
JP 2018-512144 A 2018.5.17

(57)【要約】
　本発明は、FcεRI受容体のガンマ鎖及びヒトCD303抗原を発現する細胞株であって、ヒ
トCD303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターで安定な方法でトランスフェクト
されており、その表面上でヒトCD303を強く発現する、例えば細胞1個当たり少なくとも10
000個のヒトCD303分子を発現することを特徴とする、細胞株、並びにFcεRI受容体のガン
マ鎖及びヒトCD303抗原を共発現するのに使用できるベクター又はベクターキット、及び
本発明の細胞株の様々な使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Fcε受容体I(FcεRI)のガンマ鎖及びヒトCD303抗原を発現する細胞株であって、ヒトCD
303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターで安定してトランスフェクトされてお
り、その表面上でヒトCD303を高度に発現することを特徴とする、細胞株。
【請求項２】
　細胞1個当たり少なくとも10,000個のヒトCD303分子を有することを特徴とする、請求項
1に記載の細胞株。
【請求項３】
　ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターで安定してトランスフェクト
されたヒト形質細胞様樹状細胞(pDC)の細胞株であることを特徴とする、請求項1又は2に
記載の細胞株。
【請求項４】
　ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含むベクターで安定してトランスフェクトされ
たCAL-1細胞株又は等価体に由来する細胞株であることを特徴とする、請求項3に記載の細
胞株。
【請求項５】
　ヒトCD303抗原をコードする第1の核酸分子及びヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする第2
の核酸分子を含む発現ベクターで、又はヒトCD303抗原とヒトFcεRIのガンマ鎖とを別々
にコードする核酸分子をそれぞれ含む2つの発現ベクターで安定してトランスフェクトさ
れたヒトリンパ球細胞株であることを特徴とする、請求項1又は2に記載の細胞株。
【請求項６】
　ヒトCD303抗原をコードする第1の核酸分子及びヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする第2
の核酸分子を含む発現ベクターで、又はヒトCD303抗原とヒトFcεRIのガンマ鎖とを別々
にコードする核酸分子をそれぞれ含む2つの発現ベクターで安定してトランスフェクトさ
れたJurkat細胞株であることを特徴とする、請求項5に記載の細胞株。
【請求項７】
　その表面上に、細胞1個当たり、20,000から60,000個の間、好ましくは25,000から50,00
0個の間のヒトCD303分子を有することを特徴とする、請求項1から6のいずれか一項に記載
の細胞株。
【請求項８】
　ヒトCD303抗原をコードする第1の核酸分子及びヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする第2
の核酸分子を含む発現ベクター。
【請求項９】
　ヒトCD303抗原とヒトFcεRIのガンマ鎖とを別々にコードする核酸分子をそれぞれ含む2
つの発現ベクターを含むキット。
【請求項１０】
　ヒトCD303抗原に対する抗体の機能的な活性、好ましくはADCC、CDC、サイトカイン分泌
、アポトーシス若しくは貪食タイプの活性を特徴付けるための、又はヒトCD303抗原若し
くは複数の抗CD303抗体によって認識されるヒトCD303抗原のエピトープに対する複数の抗
CD303抗体の結合親和性を比較するための、請求項1から7のいずれか一項に記載の細胞株
の使用。
【請求項１１】
　ヒト対象、詳細にはBPDCN又は自己免疫疾患に罹ったヒト対象からのエフェクター細胞
の機能的な性能、とりわけADCC、CDC、サイトカイン分泌、アポトーシス及び貪食タイプ
の性能を特徴付けるための、請求項1から7のいずれか一項に記載の細胞株の使用。
【請求項１２】
　ヒトCD303抗原に対する抗体のADCC活性を試験するための方法であって、
　a)請求項1から7のいずれか一項に記載の細胞株を、ヒトCD303抗原に対する抗体及びエ
フェクター細胞と接触させる工程、
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　b)工程a)の請求項1から7のいずれか一項に記載の細胞株の細胞の溶解を可能にするのに
好適な時間でインキュベートする工程、及び
　c)工程a)の請求項1から7のいずれか一項に記載の細胞株の細胞の溶解の程度を測定する
工程
を含む、方法。
【請求項１３】
　抗CD303抗体を特徴付けるためのキットであって、請求項1から7のいずれか一項に記載
の細胞株、並びに有利にはエフェクター細胞、多価IgG、及び参照抗CD303抗体から選択さ
れる少なくとも1つの試薬を含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、形質細胞様樹状細胞(pDC)に由来する造血器腫瘍又はpDCが関与する炎症性若
しくは自己免疫疾患の処置又は予防に使用可能な、ヒトCD303抗原に対する抗体のインビ
トロ又はインビボでの活性を特徴付けるための細胞ツールの分野に関する。本発明は、詳
細には、Fcε受容体I(FcεRI)のガンマ鎖及びヒトCD303抗原を発現する細胞株であって、
ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターで安定してトランスフェクトさ
れており、その表面上でヒトCD303を高度に発現する、細胞株に関する。
【背景技術】
【０００２】
　樹状細胞(本明細書を通して「DC」と称される)は、免疫系の抗原提示細胞(APC)である
。特定の条件下で、DCは、ニューロンの樹状突起に類似した細胞質の突起を有する。
【０００３】
　樹状細胞は、2つの主要な機能:
・「非自己」(外来の)抗原をTリンパ球に提示することによって、これらの外来抗原に対
する適応免疫応答を誘発する機能、及び
・いわゆる「負の選択」プロセスにより胸腺中のTリンパ球を教育することによって、「
自己」に対する中枢性寛容を維持する機能
を有する。
【０００４】
　DCは、それらが受ける刺激に従って様々な部分集団に分化することが可能である。DCに
は、3つの主要なタイプ:従来型DC、形質細胞様DC(「pDC」と称される)及び炎症性DCがあ
る。
【０００５】
　従来型DCは、リンパ系器官又は末梢中で自己又は非自己抗原を提示する。炎症性DCは、
血中単球に由来する可能性があり、炎症又は感染後の刺激の場合にのみ出現する。
【０００６】
　形質細胞様DC(pDC)は、循環しており、丸く、基底状態では樹状突起を有さないが、活
性化の後、一般的にウイルス抗原によって樹状突起を獲得する。刺激後、それらは大量の
I型インターフェロン(IFN)を産生し、主として抗ウイルス応答又は自己免疫疾患に関与す
る。表現型では、それらは、とりわけ以下のマーカー:CD4+、CD11c-、Lin-、CD303+、CD3
04+を特徴とする。
【０００７】
　pDCは、それが追加のマーカー(CD56)を獲得する造血器腫瘍の原因であり得る。これら
は、芽球性形質細胞様樹状細胞腫瘍(BPDCN)と称される。これらはまた、CD4+CD56+造血器
腫瘍とも称される。これらの造血器腫瘍はまれであり(急性白血病の1%)、リンパ節症又は
脾臓の腫脹及び頻発する血球減少症に関連する皮膚結節として出現する。皮膚の症状発現
は非常に迅速であり、それに続いて骨髄の浸潤が起こる。これらの腫瘍の起源における造
血細胞はpDCであることが現在認められている。
【０００８】
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　WO2012/080642において、抗BDCA-2(すなわち、抗CD303)抗体を使用して、腫瘍細胞の枯
渇によってこれらの新生物を処置することが提唱されている。
【０００９】
　pDCはまた、詳細にはそれらのI型IFN分泌を介して、特定の炎症性疾患、とりわけ特定
の自己免疫疾患にも関与する。
【００１０】
　しかしながら、これらの疾患を効果的に処置するために、ヒトにおいて最も効率的なで
きる限りのpDC除去を可能にする好適なモノクローナル抗体を有することが必要である。
この目的を達成するために、CD303抗原に対する高親和性及びエフェクター性能(ADCC、CD
C、貪食、Fc受容体、詳細にはFcγ受容体IIIa(FcγRIIIa、CD16aとも称される)によるCD3
03の交差を介したシグナル伝達、及び/又はアポトーシス)を有することにより、生理学的
条件においてpDCを除去することを可能にする、キメラ又はヒト化抗体への必要性がある
。
【００１１】
　現在のところ、患者の細胞へのアクセスが限られていることから、更に試験の再現性を
保証するために、インビトロ及びインビボにおける抗CD303抗体の効能の特徴付けは、一
般的に、CAL-1等の細胞株又はヒトBPDCN患者からの細胞に由来する等価体で行われている
。
【００１２】
　しかしながら、本発明者らは、利用可能な細胞株が、それらの表面上に存在するCD303
分子を、BPDCN患者からのほとんどの腫瘍細胞より少ないわずかな数で発現するだけであ
り、結果としてこれらの細胞株は、抗CD303抗体に関して低い識別力しか有さないことに
着目した。実際に、抗原密度が低すぎると、抗体の機能的な活性が、異なる抗体間におけ
る効能の差の実証を可能にするには低くなりすぎる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１３】
【特許文献１】WO2012/080642
【特許文献２】JP5011520
【特許文献３】WO01/77181
【特許文献４】EP1176195A1
【特許文献５】WO2012/041768
【特許文献６】WO2008/028686
【特許文献７】WO00/42072
【特許文献８】WO2004/029207
【特許文献９】WO2004/063351
【特許文献１０】WO2004/074455
【特許文献１１】WO02/060919
【特許文献１２】WO2010/045193
【特許文献１３】WO2010/106180
【特許文献１４】WO99/51642
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】Maeda Tら、Int J Hematol. 2005年2月;81(2):148～54
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　したがって、その表面上でヒトCD303抗原を安定して発現する新しい細胞株、とりわけ
最も高い活性を有する抗CD303抗体を選択できるように識別力が増加した細胞株を利用可
能にする真の必要がある。
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【課題を解決するための手段】
【００１６】
　第1の態様によれば、本発明は、Fcε受容体I(FcεRI)のガンマ鎖及びヒトCD303抗原を
発現する細胞株であって、ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターで安
定してトランスフェクトされており、その表面上でCD303を高度に発現することを特徴と
する、細胞株に関する。
【００１７】
　第2の態様によれば、本発明は、ヒトCD303抗原をコードする第1の核酸分子及びヒトFc
εRIのガンマ鎖をコードする第2の核酸分子を含む発現ベクターからなる。
【００１８】
　第3の態様によれば、本発明は、ヒトCD303抗原とヒトFcεRIのガンマ鎖とを別々にコー
ドする核酸分子をそれぞれ含む2つの発現ベクターを含むキットである。
【００１９】
　第4の態様によれば、本発明は、ヒトCD303抗原に対する抗体の機能的な活性、好ましく
はADCC、サイトカイン分泌、CDC、アポトーシス又は貪食タイプの活性を特徴付けるため
の、又は数々の抗CD303抗体によって認識されるヒトCD303抗原又はヒトCD303抗原のエピ
トープに対する数々の抗CD303抗体の結合親和性を比較するための、本発明に係る細胞株
の使用に関する。
【００２０】
　第5の態様によれば、本発明は、ヒトCD303抗原に対する抗体のADCC活性を試験するため
の方法であって、
　a)本発明に係る細胞株を、ヒトCD303抗原に対する抗体及びエフェクター細胞と接触さ
せる工程、
　b)工程a)の本発明に係る細胞株の細胞の溶解を可能にするのに好適な時間でインキュベ
ートする工程、及び
　c)工程a)の本発明に係る細胞株の細胞の溶解の程度を測定する工程
を含む、方法に関する。
【００２１】
　第6の態様によれば、本発明は、抗CD303抗体を特徴付けるためのキットであって、本発
明に係る細胞株、並びに有利にはエフェクター細胞、多価IgG、及び参照抗CD303抗体から
選択される少なくとも1つの試薬を含む、キットからなる。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】ベクターpcDNA3.1(-)のマップを示す図である。
【図２】43日目におけるプール008-1の細胞でのCD303発現を示す図である。ヒストグラム
は、PEコンジュゲート抗CD303抗体(塗り潰された領域)及びPEコンジュゲート対照アイソ
タイプ抗体(実線)で標識された細胞を示す。
【図３】第3のセルソーティング後のプール008-1の細胞でのCD303発現を示す図である。
ヒストグラムは、PEコンジュゲート抗CD303抗体(塗り潰された領域)及びPEコンジュゲー
ト対照アイソタイプ抗体(点線)で染色された細胞を示す。
【図４】第3のセルソーティング及び2カ月の培養後のプール008-1の細胞でのCD303発現を
示す図である。ヒストグラムは、PEコンジュゲート抗CD303抗体(塗り潰された領域)及びP
Eコンジュゲート対照アイソタイプ抗体(実線)で染色された細胞を示す。
【図５】限界希釈クローニング後に得られたクローンによるCD303発現を示す図である。
ヒストグラムは、PEコンジュゲート抗CD303抗体(右側)及びPEコンジュゲート対照アイソ
タイプ抗体(左側)で標識された細胞を示す。
【図６】トランスフェクション後の22日目に、CD303発現ベクターでトランスフェクトさ
れたCAL-1細胞のプールを、PE対照アイソタイプ抗体又は抗CD303-PE抗体で標識すること
を示す図である。
【図７】トランスフェクション後の50日目に、クローニング後に得られたクローンNF-3C8
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及びNF-5G9を、PE対照アイソタイプ抗体又は抗CD303-PE抗体で標識することを示す図であ
る。
【図８】CD303発現ベクターでのCAL-1細胞のトランスフェクションにより得られたクロー
ンNF-3C8及びNF-5G9による高いCD303発現の安定性を示す図である。G418の存在又は非存
在における再度の植え付け後の2から12週間の間におけるクローンNF-3C8及びNF-5G9のPE
抗CD303抗体による標識付けの進化。
【図９Ａ】CAL-1細胞のCD303発現ベクターでのトランスフェクションにより得られたクロ
ーンNF-3C8による高いCD303発現の安定性を示す図である。G418の存在又は非存在におけ
る再度の植え付け後の2及び12週間におけるクローンNF-3C8のPE抗CD303抗体の標識付け。
【図９Ｂ】CAL-1細胞のCD303発現ベクターでのトランスフェクションにより得られたクロ
ーンNF-5G9による高いCD303発現の安定性を示す図である。G418の存在又は非存在におけ
る再度の植え付け後の2及び12週間におけるクローンNF-5G9のPE抗CD303抗体の標識付け。
【図１０】NF-3C8又はNF-5G9上で発現されたヒトCD303抗原への抗体の結合を示す図であ
る。
【図１１】ヒトCD303抗原のための発現ベクターでトランスフェクトされていないCAL-1細
胞株(A)又はヒトCD303抗原のための発現ベクターでのCAL-1細胞株のトランスフェクショ
ン、選択及びクローニングの後に得られたクローンNF-3C8(B)の存在下で、キメラ抗CD303
抗体122A2、114D1、又は102E9によって、対照キメラ抗体によって、又はヒト化抗CD303抗
