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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】血液凝固阻害抗体を提供する。
【解決手段】ｉｎ　ｖｉｖｏでネイティブヒトＴＦに高い親和性と特異性で結合するモノ
クローナル抗体からなる。かかる抗体は、それのみ、またはＴＦ：ＶＩＩａコンプレック
スの存在下の何れであっても、第Ｘ因子がＴＦまたは該コンプレックスに結合することを
妨げるように、ネイティブヒトＴＦと結合することが可能であり、それゆえ血液凝固を低
下させる。ネイティブヒトＴＦに対して優勢な配座エピトープに特異的に結合できる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトネイティブ組織因子を結合するとともに、非ネイティブ組織因子と実質的に結合し
ない抗体。
【請求項２】
　ヒトネイティブ組織因子に対して、Ｈ３６．Ｄ２．Ｂ７［ＡＴＣＣ　ＨＢ-12255］とほ
ぼ同じか、またはそれ以上の結合特異性を有する請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　ヒトネイティブ組織因子に対して、Ｈ３６．Ｄ２．Ｂ７［ＡＴＣＣ　ＨＢ-12255］とほ
ぼ同じか、またはそれ以上の結合親和性を持つ抗体。
【請求項４】
　Ｈ３６．Ｄ２．Ｂ７［ＡＴＣＣ　ＨＢ-12255］の認識特性を有する抗体。
【請求項５】
　上記抗体がＨ３６．Ｄ２．Ｂ７［ＡＴＣＣ　ＨＢ-12255］である請求項１に記載の抗体
。
【請求項６】
　ネイティブ組織因子を結合してコンプレックスを形成することにより、該コンプレック
スに第Ｘ因子が結合することを阻害する抗体。
【請求項７】
　上記抗体がモノクローナル抗体である請求項１に記載の抗体。
【請求項８】
　キメラ抗体である請求項１に記載の抗体。
【請求項９】
　ヒト由来の一定の領域を含む請求項８に記載の抗体。
【請求項１０】
　単鎖抗体である請求項１に記載の抗体。
【請求項１１】
　SEQ ID NO:１と少なくとも約７０％の配列同一性を有する配列を含む抗体。
【請求項１２】
　SEQ ID NO:２またはSEQ ID NO:4 により構成される配列を含んでいる請求項１１に記載
の抗体。
【請求項１３】
　SEQ ID NO:５からSEQ ID NO:10までを含み、少なくとも９０％の配列同一性を有する超
可変領域を含んでいる抗体。
【請求項１４】
　SEQ ID NO:５からSEQ ID NO:10までを含んで構成される超可変領域を含んでいる請求項
１３に記載の抗体。
【請求項１５】
　ネイティブヒト組織因子を結合させる抗体の少なくとも一部をエンコードする配列を含
んでいる単離された核酸。
【請求項１６】
　モノクローナル抗体がＨ３６．Ｄ２. Ｂ７［ＡＴＣＣ　ＨＢ-12255］である請求項１５
に記載の核酸。
【請求項１７】
　上記核酸がSEQ ID NO:１またはSEQ ID NO:３を含んでいる請求項１５に記載の核酸。
【請求項１８】
　上記核酸がSEQ ID NO:１またはSEQ ID NO:３と少なくとも約７０％の配列同一性を有す
る配列を含んでいる核酸である請求項１５に記載の核酸。
【請求項１９】
　SEQ ID NO:５からSEQ ID NO:10までを含む、少なくとも９０％の配列同一性を有する抗
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体超可変領域をコードする配列を含んでいる核酸である請求項１５に記載の核酸。
【請求項２０】
　少なくとも約１００塩基対を含むとともに、正常なストリンジェント条件下で、SEQ ID
 NO:１またはSEQ ID NO:３とハイブリダイズする核酸。
【請求項２１】
　上記核酸が、高ストリンジェント条件下でSEQ ID NO:１またはSEQ ID NO:３とハイブリ
ダイズする請求項２０に記載の核酸。
【請求項２２】
　上記の核酸が、SEQ ID NO:11からSEQ ID NO:16までを含み、少なくとも９０％の配列同
一性を有するとともに、超可変領域をコードする配列を有する核酸である請求項１５に記
載の核酸。
【請求項２３】
　ベクターが、ネイティブヒト組織因子を結合する抗体の少なくとも一部を発現可能とす
る、請求項１５に記載の核酸を含む組み換えベクター。
【請求項２４】
　請求項２３に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項２５】
　ネイティブ組織因子を特異的に結合することができるとともに、ネイティブ組織因子と
コンプレックスを形成し、該コンプレックスに第Ｘ因子が結合することを阻害する抗体を
、効果的な量で哺乳類に投与することを含む哺乳類の血液凝固阻害方法。
【請求項２６】
　上記コンプレックスがさらに第ＶＩＩ／ＶＩＩａ因子を含んでいる請求項２５に記載の
方法。
【請求項２７】
　上記哺乳類はヒトである請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　上記ヒトは、血栓症を患っているか、またはその疑いのある請求項２５に記載の方法。
【請求項２９】
　上記ヒトは、侵入性のある医療処置に伴うレステノシスを患っているか、または患いや
すい請求項２５に記載の方法。
【請求項３０】
　上記侵入性のある医療処置とは、血管形成、動脈内膜切除、ステントの利用、カテーテ
ルの使用、移植、または動静脈側路の使用である請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　上記ヒトは、心血管疾患、感染症、新生物形成疾患、または血栓溶解剤の使用に伴う血
栓塞栓症を患っている請求項２５に記載の方法。
【請求項３２】
　抗血小板合成物、血栓溶解合成物、または抗凝固合成物を投与することをさらに含む請
求項２５に記載の方法。
【請求項３３】
　上記抗体はＨ３６．Ｄ２．Ｂ７［ＡＴＣＣ　ＨＢ-12255］である請求項２５に記載の方
法。
【請求項３４】
　ネイティブ組織因子を結合できる抗体であり、補体結合能力と抗体依存細胞仲介細胞毒
を供給するために細胞毒またはエフェクター分子に共有結合する抗体で、
　さらに哺乳類における組織因子レベルを低下するために組織因子を発現する細胞を含ん
でいる抗体の治療上効果的な量を哺乳類に投与することを含む組織因子レベルの低下方法
。
【請求項３５】
　組織因子を発現する細胞は癌細胞、免疫細胞、または内皮細胞である請求項３４に記載
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の方法。
【請求項３６】
　生物サンプルを、請求項１に記載のモノクローナル抗体と接触させるとともに、生物サ
ンプルにおけるの組織因子の存在のために、該生物サンプルとモノクローナル抗体とを分
析することを含む、生物サンプルにおける組織因子検出方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　〔技術分野〕
　本発明は、新規な抗体とその抗体を使用して血液凝固を阻害する方法に関するものであ
る。より具体的には、本発明は、特に、ネイティブヒト組織因子と高い親和性で結合する
新規な抗体に関するものである。本発明の抗体は、様々な用途において、特にin vivo で
の血液凝固を阻害することに有用である。
【０００２】
　〔背景技術〕
　血液凝固は、失血をできるだけ少なくすることによって、ホメオスターシスを維持する
。一般に、血液凝固には、血管損傷、血小板凝集、凝固因子、線維素溶解現象の阻止が必
要である。凝固因子は、血管損傷を血餅の形成と結びつけるカスケードで作用する（概し
て、L. Stryer, Biochemistry, 3rd Ed, W.H.Freeman Co., New York; および A.G.Dilma
n et al., The Pharmacological Basis of Therapeutics, 8th Edition, McGraw Hill In
c., New York, pp.1311-1331を参照）。
【０００３】
　第Ｘ因子（ＦＸ）の第Ｘａ因子（ＦＸａ）に対する活性が血液凝固プロセスにおいて重
大なステップであるということは、一般的に一致している事柄である。通常、“組織因子
”（ＴＦ）を含む触媒活性コンプレックスを結合することによって、ＦＸはＦＸａに変換
される。ＴＦは、触媒活性コンプレックス( ＴＦ：ＶＩＩａ) を形成するために第ＶＩＩ
／ＶＩＩａ因子を結合する、制御可能に発現される細胞膜タンパク質である。血餅はプロ
トロンビンのＦＸa 媒介性活性化に続いて起こる。血液凝固は、ＴＦを、ＴＦ：ＶＩＩａ
コンプレックスを最適に形成することができない非ネイティブ状態に不活性化することに
よって最小化することができる。ＦＸa の過剰な形成は、再狭窄を含む様々な血栓につな
がると考えられている。
【０００４】
　血栓症は、心臓手術（例えば、血管形成）、腹胸手術、動脈手術、器具（例えば、ステ
ントやカテーテル）の配置、あるいは動脈血管内膜切除等の侵入的な医療処置と関連して
いる。さらに、血栓症は、肺動脈塞栓症（例えば、塞栓形成を伴う心房細胞の繊維状組織
の形成）や血管内凝固症候群等の様々な血栓障害や凝固障害を伴うことがある。体液操作
も、体外循環（例えば、心肺バイパス手術）や透析を伴う処置の外に、特に輸血や体液の
サンプリングにおける望ましくない血栓に帰するおそれがある。
【０００５】
　抗凝血剤は、血栓症と関連する血液凝固を緩和したり、防止するために頻繁に使用され
ている。適当な抗凝血剤、またはクマリン誘導体（例えば、ワルフィン〔warfin〕やジク
マロール）や荷電ポリマー（例えば、ヘパリン、ヒルジン、ヒルログ〔hirulog 〕）を一
つ以上含む混合物を投与することによって、血液凝固を最小化したり、排除することがで
きることが多い。例えば、上述のGilman et al.,R.J.Beigering et al., Ann.Hemathol.,
 72:177(1996); J.D.Willerson, Circulation, 94:866(1996) を参照されたい。
【０００６】
　しかしながら、抗凝血剤の使用は、出血、再閉塞、“white-clot”症候群、刺激、出産
異常、血小板減少症や肝不全等の副作用をしばしば引き起こす。特に、抗凝血剤の長期に
わたる投与は、生命をおびやかす病気の危険性を高める（例えば、上述のGilman et al.,
を参照）。
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【０００７】
