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(57)【要約】

　本発明は、ガラクトースが結合していないO結合型糖鎖を含むCD27を特異的に認識し、

該細胞外領域に結合するモノクローナル抗体およびその使用方法を提供することにある。

　本発明によれば、ガラクトースが結合していないO結合型糖鎖を含むCD27を特異的に認

識し、該細胞外領域に結合するモノクローナル抗体または該抗体断片、該抗体を産生する

ハイブリドーマ、該抗体をコードするDNA、該 DNAを含んでなるベクター、該ベクターを形

質転換して得られる形質転換体、該ハイブリドーマまたは形質転換体を用いる抗体または

該抗体断片の製造方法、ならびに該抗体または抗体断片を有効成分として含有してなるCD

27が関与する疾患の診断薬または治療薬を提供することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む 、 CD27遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ

リ ペ プ チ ド （ 以 下 、 CD27と 記 す ） の 細 胞 外 領 域 を 特 異 的 に 認 識 し 、 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。

【 請 求 項 ２ 】

O結 合 型 糖 鎖 が 結 合 し た 、 CD27の 細 胞 外 領 域 の う ち 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し た O結 合 型 糖 鎖

を 含 む CD27の 細 胞 外 領 域 は 認 識 せ ず 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い 0結 合 型 糖 鎖 を 含 む C

D27の 細 胞 外 領 域 を 認 識 し 、 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。

【 請 求 項 ３ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 が 、 シ ア リ ル Tn抗 原 ま た は Tn抗 原 か ら 選 ば れ

る 少 な く と も 1つ の O結 合 型 糖 鎖 で あ る 、 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た

は 該 抗 体 断 片 。

【 請 求 項 ４ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 が Tn抗 原 で あ る 、 請 求 項 3に 記 載 の モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。

【 請 求 項 ５ 】

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030と 競 合 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で

あ る 請 求 項 3ま た は 4に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。

【 請 求 項 ６ 】

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 該

抗 体 断 片 。

【 請 求 項 ７ 】

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 受 託 番 号 FER M BP-10976と し て 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ か

ら 生 産 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は

抗 体 断 片 。

【 請 求 項 ８ 】

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～ 6の い ず れ か １ 項 に 記 載 の

抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。

【 請 求 項 ９ 】

遺 伝 子 組 換 え 抗 体 が 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 お よ び ヒ ト 抗 体 か ら 選 ば れ る 抗 体 で

あ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。

【 請 求 項 １ ０ 】

抗 体 断 片 が 、 Fab、 Fab＇ 、 F(ab＇ ) 2 、 一 本 鎖 抗 体 （ scFv） 、 二 量 体 化 V領 域 （ Diabody） 、

ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 V領 域 （ dsFv） お よ び CDRを 含 む ペ プ チ ド か ら 選 ば れ る 抗 体 断 片 で あ る

請 求 項 1～ 9の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 断 片 。

【 請 求 項 １ １ 】

請 求 項 1～ 7の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。

【 請 求 項 １ ２ 】

ハ イ ブ リ ド ー マ が 、 受 託 番 号 FER M BP-10976と し て 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る

、 請 求 項 11に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。

【 請 求 項 １ ３ 】

請 求 項 1～ 10の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を コ ー ド す る D N A。

【 請 求 項 １ ４ 】

請 求 項 13に 記 載 の D N Aを 含 有 す る 組 換 え 体 ベ ク タ ー 。

【 請 求 項 １ ５ 】

請 求 項 14に 記 載 の 組 換 え 体 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 得 ら れ る 形 質 転 換 株 。

【 請 求 項 １ ６ 】

請 求 項 11ま た は 12に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ ま た は 請 求 項 15に 記 載 の 形 質 転 換 株 を 培 地 に 培
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養 し 、 培 養 物 中 に 請 求 項 1～ 10の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 生 成 蓄 積

さ せ 、 該 培 養 物 か ら 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1～ 10の い

ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 １ ７ 】

請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い る 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結

合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27の 免 疫 学 的 検 出 ま た は 測 定 方 法 。

【 請 求 項 １ ８ 】

請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い る 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結

合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27の 検 出 試 薬 。

【 請 求 項 １ ９ 】

請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い る 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結

合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 の 診 断 薬 。

【 請 求 項 ２ ０ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が IgA腎 症 で あ る 、

請 求 項 19に 記 載 の 診 断 薬 。

【 請 求 項 ２ １ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が 癌 で あ る 、 請 求

項 19に 記 載 の 診 断 薬 。

【 請 求 項 ２ ２ 】

請 求 項 1～ 10の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 、 ガ

ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 の 治 療 薬 。

【 請 求 項 ２ ３ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が IgA腎 症 で あ る 、

請 求 項 22に 記 載 の 治 療 薬 。

【 請 求 項 ２ ４ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が 、 癌 で あ る 、 請

求 項 22に 記 載 の 治 療 薬 。

【 請 求 項 ２ ５ 】

請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い て 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結

合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 発 現 し た 細 胞 を 検 出 ま た は 測 定 す る こ と を 含 む 、

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 の 診 断 方 法 。

【 請 求 項 ２ ６ 】

請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い て 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結

合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27を 検 出 ま た は 測 定 す る こ と を 含 む 、 ガ ラ ク ト ー ス が

結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 の 診 断 方 法 。

【 請 求 項 ２ ７ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が IgA腎 症 で あ る 、

請 求 項 25ま た は 26に 記 載 の 診 断 方 法 。

【 請 求 項 ２ ８ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が 癌 で あ る 、 請 求

項 25ま た は 26に 記 載 の 診 断 方 法 。

【 請 求 項 ２ ９ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 の 診 断 薬 を 製 造 す

る た め の 、 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の 使 用 。

【 請 求 項 ３ ０ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 の 治 療 薬 を 製 造 す

る た め の 、 請 求 項 １ ～ 10の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の 使 用 。

【 請 求 項 ３ １ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が IgA腎 症 で あ る 、

請 求 項 29ま た は 30に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の 使 用 。
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【 請 求 項 ３ ２ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が 癌 で あ る 、 請 求

項 29ま た は 30に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の 使 用 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27遺 伝 子 に よ り コ ー ド

さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 し 、 該 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た

は 該 抗 体 断 片 、 該 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 、 該 抗 体 を コ ー ド す る D N A、 該 D N Aを 含 ん

で な る ベ ク タ ー 、 該 ベ ク タ ー を 形 質 転 換 し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ ま た

は 形 質 転 換 体 を 用 い る 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の 製 造 方 法 、 な ら び に 該 抗 体 ま た は 抗 体 断 片

を 用 い る 診 断 薬 、 ま た は 該 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 治 療 薬 に 関 す る

。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 近 年 、 種 々 の 疾 患 の 発 症 や 病 態 の 進 行 に 伴 い 、 そ の 疾 患 や 病 態 に 関 わ る 細 胞 が 発 現 す る

タ ン パ ク 質 に 付 加 さ れ た 糖 鎖 構 造 に 変 化 が 起 こ る 事 例 が 報 告 さ れ て い る 。 こ の 事 例 の な か

で 代 表 的 な も の は 、 80％ を 超 え る ヒ ト の 癌 種 に お い て 発 現 が 認 め ら れ る O結 合 型 （ セ リ ン

ス レ オ ニ ン 型 ） 糖 鎖 抗 原 の 1つ で あ る Tn抗 原 と 、 こ の Tn抗 原 に シ ア ル 酸 が 付 加 さ れ た シ ア

リ ル Tn抗 原 の 発 現 で あ る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 こ れ ら の 糖 鎖 抗 原 は 正 常 細 胞 に は ほ と ん ど 発

現 が 認 め ら れ な い こ と が 知 ら れ て お り 、 癌 特 異 的 ワ ク チ ン 療 法 の 標 的 分 子 と し て 医 療 に 応

用 す る た め の 研 究 が な さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 こ れ ら の 癌 特 異 的 な 糖 鎖 抗 原 の 発 現

は 、 生 体 内 に 存 在 す る 複 雑 な 糖 鎖 生 合 成 経 路 と 糖 鎖 代 謝 経 路 を 構 成 す る 酵 素 活 性 に よ り 制

御 さ れ て い る 。 そ の 一 例 と し て 、 癌 細 胞 に お い て 、 糖 鎖 生 合 成 経 路 に 関 与 す る タ ン パ ク 質

を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 様 式 が 変 化 し た 結 果 、 糖 鎖 生 合 成 経 路 が 途 中 で 遮 断 さ れ る 例 な

ど が 知 ら れ て い る 。 Tn抗 原 は 、 正 常 細 胞 に お け る O結 合 型 糖 鎖 の 生 合 成 経 路 の 中 間 産 物 と

し て 知 ら れ て お り 、 タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 特 定 の セ リ ン （ Ser） 残 基 ま た は ス レ オ

ニ ン （ Thr） 残 基 の 側 鎖 に 存 在 す る 水 酸 基 に 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン （ GalN Ac） が α

結 合 し た 構 造 で あ る （ GalN Acα -Ser/Thr） 。 こ の Tn抗 原 の 非 還 元 末 端 側 に 、 コ ア 1β 3ガ ラ

ク ト ー ス 転 移 酵 素 （ core1β 3Gal-T, T-synthetase） の 活 性 に よ っ て ガ ラ ク ト ー ス が １ 分

子 転 移 さ れ る こ と に よ り 、 正 常 型 の O結 合 型 糖 鎖 （ TF抗 原 な ど ） の 生 合 成 が 進 行 す る 。 複

数 種 の 癌 細 胞 株 に お い て 、 細 胞 内 の コ ア 1β 3ガ ラ ク ト ー ス 転 移 酵 素 の 活 性 が 低 下 し た 結 果

、 糖 鎖 の 生 合 成 経 路 が 遮 断 さ れ 、 Tn抗 原 あ る い は シ ア リ ル Tn抗 原 が 発 現 す る と 考 え ら れ て

い る 。 癌 細 胞 内 で コ ア 1β 3ガ ラ ク ト ー ス 転 移 酵 素 の 活 性 が 低 下 す る 機 構 は 複 雑 で あ り 、 現

在 で も 完 全 に は 解 明 さ れ て い な い 。 し か し 、 そ の 機 構 の ひ と つ に 、 コ ア 1β 3ガ ラ ク ト ー ス

転 移 酵 素 の 活 性 発 現 に 必 要 な 特 定 の シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 （ Cosmc） を コ ー ド す る 遺 伝 子

が 変 異 し た 結 果 、 細 胞 内 の コ ア 1β 3ガ ラ ク ト ー ス 転 移 酵 素 活 性 が 大 幅 に 低 下 す る 、 と い う

機 構 が 推 定 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ６ ） 。 複 数 の 癌 種 で 共 通 し て Tn抗 原 の 発 現 が 認 め ら れ

る こ と か ら 、 細 胞 内 の 糖 鎖 生 合 成 経 路 や 糖 鎖 代 謝 経 路 に お け る 異 常 は 、 そ の 細 胞 内 で 発 現

す る 多 く の 異 な る 糖 タ ン パ ク 質 に 付 加 し た 糖 鎖 構 造 に 共 通 し た 変 化 を 生 じ さ せ る 主 た る 原

因 と 考 え ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 糖 鎖 構 造 の 変 化 と 病 態 の 進 行 が 密 接 に 関 わ っ て い る こ と が 知 ら れ て い る 疾 患 の 代 表 的 は

癌 で あ る 。 ま た 、 癌 以 外 に 糖 鎖 構 造 の 変 化 と 病 態 の 進 行 が 密 接 に 関 わ っ て い る こ と が 知 ら

れ て い る 疾 患 と し て 、 IgA腎 症 が 知 ら れ て い る 。 IgA腎 症 と は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 一 種 で あ

る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン A（ IgA） が 腎 糸 球 体 の メ サ ン ギ ウ ム 領 域 に 顆 粒 状 に 沈 着 し た 病 理 像 が

特 徴 的 な 慢 性 糸 球 体 腎 炎 で あ り 、 1968年 に Bergerに よ っ て 初 め て 報 告 さ れ た （ 非 特 許 文 献

2） 。 こ の 疾 患 は 、 日 本 国 内 の 慢 性 糸 球 体 腎 炎 患 者 数 の 約 半 数 を 占 め る 代 表 的 な 腎 炎 で あ

る 。 IgA腎 症 と 診 断 さ れ た 患 者 の 約 4割 は そ の 後 20年 以 内 に 末 期 腎 不 全 に 移 行 し 、 人 工 透 析

や 腎 移 植 を 余 儀 な く さ れ る と い わ れ て い る 。 こ の よ う に IgA腎 症 は 一 般 的 に 予 後 不 良 の 疾
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患 と し て 認 識 さ れ て い る に も か か わ ら ず 、 臨 床 で 有 効 性 が 証 明 さ れ た 治 療 法 は 未 だ 確 立 し

て い な い 。 IgA腎 症 の 患 者 体 内 で は 、 2種 類 の IgAア イ ソ タ イ プ （ IgA1と IgA2） の う ち 、 主

に IgA1が 腎 臓 に 沈 着 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 そ の 沈 着 の 原 因 の ひ と つ と し て 、 Ig

A2分 子 に は 無 く 、 IgA1分 子 に 存 在 す る ヒ ン ジ 領 域 に 付 加 さ れ た O結 合 型 糖 鎖 の 構 造 が 、 正

常 型 か ら Tn抗 原 あ る い は シ ア リ ル Tn抗 原 に 変 化 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文

献 ３ 、 非 特 許 文 献 4） 。 IgA1ヒ ン ジ 領 域 に 付 加 し た O結 合 型 糖 鎖 か ら ガ ラ ク ト ー ス が 欠 損 し

て Tn抗 原 あ る い は シ ア リ ル Tn抗 原 に 変 化 す る と IgA1分 子 の 自 己 凝 集 能 が 亢 進 す る こ と 、 な

ら び に IgA1分 子 の 腎 メ サ ン ギ ウ ム 領 域 へ の 沈 着 が 亢 進 す る こ と が 証 明 さ れ て い る （ 非 特 許

文 献 5） 。 さ ら に 、 IgA腎 症 患 者 か ら 単 離 し た IgA産 生 細 胞 に お い て 、 Cosmcの 発 現 量 低 下 に

起 因 し た コ ア 1β 3ガ ラ ク ト ー ス 転 移 酵 素 活 性 の 低 下 が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 6） 。

す な わ ち 、 IgA腎 症 患 者 体 内 の IgA産 生 細 胞 で は 糖 鎖 生 合 成 経 路 が 途 中 で 遮 断 さ れ た 結 果 、

正 常 型 糖 鎖 を 持 つ IgA1の 産 生 が で き な く な り 、 代 わ り に 糖 鎖 不 全 型 の IgA1が 産 生 さ れ る 。

IgA腎 症 の 発 症 機 構 の ひ と つ と し て 、 こ の 糖 鎖 不 全 型 IgA1が 腎 糸 球 体 に 沈 着 し た 結 果 、 炎

症 が 惹 起 さ れ る と い う 機 構 が 提 唱 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 一 般 的 に IgAは 、 血 液 中 の B細 胞 、 あ る い は 、 B細 胞 か ら 分 化 し た 形 質 細 胞 に よ っ て 産 生

さ れ る 。 形 質 細 胞 は 、 B細 胞 分 化 の 最 終 段 階 で あ り 、 二 次 リ ン パ 組 織 、 全 身 の 粘 膜 組 織 、

骨 髄 な ど に 分 布 し て 大 量 の 抗 体 を 産 生 す る が 、 IgAを 産 生 す る 形 質 細 胞 は 、 主 に 粘 膜 組 織

に 分 布 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 一 方 、 二 次 リ ン パ 組 織 の 胚 中 心 に お い て 、 高 親 和 性 の Ig

A抗 体 産 生 能 を 獲 得 し た B細 胞 ク ロ ー ン か ら は 、 メ モ リ ー B細 胞 あ る い は 、 形 質 細 胞 が 分 化

し 、 全 身 の 標 的 臓 器 に 分 布 し て 長 期 に わ た り 抗 体 を 産 生 し 続 け る こ と が 知 ら れ て い る 。 し

か し な が ら 、 IgA腎 症 の 発 症 に 関 与 す る 糖 鎖 不 全 IgAを 産 生 す る 細 胞 が 、 B細 胞 分 化 過 程 の

ど の 段 階 で 発 生 す る の か 、 ま た 糖 鎖 不 全 IgAを 産 生 す る B細 胞 あ る い は 形 質 細 胞 が 、 体 内 の

ど の 組 織 に 分 布 す る の か に つ い て は 、 明 ら か に さ れ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 B細 胞 あ る い は 形 質 細 胞 に 発 現 す る 細 胞 膜 表 面 分 子 と し て 知 ら れ る タ ン パ ク 質 の 中 で 、 O

結 合 型 糖 鎖 が 結 合 す る 分 子 の 1つ と し て 、 CD27が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 7） 。 CD27分 子

は 、 腫 瘍 壊 死 因 子 受 容 体 （ TNFR） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る 分 子 量 が 約 55 kDaの I型 膜

タ ン パ ク 質 で あ り 、 ２ つ の 単 量 体 が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 連 結 し た ダ イ マ ー と し て 存 在

す る （ 非 特 許 文 献 8） 。 CD27は 、 形 質 細 胞 、 B細 胞 の 他 に Tリ ン パ 球 の 一 部 に 発 現 し て い る

こ と が 知 ら れ て い る が 、 特 に B細 胞 の 分 化 過 程 に お い て 、 メ モ リ ー B細 胞 お よ び 形 質 細 胞 へ

分 化 す る 際 に 、 発 現 が 上 昇 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 分 化 過 程 の 細 胞 に は 、 O結

合 型 糖 鎖 が 結 合 し た CD27が 発 現 し て い る こ と が 知 ら れ て い る が 、 糖 鎖 が 結 合 す る ア ミ ノ 酸

残 基 は 明 ら か に さ れ て い な い (非 特 許 文 献 9)。 CD27の リ ガ ン ド 分 子 と し て は TNFフ ァ ミ リ ー

の ひ と つ で あ る CD70が 知 ら れ て い る 。 CD70は 、 一 部 の B細 胞 あ る い は T細 胞 に 発 現 す る CD27

に 結 合 し 、 細 胞 増 殖 シ グ ナ ル を 導 入 す る こ と 、 あ る い は B細 胞 の 抗 体 産 生 を 促 す こ と が 知

ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 10） 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 ま た 、 CD27は 正 常 細 胞 だ け で は な く 、 い く つ か の 癌 細 胞 に お い て 発 現 が 亢 進 し て い る こ

と が 知 ら れ て い る 。 CD27を 発 現 し て い る 癌 種 と し て は 、 マ ン ト ル 細 胞 リ ン パ 腫 、 慢 性 リ ン

パ 性 白 血 病 、 小 リ ン パ 性 白 血 病 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 、 モ ル ト リ ン パ 腫

、 び ま ん 性 大 細 胞 リ ン パ 腫 、 形 質 細 胞 腫 、 等 、 種 々 の 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 が 報 告 さ れ て い

る (非 特 許 文 献 11)。 多 く の 癌 細 胞 で は 、 先 述 の よ う に Tn抗 原 ま た は シ ア リ ル Tn抗 原 な ど の

糖 鎖 を 含 む 、 糖 鎖 不 全 タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 CD27を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 と し て は 、 Sezary症 候 群 患 者 か ら 単 離 し た 白 血 病 細 胞 を 免

疫 す る こ と に よ り 得 ら れ た S152抗 体 が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 8） 。

　 S152抗 体 は 、 正 常 B細 胞 お よ び T細 胞 に 対 し て も 親 和 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ

れ ま で に ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27分 子 を 特 異 的 に 認 識 す る

よ う な 抗 体 は 知 ら れ て い な い 。
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一 般 に 非 ヒ ト 抗 体 、 例 え ば マ ウ ス 抗 体 な ど を ヒ ト に 投 与 す る と 、 異 物 と し て 認 識 さ れ る こ

と に よ り 、 ヒ ト 体 内 に マ ウ ス 抗 体 に 対 す る ヒ ト 抗 体 （ Human Anti Mouse Antibody:H A M A)

が 誘 導 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 H A M Aは 投 与 さ れ た マ ウ ス 抗 体 と 反 応 し 、 副 作 用 を 引 き

起 こ し た り （ 非 特 許 文 献 12～ 15)、 マ ウ ス 抗 体 の 体 内 か ら の 消 失 を 速 め （ 非 特 許 文 献 16～ 1

8） 、 マ ウ ス 抗 体 の 治 療 効 果 を 低 下 さ せ て し ま う こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 19、 20)

。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 こ れ ら の 問 題 点 を 解 決 す る た め 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 利 用 し て 非 ヒ ト 抗 体 か ら ヒ ト 型 キ

メ ラ 抗 体 や ヒ ト 化 抗 体 の 作 製 が 試 み ら れ て い る 。

　 ヒ ト 化 抗 体 は 、 マ ウ ス 抗 体 な ど の 非 ヒ ト 抗 体 と 比 較 し て 、 ヒ ト へ の 投 与 を 行 う 上 で 、 様

々 な 利 点 を 有 し て い る 。 例 え ば 、 サ ル を 用 い た 実 験 で マ ウ ス 抗 体 に 比 べ 免 疫 原 性 が 低 下 し

、 血 中 半 減 期 が 延 長 し た こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 21、 非 特 許 文 献 22)。 す な わ

ち 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 抗 体 に 比 べ 、 ヒ ト に お い て 副 作 用 が 少 な く 、 そ の 治 療 効 果 が 長

期 間 持 続 す る こ と が 期 待 さ れ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 ま た 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 利 用 し て 作 製 す る た め 、 様 々 な 形 態 の 分 子 と

し て 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 の 重 鎖 （ 以 下 、 H鎖 と 表 記 す る ） 定 常 領 域

（ 以 下 、 C領 域 と 表 記 す る ） （ H鎖 C領 域 を 、 CHと 表 記 す る ） と し て γ １ サ ブ ク ラ ス を 使 用

す れ ば 、 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 （ 以 下 、 A DCC活 性 と 表 記 す る ） な ど の エ フ ェ ク タ ー 機 能

の 高 い ヒ ト 化 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き （ 非 特 許 文 献 23） 、 か つ 、 マ ウ ス 抗 体 に 比 べ 血 中

半 減 期 の 延 長 が 期 待 さ れ る （ 非 特 許 文 献 24） 。 特 に 体 内 か ら Tn抗 原 型 CD27陽 性 細 胞 を 除 去

す る 治 療 に お い て は 、 抗 体 を 介 し て エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 標 的 細 胞 の 近 傍 に 集 積 さ せ 、 標 的

細 胞 を 特 異 的 に 傷 害 す る た め に 、 抗 体 の Fc領 域 （ 抗 体 重 鎖 の ヒ ン ジ 領 域 以 降 の 領 域 ） を 介

し た 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 （ 以 下 、 CDC活 性 と 表 記 す る ） や A DCC活 性 等 の 細 胞 傷 害 活 性

が 重 要 で あ る 。 ヒ ト の 治 療 に お い て は 、 細 胞 傷 害 活 性 を 発 揮 さ せ る た め に 、 ヒ ト 型 キ メ ラ

抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は ヒ ト 化 抗 体 を 用 い る こ と が 望 ま し い （ 非 特 許 文 献 25、 26） 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 さ ら に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 最 近 の タ ン パ ク 質 工 学 、 遺 伝 子 工 学 の 進 歩 に よ り 、 Fab、 Fab＇

、 F(ab＇ ) 2 、 一 本 鎖 抗 体 （ 以 下 、 scFvと 表 記 す る ） （ 非 特 許 文 献 27） 、 2量 体 化 V領 域 断 片

（ 以 下 、 Diabodyと 表 記 す る ） （ 非 特 許 文 献 28） 、 ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 V領 域 断 片 （ 以 下 、

dsFvと 表 記 す る ） （ 非 特 許 文 献 29） 、 CDRを 含 む ペ プ チ ド （ 非 特 許 文 献 30） な ど の 、 分 子

量 の 小 さ い 抗 体 断 片 と し て も 作 製 で き 、 こ れ ら の 抗 体 断 片 は 、 完 全 な 抗 体 分 子 に 比 べ 、 標

的 組 織 へ の 移 行 性 に 優 れ て い る （ 非 特 許 文 献 31） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Crit Rev Oncog.,6,57(1995)

【 非 特 許 文 献 ２ 】 J Urol Nephrol. ,74,694(1968)

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Clin Exp Im munol. ,100,470(1995)

【 非 特 許 文 献 ４ 】 J A m Soc Neph.,7,955(1996)

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Nephrol Dial Transplant. ,17,50(2002)

【 非 特 許 文 献 ６ 】 J Intern Med.,258,467(2005)

【 非 特 許 文 献 ７ 】 Current Opinion in Im munology 17, 275 (2005)

【 非 特 許 文 献 ８ 】 J Im munol. ,141,21(1988)

【 非 特 許 文 献 ９ 】 Eur J Im munol. ,22,447(1992)）

【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Proc.Natl .Acad.Sci. ,94.6346(1997)

【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Leukemia and Lymphoma., 43,1855(2002)

【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Hum.Pathol. ,38,564(2007)

【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Hum.Pathol. ,36,886(2005)

【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 FEBS Lett. ,579,6179(2005)
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【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Cancer Res.,65,7378(2005)

【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Hum.Pathol. ,36,886(2005)

【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Oncogene,13,2328(2006)

【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Virchows Arch.,448,52(2006)

【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 J.Im munol. ,135,1530(1985)

【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Cancer Res.,46,6489(1986)

【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 Cancer Res.,56,1118(1996)

【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 Im munol. ,85,668(1995)

【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】 Cancer Res.,56,1118(1996)

【 非 特 許 文 献 ２ ４ 】 Im munol. ,85,668(1995)

【 非 特 許 文 献 ２ ５ 】 J.Im munol. ,144,1382(1990)

【 非 特 許 文 献 ２ ６ 】 Nature,322,323(1988)

【 非 特 許 文 献 ２ ７ 】 Science,242,423(1988)

【 非 特 許 文 献 ２ ８ 】 Nature Biotechnol. ,15,629(1997)

【 非 特 許 文 献 ２ ９ 】 Molecular Im munol. ,32,249(1995)

【 非 特 許 文 献 ３ ０ 】 J.Biol.Chem.,271,2966(1996)

【 非 特 許 文 献 ３ １ 】 Cancer Res.,52,3402(1992)

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ ２ 】

本 発 明 の 目 的 は ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27を 特 異 的 に 認 識 し

、 該 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 使 用 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る

。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27を 特 異 的 に 認 識 し 、 該 細 胞 外 領

域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 使 用 方 法 が 求 め ら れ て い る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ４ 】

本 発 明 は 、 （ 1） ～ （ 32） に 関 す る 。

（ 1） ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む 、 CD27遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ

る ポ リ ペ プ チ ド （ 以 下 、 CD27と 記 す ） の 細 胞 外 領 域 を 特 異 的 に 認 識 し 、 結 合 す る モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。

（ 2） O結 合 型 糖 鎖 が 結 合 し た 、 CD27の 細 胞 外 領 域 の う ち 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し た O結 合

型 糖 鎖 を 含 む CD27の 細 胞 外 領 域 は 認 識 せ ず 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い 0結 合 型 糖 鎖

を 含 む CD27の 細 胞 外 領 域 を 認 識 し 、 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。

（ 3） ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 が 、 シ ア リ ル Tn抗 原 ま た は Tn抗 原 か ら 選

ば れ る 少 な く と も 1つ の O結 合 型 糖 鎖 で あ る 、 （ 1） ま た は （ 2） に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 ま た は 該 抗 体 断 片 。

（ 4） ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 が Tn抗 原 で あ る 、 （ 3） に 記 載 の モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。

（ 5） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27の 細

胞 外 領 域 へ の 結 合 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030と 競 合 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 で あ る （ 3） ま た は （ 4） 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。

（ 6） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030が 結 合 す る 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結

合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27の 細 胞 外 領 域 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 （ 1） ～ （ 3） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は

該 抗 体 断 片 。

（ 7） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 受 託 番 号 FER M BP-10976と し て 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー

マ か ら 生 産 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 （ 1） ～ （ 6） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体

ま た は 抗 体 断 片 。
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（ 8） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 で あ る 、 （ １ ） ～ （ 6） の い ず れ か １ 項 に

記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。

（ 9） 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 が 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 お よ び ヒ ト 抗 体 か ら 選 ば れ る

抗 体 で あ る 、 （ 8） に 記 載 の 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 。

（ 10） 抗 体 断 片 が 、 Fab、 Fab＇ 、 F(ab＇ ) 2 、 一 本 鎖 抗 体 （ scFv） 、 二 量 体 化 V領 域 （ Diabo

dy） 、 ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 V領 域 （ dsFv） お よ び CDRを 含 む ペ プ チ ド か ら 選 ば れ る 抗 体 断 片

で あ る （ 1） ～ （ 9） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 断 片 。

（ 11） （ 1） ～ （ 7） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー

マ 。

（ 12） ハ イ ブ リ ド ー マ が 、 受 託 番 号 FER M BP-10976と し て 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ

で あ る 、 （ 11） に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。

（ 13） （ 1） ～ （ 10） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を コ ー ド す る D N A。

（ 14） （ 13） に 記 載 の D N Aを 含 有 す る 組 換 え 体 ベ ク タ ー 。

（ 15） （ 14） に 記 載 の 組 換 え 体 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 得 ら れ る 形 質 転 換 株 。

（ 16） （ 11） ま た は （ 12） に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ ま た は （ 15） に 記 載 の 形 質 転 換 株 を 培

地 に 培 養 し 、 培 養 物 中 に （ 1） ～ （ 10） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を

生 成 蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 か ら 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る （ 1） ～

（ 10） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の 製 造 方 法 。

（ 17） （ 1） ～ （ 10） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い る 、 ガ ラ ク ト

ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27の 免 疫 学 的 検 出 ま た は 測 定 方 法 。

（ 18） （ 1） ～ （ 10） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い る 、 ガ ラ ク ト

ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27の 検 出 試 薬 。

（ 19） （ 1） ～ （ 10） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い る 、 ガ ラ ク ト

ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 の 診 断 薬 。

（ 20） ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が IgA腎 症 で

あ る 、 （ 19） に 記 載 の 診 断 薬 。

（ 21） ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が 癌 で あ る

、 （ 19） に 記 載 の 診 断 薬 。

（ 22） （ 1） ～ （ 10） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有

す る 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 の 治 療 薬 。

（ 23） ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が IgA腎 症 で

あ る 、 （ 22） に 記 載 の 治 療 薬 。

（ 24） CD27遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に ガ ラ ク ト ー ス を 欠 失 し た O型 糖 鎖 が

結 合 し た 構 造 が 関 与 す る 疾 患 が 癌 で あ る 、 （ 22） に 記 載 の 治 療 薬 。

（ 25） （ 1） ～ （ 10） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い て ガ ラ ク ト ー

ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 発 現 し た 細 胞 を 検 出 ま た は 測 定 す る こ と を

含 む 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 の 診 断 方 法

。

（ 26） （ 1） ～ （ 10） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い て ガ ラ ク ト ー

ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27を 検 出 ま た は 測 定 す る こ と を 含 む 、 ガ ラ ク ト

ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 の 診 断 方 法 。

（ 27） ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が IgA腎 症 で

あ る 、 （ 25） ま た は （ 26） に 記 載 の 診 断 方 法 。

（ 28） ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が 癌 で あ る

、 （ 25） ま た は （ 26） に 記 載 の 診 断 方 法 。

（ 29） ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 の 診 断 薬 を

製 造 す る た め の 、 （ 1） ～ （ 10） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の 使 用 。

（ 30） ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 の 治 療 薬 を

製 造 す る た め の 、 （ 1） ～ （ 10） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の 使 用 。

（ 31） ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が IgA腎 症 で
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あ る 、 （ 29） ま た は （ 30） に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の 使 用 。

（ 32） ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 疾 患 が 癌 で あ る

、 （ 29） ま た は （ 30） に 記 載 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 の 使 用 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 に よ り 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む 、 CD27遺 伝 子 に よ っ

て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド （ 以 下 、 CD27と 記 載 す る ） の 細 胞 外 領 域 を 特 異 的 に 認 識 し 、

該 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 に よ

り 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27が 関 与 す る 各 種 疾 患 の 治 療 薬

ま た は 診 断 薬 を 提 供 す る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ６ 】

【 図 １ 】 ヒ ト CD27タ ン パ ク 質 コ ー ド す る D N A配 列 を 含 む 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pCR2.1 CD27

の 作 製 方 法 を 示 す 。

【 図 ２ 】 ヒ ト CD27タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 領 域 を コ ー ド す る D N A配 列 を 含 む 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク

タ ー pCR CD27axbの 作 製 方 法 を 示 す 。

【 図 ３ 】 ヒ ト IgG4定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 行 っ た 変 異 型 ヒ ト IgG4Fc領 域 を 有 す る プ ラ ス

ミ ド ベ ク タ ー pBShCγ 4SPの 作 製 方 法 を 示 す 。

【 図 ４ 】 変 異 型 ヒ ト IgG4Fc領 域 の D N A配 列 に 制 限 酵 素 認 識 配 列 を 挿 入 し た D N A配 列 を 含 む プ

ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pCR IgG4Fc Bam HISalIの 作 製 方 法 を 示 す 。

【 図 ５ 】 CD27-Fcの D N A配 列 を 挿 入 す る 、 pK A NTEX XhoI/SalIの 作 製 方 法 を 示 す 。

【 図 ６ 】 CD27-Fcタ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー pK A NTEX CD27-hIgG4Fcの 作 製 方 法 を 示 す 。

【 図 ７ 】 CH O/D G44細 胞 お よ び Lec8細 胞 を 宿 主 細 胞 と し て 発 現 さ せ た CD27-Fcタ ン パ ク 質 の S

DS-PA GE解 析 の 結 果 を 示 す 。 左 側 は 、 β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 添 加 し て い な い 非 還 元 状

態 、 右 側 は 、 β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 添 加 し た 還 元 状 態 を 示 す 。 い ず れ も 、 左 か ら マ ー

カ ー 、 Lec8細 胞 お よ び CH O/D G44細 胞 の フ ラ ク シ ョ ン を 示 す 。

【 図 ８ 】 CH O/D G44細 胞 お よ び Lec8細 胞 を 宿 主 細 胞 と し て 発 現 さ せ た CD27-Fcタ ン パ ク 質 を

、 SDS-PA GE解 析 （ 左 側 ） ま た は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト （ 右 側 ） の 結 果 を 示 す 。 い ず れ も 、 左

の レ ー ン か ら 、 マ ー カ ー 、 CH O/D G44細 胞 お よ び Lec8細 胞 の サ ン プ ル を 示 す 。 ウ エ ス タ ン ブ

ロ ッ ト は 、 抗 RCAS1抗 体 22-1-1抗 体 を 用 い て 染 色 を 行 っ た 。

【 図 ９ 】 動 物 細 胞 発 現 用 の CD27タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N Aを 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pCR

 CD27 axcの 作 製 方 法 を 示 す 。

【 図 １ ０ 】 動 物 細 胞 発 現 ベ ク タ ー pK A NTEX CD27の 作 製 方 法 を 示 す 。

【 図 １ １ 】 CD27発 現 CH O/D G44細 胞 、 お よ び CD27発 現 Lec8細 胞 に 対 す る 、 抗 CD27モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー の 結 果 を 示 す 。 上 段 が 、 CD27/Lec8-4に 対 す る ヒ ス ト グ

ラ ム 、 下 段 が 、 CD27/D G44-8に 対 す る ヒ ス ト グ ラ ム の 結 果 を 示 す 。 い ず れ の ヒ ス ト グ ラ ム

も 、 縦 軸 が 細 胞 数 、 横 軸 が 蛍 光 強 度 を 示 す 。

【 図 １ ２ 】 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030お よ び K M4031の 、 Lec8細 胞 、 CD27/L

ec8-4細 胞 お よ び CD27/D G44-8細 胞 に 対 す る 結 合 活 性 を 、 蛍 光 細 胞 染 色 法 を 用 い て 測 定 し た

結 果 を 示 す 。 上 段 は 、 ABIセ ル ラ ー デ ィ テ ク シ ョ ン シ ス テ ム を 用 い た 測 定 結 果 を 示 し 、 縦

軸 は 蛍 光 強 度 、 横 軸 は 反 応 さ せ た 抗 体 を 示 す 。 下 段 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー （ FC M） を

用 い た 測 定 結 果 を 示 し 、 縦 軸 が 平 均 蛍 光 強 度 、 横 軸 が 反 応 さ せ た 抗 体 を 示 す 。

【 図 １ ３ 】 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030お よ び K M4031の 競 合 ELISAの 結 果 を

示 す 。 上 段 は 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030の 反 応 性 、 下 段 は 抗 糖 鎖 不 全 CD27

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4031の 反 応 性 を 示 す 。 縦 軸 が 細 胞 増 殖 、 横 軸 が 抗 体 濃 度 を 示 す 。

【 図 １ ４ 】 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ 方 法 を 示 す 。

【 図 １ ５ 】 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー の 造 成 方 法 を 示 す 。

【 図 １ ６ 】 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー の 造 成 方 法 を 示 す 。

【 図 １ ７ 】 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー の 造 成 方 法 を 示 す 。

【 図 １ ８ 】 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー の 造 成 方 法 を 示 す 。
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【 図 １ ９ ー １ 】 各 種 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026(◇ )、 キ メ ラ 型 K M4028(△ )

、 キ メ ラ 型 K M4030(○ )、 キ メ ラ 型 K M4031(□ )、 市 販 抗 CD27抗 体 O323(● )お よ び 市 販 抗 Tn抗

体 22-1-1(■ )の 、 CD27/Lec8-4細 胞 に 対 す る 結 合 活 性 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (FC M)を 用

い て 測 定 し た 結 果 を 示 す 。 縦 軸 は 平 均 蛍 光 強 度 を 、 横 軸 は 反 応 さ せ た 抗 体 の 終 濃 度 を 示 す

。

【 図 １ ９ ー ２ 】 各 種 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026(◇ )、 キ メ ラ 型 K M4028(△ )

、 キ メ ラ 型 K M4030(○ )、 キ メ ラ 型 K M4031(□ )、 市 販 抗 CD27抗 体 O323(● )お よ び 市 販 抗 Tn抗

体 22-1-1(■ )の 、 CD27/D G44-4細 胞 に 対 す る 結 合 活 性 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (FC M)を 用

い て 測 定 し た 結 果 を 示 す 。 縦 軸 は 平 均 蛍 光 強 度 を 、 横 軸 は 反 応 さ せ た 抗 体 の 終 濃 度 を 示 す

。

【 図 １ ９ ー ３ 】 各 種 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026(◇ )、 キ メ ラ 型 K M4028(△ )

、 キ メ ラ 型 K M4030(○ )、 キ メ ラ 型 K M4031(□ )、 市 販 抗 CD27抗 体 O323(● )お よ び 市 販 抗 Tn抗

体 22-1-1(■ )の 、 Lec8細 胞 に 対 す る 結 合 活 性 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (FC M)を 用 い て 測

定 し た 結 果 を 示 す 。 縦 軸 は 平 均 蛍 光 強 度 を 、 横 軸 は 反 応 さ せ た 抗 体 の 終 濃 度 を 示 す 。

【 図 ２ ０ 】 各 種 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026(◇ )、 キ メ ラ 型 K M4028(△ )、 キ

メ ラ 型 K M4030(○ )お よ び キ メ ラ 型 K M4031(□ )の 、 CD27/Lec8-4細 胞 に 対 す る 抗 体 依 存 性 細

胞 傷 害 活 性 （ A DCC活 性 ） を 示 す 。 縦 軸 は 細 胞 傷 害 活 性 （ ％ ） を 、 横 軸 は 各 抗 体 の 終 濃 度 を

示 す 。

【 図 ２ １ 】 各 種 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M402、 キ メ ラ 型 K M4

030お よ び キ メ ラ 型 K M4031の CD27/Lec8-4細 胞 に 対 す る 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 （ CDC活 性

） を 示 す 。 縦 軸 は 細 胞 傷 害 活 性 （ ％ ） を 、 横 軸 は 反 応 さ せ た 抗 体 を 示 す 。

【 図 ２ ２ 】 サ ル CD27タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N Aを 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pCR mfCD27の

造 成 方 法 を 示 す 。

【 図 ２ ３ 】 サ ル CD27タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N Aを 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー mfCD27Hisの 造

成 方 法 を 示 す 。

【 図 ２ ４ 】 サ ル CD27発 現 ベ ク タ ー pK A NTEX mfCD27Hisの 作 製 方 法 を 示 す 。

【 図 ２ ５ 】 各 種 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M402、 キ メ ラ 型 K M4

030、 キ メ ラ 型 K M4031お よ び 市 販 抗 CD27抗 体 O323の 、 カ ニ ク イ ザ ル CD27/Lec8細 胞 ま た は カ

ニ ク イ ザ ル CD27/D G44細 胞 に 対 す る 結 合 活 性 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (FC M)を 用 い て 測 定

し た 結 果 を 示 す 。 縦 軸 は 平 均 蛍 光 強 度 を 、 横 軸 は 反 応 さ せ た 抗 体 を 示 す 。

【 図 ２ ６ 】 各 種 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026(◆ )、 キ メ ラ 型 K M4028(▲ )、 キ

