
(57)【要約】
【課題】本発明は、ヒトインビトロ系内で直面する欠点に取り組み、治療用抗体の免疫学
的同等性を保証するという現在未解決の問題に対する解決策を提供することを課題とする
。
【解決手段】本発明は a) 標準抗体がトランスジェニックである、非ヒト動物を作製する
段階、 b) そのトランスジェニック非ヒト動物を a)のトランスジェニックであるその標準
抗体の変異体である外因性抗体と接触させる段階、および c) (b)の外因性抗体によって誘
発されたトランスジェニック非ヒト動物の免疫反応を判定する段階を含む、外因性抗体変
異体の相対免疫原性を判定する方法を提供する。
【選択図】なし 10

JP 2007-6891 A 2007.1.18



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 外 因 性 抗 体 の 相 対 免 疫 原 性 を 判 定 す る 方 法 で あ っ て 、
a) 標 準 抗 体 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る 、 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る 段 階 、
b) 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 標 準 抗 体 の 変 異 体 で あ る 外 因
性 抗 体 と 接 触 さ せ る 段 階 、
c) (b)の 外 因 性 抗 体 に よ っ て 誘 発 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 免 疫 反 応 を 判 定
す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 外 因 性 抗 体 が ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 標 準 抗 体 が ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 で あ る 、 請 求 項
1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 標 準 抗 体 が ヒ ト ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項
3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 非 ヒ ト 動 物 が 哺 乳 類 で あ る 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 非 ヒ ト 動 物 が 齧 歯 類 で あ る 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 非 ヒ ト 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 変 異 体 が 一 次 、 二 次 お よ び 三 次 タ ン パ ク 質 構 造 の 変 異 、 グ リ コ シ ル 化 な ら び に ア ミ ノ 酸
の 化 学 修 飾 を 含 む 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 治 療 用 抗 体 の 免 疫 同 等 性 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、
a) 標 準 抗 体 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る 、 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る 段 階 、
b) 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 標 準 抗 体 の 変 異 体 で あ る 治 療 用 抗 体 で 免 疫 す る 段
階 、
c) 免 疫 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 血 清 を 回 収 す る 段 階 、
d) 治 療 用 抗 体 に 対 し て 作 製 さ れ た 血 清 中 の 抗 体 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 標 準 抗 体 の 変 異 体 で あ る 外 因 性 抗 体 の 相 対 免 疫 原 性 を 判 定 す る た め
の 標 準 抗 体 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る 非 ヒ ト 動 物 の 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 外 因 性 抗 体 が ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 標 準 抗 体 が ヒ ト ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る 、 請 求 項
10記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 非 ヒ ト 動 物 が 哺 乳 類 で あ る 、 請 求 項 10～ 12の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 非 ヒ ト 動 物 が 齧 歯 類 で あ る 、 請 求 項 10～ 12の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 非 ヒ ト 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 10～ 12の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 特 に 以 下 に 記 載 の 例 に つ い て 実 質 的 に 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 お よ び 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 抗 体 を 用 い た 治 療 用 ま た は 診 断 用 の 異 な る 調 製 物 の 相 対 免 疫 原 性 の 評 価 に 有 用
な イ ン ビ ボ モ デ ル に 関 す る 。 免 疫 原 性 は 、 a) 抗 体 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る 、 非 ヒ ト
動 物 を 作 製 す る 段 階 、 b) そ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を a)の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
抗 体 の 標 準 調 製 物 ま た は そ の 変 異 体 で あ る 外 因 性 抗 体 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び c) (b)の
外 因 性 抗 体 に よ っ て 誘 発 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 免 疫 反 応 を 判 定 す る 段 階
を 含 む 方 法 に よ っ て 比 較 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 治 療 用 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 腎 臓 移 植 で の 同 種 移 植 片 拒 絶 反 応 の 阻 止 に 必 要 と さ れ る
組 換 え マ ウ ス 抗 体 Orthoclone、 OKT-3に つ い て 認 可 を 得 て 、 1986年 に 実 際 の 臨 床 上 の 診 察
に 導 入 さ れ た [非 特 許 文 献 1、 非 特 許 文 献 2、 非 特 許 文 献 3、 非 特 許 文 献 4、 非 特 許 文 献 5、 非
特 許 文 献 6、 非 特 許 文 献 7]。 ReoProは 、 FDAに よ っ て 1994年 に 認 可 さ れ て お り [非 特 許 文 献 8
、 非 特 許 文 献 9、 非 特 許 文 献 10]、 製 薬 業 界 に よ る そ の 治 療 薬 な ら び に 治 療 用 抗 体 の 商 業 的
な 将 来 性 の 受 け 入 れ が 当 初 遅 か っ た こ と の 表 れ で あ る 。 生 物 学 的 療 法 薬 の 大 量 製 造 に 関 連
す る 技 術 的 課 題 、 癌 治 療 に お け る 早 々 の 失 望 、 お よ び ヒ ト で 生 じ る 治 療 薬 に 対 す る 免 疫 反
応 に 関 す る 懸 念 に よ っ て 、 こ れ ら の 新 規 治 療 薬 の 広 が り が 遅 れ た こ と が 概 ね 説 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 治 療 用 抗 体 と 関 連 す る 初 期 課 題 の 多 く は 、 最 近 に な っ て 抗 体 産 生 、 開 発 お よ び 製 造 技 術
の 改 善 に よ り 克 服 さ れ る よ う に な っ た [非 特 許 文 献 11]。 2002年 に は 、 米 国 で 認 可 さ れ た モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 治 療 薬 が 13種 類 あ り 、 臨 床 試 験 中 の 製 品 が 他 に 400種 類 あ っ た [
非 特 許 文 献 12]。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 薬 剤 の 多 く に 対 し て 起 こ る 免 疫 原 性 反 応 に 関 す
る 利 用 で き る 情 報 は 依 然 と し て 限 ら れ て い る [非 特 許 文 献 13、 非 特 許 文 献 14]。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 小 分 子 薬 物 と は 対 照 的 に 、 治 療 用 抗 体 は 、 非 常 に 複 雑 な 三 次 元 構 造 を 有 す る 大 き な 分 子
で あ る 。 合 成 薬 物 は 、 高 感 度 の 物 理 化 学 的 分 析 法 を 用 い て 十 分 に 特 徴 づ け ら れ る こ と が で
き る が 、 組 換 え タ ン パ ク 質 は 物 理 化 学 的 分 析 法 だ け を 用 い て は 十 分 に 特 徴 づ け ら れ な い 。
組 換 え 生 物 タ ン パ ク 質 は 遺 伝 子 改 変 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ 、 そ れ ら は 本 質 的 に は 変 異 性 で
あ る 。 そ の 産 物 は 異 な る 異 性 体 と し て 産 生 さ れ る こ と も あ り 、 ま た は そ の 産 物 は 凝 集 体 を
形 成 す る こ と も あ る 。 グ リ コ シ ル 化 お よ び そ の 他 の 翻 訳 後 修 飾 は 、 異 質 性 を も た ら す 別 の
厄 介 な 問 題 で あ る 。 生 物 学 的 治 療 薬 の 生 産 工 程 は 合 成 薬 剤 製 品 に 使 わ れ る 工 程 よ り も は る
か に 複 雑 で あ る 。 こ の よ う に 、 生 物 学 的 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 最 終 的 な 特 性 は 、 生 産 工 程 に
大 き く 依 存 し て お り [非 特 許 文 献 15]、 剤 形 に よ っ て 影 響 を 受 け る こ と も あ り う る 。 バ ッ チ
間 の ば ら つ き は よ く 起 こ る こ と で あ り 、 こ の こ と か ら 再 現 性 が 製 品 の 品 質 を 評 価 す る 判 定
基 準 の 1つ に な っ て い る 。 物 理 化 学 的 方 法 は 生 物 学 的 治 療 用 製 品 を 十 分 に 特 徴 づ け る こ と
が で き な い の で 、 物 理 化 学 的 デ ー タ の 補 う も の と し て そ の 製 品 を 特 徴 づ け る 生 物 学 的 な 系
が 必 要 で あ る [非 特 許 文 献 16]。 異 な る 生 産 バ ッ チ が そ の 固 有 の 免 疫 学 的 特 性 に 相 当 す る こ
と を 確 実 に す る こ と が 、 生 物 薬 剤 の 製 造 に お い て 直 面 す る 最 も 困 難 な 課 題 の う ち の 1つ に
な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 大 部 分 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 は 患 者 に 投 与 さ れ る と 、 免 疫 反 応 を 引 き 起 こ し [非 特 許 文 献 1
7]、 治 療 用 抗 体 も 例 外 で は な い [非 特 許 文 献 18]。 し か し な が ら 、 製 品 抗 体 の 生 成 率 は 製 品
間 で 大 き く 異 な っ て お り 、 大 部 分 の 個 体 で 抗 体 を 誘 導 す る も の も あ れ ば 、 そ れ 以 外 の 場 合
で は 、 免 疫 反 応 の 発 生 は 稀 有 で あ る [非 特 許 文 献 19]。 抗 体 構 造 内 に あ る ヒ ト 以 外 の ア ミ ノ
酸 配 列 の 存 在 で あ ろ う と 、 標 的 分 子 の 性 質 で あ ろ う と 、 適 用 経 路 で あ ろ う と 、 ま た は 治 療
薬 が 必 要 な 疾 患 の 種 類 で あ ろ う と 、 多 く の 要 因 は 免 疫 反 応 の 発 生 に 影 響 を 与 え る 。 ま さ に
同 じ ア ミ ノ 酸 一 次 配 列 を 含 む 同 一 産 物 の 2つ の 電 荷 内 に お い て 、 凝 集 体 の 形 成 、 違 っ た 形
に 折 り 畳 ま れ た タ ン パ ク 質 の 3次 元 構 造 の 存 在 、 ま た は 不 純 物 の 存 在 が 免 疫 原 性 に 大 き く
影 響 を 与 え る 場 合 が あ る [非 特 許 文 献 20]。 免 疫 原 性 に つ い て の 劇 的 な 結 果 は 、 製 品 抗 体 が
患 者 の 内 因 性 タ ン パ ク 質 と 交 差 反 応 す る 場 合 に 印 象 的 に 観 察 さ れ て お り 、 こ れ は 組 換 え エ
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リ ス ロ ポ エ チ ン α の 剤 形 の 変 更 後 に 観 察 さ れ た [非 特 許 文 献 21、 非 特 許 文 献 22、 非 特 許 文
献 23、 非 特 許 文 献 24]。 こ の よ う に 、 製 造 変 更 が 相 対 免 疫 原 性 の 面 で 製 品 の 品 質 に 与 え う
る 結 果 を モ ニ タ ー す る 系 が 早 急 に 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 の 一 次 構 造 の 変 化 は 、 単 離 さ れ た ヒ ト 樹 状 細 胞 お よ び ヒ ト ヘ ル パ ー Tリ ン パ
球 か ら な る イ ン ビ ト ロ 系 を 用 い て 、 容 易 に モ ニ タ ー す る こ と が で き る [非 特 許 文 献 25]。 こ
れ ら の モ デ ル は ド ナ ー 間 の T細 胞 前 駆 体 頻 度 の 相 違 お よ び MHCの 多 型 性 に よ っ て 制 限 さ れ る
