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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　イヌＩＬ－３１またはネコＩＬ－３１の少なくとも１種に特異的に結合する単離された
モノクローナル抗体またはその抗原結合部位であって、以下の相補性決定領域（ＣＤＲ）
配列の組み合わせのうち少なくとも１つを含む、前記抗体またはその抗原結合部位：
　１）１１Ｅ１２：配列番号１の可変重（ＶＨ）－ＣＤＲ１、配列番号４のＶＨ－ＣＤＲ
２、配列番号７のＶＨ－ＣＤＲ３、配列番号１０の可変軽（ＶＬ）－ＣＤＲ１、配列番号
１３のＶＬ－ＣＤＲ２、および配列番号１６のＶＬ－ＣＤＲ３；
　２）１９Ｄ０７：配列番号２のＶＨ－ＣＤＲ１、配列番号５のＶＨ－ＣＤＲ２、配列番
号８のＶＨ－ＣＤＲ３、配列番号１１のＶＬ－ＣＤＲ１、配列番号１４のＶＬ－ＣＤＲ２
、および配列番号１７のＶＬ－ＣＤＲ３；または
　３）３４Ｄ０３：配列番号３のＶＨ－ＣＤＲ１、配列番号６のＶＨ－ＣＤＲ２、配列番
号９のＶＨ－ＣＤＲ３、配列番号１２のＶＬ－ＣＤＲ１、配列番号１５のＶＬ－ＣＤＲ２
、および配列番号１８のＶＬ－ＣＤＲ３。
【請求項２】
　前記抗体が、キメラである、請求項１に記載の抗体またはその抗原結合部位。
【請求項３】
　前記抗体が、イヌ化またはネコ化されている、請求項１に記載の抗体またはその抗原結
合部位。
【請求項４】
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　前記抗体が、イヌまたはネコにおけるＩＬ－３１活性を減少させる、阻害する、または
中和する、請求項１～３のいずれか一項に記載の抗体またはその抗原結合部位。
【請求項５】
　前記抗体が、アトピー性皮膚炎の臨床症状を減少させる、請求項４に記載の抗体または
その抗原結合部位。
【請求項６】
　前記アトピー性皮膚炎の臨床症状が、痒み、皮膚病変、およびそれらの組み合わせから
なる群より選択される、請求項５に記載の抗体またはその抗原結合部位。
【請求項７】
　前記抗体がイヌまたはネコにおける掻痒状態またはアレルギー状態を減少させる、阻害
する、または中和する、請求項１～６のいずれか一項に記載の単離された抗体またはその
抗原結合部位。
【請求項８】
　ａ）ＤＩＶＬＴＱＳＰＡＳＬＡＶＳＬＧＱＲＡＴＩＳＣＲＡＳＥＳＶＤＮＹＧＩＳＦＭ
ＨＷＹＱＱＫＰＧＱＰＰＫＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＳＧＩＰＡＲＦＳＧＳＧＳＲＴＤＦＴＬ
ＴＩＮＰＶＥＴＤＤＶＡＴＹＹＣＱＱＳＮＫＤＰＬＴＦＧＡＧＴＫＬＥＬＫ（配列番号１
９；ＭＵ－１１Ｅ１２－ＶＬ）、
ＤＩＶＭＴＱＴＰＬＳＬＳＶＳＰＧＥＰＡＳＩＳＣＲＡＳＥＳＶＤＮＹＧＩＳＦＭＨＷＹ
ＱＱＫＰＧＱＰＰＫＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＳＧＶＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＲＩＳ
ＲＶＥＡＤＤＡＧＶＹＹＣＱＱＳＮＫＤＰＬＴＦＧＡＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２０；Ｃ
ＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＬ－ｃＵｎ－ＦＷ２）、
ＤＩＶＭＴＱＴＰＬＳＬＳＶＳＰＧＥＰＡＳＩＳＣＲＡＳＥＳＶＤＮＹＧＩＳＦＭＨＷＦ
ＱＱＫＰＧＱＳＰＱＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＳＧＶＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＲＩＳ
ＲＶＥＡＤＤＡＧＶＹＹＣＱＱＳＮＫＤＰＬＴＦＧＡＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２１；Ｃ
ＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＬ－ｃＵｎ－１３）、
ＤＩＶＭＳＱＳＰＳＳＬＳＶＳＡＧＤＫＶＴＭＳＣＫＳＳＱＳＬＬＮＳＧＮＱＫＮＹＬＡ
ＷＹＱＱＫＰＷＱＰＰＫＬＬＩＹＧＡＳＴＲＥＳＧＶＰＤＲＦＴＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴ
ＩＳＳＶＱＡＥＤＬＡＶＹＹＣＱＮＤＹＳＹＰＹＴＦＧＧＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２２
；ＭＵ－１９Ｄ０７－ＶＬ）、
ＥＩＶＭＴＱＳＰＡＳＬＳＬＳＱＥＥＫＶＴＩＴＣＫＳＳＱＳＬＬＮＳＧＮＱＫＮＹＬＡ
ＷＹＱＱＫＰＧＱＡＰＫＬＬＩＹＧＡＳＴＲＥＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＳＦＴ
ＩＳＳＬＥＰＥＤＶＡＶＹＹＣＱＮＤＹＳＹＰＹＴＦＧＱＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２３
；ＣＡＮ－１９Ｄ０７－ＶＬ－９９８－１）、
ＤＩＬＬＴＱＳＰＡＳＬＡＶＳＬＧＱＲＡＩＩＳＣＫＡＳＱＳＶＳＦＡＧＴＧＬＭＨＷＹ
ＱＱＫＰＧＱＱＰＫＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＡＧＶＰＴＲＦＳＧＳＧＳＲＴＤＦＴＬＮＩＨ
ＰＶＥＥＥＤＡＡＴＹＦＣＱＱＳＲＥＹＰＷＴＦＧＧＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２４；Ｍ
Ｕ－３４Ｄ０３－ＶＬ）、
ＥＩＶＭＴＱＳＰＡＳＬＳＬＳＱＥＥＫＶＴＩＴＣＫＡＳＱＳＶＳＦＡＧＴＧＬＭＨＷＹ
ＱＱＫＰＧＱＡＰＫＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＡＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＳＦＴＩＳ
ＳＬＥＰＥＤＶＡＶＹＹＣＱＱＳＲＥＹＰＷＴＦＧＱＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２５；Ｃ
ＡＮ－３４Ｄ０３－ＶＬ－９９８－１）、または
ＥＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＰＧＤＲＶＴＩＴＣＫＡＳＱＳＶＳＦＡＧＴＧＬＭＨＷＹ
ＱＱＫＰＧＫＶＰＫＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＡＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳ
ＳＬＥＰＥＤＡＡＴＹＹＣＱＱＳＲＥＹＰＷＴＦＧＱＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号７１；Ｆ
ＥＬ－３４Ｄ０３－ＶＬ－０２１－１）
を含む可変軽鎖；および
　ｂ）ＱＶＱＬＱＱＳＧＡＥＬＶＫＰＧＡＳＶＫＬＳＣＫＡＳＧＹＴＦＫＹＹＤＩＮＷＶ
ＲＱＲＰＥＱＧＬＥＷＩＧＷＩＦＰＧＤＧＧＴＫＹＮＥＴＦＫＧＫＡＴＬＴＴＤＫＳＳＳ
ＴＡＹＭＱＬＳＲＬＴＳＥＤＳＡＶＹＦＣＡＲＧＧＴＳＶＩＲＤＡＭＤＹＷＧＱＧＴＳＶ
ＴＶＳＳ（配列番号２６；ＭＵ－１１Ｅ１２－ＶＨ）、
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ＥＶＱＬＶＱＳＧＡＥＶＫＫＰＧＡＳＶＫＶＳＣＫＴＳＧＹＴＦＫＹＹＤＩＮＷＶＲＱＡ
ＰＧＡＧＬＤＷＭＧＷＩＦＰＧＤＧＧＴＫＹＮＥＴＦＫＧＲＶＴＬＴＡＤＴＳＴＳＴＡＹ
ＭＥＬＳＳＬＲＡＧＤＩＡＶＹＹＣＡＲＧＧＴＳＶＩＲＤＡＭＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳ
Ｓ（配列番号２７；ＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＨ－４１５－１）、
ＥＶＫＬＶＥＳＧＧＧＬＶＫＰＧＧＳＬＫＬＳＣＡＡＳＧＦＡＦＳＳＹＤＭＳＷＶＲＱＩ
ＰＥＫＲＬＥＷＶＡＴＩＴＳＧＧＧＹＴＹＳＡＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＲＮＴＬＹ
ＬＱＭＳＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＱＮＷＶＶＧＬＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＡ（配
列番号２８；ＭＵ－１９Ｄ０７－ＶＨ）、
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＤＬＶＫＰＧＧＳＬＲＬＳＣＶＡＳＧＦＴＦＳＳＹＤＭＳＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＱＷＶＡＴＩＴＳＧＧＧＹＴＹＳＡＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＲＮＴＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＱＮＷＶＶＧＬＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配
列番号２９；ＣＡＮ－１９Ｄ０７－ＶＨ－４００－１）、
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＤＬＶＫＰＧＧＳＬＫＬＳＣＡＡＳＧＦＳＦＳＮＹＧＭＳＷＶＲＱＴ
ＰＤＫＲＬＥＷＶＡＴＩＳＹＧＧＳＹＴＹＹＰＤＮＩＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬＹ
ＬＱＭＳＳＬＫＳＥＤＴＡＭＹＹＣＶＲＧＹＧＹＤＴＭＤＹＷＧＱＧＴＳＶＴＶＳＳ（配
列番号３０；ＭＵ－３４Ｄ０３－ＶＨ）、
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＤＬＶＫＰＧＧＳＬＲＬＳＣＶＡＳＧＦＴＦＳＮＹＧＭＳＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＱＷＶＡＴＩＳＹＧＧＳＹＴＹＹＰＤＮＩＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＭＹＹＣＶＲＧＹＧＹＤＴＭＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配
列番号３１；ＣＡＮ－３４Ｄ０３－ＶＨ－５６８－１）、または
ＤＶＱＬＶＥＳＧＧＤＬＶＫＰＧＧＳＬＲＬＴＣＶＡＳＧＦＴＹＳＮＹＧＭＳＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＱＷＶＡＴＩＳＹＧＧＳＹＴＹＹＰＤＮＩＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＫＴＥＤＴＡＴＹＹＣＶＲＧＹＧＹＤＴＭＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配
列番号７３；ＦＥＬ－３４Ｄ０３－ＶＨ－０３５－１）
を含む可変重鎖
からなる群のうち少なくとも１つを含む、請求項７に記載の抗体またはその抗原結合部位
。
【請求項９】
　治療有効量の請求項１～８のいずれか一項に記載の抗体；および医薬的に許容されるキ
ャリアーを含む、イヌまたはネコにおける掻痒状態またはアレルギー状態を治療するため
の獣医用組成物。
【請求項１０】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の抗体を生産する宿主細胞。
【請求項１１】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の抗体の生産用の、以下の相補性決定領域（ＣＤＲ
）配列の組み合わせのうち少なくとも１つをコードする核酸配列を含む単離された核酸：
　１）１１Ｅ１２：配列番号１の可変重（ＶＨ）－ＣＤＲ１、配列番号４のＶＨ－ＣＤＲ
２、配列番号７のＶＨ－ＣＤＲ３、配列番号１０の可変軽（ＶＬ）－ＣＤＲ１、配列番号
１３のＶＬ－ＣＤＲ２、および配列番号１６のＶＬ－ＣＤＲ３；
　２）１９Ｄ０７：配列番号２のＶＨ－ＣＤＲ１、配列番号５のＶＨ－ＣＤＲ２、配列番
号８のＶＨ－ＣＤＲ３、配列番号１１のＶＬ－ＣＤＲ１、配列番号１４のＶＬ－ＣＤＲ２
、および配列番号１７のＶＬ－ＣＤＲ３；または
　３）３４Ｄ０３：配列番号３のＶＨ－ＣＤＲ１、配列番号６のＶＨ－ＣＤＲ２、配列番
号９のＶＨ－ＣＤＲ３、配列番号１２のＶＬ－ＣＤＲ１、配列番号１５のＶＬ－ＣＤＲ２
、および配列番号１８のＶＬ－ＣＤＲ３。
【請求項１２】
　請求項１１に記載の核酸を含むベクター。
【請求項１３】
　抗体の製造方法であって、請求項１０に記載の宿主細胞を該抗体の生産が起こる条件下
で培養すること、および該抗体を、宿主細胞または宿主細胞の培地から単離することを含
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む、上記製造方法。
【請求項１４】
　イヌまたはネコにおける掻痒状態またはアレルギー状態から選択される症状または障害
の治療方法であって、治療有効量の請求項１～８のいずれか一項に記載の抗体をイヌまた
はネコに投与することを含む、上記治療方法。
【請求項１５】
　前記掻痒状態が、アトピー性皮膚炎、湿疹、乾癬、強皮症、および心因性掻痒からなる
群より選択される、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記掻痒状態が、アトピー性皮膚炎である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記方法が、アトピー性皮膚炎の臨床症状を減少させることを含む、請求項１６に記載
の方法。
【請求項１８】
　アトピー性皮膚炎の臨床症状が、痒み、皮膚病変、およびそれらの組み合わせからなる
群より選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記アレルギー状態が、アレルギー性皮膚炎、夏癬、蕁麻疹、細胞性肺気腫、炎症性気
道疾患、再発性の気道閉塞、気道過敏症、慢性閉塞性肺疾患、および自己免疫による炎症
過程からなる群より選択される、請求項１４に記載の方法。
【請求項２０】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の抗体を投与することによる、イヌまたはネコにお
けるＩＬ－３１活性を阻害する方法。
【請求項２１】
　サンプル中のＩＬ－３１を検出または定量する方法であって、該方法は：
　（ａ）ＩＬ－３１を含む臨床サンプルまたは生体サンプルを、請求項１～８のいずれか
一項に記載の抗体の存在下でインキュベートすること；および
　（ｂ）サンプル中のＩＬ－３１に結合している抗体を検出すること
を含む、上記方法。
【請求項２２】
　前記抗体が、検出可能に標識されている、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記抗体が、標識されておらず、検出可能に標識された二次抗体と組み合わせて用いら
れる、請求項２１に記載の方法。
【請求項２４】
　配列番号３２に記載のイヌＩＬ－３１のアミノ酸配列におけるアミノ酸残基の９５～１
２５の間の領域またはそれに相当するネコＩＬ－３１における領域に特異的に結合する、
請求項１～８のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項２５】
　前記抗体が、配列番号３２で示されるイヌＩＬ－３１配列におけるアミノ酸残基の１０
２～１２２の間の領域、またはそれに相当するネコＩＬ－３１における領域に特異的に結
合する、請求項２４に記載の抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、組換えモノクローナル抗体、ならびに診断手法などの臨床的および科学的な
手法におけるそれらの使用の分野に関する。本発明はまた、イヌまたはネコにおける掻痒
状態またはアレルギー状態を治療するのに有用な獣医用組成物の形態の単離された抗ＩＬ
３１抗体も提供する。
【背景技術】
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【０００２】
　アトピー性皮膚炎は、米国獣医皮膚科専門医協会（American College of Veterinary D
ermatology）の特別委員会により、「特徴的な臨床的兆候を有する遺伝学的に罹りやすい
炎症性および掻痒性のアレルギー性皮膚疾患」と定義されてきた（Olivry等、Veterinary
 Immunology and Immunopathology 2001；81：143～146）。この特別委員会はさらに、イ
ヌにおいてこのような疾患は、アレルゲン特異的ＩｇＥに関連することも認識している（
Olivry等、2001、上記；Marsella & Olivry Clinics in Dermatology 2003；21：122～13
3）。重度の掻痒は、二次的な脱毛症および紅斑に加えて、ペットの飼い主にとって最も
深刻で厄介な症状である。
【０００３】
　アトピー性皮膚炎の罹患率は、不十分で矛盾のある疫学的データのために正確にはわか
っていないが、イヌの総個体数の１０％であると推定される（MarsellaおよびOlivry 200
3、上記；Scott等、Canadian Veterinary Journal 2002；43：601～603；Hillier Veteri
nary Immunology and Immunopathology 2001；81：147～151）。世界的には、約４５０万
頭のイヌがこの慢性的で一生涯の状態に罹患している。発生率は増加し続けているようで
ある。品種および性別による偏りが疑われてきたが、地理的領域に応じて大きく異なって
いる可能性がある（Hillier、2001 上記；Picco等、Vet Dermatol. 2008；19：150～155
）。
【０００４】
　アレルギー性皮膚炎に関与する可能性のある要因は多数あるが、十分に理解されていな
い。食物中の成分がアトピー性皮膚炎を惹起させる可能性があり（Picco、2008、上記）
、さらにノミ、チリダニ、ブタクサ、植物抽出物などの環境アレルゲンも同様である。さ
らに遺伝因子も重要な役割を果たす。品種による偏りは確認されていないが、いくつかの
遺伝様式がアトピー性皮膚炎の素因を高めると考えられる（Sousa & Marsella Veterinar
y Immunology and Immunopathology 2001；81：153～157；Schwartzman等、Clin. Exp. I
mmunol. 1971；9：549～569）。
【０００５】
　インターロイキン－３１（ＩＬ－３１）は、２００４年にクローニングされたサイトカ
インである。インターロイキン－３１は、主として活性化されたヘルパーＴ（Ｔｈ）２細
胞によって生産されるが（Dillon等、Nat Immunol 2004；5：752～60）、肥満細胞および
マクロファージでも生産される。ＩＬ－３１は、ＩＬ－３１受容体Ａ（ＩＬ－３１ＲＡ）
およびオンコスタチンＭ受容体（ＯＳＭＲ）で構成される補助受容体と結合する（Dillon
等、2004、上記、およびBilsborough等、J Allergy Clin Immunol. 2006 117（2）：418
～25）。受容体の活性化により、ＪＡＫ受容体（複数可）を介してＳＴＡＴのリン酸化が
起こる。補助受容体の発現は、マクロファージ、ケラチノサイト、および後根神経節で示
されてきた。近年、ＩＬ－３１は、皮膚炎、掻痒性の皮膚病変、アレルギー、および気道
過敏症に関与することが発見された。図１を参照されたい。
【０００６】
　抗ＣＤ３および抗ＣＤ２８抗体でＴ細胞を刺激すると即座にＩＬ－３１のｍＲＮＡ発現
がアップレギュレートされる（Dillon等、2004、上記）。マイクロアレイ解析から、ＩＬ
－３１は、ＣＸＣＬ１、ＣＬＬ１７（胸腺および活性化により調節されるケモカイン［Ｔ
ＡＲＣ］）、ＣＣＬ１９（マクロファージ炎症性タンパク質［ＭＩＰ］３β）、ＣＣＬ２
２（単球由来のケモカイン［ＭＤＣ］、ＣＣＬ２３（ＭＩＰ３）、およびＣＣＬ４（ＭＩ
Ｐβ）（Dillon等、2004、上記）などの所定の走化性遺伝子を誘導することが示されてい
る。
【０００７】
　ＩＬ－３１を過剰発現するトランスジェニックマウスは、皮膚炎、心因性掻痒、重度の
皮膚炎、および脱毛症を示す（Dillon等、2004、上記）。マウスにＩＬ－３１を皮下注射
すると、炎症性細胞、好中球、好酸球、リンパ球、およびマクロファージによる浸潤が起
こり、表皮肥厚および皮膚の棘細胞症が生じる。自然の原因によるアトピー性皮膚炎（Ａ
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Ｄ）を有するＮＣ／Ｎｇａマウスにおいて、ＩＬ－３１は皮膚病変で過剰発現され、掻痒
と相関がある（Takaoka等、Eur J. Pharmacol. 2005；516、180～181；Takaoka等、Exp. 
Dermatol. 2006；15、161～167）。またマウスモデルにおいても、ＩＬ－３１は、急激な
の掻痒の発生を誘導することが示されている（Raap等、J Allergy Clin Immunol. 2008；
122（2）：421～3）。
【０００８】
　さらなる研究では、ＩＬ－３１は、ヒトにおいてアトピー性皮膚炎によって誘導された
皮膚炎および掻痒と関連があることが示されている。ヒトＡＤ患者では、ＩＬ－３１のｍ
ＲＮＡの発現は、病変部位ではない皮膚よりも皮膚病変で顕著に高く、さらに病変部位で
はない皮膚における発現は、健康な患者の正常な皮膚における発現よりも大きい（Sonkol
y等、J Allergy Clin Immunol 2006；117：411～7）。その他の研究では、ＡＤ患者の皮
膚におけるＣＤ４５ＲＯ＋（メモリー）皮膚リンパ球抗原（ＣＬＡ）陽性Ｔ細胞は、ＩＬ
－３１のｍＲＮＡおよびタンパク質を発現することが報告されている（Bilsborough等、2
006、上記）。また、患者の皮膚におけるＩＬ－３１のｍＲＮＡの過剰発現またはアレル
ギー性接触皮膚炎は、ＩＬ－４およびＩＬ－１３のｍＲＮＡ発現と相関するが、インター
フェロン（ＩＦＮ）－γのｍＲＮＡ発現とは相関しないことも報告されている（Neis等、
J. Allergy Clin. Immunol.2006；118、930～937）。さらにＩＬ－３１の血清レベルは、
慢性特発性蕁麻疹を有するヒトの患者において高く、ＡＤ患者ではよりいっそう高いこと
が示されている（Raap等、Exp Dermatol.2010；19（5）：464～6）。また、ＡＤの重症度
とＩＬ－３１の血清レベルとの相関もヒトで観察されている（Rapp等、2008、上記）。ま
たＩＬ－３１の分泌は、アトピー性の個体では、ＩｇＥ架橋後に肥満細胞で、さらにブド
ウ球菌スーパー抗原への応答として強化されることも示されている。加えてＩＬ－３１は
、ヒト結腸の筋線維芽細胞において、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＣＸＣＬ１、ＣＣ１７などの
数種の炎症促進性メディエータ、および複数種のメタロプロテイナーゼの生産を刺激する
ことが示されている（Yagi等、International Journal of Molecular Medicine 2007；19
（6）：941～946）。
【０００９】
　環境アレルゲンに対するＩ型過敏症は、イヌのＡＤの主要なメカニズムとみなされてお
り、ＡＤを有するイヌの皮膚病変において、ＩＬ－４などのＴｈ２を介したサイトカイン
のレベルは高い（Nuttall等、Vet. Immunol. Immunopathol. 2002；87、379～384）。さ
らに、炎症性細胞、リンパ球、および好中球による浸潤は、皮膚病変の悪化の基礎となる
重要なメカニズムである；ＣＣＬ１７／ＴＡＲＣ、ＣＣＲ４、およびＣＣＬ２８／粘膜関
連上皮ケモカイン（ＭＥＣ）などの走化性遺伝子の過剰発現は、ＡＤを有するイヌにおけ
る皮膚病変の悪化に寄与する（Maeda等、Vet. Immunol. Immunopathol. 2005；103、83～
92；Maeda等、Vet. Immunol. Immunopathol.2002b；90、145～154；およびMaeda等、J. V
et. Med. Sci. 2008；70、51～55を参照）。
【００１０】
　近年の証拠から、ＩＬ－３１が、アレルギー性喘息に特徴的なアレルギー性炎症および
気道上皮の応答を促進することに関与する可能性があることが示唆されている（Chattopa
dhyay等、J Biol Chem 2007；282：3014～26；およびWai等、Immunology、2007；122、53
2～541）。
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3～146
【非特許文献２】Marsella & Olivry Clinics in Dermatology 2003；21：122～133
【非特許文献３】Scott等、Canadian Veterinary Journal 2002；43：601～603
【非特許文献４】Hillier Veterinary Immunology and Immunopathology 2001；81：147
～151
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【非特許文献１５】Raap等、Exp Dermatol.2010；19（5）：464～6
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6）：941～946）
【非特許文献１７】Nuttall等、Vet. Immunol. Immunopathol. 2002；87、379～384
【非特許文献１８】Maeda等、Vet. Immunol. Immunopathol. 2005；103、83～92
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【非特許文献２１】Chattopadhyay等、J Biol Chem 2007；282：3014～26
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　これらの観察は、ＩＬ－３１は、掻痒状態とアレルギー状態との両方において重要な役
割を果たすという仮説を裏付けるものである。イヌまたはネコにおける掻痒状態および／
またはアレルギー状態を治療するのに有用なＩＬ－３１に対する治療用抗体を提供するこ
とが望ましいと予想される。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　発明の概要
　一実施態様において、本発明は、イヌＩＬ－３１またはネコＩＬ－３１の少なくとも１
種に特異的に結合する単離された抗体を提供する。いくつかの実施態様において、本抗体
は、モノクローナル抗体である。一実施態様において、本モノクローナル抗体は、キメラ
である。その他の実施態様において、本抗体は、イヌ化またはネコ化されている。
【００１４】
　いくつかの実施態様において、本抗体は、イヌまたはネコにおけるＩＬ－３１活性を減
少させる、阻害する、または中和する。好ましい実施態様において、本抗体は、掻痒状態
またはアレルギー状態を減少させる、阻害する、または中和する。掻痒状態としては、例
えば、アトピー性皮膚炎、湿疹、乾癬、強皮症、および掻痒が挙げられる。アレルギー状
態としては、例えば、アレルギー性皮膚炎、夏癬、蕁麻疹、細胞性肺気腫、炎症性気道疾
患、再発性の気道閉塞、気道過敏症、慢性閉塞性肺疾患、および過敏性腸症候群（ＩＢＳ
）などの自己免疫による炎症過程が挙げられる。
【００１５】
　一実施態様において、本発明は、以下のうち少なくとも１つを含む単離された抗体また
はそれらの抗原結合部位を提供する：
　アミノ酸配列ＹＹＤＩＮ（配列番号１；１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ１）、ＳＹＤＭＳ（
配列番号２；１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ１）、またはＮＹＧＭＳ（配列番号３；３４Ｄ０
３－ＶＨ－ＣＤＲ１）を有する可変重（ＶＨ）鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）１；
　アミノ酸配列ＷＩＦＰＧＤＧＧＴＫＹＮＥＴＦＫＧ（配列番号４；１１Ｅ１２－ＶＨ－
ＣＤＲ２）、ＴＩＴＳＧＧＧＹＴＹＳＡＤＳＶＫＧ（配列番号５；１９Ｄ０７－ＶＨ－Ｃ
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ＤＲ２）、またはＴＩＳＹＧＧＳＹＴＹＹＰＤＮＩＫＧ（配列番号６；３４Ｄ０３－ＶＨ
－ＣＤＲ２）を有する可変重鎖ＣＤＲ２；
　アミノ酸配列ＡＲＧＧＴＳＶＩＲＤＡＭＤＹ（配列番号７；１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ
３）、ＡＲＱＮＷＶＶＧＬＡＹ（配列番号８；１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ３）、またはＶ
ＲＧＹＧＹＤＴＭＤＹ（配列番号９；３４Ｄ０３－ＶＨ－ＣＤＲ３）を有する可変重鎖Ｃ
ＤＲ３；および
　ＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３の少なくとも１つにおいて１つまたはそれより多く
の保存的アミノ酸置換を有するそれらの変異体。
【００１６】
　他の実施態様において、本発明は、以下の群のうち少なくとも１つを含む単離された抗
体またはそれらの抗原結合部位を提供する：
　アミノ酸配列ＲＡＳＥＳＶＤＮＹＧＩＳＦＭＨ（配列番号１０；１１Ｅ１２－ＶＬ－Ｃ
ＤＲ１）、ＫＳＳＱＳＬＬＮＳＧＮＱＫＮＹＬＡ（配列番号１１；１９Ｄ０７－ＶＬ－Ｃ
ＤＲ１）、またはＫＡＳＱＳＶＳＦＡＧＴＧＬＭＨ（配列番号１２；３４Ｄ０３－ＶＬ－
ＣＤＲ１）を有する相補性決定領域（ＣＤＲ）１を含む可変軽（ＶＬ）鎖；
　アミノ酸配列ＲＡＳＮＬＥＳ（配列番号１３；１１Ｅ１２－ＶＬ－ＣＤＲ２）、ＧＡＳ
ＴＲＥＳ（配列番号１４；１９Ｄ０７－ＶＬ－ＣＤＲ２）、またはＲＡＳＮＬＥＡ（配列
番号１５；３４Ｄ０３－ＶＬ－ＣＤＲ２）を有する可変軽鎖ＣＤＲ２；
　アミノ酸配列ＱＱＳＮＫＤＰＬＴ（配列番号１６；１１Ｅ１２－ＶＬ－ＣＤＲ３）、Ｑ
ＮＤＹＳＹＰＹＴ（配列番号１７；１９Ｄ０７－ＶＬ－ＣＤＲ３）、またはＱＱＳＲＥＹ
ＰＷＴ（配列番号１８；３４Ｄ０３－ＶＬ－ＣＤＲ３）を有する可変軽鎖ＣＤＲ３；およ
び
　ＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３の少なくとも１つにおいて１つまたはそれより多く
の保存的アミノ酸置換を有するそれらの変異体。
【００１７】
　さらにその他の実施態様において、上述の可変軽鎖ＣＤＲの少なくとも１つを有する抗
体はさらに、以下の可変重鎖ＣＤＲの少なくとも１つを含んでいてもよい：
　アミノ酸配列ＹＹＤＩＮ（配列番号１；１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ１）、ＳＹＤＭＳ（
配列番号２；１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ１）、またはＮＹＧＭＳ（配列番号３；３４Ｄ０
３－ＶＨ－ＣＤＲ１）を有する可変重鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）１；
　アミノ酸配列ＷＩＦＰＧＤＧＧＴＫＹＮＥＴＦＫＧ（配列番号４；１１Ｅ１２－ＶＨ－
ＣＤＲ２）、ＴＩＴＳＧＧＧＹＴＹＳＡＤＳＶＫＧ（配列番号５；１９Ｄ０７－ＶＨ－Ｃ
ＤＲ２）、またはＴＩＳＹＧＧＳＹＴＹＹＰＤＮＩＫＧ（配列番号６；３４Ｄ０３－ＶＨ
－ＣＤＲ２）を有する可変重鎖ＣＤＲ２；
　アミノ酸配列ＡＲＧＧＴＳＶＩＲＤＡＭＤＹ（配列番号７；１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ
３）、ＡＲＱＮＷＶＶＧＬＡＹ（配列番号８；１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ３）、またはＶ
ＲＧＹＧＹＤＴＭＤＹ（配列番号９；３４Ｄ０３－ＶＨ－ＣＤＲ３）を有する可変重鎖Ｃ
ＤＲ３；および
　ＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３の少なくとも１つにおいて１つまたはそれより多く
の保存的アミノ酸置換を有するそれらの変異体。
【００１８】
　いくつかの実施態様において、本抗体は、以下のうち少なくとも１つを含んでいてもよ
い：
　ａ）ＤＩＶＬＴＱＳＰＡＳＬＡＶＳＬＧＱＲＡＴＩＳＣＲＡＳＥＳＶＤＮＹＧＩＳＦＭ
ＨＷＹＱＱＫＰＧＱＰＰＫＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＳＧＩＰＡＲＦＳＧＳＧＳＲＴＤＦＴＬ
ＴＩＮＰＶＥＴＤＤＶＡＴＹＹＣＱＱＳＮＫＤＰＬＴＦＧＡＧＴＫＬＥＬＫ（配列番号１
９；ＭＵ－１１Ｅ１２－ＶＬ）、ＤＩＶＭＴＱＴＰＬＳＬＳＶＳＰＧＥＰＡＳＩＳＣＲＡ
ＳＥＳＶＤＮＹＧＩＳＦＭＨＷＹＱＱＫＰＧＱＰＰＫＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＳＧＶＰＤＲ
ＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＲＩＳＲＶＥＡＤＤＡＧＶＹＹＣＱＱＳＮＫＤＰＬＴＦＧＡＧ
ＴＫＬＥＩＫ（配列番号２０；ＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＬ－ｃＵｎ－ＦＷ２）、
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ＤＩＶＭＴＱＴＰＬＳＬＳＶＳＰＧＥＰＡＳＩＳＣＲＡＳＥＳＶＤＮＹＧＩＳＦＭＨＷＦ
ＱＱＫＰＧＱＳＰＱＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＳＧＶＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＲＩＳ
ＲＶＥＡＤＤＡＧＶＹＹＣＱＱＳＮＫＤＰＬＴＦＧＡＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２１；Ｃ
ＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＬ－ｃＵｎ－１３）、
ＤＩＶＭＳＱＳＰＳＳＬＳＶＳＡＧＤＫＶＴＭＳＣＫＳＳＱＳＬＬＮＳＧＮＱＫＮＹＬＡ
ＷＹＱＱＫＰＷＱＰＰＫＬＬＩＹＧＡＳＴＲＥＳＧＶＰＤＲＦＴＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴ
ＩＳＳＶＱＡＥＤＬＡＶＹＹＣＱＮＤＹＳＹＰＹＴＦＧＧＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２２
；ＭＵ－１９Ｄ０７－ＶＬ）、
ＥＩＶＭＴＱＳＰＡＳＬＳＬＳＱＥＥＫＶＴＩＴＣＫＳＳＱＳＬＬＮＳＧＮＱＫＮＹＬＡ
ＷＹＱＱＫＰＧＱＡＰＫＬＬＩＹＧＡＳＴＲＥＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＳＦＴ
ＩＳＳＬＥＰＥＤＶＡＶＹＹＣＱＮＤＹＳＹＰＹＴＦＧＱＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２３
；ＣＡＮ－１９Ｄ０７－ＶＬ－９９８－１）、
ＤＩＬＬＴＱＳＰＡＳＬＡＶＳＬＧＱＲＡＩＩＳＣＫＡＳＱＳＶＳＦＡＧＴＧＬＭＨＷＹ
ＱＱＫＰＧＱＱＰＫＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＡＧＶＰＴＲＦＳＧＳＧＳＲＴＤＦＴＬＮＩＨ
ＰＶＥＥＥＤＡＡＴＹＦＣＱＱＳＲＥＹＰＷＴＦＧＧＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２４；Ｍ
Ｕ－３４Ｄ０３－ＶＬ）、または
ＥＩＶＭＴＱＳＰＡＳＬＳＬＳＱＥＥＫＶＴＩＴＣＫＡＳＱＳＶＳＦＡＧＴＧＬＭＨＷＹ
ＱＱＫＰＧＱＡＰＫＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＡＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＳＦＴＩＳ
ＳＬＥＰＥＤＶＡＶＹＹＣＱＱＳＲＥＹＰＷＴＦＧＱＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２５；Ｃ
ＡＮ－３４Ｄ０３－ＶＬ－９９８－１）
を含む可変軽鎖；
　ｂ）ＱＶＱＬＱＱＳＧＡＥＬＶＫＰＧＡＳＶＫＬＳＣＫＡＳＧＹＴＦＫＹＹＤＩＮＷＶ
ＲＱＲＰＥＱＧＬＥＷＩＧＷＩＦＰＧＤＧＧＴＫＹＮＥＴＦＫＧＫＡＴＬＴＴＤＫＳＳＳ
ＴＡＹＭＱＬＳＲＬＴＳＥＤＳＡＶＹＦＣＡＲＧＧＴＳＶＩＲＤＡＭＤＹＷＧＱＧＴＳＶ
ＴＶＳＳ（配列番号２６；ＭＵ－１１Ｅ１２－ＶＨ）、
ＥＶＱＬＶＱＳＧＡＥＶＫＫＰＧＡＳＶＫＶＳＣＫＴＳＧＹＴＦＫＹＹＤＩＮＷＶＲＱＡ
ＰＧＡＧＬＤＷＭＧＷＩＦＰＧＤＧＧＴＫＹＮＥＴＦＫＧＲＶＴＬＴＡＤＴＳＴＳＴＡＹ
ＭＥＬＳＳＬＲＡＧＤＩＡＶＹＹＣＡＲＧＧＴＳＶＩＲＤＡＭＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳ
Ｓ（配列番号２７；ＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＨ－４１５－１）、
ＥＶＫＬＶＥＳＧＧＧＬＶＫＰＧＧＳＬＫＬＳＣＡＡＳＧＦＡＦＳＳＹＤＭＳＷＶＲＱＩ
ＰＥＫＲＬＥＷＶＡＴＩＴＳＧＧＧＹＴＹＳＡＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＲＮＴＬＹ
ＬＱＭＳＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＱＮＷＶＶＧＬＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＡ（配
列番号２８；ＭＵ－１９Ｄ０７－ＶＨ）、
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＤＬＶＫＰＧＧＳＬＲＬＳＣＶＡＳＧＦＴＦＳＳＹＤＭＳＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＱＷＶＡＴＩＴＳＧＧＧＹＴＹＳＡＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＲＮＴＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＱＮＷＶＶＧＬＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配
列番号２９；ＣＡＮ－１９Ｄ０７－ＶＨ－４００－１）、
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＤＬＶＫＰＧＧＳＬＫＬＳＣＡＡＳＧＦＳＦＳＮＹＧＭＳＷＶＲＱＴ
ＰＤＫＲＬＥＷＶＡＴＩＳＹＧＧＳＹＴＹＹＰＤＮＩＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬＹ
ＬＱＭＳＳＬＫＳＥＤＴＡＭＹＹＣＶＲＧＹＧＹＤＴＭＤＹＷＧＱＧＴＳＶＴＶＳＳ（配
列番号３０；ＭＵ－３４Ｄ０３－ＶＨ）、または
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＤＬＶＫＰＧＧＳＬＲＬＳＣＶＡＳＧＦＴＦＳＮＹＧＭＳＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＱＷＶＡＴＩＳＹＧＧＳＹＴＹＹＰＤＮＩＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＭＹＹＣＶＲＧＹＧＹＤＴＭＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配
列番号３１；ＣＡＮ－３４Ｄ０３－ＶＨ－５６８－１）
を含む可変重鎖；および
　ｃ）１つまたはそれより多くの保存的アミノ酸置換を有するそれらの変異体。
【００１９】
　一実施態様において、本発明は、配列番号３２に記載のイヌＩＬ－３１のアミノ酸配列
におけるアミノ酸残基の約９５～１２５の領域またはそれに相当するネコＩＬ－３１にお
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ける領域に特異的に結合するモノクローナル抗体を提供する。いくつかの実施態様におい
て、本抗体は、配列番号３２に記載のイヌＩＬ－３１のアミノ酸配列におけるアミノ酸残
基の約１０２～１２２の領域またはそれに相当するネコＩＬ－３１における領域に特異的
に結合する。
【００２０】
　本発明はまた、治療有効量の上述した抗体の少なくとも１種を含む獣医用組成物も提供
する。
【００２１】
　その他の実施態様において、本発明は、上述の抗体を生産する宿主細胞を提供する。
【００２２】
　よりさらなる実施態様において、本発明は、以下のうち少なくとも１つをコードする核
酸配列を含む単離された核酸を提供する：
　アミノ酸配列ＹＹＤＩＮ（配列番号１；１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ１）、ＳＹＤＭＳ（
配列番号２；１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ１）、またはＮＹＧＭＳ（配列番号３；３４Ｄ０
３－ＶＨ－ＣＤＲ１）を有する可変重（ＶＨ）鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）１；
　アミノ酸配列ＷＩＦＰＧＤＧＧＴＫＹＮＥＴＦＫＧ（配列番号４；１１Ｅ１２－ＶＨ－
ＣＤＲ２）、ＴＩＴＳＧＧＧＹＴＹＳＡＤＳＶＫＧ（配列番号５；１９Ｄ０７－ＶＨ－Ｃ
ＤＲ２）、またはＴＩＳＹＧＧＳＹＴＹＹＰＤＮＩＫＧ（配列番号６；３４Ｄ０３－ＶＨ
－ＣＤＲ２）を有する可変重鎖ＣＤＲ２；
　アミノ酸配列ＡＲＧＧＴＳＶＩＲＤＡＭＤＹ（配列番号７；１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ
３）、ＡＲＱＮＷＶＶＧＬＡＹ（配列番号８；１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ３）、またはＶ
ＲＧＹＧＹＤＴＭＤＹ（配列番号９；３４Ｄ０３－ＶＨ－ＣＤＲ３）を有する可変重鎖Ｃ
ＤＲ３；および
　ＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３の少なくとも１つにおいて１つまたはそれより多く
の保存的アミノ酸置換を有するそれらの変異体。
【００２３】
　さらなる実施態様において、上述の単離された核酸はさらに、以下のうち少なくとも１
つをコードする核酸配列を含んでいてもよい：
　アミノ酸配列ＲＡＳＥＳＶＤＮＹＧＩＳＦＭＨ（配列番号１０；１１Ｅ１２－ＶＬ－Ｃ
ＤＲ１）、ＫＳＳＱＳＬＬＮＳＧＮＱＫＮＹＬＡ（配列番号１１；１９Ｄ０７－ＶＬ－Ｃ
ＤＲ１）、またはＫＡＳＱＳＶＳＦＡＧＴＧＬＭＨ（配列番号１２；３４Ｄ０３－ＶＬ－
ＣＤＲ１）を有する相補性決定（ＣＤＲ）１を含む可変軽（ＶＬ）鎖；
　アミノ酸配列ＲＡＳＮＬＥＳ（配列番号１３；１１Ｅ１２－ＶＬ－ＣＤＲ２）、ＧＡＳ
ＴＲＥＳ（配列番号１４；１９Ｄ０７－ＶＬ－ＣＤＲ２）、またはＲＡＳＮＬＥＡ（配列
番号１５；３４Ｄ０３－ＶＬ－ＣＤＲ２）を有する可変軽鎖ＣＤＲ２；
　アミノ酸配列ＱＱＳＮＫＤＰＬＴ（配列番号１６；１１Ｅ１２－ＶＬ－ＣＤＲ３）、Ｑ
ＮＤＹＳＹＰＹＴ（配列番号１７；１９Ｄ０７－ＶＬ－ＣＤＲ３）、またはＱＱＳＲＥＹ
ＰＷＴ（配列番号１８；３４Ｄ０３－ＶＬ－ＣＤＲ３）を有する可変軽鎖ＣＤＲ３；およ
び
　ＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３の少なくとも１つにおいて１つまたはそれより多く
の保存的アミノ酸置換を有するそれらの変異体。
【００２４】
　本発明はさらに、少なくとも１つの上述の核酸を含むベクターを提供する。
【００２５】
　その他の実施態様において、本発明は、上述の宿主細胞を本抗体の生産が起こる条件下
で培養すること、および本抗体を、宿主細胞または宿主細胞の培地から単離することを含
む、抗体の製造方法を提供する。
【００２６】
　また、治療有効量の上述した抗体を投与することを含む、掻痒状態またはアレルギー状
態から選択される症状または障害の治療方法も提供される。いくつかの実施態様において
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、掻痒状態は、アトピー性皮膚炎、湿疹、乾癬、強皮症、および掻痒から選択される。そ
の他の実施態様において、治療しようとするアレルギー状態は、アレルギー性皮膚炎、夏
癬、蕁麻疹、細胞性肺気腫、炎症性気道疾患、再発性の気道閉塞、気道過敏症、慢性閉塞
性肺疾患、および過敏性腸症候群（ＩＢＳ）などの自己免疫による炎症過程から選択され
る。
【００２７】
　さらに、上述の抗体を投与することによる、イヌまたはネコにおけるＩＬ－３１活性を
阻害する方法も提供される。
【００２８】
　また、サンプル中のＩＬ－３１を検出または定量する方法も提供され、本方法は、ＩＬ
－３１を含む臨床サンプルまたは生体サンプルを、上述の抗体の存在下でインキュベート
すること；およびサンプル中のＩＬ－３１に結合している抗体を検出することを含む。一
実施態様において、本抗体は、検出可能に標識される。その他の実施態様において、本抗
体は、標識されておらず、標識された二次抗体と組み合わせて用いられる。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】図１は、ＩＬ－３１経路の概略図である。
【図２】図２は、抗原結合部位を強調表示したマウス免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）分子の
一般構造の概略図である。
【図３】図３は、マウス：イヌのキメラＩｇＧの一般構造の概略図である。
【図４】図４は、マウスＩｇＧの種分化または「イヌ化（caninization）」を示す図解で
あり、マウスＣＤＲが、配列データベースから同定されたイヌフレームワークにグラフト
化されている。
【図５】図５は、キメラ軽鎖と完全にイヌ化した重鎖とが対形成した「ヘテロキメラ」モ
ノクローナル抗体の図解である。
【図６】図６は、前採血およびポジティブコントロールマウスと比較したＩＬ－３１で免
疫化されたマウス（ＣＦ－１　ＭＵ＃１～４）のＥＬＩＳＡの力価である。
【図７】図７は、定常領域に対するプライマーおよびマウス可変領域に向けられた縮重プ
ライマーを示す抗体可変鎖の図解である。
【図８】図８は、プラセボと比較した単回投与の皮下投与試験（７６Ａ６０）におけるキ
メラ１１Ｅ１２の試験的な有効性を示すグラフである。
【図９】図９は、試験７６Ａ６０に登録されたイヌの個々の掻痒スコアを示す表である。
【図１０】図１０は、１１Ｅ１２のキメラ（ブロット番号１）、イヌ化（ブロット番号２
）、およびヘテロキメラ（ブロット番号３および４）バージョンのイヌＩＬ－３１への結
合を示すウェスタンブロットである。ブロット番号３のヘテロキメラは、キメラ重鎖と対
を形成するイヌ化軽鎖を有する。ブロット番号４のヘテロキメラは、イヌ化重鎖と対を形
成するキメラ軽鎖を有する。各ニトロセルロースブロットは、左のレーンに予備染色した
タンパク質標準（シーブルー・プラス２（（Seeblue plus 2））、インビトロジェン社（
Invitrogen Corp.）、カリフォルニア州カールスバッド）、および右のレーンに８００ｎ
ｇのイヌＩＬ－３１を含む。
【図１１】図１１は、イヌ化１１Ｅ１２軽鎖のフレームワーク置換作業の概略図である。
【図１２】図１２は、１つの逆変異を有する１１Ｅ１２のイヌ化バージョンにおけるマウ
スフレームワークの２つの軽鎖残基への結合を示すウェスタンブロットである。各ニトロ
セルロースブロットは、左のレーンに予備染色したタンパク質標準（シーブルー・プラス
２、インビトロジェン社、カリフォルニア州カールスバッド）、および右のレーンに８０
０ｎｇのイヌＩＬ－３１を含む。
【図１３】図１３は、全長およびトランケートされたイヌＩＬ－３１タンパク質のウェス
タンブロットである。個々のニトロセルロースブロットは、Ａ）抗Ｈｉｓ、Ｂ）３４Ｄ０
３、およびＣ）１１Ｅ１２抗体で探索された。ブロットのレーン１～９は、以下に示す通
りである：レーン１－予備染色したタンパク質標準（シーブルー・プラス２、インビトロ
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ジェン社、カリフォルニア州カールスバッド）；レーン２－全長イヌＩＬ－３１；レーン
３－Ｎ末端トランケーション－２０Ｎ；レーン４－Ｎ末端トランケーション－４０Ｎ；レ
ーン５－Ｎ末端トランケーション－６０Ｎ；レーン６－Ｃ末端トランケーション－２０Ｃ
；レーン７－Ｃ末端トランケーション－４０Ｃ；レーン８－Ｃ末端トランケーション－６
０Ｃ；およびレーン９－ベータ－ガラクトシダーゼ（ｌａｃＺ）。注釈：Ｃ末端がトラン
ケートされた全長ＩＬ－３１およびタンパク質（－２０、－４０Ｃ、および－６０Ｃ）は
、これらの条件下ではその発現を検出することができなかった。
【図１４】図１４は、トランケートされたイヌＩＬ－３１タンパク質のウェスタンブロッ
トである。個々のニトロセルロースブロットは、Ａ）抗Ｈｉｓ、Ｂ）１１Ｅ１２、および
Ｃ）３４Ｄ０３抗体で探索された。ブロットのレーン１～５は、以下に示す通りである：
レーン１－予備染色したタンパク質標準（シーブルー・プラス２、インビトロジェン社、
カリフォルニア州カールスバッド）；レーン２－２０～１２２位でのＣ末端トランケーシ
ョン；レーン３－２０～１００位でのＣ末端トランケーション；レーン４－２０～８０位
でのＣ末端トランケーション；およびレーン５－ベータ－ガラクトシダーゼ（ｌａｃＺ）
。
【図１５】図１５は、各アミノ酸位置（７６～１２２）においてアラニンで置換されたイ
ヌＩＬ－３１を発現する大腸菌（E. coli）株の溶解産物を用いたウェスタンブロットの
断片である。個々のニトロセルロースブロットは、図で示されるように抗Ｈｉｓ、１１Ｅ
１２、および３４Ｄ０３抗体で探索された。
【図１６】図１６は、イヌＩＬ－３１において二重および三重の突然変異を用いたウェス
タンブロットの断片である。ポジティブコントロールとして－２０Ｎタンパク質の溶解産
物を泳動した。
【図１７】図１７は、イヌ化３４Ｄ０３抗体（１．０ｍｇ／ｋｇ）を皮下注射したイヌの
掻痒スコアを示すグラフである。１．５μｇ／ｋｇのイヌＩＬ－３１で攻撃する前（基準
応答）および攻撃した後（２時間目の応答）のそれぞれの試験日に掻痒スコアを測定した
。
【図１８】図１８は、精製したイヌおよびネコＩＬ－３１タンパク質を用いた４～１２％
のビストリス（Bis Tris）ＳＤＳ　ＰＡＧＥである。パネルＡは、還元条件下で泳動され
たタンパク質のクーマシー染色を示す。パネルＢは、非還元条件下で泳動されたタンパク
質のクーマシー染色を示す。パネルＣおよびＤは、抗Ｈｉｓ抗体で探索された、それぞれ
ＡおよびＢと同一なゲルのウェスタンブロットである。レーン１－イヌＩＬ－３１；レー
ン２－ネコＩＬ－３１；レーン３－予備染色したタンパク質標準（シーブルー・プラス２
、インビトロジェン社、カリフォルニア州カールスバッド）；レーン４－イヌＩＬ－３１
；およびレーン５－ネコＩＬ－３１。
【図１９】図１９は、大腸菌で生産されたイヌおよびネコＩＬ－３１により誘導されたイ
ヌＤＨ－８２単球におけるｐＳＴＡＴシグナル伝達のグラフである。イヌＩＬ－３１（Ｃ
ＨＯ）は、全ての以前の細胞ベースの分析において、イヌ掻痒モデルで用いられる、さら
には初期の抗体同定のための免疫原として用いられる参照タンパク質である。
【図２０】図２０は、１１Ｅ１２と３４Ｄ０３抗体との結合に関与するタンパク質の領域
におけるネコＩＬ－３１とイヌＩＬ－３１との間の配列保存を示すアライメントである（
プラスの記号で示した）。
【図２１】図２１は、ＩＬ－３１タンパク質のウェスタンブロットである。個々のニトロ
セルロースブロットは、Ａ）抗Ｈｉｓ、Ｂ）１１Ｅ１２、およびＣ）３４Ｄ０３抗体で探
索された。注釈：イヌＩＬ－３１（ＣＨＯ）は、６－Ｈｉｓタグを含まない。
【図２２】図２２は、イヌＤＨ８２単球におけるイヌＩＬ－３１によって誘導されたｐＳ
ＴＡＴシグナル伝達の阻害についてのネコ化抗体３４Ｄ０３とイヌ化抗体３４Ｄ０３との
比較を示すグラフである。
【図２３】図２３は、ネコ化抗体３４Ｄ０３で探索した、還元条件下でのネコおよびイヌ
ＩＬ－３１のウェスタンブロットである。
【発明を実施するための形態】
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【００３０】
　配列の簡単な説明
配列番号１は、本明細書では１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ１と称される可変重鎖ＣＤＲ１で
あり；
配列番号２は、本明細書では１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ１と称される可変重鎖ＣＤＲ１で
あり；
配列番号３は、本明細書では３４Ｄ０３－ＶＨ－ＣＤＲ１と称される可変重鎖ＣＤＲ１で
あり；
配列番号４は、本明細書では１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ２と称される可変重鎖ＣＤＲ２で
あり；
配列番号５は、本明細書では１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ２と称される可変重鎖ＣＤＲ２で
あり；
配列番号６は、本明細書では３４Ｄ０３－ＶＨ－ＣＤＲ２と称される可変重鎖ＣＤＲ２で
あり；
配列番号７は、本明細書では１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ３と称される可変重鎖ＣＤＲ３で
あり；
配列番号８は、本明細書では１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ３と称される可変重鎖ＣＤＲ３で
あり；
配列番号９は、本明細書では３４Ｄ０３－ＶＨ－ＣＤＲ３と称される可変重鎖ＣＤＲ３で
あり；
配列番号１０は、本明細書では１１Ｅ１２－ＶＬ－ＣＤＲ１と称される可変軽鎖ＣＤＲ１
であり；
配列番号１１は、本明細書では１９Ｄ０７－ＶＬ－ＣＤＲ１と称される可変軽鎖ＣＤＲ１
であり；
配列番号１２は、本明細書では３４Ｄ０３－ＶＬ－ＣＤＲ１と称される可変軽鎖ＣＤＲ１
であり；
配列番号１３は、本明細書では１１Ｅ１２－ＶＬ－ＣＤＲ２と称される可変軽鎖ＣＤＲ２
であり；
配列番号１４は、本明細書では１９Ｄ０７－ＶＬ－ＣＤＲ２と称される可変軽鎖ＣＤＲ２
であり；
配列番号１５は、本明細書では３４Ｄ０３－ＶＬ－ＣＤＲ２と称される可変軽鎖ＣＤＲ２
であり；
配列番号１６は、本明細書では１１Ｅ１２－ＶＬ－ＣＤＲ３と称される可変軽鎖ＣＤＲ３
であり；
配列番号１７は、本明細書では１９Ｄ０７－ＶＬ－ＣＤＲ３と称される可変軽鎖ＣＤＲ３
であり；
配列番号１８は、本明細書では３４Ｄ０３－ＶＬ－ＣＤＲ３と称される可変軽鎖ＣＤＲ３
であり；
配列番号１９は、本明細書ではＭＵ－１１Ｅ１２－ＶＬと称される可変軽鎖配列であり；
配列番号２０は、本明細書ではＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＬ－ｃＵｎ－ＦＷ２と称される可
変軽鎖配列であり；
配列番号２１は、本明細書ではＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＬ－ｃＵｎ－１３と称される可変
軽鎖配列であり；
配列番号２２は、本明細書ではＭＵ－１９Ｄ０７－ＶＬと称される可変軽鎖配列であり；
配列番号２３は、本明細書ではＣＡＮ－１９Ｄ０７－ＶＬ－９９８－１と称される可変軽
鎖配列であり；
配列番号２４は、本明細書ではＭＵ－３４Ｄ０３－ＶＬと称される可変軽鎖配列であり；
配列番号２５は、本明細書ではＣＡＮ－３４Ｄ０３－ＶＬ－９９８－１と称される可変軽
鎖配列であり；
配列番号２６は、本明細書ではＭＵ－１１Ｅ１２－ＶＨと称される可変重鎖配列であり；
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配列番号２７は、本明細書ではＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＨ－４１５－１と称される可変重
鎖配列であり；
配列番号２８は、本明細書ではＭＵ－１９Ｄ０７－ＶＨと称される可変重鎖配列であり；
配列番号２９は、本明細書ではＣＡＮ－１９Ｄ０７－ＶＨ－４００－１と称される可変重
鎖配列であり；
配列番号３０は、本明細書ではＭＵ－３４Ｄ０３－ＶＨと称される可変重鎖配列であり；
配列番号３１は、本明細書ではＣＡＮ－３４Ｄ０３－ＶＨ－５６８－１と称される可変重
鎖配列であり；
配列番号３２は、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｃ７Ｇ０Ｗ１に相当するアミノ酸配列であり、
イヌＩＬ－３１全長タンパク質に相当する；
配列番号３３は、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｃ７Ｇ０Ｗ１に相当するヌクレオチド配列であ
り、イヌＩＬ－３１全長タンパク質をコードするヌクレオチド配列に相当する；
配列番号３４は、本明細書ではＭＵ－１１Ｅ１２－ＶＬと称される可変軽鎖配列をコード
するヌクレオチド配列であり；
配列番号３５は、本明細書ではＭＵ－１１Ｅ１２－ＶＨと称される可変重鎖配列をコード
するヌクレオチド配列であり；
配列番号３６は、本明細書ではＭＵ－１９Ｄ０７－ＶＬと称される可変軽鎖配列をコード
するヌクレオチド配列であり；
配列番号３７は、本明細書ではＭＵ－１９Ｄ０７－ＶＨと称される可変重鎖配列をコード
するヌクレオチド配列であり；
配列番号３８は、本明細書ではＭＵ－３４Ｄ０３－ＶＬと称される可変軽鎖配列をコード
するヌクレオチド配列であり；
配列番号３９は、本明細書ではＭＵ－３４Ｄ０３－ＶＨと称される可変重鎖配列をコード
するヌクレオチド配列であり；
配列番号４０は、本明細書ではＨＣ－６４と称されるイヌ重鎖定常領域に関するアミノ酸
配列であり（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＦ３５４２６４）；
配列番号４１は、本明細書ではＨＣ－６４と称されるイヌ重鎖定常領域をコードするヌク
レオチド配列であり（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＦ３５４２６４）；
配列番号４２は、本明細書ではＨＣ－６５と称されるイヌ重鎖定常領域に関するアミノ酸
配列であり（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＦ３５４２６５）；
配列番号４３は、本明細書ではＨＣ－６５と称されるイヌ重鎖定常領域をコードするヌク
レオチド配列であり（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＦ３５４２６５）；
配列番号４４は、本明細書ではカッパ（kappa）と称されるイヌ軽鎖定常領域に関するア
ミノ酸配列であり（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＸＰ＿５３２９６２）；
配列番号４５は、カッパと称されるイヌ軽鎖定常領域をコードするヌクレオチド配列であ
り（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＸＰ＿５３２９６２）；
配列番号４６は、本明細書ではＣＡＮ－１９Ｄ０７－ＶＬ－９９８－１と称される可変軽
鎖配列をコードするヌクレオチド配列であり；
配列番号４７は、本明細書ではＣＡＮ－１９Ｄ０７－ＶＨ－９９８－１と称される可変重
鎖配列をコードするヌクレオチド配列であり；
配列番号４８は、本明細書ではＣＡＮ－３４Ｄ０３－ＶＬ－９９８－１と称される可変軽
鎖配列をコードするヌクレオチド配列であり；
配列番号４９は、本明細書ではＣＡＮ－３４Ｄ０３－ＶＨ－５６８－１と称される可変重
鎖配列をコードするヌクレオチド配列であり；
配列番号５０は、本明細書ではＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＬ－ｃＵｎ－ＦＷ２と称される可
変軽鎖配列をコードするヌクレオチド配列であり；
配列番号５１は、本明細書ではＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＨ－４１５－１と称される可変重
鎖配列をコードするヌクレオチド配列であり；
配列番号５２は、本明細書ではＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＬ－ｃＵｎ－１３と称される可変
軽鎖配列をコードするヌクレオチド配列であり；
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配列番号５３は、本明細書ではＣＡＮ－１１Ｅ１２＿ＶＬ＿ｃＵｎ＿１と称される可変軽
鎖配列であり；
配列番号５４は、本明細書ではＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＬ－ｃＵｎ－１と称される可変軽
鎖配列をコードするヌクレオチド配列であり；
配列番号５５は、本明細書では大腸菌で発現させるために用いられるイヌＩＬ－３１全長
コンストラクトのアミノ酸配列に相当する；
配列番号５６は、本明細書では大腸菌で発現させるために用いられるイヌＩＬ－３１全長
コンストラクトに相当するヌクレオチド配列であり；
配列番号５７は、大腸菌で発現させるためのイヌＩＬ－３１－２０Ｎコンストラクトのア
ミノ酸配列であり；
配列番号５８は、大腸菌で発現させるためのイヌＩＬ－３１－２０Ｎコンストラクトに相
当するヌクレオチド配列であり；
配列番号５９は、大腸菌で発現させるためのイヌＩＬ－３１－４０Ｎコンストラクトのア
ミノ酸配列であり；
配列番号６０は、大腸菌で発現させるためのイヌＩＬ－３１－４０Ｎコンストラクトに相
当するヌクレオチド配列であり；
配列番号６１は、大腸菌で発現させるためのイヌＩＬ－３１－６０Ｎコンストラクトのア
ミノ酸配列であり；
配列番号６２は、大腸菌で発現させるためのイヌＩＬ－３１－６０Ｎコンストラクトに相
当するヌクレオチド配列であり；
配列番号６３は、大腸菌で発現させるためのイヌＩＬ－３１の２０～１２２コンストラク
トのアミノ酸配列であり；
配列番号６４は、大腸菌で発現させるためのイヌＩＬ－３１の２０～１２２コンストラク
トに相当するヌクレオチド配列であり；
配列番号６５は、大腸菌で発現させるためのイヌＩＬ－３１の２０～１００コンストラク
トのアミノ酸配列であり；
配列番号６６は、大腸菌で発現させるためのイヌＩＬ－３１の２０～１００コンストラク
トに相当するヌクレオチド配列であり；
配列番号６７は、大腸菌で発現させるためのイヌＩＬ－３１の２０～８０コンストラクト
のアミノ酸配列であり；
配列番号６８は、大腸菌で発現させるためのイヌＩＬ－３１の２０～８０コンストラクト
に相当するヌクレオチド配列であり；
配列番号６９は、大腸菌で発現させるためのネコＩＬ－３１全長コンストラクトに相当す
るヌクレオチド配列であり；
配列番号７０は、大腸菌で発現させるためのネコＩＬ－３１全長コンストラクトに相当す
るアミノ酸配列であり；
配列番号７１は、本明細書ではＦＥＬ－３４Ｄ０３－ＶＬ－０２１－１と称される可変軽
鎖配列であり；
配列番号７２は、本明細書ではＦＥＬ－３４Ｄ０３－ＶＬ－０２１－１と称される可変軽
鎖配列をコードするヌクレオチド配列であり；
配列番号７３は、本明細書ではＦＥＬ－３４Ｄ０３－ＶＨ－０３５－１と称される可変重
鎖配列であり；
配列番号７４は、本明細書ではＦＥＬ－３４Ｄ０３－ＶＨ－０３５－１と称される可変重
鎖配列をコードするヌクレオチド配列であり；
配列番号７５は、本明細書ではＨＣ－Ａネコと称されるネコ重鎖定常領域に関するアミノ
酸配列であり（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＢ０１６７１０．１）；
配列番号７６は、本明細書ではＨＣ－Ａネコと称されるネコ重鎖定常領域をコードするヌ
クレオチド配列であり（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＢ０１６７１０．１）；
配列番号７７は、本明細書ではＬＣ－カッパ・ネコと称されるネコ軽鎖定常領域に関する
アミノ酸配列であり（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＦ１９８２５７．１）；
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配列番号７８は、本明細書ではＬＣ－カッパ・ネコと称されるネコ軽鎖定常領域をコード
するヌクレオチド配列である（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＦ１９８２５７．１）。
【００３１】
　定義
本発明を詳細に説明する前に、本発明に関して用いられるいくつかの用語を定義する。こ
れらの用語に加えて、その他の用語も必要に応じて明細書中のどこかで定義する。本明細
書において特に他の定義がなされない限り、本明細書で用いられる専門用語は、当分野で
認識される意味を有するものとする。
【００３２】
　本明細書および特許請求の範囲で用いられるように、単数形「a」、「an」および「the
」は、文章中に明らかな他の指示がない限り、複数の対象を含む。例えば「an antibody
」と述べられる場合、これは、複数の抗体も含む。
【００３３】
　本明細書で用いられる用語「含む（comprising）」は、組成物および方法が列挙された
要素を含んでいるが、それ以外のものが含まれていてもよいことを意味するものとする。
【００３４】
　エピトープは、本明細書で用いられる場合、本抗体のＣＤＲによって認識される抗原決
定基を指す。言い換えれば、エピトープは、抗体によって認識されてそれと結合できるあ
らゆる分子の部分を指す。特に他の指定がない限り、用語「エピトープ」は、本明細書で
用いられ場合、抗ＩＬ－３１物質との反応性を有するＩＬ－３１の領域を指す。
【００３５】
　「抗原」は、抗体と結合することができ、加えて抗体によって認識されてそれと結合で
きる分子または分子の部分である（それに相当する抗体結合領域は、パラトープと称する
こともある）。一般的に、エピトープは、アミノ酸または糖側鎖などの化学的に活性な表
面の分子団からなり、特異的な三次元構造の特徴、加えて特異的な電荷の特徴を有する。
【００３６】
　用語「特異的に」は、抗体結合に関して、抗体が、特異的な抗原、すなわちポリペプチ
ドまたはエピトープに高い結合活性および／または高親和性で結合することを指す。多く
の実施態様において、特異的な抗原は、抗体産生細胞が単離される動物宿主を免疫化する
のに用いられる抗原（もしくはフラグメント、または抗原の亜分画）である。抗体の抗原
への特異的結合は、同抗体の他の抗原への結合よりも強い。ポリペプチドに特異的に結合
する抗体は、その他のポリペプチドと弱いが検出可能なレベルで（例えば、対象のポリペ
プチドに対して示される結合の１０％またはそれ未満）結合が可能な場合もある。このよ
うな弱い結合またはバックグラウンド結合は、対象のポリペプチドへの特異的な抗体結合
と容易に区別でき、例えば適切なコントロールの使用によって区別できる。特異的な抗体
は、一般的には１０－７Ｍまたはそれ未満のＫＤの結合親和性で、例えば１０－８Ｍまた
はそれ未満（例えば、１０－９Ｍもしくはそれ未満、１０－１０もしくはそれ未満、１０
－１１もしくはそれ未満、１０－１２もしくはそれ未満、または１０－１３もしくはそれ
未満など）のＫＤの結合親和性で抗原に結合する。
【００３７】
　用語「抗体」は、本明細書で用いられる場合、２つの軽鎖および２つの重鎖を有する無
傷の免疫グロブリンを指す。従って、単一の単離された抗体またはフラグメントは、ポリ
クローナル抗体、モノクローナル抗体、合成抗体、組換え抗体、キメラ抗体、ヘテロキメ
ラ抗体、イヌ化抗体またはネコ化抗体であってもよい。用語「抗体」は、好ましくは、Ｉ
Ｌ－３１タンパク質およびそれらのフラグメントに結合できる、モノクローナル抗体およ
びそれらのフラグメント、ならびに免疫学的に結合するそれらの等価体を指す。抗体とい
う用語は、均一な分子、または複数の異なる分子成分で構成されている血清製品などの混
合物の両方を指すのに用いられる。
【００３８】
　「天然抗体」および「天然免疫グロブリン」は、通常、２つの同一な軽（Ｌ）鎖および
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２つの同一な重（Ｈ）鎖で構成された、約１５０，０００ダルトンのヘテロ四量体の糖タ
ンパク質である。各軽鎖は、１つの共有結合のジスルフィド結合で重鎖と繋がっているが
、様々な免疫グロブリンアイソタイプの重鎖のなかでもジスルフィド結合の数は異なって
いる。また各重鎖および軽鎖は、一定間隔で離れている鎖内のジスルフィド架橋を有する
。各重鎖は、一方の端部に可変ドメイン（ＶＨ）と、それに続いて多数の定常ドメインと
を有する。各軽鎖は、一方の端部に可変ドメイン（ＶＬ）を有し、他方の端部に定常ドメ
インを有する；軽鎖の定常ドメインは、重鎖の第一の定常ドメインと一致して配置され、
軽鎖の可変ドメインは、重鎖の可変ドメインと一致して配置される。特定のアミノ酸残基
は、軽鎖の可変ドメインと重鎖の可変ドメインとの間の境界面を形成すると考えられる。
図２は、抗原結合部位を強調表示した天然型マウス免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）の一般構
造の例である。
【００３９】
　用語「抗体フラグメント」は、無傷（intact）の抗体構造とはいえないものを指し、例
えば、これらに限定されないが、単離された単一抗体鎖、Ｆｖコンストラクト、Ｆａｂコ
ンストラクト、Ｆｃコンストラクト、軽鎖可変または相補性決定領域（ＣＤＲ）配列など
が挙げられる。
【００４０】
　用語「可変」領域は、フレームワークおよびＣＤＲ（あるいは超可変部としても知られ
ている）を含んでおり、抗体のなかでも可変ドメインの所定部分の配列が広範囲にわたり
異なっており、このような所定部分が、特定の抗体それぞれのその特定の抗原への結合お
よび特異性に使用されることを意味する。しかしながら、可変域は、抗体の可変ドメイン
全体に均一に分布しているわけではない。可変域は、軽鎖および重鎖の可変ドメインの両
方において、高度可変領域と呼ばれる３つのセグメントに集中している。可変ドメインの
より高度に保存された部分は、フレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる。天然重鎖および
軽鎖の可変ドメインはそれぞれ、複数のＦＲを含み、その大部分は３つの高度可変領域で
連結されたβシート型の立体配置をとっており、それらがαシート構造と連結する、場合
によってはαシート構造の一部を構成するループを形成する。各鎖の高度可変領域は、Ｆ
Ｒと近接した位置で、他の鎖の高度可変領域と共に保持されており、抗体の抗原－結合部
位の形成に寄与している（Kabat等、Sequences of Proteins of Immunological Interest
、第5版. Public Health Service, National Institutes of Health、メリーランド州ベ
セスダ（1991）、647～669頁を参照）。定常ドメインは、抗体と抗原との結合に直接関与
しないが、抗体の抗体依存性の細胞毒性への関与などの様々なエフェクター機能を示す。
【００４１】
　用語「高度可変領域」は、本明細書で用いられる場合、抗原結合に関与する抗体のアミ
ノ酸残基を指す。高度可変領域は、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」からのアミノ酸
残基（上記のKabat等（1991））、および／または「高度可変ループ」からのアミノ酸残
基（ChothiaおよびLesk J. Mol. Biol. 196：901～917 （1987）を含む。「フレームワー
ク」または「ＦＲ」残基は、本明細書で定義されるような高度可変領域の残基以外の可変
ドメイン残基である。
【００４２】
　抗体のパパイン消化により、「Ｆａｂ」フラグメントと呼ばれるそれぞれ単一の抗原－
結合部位を有する２つの同一な抗原結合フラグメントが生産され、残りは「Ｆｃ」フラグ
メントであり、この名前は、容易に結晶化する能力を反映している。ペプシン処理により
、２つの抗原結合部位を有し、それでもなお抗原を架橋させることができるＦ（ａｂ’）

