で な る 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 に
関 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ６ つ の 短 い Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 の う ち 、 重 鎖 の ３ 番 目 の Ｃ Ｄ Ｒ （ Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ ） は 多 様 な サ イ ズ を
有 す る （ 本 質 的 に は そ れ を も た ら す 遺 伝 子 の 配 列 機 構 に よ っ て 多 様 化 ） 。 知 ら れ て い る 最
長 サ イ ズ は ２ ６ で あ る が 、 ２ ア ミ ノ 酸 ほ ど 短 い こ と も あ る 。 機 能 上 、 Ｃ Ｄ Ｒ Ｈ ３ は 抗 体 の
特 異 性 決 定 に お い て 部 分 的 に 役 割 を 果 た す (Segal et al., PNAS, 71: 4298-4302,頁  1974
; Amit et al., Science, 233: 747-753頁 , 1986; Chothia et al., J. Mol. Biol., 196
: 901-917頁 , 1987; Chothia et al., Nature, 342: 877-883頁 , 1989; Caton et al., J
. Immunol., 144: 1965-1968頁 , 1990; Sharon et al., PNAS, 87: 4814-4817頁 , 1990; 
Sharon et al., J. Immunol., 144: 4863-4869頁 , 1990; Kabat et al., J. Immunol., 1
47: 1709-1719頁 , 1991)。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 抗 体 結 合 部 位 の 構 築 に は Ｃ Ｄ Ｒ の 低 い 割 合 の ア ミ ノ 酸 し か 貢 献 し な い が 、 こ れ ら の 残 基
が 極 め て 特 異 的 な 立 体 配 座 に 維 持 さ れ な け れ ば な ら な い こ と は 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ８ 、 １ ０ お よ び １ ２ の 配 列 の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の う ち
少 な く と も ２ つ も し く は ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ 、 ま た は 各 々 が 配 列 番 号 ８ 、 １ ０ お よ び １ ２ の 配 列
と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ
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の う ち 少 な く と も ２ つ も し く は ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な る 重 鎖 を 含 ん で な る 、 本 発 明 に よ
る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 同 様 に 好 ま し い 実 施 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ も し く は ６ の 配 列 の Ｃ Ｄ
Ｒ 、 ま た は 配 列 番 号 ２ 、 ４ も し く は ６ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も
８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の Ｃ Ｄ Ｒ か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な
る 軽 鎖 を 含 ん で な る 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 よ り 好 ま し い 実 施 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ お よ び ６ の 配 列 の ３ つ の Ｃ
Ｄ Ｒ の う ち 少 な く と も ２ つ も し く は ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ 、 ま た は 各 々 が 配 列 番 号 ２ 、 ４ お よ び ６
の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の ３ つ の
Ｃ Ｄ Ｒ の う ち 少 な く と も ２ つ も し く は ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な る 軽 鎖 を 含 ん で な る 、 本 発
明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 は 、 配 列 番 号 ８ 、 １ ０ お よ び
１ ２ の 配 列 の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ 、 ま た は 各 々 が 配 列 番 号 ８ 、 １ ０ お よ び １ ２ の 配 列 と の 最 適 な
ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な
る 重 鎖 を 含 ん で な り 、 か つ 、 さ ら に 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ お よ び ６ の 配 列 の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ 、 ま
た は 各 々 が 配 列 番 号 ２ 、 ４ お よ び ６ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８
０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 含 ん で な る 軽 鎖 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 他 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 ヒ ト イ ン ス リ ン 受 容 体 Ｉ Ｒ と 結 合 し な い か 、 ま た は 有 意
に 結 合 し な い こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る 機 能 的 断 片 は 、 Ｆ ｖ 断 片 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片
、 Ｆ ａ ｂ '断 片 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ 断 片 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ 断 片 お よ び ダ イ ア ボ デ ィ か ら 選 択 さ れ る
も の 、 ま た は ペ グ 化 断 片 な ど の 化 学 修 飾 、 特 に 、 ペ グ 化 に よ っ て 、 ま た は リ ポ ソ ー ム へ の
組 込 み に よ っ て 半 減 期 を 延 長 さ せ た 機 能 的 断 片 と さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 他 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る こ と が で き
る マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ 、 特 に 、 ２ ０ ０ １ 年 ９ 月 １ ９ 日 に Centre National de Culture D
e Microorganisme（ Ｃ Ｎ Ｃ Ｍ , National Center of Microorganism Culture） （ Institut
 Pasteur, Paris, France） に 番 号 Ｉ － ２ ７ １ ７ と し て 寄 託 さ れ て い る よ う な マ ウ ス 起 源
の ハ イ ブ リ ド ー マ に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ２ ０ ０ １ 年 ９ 月 １ ９ 日 に Ｃ Ｎ Ｃ Ｍ に 番 号 Ｉ － ２ ７ １ ７ と し て 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ
に よ っ て 分 泌 さ れ る 、 本 明 細 書 に お い て ７ Ｃ １ ０ と 呼 ば れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ
の 機 能 的 断 片 は 、 当 然 な が ら 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 ５ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 も し
く は 配 列 番 号 ５ ４ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有
す る 配 列 を 含 ん で な る 配 列 の 軽 鎖 、 ま た は ／ お よ び 、 配 列 番 号 ６ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 も し
く は 配 列 番 号 ６ ９ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有
す る 配 列 を 含 ん で な る 配 列 の 重 鎖 を 含 ん で な る も の で あ る 、 本 発 明 に よ る マ ウ ス 抗 体 ま た
は そ の 機 能 的 断 片 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 同 様 の 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 前 記 抗 体 が 、 さ ら に マ ウ ス と は 異 種 の 種 、 特 に
ヒ ト の 抗 体 に 由 来 す る 軽 鎖 お よ び 重 鎖 定 常 領 域 を 含 ん で な る も の で あ り 、 好 ま し く は 、 ヒ
ト 抗 体 由 来 の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 定 常 領 域 が 、 そ れ ぞ れ κ 領 域 お よ び γ － １ 、 γ － ２ ま た は γ
-４ 領 域 で あ る 、 本 発 明 に よ る キ メ ラ 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 に 関 す る 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
　 同 様 の 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 前 記 抗 体 が 、 軽 鎖 お よ び ／ ま た は 重 鎖 の 骨 格 セ
グ メ ン ト Ｆ Ｒ １ ～ Ｆ Ｒ ４ （ 実 施 例 １ ２ お よ び １ ３ 、 表 ５ お よ び ６ に て 以 下 で 記 載 す る よ う
な も の ） が そ れ ぞ れ ヒ ト 抗 体 軽 鎖 お よ び ／ ま た は 重 鎖 の 骨 格 セ グ メ ン ト Ｆ Ｒ １ ～ Ｆ Ｒ ４ に
由 来 す る も の で あ る 軽 鎖 お よ び ／ ま た は 重 鎖 を 含 ん で な る も の で あ る 、 本 発 明 に よ る ヒ ト
化 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 に よ る ヒ ト 化 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 に お い て 、
前 記 ヒ ト 化 抗 体 は 、 配 列 番 号 ６ １ も し く は ６ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 ６ １ も し
く は ６ ５ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列
を 含 ん で な る 軽 鎖 、 ま た は ／ お よ び 、 配 列 番 号 ７ ５ 、 ７ ９ も し く は ８ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は 配 列 番 号 ７ ５ 、 ７ ９ も し く は ８ ３ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と
も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 ん で な る 重 鎖 を 含 ん で な る も の と さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る ヒ ト 化 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 に お い て 、 前 記 ヒ ト 化 抗 体
は 、 配 列 番 号 ６ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 軽 鎖 、 お よ び 配 列 番 号 ７ ９ ま た は ８ ３ 、 好
ま し く は 配 列 番 号 ８ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 配 列 の 重 鎖 を 含 ん で な る も の と さ れ る
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 新 規 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 以 下 の 核 酸 ：
　 （ ａ ） 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ
、
　 （ ｂ ） 前 記 （ ａ ） に 記 載 の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 、 お よ び
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 も し く は １ １ の 核 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 １ 、 ３
、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 も し く は １ １ の 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ 、
好 ま し く は 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ お よ び ９ ８ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の 少 な く と も １
つ の Ｃ Ｄ Ｒ と 、 高 度 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 少 な く
と も １ ８ 個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 核 酸
か ら 選 択 さ れ る 、 単 離 さ れ た 核 酸 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 核 酸 、 核 配 列 ま た は 核 酸 配 列 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と は 、 本 発 明 に お い て は 区 別 せ ず に 使 用 さ れ 、 改 変 ま た は 非
改 変 ヌ ク レ オ チ ド の 正 確 な 連 鎖 を 示 す も の で あ り 、 核 酸 の 断 片 ま た は 領 域 を 定 義 す る こ と
を 可 能 に し 、 非 天 然 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む か ま た は 含 ま ず 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ は
も ち ろ ん の こ と 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 産 物 に 相 当 す る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 が 、 そ れ ら の 天 然 の 染 色 体 環 境 に お け る 、 す な わ ち 、 自 然 な 状 態 で の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に 関 す る も の で は な い こ と も こ こ で 理 解 し な け れ ば な ら な い 。 本 発 明 は 、 単 離 さ れ
、 お よ び ／ ま た は 精 製 さ れ た 配 列 に 関 す る も の で あ り 、 す な わ ち 、 そ れ ら は 直 接 的 ま た は
間 接 的 に 、 例 え ば コ ピ ー に よ っ て 、 選 択 さ れ た も の で あ り 、 そ れ ら の 環 境 は 少 な く と も 部
分 的 に 改 変 さ れ て い る 。 よ っ て 、 本 明 細 書 に お い て 、 そ れ は 、 例 え ば 、 宿 主 細 胞 を 用 い た
遺 伝 子 組 換 え に よ っ て 得 ら れ る 、 ま た は 化 学 合 成 に よ っ て 得 ら れ る 単 離 核 酸 も ま た 示 す も
の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 好 適 な 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト に お い て 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 、 ８ ５ ％ 、
９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ お よ び ９ ８ ％ の 同 一 性 の 割 合 （ パ ー セ ン ト ） を 有 す る 核 配 列 と は 、 参 照 核
配 列 に 対 し て 特 定 の 改 変 、 例 え ば 、 特 に 、 欠 失 、 末 端 切 断 、 延 長 、 キ メ ラ 融 合 お よ び ／ ま
た は 置 換 、 特 に 、 点 置 換 を 有 す る 核 配 列 を 示 す も の で あ る 。 好 ま し く は 、 そ れ は 、 そ れ に
含 ま れ る 配 列 が 、 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 に 関 連 す る 参 照 配 列 と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す
る 配 列 、 ま た は 参 照 配 列 と 、 好 ま し く は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 、 特 に 、 以 下 に 記
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載 す る よ う な 条 件 下 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 相 補 配 列 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 温 度 条 件 お よ び イ オ ン 強
度 条 件 に よ っ て 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ の ２ 断 片 間 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 維 持 を 可 能 に す る
よ う に そ れ ら を 選 択 す る こ と を 示 す 。 例 と し て 、 上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 定 義 す る
こ と を 目 的 と し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 の 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 以 下 の も
の が 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ２ 工 程 で 実 施 さ れ る ：
(１ ） ５ × Ｓ Ｓ Ｃ （ １ × Ｓ Ｓ Ｃ は ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ＋ ０ ． ０ １ ５ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム 溶 液 に 相 当 す る ） 、 ５ ０ ％ の ホ ル ム ア ミ ド 、 ７ ％ の ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｄ Ｓ ）
、 １ ０ × Ｄ ｅ ｎ ｈ ａ ｒ ｄ ｔ ’ ｓ 、 ５ ％ の 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン お よ び １ ％ の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を
含 有 す る リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ ２ ０ ｍ Ｍ ， ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 中 、 ４ ２ ℃ に て ３ 時 間 の プ レ ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ； （ ２ ） プ ロ ー ブ の サ イ ズ に 応 じ た 温 度 （ す な わ ち 、 プ ロ ー ブ サ イ ズ ＞
１ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 場 合 に は ４ ２ ℃ ） に て ２ ０ 時 間 の 実 際 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、
そ の 後 の ２ × Ｓ Ｓ Ｃ ＋ ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で ２ ０ ℃ に て ２ ０ 分 の ２ 回 洗 浄 、 ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ ＋ ０ ．
１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で ２ ０ ℃ に て ２ ０ 分 の １ 回 洗 浄 。 最 終 洗 浄 は 、 プ ロ ー ブ サ イ ズ ＞ １ ０ ０ ヌ ク レ
オ チ ド の 場 合 、 ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ ＋ ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で ６ ０ ℃ に て ３ ０ 分 間 実 施 す る 。 よ り 大
き な サ イ ズ ま た は よ り 小 さ な サ イ ズ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 場 合 に は 、 当 業 者 な ら ば 、 規
定 サ イ ズ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 上 記 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を
、 Sambrookら の 教 示 (1989, Molecular cloning: a laboratory manual. 第 ２ 版  Cold Spr
ing Harbor)に 従 っ て 適 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に よ る 核 酸 を 含 ん で な る ベ ク タ ー に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 は 、 特 に 、 本 発 明 に よ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー お よ び ／
ま た は 発 現 ベ ク タ ー に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 、 所 定 の 宿 主 細 胞 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発
現 お よ び ／ ま た は 分 泌 を 可 能 に す る エ レ メ ン ト を 含 む 。 そ の た め 、 ベ ク タ ー は 、 プ ロ モ ー
タ ー 、 翻 訳 開 始 お よ び 終 結 シ グ ナ ル 、 な ら び に 転 写 調 節 の 好 適 な 領 域 を 含 む 必 要 が あ る 。
そ れ は 安 定 し た 形 で 宿 主 細 胞 中 に 維 持 さ れ な け れ ば な ら ず 、 所 望 に よ り 、 翻 訳 さ れ た タ ン
パ ク 質 の 分 泌 を 指 示 す る 特 定 の シ グ ナ ル を 有 し て い て も よ い 。 こ れ ら の 様 々 な エ レ メ ン ト
は 、 用 い る 宿 主 細 胞 に 応 じ て 当 業 者 に よ り 選 択 さ れ 、 最 適 化 さ れ る 。 こ の 目 的 の た め に 、
本 発 明 に よ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 選 択 さ れ た 宿 主 の 自 己 複 製 ベ ク タ ー に 挿 入 し て も よ い
し 、 ま た は 選 択 さ れ た 宿 主 の 組 換 え 型 ベ ク タ ー と し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に よ っ て 現 在 使 用 さ れ る 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ 、 得 ら れ
た ク ロ ー ン は リ ポ フ ェ ク チ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 熱 衝 撃 、 ま た は 化 学 的 手 法 な ど
の 標 準 的 方 法 に よ っ て 好 適 な 宿 主 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス 起 源 の ベ ク タ ー で あ る 。
そ れ ら は 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し て 本 発 明 に よ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る 、 ま
た は 発 現 さ せ る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た 、 ま た は こ れ を 含 ん で な
る 宿 主 細 胞 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 宿 主 細 胞 は 、 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 系 、 例 え ば 、 細 菌 細 胞 か ら 選 択 す る こ と が で き る
が 、 同 様 に 酵 母 細 胞 ま た は 動 物 細 胞 、 特 に 、 哺 乳 類 細 胞 か ら 選 択 す る こ と も で き る 。 ま た
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、 昆 虫 細 胞 ま た は 植 物 細 胞 を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に 従 っ て 形 質 転 換 さ れ た 少 な く と も １ つ の 細 胞 を 含 ん で な る 、 ヒ
ト を 除 く 動 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 他 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 本 発 明 に よ る 宿 主 細 胞 を 、 培 地 お よ び 好 適 な 培 養 条 件 に お い て 培 養 す る 工 程 、 お
よ び
　 （ ｂ ） こ の よ う に し て 産 生 し た 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 を 、 培 養 培 地 ま た は 培 養 し た
前 記 細 胞 か ら 回 収 す る 工 程
を 含 ん で な る 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 形 質 転 換 細 胞 は 、 本 発 明 に よ る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 に 使 用 す る
こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー に よ っ て 形 質
転 換 さ れ た 細 胞 を 使 用 す る 、 組 換 え 型 の 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 は 、 そ れ 自
体 が 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た 細
胞 を 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 培 養 し 、 組 換 え ペ プ チ ド を 回 収 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 上 述 の よ う に 、 宿 主 細 胞 は 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 系 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 特 に
、 こ の よ う な 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 系 で の 分 泌 を 促 進 す る 本 発 明 に よ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 同 定 す る こ と が で き る た め 、 こ の よ う な 配 列 を 有 す る 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー は 、 分 泌
さ れ る よ う 意 図 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 の 作 製 に 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。 実 際 に は 、
目 的 の こ れ ら の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 精 製 は 、 そ れ ら が 宿 主 細 胞 内 部 よ り も む し ろ 細 胞 培 養
物 の 上 清 に 存 在 す る こ と に よ っ て 容 易 に な る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ま た 、 化 学 合 成 に よ っ て も 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ
う な 製 造 方 法 も ま た 、 本 発 明 の １ つ の 態 様 で あ る 。 当 業 者 な ら ば 、 化 学 合 成 の 方 法 、 例 え
ば 、 固 相 を 使 用 す る 技 術 （ 特 に 、 Steward et al., 1984, Solid phase peptide synthesi
s, Pierce Chem. Company, Rockford, 111, 第 ２ 版 , (1984)を 参 照 ） ま た は 部 分 固 相 を 用
い る 、 断 片 の 縮 合 に よ る 、 ま た は 溶 液 中 で の 古 典 的 な 合 成 に よ る 技 術 は 理 解 し て い る 。 化
学 合 成 に よ っ て 得 ら れ た 、 対 応 す る 非 天 然 ア ミ ノ 酸 を 含 み 得 る ポ リ ペ プ チ ド も ま た 、 本 発
明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 も ま た 、 本 発 明
に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 第 二 の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は さ ら に 、 ヒ ト 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 受 容 体 （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ）
と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き 、 お よ び ／ ま た は そ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る こ と が で き る も の で あ る 、 上 述 の 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機
能 的 断 片 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 一 般 に 、 増 殖 因 子 は 正 常 細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 の 調 節 に 関 与 す る 小 タ ン パ ク 質 で あ る 。
ま た 、 こ れ ら の 増 殖 因 子 の い く つ か は 、 細 胞 形 質 転 換 の 開 始 お よ び 維 持 に お い て 重 要 な 役
割 を 果 た し 、 オ ー ト ク ラ イ ン 因 子 ま た は パ ラ ク ラ イ ン 因 子 と し て 機 能 す る こ と が で き る 。
こ れ は 、 特 に 、 上 述 の Ｉ Ｇ Ｆ １ に 加 え て 、 特 に 、 腫 瘍 表 現 型 の 発 現 、 腫 瘍 の 進 行 お よ び 転
移 の 発 生 に 関 与 す る と 思 わ れ る 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） に も あ て は ま る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Ｅ Ｇ Ｆ お よ び Ｉ Ｇ Ｆ １ は 、 本 明 細 書 に お い て Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ お よ び Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ と 呼 ば れ る そ
れ ぞ れ の 受 容 体 を 介 し て そ の 作 用 を 発 揮 す る 。 ２ つ の 事 例 に お い て 、 こ の こ と は 数 多 く の
癌 で そ の 過 剰 発 現 が 報 告 さ れ て い る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 膜 受 容 体 に 関 係 し て い
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る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら ２ つ の 受 容 体 の 相 互 作 用 が 解 明 さ れ て お ら ず 、 こ れ に 関 し て 種
々 の チ ー ム に よ っ て 実 施 さ れ た 研 究 に お い て 、 こ れ ら ２ つ の 受 容 体 の 連 携 に 関 し て 矛 盾 す
る 結 果 が 得 ら れ て い る こ と に 留 意 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 で 実 施 さ れ た 研 究 で は 、 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 本 明 細 書 に お
い て 「 Ｍ Ａ Ｂ 」 ま た は 「 Ｍ Ａ ｂ 」 と 呼 ば れ る ） に よ る オ ー ト ク リ ン ル ー プ Ｅ Ｇ Ｆ /Ｅ Ｇ Ｆ
Ｒ の 中 断 が 、 Ｄ Ｕ １ ４ ５ 細 胞 の Ｉ Ｇ Ｆ １ に 対 す る 応 答 の 完 全 喪 失 に よ っ て 明 示 さ れ る こ と
を 示 し て い る (Connolly J. M. and Rose D, P., Prostate, Apr. 24 (4): 167-75頁 , 199
4; Putz T. et al., Cancer Res., Jan. 1, 59 (1):　 227-33頁 , 1999)。 こ れ ら の 結 果 か
ら は 、 Ｅ Ｇ Ｆ に 対 す る 受 容 体 の 遮 断 が ２ つ の 受 容 体 （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ お よ び Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ ） の 活
性 化 に よ っ て 生 じ る 形 質 転 換 シ グ ナ ル の 完 全 阻 害 を 得 る の に 十 分 な も の で あ る こ と が 示 唆
さ れ る 。 一 方 、 他 の 研 究 (Pietrzkowski et al., Cell Growth Differ, Apr., 3 (4):199-
205頁 , 1992; Coppola et al., Mol Cell Biol., Jul., 14 (7): 4588-95頁 , 1994)で は
、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ は 、 そ の 作 用 を 媒 介 す る 役 割 と し て は 、 機 能 的 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 存 在 を 必 要 と し
な い が 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 過 剰 発 現 は そ の 有 糸 分 裂 誘 発 性 お よ び 形 質 転 換 能 を 発 揮 す る の に 機 能
的 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 存 在 を 必 要 と す る こ と が 示 さ れ た 。 こ の ２ つ 目 の 一 連 の 研 究 は 、 ２ つ の
受 容 体 に 同 時 に 作 用 す る こ と を 目 的 と し て 選 択 的 に Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を 遮 断 す る 傾 向 が あ る 方
法 と よ り 同 調 し て い る 。  
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 発 明 者 ら は 初 め て 、 Ｉ Ｇ Ｆ １ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ ２ の Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ
受 容 体 と の 結 合 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 と の 結 合 の 同 時 阻 害 に よ っ て 、 こ れ ら ２ つ
の 受 容 体 を 発 現 す る 腫 瘍 を 有 す る ヌ ー ド マ ウ ス に お け る in vivo腫 瘍 増 殖 に 対 し て 得 ら れ
る こ れ ら ２ つ の 作 用 の 有 意 な 相 乗 効 果 が 可 能 と な る こ と を 立 証 し た 。 こ の 作 用 の 相 乗 効 果
を 説 明 す る こ と が で き る よ り 有 望 な 仮 説 の １ つ は 、 ２ つ の 増 殖 因 子 Ｅ Ｇ Ｆ お よ び Ｉ Ｇ Ｆ １
（ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ ２ ） 自 身 が 、 正 常 細 胞 の 腫 瘍 特 性 を 有 す る 細 胞 へ の 形 質 転 換 に お
い て 、 お よ び ／ ま た は 特 定 の 腫 瘍 、 特 に 、 ２ つ の 受 容 体 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ お よ び Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を 過
剰 発 現 し 、 お よ び ／ ま た は こ れ ら ２ つ の 受 容 体 、 特 に 、 こ れ ら の 受 容 体 の チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ 活 性 の レ ベ ル に て 介 在 す る 変 換 シ グ ナ ル の 過 剰 活 性 化 を 有 す る 腫 瘍 に 関 す る 腫 瘍 細 胞 の
成 長 お よ び ／ ま た は 増 殖 に お い て 相 乗 効 果 を 発 揮 す る と い う も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 実 施 態 様 の 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 Ｅ Ｇ Ｆ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と の 結 合 を 特 異 的
に 阻 害 し 、 お よ び ／ ま た は そ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す
る 第 二 の モ チ ー フ を 含 ん で な る 二 重 特 異 性 抗 体 か ら な る も の で あ る 、 上 述 の よ う な 抗 体 に
関 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 「 第 二 の モ チ ー フ 」 と い う 用 語 は 、 上 記 の 、 特 に 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が
で き る 断 片 、 特 に 、 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 の 可 変 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 、 ま た は こ の 特 異 的 な 結 合 を 行
う の に 十 分 な 長 さ の こ の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の 断 片 の １ つ 、 あ る い は 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 の い く つ か の
Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 を 含 ん で な る ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 二 重 特 異 性 ま た は 二 価 性 抗 体 は 、 同 じ 分 子 内 に ２ つ の 異 な る 可 変 領 域 を 併 せ 持 つ 第 二 世
代 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る (Hollinger and Bohlen 1999 Cancer and metastasis rev
. 18: 411-419頁 )。 そ れ ら の 用 途 は 、 新 し い エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 補 充 し 、 ま た は 腫 瘍 細 胞
表 面 の い く つ か の 分 子 を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る そ れ ら の 能 力 か ら 、 診 断 分 野 お よ び 治 療 分
野 の 両 方 に お い て 実 証 さ れ て い る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 化 学 的 手 法 (Glennie MJ et al. 198
7 J. Immunol. 139, 2367-2375頁 ; Repp R. et al. 1995 J. Hemat. 377-382頁 )ま た は 体
細 胞 法 (Staerz U. D. and Bevan M. J. 1986 PNAS 83, 1453-1457頁 ; Suresh M. R. et a
l. 1986 Method Enzymol. 121: 210-228頁 )に よ る だ け で な く 、 選 択 的 に 、 ヘ テ ロ 二 量 化
の 強 化 を 可 能 に し 、 そ れ に よ っ て 求 め ら れ て い る 抗 体 の 精 製 方 法 を 容 易 に す る 遺 伝 子 工 学
技 術 (Merchand et al. 1998 Nature Biotech. 16: 677-681頁 )に よ っ て も 得 る こ と が で き
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る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ れ ら の 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 完 全 Ｉ ｇ Ｇ と し て 、 二 重 特 異 性 Ｆ ａ ｂ ’ ２ と し て 、 Ｆ ａ ｂ
'Ｐ Ｅ Ｇ と し て 、 ま た は ダ イ ア ボ デ ィ と し て 、 あ る い は 二 重 特 異 性 ｓ ｃ Ｆ ｖ と し て だ け で
な く 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ さ れ た 各 抗 原 に 対 す る ２ つ の 結 合 部 位 が 存 在 す る 四 価 二 重 特 異 性
抗 体 (Park et al. 2000 Mol. Immunol. 37 (18): 1123-30頁 )ま た は 上 述 の よ う な そ の 断
片 と し て も 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体 の 製 造 お よ び 投 与 は 、 ２ 種 類 の 特 異 的 な 抗 体 の 製 造 よ り も 負 担 が 少 な い
と い う 事 実 か ら の 経 済 上 の 利 点 に 加 え 、 こ の よ う な 二 重 特 異 性 抗 体 の 使 用 は 処 置 の 毒 性 を
軽 減 す る と い う 利 点 も 有 し て い る 。 こ れ は 、 二 重 特 異 性 抗 体 の 使 用 が 循 環 抗 体 総 量 の 低 減
を 可 能 に し 、 結 果 と し て 、 起 こ り 得 る 毒 性 を 軽 減 さ せ て い る こ と に よ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に よ れ ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 二 価 ま た は 四 価 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 実 際 問 題 と し て 、 四 価 二 重 特 異 性 抗 体 の 使 用 へ の 関 心 は 、 そ れ が 二 価 抗 体 と 比 較 し て 、
各 標 的 、 本 発 明 に お い て は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の そ れ ぞ れ に 対 す る ２ つ の 結 合 部
位 が 存 在 す る こ と か ら 、 よ り 大 き な ア ビ デ ィ テ ィ を 有 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 上 記 の 抗 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 抗 体 の 機 能 的 断 片 の 選 択 と 同 様 に 、 第 二 の モ チ ー フ は 、 Ｆ ｖ 断 片
、 Ｆ ａ ｂ 断 片 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 、 Ｆ ａ ｂ ’ 断 片 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ 断 片 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ 断 片
お よ び ダ イ ア ボ デ ィ か ら 選 択 さ れ 、 ま た は ペ グ 化 断 片 、 例 え ば 、 Ｆ ｖ － Ｐ Ｅ Ｇ 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ
－ Ｐ Ｅ Ｇ 、 Ｆ ａ ｂ － Ｐ Ｅ Ｇ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ － Ｐ Ｅ Ｇ ま た は Ｆ ａ ｂ ’ － Ｐ Ｅ Ｇ な ど の 、 半
減 期 を 延 長 し た 形 態 と さ れ る 。 本 発 明 の さ ら に 好 ま し い 態 様 に よ れ ば 、 第 二 の 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
モ チ ー フ は 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ２ ２ ５ 、 そ の マ ウ ス － ヒ ト キ メ ラ 誘 導 体 Ｃ ２ ２ ５
、 ま た は こ の 抗 体 ２ ２ ５ 由 来 の ヒ ト 化 抗 体 に 由 来 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 さ ら に 他 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 薬 剤 と し て の 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能
的 断 片 、 好 ま し く は 、 上 記 の よ う な ヒ ト 化 抗 体 に 関 す る 。 以 下 の 説 明 に お け る 抗 体 は 、 抗
Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 抗 体 、 な ら び に 二 重 特 異 性 抗 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ /Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 と し て 理 解 し な け
れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 有 効 成 分 と し て 、 好 ま し く は 賦 形 剤 お よ び ／ ま た は 医 薬 上 許 容 さ れ る ビ
ヒ ク ル と 混 合 し た 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 か ら な る 化 合 物 を 含 ん で な る
医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は ま た 、 Ｅ Ｇ Ｆ の ヒ ト 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 受 容 体 （
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） と の 結 合 を 特 異 的 に 阻 害 す る こ と が で き 、 お よ び ／ ま た は そ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体
の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る こ と が で き る 化 合 物 か ら 選 択 さ れ る 第 二 の 化
合 物 を 含 ん で な る 、 上 述 の 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で は 、 第 二 の 化 合 物 は 、 Ｅ Ｇ Ｆ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と の 結 合 を 競 合 に よ っ
て 阻 害 す る こ と が で き る 単 離 さ れ た 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 か ら 選 択 さ れ る
。 よ り 詳 し く は 、 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 、 キ メ ラ 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
抗 体 も し く は ヒ ト 化 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 、 ま た は そ の 機 能 的 断 片 か ら 選 択 さ れ る 。 さ ら に 詳 し
く は 、 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 の 機 能 的 断 片 は 、 Ｆ ｖ 断 片 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 、 Ｆ
ａ ｂ '断 片 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ 断 片 も し く は ダ イ ア ボ デ ィ か ら 選 択 さ れ 、 ま た は ペ グ 化 断 片
な ど の 半 減 期 を 延 長 し た 断 片 と さ れ る 。 前 記 抗 体 は 、 さ ら に 好 ま し く は 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ２ ２ ５ 、 そ の マ ウ ス － ヒ ト キ メ ラ 誘 導 体 Ｃ ２ ２ ５ （ Ｉ Ｍ Ｃ － Ｃ ２ ２ ５ と も 呼 ば
れ る ） 、 ま た は こ の 抗 体 ２ ２ ５ 由 来 の ヒ ト 化 抗 体 か ら な る 。
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【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 同 時 使 用 、 個 別 使 用 ま た は 逐 次 使 用 を 目 的 と し た 組 合
せ 製 品 と し て 、 細 胞 傷 害 性 薬 剤 ／ 細 胞 増 殖 抑 制 剤 、 な ら び に ／ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ に 対 す る
受 容 体 お よ び ／ も し く は Ｅ Ｇ Ｆ に 対 す る 受 容 体 の そ れ ぞ れ の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の 阻 害
剤 を さ ら に 含 ん で な る 、 上 記 の よ う な 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 「 同 時 使 用 」 と は 、 本 発 明 に よ る 組 成 物 の ２ 種 類 の 化 合 物 の 単 一 お よ び 同 一 医 薬 形 態 で
の 投 与 と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 「 個 別 使 用 」 と は 、 本 発 明 に よ る 組 成 物 の ２ 種 類 の 化 合 物 の 異 な る 医 薬 形 態 で の 同 時 投
与 と 解 釈 さ れ る 。
　 「 逐 次 使 用 」 と は 、 本 発 明 に よ る 組 成 物 の ２ 種 類 の 化 合 物 の 各 々 が 異 な る 医 薬 形 態 で の
連 続 的 な 投 与 と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 に よ る 組 成 物 は 癌 の 治 療 効 果 を か な り 高 め る 。 言 い 換 え れ ば 、 本 発 明 に
よ る 抗 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 抗 体 の 治 療 効 果 は 、 意 外 に も 、 細 胞 傷 害 性 薬 剤 の 投 与 に よ っ て 増 強 さ
れ る 。 本 発 明 に よ る 組 成 物 に よ っ て 生 ま れ る も う １ つ の 重 要 な そ れ に 続 く 利 点 は 、 副 次 的
効 果 、 特 に 、 細 胞 傷 害 性 薬 剤 の 効 果 が 現 れ る 危 険 性 、 を 回 避 す る 、 ま た は 減 少 さ せ る こ と
を 可 能 に す る よ り 低 い 有 効 用 量 の 有 効 成 分 の 使 用 の 可 能 性 に 関 係 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に よ る こ の 組 成 物 は 、 期 待 さ れ る 治 療 効 果 が よ り 迅 速 に 達 成 さ れ る こ と
を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る 組 合 せ 製 品 と し て の 組 成 物 に お い て 、 細 胞 傷
害 性 薬 剤 ／ 細 胞 増 殖 抑 制 剤 は 、 Ｄ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 す る 薬 剤 、 代 謝 拮 抗 物 質 、 ト ポ イ ソ メ ラ
ー ゼ Ｉ も し く は Ｉ Ｉ 阻 害 剤 、 ま た は 紡 錘 体 形 成 阻 害 剤 も し く は 安 定 化 剤 、 あ る い は 化 学 療
法 に 用 い る こ と が で き る 薬 剤 か ら 選 択 さ れ る も の と さ れ る 。 こ の よ う な 細 胞 傷 害 性 薬 剤 ／
細 胞 増 殖 抑 制 剤 は 、 上 記 種 類 の 細 胞 傷 害 性 薬 剤 の そ れ ぞ れ に 関 し て は 、 例 え ば 、 Ｖ Ｉ Ｄ Ａ
Ｌ の ２ ０ ０ １ 年 版 、 癌 腫 学 お よ び 血 液 学 コ ラ ム 「 細 胞 傷 害 性 物 質 」 の 一 部 と し て あ る 化 合
物 を テ ー マ に し た 頁 に 挙 げ ら れ て お り 、 本 書 に 関 し て 引 用 し た こ れ ら の 細 胞 傷 害 性 化 合 物
は 好 ま し い 細 胞 傷 害 性 薬 剤 と し て 本 明 細 書 に て 挙 げ て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る 組 合 せ 製 品 と し て の 組 成 物 に お い て 、 細 胞 傷
害 性 薬 剤 は 、 同 時 使 用 を 目 的 と し た 抗 体 と 化 学 的 に 結 合 し て い る も の と さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る 組 成 物 に お い て 、 細 胞 傷 害 性 薬 剤 ／ 細 胞 増 殖
抑 制 剤 は 、 紡 錘 体 形 成 阻 害 剤 ま た は 安 定 化 剤 、 好 ま し く は ビ ノ レ ル ビ ン お よ び ／ ま た は ビ
ン フ ル ニ ン お よ び ／ ま た は ビ ン ク リ ス チ ン か ら 選 択 さ れ る も の と さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 細 胞 傷 害 性 薬 剤 と 本 発 明 に よ る 抗 体 と の 結 合 を 容 易 に す る た め に は 、 特 に 、 結 合 す る ２
種 類 の 化 合 物 間 に ポ リ （ エ チ レ ン ） グ リ コ ー ル の よ う な ポ リ （ ア ル キ レ ン ） グ リ コ ー ル あ
る い は ア ミ ノ 酸 な ど の ス ペ ー サ ー 分 子 を 導 入 す る こ と が で き る し 、 ま た は 、 も う １ つ の 実
施 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る 抗 体 と 反 応 す る こ と が で き る 官 能 基 を 導 入 し た 細 胞 傷 害 性 薬 剤
の 有 効 な 誘 導 体 を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 結 合 技 術 は 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 本 明
細 書 で は 取 り 上 げ て い な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 も う １ つ の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ に 対 す る 受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ に
対 す る 受 容 体 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の 阻 害 剤 は 、 誘 導 天 然 薬 剤 、 ジ ア ニ リ ノ フ タ ル イ ミ
ド 、 ピ ラ ゾ ロ － ま た は ピ ロ ロ ピ リ ド ピ リ ミ ジ ン あ る い は キ ナ ジ リ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 。 こ の よ う な 阻 害 剤 は 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 文 献 (Ciardiello F., Drugs 2000, Su
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ppl. 1, 25-32頁 )に て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の そ の 他 の 阻 害 剤 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 Ｃ ２ ２ ５ お よ び ２ ２ Ｍ ａ ｂ (ImClone Systems Incorporated)、 Ａ Ｂ Ｘ － Ｅ Ｇ Ｆ
(Abgenix/Cell Genesys)、 Ｅ Ｍ Ｄ － ７ ２ ０ ０ (Merck KgaA)ま た は 化 合 物 Ｚ Ｄ － １ ８ ３ ４ 、
Ｚ Ｄ － １ ８ ３ ８ お よ び Ｚ Ｄ － １ ８ ３ ９ (AstraZeneca)、 Ｐ Ｋ Ｉ － １ ６ ６ (Novartis)、 Ｐ Ｋ
Ｉ － １ ６ ６ ／ Ｃ Ｇ Ｐ － ７ ５ １ ６ ６ (Novartis)、 Ｐ Ｔ Ｋ  ７ ８ ７ (Novartis)、 Ｃ Ｐ 　 ７ ０ １ (
Cephalon)、 レ フ ル ノ マ イ ド (Pharmacia/Sugen)、 Ｃ Ｉ － １ ０ ３ ３ (Warner-Lambert Parke-
Davis)、 Ｃ Ｉ － １ ０ ３ ３ ／ Ｐ Ｄ 　 １ ８ ３ 、 ８ ０ ５ (Warner-Lambert Parke-Davis)、 Ｃ Ｌ －
３ ８ ７ 、 ７ ８ ５ (Wyeth-Ayerst)、 Ｂ Ｂ Ｒ － １ ６ １ １ (Boehringer Mannheim GmbH/Roche)、
ナ ア ミ ジ ナ Ａ (Bristol-Myers Squibb)、 Ｒ Ｃ － ３ ９ ４ ０ － Ｉ Ｉ (Pharmacia)、 Ｂ Ｉ Ｂ Ｘ －
１ ３ ８ ２ (Boehringer Ingelheim)、 Ｏ Ｌ Ｘ － １ ０ ３ (Merck & Co)、 Ｖ Ｒ Ｃ Ｔ Ｃ － ３ １ ０ (V
entech Research)、 Ｅ Ｇ Ｆ 融 合 毒 素 (Seragen Inc.)、 Ｄ Ａ Ｂ － ３ ８ ９ (Seragen/Lilgand)
、 Ｚ Ｍ － ２ ５ ２ ８ ０ ８ (Imperial Cancer Research Fund)、 Ｒ Ｇ － ５ ０ ８ ６ ４ (INSERM)、
Ｌ Ｆ Ｍ － Ａ １ ２ (Parker Hughes Cancer Center)、 Ｗ Ｈ Ｉ － Ｐ ９ ７ (Parker Hughes Cancer
 Center)、 Ｇ Ｗ － ２ ８ ２ ９ ７ ４ (Glaxo)、 Ｋ Ｔ － ８ ３ ９ １ (Kyowa Hakko)ま た は 「 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
ワ ク チ ン 」 (York Medical/Centro de Immunologia Molecular)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う １ つ の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 上 記 の よ う な 組 成 物 は ま た 、 さ ら に 、 癌
、 特 に 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ 受 容 体 お よ び 受 容 体 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 過
剰 発 現 す る 癌 、 例 え ば 、 特 に 、 乳 癌 、 の 予 防 お よ び 治 療 に 向 け た 同 時 使 用 、 個 別 使 用 ま た
は 逐 次 使 用 を 目 的 と し た 組 合 せ 製 品 と し て 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン に
対 す る 他 の 抗 体 化 合 物 を 含 ん で な っ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ 抗 体 を 本 発 明 に よ る 抗 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 抗 体 と 組 み 合 わ せ る こ と で の 予
想 外 の 利 益 の 妥 当 性 を 示 す 、 特 に 、 Albanell et at.(J. of the National Cancer Instit
ute, 93 (24): 1830-1831頁 , 2001)お よ び Lu et al.(J. of the National Cancer Instit
ute, 93 (24): 1852-1857頁 , 2001)の 出 版 物 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 特 に 、 本 発 明 に よ る 組 成 物 の 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ 抗 体 は 、 ト ラ ス ツ ズ マ ブ （ Trastuzuma
b） と 呼 ば れ る （ ヘ ル セ プ チ ン と も 呼 ば れ る ） 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 は 、 も う １ つ の 態 様 に お い て 、 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 の 少 な く と も １ つ が 細
胞 毒 素 お よ び ／ ま た は 放 射 性 元 素 と 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 好 ま し く は 、 毒 素 ま た は 放 射 性 元 素 は 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受
容 体 を 発 現 す る 細 胞 の 少 な く と も １ つ の 細 胞 活 性 を 阻 害 す る こ と が で き る も の と さ れ 、 よ
り 好 ま し く は 、 そ の 細 胞 の 成 長 ま た は 増 殖 を 抑 制 し 、 特 に 、 そ の 細 胞 を 完 全 に 不 活 性 化 す
る こ と が で き る も の と さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ま た 、 好 ま し く は 、 毒 素 は 、 腸 内 細 菌 毒 素 、 特 に 、 シ ュ ー ド モ ナ ス (Pseudomonas)外 毒
素 Ａ と さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 好 ま し く は 、 治 療 に 使 用 す る 抗 体 と 結 合 す る 放 射 性 元 素 （ ま た は 放 射 性 同 位 元 素 ） は 、
γ 線 を 放 つ 放 射 性 同 位 元 素 と さ れ 、 好 ま し く は 、 ヨ ウ 素 １ ３ １ 、 イ ッ ト リ ウ ム ９ ０ 、 金 １
９ ９ 、 パ ラ ジ ウ ム １ ０ ０ 、 銅 ６ ７ 、 ビ ス マ ス ２ １ ７ お よ び ア ン チ モ ン ２ １ １ と さ れ る 。 β
お よ び α 線 を 放 つ 放 射 性 同 位 元 素 も ま た 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 に よ る 少 な く と も １ つ の 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 と 結 合 し た 毒 素 ま た は 放 射 性
元 素 と は 、 毒 素 ま た は 放 射 性 元 素 が 少 な く と も １ つ の 抗 体 と 、 特 に 、 結 合 分 子 を 導 入 し て
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ま た は し な い ２ つ の 化 合 物 の 共 有 結 合 に よ っ て 結 合 可 能 で あ る こ と を 示 す も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 化 学 的 （ 共 有 的 ） 、 静 電 的 ま た は 非 共 有 的 に 複 合 体 の 成 分 の 全 て ま た は 一 部 の 結 合 を 可
能 に す る 薬 剤 の う ち 、 特 に 、 ベ ン ゾ キ ノ ン 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 よ り 詳 し く は 、 Ｅ Ｄ Ｃ （ 塩
酸 １ － エ チ ル － ３ － ［ ３ － ジ メ チ ル － ア ミ ノ プ ロ ピ ル ］ － カ ル ボ ジ イ ミ ド ） 、 ジ マ レ イ ミ
ド 、 ジ チ オ ビ ス － ニ ト ロ 安 息 香 酸 （ Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ ） 、 Ｎ － ス ク シ ン イ ミ ジ ル 　 Ｓ － ア セ チ ル 　
チ オ － ア セ テ ー ト （ Ｓ Ａ Ｔ Ａ ） 、 紫 外 線 （ Ｕ ． Ｖ ． ） と 反 応 す る １ 以 上 の フ ェ ニ ル ア ジ ド
基 を 有 す る 架 橋 剤 、 好 ま し く は 、 Ｎ － ［ － ４ － （ ア ジ ド サ リ チ ル ア ミ ノ ） ブ チ ル ］ － ３ ’
－ （ ２ ’ － ピ リ ジ ル ジ チ オ ） － ピ ロ ピ オ ン ア ミ ド （ Ａ Ｐ Ｄ Ｐ ） 、 Ｎ － ス ク シ ン イ ミ ド － イ
ル ３ － （ ２ － ピ リ ジ ル ジ チ オ ） プ ロ ピ オ ネ ー ト （ Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ） 、 ６ － ヒ ド ラ ジ ノ － ニ コ チ ン
ア ミ ド （ Ｈ Ｙ Ｎ Ｉ Ｃ ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 特 に 、 放 射 性 元 素 の 結 合 の も う １ つ の 形 式 が 二 価 イ オ ン キ レ ー ト 化 剤 の 使 用 に あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ れ ら の キ レ ー ト 化 合 物 の う ち 、 金 属 、 特 に 、 放 射 性 金 属 の 結 合 用 に 開 発 さ れ た Ｅ Ｄ Ｔ
Ａ （ エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ） か ら 生 じ る キ レ ー ト 化 合 物 ま た は Ｄ Ｔ Ｐ Ａ （ ジ エ チ レ ン ト
リ ア ミ ン 五 酢 酸 ） か ら 生 じ る キ レ ー ト 化 合 物 、 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 挙 げ る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｔ Ｐ Ａ お よ び そ の 誘 導 体 が 炭 素 鎖 に あ る 異 な る 基 と 置 き 換 わ り 、 リ ガ ン ド
金 属 複 合 体 の 安 定 性 お よ び 剛 性 を 高 め る こ と が で き る (Krejcarek et al. (1977); Brechb
iel et al. (1991); Gansow (1991); 米 国 特 許 第 ４ 　 ８ ３ １ 　 １ ７ ５ 号 )。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 例 え ば 、 長 い 間 、 医 薬 品 に お い て 、 生 物 学 に お い て は 遊 離 形 と し て ま た は 金 属 イ オ ン と
の 複 合 体 の い ず れ か と し て 広 く 用 い ら れ て き た ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 （ Ｄ Ｔ Ｐ Ａ ）
お よ び そ の 誘 導 体 は 、 金 属 イ オ ン と 安 定 し た キ レ ー ト 化 合 物 を 形 成 し 、 治 療 目 的 ま た は 診
断 目 的 の タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 癌 治 療 に お け る 放 射 免 疫 複 合 体 の 開 発 用 の 抗 体 と 結 合 す る
(Meases et al. (1984); Gansow et al. (1990)と い う 注 目 す べ き 特 徴 を 備 え て い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ま た 、 好 ま し く は 、 本 発 明 の 複 合 体 を 形 成 す る 少 な く と も １ つ の 抗 体 が そ の 機 能 的 断 片
、 特 に 、 そ の Ｆ ｃ 部 分 の 切 断 さ れ た 断 片 、 例 え ば 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ 断 片 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 薬 剤 の 製 造 の た め の 、 本 発 明 に よ る 組 成 物 の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 よ り 詳 し く は 、 も う １ つ の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／
も し く は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の 過 剰 発 現 お よ び ／ も し く は 異 常 な 活 性 化 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ
る 病 気 、 な ら び に ／ ま た は １ － Ｉ Ｇ Ｆ １ も し く は Ｉ Ｇ Ｆ ２ の Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ と の 相 互 作 用 お
よ び ／ も し く は Ｅ Ｇ Ｆ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ お よ び ／ も し く は Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ と の 相 互 作 用 が 介 在
す る シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 過 反 応 に 関 連 し た 病 気 の 予 防 ま た は 治 療 に 向 け た 薬 剤 の 製 造 の た
め の 、 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 お よ び ／ ま た は 組 成 物 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る 使 用 に お い て 、 薬 剤 の 投 与 は 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 （ Ｉ Ｒ ） の
阻 害 、 す な わ ち 、 薬 剤 が 存 在 す る こ と に よ る 、 特 に 、 薬 剤 の Ｉ Ｒ と の 結 合 に 関 連 し た 競 合
的 阻 害 に よ る Ｉ Ｒ 受 容 体 の そ の 天 然 リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 の 阻 害 に 関 連 し た 副 次 的 効 果 を
引 き 起 こ さ な い 、 ま た は わ ず か し か 引 き 起 こ さ な い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 正 常 細 胞 の 、 腫 瘍 特 性 を 有 す る 細 胞 、 好 ま し く は 、 Ｉ Ｇ Ｆ 依 存 性 細 胞
、 特 に 、 Ｉ Ｇ Ｆ １ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ ２ 依 存 性 細 胞 、 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ 依 存 性 細 胞
、 お よ び ／ ま た は Ｈ Ｅ Ｒ ２ /ｎ ｅ ｕ 依 存 性 細 胞 へ の 形 質 転 換 を 阻 害 す る こ と を 目 的 と し た
薬 剤 の 製 造 の た め の 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 、 好 ま し く は 、 ヒ ト 化 さ れ
た も の 、 お よ び ／ ま た は 組 成 物 の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
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　 本 発 明 は ま た 、 腫 瘍 細 胞 、 好 ま し く は 、 Ｉ Ｇ Ｆ 依 存 性 細 胞 、 特 に 、 Ｉ Ｇ Ｆ １ お よ び ／ ま
た は Ｉ Ｇ Ｆ ２ 依 存 性 細 胞 、 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ 依 存 性 細 胞 、 お よ び ／ ま た は エ ス ト ロ ゲ
ン 依 存 性 細 胞 、 お よ び ／ ま た は Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ 依 存 性 細 胞 の 成 長 お よ び ／ ま た は 増 殖 を
阻 害 す る こ と を 目 的 と し た 薬 剤 の 製 造 の た め の 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片
、 好 ま し く は 、 ヒ ト 化 さ れ た も の 、 お よ び ／ ま た は 組 成 物 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 は 、 癌 、 好 ま し く は 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 発 現 す る
癌 お よ び ／ ま た は 、 好 ま し く は 、 Ｉ Ｇ Ｆ １ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ ２ の Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ と の 相 互 作 用 、
例 え ば 、 Ｉ Ｒ Ｓ １ の 過 剰 発 現 な ど 、 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と の 相 互 作 用 が 介 在
す る シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 過 反 応 を 示 す 癌 、 の 予 防 ま た は 治 療 に 向 け た 薬 剤 の 製 造 の た め の
、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 、 好 ま し く は 、 ヒ ト 化 さ れ た も の 、 お よ び ／ ま
た は 組 成 物 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 乾 癬 、 そ の 上 皮 細 胞 の 過 剰 増 殖 が Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
の 発 現 ま た は 過 剰 発 現 お よ び ／ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の そ の 天 然 リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 お よ
び ／ ま た は Ｅ Ｆ Ｇ Ｒ の そ の 天 然 リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 が 介 在 す る シ グ ナ ル 変 換 経 路 の 過 反
応 と 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る 乾 癬 (Wraight C. J. et al. Nat. Biotechnol., 2000, 18
 (5): 521-526頁 . 乾 癬 に お け る 上 皮 細 胞 の 過 剰 増 殖 の イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 Ｉ 受 容 体 ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 逆 転 )の 予 防 ま た は 治 療 に 向 け た 薬 剤 の 製 造 の た め
の 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 、 好 ま し く は 、 ヒ ト 化 さ れ た も の 、 お よ び ／
ま た は 組 成 物 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 す る こ と が で き る 癌 と し て は 、 前 立 腺 癌 、 骨 肉 腫 、 肺 癌 、 乳 癌
、 子 宮 内 膜 癌 ま た は 結 腸 癌 、 あ る い は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を 過 剰 発 現 す る そ の 他 の 癌 が 好 ま し い
。
【 ０ １ １ ７ 】
　 さ ら に も う １ つ の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ
Ｒ 受 容 体 の 異 常 な 存 在 が 疑 わ れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／ ま
た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の 過 剰 発 現 ま た は 過 少 発 現 、 好 ま し く は 過 剰 発 現 に 関 連 し た 病 気 を 、
好 ま し く は in vitroに て 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 必 要 に 応 じ て 標 識
す る こ と が 可 能 で あ る 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 と 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と
す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 好 ま し く は 、 そ の 診 断 方 法 に お い て 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容
体 の 過 剰 発 現 に 関 連 し た 病 気 は 、 癌 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 が 検 出 可 能 な お よ び ／ ま た は 定 量 可 能 な シ グ ナ ル を 得 る た め
に は 、 免 疫 複 合 体 ま た は 標 識 抗 体 と し て 存 在 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 標 識 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 と し て は 、 例 え ば 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、
ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 α － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル
コ ー ス ア ミ ラ ー ゼ 、 炭 酸 脱 水 酵 素 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 リ ゾ チ ー ム 、 リ ン ゴ 酸
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ま た は グ ル コ ー ス ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ な ど の 酵 素 と 結 合 す る か
、 ま た は ビ オ チ ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ま た は ５ － ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン な ど の 分 子 が 結 合
す る 免 疫 複 合 体 と 呼 ば れ る 抗 体 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 蛍 光 標 識 を 本 発 明 の 抗 体 ま た は
そ の 機 能 的 断 片 と 結 合 し て も よ く 、 そ れ ら と し て は 、 特 に 、 フ ル オ レ セ イ ン お よ び そ の 誘
導 体 、 蛍 光 色 素 、 ロ ー ダ ミ ン お よ び そ の 誘 導 体 、 Ｇ Ｆ Ｐ (Ｇ Ｆ Ｐ は 「 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質
」 )、 ダ ン シ ル 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 複 合 体 で は 、 本 発 明 の
抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 を 当 業 者 に は 公 知 の 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 そ れ
ら は 直 接 、 ま た は ス ペ ー サ ー 基 ま た は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の よ う な ポ リ ア ル デ ヒ ド 、 エ チ