体BIIB059によって誘導されたCD16aを介したADCC活性を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターで安定してトランスフェクトさ
れており、その表面上でCD303を高度に発現するFcε受容体I(FcεRI)のガンマ鎖及びヒト
CD303抗原を発現する細胞株
　本発明は、FcεRIのガンマ鎖及びヒトCD303抗原を発現する細胞株であって、ヒトCD303
抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターで安定してトランスフェクトされており、
その表面上でCD303を高度に発現することを特徴とする、細胞株に関する。
【００２４】
　ヒトCD303抗原は、C型レクチンドメインファミリー4、メンバーC(CLEC4)であり、DLEC
、HECL、BDCA2、CLECSF7、CLECSF11、又はPRO34150とも称される(CLEC4遺伝子に関するEn
trez Geneウェブサイトを参照)。これは、明確なシグナル伝達モチーフを有さない短い細
胞質内ドメイン(アミノ酸1～21)、膜貫通領域(アミノ酸22～41)、ネックドメイン(アミノ
酸42～82)、及び炭水化物認識細胞外ドメイン(CRD、アミノ酸83～213)を含む213アミノ酸
のII型膜貫通糖タンパク質である(Dzionekら、2001)。このタンパク質をコードするmRNA
配列は、GenBankデータベースの2002年2月14日のバージョンにおいて受託番号AF293615.1
(配列番号1)で見出すことができ、一方でアミノ酸配列は、GenBankデータベースの2002年
2月14日のバージョンにおいて受託番号AAL37036.1(配列番号2)で入手可能である。
【００２５】
　本発明者らは、その表面上でヒトCD303抗原を安定して発現する細胞株を得るために、
細胞株がヒトFcεRIのガンマ鎖を発現することが必須であったことに留意した。したがっ
て、このヒトFcεRIのガンマ鎖を元々発現しない細胞株にとって、細胞株を、ヒトCD303
抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターと、ヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする核
酸分子を含む別の発現ベクターとでコトランスフェクトすること、又は一方がヒトFcεRI
のガンマ鎖をコードし、他方がヒトCD303抗原をコードする2つの核酸分子を含むベクター
でトランスフェクトすることが、その表面上でヒトCD303抗原を安定して発現する細胞株
を得るのに必要である。逆に言えば、元の細胞株がすでにヒトFcεRIのガンマ鎖を発現す
る場合、ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含む単一の発現ベクターでのトランスフ
ェクションでも十分である。
【００２６】
　ヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする配列は、当業者公知である。とりわけ、このタンパ
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ク質をコードするmRNA配列は、GenBankデータベースの2014年5月3日のバージョンにおい
て受託番号NM_004106.1(配列番号3)で見出すことができ、一方でアミノ酸配列は、GenBan
kデータベースの2014年5月3日のバージョンにおいて受託番号NP_004097.1(配列番号4)で
入手可能である。これに基づき、当業者は、どのように細胞株のトランスフェクションに
好適な発現ベクターに挿入することが可能なヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする核酸配列
を設計するかを理解すると予想される。
【００２７】
細胞株の起源
　本発明に係る細胞株は、あらゆる好適な細胞株に由来するものでもよい。このような細
胞株は、好ましくは哺乳類細胞株であり、より一層好ましくはヒト細胞株である。
【００２８】
　本発明に係る細胞株を生成するのに使用できる細胞株のなかでも、とりわけ、以下の一
般的な細胞株:SP2/0;YB2/0;IR983F;ヒト骨髄腫Namalwa;PERC6;CHO細胞株、とりわけCHO-K
-1、CHO Pro-5、CHO dhfr-、Wil-2;Jurkat;Vero;MoIt-4;COS-7;293-HEK;BHK;K6H6;NSO;SP
2/0-Ag14、及びP3X63Ag8.653を列挙し得る。
【００２９】
　細胞株がヒトFcεRIのガンマ鎖を発現する場合、ヒトCD303抗原をコードする核酸分子
を含む単一の発現ベクターのトランスフェクションでも、本発明に係る細胞株を生成する
のに十分である。それ以外の方法で、細胞株を、ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を
含む第1の発現ベクターと、ヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする核酸分子を含む別の発現
ベクターとでコトランスフェクトすること、又は一方がヒトFcεRIのガンマ鎖をコードし
、他方がヒトCD303抗原をコードする2つの核酸分子を含むベクターでトランスフェクトす
ることが、細胞株を得るのに必要である。当業者は、慣例的な実験(とりわけ定量PCR又は
抗体標識)を用いて細胞株がヒトFcεRIのガンマ鎖を発現するか又は発現しないかを決定
することができる。
【００３０】
　本発明の第1の有利な実施形態によれば、本発明に係る細胞株は、ヒトCD303抗原をコー
ドする核酸分子を含む発現ベクターで安定してトランスフェクトされたヒト形質細胞様樹
状細胞(pDC)株であり得る。通常、pDCは天然にFcεRIのガンマ鎖を発現することから、ヒ
トpDC株は、ヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする核酸分子を含む発現ベクターでトランス
フェクトされなくてもよい。FcεRIのガンマ鎖の発現が確認されれば、単純なヒトCD303
抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターでのトランスフェクションでも十分である
。
【００３１】
　有利には、本発明に係る細胞株は、ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含むベクタ
ーで安定してトランスフェクトされたCAL-1細胞株又は等価な細胞株である。実際に、CAL
-1細胞株(Maeda Tら、Int J Hematol. 2005年2月;81(2):148～54)は、FcεRIのガンマ鎖
を天然に発現する細胞株であるため、ヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする核酸分子を含む
発現ベクターでトランスフェクトされなくてもよい。
【００３２】
　CAL-1細胞株は、ヒトBPDCN患者からの細胞に由来する(Maeda Tら、Int J Hematol. 200
5年2月;81(2):148～54及びJP5011520)。CAL-1細胞は、表現型Lin-HLA-DR+CD11c-CD123+CD
4+CD56+のpDCと定義される。CAL-1細胞株は、ブダペスト条約に基づき、長崎大学(日本国
852-8521長崎県文教町1-14)によって、国立研究開発法人産業技術総合研究所、国際特許
生物寄託センター、NITEに寄託され(日本国FERM P-20595茨城県つくば市東1-1-1中央第6
、2005年7月15日にCAL-1という名称で)、特許JP5011520で詳細に特徴付けられた。
【００３３】
　他のあらゆるヒトpDC細胞株、例えば、Maeda Tら、Int J Hematol. 2005年2月;81(2):1
48～54に記載されるCAL-1細胞株を得るために使用されるプロトコールに従ってヒト患者
からのBPDCN細胞から誘導された別の細胞株も、ヒトCD303抗原をコードする核酸分子の安
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定なトランスフェクション及び好適なクローンの選択によって本発明に係る細胞株を得る
のに使用することができる。ヒト患者からのBPDCN細胞からヒトpDC細胞株を得るためのプ
ロトコールは、とりわけ、以下の工程を含む:
・原発性悪性BPDCN細胞を、WHO分類に従ってBPDCNと診断された患者の末梢血から得る。
詳細には、BPDCN患者からの末梢血単核細胞(PBMC)を、10%ウシ胎児血清(FCS)及び2mMのL-
グルタミンを含有し、組換えIL-2非含有の培地中で培養し、培地を週2回交換し、長期の
培養(数週間又は数カ月)に供する。
・次いで長期の培養後の生存細胞をクローニングして(例えば限界希釈によって)、培養中
に長持ちする細胞株を得ることができる。
【００３４】
　このような上述したプロトコールに従って得られた細胞株は、本発明の意味内でCAL-1
細胞株の「等価体」とみなされる。
【００３５】
　本発明の第2の有利な実施形態において、本発明に係る細胞株は、ヒトCD303抗原をコー
ドする第1の核酸分子及びヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする第2の核酸分子を含む発現ベ
クターで、又はヒトCD303抗原とヒトFcεRIのガンマ鎖とを別々にコードする核酸分子を
それぞれ含む2つの発現ベクターで安定してトランスフェクトされたヒトTリンパ球細胞株
である。実際に、FcεRIのガンマ鎖を天然に発現しない細胞株にとって、その表面上でCD
303抗原を安定して発現する細胞株を得ることができるように、前記細胞株をヒトFcεRI
のガンマ鎖をコードする核酸分子でトランスフェクトすることが必須と考えられる。
【００３６】
　このケースにおいて、本発明に係る細胞株は、とりわけ、ヒトCD303抗原をコードする
第1の核酸分子及びヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする第2の核酸分子を含む発現ベクター
で、又はヒトCD303抗原とヒトFcεRIのガンマ鎖とを別々にコードする核酸分子をそれぞ
れ含む2つの発現ベクターで安定してトランスフェクトされた、Jurkat細胞株(クローンE6
-1:ATCC(登録商標)TIB-152(商標)、ECACC 88042803;Neo Jurkat:ネオマイシン耐性遺伝子
を発現するATCC(登録商標)CRL-2898(商標))であり得る。当業者が入手可能な他の等価な
細胞株も使用が可能である。
【００３７】
細胞株を得ること
　選択された細胞株における発現に好適なあらゆる発現ベクターが使用可能であり、とり
わけ哺乳類細胞株若しくはヒト細胞株、例えばJurkat細胞株若しくはヒトpDC細胞株CAL-1
又は等価な細胞株のケースにおいて、ベクター又はベクターキットに関する章で後述する
ような哺乳類細胞における発現を可能にするあらゆる発現ベクターが使用可能である。
【００３８】
　次いで発現ベクターは、当業者公知のあらゆる好適な技術によって、とりわけ実施例1
に記載されるようなヌクレオフェクションによって、又は他のあらゆる好適な技術によっ
て、例えばリポソーム、カチオン性ポリマー、カチオン脂質を使用することによって、又
は遺伝子銃によって、目的の細胞株(とりわけ哺乳類細胞株又はヒト細胞株、例えばJurka
t細胞株又はヒトpDC細胞株)にトランスフェクトされてもよい。
【００３９】
　細胞のプールのトランスフェクションの後、実際にそれらの表面上でCD303抗原を発現
する細胞は、フローサイトメトリーによってソートすることができる。有利には、ヒトCD
303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターは、選択マーカー(例えば、抗生物質耐
性遺伝子)をコードする核酸分子も含み、それにより、選択マーカーを発現する細胞につ
いて選択する培地(抗生物質耐性遺伝子のケースでは抗生物質を含む培地)中で培養するこ
とによって、長期にわたり細胞株によるヒトCD303抗原の発現の維持を保証することを可
能にする。選択マーカーを発現する細胞について選択する培地中での1つ又は複数の選択
期間と、1つ又は複数のセルソーティング手順の後、ヒトCD303抗原及びヒトFcεRIのガン
マ鎖を発現するクローンは、限界希釈クローニングにより得ることができる。前述の記載
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において、選択は、ヒトCD303抗原の発現にのみ基づく。これは、ヒトFcεRIのガンマ鎖
は、細胞表面上でのヒトCD303抗原の発現の維持に必要なようであるという事実に関する
。しかしながら、トランスフェクトされた細胞株における両方のタンパク質の共発現を保
証するために、ヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする核酸分子中に存在する別の選択マーカ
ーに基づく選択が追加されてもよい。
【００４０】
　有利には、選択された形質移入体は、正常なpDC及び/又は自己免疫疾患又は芽球性形質
細胞様樹状細胞腫瘍(BPDCN)を有する患者からのpDC上で発現されたCD303に典型的な方式
でCD303を発現する。
【００４１】
　「Fcγ鎖」細胞株と称される、ヒトFcεRIのガンマ鎖のための発現ベクター(例えばpcD
NA4/TO)ですでに安定してトランスフェクトされた細胞株を使用して、それをヒトCD303抗
原をコードする核酸分子を含む別の発現ベクターでトランスフェクトすることが可能であ
る。これは明らかにJurkat細胞株にも当てはまり、そのFcεRIγ鎖でトランスフェクトさ
れた形態は「Fcγ鎖Jurkat」と称される。
【００４２】
細胞1個当たりのCD303分子の数
　本発明に係る細胞株は、ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターで安
定してトランスフェクトされており、その表面上でヒトCD303抗原を高度に発現する。
【００４３】
　「ヒトCD303抗原の高度な発現」は、ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベ
クターで安定してトランスフェクトされている本発明に係る細胞株が、ヒトCD303抗原を
コードする核酸分子を含む発現ベクターで安定してトランスフェクトする前の細胞株の発
現レベルより高いヒトCD303抗原の発現レベルを有することを意味する。元の細胞株がCD3
03を発現しない場合、本発明に係るトランスフェクトされた細胞株がその表面上でCD303
を発現するならば、その細胞株は必然的にこの基準を満たす。元の細胞株がすでにCD303
を発現する場合(好ましくは低いレベルで)、本発明に係るトランスフェクトされた細胞株
のヒトCD303抗原の発現レベルは、ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクタ
ーで安定してトランスフェクトする前の細胞株の発現レベルより、有利には少なくとも10
%、少なくとも20%、少なくとも25%、少なくとも30%、少なくとも40%、少なくとも50%、少
なくとも60%、少なくとも70%、少なくとも75%、少なくとも80%、少なくとも90%、少なく
とも100%(増幅倍数2)、少なくとも125%、少なくとも150%、少なくとも175%、少なくとも2
00%(増幅倍数3)、少なくとも250%、少なくとも300%(増幅倍数4)、少なくとも350%、少な
くとも400%(増幅倍数5)、少なくとも450%、少なくとも500%(増幅倍数6)、少なくとも600%
(増幅倍数7)、少なくとも700%(増幅倍数8)、少なくとも800%(増幅倍数9)、少なくとも900
%(増幅倍数10)、実際に少なくとも1000%(増幅倍数11)高い。発現レベルは、とりわけ細胞
1個当たりのヒトCD303抗原分子の数として表すことができる。
【００４４】
　細胞1個当たりのヒトCD303抗原分子の数は、フローサイトメトリー、とりわけ1,000か
ら1,000,000個の範囲の細胞1個当たりの抗原性部位数の決定を可能にするQIFIKIT(Dako社
)を使用するフローサイトメトリー、及びマウス抗(ヒトCD303)抗体によって決定し得る。
試験の原理は、以下の通りである:
・細胞をヒトCD303抗原に対する一次マウスモノクローナル抗体で標識する。別の試験管