２フラグメントが得られる。
【００４３】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識部位および結合部位を含む最小の抗体フラグメントである
。この領域は、強い非共有結合で連結された１つの重鎖可変ドメインと１つの軽鎖可変ド
メインとの二量体からなる。この立体配置で、各可変ドメインの３つの高度可変領域が相
互作用して、ＶＨ－ＶＬ二量体の表面上に抗原－結合部位の範囲を定めている。まとめる



(18) JP 6022563 B2 2016.11.9

10

20

30

40

50

と、６つの高度可変領域により、本抗体に抗原結合の特異性が付与される。しかしながら
、単一の可変ドメイン（または抗原特異的な高度可変領域を３つしか含まない、Ｆｖの半
分）でも、親和性は結合部位全体よりも低いが、抗原を認識してそれと結合する能力を有
する。
【００４４】
　またＦａｂフラグメントは、軽鎖の定常ドメイン、および重鎖の第一の定常ドメイン（
ＣＨ１）も含む。Ｆａｂ’フラグメントは、抗体のヒンジ領域由来の１またはそれより多
くのシステイン（複数可）を含む重鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシル末端で数個の残基が
付加されている点でＦａｂフラグメントとは異なる。Ｆａｂ’－ＳＨは、本明細書では、
定常ドメインのシステイン残基（複数可）が遊離のチオール基を生じるＦａｂ’を示す表
記である。Ｆ（ａｂ’）２抗体フラグメントはもともと、間にヒンジシステインを有する
Ｆａｂ’フラグメント対として生産されたものである。その他の抗体フラグメントの化学
的カップリングも知られている。
【００４５】
　あらゆる脊椎動物種由来の抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメイ
ンのアミノ酸配列に基づいて、カッパ（κ）およびラムダ（λ）と呼ばれる２種の明らか
に別個のタイプのうち一方に割り振ることができる。
【００４６】
　免疫グロブリンは、それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、異なるクラ
スに割り振ることができる。目下、５種の主要な免疫グロブリンクラス、ＩｇＡ、ＩｇＤ
、ＩｇＥ、ＩｇＧ、およびＩｇＭがあり、これらのうち数種はさらに、サブクラス（アイ
ソタイプ）、例えば（マウスおよびヒトという表記で定義されるような）ＩｇＧ１、Ｉｇ
Ｇ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、およびＩｇＡ２に分類される場合もある。様々な免
疫グロブリンクラスに一致する重鎖定常ドメインは、それぞれアルファ、デルタ、イプシ
ロン、ガンマ、およびミューと呼ばれる。様々な免疫グロブリンクラスのサブユニット構
造および三次元配置は、複数の種でよく知られている。個々のアイソタイプの存在率、お
よびこれらの定常ドメインに関連する機能的な活性は種特異的であり、実験的に定義しな
ければならない。
【００４７】
　「モノクローナル抗体」は、本明細書において定義されるように、細胞の単一のクロー
ン（具体的には、ハイブリドーマ細胞の単一のクローン）によって生産された抗体である
ため、単一の純粋な均一なタイプの抗体である。同じクローンから生産されたモノクロー
ナル抗体は全て同一であり、同じ抗原特異性を有する。用語「モノクローナル」は、細胞
の単一のクローン、単一の細胞、およびその細胞の後代に関する。
【００４８】
　モノクローナル抗体は、本明細書において具体的には、重鎖および／または軽鎖の一部
が、特定の種から誘導された抗体のそれに相当する配列と同一または相同であると同時に
、その鎖の残部（複数可）がその他の種から誘導された抗体のそれに相当する配列と同一
または相同である「キメラ」抗体（免疫グロブリン）、加えて、望ましい生物活性を示す
場合に限りこのような抗体のフラグメントを含む。典型的には、キメラ抗体とは、軽鎖お
よび重鎖の遺伝子が、典型的には異なる種に属する抗体の可変および定常ドメイン領域の
遺伝子から遺伝子工学により構築された抗体である。例えば、マウスモノクローナル抗体
からの遺伝子の可変性セグメントを、イヌ定常セグメントに連結させてもよい。図３は、
マウス：イヌＩｇＧの一実施態様の一般構造を示す概略図である。この実施態様において
、抗原結合部位はマウスから誘導され、一方でＦｃ部分はイヌ由来である。
【００４９】
　非イヌ（例えばマウス）抗体の「イヌ化した」形態とは、非イヌ免疫グロブリンから誘
導された最小の配列を含む遺伝操作された抗体である。イヌ化抗体とは、レシピエントの
高度可変領域の残基が、望ましい特異性、親和性、および能力を有するマウスなどの非イ
ヌ種（ドナー抗体）からの高度可変領域の残基で置き換えられたイヌ免疫グロブリン配列
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（レシピエント抗体）である。場合によっては、イヌ免疫グロブリン配列のフレームワー
ク領域（ＦＲ）残基が、それに相当する非イヌ由来残基で置き換えられる。さらにイヌ化
抗体は、レシピエント抗体またはドナー抗体に存在しない残基を含んでいてもよい。これ
らの改変は、抗体の性能をさらに洗練させるためになされる。一般的に、イヌ化抗体は、
少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全部を含むと予想され、ここ
で全部または実質的に全部の高度可変領域が、非イヌ免疫グロブリン配列の高度可変領域
に相当し、さらに全部または実質的に全部のＦＲが、イヌ免疫グロブリン配列のＦＲであ
る。イヌ化抗体はまた、任意選択で、完全な、または少なくとも一部の免疫グロブリン定
常領域（Ｆｃ）、典型的にはイヌ免疫グロブリン配列の免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）
も含むと予想される。図４は、マウスＩｇＧの種分化またはイヌ化を示す一実施態様の図
解である。この実施態様において、マウスＣＤＲは、イヌ由来フレームワーク上にグラフ
ト化されている。
【００５０】
　非ネコ（例えばマウス）抗体の「ネコ化した」形態とは、非ネコ免疫グロブリンから誘
導された最小の配列を含む遺伝操作された抗体である。ネコ化抗体とは、レシピエントの
高度可変領域の残基が、望ましい特異性、親和性、および能力を有するマウスなどの非ネ
コ種（ドナー抗体）からの高度可変領域の残基で置き換えられたネコ免疫グロブリン配列
（レシピエント抗体）である。場合によっては、ネコ免疫グロブリン配列のフレームワー
ク領域（ＦＲ）残基は、それに相当する非ネコ由来残基で置き換えられる。さらにネコ化
抗体は、レシピエント抗体またはドナー抗体に存在しない残基を含んでいてもよい。これ
らの改変は、抗体の性能をさらに洗練させるためになされる。一般的に、ネコ化抗体は、
少なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全部を含むと予想され、ここ
で全部または実質的に全部の高度可変領域が、非ネコ免疫グロブリン配列の高度可変領域
に相当し、さらに全部または実質的に全部ののＦＲが、ネコ免疫グロブリン配列のＦＲで
ある。ネコ化抗体はまた、任意選択で、完全な、または少なくとも一部の免疫グロブリン
定常領域（Ｆｃ）、典型的にはネコ免疫グロブリン配列の免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ
）も含むと予想される。
【００５１】
　用語「ヘテロキメラ」は、本明細書において定義されるように、抗体の鎖（重鎖または
軽鎖）の一方がイヌ化されており、同時に他方がキメラである抗体を指す。図５に、ヘテ
ロキメラ分子の一実施態様を示す。この実施態様において、イヌ化可変重鎖（ここで全部
のＣＤＲがマウス由来であり、全部のＦＲがイヌ由来である）が、キメラ可変軽鎖（ここ
で全部のＣＤＲがマウス由来であり、全部のＦＲがマウス由来である）と対を形成する。
この実施態様において、可変重鎖および可変軽鎖の両方が、イヌ定常領域に融合している
。
【００５２】
　「変異」抗ＩＬ－３１抗体は、本明細書において、アミノ酸配列が、親の抗体配列中の
１またはそれより多くのアミノ酸残基（複数可）の付加、欠失、および／または置換によ
り「親の」抗ＩＬ－３１抗体のアミノ酸配列と異なっているが、親の抗ＩＬ－３１－抗体
の望ましい活性のうち少なくとも１つを保持する分子を指す。望ましい活性としては、抗
原に特異的に結合する能力、動物におけるＩＬ－３１活性を低減、阻害または中和する能
力、および細胞ベースの分析においてＩＬ－３１介在ｐＳＴＡＴシグナル伝達を阻害する
能力が挙げられる。一実施態様において、このような変異体は、親の抗体の１またはそれ
より多くの高度可変および／またはフレームワーク領域（複数可）に１またはそれより多
くのアミノ酸置換（複数可）を含む。例えば、このような変異体は、親の抗体の１または
それより多くの高度可変および／またはフレームワーク領域において、少なくとも１つの
、例えば約１～約１０個の、好ましくは約２～約５個の置換を含んでもよい。通常は、こ
のような変異体は、親の抗体の重鎖または軽鎖可変ドメイン配列と少なくとも５０％のア
ミノ酸配列同一性、より好ましくは少なくとも６５％、より好ましくは少なくとも７５％
、より好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、より好ましくは
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少なくとも９０％、最も好ましくは少なくとも９５％の配列同一性を有するアミノ酸配列
を含むと予想される。この配列に関する同一性または相同性は、本明細書では、最大パー
セントの配列同一性が達成されるように配列を並べて、必要に応じてギャップを導入した
後の、親の抗体の残基と同一な候補配列中のアミノ酸残基のパーセンテージと定義される
。Ｎ末端、Ｃ末端、または内部の伸長、欠失もしくは抗体配列への挿入は、配列同一性ま
たは相同性に影響を及ぼすものと解釈されないものとする。このような変異体はＩＬ－３
１と結合する能力を保持しており、好ましくは親の抗体よりも優れた望ましい活性を有す
る。例えば、このような変異体は、より強い結合親和性、動物においてＩＬ－３１活性を
低減、阻害または中和する強化された能力、および／または細胞ベースの分析においてＩ
Ｌ－３１介在ｐＳＴＡＴシグナル伝達を阻害する強化された能力を有していてもよい。
【００５３】
　「変異」核酸は、本明細書において、配列が「親の」核酸と異なっている分子を指す。
ポリヌクレオチド配列の分岐は、１またはそれより多くのヌクレオチドの欠失、置換また
は付加などの突然変異による変化に起因する可能性がある。これらの変化はそれぞれ、所
定の配列中、１ヶ所またはそれより多くの所で、単独で起こる場合もあるし、または組み
合わせて起こる場合もある。
【００５４】
　「親の」抗体は、本明細書では、変異体の作製に用いられるアミノ酸配列によってコー
ドされている抗体である。好ましくは、親の抗体は、イヌフレームワーク領域を有し、存
在するとすればイヌ抗体の定常領域（複数可）を有する。例えば、親の抗体は、イヌ化抗
体であってもよいし、またはイヌ抗体であってもよい。その他の例として、親の抗体は、
ネコ化抗体であってもよいし、またはネコ抗体であってもよい。さらにその他の例として
、親の抗体は、マウスモノクローナル抗体である。
【００５５】
　用語「単離された」は、物質（例えば抗体または核酸）が、その天然の環境にある成分
から分離および／または回収されることを意味する。天然の環境の汚染成分とは、その物
質を診断または治療的に使用する際に干渉すると予想される物質であって、例えば、酵素
、ホルモン、およびその他のタンパク質様または非タンパク性の溶質が挙げられる。核酸
に関して、単離される核酸としては、染色体中では通常結合している５’から３’の配列
から分離した核酸が挙げられる。好ましい実施態様において、このような物質は、物質が
９５質量％よりも高純度に、最も好ましくは９９質量％よりも高純度に精製される。単離
された物質は、物質の自然な環境に存在する成分の少なくとも１種が存在しないため、組
換え細胞内のそのままの場所に存在する物質であってもよい。しかしながら通常は、単離
された物質は、少なくとも１回の精製工程で調製される。
【００５６】
　「標識」という言葉は、本明細書で用いられる場合、抗体または核酸に直接的または間
接的に結合した検出可能な化合物または組成物を指す。標識そのものが、それ自身によっ
て検出できるものであってもよいし（例えば放射線同位体標識または蛍光標識）、あるい
は酵素標識のケースにおいて、検出可能な基質化合物または組成物の化学的変化を触媒す
るものであってもよい。
【００５７】
　用語「核酸」、「ポリヌクレオチド」、「核酸分子」などは、本明細書では同義的に用
いられる場合があり、これらは、ＤＮＡおよびＲＮＡ中の一連のヌクレオチド塩基（また
はいわゆる「ヌクレオチド」）を指す。核酸は、デオキシリボヌクレオチド、リボヌクレ
オチド、および／またはそれらの類似体を含んでいてもよい。用語「核酸」は、例えば一
本鎖および二本鎖分子を含む。核酸は、例えば遺伝子または遺伝子フラグメント、エキソ
ン、イントロン、ＤＮＡ分子（例えばｃＤＮＡ）、ＲＮＡ分子（例えばｍＲＮＡ）、組換
え核酸、プラスミド、ならびにその他のベクター、プライマー、およびプローブであって
もよい。５’から３’（センス）および３’から５’（アンチセンス）のポリヌクレオチ
ドのどちらも含まれる。
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【００５８】
　「被検体」または「患者」は、本発明の分子で影響を与えることができる治療が必要な
動物を指す。本発明に従って治療することが可能な動物としては、脊椎動物が挙げられ、
特に好ましい例は、哺乳動物、例えばイヌ、ネコ、およびウマのような動物である。
【００５９】
　「治療有効量」（または「有効量」）は、被検体または患者に投与した際に、有益な、
または望ましい結果を達成するのに十分な、活性成分、例えば本発明に係る物質の量を指
す。有効量は、１回またはそれより多くの回数の投与、適用または用量による投与が可能
である。本発明に係る組成物の治療有効量は、当業者によって容易に決定できる。本発明
に関して、「治療有効量」は、例えば臨床的な症状の改善などの掻痒状態またはアレルギ
ー状態の治療に関連する１またはそれより多くのパラメーターにおいて、客観的に測定さ
れた変化がもたらされるような量である。当然ながら、治療有効量は、治療しようとする
具体的な被検体および状態、被検体の体重および年齢、疾患の状態の重症度、選択された
具体的な化合物、従うべき投与計画、投与のタイミング、投与方式等に応じて様々である
と予想され、これらはいずれも当業者によって容易に決定できる。
【００６０】
　用語「治療」は、本明細書で用いられる場合、疾患または障害に関するあらゆる治療を
包含する。本発明の「治療」物質は、予防的または防止的な方式で作用するものであって
もよく、例えばリスクがあると確認できる動物を標的とするように設計された手法を包含
する方式で作用するものであってもよいし（遺伝薬理学）；または自然に改善または治癒
するような方式で作用するものであってもよいし；あるいは治療しようとする疾患または
障害の少なくとも１つの症状の進行の速度または程度を遅延させるように作用するもので
あってもよい。
【００６１】
　「治療」、「治療すること」等は、治療的処置および予防的または防止的措置の両方を
指す。治療が必要な動物は、すでに障害を有する動物に加えて、障害を防ごうとする動物
も含む。疾患または障害の「治療」または疾患または障害を「治療すること」という用語
は、疾患または障害を防ぐこと、または疾患または障害から保護すること（すなわち臨床
症状を発生させないようにすること）；疾患または障害を阻害すること（すなわち臨床症
状の発生を止めること、または抑制すること）；および／または疾患または障害を軽減す
ること（すなわち臨床症状の退縮を引き起こすこと）を含む。当然のことながら、決定的
な誘導性の現象または現象（複数）がわかっていないかあるいは潜在性であるため、疾患
または障害を「防ぐこと」と「抑制すること」とを常に区別できるとは限らない。従って
、用語「予防」は、「防止」と「抑制」との両方を包含する「治療」のタイプを指すと理
解されるものとする。従って用語「治療」は「予防」を含む。
【００６２】
　用語「アレルギー状態」は、本明細書では、免疫系と体にとって外来の物質との相互作
用によって引き起こされる障害または疾患と定義される。この外来物質は、「アレルゲン
」と称される。一般的なアレルゲンとしては、空気アレルゲン、例えば花粉、ほこり、か
び、チリダニのタンパク質、虫刺されで注入された唾液などが挙げられる。アレルギー状
態の例としては、これらに限定されないが、以下のもの、すなわちアレルギー性皮膚炎、
夏癬、蕁麻疹、細胞性肺気腫、炎症性気道疾患、再発性の気道閉塞、気道過敏症、慢性閉
塞性肺疾患、および過敏性腸症候群（ＩＢＳ）などの自己免疫による炎症過程が挙げられ
る。
【００６３】
　用語「掻痒状態」は、本明細書では、皮膚を擦ったりまたは引っ掻いたりしてそのよう
な状態を和らげたいという衝動をもたらす強烈な痒みの感覚を特徴とする疾患または障害
と定義される。掻痒状態の例としては、これらに限定されないが、以下のもの、すなわち
アトピー性皮膚炎、湿疹、乾癬、強皮症、および掻痒が挙げられる。
【００６４】
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　本明細書で用いられるように、用語「細胞」、「細胞系」および「細胞培養」は、同義
的に用いられる場合がある。またこれらの用語はいずれもそれらの後代を含み、この後代
とは、それに続くあらゆる世代のことである。当然のことながら、いずれの後代も、意図
的な、または意図的ではない突然変異のために同一ではない可能性がある。異種核酸配列
の発現に関して、「宿主細胞」は、原核または真核細胞（例えば細菌細胞、酵母細胞、哺
乳動物細胞、および昆虫細胞）を意味し、これらはインビトロで存在していてもよいし、
あるいはインビボで存在していてもよい。例えば宿主細胞は、トランスジェニック動物中
に存在していてもよい。宿主細胞は、ベクターのためのレシピエントとして用いてもよい
し、このような宿主細胞としては、例えば、ベクターを複製したり、および／またはベク
ターによってコードされた異種核酸を発現したりできるあらゆる形質転換可能な生物が挙
げられる。
【００６５】
　「組成物」は、活性物質と、その他の化合物または組成物との組み合わせを意味するも
のとし、ここで上記その他の化合物または組成物は、不活性であってもよいし（例えば標
識）、あるいは活性であってもよい（例えばアジュバント）。
【００６６】
　本明細書において定義されるように、本発明で使用するのに適した医薬的に許容される
キャリアーは、当業者によく知られている。このようなキャリアーとしては、これらに限
定されないが、水、塩類溶液、緩衝食塩水、リン酸塩緩衝液、アルコール性溶液／水溶液
、エマルジョンまたは懸濁液が挙げられる。その他の慣習的に用いられる希釈剤、アジュ
バント、および賦形剤が従来の技術に従って添加されてもよい。このようなキャリアーと
しては、エタノール、ポリオール、および適切なそれらの混合物、植物油、ならびに注射
可能な有機エステルが挙げられる。また緩衝剤およびｐＨ調節剤も用いることができる。
緩衝剤としては、これらに限定されないが、有機酸または塩基から製造された塩が挙げら
れる。代表的な緩衝剤としては、これらに限定されないが、有機酸塩、例えばクエン酸の
塩（例えばクエン酸塩）、アスコルビン酸の塩、グルコン酸の塩、ヒスチジン－ＨＣｌの
塩、炭酸の塩、酒石酸の塩、コハク酸の塩、酢酸の塩、もしくはフタル酸の塩、トリス、
トリメタンアミン塩酸塩、またはリン酸塩の緩衝剤が挙げられる。非経口用キャリアーと
しては、塩化ナトリウム溶液、リンゲルデキストロース、デキストロース、トレハロース
、スクロース、および塩化ナトリウム、乳酸加リンゲルまたは不揮発性油が挙げられる。
静脈内キャリアーとしては、流体および栄養素の補充液、電解質補充液、例えばリンゲル
デキストロースに基づく電解質補充液などが挙げられる。また保存剤およびその他の添加
剤、例えば抗菌剤、抗酸化剤、キレート剤（例えばＥＤＴＡ）、不活性ガスなども、製剤
用キャリアーに含まれていてもよい。本発明は、キャリアーの選択によって限定されない
。適切なｐＨ等張性、安定性およびその他の従来の特徴を有する、上述の成分からののこ
れらの医薬的に許容される組成物の調製は、当業界の技術の範囲内である。例えば、Remi
ngton：The Science and Practice of Pharmacy、第２０版、Lippincott Williams & Wil
kins出版、2000年；およびThe Handbook of Pharmaceutical Excipients、第４版、R. C.
 Rowe等編、APhA Publications、2003などの教本を参照されたい。
【００６７】
　用語「保存的アミノ酸置換」は、所定のアミノ酸残基でのあらゆるアミノ酸置換を示し
、ここで置換残基は、ポリペプチドの機能（例えば酵素活性）を実質的に低減させること
のない、所定の残基に化学的に類似したものである。保存的アミノ酸置換は当業界で一般
的に知られており、それらの例は、例えば米国特許第６，７９０，６３９号、６，７７４
，１０７号、６，１９４，１６７号、または５，３５０，５７６号で説明されている。好
ましい実施態様において、保存的アミノ酸置換は、以下の６つのグループのうちいずれか
１つの範囲内で起こるいずれかの置換と予想される。
【００６８】
　・１．小さい脂肪族の実質的に非極性の残基：Ａｌａ、Ｇｌｙ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、およ
びＴｈｒ；
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　・２．大きい脂肪族の非極性残基：Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、およびＶａｌ；Ｍｅｔ；
　・３．負電荷を有する極性残基およびそれらのアミド：Ａｓｐ、およびＧｌｕ；
　・４．負電荷を有する極性残基のアミド：Ａｓｎ、およびＧｌｎ；Ｈｉｓ；
　・５．正電荷を有する極性残基：Ａｒｇ、およびＬｙｓ；Ｈｉｓ；ならびに
　・６．大きい芳香族残基：Ｔｒｐ、およびＴｙｒ；Ｐｈｅ。
【００６９】
　好ましい実施態様において、保存的アミノ酸置換は、以下に示す天然の残基の対（保存
的置換）として列挙されたもののうちいずれか１つであると予想される：Ａｌａ（Ｓｅｒ
）；Ａｒｇ（Ｌｙｓ）；Ａｓｎ（Ｇｌｎ；Ｈｉｓ）；Ａｓｐ（Ｇｌｕ）；Ｇｌｎ（Ａｓｎ
）；Ｇｌｕ（Ａｓｐ）；Ｇｌｙ（Ｐｒｏ）；Ｈｉｓ（Ａｓｎ；Ｇｌｎ）；Ｉｌｅ（Ｌｅｕ
；Ｖａｌ）；Ｌｅｕ（Ｉｌｅ；Ｖａｌ）；Ｌｙｓ（Ａｒｇ；Ｇｌｎ；Ｇｌｕ）；Ｍｅｔ（
Ｌｅｕ；Ｉｌｅ）；Ｐｈｅ（Ｍｅｔ；Ｌｅｕ；Ｔｙｒ）；Ｓｅｒ（Ｔｈｒ）；Ｔｈｒ（Ｓ
ｅｒ）；Ｔｒｐ（Ｔｙｒ）；Ｔｙｒ（Ｔｒｐ；Ｐｈｅ）；およびＶａｌ（Ｉｌｅ；Ｌｅｕ
）。
【００７０】
　ポリペプチドが保存的アミノ酸置換（複数可）を含んでいてもよいのと同様に、それら
のポリヌクレオチドも、保存的コドン置換（複数可）を含んでいてもよい。コドンの置換
は、発現された際に上述のような保存的アミノ酸置換を生産するのであれば、保存的とみ
なされる。縮重コドン置換は、それによりアミノ酸置換は起こらないが、これも本発明に
係るポリヌクレオチドにおいて有用である。従って、例えば本発明の実施態様において有
用な選択されたポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、形質転換しようとする発
現宿主細胞によって示されるコドンの使用頻度を概算するために、あるいは別の方法でそ
れらの発現を改善するために縮重コドン置換で突然変異されていてもよい。
【００７１】
　発明の詳細な説明
当然のことながら、本発明は、本明細書で説明される特定の方法論、プロトコール、およ
び試薬などに限定されず、そのようなものとして様々であってよい。本明細書で用いられ
る用語は、単に特定の実施態様を説明するためのものであって、本発明の範囲を限定する
ことは目的とせず、本発明の範囲は特許請求の範囲によってのみ定義される。
【００７２】
　特に他の定義がない限り、本明細書で説明される抗体と関連して用いられる科学用語お
よび専門用語は、当業者によって一般的に理解される意味を有するものとする。さらに文
脈中で別の要求がなされない限り、単数形の用語は複数形の用語を含むものとし、複数形