　また、抗血小板活性を持つある種の抗体が、様々な血栓を緩和するために使用されてい
る。例えば、ReoPro（商標）は、血管形成、心筋梗塞、不安定アンギナ（狭心症）や冠状
動脈狭窄症等によって引き起こされる様々な血栓障害を緩和するために日常的に投与され
る治療抗体である。さらに、ReoPro（商標）は、心筋梗塞とアンギナの危険性を低減する
予防薬として使用することができる（J.T.Willerson, Circulation, 94:866(1996);M.L.S
immons et al., Circulation,89:596(1994) を参照）。
【０００８】
　また、抗凝血抗体も知られている。特に、触媒活性ＴＦ：ＶＩＩａコンプレックスの会
合を妨害することによって血液凝固を阻害しているのはではないかと推定されている、Ｔ
Ｆ結合抗体が報告されている（例えば、Jeske et al., SEM in THROM. and HEMO, 22:213
(1996);Ragni et al., Circulation, 93:1913(1996);欧州特許番号0 420 937 B1号;W.Ruf
 et al., Throm. Haemosp., 66:529(1991);M.M.Fiorie et al., Blood, 8:3127(1992) を
参照）。
【０００９】
　しかしながら、現在のＴＦ結合抗体には、それらの抗凝血剤としての適性を最小にする
重大な欠点がある。例えば、現在のＴＦ結合抗体は、最適な抗凝血活性に十分な結合親和
性を持っていない。それゆえ、多くの血栓状態において、このような不十分な結合親和性
を補償するためには、許容することができないような高い抗体レベルで投与して、血液凝
固を最小にしなければならない。さらに、現在のＴＦ結合抗体は、ネイティブＴＦと非ネ
イティブ状態のＴＦを効果的に判別することができない、即ち、現在の抗体は十分な結合
特異性を持っていない。また、現在のＴＦ結合抗体は、ＦＸがＴＦおよび／またはＴＦ：
ＶＩＩａコンプレックスと結合するのを防止することができない。
【００１０】
　それゆえ、高い親和性と選択率でネイティブヒトＴＦと結合する抗凝血剤を得、望まし
くない血液凝固、および血餅の形成を阻害することが望まれている。さらに、第Ｘ因子と
ＴＦ：ＶＩＩａコンプレックスの結合を防止するような抗凝血剤を得ることが望まれてい
る。
【００１１】
　〔本発明の概要〕
　我々は、ヒトの組織因子（ＴＦ）を高い親和性と特異性で結合させる、優れた抗凝固活
性を提供する抗体を見出した。本発明にかかる抗体は、in vivo で効果的に血液凝固を阻
害することができる。本発明にかかる抗体は、単体でもしくはＴＦ：ＶＩＩａコンプレッ
クス内で、ヒトＴＦを結合することができ、ＴＦまたはそのコンプレックスと結合する第
Ｘ因子を効果的に阻害することによって、血液凝固を減少させることができる。
【００１２】
　本発明における好ましい抗体はモノクローナルであり、具体的には、ネイティブヒトＴ
Ｆに対して優勢な配座エピトープをヒトのＴＦに結合させる。このエピトープは非常に強
い抗体結合領域を提供する。実際、従来の抗凝結性抗体に比べ、本発明の好ましい抗体は
少なくとも５倍、通常少なくとも１０倍の結合親和力でネイティブヒトＴＦに結合する。
さらに、本発明の好ましい抗体は、ネイティブヒトＴＦに選択的であり、非ネイティブま
たは変成したＴＦを実質的に結合しない。Ｈ３６．Ｄ２. Ｂ７( ハイブリド－マＡＴＣＣ
　ＨＢ-12255により分泌される）は特に本発明において好ましい抗体である。
【００１３】
　本発明における好ましい抗体はＴＦを結合させるので、ＦＸがＴＦ：第ＶＩＩａ因子コ
ンプレックスへ効果的に結合せず、それゆえＦＸはその活性型（ＦＸａ）に効果的に転化
されない。本発明における好ましい抗体は、ＦＸのＴＦ分子への結合またはアクセスを効
果的にブロックすることで、ＴＦ機能を阻害することができる。例えば、結果は以下の実
施例３に記載されているので参照されたい。
【００１４】
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　また、本発明における好ましい抗体は、ＴＦと第ＶＩＩａ因子との間の相互作用または
結合をあまり強く阻害するものではなく、あるいはＦＸ以外の材質であるＴＦ：第ＶＩＩ
ａ因子コンプレックスの活性を阻害しない。例えば、結果は以下の実施例４に記載されて
いるので参照されたい。
【００１５】
　また、本発明は、本発明にかかる抗体をエンコ－ドする核酸を提供するものである。Ｈ
３６．Ｄ２．Ｂ７の様々な領域における核酸とアミノ酸の配列（SEQ ID:NO:１ないし４）
は、図１Ａと１Ｂに示されている。
【００１６】
　好ましい実施様態において、本発明は血液凝固および血餅の形成を阻害する方法、さら
にヒトＴＦレベルを低下させる方法を提供するものである。
【００１７】
　一般的に、本発明にかかる抗体は、上記の血液凝固、炎症または他の疾患を含む、ＴＦ
、またはＴＦ：ＶＩＩａコンプレックスに結合するＦＸによって仲介されるほぼすべての
生物反応を調節する上で有効であろう。
【００１８】
　本発明にかかる抗体は、様々な血栓症を和らげる際、特に動脈や心臓の手術（血管形成
など）などの侵入的な医療処置に続いて起こるレステノシス(restenosis)、またはその他
の血栓症を防止したり阻害する際に、非常に有効である。また、本発明にかかる抗体は、
医療器具の使用（例えば、カテーテル、ステントあるいはその他の医療装置）によって生
じる血液凝固を減らしたりさらに効果的に排除するために、用いられることができる。本
発明における好ましい抗体は、多くの抗凝結、抗血小板、血栓崩壊の合成品と併用される
であろう。これによって、カクテルでの投与において血液凝固の阻害を増幅したり阻害を
長く保つことが可能となる。
【００１９】
　本発明にかかる抗体は、哺乳類、特にヒトの体外循環において、抗凝血薬としても用い
られる。この方法では、心肺バイパス手術、臓器移植手術、あるいは他の長時間にわたる
手術で発生する体外循環の前、またはその間に、血液凝固を阻害するのに十分な量で、本
発明にかかる抗体を一種または複数種、該哺乳類に投与する。
【００２０】
　本発明にかかる抗体は、薬のキャリヤーとして、特にストレポキナーゼ(strepokinase)
、組織プラスミノゲン活性体（ｔ－ＰＡ）、ウロキナーゼなどの血餅との相互作用を目的
とした薬剤にも用いられる。同様に、本発明にかかる抗体は、適切なトキシンを抗体にコ
ンジュゲートさせることによって細胞障害剤としても用いられる。本発明にかかる抗体の
コンジュゲートは、また、補体結合能力および抗体依存性の細胞を仲介する細胞障害性を
供与するため、細胞毒またはエフェクター分子を共有結合した、本発明にかかる抗体の効
果的な量の哺乳類への投与により、哺乳類、特にヒトの組織因子レベルを低下させるため
にも用いることができる。それによって、抗体コンジュゲートが組織因子を示す細胞と接
触させることで哺乳類の組織因子レベルを低下する。
【００２１】
　また、本発明にかかる抗体は、ネイティブヒトＴＦをイメ－ジしたin vivo 診断学を含
むin vivo 診断法にも利用できる。
【００２２】
　また、本発明にかかる抗体は、体液（例えば、プラズマや血清など）または組織（例え
ば、生検サンプルなど）を含む生物サンプルにおけるネイティブＴＦを検出するためのin
 vitro分析法にも用いられる。特に、拮抗的や非拮抗的な形で様々な異種同種の免疫測定
を用い、生物サンプル内のネイティブＴＦの存在、より好ましくはその量を検出すること
ができる。
【００２３】
　本発明におけるこのような分析法は、患者が血液凝固や血餅を有しているか否か、ある
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いはその可能性を決定するのに非常に有効である。つまり、血液凝固は、通常、脈管構造
の内装の細胞のような細胞表面にＴＦが発現していることによって伴うものである。血液
凝固がない場合、ＴＦは常に発現するとは限らない。そのため、本発明における分析法を
用いて体液サンプル中のＴＦを検出することで、血液凝固の存在を指示できるであろう。
【００２４】
　また本発明にかかる抗体は、非常に純性なネイティブＴＦ、特にネイティブヒトＴＦを
生物サンプルから調製するためにも用いることができる。本発明にかかる抗体はまた、ネ
イティブＴＦを示す細胞の検出と精製にも用いることができる。
【００２５】
　また本発明にかかる抗体は、生物サンプル中におけるネイティブＴＦを検出、より好ま
しくはその量を測定するための診断キットなどの一部としても用いることができる。本発
明における他の概要は以下に記載される。
【００２６】
　〔発明の詳細な説明〕
　上記のように、本発明における好ましい抗体は、ネイティブヒトＴＦに対して十分な親
和性を示す。特に、本発明における好ましい抗体は、ネイティブヒトＴＦに対する結合定
数（Ｋａ，Ｍ－１）を、表面プラスモン分析（後に述べる実施例１の手順に従ったＢＩＡ
Core分析）で決定された、少なくとも約１×１０８として示し、好ましくは、表面プラス
モン分析で決定された少なくとも約５×１０８として示し、さらに好ましくは、表面プラ
スモン分析で決定された少なくとも約１×１０１０結合定数Ｋａ（Ｋａ，Ｍ－１）を示す
ものである。本発明にかかる抗体のこのような十分な結合親和性は、過去に報告された抗
体におけるかなり低い結合親和性とは極めて対照的である。
【００２７】
　この点に関して、後に記載の実施例３で述べられるようなin vitro分析で望まれるＴＦ
機能阻害（例えば、少なくとも約９５、９８、または９９％の阻害）を実施するのに、本
発明にかかる抗体は、多少低い有効濃度で、例えば、比較的低い濃度での使用が可能であ
る。
【００２８】
　また、好ましい抗体は、ネイティブヒトＴＦに対しても高い特異性を有しており、実質
的に非ネイティブＴＦと結合しないことが好ましい。好ましい抗体は、非ネイティブＴＦ
、あるいは、例えば、標準ドットブロット分析によって決定された他の免疫学的に無関係
な分子と実質的に結合しない（例えば、このようなドットブロット測定で視覚的に検出さ
れる非ネイティブＴＦと結合しない、あるいは本質的に結合しない）。ここで述べる“非
ネイティブＴＦ”とは、ＴＦが変性するようにコアトロピック(choatropic)剤で処理され
た、自然に発生するか、または組み換え型ヒトＴＦを意味している。典型的なコアトロピ
ック剤としては、洗剤（例えば、ＳＤＳ）、ジチオトレオトールやβ－メルカプトエタノ