メ ラ 型 K M4030(● )お よ び キ メ ラ 型 K M4031(■ )の 、 カ ニ ク イ ザ ル CD27/Lec8細 胞 に 対 す る 抗

体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 （ A DCC活 性 ） を 示 す 。 縦 軸 は 細 胞 傷 害 活 性 （ ％ ） を 、 横 軸 は 各 抗 体

の 終 濃 度 を 示 す 。

【 図 ２ ７ 】 各 種 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4030の 、 カ ニ ク イ ザ ル CD27/Lec8細

胞 (● )も し く は ヒ ト CD27/Lec8細 胞 (○ )に 対 す る 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 （ A DCC活 性 ） を

示 す 。 縦 軸 は 細 胞 傷 害 活 性 （ ％ ） を 、 横 軸 は 各 抗 体 の 終 濃 度 を 示 す 。

【 図 ２ ８ ー １ 】 各 種 抗 糖 鎖 不 全 CD27抗 体 K M4026、 K M402、 K M4030お よ び K M4031の 、 糖 鎖 不

全 CD27-Fc(Tn抗 原 型 CD27-Fcに 対 す る 結 合 の ビ ア コ ア セ ン サ ー グ ラ ム を 示 す 。 縦 軸 は RU（ r

esonanceユ ニ ッ ト ） を 、 横 軸 は 反 応 時 間 (s)を 示 す 。

【 図 ２ ８ ー ２ 】 各 種 抗 糖 鎖 不 全 CD27抗 体 K M4026、 K M402、 K M4030お よ び K M4031の 、 （ シ ア

リ ル Tn抗 原 型 CD27-Fc)に 対 す る 結 合 の ビ ア コ ア セ ン サ ー グ ラ ム を 示 す 。 縦 軸 は RU（ resona

nceユ ニ ッ ト ） を 、 横 軸 は 反 応 時 間 (s)を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 は 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む 、 CD27遺 伝 子 に よ っ て コ

ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド （ 以 下 、 CD27と も 記 載 す る ） の 細 胞 外 領 域 を 特 異 的 に 認 識 し 、 該

細 胞 外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る 。 CD27遺 伝 子 と し て は 、 CD27を コ ー ド

す る 遺 伝 子 で あ れ ば い ず れ で も よ い が 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む 遺 伝 子 が あ

げ ら れ る 。 ま た 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る D N Aと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
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下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ CD27の 機 能 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 な ど も

本 発 明 の CD27遺 伝 子 に 包 含 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る D N Aと は 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 塩 基

配 列 を 有 す る D N Aを プ ロ ー ブ と し て 、 コ ロ ニ ー ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 プ ラ ー ク ・

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 D N Aマ イ ク ロ

ア レ イ 法 な ど に よ り 得 ら れ る ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な D N Aを 意 味 し 、 具 体 的 に は 、 ハ イ ブ リ

ダ イ ズ し た コ ロ ニ ー ま た は プ ラ ー ク 由 来 の D N A、 も し く は 該 配 列 を 有 す る PCR産 物 も し く は

オ リ ゴ D N Aを 固 定 化 し た フ ィ ル タ ー ま た は ス ラ イ ド ガ ラ ス を 用 い て 、 0.7～ 1.0 mol/Lの 塩

化 ナ ト リ ウ ム 存 在 下 、 65℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 0.1～ 2倍 濃 度 の SSC溶

液 （ １ 倍 濃 度 の SSC溶 液 の 組 成 は 、 150 m mol/L塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 15 m mol/Lク エ ン 酸 ナ ト リ

ウ ム を 含 む ） を 用 い 、 65℃ 条 件 下 で フ ィ ル タ ー も し く は ス ラ イ ド グ ラ ス を 洗 浄 す る こ と に

よ り 同 定 で き る D N Aを あ げ る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ［ Molecular Clo

ning, A Laboratory Manual, Second Edition(Cold Spring Harbor Laboratory Press,19

89)、 Current Protocols in Molecular Biology(John Wiley & Sons,1987-1997)、 D N A Cl

oning 1: Core Techniques, A Practical Approach, Second Edition(Oxford University

, 1995)］ な ど に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な D

N Aと し て は 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と 少 な く と も 60 %以 上 の 相 同 性 を 有 す る D N A

、 好 ま し く は 80 %以 上 の 相 同 性 を 有 す る D N A、 さ ら に 好 ま し く は 95 %以 上 の 相 同 性 を 有 す

る D N Aを あ げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 真 核 生 物 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に は 、 し ば し ば 遺 伝 子 の 多 型 が 認

め ら れ る 。 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る CD27遺 伝 子 に は 、 遺 伝 子 の 多 型 に よ っ て 塩 基 配 列 に

わ ず か に 変 異 を 生 じ た 遺 伝 子 も 包 含 さ れ る 。

　 CD27と し て は 、 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 ２

で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ

ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ CD27の 機 能 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 と 60 %以 上 、 好 ま し く は 80 %以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 90 %以 上 、 最 も 好 ま

し く は 95 %以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ CD27の 機 能 を 有 す る ポ リ ペ

プ チ ド な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 ま た は

付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 ［ Molecular Cloning,A Laboratory M

anual,Second Edition(Cold Spring Harbor Laboratory Press,1989)、 Current Protocol

s in Molecular Biology(John Wiley & Sons,1987-1997)、 NucleicAcidsResearch,1 0 ,648

7(1982)、 Proc.Natl .Acad.Sci.USA,7 9 ,6409(1982)、 Gene,3 4 ,315(1985)、 Nucleic Acids

Research,1 3 ,4431(1985)、 Proc.Natl .Acad.Sci.USA, 8 2 ,488(1985)］ な ど に 記 載 の 部 位 特

異 的 変 異 導 入 法 を 用 い て 、 例 え ば 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ

ド を コ ー ド す る D N Aに 部 位 特 異 的 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 欠 失 、 置

換 ま た は 付 加 さ れ る ア ミ ノ 酸 の 数 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は １ 個 ～ 数 十 個 、 例 え

ば 、 1～ 20個 、 よ り 好 ま し く は 1個 ～ 数 個 、 例 え ば 、 1～ 5個 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 に 記 載 さ れ る 相 同 性 の 数 値 は 、 特 に 明 示 し た 場 合 を 除 き 、 当 業 者 に 公 知 の 相 同 性

検 索 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 算 出 さ れ る 数 値 で あ っ て よ い が 、 塩 基 配 列 に つ い て は 、 BLAST [J

.Mol.Biol. , 2 1 5 ,403 (1990)]に お い て デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ を 用 い て 算 出 さ れ る 数 値 な

ど 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 BLAST2[Nucleic Acids Res., 2 5 ,3389(1997);Genome Res.,

7 ,649(1997);http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/ Education/BLASTinfo/information3.html]

に お い て デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ を 用 い て 算 出 さ れ る 数 値 な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ と し て は 、 G（ Cost to open gap)が 塩 基 配 列 の 場 合 は 5、 ア ミ
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ノ 酸 配 列 の 場 合 は 11、 -E（ Cost to extend gap)が 塩 基 配 列 の 場 合 は 2、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 場

合 は １ 、 － ｑ （ Penalty for nucleotide mismatch)が -3、 -r（ reward for nucleotide ma

tch)が １ 、 － ｅ （ expect value)が 10、 -W(wordsize） が 塩 基 配 列 の 場 合 は １ １ 残 基 、 ア ミ

ノ 酸 配 列 の 場 合 は 3残 基 、 -y（ Dropoff(X)for blast extensions in bits)が blastnの 場 合

は 20、 blastn以 外 の プ ロ グ ラ ム で は 7、 -X（ X dropoff value for gapped alignment in b

its)が 15お よ び -Z（ final X dropoff value for gapped alignment in bits)が blastnの

場 合 は 50、 blastn以 外 の プ ロ グ ラ ム で は 25で あ る （ http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

html/ blastcgihelp.html)。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 公 知

の 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー

ド す る D N Aの 一 部 を 欠 失 さ せ 、 こ れ を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る

こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ う し て 作 製 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は D N Aに

基 づ い て 、 上 記 と 同 様 の 方 法 に よ り 、 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 配 列 に お

い て １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド

を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 CD27の 細 胞 外 領 域 と は 、 文 献 ［ The Journal of Im munology,1 4 7 ,3165(1991)]で 予 測 さ

れ て い る 細 胞 外 ド メ イ ン の 1～ 171番 目 に 相 当 す る 領 域 等 が 挙 げ ら れ る 。

　 本 発 明 に お い て 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27遺 伝 子 に よ っ

て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 領 域 と は 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型

糖 鎖 を 含 む CD27で あ れ ば い ず れ の も の で も よ く 、 具 体 的 に は 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い

な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む 、 配 列 番 号 1で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る CD27の 細 胞

外 領 域 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 O結 合 型 糖 鎖 と は 、 タ ン パ ク 質 の セ リ ン （ Ser） ま た は ス レ オ ニ ン （ Thr） の ア ミ ノ 酸 残

基 に お い て 、 各 ア ミ ノ 酸 側 鎖 に 含 ま れ る -O H基 を 介 し て 糖 鎖 が 結 合 し た 構 造 を い う 。 O結 合

型 糖 鎖 の 中 で も 、 ポ リ ペ プ チ ド 上 に お け る Serま た は Thrア ミ ノ 酸 側 鎖 の -O H基 に 、 N-ア セ

チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン （ GalN Ac） が 結 合 し た O結 合 型 糖 鎖 を 、 ム チ ン 型 糖 鎖 と い う 。 O結 合 型

糖 鎖 の 具 体 例 と し て は 、 T抗 原 、 シ ア リ ル T抗 原 、 Tn抗 原 ま た は シ ア リ ル Tn抗 原 な ど が あ げ

ら れ る （ 表 1） 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 に お い て 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 と は 、 タ ン パ ク 質 の Serま

た は Thrの ア ミ ノ 酸 残 基 の -O H基 を 介 し て 結 合 し た N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン （ GalN Ac） に

、 ガ ラ ク ト ー ス （ Gal） が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 の こ と を い い 、 具 体 的 に は 上 記 の Tn

抗 原 お よ び シ ア リ ル Tn抗 原 が あ げ ら れ る 。 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 は

、 正 常 O結 合 型 糖 鎖 の 合 成 経 路 に お け る 中 間 体 で あ り 、 通 常 、 正 常 細 胞 に お け る 糖 タ ン パ

ク 質 に は 殆 ん ど 存 在 せ ず 、 癌 や 腎 症 な ど あ る 特 定 の 疾 患 に お い て 発 現 が 確 認 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 以 下 、 本 発 明 に お い て 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 異 常 糖 鎖 、 異 常
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糖 鎖 が 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 糖 鎖 不 全 タ ン パ ク 質 お よ び 異 常 糖 鎖 が 結 合 し た CD27を 糖 鎖 不

全 CD27と 記 載 す る こ と が あ る 。

　 O結 合 型 糖 鎖 が 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド に お け る ア ミ ノ 酸 残 基 と し て は 、 CD27タ ン パ ク 質

の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の セ リ ン （ Ser） ま た は ス レ オ ニ ン （ Thr） の ア ミ ノ 酸 残 基

が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 ま た 、 O結 合 型 糖 鎖 が 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド に お け る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 O結 合 型 糖 鎖 結 合

コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 NetO Glyc3.1 Server（ http://w w w.cbs.dtu.dk/services/NetO Glyc/

） な ど の 配 列 検 索 ソ フ ト を 用 い て 確 認 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 O結 合 型 糖 鎖 を 有 す る

糖 タ ン パ ク 質 の マ ス ス ペ ク ト ル メ ト リ ー （ MS） 解 析 を 行 う こ と で 、 具 体 的 な 糖 鎖 結 合 部 位

を 特 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 CD27タ ン パ ク 質 上 の O結 合 型 糖 鎖 が 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド に お け る ア

ミ ノ 酸 残 基 と し て は 、 CD27タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 、 い ず れ の Serま た は Thr残 基

に も O結 合 型 糖 鎖 が 結 合 し 得 る が 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 2で 表 さ れ る CD27タ ン パ ク 質 の 、

118番 目 Thr、 127番 目 Ser、 129番 目 Thr、 132番 目 Ser、 133番 目 Ser、 137番 目 Ser、 143番 目 T

hr、 149番 目 Ser、 156番 目 Thr、 162番 目 Thr、 173番 目 Thr、 175番 目 Serお よ び 176番 目 Thrか

ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 糖 鎖 結 合 部 位 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 CD27タ ン パ ク 質 1分 子 あ た り の 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る O結 合 型 糖 鎖 の 数 と し て は 、 少 な く

と も 1つ の Ser残 基 ま た は Thr残 基 に O結 合 型 糖 鎖 が 結 合 し て い れ ば よ く 、 O結 合 型 糖 鎖 の 数

は 限 定 さ れ な い 。

　 本 発 明 の 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27（ 以 下 、 糖 鎖 不 全 CD2

7と 記 載 す る ） を 発 現 し た 細 胞 を 取 得 す る 方 法 と し て は 、 O結 合 型 糖 鎖 合 成 プ ロ セ ス に お い

て 、 ポ リ ペ プ チ ド 上 の Ser/Thrに 結 合 し た N-ア セ チ ル ガ ラ ク サ ミ ン （ GalN Ac） に Galを 付 加

す る 酵 素 、 該 酵 素 の 活 性 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 ま た は uridine 5＇ -diphospate-galactose

（ U DP-galactose） の 輸 送 に 関 わ る タ ン パ ク 質 な ど の 活 性 を 、 低 下 ま た は 欠 損 さ せ た 細 胞

株 に CD27を コ ー ド す る D N Aを 導 入 す る こ と に よ り 、 糖 鎖 不 全 CD27発 現 細 胞 を 作 製 す る こ と

が で き る 。 ま た 、 正 常 O型 糖 鎖 を 含 む CD27を 発 現 す る 細 胞 に 対 し て 、 シ ア リ ダ ー ゼ お よ び

ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 等 の 糖 鎖 切 断 酵 素 を 作 用 さ せ る こ と に よ り 、 ガ ラ ク ト ー ス の 結 合 し て い

な い O結 合 型 糖 鎖 を 有 す る CD27発 現 細 胞 を 作 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 ポ リ ペ プ チ ド 上 に お け る Serま た は Thrに 結 合 し た GalN Acに Galを 付 加 す る 酵 素 の 具 体 例

と し て は 、 β 1,3-galactosyl transferase[The Journal of Biological Chemistry, 277,

 178-186(2002)]な ど が あ げ ら れ る 。 ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド 上 に お け る Serま た は Thrに 結 合

し た GalN Acに Galを 付 加 す る 酵 素 の 活 性 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 と し て は 、 該 酵 素 の タ ン パ

ク 質 フ ォ ー ル デ ィ ン グ に 関 与 す る シ ャ ペ ロ ン で あ る Cosmc[Procedings of the National A

cademy of Sciences of the United States of A merica, 99, 16613-16618(2002)]な ど が

あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 IgA腎 症 の 患 者 由 来 の CD27発 現 細 胞 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 上 の Ser/Thrに 結 合 し た GalN Acに Ga

lを 付 加 す る 酵 素 、 該 酵 素 の 活 性 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 ま た は U DP-galactoseの 輸 送 に 関 わ

る タ ン パ ク 質 な ど の を コ ー ド す る D N Aに 付 加 、 欠 失 ま た は 置 換 な ど が 生 じ る こ と で 酵 素 の

活 性 が 低 下 ま た は 欠 損 し て い る こ と か ら 、 CD27発 現 細 胞 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。

　 U DP-galactoseの 輸 送 に 関 わ る タ ン パ ク 質 と し て は 、 U DP-Galactose transporterな ど が

あ げ ら れ る 。 U DP-galactose transporterの 活 性 が 低 下 ま た は 欠 損 し た 細 胞 株 と し て は 、 L

ec8細 胞 [Glycobiology.1,307-14(1991)]な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 発 明 に お い て 、 糖 鎖 不 全 CD27を 発 現 し た 細 胞 と し て は 、 ヒ ト 体 内 に 内 在 的 に 存 在 す る

細 胞 、 ヒ ト 体 内 に 内 在 的 に 存 在 す る 細 胞 か ら 樹 立 さ れ た 細 胞 株 ま た は 遺 伝 子 組 換 え 技 術 に
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よ り 得 ら れ た 細 胞 な ど が あ げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 上 述 の よ う な 、 O結 合 型 糖 鎖 合 成 プ ロ

セ ス に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 上 の Ser/Thrに 結 合 し た GalN Acに Galを 付 加 す る 酵 素 、 該 酵 素

の 活 性 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 ま た は U DP-galactoseの 輸 送 に 関 わ る タ ン パ ク 質 な ど の 活 性

を 、 低 下 ま た は 欠 損 し た 細 胞 株 、 同 様 な 性 質 を 有 し ヒ ト 体 内 に 内 在 的 に 存 在 す る 細 胞 な ど

が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ヒ ト 体 内 に 内 在 的 に 存 在 す る 細 胞 と し て は 、 O結 合 型 糖 鎖 合 成 プ ロ セ ス に お い て 、 ポ リ

ペ プ チ ド 上 の Ser/Thrに 結 合 し た GalN Acに Galを 付 加 す る 酵 素 、 該 酵 素 の 活 性 に 関 与 す る タ

ン パ ク 質 ま た は U DP-galactoseの 輸 送 に 関 わ る タ ン パ ク 質 な ど の 活 性 が 、 低 下 ま た は 欠 損

し た 細 胞 株 が 好 ま し く 、 具 体 的 に は IgA腎 症 患 者 体 内 あ る い は 癌 患 者 体 内 に お い て CD27タ

ン パ ク 質 が 発 現 し て い る 細 胞 が あ げ ら れ 、 例 え ば 、 バ イ オ プ シ ー な ど で 得 ら れ た 免 疫 関 連

細 胞 あ る い は 腫 瘍 細 胞 の う ち で CD27タ ン パ ク 質 が 発 現 し て い る 細 胞 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 遺 伝 子 組 換 え 技 術 に よ り 得 ら れ る 細 胞 と し て は 、 O結 合 型 糖 鎖 合 成 プ ロ セ ス に お い て 、

ポ リ ペ プ チ ド 上 の Ser/Thrに 結 合 し た GalN Acに Galを 付 加 す る 酵 素 、 該 酵 素 の 活 性 に 関 与 す

る タ ン パ ク 質 ま た は U DP-galactoseの 輸 送 に 関 わ る タ ン パ ク 質 な ど の 活 性 を 、 低 下 ま た は

欠 損 さ せ た 宿 主 細 胞 を 作 製 し 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る cD N Aを 含 む 発 現 ベ ク タ ー

を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 、 糖 鎖 不 全 CD27を 発 現 し た 細 胞 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 宿 主 細 胞 と し て は 、 具 体 的 に は U DP-galactose transporterの 活 性 が 低 下 し た Lec8細 胞

、 ま た は β 1,3-galactosyl transferaseま た は 本 酵 素 活 性 に 関 与 す る Comscシ ャ ペ ロ ン タ

ン パ ク 質 の 異 常 に よ り 、 酵 素 の 活 性 が 低 下 ま た は 欠 損 し て い る IgA腎 症 患 者 由 来 の IgA抗 体

発 現 細 胞 な ど が あ げ ら れ る 。

　 更 に 、 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 作 製 す る 方 法 と し て は 、 上 述 の CD27発 現 細 胞 を 用 い て

、 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 発 現 、 精 製 す る 方 法 な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 取 得 す る 方 法 と し て は 、 CD27タ ン パ ク 質 と 他 の 物 質 と の 融 合

タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ 、 精 製 す る こ と で 取 得 す る こ と が で き る 。 CD27タ ン パ ク 質 と 融

合 さ せ る 物 質 と し て は 、 抗 体 定 常 領 域 、 抗 体 Fc領 域 、 GSTタ グ 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ （ Hisタ グ

と も い う ） ま た は Mycタ グ な ど の ポ リ ペ プ チ ド な ど が あ げ ら れ る 。 該 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 P

roteinA、 ニ ッ ケ ル カ ラ ム 、 特 異 的 抗 体 カ ラ ム な ど の 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い る こ

と に よ り 分 離 精 製 す る こ と が で き る 。

　 上 述 の よ う に し て 得 ら れ た 糖 鎖 不 全 CD27細 胞 ま た は 糖 鎖 不 全 CD27に 対 し て 本 発 明 の モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 は 結 合 活 性 を 有 す る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 が 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と は 、 例 え ば 公

知 の 免 疫 学 的 検 出 法 、 好 適 に は 蛍 光 細 胞 染 色 法 等 を 用 い て 、 特 定 の 抗 原 を 発 現 し た 細 胞 と

特 定 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 結 合 性 を 確 認 す る 方 法 に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 ま た 、 公 知

の 免 疫 学 的 検 出 法 ［ Monoclonal Antibodies-Principles and practice,Third edition,Ac

ademic Press(1996)、 Antibodies-A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Laboratory

(1988)、 単 ク ロ ー ン 抗 体 実 験 マ ニ ュ ア ル 、 講 談 社 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク (1987)］ な ど を 組

み 合 わ せ て 確 認 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 に お け る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 生 産 さ れ る 抗 体 、

お よ び 抗 体 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 形 質 転 換 体 に よ り 生 産 さ れ る 遺 伝 子

組 換 え 抗 体 を あ げ る こ と が で き る 。

　 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 例 え ば 上 記 の 糖 鎖 不 全 CD27を 発 現 し た 細 胞 な ど を 抗 原 と し て 調 製 し

、 該 抗 原 を 免 疫 し た 動 物 よ り 抗 原 特 異 性 を 有 す る 抗 体 生 産 細 胞 を 誘 導 し 、 さ ら に 、 該 抗 体

生 産 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 と を 融 合 さ せ る こ と に よ り 、 調 製 す る こ と が で き る 。 該 ハ イ ブ リ ド

ー マ を 培 養 す る か 、 あ る い は 該 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 動 物 に 投 与 し て 該 動 物 を 腹 水 癌 化 さ
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せ 、 該 培 養 液 ま た は 腹 水 を 分 離 、 精 製 す る こ と に よ り 糖 鎖 不 全 CD27抗 体 を 取 得 す る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 抗 原 を 免 疫 す る 動 物 と し て は ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ れ ば 、 い か な る

も の も 用 い る こ と が で き る が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ ビ ッ ト な ど が 好 適 に 用 い

ら れ る 。 ま た こ の よ う な 動 物 か ら 抗 体 産 生 能 を 有 す る 細 胞 を 取 得 し 、 該 細 胞 に i n v i t r oで

免 疫 を 施 し た 後 に 、 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 し て 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ が 生 産 す る 抗 体 な ど も

本 発 明 の 抗 体 に 包 含 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と は 、 単 一 ク ロ ー ン の 抗 体 産 生 細 胞 が 分 泌 す る 抗 体 で あ り 、 た だ 一

つ の エ ピ ト ー プ （ 抗 原 決 定 基 と も い う ） を 認 識 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 構 成 す る ア ミ ノ

酸 配 列 （ １ 次 構 造 ） が 均 一 で あ る 。

　 エ ピ ト ー プ と は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 し 、 結 合 す る 単 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ア ミ ノ

酸 配 列 か ら な る 立 体 構 造 、 糖 鎖 が 結 合 し た ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 糖 鎖 が 結 合 し た ア ミ ノ 酸 配

列 か ら な る 立 体 構 造 な ど が あ げ ら れ る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の エ ピ ト ー プ と し て

は 、 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 糖 鎖 不 全 CD27の 細 胞 外 領 域 を 認 識 し 、 か つ 結 合

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ れ ば い ず れ の 抗 体 で も よ い が 、 具 体 的 に は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 K M4026、 K M4027、 K M4028、 K M4030お よ び K M4031な ど が あ げ ら れ る 。

　 よ り 具 体 的 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M4026に よ り 生 産 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4026、

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4026と 競 合 し て 糖 鎖 不 全 CD27の 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4026が 結 合 す る 糖 鎖 不 全 CD27細 胞 外 領 域 に 存 在 す る

エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M4027に よ り 生 産 さ れ た モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 K M4027、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4027と 競 合 し て 糖 鎖 不 全 CD27の 細 胞 外 領 域 に

結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4027が 結 合 す る 糖 鎖 不 全 CD27

細 胞 外 領 域 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も あ げ ら れ る 。

　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M4028に よ り 生 産 さ れ た モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 K M4028、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4028と 競 合 し て 糖 鎖 不 全 CD27の 細 胞 外 領 域 に

結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4028が 結 合 す る 糖 鎖 不 全 CD27

細 胞 外 領 域 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M4030に よ り 生 産 さ れ た

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030と 競 合 し て 糖 鎖 不 全 CD27の 細 胞 外

領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030が 結 合 す る 糖 鎖 不

全 CD27細 胞 外 領 域 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も あ げ ら れ る 。

　 更 に 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ K M4031に よ り 生 産 さ れ た

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4031、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4031と 競 合 し て 糖 鎖 不 全 CD27の 細 胞 外

領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4031が 結 合 す る 糖 鎖 不

全 CD27細 胞 外 領 域 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど が あ げ ら れ る

。

　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 競 合 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 具 体 的 に は

上 述 の よ う に 各 種 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 糖 鎖 不 全 CD27の 細 胞 外 領 域 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ

に 対 し て 競 合 反 応 を 有 す る も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が あ げ ら れ る 。

　 ま た 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

と し て は 、 具 体 的 に は 上 述 の よ う に 各 種 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 す る 糖 鎖 不 全 CD27細 胞

外 領 域 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】
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　 ハ イ ブ リ ド ー マ K M4030は 平 成 20年 6月 5日 付 で ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ き 独 立 行 政 法 人 産 業

技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 305-8566　 日 本 国 　 茨 城 県 つ く ば 市 東 1丁 目 1番

地 1　 中 央 第 6） に FER M BP-10976と し て 寄 託 さ れ て い る 。

　 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 と し て は 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 ま た は 該 抗 体 断

片 な ど 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 に よ り 製 造 さ れ る 抗 体 を 包 含 す る 。 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 に お い て

、 抗 原 結 合 活 性 を 有 し 、 抗 原 性 が 低 く 、 血 中 半 減 期 が 延 長 さ れ た も の は 、 治 療 薬 と し て 好

ま し い 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 は 、 非 ヒ ト 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 （ 以 下 、 V Hと 表 記 す る ） お よ び 軽 鎖 可

変 領 域 （ 以 下 、 VLと 表 記 す る ） と ヒ ト 抗 体 の 重 鎖 定 常 領 域 （ 以 下 、 CHと 表 記 す る ） お よ び

軽 鎖 定 常 領 域 （ 以 下 、 CLと 表 記 す る ） と か ら な る 抗 体 を い う 。

　 本 発 明 の ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 は 、 以 下 の よ う に し て 製 造 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 本

発 明 の 、 糖 鎖 不 全 CD27を 特 異 的 に 認 識 、 か つ 該 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

、 も し く は 糖 鎖 不 全 CD27を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ 該 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ よ り 、 V Hお よ び VLを コ ー ド す る cD N Aを 取 得 し 、 ヒ ト 抗 体 の

CHお よ び CLを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に そ れ ぞ れ 挿 入 し て ヒ ト

型 キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 動 物 細 胞 へ 導 入 し て 抗 体 を 発 現 さ せ て 作 製 す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 の CHと し て は 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ 以 下 、 hIgと 表 記 す る ） に 属

す れ ば い か な る も の で も よ い が 、 hIgGク ラ ス の も の が 好 適 で あ り 、 さ ら に hIgGク ラ ス に 属

す る hIgG1、 hIgG2、 hIgG3、 hIgG4と い っ た サ ブ ク ラ ス の い ず れ も 用 い る こ と が で き る 。 ま

た 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 の CLと し て は 、 hIgに 属 す れ ば い ず れ の も の で も よ く 、 κ ク ラ ス あ

る い は λ ク ラ ス の も の を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 本 発 明 の ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 と し て は 、 抗 体 の V Hが 配 列 番 号 25で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で

あ り 、 か つ 抗 体 の VLが 配 列 番 号 35で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 抗 体

の V Hが 配 列 番 号 26で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 か つ 抗 体 の VLが 配 列 番 号 36で 表 さ れ る

ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 抗 体 の V Hが 配 列 番 号 27で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で

あ り 、 か つ 抗 体 の VLが 配 列 番 号 37で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 抗 体

の V Hが 配 列 番 号 28で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 か つ 抗 体 の VLが 配 列 番 号 38で 表 さ れ る

ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 お よ び 抗 体 の V Hが 配 列 番 号 29で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配

列 で あ り 、 か つ 抗 体 の VLが 配 列 番 号 39で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 が

あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 ま た 、 本 発 明 の ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 と し て は 、 抗 体 の V Hが 配 列 番 号 40～ 42で 表 さ れ る CDR1

～ 3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む V Hで あ り 、 か つ 抗 体 の VLが 配 列 番 号 43～ 45で 表 さ れ る CDR1～ 3の

ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 抗 体 の V Hが 配 列 番 号 46～ 48で 表 さ れ る CDR1～ 3の

ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む V Hで あ り 、 か つ 抗 体 の VLが 配 列 番 号 49～ 51で 表 さ れ る CDR1～ 3の ア ミ

ノ 酸 配 列 を 含 む ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 抗 体 の V Hが 配 列 番 号 52～ 54で 表 さ れ る CDR1～ 3の ア ミ

ノ 酸 配 列 を 含 む V Hで あ り 、 か つ 抗 体 の VLが 配 列 番 号 55～ 57で 表 さ れ る CDR1～ 3の ア ミ ノ 酸

配 列 を 含 む ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 抗 体 の V Hが 配 列 番 号 58～ 60で 表 さ れ る CDR1～ 3の ア ミ ノ 酸

配 列 を 含 む V Hで あ り 、 か つ 抗 体 の VLが 配 列 番 号 61～ 63で 表 さ れ る CDR1～ 3の ア ミ ノ 酸 配 列

を 含 む ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 か つ 抗 体 の V Hが 配 列 番 号 64～ 66で 表 さ れ る CDR1～ 3の ア ミ ノ 酸

配 列 を 含 む V Hで あ り 、 か つ 抗 体 の VLが 配 列 番 号 67～ 69で 表 さ れ る CDR1～ 3の ア ミ ノ 酸 配 列

を 含 む ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 抗 体 の V Hお よ び VLの CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を ヒ ト 抗 体 の V Hお よ び VL

の 適 切 な 位 置 に 移 植 し た 抗 体 を い い 、 ヒ ト 型 CDR移 植 抗 体 、 再 構 成 抗 体 （ reshaped antibo

dy） と も い う 。
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　 本 発 明 の ヒ ト 化 抗 体 は 、 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ 該 細

胞 外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る 非 ヒ ト

抗 体 の 、 V Hお よ び VLの CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 任 意 の ヒ ト 抗 体 の V Hお よ び VLの フ レ ー ム ワ

ー ク （ 以 下 、 FRと 記 す ） に 移 植 し た 抗 体 可 変 領 域 （ 以 下 、 V領 域 と 記 す ） を コ ー ド す る cD N

Aを 構 築 し 、 ヒ ト 抗 体 の CHお よ び CLを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー

に 、 そ れ ぞ れ 挿 入 し て ヒ ト 化 抗 体 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 動 物 細 胞 へ 導 入 す る こ と に よ り

発 現 さ せ 、 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 ヒ ト 抗 体 の V Hお よ び VLの FRの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト 抗 体 由 来 の V Hお よ び VLの FRの ア ミ ノ

酸 配 列 で あ れ ば 、 い か な る も の で も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Protein Data Bankな

ど の デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る ヒ ト 抗 体 の V Hお よ び VLの FRの ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は Se

quences of Proteins of Im munological Interest,US Dept.Health and Human Services(

1991)な ど に 記 載 の 、 ヒ ト 抗 体 の V Hお よ び VLの FRの 各 サ ブ グ ル ー プ の 共 通 ア ミ ノ 酸 配 列 な

ど が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 ヒ ト 化 抗 体 の CHと し て は 、 hIgに 属 す れ ば い か な る も の で も よ い が 、 hIgGク ラ ス の も の

が 好 適 で あ り 、 さ ら に hIgGク ラ ス に 属 す る hIgG1、 hIgG2、 hIgG3、 hIgG4と い っ た サ ブ ク ラ

ス の い ず れ も 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 ヒ ト 化 抗 体 の CLと し て は 、 hIgに 属 す れ ば い ず

れ の も の で も よ く 、 κ ク ラ ス あ る い は λ ク ラ ス の も の を 用 い る こ と が で き る 。

　 本 発 明 の ヒ ト 化 抗 体 と し て は 、 抗 体 の V Hの CDR1～ 3が 配 列 番 号 40～ 42で 表 さ れ る ア ミ ノ

酸 配 列 で あ り 、 か つ 抗 体 の VLの CDR1～ 3が 配 列 番 号 43～ 45で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る

ヒ ト 化 抗 体 、 抗 体 の V Hの CDR1～ 3が 配 列 番 号 46～ 48で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 か つ

抗 体 の VLの CDR1～ 3が 配 列 番 号 49～ 51で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る ヒ ト 化 抗 体 、 抗 体 の V

Hの CDR1～ 3が 配 列 番 号 52～ 54で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 か つ 抗 体 の VLの CDR1～ 3が

配 列 番 号 55～ 57で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る ヒ ト 化 抗 体 、 抗 体 の V Hの CDR1～ 3が 配 列 番

号 58～ 60で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 か つ 抗 体 の VLの CDR1～ 3が 配 列 番 号 61～ 63で 表

さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る ヒ ト 化 抗 体 お よ び 抗 体 の V Hの CDR1～ 3が 配 列 番 号 64～ 66で 表 さ

れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 か つ 抗 体 の VLの CDR1～ 3が 配 列 番 号 67～ 69で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸

配 列 で あ る ヒ ト 化 抗 体 が あ げ ら れ る 。

　 更 に 、 本 発 明 の ヒ ト 化 抗 体 と し て は 、 具 体 的 に は 以 下 に 示 す ヒ ト 化 抗 体 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 抗 体 の V Hの ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 抗 体 の V Hが 配 列 番 号 96で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、

ま た は 配 列 番 号 96で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 30番 目 の Ser、 48番 目 の Val、 49番 目 の Ser

、 77番 目 の Asn、 93番 目 の Val、 97番 目 の Alaお よ び 117番 目 の Thrが 、 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 に

置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 お よ び /ま た は 抗 体 の VLの ア ミ ノ 酸 配 列 に つ

い て は 、 抗 体 の VLが 配 列 番 号 97で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 配 列 番 号 97で 表 さ れ る ア

ミ ノ 酸 配 列 中 の 21番 目 の Ile、 40番 目 の Pro、 58番 目 の Val、 85番 目 の Thr、 お よ び 87番 目 の

Tyrが 、 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 な ど が あ げ ら れ る が

、 導 入 さ れ る 改 変 の 数 に 制 限 は な い 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 例 え ば 、 以 下 に 示 す ヒ ト 化 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。

抗 体 の V Hが 配 列 番 号 96で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 30番 目 の Ser、 48番 目 の Val、 49番 目 の

Ser、 77番 目 の Asn、 お よ び 97番 目 の Alaが 、 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列

を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 。

　 好 ま し く は 抗 体 の V Hが 配 列 番 号 96で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 48番 目 の Val、 49番 目 の S

er、 お よ び 97番 目 の Alaが 、 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト 化

抗 体 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 好 ま し く は 抗 体 の V Hが 配 列 番 号 96で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 30番 目 の Ser、 お よ び 97

番 目 の Alaが 、 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 な ど が あ
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げ ら れ る 。

　 上 記 の ア ミ ノ 酸 改 変 の 結 果 得 ら れ る 抗 体 V Hの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 配 列 番 号 96で 表 さ

れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、

77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 す る 改 変 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の 改 変 が 導 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 が あ げ ら

れ る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 7個 の 改 変 が 導 入 さ れ た V Hの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 96で 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77

番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Va

lに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 が あ げ ら れ る 。

　 6個 の 改 変 が 導 入 さ れ た V Hの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 96で 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、

93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、

93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、

97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 93番 目 の Valを Thrに 、

97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、

97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、

97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、

97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列

な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 5個 の 改 変 が 導 入 さ れ た V Hの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 96で 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の

49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、

お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、
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お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、

お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、

お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 93番 目 の Valを Thrに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 93番 目 の Valを Thrに 、

お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、

お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、

お よ び 93番 目 の Valを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列

な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 4個 の 改 変 が 導 入 さ れ た V Hの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 96で 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の

77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

49番 目 の Serを Alaに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 97番 目 の Alaを T

hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 97番 目 の Alaを T

hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 97番 目 の Alaを T
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hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 97番 目 の Alaを T

hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 93番 目 の Valを T

hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 97番 目 の Alaを T

hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 97番 目 の Alaを T

hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 97番 目 の Alaを T

hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 93番 目 の Valを T

hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 97番 目 の Alaを T

hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 97番 目 の Alaを T

hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 93番 目 の Valを T

hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 117番 目 の Thrを

Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 97番 目 の Alaを T

hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 93番 目 の Valを T

hrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 77番 目 の Asnを G

lyに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列

な ど が あ げ ら れ る 。

　 3個 の 改 変 が 導 入 さ れ た V Hの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 96で 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の
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30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 49番 目 の Serを Alaに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 77番 目 の Asnを Glyに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 93番 目 の Valを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 77番 目 の Asnを Glyに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 93番 目 の Valを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 93番 目 の Valを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 77番 目 の Asnを Glyに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 93番 目 の Valを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 93番 目 の Valを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、
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49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 93番 目 の Valを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、

49番 目 の Serを Alaに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

49番 目 の Serを Alaに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、

49番 目 の Serを Alaに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、

77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、

77番 目 の Asnを Glyに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列 、

93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ

酸 配 列

な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 2個 の 改 変 が 導 入 さ れ た V Hの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 96で 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の

30番 目 の Serを Asnに 、 お よ び 48番 目 の Valを Ileに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 お よ び 49番 目 の Serを Alaに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 お よ び 77番 目 の Asnを Glyに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 お よ び 93番 目 の Valを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

30番 目 の Serを Asnに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 49番 目 の Serを Alaに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 77番 目 の Asnを Glyに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 93番 目 の Valを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

48番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 77番 目 の Asnを Glyに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 93番 目 の Valを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

49番 目 の Serを Alaに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 93番 目 の Valを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

77番 目 の Asnを Glyに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

93番 目 の Valを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

97番 目 の Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列

な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 1個 の 改 変 が 導 入 さ れ た V Hの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 96で 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の

30番 目 の Serを Asnに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、 48番 目 の Valを Ileに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、
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49番 目 の Serを Alaに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、 77番 目 の Asnを Glyに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

93番 目 の Valを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、 97番 目 の Alaを Thrに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、 が あ げ ら れ る 。

　 抗 体 の VLに つ い て は 、 例 え ば 配 列 番 号 97で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 21番 目 の Ile、 40

番 目 の Pro、 58番 目 の Val、 85番 目 の Thr、 お よ び 87番 目 の Tyrが 、 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換

さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 好 ま し く は 、 配 列 番 号 97で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 40番 目 の Pro、 58番 目 の Val、 お よ

び 87番 目 の Tyrが 、 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 が あ げ ら れ る 。

　 上 記 の ア ミ ノ 酸 改 変 の 結 果 得 ら れ る VLの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 配 列 番 号 97で 表 さ れ る

ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 21番 目 の Ileを Leuに 、 40番 目 の Proを Leuに 、 58番 目 の Valを Ileに 、 85番

目 の Thrを Alaに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを Pheに 置 換 す る 改 変 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の

改 変 が 導 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 が あ げ ら れ る 。

　 5個 の 改 変 が 導 入 さ れ た VLの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 97で 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 21番 目 の Ileを Leuに 、 40番 目 の Proを Leuに 、 58番 目 の Valを Ileに 、 85

番 目 の Thrを Alaに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを Pheに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 な ど が あ げ ら れ る 。

　 　 　

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 4個 の 改 変 が 導 入 さ れ た VLの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 97で 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の

40番 目 の Proを Leuに 、 58番 目 の Valを Ileに 、 85番 目 の Thrを Alaに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを P

heに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

21番 目 の Ileを Leuに 、 58番 目 の Valを Ileに 、 85番 目 の Thrを Alaに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを P

heに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

21番 目 の Ileを Leuに 、 40番 目 の Proを Leuに 、 85番 目 の Thrを Alaに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを P

heに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

21番 目 の Ileを Leuに 、 40番 目 の Proを Leuに 、 58番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを P

heに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

21番 目 の Ileを Leuに 、 40番 目 の Proを Leuに 、 58番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 85番 目 の Thrを A

laに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列

な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 3個 の 改 変 が 導 入 さ れ た VLの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 97で 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の

21番 目 の Ileを Leuに 、 40番 目 の Proを Leuに 、 お よ び 58番 目 の Valを Ileに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

21番 目 の Ileを Leuに 、 40番 目 の Proを Leuに 、 お よ び 85番 目 の Thrを Alaに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

21番 目 の Ileを Leuに 、 40番 目 の Proを Leuに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを Pheに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

21番 目 の Ileを Leuに 、 58番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 85番 目 の Thrを Alaに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

21番 目 の Ileを Leuに 、 58番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを Pheに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

21番 目 の Ileを Leuに 、 85番 目 の Thrを Alaに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを Pheに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