の用語は単数形の用語を含むものとする。一般的に、本明細書で説明される細胞および組
織培養、分子生物学、ならびにタンパク質およびオリゴまたはポリヌクレオチド化学およ
びハイブリダイゼーションと関連して用いられる学術名およびそれらの技術はよく知られ
ており、当業界において一般的に使用されている。
【００７３】
　組換えＤＮＡ、オリゴヌクレオチド合成、および組織培養、ならびにトランスフェクシ
ョン（例えばエレクトロポレーション、リポフェクション）については標準的な技術が用
いられる。酵素反応および精製技術は、製造元の明細書に従って、または当業界で一般的
になされるようにして、または本明細書において説明されているようにして行われる。前
述の技術および手法は、一般的には、従来の当業界公知の方法に従って、様々な一般的で
より具体的な、本明細書中で引用され考察されている参考文献で説明されているようにし
て行われ、例えば、Sambrook等、MOLECULAR CLONING：LAB. MANUAL （第3版、Cold Sprin
g Harbor Lab. Press、ニューヨーク州コールドスプリングハーバー、2001）およびAusub
el等、Current Protocols in Molecular Biology （New York：Greene Publishing Assoc
iation/Wiley Interscience）、1993を参照されたい。本明細書で説明される分析化学、
合成有機化学、ならびに医薬および製薬化学と関連して用いられる学術名、ならびにそれ
らの実験手順および技術はよく知られているものであり、当業界において一般的に使用さ
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れている。化学合成、化学分析、医薬製剤、調合物、および送達、ならびに患者の治療に
ついては標準的な技術が用いられる。
【００７４】
　実施例以外で、またはその他のところで指定された場合、本明細書で用いられる成分の
量または反応条件を表す全ての数値は、全ての例示において用語「約」で修飾されている
と理解されるものとする。
【００７５】
　明示された全ての特許およびその他の公報は、例えばこのような出版物で説明されてい
る本発明と関連して使用されるかもしれない方法論を説明および開示する目的で参照によ
り本明細書に組み入れられる。これらの公報は、本願の出願日前に開示されたために示さ
れたにすぎない。
【００７６】
　本発明は、組換えモノクローナル抗体およびペプチド、ならびに診断手法などの臨床的
および科学的な手法におけるそれらの使用を提供する。
【００７７】
　分子生物学および組換え技術の方法の出現で、組換え手段により抗体および抗体様の分
子を生産することにより、本抗体のポリペプチド構造に見出される特定のアミノ酸配列を
コードする遺伝子配列を生成することが可能になる。このような抗体は、前記抗体のポリ
ペプチド鎖をコードする遺伝子配列をクローニングすることによって生産してもよいし、
あるいは前記ポリペプチド鎖を直接合成し、合成された鎖を組み立てて特異的なエピトー
プおよび抗原決定基に親和性を有する活性な四量体（Ｈ２Ｌ２）構造を形成するすること
によって生産してもよい。このようにすれば、異なる種および源から中和抗体に特徴的な
配列を有する抗体を容易に生産することが可能になる。
【００７８】
　抗体の源、あるいはどのようにしてそれらを組換えにより構築するか、あるいはどのよ
うにしてそれらをインビトロまたはインビボで合成するか、トランスジェニック動物、実
験レベルまたは商業的なサイズの大きい細胞培養を用いるか、トランスジェニック植物を
用いるか、あるいは過程のあらゆる段階で生物を用いずに直接化学合成するかに関わらず
、いずれの抗体も、類似した全体の三次元構造を有する。この構造はしばしばＨ２Ｌ２と
示され、これは、抗体は一般的に２つのアミノ酸軽（Ｌ）鎖および２つのアミノ酸重（Ｈ
）鎖を含むことを意味する。いずれの鎖も、構造的に相補的な抗原性標的と相互作用する
ことができる領域を有する。標的と相互作用する領域は「可変」または「Ｖ」領域と称さ
れ、これは、異なる抗原特異性を有する抗体とアミノ酸配列が異なっていることを特徴と
する。Ｈ鎖またはＬ鎖のいずれかの可変領域は、抗原性の標的に特異的に結合できるアミ
ノ酸配列を含む。
【００７９】
　用語「抗原結合領域」は、本明細書で用いられる場合、抗原と相互作用して、抗体にそ
の抗原への特異性および親和性を付与するアミノ酸残基を含む抗体分子の部分を指す。抗
体結合領域は、抗原結合残基の適切なコンフォメーションを維持するのに必要な「フレー
ムワーク」アミノ酸残基を含む。
【００８０】
　抗原結合領域を提供するＨ鎖またはＬ鎖の可変領域は、異なる特異性を有する抗体間で
それらの変異性が極端であることから、比較的短い配列が重複した「高度可変部」である
。このような高度可変領域はまた、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」領域とも称され
る。これらのＣＤＲ領域が、抗体において特定の抗原決定基構造に関する基本的な特異性
をもたらす主要因である。
【００８１】
　ＣＤＲは、可変領域内のアミノ酸の非連続のストレッチを示すが、種に関係なく、可変
重鎖および軽鎖領域内のこれらの重要なアミノ酸配列の位置は、可変鎖のアミノ酸配列内
で類似の位置を有することが見出されている。全ての抗体の可変重鎖および軽鎖はぞれぞ
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れ３つのＣＤＲ領域を有しており、それぞれ互いに連続していない。
【００８２】
　全ての哺乳動物種において、抗体ペプチドは、定常（すなわち高度に保存された）領域
と可変領域とを含み、さらに後者の可変領域中に、ＣＤＲと、重鎖または軽鎖の可変領域
内（ただしＣＤＲの外側）のアミノ酸配列で構成されているいわゆる「フレームワーク領
域」とが存在する。
【００８３】
　本抗体のＣＤＲ領域によって認識される抗原決定基に関して、これはさらに、「エピト
ープ」とも称される。言い換えれば、エピトープは、抗体によって認識されてそれと結合
できるあらゆる分子の部分を指す（それに相当する抗体結合領域は、パラトープと称する
こともある）。
【００８４】
　「抗原」は、抗体と結合できる分子または分子の部分であって、さらにその抗原のエピ
トープに結合できる抗体を生産するように動物を誘導することができる。抗原は、１種ま
たは１種より多くのエピトープを有する可能性がある。上述した特異的な反応は、抗原が
、それに相当する抗体と高度に選択的な方式で反応し、その他の抗原によって誘発された
と予想されるその他の多数の抗体とは反応しないことことを意味するものとする。
【００８５】
　用語「抗体」は、無傷の免疫グロブリン分子、加えてそれらの部分、フラグメント、ペ
プチド、および誘導体、例えばＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、Ｆｓｅ、ＣＤ
Ｒ領域、パラトープ、あるいは抗原またはエピトープと結合できる本抗体のあらゆる部分
もしくはペプチド配列などを含むものとする。抗体が分子と特異的に反応して分子がその
抗体に結合できる場合、抗体はその分子と「結合できる」と述べられる。
【００８６】
　抗体はさらに、これらに限定されないが、酵素的な切断、ペプチド合成または組換え技
術などのあらゆる公知技術によって提供される、キメラ抗体、ヘテロキメラ抗体、イヌ化
抗体またはネコ化抗体、加えてそれらのフラグメント、部分、領域、ペプチドまたは誘導
体も含む。このような本発明の抗体は、イヌＩＬ－３１またはネコＩＬ－３１の少なくと
も１種に特異的に結合できる。抗体フラグメントまたはその部分は、無傷の抗体のＦｃフ
ラグメントを欠失しており、循環系からより迅速に排出される可能性があり、さらに無傷
の抗体よりも非特異的な組織結合が少ない可能性がある。抗体フラグメントの例としては
、当業界公知の方法を用いて、例えばパパイン（Ｆａｂフラグメントを生産するため）ま
たはペプシン（Ｆ（ａｂ’）．２フラグメントを生産するため）などの酵素を用いたタン
パク質分解的切断によって無傷の抗体から生産したものが挙げられる。例えばWahl等、24
 J. Nucl. Med. 316～25 （1983）を参照されたい。抗体の部分は、上記の方法のいずれ
かによって製造されたものでもよいし、あるいは組換え分子の部分を発現することによっ
て製造されたものでもよい。例えば組換え抗体のＣＤＲ領域（複数可）を単離して、適切
な発現ベクターにサブクローニングしてもよい。例えば米国特許第６，６８０，０５３号
を参照されたい。
【００８７】
　クローン１１Ｅ１２、３４Ｄ０３、および１９Ｄ０７のヌクレオチドおよびアミノ酸配
列
いくつかの実施態様において、本発明は、イヌＩＬ－３１またはネコＩＬ－３１の少なく
とも１種に特異的に結合する新規のモノクローナル抗体を提供する。一実施態様において
、本発明のモノクローナル抗体は、イヌＩＬ－３１またはネコＩＬ－３１に結合して、そ
れらがＩＬ－３１受容体Ａ（ＩＬ－３１Ｒａ）、およびオンコスタチンＭ特異的受容体（
ＯｓｍＲまたはＩＬ－３１Ｒｂ）を含むその補助受容体複合体に結合してそれらを活性化
しないようにする。本発明のモノクローナル抗体は、本明細書では「１１Ｅ１２」、「３
４Ｄ０３」および「１９Ｄ０７」と識別され、この番号は、そのハイブリドーマクローン
に割り当てられた番号を意味する。本明細書において、「１１Ｅ１２」、「３４Ｄ０３」
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、または「１９Ｄ０７」はまた、それぞれ１１Ｅ１２、３４Ｄ０３、または１９Ｄ０７抗
体と結合する能力のために、１１Ｅ１２、３４Ｄ０３、または１９Ｄ０７と識別されたＩ
Ｌ－３１エピトープと特異的に結合するモノクローナル抗体の部分、パラトープまたはＣ
ＤＲも指す。本明細書で説明される１１Ｅ１２、３４Ｄ０３、および１９Ｄ０７の数種の
組換え、キメラ、ヘテロキメラ、イヌ化および／またはネコ化した形態は、同じ名称で示
されることもある。
【００８８】
　一実施態様において、本発明は、以下のうち少なくとも１つを含む単離された抗体また
はそれらの抗原結合部位を提供する：
　アミノ酸配列ＹＹＤＩＮ（配列番号１；１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ１）、ＳＹＤＭＳ（
配列番号２；１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ１）、またはＮＹＧＭＳ（配列番号３；３４Ｄ０
３－ＶＨ－ＣＤＲ１）を有する可変重（ＶＨ）鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）１；
　アミノ酸配列ＷＩＦＰＧＤＧＧＴＫＹＮＥＴＦＫＧ（配列番号４；１１Ｅ１２－ＶＨ－
ＣＤＲ２）、ＴＩＴＳＧＧＧＹＴＹＳＡＤＳＶＫＧ（配列番号５；１９Ｄ０７－ＶＨ－Ｃ
ＤＲ２）、またはＴＩＳＹＧＧＳＹＴＹＹＰＤＮＩＫＧ（配列番号６；３４Ｄ０３－ＶＨ
－ＣＤＲ２）を有する可変重鎖ＣＤＲ２；
　アミノ酸配列ＡＲＧＧＴＳＶＩＲＤＡＭＤＹ（配列番号７；１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ
３）、ＡＲＱＮＷＶＶＧＬＡＹ（配列番号８；１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ３）、またはＶ
ＲＧＹＧＹＤＴＭＤＹ（配列番号９；３４Ｄ０３－ＶＨ－ＣＤＲ３）を有する可変重鎖Ｃ
ＤＲ３；および
　ＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３の少なくとも１つにおいて１つまたはそれより多く
の保存的アミノ酸置換を有するそれらの変異体。
【００８９】
　他の実施態様において、本発明は、以下の群のうち少なくとも１つを含む単離された抗
体またはそれらの抗原結合部位を提供する：
　アミノ酸配列ＲＡＳＥＳＶＤＮＹＧＩＳＦＭＨ（配列番号１０；１１Ｅ１２－ＶＬ－Ｃ
ＤＲ１）、ＫＳＳＱＳＬＬＮＳＧＮＱＫＮＹＬＡ（配列番号１１；１９Ｄ０７－ＶＬ－Ｃ
ＤＲ１）、またはＫＡＳＱＳＶＳＦＡＧＴＧＬＭＨ（配列番号１２；３４Ｄ０３－ＶＬ－
ＣＤＲ１）を有する相補性決定領域（ＣＤＲ）１を含む可変軽（ＶＬ）鎖；
　アミノ酸配列ＲＡＳＮＬＥＳ（配列番号１３；１１Ｅ１２－ＶＬ－ＣＤＲ２）、ＧＡＳ
ＴＲＥＳ（配列番号１４；１９Ｄ０７－ＶＬ－ＣＤＲ２）、またはＲＡＳＮＬＥＡ（配列
番号１５；３４Ｄ０３－ＶＬ－ＣＤＲ２）を有する可変軽鎖ＣＤＲ２；
　アミノ酸配列ＱＱＳＮＫＤＰＬＴ（配列番号１６；１１Ｅ１２－ＶＬ－ＣＤＲ３）、Ｑ
ＮＤＹＳＹＰＹＴ（配列番号１７；１９Ｄ０７－ＶＬ－ＣＤＲ３）、またはＱＱＳＲＥＹ
ＰＷＴ（配列番号１８；３４Ｄ０３－ＶＬ－ＣＤＲ３）を有する可変軽鎖ＣＤＲ３；およ
び
　ＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３の少なくとも１つにおいて１つまたはそれより多く
の保存的アミノ酸置換を有するそれらの変異体。
【００９０】
　さらにその他の実施態様において、上述の可変軽鎖ＣＤＲの少なくとも１つを有する抗
体はさらに、以下の可変重鎖ＣＤＲの少なくとも１つを含んでいてもよい：
　アミノ酸配列ＹＹＤＩＮ（配列番号１；１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ１）、ＳＹＤＭＳ（
配列番号２；１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ１）、またはＮＹＧＭＳ（配列番号３；３４Ｄ０
３－ＶＨ－ＣＤＲ１）を有する可変重鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）１；
　アミノ酸配列ＷＩＦＰＧＤＧＧＴＫＹＮＥＴＦＫＧ（配列番号４；１１Ｅ１２－ＶＨ－
ＣＤＲ２）、ＴＩＴＳＧＧＧＹＴＹＳＡＤＳＶＫＧ（配列番号５；１９Ｄ０７－ＶＨ－Ｃ
ＤＲ２）、またはＴＩＳＹＧＧＳＹＴＹＹＰＤＮＩＫＧ（配列番号６；３４Ｄ０３－ＶＨ
－ＣＤＲ２）を有する可変重鎖ＣＤＲ２；
　アミノ酸配列ＡＲＧＧＴＳＶＩＲＤＡＭＤＹ（配列番号７；１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ
３）、ＡＲＱＮＷＶＶＧＬＡＹ（配列番号８；１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ３）、またはＶ
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ＲＧＹＧＹＤＴＭＤＹ（配列番号９；３４Ｄ０３－ＶＨ－ＣＤＲ３）を有する可変重鎖Ｃ
ＤＲ３；および
　ＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３の少なくとも１つにおいて１つまたはそれより多く
の保存的アミノ酸置換を有するそれらの変異体。
【００９１】
　いくつかの実施態様において、本抗体は、以下のうち少なくとも１つを含んでいてもよ
い：
　ａ）ＤＩＶＬＴＱＳＰＡＳＬＡＶＳＬＧＱＲＡＴＩＳＣＲＡＳＥＳＶＤＮＹＧＩＳＦＭ
ＨＷＹＱＱＫＰＧＱＰＰＫＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＳＧＩＰＡＲＦＳＧＳＧＳＲＴＤＦＴＬ
ＴＩＮＰＶＥＴＤＤＶＡＴＹＹＣＱＱＳＮＫＤＰＬＴＦＧＡＧＴＫＬＥＬＫ（配列番号１
９；ＭＵ－１１Ｅ１２－ＶＬ）、ＤＩＶＭＴＱＴＰＬＳＬＳＶＳＰＧＥＰＡＳＩＳＣＲＡ
ＳＥＳＶＤＮＹＧＩＳＦＭＨＷＹＱＱＫＰＧＱＰＰＫＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＳＧＶＰＤＲ
ＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＲＩＳＲＶＥＡＤＤＡＧＶＹＹＣＱＱＳＮＫＤＰＬＴＦＧＡＧ
ＴＫＬＥＩＫ（配列番号２０；ＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＬ－ｃＵｎ－ＦＷ２）、
ＤＩＶＭＴＱＴＰＬＳＬＳＶＳＰＧＥＰＡＳＩＳＣＲＡＳＥＳＶＤＮＹＧＩＳＦＭＨＷＦ
ＱＱＫＰＧＱＳＰＱＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＳＧＶＰＤＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＲＩＳ
ＲＶＥＡＤＤＡＧＶＹＹＣＱＱＳＮＫＤＰＬＴＦＧＡＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２１；Ｃ
ＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＬ－ｃＵｎ－１３）、
ＤＩＶＭＳＱＳＰＳＳＬＳＶＳＡＧＤＫＶＴＭＳＣＫＳＳＱＳＬＬＮＳＧＮＱＫＮＹＬＡ
ＷＹＱＱＫＰＷＱＰＰＫＬＬＩＹＧＡＳＴＲＥＳＧＶＰＤＲＦＴＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴ
ＩＳＳＶＱＡＥＤＬＡＶＹＹＣＱＮＤＹＳＹＰＹＴＦＧＧＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２２
；ＭＵ－１９Ｄ０７－ＶＬ）、
ＥＩＶＭＴＱＳＰＡＳＬＳＬＳＱＥＥＫＶＴＩＴＣＫＳＳＱＳＬＬＮＳＧＮＱＫＮＹＬＡ
ＷＹＱＱＫＰＧＱＡＰＫＬＬＩＹＧＡＳＴＲＥＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＳＦＴ
ＩＳＳＬＥＰＥＤＶＡＶＹＹＣＱＮＤＹＳＹＰＹＴＦＧＱＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２３
；ＣＡＮ－１９Ｄ０７－ＶＬ－９９８－１）、
ＤＩＬＬＴＱＳＰＡＳＬＡＶＳＬＧＱＲＡＩＩＳＣＫＡＳＱＳＶＳＦＡＧＴＧＬＭＨＷＹ
ＱＱＫＰＧＱＱＰＫＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＡＧＶＰＴＲＦＳＧＳＧＳＲＴＤＦＴＬＮＩＨ
ＰＶＥＥＥＤＡＡＴＹＦＣＱＱＳＲＥＹＰＷＴＦＧＧＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２４；Ｍ
Ｕ－３４Ｄ０３－ＶＬ）、または
ＥＩＶＭＴＱＳＰＡＳＬＳＬＳＱＥＥＫＶＴＩＴＣＫＡＳＱＳＶＳＦＡＧＴＧＬＭＨＷＹ
ＱＱＫＰＧＱＡＰＫＬＬＩＹＲＡＳＮＬＥＡＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＳＦＴＩＳ
ＳＬＥＰＥＤＶＡＶＹＹＣＱＱＳＲＥＹＰＷＴＦＧＱＧＴＫＬＥＩＫ（配列番号２５；Ｃ
ＡＮ－３４Ｄ０３－ＶＬ－９９８－１）
を含む可変軽鎖；
　ｂ）ＱＶＱＬＱＱＳＧＡＥＬＶＫＰＧＡＳＶＫＬＳＣＫＡＳＧＹＴＦＫＹＹＤＩＮＷＶ
ＲＱＲＰＥＱＧＬＥＷＩＧＷＩＦＰＧＤＧＧＴＫＹＮＥＴＦＫＧＫＡＴＬＴＴＤＫＳＳＳ
ＴＡＹＭＱＬＳＲＬＴＳＥＤＳＡＶＹＦＣＡＲＧＧＴＳＶＩＲＤＡＭＤＹＷＧＱＧＴＳＶ
ＴＶＳＳ（配列番号２６；ＭＵ－１１Ｅ１２－ＶＨ）、
ＥＶＱＬＶＱＳＧＡＥＶＫＫＰＧＡＳＶＫＶＳＣＫＴＳＧＹＴＦＫＹＹＤＩＮＷＶＲＱＡ
ＰＧＡＧＬＤＷＭＧＷＩＦＰＧＤＧＧＴＫＹＮＥＴＦＫＧＲＶＴＬＴＡＤＴＳＴＳＴＡＹ
ＭＥＬＳＳＬＲＡＧＤＩＡＶＹＹＣＡＲＧＧＴＳＶＩＲＤＡＭＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳ
Ｓ（配列番号２７；ＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＨ－４１５－１）、
ＥＶＫＬＶＥＳＧＧＧＬＶＫＰＧＧＳＬＫＬＳＣＡＡＳＧＦＡＦＳＳＹＤＭＳＷＶＲＱＩ
ＰＥＫＲＬＥＷＶＡＴＩＴＳＧＧＧＹＴＹＳＡＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＲＮＴＬＹ
ＬＱＭＳＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＱＮＷＶＶＧＬＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＡ（配
列番号２８；ＭＵ－１９Ｄ０７－ＶＨ）、
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＤＬＶＫＰＧＧＳＬＲＬＳＣＶＡＳＧＦＴＦＳＳＹＤＭＳＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＱＷＶＡＴＩＴＳＧＧＧＹＴＹＳＡＤＳＶＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＲＮＴＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＳＥＤＴＡＶＹＹＣＡＲＱＮＷＶＶＧＬＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配
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列番号２９；ＣＡＮ－１９Ｄ０７－ＶＨ－４００－１）、
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＤＬＶＫＰＧＧＳＬＫＬＳＣＡＡＳＧＦＳＦＳＮＹＧＭＳＷＶＲＱＴ
ＰＤＫＲＬＥＷＶＡＴＩＳＹＧＧＳＹＴＹＹＰＤＮＩＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬＹ
ＬＱＭＳＳＬＫＳＥＤＴＡＭＹＹＣＶＲＧＹＧＹＤＴＭＤＹＷＧＱＧＴＳＶＴＶＳＳ（配
列番号３０；ＭＵ－３４Ｄ０３－ＶＨ）、または
ＥＶＱＬＶＥＳＧＧＤＬＶＫＰＧＧＳＬＲＬＳＣＶＡＳＧＦＴＦＳＮＹＧＭＳＷＶＲＱＡ
ＰＧＫＧＬＱＷＶＡＴＩＳＹＧＧＳＹＴＹＹＰＤＮＩＫＧＲＦＴＩＳＲＤＮＡＫＮＴＬＹ
ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤＴＡＭＹＹＣＶＲＧＹＧＹＤＴＭＤＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（配
列番号３１；ＣＡＮ－３４Ｄ０３－ＶＨ－５６８－１）
を含む可変重鎖；および
　ｃ）１つまたはそれより多くの保存的アミノ酸置換を有するそれらの変異体。
【００９２】
　その他の実施態様において、本発明は、上述の抗体を生産する宿主細胞を提供する。
【００９３】
　本発明はさらに、本発明の抗ＩＬ－３１抗体の軽鎖および重鎖の可変領域をコードする
ヌクレオチド配列も範囲内に含む。さらに、１１Ｅ１２、３４Ｄ０３もしくは１９Ｄ０７
またはそれらのペプチドのアミノ酸配列をコードするあらゆるヌクレオチド配列も本発明
の範囲内に含まれる。
【００９４】
　いくつかの実施態様において、本発明は、以下のうち少なくとも１つをコードする核酸
配列を含む単離された核酸を提供する：
　アミノ酸配列ＹＹＤＩＮ（配列番号１；１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ１）、ＳＹＤＭＳ（
配列番号２；１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ１）、またはＮＹＧＭＳ（配列番号３；３４Ｄ０
３－ＶＨ－ＣＤＲ１）を有する可変重（ＶＨ）鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）１；
　アミノ酸配列ＷＩＦＰＧＤＧＧＴＫＹＮＥＴＦＫＧ（配列番号４；１１Ｅ１２－ＶＨ－
ＣＤＲ２）、ＴＩＴＳＧＧＧＹＴＹＳＡＤＳＶＫＧ（配列番号５；１９Ｄ０７－ＶＨ－Ｃ
ＤＲ２）、またはＴＩＳＹＧＧＳＹＴＹＹＰＤＮＩＫＧ（配列番号６；３４Ｄ０３－ＶＨ
－ＣＤＲ２）を有する可変重鎖ＣＤＲ２；
　アミノ酸配列ＡＲＧＧＴＳＶＩＲＤＡＭＤＹ（配列番号７；１１Ｅ１２－ＶＨ－ＣＤＲ
３）、ＡＲＱＮＷＶＶＧＬＡＹ（配列番号８；１９Ｄ０７－ＶＨ－ＣＤＲ３）、またはＶ
ＲＧＹＧＹＤＴＭＤＹ（配列番号９；３４Ｄ０３－ＶＨ－ＣＤＲ３）を有する可変重鎖Ｃ
ＤＲ３；および
　ＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３の少なくとも１つにおいて１つまたはそれより多く
の保存的アミノ酸置換を有するそれらの変異体。
【００９５】
　さらなる実施態様において、上述の単離された核酸はさらに、以下のうち少なくとも１
つをコードする核酸配列を含んでいてもよい：
　アミノ酸配列ＲＡＳＥＳＶＤＮＹＧＩＳＦＭＨ（配列番号１０；１１Ｅ１２－ＶＬ－Ｃ
ＤＲ１）、ＫＳＳＱＳＬＬＮＳＧＮＱＫＮＹＬＡ（配列番号１１；１９Ｄ０７－ＶＬ－Ｃ
ＤＲ１）、またはＫＡＳＱＳＶＳＦＡＧＴＧＬＭＨ（配列番号１２；３４Ｄ０３－ＶＬ－
ＣＤＲ１）を有する相補性決定（ＣＤＲ）１を含む可変軽（ＶＬ）鎖；