ールと結合した尿素；グアニジン塩酸塩などが挙げられる。Ｈ３６．Ｄ２、またはＨ３６
．Ｄ２．Ｂ７抗体は、このような非ネイティブＴＦと実質的に結合しない。例えば、ドッ
トブロット測定である、後に述べる実施例８の結果を参照されたい。
【００２９】
　上記のように、本発明の好ましい抗体は、ＦＸが有効にＴＦ／第ＶＩＩａ因子コンプレ
ックスと結合しないようにＴＦと結合し、それによってＦＸは有効にその活性形態（ＦＸ
ａ） に変換されることがない。本発明の特に好ましい抗体は、本発明の抗体の存在下（
即ち、実験サンプル）、あるいは本発明の抗体の非存在下（即ち、対照サンプル）におい
てＦＸとＴＦ：第ＶＩＩａ因子コンプレックスとを接触させ、実験サンプルと対照サンプ
ルとの間でのＦＸのＦＸａへの変換の％の違いを測定する、後に述べる実施例３のような
標準in vitro結合分析によって決定されるＴＦ濃度が約１．０ｎＭのＴＦ、あるいはさら
に低い約０．２０ｎＭや０．１０ｎＭのＴＦ未満であっても、ＴＦ／第ＶＩＩａ因子コン
プレックスに対するＦＸ活性を強く阻害するものであり、例えば、少なくとも約５０％、
好ましくは少なくとも約８０％、さらに好ましくは少なくとも約９０％、あるいは約９５
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％阻害するものである。
【００３０】
　本発明にかかる抗体は、開示された方法や分析で使用される場合には、略純粋であるこ
とが好ましい。ここで述べる抗体が“略純粋”であるとは、抗体またはタンパク質が、そ
れに自然に付随する成分から分離された状態にあることを意味している。例えば、標準の
免疫親和性またはプロテインＡ親和性精製技術を用いることで、本発明にかかる抗体は、
ネイティブＴＦを抗原またはプロテインＡ樹脂として使用することによって、ハイブリド
ーマ培養物から精製することができる。同様に、本発明にかかる抗体とともに標準の免疫
親和性精製技術を用いることによって、略純粋なネイティブＴＦを得ることができる。特
に、総タンパク質（あるサンプルにおける総タンパク質の重量％）の少なくとも５０％が
本発明の抗体またはタンパク質である場合、該抗体またはタンパク質は略純粋である。該
抗体またはタンパク質は、総タンパク質の少なくとも６０重量％であることが好ましく、
少なくとも７５重量％であることがより好ましく、少なくとも９０重量％であることがさ
らに好ましく、少なくとも９８重量％であることが最も好ましい。純度は、ＳＤＳ（ＰＡ
ＧＥ）ゲル電気泳動法、カラムクロマトグラフィー（例えば、アフィニティクロマトグラ
フィー）またはＨＰＬＣ分析等の公知の方法で容易に分析することができる。
【００３１】
　本発明における好ましい抗体（Ｈ３６．Ｄ２. Ｂ７）の核酸(SEQ ID NO：１および３)
とアミノ酸(SEQ ID NO：２および４)配列を図１Ａと図１Ｂに示す。SEQ ID NO:１および
２は、軽鎖可変領域の核酸とアミノ酸をそれぞれ示し、SEQ ID NO:３および４は、重鎖可
変領域の核酸とアミノ酸をそれぞれ示している。これらの配列の全てにおいて、超可変領
域（ＣＤＲｓ即ち相補性決定部）は下線によって示されている。
【００３２】
　本発明のさらに好ましい抗体は、図１Ａと図１Ｂに示されている軽鎖、あるいは重鎖配
列の一方、あるいは両方と略配列同一性を持つ。具体的には、好ましい抗体は、SEQ ID N
O.２および／または４に対して、少なくとも約７０％、好ましくは約８０％以上、さらに
好ましくは約８５、９０、あるいは９５％以上の相同性（配列同一性）を有するものが含
まれる。
【００３３】
　本発明の好ましい抗体は、SEQ ID NO.２および４の（図１Ａと図１Ｂにおいて二重下線
で示される）超可変領域に対して、高い配列同一性を持っている。特に好ましい本発明に
かかる抗体は、Ｈ３６．Ｄ２. Ｂ７の軽鎖可変領域に対応する一つ、二つあるいは三つの
超可変領域に対して高い配列同一性（少なくとも９０％、または９５％の配列同一性）を
有する、あるいは同様である一つ、二つ、あるいは三つの超可変領域を軽鎖可変領域に有
する（これらの超可変領域は図１Ａにおいて下線で示された、以下のものである：
１）ＬＡＳＱＴＩＤ（SEQ ID NO:５）；
２）ＡＡＴＮＬＡＤ（SEQ ID NO:６）；
３）ＱＱＶＹＳＳＰＦＴ（SEQ ID NO:７）。
【００３４】
　特に好ましい本発明の抗体は、Ｈ３６．Ｄ２. Ｂ７の重鎖可変領域の対応する一つ、二
つあるいは三つの超可変領域に対して高い配列同一性（少なくとも９０％、あるいは９５
％の配列同一性）を持つ、あるいは同様である一つ、二つ、あるいは３つの超可変領域を
重鎖可変領域に有する（これらの超可変領域は図１Ｂにおいて下線で示された、以下のも
のである：
１）ＴＤＹＮＶＹ（SEQ ID NO:８）；
２）ＹＩＤＰＹＮＧＩＴＩＹＤＱＮＦＫＧ（SEQ ID NO:９）；
３）ＤＶＴＴＡＬＤＦ（SEQ ID NO:10）。
【００３５】
　本発明における核酸は、以下に述べる適度に厳しい条件（以下、“通常のストリンジェ
ント”条件と述べる）下で、SEQ ID NO:１および／またはSEQ ID NO:３の配列に結合する
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のに十分な長さ（好ましくは、少なくとも約１００、２００、または２５０塩基対）を有
することが好ましい。（通常のストリンジェント条件）：３７℃の温度で０．８Ｍ食塩水
／０．０８Ｍクエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）緩衝液に２０％のホルムアミドを含み、この
ＳＳＣ緩衝液で３７℃で一度洗浄された時に結合が残るハイブリッド形成緩衝液を使用。
【００３６】
　さらに、本発明における核酸（好ましくは、少なくとも約１００、２００、または２５
０塩基対）は、以下に述べるかなり厳しい条件（以下、“高ストリンジェント”条件と述
べる）下で、SEQ ID NO:１および／またはSEQ ID NO:３の配列と結合する。（高ストリン
ジェント条件）：４２℃の温度で０．９Ｍ食塩水／０．０９Ｍクエン酸ナトリウム（ＳＳ
Ｃ）緩衝液に20％のホルムアミドを含み、このＳＳＣ緩衝液で４２℃で二度洗浄された時
に結合が残るハイブリッド形成緩衝液を使用。
【００３７】
　本発明における核酸は、好ましくは少なくとも２０塩基対、さらに好ましくは少なくと
も約５０塩基対、そしてより好ましくは少なくとも約１００、２００、２５０、または３
００塩基対を含んでいる。
【００３８】
　一般的に好ましい本発明における核酸は、ここで述べられる好ましい結合親和性とその
他の特性を持つ本発明にかかる抗体を発現する。
【００３９】
　また、本発明における好ましい核酸は、図１Ａと図１Ｂに示されている軽鎖、あるいは
重鎖配列の一方、あるいは両方と略配列同一性を有する。具体的には、好ましい核酸は、
SEQ ID NO:１および／または３に対して、少なくとも約７０％、好ましくは約８０％以上
、さらに好ましくは約８５、９０、あるいは９５％以上の相同性（配列同一性）持つ配列
を含んでいる。
【００４０】
　本発明における特に好ましい核酸配列は、SEQ ID NO:１および／または３の（図１Ａと
図１Ｂにおいて下線で示される）超可変領域に対して、高い配列同一性を有するものであ
る。特に好ましい核酸は、抗体軽鎖可変領域をコード化し、超可変領域をコード化し、Ｈ
３６．Ｄ２. Ｂ７の対応する超可変領域をコード化する配列の一つ、二つ、または三つに
対して高い配列同一性（少なくとも９０％、あるいは９５％の配列同一性）を有している
か、または一つ、二つ、または三つの配列と同様となっている（これらの超可変領域は図
１Ａにおいて下線で示され、以下のものである：
１）CTGGCAAGTCAGACCATTGAT (SEQ ID NO:11)
２）GCTGCCACCAACTTGGCAGAT (SEQ ID NO:12)
３）CAACAAGTTTACAGTTCTCCATTCACGT (SEQ ID NO:13)。 
【００４１】
　また、特に好ましい核酸は、抗体重鎖可変領域をコード化し、超可変領域をコード化し
、Ｈ３６．Ｄ２. Ｂ７の対応する超可変領域をコード化する一つ、二つあるいは三つ配列
に対して高い配列同一性（少なくとも９０％、あるいは９５％の配列同一性）を有する、
または一つ、二つ、または三つの配列と同様となっている（これらの超可変領域は図１Ｂ
において下線で示され、以下のものである：
１）ACTGACTACAACGTGTAC (SEQ ID NO:14);
２）TATATTGATCCTTACAATGGTATTACTATCTACGACCAGAACTTCAAGGGC (SEQ ID NO:15)；
３）GATGTGACTACGGCCCTTGACTTC（SEQ ID NO:16）。
【００４２】
　本発明における核酸は単離されている。これは、所定の核酸が、通常、所定の画分にお
ける総核酸重量の少なくとも約０．5 ％、好ましくは少なくとも約２％、さらに好ましく
は少なくとも約５％を成すことを意味している。部分的に純粋な核酸は、所定の画分にお
ける総核酸重量の少なくとも約１０％、好ましくは少なくとも約３０％、さらに好ましく
は少なくとも約６０％をなしている。純粋な核酸は、所定の画分における総核酸重量の少
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なくとも約８０％、好ましくは少なくとも約９０％、さらに好ましくは少なくとも約９５
％をなしている。
【００４３】
　本発明にかかる抗体は、従来から一般に知られている技術によって調製可能であり、典
型的にはネイティブＴＦの精製サンプル、代表的なものとしてはネイティブヒトＴＦ、好
ましくは精製された組み換えヒト組織因子（ｒｈＴＦ） に生成されるものである。先を
切った組み換えヒト組織因子、即ち“ｒｈＴＦ”（２４３のアミノ酸によって構成され、
細胞質ドメインを持たない）は、本発明にかかる抗体を生成するのに特に好ましい。また
、上記抗体は、非ネイティブＴＦには見られない、ネイティブＴＦの一つ以上のエピトー
プを含む免疫原性ペプチドから生成することも可能である。ここで述べる“ネイティブＴ
Ｆ”とは、ｒｈＴＦ等を含むＴＦサンプルである。上述したように、一般的にはモノクロ
ーナル抗体が好ましいが、ポリクローナル抗体も採用することが可能である。
【００４４】
　より具体的には、抗体は、ネイティブヒトＴＦの精製サンプル、あるいは上記免疫原性
ペプチドを単独、またはキャリアとのコンプレックスを用いて哺乳類に免疫性を与えるこ