10

20

30

40

50

(22) JP 2005-536181 A 2005.12.2



レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 （ Ｄ Ｐ Ｔ Ａ ） な ど の 結 合
基 を 介 し て 、 ま た は 治 療 用 複 合 体 に つ い て の 上 記 の も の な ど の カ ッ プ リ ン グ 剤 の 存 在 下 に
て 、 酵 素 ま た は 蛍 光 標 識 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 フ ル オ レ セ イ ン タ イ プ の 標 識 を 有 す
る 複 合 体 は イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト と の 反 応 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ま た 、 そ の 他 の 複 合 体 と し て は 、 ル ミ ノ ー ル お よ び ジ オ キ セ タ ン 類 な ど の 化 学 発 光 標 識
、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び ル シ フ ェ リ ン な ど の 生 物 発 光 標 識 、 あ る い は ヨ ウ 素 １ ２ ３ 、 ヨ ウ
素 １ ２ ５ 、 ヨ ウ 素 １ ２ ６ 、 ヨ ウ 素 １ ３ ３ 、 臭 素 ７ ７ 、 テ ク ネ チ ウ ム ９ ９ ｍ 、 イ ン ジ ウ ム １

１ １ 、 イ ン ジ ウ ム １ １ ３ ｍ 、 ガ リ ウ ム ６ ７ 、 ガ リ ウ ム ６ ８ 、 ル テ ニ ウ ム ９ ５ 、 ル テ ニ ウ ム
９ ７ 、 ル テ ニ ウ ム １ ０ ３ 、 ル テ ニ ウ ム １ ０ ５ 、 水 銀 １ ０ ７ 、 水 銀 ２ ０ ３ 、 レ ニ ウ ム ９ ９ ｍ

