
(57)【要約】
【課題】　本発明は、抗 HLA-DRモノクローナル抗体を提供する。
【解決手段】　本発明は（ a） HLA-DR発現癌細胞を担持した非ヒト動物において延命効果
を示し、かつ（ｂ） L243と比べ免疫反応に対する抑制活性が弱い、からなる性質を有する
HLA-DRと結合する抗体又はその機能的断片、あるいは、マウス抗 HLA-DRモノクローナル抗
体 L243（ ATCC HB-55）と比べて L243と同等か又は L243より強い免疫抑制活性を示す HLA-DR
と結合する抗体又はその機能的断片である。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 HLA-DRの β 鎖 （ DRB1＊ 15011） の 細 胞 外 領 域 ア ミ ノ 酸 に つ い て 13-merペ プ チ ド を 2ア ミ ノ
酸 ず つ ず ら し て ペ プ チ ド を 作 成 し 、 該 ペ プ チ ド を セ ル ロ ー ス 膜 上 に Ｃ 末 端 か ら 結 合 し Ｎ 末
端 を ア セ チ ル 化 す る こ と か ら な る ペ プ チ ド の う ち 、 配 列 番 号 ８ ２ で 示 さ れ る ペ プ チ ド と 最
も 強 力 に 結 合 す る 、 HLA-DRに 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る
腫 瘍 の 予 防 、 治 療 又 は 診 断 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
　 HLA-DRの β 鎖 （ DRB1＊ 15011） の 細 胞 外 領 域 ア ミ ノ 酸 に つ い て 13-merペ プ チ ド を 2ア ミ ノ
酸 ず つ ず ら し て ペ プ チ ド を 作 成 し 、 該 ペ プ チ ド を セ ル ロ ー ス 膜 上 に Ｃ 末 端 か ら 結 合 し Ｎ 末
端 を ア セ チ ル 化 す る こ と か ら な る ペ プ チ ド の う ち 、 配 列 番 号 ８ ２ で 示 さ れ る ペ プ チ ド と 最
も 強 力 に 結 合 す る 、 HLA-DRに 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る
免 疫 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
　 HLA-DRの β 鎖 （ DRB1＊ 15011） の 細 胞 外 領 域 ア ミ ノ 酸 に つ い て 13-merペ プ チ ド を 2ア ミ ノ
酸 ず つ ず ら し て ペ プ チ ド を 作 成 し 、 該 ペ プ チ ド を セ ル ロ ー ス 膜 上 に Ｃ 末 端 か ら 結 合 し Ｎ 末
端 を ア セ チ ル 化 す る こ と か ら な る ペ プ チ ド の う ち 、 配 列 番 号 ８ ２ で 示 さ れ る ペ プ チ ド と 最
も 強 力 に 結 合 す る 、 HLA-DRに 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る
自 己 免 疫 疾 患 又 は ア レ ル ギ ー の 予 防 、 治 療 又 は 診 断 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
　 腫 瘍 が 、 白 血 病 （ 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 を 含 む ） 、 リ ン パ 腫 （ 非 ホ
ジ キ ン リ ン パ 腫 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 T細 胞 系 リ ン パ 腫 、 B細 胞 系 リ ン パ 腫 、 バ ー キ ッ ト リ
ン パ 腫 、 悪 性 リ ン パ 腫 、 び ま ん 性 リ ン パ 腫 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 を 含 む ） 、 骨 髄 腫 （ 多 発 性 骨
髄 腫 を 含 む ） 、 乳 癌 、 大 腸 癌 、 腎 臓 癌 、 胃 癌 、 卵 巣 癌 、 膵 臓 癌 、 子 宮 頚 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、
食 道 癌 、 肝 臓 癌 、 頭 頚 部 扁 平 上 皮 癌 、 皮 膚 癌 、 尿 路 癌 、 前 立 腺 癌 、 絨 毛 癌 、 咽 頭 癌 、 喉 頭
癌 、 き ょ う 膜 腫 、 男 性 胚 腫 、 子 宮 内 膜 過 形 成 、 子 宮 内 膜 症 、 胚 芽 腫 、 線 維 肉 腫 、 カ ポ ジ 肉
腫 、 血 管 腫 、 海 綿 状 血 管 腫 、 血 管 芽 腫 、 網 膜 芽 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 神 経 線 維 腫 、 稀 突 起 謬 腫
、 髄 芽 腫 、 神 経 芽 腫 、 神 経 膠 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 謬 芽 腫 、 骨 原 性 肉 腫 、 平 滑 筋 肉 腫 、 甲 状 肉
腫 及 び ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 腫
瘍 の 予 防 、 治 療 又 は 診 断 剤 。
【 請 求 項 ５ 】