とによって調製することができる。好ましい哺乳類としては、羊、やぎ、うさぎ、モルモ
ット、ねずみ、マウス等の典型的な実験動物が挙げられる。ねずみやマウス、特にマウス
は、モノクローナル抗体を調製するには好ましい。哺乳類に対する抗原の投与は、皮下、
腹腔内、静脈内、筋肉内、皮内注射などの数ある好ましい方法のうち、どの方法で行って
もかまわない。免疫性を与える最適な間隔、免疫を与える量等は比較的広い範囲にわたっ
て変更可能であり、この開示に基づいて実験的に決定することができる。典型的な手順で
は、数か月にわたって抗原を数回、注入する。標準技術によって、免疫性を与えられた動
物の血清から抗体が回収され、ネイティブヒトＴＦに特有な抗体を発見するためにスクリ
ーニングされる。モノクローナル抗体は、抗体を生成する細胞内や、ハイブリドーマ細胞
を形成する標準融合技術を用いることによってモノクローナル抗体を生成するのに使用さ
れた細胞内で生成可能である。G.Kohler,et al., Nature, 256:456(1975) を参照された
い。典型的なものとしては、抗体生成細胞を骨髄腫細胞等の不死細胞系と融合し、ハイブ
リドーマ細胞を形成することが挙げられる。あるいは、Huse, et al., Science, 256:127
5(1989) の方法によって、モノクローナル抗体を細胞から生成することができる。
【００４５】
　好ましいプロトコルでは、約２か月から７か月間にわたって処理された精製ｒｈＴＦコ
ンプレックスを含む組成物でマウスの腹腔内免疫化を行う。その後、免疫性を与えられた
マウスから脾臓細胞が取り出される。脾臓細胞切除に先立って、ｒｈＴＦに特有の抗体価
が、免疫性を与えられたマウスの血清から測定される。その後、切除されたマウスの脾臓
細胞は、ヒポキサンチン－グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ欠損（ＨＧＰＲＴ
－）やチミジンキナーゼ欠損（ＴＫ－）等のマーカーを持つ適切な同型遺伝子、あるいは
異型遺伝子の（好ましくは、同型遺伝子の）リンパ系細胞系と融合される。骨髄腫細胞を
リンパ系細胞系として採用することが好ましい。骨髄腫細胞と脾臓細胞を、例えば脾臓細
胞に対して骨髄腫細胞が約１から４の割合で混合する。上記細胞は、ポリエチレングリコ
ール（ＰＥＧ）方法で融合することができる。上述のG.Kohler,et al. Nature,を参照さ
れたい。このようにクローンされたハイブリドーマは、例えばＲＰＭＩ-1640 培地で生育
される。G.E.More,et al., Journal of American Medical Association, 199:549 を参照
されたい。融合手順後に成長したハイブリドーマは、精製ｒｈＴＦと特に結合する抗体の
分泌を放射免疫分析や酵素免疫分析等することによってスクリーニングされ、例えば、精
製ｒｈＴＦと結合するが非ネイティブｒｈＴＦとは結合しない抗体が選択される。スクリ
ーニングには、ＥＬＩＳＡを採用することが好ましい。このようなスクリーニングにおい
て、好ましい結果を示すハイブリドーマを限界希釈法で拡大し、クローニングすることが
できる。さらに、ヒトの体液サンプル以外の溶液中でｒｈＴＦと結合することができる抗
体を選別するために、さらなるスクリーニングを行うことが好ましい。分離された抗体は
、親和性クロマトグラフィー等、適した免疫技術を使ってさらに精製することができる。
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特に好ましいＨ３６．Ｄ２. Ｂ７抗体を形成するハイブリドーマ培養物は、ブダペスト条
約に準じて、12301 Parklawn Drive, Rockville, MD,10852 のAmerican Type Culture Co
llection（ＡＴＣＣ） に寄託されている。このハイブリドーマ培養物は、1997年１月８
日にＡＴＣＣに寄託され、受入れ番号ＡＴＣＣ　ＨＢ-12255が割り当てられた。
【００４６】
　ヒトに対する治療への応用のためには、ヒトではない動物の可変領域と人間の定常領域
を結合させるキメラ抗体誘導体、例えば抗体分子を形成し、それによって対象となるヒト
内の抗体の免疫原性を非キメラ抗体よりも少なくさせることが望ましい。様々な種類のこ
のようなキメラ抗体を、例えばヒトの可変領域キメラを形成することによって得ることが
できる、可変領域のある部分、特に抗原結合ドメインの保存領域はヒトから発生し、超可
変領域のみがヒトではない起源から発生する。S.L.Morrison, Science, 229:1202-1207(1
985)；Oi et al., BioTechnique, 4:214(1986)；Teng et al., Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.
A., 80:7308-7312(1983)；Kozbor et al.,Immunology Today, 4:7279(1983)；Olsson et 
al., Meth.Enzymol., 9:3-16(1982)に開示されたヒト適応キメラ抗体とその形成方法を参
照されたい。さらに、トランスジェニックマウスを使うこともできる。例えば、ヒトの抗
体のレパートリーを有し、ネイティブヒトＴＦを使って免疫性が付与されているトランス
ジェニックマウスが生み出されている。また、このような免疫性を付与されたマウスの脾
臓を、上記のように、特にネイティブヒトＴＦと反応するヒトモノクローナル抗体を分泌
するハイブリドーマを形成するのに使用することができる。N.Longberg et al., Nature,
368:856-859(1994) ；L.L.Green et el., Nature Genet.,7:13-21(1994) ；S.L.Morrison
, Proc,Natl.Acad.Sci.U.S.A.,81:6851-6855(1994)を参照されたい。
【００４７】
　また、本発明にかかる抗体の核酸は、ポリメラーゼ連鎖反応によっても調製することが
できる（後述の実施例１に記載のプライマーを参照）。概して、Sambrooket al., Molecu
lar Cloning(2d ed.1989)を参照されたい。また、このような核酸は、公知の方法、例え
ばリン酸トリエステル法（Oligonucleotide Synthesis,ＩＲＬ Press(M.J. GAit,ed.,198
4)を参照）や市販の自動オリゴヌクレオチド合成機を使って合成することが可能である。
このようにして得られた本発明における核酸は、本発明にかかる抗体を公知の方法で発現
するのに採用することができる。本発明にかかる抗体の核酸コードは、例えば、制限酵素
を使ってベクターに切れ目を形成し、コンストラクトを挿入し、ライゲーションする等の
公知の方法によって、適当なベクターに取り入れることが可能である。適切にプロモータ
配列と動作可能に結合されている、挿入された核酸配列を含むベクターは、発現のために
宿主細胞に導入される。概して、上述のSambrook et al.,を参照されたい。適当なベクタ
ーは、クローニングプロトコルに関連する要因に基づいて経験的に選択することができる
。例えば、ベクターは、採用される宿主に対して適合可能であり、適切なレプリコンを持
っているものである。さらに、ベクターは、挿入された核酸配列を収容可能でなくてはな
らない。好ましい宿主としては、多様な真核細胞やE.coliなどのような原核細胞が挙げら
れる。
【００４８】
　本発明にかかる抗体の分子量は、用途や、抗体がコンジュゲートした、または組み換え
融合された毒素、薬、または検知可能ラベルのようなものを含んでいるか等の要因によっ
て変化する。一般に、本発明にかかる抗体の分子量は、約２０から１５０ｋＤａである。
このような分子量は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ゲル電気泳動法等の分子サイジング法とその後
のタンパク質染色、あるいはウエスタンブロット分析法によって容易に決定される。
【００４９】
　“本発明にかかる抗体”や同様の用語は、ネイティブＴＦを結合する免疫学的に活発な
断片のような免疫グロブリン全体を指している。免疫グロブリンとその免疫学的に活発な
断片は、抗体結合部（即ち、特にネイティブヒトＴＦと結合可能なペリトープ〔peritope
〕）を含んでいる。模範的な抗体断片としては、例えばＦａｂ，Ｆ（ｖ），Ｆａｂ’, Ｆ
（ａｂ’）２断片、免疫グロブリンのジスルフィド結合の還元によって派生する“半分子
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”、単鎖免疫グロブリン、あるいはその他の好ましい抗原結合断片がある（例えば、Bird
 et al., Science, pp.242-424(1998)；Huston et al., PNAS,(USA),85:5879(1988) ；We
bber et al., Mol.Immunol., 32:249(1995) を参照）。抗体やその免疫学的に活発な断片
は、動物（例えば、マウスやラット等の齧歯類）のもの、あるいはキメラ形であってもよ
い（Morrisonet al., PNAS,81:6851(1984) ；Jones et al., Nature, pp.321,522(1986)
を参照）。本発明にかかる単鎖抗体が好ましい。
【００５０】
　同様に、“本発明における核酸”は、本発明にかかる抗体を得るために発現される配列
を示す用語で、上記の意味で明記している。
【００５１】
　上記のように、本発明にかかる抗体は、典型的には、無菌水や食塩水等の調剤的に認め
られている非毒性キャリア、ポリエチレングリコール等のグリコール、植物性油等を一つ
以上含む組成物において、再狭窄などの血栓を防止、あるいは減少するために、哺乳類、
好ましくはヒト等の霊長類に投与することができる。特に、生適合性、生分解性ラクチド
重合体、ラクチドグリコライド共重合体、ポリオキシエチレン、ポリオキシプロピレン共
重合体が、ここで述べる抗体含有組成物の放出を制御する賦形剤として有用である。その
他可能性のある有用な投与システムとしては、エチレンビニルアセテート共重合体粒子、
浸透ポンプ、植え込み型注入システム、およびリポソーム等が挙げられる。一般的に、本
発明における抗凝固組成物は溶液、あるいは懸濁液状であり、好ましくは約０．０１％か
ら１０％（ｗ／ｗ）の本発明にかかる抗体を含んでおり、さらに好ましくは約０．０１％