、 レ ニ ウ ム １ ０ １ 、 レ ニ ウ ム １ ０ ５ 、 ス カ ン ジ ウ ム ４ ７ 、 テ ル ル １ ２ １ ｍ 、 テ ル ル １ ２ ２

ｍ 、 テ ル ル １ ２ ５ ｍ 、 ツ リ ウ ム １ ６ ５ 、 ツ リ ウ ム １ ６ ７ 、 ツ リ ウ ム １ ６ ８ 、 フ ッ 素 １ ８ 、
イ ッ ト リ ウ ム １ ９ ９ 、 ヨ ウ 素 １ ３ １ な ど の 放 射 性 標 識 が 挙 げ ら れ る 。 治 療 用 放 射 性 同 位 元
素 の 、 直 接 ま た は 上 記 の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 Ｄ Ｔ Ｐ Ａ な ど の キ レ ー ト 剤 に よ る 抗 体 と の 結 合 に つ い
て の 、 存 在 す る 当 業 者 に 公 知 の 方 法 を 、 診 断 に 用 い る こ と が で き る 放 射 性 元 素 に 用 い て よ
い 。 ま た 、 ク ロ ラ ミ ン Ｔ 法 [Hunter W. M. and Greenwood F. C. (1962) Nature 194: 495
頁 ]に よ る Ｎ ａ ［ Ｉ １ ２ ５ ］ で の 標 識 あ る い は Crockford et al.（ 米 国 特 許 第 ４ 　 ４ ２ ４
　 ２ ０ ０ 号 ） の 技 術 に よ っ て ま た は Hnatowich（ 米 国 特 許 第 ４ 　 ４ ７ ９ 　 ９ ３ ０ 号 ） に よ
っ て 記 載 さ れ る よ う な Ｄ Ｔ Ｐ Ａ に よ り 結 合 さ れ る テ ク ネ チ ウ ム ９ ９ ｍ で の 標 識 も ま た 挙 げ
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ
受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の 過 剰 発 現 ま た は 過 少 発 現 、 好 ま し く は 、 過 剰 発 現
の 検 出 方 法 お よ び ／ も し く は 定 量 方 法 に 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 方 法 は 以 下 の 工 程 ：
　 （ ａ ） 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 と 接 触 さ せ る 工 程
、 お よ び
　 （ ｂ ） 形 成 さ れ る 可 能 性 の あ る Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ／ 抗 体 複 合 体 を 実
証 す る 工 程
を 含 ん で な る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 を 、 Ｉ Ｇ Ｆ お よ び ／ ま た
は Ｅ Ｇ Ｆ 依 存 性 癌 の 予 防 的 お よ び ／ ま た は 治 療 的 処 置 あ る い は 乾 癬 の 予 防 的 お よ び ／ ま た
は 治 療 的 処 置 の 効 果 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 、 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら の Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受
容 体 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の 検 出 方 法 お よ び ／ も し く は 定 量 方 法 に 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 よ り 一 般 的 に は 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 は 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ
び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の 発 現 を 定 性 的 お よ び ／ ま た は 定 量 的 に 観 察 す る 必 要 の あ る 状
況 で 有 利 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 好 ま し く は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 血 清 な ど の 体 液 、 全 血 、 細 胞 、 組 織 サ ン プ ル ま た は
ヒ ト 起 源 の 生 検 か ら な る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 こ の よ う な 検 出 お よ び ／ ま た は 投 与 を 実 施 す る た め に は 任 意 の 手 順 ま た は 従 来 の 試 験 を
用 い て も よ い 。 上 記 の 試 験 は 競 合 試 験 ま た は サ ン ド ウ ィ ッ チ 試 験 、 あ る い は 抗 体 － 抗 原 タ
イ プ の 免 疫 複 合 体 の 形 成 に 依 存 し た 当 業 者 に 公 知 の 試 験 で あ っ て よ い 。 本 発 明 の 適 用 後 に
、 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 を 固 定 化 し て も よ い し 、 ま た は 標 識 し て も よ い 。 こ の 固 定 は
当 業 者 に 公 知 の 数 多 く の 支 持 体 上 で 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら の 支 持 体 は と し て は 、 特 に
、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ま
た は 自 然 の ま ま の 細 胞 ま た は 改 変 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 支 持 体 は 可 溶 性 で も 不 溶 性
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で も よ い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 一 例 と し て 、 好 ま し い 方 法 は 免 疫 蛍 光 検 査 、 ま た は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ） 技
術 ま た は 等 価 物 に よ る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 技 術 で の 酵 素 抗 体 法 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 よ っ て 、 本 発 明 は ま た 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／ も し く は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の 過 剰 発
現 も し く は 過 少 発 現 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 病 気 の 診 断 方 法 、 ま た は 生 物 学 的 サ ン プ ル の
Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／ も し く は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 の 過 剰 発 現 も し く は 過 少 発 現 、 好 ま
し く は 、 そ の 受 容 体 の 過 剰 発 現 の 検 出 方 法 お よ び ／ も し く は 定 量 方 法 を 実 施 す る の に 必 要
な キ ッ ト ま た は セ ッ ト で あ っ て 、 以 下 の 要 素 ：
　 （ ａ ） 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 、
　 （ ｂ ） 所 望 に よ り 、  免 疫 学 的 反 応 に 適 し た 培 地 を 形 成 す る た め の 試 薬 、
　 （ ｃ ） 所 望 に よ り 、 免 疫 学 的 反 応 に よ っ て 生 じ る Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ ／ 抗 体 お よ び ／ ま た は Ｅ
Ｇ Ｆ Ｒ ／ 抗 体 複 合 体 の 実 証 を 可 能 に す る 試 薬
を 含 ん で な る 、 キ ッ ト ま た は セ ッ ト を 包 含 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 癌 、 特 に 、 細 胞 傷 害 性 薬 剤 ま た は 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ／ ｎ ｅ ｕ 抗 体 が 一 般 に 処
方 さ れ る 癌 、 特 に 、 そ の 癌 の 腫 瘍 細 胞 が Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容
体 を 発 現 ま た は 過 剰 発 現 す る 癌 の 予 防 ま た は 治 療 に 向 け た 薬 剤 の 製 造 の た め の 、 本 発 明 に
よ る 組 合 せ 製 品 と し て の 組 成 物 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 生 物 活 性 の あ る 化 合 物 の 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
受 容 体 を 発 現 ま た は 過 剰 発 現 す る 細 胞 へ の 特 異 的 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ を 目 的 と す る 薬 剤 の 製
造 の た め の 、 本 発 明 に よ る 抗 体 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 生 物 活 性 の あ る 化 合 物 と は 、 細 胞 活 性 、 特 に 、 そ の 成 長 、 そ の 増 殖
、 転 写 ま た は 遺 伝 子 翻 訳 を 調 節 す る 、 特 に 、 阻 害 す る こ と が で き る 化 合 物 を 示 す も の で あ
る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に よ る 抗 体 ま た は そ の 機 能 的 断 片 、 好 ま し く は 、 標 識 し た も の 、
特 に 、 放 射 性 標 識 し た も の を 含 ん で な る in vivo診 断 試 薬 、 お よ び 、 特 に 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ
受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｅ Ｒ 受 容 体 の 細 胞 に よ る 発 現 ま た は 過 剰 発 現 に 関 連 し た 癌 の 検
出 を 目 的 と し た 医 学 的 画 像 化 に お け る そ の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に よ る 組 合 せ 製 品 と し て の 組 成 物 ま た は 薬 剤 と し て の 、 抗 Ｉ Ｇ Ｆ
－ Ｉ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ／ 毒 素 複 合 体 ま た は 放 射 性 元 素 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る 組 合 せ 製 品 と し て の 組 成 物 ま た は 複 合 体 は 、 賦 形 剤 お よ び ／
ま た は 医 薬 上 許 容 さ れ る ビ ヒ ク ル と 混 合 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 医 薬 上 許 容 さ れ る ビ ヒ ク ル と は 、 二 次 反 応 を 誘 発 し な い 、 例 え ば 、
活 性 化 合 物 の 投 与 を 容 易 に し 、 そ の ラ イ フ ス パ ン お よ び ／ ま た は 体 内 で の そ の 効 果 を 長 期
化 し 、 溶 液 中 の そ の 溶 解 度 を 高 め 、 あ る い は そ の 保 持 を 改 善 す る こ と を 可 能 に す る 、 医 薬
組 成 物 の 一 部 に な る 化 合 物 ま た は 化 合 物 の 組 合 せ を 示 す も の で あ る 。 こ れ ら の 医 薬 上 許 容
さ れ る ビ ヒ ク ル は 周 知 で あ り 、 選 択 さ れ た 活 性 化 合 物 の 性 質 お よ び 投 与 の 様 式 に 応 じ て 当
業 者 が 適 合 さ せ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 好 ま し く は 、 こ れ ら の 化 合 物 は 全 身 経 路 に よ っ て 、 特 に 、 静 脈 内 経 路 に よ っ て 、 筋 肉 内
、 皮 内 、 腹 腔 内 ま た は 皮 下 経 路 に よ っ て 、 ま た は 経 口 経 路 に よ っ て 投 与 さ れ る 。 よ り 好 ま
し く は 、 本 発 明 の 抗 体 を 含 ん で な る 組 成 物 を 逐 次 的 に 数 回 投 与 す る 。
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【 ０ １ ３ ７ 】
　 そ の 投 与 の 様 式 、 用 量 お よ び 最 適 な 医 薬 形 態 は 患 者 に 適 合 さ せ る 、 治 療 の 確 立 に お い て
一 般 に 考 慮 す る 基 準 、 例 え ば 、 患 者 の 年 齢 ま た は 体 重 、 患 者 の 一 般 的 な 状 態 の 重 篤 度 、 治
療 に 対 す る 耐 性 お よ び 言 及 し た 副 次 的 効 果 な ど 、 に 従 っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の そ の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 下 記 実 施 例 お よ び 以 下 に そ の 説 明 を 示 す 図 面 の 説
明 に て 示 し て い る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ３ ９ 】

　 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ に 対 し て 特 異 的 に 向 け ら れ 、 Ｉ Ｒ を 認 識 し な い Ｍ Ａ ｂ の 作 製 を 目 的 と し て
、 ６ ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 を 含 ん で な る プ ロ ト コ ー ル を 構 想 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 こ の プ ロ ト コ ー ル は ：
　 マ ウ ス に 組 換 え Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ で 免 疫 性 を 与 え て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し 、
　 培 養 物 上 清 を 免 疫 付 与 に 役 立 つ 組 換 え タ ン パ ク 質 に つ い て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り ス ク リ ー ニ
ン グ し 、
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 陽 性 の 全 て の 上 清 を Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 腫 瘍 細 胞 表 面 で 過 剰 発 現 さ れ る 天 然 受 容
体 に つ い て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 試 験 し 、
　 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ ま た は Ｉ Ｒ 各 々 を 発 現 す る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 昆 虫 細 胞 で の Ｉ Ｇ
Ｆ － Ｉ Ｒ お よ び Ｉ Ｒ の 認 識 差 に 関 す る ２ 種 類 の 最 初 の ス ク リ ー ニ ン グ に て ハ イ ブ リ ド ー マ
陽 性 の 上 清 を 評 価 し 、
　 こ の 工 程 で 選 抜 さ れ た 抗 体 が Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 誘 導 さ れ た Ｉ Ｇ Ｆ １ 増 殖 を in vitroに て
阻 害 で き る こ と を 実 証 し 、
　 腫 瘍 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ の 増 殖 に 対 す る 影 響 と い う 点 か ら 保 持 さ れ た 候 補 の ヌ ー ド マ ウ ス に お け
る in vivo活 性 を 保 証 す る
こ と に あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 こ れ ら の 異 な る 工 程 お よ び 得 ら れ た 結 果 の 全 て を 以 下 の 実 施 例 １ に て 簡 単 に 説 明 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 免 疫 付 与 工 程 で は 、 マ ウ ス に 皮 下 経 路 に よ り ８ μ ｇ の 組 換 え Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を ２ 回 注 射 し
た 。 雌 ラ ッ ト の 細 胞 の マ ウ ス 骨 髄 腫 Ｓ ｐ ２ ０ Ａ ｇ １ ４ の 細 胞 と の 融 合 ３ 日 前 に 、 ３ μ ｇ の
組 換 え 受 容 体 の 静 脈 注 射 に よ り マ ウ ス を 刺 激 し た 。  融 合 １ ４ 日 後 、 上 清 の ハ イ ブ リ ド ー
マ を 組 換 え Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ に よ り 感 作 さ れ た プ レ ー ト に お い て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り ス ク リ ー ニ
ン グ し た 。 陽 性 で あ る こ と が 分 か っ た 上 清 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 保 持 し 、 増 幅 し た 後 に 、 産
生 し た 抗 体 も ま た 、 天 然 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を 認 識 す る こ と が で き る こ と を 実 証 す る た め に Ｆ Ａ
Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ で 試 験 し た 。 こ れ を を 行 う た め に 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に て 選 抜 し た ハ イ ブ リ ド ー マ に
よ っ て 産 生 さ れ た 培 養 上 清 各 々 と と も に Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を 過 剰 発 現 す る エ ス ト ロ ゲ ン 依 存 性
乳 房 腫 瘍 由 来 の Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 表 面 の 天 然 ／ Ｍ Ａ ｂ 受 容 体 複
合 体 は 蛍 光 色 素 と 結 合 し た 二 次 抗 種 (anti-species)抗 体 に よ っ て 顕 示 さ れ た 。 図 ３ Ａ ～ ３
Ｃ は ハ イ ブ リ ド ー マ ７ Ｃ １ ０ の 上 清 （ 図 ３ Ｃ ） で 得 ら れ た ヒ ス ト グ ラ ム タ イ プ と 細 胞 標 識
単 独 ＋ 二 次 抗 体 の 場 合 （ 図 ３ Ａ ） ま た は 対 照 の イ ソ タ イ プ を 用 い た 標 識 の 場 合 （ 図 ３ Ｂ ）
と の 比 較 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 選 抜 の こ の 工 程 に て 、 Ｍ Ａ ｂ を 分 泌 し 、 同 時 に 、 組 換 え 受 容 体 お よ び 天 然 受 容 体 を 認 識
す る ハ イ ブ リ ド ー マ だ け を 選 抜 し 、 ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て
分 泌 さ れ る Ｍ Ａ ｂ を 産 生 さ せ 、 次 い で 、 精 製 し た 後 に 、 同 時 に ２ 種 類 の 受 容 体 を 認 識 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ を 排 除 す る た め に 、 上 記 の 方 法 に 従 っ て 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ ま た は Ｉ Ｒ を 発 現
す る Ｓ ｆ ９ 昆 虫 細 胞 に て Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ で 試 験 し た 。 図 ４ Ａ は 非 感 染 細 胞 ＋ 二 次 抗 体 （ １
） 、 α Ｉ Ｒ ３ で 標 識 し た 非 感 染 細 胞 ＋ 二 次 抗 体 （ ２ ） お よ び 抗 Ｉ Ｒ 抗 体 で 標 識 し た 非 感 染
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実 施 例 １ ： マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ Ａ ｂ ） の 作 製 お よ び 選 抜



細 胞 ＋ 二 次 抗 体 (３ )各 々 に 対 応 す る ヒ ス ト グ ラ ム １ 、 ２ 、 ３ を 完 全 再 編 し た も の を 示 す 。
こ の 最 初 の 結 果 は こ れ ら の 非 感 染 昆 虫 細 胞 の 表 面 に お い て 検 出 可 能 な Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ お よ び
Ｉ Ｒ が 存 在 し な い こ と を 十 分 に 示 し て い る 。 図 ４ Ｂ は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ を 発 現 す る バ キ ュ ロ ウ
イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 の 標 識 を 示 す 。 こ の ２ 番 目 の 図 で は 、 正 の 対 照 と し て 用 い た α Ｉ Ｒ
３ が 、 予 想 ど お り に 細 胞 を 十 分 に 標 識 付 け し て い る （ ピ ー ク ２ ） が 、 一 方 、 抗 Ｉ Ｒ は 細 胞
単 独 の ピ ー ク に 重 な っ て い る （ ピ ー ク ３ ） 。 最 後 に 、 図 ４ Ｃ で は 、 抗 Ｉ Ｒ は 予 想 ど お り に
Ｉ Ｒ を 発 現 す る Ｓ ｆ ９ 細 胞 を 十 分 に 標 識 付 け し て い る （ ピ ー ク ３ ） が 、 意 外 な こ と に 、 文
献 に て 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ に 対 し て 特 異 的 で あ る と 記 載 さ れ る α Ｉ Ｒ ３ も ま た Ｉ Ｒ を 認 識 す る
と 考 え ら れ る （ ピ ー ク ２ ） こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 こ の ３ 番 目 の ス ク リ ー ニ ン グ 系 で 得 ら れ た 結 果 を 表 １ に ま と め 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 認 識 お
よ び Ｉ Ｒ の 非 認 識 の 基 準 を 満 た す Ｍ Ａ ｂ ： ７ Ｃ １ ０ の 製 造 を 示 す 。 Ｍ Ａ ｂ  ７ Ｃ １ ０ の イ
ソ タ イ プ 割 り 出 し か ら そ れ が Ｉ ｇ Ｇ １ を 含 む こ と が 分 か っ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ６ 】
　 Ｍ Ａ ｂ の 選 抜 に 提 供 さ れ た 最 後 の ２ つ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 後 者 の も の が 細 胞 系 Ｍ Ｃ Ｆ
－ ７ に お い て Ｉ Ｇ Ｆ － １ に よ っ て 誘 導 さ れ る in vitroお よ び in vivo細 胞 増 殖 を か な り 阻
害 す る こ と が で き る こ と を 実 証 す る こ と に あ っ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 in　 vitro選 抜 で は 、 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 を 接 種 し 、 ウ シ 胎 児 血 清 を 除 い た 後 、 漸 増 濃 度 の
Ｉ Ｇ Ｆ － １ （ １ ～ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） の 存 在 下 、 最 終 濃 度 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ま で 添 加 す る 調 べ
る ７ Ｃ １ ０ 抗 体 の 存 在 ま た は 不 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 試 験 で は 、 α Ｉ Ｒ ３ 　 Ｍ
Ａ ｂ 市 販 品 を 正 の 対 照 と し て 用 い 、 ７ Ｇ ３ 　 Ｍ Ａ ｂ (７ Ｃ １ ０ と 同 時 に 単 離 さ れ 、 天 然 受
容 体 を 弱 く 認 識 す る （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ で の Ｍ Ｆ Ｉ は Ｍ Ａ ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ の ２ ０ ０ に 対 し て ５ ０ ） ）
を 対 照 の イ ソ タ イ プ と し て 用 い る 。 細 胞 増 殖 を β カ ウ ン タ ー に て 、 細 胞 に よ る ト リ チ ウ ム
化 し た チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に よ り 推 定 す る 。 結 果 を 増 殖 指 数 と し て 表 す 。 図 ５ に て 示 さ れ
た デ ー タ か ら は 、 Ｉ Ｇ Ｆ １ は 用 量 依 存 的 に Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る こ と が で き る
こ と が 分 か る 。 正 の 対 照 と し て 用 い た Ｍ Ａ ｂ 　 α Ｉ Ｒ ３ は Ｉ Ｇ Ｆ － １ に よ っ て 誘 導 さ れ る
Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 増 殖 を 完 全 に 阻 害 す る 。 同 様 に 、 Ｍ Ａ ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ は Ｉ Ｇ Ｆ － １ に よ っ
て 誘 導 さ れ る Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 増 殖 を 有 意 に 阻 害 す る 。 最 後 に 、 イ ソ タ イ プ 対 照 と し て 用
い る Ｍ Ａ ｂ 　 ７ Ｇ ３ は 、 予 想 ど お り に Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の in vitro腫 瘍 細 胞 増 殖 に 対 す る 影
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響 な く う ま く い く 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 確 立 さ れ た 腫 瘍 モ デ ル に て in vivo選 抜 を 実 施 し た 。 こ れ を 行 う た め に 、 ヌ ー ド マ ウ ス
は マ ウ ス モ デ ル に お け る 腫 瘍 の 調 査 に 不 可 欠 な 徐 放 性 エ ス ト ロ ゲ ン 皮 下 埋 め 込 み を 受 け た
。 エ ス ト ロ ゲ ン の 埋 め 込 み ２ ４ 時 間 後 、 ５ ． １ ０ ６ Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 を マ ウ ス の 右 側 皮 下 に
移 植 す る 。 こ の 細 胞 移 植 ５ 日 後 、 腫 瘍 は 測 定 可 能 で あ り 、 ６ マ ウ ス 群 を ラ ン ダ ム に 形 成 す
る 。 週 ２ 回 、 ５ ～ ６ 週 間 、 ２ ５ ０ μ ｇ ／ １ 回 用 量 ／ マ ウ ス の 用 量 に て マ ウ ス の 処 置 を 行 っ
た 。 対 照 群 で は 、 マ ウ ス 対 照 イ ソ タ イ プ と 同 様 に マ ウ ス を 処 置 す る 。 図 ６ Ａ に て 示 さ れ た
結 果 か ら は 、 抗 体 ７ Ｃ １ ０ に よ っ て 誘 導 さ れ る 腫 瘍 増 殖 の 極 め て 有 意 な 阻 害 が 示 さ れ る 。
通 常 Ｉ Ｇ Ｆ １ に 対 す る 受 容 体 の ド メ イ ン の 参 照 と し て も 用 い ら れ 、 エ ス ト ロ ゲ ン 依 存 性 腫
瘍 の 増 殖 に 対 し て in vivoで の 活 性 を 有 さ な い こ と で 知 ら れ て い る α Ｉ Ｒ ３ に 関 し て 入 手
可 能 な デ ー タ を 参 照 す る 場 合 、 こ の 活 性 は と り わ け 予 想 外 の こ と で あ る （ 図 ６ Ｂ を 参 照 ）
。 同 様 に 、 マ ウ ス Ｍ Ａ ｂ 　 １ Ｈ ７ 由 来 の 組 換 え 抗 体 ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ ｃ で 得 ら れ た 結 果 （ 図 ６
Ｃ を 参 照 ） と 比 較 す る と 、 Ｍ Ａ ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ は Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 増 殖 の in vivo阻 害 に お
い て は る か に 有 効 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】

　 エ ス ト ロ ゲ ン 依 存 性 乳 癌 に 関 す る 抗 体 ７ Ｃ １ ０ に よ る 処 置 の 有 効 性 を 決 定 す る 目 的 と し
て 、 ７ Ｃ １ ０ を 乳 癌 の 治 療 に 現 在 用 い ら れ て い る タ モ キ シ フ ェ ン 化 合 物 と 局 部 進 行 お よ び
／ ま た は 転 移 性 進 行 の 発 展 お よ び 再 発 の 予 防 に 関 し て 比 較 し た (VIDAL 2000, 1975-1976頁
参 照 )。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 ホ ル モ ン 依 存 性 乳 癌 で は 、 エ ス ト ロ ゲ ン に 対 す る 受 容 体 （ Ｅ Ｒ ） の 発 現 お よ び Ｉ Ｇ Ｆ －
Ｉ Ｒ の 発 現 間 に 重 大 な 関 連 が 存 在 す る (Surmacz E. et al., Breast Cancer Res. Treat.,
 Feb., 47 (3): 255-267頁 , 1998)。 さ ら に 、 エ ス ト ロ ゲ ン （ Ｅ ２ ） は Ｉ Ｇ Ｆ １ （ Ｉ Ｇ Ｆ
－ Ｉ ま た は Ｉ Ｇ Ｆ Ｉ と 記 載 し て い る 場 合 も あ る ） と 相 乗 作 用 し て 細 胞 増 殖 を 刺 激 す る と 思
わ れ る 。 Ｅ ２ に よ る 処 置 に よ っ て Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル 、 な ら び に タ ン パ ク 質 の
発 現 レ ベ ル が 約 １ ０ 倍 高 ま る こ と が 実 際 に 示 さ れ て い る (Lee A. V. et al., Mol. Endocr
inol., May, 13 (5): 787-796頁 , 1999)。 こ の 高 ま り で は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の リ ン 酸 化 の 有 意
な 増 加 が 認 め ら れ る 。 さ ら に 、 Ｅ ２ は リ ン 酸 化 さ れ る Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 基 質 の １ つ で あ る Ｉ
Ｒ Ｓ － １ （ 「 Ｉ Ｒ Ｓ － １ 」 は 「 イ ン ス リ ン 受 容 体 基 質 － １ 」 ） の 発 現 を 有 意 に 刺 激 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 タ モ キ シ フ ェ ン は Ｅ ２ 依 存 性 乳 癌 を 患 う 患 者 に 向 け た ホ ル モ ン 療 法 に 長 年 の 間 広 く 用 い
ら れ て き た (Forbes J. F., Semin. Oncol., Feb., 24 (1st Suppl. 1): S1-5-S1-19, 199
7)。 こ の 分 子 は エ ス ト ラ ジ オ ー ル と 競 合 し て 、 こ れ の そ の 受 容 体 と の 結 合 を 阻 害 す る (Jor
dan V. C., Breast Cancer Res. Treat., 31 (1): 41-52頁 , 1994)。 タ モ キ シ フ ェ ン が 受
容 体 の 発 現 お よ び そ の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る こ と に よ り Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 依 存 性 増 殖 を 阻 害 す る
こ と が で き る こ と が さ ら に 実 証 さ れ た (Guvakova M. A. et al., Cancer Res., July 1, 5
7 (13): 2606-2610頁 , 1997)。 こ れ ら の デ ー タ は 総 じ て 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ が Ｅ ２ ／ Ｅ Ｒ 相 互
作 用 に よ っ て 誘 導 さ れ る 増 殖 の 重 要 な メ デ ィ エ ー タ ー で あ る こ と を 示 し て い る よ う に 思 わ
れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 タ モ キ シ フ ェ ン の 長 期 使 用 は 子 宮 内 膜 癌 (Fisher et al., J. of National Cancer Inst
itute, 86, 7: 527-537頁 , 1994; VIDAL 2000, 1975-1976)お よ び Ｅ ２ 非 依 存 性 乳 癌 の 付
帯 再 発 (Li C. I. et al., J. Natl. Cancer Inst., July 4, 93 (13): 1008-1013頁 , 200
1)の 危 険 性 の 著 し い 増 加 と 関 連 し て い る 。 こ れ に 関 連 し て 、 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ モ デ ル で 抗 体 ７ Ｃ
１ ０ お よ び タ モ キ シ フ ェ ン の in vivo抗 腫 瘍 効 果 の 比 較 を 実 施 し 、 媒 介 す る Ｅ Ｒ 増 殖 に お
け る Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ と 関 連 し た 活 性 の 一 部 を 決 定 し た 。 こ れ を 行 う た め に 、 ヌ ー ド マ ウ ス で
の 、 こ の 動 物 種 に お け る Ｅ ２ 依 存 性 ヒ ト 腫 瘍 の 確 立 に 不 可 欠 な 持 続 性 放 出 型 エ ス ト ラ ジ オ
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実 施 例 ２ ： 腫 瘍 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ の in vivo増 殖 に 対 す る ７ Ｃ １ ０ お よ び タ モ キ シ フ ェ ン の 効 果
の 比 較