　 HLA-DRの β 鎖 （ DRB1＊ 15011） の 細 胞 外 領 域 ア ミ ノ 酸 に つ い て 13-merペ プ チ ド を ２ ア ミ
ノ 酸 ず つ ず ら し て ペ プ チ ド を 作 成 し 、 該 ペ プ チ ド を セ ル ロ ー ス 膜 上 に Ｃ 末 端 か ら 結 合 し Ｎ
末 端 を ア セ チ ル 化 す る こ と か ら な る ペ プ チ ド の う ち 、 配 列 番 号 ８ ２ 、 ８ ３ 及 び ８ ４ で 示 さ
れ る ３ 種 類 の ペ プ チ ド 総 て と 強 力 に 結 合 す る 、 HLA-DRに 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片
を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 腫 瘍 の 予 防 、 治 療 又 は 診 断 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
　 HLA-DRの β 鎖 （ DRB1＊ 15011） の 細 胞 外 領 域 ア ミ ノ 酸 に つ い て 13-merペ プ チ ド を ２ ア ミ
ノ 酸 ず つ ず ら し て ペ プ チ ド を 作 成 し 、 該 ペ プ チ ド を セ ル ロ ー ス 膜 上 に Ｃ 末 端 か ら 結 合 し Ｎ
末 端 を ア セ チ ル 化 す る こ と か ら な る ペ プ チ ド の う ち 、 配 列 番 号 ８ ２ 、 ８ ３ 及 び ８ ４ で 示 さ
れ る ３ 種 類 の ペ プ チ ド 総 て と 強 力 に 結 合 す る 、 HLA-DRに 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片
を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 免 疫 抑 制 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
　 HLA-DRの β 鎖 （ DRB1＊ 15011） の 細 胞 外 領 域 ア ミ ノ 酸 に つ い て 13-merペ プ チ ド を ２ ア ミ
ノ 酸 ず つ ず ら し て ペ プ チ ド を 作 成 し 、 該 ペ プ チ ド を セ ル ロ ー ス 膜 上 に Ｃ 末 端 か ら 結 合 し Ｎ
末 端 を ア セ チ ル 化 す る こ と か ら な る ペ プ チ ド の う ち 、 配 列 番 号 ８ ２ 、 ８ ３ 及 び ８ ４ で 示 さ
れ る ３ 種 類 の ペ プ チ ド 総 て と 強 力 に 結 合 す る 、 HLA-DRに 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片
を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 自 己 免 疫 疾 患 又 は ア レ ル ギ ー の 予 防 、 治 療 又 は 診 断 剤 。
【 請 求 項 ８ 】
　 腫 瘍 が 、 白 血 病 （ 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 を 含 む ） 、 リ ン パ 腫 （ 非 ホ
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ジ キ ン リ ン パ 腫 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 T細 胞 系 リ ン パ 腫 、 B細 胞 系 リ ン パ 腫 、 バ ー キ ッ ト リ
ン パ 腫 、 悪 性 リ ン パ 腫 、 び ま ん 性 リ ン パ 腫 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 を 含 む ） 、 骨 髄 腫 （ 多 発 性 骨
髄 腫 を 含 む ） 、 乳 癌 、 大 腸 癌 、 腎 臓 癌 、 胃 癌 、 卵 巣 癌 、 膵 臓 癌 、 子 宮 頚 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、
食 道 癌 、 肝 臓 癌 、 頭 頚 部 扁 平 上 皮 癌 、 皮 膚 癌 、 尿 路 癌 、 前 立 腺 癌 、 絨 毛 癌 、 咽 頭 癌 、 喉 頭
癌 、 き ょ う 膜 腫 、 男 性 胚 腫 、 子 宮 内 膜 過 形 成 、 子 宮 内 膜 症 、 胚 芽 腫 、 線 維 肉 腫 、 カ ポ ジ 肉
腫 、 血 管 腫 、 海 綿 状 血 管 腫 、 血 管 芽 腫 、 網 膜 芽 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 神 経 線 維 腫 、 稀 突 起 謬 腫
、 髄 芽 腫 、 神 経 芽 腫 、 神 経 膠 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 謬 芽 腫 、 骨 原 性 肉 腫 、 平 滑 筋 肉 腫 、 甲 状 肉
腫 及 び ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ で あ る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 腫
瘍 の 予 防 、 治 療 又 は 診 断 剤 。
【 請 求 項 ９ 】
　 HLA-DRの β 鎖 （ DRB1＊ 15011） の 細 胞 外 領 域 ア ミ ノ 酸 に つ い て 13-merペ プ チ ド を ２ ア ミ