から５％（ｗ／ｗ）の上記抗体を含んでいる。抗体は、組成物における単独の活性成分、
あるいはその他の抗凝固剤（例えば、ヘパリン、ヒルジンやヒルログ）、抗血小板（例え
ば、ReoPro）、あるいは血栓溶解(thrombolytic)剤（例えば、組織プラスミノーゲン活性
化因子、ストレポキナーゼ、またはウロキナーゼ）を一つ以上含むカクテルとして投与す
ることができる。さらに、本発明の抗体は、所望の抗凝固作用を促進させたり、または長
引かせるために、適当な一種類以上の抗凝固剤、抗血小板や血栓溶解剤を投与する前、あ
るいは後に投与することができる。
【００５２】
　さらに上記のように、本発明にかかる抗体を医療器具、例えばカテーテル、ステント等
の留置装置の使用によって引き起こされる可能性のある血液凝固を削減するために使用す
ることができる。ある好ましい方法では、体液と接触する前に、上記器具が本発明にかか
る抗体（例えば、１ｍｇ／ｍｌの食塩水溶液として）で処理される。あるいは、またはさ
らに、血餅の形成を最小限にするのに十分な量の本発明にかかる抗体を体液と混合するこ
ともできる。
【００５３】
　本発明における治療抗凝固組成物は、非経口あるいは静脈投与、特に液体溶液の形状と
して投与されるのが適している。このような組成物は単位用量で投与されると便利であり
、製薬技術で知られている方法で調製することができる。Remington's Pharmaceutical S
ciences,(Mack Publishing Co., Easton PA,(1980))を参照されたい。“単位用量”とは
、ヒト等の霊長類への統一された投薬量としてふさわしい物理的に別個の単位で採用され
た本発明における治療組成物を意味し、各単位は要求された希釈剤やキャリアと共に所望
の治療効果を得るために求められた所定量の活性物質を含んでいる。単位用量は、種類、
治療される血栓の重症度、患者の血液凝固システムの抗体を利用するための容量、所望の
ＦＸ活性の阻害、あるいは中和度等の様々な要因によって変わる。投与する抗体の厳密な
量は、典型的には医師によって判断されるが、単位用量は一般的には投与方法次第であり
、一日あたり体重の１０ｎｇ／ｋｇから５０ｍｇ／ｋｇの範囲である。より典型的には、
一日あたり体重の１００ｎｇ／ｋｇから１０ｍｇ／ｋｇの範囲である。促進注射における
初回投与でふさわしい量もまた可変であるが、初回投与量と続く一時間以上の間隔で注射
、または他の投与方法で投与される量によって典型化される。あるいは、連続、または間
欠静脈注入は、血液中で少なくとも約１０ナノモーラーから１０マイクロモーラーの抗体
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濃度を保持するのに十分である。
【００５４】
　所望の生物学的、化学的、物理的特性を付与するために、本発明にかかる抗体の修飾が
望まれる場合がある。具体的には、上記抗体を薬、例えばｔ－ＰＡ、ストレプトキナーゼ
やウロキナーゼ等の血栓溶解薬とコンジュゲート（即ち、共有結合）し、血栓溶解作用を
得ることが有用である。このような結合は、異種二官能プロテイン架橋剤、例えばＳＰＤ
Ｐ、カルボジイミド等の結合分子を使用する方法を含むいくつかの方法や組み換え方法に
よって達成することができる。
【００５５】
　さらに、血栓溶解薬等の薬に加えて、本発明の抗体は、例えばジフテリア毒素（即ち、
ＤＴ）、志賀毒素、アブリン、コレラ毒素、リシン、サポリン、シュードモナス外毒素（
ＰＥ）、アメリカヤマゴボウ抗ウイルスタンパク、またはジェロニン（gelonin）等の植
物、またはバクテリア由来の毒素と結合することができる。このような毒素の生理活性断
片は、従来よりよく知られており、例えばＤＴ　Ａ鎖および、リシンＡ鎖がある。また上
記毒素は、ホスホリパーゼ（例えば、ホスホリパーゼＣ）等の細胞表面で活発な薬剤であ
ってもよい。その他の例としては、毒素は、例えばベンデシン(vendesine)、ビンクリス
チン、ビンブラスチン、メトトレキセート、アドリアマイシン、ブレオマイシン、あるい
はシスプラチン(cisplatin)等の化学療法薬であってもよいし、例えばヨウ素－１３１、
イットリウム－９０、レニウム－１８８、またはビスマス－２１２等の放射性核種であっ
てもよい（概して、Moskaug et al., J.Biol.Chem., 264:15709(1989) ；I.Pastan et al
., Cell,47:641(1986)；Pastan et al., Recombinant Toxins as Novel Therapeutic Age
nts, Ann.Rev.Biochem.,61:331(1992)；Chemeric Toxins Olsnes and Phil, Pharmac.The
r.,25:355(1982) ；PCT 出願公開番号WO 94/29350 号；PCT 出願公報番号WO 94/04689 号
；および米国特許番号5,620,939 号を参照）。また、上記のように、毒素に加えて、哺乳
類への投与によって補体結合力と抗体依存性細胞媒介細胞障害を得るために、本発明の抗
体をエフェクター分子（例えば、ＩｇＧ１、あるいはＩｇＧ３）とコンジュゲートさせる
こともできる。
【００５６】
　治療的に効果のある量のこのような抗体／細胞毒素、またはエフェクター分子コンジュ
ゲートを、腫瘍細胞、免疫系細胞、あるいはＴＦを発現することができる内皮を有するか
、または有していると考えられている哺乳類、好ましくはヒト等の霊長類に投与すること
ができる。このような腫瘍細胞、免疫系細胞、内皮の典型例としては、胸や肺の悪性腫(m
alignancies)、単球、および血管内皮が挙げられる。
【００５７】
　また、本発明にかかる抗体は、例えば上記に述べられた外にも、例えば、薬品、酵素、
ホルモン、放射性核種を結合可能なキレート化剤や病気の診断や治療に有効な他のタンパ
ク質やポリペプチドなどの様々な調合薬とコンジュゲートすることが可能である。診断の
ためには、検知可能にラベルされた、またはラベルされていない本発明にかかる抗体を使
用することができる。例えば、上記抗体を検知可能にラベルするために、放射性核種、蛍
光体（fluors）、酵素、酵素基質、酵素補助因子、酵素阻害剤、例えばヘプテン等のリガ
ンドなど多様なラベルを好適に使用することができる。
【００５８】
　診断方法は、in vivo 診断造影を含めて提供される［例えば、A.K.Abbas,Cellular and
 Molecular Immunology, pg.328(W.B.SaundersCo.1991)］。ほとんどのin vivo 造影にお
いては、例えば、125I、32P、99Tcや他の検知可能タグで本発明にかかる抗体を検知可能
にラベルし、哺乳類、特にヒトに、抗体を所望の目的物に接触させるのに十分な所定の時
間投与する。その後、患者が、抗体の結合を検出するためのシンチグラフィーカメラ分析
等の公知の手順によって走査される。この分析は、特にここで開示されたような多くの血
栓の診断や治療を促進することができる。この方法は、心臓手術、特に血管形成、または
血餅の望まない形成が発生するであろう他の外科的手順と共に採用されると特に有効であ
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り、血餅の発生や動きが目に見えるようになる。
【００５９】
　また、本発明にかかる抗体は、略純粋（例えば、少なくとも約９０％純度、好ましくは
少なくとも約９６、または９７％純度の）ネイティブＴＦ、特にネイティブヒトＴＦを生
物学的サンプルから調製するために使用することができる。例えば、ネイティブＴＦは上
記に記載のようにして得ることができ（L.V.M.Raoet al., Thrombosis Res.,56:109(1989
)を参照）、溶液を、抗体を含む固体支持体と混合し、結合反応混合物を形成することに
よって精製することができる。典型的な固体支持物としては、ポリスチレン、ポリビニリ
デンクロライド、セファデックス(Sephadex)（商標）（Pharmacia Fine Chemicals）等の
架橋デキストラン、アガロース、ポリスチレンビーズ（Abbott Laboratories ）、ポリ塩
化ビニル、ポリスチレン、架橋形状のポリアクリルアミド、ニトロセルロース、またはナ
イロン等を含む、あるいは、これらから構成される支持体と同様の、マイクロタイタープ
レート等のプレートの壁が挙げられる。その後、ＴＦは、標準免疫学的技術によって、固
体支持物からほぼ純粋な形で分離される。概して、Harlow and Lane in Antelibodies:A 
Labotatory Manual,CSH Publication, New York(1988) およびAusubel et al. Current P
rotocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York(1989)を参照されたい。
【００６０】
　また上記のように、本発明にかかる抗体を免疫学的サンプルにおけるネイティブヒトＴ
Ｆ、特に血餅と結びついたネイティブＴＦを検出するために使用することもできる。典型
的な免疫学的サンプルとしては、血漿、血清、唾液、尿、便、膣分泌物、胆汁、リンパ液
、眼水、髄液、細胞培養培地、組織、特に心臓組織等の繊管束組織が挙げられる。サンプ
ルは、例えば、心肺バイパス手術等の観血的医療処置；心筋梗塞、心筋症、心臓弁膜症、
不安定アンギナ、または塞栓形成を伴う心房細胞等の心臓疾病；播種性血管内凝固を含む
凝血障害、ステントやカテーテル等の器具の配置；ショック（例えば、敗血症性ショック
症候群）、血管外傷、肝臓病、熱射病、悪性（例えば、すい臓、卵巣、小肺細胞癌）、狼
瘡、子癇、脈管周囲閉塞性疾患、および腎臓病にかかわる血栓症、好ましくは再狭窄を患
っている、または患っている疑いのある哺乳類から好適に得ることができる。
【００６１】
　このような分析では、本発明にかかる抗体は、公知の方法で好適な原子や分子、例えば
放射性ヨウ素、トリチウム、ビオチン、ベータガラクトシダーゼやホースラディッシュペ
ルオキシダーゼ等の酵素に付着した抗ヨーディティピック(ioditypic)抗体等の検知可能
な生成物を形成する試薬、または蛍光タグ（例えば、フルオロセインやローダミン）で検
知可能にラベルされる。生物学的サンプルと検知可能にラベルされた抗体を接触させた後
、未反応抗体が生物学的サンプルから分離され、ラベル（あるいは生成物）が抗体補足分
析、抗体サンドイッチ分析、ＲＩＡ、ＥＬＩＳＡ、免疫沈降、免疫吸着等の従来の免疫学