40番 目 の Proを Leuに 、 58番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 85番 目 の Thrを Alaに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列 、

40番 目 の Proを Leuに 、 58番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを Pheに 置 換 し た ア ミ ノ 酸
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配 列 、

58番 目 の Valを Ileに 、 85番 目 の Thrを Alaに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを Pheに 置 換 し た ア ミ ノ 酸

配 列

な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 2個 の 改 変 が 導 入 さ れ た VLの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 97で 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の

21番 目 の Ileを Leuに 、 お よ び 40番 目 の Proを Leuに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

21番 目 の Ileを Leuに 、 お よ び 58番 目 の Valを Ileに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

21番 目 の Ileを Leuに 、 お よ び 85番 目 の Thrを Alaに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

21番 目 の Ileを Leuに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを Pheに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

40番 目 の Proを Leuに 、 お よ び 58番 目 の Valを Ileに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

40番 目 の Proを Leuに 、 お よ び 85番 目 の Thrを Alaに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

40番 目 の Proを Leuに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを Pheに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

58番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 85番 目 の Thrを Alaに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

58番 目 の Valを Ileに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを Pheに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

85番 目 の Thrを Alaに 、 お よ び 87番 目 の Tyrを Pheに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列

な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 1個 の 改 変 が 導 入 さ れ た VLの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 97で 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の

21番 目 の Ileを Leuに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、 40番 目 の Proを Leuに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

58番 目 の Valを Ileに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、 85番 目 の Thrを Alaに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、

お よ び 87番 目 の Tyrを Pheに 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 ま た 、 本 発 明 の ヒ ト 化 抗 体 の 具 体 例 と し て は 、 可 変 領 域 の H鎖 が 配 列 番 号 96お よ び /ま た

は 可 変 領 域 の L鎖 が 配 列 番 号 97で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 、 可 変 領 域 の H

鎖 が 配 列 番 号 101お よ び /ま た は 可 変 領 域 の L鎖 が 配 列 番 号 97で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有

す る ヒ ト 化 抗 体 、 可 変 領 域 の H鎖 が 配 列 番 号 103お よ び /ま た は 可 変 領 域 の L鎖 が 配 列 番 号 97

で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 、 可 変 領 域 の H鎖 が 配 列 番 号 105お よ び /ま た

は 可 変 領 域 の L鎖 が 配 列 番 号 97で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 、 お よ び 可 変

領 域 の H鎖 が 配 列 番 号 107お よ び /ま た は 可 変 領 域 の L鎖 が 配 列 番 号 97で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配

列 を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 な ど が あ げ ら れ る 。 　

　 ヒ ト 抗 体 は 、 元 来 、 ヒ ト 体 内 に 内 在 的 に 存 在 す る 抗 体 を い う が 、 最 近 の 遺 伝 子 工 学 的 、

細 胞 工 学 的 、 発 生 工 学 的 な 技 術 の 進 歩 に よ り 作 製 さ れ た ヒ ト 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー お

よ び ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 得 ら れ る 抗 体 な ど も 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 ヒ ト 体 内 に 内 在 的 に 存 在 す る 抗 体 は 、 例 え ば 、 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 を 単 離 し 、 Ｅ Ｂ ウ イ

ル ス な ど を 感 染 さ せ 不 死 化 し 、 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 該 抗 体 を 産 生 す る リ ン パ 球

を 培 養 で き 、 培 養 上 清 中 よ り 該 抗 体 を 精 製 す る こ と が で き る 。

　 ヒ ト 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 か ら 調 製 し た 抗 体 遺 伝 子 を フ ァ ー ジ 遺 伝

子 に 挿 入 す る こ と に よ り Fab、 scFvな ど の 抗 体 断 片 を フ ァ ー ジ 表 面 に 発 現 さ せ た ラ イ ブ ラ

リ ー で あ る 。 該 ラ イ ブ ラ リ ー よ り 、 抗 原 を 固 定 化 し た 基 質 に 対 す る 結 合 活 性 を 指 標 と し て

所 望 の 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 を 表 面 に 発 現 し て い る フ ァ ー ジ を 回 収 す る こ と が で

き る 。 該 抗 体 断 片 は 、 さ ら に 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り ２ 本 の 完 全 な H鎖 お よ び L鎖 か ら な

る ヒ ト 抗 体 分 子 へ も 変 換 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 が 細 胞 内 に 組 込 ま れ た 動 物 を

意 味 す る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 マ ウ ス Ｅ Ｓ 細 胞 へ ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 を 導 入 し 、 該 Ｅ Ｓ 細 胞
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を マ ウ ス の 初 期 胚 へ 移 植 後 、 発 生 さ せ る こ と に よ り ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ

ス を 作 製 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら の ヒ ト 抗 体 の 作 製

方 法 は 、 通 常 の ヒ ト 以 外 の 動 物 で 行 わ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ 作 製 方 法 に よ り ヒ ト 抗 体 産

生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 取 得 し 、 培 養 す る こ と で 培 養 上 清 中 に ヒ ト 抗 体 を 産 生 蓄 積 さ せ る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 上 述 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 1つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠

失 、 付 加 、 置 換 ま た は 挿 入 さ れ 、 か つ 上 述 の 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 と 同 様 な 活 性 を 有 す

る 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 も 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 に 包 含 さ れ る 。

　 欠 失 、 置 換 、 挿 入 お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ る ア ミ ノ 酸 の 数 は １ 個 以 上 で あ り そ の 数 は 特

に 限 定 さ れ な い が 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ 第 ２ 版 、 カ レ ン ト ・ プ ロ ト コ ー ル ズ ・ イ

ン ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー 、 Nucleic Acids Research, 10, 6487 (1982)、 Proc. N

atl . Acad. Sci. , USA, 79, 6409(1982)、 Gene, 34, 315 (1985)、 Nucleic Acids Resear

ch, 13, 4431 (1985)、 Proc. Natl . Acad. Sci USA,82, 488 (1985)等 に 記 載 の 部 位 特 異

的 変 異 導 入 法 等 の 周 知 の 技 術 に よ り 、 欠 失 、 置 換 も し く は 付 加 で き る 程 度 の 数 で あ る 。 例

え ば 、 １ ～ 数 十 個 、 好 ま し く は 1～ 20個 、 よ り 好 ま し く は 1～ 10個 、 さ ら に 好 ま し く は 1～ 5

個 で あ る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 上 記 の 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 、 置 換 、 挿 入 ま た は

付 加 さ れ た と は 、 次 の こ と を 示 す 。 同 一 配 列 中 の 任 意 、 か つ 1も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 配

列 中 に お い て 、 1ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 置 換 、 挿 入 ま た は 付 加 が あ る こ と を

意 味 す る 。 ま た 、 欠 失 、 置 換 、 挿 入 ま た は 付 加 が 同 時 に 生 じ る 場 合 も あ り 、 置 換 、 挿 入 ま

た は 付 加 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 天 然 型 と 非 天 然 型 い ず れ の 場 合 も あ る 。 天 然 型 ア ミ ノ 酸 残

基 と し て は 、 L-ア ラ ニ ン 、 L-ア ス パ ラ ギ ン 、 L-ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 L-グ ル タ ミ ン 、 L-グ ル タ

ミ ン 酸 、 グ リ シ ン 、 L-ヒ ス チ ジ ン 、 L-イ ソ ロ イ シ ン 、 L-ロ イ シ ン 、 L-リ ジ ン 、 L-メ チ オ ニ

ン 、 L-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 L-プ ロ リ ン 、 L-セ リ ン 、 L-ス レ オ ニ ン 、 L-ト リ プ ト フ ァ ン 、 L-

チ ロ シ ン 、 L-バ リ ン お よ び L-シ ス テ イ ン な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 以 下 に 、 相 互 に 置 換 可 能 な ア ミ ノ 酸 残 基 の 好 ま し い 例 を 示 す 。 同 一 群 に 含 ま れ る ア ミ ノ

酸 残 基 は 相 互 に 置 換 可 能 で あ る 。

　 Ａ 群 ： ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 ア ラ ニ ン 、 2-ア

ミ ノ ブ タ ン 酸 、 メ チ オ ニ ン 、 Ｏ -メ チ ル セ リ ン 、 t-ブ チ ル グ リ シ ン 、 t-ブ チ ル ア ラ ニ ン 、

シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ラ ニ ン

　 Ｂ 群 ： ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 イ ソ ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 イ ソ グ ル タ ミ ン 酸 、 2-ア

ミ ノ ア ジ ピ ン 酸 、 2-ア ミ ノ ス ベ リ ン 酸

　 Ｃ 群 ： ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン

　 Ｄ 群 ： リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 オ ル ニ チ ン 、 2,4-ジ ア ミ ノ ブ タ ン 酸 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ ピ

オ ン 酸

　 Ｅ 群 ： プ ロ リ ン 、 3-ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 4-ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン

　 Ｆ 群 ： セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 ホ モ セ リ ン

　 Ｇ 群 ： フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン

　 本 抗 体 の エ フ ェ ク タ ー 活 性 と し て は 、 A DCC活 性 、 CDC活 性 、 抗 体 依 存 性 貪 食 活 性 （ antib

ody dependent cellular phagocytosis, A DCP） 、 オ プ ソ ニ ン 化 効 果 な ど が あ げ ら れ 、 種

々 の 方 法 で 制 御 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 エ フ ェ ク タ ー 活 性 を 制 御 す る 方 法 と し て は 、 抗 体 の Fc領 域 に 結 合 し た 糖 鎖 を 制 御 す る 方

法 、 抗 体 の Fc領 域 の ア ミ ノ 酸 残 基 を ア ミ ノ 酸 改 変 す る 方 法 な ど が あ げ ら れ る 。

　 抗 体 の Fc領 域 に 結 合 し た 糖 鎖 を 制 御 す る 方 法 と し て は 、 IgG抗 体 の 297番 目 の 糖 鎖 を 除 去

す る こ と で A DCC、 CDC活 性 を 低 下 さ せ る 方 法 [Molecular Im munology, 32, 1311, (1995),

W O2008/030564]、 抗 体 の Fc領 域 へ の ガ ラ ク ト ー ス の 結 合 を 低 下 さ せ て CDC活 性 を 低 下 さ せ
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る 方 法 な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 ま た 、 抗 体 の Fc領 域 に 結 合 し た 糖 鎖 を 制 御 す る 方 法 と し て は 、 IgG抗 体 の Fc領 域 の 297番

目 の ア ス パ ラ ギ ン に 結 合 し た N結 合 型 糖 鎖 に お い て 、 糖 鎖 が 結 合 し て い る 基 部 の N-ア セ チ

ル グ ル コ サ ミ ン （ GlcN Ac） に 、 フ コ ー ス が 結 合 し て い な い 糖 鎖 を 含 む 抗 体 を 生 産 す る 方 法

（ US7,214,775、 US6,946,292） 、 bisecting GlcN Acを 結 合 さ せ た 糖 鎖 を 含 む 抗 体 を 生 産 さ

せ る 方 法 [Nature Biotechnology, 17, 176, (1999)]、 非 還 元 末 端 に 結 合 し た ガ ラ ク ト ー

ス （ Gal） を 結 合 さ せ た 糖 鎖 を 有 す る 抗 体 を 生 産 さ せ る 方 法 [Hum. Antibod. Hybridomas,

5, 143-151, (1994） ]な ど の 方 法 を あ げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 抗 体 の Fc領 域 の ア ミ ノ 酸 残 基 を ア ミ ノ 酸 改 変 す る 方 法 と し て は 、 抗 体 の Fc領 域 の ア ミ ノ

酸 改 変 を 行 う こ と で エ フ ェ ク タ ー 活 性 を 制 御 す る 方 法 （ J.B.C., 277, 26733-26740, 2002

、 US6,737,056、 US7,297,775、 US2007/0020260、 W O2005/070963） 、 お よ び 抗 体 の Fc領 域

の 各 サ ブ ク ラ ス 間 の ド メ イ ン 交 換 を 行 う こ と で エ フ ェ ク タ ー 活 性 を 制 御 す る 方 法 （ W O2007

/011041） な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 の 抗 体 断 片 と し て は 、 Fab、 Fab＇ 、 F(ab＇ ) 2 、 scFv、 diabody、 dsFvな ど が あ げ

ら れ る 。

　 本 発 明 の 抗 体 断 片 と し て は 、 Fab、 F(ab＇ ) 2 、 Fab＇ 、 scFv、 diabody、 dsFvお よ び CDRを

含 む ペ プ チ ド な ど が あ げ ら れ る 。

　 Fabは 、 IgGを タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 パ パ イ ン で 処 理 し て 得 ら れ る 断 片 の う ち （ H鎖 の 224番

目 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 切 断 さ れ る ） 、 H鎖 の N末 端 側 約 半 分 と L鎖 全 体 が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で

結 合 し た 分 子 量 約 ５ 万 の 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 本 発 明 の Fabは 、 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ 該 細 胞 外 領

域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 パ パ イ ン で 処 理 し て 得 る こ と が で

き る 。 ま た は 、 該 抗 体 の Fabを コ ー ド す る D N Aを 原 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー あ る い は 真 核 生 物

用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 あ る い は 真 核 生 物 へ 導 入 す る こ と に よ り

発 現 さ せ 、 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 F(ab＇ ) 2 は 、 IgGの ヒ ン ジ 領 域 の ２ 個 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 下 部 を 酵 素 ペ プ シ ン で 分 解

し て 得 ら れ た 、 ２ つ の Fab領 域 が ヒ ン ジ 部 分 で 結 合 し て 構 成 さ れ た 、 分 子 量 約 １ ０ 万 の 抗

原 結 合 活 性 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト で あ る 。

　 本 発 明 の F(ab＇ ) 2 は 、 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ 該 細 胞

外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 ペ プ シ ン で 処 理 し て 得 る こ と

が で き る 。 ま た は 、 下 記 の Fab＇ を チ オ エ ー テ ル 結 合 あ る い は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 さ せ 、 作

製 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 Fab＇ は 、 上 記 F(ab＇ ) 2 の ヒ ン ジ 領 域 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 切 断 し た 分 子 量 約 ５ 万 の 抗

原 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 。

　 本 発 明 の Fab＇ は 、 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ 該 細 胞 外

領 域 に 結 合 す る F(ab＇ ) 2 を 還 元 剤 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 処 理 し て 得 る こ と が で き る 。 ま た は

、 該 抗 体 の Fab＇ 断 片 を コ ー ド す る D N Aを 原 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー あ る い は 真 核 生 物 用 発 現

ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 あ る い は 真 核 生 物 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ

せ 、 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 scFvは 、 １ 本 の V Hと １ 本 の VLと を 適 当 な ペ プ チ ド リ ン カ ー （ 以 下 、 Ｐ と 表 記 す る ） を 用

い て 連 結 し た 、 V H－ Ｐ － VLな い し は VL－ Ｐ － V Hポ リ ペ プ チ ド で 、 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 抗

体 断 片 で あ る 。

　 本 発 明 の scFvは 、 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ 該 細 胞 外 領

10

20

30

40

50



(27) JP  WO2010/001908  A1  2010.1.7

域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の V Hお よ び VLを コ ー ド す る cD N Aを 取 得 し 、 scFvを コ ー ド

す る D N Aを 構 築 し 、 該 D N Aを 原 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー あ る い は 真 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿

入 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 あ る い は 真 核 生 物 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ 、 製 造

す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 diabodyは 、 scFvが 二 量 体 化 し た 抗 体 断 片 で 、 二 価 の 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で

あ る 。 二 価 の 抗 原 結 合 活 性 は 、 同 一 で あ る こ と も で き る し 、 一 方 を 異 な る 抗 原 結 合 活 性 と

す る こ と も で き る 。

　 本 発 明 の diabodyは 、 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ 該 細 胞

外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 し 、 scFvを コ ー ド す る D N Aを Ｐ の ア ミ ノ 酸 配

列 の 長 さ が ８ 残 基 以 下 と な る よ う に 構 築 し 、 該 D N Aを 原 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー あ る い は 真

核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 あ る い は 真 核 生 物 へ 導 入 す る

こ と に よ り 発 現 さ せ 、 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 dsFvは 、 V Hお よ び VL中 の そ れ ぞ れ １ ア ミ ノ 酸 残 基 を シ ス テ イ ン 残 基 に 置 換 し た ポ リ ペ プ

チ ド を 該 シ ス テ イ ン 残 基 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 し て 結 合 さ せ た も の を い う 。 シ ス テ イ

ン 残 基 に 置 換 す る ア ミ ノ 酸 残 基 は Reiterら に よ り 示 さ れ た 方 法 ［ Protein Engineering,7,

697(1994)］ に 従 っ て 、 抗 体 の 立 体 構 造 予 測 に 基 づ い て 選 択 す る こ と が で き る 。

　 本 発 明 の dsFvは 、 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ 該 細 胞 外 領

域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の V Hお よ び VLを コ ー ド す る cD N Aを 取 得 し 、 dsFvを コ ー ド

す る D N Aを 構 築 し 、 該 D N Aを 原 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー あ る い は 真 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿

入 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 あ る い は 真 核 生 物 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ 、 製 造

す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 CDRを 含 む ペ プ チ ド は 、 V Hま た は VLの CDRの 少 な く と も １ 領 域 以 上 を 含 ん で 構 成 さ れ る 。

複 数 の CDRを 含 む ペ プ チ ド は 、 直 接 ま た は 適 当 な ペ プ チ ド リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ せ る こ

と が で き る 。

　 本 発 明 の CDRを 含 む ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、

か つ 該 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の V Hお よ び VLの CDRを コ ー ド す る D N Aを 構

築 し 、 該 D N Aを 原 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー あ る い は 真 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 発

現 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 あ る い は 真 核 生 物 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ 、 製 造 す る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 ま た 、 CDRを 含 む ペ プ チ ド は 、 Fmoc法 （ フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ） 、 tBo

c法 （ ｔ － ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ） な ど の 化 学 合 成 法 に よ っ て 製 造 す る こ と も で き る

。

　 本 発 明 に は 、 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ 該 細 胞 外 領 域 に

結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に 、 薬 剤 、 タ ン パ ク 質 、 放 射 性 同 位 元 素 な ど

を 化 学 的 あ る い は 遺 伝 子 工 学 的 に 結 合 さ せ た 抗 体 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 包 含 す る 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 本 発 明 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ

該 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 の H鎖 あ る い は L鎖 の N末

端 側 あ る い は C末 端 側 、 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 中 の 適 当 な 置 換 基 あ る い は 側 鎖 、 さ ら に

は 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 中 の 糖 鎖 な ど に 薬 剤 、 タ ン パ ク 質 、 放 射 性 同 位 元 素 な ど を 化 学

的 手 法 ［ 抗 体 工 学 入 門 、 金 光 修 著 、 地 人 書 館 （ 1994） ］ に よ り 結 合 さ せ る こ と に よ り 製 造

す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 ま た 、 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ 該 細 胞 外 領 域 に 結 合 す

る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 を コ ー ド す る D N Aと 、 結 合 さ せ た い タ ン パ ク 質

を コ ー ド す る D N Aを 連 結 さ せ て 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 、 原 核 生 物 あ る
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い は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 へ 導 入 す る と い う 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ っ て も 製 造 す る こ と が で

き る 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 薬 剤 と し て は 、 化 学 療 法 剤 、 抗 体 医 薬 、 免 疫 賦 活 剤 、 高 分 子 の 薬 剤 な ど が あ げ ら れ る 。

　 タ ン パ ク 質 と し て は 、 サ イ ト カ イ ン 、 増 殖 因 子 、 毒 素 タ ン パ ク 質 な ど が あ げ ら れ る 。

　 さ ら に 、 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 に 結 合 さ せ る 薬 剤 は 、 プ ロ ド ラ ッ グ の 形 態 で も よ い 。 本

発 明 に お け る プ ロ ド ラ ッ グ と は 、 腫 瘍 環 境 に 存 在 す る 酵 素 な ど に よ っ て 化 学 的 な 修 飾 を 受

け 、 癌 細 胞 を 傷 害 す る 作 用 を 有 す る 物 質 に 変 換 さ れ る 薬 剤 を い う 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 化 学 療 法 剤 と し て は 、 ア ル キ ル 化 剤 、 ニ ト ロ ソ ウ レ ア 剤 、 代 謝 拮 抗 剤 、 抗 癌 性 抗 生 物 質

、 植 物 由 来 ア ル カ ロ イ ド 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ 阻 害 剤 、 ホ ル モ ン 療 法 剤 、 ホ ル モ ン 拮 抗 剤 、

ア ロ マ タ ー ゼ 阻 害 剤 、 P糖 蛋 白 阻 害 剤 、 白 金 錯 体 誘 導 体 、 M期 阻 害 剤 、 キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 な ど

の い か な る 化 学 療 法 剤 も 包 含 さ れ る 。 化 学 療 法 剤 と し て は 、 ア ミ フ ォ ス チ ン （ エ チ オ ー ル

） 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン （ DTIC） 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン （ ナ イ ト

ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド ） 、 ス ト レ プ ト ゾ シ ン 、 シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド 、 カ

ル ム ス チ ン （ BCN U） 、 ロ ム ス チ ン （ CCN U） 、 ド キ ソ ル ビ シ ン （ ア ド リ ア マ イ シ ン ） 、 ド キ

ソ ル ビ シ ン リ ポ （ ド キ シ ル ） 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ゲ ム シ タ ビ ン （ ゲ ム ザ ー ル ） 、 ダ ウ ノ ル ビ

シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン リ ポ （ ダ ウ ノ ゾ ー ム ） 、 プ ロ カ ル バ ジ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 シ タ ラ

ビ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ビ ン ブ

ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ マ イ シ ン 、 ペ プ ロ マ イ シ ン 、 エ ス ト

ラ ム ス チ ン 、 パ ク リ タ キ セ ル （ タ キ ソ ー ル ） 、 ド セ タ キ セ ル （ タ キ ソ テ ア ） 、 ア ル デ ス ロ

イ キ ン 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 オ キ サ リ プ ラ チ ン 、 ネ ダ プ

ラ チ ン 、 ク ラ ド リ ビ ン 、 カ ン プ ト テ シ ン 、 CPT-11、 10-ヒ ド ロ キ シ -7-エ チ ル -カ ン プ ト テ

シ ン （ SN38） 、 フ ロ ク ス ウ リ ジ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド 、

イ ダ ル ビ シ ン 、 メ ス ナ 、 イ リ ノ テ カ ン 、 ノ ギ テ カ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ト ポ テ カ ン 、 ロ

イ プ ロ リ ド 、 メ ゲ ス ト ロ ー ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 ヒ ド ロ キ シ カ ル バ ミ ド

、 プ リ カ マ イ シ ン 、 ミ ト タ ン 、 ペ ガ ス パ ラ ガ ー ゼ 、 ペ ン ト ス タ チ ン 、 ピ ポ ブ ロ マ ン 、 ス ト

レ プ ト ゾ シ ン 、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 ゴ セ レ リ ン 、 リ ュ ー プ ロ レ ニ ン 、 フ ル タ ミ ド 、 テ ニ ポ シ

ド 、 テ ス ト ラ ク ト ン 、 チ オ グ ア ニ ン 、 チ オ テ パ 、 ウ ラ シ ル マ ス タ ー ド 、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 ク

ロ ラ ム ブ シ ル 、 ハ イ ド ロ コ ー チ ゾ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ロ ン 、 メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン 、 ビ ン デ シ

ン 、 ニ ム ス チ ン 、 セ ム ス チ ン 、 カ ペ シ タ ビ ン 、 ト ム デ ッ ク ス 、 ア ザ シ チ ジ ン 、 UFT、 オ キ

ザ ロ プ ラ チ ン 、 ゲ フ ィ チ ニ ブ （ イ レ ッ サ ） 、 イ マ チ ニ ブ （ STI571） 、 エ ル ロ チ ニ ブ 、 Flt3

阻 害 剤 、 vascular endothelial growth facotr receptor（ VEGFR） 阻 害 剤 、 fibroblast g

rowth factor receptor（ FGFR） 阻 害 剤 、 epidermal growth factor receptor（ EGFR） 阻

害 剤 （ イ レ ッ サ 、 タ ル セ バ な ど ） ラ デ ィ シ コ ー ル 、 17-ア リ ル ア ミ ノ -17-デ メ ト キ シ ゲ ル

ダ ナ マ イ シ ン 、 ラ パ マ イ シ ン 、 ア ム サ ク リ ン 、 オ ー ル － ト ラ ン ス レ チ ノ イ ン 酸 、 サ リ ド マ

イ ド 、 ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル 、 フ ァ ド ロ ゾ ー ル 、 レ ト ロ ゾ ー ル 、 エ キ セ メ ス タ ン 、 金 チ オ マ レ

ー ト 、 Ｄ － ペ ニ シ ラ ミ ン 、 ブ シ ラ ミ ン 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 ミ ゾ リ ビ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、

ラ パ マ イ シ ン 、 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 ベ キ サ ロ テ ン （ タ ー グ レ チ ン ） 、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 デ

キ サ メ タ ゾ ン 、 プ ロ ゲ ス チ ン 類 、 エ ス ト ロ ゲ ン 類 、 ア ナ ス ト ロ ゾ ー ル （ ア リ ミ デ ッ ク ス ）

、 ロ イ プ リ ン 、 ア ス ピ リ ン 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 セ レ コ キ シ ブ 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 ペ ニ シ ラ

ミ ン 、 金 チ オ マ レ ー ト 、 マ レ イ ン 酸 ク ロ ル フ ェ ニ ラ ミ ン 、 ク ロ ロ フ ェ ニ ラ ミ ン 、 ク レ マ シ

チ ン 、 ト レ チ ノ イ ン 、 ベ キ サ ロ テ ン 、 砒 素 、 ボ ル テ ゾ ミ ブ 、 ア ロ プ リ ノ ー ル 、 ゲ ム ツ ズ マ

ブ 、 イ ブ リ ツ モ マ ブ チ ウ キ セ タ ン 、 １ ３ １ ト シ ツ テ マ ブ 、 タ ル グ レ チ ン 、 オ ゾ ガ ミ ン 、 ク

ラ リ ス ロ マ シ ン 、 ロ イ コ ボ リ ン 、 イ フ ァ ス フ ァ ミ ド 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル 、 ア ミ ノ グ ル テ チ ミ

ド 、 ス ラ ミ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 Maytansinoidお よ び そ の 誘 導 体 、 な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 化 学 療 法 剤 と 抗 体 と を 結 合 さ せ る 方 法 と し て は 、 グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド を 介 し て 化 学 療

法 剤 と 抗 体 の ア ミ ノ 基 間 を 結 合 さ せ る 方 法 、 水 溶 性 カ ル ボ ジ イ ミ ド を 介 し て 化 学 療 法 剤 の

ア ミ ノ 基 と 抗 体 の カ ル ボ キ シ ル 基 を 結 合 さ せ る 方 法 等 が あ げ ら れ る 。
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　 抗 体 医 薬 と し て は 、 抗 体 の 結 合 に よ り ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る 抗 原 、 腫 瘍 の 病 態 形 成

に 関 わ る 抗 原 ま た は 免 疫 機 能 を 調 節 す る 抗 原 、 病 変 部 位 の 血 管 新 生 に 関 与 す る 抗 原 に 対 す

る 抗 体 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 抗 体 の 結 合 に よ り ア ポ ト ー シ ス が 誘 導 さ れ る 抗 原 と し て は 、 Cluster of differentiati

on（ 以 下 、 CDと 記 載 す る ） 19、 CD20、 CD21、 CD22、 CD23、 CD24、 CD37、 CD53、 CD72、 CD73

、 CD74、 CD w75、 CD w76、 CD77、 CD w78、 CD79a、 CD79b、 CD80 (B7.1)、 CD81、 CD82、 CD83、

CD w84、 CD85、 CD86 (B7.2)、 human leukocyte antigen（ HLA） -Class II、 EGFRな ど が あ

げ ら れ る 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 腫 瘍 の 病 態 形 成 に 関 わ る 抗 原 ま た は 免 疫 機 能 を 調 節 す る 抗 原 と し て は 、 CD4、 CD40、 CD4

0リ ガ ン ド 、 B7フ ァ ミ リ ー 分 子 (CD80、 CD86、 CD274、 B7-DC、 B7-H2、 B7-H3、 B7-H4)、 B7フ

ァ ミ リ ー 分 子 の リ ガ ン ド （ CD28、 CTLA-4、 ICOS、 PD-1、 BTLA） 、 O X-40、 O X-40リ ガ ン ド 、

CD137、 tumor necrosis factor（ TNF） 受 容 体 フ ァ ミ リ ー 分 子 (DR4、 DR5、 TNFR1、 TNFR2)

、 TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor (TRAIL)フ ァ ミ リ ー 分 子 、 TRAILフ

ァ ミ リ ー 分 子 の 受 容 体 フ ァ ミ リ ー (TRAIL-R1、 TRAIL-R2、 TRAIL-R3、 TRAIL-R4)、 receptor

 activator of nuclear factor kappa B ligand（ RA N K） 、 RA N Kリ ガ ン ド 、 CD25、 葉 酸 受

容 体 4、 サ イ ト カ イ ン [interleukin-1α （ 以 下 、 interleukinを ILと 記 す )、 IL-1β 、 IL-4

、 IL-5、 IL-6、 IL-10、 IL-13、 transforming growth factor(TGF)β 、 TNFα 等 ]、 こ れ ら

の サ イ ト カ イ ン の 受 容 体 、 ケ モ カ イ ン （ SLC、 ELC、 I-309、 TARC、 M DC、 CTACK等 ） 、 こ れ

ら の ケ モ カ イ ン の 受 容 体 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 病 変 部 位 の 血 管 新 生 を 阻 害 す る 抗 体 の 抗 原 と し て は 、 vascular endothelial growth fa

ctor（ VEGF） 、 Angiopoietin、 fibroblast growth factor（ FGF） 、 EGF、 platelet-deriv

ed growth factor (PD GF)、 insulin-like growth factor（ IGF） 、 erythropoietin（ EPO

） 、 TGFβ 、 IL-8、 Ephilin、 SDF-1な ど 、 お よ び こ れ ら の 受 容 体 が あ げ ら れ る 。

　 免 疫 賦 活 剤 と し て は 、 イ ム ノ ア ジ ュ バ ン ト と し て 知 ら れ て い る 天 然 物 で も よ く 、 具 体 例

と し て は 、 免 疫 を 亢 進 す る 薬 剤 が 、 β -1,3-グ ル カ ン （ レ ン チ ナ ン 、 シ ゾ フ ィ ラ ン ） 、 α

ガ ラ ク ト シ ル セ ラ ミ ド (KRN7000)、 菌 体 粉 末 （ ピ シ バ ニ ー ル 、 BCG） 、 菌 体 抽 出 物 （ ク レ ス

チ ン ） が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 高 分 子 の 薬 剤 と し て は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ 以 下 、 PEGと 表 記 す る ） 、 ア ル ブ ミ

ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 、 ス チ レ ン マ レ イ ン 酸 コ ポ リ マ ー 、 ポ リ ビ ニ ル ピ

ロ リ ド ン 、 ピ ラ ン コ ポ リ マ ー 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ タ ク リ ル ア ミ ド な ど が あ げ ら れ る 。

こ れ ら の 高 分 子 薬 剤 を 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 （ １ ） 化 学 的 、 物 理

的 あ る い は 生 物 的 な 種 々 の 因 子 に 対 す る 安 定 性 の 向 上 、 （ ２ ） 血 中 半 減 期 の 顕 著 な 延 長 、

（ ３ ） 免 疫 原 性 の 消 失 、 抗 体 産 生 の 抑 制 、 な ど の 効 果 が 期 待 さ れ る ［ バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー

ト 医 薬 品 、 廣 川 書 店 （ 1993)］ 。 例 え ば 、 PEGと 抗 体 を 結 合 さ せ る 方 法 と し て は 、 PEG化 修

飾 試 薬 と 反 応 さ せ る 方 法 な ど が あ げ ら れ る ［ バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 医 薬 品 、 廣 川 書 店 （ 19

93） ］ 。 PEG化 修 飾 試 薬 と し て は 、 リ ジ ン の ε － ア ミ ノ 基 の 修 飾 剤 （ 特 開 昭 61-178926） 、

ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 の カ ル ボ キ シ ル 基 の 修 飾 剤 （ 特 開 昭 56-23587） 、 ア ル

ギ ニ ン の グ ア ニ ジ ノ 基 の 修 飾 剤 （ 特 開 平 2-117920） な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 サ イ ト カ イ ン ま た は 増 殖 因 子 と し て は 、 N K細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 な ど の 細 胞 を

亢 進 す る サ イ ト カ イ ン ま た は 増 殖 因 子 で あ れ ば い か な る も の で も よ い が 、 例 え ば 、 イ ン タ

ー フ ェ ロ ン （ 以 下 、 IFNと 記 す ） -α 、 INF-β 、 INF-γ 、 IL-2、 IL-12、 IL-15、 IL-18、 IL-

21、 IL-23、 顆 粒 球 刺 激 因 子 (G-CSF)、 顆 粒 球 ・ マ ク ロ フ ァ ー ジ 刺 激 因 子 (G M-CSF)、 マ ク ロ

フ ァ ー ジ 刺 激 因 子 (M-CSF)な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 毒 素 タ ン パ ク 質 と し て は 、 リ シ ン 、 ジ フ テ リ ア ト キ シ ン 、 O NTA Kな ど が あ げ ら れ 、 毒 性
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を 調 節 す る た め に タ ン パ ク 質 に 変 異 を 導 入 し た タ ン パ ク 毒 素 も 含 ま れ る 。

　 放 射 性 同 位 元 素 と し て は 、 131I、 125I、 90Y、 64Cu、 199Tc、 77Lu、 211At、 Re186、 Re18

8、 In111等 が あ げ ら れ る 。 放 射 性 同 位 元 素 は 、 ク ロ ラ ミ ン T法 等 に よ っ て 抗 体 に 直 接 結 合

さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 放 射 性 同 位 元 素 を キ レ ー ト す る 物 質 を 抗 体 に 結 合 さ せ て も よ

い 。 キ レ ー ト 剤 と し て は 、 methylbenzyldiethylene- triaminepentaacetic acid (M X-DTP

A)な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 本 発 明 に お い て は 、 本 発 明 で 用 い ら れ る 抗 体 と 、 1つ 以 上 の 他 の 薬 剤 と を 組 み 合 わ せ て

投 与 す る こ と 、 ま た は 放 射 線 照 射 と を 組 み 合 わ せ る こ と も で き る 。 他 の 薬 剤 と し て は 、 上

述 の 化 学 療 法 剤 、 抗 体 医 薬 、 免 疫 賦 活 剤 、 サ イ ト カ イ ン ま た は 増 殖 因 子 な ど が あ げ ら れ る

。

　 放 射 線 照 射 と し て は 、 X線 、 γ 線 な ど の 光 子 （ 電 磁 波 ） 照 射 、 電 子 線 、 陽 子 線 、 重 粒 子

線 な ど の 粒 子 線 照 射 な ど が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 組 み 合 わ せ て 投 与 す る 方 法 と し て は 、 本 発 明 で 用 い ら れ る 抗 体 と の 同 時 投 与 で も よ い し

、 ま た 、 本 発 明 で 用 い ら れ る 抗 体 の 投 与 と 前 後 し て 投 与 し て も 構 わ な い 。

　 本 発 明 の 検 出 方 法 、 定 量 方 法 、 検 出 試 薬 、 定 量 試 薬 ま た は 診 断 薬 は 、 特 定 の 標 識 体 を 本

発 明 の 抗 体 に 標 識 し て 用 い る 方 法 が あ げ ら れ る 。 標 識 体 と し て は 、 通 常 の 免 疫 学 的 検 出 ま

た は 測 定 法 で 用 い ら れ る 標 識 体 が あ げ ら れ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど の 酵 素 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 ロ フ ィ ン な ど の 発 光 物 質 、 フ

ル オ レ シ ン ・ イ ソ チ ア ネ ー ト （ FITC） 、 ト リ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン （ RITC） な ど の 蛍 光 物 質 な

ど が あ げ ら れ る 。

　 以 下 に 、 本 発 明 の 抗 体 の 製 造 方 法 に つ い て 、 具 体 的 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 １ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法

　 （ １ ） 抗 原 の 調 製

　 下 記 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 CD27全 長 ま た は そ の 部 分 長 を コ ー ド す る cD N Aを 含 む 発 現 ベ ク

タ ー を 、 O結 合 型 糖 鎖 合 成 プ ロ セ ス に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 上 の Ser/Thrに 結 合 し た GalN Ac

に Galを 付 加 す る 酵 素 、 該 酵 素 の 活 性 に 関 与 す る 蛋 白 質 ま た は U DP-galactoseの 輸 送 に 関 わ

る タ ン パ ク 質 な ど の 活 性 が 低 下 ま た は 欠 損 し た 酵 母 、 昆 虫 細 胞 、 動 物 細 胞 等 に 導 入 す る こ

と に よ り 、 抗 原 と な る 糖 鎖 不 全 CD27も し く は 糖 鎖 不 全 CD27を 発 現 さ せ た 細 胞 を 得 る こ と が

で き る 。 ま た 、 糖 鎖 不 全 CD27を 細 胞 膜 上 ま た は 培 養 液 中 に 多 量 に 発 現 し て い る 各 種 ヒ ト 由

来 培 養 細 胞 、 ヒ ト 組 織 な ど か ら 、 糖 鎖 不 全 CD27を 精 製 し て 抗 原 を 調 製 す る 方 法 、 ま た は 糖

鎖 不 全 CD27の 部 分 配 列 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド を 調 製 し 、 抗 原 と し て 用 い る こ と も で き る 。

更 に 、 糖 鎖 付 加 能 の な い 大 腸 菌 等 の 原 核 生 物 を 用 い て 発 現 、 精 製 し た CD27に 、 試 験 管 内 で

糖 鎖 を 付 加 す る こ と で 、 糖 鎖 不 全 CD27を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 ま た 、 同 様 に し て 、 正 常 な O結 合 型 糖 鎖 合 成 プ ロ セ ス を 有 す る 酵 母 、 昆 虫 細 胞 、 動 物 細

胞 等 の 宿 主 細 胞 に 、 CD27全 長 ま た は そ の 部 分 長 を コ ー ド す る cD N Aを 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 導

入 す る こ と で 、 正 常 な O結 合 型 糖 鎖 を 有 す る CD27を 発 現 さ せ た 細 胞 を 取 得 す る こ と が で き

、 該 細 胞 か ら 正 常 な O結 合 型 糖 鎖 を 有 す る CD27タ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ と が で き る 。

　 上 述 の よ う に し て 得 ら れ た 、 糖 鎖 不 全 CD27、 正 常 O結 合 型 糖 鎖 を 有 す る CD27の タ ン パ ク

質 ま た は 発 現 細 胞 は 、 目 的 の 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 取 得 さ れ た 抗 体 の 抗 原 に 対 す る 反 応

性 を 確 認 す る た め に 、 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 本 発 明 で 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 Molecular Cloning， A Laboratory Manual

,Second Edition,Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)や Current Protocols IN

 Molecular Biology,John Wiley&Sons(1987-1997)な ど に 記 載 さ れ た 方 法 等 を 用 い 、 例 え

ば 以 下 の 方 法 に よ り 、 こ れ を 該 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド す る D N Aを 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ て 、

製 造 す る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ０ １ 】

　 ま ず 、 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る cD N Aを 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー の プ ロ モ ー タ ー の 下 流

に 挿 入 す る こ と に よ り 、 組 換 え ベ ク タ ー を 作 製 す る 。 こ の 際 も し 必 要 で あ れ ば 、 全 長 cD N A

を も と に し て ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 部 分 を 含 む 適 当 な 長 さ の D N A断 片 を 調 製 し 、 上 記

全 長 cD N Aの 代 わ り に 該 D N A断 片 を 使 用 し て も よ い 。 次 い で 、 該 組 換 え ベ ク タ ー を 、 該 発 現

ベ ク タ ー に 適 合 し た 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る 形 質 転 換 体

を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ２ 】

　 宿 主 細 胞 と し て は 、 大 腸 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 、 動 物 細 胞 等 、 O結 合 型 糖 鎖 を 付 加 す る 能

力 を 有 し 、 目 的 と す る 遺 伝 子 を 発 現 で き る も の で あ れ ば い ず れ を も 用 い る こ と が で き る 。

　 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 使 用 す る 宿 主 細 胞 に お い て 自 律 複 製 可 能 又 は 染 色 体 中 へ の 組 込

が 可 能 で 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る D N Aを 転 写 で き る 位 置 に 適 当 な プ ロ モ ー タ ー を 含 有

し て い る も の が 用 い ら れ る 。

【 ０ １ ０ ３ 】

　 大 腸 菌 等 の 原 核 生 物 を 宿 主 細 胞 と し て 用 い る 場 合 に は 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る ポ リ