こ と が あ り 、 統 計 的 に 有 意 な 結 果 に 到 達 す る に は 異 な る MHC遺 伝 子 型 を 有 す る 多 数 の ド ナ
ー の 調 査 を 必 要 と す る 。 さ ら に 重 要 な こ と に は 、 一 次 構 造 を 除 く が タ ン パ ク 質 の 三 次 構 造
を 含 む よ り 微 妙 な 変 化 は 、 単 離 さ れ た イ ン ビ ト ロ 系 で は モ ニ タ ー す る こ と が で き ず 、 よ り
完 全 な 免 疫 系 の モ デ ル を 必 要 と す る 。 そ の よ う な モ デ ル は イ ン ビ ボ 動 物 系 に よ っ て 供 与 さ
れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 と り わ け 、 ヒ ト 相 同 体 は 動 物 に お い て 免 疫 原 性 で あ り 、 し た が っ て 、 動 物 に お け る ヒ ト
抗 体 の 試 験 で は ヒ ト に お い て そ の 免 疫 原 性 の 可 能 性 を ほ と ん ど 予 測 で き な い [非 特 許 文 献 2
6]。 し か し な が ら 、 異 な る 調 製 物 の 相 対 免 疫 原 性 は 、 場 合 に よ っ て は 評 価 す る こ と が で き
る [非 特 許 文 献 27]。 ヒ ト タ ン パ ク 質 は 動 物 に と っ て 外 来 性 で あ り 、 し た が っ て 免 疫 反 応 を
惹 起 す る と 考 え ら れ る が 、 対 象 と す る ヒ ト タ ン パ ク 質 に つ い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク と な っ
た 動 物 は そ の 導 入 遺 伝 子 を 自 己 と 認 識 し 、 そ の 導 入 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク
質 に 対 し て 寛 容 に な る と 考 え ら れ る 。 動 物 モ デ ル ま た は イ ン ビ ト ロ 系 で は 、 現 在 、 も っ ぱ
ら か つ 確 実 に 臨 床 試 験 で 判 定 だ け を す る こ と が で き る 、 ヒ ト に お け る 治 療 用 タ ン パ ク 質 に
対 す る 免 疫 反 応 を 予 測 す る こ と は で き な い が 、 ヒ ト 抗 体 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス [非 特
許 文 献 28]は 、 治 療 用 抗 体 に 対 す る B細 胞 の 寛 容 破 壊 の 原 因 と な る 要 因 を 評 価 す る た め に 最
良 の モ デ ル で あ り 、 し た が っ て 免 疫 同 等 性 (immunocomparability)、 す な わ ち 、 製 造 変 更
が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で の 治 療 用 抗 体 の 相 対 免 疫 特 性 に 与 え う る 影 響 の 評 価 に お け
る 重 要 な 手 段 と な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Proceedings of an international symposium on monoclonal antibody
 therapy with orthoclone OKT3 in renal transplantation. Transplant Proc, 1986. 1
8(4): p. 923-56. Burdick, J. F., et al.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Reversal of progressive renal allograft dysfunction with OKT3. N
ephron, 1987. 46 Suppl 1: p. 52-5; Farges, O., et al.
【 非 特 許 文 献 ３ 】 A randomized trial of OKT3-based versus cyclosporine-based immun
oprophylaxis after liver transplantation. Long-term results of a European and Au
stralian multicenter study. Transplantation, 1994. 58(8): p. 891-8.; Farrell, M.
 L.
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Orthoclone OKT3: a treatment for acute renal allograft rejection
. Anna J, 1987. 15(6): p.373-6.: Friedman, J., et al.
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Orthoclone OKT3 treatment of acute renal allograft rejection. Tr
ansplant Proc, 1987. 19(2 Suppl 2): p. 46; Gordon, R. D., et al.
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Experience with Orthoclone OKT3 monoclonal antibody in liver tra
nsplantation. Am J Kidney Dis, 1988. 11(2): p. 141-4; Smith, S. L.
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Ten years of Orthoclone OKT3 (muromonab-CD3): a review. J Transp
l Coord, 1966. 6(3): p. 109-19; quiz 120-1
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Tcheng, J. E., Dosing and administration of ReoPro (c7E3 Fab). J
 Invasive Cardiol, 1994. 6 Suppl A: p. 29A-33A; discussion 51A-54A
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Faulds, D. and E. M. Sorkin, Abciximab (c7E3 Fab). A review of i
ts pharmacology and therapeutic potential in ischaemic heart disease. Drugs, 199
4. 48(4): p. 583-98
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Huston, J. S. and A. J. George, Engineered antibodies take cen
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ter stage. Hum Antibodies, 2001. 10(3-4): p. 127-42
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Kipriyanov, S. M. and F. Le Gall, Generation and production of
 engineered antibodies. Mol Biotechnol, 2004. 26(1): p. 39-60
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Gura, T., Therapeutic antibodies: magic bullets hit the target
. Nature, 2002. 417(6889): p. 584-6
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Schellekens, H., Bioequivalence and the immunogenicity of biop
harmaceuticals. Nat Rev Drug Discov, 2002. 1(6): p. 457-62
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Schellekens, H., When biotech proteins go off-patent. Trends B
iotechnol, 2004. 22(8): p. 406-10
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Rosenberg, A. S., immunogenicity of biological therapeutics: a
 hierarchy of concerns. Dev Biol(Basel), 2003. 112: p. 15-21
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Schellekens, H., Bioequivalence and the immunogenicity of biop
harmaceuticals. Nat Rev Drug Discov, 2002. 1(6): p. 457-62
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Ryff, J. C. and H. Schellekens, Immunogenicity of rDNA-derived
 pharmaceuticals. Trends Pharmacol Sci, 2002. 23(6): p. 254-6
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Ryff, J. C. and H. Schellekens, Immunogenicity of rDNA-derived
 pharmaceuticals. Trends Pharmacol Sci, 2002. 23(6): p. 254-6
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 Schellekens, H., Immunogenicity of therapeutic proteins: clini
cal implications and future prospects. Clin Ther, 2002. 24(11): p. 1720-40; disc
ussion 1719
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Schellekens, H.,When biotech proteins go off-patent. Trends Bi
otechnol, 2004. 22(8): p. 406-10
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 Casadevall, N., Antibodies against rHuEPO: native and recombin
ant. Nephrol Dial Transplant, 2002. 17 Suppl 5: p. 42-7
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 Casadevall, N., Pure red cell aplasia and anti-erythropoietin 
antibodies in patients treated with epoetin. Nephrol Dial Transplant, 2003. 18 S
uppl 8: p. viii37-41
【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】 Casadevall, N. and L. Croisille, [Erythropoiesis disorders and
 other central autoimmune anemias]. Rev Prat, 2001. 51(14): p. 1547-51
【 非 特 許 文 献 ２ ４ 】 Casadevall, N., et al., Pure red-cell aplasia and antierythrop
oietin antibodies in patients treated with recombinant erythropoietin. N Engl J 
Med, 2002. 346(7): p. 469-75
【 非 特 許 文 献 ２ ５ 】 Stickler, M. M., D. A. Estell, and F. A. Harding, CD4+ T-cell 
epitope determination using unexposed human donor peripheral blood mononuclear c
ells. J Immunother, 2002. 23(6): p. 654-60
【 非 特 許 文 献 ２ ６ 】 Schellekens, H., Bioequivalence and the immunogenicity of biop
harmaceuticals. Nat Rev Drug Discov, 2002. 1(6): P. 457-62
【 非 特 許 文 献 ２ ７ 】 Palleroni, A. V., et al., Interferon immunogenicity: preclinic
al evaluation of interferon-alpha 2a. J Interferon Cytokine Res, 1997. 17 Suppl 
1: p. S23-7
【 非 特 許 文 献 ２ ８ 】 Storb, U., Transgenic mice with immunoglobulin genes. Annu Rev
 Immunol, 1987. 5: p. 151-74
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 抗 体 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 し か し な が ら 、 そ れ
ら は 治 療 用 抗 体 の 免 疫 同 等 性 評 価 の 問 題 を 解 決 す る た め に は 用 い ら れ て い な い 。 本 発 明 は
、 ヒ ト イ ン ビ ト ロ 系 内 で 直 面 す る 欠 点 に 取 り 組 み 、 治 療 用 抗 体 の 免 疫 学 的 同 等 性 を 確 実 に
す る と い う 現 在 未 解 決 の 問 題 に 対 す る 解 決 策 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 （ １ ） は 、 外 因 性 抗 体 の 相 対 免 疫 原 性 を 判 定 す る 方 法 で あ っ て 、
a) 標 準 抗 体 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る 、 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る 段 階 、
b) 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 標 準 抗 体 の 変 異 体 で あ る 外 因
性 抗 体 と 接 触 さ せ る 段 階 、