的方法で検出される（上述のHarlow and Lane,；上述のAusubel et al.を参照）。好適な
対照サンプルからよりも超過して検出されたラベル（または生成物）は、ネイティブＴＦ
、より具体的には血餅が生物学的サンプルに存在していることを示す。例えば、本発明に
かかる抗体は、検知可能にラベル付けされ、抗体補足分析、ＥＬＩＳＡ、抗体サンドイッ
チ分析、ＲＩＡや免疫沈降、免疫吸着等の標準免疫技術によって、ネイティブＴＦを検出
、好ましくは定量することができる。特に組織が使用された場合、免疫技術は公知の試薬
を使って組織固定し、実質的にタンパク質コンフォメーション（例えば、ホルムアルデヒ
ドで希釈）を維持してもよい。概して、Ausubel et al., Current Protocols in Molecul
ar Biology, John Wiley & Sons, New York,(1989)；Harlow and Lane in Antibodies: A
 Laboratory Manual,CSH Publications,NY(1988)を参照されたい。
【００６２】
　また、本発明にかかる抗体は、ある悪性細胞の外に線維芽細胞、脳細胞、免疫細胞（例
えば、単球）、上皮を含むネイティブＴＦを発現する細胞の検出と精製するために使用す
ることができる。細胞を検出し精製する好ましい方法としては、従来の免疫学的方法（例
えば、ＦＡＣＳやイミュノパニング等のフローサイトメトリー法）がある。略純粋なネイ
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ティブＴＦを発現する細胞集団は、臨床や研究のために有用であり、例えばＴＦ結合抗体
をスクリーニングするための培養細胞としての細胞を得るのに有用である。
【００６３】
　また、本発明は、ネイティブＴＦ、特にネイティブヒトＴＦをテストサンプル、特に上
記で述べた血液、血漿等の体液や組織から検出するためのテストキットそして診断キット
を提供する。好ましいキットとしては、本発明の検知可能にラベルされた抗体が挙げられ
る。診断キットはＥＬＩＳＡ等の任意の認められた免疫フォーマットで使用することがで
き、生物学的サンプルにおけるネイティブＴＦの存在を検出、あるいは定量する。
【００６４】
　本明細書において参照した全文書を、全て参考文献として記載する。
【００６５】
　以下に、本発明を何ら限定するものではない実施例で、本発明を説明する。以下の実施
例やその他においては、抗体Ｈ３６とＨ３６．Ｄ２を参照する。これらの抗体はＨ３６．
Ｄ２. Ｂ７と同じであるが、Ｈ３６はマザークローンから派生し、Ｈ３６．Ｄ２は一次ク
ローンから得られる。一方、Ｈ３６．Ｄ２. Ｂ７は、二次クローンから得られる。ＴＦ阻
害の能力その他の物理的性質に関しては、これらの三つのクローン間で違いは観察されて
いない。
【００６６】
　実施例１－抗ｒｈＴＦモノクローナル抗体の調製およびクローニングｒｈＴＦに対する
モノクローナル抗体は以下のように調整された。
【００６７】
　Ａ．免疫化と促進
　５匹の雌のＢＡＬＢ／ｃマウスを、それぞれ１０μｇの脂化され精製されたｒｈＴＦで
免疫化した。マウスは、始めにHunter社のタイターミックス(Titermax)アジュバンドを用
いて腹膜内で感作された。３回の終期増幅剤が０．８５％ＮａＣｌ溶液として投与された
。増幅剤投与は最初の感作から２カ月、５．５カ月、および６．５カ月後に行われ、始め
に皮下で投与された増幅剤以外はすべて腹膜内に投与された。最後の増幅剤は融合の３日
前、２０μｇが投与された。
【００６８】
　Ｂ．マウス骨髄腫細胞とマウス脾臓リンパ球との融合
　ｒｈＴＦ免疫化されたＢＡＬＢ／ｃマウスの脾臓からのリンパ球をＰＥＧ１５００を用
いてＸ６３－Ａｇ8.653 マウスの骨髄種に融合させた。引き続きＰＥＧにさらして、細胞
を熱不活性化された牛の胎児の血清内で３７℃で１時間インキュベートした。その後融合
した細胞をＲＰＭＩ 1640 で再び懸濁させ、１０％のＣＯ２内で３７℃で一晩インキュベ
ートした。翌日その細胞をＲＰＭＩ 1640 を用いてプレーティングして、マクロファージ
培養物の上清を加えた。
【００６９】
　Ｃ．ＥＬＩＳＡ発色
　ＥＬＩＳＡ分析法のプレートを、炭酸塩のバッファー内で１００マイクロリットルの組
み換え型組織因子（０．２５μg／ｍｌ）でコートした。全ての工程は室温で行った。プ
レートはＢＳＡでブロックされ、洗浄され、テストサンプルとコントロールが加えられた
。ヤギの抗マウスＨＲＰコンジュゲート（Jackson ImmunoReserch Laboratories）でプレ
ートをインキュベートし、ＡＢＴＳペルオキシダーゼ基質システム（Kirkegaad and Perr
y Laborateries）を用いて、抗原と抗体の結合を検出した。吸収度は、４０５ｎｍの波長
で自動プレートリーダーで読み出された。
【００７０】
　Ｄ．ｒｈＴＦハイブリドーマ細胞系の安定化
　融合から２週間後、特定ｒｈＴＦ　ＥＬＩＳＡによるハイブリドーマコロニーの選別を
開始した。新たなコロニーのスクリーニングを３週間継続した。１５の安定したクローン
が凍結されるまで、連続した抗体の製造のために１週間から２週間ごとに陽性クローンを
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テストした。
【００７１】
　Ｅ．１次・２次クローニング
　限界希釈クローニングが、陽性の安定したハイブリドーマ毎に、１次クローンを得るた
めに実施された。細胞を溶かし、短時間培養し、１０細胞／ウェルから０．１細胞／ウェ
ル希釈した。１次クローンを抗ｒｈＴＦでテストし、５個から６個の陽性クローンを膨張
させ凍結した。
【００７２】
　抗ｒｈＴＦ抗体の２次クローン、Ｈ３６．Ｄ２. Ｂ７は、上述したように、液体窒素で
調整され保存された１次クローンＨ３６．Ｄ２から得られた。４つの異なる希釈、５細胞
／ウェル、２細胞／ウェル、１細胞／ウェル、０．５細胞／ウェルの１次クローンは、２
次クローニングを開始するために９６ウェルのマイクロタイタープレートで調製した。細
胞は以下の添加物を含んだＩＭＤＭ組織培養培地で希釈した。２０％のウシの胎児の血清
（ＦＢＳ）、２ｍＭのＬ－グルタミン、１００単位／ｍｌのペニシリン、１００μｇ／ｍ
ｌのストレプトマイシン、１％のＧＭＳ－Ｓ、０．０７５％のＮａＨＣＯ３。抗ｒｈＴＦ
抗体を分泌するクローンを決定するために、２週間の成長の後に０．２細胞／ウェルマイ
クロタイタープレートの５個のウェルからの上清を取り出し、上述したようにＥＬＩＳＡ
分析法により抗ｒｈＴＦ抗体があるかどうかテストした。５個のクローンはＥＬＩＳＡ分
析法ですべて陽性の結果を示し、Ｈ３６．Ｄ２. Ｂ７は最も良好に抗体を産出した。５個
のクローンをすべて、以下の添加物を含んだＲＰＭＩ培地で順応させ、膨張させた。１０
％のＦＢＳ、２ｍＭのＬ－グルタミン、１００単位／ｍｌのペニシリン、１００μｇ／ｍ
ｌのストレプトマイシン、１％のＧＭＳ－Ｓ、０．０７５％のＮａＨＣＯ３、０．０１３
ｍｇ／ｍｌのオキサル酢酸。Ｈ３６．Ｄ２. Ｂ７を、細胞培養物の上清からのプロテイン
Ａ親和性クロマトグラフィーで精製し、ＦＸ活性化分析法においてＴＦ：ＶＩＩａを阻害
する能力があるかどうかテストした。その結果、Ｈ３６．Ｄ２. Ｂ７はＨ３６．Ｄ２抗体
と同じ阻害力があることがわかった。細胞はすべて液体窒素中に保存された。
【００７３】
　Ｆ．Ｈ３６．Ｄ２．Ｂ７からの全ＲＮＡの単離
　２６９μｇの全ＲＮＡを、２．７×１０５Ｈ３６．Ｄ２. Ｂ７ハイブリドーマ細胞から
単離した。全ＲＮＡの単離は、QiagenからのRNeasy Midi Kit プロトコルで述べられたよ
うに実施された。ＲＮＡサンプルは、必要な時まで－２０℃で水中に保存した。
【００７４】
　Ｇ．ｃＤＮＡの合成、およびＨ３６．Ｄ２. Ｂ７遺伝子の可変領域のクローニング
　ｃＤＮＡの１次鎖を得るため、上述の通り単離された５μｇの全ＲＮＡ、重鎖（ＨＣ）
用のバックプライマーＪＳ３００（すべてのプライマーが後に示される）、軽鎖（ＬＣ）
用のＯＡＫ５７、ＲＮase 阻害剤、ｄＮＴＰ類、ＤＴＴ、スーパースクリプトII逆転写酵
素を含んだ反応混合物を調製し、４２℃で１時間インキュベートした。転写を止めるため
に、反応チューブを６５℃で１５分間インキュベートした。冷却後、５単位のＲＮase Ｈ
が加えられ３７℃で２０分間インキュベートした。ｃＤＮＡサンプルは、必要な時まで－
７０℃で保存された。
【００７５】
　上述のように作成されたｃＤＮＡ、つまり抗ｒｈＴＦのＨＣおよびＬＣ両方の可変領域
（図１Ａと１Ｂに示すＨＣとＬＣの可変領域における核酸とアミノ酸の配列）をクローン
化するために、ＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）を別々に行った。ＰＣＲは３回行われた
。１回目：ＨＣ用のフロントプライマーＪＳ００２とバックプライマーＪＳ３００を用い
てＰＣＲを９６℃、５３℃、７２℃で３５サイクル行った。ＬＣには、フロントプライマ
ーＪＳ００９とバックプライマーＯＫＡ５７を用いてＰＣＲを９６℃、６３℃、７２℃で
３５サイクル行った。２回目：ｐＭＣ－１８がＨＣフロントプライマーに用いられ、ｐＭ
Ｃ－１５がＬＣフロントプライマーに用いられる以外は、ＨＣとＬＣ両方のＰＣＲが１回
目と同様に行われた。３回目：ＨＣ用のＨ３６ＨＣＦとＨ３６ＨＣＲプライマーを用いて
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９６℃、６０～６５℃、７２℃でＰＣＲを３０サイクル行った。ＬＣには、Ｈ３６ＬＣＦ
とＨ３６ＬＣＲプライマーを用いてＰＣＲを９６℃、５８℃、７２℃で３０サイクル行っ
た。
【００７６】
　以下のプライマーは、ＨＣとＬＣのＨ３６．Ｄ２．Ｂ７可変領域のクローニングに用い
られた。
ＯＡＫ５７：
5'-GCACC TCCAG ATGTT AACTG CTC-3'(SEQ ID NO:17)
ＪＳ３００：
5'-GAART AVCCC TTGAC CAGGC-3'(SEQ ID NO:18) 
ＪＳ００９：
5'-GGAGG CGGCG GTTCT GACAT TGTGM TGWCM CARTC-3'(SEQ ID NO:19) 
ＪＳ００２：
5'-ATTTCAGGCC CAGCCGGCCA TGGCCGARGT YCARCTKCAR CARYC-3'(SEQ ID NO:20) 
ｐＭＣ－１５：
5'-CCCGG GCCAC CATGK CCCCW RCTCA GYTYC TKG-3'(SEQ ID NO:21) 
ｐＭＣ－１８：