ノ 酸 ず つ ず ら し て ペ プ チ ド を 作 成 し 、 該 ペ プ チ ド を セ ル ロ ー ス 膜 上 に Ｃ 末 端 か ら 結 合 し Ｎ
末 端 を ア セ チ ル 化 し た こ と か ら な る 配 列 番 号 ２ ４ か ら ３ ９ で 示 さ れ る す べ て の ペ プ チ ド と
有 意 に 結 合 し 、 か つ 配 列 番 号 ４ ０ か ら ４ ３ で 示 さ れ る す べ て の ペ プ チ ド と 有 意 に 結 合 す る
、 HLA-DRに 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 腫 瘍 の 予 防 、 治 療
又 は 診 断 剤 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 HLA-DRの β 鎖 （ DRB1＊ 15011） の 細 胞 外 領 域 ア ミ ノ 酸 に つ い て 13-merペ プ チ ド を ２ ア ミ
ノ 酸 ず つ ず ら し て ペ プ チ ド を 作 成 し 、 該 ペ プ チ ド を セ ル ロ ー ス 膜 上 に Ｃ 末 端 か ら 結 合 し Ｎ
末 端 を ア セ チ ル 化 し た こ と か ら な る 配 列 番 号 ２ ４ か ら ３ ９ で 示 さ れ る す べ て の ペ プ チ ド と
有 意 に 結 合 し 、 か つ 配 列 番 号 ４ ０ か ら ４ ３ で 示 さ れ る す べ て の ペ プ チ ド と 有 意 に 結 合 す る
、 HLA-DRに 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 免 疫 抑 制 剤 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 HLA-DRの β 鎖 （ DRB1＊ 15011） の 細 胞 外 領 域 ア ミ ノ 酸 に つ い て 13-merペ プ チ ド を ２ ア ミ
ノ 酸 ず つ ず ら し て ペ プ チ ド を 作 成 し 、 該 ペ プ チ ド を セ ル ロ ー ス 膜 上 に Ｃ 末 端 か ら 結 合 し Ｎ
末 端 を ア セ チ ル 化 し た こ と か ら な る 配 列 番 号 ２ ４ か ら ３ ９ で 示 さ れ る す べ て の ペ プ チ ド と
有 意 に 結 合 し 、 か つ 配 列 番 号 ４ ０ か ら ４ ３ で 示 さ れ る す べ て の ペ プ チ ド と 有 意 に 結 合 す る
、 HLA-DRに 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 自 己 免 疫 疾 患 又 は
ア レ ル ギ ー の 予 防 、 治 療 又 は 診 断 剤 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 腫 瘍 が 、 白 血 病 （ 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 を 含 む ） 、 リ ン パ 腫 （ 非 ホ
ジ キ ン リ ン パ 腫 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 T細 胞 系 リ ン パ 腫 、 B細 胞 系 リ ン パ 腫 、 バ ー キ ッ ト リ
ン パ 腫 、 悪 性 リ ン パ 腫 、 び ま ん 性 リ ン パ 腫 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 を 含 む ） 、 骨 髄 腫 （ 多 発 性 骨
髄 腫 を 含 む ） 、 乳 癌 、 大 腸 癌 、 腎 臓 癌 、 胃 癌 、 卵 巣 癌 、 膵 臓 癌 、 子 宮 頚 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、
食 道 癌 、 肝 臓 癌 、 頭 頚 部 扁 平 上 皮 癌 、 皮 膚 癌 、 尿 路 癌 、 前 立 腺 癌 、 絨 毛 癌 、 咽 頭 癌 、 喉 頭
癌 、 き ょ う 膜 腫 、 男 性 胚 腫 、 子 宮 内 膜 過 形 成 、 子 宮 内 膜 症 、 胚 芽 腫 、 線 維 肉 腫 、 カ ポ ジ 肉
腫 、 血 管 腫 、 海 綿 状 血 管 腫 、 血 管 芽 腫 、 網 膜 芽 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 神 経 線 維 腫 、 稀 突 起 謬 腫
、 髄 芽 腫 、 神 経 芽 腫 、 神 経 膠 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 謬 芽 腫 、 骨 原 性 肉 腫 、 平 滑 筋 肉 腫 、 甲 状 肉
腫 及 び ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 腫
瘍 の 予 防 、 治 療 又 は 診 断 剤 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 免 疫 に 関 与 す る 細 胞 膜 分 子 で あ る HLA-DR（ human leucocyte antigen - DR） を
認 識 す る 抗 HLA-DR抗 体 に 関 す る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 抗 HLA-DR抗 体 を 有 効 成 分 と す る 次 の 二