c) (b)の 外 因 性 抗 体 に よ っ て 誘 発 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 免 疫 反 応 を 判 定
す る 段 階 を 含 む 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ） は 、 外 因 性 抗 体 が ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 で あ る 、 本 発 明
(1)の 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ ３ ） は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 標 準 抗 体 が ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は キ メ ラ 抗
体 で あ る 、 本 発 明 (1)の 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ ４ ） は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 標 準 抗 体 が ヒ ト ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド に 対 す る 抗
体 で あ る 、 本 発 明 (3)の 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ ５ ） は 、 非 ヒ ト 動 物 が 哺 乳 類 で あ る 、 本 発 明 (1)～ (4)の い ず れ か 一 発 明 の 方 法
で あ る 。
　 本 発 明 （ ６ ） は 、 非 ヒ ト 動 物 が 齧 歯 類 で あ る 、 本 発 明 (1)～ (4)の い ず れ か 一 発 明 の 方 法
で あ る 。
　 本 発 明 （ ７ ） は 、 非 ヒ ト 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 本 発 明 (1)～ (4)の い ず れ か 一 発 明 の 方 法
で あ る 。
　 本 発 明 （ ８ ） は 、 変 異 体 が 一 次 、 二 次 お よ び 三 次 タ ン パ ク 質 構 造 の 変 異 、 グ リ コ シ ル 化
な ら び に ア ミ ノ 酸 の 化 学 修 飾 を 含 む 、 本 発 明 (1)～ (6)の い ず れ か 一 発 明 の 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ ９ ） は 、 治 療 用 抗 体 の 免 疫 同 等 性 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、
a) 標 準 抗 体 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る 、 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る 段 階 、
b) 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 標 準 抗 体 の 変 異 体 で あ る 治 療 用 抗 体 で 免 疫 す る 段
階 、
c) 免 疫 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 血 清 を 回 収 す る 段 階 、
d) 治 療 用 抗 体 に 対 し て 作 製 さ れ た 血 清 中 の 抗 体 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ０ ） は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 標 準 抗 体 の 変 異 体 で あ る 外 因 性 抗 体 の 相 対 免 疫
原 性 を 判 定 す る た め の 標 準 抗 体 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る 非 ヒ ト 動 物 の 使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ １ ） は 、 外 因 性 抗 体 が ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 で あ る 、 本 発
明 (10)の 使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ２ ） は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 標 準 抗 体 が ヒ ト ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド に 対 す る
抗 体 で あ る 、 本 発 明 (10)の 使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ３ ） は 、 非 ヒ ト 動 物 が 哺 乳 類 で あ る 、 本 発 明 (10)～ (12)の い ず れ か 一 発 明 の
使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ４ ） は 、 非 ヒ ト 動 物 が 齧 歯 類 で あ る 、 本 発 明 (10)～ (12)の い ず れ か 一 発 明 の
使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ５ ） は 、 非 ヒ ト 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 本 発 明 (10)～ (12)の い ず れ か 一 発 明 の
使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ６ ） は 、 特 に 以 下 に 記 載 の 例 に 関 連 し て 実 質 的 に 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法
お よ び 使 用 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ り 、 a) 標 準 抗 体 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る 、 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る 段 階
、 b) そ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を a)の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る そ の 標 準 抗 体
の 変 異 体 で あ る 外 因 性 抗 体 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び c) (b)の 外 因 性 抗 体 に よ っ て 誘 発 さ
れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 免 疫 反 応 を 判 定 す る 段 階 を 含 む 、 外 因 性 抗 体 変 異 体
の 相 対 免 疫 原 性 を 判 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
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　 本 発 明 は 、 抗 体 の 免 疫 同 等 性 を 評 価 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ れ に よ り 抗 体 調 製 物 が 標 準 抗
体 調 製 物 と 比 較 し て 免 疫 反 応 を 誘 発 す る か 否 か (相 対 免 疫 原 性 )を 判 定 す る こ と を 可 能 に す
る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 外 因 性 抗 体 の 相 対 免 疫 原 性 を 判 定 す る 方 法 を 提 供 す る :
a) 標 準 抗 体 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る 、 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る 段 階 、
b) そ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 標 準 抗 体 の 変 異 体 で あ る 外
因 性 抗 体 と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び
c) (b)の 外 因 性 抗 体 に よ っ て 誘 発 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 免 疫 反 応 を 判 定
す る 段 階 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 外 因 性 抗 体 は 治 療 用 抗 体 で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 外 因 性 抗 体 は ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化
抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 抗 体 は 免 疫 グ ロ ブ リ
ン γ (IgG)で あ る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 抗 体 は ヒ ト ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド ま た は そ の
変 異 体 に 対 す る 抗 体 で あ る 。 最 も 好 ま し い 抗 体 は 抗 Aβ IgGの 変 異 体 で あ る 。 抗 Aβ IgGは 、
参 照 と し て 本 明 細 書 に 完 全 に 組 み 入 れ ら れ る 特 許 出 願 で あ る WO03/070760の 中 に 詳 細 に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 好 ま し く は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 標 準 抗 体 は ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 で
あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 抗 体 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン γ (IgG)で あ る 。 さ ら
に よ り 好 ま し く は 、 抗 体 は ヒ ト ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る 。 最 も 好 ま し い
抗 体 は 抗 Aβ IgGで あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 任 意 の 非 ヒ ト 動 物 で あ っ て よ い 。 好 ま し い 非 ヒ ト 動 物
は 哺 乳 類 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 非 ヒ ト 動 物 は マ ウ ス ま た は ラ ッ ト な ど の 齧 歯 類 で あ る
。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 標 準 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 限 定 条 件 の 下 で 作 製 さ れ た 抗 体 で あ
っ て 、 定 量 値 ま た は 定 性 値 に 関 す る 一 般 的 に 認 め ら れ た 計 測 に 役 立 つ 抗 体 の こ と を い う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 変 異 体 」 ま た は 「 抗 体 変 異 体 」 と い う 用 語 は 、 標 準 抗 体 と 構 造
特 性 、 調 製 方 法 、 製 剤 形 態 、 ま た は 保 存 条 件 が 異 な る 抗 体 の こ と を い う 。 構 造 変 異 体 は 一
次 、 二 次 お よ び 三 次 タ ン パ ク 質 構 造 の 変 異 (す な わ ち 、 立 体 構 造 変 化 )、 グ リ コ シ ル 化 な ら
び に ア ミ ノ 酸 の 化 学 修 飾 を 含 ん で も よ い 。 さ ら な る 構 造 変 異 は 、 す な わ ち 選 択 的 ド メ イ ン
間 構 築 体 (VL/VL、 VH/VH)、 二 量 体 、 オ リ ゴ マ ー お よ び さ ら に 大 き な 凝 集 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 相 対 免 疫 特 性 に 対 し 影 響 が あ り う る 要 因 と し て は 、 原 体 の 構 造 変 化 、 製 剤 の 剤 形 、 不 純
物 お よ び 夾 雑 物 を 挙 げ る こ と が で き る 。 特 に 対 象 と な る の は 天 然 タ ン パ ク 質 と 下 流 の プ ロ
セ シ ン グ 、 保 存 、 剤 形 お よ び 取 扱 い の 変 化 か ら 生 じ う る 構 造 変 異 体 と の 間 の 免 疫 原 性 の 相
違 で あ る [Sharma, V. K. and D. S. Kalonia, Temperature- and pH-induced multiple p
artially unfolded states of recombinant human interferon-alpha2a: possible impli
cations in protein stability. Pharm Res, 2003. 20(11): p. 1721-9; Chirino, A. J.
 and A. Mire-Sluis, Characterizing biological products and assessing comparabili
ty following manufacturing changes. Nat Biotechnol, 2004. 22(11): p. 1383-91]。
こ れ ら の 変 異 は ア ミ ノ 酸 交 換 の よ う な 一 次 構 造 の 変 化 、 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 お よ び ア セ チ
ル 化 、 ア ス パ ラ ギ ン 脱 ア ミ ド 化 、 メ チ オ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン も し く は ト リ プ ト フ ァ ン 酸 化 の
よ う な 化 学 修 飾 、 ま た は 、 例 え ば 、 酸 化 ス ト レ ス も し く は 光 ス ト レ ス 、 誘 導 体 化 を 誘 導 す
る 可 能 性 の あ る 賦 形 剤 も し く は 不 純 物 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る そ の 他 の 化 学 修 飾 を 含 む [M
oss, C. X., et al., Asparagine deamidation perturbs antigen presentation on clas