ペ プ チ ド を コ ー ド す る D N Aを 含 有 し て な る 組 換 え ベ ク タ ー は 、 原 核 生 物 中 で 自 律 複 製 可 能

で あ る と 同 時 に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る D N A及

び 転 写 終 結 配 列 を 含 む ベ ク タ ー で あ る こ と が 好 ま し い 。 該 組 換 え ベ ク タ ー は 、 さ ら に 、 プ

ロ モ ー タ ー を 制 御 す る 遺 伝 子 を 含 ん で い て も よ い 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 pBTrp2、 pBTac1、 pBTac2（ い ず れ も Roche Diagnostic

s社 製 ） 、 pK K233-2 （ Pharmacia社 製 ） 、 pSE280 （ Invitrogen社 製 ） 、 pGE M EX-1 （ Prome

ga社 製 ） 、 pQE-8 （ QIA GEN社 製 ） 、 pK YP10 （ 特 開 昭 58-110600） 、 pK YP200 ［ Agricultur

al Biological Chemistry,48,669 (1984） ］ 、 pLSA1 [Agric.Biol.Chem.,53,277 (1989)]

、 pGEL1 [Proc.Natl .Acad.Sci.USA,82,4306 (1985)]、 pBluescript II SK(-)(Stratagene

社 製 ） 、 pTrs30 ［ 大 腸 菌 JM109/pTrS30 (FER M BP-5407)よ り 調 製 ］ 、 pTrs32[大 腸 菌 JM1

09/pTrS32 (FER M BP-5408)よ り 調 製 ]、 pG H A2 [大 腸 菌 IG H A2(FER M BP-400)よ り 調 製 、 特

開 昭 60-221091]、 pG K A2[大 腸 菌 IG K A2(FER M BP-6798)よ り 調 製 、 特 開 昭 60-221091］ 、 pTe

rm2 (US4686191,US4939094,US5160735)、 pSupex、 pUB110、 pTP5、 pC194、 pEG400[J.Bacte

riol. ,172,2392 (1990)]、 pGEX(Pharmacia社 製 )、 pETシ ス テ ム （ Novagen社 製 ） 、 pM E18S

FL3等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ５ 】

　 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 使 用 す る 宿 主 細 胞 中 で 機 能 を 発 揮 で き る も の で あ れ ば い か な る

も の で も よ い 。 例 え ば 、 trpプ ロ モ ー タ ー （ Ptrp） 、 lacプ ロ モ ー タ ー 、 PLプ ロ モ ー タ ー 、

PRプ ロ モ ー タ ー 、 T7プ ロ モ ー タ ー 等 の 、 大 腸 菌 や フ ァ ー ジ 等 に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー を 挙

げ る こ と が で き る 。 ま た 、 Ptrpを 2つ 直 列 さ せ た タ ン デ ム プ ロ モ ー タ ー 、 tacプ ロ モ ー タ ー

、 lac T7プ ロ モ ー タ ー 、 let Iプ ロ モ ー タ ー 等 の よ う に 、 人 為 的 に 設 計 改 変 さ れ た プ ロ モ

ー タ ー 等 も 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ６ 】

　 ま た 、 上 記 組 換 え ベ ク タ ー と し て は 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 で あ る シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ル ノ

（ Shine-Dalgarno） 配 列 と 開 始 コ ド ン と の 間 を 適 当 な 距 離 （ 例 え ば 6～ 18塩 基 ） に 調 節 し

た プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド

す る D N Aの 塩 基 配 列 に お い て は 、 宿 主 内 で の 発 現 に 最 適 な コ ド ン と な る よ う に 塩 基 を 置 換

す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 、 目 的 と す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 率 を 向 上 さ せ る こ と が で き

る 。 さ ら に 、 上 記 組 換 え ベ ク タ ー に お け る 遺 伝 子 の 発 現 に は 転 写 終 結 配 列 は 必 ず し も 必 要

で は な い が 、 構 造 遺 伝 子 の 直 下 に 転 写 終 結 配 列 を 配 置 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ １ ０ ７ 】

　 宿 主 細 胞 と し て は 、 エ シ ェ リ ヒ ア 属 等 に 属 す る 微 生 物 、 例 え ば 、 大 腸 菌 XL1-Blue、 大

腸 菌 XL2-Blue、 大 腸 菌 D H1、 大 腸 菌 M C1000、 大 腸 菌 K Y3276、 大 腸 菌 W1485、 大 腸 菌 JM

109、 大 腸 菌 HB101、 大 腸 菌 No.49、 大 腸 菌 W3110、 大 腸 菌 N Y49、 大 腸 菌 D H5α 等 を 挙 げ
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る こ と が で き る 。

　 組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 上 記 宿 主 細 胞 へ D N Aを 導 入 す る 方 法 で あ れ ば い ず

れ も 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン を 用 い る 方 法 ［ Proc.Natl .Acad.Sci.U

SA,69,2110 (1972)]、 Gene,17,107(1982)や Molecular& General Genetics,168,111 (1979)

に 記 載 の 方 法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ８ 】

　 動 物 細 胞 を 宿 主 と し て 用 い る 場 合 に は 、 発 現 ベ ク タ ー と し て 、 例 え ば 、 pcD N AI、 pcD M8

（ フ ナ コ シ 社 よ り 市 販 ） 、 pA GE107 ［ 特 開 平 3-22979； Cytotechnology,3,133,(1990)]、 p

AS3-3 （ 特 開 平 2-227075） 、 pCD M8 ［ Nature,329,840,(1987)］ 、 pcD N AI/A mp （ Invitrog

en社 製 ） 、 pcD N A3.1（ Invitrogen社 製 ） 、 pREP4 （ Invitrogen社 製 ） 、 pA GE103［ J.Bioch

emistry,101,1307(1987)］ 、 pA GE210、 pM E18SFL3、 pK A NTEX93 ［ W O97/10354］ な ど を 挙 げ

る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ９ 】

　 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 動 物 細 胞 中 で 機 能 を 発 揮 で き る も の で あ れ ば い ず れ も 用 い る こ

と が で き 、 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ C M V） の IE（ im mediate early） 遺 伝 子 の プ ロ

モ ー タ ー 、 SV40の 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン

プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー 、 SRα プ ロ モ ー タ ー 、 モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病

ウ イ ル ス （ moloney murine leukemia virus） の プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー 等 を 挙

げ る こ と が で き る 。 ま た 、 ヒ ト C M Vの IE遺 伝 子 の エ ン ハ ン サ ー を プ ロ モ ー タ ー と 共 に 用 い

て も よ い 。

【 ０ １ １ ０ 】

　 宿 主 細 胞 と し て は 、 糖 鎖 合 成 経 路 の う ち ポ リ ペ プ チ ド 上 の Ser/Thrに 結 合 し た N-ア セ チ

ル ガ ラ ク サ ミ ン （ GalN Ac） に Galを 付 加 す る 酵 素 、 該 酵 素 の 活 性 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 ま

た は uridine 5＇ -diphospate-galactose（ U DP-galactose） の 輸 送 に 関 わ る タ ン パ ク 質 な

ど の 活 性 を 、 低 下 ま た は 欠 損 さ せ た 細 胞 株 で あ れ ば い か な る も の で も よ い 。 具 体 的 に は 、

U DP-galactose transporterが 欠 損 し た チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 細 胞 （ CH O細 胞 ） で あ る Le

c8変 異 体 [ACS Symp. Ser.128, 214 (1980)]が あ げ ら れ る 。

【 ０ １ １ １ 】

　 更 に 、 糖 鎖 合 成 経 路 に 関 連 す る 酵 素 、 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性 が 欠 損 し て い な い 細 胞 で あ

っ て も 、 U DP-galactose transporter（ 別 名 U DP-galactose translocator; U G ALT） あ る い

は 、 core 1 synthase, glycoprotein-n-acetylgalactosamine 3-beta-galactosyltransfe

rase,（ C1G ALT1、 別 名 core 1 beta-3-gal-t、 t synthase） あ る い は C1G ALT1-specific ch

aperone 1（ c1galt1c1、 別 名 core 1 beta-3-galactosyltransferase-specific molecular

 chaperone（ COSM C） 、 C1G ALT2） な ど の 酵 素 、 輸 送 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 、 低 下 も し く は 欠

損 さ せ た 細 胞 株 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ １ １ ２ 】

　 糖 鎖 合 成 経 路 に 関 連 す る 酵 素 、 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性 が 欠 損 し て い な い 細 胞 と し て は 、

た と え ば （ Namalwa） 細 胞 、 サ ル の 細 胞 で あ る COS細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ ム ス タ ー の 細 胞

で あ る CH O細 胞 、 HBT5637（ 特 開 昭 63-299） 等 が 挙 げ ら れ る 。

そ の よ う な 対 象 と な る 酵 素 群 と し て は 、 な ど が 挙 げ る こ と が で き る 。

　 遺 伝 子 機 能 を 低 下 さ せ る 方 法 と し て は 、 ア ン チ セ ン ス 法 、 リ ボ ザ イ ム 法 [Proc. Natl . A

cad. Sci. U.S.A., 96, 1886 (1999)]、 相 同 組 換 え 法 [Manipulating the Mouse Embryo A

 Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1994)、

Gene Targeting, A Practical Approach, IRL Press at Oxford University Press (1993

)]、 RN A-D N A ologonucleotide（ RD O） 法 、 RN A interference（ RN Ai） 法 [Nature, 391, 80

6, (1998)、 Proc. Natl . Acad. Sci. USA 95, 15502, (1998)、 Nature, 395, 854, (1998

)、 Proc. Natl . Acad. Sci. USA), 96, 5049, (1999)、 Cell, 95, 1017, (1998)、 Proc.

Natl . Acad. Sci. USA, 96, 1451, (1999) roc. Natl . Acad. Sci. USA, 95, 13959, (19

98)、 Nature Cell Biol. , 2, 70, (2000)]、 レ ト ロ ウ イ ル ス を 用 い た 方 法 、 ト ラ ン ス ポ ゾ

ン を 用 い た 方 法 [Nature Genetics， 25, 35, (2000)]等 が あ げ ら れ る 。
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【 ０ １ １ ３ 】

　 ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 動 物 細 胞 に D N Aを 導 入 す る 方 法 で あ れ ば い ず れ も 用 い る

こ と が で き 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 ［ Cytotechnology,3,133(1990)]、 リ ン

酸 カ ル シ ウ ム 法 （ 特 開 平 2-227075） 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 ［ Proc.Natl .Acad.Sci.USA,84,

7413(1987)］ な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。

　 遺 伝 子 の 発 現 方 法 と し て は 、 直 接 発 現 以 外 に 、 Molecular Cloning， A Laboratory Manu

al,Second Edition,Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)に 記 載 さ れ て い る 方 法

等 に 準 じ て 、 分 泌 生 産 、 融 合 タ ン パ ク 質 発 現 等 を 行 う こ と が で き る 。 真 核 生 物 由 来 の 細 胞

で 発 現 さ せ た 場 合 に は 、 糖 あ る い は 糖 鎖 が 付 加 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ １ １ ４ 】

　 以 上 の よ う に し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 し 、 培 養 物 中 に 該 ポ リ ペ プ チ ド を 生

成 蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 か ら 採 取 す る こ と に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と が で き る 。

該 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 す る 方 法 は 、 宿 主 の 培 養 に 用 い ら れ る 通 常 の 方 法 に 従 っ て 行 う

こ と が で き る 。

　 プ ロ モ ー タ ー と し て 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生

物 を 培 養 す る と き に は 、 必 要 に 応 じ て イ ン デ ュ ー サ ー を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。 例 え ば 、

lacプ ロ モ ー タ ー を 用 い た 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ソ

プ ロ ピ ル － β -D-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド 等 を 、 trpプ ロ モ ー タ ー を 用 い た 組 換 え ベ ク タ ー

で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ン ド ー ル ア ク リ ル 酸 等 を 培 地 に 添 加 し て も よ

い 。

【 ０ １ １ ５ 】

　 動 物 細 胞 を 宿 主 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 培 地 と し て は 、 一 般 に 使 用 さ れ て

い る RPMI1640培 地 ［ The Journal of the A merican Medical Association,199,519(1967)

］ 、 Eagleの M E M培 地 ［ Science,122,501(1952)］ 、 ダ ル ベ ッ コ 改 変 M E M培 地 ［ Virology,8,3

96(1959)］ 、 199培 地 ［ Proc.Soc.Exp.Biol.Med.,73,1 (1950)］ 又 は こ れ ら 培 地 に FCS等 を

添 加 し た 培 地 等 を 用 い る こ と が で き る 。 培 養 は 、 通 常 pH6～ 8、 30～ 40℃ 、 5 % CO 2 存 在 下

等 の 条 件 下 で 1～ 7日 間 行 う 。 ま た 、 培 養 中 必 要 に 応 じ て 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ペ ニ シ リ ン 等 の

抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。

【 ０ １ １ ６ 】

　 上 記 の と お り 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る D N Aを 組 み 込 ん だ

組 換 え ベ ク タ ー を 保 有 す る 微 生 物 、 動 物 細 胞 等 由 来 の 形 質 転 換 体 を 、 通 常 の 培 養 方 法 に 従

っ て 培 養 し て 該 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 よ り 採 取 す る こ と に よ り 、 本 発 明

に お い て 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と が で き る 。

　 遺 伝 子 の 発 現 方 法 と し て は 、 直 接 発 現 以 外 に 、 Molecular Cloning, A Laboratory Manu

al, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)に 記 載 さ れ て い る 方

法 等 に 準 じ て 、 分 泌 生 産 、 融 合 タ ン パ ク 質 発 現 等 を 行 う こ と が で き る 。

【 ０ １ １ ７ 】

　 ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 方 法 と し て は 、 宿 主 細 胞 内 に 生 産 さ せ る 方 法 、 宿 主 細 胞 外 に 分 泌 さ

せ る 方 法 、 及 び 宿 主 細 胞 外 膜 上 に 生 産 さ せ る 方 法 が あ り 、 使 用 す る 宿 主 細 胞 や 、 生 産 さ せ

る ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 を 変 え る こ と に よ り 、 適 切 な 方 法 を 選 択 す る こ と が で き る 。

　 ポ リ ペ プ チ ド が 宿 主 細 胞 内 又 は 宿 主 細 胞 外 膜 上 に 生 産 さ れ る 場 合 、 ポ ー ル ソ ン ら の 方 法

［ Ｊ ． Biol.Chem.,264,17619(1989)]、 ロ ウ ら の 方 法 [Proc.Natl .Acad.Sci. ,USA,86,8227(

1989)、 Genes Develop.,4,1288(1990)]、 又 は 特 開 平 05-336963、 W O94/23021等 に 記 載 の 方

法 を 用 い る こ と で 、 該 遺 伝 子 産 物 を 宿 主 細 胞 外 に 分 泌 さ せ る こ と が で き る 。

【 ０ １ １ ８ 】

　 ま た 、 特 開 平 2-227075に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 準 じ て 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 遺 伝 子 等

を 用 い た 遺 伝 子 増 幅 系 を 利 用 し て 生 産 量 を 上 昇 さ せ る こ と も で き る 。

　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に し て 単 離 ・ 精 製 す る こ と が で き る 。

　 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 に 溶 解 状 態 で 発 現 し た 場 合 に は 、 培 養 終 了 後 に 細 胞 を 遠 心 分 離 に

よ り 回 収 し 、 水 系 緩 衝 液 に 懸 濁 後 、 超 音 波 破 砕 機 、 フ レ ン チ プ レ ス 、 マ ン ト ン ガ ウ リ ン ホ
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モ ゲ ナ イ ザ ー 、 ダ イ ノ ミ ル 等 に よ り 細 胞 を 破 砕 し 、 無 細 胞 抽 出 液 を 得 る 。 該 無 細 胞 抽 出 液

を 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 得 ら れ る 上 清 か ら 、 通 常 の 酵 素 の 単 離 精 製 法 、 即 ち 、 溶 媒 抽 出

法 、 硫 安 等 に よ る 塩 析 法 、 脱 塩 法 、 有 機 溶 媒 に よ る 沈 殿 法 、 ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （ DEAE

） － セ フ ァ ロ ー ス 、 DIAIO N HPA-75（ 三 菱 化 学 社 製 ） 等 の レ ジ ン を 用 い た 陰 イ オ ン 交 換 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 S-Sepharose FF（ Pharmacia社 製 ） 等 の レ ジ ン を 用 い た 陽 イ オ ン 交

換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ブ チ ル セ フ ァ ロ ー ス 、 フ ェ ニ ル セ フ ァ ロ ー ス 等 の レ ジ ン を 用 い

た 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 分 子 篩 を 用 い た ゲ ル ろ 過 法 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ ー 法 、 ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ 法 、 等 電 点 電 気 泳 動 等 の 電 気 泳 動 法 等 の 手 法 を 単 独

又 は 組 み 合 わ せ て 用 い 、 精 製 標 品 を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ １ １ ９ 】

　 ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 に 不 溶 体 を 形 成 し て 発 現 し た 場 合 は 、 同 様 に 細 胞 を 回 収 後

破 砕 し 、 遠 心 分 離 を 行 う こ と に よ り 、 沈 殿 画 分 と し て 該 ポ リ ペ プ チ ド の 不 溶 体 を 回 収 す る

。 回 収 し た 該 ポ リ ペ プ チ ド の 不 溶 体 を タ ン パ ク 質 変 性 剤 で 可 溶 化 す る 。 該 可 溶 化 液 を 希 釈

又 は 透 析 す る こ と に よ り 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 正 常 な 立 体 構 造 に 戻 し た 後 、 上 記 と 同 様 の 単

離 精 製 法 に よ り ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 標 品 を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ １ ２ ０ 】

　 ま た 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 Fmoc法 （ フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ

カ ル ボ ニ ル 法 ） 、 tBoc法 （ ｔ － ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ） 等 の 化 学 合 成 法 に よ っ て も 製

造 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Advanced ChemTech社 、 パ ー キ ン ・ エ ル マ ー 社 、 Pharmacia社

、 Protein Technology Instrument社 、 Synthecell-Vega社 、 PerSeptive社 、 島 津 製 作 所 等

の ペ プ チ ド 合 成 機 を 利 用 し て 化 学 合 成 す る こ と も で き る 。

【 ０ １ ２ １ 】

　 （ ２ ） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製

　 3～ 20週 令 の マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ハ ム ス タ ー に 上 記 の よ う に 調 製 し た 抗 原 を 免 疫 し て

、 そ の 動 物 の 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 末 梢 血 中 の 抗 体 産 生 細 胞 を 採 取 す る 。 ま た 、 免 疫 原 性 が 低

く 上 記 の 動 物 で 充 分 な 抗 体 価 の 上 昇 が 認 め ら れ な い 場 合 に は 、 CD27ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 被

免 疫 動 物 と し て 用 い る 方 法 も あ る 。

【 ０ １ ２ ２ 】

　 免 疫 は 、 動 物 の 皮 下 あ る い は 静 脈 内 あ る い は 腹 腔 内 に 、 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト ［ 例 え ば 、

フ ロ イ ン ド の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Complete FReund's Adjuvant） や 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ

ル と 百 日 咳 菌 ワ ク チ ン な ど ］ と と も に 抗 原 を 投 与 す る こ と に よ り 行 う 。 抗 原 が 部 分 ペ プ チ

ド で あ る 場 合 に は 、 BSA（ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） や KLH（ Keyhole Limpet Hemocyanin） な

ど の キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 し 、 こ れ を 免 疫 原 と し て 用 い る 。

【 ０ １ ２ ３ 】

　 抗 原 の 投 与 は 、 １ 回 目 の 投 与 の 後 1～ 2週 間 お き に 5～ 10回 行 う 。 各 投 与 後 3～ 7日 目 に 眼

底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 が 抗 原 と 反 応 す る こ と を 酵 素 免 疫 測 定 法 ［ Antibodies - A

 Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988]な ど で 調 べ る 。 免 疫 に 用 い

た 抗 原 に 対 し 、 そ の 血 清 が 十 分 な 抗 体 価 を 示 し た マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ハ ム ス タ ー を 脾 臓

細 胞 の 供 給 源 と し て 提 供 す る 。

【 ０ １ ２ ４ 】

　 脾 臓 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 の 融 合 に 供 す る に あ た っ て 、 抗 原 物 質 の 最 終 投 与 後 3～ 7日 目 に 、

免 疫 し た マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ハ ム ス タ ー よ り 脾 臓 を 摘 出 し 、 脾 臓 細 胞 を 採 取 す る 。 脾 臓

を M E M培 地 （ 日 水 製 薬 社 製 ） 中 で 細 断 し 、 ピ ン セ ッ ト で ほ ぐ し 、 遠 心 分 離 （ 1200rpm、 5分

間 ） し た 後 、 上 清 を 捨 て 、 ト リ ス － 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.65） で 1～ 2分 間 処 理 し

赤 血 球 を 除 去 し 、 M E M培 地 で 3回 洗 浄 し て 融 合 用 脾 臓 細 胞 と し て 提 供 す る 。

【 ０ １ ２ ５ 】

　 （ ３ ） 骨 髄 腫 細 胞 の 調 製

　 骨 髄 腫 細 胞 と し て は 、 マ ウ ス か ら 得 ら れ た 株 化 細 胞 を 使 用 す る 。 た と え ば 、 ８ － ア ザ グ

ア ニ ン 耐 性 マ ウ ス （ BALB/c由 来 ） 骨 髄 腫 細 胞 株 P3-X63Ag8-U1（ P3-U1） ［ Current Topics

in Microbiology and Im munology,18,1(1978)］ 、 P3-NS1/1-Ag41(NS-1)［ European J. Im
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munology,6,511(1976)］ 、 　 SP2/O -Ag14(SP-2)[Nature,276,269(1978)］ 、 P3-X63-Ag865

3(653)［ J.Im munology,123,1548(1979)］ 、 P3-X63-Ag8(X63)［ Nature, 256,495(1975)］

な ど が 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 細 胞 株 は 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン 培 地 ［ RPMI-1640培 地 に グ ル タ

ミ ン （ 1.5 m M） 　 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ 5× 10
- 5

M） 、 ジ ェ ン タ マ イ シ ン （ 10μ g/

mL） 　 お よ び 牛 胎 児 血 清 （ FCS） を 加 え た 培 地 （ 以 下 、 正 常 培 地 と い う 。 ） に 、 さ ら に ８

－ ア ザ グ ア ニ ン （ 15μ g/mL） を 加 え た 培 地 〕 で 継 代 す る が 、 細 胞 融 合 の 3～ 4日 前 に 正 常 培

地 に 継 代 し 、 融 合 当 日 ２ × １ ０
７

個 以 上 の 細 胞 数 を 確 保 す る 。

【 ０ １ ２ ６ 】

　 （ ４ ） 細 胞 融 合

　 前 述 し た 抗 体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 を M E M培 地 ま た は PBS（ リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム 1.83 g、

リ ン 酸 一 カ リ ウ ム 0.21 g、 食 塩 7.65 g、 蒸 留 水 １ リ ッ ト ル 、 pH7.2） で よ く 洗 浄 し 、 細 胞

数 が 、 抗 体 産 生 細 胞 ： 骨 髄 腫 細 胞 ＝ 5～ 10:1に な る よ う 混 合 し 、 遠 心 分 離 （ 1200 rpm、 5分

間 ） し た 後 、 上 清 を 捨 て 、 沈 澱 し た 細 胞 群 を よ く ほ ぐ し た 後 、 攪 拌 し な が ら 、 37℃ で 、 ポ

リ エ チ レ ン グ ラ イ コ ー ル -1000（ PEG-1000） 2 g、 M E M 2 mLお よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 0

.7 mLの 混 液 0.2～ 1 mL/108 抗 体 産 生 細 胞 を 加 え 、 1～ 2分 間 毎 に M E M培 地 1～ 2 mLを 数 回 加

え た 後 、 M E M培 地 を 加 え て 全 量 が 50 mLに な る よ う に す る 。 遠 心 分 離 （ 900 rpm、 5分 間 ） 後

、 上 清 を 捨 て 、 ゆ る や か に 細 胞 を ほ ぐ し た 後 、 メ ス ピ ペ ッ ト に よ る 吸 込 み 、 吹 出 し で ゆ る

や か に 細 胞 を H AT培 地 ［ 正 常 培 地 に ヒ ポ キ サ ン チ ン （ 10-4 mol/L） 、 チ ミ ジ ン （ 1.5× 10
- 5

 mol/L） お よ び ア ミ ノ プ テ リ ン （ 4× 10
- 7  

mol/L） を 加 え た 培 地 ］ 100 mL中 に 懸 濁 す る 。

こ の 懸 濁 液 を 96ウ ェ ル 培 養 用 プ レ ー ト に 100μ L/ウ ェ ル ず つ 分 注 し 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ ー

タ ー 中 、 37℃ で 7～ 14日 間 培 養 す る 。

【 ０ １ ２ ７ 】

　 培 養 後 、 培 養 上 清 の 一 部 を と り 後 で 述 べ る バ イ ン デ ィ ン グ ア ッ セ イ な ど に よ り 、 本 発 明

に お い て 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 抗 原 に 反 応 し 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 ま な い 抗 原 に 反

応 し な い も の を 選 択 す る 。

　 ま た 、 つ い で 、 限 界 希 釈 法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ を 2回 繰 り 返 し ［ １ 回 目 は 、 HT培 地 （ H AT

培 地 か ら ア ミ ノ プ テ リ ン を 除 い た 培 地 ） 、 2回 目 は 、 正 常 培 地 を 使 用 す る ］ 、 安 定 し て 強

い 抗 体 価 の 認 め ら れ た も の を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 株 と し て 選 択 す る 。

【 ０ １ ２ ８ 】

　 （ ５ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製

　 プ リ ス タ ン 処 理 ［ 2,6,10,14-テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン （ Pristane） 0.5 mLを 腹 腔 内 投

与 し 、 ２ 週 間 飼 育 す る ］ し た 8～ 10週 令 の マ ウ ス ま た は ヌ ー ド マ ウ ス に 、 （ ４ ） で 得 ら れ

た 抗 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 2× 10
6
～ 5× 10

7
　 細 胞 ／ 匹 を 腹 腔 内

注 射 す る 。 10～ 21日 で ハ イ ブ リ ド ー マ は 腹 水 癌 化 す る 。 こ の マ ウ ス か ら 腹 水 を 採 取 し 、 遠

心 分 離 （ 3,000 rpm、 5分 間 ） し て 固 形 分 を 除 去 後 、 40～ 50 ％ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 塩 析 し

た 後 、 カ プ リ ル 酸 沈 殿 法 、 DEAE－ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム 、 プ ロ テ イ ン A－ カ ラ ム あ る い は ゲ

ル 濾 過 カ ラ ム に よ る 精 製 を 行 な い 、 IgGあ る い は 、 IgM画 分 を 集 め 、 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 と す る 。

【 ０ １ ２ ９ 】

　 抗 体 の サ ブ ク ラ ス の 決 定 は 、 サ ブ ク ラ ス タ イ ピ ン グ キ ッ ト を 用 い て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ

り 行 う 。 蛋 白 量 の 定 量 は 、 ロ ー リ ー 法 お よ び 280 nmで の 吸 光 度 よ り 算 出 す る 。

　 （ ６ ） バ イ ン デ ィ ン グ ア ッ セ イ

　 抗 原 と し て は 、 本 項 （ １ ） に 記 載 の 方 法 に よ り 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る CD27ポ リ ペ

プ チ ド を コ ー ド す る cD N Aを 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 、 動 物 細 胞 等 に 導

入 し て 得 た 遺 伝 子 導 入 細 胞 や リ コ ン ビ ナ ン ト タ ン パ ク 質 、 あ る い は ヒ ト 組 織 か ら 得 た 精 製

ポ リ ペ プ チ ド や 部 分 ペ プ チ ド を 用 い る 。 抗 原 が 部 分 ペ プ チ ド で あ る 場 合 に は 、 BSA（ ウ シ

血 清 ア ル ブ ミ ン ） や KLH（ Keyhole Limpet hemocyanin） な ど の キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 と コ ン

ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 し て 、 こ れ を 用 い る 。

【 ０ １ ３ ０ 】

　 こ れ ら 抗 原 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 分 注 し 固 相 化 し た 後 、 第 １ 抗 体 と し て 、 被 免 疫 動 物 血
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清 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 も し く は 精 製 抗 体 を 分 注 し

て 反 応 さ せ る 。 PBSま た は PBS-0.05%Tweenで 、 よ く 洗 浄 し た 後 、 第 ２ 抗 体 と し て ビ オ チ ン

、 酵 素 、 化 学 発 光 物 質 あ る い は 放 射 線 化 合 物 等 で 標 識 し た 抗 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 分 注

し て 反 応 さ せ る 。 PBS-Tweenで よ く 洗 浄 し た 後 、 第 ２ 抗 体 の 標 識 物 質 に 応 じ た 反 応 を 行 う

。

【 ０ １ ３ １ 】

　 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27を 認 識 し 、 か つ 該 細 胞 外 領 域 に

結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 競 合 す る 抗 体 は 、 上 述 の バ イ ン テ ィ ン グ ア ッ セ イ 系 に 、 被

検 抗 体 を 添 加 し て 反 応 さ せ る こ と で 取 得 で き る 。 す な わ ち 、 被 検 抗 体 を 加 え た 時 に モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 が 阻 害 さ れ る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 糖 鎖 不 全 CD27の

細 胞 外 領 域 へ の 結 合 に つ い て 、 取 得 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 競 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 を 取 得 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ３ ２ 】

　 ま た 、 糖 鎖 不 全 CD27を 認 識 し 、 か つ 該 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識

す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 は 、 上 述 の バ イ ン テ ィ ン グ ア ッ セ イ 系 で 取 得 さ れ た 抗 体 の

エ ピ ト ー プ を 同 定 し 、 同 定 し た エ ピ ト ー プ の 、 部 分 的 な 糖 鎖 結 合 ペ プ チ ド 、 ま た は エ ピ ト

ー プ の 立 体 構 造 に 擬 態 さ せ た 糖 鎖 結 合 ペ プ チ ド 等 を 作 製 し 、 免 疫 す る こ と で 、 取 得 す る こ

と が で き る 。

【 ０ １ ３ ３ 】

　 ２ ． 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 の 作 製

　 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 の 作 製 例 と し て 、 以 下 に ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 化 抗 体 の 作 製 方

法 を 示 す 。

　 （ １ ） 　 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 発 現 用 ベ ク タ ー の 構 築

　 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 発 現 用 ベ ク タ ー と は 、 ヒ ト 抗 体 の CHお よ び CLを コ ー ド す る D N Aが 組 み

込 ま れ た 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー で あ り 、 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に ヒ ト 抗 体 の CHお よ び

CLを コ ー ド す る D N Aを そ れ ぞ れ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 構 築 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ３ ４ 】

　 ヒ ト 抗 体 の C領 域 は 任 意 の ヒ ト 抗 体 の CHお よ び CL用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト 抗

体 の γ １ サ ブ ク ラ ス の CHお よ び κ ク ラ ス の CLな ど が あ げ ら れ る 。 ヒ ト 抗 体 の CHお よ び CLを

コ ー ド す る D N Aと し て は エ キ ソ ン と イ ン ト ロ ン か ら な る 染 色 体 D N Aを 用 い る こ と も 、 cD N Aを

用 い る こ と も で き る が 、 cD N Aを 用 い る の が 好 ま し い 。 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、

ヒ ト 抗 体 の C領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 組 込 み 発 現 で き る も の で あ れ ば い か な る も の で も

用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 pA GE107［ Cytotechnol. ,3,133(1990)］ 、 pA GE103［ J.Bioc

hem.,101,1307(1987)〕 、 pHSG274[Gene,27,223(1984)]、 pKCR[Proc.Natl .Acad.Sci.USA,7

8,1527(1981)]、 pSG1bd2-4[Cytotechnol. ,4,173(1990)]、 pSE1U K1Sed1-3[Cytotechnol. ,1

3,79(1993)〕 な ど が あ げ ら れ る 。 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に 用 い る プ ロ モ ー タ ー と エ ン ハ

ン サ ー と し て は 、 SV40の 初 期 プ ロ モ ー タ ー [J.Biochem.,101,1307(1987)]、 モ ロ ニ ー マ ウ

ス 白 血 病 ウ イ ル ス の LTR[Biochem.Biophys.Res.Com mun.,149,960(1987)〕 、 免 疫 グ ロ ブ リ

ン H鎖 の プ ロ モ ー タ ー ［ Cell,41,479(1985)]と エ ン ハ ン サ ー [Cell ,33,717(1983)］ な ど が

あ げ ら れ る 。

【 ０ １ ３ ５ 】

　 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 発 現 用 ベ ク タ ー は 、 抗 体 H鎖 お よ び L鎖 が 別 々 の ベ ク タ ー 上 に 存 在 す る

タ イ プ 、 あ る い は 同 一 の ベ ク タ ー 上 に 存 在 す る タ イ プ （ タ ン デ ム 型 ） の ど ち ら で も 用 い る

こ と が で き る が 、 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 の 容 易 さ 、 動 物 細 胞 へ の 導 入 の 容

易 さ 、 動 物 細 胞 内 で の 抗 体 H鎖 お よ び L鎖 の 発 現 量 の バ ラ ン ス が 均 衡 す る な ど の 点 か ら タ ン

デ ム 型 の 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 発 現 用 ベ ク タ ー の 方 が 好 ま し い [J.Im munol.Methods,167,271(1

994)]。 タ ン デ ム 型 の 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 発 現 用 ベ ク タ ー と し て は 、 pK A NTEX93［ W O97/10354

]、 pEE18[Hybridoma,17,559(1998)]な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ １ ３ ６ 】

　 （ ２ ） ヒ ト 以 外 の 動 物 由 来 の 抗 体 の V領 域 を コ ー ド す る cD N Aの 取 得 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列
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の 解 析

　 非 ヒ ト 抗 体 の V H及 び VLを コ ー ド す る cD N Aは 以 下 の 様 に し て 取 得 す る こ と が で き る 。

　 非 ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 よ り mRN Aを 抽 出 し 、 cD N Aを 合 成 す る 。 合 成 し

た cD N Aを フ ァ ー ジ 或 い は プ ラ ス ミ ド な ど の ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し て cD N Aラ イ ブ ラ リ ー

を 作 製 す る 。 該 ラ イ ブ ラ リ ー よ り 、 マ ウ ス 抗 体 の C領 域 部 分 或 い は V領 域 部 分 を コ ー ド す る

D N Aを プ ロ ー ブ と し て 用 い 、 V Hま た は VLを コ ー ド す る cD N Aを 有 す る 組 換 え フ ァ ー ジ 或 い は

組 換 え プ ラ ス ミ ド を そ れ ぞ れ 単 離 す る 。 組 換 え フ ァ ー ジ 或 い は 組 換 え プ ラ ス ミ ド 上 の 目 的

と す る マ ウ ス 抗 体 の V Hま た は VLの 全 塩 基 配 列 を そ れ ぞ れ 決 定 し 、 塩 基 配 列 よ り V Hま た は VL

の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 推 定 す る 。

【 ０ １ ３ ７ 】

　 ヒ ト 以 外 の 動 物 と し て は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ ビ ッ ト な ど の ハ イ ブ リ ド ー

マ 細 胞 を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ れ ば 、 い か な る も の も 用 い る こ と が で き る 。

　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 全 RN Aを 調 製 す る 方 法 と し て は 、 チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン － ト

リ フ ル オ ロ 酢 酸 セ シ ウ ム 法 ［ Methods in Enzymol. ,154,3(1987)］ 等 、 ま た キ ッ ト と し て

は RN A easy kit（ QIA GEN社 製 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。 全 RN Aか ら mRN Aを 調 製 す る 方 法 と し て は

、 オ リ ゴ （ dT） 固 定 化 セ ル ロ ー ス カ ラ ム 法 ［ Molecular Cloning, A Laboratory Manual,

Second Edition(Cold Spring Harbor Laboratory Press,1989)］ 等 、 ま た キ ッ ト と し て は

OligoT M-dT30<Super>mRN A Purification Kit（ Takara社 製 ） 等 が あ げ ら れ る 。 ハ イ ブ リ ド

ー マ 細 胞 か ら mRN Aを 調 製 す る キ ッ ト と し て は 、 Fast Track mRN A Isolation Kit（ Invitro

gen社 製 ） 、 Quick Prep mRN A Purification Kit（ Pharmacia社 製 ） 等 が あ げ ら れ る 。

　 cD N Aの 合 成 及 び cD N Aラ イ ブ ラ リ ー 作 製 法 と し て は 、 常 法 ［ Molecular Cloning, A Labor

atory Manual, Second Edition(Cold Spring Harbor Laboratory Press,1989)； Current

Protocols in Molecular Biology], Supplement 1-34]、 或 い は 市 販 の キ ッ ト 、 例 え ば 、 S

uper ScriptT M Plasmid System for cD N A Synthesis and Plasmid Cloning(Invitrogen社

製 ） や ZAP-cD N A Synthesis Kit(Stratagene社 製 ） を 用 い る 方 法 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ １ ３ ８ 】

　 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 の 際 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 抽 出 し た mRN Aを 鋳 型 と し て 合 成

し た cD N Aを 組 み 込 む ベ ク タ ー は 、 該 cD N Aを 組 み 込 め る ベ ク タ ー で あ れ ば い か な る も の で も

用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ZAP Express[Strategies,5,58(1992)］ 、 pBluescript II

SK(+)[Nucleic Acids Research,17,9494(1989)]、 λ ZAPII（ Stratagene社 製 ） 、 λ gt10、

λ gt11［ D N A Cloning:A Practical Approach,I,49(1985)］ 、 Lambda BlueMid（ Clontech

社 製 ） 、 λ ExCell、 pT7T3 18U（ Pharmacia社 製 ） 、 pcD2［ Mol.Cell .Biol. ,3,280 (1983)

］ 及 び pUC18[Gene,33,103(1985)］ 等 が 用 い ら れ る 。

【 ０ １ ３ ９ 】

　 フ ァ ー ジ 或 い は プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に よ り 構 築 さ れ る cD N Aラ イ ブ ラ リ ー を 導 入 す る 大 腸

菌 と し て は 該 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー を 導 入 、 発 現 及 び 維 持 で き る も の で あ れ ば い か な る も の で

も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 XL1-Blue M RF＇ [Strategies,5,81(1992)]、 C600[Geneti

cs,39,440(1954)]、 Y1088、 Y1090[Science,222,778(1983)]、 N M522[J.Mol.Biol. ,166,1(1

983)]、 K802[J.Mol.Biol. ,16,118(1966)]及 び JM105[Gene,38,275(1985)]等 が 用 い ら れ る

。

【 ０ １ ４ ０ 】

　 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー か ら の 非 ヒ ト 抗 体 の V Hま た は VLを コ ー ド す る cD N Aク ロ ー ン の 選 択 法 と

し て は 、 ア イ ソ ト ー プ 或 い は 蛍 光 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用 い た コ ロ ニ ー ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン 法 或 い は プ ラ ー ク ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 [Molecular Cloning, A Laboratory

 Manual, Second Edition(Cold Spring Harbor Laboratory Press,1989)]に よ り 選 択 す る

こ と が で き る 。 ま た 、 プ ラ イ マ ー を 調 製 し 、 mRN Aか ら 合 成 し た cD N A或 い は cD N Aラ イ ブ ラ リ

ー を 鋳 型 と し て 、 Polymerase Chain Reaction［ 以 下 、 PCR法 と 表 記 す る ； Molecular Clon

ing,A Laboratory Manual, Second Edition、 Cold Spring Harbor Laboratory Press(198

9);Current Protocols in Molecular Biology, Supplement 1-34］ に よ り V Hま た は VLを コ
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ー ド す る cD N Aを 調 製 す る こ と も で き る 。

【 ０ １ ４ １ 】

　 上 記 方 法 に よ り 選 択 さ れ た cD N Aを 、 適 当 な 制 限 酵 素 等 で 切 断 後 、 pBluescript SK(-)（ S

tratagene社 製 ） 等 の プ ラ ス ミ ド に ク ロ ー ニ ン グ し 、 通 常 用 い ら れ る 塩 基 配 列 解 析 方 法 、

例 え ば 、 サ ン ガ ー （ Sanger, F.） ら の ジ デ オ キ シ 法 ［ Proc.Natl .Acad.Sci.USA,74,5463(1

977)］ 等 の 反 応 を 行 い 、 塩 基 配 列 自 動 分 析 装 置 、 例 え ば 、 A.L.F.D N Aシ ー ク エ ン サ ー （ Pha

rmacia社 製 ） 等 を 用 い て 解 析 す る こ と で 該 cD N Aの 塩 基 配 列 を 決 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ４ ２ 】

　 決 定 し た 塩 基 配 列 か ら V H及 び VLの 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 推 定 し 、 既 知 の 抗 体 の V H及

び VLの 全 ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Sequences of Proteins of Im munological Interest,US Dept.He

alth and Human Services(1991)］ と 比 較 す る こ と に よ り 、 取 得 し た cD N Aが 分 泌 シ グ ナ ル

配 列 を 含 む 抗 体 の V H及 び VLの 完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る か を そ れ ぞ れ 確 認 す る

こ と が で き る 。 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 抗 体 の V H及 び VLの 完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て は

、 既 知 の 抗 体 の V H及 び VLの 全 ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Sequences of Proteins of Im munological I

nterest,US Dept.Health and Human Services(1991)］ と 比 較 す る こ と に よ り 、 分 泌 シ グ

ナ ル 配 列 の 長 さ 及 び N末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 を 推 定 で き 、 更 に は そ れ ら が 属 す る サ ブ グ ル ー プ

を 知 る こ と が で き る 。 ま た 、 V H及 び VLの 各 CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て も 、 既 知 の 抗 体 の V