項 目 の 薬 剤 に 関 す る ： （ 1） HLA-DRを 発 現 し て い る 細 胞 に 起 因 す る 疾 患 に 対 す る 予 防 又 は
治 療 剤 、 特 に 悪 性 腫 瘍 治 療 剤 、 及 び （ 2） HLA-DRを 発 現 し て い る 細 胞 に 起 因 す る 免 疫 反 応
に 対 す る 予 防 又 は 治 療 剤 、 特 に 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 治 療 剤 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 細 胞 表 面 に 発 現 す る 蛋 白 質 に 結 合 し 、 細 胞 に 対 し て 細 胞 死 あ る い は 傷 害 性 を 誘 導 す る 作
用 を 有 す る 抗 体 を 癌 な ど の 治 療 に 用 い る こ と が 試 み ら れ て い る 。 現 在 、 細 胞 膜 上 に 存 在 す
る レ セ プ タ ー で あ る CD20を 標 的 と し た キ メ ラ 抗 体 （ Rituximab） 、 Her2/neuを 標 的 と し た
ヒ ト 化 抗 体 な ど の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 悪 性 腫 瘍 を 対 象 疾 患 と し て 使 用 さ れ て お り 、 そ
の 治 療 効 果 が 認 め ら れ て い る 。 抗 体 は 、 血 中 半 減 期 が 長 く 、 抗 原 へ の 特 異 性 が 高 い と い う
特 徴 を 持 ち 、 抗 腫 瘍 剤 と し て 特 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 腫 瘍 特 異 的 な 抗 原 を 標 的 と し た 抗
体 で あ れ ば 、 投 与 し た 抗 体 は 腫 瘍 に 集 積 す る こ と が 推 定 さ れ る の で 、 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害
活 性 （ CDC） や 抗 体 依 存 的 細 胞 性 細 胞 傷 害 活 性 （ ADCC） に よ る 、 免 疫 シ ス テ ム の 癌 細 胞 に
対 す る 攻 撃 が 期 待 で き る 。 ま た 、 そ の 抗 体 に 放 射 性 核 種 や 細 胞 毒 性 物 質 な ど の 薬 剤 を 結 合
し て お く こ と に よ り 、 結 合 し た 薬 剤 を 効 率 よ く 腫 瘍 部 位 に 送 達 す る こ と が 可 能 と な り 、 同
時 に 、 非 特 異 的 な 他 組 織 へ の 該 薬 剤 到 達 量 が 減 少 す る こ と で 、 副 作 用 の 軽 減 も 見 込 む こ と
が で き る 。 腫 瘍 特 異 的 抗 原 に 細 胞 死 を 誘 導 す る よ う な 活 性 が あ る 場 合 は ア ゴ ニ ス テ ィ ッ ク
な 活 性 を 持 つ 抗 体 を 投 与 す る こ と で 、 ま た 、 腫 瘍 特 異 的 抗 原 が 細 胞 の 増 殖 及 び 生 存 に 関 与
す る 場 合 は 中 和 活 性 を 持 つ 抗 体 を 投 与 す る こ と で 、 腫 瘍 特 異 的 な 抗 体 の 集 積 と 、 抗 体 の 活
性 に よ る 腫 瘍 の 増 殖 停 止 又 は 退 縮 が 期 待 さ れ る 。 抗 体 は 、 上 記 の よ う に そ の 特 徴 か ら 抗 腫
瘍 剤 と し て 適 用 す る の に 適 切 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 近 年 、 Rituximabに よ っ て 、 B細 胞 リ ン パ 腫 に お い て 有 意 な 抗 腫 瘍 効 果 を 発 揮 し て お り 、
副 作 用 も 限 定 さ れ て い る 。 し か し な が ら Rituximabは ヒ ト － マ ウ ス の キ メ ラ タ ン パ ク で あ
る こ と か ら 、 Rituximabそ の も の の 抗 原 性 が 高 く 、 体 内 で マ ウ ス 部 位 に 対 す る 抗 体 が 産 生
さ れ 、 効 果 が 減 弱 す る 可 能 性 も あ る 。 ま た 、 Rituximab単 独 で は 効 果 が 低 い 癌 も あ り 、 抗
が ん 剤 と の 併 用 に つ い て は 現 在 臨 床 試 験 が 行 わ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ お よ び ２ 参 照 ） 。
よ っ て 、 新 た な 抗 原 を タ ー ゲ ッ ト と し た 抗 腫 瘍 抗 体 が 必 要 と さ れ て お り 、 ク ラ ス II主 要 組
織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 （ MHC） 分 子 の 一 種 で あ る HLA-DRに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は 、 R
ituximabと 異 な る 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 と し て 臨 床 に お け る 抗 腫 瘍 活 性 が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 、 ク ラ ス II主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 （ MHC） 分 子 は 、 抗 原 ペ プ チ ド 断 片 に 結 合 し
