
(57)【要約】
IL-15（例えばヒト IL-15）に特異的に結合する単離されたヒトモノクローナル抗体及び関
連する抗体ベースの組成物及び分子を開示する。本ヒト抗体は、 V-D-J組換え及びアイソ
タイプ・スイッチングを起こすことにより複数のアイソタイプのヒトモノクローナル抗体
を産生できる、トランスフェクトーマ又はトランスジェニック・マウスなどの非ヒトトラ
ンスジェニック動物で産生させることができる。さらに、本ヒト抗体を含む医薬組成物、
本ヒト抗体を産生する非ヒトトランスジェニック動物及びハイブリドーマ、並びに本ヒト
抗体を用いた治療法及び診断法も開示されている。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 し て IL-15誘 導 性 炎 症 誘 発 作 用 を 阻 害 す る 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
IL-15誘 導 性 TNFα 産 生 又 は T細 胞 増 殖 を 阻 害 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
IL-15誘 導 性 T細 胞 増 殖 を 、 増 殖 阻 害 検 定 で 判 定 し た と き に ほ ぼ 100nM未 満 の IC 5 0 値 で 阻 害
す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
IL-15誘 導 性 T細 胞 増 殖 を 、 増 殖 阻 害 検 定 で 判 定 し た と き に ほ ぼ 10nM未 満 の IC 5 0 値 で 阻 害 す
る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
組 換 え ヒ ト IL-15を 分 析 物 と し 、 抗 体 を リ ガ ン ド と し て 用 い た 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 （ SPR）
技 術 で 判 定 し た と き に 、 10 - 7 M未 満 の 解 離 平 衡 定 数 （ K D ） で ヒ ト IL-15に 結 合 す る 、 請 求 項
１ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 抗 体 が 、 ヒ ト IL-15の β 鎖 又 は γ 鎖 相 互 作 用 ド メ イ ン 上 に 位 置 す る エ ピ ト ー プ に 特 異
的 に 結 合 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 抗 体 が 、 ヒ ト IL-15の γ 鎖 相 互 作 用 ド メ イ ン 上 に 位 置 す る エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合
す る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 抗 体 が 、 ヒ ト IL-15の Asp 8 が ヒ ト IL-15受 容 体 の β ユ ニ ッ ト へ 結 合 す る こ と 、 又 は 、 ヒ
ト IL-15の Gln 1 0 8 が ヒ ト IL-15受 容 体 の γ ユ ニ ッ ト へ 結 合 す る こ と 、 に 干 渉 す る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 抗 体 が 、 受 容 体 に 結 合 し た ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
そ れ ぞ れ 図 ２ （ 配 列 番 号 :1) 及 び 図 ３  (配 列 番 号 :3)並 び に そ れ ら の 保 存 的 配 列 改 変 に 記
載 さ れ た 通 り の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 可 変 領 域 に 含 む ヒ ト IgG重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 核 酸
に コ ー ド さ れ た 、 ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
そ れ ぞ れ 図 ２ （ 配 列 番 号 :2) 及 び 図 ３  (配 列 番 号 :4)並 び に そ れ ら の 保 存 的 配 列 改 変 に 示
す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ヒ ト IgG重 鎖 及 び カ ッ パ 軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る 、 ヒ ト IL-15に 特 異 的
に 結 合 す る 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
（ ａ ） そ れ ぞ れ 図 ２ （ 配 列 番 号 :2) 及 び 図 ３  (配 列 番 号 :4)並 び に そ れ ら の 保 存 的 配 列 改
変 に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 CDR1を 含 む CDR1ド メ イ ン 、
（ ｂ ） そ れ ぞ れ 図 ２ （ 配 列 番 号 :2) 及 び 図 ３  (配 列 番 号 :4)並 び に そ れ ら の 保 存 的 配 列 改
変 に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 CDR2を 含 む CDR2ド メ イ ン 、 及 び
（ ｃ ） そ れ ぞ れ 図 ２ （ 配 列 番 号 :2) 及 び 図 ３  (配 列 番 号 :4)並 び に そ れ ら の 保 存 的 配 列 改
変 に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 CDR3を 含 む CDR3ド メ イ ン 、
か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る CDRド メ イ ン を 含 む 、 ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、
前 記 CDRド メ イ ン が 抗 体 フ レ ー ム ワ ー ク 内 に 挿 入 さ れ て い る か 、 又 は 、 合 成 リ ン カ に よ り
接 合 さ れ て い る 、 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 抗 体 が 、 IgG1、 IgG2、 IgG3、 IgG4、 IgM、 IgA1、 IgA2、 IgAsec、 IgD、 及 び IgE 抗 体 か
ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
IgG1重 鎖 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
一 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
完 全 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 及 び ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 由 来 の B細 胞 を 不 死 化 細 胞 に 融 合 さ せ て 含 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 し て 、 IL-15の 、 そ の 受 容 体 結 合 時 の 炎 症 誘 発 作 用 誘 導 能 を 阻 害
す る 、 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に IL-15を 接 触 さ せ る ス
テ ッ プ を 含 む 、 T細 胞 又 は 単 球 に お い て 、 IL-2誘 導 性 TNFα 産 生 は 阻 害 せ ず に 、 IL-15誘 導
性 TNFα 産 生 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
T細 胞 の 存 在 下 で 、 ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に IL
-15を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 、 IL-2誘 導 性 T細 胞 増 殖 は 阻 害 せ ず に 、 IL-15誘 導 性 T細 胞
増 殖 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 T細 胞 が 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） 又 は CTLL-2細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 及 び 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 由 来 の B細 胞 を 不 死 化 細 胞 に 融 合 さ せ て 含 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ で あ っ て 、 ヒ ト IL-15
に 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ヒ ト IgG重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 核 酸 に コ ー ド さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る
、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
そ れ ぞ れ 図 ２ （ 配 列 番 号 :1) 及 び 図 ３  (配 列 番 号 :3)並 び に そ れ ら の 保 存 的 配 列 改 変 に 記
載 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 可 変 領 域 に 含 む ヒ ト IgG重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 核 酸 に コ ー
ド さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
そ れ ぞ れ 図 ２ （ 配 列 番 号 :2) 及 び 図 ３  (配 列 番 号 :4)並 び に そ れ ら の 保 存 的 配 列 改 変 に 示
す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む IgG重 鎖 及 び カ ッ パ 軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル を 産
生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト 軽 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ に よ り 産 生 さ れ る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ が 、 検 出 可 能 な 量 の 請 求 項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産
生 す る 、 ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト 軽 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
そ れ ぞ れ 配 列 番 号 :1 及 び 配 列 番 号 :3又 は こ れ ら の 保 存 的 配 列 改 変 に 記 載 さ れ た ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 可 変 領 域 に 含 む 、 ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト 軽 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 ２ ７
に 記 載 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
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ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 で あ っ て 、 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 及 び ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 、
非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 及 び ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 を 、 ヒ ト IL-15又 は ヒ ト IL-15発 現 細 胞 で 、 前 記 動 物 の B細 胞 に よ り 抗 体 が 産 生 さ
れ る よ う に 、 免 疫 す る ス テ ッ プ と ；
前 記 動 物 の B細 胞 を 単 離 す る ス テ ッ プ と ；
前 記 B細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 に 融 合 さ せ て 、 IL-15に 特 異 的 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す
る 不 死 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る ス テ ッ プ と ；
前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 か ら 、 IL-15に 特 異 的 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離 す
る ス テ ッ プ と
を 含 む 、 ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 及 び 治 療 薬 を 含 む 免 疫 結 合 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 治 療 薬 が 免 疫 抑 制 剤 で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 免 疫 結 合 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 治 療 薬 が 、 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 、 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 及 び DMARDか ら 成 る 群 よ
り 選 択 さ れ る 抗 炎 症 薬 で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 免 疫 結 合 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 治 療 薬 が 細 胞 毒 で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 免 疫 結 合 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 及 び 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
治 療 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
前 記 治 療 薬 が 免 疫 抑 制 剤 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 免 疫 抑 制 剤 が シ ク ロ ス ポ リ ン で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
前 記 治 療 薬 が 、 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 及 び 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ
れ る 抗 炎 症 薬 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 治 療 薬 が 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 エ タ ネ ル セ プ ト 、 及 び イ ン フ リ キ シ マ ブ か ら 成 る 群 よ
り 選 択 さ れ る DMARDで あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
前 記 治 療 薬 が 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 シ ク ロ
ホ ス フ ァ ミ ド 、 及 び ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 化 学 療 法 薬 で あ る 、 請 求
項 ３ ６ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
前 記 治 療 薬 が 乾 癬 の 治 療 薬 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 治 療 薬 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
前 記 抗 体 が 、 CD4特 異 抗 体 及 び IL-2特 異 抗 体 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 を 、 ヒ ト IL-15に よ り 媒 介 さ れ る 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る の に 有 効
量 、 対 象 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 前 記 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 障 害 が 、 乾 癬 、 関 節 炎 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 癌 、 移 植 片 拒 絶 及 び 感 染 性 疾 患 か ら 成 る 群 よ
り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
前 記 関 節 炎 が リ ウ マ チ 性 関 節 炎 で あ る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
治 療 薬 の 同 時 投 与 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
前 記 治 療 薬 が 免 疫 抑 制 剤 。 シ ク ロ ス ポ リ ン で あ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
前 記 免 疫 抑 制 剤 が シ ク ロ ス ポ リ ン で あ る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
前 記 治 療 薬 が 、 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 及 び 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ
れ る 抗 炎 症 薬 で あ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
前 記 治 療 薬 が 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 エ タ ネ ル セ プ ト 、 及 び イ ン フ リ キ シ マ ブ か ら 成 る 群 よ
り 選 択 さ れ る DMARDで あ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
前 記 治 療 薬 が 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 シ ク ロ
ホ ス フ ァ ミ ド 、 及 び ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 化 学 療 法 薬 で あ る 、 請 求
項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
前 記 治 療 薬 が 乾 癬 の 治 療 薬 で あ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
前 記 治 療 薬 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
前 記 抗 体 が 、 CD4特 異 抗 体 及 び IL-2特 異 抗 体 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 し て 、 そ の 受 容 体 へ の 結 合 時 に IL-15の 炎 症 誘 発 作 用 誘 導 能 を 阻
害 す る 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 対 象 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 乾 癬 を 治 療
又 は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
前 記 抗 体 が 、 IL-15の 錯 角 化 症 誘 導 能 を 阻 害 す る 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
前 記 抗 体 が 、 IL-15の 表 皮 肥 厚 誘 導 能 を 阻 害 す る 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
前 記 抗 体 が 、 IL-15の ケ ラ チ ノ サ イ ト 増 殖 誘 導 能 を 阻 害 す る 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 し て 、 そ の 受 容 体 へ の 結 合 時 に IL-15の 炎 症 誘 発 作 用 誘 導 能 を 阻
害 す る 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 対 象 に 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 リ ウ マ チ 性
関 節 炎 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
前 記 抗 体 が 、 IL-15の 活 性 化 白 血 球 遊 走 誘 導 能 を 阻 害 す る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
試 料 中 の IL-15抗 原 又 は IL-15発 現 細 胞 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 、 IL-15媒 介 性 疾 患 を
診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
前 記 試 料 及 び コ ン ト ロ ー ル 試 料 を 、 請 求 項 １ に 記 載 の ヒ ト 抗 体 に 、 前 記 抗 体 も し く は そ の
一 部 分 と IL-15と の 間 で の 複 合 体 形 成 が 可 能 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、
複 合 体 形 成 を 検 出 す る ス テ ッ プ と 、
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を 含 み 、 前 記 コ ン ト ロ ー ル 試 料 に 比 較 し た と き の 前 記 試 料 の 複 合 体 形 成 の 差 が 、 前 記 試 料
中 の IL-15の 存 在 の 指 標 で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
IL-15の 炎 症 誘 発 作 用 を 阻 害 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 で あ っ て 、 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 配 列 番 号 :1 及 び 配 列 番 号 :3並
び に こ れ ら の 保 存 的 配 列 改 変 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
ヒ ト IL-15に 結 合 す る ヒ ト 抗 体 の 軽 鎖 、 重 鎖 、 又 は 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 両 方 、 の 可 変 領 域 を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
IL-15に 結 合 す る ヒ ト 抗 体 の 軽 鎖 、 重 鎖 、 又 は 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 両 方 、 の CDR領 域 を コ ー ド す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
そ れ ぞ れ 配 列 番 号 :2 及 び  配 列 番 号 :4並 び に こ れ ら の 保 存 的 配 列 改 変 に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
そ れ ぞ れ 配 列 番 号 :2 及 び  配 列 番 号 :4並 び に こ れ ら の 保 存 的 改 変 に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ を 含 む ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ １ 】
イ ン タ ー ロ イ キ ン -15 (IL-15) は 炎 症 誘 発 性 サ イ ト カ イ ン で あ り 、 14乃 至 15kDの 糖 タ ン パ
ク 質 で あ る 。 単 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 線 維 芽 細 胞 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト 及 び 樹 状 細 胞 を 含 む
多 種 の 細 胞 及 び 組 織 で 、 構 成 的 発 現 が 報 告 さ れ て い る  (Waldmann and Tagaya, 1999; Feh
niger and Caligiuri, 2001)。 そ の 発 現 は 、 IFN-γ 及 び LPSで 刺 激 を 受 け た と き や 、 又 は
ウ ィ ル ス 、 細 菌 も し く は 原 虫 感 染 に よ っ て 刺 激 を 受 け た と き の 単 球 で 報 告 さ れ て い る よ う
に 、 炎 症 状 態 で 上 方 調 節 さ れ る (Kirman et al., 1998; Waldmann et al., 1998; Waldman
n and Tagaya, 1999; Fehniger and Caligiuri, 2001)。 さ ら に 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 な ど
の 慢 性 炎 症 性 疾 患 で は 、 局 所 的 に 産 生 さ れ る IL-15 が 、 滑 膜 T細 胞 の 動 員 及 び 活 性 化 に よ
っ て 炎 症 を 増 幅 し て い る よ う で あ る 。 IL-15に よ り 誘 導 さ れ る こ の 作 用 が 、 疾 患 の 病 因 で
中 心 的 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 示 唆 さ れ て い る  (Kirman et al., 1998; McInnes et 
al., 1996; McInnes et al., 1997; McInnes and Liew, 1998; Fehniger and Caligiuri,
 2001)。
【 ０ ０ ０ ２ 】
In vitro研 究 で は 、 IL-15は IL-2と 共 通 の 生 物 活 性 を い く つ か 有 し 、 そ の 理 由 は こ れ ら に
共 通 の 受 容 体 成 分 が あ る た め で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 T細 胞 上 に 存 在 す る IL-15受 容 体
は 、 固 有 の α 鎖 で あ る IL-15Rα か ら 成 る が 、 そ の β 鎖 及 び γ 鎖 は IL-2Rと 共 通 で あ る 。 そ
の 結 果 、 両 者 の 受 容 体 は 同 じ Jak/STATシ グ ナ リ ン グ 配 列 を 用 い る 。 し か し な が ら 、 IL-2及
び IL-15並 び に そ れ ら の 受 容 体 の 複 雑 な 調 節 及 び 示 差 的 発 現 に 基 づ き 、 in vivoで の 機 能 に
は 重 要 な 違 い が あ る こ と が 報 告 さ れ て い る  (Kirman et al., 1998; Waldmann and Tagaya
, 1999; Waldmann et al., 2001)。 さ ら に 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー (NK)細 胞 、 NK-T細 胞 及 び 上
皮 内 リ ン パ 球 の 発 生 、 生 存 、 増 殖 及 び 機 能 に お い て は 、 IL-15に 特 有 の 役 割 が あ る こ と に
注 目 す る こ と も 重 要 で あ る (Kennedy et al., 2000; Liu et al.,2000)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
McInnes及 び 共 同 研 究 者 ら  (McInnes et al., 1997; McInnes and Liew, 1998) は 、 リ ウ
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マ チ 性 関 節 炎 患 者 由 来 の T細 胞 に お い て 、 IL-15を 刺 激 し た 後 に TNF-α 産 生 が 誘 導 さ れ た こ
と を 報 告 し た 。 さ ら に 、 IL-15で 活 性 化 し た 末 梢 血 T細 胞 が 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る 著 し い
TNF-α 産 生 を 、 細 胞 接 触 依 存 的 な 機 序 を 通 じ て 誘 導 す る こ と が 示 さ れ た 。 リ ウ マ チ 性 関 節
炎 に お け る TNF-α の 破 壊 的 役 割 の た め に 、 こ の サ イ ト カ イ ン の 阻 害 が あ る と 疾 患 の 活 性 が
低 下 す る  (Bathon et al., 2000; Klippel, 2000; Lovell et al., 2000; Maini and Tay
lor, 2000)。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】

本 発 明 は 、 ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る と 共 に 、 IL-15の 誘 導 す る 炎 症 誘 発 作 用 を 阻 害 す
る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 初 め て の 作 製 及 び 単 離 や 、 こ の よ う な 新 規 な 抗 体 の 特 徴
付 け 、 並 び に 、 多 種 の IL-15媒 介 性 疾 患 を 治 療 す る 上 で の そ れ ら の 治 療 上 の 価 値 の 実 証 、
に 基 づ く も の で あ る 。 例 え ば こ こ で 解 説 す る よ う に 、 本 ヒ ト 抗 体 は 、 そ の 両 者 が 炎 症 性 の
障 害 に 一 体 に 関 与 し て い る TNFα 産 生 及 び T細 胞 増 殖 の 両 方 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ て い る
。 従 っ て 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 こ の よ う な 疾 患 （ 及 び 他 の 何 ら か の IL-15媒 介 性 障 害 ）
を 治 療 及 び 予 防 す る 優 れ た 手 段 と な る 。 こ れ ら は 、 そ の 固 有 の 特 異 性 （ 例 え ば エ ピ ト ー プ
及 び 種 特 異 性 ） 、 親 和 性 、 構 造 、 機 能 的 活 性 に 起 因 す る と 共 に 、 こ れ ら が 完 全 ヒ ト で あ る
た め に 、 ヒ ト 患 者 に 投 与 し た 場 合 に 予 め 作 製 さ れ た 他 の IL-15抗 体 （ 例 え ば マ ウ ス 及 び ヒ
ト 化 抗 体 ） よ り も 、 著 し く 免 疫 原 性 が 低 く 、 ま た よ り 治 療 効 果 が 高 く 有 用 で あ る と い う 事
実 に 起 因 す る も の で あ る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 乾 癬 、 移 植 片 拒 絶 及 び 癌
な ど の 炎 症 性 疾 患 の 治 療 を 含 め 、 こ こ で 解 説 す る ヒ ト 抗 体 な ど の IL-15阻 害 性 抗 体 の 新 し
い 治 療 上 用 途 の 発 見 に も 基 づ く 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
本 発 明 の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 に は 、 IgG1、 IgG2、 IgG3、 IgG4、 IgM、  IgA1、  IgA2、  IgAs
ec、 IgD、 及 び  IgEな ど の 多 種 の 抗 体 ア イ ソ タ イ プ が 含 ま れ る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら に は I
gG1 (例 え ば  IgG1k)、 IgG3 及 び  IgM ア イ ソ タ イ プ が 含 ま れ る 。 本 抗 体 は 完 全 長 （ 例 え ば
 IgG1 又 は IgG3 抗 体 ） で も よ く 、 又 は 、 抗 原 結 合 部 分 （ 例 え ば Fab、 F(ab') 2 、 Fv、 一 本
鎖 Fv フ ラ グ メ ン ト 、 単 離 さ れ た 相 補 性 決 定 領 域  (CDR)又 は ２ 種 以 上 の 単 離 さ れ た CDRの 組
合 せ 、 な ど ） の み を 含 む も の で も よ い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
あ る 実 施 態 様 で は 、 本 ヒ ト 抗 体 は 組 換 え 抗 体 で あ る 。 あ る 具 体 的 な 実 施 態 様 で は 、 本 ヒ ト
抗 体 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 :1 及 び  配 列 番 号 :3並 び に そ れ ら の 保 存 的 配 列 改 変 に 記 載 さ れ
た 通 り の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を そ れ ら の 可 変 領 域 に 含 む ヒ ト IgG重 鎖 及 び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 核
酸 に コ ー ド さ れ て い る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 ヒ ト 抗 体 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 :2 及 び  配
列 番 号 :4並 び に そ れ ら の 保 存 的 配 列 改 変 に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む IgG重 鎖 及 び カ ッ パ 軽
鎖 可 変 領 域 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 当 該 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 有 す る ト ラ ン ス フ ェ
ク ト ー マ （ 例 え ば 不 死 化 CHO細 胞 又 は リ ン パ 球 か ら 成 る ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ ） な ど 、 ホ
ス ト 細 胞 内 で 組 換 え に よ り 産 生 さ せ る こ と も 、 あ る い は 、 当 該 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド
ー マ （ 例 え ば 当 該 抗 体 を コ ー ド す る ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 及 び ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ
ノ ム を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 得 た
Ｂ 細 胞 を 不 死 化 細 胞 に 融 合 さ せ て 含 有 す る も の ） か ら 直 接 得 る こ と も で き る 。 具 体 的 な 実
施 態 様 で は 、 本 抗 体 を 、 こ こ で 146B7と 言 及 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か 、 又 は 、 そ れ ぞ れ 配 列
番 号 : 1 及 び  3並 び に そ れ ら の 保 存 的 改 変 に 記 載 さ れ た 通 り の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を そ れ ら
の 可 変 領 域 に 含 む ヒ ト 重 鎖 及 び ヒ ト 軽 鎖 核 酸 を 含 有 す る ホ ス ト 細 胞 （ 例 え ば CHO細 胞 ） ト
ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ に 、 産 生 さ せ る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 で は 、 本 抗 体 を 、 こ こ で 146B7、 1
46H5, 404E4、 及 び 404A8と 言 及 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に 産 生 さ せ る 。 あ る 好 適 な 実 施 態 様
で は 、 本 抗 体 は 、 IL-15の β -及 び ／ 又 は γ -鎖 相 互 作 用 ド メ イ ン 上 に 位 置 す る エ ピ ト ー プ
に 特 異 的 に 結 合 す る も の で あ る 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト IL-15に 特 異 的 に 結 合 し て 、 IL-15の 炎 症 誘
発 作 用 誘 導 能 を 阻 害 す る も の で あ り 、 例 え ば IL-15が IL-15受 容 体 に 結 合 し た 時 に 、 TNFα
の 産 生 を 阻 害 し た り 、 及 び ／ 又 は 、 PBMC又 は CTLL-2 T細 胞 な ど の T細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る
。 典 型 的 に は 、 本 ヒ ト 抗 体 は 、 組 換 え ヒ ト IL-15を 分 析 物 及 び 本 抗 体 を リ ガ ン ド と し て 用
い て 、 BIACORE 3000装 置 で 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 （ CPR） 技 術 で 判 定 し た 場 合 に 、 例 え ば ほ
ぼ 10 - 8 M、 10 - 9 M又 は 10 - 1 0 M又 は そ れ 未 満 な ど 、 ほ ぼ 10 - 7 M未 満 の 解 離 平 衡 定 数 （ K D ） で IL-
15に 結 合 す る 。 あ る 具 体 的 な 実 施 態 様 で は 、 本 抗 体 は ヒ ト IL-15に 、 ほ ぼ 6.5× 10 - 8 Mの 解
離 平 衡 定 数 （ K D ） で 結 合 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 体 又 は 抗 原 結 合 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 提 供 す
る も の で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 有 す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ や 、
こ の よ う な ベ ク タ を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ホ ス ト 細 胞 も 、 こ れ ら の ホ ス ト 細 胞 を 培 養 す る
こ と で 本 発 明 の 抗 体 を 作 製 す る 方 法 と 同 様 、 本 発 明 の 包 含 す る と こ ろ で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
さ ら に 本 発 明 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 :2 及 び 配 列 番 号 :4並 び に こ れ ら の 保 存 的 改 変 に 示 す
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク
タ に も 関 す る 。 こ の よ う な 発 現 ベ ク タ は 当 業 で 公 知 で あ る 。 そ の 例 に は 、 例 え ば 網 状 赤 血
球 ラ イ セ ー ト を 用 い た in vitro 転 写 ／ 翻 訳 ベ ク タ が あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る 多 種 の ア イ ソ タ イ プ （ 例 え ば I
gG、 IgA及 び ／ 又 は IgM） の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 で き る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・
マ ウ ス な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 由 来 の 単 離 さ れ た B細 胞 を 提 供 す る も の で あ
る 。 好 ま し く は 、 前 記 単 離 さ れ た B細 胞 が 、 IL-15抗 原 の 精 製 も し く は 濃 縮 製 剤 、 及 び ／ 又
は 、 IL-15発 現 細 胞 、 で 免 疫 し て あ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 得 ら れ る と よ い 。 好 ま し く は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス な ど の 非
ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 、 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 及 び ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ
ム を 有 す る と よ い 。 次 に 、 こ の 単 離 さ れ た B細 胞 を 不 死 化 し て 、 IL-15に 対 す る 比 と モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 供 給 源 （ 例 え ば ハ イ ブ リ ド ー マ ） と す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 さ ら に 、 IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 で
き る ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 ヒ ト 重 鎖 導
入 遺 伝 子 及 び ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス な
ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 得 た B細 胞 を 不 死 化 細 胞 に 融 合 さ せ て 含 有 す る も
の で あ る 。 こ の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る た
め に 、 IL-15抗 原 の 精 製 も し く は 濃 縮 製 剤 、 及 び ／ 又 は 、 IL-15発 現 細 胞 で 免 疫 す る こ と が
で き る 。 本 発 明 が 提 供 す る 具 体 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ に は 、 146B7、 146H5、 404E4、 及 び 404
A8が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発
現 す る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 提 供 す る も
の で あ る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 で は 、 当 該 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 ヒ ト 重 鎖 導
入 遺 伝 子 及 び ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス で あ
る 。 当 該 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 IL-15抗 原 の 精 製 も し く は 濃 縮 製 剤 、 及 び ／
又 は 、 IL-15発 現 細 胞 で 免 疫 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ
ス な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 、 V-D-J組 換 え 及 び ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン
グ を 起 こ す こ と に よ り 、 IL-15に 対 し て 複 数 の ア イ ソ タ イ プ （ 例 え ば  IgG、 IgA及 び ／ 又 は
 IgM)の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 で き る と よ い 。 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ は 、
例 え ば 古 典 的 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ で 起 き る も の で も 、 又 は 非 古 典 的 ア イ ソ タ イ プ
・ ス イ ッ チ ン グ で 起 き る も の で も よ い 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 IL-15と 特 異 的 に 反 応 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 成 す る
方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 方 法 は 、 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 及 び ヒ ト
軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 、 L-15抗 原 の 精 製 も し く は 濃 縮 製 剤 、 及 び ／ 又 は 、 IL-15発 現 細 胞 で
免 疫 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 次 に こ の 動 物 の B細 胞 （ 例 え ば 脾 B細 胞 ） を 得 、 骨 髄 腫 細 胞 に 融
合 さ せ て 、 IL-15に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 不 死 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞
を 形 成 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 例 え ば 細 胞 傷 害 性 薬 物 、 酵 素 活 性 毒 素 、 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト
な ど の 治 療 成 分 、 放 射 性 同 位 体 又 は 低 分 子 抗 癌 剤 な ど の 治 療 的 成 分 に 結 合 さ れ た ヒ ト 抗 IL
-15抗 体 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と 、 IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る 、 少 な
く と も 一 種 の 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 含 ん で 成 る 、 例 え ば 医 薬 組 成 物 及 び 診
断 用 組 成 物 な ど の 組 成 物 を 提 供 す る も の で あ る 。 当 該 組 成 物 に は さ ら に 、 他 の 免 疫 抑 制 剤
、 又 は 化 学 療 法 薬 な ど の 他 の 治 療 薬 を 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 例 え ば IL-15誘 導 性 TNFα 産 生 及 び ／ 又 は T細 胞 増 殖 を 阻
害 す る な ど 、 好 ま し く は 構 造 上 関 連 す る タ ン パ ク 質 ／ サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば IL-2） の 活 性
（ 例 え ば TNFα 産 生 及 び ／ 又 は T細 胞 増 殖 ） を 阻 害 す る こ と な く 、 本 発 明 の 一 種 以 上 の ヒ ト
抗 体 を 用 い て IL-15の 炎 症 誘 発 作 用 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 多 種 の IL-15媒 介 性 疾 患 を 、 こ の よ う な 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 に 本 抗
体 を 投 与 す る こ と に よ り 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 を 用 い て 治 療 （ 例 え ば 寛 解 ） 又 は 予 防 で き る 疾 患 の 例 に は 、 限 定
は し な い が 、 炎 症 性 障 害 、 例 え ば 関 節 炎 （ 例 え ば 乾 癬 性 関 節 炎 並 び に 活 動 性 リ ウ マ チ 性 関
節 炎 及 び 若 年 性 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 を 含 む リ ウ マ チ 性 関 節 炎 ） 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 が あ る 。 例
え ば 、 本 抗 体 が 、 錯 角 化 症 を 減 少 さ せ 、 表 皮 の 肥 厚 を 減 少 さ せ 、 乾 癬 で ケ ラ チ ノ サ イ ト の
増 殖 を 低 下 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る 。 ま た 本 抗 体 は 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 に 伴 う 炎 症 を 低
下 さ せ る 、 及 び ／ 又 は 、 活 性 化 白 血 球 の 細 胞 遊 走 を 防 ぐ こ と が 、 示 さ れ て い る 。 さ ら に 本
抗 体 は 、 HIV感 染 な ど の 感 染 性 疾 患 の 治 療 に も 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 本 抗 体 は 移 植
片 拒 絶 を 治 療 す る た め に も 使 用 で き る 。 ま た さ ら に 本 抗 体 は 、 腫 瘍 成 長 及 び 癌 、 例 え ば T
細 胞 白 血 病 な ど 、 IL-15媒 介 性 血 管 新 生 の 関 与 す る 多 種 の 疾 患 の 治 療 に も 、 用 い る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
ま た 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 、 例 え ば 抗 炎 症 剤 、 DMARD（ 疾 患 改 良 抗 リ ウ マ チ 薬 ） 、 免 疫 抑 制
剤 、 化 学 療 法 薬 、 及 び 乾 癬 薬 な ど の 一 種 以 上 の 付 加 的 な 治 療 薬 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
あ る 実 施 態 様 で は 、 例 え ば ス テ ロ イ ド 系 薬 物 又 は NSAID（ 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 ） な ど
の 抗 炎 症 性 薬 剤 な ど 、 本 抗 体 に よ る 炎 症 誘 発 作 用 阻 害 を 高 め る 一 種 以 上 の 薬 剤 で 、 対 象 を
付 加 的 に 治 療 す る こ と が で き る 。 好 適 な 薬 剤 に は 、 例 え ば ア ス ピ リ ン 及 び 他 の サ リ チ ル 酸
塩 、 Cox-2阻 害 剤 、 例 え ば ロ フ ェ コ キ シ ブ  (ヴ ィ オ ッ ク ス ) 及 び セ レ コ キ シ ブ  (セ レ ブ レ
ッ ク ス )、 NSAID、 例 え ば イ ブ プ ロ フ ェ ン  (モ ト リ ン 、 ア ド ビ ル )、 フ ェ ノ プ ロ フ ェ ン （ ナ
ル フ ォ ン ） 、 ナ プ ロ キ セ ン (ナ プ ロ シ ン )、 ス リ ン ダ ッ ク (ク リ ノ リ ル )、 ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク
（ ヴ ォ ル タ レ ン ） 、 ピ ロ キ シ カ ム （ フ ェ ル デ ン ） 、 ケ ト プ ロ フ ェ ン （ オ ル デ ィ ス ） 、 ジ フ
ル ニ ザ ー ル （ ド ロ ビ ド ） 、 ナ ブ メ ト ン （ レ ラ フ ェ ン ） 、 エ ト ド ラ ッ ク （ ロ ジ ン ） 、 オ キ サ
プ ロ ジ ン （ デ イ プ ロ ） 、 及 び イ ン ド メ タ シ ン （ イ ン ド シ ン ） 、 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
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別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 、 例 え ば メ ト ト レ キ セ ー ト （ リ ュ ー マ ト レ ッ ク ス
） 、 ヒ ド ロ キ シ ク ロ ロ キ ン （ プ ラ ケ ニ ル ） ス ル フ ァ サ ラ ジ ン （ ア ス ル フ ィ ジ ン ） 、 ピ リ ミ
ジ ン 合 成 阻 害 剤 、 例 え ば レ フ ル ノ ミ ド （ ア ラ バ ） 、 IL-1受 容 体 遮 断 剤 、 例 え ば ア ナ キ ン ラ
（ キ ネ レ ッ ト ） 、 及 び TNF-α 遮 断 剤 、 例 え ば エ タ ネ ル セ プ ト （ エ ン ブ レ ル ） 、 イ ン フ リ キ
シ マ ブ （ レ ミ ケ イ ド ） 及 び ア ダ リ ム マ ブ な ど の 一 種 以 上 の DMARDと 組 み 合 わ せ て 投 与 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 、 例 え ば シ ク ロ ス ポ リ ン （ サ ン ジ ム ン 、 ネ オ ラ ー
ル ） 及 び ア ザ チ オ プ リ ン （ イ ム ラ ー ル ） な ど の 一 種 以 上 の 免 疫 抑 制 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 、 例 え ば ド キ ソ ル ビ シ ン （ ア ド リ ア マ イ シ ン ） 、
シ ス プ ラ チ ン （ プ ラ チ ノ ー ル ） 、 ブ レ オ マ イ シ ン （ ブ レ ノ キ サ ン ） 、 カ ル ム ス チ ン （ グ リ
ア デ ル ） 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド （ シ ト キ サ ン 、 プ ロ サ イ ト ッ ク ス 、 ネ オ サ ー ル ） 、 及 び ク
ロ ラ ム ブ シ ル （ ロ イ ケ ラ ン ） な ど の 一 種 以 上 の 化 学 療 法 薬 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が
で き る 。 本 発 明 に よ る ヒ ト 抗 体 を 、 放 射 線 治 療 と 併 用 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 、 例 え ば コ ー ル タ ー ル 、 ビ タ ミ ン Ａ 、 コ ル チ ゾ ン
又 は 他 の コ ル チ コ ス テ ロ イ ド を 含 有 す る 局 所 用 医 薬 や 、 例 え ば コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 メ ト
ト レ キ セ ー ト 、 レ チ ノ イ ド 、 例 え ば ア シ ク レ チ ン （ ネ オ ギ タ ゾ ン ） 又 は シ ク ロ ス ポ リ ン （
サ ン ジ ム ン 、 ネ オ ラ ー ル ） な ど の 経 口 用 又 は 注 射 用 医 薬 な ど 、 一 種 以 上 の 乾 癬 治 療 薬 と 組
み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 他 の 治 療 法 に は 、 日 光 へ の 暴 露 又 は 光 線 療 法 が 含 ま れ
る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 、 例 え ば CD4特 異 抗 体 及 び IL-2特 異 抗 体 な ど の 他
の 抗 体 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 本 ヒ ト 抗 体 と 、 CD4特 異 抗 体 又 は IL-2特 異
抗 体 と の 組 合 せ は 、 自 己 免 疫 疾 患 及 び 移 植 片 拒 絶 の 治 療 に と っ て 特 に 有 用 で あ る と 考 え ら
れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 例 え ば IL-15媒 介 性 疾 患 を 診 断 す る た め な ど 、 試 料 中 の I
L-15抗 原 の 存 在 を in vitro又 は in vivoで 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 あ る 実 施
態 様 で は 、 こ れ は 、 検 査 対 象 の 試 料 を 、 コ ン ト ロ ー ル 試 料 と 並 行 し て 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 に 、 前 記 抗 体 及 び IL-15間 の 複 合 体 形 成 が 可 能 な 条
件 下 で 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 行 わ れ る 。 次 に 複 合 体 形 成 を 両 方 の 試 料 で （ 例 え ば ELISA
を 用 い て ） 検 出 し 、 こ れ ら 試 料 間 で 複 合 体 形 成 に 何 ら か の 統 計 上 有 意 な 違 い が あ れ ば 、 検
査 試 料 中 に IL-15抗 原 が 存 在 す る こ と の 指 標 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の 他 の 特 徴 及 び 長 所 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 及 び 請 求 の 範 囲 か ら 明 白 と な る で あ ろ う
。
【 ０ ０ ２ ９ 】