で、細胞を関連のない一次マウスモノクローナル抗体(対照)で標識する。次いで、細胞並
びにキットのセットアップビーズ及び較正ビーズを、フルオレセインコンジュゲート抗マ
ウス二次抗体で平行して標識する。
・細胞の標識付けに使用される一次抗体を飽和濃度で使用する。飽和条件は、フルオレセ
インコンジュゲート抗マウス二次抗体を使用して各一次マウスモノクローナル抗体の滴定
研究を実行することによって決定される。一次抗体は、あらゆるマウスIgGアイソタイプ
であり得る。これらの条件下において、結合した一次抗体分子の数は、細胞表面上に存在
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する抗原性部位の数に対応する。
・二次抗体も飽和濃度で使用する。その結果として、蛍光は、細胞上及びビーズ上に結合
した一次抗体分子の数と相関する。次いでサンプルを以下の順番で分析する:
　○試験管1(セットアップビーズ):このサンプルは、分析のウィンドウを確立するために
使用される。セットアップビーズは、ブランクビーズ(抗原性部位なし)及び高いレベルの
抗原性部位を発現するビーズの混合物を含む。
　○試験管2(較正ビーズ):このサンプルを、抗体結合能力(ABC)に対する検量線(平均蛍光
強度(MFI))の構築のために使用する。
　○次いで細胞をフローサイトメーターで分析し、検量線の方程式に基づいて細胞上の抗
原密度(ABC値)を計算する。
【００４５】
　有利には、細胞株は、その表面上に、細胞1個当たり少なくとも10,000個のヒトCD303分
子、好ましくは、細胞1個当たり10,000から500,000個の間、10,000から480,000個の間、1
0,000から460,000個の間、10,000から440,000個の間、10,000から420,000個の間、10,000
から400,000個の間、10,000から380,000個の間、10,000から360,000個の間、10,000から3
40,000個の間、10,000から320,000個の間、10,000から300,000個の間、10,000から280,00
0個の間、10,000から260,000個の間、10,000から240,000個の間、10,000から220,000個の
間、10,000から200,000個の間、10,000から180,000個の間、10,000から160,000個の間、1
0,000から140,000個の間、10,000から120,000個の間、10,000から100,000個の間、10,000
から90,000個の間、10,000から80,000個の間、10,000から70,000個の間、10,000から60,0
00個の間、10,000から50,000個の間、10,000から40,000個の間、10,000から30,000個の間
、10,000から20,000個の間、20,000から500,000個の間、20,000から480,000個の間、20,0
00から460,000個の間、20,000から440,000個の間、20,000から420,000個の間、20,000か
ら400,000個の間、20,000から380,000個の間、20,000から360,000個の間、20,000から340
,000個の間、20,000から320,000個の間、20,000から300,000個の間、20,000から280,000
個の間、20,000から260,000個の間、20,000から240,000個の間、20,000から220,000個の
間、20,000から200,000個の間、20,000から180,000個の間、20,000から160,000個の間、2
0,000から140,000個の間、20,000から120,000個の間、20,000から100,000個の間、20,000
から90,000個の間、20,000から80,000個の間、20,000から70,000個の間、20,000から60,0
00個の間、20,000から50,000個の間、20,000から40,000個の間、20,000から30,000個の間
、20,000から500,000個の間、20,000から480,000個の間、20,000から460,000個の間、20,
000から440,000個の間、20,000から420,000個の間、20,000から400,000個の間、20,000か
ら380,000個の間、20,000から360,000個の間、20,000から340,000個の間、20,000から320
,000個の間、20,000から300,000個の間、20,000から280,000個の間、20,000から260,000
個の間、20,000から240,000個の間、20,000から220,000個の間、20,000から200,000個の
間、20,000から180,000個の間、20,000から160,000個の間、20,000から140,000個の間、2
0,000から120,000個の間、20,000から100,000個の間、20,000から90,000個の間、20,000
から80,000個の間、20,000から70,000個の間、20,000から60,000個の間、20,000から50,0
00個の間、20,000から40,000個の間、20,000から30,000個の間、25,000から500,000個の
間、25,000から480,000個の間、25,000から460,000個の間、25,000から440,000個の間、2
5,000から420,000個の間、25,000から400,000個の間、25,000から380,000個の間、25,000
から360,000個の間、25,000から340,000個の間、25,000から320,000個の間、25,000から3
00,000個の間、25,000から280,000個の間、25,000から260,000個の間、25,000から240,00
0個の間、25,000から220,000個の間、25,000から200,000個の間、25,000から180,000個の
間、25,000から160,000個の間、25,0
00から140,000個の間、25,000から120,000個の間、25,000から100,000個の間、25,000か
ら90,000個の間、25,000から80,000個の間、25,000から70,000個の間、25,000から60,000
個の間、25,000から50,000個の間、25,000から40,000個の間、25,000から30,000個の間、
30,000から500,000個の間、30,000から480,000個の間、30,000から460,000個の間、30,00
0から440,000個の間、30,000から420,000個の間、30,000から400,000個の間、30,000から
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380,000個の間、30,000から360,000個の間、30,000から340,000個の間、30,000から320,0
00個の間、30,000から300,000個の間、30,000から280,000個の間、30,000から260,000個
の間、30,000から240,000個の間、30,000から220,000個の間、30,000から200,000個の間
、30,000から180,000個の間、30,000から160,000個の間、30,000から140,000個の間、30,
000から120,000個の間、30,000から100,000個の間、30,000から90,000個の間、30,000か
ら80,000個の間、30,000から70,000個の間、30,000から60,000個の間、30,000から50,000
個の間、30,000から40,000個の間、40,000から500,000個の間、40,000から480,000個の間
、40,000から460,000個の間、40,000から440,000個の間、40,000から420,000個の間、40,
000から400,000個の間、40,000から380,000個の間、40,000から360,000個の間、40,000か
ら340,000個の間、40,000から320,000個の間、40,000から300,000個の間、40,000から280
,000個の間、40,000から260,000個の間、40,000から240,000個の間、40,000から220,000
個の間、40,000から200,000個の間、40,000から18
0,000個の間、40,000から160,000個の間、40,000から140,000個の間、40,000から120,000
個の間、40,000から100,000個の間、40,000から90,000個の間、40,000から80,000個の間
、40,000から70,000個の間、40,000から60,000個の間、40,000から50,000個の間、50,000
から500,000個の間、50,000から480,000個の間、50,000から460,000個の間、50,000から4
40,000個の間、50,000から420,000個の間、50,000から400,000個の間、50,000から380,00
0個の間、50,000から360,000個の間、50,000から340,000個の間、50,000から320,000個の
間、50,000から300,000個の間、50,000から280,000個の間、50,000から260,000個の間、5
0,000から240,000個の間、50,000から220,000個の間、50,000から200,000個の間、50,000
から180,000個の間、50,000から160,000個の間、50,000から140,000個の間、50,000から1
20,000個の間、50,000から100,000個の間、50,000から90,000個の間、50,000から80,000
個の間、50,000から70,000個の間、50,000から60,000個の間、60,000から500,000個の間
、60,000から480,000個の間、60,000から460,000個の間、60,000から440,000個の間、60,
000から420,000個の間、60,000から400,000個の間、60,000から380,000個の間、60,000か
ら360,000個の間、60,000から340,000個の間、60,000から320,000個の間、60,000から300
,000個の間、60,000から280,000個の間、60,000から260,000個の間、60,000から240,000
個の間、60,000から220,000個の間、60,000から200,000個の間、60,000から180,000個の
間、60,000から160,000個の間、60,000から140,
000個の間、60,000から120,000個の間、60,000から100,000個の間、60,000から90,000個
の間、60,000から80,000個の間、60,000から70,000個の間、70,000から500,000個の間、7
0,000から480,000個の間、70,000から460,000個の間、70,000から440,000個の間、70,000
から420,000個の間、70,000から400,000個の間、70,000から380,000個の間、70,000から3
60,000個の間、70,000から340,000個の間、70,000から320,000個の間、70,000から300,00
0個の間、70,000から280,000個の間、70,000から260,000個の間、70,000から240,000個の
間、70,000から220,000個の間、70,000から200,000個の間、70,000から180,000個の間、7
0,000から160,000個の間、70,000から140,000個の間、70,000から120,000個の間、70,000
から100,000個の間、70,000から90,000個の間、70,000から80,000個の間、80,000から500
,000個の間、80,000から480,000個の間、80,000から460,000個の間、80,000から440,000
個の間、80,000から420,000個の間、80,000から400,000個の間、80,000から380,000個の
間、80,000から360,000個の間、80,000から340,000個の間、80,000から320,000個の間、8
0,000から300,000個の間、80,000から280,000個の間、80,000から260,000個の間、80,000
から240,000個の間、80,000から220,000個の間、80,000から200,000個の間、80,000から1
80,000個の間、80,000から160,000個の間、80,000から140,000個の間、80,000から120,00
0個の間、80,000から100,000個の間、80,000から90,000個の間、90,000から500,000個の
間、90,000から480,000個の間、90,000から460
,000個の間、90,000から440,000個の間、90,000から420,000個の間、90,000から400,000
個の間、90,000から380,000個の間、90,000から360,000個の間、90,000から340,000個の
間、90,000から320,000個の間、90,000から300,000個の間、90,000から280,000個の間、9
0,000から260,000個の間、90,000から240,000個の間、90,000から220,000個の間、90,000
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から200,000個の間、90,000から180,000個の間、90,000から160,000個の間、90,000から1
40,000個の間、90,000から120,000個の間、90,000から100,000個の間、100,000から500,0
00個の間、100,000から480,000個の間、100,000から460,000個の間、100,000から440,000
個の間、100,000から420,000個の間、100,000から400,000個の間、100,000から380,000個
の間、100,000から360,000個の間、100,000から340,000個の間、100,000から320,000個の
間、100,000から300,000個の間、100,000から280,000個の間、100,000から260,000個の間
、100,000から240,000個の間、100,000から220,000個の間、100,000から200,000個の間、
100,000から180,000個の間、100,000から160,000個の間、100,000から140,000個の間、10
0,000から120,000個の間、120,000から500,000個の間、120,000から480,000個の間、120,
000から460,000個の間、120,000から440,000個の間、120,000から420,000個の間、120,00
0から400,000個の間、120,000から380,000個の間、120,000から360,000個の間、120,000
から340,000個の間、120,000から320,000個の間、120,000から300,000個の間、120,000か
ら280,000個の間、120,000から2
60,000個の間、120,000から240,000個の間、120,000から220,000個の間、120,000から200
,000個の間、120,000から180,000個の間、120,000から160,000個の間、120,000から140,0
00個の間、140,000から500,000個の間、140,000から480,000個の間、140,000から460,000
個の間、140,000から440,000個の間、140,000から420,000個の間、140,000から400,000個
の間、140,000から380,000個の間、140,000から360,000個の間、140,000から340,000個の
間、140,000から320,000個の間、140,000から300,000個の間、140,000から280,000個の間
、140,000から260,000個の間、140,000から240,000個の間、140,000から220,000個の間、
140,000から200,000個の間、140,000から180,000個の間、140,000から160,000個の間、24