、 こ れ ら の 抗 原 ペ プ チ ド 断 片 を ヘ ル パ ー （ CD4 + ） T細 胞 （ 「 Th」 細 胞 ） に 提 示 す る （ 非 特
許 文 献 ３ 参 照 ） 。 ク ラ ス II MHC分 子 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ に お い
て Th細 胞 の 免 疫 応 答 の 非 常 に 強 力 な 選 択 的 阻 害 剤 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文
献 ４ 参 照 ） 。 こ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 発 見 さ れ て 以 来 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ な ど の
自 己 免 疫 疾 患 の 選 択 的 免 疫 抑 制 治 療 に 使 用 で き る 可 能 性 の あ る 薬 物 と し て 考 え ら れ て い る
。 初 期 の イ ン ビ ボ に お け る 研 究 に よ り 、 こ れ ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が Th細 胞 性 異 種 及 び 自
己 免 疫 応 答 に 対 し て 与 え る 有 用 な 影 響 が 明 ら か に さ れ た （ 非 特 許 文 献 ５ か ら ８ 参 照 ） 。 さ
ら に 霊 長 類 に お け る 研 究 に よ り 、 同 種 移 植 に お け る 移 植 片 対 宿 主 反 応 を 抑 制 す る こ と が 明
ら か に さ れ た （ 非 特 許 文 献 ９ お よ び １ ０ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 臨 床 的 に は 臓 器 移 植 時 の 拒 絶 反 応 の 抑 制 に は 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Aや FK506と い っ た 免
疫 抑 制 剤 が 用 い ら れ て い る が 、 こ れ ら の 免 疫 抑 制 剤 の 問 題 点 は 免 疫 反 応 を 非 特 異 的 に 抑 制
し て し ま う た め 強 い 副 作 用 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 以 上 よ り 、 抗 体 は そ の 特 徴 か ら 副 作 用 の 少 な い 免 疫 抑 制 剤 と し て 適 用 す る の に 適 切 で あ
る と 考 え ら れ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 McLaughlin P. et. al., J Clin Oncol.(1998),16, 2825-2833
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Coiffier B. et. al., Blood (1998), 92, 1927-81
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Babbin B. et al., Nature （ 1985） , 317, 359-361
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Baxevanis CN, et. al., Immunogenetics （ 1980） , 11, 617-625
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Rosenbaum JT. et al., J. Exp. Med.（ 1981） , 154, 1694-1702
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Waldor MK. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA（ 1983） , 80, 2713-
2717
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【 非 特 許 文 献 ７ 】 Jonker M. et al., J. Autoimmun.（ 1988） , 1, 399-414
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Stevens HP. et. al., Transplant. Proc.（ 1990） , 22,1783-1784
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Billing R. & Chatterjee S.（ 1983） , Transplant. Proc., 15, 649-6
50
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Jonker M. et. al., Transplant Proc.（ 1991） , 23, 264-265