ー ル 粒 子 （ ０ ． ７ ２ ｍ ｇ ／ 錠 剤 、 ６ ０ 日 間 作 用 ） の 埋 め 込 み ２ ４ 時 間 後 、 ７ ． １ ０ ６ Ｍ Ｃ
Ｆ － ７ 細 胞 を こ れ ら の 同 じ マ ウ ス の ｓ ｃ （ 皮 下 に ） 移 植 し た 。 こ の 移 植 の ５ 日 後 、 腫 瘍 は
測 定 可 能 で あ り 、 ６ マ ウ ス 群 を 形 成 す る 。 こ れ ら の 群 を 各 々 、 １ ） ２ ５ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス の
用 量 に て 、 週 ２ 回 、 ｉ ｐ （ 腹 腔 内 ） 注 射 さ れ る ７ Ｃ １ ０ 抗 体 に よ り 、 ２ ） ３ ％ の ヒ ド ロ キ
シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス （ Ｈ Ｐ Ｃ ） を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ に 含 ま れ た １ ０ μ ｇ の タ モ キ シ フ ェ ン
に よ り ｉ ｐ に て 、 ま た は ３ ） タ モ キ シ フ ェ ン が 溶 け た 溶 媒 （ ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー
ス ） に よ り 処 置 す る 。 タ モ キ シ フ ェ ン を 週 末 を 除 い て 毎 日 、 ４ 週 間 投 与 す る 。 Ｍ Ａ ｂ 　 ７
Ｃ １ ０ に よ り 処 置 し た マ ウ ス は ま た 、 毎 日 、 ３ ％ Ｈ Ｐ Ｃ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ の 注 射 も 受 け る
。 溶 媒 単 独 で は 腫 瘍 増 殖 に 対 す る 影 響 が な い こ と を 実 証 す る た め に 、 予 め 試 験 を 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 図 ７ に て 示 さ れ た 結 果 か ら は 、 Ｍ Ａ ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ が 腫 瘍 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ の 増 殖 を 有 意 に in v
ivo阻 害 す る こ と が で き る こ と が 分 か る （ ア ス タ リ ス ク （ ＊ ） は ｔ 検 定 に お け る 比 較 対 照
群 ／ ７ Ｃ １ ０ 群 に 相 当 す る ） 。 驚 く べ き こ と に 、 抗 体 ７ Ｃ １ ０ は 腫 瘍 増 殖 の 阻 害 に 関 し て
タ モ キ シ フ ェ ン よ り も 有 意 に 効 果 が あ る と 思 わ れ （ サ ー ク ル （ ° ） は ｔ 検 定 に お け る 比 較
タ モ キ シ フ ェ ン 群 ／ ７ Ｃ １ ０ 群 に 相 当 す る ） 、 タ モ キ シ フ ェ ン で の 処 置 の 代 わ り に Ｍ Ａ ｂ
に よ る こ の 種 の 処 置 を 用 い て も よ い こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】

　 ａ ） ３ 種 類 の 腫 瘍 モ デ ル に お け る 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の in vivo活 性
　 Ｉ Ｇ Ｆ １ に 対 す る 受 容 体 を 発 現 す る そ の 他 の 腫 瘍 に 対 す る ７ Ｃ １ ０ 抗 体 の 活 性 を 一 般 化
す る た め に 、 ア ン ド ロ ゲ ン 非 依 存 性 前 立 腺 腫 瘍 モ デ ル Ｄ Ｕ １ ４ ５ （ Ｄ Ｕ － １ ４ ５ と も 記 載
） 、 Ｓ Ｋ Ｅ Ｓ － １ 骨 肉 腫 モ デ ル お よ び 非 小 細 胞 肺 腫 瘍 モ デ ル Ａ ５ ４ ９ に お い て ７ Ｃ １ ０ を
in vivoで 試 験 し た 。 プ ロ ト コ ー ル は Ｍ Ｃ Ｆ － ７ に 関 し 以 上 で 記 載 し た も の と 同 様 で あ り
、 図 ８ Ａ ～ ８ Ｃ に て 示 さ れ た 結 果 か ら は 、 ３ 種 類 の 腫 瘍 モ デ ル に お い て の こ の Ｍ Ａ Ｂ の 有
意 な 活 性 が 示 さ れ る 。 Ｍ Ａ Ｂ 　 １ Ｈ ７ の 単 鎖 ｓ ｃ Ｆ ｖ は ア ン ド ロ ゲ ン 非 依 存 性 前 立 腺 腫 瘍
モ デ ル に お い て 活 性 が な い た め 、 前 立 腺 腫 瘍 モ デ ル に て 観 察 さ れ た 活 性 は 極 め て 特 に 注 目
す べ き で あ る (Li et al., 2000)
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ｂ ） 同 所 移 植 モ デ ル Ａ ５ ４ ９ に お け る 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の in vivo活 性
　 上 記 の 従 来 の 異 種 移 植 片 モ デ ル で は 転 移 性 播 種 に つ い て の 薬 剤 の 試 験 が で き な い 。 実 際
に 、 ｓ ． ｃ ． （ 皮 下 に ） 移 植 し た 腫 瘍 は 注 入 し た 位 置 に 限 局 さ れ た 状 態 の ま ま で あ る た め
、 実 際 に は ヒ ト の 場 合 の 状 況 を 反 映 し て い な い 。 我 々 の 抗 体 を 現 実 に 近 い モ デ ル に て 評 価
す る た め に 、 Ａ ５ ４ ９ 細 胞 を 胸 腔 内 位 置 に 移 植 し た 。 こ の モ デ ル は 十 分 に 記 載 さ れ て お り
(Clin. Cancer Res. 2000 Jan; 6 (1): 297-304頁 )、 縦 隔 、 肺 、 心 臓 お よ び 脊 椎 転 移 に つ
い て 、 ヒ ト で 観 察 さ れ る も の に 近 い 転 移 性 播 種 の 観 察 が な さ れ る 。 実 施 し た 試 験 で は 、 １
０ ６ 　 Ａ ５ ４ ９ 細 胞 を 雌 ヌ ー ド マ ウ ス に 胸 腔 内 注 射 し た 。 移 植 ７ 日 後 、 マ ウ ス を ２ ２ 匹 か
ら な る ２ 群 に 分 け た 。 こ れ ら の 群 の 一 方 は ５ ０ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス の 抗 原 投 与 を 受 け た 後 、 週
２ 回 、 ２ ５ ０ μ ｇ の ７ Ｃ １ ０ ／ １ 回 用 量 の 割 合 で 処 置 し た 。 も う １ つ の 群 は 対 照 イ ソ タ イ
プ ９ Ｇ ４ と 同 じ ス キ ー ム に よ っ て 処 置 し た 。 図 ３ １ は Ｍ Ａ Ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ に よ り 処 置 し た マ
ウ ス に お い て 生 存 の 有 意 な 延 長 を 示 し 、 こ の こ と か ら こ の 抗 体 が 転 移 性 播 種 に お い て あ る
作 用 を 有 し 得 る こ と が 分 か る 。
【 ０ １ ５ ６ 】

　 ナ ベ ル ビ ン は 非 小 細 胞 肺 癌 お よ び 転 移 性 乳 癌 に 適 応 と さ れ る 化 学 療 法 用 化 合 物 で あ る 。
７ Ｃ １ ０ お よ び ナ ベ ル ビ ン の 比 較 試 験 、 な ら び に ２ 種 類 の 製 品 間 で 起 こ り 得 る 相 乗 効 果 を
腫 瘍 モ デ ル Ａ ５ ４ ９ に て 試 験 し た 。 こ の 試 験 で は 、 ５ ． １ ０ ６ Ａ ５ ４ ９ 細 胞 を を マ ウ ス の
右 側 皮 下 に 移 植 す る 。 細 胞 移 植 ５ 日 後 、 腫 瘍 は 測 定 可 能 で あ り 、 Ｍ Ａ ｂ お よ び ／ ま た は ナ
ベ ル ビ ン に よ る 処 置 を 開 始 す る 。 抗 体 は 常 に ２ ５ ０ μ ｇ ／ １ 回 用 量 ／ マ ウ ス 、 週 ２ 回 、 腹
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実 施 例 ３ ： 異 な る 起 源 の ヒ ト 腫 瘍 に 対 す る Ｍ Ａ ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ の in vivoに お け る 抗 腫 瘍 活
性 の 実 証

実 施 例 ４ ： in　 vivoに お け る Ｍ Ａ ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ の ナ ベ ル ビ ン と の 比 較 ； ２ 種 類 の 処 置 の 併
用 効 果



腔 内 に て 投 与 す る 。 ナ ベ ル ビ ン に 関 し て は 、 マ ウ ス の 最 大 許 容 量 ま た は １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、
腹 腔 内 に て 投 与 す る 。 こ の 処 置 で は 、 ７ 日 お き に ３ 回 の 注 入 を 行 う 。 同 時 投 与 で は 、 注 入
前 に ２ 種 類 の 製 品 を 混 合 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 図 ９ に て 示 さ れ た 結 果 か ら は 、 驚 く べ き こ と に 、 こ の モ デ ル に お い て 、 抗 体 ７ Ｃ １ ０ が
ナ ベ ル ビ ン で の 従 来 の 処 置 と 同 じ く ら い 有 効 で あ る こ と が 分 か る 。 ２ 種 類 の 製 品 の 極 め て
有 意 な 相 乗 効 果 も ま た 、 ７ ２ 日 で 測 定 可 能 な 腫 瘍 を 有 す る ７ マ ウ ス の う ち の ５ マ ウ ス に て
観 察 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】

　 上 記 の よ う に 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ は 数 多 く の 腫 瘍 に よ っ て 過 剰 発 現 さ れ る が 、 さ ら に 乳 癌 お
よ び 結 腸 癌 の 大 部 分 に お い て 、 特 に 、 増 殖 シ グ ナ ル が Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｉ （ Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｉ ま た は
Ｉ Ｇ Ｆ Ｉ Ｉ と 記 載 し て い る 場 合 も あ る ） を 介 し て こ の 受 容 体 に 送 ら れ る こ と も 記 載 さ れ て
き た 。 そ の た め 、 Ｍ Ａ ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ が ま た 確 実 に in vitroに て Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 腫 瘍 で 誘 導 さ れ
る Ｉ Ｇ Ｆ ２ 増 殖 を 阻 害 し 得 る こ と も 必 要 で あ る 。 こ れ を 行 う た め に 、 細 胞 を ９ ６ － ウ ェ ル
プ レ ー ト に 接 種 し 、 ウ シ 胎 児 血 清 を 除 き 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 に て 添 加 す る 調 べ る Ｍ Ａ
ｂ の 存 在 お よ び 不 在 下 で 最 終 濃 度 の 培 地 ｍ ｌ 当 た り ２ ０ ０ ｎ ｇ の Ｉ Ｇ Ｆ ２ を 添 加 し て 刺 激
し た 。 図 １ ０ に て 示 さ れ た 結 果 か ら は 、 Ｉ Ｇ Ｆ ２ が Ｉ Ｇ Ｆ １ と 同 様 に 、 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の
増 殖 を 有 意 に 刺 激 す る こ と が 分 か る 。 対 照 の イ ソ タ イ プ 、 ９ Ｇ ４ を 添 加 し た 場 合 は 依 然 こ
の 刺 激 へ の 影 響 は な い 。 De Leon et al.(Growth Factors, 6: 327-334頁 , 1992)に よ っ て
す で に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 Ｍ Ａ ｂ 　 α Ｉ Ｒ ３ の 添 加 に よ っ て 認 め ら れ た 影 響 は な い 。
一 方 、 ７ Ｃ １ ０ は Ｉ Ｇ Ｆ ２ に よ っ て 誘 導 さ れ る 増 殖 を 完 全 に 阻 害 す る 。 そ の 活 性 は １ Ｈ ７
の も の よ り も 有 意 に 優 れ て い る 。
【 ０ １ ５ ９ 】

　 ａ ） in vitroに お け る Ｍ Ｃ Ｆ － ７ モ デ ル で の ７ Ｃ １ ０ ／ Ｃ ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｃ １ ０ ／ ｈ
７ Ｃ １ ０ の 比 較
　 上 記 の よ う に 、 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ モ デ ル に お い て キ メ ラ 型 の Ｍ Ａ ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ お よ び 精 製 ヒ ト
化 型 １ （ 本 明 細 書 に お い て は ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ と 記 載 ） を in vitroに て 試 験 し た 。 図 １ １ お よ び
１ ２ 各 々 に て 示 さ れ た 結 果 か ら は 、 こ れ ら ２ 種 類 の も の が Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 腫 瘍 の Ｉ Ｇ Ｆ １ 誘 導
性 増 殖 を 阻 害 す る と い う そ れ ら の 特 性 を 完 全 に 保 持 し て い る こ と が 分 か る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ｂ ） Ｉ Ｇ Ｆ １ の そ の 受 容 体 と の 結 合 に よ っ て 誘 導 さ れ る シ グ ナ ル の 変 換 に 対 す る Ｍ Ａ ｂ
　 ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｃ １ ０ の 比 較 効 果
　 系 統 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ に お い て in vitroに て 誘 導 さ れ た Ｉ Ｇ Ｆ １ 増 殖 の 阻 害 活 性 は Ｍ Ａ ｂ ７ Ｃ
１ ０ の そ の 受 容 体 と の 結 合 時 に Ｉ Ｇ Ｆ １ が 介 在 す る シ グ ナ ル の 変 換 の 阻 害 の 翻 訳 の は ず で
あ る 。 こ の 仮 説 を 実 証 す る た め に 、 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 を 調 べ る 抗 体 の 存 在 ま た は の 不 在 下 、
Ｉ Ｇ Ｆ １ を 加 え て ま た は 加 え ず に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 短 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後
、 細 胞 を 溶 解 し 、 β 鎖 を 免 疫 沈 降 さ せ 、 こ の サ ブ ユ ニ ッ ト の リ ン 酸 化 を 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ 抗 体 を 用 い て 推 定 し た 。 図 １ ３ に て 示 さ れ た 結 果 か ら は 、 無 関 係 の マ ウ ス 抗 体 （
９ Ｇ ４ ） ま た は ヒ ト 抗 体 （ ス キ ー ム で は Ｉ ｇ Ｇ １ と 記 載 ） と は 異 な り 、 ７ Ｃ １ ０ ま た は ｈ
７ Ｃ １ ０ の 結 合 に よ っ て Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の β サ ブ ユ ニ ッ ト の リ ン 酸 化 を 有 意 に 阻 害 す る こ と
が 分 か る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ｃ ） ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ 抗 体 の Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 機 構 へ の 関 与
　 パ ラ グ ラ フ ｂ ） で の 上 記 の シ グ ナ ル 変 換 の 阻 害 は 抗 体 ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ の 生 物
活 性 に 関 与 す る 作 用 の 重 要 な 機 構 で あ る 。 し か し な が ら 、 ヒ ト へ の 投 与 で は イ ソ タ イ プ Ｉ
ｇ Ｇ １ の 抗 体 ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ が Ａ Ｄ Ｃ Ｃ （ 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 作 用 ） タ イ プ の 機 構 に よ っ て 細
胞 溶 解 を 誘 導 し 得 る で あ ろ う と 考 え ら れ る 。 こ の 点 を 実 証 す る た め に 、 ヒ ト ド ナ ー の 末 梢
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実 施 例 ５ ： Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 腫 瘍 の Ｉ Ｇ Ｆ ２ 誘 導 性 増 殖 の in vitro阻 害 の 試 験

実 施 例 ６ ： キ メ ラ ７ Ｃ １ ０ （ Ｃ ７ Ｃ １ ０ ） 抗 体 お よ び ヒ ト 化 （ ｈ ７ Ｃ １ ０ ） 抗 体 の 生 物 活
性



血 由 来 の Ｎ Ｋ （ ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー ） 細 胞 を ５ ． １ ０ ５ 細 胞 当 た り １ ０ μ ｇ の ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ 抗
体 と と も に ４ 時 間 、 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し た Ａ ５ ４ ９ 細 胞 ま た は Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 存 在 下
に 置 き 、 ５ １ Ｃ ｒ （ ５ ０ μ ｇ ） で 標 識 す る 。 こ の 試 験 で は 、 ヘ ル セ プ チ ン （ 図 ３ ２ Ａ お よ
び ３ ２ Ｂ で は ｈ ４ Ｄ ５ と 記 載 ） を 試 験 の 正 の 対 照 と し て 用 い る 。 図 ３ ２ Ａ ～ ３ ２ Ｄ か ら は
、 予 想 ど お り に ヘ ル セ プ チ ン が ２ 種 類 の 細 胞 Ａ ５ ４ ９ お よ び Ｍ Ｃ Ｆ － ７ に お い て 有 意 な Ａ
Ｄ Ｃ Ｃ を 誘 導 す る こ と （ 各 々 図 ３ ２ Ａ お よ び ３ ２ Ｂ を 参 照 ） が 分 か る 。 ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ も ま た
、 Ａ ５ ４ ９ 細 胞 に お い て Ａ Ｄ Ｃ Ｃ を 誘 導 す る こ と が で き る （ 図 ３ ２ Ｃ を 参 照 ） が 、 Ｍ Ｃ Ｆ
７ 細 胞 に お け る こ の 現 象 の 大 き さ は 小 さ い も の で あ る （ 図 ３ ２ Ｄ を 参 照 ） 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ｄ ） 抗 体 ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ の 細 胞 周 期 に 対 す る 効 果
　 系 統 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ に お い て in vitroに て 観 察 さ れ る 細 胞 増 殖 の 阻 害 は 細 胞 周 期 に 対 す る 効
果 に よ り 明 ら か に な る は ず で あ る 。 こ の 事 柄 に 答 え る た め に 、 ４ ． １ ０ ５ 細 胞 を ６ － ウ ェ
ル プ レ ー ト に 接 種 す る 。 接 種 ２ ４ 時 間 後 、 ウ シ 血 清 を 除 き 、 調 べ る 抗 体 の 存 在 ま た は 不 在
下 で Ｉ Ｇ Ｆ １ を 添 加 す る 。 ２ ４ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 周 期 の 試 験 用 に 細 胞 を
回 収 す る 。 図 ３ ３ Ｂ は Ｉ Ｇ Ｆ １ の 不 在 下 で の Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 周 期 お よ び 増 殖 の 開 始 （ 図
３ ３ Ａ を 参 照 ） と 比 較 し た 、 Ｉ Ｇ Ｆ １ の Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 周 期 お よ び 増 殖 の 開 始 に 対 す る
効 果 を 示 し て い る 。 増 殖 因 子 の 添 加 後 、 Ｇ ０ ／ Ｇ １ 期 （ ８ ８ ． ２ ％ ～ ５ ６ ． ３ ％ ） の 有 意
な 減 少 ～  Ｓ 期 （ ７ ． ８ ％ ～ ３ １ ％ ） お よ び Ｇ ２ ／ Ｍ 期 （ ４ ％ ～ １ ２ ． ７ ％ ） の そ の 恩 恵
が 観 察 さ れ る 。 抗 体 ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ の 添 加 に よ り （ 図 ３ ３ Ｃ を 参 照 ） 、 周 期 開
始 の 有 意 な 阻 害 が 認 め ら れ る 。 マ ウ ス 抗 体 お よ び そ の ヒ ト 化 相 同 体 が 細 胞 周 期 に 対 し て 同
程 度 の 活 性 を 有 す る と い う こ と も 注 意 す べ き で あ る 。 正 の 対 照 と し て 取 り 入 れ た α Ｉ Ｒ ３
は 、 こ の 試 験 に お い て ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ よ り も 少 し 活 性 が 低 い と 思 わ れ る 。 対 照
の イ ソ タ イ プ と し て 用 い た 抗 体 ９ Ｇ ４ に は 細 胞 周 期 に 及 ぼ す 効 果 は な い 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ｅ ） iモ デ ル Ａ ５ ４ ９ に お け る 抗 体 ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ の n vivo比 較 活 性
　 ヒ ト 化 抗 体 ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ の in vivo活 性 を 確 認 す る た め 、 後 者 を 非 小 細 胞 肺 腫 瘍 モ デ ル Ａ
５ ４ ９ に お い て ７ Ｃ １ ０ と 比 較 し た 。 こ の 試 験 は 、 抗 体 量 が ２ ５ ０ μ ｇ ／ １ 回 用 量 、 週 ２
回 の 代 わ り に １ ２ ５ μ ｇ ／ １ 回 用 量 、 週 ２ 回 で あ る こ と 、 お よ び 大 量 の ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ が 入 手
不 可 能 で あ る と い う 事 実 を 除 い て 、 上 記 の と お り 正 確 に 実 施 し た 。 抗 体 ９ Ｇ ４ を ７ Ｃ １ ０
に 対 す る イ ソ タ イ プ の 対 照 と し て 用 い 、 イ ソ タ イ プ の 無 関 係 の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｉ ｇ Ｇ
１ （ 以 下 で は Ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ と 呼 ば れ る ） を ヒ ト 化 抗 体 ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ に 対 す る 対 照 と し て 用 い た
。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 図 ３ ４ Ａ か ら は 、 ９ Ｇ ４ お よ び Ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ 対 照 曲 線 間 に 有 意 差 が な い こ と が 分 か る 。 予
想 ど お り に 、 マ ウ ス 抗 体 ７ Ｃ １ ０ に お い て 腫 瘍 増 殖 の 有 意 な 阻 害 が 認 め ら れ る 。 ヒ ト 化 抗
体 ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ に 関 し て は 、 認 め ら れ た 活 性 が そ の マ ウ ス 対 照 物 に お い て 認 め ら れ る も の と
厳 密 に 同 じ 強 さ の も の で あ る 。 こ の デ ー タ は in vitroで の 上 記 の 観 察 結 果 に 加 え て 、 ヒ ト
化 に よ っ て 作 製 さ れ た 抗 体 の 特 性 が 改 変 さ れ な い こ と を 示 し て い る 。 ま た 、 マ ウ ス の 異 種
移 植 片 モ デ ル で は 、 ヒ ト 化 抗 体 の 活 性 が シ グ ナ ル の 変 換 の 阻 害 機 構 に 完 全 に 関 連 し て い る
と 思 わ れ る 。 実 際 に は 、 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ が ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 腫 瘍 増 殖 の 阻 害 に 影 響 を 及 ぼ し
て い る 場 合 に は 、 マ ウ ス 抗 体 お よ び ヒ ト 化 抗 体 の 活 性 間 に 差 が 認 め ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ま た 、 in vivo試 験 を Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 乳 房 腫 瘍 モ デ ル に お い て 実 施 し 、 こ の 試 験 に よ り 、 予
想 ど お り に 、 抗 体 ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ が こ の 腫 瘍 の 増 殖 の in vivo阻 害 に 関 し 、 マ ウ ス 抗 体 ７ Ｃ １
０ と 完 全 に 同 程 度 で あ る こ と が 示 さ れ る （ 図 ３ ４ Ｂ ） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ｆ ） ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ お よ び ナ ベ ル ビ ン 間 の 相 乗 効 果 の 実 証
　 ７ Ｃ １ ０ で 得 ら れ た 結 果 の 再 現 を 目 的 と し て 、 そ の ヒ ト 化 相 同 体 ： 抗 体 ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ に つ
い て 実 施 例 ４ に 記 載 の プ ロ ト コ ー ル を 繰 り 返 し た 。
　 図 ３ ５ Ａ お よ び ３ ５ Ｂ に て 示 さ れ た 結 果 か ら は 、 ７ Ｃ １ ０ の 場 合 と 同 様 に 、 ヒ ト 化 抗 体
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７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ お よ び ナ ベ ル ビ ン 間 の 有 意 な 相 乗 効 果 が 示 さ れ る こ と が 分 か る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ｇ ） in vitroに お け る Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 抗 体 ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ
２ Ｈ Ｍ の 効 果
　 上 記 の よ う に 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ が 細 胞 表 面 で 過 剰 発 現 さ れ る 場 合 に は こ れ に よ っ て ア ポ ト
ー シ ス か ら の 保 護 を 与 え る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 実 施 例 に お い て 、 抗 体 ７ Ｃ １
０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ が 化 学 療 法 の 活 性 化 合 物 を 増 強 す る こ と が で き る こ と も 示 さ れ た 。 抗
体 ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 能 を 調 べ 、 化 学 療 法 に 関 す る そ れ ら の 相
乗 効 果 の 可 能 性 を 一 部 説 明 す る た め に 、 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 に お い て ド キ ソ ル ビ シ ン 、 こ の 細
胞 系 の ア ポ ト ー シ ス を in vitroに て 誘 導 す る こ と が 知 ら れ て い る 薬 剤 の 存 在 ま た は 不 在 下
で 試 験 を 行 っ た 。 こ れ ら の 試 験 で は 、 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 を ２ ． １ ０ ４ ／ ｃ ｍ ２ に て ペ ト リ 皿
に 接 種 し 、 フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 不 含 の １ ０ ％ の ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） を 補 給 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
で ２ ４ 時 間 培 養 す る 。 そ の 後 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 Ｆ Ｃ Ｓ を 含 ま な い 培 地 で の 培
養 を 再 開 す る 。 そ れ ら に は 抗 体 を １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に て 添 加 す る 前 に ３ ７ ℃ に て １ ０ 分 の 適
応 時 間 が 考 慮 さ れ る 。 さ ら に ３ ７ ℃ に て １ ０ 分 後 、 組 換 え Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ (Sigma)を 培 養 培 地
に 最 終 濃 度 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ま で 添 加 す る 。 細 胞 を 再 び ３ ７ ℃ に て １ 時 間 放 置 し て 、 抗 体 お
よ び Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ の 結 合 を 可 能 に す る 。 最 後 に 、 ド キ ソ ル ビ シ ン (Sigma)を 培 養 培 地 に ２ μ
ｇ ／ ｍ ｌ に て 添 加 し 、 細 胞 を ３ ７ ℃ に て ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 同 様 に 、 ナ ベ ル ビ ン を １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 に て 用 い て 試 験 を 実 施 し た 。
　 ア ネ キ シ ン Ｖ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ (２ ０ 分 間 、 ４ ℃ ） お よ び Ｄ Ａ Ｐ Ｉ （ ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で 標 識 し
た 後 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に よ り 細 胞 の 生 存 の 解 析 を 行 う 。 検 討 す る 死 細 胞 の 割 合
（ パ ー セ ン ト ） は 標 識 さ れ た 集 団 ア ネ キ シ ン ＋ Ｉ ／ Ｄ Ａ Ｐ Ｉ ＋ で あ る 。 抗 体 ５ Ｃ ２ を 対 照
の イ ソ タ イ プ と し て 用 い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 図 ３ ６ に て 示 さ れ た 結 果 か ら は 、 ド キ ソ ル ビ シ ン が Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の ８ ％ で ア ポ ト ー シ
ス を 誘 導 す る こ と が 分 か る 。 抗 体 ７ Ｃ １ ０ お よ び ド キ ソ ル ビ シ ン を 併 用 し て 細 胞 を 処 置 す
る と 、 細 胞 死 の 有 意 な 増 加 が 認 め ら れ る 。 同 じ 効 果 が 抗 体 ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ で も 示 さ れ る 。 抗 体
を ナ ベ ル ビ ン と 組 み 合 わ せ た 場 合 も 同 様 の 結 果 が 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ７ ０ 】

　 Ｔ Ｒ Ｉ 　 Ｒ Ｅ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ Ｔ (商 標 )（ 供 給 業 者 に よ っ て 与 え ら れ た 使 用 説 明 書 に 従 う 、 SIGM
A,. T9424） を 用 い て １ ０ ７ 細 胞 の 抗 体 ７ Ｃ １ ０ を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら ト ー タ ル
Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 Amersham-Pharmaciaの 「 第 １ 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 」 キ ッ ト （ #27-9621-01
、 供 給 業 者 に よ っ て 与 え ら れ た 使 用 説 明 書 に 従 う ） を 用 い て 第 １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 合 成 し た 。
２ 鎖 の 反 応 に は キ ッ ト に 含 ま れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｎ ｏ ｔ 　 Ｉ － ｄ （ Ｔ ） １ ８ を 準 備 し
た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ： ｍ Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ ッ ド を Ｍ Ａ ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ の 重 鎖 お よ
び 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 増 幅 に 用 い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の 重 鎖 お よ び 軽 （ κ ） 鎖 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ を 用 い て 実 施 し た 。 ５ ’
末 端 に 相 当 す る プ ラ イ マ ー は シ グ ナ ル ペ プ チ ド に 相 当 す る 領 域 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る （ 重
鎖 に 関 し て は 表 ２ 、 軽 鎖 に 関 し て は 表 ３ ） 。 デ ー タ バ ン ク で 見 つ け ら れ る 多 数 の マ ウ ス 抗
体 配 列 か ら こ れ ら の プ ラ イ マ ー を ま と め た (Jones S. T. et al., Bio/Technology 9: 88-
89頁 , 1991)。 ３ ’ 末 端 に 相 当 す る プ ラ イ マ ー は 重 鎖 （ Ｖ － Ｃ ジ ャ ン ク シ ョ ン か ら さ ほ ど
離 れ て い な い サ ブ ク ラ ス Ｉ ｇ Ｇ １ の Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン 、 Ｍ Ｈ Ｃ － １ プ ラ イ マ ー 　 表 ４ ） お よ
び 軽 鎖 （ Ｖ － Ｃ ジ ャ ン ク シ ョ ン か ら さ ほ ど 離 れ て い な い κ ド メ イ ン 、 Ｍ Ｋ Ｃ プ ラ イ マ ー 　
表 ４ ） の 定 常 領 域 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
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実 施 例 ７ ： モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ Ａ ｂ ） ７ Ｃ １ ０ 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ 戦 略
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ５ 】