0,000から500,000個の間、160,000から480,000個の間、160,000から460,000個の間、160,
000から440,000個の間、160,000から420,000個の間、160,000から400,000個の間、160,00
0から380,000個の間、160,000から360,000個の間、160,000から340,000個の間、160,000
から320,000個の間、160,000から300,000個の間、160,000から280,000個の間、160,000か
ら260,000個の間、160,000から240,000個の間、160,000から220,000個の間、160,000から
200,000個の間、160,000から180,000個の間、180,000から500,000個の間、180,000から48
0,000個の間、180,000から460,000個の間、180,000から440,000個の間、180,000から420,
000個の間、180,000から400,000個の間、180,000から380,000個の間、180,000から360,00
0個の間、180,000から3
40,000個の間、180,000から320,000個の間、180,000から300,000個の間、180,000から280
,000個の間、180,000から260,000個の間、180,000から240,000個の間、180,000から220,0
00個の間、180,000から200,000個の間、200,000から500,000個の間、200,000から480,000
個の間、200,000から460,000個の間、200,000から440,000個の間、200,000から420,000個
の間、200,000から400,000個の間、200,000から380,000個の間、200,000から360,000個の
間、200,000から340,000個の間、200,000から320,000個の間、200,000から300,000個の間
、200,000から280,000個の間、200,000から260,000個の間、200,000から240,000個の間、
200,000から220,000個の間、220,000から500,000個の間、220,000から480,000個の間、22
0,000から460,000個の間、220,000から440,000個の間、220,000から420,000個の間、220,
000から400,000個の間、220,000から380,000個の間、220,000から360,000個の間、220,00
0から340,000個の間、220,000から320,000個の間、220,000から300,000個の間、220,000
から280,000個の間、220,000から260,000個の間、220,000から240,000個の間、240,000か
ら500,000個の間、240,000から480,000個の間、240,000から460,000個の間、240,000から
440,000個の間、240,000から420,000個の間、240,000から400,000個の間、240,000から38
0,000個の間、240,000から360,000個の間、240,000から340,000個の間、240,000から320,
000個の間、240,000から300,000個の間、240,000から280,000個の間、240,000から260,00
0個の間、260,000から5
00,000個の間、260,000から480,000個の間、260,000から460,000個の間、260,000から440
,000個の間、260,000から420,000個の間、260,000から400,000個の間、260,000から380,0
00個の間、260,000から360,000個の間、260,000から340,000個の間、260,000から320,000
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個の間、260,000から300,000個の間、260,000から280,000個の間、280,000から500,000個
の間、280,000から480,000個の間、280,000から460,000個の間、280,000から440,000個の
間、280,000から420,000個の間、280,000から400,000個の間、280,000から380,000個の間
、280,000から360,000個の間、280,000から340,000個の間、280,000から320,000個の間、
280,000から300,000個の間、300,000から500,000個の間、300,000から480,000個の間、30
0,000から460,000個の間、300,000から440,000個の間、300,000から420,000個の間、300,
000から400,000個の間、300,000から380,000個の間、300,000から360,000個の間、300,00
0から340,000個の間、300,000から320,000個の間、320,000から500,000個の間、320,000
から480,000個の間、320,000から460,000個の間、320,000から440,000個の間、320,000か
ら420,000個の間、320,000から400,000個の間、320,000から380,000個の間、320,000から
360,000個の間、320,000から340,000個の間、340,000から500,000個の間、340,000から48
0,000個の間、340,000から460,000個の間、340,000から440,000個の間、340,000から420,
000個の間、340,000から400,000個の間、340,000から380,000個の間、340,000から360,00
0個の間、360,000から5
00,000個の間、360,000から480,000個の間、360,000から460,000個の間、360,000から440
,000個の間、360,000から420,000個の間、360,000から400,000個の間、360,000から380,0
00個の間、380,000から500,000個の間、380,000から480,000個の間、380,000から460,000
個の間、380,000から440,000個の間、380,000から420,000個の間、380,000から400,000個
の間、400,000から500,000個の間、400,000から480,000個の間、400,000から460,000個の
間、400,000から440,000個の間、400,000から420,000個の間、420,000から500,000個の間
、420,000から480,000個の間、420,000から460,000個の間、420,000から440,000個の間、
440,000から500,000個の間、440,000から480,000個の間、440,000から460,000個の間、46
0,000から500,000個の間、460,000から480,000個の間、又は480,000から500,000個の間の
ヒトCD303分子を有する。
【００４６】
　好ましい実施形態によれば、本発明に係る細胞株は、その表面上に、細胞1個当たり、2
0,000から60,000個の間、好ましくは25,000から50,000個の間のヒトCD303分子を有する。
実際に、細胞1個当たりこのような数のヒトCD303分子は、ヒトCD303抗原に対する抗体を
効果的及び再生可能に識別することを可能にする。
【００４７】
2つのベクターを有する二重のベクター又はキット
　第2の態様によれば、本発明は、ヒトCD303抗原をコードする第1の核酸分子及びヒトFc
εRIのガンマ鎖をコードする第2の核酸分子を含む発現ベクターからなる。代替として、
ヒトCD303抗原及びヒトFcεRIのガンマ鎖をそれぞれコードする核酸分子は、2つの独立し
た発現ベクター上に存在する。
【００４８】
　第3の態様によれば、本発明は、ヒトCD303抗原をコードする第1の核酸分子及びヒトFc
εRIのガンマ鎖をコードする第2の核酸分子を含む発現ベクターで、又はヒトCD303抗原と
ヒトFcεRIのガンマ鎖とを別々にコードする核酸分子をそれぞれ含む2つの発現ベクター
を含むトランスフェクションキットである。
【００４９】
　本発明に係る、又は本発明に係るトランスフェクションキット中に包含される各ベクタ
ーは、前記核酸分子の発現に必要なエレメント、とりわけプロモーター、転写開始コドン
、終結配列、及び好適な転写調節配列を含む。これらのエレメントは、発現に使用される
宿主に従って様々であり、それらの一般知識に基づき当業者によって容易に選択される。
ベクターは、とりわけプラスミドベクター又はウイルスベクターであり得る。
【００５０】
　哺乳類細胞株、ヒト細胞株、例えばJurkat細胞株、又はCAL-1等のヒトpDC細胞株のケー
スにおいて、哺乳類細胞における発現を可能にするあらゆる発現ベクターが使用され得る
。
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【００５１】
　このようなベクターの例としては、Jurkat E6-1細胞株(ATCC(登録商標)TIB-152(商標)
、ECACC88042803)でヒトFcεRIのガンマ鎖を発現させるのに使用されるベクターpcDNA4/T
O(Invitrogen社)、又は実施例1でヒトCD303抗原を発現させるのに使用されるベクターpcD
NA3.1(-)が挙げられる。
【００５２】
使用
　第4の態様によれば、本発明は、ヒトCD303抗原に対する抗体の機能的な活性、好ましく
はADCC、CDC、サイトカイン分泌、アポトーシス又は貪食タイプの活性を特徴付けるため
の、又は数々の抗CD303抗体によって認識されるヒトCD303抗原又はヒトCD303抗原のエピ
トープに対する数々の抗CD303抗体の結合親和性を比較するための、本発明に係る細胞株
の使用に関する。
【００５３】
　第5の態様によれば、本発明は、ヒト対象、詳細にはBPDCN又は自己免疫疾患に罹ったヒ
ト対象からのエフェクター細胞の機能的な性能(とりわけADCC、CDC、サイトカイン分泌、
アポトーシス及び貪食タイプの性能)を特徴付けるための、本発明に係る細胞株の使用に
関する。
【００５４】
抗CD303抗体の特徴付け
本発明に係る細胞を使用して特徴付けることができる抗CD303抗体
　「抗体」は、所与の抗原のための少なくとも1つの結合ドメイン及びFc受容体(FcR)に結
合することが可能なFcフラグメントを含む定常ドメインを含む分子を意味する。ヒト及び
マウス等のほとんどの哺乳動物において、抗体は、4つのポリペプチド鎖、すなわち分子
にフレキシビリティーを付与する様々な数のジスルフィド架橋によって一緒に結合した2
つの重鎖及び2つの軽鎖で構成される。各軽鎖は、定常ドメイン(CL)及び可変ドメイン(VL
)からなり、重鎖は、抗体のアイソタイプに従って、可変ドメイン(VH)及び3つ又は4つの
定常ドメイン(CH1からCH3又はCH1からCH4)からなる。可変ドメインは、抗原認識に関与し
、一方で定常ドメインは、抗体の生物学的、薬物動態学的及びエフェクター特性に関与す
る。
【００５５】
　可変領域は、それぞれの抗体ごとに異なる。実際に、抗体の重鎖及び軽鎖をコードする
遺伝子はそれぞれ、重鎖の場合はVH、DH及びJH-CH並びに軽鎖の場合はVL及びJL-CLと称さ
れる3つ及び2つの別個の遺伝子セグメントの組換えによって生成される。CH及びCLセグメ
ントは組換えに参加せず、それぞれ重鎖及び軽鎖の定常領域を形成する。VH-DH-JH及びVL
-JLセグメントの組換えは、それぞれ重鎖及び軽鎖の可変領域を形成する。VH及びVL領域
はそれぞれ、3つの高度可変ゾーン、又はCDR1、CDR2及びCDR3と称される相補性決定領域(
CDR)を有し、CDR3は、組換えゾーン中に配置されているため最も可変である。これらの3
つのCDR、特にCDR3は、抗原と接触する抗体の部分に見出され、したがって抗原認識にと
って非常に重要である。したがって、3つのCDR並びに抗体の重鎖及び軽鎖のそれぞれを保
持する抗体はほとんど、元の抗体の抗原特異性を保持する。一定数のケースにおいて、CD
Rの1つのみ、とりわけCDR3のみを保持する抗体も元の抗体の特異性を保持する。CDR1、CD
R2及びCDR3はそれぞれ、少なくともそれぞれのVH又はVLセグメントごとに異なるフレーム
ワーク領域(FR)にそれぞれ対応するFR1、FR2及びFR3を前に有する。またCDR3の後に、フ
レームワーク領域、FR4があってもよい。
【００５６】
　本発明の状況において、あらゆるヒトCD303抗原に対する抗体は、その重鎖及び軽鎖の
一次配列に関わりなく、とりわけ重鎖及び軽鎖のCDR1、CDR2及びCDR3配列に関わりなく、
本発明に係る細胞を使用して特徴付けることができる。
【００５７】
　配列が抗体ごとに強く変化する可変ドメインとは異なり、定常ドメインは、種及びアイ
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ソタイプに典型的な抗体間で非常に類似したアミノ酸配列を特徴とし、任意選択で少数の
体細胞変異を有することもある。Fcフラグメントは天然に、CH1ドメインを除いた重鎖定
常領域からなり、すなわち、下部のヒンジ領域並びに定常ドメインCH2及びCH3又はCH2か
らCH4(アイソタイプに応じて)からなる。ヒトIgG1において、完全なFcフラグメントは、2
26位のシステイン残基(C226)から始まる重鎖のC末端部分からなり、Fcフラグメントにお
けるアミノ酸残基の番号付けは、本明細書を通して、Edelmanら-1969及びKabatら-1991に
記載されるEUインデックスの番号付けである。対応する他のタイプの免疫グロブリンのFc
フラグメントは、当業者によって配列アライメントから容易に同定することができる。
【００５８】
　Fcフラグメントは、CH2ドメインでグリコシル化され、2つの重鎖のそれぞれに297位の
アスパラギン残基(Asn297)に結合したN-グリカンの存在を伴う。
【００５９】
　糖付加は、抗体のエフェクター機能、例えばそのADCC及びCDC活性に影響を与えること
が公知である。とりわけ、抗体組成物のフコース含量が、FcγRIIIを介して強いADCC応答
を誘導する前記組成物の能力において重要な役割を果たすことが今のところ公知である(W
O01/77181、Shieldsら-2002;Shinkawaら-2003)。本発明の状況において機能的なレベルで
特徴付けようとする抗体は、低いフコース含量、とりわけ65%未満か又はそれに等しいフ
コース含量を有していてもよい。「フコース含量」は、各抗体の各重鎖のFcフラグメント
のAsn297残基に付着したN-グリカン内のフコシル化形態のパーセンテージを意味する。「
低いフコース含量」は、65%未満か又はそれに等しい、又はそれより一層低いが必ずしも
ゼロではないフコース含量を意味する。フコース含量は、例えば5%から65%の間、5%から5
0%の間、又は10%から50%の間であり得る。本発明に係る抗体、それらの機能的なフラグメ
ント又は誘導体は更に、異なるタイプの糖付加(オリゴマンノースのN-グリカン又は2分岐
のコンプレックス型であり、バイセクティングN-アセチルグルコサミン(GlcNAc)残基の、
又は2分岐のコンプレックス型のN-グリカンのケースではガラクトース残基の比率は様々
である)を有していてもよく、ただしそれらは低いフコース含量を有する。わずかにフコ
シル化されたN-グリカンを有する抗体はとりわけ、以下により得られた:
・YB2/0(EP1176195A1、WO01/77181、Shinkawaら-2003を参照)、CHO Lec13(Shieldsら-200
2を参照)、EB66(登録商標)(Olivierら-2010)、ラット肝癌細胞株H4-II-E(DSM ACC3129)、
H4-II-Es(DSM ACC3130)(WO2012/041768を参照)及びヒト細胞株NM-H9D8(DSM ACC2806)、NM
-H9D8-E6(DSM ACC 2807)及びNM H9D8-E6Q12(DSM ACC 2856)(WO2008/028686を参照)におけ
る産生。
・FUT8(Moriら-2004、Suzukiら-2007、Cardarelliら-2009、Cardarelliら-2010、Herbst
ら-2010)又はGMD(ゴルジ装置におけるGDP-フコース輸送体をコードする遺伝子、Imai-Nis
hiyaら-2007を参照)に対する短鎖干渉RNAの存在下における野生型CHO細胞株における産生