5'-CCCGG GCCAC CATGG RATGS AGCTG KGTMA TSCTC-3'(SEQ ID NO:22) 
Ｈ３６ＨＣＦ：
5'-ATATA CTCGC GACAG CTACA GGTGT CCACT CCGAG ATCCA GCTGC AGCAG TC-3'(SEQ ID NO:2
3)
Ｈ３６ＨＣＲ：
5'-GACCT GAATT CTAAG GAGAC TGTGA GAGTG G-3'(SEQ ID NO:24) 
Ｈ３６ＬＣＦ：
5'-TTAAT TGATA TCCAG ATGAC CCAGT CTCC-3'(SEQ ID NO:25)
Ｈ３６ＬＣＲ：
TAATC GTTCG AAAAG TGTAC TTACG TTTCA GCTCC AGCTT GGTCC (SEQ ID NO:26)
　上記SEQ ID NO:17ないし26において、K はG またはT 、M はA またはC 、R はA または
G 、S はC またはG 、V はA 、C またはG 、W はA またはT 、Y はC またはT である。
【００７７】
　実施例２－本発明のモノクローナル抗体（Ｍａｂ）の結合活動
　上記の実施例１で調製した本発明にかかるＭａｂが使用された。ｒｈＴＦ分子をE.coli
に発現させ、標準法（上述のHarlow and Lane,　上述のAusubel et al.を参照）に基づい
て免疫親和性クロマトグラフィーで精製した。Ｍａｂの会合（Ｋａ）と解離（Ｋｂ）定数
は、ＥＬＩＳＡと表面プラスモン共鳴（例：ＢＩＡCore）分析法（上述のHarlow and Lan
e ；上述のAusubel et al.；Altschuh et al., Biochem.,31:6298(1992) ；およびPharma
cia Biosensor が開示したＢＩＡcore法を参照）によって決定された。ＢＩＡCore分析法
には、ｒｈＴＦが、製造者の支持に従ってバイオセンサーチップ上に固定された。各Ｍａ
ｂの定数を４つの抗体濃度（０．１２５ｎＭ、０．２ｎＭ、０．５ｎＭ、１ｎＭ）として
決定した。
【００７８】
　タンパク質濃度は、スタンダードとして牛血清アルブミンを、また、商業的に利用可能
な色素剤(Bio-Rad)を用いた標準分析法（M.M.Bradford, Anal.Biochem.,72:248(1976)） 
によって決定した。
【００７９】
　図２は各抗ｒｈＴＦ　Ｍａｂの会合と解離定数を示している。Ｍａｂ　Ｈ３６は、テス
トされたどの抗ｒｈＴＦ　Ｍａｂの中で最高の会合率（Ｋａ＝３．１×１０１０Ｍ－１）
と最低の解離率（Ｋｄ＝３．２×１０１１Ｍ）を示した。
【００８０】
　実施例３－ＦＸａ特定基質分析法
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　ここで述べられた実験では、一般に、５０ｍＭのトリス－ＨＣｌ、ｐＨ７．５と、０．
１％の牛血清アルブミン（ＢＳＡ）中で、３０分間３７℃で７０／３０ｗ／ｗ比のホスフ
ァチジコリン（０．０７ｍｇ／ｍｌ）とホスファチジルセリン（０．０３ｍｇ／ｍｌ）と
ともに脂化されたｒｈＴＦを用いて処理された。事前に作成されたＴＦの貯蔵液として、
５ｎＭの脂化されたｒｈＴＦと５ｎＭのＦＶＩＩａを３０分間３７℃でインキュベートす
ることでＴＦ：ＶＩＩａコンプレックスを形成した。ＴＦ：ＶＩＩａコンプレックスは分
割され、必要なときまで－７０℃で保存された。精製されたヒトの第ＶＩＩ因子、第ＶＩ
Ｉａ因子、ＦＸはEnyzme Research Laboratories, Inc.から得た。以下のバッファーは、
２５ｍＭのHepes-ＮａＯＨ、５ｍＭのＣａＣｌ２、1 ５０ｍＭのＮａＣｌ、０．１％のＢ
ＳＡ、ｐＨ７．５といった全てのＦＸａとＦＶＩＩａ分析法に用いられた。
【００８１】
　ＭａｂはＴＦ：ＶＩＩａが仲介するＦＸのＦＸａへの活性化をブロックするための容量
のためにスクリーニングされた。ＦＸの活性化は２つの連続しない工程において決定した
。第１段階（ＦＸ活性化）では、ＦＸのＦＸａへの活性化をＣａ＋２の存在下で分析した
。第２段階（ＦＸａ活性分析法）では、ＦＸの活性化をＥＤＴＡで失わせて、ＦＸａの形
成はＦＸａ特定色原体基質（Ｓ－2222）を用いて決定した。Ｓ－2222とＳ－2288（以下参
照）色原体は、クロモジェニックス(Chromogenix)(Pharmacia Heper Inc.より配給)から
得た。０．０８ｎＭのＴＦ：ＶＩＩａを伴う反応をインキュベートすることによって、Ｆ
Ｘ活性化を１．５ｍｌのマイクロ遠心チューブ内で行い、どちらも抗ｒｈＴＦ抗体または
バッファーコントロールでプレインキュベートされた。続いて反応は３７℃で３０分間イ
ンキュベートし、それから３０ｎＭのＦＸが加えられた後、さらに３７℃で１０分間の追
加的インキュベーションがなされた。ＦＸａ活性は９６ウェルのタイタープレートで決定
した。２０マイクロリットルのサンプルを第１段階で取り出し、各ウェル毎に同量のＥＤ
ＴＡ（５００ｍＭ）と混合し、続いて０．１４４ｍｌのバッファーと０．０１６ｍｌの５
ｍＭのＳ－2222基質を加えた。上記反応は、追加的に３７℃で１５～３０分間インキュベ
ートすることが認められた。４０５ｎｍの吸光度が各反応で記録された後、その後、反応
は０．０５ｍｌの５０％酢酸により失われた。ＴＦ：ＶＩＩａの活性の阻害は、実験（抗
体を含む）サンプル、およびコントロール（抗体を含まない）サンプルにおけるＯＤ４０

５ｎｍ値から計算された。一部の実験では、抗ｈＴＦ抗体、ＴＦ／ＶＩＩａ、およびＦＸ
がそれぞれ同時に加えられて結合の競合を検出した。図３はＨ３６．Ｄ２. Ｍａｂ（太線
）が、他のテストされた抗ｒＨＴＦ　Ｍａｂよりはるかに大きい（９５％）ＦＸへのＴＦ
：／ＶＩＩａ活性を阻害する様子を示す。
【００８２】
　実施例４－ＦＶＩＩａ特定基質分析法
　ＭａｂはＦＶＩＩａ特定分析法によってさらにスクリーニングされる。この分析法では
、５ｎＭの脂化されたｒｈＴＦが、始めに９６ウェルタイタープレート内で３７℃で３０
分間、バッファー（コントロール）または５０ｎＭの抗体（実験用）でインキュベートさ
れ、その後５ｎＭの精製したヒトのＦＶＩＩａ（ＶＴ＝０．１９２ｍｌ） と混合し、続
いて３７℃で３０分間インキュベートされた。Ｆ　ＶＩＩａ特定基質Ｓ－2288の貯蔵液20
ｍＭの８マイクロリットルが各ウェルに加えられた（最終濃度は０．８ｍＭ） 。続いて
、反応が３７℃で１時間インキュベートされた。それから０．０６ｍｌの５０％の酢酸で
失わせた後、４０５ｎｍでの吸光度が測定された。ＴＦ／ＶＩＩａ活性の阻害率は、実験
サンプルおよびコントロールサンプルからのＯＤ４０５ｎｍ値から計算された。
【００８３】
　図４は、Ｈ３６抗体がＴＦとプレインキュベートされたか（ＶＩＩａを加える前）、ま
たはＶＩＩａとプレインキュベートされているＴＦに抗体が加えられた（上記抗体を加え
る前）場合、Ｈ３６抗体はＳ－2288基質に対するＴＦ／ＶＩＩａ活性をあまり強くブロッ
クしないことを示している。つまりＨ３６はＴＦとＦＶＩＩａ間の相互作用（結合）を妨
げず、また、Ｈ３６はペプチド基質に対するＴＦ：ＶＩＩａ活性を阻害しない。
【００８４】
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　実施例５－プロトロンビンタイム（ＰＴ）分析法
　トロンプラスチンの添加後数秒で、カルシウムの加えられた血漿は凝固する。この現象
はプロトロンビンタイム（ＰＴ）と呼ばれる。一般的に、長時間のＰＴは抗凝固活性の有
効な指標である（上述のGilman et al. を参照）。
【００８５】
　Ｈ３６．Ｄ２抗体が、商品化されているヒト血漿（Baxter Diagnostics Inc.から得ら
れたCi-Trol Control Level Ｉ）を用いた基準方法に基づいて、ＰＴに影響を及ぼす能力
のために調べられた。凝固反応は、Ｃａ＋＋の存在下で、脂化されたｒｈＴＦの添加によ
り開始された。凝固時間は自動凝固タイマー（ＭＬＡ Electra 800）で測定した。ＰＴ分
析は、０．２ｍｌの脂化ｒｈＴＦ（０．1 ％のＢＳＡ、１４．６ｍＭのＣａＣｌ２、０．
０７ｍｇ／ｍｌのホスファチジルコリン、０．０３ｍｇ／ｍｌのホスファチジルセリンを
含む５０ｍＭのトリス－ＨＣｌ、ｐＨ７．５バッファー内）をプラスチック製のツイン－
ウェルキュベットに注入することにより開始された。上記各キュベットは、０．０１ｍｌ
のバッファー（コントロールサンプル）または抗体（実験サンプル）と１～２分間プレイ
ンキュベートした０．１ｍｌの血漿を入れていた。Ｈ３６．Ｄ２抗体によるＴＦ仲介凝固
の阻害は、log[ＴＦ] がlog 凝固時間に対してプロットされているＴＦ基準曲線を用いて
計算した。
【００８６】
　図５は、Ｈ３６．Ｄ２抗体が、ヒト血漿中でＴＦで開始される凝固を充分に阻害するこ
とを示している。Ｈ３６．Ｄ２抗体はＰＴ時間を大幅に伸ばし、この抗体がＴＦで開始さ
れる凝固の効果的な阻害剤であることがわかる（約９９％の阻害まで）。
【００８７】
　実施例６－ＦＸおよびＨ３６．Ｄ２抗体がＴＦ：ＶＩＩａコンプレックスへの結合に競
合する
【００８８】
　ＴＦ／ＶＩＩａ、ＦＸ、およびＨ３６．Ｄ２抗体の間で競合実験を行った。図６Ａは、
予め形成したＴＦ／ＶＩＩａコンプレックス（０．０８ｎＭ） が、０．０２ｎＭ、０．
０４ｎＭ、０．０８ｎＭ、０．１６ｎＭのＨ３６．Ｄ２モノクローナル抗体をそれぞれ含
むバッファー中で、３０分間３７℃でプレインキュベートした実験結果を示すものである
。そしてＦＸ（３０ｎＭ） を、ＴＦ／ＶＩＩａおよびＨ３６．Ｄ２抗体の混合物に加え
た後、その混合物をさらに１０分間３７℃でインキュベートした。上述した通り、ＦＸの
活性化はＥＤＴＡで失わせた。従って、製造されたＦＸａを、実施例３で述べたＦＸａ特
定分析法によって決定した。
【００８９】
　図６Ｂは、Ｈ３６．Ｄ２抗体と予め形成されたＴＦ：ＶＩＩａとＦＸが同時に加えられ
てＦＸ活性化分析法を開始した以外は、上述された条件で行った実験結果を示す。
【００９０】
　図６Ａと６Ｂで示したデータから、Ｈ３６．Ｄ２抗体とＦＸが、予め形成されたＴＦ／
ＶＩＩａコンプレックスへの結合の際に競合することがわかる。
【００９１】
　実施例７－細胞培養物におけるＴＦ活性の阻害
　Ｊ－８２は、ネイティブヒトＴＦを、大量に細胞表面タンパク質として発現するヒト膀
胱癌細胞系（ＡＴＣＣより利用可能）である。Ｈ３６．Ｄ２抗体は細胞表面上に現れてい
るネイティブＴＦに結合することからＦＸを妨げることができることから見て、Ｊ－８２
　ＦＸ活性化分析は、ＦＶＩＩの存在下でマイクロタイタープレート中で処理された（D.