　 上 記 の 増 幅 戦 略 に 従 っ て 、 「 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ (登 録 商 標 ） － Ｔ 　 Ｅ ａ ｓ ｙ ベ ク タ ー 系 」 (Promeg
a)を 用 い て 重 鎖 （ Ｖ Ｈ ） お よ び 軽 鎖 （ Ｖ Ｌ ） の 可 変 領 域 に 相 当 す る Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ク ロ ー ニ
ン グ し た 。 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の 場 合 、 Ｍ Ｋ Ｃ プ ラ イ マ ー を Ｍ Ｋ Ｖ １ お よ び Ｍ Ｋ Ｖ ２ プ ラ イ マ
ー と 組 み 合 わ せ て Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 得 た 。 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の 場 合 、 Ｍ Ｈ Ｃ － １ プ ラ イ マ ー を Ｍ
Ｈ Ｖ ８ お よ び Ｍ Ｈ Ｖ １ ２ プ ラ イ マ ー と 組 み 合 わ せ て Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 得 た 。 ｐ Ｇ ｅ ｍ － Ｔ 　 ｅ
ａ ｓ ｙ ベ ク タ ー で ク ロ ー ニ ン グ し た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 詳 細 な 配 列 決 定 で は 、 軽 鎖 の 場 合 、 ２ つ
の 異 な る 配 列 が 示 さ れ 、 重 鎖 の 場 合 、 １ つ の 独 自 の 配 列 が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 ａ ） オ リ ゴ Ｍ Ｋ Ｖ １ か ら 単 離 さ れ た 可 変 領 域
　 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 機 能 的 Ｉ ｇ の 可 変 領 域 の 特 徴 を 示 し て い る 。 そ の た め 、 こ の 新 規
な 配 列 が ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ を コ ー ド す る も の で あ る と 考 え ら れ る 。 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ を コ ー ド
す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ４ ８ お よ び ５ ０ ） お よ び ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ４ ９ ） 配 列
を 図 １ ４ に 示 す 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ｂ ） オ リ ゴ Ｍ Ｋ Ｖ ２ か ら 単 離 さ れ た 可 変 領 域
　 こ の 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 ７ Ｃ １ ０  ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製 に 用 い た マ ウ ス 骨 髄
腫 Ｓ ｐ ２ ／ Ｏ ａ ｇ １ ４ が そ の 一 部 で あ る 最 初 の Ｍ Ｏ Ｐ Ｃ － ２ １ 腫 瘍 由 来 の 標 準 的 な 融 合 相
手 の 全 て に 存 在 す る 異 常 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 由 来 の も の で あ る 。 こ の 配 列 は Ｖ お よ び Ｊ 遺 伝
子 間 の 異 常 な 組 換 え （ リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 変 化 に 関 連 す る ４ ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の 欠 失
） お よ び ２ ３ 位 に あ る 一 定 の シ ス テ イ ン の チ ロ シ ン へ の 変 化 を 含 ん で い る 。 こ れ ら の 変 化
は 、 こ の 軽 鎖 が メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ に 転 写 さ れ る に も か か わ ら ず 機 能 し な い こ と を 示 唆
す る 。 こ の 擬 似 軽 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 示 し て い な い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
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実 施 例 ８ ： マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ ７ Ｃ １ ０ か ら ク ロ ー ニ ン グ し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 配 列



　 ｃ ） オ リ ゴ Ｍ Ｈ Ｖ ８ お よ び Ｍ Ｈ Ｖ １ ２ か ら 単 離 さ れ た 可 変 領 域
　 こ れ ら ２ つ の オ リ ゴ で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 同 一 で あ り 、 オ リ ゴ 自 身 に よ っ て コ ー ド さ
れ る 配 列 と は 区 別 さ れ る 。 こ の 配 列 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の も の で あ る と 考 え ら
れ る 機 能 的 重 鎖 を コ ー ド す る 新 規 の 配 列 で あ る 。 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の
Ｄ Ｎ Ａ （ 配 列 番 号 ５ １ お よ び ５ ３ ） お よ び ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ５ ２ ） 配 列 を 図 １ ５ に 示 す
。
【 ０ １ ７ ９ 】

　 ヒ ト 定 常 領 域 κ お よ び γ － １ 各 々 と 連 結 さ れ る マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 領 域 Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ を 有
す る よ う に キ メ ラ 抗 体 ７ Ｃ １ ０ を 構 築 し た 。 哺 乳 類 細 胞 に お け る 発 現 用 ベ ク タ ー へ の そ れ
ら の ク ロ ー ニ ン グ が 可 能 と な る よ う ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に フ ラ
ン キ ン グ す る 配 列 の ５ ’ お よ び ３ ’ 末 端 を 改 変 す る た め に オ リ ゴ を 用 い た 。 こ れ ら の ベ ク
タ ー は 強 力 な プ ロ モ ー タ ー Ｈ Ｃ Ｍ Ｖ を 用 い て キ メ ラ 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を 効 率
的 に 転 写 す る 。 ま た 、 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 効 率 的 な 複 製 を 、 結 果 と し て 、 ｃ ｏ
ｓ 細 胞 に お け る タ ン パ ク 質 の 一 時 的 発 現 と し て 可 能 に す る Ｓ Ｖ ４ ０ の 複 製 起 点 も 含 ん で い
る 。
【 ０ １ ８ ０ 】

　 キ メ ラ ７ Ｃ １ ０ 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ２ 種 類 の プ ラ ス ミ ド を ｃ ｏ ｓ － ７ 細 胞 （
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 Ｃ Ｒ Ｌ － １ ６ ５ １ ） に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 組 換 え 抗 体 の 一 時 的 発 現 を 調 べ
た 。 ７ ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 培 養 培 地 を 取 り 出 し 、 細 胞 残 屑 を 除 去 す る た め に
遠 心 分 離 し 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ の 産 生 （ 実 施 例 １ ６ を 参 照 ） お よ び Ｉ Ｇ Ｆ － １ に 対 す る 受 容 体
の 認 識 （ 実 施 例 １ ７ を 参 照 ） に つ い て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 技 術 に よ り 解 析 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ ／ κ 濃 度 の 測 定 に 関 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 か ら は 、 ｃ ｏ ｓ － ７ 細 胞 に お け る
キ メ ラ 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の 発 現 が 多 数 の 抗 体 で 認 め ら れ る 値 と 同 程 度 で あ る ３ ０ ０ ～ ５ ０ ０ ｎ
ｇ ／ ｍ ｍ 間 で あ る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 Ｉ Ｇ Ｆ － １ に 対 す る 受 容 体 の 認 識 に 関 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 か ら は 、 キ メ ラ 抗 体 が そ れ を
特 異 的 か つ 優 れ た 相 対 ア ビ デ ィ テ ィ に て 認 識 す る こ と が 分 か っ た （ 図 ３ Ａ 、 ３ Ｂ お よ び ３
Ｃ を 参 照 ） 。 こ の こ と に よ っ て ７ Ｃ １ ０ 抗 体 の 適 し た Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ が 確 認 さ れ た と い う
有 効 な 証 拠 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 こ の キ メ ラ 型 の ７ Ｃ １ ０ は ヒ ト 化 型 の ア フ ィ ニ テ ィ ー
の 評 価 に お い て 必 須 の ツ ー ル で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】

　 「 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 」 に よ る ヒ ト 化 方 法 を 手 助 け し 、 改 良 す る た め に 、 マ ウ ス 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の
Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ 領 域 の 分 子 モ デ ル を 構 築 し た 。 モ デ ル は 重 鎖 １ Ａ Ｙ １ お よ び 軽 鎖 ２ Ｐ Ｃ Ｐ
の 結 晶 構 造 に 基 づ く 。
【 ０ １ ８ ４ 】

　 ａ ） ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て の 既 知 マ ウ ス Ｖ Ｌ 配 列 と の 比 較
　 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 に よ る ヒ ト 化 の 予 備 工 程 と し て 、 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の ア ミ ノ 酸 配 列 を ま ず 、 Ka
batの デ ー タ バ ン ク （ イ ン タ ー ネ ッ ト ア ド レ ス ： ftp://ftp.ebi.ac,uk/pub/database/kaba
t/fasta_format/, デ ー タ の 最 終 更 新 日  1999年 )に 存 在 す る 全 て の マ ウ ス Ｖ Ｌ 配 列 と 比 較
し た 。 こ の こ と に よ っ て 、 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ が Kabat et al.(In Sequences of proteins of
 immunological interest（ 第 ５ 版 ） , NIH publication No.91-3242,, US Department of
 Health and Human Services, Public Health Service, National Institutes of Health
, Bethesda, 1991)に よ っ て 定 義 さ れ た κ 軽 鎖 の サ ブ グ ル ー プ Ｉ Ｉ に 属 す る こ と が 確 認 さ
れ た 。 最 大 ９ ５ ％ に 及 ぶ 配 列 同 一 性 を 有 す る マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｖ Ｌ 領 域 が 確 認
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実 施 例 ９ ： キ メ ラ マ ウ ス － ヒ ト 遺 伝 子 の 構 築

実 施 例 １ ０ ： キ メ ラ 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の Ｉ Ｇ Ｆ － １ 受 容 体 の 発 現 お よ び 認 識 活 性 の 評 価  

実 施 例 １ １ ： マ ウ ス 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の 可 変 領 域 の 分 子 モ デ リ ン グ

実 施 例 １ ２ ： 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の 軽 鎖 可 変 領 域 （ ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ ） の Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 に よ る ヒ ト 化
方 法



さ れ た （ Ｄ Ｒ Ｂ １ － ４ ． ３ （ 配 列 番 号 ５ ５ ） ： ９ ５ ％ お よ び Ｃ ９ ４ － ５ Ｂ １ １ 'Ｃ Ｌ （ 配
列 番 号 ５ ６ ） ： ９ ５ ％ 、 図 １ ７ を 参 照 ） 。 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ 配 列 の 通 常 の 残 基 か ら 同 定 を 試
み る た め に 、 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ４ ） を Kabatに よ っ て 定 義 さ れ
た マ ウ ス κ 鎖 の サ ブ グ ル ー プ Ｉ Ｉ の コ ン セ ン サ ス 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ７ ） と ア ラ イ ン し た （
図 １ ７ を 参 照 ） 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 Kabatの 位 置 番 号 ３ で は 、 Kabatに 従 っ て κ 軽 鎖 の サ ブ グ ル ー プ Ｉ Ｉ に 通 常 存 在 す る バ リ
ン （ Ｖ ） （ ７ １ ％ ） が ロ イ シ ン （ Ｌ ） に 置 き 換 え ら れ て い る 。 こ の 位 置 の ロ イ シ ン は 、 例
え ば 、 Ｄ Ｒ Ｂ １ － ４ ． ３ お よ び Ｃ ９ ４ － ５ Ｂ １ １ 'Ｃ Ｌ に お い て 認 め ら れ 、 珍 し く は な い
。 分 子 モ デ ル に よ れ ば 、 こ の 残 基 が 特 定 の 役 割 を 果 た す と は 考 え ら れ な い 。 そ の た め 、 ヒ
ト 化 型 に お け る こ の 残 基 の 保 存 は 考 え な い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 Kabatの 位 置 番 号 ７ で は 、 Kabatに 従 っ て κ 軽 鎖 の サ ブ グ ル ー プ Ｉ Ｉ に 通 常 存 在 す る ト レ
オ ニ ン （ Ｔ ） （ ６ ６ ％ ） が イ ソ ロ イ シ ン （ Ｉ ） に 置 き 換 え ら れ て い る 。 こ の 位 置 の イ ソ ロ
イ シ ン は 、 全 て の 既 知 マ ウ ス Ｖ Ｌ 配 列 で は １ ５ 倍 認 め ら れ 、 ヒ ト Ｖ Ｌ 配 列 で は 全 く 認 め ら
れ な い た め 、 比 較 的 珍 し い 。 分 子 モ デ ル に よ れ ば 、 こ の 残 基 （ １ ７ ） は 分 子 の 表 面 の 方 に
向 い て い る が 、 Ｃ Ｄ Ｒ と は 接 触 し な い （ 最 も 近 い Ｃ Ｄ Ｒ の 残 基 が Kabatの 位 置 番 号 ４ ２ の
ア ル ギ ニ ン で あ る ） こ と が 分 か る 。 さ ら に 、 こ の 残 基 １ ７ が 直 接 抗 原 と 接 触 す る と は ほ と
ん ど 考 え ら れ な い 。 そ の た め 、 い ず れ に し て も 最 初 は ヒ ト 化 型 に お け る こ の 残 基 の 保 存 は
考 え な い 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 Kabatの 位 置 番 号 ７ ７ で は 、 Kabatに 従 っ て κ 軽 鎖 の サ ブ グ ル ー プ Ｉ Ｉ に 通 常 存 在 す る ア
ル ギ ニ ン （ Ｒ ） （ ９ ５ ． ５ ％ ） が セ リ ン （ Ｓ ） に 置 き 換 え ら れ て い る 。 こ の 位 置 の セ リ ン
は 、 珍 し く は な い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 ｂ ） ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て の 既 知 ヒ ト Ｖ Ｌ 配 列 と の 比 較
　 「 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 」 の 最 良 の ヒ ト 候 補 を 同 定 す る た め に 、 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ と 可 能 な 限 り 最 高
の 相 同 性 を 有 す る ヒ ト 起 源 の κ 　 Ｖ Ｌ 領 域 を 求 め た 。 こ の 目 的 を 達 す る た め に 、 マ ウ ス κ
 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の ア ミ ノ 酸 配 列 を Kabatの デ ー タ バ ン ク に 存 在 す る 全 て の ヒ ト κ 　 Ｖ Ｌ 配
列 と 比 較 し た 。 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ は Kabat et al.(1991)に よ っ て 定 義 さ れ た サ ブ グ ル
ー プ Ｉ Ｉ の ヒ ト κ 　 Ｖ Ｌ 領 域 と 最 高 の 配 列 相 同 性 を 有 し た 。 ヒ ト 起 源 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の Ｖ Ｈ 領 域 は 可 変 領 域 を 構 成 す る １ １ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 全 て に 対 し て 最 大 ７ ５ ． ９ ％ に 及
ぶ 配 列 同 一 性 を 有 す る （ Ｇ Ｍ ６ ０ ７ （ 配 列 番 号 ５ ８ ） 、 図 １ ８ を 参 照 ） こ と が 確 認 さ れ た
。 ７ ６ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ヒ ト 起 源 の 生 殖 細 胞 系 統 、 Ｄ Ｐ Ｋ １ ５ ／ Ａ １ ９ （ 配 列 番 号
５ ９ ） （ 図 １ ８ を 参 照 ） も ま た 同 定 さ れ た 、 Ｇ Ｍ ６ ０ ７ (Klobeck et al., 1984)。 そ れ ゆ
え 、 Ｇ Ｍ ６ ０ ７ を マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の Ｃ Ｄ Ｒ を 受 け 入 れ る こ と が で き る ヒ ト 配 列 （ Ka
batの 定 義 に 従 う ） と し て 選 択 し た 。 Ｇ Ｍ ６ ０ ７ 配 列 の ヒ ト サ ブ グ ル ー プ Ｉ Ｉ の コ ン セ ン
サ ス 配 列 の も の （ 配 列 番 号 ６ ０ ） と の 比 較 （ 図 １ ８ ） に よ っ て は 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （
Ｒ ｃ ｈ ） 内 の 特 定 の 残 基 は 同 定 で き ず 、 そ の 事 実 に よ っ て Ｇ Ｍ ６ ０ ７ が Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 の 優 れ
た 候 補 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ｃ ） ヒ ト 化 型 の ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ
　 ヒ ト 化 方 法 の 次 の 工 程 は 、 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の Ｃ Ｄ Ｒ の 選 択 し た ヒ ト 軽 鎖 、 Ｇ Ｍ ６
０ ７ (Klobeck et al., 1964)の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｒ ｃ ｈ ） と の 結 合 に あ っ た 。 方 法 の
こ の 工 程 に お い て 、 分 子 の ３ 次 元 構 造 の 維 持 （ Ｃ Ｄ Ｒ の 正 規 構 造 (canonical structure)
、 Ｖ Ｈ ／ Ｖ Ｌ イ ン タ ー フ ェ イ ス 、 な ど ） ま た は 抗 原 と の 結 合 に お い て あ る 役 割 を 果 た し 得
る よ う に 保 持 さ れ る マ ウ ス 残 基 の 選 択 に は ７ Ｃ １ ０ の マ ウ ス Ｆ ｖ 領 域 の 分 子 モ デ ル が 特 に
有 用 で あ る 。 Ｒ ｃ ｈ に お い て 、 マ ウ ス （ ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ ） お よ び ヒ ト （ Ｇ Ｍ ６ ０ ７ ） ア ミ
ノ 酸 間 の 違 い を 綿 密 に 調 べ た （ 表 ５ を 参 照 ） 。 さ ら に 、 必 要 に 応 じ て 、 同 定 さ れ た マ ウ ス
配 列 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の 特 定 の 残 基 （ 実 施 例 １ ２ ． ａ を 参 照 ） を 検 討 し た 。
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【 ０ １ ９ ０ 】
　 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の 「 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 」 に よ っ て ヒ ト 化 し た 最 初 の 型 、 ヒ ト １ で は 、 Ｇ Ｍ ６ ０
７ の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｒ ｃ ｈ ） 内 に １ つ の 変 化 が な し 遂 げ ら れ て い る 。 こ の 変 化 は Ｒ
ｃ ｈ １ に 位 置 す る 残 基 ２ （ Kabatの 命 名 ） に 関 係 す る 。 こ の 残 基 は 、 実 際 に は 、 ７ Ｃ １ ０
　 Ｖ Ｌ の Ｃ Ｄ Ｒ １ の 正 規 構 造 構 成 の 一 部 に な る た め 、 そ の 適 し た コ ン ホ メ ー シ ョ ン に お い
て こ の ル ー プ を 維 持 す る の に 重 要 で あ る 。 そ の た め 、 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ 配 列 の こ の 位
置 に 存 在 す る バ リ ン は ヒ ト 化 型 の こ の 同 じ 位 置 に 維 持 さ れ て い る （ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番
号 ６ １ ） に 関 し て は 表 ５ お よ び 図 １ ９ を 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ２ お よ び ６ ４ ） お よ び
ペ プ チ ド シ グ ナ ル を 含 ん で な る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ３ ） に 関 し て は 図 ２ ０ を 参 照 ）
。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の 「 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 」 に よ っ て ヒ ト 化 し た ２ 番 目 の 型 、 ヒ ト ２ で は 、 ヒ ト 軽
鎖 Ｇ Ｍ ６ ０ ７ の Ｒ ｃ ｈ 内 に 受 け た 変 化 は な い 。 そ の た め 、 Ｒ ｃ ｈ の 全 て の 残 基 が 、 マ ウ ス
７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ に 存 在 す る バ リ ン を ヒ ト 軽 鎖 Ｇ Ｍ ６ ０ ７ の こ の 同 じ 位 置 に 見 ら れ る イ ソ ロ
イ シ ン に 置 き 換 え る た め に 変 異 さ せ た 残 基 ２ を は じ め と す る ヒ ト 起 源 の も の で あ る （ ア ミ
ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ５ ） に 関 し て は 表 ５ お よ び 図 １ ９ を 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ６ お
よ び ６ ８ ） お よ び ペ プ チ ド シ グ ナ ル を 含 ん で な る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ７ ） に 関 し て
は 図 ２ １ を 参 照 ） 。 そ の た め 、 こ の ヒ ト 型 ２ は Ｒ ｃ ｈ の 全 て の 残 基 が ヒ ト 起 源 の 軽 鎖 、 Ｇ
Ｍ ６ ０ ７ の も の で あ る こ と か ら 、 完 全 に ヒ ト 化 さ れ て い る （ 当 然 な が ら 、 Ｃ Ｄ Ｒ 自 体 と は
区 別 さ れ る ） 。
【 ０ １ ９ ２ 】
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【 表 ５ 】
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【 ０ １ ９ ３ 】
　 説 明 ： １ 列 目 （ Kabat） は Kabat et al. (1991)に よ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 し ； ２ 列
目 （ ＃ ） は 通 常 の 配 列 で の ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 し ； ３ 列 目 （ Ｆ Ｒ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ ） は 骨
格 の セ グ メ ン ト （ Ｆ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ お よ び Ｆ Ｒ ４ ） お よ び Ｃ Ｄ Ｒ セ グ メ ン ト （ Ｃ Ｄ
Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ ） （ 「 Ｃ Ｄ Ｒ 」 は 「 相 補 性 決 定 領 域 」 ） を 容 易 に 確 認 す る
た め に 作 成 し 、 ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ が ４ つ の Ｆ Ｒ を 隔 て て い る ； ４ 列 目 （ マ ウ ス 軽 鎖 　 ７ Ｃ １ ０
） は マ ウ ス 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の Ｖ Ｌ 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ４ ） を 示 し ； ５ 列 目 （ ヒ
ト 生 殖 細 胞 系 統 Ｄ Ｐ Ｋ １ ５ ／ Ａ １ ９ ） は 生 殖 細 胞 系 統 の κ 　 Ｉ Ｉ 　 ヒ ト Ｖ 軽 鎖 の ア ミ ノ 酸
配 列 （ 配 列 番 号 ５ ９ ） を 示 し ； ６ 列 目 （ Ｇ Ｍ ６ ０ ７ ） は ヒ ト 抗 体 Ｇ Ｍ ６ ０ ７ の Ｖ Ｌ 領 域 の
ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ８ ） を 示 し ； ７ お よ び ８ 列 目 （ 再 構 築 し た ヒ ト ７ Ｃ １ ０ 　 １ お
よ び ２ ） は ヒ ト 化 １ お よ び ２ 抗 体 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 各 々 、 配 列 番 号 ６ １ お
よ び ６ ５ ） を 示 す 。 「 ＊ 」 は Chothia et al. (Nature, 342, 877-883頁 , 1989)に よ っ て
定 義 さ れ る よ う な Ｃ Ｄ Ｒ ル ー プ の 正 規 構 造 の 一 部 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ４ 】