。
・1,6-フコシルトランスフェラーゼをコードするFUT8遺伝子の両方の対立遺伝子が欠失し
た(Yamane-Ohnukiら-2004)、又はゴルジ装置におけるGDP-フコース輸送体をコードするGM
D遺伝子の両方の対立遺伝子が欠失した(Kandaら-2007)CHO細胞株における産生。
・GnTIII(β(1,4)-N-アセチルグルコサミントランスフェラーゼIII)酵素をコードする遺
伝子を遺伝子導入により過剰発現させたCHO細胞株における産生(Umanaら-1999)。得られ
たN-グリカンは、低いフコシル化に加えて、高いバイセクティングGlcNAc含量を特徴とす
る。
・短鎖干渉RNAの使用によってβ1,2-キシロース及びα1,3-フコース残基の含量を強く低
減させたトランスジェニック植物(ベンサミアナタバコ(N.benthamiana))における産生(Fo
rthalら-2010)。
【００６０】
　低いフコース含量に加えて、又はその代替として、本発明の状況において機能的なレベ
ルで特徴付けようとする抗体は、高いガラクトース含量を有していてもよい。
【００６１】
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　抗体の「ガラクトース含量」又は「ガラクトシル化の程度」は、以下の式:
【００６２】
【数１】

【００６３】
に従って抗体から放出されたN-グリカンの分析的クロマトグラムから計算されたパーセン
テージを意味し、式中:
-　「n」は、クロマトグラム、例えば順相高速液体クロマトグラフィー(NP-HPLC)スペク
トルで分析されたN-グリカンのピークの数であり、
-　「Galの数」は、ピークに対応するグリカンのアンテナ上のガラクトースの数であり、
-　「Aの数」は、ピークに対応するグリカン型のN-アセチル-グルコサミンのアンテナの
数であり、
-　「%相対面積」は、対応するピーク下面積のパーセンテージである。
【００６４】
　「高いガラクトース含量」は、30%より大きいか又はそれに等しいガラクトース含量を
意味する。
【００６５】
　以下の結合ドメインは、Fcに配置されており、抗体の生物学的特性にとって重要である
:
-　抗体の薬物動態学的特性(インビボにおける半減期)に関与する、新生児型Fc受容体(Fc
Rn)結合ドメイン:
　　様々なデータから、CH2及びCH3ドメインの境界に配置された特定の残基がFcRn結合に
関与することが示唆されている、
-　補体依存性細胞傷害(CDC)応答に関与する、補体C1qタンパク質結合ドメイン:CH2ドメ
インに配置されている、
-　貪食又は抗体依存性細胞傷害(ADCC)タイプの応答に関与する、Fc受容体(FcR)結合ドメ
イン:CH2ドメインに配置されている。
【００６６】
　本発明の意味の範囲内で、抗体のFcフラグメントは、上記で定義されたように天然であ
ってもよいし、そうでなければ、機能的なFcR(IgGの場合はFcγR)結合ドメイン、好まし
くは機能的なFcRn結合ドメインを含むという条件で、様々な方法で改変されていてもよい
。改変としては、Fcフラグメントの特定の部分の欠失を挙げることができ、ただしFcフラ
グメントが機能的なFcR(IgGの場合はFcγR)結合ドメイン、好ましくは機能的なFcRn結合
ドメインを含有することを条件とする。改変としては更に、抗体の生物学的特性に影響を
与えることができる様々なアミノ酸置換を挙げることができ、ただしFcフラグメントが機
能的なFcR結合ドメイン、好ましくは機能的なFcRn結合ドメインを含有することを条件と
する。詳細には、抗体がIgGである場合、抗体は、WO00/42072、Shieldsら-2001、Lazarら
-2006、WO2004/029207、WO2004/063351、WO2004/074455に記載されるような、FcγRIIIa(
CD16a)結合を増加させることを意図した突然変異を含んでいてもよい。例えばShieldsら-
2001、Dall'Acquaら-2002、Hintonら-2004、Dall'Acquaら-2006(a)、WO00/42072、WO02/0
60919、WO2010/045193、又はWO2010/106180で記載されるように、FcRn結合、したがって
インビボにおける半減期を増加させるための突然変異も存在していてもよい。他の突然変
異、例えば相補タンパク質への結合、したがってCDC応答を減少又は増加させるための突
然変異が、任意選択で存在していてもよい(WO99/51642、WO2004/074455、Idusogieら-200
1、Dall'Acquaら-2006(b)、及びMooreら-2010を参照)。
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【００６７】
　本発明の状況において、特徴付けようとする抗体は、あらゆるタイプの動物からの抗体
(とりわけマウス、キメラ、ヒト化又はヒト抗体)であり得る。とりわけ、抗原に関する親
和性の特徴付けのために、あらゆるタイプの抗体(マウス又は他の動物、キメラ、ヒト化
又はヒト)を使用することができる。機能的な活性の特徴付けのために、特徴付けようと
する抗体は、好ましくはキメラ、ヒト化又はヒト抗体であり、そのためヒトの環境(ヒト
エフェクター細胞、ヒト血清等)における抗体の機能を試験することが可能になる。
【００６８】
　「キメラ」抗体は、所与の種の抗体に由来する天然の可変領域(軽鎖及び重鎖)を、前記
所与の種にとって異種の種の抗体の軽鎖及び重鎖定常領域と組み合わせて含有する抗体を
意味する。有利には、本発明に従って医薬品として使用するためのモノクローナル抗体組
成物がキメラモノクローナル抗体を含む場合、そのモノクローナル抗体は、ヒト定常領域
を含む。キメラ抗体は、非ヒト抗体から、当業者周知の遺伝子組換え技術を使用すること
によって調製することができる。例えば、キメラ抗体は、プロモーター及び非ヒト抗体の
可変領域をコードする配列、並びにヒト抗体の定常領域をコードする配列を含む組換えDN
Aの重鎖及び軽鎖をクローニングすることによって調製することができる。キメラ抗体を
調製するための方法について、例えば、Verhoeyenら-1988による文書を参照し得る。
【００６９】
　「ヒト化」抗体は、非ヒト起源の抗体に由来するCDRを含有する抗体であって、抗体分
子の他の部分が1種(又は数種)のヒト抗体に由来するものを意味する。更に、フレームワ
ーク領域(FR)の特定の残基は、結合親和性を保持するように改変されていてもよい(Jones
ら-1986;Verhoeyenら、1988;Riechmannら-1988)。本発明に係るヒト化抗体は、当業者公
知の技術、例えば、Almagroら-2008による総論で要約されているような、CDRグラフティ
ング、リサーフェイシング、超ヒト化(superhumanization)、ヒト鎖の含量、FRライブラ
リー、誘導選択(guided selection)、FRシャッフリング及びヒト化工学(humaneering)技
術によって調製し得る。
【００７０】
　本発明の状況において、特徴付けようとする抗体は、有利にはモノクローナル抗体であ
る。「モノクローナル抗体」又は「モノクローナル抗体組成物」は、同一で固有な抗原特
異性を有する抗体分子を含む組成物を意味する。組成物中に存在する抗体分子は、それら
の翻訳後修飾に関して、とりわけそれらの糖付加構造又はそれらの等電点に関して異なっ
ている可能性があるが、全て同じ重鎖及び軽鎖配列によってコードされており、したがっ
てあらゆる翻訳後修飾の前では同じタンパク質配列を有する。それでも、翻訳後修飾に関
するタンパク質配列における特定の差(例えば、重鎖C末端リシンの切断、アスパラギン残
基の脱アミド及び/又はアスパラギン酸残基の異性化等)が、組成物中に存在する様々な抗
体分子間に存在する場合がある。
【００７１】
　本発明の状況において、特徴付けようとする抗体は、数々のアイソタイプを有する場合
がある。実際に、抗体は、それらの定常領域の性質に従って数々のアイソタイプを有する
場合があり、γ、α、μ、ε及びδ定常領域は、それぞれ免疫グロブリンIgG、IgA、IgM
、IgE及びIgDに対応する。有利には、本発明の状況において医薬品として使用される組成
物中に存在するモノクローナル抗体は、アイソタイプIgGを有する。実際に、このアイソ
タイプは、最大数の個体(ヒト)において抗体依存性細胞傷害(ADCC)活性を生成する能力を
示す。γ定常領域は、数々のサブタイプ:γ1、γ2、γ3を含み、これら3つのタイプの定
常領域は、ヒト相補体、及びγ4と結合する機構を有することから、サブタイプIgG1、IgG
2、IgG3、及びIgG4を作り出す。有利には、本発明の状況において機能的なレベルで特徴
付けようとするモノクローナル抗体は、アイソタイプIgG1又はIgG3、好ましくはIgG1を有
する。
【００７２】
　本発明の状況において機能的なレベルで特徴付けようとする抗体は、あらゆる好適な宿
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主細胞、トランスジェニック非ヒト動物、又はトランスジェニック植物から産生してもよ
い。
【００７３】
　特徴付けようとする本発明に係る細胞株によって発現されたヒトCD303抗原に対する抗
体は、CD303抗原を発現する造血器腫瘍を処置又は予防することを意図していてもよい。
これらは、とりわけ表現型CD4+、CD11c-、Lin-、CD303+、CD304+、CD56+の芽球性形質細
胞様樹状細胞腫瘍(BPDCN)である。
【００７４】
　これらの抗体はまた、炎症性疾患、とりわけ自己免疫疾患、pDCが関与する疾患、より
詳細にはpDCによるIFN-α分泌が関与する疾患、例えばアトピー性皮膚炎、接触皮膚炎、
乾癬、全身性エリテマトーデス、皮膚筋炎、シェーグレン症候群、1b型糖尿病、自己免疫
性血小板減少症(又は血小板減少症)(とりわけ特発性血小板減少性紫斑病、又はITP)、全
身性強皮症(進行性全身性強皮症又は全身性硬化症とも称される)、リウマチ様関節炎を処
置又は予防することを意図していてもよい。
【００７５】
　本発明の状況において、本発明に係る細胞株はこのようにして、ヒトCD303抗原に対す
る抗体の機能的な活性を評価するか、又は数々の抗CD303抗体によって認識されるヒトCD3
03抗原又はヒトCD303抗原のエピトープに対する数々の抗CD303抗体の親和性を比較するこ
とを可能にする。
【００７６】
ADCC活性の特徴付け
　第1の実施形態において、本発明に係る細胞株の使用は、抗ヒトCD303抗体のADCC活性を
特徴付けることに向けられる。したがって、本発明は、ヒトCD303抗原に対する抗体のADC
C活性を特徴付けるための、本発明に係る細胞株の使用に関する。
【００７７】
　「ADCC活性」(ADCCは、「抗体依存性細胞傷害」の略語である)は、標的細胞の表面上に
配置された抗原に結合するその可変領域により標的細胞に結合することによって、更に、
エフェクター細胞の表面上に配置されたFc受容体(FcR;IgGの場合はFcγR)に結合するその
Fcフラグメントによりエフェクター細胞に結合することによって、免疫系のエフェクター
細胞の存在下で標的細胞(ここでは本発明に係る細胞株の細胞)の死を誘導する抗体の能力
を意味する。
【００７８】
　抗体のADCC活性の測定は、従来の技術によって実行される。とりわけ、実施形態におい
て、本発明は、ヒトCD303抗原に対する抗体のADCC活性を試験するための方法であって、
　a)本発明に係る細胞株を、ヒトCD303抗原に対する抗体及びエフェクター細胞と接触さ
せる工程、
　b)工程a)の本発明に係る細胞株の細胞の溶解を可能にするのに好適な時間でインキュベ
ートする工程、及び
　c)工程a)の本発明に係る細胞株の細胞の溶解の程度を測定する工程
を含む、方法に関する。
【００７９】
　工程a)において、本発明に係る細胞株(標的細胞)は、特徴付けようとするヒトCD303抗
原に対する抗体(上述の通り)及びエフェクター細胞と接触させる。
【００８０】
　ADCC活性の特徴付けに関する状況で、エフェクター細胞は、標的細胞の溶解を誘導する
ことが可能でなければならない。これらは、単球、マクロファージ、Tリンパ球又はNK細
胞であり得る。全てのこれらの細胞は末梢血単核細胞(PBMC)中に存在しているため、PBMC
を使用してもよい。使用されるエフェクター細胞は、特徴付けようとする抗体に適合する
ものであり、したがって特徴付けようとするヒト抗CD303抗体のFcフラグメントと同じ種
からのものでもよい。
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【００８１】
　IgGのケースにおいて、FcγRIIIaを介したADCCは、インビボにおける優れた活性必須で
あることが公知であり、したがって本発明に係るADCC試験は、有利なことにFcγRIIIaを
介したADCCを特異的に測定する。エフェクター細胞は、ADCC応答を誘導することが可能な
、大部分の2つのFcγR:IgGのFcフラグメントに対する高親和性を有する受容体、FcγRI、
及びIgGのFcフラグメントに対する低い親和性を有する受容体、FcγRIIIaを発現する。NK
細胞は例外であり、FcγRIIIaのみを発現する。したがって、FcγRIIIaを介してADCCを特
異的に測定するために、エフェクター細胞として精製されたNK細胞を使用することが可能
である。代替として、FcγRI及びFcγRIIIaの両方を発現するエフェクター細胞(又は一部
がFcγRI及びFcγRIIIaの両方を発現し、他のものがFcγRIIIaのみを発現する細胞の混合
物)を使用すること、及び反応媒体に多価IgG、すなわち血漿から精製された複数の抗原特
異性を有するポリクローナルIgGを添加することによって、IgGのFcフラグメントに対して
高親和性を有するFcγRIを飽和させることも可能である。ヒトエフェクター細胞が使用さ
れる場合、とりわけ、IVIG、又は正常なヒト免疫グロブリン、又は多価IgG、特定の自己
免疫疾患の処置で使用される医薬品を使用することができる。
【００８２】
　標的細胞(それらの表面上で試験しようとする抗体によって認識されるヒトCD303抗原を
発現する細胞、ここでは本発明に係る細胞株の細胞)は、工程c)で実際に溶解した標的細
胞の数を測定することを可能にするマーカーで、事前に細胞内で標識されていてもよい。
あらゆる好適なマーカー、例えば放射性、蛍光性、発光又はクロモジェニックマーカーが
使用され得る。代替として、標的細胞は、事前に標識されていなくてもよい。このケース
において、標的細胞に存在するタンパク質(例えば全ての細胞型に存在するLDH酵素)のア
ッセイを使用して、工程c)で溶解した細胞の数を測定し得る。
【００８３】
　標的細胞(それらの表面上で試験しようとする抗体によって認識されるヒトCD303抗原を
発現する細胞、ここでは本発明に係る細胞株の細胞)及びエフェクター細胞は、インビボ
における生理学的条件に近いエフェクター/標的(E:T)の比率で存在する。
【００８４】
　ADCC用量-応答曲線が一般的に構築される。この目的を達成するために、増加する量の
抗体を、別々のウェルで標的細胞及びエフェクター細胞と接触させ、ADCCを様々な抗体濃
度で測定する。各ポイントは、一般的に複数回評価される(とりわけ2連又は3連で)。
【００８５】
　陰性対照も調製され、一般的に以下の通りである:
・標的細胞を抗体のみと接触させること(エフェクター細胞なし)により得られた自発的な
溶解又は放出(SR)、
・標的細胞をエフェクター細胞のみと接触させること(抗体なし)により得られたエフェク
ター細胞の天然の細胞傷害(NC)。
【００８６】
　標的細胞を化学物質で溶解させることにより得られた最大の溶解を示す陽性対照も使用
が可能である。
【００８７】
　工程b)において、インキュベーション(一般的に37℃で)は、標的細胞(本発明に係る細
胞株の細胞)の溶解を可能にするのに好適な時間で行われる。インキュベーションの持続
時間は、数時間から約1日の間、とりわけ1時間から24時間の間、詳細には4時間から24時
間の間で変更され得る。当業者であれば、特定の試験条件に従って最適な時間を決定する
ことができる。
【００８８】
　最終的に、工程c)において、標的細胞(本発明に係る細胞株の細胞)の溶解の程度を測定
する。これは、一般的に、接触及びインキュベーションに使用されたプレートを遠心分離
し、上清を収集して、培地に放出された事前に標識された標的細胞の細胞内マーカーの量