本 発 明 は 、 IL-15が 媒 介 す る 多 種 の 障 害 （ 即 ち 、 IL-15の 炎 症 誘 発 作 用 が 引 き 起 こ す 障 害 ）
を 治 療 及 び 診 断 す る た め の 新 規 な 抗 体 ベ ー ス の 治 療 薬 を 提 供 す る も の で あ る 。 こ こ で 用 い
る 用 語 「 IL-15の 炎 症 誘 発 作 用 」 に は 、 例 え ば TNFα 及 び 他 の 炎 症 媒 介 物 質 の 産 生 や 、 T細
胞 の 動 員 ／ 増 殖 な ど 、 IL-15に よ り 誘 導 さ れ る あ ら ゆ る 体 液 性 又 は 細 胞 媒 介 性 の 免 疫 応 答
が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 治 療 法 で は 、 IL-15上 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 単
離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
あ る 実 施 態 様 で は 、 本 ヒ ト 抗 体 は 、 V-D-J組 換 え 及 び ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ を 起 こ
す こ と に よ り 、 IL-15に 対 し て 複 数 の ア イ ソ タ イ プ （ 例 え ば  IgG, IgA 及 び ／ 又 は  IgE)の
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ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 で き る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で 産 生 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 多 様 な 局 面 に は 、 抗 体 及 び そ の 医 薬 組
成 物 や 、 こ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
、 B細 胞 、 ホ ス ト 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 抗
体 を 用 い て 、 IL-15が 結 合 す る 細 胞 を 検 出 す る 方 法 、 及 び ／ 又 は 、 IL-15媒 介 性 機 能 を in v
itro又 は in vivoで 阻 害 す る 方 法 も 、 本 発 明 の 包 含 す る と こ ろ で あ る 。 IL-15が 結 合 す る 細
胞 に 薬 剤 を 標 的 指 向 さ せ る 方 法 も 包 含 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 が よ り 容 易 に 理 解 さ れ る よ う 、 い く つ か の 用 語 を ま ず 定 義 し て お く 。 更 な る 定 義 は
、 詳 細 な 説 明 欄 全 体 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
用 語 「 IL-15」 、 「 IL-15抗 原 」 及 び 「 イ ン タ ー ロ イ キ ン  15」 は こ こ で は 交 換 可 能 に 用 い
ら れ て お り 、 細 胞 が 天 然 で 発 現 す る あ ら ゆ る バ リ ア ン ト 又 は ア イ ソ フ ォ ー ム を 包 含 す る も
の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
こ こ で 言 及 す る 用 語 「 抗 体 」 に は 、 抗 体 全 体 や 、 そ の あ ら ゆ る 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト （ 即
ち 「 抗 原 結 合 部 分 」 ） 又 は 一 本 鎖 が 含 ま れ る 。 「 抗 体 」 と は 、 少 な く と も ２ 本 の 重 （ Ｈ ）
鎖 及 び ２ 本 の 軽 （ Ｌ ） 鎖 を ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で 相 互 に 接 続 し て 含 む 糖 タ ン パ ク 質 、 又 は そ
の 抗 原 結 合 部 分 、 を 言 う 。 各 重 鎖 は 、 重 鎖 可 変 領 域 （ こ こ で は V H と 省 略 さ れ る ） と 重 鎖 定
常 領 域 と か ら 成 る 。 重 鎖 定 常 領 域 は CH1、 CH2及 び CH3と い う ３ つ の ド メ イ ン か ら 成 る 。 各
軽 鎖 は 軽 鎖 可 変 領 域 （ こ こ で は V L と 省 略 さ れ る ） 及 び 軽 鎖 定 常 領 域 か ら 成 る 。 軽 鎖 定 常 領
域 は 一 つ の ド メ イ ン CLか ら 成 る 。 V H 及 び V L 領 域 は さ ら に 、 よ り 保 存 さ れ た フ レ ー ム ワ ー ク
領 域 （ FR） と 呼 ば れ る 領 域 間 に 介 在 す る 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） と 呼 ば れ る 超 可 変 領 域 に
小 さ く 分 割 す る こ と が で き る 。 各 V H 及 び V L は 、 以 下 の 順 序 ： FR1、 CDR1、 FR2、 CDR2、 FR3
、 CDR3、 FR4で ア ミ ノ 末 端 か ら カ ル ボ キ シ 末 端 ま で 並 ん だ ３ つ の CDR及 び ４ つ の FRか ら 成 る
。 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 領 域 は 、 抗 原 と 相 互 作 用 す る 結 合 ド メ イ ン を 含 有 す る 。 抗 体 の 定 常
領 域 は 、 免 疫 系 の 多 種 の 細 胞 （ 例 え ば エ フ ェ ク タ 細 胞 ） を 含 む ホ ス ト 組 織 又 は 因 子 や 、 古
典 的 な 補 体 系 の 第 一 コ ン ポ ー ネ ン ト （ C1q） に 対 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 結 合 を 媒 介 し て い
る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
抗 体 の 「 抗 原 結 合 部 分 」 （ 又 は 簡 単 に 「 抗 体 部 分 」 ） と い う 用 語 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、
抗 原 （ 例 え ば IL-15） へ の 特 異 的 結 合 能 を 維 持 し た 、 抗 体 の う ち の 一 つ 以 上 の フ ラ グ メ ン
ト を 言 う 。 抗 体 の 抗 原 結 合 機 能 は 、 完 全 長 抗 体 の う ち の 数 フ ラ グ メ ン ト に 行 わ せ る こ と が
で き る こ と が 示 さ れ て い る 。 抗 体 の 「 抗 原 結 合 部 分 」 と い う 用 語 に 包 含 さ れ る 結 合 フ ラ グ
メ ン ト の 例 に は 、 （ ｉ ） V L 、 V H 、 C L 及 び CH1ド メ イ ン か ら 成 る 一 価 の フ ラ グ メ ン ト で あ る F
abフ ラ グ メ ン ト ； （ ｉ ｉ ） ヒ ン ジ 領 域 で ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 に よ り 連 結 さ れ た ２ つ の Fabフ
ラ グ メ ン ト か ら 成 る 二 価 の フ ラ グ メ ン ト で あ る F(ab'） 2 フ ラ グ メ ン ト ； （ ｉ ｉ ｉ ） V H 及 び
CH1ド メ イ ン か ら 成 る Fdフ ラ グ メ ン ト ； （ ｉ ｖ ） 抗 体 の 一 本 の 腕 の V L 及 び V H ド メ イ ン か ら
成 る Fvフ ラ グ メ ン ト ； （ ｖ ） V H ド メ イ ン か ら 成 る dAbフ ラ グ メ ン ト (Ward et al., (1989) 
Nature :544-546)； 及 び （ ｖ ｉ ） 単 離 さ れ た 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)も し く は 又 は （ ｖ ｉ
ｉ ） 選 択 に 応 じ て 合 成 リ ン カ に よ り 接 合 し て も よ い 単 離 さ れ た CDR、 が あ る 。 さ ら に 、 Fv
フ ラ グ メ ン ト の ２ つ の ド メ イ ン V L 及 び V H は 別 々 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ て い る が 、 こ れ ら は
、 V L 及 び V H 領 域 が 対 を 成 し て 一 価 の 分 子 を 形 成 す る よ う な 一 個 の タ ン パ ク 質 鎖 に 作 製 で き
る よ う に す る 合 成 リ ン カ ー に よ り 、 組 換 え 法 を 用 い て 接 合 す る こ と が で き る （ 一 本 鎖 Fv（
scFv） と し て 知 ら れ る ； 例 え ば  Bird et al. (1988) Science :423-426; and Huston 
et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA :5879-5883を 参 照 さ れ た い ） 。 こ の よ う
な 一 本 鎖 抗 体 は ま た 、 抗 体 の 「 抗 原 結 合 部 分 」 と い う 用 語 に 包 含 さ れ る も の と 、 意 図 さ れ
て い る 。 こ れ ら の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 当 業 者 に 公 知 の 従 来 技 術 を 用 い て 得 ら れ 、 そ れ ら
の フ ラ グ メ ン ト は 、 イ ン タ ク ト 抗 体 と 同 じ 態 様 で 実 用 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ て い
る 。
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【 ０ ０ ３ ５ 】
こ こ で 用 い る 用 語 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 単 一 の 結 合 特 異 性 及 び 親 和 性 を 特 定 の エ ピ
ト ー プ に 対 し て 示 す 抗 体 を 言 う 。 従 っ て 、 用 語 「 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と は 、 単 一 の
結 合 特 異 性 を 示 す と 共 に 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 を 由 来 と す る 可 変 領 域 及 定
常 領 域 を 有 す る よ う な 抗 体 を 言 う 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト
重 鎖 導 入 遺 伝 子 及 び 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス な
ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 得 ら れ た Ｂ 細 胞 を 、 不 死 化 細 胞 に 融 合 さ せ て 含 む
ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
用 語 「 組 換 え ヒ ト 抗 体 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 例 え ば （ ａ ） ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子
に つ い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 又 は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル な 動 物 （ 例 え ば マ ウ ス ） か ら 、 又
は 、 そ れ か ら 調 製 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 、 単 離 さ れ た 抗 体 （ 以 下 の 項 Ｉ で さ ら に 解 説
す る ） 、 （ ｂ ） 当 該 抗 体 を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ せ た ホ ス ト 細 胞 か ら 、 例 え ば ト ラ ン
ス フ ェ ク ト ー マ か ら 、 単 離 さ れ た 抗 体 、 （ ｃ ） 組 換 え の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ヒ ト 抗 体 ラ イ ブ
ラ リ か ら 単 離 さ れ た 抗 体 、 及 び （ ｄ ） ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 配 列 の 他 の DNA配 列 へ の
ス プ ラ イ シ ン グ に 関 与 す る 何 ら か の 他 の 手 段 に よ り 調 製 、 発 現 、 創 出 又 は 単 離 さ れ た 抗 体
な ど 、 組 換 え 手 段 に よ り 調 製 、 発 現 、 創 出 又 は 単 離 さ れ た あ ら ゆ る ヒ ト 抗 体 を 包 含 す る 。
こ の よ う な 組 換 え ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 を 由 来 と す る 可 変 及 び
定 常 領 域 を 有 す る 。 し か し い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な 組 換 え ヒ ト 抗 体 に in vit
ro変 異 誘 発 を 行 っ て （ あ る い は ヒ ト Ig配 列 に つ い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 動 物 を 用 い る 場
合 に は in vivoで 体 細 胞 変 異 誘 発 を 行 っ て ） 、 組 換 え 抗 体 の V H 及 び V L 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 V H 及 び V L 配 列 を 由 来 と し 、 か つ 関 連 は し て い る が 、 in vivoの ヒ ト 抗
体 生 殖 細 胞 系 レ パ ー ト リ に 天 然 で は 存 在 し な い と 思 わ れ る 配 列 に す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
こ こ で 用 い る 「 異 種 抗 体 」 と は 、 こ の よ う な 抗 体 を 産 生 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生
物 と の 関 連 か ら 定 義 さ れ て い る 。 こ の 用 語 は 、 当 該 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 構 成
し な い 生 物 に 見 ら れ る も の に 相 当 す る と 共 に 、 当 該 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の そ れ
以 外 の 種 を 概 ね 由 来 と す る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は コ ー デ ィ ン グ 核 酸 配 列 を 有 す る 抗 体 を 言 う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
こ こ で 用 い る 「 単 離 さ れ た 抗 体 」 と は 、 異 な る 抗 原 特 異 性 を 有 す る 他 の 抗 体 を 実 質 的 に 含
ま な い 抗 体 を 言 う も の と 、 意 図 さ れ て い る （ 例 え ば IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た
抗 体 は 、 IL-15以 外 の 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 実 質 的 に 含 ま な い ） 。 し か し IL-15の
エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 は 、 他 の 関 連 す る サ イ ト カ イ ン 又 は 異 な る
種 を 由 来 と す る 他 の IL-15タ ン パ ク 質 に 対 し て 交 差 反 応 性 を 有 し て い て も よ い 。 し か し な
が ら 、 本 抗 体 は 好 ま し く は ヒ ト IL-15に 常 に 結 合 す る も の で あ る と よ い 。 加 え て 、 単 離 さ
れ た 抗 体 は 、 典 型 的 に は 、 他 の 細 胞 物 質 及 び ／ 又 は 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 。 本 発 明
の 一 実 施 態 様 で は 、 異 な る IL-15特 異 性 を 有 す る 複 数 の 「 単 離 さ れ た 」 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 組 合 せ を 、 良 く 定 義 さ れ た 組 成 で 配 合 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
こ こ で 用 い る 「 特 異 的 結 合 」 と は 、 所 定 の 抗 原 に 対 し て 抗 体 が 結 合 す る こ と を 言 う 。 典 型
的 に は 、 本 抗 体 は 、 組 換 え ヒ ト IL-15を 分 析 物 及 び 本 抗 体 を リ ガ ン ド と し て 用 い て 、 BIACO
RE 3000装 置 で 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 （ CPR） 技 術 で 判 定 し た 場 合 に 、 例 え ば ほ ぼ 10 - 8 M、 10 -
9 M又 は 10 - 1 0 M未 満 又 は さ ら に 低 い 値 な ど 、 ほ ぼ 10 - 7 M未 満 の 親 和 性 （ K D ） で 結 合 し 、 所 定
の 抗 原 に 対 し て は 、 所 定 の 抗 原 又 は 密 接 に 関 連 す る 抗 原 以 外 の 非 特 異 的 抗 原 （ 例 え ば BSA
、 カ ゼ イ ン ） に 対 す る そ の 結 合 親 和 性 よ り も 、 少 な く と も ２ 倍 高 い 親 和 性 で 結 合 す る 。 文
言 「 あ る 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 」 及 び 「 あ る 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 」 は 、 こ こ で は 、 「 あ る 抗
原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 」 と 交 換 可 能 に 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
用 語 「 K D 」 は 、 こ こ で 用 い る 場 合 、 特 定 の 抗 体 － 抗 原 間 相 互 作 用 の 解 離 平 衡 定 数 を 言 う も
の と 、 意 図 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ４ １ 】
こ こ で 用 い る 「 ア イ ソ タ イ プ 」 と は 、 重 鎖 定 常 領 域 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た 抗 体 ク ラ ス （ 例
え ば IgM又 は IgG1） を 言 う 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
こ こ で 用 い る 「 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ 」 と は 、 抗 体 の ク ラ ス 又 は ア イ ソ タ イ プ が 、
あ る １ つ の Igク ラ ス か ら 他 の Igク ラ ス の １ つ へ 変 化 す る 現 象 を 言 う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
こ こ で 用 い る 「 ス イ ッ チ ン グ な し の ア イ ソ タ イ プ 」 と は 、 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ が
起 き な か っ た と き に 産 生 さ れ る ア イ ソ タ イ プ ・ ク ラ ス の 重 鎖 を 言 う 。 ス イ ッ チ ン グ な し の
ア イ ソ タ イ プ を コ ー ド す る CH遺 伝 子 は 、 典 型 的 に は 、 機 能 的 再 編 成 の 起 き る VDJ遺 伝 子 の
す ぐ 下 流 に あ る １ 番 目 の CH遺 伝 子 で あ る 。 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ は 古 典 的 又 は 非 古
典 的 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ に 分 類 さ れ て き た 。 古 典 的 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ
は 、 導 入 遺 伝 子 中 の 少 な く と も １ つ の ス イ ッ チ 配 列 領 域 が 関 与 す る 組 換 え 事 象 に よ り 起 き
る 。 非 古 典 的 な ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ は 、 例 え ば ヒ ト σ μ と ヒ ト Σ μ と の 間 の 相 同
組 換 え （ δ 関 連 欠 失 ） な ど で 起 き る こ と が あ る 。 ま た 導 入 遺 伝 子 間 及 び ／ 又 は 染 色 体 間 で
の 組 換 え な ど 、 そ の 他 の 非 古 典 的 な ス イ ッ チ ン グ 機 序 が 起 き て ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン
グ に つ な が る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
こ こ で 用 い る 用 語 「 ス イ ッ チ 配 列 」 と は 、 ス イ ッ チ 組 換 え を 担 う DNA配 列 を 言 う 。 「 ス イ
ッ チ ・ ド ナ ー 」 配 列 は 典 型 的 に は μ ス イ ッ チ 領 域 で あ り 、 ス イ ッ チ 組 換 え の 際 に 欠 失 す る
コ ン ス ト ラ ク ト 領 域 の 5'側 （ 即 ち 上 流 ） に あ る で あ ろ う 。 「 ス イ ッ チ ・ ア ク セ プ タ 」 領 域
は 、 欠 失 す る こ と に な る コ ン ス ト ラ ク ト 領 域 と 、 置 換 定 常 領 域 （ 例 え ば γ 、 ε 、 等 ） と の
間 に あ る で あ ろ う 。 組 換 え が 常 に 起 き る と い う 特 定 の 部 位 は な い た め 、 最 終 的 な 遺 伝 子 配
列 は 典 型 的 に は コ ン ス ト ラ ク ト か ら は 予 測 不 能 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
こ こ で 用 い る 「 糖 付 加 パ タ ー ン 」 と は 、 タ ン パ ク 質 、 よ り 具 体 的 に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン
パ ク 質 、 に 共 有 結 合 し た 糖 単 位 の パ タ ー ン で あ る と 定 義 し て お く 。 あ る 異 種 抗 体 の 糖 付 加
パ タ ー ン を 、 導 入 遺 伝 子 の CH遺 伝 子 の 由 来 と な っ た 元 の 種 の 糖 付 加 パ タ ー ン よ り も 、 非 ヒ
ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 種 に お け る 糖 付 加 パ タ ー ン に よ り 似 て い る と 当 業 者 が 認 識 す
る の で あ れ ば 、 そ の 異 種 抗 体 の 糖 付 加 パ タ ー ン は 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 種 の
産 生 す る 抗 体 上 に 天 然 で 存 在 す る 糖 付 加 パ タ ー ン に 実 質 的 に 似 て い る 、 と 特 徴 付 け る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
あ る 物 質 に つ い て こ こ で 用 い る 用 語 「 天 然 で 発 生 す る 」 と は 、 あ る 物 質 が 天 然 で 見 ら れ る
と い う 事 実 を 言 う 。 例 え ば 、 （ ウ ィ ル ス を 含 む ） 生 物 中 に 存 在 し 、 天 然 の 源 か ら 単 離 で き
、 研 究 室 で 人 為 的 に 改 変 さ れ て い な い ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 天 然 で 発
生 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
こ こ で 用 い る 用 語 「 再 編 成 さ れ る 」 と は 、 Vセ グ メ ン ト が 、 D-J又 は Jセ グ メ ン ト の す ぐ 隣
に 位 置 し て 、 そ れ ぞ れ 完 全 V H 又 は V L ド メ イ ン を 実 質 的 に コ ー ド す る コ ン ホ メ ー シ ョ ン と な
っ て い る よ う な 重 鎖 又 は 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 の 配 置 を 言 う 。 再 編 成 の 起 き た 免 疫
グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 は 、 生 殖 細 胞 DNAに 比 較 す る こ と で 特 定 で き る ； 再 編 成 の 起 き た 遺 伝
子 座 は 少 な く と も 一 つ の 組 換 え ら れ た ７ 量 体 ／ ９ 量 体 相 同 配 列 を 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
Vセ グ メ ン ト に 関 し て こ こ で 用 い る 用 語 「 再 編 成 の な い 」 又 は 「 生 殖 細 胞 の 配 置 」 と は 、 V
セ グ メ ン ト が 組 換 え ら れ て お ら ず 、 D又 は Jセ グ メ ン ト の す ぐ 隣 に あ る よ う な 配 置 を 言 う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
こ こ で 用 い る 用 語 「 核 酸 分 子 」 に は 、 DNA分 子 及 び RNA分 子 が 包 含 さ れ る も の と 、 意 図 さ れ
て い る 。 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 で も 、 又 は 二 本 鎖 で も よ い が 、 好 ま し く は 二 本 鎖 DNAで あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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IL-15に 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 部 分 （ 例 え ば V H 、 V L 、 CDR3な ど ） を コ ー ド す る 核 酸 に 関 し
て こ こ で 用 い る 用 語 「 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 」 と は 、 当 該 抗 体 又 は 抗 体 部 分 を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 が 、 IL-15以 外 の 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 部 分 を コ ー ド す る 、 天 然 で
は ヒ ト ゲ ノ ム DNA中 で 当 該 核 酸 を フ ラ ン ク し て い る で あ ろ う 他 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま
な い こ と を 言 う も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 配 列 番 号 : 1-4は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 IL-15抗 体 14
6B7の 重 鎖 （ V H ） 及 び 軽 鎖 （ V L ） 可 変 領 域 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 当 す
る 。 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 :1 及 び  2 は 146B7抗 体 の V H に 相 当 し 、 配 列 番 号 :3及 び 4 は 146
B7抗 体 の V L に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
さ ら に 本 発 明 は 、 配 列 番 号 : 1-4に 記 載 し た 通 り の 配 列 の 「 保 存 的 配 列 改 変 」 、 即 ち 、 前
記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド さ れ た 、 又 は 、 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 、 当 該 抗 体 の 結
合 特 性 に 大 き く 影 響 又 は 変 化 さ せ な い よ う な ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 改 変 、 も 包 含
す る も の で あ る 。 こ の よ う な 保 存 的 配 列 改 変 に は ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 追 加
及 び 欠 失 が 含 ま れ る 。 例 え ば 部 位 指 定 変 異 誘 発 及 び PCR媒 介 変 異 誘 発 法 な ど 、 当 業 で 公 知
の 標 準 的 技 術 に よ り 、 改 変 を 配 列 番 号 :1-4に 導 入 す る こ と が で き る 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換
に は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ る も の が 含 ま れ る 。 類
似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の フ ァ ミ リ ー が 当 業 で 定 義 さ れ て い る 。 こ れ ら の フ ァ ミ リ
ー に は 、 塩 基 性 の 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） 、 酸 性
の 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ） 、 無 電 荷 の 極 性 側 鎖 を 持
つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ
ン 、 シ ス テ イ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ） 、 非 極 性 の 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ア ラ ニ ン 、 バ
リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン ） 、 ベ ー タ 分
枝 側 鎖 を 持 つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ス レ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ） 及 び 芳 香 族 側 鎖 を 持
つ ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） 、 が あ
る 。 こ の よ う に 、 ヒ ト 抗 IL-15抗 体 の 中 で 予 測 さ れ る 重 要 で な い ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 同 じ 側
鎖 フ ァ ミ リ ー の 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
代 替 的 に は 、 別 の 実 施 例 で は 、 例 え ば 飽 和 変 異 誘 発 法 な ど に よ り 、 抗 IL-15抗 体 コ ー デ ィ
ン グ 配 列 の 全 部 又 は 一 部 に わ た っ て 変 異 を 無 作 為 に 導 入 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 改 変 さ
れ た 抗 IL-15抗 体 を 結 合 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
従 っ て 、 こ こ で 開 示 す る （ 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 ） ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド さ れ た 抗 体
、 及 び ／ 又 は 、 こ こ に 開 示 す る （ 即 ち 配 列 番 号 : 1-4)（ 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 ） ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 有 す る 抗 体 に は 、 保 存 的 に 改 変 さ れ 、 類 似 の 配 列 に コ ー ド さ れ た 、 又 は 、 類 似 の
配 列 を 含 有 す る 、 実 質 的 に 類 似 の 抗 体 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 実 質 的 に 類 似 の 抗 体 を 、 こ
こ に 配 列 番 号 :1-4と し て 開 示 さ れ た 部 分 的 （ 即 ち 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 ） 配 列 に 基 づ い て
ど の よ う に 作 製 で き る か を 、 以 下 に さ ら に 論 じ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
核 酸 の 場 合 、 用 語 「 実 質 的 な 相 同 性 」 は 、 最 適 に ア ラ イ メ ン ト し て 比 較 し た 場 合 の ２ つ の
核 酸 又 は そ の う ち の 指 示 し た 配 列 が 、 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 挿 入 又 は 欠 失 が あ り な が ら も 、
ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 約 80%、 通 常 は ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 約 90%乃 至 95%、 そ し
て よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 98%乃 至 99.5%が 、 同 一 で あ る こ と を 指 す も の で あ る 。 代 替
的 に は 、 数 セ グ メ ン ト が 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 当 該 鎖 の 相 補 配 列 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る と き に 、 実 質 的 な 相 同 性 が 存 在 す る こ と と す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
二 つ の 配 列 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 こ れ ら 二 つ の 配 列 を 最 適 に ア ラ イ メ ン ト す る の に 導
入 せ ね ば な ら な い ギ ャ ッ プ の 数 、 及 び 各 ギ ャ ッ プ の 長 さ を 考 慮 に 入 れ た と き の 、 こ れ ら 配
列 に 共 通 の 同 一 位 置 の 数 の 関 数 で あ る （ 即 ち 、 ％ 相 同 性 ＝ 同 一 位 置 の 数 ／ 位 置 の 総 数 × 10
0） 。 二 つ の 配 列 間 の 配 列 の 比 較 及 び パ ー セ ン ト 同 一 性 の 決 定 は 、 以 下 の 非 限 定 的 な 例 に
解 説 す る よ う に 、 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
二 つ の ヌ ク レ オ チ ド 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 GCGソ フ ト ウ ェ ア ・ パ ッ ケ ー ジ （ http://ww
w.gcg.comで 入 手 で き る ） の GAPプ ロ グ ラ ム を 用 い 、 NWSgapdna.CMP マ ト リ ッ ク ス を 用 い て
、 ギ ャ ッ プ ・ ウ ェ イ ト を 40、 50、 60、 70、 又 は 80 に し 、 そ し て レ ン グ ス ・ ウ ェ イ ト を 1、
2、 3、 4、 5、 又 は 6に し て 決 定 す る こ と が で き る 。 二 つ の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列
間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は ま た 、 ALIGNプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2.0)に 組 み 込 ま れ た  E. マ
イ ヤ ー ス 及 び W. ミ ラ ー の ア ル ゴ リ ズ ム (Comput. Appl. Biosci., 4:11-17 (1988)) を 用
い 、 PAM120 ウ ェ イ ト 残 基 表 を 用 い て 、 ギ ャ ッ プ ・ レ ン グ ス ・ ペ ナ ル テ ィ を 12、 そ し て ギ
ャ ッ プ ・ ペ ナ ル テ ィ を 4に し て 、 決 定 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 二 つ の ア ミ ノ 酸 配 列 間
の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 GCGソ フ ト ウ ェ ア ・ パ ッ ケ ー ジ （ http://www.gcg.comで 入 手 で き
る )の GAPプ ロ グ ラ ム に 組 み 込 ま れ た ニ ー ド ル マ ン 及 び ワ ン シ ュ  (J. Mol. Biol. (48):444
-453 (1970))の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い 、 Blossum 62 マ ト リ ッ ク ス 又 は PAM250マ ト リ ッ ク ス
の い ず れ か を 用 い て 、 ギ ャ ッ プ ・ ウ ェ イ ト を 16、 14、 12、 10、 8、 6、 又 は 4に し 、 レ ン グ
ス ・ ウ ェ イ ト を 1、 2、 3、 4、 5、 又 は 6に し て 、 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
さ ら に 本 発 明 の 核 酸 及 び タ ン パ ク 質 の 配 列 を 「 ク エ リ ー 配 列 」 と し て 利 用 し て 、 公 開 デ ー
タ ベ ー ス の 検 索 を 行 っ て 、 例 え ば 関 連 す る 配 列 を 同 定 す る こ と な ど が で き る 。 こ の よ う な
検 索 は 、 Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10の NBLAST 及 び XBLASTプ ロ
グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2.0） を 利 用 す れ ば 行 え る 。 BLASTヌ ク レ オ チ ド 検 索 を 、 NBLASTプ ロ グ
ラ ム を 用 い 、 ス コ ア = 100、 ワ ー ド 長 = 12 に し て 行 う と 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 に 相 同 な ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 得 る こ と が で き る 。 BLASTタ ン パ ク 質 検 索 を 、  XBLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い 、
ス コ ア = 50、 ワ ー ド 長 = 3に し て 行 う と 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 分 子 に 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列
を 得 る こ と が で き る 。 比 較 を 目 的 と し て ギ ャ ッ プ の あ る ア ラ イ メ ン ト を 行 う に は 、 Gapped
 BLAST を Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402が 解 説 す る と
お り に 利 用 で き る 。 BLAST及 び ギ ャ ッ プ ド BLASTプ ロ グ ラ ム を 利 用 す る 場 合 、 各 プ ロ グ ラ ム
の （ 例 え ば XBLAST 及 び NBLAST)の デ フ ォ ル ト ・ パ ラ メ ー タ を 利 用 で き る 。 http://www.ncb
i.nlm.nih.gov. を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
当 該 核 酸 は 全 細 胞 中 に あ っ て も 、 細 胞 ラ イ セ ー ト 中 に あ っ て も 、 又 は 部 分 的 に 精 製 さ れ た
も し く は 実 質 的 に 純 粋 な 形 で 存 在 し て も よ い 。 核 酸 は 、 ア ル カ リ ／ SDS処 理 、 CsClバ ン デ
ィ ン グ 、 カ ラ ム ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 及 び 当 業 で 公 知 の 他 の
技 術 を 含 む 標 準 的 な 技 術 に よ り 、 例 え ば 他 の 細 胞 内 核 酸 又 は タ ン パ ク 質 な ど 、 他 の 細 胞 成
分 又 は 他 の 混 入 物 質 を 取 り 除 い て 精 製 さ れ て い る 場 合 に 、 「 単 離 さ れ て い る 」 又 は 「 実 質
的 に 純 粋 に さ れ て い る 」 こ と に な る 。  F. Ausubel, et al., ed. 

, Greene Publishing and Wiley Interscience, New York (1987)を 参
照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
cDNA、 ゲ ノ ム 又 は こ れ ら の 混 合 物 由 来 で あ る 本 発 明 の 核 酸 組 成 物 は 、 し ば し ば 天 然 配 列 （
改 変 さ れ た 制 限 部 位 等 を 除 き ） の ま ま で あ り 、 遺 伝 子 配 列 を 提 供 す る 標 準 的 技 術 に 従 っ て
変 異 さ せ て も よ い 。 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 場 合 、 こ れ ら の 変 異 は 、 必 要 に 応 じ ア ミ ノ 酸 配 列
を 左 右 す る も の で も よ い 。 具 体 的 に は 、 こ こ で 解 説 し た 天 然 V、 D、 J、 定 常 、 ス イ ッ チ 及
び 他 の こ の よ う な 配 列 に 実 質 的 に 相 同 又 は 由 来 と す る DNA配 列 が 考 え ら れ る （ 「 由 来 す る
」 が 、 あ る 配 列 が 別 の 配 列 と 同 一 か 、 も し く は 別 の 配 列 か ら 改 変 さ れ て い る こ と を 指 す 場
合 ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
核 酸 は 、 別 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に 置 か れ た と き に 「 作 動 的 に 連 結 さ れ た 」 こ と に な
る 。 例 え ば 、 あ る プ ロ モ ー タ 又 は エ ン ハ ン サ が 、 あ る コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 転 写 を 左 右 す る
の で あ れ ば 、 そ の 配 列 に 作 動 的 に 連 結 さ れ て い る こ と に な る 。 転 写 制 御 配 列 に 関 す る 場 合
、 作 動 的 に 連 結 さ れ た と は 、 連 結 し よ う と す る DNA配 列 が 連 続 し て い る こ と を 意 味 し 、 ま
た ２ つ の タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 接 合 す る た め に 必 要 な 場 合 に は 、 連 続 し 、 か つ 読

10

20

30

40

50

(15) JP 2005-503151 A 2005.2.3

Current Protocols in 
Molecular Biology



み 取 り 枠 内 に あ る こ と を 意 味 す る 。 ス イ ッ チ 配 列 の 場 合 に は 、 作 動 的 に 連 結 さ れ た 、 と は
、 当 該 配 列 が ス イ ッ チ 組 換 え を 起 こ し 得 る こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
こ こ で 用 い る 用 語 「 ベ ク タ 」 と は 、 連 結 さ れ た 先 の 別 の 核 酸 を 輸 送 で き る 核 酸 分 子 を 言 う
も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 ベ ク タ の 一 種 が 、 付 加 的 な DNAセ グ メ ン ト を 連 結 で き る 環 状 の
二 本 鎖 DNAル ー プ を 言 う 「 プ ラ ス ミ ド 」 で あ る 。 ベ ク タ の も う 一 つ の 種 類 が ウ ィ ル ス ベ ク
タ で あ り 、 こ の 場 合 、 付 加 的 な DNAセ グ メ ン ト は 、 ウ ィ ル ス ゲ ノ ム 内 に 連 結 さ せ る こ と が
で き る 。 い く つ か の ベ ク タ は 導 入 さ れ た 先 の ホ ス ト 細 胞 内 で 自 律 的 複 製 が 可 能 で あ る （ 例
え ば 細 菌 由 来 の 複 製 開 始 点 を 有 す る 細 菌 ベ ク タ や 、 エ ピ ソ ー ム ほ 乳 類 ベ ク タ な ど ） 。 他 の
ベ ク タ （ 例 え ば 非 エ ピ ソ ー ム ほ 乳 類 ベ ク タ な ど ） は 、 ホ ス ト 細 胞 に 導 入 さ れ る や 、 ホ ス ト
細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る た め 、 ホ ス ト ゲ ノ ム と 一 緒 に 複 製 さ れ る 。 さ ら に 、 い く つ か
の ベ ク タ は 、 作 動 的 に 連 結 さ れ た 先 の 遺 伝 子 の 発 現 を 命 令 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な
ベ ク タ を こ こ で は 「 組 換 え 発 現 ベ ク タ 」 （ 又 は 単 に 「 発 現 ベ ク タ 」 ） と 呼 ぶ 。 一 般 的 に 、
組 換 え DNA技 術 で 実 用 性 の あ る 発 現 ベ ク タ は 、 し ば し ば プ ラ ス ミ ド の 形 で あ る 。 本 明 細 書
で は 、 プ ラ ス ミ ド が 最 も 普 通 に 用 い ら れ て い る 形 の ベ ク タ で あ る た め 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 及
び 「 ベ ク タ 」 を 交 換 可 能 に 用 い て い る 場 合 が あ る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 に は 、 例 え ば ウ
ィ ル ス ベ ク タ （ 例 え ば 複 製 欠 陥 レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 及 び ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス
） な ど 、 同 等 の 機 能 を 果 た す 他 の 形 の 発 現 ベ ク タ も 包 含 さ れ る こ と が 、 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
こ こ で 用 い る 用 語 「 組 換 え ホ ス ト 細 胞 （ 又 は 単 に 「 ホ ス ト 細 胞 」 ） と は 、 組 換 え 発 現 ベ ク
タ が 導 入 さ れ た 細 胞 を 言 う も の と 、 意 図 さ れ て い る 。 こ の よ う な 用 語 は 、 特 定 の 対 象 細 胞
だ け で な く 、 こ の よ う な 細 胞 の 後 代 も 言 う も の と 意 図 さ れ て い る こ と は 、 理 解 さ れ ね ば な
ら な い 。 突 然 変 異 又 は 環 境 に よ る 影 響 が 原 因 で 、 特 定 の 改 変 が 継 代 に 起 き る 場 合 が あ る た
め 、 こ の よ う な 後 代 は 実 際 に は 親 細 胞 と 同 一 で な い か も 知 れ な い が 、 そ れ で も 尚 、 こ こ で
用 い る 用 語 「 ホ ス ト 細 胞 」 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
こ こ で 用 い る 用 語 「 対 象 」 に は ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 が 含 ま れ る 。 例 え ば 本 発 明 の 方 法 及 び
組 成 物 は 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 な ど の 関 節 炎 な ど 、 炎 症 性 疾 患 患 者 を 治 療 す る た め に 用 い る
こ と が で き る 。 用 語 「 非 ヒ ト 動 物 」 に は 、 例 え ば ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ウ シ
、 ニ ワ ト リ 、 両 生 類 、 は 虫 類 な ど 、 ほ 乳 類 及 び 非 ほ 乳 類 な ど の あ ら ゆ る 脊 椎 動 物 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 の 多 様 な 局 面 を 、 以 下 の 小 項 で さ ら に 詳 述 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】