　 ａ ） ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て の 既 知 マ ウ ス Ｖ Ｈ 配 列 と の 比 較
　 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 に よ る ヒ ト 化 の 予 備 工 程 と し て 、 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の ア ミ ノ 酸 配 列 を ま ず 、 Ka
batデ ー タ バ ン ク （ イ ン タ ー ネ ッ ト ア ド レ ス ： ftp://ftp.ebi.ac,uk/pub/database/kabat/
fasta_format/, デ ー タ の 最 終 更 新 日  1999年 )に 存 在 す る 全 て の マ ウ ス Ｖ Ｈ 配 列 と 比 較 し
た 。 こ の こ と に よ っ て 、 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ が Kabat et al.(1991)に よ っ て 定 義 さ れ た 重 鎖 の
サ ブ グ ル ー プ Ｉ （ Ａ ） に 属 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 最 大 ９ ０ ． ５ ％ に 及 ぶ 配 列 同 一 性 を 有
す る マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｖ Ｈ 領 域 が 確 認 さ れ た （ Ａ Ｎ ０ ３ ’ Ｃ Ｌ （ 配 列 番 号 ７ ０
） 、 図 ２ ２ を 参 照 ） 。 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ 配 列 の 通 常 の 残 基 か ら 同 定 を 試 み る た め に 、 我 々 は
７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ９ ） を Kabatに よ っ て 定 義 さ れ た マ ウ ス 重 鎖
の サ ブ グ ル ー プ Ｉ （ Ａ ） の コ ン セ ン サ ス 配 列 （ 配 列 番 号 ７ １ ） と ア ラ イ ン し た （ 図 ２ ２ を
参 照 ） 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 残 基 １ ７ （ Kabatの 番 号 付 け ） 、 サ ブ グ ル ー プ Ｉ （ Ａ ） の コ ン セ ン サ ス 配 列 で は Ｔ ｈ ｒ
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、 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ で は Ｓ ｅ ｒ 、 は 定 常 領 域 と の 結 合 で は 分 子 の 表 面 に 位 置 す る 。 こ の 残 基
は 重 要 で あ る と は 考 え ら れ な い 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 残 基 ２ ７ （ Kabatの 番 号 付 け ） 、 サ ブ グ ル ー プ Ｉ （ Ａ ） の コ ン セ ン サ ス 配 列 で は Ａ ｓ ｐ
、 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ で は Ｔ ｙ ｒ 、 は Ｃ Ｄ Ｒ １ の 標 準 残 基 で あ る 。 こ の 位 置 の Ｔ ｙ ｒ は 珍 し く
な く 、 そ の 適 し た コ ン ホ メ ー シ ョ ン に お い て Ｃ Ｄ Ｒ １ を 維 持 す る の に 重 要 で あ る と い え る
。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 残 基 ８ ４ （ Kabatの 番 号 付 け ） 、 サ ブ グ ル ー プ Ｉ （ Ａ ） の コ ン セ ン サ ス 配 列 で は Ｔ ｈ ｒ
、 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ で は Ａ ｓ ｎ 。 Ａ ｓ ｎ は マ ウ ス Ｖ Ｈ で は ９ ３ 倍 、 ヒ ト Ｖ Ｈ で は ３ 倍 認 め ら
れ た 。 分 子 モ デ ル に よ れ ば 、 こ れ は パ ラ ト ー プ か ら 遠 く 離 れ た 表 面 残 基 で あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ア ミ ノ 酸 の 番 号 付 け は Kabat et al. (1991)の も の で あ る 。 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ お よ び Kabat
　 マ ウ ス サ ブ グ ル ー プ Ｉ （ Ａ ） （ 配 列 番 号 ５ ７ ） 間 で 異 な る フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ
と は 区 別 さ れ る ） 内 の 残 基 に 下 線 を 付 け て い る 。 Ａ Ｎ ０ ３ ’ Ｃ Ｌ は  represents マ ウ ス 抗
体 重 鎖 の 配 列 （ Kabatデ ー タ バ ン ク で の ア ク セ ス 番 号 は Ｐ ０ ０ １ ２ ８ ９ で あ る ） を 表 す 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 ｂ ） ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て の 既 知 ヒ ト Ｖ Ｈ 配 列 と の 比 較
　 「 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 」 の 最 良 の ヒ ト 候 補 を 同 定 す る た め に 、 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ と 可 能 な 限 り 最 高
の 相 同 性 を 有 す る ヒ ト 起 源 の Ｖ Ｈ 領 域 を 求 め た 。 こ の 目 的 を 達 す る た め に 、 マ ウ ス ７ Ｃ １
０ 　 Ｖ Ｈ の ア ミ ノ 酸 配 列 を Kabatの デ ー タ バ ン ク に 存 在 す る 全 て の ヒ ト Ｖ Ｈ 配 列 と 比 較 し
た 。 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ は Kabat et al.(1991)に よ っ て 定 義 さ れ た サ ブ グ ル ー プ Ｉ Ｉ の
ヒ ト Ｖ Ｈ 領 域 と 最 高 の 配 列 相 同 性 を 有 し た 。 ヒ ト 起 源 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｖ Ｈ 領 域 は
可 変 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ た （ す な わ ち 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ お よ び 領 域 Ｊ と は 区 別 さ れ る ） ９
８ 個 の ア ミ ノ 酸 全 て に 対 し て 最 大 ６ ７ ． ３ ％ に 及 ぶ 配 列 同 一 性 を 有 す る （ ヒ ト Ｖ Ｈ 　 Ｆ Ｕ
Ｒ １ ’ Ｃ Ｌ （ 配 列 番 号 ７ ３ ） 、 図 ２ ３ を 参 照 ） こ と が 確 認 さ れ た 。 ６ ８ ． ４ ％ の 配 列 同 一
性 を 有 す る ヒ ト 起 源 の 生 殖 細 胞 系 統 、 ４ ． ２ ２ 　 Ｖ Ｈ 　 Ｉ Ｖ (Sanz et al., 1989)も ま た
Ｖ Ｈ
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 Ｆ Ｕ Ｒ １ ’ Ｃ Ｌ に 対 す る も の と 同 じ 基 準 に 従 っ て 同 定 さ れ た （ ヒ ト 生 殖 細 胞 （ 配 列 番 号
７ ４ ） 、 図 ２ ３ を 参 照 ） 。 ４ ． ２ ２ 　 Ｖ Ｈ 　 Ｉ Ｖ お よ び Ｖ Ｈ 　 Ｆ Ｕ Ｒ １ ’ Ｃ Ｌ の 配 列 の ヒ
ト サ ブ グ ル ー プ Ｉ Ｉ の コ ン セ ン サ ス 配 列 の も の （ ヒ ト 　 Kabat　 ｓ ｇ 　 Ｉ Ｉ （ 配 列 番 号 ７
２ ） 、 図 ２ ３ お よ び 表 ６ を 参 照 ） と の 比 較 に よ っ て 、 ４ ． ２ ２ 　 Ｖ Ｈ 　 Ｉ Ｖ で は フ レ ー ム
ワ ー ク 領 域 （ Ｒ ｃ ｈ ） 内 の 非 定 型 残 基 は 同 定 で き な か っ た が 、 Ｖ Ｈ 　 Ｆ Ｕ Ｒ １ ’ Ｃ Ｌ に よ
っ て コ ー ド さ れ た 配 列 で は ２ つ の 非 定 型 残 基 (Kabatの 命 名 に よ れ ば 、 各 々 、 ８ １ お よ び ８
２ Ａ 位 の Ｇ ｌ ｎ お よ び Ａ ｒ ｇ ） の 存 在 が 同 定 さ れ た こ と か ら 、 Ｖ Ｈ 　 Ｆ Ｕ Ｒ １ ’ Ｃ Ｌ よ り
も む し ろ 、 生 殖 細 胞 系 統 ４ ． ２ ２ 　 Ｖ Ｈ 　 Ｉ Ｖ に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を マ ウ ス ７ Ｃ １
０ 　 Ｖ Ｈ の Ｃ Ｄ Ｒ を 受 け 入 れ る こ と が で き る ヒ ト 配 列 （ Kabatの 定 義 に 従 う ） と し て 選 択
し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 ｃ ） ヒ ト 化 型 の ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ
　 ヒ ト 化 方 法 の 次 の 工 程 は 、 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の Ｃ Ｄ Ｒ の ヒ ト 生 殖 細 胞 系 統 ４ ． ２ ２
　 Ｖ Ｈ 　 Ｉ Ｖ (Sanz et al., 1989)の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｒ ｃ ｈ ） と の 結 合 に あ っ た 。
方 法 の こ の 工 程 に お い て 、 分 子 の ３ 次 元 構 造 の 維 持 （ Ｃ Ｄ Ｒ の 正 規 構 造 、 Ｖ Ｈ ／ Ｖ Ｌ イ ン
タ ー フ ェ イ ス 、 な ど ） ま た は 抗 原 （ パ ラ ト ー プ に 属 す る ） と の 結 合 に お い て あ る 役 割 を 果
た し 得 る よ う に 保 持 さ れ る マ ウ ス 残 基 の 選 択 に は ７ Ｃ １ ０ の マ ウ ス Ｆ ｖ 領 域 の 分 子 モ デ ル
が 特 に 有 用 で あ る 。 Ｒ ｃ ｈ に お い て 、 マ ウ ス （ ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ ） お よ び ヒ ト （ ４ ． ２ ２ 　
Ｖ Ｈ 　 Ｉ Ｖ ） ア ミ ノ 酸 間 の 違 い を 綿 密 に 調 べ た （ 表 ６ を 参 照 ） 。 さ ら に 、 必 要 に 応 じ て 、
同 定 さ れ た マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ 配 列 の 特 定 の 残 基 （ 実 施 例 ８ ． ａ を 参 照 ） を 検 討 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
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　 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の 「 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 」 に よ っ て ヒ ト 化 し た 最 初 の 型 、 ヒ ト １ で は 、 ４ ． ２ ２
　 Ｖ Ｈ 　 Ｉ Ｖ の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｒ ｃ ｈ ） 内 に ４ つ の 変 化 が な し 遂 げ ら れ て い る （ ア
ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ５ )に 関 し て は 表 ６ 、 図 ２ ４ を 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ６ お よ
び ７ ８ ） お よ び ペ プ チ ド シ グ ナ ル を 含 ん で な る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ７ ） に 関 し て は
図 ２ ５ を 参 照 ） 。 こ れ ら ４ つ の 変 化 は 以 下 の 残 基 に 関 係 す る ：
・ Ｒ ｃ ｈ １ に 位 置 す る 残 基 ３ ０ （ Kabatの 命 名 ） 。 こ の 残 基 は 、 実 際 に は 、 （ Chothia et 
al., 1989に よ っ て 定 義 さ れ る よ う に ） ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の Ｃ Ｄ Ｒ １ の 構 造 構 成 の 一 部 に な
る た め 、 そ の 正 確 な コ ン ホ メ ー シ ョ ン に お い て こ の ル ー プ を 維 持 す る の に 重 要 で あ る 。 そ
の た め 、 マ ウ ス 配 列 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の こ の 位 置 に 存 在 す る Ｔ ｈ ｒ は ヒ ト 化 型 の こ の 同 じ 位
置 に 維 持 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
・ Ｒ ｃ ｈ ２ に 位 置 す る 残 基 ４ ８ （ Kabatの 命 名 ） 。 こ の 残 基 は 、 分 子 モ デ ル に よ れ ば 、 後
者 に 直 接 接 触 し な い が 、 Ｃ Ｄ Ｒ に 近 く 、 そ れ ら の 最 終 的 な コ ン ホ メ ー シ ョ ン に 影 響 を 及 ぼ
す こ と も あ る 。 そ の た め 、 マ ウ ス 配 列 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の こ の 位 置 に 存 在 す る メ チ オ ニ ン は
ヒ ト 化 型 １ の こ の 同 じ 位 置 に 維 持 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
・ Ｒ ｃ ｈ ３ に 位 置 す る 残 基 ６ ７ （ Kabatの 命 名 ） 。 こ の 残 基 は Ｃ Ｄ Ｒ に 近 く 、 分 子 モ デ ル
に よ れ ば 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ の リ ジ ン ６ ０ （ Kabatの 命 名 ） と 接 触 す る こ と も あ る 。 そ の た め 、 マ
ウ ス 配 列 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の こ の 位 置 に 存 在 す る イ ソ ロ イ シ ン は ヒ ト 化 型 １ の こ の 同 じ 位 置
に 維 持 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
・ Ｒ ｃ ｈ ３ に 位 置 す る 残 基 ７ １ （ Kabatの 命 名 ） 。 こ の 残 基 は Ｃ Ｄ Ｒ ２ の 正 規 構 造 構 成 の
一 部 に な る た め 、 そ の 正 確 な コ ン ホ メ ー シ ョ ン に お い て こ の ル ー プ を 維 持 す る の に 重 要 で
あ る 。 そ の た め 、 マ ウ ス 配 列 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の こ の 位 置 に 存 在 す る ア ル ギ ニ ン は ヒ ト 化 型
１ の こ の 同 じ 位 置 に 維 持 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の 「 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 」 に よ っ て ヒ ト 化 し た ２ 番 目 の 型 、 ヒ ト ２ で は 、 ４ ． ２
２ 　 Ｖ Ｈ 　 Ｉ Ｖ の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｒ ｃ ｈ ） 内 に ２ つ の 変 化 が な し 遂 げ ら れ て い る 。
こ れ ら ２ つ の 変 化 は ヒ ト 化 型 １ で す で に 説 明 し た 残 基 ３ ０ お よ び ７ １ （ Kabatの 命 名 ） に
関 係 す る （ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ９ ） に 関 し て は 表 ６ お よ び 図 ２ ４ を 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （
配 列 番 号 ８ ０ お よ び ８ ２ ） お よ び ペ プ チ ド シ グ ナ ル を 含 ん で な る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号
８ １ ） に 関 し て は 図 ２ ６ を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の 「 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 」 に よ っ て ヒ ト 化 し た ３ 番 目 の 型 、 ヒ ト ３ で は 、 ４ ． ２
２ 　 Ｖ Ｈ 　 Ｉ Ｖ の Ｒ ｃ ｈ 内 に 受 け た 変 化 は な い 。 そ の た め 、 Ｒ ｃ ｈ の 全 て の 残 基 が 、 残 基
３ ０ 、 ４ ８ 、 ６ ７ お よ び ７ １ （ Kabatの 命 名 ） を は じ め と す る 維 持 さ れ た ヒ ト 起 源 の も の
で あ る （ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ８ ３ ） に 関 し て は 表 ６ お よ び 図 ２ ４ を 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配
列 番 号 ８ ４ お よ び ８ ６ ） お よ び ペ プ チ ド シ グ ナ ル を 含 ん で な る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ８
５ ） に 関 し て は 図 ２ ７ を 参 照 ） 。 そ の た め 、 こ の ヒ ト 型 ３ は Ｒ ｃ ｈ の 全 て の 残 基 が 生 殖 細
胞 系 統 、 ４ ． ２ ２ 　 Ｖ Ｈ 　 Ｉ Ｖ の Ｖ Ｈ 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ た も の で あ る こ と か ら 、
完 全 に ヒ ト 化 さ れ て い る （ 当 然 な が ら 、 Kabatに よ っ て 定 義 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ 自 体 と は 区 別 さ
れ る ） 。  
【 ０ ２ ０ ８ 】
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【 ０ ２ ０ ９ 】
　 説 明 ： １ 列 目 （ Kabat） は Kabat et al. (1991)に よ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 し ； ２ 列
目 （ Ｆ Ｒ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ ） は 骨 格 の セ グ メ ン ト （ Ｆ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ お よ び Ｆ Ｒ ４ ） お
よ び Ｃ Ｄ Ｒ セ グ メ ン ト （ Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ ） を 容 易 に 確 認 す る た め に 作
成 し 、 ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ が ４ つ の Ｆ Ｒ を 隔 て て い る ； ３ 列 目 （ マ ウ ス 重 鎖 　 ７ Ｃ １ ０ ） は マ ウ
ス 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の Ｖ Ｈ 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ９ ） を 示 し ； ４ 列 目 （ 生 殖 細 胞 系
統 ４ ． ２ ２ 　 Ｖ Ｈ 　 Ｉ Ｖ ） は 遺 伝 子 ４ ． ２ ２ 　 Ｖ Ｈ 　 Ｉ Ｖ (Sanz et al., 1989)の ア ミ ノ
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酸 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ４ ） を 示 し ； ５ 列 目 （ ヒ ト Ｆ Ｕ Ｒ １ ’ Ｃ Ｌ 　 Ｖ Ｈ 、 kabatの ア ク セ ス
番 号 Ｎ ０ ２ ０ ６ １ ９ ） は ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ３ ） を 示 し ［ 欠 文 ］ Ｉ ｇ Ｍ Ｋ 　 ヒ ト 起
源 の 抗 ラ ミ ン Ｂ (Mariette et al., 1993)； ６ 、 ７ お よ び ８ 列 目 （ 再 構 築 し た ヒ ト ７ Ｃ １
０ 　 １ 、 ２ お よ び ３ ） は 型 １ （ 配 列 番 号 ７ ５ ） 、 ２ （ 配 列 番 号 ７ ９ ） お よ び ３ （ 配 列 番 号
８ ３ ） 各 々 の 再 構 築 ヒ ト ７ Ｃ １ ０ の Ｖ Ｈ 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 「 ＊ 」 は Chothia et
 al. (1989)に よ っ て 定 義 さ れ る よ う な Ｃ Ｄ Ｒ ル ー プ の 正 規 構 造 の 一 部 を 示 す 。
【 ０ ２ １ ０ 】

　 ａ ） 原 理
　 ヒ ト 化 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ リ ー ダ ー ペ プ チ ド ＋ 可 変 領 域 　 Ｖ Ｈ の 場 合 は Ｖ Ｄ
Ｊ ま た は Ｖ Ｋ の 場 合 は Ｖ Ｊ ） を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ し た 磁 気 ビ ー ズ 上 で の
固 相 ア セ ン ブ リ に よ っ て 合 成 し た 。 ヒ ト 化 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ （ ４ ４ ５ 塩 基 対 ） お よ び ヒ ト 化
７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ （ ４ ３ ３ 塩 基 対 ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 ２ 配 列 に 存 在 し 、 遺 伝 子 の ほ ぼ
中 間 に （ Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ 各 々 に 対 す る 遺 伝 子 の ５ ’ 末 端 に 対 し て ２ ０ ０ お よ び ２ ４ ５ ヌ ク
レ オ チ ド に ） 位 置 す る Ｋ ｐ ｎ Ｉ 制 限 部 位 の 存 在 に よ っ て ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 融 合 す る こ と
に よ っ て 構 築 し た 。 一 緒 に 融 合 さ れ る ２ 断 片 自 身 が 、 そ れ ら が 延 長 中 に オ ー バ ー ラ ッ プ す
る よ う に ２ つ ず つ （ 一 方 の オ リ ゴ が ５ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る セ ン ス 、 も う 一 方 が ア ン チ セ
ン ス ） ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た リ ン 酸 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 約 ３ ０ ～ ３ ５ 量 体 ） を 用 い る
こ と に あ る ア セ ン ブ リ 技 術 に よ り 構 成 さ れ る 。 ５ ’ 位 置 で ビ オ チ ン 化 し た 最 初 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 磁 気 ビ ー ズ と 結 合 し た 後 、 リ ン 酸 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 を １ つ ず つ 添 加 す
る 。 酵 素 Ｔ ４ 　 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ に よ っ て 隣 り 合 っ て 並 ん だ リ ン 酸 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 間
の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 こ の よ う に de novo合 成 し た 遺 伝 子 は （ 選 択 し た 発 現 ベ ク タ ー と 適 合 す る 制 限 酵 素 で の
消 化 に よ り ） 直 接 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る し 、 ま た は Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 し て 酵 素 消
化 に よ る 指 向 性 ク ロ ー ニ ン グ へ の 準 備 と し て よ り 多 く の 材 料 を 得 る こ と が で き る 。 こ の よ
う に de novoア セ ン ブ リ に よ っ て 構 築 さ れ た 遺 伝 子 の 配 列 は Ｄ Ｎ Ａ の 自 動 配 列 決 定 に よ り
確 認 す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ｂ ） de novoア セ ン ブ リ 技 術 の 試 験 プ ロ ト コ ー ル
　 ５ ’ 位 置 で リ ン 酸 化 さ れ る か 、 ま た は ５ ’ 位 置 で ビ オ チ ン 化 さ れ た 、 １ ０ ０ μ Ｍ 濃 度 に
調 整 済 み の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を MWG Biotechに 注 文 し た （ ヒ ト 化 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の 構 築
の 場 合 に は 表 ７ の 使 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 、 ヒ ト 化 　 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の 構 築 の 場
合 に は 表 ８ の も の を 参 照 ） 。 表 ９ に 記 載 の ス キ ー ム に 従 っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 対 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た （ 等 モ ル 混 合 物 、 Ｔ ４ 　 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ バ ッ フ ァ ー 中 セ ン ス オ リ ゴ お
よ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ 各 々 ５ ０ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ を ９ ５ ℃ に ５ 分 間 加 熱 し た 後 、 ベ ン チ で 周 囲 温
度 ま で 冷 却 す る )。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 第 一 の ビ オ チ ン 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ し た 磁 気 ビ
ー ズ (Dynabeads M-280　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン , Dynal product No.112-05)と 結 合 さ せ る 。
こ の た め に 、 １ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 溶 液 中 ５ ０ ０ ｐ ｍ ｏ Ｌ の ビ オ チ ン 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 、 予 め １ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｅ 　 １ Ｘ バ ッ フ ァ ー （ Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 　 １ ０ ０ Ｘ バ ッ フ ァ ー
： １ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ -Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ 　 ８ 、 ０ ． １ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ , Sigma T-9285） で ２ 回 洗 浄
し た 、 ５ ０ μ ｌ の デ カ ン ト し た ビ ー ズ （ マ グ ネ ッ ト ホ ル ダ ー を 使 用 ） に 添 加 す る 。 ３ ７ ℃
で １ ５ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ビ ー ズ を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ -
Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ 　 ７ ． ６ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ お よ び ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ )で ２ 回 洗 浄 し 、
次 い で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た オ リ ゴ － ヌ ク レ オ チ ド 対 を １ つ ず つ 添 加 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 対 を 再 添 加 す る た び に 、 混 合 物 を ９ ５ ℃ に ５ 分 間 加 熱 し た 後 、 ベ ン チ で 周 囲 温 度 ま
で 冷 却 す る 。 一 度 、 周 囲 温 度 に 到 達 し た ら 、 ２ μ ｌ の １ ０ Ｕ /μ ｌ 　 Ｔ ４ 　 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー
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実 施 例 １ ４ ： オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア セ ン ブ リ に よ る ヒ ト 化 型 １ の ７ Ｃ １ ０  Ｖ Ｌ お よ び
Ｖ Ｈ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 構 築



ゼ (Biolabs)を 添 加 し 、 混 合 物 を ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 ビ ー ズ
を 洗 浄 し （ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー ） た 後 、 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 を 連 続 し て 添 加 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 最 後 の 非 対 合 オ リ ゴ （ ア ン チ セ ン ス ） を 以 下 の 様 式 で ア セ ン ブ リ す る 。 ５ μ ｌ の オ リ ゴ
（ ５ ０ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ） お よ び ４ ３ μ ｌ の Ｔ ４ 　 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ バ ッ フ ァ ー を デ カ ン ト し た ビ
ー ズ に 添 加 し た 後 、 混 合 物 を ９ ５ ℃ に ５ 分 間 加 熱 し 、 ベ ン チ で 周 囲 温 度 ま で 冷 却 す る 。 一
度 、 周 囲 温 度 に 到 達 し た ら 、 ２ μ ｌ の Ｔ ４ 　 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ を 添 加 し 、 混 合 物 を ３ ７ ℃ で
２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 ビ ー ズ を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ２ 回 、 次 ぎ に 、 Ｔ Ｅ 　
１ Ｘ バ ッ フ ァ ー で ２ 回 洗 浄 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 そ の 後 、 ビ ー ズ は de novoア セ ン ブ リ し た 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 を 行 う
ま で ４ ℃ に て 保 存 し て も よ い 。
【 ０ ２ １ ６ 】
【 表 ７ 】
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【 ０ ２ １ ８ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ９ 】

　 ヒ ト 化 型 １ の 残 基 ４ ８ お よ び ６ ７ （ Kabatの 命 名 に 従 う ） の 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ っ
て 、 ヒ ト 化 型 ２ の ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ を 得 た 。 こ の 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 は Stratageneの 系 Ｑ ｕ
ｉ ｋ Ｃ ｈ ａ ｎ ｇ ｅ （ 商 標 ） 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 （ キ ッ ト 　 #200518） を 製 造 業 者 が 記
載 す る プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い て 実 施 し た 。 構 築 は ２ 工 程 で 実 施 し 、 ま ず 、 型 １ の 残 基
４ ８ を プ ラ イ マ ー 対 、 ７ Ｃ １ ０ Ｈ ヒ ト 化 １ Ｑ Ｃ Ｍ ４ ８ セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス （ 表 １ ０
を 参 照 ） を 用 い て 変 異 さ せ 、 続 い て 、 残 基 ４ ８ で 変 異 さ せ た こ の 型 自 身 を プ ラ イ マ ー 対 、
７ Ｃ １ ０ Ｈ ヒ ト 化 １ Ｑ Ｃ Ｉ ６ ７ セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス （ 表 １ ０ を 参 照 ） を 用 い て 残 基
６ ７ で 変 異 さ せ た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 同 様 に 、 系 Ｑ ｕ ｉ ｋ Ｃ ｈ ａ ｎ ｇ ｅ （ 商 標 ） を 用 い た ヒ ト 化 型 ２ の 残 基 ３ ０ お よ び ７ １ （
Kabatの 命 名 に 従 う ） の 部 位 特 異 的 変 異 に よ っ て 、 ヒ ト 化 型 ３ の ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ を 得 た 。
こ の 構 築 は ２ 工 程 で 実 施 す る 。 ま ず 、 型 ２ の 残 基 ３ ０ を プ ラ イ マ ー 対 、 ７ Ｃ １ ０ Ｈ ヒ ト 化
Ｑ Ｃ Ｔ ３ ０ セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス （ 表 １ ０ を 参 照 ） を 用 い て 変 異 さ せ た 。 続 い て 、 残
基 ３ ０ で 変 異 さ せ た こ の 型 自 身 を プ ラ イ マ ー 対 、 ７ Ｃ １ ０ Ｈ ヒ ト 化 １ Ｖ ６ ７ Ｑ Ｃ Ｒ ７ １ セ
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実 施 例 １ ５ ： 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ る ヒ ト 化 型 ２ の ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ お よ び ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ
Ｈ な ら び に ヒ ト 化 型 ３ の ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 構 築



ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス （ 表 １ ０ を 参 照 ） を 用 い て 残 基 ７ １ で 変 異 さ せ た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 系 Ｑ ｕ ｉ ｋ Ｃ ｈ ａ ｎ ｇ ｅ （ 商 標 ） を 用 い た ヒ ト 化 型 １ の 残 基 ２ （ Kabatの 命 名 に 従 う ）
の 部 位 特 異 的 変 異 に よ っ て 、 ヒ ト 化 型 ２ の ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ を 得 た 。 型 １ の 残 基 ２ を プ ラ イ
マ ー 対 、 ７ Ｃ １ ０ Ｌ ヒ ト 化 １ Ｑ Ｃ Ｖ ２ セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス （ 表 １ ０ を 参 照 ） を 用 い
て 変 異 さ せ た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ３ 】

　 キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 型 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を 有 す る 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー を 、
ｃ ｏ ｓ ７ 細 胞 に お い て 、 組 換 え 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の 一 時 的 発 現 に つ い て 試 験 し た 。 BioRad ins
trument(Gene Pulsar)を 用 い た エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ を ｃ ｏ ｓ 細 胞 に 導
入 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ （ 各 ベ ク タ ー １ ０ μ ｇ )は ０ ． ８ ｍ ｌ ア リ コ ー ト の ｃ ｏ ｓ 細 胞 に Ｐ Ｂ Ｓ バ
ッ フ ァ ー １ ｍ ｌ 当 た り １ × １ ０ ７ 細 胞 の 濃 度 に て 添 加 す る （ Ｃ ａ ++お よ び Ｍ ｇ ++な し ） 。
パ ル ス 　 １ ９ ０ ０ ボ ル ト お よ び 電 気 容 量 　 ２ ５ μ Ｆ を 供 給 し た 。 次 い で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た ｃ ｏ ｓ 細 胞 を ８ ｍ ｌ の ５ ％ ウ シ 血 清 含 有 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 に 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で ７ ２ 時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 上 清 を 回 収 し 、 細 胞 残 屑 を 除 去 す る た め に 遠 心 分 離 し 、 Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り Ｉ ｇ Ｇ １ ／ ヒ ト κ タ イ プ の 組 換 え 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の そ の 濃 度 の 大 き さ に つ い
て 試 験 す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】

　 ｃ ｏ ｓ ７ 細 胞 に お け る 一 時 的 発 現 に よ っ て 生 じ た 上 清 を Ｉ ｇ Ｇ １ ／ ヒ ト κ タ イ プ の ７ Ｃ
１ ０ 抗 体 の 存 在 に つ い て 試 験 し た 。 Ｉ ｇ Ｇ １ ／ ヒ ト κ 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 検 出 を 目 的 と し て
、 ９ ６ － ウ ェ ル Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト (Maxisorb, Nunc)を ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 （ γ 　 Ｆ ｃ 断 片 に 対 し て 特 異 的 , Jackson Immuno-Research Laboratories Inc., #10
9-005-098） で コ ー テ ィ ン グ し た 。 ｃ ｏ ｓ 細 胞 の 上 清 を 連 続 希 釈 し 、 コ ー テ ィ ン グ し た ウ
ェ ル に 添 加 し た 。 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し た 後 に 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と
結 合 し た ヤ ギ 抗 ヒ ト 軽 κ 鎖 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｈ Ｒ Ｐ , Sigma, A-7164） を 添 加 し た 。
３ ７ ℃ で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し た 後 に 、 Ｔ Ｍ Ｂ 基 質 （ KPL #50-76-04） を 添
加 し た 。 １ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 、 １ Ｍ 硫 酸 の 添 加 に よ り 反 応 を 停 止 さ せ 、
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実 施 例 １ ６ ： エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ る ｃ ｏ ｓ ７ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

実 施 例 １ ７ ： ｃ ｏ ｓ 形 質 転 換 体 の 上 清 に 存 在 す る 組 換 え 抗 体 Ｉ ｇ Ｇ １ ／ ヒ ト κ の 濃 度 を 測
定 す る た め の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法



４ ５ ０ ｎ ｍ に て 光 学 密 度 を 読 み 取 っ た 。 既 知 濃 度 の 精 製 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ ／ ヒ ト κ 免 疫 グ ロ ブ
リ ン (Sigma, 1-3889)を 標 準 参 照 抗 体 と し て 用 い た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】

　 ｃ ｏ ｓ ７ 培 養 物 上 清 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り Ｉ Ｇ Ｆ － １ 　 Ｒ を 認 識 す る そ れ ら の 能 力 に つ
い て 試 験 し た 。 ９ ６ － ウ ェ ル Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト (Dynex Immulon 2HB)を ４ ℃ に て 一 晩 の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、 ０ ． ３ １ ｎ ｇ ／ μ ｌ の Ｉ Ｇ Ｆ － １ 　 Ｒ （ ヒ ト イ ン ス リ ン 様 増
殖 因 子 Ｉ 可 溶 性 受 容 体 , R & D Systems, #391-GR） を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 、 各 ウ ェ ル 当 た
り １ ０ ０ μ ｌ で コ ー テ ィ ン グ し た 。 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ で の 洗 浄
後 、 プ レ ー ト を ０ ． ５ ％ ゼ ラ チ ン 溶 液 を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し て 飽 和 さ せ た 。 Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 調 べ る ｃ ｏ ｓ 上 清 の サ ン プ ル を
予 め ０ ． １ ％ ゼ ラ チ ン お よ び ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ で 連 続 希 釈 し 、
そ れ を プ レ ー ト に 添 加 し た 。 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 、 ３ 回 洗 浄 し た （
０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ ） 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 結 合 し た 抗 ヒ ト Ｉ
ｇ Ｇ 抗 体 （ Ｆ ｃ 断 片 に 対 し て 特 異 的 ） （ Ｈ Ｒ Ｐ , Jackson Immuno-Research Laboratories
 Inc., #109-035-098） を 添 加 し た （ ０ ． １ ％ ゼ ラ チ ン お よ び ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０
を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ に て １ ／ ５ ０ ０ ０ に 希 釈 ） 。 ３ ７ ℃ で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ３ 回
洗 浄 し た （ ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ ） 後 に 、 Ｔ Ｍ Ｂ 基 質 (KPL #50-76-
04)を 添 加 し た 。 １ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 、 １ Ｍ 硫 酸 の 添 加 に よ り 反 応 を 停
止 さ せ 、 ４ ５ ０ ｎ ｍ に て 光 学 密 度 を 読 み 取 っ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】