　アミノ酸配列ＲＡＳＮＬＥＳ（配列番号１３；１１Ｅ１２－ＶＬ－ＣＤＲ２）、ＧＡＳ
ＴＲＥＳ（配列番号１４；１９Ｄ０７－ＶＬ－ＣＤＲ２）、またはＲＡＳＮＬＥＡ（配列
番号１５；３４Ｄ０３－ＶＬ－ＣＤＲ２）を有する可変軽鎖ＣＤＲ２；
　アミノ酸配列ＱＱＳＮＫＤＰＬＴ（配列番号１６；１１Ｅ１２－ＶＬ－ＣＤＲ３）、Ｑ
ＮＤＹＳＹＰＹＴ（配列番号１７；１９Ｄ０７－ＶＬ－ＣＤＲ３）、またはＱＱＳＲＥＹ
ＰＷＴ（配列番号１８；３４Ｄ０３－ＶＬ－ＣＤＲ３）を有する可変軽鎖ＣＤＲ３；およ
び
　ＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ３の少なくとも１つにおいて１つまたはそれより多く
の保存的アミノ酸置換を有するそれらの変異体。
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【００９６】
　本発明はさらに、少なくとも１つの上述の核酸を含むベクターを提供する。
【００９７】
　遺伝子コードは縮重するため、特定のアミノ酸をコードするのに１つより多くのコドン
が用いられる可能性がある。遺伝子コードを用いて、それぞれそのアミノ酸をコードする
ことが可能と予想される１つまたはそれより多くの異なるヌクレオチド配列を同定するこ
とができる。特定のオリゴヌクレオチドが、事実上ＸＸＸをコードする配列を実際に構成
すると予想される確率は、通常ではない塩基対関係と、抗ＩＬ－３１抗体またはその部分
を発現する真核または原核細胞中で特定のコドンが実際に用いられている頻度（特定のア
ミノ酸をコードするために）とを考察することにより推定することができる。このような
「コドン使用ルール」は、Lathe等、183 J. Molec. Biol.1～12 （1985）で開示されてい
る。Latheの「コドン使用ルール」を用いれば、抗ＩＬ－３１配列をコードすることがで
きる理論上「最も可能性がある」ヌクレオチド配列を含む単一のヌクレオチド配列または
ヌクレオチド配列群を同定することができる。
【００９８】
　本発明で使用するのに適した抗体のコード領域はさらに、本明細書で説明される抗体お
よびペプチドの変異体（アゴニスト）を生産する標準的な分子生物学的な技術を用いて、
既存の抗体遺伝子を改変することによっても提供できるものとする。このような変異とし
ては、これらに限定されないが、抗ＩＬ－３１抗体またはペプチドのアミノ酸配列におけ
る欠失、付加、および置換が挙げられる。
【００９９】
　例えば、置換の１つのクラスは、保存的アミノ酸置換である。このような置換は、抗Ｉ
Ｌ－３１抗体ペプチドの所定のアミノ酸を似たような特徴を有するその他のアミノ酸で置
換することである。保存的置換として、典型的には、脂肪族アミノ酸Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌ
ｅｕ、およびＩｌｅでの相互交換；ヒドロキシル残基ＳｅｒとＴｈｒとの入れ替え、酸性
残基ＡｓｐとＧｌｕとの交換、アミド残基ＡｓｎとＧｌｎとの置換、塩基性残基Ｌｙｓお
よびＡｒｇの交換、芳香族残基Ｐｈｅ、Ｔｙｒ間の置き換えなどが観察される。どのアミ
ノ酸の変更が表現型においてサイレントになる可能性が高いのかに関する指針は、Bowie
等、247 Science 1306～10 （1990）で見出される。
【０１００】
　変異またはアゴニスト抗ＩＬ－３１抗体もしくはペプチドは、完全な機能を有していて
もよいし、あるいは１またはそれより多くの活性における機能がなくてもよい。完全に機
能的な変異体は、典型的には、保存的な変更のみを含むか、あるいは重要ではない残基ま
たは重要ではない領域における変更を含む。機能的な変異体はまた、機能の変化を起こさ
ないか、あるいは有意ではない変化しか起こらない類似のアミノ酸置換を含んでいてもよ
い。あるいはこのような置換は、ある程度、機能に正または負の影響を与える場合がある
。非機能的な変異体は、典型的には、１またはそれより多くの非保存的なアミノ酸置換、
欠失、挿入、転位、またはトランケーションを含むか、あるいは重要な残基または重要な
領域における置換、挿入、転位、または欠失を含む。
【０１０１】
　機能に必須のアミノ酸は、部位特異的変異誘発またはアラニンスキャニング変異誘発な
どの当業界公知の方法で同定することができる。Cunningham等、244 Science 1081～85 
（1989）。後者の手法は、分子中の残基毎に１つのアラニン突然変異を導入するものであ
る。続いて得られた突然変異体分子を、エピトープ結合またはインビトロでのＡＤＣＣ活
性などの生物活性について試験する。またリガンド－受容体結合にとって重要な部位も、
結晶学、核磁気共鳴、または光親和性標識などの構造解析によって決定することができる
。Smith等、224 J. Mol. Biol. 899～904 （1992）；de Vos等、255 Science 306～12 （
1992）。
【０１０２】
　さらにポリペプチドは、２０種の「天然に存在する」アミノ酸以外のアミノ酸を含む場
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合がある。さらに末端アミノ酸を含む多くのアミノ酸は、プロセシングおよびその他の翻
訳後修飾などの自然の過程によって、または当業界公知の化学修飾技術によって改変され
ていてもよい。公知の改変としては、これらに限定されないが、アセチル化、アシル化、
ＡＤＰ－リボシル化、アミド化、フラビンの共有結合、ヘム部分の共有結合、ヌクレオチ
ドまたはヌクレオチド誘導体の共有結合、脂質または脂質誘導体の共有結合、ホスファチ
ジルイノシトールの共有結合、架橋、環化、ジスルフィド結合の形成、脱メチル、共有結
合による架橋の形成、シスチンの形成、ピログルタメートの形成、ホルミル化、ガンマカ
ルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩアンカーの形成、水酸化、ヨウ素化、メチル化、ミ
リストイル化、酸化、タンパク質分解によるプロセシング、リン酸化、プレニル化、ラセ
ミ化、セレノイル化、硫酸化、トランスファーＲＮＡが介在するタンパク質へのアミノ酸
付加、例えばアルギニル化、およびユビキチン化が挙げられる。
【０１０３】
　このような改変は当業者によく知られており、科学文献で詳細に説明されている。いく
つかの具体的な一般的な改変、例えばグリコシル化、脂質結合、硫酸化、グルタミン酸残
基のガンマ－カルボキシル化、水酸化、およびＡＤＰ－リボシル化は、Proteins--Struct
ure and Molecular Properties （第2版、T. E. Creighton、W.H. Freeman & Co.、ニュ
ーヨーク州、1993）などのほとんどの基礎的な教本で説明されている。この主題に関して
、例えばWold, Posttranslational Covalent Modification of proteins、1～12 （Johns
on編、Academic Press、ニューヨーク州、1983）；Seifter等、182 Meth. Enzymol. 626
～46 （1990）；およびRattan等、663 Ann. NY Acad. Sci. 48～62 （1992）などから多
くの詳細な総論を入手することができる。
【０１０４】
　従って、本発明の抗体およびペプチドはさらに、置換されたアミノ酸残基が遺伝子コー
ドによってコードされたアミノ酸残基ではない誘導体または類似体も包含する。
【０１０５】
　同様に、上述したアミノ酸配列における付加および置換、加えてバリエーションおよび
改変は、ＩＬ－３１抗原および／もしくはエピトープまたはそれらのペプチドのアミノ酸
配列にも等しく適用することができるため、本発明に包含される。上述したように、本発
明に係るモノクローナル抗体をコードする遺伝子は、ＩＬ－３１の認識に特に有効である
。
【０１０６】
　抗体誘導体
抗体誘導体も本発明の範囲内である。抗体の「誘導体」は、通常はタンパク質の一部では
ない追加の化学成分を含む。共有結合によるタンパク質改変も本発明の範囲内である。こ
のような改変は、抗体の標的のアミノ酸残基を、選択された側鎖または末端残基と反応さ
せることができる有機性の誘導体化剤と反応させることによって分子導入することができ
る。例えば、抗体またはフラグメントを水不溶性支持マトリックスまたはその他の高分子
キャリアーに架橋するためには、当業界公知の二官能性物質での誘導体化が有用である。
【０１０７】
　誘導体はさらに、標識された、放射性標識されたモノクローナル抗体も含む。例えば、
放射性ヨウ素（１２５Ｉ、１３１Ｉ）、炭素（１４Ｃ）、硫黄（３５Ｓ）、インジウム（
１１１Ｉｎ）、トリチウム（３Ｈ）または同種のもの；モノクローナル抗体とビオチンま
たはアビジンとの結合体、加えてモノクローナル抗体と酵素、例えばホースラディッシュ
ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ベータ－Ｄ－ガラクトシダーゼ、グルコー
スオキシダーゼ、グルコアミラーゼ、カルボン酸脱水酵素、アセチルコリンエステラーゼ
、リゾチーム、リンゴ酸デヒドロゲナーゼまたはグルコース６－リン酸塩デヒドロゲナー
ゼとの結合体；加えて、モノクローナル抗体と、生物発光物質（例えばルシフェラーゼ）
、化学発光物質（例えばアクリジンエステル）または蛍光物質（例えばフィコビリタンパ
ク質）との結合体が用いられる。
【０１０８】
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　その他の本発明の二官能性抗体の誘導体は、２種の異なる抗原性基を認識する２種の別
個の抗体の部分を組み合わせることによって生成した二重特異性抗体である。これは、架
橋形成または組換え技術によって達成することができる。加えて、インビボでの半減期を
（例えば血流から排除されるまでの時間を長くすることにより）長くするために本抗体ま
たはそれらの部分に成分を付加してもよい。このような技術としては、例えばＰＥＧ成分
の付加（ペグ化ともいう）が挙げられ、当業界公知である。米国特許出願公開第２００３
００３１６７１号を参照されたい。
【０１０９】
　抗体の組換え発現
いくつかの実施態様において、対象のモノクローナル抗体をコードする核酸を宿主細胞に
直接導入し、コードされた抗体の発現を誘導するのに十分な条件下で細胞をインキュベー
トする。対象の核酸が細胞に導入されたら、典型的には、抗体が発現されるように、通常
３７℃で、場合によっては選択条件下で、約１～２４時間、細胞をインキュベートする。
一実施態様において、本抗体は、細胞を増殖させた培地の上清に分泌される。
【０１１０】
　従来、モノクローナル抗体は、マウスのハイブリドーマ系で天然分子として生産されて
きた。この技術に加えて、本発明は、モノクローナル抗体の組換えＤＮＡ発現を提供する
。これは、選択された宿主種での、イヌ化およびネコ化抗体、加えて様々な抗体誘導体お
よび融合タンパク質の生産を可能にする。
【０１１１】
　本発明の抗ＩＬ－３１抗体、その部分またはポリペプチドのうち少なくとも１つをコー
ドする核酸配列は、従来の技術に従ってベクターＤＮＡで組み換えられていてもよく、こ
のような技術は、ライゲーションのための平滑末端または食い違い末端、適切な末端を提
供するための制限酵素消化、必要に応じて付着末端の埋め込み、適切なリガーゼとの望ま
しくない結合およびライゲーションを回避するためのアルカリホスファターゼ処理などを
含む。このような操作のための技術は、例えばManiatis等、MOLECULAR CLONING, LAB. MA
NUAL, （Cold Spring Harbor Lab. Press、ニューヨーク州、1982および1989）で開示さ
れており、上記のAusubel等、1993も、モノクローナル抗体分子またはそれらの抗原結合
領域をコードする核酸配列を構築するのに用いられる可能性がある。
【０１１２】
　ＤＮＡなどの核酸分子が、転写および翻訳調節情報を含むヌクレオチド配列を含み、こ
のような配列がポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に「機能するように連結」し
ている場合、このような核酸分子は、そのポリペプチドを「発現することができる」と述
べられる。機能できるような連結とは、抗ＩＬ－３１ペプチドまたは抗体部分として回収
可能な量で遺伝子が発現されるようにして、調節ＤＮＡ配列と発現させようとするＤＮＡ
配列とが繋がっている連結である。遺伝子発現に必要な調節領域の正確な性質は、同様の
分野でよく知られているように生物によって様々であってよい。例えば上記のSambrook等
、2001；上記のAusubel等、1993を参照されたい。
【０１１３】
　従って本発明は、原核細胞または真核細胞のいずれかにおける抗ＩＬ－３１抗体または
ペプチドの発現を包含する。適切な宿主としては、インビボまたはインサイチュのいずれ
かでの細菌、酵母、昆虫、菌類、鳥類、および哺乳動物細胞などの細菌もしくは真核性の
宿主、または哺乳動物、昆虫、鳥類もしくは酵母由来の宿主細胞が挙げられる。哺乳動物
細胞または組織は、ヒト、霊長類、ハムスター、ウサギ、げっ歯類、ウシ、ブタ、ヒツジ
、ウマ、ヤギ、イヌまたはネコ由来であってもよく、さらにその他のあらゆる哺乳動物細
胞も使用できる。
【０１１４】
　一実施態様において、導入されたヌクレオチド配列は、受容宿主中で自律増殖できるプ
ラスミドまたはウイルスベクターに取り込まれると予想される。この目的のために多種多
様のベクターを用いることができる。例えば上記のAusubel等、1993を参照されたい。特
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定のプラスミドまたはウイルスベクターを選択する際の重要な要素としては、ベクターを
含むレシピエント細胞を認識して、ベクターを含まないレシピエント細胞から容易に選択
されること；特定の宿主で望ましいベクターのコピー数；および異なる種の宿主細胞間で
ベクターが「行き来」できることが望ましいかどうかが挙げられる。
【０１１５】
　当業界でよく知られている原核性ベクターの例としては、大腸菌で複製が可能なプラス
ミド（例えばｐＢＲ３２２、ＣｏｌＥ１、ｐＳＣ１０１、ｐＡＣＹＣ１８４、．ｐｉ．Ｖ
Ｘ）などのプラスミドが挙げられる。このようなプラスミドは、例えばManiatis等、1989
、上記；Ausubel等、1993、上記で開示されている。バチルスプラスミドとしては、ｐＣ
１９４、ｐＣ２２１、ｐＴ１２７などが挙げられる。このようなプラスミドは、Gryczan
により、THE MOLEC. BIO. OF THE BACILLI 307～329 （Academic Press、ニューヨーク州
、1982）で開示されている。適切なストレプトマイセスプラスミドとしては、ｐＩＪ１０
１（Kendall等、169 J. Bacteriol.4177～83 （1987））、およびストレプトマイセスバ
クテリオファージ、例えば．ｐｈｉ．Ｃ３１（Chater等、SIXTH INT’L SYMPOSIUM ON AC
TINOMYCETALES BIO.45～54（Akademiai Kaido、ブダペスト、ハンガリー、1986）が挙げ
られる。シュードモナスプラスミドは、John等、8 Rev. Infect. Dis.693～704 （1986）
；Izaki, 33 Jpn. J. Bacteriol.729～42 （1978）；およびAusubel等、1993、上記に総
論されている。
【０１１６】
　あるいは、抗ＩＬ－３１抗体またはペプチドをコードするｃＤＮＡの発現に有用な遺伝
子発現の要素としては、これらに限定されないが、（ａ）ウイルス転写プロモーターおよ
びそれらのエンハンサー要素、例えばＳＶ４０初期プロモーター（Okayama等、3 Mol. Ce
ll. Biol. 280 （1983））、ラウス肉腫ウイルスＬＴＲ（Gorman等、79 Proc. Natl. Aca
d. Sci.、USA6777（1982））、ならびにモロニーマウス白血病ウイルスＬＴＲ（Grossche
dl等、41 Cell 885 （1985））；（ｂ）スプライス領域およびポリアデニル化部位、例え
ばＳＶ４０後期領域から誘導されたスプライス領域およびポリアデニル化部位（Okayarea
等、1983）、ならびに（ｃ）ポリアデニル化部位、例えばＳＶ４０におけるポリアデニル
化部位（Okayama等、1983）が挙げられる。
【０１１７】
　免疫グロブリンｃＤＮＡ遺伝子は、Weidle等、51 Gene 21 （1987）によって説明され
ているようにして、発現要素としてＳＶ４０初期プロモーターおよびそのエンハンサー、
マウス免疫グロブリンＨ鎖プロモーターのエンハンサー、ＳＶ４０後期領域のｍＲＮＡス
プライシング、ウサギＳ－グロビン介在配列、免疫グロブリン、およびウサギＳ－グロビ
ンポリアデニル化部位、およびＳＶ４０ポリアデニル化要素を用いて発現することができ
る。
【０１１８】
　部分的なｃＤＮＡ、部分的なゲノムＤＮＡで構成される免疫グロブリン遺伝子の場合（
Whittle等、1 Protein Engin.499 （1987））、転写プロモーターは、ヒトサイトメガロ
ウイルスであってもよく、プロモーターエンハンサーは、サイトメガロウイルスおよびマ
ウス／ヒト免疫グロブリンであってもよく、ｍＲＮＡスプライシングおよびポリアデニル
化領域は、天然の染色体の免疫グロブリン配列であってもよい。
【０１１９】
　一実施態様において、げっ歯類細胞におけるｃＤＮＡ遺伝子の発現の場合、転写プロモ
ーターは、ウイルスＬＴＲ配列であり、転写プロモーターのエンハンサーは、マウス免疫
グロブリン重鎖エンハンサーおよびウイルスＬＴＲエンハンサーのいずれかまたはその両
方であり、スプライス領域は、３１ｂｐよりも大きいイントロンを含み、ポリアデニル化
および転写終結領域は、合成される免疫グロブリン鎖に相当する天然の染色体の配列から
誘導される。その他の実施態様において、その他のタンパク質をコードするｃＤＮＡ配列
は、哺乳動物細胞でタンパク質発現を達成するために、上記で列挙された発現要素と組み
合わされる。
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【０１２０】
　融合した遺伝子をそれぞれ発現ベクター中で組み立ててもよいし、あるいは発現ベクタ
ーに挿入してもよい。次にキメラ免疫グロブリン鎖の遺伝子産物を発現することができる
レシピエント細胞は、抗ＩＬ－３１ペプチドまたはキメラＨまたはキメラＬ鎖をコードす
る遺伝子単独でトランスフェクションされるか、あるいはキメラＨとキメラＬ鎖遺伝子と
でコトランスフェクションされる。トランスフェクションされたレシピエント細胞を、組
み込まれた遺伝子が発現されるような条件下で培養し、培養物から発現された免疫グロブ
リン鎖または無傷の抗体もしくはフラグメントを回収する。
【０１２１】
　一実施態様において、抗ＩＬ－３１ペプチドもしくはキメラＨ鎖およびＬ鎖またはそれ
らの部分をコードする融合遺伝子は、後でレシピエント細胞にコトランスフェクションす
るのに用いられる別個の発現ベクター中で組み立てられる。あるいはキメラＨ鎖およびＬ
鎖をコードする融合遺伝子は、同じ発現ベクター中で組み立てられる。
【０１２２】
　発現ベクターのトランスフェクションおよびキメラ抗体の生産のために、レシピエント
細胞系は骨髄腫細胞であってもよい。骨髄腫細胞は、トランスフェクションされた免疫グ
ロブリン遺伝子によってコードされた免疫グロブリンを合成し、組み立てて、分泌するこ
とができ、免疫グロブリンをグリコシル化するメカニズムを有する。骨髄腫細胞は、培養
液中で、またはマウスの腹膜内で増殖させることができ、腹膜内で分泌された免疫グロブ
リンは、腹水から得ることができる。その他の適切なレシピエント細胞としては、リンパ
系細胞、例えばヒト由来または非ヒト由来のＢリンパ球、ヒト由来または非ヒト由来のハ
イブリドーマ細胞、または種間ヘテロハイブリドーマ細胞が挙げられる。
【０１２３】
　本発明のキメラ、イヌ化もしくはネコ化抗体コンストラクト、または抗ＩＬ－３１ポリ
ペプチドを有する発現ベクターは、様々な適切な手段のいずれかによって適切な宿主細胞
に導入することができ、このような手段としては、形質転換、トランスフェクション、共
役、プロトプラスト融合、リン酸カルシウム－沈殿、およびジエチルアミノエチル（ＤＥ
ＡＥ）デキストランなどのポリカチオンの適用などの生化学的な手段、およびエレクトロ
ポレーション、直接的なマイクロインジェクション、および微粒子銃などの機械的な手段
が挙げられる。Johnston等、240 Science 1538 （1988）。
【０１２４】
　酵母は、免疫グロブリンＨ鎖およびＬ鎖の生産に関して、細菌に優るかなりの利点を提
供することができる。酵母は、グリコシル化などの翻訳後ペプチド修飾を行う。現在、酵
母での望ましいタンパク質の生産に使用することができる強いプロモーター配列および高
コピー数プラスミドを利用する多数の組換えＤＮＡ法がある。酵母は、クローニングした
哺乳動物の遺伝子産物のリーダー配列を認識し、リーダー配列を有するペプチド（すなわ
ちプレペプチド）を分泌する。Hitzman等、11th Int’l Conference on Yeast, Genetics
 & Molec. Biol. （モンペリエ、フランス、1982）。
【０１２５】
　酵母の遺伝子発現系は、抗ＩＬ－３１ペプチド、抗体、ならびに組み立てられたマウス
、およびキメラ、ヘテロキメラ、イヌ化またはネコ化抗体、それらのフラグメントおよび
領域の生産、分泌、ならびに安定性のレベルについて機械的作業で評価することができる
。酵母をグルコース豊富な培地で増殖させると大量に生産される糖分解酵素をコードする
、活発に発現される遺伝子からのプロモーターおよび終結要素を取り入れた一連の酵母遺
伝子発現系のいずれかを利用することができる。さらに公知の解糖系遺伝子も、極めて効
率的な転写コントロールシグナルを供給することができる。例えば、ホスホグリセリン酸
キナーゼ（ＰＧＫ）遺伝子のプロモーターおよびターミネーターシグナルを利用すること
ができる。酵母中でクローニングした免疫グロブリンのｃＤＮＡを発現させるのに最適な
発現プラスミドを評価するために、多数のアプローチを採用することができる。Vol. II 
DNA Cloning、45～66、（Glover編） IRL Press、オックスフォード、英国、1985）を参
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照されたい。
【０１２６】
　本発明で説明されている抗体分子またはペプチドを生産するための宿主として菌株も利
用することができる。これらの細菌の宿主と共に、宿主細胞に適合する種から誘導される
レプリコンおよび制御配列を含むプラスミドベクターが用いられる。このようなベクター
は、複製部位、加えて形質転換細胞において表現型の選択を可能にする特定の遺伝子を有
する。細菌中で、クローニングした免疫グロブリンのｃＤＮＡによってコードされた、マ
ウス、キメラ、ヘテロキメラ、イヌ化またはネコ化抗体、フラグメント、および領域また
は抗体鎖を生産するための発現プラスミドを評価するのに、多数のアプローチを採用する
ことができる（Glover、1985、上記；Ausubel、1993、上記；Sambrook、2001、上記；Col
ligan等編、Current Protocols in Immunology、John Wiley & Sons、ニューヨーク州ニ
ューヨーク（1994～2001）；Colligan等編、Current Protocols in Protein Science、Jo
hn Wiley & Sons、ニューヨーク州ニューヨーク（1997～2001）を参照）。
【０１２７】
　宿主の哺乳動物細胞は、インビトロまたはインビボで増殖させてもよい。哺乳動物細胞
では、免疫グロブリンのタンパク質分子に、リーダーペプチドの除去、Ｈ鎖およびＬ鎖の
フォールディングおよび組立、抗体分子のグリコシル化、および機能的な抗体タンパク質
の分泌などの翻訳後修飾が行われる。
【０１２８】
　抗体タンパク質を生産するための宿主として有用な可能性がある哺乳動物細胞としては
、上述のリンパ球由来細胞に加えて、線維芽細胞由来細胞、例えばＶｅｒｏ（ＡＴＣＣ　
ＣＲＬ８１）またはＣＨＯ－Ｋ１（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ６１）細胞が挙げられる。
【０１２９】
　哺乳動物細胞におけるクローニングした抗ＩＬ－３１ペプチドのＨ鎖およびＬ鎖遺伝子
の発現に多くのベクター系を利用することができる（上記のGlover、1985を参照）。様々
なアプローチによって完全なＨ２Ｌ２抗体を得ることができる。細胞内で完全な四量体Ｈ