本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler and Milstein (1975)  256: 495に 解
説 さ れ た 標 準 的 な 体 細 胞 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 な ど 、 多 様 な 公 知 の 技 術 に よ り 作 製
で き る 。 体 細 胞 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 が 基 本 的 に は 好 適 で あ る が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 作 製 す る 他 の 技 術 、 例 え ば Ｂ リ ン パ 球 の ウ ィ ル ス 又 は 腫 瘍 形 成 性 形 質 転 換 、 ヒ ト 抗 体
遺 伝 子 の ラ イ ブ ラ リ を 用 い た フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ 技 術 、 も 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 好 適 な 動 物 系 は マ
ウ ス 系 で あ る 。 免 疫 プ ロ ト コ ル や 、 免 疫 後 の 脾 細 胞 を 単 離 及 び 融 合 さ せ る 技 術 を 含 め 、 マ
ウ ス に お け る ハ イ ブ リ ド ー マ 作 製 は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
あ る 実 施 態 様 で は 、 IL-15を 狙 っ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 マ ウ ス 系 で は な く ヒ ト 免
疫 系 の 一 部 を 持 つ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 又 は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル ・ マ ウ ス を 用 い て 作 製 す
る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ で 「 HuMAb」 マ ウ ス と 呼 ば れ る 、 再 編 成 し て い な
い ヒ ト 重 鎖 （ μ 及 び γ ） 及 び κ 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 を コ ー ド す る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン
遺 伝 子 最 小 遺 伝 子 座 を 、 内 因 性 の μ 及 び κ 鎖 遺 伝 子 座 を 不 活 性 化 す る 標 的 設 定 さ れ た 変 異
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と 一 緒 に 含 有 す る (Lonberg, et al. (1994) Nature 368(6474): 856-859)ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス を 利 用 す る 。 従 っ て 、 こ の マ ウ ス の 示 す マ ウ ス IgM又 は κ の 発 現 は 低 く 、 免 疫
処 置 に 応 答 し て 、 導 入 さ れ た ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 が ク ラ ス ・ ス イ ッ チ ン グ 及 び 体
細 胞 変 異 を 起 こ す こ と に よ り 高 親 和 ヒ ト IgGκ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 生 じ る  (Lonberg, N.
 (1994) Handbook of Experimental Pharmacologyで 113:49-101レ ビ ュ ー さ れ た  上 記 の Lo
nberg, N. et al. (1994) ; Lonberg, N. and Huszar, D. (1995) Intern. Rev. Immunol
. Vol. 13: 65-93, 及 び Harding, F. and Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y. Acad. Sci 764
:536-546)。 HuMAbマ ウ ス の 作 製 は 、 下 の 項 Ｉ Ｉ 及 び Taylor, L. et al. (1992) Nucleic A
cids Research 20:6287-6295; Chen, J. et al. (1993) International Immunology 5: 6
47-656; Tuaillon et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci USA 90:3720-3724; Choi et a
l. (1993) Nature Genetics 4:117-123; Chen, J. et al. (1993) EMBO J. 12: 821-830;
 Tuaillon et al. (1994) J. Immunol. 152:2912-2920; Lonberg et al., (1994) Nature
 368(6474): 856-859; Lonberg, N. (1994) Handbook of Experimental Pharmacology 11
3:49-101; Taylor, L. et al. (1994) International Immunology 6: 579-591; Lonberg,
 N. and Huszar, D. (1995) Intern. Rev. Immunol. Vol. 13: 65-93; Harding, F. and 
Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y. Acad. Sci 764:536-546; Fishwild, D. et al. (1996) N
ature Biotechnology 14: 845-851に 詳 細 に 解 説 さ れ て い る 。 さ ら に 、 す べ て Lonberg及 び
Kay、 並 び に ジ ェ ン フ ァ ー ム ・ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 に 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 5,545,806号
； 第 5,569,825号 ； 第 5,625,126号 ； 第 5,633,425号 ； 第 5,789,650号 ； 第 5,877,397号 ； 第 5
,661,016号 ； 第 5,814,318号 ； 第 5,874,299号 ； 及 び 第 5,770,429号 ； Surani et al.の to 
米 国 特 許 第 5,545,807号 ； １ ９ ９ ８ 年 ６ 月 １ １ 日 に 公 開 さ れ た 国 際 公 報 WO 98/24884； １ ９
９ ４ 年 １ １ 月 １ ０ 日 に 公 開 さ れ た WO 94/25585； １ ９ ９ ３ 年 ６ 月 ２ ４ 日 に 公 開 さ れ た  WO 9
3/1227； １ ９ ９ ２ 年 １ ２ 月 ２ ３ 日 に 公 開 さ れ た WO 92/22645； １ ９ ９ ２ 年 ３ 月 １ ９ 日 に 公
開 さ れ た WO 92/03918を 参 照 さ れ た い 。 特 に HCO12ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク HuMabマ ウ ス の 作 製
法 を 実 施 例 ２ で 解 説 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
免 疫 処 置
IL-15に 対 す る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め に は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺
伝 子 （ 例 え ば HCo12、 HCo7又 は KMマ ウ ス ） を 含 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 又 は ト ラ ン ス ク
ロ モ ゾ マ ル ・ マ ウ ス を Lonberg, N. et al. (1994) Nature 368(6474): 856-859; Fishwil
d, D. et al. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-851 及 び  WO 98/24884な ど に 解 説
さ れ た よ う に IL-15抗 原 の 精 製 も し く は 濃 縮 製 剤 及 び ／ 又 は IL-15発 現 細 胞 で 免 疫 す る こ と
が で き る 。 代 替 的 に は 、 ヒ ト Il-15を コ ー ド す る DNAで マ ウ ス を 免 疫 す る こ と も で き る 。 好
ま し く は 、 当 該 マ ウ ス は １ 回 目 の 輸 注 時 に ６ 乃 至 １ ６ 週 齢 で あ る と よ い 。 例 え ば 、 IL-15
抗 原 の 精 製 も し く は 濃 縮 製 剤 （ 5乃 至 50μ g） を 用 い て 、 HuMAbマ ウ ス を 腹 腔 内 に よ り 免 疫
す る こ と が で き る 。 IL-15抗 原 の 精 製 も し く は 濃 縮 製 剤 を 用 い た 免 疫 処 置 で も 抗 体 が 生 じ
な い 場 合 、 細 胞 株 な ど 、 IL-15発 現 細 胞 で マ ウ ス を 免 疫 し て 、 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
多 様 な 抗 原 を 用 い て 蓄 積 し た 経 験 で は 、 HuMAbト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 ま ず 抗 原 を
完 全 フ ロ イ ン ト ・ ア ジ ュ バ ン ト に 入 れ て 腹 腔 内 （ IP） 又 は 皮 下 （ SC） 免 疫 し 、 そ の 後 不 完
全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に 抗 原 を 入 れ て １ 週 置 き に （ 最 高 で 合 計 １ ０ 回 ） 腹 腔 内 ／ 皮 下
免 疫 処 置 し た と き に 最 も 良 く 応 答 す る こ と が 示 さ れ た 。 免 疫 応 答 は 、 眼 窩 後 方 の 採 血 で 得
た 血 漿 試 料 で 、 免 疫 プ ロ ト コ ル の 経 過 に わ た っ て 観 察 す る こ と が で き る 。 血 漿 は ELISA（
以 下 に 解 説 す る よ う に ） で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 充 分 な 抗 体 価 の 抗 IL-15ヒ ト
免 疫 グ ロ ブ リ ン を 持 つ マ ウ ス を 融 合 に 用 い る こ と が で き る 。 マ ウ ス は 、 と 殺 及 び 脾 臓 の 摘
出 か ら ３ 日 前 に 抗 原 を 静 注 し て 追 加 免 疫 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
IL-15に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
IL-15に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る に は 、 免 疫
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後 の マ ウ ス か ら 脾 細 胞 及 び リ ン パ 節 細 胞 を 単 離 し 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 な ど の 適 し た 不 死
化 細 胞 株 に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ う し て 出 来 た ハ イ ブ リ ド ー マ を 次 に 、 抗 原 特 異 的
抗 体 の 産 生 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 例 え ば 免 疫 後 の マ ウ ス 由 来 の 脾 臓
リ ン パ 球 の 単 個 細 胞 懸 濁 液 を 、 50% PEG（ w/v） で 、 SP2/0-Ag8.653非 分 泌 性 マ ウ ス 骨 髄 腫
細 胞  (ATCC, CRL 1580)に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 細 胞 を 平 底 の 微 量 定 量 プ レ ー ト に 約 1
× 10 5 に な る よ う に プ レ ー ト し 、 通 常 の 試 薬 の 他 に 10%胎 児 ク ロ ー ン 血 清 、 5-10%オ リ ゲ ン
・ ハ イ ブ リ ド ー マ ・ ク ロ ー ニ ン グ ・ フ ァ ク タ ー （ ア イ ジ ェ ン 社 ） 、 及 び 1× HAT (シ グ マ 社
） を 含 有 す る 選 択 培 地 で ２ 週 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が で き る 。 ほ ぼ ２ 週 間 後 、 HATを H
Tに 取 り 替 え た 培 地 で 細 胞 を 培 養 で き る 。 次 に 個 々 の ウ ェ ル を ELISAに よ り ヒ ト 抗 IL-15モ
ノ ク ロ ー ナ ル IgM及 び IgG抗 体 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 広 汎 な ハ イ ブ リ
ド ー マ 成 長 が 起 き た ら 培 地 を 通 常 １ ０ 乃 至 １ ４ 日 後 に 観 察 で き る 。 抗 体 を 分 泌 し て い る ハ
イ ブ リ ド ー マ を 再 度 プ レ ー ト し 、 再 度 ス ク リ ー ニ ン グ し 、 ヒ ト IgGに つ い て ま だ 尚 陽 性 で
あ れ ば 、 限 界 希 釈 に よ り 少 な く と も ２ 回 、 抗 IL-15モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ す る こ と が で き る 。 次 に 安 定 な サ ブ ク ロ ー ン を in vitroで 培 養 し て 、 抗 体 を 組 織 培 養 培
地 中 に 生 じ さ せ 、 特 徴 付 け に 向 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
IL-15に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ の 作 製
本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 当 業 で 公 知 の よ う に 、 組 換 え DNA技 術 及 び 遺 伝 子 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 法 の 組 合 せ な ど を 用 い て 、 ホ ス ト 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ で 作 製 す る こ と も で き る
 (Morrison, S. (1985) Science 229:1202)。
【 ０ ０ ７ ２ 】
例 え ば あ る 実 施 態 様 で は 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 な ど の 目 的 の 遺 伝 子 を 、 例 え ば WO 87/04462、 W
O 89/01036 及 び  EP 338 841 に 開 示 さ れ た GS遺 伝 子 発 現 系 又 は 当 業 で 公 知 の 他 の 発 現 系
で 用 い ら れ る も の な ど の 真 核 性 発 現 プ ラ ス ミ ド な ど の 発 現 ベ ク タ 内 に 連 結 す る こ と が で き
る 。 ク ロ ー ン さ れ た 抗 体 遺 伝 子 を 持 つ 精 製 済 み プ ラ ス ミ ド を 、 例 え ば CHO細 胞 又 は NSO細 胞
な ど の 真 核 性 ホ ス ト 細 胞 や 、 又 は 代 替 的 に は 、 植 物 由 来 細 胞 、 真 菌 も し く は 酵 母 細 胞 な ど
の 他 の 真 核 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 を 導 入 す る た め に 用 い る 方 法 は
、 例 え ば 電 気 穿 孔 法 、 リ ポ フ ェ ク チ ン 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン 又 は 他 の も の な ど 、 当 業 で 解 説
さ れ た 方 法 で よ い で あ ろ う 。 こ れ ら の 抗 体 遺 伝 子 を ホ ス ト 細 胞 内 に 導 入 後 、 当 該 抗 体 を 発
現 し て い る 細 胞 を 同 定 及 び 選 抜 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 細 胞 が 、 そ の 後 そ れ ら の 発 現
レ ベ ル を 増 幅 し て 抗 体 の 生 産 率 を 上 げ る こ と の で き る ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ で あ る 。 こ れ
ら の 培 養 上 清 及 び ／ 又 は 細 胞 か ら 、 組 換 え 抗 体 を 単 離 及 び 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
代 替 的 に は 、 こ れ ら の ク ロ ー ン さ れ た 抗 体 遺 伝 子 を 、 E. coliな ど の 他 の 発 現 系 や 又 は 完
全 な 生 物 中 で 発 現 さ せ た り 、 あ る い は 合 成 に よ り 発 現 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
イ ン タ ク ト 抗 体 を 発 現 さ せ る た め の 部 分 的 抗 体 配 列 の 利 用
抗 体 は 、 ６ つ の 重 鎖 及 び 軽 鎖 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 主 に 通 じ
て 標 的 抗 原 と 相 互 作 用 す る 。 そ の た め 、 CDR内 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 CDRの 外 に あ る 配 列 よ り
も 、 個 々 の 抗 体 間 の 違 い が 大 き い 。 CDR配 列 は 大 半 の 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 を 担 っ て い る た
め 、 特 定 の 天 然 発 生 型 の 抗 体 を 由 来 と す る CDR配 列 を 、 異 な る 性 質 を 持 つ 異 な る 抗 体 由 来
の フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に 移 植 し た 状 態 で 含 有 す る よ う な 発 現 ベ ク タ を 構 築 す る と 、 特 定 の
天 然 発 生 型 抗 体 の 性 質 を 模 倣 す る 組 換 え 抗 体 を 発 現 さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば Riechman
n, L. et al., 1998, Nature 332:323-327; Jones, P. et al., 1986, Nature 321:522-5
25; and Queen, C. et al., 1989, Proc. Natl. Acad. See. U.S.A. 86:10029-10033を 参
照 さ れ た い ） 。 こ の よ う な フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 は 生 殖 細 胞 抗 体 遺 伝 子 配 列 を 含 む 公 開 DNA
デ ー タ ベ ー ス か ら 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の 生 殖 細 胞 配 列 は 成 熟 型 の 抗 体 遺 伝 子 配 列 と
は 異 な る が 、 そ れ は な ぜ な ら 、 そ れ ら に は 、 Ｂ 細 胞 成 熟 の 過 程 で V(D)J接 合 に よ り 形 成 さ
れ る 、 完 全 に ア セ ン ブ ル さ れ た 可 変 遺 伝 子 が 含 ま れ て い な い か ら で あ る 。 生 殖 細 胞 遺 伝 子
配 列 は ま た 、 可 変 領 域 全 体 に わ た っ て 、 高 親 和 二 次 レ パ ー ト リ ー 抗 体 の 配 列 と も 、 個 々 の
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レ ベ ル で 均 一 に 異 な る 。 例 え ば 、 体 細 胞 変 異 は 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の ア ミ ノ 末 端 部 分 で
は 比 較 的 に 頻 度 が 低 い 。 例 え ば 、 体 細 胞 変 異 は 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 1の ア ミ ノ 末 端 部 分
及 び フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 4の カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 で は 比 較 的 に 頻 度 が 低 い 。 さ ら に 、 数 多
く の 体 細 胞 変 異 は 、 抗 体 の 結 合 特 性 に 大 き く 影 響 す る も の で は な い 。 そ の た め に 、 も と の
抗 体 の も の と 同 様 な 結 合 特 性 を 有 す る イ ン タ ク ト 組 換 え 抗 体 を 作 り 直 す 際 に 、 特 定 の 抗 体
の DNA配 列 全 体 を 得 る 必 要 は な い （ １ ９ ９ ９ 年 ３ 月 １ ２ 日 出 願 の PCT/US99/05535 を 参 照 さ
れ た い ） 。 典 型 的 に は 、 CDR領 域 に わ た る 部 分 的 重 鎖 及 び 軽 鎖 配 列 が あ れ ば 、 こ の 目 的 に
と っ て 充 分 で あ る 。 こ の 部 分 的 配 列 を 用 い て 、 ど の 生 殖 細 胞 可 変 遺 伝 子 及 び ジ ョ イ ニ ン グ
遺 伝 子 セ グ メ ン ト が 、 組 換 え 後 の 抗 体 可 変 遺 伝 子 に 寄 与 し た か を 決 定 す る 。 次 に こ の 生 殖
細 胞 配 列 を 用 い て 、 可 変 領 域 の 欠 け て い る 部 分 を 充 填 す る 。 重 鎖 及 び 軽 鎖 リ ー ダ 配 列 は タ
ン パ ク 質 成 熟 の 過 程 で 切 断 さ れ 、 最 終 的 な 抗 体 の 特 性 に は 寄 与 し な い 。 欠 け て い る 配 列 を
追 加 す る た め に は 、 ク ロ ー ン さ れ た cDNA配 列 を 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 又 は PCR増 幅 法 に よ り 、
合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 代 替 的 に は 、 可 変 領 域 全 体 を 一 組
の 短 い 、 重 複 の あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 合 成 し 、 PCR増 幅 法 で 組 み 合 わ せ て 、 完 全
に 人 工 的 な 可 変 領 域 ク ロ ー ン を 作 製 す る こ と も で き る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 特 定 の 制 限 部 位
を 削 除 又 は 含 有 さ せ た り 、 あ る い は 特 定 の コ ド ン を 最 適 化 す る な ど の い く つ か の 利 点 を 有
す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ か ら の 重 鎖 及 び 軽 鎖 転 写 産 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 重 複 組 の 合 成
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を デ ザ イ ン し 、 天 然 配 列 と 同 一 の ア ミ ノ 酸 コ ー デ ィ ン グ 能 を 持 つ 合 成
V配 列 を 作 製 す る 。 こ の 合 成 重 鎖 及 び カ ッ パ 鎖 配 列 は ３ つ の 方 法 で 天 然 配 列 と 異 な っ て も
よ い ： 一 続 き の 反 復 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 に 中 断 を 加 え て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 及 び PCR増
幅 が し 易 い よ う に す る ； 最 適 な 翻 訳 開 始 部 位 を コ ザ ッ ク の 規 則 に 従 い 導 入 す る (Kozak, 19
91, J. Biol. Chem. 266L19867019870)； そ し て HindIII部 位 を こ の 翻 訳 開 始 部 位 の 上 流 に
操 作 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 の 両 方 に つ い て 、 最 適 化 さ れ た コ ー デ ィ ン グ 鎖 配 列 及 び 対 応 す る 非
コ ー デ ィ ン グ 鎖 配 列 を 、 こ の 対 応 す る 非 コ ー デ ィ ン グ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ほ ぼ 中 間 点 で
３ ０ 乃 至 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド に 分 割 す る 。 従 っ て 各 鎖 毎 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 １ ５ ０
乃 至 ４ ０ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド の セ グ メ ン ト に わ た る 重 複 す る 二 本 鎖 の 組 に 組 み 立 て る こ と
が で き る 。 次 に こ の プ ー ル を テ ン プ レ ー ト と し て 用 い て 、 １ ５ ０ 乃 至 ４ ０ ０ 個 の ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る PCR増 幅 産 物 を 作 製 す る 。 典 型 的 に は 、 一 個 の 可 変 領 域 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 組 を ２ つ の プ ー ル に 分 割 し 、 こ れ ら の プ ー ル を 別 々 に 増 幅 し て ２ つ の 重 複 す る PCR産 物
を 作 製 す る こ と に な る で あ ろ う 。 次 に こ れ ら の 重 複 す る 産 物 を PCR増 幅 で 組 み 合 わ せ て 完
全 な 可 変 領 域 を 形 成 す る 。 ま た 、 重 鎖 又 は 軽 鎖 定 常 領 域 （ カ ッ パ 軽 鎖 の BbsI部 位 、 又 は γ
重 鎖 の AgeI部 位 を 含 む ） の 重 複 す る フ ラ グ メ ン ト を PCR増 幅 に 含 め る こ と が 、 発 現 ベ ク タ
コ ン ス ト ラ ク ト 内 に 容 易 に ク ロ ー ン で き る フ ラ グ メ ン ト を 作 製 す る に は 望 ま し い で あ ろ う
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
次 に 、 再 構 築 さ れ た 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 を 、 ク ロ ー ン さ れ た プ ロ モ ー タ 配 列 、 リ ー ダ 配
列 、 翻 訳 開 始 配 列 、 リ ー ダ 配 列 、 定 常 領 域 配 列 、 3'側 非 翻 訳 配 列 、 ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン
配 列 、 及 び 転 写 終 了 配 列 に 組 み 合 わ せ て 、 発 現 ベ ク タ コ ン ス ト ラ ク ト を 形 成 す る 。 重 鎖 及
び 軽 鎖 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト を 単 一 の ベ ク タ 内 で 組 み 合 わ せ る こ と も 、 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク
ト す る こ と も 、 順 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と も 、 あ る い は ホ ス ト 細 胞 内 に 別 々 に ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し て か ら こ の ホ ス ト 細 胞 を 融 合 し て 、 両 方 の 鎖 を 発 現 す る ホ ス ト 細 胞 を 形 成 す
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
ヒ ト IgGκ の た め の 発 現 ベ ク タ の 構 築 に 用 い る プ ラ ス ミ ド を 以 下 に 解 説 す る （ 実 施 例 １ ）
。 当 該 プ ラ ス ミ ド は 、 PCR増 幅 後 の V重 鎖 及 び Vカ ッ パ 軽 鎖 cDNA配 列 を 用 い る と 完 全 重 鎖 及
び 軽 鎖 最 小 遺 伝 子 を 再 構 築 で き る よ う に 構 築 さ れ た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド は 、 完 全 ヒ ト Ig
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G 1 κ 又 は IgG 4 κ 抗 体 を 発 現 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 完 全 ヒ ト 及 び キ メ
ラ 抗 体 に は 、 さ ら に IgG2、 IgG3、 IgE、 IgA、 IgM、 及 び IgD抗 体 も 含 ま れ る 。 同 様 な プ ラ ス
ミ ド は 、 他 の 重 鎖 ア イ ソ タ イ プ を 発 現 さ せ た り 、 又 は 、 ラ ム ダ 軽 鎖 を 含 む 抗 体 を 発 現 さ せ
る た め に も 、 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
こ の よ う に 、 本 発 明 の 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 IL-15抗 体 、 146B7、 147H5、 404A8及
び 404E4、 の 構 造 上 の 特 徴 を 用 い て 、 IL-15に 結 合 す る な ど の 本 発 明 の 抗 体 の 少 な く と も 一
つ の 機 能 的 特 性 を 維 持 し た 、 構 造 上 関 連 す る ヒ ト 抗 IL-15抗 体 を 作 製 す る 。 よ り 具 体 的 に
は 、 146B7、 147H5、 404A8及 び 404E4の 一 つ 以 上 の CDR領 域 を 、 既 知 の ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク
領 域 及 び CDRに 組 換 え に よ り 組 み 合 わ せ る こ と で 、 更 な る 、 組 換 え 操 作 さ れ た 、 本 発 明 の
ヒ ト 抗 IL-15抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
従 っ て 、 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は ：
（ １ ） ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 及 び ヒ ト 重 鎖 CDRで あ っ て 、 前 記 ヒ ト 重 鎖 CDRの う ち の
少 な く と も 一 つ が 、 図 ２ に 示 さ れ た （ 又 は 配 列 番 号 : 2の 対 応 ア ミ ノ 酸 残 基 ） CDRの ア ミ ノ
酸 配 列 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 及 び ヒ ト 重 鎖 CD
Rと ； （ ２ ） ヒ ト 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 及 び ヒ ト 軽 鎖 CDRで あ っ て 、 前 記 ヒ ト 重 鎖 CDRの
う ち の 少 な く と も 一 つ が 、 図 ３ に 示 さ れ た （ 又 は 配 列 番 号 :　 4の ア ミ ノ 酸 残 基 に 相 当 す る
） CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 ヒ ト 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域
及 び ヒ ト 軽 鎖 CDRと 、 を 含 む 抗 体 を 調 製 す る ス テ ッ プ
を 含 み 、
但 し 前 記 抗 体 が IL-15へ の 結 合 能 を 維 持 し て い る 、 抗 IL-15抗 体 を 調 製 す る 方 法 を 提 供 す る
も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
当 該 抗 体 の IL-15へ の 結 合 能 は 、 実 施 例 に 記 載 し た も の な ど 、 標 準 的 な 結 合 検 定 法 （ 例 え
ば ELISA） を 用 い て 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 CDR3ド メ イ ン は 特 に 重 要 な 役 割 を 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 結 合 特 異 性 ／
親 和 性 に お い て 果 た す こ と が 当 業 で 公 知 で あ る た め 、 上 述 の よ う に 調 製 さ れ た 本 発 明 の 組
換 え 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 146B7、 147H5、 404A8及 び 404E4の 重 鎖 及 び 軽 鎖 CDR3を 含 む と よ
い 。 本 抗 体 に さ ら に 146B7、 147H5、 404A8及 び 404E4の CDR2を 含 め る こ と も で き る 。 本 抗 体
に は さ ら に 146B7、 147H5、 404A8及 び 404E4の CDR1を 含 め る こ と も で き る 。 本 抗 体 に は さ ら
に 、 前 記 CDRの い か な る 組 合 せ を も 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
従 っ て 、 別 の 局 面 で は 、 さ ら に 本 発 明 は 、 （ １ ） ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 、 ヒ ト 重 鎖
CDR1領 域 、 ヒ ト 重 鎖 CDR2領 域 、 及 び ヒ ト 重 鎖 CDR3領 域 で あ っ て 、 但 し 前 記 ヒ ト 重 鎖 CDR3領
域 が 146B7、 147H5、 404A8及 び 404E4の CDR3、 例 え ば 図 ２ に 示 す （ 又 は 配 列 番 号 : 2の 対 応
ア ミ ノ 酸 残 基 ） 146B7の ヒ ト 重 鎖 CDR領 域 、 か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム
ワ ー ク 領 域 、 ヒ ト 重 鎖 CDR1領 域 、 ヒ ト 重 鎖 CDR2領 域 、 及 び ヒ ト 重 鎖 CDR3領 域 と 、 （ ２ ） ヒ
ト 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 、 ヒ ト 軽 鎖 CDR1領 域 、 ヒ ト 軽 鎖 CDR2領 域 、 及 び ヒ ト 軽 鎖 CDR3領
域 で あ っ て 、 前 記 ヒ ト 軽 鎖 CDR3領 域 が 146B7、 147H5、 404A8及 び 404E4の CDR3、 例 え ば 図 ３
に 示 す （ 又 は 配 列 番 号 : 4の 対 応 ア ミ ノ 酸 残 基 ） 146B7の ヒ ト 軽 鎖 CDR領 域 、 か ら 成 る 群 よ
り 選 択 さ れ る 、 ヒ ト 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 、 ヒ ト 軽 鎖 CDR1領 域 、 ヒ ト 軽 鎖 CDR2領 域 、 及
び ヒ ト 軽 鎖 CDR3領 域 と 、 を 含 む 抗 IL-15抗 体 、 で あ っ て 、 前 記 抗 体 が IL-15に 結 合 す る 、 抗
IL-15抗 体 、 を 提 供 す る も の で あ る 。 さ ら に 本 抗 体 に 、 146B7、 147H5、 404A8及 び 404E4の
重 鎖 CDR2及 び ／ 又 は 軽 鎖 CDR2を 含 め て も よ い 。 さ ら に 本 抗 体 に 、 146B7、 147H5、 404A8及
び 404E4の 重 鎖 CDR1及 び ／ 又 は 軽 鎖 CDR1を 含 め て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
上 述 の 操 作 さ れ た 抗 体 の CDR1、 2、 及 び ／ 又 は 3領 域 に 、 こ こ に 開 示 し た 146B7、 147H5、 40
4A8及 び 404E4の そ れ と 全 く 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 め る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 当 業

10

20

30

40

50

(20) JP 2005-503151 A 2005.2.3



者 で あ れ ば 、 本 抗 体 の IL-15へ の 結 合 能 が 事 実 上 保 持 さ れ れ ば 、 146B7、 147H5、 404A8及 び
404E4通 り の CDR配 列 か ら 何 ら か の 逸 脱 （ 例 え ば 保 存 的 配 列 改 変 ） が あ っ て も よ い こ と は 理
解 さ れ よ う 。 従 っ て 、 別 の 実 施 態 様 で は 、 操 作 後 の 抗 体 は 、 146B7、 147H5、 404A8及 び 404
E4の 一 つ 以 上 の CDRに 対 し 、 例 え ば 90%、 95%、 98% 又 は 99.5% 同 一 な 一 つ 以 上 の CDRか ら 成
っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
IL-15へ 単 に 結 合 す る こ と だ け で な く 、 上 述 し た も の な ど の 操 作 さ れ た 抗 体 を 、 本 発 明 の
抗 体 の 他 の 機 能 上 の 特 徴 ： 例 え ば ：
（ １ ） ヒ ト IL-15へ の 結 合 、 及 び 、 IL-15誘 導 性 炎 症 誘 発 作 用 の 阻 害 ；
（ ２ ） IL-15誘 導 性 TNFα 産 生 又 は T細 胞 増 殖 の 阻 害 ；
（ ３ ） 組 換 え ヒ ト IL-15を 分 析 物 と し 、 当 該 抗 体 を リ ガ ン ド と し て 用 い た BIACORE 3000装
置 に よ る 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 （ SPR） 技 術 で 判 定 し た 場 合 、 ほ ぼ 10 - 7 M未 満 の 解 離 平 衡 定 数
（ K D ） で の ヒ ト IL-15へ の 結 合 ；
（ ４ ） ヒ ト IL-15の β 及 び ／ 又 は γ 鎖 相 互 作 用 ド メ イ ン 上 に 位 置 す る エ ピ ト ー プ へ の 結 合
；
（ ５ ） ヒ ト IL-15の Asp 8 の 、 ヒ ト IL-15受 容 体 の β ユ ニ ッ ト へ の 結 合 、 及 び ／ 又 は 、 ヒ ト IL
-15の Gln 1 0 8 の 、 ヒ ト IL-15受 容 体 の γ ユ ニ ッ ト へ の 結 合 、 に 対 す る 干 渉 ：
（ ６ ） 受 容 体 に 結 合 し た ヒ ト IL-15へ の 結 合 ；
（ ７ ） ヒ ト IL-15へ の 結 合 、 及 び ヒ ト IL-15の 錯 角 化 症 誘 導 能 の 阻 害 ；
（ ８ ） ヒ ト IL-15へ の 結 合 、 及 び ヒ ト IL-15の 表 皮 肥 厚 誘 導 能 の 阻 害 ；
（ ９ ） ヒ ト IL-15へ の 結 合 、 及 び ヒ ト IL-15の ケ ラ チ ノ サ イ ト 増 殖 誘 導 能 の 阻 害 ； 及 び ／ 又
は
（ １ ０ ） ヒ ト IL-15へ の 結 合 、 及 び ヒ ト IL-15の 活 性 化 白 血 球 遊 走 誘 導 能 の 阻 害 ；
な ど の 保 持 に つ い て 、 選 抜 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
IL-15に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 徴 付 け
本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 多 種 の 公 知 の 技 術 を 用 い て IL-15へ の 結 合 に つ い て
特 徴 付 け る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 当 該 抗 体 を ELISAで ま ず 特 徴 付 け る 。 簡 単 に 説 明
す る と 、 微 量 定 量 プ レ ー ト を 、 PBSに 入 れ た 精 製 IL-15で 被 覆 し た 後 、 PBSで 希 釈 し た ウ シ
血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA)な ど の 無 関 係 の タ ン パ ク 質 で 遮 断 す る こ と が で き る 。 IL-15免 疫 マ
ウ ス か ら 採 っ た 血 漿 の 希 釈 液 を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 ３ ７ ℃ で １ 乃 至 ２ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。 こ の プ レ ー ト を PBS／ Tween 20で 洗 浄 し た 後 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 結 合 さ せ
た ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG Fc特 異 ポ リ ク ロ ー ナ ル 試 薬 と 一 緒 に ３ ７ ℃ で １ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト す
る 。 洗 浄 後 、 プ レ ー ト を ABTS基 質 で 展 開 さ せ 、 405の ODで 分 析 す る 。 好 ま し く は 、 最 も 高
い 抗 体 価 を 生 じ る マ ウ ス を 融 合 に 用 い る と よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
上 述 の ELISA検 定 は 、 抗 体 、 ひ い て は IL-15免 疫 原 と の 陽 性 反 応 性 を 示 す 抗 体 を 産 生 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ を 探 す ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 こ う し て 、 IL-15に 、 好 ま し
く は 高 い 親 和 性 で 、 結 合 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を サ ブ ク ロ ー ン し 、 さ ら に 特 徴 付 け る こ と も
で き る 。 次 に 親 細 胞 と の 反 応 性 を 維 持 し た （ ELISAに よ り ） 各 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 採 っ た
一 個 の ク ロ ー ン を 選 択 し 、 細 胞 バ ン ク を 作 製 し 、 抗 体 精 製 に 向 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
ヒ ト 抗 IL-15抗 体 を 精 製 す る に は 、 選 抜 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 ロ ー ラ 瓶 、 ２ リ ッ ト ル
入 り ス ピ ナ ー ・ フ ラ ス コ 、 又 は 他 の 培 養 系 で 成 長 さ せ る こ と が で き る 。 上 清 を 濾 過 し 、 濃
縮 し て か ら プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ ー ス （ ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 フ ァ ル マ
シ ア 社 ） に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に か け て 当 該 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ と
が で き る 。 緩 衝 液 を PBSに 交 換 し 、 1.43の 吸 光 係 数 を 用 い た OD 2 8 0 に よ り 、 又 は 好 ま し く は
ネ フ ェ ロ メ ー タ 分 析 に よ り 、 濃 度 を 判 定 で き る 。 IgGは ゲ ル 電 気 泳 動 法 及 び 抗 原 特 異 的 方
法 で 検 査 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
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選 抜 さ れ た ヒ ト 抗 IL-15モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 固 有 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る か を 調 べ る た
め に は 、 各 抗 体 を 市 販 の 試 薬 （ イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 ピ ア ー ス 社 ） を 用 い て ビ オ チ
ン 化 す る こ と が で き る 。 ビ オ チ ン 化 MAbの 結 合 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 標 識 し た プ ロ ー ブ
で 検 出 で き る 。 精 製 さ れ た 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ を 調 べ る に は 、 公 知 の 技 術 を 用 い て ア イ ソ
タ イ プ ELISAを 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 微 量 定 量 プ レ ー ト の ウ ェ ル を 10μ g/ml の 抗 ヒ
ト Ig で 一 晩 か け て ４ ℃ で 被 覆 で き る 。 5% BSAで 遮 断 し た 後 、 プ レ ー ト を 10μ g/mlの モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は 精 製 済 み の ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル に 、 周 囲 温 度 で ２ 時 間 、 反 応
さ せ る 。 次 に こ の ウ ェ ル を ヒ ト IgGl 又 は 他 の ヒ ト ア イ ソ タ イ プ 特 異 結 合 プ ロ ー ブ に 反 応
さ せ る こ と が で き る 。 プ レ ー ト を 展 開 さ せ 、 上 述 し た よ う に 分 析 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
IL-15発 現 生 存 細 胞 へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 を 検 査 す る た め に は 、 フ ロ ー サ イ ト メ
ト リ を 利 用 で き る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 膜 結 合 IL-15を 発 現 す る 細 胞 株 及 び ／ 又 は ヒ ト PBM
C（ 標 準 的 な 成 長 条 件 下 で 成 長 さ せ た も の ） を 、 0.1% BSA及 び 0.01% NaN3を 含 有 す る 多 様
な 濃 度 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 PBS溶 液 に ４ ℃ で １ 時 間 、 混 合 す る 。 洗 浄 後 、 細 胞 を 、 フ ル
オ レ セ イ ン で 標 識 さ れ た 抗 ヒ ト IgG抗 体 に 、 一 次 抗 体 染 色 と 同 じ 条 件 下 で 反 応 さ せ る 。 こ
れ ら 試 料 を 、 FACScan装 置 に よ り 、 単 個 細 胞 を 開 口 さ せ る 光 及 び 側 光 散 乱 特 性 を 用 い て 分
析 す る こ と が で き 、 標 識 さ れ た 抗 体 の 結 合 を 判 定 す る 。 蛍 光 顕 微 鏡 法 を 用 い た 代 替 的 な 検
定 法 を （ こ の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ 検 定 法 に 加 え て 又 は 代 わ り に ） 用 い て も よ い 。 細 胞 は 上
述 し た 通 り に 染 色 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 法 で 調 べ る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 個 々 の 細 胞 の
観 察 が 可 能 で あ る が 、 抗 原 の 密 度 に よ っ て は 感 受 性 が 劣 る か も 知 れ な い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
さ ら に 抗 IL-15ヒ ト IgGは 、 IL-15抗 原 と の 反 応 性 に つ い て ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 法 で も テ
ス ト す る こ と が で き る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 IL-15発 現 細 胞 か ら の 細 胞 抽 出 物 を 調 製 し 、
ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 に か け る こ と が で き る 。 電 気
泳 動 後 、 分 離 し た 抗 原 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ・ メ ン ブ レ ン に 写 し 取 り 、 20%マ ウ ス 血 清 で 遮
断 し 、 テ ス ト 対 象 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で プ ロ ー ブ す る 。 ヒ ト IgGの 結 合 は 、 抗 ヒ ト IgGア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 用 い て 検 出 し 、 BCIP/NBT基 質 錠 剤 （ ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス 、 シ
グ マ ・ ケ ミ カ ル ズ 社 ） で 展 開 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
Ｉ Ｉ ． 　

さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 IL-15に 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発
現 で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク も し く は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル マ ウ ス な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク も し く は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル 動 物 を 提 供 す る も の で あ る 。 あ る 具 体 的 な 実 施
態 様 で は 、 本 発 明 は 、 IL-15抗 原 及 び ／ 又 は IL-15発 現 細 胞 で 免 疫 し た と き に マ ウ ス が ヒ ト
抗 IL-15抗 体 を 産 生 す る よ う に 、 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク も し く は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル ・ マ ウ ス を 提 供 す る 。 前 記 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 は 、
こ こ で 詳 細 に 解 説 し 、 例 示 す る 通 り の HuMAbマ ウ ス な ど 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 場 合 と 同
様 に 、 マ ウ ス の 染 色 体 DNAに 組 み 込 ま せ る こ と が で き る 。 反 対 に 、 前 記 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝
子 を 、 WO 02/43478 (２ ０ ０ ２ 年 ６ 月 ６ 日 公 開 ） に 記 載 さ れ た よ う な ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ
ル （ 例 え ば KM） マ ウ ス の 場 合 と 同 様 に 、 染 色 体 外 に 維 持 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル ・ マ ウ ス は 、 V-D-J組 換 え 及 び ア イ ソ タ イ プ
・ ス イ ッ チ ン グ を 起 こ す こ と に よ り 、 IL-15に 対 し て 複 数 の ア イ ソ タ イ プ (例 え ば IgG、 IgA
 及 び ／ 又 は  IgE)の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 で き る 。 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ
は 、 例 え ば 古 典 的 又 は 非 古 典 的 な ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ な ど で 起 き る も の で も よ い
。
【 ０ ０ ９ ３ 】
外 来 の 抗 原 刺 激 に 対 し て 異 種 抗 体 レ パ ー ト リ ー で 応 答 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク も し
く は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル 動 物 を デ ザ イ ン す る に は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 内 に 含 ま れ
た 異 種 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 が Ｂ 細 胞 発 生 の 経 路 全 体 に わ た っ て 正 確 に 機 能 す る 必 要
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が あ る 。 こ れ に は 、 例 え ば 、 異 種 重 鎖 導 入 遺 伝 子 の ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ が 含 ま れ
る 。 従 っ て 、 導 入 遺 伝 子 は 、 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ と 、 以 下 ： （ １ ） 高 レ ベ
ル か つ 細 胞 種 特 異 的 な 発 現 、 （ ２ ） 機 能 遺 伝 子 の 再 編 成 、 （ ３ ） ア レ ル 排 除 の 活 性 化 及 び
ア レ ル 排 除 へ の 応 答 、 （ ４ ） 充 分 な 一 次 レ パ ー ト リ ー の 発 現 、 （ ５ ） シ グ ナ ル 伝 達 、 （ ６
） 体 細 胞 の 超 変 異 、 及 び （ ７ ） 免 疫 応 答 の 際 の 導 入 遺 伝 子 抗 体 遺 伝 子 座 の 優 性 、 の う ち の
一 つ 以 上 と が 生 じ る よ う に 、 構 築 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
前 述 の 基 準 の 全 て を 満 た す 必 要 は な い 。 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 内 因 性 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 を 機 能 的 に 破 壊 し た 実 施 態 様 で は 、 こ の 導 入 遺 伝 子 は ア レ ル 排 除 を 活 性
化 す る 必 要 は な い 。 さ ら に 、 導 入 遺 伝 子 が 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た 重 鎖 及 び ／ 又 は 軽 鎖 免 疫
グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 含 む 実 施 態 様 で は 、 機 能 遺 伝 子 の 再 編 成 と い う 二 番 目 の 基 準 は 、 少 な
く と も 導 入 遺 伝 子 が 既 に 再 編 成 さ れ て い る 限 り に お い て 、 不 要 で あ る 。 分 子 免 疫 学 の 背 景
に つ い て は 、 , 2nd edition (1989), Paul William E., ed. Rav
en Press, N.Y.を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め に 用 い る 非 ヒ
ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク も し く は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル 動 物 は 、 再 編 成 さ れ た 、 再 編 成 の な
い 、 又 は 再 編 成 さ れ た 及 び 再 編 成 の な い も の の 組 合 せ の 異 種 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 及 び 軽 鎖
導 入 遺 伝 子 を 、 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 生 殖 細 胞 に 含 有 す る 。 重 鎖 導 入 遺 伝 子 の そ
れ ぞ れ は 少 な く と も 一 つ の C H 遺 伝 子 を 含 む 。 加 え て 、 こ の 重 鎖 導 入 遺 伝 子 が 、 こ の ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の Ｂ 細 胞 中 で 、 複 数 の C H 遺 伝 子 を コ ー ド す る 異 種 導 入 遺 伝 子 の ア イ ソ タ
イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ を 支 援 で き る 機 能 的 ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ 配 列 を 含 有 し て も よ い 。
こ の よ う な ス イ ッ チ 配 列 は 、 導 入 遺 伝 子 C H 遺 伝 子 の 源 と し て 役 立 て た 種 由 来 の 生 殖 細 胞 免
疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 に 天 然 で 存 在 す る も の で あ っ て も よ く 、 あ る い は こ の よ う な ス イ ッ
チ 配 列 は 、 導 入 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト を 受 け 取 る 側 の 種 （ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ） に あ
る も の を 由 来 と し て も よ い 。 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 製 す る た め に 用 い る
ヒ ト 導 入 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト は 、 マ ウ ス 重 鎖 遺 伝 子 座 に 天 然 で 存 在 す る も の と 類 似 の ス
イ ッ チ 配 列 が 導 入 さ れ て い る 場 合 に は 、 よ り 高 頻 度 で ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ 事 象 を
起 こ す と 思 わ れ る 。 こ れ は お そ ら く 、 マ ウ ス ス イ ッ チ ・ リ コ ン ビ ナ ー ゼ 酵 素 系 で 機 能 す る
に は こ の よ う な マ ウ ス ス イ ッ チ 配 列 は 最 適 で あ る が 、 ヒ ト ス イ ッ チ 配 列 は そ う で な い か ら
で あ ろ う 。 ス イ ッ チ 配 列 は 従 来 の ク ロ ー ニ ン グ 法 で 単 離 及 び ク ロ ー ン し て も よ く 、 又 は 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン ス イ ッ チ 領 域 配 列 に 関 し て 公 開 さ れ た 配 列 情 報 に 基 づ い て デ ザ イ ン さ れ た
重 複 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら de novo合 成 し て も よ い  (Mills et al., Nucl. Acids R
es. 15:7305-7316 (1991); Sideras et al., Intl. Immunol. 1:631-642 (1989))。 前 述
の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の そ れ ぞ れ の 場 合 、 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た 異 種 重 鎖 及 び 軽 鎖 免
疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 が 、 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の Ｂ 細 胞 の 大 部 分 で 見 ら れ る （
少 な く と も １ ０ パ ー セ ン ト ） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る た め に 用 い る 導 入 遺 伝 子 は 、 少 な く と も 一 つ
の 可 変 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 一 つ の 多 様 性 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 一 つ の ジ ョ イ ニ ン グ 遺 伝 子 セ
グ メ ン ト 、 及 び 少 な く と も 一 つ の 定 常 領 域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 を コ ー ド す る DNAを 含 む 重
鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 は 、 少 な く と も 一 つ の 可 変 遺 伝 子 セ
グ メ ン ト 、 一 つ の ジ ョ イ ニ ン グ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 及 び 少 な く と も 一 つ の 定 常 領 域 遺 伝 子
セ グ メ ン ト 、 を コ ー ド す る DNAを 含 む 。 前 記 軽 鎖 及 び 重 鎖 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を コ ー ド す る
遺 伝 子 セ グ メ ン ト は 、 当 該 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 構 成 し な い 種 を 由 来 と す る
免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 及 び 軽 鎖 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を コ ー ド す る DNAを 由 来 と す る か 、 又 は 、
こ の よ う な DNAに 相 当 す る と い う 点 で 、 こ の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に と っ て 異 種
で あ る 。 本 発 明 の 一 局 面 で は 、 こ れ ら 個 々 の 遺 伝 子 セ グ メ ン ト が 再 編 成 さ れ な い よ う に 、
即 ち 、 機 能 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 又 は 重 鎖 を コ ー ド す る よ う 、 再 編 成 さ れ な い よ う に 、 導
入 遺 伝 子 を 構 築 す る 。 こ の よ う な 再 編 成 の な い 導 入 遺 伝 子 は 、 IL-15抗 原 に 暴 露 し た と き
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に 、 V、 D、 及 び J遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 組 換 え （ 機 能 的 再 編 成 ） を 支 援 し 、 好 ま し く は 、 本
非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 内 の D領 域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 全 部 又 は 一 部 が 再 編 成 後 の
免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 へ 取 り 込 ま れ る こ と を 支 援 す る と よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
代 替 的 な 実 施 態 様 で は 、 当 該 導 入 遺 伝 子 は 再 編 成 の な い 「 最 小 遺 伝 子 座 」 を 含 む も の で あ
る 。 こ の よ う な 導 入 遺 伝 子 は 典 型 的 に 、 C、 D、 及 び Jセ グ メ ン ト の 大 部 分 や 、 V遺 伝 子 セ グ
メ ン ト の サ ブ セ ッ ト を 含 む 。 こ の よ う な 導 入 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト に お い て は 、 多 様 な 調
節 配 列 、 例 え ば プ ロ モ ー タ 、 エ ン ハ ン サ 、 ク ラ ス ・ ス イ ッ チ 領 域 、 RNAプ ロ セ ッ シ ン グ の
際 の ス プ ラ イ ス － ド ナ ー 及 び ス プ ラ イ ス － ア ク セ プ タ 配 列 、 組 換 え シ グ ナ ル 等 、 は 、 当 該
の 異 種 DNA由 来 の 対 応 す る 配 列 を 含 む 。 こ の よ う な 調 節 配 列 は 、 こ の 導 入 遺 伝 子 に 、 本 発
明 で 用 い ら れ る 非 ヒ ト 動 物 と 同 じ 種 か ら 、 又 は 、 関 連 す る 種 か ら 、 導 入 し て よ い 。 例 え ば
、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 導 入 遺 伝 子 内 で げ っ 歯 類 免 疫 グ ロ ブ リ ン エ ン ハ
ン サ 配 列 に 組 み 合 わ せ て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で の 利 用 に 向 け て も よ い 。 代 替 的 に
は 、 哺 乳 動 物 の ゲ ノ ム に 天 然 で 存 在 す る こ と が 公 知 の 機 能 的 DNA配 列 に と っ て 同 種 で な い
よ う な 合 成 調 節 配 列 を 、 導 入 遺 伝 子 に 組 み 込 ん で も よ い 。 合 成 調 節 配 列 は 、 例 え ば ス プ ラ
イ ス － ア ク セ プ タ 部 位 又 は プ ロ モ ー タ ／ エ ン ハ ン サ ・ モ チ ー フ の 許 容 可 能 な 配 列 を 明 示 し
た も の な ど 、 コ ン セ ン サ ス の 規 則 に 従 っ て デ ザ イ ン さ れ る 。 例 え ば 、 最 小 遺 伝 子 座 は 、 天
然 で 発 生 す る 生 殖 細 胞 Ig遺 伝 子 座 に 比 較 し て 、 必 須 で な い DNA部 分 （ 例 え ば 介 在 配 列 ； イ
ン ト ロ ン 又 は そ の 一 部 分 ） に 、 少 な く と も 一 つ の 中 間 （ 即 ち 当 該 部 分 の 末 端 で は な い ） の
欠 失 を 有 す る ゲ ノ ム 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 部 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
本 発 明 の あ る 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 IL-15に 対 す る ヒ ト 抗 体 を 作 製 す る た め に 用 い る ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク も し く は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル 動 物 は 、 WO98/24884の 実 施 例 5、 6、 8、 又
は 14に 解 説 さ れ た 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を １ コ ピ ー 含 有 す る 動 物 と 、 WO98/24884の 実 施 例 10で 解
説 さ れ た J H 欠 失 動 物 と 交 配 し た そ の 仔 で 育 種 し た WO98/24884の 実 施 例 １ ２ で 解 説 さ れ た 導
入 遺 伝 子 （ 例 え ば pHC1又 は pHC2） の コ ピ ー を 少 な く と も １ つ 、 典 型 的 に は ２ 乃 至 １ ０ 、 そ
し て 時 に は ２ ５ 乃 至 ５ ０ 又 は よ り 以 上 、 含 有 す る 。 動 物 は 、 こ れ ら ３ 種 の 形 質 の そ れ ぞ れ
に つ い て ホ モ 接 合 型 と な る よ う 、 交 配 す る 。 こ の よ う な 動 物 は 以 下 の 遺 伝 子 型 ： （ WO98/2
4884の 実 施 例 １ ２ に 解 説 さ れ た ） ヒ ト 重 鎖 の 再 編 成 の な い 最 小 遺 伝 子 座  の 一 個 の コ ピ ー
（ 染 色 体 の １ ハ プ ロ イ ド 当 た り ） 、 （ WO98/24884の 実 施 例 １ ４ に 解 説 さ れ た ） 再 編 成 さ れ
た ヒ ト K軽 鎖 コ ン ス ト ラ ク ト の 一 個 の コ ピ ー （ 染 色 体 の １ ハ プ ロ イ ド 当 た り ） 、 及 び （ WO9
8/24884の 実 施 例 １ ０ に 解 説 さ れ た ） 機 能 的 J H セ グ メ ン ト の 全 て を 除 去 す る 各 内 因 性 マ ウ
ス 重 鎖 遺 伝 子 座 で の 欠 失 、 を 有 す る 。 こ の よ う な 動 物 を 、 J H セ グ メ ン ト の 欠 失 に つ い て ホ
モ 接 合 型 に な っ た マ ウ ス （ WO98/24884の 実 施 例 １ ０ ） と 交 配 し て 、 J H 欠 失 に つ い て ホ モ 接
合 型 、 そ し て ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 コ ン ス ト ラ ク ト に つ い て ヘ ミ 接 合 型 と な っ た 仔 を 作 る 。 そ
の 動 物 に 抗 原 を 注 射 し て 、 こ れ ら の 抗 原 に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 に 用 い る
。
【 ０ ０ ９ ９ 】
こ の よ う な 動 物 か ら 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 は 、 ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 に つ い て 単 一 特 異 的 で あ る が
、 そ れ は こ れ ら が 各 遺 伝 子 の コ ピ ー を １ つ し か 含 有 し な い か ら で あ る 。 さ ら に 、 こ れ ら は
ヒ ト 又 は マ ウ ス 重 鎖 に つ い て も 単 一 特 異 的 と な る で あ ろ う が 、 そ れ は 、 内 因 性 マ ウ ス 重 鎖
遺 伝 子 コ ピ ー の 両 方 が 、 WO98/24884の 実 施 例 9及 び 12に 解 説 す る よ う に 導 入 さ れ た J H 領 域
全 般 の 欠 失 の た め に 、 機 能 を 失 っ て い る か ら で あ る 。 さ ら に 、 Ｂ 細 胞 の 大 部 分 が 、 ヒ ト 又
は マ ウ ス 軽 鎖 に つ い て 単 一 特 異 的 と な る で あ ろ う が 、 そ れ は 、 再 編 成 さ れ た ヒ ト κ 軽 鎖 遺
伝 子 の 前 記 単 一 コ ピ ー が 発 現 す る こ と で 、 Ｂ 細 胞 の 大 部 分 に お い て 、 内 因 性 マ ウ ス κ 及 び
ラ ム ダ 鎖 遺 伝 子 の 再 編 成 が ア レ ル 及 び ア イ ソ タ イ プ の 上 、 排 除 さ れ る こ と に な る か ら で あ
る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
本 発 明 で 用 い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル ・ マ ウ ス は 、 大 き な レ パ ー
ト リ ー 、 理 想 的 に は 天 然 マ ウ ス の そ れ と 実 質 的 に 同 様 な レ パ ー ト リ ー で 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
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産 生 を 示 す 。 こ の よ う に 、 例 え ば 内 因 性 Ig遺 伝 子 が 不 活 化 さ れ て い る 実 施 態 様 で は 、 総 免
疫 グ ロ ブ リ ン レ ベ ル は 、 血 清 の 約 0.1 か ら 10 mg/ml、 好 ま し く は 0.5 か ら 5 mg/mlの 範 囲
、 理 想 的 に は 少 な く と も 約 1.0 mg/mlで あ ろ う 。 IgMか ら IgGへ の ス イ ッ チ を 行 う こ と の で
き る 導 入 遺 伝 子 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 導 入 さ れ て い る 場 合 、 成 体 マ ウ ス の 血 清 Ig
G対 IgMの 比 は 好 ま し く は 約 １ ０ ： １ で あ る 。 IgG対 IgMの こ の 比 は 幼 若 マ ウ ス で は ず っ と 低
く な る で あ ろ う 。 お お ざ っ ぱ に 言 っ て 、 当 該 脾 臓 及 び リ ン パ 節 Ｂ 細 胞 の 約 10%を 越 え る も
の 、 好 ま し く は 40乃 至 80%が 、 ヒ ト IgGタ ン パ ク 質 の み を 発 現 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
前 記 レ パ ー ト リ ー は 、 理 想 的 に は 、 天 然 マ ウ ス が 示 す も の に 、 通 常 は 少 な く と も 約 10%、
好 ま し く は 25乃 至 50%又 は そ れ 以 上 、 近 い と よ い で あ ろ う 。 概 し て 、 少 な く と も 約 １ ０ ０
０ 種 の 異 な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 理 想 的 に は IgG） 、 好 ま し く は 10 4 乃 至 10 6 又 は そ れ 以 上 の
種 類 が 、 主 に マ ウ ス ゲ ノ ム に 導 入 さ れ た 様 々 な V、 J及 び D領 域 の 数 に 応 じ て 産 生 さ れ る と
よ い で あ ろ う 。 こ れ ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 典 型 的 に は 、 例 え ば ブ ド ウ 球 菌 プ ロ テ イ ン Ａ
な ど 、 抗 原 性 の 高 い タ ン パ ク 質 の 約 半 分 以 上 を 認 識 す る で あ ろ う 。 典 型 的 に は 、 前 記 免 疫
グ ロ ブ リ ン は 、 所 定 の 抗 原 に 対 し 、 例 え ば 10 - 8 M、 10 - 9 M又 は 10 - 1 0 M未 満 又 は そ れ 未 満 な ど
、 10 - 7 M未 満 の 親 和 性 （ K D ） を 示 す で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ２ 】
い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 所 定 の 抗 原 種 に 対 す る 抗 体 応 答 で 現 れ る V遺 伝 子 の 選 択 幅 を 制
限 す る た め に 、 予 め 決 め ら れ た レ パ ー ト リ ー を 持 つ マ ウ ス を 作 製 す る こ と が 好 ま し い で あ
ろ う 。 予 め 決 め ら れ た レ パ ー ト リ ー を 有 す る 重 鎖 導 入 遺 伝 子 に は 、 例 え ば ヒ ト に お い て 所
定 の 抗 原 種 に 対 す る 抗 体 応 答 で 優 先 的 に 用 い ら れ る ヒ ト V H 遺 伝 子 な ど を 含 め て も よ い 。 代
替 的 に は 、 い く つ か の V H 遺 伝 子 を 、 多 様 な 理 由 （ 例 え ば 所 定 の 抗 原 に 対 し て 親 和 性 の 高 い
V領 域 を コ ー ド す る 可 能 性 が 低 い ； 体 細 胞 変 異 及 び 親 和 性 尖 鋭 化 を 起 こ す 傾 向 が 小 さ い ；
又 は 、 特 定 の ヒ ト に 対 し て 免 疫 原 性 で あ る 、 な ど ） の た め に 、 規 定 の レ パ ー ト リ ー か ら 除
外 し て も よ い 。 こ の よ う に 、 多 様 な 重 鎖 又 は 軽 鎖 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 含 有 す る 導 入 遺 伝 子
が 再 編 成 さ れ る 前 に 、 こ の よ う な 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 、 当 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 以 外
の 生 物 種 由 来 で あ る と し て 、 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 又 は DNA配 列 決 定 法 な ど に よ
り 、 容 易 に 特 定 で き よ う 。
【 ０ １ ０ ３ 】
上 述 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル ・ マ ウ ス は 、 前 述 し た よ う に 、 例
え ば IL-15抗 原 の 精 製 も し く は 濃 縮 製 剤 、 及 び ／ 又 は 、 IL-15発 現 細 胞 で 免 疫 す る こ と が で
き る 。 選 択 的 に は 、 当 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス を 、 ヒ ト IL-15を コ ー ド す る DNAで 免
疫 す る こ と も で き る 。 こ の マ ウ ス が 産 生 す る Ｂ 細 胞 は 、 導 入 遺 伝 子 内 ス イ ッ チ 組 換 え （ ci
sス イ ッ チ ン グ ） を 通 じ て ク ラ ス ・ ス イ ッ チ ン グ を 起 こ し て 、 IL-15と 反 応 性 の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を 発 現 す る で あ ろ う 。 こ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は ヒ ト 抗 体 （ 「 ヒ ト 配 列 抗 体 」 と も 呼 ぶ ）
で も よ く 、 そ の と き そ の 重 鎖 及 び 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 導 入 遺 伝 子 配 列 に コ ー ド さ れ
て い て も よ い が 、 前 記 ヒ ト 導 入 遺 伝 子 配 列 は 、 体 細 胞 変 異 及 び V領 域 組 換 え ジ ョ イ ン ト 由
来 の 配 列 や 、 生 殖 細 胞 に コ ー ド さ れ た 配 列 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト V L
又 は V H 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 及 び ヒ ト J L 又 は D H 及 び J H セ グ メ ン ト に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
配 列 と 実 質 的 に 同 一 で あ る と 言 う こ と が で き 、 た だ し 他 の 非 生 殖 細 胞 配 列 も 、 体 細 胞 変 異
及 び 示 差 的 な V-J 及 び V-D-J組 換 え ジ ョ イ ン ト の 結 果 と し て 存 在 し て も よ い 。 各 抗 体 鎖 の
可 変 領 域 は 、 典 型 的 に 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 V、 J遺 伝 子 セ グ メ ン ト に 、 そ し て 重 鎖 の 場 合 は D遺
伝 子 セ グ メ ン ト に 、 少 な く と も ８ ０ パ ー セ ン ト 、 コ ー ド さ れ て い る 。 し ば し ば 可 変 領 域 の
少 な く と も ８ ５ パ ー セ ン ト が 、 導 入 遺 伝 子 上 に 存 在 す る ヒ ト 生 殖 細 胞 配 列 に コ ー ド さ れ て
い る 。 可 変 領 域 配 列 の う ち の し ば し ば ９ ０ 又 は ９ ５ パ ー セ ン ト 又 は そ れ 以 上 が 、 導 入 遺 伝
子 上 に 存 在 す る ヒ ト 生 殖 細 胞 配 列 に コ ー ド さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 体 細 胞 変 異 並 び に
VJ及 び VDJジ ョ イ ニ ン グ で は 非 生 殖 細 胞 配 列 が 導 入 さ れ る た め に 、 当 該 ヒ ト 配 列 抗 体 は 、
し ば し ば 、 こ の マ ウ ス の 生 殖 細 胞 中 の ヒ ト 導 入 遺 伝 子 に 見 ら れ る よ う な ヒ ト V、 D又 は J遺
伝 子 セ グ メ ン ト に は コ ー ド さ れ て い な い 何 ら か の 可 変 領 域 配 列 を （ そ し て 頻 度 は 劣 る が 定
常 領 域 配 列 を ） 有 す る で あ ろ う 。 典 型 的 に は 、 こ の よ う な 非 生 殖 細 胞 配 列 （ 又 は 個 々 の ヌ
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ク レ オ チ ド 位 置 ） は 、 CDR中 か 、 又 は CDR近 傍 、 あ る い は 体 細 胞 変 異 が 集 中 的 に 起 き る こ と
が 知 ら れ て い る 領 域 に 集 ま る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ４ 】
所 定 の 抗 原 に 結 合 す る ヒ ト 抗 体 は 、 例 え ば ヒ ト 配 列 γ 鎖 （ 例 え ば γ 1、 γ 2a、 γ 2B、 又 は
γ 3） 及 び ヒ ト 配 列 軽 鎖 （ 例 え ば カ ッ パ ） を 含 む ヒ ト 抗 体 が 生 じ る よ う な ア イ ソ タ イ プ ・
ス イ ッ チ ン グ に よ り 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う な ア イ ソ タ イ プ ・ ス イ ッ チ ン グ の
起 き た ヒ ト 抗 体 は 、 親 和 性 成 熟 及 び 抗 原 に よ る Ｂ 細 胞 の 選 択 の 結 果 と し て 、 特 に 二 次 （ 又
は 後 続 ） 抗 原 刺 激 の 結 果 と し て 、 一 箇 所 以 上 の 体 細 胞 変 異 を 、 典 型 的 に は 可 変 領 域 、 そ し
て し ば し ば CDRの 内 部 か 、 又 は CDRか ら 約 １ ０ 残 基 以 内 に 、 し ば し ば 含 有 す る 。 こ れ ら の 高
親 和 性 ヒ ト 抗 体 は 、 例 え ば 10 - 8 M、 10 - 9 M又 は 10 - 1 0 Mも し く は そ れ 未 満 な ど 、 10 - 7 M未 満 の
結 合 親 和 性 (K D ） を 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ５ 】
本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 こ こ で 解 説 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 又 は ト ラ ン ス ク ロ モ ゾ マ ル ・ マ
ウ ス 由 来 の Ｂ 細 胞 を 包 含 す る も の で あ る 。 こ の Ｂ 細 胞 を 、 高 親 和 性 （ 例 え ば 10 - 7 M未 満 ）
で IL-15に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る た め に
使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 組 換 え ヒ ト IL-15を
分 析 物 と し 、 当 該 抗 体 を ヒ ト IL-15へ の 結 合 の リ ガ ン ド と し て 用 い て 、 BIACORE 3000装 置
に よ り 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 法 （ SPR） で 判 定 し た と き の 親 和 性 (K D ） が 、 例 え ば 10 - 8 M、 10 -
9 M又 は 10 - 1 0 Mも し く は そ れ 未 満 な ど 、 10 - 7 M未 満 の ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を
提 供 し 、 こ の と き 当 該 抗 体 は ：
（ １ ） ヒ ト V L 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 及 び ヒ ト J L セ グ メ ン ト に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に
実 質 的 に 同 一 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 、 及 び （ ２ ） ヒ ト C L 遺 伝 子 セ グ メ
ン ト に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 実 質 的 に 同 一 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 軽 鎖 定
常 領 域 、 か ら 成 る ヒ ト 配 列 軽 鎖 と ；
（ １ ） ヒ ト V H 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 選 択 的 に D領 域 、 及 び ヒ ト J H セ グ メ ン ト に コ ー ド さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 実 質 的 に 同 一 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 、 及 び （ ２ ）
ヒ ト C H 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 実 質 的 に 同 一 な ポ リ ペ プ チ ド
配 列 を 有 す る 定 常 領 域 、 か ら 成 る ヒ ト 配 列 重 鎖 と
を 含 む 。
【 ０ １ ０ ６ 】
IL-15に 対 す る 高 親 和 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発 は 、 組 み 込 ま れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 中 で 、 ヒ ト 可 変 領 域 遺 伝 子
セ グ メ ン ト の レ パ ー ト リ ー を 拡 大 す る 方 法 に よ り 容 易 に な る が 、 当 該 方 法 は 、 前 記 組 み 込
ま れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 に は 存 在 し な い V領 域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 含 む V遺 伝
子 導 入 遺 伝 子 を 前 記 ゲ ノ ム に 導 入 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 し ば し ば 前 記 V領 域 導 入 遺 伝 子 は
、 ヒ ト ゲ ノ ム に 天 然 で 存 在 す る よ う な 、 又 は 、 組 換 え 法 で 一 緒 に 別 に ス プ ラ イ ス さ れ る よ
う な 、 ヒ ト V H 又 は V L （ V K ） 遺 伝 子 セ グ メ ン ト ・ ア レ イ の 一 部 分 を 含 む 酵 母 人 工 染 色 体 で あ
り 、 こ の 酵 母 人 工 染 色 体 の 含 有 す る V遺 伝 子 セ グ メ ン ト は 順 序 が 狂 っ て い て も 、 又 は 省 略
さ れ て い て も よ い 。 し ば し ば 少 な く と も ５ つ 以 上 の 機 能 的 V遺 伝 子 セ グ メ ン ト が 前 記 YAC上
に 含 有 さ れ て い る 。 こ の バ リ エ ー シ ョ ン で は 、 前 記 Vレ パ ー ト リ ー 拡 大 法 で 生 じ る ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ の と き 当 該 マ ウ ス は 、 V領 域 導 入 遺
伝 子 上 に 存 在 す る V領 域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に コ ー ド さ れ た 可 変 領 域 配 列 と 、 ヒ ト Ig導 入 遺
伝 子 に コ ー ド さ れ た C領 域 と を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 を 発 現 す る 。 Vレ パ ー ト リ ー 拡 大 法 に
よ り 、 少 な く と も ５ 個 の 異 な る V遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 製 で き 、
ま た 少 な く と も 約 ２ ４ 個 又 は そ れ 以 上 の V遺 伝 子 を 含 有 す る マ ウ ス も 作 製 で き る 。 い く つ
か の V遺 伝 子 セ グ メ ン ト は 非 機 能 的 で あ っ て も よ い （ 例 え ば 偽 遺 伝 子 等 ） 。 こ れ ら の セ グ
メ ン ト を 維 持 し て も よ い が 、 あ る い は 、 必 要 に 応 じ て 当 業 者 に 可 能 な 組 換 え 法 に よ り 選 択
的 に 欠 失 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
マ ウ ス 生 殖 細 胞 を 操 作 し て 、 J及 び C遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 含 有 す る ヒ ト Ig導 入 遺 伝 子 に は 実

10

20

30

40

50

(26) JP 2005-503151 A 2005.2.3



質 的 に 存 在 し な い 拡 大 さ れ た Vセ グ メ ン ト ・ レ パ ー ト リ ー を 有 す る 機 能 的 YACを 含 有 さ せ た
ら 、 拡 大 さ れ た Vセ グ メ ン ト ・ レ パ ー ト リ ー を 有 す る 機 能 的 YACを 、 異 な る ヒ ト Ig導 入 遺 伝
子 を 有 す る マ ウ ス 生 殖 細 胞 に 交 雑 す る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 含 め 、 他 の 遺 伝 的 バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド に こ の 形 質 を 伝 播 及 び 交 雑 す る こ と が で き る 。 拡 大 さ れ た Vセ グ メ ン ト ・ レ パ ー ト リ
ー を 有 す る 複 数 の 機 能 的 YACを 、 １ つ の ヒ ト Ig導 入 遺 伝 子 （ 又 は 複 数 の ヒ ト Ig導 入 遺 伝 子
） と 一 緒 に 働 か せ る た め に 生 殖 細 胞 に 交 雑 し て よ い 。 こ こ で は YAC導 入 遺 伝 子 と 言 及 す る
が 、 ゲ ノ ム に 組 み 込 ん だ と き の こ の よ う な 導 入 遺 伝 子 は 、 酵 母 で 自 律 的 複 製 を 行 う の に 必
要 な 配 列 な ど 、 酵 母 配 列 を 実 質 的 に 欠 い て い て も よ い 。 こ の よ う な 配 列 は 、 選 択 に 応 じ て
、 酵 母 で の 複 製 が も は や 必 要 で な く な っ て か ら （ 即 ち マ ウ ス ES細 胞 又 は マ ウ ス 前 接 合 子 へ
の 導 入 前 に ） 遺 伝 子 操 作 （ 例 え ば 制 限 消 化 及 び パ ル ス 界 ゲ ル 電 気 泳 動 法 又 は 他 の 適 し た 方
法 な ど ） に よ り 取 り 除 い て も よ い 。 ヒ ト 配 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 発 現 の 形 質 を 伝 播 さ せ る 方 法
に は 、 ヒ ト Ig導 入 遺 伝 子 を 有 し 、 そ し て 選 択 的 に は 、 拡 大 さ れ た Vセ グ メ ン ト ・ レ パ ー ト
リ ー を 有 す る 機 能 的 YACも さ ら に 有 す る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 育 種 す る 方 法
が あ る 。 V H 及 び V L 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 両 方 が YAC上 に 存 在 し て も よ い 。 当 該 ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス は 、 ヒ ト Ig導 入 遺 伝 子 、 及 び ／ 又 は 、 他 の ヒ ト リ ン パ 球 た ん ぱ く を コ ー ド す
る 導 入 遺 伝 子 を 含 め 、 他 の ヒ ト 導 入 遺 伝 子 を 持 つ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 含 む 、 開 業 医 が 希 望
す る い か な る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 交 雑 し て も よ い 。 さ ら に 本 発 明 は 、 拡 大 さ れ た V領 域 レ
パ ー ト リ ー YAC導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に よ り 産 生 さ れ る 高 親 和 ヒ
ト 配 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 提 供 す る も の で あ る 。 前 の 記 載 で は 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 の 好 適 な 実 施 態 様 を 解 説 し た が 、 以 下 、 ４ つ の カ テ ゴ リ ー に 分 類 さ れ た 他 の 実 施 態 様
も 考 察 さ れ て い る ：
Ｉ ． 再 編 成 の な い 重 鎖 及 び 再 編 成 さ れ る 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ；
Ｉ Ｉ ． 再 編 成 の な い 重 鎖 及 び 再 編 成 の な い 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ；
Ｉ Ｉ Ｉ ． 再 編 成 さ れ る 重 鎖 及 び 再 編 成 の な い 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ； 及 び
Ｉ Ｖ ． 　 再 編 成 さ れ る 重 鎖 及 び 再 編 成 さ れ る 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 ０ １ ０ ８ 】
こ れ ら の カ テ ゴ リ ー の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の う ち 、 好 適 な 優 先 度 は 以 下 、 Ｉ Ｉ ＞ Ｉ ＞
Ｉ Ｉ Ｉ ＞ Ｉ Ｖ （ こ の 場 合 の 内 因 性 の 軽 鎖 遺 伝 子 （ 又 は 少 な く と も K遺 伝 子 ） は 、 相 同 組 換
え （ 又 は 他 の 方 法 ） に よ り ノ ッ ク ア ウ ト さ れ て い る ） 、 及 び Ｉ ＞ Ｉ Ｉ ＞ Ｉ Ｉ Ｉ ＞ Ｉ Ｖ  （
こ の 場 合 の 内 因 性 軽 鎖 遺 伝 子 は ノ ッ ク ア ウ ト さ れ て お ら ず 、 ア レ ル 排 除 に よ り 劣 性 と な ら
な け れ ば な ら な い ） の 通 り で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】

別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 毒 、 薬 物 （ 例 え ば 免 疫 抑 制 剤 ） 又 は 放 射 性 同 位 元 素 な ど の
治 療 部 分 に 結 合 さ せ た ヒ ト 抗 IL-15モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 特 徴 と す る 。 細 胞 毒 に 結 合 さ せ
た 場 合 、 こ れ ら の 抗 体 結 合 体 は 「 イ ム ノ ト キ シ ン 」 と 呼 ば れ る 。 細 胞 毒 又 は 細 胞 傷 害 性 薬
剤 に は 、 細 胞 に と っ て 有 害 （ 例 え ば 致 死 さ せ る ） な あ ら ゆ る 物 質 が 含 ま れ る 。  例 に は タ
キ ソ ー ル 、 シ ト カ ラ シ ン Ｂ 、 グ ラ ミ シ ジ ン Ｄ 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 、 エ メ チ ン 、 ミ ト マ イ シ ン
、 エ ト ポ シ ド 、 テ ノ ポ シ ド 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 コ ル ヒ チ ン 、 ド キ ソ ル ビ
シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ジ ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ シ ン ジ オ ン 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ミ ト ラ マ
イ シ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ 、 1-デ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン 、 糖 質 コ ル チ コ イ ド 、 プ ロ カ イ
ン 、 テ ト ラ カ イ ン 、 リ ド カ イ ン 、 プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、 及 び プ ロ マ イ シ ン 並 び に こ れ ら の 類
似 体 又 は 同 族 体 、 が あ る 。 治 療 的 薬 剤 に は 、 限 定 は し な い が 、 抗 代 謝 産 物 （ 例 え ば メ ト ト
レ キ セ ー ト 、 6-メ ル カ プ ト プ リ ン 、 6-チ オ グ ア ニ ン 、 シ タ ラ ビ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル デ
カ ル バ ジ ン )、 ア ル キ ル 化 剤 （ 例 え ば メ ク ロ レ タ ミ ン 、 チ オ テ パ ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 メ ル フ
ァ ラ ン 、 カ ル ム ス チ ン （ BSNU) 及 び ロ ム ス チ ン  (CCNU)、 シ ク ロ ト ス フ ァ ミ ド 、 ブ ス ル フ
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ァ ン 、 ジ ブ ロ モ マ ン ニ ト ー ル 、 ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 、 ミ ト マ イ シ ン Ｃ 、 及 び cis-ジ ク ロ ロ
ジ ア ミ ン プ ラ チ ナ ム (II) (DDP) シ ス プ ラ チ ン )、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン  (例 え ば ダ ウ ノ ル ビ
シ ン （ 以 前 の ダ ウ ノ マ イ シ ン ） 、 及 び ド キ ソ ル ビ シ ン ） 、 抗 生 物 質 （ 例 え ば ダ ク チ ノ マ イ
シ ン （ 以 前 の ア ク チ ノ マ イ シ ン ） 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ミ ト ラ マ イ シ ン 、 及 び ア ン ト ラ マ イ
シ ン （ AMC))、 及 び 抗 有 糸 分 裂 剤 （ 例 え ば ビ ン ク リ ス チ ン 及 び ビ ン ブ ラ ス チ ン ） 、 が あ る
。 本 発 明 の 抗 体 を 、 放 射 性 ヨ ウ 素 な ど の 放 射 性 同 位 元 素 に 結 合 さ せ て 、 癌 な ど の IL-15関
連 異 常 を 治 療 す る た め の 細 胞 傷 害 性 放 射 性 医 薬 品 を 作 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
本 発 明 の 抗 体 結 合 体 を 用 い て 所 定 の 生 物 学 的 応 答 を 修 飾 す る こ と が で き る 。 前 記 治 療 的 部
分 は 、 古 典 的 な 化 学 療 法 薬 に 限 定 さ れ る も の と 、 捉 え ら れ て は な ら な い 。 例 え ば 当 該 の 薬
物 成 分 は 、 所 望 の 生 物 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 こ の よ
う な タ ン パ ク 質 に は 、 例 え ば ア ブ リ ン 、 リ シ ン Ａ 、 シ ュ ー ド モ ナ ス ・ エ キ ソ ト キ シ ン 、 又
は ジ フ テ リ ア 毒 素 な ど の 酵 素 活 性 の あ る 毒 素 又 は そ の 活 性 フ ラ グ メ ン ト ； 腫 瘍 壊 死 因 子 又
は イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ な ど の タ ン パ ク 質 ； 又 は 、 例 え ば リ ン ホ カ イ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ
ン -1（ 「 IL-1」 ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2（ 「 IL-2」 ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -6（ 「 IL-6」 ）
、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ 「 GM-CSF」 ） 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ 「
G-CSF」 ） 、 又 は 他 の サ イ ト カ イ ン 又 は 成 長 因 子 な ど の 生 物 学 的 応 答 修 飾 物 質 、 が 含 ま れ
よ う 。
【 ０ １ １ １ 】
こ の よ う な 治 療 成 分 を 抗 体 に 結 合 さ せ る 技 術 は 公 知 で あ り 、 例 え ば Arnon et al., "Monoc
lonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", in Monoclonal 
Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss,
 Inc. 1985); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug Delivery", in Controlled Dru
g Delivery (2nd Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 19
87); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review"
, in Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera e
t al. (eds.), pp. 475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future Prospective Of 
The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", in Monoclonal A
ntibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (eds.), pp. 303-16 (A
cademic Press 1985), 及 び Thorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic Propertie
s Of Antibody-Toxin Conjugates", Immunol. Rev., 62:119-58 (1982)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ２ 】