　 ま ず 、 我 々 は Ｉ Ｇ Ｆ － １ 受 容 体 に 対 す る ヒ ト 化 型 １ の ７ Ｃ １ ０ の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 認 識
活 性 を キ メ ラ 型 と 比 較 し た 。 図 ２ ８ は 、 前 も っ て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り そ の Ｉ ｇ Ｇ １ ／ ヒ ト
κ 濃 度 を 測 定 し た （ 実 施 例 １ ７ を 参 照 ） ｃ ｏ ｓ ７ 細 胞 の 上 清 の Ｉ Ｇ Ｆ － １ Ｒ の 認 識 に 関 す
る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 の 結 果 を 示 す （ 実 施 例 １ ８ を 参 照 ） 。 調 べ た ４ 種 類 の 組 換 え 抗 体 の 滴 定
曲 線 は 完 全 に 重 な り 、 こ の こ と か ら 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ に 対 す る そ れ ら の 相 対 ア フ ィ ニ テ ィ ー
が 極 め て 類 似 し て い る こ と が 分 か る 。 そ れ ゆ え 、 こ の こ と か ら 、 ヒ ト 化 軽 鎖 １ （ フ レ ー ム
ワ ー ク 領 域 内 に 存 在 す る １ マ ウ ス 残 基 ） と ヒ ト 化 重 鎖 １ （ フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 内 に 存 在 す
る ４ マ ウ ス 残 基 ） を 組 み 合 わ せ て 構 成 さ れ た ヒ ト 化 型 １ の ７ Ｃ １ が 、 Ｉ Ｇ Ｆ － １ 受 容 体 を
特 異 的 に 認 識 し 、 キ メ ラ 抗 体 （ マ ウ ス 可 変 領 域 ） の も の と 極 め て 類 似 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー
を 有 す る と い う 結 論 に 達 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 続 い て 、 我 々 は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 認 識 に 及 ぼ す ７ Ｃ １ ０ の ヒ ト 化 軽 鎖 の 残 基 ２ （ Kabatの
命 名 に 従 う ） の 影 響 （ ヒ ト 化 型 １ 対 ヒ ト 化 型 ２ 、 図 １ ９ を 参 照 ） を 調 べ た 。 図 ２ ９ は 、 前
も っ て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り そ の Ｉ ｇ Ｇ １ ／ ヒ ト κ 濃 度 を 測 定 し た （ 実 施 例 １ ７ を 参 照 ） ｃ
ｏ ｓ ７ 細 胞 の 上 清 の Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 認 識 に 関 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 の 結 果 を 示 す （ 実 施 例 １
８ を 参 照 ） 。 ２ 種 類 の ヒ ト 化 型 １ お よ び ２ の 軽 鎖 を 連 続 的 に ヒ ト 化 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ 　 １ と
組 み 合 わ せ た 。 ２ 種 類 の 組 合 せ の 滴 定 曲 線 を 重 ね 合 わ る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 化 型 １ の １ つ
の バ リ ン か ら ヒ ト 化 型 ２ の イ ソ ロ イ シ ン へ と 変 化 し た 軽 鎖 残 基 ２ の 変 異 に よ り 、 Ｉ Ｇ Ｆ １
受 容 体 の 認 識 の 相 対 ア フ ィ ニ テ ィ ー に 及 ぼ す 影 響 が 明 ら か に な い こ と が 分 か る 。 よ っ て 、
ヒ ト 化 型 ２ の ７ Ｃ １ ０ 軽 鎖 は マ ウ ス 残 基 （ Ｃ Ｄ Ｒ と は 区 別 さ れ る ） が 全 く 保 存 さ れ な い １
つ の 型 を 形 成 す る 。 完 全 に ヒ ト 化 さ れ た こ の 型 は 、 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の 好 ま し い 型 の 典 型 で
あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 完 全 ヒ ト 化 型 の ７ Ｃ １ ０ 軽 鎖 （ ヒ ト 化 型 ２ 、 上 記 参 照 ） を ３ 種 類 の ヒ ト 化 型 の ７ Ｃ １ ０
重 鎖 と 組 み 合 わ せ て 試 験 し た 。 図 ３ ０ は 、 前 も っ て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り そ の Ｉ ｇ Ｇ １ ／ ヒ
ト κ 濃 度 を 測 定 し た （ 実 施 例 １ ７ を 参 照 ） ｃ ｏ ｓ ７ 細 胞 の 上 清 の Ｉ Ｇ Ｆ － １ Ｒ の 認 識 に 関
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実 施 例 １ ８ ： ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ ／ κ タ イ プ の ７ Ｃ １ ０ 組 換 え 抗 体 の Ｉ Ｇ Ｆ － １ に 対 す る 受 容 体
（ Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ ） に 関 す る 認 識 活 性 を 測 定 す る た め の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法

実 施 例 １ ９ ： 「 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 」 に よ る 異 な る 型 の ヒ ト 化 ７ Ｃ １ ０ 抗 体 に よ る Ｉ Ｇ Ｆ １ － Ｒ の
認 識 活 性 の 測 定



す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 の 結 果 を 示 す （ 実 施 例 １ ８ を 参 照 ） 。 滴 定 曲 線 は 極 め て 類 似 し て お り
、 キ メ ラ 抗 体 の 参 照 曲 線 と 実 質 的 に 重 な り 、 こ の こ と か ら 、 ３ 種 類 の ヒ ト 化 型 １ 、 ２ お よ
び ３ の ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ が ヒ ト 化 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ 　 ２ と 組 み 合 わ せ た 場 合 に は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ
に 対 し て 同 一 の 相 対 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 与 え る こ と が 分 か る 。 し か し な が ら 、 同 時 に 行 っ た
そ の 他 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 （ 結 果 は 示 さ な い ） で は 、 残 基 ７ １ （ Kabatの 命 名 ） の ア ル ギ ニ
ン （ マ ウ ス ） か ら バ リ ン （ ヒ ト ） へ の 点 変 異 に は 対 応 す る 抗 体 の Ｉ Ｇ Ｆ － １ Ｒ に 対 す る ア
フ ィ ニ テ ィ ー の 少 し の 低 下 を 伴 う こ と を 明 ら か に し て い る が 、 ヒ ト 化 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ 　 ２
が Ｉ Ｇ Ｆ － １ Ｒ に 対 し て ヒ ト 化 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ 　 １ と 同 じ 相 対 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る と
考 え る に 値 す る 。 よ っ て 、 こ の ヒ ト 化 型 ２ は そ れ だ け が ２ つ の マ ウ ス ア ミ ノ 酸 （ 残 基 ３ ０
お よ び ７ １ 、 図 ２ ４ を 参 照 ） を 有 す る こ と か ら 型 １ に 対 し て 好 ま し い 。 マ ウ ス 残 基 （ Ｃ Ｄ
Ｒ と は 区 別 さ れ る ） を 全 く 含 ま な い ヒ ト 化 型 ３ も ま た そ れ だ け が ア フ ィ ニ テ ィ ー の 最 小 限
の 低 下 し か 生 じ な い と 思 わ れ る こ と か ら 好 ま し い 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 要 す る に 、 本 発 明 の 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の ２ 種 類 の ヒ ト 化 型 が 特 に 好 ま し い と 思 わ れ る 。  ヒ
ト 化 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ 　 ２ （ ２ つ の 保 存 さ れ た マ ウ ス 残 基 ） と ヒ ト 化 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ 　 ２ （
マ ウ ス 残 基 が 全 く 保 存 さ れ な い ） と の 組 合 せ に よ っ て 構 成 さ れ た 型 お よ び ヒ ト 化 ７ Ｃ １ ０
　 Ｖ Ｈ 　 ３ （ マ ウ ス 残 基 が 全 く 保 存 さ れ な い ） と ヒ ト 化 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ 　 ２ （ マ ウ ス 残 基
が 全 く 保 存 さ れ な い ） と の 組 合 せ に よ っ て 構 成 さ れ た も う １ つ の 型 。 こ の 最 後 の 型 は 、 重
鎖 お よ び 軽 鎖 に 同 時 に 存 在 す る マ ウ ス 残 基 が な い こ と か ら 、 最 終 的 な ヒ ト 化 型 を 構 成 し て
い る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】

　 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 各 々 に 対 し て 向 け ら れ た ２ 種 類 の Ｍ Ａ Ｂ の 同 時 投 与 に よ っ
て 得 ら れ た 作 用 の 相 乗 効 果 を 、 Ａ ５ ４ ９ 細 胞 （ 肺 癌 細 胞 系 ） の 皮 下 注 射 （ ｓ ． ｃ ． ） に よ
っ て 確 立 さ れ た 非 小 細 胞 肺 腫 瘍 を 有 す る ヌ ー ド マ ウ ス に て 調 べ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 ま ず 、 こ れ を マ ウ ス に 注 入 す る 前 の Ａ ５ ４ ９ 細 胞 の 表 面 に お け る ２ つ の 受 容 体  Ｉ Ｇ Ｆ
－ Ｉ Ｒ お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 確 認 す る た め に 、 こ れ ら の 細 胞 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ で の 読 み 取 り の た め に
標 識 化 を マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 抗 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 　 Ｍ Ａ Ｂ （ 図 ３ ７ Ｂ ） お よ び マ ウ ス ２ ２ ５ 抗 Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ 　 Ｍ Ａ Ｂ （ 図 ３ ７ Ｄ )各 々 で 行 っ た 。 こ れ を 行 う た め に 、 細 胞 を ４ ℃ で ３ ０ 分 間 、 １
０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ （ ウ シ 胎 児 血 清 ） Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で 飽 和 さ せ 、 洗 浄 し た 後 、 目 的 の Ｍ Ａ Ｂ と と も に
４ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 新 た に ３ 回 洗 浄 し た 後 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ フ ル オ レ セ イ ン
イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ） と 結 合 し た 二 次 抗 種 抗 体 を 添 加 す る 。 ３ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン の 後 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ （ 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 装 置 ） で の 読 み 取 り を ５ ２ ０ ｎ ｍ に て （ 励 起 　 ４
８ ８ ｎ ｍ ） 行 う 。 　
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 図 ３ ７ Ａ ～ ３ ７ Ｄ に て 示 さ れ た 結 果 か ら は 、 Ａ ５ ４ ９ 細 胞 が そ れ ら の 表 面 に Ｅ Ｇ Ｆ お よ
び Ｉ Ｇ Ｆ １ に 対 す る 受 容 体 を 同 程 度 の 数 有 し て い る こ と が 分 か る 。 そ の ２ つ に つ い て の 各
受 容 体 の 分 布 に 関 し て は 集 団 は 均 一 で あ る 。 イ ソ タ イ プ の 対 照 （ 図 ３ ７ Ｃ ） を 使 用 す る こ
と に よ っ て 標 識 の 特 異 性 を 確 認 す る 。 こ れ ら の 結 果 は ２ 種 類 の Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 受 容 体 お よ び
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 に 対 す る 作 用 の 相 乗 効 果 の 試 験 用 お よ び こ れ ら ２ つ の 受 容 体 の 連 携 の 試 験
用 モ デ ル と し て の Ａ ５ ４ ９ 細 胞 の 使 用 の 正 当 性 を 実 証 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】

　 こ の 試 験 の た め 、 ヌ ー ド マ ウ ス に ５ ． １ ０ ６ 　 Ａ ５ ４ ９ 細 胞 を ｓ ． ｃ ． 移 植 す る 。 細 胞
移 植 ５ 日 後 、 腫 瘍 を 測 定 し 、 腫 瘍 体 積 に 関 し て の 均 質 な マ ウ ス 群 を 形 成 す る 。 こ の 群 か ら
、 ６ マ ウ ス 群 を ラ ン ダ ム に 形 成 す る 。 こ れ ら の マ ウ ス を 、 腹 腔 内 に て （ ｉ ． ｐ ． ） 、 週 ２
回 、 Ｍ Ａ Ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ お よ び ２ ２ ５ 各 々 に よ り 個 別 に ２ ５ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス の 用 量 に て 、 ま
た は ２ 種 類 の Ｍ Ａ Ｂ の 同 時 投 与 に よ り 処 置 す る 。 Ｍ Ａ Ｂ 　 ９ Ｇ ４ を 試 験 の イ ソ タ イ プ 対 照
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実 施 例 ２ ０ ： Ａ ５ ４ ９ 細 胞 の 表 面 に お け る Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ お よ び Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 発 現

実 施 例 ２ １ ： 抗 腫 瘍 処 置 に お け る in vivoに て ヌ ー ド マ ウ ス に 同 時 投 与 し た 抗 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ
Ｒ 　 Ｍ Ａ Ｂ お よ び 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 　 Ｍ Ａ Ｂ の 作 用 の 相 乗 効 果



と し て 投 与 す る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 図 ３ ８ に て 示 さ れ た 結 果 か ら は 、 単 独 投 与 し た 抗 体 ７ Ｃ １ ０ お よ び ２ ２ ５ 各 々 に よ っ て
in vivo腫 瘍 増 殖 の 有 意 な 減 少 を 誘 導 す る こ と が で き る こ と が 分 か る 。 調 べ た ２ 種 類 の Ｍ
Ａ Ｂ が 腫 瘍 Ａ ５ ４ ９ の 増 殖 に 対 し て 同 等 の 活 性 を 有 す る こ と に も 注 目 す べ き で あ る 。 文 献
に 対 し て 驚 く べ き こ と に 、 ２ 種 類 の Ｍ Ａ Ｂ の 同 時 投 与 に お い て 観 察 さ れ る 有 意 な 相 乗 効 果
（ ｔ 検 定 で の 各 動 態 倍 率 に お い て ｐ ≦ ０ ． ０ １  ） に よ っ て 、 in vivoに お け る 腫 瘍 の 最 適
増 殖 に ２ 種 類 の 受 容 体 の 連 携 が あ る こ と 、 お よ び 、 文 献 で の デ ー タ に 反 し て 、 ２ つ の 軸 の
う ち の 一 方 の 遮 断 で は も う １ つ の も の が 媒 介 す る 増 殖 を 完 全 に 阻 害 す る に は 不 十 分 で あ る
こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】

　 抗 腫 瘍 活 性 の 評 価 で の 同 所 移 植 モ デ ル の 使 用 は 、 腫 瘍 の 転 移 性 播 種 の プ ロ セ ス に 関 し て
特 定 の 利 益 を 提 供 す る 。 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 各 々 に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 混 合 物
の 抗 腫 瘍 活 性 を 評 価 す る た め に 、 １ ０ ６ 　 Ａ ５ ４ ９ 細 胞 （ 非 小 細 胞 肺 癌 ） を ヌ ー ド マ ウ ス
の 胸 腔 内 に 移 植 し た 。 こ の 種 の 腫 瘍 移 植 が も た ら す 影 響 は ヒ ト で 観 察 さ れ る も の と 同 様 の
転 移 性 播 種 で あ り 、 動 物 の 死 を 誘 導 す る と い う こ と も 注 意 す べ き で あ る 。 図 ３ ９ か ら は 、
抗 体 ２ ２ ５ お よ び ７ Ｃ １ ０ 単 独 で の 投 与 に よ っ て 観 察 す る 生 存 に お い て 同 程 度 の 有 意 な 増
加 が な さ れ る こ と が 分 か る 。 驚 く べ き こ と に 、 こ れ ら ２ 種 類 の 抗 体 の 同 時 投 与 に よ っ て 動
物 の 生 存 が か な り 増 加 し 、 こ の こ と に よ り 、 こ の 処 置 が 腫 瘍 細 胞 の 転 移 性 播 種 に 影 響 を 及
ぼ し 得 る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】

　 Ｍ Ｃ Ｆ ７ 細 胞 を ５ ． １ ０ ４ 細 胞 ／ ｃ ｍ ２ （ ７ ５ ｃ ｍ ２ プ レ ー ト , COSTAR） に て フ ェ ノ ー
ル レ ッ ド 不 含 の 、 ５ ｍ Ｍ の グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 各 々 、 １ ０ ０
Ｕ ／ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） お よ び １ ０ ％ の ウ シ 胎 児 血 清 と 合 せ た ２ ０ ｍ ｌ の Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ で ２ ４
時 間 培 養 す る 。 Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 細 胞 を フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 不 含 の 、 ウ シ 胎 児 血 清
を 除 き 、 ５ ｍ Ｍ の グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Sigma A-8022） お よ び ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ト ラ ン ス フ ェ リ ン （ Sigma T815
8） と 合 せ た 培 地 （ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ） で １ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 活 性 化 で は 、 細 胞 を ま ず 、 遮 断 抗 体 （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） と と も に ３ ７ ℃ で ２ 分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 後 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ （ Sigma 13769、 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） を さ ら に ２ 分 間 添 加 し た
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 培 地 を 吸 引 し て 反 応 を 停 止 さ せ 、 プ レ ー ト を 氷 上 に 置 い た 。 プ ロ テ
ア ー ゼ 阻 害 剤 （ ５ ０ ｍ ｌ 当 た り １ 錠 剤 , Boehringer Ref.: 1697 498） 、 お よ び ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 阻 害 剤 （ Calbiochem Ref.: 524625 (1/100))と 合 せ た ０ ． ５ ｍ ｌ の 溶 解 バ ッ フ ァ ー
（ ５ ０ ｍ Ｍ 　 ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ 　 ７ ． ５ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ％ Ｎ ｏ ｎ ｉ ｄ
ｅ ｔ 　 Ｐ ４ ０ 、 ０ ． ５ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ） の 添 加 に よ り 細 胞 を 可 溶 化 し た 。
細 胞 を こ す り 落 と し 、 懸 濁 物 を 回 収 し 、 攪 拌 装 置 に ４ ℃ で １ ． ５ 時 間 置 い た 。 こ の 溶 液 を
１ ２ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ に て １ ０ 分 間 （ ４ ℃ ） 遠 心 分 離 し 、 Ｂ Ｃ Ａ に よ っ て 上 清 の タ ン パ ク 質
濃 度 を 定 量 し た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 免 疫 沈 降 で は 、 細 胞 溶 解 物 の タ ン パ ク 質 の ５ ０ ０ μ ｇ を 抗 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ (Santa cruz Re
f.: sc-713)と 混 合 し 、 攪 拌 装 置 に て ４ ℃ で １ ． ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ ロ テ イ ン
Ａ － ア ガ ロ ー ス (Boehringer Ref.: 1 134 515)を 添 加 し て 免 疫 沈 降 物 を 回 収 し 、 攪 拌 装 置
に て ４ ℃ で 一 晩 中 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｉ Ｒ Ｓ － １ の 免 疫 沈 降 で は 、 ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ (S
anta cruz Ref.: 559Ac)と 結 合 し た 抗 Ｉ Ｒ Ｓ － １ 抗 体 を 用 い た 。 ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ を １ ｍ
ｌ の 溶 解 バ ッ フ ァ ー で ２ 回 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー １ （ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 お よ び ホ ス フ ァ タ ー
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実 施 例 ２ ２ ： Ａ ５ ４ ９ 細 胞 を 同 所 移 植 し た マ ウ ス に 同 時 投 与 さ れ た マ ウ ス 抗 体 ７ Ｃ １ ０ お
よ び ２ ２ ５ の 抗 腫 瘍 活 性 の 試 験

実 施 例 ２ ３ ： ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ が Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ お よ び Ｉ Ｒ Ｓ － Ｉ の β 鎖 の チ ロ シ
ン の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る



ゼ 阻 害 剤 と 合 せ た ５ ０ ｍ Ｍ 　 ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ 　 ７ ． ５ ； ５ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ；
０ ． １ ％ Ｎ ｏ ｎ ｉ ｄ ｅ ｔ 　 Ｐ ４ ０ ； ０ ． ０ ５ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム (Boehringer 
1 332 597)） で ２ 回 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー ２ （ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ 阻 害
剤 １ ／ １ ０ ０ と 合 せ た ５ ０ ｍ Ｍ 　 ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ ； ０ ． １ ％ Ｎ ｏ ｎ ｉ ｄ ｅ ｔ 　 Ｐ ４ ０ ；
０ ． ０ ５ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム (Boehringer 1 332 597)） で １ 回 洗 浄 し た 。 免 疫
沈 降 物 を Ｌ ａ ｅ ｍ ｍ ｌ ｉ バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 し 、 １ ０ ０ ℃ に ５ 分 間 加 熱 し た 。 ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル （ ８ ％ Ｎ ｏ ｖ ｅ ｘ 　 Ｅ Ｃ ６ ０ １ ５ ） で の 電 気 泳 動 に よ り 上 清 を 解 析 し
た 。 タ ン パ ク 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 移 し 、 そ の 後 に Ｈ Ｒ Ｐ と 結 合 し た 抗 ホ ス ホ チ ロ シ
ン 抗 体 (upstate Biotechnology 4G10)ま た は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ ま た は 抗 Ｉ Ｒ Ｓ － １ (Santa Cru
z Ref.: sc 8038) の β 抗 鎖 の い ず れ か 、 続 い て Ｈ Ｒ Ｐ と 結 合 し た 抗 ウ サ ギ 抗 体 で の 免 疫
ブ ロ ッ ト を 続 け た 。 こ の 影 響 は 化 学 発 光 (Amersham RPN 2209)、 そ の 後 の Kodak Ｘ -マ ッ ト
Ａ Ｒ フ ィ ル ム で の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ っ て 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 図 ４ ０ Ａ は 、 刺 激 し て い な い Ｍ Ｃ Ｆ ７ 細 胞 （ ０ ） ま た は Ｉ Ｇ Ｆ － １ （ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ）
単 独 （ ０ ＋ Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ ） で 刺 激 し た か 、 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ヒ ト 化 抗 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ
Ｒ 抗 体 （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） ７ Ｃ １ ０ 、 １ Ｈ ７ 、 ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ と 組 み 合 わ せ て 刺 激 し た Ｍ Ｃ Ｆ
７ 細 胞 を 示 す 。 抗 体 ９ Ｇ ４ ま た は ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ は 試 験 の 負 の 対 照 と し て 用 い た イ ソ タ イ プ Ｉ
ｇ Ｇ １ の マ ウ ス ま た は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る 。 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の β 鎖 を 免 疫 沈 降 し 、 リ
ン 酸 化 抗 チ ロ シ ン 抗 体 を 用 い て ブ ロ ッ ト し た 。 得 ら れ た 結 果 か ら は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た
は ヒ ト 化 抗 Ｉ Ｇ － Ｉ Ｒ 　 ７ Ｃ １ ０ 、 １ Ｈ ７ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ 抗 体 が Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の β 鎖 の
チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る こ と が 分 か る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 図 ４ ０ Ｂ は 、 刺 激 し て い な い Ｍ Ｃ Ｆ ７ 細 胞 （ ０ ） ま た は Ｉ Ｇ Ｆ － １ （ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ）
単 独 （ ０ ＋ Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ ） で 刺 激 し た か 、 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ヒ ト 化 抗 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ
Ｒ 抗 体 （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） ７ Ｃ １ ０ 、 １ Ｈ ７ 、 ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ と 組 み 合 わ せ て 刺 激 し た Ｍ Ｃ Ｆ
７ 細 胞 を 示 す 。 上 記 の よ う に 、 抗 体 ９ Ｇ ４ ま た は ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ は 試 験 の 負 の 対 照 と し て 用 い
た イ ソ タ イ プ Ｉ ｇ Ｇ １ の マ ウ ス ま た は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る 。 Ｉ Ｒ Ｓ － １ を 免 疫 沈 降
し 、 リ ン 酸 化 抗 チ ロ シ ン 抗 体 を 用 い て ブ ロ ッ ト し た 。 得 ら れ た 結 果 か ら は 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ７ Ｃ １ ０ 、 ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ お よ び １ Ｈ ７ が Ｉ Ｒ Ｓ － １ の チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る
こ と が 分 か る 。
【 ０ ２ ４ １ 】

　 Ｍ Ｃ Ｆ ７ 細 胞 お よ び Ａ ５ ４ ９ 細 胞 を １ ０ ％ の ウ シ 胎 児 血 清 を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ
バ ッ フ ァ ー ） 中 １ ． １ ０ ７ 細 胞 ／ ｍ ｌ に 懸 濁 し た 。 １ ． １ ０ ６ 細 胞 を １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ７ Ｃ １ ０ 、 ７ Ｇ ３ 、 ９ Ｇ ４ ） ま た は ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ と と
も に ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 細 胞 を ビ オ チ ン 化 抗 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ （
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ ２ Ｂ １ ） で ４ ℃ で ３ ０ 分 間 標 識 し 、 最 後 に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ４
８ ８ 　 ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） の 複 合 体 と と も に ４ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 細 胞 を 残 屑 の 除 去 後 、 Ｃ ｅ ｌ ｌ ｑ ｕ ｅ ｓ ｔ ソ フ ト ウ ェ ア に よ る Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ
(Becton-Dickinson,. Enembogegem, Belgium)に よ り 解 析 し た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 図 ４ １ は 、 着 色 の な い Ａ ５ ４ ９ 細 胞 （ 第 一 の ピ ー ク ） 、 ７ Ｃ １ ０ ま た は ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ と と
も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た Ａ ５ ４ ９ 細 胞 （ 第 二 の ピ ー ク ） お よ び 無 関 係 の マ ウ ス ま た は ラ ッ
ト の Ｉ ｇ Ｇ １ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た Ａ ５ ４ ９ 細 胞 （ 第 ３ の ピ ー ク ） を 示 し て い る 。
細 胞 を 予 め ７ Ｃ １ ０ ま た は ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 に 細 胞 に よ る Ｉ Ｇ
Ｆ － Ｉ Ｒ の 表 面 発 現 の ２ 単 位 の 低 下 が 見 ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】

　 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 を １ ０ ． １ ０ ４ 細 胞 ／ ｃ ｍ ２ に て （ ７ ５ ｃ ｍ ２ , Costar)１ ５ ｍ ｌ の 完
全 培 地 で ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 次 ぎ に 、 こ の 培 養 物 を Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 血 清 を 除 い た 培
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実 施 例 ２ ４ ： ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ が Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 内 在 化 を 誘 導 す る

実 施 例 ２ ５ ： ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ が Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 分 解 を 誘 導 す る