２Ｌ２抗体および／または抗ＩＬ－３１ペプチドにＨ鎖およびＬ鎖が結合および連結でき
るように、同じ細胞中でＨ鎖およびＬ鎖を共に発現することが可能である。このような共
発現は、同じ宿主で同一または異なるプラスミドのいずれかを用いることによって起こる
可能性がある。Ｈ鎖およびＬ鎖の両方および／または抗ＩＬ－３１ペプチドに関する遺伝
子を同じプラスミドに配置して、細胞にトランスフェクションすることにより、両方の鎖
を発現する細胞を直接的に選択することもできる。あるいは、細胞をまず一方の鎖、例え
ばＬ鎖をコードするプラスミドでトランスフェクションし、続いて得られた細胞系を第二
の選択マーカーを含むＨ鎖プラスミドでトランスフェクションしてもよい。いずれかの経
路を介して抗ＩＬ－３１ペプチドおよび／またはＨ２Ｌ２分子を生産する細胞系は、強化
された特性（例えば組み立てられたＨ２Ｌ２抗体分子のより高い生産）を有する、または
トランスフェクションされた細胞系において強化された安定性を有する細胞系を生成する
ために、追加の選択マーカーと共にペプチド、Ｈ鎖、Ｌ鎖、またはＨ鎖およびＬ鎖の追加
のコピーをコードするプラスミドでトランスフェクションすることもできる。
【０１３０】
　長期にわたる組換え抗体の高収量の生産のために、安定な発現が用いられる可能性があ
る。例えば抗体分子を安定して発現する細胞系を加工してもよい。ウイルスの複製起源を
含む発現ベクターを用いるのではなく、宿主細胞は、免疫グロブリン発現カセットおよび
選択マーカーで形質転換してもよい。外来ＤＮＡを導入した後、加工された細胞を強化培
地中で１～２日増殖させ、その後、選択培地で交換した。組換えプラスミド中の選択マー
カーは選択に対する耐性を付与し、さらに細胞が安定してプラスミドを染色体に統合させ
て、増殖により増殖巣が形成されるようにすることができ、その後クローニングして細胞
系に発展させることが可能である。このような加工された細胞系は、抗体分子と直接的ま
たは間接的に相互作用する化合物／要素のスクリーニングおよび評価において特に有用な
場合がある。
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【０１３１】
　本発明の抗体が生産されたら、本発明の抗体は、当業界公知のあらゆる免疫グロブリン
分子の精製方法によって、例えばクロマトグラフィー（例えば、イオン交換、親和性、具
体的には、プロテインＡおよびサイズ除去カラムクロマトグラフィー後の特異的な抗原へ
の親和性）、遠心分離、溶解度差（differential solubility）、またはその他のあらゆ
る標準的なタンパク質精製技術によって精製することができる。多くの実施態様において
、抗体は、細胞から培地に分泌され、培地から回収される。
【０１３２】
　医薬用途
本発明の抗ＩＬ－３１抗体またはペプチドは、例えばイヌおよびネコなどのコンパニオン
アニマルにおける掻痒性および／またはアレルギー状態の治療に使用することができる。
より具体的には、本発明はさらに、医薬的に許容されるキャリアーまたは希釈剤、および
活性成分として本発明に係る抗体またはペプチドを含む医薬組成物を提供する。本抗体は
、本発明に係るキメラ、ヘテロキメラ、イヌ化またはネコ化抗体であってもよい。無傷の
免疫グロブリンまたはそれらの結合フラグメント、例えばＦａｂも想定される。本発明の
抗体およびそれらの医薬組成物は、非経口投与、例えば皮下、筋肉内または静脈内投与す
るのに有用である。
【０１３３】
　本発明の抗ＩＬ－３１抗体および／またはペプチドは、個別の治療剤として用途しても
よいし、あるいは他の治療剤と組み合わせて投与してもよい。これらは単独で投与するこ
とができるが、一般的には選択された投与経路および標準的な製薬上の実施に基づき選択
された製剤用キャリアーと共に投与される。
【０１３４】
　本明細書において開示された抗体の投与は、あらゆる適切な手段によって、例えば非経
口的な注射（例えば腹膜内、皮下または筋肉内注射）、経口的に、または気道表面への本
抗体（典型的には医薬製剤中に包含される）の局所投与によって行うことができる。気道
表面への局所投与は、鼻腔内投与（例えばドロッパー、綿棒、または吸入器の使用による
）によって行うことができる。本抗体の気道表面への局所投与はまた、吸入による投与に
よって行うこともでき、例えば、吸入に適した本抗体を含む医薬製剤粒子（固体粒子およ
び液体粒子の両方がある）をエアロゾル懸濁液として形成し、この吸入に適した粒子を被
検体に吸入させることによって行うこともできる。吸入に適した医薬製剤粒子を投与する
ための方法および器具はよく知られており、あらゆる従来の技術を用いることができる。
経口投与は、例えば摂取しやすい液体または固形製剤の形態でなされてもよい。
【０１３５】
　いくつかの望ましい実施態様において、本抗体は、非経口的な注射によって投与される
。非経口投与の場合、抗ＩＬ－３１抗体またはペプチドは、医薬的に許容される非経口用
の基剤と共に、溶液、懸濁液、エマルジョンまたは凍結乾燥粉末として製剤化することが
できる。このような基剤は、例えば、水性キャリアーなどの許容できるキャリアー中に溶
解した本抗体またはそれらのカクテルの溶液であってもよく、このような基剤としては、
水、塩類溶液、リンゲル液、デキストロース溶液、トレハロースもしくはスクロース溶液
、または５％血清アルブミン、０．４％塩類溶液、０．３％グリシンなどが挙げられる。
またリポソームおよび不揮発性油などの非水性基剤も用いることができる。これらの溶液
は滅菌されており、一般的には微粒子状の物質を含まない。これらの組成物は、従来のよ
く知られている滅菌技術によって滅菌してもよい。本組成物は、生理学的条件を所定値に
近づけるのに必要な医薬的に許容される補助剤を含んでいてもよく、このような補助剤は
、ｐＨ調節剤および緩衝剤、毒性を調整する物質などであり、例えば酢酸ナトリウム、塩
化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム、乳酸ナトリウムなどがある。これらの調
合物中の抗体の濃度は、広範囲に様々であってよく、例えば約０．５質量％未満、通常は
約１質量％、または少なくとも約１質量％から最大１５質量％または２０質量％であり、
このような濃度は、主として流体の体積、粘度などに基づき、選択された具体的な投与様
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式に従って選択されると予想される。基剤または凍結乾燥粉末は、等張性を維持する添加
剤（例えば塩化ナトリウム、マンニトール）、ならびに化学的安定性を維持する添加剤（
例えば緩衝剤、および保存剤）を含んでいてもよい。調合物は、一般的に使用される技術
によって滅菌される。
【０１３６】
　非経投与可能な組成物を製造する実際の方法は、公知であるか、あるいは当業者にとっ
ては明白であると予想されるが、例えばREMINGTON’S PHARMA. SCI. （第15版、Mack Pub
. Co.、ペンシルバニア州イーストン、1980）でより詳細に説明されている。
【０１３７】
　本発明の抗体は、貯蔵のために凍結乾燥して、使用前に適切なキャリアーで再溶解する
ことができる。この技術は、従来の免疫グロブリンで有効であることが示されている。あ
らゆる適切な凍結乾燥および再溶解技術を用いることができる。当業者であれば理解して
いるものと思われるが、凍結乾燥および再溶解は程度の差はあるが抗体活性を損失させる
可能性があるため、それを補うために使用レベルを調節する必要がある。
【０１３８】
　本発明の抗体またはそれらのカクテルを含む組成物は、すでに罹患した疾患の再発予防
および／または治療的処置のために投与することができる。適切な製剤用キャリアーは、
この分野の標準的な参考書であるREMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCESの最新版で説明
されている。
【０１３９】
　治療用途において、組成物は、すでに疾患に罹患した被検体に、疾患およびその合併症
を治癒させる、または少なくとも部分的に停止または緩和するのに十分な量で投与される
。これを達成するのに十分な量は、「治療上有効な用量」または「治療有効量」と定義さ
れる。このような使用に有効な量は、疾患の重症度、および被検体自身の免疫系の全身状
態によって決まると予想されるが、一般的には抗体約０．１ｍｇ／ｋｇ体重～抗体約１０
ｍｇ／ｋｇ体重の範囲であり、好ましくは抗体約０．３ｍｇ／ｋｇ体重～抗体約５ｍｇ／
ｋｇ体重の範囲である。異質な物質を最小化して、本発明のイヌ様およびネコ様抗体によ
って生じる「外来物質」による拒絶反応が起こる確率を低くすることを考慮して、これら
の抗体を実質的に過量で投与することも可能である。
【０１４０】
　当然ながら、投与量は、特定の物質の薬力学的な特徴、ならびにその投与様式および経
路；レシピエントの年齢、健康状態、および体重；症状の性質および程度、併用療法の種
類、治療の頻度、ならびに所望の効果などの公知の要因に応じて様々であると予想される
。
【０１４１】
　非限定的な例として、イヌまたはネコにおけるＩＬ－３１関連の病理の治療は、本発明
の抗ＩＬ－３１抗体を上述の用量範囲で２週間に１回または月１回の投与により行うこと
ができる。
【０１４２】
　イヌまたはネコの治療用途のための抗体の例は、有力なインビボでの抗ＩＬ－３１活性
を有する、高親和性を有する（高い結合活性も有する）本発明に係る抗体、ならびにそれ
らのフラグメント、領域、および誘導体である。
【０１４３】
　本組成物の１回または複数回の投与は、治療を行う獣医師によって選択される用量レベ
ルおよびパターンを用いて行うことができる。いずれの場合においても、医薬製剤は、被
検体を効果的に治療するのに十分な量の本発明の抗体（複数可）を供給するものと予想さ
れる。
【０１４４】
　診断用途
本発明はまた、掻痒性および／またはアレルギー状態を有することがわかっている、また
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はその疑いのあるコンパニオンアニマルにおいてＩＬ－３１を検出する診断方法に使用す
るための上記の抗ＩＬ－３１抗体およびペプチドも提供する。
【０１４５】
　本発明の抗ＩＬ－３１抗体および／またはペプチドは、サンプル中のＩＬ－３１または
抗ＩＬ－３１抗体を検出または定量するイムノアッセイに有用である。ＩＬ－３１のため
のイムノアッセイは、典型的には、ＩＬ－３１に選択的に結合できる検出可能に標識され
た高親和性（または高結合活性）を有する本発明の抗ＩＬ－３１抗体またはポリペプチド
の存在下で、臨床サンプルまたは生体サンプルをインキュベートすること、およびサンプ
ル中で結合した標識されたペプチドまたは抗体を検出することを含む。様々な臨床的な分
析手法が当業界公知である。例えば、IMMUNOASSAYS FOR THE 80’S （Voller等編、Univ.
 Park、1981）を参照されたい。このようなサンプルとしては、組織生検、血液、血清、
および糞サンプル、または被検動物から回収され、以下で説明されているようにしてＥＬ
ＩＳＡ解析で処理された液体が挙げられる。
【０１４６】
　いくつかの実施態様において、抗原の抗体への結合は、固体支持体を使用しないで検出
される。例えば、抗原の抗体への結合は、液状で検出が可能である。
【０１４７】
　その他の実施態様において、抗ＩＬ－３１抗体またはポリペプチドは、例えば細胞、細
胞粒子または可溶性タンパク質を固定できるニトロセルロースまたはその他の固体支持体
に固定できる。次に支持体を適切な緩衝液で洗浄し、続いて検出可能に標識されたＩＬ－
３１特異的ペプチドまたは抗体で処理する。次に固相支持体を緩衝液で２回洗浄して、未
結合のペプチドまたは抗体を除去することができる。次に固体支持体に結合した標識の量
を公知の方法の工程により検出することができる。
【０１４８】
　「固相支持体」または「キャリアー」は、ペプチド、抗原または抗体と結合できるあら
ゆる支持体を指す。よく知られた支持体またはキャリアーとしては、ガラス、ポリスチレ
ン、ポリプロピレン、ポリエチレン、ポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）、デキストラン
、ナイロン、アミラーゼ、天然および変性セルロース、ポリアクリルアミド、アガロース
、ならびに磁鉄鉱が挙げられる。キャリアーの性質は、本発明の目的に応じてある程度の
可溶性を有していてもよいし、または不溶性でもよい。支持体の材料は、カップリングさ
れる分子がＩＬ－３１または抗ＩＬ－３１抗体に結合できるのであれば、実質的にどのよ
うな可能性のある構造的な形状を有していてもよい。従って、支持体の形状は、ビーズの
ような球状であってもよいし、または試験管の内部表面もしくはロッドの外面のような円
柱形であってもよい。あるいは、表面は、シート、培養皿、試験ストリップ等のように平
坦であってもよい。例えば、支持体としては、ポリスチレンビーズが挙げられる。当業者
であれば、抗体、ペプチドまたは抗原と結合させるためのその他多くの適切なキャリアー
について認識しているか、あるいは慣例的な実験によってそれらを確認することもできる
。
【０１４９】
　よく知られている方法工程により、所定の多くの抗ＩＬ－３１ペプチドおよび／または
抗体の結合活性を決定することができる。当業者であれば、慣例的な実験によって、効果
的で最適な分析条件を決定することができる。
【０１５０】
　ＩＬ－３１特異的ペプチドおよび／または抗体の検出可能な標識付けは、酵素免疫検査
法（ＥＩＡ）または酵素結合免疫吸着検査法（ＥＬＩＳＡ）に使用するための酵素を連結
させることによって達成することができる。連結された酵素が露出した基質と反応して、
例えば分光光度、蛍光または可視的な手段によって検出可能な化学成分を生成する。本発
明のＩＬ－３１特異的抗体を検出可能に標識するのに用いることができる酵素としては、
これらに限定されないが、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ、ブドウ球菌のヌクレアーゼ、デル
タ－５－ステロイドイソメラーゼ、酵母アルコール脱水素酵素、アルファ－グリセロリン
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酸デヒドロゲナーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、ホースラディッシュペルオキシダ
ーゼ、アルカリホスファターゼ、アスパラギナーゼ、グルコースオキシダーゼ、ベータ－
ガラクトシダーゼ、リボヌクレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース－６－リン
酸デヒドロゲナーゼ、グルコアミラーゼ、およびアセチルコリンエステラーゼが挙げられ
る。
【０１５１】
　ＩＬ－３１特異的抗体を放射性によって標識付けすることにより、ラジオイムノアッセ
イ（ＲＩＡ）を使用してＩＬ－３１を検出することが可能である。Work等、LAB. TECHNIQ
UES & BIOCHEM.1N MOLEC. Bio. （No. Holland Pub. Co.、ニューヨーク州、1978）を参
照されたい。放射性同位体は、ガンマカウンター、またはシンチレーションカウンター、
またはオートラジオグラフィーの使用などの手段によって検出できる。本発明の目的に特
に有用な同位体としては、３Ｈ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、および１２５Ｉ
が挙げられる。
【０１５２】
　またＩＬ－３１特異的抗体を蛍光化合物で標識することも可能である。蛍光標識された
抗体が適切な波長の光に晒されると、蛍光によってその存在を検出することができる。最
も一般的に使用される蛍光標識化合物のなかでも特に、フルオレセインイソチオシアネー
ト、ローダミン、フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタル
アルデヒド、およびフルオレサミンが挙げられる。
【０１５３】
　またＩＬ－３１特異的抗体は、１２５Ｅｕまたはランタニド系列の金属などの蛍光を放
出する金属を用いても検出可能に標識することができる。これらの金属は、ジエチレント
リアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）またはエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）のような金属キ
レート基を用いてＩＬ－３１特異的抗体に取り付けることができる。
【０１５４】
　またＩＬ－３１特異的抗体は、化学発光化合物にカップリングすることによっても検出
可能に標識することができる。続いて化学発光によって標識された抗体の存在は、化学反
応中に発生した発光の存在を検出することによって決定される。有用な化学発光によって
標識付けする化合物の例は、ルミノール、イソルミノール、テロマティック（theromatic
）アクリジニウムエステル、イミダゾール、アクリジニウム塩、およびシュウ酸エステル
である。
【０１５５】
　同様に、生物発光化合物も、本発明のＩＬ－３１特異的抗体、部分、フラグメント、ポ
リペプチド、または誘導体を標識するのに用いることができる。生物発光とは、触媒タン
パク質によって化学発光反応の効率が高められる生物系において見出される化学発光の一
種である。生物発光タンパク質の存在は、発光の存在を検出することによって決定される
。標識付けの目的で重要な生物発光化合物は、ルシフェリン、ルシフェラーゼ、およびエ
クオリンである。
【０１５６】
　ＩＬ－３１特異的抗体、部分、フラグメント、ポリペプチド、または誘導体の検出は、
例えば検出可能な標識が放射性ガンマ放出体である場合はシンチレーションカウンターで
、または例えば標識が蛍光物質である場合は蛍光測定器で達成することができる。酵素標
識のケースにおいて、検出は、その酵素の基質を用いる比色法によって達成することがで
きる。また検出は、同様に調製された標準と比べた基質の酵素反応の程度の視覚的な比較
によっても達成することができる。
【０１５７】
　本発明の目的について、上記の分析で検出されるＩＬ－３１は、生体サンプル中に存在
していてもよい。ＩＬ－３１を含むあらゆるサンプルを用いることができる。例えばサン
プルは、例えば例えば血液、血清、リンパ液、尿、便、炎症性滲出液、髄液、羊水、組織
抽出物またはホモジネートなどの生体液である。本発明は、これらのサンプルを用いた分
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析のみに限定されず、本発明の観点から、当業者であればその他のサンプルを使用できる
ような適切な条件を決定することも可能である。
【０１５８】
　インサイチュでの検出は、被検動物から組織標本を採取して、このような標本に本発明
の標識された抗体の組み合わせを供給することによって達成することができる。標識され
た抗体（または部分）を生体サンプルに塗布するか、または生体サンプル上に載せること
によって、本抗体（またはそれらの部分）を供給してもよい。このような手順を用いて、
試験された組織中のＩＬ－３１の存在だけでなくＩＬ－３１の分布も決定することが可能
である。当業者であれば容易に理解できるものと思われるが、本発明を用いる際、このよ
うなインサイチュでの検出を達成するために多種多様の組織学的な方法（例えば染色手順
）はいずれも改変することができる。
【０１５９】
　本発明の抗体、フラグメントまたは誘導体は、「二部位（two-site）」または「サンド
イッチ」分析としても知られているイムノメトリック分析での使用に適用することができ
る。典型的なイムノメトリック分析では、所定量の非標識抗体（または抗体フラグメント
）を、試験される流体中で不溶性の固体支持体に結合させ、所定量の検出可能に標識され
た可溶性の抗体を添加することにより、固相抗体、抗原、および標識された抗体で形成さ
れた三元複合系の検出および／または定量化が可能になる。
【０１６０】
　本抗体を用いて、サンプル中のＩＬ－３１を定量的または定性的に検出したり、あるい
はＩＬ－３１を発現する細胞の存在を検出したりすることができる。これは、蛍光標識さ
れた抗体（以下参照）を用いる免疫蛍光法の技術と、蛍光顕微鏡検査法、フローサイトメ
トリーまたは蛍光による検出とを併用することによって達成することができる。診断目的
では、本抗体は、標識されていてもよいし、または標識されていなくてもよい。非標識抗
体は、イヌまたはネコ免疫グロブリンの定常領域に特異的な抗体などの本抗体と反応性を
有するその他の標識抗体（二次抗体）と組み合わせて用いることができる。あるいは、本
抗体は、直接標識されていてもよい。多種多様の標識を用いることができ、このような標
識としては、例えば、放射性核種、蛍光物質、酵素、酵素基質、酵素補因子、酵素阻害剤
、リガンド（特にハプテン）などが挙げられる。多数のタイプのイムノアッセイ、例えば
以前に考察されたイムノアッセイなどが利用可能であり、当業者によく知られている。
【０１６１】
　一実施態様において、ＩＬ－３１を検出するための診断方法は、ラテラルフローイムノ
アッセイ試験である。またこれは、免疫クロマトグラフィー分析、ラピッドイムノミグレ
ーション（Rapid ImmunoMigration）（ＲＩＭＴＭ）またはストリップ試験としても知ら
れている。ラテラルフローイムノアッセイは、実質的に、試験ストリップの様式に合わせ
て単一の軸に沿って稼働するように適合させたイムノアッセイである。この技術の多数の
バリエーションが市販品に開発されてきたが、これらはいずれも同じ基本原理に従って稼
働する。典型的な試験ストリップは、以下の構成要素からなる：（１）サンプルパッド－
試験サンプルを載せる吸収パッド；（２）結合体または試薬パッド－これは、着色された
粒子（通常はコロイド金粒子またはラテックスマイクロスフェア）に結合した標的分析物
に特異的な抗体を含む；（３）反応膜－典型的には、疎水性ニトロセルロースまたは酢酸
セルロース膜であって、その上に捕獲ゾーンまたは試験ラインとして抗標的分析物である
抗体が膜全体に列になって固定される（また結合抗体に特異的な抗体を含むコントロール
ゾーンが存在していてもよい）；および（４）ガーゼ芯（wick）または廃棄物の貯蔵容器
－毛管現象によって反応膜全体からサンプルを吸い出してそれを回収するように設計され
たさらなる吸収パッド。ストリップの構成要素は、通常は不活性な裏張り材に固定されて
おり、簡単なディップスティックの様式で存在していてもよいし、あるいは捕獲を表示す
るサンプルポートおよび反応ウィンドウ、ならびにコントロールゾーンと共にプラスチッ
クの包装材料内に存在していてもよい。
【０１６２】
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　微生物学的試験に用いられるラテラルフローイムノアッセイには、２つの主要なタイプ
、すなわち二重抗体サンドイッチ分析と競合分析とがある。二重抗体サンドイッチ様式で
は、サンプルは、サンプルパッドから結合体パッドを通って移動し、そこで存在するあら
ゆる標的分析物が、結合体に結合すると予想される。次にサンプルは膜を通って移動し続
け、捕獲ゾーンに到達し、そこで標的／結合体複合体が固定された抗体に結合して膜上に
目に見えるラインを形成すると予想される。次にサンプルはストリップに沿ってコントロ
ールゾーンに到達するまでさらに移動し、コントロールゾーンでは、過量の結合体が結合
して膜上に第二の目に見えるラインを形成すると予想される。このコントロールラインは
、サンプルが目的通りに膜を通って移動したことを示す。膜上の２本の明確なラインは、
結果が陽性であることを示す。コントロールゾーン中の１本のみのラインは、結果が陰性
であることを示す。競合分析は、結合体パッドが、予め標的分析物またはその類似体に結
合している抗体を含むという点で二重抗体サンドイッチ様式とは異なる。サンプル中に標
的分析物が存在する場合、標的分析物は結合体とは結合せず、従って、標的分析物は標識
されないままになると予想される。サンプルが膜に沿って移動して、捕獲ゾーンに到達す
ると、過量の非標識分析物が固定された抗体と結合して、結合体の捕獲をブロックし、目
に見えるラインが形成されないようになると予想される。次に未結合の結合体がコントロ
ールゾーンで本抗体に結合して、目に見えるコントロールラインを形成すると予想される
。膜上の１本のみのコントロールラインは、結果が陽性であることを示す。捕獲およびコ
ントロールゾーン中の２本の目に見えるラインは、結果が陰性であることを示す。しかし
ながら、過量の非標識標的分析物が存在しない場合、捕獲ゾーンで薄いラインが形成され
る可能性があり、これは、結果が決定的ではないことを示す。ラテラルフロー技術には多
数のバリエーションがある。膜上の捕獲ゾーンは、抗体の代わりに（標的分析物に応じて
）固定化した抗原または酵素を含んでいてもよい。また複数の捕獲ゾーンを用いてマルチ
プレックス試験を作成することも可能である。例えば、ＥＨＥＣ志賀毒素ＳＴ１およびＳ
Ｔ２の両方を同じサンプル中で別々に検出できる市販の試験ストリップが開発されている
。
【０１６３】
　重要なことに、本発明の抗体は、イヌまたはネコにおける掻痒および／またはアレルギ
ーを診断することにおいて有用である可能性がある。より具体的には、本発明の抗体は、
コンパニオンアニマルにおけるＩＬ－３１の過剰発現を確認することが可能である。従っ
て、本発明の抗体は、重要な免疫組織化学ツールを提供する可能性がある。
【０１６４】
　本発明の抗体は、遺伝子発現プロファイルを測定するのに極めて適切な抗体アレイに用
いることができる。
【０１６５】
　キット
本発明の方法を実施するためのキットも本発明の範囲内である。本キットは、少なくとも
１種またはそれより多くの本発明の抗体、それをコードする核酸、またはそれを含む細胞
を含む。一実施態様において、本発明の抗体は、通常は凍結乾燥した形態で容器中に供給
されていてもよい。本抗体は、標識または毒素に結合していてもよいし、あるいは結合し
ていなくてもよく、本抗体は、典型的には、トリス、リン酸塩、炭酸塩などの緩衝剤、安
定剤、殺生剤、不活性タンパク質、例えば血清アルブミンまたは同種のものと共に本キッ
ト中に含まれる。一般的に、これらの材料は、活性な抗体の量に基づき５質量％未満で存
在すると予想され、通常は、この場合は抗体濃度に基づき、少なくとも約０．００１質量
％の総量で存在する。活性成分を希釈するために不活性な増量剤または賦形剤を含むこと
が望ましいことが多く、このような場合、賦形剤は、組成物総量の約１質量％～９９質量
％で存在していてもよい。分析に一次抗体に結合できる二次抗体が用いられる場合、この
ような二次抗体は、通常は別個のバイアル中に存在すると予想される。二次抗体は典型的
には標識と結合しており、上述の抗体の製剤化と類似した方法で製剤化される。本キット
はさらに、一般的には、一連の使用説明書も含むと予想される。
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【０１６６】
　一実施態様において、本発明に係るキットは、サンプル中のイヌまたはネコＩＬ－３１
タンパク質を検出するのに有用な試験ストリップキット（ラテラルフローイムノアッセイ
キット）である。このような試験ストリップは、典型的には、試験サンプルを載せるサン
プルパッド；イヌまたはネコＩＬ－３１特異的抗体を含む結合体または試薬パッド（ここ
で抗体が着色された粒子（通常はコロイド金粒子）に結合する）；捕獲ゾーンまたは試験
ラインとして抗ＩＬ－３１抗体が膜全体に列になって固定される反応膜（また結合抗体に
特異的な抗体を含むコントロールゾーンが存在していてもよい）；および毛管現象によっ
て反応膜全体からサンプルを吸い出してそれを回収するように設計されたさらなる吸収パ
ッドを含むと予想される。試験ストリップキットはさらに、一般的に、使用のための指示
書も含むと予想される。
【０１６７】
　以下、非限定的な実施例により本発明をさらに説明する。
【実施例】
【０１６８】
　実施例１　イヌインターロイキン３１（ＩＬ－３１）を認識するマウスモノクローナル
抗体の同定
クロモス・エース（CHROMOS ACE）（人工染色体発現（Artificial Chromosome Expressio
n））システム（クロモス・モレキュラー・システムズ社（Chromos Molecular Systems, 
Inc.）、ブリティッシュコロンビア州バーナビー）を用いて、ＣＨＯ細胞で組換えイヌＩ
Ｌ－３１を作製し、配列番号３２で示される配列を有する分泌されたイヌＩＬ－３１タン
パク質を生成した。このタンパク質は、配列番号３３で示されるヌクレオチド配列によっ
てコードされる。４００ｍｌの細胞培養（ＣＨＯ細胞系）からの調整培地を得て、１０倍
量のＱＡ緩衝液（２０ｍＭのｐＨ８．０のトリス、２０ｍＭのＮａＣｌ）に対して４．５
時間透析した。透析した培地を０．２μｍでろ過し、ＱＡ緩衝液で前もって平衡化したＳ
ＯＵＲＣＥ（商標）Ｑカラム（ＧＥヘルスケア（GE Healthcare）、ウプサラ、スウェー
デン）に１ｍｌ／分でローディングした。多段階の直線的濃度勾配を用いてタンパク質を
溶出させた。ＩＬ－３１の大半が素通り（ＦＴ）分画中に残り、濃度勾配の初期で少量の
ＩＬ－３１が溶出した。タンパク質の同一性を、トリプシン消化物のウェスタン免疫ブロ
ッティングおよび質量スペクトル（ＭＳ）解析によって前もって確認した。ＦＴ分画中の
タンパク質を４～５倍に濃縮し、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）に対して４℃で一晩透
析した。ＰＢＳに透析した後、タンパク質の安定性をチェックした。４℃で数日経った後
、沈殿は観察されず、タンパク質分解も観察されなかった。Ｎ－グリコシダーゼＦを用い
た脱グリコシル化実験により、タンパク質が濃縮されてＳＤＳ－ＰＡＧＥで約１５ｋＤａ
の単一のバンドを得た。標準としてウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を用いたビシンコニン
酸分析（ＢＣＡ分析）（サーモフィッシャー・サイエンティフィック社（ThermoFisher S
cientific, Inc.）、イリノイ州ロックフォード）を用いてタンパク質濃度を決定した。
タンパク質溶液をアリコートに分け、急速冷凍し（液体Ｎ２）、－８０℃で保存した。
【０１６９】
　ＣＨＯ細胞で生産された組換えイヌＩＬ－３１による雌ＣＦ－１マウスの標準的な免疫
化を用いて、マウスモノクローナル抗体を同定した。酵素結合免疫吸着検査法（ＥＬＩＳ
Ａ）を用いて免疫化されたマウスからの力価を決定した。イヌＩＬ－３１（５０ｎｇ／ウ
ェル）をポリスチレンマイクロプレートに固定し、捕獲抗原として用いた。０．０５％ト
ゥイーン（tween）－２０を含むリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳＴ）で免疫化されたマウ
スからの血清を希釈した。マウス抗イヌＩＬ－３１抗体の存在を、ホースラディッシュペ
ルオキシダーゼ（ＨＲＰ）結合ヤギ抗マウス二次抗体（キルケガー＆ペリー・ラボラトリ
ーズ社（Kirkegard & Perry Laboratories, Inc.）（KPL, Inc.）、メリーランド州ゲイ
ザースバーグ）で検出した。発色性基質（シュアブルー・リザーブＴＭＢ１-コンポーネ
ント・マイクロウェル・ペルオキシダーゼ基質（SureBlue Reserve TMB １-Component Mi
crowell Peroxidase Substrate）、ＫＰＬ社、メリーランド州ゲイザースバーグ）を添加
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し、室温（ＲＴ）で１０分インキュベートした後、１００μＬの０．１ＮのＨＣｌを添加
して反応を止めた。各ウェルの吸光度を４５０ｎｍの光学密度（ＯＤ）で決定した。図６
に、イヌＩＬ－３１で免疫化された個々のマウスの抗体反応を要約する。マウス３および
４からのドナー脾細胞のプールを融合に使用した。融合し、ダイレクトＥＬＩＳＡで抗Ｉ
Ｌ－３１結合に関してスクリーニングした後、増殖および抗ＩＬ－３１活性の二次スクリ
ーニングのために１００ウェルを選択した。二次スクリーニングにより、８１種の融合体
が抗ＩＬ－３１抗体を生産する能力を保持していたことが確認された。これらの８１種の
候補からの凍結細胞ストックおよび上清をさらなる評価のために保存した。
【０１７０】
　阻害活性を有する候補を同定するために、８１種の上清全てを、細胞ベースの分析にお
いてＩＬ－３１介在ｐＳＴＡＴシグナル伝達に影響を与えるそれらの能力について評価し
た。この細胞ベースの分析では、１０ｎｇ／ｍＬのイヌガンマインターフェロン（Ｒ＆Ｄ
システムズ（R&D Systems）、ミネソタ州ミネアポリス）で２４時間前処理し、ＩＬ－３
１受容体発現を高めるためにＩＬ－３１処理前に２時間血清欠乏状態にしたイヌＤＨ－８
２単球細胞で、ｐＳＴＡＴシグナル伝達を測定した。この前処理の後、組換えイヌＩＬ－
３１を１μｇ／ｍＬで５分間添加し、アルファ・スクリーン（Alpha Screen）技術（パー
キン・エルマー（Perkin Elmer）、マサチューセッツ州ウォルサム）を用いてＳＴＡＴリ
ン酸化を評価した。ハイブリドーマ上清中の抗体濃度および純度はわからないため、１：
２または１：２０の上清希釈率を用いて１μｇ／ｍｌのＩＬ－３１と共に１時間インキュ
ベートした後、これらの上清を、ＳＴＡＴリン酸化を阻害する能力に関して定性的に測定
した。この実験により、未処理のウェルと比較してＳＴＡＴリン酸化の５０％より多くが
阻害された３１種の上清を同定し、続いて精製してさらに特徴付けした。
【０１７１】
　各モノクローナル抗体（ｍＡｂ）を精製して定量した後、３１種の抗体全てのＩＣ５０