別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と 一 緒 に 調 合 さ れ た 、 本 発 明 の ヒ ト モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 分 を １ つ 又 は 組 み 合 わ せ で 含 有 す る 、 医 薬 組 成 物 な
ど の 組 成 物 を 提 供 す る も の で あ る 。 あ る 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 本 組 成 物 は 、 複 数 （ 例 え ば
二 種 以 上 ） の 単 離 さ れ た 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 の 組 合 せ を 含 有 す る 。 好 ま し く は 、 本 組 成 物 の
抗 体 の 各 々 が 、 IL-15の 異 な る 、 予 め 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ に 結 合 す る と よ い 。
【 ０ １ １ ３ 】
さ ら に 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 を 併 用 療 法 で 投 与 す る こ と も で き 、 即 ち 他 の 薬 剤 と 組 み 合 わ せ
る こ と が で き る 。 例 え ば こ の 併 用 療 法 に は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 と 、 例 え ば 抗 炎 症 薬 、 DM
ARDs (疾 患 改 変 抗 リ ウ マ チ 薬 ） 、 免 疫 抑 制 剤 、 化 学 療 法 薬 及 び 乾 癬 薬 、 な ど の 少 な く と も
一 種 以 上 の 付 加 的 治 療 薬 と を 含 め る こ と が で き る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 さ ら に 、 放 射
線 療 法 と 併 用 投 与 す る こ と も で き る 。 CD4特 異 抗 体 及 び IL-2特 異 抗 体 な ど の 他 の 抗 体 と の
同 時 投 与 も 本 発 明 の 包 含 す る と こ ろ で あ る 。 CD4特 異 抗 体 又 は IL-2特 異 抗 体 と の こ の よ う
な 組 合 せ は 、 特 に 自 己 免 疫 疾 患 及 び 移 植 片 拒 絶 な ど の 治 療 に 特 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る
。
【 ０ １ １ ４ 】
こ こ で 用 い る 「 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 」 に は 、 生 理 学 的 に 適 合 性 あ る あ ら ゆ る 溶 媒 、 分
散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 剤 及 び 抗 カ ビ 剤 、 等 張 剤 及 び 吸 収 遅 延 剤 等 が 含 ま れ る 。 好 ま し
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く は 、 当 該 の 担 体 が 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 腸 管 外 、 脊 髄 も し く は 表 皮 投 与 （ 例 え ば 注 射
又 は 輸 注 に よ り ） に 適 し て い る と よ い 。 投 与 経 路 に よ っ て は 、 活 性 化 合 物 、 即 ち 抗 体 、 二
重 特 異 的 及 び 多 重 特 異 的 分 子 を 、 当 該 化 合 物 を 不 活 化 し か ね な い 酸 及 び 他 の 天 然 条 件 の 作
用 か ら 当 該 化 合 物 を 保 護 す る 物 質 で 被 覆 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ５ 】
「 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 塩 」 と は 、 親 化 合 物 の 所 望 の 生 物 活 性 を 保 持 し つ つ も 、 望 ま し く な
い 毒 性 作 用 を 与 え な い よ う な 塩 を 言 う （ 例 え ば Berge, S.M., et al. (1977) J. Pharm. S
ci. 66:1-19を 参 照 さ れ た い ） 。 こ の よ う な 塩 の 例 に は 、 酸 添 加 塩 及 び 塩 基 添 加 塩 が あ る
。 酸 添 加 塩 に は 、 非 毒 性 の 無 機 酸 、 例 え ば 塩 酸 、 硝 酸 、 リ ン 酸 、 硫 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 ヨ ウ
化 水 素 酸 、 リ ン 等 か ら 誘 導 さ れ た も の や 、 非 毒 性 の 有 機 酸 、 例 え ば 脂 肪 族 モ ノ カ ル ボ ン 酸
及 び ジ カ ル ボ ン 酸 、 フ ェ ニ ル 置 換 ア ル カ ン 酸 、 ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ン 酸 、 芳 香 族 の 酸 、 脂 肪
族 及 び 芳 香 族 の ス ル ホ ン 酸 等 か ら 誘 導 さ れ た も の が あ る 。 塩 基 添 加 塩 に は 、 ナ ト リ ウ ム 、
カ リ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 等 の ア ル カ リ 土 類 金 属 か ら 誘 導 さ れ た も の や 、 N,N'
-ジ ベ ン ジ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン 、 N-メ チ ル グ ル カ ミ ン 、 ク ロ ロ プ ロ カ イ ン 、 コ リ ン 、 ジ エ
タ ノ ー ル ア ミ ン 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 、 プ ロ カ イ ン 等 の 非 毒 性 の 有 機 ア ミ ン か ら 誘 導 さ れ た
も の が あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
本 発 明 の 組 成 物 は 、 当 業 で 公 知 の 多 種 の 方 法 で 投 与 す る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 理
解 さ れ る よ う に 、 投 与 の 経 路 及 び ／ 又 は 形 態 は 、 所 望 の 結 果 に 応 じ て 様 々 で あ ろ う 。 当 該
活 性 化 合 物 は 、 イ ン プ ラ ン ト 、 経 皮 パ ッ チ 、 及 び マ イ ク ロ 封 入 送 達 系 を 含 め 、 制 御 放 出 製
剤 な ど の 急 速 な 放 出 か ら 当 該 化 合 物 を 保 護 す る 担 体 と 一 緒 に 調 製 す る こ と が で き る 。 エ チ
レ ン 酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル 、 及
び ポ リ 乳 酸 な ど 、 生 分 解 性 で 生 体 適 合 性 あ る ポ リ マ を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 製
剤 の 調 製 法 が 数 多 く 、 特 許 付 与 さ れ て お り 、 当 業 者 に 広 く 公 知 で あ る 。  例 え ば Sustained
 and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker
, Inc., New York, 1978を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ７ 】
特 定 の 投 与 経 路 で 本 発 明 の 化 合 物 を 投 与 す る に は 、 当 該 化 合 物 の 失 活 を 防 ぐ 物 質 で そ れ を
被 覆 す る か 、 又 は 当 該 化 合 物 と 同 時 投 与 す る こ と が 必 要 な 場 合 が あ る 。 例 え ば 本 化 合 物 を
、 適 し た リ ポ ソ ー ム な ど の 担 体 又 は 希 釈 剤 に 入 れ て 対 象 に 投 与 し て も よ い 。 薬 学 的 に 許 容
可 能 な 希 釈 剤 に は 生 理 食 塩 水 及 び 水 性 の 緩 衝 液 が あ る 。 リ ポ ソ ー ム に は 水 中 油 中 水 CGFエ
マ ル ジ ョ ン や 、 従 来 の リ ポ ソ ー ム が あ る (Strejan et al. (1984) J. Neuroimmunol. 7:27
)。
【 ０ １ １ ８ 】
薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 に は 無 菌 の 水 溶 液 又 は 分 散 液 並 び に 、 無 菌 の 注 射 液 又 は 分 散 液 の
即 時 調 製 用 の 無 菌 粉 末 が あ る 。 こ の よ う な 媒 質 及 び 薬 剤 の 、 薬 学 的 に 活 性 な 物 質 の た め の
使 用 は 当 業 で 公 知 で あ る 。 従 来 の 媒 質 又 は 薬 剤 が 当 該 活 性 化 合 物 に と っ て 不 適 合 で な い 限
り 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 中 の そ の 使 用 は 考 察 さ れ た と こ ろ で あ る 。 補 助 的 な 活 性 化 合 物 も
、 本 組 成 物 中 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
治 療 用 の 組 成 物 は 典 型 的 に 無 菌 で な け れ ば な ら ず 、 ま た 製 造 及 び 保 管 条 件 下 で 安 定 で な け
れ ば な ら な い 。 本 組 成 物 は 、 高 い 薬 物 濃 度 に 適 し た 溶 液 、 マ イ ク ロ 乳 液 、 リ ポ ソ ー ム 、 又
は 他 の 秩 序 あ る 構 造 と し て 調 合 す る こ と が で き る 。 当 該 の 担 体 は 、 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー ル
、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 及 び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル 等 ） 、 及 び こ れ ら の 適 し た 混 合 物 な ど を 含 有 す る 溶 媒 又 は 分 散 媒 で あ っ て よ い 。 適
し た 流 動 性 は 、 例 え ば レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ を 用 い た り 、 分 散 液 の 場 合 に は 必 要 な
粒 子 の 大 き さ を 維 持 し た り 、 そ し て 界 面 活 性 剤 を 使 用 す る な ど に よ り 、 維 持 で き る 。 多 く
の 場 合 、 例 え ば 糖 類 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル な ど の 多 価 ア ル コ ー ル 、 又 は 塩 化 ナ ト
リ ウ ム な ど の 等 張 剤 を 組 成 物 中 に 含 め る こ と が 好 ま し い で あ ろ う 。 注 射 用 組 成 物 の 吸 収 を
長 引 か せ る に は 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 塩 及 び ゼ ラ チ ン な ど 、 吸 収 を 遅 ら せ る 薬 剤 を 組 成 物 中
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に 含 め る こ と に よ り 、 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
無 菌 の 注 射 用 溶 液 は 、 必 要 量 の 活 性 化 合 物 を 適 し た 溶 媒 に 、 必 要 に 応 じ て 上 に 列 挙 し た 成
分 の １ つ 又 は 組 み 合 わ せ と 一 緒 に  加 え た 後 、 滅 菌 マ イ ク ロ 濾 過 を 行 う こ と に よ り 、 調 製
で き る 。 分 散 液 は 一 般 的 に は 、 塩 基 性 の 分 散 媒 と 、 上 に 列 挙 し た も の の 中 で 必 要 な 他 の 成
分 と を 含 有 す る 無 菌 の 賦 形 剤 に 当 該 活 性 化 合 物 を 加 え る こ と で 、 調 製 さ れ て い る 。 無 菌 の
注 射 用 溶 液 の 調 製 用 の 無 菌 粉 末 の 場 合 、 好 適 な 調 製 法 は 真 空 乾 燥 及 び 凍 結 乾 燥 （ 凍 結 乾 燥
） で あ り 、 そ の 結 果 、 活 性 成 分 及 び 付 加 的 な 所 望 の 成 分 の 粉 末 が 、 予 め 殺 菌 濾 過 さ れ た そ
の 溶 液 か ら 生 じ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
投 薬 計 画 は 、 最 適 な 所 望 の 応 答 （ 例 え ば 治 療 的 応 答 ） が 得 ら れ る よ う に 調 節 さ れ る 。 例 え
ば 単 一 の 巨 丸 剤 を 投 与 し て も よ く 、 複 数 に 分 割 さ れ た 用 量 を 一 定 期 間 に わ た っ て 投 与 し て
も 、 又 は 、 治 療 状 況 の 緊 急 度 を 指 標 と し て 用 量 を 比 率 的 に 増 減 さ せ て も よ い 。 例 え ば 本 発
明 の ヒ ト 抗 体 を 、 皮 下 注 射 に よ り １ 週 間 当 た り １ 回 又 は ２ 回 、 あ る い は 皮 下 注 射 に よ り １
ヶ 月 間 当 た り １ 回 又 は ２ 回 、 投 与 し て も よ い 。 投 与 の 容 易 さ 及 び 投 薬 量 の 均 一 性 の た め に
は 、 非 経 口 用 組 成 物 を 単 位 剤 形 で 調 合 す る こ と が 特 に 有 利 で あ る 。 こ こ で 用 い る 単 位 剤 形
と は 、 治 療 し よ う と す る 対 象 に と っ て 単 位 型 の 投 薬 量 と し て 調 整 さ れ た 物 理 的 に 別 個 の 単
位 を 言 う 。 各 単 位 は 、 必 要 な 薬 品 用 担 体 と の 関 連 か ら 所 望 の 治 療 効 果 を 生 ず る よ う 計 算 さ
れ た 所 定 量 の 活 性 化 合 物 を 含 有 す る 。 本 発 明 の 単 位 剤 形 の 詳 細 は 、 （ ａ ） 活 性 化 合 物 の 固
有 の 特 徴 、 及 び 、 達 成 し よ う と す る 特 定 の 治 療 効 果 、 及 び （ ｂ ） こ の よ う な 活 性 化 合 物 を
、 個 体 の 感 受 性 の 治 療 に 向 け て 配 合 す る 技 術 に 内 在 す る 限 界 、 に よ っ て 決 定 さ れ 、 ま た こ
れ ら に 直 接 依 存 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
薬 学 的 に 許 容 可 能 な 抗 酸 化 剤 の 例 に は ： （ １ ） 水 溶 性 の 抗 酸 化 剤 、 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸
、 塩 酸 シ ス テ イ ン 、 重 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 メ タ 重 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 等 ； （
２ ） 油 溶 性 抗 酸 化 剤 、 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 パ ル ミ テ ー ト 、 ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ア ニ ソ ー
ル （ BHA)、 ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ト ル エ ン (BHT)、 レ シ チ ン 、 没 食 子 酸 プ ロ ピ ル 、 ア ル フ ァ -
ト コ フ ェ ロ ー ル 、 等 ； 及 び （ ３ ） 金 属 キ レ ー ト 剤 、 例 え ば ク エ ン 酸 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四
酢 酸 (EDTA)、 ソ ル ビ ト ー ル 、 酒 石 酸 、 リ ン 酸 等 が あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
治 療 用 組 成 物 の 場 合 、 本 発 明 の 調 合 物 に は 、 経 口 、 鼻 孔 、 局 所 （ 口 腔 内 及 び 舌 下 を 含 む ）
、 直 腸 、 膣 及 び ／ 又 は 非 経 口 投 与 に 適 し た も の が 含 ま れ る 。 当 該 調 合 物 は 適 宜 、 単 位 剤 形
で 提 供 し て も よ く 、 製 薬 業 で 公 知 の い ず れ の 方 法 で 調 製 し て も よ い 。 一 個 分 の 剤 形 を 作 製
す る た め に 担 体 物 質 と 組 み 合 わ せ る こ と の で き る 活 性 成 分 の 量 は 、 治 療 し よ う と す る 対 象
、 及 び 特 定 の 投 与 形 態 に 応 じ て 様 々 で あ ろ う 。 一 個 分 の 剤 形 を 作 製 す る た め に 担 体 物 質 と
組 み 合 わ せ る こ と の で き る 活 性 成 分 の 量 は 、 一 般 に 、 治 療 効 果 を 生 む 組 成 物 量 と な る で あ
ろ う 。 概 し て 、 100パ ー セ ン ト の う ち で 、 こ の 量 は 約 0.001パ ー セ ン ト 乃 至 約 99パ ー セ ン ト
の 活 性 成 分 、 好 ま し く は 約 0.005パ ー セ ン ト 乃 至 約 70パ ー セ ン ト 、 最 も 好 ま し く は 約 0.01
パ ー セ ン ト 乃 至 約 30パ ー セ ン ト の 範 囲 で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ４ 】
経 膣 投 与 に 適 し た 本 発 明 の 調 合 物 に は 、 さ ら に 、 当 業 で 適 し て い る こ と が 公 知 の 担 体 を 含
有 す る ペ ッ サ リ 、 タ ン ポ ン 、 ク リ ー ム 、 ゲ ル 、 ペ ー ス ト 、 フ ォ ー ム 又 は ス プ レ ー 調 合 物 が
あ る 。 本 発 明 の 組 成 物 の 局 所 も し く は 経 皮 投 与 用 の 剤 形 に は 、 粉 末 、 ス プ レ ー 、 軟 膏 、 ペ
ー ス ト 、 ク リ ー ム 、 ロ ー シ ョ ン 、 ゲ ル 、 溶 液 、 パ ッ チ 及 び 吸 入 剤 、 が あ る 。 当 該 の 活 性 化
合 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 や 、 必 要 に 応 じ て 何 ら か の 保 存 剤 、 緩 衝 剤 、 又 は 推 進 剤
と 、 無 菌 条 件 下 で 混 合 し て よ い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
こ こ で 用 い る 文 言 「 非 経 口 投 与 」 及 び 「 非 経 口 的 に 投 与 す る 」 と は 、 通 常 は 注 射 に よ る 、
腸 管 内 及 び 局 所 投 与 以 外 の 投 与 形 態 を 意 味 し 、 そ の 中 に は 、 限 定 は し な い が 、 静 脈 内 、 筋
肉 内 、 動 脈 内 、 鞘 内 、 嚢 内 、 眼 窩 内 、 心 臓 内 、 皮 内 、 腹 腔 内 、 経 気 管 、 皮 下 、 表 皮 下 、 関
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節 内 、 被 膜 下 、 く も 膜 下 、 髄 腔 内 、 硬 膜 外 及 び 胸 骨 内 注 射 及 び 輸 注 、 が あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 中 に 用 い て も よ い 適 し た 水 性 及 び 非 水 性 の 担 体 の 例 に は 、 水 、 エ タ ノ
ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル 等 ） 、 及 び こ れ ら の 適 し た 混 合 物 、 オ リ ー ブ 油 な ど の 植 物 油 、 及 び オ レ イ ン 酸 エ チ ル な
ど の 注 射 可 能 な 有 機 エ ス テ ル 、 が あ る 。 適 正 な 流 動 性 は 、 例 え ば レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ
ン グ 材 料 を 用 い た り 、 分 散 液 の 場 合 に は 必 要 な 粒 子 の 大 き さ を 維 持 し た り 、 そ し て 界 面 活
性 剤 を 使 用 す る な ど に よ り 、 維 持 で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
こ れ ら の 組 成 物 に は 、 保 存 剤 、 湿 潤 剤 、 乳 濁 剤 及 び 分 散 剤 な ど の ア ジ ュ バ ン ト を 含 有 さ せ
て も よ い 。 微 生 物 の 存 在 を 防 ぐ に は 、 上 述 の 滅 菌 法 と 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ
ェ ノ ー ル ソ ル ビ ン 酸 等 の 多 種 の 抗 菌 剤 及 び 抗 カ ビ 剤 の 含 有 の 両 方 を 行 う と 、 確 実 に な ろ う
。 例 え ば 糖 類 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 等 の 等 張 剤 を 組 成 物 に 含 め る こ と も 好 ま し い で あ ろ う 。 加
え て 、 注 射 用 の 薬 形 の 吸 収 を 長 引 か せ る に は 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 及 び ゼ ラ チ
ン な ど 、 吸 収 を 遅 ら せ る 薬 剤 を 含 め る こ と に よ り 、 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
本 発 明 の 化 合 物 を 製 薬 と し て ヒ ト 及 び 動 物 に 投 与 す る 場 合 、 こ れ ら を 単 独 で 与 え る こ と も
で き る が 、 又 は 、 例 え ば 0.001%乃 至 90%（ よ り 好 ま し く は 0.005%乃 至 70%、 例 え ば 0.01乃 至
30%） の 活 性 成 分 を 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と 組 み 合 わ せ て 含 有 す る 医 薬 組 成 物 と し て も
、 与 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
選 択 し た 投 与 経 路 に 関 係 な く 、 適 し た 水 和 型 で 用 い て も よ い 本 発 明 の 化 合 物 、 及 び ／ 又 は
、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 当 業 者 に 公 知 の 常 法 に よ り 、 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 剤 形 に 調 合 さ
れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 中 の 活 性 成 分 の 実 際 の 投 薬 量 レ ベ ル は 、 特 定 の 患 者 、 組 成 物 、 及 び 投
与 形 態 に と っ て 、 患 者 に 毒 性 と な る こ と な く 所 望 の 治 療 応 答 を 得 る た め に 有 効 量 の 活 性 成
分 が 得 ら れ る よ う 、 変 更 し て も よ い 。 選 択 さ れ る 投 薬 量 レ ベ ル は 、 用 い る 本 発 明 の 特 定 の
組 成 物 又 は 、 そ の エ ス テ ル 、 塩 又 は ア ミ ド の 活 性 、 投 与 経 路 、 投 与 機 関 、 用 い る 特 定 の 化
合 物 の 排 出 速 度 、 治 療 期 間 、 用 い る 特 定 の 組 成 物 と 併 用 す る 他 の 薬 物 、 化 合 物 及 び ／ 又 は
物 質 、 治 療 す る 患 者 の 年 齢 、 性 別 、 体 重 、 状 態 、 全 身 の 健 康 及 び 以 前 の 医 療 歴 等 、 医 業 で
公 知 の 因 子 を 含 め 、 多 種 の 薬 物 動 態 学 的 因 子 に 依 拠 す る こ と と な ろ う 。 当 業 に お い て 通 常
の 技 術 を 有 す る 医 師 又 は 獣 医 で あ れ ば 、 本 医 薬 組 成 物 の 必 要 な 有 効 量 を 容 易 に 決 定 及 び 処
方 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ の 医 師 又 は 獣 医 は 、 当 該 医 薬 組 成 物 中 に 用 い る 本 発 明 の
化 合 物 の 用 量 を 、 所 望 の 治 療 効 果 を 得 る の に 必 要 な そ れ よ り 少 な い レ ベ ル で 開 始 し 、 こ の
投 薬 量 を 所 望 の 効 果 が 得 ら れ る ま で 次 第 に 増 加 さ せ て い っ て も よ い 。 一 般 的 に は 、 本 発 明
の 組 成 物 の 適 し た 一 日 当 た り の 用 量 は 、 治 療 効 果 を 生 む た め に 有 効 な 最 も 少 な い 用 量 で あ
る 化 合 物 量 で あ ろ う 。 こ の よ う な 有 効 量 は 一 般 に 、 上 で 解 説 し た 因 子 に 依 拠 す る で あ ろ う
。 投 与 は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 又 は 皮 下 に よ る こ と が 好 ま し く 、 好 ま し く は 標 的 部
位 の 近 位 に 投 与 す る と よ い 。 必 要 に 応 じ 、 治 療 用 組 成 物 の 有 効 な 一 日 分 の 用 量 を 、 ２ 回 、
３ 回 、 ４ 回 、 ５ 回 、 ６ 回 又 は そ れ 以 上 の 小 分 け し た 用 量 に 分 け て 別 々 に 、 全 日 に わ た っ て
適 当 な 間 隔 を 置 き な が ら 、 選 択 的 に は 単 位 剤 形 で 、 投 与 し て も よ い 。 本 発 明 の 化 合 物 を 単
独 で 投 与 す る こ と も 可 能 で あ る が 、 本 化 合 物 を 医 薬 調 合 物 （ 組 成 物 ） と し て 投 与 す る こ と
が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ １ 】
治 療 用 組 成 物 は 当 業 で 公 知 の 医 療 器 具 を 用 い て 投 与 で き る 。 例 え ば あ る 好 適 な 実 施 態 様 で
は 、 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 を 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,399,163号 ； 第 5,383,851号 ； 第 5,312,
335号 ； 第 5,064,413号 ； 第 4,941,880号 ； 第 4,790,824号 ； 又 は 第 4,596,556号 に 開 示 さ れ
た 器 具 な ど の 無 針 皮 下 注 射 器 具 で 投 与 す る こ と が で き る 。 本 発 明 で 有 用 な 公 知 の イ ン プ ラ
ン ト 及 び モ ジ ュ ー ル の 例 に は 、 制 御 さ れ た 速 度 で 薬 品 を 分 配 す る イ ン プ ラ ン ト 可 能 な マ イ
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ク ロ 輸 注 ポ ン プ を 開 示 す る 米 国 特 許 第 4,487,603号 ； 薬 品 を 皮 膚 を 透 過 さ せ て 投 与 す る 治
療 器 具 を 開 示 す る 米 国 特 許 第 4,486,194号 ； 精 確 な 輸 注 速 度 で 医 薬 を 送 達 す る 医 療 用 輸 注
ポ ン プ を 開 示 す る 米 国 特 許 第 4,447,233号 ； 継 続 的 な 薬 物 送 達 の た め の 可 変 流 量 式 の イ ン
プ ラ ン ト 可 能 な 輸 注 装 置 を 開 示 す る 米 国 特 許 第 4,447,224号 ； 多 チ ャ ン バ ・ コ ン パ ー ト メ
ン ト を 有 す る 浸 透 圧 薬 物 送 達 系 を 開 示 す る 米 国 特 許 第 4,439,196号 ； 及 び 浸 透 圧 薬 物 送 達
系 を 開 示 す る 米 国 特 許 第 4,475,196号 、 が あ る 。 数 多 く の 他 の こ の よ う な イ ン プ ラ ン ト 、
送 達 系 、 及 び モ ジ ュ ー ル が 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
い く つ か の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 in vivoで 確 実 に 適 正 に
分 布 す る よ う に 調 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば 血 液 脳 関 門 （ Ｂ Ｂ Ｂ ） は 数 多 く の 親 水 性 化
合 物 を 排 除 す る 。 本 発 明 の 治 療 用 化 合 物 が Ｂ Ｂ Ｂ を 確 実 に 透 過 す る よ う に す る （ 望 ま し い
場 合 ） に は 、 こ れ ら を 例 え ば リ ポ ソ ー ム 中 に 調 合 す る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム の 製 造 方
法 に つ い て は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 4,522,811号 ; 第 5,374,548号 ； 及 び 第 5,399,331号 を 参
照 さ れ た い 。 前 記 リ ポ ソ ー ム に は 、 特 定 の 細 胞 又 は 臓 器 に 選 択 的 に 輸 送 さ れ て 指 向 性 あ る
薬 物 送 達 を 高 め る よ う な １ つ 以 上 の 成 分 を 含 め て も よ い  (例 え ば V.V. Ranade (1989) J. 
Clin. Pharmacol. 29:685)。 標 的 指 向 成 分 の 例 に は 、 葉 酸 又 は ビ オ チ ン （ 例 え ば Low et a
l.の 米 国 特 許 第 5,416,016号 を 参 照 さ れ た い )； マ ン ノ シ ド （ Umezawa et al., (1988) Bio
chem. Biophys. Res. Commun. 153:1038)； 抗 体  (P.G. Bloeman et al. (1995) FEBS Let
t. 357:140; M. Owais et al. (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39:180)； そ の 様
々 な 種 が 本 発 明 の 調 合 物 や 、 本 発 明 の 分 子 の 構 成 成 分 を 成 し て い て も よ い サ ー フ ァ ク タ ン
ト プ ロ テ イ ン Ａ 受 容 体  (Briscoe et al. (1995) Am. J. Physiol. 1233:134)； p120 (Sch
reier et al. (1994) J. Biol. Chem. 269:9090);が あ り 、 さ ら に K. Keinanen; M.L. Lau
kkanen (1994) FEBS Lett. 346:123; J.J. Killion; I.J. Fidler (1994) Immunomethods
 4:273を 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 治 療 用 化 合 物 を リ ポ ソ ー ム 中
に 調 合 す る 。 よ り 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 当 該 リ ポ ソ ー ム が 標 的 決 定 成 分 を 含 む 。 最 も 好 適
な 実 施 態 様 で は 、 当 該 リ ポ ソ ー ム 中 の 治 療 用 化 合 物 を 、 腫 瘍 又 は 感 染 に 近 位 の 部 位 へ の 大
量 注 射 に よ り 送 達 す る 。 当 該 組 成 物 は 、 注 射 筒 で の 注 入 が 容 易 な 程 度 に 流 動 性 で な く て は
な ら な い 。 そ れ は 、 製 造 及 び 保 管 条 件 下 で 安 定 で な く て は な ら ず 、 細 菌 及 び 真 菌 な ど の 微
生 物 の 汚 染 作 用 か ら 守 ら れ て い な く て は な ら な い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
リ ウ マ チ 性 関 節 炎 の た め の 「 治 療 上 有 効 量 」 と は 、 好 ま し く は 、 患 者 に お い て ACR20の プ
リ リ ミ ナ リ ・ デ ィ フ ィ ニ シ ョ ン ・ オ ブ ・ イ ン プ ル ー ブ メ ン ト （ 原 語 ： Preliminary Defini
tion of Improvement） に 至 る 量 、 よ り 好 ま し く は 、 ACR50の プ リ リ ミ ナ リ ・ デ ィ フ ィ ニ シ
ョ ン ・ オ ブ ・ イ ン プ ル ー ブ メ ン ト に 至 る 量 、 そ し て さ ら に よ り 好 ま し く は ARCD70の プ リ リ
ミ ナ リ ・ デ ィ フ ィ ニ シ ョ ン ・ オ ブ ・ イ ン プ ル ー ブ メ ン ト に 至 る 量 で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ４ 】
ACR20の プ リ リ ミ ナ リ ・ デ ィ フ ィ ニ シ ョ ン ・ オ ブ ・ イ ン プ ル ー ブ メ ン ト は ：
20%以 上 の 改 善 が テ ン ダ ー ・ ジ ョ イ ン ト ・ カ ウ ン ト （ 原 語 ： Tender Joint Count） （ TCJ）
及 び ス ウ ォ レ ン ・ ジ ョ イ ン ト ・ カ ウ ン ト （ 原 語 ： Swollen Joint Count） （ SWJ） に あ り 、
そ し て 、 20%以 上 の 改 善 が 以 下 、 ５ つ の 評 価 ： ペ イ シ ェ ン ト ・ ペ イ ン ・ ア セ ス メ ン ト （ 原
語 ： Patient Pain Assessment） （ VAS） 、 ペ イ シ ェ ン ト ・ グ ロ ー バ ル ・ ア セ ス メ ン ト （ 原
語 ： Patient Global Asessment） （ VAS） 、 フ ィ ジ シ ャ ン ・ グ ロ ー バ ル ・ ア セ ス メ ン ト （
原 語 ： Physician Global Assessment） （ VAS） 、 パ テ ン ト ・ セ ル フ － ア セ ッ ス ド ・ デ ィ ス
ア ビ リ テ ィ （ 原 語 ： Patent Self-Assessed Disability） （ HAQ） 、 ア キ ュ ー ト ・ フ ェ イ ズ
・ リ ア ク タ ン ト （ 原 語 ： Acute Phase Reactant） （ CRP又 は ESR） の う ち の ３ つ に あ る こ と
、 と 定 義 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
ACR50 及 び  ACR70 も 同 様 に そ れ ぞ れ 50%以 上 及 び 70%以 上 の 改 善 、 と 定 義 さ れ て い る 。 更
な る 詳 細 に つ い て は Felson et al. in American College of Rheumatology Preliminary 
Definition of Improvement in Rheumatoid Arthritis; Arthritis Rheumatism (1995) 3
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8: 727-735を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
あ る 化 合 物 の 癌 阻 害 能 は 、 ヒ ト 腫 瘍 で の 効 験 を 予 測 す る 動 物 モ デ ル 系 で 評 価 で き る 。 代 替
的 に は 、 あ る 組 成 物 の こ の よ う な 性 質 は 、 当 業 者 に 公 知 の 検 定 で in vitroで の 阻 害 を 調 べ
る こ と で 当 該 化 合 物 の 阻 害 能 を 検 査 す る こ と で も 評 価 で き る 。 あ る 治 療 用 化 合 物 の 治 療 上
有 効 量 は 、 腫 瘍 の 大 き さ を 減 少 さ せ る も の で も 、 又 は 、 対 象 の 症 状 を 寛 解 さ せ る も の で も
よ い 。 当 業 者 で あ れ ば 、 こ の よ う な 量 を 、 対 象 の 体 格 、 対 象 の 症 状 の 重 篤 度 、 及 び 特 定 の
組 成 物 又 は 選 択 さ れ た 投 与 経 路 な ど の 因 子 に 基 づ い て 決 定 で き よ う 。
【 ０ １ ３ ７ 】
さ ら に 、 当 該 抗 体 の 、 乾 癬 を 治 療 又 は 予 防 す る 能 力 も 、 当 業 で 公 知 の 方 法 に 従 っ て 評 価 で
き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
本 組 成 物 は 、 無 菌 、 か つ 、 本 組 成 物 を 注 射 筒 で 送 達 可 能 な 程 度 に 流 動 性 で な く て は な ら な
い 。 当 該 の 担 体 は 、 水 に 加 え 、 等 張 の 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば
グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 及 び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 ） 、 及 び こ れ
ら の 適 し た 混 合 物 で あ っ て よ い 。 適 正 な 流 動 性 は 、 例 え ば レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ を
用 い た り 、 分 散 液 の 場 合 に は 必 要 な 粒 子 サ イ ズ を 維 持 し た り 、 そ し て 界 面 活 性 剤 を 利 用 す
る な ど に よ り 、 維 持 で き る 。 多 く の 場 合 、 糖 類 、 マ ン ニ ト ー ル 又 は ソ ル ビ ト ー ル な ど の 多
価 ア ル コ ー ル 、 及 び 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 等 張 剤 を 組 成 物 中 に 含 め る こ と が 好 ま し い 。 注
射 用 組 成 物 の 長 期 吸 収 は 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 又 は ゼ ラ チ ン な ど 、 吸 収 を 遅 ら
せ る 物 質 を 組 成 物 中 に 含 め る と 、 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
活 性 化 合 物 を 上 述 の よ う に 適 切 に 保 護 す れ ば 、 当 該 化 合 物 を 、 例 え ば 不 活 性 の 希 釈 剤 又 は
同 化 可 能 な 食 用 担 体 と 一 緒 に 経 口 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ０ 】

本 発 明 に よ る 、 IL-15に 対 す る ヒ ト 抗 IL-15抗 体 （ こ の 抗 体 の 誘 導 体 及 び 結 合 体 も 含 む ） 及
び 前 記 抗 体 を 含 有 す る 組 成 物 は 、 多 種 の in vitro及 び in vivoで の 診 断 用 途 及 び 治 療 用 途
で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
あ る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 用 い て 、 T細 胞 及 び ／ 又 は 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ
に よ る IL-15誘 導 性 TNFα 産 生 を 、 好 ま し く は IL-2な ど の 他 の サ イ ト カ イ ン が 誘 導 す る TNF
α 産 生 を 阻 害 す る こ と な く 、 阻 害 す る 。 本 抗 体 を IL-15に 接 触 さ せ る （ 例 え ば 対 象 に 本 抗
体 を 投 与 す る ） こ と に よ り 、 IL-15が IL-15受 容 体 を 通 じ て シ グ ナ ル 伝 達 す る 能 力 が 阻 害 さ
れ 、 こ う し て T細 胞 及 び ／ 又 は 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る TNFα 産 生 も 阻 害 さ れ る 。 好 適
な 抗 体 は 、 IL-15に 特 異 的 な エ ピ ト ー プ （ 例 え ば ガ ン マ サ ブ ユ ニ ッ ト な ど の 特 定 の サ ブ ユ
ニ ッ ト ） に 結 合 す る こ と で 、 IL-15誘 導 性 TNFα 産 生 は 阻 害 す る が 、 IL-2な ど の 構 造 上 関 連
す る サ イ ト カ イ ン に よ る TNFα 産 生 に は 干 渉 し な い も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 用 い て 、 IL-15誘 導 性 T細 胞 動 員 及 び ／ 又 は 増 殖 を
、 好 ま し く は 、 IL-2な ど の 構 造 上 関 連 す る 他 の サ イ ト カ イ ン が 誘 導 す る T細 胞 増 殖 を 阻 害
す る こ と な く 、 阻 害 す る 。 TNFα 産 生 の 場 合 と 同 様 に 、 本 抗 体 を IL-15に 接 触 さ せ る （ 例 え
ば 対 象 に 本 抗 体 を 投 与 す る ） こ と に よ り 、 IL-15が IL-15受 容 体 を 通 じ て シ グ ナ ル 伝 達 す る
能 力 が 阻 害 さ れ 、 こ う し て IL-15に よ る T細 胞 刺 激 が 阻 害 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
従 っ て 、 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 IL-15に よ り 媒 介 さ れ る 障 害 （ 例 え ば 自 己
免 疫 疾 患 、 例 え ば 乾 癬 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 、 又 は 炎 症 性 腸 疾 患 、 又 は 感 染 性 疾 患 、 例 え ば
HIV） を 、 前 記 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る の に 有 効 量 の 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 対 象 に 投 与 す る
こ と に よ り 、 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 本 抗 体 は 単 独 で 投 与 す る こ と
も 、 又 は 、 当 該 IL-15媒 介 性 疾 患 を 治 療 又 は 予 防 す る た め に 本 抗 体 と 協 働 す る 又 は 相 乗 的
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に 作 用 す る 、 例 え ば ス テ ロ イ ド 系 又 は 非 ス テ ロ イ ド 系 炎 症 薬 な ど の 抗 炎 症 薬 や 、 又 は サ イ
ト カ イ ン な ど 、 別 の 治 療 薬 と 一 緒 に 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
あ る 具 体 的 な 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 (RA） を 治 療 又 は 予
防 す る た め に 用 い る 。 本 抗 体 は 、 RAな ど の 疾 患 に 伴 う 炎 症 の 進 行 に お い て IL-15が 果 た す
役 割 を 制 限 す る 。 T細 胞 、 特 に CD4＋ Tヘ ル パ ー 細 胞 は 、 RAに お い て 炎 症 プ ロ セ ス の 開 始 及
び 維 持 に 関 与 し て い る 。 別 の サ イ ト カ イ ン で あ る TNFα も こ の 炎 症 経 路 に 関 与 し て お り 、
最 終 的 に は RA患 者 の 関 節 の 破 壊 及 び 廃 疾 を 引 き 起 こ す 。 局 所 で の IL-15合 成 は 、 T細 胞 の 活
性 化 及 び 動 員 や 、 TNFα 及 び 他 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 誘 導 の 両 方 で 鍵 と な る 役 割 を 果 た
す 。 RAの 進 行 に お け る IL-15の 役 割 に は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ り 合 成 さ れ る IL-15が T細 胞
動 員 を 誘 導 す る プ ロ セ ス が 関 与 し て い る 。 活 性 化 し た T細 胞 は 次 に ： （ １ ） マ ク ロ フ ァ ー
ジ 活 性 化 を 維 持 し ； そ し て （ ２ ） TNFα 産 生 を 誘 導 す る 。 刺 激 を 受 け た マ ク ロ フ ァ ー ジ は
よ り 多 く の IL-15合 成 及 び T細 胞 活 性 化 を 促 進 し 、 こ う し て こ の サ イ ク ル が 続 く 。 IL-15は
、 そ の TNFα 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ に 対 す る 作 用 に 加 え 、 好 中 球 を 活 性 化 し て 、 局 所 的 な B細
胞 に よ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 泌 、 特 に リ ウ マ チ 因 子 合 成 、 に 影 響 を 与 え る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 抗 IL-15抗 体 は 、 RAを 起 こ す IL-15の 前 述 の 作 用 を 防 止 又 は 遮 断 す る た め
に 用 い る こ と が で き 、 こ う し て こ の 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 本
発 明 の 抗 IL-15抗 体 を 用 い て 、 RAに 関 与 す る 炎 症 を 阻 害 す る 、 及 び ／ 又 は 、 活 性 化 白 血 球
の 遊 走 を 防 ぐ こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 、 メ ト ト レ キ セ ー ト へ の 応 答 が 乏 し か っ た リ ウ マ チ 性 関 節 炎 患 者 に お
い て 構 造 損 傷 の 進 行 を 阻 害 し た り 、 DMARDで の 治 療 に 失 敗 し な か っ た 患 者 も 含 め 、 中 程 度
か ら 重 度 の 活 動 性 リ ウ マ チ 関 節 炎 患 者 に お い て 兆 候 及 び 症 状 を 軽 減 し 、 構 造 損 傷 を 遅 ら せ
る た め に 、 用 い て よ い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
さ ら に 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 IL-15の 他 の 作 用 を 遮 断 又 は 阻 害 す る た め に も 、 用 い る こ と
が で き る 。 IL-15は 単 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 線 維 芽 細 胞 、 樹 状 細 胞 及 び ケ ラ チ ノ サ イ ト
を 含 め 、 多 種 の 細 胞 及 び 組 織 で 発 現 す る 。 ケ ラ チ ノ サ イ ト は 、 表 皮 や 、 粘 膜 組 織 の 表 皮 内
層 の 主 要 な 構 成 要 素 で あ る 。 ケ ラ チ ノ サ イ ト の 成 長 の 制 御 は 、 そ の い く つ か が ケ ラ チ ノ サ
イ ト 自 身 に よ っ て 産 生 さ れ る サ イ ト カ イ ン 及 び 成 長 因 子 の 複 雑 な ネ ッ ト ワ ー ク に よ っ て 媒
介 さ れ て い る 。 乾 癬 性 プ ラ ー ク で は 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト 由 来 IL-15が T細 胞 の 蓄 積 、 増 殖 及 び
生 存 に 寄 与 し て い る 。 ケ ラ チ ノ サ イ ト 数 が 増 加 し 、 そ の 結 果 、 関 連 す る 疾 患 症 状 の う ち の
少 な く と も い く つ か の 原 因 と な る 表 皮 過 形 成 が 引 き 起 こ さ れ る よ う な 数 多 く の 疾 患 が 公 知
で あ る 。 こ れ ら の 疾 患 の 中 に は 、 乾 癬 及 び ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 な ど の 慢 性 疾 患 や 、 慢 性 手 湿
疹 、 接 触 性 皮 膚 炎 、 ウ ィ ル ス 性 疣 贅 （ HPV随 伴 ） 、 皮 膚 性 T細 胞 リ ン パ 腫 な ど の 状 態 、 糖 尿
病 を 原 因 と す る 創 傷 治 癒 不 全 な ど の 治 癒 不 全 、 が あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 こ の よ う な 障
害 を 治 療 又 は 予 防 す る の に 有 効 量 の 本 発 明 の ヒ ト 抗 IL-15抗 体 を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ
り 、 当 該 障 害 を 治 療 又 は 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 例 え ば 本 発 明 の 抗 IL-15抗
体 を 、 乾 癬 に お け る 錯 角 化 症 を 遮 断 又 は 阻 害 し た り 、 乾 癬 に お け る 表 皮 肥 厚 を 減 少 さ せ た
り 、 そ し て 乾 癬 に お け る ケ ラ チ ノ サ イ ト の 増 殖 を 減 少 さ せ る た め に 、 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ １ ４ ８ 】
IL-15は ま た 、 腸 管 表 皮 細 胞 の 機 能 も 変 調 す る （ Reinecker, et al. (1996) Gastroentero
logy 111:1706-13)。 具 体 的 に は 、 IL-15は 、 粘 膜 表 皮 細 胞 上 の 修 飾 や 、 腸 管 表 皮 細 胞 内 層
の 修 飾 を 引 き 起 こ す こ と が で き 、 従 っ て 、 セ リ ア ッ ク 病 な ど の 炎 症 性 腸 疾 患 の 病 理 発 生 に
関 与 し て い る 。 こ の よ う な 疾 患 で の IL-15の 役 割 は 、 未 処 置 の セ リ ア ッ ク 病 患 者 の 小 腸 で
の IL-15＋ 細 胞 の 選 択 的 過 剰 表 現 に よ り 示 さ れ て い る  (WO 00/02582)。 こ の よ う に 、 IL-15
が セ リ ア ッ ク 病 の 発 症 及 び 維 持 に 直 接 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 従 っ て 別 の 実 施
態 様 で は 、 本 発 明 の 抗 IL-15ヒ ト 抗 体 （ 即 ち 、 IL-15の 炎 症 誘 発 作 用 を 阻 害 す る も の ） を 、
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セ リ ア ッ ク 病 を 治 療 又 は 予 防 す る の に 有 効 量 の 本 抗 体 を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ り 、 こ の
障 害 を 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
加 え て 、 IL-15は さ ら に 、 新 し い 血 管 の 形 成 と い う 、 新 血 管 形 成 又 は 脈 管 形 成 と 呼 ば れ る
プ ロ セ ス を 促 進 す る こ と が 、 本 発 明 の 発 明 者 に よ り 見 出 さ れ た 。 従 っ て 、 本 発 明 の 抗 体 の
さ ら に 別 の 用 途 に は 、 血 管 新 生 の 関 与 す る 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 が あ る 。 こ れ ら の 疾 患 に は
、 炎 症 性 疾 患 に 加 え 、 血 管 新 生 に 依 拠 す る 、 又 は 、 血 管 新 生 を 特 徴 と す る 多 種 の 癌 が 含 ま
れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
さ ら に 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 、 HIVな ど の 感 染 性 疾 患 に 関 係 し た IL-15の 作 用 を 遮 断 又 は 阻 害
す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 抗 体 の 他 の 用 途 に は 、 HIV-1な ど の 感
染 性 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
例 え ば 、 IL-15が 媒 介 す る 多 種 の 疾 患 を 診 断 す る た め に 、 本 抗 体 を in vitro又 は in vivoで
用 い る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 本 抗 体 を 用 い て 、 IL-15の レ ベ ル や 、 又 は 、 細 胞 膜 表
面 上 に IL-15を 含 有 す る 、 も し く は 、 そ の 上 の 受 容 体 に IL-15を 結 合 さ せ た （ 受 容 体 結 合 型
ヒ ト IL-15） 細 胞 の レ ベ ル を 検 出 す る こ と が で き る 。 そ の 後 、 IL-15の こ の よ う な レ ベ ル の
検 出 を 特 定 の 疾 患 の 症 状 と 相 関 付 け る こ と が で き る 。 代 替 的 に は 、 本 抗 体 を 用 い て 、 IL-1
5機 能 を 阻 害 又 は 遮 断 で き 、 ひ い て は IL-15機 能 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 症 状 を 防 止 又 は
寛 解 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
前 述 し た よ う に 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 IL-15抗 体 を 、 全 体 的 な 抗 炎 症 作 用 を 高 め る た め に 、 例
え ば 免 疫 抑 制 剤 又 は 抗 炎 症 薬 な ど の 一 種 以 上 の 他 の 治 療 薬 と 同 時 投 与 す る こ と が で き る 。
本 抗 体 を 作 用 物 質 に （ 免 疫 複 合 体 と し て ） 連 結 す る こ と も 、 又 は 、 前 記 作 用 物 質 と は 別 に
投 与 す る こ と も で き る 。 後 者 （ 別 の 投 与 ） の 場 合 、 本 抗 体 は 、 前 記 作 用 物 質 の 前 で も 、 後
で も 、 又 は 同 時 に も 投 与 す る こ と が で き る 。 適 し た 治 療 薬 に は 、 と り わ け 、 抗 炎 症 薬 、 DM
ARD(疾 患 改 変 抗 リ ウ マ チ 薬 )、 免 疫 抑 制 剤 、 化 学 療 法 薬 、 及 び 乾 癬 薬 、 が あ る 。 さ ら に 本
発 明 に 基 づ く ヒ ト 抗 体 を 放 射 線 療 法 と 併 用 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 を 、 例 え ば CD4特 異 抗 体 及 び IL-2特 異 抗 体 な ど の 他
の 抗 体 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 を CD4特 異 抗 体 又 は IL-2特 異
抗 体 と 組 み 合 わ せ る と 、 自 己 免 疫 疾 患 及 び 移 植 片 拒 絶 を 治 療 す る た め に 特 に 有 用 で あ る と
考 え ら れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
さ ら に 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 IL-15抗 体 と 、 選 択 的 に 使 用 上 の 指 示 と を 含 む キ ッ ト も 、 本 発 明
の 範 囲 内 に あ る 。 本 キ ッ ト に は 、 さ ら に 、 例 え ば 免 疫 抑 制 剤 な ど の 一 種 以 上 の 付 加 的 な 試
薬 、 又 は 、 一 種 以 上 の 付 加 的 な 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 （ 例 え ば 、 IL-15抗 原 上 の 、 第 一 の ヒ ト
抗 体 と は 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 補 完 的 な 活 性 を 有 す る ヒ ト 抗 体 な ど ） 、 を 含 め る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 抗 体 で 処 置 し た 患 者 に 、 本 ヒ ト 抗 体 の 治 療 効 果 を 高 め る 又 は 増 大 さ せ る
、 例 え ば 抗 炎 症 薬 な ど の 別 の 治 療 薬 を 、 （ 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 の 投 与 前 、 投 与 と 同 時 、 又 は
投 与 後 に ） 付 加 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 化 合 物 （ 例 え ば 治 療 薬 、 標 識 、 細 胞 毒 、 免 疫 抑 制 剤 等 ） を 本 抗
体 に 連 結 さ せ る こ と で 、 表 面 に （ 膜 に 結 合 し た 、 又 は 、 IL-15受 容 体 に 結 合 し た ） IL-15が
結 合 し た 状 態 で 有 す る 細 胞 に こ の よ う な 化 合 物 を 標 的 指 向 さ せ る た め に 、 本 発 明 の ヒ ト 抗
体 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 IL-15発 現 細 胞 及 び IL-15受 容 体 発 現 細
胞 を ex vivo、 in vivo又 は in vitroで （ 例 え ば 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 酵 素 、 又 は 酵
素 コ フ ァ ク タ な ど の 検 出 可 能 な 標 識 を 用 い て ） 定 位 す る 方 法 も 提 供 す る 。
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【 ０ １ ５ ７ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 を 以 下 の 実 施 例 の 項 で 解 説 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 で さ ら に 説 明 す る こ と と す る が 、 以 下 の 実 施 例 を さ ら に 限 定 的 な も
の と 捉 え ら れ て は な ら な い 。 本 出 願 全 体 を 通 じ て 引 用 さ れ た 配 列 表 、 図 面 及 び 全 参 考 文 献
、 特 許 及 び 公 開 済 み 特 許 出 願 の 内 容 を 、 引 用 を も っ て こ こ に 援 用 す る こ と を 明 示 し て お く
。
【 ０ １ ５ ９ 】
実 施 例
実 施 例 １ 　 Cmu標 的 化 マ ウ ス の 作 製