H及 び VLの ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Sequences of Proteins of Im munological Interest,US Dept.H

ealth and Human Services(1991)］ と 比 較 す る こ と に よ っ て 見 出 す こ と が で き る 。

【 ０ １ ４ ３ 】

　 更 に V H及 び VLの 完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 任 意 の デ ー タ ベ ー ス 、 例 え ば 、 SWISS-PROT

や PIR-Protein等 に 対 し て BLAST法 ［ J.Mol.Biol. ,215,403(1990)］ 等 の 配 列 の 相 同 性 検 索

を 行 い 、 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 が 新 規 な も の で あ る か ど う か を 確 認 す る こ と が で き る 。

　 （ ３ ） ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー の 構 築

　 本 項 2の (1)に 記 載 の 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 発 現 用 ベ ク タ ー の ヒ ト 抗 体 の CHま た は CLを コ ー ド

す る そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の 上 流 に 、 そ れ ぞ れ 非 ヒ ト 抗 体 の V Hま た は VLを コ ー ド す る cD N Aを そ

れ ぞ れ ク ロ ー ニ ン グ し 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 例 え ば

、 非 ヒ ト 抗 体 の V Hま た は VLを コ ー ド す る cD N Aの 3＇ 末 端 側 と 、 ヒ ト 抗 体 の CHま た は CLの 5＇

末 端 側 と を 連 結 す る た め に 、 連 結 部 分 の 塩 基 配 列 が 適 切 な ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し 、 か つ 適 当

な 制 限 酵 素 認 識 配 列 に な る よ う に 設 計 し た 、 V Hお よ び VLの ｃ D N Aを 作 製 す る 。 作 製 さ れ た V

Hお よ び VLの cD N Aを 、 そ れ ぞ れ を 本 項 2の (1)に 記 載 の ヒ ト 化 抗 体 発 現 用 ベ ク タ ー の ヒ ト 抗

体 の CHま た は CLを コ ー ド す る そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の 上 流 に そ れ ら が 適 切 な 形 で 発 現 す る 様 に

そ れ ぞ れ ク ロ ー ニ ン グ し 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 ま た

、 非 ヒ ト 抗 体 V Hま た は VLを コ ー ド す る cD N Aを 、 適 当 な 制 限 酵 素 の 認 識 配 列 を 両 端 に 有 す る

合 成 D N Aを 用 い て PCR法 に よ り そ れ ぞ れ 増 幅 し 、 そ れ ぞ れ を 本 項 2の (1)に 記 載 の 遺 伝 子 組 換

え 抗 体 発 現 用 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と も で き る 。

【 ０ １ ４ ４ 】

　 （ ４ ） ヒ ト 化 抗 体 の V領 域 を コ ー ド す る cD N Aの 構 築

　 ヒ ト 化 抗 体 の V Hま た は VLを コ ー ド す る cD N Aは 、 以 下 の 様 に し て 構 築 す る こ と が で き る 。

ま ず 、 非 ヒ ト 抗 体 の V Hま た は VLの CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 移 植 す る ヒ ト 抗 体 の V Hま た は VLの

フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ 以 下 、 FRと 表 記 す る ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 選 択 す る 。 選 択 す

る FRの ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 ヒ ト 抗 体 由 来 の も の で あ れ ば 、 い ず れ の も の で も 良 い 。 例

え ば 、 Protein Data Bank等 の デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る ヒ ト 抗 体 の FRの ア ミ ノ 酸 配

列 、 ヒ ト 抗 体 の FRの 各 サ ブ グ ル ー プ の 共 通 ア ミ ノ 酸 配 列 ［ Sequences of Proteins of Im m

unological Interest,US Dept.Health and Human Services(1991)］ 等 が あ げ ら れ る 。 抗

体 の 結 合 活 性 の 低 下 を 抑 え る た め 、 元 の 抗 体 の V Hま た は VLの FRの ア ミ ノ 酸 配 列 と で き る だ

け 高 い 相 同 性 （ 少 な く と も ６ ０ ％ 以 上 ） の FRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 選 択 す る 。 次 に 、 選 択 し た

ヒ ト 抗 体 の V Hま た は VLの FRの ア ミ ノ 酸 配 列 に 、 も と の 抗 体 の CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ

れ 移 植 し 、 ヒ ト 化 抗 体 の V Hま た は VLの ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 設 計 す る 。 設 計 し た ア ミ ノ

酸 配 列 を 抗 体 の 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に 見 ら れ る コ ド ン の 使 用 頻 度 ［ Sequences of Proteins
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of Im munological Interest,US Dept.Health and Human Services(1991)］ を 考 慮 し て D N A

配 列 に 変 換 し 、 ヒ ト 化 抗 体 の V Hま た は VLの ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る D N A配 列 を そ れ ぞ れ

設 計 す る 。 設 計 し た D N A配 列 に 基 づ き 、 100塩 基 前 後 の 長 さ か ら な る 数 本 の 合 成 D N Aを 合 成

し 、 そ れ ら を 用 い て PCR法 を 行 う 。 こ の 場 合 、 PCRで の 反 応 効 率 及 び 合 成 可 能 な D N Aの 長 さ

か ら 、 H鎖 、 L鎖 と も ６ 本 の 合 成 D N Aを 設 計 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ １ ４ ５ 】

　 ま た 、 両 端 に 位 置 す る 合 成 D N Aの 5＇ 末 端 に 適 当 な 制 限 酵 素 の 認 識 配 列 を 導 入 す る こ と で

、 本 項 ２ の （ １ ） で 構 築 し た ヒ ト 化 抗 体 発 現 用 ベ ク タ ー に 容 易 に ヒ ト 化 抗 体 の V Hま た は VL

を コ ー ド す る ｃ D N Aを ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 PCR反 応 後 、 増 幅 産 物 を pBluescrip

t SK(-)（ Stratagene社 製 ） 等 の プ ラ ス ミ ド に そ れ ぞ れ ク ロ ー ニ ン グ し 、 本 項 ２ の （ ２ ）

に 記 載 の 方 法 に よ り 、 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 所 望 の ヒ ト 化 抗 体 の V Hま た は VLの ア ミ ノ 酸 配 列

を コ ー ド す る D N A配 列 を 有 す る プ ラ ス ミ ド を 取 得 す る 。

【 ０ １ ４ ６ 】

　 （ ５ ） ヒ ト 化 抗 体 の V領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 改 変

　 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 抗 体 の V H及 び VLの CDRの み を ヒ ト 抗 体 の V H及 び VLの FRに 移 植 し た

だ け で は 、 そ の 抗 原 結 合 活 性 は 元 の 非 ヒ ト 抗 体 に 比 べ て 低 下 し て し ま う こ と が 知 ら れ て い

る ［ BIO/TECH N OLO G Y,9,266(1991)］ 。 こ の 原 因 と し て は 、 元 の 非 ヒ ト 抗 体 の V H及 び VLで は

、 CDRだ け で な く 、 FR内 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 直 接 的 或 い は 間 接 的 に 抗 原 結 合 活 性 に 関 与 し て

い る た め 、 ヒ ト 化 に よ り 非 ヒ ト 抗 体 の FRの ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 ヒ ト 抗 体 の FRの ア ミ ノ 酸 残 基

に 置 換 さ れ る と 、 結 抗 原 合 活 性 が 低 下 し て し ま う と 考 え ら れ て い る 。 こ の 問 題 を 解 決 す る

た め 、 ヒ ト 化 抗 体 で は 、 ヒ ト 抗 体 の V H及 び VLの FRの ア ミ ノ 酸 配 列 の 中 で 、 直 接 抗 原 と の 結

合 に 関 与 し て い る ア ミ ノ 酸 残 基 、 CDRの ア ミ ノ 酸 残 基 と 相 互 作 用 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 お よ

び 抗 体 の 立 体 構 造 を 維 持 し 、 間 接 的 に 抗 原 と の 結 合 に 関 与 し て い る ア ミ ノ 酸 残 基 を 同 定 し

、 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 残 基 を 元 の 非 ヒ ト 抗 体 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 す る こ と に よ り 、 低 下 し

た 抗 原 結 合 活 性 を 上 昇 さ せ る こ と が 行 わ れ て い る ［ BIO/TECH N OLO G Y,9,266(1991)］ 。 ヒ ト

化 抗 体 の 作 製 に お い て は 、 そ れ ら 抗 原 結 合 活 性 に 関 わ る FRの ア ミ ノ 酸 残 基 を 如 何 に 効 率 よ

く 同 定 す る た め に 、 Ｘ 線 結 晶 解 析 ［ J. Mol. Biol. , 112, 535(1977)]或 い は コ ン ピ ュ ー タ

ー モ デ リ ン グ [Protein Engineering,7, 1501(1994)]等 に よ る 抗 体 の 立 体 構 造 の 構 築 及 び

解 析 が 行 わ れ て い る 。 こ れ ら 抗 体 の 立 体 構 造 の 情 報 は 、 ヒ ト 化 抗 体 の 作 製 に 多 く の 有 益 な

情 報 を も た ら し て 来 た が 、 そ の 一 方 、 あ ら ゆ る 抗 体 に 適 応 可 能 な ヒ ト 化 抗 体 の 作 製 法 は 未

だ 確 立 さ れ て お ら ず 、 現 状 で は そ れ ぞ れ の 抗 体 に つ い て 数 種 の 改 変 体 を 作 製 し 、 そ れ ぞ れ

の 抗 原 結 合 活 性 と の 相 関 を 検 討 す る 等 の 種 々 の 試 行 錯 誤 が 必 要 で あ る 。

【 ０ １ ４ ７ 】

　 ヒ ト 抗 体 の V H及 び VLの FRの ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 改 変 用 合 成 D N Aを 用 い て 本 項 ２ の （ ４ ） に

記 載 の PCR法 を 行 う こ と に よ り 、 改 変 さ せ る こ と が で き る 。 PCR後 の 増 幅 産 物 に つ い て 本 項

2の (2)に 記 載 の 方 法 に よ り 、 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 目 的 の 改 変 が 施 さ れ た こ と を 確 認 す る 。

　 （ ６ ） ヒ ト 化 抗 体 発 現 ベ ク タ ー の 構 築

　 本 項 2の (1)に 記 載 の 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 発 現 用 ベ ク タ ー の ヒ ト 抗 体 の CHま た は CLを コ ー ド

す る そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の 上 流 に 、 構 築 し た 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 の V Hま た は VLを コ ー ド す る cD

N Aを そ れ ぞ れ ク ロ ー ニ ン グ し 、 ヒ ト 化 抗 体 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ４ ８ 】

　 例 え ば 、 本 項 2の (4)及 び (5)で ヒ ト 化 抗 体 の V Hま た は VLを 構 築 す る 際 に 用 い る 合 成 D N Aの

う ち 、 両 端 に 位 置 す る 合 成 D N Aの 5＇ 末 端 に 適 当 な 制 限 酵 素 の 認 識 配 列 を 導 入 す る こ と で 、

本 項 2の (1)に 記 載 の ヒ ト 化 抗 体 発 現 用 ベ ク タ ー の ヒ ト 抗 体 の CHま た は CLを コ ー ド す る そ れ

ぞ れ の 遺 伝 子 の 上 流 に そ れ ら が 適 切 な 形 で 発 現 す る よ う に そ れ ぞ れ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と

が で き る 。

【 ０ １ ４ ９ 】

　 （ ７ ） 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 の 一 過 性 発 現

　 作 製 し た 多 種 類 の ヒ ト 化 抗 体 の 抗 原 結 合 活 性 を 効 率 的 に 評 価 す る た め に 、 本 項 ２ の （ ３

） 及 び （ ６ ） に 記 載 の 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 発 現 ベ ク タ ー 、 或 い は そ れ ら を 改 変 し た 発 現 ベ ク
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タ ー を 用 い て 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 の 一 過 性 発 現 を 行 う こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す

る 宿 主 細 胞 と し て は 、 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 を 発 現 で き る 宿 主 細 胞 で あ れ ば 、 い か な る 細 胞 で

も 用 い る こ と が で き る が 、 そ の 発 現 量 の 高 さ か ら 、 COS-7細 胞 （ ATCC CRL1651） が 一 般 に

用 い ら れ る ［ Methods in Nucleic Acids Res.,CRC press,283(1991)］ 。 COS-7細 胞 へ の 発

現 ベ ク タ ー の 導 入 法 と し て は 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 法 ［ Methods in Nucleic Acids Res.,C

RC press,283(1991)］ 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 ［ Proc.Natl .Acad.Sci.USA,84,7413(1987)］

等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ １ ５ ０ 】

　 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 後 、 培 養 上 清 中 の 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 の 発 現 量 及 び 抗 原 結 合 活 性 は 酵

素 免 疫 抗 体 法 ［ 以 下 、 ELISA法 と 表 記 す る ； Monoclonal Antibodies-Principles and prac

tice, Third edition,Academic Press(1996)、 Antibodies-A Laboratory Manual,Cold Sp

ring Harbor Laboratory(1988)、 単 ク ロ ー ン 抗 体 実 験 マ ニ ュ ア ル 、 講 談 社 サ イ エ ン テ ィ フ

ィ ッ ク (1987)］ 等 に よ り 測 定 で き る 。

【 ０ １ ５ １ 】

　 （ ８ ） 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 の 安 定 発 現

　 本 項 ２ の （ ３ ） 及 び （ ６ ） に 記 載 の 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 発 現 ベ ク タ ー を 適 当 な 宿 主 細 胞 に

導 入 す る こ と に よ り 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 を 安 定 に 発 現 す る 形 質 転 換 株 を 得 る こ と が で き る 。

　 宿 主 細 胞 へ の 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 法 と し て は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 ［ 特 開 平 2-25

7891、 Cytotechnology,3,133(1990)］ 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ １ ５ ２ 】

　 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る 宿 主 細 胞 と し て は 、 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 を 発 現

さ せ る こ と が で き る 宿 主 細 胞 で あ れ ば 、 い か な る 細 胞 で も 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、

マ ウ ス SP2/0-Ag14細 胞 （ ATCC CRL1581） 、 マ ウ ス P3X63-Ag8.653細 胞 （ ATCC CRL1580） 、

２ 種 類 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 で あ る CH O/dhFr-細 胞 (ATCC CRL9096)及 び CH O/D

G44細 胞 [Somatic Cell and Molecular Genetics， 1 2 , 5 5 5 ( 1 9 8 6)]、 レ ク チ ン 耐 性 を 獲 得 し

た Lec13[Somatic Cell and Molecular genetics,12,55(1986)]、 α 1,6-フ コ ー ス 転 移 酵 素

遺 伝 子 が 欠 損 し た CH O細 胞 （ W O05/35586、 W O02/31140） 、 ラ ッ ト YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20

細 胞 （ ATCC CRL1662） な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ １ ５ ３ 】

　 上 記 宿 主 細 胞 の 他 、 細 胞 内 糖 ヌ ク レ オ チ ド G DP-フ コ ー ス の 合 成 に 関 与 す る 酵 素 な ど の タ

ン パ ク 質 、 N-グ リ コ シ ド 結 合 複 合 型 糖 鎖 の 還 元 末 端 の N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の ６ 位 に フ

コ ー ス の １ 位 が α 結 合 す る 糖 鎖 修 飾 に 関 与 す る 酵 素 な ど の タ ン パ ク 質 ま た は 細 胞 内 糖 ヌ ク

レ オ チ ド G DP-フ コ ー ス の ゴ ル ジ 体 へ の 輸 送 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 な ど の 活 性 が 低 下 ま た は

欠 失 し た 宿 主 細 胞 、 好 ま し く は W O05/35586 、 W O02/31140等 に 記 載 の α 1,6-フ コ ー ス 転 移

酵 素 遺 伝 子 が 欠 損 し た CH O細 胞 な ど を 用 い る こ と も で き る 。

【 ０ １ ５ ４ 】

　 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 後 、 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 を 安 定 に 発 現 す る 形 質 転 換 株 は 、 特 開 平 2-25

7891に 開 示 さ れ て い る 方 法 に 従 い 、 G418硫 酸 塩 （ 以 下 、 G418と 表 記 す る ： SIG M A社 製 ） 等

の 薬 剤 を 含 む 動 物 細 胞 培 養 用 培 地 で 培 養 す る こ と に よ り 選 択 で き る 。 動 物 細 胞 培 養 用 培 地

と し て は 、 RPMI1640培 地 （ Invitrogen社 製 ） 、 GIT培 地 （ 日 本 製 薬 社 製 ） 、 EX-CELL301培

地 （ JRH社 製 ） 、 IM D M培 地 （ Invitrogen社 製 ） 、 Hybridoma-SFM培 地 （ Invitrogen社 製 ） 、

ま た は こ れ ら 培 地 に 牛 胎 児 血 清 （ 以 下 、 FCSと 表 記 す る ） 等 の 各 種 添 加 物 を 添 加 し た 培 地

等 を 用 い る こ と が で き る 。 得 ら れ た 形 質 転 換 株 を 培 地 中 で 培 養 す る こ と で 培 養 上 清 中 に 遺

伝 子 組 換 え 抗 体 を 発 現 蓄 積 さ せ る こ と が で き る 。 培 養 上 清 中 の 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 の 発 現 量

及 び 抗 原 結 合 活 性 は ELISA法 等 に よ り 測 定 で き る 。 ま た 、 形 質 転 換 株 は 、 特 開 平 2-257891

に 開 示 さ れ て い る 方 法 に 従 い 、 D HFR増 幅 系 等 を 利 用 し て 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 の 発 現 量 を 上 昇

さ せ る こ と が で き る 。

【 ０ １ ５ ５ 】

　 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 は 、 形 質 転 換 株 の 培 養 上 清 よ り プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る

こ と が で き る [Monoclonal Antibodies-Principles and practice,Third edition,Academi
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c Press(1996)、 Antibodies-A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Laboratory(1988

)]。 ま た 、 そ の 他 に 通 常 、 タ ン パ ク 質 の 精 製 で 用 い ら れ る 精 製 方 法 を 使 用 す る こ と が で き

る 。 例 え ば 、 ゲ ル 濾 過 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び 限 外 濾 過 等 を 組 み 合 わ せ て 行

い 、 精 製 す る こ と が で き る 。 精 製 し た 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 の H鎖 、 L鎖 或 い は 抗 体 分 子 全 体 の

分 子 量 は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 ［ 以 下 、 SDS-PA GEと 表 記 す る ： Nature, 227,

680(1970)］ や ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 ［ Monoclonal Antibodies-Principles and pr

actice,Third edition,Academic Press(1996)、 Antibodies-A Laboratory Manual,Cold S

pring Harbor Laboratory(1988)］ 等 で 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ５ ６ 】

　 ３ ． 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 の 活 性 評 価

　 精 製 し た 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 の 反 応 特 異 性 は 、 下 記 の よ う に し て 評 価 す る こ と

が で き る 。

　 正 常 型 糖 鎖 を 発 現 す る 細 胞 、 お よ び O結 合 型 糖 鎖 合 成 プ ロ セ ス に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド

上 の Ser/Thrに 結 合 し た GalN Acに Galを 付 加 す る 酵 素 、 該 酵 素 の 活 性 に 関 与 す る タ ン パ ク 質

ま た は uridine 5＇ -diphospate-galactose（ U DP-galactose） の 輸 送 に 関 わ る タ ン パ ク 質

な ど の 活 性 が 、 低 下 ま た は 欠 損 し た 細 胞 株 を 宿 主 と し て 、 CD27コ ー ド す る 塩 基 配 列 （ 配 列

番 号 １ ） を 発 現 さ せ た CD27発 現 細 胞 を そ れ ぞ れ 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 、

正 常 O結 合 型 糖 鎖 を 有 す る CD27を 発 現 し た 細 胞 、 糖 鎖 不 全 CD27を 発 現 し た 細 胞 を 作 製 し 、

そ れ ぞ れ の CD27を 発 現 す る 細 胞 株 と 精 製 抗 体 と の 反 応 性 を 、 ELISA法 お よ び 蛍 光 抗 体 法 ［ C

ancer Im munol.Im munother. ,36,373(1993)］ な ど で 測 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ５ ７ 】

　 ま た 、 CD27の 細 胞 外 ド メ イ ン を 融 合 タ ン パ ク 質 な ど の 可 溶 化 体 と し て 上 述 の 宿 主 細 胞 に

そ れ ぞ れ 発 現 さ せ 、 適 切 な 条 件 下 で 精 製 す る こ と で 、 立 体 構 造 を 保 持 し た CD27可 溶 型 タ ン

パ ク 質 を そ れ ぞ れ 調 製 す る こ と が で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 と し て は 、 CD27タ ン パ ク 質 を 、

抗 体 定 常 領 域 （ Fcと も い う ） 、 GSTタ グ 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ （ Hisタ グ と も い う ） ま た は Myc

タ グ な ど の 別 の ポ リ ペ プ チ ド と 融 合 し た も の が あ げ ら れ る 。 該 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Protei

n A、 ニ ッ ケ ル カ ラ ム 、 特 異 的 抗 体 カ ラ ム な ど の 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い る こ と に

よ り 分 離 精 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 精 製 CD27可 溶 型 タ ン パ ク 質 と 精 製 抗 体 と の 反 応 性

を 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ SPR） を 利 用 し た BIAcoreT M、 ELISA法 や 免 疫 沈 降 法 等 に よ り 測

定 す る こ と も で き る [Monoclonal Antibodies-Principles and practice,Third edition,A

cademic Press(1996)、 Antibodies-A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Laborator

y(1988)]。

【 ０ １ ５ ８ 】

　 糖 鎖 不 全 CD27を 発 現 し て い る 培 養 細 胞 株 に 対 す る 細 胞 傷 害 活 性 は 、 CDC活 性 、 A DCC活 性

等 を 、 公 知 の 方 法 ［ Cancer Im munol.Im munother. ,36,373(1993)］ で 測 定 し 、 評 価 す る こ

と が で き る 。

　 ４ ． 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ 該 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 を 用 い た 疾 患 の 診 断 方 法

　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い て 糖 鎖 不 全 CD27ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 し た

細 胞 を 検 出 ま た は 定 量 す る こ と に よ り 、 糖 鎖 不 全 CD27が 関 連 す る 疾 患 を 診 断 す る こ と が で

き る 。

【 ０ １ ５ ９ 】

　 糖 鎖 不 全 CD27が 関 与 す る 疾 患 と し て は 、 生 体 内 に お い て 糖 鎖 不 全 CD27ポ リ ペ プ チ ド が 発

現 し て い る 細 胞 が 見 出 さ れ る 疾 患 で あ れ ば い か な る も の も 包 含 す る 。 具 体 的 に は IgA腎 症

あ る い は 癌 が あ げ ら れ る 。 癌 と し て は 、 B、 T細 胞 分 化 過 程 由 来 の 癌 が あ げ ら れ 、 具 体 的 に

は 、 マ ン ト ル 細 胞 リ ン パ 腫 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 小 リ ン パ 性 白 血 病 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ

腫 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 、 モ ル ト リ ン パ 腫 、 び ま ん 性 大 細 胞 リ ン パ 腫 、 形 質 細 胞 腫 、 等 、 種 々

の 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ １ ６ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 糖 鎖 不 全 CD27ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 ま た は 測 定 す る 対 象 と な る 生 体 試 料 と
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し て は 、 組 織 細 胞 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 膵 液 、 尿 、 糞 便 、 組 織 液 、 培 養 液 な ど 、 該 ポ リ ペ

プ チ ド を 含 む 可 能 性 の あ る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。

　 糖 鎖 不 全 CD27が 関 連 す る 疾 患 の う ち 、 例 え ば IgA腎 症 の 診 断 は 以 下 の よ う に し て 行 う こ

と が で き る 。

【 ０ １ ６ １ 】

　 複 数 の 健 常 者 の 生 体 か ら 採 取 し た 生 体 試 料 に つ い て 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 、

ま た は こ れ ら の 誘 導 体 を 用 い 、 下 記 の 免 疫 学 的 手 法 を 用 い て 、 糖 鎖 不 全 CD27ポ リ ペ プ チ ド

の 検 出 ま た は 測 定 を 行 い 、 健 常 者 の 生 体 試 料 中 の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 を 確 認 す る 。 被

験 者 の 生 体 試 料 中 に つ い て も 同 様 に 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 を 調 べ 、 そ の 発 現 量 を 健 常 者

の 発 現 量 と 比 較 す る 。 被 験 者 の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 が 健 常 者 と 比 較 し て 増 加 し て い る

場 合 に は 、 IgA腎 症 で あ る 、 あ る い は 将 来 IgA腎 症 を 発 症 す る 可 能 性 が 高 い と 診 断 す る こ と

が で き る 。

　 糖 鎖 不 全 CD27が 関 連 す る 疾 患 の う ち 、 例 え ば 癌 の 診 断 は 以 下 の よ う に し て 行 う こ と が で

き る 。

【 ０ １ ６ ２ 】

　 複 数 の 健 常 者 の 生 体 か ら 採 取 し た 生 体 試 料 に つ い て 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 、

ま た は こ れ ら の 誘 導 体 を 用 い 、 下 記 の 免 疫 学 的 手 法 を 用 い て 、 糖 鎖 不 全 CD27の 検 出 ま た は

測 定 を 行 い 、 健 常 者 の 生 体 試 料 中 の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 を 確 認 す る 。 被 験 者 の 生 体 試

料 中 に つ い て も 同 様 に 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 を 調 べ 、 そ の 発 現 量 を 健 常 者 の 発 現 量 と 比

較 す る 。 被 験 者 の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 が 健 常 者 と 比 較 し て 増 加 し て い る 場 合 に は 、 癌

が 陽 性 で あ る と 診 断 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ６ ３ 】

　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 を 含 有 す る 診 断 薬 は 、 目 的 の 診

断 方 法 に 応 じ て 、 抗 原 抗 体 反 応 を 行 う た め の 試 薬 、 該 反 応 の 検 出 用 試 薬 を 含 ん で も よ い 。

抗 原 抗 体 反 応 を 行 う た め の 試 薬 と し て は 、 緩 衝 剤 、 塩 な ど が あ げ ら れ る 。 検 出 用 試 薬 と し

て は 、 抗 体 も し く は 該 抗 体 断 片 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 を 認 識 す

る 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 、 標 識 物 の 基 質 な ど 、 通 常 の 免 疫 学 的 検 出 ま た は 測 定 法 に 用 い ら れ

る 試 薬 が あ げ ら れ る 。

【 ０ １ ６ ４ 】

　 本 発 明 に お い て 糖 鎖 不 全 CD27の 量 を 検 出 ま た は 測 定 す る 方 法 と し て は 、 任 意 の 公 知 の 方

法 が あ げ ら れ る 。 例 え ば 、 免 疫 学 的 検 出 ま た は 測 定 方 法 な ど が あ げ ら れ る 。

　 免 疫 学 的 検 出 ま た は 測 定 方 法 と は 、 標 識 を 施 し た 抗 原 ま た は 抗 体 を 用 い て 、 抗 体 量 ま た

は 抗 原 量 を 検 出 ま た は 測 定 す る 方 法 で あ る 。 免 疫 学 的 検 出 ま た は 測 定 方 法 と し て は 、 放 射

性 物 質 標 識 免 疫 抗 体 法 （ RIA） 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ EIAま た は ELISA） 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 （ F

IA） 、 発 光 免 疫 測 定 法 （ luminescent im munoassay） 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び 物 理

化 学 的 手 法 （ TIA、 LAPIA、 PCIA） な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ １ ６ ５ 】

　 放 射 性 物 質 標 識 免 疫 抗 体 法 （ RIA） と し て は 、 例 え ば 、 抗 原 ま た は 抗 原 を 発 現 し た 細 胞

な ど に 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 反 応 さ せ 、 さ ら に 放 射 線 標 識 を 施 し た 抗 イ ム ノ

グ ロ ブ リ ン 抗 体 ま た は 結 合 断 片 を 反 応 さ せ た 後 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー な ど で 測 定

す る 方 法 が あ げ ら れ る 。

　 酵 素 免 疫 測 定 法 （ EIAま た は ELISA） と し て は 、 例 え ば 、 抗 原 ま た は 抗 原 を 発 現 し た 細 胞

な ど に 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 反 応 さ せ 、 さ ら に 標 識 を 施 し た 抗 イ ム ノ グ ロ ブ

リ ン 抗 体 ま た は 結 合 断 片 を 反 応 さ せ た 後 、 発 色 色 素 を 吸 光 光 度 計 で 測 定 す る 方 法 が あ げ ら

れ 、 例 え ば サ ン ド イ ッ チ ELISA法 な ど が 用 い ら れ る 。 酵 素 免 疫 測 定 法 で 用 い る 標 識 体 と し

て は 、 前 述 の と お り 、 任 意 の 公 知 （ 石 川 榮 次 ら 編 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 医 学 書 院 ） の 酵 素 標

識 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標

識 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 標 識 、 ビ オ チ ン 標 識 な ど を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ １ ６ ６ 】

　 サ ン ド イ ッ チ ELISA法 は 、 固 相 に 抗 体 を 結 合 さ せ た 後 、 検 出 ま た は 測 定 し た い 抗 原 を ト
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ラ ッ プ さ せ 、 ト ラ ッ プ さ れ た 抗 原 に 第 ２ の 抗 体 を 反 応 さ せ る 方 法 で あ る 。 該 ELISA法 で は

、 検 出 ま た は 測 定 し た い 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ っ て 、 抗 原 認 識 部 位 の 異

な る ２ 種 類 の 抗 体 を 準 備 し 、 そ の う ち 、 一 方 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 予 め プ レ ー ト （ 例 え

ば 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト ） に 吸 着 さ せ 、 第 ２ の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を FITCな ど の 蛍 光 物 質 、

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 、 ビ オ チ ン な ど で 標 識 し て お く 。 上 記 の 抗 体 が 吸 着 し た プ レ

ー ト に 、 生 体 内 か ら 分 離 さ れ た 、 細 胞 ま た は そ の 破 砕 液 、 組 織 ま た は そ の 破 砕 液 、 細 胞 培

養 上 清 、 血 清 、 胸 水 、 腹 水 、 眼 液 な ど を 反 応 さ せ た 後 、 標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た

は 抗 体 断 片 を 反 応 さ せ 、 標 識 物 質 に 応 じ た 検 出 反 応 を 行 う 。 該 方 法 に よ り 、 被 験 サ ン プ ル

中 の 抗 原 濃 度 を 測 定 す る 場 合 に は 、 濃 度 既 知 の 抗 原 を 段 階 的 に 希 釈 し て 作 製 し た 検 量 線 よ

り 、 被 験 サ ン プ ル 中 の 抗 原 濃 度 を 算 出 す る こ と が で き る 。 サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に 用 い る

抗 体 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ を 用 い て も よ く 、 Fab

、 Fab＇ 、 F(ab) 2 な ど の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て も よ い 。 サ ン ド イ ッ チ ELISA法 で 用 い る

２ 種 類 の 抗 体 の 組 み 合 わ せ と し て は 、 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま

た は 抗 体 断 片 の 組 み 合 わ せ で も よ い し 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は

抗 体 断 片 の 組 み 合 わ せ で も よ い 。

【 ０ １ ６ ７ 】

　 蛍 光 免 疫 測 定 法 （ FIA） と し て は 、 文 献 ［ Monoclonal Antibodies-Principles and prac

tice, Third edition,Academic Press(1996)； 単 ク ロ ー ン 抗 体 実 験 マ ニ ュ ア ル 、 講 談 社 サ

イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク （ 1987)］ な ど に 記 載 さ れ た 方 法 が あ げ ら れ る 。 蛍 光 免 疫 測 定 法 で 用

い る 標 識 体 と し て は 、 前 述 の と お り 、 任 意 の 公 知 （ 川 生 明 著 、 蛍 光 抗 体 法 、 ソ フ ト サ イ エ

ン ス 社 ） の 蛍 光 標 識 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 FITC標 識 、 RITC標 識 な ど を 用 い る こ

と が で き る 。

【 ０ １ ６ ８ 】

　 発 光 免 疫 測 定 法 （ luminescent im munoassay） と し て は 、 ［ Monoclonal Antibodies-Pri

nciples and practice, Third edition,Academic Press(1996)、 単 ク ロ ー ン 抗 体 実 験 マ ニ

ュ ア ル 、 講 談 社 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク （ 1987） ］ な ど に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て 行 う こ と

が で き る 。 発 光 免 疫 測 定 法 で 用 い る 標 識 体 と し て は 、 前 述 の と お り 、 任 意 の 公 知 ［ 今 井 一

洋 編 、 生 物 発 光 と 化 学 発 光 、 廣 川 書 店 ； 臨 床 検 査 42(1998)］ の 発 光 体 標 識 が あ げ ら れ る 。

例 え ば 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 標 識 、 ロ フ ィ ン 標 識 な ど を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ １ ６ ９ 】

　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 は 、 抗 原 ま た は 抗 原 を 発 現 し た 細 胞 な ど を SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ

ド ゲ ル 電 気 泳 動 ［ Antibodies-A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laboratory,198

8)］ で 分 画 し た 後 、 該 ゲ ル を PV DF膜 ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 該 膜

に 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 反 応 さ せ 、 さ ら に FITCな ど の 蛍 光 物 質 、 ペ ル オ キ

シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 標 識 、 ビ オ チ ン 標 識 な ど を 施 し た 抗 マ ウ ス IgG抗 体 ま た は 結 合 断 片 を

反 応 さ せ た 後 、 該 標 識 を 可 視 化 す る こ と に よ っ て 確 認 す る 方 法 で あ る 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ

ト 法 の 一 例 を 以 下 に 示 す 。

【 ０ １ ７ ０ 】

　 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 細 胞 や 組 織 を

溶 解 し 、 還 元 条 件 下 で レ ー ン あ た り の タ ン パ ク 量 と し て 0.1～ 30μ gを SDS-PA GE法 に よ り 泳

動 す る 。 泳 動 さ れ た タ ン パ ク 質 を PV DF膜 に ト ラ ン ス フ ァ ー し 1％ BSAを 含 む PBS（ 以 下 、 BSA

-PBSと 表 記 す る ） に 室 温 で 30分 間 反 応 さ せ ブ ロ ッ キ ン グ 操 作 を 行 う 。 こ こ で 本 発 明 の モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 反 応 さ せ 、 0.05 ％ の Tween-20を 含 む PBS（ 以 下 、 Tween-PBSと 表 記 す る

） で 洗 浄 し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgGを 室 温 で ２ 時 間 反 応 さ せ る 。 Twe

en-PBSで 洗 浄 し 、 ECLT M Western blotting detection reagents(A mersham社 製 )な ど を 用 い

て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 し た バ ン ド を 検 出 す る こ と に よ り 、 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る ア

ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と が で き る 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で

の 検 出 に 用 い ら れ る 抗 体 と し て は 、 天 然 型 の 立 体 構 造 を 保 持 し て い な い ポ リ ペ プ チ ド に 結

合 で き る 抗 体 が 用 い ら れ る 。

【 ０ １ ７ １ 】
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　 物 理 化 学 的 手 法 と は 、 具 体 的 に は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い て 、 抗 原 で あ

る ガ ラ ク ト ー ス を 欠 損 し た O型 糖 鎖 を 結 合 す る CD27と 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 と を

結 合 さ せ る こ と に よ り 凝 集 体 を 形 成 さ せ て 、 こ の 凝 集 体 を 検 出 す る こ と に よ り 行 う 。 こ の

他 に 物 理 化 学 的 手 法 と し て は 、 毛 細 管 法 、 一 次 元 免 疫 拡 散 法 、 免 疫 比 濁 法 あ る い は ラ テ ッ

ク ス 免 疫 比 濁 法 等 が あ げ ら れ る ［ 臨 床 検 査 法 提 要 、 金 原 出 版 ， 499(1998)]。

【 ０ １ ７ ２ 】

　 例 え ば 、 ラ テ ッ ク ス 免 疫 比 濁 法 で は 、 抗 体 ま た は 抗 原 を 感 作 さ せ た 粒 径 0.1～ 1μ ｍ 程 度

の ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス 等 の 担 体 を 用 い 、 対 応 す る 抗 原 あ る い は 抗 体 に よ り 抗 原 抗 体 反

応 を 起 こ さ せ る と 、 反 応 液 中 の 散 乱 光 は 増 加 し 、 透 過 光 は 減 少 す る 。 こ の 変 化 を 吸 光 度 あ

る い は 積 分 球 濁 度 と し て 検 出 す る こ と に よ り 被 験 サ ン プ ル 中 の 抗 原 濃 度 な ど を 測 定 す る こ

と が で き る 。

【 ０ １ ７ ３ 】

　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 は 、 糖 鎖 不 全 CD27ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 領 域 に 結 合 で き

る た め 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 し て い る 細 胞 の 検 出 に 好 適 に 用 い ら れ る 。

　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 し て い る 細 胞 の 検 出 に は 、 公 知 の 免 疫 学 的 検 出 法 を 用 い る こ と が

で き る が 、 免 疫 沈 降 法 、 免 疫 細 胞 染 色 法 、 お よ び 免 疫 組 織 染 色 法 な ど が 、 好 ま し く 用 い ら

れ る 。 ま た 、 FM AT8100HTSシ ス テ ム （ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム 社 製 ） を 用 い る 蛍 光 抗 体

染 色 法 な ど も 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ １ ７ ４ 】

　 免 疫 沈 降 法 と は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し た 細 胞 な ど を 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま

た は 抗 体 断 片 と 反 応 さ せ た 後 、 プ ロ テ イ ン Ｇ － セ フ ァ ロ ー ス な ど の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に 特

異 的 な 結 合 能 を 有 す る 担 体 を 加 え て 抗 原 抗 体 複 合 体 を 沈 降 さ せ る 方 法 で あ る 。 あ る い は 以

下 の よ う な 方 法 に よ っ て も 行 う こ と が で き る 。

　 ELISA用 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 上 述 し た 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 固 相 化 し た 後 、 B

SA-PBSに よ り ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 抗 体 が 精 製 さ れ て い な い 状 態 の 例 え ば ハ イ ブ リ ド ー マ 株

培 養 上 清 な ど の 精 製 さ れ て い な い 状 態 で あ る 場 合 に は 、 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン あ る い

は ラ ッ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ま た は プ ロ テ イ ン Ａ あ る い は Ｇ な ど を あ ら か じ め ELISA用 96ウ

ェ ル プ レ ー ト に 固 相 化 し BSA-PBSで ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 株 培 養 上 清 を 分

注 し て 結 合 さ せ る 。 BSA-PBSを 捨 て PBSで よ く 洗 浄 し た 後 、 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸

配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 細 胞 や 組 織 の 溶 解 液 を 反 応 さ せ る 。 よ く 洗 浄 し

た 後 の プ レ ー ト よ り 免 疫 沈 降 物 を SDS-PA GE用 サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー で 抽 出 し 、 上 記 の ウ エ ス

タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 検 出 を 行 う 。

【 ０ １ ７ ５ 】

　 免 疫 細 胞 染 色 法 お よ び 免 疫 組 織 染 色 法 と は 抗 原 を 発 現 し た 細 胞 ま た は 組 織 な ど を 、 場 合

に よ っ て は 抗 体 の 通 過 性 を 良 く す る た め 界 面 活 性 剤 や メ タ ノ ー ル な ど で 処 理 し た 後 、 本 発

明 の 抗 体 を 反 応 さ せ 、 さ ら に FITCな ど の 蛍 光 標 識 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 標 識 、 ビ

オ チ ン 標 識 な ど を 施 し た 抗 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 ま た は 結 合 断 片 を 反 応 さ せ た 後 、 該 標 識

を 可 視 化 し 、 顕 微 鏡 に て 顕 鏡 す る か 、 あ る い は 蛍 光 標 識 の 抗 体 と 細 胞 を 反 応 さ せ 、 フ ロ －

サ イ ト メ ー タ ー に て 解 析 す る 蛍 光 抗 体 染 色 法 （ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ） で あ る 。 例 え ば 、

文 献 ［ Monoclonal Antibodies-Principles and practice, Third edition,Academic Pres

s(1996)、 単 ク ロ ー ン 抗 体 実 験 マ ニ ュ ア ル 、 講 談 社 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク （ 1987） ］ な ど

に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 特 に 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 は 、

糖 鎖 不 全 CD27の 細 胞 外 領 域 に 結 合 で き る た め 、 細 胞 膜 上 に 天 然 型 の 立 体 構 造 を 保 持 し て 発

現 し て い る CD27を 検 出 す る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 解 析 に 好 ま し く 用 い ら れ る 。

【 ０ １ ７ ６ 】

　 ま た 、 蛍 光 抗 体 染 色 法 の 原 理 を 利 用 し た FM AT8100HTSシ ス テ ム （ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス

テ ム 社 製 ） を 用 い る こ と に よ り 、 形 成 さ れ た 抗 体 － 抗 原 複 合 体 と 、 抗 体 － 抗 原 複 合 体 の 形

成 に 関 与 し て い な い 遊 離 の 抗 体 ま た は 抗 原 と を 分 離 す る こ と な く 、 抗 原 量 ま た は 抗 体 量 を

測 定 す る こ と が で き る 。

　 ５ ． 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 し 、 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
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体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い た 疾 患 の 治 療 方 法

　 本 発 明 の 糖 鎖 不 全 CD27ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ 該 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 は 、 糖 鎖 不 全 CD27ポ リ ペ プ チ ド が 関 与 す る 疾 患 の 治