値をＤＨ－８２細胞分析で評価した。エピトープビン（epitope bin）に基づく抗体クラ
スを定義するための得られたＩＣ５０値および競合ＥＬＩＳＡに基づき、表１に記載され
た３種の抗体、１１Ｅ１２、１９Ｄ０７、および３４Ｄ０３をさらなる特徴付けのために
選んで研究を進めた。
【０１７２】
【表１】

【０１７３】
　実施例２　１１Ｅ１２、１９Ｄ０７、および３４Ｄ０３抗体をコードするＤＮＡ配列
リボ核酸（ＲＮＡ）を、Ｒｎイージー（Rneasy）－ミニキット（キアゲン社（Qiagen, In
c.）、メリーランド州ジャーマンタウン）を製造元が説明しているようにして用いて、ハ
イブリドーマ細胞１１Ｅ１２、１９Ｄ０７、および３４Ｄ０３から単離した。各ハイブリ
ドーマからの１０００，０００個の凍結細胞を遠心分離で回収し、ＲＮＡを、プロトコー
ルで説明されている方法に従ってＲｎイージー・スピンカラムを用いて細胞溶解産物から
精製した。ＲＮＡを各カラムから溶出させ、即座に定量およびｃＤＮＡ調製に使用した。
ジーンクワント・プロ（GeneQuant pro）分光光度計（ＧＥヘルスケア（GE Healthcare）
、ウプサラ、スウェーデン）を用いてＲＮＡの吸光度を２６０ｎｍおよび２８０ｎｍで測
定することによって、ＲＮＡの収量および純度を解析した。単離後、残存したＲＮＡをさ
らなる使用のために－８０℃で保存した。
【０１７４】
　マウス免疫グロブリン（Ｉｇ）可変ドメインを増幅するために設計されたオリゴヌクレ
オチドプライマーを製造元の説明書（ＥＭＤケミカルズ社（EMDChemicals, Inc.）、ニュ
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ージャージー州ギブスタウン）に従って使用した。サーモスクリプトＲＴキット（インビ
トロジェン社、カリフォルニア州カールスバッド）を用いた逆転写（ＲＴ）によって、製
造元の説明書に従って全ハイブリドーマＲＮＡからｃＤＮＡを調製した。３’のＩｇ定常
領域プライマーを含む個々の反応チューブに、各ハイブリドーマからの２００～４００ｎ
ｇのＲＮＡを添加した。３’の定常Ｉｇプライマーは可変Ｉｇ領域の近位に位置しており
、マウス抗体の可変領域を含む第一の鎖のｃＤＮＡを転写すると予想される。各ハイブリ
ドーマＲＮＡについて、それぞれ３’定常重鎖および３’定常カッパ軽鎖プライマーを用
いてＲＴ反応を行った。
【０１７５】
　各ハイブリドーマからのｃＤＮＡをポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）でテンプレートと
して使用して、配列決定のために可変ＩｇＧ重鎖およびカッパ軽鎖ｃＤＮＡを増幅した。
マウスＩｇ可変ドメインのシグナル配列コード領域にアニールするように設計された縮重
５’プライマーまたはプライマープールを用いて各ＰＣＲで複数回の反応を行った。マウ
ス可変重鎖および可変軽鎖領域を増幅するための縮重プライマーまたはプライマープール
を用いて別のＰＣＲ反応を行った（図７）。エキスパンドハイフィディリティ（Expand H
igh Fidelity）ＤＮＡポリメラーゼキット（ロシュ・ダイアグノスティックス社（Roche 
Diagnostics Corp.）、インディアナ州インディアナポリス）を製造元のプロトコールに
従って用いて１μｌのｃＤＮＡ反応液でＰＣＲを行った。ＰＣＲの熱サイクルパラメータ
ーは以下の通りとした；９４℃で２分、３５サイクル（９４℃で１５秒、５５℃で３０秒
、７２℃で１分）、７２℃で７分。ＰＣＲで増幅したフラグメントを１％アガロースゲル
でのゲル電気泳動により分離し、キアゲンのゲル抽出キット（キアゲン社、メリーランド
州ジャーマンタウン）を用いて精製した。ｐＵＣ１９プラスミドへのクローニングを容易
にするために、重鎖および軽鎖可変領域のためのフォワードプライマーに、ＥｃｏＲＩま
たはＳａｌＩ（ニューイングランドバイオラボ（ＮＥＢ）社（New England Biolabs （NE
B）, Inc.）、マサチューセッツ州イプスウィッチ）部位を入れ、逆の重鎖および軽鎖可
変に、ＨｉｎｄＩＩＩ（ＮＥＢ社、マサチューセッツ州イプスウィッチ）を入れた。精製
したＰＣＲフラグメントおよびｐＵＣ１９プラスミドを上記の制限エンドヌクレアーゼで
３７℃で１～２時間消化した。消化後、ＰＣＲフラグメントを、キアクイック（Ｑｉａｑ
ｕｉｃｋ）ＰＣＲクリーンアップキット（キアゲン社、メリーランド州ジャーマンタウン
）を用いて精製した。消化したプラスミドを１％アガロースゲルでのゲル電気泳動により
分離し、キアゲンのゲル抽出キットを用いて精製した。可変ＩｇＧ重鎖およびカッパ軽鎖
ＤＮＡを含む精製したＰＣＲフラグメントを、Ｔ４ＤＮＡリガーゼおよびライゲーション
緩衝液（ＮＥＢ社、マサチューセッツ州イプスウィッチ）を用いて４℃で一晩、ｐＵＣ１
９プラスミドにライゲーションした。３μｌの各ライゲーション反応液を使用して、大腸
菌ＴＯＰ１０細胞（インビトロジェン社、カリフォルニア州カールスバッド）を形質転換
した。
【０１７６】
　プラスミドを、キアゲンのミニプレップキット（キアゲン２７１０６）を製造元のプロ
トコールに従って用いて各ハイブリドーマの可変領域を含む陽性クローンから単離した。
Ｍ１３フォワードおよびリバースプライマーを使用して、クローニングされたインサート
それぞれについて、ＤＮＡ配列をビッグダイ（BigDye）シーケンス反応（ライフ・テクノ
ロジーズ社（Life Technologies Corp.）に属するアプライド・バイオシステムズ（Appli
ed Biosystems）、カリフォルニア州カールスバッド）を製造元のプロトコールに従って
用いて増幅した。シーケンス反応物を、９６ウェルの精製キット（ザイモ・リサーチ（Zy
mo Research）、カリフォルニア州アーバイン）を製造元のプロトコールに従って用いて
精製した。サンプルをＡＢＩ－３７３０キャピラリーシーケンサーにローディングし、得
られた配列のトレースを、シーケンチャー（Sequencher）（ジーンコード（GeneCodes）
バージョン４．２）を用いて完全なオープンリーディングフレームの存在について解析し
た。各抗体で決定されたマウス抗イヌＩＬ－３１可変配列は以下の通りである：１１Ｅ１
２可変軽鎖（配列番号１９で示されるＭＵ－１１Ｅ１２－ＶＬ、それに対応する配列番号
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３４で示されるヌクレオチド配列）、１１Ｅ１２可変重鎖（配列番号２６で示されるＭＵ
－１１Ｅ１２－ＶＨ、それに対応する配列番号３５で示されるヌクレオチド配列）、１９
Ｄ０７可変軽鎖（配列番号２２で示されるＭＵ－１９Ｄ０７－ＶＬ、それに対応する配列
番号３６で示されるヌクレオチド配列）、１９Ｄ０７可変重鎖（配列番号２８で示される
ＭＵ－１９Ｄ０７－ＶＨ、それに対応する配列番号３７で示されるヌクレオチド配列）、
３４Ｄ０３可変軽鎖（配列番号２４で示されるＭＵ－３４Ｄ０３－ＶＬ、それに対応する
配列番号３８で示されるヌクレオチド配列）、および３４Ｄ０３可変重鎖（配列番号３０
で示されるＭＵ－３４Ｄ０３－ＶＨ、それに対応する配列番号３９で示されるヌクレオチ
ド配列）。
【０１７７】
　各抗体の可変重鎖および軽鎖から誘導されたｃＤＮＡ配列の有効性を確認するために、
アプライド・バイオシステムズ（Applied Biosystems）のモデル４９４の気相プロテイン
シーケンサーでエドマン分解を用いて、精製したｍＡｂタンパク質のＮ末端の配列解析を
行った。以下の表２に、抗体１１Ｅ１２および３４Ｄ０３の可変軽鎖配列、ならびに３４
Ｄ０３の可変重鎖配列についての証明を記載する。ｃＤＮＡ配列の翻訳により誘導された
抗体１１Ｅ１２の可変重鎖のＮ末端アミノ酸は、グルタミンと決定された。グルタミンは
、タンパク質のアミノ末端残基として、自発的に環化してエドマン分解による配列決定を
阻害するピログルタミン酸になる可能性がある（Chelius等、Anal Chem. 2006 78（7）：
2370～6）。
【０１７８】
【表２】

【０１７９】
　実施例３　１１Ｅ１２、１９Ｄ０７、および３４Ｄ０３キメラ抗体の構築
上述したように、抗体は、２つのヘテロ二量体タンパク質が対になったホモ二量体で構成
される。ヘテロ二量体の各タンパク質鎖（１つの重鎖および１つの軽鎖）は、可変ドメイ
ンおよび定常ドメインからなる。各可変ドメインは、抗原結合に寄与する３つの相補性決
定領域（ＣＤＲ）を含む。ＣＤＲは、可変ドメイン中でフレームワーク領域により分けら
れており、本抗体への結合部位の適切な空間的な場を提供する足場を提供する。まとめる
と、ＣＤＲおよびフレームワーク領域は、抗体と同種の抗原に結合する抗体の能力に寄与
する（図２）。
【０１８０】
　さらに上述したように、キメラ抗体は、イヌＩｇＧ分子の重鎖および軽鎖定常領域それ
ぞれにグラフト化された、（上記の配列解析から決定されたような）マウス抗体からの可
変配列（ＣＤＲおよびフレームワークの両方）からなる（図３）。可変ドメインは抗原結
合に関与するため、完全マウス可変ドメインのイヌ定常領域へのグラフトは、ＩＬ－３１
免疫原と結合する本抗体の能力にわずかしか作用しないか、あるいはまったく作用しない
と予想される。
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【０１８１】
　重鎖および軽鎖可変領域の正しい配列が同定されたことを確認して、同時に同質の組換
え物質を生産するために、哺乳動物発現系でキメラ抗体を生産する発現ベクターを作製し
た。フォワードおよびリバースプライマーを設計して、ハイブリドーマ１１Ｅ１２、１９
Ｄ０７、および３４Ｄ０３から誘導された抗体配列のマウス重鎖および軽鎖可変領域を増
幅した。哺乳動物細胞系からの組換え抗体の発現および分泌を容易にするために、各フォ
ワードプライマーに特有の制限エンドヌクレアーゼ部位、コザックコンセンサス配列、お
よび分泌リーダー配列を入れた。各リバースプライマーを設計して、それぞれの可変重鎖
および軽鎖を増幅し、クローニングを容易にするために特有の制限部位を入れた。各反応
のテンプレートとしてクローニングしたハイブリドーマ可変鎖抗体のＤＮＡを用いて、Ｐ
ＣＲを行って各重鎖および軽鎖を増幅した。各ＰＣＲ産物を、それぞれＧｅｎＢａｎｋ受
託番号ＡＦ３５４２６４またはＡＦ３５４２６５、およびＸＰ＿５３２９６２からの配列
に基づき、イヌＩｇＧ重鎖（本明細書ではＨＣ－６４またはＨＣ－６５と称される）また
は軽鎖（本明細書ではカッパと称される）定常領域のいずれかを含む哺乳動物発現プラス
ミドにクローニングした。ＨＣ－６４のアミノ酸およびヌクレオチド配列は、それぞれ配
列番号４０および４１で示される。ＨＣ－６５のアミノ酸およびヌクレオチド配列は、そ
れぞれ配列番号４２および４３で示される。カッパのアミノ酸およびヌクレオチド配列は
、それぞれ配列番号４４および４５で示される。ＣＭＶプロモーターの制御下に各重鎖お
よび軽鎖をコードするプラスミドを、標準的なリポフェクトアミン法を用いてＨＥＫ２９
３細胞にコトランスフェクションした。６日間発現させた後、キメラｍＡｂを、標準的な
タンパク質精製方法に従ってＭａｂセレクトＳｕＲｅ（MabSelect SuRe）プロテインＡ樹
脂（ＧＥヘルスケア（GE Healthcare）、ウプサラ、スウェーデン）を用いて３０ｍｌの
一時的にトランスフェクションしたＨＥＫ２９３ＦＳ細胞の上清から精製した。溶出した
分画をプールし、公称で１０，０００ＭＷカットオフのナノセップ・オメガ（Nanosep Om
ega）遠心装置（ポール社（Pall Corp.）、ニューヨーク州ポートワシントン）を用いて
約５００μｌに濃縮し、ｐＨ７．２の１×ＰＢＳ中で４℃で一晩透析し、さらなる使用の
ために４℃で保存した。
【０１８２】
　キメライヌＩｇＧの発現を、天然条件および変性条件下でＳＤＳポリアクリルアミド電
気泳動（ＳＤＳ　ＰＡＧＥ）を用いて評価した。各トランスフェクションからのモノクロ
ーナル抗体（ｍＡｂ）を、ＳＤＳ　ＭＥＳ泳動緩衝液を製造元（インビトロジェン社、カ
リフォルニア州カールスバッド）のプロトコールに従って用いて４～１２％のビストリス
ゲルで分離した。電気泳動後、タンパク質をシンプリーブルー（Simply Blue）クーマシ
ー染色（インビトロジェン社、カリフォルニア州カールスバッド）で可視化して、適切な
対形成が起こったことを確認し、粗生成物のタンパク質の均一性に関する評価を得た。組
換えｍＡｂがイヌＩＬ－３１と結合する能力を保持しているかどうかを評価するために、
ウェスタンブロットによって、イヌＩＬ－３１と結合するｍＡｂの能力を評価した。タン
パク質標準および組換えイヌＩＬ－３１（８００ｎｇ）を、インビトロジェンのｉブロッ
ト（iBlot）装置（インビトロジェン社、カリフォルニア州カールスバッド）を用いてニ
トロセルロースメンブレンに移したＳＤＳ　ＰＡＧＥで解析した。移した後、メンブレン
を蒸留した脱イオン水で洗浄し、０．０５％トゥイーン－２０（ＰＢＳＴ）を含むリン酸
緩衝生理食塩水中の５％脱脂粉乳（ＮＦＤＭ）で室温（ＲＴ）で１時間ブロックした。ブ
ロックした後、メンブレンをＰＢＳＴ中で洗浄し、一過性の発現から得られた上清を希釈
したしたもの、または精製したキメラ抗体のいずれかと共にインキュベートした。キメラ
抗体の結合を、ヤギ抗イヌＩｇＧ抗体ペルオキシダーゼ結合体（ベチル・ラボラトリーズ
社（Bethyl Laboratories Inc.）、テキサス州モンゴメリ、またはロックランド・イムノ
ケミカルズ社（Rockland, Immunochemicals, Inc.）、ペンシルベニア州ギルバーツビル
）を、ＰＢＳＴ中で１：５０００の希釈率で室温で１時間用いて評価した。ブロットにＴ
ＭＢ基質を添加した後、ＩＬ－３１結合の確認を、イヌＩＬ－３１のグリコシル化された
形態に相当する比色バンド（見かけの分子量は１５ｋＤａ）の存在によって決定した（Ｋ
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ＰＬ社、メリーランド州ゲイザースバーグ）。
【０１８３】
　ウェスタンブロットによってＨＥＫ２９３細胞からの発現と組換えイヌＩＬ－３１免疫
原への結合とを示すキメラｍＡｂを親和性および官能性についてさらに解析した。候補ｍ
ＡｂがＩＬ－３１と結合する親和性を特徴付けるために、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）
を、ビアコア（Biacore）のシステム（ビアコア・ライフサイエンス（Biocore Life Scie
nces）（ＧＥヘルスケア）、ウプサラ、スウェーデン）を用いて評価した。抗体を表面に
固定する際に起こる可能性がある差異のある表面処理に関連する親和性の差を回避するた
めに、ＩＬ－３１を直接表面に結合させる方法を用いた。Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド
（ＮＨＳ）／１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＣ
）の化学的方法を用いて５μｇ／ｍＬのＩＬ－３１にアミンをカップリングすることによ
って固定を達成した。チップをエタノールアミンでクエンチし、全ての候補ｍＡｂが固定
されたＩＬ－３１に結合する親和性を評価した。全ての曲線を１：１モデルにフィッティ
ングした。Ｅ－１１未満の親和性は、機器の検出の定量限界の下限よりも下である。
【０１８４】
　また２種の独立した様式での細胞ベースの分析において、全ての候補ｍＡｂは、ＩＬ－
３１シグナル伝達を阻害するそれらの能力についても評価された。コインキュベーション
の様式で、ｍＡｂ：ＩＬ－３１の複合体を１時間プレインキュベートして、細胞添加の前
に確実に複合体を形成した。ｍＡｂ同士をよりよく識別できるように、コインキュベート
せずにｍＡｂを細胞に５分で直接添加し、続いてＩＬ－３１を添加するという第二のセッ
トの実験を行った。いずれのケースでもＩＬ－３１の刺激は５分で行われた。以下の表３
で概説されるように、マウスモノクローナル１１Ｅ１２、１９Ｄ０７、および３４Ｄ０３
のイヌキメラ形態への変換は、それらのＩＬ－３１と結合する能力または細胞介在シグナ
ル伝達を阻害する能力にまったく影響を与えなかった。この結果から、各マウスハイブリ
ドーマから正しい可変重鎖および可変軽鎖配列が誘導されたことも実証される。
【０１８５】
【表３】

【０１８６】
　実施例４　キメラｍＡｂのインビボでの評価
ＤＨ－８２分析で観察されたＩＬ－３１介在細胞シグナル伝達の阻害が、イヌにおけるＩ
Ｌ－３１介在の掻痒の阻害と互いに関係があることを確認するために、ＩＬ－３１イヌ掻
痒モデルで、表３で上述したキメラ１１Ｅ１２モノクローナル抗体（キメラ１１Ｅ１２－
６４）を評価した。このモデルにおいて、イヌＩＬ－３１は、１～１．５μｇ／ｋｇの用
量で静脈内（ＩＶ）投与されると、一貫した掻痒性応答の迅速な開始をもたらし、この応
答は２時間の観察期間にわたり定量できる。掻痒性応答を評価するために、イヌを１つの
畜舎に入れ、ビデオ監視を用いて掻痒性活性の測定を行った。１時間以上の順応時間の後
、リアルタイムのビデオ監視を用いて基準の掻痒スコアを、分類的なスコアリングシステ
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ムを用いてイヌごとに決定した。具体的に言えば、連続１分のインターバル中に、各イヌ
で掻痒行動が提示されたかどうかに関して「はい／いいえ」の決定をなすことであった。
指示されたタイムインターバル中に「はい」の応答が引き出されるのは、脚、わき腹、お
よび／または肛門領域をなめる／噛む、脇腹、頚部を引っ掻く、および／または床に擦り
付ける（flooring）、頭を振る、ならびにケージの床で臀部を擦り付ける動作などの掻痒
行動が十分に示された場合であった。この期間の終了時に「はい」の決定の数を足して、
累積的な掻痒スコアインデックス（ＰＳＩ）とした。掻痒スコアを動物ごとに２回決定し
、そのうち１回目の測定は、被験物質の処理期間の開始直前の３０分に測定され、これを
基準スコアとした。計画された観察期間それぞれが終わった後、イヌを通常の居住場所に
戻した。
【０１８７】
　キメラ１１Ｅ１２－６４の皮下（ＳＣ）投与はＩＬ－３１介在の掻痒を阻害できるかど
うかを評価するために、処理グループとプラセボグループ（Ｎ＝４／グループ）との両方
を用いた予備試験（７６Ａ０３）を行った。この試験では、８匹のイヌ全てにおいて基準
の応答が達成され、イヌをランダムにグループ分けし、それらのＰＳＩに基づき飼育した
。各グループは、２匹の高い応答を示すもの（ＰＳＩ＞５５）、および２匹の中程度の応
答を示すもの（ＰＳＩ＝３０～５５）からなることが重要である。続いて７日目に、これ
らのイヌにキメラ１１Ｅ１２－６４を投与し、８、１４、および２２日目にＩＬ－３１で
攻撃した。図８にこの試験の結果を示す。これらの結果から、キメラ１１Ｅ１２－６４で
処理した動物の場合、キメラ１１Ｅ１２－６４の投与により、８および１４日目の平均Ｐ
ＳＩが１日目と比べて７５％よりも大きく減少したことが実証される。これは、未処理の
動物の場合ではＰＳＩスコアが３７～５１％増加したことと対照的である。ＰＳＩは、ｍ
Ａｂ処理後２週間で基準値に戻り、これは、０．３ｍｇ／ｋｇの用量を投与した場合の有
効性の持続時間は１～２週間であることを示唆している。
【０１８８】
　ＰＳＩを評価する際、イヌの掻痒行動が日によってばらばらであることが特に難題であ
る。このばらつきの制御を助けるために、ＩＬ－３１での攻撃前に毎日、イヌごとに３０
分の基準ＰＳＩを決定した。図９に、この試験（７６Ａ６０）に登録されたそれぞれのイ
ヌの掻痒スコアを示す。図９のデータは、キメラ１１Ｅ１２－６４で処理したグループに
おいて、８日目および１４日目の基準ＰＳＩは、ＩＬ－３１攻撃後のおよそ２５％であっ
たことを説明する。基準の観察期間（０．５時間）がＩＬ－３１後の観察期間（２時間）
の２５％であることから、この観察は、ＩＬ－３１に関連する掻痒を完全に阻害したこと
に等しい。総合すると、これらのインビボのデータから、１）キメラ１１Ｅ１２モノクロ
ーナルは、イヌにおいて掻痒を誘発するＩＬ－３１の能力を中和する可能性があること、
２）細胞ベースの分析におけるＩＬ－３１介在シグナル伝達の阻害は、インビボでの有効
性と互いに関係があること、および３）このようなｍＡｂ評価のためのＩＬ－３１モデル
を利用するのに必要なパラメーターは、他の候補抗体の評価のために確立されることとい
った極めて強い証拠が得られる。
【０１８９】
　実施例５　イヌ化の方法
抗薬物抗体（ＡＤＡ）の発生は、モノクローナル抗体を含むあらゆる生物学的治療用タン
パク質にとって有効性の損失に関連している。文献での総合的な評価では、免疫原性の完
全ヒトｍＡｂおよび非免疫原性キメラｍＡｂの例を見出すことができるが、モノクローナ
ル抗体の種分化はｍＡｂの免疫原性になる傾向を低減させる可能性があることが示されて
いる。本明細書で示されたマウス抗ＩＬ－３１モノクローナル抗体においてＡＤＡ形成に
関連するリスクの軽減を補助するために、イヌ化の方法が用いられた。このイヌ化の方法
は、ＣＤＲグラフティングにとって最適なイヌの生殖細胞系の抗体の配列を同定すること
に基づく（図４）。あらゆる利用可能なイヌの生殖細胞系の配列を重鎖および軽鎖の両方
について広範囲にわたり解析した後、それらのマウスｍＡｂに対する相同性に基づいて生
殖細胞系の候補を選択し、前駆マウスｍＡｂからのＣＤＲを使用して天然のイヌＣＤＲを
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置換した。その目的は、インビボにおける免疫原性の発生可能性を最小化するために、完
全なイヌフレームワークを用いて高親和性および細胞ベースの活性を保持することであっ
た。イヌ化ｍＡｂを発現させ、ウェスタンブロッティングによってＩＬ－３１と結合する
それらの能力について特徴付けた。実施例８でこれらの結果について説明する。イヌ化後
にＩＬ－３１と結合する能力を保持していたｍＡｂだけをさらなる特徴付けのために採用
した。ＩＬ－３１と結合する能力を失ったｍＡｂを系統的に分析して、１）機能の喪失に
関与する鎖、２）機能の喪失に関与するフレームワーク、および３）失われた機能に関与
するアミノ酸（複数可）を確認した。
【０１９０】
　実施例６　１１Ｅ１２、１９Ｄ０７、および３４Ｄ０３抗体のイヌ化
ｍＡｂの１１Ｅ１２、１９Ｄ０７、および３４Ｄ０３のイヌ化可変重鎖および軽鎖を含む
合成ヌクレオチドコンストラクトを作製した。イヌ重鎖またはカッパ定常領域それぞれを
含むプラスミドに各可変鎖をサブクローニングした後、プラスミドを、ＨＥＫ２９３細胞
で抗体を発現させるために共にトランスフェクションした。まとめると、ｍＡｂの１９Ｄ
０７および３４Ｄ０３はいずれも、イヌ化してもＩＬ－３１結合を保持していた。各抗体
で決定されたイヌ化抗イヌＩＬ－３１可変配列は、以下に示す通り、すなわち１９Ｄ０７
の可変軽鎖（配列番号２３で示されるＣＡＮ－１９Ｄ０７－ＶＬ－９９８－１、それに対
応する配列番号４６で示されるヌクレオチド配列）、１９Ｄ０７可変重鎖（配列番号２９
で示されるＣＡＮ－１９Ｄ０７－ＶＨ－４００－１、それに対応する配列番号４７で示さ
れるヌクレオチド配列）、３４Ｄ０３の可変軽鎖（配列番号２５で示されるＣＡＮ－３４
Ｄ０３－ＶＬ－９９８－１、それに対応する配列番号４８で示されるヌクレオチド配列）
、および３４Ｄ０３可変重鎖（配列番号３１で示されるＣＡＮ－３４Ｄ０３－ＶＨ－５６
８－１、それに対応する配列番号４９で示されるヌクレオチド配列）である。
【０１９１】
　それに対して、１１Ｅ１２のイヌ化の試みに用いられた生殖細胞系の配列は、ある種の
機能しないｍＡｂを生じた。図１０を参照すると、ｍＡｂの１１Ｅ１２のキメラ、ヘテロ
キメラ、およびイヌ化バージョンを発現させ、ウェスタンブロッティングによりイヌＩＬ
－３１と結合するそれらの能力に関して特徴付けた。これらの結果から、イヌ化１１Ｅ１
２抗体はイヌＩＬ－３１と結合しなかった（ブロット番号２）ことが実証された。また、
ヘテロキメラに関しても、イヌ化軽鎖と対のキメラ重鎖は、ＩＬ－３１と結合しなかった
が（ブロット番号３）、キメラ軽鎖と対のイヌ化重鎖は、ＩＬ－３１との結合活性を保持
した（ブロット番号４）。ヘテロキメラから得られた結果によれば、イヌ化軽鎖は活性の
損失に関与すると推測された。
【０１９２】
　１１Ｅ１２のイヌ化バージョンのイヌＩＬ－３１への結合を回復させる目的で、フレー
ムワーク配列を交換することによりイヌ化軽鎖を改変した。図１１に、１１Ｅ１２軽鎖フ
レームワークの置換作業の概説を示す。この作業により、イヌフレームワークＩＩ（ＦＷ
ＩＩ）をマウスフレームワークＩＩで交換し、イヌＩＬ－３１への結合を回復させた抗体
（１１Ｅ１２可変軽鎖（配列番号２０で示されるＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＬ－ｃＵｎ－Ｆ
Ｗ２、それに対応する配列番号５０で示されるヌクレオチド配列）、１１Ｅ１２可変重鎖
（配列番号２７で示されるＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＨ－４１５－１、それに対応する配列
番号５１で示されるヌクレオチド配列））を確認した。
【０１９３】
　これらの逆突然変異をさらに改良して、フレームワークＩＩにおいて１つのアルギニン
をロイシンに逆突然変異（Ｒ５０Ｌ）させた抗体を同定し、これは、ウェスタンブロット
解析によりＩＬ－３１結合を回復させることができた（１１Ｅ１２可変軽鎖（配列番号２
１で示されるＣＡＮ－１１Ｅ１２－ＶＬ－ｃＵｎ－１３、それに対応する配列番号５２で
示されるヌクレオチド配列）、１１Ｅ１２可変重鎖（配列番号２７で示されるＣＡＮ－１
１Ｅ１２－ＶＨ－４１５－１））（図１２）。可能性のある候補それぞれの「イヌ化」バ
ージョンが確認されたら、さらなる評価のためにｍＡｂを精製し、ＰＢＳに対して透析し
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た。
【０１９４】
　表４に、親和性測定および細胞ベースの阻害データの両方の結果を要約する。これらの
データから、１１Ｅ１２および３４Ｄ３両方のイヌ化誘導体はいずれも、細胞ベースの分
析において優れた阻害活性を保持し、さらにビアコアで測定されたようにＩＬ－３１に対
する親和性を保持していることが実証される。さらに注目すべきことに、元のイヌ化１９
Ｄ７分子はビアコアで測定されたような優れた効力を保持するが、細胞ベースのＩＬ－３
１シグナル伝達を阻害する能力は、そのマウス前駆体と比べて機能が低下するようである
ということが観察された。ｍＡｂをそれらのマウスアイソタイプからイヌ誘導体に変換す
ると、親和性の損失はわずかであるかまったくない。
【０１９５】
【表４】