プ ラ ス ミ ド pICEmuは 、 mu遺 伝 子 に 延 び る 、 Balb/Cゲ ノ ム ・ ラ ム ダ ・ フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ
か ら 得 ら れ た マ ウ ス Ig重 鎖 遺 伝 子 座 の EcoRI/XhoI断 片 を 含 有 す る (Marcu et al.　 Cell 22
: 187, 1980)。 こ の ゲ ノ ム 断 片 を プ ラ ス ミ ド pICEMI9Hの XhoI/EcoRI部 位 に サ ブ ク ロ ー ン し
た  (Marsh et al; Gene 32, 481-485, 1984)。 pICEmuに 含 ま れ た こ れ ら 重 鎖 配 列 は 、 muイ
ン ト ロ ン ・ エ ン ハ ン サ の ち ょ う ど 3'側 に 位 置 す る EcoRI部 位 の 下 流 か ら 、 mu遺 伝 子 の 最 後
の 膜 貫 通 エ キ ソ ン の ほ ぼ 1kb下 流 に 位 置 す る XhoI部 位 ま で 延 び る 。 し か し 、 こ の muス イ ッ
チ 反 復 領 域 の 大 半 は 、 E. coliを 通 過 さ せ て 欠 失 さ せ て あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
タ ー ゲ テ ィ ン グ ・ ベ ク タ は 以 下 の 通 り に 構 築 さ れ た 。 1.3 kb の HindIII/SmaI 断 片 を pICE
muか ら 切 り 出 し 、 HindIII/SmaIで 消 化 し た pBluescript（ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ラ ホ ー ヤ 、 ス
ト ラ タ ジ ー ン 社 ） 内 に サ ブ ク ロ ー ン し た 。 こ の pICEmu断 片 は 、 Cmu1の ほ ぼ 1 kb 5'側 に 位
置 す る HindIII部 位 か ら Cmu1内 に あ る SmaI部 位 ま で 延 び る 。 そ の 結 果 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド
を SmaI/SpeIで 消 化 し 、 pICEmu由 来 の 、 Cmu1の 3'側 の SmaI部 位 か ら 最 後 の Cmuエ キ ソ ン の ち
ょ う ど 下 流 に 位 置 す る XbaI部 位 ま で 延 び る 約 4 kb の SmaI/XbaI 断 片 を 挿 入 し た 。 そ の 結
果 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド pTAR1を SmaI部 位 で 直 線 化 し 、 neo発 現 カ セ ッ ト を 挿 入 し た 。 こ の カ
セ ッ ト は 、 マ ウ ス ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト キ ナ ー ゼ （ pgk） プ ロ モ ー タ （ XbaI/Taq1断 片 Adra e
t al.　 (1987) Gene 60: 65-74） の 転 写 制 御 下 に あ る と 共 に 、 pgkポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン
部 位 (PvuII/HindIII 断 片 ； Boer et al.　 (1990) Biochemical Genetics 28: 299-308) 
を 含 有 す る neo遺 伝 子 か ら 成 る 。 こ の カ セ ッ ト は 、 プ ラ ス ミ ド pKJ1 (Tybulewicz et al.　
(1991) Cell 65: 1153-1163に 解 説 が あ る )か ら 得 た が 、 こ の プ ラ ス ミ ド か ら 前 記 neoカ セ
ッ ト を EcoRI/HindIII断 片 と し て 切 り 出 し 、 EcoRI/HindIIIで 消 化 し た pGEM-7Zf（ ＋ ） 内 に
サ ブ ク ロ ー ン し て 、 pGEM-7 (KJ1)を 作 製 し た 。 こ の neoカ セ ッ ト を 、 pGEM-7 (KJ1)か ら Eco
RI/SalI消 化 に よ り 切 り 出 し 、 平 滑 末 端 に し て か ら 、 プ ラ ス ミ ド pTAR1の SmaI部 位 に ゲ ノ ム
Cmu配 列 と は 反 対 の 方 向 で サ ブ ク ロ ー ン し た 。 そ の 結 果 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を Not Iで 直 線
化 し 、 単 純 疱 疹 ウ ィ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (tk)カ セ ッ ト を 挿 入 し て 、 Mansour et al.　 (1
988) Nature 336: 348-352が 解 説 し た 通 り に 、 相 同 組 換 え 体 を 持 つ ESク ロ ー ン を 濃 縮 で き
る よ う に し た 。 こ の カ セ ッ ト は 、 Tybulewicz et al.　 (1991)　 Cell 65: 1153-1163が 解
説 し た よ う に 、 マ ウ ス pgkプ ロ モ ー タ 及 び ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン 部 位 を 両 端 に 持 つ tk遺 伝
子 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 か ら 成 る 。 そ の 結 果 得 ら れ た CMDタ ー ゲ テ ィ ン グ ・ ベ ク タ は 、 前 記
重 鎖 遺 伝 子 座 に 合 計 で ほ ぼ 5.3 kb の 相 同 性 を 含 有 し 、 neo発 現 カ セ ッ ト が 一 番 目 の Cmuエ
キ ソ ン の 非 反 復 SmaI部 位 に 挿 入 さ れ た 変 異 mu遺 伝 子 を 生 ず る よ う 、 デ ザ イ ン さ れ て い る 。
こ の タ ー ゲ テ ィ ン グ ・ ベ ク タ を 、 ES細 胞 内 に 電 気 穿 孔 注 入 す る 前 に 、 プ ラ ス ミ ド 配 列 内 で
切 断 す る PvuIで 直 線 化 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】

AB-1 ES 細 胞  (McMahon, A. P. and Bradley, A., (1990) Cell 62: 1073-1085) を 有 糸
分 裂 不 活 性 期 の SNL76/7 細 胞 支 持 細 胞 層 （ 同 書 ） 上 で 、 基 本 的 に は 解 説  (

　 (E. J. Robertson, ed.) Oxford
: IRL Press, p. 71-112の Robertson, E. J. (1987))さ れ た 通 り に 成 長 さ せ た 。 直 線 化 さ
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せ た CMDタ ー ゲ テ ィ ン グ ・ ベ ク タ を 、 電 気 穿 孔 法 で AB-1細 胞 に 、 Hasty et al. (Hasty, P.
 R. et al. (1991) Nature 350: 243-246)で 解 説 さ れ た 方 法 に よ り 注 入 し た 。 注 入 後 の 細
胞 を 100 mm 皿 に 、 1-2× 10 6 細 胞 ／ 皿 の 密 度 に な る よ う に プ レ ー ト し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 G41
8 (200マ イ ク ロ グ ラ ム ／ mlの 活 性 成 分 ） 及 び  FIAU (5× 10 - 7 M） を 培 地 に 加 え 、 薬 物 耐 性
ク ロ ー ン を ８ 乃 至 ９ 日 間 、 展 開 さ せ た 。 ク ロ ー ン を 摘 み だ し 、 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 ２ つ の
部 分 に 分 割 し 、 さ ら に 展 開 さ せ た 。 そ の 後 各 ク ロ ー ン 由 来 の 細 胞 の 半 分 を 凍 結 さ せ 、 残 り
の 半 分 を 、 ベ ク タ と 標 的 配 列 と の 間 の 相 同 組 換 え に つ い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
DNA解 析 を サ ザ ン ・ ブ ロ ッ ト ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 行 っ た 。 DNAは Laird et al. (La
ird, P. W. et al., (1991) Nucleic Acids Res. 19 : 4293)が 解 説 し た 通 り に 前 記 ク ロ
ー ン か ら 単 離 し た 。 単 離 さ れ た ゲ ノ ム DNAを SpeIで 消 化 し 、 muイ ン ト ロ ン ・ エ ン ハ ン サ と m
uス イ ッ チ 領 域 と の 間 の 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ A（ 図 １ ） で あ る 915 bp の Sac
I 断 片 で プ ロ ー ブ し た 。 プ ロ ー ブ Ａ は 、 野 生 型 遺 伝 子 座 の 9.9 kbの SpeI断 片 と 、 CMDタ ー
ゲ テ ィ ン グ ・ ベ ク タ と 相 同 組 換 え を 起 こ し た mu遺 伝 子 座 の 判 断 材 料 と な る 7.6kbの バ ン ド
と を 検 出 す る （ neo発 現 カ セ ッ ト は SpeI部 位 を 含 有 す る )。 サ ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 解 析 で ス ク リ
ー ニ ン グ し た 1132 個 の G418及 び FIAU 耐 性 ク ロ ー ン の う ち 、 3個 が 、 mu遺 伝 子 座 で の 相 同
組 換 え を 示 す 7.6 kb の SpeI バ ン ド を 示 し た 。 こ れ ら 3個 の ク ロ ー ン を 酵 素 BglI、 BstXI、
及 び EcoRI で さ ら に 消 化 し て 、 当 該 ベ ク タ が mu遺 伝 子 に 相 同 的 に 組 み 込 ま れ た こ と を 確 認
し た 。 プ ロ ー ブ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 場 合 、 BglI、 BstXI、 又 は EcoRI で 消 化 し た 野 生
型 DNAの サ ザ ン ・ ブ ロ ッ ト で は 、 そ れ ぞ れ 15.7、 7.3、 及 び 12.5 kbの 断 片 が 生 ず る が 、 標
的 に し た muア レ ル の 存 在 は 、 そ れ ぞ れ 7.7、 6.6、 及 び 14.3 kbの 断 片 で 示 さ れ る 。 SpeI消
化 に よ り 検 出 さ れ た ３ 個 の 陽 性 ク ロ ー ン は す べ て 、 neoカ セ ッ ト が Cmu1エ キ ソ ン へ 挿 入 さ
れ た こ と の 判 断 材 料 と な る 、 予 想 通 り の BglI、 BstXI、 及 び EcoRI制 限 断 片 を 示 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】

264番 、 272番 及 び 408番 と 指 定 し た ３ つ の 標 的 設 定 さ れ た ESク ロ ー ン を 解 凍 し 、 C57BL/6J
胚 盤 胞 に Bradley (
.　 (E. J. Robertson, ed.) Oxford: IRL Press, p. 113-151の Bradley, A. (1987) )の
解 説 通 り に 注 入 し た 。 注 入 さ れ た 胚 盤 胞 を 偽 妊 娠 メ ス の 子 宮 に 移 し て 、 注 入 さ れ た ES細 胞
及 び ホ ス ト の 胚 盤 胞 を 由 来 と す る 細 胞 の 混 合 物 で あ る キ メ ラ マ ウ ス を 作 製 し た 。 こ の キ メ
ラ へ の ES細 胞 の 寄 与 度 は 、 黒 色 の C57BL/6Jバ ッ ク グ ラ ウ ン ド 上 に 見 え る 、 ES細 胞 系 由 来 の
野 鼠 色 の 皮 の 量 に よ り 視 覚 的 に 判 断 で き る 。 ク ロ ー ン 272及 び 408で は 、 ご く 低 い パ ー セ ン
テ ー ジ で キ メ ラ が 生 じ た （ 即 ち 、 野 鼠 色 の 着 色 率 が 低 い ） が 、 ク ロ ー ン 264で は 、 高 率 で
オ ス の キ メ ラ が 生 じ た 。 こ れ ら の キ メ ラ を C57BL/6Jメ ス と 交 配 し 、 ES細 胞 ゲ ノ ム の 生 殖 細
胞 伝 播 を 示 す 野 鼠 色 の 仔 を 作 っ た 。 尾 の 生 検 で 得 た DNAを BgII消 化 し 、 サ ザ ン ・ ブ ロ ッ ト
分 析 し て 、 標 的 設 定 さ れ た mu遺 伝 子 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た （ ES細 胞 DNAの 分 析 に つ い
て 上 述 し た 通 り ） 。 野 鼠 色 の 仔 の ほ ぼ ５ ０ ％ が 、 野 生 型 の バ ン ド 15.7kbに 加 え 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し た 7.7kbの BgIIバ ン ド を 示 し 、 標 的 設 定 さ れ た mu遺 伝 子 の 生 殖 細 胞 伝 播 が 実 証 さ
れ た 。
【 ０ １ ６ ４ 】

neoカ セ ッ ト を Cmu1に 挿 入 し た こ と で Ig重 鎖 遺 伝 子 が 不 活 性 化 し た か ど う か を 調 べ る た め
に 、 ク ロ ー ン 264キ メ ラ を 、 JH遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 欠 失 さ せ て 重 鎖 発 現 を 不 活 性 化 さ せ る J
HD変 異 が ホ モ 接 合 型 と な っ た マ ウ ス と 交 配 し た (Chen et al, (1993) Immunol. 5: 647-65
6)。 ４ 匹 の 野 鼠 色 の 仔 を 得 た 。 血 清 を １ 月 齢 の こ れ ら 動 物 か ら 得 、 ELISAで 検 定 し て マ ウ
ス IgMの 存 在 を 調 べ た 。 ４ 匹 の 仔 の う ち ２ 匹 が IgMを 完 全 に 欠 い て い た （ 表 １ を 参 照 さ れ た
い ） 。 ４ 匹 の 動 物 を 、 尾 の 生 検 で 得 た DNAを BgII消 化 し 、 プ ロ ー ブ Ａ （ 図 １ を 参 照 さ れ た
い ） に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 さ ら に StuI消 化 し 、 475bpの EcoRI/StuI断 片 （ 同 書 ） に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ せ る 、 と い っ た サ ザ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 で 遺 伝 子 型 決 定 し た と こ ろ 、 血 清 IgM
を 発 現 で き な い 当 該 動 物 は 、 重 鎖 遺 伝 子 座 の 一 方 の ア レ ル が JHD変 異 を 持 ち 、 他 方 の ア レ
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ル が Cmu1変 異 を 持 つ も の で あ る こ と が 実 証 さ れ た 。 JHD変 異 が ヘ テ ロ 接 合 型 と な っ た マ ウ
ス は 野 生 型 の レ ベ ル の 血 清 Igを 示 す 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Cmu1変 異 は mu遺 伝 子 の 発 現 を 不
活 性 化 す る こ と を 実 証 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ６ 】
表 １ は 、 CMD及 び JHD 変 異 の 両 方 を 持 つ マ ウ ス  (CMD/JHD)、 JHD変 異 に つ い て ヘ テ ロ 接 合 型
の マ ウ ス  (+/JHD)、 野 生 型  (129Sv × C57BL/6J)F1 マ ウ ス (+/+)、 及 び 、 JHD変 異 が ホ モ 接
合 型 の B細 胞 欠 損 マ ウ ス (JHD/JHD)に つ い て 、 ELISAで 検 出 さ れ た 血 清 IgMレ ベ ル を 示 す 。
【 ０ １ ６ ７ 】
実 施 例 ２ 　 HCO12ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製

80 kb の pHC2 の イ ン サ ー ト (Taylor et al., 1994, Int. Immunol., 6: 579-591)及 び 25 
kbの pVx6の イ ン サ ー ト を 同 時 注 入 す る こ と で 、 HCO12導 入 遺 伝 子 を 作 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド p
Vx6 を 以 下 に 解 説 す る よ う に 構 築 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
生 殖 細 胞 ヒ ト V H 1-18 (DP-14)遺 伝 子 を 、 ほ ぼ 2.5 kb の 5' 側 フ ラ ン キ ン グ 及 び 5 kb の 3'
側 フ ラ ン キ ン グ ゲ ノ ム 配 列 と 一 緒 に 含 む 、 8.5 kb の HindIII/SalI DNA 断 片 を プ ラ ス ミ ド
・ ベ ク タ pSP72 (ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ ジ ソ ン 、 プ ロ メ ガ 社 ） 内 に サ ブ ク ロ ー ン し て 、 プ ラ
ス ミ ド p343.7.16を 作 製 し た 。 生 殖 細 胞 ヒ ト VH5-51 (DP-73)遺 伝 子 を 、 ほ ぼ 5 kbの 5' 側 フ
ラ ン キ ン グ 及 び 1 kb の 3' 側 フ ラ ン キ ン グ ゲ ノ ム 配 列 と 一 緒 に 含 む 、 7 kbの BamHI/HindII
I DNA断 片 を 、 pBR322ベ ー ス の プ ラ ス ミ ド ・ ク ロ ー ニ ン グ ・ ベ ク タ pGP1f (Taylor et al. 
1992, Nucleic Acids Res. 20: 6287-6295)内 に ク ロ ー ン し て 、 プ ラ ス ミ ド p251fを 作 製 し
た 。 pGP1f、 pGP1k (配 列 番 号 :13)を 由 来 と す る 新 し い ク ロ ー ニ ン グ ・ ベ ク タ を 、 EcoRV/Ba
mHIで 消 化 し 、 生 殖 細 胞 ヒ ト VH3-23 (DP47)遺 伝 子 を ほ ぼ 4 kbの 5' 側 フ ラ ン キ ン グ 及 び 5 k
b の 3' 側 フ ラ ン キ ン グ ゲ ノ ム 配 列 と 一 緒 に 含 む 、 10 kbの EcoRV/BamHI DNA 断 片 に 連 結 し
た 。 そ の 結 果 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド p112.2RR.7を BamHI/SalI で 消 化 し 、 p251fの 7 kbの 精 製
済 み BamHI/SalI イ ン サ ー ト に 連 結 し た 。 そ の 結 果 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド pVx4を XhoIで 消 化
し 、 p343.7.16の 8.5 kbの  XhoI/SalI イ ン サ ー ト に 連 結 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
V H 1-18遺 伝 子 を 他 の ２ つ の V遺 伝 子 と 同 じ 方 向 で 持 つ ク ロ ー ン を 得 た 。 こ の ク ロ ー ン を pVx
6と 命 名 し た 後 、 NotIで 消 化 し 、 精 製 さ れ た そ の 26 kbの イ ン サ ー ト を 、 pHC2の 精 製 済 み 80
kbの NotIイ ン サ ー ト と 一 緒 に 、 1:1の モ ル 比 で 、 Hogan et al. (B. Hogan et al., Manipu
lating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual, 2 n d  edition, 1994, Cold Spring Har
bor Laboratory Press, Plainview NY)が 解 説 し た よ う に 半 日 齢 (C57BL/6J x DBA/2J)F2 
胚 の 前 核 に 同 時 注 入 し た 。 こ れ ら の 注 入 を 受 け た 胚 か ら 発 生 し た マ ウ ス か ら 、 V× 6及 び HC
2の 両 方 を 由 来 と す る 配 列 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の ３ つ の 個 別 の 株 を 確 立 し た
。 こ れ ら の 株 を (HCO12)14881、 (HCO12)15083、 及 び (HCO12)15087と 命 名 す る 。 次 に こ れ ら
の ３ つ の 株 の そ れ ぞ れ を 、 実 施 例 １ で 解 説 し た CMD変 異 、 JKD 変 異  (Chen et al. 1993, E
MBO J. 12: 811-820)、 及 び (KCo5） 9272 導 入 遺 伝 子 (Fishwild et al. 1996, Nature Bio
technology 14: 845-851)を 含 む マ ウ ス に 交 配 し た 。 そ の 結 果 得 ら れ る マ ウ ス は 、 ヒ ト 重
鎖 及 び カ ッ パ 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 、 内 因 性 マ ウ ス 重 鎖 及 び カ ッ パ 軽 鎖 遺 伝 子 座 の 破 壊 に つ い
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て ホ モ 接 合 型 で あ る こ と を バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と し て 発 現 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
実 施 例 ３ 　 IL-15に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
上 述 の 通 り に 作 製 さ れ 、 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ホ セ の メ ダ レ ッ ク ス 社 よ り 提 供 さ れ た
HCo12 及 び  HCo7 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ・ ア ジ ュ バ ン ト （ CFA、
米 国 ミ シ ガ ン 州 デ ト ロ イ ト 、 デ ィ フ コ ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 、 ロ ッ ト 番 号 121024LA） 又 は 不
完 全 フ ロ イ ン ト ・ ア ジ ュ バ ン ト （ ICFA、 デ ィ フ コ 社 、 ロ ッ ト 番 号 121195LA） を 添 加 し た ヒ
ト 組 換 え IL-15 (hIL-15、 米 国 、 シ ア ト ル 、 イ ム ネ ッ ク ス 社 ） で 皮 下 的  (SC） 腹 腔 内  (IP)
又 は 静 脈 内  (IV)に よ り 免 疫 し た 。 い く つ か の 場 合 で は 、 KLHに 結 合 さ せ た hIL-15を 免 疫 処
置 に 用 い た 。 完 全 も し く は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ・ ア ジ ュ バ ン ト を 添 加 し た hIL-15で 数 回 、 追
加 し 激 し た 後 、 マ ウ ス の 血 清 を 、 IL-15に 対 す る ヒ ト 抗 体 の 存 在 に つ い て 検 査 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】

マ ウ ス 番 号  146 (HCo12)、 ID 995-146、 メ ス
170699 SC 12μ g hIL-15 の CFA (デ ィ フ コ 社 、 ロ ッ ト 番 号 121024LA)溶 液
010799 SC 12μ g hIL-15 の ICFA (デ ィ フ コ 社 、 ロ ッ ト 番 号 121195LA)溶 液
150799 SC 12μ g hIL-15 の ICFA溶 液
020899 SC 12μ g hIL-15-KLH の ICFA溶 液
070999 SC 12μ g hIL-15-KLH の ICFA溶 液
280999 SC 12μ g hIL-15-KLH の CFA溶 液
111099 IV 30μ g hIL-15 の PBS溶 液
121099 IV 30μ g hIL-15 の PBS溶 液
151099 こ の マ ウ ス の リ ン パ 節 及 び 脾 細 胞 の SP2/0と の 融 合
【 ０ １ ７ ２ 】
マ ウ ス 番 号 404 (HCo7)、 ID 997-404、 メ ス
201099 IP 25μ g hIL-15-KLHの CFA (デ ィ フ コ 社 、 ロ ッ ト 番 号 121024LA)
031199 IP 12.5μ g hIL-15、 12.5μ g hIL-15-KLH、 25μ gの ICFA溶 液  (デ ィ フ コ  社 、 ロ ッ
ト 番 号 121195LA)
101199 IV 12.5μ g hIL-15、 12.5μ g hIL-15-KLH
121199 IV 12.5μ g hIL-15、  12.5μ g hIL-15-KLH
191199 こ の マ ウ ス の リ ン パ 節 及 び 脾 細 胞 の SP2/0と の 融 合
【 ０ １ ７ ３ 】

融 合 相 手 の 培 地 （ FPM） ：
イ ス コ ー ブ の 改 変 ダ ル ベ ッ コ 培 地 に 、 100 IU/ml ペ ニ シ リ ン 、 100μ g/ml ス ト レ プ ト マ イ
シ ン 、 1 mM ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.5 mM β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ ス コ ッ ト ラ ン ド
、 ペ ー ズ リ ー 、 ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 ） 及 び 10% 熱 不 活 化 ウ シ 胎 児 血 清 （ 米 国 ユ タ 州
、 ハ イ ク ロ ー ン 社 ） を 添 加 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
融 合 選 択 培 地 （ FSM） ：
30 ml オ リ ゲ ン ・ ハ イ ブ リ ド ー マ ・ ク ロ ー ニ ン グ ・ フ ァ ク タ ー （ 米 国 メ リ ー ラ ン ド 州 、 ガ
イ ザ ー ズ バ ー グ 、 ア イ ジ ェ ン 社 ） 、 HAT　 (1バ イ ア ル 、 メ ー カ の 推 奨 濃 度 、 米 国 ミ ズ ー リ
州 セ ン ト ル イ ス 、 シ グ マ ・ ケ ミ カ ル 社 ） 及 び 0.5 mg/ml カ ナ マ イ シ ン （ ス コ ッ ト ラ ン ド 、
ペ ー ズ リ ー 、 ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 ） を 添 加 し た FPM。
【 ０ １ ７ ５ 】
融 合 ク ロ ー ニ ン グ 培 地 （ FCM） ：
20 ml オ リ ゲ ン ・ ハ イ ブ リ ド ー マ ・ ク ロ ー ニ ン グ ・ フ ァ ク タ ー （ 米 国 メ リ ー ラ ン ド 州 、 ガ
イ ザ ー ズ バ ー グ 、 ア イ ジ ェ ン 社 ） 、 HAT　 (1バ イ ア ル 、 メ ー カ の 推 奨 濃 度 、 米 国 ミ ズ ー リ
州 セ ン ト ル イ ス 、 シ グ マ ・ ケ ミ カ ル 社 ） 及 び 0.5 mg/ml カ ナ マ イ シ ン （ ス コ ッ ト ラ ン ド 、
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最 終 的 な ク ロ ー ン 146B7、 146H5、 404E4及 び 404A8を 生 じ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ・ マ ウ ス の
免 疫 処 置 ス キ ー ム

培 地



ペ ー ズ リ ー 、 ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 ） を 添 加 し た 培 地 。
【 ０ １ ７ ６ 】

ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る た め に 、 脾 臓 、 鼠 径 及 び 大 動 脈 周 囲 リ ン パ 節 を マ ウ ス か ら 摘 出 し た
。 脾 臓 及 び リ ン パ 節 細 胞 の 単 個 細 胞 懸 濁 液 を SP2/0骨 髄 腫 細 胞 に 細 胞 比 １ ： ２ で 混 合 し た
。 細 胞 を 遠 心 分 離 で 沈 降 さ せ 、 そ の ペ レ ッ ト を ３ ７ ℃ の  1 ml ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル  (
PBSに よ る 50% w/v溶 液 、 英 国 ア ー ヴ ィ ン 、 シ グ マ － ア ル ド リ ッ チ 社 ） 中 に 静 か に 再 懸 濁 さ
せ た 。 細 胞 を ６ ０ 秒 間 、 渦 流 さ せ た 後 、 25 ml FPM-2 を 加 え 、 細 胞 を ３ ７ ℃ で ３ ０ 乃 至 ６
０ 分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 細 胞 を ９ ６ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト で FSMに
入 れ て 1ウ ェ ル 当 た り （ 100μ l中 ） 0,75× 10 5 細 胞 　 の 細 胞 密 度 で 培 養 し た 。 ３ 日 後 、 100
μ l FSM を 各 ウ ェ ル に 加 え た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
hIL-15で 免 疫 し た HCo7及 び HCo12マ ウ ス の 脾 臓 及 び リ ン パ 節 を 融 合 さ せ た と こ ろ 、 IL-15を
指 向 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ が い く つ か 、 生 じ た 。 完 全 ヒ ト 抗 IL-15抗 体 を 産
生 す る 以 下 の ４ つ の 安 定 な ク ロ ー ン を 単 離 し た ： （ １ ） 146LyD7F7B7改 名 後 ： 146B7; （ ２
） 146DE2E12A3H5 改 名 後 ： 146H5; (3) 404CG11B7E4 改 名 後 ： 404E4； 及 び （ ４ ） 404FB12E
7A8 改 名 後 ： 404A8。 こ れ ら の ク ロ ー ン は 、 ヒ ト IgG1/kサ ブ ク ラ ス の す べ て だ っ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ
融 合 後 ７ 日 目 乃 至 １ １ 日 目 の 間 に ウ ェ ル を ヒ ト 抗 体 の 存 在 に つ い て 以 下 の ELISAを 用 い て
ス ク リ ー ニ ン グ し た ：
【 ０ １ ７ ９ 】

ヒ ト IgG抗 体 の 存 在 を 検 出 す る ELISAを 行 う た め に 、 100μ l/ウ ェ ル の 0.9μ g/ml ウ サ ギ -α
-k-軽 鎖 抗 体  (デ ン マ ー ク 、 グ ロ ス ト ラ ッ プ 、 ダ コ 社 ） を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） に
入 れ て Nunc Maxisorp ELISA-プ レ ー ト に 加 え た （ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 室 温 で 一 晩 ） 。  
ニ ワ ト リ 血 清 （ 2%； ス コ ッ ト ラ ン ド 、 ペ ー ズ リ ー 、 ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 ） 及 び Twee
n-20 (0.05 %； PBSTC)を 添 加 し た PBSで こ の プ レ ー ト を 遮 断 後 、 培 養 上 清 を 加 え た 。 １ ．
５ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 PBSTCで 希 釈 し た 0.5μ g/mlの 西 洋 わ さ び
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ デ ン マ ー ク 、 グ ロ ス ト ラ ッ プ 、 ダ コ 社 ） に 結 合 さ せ た ウ サ ギ -α -ヒ ト
IgG (Fab2-フ ラ グ メ ン ト ) を 加 え た 。 １ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 基 質
で あ る ABTS (2,2'-ア ジ ノ ビ ス -3-エ チ ル ベ ン ズ チ ア ゾ リ ン -ス ル ホ ン 酸 、 ド イ ツ 、 マ ン ハ
イ ム 、 ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 ） を メ ー カ の プ ロ ト コ ル 通 り に 加 え 、 抗 体 結 合
を 405nmで 、 EL808 ELISAリ ー ダ （ 米 国 ヴ ァ ー モ ン ト 州 、 ウ ィ ヌ ー ス キ 、 バ イ オ － テ ッ ク ・
イ ン ス ツ ル メ ン ツ 社 ） で 評 価 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】

ヒ ト IgG/k抗 体 を 含 有 す る ウ ェ ル を 、 さ ら に ヒ ト 抗 IL-15抗 体 の 存 在 に つ い て 、 IL-15特 異
的 ELISAで 検 査 し た 。 こ の ELISAを 行 う た め に 、 100μ l/ウ ェ ル の 1μ g/ml IL-15 を リ ン 酸
緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS)に 入 れ て Nunc Maxisorp ELISAプ レ ー ト （ 室 温 で 一 晩 、 イ ン キ ュ ベ ー
ト ） に 加 え た 。 ニ ワ ト リ 血 清 （ 2%； ス コ ッ ト ラ ン ド 、 ペ ー ズ リ ー 、 ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー
ズ 社 ） 及 び Tween-20 (0.05 %； PBSTC)を 添 加 し た PBSで こ の プ レ ー ト を 遮 断 後 、 培 養 上 清
を 加 え た 。 １ ． ５ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 PBSTCで 1/5000に 希 釈 し
た 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ 米 国 ペ ン シ ル ヴ ァ ニ ア 州 、 ウ ェ ス ト ・ グ ロ ー ブ 、 ジ ャ ク
ソ ン ・ イ ム ノ ・ リ サ ー チ 社 ） に 結 合 さ せ た α -ヒ ト IgG Fc を 加 え た 。 １ 時 間 の イ ン キ ュ ベ
ー ト 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 基 質 で あ る ABTS (2,2'-ア ジ ノ ビ ス -3-エ チ ル ベ ン ズ チ ア ゾ リ ン
－ ス ル ホ ン 酸 、 ド イ ツ 、 マ ン ハ イ ム 、 ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 ） を メ ー カ の プ
ロ ト コ ル 通 り に 加 え 、 抗 体 結 合 を 405nmで 、 EL808 ELISAリ ー ダ （ 米 国 ヴ ァ ー モ ン ト 州 、 ウ
ィ ヌ ー ス キ 、 バ イ オ － テ ッ ク ・ イ ン ス ツ ル メ ン ツ 社 ） で 評 価 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
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ハ イ ブ リ ド ー マ の 調 製 ： 脾 細 胞 及 び リ ン パ 節 細 胞 の SP2/0 骨 髄 腫 細 胞 と の 融 合

培 養 上 清 中 の ヒ ト IgGの 存 在 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ELISA

IL-15特 異 抗 体 の 存 在 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ELISA



安 定 な 抗 IL-15細 胞 株 を 得 る た め に 、 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ を 細 胞 の （ 0.5細 胞 ／ ウ ェ ル ま で
の ） 限 界 希 釈 に よ り 、 ９ ６ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト で サ ブ ク ロ ー ン し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
こ れ ら の サ ブ ク ロ ー ン を 、 ほ ぼ １ ０ 日 後 に 上 述 の IL-15 ELISAで 検 査 し た 。 い く つ か の サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ 法 で は FSMを FCMか ら FPMに 相 変 化 さ せ た 。 サ ブ ク ロ ー ン の ア イ ソ タ イ プ は
、 以 下 に 解 説 す る ELISAで 判 定 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】

ア イ ソ タ イ プ ELISAを 行 う た め に 、 100μ l/ウ ェ ル の 1μ g/ml 抗 ヒ ト Fc（ ジ ャ ク ソ ン ・ イ ム
ノ ・ リ サ ー チ 社 ） を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS)に 入 れ て Nunc Maxisorp ELISAプ レ ー ト （
室 温 で 一 晩 、 イ ン キ ュ ベ ー ト ） に 加 え た 。 ニ ワ ト リ 血 清 （ 2%； ス コ ッ ト ラ ン ド 、 ペ ー ズ リ
ー 、 ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 ） 及 び Tween-20 (0.05 %； PBSTC)を 添 加 し た PBSで こ の プ
レ ー ト を 遮 断 後 、 培 養 上 清 を 加 え た 。 １ ． ５ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し
、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ラ ン ド 、 プ ラ ー ツ 、 ザ イ メ ッ ド 社 ） に 結 合 さ せ た マ ウ ス -α -
HuIgG1又 は 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ ザ イ メ ッ ド 社 ） に 結 合 さ せ た マ ウ ス -α -HuIg
G3を 加 え た 。 １ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 基 質 で あ る ABTS (2,2'-ア ジ
ノ ビ ス -3-エ チ ル ベ ン ズ チ ア ゾ リ ン － ス ル ホ ン 酸 、 ド イ ツ 、 マ ン ハ イ ム 、 ロ シ ュ ・ ダ イ ア
グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 ） を メ ー カ の プ ロ ト コ ル 通 り に 加 え た 。 抗 体 結 合 を 405nmで 、 EL808 E
LISAリ ー ダ （ 米 国 ヴ ァ ー モ ン ト 州 、 ウ ィ ヌ ー ス キ 、 バ イ オ － テ ッ ク ・ イ ン ス ツ ル メ ン ツ 社
） で 評 価 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
実 施 例 ４ 　 完 全 ヒ ト 抗 IL-15抗 体 の エ ピ ト ー プ 特 異 性
治 療 的 に 機 能 し 、 そ し て IL-15誘 導 性 炎 症 誘 発 作 用 を 阻 害 す る た め に は 、 IL-15特 異 抗 体 は
、 IL-15受 容 体 の IL-2Rβ 鎖 及 び ／ 又 は γ 鎖 と の 相 互 作 用 に 関 与 す る IL-15エ ピ ト ー プ を 認
識 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
（ Pettit et al.が 解 説 し た ） 変 異 タ ン パ ク 質 を 用 い て 、  完 全 ヒ ト 抗 IL-15抗 体 、 146B7、
146H5、 404A8及 び 404E4の エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 評 価 し た 。 用 い た IL-15変 異 体 に は 、 IL-15
変 異 体 Q108S (残 基 108位 の Glnが Serに 置 換 さ れ た も の ； γ 鎖 相 互 作 用 部 位 で の 変 異 ） 及 び
変 異 体 D8SQ108S (残 基 108位 の Glnを Serに 、 そ し て ８ 位 の Aspを Serに 置 換 し た も の ； IL-15
の β 鎖 及 び γ 鎖 相 互 作 用 部 位 の 両 方 で の 変 異 ） が 含 ま れ て い た 。
【 ０ １ ８ ６ 】

こ の ELISAを 行 う た め に 、 100μ lの 1μ g/ml IL-15 又 は hIL-15 変 異 型 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸
緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS)を Nunc Maxisorp ELISAプ レ ー ト に 加 え て 被 覆 し た 。 ニ ワ ト リ 血 清 （
2%； ス コ ッ ト ラ ン ド 、 ペ ー ズ リ ー 、 ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 ） 及 び Tween-20 (0.05 %；
PBSTC)を 添 加 し た PBSで こ の プ レ ー ト を 遮 断 後 、 hIL-15特 異 抗 体 の 連 続 希 釈 液 を イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 PBSTCで 1/5000に 希 釈 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ 米 国 ペ ン シ ル ヴ ァ ニ
ア 州 、 ウ ェ ス ト ・ グ ロ ー ブ 、 ジ ャ ク ソ ン ・ イ ム ノ ・ リ サ ー チ 社 ） に 結 合 さ せ た α -ヒ ト IgG
 Fcを 加 え た 。 洗 浄 後 、 基 質 で あ る ABTS (2,2'-ア ジ ノ ビ ス -3-エ チ ル ベ ン ズ チ ア ゾ リ ン －
ス ル ホ ン 酸 、 ド イ ツ 、 マ ン ハ イ ム 、 ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 ） を メ ー カ の プ ロ
ト コ ル に 従 っ て 加 え 、 抗 体 結 合 を 405 nmで EL808 ELISAリ ー ダ （ 米 国 ヴ ァ ー モ ン ト 州 、 ウ
ィ ヌ ー ス キ 、 バ イ オ － テ ッ ク ・ イ ン ス ツ ル メ ン ツ 社 ） で 評 価 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
完 全 ヒ ト IL-15特 異 抗 体  146B7、 146H5、 404A8及 び 404E4 の hIL-15 並 び に IL-15変 異 型 タ
ン パ ク 質 Q108S 及 び D8SQ108Sへ の 結 合 を 図 １ に 示 す 。 146B7又 は 146H5の い ず れ も 、 こ れ ら
の 変 異 型 IL-15タ ン パ ク 質 に 結 合 で き な か っ た 。 両 方 の 変 異 型 と も Q108S変 異 を 持 つ た め 、
146B7及 び 146H5に よ り 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 IL-15の う ち で 、 IL-15受 容 体 の γ 鎖 と 相
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ハ イ ブ リ ド ー マ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ

ELISAに よ る 抗 IL-15抗 体 の ア イ ソ タ イ プ 決 定

hIL-15及 び 変 異 型 IL-15タ ン パ ク 質 に 対 す る hIL-15特 異 抗 体 146B7、 147H5、 404A8及 び 404E
4の 結 合 を 判 定 す る た め の ELISA



互 作 用 す る 重 要 な ド メ イ ン 内 に あ る 。 404A8及 び 404E4は 両 者 と も 、 こ れ ら 変 異 型 タ ン パ ク
質 に 結 合 で き た た め 、 こ れ ら の 抗 体 は 、 IL-15の β 鎖 及 び γ 鎖 相 互 作 用 ド メ イ ン 外 に あ る
エ ピ ト ー プ を 認 識 す る も の で あ る 。 146B7及 び 146H5は 両 者 と も 、 IL-15に 、 IL-15受 容 体 の
γ 鎖 と 相 互 作 用 す る 領 域 で 結 合 す る 。 こ の こ と は 、 本 発 明 の 完 全 ヒ ト 抗 IL-15抗 体 を 用 い
た 増 殖 検 定 で 得 た デ ー タ と 一 致 す る 。 以 下 に 詳 述 す る よ う に 、 404A8 又 は 404E4 の い ず れ
も 、 CTLL-2細 胞 及 び ヒ ト PBMCの IL-15誘 導 性 増 殖 を 阻 害 で き な か っ た 。 146B7 及 び 146H5は
両 者 と も 、  IL-15誘 導 性 増 殖 を 阻 害 で き た 。 さ ら に 、 増 殖 の 阻 害 は 、 IL-15と 、 IL-15受 容
体 の γ サ ブ ユ ニ ッ ト と の 相 互 作 用 を 遮 断 す る こ と に よ り 、 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
実 施 例 ５ 　 146B7の V H 及 び V L 領 域 の 配 列
146B7の 再 編 成 の あ る V H 及 び V L ド メ イ ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 以 下
の 手 法 を 用 い て 決 定 し た 。 こ れ ら の 配 列 は 、 用 い る V H 及 び V L 生 殖 細 胞 系 フ ァ ミ リ ー に 関 す
る 情 報 を 提 供 す る ；  こ れ ら の 生 殖 細 胞 配 列 中 の 点 変 異 は 、 動 物 の 免 疫 処 置 の 際 の B細 胞 の
親 和 性 成 熟 が 原 因 で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】

総 RNAを 5× 10 6 個 の 146B7ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 、 RNAzol (英 国 プ ー ル 、 バ イ オ ジ ェ ネ シ
ス 社 ） を 用 い て メ ー カ の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 調 製 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】

146B7由 来 の RNAの cDNAを 、 3μ gの 総 RNAか ら 、 緩 衝 剤 （ ド イ ツ 、 マ ン ハ イ ム 、 ロ シ ュ ・ ダ
イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 ） 、 オ リ ゴ d(T) 1 5 （ 米 国 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 マ ジ ソ ン 、 プ ロ メ ガ
社 ） 、 dNTP (米 国 、 ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ ム 社 ） 及 び RNAsin (プ ロ メ ガ 社 ） を 加 え た AM
Vリ バ ー ス ・ ト ラ ン ス ク リ プ タ ー ゼ を 用 い て メ ー カ の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 調 製 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】

用 い た プ ラ イ マ 対 ：
V H ：
FR1 5' プ ラ イ マ
(1) AB62 CAg gTK CAg CTg gTg CAg TC
(2) AB63 SAg gTg CAg CTg KTg gAg TC
(3) AB65 gAg gTg CAg CTg gTg CAg TC
V H リ ー ダ 5'プ ラ イ マ
(4) AB85 ATg gAC Tgg ACC Tgg AgC ATC
(5) AB86 ATg gAA TTg ggg CTg AgC Tg
(6) AB87 ATg gAg TTT ggR CTg AgC Tg
(7) AB88 ATg AAA CAC CTg Tgg TTC TTC
(8) AB89 ATg ggg TCA ACC gCC ATC CT
V H 3'プ ラ イ マ
(9) AB90 TgC CAg ggg gAA gAC CgA Tgg
V K ：
FR1 5'プ ラ イ マ
(1) AB8 RAC ATC CAg ATg AYC CAg TC
(2) AB9 gYC ATC YRg ATg ACC CAg TC
(3) AB10 gAT ATT gTg ATg ACC CAg AC
(4) AB11 gAA ATT gTg TTg ACR CAg TC
(5) AB12 gAA ATW gTR ATg ACA CAg TC
(6) AB13 gAT gTT gTg ATg ACA CAG TC
(7) AB14 gAA ATT gTg CTg ACT CAg TC
V K リ ー ダ 5'プ ラ イ マ ：
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(8) AB123 CCC gCT Cag CTC CTg ggg CTC CTg
(9) AB124 CCC TgC TCA gCT CCT ggg gCT gC
(10) AB125 CCC AgC gCA gCT TCT CTT CCT CCT gC
(11) AB126 ATg gAA CCA Tgg AAg CCC CAg CAC AgC
V K 3'プ ラ イ マ
(12) AB16 Cgg gAA gAT gAA gAC AgA Tg
【 ０ １ ９ ２ 】

PCR反 応 を 、 AmpliTaq ポ リ メ ラ ー ゼ （ パ ー キ ン ・ エ ル マ ー 社 ） を GeneAmp PCRシ ス テ ム 970
0 (米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 フ ォ ス タ ー ・ シ テ ィ 、 パ ー キ ン ・ エ ル マ ー ・ ア プ ラ イ ド ・ バ
イ オ シ ス テ ム ズ 社 )で 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
PCRサ イ ク ル ・ プ ロ ト コ ル ：
94°  2'
11サ イ ク ル 94°  30"
１ サ イ ク ル 毎  65°  30"に マ イ ナ ス  1°
72°  30"
30 サ イ ク ル 94°  30"
55°  30"
72°  30"
72°  10"
4° ま で 冷 却
【 ０ １ ９ ４ 】

ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル で PCR産 物 を 解 析 後 、 こ の 産 物 を  S-400 も し く は  S300マ イ ク ロ ス ピ ン
・ カ ラ ム  (米 国 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 ア マ ー シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ
オ テ ッ ク 社 )か 、 又 は QIAEX II ゲ ル ・ エ ク ス ト ラ ク シ ョ ン ・ キ ッ ト （ ド イ ツ 、 ヒ ル デ ン 、
キ ア ゲ ン 社 ） で 精 製 し た 。 各 実 験 に つ き 、 各 V H 及 び V L 領 域 の う ち で 、 FR1又 は リ ー ダ ・ プ
ラ イ マ を 用 い て ２ つ の 個 別 に 増 幅 さ れ た PCR産 物 を 、 メ ー カ の プ ロ ト コ ル に 従 っ て pGEMT-
ベ ク タ 系 （ プ ロ メ ガ 社 ） で ク ロ ー ン し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
E. coli DH5α へ の 形 質 転 換 後 、 個 々 の コ ロ ニ を 、 T7 及 び SP6プ ラ イ マ を 用 い た コ ロ ニ PCR
に よ り 、 55℃ で 30サ イ ク ル 通 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 各 個 別 の コ ロ ニ か ら 採 っ た プ ラ ス
ミ ド DNAを Qiaprepス ピ ン ・ ミ ニ プ レ ッ プ ・ キ ッ ト （ キ ア ゲ ン 社 ） を 用 い て 精 製 し た 。 さ ら
に 分 析 す る た め に 、 Nco1/Not1 (英 国 NEバ イ オ ・ ラ ブ ズ 社 及 び ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ
ッ ク ス 社 ） 消 化 を 行 い 、 ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル で 分 析 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】

V領 域 は 、 pGEMTベ ク タ 系 Iで ク ロ ー ニ ン グ し た 後 に 配 列 決 定 さ れ た 。 T7及 び Sp6プ ラ イ マ （
ベ ル ギ ー 、 リ ュ イ ッ ク 、 ユ ー ロ ジ ェ ン テ ッ ク 社 ） を 、 配 列 決 定 キ ッ ト ： ABIプ リ ズ ム BigDy
eタ ー ミ ネ ー タ ・ サ イ ク ル ・ シ ー ケ ン シ ン グ ・ レ デ ィ ・ リ ア ク シ ョ ン ・ キ ッ ト （ 英 国 ウ ォ
リ ン ト ン 、 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 ） と プ ロ ト コ ル に 従 っ て 組 み 合 わ せ て 用 い た
。 反 応 を ABI PRISM 377 シ ー ケ ン サ (PEア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 ） で 行 わ せ 、 配
列 を プ ロ グ ラ ム DNAStar, SeqmanIIで 解 析 し た 。 次 に こ の 配 列 を 生 殖 細 胞 V遺 伝 子 配 列 に VB
ASE (www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/public/intro.htm)で ア ラ イ メ ン ト し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】

ハ イ ブ リ ド ー マ 146B7由 来 の V H 及 び V L 領 域 を PCRで 増 幅 し 、 pGEMTベ ク タ 系 Iで ク ロ ー ン し て
、 そ の cDNA配 列 を 決 定 し た 。 当 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 そ れ ぞ
れ 図 ２  (配 列 番 号 : 1 及 び 2) 及 び 図 ３ (配 列 番 号 : 3 及 び 4)に 示 す 。 フ レ ー ム ワ ー ク (FR)
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及 び 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)も 示 す 。 Vbaseで の ア ラ イ メ ン ト に 基 づ く 146B7の V H 領 域 の 生 殖
細 胞 フ ァ ミ リ ー ： V H 5-51 (V H 5-サ ブ グ ル ー プ )、 D2-15/D2 (D H -セ グ メ ン ト ） 、 JH4b (J H -
セ グ メ ン ト ） 。 Vbaseで の ア ラ イ メ ン ト に 基 づ く 146B7の V L 領 域 の 生 殖 細 胞 フ ァ ミ リ ー ：  A
27 (V K III-サ ブ グ ル ー プ ) 及 び J K 2 (J K -セ グ メ ン ト )。 V H 及 び V L ド メ イ ン に 関 す る 更 な る
情 報 は 、 Kabatデ ー タ ベ ー ス  http://immuno.bme.nwu.edu/ 又 は http://www.Vbase.comに
見 ら れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
実 施 例 ６ 　 146B7の 親 和 結 合 特 性
146B7の 親 和 性 を 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 (SPR)技 術 に よ り 、 BIACORE 3000 装 置 を 用 い て 解 析
し て 、 以 下 の 手 法 に 従 っ て 生 体 分 子 タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 を 調 べ た 。 生 体 分 子 結 合 に よ り
起 き る 表 面 層 上 で の SPRシ グ ナ ル の 変 化 を 検 出 し 、 表 面 層 で の 質 量 密 度 の 変 化 と す る 。 親
和 性 は 以 下 の 定 義 を 用 い て 表 現 さ れ て い る ： k a =結 合 速 度 定 数  (M - 1 sec - 1 ） ； k d =解 離 速 度
定 数 （ sec - 1 ） ； K A =結 合 平 衡 定 数 =k a /k d （ M

- 1 ） ； 及 び K D =解 離 平 衡 定 数 =k d /k a  (M)。
【 ０ １ ９ ９ 】
ヒ ト IL-15（ hIL-15） に 対 す る 146B7の 親 和 性 を 得 る た め に 異 な る 手 法 を 行 っ た 。 ２ つ の 異
な る 提 供 業 者 （ 米 国 シ ア ト ル 、 イ ム ネ ッ ク ス 社 及 び 米 国 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 、 ロ ッ キ ー ヒ
ル 、 ペ プ ロ テ ッ ク 社 ） か ら 得 た ヒ ト 組 換 え IL-15を CM5セ ン サ ・ チ ッ プ に 結 合 さ せ た 。 セ ン
サ ・ チ ッ プ に 結 合 さ せ た こ の 化 合 物 を リ ガ ン ド と 定 義 す る 。 他 の 実 験 で は 146B7を リ ガ ン
ド と し て 用 い た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
各 動 態 解 析 に お い て 、 セ ン サ チ ッ プ に 結 合 さ せ た リ ガ ン ド に 適 合 さ せ た 解 析 物 146B7又 は h
IL-15の 結 合 を 、 基 準 コ ン ト ロ ー ル CM5セ ン サ ・ チ ッ プ へ の 結 合 に 比 較 し た 。 解 析 物 の 連 続
希 釈 液 を 検 査 し た (0、 3.125、 6.25、 12.5、 25、 50μ g/ml)。 結 合 曲 線 及 び 解 離 曲 線 を
、 ラ ン グ ミ ュ ア の モ デ ル 1:1で 単 量 体 で の 相 互 作 用 に 合 わ せ て 、 k a 及 び k d を 決 定 し 、 K A 及
び K D を 計 算 し た 。 デ ー タ は す べ て 、 BIAエ バ リ ュ エ ー シ ョ ン 、 バ ー ジ ョ ン 3.1を 用 い て 解 析
し た 。 二 価 の 相 互 作 用 に 関 し て は 、 モ デ ル 「 二 価 解 析 物 」 を 用 い た 。 解 析 は す べ て 、 基 線
の 変 動 分 に つ い て 補 正 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
146B7の 抗 体 親 和 性 を 判 定 す る た め に 、 抗 体 146B7の 親 和 性 を 、 イ ム ネ ッ ク ス 社 及 び ペ プ ロ
テ ッ ク 社 と い う ２ つ の 異 な る 提 供 業 者 か ら 得 た ヒ ト 組 換 え IL-15に つ い て 、 BIACORE 3000
で 測 定 し た 。 146B7を リ ガ ン ド と し て 、 そ し て hIL-15を 分 析 物 と し て 用 い て 、 一 価 相 互 作
用 を 判 定 し た （ 曲 線 は ラ ン グ ミ ュ ア 1:1で 調 整 ） 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
IL-15（ イ ム ネ ッ ク ス 社 製 ） に 対 す る 146B7の 親 和 性 を 以 下 の 通 り に 測 定 し た ：
結 合 速 度 定 数 k a ：  1.07（ ± 0.17） × 10 5 M - 1  sec - 1

解 離 速 度 定 数 k d ：  6.56 （ ± 0.09) × 10 - 3  sec - 1

結 合 平 衡 定 数 K A ：  1.55 （ ± 0.21)× 10 7  M - 1

解 離 平 衡 定 数 K D ：  6.59 （ ± 0.88) × 10 - 8  M
【 ０ ２ ０ ３ 】
146B7の 結 合 力 を 調 べ る た め に 、 IL-15 (イ ム ネ ッ ク ス 社 製 ） を リ ガ ン ド と し て 用 い 、 そ し
て 146B7 を 分 析 物 と し て 用 い た 。 得 ら れ た デ ー タ を 、 抗 体 の 二 価 相 互 作 用 を 調 整 す る ラ ン
グ ミ ュ ア （ 1:1） 曲 線 を 用 い て 表 現 し て 分 析 す る 場 合 、 抗 体 の 結 合 力 を 判 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
146B7の IL-15（ イ ム ネ ッ ク ス 社 製 ） に 対 す る 結 合 力 を 以 下 の 通 り に 測 定 し た ：
結 合 速 度 定 数 k a ：  7.30 （ ± 0.81)× 10 5 M - 1  sec - 1

解 離 速 度 定 数 k d ：  1.45 （ ± 2.05) × 10 - 3  sec - 1

結 合 平 衡 定 数 K A ：  5.03 （ ± 3.40) ×  10 8  M - 1

解 離 平 衡 定 数 K D ：  1.55 （ ± 1.24) × 10 - 9  M
【 ０ ２ ０ ５ 】
ペ プ ロ テ ッ ク 社 製 IL-15に 対 す る 146B7の 親 和 性 及 び 結 合 力 も 判 定 し た 。 異 な る 供 給 源 の IL
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-15間 で 、 親 和 性 に も 、 又 は 結 合 力 に も 大 き な 違 い は 何 ら 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
CTLL-2細 胞 及 び PBMCの ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン -15（ hIL-15） 誘 導 性 増 殖 の 、 完 全 ヒ ト 抗 IL-
15抗 体 に よ る 阻 害 に 関 す る 下 記 の 実 施 例 で 解 説 す る よ う に 、 ［ 3 H］ -チ ミ ジ ン 取 り 込 み で
測 定 し た と こ ろ 、 146B7 は 用 量 依 存 的 に IL-15誘 導 性 増 殖 を 阻 害 し た 。 50%の 阻 害 が あ っ た
と き の 濃 度 で あ る IC50と い う 、 親 和 性 を 調 べ る た め の よ り 機 能 的 な 方 法 で あ る 数 値 を 、 こ
れ ら の 増 殖 阻 害 実 験 で 計 算 し た と こ ろ 、 3.1± 0.91 nMだ っ た 。 こ の IC50は 、 BIACORE 3000
 (K D  1.5 nM)で 、 146B7を リ ガ ン ド と し て 用 い 、 そ し て 組 換 え ヒ ト IL-15を 分 析 物 と し て 用
い て 測 定 さ れ た 結 合 力 と 一 致 し 、 こ こ で 得 ら れ た 親 和 性 及 び 結 合 力 の 測 定 値 の 裏 付 け と な
っ た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
実 施 例 ７ 　 hIL-15誘 導 性 TNF-α 産 生 の 、 完 全 ヒ ト 抗 IL-15抗 体 に よ る 阻 害
完 全 ヒ ト 抗 IL-15抗 体 146B7、 146H5、 404E4及 び 404A8が IL-15誘 導 性 TNF-α 産 生 に 及 ぼ す 作
用 を 、 以 下 の 手 法 を 用 い 、 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア か ら 採 っ た 末 梢 血 由 来 単 核 細 胞 （ PBMC） を
用 い て 研 究 し た 。 IL-15に 対 す る 特 異 性 を 評 価 す る た め に 、 こ れ ら の 抗 体 が IL-2媒 介 性 TNF
-α 産 生 に 及 ぼ す 作 用 も 調 べ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】

培 養 株 は 、 2 mM L-グ ル タ ミ ン 、 100 IU/ml ペ ニ シ リ ン 、 100μ g/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ン
（ す べ て ス コ ッ ト ラ ン ド 、 ペ ー ズ リ ー 、 ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 か ら 得 た ） 及 び 10% 熱
不 活 化 ウ シ 胎 児 血 清 （ 米 国 ユ タ 州 ハ イ ク ロ ー ン 社 ） を 加 え た RPMI-1640中 に 維 持 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】

新 鮮 な ヒ ト 血 液 を 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア か ら イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト 後 に 採 血 し 、 ヘ パ
リ ン を 加 え て 凝 固 を 防 い だ 。 PBMCの 精 製 を フ ィ ッ コ ー ル （ ス ウ ェ ー デ ン 、 ウ プ サ ラ 、 フ ァ
ル マ シ ア 社 ） を 用 い た 密 度 勾 配 遠 心 分 離 に よ り 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】

HIL-15、 ロ ッ ト 番 号 ： 6870-011、 米 国 ワ シ ン ト ン 州 、 シ ア ト ル 、 イ ム ネ ッ ク ス 社 。  hIL-2
、 オ ラ ン ダ 、 ア ム ス テ ル ダ ム 、 チ ロ ン ・ ベ ネ ル ク ス 社 。
用 い た 完 全 ヒ ト 抗 体 ： 146B7 (バ ッ チ ： 070101) 及 び 146B7RDJW07、 404A8 (バ ッ チ ： 03010
1) 及 び 404E4 (バ ッ チ ： 080101) 、 そ し て ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル と し て 抗 体 T1 (97
-2B11-2B12、 バ ッ チ ： 190900)。
【 ０ ２ １ １ 】

PBMCを 三 重 又 は 四 重 に し て ９ ６ ウ ェ ル の 平 底 プ レ ー ト で 、 １ ウ ェ ル 当 た り 1.5× 10 5 個 の 細
胞 に し て 、 hIL-2又 は hIL-15の 存 在 下 も し く は 非 存 在 下 、 そ し て 抗 IL-15抗 体 を 加 え て 、 又
は 加 え ず に 、 培 養 し た 。  ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 (T1)を 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し
て 含 め た 。 コ ン カ ナ バ リ ン Ａ （ 2.5μ g/ml、 カ ル ビ オ ケ ム 社 ） を 増 殖 に 関 す る 陽 性 コ ン ト
ロ ー ル と し て 加 え た 。 細 胞 を ７ ２ 時 間 、 ３ ７ ℃ で 5% の CO 2 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 清
を 採 集 し て 、 ヒ ト TNF-α の 量 を ELISA (オ ラ ン ダ 、 ユ ト レ ヒ ト 、 U-サ イ テ ッ ク 社 ） で 定 量
し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
146B7及 び ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 が 、 PBMCに よ る IL-15媒 介 性 TNF-α 産 生 に 及 ぼ
す 作 用 を 検 査 し た 。 146B7は hIL-15媒 介 性 TNF-α 産 生 を 用 量 依 存 的 に 阻 害 し た が 、 他 方 、
当 該 ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 は hIL-15誘 導 性 TNF-α 産 生 を 阻 害 し な か っ た （ 図 ６
） 。 二 人 の 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア の デ ー タ を 示 す 。 404E4 及 び 404A8は hIL-15誘 導 性 TNF-α
産 生 を 阻 害 で き な か っ た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
抗 IL-15抗 体 の 特 異 性 を 確 認 す る た め に 、 そ れ ら が hIL-2媒 介 性 TNF-α 産 生 に 及 ぼ す 作 用 を
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評 価 し た 。 IL-2媒 介 性 TNF-α 産 生 の 阻 害 は 、 146B7に よ っ て は 誘 導 さ れ な か っ た （ 図 ７ ）
。 hIL-2媒 介 性 TNF-α 産 生 に お い て 、 404E4 又 は 404A8の い ず れ で も 、 用 量 依 存 的 な 阻 害 は
見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
hIL-15媒 介 性 TNF-α 産 生 の 用 量 依 存 的 な 阻 害 は 、 146B7に よ っ て の み 、 見 ら れ 、 404E4及 び
404A8で は 見 ら れ な か っ た 。 こ の 阻 害 作 用 は hIL-15に 特 異 的 だ っ た 。 IL-2媒 介 性 TNF-α 産
生 は 阻 害 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
実 施 例 ８ 　 CTLL細 胞 及 び PBMCの ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン -15 (hIL-15)誘 導 性 増 殖 の 、 完 全 ヒ
ト 抗 IL-15抗 体 に よ る 阻 害
抗 体 146B7、 146H5、 404E4及 び 404A8を 、 そ れ ら の T細 胞 増 殖 阻 害 能 に つ い て 、 CTLL-2細 胞  
(Gillis et al., 1978)及 び 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMC) を 用 い 、 以 下 の 手 法 を 用 い て 検 査 し た
。
【 ０ ２ １ ６ 】

培 養 株 は 、 2 mM L-グ ル タ ミ ン 、 100 IU/ml ペ ニ シ リ ン 、 100μ g/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ン
（ ス コ ッ ト ラ ン ド 、 ペ ー ズ リ ー 、 ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 か ら 得 た も の ） 及 び 10% 熱 不
活 化 ウ シ 胎 児 血 清 （ 米 国 ユ タ 州 、 ハ イ ク ロ ー ン 社 ） を 加 え た RPMI-1640中 に 維 持 さ れ た 。 C
TLL-2細 胞 (Gillis et al., 1978) は 、 36 単 位  hIL-2/ml (オ ラ ン ダ 、 ア ム ス テ ル ダ ム 、
チ ロ ン ・ ベ ネ ル ク ス 社 ） を 添 加 し た 上 述 の 培 地 中 に 維 持 し 、 ３ 乃 至 ４ 日 間 、 hIL-2を 枯 渇
さ せ て か ら 、 実 験 を 開 始 し た 。 CTLL-2細 胞 は 使 用 前 に 三 回 、 洗 浄 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】

新 鮮 な ヒ ト 血 液 を 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア か ら イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト 後 に 採 血 し 、 ヘ パ
リ ン を 加 え て 凝 固 を 防 い だ 。 PBMCの 精 製 を フ ィ ッ コ ー ル （ ス ウ ェ ー デ ン 、 ウ プ サ ラ 、 フ ァ
ル マ シ ア 社 ） を 用 い た 密 度 勾 配 遠 心 分 離 に よ り 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】

HIL-15、 ロ ッ ト 番 号 ： 6870-011、 米 国 ワ シ ン ト ン 州 、 シ ア ト ル 、 イ ム ネ ッ ク ス 社 。  hIL-2
、 オ ラ ン ダ 、 ア ム ス テ ル ダ ム 、 チ ロ ン ・ ベ ネ ル ク ス 社 。
図 ８ に 示 す こ の 報 告 で CTLL-2検 定 に 用 い た 抗 IL-15抗 体 ： 146B7、 146H5、 404A8、 404E4。
PBMC検 定 に 用 い た 抗 IL-15抗 体 ： 146B7 (バ ッ チ ： 070101)、 404A8 (バ ッ チ ： 030101) 及 び
 404E4 (バ ッ チ ： 080101)。
【 ０ ２ １ ９ 】

各 実 験 に お い て 、 細 胞 を 三 重 に し て ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 、 hIL-2 又 は hIL-15の い ず れ か
の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で １ ウ ェ ル 当 た り 5× 10 3 個 の 細 胞 に な る よ う に 接 種 し た 。 増 殖 に 対
す る 作 用 を 評 価 す る た め に ４ 種 類 の 抗 IL-15抗 体 の そ れ ぞ れ を 加 え た 。 細 胞 を １ ６ 時 間 、
３ ７ ℃ で 5% CO 2 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ［ 3 H］ チ ミ ジ ン  (1μ Ci/ウ ェ ル 、 英 国 バ ッ キ ン
ガ ム シ ャ イ ア 、 リ ト ル ・ チ ャ ル フ ォ ン ト 、 ア マ ー シ ャ ム ・ ラ イ フ ・ サ イ エ ン セ ズ 社 ） を 加
え て か ら ４ 時 間 後 に 回 収 し た (米 国 コ ネ チ カ ッ ト 州 オ レ ン ジ 、 ト ム テ ッ ク 社 、 ハ ー ベ ス タ
ー  96 Mach II M） 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
図 ８ に 示 す よ う に 、 CTLL-2細 胞 の IL-15誘 導 性 増 殖 は 、 ［ 3 H］ -チ ミ ジ ン 取 り 込 み の 減 少 に
反 映 さ れ る よ う に 、 146B7及 び 146H5に よ り 用 量 依 存 的 に 低 下 し た 。 404E4及 び 404A8の 両 者
と も 、 CTLL-2細 胞 の IL-15誘 導 性 増 殖 を 阻 害 で き な か っ た 。
【 ０ ２ ２ １ 】

PBMCを 三 重 に し て 96ウ ェ ル の Ｕ 型 底 プ レ ー ト （ Nunc、 デ ン マ ー ク 、 ナ ル ジ ・ ナ ン ク ・ イ ン
タ ー ナ シ ョ ナ ル 社 ） で 、 １ ウ ェ ル 当 た り 5× 10 4 個 の 細 胞 に し て 、 hIL-2も し く は hIL-15及
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び 抗 IL-15抗 体 の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で 培 養 し た 。 コ ン カ ナ バ リ ン Ａ （ 2.5μ g/ml、 カ ル ビ
オ ケ ム 社 ） を 増 殖 の 陽 性 コ ン ト ロ ー ル の た め に 加 え た 。 細 胞 を ７ ２ 時 間 、 ３ ７ ℃ で 5% CO 2
下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ［ 3 H］ チ ミ ジ ン  (1μ Ci/ウ ェ ル 、 英 国 バ ッ キ ン ガ ム シ ャ イ ア 、
リ ト ル ・ チ ャ ル フ ォ ン ト 、 ア マ ー シ ャ ム ・ ラ イ フ ・ サ イ エ ン セ ズ 社 ） を 加 え て か ら １ ６ 時
間 後 に 回 収 し た (米 国 コ ネ チ カ ッ ト 州 オ レ ン ジ 、 ト ム テ ッ ク 社 、 ハ ー ベ ス タ ー  96） 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
146B7 は IL-15誘 導 性 ［ 3 H]-チ ミ ジ ン 取 り 込 み を 用 量 依 存 的 に 阻 害 で き 、 従 っ て 増 殖 を 阻
害 し た (IC50=3.1± 0.91 nM)。 404E4及 び 404A8は 両 者 と も 、 hIL-15誘 導 性 PBMC増 殖 を 阻 害
で き な か っ た 。 146H5は 、 前 に 行 っ た 実 験 で 得 た デ ー タ に 従 っ て 検 査 さ れ な か っ た 。 146B7
、 404E4及 び 404A8の IL-15に 対 す る 特 異 性 を 確 認 す る た め に 、 こ れ ら の 抗 体 を 、 IL-2媒 介
性 増 殖 に 対 す る そ れ ら の 作 用 に つ い て も 評 価 し た 。 検 査 し た 抗 IL-15抗 体 の い ず れ も 、 IL-
2誘 導 性 増 殖 に 対 す る 作 用 を 示 さ な か っ た （ 図 ９ ） 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
実 施 例 ９ 　 ヒ ト 抗 IL-15抗 体 146B7は ヒ ト PBMC上 に 存 在 す る ヒ ト IL-15に 結 合 す る
テ ス ト 化 合 物
ヒ ト PBMCを 、 イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト 後 に 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア か ら 得 た 。
抗 体  146B7 (バ ッ チ 番 号  MDX015)、 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ミ ル ピ タ ス 、 メ ダ レ ッ ク ス 社 。
【 ０ ２ ２ ４ 】

N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド -ビ オ チ ン （ シ グ マ 社 ） を ま ず DMSO (最 終 希 釈 液 ： 100 mg/ml
) で 希 釈 し 、 次 に 0.1 M NaHCO 3 （ 最 終 希 釈 液 ： 1 mg/ml、 シ グ マ 社 ） で 希 釈 し た 。  抗 体 １
mg当 た り （ 1mlに 希 釈 し た も の ） 、 600μ lの ビ オ チ ン 溶 液 を 加 え た （ 暗 、 ２ 時 間 、 RT） 。
抗 体 － ビ オ チ ン 溶 液 を ス ラ イ ド -a-ラ イ ザ ー T M 透 析 カ セ ッ ト （ オ ラ ン ダ 、 ペ ル ビ オ ・ サ イ
エ ン ス 、 ピ ア ー ス 社 、 10,000 MWCO） （ ４ ℃ で 一 晩 ） で 透 析 し て 未 標 識 の ビ オ チ ン を 取 り
除 い た 。 翌 日 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 の 濃 度 を 分 光 光 度 法 （ Ultrospec 2100pro） で 280nmの ODで
判 定 し た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】

IL-15を 誘 導 す る た め に 、 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア か ら 静 脈 穿 刺 で 血 液 を 得 た 。 PBMCを 、 ペ ニ
シ リ ン (5 U/ml)、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 50μ g/ml)、 L-グ ル タ ミ ン  (2mM) (バ イ オ ホ イ ッ
テ カ ー ・ ヨ ー ロ ッ パ 社 ） 及 び 10% ウ シ 胎 児 血 清 (オ プ テ ィ マ ム  C241、 マ ル チ セ ル 、 ウ ィ セ
ン ト 社 ） を 添 加 し た RPMI 1640 (バ イ オ ホ イ ッ テ カ ー ・ ヨ ー ロ ッ パ 社 ） で 、 最 長 ２ 日 間 （
３ ７ ℃ ） で 培 養 し 、 500 U/ml IFNγ （ ベ ー リ ン ガ ー ・ イ ン ゲ ル ハ イ ム 社 ） で 刺 激 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】

細 胞 を 、 ペ ニ シ リ ン （ 5 U/ml)、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 50μ g/ml)、 L-グ ル タ ミ ン （ 2mM) (
バ イ オ ホ イ ッ テ カ ー ・ ヨ ー ロ ッ パ 社 ） 及 び 10% ウ シ 胎 児 血 清 （ オ プ チ マ ム  C241、 マ ル チ
セ ル 、 ウ ィ セ ン ト 社 ） を 添 加 し た RPMI 1640 (バ イ オ ホ イ ッ テ カ ー ・ ヨ ー ロ ッ パ 社 ） 中 で
、 10%ヒ ト AB血 清 （ オ ラ ン ダ 、 ア ム ス テ ル ダ ム 、 CLB社 ） と 一 緒 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 透 過 化 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ 、 ベ ク ト ン ・ デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 、 Cytofix/Cyto
perm T M キ ッ ト 中 で ２ ０ 分 間 、 ４ ℃ ） 及 び Perm/Wash T M （ Cytofix/Cytoperm T M キ ッ ト ） 緩 衝
液 で 洗 浄 し た 後 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ に よ り 、 PBMCに IL-15の 染 色 を 施 し た 。 こ の 染 色 処
置 全 般 に 渡 っ て  Perm/Wash T M 緩 衝 液  (Cytofix/Cytoperm T M キ ッ ト ) を 用 い る こ と に よ り 、
継 続 的 な 透 過 性 を 保 つ こ と に 成 功 し た 。 こ れ ら 細 胞 を ビ オ チ ン 化 146B7又 は ビ オ チ ン 化 hIg
G1 (20μ g/ml、 ３ ０ 分 間 、 ４ ℃ ) と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Perm/Wash T M 緩 衝 液 で 洗 浄
し た 後 、 細 胞 を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -フ ィ コ エ リ ト リ ン  (ダ コ 社 ） と 一 緒 に ３ ０ 分 間 （ ４
℃ ） で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 分 析 後 に １ 試 料 当 た り 少 な く と も 5000個 の 細 胞 の 蛍 光 強 度 を
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ  (FACS Calibur、 ベ ク ト ン ・ デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 ） で 調 べ 、 CellQuest 
Pro ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 単 球 の 通 門 を 調 べ た 。 デ ー タ は 以 下 ： S.I.＝ （ 平 均 蛍 光 陽 性 染
色 ） ／ （ 平 均 蛍 光 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 ） の 通 り に 計 算 さ れ た 刺 激 指 数 （ S.I.） を 示 す 。
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【 ０ ２ ２ ７ 】

ヒ ト 単 球 に 存 在 す る IL-15を 検 出 す る た め に 、 サ イ ト ス ピ ン ・ プ レ パ ラ ー ト を 全 血 試 料 か
ら 作 製 し た 。  5× 10 4 個 の 細 胞 （ 200μ l） を 遠 心 し て Superfrost(R)-プ ラ ス 顕 微 鏡 用 ス ラ
イ ド （ メ ン ゼ ル 社 ） 上 に 沈 降 さ せ た 後 、 ス ラ イ ド を 空 気 乾 燥 （ ＜ ６ ０ 分 間 ） し 、 2%パ ラ ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド ／ PBS(８ 分 間 、 ４ ℃ )で 固 定 し 、 PBSで 洗 浄 し 、 再 び 空 気 乾 燥 し た 。 染 色 前
に サ イ ト ス ピ ン ・ プ レ パ ラ ー ト を PBS （ ＋ 0.1% サ ポ ニ ン ； PBSS)で 透 過 化 し 、 こ れ を そ の
後 染 色 処 置 全 般 に 用 い た 。 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 阻 害 す る た め に 、 サ イ ト ス ピ ン
・ プ レ パ ラ ー ト を 、 ク エ ン 酸 ／ リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH5.8、 ２ ０ 分 間 、 RT） で 希 釈 し た 0.05% (
v/v) 過 酸 化 水 素 （ H 2 O 2 ） と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBSSで 洗 浄 後 、 内 因 性 ビ オ チ ン
活 性 を メ ー カ の 指 示  (ビ オ チ ン ・ ブ ロ ッ キ ン グ ・ キ ッ ト 、 ダ コ 社 、 ベ ク タ ・ ラ ブ ズ ） に 従
っ て 阻 害 し た 。 PBSSで 洗 浄 後 、 こ の サ イ ト ス ピ ン ・ プ レ パ ラ ー ト を 、 PBSSに 溶 か し た 10% 
(v/v)ヒ ト プ ー ル AB血 清 （ オ ラ ン ダ 、 ア ム ス テ ル ダ ム 、 CLB社 ） と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト す
る （ ３ ０ 分 間 ） こ と で 非 特 異 的 結 合 部 位 を 遮 断 し た 。 そ の 後 、 サ イ ト ス ピ ン ・ プ レ パ ラ ー
ト を ビ オ チ ン 化 一 次 抗 体 （ ６ ０ 分 間 、 RT） と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 PBSSで 洗 浄 し た 後
に 、 ビ オ チ ン 化 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (streptABComplex/HRP、 ダ コ 社 ； 2% ヒ ト AB
血 清 を 含 有 す る PBSSに よ る 1:100溶 液 ； ３ ０ 分 間 、 RT） と 複 合 体 形 成 さ せ た ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBSSで 洗 浄 し た 後 、 サ イ ト ス ピ ン ・ プ レ パ ラ ー ト を
、 3-ア ミ ノ -9-エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル  (0.5 mg/ml)及 び H 2 O 2 （ 0.01%)の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝
液  (50 mM、 pH 4.9） 溶 液 と 一 緒 に １ ０ 分 間 （ RT） 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 HRP活 性 の 検 出
に 向 け た 。 サ イ ト ス ピ ン を 水 道 水 で ５ 分 間 、 洗 浄 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン （ ダ コ 社 ） で １ 分 間
、 対 比 染 色 し 、 水 道 水 で さ ら に ５ 分 間 、 洗 浄 し 、 フ ァ ラ マ ウ ン ト 又 は グ リ セ ル ゲ ル （ ダ コ
社 ） 中 に 包 埋 し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】

IFNγ で 刺 激 し た ヒ ト 単 球 へ の 146B7の 結 合 を 図 １ ２ に 示 す 。 ビ オ チ ン 化 146B7は 未 刺 激 の
単 球 に 結 合 す る こ と か ら 、 未 刺 激 の 細 胞 に IL-15が 存 在 す る こ と が 分 か る 。 単 球 を IFNγ で
刺 激 す る と 、 146B7の こ れ ら 細 胞 へ の 結 合 が 増 し 、 培 養 一 日 目 で 最 大 に 達 す る 。 コ ン ト ロ
ー ル 抗 体 で あ る hIgG1は 未 刺 激 の 単 球 へ の 結 合 を ほ と ん ど 示 さ な い 。 IFNγ で 刺 激 す る と 、
単 球 上 の  Fcγ 受 容 体 の 発 現 が 増 加 す る こ と で 、 hIgG1の 結 合 が 増 す 。
【 ０ ２ ２ ９ 】