s II MHC molecules. J Biol Chem, 2005; Mamula, M. J., et al., Isoaspartyl post-t
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ranslational modification triggers autoimmune responses to self-proteins. J Biol
 Chem, 1999. 274(32): p. 22321-7; Duenas, E. T., et al., Comparison between ligh
t induced and chemically induced oxidation of rhVEGF. Pharm Res, 2001. 18(10): p
. 1455-60; Gribben, J. G., et al., Development of antibodies to unprotected glyc
osylation sites on recombinant human GM-CSF. Lancet, 1990. 335(8687): p. 434-7; 
Mimura. Y., et al., Role of oligosaccharide residues of IgG1-Fc in Fc gamma RIIb
 binding. J Biol Chem, 2001. 276(49): p. 45539-47; Chianese-Bullock, K. A., et a
l., Antigen processing of two H2-IEd-restricted epitopes is differentially influ
enced by the structural changes in a viral glycoprotein. J Immunol, 1998. 161(4)
: p. 1599-607; Khossravi M, Shire SJ, Borchardt RT. Evidence for the involvement
 of histidine A(12) in the aggreegation and precipitation of human relaxin induc
ed by metal-catalyzed oxidation. Biochemistry. 2000 May 16; 39(19): 5876-85; Mar
giloff L, Chaplia L, Chow A, Singhal PC, Mattana J. Metal-catalyzed oxidation of
 immunoglobulin G impairs Fc receptor-mediated binding to macrophages. Free Radi
c Biol Med. 1998 Nov 1; 25(7): 780-5; Duenas, E. T., et al., Comparison between 
light induced and chemically induced oxidation of rhVEGF. Pharm Res, 2001. 18(10
): p. 1455-60]。 二 次 お よ び 三 次 構 造 変 異 体 は 、 例 え ば 、 一 次 構 造 の 改 変 の 結 果 と し て 、
完 全 な も し く は 部 分 的 な 還 元 、 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 変 化 (「 ス ク ラ ン ブ リ ン グ 」 )、
ま た は 分 子 内 共 有 架 橋 に よ っ て 生 じ う る 。 天 然 タ ン パ ク 質 と 同 じ 一 次 配 列 を 有 す る 配 座 異
性 体 は 、 例 え ば 、 熱 応 力 、 短 時 間 の pH変 化 ま た は 有 機 溶 媒 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ
て 形 成 す る る こ と が で き る [Sharma, V.K. and D. S. Kalonia, Temperature- and pH-ind
uced multiple partially unfolded states of recombinant human interferon-alpha2a:
 possible implications in protein stability. Pharm Res, 2003. 20(11): p. 1721-9;
 Vermeer, A. W. and W. Norde, The thermal stability if immunoglobulin: unfolding
 and aggregation of a multi-domain protein. Biophys J, 2000. 78(1): p. 394-404; 
Ronnelid, J., et al., Immune complexes from SLE sera induce IL10 production from
 normal peripheral blood mononuclear cells by an FcgammaRII dependent mechanism:
 implications for a possible vicious cycle maintaining B cell hyperactivity in S
LE. Ann Rheum Dis, 2003. 62(1): p. 37-42; Melnikova, Y. I., et al., Antigen-bind
ing activity of monoclonal antibodies after incubation with organic solvents. Bi
ochemistry (Mosc), 2000. 65(11): p. 1256-65; Reed MA, et al., The denatured stat
e under native conditions: a non-native-like collapsed state of N-PGK. J Mol Bio
l. 2006 Mar 24;357(2):365-72]。 選 択 的 ド メ イ ン 間 構 築 体 (VL/VL、 VH/VH)、 二 量 体 、 オ
リ ゴ マ ー お よ び さ ら に 大 き な 凝 集 体 の よ う な よ り 高 次 の 構 造 変 異 は 、 共 有 結 合 性 の 分 子 間
架 橋 に よ っ て 形 成 さ れ る こ と が で き 、 例 え ば 、 酸 化 ス ト レ ス お よ び /ま た は 分 子 間 架 橋 を
誘 導 す る 可 能 性 の あ る 賦 形 剤 も し く は 不 純 物 の 存 在 に よ っ て 誘 導 さ れ る こ と が で き る 。 二
量 体 、 オ リ ゴ マ ー お よ び さ ら に 大 き な 凝 集 体 は 同 様 に 、 非 共 有 結 合 性 の 分 子 間 相 互 作 用 に
よ っ て 、 例 え ば 、 非 天 然 性 配 座 異 性 体 の 形 成 、 ミ セ ル 形 成 ま た は 一 次 構 造 の 改 変 の 結 果 と
し て 形 成 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 に 対 象 と な る の は 立 体 構 造 変 化 に 加 え て 、 そ の 反 復 的 な エ ピ ト ー プ 特 性 が 原 因 と な る
よ り 大 き な 凝 集 体 で あ り 、 こ れ ら は 種 々 の 治 療 用 タ ン パ ク 質 の 免 疫 原 性 を 増 大 さ せ る こ と
が 知 ら れ て い る (Braun, A., et al., Protein aggregates seem to play a key role amo
ng the parameters influencing the antigenicity of interferon alpha(IFN-alpha) in
 normal and transgenic mice. Pharm Res, 1997. 14(10): p. 1472-8; Hochuli, E., In
terferon immunogenicity: technical evaluation of interferon-alpha 2a. J Interfer
on Cytokine Res, 1997. 17 Suppl 1: p. S15-21; Hermeling S, et al., Structural ch
aracterization and immunogenicity in wild-type and immune tolerant mice of degra
ded recombinant human interferon alpha2b. Pharm Res. 2005 Dec;22(12):1997-2006)
。 凝 集 体 形 成 は 、 例 え ば 、 光 へ の 曝 露 、 物 理 的 応 力 (振 盪 ま た は 撹 拌 )に よ っ て 促 進 さ れ る
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こ と が 知 ら れ て お り 、 と り わ け 高 温 下 で の 長 期 保 存 の 間 に ま た は 製 剤 の 不 適 切 な 取 扱 い (
物 理 的 応 力 )に よ っ て 起 こ り う る (Wang, W. Protein aggregation and its inhibition in
 biopharmaceutics. Int J Pharm. 2005 Jan 31, 289(1-2): 1-30、 お よ び 本 明 細 書 の 引
用 文 献 )。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 免 疫 反 応 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 産 生 、 細 胞 性 免 疫 、 お よ び 免 疫
寛 容 を 含 む 、 抗 原 刺 激 に 対 す る 免 疫 系 の 任 意 の 反 応 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 治 療 用 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 疾 患 の 処 置 、 治 療 お よ び 診 断 に 使
用 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の こ と を い う 。 治 療 用 抗 体 は 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 と し て 任
意 の 動 物 に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 で あ っ て よ い 。 好 ま し く は 、 治 療 用 抗 体 は 齧 歯 類 に よ っ
て 、 よ り 好 ま し く は マ ウ ス に よ っ て 産 生 さ れ る 。 治 療 用 抗 体 は ま た 遺 伝 子 操 作 に よ っ て 産
生 さ れ る 抗 体 で あ っ て も よ い 。 適 当 な 方 法 、 す な わ ち 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 は 当 技 術
分 野 に お い て 周 知 で あ る (Brekke OH and Loset GA, New technologies in therapeutic a
ntibody development Curr Opin Pharmaco. 2003 Oct: 3(5): 544-50.)。 好 ま し く は 、 治
療 用 抗 体 は ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 治 療 用 抗 体 の 免 疫 同 等 性 を 評 価 す る 方 法 を 提 供 す
る :
a) 標 準 抗 体 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る 、 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る 段 階 、
b) そ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 標 準 抗 体 の 変 異 体 で あ る 治 療 用 抗 体 で 免 疫 す る
段 階 、
c) 免 疫 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 血 清 を 回 収 す る 段 階 、
d) 治 療 用 抗 体 に 対 し て 作 製 さ れ た 血 清 中 の 抗 体 を 測 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 治 療 用 抗 体 に 対 し て 作 製 さ れ た 血 清 中 の 抗 体 は 、 治 療 用 抗 体 に 対 す る 免 疫 反 応 と し て ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に よ り 産 生 さ れ た 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 産 生 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 適 当
な 方 法 は 、 す な わ ち 、 Hogan B., Beddington R., Costantini F. and Lacy E. Manipulat
ing the mouse embryo. A laboratory manual. 2nd Edition (1994). Cold Spring Harbo
r Laboratory Pressに あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で の 抗 体 の 発 現 は 構 成 的 ま た は 誘 導 性 で あ っ て よ い 。 好
ま し く は 、 抗 体 の 発 現 は 構 成 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 免 疫 反 応 を 評 価 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 適 当 な 方 法 は 、 例 え ば 、 EL
ISAで あ る 。 さ ら な る 方 法 は Harlow E. and Lane D. Antibodies. A laboratory manual. 
(1988) Cold Spring Harbor Laboratory Pressで 見 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 標 準 抗 体 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る 非 ヒ ト 動 物 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 標 準 抗 体 の 、 好 ま し く は 治 療 用 抗 体 の 変 異 体 で あ る 外 因 性 抗 体 の 相 対 免 疫 原 性 を 判
定 す る た め の そ の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 任 意 の 非 ヒ ト 動 物 で あ っ て よ い 。 好 ま し い 非 ヒ ト 動 物
は 哺 乳 類 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 非 ヒ ト 動 物 は マ ウ ス ま た は ラ ッ ト な ど の 齧 歯 類 で あ る