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 免 疫 抑 制 活 性 が 高 く 、 そ れ 自 身 の 免 疫 原 性 の 低 い ヒ ト 抗 体 を 用 い た 免 疫 抑 制 剤 の 開 発 に
つ い て も 未 解 決 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 こ の よ う な 抗 体 を 作 製 し 、 抗 腫 瘍 剤 又 は 免 疫 抑 制 剤 と し て 使 用 す る こ と を 目
的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト HLA-DRに 対 す る 抗 体 の 作 製 に 関 し て 鋭 意 研 究 し た 結 果 、 HLA-DRを 発
現 す る 癌 細 胞 に 非 常 に 低 濃 度 で 抗 腫 瘍 効 果 を 示 す モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及 び 、 HLA-DRを 介
し た 免 疫 活 性 を 特 異 的 に 抑 制 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 取 得 に 成 功 し 、 さ ら に 該 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 可 変 領 域 の 配 列 を 特 定 し 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ を 決
定 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 通 り で あ る 。
　 本 発 明 は 、 そ の 第 1の 態 様 に お い て 、 及 び 及 び マ ウ ス -マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生
さ れ る HLA-DRと 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 例 え ば HD4、 HD6、 HD8又 は HD10に よ り 産 生
さ れ る 好 ま し く は ヒ ト 抗 体 で あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 提 供 す る 。 HD
4、 HD6、 HD8又 は HD10に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の タ イ プ は イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G
（ IgG） 型 で あ る 。 こ こ で 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD8は 、 受 託 番 号 が FERM BP-7773と し て 、 ハ イ
ブ リ ド ー マ HD10は 受 託 番 号 が FERM BP-7774と し て 、 2001年 10月 11日 付 け で 独 立 行 政 法 人 　
産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 1丁 目 1番 地 １ 　 中
央 第 6） に 国 際 寄 託 さ れ て い る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ HD4は 受 託 番 号 が FERM BP-7771と し て 、 20
01年 10月 11日 付 け で 独 立 行 政 法 人 　 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 日 本 国
茨 城 県 つ く ば 市 東 1丁 目 1番 地 １ 　 中 央 第 6） に 国 際 寄 託 さ れ て い る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ HD6は
、 受 託 番 号 が  FERM BP-7772と し て 、 2001年 10月 11日 付 け で 独 立 行 政 法 人 　 産 業 技 術 総 合
研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 1丁 目 1番 地 １ 　 中 央 第 6） に 国
際 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 上 記 ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る 抗 体 の 可 変
領 域 を 有 す る 、 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は サ ブ ク ラ ス が 改 変 さ れ た 抗 体 も 含 み 、
ハ イ ブ リ ド ー マ HD8が 産 生 す る 抗 体 で あ っ て サ ブ ク ラ ス が IgG1、 IgG2、 IgG3若 し く は IgG4
で あ る 抗 体 若 し く は そ の 機 能 的 断 片 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD4が 産 生 す る 抗 体 で あ っ て サ ブ ク
ラ ス が IgG1、 IgG2、 IgG3若 し く は IgG4で あ る 抗 体 若 し く は そ の 機 能 断 片 、 ハ イ ブ リ ド ー マ