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、又は最初は標的細胞中に存在しており、標的細胞の溶解後に培地に放出されるタンパク
質の量若しくは活性のいずれかを測定することによって行われる。
【００８９】
　上述の対照が使用される場合、溶解のパーセンテージは、以下の式:
%溶解=[(ER-SR)/(100-SR)]-[(NC-SR)/(100-SR)]又は
%溶解=ER-NC-SR
の1つに従って計算することができ、式中SR及びNCは上記で定義した通りであり、ERは、
試験サンプルで達成された溶解に対応する。
【００９０】
　結果(%溶解)は、抗体の希釈係数の関数として表される。各抗体につき、「50%活性」又
は「EC50」値を計算してもよく、この値は、この抗体で得られたプラトー値の50%を誘導
するのに必要な抗体の希釈係数に対応する。
【００９１】
　本発明に係るFcγRIIIaを介したADCCのための試験の正確な例は、以下の通りである:
ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターで安定してトランスフェクトさ
れたFcγ鎖-CD303 Jurkat細胞(細胞35,000個/ウェル)又はCAL-1細胞を、96ウェルの平底
プレート中、NK細胞及び増加する濃度の抗CD303抗体と共に37℃で4時間インキュベートす
る。インキュベーション後、上清を収集する。抗CD303抗体により誘導された標的細胞の
溶解を、溶解した標的細胞により上清に放出された細胞内の乳酸デヒドロゲナーゼ(LDH)
酵素を定量することによって、発色により測定する(細胞傷害検出キット(LDH)、Roche Di
agnostics社)。
【００９２】
　溶解のパーセンテージは、以下の式:
%溶解=[(ER-SR)/(100-SR)]-[(NC-SR)/(100-SR)]
に従って計算され、式中、ER及びSRは、それぞれLDHの実験上の放出(ER)及び自発的な放
出(SR)を表し、NCは、NK細胞の天然の細胞傷害を表す。
【００９３】
　結果(%溶解)は、抗体の希釈係数の関数として表される。各抗体につき、「50%活性」値
は、この抗体で得られたプラトー値の50%を誘導するのに必要な抗体の希釈係数に対応す
る。この値は、PRISMソフトウェアで計算することができる。
【００９４】
サイトカイン分泌を誘導する活性の特徴付け
　別の実施形態において、本発明に係る細胞株の使用は、ヒト抗CD303抗体のサイトカイ
ン分泌を誘導する活性を特徴付けることに向けられる。したがって、本発明は、ヒトCD30
3抗原に対する抗体のサイトカイン分泌を誘導する活性を特徴付けるための、請求項1から
6のいずれか一項に記載の細胞株の使用に関する。
【００９５】
　「サイトカイン分泌を誘導する活性」は、免疫系のエフェクター細胞による様々なサイ
トカインの分泌を誘導する抗体の能力を意味する。
【００９６】
　抗体のサイトカイン分泌を誘導する活性の測定は、従来の技術によって実行される。と
りわけ、実施形態において、本発明は、ヒトCD303抗原に対する抗体のサイトカイン分泌
を誘導する活性を試験するための方法であって、
　a)本発明に係る細胞株を、ヒトCD303抗原に対する抗体及びエフェクター細胞と接触さ
せる工程、
　b)エフェクター細胞が少なくとも1つのサイトカインを分泌することを可能にするのに
好適な時間でインキュベートする工程、及び
　c)少なくとも1つのサイトカインの分泌速度を測定する工程
を含む、方法に関する。
【００９７】
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　工程a)において、本発明に係る細胞株(標的細胞)は、特徴付けようとするヒトCD303抗
原に対する抗体(上述の通り)及びエフェクター細胞と接触させる。使用され得るエフェク
ター細胞及び接触条件は、ADCCの特徴付けに関するものと同じである(上記参照)。
【００９８】
　工程b)において、インキュベーション(一般的に37℃で)は、エフェクター細胞が少なく
とも1つのサイトカインを分泌することを可能にするのに好適な時間で行われる。インキ
ュベーション時間は、数時間から約1日の間、とりわけ1時間から24時間の間、詳細には4
時間から24時間の間で変更され得る。当業者であれば、特定の試験条件に従って最適な時
間を決定することができる。
【００９９】
　最終的に、工程c)において、少なくとも1つのサイトカインの分泌速度は、培養上清の
フローサイトメトリーアッセイ等の当業者周知の従来の技術によって測定される。試験さ
れるサイトカインとしては、とりわけ、IL-2、IL-10、IFN-γ及びTNF-αを挙げることが
できる。
【０１００】
補体依存性細胞傷害(CDC)活性の特徴付け
　別の実施形態において、本発明に係る細胞株の使用は、ヒト抗CD303抗体のCDC活性を特
徴付けることに向けられる。したがって、本発明は、ヒトCD303抗原に対する抗体のCDC活
性を特徴付けるための、請求項1から6のいずれか一項に記載の細胞株の使用に関する。
【０１０１】
　「CDC活性」(CDCは、「補体依存性細胞傷害」の略語である)は、標的細胞の表面上に配
置された抗原に結合するその可変部分により標的細胞に結合することによって、一方で補
体タンパク質に結合することによって、補体タンパク質の存在下で標的細胞(ここでは本
発明に係る細胞株の細胞)の死を誘導する抗体の能力を意味する。
【０１０２】
　抗体のCDC活性の測定は、従来の技術によって実行される。とりわけ、実施形態におい
て、本発明は、ヒトCD303抗原に対する抗体のCDC活性を試験するための方法であって、
　a)本発明に係る細胞株を、ヒトCD303抗原に対する抗体及び補体タンパク質の源と接触
させる工程、
　b)工程a)の本発明に係る細胞株の細胞の溶解を可能にするのに好適な時間でインキュベ
ートする工程、及び
　c)工程a)の本発明に係る細胞株の細胞の溶解の程度を測定する工程
を含む、方法に関する。
【０１０３】
　工程a)において、本発明に係る細胞株(標的細胞)を、特徴付けようとするヒトCD303抗
原に対する抗体(上述の通り)及び補体タンパク質の源、一般的に血清と接触させる。
【０１０４】
　ここでも再度、標的細胞(それらの表面上で試験しようとする抗体によって認識される
ヒトCD303抗原を発現する細胞、ここでは本発明に係る細胞株の細胞)は、工程c)で実際に
溶解した標的細胞の数を測定することを可能にするマーカーで、事前に細胞内で標識され
ていてもよい。あらゆる好適なマーカー、例えば放射性、蛍光性、発光又はクロモジェニ
ックマーカーが使用され得る。代替として、標的細胞は、事前に標識されていなくてもよ
い。このケースにおいて、標的細胞に存在するタンパク質(例えば全ての細胞型に存在す
るLDH酵素)のアッセイを使用して、工程c)で溶解した細胞の数を測定することができる。
【０１０５】
　ここでも再度、ADCC用量-応答曲線が一般的に構築される。この目的を達成するために
、増加する量の抗体を、別々のウェルで標的細胞及びエフェクター細胞と接触させ、ADCC
を様々な抗体濃度で測定する。各ポイントは、一般的に複数回評価される(とりわけ2連又
は3連で)。
【０１０６】
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　ここでも再度、工程c)において試験された抗体の各濃度で得られた溶解のパーセンテー
ジを推測するのに、一般的に対照が行われる。この目的を達成するために、それぞれ様々
な溶解のパーセンテージ(例えば100%、50%、25%及び0%溶解)に対応する洗浄剤(例えば2% 
Triton X-100)等の化学物質と共に溶解させた標的細胞の様々な希釈により得られた較正
範囲を作製する。対照は、自発的な放出(標的細胞単独)も包含する。
【０１０７】
　工程b)において、インキュベーション(一般的に37℃で)は、標的細胞(本発明に係る細
胞株の細胞)の溶解を可能にするのに好適な時間で行われる。インキュベーション時間は
、数時間から約1日の間、とりわけ1時間から24時間の間、詳細には1時間から2時間の間で
変更され得る。当業者であれば、特定の試験条件に従って最適な時間を決定することがで
きる。
【０１０８】
　最終的に、工程c)において、標的細胞(本発明に係る細胞株の細胞)の溶解の程度を測定
する。結果は、以下の式:
%溶解=(抗体及び相補体を用いた%溶解)-(抗体を用い相補体を用いない%溶解)
に従って計算される。
【０１０９】
　本発明に係るCDC試験の正確な例は、以下の通りである:
　ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターで安定してトランスフェクト
されたFcγ鎖-CD303 Jurkat細胞又はCAL-1細胞を、増加する濃度の抗CD303抗体(0から5,0
00ng/mL)と共に、源として乳児ウサギ血清(1:10希釈)の存在下でインキュベートする。
【０１１０】
　37℃で2時間インキュベートした後、溶解した標的細胞により上清に放出された細胞内
の乳酸デヒドロゲナーゼ(LDH)酵素の量を、細胞傷害検出キット(LDH)(Roche Diagnostics
社、商品番号11644793001)で測定する。
【０１１１】
抗体によって誘導されたアポトーシスの特徴付け
　別の実施形態において、本発明に係る細胞株の使用は、ヒト抗CD303抗体のアポトーシ
ス活性を特徴付けることに向けられる。したがって、本発明は、ヒトCD303抗原に対する
抗体のアポトーシスを誘導する活性を特徴付けるための、請求項1から6のいずれか一項に
記載の細胞株の使用に関する。
【０１１２】
　「アポトーシス活性」は、抗体によって認識される抗原を発現する細胞においてアポト
ーシスを誘導する、特徴付けようとする抗体の能力を意味する。
【０１１３】
　抗体のアポトーシス活性の測定は、ヨウ化プロピジウム及びアネキシンVを使用するア
ポトーシスのための従来のフローサイトメトリー試験等の従来の技術によって実行される
。とりわけ、実施形態において、本発明は、ヒトCD303抗原に対する抗体のアポトーシス
活性を試験するための方法であって、
　a)本発明に係る細胞株を、ヒトCD303抗原に対する抗体と接触させる工程、
　b)抗体が工程a)の本発明に係る細胞株の細胞においてアポトーシスを誘導することを可
能にするのに好適な時間でインキュベートする工程、及び
　c)工程a)の本発明に係る細胞株のアポトーシス細胞のパーセンテージを測定する工程
を含む、方法に関する。
【０１１４】
　工程a)において、本発明に係る細胞株(標的細胞)は、架橋剤(例えば、Fcフラグメント
に対する抗体又は抗体フラグメント)の存在又は非存在で、特徴付けようとするヒトCD303
抗原に対する抗体(上述の通り)と接触させる。
【０１１５】
　工程b)において、インキュベーション(一般的に37℃で)は、標的細胞(本発明に係る細
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胞株の細胞)の溶解を可能にするのに好適な時間で行われる。インキュベーション時間は
、数時間から約1日の間、とりわけ1時間から24時間の間で変更が可能であり、詳細には16
時間である。当業者であれば、特定の試験条件に従って最適な時間を決定することができ
る。
【０１１６】
　最終的に、工程c)において、アポトーシス細胞のパーセンテージが測定される。この測
定は、ヨウ化プロピジウム(PI)及びアネキシンVで細胞を標識することによるフローサイ
トメトリーによって実行することができる。これらの2つの標識を組み合わせることによ
り、生きた細胞(アネキシンV及びPI陰性)を、アポトーシス初期の細胞(アネキシンV陽性
、PI陰性)又はアポトーシス後期の細胞(アネキシンV陽性、PI陽性)から区別することが可
能になる。
【０１１７】
　本発明に係るアポトーシス活性試験の正確な例は、以下の通りである:
　標的細胞(本発明に係る細胞株の細胞、2.5×105)を、P24プレートで、1mLのRPMI 10%FC
S中、特徴付けようとする抗CD303抗体(1μg/mL)と共に、架橋剤(例えば10μg/mLのヤギ抗
ヒトIgGFcγF(ab')2)あり又はなしで37℃で24時間インキュベートする。次いで細胞を遠
心分離し、PBS中で2回洗浄し、キットによって提供される緩衝液中に入れて、BD Bioscie
nces社の推奨に従ってアネキシンV-FITC及びヨウ化プロピジウム(PI)と共にインキュベー
トする。フローサイトメーターを用いて細胞を分析する;アポトーシス細胞のパーセンテ
ージは、アネキシンV(アネキシンV及びアネキシンV+PI)で標識された細胞に対応する。
【０１１８】
貪食活性の特徴付け
　別の実施形態において、本発明に係る細胞株の使用は、ヒト抗CD303抗体の貪食活性を
特徴付けることに向けられる。したがって、本発明は、ヒトCD303抗原に対する抗体の貪
食を誘導する活性を特徴付けるための、請求項1から6のいずれか一項に記載の細胞株の使
用に関する。
【０１１９】
　「貪食活性」は、標的細胞の表面上に配置された抗原に結合するその可変部分により標
的細胞に結合することによって、更に、エフェクター細胞の表面上に配置されたFc受容体
(FcR;IgGの場合はFcγRI、FcγRIIA、FcγRIIB2)に結合するそのFcフラグメントによりエ
フェクター細胞に結合することによって、貪食することができる免疫系のエフェクター細
胞(単球、マクロファージ、好中球及び樹状細胞)によって、抗体によって認識される抗原
を発現する標的細胞の貪食を誘導する抗体の能力を意味する。
【０１２０】
　抗体のADCC活性の測定は、従来の技術によって実行される。とりわけ、実施形態におい
て、本発明は、ヒトCD303抗原に対する抗体のADCC活性を試験するための方法であって、
　a)本発明に係る細胞株を、ヒトCD303抗原に対する抗体及び貪食することができるエフ
ェクター細胞と接触させる工程、
　b)工程a)の本発明に係る細胞株の細胞の貪食を可能にするのに好適な時間でインキュベ
ートする工程、及び
　c)工程a)の本発明に係る細胞株の細胞の貪食の速度を測定する工程
を含む、方法に関する。
【０１２１】
　工程a)において、本発明に係る細胞株(標的細胞)は、特徴付けようとするヒトCD303抗
原に対する抗体(上述の通り)及び貪食することができるエフェクター細胞と接触させる。
貪食活性の特徴付けに関する状況で、エフェクター細胞は、貪食することができなければ
ならない。これらは、単球、マクロファージ又は好中球であり得る。
【０１２２】
　IgGのケースにおいて、貪食は、貪食することができるエフェクター細胞の表面上に存
在する受容体FcγRI、FcγRIIA及びFcγRIIB2の1つを介して起こる。FcγRIは、FcγRIIA
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及びFcγRIIB2とは異なり高親和性を有することから、FcγRIIA及びFcγRIIB2を介した貪
食活性は、ADCCに関して上述したような多価IgGを使用して測定することができる。
【０１２３】
　標的細胞(それらの表面上で試験しようとする抗体によって認識されるヒトCD303抗原を
発現する細胞、ここでは本発明に係る細胞株の細胞)は、工程c)で実際に貪食された標的
細胞の数を測定することを可能にするマーカーで、事前に細胞内で標識されていてもよい
。あらゆる好適なマーカー、例えば放射性、蛍光性、発光又はクロモジェニックマーカー
が使用され得る。
【０１２４】
　標的細胞(それらの表面上で試験しようとする抗体によって認識されるヒトCD303抗原を
発現する細胞、ここでは本発明に係る細胞株の細胞)及びエフェクター細胞は、インビボ
における生理学的条件に近いエフェクター/標的(E:T)の比率で存在する。
【０１２５】
　貪食活性用量-応答曲線が一般的に構築される。この目的を達成するために、増加する
量の抗体を、別々のウェルで標的細胞及びエフェクター細胞と接触させ、貪食活性を様々
な抗体濃度で測定する。各ポイントは、一般的に複数回評価される(とりわけ2連又は3連
で)。
【０１２６】
　陽性対照も調製される:天然の貪食(NP)は、標的細胞をエフェクター細胞のみと接触さ
せること(抗体とは接触させない)により得る。
【０１２７】
　工程b)において、インキュベーション(一般的に37℃で)は、標的細胞(本発明に係る細
胞株の細胞)の貪食を可能にするのに好適な時間で行われる。インキュベーション時間は
、数時間から約1日の間、とりわけ1時間から24時間の間、詳細には4時間から24時間の間
で変更され得る。当業者であれば、特定の試験条件に従って最適な時間を決定することが
できる。
【０１２８】