。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 産 生 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 適 当
な 方 法 は 、 す な わ ち 、 Hogan B., Beddington R., Costantini F. and Lacy E. Manipulat
ing the mouse embryo. A laboratory manual. 2nd Edition (1994). Cold Spring Harbo
r Laboratory Pressの 中 に あ る 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 免 疫 反 応 を 評 価 す る 方 法 は 同 様 に 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 適 当 な 方 法 は 、 例
え ば 、 ELISAで あ る 。 さ ら な る 方 法 は Harlow E. and Lane D. Antibodies. A laboratory 
manual. (1988) Cold Spring Harbor Laboratory Pressで 見 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 外 因 性 抗 体 は 治 療 用 抗 体 で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 外 因 性 抗 体 は ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化
抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 抗 体 は 免 疫 グ ロ ブ リ
ン γ (IgG)で あ る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 抗 体 は ヒ ト ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド ま た は そ の
構 造 変 異 体 に 対 す る 抗 体 で あ る 。 最 も 好 ま し い 抗 体 は 抗 Aβ IgGの 変 異 体 で あ る 。 抗 Aβ IgG
は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 完 全 に 組 み 入 れ ら れ る 特 許 出 願 で あ る WO03/070760の 中 に 詳 細
に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し く は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 標 準 抗 体 は ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は キ メ ラ 抗 体 で
あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 抗 体 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン γ (IgG)で あ る 。 さ ら
に よ り 好 ま し く は 、 抗 体 は ヒ ト ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る 。 最 も 好 ま し い
抗 体 は 抗 Aβ IgGで あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ れ ま で 本 発 明 を 概 ね 説 明 し て き た が 、 説 明 の 目 的 の み で 本 明 細 書 に 含 ま れ て お り 、 特
別 の 定 め の な い 限 り 限 定 す る こ と を 意 図 す る わ け で は な い 具 体 例 を 添 付 の 図 と と も に 参 照
す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 は い っ そ う 理 解 さ れ る よ う に な る と 思 わ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 実 施 例 の 中 で 挙 げ る 市 販 の 試 薬 は 特 に 指 定 の な い 限 り 、 製 造 元 の 使 用 説 明 書 に し た が っ
て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
実 施 例 1: ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製
構 築 体 の 作 製
　 ヒ ト Abペ プ チ ド に 特 異 性 を 有 す る 、 ア イ ソ タ イ プ γ 1の 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)重 鎖 (H)を コ
ー ド す る cDNA(配 列 番 号 :1)お よ び ア イ ソ タ イ プ κ の 軽 鎖 (L)を コ ー ド す る cDNA(配 列 番 号 :2
)を 使 用 し た [Bardroff, M.e.a, Anti-amyloid beta antibodies and their use. EP03001
759 EP, 2003]。 表 1の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 こ れ ら の cDNAを PCR反 応 で 増 幅 さ せ た 。 pHSE3
'ベ ク タ ー へ の 定 方 向 挿 入 用 に 、 そ の 5'プ ラ イ マ ー は SalI(ま た は 適 合 す る XhoI)部 位 を 含
ん で お り 、 そ の 5'プ ラ イ マ ー は BamHI(ま た は 適 合 す る BglII)部 位 を 含 ん で い る [Pircher, 
H., et al., T cell tolerance to Mlsa encoded antigens in T cell receptor V beta 
8.1 chain transgenic mice. Embo J, 1989. 8(3): p. 719-27]。 PCR増 幅 さ れ た cDNAを は
じ め に 両 制 限 酵 素 SalIお よ び BamHIで 切 断 し 、 そ の 後 、 ベ ク タ ー pHSE3'の 対 応 部 位 に 個 別
に 挿 入 し た 。 pHSE3'で の Ig cDNAの 発 現 は MHCク ラ ス I遺 伝 子 H-2kの マ ウ ス プ ロ モ ー タ ー に
よ り 動 か さ れ 、 ク ロ ー ニ ン グ し た 遺 伝 子 の 3'側 に 位 置 す る マ ウ ス Ig H遺 伝 子 エ ン ハ ン サ ー
に よ り 促 進 さ れ る [Pircher, H., et al., T cell tolerance to Mlsa encoded antigens 
in T cell receptor V beta 8.1 chain transgenic mice. Embo J, 1989. 8(3): p. 719-
27]。 こ の 発 現 ベ ク タ ー は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の Tお よ び Bリ ン パ 球 に お い て 対 応 す
る 挿 入 遺 伝 子 産 物 の 高 レ ベ ル の 産 生 を 確 実 に す る ([Pircher, H., et al., T cell tolera
nce to Mlsa encoded antigens in T cell receptor V beta 8.1 chain transgenic mice
. Embo J, 1989. 8(3): p. 719-27]お よ び 未 発 表 の 知 見 )。 次 に 、 H-2kプ ロ モ ー タ ー 、 挿
入 し た cDNA、 ポ リ -Aお よ び ス プ ラ イ ス 部 位 な ら び に Ig H遺 伝 子 エ ン ハ ン サ ー 要 素 を 含 む (5
'か ら 3'へ )、 発 現 カ セ ッ ト 全 体 を XhoIに よ る 制 限 酵 素 切 断 お よ び ア ガ ロ ー ス ゲ ル 精 製 に よ
っ て ベ ク タ ー か ら 切 り 出 し 、 受 精 マ ウ ス 卵 母 細 胞 へ の 微 量 注 入 に 十 分 な 濃 度 (10 mM TrisH
Cl/0.1 mM EDTA, pH7中 で 2 μ g/ml)に 調 製 し た 。 cDNAの コ ー デ ィ ン グ 領 域 と し て 可 能 性 の
あ る 領 域 は 、 抗 Aβ  Ig Hお よ び L遺 伝 子 を コ ー ド す る cDNA全 体 を 配 列 決 定 す る こ と に よ っ
て 確 認 さ れ た (図 1を 参 照 さ れ た い )。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 （ 表 １ ） ク ロ ー ニ ン グ プ ラ イ マ ー の 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ７ 】
抗 Aβ  IgG1ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製
　 C57BL/6雌 性 ド ナ ー か ら 得 た 受 精 卵 母 細 胞 に 、 前 項 で 記 載 し た IgGお よ び IgL遺 伝 子 を コ
ー ド す る 精 製 XhoI断 片 の 1:1混 合 物 を 微 量 注 入 し て ダ ブ ル ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 得
た 。 尾 部 生 検 か ら 調 製 し た ゲ ノ ム DNAを 特 異 的 プ ラ イ マ ー で 増 幅 す る こ と に よ っ て 導 入 遺
伝 子 が 存 在 す る か ど う か 、 こ れ ら の 微 量 注 入 胚 か ら 生 ま れ た 産 仔 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
使 用 し た プ ラ イ マ ー は 表 2に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 （ 表 ２ ） 導 入 遺 伝 子 の 検 出 用 の プ ラ イ マ ー 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 PCR反 応 は 尾 部 生 検 か ら 得 た 総 DNA 1 μ l(約 100 ng)を 用 い て 、 以 下 の 条 件 に よ る PCR反
応 で 行 っ た : 90℃ で 1分 、 30サ イ ク ル × [94℃ で 10秒 、 64℃ で 30秒 、 72℃ で 90秒 ]、 72℃ で 7
分 。 PCR増 幅 さ れ た 約 660 bpの DNA断 片 を 最 終 的 に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク Ig Hお よ び Ig L遺
伝 子 に 対 し て 個 別 に 1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 全 体 で 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク Ig Hお よ び Ig L両 遺 伝 子 を 持 っ た ダ ブ ル ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク マ ウ ス 5匹 と Ig H遺 伝 子 の み を 持 っ た シ ン グ ル ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 1匹 を 作 製 し 飼
育 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
実 施 例 2: ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 表 現 型 の 特 徴 付 け
血 清 分 析
　 血 液 を 尾 静 脈 穿 刺 に よ り 得 た 。 凝 固 を 室 温 で 一 晩 行 っ た 。 血 清 を 500× g、 10分 間 の 遠 心
に よ っ て 分 離 し 、 さ ら に 分 析 す る ま で -20℃ で 凍 結 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が ヒ ト 抗 体 を 十 分 に 発 現 す る か ど う か を 確 認 す る た め に 、 EL
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ISA系 を 開 発 し た 。 ヒ ト 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 ヒ ト κ 鎖 特 異 抗 体 (Sigma K 3502)を
用 い て 捕 捉 し た 。 検 出 は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (POD, Sigma A 0170)に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ
ル マ ウ ス 抗 ヒ ト γ 鎖 特 異 抗 体 で 行 っ た 。 図 5に 示 さ れ る よ う に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 十 分 に 発 現 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 リ ン パ 球 亜 集 団 を FACSで 測 定 し た 。 血 液 を 尾 静 脈 穿 刺 に よ り 得 て 、 ヘ パ リ ン コ ー テ ィ ン
グ チ ュ ー ブ (Sarstedt)の 中 に 回 収 し た 。 製 造 元 に よ っ て 記 載 さ れ て い る と お り 、 赤 血 球 を
溶 解 緩 衝 液 (Buffer EL, カ タ ロ グ 番 号 70217, Qiagen)で 溶 解 さ せ た 。 細 胞 を FACS緩 衝 液 (P
BS, 0.05% NaN 3 , 3% FCS)の 中 に 再 懸 濁 し 、 抗 体 染 色 を 製 造 元 の 提 案 (Becton-Dickinson)
に し た が っ て 行 っ た 。 図 4に 示 さ れ る よ う に 、 野 生 型 マ ウ ス も ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
も と も に 同 程 度 の 割 合 の B細 胞 (B220+)、 T細 胞 (CD5+)、 CD4+ Tヘ ル パ ー 細 胞 お よ び CD8+ 細
胞 傷 害 性 T細 胞 を 含 む 。 し た が っ て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヒ ト IgG1の 発 現 は リ ン パ 球 亜 集
団 に 影 響 を 与 え な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 免 疫 適 格 性 の 評 価 の た め に 、 5匹 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス お よ び 野 生 型 同 腹 仔 対 照
マ ウ ス の 群 に モ デ ル 抗 原 KLH(Keyhole Limpet Hemocynin, Sigma, H-7017, Lot 121K4838)
を 免 疫 し た 。 KLHが コ ー テ ィ ン グ さ れ た maxisorpプ レ ー ト (Nunc)を 捕 捉 用 に お よ び 抗 マ ウ