療 に 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ １ ７ ７ 】

　 糖 鎖 不 全 CD27ポ リ ペ プ チ ド が 関 与 す る 疾 患 と し て は 、 生 体 内 に お い て 該 ポ リ ペ プ チ ド を

発 現 し て い る 細 胞 が 見 出 さ れ る 疾 患 で あ れ ば い か な る も の で も よ く 、 例 え ば 、 IgA腎 症 や

癌 な ど が あ げ ら れ る 。

　 更 に 、 IgA腎 症 を 発 症 し 、 ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 を 呈 す る 疾 患 や 腎 不 全 を 呈 す る も の も 、 疾

患 と し て あ げ る こ と が で き る 。

【 ０ １ ７ ８ 】

　 癌 と し て は 、 造 血 器 由 来 の 腫 瘍 （ 血 液 癌 と も い う ） や 上 皮 由 来 の 固 形 癌 が あ げ ら れ る 。

　 血 液 癌 と し て は 、 具 体 的 に 白 血 病 、 リ ン パ 腫 （ Hodgkin lymphoma、 non-Hodgkin lympho

ma） 多 発 性 骨 髄 腫 な ど が あ げ ら れ る 。 具 体 的 な non-Hodgkin lymphomaと し て は 、 マ ン ト ル

細 胞 リ ン パ 腫 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 小 リ ン パ 性 白 血 病 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 、 濾 胞 性 リ

ン パ 腫 、 モ ル ト リ ン パ 腫 、 び ま ん 性 大 細 胞 リ ン パ 腫 、 形 質 細 胞 腫 な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ １ ７ ９ 】

　 固 形 癌 と し て は 、 具 体 的 に 乳 癌 、 子 宮 癌 、 大 腸 癌 、 胃 癌 、 卵 巣 癌 、 肺 癌 、 腎 臓 癌 、 直 腸

癌 、 甲 状 腺 癌 、 子 宮 頸 癌 、 小 腸 癌 、 前 立 腺 癌 ま た は 膵 臓 癌 な ど が あ げ ら れ る 。

　 本 発 明 の 治 療 剤 と し て は 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 有 効 成 分 と す る 癌 の 治 療 剤

が あ げ ら れ る 。 A DCC活 性 や CDC活 性 な ど の エ フ ェ ク タ ー 活 性 を 有 す る が ん 治 療 剤 、 あ る い

は ア ポ ト ー シ ス 誘 導 作 用 に よ る 癌 の 治 療 剤 等 も 、 本 発 明 の 治 療 剤 と し て 包 含 さ れ る 。

【 ０ １ ８ ０ 】

　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 は 、 細 胞 膜 に 発 現 し て い る 糖 鎖 不 全 CD27ポ リ ペ プ チ ド を

認 識 す る こ と が で き る の で 、 生 体 内 で 存 在 す る 糖 鎖 不 全 CD27ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る

細 胞 を 認 識 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 で 、 か つ エ フ ェ ク

タ ー 活 性 を 有 す る 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 は 、 in vivoお よ び in vitroに お い て 、 糖 鎖 不 全 C

D27ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 細 胞 を 傷 害 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の よ う な 本 発 明

の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 は 、 生 体 内 の 糖 鎖 不 全 CD27ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 を 傷 害 し 、 減 少

さ せ る こ と が で き る の で 、 治 療 剤 と し て 特 に 有 効 に 用 い ら れ る 。

【 ０ １ ８ １ 】

　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 を 含 有 す る 治 療 剤 は 、 有 効 成 分

と し て の 該 抗 体 も し く は 該 抗 体 断 片 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 の み を 含 む も の で あ っ て も よ

い が 、 通 常 は 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る １ 以 上 の 担 体 と 一 緒 に 混 合 し 、 製 剤 学 の 技 術 分 野 に お

い て よ く 知 ら れ る 任 意 の 方 法 に よ り 製 造 し た 医 薬 製 剤 と し て 提 供 す る の が 望 ま し い 。

　 投 与 経 路 は 、 治 療 に 際 し て 最 も 効 果 的 な も の を 使 用 す る の が 望 ま し く 、 経 口 投 与 、 ま た

は 口 腔 内 、 気 道 内 、 直 腸 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 お よ び 静 脈 内 な ど の 非 経 口 投 与 を あ げ る こ と が

で き 、 抗 体 ま た は ペ プ チ ド 製 剤 の 場 合 、 望 ま し く は 静 脈 内 投 与 を あ げ る こ と が で き る 。 投

与 形 態 と し て は 、 噴 霧 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 顆 粒 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 乳 剤 、 座 剤 、 注 射 剤

、 軟 膏 、 テ ー プ 剤 な ど が あ げ ら れ る 。

【 ０ １ ８ ２ 】

　 経 口 投 与 に 適 当 な 製 剤 と し て は 、 乳 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 散 剤 、 顆 粒 剤

な ど が あ げ ら れ る 。 乳 剤 お よ び シ ロ ッ プ 剤 の よ う な 液 体 調 製 物 は 、 水 、 シ ョ 糖 、 ソ ル ビ ト

ー ル 、 果 糖 な ど の 糖 類 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル な ど の グ リ コ ー

ル 類 、 ご ま 油 、 オ リ ー ブ 油 、 大 豆 油 な ど の 油 類 、 ｐ － ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 エ ス テ ル 類 な ど

の 防 腐 剤 、 ス ト ロ ベ リ ー フ レ ー バ ー 、 ペ パ ー ミ ン ト な ど の フ レ ー バ ー 類 な ど を 添 加 剤 と し

て 用 い て 製 造 で き る 。 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 散 剤 、 顆 粒 剤 な ど は 、 乳 糖 、 ブ ド ウ 糖 、 シ ョ 糖

、 マ ン ニ ト ー ル な ど の 賦 形 剤 、 デ ン プ ン 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど の 崩 壊 剤 、 ス テ ア リ

ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク な ど の 滑 沢 剤 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ

ル ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン な ど の 結 合 剤 、 脂 肪 酸 エ ス テ ル な ど の 界 面 活 性 剤 、 グ リ セ リ ン な ど の
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可 塑 剤 な ど を 添 加 剤 と し て 用 い て 製 造 で き る 。

【 ０ １ ８ ３ 】

　 非 経 口 投 与 に 適 当 な 製 剤 と し て は 、 注 射 剤 、 座 剤 、 噴 霧 剤 な ど が あ げ ら れ る 。 注 射 剤 は

、 塩 溶 液 、 ブ ド ウ 糖 溶 液 、 あ る い は 両 者 の 混 合 物 か ら な る 担 体 な ど を 用 い て 調 製 さ れ る 。

座 剤 は カ カ オ 脂 、 水 素 化 脂 肪 ま た は カ ル ボ ン 酸 な ど の 担 体 を 用 い て 調 製 さ れ る 。 ま た 、 噴

霧 剤 は 該 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 自 体 、 な い し は 受 容 者 の 口 腔 お よ び 気 道 粘 膜 を 刺 激 せ ず 、 か

つ 該 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 微 細 な 粒 子 と し て 分 散 さ せ 吸 収 を 容 易 に さ せ る 担 体 な ど を 用 い

て 調 製 さ れ る 。 担 体 と し て 具 体 的 に は 乳 糖 、 グ リ セ リ ン な ど が 例 示 さ れ る 。 該 抗 体 ま た は

抗 体 断 片 お よ び 用 い る 担 体 の 性 質 に よ り 、 エ ア ロ ゾ ル 、 ド ラ イ パ ウ ダ ー な ど の 製 剤 が 可 能

で あ る 。 ま た 、 こ れ ら の 非 経 口 剤 に お い て も 経 口 剤 で 添 加 剤 と し て 例 示 し た 成 分 を 添 加 す

る こ と も で き る 。

【 ０ １ ８ ４ 】

　 投 与 量 ま た は 投 与 回 数 は 、 目 的 と す る 治 療 効 果 、 投 与 方 法 、 治 療 期 間 、 年 齢 、 体 重 な ど

に よ り 異 な る が 、 通 常 成 人 １ 日 当 た り １ ０ μ g/kg～ ８ mg/kgで あ る 。

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 下 記 実 施 例 に 限 定 さ れ る も

の で は な い 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ １ ８ ５ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む 可 溶 型 CD27細 胞 外 ド メ イ ン の 作 製 （ 以

下 、 糖 鎖 不 全 CD27と 記 載 す る こ と も あ る ）

（ １ ） ヒ ト CD27遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

　 ク ロ ン テ ッ ク 社 よ り 購 入 し た ヒ ト 末 梢 血 由 来 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー よ り 、 以 下 の 手 順 で CD27

を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 単 離 し た 。 1倍 濃 度 の BD Advantage PCR緩 衝 液 （ ク ロ ン テ ッ ク 社 製

） お よ び １ 倍 濃 度 の 添 付 dNTPを 含 む 反 応 液 に ヒ ト 末 梢 血 単 核 球 由 来 一 本 鎖 cD N A 25 ng、 0.

2μ mol/L cd27fw（ 配 列 番 号 ３ ） 、 0.2μ mol/L cd27809B（ 配 列 番 号 4） お よ び １ 倍 濃 度 の A

dvantage 2 PCR polymerase Mix（ ク ロ ー ン テ ッ ク 社 製 ） を 用 い て 、 合 計 50μ Lと し 、 PCR

反 応 を 行 っ た 。 反 応 条 件 は 98℃ 15秒 間 、 68℃ 30秒 間 の サ イ ク ル を 30サ イ ク ル 行 っ た 。 該

反 応 液 を 2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 後 、 約 1 kbpの PCR産 物 を TOPO TA Cloning Kit

（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て pCR-2.1ベ ク タ ー に 挿 入 し

た 。 PCR増 幅 断 片 が 挿 入 さ れ た プ ラ ス ミ ド を 用 い て 大 腸 菌 を 形 質 転 換 し 、 各 ク ロ ー ン か ら

得 ら れ る プ ラ ス ミ ド を 調 製 し 、 D N A配 列 を 確 認 し た 結 果 、 配 列 番 号 １ 記 載 の D N A配 列 を 有 す

る pCR 2.1 CD27を 取 得 し た (図 1)。

（ ２ ） ヒ ト CD27細 胞 外 ド メ イ ン を 有 す る 遺 伝 子 を ク ロ ー ン 化 し た プ ラ ス ミ ド の 構 築

　 次 に 以 下 に 示 す PCR反 応 を 行 う こ と に よ り C末 端 側 に 存 在 す る 膜 貫 通 領 域 を 除 去 し た CD27

を コ ー ド す る cD N Aの 単 離 を 行 っ た 。 0.2 m mol/L dNTPs、 1m mol/L塩 化 マ グ ネ シ ウ ム を 含 む

反 応 液 に 、 1ngの pCR 2.1 CD27、 1μ mol/L CD27-A（ 配 列 番 号 5） 、 1μ mol/L CD27-B（ 配 列

番 号 6） お よ び 2.5単 位 の K O D polymerase（ 東 洋 紡 社 製 ） を 用 い て 、 合 計 50 μ Lと し 、 98℃

 15秒 間 、 68℃ 30秒 間 の サ イ ク ル を 25サ イ ク ル の 条 件 で PCR反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 液 を 2%

ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 後 、 約 600 bpの PCR産 物 を 、 Zero Blunt PCR Cloning Kit

（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て pCR-Bluntベ ク タ ー に 導 入

し た 。 本 ヒ ト CD27細 胞 外 ド メ イ ン を 有 す る 遺 伝 子 を ク ロ ー ン 化 し た プ ラ ス ミ ド を pCRCD27a

xbと し た （ 図 2） 。

（ ３ ） 変 異 型 ヒ ト IgG4Fc領 域 を 有 す る ベ ク タ ー pBShCγ 4SPの 構 築

　 W O97/10354に 記 載 の 野 生 型 ヒ ト IgG4サ ブ ク ラ ス の C領 域 を コ ー ド す る cD N Aを 有 す る プ ラ

ス ミ ド pBShCγ 4を 用 い て 、 野 生 型 ヒ ト IgG4サ ブ ク ラ ス の C領 域 （ ヒ ン ジ 領 域 ） の 108番 目 の

Serが Proに 置 換 さ れ た 変 異 型 ヒ ト IgG4サ ブ ク ラ ス の C領 域 を 有 す る プ ラ ス ミ ド pBShCγ 4SP

を 構 築 し た 。 本 改 変 を 行 う こ と に よ り IgGヒ ン ジ 領 域 を 介 し た ２ 量 体 形 成 が 安 定 化 す る こ

と が 知 ら れ て い る （ モ レ キ ュ ラ ー ・ イ ム ノ ロ ジ ー 、 30,105,1993） 。 鋳 型 と し て プ ラ ス ミ

ド pBShCγ 4の 1 ngを 含 む 50μ Lの 反 応 液 [10m M Tris-HCl (pH8.3)、 50m M 塩 化 カ リ ウ ム 、 1

.5 m M塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 0.001 % ゼ ラ チ ン 、 200μ M dNTPs、 0.5μ M Primer1（ 配 列 番 号 7
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） 、 0.5μ M Primer2（ 配 列 番 号 8） お よ び 2unitsの TaKaRa Ex Taq D N A polymerase]を 調 製

し 、 GeneA mp PCR system 9700（ パ ー キ ン エ ル マ ー 社 製 ） を 用 い て 94℃ に て 2分 間 、 55℃ に

て 2分 間 、 72℃ に て 2分 間 の サ イ ク ル を 30サ イ ク ル 行 っ た 。 反 応 液 を QIAquick PCR Purific

ation Kit（ キ ア ゲ ン 社 製 ） を 用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 い 精 製 後 、 制 限 酵 素 EcoT14I(

タ カ ラ バ イ オ 社 製 )で 処 理 し 、 0.8 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に て 分 離 後 、 QIAquick Gel E

xtraction Kit（ キ ア ゲ ン 社 製 ） を 用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 い 、 増 幅 断 片 を 回 収 し た

。 プ ラ ス ミ ド pBShCγ 4を 制 限 酵 素 EcoT14Iで 切 断 後 、 Alkaline phosphatase （ タ カ ラ バ イ

オ 社 製 ） 処 理 に よ り 5＇ 末 端 の リ ン 酸 を 除 去 し 、 同 様 に 0.8%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に て

分 離 後 、 QIAquick Gel Extraction Kitを 用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 い 、 プ ラ ス ミ ド 断

片 を 回 収 し た 。 回 収 し た 増 幅 断 片 と プ ラ ス ミ ド pBShCγ 4由 来 の プ ラ ス ミ ド 断 片 を 連 結 し 、

目 的 の cD N Aを 含 む プ ラ ス ミ ド pBShCγ 4SPを 構 築 し た （ 図 3） 。

（ ４ ） ヒ ト IgG4Fcの 部 分 配 列 を 含 む cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ

　 以 下 に 示 す PCR反 応 を 行 う こ と に よ り 、 5＇ 末 端 に 制 限 酵 素 Bam HIサ イ ト 、 3＇ 末 端 に SalI

制 限 酵 素 を 有 す る ヒ ト IgG4Fcを コ ー ド す る D N A断 片 を 増 幅 し た 。 0.2 m mol/L dNTPs、 1m mol

/L塩 化 マ グ ネ シ ウ ム を 含 む 反 応 液 に 上 記 （ ３ ） で 構 築 し た pBShCγ 4SP 25 ng、 1μ mol/L g

4A（ 配 列 番 号 9） 、 1μ mol/L g4B（ 配 列 番 号 10） お よ び 2.5単 位 の K O D polymerase（ 東 洋 紡

社 製 ） を 用 い て 、 合 計 50μ Lと し 、 PCR反 応 を 行 っ た 。 反 応 条 件 は 98℃ 15秒 間 、 68℃ 30秒

間 の サ イ ク ル を 25サ イ ク ル で 行 っ た 。 該 反 応 液 を 2 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 後 、

約 700 bpの PCR産 物 を Zero Blunt PCR Cloning Kit（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 用 い て 添

付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て pCR-Bluntベ ク タ ー に 導 入 し た 。 本 プ ラ ス ミ ド を pCRIgG4FcBam HIS

alI（ 図 4） と し た 。

（ ５ ） 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー pK A NTEX XhoI/SalIの 構 築

　 W O97/10354に 記 載 さ れ て い る ヒ ト 化 抗 体 発 現 ベ ク タ ー pK A NTEX93を 制 限 酵 素 XhoI（ タ カ

ラ バ イ オ 社 製 ） お よ び 制 限 酵 素 SalI（ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） で 消 化 後 、 0.8 %ア ガ ロ ー ス ゲ

ル 電 気 泳 動 で 分 離 後 、 Gel Extraction Kit（ キ ア ゲ ン 社 製 ） を 用 い て 約 9.8 kbpの プ ラ ス

ミ ド 断 片 を 回 収 し た 。 回 収 し た D N A断 片 の 5＇ お よ び 3＇ 末 端 を D N A Ligation Kit（ タ カ ラ

バ イ オ 社 製 ） を 用 い て 連 結 し 、 得 ら れ た 組 換 え プ ラ ス ミ ド D N Aを 用 い て 大 腸 菌 D H5α 株 （ 東

洋 紡 績 社 製 ） を 形 質 転 換 し た 。 得 ら れ た 複 数 の ア ン ピ シ リ ン 耐 性 コ ロ ニ ー よ り 、 QIAprep

Spin Miniprep Kit（ キ ア ゲ ン 社 製 ） を 用 い て 組 換 え プ ラ ス ミ ド D N Aを 単 離 し 、 抗 体 L鎖 の

発 現 ユ ニ ッ ト が 除 か れ て い る こ と を 制 限 酵 素 NotI（ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） お よ び KpnI（ タ カ

ラ バ イ オ 社 製 ） 消 化 に よ り 確 認 し た 。 該 プ ラ ス ミ ド を pK A NTEX XhoI/SalIと 命 名 し た （ 図 5

） 。

（ ６ ） 可 溶 型 CD27細 胞 外 ド メ イ ン 発 現 プ ラ ス ミ ド pK A NTEX CD27IgG4Fcの 作 製

　 上 記 （ ２ ） で 作 製 し た pCR 2.1 CD27axbを 、 NotIお よ び Bam HIを 用 い て 消 化 す る こ と に よ

り 得 ら れ る 、 約 600bpの 断 片 、 お よ び 上 記 （ ３ ） で 作 製 し た pCRIgG4FcBam HISalIを Bam HIお

よ び SalI消 化 し て 得 ら れ る 約 700 bpの D N A断 片 を 、 上 記 （ ５ ） で 得 ら れ た pK A NTEX XhoI/Sa

lIを NotIお よ び SalI消 化 し て 得 ら れ る 約 8.8 kbpの D N A断 片 に 連 結 す る こ と に よ り 、 CD27-F

cを 発 現 す る た め の プ ラ ス ミ ド pK A NTEX CD27IgG4Fcを 得 た （ 図 6） 。 本 プ ラ ス ミ ド に コ ー ド

さ れ る 可 溶 型 CD27-Fc融 合 タ ン パ ク 質 （ 以 下 、 CD27-Fcと 記 載 す る こ と も あ る ） の 遺 伝 子 配

列 を 配 列 番 号 11に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 12に 記 載 し た 。 該 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質

転 換 し た 大 腸 菌 を 100 mLの LB培 地 に 播 種 し 、 一 晩 培 養 を 行 っ た 後 に 回 収 し 、 Qiafilter Pl

asmid midi kit (キ ア ゲ ン 社 製 )を 用 い て 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て プ ラ ス ミ ド を 精 製

し た 。 精 製 後 、 30 μ gの プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 制 限 酵 素 AatII消 化 に よ り 線 状 化 し た 。 線

状 化 後 、 フ ェ ノ ー ル ・ ク ロ ロ フ ォ ル ム 抽 出 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 行 い 、 1/10濃 度 TEバ ッ フ ァ

ー （ 1 m M Tris HCl, 0.1 m M EDTA） に 溶 解 し た 後 、 D N A濃 度 を 測 定 し 、 遺 伝 子 導 入 に 供 し

た 。

（ ７ ） CD27-Fcの 発 現

　 CH O/D G44細 胞 （ Somatic Cell and Molecular Genetics, 12, 555 (1986)、 以 下 、 D G44

と 記 す ） あ る い は Lec8細 胞 へ の CD27-Fc発 現 プ ラ ス ミ ド pK A NTEX CD27IgG4Fcの 導 入 は 、 エ

レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 [サ イ ト テ ク ノ ロ ジ ー ,　 3,　 133　 (1990)]に 準 じ て 、 以 下 の 手 順
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で 行 っ た 。 ま ず 、 基 本 培 地 [10 %　 ウ シ 胎 児 透 析 血 清 (イ ン ビ ト ロ ー ジ ェ ン 社 )お よ び 50μ g

/mL Gentamycin（ ナ カ ラ イ テ ス ク 社 ） お よ び 1× HT supplement（ イ ン ビ ト ロ ー ジ ェ ン 社 製

） を 添 加 し た Iscove＇ s Modified Dulbecco＇ s Medium(イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 )]で 継 代 し た

D G44細 胞 を 、 K-PBS緩 衝 液 ［ 137 m mol/L　 KCl、 2.7 m mol/L　 NaCl、 8.1 m mol/L　 Na 2 HPO 4

、 1.5 m mol/L　 K H 2 PO 4 、 4.0 m mol/L　 MgCl 2 ］ に 懸 濁 し て 8× 10
6
個 /mLと し 、 細 胞 懸 濁 液 を

調 製 し た 。 調 製 し た 細 胞 懸 濁 液 200μ L（ 1.8× 10
6
個 ） を 上 記 （ ６ ） で 調 製 し た 線 状 化 プ ラ

ス ミ ド pK A NTEXCD27IgG4Fc 10μ gと 混 和 し た 。 但 し Lec8細 胞 の 継 代 は 、 1× HT supplement

を 添 加 し な い 基 本 培 地 (以 下 、 HT-培 地 と 記 す )で 行 っ た 。 該 細 胞 D N A混 和 液 を Gene　 Pulser

 Cuvette(電 極 間 距 離 2 m m)(BIO-RA D社 )へ 移 し た 後 、 遺 伝 子 導 入 装 置 Gene Pulser(BIO-RA D

社 )を 用 い て 、 パ ル ス 電 圧 0.35 K V、 電 気 容 量 250μ Fの 条 件 で 遺 伝 子 導 入 を 行 っ た 。 該 細 胞

懸 濁 　 液 を 、 HT-培 地 [10%　 ウ シ 胎 児 透 析 血 清 (イ ン ビ ト ロ ー ジ ェ ン 社 製 )お よ び 50μ g/mL

Gentamycin（ ナ カ ラ イ テ ス ク 社 ） を 添 加 し た Iscove＇ s Modified Dulbecco＇ s Medium(イ

ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 )]10 mLに 混 和 し 、 75cm
2
接 着 細 胞 用 フ ラ ス コ （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ） に 播

種 し 、 37℃ 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 培 養 を 行 っ た 。 3日 間 培 養 し た 後 、 G418（ シ グ

マ 社 製 ） を 最 終 濃 度 が 0.5 mg/mLに な る よ う に 添 加 し て 、 さ ら に 10日 間 培 養 し た 。 10日 後

、 182cm
2
接 着 細 胞 用 フ ラ ス コ （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ） に 継 代 し 、 コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で 培

養 を 続 け た 。 コ ン フ ル エ ン ト に な っ た 時 点 で 、 無 血 清 培 地 EXCELL301（ JRH Bioscience社

製 ） に 培 地 交 換 を 行 い 、 1週 間 培 養 後 、 培 養 上 清 を 回 収 し 、 下 記 に 記 載 の 方 法 で 精 製 を 行

っ た 。

（ ８ ） CD27-Fcの 精 製

　 （ ７ ） で 培 養 を 行 っ た 培 養 上 清 を 、 3000rpm、 4℃ の 条 件 で 10分 間 の 遠 心 分 離 を 行 い 、 上

清 を 回 収 し た 後 、 0.22μ m孔 径 PES Membrane（ 旭 テ ク ノ グ ラ ス 社 製 ） を 用 い て 上 清 を 濾 過

し た 。 0.8cm径 の カ ラ ム に Mab Select(A mersham Pharmacia Biotech社 製 ) 0.5 mLを 充 填 し

、 精 製 水 3.0 mLお よ び 0.2 M ホ ウ 酸 － 0.15 M NaCl緩 衝 液 （ pH7.5） （ 以 下 、 ホ ウ 酸 バ ッ

フ ァ ー と 記 す ） 3.0 mLを 順 次 通 塔 し た 。 さ ら に 、 0.1 M ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ pH3.5） 2.0 mL

お よ び ホ ウ 酸 バ ッ フ ァ ー 1.5 mLで 順 次 洗 浄 す る こ と に よ っ て 担 体 の 平 衡 化 を 行 っ た 。 次 に

、 上 記 培 養 上 清 を カ ラ ム に 通 塔 し た 後 、 ホ ウ 酸 バ ッ フ ァ ー 3.0mLで 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 0.1

Mク エ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 3.5） 1.25 mLを 用 い て 担 体 に 吸 着 し た 抗 体 の 溶 出 を 行 っ た 。 溶 出 は

250 μ Lづ つ 、 5画 分 に 分 け て 取 得 し た 。 次 に 、 得 ら れ た 精 製 画 分 の SDS-PA GE解 析 を 行 い 、

目 的 蛋 白 質 の 溶 出 が 確 認 さ れ た 画 分 を ま と め 、 PBSバ フ ァ ー を 用 い て 、 4℃ で 一 昼 夜 透 析 を

行 っ た 。 透 析 後 、 CD27-Fc溶 液 を 回 収 し 、 0.22μ m孔 径 Millex G V（ MILLIPORE社 ） を 用 い て

滅 菌 濾 過 し た 後 に 、 280nmの 吸 光 度 (O D280 nm)を 吸 光 光 度 計 （ SHIM A DZU　 U V-1700） を 用 い

て 測 定 し 、 CD27-Fc濃 度 を 算 出 し た （ O D280 nm=1.0で 0.68 mg/mLと 換 算 ; ε M=134655, M W=

92840よ り 算 出 し た ） 。 各 宿 主 細 胞 由 来 の CD27-Fc発 現 細 胞 、 約 300mLの 無 血 清 培 養 液 上 清

か ら 、 Lec8由 来 CD27-Fcを 3.6mg、 CH O/D G44由 来 CD27-Fcを 2.2mgを 得 た 。 そ れ ぞ れ の タ ン パ

ク 質 に つ い て 、 溶 出 画 分 の SDS-PA GEで の 解 析 結 果 を 図 7に 示 す 。

【 ０ １ ８ ６ 】

　 そ の 結 果 、 還 元 条 件 下 に お い て は 、 D G44を 宿 主 と し た 場 合 に 、 分 子 量 約 65 kDa、 Lec8を

宿 主 と し た 場 合 に 分 子 量 約 48 kDaの 位 置 に CD27-Fcが 観 察 さ れ た 。 一 方 、 非 還 元 条 件 に お

い て は 、 還 元 条 件 で み ら れ た バ ン ド の 約 ２ 倍 の 分 子 量 を 示 す 位 置 に 、 そ れ ぞ れ の バ ン ド が

観 察 さ れ た こ と か ら 、 CD27-Fcは ２ 量 体 と し て 存 在 し て い る こ と が 確 認 で き た 。

（ ９ ） 糖 鎖 構 造 の 確 認

　 上 記 （ ８ ） で 精 製 し た CD27-Fcを PBSで 10倍 に 希 釈 し た 溶 液 16μ Lに 、 5倍 濃 度 の SDSサ ン

プ ル バ ッ フ ァ ー 　 4μ Lを 添 加 し た 後 、 90℃ 、 5分 間 処 理 し た も の を SDS-PA GEに 供 し た 。 電

気 泳 動 は 5-20 % SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル e-PA GEL（ ATTO社 製 , Cat. No. E-T520L） を

使 用 し 、 ATTOラ ピ ダ ス ・ ミ ニ ス ラ ブ 電 気 泳 動 槽 で 20 m A/枚 の 電 流 で 、 90 分 間 電 気 泳 動 し

た 。 PV DF膜 （ Millipore Im mobilon社 製 , Cat. No. IPV H304F0） へ の 転 写 は 、 ATTOホ ラ イ

ズ ブ ロ ッ ト を 使 用 し 、 180 m A、 90分 間 の 条 件 で 行 っ た 。 転 写 後 の 膜 は 10 ％ BSAを 含 む PBS

（ 以 下 、 10 ％ BSA-PBSと 表 記 す る ） に 浸 し 、 4℃ で 一 晩 静 置 す る こ と で ブ ロ ッ キ ン グ し た

。 そ の 後 、 1 ％ BSA-PBSを 用 い て 5μ g/mLに 調 製 し た 、 抗 RCAS1抗 体 ク ロ ー ン 22-1-1(M BL社
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製 , Cat.No. D060-3)を 加 え 、 室 温 2時 間 反 応 し た 。 0.05 ％ Tween-20-PBS（ 和 光 純 薬 社 製

, Cat. No.167-11515） を 用 い て 室 温 30分 間 洗 浄 し た 後 、 1 ％ BSA-PBSに て 2000倍 希 釈 し

た 2次 抗 体 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ D A K O社 製 、 Cat.No.P0

161） で 室 温 1時 間 反 応 し た 。 0.05％ Tween-20-PBSを 用 い 室 温 で 30分 間 洗 浄 し た 後 に 、 ECL

 Western blotting detection reagent（ A mersham Pharmacia Biotech社 製 、 Cat.No. RPN

2106） を 用 い て 検 出 し た 。 そ の 結 果 を 図 8に 示 す 。

【 ０ １ ８ ７ 】

　 SDS-PA GE解 析 の 結 果 か ら 、 D G44由 来 CD27-Fcの 分 子 量 は 、 Lec8由 来 CD27-Fcよ り も 分 子 量

が 大 き く 、 D G44細 胞 と Lec8細 胞 を 宿 主 細 胞 と す る こ と で 、 CD27-Fcに 結 合 す る 糖 鎖 構 造 が

異 な る こ と が 明 ら か に な っ た 。

　 ま た 、 抗 RCAS1抗 体 22-1-1は 、 O結 合 型 糖 鎖 で あ る Tn抗 原 を 認 識 す る こ と が 明 ら か に さ れ

て お り 、 抗 Tn抗 体 と し て 知 ら れ て い る [J.B.C., 278, 22998-23007, (2003） )]。 抗 Tn抗 体

で あ る 抗 RCAS-1抗 体 ク ロ ー ン 22-1-1は 、 D G44由 来 CD27-Fcに は 全 く 結 合 し な い が 、 Lec8由

来 の CD27-Fcに は 特 異 的 に 結 合 し た 。 Lec8で 生 産 し た CD27-Fcに は 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し

て い な い O型 糖 鎖 で あ る Tn抗 原 が 、 結 合 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。

【 実 施 例 ２ 】

【 ０ １ ８ ８ 】

細 胞 膜 上 に CD27を 発 現 す る CH O細 胞 の 造 成

（ １ ） CD27発 現 プ ラ ス ミ ド pK A NTEX CD27の 構 築

　 実 施 例 １ で 作 製 し た pCR 2.1 CD27よ り 、 遺 伝 子 発 現 に 不 要 な cD N A部 分 を 除 去 し た cD N A断

片 を 、 以 下 に 示 す PCR反 応 に よ り 作 製 し た 。

　 0.2m mol/L dNTPs、 1m mol/L塩 化 マ グ ネ シ ウ ム を 含 む 反 応 液 に 1ngの pCR 2.1 CD27、 1μ mo

l/L CD27-A（ 配 列 番 号 5） 、 1μ mol/L CD27-C（ 配 列 番 号 13） お よ び 2.5単 位 の K O D polymer

ase（ 東 洋 紡 社 製 ） を 用 い て 、 合 計 50 μ Lと し 、 PCR反 応 を 行 っ た 。 反 応 条 件 は 98℃ 15秒

間 、 68℃ 30秒 間 の サ イ ク ル を 25サ イ ク ル で 行 っ た 。 該 反 応 液 を 2 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気

泳 動 で 分 離 後 、 約 800 bpの PCR産 物 を 、 Zero Blunt PCR Cloning Kit（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン

社 製 ） を 用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 、 pCR-Bluntベ ク タ ー に 導 入 し 、 配 列 番 号 1記 載

の D N A配 列 を 有 す る pCR27axc取 得 し た （ 図 9） 。 次 に 、 pCR27axcを 制 限 酵 素 NotIお よ び 制 限

酵 素 SalIで 消 化 し て 得 ら れ る 約 780bpの D N A断 片 を 、 実 施 例 １ で 作 製 し た pK A NTEX XhoI/Sal

Iを 制 限 酵 素 NotIお よ び 制 限 酵 素 SalIで 消 化 し て 得 ら れ る 、 約 8.9 kbpの D N A断 片 に 連 結 す

る こ と に よ り 、 CD27を 発 現 す る た め の プ ラ ス ミ ド pK A NTEX CD27を 構 築 し た （ 図 10） 。 本 プ

ラ ス ミ ド に コ ー ド さ れ る CD27遺 伝 子 配 列 を 配 列 番 号 1に 、 該 遺 伝 子 か ら 翻 訳 さ れ る ア ミ ノ

酸 配 列 を 配 列 番 号 2に 示 し た 。 該 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 を 、 100 mLの L

B培 地 に 播 種 し 、 一 晩 培 養 を 行 っ た 。 培 養 後 に 、 菌 体 を 回 収 し 、 Qiafilter Plasmid midi

kit (キ ア ゲ ン 社 製 )を 用 い て 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て プ ラ ス ミ ド を 精 製 し た 。 精 製 後

、 30μ gの プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 制 限 酵 素 AatII消 化 に よ り 、 線 状 化 し た 。 線 状 化 後 、 フ ェ

ノ ー ル ・ ク ロ ロ フ ォ ル ム 抽 出 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 行 い 、 1/10濃 度 TEバ ッ フ ァ ー （ 1m M Tris

 HCl, 0.1m M EDTA） に 溶 解 し た 後 、 濃 度 を 測 定 し 、 遺 伝 子 導 入 を 行 っ た 。

（ ２ ） CD27発 現 プ ラ ス ミ ド pK A NTEX CD27の 導 入

　 上 記 （ １ ） で 作 製 し た CD27発 現 プ ラ ス ミ ド pK A NTEX CD27を 、 Lec8細 胞 お よ び CH O/D G44細

胞 に 、 遺 伝 子 導 入 す る こ と に よ り 、 CD27を 発 現 す る Lec8細 胞 お よ び D G44細 胞 の 樹 立 を 行 っ

た 。 導 入 す る プ ラ ス ミ ド と し て pK A NTEXCD27を 用 い る 以 外 は 実 施 例 １ に 記 載 の 方 法 で 実 施

し た 。 た だ し 、 遺 伝 子 導 入 後 の 細 胞 は 、 HT-培 地 30 mLに 懸 濁 し 、 100μ L/ウ ェ ル と な る よ

う に 3枚 の 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し た 。 播 種 ２ 日 後 に 500μ g/mL G418を 含 む 継 代 用 培 地

に 交 換 し 、 10日 間 培 養 を 行 っ た 。 10日 後 、 50 nM M TX（ Sigma aldrich社 製 ） を 含 む HT-培

地 に 交 換 し 、 M TX耐 性 株 を 取 得 し た 。 Lec8株 由 来 の CD27発 現 株 を CD27/Lec8-4、 一 方 、 D G44

細 胞 由 来 の CD27発 現 細 胞 を CD27/D G44-8と 命 名 し た 。

（ ３ ） CD27発 現 細 胞 の 確 認

　 （ ２ ） で 作 製 し た CD27発 現 細 胞 の CD27発 現 を 確 認 す る た め 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー （ FC

M） を 用 い て 、 下 記 の よ う に 解 析 を 行 っ た 。
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【 ０ １ ８ ９ 】

　 CD27発 現 細 胞 1～ 5× 10
6
個 を 15 mLチ ュ ー ブ （ ベ ク ト ン デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 製 ） に 分 取 し

、 遠 心 分 離 （ 1500 rpm、 ５ 分 間 ） し た 後 、 上 清 を 除 い て 、 50μ Lの 1％ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を

含 む PBS緩 衝 液 [以 下 、 1 % BSA-PBS（ コ ー ジ ン バ イ オ 社 製 ） と 記 載 す る ]に 懸 濁 し た 。 １ 次

抗 体 と し て 、 PC5で 標 識 さ れ た 抗 CD27マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ ー

社 製 、 Cat.No. 6607107） 、 あ る い は PC5標 識 マ ウ ス IgG1ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル （ ベ ッ

ク マ ン コ ー ル タ ー 、 Cat.No.6607012） を 10μ L添 加 し 、 氷 温 中 で 60分 間 反 応 さ せ た 。 反 応

後 、 1 mL の 1% BSA-PBSで ２ 回 洗 浄 し た 後 、 500μ Lの 1 % BSA-PBSに 細 胞 を 懸 濁 し 、 フ ロ ー

サ イ ト メ ー タ ー （ FC M） （ ベ ク ト ン デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 製 ） で 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。

【 ０ １ ９ ０ 】

　 そ の 結 果 を 図 11に 示 す 。 図 11に 示 し た よ う に 、 CD27/Lec8-4お よ び CD27/D G44-8は 、 ほ ぼ

同 程 度 の CD27を 細 胞 膜 上 に 発 現 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。

【 実 施 例 ３ 】

【 ０ １ ９ １ 】

ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以

下 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 記 す ） の 作 製

（ １ ） 免 疫 原 の 調 製

　 実 施 例 １ で 得 ら れ た Lec8株 生 産 CD27-Fc 50μ gを 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト （ A

ntibodies - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, p99、 1988） 2 mg

お よ び 百 日 咳 ワ ク チ ン （ 千 葉 県 血 清 研 究 所 製 ） 1× 10
9
細 胞 と と も に 、 ４ 週 令 雌 SDラ ッ ト 3

匹 に 投 与 し た 。 投 与 2週 間 後 よ り 、 Lec8株 生 産 CD27-Fc 50μ gを 1週 間 に 1回 、 計 3回 投 与 し

た 。 尾 静 脈 よ り 部 分 採 血 し 、 得 ら れ た 抗 血 清 の 結 合 活 性 を 、 ABI8200セ ル ラ ー デ ィ テ ク シ

ョ ン シ ス テ ム （ ア プ ラ イ ド バ イ オ 社 製 ） ま た は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー （ Cytomics　 FC50

0　 MPL、 ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ ー 社 製 ） を 用 い た 蛍 光 細 胞 染 色 法 に よ り 測 定 し 、 充 分 な 抗 体

価 を 示 し た マ ウ ス か ら 最 終 免 疫 3日 後 に 脾 臓 を 摘 出 し た 。 脾 臓 を M E M（ Minimum Essential

Medium） 培 地 （ 日 水 製 薬 社 製 ） 中 で 細 断 し 、 ピ ン セ ッ ト で ほ ぐ し 、 遠 心 分 離 （ 1200rpm、 5

分 間 ） し た 。 得 ら れ た 沈 殿 画 分 に ト リ ス － 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.6） を 添 加 し 、 1

～ 2分 間 処 理 す る こ と に よ り 赤 血 球 を 除 去 し た 。 得 ら れ た 沈 殿 画 分 （ 細 胞 画 分 ） を M E M培 地

で 3回 洗 浄 し 、 細 胞 融 合 に 用 い た 。

（ ２ ） バ イ ン デ ィ ン グ ELISA

　 バ イ ン デ ィ ン グ ELISAに 用 い る 抗 原 に は 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た Lec8株 生 産 CD27-Fcお よ び

D G44細 胞 生 産 CD27-Fcを そ れ ぞ れ 用 い た 。 96ウ ェ ル の ELISA用 プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 ） に

、 上 記 の CD27-Fcタ ン パ ク 質 を 5μ g/mL、 50μ L/ウ ェ ル で 分 注 し 、 ４ ℃ で 一 晩 放 置 し て 吸 着

さ せ た 。 該 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 1 % BSA-PBSを 100μ L/ウ ェ ル で 加 え 、 室 温 で 1時 間 放 置 し

、 残 っ て い る 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た 。 放 置 後 、 1 % BSA-PBSを 捨 て 、 該 プ レ ー ト に 一 次 抗

体 と し て 被 免 疫 動 物 抗 血 清 あ る い は ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 50μ L/ウ ェ ル で 分 注 し 、 2

時 間 放 置 し た 。 該 プ レ ー ト を 0.05 % ポ リ オ キ シ エ チ レ ン （ 20） ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー

ト [（ ICI社 商 標 Tween 20相 当 品 ： 和 光 純 薬 社 製 ） ]-PBS（ 以 下 Tween-PBSと 表 記 ） で 洗 浄 後

、 2次 抗 体 と し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ Zymed社 ） を 50

μ L/ウ ェ ル 加 え て 室 温 、 1時 間 放 置 し た 。 該 プ レ ー ト を Tween-PBSで 洗 浄 後 、 ABTS〔 2.2-ア

ジ ノ ビ ス （ 3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル -6-ス ル ホ ン 酸 ） ア ン モ ニ ウ ム 〕 基 質 液 〔 1 m mol/L

ABTS－ 0.1 mol/Lク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH4.2） ， 0.1% H 2 O 2 〕 を 添 加 し 、 発 色 さ せ O D415 nm

の 吸 光 度 を プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Emax； Molecular Devices社 ） を 用 い て 測 定 し た 。