【０１９６】
　実施例７　抗体１１Ｅ１２および３４Ｄ０３に結合するイヌＩＬ－３１の特徴付け
イヌＩＬ－３１の抗体１１Ｅ１２および３４Ｄ０３への結合に関与するアミノ酸残基を決
定するために、１）ＩＬ－３１タンパク質のＮおよびＣ末端の両方をトランケートするこ
と、および２）ｍＡｂ結合への影響を決定するために個々のアミノ酸をアラニンで置換す
ること（アラニンスキャニング）を含む突然変異による方法を使用した。ＰＣＲプライマ
ーを設計して、大腸菌宿主で発現させるためにコドンが最適化されたイヌＩＬ－３１遺伝
子を増幅した。この大腸菌で発現させるためにコドンが最適化されたイヌＩＬ－３１全長
コンストラクトの配列は、配列番号５５で示され、それに対応するヌクレオチド配列は配
列番号５６で示される。プライマーを設計して全長遺伝子を増幅し、タンパク質のＮおよ
びＣ末端から内側に向かって２０個のアミノ酸をトランケートした。これらのＮ末端トラ
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ンケーションの目的のために、コドン最適化コンストラクト中のＮ末端の６－Ｈｉｓタグ
直後のグリシン残基を第１位とした。ＰＣＲ増幅産物をｐＥＴ１０１Ｄ（インビトロジェ
ン社、カリフォルニア州カールスバッド）に製造元のプロトコールに従ってクローニング
した。ｐＥＴ１０１Ｄプラスミドは、組換えタンパク質を、発現を確認するためのＮ末端
の６－Ｈｉｓエピトープタグに融合することができる。配列が確認されたプラスミドを使
用して、ＢＬ２１　Ｓｔａｒ　ＴＯＰ１０大腸菌細胞（インビトロジェン社、カリフォル
ニア州カールスバッド）を形質転換し、標準的な培養条件下で１ｍＭイソプロピルβ－Ｄ
－１－チオガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ）を用いて組換えタンパク質の発現を誘導した
。誘導後、細胞をペレット化し、細菌タンパク質の抽出試薬（Bacterial Protein Extrac
tion Reagents）（略称はＢ－ＰＥＲ、サーモフィッシャー・サイエンティフィック社、
イリノイ州ロックフォード）を用いて溶解させた。粗生成物の溶解産物をＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅで処理し、上述したようにウェスタンブロッティングを行った。必要な精製抗体および
試薬が入手できるため、突然変異解析のために全てのウェスタンブロッティングを１１Ｅ
１２および３４Ｄ０３のマウスバージョンを用いて行った。全長およびトランケートされ
たＩＬ－３１を示す粗タンパク質溶解産物のブロットと結合する能力に関して各抗体を試
験した。また各タンパク質の発現を確認するために、コントロールブロットも抗Ｈｉｓ　
ｍＡｂで探索した。Ｎ末端がトランケートされた（－２０Ｎ、－４０Ｎ、および－６０Ｎ
）タンパク質はいずれも、大腸菌において強健な発現を示し、１１Ｅ１２および３４Ｄ０
３に結合することができた（図１３）。－２０Ｎコンストラクトに相当するアミノ酸およ
びヌクレオチド配列は、それぞれ配列番号５７および５８である。－４０Ｎコンストラク
トに相当するアミノ酸およびヌクレオチド配列は、それぞれ配列番号５９および６０であ
る。－６０Ｎコンストラクトに相当するアミノ酸およびヌクレオチド配列は、それぞれ配
列番号６１および６２である。しかしながら、Ｃ末端がトランケートされた全長ＩＬ－３
１およびタンパク質（－２０Ｃ、－４０Ｃ、および－６０Ｃ）は、これらの条件下で発現
されなかった。
【０１９７】
　全長ＩＬ－３１タンパク質の発現は極めて不十分であったことが観察された。しかしな
がら、Ｎ末端から最初の２０個のアミノ酸が除去された（－２０Ｎ）コンストラクトは、
強健な発現を示した。抗体１１Ｅ１２および３４Ｄ０３はいずれも－２０Ｎタンパク質に
結合した。それゆえに、この－２０Ｎコンストラクトを用いてさらなる試験を行った。２
０～１２２位でＣ末端がトランケートされたコンストラクト（分子量１５．３、ｈｉｓタ
グを含む）、２０～１００位でＣ末端がトランケートされたコンストラクト（分子量１２
．９、ｈｉｓタグを含む）、および２０～８０位でＣ末端がトランケートされたコンスト
ラクト（分子量１０．４、ｈｉｓタグを含む）を作製して、ＩＬ－３１タンパク質におけ
るこれらの領域に結合するｍＡｂを評価した。２０～１２２コンストラクトに相当するア
ミノ酸およびヌクレオチド配列は、それぞれ配列番号６３および６４である。２０～１０
０コンストラクトに相当するアミノ酸およびヌクレオチド配列は、それぞれ配列番号６５
および６６である。２０～８０コンストラクトに相当するアミノ酸およびヌクレオチド配
列は、それぞれ配列番号６７および６８である。図１４に、ｍＡｂの１１Ｅ１２（ブロッ
トＢ）および３４Ｄ０３（ブロットＣ）で探索されたこれらのトランケートされたタンパ
ク質の粗タンパク質溶解産物のウェスタンブロットを示す。この図で示されるように、ｍ
Ａｂの１１Ｅ１２および３４Ｄ０３はＩＬ－３１のトランケートされたタンパク質２０～
１２２および２０～１００に結合したが、２０～８０に結合できなかった。これらの結果
から、配列番号５５で示されるイヌＩＬ－３１全長コンストラクトの８０位～１００位の
アミノ酸（Ｎ末端として「ＳＳＨＭＡ」を使用）がこれらの抗体の結合に関与することが
示された。この領域は、配列番号３２で示されるイヌＩＬ－３１全長タンパク質配列のア
ミノ酸残基１０２～１２２のアミノ酸番号に相当する。抗Ｈｉｓ　ｍＡｂ（ブロットＡ）
を用いたコントロールブロットは、全てのトランケートされたタンパク質が発現されたこ
とを示した。加えて、ｍＡｂの宿主タンパク質への非特異的な結合がないことを確認する
ために、コントロールとしてｐＥＴ１０１Ｄ－ｌａｃＺタンパク質を使用した。
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【０１９８】
　ｍＡｂの１１Ｅ１２および３４Ｄ０３への結合に関与するイヌＩＬ－３１のアミノ酸を
さらに同定するために、アラニンスキャニング変異誘発を、公知の方法に従って行った。
イヌＩＬ－３１のアミノ酸７６～１２２において各位置にアラニンを置換することにより
（－２０Ｎプラスミドで）個々のコンストラクトを作製した。配列確認後、タンパク質発
現を行い、粗タンパク質溶解産物をウェスタンブロット解析で処理した。図１５に、アラ
ニンに突然変異させた場合、ｍＡｂの１１Ｅ１２および３４Ｄ０３による結合に影響を与
えるイヌＩＬ－３１における位置を示す結果を要約する。この図で示されるように、全長
ＩＬ－３１コンストラクトの７７、７８、８１、および８５位全てが、１１Ｅ１２または
３４Ｄ０３抗体の結合に影響を与える。これらは、配列番号３２で示されるイヌＩＬ－３
１全長タンパク質配列のそれぞれアミノ酸残基９９、１００、１０３、および１０７に相
当する。
【０１９９】
　１１Ｅ１２および３４Ｄ０３抗体への結合に重要なＩＬ－３１の領域における複数の突
然変異の影響を試験するために、二重（Ｄ８２Ａ、Ｉ８５Ａ）および三重（Ｉ８１Ａ、Ｄ
８２Ａ、Ｉ８５Ａ）のアラニン置換を用いて発現プラスミドを構築した。－２０Ｎコント
ロールに加えて、これらの二重および三重の突然変異を有するイヌＩＬ－３１を発現する
大腸菌溶解産物を１１Ｅ１２および３４Ｄ０３抗体と共にブロットした（図１６）。イヌ
ＩＬ－３１におけるこれら３種のアミノ酸は、これらの部位をアラニンに変更した場合に
、完全な結合の阻害が観察されたことから、１１Ｅ１２および３４Ｄ０３の認識に関与す
ることは明らかである。これらの３種のアミノ酸は、配列番号３２で示されるイヌＩＬ－
３１全長タンパク質配列のアミノ酸残基１０３、１０４、および１０７に相当する。
【０２００】
　まとめると、イヌＩＬ－３１のトランケーション解析から、アミノ酸残基（図１５で注
釈がつけられた８０～１２２位）は、１１Ｅ１２および３４Ｄ０３抗体の結合に関与する
ことが解明された。さらに、アラニンスキャニングを用いた詳細な突然変異の解析から、
全長ＩＬ－３１コンストラクトのＡＳＰ７７、ＬＹＳ７８、ＩＬＥ８１、ＡＳＰ８２、お
よびＩＬＥ８５はいずれも１１Ｅ１２または３４Ｄ０３の結合に影響を与えることが明ら
かになり、これは、この領域が、これらの抗体による認識に関与するエピトープを定義す
る可能性が最も高いことを示す。興味深いことに、ヒトＩＬ－３１タンパク質のこの領域
は、その補助受容体のＧＰＬサブユニットへの結合に関与することが示されている（Le S
aux S等、Biol Chem.2010 Jan 29；285（5）：3470～7. 2009年11月17日に電子出版）。
これらの観察は、単球においてＩＬ－３１介在のｐＳＴＡＴ活性を中和するｍＡｂの１１
Ｅ１２および３４Ｄ０３の能力と共に、これらのｍＡｂが、イヌＩＬ－３１においてこの
サイトカインがその受容体に結合するのに必須の残基に結合することにより、シグナル伝
達を誘導するその能力を阻害するという仮説を裏付けるものである。
【０２０１】
　実施例８　グルタミン合成酵素（ＧＳ）プラスミドからのイヌ化３４Ｄ０３抗体の生産
ｍＡｂのイヌ化３４Ｄ０３（重鎖および軽鎖、上記の表４）をコードする遺伝子をＧＳプ
ラスミドｐＥＥ６．４およびｐＥＥ１２．４それぞれにクローニングした（ロンザ（Ｌｏ
ｎｚａ）、バーゼル、スイス）。得られたプラスミドを製造元のプロトコールに従って消
化し、ライゲーションして一体化し単一の哺乳動物発現プラスミドを形成した。各プラス
ミドを使用して、ＨＥＫ２９３細胞をトランスフェクションし、２０Ｌの培養培地中で発
現させた。標準的なタンパク質精製方法に従ってプロテインＡアフィニティークロマトグ
ラフィーを用いてタンパク質を馴化ＨＥＫ培地から単離した。培地をクロマトグラフィー
の樹脂にローディングし、ｐＨのシフトにより溶出させた。溶出したタンパク質のｐＨを
調節し、透析し、使用前に滅菌ろ過した。分析的なサイズ排除クロマトグラフィーにより
、得られた抗体の９９パーセントより多くがモノマーであり、高分子量の集合体は観察さ
れなかった。その後この抗体を、インビボでの有効性を評価するためのイヌ掻痒モデルで
の評価に用いた。
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【０２０２】
　実施例９　イヌ掻痒モデルにおけるイヌ化３４Ｄ０３抗体の評価
イヌ化３４Ｄ０３の抗掻痒性活性（配列番号４２（ＨＣ－６５）および配列番号４４（Ｌ
Ｃ－カッパ）において配列番号２５（ＶＬ）と対を形成する配列番号３１で示されるＣＡ
Ｎ３４Ｄ０３－６５（ＶＨ））を、ＩＬ－３１によって誘導された掻痒のイヌモデルを用
いて評価した。このモデルを用いて、ビーグル犬に一過性の掻痒行動を誘発させることが
知られている組換えイヌＩＬ－３１による攻撃として１．５μｇ／ｋｇの静脈内投与（Ｉ
Ｌ－３１攻撃、掻痒の持続時間は２４時間未満）を、１．０ｍｇ／ｋｇのＣＡＮ３４Ｄ０
３－６５を１回皮下投与する前から投与後６３日まで繰り返し動物に与えた。それぞれの
ＩＬ－３１攻撃の期間に、リアルタイムのビデオ監視を使用して、サイトカイン送達の０
．５時間前（ＩＬ－３１前の基準期間）に掻痒行動の尺度を得て、続いてサイトカイン注
射後２０分から始まる同様の２時間の尺度を得た（２時間後のＩＬ－３１攻撃期間）。連
続１分のタイムインターバルで掻痒行動が提示されたかどうかについて「はい／いいえ」
の決定をなすことにより評価しながら各期間における掻痒スコアを作製した（最大の掻痒
スコアは、それぞれの基準期間で３０であり、ＩＬ－３１攻撃後の期間では１２０であっ
た）。図１７に、試験の０日目に行われたＣＡＮ３４Ｄ０３－６５処理の前後に得られた
掻痒スコアを要約する。ｍＡｂ処理の７日前、ＩＬ－３１攻撃後のイヌの平均掻痒スコア
は、６８±１３（標準誤差、ｎ＝４）であった。比較すると、７、１４、２１日目の試験
日に、ＩＬ－３１攻撃後の平均掻痒スコアは、それぞれ５±２、８±４、および９±５に
低められた。このような７日目と７日目から２１日目の間との掻痒スコアの変化は、全体
のＩＬ－３１に対する掻痒性反応における８５％以上の減少に相当する。
【０２０３】
　０日目から２１日目の間、０．５時間のＩＬ－３１前の基準スコアが平均で１．６±０
．６である（これは、２時間にわたり６～７の掻痒スコアと推測されるレベルである）と
判断される場合、ＩＬ－３１によって誘導された掻痒の阻害の程度は、実際にはこの時間
枠中で１００％に近い可能性がある。処理されたイヌの外因性ＩＬ－３１に対する掻痒性
の反応性は、時間が経つにつれて次第に回復した。ＣＡＮＤ０３－６５で処理してから６
３日目までに、２時間のＩＬ－３１攻撃後の掻痒スコアの平均は、５７±８に増加するか
、または７日目に観察されたｍＡｂのＩＬ－３１攻撃前の応答のおよそ８４％であった。
従って、ＩＬ－３１によって誘導された掻痒のモデルでは、処理したイヌにＣＡＮ３４Ｄ
０３－６５を１回で皮下注射することにより数週間にわたり掻痒が予防された。
【０２０４】
　実施例１０　ネコＩＬ－３１の特徴付け
ネコＩＬ－３１の配列を、ＮＣＢＩのゲノムソース（www.ncbi.nlm.nih.gov）を用いてネ
コのゲノムとイヌＩＬ－３１との類似性検索により同定した。大腸菌で最適な発現がなさ
れるようにネコＩＬ－３１を示す遺伝子を合成した。検出および精製のためにＮ末端の６
－Ｈｉｓタグを含む全長イヌおよびネコＩＬ－３１遺伝子を有する発現コンストラクトを
作製した。大腸菌での発現に用いられるネコの全長コンストラクトは、配列番号６９で示
されるヌクレオチド配列および配列番号７０で示されるタンパク質配列で示される。配列
確認したプラスミドを使用して大腸菌ＢＬ２１　Ｓｔａｒ（商標）（インビトロジェン社
、カリフォルニア州カールスバッド）を形質転換し、３０℃で５時間、発現を行った。細
胞ペレットを溶解させた後、免疫反応性の反応性タンパク質が、不溶性溶解産物中で高濃
度化されていることを見出した。これらの細胞ペレットを６Ｍ尿素中で可溶化し、ニッケ
ルコバルト樹脂（サーモフィッシャー・サイエンティフィック社、イリノイ州ロックフォ
ード）を用いた変性条件下で組換えタンパク質の精製を行った。Ｈｉｓタグの存在につい
て陽性を示す溶出分画のプールを０．８Ｍ尿素ＰＢＳ、続いてＰＢＳに対して段階的に透
析し、ＳＤＳ　ＰＡＧＥで解析した（図１８）。これまで観察されているように、大腸菌
での誘導による組換えイヌＩＬ－３１の収量は低かった。しかしながら、精製後にＳＤＳ
－ＰＡＧＥによって期待される分子量に従って移動したタンパク質を回収した。
【０２０５】
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　大腸菌から生産されたイヌおよびネコＩＬ－３１の生物活性を試験するために、ＤＨ８
２細胞分析において、各タンパク質を、ｐＳＴＡＴシグナル伝達を誘導するその能力に関
して解析した。哺乳動物細胞（イヌＩＬ－３１（ＣＨＯ））由来の組換えＩＬ－３１は高
度にグリコシル化されているため、グリコシル化されていない形態が生物活性を保持する
かどうかは不明であった。図１９に、ネコＩＬ－３１はＣＨＯ細胞で生産された参照ＩＬ
－３１に匹敵する生物活性を有することを示す。
【０２０６】
　イヌＩＬ－３１のアラニンスキャニング変異誘発により、１１Ｅ１２および３４Ｄ０３
抗体への結合に必要なタンパク質内の領域が定義された。この領域における配列保存によ
り（図２０）、これらのｍＡｂはネコＩＬ－３１と交差反応するという仮説を立てた。
【０２０７】
　図２１に、ｍＡｂの１１Ｅ１２および３４Ｄ０３がイヌＩＬ－３１（大腸菌）に結合す
ることができ、さらにネコＩＬ－３１タンパク質とも交差反応できることを示す。これら
のデータに基づいて、３４Ｄ０３抗体のネコへの種分化（ネコ化（felinization））を追
跡した。
【０２０８】
　実施例１１　抗体３４Ｄ０３におけるネコ化
説明したイヌ化の方法と同様に、ｍＡｂの３４Ｄ０３からＣＤＲグラフティングに関する
あらゆる利用可能なネコ配列から適切な生殖細胞系の抗体の配列を同定した。可変軽鎖（
配列番号７１で示されるＦＥＬ－３４Ｄ０３－ＶＬ－０２１－１、それに対応する配列番
号７２で示されるヌクレオチド配列）、および可変重鎖（配列番号７３で示されるＦＥＬ
－３４Ｄ０３－ＶＨ－０３５－１、それに対応する配列番号７４で示されるヌクレオチド
配列）を、イヌ化３４Ｄ０３におけるそれらのイヌフレームワークそれぞれとの最大の相
同性に基づいて選択した。それらの定常重鎖ＩｇＧ１（配列番号７５で示されるネコＨＣ
－Ａ、それに対応する配列番号７６で示されるヌクレオチド配列、ＧｅｎＢａｎｋ登録番
号ＡＢ０１６７１０．１）、およびカッパ定常軽鎖（配列番号７７で示されるネコＬＣ－
カッパ、それに対応する配列番号７８で示されるヌクレオチド配列、ＧｅｎＢａｎｋ登録
番号ＡＦ１９８２５７．１）鎖配列それぞれに連結された選択された可変領域を用いて、
組換えネコ化３４Ｄ０３を生産した。これまでに述べられたようにして抗体をＨＥＫ細胞
から生産し、精製した。図２２に、ｐＳＴＡＴシグナル伝達を中和するネコ３４Ｄ０３の
能力が、イヌバージョンのＩＣ５０に匹敵するＩＣ５０を有することを示す。
【０２０９】
　ネコ化３４Ｄ０３を、ネコおよびイヌＩＬ－３１の両方と結合するその能力に関して評
価した。図２３に、哺乳動物および大腸菌源の両方から精製したタンパク質を用いたネコ
化３４Ｄ０３でのウェスタンブロットを示す。イヌおよびネコタンパク質の両方への決定
的な結合が観察され、これは、３４Ｄ０３のネコ化した形態の十分な交差反応性、および
ネコタンパク質への結合の立証を示す。総合すると、これらの結果は、ネコＩＬ－３１に
おいて保存されたエピトープは、ネコにおいてこのサイトカインを阻害するのに適切な標
的である可能性があることを示唆している。
【０２１０】
　実施例１２　自然発生したアトピー性皮膚炎を有するイヌにおけるＩＬ－３１サイトカ
インの検出
本発明の実施例において、アトピー性皮膚炎を有するイヌを含むイヌ群から回収された血
清中のＩＬ－３１タンパク質のレベルを定量的イムノアッセイ技術を用いて評価した。
【０２１１】
　血清を以下のイヌ群から回収し、ＩＬ－３１血清測定の前に凍結した。
【０２１２】
　１）アレルゲンとしてイエダニ（コナヒョウヒダニ（Dermatophagoides farina）、グ
リーアー・ラボ（Greer Labs））に感作させる前後の２４匹の研究用に繁殖させたビーグ
ル（マーシャル・バイオリソーシス（Marshall BioResources）、ニューヨーク州ノース
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った。
【０２１３】
　２）ノミの侵入前、または成体のネコノミ（Ctenocephalides felis）侵入のおよそ１
週間後の３０匹のノミアレルギーのイヌ（ヤングス・ベタリナリー・リサーチ・サービス
（Youngs Veterinary Research Services）、カリフォルニア州ターロック）を用いた。
このコロニーにおけるイヌの大半が雑種であった。平均年齢はおよそ１０．５歳であった
。雄と雌の数はほぼ同じであった。
【０２１４】
　３）８７匹のクライアント所有の、無症状の歯周疾患を有するがその他の点では優れた
健康状態と決定されたイヌを用いた。１８ヶ所の米国の獣医診療所でサンプルを回収した
。動物は、性別および品種に関して米国のイヌ群の代表的なものであり、年齢は２～５歳
であった。
【０２１５】
　４）２２４匹のクライアント所有の、少なくとも１年持続する季節と関係のない慢性ア
トピー性皮膚炎を有すると診断された（改変されたＷｉｌｌｅｍｓｅの基準およびＰｒｅ
ｌａｕｄ（Willemse T. J small Anim Pract 1986；27：771～778、およびPrelaud等、Re
vue de Medecine Veterinaire 1998；149：1057～1064）に基づき）動物であって、これ
らの動物は、所有者により最小の「中程度の痒み」を有すると評価され、さらに獣医師に
よりＣＡＤＥＳＩ－０２において最小の皮膚病変スコア２５を有すると評価された。サン
プルを、１４ヶ所の米国の獣医診療所から家畜の皮膚病学における専門家により回収した
。およそ７５％のイヌが純血種であり、全体の約２５％がレトリバーであった（ラブラド
ル（１７．３％）およびゴールデン（８．２％））。イヌは中程度の年齢のものが多かっ
た（約６歳）。雄と雌の数はほぼ同じであった。
【０２１６】
　サンドイッチイムノアッセイを使用して、イヌ血清中のｃＩＬ－３１レベルを定量した
。血清サンプルをＲｅｘｘｉｐ緩衝液（ジャイロラボ（Gyrolab）、ニュージャージー州
ウォーレン）で１：２に希釈し、バイオアフィ（Bioaffy）の１０００ｎＬのＣＤ（ジャ
イロラボ）でジャイロラボｘＰワークステーションを用いて泳動した。ｃＩＬ－３１を、
ビオチン標識した本発明に係る抗ＩＬ－３１モノクローナル抗体で捕獲し、アレクサフル
オロ（Alexaflour）６４７で標識した本発明に係る抗ＩＬ－３１モノクローナル抗体で検
出した。ｃＩＬ－３１のサンプル濃度を、８ポイントの標準曲線から０．０１３～２５０
ｎｇ／ｍＬのダイナミックレンジを用いて、ジャイロラボのエバリュエーター（Evaluato
r）ソフトウェアで５パラメーターのフィッティングモデルを用いて外挿した。
【０２１７】
　自然発生したアトピー性皮膚炎を有するイヌの５７％の血清サンプルにおいて、ｃＩＬ
－３１のレベルを検出することができたが（≧１３ｐｇ／ｍＬ）、研究用に繁殖させたビ
ーグル＋／－ＨＤＭへの感作、雑種のイヌ＋／－ノミ侵入、または歯周疾患を有するがそ
の他の点では優れた健康状態とみなされたクライアント所有のイヌからの血清では、品種
に関係なく検出できなかった（＜１３ｐｇ／ｍＬ）。自然発生したアトピー性皮膚炎を有
するイヌにおいて、解析されたサンプルの５３％が、１３～１０００ｐｇ／ｍＬのＩＬ－
３１血清レベルを示し、４％が１０００ｐｇ／ｍＬを超えるレベルを示した（表５）。
【０２１８】
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【表５】

【０２１９】
　本発明の実施例の結果から、有意な数のイヌのアトピー性皮膚炎を有するイヌにおいて
、ＩＬ－３１タンパク質が上昇したことが実証される。いずれか１つの理論に縛られるこ
とは望まないが、ＩＬ－３１経路は、これらに限定されないがイヌアトピー性皮膚炎など
の掻痒性のアレルギー性の皮膚状態の病理生物学において役割を果たすものと考えられ、
さらに、これらに限定されないがイヌＩＬ－３１に特異的に結合するオクラシチニブ（ol
acitnib）および／または抗ＩＬ－３１抗体などのＩＬ－３１アンタゴニストを用いた治
療的介入のための新規の経路の１つである。

【図１】 【図２】
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