ス IgG1(BD Pharmigen)を 検 出 用 に 用 い て 、 抗 KLHの 力 価 を ELISAで 測 定 し た 。 野 生 型 マ ウ ス
お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は KLHに 対 し 同 程 度 の 免 疫 反 応 を 起 こ す (図 5)。 従 っ て 、
hIgG1ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 免 疫 適 格 性 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ヒ ト IgG1抗 体 HUMIRA(Abbott)を 用 い た 免 疫 に よ っ て 、 密 接 に 関 わ る 抗 原 に 対 す る 反 応 を
評 価 し た 。 HUMIRA 10 μ gを Rehydragel HPA (Reheis) 200 μ lで 乳 化 さ せ た 。 0日 目 に 動
物 の 腹 腔 内 に (i.p.)免 疫 し 、 7日 目 、 12日 目 、 21日 目 お よ び 35日 目 に 尾 静 脈 穿 刺 に よ っ て
採 血 し 、 か つ 血 清 を 調 製 し 、 HUMIRAを maxisorpプ レ ー ト (Nunc)に コ ー テ ィ ン グ す る こ と で
捕 捉 用 に 使 用 し 、 抗 マ ウ ス IgG(BD Pharmigen)に よ っ て 抗 HUMIRA抗 体 を 検 出 し て 、 抗 HUMIR
Aの 力 価 を ELISAに よ り 評 価 し た 。 図 6に 示 さ れ る よ う に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、
密 接 に 関 わ る ヒ ト IgG1抗 体 HUMIRAに 対 す る 反 応 を 起 こ す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
実 施 例 3: Mab11（ Aβ -IgG1抗 体 と し て も 呼 ば れ る ） の 産 生 、 精 製 お よ び 特 徴 付 け
細 胞 培 養
　 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 (Hoffmann-La Roche, Switzerland)を 自 家 DHI培 地 組
成 (Invitrogen)で の 無 血 清 増 殖 に 順 応 さ せ た 。 そ の 培 地 組 成 は 0.2% 大 豆  1510お よ び 0.2%
 イ ネ  HyPep 4601 (Kerry Bioscience)の 植 物 加 水 分 解 物 を 加 え た DMEM、 Hamの F12お よ び I
MDMの 各 割 合 1:1:2(v:v:v)の 混 合 物 (Schlaeger and Schumpp 1992)で あ る 。 細 胞 は ス ピ ナ
ー フ ラ ス コ (Bellco, Inotech AG, Dotlikon, Switzerland)の 中 で 、 推 奨 さ れ る 動 作 容 積
お よ そ 70%を 使 い 80～ 100 rpmで 日 常 的 に 増 殖 さ せ た 。 大 量 培 養 お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン は 、 6 Lス ピ ナ ー フ ラ ス コ 中 ま た は 5～ 14リ ッ ト ル の 撹 拌 槽 型 バ イ オ リ ア ク タ ー (Chemap,
 MBR, Zurich, and Infors, Bottmingen, Switzerland)中 の い ず れ か で 行 っ た 。 pMAb-11
の プ ラ ス ミ ド 調 製 は 、 市 販 の キ ッ ト (Nucleobond Ax, Macherey-Nagel AG, Switzerland)
を 用 い て 行 っ た 。 プ ラ ス ミ ド 濃 度 を 分 光 光 度 法 に よ り 測 定 し 、 標 準 物 質 と し て pUC18 DNA 
(Pharmacia Biotech, Zurich, Switzerland)を 用 い た ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ り 推
定 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 手 順
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 の 場 合 、 DHI培 地 中 で 増 殖 し た 懸 濁 CHO細 胞 を 最 終 容 器 中 に 1
× 10 6 個 /mlの 密 度 で 播 い て 、 細 胞 2～ 3× 10 6 個 /mlの 密 度 ま で 培 養 し た (1～ 2日 )。 そ の 後 、
再 度 細 胞 濃 度 を 直 前 に 調 製 し た DHI培 地 で 細 胞 1～ 1.5× 10 6 個 /mlに 調 整 し 、 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン を 行 う 前 に 、 こ の 培 養 物 を 3～ 4時 間 増 殖 さ せ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 複 合 体 の
添 加 後 、 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 24時 間 37℃ で 培 養 し た 。 24時 間 を 超 え て か ら 、
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温 度 を 5～ 6日 の 培 養 の 残 り の 期 間 に 33℃ ま で 変 化 さ せ た 。 上 清 試 料 を 24時 間 毎 に 定 期 的 に
回 収 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAb)含 有 量 を プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー (Amersham, Aekta FPLCシ ス テ ム )に よ り 測 定 し た 。 上 清 は 、 ろ 過 に よ り 回 収 し 、 プ ロ テ
イ ン A樹 脂 (mAb Select, Amersham, GE)の 入 っ た 第 1精 製 カ ラ ム に 直 接 添 加 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 複 合 体 の 調 製
　 DNA複 合 体 は 室 温 で 、 ヘ パ リ ン な し の HL培 地 中 に て 培 養 体 積 の 1/10中 で 形 成 さ せ た (Schl
aeger and Schumpp 1990, Schlaeger 1996)。 CHO細 胞 に 対 し て 最 適 化 さ れ た 遺 伝 子 送 達 条
件 の 下 で 、 細 胞 1 ml当 た り DNA 0.7 μ gを 直 前 に 調 製 し た 培 地 0.1 mlに 添 加 し 、 穏 や か に
混 合 し た 。 2分 後 、 Ro 1539 Xtreme Gene (Roche Applied Science, Indianapolis, USA) 
1 μ lを 添 加 し 混 合 し た 。 室 温 で 15分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 複 合
体 を 等 量 の 細 胞 に 、 す な わ ち 、 バ イ オ リ ア ク タ ー ま た は ス ピ ナ ー フ ラ ス コ の 中 に 移 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
発 酵 上 清 か ら の Mab11の 単 離 お よ び 精 製
　 強 化 ガ ラ ス 器 具 だ け を 使 う こ と に よ っ て 、 手 順 は 全 て 内 毒 素 を 含 ま な い 条 件 の 下 で 実 施
し 、 カ ラ ム を 含 め た 機 器 全 て の 衛 生 化 を 0.5 M NaOHで 行 い 、 全 て の 緩 衝 液 の 滅 菌 ろ 過 (0.2
2 μ m)を 行 っ た 。 直 前 に 調 製 し た ゲ ル 材 料 だ け を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
第 1段 階 : プ ロ テ イ ン Aア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
　 BioRadエ コ ノ カ ラ ム (BioRad)に 入 れ た Mab Selectゲ ル (Amersham)を 最 初 に ゲ ル 容 量 (GV)
の 3倍 量 の 平 衡 化 緩 衝 液 (25 mM Tris/HCl; 25 mM NaCl, 5 mM EDTA pH 7.1)、 GVの 2倍 量 の
再 生 緩 衝 液 (2 Mグ ア ニ ジ ン 、 100 mM Tris pH 7.5)で 洗 浄 し 、 続 い て GVの 5倍 量 の 平 衡 化 緩
衝 液 で 洗 浄 し た 。 プ レ ラ ン 後 、 最 大 で Mab 20 mg/mlを ゲ ル に 添 加 し た 。 カ ラ ム を 最 初 に GV
の 3倍 量 の 平 衡 化 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 次 い で GVの 4倍 量 の 洗 浄 緩 衝 液 (1 M Tris/HCl pH 7.2)
お よ び GVの 3倍 量 の 平 衡 化 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 。 プ ロ テ イ ン A結 合 抗 体 を 100 mM HAc pH 2.9
で 溶 出 し た 。 ウ イ ル ス 不 活 化 の 場 合 に は 、 溶 出 液 を HAcで pH≦ 3.6に 調 整 し 、 そ の 後 、 RTで
15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 1 M Trisで pH 4.0に 調 整 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
第 2段 階 : イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー )
　 BioRadエ コ ノ カ ラ ム (BioRad)に 入 れ た SP-Toyopearl 650M (Tosoh)を 最 初 に GVの 2倍 量 の
再 生 緩 衝 液 (0.5 M NaOH, 1 M NaCl)お よ び GVの 3倍 量 の 再 生 緩 衝 液 A緩 衝 液 (50 mM HAc, pH
 5.0)で 洗 浄 し た 。 プ レ ラ ン 後 、 最 大 で Mab 10 mg/mlを ゲ ル に 添 加 し た 。 カ ラ ム を 最 初 に G
Vの 0.5倍 量 の A緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 次 い で B緩 衝 液 (50 mM HAc, 1 M NaCl pH 5.0) 0～ 100%ま
で の 勾 配 溶 出 を 行 っ た 。 タ ン パ ク 質 溶 出 画 分 を 回 収 し 、 IEXお よ び SEC HPLCに よ り 分 析 し
た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
第 3段 階 : サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (フ ロ ー ス ル ー 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
)
　 第 2段 階 の 画 分 を 限 外 ろ 過 に よ っ て 濃 縮 し 、 pH 7.5に 調 整 し 、 BioRadエ コ ノ カ ラ ム (BioR
ad)に 入 れ た Q-Sepharose FFゲ ル (BioRad)に 添 加 し た 。 SECク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 移 動 相 と
し て 25 mM Tris/HCl, 80 mM 酢 酸 Na, pH 7.5を 用 い て 行 っ た 。 溶 出 物 を UVシ グ ナ ル に し た
が っ て 分 画 し 、 pH 5.5に 調 整 し た 。 20 mMヒ ス チ ジ ン /140 mM NaCl, pH 5.5を 含 有 す る Mab
11偽 薬 へ の 緩 衝 液 の 交 換 お よ び 濃 縮 の 調 整 は 、 10 kDaの 膜 を 使 っ た Amicon撹 拌 セ ル (Amico
n)の 中 で 行 っ た 。 溶 液 を 最 後 に 0.22 μ mの Millex-GV滅 菌 フ ィ ル タ ー (Millipore)に よ っ て
ろ 過 し 、 -80℃ で 分 注 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
Mab11の 特 徴 付 け
サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
　 Jasco PU-980 HPLCシ ス テ ム を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 精 製 Mab11の 試 料 を サ イ ズ 排 除 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 析 し た 。 移 動 相 と し て 0.2 M K 2 HPO 4 , 0.25 M KCl, pH 7.0を 用
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い て 、 試 料 を TSK-Gel G3000SWXL, 7.8× 300 mm, 5 μ mカ ラ ム (Tosho Biosciences)で ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 析 し た 。 流 速 は 0.5 ml/分 に 設 定 し た 。 Merck-Hitachi D-2500記
録 シ ス テ ム に 接 続 さ れ た Jasco UV-975検 出 器 を 用 い て 、 吸 光 度 を 220 nmで モ ニ タ ー し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 安 定 な ベ ー ス ラ イ ン が 得 ら れ る ま で 、 カ ラ ム を 平 衡 化 し た 。 ゲ ル ろ 過 標 準 物 質 (670 kD
の ウ シ チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 158 kDの ウ シ IgG、 44 kDの オ ボ ア ル ブ ミ ン (OVA)、 17 kDの ウ マ (e
q.)ミ オ グ ロ ビ ン 、 1.35 kDの ビ タ ミ ン B 1 2 を 含 む 、 BioRad, 151-1901)、 Mab11偽 薬 (陰 性 対
照 : Mab11な し の 緩 衝 液 )、 Mab11試 料 の 順 に 注 入 し た 。 注 入 量 は 試 料 お よ そ 50 μ g相 当 で
あ っ た 。 代 表 的 な サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ ム は 図 7に 示 さ れ て い る 。 結 果 : 155～ 160 kDa
に 対 応 す る 保 持 時 間 に 対 称 性 の ピ ー ク あ り 。 凝 集 体 ま た は 断 片 は 検 出 で き な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