（ ３ ） 蛍 光 細 胞 染 色 法 （ ABI8200セ ル ラ ー デ ィ テ ク シ ョ ン シ ス テ ム 解 析 ）

　 実 施 例 ２ で 作 製 し た CD27/Lec8-4お よ び CD27/D G44-8を ア ッ セ イ 用 細 胞 と し て 用 い た 。 50

nM M TX お よ び 500 ng/mL G418を 添 加 し た 継 代 用 培 地 で 継 代 し た CD27/Lec8-4お よ び CD27/D

G44-8を 0.05 ％ Trypsin溶 液 （ Invitrogen社 製 ） で 剥 離 し 、 ABI8200用 黒 色 96ウ ェ ル プ レ

ー ト に 1× 10
4
個 /100μ L Medium/ウ ェ ル で 播 種 し 、 １ 晩 培 養 し た 。 該 プ レ ー ト に 一 次 抗 体

と し て 被 免 疫 ラ ッ ト 抗 血 清 あ る い は ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 10μ L/ウ ェ ル で 分 注 し 、 ２

次 抗 体 と し て ALEX A647標 識 抗 ラ ッ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G（ H+L） （ Invitrogen社 製 ） を 100
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μ L/ウ ェ ル で 加 え て 、 遮 光 下 で ４ 時 間 放 置 し た 。 レ ー ザ ー 光 633 He/Neで 励 起 さ れ た 650～

685 nmの 蛍 光 を ABI8200セ ル ラ ー デ ィ テ ク シ ョ ン シ ス テ ム （ ア プ ラ イ ド バ イ オ 社 製 ） で 測

定 し た 。

（ ４ ） 蛍 光 細 胞 染 色 法 （ フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 解 析 ）

　 実 施 例 ２ で 作 製 し た CD27/Lec8-4お よ び CD27/D G44-8を ア ッ セ イ 用 細 胞 と し て 用 い た 。 50

 nM M TX お よ び 500μ g/mL G418を 添 加 し た HT-培 地 を 用 い て 継 代 し た CD27/Lec8-4お よ び CD

27/D G44-8を 、 0.02 % EDTA溶 液 （ ナ カ ラ イ テ ス ク 社 製 ） を 用 い て 剥 離 し た 後 、 各 細 胞 を PB

Sで 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 1～ 5× 10
5
個 の 細 胞 を 50μ Lの 1 ％ BSA-PBSに 懸 濁 し た 後 、 １ 次 抗

体 と し て 被 免 疫 ラ ッ ト 抗 血 清 あ る い は ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 50μ L/ウ ェ ル で 分 注 し 、

氷 温 中 で 30分 間 反 応 さ せ た 。 ま た 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン

、 マ ウ ス IgG1ア イ ソ タ イ プ コ ン ト ロ ー ル （ コ ス モ バ イ オ 社 製 ） お よ び ラ ッ ト IgG2aア イ ソ

タ イ プ コ ン ト ロ ー ル （ コ ス モ バ イ オ 社 製 ） を 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 抗 RCAS1

抗 体 22-1-1（ M BL社 製 ） お よ び 抗 CD27マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ ー

社 製 ） を 用 い て 、 同 時 に 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 PBSを 用 い て 遠 心 分 離 を ２ 回 行 い 細 胞 を 洗

浄 し 、 ２ 次 抗 体 と し て ALEX A488標 識 抗 ラ ッ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G（ H+L） （ Invitrogen社 製

） を 、 50μ L/ウ ェ ル で 加 え て 氷 温 中 、 遮 光 下 で 30分 間 反 応 さ せ た 。 再 び PBSを 用 い て 遠 心

分 離 を ２ 回 行 い 細 胞 を 洗 浄 し た 後 、 500μ Lの 1 % BSA-PBSに 懸 濁 し て レ ー ザ ー 光 488 nmア

ル ゴ ン で 励 起 さ れ る 510～ 530 nmの 蛍 光 を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー （ ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ ー

社 製 、 Cytomics FC500 MPL） で 測 定 し た 。

（ ５ ） マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 の 調 製

　 ８ － ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 P3X63Ag8U.1（ P3-U1:ATCCよ り 購 入 ） を 正 常

培 地 （ 10 % FCS RPMI培 地 ） で 培 養 し 、 細 胞 融 合 時 に 2× 10
7
個 以 上 の 細 胞 を 確 保 し 、 細 胞

融 合 に 親 株 と し て 供 し た 。

（ ６ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製

　 上 記 （ １ ） で 得 ら れ た マ ウ ス 脾 臓 細 胞 と 上 記 （ ５ ） で 得 ら れ た 骨 髄 腫 細 胞 と を 、 10:1に

な る よ う 混 合 し 、 遠 心 分 離 （ 250× g， 5分 間 ） し た 。 得 ら れ た 沈 澱 画 分 の 細 胞 群 を よ く ほ

ぐ し た 後 、 攪 拌 し な が ら 、 37℃ で 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル － １ ０ ０ ０ （ PEG-1000） 1g、

M E M培 地 １ mLお よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 0.35mLの 混 液 を 、 108個 の マ ウ ス 脾 臓 細 胞 あ た り

0.5mL加 え 、 該 懸 濁 液 に 1～ 2分 間 毎 に M E M培 地 1mLを 数 回 加 え た 後 、 更 に M E M培 地 を 加 え て 全

量 が 50mLに な る よ う に し た 。

【 ０ １ ９ ２ 】

　 該 懸 濁 液 を 遠 心 分 離 （ 900rpm、 5分 間 ） し 、 得 ら れ た 沈 澱 画 分 の 細 胞 を ゆ る や か に ほ ぐ

し た 後 、 該 細 胞 を メ ス ピ ペ ッ ト に よ る 吸 込 み 吸 出 し て 、 ゆ る や か に H AT培 地 ［ 10 % ウ シ 胎

児 血 清 添 加 RPMI培 地 に H AT Media Supplement（ Invitrogen社 製 ） を 加 え た 培 地 ］ 100 mL中

に 懸 濁 し た 。 該 懸 濁 液 を 96ウ ェ ル 培 養 用 プ レ ー ト に 200μ L/ウ ェ ル ず つ 分 注 し 、 5 % CO 2 イ

ン キ ュ ベ ー タ ー 中 、 37℃ で 8～ 10日 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 培 養 上 清 を 上 記 （ ３ ） お よ び 上

記 （ ４ ） に 記 載 し た 蛍 光 細 胞 染 色 法 を 用 い て 、 CD27/Lec8-4に 反 応 し 、 CD27/D G44-8お よ び

Lec8細 胞 に 反 応 し な い ウ ェ ル を 選 択 し 、 そ の ウ ェ ル に 含 ま れ る 細 胞 か ら 、 限 界 希 釈 法 に よ

る ク ロ ー ニ ン グ を 2回 行 い 、 シ ン グ ル セ ル ク ロ ー ン を 取 得 し た 。

【 ０ １ ９ ３ 】

　 そ の 結 果 、 糖 鎖 不 全 CD27に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030ま た は K M4031を

産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ K M4030お よ び K M4031を 確 立 し た （ 図 12） 。 同 様 な 方 法 に よ っ て 、

糖 鎖 不 全 CD27に 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4026、 K M4027ま た は K M4028を 産 生

す る ハ イ ブ リ ド ー マ K M4026、 K M4027お よ び K M4028を 確 立 し た 。

　 こ れ ら 糖 鎖 不 全 CD27に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ

は 、 糖 鎖 合 成 経 路 に 関 連 す る 酵 素 、 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性 が 欠 損 し て い な い D G44株 お よ び

U DP-galactose transporterの 活 性 が 低 下 ま た は 欠 損 し て い る Lec8株 を 利 用 す る こ と で 、

正 常 糖 鎖 CD27お よ び 糖 鎖 不 全 CD27を そ れ ぞ れ 発 現 さ せ た 組 み 換 え 細 胞 を 作 製 し 、 正 常 糖 鎖

CD27発 現 細 胞 や Lec8株 に は 結 合 せ ず 、 糖 鎖 不 全 CD27発 現 細 胞 に の み に 特 異 的 に 結 合 す る モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 な 系 を 考 案 し 、 約 6000ウ ェ ル 規 模 の ス

10

20

30

40

50



(52) JP  WO2010/001908  A1  2010.1.7

ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 行 う こ と で 取 得 し た 。

（ ７ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製

　 プ リ ス タ ン 処 理 し た ７ 週 令 ヌ ー ド 雌 マ ウ ス （ ICR） に 上 記 （ ６ ） で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド

ー マ 株 を 5～ 20× 10
6
細 胞 ／ 匹 を 腹 腔 内 注 射 し た 。 10～ 21日 後 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が 腹 水 癌 化

す る こ と に よ り 腹 水 の た ま っ た マ ウ ス か ら 、 腹 水 を 採 取 （ 1～ 8 mL/匹 ） し た 。 該 腹 水 を 、

シ リ ン ジ フ ィ ル タ ー （ 孔 径 5μ ｍ ） を 用 い て ろ 過 し 、 固 形 分 を 除 去 し た 。 精 製 IgGモ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 は 、 カ プ リ ル 酸 沈 殿 法 ［ Antibodies-A Laboratory Manual,Cold Spring Harbo

r Laboratory(1988)］ に よ り 精 製 す る こ と に よ り 取 得 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の サ ブ ク

ラ ス の 決 定 は 、 サ ブ ク ラ ス タ イ ピ ン グ キ ッ ト （ rat monoclonal antibody isotyping kit ,

 DSフ ァ ー マ バ イ オ メ デ ィ カ ル 社 製 ） を 用 い た バ イ ン デ ィ ン グ ELISAに よ り 行 っ た 。 そ の 結

果 、 各 抗 体 の サ ブ ク ラ ス は 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4026は ラ ッ ト IgG2aク

ラ ス 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4027は ラ ッ ト IgG2bク ラ ス 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4028は ラ ッ ト IgG1ク ラ ス 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M40

30は ラ ッ ト IgG2aク ラ ス 、 お よ び 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4031は ラ ッ ト IgG1

ク ラ ス 、 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。

【 実 施 例 ４ 】

【 ０ １ ９ ４ 】

抗 糖 鎖 不 全 CD27特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 の 検 討

　 下 記 に 示 す 競 合 ELISA系 を 用 い て 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030お よ び K M4

031の 反 応 特 異 性 の 検 討 を 行 っ た 。 実 施 例 １ で 得 ら れ た Lec8株 生 産 CD27-Fcを 、 5μ g/mLの

濃 度 で 、 96ウ ェ ル の ELISAプ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ） に 、 50μ L/ウ ェ ル で 分 注 し 、 ４ ℃

で 一 晩 放 置 し て 吸 着 さ せ た 。 該 プ レ ー ト を 洗 浄 後 、 1 % BSA-PBSを 200μ L/ウ ェ ル で 加 え 室

温 で 1時 間 放 置 し 、 残 っ て い る 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た 。 放 置 後 、 1 % BSA-PBSを 捨 て 、 該 プ

レ ー ト に 一 次 抗 体 と し て 、 希 釈 し た 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030精 製 抗 体 ま

た は K M4031精 製 抗 体 を 、 50μ L/ウ ェ ル で 分 注 し た 。 同 時 に 、 結 合 競 合 物 質 と し て 、 Lec8生

産 CD27-Fcタ ン パ ク 質 、 D G44生 産 CD27-Fcタ ン パ ク 質 あ る い は ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 、 20

、 2、 0.2、 0.02μ g/mLの 濃 度 で 加 え 、 抗 体 と 結 合 競 合 物 質 と を 共 存 さ せ た 。 プ レ ー ト を 室

温 で 2時 間 放 置 し た 後 、 0.05 % ポ リ オ キ シ エ チ レ ン （ 20） ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト [（ I

CI社 商 標 Tween 20相 当 品 ： 和 光 純 薬 社 製 ） ]-PBS（ 以 下 Tween-PBSと 表 記 ） で 洗 浄 後 、 2次

抗 体 と し て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ Zymed社 製 ） を 、 50

μ L/ウ ェ ル で 加 え て 、 室 温 、 1時 間 放 置 し た 。 該 プ レ ー ト を Tween-PBSで 洗 浄 後 、 ABTS〔 2.

2-ア ジ ノ ビ ス （ 3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル -6-ス ル ホ ン 酸 ） ア ン モ ニ ウ ム 〕 基 質 液 〔 1 m mo

l/L ABTS－ 0.1 mol/Lク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH4.2） ， 0.1 % H 2 O 2 〕 を 添 加 し 、 発 色 さ せ た

後 、 O D415 nmの 吸 光 度 を プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Emax； Molecular Devices社 ） を 用 い て 測 定

し た 。

【 ０ １ ９ ５ 】

　 図 13に 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030お よ び K M4031の 競 合 ELISAの 結 果 を

示 す 。 そ の 結 果 、 D G44生 産 CD27-Fcお よ び ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン は 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030お よ び K M4031と Tn抗 原 結 合 CD27-Fcの 結 合 を 阻 害 し な か っ た が 、 Tn

抗 原 結 合 CD27-Fcは 阻 害 す る こ と 明 ら か に な っ た 。 ま た 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 K M4026、 K M4027お よ び K M4028に 関 し て も 、 同 様 な 結 果 が 得 ら れ た 。 以 上 の こ と か ら 、

本 発 明 の 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4026、 K M4027、 K M4028、 K M4030お よ び K M40

31は 、 糖 鎖 不 全 CD27を 特 異 的 に 認 識 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。

【 ０ １ ９ ６ 】

　 図 ２ ８ （ A） 及 び （ B） に 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4026、 K M4027、 K M4028

、 K M4030お よ び K M4031の 、 ビ ア コ ア に よ る 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の 糖 鎖 不 全 CD27-Fc

へ の 結 合 活 性 を 評 価 し た 結 果 を 示 す 。 結 合 活 性 の 測 定 は 、 Biacore T100 (GEヘ ル ス ケ ア バ

イ オ サ イ エ ン ス 社 製 )を 使 用 し 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法 （ SPR法 ） を 用 い て 行 っ た 。

　 抗 ヒ ト IgG4抗 体 （ Pharmingen社 製 ） を 、 A mine Coupling Kit（ ビ ア コ ア 社 製 ） を 用 い 、

添 付 プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 ア ミ ン カ ッ プ リ ン グ 法 に よ り C M5セ ン サ ー チ ッ プ (GEヘ ル ス ケ ア
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バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 )に 固 定 化 し た 。 実 施 例 １ （ ７ ） で 得 ら れ た D G44産 生 CD27－ Fcに 対

し 、 Prozyme Glyco Enzymatic Deglycosilation Kit (Prozyme社 製 )お よ び ProO-Link Ext

ender Deglycosylation Plus (Prozyme社 製 )の シ ア リ ダ ー ゼ Aも し く は β (1-4)ガ ラ ク ト シ

ダ ー ゼ を 用 い て 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 糖 鎖 消 化 酵 素 処 理 を 行 っ た 、 Tn抗 原 型 CD27-F

cも し く は シ ア リ ル Tn抗 原 型 CD27-Fcを 添 加 し 、 抗 ヒ ト IgG4抗 体 を 固 定 化 し た チ ッ プ 上 に 20

0-250RU(resonanceユ ニ ッ ト )に な る よ う に キ ャ プ チ ャ ー さ せ た 。 そ の 後 、 20000ng/mLか ら

５ 段 階 に 希 釈 し た 測 定 サ ン プ ル （ 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4026、 K M4027、 K M

4028、 K M4030お よ び K M4031） を 30μ L/minの 流 速 で チ ッ プ 上 に 流 し 、 各 濃 度 の セ ン サ ー グ

ラ ム を 取 得 し 、 装 置 添 付 の 解 析 ソ フ ト Biacore T100 Evaluation software（ Biacore社 製

） を 用 い て 解 析 し た 。

【 ０ １ ９ ７ 】

　 そ の 結 果 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Tn抗 原 型 CD27-Fcお よ び シ ア リ ル Tn

抗 原 型 CD27-Fcに 対 し 結 合 活 性 を 示 す こ と が 明 ら か と な っ た 。 以 上 の こ と か ら 、 本 発 明 の

抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Tn抗 原 お よ び シ ア リ ル Tn抗 原 に 対 し 、 い ず れ に も

結 合 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。

【 実 施 例 ５ 】

【 ０ １ ９ ８ 】

抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る cD N Aの 単 離 、 解 析

（ １ ） 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら の mRN Aの 調 製

　 実 施 例 ３ で 取 得 し た 各 ハ イ ブ リ ド ー マ K M4026、 K M4027、 K M4028、 K M4030お よ び K M4031そ

れ ぞ れ 、 5× 10
7
～ 1× 10

8
個 の 細 胞 よ り 、 RN Aeasy Mini kit（ QIA GEN社 製 ） お よ び Oligotex

T M-dT30<Super>mRN A Purification Kit（ TaKaRa社 製 ） を 用 い て 、 そ れ ぞ れ 添 付 の 使 用 説

明 書 に 従 い 、 各 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の mRN Aを 調 製 し た 。

（ ２ ） 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｈ 鎖 お よ び Ｌ 鎖 可 変 領 域 の 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン

グ

　 実 施 例 ５ （ １ ） で 取 得 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の mRN Aか ら 、 BD SM ART RACE cD N A　 A mpl

ification Kit（ BD Biosciences社 製 ） を 用 い て 、 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て cD N Aを 取 得

し た 。 取 得 し た cD N Aを 鋳 型 と し て 、 ラ ッ ト IgG1に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 14） 、 ラ

ッ ト IgG2aに 特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 15） 、 ラ ッ ト IgG2bに 特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ 配

列 番 号 16） 、 ま た は ラ ッ ト CH1特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 17） を 用 い て 、 そ れ ぞ れ PCR

反 応 を 行 い 、 各 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 （ 以 下 、 V Hと 記 す ） の cD N A断 片 を 増 幅 し た 。 ま た 抗 体

の 各 サ ブ ク ラ ス 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 代 わ り に ラ ッ ト Ig（ κ ） 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号

18） お よ び （ 配 列 番 号 19） を 用 い て PCRを 行 い 、 各 抗 体 の 軽 鎖 可 変 領 域 （ 以 下 、 VLと 記 す

） の cD N A断 片 を 増 幅 し た 。 K M4026、 K M4030、 K M4031の VLお よ び V Hを 増 幅 す る た め の PCR反

応 は Advantage 2 PCR kit（ Clontech社 製 ） を 用 い て 、 K M4027、 K M4028の VLお よ び V Hを 増

幅 す る た め の PCR反 応 は K O D Plus Polymerase（ 東 洋 紡 社 製 ） を 用 い て 、 そ れ ぞ れ 添 付 の 使

用 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。

【 ０ １ ９ ９ 】

　 次 に 、 ク ロ ー ニ ン グ し て 塩 基 配 列 を 決 定 す る た め 、 取 得 し た PCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル

電 気 泳 動 で 分 離 後 、 K M4026、 K M4030、 K M4031由 来 PCR産 物 は TOPO TA Cloning Kit（ イ ン ビ

ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 用 い て 、 K M4027、 K M4028由 来 PCR産 物 は Zero Blunt TOPO PCR Cloning

 Kit for Seqeuncing（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 用 い て 、 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て pCR

ベ ク タ ー に 挿 入 し た 。 PCR増 幅 断 片 が 挿 入 さ れ た プ ラ ス ミ ド を 用 い て 大 腸 菌 を 形 質 転 換 し

、 各 ク ロ ー ン か ら 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド を 調 製 し 、 D N A配 列 を 確 認 し た 。 そ の 結 果 、 cD N Aの 5

＇ 末 端 に 開 始 コ ド ン と 推 定 さ れ る ATG配 列 が 存 在 す る 、 完 全 長 の V Hの cD N Aを 含 む プ ラ ス ミ

ド お よ び VLの cD N Aを 含 む プ ラ ス ミ ド が 取 得 さ れ た 。 ク ロ ー ニ ン グ の 概 略 を 図 １ ４ に 示 し た

。

（ ３ ） 抗 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 可 変 領 域 の 遺 伝 子 配 列 の 解 析

　 実 施 例 ５ （ ２ ） で 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド に 含 ま れ る 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

K M4026、 K M4027、 K M4028、 K M4030お よ び K M4031の V Hの 全 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 20か ら 配 列 番
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号 24に 、 該 配 列 か ら 推 定 さ れ る シ グ ナ ル 配 列 を 含 ん だ V Hの 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 25か

ら 配 列 番 号 29に 、 ま た VLの 全 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 30か ら 配 列 番 号 34に 、 該 配 列 か ら 推 定 さ

れ る シ グ ナ ル 配 列 を 含 ん だ VLの 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 35か ら 配 列 番 号 39に そ れ ぞ れ 示

し た 。

【 ０ ２ ０ ０ 】

　 ま た 、 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の V Hお よ び VLの CDRを 、 既 知 の 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較

す る こ と に よ り 同 定 し た 。 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4026の V Hの CDR1、 CDR2お

よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 40、 配 列 番 号 41お よ び 配 列 番 号 42に 、 VLの CDR1、 CDR2

お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44お よ び 配 列 番 号 45に そ れ ぞ れ 示 し た

。 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4027の V Hの CDR1、 CDR2お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列

を 配 列 番 号 46、 配 列 番 号 47お よ び 配 列 番 号 48に 、 VLの CDR1、 CDR2お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配

列 を 配 列 番 号 49、 配 列 番 号 50お よ び 配 列 番 号 51に そ れ ぞ れ 示 し た 。 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 K M4028の V Hの CDR1、 CDR2お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 52、 配 列 番 号

53お よ び 配 列 番 号 54に 、 VLの CDR1、 CDR2お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 55、 配 列 番

号 56お よ び 配 列 番 号 57に そ れ ぞ れ 示 し た 。 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030の V H

の CDR1、 CDR2お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 59お よ び 配 列 番 号 60に 、

VLの CDR1、 CDR2お よ び CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 61、 配 列 番 号 62お よ び 配 列 番 号 63に

そ れ ぞ れ 示 し た 。 抗 糖 鎖 不 全 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4031の V Hの CDR1、 CDR2お よ び CDR3

の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 64、 配 列 番 号 65お よ び 配 列 番 号 66に 、 VLの CDR1、 CDR2お よ び CD

R3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 67、 配 列 番 号 68お よ び 配 列 番 号 69に そ れ ぞ れ 示 し た 。

【 実 施 例 ６ 】

【 ０ ２ ０ １ 】

抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の 作 製

（ １ ） 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー の 構 築

　 本 発 明 で 作 製 す る キ メ ラ 抗 体 は 、 実 施 例 ５ （ ３ ） で 得 ら れ た 抗 CD27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 に 、 US97/10354に 開 示 さ れ て い る ヒ ト IgG1の 重 鎖 定 常

領 域 お よ び ヒ ト κ の 軽 鎖 定 常 領 域 を そ れ ぞ れ 連 結 し た キ メ ラ 抗 体 で あ る 。 方 法 と し て は 、

実 施 例 ５ （ ３ ） で 得 ら れ た 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の VLま た は V Hが 含 ま れ て い る pCRベ ク タ

ー と 、 US97/10354に 記 載 さ れ て い る ヒ ト IgG1の 重 鎖 定 常 領 域 お よ び ヒ ト κ の 軽 鎖 定 常 領 域

が 含 ま れ る 抗 体 発 現 ベ ク タ ー pK A NTEX93と を 用 い て 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク

タ ー を 以 下 の よ う に し て 構 築 し た （ 図 １ ５ 、 図 １ ６ 、 図 １ ７ 、 図 １ ８ ） 。

【 ０ ２ ０ ２ 】

　 K M4026、 K M4027、 K M4028、 K M4030、 K M4031の VLま た は V Hが 含 ま れ る pCRベ ク タ ー を 鋳 型

と し て 10 ng使 用 し 、 10× K O D Plusバ ッ フ ァ ー を 2μ L、 2 m mol/L dNTPを 2μ L、 25 m mol/L

の 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム を 1μ L、 K O D Plus polymerase（ 東 洋 紡 社 製 ） を 1μ L、 各 抗 CD27モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 の VLお よ び V Hに 特 異 的 な 10μ mol/Lの プ ラ イ マ ー を そ れ ぞ れ 1μ Lず つ 含 む

、 全 量 20μ Lか ら な る 溶 液 を 調 製 し た 。 該 調 製 溶 液 を 用 い て 、 94℃ で 5分 間 加 熱 後 、 94℃ で

1分 間 、 68℃ で 2分 間 の 反 応 を 30サ イ ク ル の PCR反 応 を 行 っ た 。 K M4026の VLの プ ラ イ マ ー は

配 列 番 号 70お よ び 71、 V Hの プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 72お よ び 73、 K M4027の VLの プ ラ イ マ ー は

配 列 番 号 74お よ び 75、 V Hの プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 76お よ び 77、 K M4028の VLの プ ラ イ マ ー は

配 列 番 号 78お よ び 79、 V Hの プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 80お よ び 81、 K M4030の VLの プ ラ イ マ ー は

配 列 番 号 82お よ び 83、 V Hの プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 84お よ び 85、 K M4031の VLの プ ラ イ マ ー は

配 列 番 号 86お よ び 87、 V Hの プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 88お よ び 89に 示 す 。

【 ０ ２ ０ ３ 】

　 そ れ ぞ れ の PCR反 応 産 物 は 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 後 、 特 異 的 PCR増 幅 バ ン ド を

回 収 し Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit for Seqeuncing（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 用

い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て pCR Blunt-TOPOベ ク タ ー に 挿 入 し た 。 得 ら れ た 各 抗 体 の VL

は 、 制 限 酵 素 EcoRI（ New England Biolabs社 製 ） お よ び BsiWI（ New England Biolabs社 製

） を 用 い て 消 化 し 、 VLの EcoRI-BsiWI断 片 を 取 得 し た 。 ま た 、 各 抗 体 の V Hは 、 制 限 酵 素 Not

I（ New England Biolabs社 製 ） お よ び ApaI（ New England Biolabs社 製 ） を 用 い て 消 化 し
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、 NotI-ApaI断 片 を 取 得 し た 。

抗 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4026、 K M4027、 K M4028、 K M4030、 K M4031の VL の 各 EcoRI-Bsi

WI断 片 と 、 pK A NTEX93を 制 限 酵 素 EcoRIお よ び BsiWIで 消 化 し て 得 ら れ る D N A断 片 を 、 Ligati

on High（ 東 洋 紡 社 製 ） を 用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 連 結 さ せ た 。 連 結 さ れ た D N A断

片 を 用 い て 大 腸 菌 D H5α （ 東 洋 紡 社 製 ） を 形 質 転 換 し 、 各 ク ロ ー ン か ら 得 ら れ る プ ラ ス ミ

ド を 調 整 し 、 BigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit（ PEバ イ オ シ

ス テ ム ズ 社 製 ） を 用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 反 応 後 、 同 社 の シ ー ケ ン サ ー ABI PRIS

M3700に よ り 塩 基 配 列 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 抗 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4026、 K M4027

、 K M4028、 K M4030、 K M4031の VLを コ ー ド す る cD N Aが 挿 入 さ れ た 、 pK A NTEX93を 取 得 し た 。

続 い て 、 抗 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4026、 K M4027、 K M4028、 K M4030、 K M4031の V H の 各 N

otI-ApaI断 片 と 、 抗 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 各 VLが 挿 入 さ れ た pK A NTEX93を 制 限 酵 素 Not

Iお よ び ApaIで 消 化 し て 得 ら れ る D N A断 片 を 、 Ligation High（ 東 洋 紡 社 製 ） を 用 い て 添 付

の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 連 結 さ せ た 。 連 結 さ れ た D N A断 片 を 用 い て 大 腸 菌 D H5α （ 東 洋 紡 社 製

） を 形 質 転 換 し 、 各 ク ロ ー ン か ら 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド を 調 整 し 、 BigDye Terminator Cycl

e Sequencing FS Ready Reaction Kit（ PEバ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製 ） を 用 い て 添 付 の 使 用 説

明 書 に 従 っ て 反 応 後 、 同 社 の シ ー ケ ン サ ー ABI PRISM3700に よ り 塩 基 配 列 を 解 析 し た 。 そ

の 結 果 、 抗 CD27モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4026、 K M4027、 K M4028、 K M4030、 K M4031の VLお よ び

V Hを コ ー ド す る cD N Aが そ れ ぞ れ 挿 入 さ れ た 、 抗 CD27キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー を 取 得 し た 。

（ ２ ） 動 物 細 胞 を 用 い た 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の 発 現

　 上 記 （ １ ） で 得 ら れ た 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 抗 糖 鎖 不 全 CD27

キ メ ラ 抗 体 の 動 物 細 胞 で の 発 現 を 、 常 法 ［ Antibody Engineering, A Practical Guide， W

． H. Freeman and Company（ 1992） ］ に よ り 行 い 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 （ キ メ ラ 型

K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028、 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型 K M4031） を 産 生 す る 形 質 転 換 株

を 取 得 し た 。 発 現 さ せ る 動 物 細 胞 株 と し て は 、 α 1， 6-フ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ FUT

8） の 遺 伝 子 を ダ ブ ル ノ ッ ク ア ウ ト し た CH O/D G44細 胞 株 (以 下 、 FUT8ノ ッ ク ア ウ ト CH O細 胞 )

を 用 い た 。 こ の 宿 主 細 胞 株 で 発 現 さ せ た 抗 体 の N-結 合 型 複 合 型 糖 鎖 の コ ア 部 分 に は 、 フ コ

ー ス が 付 加 さ れ な い こ と が 知 ら れ て い る (W O2002/31140)。

（ ３ ） 精 製 キ メ ラ 抗 体 の 取 得

　 上 記 （ ２ ） で 得 ら れ た 形 質 転 換 株 キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028、 キ メ ラ 型 K M4030お

よ び キ メ ラ 型 K M4031を 、 通 常 の 培 養 法 で 培 養 し た 後 、 細 胞 懸 濁 液 を 回 収 し 、 3000 rpm、 4

℃ の 条 件 で 20分 間 の 遠 心 分 離 を 行 い 、 培 養 上 清 を 回 収 し た 後 、 0.22μ ｍ 孔 径 Millex G Vフ

ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 滅 菌 し た 。 得 ら れ た 培 養 上 清 か ら 、 実 施 例 １ （ ７ ） と 同 様 の 方 法 に

よ り 、 Mab Selectを 用 い て 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028、

キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型 K M4031を 精 製 し た 。

（ ４ ） 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の フ コ ー ス 含 量 測 定

　 W O2002/31140に 記 載 の 方 法 に 従 い 、 各 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の Fc領 域 の N結 合 複 合

型 糖 鎖 の 還 元 末 端 に 存 在 す る N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の ６ 位 に フ コ ー ス の １ 位 が α 結 合 し

て い な い 糖 鎖 の 割 合 を 調 べ た 。 結 果 を 表 ２ に 示 す 。

【 ０ ２ ０ ４ 】

　 こ の 結 果 か ら 、 実 施 例 ６ （ ３ ） で 作 製 し た キ メ ラ 抗 体 に は フ コ ー ス が 付 加 し て い な い こ

と が 明 ら か に な っ た 。

【 ０ ２ ０ ５ 】

【 表 ２ 】
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【 実 施 例 ７ 】

【 ０ ２ ０ ６ 】

抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の 活 性 評 価

　 以 下 の （ １ ） か ら （ ３ ） で は 、 実 施 例 ６ で 得 ら れ た 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型

K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028、 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型 K M4031の 活 性 評 価 を 行 っ た 。

（ １ ） ビ ア コ ア に よ る 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の ヒ ト 糖 鎖 不 全 CD27-Fcへ の 結 合 活 性 評

価

　 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028、 キ メ ラ 型 K M4030の ヒ ト 糖

鎖 不 全 CD27-Fcに 対 す る 結 合 活 性 を 反 応 速 度 論 的 に 解 析 す る た め 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 法

（ SPR法 ） を 用 い て 結 合 活 性 測 定 を 行 っ た 。 以 下 の 操 作 は 全 て Biacore T100（ GEヘ ル ス ケ

ア バ イ オ サ イ エ ン ス 社 製 ） を 用 い て 行 っ た 。 実 施 例 １ （ ７ ） で 得 ら れ た Lec8由 来 CD27-Fc

を 、 ア ミ ン カ ッ プ リ ン グ 法 に よ り C M5セ ン サ ー チ ッ プ （ GEヘ ル ス ケ ア バ イ オ サ イ エ ン ス 社

製 ） に 固 定 化 し た 。 CD27-Fcを 固 定 化 し た チ ッ プ に 9μ g/mLか ら 3倍 希 釈 で 段 階 的 に 希 釈 し

て 5濃 度 に 調 製 し た 測 定 サ ン プ ル （ キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028、 キ メ ラ 型 K M4030お

よ び キ メ ラ 型 K M4031） を シ ン グ ル カ イ ネ テ ィ ク ス の 自 動 プ ロ グ ラ ム に 従 い 低 濃 度 か ら 順 に

連 続 添 加 し て 測 定 し た 。 装 置 添 付 の 解 析 ソ フ ト Biacore T100 Evaluation software（ Biac

ore社 製 ） を 用 い 、 Bivalent Analyteモ デ ル で 解 析 し 、 各 抗 体 の ヒ ト 糖 鎖 不 全 CD27-Fcに 対

す る 結 合 速 度 定 数 ｋ ａ 及 び 解 離 速 度 定 数 ｋ ｄ を 算 出 し た 。

【 ０ ２ ０ ７ 】

　 そ の 結 果 得 ら れ た 各 抗 体 の 結 合 速 度 定 数 ｋ ａ 1、 解 離 速 度 定 数 ｋ ｄ 1お よ び 解 離 定 数 Ｋ Ｄ

（ ｋ ｄ 1/ｋ ａ 1） を 表 ３ に 示 し た 。

　 表 ３ に 示 す よ う に 、 キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028、 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型

K M4031は い ず れ も 、 ヒ ト 糖 鎖 不 全 CD27-Fcに 対 し 、 1× 10
- 8
か ら 1× 10

- 9  
mol/Lの 高 い ア フ

ィ ニ テ ィ ー を 示 し た 。 　 　

【 ０ ２ ０ ８ 】

【 表 ３ 】

【 ０ ２ ０ ９ 】

（ ２ ） 蛍 光 細 胞 染 色 法 （ フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 解 析 ） に よ る 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の

反 応 特 異 性 評 価

　 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 作 製 し た CD27/D G44-4細 胞 、 CD27/Lec8-4細 胞 お よ び Lec8細 胞 を

ア ッ セ イ 用 細 胞 と し て 用 い た 。 500μ g/mL G418添 加 HT-培 地 を 用 い て 継 代 し た CD27/D G44-4

お よ び 50 nmol/L M TX お よ び 500μ g/mL G418添 加 HT-培 地 を 用 い て 継 代 し た CD27/Lec8-4を

、 0.02％ EDTA溶 液 を 用 い て 剥 離 し た 後 、 各 細 胞 を PBSで 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 5× 10
5
個 の 細

胞 を 50μ Lの 1％ BSA-PBSに 懸 濁 し た 後 、 １ 次 抗 体 と し て 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 （ キ メ

ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028、 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型 K M4031） を 0.02、 0.2、 2お

よ び 10μ g/mLに 調 製 し た 抗 体 液 を 50μ L/ウ ェ ル で 分 注 し 、 氷 温 中 で 1時 間 反 応 さ せ た 。 ポ

ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 抗 Tn抗 体 で あ る 抗 RCAS1マ ウ ス 抗 体 22-1-1（ M BL社 製 ） お よ

び 抗 CD27マ ウ ス 抗 体 O323（ Santa Cruz biotechnology社 製 ） を 用 い た 。 反 応 後 、 PBSを 用

い て 遠 心 分 離 を ２ 回 行 っ て 細 胞 を 洗 浄 し 、 ２ 次 抗 体 と し て ALEX A Fluoro 488標 識 抗 ヒ ト イ

ム ノ グ ロ ブ リ ン G（ H+L） 、 ALEX A Fluoro 488標 識 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G（ H+L） も し
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く は ALEX A Fluoro 488標 識 抗 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン M（ μ ） を 、 50μ L/ウ ェ ル で 加 え 、 氷

温 、 遮 光 下 で 30分 間 反 応 さ せ た 。 再 び PBSを 用 い て 遠 心 分 離 を ２ 回 行 い 、 細 胞 を 洗 浄 し た

後 、 500μ Lの 1％ BSA-PBSに 懸 濁 し て レ ー ザ ー 光 488 nmア ル ゴ ン で 励 起 さ れ る 510～ 530 nm

の 蛍 光 を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー （ ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ ー 社 製 、 Cytomics FC500 MPL） で 測

定 し た 。 図 １ ９ （ A） ～ （ C） に 結 果 を 示 す 。

【 ０ ２ １ ０ 】

　 そ の 結 果 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 は い ず れ も 、 Lec8細 胞 お よ び CD27/D G44-4細 胞 に

は 結 合 し な か っ た が 、 糖 鎖 不 全 CD27を 発 現 し た CD27/Lec8-4細 胞 に の み 結 合 が 認 め ら れ た

。

　 以 上 の こ と か ら 、 本 発 明 の 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028

、 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型 K M4031は 、 細 胞 表 面 に 発 現 し て い る 糖 鎖 不 全 CD27を 特 異

的 に 認 識 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。

（ ３ ） 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 （ A DCC活 性 ） の 評 価

　 実 施 例 ２ で 作 製 し た CD27/Lec8-4細 胞 に 対 す る 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M402

6、 キ メ ラ 型 K M4028、 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型 K M4031の A DCC活 性 を 、 以 下 に 示 す 方

法 に 従 っ て 測 定 し た 。

（ ３ ） － １ 　 標 的 細 胞 懸 濁 液 の 調 製

　 50 nmol/L M TX お よ び 500μ g/mL G418添 加 HT-培 地 を 用 い て 継 代 し た CD27/Lec8-4細 胞 を

、 0.02％ EDTA溶 液 を 用 い て 剥 離 し た 後 、 PBSで 洗 浄 し 、 5％ 透 析 済 み ウ シ 胎 児 血 清 （ dFBS

） （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 含 む フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 不 含 有 RPMI1640培 地 （ イ ン ビ ト ロ ジ

ェ ン 社 製 ） （ 以 下 、 A DCC用 培 地 と 記 す ） で 洗 浄 し 、 同 培 地 で 至 適 濃 度 に 調 製 し て 標 的 細 胞

懸 濁 液 と し た 。

（ ３ ） － ２ 　 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 懸 濁 液 の 調 製

　 末 梢 血 単 核 球 （ Peripheral blood mononuclear cell:PB M C） は 、 健 常 人 末 梢 血 か ら 以 下

に 示 し た 方 法 に よ り 分 離 し た 。 ヘ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 注 Ｎ 「 シ ミ ズ 」 （ 清 水 製 薬 社 製 ） を 0.