　最終的に、工程c)において、標的細胞(本発明に係る細胞株の細胞)の貪食の速度を測定
する。これは、一般的に、洗浄することによって貪食されなかった標的細胞を除去し(貪
食することができるエフェクター細胞は、一般的に接着性である)、食細胞中に存在する
事前に標識された標的細胞の数を測定することによって実行される。
【０１２９】
　次いで貪食のパーセンテージ又は貪食の指標は、以下の式:
%貪食=(少なくとも1つの標的細胞を含有するエフェクター細胞の%)×(標的細胞を含有す
るエフェクター細胞1個当たりの標的細胞の平均数)
に従って計算することができる。
【０１３０】
　結果(%貪食)は、抗体の希釈係数の関数として表される。各抗体につき、「50%活性」又
は「EC50」値を計算することができ、この値は、この抗体で得られたプラトー値の50%を
誘導するのに必要な抗体の希釈係数に対応する。
【０１３１】
数々の抗CD303抗体のヒトCD303抗原に対する親和性の比較
　別の実施形態において、本発明は、ヒトCD303抗原に対する数々の抗CD303抗体の結合親
和性を比較するための、本発明に係る細胞株の使用に関する。
【０１３２】
　ヒトCD303抗原に対する抗CD303抗体の結合親和性は、本発明に係る細胞株を使用するこ
とによって当業者公知のあらゆる技術により測定することができる。
【０１３３】
　とりわけ、本発明に係る細胞株によって発現されたヒトCD303への試験しようとする抗C
D303抗体の結合は、フローサイトメトリーによって研究することができる。この目的を達
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成するために、本発明に係る細胞株の細胞をまず、抗体(抗CD303又は陰性対照)と共に、
様々な濃度(0～40μg/mL、最終濃度)で4℃で30分インキュベートする。希釈剤で洗浄した
後、4℃で45分、フィコエリトリン(PE)をカップリングしたヤギ抗マウスIgG F(ab')2フラ
グメント(希釈剤で1:100に希釈した100μL)を添加することによって抗体を可視化する。
次いで細胞を洗浄して、フローサイトメトリー(FC500、Beckman Coulter社)によって分析
する。
【０１３４】
　結果を用量-応答曲線として表し、X軸に濃度、Y軸に平均蛍光強度(MFI)を示す。
【０１３５】
　プラトー時の値(Bmax、平均最大蛍光強度)を、例えばGraphPad PRISM(登録商標)ソフト
ウェアを使用して曲線をモデリングした後に推測して、試験しようとする様々な抗CD303
抗体間で比較することができる。EC50を表した値は、Bmax値の50%に到達するのに必要な
抗体の量を示しており、これも計算することができる。試験しようとする様々な抗体のEC
50値は、比較することができる。
【０１３６】
2つの抗CD303抗体によって認識されるヒトCD303抗原のエピトープの比較
　別の実施形態において、本発明は、数々の抗CD303抗体によって認識されるヒトCD303抗
原のエピトープを比較するための、本発明に係る細胞株の使用に関する。
【０１３７】
　2つの抗CD303抗体によって認識されるヒトCD303抗原のエピトープを比較するために、
本発明に係る細胞株への結合に関して、エピトープが公知の様々な抗CD303抗体と競合す
るように、試験しようとする抗体を設置することができる。とりわけ、好ましくは、試験
しようとする2つの抗体の一方が検出マーカーを有しており、増加する濃度の他方の非標
識抗CD303抗体の非存在又は存在下で本発明に係る細胞株と接触させる。次いで本発明に
係る細胞株の細胞の標識強度が測定される。2つの抗体によって認識されるエピトープが
同一であるか又はオーバーラップする場合、本発明に係る細胞株への結合に関する2つの
抗体間の競合が観察され、すなわち、非標識抗体の濃度が増加すると、本発明に係る細胞
株の細胞の標識強度は減少する。
【０１３８】
　2つの抗CD303抗体の一方によって認識されるヒトCD303抗原のエピトープが公知である
場合、他方の抗CD303抗体によって認識されるエピトープを特徴付けることが可能な場合
がある。
【０１３９】
ヒト対象からのエフェクター細胞の機能的な性能の特徴付け
　本発明に係る細胞株はまた、ヒト対象、詳細にはBPDCN又は自己免疫疾患に罹ったヒト
対象からのエフェクター細胞の機能的な性能(とりわけADCC、CDC、サイトカイン分泌、ア
ポトーシス及び貪食タイプの性能)を特徴付けるのにも使用することができる。
【０１４０】
特徴付けようとする機能的な性能
　特徴付けることができる機能的な性能は、上述したのと同じであり、とりわけADCC、CD
C、サイトカイン分泌、アポトーシス及び貪食タイプの性能である。
【０１４１】
　試験方法は、同じ抗体が使用されることと、使用される対照が機能的な性能が公知の対
照エフェクター細胞であることを除いて、抗CD303抗体の特徴付けについて上述したのと
同じである。
【０１４２】
特徴付けようとするエフェクター細胞
　特徴付けようとするエフェクター細胞は、とりわけBPDCN又は自己免疫疾患に罹ってい
るヒト対象から事前に得ることが可能である。
【０１４３】
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　末梢血からのエフェクター細胞は、PBMC、又は精製されたエフェクター細胞、例えば単
球、マクロファージ、Tリンパ球若しくはNK細胞の形態で、特徴付けに使用することがで
きる。
【０１４４】
抗CD303抗体を特徴付けるためのキット
　第6の態様によれば、本発明は、抗CD303抗体を特徴付けるためのキットであって、本発
明に係る細胞株、並びに有利にはエフェクター細胞、多価IgG、及び参照抗CD303抗体から
選択される少なくとも1つの試薬を含む、キットからなる。
【実施例】
【０１４５】
(実施例1)
ヒトCD303及びヒトFcεRIのガンマ鎖を安定して発現するJurkat細胞株の調製及び特徴付
け
材料及び方法
細胞及び培養条件
　Fcγ鎖Jurkat細胞株(JurkatクローンE6-1細胞株(ヒトFcεRIのガンマ鎖のための発現ベ
クター(pcDNA4/TO)で安定してトランスフェクトされたATCC(登録商標)TIB-152(商標)))を
、10%ウシ胎児血清(FCS)が補充されたグルタミン含有RPMI1640培地中で、37℃、空気中7%
CO2下で培養した。ヌクレオフェクション(登録商標)の3日前に細胞0.5×105個/mLで細胞
を植え付けた。
【０１４６】
ベクターの構築
　ヒトCD303抗原をコードする全長cDNA(GenBank/EMBL/DDBL、AF293615.1)を、ベクターpc
DNA3.1(-)(図1におけるこのベクターのマップを参照)にサブクローニングした。
【０１４７】
　BamHI及びHindIII制限部位を付加した後、コザック配列、及び第2の終止コドン、コー
ド配列をMWGによって合成する。
【０１４８】
　これらの2つのベクターでクローニング部位が異なるため、ベクターが(+)であるか又は
(-)であるかを決定するために、研究を開始する前にpcDNA3.1ベクターをプライマーBGHpA
PERC6-3'を用いたMWGによって配列決定した。シーケンシングから、ベクターがpcDNA3.1(
-)であることが示された。
【０１４９】
　CD303コード配列及びプライマーCD303-5'及びCD303-3'をMWGによって合成する。BamHI
及びHindIIIでの二重の消化を、CD303コード配列を含むMWGベクター及びベクターpcDNA3.
1(-)で実行する。ゲル上で消化を確認して、ヌクレオスピンエクストラクト(NucleoSpin 
Extract)IIで配列を精製する。CD303をライゲーションによってベクターpcDNA3.1(-)に挿
入し、次いで大腸菌(E. coli)に形質転換する。7つの細菌コロニーを、センスプライマー
CD303-5':5'-ACATTCACTGTCATGTACCTCAGAAGTC-3'、及びアンチセンスプライマーBGHpAPERC
6-3':5'-CATGCCTGCTATTGTCTTCCCA-3'を使用してPCRでスクリーニングする。使用されるPC
Rプログラムは、とりわけハイブリダイゼーション(52℃)、伸長(72℃で30秒)及び変性(95
℃)工程からなる30サイクルを含む。7つのコロニーのうち6つのコロニーが、CD303挿入物
(295bpのPCR産物)を含有する。これらの6つのコロニーから、4つのストックグリセロール
を調製し、CD303挿入物を有するpcDNA3.1(-)ベクターを回収するために4つの細菌培養物
を精製する。CD303挿入物の存在を確認するために、BamHI及びHindIII酵素での対照消化
を実行する。
【０１５０】
　ミニプレップによって精製されたpcDNA3.1(-)ベクターに存在するCD303挿入物の配列は
、プライマーCD303-5'及びCD303-3'(5'-AGACCTTCAACTGGAACCACCAGAG-3')を使用したシー
ケンシングによって確認される。
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【０１５１】
　次いでベクターをエンドフリーマキシプレップ(EndoFree Maxiprep)によって精製し、
プライマーCD303-5'及びCD303-3'を用いたシーケンシングによって確認する。
【０１５２】
　次いでベクターをScaIで線形化し、沈殿させて、その後、1μg/mLのTE緩衝液に溶解さ
せる。
【０１５３】
Fcγ鎖Jurkat細胞のトランスフェクション
　Amaxa社のトランスフェクションシステム(Amaxa Biosystems社、Cologne、Germany)に
関して確立された手順に従ってトランスフェクションを実行した。ヌクレオフェクション
に関して、2×106個の細胞及び3μgの線形化したCD303pcDNA3.1(-)ベクターを、X-001プ
ログラムに従って100μLのNucleofector溶液(Jurkat用のNucleofector(商標)キット、Ama
xa社)に懸濁した。対照として、1μgの強化緑色蛍光タンパク質(EGFP)プラスミドDNA(pma
xGFP、Amaxa社)を同じヌクレオフェクションプロトコールで使用した。
【０１５４】
　トランスフェクションの後、細胞を、抗生物質を含まず培養培地を含む6ウェルのプレ
ートに塗り広げた。3～4日のインターバルで週2回、選択培地を部分的に交換した(約半分
の体積)。
【０１５５】
　24時間後、pmaxGFPでトランスフェクトした細胞を測定のために収集した。pMax-GFP(Lo
nza社、Allendale、NJ、USA)のトランスフェクションの後に、トランスフェクション効率
をFACSによって決定した。
【０１５６】
　48時間培養した後、トランスフェクトされた細胞をフローサイトメトリーによって分析
し、それらの表面上にCD303を発現する細胞を、蛍光活性化セルソーティング(FACS)によ
って精製した。
【０１５７】
蛍光活性化セルソーティング
　簡単に言えば、トランスフェクトされた細胞のプールをPE標識抗CD303抗体(Miltenyi B
iotec社)で標識した。対照として、同じPE(フィコエリトリン)アイソタイプのマウスモノ
クローナル抗体を使用した。蛍光標識された細胞を、EPICS ALTRA蛍光活性化セルソータ
ー(Beckman社)で分析した。
【０１５８】
　培養培地に1mg/mLのG418(Sigma社)を適用することによって、ゲネチシン選択をセルソ
ーティングの24時間後に始めた。
【０１５９】
限界希釈クローニング
　次いでクローニングの48時間前に細胞を細胞1×105個/mLで植え付けた。クローニング
の日に、細胞を計数した;継続するには、生存率が80%より高くなければならない。細胞を
RPMI+10%FCS(細胞2個/mL)に再懸濁し、96ウェルプレート上に植え付けた(200μL/ウェル
は細胞0.4個/ウェルに対応する)。37℃、7%CO2で10から12日間、細胞をインキュベートし
た。
【０１６０】
　3～4日のインターバルで週2回、培地を部分的に交換した(約半分の体積)。
【０１６１】
細胞1個当たりのCD303分子の数の決定
　Fcγ鎖-CD303 Jurkatクローンのうち1種の細胞1個当たりのCD303分子の数の決定は、QI
FIKIT(Dako社)、及びマウス抗CD303抗体AC144を使用したフローサイトメトリーによって
実行される。
【０１６２】
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　Fcγ鎖-CD303 Jurkatクローンのうち1種の細胞及び抗体は、希釈剤(PBS+1%FCS)中で調
製される。
【０１６３】
　1×105個の細胞を、100μLの抗体(抗CD303又は陰性対照)と共に、様々な濃度(0～40μg
/mL、最終濃度)で4℃で30分インキュベートする。
【０１６４】
　希釈剤で洗浄した後、4℃で45分、フィコエリトリン(PE)をカップリングしたヤギ抗マ
ウスIgG F(ab')2フラグメント(希釈剤で1:100に希釈した100μL)を添加することによって
抗体を可視化する。次いで細胞を洗浄して、フローサイトメトリー(FC500、Beckman Coul
ter社)によって分析する。
【０１６５】
結果
CD303でトランスフェクトされたFcγ鎖Jurkat細胞のFACS選択
　セルソーティング前は、ほぼ0.4%の細胞がCD303を発現した(データは示されない)。
【０１６６】
　CD303陽性細胞をFACS(細胞20,767個、プール008-2)によって単離し、RPMI培地+10%FCS
中に植え付けた。残念なことに、これらの細胞はこれらの培養条件で成長しない。
【０１６７】
　CD303陰性細胞をゲネチシン選択下(3日目)で植え付けた。25日目に、これらの細胞の35
%がCD303を発現した。第2のセルソーティング後、細胞のほぼ73%がCD303に関して陽性で
あり、ゲネチシン選択下で追加で18日後、細胞の88%より多くがCD303を発現した(図2)。
【０１６８】
　44日目に、第3のセルソーティング後、細胞のほぼ93%がCD303を発現した(図3)。
【０１６９】
　CD303発現の安定性:ゲネチシン選択下での培養の2カ月後、細胞の77%より多くがそれで
もなおCD303を発現した(図4)。
【０１７０】
CD303+細胞の限界希釈クローニング
　更に、本発明者らは、CD303を発現する安定なFcγ鎖Jurkat形質移入体の限界希釈クロ
ーニングを実行した。
【０１７１】
　27個のクローンを単離し、抗CD303-PE抗体で染色することによって試験した。4つのク
ローンのみを選択し、融解させた;細胞の80%より多くがCD303を発現した(図5)。
【０１７２】
細胞1個当たりのCD303分子の数の決定
　次いでクローンの1つを細胞1個当たりのCD303分子の数に関して特徴付けた。結果は、
細胞1個当たりのCD303分子の数が28,325±5,405個であることを示す。
【０１７３】
結論
　CD303 pcDNA3.1(-)ベクターでのトランスフェクション、ゲネチシン選択、及び蛍光活
性化セルソーティングの後、Fcγ鎖CD303+Jurkat細胞の安定なプール(80%より多くが陽性
細胞)が現在利用可能であり、インビトロでの抗CD303抗体の特徴付けのための有用なツー
ルの代表である。
【０１７４】
(実施例2)
CD303の過剰発現のためのpDCのトランスフェクション
　CD303を過剰発現させるためのCAL-1細胞(pDC)のトランスフェクションを、Amaxa社のヒ
ト樹状細胞Nucleofectorキットを用いて実行する。
【０１７５】
　トランスフェクションの前の日に、細胞2×105個/mLで細胞を植え付ける。トランスフ
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ェクションの日、CAL-1細胞は、細胞4.6×105個/mLの細胞密度及び85%の生存率を有する
。
【０１７６】
　トランスフェクションの日:
・EMS培地+10%FCS(ウシ胎児血清)を37℃で1時間予熱し(7.5mLを含有する1F25フラスコ及
び1.5mLを含有するP6プレートの2ウェル)、
・キット中の利用可能な「サプリメント」(135μL)を、「Nucleofector」溶液(615μL)に
添加する。
・7×106個の細胞を200gで10分遠心分離する(細胞1×106個/キュベット)。
・次いでペレットを700μLのNucleofector溶液に溶解させ、エッペンドルフチューブ1つ
当たり100μLで分配する。