　 Jasco PU-980 HPLCシ ス テ ム を 使 っ た イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 精 製 Mab11
の 試 料 を 分 析 し た 。 20分 で B 0% ～ B 52% (移 動 相 A: 50 mM マ ロ ン 酸 /マ ロ ネ ー ト 水 溶 液 , 
pH 5.3; 移 動 相 B: 1 M酢 酸 Naの 移 動 相 A, pH 5.3溶 液 )の 勾 配 を 用 い て 、 試 料 を Mono S 5/5
0 GLカ ラ ム (Amersham Biosciences)で ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 析 し た 。 流 速 は 1 ml/
分 に 設 定 し た 。 Merck-Hitachi D-2500記 録 シ ス テ ム に 接 続 さ れ た Jasco UV-975検 出 器 を 用
い て 、 吸 光 度 を 280 nmで モ ニ タ ー し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 安 定 な ベ ー ス ラ イ ン が 得 ら れ る ま で 、 カ ラ ム を 移 動 相 Aで 平 衡 化 し た 。 Mab11偽 薬 、 Mab1
1試 料 の 順 に 注 入 し た 。 Mab11の 注 入 量 は お よ そ 50 μ g相 当 で あ っ た 。 代 表 的 な イ オ ン 交 換
ク ロ マ ト グ ラ ム (IEC)は 図 8に 示 さ れ て い る 。 結 果 : Mab11試 料 の 95%が 分 離 し な い 肩 を 持 つ
単 一 ピ ー ク と し て 高 い 保 持 時 間 に 溶 出 す る 。 約 5%が 短 い 保 持 時 間 で 溶 出 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】

動
　 Xcell Mini-Cell II Gelsystem (Invitrogen)を 使 っ た SDS-PAGEに よ り 、 精 製 Mab11の 試
料 を 分 析 し た 。 予 め 希 釈 し た 試 料 を 還 元 性 ま た は 非 還 元 性 の 試 料 用 緩 衝 液 と 混 合 し て 、 20
 μ L当 た り 2～ 8 μ gの 濃 度 に し た 。 還 元 性 の 試 料 用 緩 衝 液 は 製 造 元 の 助 言 に し た が い 、 Nu
PAGE LDS試 料 用 緩 衝 液 (Invitrogen)を NuPAGE還 元 剤 (Invitrogen)と 混 合 す る こ と に よ っ て
調 製 し た 。 還 元 性 の 試 料 用 緩 衝 液 中 の 試 料 は 70℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 試 料 お よ
び 標 準 物 質 を 10ウ ェ ル コ ー ム 、 1.0 mm厚 の NuPAGE 4～ 12% Bis-Tris Gel (Invitrogen, #N
P0301BOX)に 添 加 し た 。 標 準 物 質 と し て 、 200～ 2.5 kDaの 範 囲 に わ た る Mark 12(商 標 )分 子
量 マ ー カ ー (Invitrogen, #LC5677)を 使 用 し た 。 NuPAGE MOPS SDS泳 動 用 緩 衝 液 (Invitroge
n)を 用 い て 、 ゲ ル を 200Vで 1時 間 泳 動 し た 。 ゲ ル を StainEase Gel染 色 ト レ イ (Invitrogen)
に 入 れ て 一 晩 染 色 し 、 デ ン シ ト メ ト リ ー に よ っ て ス キ ャ ン し 分 析 し た 。 同 一 ゲ ル 内 で 泳 動
さ れ た 基 準 標 準 物 質 か ら 得 ら れ た 標 準 試 料 曲 線 を 参 照 し て 、 タ ン パ ク 質 濃 度 を 算 出 し た 。
結 果 : 還 元 条 件 下 で の SDS-PAGEに よ っ て 、 IgG 1  H鎖 お よ び L鎖 の 分 子 量 に 相 当 す る 2本 の バ
ン ド が 示 さ れ る 。 凝 集 体 ま た は 断 片 は 検 出 で き な い (図 9を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ５ ８ 】
質 量 分 析
　 質 量 分 析 の 場 合 、 還 元 /カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 し た 抗 体 を 実 施 例 5に 記 載 の 方 法 に し た が っ
て 調 製 し た 。 Agilent 1100 Capillary-HPLCシ ス テ ム を 使 用 す る こ と に よ り 、 試 料 を 分 析
的 な RP-HPLC分 析 に 供 し た 。 試 料 は 勾 配 系 (A: 0.1%ギ 酸 水 溶 液 、 B: 0.1%ギ 酸 ア セ ト ニ ト リ
ル 溶 液 )を 使 う こ と に よ っ て 、 Agilent Poroshell C8-逆 相 (0.5× 75 mm)カ ラ ム で ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に よ り 分 析 し た 。 流 速 は 15 μ l/分 に 設 定 し 、 カ ラ ム 温 度 は 70℃ に 設 定 し た 。
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 溶 出 物 (stream)を 次 に 質 量 分 析 計 の ESIイ オ ン 源 に 供 し た 。 測 定 は ESI
-Q-TOF質 量 分 析 計 (Micromass/Waters Q-TOF Ultima, Manchester, UK)で 、 lockspray質 量
補 正 を 用 い ポ ジ テ ィ ブ モ ー ド に て 行 っ た 。 タ ン パ ク 質 の ス ペ ク ト ル を Masslynx MaxEnt1モ
ジ ュ ー ル で 解 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
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　 RA-Mab11の LC/MS分 析 は 図 10に 示 さ れ て お り 、 実 測 し 算 出 し た 質 量 は 表 3で 割 り 当 て ら れ
て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 （ 表 ３ ） RA-Mab11の LC/MS分 析 、 実 測 質 量 の 割 り 当 て の 結 果  (図 10を 参 照 さ れ た い )
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
L鎖  = 軽 鎖 、 H鎖  = 重 鎖 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 結 果 : 検 出 さ れ た 質 量 は H鎖 で pyro-Gluを 1残 基 有 し Lysを 1残 基 欠 損 し て い る Mab11一 次
配 列 を 有 す る 、 還 元 /カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 し た 抗 体 の H鎖 お よ び L鎖 に 対 し て 理 論 的 に 予 測
さ れ る も の と 一 致 す る 。 H鎖 は 主 に G 0 グ リ コ シ ル 化 お よ び G 1 グ リ コ シ ル 化 さ れ て お り 、 G 2
は わ ず か な 伸 び だ け で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
実 施 例 4: 寛 容 の 免 疫 学 的 評 価
　 5匹 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス お よ び 野 生 型 同 腹 仔 対 照 マ ウ ス の 群 に 、 Rehydragel-HP
A (Reheis) 200 μ lで 乳 化 さ せ た 組 換 え Mab-11 10 μ gを 腹 腔 内 経 路 で 免 疫 し た 。 7日 目 、
12日 目 、 21日 目 お よ び 35日 目 に 尾 静 脈 穿 刺 に よ っ て 血 液 を 得 た 。 凝 固 に よ っ て 血 清 を 調 製
し 、 血 清 の 抗 Mab-11の 力 価 を maxisorpプ レ ー ト (Nunc)を Mab-11で コ ー テ ィ ン グ す る こ と に
よ っ て ELISAで 測 定 し 、 抗 マ ウ ス IgG(BD Pharmingen)に よ り 抗 Mab-11抗 体 を 検 出 し た 。 ELI
SA分 析 は 、 野 生 型 動 物 に お い て Mab-11に 対 す る 強 い 免 疫 反 応 を 起 こ し 、 そ の 一 方 で hIgG1
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て は rhIgG1に 対 す る 免 疫 反 応 を 起 こ す こ と が で き な い こ と
を 明 ら か に し た (図 11)。 こ の よ う に 、 hIgG1ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 外 来 的 に 供 給
さ れ た 同 じ ア イ ソ タ イ プ の 抗 体 お よ び 特 異 性 に 対 し 、 例 え ば 、 そ の 導 入 遺 伝 子 の 産 物 に 対
し 寛 容 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
実 施 例 5: 原 体 の 変 異 体 の 作 製
　 構 造 変 異 体 と し て 、 還 元 /ア ル キ ル 化 し た Mab11を 選 択 し た 。 こ の 誘 導 体 は 詳 細 に 明 ら か
に さ れ て お り 、 包 括 的 な 物 理 化 学 的 特 徴 付 け に 適 し て い る か ら で あ る 。 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド
結 合 の 還 元 切 断 に よ っ て 、 抗 体 は 重 鎖 と 軽 鎖 に 切 断 さ れ る 。 次 に 遊 離 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を
ヨ ー ド 酢 酸 で ア ル キ ル 化 し て 、 再 酸 化 に よ る 重 合 を 阻 止 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
還 元 /ア ル キ ル 化 し た Mab11の 産 生 お よ び 特 徴 付 け
　 完 全 に 還 元 さ れ カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 さ れ た Mab11の 調 製 の た め 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (DT
T)を 脱 イ オ ン 水 に 溶 解 し て 0.1 g/mlと し 、 こ れ を 1 mg/ml Mab11の 6 M グ ア ニ ジ ン HCl 0.3
 M Tris/HCl pH 8.5溶 液 に 添 加 し て 20 mMの 終 濃 度 に し た 。 50℃ + / - 3℃ で 60分 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 後 、 脱 イ オ ン 水 に 直 前 に 溶 解 し た ヨ ー ド 酢 酸 (IAA) 0.33 g/mlを 50 mMの 終 濃 度 に
な る ま で 添 加 し た 。 ア ル キ ル 化 は 30分 間 室 温 で 暗 所 に て 進 め た 。 IAAに 対 し 1.5倍 モ ル 過 剰
の DTTを 添 加 す る こ と お よ び RTで 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と で 、 IAAを 不 活 化 し た
。
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【 ０ ０ ６ ５ 】
　 還 元 /ア ル キ ル 化 し た 抗 体 (RA-Mab-11)は 20 mM Tris/HCl緩 衝 液 pH 8.5を 移 動 相 と し 、 カ
ラ ム 当 た り 最 大 で 試 料 添 加 を 1.5 mlと し 、 製 造 元 の 助 言 に し た が っ て PD-10脱 塩 カ ラ ム (Am
ersham)を 使 用 す る こ と に よ り 精 製 し た 。 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 溶 出 物 を 2回 、 PBS pH 7.4
ま た は Mab 11偽 薬 を 移 動 相 と し 、 PD-10ま た は NAP-5脱 塩 カ ラ ム (Amersham)を 使 用 し て 精 製
し た 。 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 画 分 を 回 収 し 、 層 流 下 で ろ 過 滅 菌 し 、 無 菌 の ポ リ プ ロ ピ レ ン
チ ュ ー ブ に 分 注 し 、 -80℃ で 保 存 し た 。 生 産 管 理 お よ び 還 元 /カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 し た 抗 体
の タ ン パ ク 質 濃 度 の 決 定 は 、 実 施 例 3に 概 説 さ れ て い る と お り 、 キ ャ ピ ラ リ ー LC-QTOF-MS
お よ び SDS-PAGEに よ っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 RA-Mab11の 特 徴 付 け 、 結 果 : 還 元 条 件 下 で の SDS-PAGEに よ っ て 、 IgG 1  H鎖 お よ び L鎖 の
分 子 量 に 相 当 す る 2本 の バ ン ド が 示 さ れ る 。 凝 集 体 ま た は 断 片 は 検 出 で き な い (図 9を 参 照
さ れ た い )。 質 量 分 析 の 結 果 は 、 実 施 例 3(表 3お よ び 図 10)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
実 施 例 6: Mab-11ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス お よ び 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 産 仔 で の 還 元 /ア
ル キ ル 化 し た (RA-) Mab-11変 異 体 の 免 疫 原 性 の 評 価
　 天 然 タ ン パ ク 質 と 比 べ て 立 体 構 造 変 化 が イ ン ビ ボ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス モ デ ル で の
感 作 に 重 大 な 寄 与 を も た ら す か ど う か を 確 認 す る た め 、 本 発 明 者 ら は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス お よ び 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 産 仔 を ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 完 全 な ま た は 部 分 的 な 還 元
お よ び ア ル キ ル 化 に よ っ て 調 製 さ れ た Mab-11誘 導 体 で 免 疫 し た 。 天 然 タ ン パ ク 質 ま た は 構