地 で １ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 ぎ に 、 細 胞 を ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 単
独 と と も に 、 ま た は １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ７ Ｃ １ ０ 、 ９ Ｇ ４ 、 ７ Ｇ ３ も し
く は Ｉ Ｇ Ｆ -I（ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 特 定 の 試 験 で は 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 前 に 、 細 胞 を Ｍ Ｇ － １ ３ ２ （ １ ０ μ Ｍ ,　 Calbioc
hem 474791） に よ り ３ ７ ℃ で １ 時 間 処 置 し 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 活 性 を 阻 害 し た 。 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 溶 解 バ ッ フ ァ ー の 添 加 に よ り 可 溶 化 し た 。 ２ ０ μ ｇ の タ ン パ
ク 質 を ８ ％ Ｓ Ｄ Ｓ の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で の 電 気 泳 動 に よ り 解 析 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー
ス 膜 に 移 し 、 そ の 後 、 さ ら に 以 上 に 記 載 の よ う な Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の β 抗 鎖 免 疫 ブ ロ ッ ト を 続
け た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 完 全 性 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る 解 析 （ 図 ４ ２ Ａ ） か ら 、 ７ Ｃ １ ０ お
よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ は 受 容 体 の 分 解 を 誘 導 す る が 、 天 然 リ ガ ン ド は 後 者 の 分 解 を 全 く も た ら さ
な い こ と が 分 か る 。 イ ソ タ イ プ 対 照 と し て 用 い た 無 関 係 の 抗 体 ９ Ｇ ４ で は 受 容 体 の 分 解 は
認 め ら れ な い 。 図 ４ ２ Ｂ は 、 そ れ に 関 連 し て 、 分 解 が プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 Ｍ Ｇ １ ３ ２ に
よ っ て （ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 　 ２ 時 間 )阻 害 さ れ る こ と を 実 証 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 同 様 の 結 果 が ヒ ト 化 抗 体 ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ で も 認 め ら れ た （ 図 ４ ２ Ｃ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ４ ６ 】
【 図 １ 】 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 略 図 。
【 図 ２ 】 Ｉ Ｇ Ｆ の 結 合 時 に Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ が 介 在 す る シ グ ナ ル の 変 換 の ス キ ー ム 。
【 図 ３ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ７ Ｃ １ ０ に よ っ て Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 表 面 で 発 現 さ れ る 天 然 Ｉ
Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 認 識 。 こ の 試 験 で は 、 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 を ７ Ｃ １ ０ 抗 体 ま た は 負 の 対 照 抗 体 と
と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 蛍 光 抗 種 二 次 抗 体 を 用 い て 回 収 す る 。 標 識 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ で 読
み 取 る 。 １ つ 目 の ヒ ス ト グ ラ ム （ 図 ３ Ａ ） は Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 単 独 の 場 合 の も の で あ る 。 ２
つ 目 の ヒ ス ト グ ラ ム （ 図 ３ Ｂ ） で は 、 影 の つ い て い な い 曲 線 が 対 照 イ ソ タ イ プ マ ウ ス 抗 体
に よ る 非 特 異 的 標 識 に 相 当 す る 。 ３ つ 目 の ヒ ス ト グ ラ ム （ 図 ３ Ｃ ） で は 、 影 の つ い て い な
い 曲 線 が Ｍ Ａ Ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ に よ る Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 認 識 を 示 す 。
【 図 ４ 】 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ ま た は Ｉ Ｒ 各 々 を 発 現 す る Ｓ ｆ ９ 昆 虫 細 胞 の 標 識 。 図 ４ Ａ は 非 ト ラ
ン ス フ ェ ク ト 細 胞 単 独 （ １ ） ま た は Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ （ ２ ） ま た は Ｉ Ｒ （ ３ ） 各 々 を 認 識 す る
対 照 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 市 販 品 で 標 識 し た 細 胞 の 標 識 を 示 す 。 図 ４ Ｂ で は 、 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ
Ｒ を 特 異 的 に 発 現 す る Ｓ ｆ ９ 細 胞 を α Ｉ Ｒ ３ （ ２ ） ま た は 抗 Ｉ Ｒ （ ３ ） で 標 識 し 、 ピ ー ク
（ １ ） は 細 胞 単 独 の も の で あ る 。 図 ４ Ｃ で は 、 Ｉ Ｒ を 特 異 的 に 発 現 す る Ｓ ｆ ９ 細 胞 を 抗 Ｉ
Ｒ （ ３ ） ま た は α Ｉ Ｒ ３ （ ２ ） で 標 識 し 、 ピ ー ク （ １ ）  は 細 胞 単 独 の も の で あ る 。
【 図 ５ 】 Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ に よ っ て 誘 導 さ れ る Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 増 殖 に 対 す る ７ Ｃ １ ０ 抗 体 の 阻
害 効 果 。 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 を 漸 増 濃 度 の Ｉ Ｇ Ｆ １ の 存 在 下 、 調 べ る Ｍ Ａ Ｂ の 存 在 ま た は 不 在
下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 細 胞 増 殖 を ３ Ｈ チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に よ り 評 価 す る 。 抗 体 α Ｉ
Ｒ ３ 市 販 品 を 試 験 の 正 の 対 照 と し て 用 い る 。 ７ Ｇ ３ は 増 殖 に 対 す る 活 性 の な い マ ウ ス 抗 Ｉ
Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 　 Ｉ ｇ Ｇ １ で あ り 、 対 照 の イ ソ タ イ プ と し て 用 い る 。
【 図 ６ 】 図 ６ Ａ は 、 ヌ ー ド マ ウ ス に お い て 確 立 さ れ た Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 腫 瘍 の 増 殖 に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の in vivo効 果 を 示 す 。 図 ６ Ｂ お よ び ６ Ｃ は 、 各 々 、 Arteaga et 
al.の 出 版 物 (J. Clin. Invest., 84, 1418-1423頁 , 1989)お よ び Li et al.(Cancer Immun
ol. Immunother., 49, 243-252頁 )か ら の 図 で あ り 、 図 ６ Ｂ は マ ウ ス α Ｉ Ｒ ３ （ Ｉ Ｒ ３ と
も 記 載 ） の 腫 瘍 増 殖 に 対 す る 効 果 を 示 し 、 図 ６ Ｃ は １ Ｈ ７ 抗 体 由 来 の 組 換 え ｓ ｃ Ｆ ｖ － Ｆ
ｃ の 効 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 腫 瘍 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ の in vivo増 殖 に 対 す る Ｍ Ａ ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ の 効 果 と タ モ キ シ フ ェ
ン の 効 果 の 比 較 試 験 。
【 図 ８ 】 in vivo腫 瘍 細 胞 の 異 な る 異 種 移 植 片 モ デ ル に お け る マ ウ ス 抗 体 ７ Ｃ １ ０ の 抗 腫
瘍 活 性 の 試 験 。 図 ８ Ａ は 骨 肉 腫 モ デ ル Ｓ Ｋ － Ｅ Ｓ － １ で 得 ら れ た 結 果 を 示 し 、 図 ８ Ｂ は ア
ン ド ロ ゲ ン 非 依 存 性 前 立 腺 腫 瘍 Ｄ Ｕ － １ ４ ５ 、 図 ８ Ｃ は 非 小 細 胞 肺 腫 瘍 Ａ ５ ４ ９ モ デ ル に
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関 す る も の で あ る 。 こ れ ら ３ 種 類 の モ デ ル で は 、 週 ２ 回 、 ｉ ． ｐ ． に て 、 ２ ５ ０ μ ｇ ／ １
回 用 量 ／ マ ウ ス の 割 合 で 処 置 を 行 っ た 。 曲 線 ７ Ｇ ３ 、 Ｅ Ｃ ２ お よ び ９ Ｇ ４ は 各 々 、 各 モ デ
ル の 試 験 の 対 照 の イ ソ タ イ プ と し て 用 い た ３ 種 類 の マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ に 相 当 す る 。
【 図 ９ 】 ナ ベ ル ビ ン （ ビ ノ レ ル ビ ン ） と 比 較 し た Ｍ Ａ ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ の 抗 腫 瘍 効 果 の 試 験 、
な ら び に 系 統 Ａ ５ ４ ９ の in vivo増 殖 に 対 す る ２ 種 類 の 化 合 物 の 相 乗 効 果 。
【 図 １ ０ 】 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 に よ っ て 誘 導 さ れ る Ｉ Ｇ Ｆ － ２ 増 殖 に 対 す る Ｍ Ａ ｂ 　 α Ｉ Ｒ Ｓ
３ 、 ７ Ｃ １ ０ お よ び １ Ｈ ７ の 比 較 活 性 。
【 図 １ １ 】 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の Ｉ Ｇ Ｆ １ 増 殖 の in vitro阻 害 に つ い て の マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ お よ
び キ メ ラ Ｃ ７ Ｃ １ ０ 　 Ｍ Ａ ｂ の 比 較 。 抗 体 ９ Ｇ ４ は 試 験 の 対 照 の イ ソ タ イ プ と し て 用 い た
マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ で あ る 。
【 図 １ ２ 】 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の Ｉ Ｇ Ｆ １ 誘 導 性 増 殖 の in vitroモ デ ル に 対 す る ７ Ｃ １ ０ お よ
び ｈ ７ Ｃ １ ０ 　 Ｍ Ａ ｂ （ ヒ ト 化 １ 、 本 明 細 書 に お い て は ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ と 記 載 ） の 比 較 効 果 。
【 図 １ ３ 】 Ｉ Ｇ Ｆ １ に よ っ て 誘 導 さ れ る シ グ ナ ル の 変 換 に 対 す る ７ Ｃ １ ０ お よ び ｈ ７ Ｃ １
０ 　 Ｍ Ａ ｂ （ ヒ ト 化 １ 、 本 明 細 書 に お い て は ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ と 記 載 ） の 効 果 。 １ 列 目 の ス ポ ッ
ト は 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 に よ り 、 Ｉ Ｇ Ｆ １ 単 独 の 存 在 下 、 ま た は 調 べ る 種 々 の 抗 体 と 組
み 合 わ せ た Ｉ Ｇ Ｆ １ の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 細 胞 の 免 疫 沈 降 し た β 鎖 の リ ン 酸 化 を
示 し た も の で あ る 。 ９ Ｇ ４ お よ び ｈ Ｉ ｇ Ｇ １ は 各 々 、 ７ Ｃ １ ０ お よ び ｈ ７ Ｃ １ ０ （ ７ Ｈ ２
Ｈ Ｍ と も 記 載 ） 型 の 対 照 イ ソ タ イ プ で あ る 。 ２ 列 目 の ス ポ ッ ト は β 鎖 を 示 す も の で あ り 、
ウ ェ ル 全 て に 入 れ ら れ た 量 が 完 全 に 等 し い こ と を 示 し て い る 。
【 図 １ ４ 】 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ８ ） 、 そ の 相 補 鎖 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ０ ） お よ び ア ミ
ノ 酸 へ の そ の 翻 訳 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ９ ） 、 プ ラ イ マ ー Ｍ Ｋ Ｖ － １ お よ び Ｍ Ｋ Ｃ を 用 い て マ
ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ ７ Ｃ １ ０ か ら 増 幅 し た Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 配 列 、 な ら び に ３ ’ 末 端 の リ ー ダ ー
ペ プ チ ド お よ び ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ を コ ー ド す る 配 列 。
【 図 １ ５ 】 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ５ １ ） 、 そ の 相 補 鎖 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ３ ） お よ び ア ミ
ノ 酸 へ の そ の 翻 訳 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ２ ） 、 プ ラ イ マ ー 　 Ｍ Ｈ Ｖ － １ ２ お よ び Ｍ Ｈ Ｃ － １ 、
ま た は Ｍ Ｈ Ｖ － ８ お よ び Ｍ Ｈ Ｃ － １ を 用 い て マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ ７ Ｃ １ ０ か ら 増 幅 し た
Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 配 列 、 な ら び に ３ ’ 末 端 の リ ー ダ ー ペ プ チ ド お よ び ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ を コ ー ド す
る 配 列 。
【 図 １ ６ 】 Ｃ ７ Ｃ １ ０ と も 呼 ば れ る キ メ ラ 抗 体 ７ Ｃ １ ０ （ ｃ ｏ ｓ ７ － ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細
胞 培 養 物 の 上 清 ） に よ る １ Ｇ Ｆ － １ 受 容 体 の 認 識 。
【 図 １ ７ 】 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ４ ） の 最 高 の 配 列 相 同 性 を
有 す る そ の 他 の マ ウ ス 抗 体 の 細 胞 と の 比 較 。 ア ミ ノ 酸 の 番 号 付 け は Kabat et al. (1991)
の も の で あ る 。 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ お よ び Kabat　 マ ウ ス サ ブ グ ル ー プ Ｉ Ｉ （ 配 列 番 号 ５ ７ ）
間 で 異 な る フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ の 外 側 ） 内 の 残 基 に 下 線 を 付 け て い る 。 ド ッ ト は
７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の 配 列 と 比 較 し て 、 そ の 位 置 で は 残 基 が 同 一 で あ る こ と を 示 す 。 Ｄ Ｒ Ｂ １
－ ４ ． ３ （ 配 列 番 号 ５ ５ ） は 抗 ヒ ト マ ウ ス 抗 体 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ 　 Ｂ 鎖 軽 鎖 の 配 列 （ Kaba
tデ ー タ バ ン ク で の ア ク セ ス 番 号 は Ｎ ０ １ １ ７ ９ ４ で あ る ） を 表 す 。 Ｃ ９ ４ － ５ Ｂ １ １ ’
Ｃ Ｌ （ 配 列 番 号 ５ ６ ） は マ ウ ス 抗 体 軽 鎖 の 配 列 （ Kabatデ ー タ バ ン ク で の ア ク セ ス 番 号 は
Ｐ ０ １ ９ ３ １ ４ で あ る ） を 表 す 。
【 図 １ ８ 】 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ４ ） の Kabat　 ヒ ト サ ブ グ
ル ー プ Ｉ Ｉ （ 配 列 番 号 ６ ０ ） に 属 し 、 最 高 の 配 列 相 同 性 を 有 す る ヒ ト 軽 鎖 の 細 胞 と の 比 較
。 ア ミ ノ 酸 配 列 を ア ラ イ ン し 、 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の も の と 比 較 す る 。 ド ッ ト は ７ Ｃ １
０ 　 Ｖ Ｌ の 配 列 と 比 較 し て 、 そ の 位 置 で は 残 基 が 同 一 で あ る こ と を 示 す 。 Ｇ Ｍ ６ ０ ７ （ 配
列 番 号 ５ ８ ） は ヒ ト リ ン パ 芽 球 様 細 胞 系 統 Ｇ Ｍ ６ ０ ７ に よ っ て 分 泌 さ れ る κ 軽 鎖 の 配 列 （
Klobeck et al., Nucleic acids Res., 12: 6995-7006頁 , 1984aお よ び Klobeck et al., 
Nature, 309: 73-76頁 , l984b、 Kabatデ ー タ バ ン ク で の ア ク セ ス 番 号 は Ｎ ０ １ １ ６ ０ ６ で
あ る ） を 表 す 。 Ｄ Ｐ Ｋ １ ５ ／ Ａ １ ９ （ 配 列 番 号 ５ ９ ） は ヒ ト Ｖ 生 殖 細 胞 系 統 κ 　 Ｉ Ｉ の 配
列 を 表 す 。
【 図 １ ９ 】 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ （ 配 列 番 号 ５ ４ ） 、 ヒ ト 抗 体 Ｇ Ｍ ６ ０ ７ （ 配 列 番 号 ５ ８ ） お よ
び ２ 種 類 の ヒ ト 化 ７ Ｃ １ ０ 　 １ お よ び ２ （ 配 列 番 号 ６ １ お よ び ６ ５ ） の 軽 鎖 （ Ｖ Ｌ ） 可 変
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領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 。 ア ミ ノ 酸 配 列 を ア ラ イ ン し 、 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の も の と
比 較 す る 。 ド ッ ト は ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の 配 列 と 比 較 し て 、 そ の 位 置 で は 残 基 が 同 一 で あ る こ
と を 示 す 。 Ｇ Ｍ ６ ０ ７ は ヒ ト リ ン パ 芽 球 様 細 胞 系 統 Ｇ Ｍ ６ ０ ７ に よ っ て 分 泌 さ れ る κ 軽 鎖
の 配 列 （ Klobeck et al., 1984aお よ び l984b、 Kabatデ ー タ バ ン ク で の ア ク セ ス 番 号 ： Ｎ
０ １ １ ６ ０ ６ ） を 表 す 。
【 図 ２ ０ 】 リ ー ダ ー ペ プ チ ド お よ び ヒ ト 化 型 １ の ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の de novoア セ ン ブ リ コ
ー デ ィ ン グ に よ っ て 構 築 さ れ た 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ２ ） 、 そ の 相 補 鎖 （ 配
列 番 号 ６ ４ ） お よ び ア ミ ノ 酸 へ の そ の 翻 訳 （ 配 列 番 号 ６ ３ ） 。
【 図 ２ １ 】 リ ー ダ ー ペ プ チ ド お よ び ヒ ト 化 型 ２ の ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ の de novoア セ ン ブ リ コ
ー デ ィ ン グ に よ っ て 構 築 さ れ た 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ６ ） 、 そ の 相 補 鎖 （ 配
列 番 号 ６ ８ ） お よ び ア ミ ノ 酸 へ の そ の 翻 訳 （ 配 列 番 号 ６ ７ ） 。
【 図 ２ ２ 】 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ９ ） の Kabat　 マ ウ ス サ ブ
グ ル ー プ Ｉ （ Ａ ） に 属 し 、 最 高 の 配 列 相 同 性 を 有 す る ヒ ト マ ウ ス 重 鎖 の も の と の 比 較 。 ア
ミ ノ 酸 の 番 号 付 け は Kabat et al. (1991)の も の で あ る 。 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ お よ び Kabat　 マ
ウ ス サ ブ グ ル ー プ Ｉ （ Ａ ） （ 配 列 番 号 ７ １ ） 間 で 異 な る フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ の 外
側 ） 内 の 残 基 に 下 線 を 付 け て い る 。 ド ッ ト は マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の 配 列 と 比 較 し て 、 そ
の 位 置 で は 残 基 が 同 一 で あ る こ と を 示 す 。 Ａ Ｎ ０ ３ ’ Ｃ Ｌ （ 配 列 番 号 ７ ０ ） は マ ウ ス 抗 体
重 鎖 の 配 列 （ Kabatデ ー タ バ ン ク で の ア ク セ ス 番 号 ： Ｐ ０ ０ １ ２ ８ ９ ） を 表 す 。
【 図 ２ ３ 】 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ９ ） の  Kabat　 ヒ ト サ ブ グ
ル ー プ  Ｉ Ｉ （ 配 列 番 号 ７ ２ ） に 属 し 、 最 高 の 配 列 相 同 性 を 有 す る ヒ ト 重 鎖 の も の と の 比
較 。 下 線 を 付 け た 残 基 は Chothia et al. (1989)に よ っ て 定 義 さ れ た 正 規 構 造 の 一 部 で あ
る 。 ド ッ ト は マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ 配 列 と 比 較 し て 、 そ の 位 置 で は 残 基 が 同 一 で あ る こ と
を 示 す 。 ヒ ト Ｖ Ｈ 　 Ｆ Ｕ Ｒ １ ’ Ｃ Ｌ （ 配 列 番 号 ７ ３ ） は 自 己 免 疫 性 ヒ ト 抗 ラ ミ ン Ｂ 抗 体 Ｉ
ｇ Ｍ ／ Ｋ の 重 鎖 の 配 列 (Mariette et al., Arthritis and Rheumatism, 36: 1315-1324頁 ,
 1993; Kabatで の ア ク セ ス 番 号 ： Ｎ ０ ２ ０ ６ １ ） を 表 す 。 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 列 （ 配 列 番 号 ７
４ ） は ヒ ト 生 殖 細 胞 系 統 ４ ． ２ ２ 　 Ｖ Ｈ 　 Ｉ Ｖ の 配 列 (Sanz et al., EMBO. J. 8: 3741-3
748頁 , 1989)を 表 す 。
【 図 ２ ４ 】 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ （ 配 列 番 号 ６ ９ ） お よ び ３ 種 類 の Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 に よ る ヒ ト 化 に よ
る ヒ ト 化 型 Ｖ Ｈ １ 、 ２ お よ び ３ （ 各 々 、 配 列 番 号 ７ ５ 、 ７ ９ お よ び ８ ３ ） の 重 鎖 （ Ｖ Ｈ ）
可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 。 残 基 の 番 号 付 け は Kabatの も の で あ る 。 配 列 を ア ラ イ ン
し 、 マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の も の と 比 較 す る 。 ド ッ ト は マ ウ ス ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の 配 列 と 比
較 し て 、 そ の 位 置 で は 残 基 が 同 一 で あ る こ と を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 リ ー ダ ー ペ プ チ ド お よ び ヒ ト 化 型 １ の ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の de novoア セ ン ブ リ コ
ー デ ィ ン グ に よ っ て 構 築 さ れ た 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ７ ６ ） 、 そ の 相 補 鎖 （ 配
列 番 号 ７ ８ ） お よ び ア ミ ノ 酸 へ の そ の 翻 訳 （ 配 列 番 号 ７ ７ ） 。
【 図 ２ ６ 】 リ ー ダ ー ペ プ チ ド お よ び ヒ ト 化 型 ２ の ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の de novoア セ ン ブ リ コ
ー デ ィ ン グ に よ っ て 構 築 さ れ た 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ８ ０ ） 、 そ の 相 補 鎖 （ 配
列 番 号 ８ ２ ） お よ び ア ミ ノ 酸 へ の そ の 翻 訳 （ 配 列 番 号 ８ １ ） 。
【 図 ２ ７ 】 リ ー ダ ー ペ プ チ ド お よ び ヒ ト 化 型 ３ の ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｈ の de novoア セ ン ブ リ コ
ー デ ィ ン グ に よ っ て 構 築 さ れ た 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ８ ４ ） 、 そ の 相 補 鎖 （ 配
列 番 号 ８ ６ ） お よ び ア ミ ノ 酸 へ の そ の 翻 訳 （ 配 列 番 号 ８ ５ ） 。
【 図 ２ ８ 】 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お け る キ メ ラ 抗 体 ７ Ｃ １ ０ （ 「 Ｃ ７ Ｃ １ ０ 」 と 呼 ば れ る ） お よ び
そ の ヒ ト 化 型 １ （ ７ Ｃ １ ０ 　 ｈ ｕ ｍ １ ） に よ る Ｉ Ｇ Ｆ － １ 受 容 体 の 認 識 活 性 の 比 較 。
【 図 ２ ９ 】 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お け る ヒ ト 化 型 １ お よ び ２ の ７ Ｃ １ ０ 抗 体 軽 鎖 の Ｉ Ｇ Ｆ － １ 受 容
体 の 認 識 活 性 に 対 す る 影 響 。
【 図 ３ ０ 】 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お け る キ メ ラ 抗 体 ７ Ｃ １ ０ お よ び ヒ ト 化 ７ Ｃ １ ０ 　 Ｖ Ｌ 　 ２ と 組
み 合 わ せ た ３ 種 類 の ヒ ト 化 型 の 重 鎖 （ ７ Ｃ １ ０ 　 ｈ ｕ ｍ １ 、 ２ お よ び ３ ） に よ る Ｉ Ｇ Ｆ －
１ 受 容 体 の 認 識 活 性 の 比 較 。
【 図 ３ １ 】 同 所 移 植 モ デ ル Ａ ５ ４ ９ に お け る ７ Ｃ １ ０ 抗 体 の 抗 腫 瘍 活 性 。
【 図 ３ ２ 】 抗 体 ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ の 存 在 下 で ４ 時 間 培 養 し た Ａ ５ ４ ９ お よ び Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 レ ベ
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ル で 観 察 さ れ た Ａ Ｄ Ｃ Ｃ の 試 験 （ 各 々 、 図 ３ ２ Ｃ お よ び ３ ２ Ｄ ） 。 細 胞 Ａ ５ ４ ９ お よ び Ｍ
Ｃ Ｆ － ７ に 対 す る 試 験 の 正 の 対 照 と し て 抗 体 ｈ ４ Ｄ ５ を 同 時 に 用 い る （ 各 々 、 図 ３ ２ Ａ お
よ び ３ ２ Ｂ ） 。
【 図 ３ ３ 】 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 細 胞 周 期 に 対 す る 抗 体 ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ の 効 果 。 図
３ ３ Ａ は Ｉ Ｇ Ｆ １ の 不 在 下 で の Ｇ ０ ／ Ｇ １ 、 Ｓ お よ び Ｇ ２ ／ Ｍ 期 の Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 割 合
を 示 し 、 観 察 し た Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 全 体 に 占 め る 有 意 な 割 合 を 表 す 。 図 ３ ３ Ｂ は Ｉ Ｇ Ｆ １ の
存 在 下 で の Ｇ ０ ／ Ｇ １ 、 Ｓ お よ び Ｇ ２ ／ Ｍ 期 の Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 割 合 を 示 し 、 観 察 し た Ｍ
Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 全 体 に 占 め る 割 合 を 表 す 。 図 ３ ３ Ｃ は Ｉ Ｇ Ｆ １ の 不 在 下 で 対 照 サ ン プ ル （ 「
０ 」 ） と 比 較 し た 図 に 示 す 化 合 物 の 存 在 下 で の Ｓ （ 黒 四 角 ） お よ び Ｇ ２ ／ Ｍ （ 白 四 角 ） 期
の Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の 割 合 を 示 し 、 観 察 し た Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 全 体 に 占 め る 割 合 を 表 す 。
【 図 ３ ４ 】 Ａ ５ ４ ９ 細 胞 の in vitro増 殖 （ 図 ３ ４ Ａ ） お よ び Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 の in vivo増
殖 （ 図 ３ ４ Ｂ ） に 対 す る 抗 体 ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ の 比 較 効 果 。
【 図 ３ ５ 】 in vivoモ デ ル Ａ ５ ４ ９ に 対 す る 、 ナ ベ ル ビ ン （ Ｎ Ａ ） と 組 み 合 わ せ た 抗 体 ７
Ｈ ２ Ｈ Ｍ の 対 照 サ ン プ ル と 比 較 し た 相 乗 効 果 の 試 験 。 図 ３ ５ Ａ は 処 置 の 開 始 か ら 約 ５ ０ 日
か け て 行 っ た 処 置 に 応 じ た 、 移 植 し た 腫 瘍 の 容 積 の 拡 大 を 示 す （ 図 ３ ５ Ａ ） 。 図 ３ ５ Ｂ は
、 特 に 、 約 ４ ８ 日 に て 比 較 し た こ の 拡 大 に つ い て 得 ら れ た 結 果 を 示 す 。 こ の 図 で は 、 抗 体
 ７ Ｃ １ ０ で 得 ら れ た 結 果 が 比 較 と し て 導 入 さ れ て い る （ ア ス タ リ ス ク （ ＊ ） は ｔ 検 定 に
お け る 比 較 対 照 群 ／ 群 （ ７ Ｃ １ ０ ＋ Ｎ ａ ） ま た は 対 照 群 ／ 群 （ ７ Ｈ ２ １ １ Ｍ ＋ Ｎ ａ ） に 相
当 す る ） 。
【 図 ３ ６ 】 ア ポ ト ー シ ス に 対 す る 抗 体 ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ の 効 果 の 試 験 。 こ の 図 は
抗 体 ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ に よ る ド キ ソ ル ビ シ ン の 効 果 の 増 強 を 示 す （ ド キ ソ ル ビ シ
ン 　 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 。
【 図 ３ ７ 】 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に お け る 標 識 に よ る Ａ ５ ４ ９ 細 胞 表 面 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ お よ び Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ
の 存 在 の 証 明 。
【 図 ３ ８ 】 腫 瘍 Ａ ５ ４ ９ の in vivo増 殖 に 対 す る Ｍ Ａ Ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ お よ び ２ ２ ５ の 同 時 投
与 の 効 果 。
【 図 ３ ９ 】 Ａ ５ ４ ９ 細 胞 を 同 所 移 植 し た マ ウ ス の 生 存 に 対 す る Ｍ Ａ Ｂ 　 ７ Ｃ １ ０ お よ び ２
２ ５ の 同 時 投 与 の 効 果 。
【 図 ４ ０ 】 Ｍ Ａ Ｂ  ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ に よ る Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ β 鎖 お よ び Ｉ Ｒ Ｓ － １
β 鎖 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の 阻 害 の 証 明 。
【 図 ４ １ 】 Ｍ Ａ Ｂ  ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ に よ る Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ の 内 在 化 誘 導 の 証 明 。
【 図 ４ ２ 】 Ｍ Ａ Ｂ  ７ Ｃ １ ０ お よ び ７ Ｈ ２ Ｈ Ｍ に よ る Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ Ｒ 分 解 の 証 明 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】
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【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】

【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】
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【 図 ２ ８ 】

【 図 ２ ９ 】

【 図 ３ ０ 】

【 図 ３ １ 】

【 図 ３ ２ 】 【 図 ３ ３ 】
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【 図 ３ ４ 】 【 図 ３ ５ 】

【 図 ３ ６ 】

【 図 ３ ７ 】 【 図 ３ ８ 】

【 図 ３ ９ 】
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【 図 ４ ０ Ａ 】

【 図 ４ ０ Ｂ 】

【 図 ４ １ 】

【 図 ４ ２ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明涉及能够特异性结合人胰岛素样生长因子I受体（IGF-IR）的新型抗体，特别是单克隆抗体，嵌合单克隆抗体和小鼠来源的人
源化单克隆抗体，编码氨基酸和核酸序列。本发明还涉及所述抗体作为预防和/或治疗癌症的药物的用途，以及用于诊断与IGF-1R
受体过表达相关的疾病的方法或试剂盒。本发明进一步涉及包含此类抗体的产品和/或组合物与抗EGFR抗体和/或与抗癌剂或毒素
的化合物和/或复合物的组合，以及用于预防和/或治疗某些癌症的产品和/或组合物。它的用途。
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