・3μL(3μg)のCD303 pcDNA3.1(-)ベクター、及び4μL(2μg)のpmax-GFPベクター又はベ
クターなし(パイロット陰性)をエッペンドルフチューブごとに添加する。
・細胞懸濁液をキュベットに移し、U-002プログラムを適用する。
・500μLの予熱した培地をキュベットに添加し、細胞懸濁液を、以下の通りに培地を含有
するF25フラスコ又はP6プレートに穏やかに移す:
　-　CD303 pcDNA3.1(-)を含む5つのキュベットを、F25フラスコ中の10mLの培地に入れる
、
　-　Pmax-GFPを含む1つのキュベットを、P6プレート上で2mLの培地に入れる、
　-　T-を含む1つのキュベットを、P6プレート上で2mLの培地に入れる。
・次いでキュベットを37℃で7%CO2と共にインキュベートする。
【０１７７】
1日目から51日目:
・1日目:サイトメトリー及び蛍光顕微鏡検査法によるGFPの測定を実行して、トランスフ
ェクション効率を推測する。サイトメトリーによる測定から、49%のトランスフェクトさ
れた細胞が明らかになり、顕微鏡による測定から、43%のトランスフェクトされた細胞が
明らかになる。
・3日目:細胞を計数し、ペレットを、選択培地(EMS+10%FCS+1g/LのG418)中、細胞5×105

個/mLで溶解させる。
・6日目:細胞を計数し、ペレットを選択培地(EMS+10%FCS+1g/LのG418)中、細胞4×105個/
mLで溶解させる。
　○CD303でトランスフェクトされたCAL-1:細胞8.1×105個/mL及び49%の生存率。
　○陰性対照CAL-1:細胞2.6×105個/mL及び42.6%の生存率。
・8日目:細胞を計数し、細胞の一部をP24プレート(1mL/ウェル)に移し、残りをF150フラ
スコ(56mL)に移す。
　○CD303でトランスフェクトされたCAL-1:細胞0.22×105個/mL及び3%の生存率。
　○陰性対照CAL-1:細胞0.1×105個/mL及び1.5%の生存率。
・10日目:CD303でトランスフェクトされたCAL-1細胞を計数する。
　○F150:細胞0.08×105個/mL及び1.3%の生存率。細胞を遠心分離し、ペレットを、死細
胞5×105個/mLを超えないように、65mL中に溶解させる。
　○P24:培地の半分を交換する。
　○陰性対照:細胞0.0×105個/mL及び0%の生存率、その場合、止める。
・13日目:CD303でトランスフェクトされたCAL-1細胞を計数する。
　○F150:細胞0.04×105個/mL及び0.7%の生存率。細胞を遠心分離し、ペレットを、死細
胞5×105個/mLを超えないように、70mL中に溶解させる。
　○P24:培地の半分を交換する。
・17日目:CD303でトランスフェクトされたCAL-1細胞を計数する。
　○F150:細胞0.04×105個/mL及び1.0%の生存率。細胞を遠心分離し、ペレットを、死細
胞5×105個/mLを超えないように、56mL中に溶解させる。
　○P24:培地の半分を交換する。
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・20日目:CD303でトランスフェクトされたCAL-1細胞を計数する。
　○F150:細胞0.002×105個/mL及び0.5%の生存率。その場合、止める。
　○P24:1つのウェルを計数する:16.4×105細胞/mL及び53.8%の生存率。
　○P24を3つのF75フラスコ(8つのP24ウェル/F75、最終的に30mL)に移した。
・22日目:CD303でトランスフェクトされたCAL-1細胞を計数する。
　○F75:細胞12.8×105個/mL及び85%の生存率。
　○プールを抗CD303-PEで標識する。細胞集団のうちごく一部が、CD303を高いレベルで
発現する(図6を参照)。
　○8つのクライオチューブを液体窒素中で凍結する。
　○F75フラスコ中、細胞3×105個/mLで再度植え付ける。
・24日目:CD303でトランスフェクトされたCAL-1細胞を計数する。
　○F75:細胞19.9×105個/mL及び95%の生存率。F75フラスコ中、細胞2×105個/mLで再度
植え付ける。
　○EMS+10%FCS+0.5g/LのG418中の細胞40個/P96でクローニングし、5つのクローニングプ
レートを調製する。
・28日目から37日目:CD303でトランスフェクトされたCAL-1細胞を計数する。
　○F75:F75フラスコ中、細胞2×105個/mLで週3回再度植え付ける。
　○クローニング:培地の半分を週1回交換する。
・38日目から50日目:CD303でトランスフェクトされたCAL-1細胞を計数する。
　○F75:F75フラスコ中、細胞2×105個/mLで週3回再度植え付ける。
　○クローニング:クローンをP24プレートに移し、次いでサイトメトリーでCD303発現を
スクリーニングするためにP6プレートに移す。
　○30種のクローンをスクリーニングし、2つの陽性クローン、NF-3C8及びNF-5G9を保持
する(図7を参照)。
・51日目:クローンNF-3C8及びNF-5G9の8つのクライオチューブを凍結し、培養物中のクロ
ーンを細胞0.5×105個/mLで維持する;週2回再度植え付ける。
【０１７８】
　次いで、CAL-1細胞及び2つのクローン、NF-3C8及びNF-5G9を、実施例1に記載されるプ
ロトコールに従って、QIFIKIT(Dako社)、及びマウス抗CD303抗体AC144を使用したフロー
サイトメトリーにより細胞1個当たりのCD303分子の数に関して特徴付けた。
【０１７９】
　結果から、細胞1個当たりのCD303分子の数が、CAL-1細胞の場合、3,000～6,000個(又は
平均して約4,500個)であり、2つのクローンの場合、細胞1個当たり40,000から50,000個(
又は約平均して45,000個)のCD303分子であることが示される。したがって2つのクローン
、NF-3C8及びNF-5G9は、元のCAL-1細胞株と比較してCD303の高い表面発現を有し、増幅倍
数は約10であった(又は元のCAL-1細胞株に対して約900%の増加であった)。
【０１８０】
(実施例3)
G418の存在及び非存在下におけるクローンNF-3C8及びNF-5G9の3カ月の安定性研究
材料及び方法
　F25フラスコ(10mL)、EMS培地+10%FCS+0.5g/LのG418中、細胞0.5×105個/mLで週2回、細
胞を再度植え付ける。
【０１８１】
　2週間毎にサイトメトリーによってCD303発現を評価する。
【０１８２】
　PBS+1%FCSで1:10に希釈した抗CD303-PE(AC144)(Miltenyi Biotec社、商品番号130-090-
511)を使用して氷上で標識付けを実行する。
【０１８３】
結果
　図8及び9に、サイトメトリーによる標識付けの結果を示す。
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【０１８４】
　MFI値は、試験によってわずかに変動するが、G418の非存在下で12週間培養した後にCD3
03発現の損失は観察されない。したがってCD303発現は、試験された2つのクローンに関し
て安定である。
【０１８５】
(実施例4)
CD303-Jurkat細胞又はクローンNF-3C8及びNF-5G9を使用したキメラ抗CD303抗体の特徴付
け
材料及び方法
抗体
　122A2、102E9、114D11、104C12及び104E10と名付けられた5つのキメラ抗(ヒトCD303)抗
体を試験した。別の抗原に対する対照抗体及びBIIB059と称されるヒト化抗(ヒトCD303)抗
体も使用した。
【０１８６】
CD303-結合試験
　一方ではFcγ鎖-CD303 Jurkat細胞又はNF-3C8及びNF-5G9細胞、他方では抗体を希釈剤(
PBS+1%FCS)中で調製する。
【０１８７】
　1×105個の細胞を、100μLの抗体(抗CD303又は陰性対照)と共に、様々な濃度(0～40μg
/mL、最終濃度)で4℃で30分インキュベートする。
【０１８８】
　希釈剤で洗浄した後、4℃で45分、フィコエリトリン(PE)をカップリングしたヤギ抗マ
ウスIgG F(ab')2フラグメント(希釈剤で1:100に希釈した100μL)を添加することによって
抗体を可視化する。次いで細胞を洗浄して、フローサイトメトリー(FC500、Beckman Coul
ter社)によって分析する。
【０１８９】
CD16aを介したADCCのための試験
　Fcγ鎖-CD303 Jurkat細胞(細胞35,000個/ウェル)を、96ウェルの平底プレート中、NK細
胞及び増加する濃度の抗CD303抗体と共に37℃で4時間インキュベートする。インキュベー
ション後、上清を収集する。抗CD303抗体により誘導された標的細胞の溶解を、溶解した
標的細胞により上清に放出された細胞内の乳酸デヒドロゲナーゼ(LDH)酵素を定量するこ
とによって、発色により測定する(細胞傷害検出キット(LDH)、Roche Diagnostics社)。
【０１９０】
　溶解のパーセンテージは、以下の式:
%溶解=[(ER-SR)/(100-SR)]-[(NC-SR)/(100-SR)]
に従って計算され、式中、ER及びSRは、それぞれLDHの実験上の放出(ER)及び自発的な放
出(SR)を表し、NCは、NK細胞の天然の細胞傷害を表す。結果(%溶解)は、抗体の希釈係数
の関数として表される。各抗体につき、「50%活性」値は、この抗体で得られたプラトー
値の50%を誘導するのに必要な抗体の希釈係数に対応する。この値は、PRISMソフトウェア
を用いて計算された。
【０１９１】
結果
CD303結合試験
　図10に結果を示す。それによれば、クローンNF-3C8又は代替としてNF-5G9を使用するこ
とによって、ヒトCD303抗原への結合における差を区別することが可能であることが示さ
れる。
【０１９２】
ADCC試験
　図11Aに、ヒトCD303抗原のための発現ベクターでトランスフェクトされていないCAL-1
細胞株の存在下における、キメラ抗CD303抗体122A2及び114D1又は対照抗体により得られ
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約10%)は、CD303部位の数が少ないこと(3,000から6,000の間の部位)に起因する可能性が
ある。
【０１９３】
　図11B及び以下のTable 1(表1)に、その表面上で40,000から50,000個のヒトCD303抗原分
子を発現するヒトCD303抗原のための発現ベクターでトランスフェクトされたCAL-1細胞株
(クローンNF-3C8)の存在下における、キメラ抗CD303抗体122A2及びch.102E9、ヒト化抗CD
303抗体BIIB059、又は対照抗体により得られたCD16aを介したADCC活性を示す。
【０１９４】
【表１】

【０１９５】
　明らかに、クローンNF-3C8は、様々な抗CD303抗体により誘導されたCD16aを介したADCC
応答を、トランスフェクトされていないCAL-1細胞株に比べて極めて優れて検出すること
を可能にする。
【０１９６】
　キメラ抗CD303抗体122A2及び114D1により誘導されたCD16aを介したADCC活性は、ヒト化
抗CD303抗体BIIB059により誘導された活性より約40倍高い。
【０１９７】
結論
　上記に示したデータは明らかに、治療用途のために抗CD303抗体を特徴付け、識別する
ことに関する本発明に係る細胞株の実用性を示す。
【０１９８】
　(参考文献)
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【手続補正書】
【提出日】平成29年5月11日(2017.5.11)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Fcε受容体I(FcεRI)のガンマ鎖及びヒトCD303抗原を発現する細胞株であって、ヒトCD
303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターで安定してトランスフェクトされてお
り、その表面上でヒトCD303を高度に発現することを特徴とし、細胞1個当たり少なくとも
10,000個のヒトCD303分子を有し、
　a)ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含む発現ベクターで安定してトランスフェク
トされたヒト形質細胞様樹状細胞(pDC)の細胞株であること、又は
　b)ヒトCD303抗原をコードする第1の核酸分子及びヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする第
2の核酸分子を含む発現ベクターで、若しくはヒトCD303抗原とヒトFcεRIのガンマ鎖とを
別々にコードする核酸分子をそれぞれ含む2つの発現ベクターで安定してトランスフェク
トされたヒトリンパ球細胞株であること
を特徴とする、細胞株。
【請求項２】
　ヒトCD303抗原をコードする核酸分子を含むベクターで安定してトランスフェクトされ
た細胞株であり、
・原発性悪性BPDCN細胞を、WHO分類に従ってBPDCNと診断された患者の末梢血から得る工
程、及び
・長期の培養後の生存細胞をクローニングして、培養中に長持ちする細胞株を得る工程
を含む方法によって、ヒト患者からの芽球性形質細胞様樹状細胞腫瘍(BPDCN)細胞から得
られたCAL-1細胞株又はヒトpDC細胞株から選択されることを特徴とする、請求項1に記載
の細胞株。
【請求項３】
　ヒトCD303抗原をコードする第1の核酸分子及びヒトFcεRIのガンマ鎖をコードする第2
の核酸分子を含む発現ベクターで、又はヒトCD303抗原とヒトFcεRIのガンマ鎖とを別々
にコードする核酸分子をそれぞれ含む2つの発現ベクターで安定してトランスフェクトさ
れたJurkat細胞株であることを特徴とする、請求項1に記載の細胞株。
【請求項４】
　その表面上に、細胞1個当たり、20,000から60,000個の間、好ましくは25,000から50,00
0個の間のヒトCD303分子を有することを特徴とする、請求項1から3のいずれか一項に記載
の細胞株。
【請求項５】
　ヒトCD303抗原に対する抗体の機能的な活性、好ましくはADCC、CDC、サイトカイン分泌
、アポトーシス若しくは貪食タイプの活性を特徴付けるための、又はヒトCD303抗原若し
くは複数の抗CD303抗体によって認識されるヒトCD303抗原のエピトープに対する複数の抗
CD303抗体の結合親和性を比較するための、請求項1から4のいずれか一項に記載の細胞株
の使用。
【請求項６】
　ヒト対象、詳細にはBPDCN又は自己免疫疾患に罹ったヒト対象からのエフェクター細胞
の機能的な能力、とりわけADCC、CDC、サイトカイン分泌、アポトーシス及び貪食タイプ
の性能を特徴付けるための、請求項1から4のいずれか一項に記載の細胞株の使用。
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【請求項７】
　ヒトCD303抗原に対する抗体のADCC活性を試験するための方法であって、
　a)請求項1から4のいずれか一項に記載の細胞株を、ヒトCD303抗原に対する抗体及びエ
フェクター細胞と接触させる工程、
　b)工程a)の請求項1から6のいずれか一項に記載の細胞株の細胞の溶解を可能にするのに
好適な時間でインキュベートする工程、及び
　c)工程a)の請求項1から6のいずれか一項に記載の細胞株の細胞の溶解の程度を測定する
工程
を含む、方法。
【請求項８】
　抗CD303抗体を特徴付けるためのキットであって、請求項1から4のいずれか一項に記載
の細胞株、並びに有利にはエフェクター細胞、多価IgG、及び参照抗CD303抗体から選択さ
れる少なくとも1つの試薬を含む、キット。
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【国際調査報告】
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外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明是表达FcεRI受体和人CD303抗原的γ链的细胞系，其细胞表面被
含有编码人CD303抗原的核酸分子的表达载体稳定转染。 可用于强烈表
达人CD303，例如细胞系，其特征在于每个细胞表达至少10,000个人
CD303分子，并共表达FcεRI受体和人CD303抗原的γ链。 载体或载体试
剂盒，以及本发明细胞系的各种用途。
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