S.Fairet al., J.Biol.Chem., 262:11692(1987)を参照）。各ウェルに２×１０５の細胞
を加え、５０ｎｇのＦＶＩＩだけでなく、バッファー（コントロールサンプル）または抗
ＴＦ抗体（実験サンプル）とともに３７℃で２時間インキュベートした。その後、各ウェ
ルをバッファーと共に丁寧に洗浄し、各ウェルに０．３ｍｌのＦＸ（０．０５ｍｇ／ｍｌ
） を室温で３０分間加えた。ネイティブＴＦの結合競合を検出するため、上記抗体をＦ
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Ｘと同時に加えた場合もある。それから０．０５ｍｌの部分標本を取り除き、それを１０
０ｍＭのＥＤＴＡ０．０２５ｍｌを有する９６ウェルタイタープレートの新しいウェルに
加えた。ＦＸａ活性は、実施例３で述べたようにＦＸａ特定分析法によって決定した。Ｊ
－８２細胞表面のＴＦ活性の阻害は、抗体のない状態（コントロールサンプル）とその存
在下（実験サンプル）においてＯＤ４０５ｎｍから計算した。
【００９２】
　図７は、Ｈ３６．Ｄ２抗体がＪ－８２細胞膜上に発現したネイティブＴＦを結合させて
、ＦＸのＴＦ仲介活性化を阻害したことを示す。これら結果は、この抗体が細胞表面に現
れたネイティブＴＦに結合する際、ＦＸと競合することを示している。下記の実施例８の
データを見ると、その結果からＨ３６．Ｄ２抗体は細胞膜上のネイティブＴＦ上の配座エ
ピトープを結合できることがわかる。
【００９３】
　実施例８－Ｈ３６．Ｄ２抗体の、ネイティブｒｈＴＦへの特定結合
　ネイティブと非ネイティブｒｈＴＦへのＨ３６．Ｄ２の結合の評価は、簡易のドットブ
ロット分析法で評価した。具体的には、以下の各３つのバッファーでｒｈＴＦを３０μｇ
／ｍｌまで希釈した：１０ｍＭのトリス－ＨＣｌ、ｐＨ８．０；１０ｍＭのトリス－ＨＣ
ｌ、ｐＨ８．０および８Ｍの尿素；１０ｍＭのトリス－ＨＣｌ、ｐＨ８．０；０．８Ｍの
尿素および５ｍＭのジチオスレイトール。トリスバッファーでのインキュベーションはｒ
ｈＴＦをネイティブの形態に保ち、一方、８Ｍの尿素と５ｎＭのジチオスレイトールを処
理することで非ネイティブ（変成）ｒｈＴＦを産出した。各サンプルを室温で２４時間イ
ンキュベートした。インキュベート後、ミリポア・イモビロン(MilliporeImmobilon)(７
×７平方ｃｍ)膜をメタノールで予め濡らし、続いて２０％のメタノールを含む２５ｍＭ
のトリス、ｐＨ１０．4 で濡らした。その膜を風乾した後、各サンプル（３０μｇ／ｍｌ
）の約０．５μｌ、１μｌ、２μｌを膜に塗布し風乾した。５％（ｗ／ｖ）のスキムミル
クと５％（ｖ／ｖ）ＮＰ－４０を含むＰＢＳによって上記膜をブロックした後、該膜をＨ
３６．Ｄ２抗体でプローブし、続いてヤギの抗マウスＩｇＧペルオキシダーゼコンジュゲ
ート（Jackson ImmunoReseach Laboratories,Inc. より得た）とともにインキュベートし
た。製造元（Amersham）の指示に従ってＥＣＬウエスタンブロッティング試薬でインキュ
ベートした後、該膜をプラスチックフィルム（サランラップ）で包み、様々な時間でＸ線
フィルムにさらした。
【００９４】
　図８Ａは、Ｈ３６．トリスバッファーまたは８Ｍ尿素を含むトリスバッファーの存在下
で、Ｈ３６．Ｄ２　ＭａｂがネイティブＴＦ上で配座エピトープを結合することを示して
いる（レーン１および２）。放射能写真を４０秒間露光した。しかし、ネイティブＴＦを
８Ｍの尿素と５ｍＭのＤＴＴで変成した場合、Ｈ３６．Ｄ２の結合は大きく低下するか、
消失してしまう（レーン３）。図８Ｂは、Ｈ３６．Ｄ２抗体の非ネイティブ（変成など）
ｒｈＴＦへの結合が残っていることを示す、過剰露光された放射能写真を示す。過剰露光
は約１２０秒間行った。８Ｍの尿素の処理だけでは、ＴＦにおける二つのジスルフィドの
結合は低下しないので、おそらくネイティブｒｈＴＦがごく一部変成したのみの結果とな
った。また尿素が除去された際、部分的に変成したＴＦは後のブロッティングプロセスで
ネイティブの確認状態に戻る可能性がある。こうした結果は、また、変成したＴＦを結合
させない本発明における好ましい抗体は、以前報告された配座エピトープに選択的に結合
せず、変成ＴＦとも選択的に結合しない抗体とは異なることがわかる（米国特許5,437,86
4号における、ウエスタンブロット分析がＳＤＳにより変成したＴＦへの結合を示す図１
８を参照）。
【００９５】
　以上、本発明を好ましい実施形態を参照しながら、詳細に記載した。しかしながら、当
業者ならば、本発明の開示をもとに、本発明の精神および範疇において、改良および改善
を加えての実施が可能であろう。
【図面の簡単な説明】
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【図１Ａ】図１Ａは、Ｈ３６．Ｄ２. Ｂ７の軽鎖および重鎖の可変領域における核酸（SE
Q ID NO:１および３）とアミノ酸（SEQ ID NO:２および４）の配列を示す。超可変領域（
ＣＤＲ即ち相補性決定領域）を下線で示す（一重下線は核酸配列、二重下線はアミノ酸配
列を示す）ものである。
【図１Ｂ】１Ｂは、Ｈ３６．Ｄ２. Ｂ７の軽鎖および重鎖の可変領域における核酸（SEQ 
ID NO:１および３）とアミノ酸（SEQ ID NO:２および４）の配列を示す。超可変領域（Ｃ
ＤＲ即ち相補性決定領域）を下線で示す（一重下線は核酸配列、二重下線はアミノ酸配列
を示す）ものである。
【図２】図２は、ＥＬＩＳＡやＢＩＡCore分析によって決定された、抗組織因子抗体の会
合（Ｋａ）と解離（Ｋｄ）の定数を示すものである。
【図３】図３は、抗組織因子抗体でのプレインキュベートによるＦＸ活性を仲介したＴＦ
：ＶＩＩａコンプレックスの阻害を示すものである。
【図４】図４は、ＦＶＩＩａ特定基質Ｓ－2288に対するＴＦ：ＶＩＩａの活性を抗組織因
子抗体により阻害していることを示すものである。
【図５】図５は、ＴＦイニシエイテッド凝固分析法におけるプロトロンビンタイム（ＰＴ
）を増加させるためのＨ３６抗体の能力を示す図である。
【図６Ａ】図６Ａは、ＦＸａ形成と、Ｈ３６．Ｄ２抗体およびｒＨＴＦのモル比との関係
を図示したものであり、Ｈ３６．Ｄ２がＦＸ添加前にＦＴ：ＶＩＩａコンプレックスを伴
ってプレインキュベートされている。
【図６Ｂ】図６Ｂは、ＦＸａ形成と、Ｈ３６．Ｄ２抗体およびｒＨＴＦのモル比との関係
を図示したものであり、Ｈ３６．Ｄ２およびＴＦ: ＶＩＩａおよびＦＸが同時に添加され
ている。
【図７】図７は、Ｊ－８２細胞活性分析法におけるＨ３６．Ｄ２抗体によるＴＦ：ＶＩＩ
ａ活性の阻害を示すものである。
【図８Ａ】図８Ａは、Ｈ３６．Ｄ２抗体がｒｈＴＦ上の配座エピトープを結合させたこと
を表す点を示す。レーン１－ネイティブｒＨＴＦ、レーン２－８Ｍ尿素で処理したネイテ
ィブｒＨＴＦ、レーン３－８Ｍ尿素と５ｍＭのＤＴＴで処理したネイティブｒＨＴＦ。図
８Ａでは、ブロッティングは約４０秒さらされた状態を示す。
【図８Ｂ】図８Ｂは、Ｈ３６．Ｄ２抗体がｒｈＴＦ上の配座エピトープを結合させたこと
を表す点を示す。レーン１－ネイティブｒＨＴＦ、レーン２－８Ｍ尿素で処理したネイテ
ィブｒＨＴＦ、レーン３－８Ｍ尿素と５ｍＭのＤＴＴで処理したネイティブｒＨＴＦ。図
８Ｂでは、ブロッティングは１２０秒さらされた状態を示す。
【００９７】
　〔配列表〕
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种抑制血液凝固的抗体。 单克隆抗体在体内以高亲和力和特异性结合天然人TF。 这样的抗体，无论是单独
存在还是在TF：VIIa复合物存在下，都能够与天然人TF结合，从而防止因子X与TF或复合物结合。 ，因此减少血液凝固。 它可以
与天然人TF主要的构象表位结合。 [选择图]无
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