造 変 異 体 に 対 す る 液 性 免 疫 反 応 の 規 模 を ELISAに よ っ て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 野 生 型 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 群 (N=5)に Rehydragel-HPA (Reheis) 200 μ l
で 乳 化 さ せ た RA-Mab-11 10 μ gを 使 っ て 、 0日 目 に 腹 腔 内 経 路 で 免 疫 し た 。 7日 目 、 12日 目
、 21日 目 お よ び 35日 目 に 尾 静 脈 穿 刺 に よ っ て 採 血 し た 。 血 清 を 凝 固 に よ っ て 調 製 し 、 -20
℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 RA-Mab-11に 結 合 す る 抗 体 を ELISAに よ り 測 定 し た 。 96ウ ェ ル MaxiSorp(商 標 )プ レ ー ト (N
unc)の ウ ェ ル を 4℃ で 一 晩 RA-Mab-11の PBSで コ ー テ ィ ン グ し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ は 2% BSAの 0
.05% Tween 20含 有 PBS (PBST)で 行 っ た 。 PBSTを 洗 浄 に 使 用 し 、 0.5% BSAの PBSTを 希 釈 液
と し て 使 用 し た 。 3回 洗 浄 後 、 希 釈 し た 血 清 試 料 100 μ lを コ ー テ ィ ン グ ウ ェ ル に 添 加 し 、
37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抗 マ ウ ス IgG1抗 体 (BD Pharmigen)を 使 用 し て 抗 体 レ ベ
ル を 評 価 し た 。 抗 体 の 結 合 は ABTS基 質 溶 液 (Roche)に よ る 発 色 後 に 、 自 動 プ レ ー ト リ ー ダ
ー を 用 い て 450 nmで 検 出 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ELISA分 析 に よ っ て 、 RA-Mab-11は Mab-11ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 産 仔 の 両 者 で 強 力 な 液 性 免 疫 反 応 を 引 き 起 こ す (図 12)の に 対 し 、 Mab-11ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス は 天 然 の 組 換 え Mab-11処 理 に 対 し 寛 容 で あ る (図 11)こ と が 明 ら か に な っ た 。
し か し な が ら 、 天 然 Mab-11は 野 生 型 産 仔 で は 免 疫 反 応 を 引 き 起 こ し た (図 11)。 興 味 深 い こ
と に 、 RA-Mab-11で 免 疫 す る こ と に よ っ て 一 部 の 動 物 で は 天 然 の 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る
寛 容 を 破 壊 し た (図 13)。 こ れ は RA-Mab-11に よ っ て 免 疫 す る と 、 マ ウ ス が 天 然 Mab-11に 対
す る 交 差 反 応 抗 体 を 発 現 し た か ら で あ っ た 。 一 次 免 疫 か ら 3ヶ 月 後 の 天 然 Mab-11抗 体 に よ
る 追 加 免 疫 は 、 交 差 反 応 性 抗 RA-Mab-11に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 記 憶 B細 胞 の 反 応 、 つ ま り
同 一 の 交 差 反 応 性 マ ウ ス で 以 前 に 検 出 さ れ た 抗 Mab-11の 力 価 を も た ら し た (図 13)。 こ れ ら
の 結 果 は 、 Mab-11の 構 造 変 異 体 が 、 未 改 変 の 天 然 タ ン パ ク 質 に 寛 容 で あ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス で 免 疫 反 応 を 引 き 起 こ し た こ と を 明 確 に 示 し て い る 。 こ の よ う に 、 Mab-11ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 抗 体 の 二 次 お よ び 三 次 構 造 の 変 化 を 検 出 す る た め に 適 し た 系 で
あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ １ 】
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【 図 １ － １ 】 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 発 現 用 の 発 現 ベ ク タ ー pHSE3'の 中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る
ヒ ト Aβ に 特 異 的 な ヒ ト Igγ 1遺 伝 子 の 全 コ ー ド 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 PCR増 幅 で 用 い ら れ
る プ ラ イ マ ー の 位 置 お よ び 名 称 は 対 応 す る 配 列 の 上 ま た は 下 に 示 さ れ て い る 。 終 止 コ ド ン
は 太 字 で 示 さ れ て い る 。
【 図 １ － ２ 】 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 発 現 用 の 発 現 ベ ク タ ー pHSE3'の 中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る
ヒ ト Aβ に 特 異 的 な ヒ ト Igγ 1遺 伝 子 の 全 コ ー ド 配 列 を 示 す 図 で あ り 、 図 1-1の 続 き で あ る
。 PCR増 幅 で 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー の 位 置 お よ び 名 称 は 対 応 す る 配 列 の 上 ま た は 下 に 示 さ
れ て い る 。 終 止 コ ド ン は 太 字 で 示 さ れ て い る 。
【 図 ２ 】 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 発 現 を 目 的 に 発 現 ベ ク タ ー pHSE3'の 中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る
ヒ ト Aβ に 特 異 的 な ヒ ト Igκ 遺 伝 子 の 全 コ ー ド 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 PCR増 幅 で 用 い ら れ る
プ ラ イ マ ー の 位 置 お よ び 名 称 は 対 応 す る 配 列 の 上 ま た は 下 に 示 さ れ て い る 。 終 止 コ ド ン は
太 字 で 示 さ れ て い る 。
【 図 ３ 】 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 血 清 分 析 の グ ラ フ 表 示 を 示 す 図 で あ る 。 ヒ ト κ 軽 鎖
お よ び ヒ ト γ 重 鎖 に 特 異 的 な サ ン ド イ ッ チ ELISAを 行 っ た 。 MS: マ ウ ス 血 清 。 hIgG1: γ 1
ア イ ソ タ イ プ の 組 換 え ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 。 F 2F: 初 代 マ ウ ス 2F。 Neg: PCR陰 性 産 仔 対 照
。 TG 5M+: ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 5M+。 TG 7M+: ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 7M+。 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 両 抗 体 鎖 を 同 一 分 子 内 で 発 現 す る 。
【 図 ４ 】 FACS(蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 )で の リ ン パ 球 亜 集 団 の 評 価 の グ ラ フ 表 示 を 示 す 図 で あ
る 。 野 生 型 マ ウ ス お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 由 来 の 末 梢 血 リ ン パ 球 を B細 胞 、 T細 胞
な ら び に ヘ ル パ ー T細 胞 お よ び 細 胞 傷 害 性 T細 胞 に 特 異 的 な 抗 体 で 染 色 し た 。 野 生 型 マ ウ ス
お よ び hIgG1ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の リ ン パ 球 亜 集 団 間 の 有 意 差 は 検 出 す る こ と が で
き な い 。 A) 野 生 型 B1/6、 B) ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 図 ５ 】 野 生 型 (WT)お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク (TG)マ ウ ス で の 抗 KLH抗 体 の 力 価 の グ ラ フ
表 示 を 示 す 図 で あ る 。 野 生 型 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 0日 目 に KLHで 免 疫 し た 。
7日 目 お よ び 12日 目 に 、 抗 KLH抗 体 の 力 価 を 評 価 し た 。 KLH曝 露 後 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス は 野 生 型 マ ウ ス と 同 じ よ う に 反 応 す る 。
【 図 ６ 】 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で の 抗 HUMIRA力 価 の グ ラ フ 表 示 を 示 す 図 で あ る 。 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 0日 目 に ヒ ト IgG1抗 体 HUMIRAで 免 疫 し た 。 7日 目 、 12日 目 、 21日 目
お よ び 35日 目 に 、 血 清 の 抗 HUMIRA力 価 を 測 定 し た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は HUMIRAに
対 す る 反 応 を 起 こ す 。
【 図 ７ 】 A) 分 子 量 標 準 物 質  B) Mab11偽 薬 お よ び C) Mab11の サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ ム (S
EC)を 示 す 図 で あ る 。 機 器 、 使 用 条 件 お よ び 手 順 は 方 法 の 項 に 記 載 し た と お り と し た 。
【 図 ８ 】 A) Mab11偽 薬 お よ び B) Mab11の イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 図 で あ る 。 機 器
、 使 用 条 件 お よ び 手 順 は 方 法 の 項 に 記 載 し た と お り と し た 。
【 図 ９ 】 A) 非 還 元 性  B) 還 元 性 の 条 件 下 の 4～ 12% Bis-Trisゲ ル 泳 動 で の Mab11お よ び 還
元 /ア ル キ ル 化 し た Mab11 (RA-Mab11)の SDS-PAGEの 写 真 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 還 元 /ア ル キ ル 化 し た Mab11 (RA-Mab11)の LC/MS分 析 の グ ラ フ 表 示 を 示 す 図 で あ
る 。 A) C8 RP-HPLC、 UV追 跡 (214 nm) B) 解 析 し た 質 量 ス ペ ク ト ル 。 C) B)の HMW質 量 ピ ー
ク の 拡 大 域 。 実 測 し 算 出 し た 質 量 の 割 り 当 て に つ い て は 、 表 3を 参 照 さ れ た い 。
【 図 １ １ 】 野 生 型 (WT)お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク (TG)動 物 で の 抗 Mab-11力 価 の グ ラ フ 表 示
を 示 す 図 で あ る 。 野 生 型 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 0日 目 に 天 然 Mab-11で 免 疫 し
た 。 7日 目 、 12日 目 、 21日 目 お よ び 35日 目 に 、 抗 Mab-11抗 体 の 力 価 を 評 価 し た 。 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は Mab-11曝 露 に 対 し 寛 容 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 野 生 型 (WT)お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク (TG)マ ウ ス で の 抗 RA Mab-11力 価 (RA = 
還 元 ア ル キ ル 化 し た )の グ ラ フ 表 示 を 示 す 図 で あ る 。 野 生 型 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス を 0日 目 に RA Mab-11で 免 疫 し た 。 7日 目 、 12日 目 、 21日 目 お よ び 35日 目 に 、 抗 RA Mab-
11力 価 を 評 価 し た 。 野 生 型 マ ウ ス も ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス も ど ち ら も RA Mab-11に 対
し 反 応 す る 。
【 図 １ ３ 】 Mab-11 (◆ )お よ び 還 元 ア ル キ ル 化 し た (RA)-Mab-11 (● )に 対 す る ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク (TG)マ ウ ス の 抗 体 反 応 の グ ラ フ 表 示 を 示 す 図 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
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を 天 然 Mab-11お よ び RA Mab-11で 免 疫 し た 。 最 初 の 免 疫 か ら 3ヵ 月 後 に 、 動 物 を 天 然 Mab-11
で 追 加 免 疫 し た 。 天 然 Mab-11に 対 す る 抗 体 反 応 を 追 加 免 疫 の 前 後 で 評 価 し た 。 2/5の マ ウ
ス が 天 然 Mab-11と の 交 差 反 応 を 示 す 。

【 図 １ － １ 】 【 図 １ － ２ 】

【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】

【 配 列 表 】
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