5 ｍ Ｌ 加 え た シ リ ン ジ を 用 い て 、 健 常 人 か ら 健 常 人 末 梢 血 50 ｍ Ｌ を 採 血 し た 。 15 ｍ Ｌ チ

ュ ー ブ に 3 ｍ Ｌ ず つ 分 注 し た モ ノ ・ ポ リ 分 離 溶 液 （ DSフ ァ ー マ バ イ オ メ デ ィ カ ル 社 製 ） の

上 に 、 3.5 mLの 採 取 し た 末 梢 血 を 静 か に 重 層 し 、 400× g、 ブ レ ー キ オ フ 、 室 温 の 条 件 で 20

分 間 遠 心 分 離 し て 、 単 核 球 層 を 分 離 し た 。 こ う し て 得 ら れ た 単 核 球 画 分 を 、 A DCC用 培 地 を

用 い て ２ 回 洗 浄 し 、 同 培 地 に よ り 至 適 な 細 胞 数 に 調 製 し て エ フ ェ ク タ ー 細 胞 懸 濁 液 と し た

。

（ ３ ） － ３ 　 A DCC活 性 の 測 定

　 LD H-Cytotoxic Test Wako（ Wako社 製 ） を 用 い 、 付 属 の 説 明 書 に 従 い 以 下 の 手 順 で 測 定

し た 。

【 ０ ２ １ １ 】

　 96ウ ェ ル Ｕ 底 プ レ ー ト （ FALCO N社 製 ） の 各 ウ ェ ル に 、 各 抗 体 を 30μ g/mLか ら 10倍 希 釈 で

0.003μ g/mLの 濃 度 に 希 釈 し た 抗 体 液 を 、 50μ Ｌ 分 注 し 、 次 に （ ３ ） － １ で 調 製 し た 標 的

細 胞 懸 濁 液 を 1× 10
4
細 胞 /50μ Ｌ /ウ ェ ル で 分 注 し 、 最 後 に （ ３ ） － ２ で 調 製 し た エ フ ェ ク

タ ー 細 胞 懸 濁 液 を 2.5× 10
5
細 胞 /50μ Ｌ /ウ ェ ル で 分 注 し て 全 量 を 150μ Ｌ と し 、 37℃ で ４

時 間 反 応 さ せ た 。 よ っ て 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 （ E） と 標 的 細 胞 （ T） と の 比 は 25:1で 実 験 を

行 っ た 。 A DCC活 性 は 次 式 に よ り 求 め た 。 結 果 を 図 ２ ０ に 示 す 。

（ 式 ）

A DCC活 性 （ ％ ） ＝ {（ ［ 検 体 の 吸 光 度 ］ － ［ 標 的 細 胞 自 然 遊 離 の 吸 光 度 ］ － ［ エ フ ェ ク タ

ー 細 胞 自 然 遊 離 の 吸 光 度 ］ ） ／ （ ［ 標 的 細 胞 全 遊 離 の 吸 光 度 ］ － ［ 標 的 細 胞 自 然 遊 離 の 吸

光 度 ］ ） }× 100

　 そ の 結 果 、 抗 体 の Fc領 域 の Ｎ 結 合 複 合 型 糖 鎖 に コ ア フ コ ー ス が 結 合 し て い な い 抗 糖 鎖 不

全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028、 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型 K M40

31は い ず れ も 、 CD27/Lec8-4細 胞 に 対 し て 、 高 い A DCC活 性 を 示 し た 。

【 ０ ２ １ ２ 】

　 以 上 の こ と か ら 、 本 発 明 の 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028
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、 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型 K M4031は い ず れ も 、 糖 鎖 不 全 CD27を 発 現 し た 細 胞 に 対 し

、 高 い A DCC活 性 を 有 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。

（ ４ ） 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 （ CDC活 性 ） の 評 価

　 実 施 例 ２ で 作 製 し た CD27/Lec8-4細 胞 に 対 す る 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M402

6、 キ メ ラ 型 K M4028、 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型 K M4031の CDC活 性 を 、 以 下 に 示 す 方 法

に 従 っ て 測 定 し た 。

【 ０ ２ １ ３ 】

　 CD27/Lec8-4細 胞 を PBSで 洗 浄 後 、 10％ dFBSを 含 む RPMI1640培 地 で 洗 浄 し 、 同 培 地 で 至 適

濃 度 に 調 製 し て 標 的 細 胞 懸 濁 液 と し た 。 １ ウ ェ ル 当 た り 5× 10
4
個 と な る よ う 、 標 的 細 胞 懸

濁 液 を 96 well平 底 プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 製 ） に 50μ L/ウ ェ ル で 分 注 し 、 更 に 、 適 当 な

濃 度 に 調 製 し た 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 溶 液 及 び ヒ ト 補 体 （ SIG M A社 製 ） を 添 加 し 、 全

量 150μ Ｌ /ウ ェ ル に 調 製 し た 。 ま た 、 陰 性 対 照 と し て 抗 体 を 含 ま な い 反 応 ウ ェ ル （ 0％ 細

胞 傷 害 活 性 ウ ェ ル ） 、 陽 性 対 照 と し て 細 胞 を 含 ま な い 反 応 ウ ェ ル （ 100％ 細 胞 傷 害 活 性 ウ

ェ ル ） を そ れ ぞ れ 用 意 し た 。 37℃ 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に お い て 2時 間 反 応 を 行 っ た

。 反 応 終 了 後 、 各 反 応 ウ ェ ル に 15μ Ｌ の WST-1試 薬 （ ロ シ ュ 社 製 ） を 加 え 、 37℃ で 4時 間 程

度 反 応 さ せ 、 各 ウ ェ ル に お け る 吸 光 度 （ O D450nm－ O D690nm） を プ レ ー ト リ ー ダ ー (Emax）

を 用 い て 測 定 し た 。 各 ウ ェ ル の 吸 光 度 か ら 、 以 下 の 式 を 用 い て CDC活 性 （ 細 胞 傷 害 活 性 [％

]） を 算 出 し た 。 結 果 を 図 ２ １ に 示 す 。

（ 式 ）

CDC活 性 （ 細 胞 傷 害 活 性 [％ ]） ＝ ｛ 1－ （ 反 応 ウ ェ ル の 吸 光 度 － 100％ Lysisウ ェ ル の 吸 光 度

） ／ （ 0％ Lysisウ ェ ル の 吸 光 度 － 100％ Lysisウ ェ ル の 吸 光 度 ） ｝ × 100

　 そ の 結 果 、 本 発 明 で 取 得 し た 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M40

28、 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型 K M4031は 、 い ず れ も CDC活 性 を 示 し た 。

【 実 施 例 ８ 】

【 ０ ２ １ ４ 】

　 細 胞 膜 上 に カ ニ ク イ ザ ル CD27を 発 現 す る CH O細 胞 の 造 成

（ １ ） カ ニ ク イ ザ ル CD27遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

　 カ ニ ク イ ザ ル 末 梢 血 由 来 RN Aよ り 、 以 下 の 手 順 で CD27を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 単 離 し た 。

カ ニ ク イ ザ ル 末 梢 血 よ り Trizol（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 用 い て 単 離 し た RN Aを 鋳 型 と

し て 3.3μ g使 用 し 、 SuperScriptIIIfirst strandキ ッ ト （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） に 添 付

さ れ た オ リ ゴ dTを 1μ L、 dNTP Mixを 1μ Ｌ 含 む 、 全 量 5μ Lか ら 成 る 溶 液 を 調 製 し た 。 該 調

製 し た 溶 液 を 65℃ で 5分 間 反 応 後 に 氷 上 で 1分 間 急 冷 し た の ち 、 SuperScriptIIIfirst stra

ndキ ッ ト に 添 付 さ れ た 10× RTバ ッ フ ァ ー を 2μ Ｌ 、 DTTを 2μ L、 RNase O UTを 1μ L、 RTを 1μ

L添 加 し 、 50℃ で 50分 間 逆 転 写 反 応 を 行 っ た 。 反 応 後 、 85℃ で 5分 間 加 熱 し 逆 転 写 酵 素 を 失

活 さ せ た の ち 、 SuperScriptIIIfirst strandキ ッ ト に 添 付 さ れ た RNase Hを 1μ L添 加 し 、 3

7℃ で 20分 間 反 応 さ せ RN Aを 完 全 に 分 解 し た 。 本 カ ニ ク イ ザ ル 末 梢 血 由 来 一 本 鎖 cD N Aは 使 用

す る ま で -20℃ で 保 存 し た 。

【 ０ ２ １ ５ 】

　 上 記 で 作 製 し た カ ニ ク イ ザ ル 末 梢 血 由 来 一 本 鎖 cD N Aを 鋳 型 と し て 1.25μ L使 用 し 、 10× K

O D Plusバ ッ フ ァ ー 2.5μ L、 ２ m mol/L dNTPを 2.5μ L、 25m mol/Lの 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム を 1μ L

、 K O D Plus polymerase（ 東 洋 紡 社 製 ） を 0.5μ L、 ア カ ゲ ザ ル CD27の 5＇ 側 非 翻 訳 領 域 配 列

よ り 設 計 し た mfCD27_5UTR（ 配 列 番 号 90） と ア カ ゲ ザ ル CD27の 3＇ 側 非 翻 訳 領 域 配 列 よ り 設

計 し た mfCD27_3UTR（ 配 列 番 号 91） を そ れ ぞ れ 20 pmolず つ 含 む 、 全 量 25μ Lか ら な る 溶 液

を 調 製 し た 。 該 調 製 溶 液 を 用 い て 、 94℃ で 5分 間 加 熱 後 、 94℃ で 30秒 間 、 68℃ で 2分 間 の 反

応 を 30サ イ ク ル の PCR反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 液 を 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 後 、 約 8

00 bpの PCR産 物 を Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit for Seqeuncing（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン

社 製 ） を 用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て pCR Blunt-TOPOベ ク タ ー に 挿 入 し た 。 PCR増 幅

断 片 が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー を 用 い て 大 腸 菌 D H5α （ 東 洋 紡 社 製 ） を 形 質 転 換 し 、 各 ク ロ ー

ン か ら 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド を 調 整 し 、 BigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Re

action Kit（ PEバ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製 ） を 用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 反 応 後 、 同 社
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の シ ー ケ ン サ ー ABI PRISM3700に よ り 塩 基 配 列 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 カ ニ ク イ ザ ル CD27

を コ ー ド す る cD N A（ 配 列 番 号 92） が ク ロ ー ニ ン グ さ れ た プ ラ ス ミ ド pCR mfCD27を 取 得 し た

（ 図 ２ ２ ） 。

（ ２ ） サ ル CD27発 現 プ ラ ス ミ ド pK A NTEX mfCD27Hisの 構 築

　 C末 端 に Hisタ グ を 付 加 し た カ ニ ク イ ザ ル CD27発 現 ベ ク タ ー pK A NTEX mfCD27Hisを 以 下 の

方 法 に て 作 製 し た 。

【 ０ ２ １ ６ 】

　 pCR mfCD27を 鋳 型 と し て 10 ng使 用 し 、 10× K O D Plusバ ッ フ ァ ー を 5μ L、 ２ m mol/L dNTP

を 5μ L、 25m mol/Lの 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム を 2μ L、 K O D Plus polymerase（ 東 洋 紡 社 製 ） を 1μ

L、 100μ mol/Lの mfCD27toK A N_5（ 配 列 番 号 93） お よ び mfCD27HisK A N_3（ 配 列 番 号 94） を 0.

2μ Lず つ 含 む 、 全 量 50μ Lか ら な る 溶 液 を 調 製 し た 。 該 調 製 溶 液 を 用 い て 、 94℃ で 5分 間 加

熱 後 、 94℃ で 30秒 間 、 68℃ で 2分 間 の 反 応 を 30サ イ ク ル の PCR反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 液 を 1%

ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 後 、 約 800 bpの PCR産 物 を Zero Blunt TOPO PCR Cloning K

it for Seqeuncing（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を 用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て pCR Blu

nt-TOPOベ ク タ ー に 挿 入 し た 。 PCR増 幅 断 片 が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー を 用 い て 大 腸 菌 D H5α （

東 洋 紡 社 製 ） を 形 質 転 換 し 、 各 ク ロ ー ン か ら 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド を 調 整 し 、 BigDye Termi

nator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit（ PEバ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製 ） を 用 い て 添

付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 反 応 後 、 同 社 の シ ー ケ ン サ ー ABI PRISM3700に よ り 塩 基 配 列 を 解

析 し た 。 そ の 結 果 、 C末 端 に Hisタ グ が 付 加 さ れ た カ ニ ク イ ザ ル CD27を コ ー ド す る cD N A（ 配

列 番 号 95） が ク ロ ー ニ ン グ さ れ た プ ラ ス ミ ド pCR mfCD27Hisを 取 得 し た （ 図 ２ ３ ） 。

【 ０ ２ １ ７ 】

　 pCR mfCD27Hisを 制 限 酵 素 NotIお よ び SalI（ タ カ ラ バ イ オ 社 製 ） で 消 化 し て 得 ら れ る 約 8

00 bpの D N A断 片 と 、 実 施 例 ２ で 作 製 し た pK A NTEX CD27を 制 限 酵 素 NotIお よ び SalI（ タ カ ラ

バ イ オ 社 製 ） で 消 化 し て 得 ら れ る 約 10 kbpの D N A断 片 を 、 Ligation High（ 東 洋 紡 社 製 ） を

用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 連 結 さ せ た 。 連 結 さ れ た D N A断 片 を 用 い て 大 腸 菌 D H5α （

東 洋 紡 社 製 ） を 形 質 転 換 し 、 各 ク ロ ー ン か ら 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド を 調 整 し 、 BigDye Termi

nator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit（ PEバ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製 ） を 用 い て 添

付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 反 応 後 、 同 社 の シ ー ケ ン サ ー ABI PRISM3700に よ り 塩 基 配 列 を 解

析 し た 。 そ の 結 果 、 C末 端 に Hisタ グ が 付 加 さ れ た カ ニ ク イ ザ ル CD27を 発 現 す る た め の プ ラ

ス ミ ド pK A NTEX mfCD27Hisを 取 得 し た （ 図 ２ ４ ） 。

【 ０ ２ １ ８ 】

　 pK A NTEX mfCD27Hisを 用 い て 形 質 転 換 さ せ た D H5α （ 東 洋 紡 社 製 ） を 200 mLの LB培 地 に 播

種 し 、 一 晩 培 養 を 行 っ た 。 培 養 後 に 菌 体 を 回 収 し 、 QIAfilter Plasmid Midi kit（ キ ア ゲ

ン 社 製 ） を 用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て プ ラ ス ミ ド を 精 製 し た 。 精 製 し た プ ラ ス ミ ド

50μ gを 制 限 酵 素 AatII（ New England Biolabs社 製 ） 消 化 に よ り 、 線 上 化 し た 。

（ ３ ） サ ル CD27発 現 プ ラ ス ミ ド pK A NTEX mfCD27Hisの 導 入

　 上 記 （ ２ ） で 作 製 し た カ ニ ク イ ザ ル CD27発 現 プ ラ ス ミ ド pK A NTEX mfCD27Hisを Lec8細 胞

お よ び CH O/D G44細 胞 に 遺 伝 子 導 入 す る こ と に よ り 、 カ ニ ク イ ザ ル CD27を 発 現 す る Lec8細 胞

お よ び D G44細 胞 の 樹 立 を 行 っ た 。 導 入 す る プ ラ ス ミ ド と し て pK A NTEX　 mfCD27Hisを 用 い る

以 外 は 実 施 例 １ （ ６ ） に 記 載 の 方 法 で 実 施 し た 。 た だ し 、 遺 伝 子 導 入 後 の 細 胞 は 、 HT-培

地 30 mLに 懸 濁 し 、 100μ L/ウ ェ ル と な る よ う に 3枚 の 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 種 し た 。 播 種

１ 日 後 に 500μ g/mL G418を 含 む 継 代 用 培 地 に 交 換 し 、 10日 間 培 養 を 行 い 、 G418耐 性 ク ロ ー

ン 株 を 取 得 し た 。 Lec8株 由 来 の カ ニ ク イ ザ ル CD27発 現 株 を カ ニ ク イ ザ ル CD27/Lec8細 胞 、

一 方 、 D G44細 胞 由 来 の カ ニ ク イ ザ ル CD27発 現 細 胞 を カ ニ ク イ ザ ル CD27/D G44細 胞 と 記 載 す

る 。

【 実 施 例 ９ 】

【 ０ ２ １ ９ 】

　 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の サ ル CD27蛋 白 質 へ の 交 差 反 応 性 評 価

　 実 施 例 ８ で 作 製 し た カ ニ ク イ ザ ル CD27/D G44細 胞 、 カ ニ ク イ ザ ル CD27/Lec8細 胞 を ア ッ セ

イ 用 細 胞 と し て 用 い た 。
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（ １ ） 蛍 光 細 胞 染 色 法 （ フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 解 析 ） に よ る 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の

サ ル CD27発 現 細 胞 へ の 反 応 性 評 価

　 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028、 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ

メ ラ 型 K M4031の カ ニ ク イ ザ ル CD27発 現 細 胞 に 対 す る 結 合 活 性 を 、 以 下 の 方 法 に 従 っ て 測 定

し た 。

【 ０ ２ ２ ０ 】

　 500μ g/mL G418添 加 HT-培 地 を 用 い て 継 代 し た カ ニ ク イ ザ ル CD27/D G44細 胞 お よ び カ ニ ク

イ ザ ル CD27/Lec8細 胞 を 、 0.02％ EDTA溶 液 を 用 い て 剥 離 し た 後 、 各 細 胞 を PBSで 洗 浄 し た

。 洗 浄 後 、 5× 10
5
個 の 細 胞 を 50μ Lの 1％ BSA-PBSに 懸 濁 し た 後 、 １ 次 抗 体 と し て 抗 糖 鎖 不

全 CD27キ メ ラ 抗 体 （ キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028、 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型 K M

4031） を 10μ g/mLに 調 製 し た 抗 体 液 を 50μ L/ウ ェ ル で 分 注 し 、 氷 温 中 で 1時 間 反 応 さ せ た

。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 抗 CD27マ ウ ス 抗 体 O323を 用 い た 。 反 応 後 、 PBSを 用 い

て 遠 心 分 離 を ２ 回 行 っ て 細 胞 を 洗 浄 し 、 ２ 次 抗 体 と し て ALEX A Fluoro 488標 識 抗 ヒ ト イ ム

ノ グ ロ ブ リ ン G（ H+L） も し く は ALEX A Fluoro 488標 識 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G（ H+L）

（ い ず れ も BioLegend社 製 ） を 、 50μ L/ウ ェ ル で 加 え 、 氷 温 、 遮 光 下 で 30分 間 反 応 さ せ た

。 再 び PBSを 用 い て 遠 心 分 離 を ２ 回 行 い 、 細 胞 を 洗 浄 し た 後 、 500μ Lの 1％ BSA-PBSに 懸 濁

し て レ ー ザ ー 光 488 nmア ル ゴ ン で 励 起 さ れ る 510～ 530 nmの 蛍 光 を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー

（ ベ ッ ク マ ン コ ー ル タ ー 社 製 、 Cytomics FC500 MPL） で 測 定 し た 。 図 ２ ５ に 結 果 を 示 す 。

【 ０ ２ ２ １ 】

　 そ の 結 果 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型 K M4031は 、 糖 鎖 不

全 CD27を 発 現 し た カ ニ ク イ ザ ル CD27/Lec8細 胞 に 反 応 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 一 方 、

抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026お よ び キ メ ラ 型 K M4028の カ ニ ク イ ザ ル CD27/Lec

8細 胞 へ の 反 応 性 は 軽 微 で あ っ た 。 ま た 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 は い ず れ も 、 カ ニ ク

イ ザ ル CD27/D G44細 胞 に は 結 合 し な い こ と が 確 認 さ れ た 。

（ ２ ） 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の サ ル CD27発 現 細 胞 に 対 す る A DCC活 性 の 評 価

　 500μ g/mL G418添 加 HT-培 地 を 用 い て 継 代 し た カ ニ ク イ ザ ル CD27/Lec8細 胞 を 、 0.02％ E

DTA溶 液 を 用 い て 剥 離 し た 後 、 PBSで 洗 浄 し た 後 、 A DCC用 培 地 で 洗 浄 し て 同 培 地 で 至 適 濃 度

に 調 製 し て 標 的 細 胞 懸 濁 液 と し た 。 ま た 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 懸 濁 液 の 調 製 お よ び A DCC活 性

の 測 定 は 、 実 施 例 ７ と 同 様 の 方 法 で 行 っ た 。 図 ２ ６ に 結 果 を 示 す 。

【 ０ ２ ２ ２ 】

　 そ の 結 果 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028、 キ メ ラ 型 K M40

30お よ び キ メ ラ 型 K M4031は い ず れ も 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む

カ ニ ク イ ザ ル CD27/Lec8細 胞 （ 糖 鎖 不 全 カ ニ ク イ ザ ル CD27細 胞 ） に 対 し て A DCC活 性 を 示 し

た 。

　 以 上 の こ と か ら 、 本 発 明 の 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4026、 キ メ ラ 型 K M4028

、 キ メ ラ 型 K M4030お よ び キ メ ラ 型 K M4031は い ず れ も 、 糖 鎖 不 全 カ ニ ク イ ザ ル CD27細 胞 に 交

差 反 応 性 を 示 す こ と が 明 ら か と な っ た 。 各 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 の 糖 鎖 不 全 カ ニ ク イ

ザ ル CD27に 対 す る 反 応 性 に は 強 弱 が 認 め ら れ 、 認 識 す る エ ピ ト ー プ の 違 い が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ ２ ２ ３ 】

　 ま た 、 実 施 例 ２ で 作 製 し た ヒ ト CD27/Lec8細 胞 お よ び 実 施 例 ８ で 作 製 し た カ ニ ク イ ザ ル C

D27/Lec8細 胞 の う ち 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 解 析 に よ り 細 胞 表 面 上 の CD27発 現 量 が ほ ぼ 同

等 で あ る こ と を 確 認 し た 細 胞 を 用 い て 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4030の A DCC

活 性 を 測 定 し た 。 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 懸 濁 液 は 、 同 一 健 常 人 末 梢 血 か ら 調 製 し た 。 図 ２ ７ に

結 果 を 示 す 。

【 ０ ２ ２ ４ 】

　 そ の 結 果 、 糖 鎖 不 全 CD27キ メ ラ 抗 体 キ メ ラ 型 K M4030は 、 カ ニ ク イ ザ ル CD27/Lec8細 胞 と

ヒ ト CD27/Lec8細 胞 に 対 し 、 同 等 の A DCC活 性 を 示 す こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 実 施 例 １ ０ 】

【 ０ ２ ２ ５ 】

　 ヒ ト 化 抗 体 の 作 製
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（ １ ） 抗 糖 鎖 不 全 CD27ヒ ト 化 抗 体 の V Hお よ び VLの ア ミ ノ 酸 配 列 の 設 計

　 抗 糖 鎖 不 全 CD27ヒ ト 化 抗 体 の V Hの ア ミ ノ 酸 配 列 を 以 下 の よ う に し て 設 計 し た 。

　 初 め に 、 配 列 番 号 58,59お よ び 60で そ れ ぞ れ 表 さ れ る 抗 糖 鎖 不 全 CD27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 体 K M4030V Hの CDR1～ 3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 移 植 す る た め の ヒ ト 抗 体 の V Hの FRの ア ミ ノ

酸 配 列 を 選 択 し た 。 配 列 解 析 シ ス テ ム と し て GCG Package (Genetics Computer Group社 製

) を 用 い て 、 既 存 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 デ ー タ ベ ー ス を BLASTP法 (Nucleic Acid Res., 25,

3389 (1997))に よ り 抗 糖 鎖 不 全 CD27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030と 相 同 性 の 高 い ヒ ト

抗 体 を 検 索 し た 。 相 同 性 ス コ ア と 実 際 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 を 比 較 し た と こ ろ 、 SWISSP

ROTデ ー タ ベ ー ス ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー BA H04525、 The repertoire of neutralizing mo

noclonal antibodies against H3N2 influenza viruses in human （ 以 下 、 BA H04525と 称

す ） が 83.9％ を 示 し 、 最 も 相 同 性 の 高 い ヒ ト 抗 体 で あ っ た た め 、 こ の 抗 体 の FRの ア ミ ノ 酸

配 列 を 選 択 し た 。

【 ０ ２ ２ ６ 】

　 以 上 の よ う に し て 決 定 し た ヒ ト 抗 体 の FRの ア ミ ノ 酸 配 列 の 適 切 な 位 置 に 配 列 番 号 58～ 60

で 示 し た 抗 糖 鎖 不 全 CD27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030の V Hの CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 移

植 し た 。 こ の よ う に し て 、 配 列 番 号 96で 表 さ れ る 抗 糖 鎖 不 全 CD27ヒ ト 化 抗 体 の V Hの ア ミ ノ

酸 配 列 H V0を 設 計 し た 。

　 次 に 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27ヒ ト 化 抗 体 の VLの ア ミ ノ 酸 配 列 を 以 下 の よ う に し て 設 計 し た 。

【 ０ ２ ２ ７ 】

　 配 列 番 号 61～ 63で そ れ ぞ れ 表 さ れ る 抗 糖 鎖 不 全 CD27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030VL

の CDR1～ 3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 移 植 す る た め の ヒ ト 抗 体 の VLの FRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 選 択 し た

。 カ バ ッ ト ら は 、 既 知 の 様 々 な ヒ ト 抗 体 の VLを そ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 か ら サ ブ グ ル ー

プ （ HSG I～ IV） に 分 類 し 、 そ れ ら の サ ブ グ ル ー プ 毎 に 共 通 配 列 を 報 告 し て い る ［ Sequenc

es of Proteins of Im munological Interest, US Dept. Health and Human Services(199

1)］ 。 そ こ で 、 ヒ ト 抗 体 の VLの サ ブ グ ル ー プ I～ IVの 共 通 配 列 の FRの ア ミ ノ 酸 配 列 と 抗 糖

鎖 不 全 CD27ラ ッ ト 抗 体 K M4030の VLの FRの ア ミ ノ 酸 配 列 と の 相 同 性 検 索 を 実 施 し た 。

【 ０ ２ ２ ８ 】

　 相 同 性 を 検 索 し た 結 果 、 HSGI、 HSGII、 HSGIII、 お よ び HSGIVの 相 同 性 は そ れ ぞ れ 86.3％

、 60.0％ 、 73.8％ 、 73.8％ で あ っ た 。 従 っ て 、 K M4030VLの FRの ア ミ ノ 酸 配 列 は サ ブ グ ル ー

プ Iと 最 も 高 い 相 同 性 を 有 し て い た 。

　 以 上 の 結 果 か ら 、 ヒ ト 抗 体 の VLの サ ブ グ ル ー プ Iの 共 通 配 列 の FRの ア ミ ノ 酸 配 列 の 適 切

な 位 置 に 抗 糖 鎖 不 全 CD27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030の VLの CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を 移

植 し た 。 し か し 、 配 列 番 号 38に 記 載 の 抗 糖 鎖 不 全 CD27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030の

VLの ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 124番 目 の Leuは 、 カ バ ッ ト ら が あ げ る ヒ ト 抗 体 FRの ア ミ ノ 酸 配 列 の

相 当 す る 部 位 に お い て 、 最 も 使 用 さ れ る 頻 度 が 高 い ア ミ ノ 酸 残 基 で は な い が 、 比 較 的 高 い

頻 度 で 使 用 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る た め 、 上 記 の 抗 糖 鎖 不 全 CD27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 K M4030の ア ミ ノ 酸 配 列 で 認 め ら れ る ア ミ ノ 酸 残 基 を 用 い る こ と と し た 。 こ の よ う に し

て 、 配 列 番 号 97で 表 さ れ る 抗 糖 鎖 不 全 CD27ヒ ト 化 抗 体 の VLの ア ミ ノ 酸 配 列 LV0を 設 計 し た

。

【 ０ ２ ２ ９ 】

　 上 記 で 設 計 し た 抗 糖 鎖 不 全 CD27ヒ ト 化 抗 体 の V Hの ア ミ ノ 酸 配 列 H V0お よ び VLの ア ミ ノ 酸

配 列 LV0は 、 選 択 し た ヒ ト 抗 体 の FRの ア ミ ノ 酸 配 列 に 抗 糖 鎖 不 全 CD27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 K M4030の CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 の み を 移 植 し た 配 列 で あ る 。 し か し 、 一 般 に 、 ヒ ト 化

抗 体 を 作 製 す る 場 合 に は 、 単 な る ヒ ト 抗 体 の FRへ の ラ ッ ト 抗 体 の CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 の 移

植 の み で は 結 合 活 性 が 低 下 し て し ま う こ と が 多 い 。 こ の た め 、 結 合 活 性 の 低 下 を 回 避 す る

た め 、 CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 の 移 植 と と も に 、 ヒ ト 抗 体 と ラ ッ ト 抗 体 で 異 な っ て い る FRの ア

ミ ノ 酸 残 基 の う ち 、 結 合 活 性 に 影 響 を 与 え る と 考 え ら れ る ア ミ ノ 酸 残 基 を 改 変 す る こ と が

行 わ れ て い る 。 そ こ で 、 本 実 施 例 で も 、 結 合 活 性 に 影 響 を 与 え る と 考 え ら れ る FRの ア ミ ノ

酸 残 基 を 以 下 の よ う に し て 同 定 し た 。

【 ０ ２ ３ ０ 】
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　 ま ず 、 上 記 で 設 計 し た 抗 糖 鎖 不 全 CD27ヒ ト 化 抗 体 の V Hの ア ミ ノ 酸 配 列 H V0お よ び VLの ア

ミ ノ 酸 配 列 LV0よ り な る 抗 体 V領 域 （ H V0LV0） の 三 次 元 構 造 を コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ の

手 法 を 用 い て 構 築 し た 。 三 次 元 構 造 座 標 作 製 お よ び 三 次 元 構 造 の 表 示 に に 関 し て は ソ フ ト

ウ ェ ア Discovery Studio（ Accelrys社 製 ） を 用 い て 添 付 の 使 用 説 明 書 に 従 い 、 行 っ た 。 ま

た 、 抗 糖 鎖 不 全 CD27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030の V領 域 の 三 次 元 構 造 の コ ン ピ ュ ー

タ ー モ デ ル も 同 様 に し て 構 築 し た 。 更 に 、 H V0LV0の V Hお よ び VLの FRの ア ミ ノ 酸 配 列 の 中 で

、 抗 糖 鎖 不 全 CD27ラ ッ ト 抗 体 K M4030と 異 な っ て い る ア ミ ノ 酸 残 基 を 選 択 し 、 抗 糖 鎖 不 全 CD

27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030の ア ミ ノ 酸 残 基 へ 改 変 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 作 製 し 、 同

様 に 三 次 元 構 造 モ デ ル を 構 築 し た 。 こ れ ら 作 製 し た 抗 糖 鎖 不 全 CD27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 K M4030、 H V0LV0お よ び 改 変 体 の V領 域 の 三 次 元 構 造 を 比 較 し 、 抗 体 の 結 合 活 性 に 影 響

を 与 え る と 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 を 同 定 し た 。

【 ０ ２ ３ １ 】

　 そ の 結 果 、 H V0LV0の FRの ア ミ ノ 酸 残 基 の 中 で 抗 原 結 合 部 位 の 三 次 元 構 造 を 変 化 さ せ 、 抗

体 の 結 合 活 性 に 影 響 を 与 え る と 考 え ら れ る ア ミ ノ 酸 残 基 と し て 、 H V0で は 30番 目 の Ser、 48

番 目 の Val、 49番 目 の Ser、 77番 目 の Asn、 93番 目 の Val、 97番 目 の Alaお よ び 117番 目 の Thr

を 、 LV0で は 21番 目 の Ile、 40番 目 の Pro、 58番 目 の Val、 85番 目 の Thr、 お よ び 87番 目 の Tyr

を そ れ ぞ れ 選 択 し た 。 こ れ ら の 選 択 し た ア ミ ノ 酸 残 基 の う ち 、 少 な く と も 1つ 以 上 の ア ミ

ノ 酸 配 列 を 抗 糖 鎖 不 全 CD27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030の 同 じ 部 位 に 存 在 す る ア ミ ノ

酸 残 基 へ 改 変 し 、 様 々 な 改 変 を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 の V Hお よ び VLを 設 計 し た 。 具 体 的 に は 、

抗 体 V Hに つ い て は 、 配 列 番 号 96で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 30番 目 の Serを Asnに 、 48番 目 の

Valを Ileに 、 49番 目 の Serを Alaに 、 77番 目 の Asnを Glyに 、 93番 目 の Valを Thrに 、 97番 目 の

Alaを Thrに 、 お よ び 117番 目 の Thrを Valに 置 換 す る ア ミ ノ 酸 改 変 の う ち 、 少 な く と も 1つ の

改 変 を 導 入 し た 。 ま た 、 VLに つ い て は 、 配 列 番 号 97で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 21番 目 の Il

eを Leuに 、 40番 目 の Proを Leuに 、 58番 目 の Valを Ileに 、 85番 目 の Thrを Alaに 、 お よ び 87番

目 の Tyrを Pheに 置 換 す る ア ミ ノ 酸 改 変 の う ち 、 少 な く と も 1つ の 改 変 を 導 入 し た 。

【 ０ ２ ３ ２ 】

　 H V0LV0の FRに 存 在 す る 、 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 改 変 し た H V2LV0、 H V3LV0、 H V

5LV0、 お よ び H V7LV0の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 設 計 し 、 Ｈ 鎖 可 変 領 域 H V2、 H V3， H V5,

お よ び H V7の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 101、 103、 105、 お よ び 107に 示 し た 。

（ ２ ） 抗 糖 鎖 不 全 CD27ヒ ト 化 抗 体 の 作 製 お よ び 評 価

　 抗 糖 鎖 不 全 CD27ヒ ト 化 抗 体 の 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る D N Aは 、 抗 糖 鎖 不 全 C

D27ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 K M4030の V Hま た は VLの ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る D N Aで 用 い

ら れ て い る コ ド ン を 利 用 し 、 ア ミ ノ 酸 改 変 を 行 う 場 合 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 で 高 頻 度 で 使 用 さ

れ る コ ド ン を 用 い て 、 作 製 し た 。 抗 糖 鎖 不 全 CD27ヒ ト 化 抗 体 の H V0お よ び LV0の ア ミ ノ 酸 配

列 を コ ー ド す る D N A配 列 を 配 列 番 号 98、 99に ぞ れ ぞ れ 示 し 、 ま た ア ミ ノ 酸 改 変 を 行 っ た 可

変 領 域 H V2、 H V3、 H V5、 お よ び H V7の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る D N A配 列 を 、 配 列 番 号 100、

102、 104、 お よ び 106に そ れ ぞ れ 示 し た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ２ ３ ３ 】

　 本 発 明 に よ り 、 ガ ラ ク ト ー ス が 結 合 し て い な い O結 合 型 糖 鎖 を 含 む CD27を 特 異 的 に 認 識

し 、 該 細 胞 外 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 、 該 抗 体 を 産 生 す る ハ

イ ブ リ ド ー マ 、 該 抗 体 を コ ー ド す る D N A、 該 D N Aを 含 ん で な る ベ ク タ ー 、 該 ベ ク タ ー を 形 質

転 換 し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ ま た は 形 質 転 換 体 を 用 い る 抗 体 ま た は 該

抗 体 断 片 の 製 造 方 法 、 な ら び に 該 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有 し て な る CD27

が 関 与 す る 疾 患 の 診 断 薬 ま た は 治 療 薬 を 提 供 す る こ と が で き る 。

【 受 託 番 号 】

【 ０ ２ ３ ４ 】

　 IPO D　 FRE M BP-10976

【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】

【 ０ ２ ３ ５ 】
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配 列 番 号 1－ ヒ ト CD27 D N A配 列

配 列 番 号 2－ ヒ ト CD27 ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 3－ 人 工 配 列 の 記 載 ： CD27フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー

配 列 番 号 4－ 人 工 配 列 の 記 載 ： CD27809B

配 列 番 号 5－ 人 工 配 列 の 記 載 ： CD27-Aプ ラ イ マ ー

配 列 番 号 6－ 人 工 配 列 の 記 載 ： CD27-Bプ ラ イ マ ー

配 列 番 号 7－ 人 工 配 列 の 記 載 ： プ ラ イ マ ー 1

配 列 番 号 8－ 人 工 配 列 の 記 載 ： プ ラ イ マ ー 2

配 列 番 号 9－ 人 工 配 列 の 記 載 ： g4Aプ ラ イ マ ー

配 列 番 号 10－ 人 工 配 列 の 記 載 ： g4Bプ ラ イ マ ー

配 列 番 号 11－ 人 工 配 列 の 記 載 ： CD27-Fcタ ン パ ク 質 D N A配 列

配 列 番 号 12－ 人 工 配 列 の 記 載 ： CD27-Fcタ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 13－ 人 工 配 列 の 記 載 ： CD27-Cプ ラ イ マ ー

配 列 番 号 14－ 人 工 配 列 の 記 載 ： ラ ッ ト IgG1に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー

配 列 番 号 15－ 人 工 配 列 の 記 載 ： ラ ッ ト IgG2aに 特 異 的 な プ ラ イ マ ー

配 列 番 号 16－ 人 工 配 列 の 記 載 ： ラ ッ ト IgG2bに 特 異 的 な プ ラ イ マ ー

配 列 番 号 17－ 人 工 配 列 の 記 載 ： ラ ッ ト CH1特 異 的 な プ ラ イ マ ー

配 列 番 号 18－ 人 工 配 列 の 記 載 ： ラ ッ ト Ig（ κ ） 特 異 的 プ ラ イ マ ー １

配 列 番 号 19－ 人 工 配 列 の 記 載 ： ラ ッ ト Ig（ κ ） 特 異 的 プ ラ イ マ ー ２

配 列 番 号 20－ K M4026 V H 塩 基 配 列

配 列 番 号 21－ K M4027 V H 塩 基 配 列

配 列 番 号 22－ K M4028 V H 塩 基 配 列

配 列 番 号 23－ K M4030 V H 塩 基 配 列

配 列 番 号 24－ K M4031 V H 塩 基 配 列

配 列 番 号 25－ K M4026 V H ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 26－ K M4027 V H ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 27－ K M4028 V H ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 28－ K M4030 V H ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 29－ K M4031 V H ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 30－ K M4026 VL 塩 基 配 列

配 列 番 号 31－ K M4027 VL 塩 基 配 列

配 列 番 号 32－ K M4028 VL 塩 基 配 列

配 列 番 号 33－ K M4030 VL 塩 基 配 列

配 列 番 号 34－ K M4031 VL 塩 基 配 列

配 列 番 号 35－ K M4026 VL ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 36－ K M4027 VL ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 37－ K M4028 VL ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 38－ K M4030 VL ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 39－ K M4031 VL ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 40－ K M4026 V H CDR1

配 列 番 号 41－ K M4026 V H CDR2

配 列 番 号 42－ K M4026 V H CDR3

配 列 番 号 43－ K M4026 VL CDR1

配 列 番 号 44－ K M4026 VL CDR2

配 列 番 号 45－ K M4026 VL CDR3

配 列 番 号 46－ K M4027 V H CDR1

配 列 番 号 47－ K M4027 V H CDR2

配 列 番 号 48－ K M4027 V H CDR3

配 列 番 号 49－ K M4027 VL CDR1

配 列 番 号 50－ K M4027 VL CDR2
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配 列 番 号 51－ K M4027 VL CDR3

配 列 番 号 52－ K M4028 V H CDR1

配 列 番 号 53－ K M4028 V H CDR2

配 列 番 号 54－ K M4028 V H CDR3

配 列 番 号 55－ K M4028 VL CDR1

配 列 番 号 56－ K M4028 VL CDR2

配 列 番 号 57－ K M4028 VL CDR3

配 列 番 号 58－ K M4030 V H CDR1

配 列 番 号 59－ K M4030 V H CDR2

配 列 番 号 60－ K M4030 V H CDR3

配 列 番 号 61－ K M4030 VL CDR1

配 列 番 号 62－ K M4030 VL CDR2

配 列 番 号 63－ K M4030 VL CDR3

配 列 番 号 64－ K M4031 V H CDR1

配 列 番 号 65－ K M4031 V H CDR2

配 列 番 号 66－ K M4030 V H CDR3

配 列 番 号 67－ K M4031 VL CDR1

配 列 番 号 68－ K M4031 VL CDR2

配 列 番 号 69－ K M4031 VL CDR3

配 列 番 号 70－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4026 VL キ メ ラ プ ラ イ マ ー 1

配 列 番 号 71－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4026 VL キ メ ラ プ ラ イ マ ー 2

配 列 番 号 72－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4026 V H キ メ ラ プ ラ イ マ ー 1

配 列 番 号 73－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4026 V H キ メ ラ プ ラ イ マ ー 2

配 列 番 号 74－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4027 VL キ メ ラ プ ラ イ マ ー 1

配 列 番 号 75－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4027 VL キ メ ラ プ ラ イ マ ー 2

配 列 番 号 76－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4027 V H キ メ ラ プ ラ イ マ ー 1

配 列 番 号 77－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4027 V H キ メ ラ プ ラ イ マ ー 2

配 列 番 号 78－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4028 VL キ メ ラ プ ラ イ マ ー 1

配 列 番 号 79－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4028 VL キ メ ラ プ ラ イ マ ー 2

配 列 番 号 80－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4028 V H キ メ ラ プ ラ イ マ ー 1

配 列 番 号 81－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4028 V H キ メ ラ プ ラ イ マ ー 2

配 列 番 号 82－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 VL キ メ ラ プ ラ イ マ ー 1

配 列 番 号 83－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 VL キ メ ラ プ ラ イ マ ー 2

配 列 番 号 84－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 V H キ メ ラ プ ラ イ マ ー 1

配 列 番 号 85－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 V H キ メ ラ プ ラ イ マ ー 2

配 列 番 号 86－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4031 VL キ メ ラ プ ラ イ マ ー 1

配 列 番 号 87－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4031 VL キ メ ラ プ ラ イ マ ー 2

配 列 番 号 88－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4031 V H キ メ ラ プ ラ イ マ ー 1

配 列 番 号 89－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4031 V H キ メ ラ プ ラ イ マ ー 2

配 列 番 号 90－ 人 工 配 列 の 記 載 ： プ ラ イ マ ー mfCD27_5UTR

配 列 番 号 91－ 人 工 配 列 の 記 載 ： プ ラ イ マ ー mfCD27_3UTR

配 列 番 号 92－ カ ニ ク イ ザ ル CD27 cD N A配 列

配 列 番 号 93－ 人 工 配 列 の 記 載 ： プ ラ イ マ ー mfCD27toK A N_5

配 列 番 号 94－ 人 工 配 列 の 記 載 ： プ ラ イ マ ー mfCD27HisK A N_3

配 列 番 号 95－ 人 工 配 列 の 記 載 ： Hisタ グ 付 き カ ニ ク イ ザ ル CD27 cD N A配 列

配 列 番 号 96－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 H V0 ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 97－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 LV0 ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 98－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 H V0 塩 基 配 列

配 列 番 号 99－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 LV0 塩 基 配 列

配 列 番 号 100－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 H V2 塩 基 配 列

10

20

30

40

50



(65) JP  WO2010/001908  A1  2010.1.7

配 列 番 号 101－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 H V2 ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 102－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 H V3 塩 基 配 列

配 列 番 号 103－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 H V3 ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 104－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 H V5 塩 基 配 列

配 列 番 号 105－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 H V5 ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 106－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 H V7 塩 基 配 列

配 列 番 号 107－ 人 工 配 列 の 記 載 ： K M4030 H V7 ア ミ ノ 酸 配 列
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