図 １ ３ は 、 146B7又 は コ ン ト ロ ー ル 抗 体 hIgG1に よ る ヒ ト 単 球 の 染 色 を 示 す 。 細 胞 質 の 明 確
な 赤 い 染 色 が 、 細 胞 を 146B7と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 で は 観 察 さ れ る が 、 コ ン ト ロ
ー ル 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 で は 観 察 さ れ な い 。 従 っ て 、 146B7は 単 球 中 の hIL-15に
結 合 し 、 こ の 結 合 は IFNγ で の 刺 激 後 に 上 方 調 節 さ れ る 。 図 １ ３ で は さ ら に 、 IL-15の 染 色
が 主 に 細 胞 内 で 起 き て い る こ と も 示 す 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
実 施 例 １ ０ 　 ヒ ト 抗 IL-15抗 体 146B7は 組 織 中 の IL-15に 免 疫 組 織 化 学 的 に 結 合 す る

ヒ ト 乾 癬 皮 膚 　 － 　 組 織 試 料 を イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト 後 に 得 た 。 デ ン マ ー ク 、 コ ペ
ン ハ ー ゲ ン 、 ゲ ン ト フ テ 大 学 病 院 皮 膚 科 、 ル イ ー ス ・ ヴ ィ ラ ー ゼ ン 。
抗 体 146B7 (バ ッ チ 番 号 ． MDX015)、 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 ミ ル ピ タ ス 、 メ ダ レ ッ ク ス 社
。
【 ０ ２ ３ １ 】

N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド -ビ オ チ ン （ シ グ マ 社 ） を ま ず DMSO (最 終 希 釈 液 ： 100 mg/ml
) で 希 釈 し 、 次 に 0.1 M NaHCO 3 （ 最 終 希 釈 液 ： 1 mg/ml、 シ グ マ 社 ） で 希 釈 し た 。  抗 体 １
mg当 た り （ 1mlに 希 釈 し た も の ） 、 600μ lの ビ オ チ ン 溶 液 を 加 え た （ 暗 、 ２ 時 間 、 RT） 。
抗 体 － ビ オ チ ン 溶 液 を ス ラ イ ド -a-ラ イ ザ ー T M 透 析 カ セ ッ ト （ オ ラ ン ダ 、 ペ ル ビ オ ・ サ イ
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エ ン ス 、 ピ ア ー ス 社 、 10,000 MWCO） （ ４ ℃ で 一 晩 ） で 透 析 し て 未 標 識 の ビ オ チ ン を 取 り
除 い た 。 翌 日 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 の 濃 度 を 分 光 光 度 法 （ Ultrospec 2100pro） で 280nmの ODで
判 定 し た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】

検 定 ま で 組 織 を － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。 解 凍 後 、 組 織 切 片 を ア セ ト ン 中 に 固 定 し （ １ ０ 分 間
、 RT） 、 空 気 乾 燥 し た 。 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 阻 害 す る た め に 、 ク エ ン 酸 ／ リ ン
酸 緩 衝 液 （ pH5.8、 ２ ０ 分 間 、 RT） で 希 釈 し た 0.05%(v/v)過 酸 化 水 素 （ H 2 O 2 ） と 一 緒 に 切
片 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBS-Tween 20 (PBST、 0.05% v/v)で 洗 浄 後 、 内 因 性 ビ オ チ ン 活
性 を メ ー カ の 指 示  (ビ オ チ ン ・ ブ ロ ッ キ ン グ ・ キ ッ ト 、 ダ コ 社 、 ベ ク タ ー ・ ラ ブ ） に 従 っ
て 阻 害 し た 。 PBSTで 洗 浄 後 、 PBSTに 溶 か し た 10%(v/v)ヒ ト プ ー ル AB血 清 （ オ ラ ン ダ 、 ア ム
ス テ ル ダ ム 、 CLB社 ） と 一 緒 に 組 織 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト （ ３ ０ 分 間 ） す る こ と で 、 非 特
異 的 結 合 部 位 を 遮 断 し た 。 血 清 を 吸 い 取 り 、 次 に 切 片 を 、 2%ヒ ト AB血 清 を 含 有 す る PBSで
希 釈 し た ビ オ チ ン 化 一 次 抗 体 （ 146B7又 は hIgG1） と 一 緒 に ６ ０ 分 間 （ RT） 、 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 切 片 を PBSTで 洗 浄 し た 。 PBSTで 洗 浄 し た 後 、 す べ て の 組 織 切 片 を 、 streptABComp
lex/HRP (ダ コ 社 ； 2%ヒ ト AB血 清 を 含 有 す る PBSで  1:100に 希 釈 し た も の ； ３ ０ 分 間 、 RT)
と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBSTで 洗 浄 し た 後 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ 50mM、 pH4.9
） に 溶 か し た 3-ア ミ ノ -9-エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル  (0.5 mg/ml) 及 び H 2 O 2 （ 0.01%)と 一 緒 に 切
片 を １ ０ 分 間 （ RT） 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 HRP活 性 の 検 出 に 向 け た 。 切 片 を 水 道 水 で ５
分 間 、 洗 浄 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン （ ダ コ 社 ） で １ 分 間 、 対 比 染 色 し 、 水 道 水 で さ ら に ５ 分 間
、 洗 浄 し 、 最 後 に フ ァ ラ マ ウ ン ト 又 は グ リ セ ル ゲ ル （ ダ コ 社 ） 中 に 包 埋 し た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
結 果
明 確 な 細 胞 質 の 染 色 が 、 乾 癬 皮 膚 の ケ ラ チ ノ サ イ ト に 、 146B7に よ る 組 織 切 片 染 色 後 に 観
察 さ れ た が 、 コ ン ト ロ ー ル 抗 体 に よ る 染 色 で は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 １ ４ ； 146B7は 、 乾
癬 プ ラ ー ク か ら 得 ら れ た IL-15陽 性 ケ ラ チ ノ サ イ ト を 染 色 す る ） 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
実 施 例 １ １ 　 ヒ ト 抗 IL-15抗 体 146B7 は 、 SCIDマ ウ ス － ヒ ト 組 織 キ メ ラ 中 の IL-15を 遮 断 す
る ： 関 節 炎 組 織 及 び 乾 癬 組 織 の 両 方 に お け る 炎 症 の 著 し い 阻 害

滑 膜 組 織 　 － 　 若 年 性 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 患 者 か ら 、 イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト 後 に 得 た
； 米 国 オ ハ イ オ 州 、 シ ン シ ナ テ ィ 、 チ ル ド レ ン ズ ・ ホ ス ピ タ ル ・ メ デ ィ カ ル ・ セ ン タ ー 、
小 児 リ ウ マ チ 科 ア レ ク セ イ ・ グ ロ ム 。
角 膜 切 開 刀 生 検 　 － 　 組 織 試 料 を イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト 後 に 得 た 。 デ ン マ ー ク 、 コ
ペ ン ハ ー ゲ ン 、 ゲ ン ト フ テ 大 学 病 院 皮 膚 科 、 ル イ ー ス ・ ヴ ィ ラ ー ゼ ン 。
抗 体 146B7 (バ ッ チ 番 号 。 MDX015)、 乾 癬 実 験 用 に 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ミ ル ピ タ ス 、 メ ダ
レ ッ ク ス 社 か ら 。
抗 体 146B7 (バ ッ チ 番 号 。 15-00RDJW07)、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 実 験 用 に 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア
州 ミ ル ピ タ ス 、 メ ダ レ ッ ク ス 社 か ら 。
【 ０ ２ ３ ５ 】

新 鮮 な 滑 膜 組 織 試 料 を 、 若 年 性 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 患 者 か ら 関 節 置 換 手 術 後 に 得 た 。 試 料 を
無 菌 状 態 で 採 集 し た 。 全 滑 膜 組 織 試 料 か ら 採 っ た 刻 ん だ 組 織 断 片 を 完 全 に 混 合 し て 各 プ レ
パ ラ ー ト が 確 実 に 均 質 に な る よ う に し た 。 刻 ん だ 試 料 （ 動 物 １ 匹 当 た り 2乃 至 4移 植 片 ； 一
箇 所 当 た り 100mg） を SCID/NODマ ウ ス （ ジ ャ ク ソ ン ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ ） の 背 面 に 皮 下 的 に
植 え 付 け た 。 移 植 片 の 移 植 日 、 及 び 移 植 後 ７ 日 目 、 １ ４ 日 目 、 及 び ２ １ 日 目 に 各 動 物 に 14
6B7 (500μ g、 i.p.) 又 は PBS を 投 与 し た 。 移 植 後 ２ ８ 日 目 に 動 物 を と 殺 し た 。 滑 膜 移 植
片 を 切 除 し 、 Ｈ ＆ Ｅ 染 色 に 向 け て ホ ル マ リ ン 上 に 配 置 し た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
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SCIDマ ウ ス － ヒ ト 滑 膜 組 織 キ メ ラ か ら 得 た 切 片 の デ ジ タ ル 画 像 （ 2600× 2060、 jpg） を １
０ 倍 対 物 レ ン ズ （ ツ ァ イ ス 顕 微 鏡 ； ア キ シ オ ビ ジ ョ ン ・ ソ フ ト ウ ェ ア ） を 用 い て 得 た 後 、
Photoshop バ ー ジ ョ ン 6.0 (カ リ フ ォ ル ニ ア 州 マ ウ ン テ ン ビ ュ ー 、 Adobe シ ス テ ム ズ 社 ）
を 用 い て デ ー タ を コ ン ピ ュ ー タ 解 析 し 、 1300× 1300ピ ク セ ル に 縮 小 し た 。 各 切 片 内 で ６ つ
の １ ０ 倍 野 を 選 び 出 し 、 ス ラ イ ド 全 体 の 上 の 組 織 の 染 色 全 体 が 最 良 に 反 映 さ れ る よ う に し
た 。 着 色 し た 核 を 全 部 選 抜 し た 後 （ 許 容 差 １ ０ で 暗 色 の 核 を 魔 法 の 杖 で ） 、 所 定 の 面 積 の
光 学 密 度 表 を 作 製 し 、 平 均 染 色 強 度 を 記 録 し た （ 同 様 な ／ 画 像 ヒ ス ト グ ラ ム コ マ ン ド の 選
択 の 後 ） 。 次 に バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 選 択 し 、 染 色 を 定 量 し た （ 許 容 差 １ ０ で バ ッ ク グ ラ ン
ド 上 に 魔 法 の 杖 ） 。 核 染 色 及 び バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 間 の 差 と し て 、 染 色 強 度 を 計 算 し た
。 こ れ を 任 意 の 単 位 を 持 つ 細 胞 化 学 的 指 数 と し て 指 定 し た 。 デ ー タ は 平 均 及 び s.e.m.と し
て 示 さ れ て い る 。 デ ー タ を ス チ ュ ー デ ン ト の t検 定 で 解 析 し た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】

角 膜 切 開 刀 生 検 を 二 人 の 患 者 の 乾 癬 プ ラ ー ク か ら 得 、 分 割 し 、 C.B-17 SCID (ジ ャ ク ソ ン
・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ ) マ ウ ス に 移 植 し た 。 移 植 後 ３ 週 間 目 に マ ウ ス に PBS (プ ラ セ ボ ） 、 CsA
 (シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ ） （ サ ン ド ス 社 ） を １ ５ 日 間 の 間 １ 日 置 き に 10mg/kgの 用 量 、 又 は 、 1
46B7を １ 日 目 に 20mg/kg、 そ し て ８ 日 目 及 び １ ５ 日 目 に 10 mg/kgの 用 量 、 投 与 し た 。 最 後
の 注 射 か ら １ 週 間 後 に マ ウ ス を と 殺 し 、 4mmの 穿 孔 生 検 を 各 異 種 移 植 片 か ら 採 取 し た 。 パ
ラ フ ィ ン 包 埋 用 に 生 検 を ホ ル マ リ ン に 固 定 し 、 Ｈ ＆ Ｅ で Ki-67 核 内 抗 原 に つ い て 染 色 し た
。
【 ０ ２ ３ ８ 】

Ｈ ＆ Ｅ 染 色 切 片 を 表 皮 の 厚 さ （ μ m） 、  錯 角 化 症 の 等 級 （ ０ か ら ３ ま で の 等 級 ） 、 及 び 上
側 真 皮 の 炎 症 性 単 核 細 胞 の 数 、 に つ い て 評 価 し た 。 Ki-67に つ い て 染 色 し た 切 片 を 、 1mm 2

切 片 当 た り の サ イ ク リ ン グ （ 原 語 ： cycling） ケ ラ チ ノ サ イ ト 数 に つ い て 評 価 し た 。 各 処
理 群 中 の ４ 匹 の マ ウ ス の 平 均 値 を 計 算 し 、 各 患 者 か ら 採 っ た デ ー タ を 平 均 及 び s.e.m.と し
て 要 約 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】

切 片 の 顕 微 鏡 観 察 か ら 、 最 も 濃 く 染 色 さ れ た 核 は 浸 潤 細 胞 の も の で あ る こ と が 分 か っ た 。
従 っ て 、 （ 相 対 的 表 面 積 で 測 定 し た と き の ） 核 の 数 を 、 浸 潤 の 測 定 値 と み な し て い る 。 14
6B7を 注 射 す る と 、 炎 症 性 滑 膜 組 織 へ の 浸 潤 細 胞 の 数 が 、 賦 形 剤 処 理 に 比 較 し て 減 少 す る
（ 図 １ ５ ａ 、 p＜ 0.05)。 図 １ ５ ｂ は 、 異 種 移 植 さ れ た 滑 膜 組 織 へ の 細 胞 浸 潤 に 対 す る 146B
7の 作 用 を 示 し 、 賦 形 剤 処 理 に 比 較 し た と き の 、 暗 色 の 核 を 持 つ 細 胞 数 の 減 少 を 示 す 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

図 １ ６ は 、 146B7又 は コ ン ト ロ ー ル 処 理 で 処 理 し た SCID／ 乾 癬 マ ウ ス を 示 す 。 賦 形 剤 PBSに
比 較 し て 、 146B7を 注 射 す る と 、 角 質 層 か ら リ ー ト ・ ペ グ （ 原 語 ： rete pegs） の 始 ま り に
か け て 測 定 さ れ た 表 皮 厚 さ で 評 価 し た と き の 乾 癬 の 重 篤 度 が 低 下 し た （ 図 １ ６ Ａ ） ） : PB
S (177.8± 42.2μ m） 、 CsA (91.0± 15.2μ m） 、 146B7 (62.5± 9.1μ m)。 厚 さ の 減 少 は さ
ら に 、 角 質 層 か ら リ ー ト ・ ペ グ の 最 深 部 ま で を 測 定 し た 場 合 に も 観 察 さ れ た （ 図 １ ６ Ｂ ）
： PBS (433.8± 32.1μ m)、 CsA (303.8± 62.9μ m） 及 び 146B7 (208.0± 33.8μ m)。 さ ら に
、 錯 角 化 症 の 等 級 が 146B7処 理 に よ り 低 下 し た （ 図 １ ６ Ｃ ） ： PBS (1.6± 0.4)、 CsA (1.3
± 0.3)、 146B7 (0.5± 0.3)。 そ の 上 、 146B7は 上 側 真 皮 中 の 炎 症 性 単 核 細 胞 の 数 を 減 少 さ
せ る （ 図 １ ６ Ｄ ） ： PBS (33.3± 1.9 単 核 細 胞 )、 CsA (19.4± 8.5)、 146B7 (16.4± 0.1)。
ヒ ト Ki-67タ ン パ ク 質 の 発 現 は 細 胞 増 殖 と 深 い 関 係 が あ る 。 分 裂 間 期 に お い て こ の 抗 原 を
核 内 で の み 、 検 出 す る こ と が で き る が 、 他 方 、 有 糸 分 裂 時 に は こ の タ ン パ ク 質 の 大 半 が 染
色 体 表 面 上 に 移 動 す る 。 Ki-67タ ン パ ク 質 は 細 胞 周 期 の す べ て の 活 動 期  (G(1)、 S、 G(2)、
及 び 有 糸 分 裂 )で 存 在 す る が 、 休 止 期  (G(0))で は 存 在 し な い と い う 事 実 か ら 、 こ れ を 、 あ
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る 任 意 の 細 胞 集 団 の う ち の い わ ゆ る 成 長 群 を 判 定 す る 優 れ た マ ー カ と す る こ と が で き る 。
146B7は Ki-67＋ サ イ ク リ ン グ （ 原 語 ： cycling） ケ ラ チ ノ サ イ ト の 数 を 減 少 さ せ る （ 図 １
６ Ｅ ） ： PBS (247.9± 77.0)、 CsA (116.0± 24.1)、 146B7 (73.8± 9.9)。
【 ０ ２ ４ １ 】
リ ウ マ チ 性 関 節 炎 の ヒ ト SCIDモ デ ル で は 、 146B7で 処 理 す る と 、 炎 症 性 細 胞 の 炎 症 性 組 織
へ の 浸 潤 が 阻 害 さ れ た 。 さ ら に 、 ヒ ト 乾 癬 プ ラ ー ク を 移 植 さ れ た SCIDマ ウ ス で は 、 146B7
処 理 に よ り 、 CsA処 理 に 比 べ 、 乾 癬 の 重 篤 度 が 軽 減 し た 。 実 際 、 146B7に よ る 処 理 の 結 果 、
炎 症 、 表 皮 の 厚 さ 、 分 裂 ケ ラ チ ノ サ イ ト 数 、 及 び 錯 角 化 症 の 重 篤 度 が 、 ヒ ト ／ SCIDマ ウ ス
で 大 き く 低 下 し た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
実 施 例 １ ２ 　 ヒ ト 抗 IL-15抗 体 146B7は 、 受 容 体 に 結 合 し た IL-15を 認 識 す る

hIgG1 - ヒ ト コ ン ト ロ ー ル 抗 体 （ シ グ マ 社 ） 。
抗 体 146B7　 メ ダ レ ッ ク ス 社 、 MDX015。
IL-15Rα を 構 成 的 に 発 現 す る Raji細 胞 (英 国 サ ザ ン プ ト ン 、 サ ザ ン プ ト ン ・ ゼ ネ ラ ル 病 院
、 テ ノ バ ス ・ リ サ ー チ ・ ラ ボ ラ ト リ ー 、 マ ー テ ィ ン ・ グ レ ニ ー ） 。
【 ０ ２ ４ ３ 】

N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド -ビ オ チ ン （ シ グ マ 社 ） を ま ず DMSO (最 終 希 釈 液 ： 100 mg/ml
) で 希 釈 し 、 次 に 0.1 M NaHCO 3 （ 最 終 希 釈 液 ： 1 mg/ml、 シ グ マ 社 ） で 希 釈 し た 。  抗 体 １
mg当 た り （ 1mlに 希 釈 し た も の ） 、 600μ lの ビ オ チ ン 溶 液 を 加 え た （ 暗 、 ２ 時 間 、 RT） 。
抗 体 － ビ オ チ ン 溶 液 を ス ラ イ ド -a-ラ イ ザ ー T M 透 析 カ セ ッ ト （ オ ラ ン ダ 、 ペ ル ビ オ ・ サ イ
エ ン ス 、 ピ ア ー ス 社 、 10,000 MWCO） （ ４ ℃ で 一 晩 ） で 透 析 し て 未 標 識 の ビ オ チ ン を 取 り
除 い た 。 翌 日 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 の 濃 度 を 分 光 光 度 法 （ Ultrospec 2100pro） で 280nmの ODで
判 定 し た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】

平 底 マ イ ク ロ タ イ タ ・ プ レ ー ト （ グ ラ イ ナ ー 社 ） を IL-15Rα （ 米 国 ミ ネ ソ タ 州 、 ミ ネ ア ポ
リ ス 、 Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム ズ 社 ） で 被 覆 （ 室 温 で 一 晩 ） し た 後 、 プ レ ー ト を PBS及 び ニ ワ ト リ
血 清 （ 2%、 RT、 ６ ０ 分 間 ） と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PBS （ ＋ 0.05% Tween 20： PBST
)で 洗 浄 後 、 プ レ ー ト を 、 未 標 識 の IL-15 (50μ l、 RT、 米 国 シ ア ト ル 、 イ ム ネ ッ ク ス 社 )の
い く つ か の 希 釈 液 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ ０ 分 後 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 を 様 々 な 濃 度
に な る よ う に ウ ェ ル （ 50μ l） に 加 え た （ 室 温 で ９ ０ 分 間 ） 。 PBSTで 洗 浄 し た 後 、 プ レ ー
ト を 、 PBST-C (PBST 及 び 2% ニ ワ ト リ 血 清 )に 1:10,000に な る よ う に 希 釈 し た ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン -ポ リ -西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ  (オ ラ ン ダ 、 ア ム ス テ ル ダ ム 、 CLB社 ） と 一
緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト （ 室 温 で ６ ０ 分 間 ） し た 。 最 後 に 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 次 に 、 メ ー カ
の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 ABTS緩 衝 液 に し た ABTS (ア ジ ノ ビ ス -3-エ チ ル ベ ン ズ チ ア ゾ リ ン
－ ス ル ホ ン 酸 、 ド イ ツ 、 マ ン ハ イ ム 、 ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 )と 一 緒 に イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 呈 色 反 応 を 2% シ ュ ウ 酸 （ 50μ l） で 停 止 さ せ た 。 結 合 を  405 nmで EL808
 ELISA-リ ー ダ  (米 国 ヴ ァ ー モ ン ト 州 、 ウ ィ ヌ ー ス キ 、 バ イ オ -テ ッ ク ・ イ ン ス ツ ル メ ン ツ
社 ） で 評 価 し た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】

Raji細 胞 を 、 10% ヒ ト プ ー ル AB血 清 （ オ ラ ン ダ 、 ア ム ス テ ル ダ ム 、 CLB社 ） の FACS 緩 衝 液
 (PBS、 0.05%BSA、 0.02% NaNO 3 ） 溶 液 と 一 緒 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ ４ ℃ で ２ ０ 分 間
） 。 Raji 細 胞 （ 1-2*10 5 細 胞 /ml） を ウ ェ ル 内 に 入 れ 、 50μ lの 未 標 識 の IL-15 を 数 種 類 の
濃 度 で 加 え た  (10% ヒ ト AB血 清 を 加 え た FACS緩 衝 液 に 希 釈 し て ） 。 こ の 細 胞 を ３ ０ 分 間 （
４ ℃ ） イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 FACS緩 衝 液 で ２ 回 、 洗 浄 し た 後 、 50μ lの ビ オ チ ン 化 抗 体  (146
B7 又 は  hIgG1)を ウ ェ ル に 加 え た （ ４ ℃ で ３ ０ 分 間 ） 。 FACS緩 衝 液 で ２ 回 、 洗 浄 し た 後 、
50μ lの ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -フ ィ コ エ リ ト リ ン を 各 ウ ェ ル に 加 え た （ ４ ℃ で ３ ０ 分 間 ） 。
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 FACS 緩 衝 液 で ２ 回 、 洗 浄 し た 後 、 細 胞 を 200μ lの FACS緩 衝 液 中 に 取 り 出 し 、 １ 試 料 当 た
り 少 な く と も 5000個 の 細 胞 の 蛍 光 強 度 を 、 CellQuestソ フ ト ウ ェ ア を 用 い た フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ （ FACS Calibur、 ベ ク ト ン ・ デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 ） に よ る 分 析 後 に 判 定 し た 。 デ ー タ
は 、 以 下 の 通 り ：
S.I. = (平 均 蛍 光 陽 性 染 色 ） ／ （ 平 均 蛍 光 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 ）
に 計 算 さ れ た 刺 激 指 数 （ S.I.） を 示 す 。
【 ０ ２ ４ ６ 】

ELISAに お け る 146B7の IL-15/IL-15R 複 合 体 へ の 結 合 を 図 １ ９ に 示 す 。 146B7の 結 合 は 、 そ
の 受 容 体 に 結 合 し て い る IL-15の 濃 度 が 増 す に つ れ 、 高 ま る 。 コ ン ト ロ ー ル 抗 体 の IL-15又
は IL-15Rへ の 結 合 の 作 用 は 何 ら 、 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
I
Raji細 胞 上 の IL-15/IL-15R複 合 体 へ の 146B7結 合 を 図 ２ ０ に 示 す 。 146B7は IL-15/IL-15R 
複 合 体 に 用 量 依 存 的 に 結 合 す る 。 Raji細 胞 上 の IL-15/IL-15R複 合 体 へ の hIgG1の 結 合 は 何
ら 、 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ２ ０ ） 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
146B7は IL-15に 、 こ の サ イ ト カ イ ン が そ の 受 容 体 に 結 合 し た 後 で 結 合 す る こ と が で き る 。
146B7は 、 IL-15上 の う ち で 、 受 容 体 へ の 結 合 に 関 与 し て い な い エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
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【 ０ ２ ５ ０ 】

当 業 者 で あ れ ば 、 日 常 的 な 実 験 に よ っ て 、 こ こ に 解 説 し た 本 発 明 の 具 体 的 な 実 施 態 様 の 均
等 物 を 数 多 く 、 認 識 し 、 又 は 確 認 で き る こ と で あ ろ う 。 こ の よ う な 均 等 物 は 以 下 の 請 求 の
範 囲 の 包 含 す る と こ ろ と 、 意 図 さ れ て い る 。 従 属 請 求 項 に 開 示 し た 実 施 例 の い か な る 組 合
せ も 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】

こ こ で 引 用 す る 全 公 開 文 献 、 特 許 及 び 係 属 中 の 特 許 出 願 の 全 文 を 、 引 用 を も っ て こ こ に 援
用 す る こ と と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ５ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ヒ ト IL-15特 異 抗 体 146B7、 147H5、 404A8 及 び 404E4の 、 ヒ ト IL-15 (hIL
-15)並 び に 変 異 型 IL-15タ ン パ ク 質 Q108S及 び D8SQ108Sへ の 結 合 を 示 す グ ラ フ を 含 む 。 抗 体
の 連 続 希 釈 液 を 、 そ れ ら の hIL-15又 は 変 異 型 IL-15タ ン パ ク 質 D8SQ108S 及 び Q108S へ の 結
合 に 関 し て ELISAで 調 べ た 。
【 図 ２ 】 図 ２ 及 び ３ は 、 抗 体 146B7由 来 の そ れ ぞ れ V H 及 び V L 領 域 の ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 :2 
及 び 4) 並 び に ヌ ク レ オ チ ド  (配 列 番 号 :1 及 び 3) 配 列 を 示 す 。 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (FR)
及 び 相 補 性 決 定 領 域  (CDR)を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ２ 及 び ３ は 、 抗 体 146B7由 来 の そ れ ぞ れ V H 及 び V L 領 域 の ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 :2 
及 び 4) 並 び に ヌ ク レ オ チ ド  (配 列 番 号 :1 及 び 3) 配 列 を 示 す 。 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (FR)
及 び 相 補 性 決 定 領 域  (CDR)を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ － Ｄ は 、 IL-15媒 介 性 TNF-α 放 出 の 、 抗 体 146B7に よ る 阻 害 を 示 す グ ラ フ を 含
む 。 ヒ ト PBMCを 、 146B7抗 体 又 は ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 (0.1、 1、 10μ g/ml)と
組 み 合 わ せ た hIL-15 (0、 50、 100ng/ml)と 一 緒 に ７ ２ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 産 生 さ
れ た TNF-α の 量 を ELISAで 測 定 し た 。 ２ 人 の 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア の デ ー タ を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 IL-2も し く は IL-15媒 介 性 TNF-α 産 生 に 対 す る 抗 体 146B7の 作 用 を 示 す グ
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ラ フ で あ る 。 ヒ ト PBMCを 、 146B7抗 体 (0.1、 1、 10μ g/ml)と 組 み 合 わ せ た hIL-15 (0、 50、
100ng/ml)又 は hIL-2（ 100ng/ml） と 一 緒 に ７ ２ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 産 生 さ れ た TN
F-α の 量 を ELISAで 測 定 し た 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 hIL-15誘 導 性 CTLL-2増 殖 に 対 す る 抗 体 146B7、 146H5、 404E4 及 び 404A8
の 阻 害 活 性 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 hIL-2を 枯 渇 さ せ た CTLL-2細 胞 を 、 146B7、 146H5、 404E4
 及 び 404A8の 連 続 希 釈 液 と 組 み 合 わ せ た  hIL-15 (60 pg/ml) と 一 緒 に ４ ８ 時 間 、 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 ［ 3 H］ -チ ミ ジ ン 取 り 込 み を 測 定 し て 増 殖 を 表 現 し た （ cpm） 。 結 果 を 平 均
値 と し て 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ 乃 至 ９ は 、  IL-15誘 導 性 PBMC増 殖 に 対 す る 抗 体 146B7（ 図 ７ ） 、 404E4 （ 図
８ ） 及 び 404A8（ 図 ９ ） の 阻 害 活 性 を 示 す グ ラ フ を 含 む 。 ヒ ト PBMCを 、 0.1、 1、 10μ g/ml
の 146B7 （ 図 ７ )、 404E4 （ 図 ８ ) 又 は  404A8 （ 図 ９ ） と 組 み 合 わ せ た hIL-15 (0、 25、 1
00 ng/ml； そ れ ぞ れ 図 ７ Ａ 、 ８ Ａ 、 及 び ９ Ａ ） 又 は hIL-2 (0、 10、 100 ng/ml； そ れ ぞ れ
図 ７ Ｂ 、 ８ Ｂ 、 及 び ９ Ｂ ) と 一 緒 に ７ ２ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ［ 3 H］ -チ ミ ジ ン 取
り 込 み を 測 定 し て 増 殖 を 表 現 し た （ cpm） 。
【 図 ８ 】 図 ７ 乃 至 ９ は 、  IL-15誘 導 性 PBMC増 殖 に 対 す る 抗 体 146B7（ 図 ７ ） 、 404E4 （ 図
８ ） 及 び 404A8（ 図 ９ ） の 阻 害 活 性 を 示 す グ ラ フ を 含 む 。 ヒ ト PBMCを 、 0.1、 1、 10μ g/ml
の 146B7 （ 図 ７ )、 404E4 （ 図 ８ ) 又 は  404A8 （ 図 ９ ） と 組 み 合 わ せ た hIL-15 (0、 25、 1
00 ng/ml； そ れ ぞ れ 図 ７ Ａ 、 ８ Ａ 、 及 び ９ Ａ ） 又 は hIL-2 (0、 10、 100 ng/ml； そ れ ぞ れ
図 ７ Ｂ 、 ８ Ｂ 、 及 び ９ Ｂ ) と 一 緒 に ７ ２ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ［ 3 H］ -チ ミ ジ ン 取
り 込 み を 測 定 し て 増 殖 を 表 現 し た （ cpm） 。
【 図 ９ 】 図 ７ 乃 至 ９ は 、  IL-15誘 導 性 PBMC増 殖 に 対 す る 抗 体 146B7（ 図 ７ ） 、 404E4 （ 図
８ ） 及 び 404A8（ 図 ９ ） の 阻 害 活 性 を 示 す グ ラ フ を 含 む 。 ヒ ト PBMCを 、 0.1、 1、 10μ g/ml
の 146B7 （ 図 ７ )、 404E4 （ 図 ８ ) 又 は  404A8 （ 図 ９ ） と 組 み 合 わ せ た hIL-15 (0、 25、 1
00 ng/ml； そ れ ぞ れ 図 ７ Ａ 、 ８ Ａ 、 及 び ９ Ａ ） 又 は hIL-2 (0、 10、 100 ng/ml； そ れ ぞ れ
図 ７ Ｂ 、 ８ Ｂ 、 及 び ９ Ｂ ) と 一 緒 に ７ ２ 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ［ 3 H］ -チ ミ ジ ン 取
り 込 み を 測 定 し て 増 殖 を 表 現 し た （ cpm） 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 IFNγ で 刺 激 し た 単 球 に 対 す る 抗 体 146B7の 結 合 を 示 す グ ラ フ で あ る
。 ヒ ト PBMCを  IFNγ （ 500 U/ml) の 存 在 下 で 最 長 ２ 日 間 （ ３ ７ ℃ ） 、 培 養 し た 。 一 試 料 当
た り 少 な く と も 5000個 の 細 胞 の 蛍 光 強 度 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ 及 び 単 球 の 通 門 に よ る 分
析 後 に 調 べ た 。 デ ー タ は 刺 激 指 数 （ S.I.＝ （ 平 均 蛍 光 陽 性 染 色 ） ／ （ 平 均 蛍 光 バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド 染 色 ） を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 抗 体 146B7（ パ ネ ル Ｂ ） 又 は ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 （ パ
ネ ル Ａ ） と の ヒ ト 単 球 の 結 合 を 示 す 。 ヒ ト PBMCを 単 離 し 、 こ の 細 胞 を IFNγ （ 500U/ml） と
一 緒 に 培 養 後 に サ イ ト ス ピ ン を 作 製 し た 。 細 胞 を ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染 色 し た 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 ヒ ト 乾 癬 皮 膚 の 、 146B7（ パ ネ ル Ｂ ） 又 は ア イ ソ タ イ プ ・ コ ン ト ロ
ー ル 抗 体 （ hIgG1） （ パ ネ ル Ａ ） と の 結 合 を 示 す 。 ヒ ト 乾 癬 プ ラ ー ク を 患 者 か ら イ ン フ ォ
ー ム ド ・ コ ン セ ン ト 後 に 得 、 検 定 ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。 組 織 を ビ オ チ ン 化 抗 体 で 染 色
し 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 活 性 化 後 に 観 察 し た 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ Ａ は 、 SCIDマ ウ ス を 146B7又 は 賦 形 剤 で 処 理 し た 後 の リ ウ マ チ 性 関 節 組
織 中 の 有 核 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 示 す グ ラ フ で あ る 。 組 織 を ヘ マ ト キ シ リ ン 及 び エ オ シ
ン （ Ｈ ＆ Ｅ ） で 染 色 し 、 Photo Shop バ ー ジ ョ ン  6.0で 解 析 し た 。 デ ー タ は 、 146B7処 理 （
n=4） 又 は 賦 形 剤 処 理 （ n=2） 後 の マ ウ ス の 核 （ 全 面 積 の パ ー セ ン テ ー ジ ） の 平 均 及 び s.e.
m.と し て 示 さ れ て い る 。 図 １ ３ Ｂ は 、 146B7（ パ ネ ル Ｂ ） 又 は PBS（ パ ネ ル Ａ ） で 処 理 し た
後 の 、 SCIDマ ウ ス 中 に 異 種 移 植 さ れ た RA組 織 の 代 表 的 Ｈ ＆ Ｅ 染 色 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 SCID／ 乾 癬 マ ウ ス に お け る 抗 体 146B7処 理 の 作 用 を 示 す グ ラ フ を 含
む 。 パ ラ フ ィ ン 包 埋 に 向 け て 生 検 を ホ ル マ リ ン 固 定 し 、 Ｈ ＆ Ｅ で Ki-67核 内 抗 原 つ い て 染
色 し た 。 図 １ ４ Ａ は 、 角 質 層 か ら リ ー ト ・ ペ ッ グ ズ （ 原 語 ： rete pegs） の 始 ま り ま で 測
定 さ れ た 表 皮 の 厚 さ に よ り 評 価 さ れ た 、 乾 癬 の 重 篤 度 を 示 す 。 図 １ ４ Ｂ は 、 角 質 層 か ら リ
ー ト ・ ペ ッ グ ズ の 最 深 部 ま で 測 定 さ れ た 表 皮 の 厚 さ を 示 す 。 図 １ ４ Ｃ は 、 錯 角 化 症 の 等 級
を 示 す 。 図 １ ４ Ｄ は 、 上 側 真 皮 中 の 炎 症 性 単 核 細 胞 数 を 示 す 。 図 １ ４ Ｅ は 、 Ki-67+サ イ ク
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リ ン グ ・ ケ ラ チ ノ サ イ ト の 数 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 抗 体 146B7 (パ ネ ル Ｃ )、 CsA (パ ネ ル B)、 又 は 賦 形 剤 （ パ ネ ル Ａ ）
で 処 理 し た 後 の SCIDマ ウ ス に 移 植 さ れ た ヒ ト 乾 癬 皮 膚 の Ｈ ＆ Ｅ 染 色 を 示 す 。 移 植 か ら ３ 週
間 後 に マ ウ ス に PBS (プ ラ セ ボ )、 CsA (シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ )（ サ ン ド ス 社 ） を 、 １ ５ 日 間 に
わ た っ て １ 日 置 き に 10mg/kgの 用 量 、 又 は 146B7を １ 日 目 に 20 mg/kg、 そ し て ８ 日 目 及 び １
５ 日 目 に 10 mg/kgの 用 量 、 投 与 し た 。 最 後 の 注 射 か ら １ 週 間 後 に マ ウ ス を と 殺 し 、 4 mm 
の 穿 孔 生 検 を 各 異 種 移 植 片 か ら 採 取 し た 。 パ ラ フ ィ ン 包 埋 に 向 け て 生 検 を ホ ル マ リ ン 固 定
し 、 Ｈ ＆ Ｅ で 染 色 し た 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 146B7 (パ ネ ル Ｃ )、 CsA (パ ネ ル Ｂ )、 又 は 賦 形 剤 (パ ネ ル Ａ )で 処 理
後 の SCIDマ ウ ス に 移 植 さ れ た ヒ ト 乾 癬 皮 膚 の Ki-67染 色 を 示 す 。 移 植 か ら ３ 週 間 後 に マ ウ
ス に PBS (プ ラ セ ボ )、 CsA (シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ )（ サ ン ド ス 社 ） を 、 １ ５ 日 間 に わ た っ て １
日 置 き に 10mg/kgの 用 量 、 又 は 146B7を １ 日 目 に 20 mg/kg、 そ し て ８ 日 目 及 び １ ５ 日 目 に 10
 mg/kgの 用 量 、 投 与 し た 。 最 後 の 注 射 か ら １ 週 間 後 に マ ウ ス を と 殺 し 、 4 mm の 穿 孔 生 検
を 各 異 種 移 植 片 か ら 採 取 し た 。 パ ラ フ ィ ン 包 埋 に 向 け て 生 検 を ホ ル マ リ ン 固 定 し 、 Ki-67
核 内 抗 原 に つ い て 染 色 し た 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 抗 体 146B7の 、 受 容 体 に 結 合 し た IL-17へ の 結 合 を 示 す グ ラ フ で あ る
。 プ レ ー ト を IL-15Rα で 被 覆 し 、 IL-15と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ ０ 分 後 、 ビ オ チ
ン 化 146B7を ウ ェ ル に 加 え た 。 146B7の 、 受 容 体 に 結 合 し た IL-15へ の 結 合 を 405 nm で ELIS
A-リ ー ダ で 評 価 し た 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 IL-15が 、 Raji細 胞 上 に 発 現 し た そ の 受 容 体 へ の 結 合 後 の 、 抗 体 146
B7の IL-15へ の 結 合 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 IL-15R発 現 Raji細 胞 を IL-15と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ
ー ト 後 、 ビ オ チ ン 化 146B7 を １ ０ 分 後 に こ れ ら 細 胞 に 加 え た 。 146B7 の 、 受 容 体 に 結 合 し
た IL-15へ の 結 合 を FACS分 析 で 評 価 し た 。
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【 図 ３ 】

【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ４ Ｃ 】

【 図 ４ Ｄ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】

【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ Ａ 】 【 図 １ ３ Ｂ Ｃ 】
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【 図 １ ４ Ａ 】

【 図 １ ４ Ｂ 】

【 図 １ ４ Ｃ 】

【 図 １ ４ Ｄ 】

【 図 １ ４ Ｅ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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