HD10が 産 生 す る 抗 体 で あ っ て サ ブ ク ラ ス が IgG1、 IgG2、 IgG3若 し く は IgG4で あ る 抗 体 若 し
く は そ の 機 能 的 断 片 、 又 は ハ イ ブ リ ド ー マ HD6が 産 生 す る 抗 体 で あ っ て サ ブ ク ラ ス が IgG1
、 IgG2、 IgG3若 し く は IgG4で あ る 抗 体 若 し く は そ の 機 能 的 断 片 で あ る 。 本 発 明 の さ ら に 別
の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 重 鎖 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 改 変 さ れ た 抗 体 又 は
そ の 機 能 的 断 片 で あ り 、 例 え ば 重 鎖 定 常 域 の EUナ ン バ リ ン グ シ ス テ ム （ Sequences of pro
teins of immunological interest, NIH Publication No.91-3242 を 参 照 ） に お け る 331
番 目 の ア ミ ノ 酸 を Serに 置 き 換 え た 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 で あ る 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 は IgG1、 IgG2、 又 は IgG4に サ
ブ ク ラ ス を 組 替 え る か 、 さ ら に 重 鎖 定 常 域 の EUナ ン バ リ ン グ シ ス テ ム に お け る 331番 目 の
ア ミ ノ 酸 を Serに 置 き 換 え 、 IgG1、 IgG1Ser、 IgG2、 IgG2Ser又 は IgG4に 改 変 し た 結 果 、 IgG
1及 び IgG1Serタ イ プ の み が ADCCを 発 現 し 、 IgG1及 び IgG2の み が CDC活 性 を 発 現 す る 抗 体 又
は そ の 機 能 的 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ハ イ ブ リ ド ー マ HD4、 HD6、 HD8又 は HD10が
産 生 す る 抗 体 の 可 変 領 域 を 含 む 、 HLA-DRと 結 合 す る 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 提 供 す る 。
本 発 明 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 配 列 番 号 ２ １ 及 び ２ ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 の う ち 可 変 領 域 の 成 熟 体 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD8が 産 生 す る
抗 体 の 可 変 領 域 を 含 む 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て 、
本 発 明 の 抗 体 は 配 列 番 号 １ ７ 及 び １ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 可 変 領 域 の 成 熟 体 部
分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD4が 産 生 す る 抗 体 の 可 変 領 域 を 含 む 抗 体 又
は そ の 機 能 的 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は HLA-DRの 特 定 の エ ピ ト ー プ に 結 合 し 得 る
抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 で あ る 。 本 発 明 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 HLA-DRの
β 鎖 （ DRB1＊ 15011） の 細 胞 外 領 域 ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 １ ４ ７ に ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号
１ ４ ６ に 塩 基 配 列 を 示 す ） に つ い て 13-merペ プ チ ド を 2ア ミ ノ 酸 ず つ ず ら し て ペ プ チ ド を
作 成 し （ 配 列 番 号 １ ４ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 29番 目 か ら 第 227番 目 の 199ア ミ ノ 酸 に つ
い て 13-merペ プ チ ド を 作 成 す る ） 、 該 ペ プ チ ド を セ ル ロ ー ス 膜 上 に C末 端 か ら 結 合 し N末 端
を ア セ チ ル 化 す る こ と か ら な る ペ プ チ ド の う ち 、 配 列 番 号 ８ ２ で 示 さ れ る ペ プ チ ド と 最 も
強 力 に 結 合 す る 、 HLA-DRに 結 合 す る 抗 体 及 び そ の 機 能 的 断 片 、 HLA-DRの β 鎖 （ DRB1＊ 1501
1） の 細 胞 外 領 域 ア ミ ノ 酸 に つ い て 13-merペ プ チ ド を ２ ア ミ ノ 酸 ず つ ず ら し て ペ プ チ ド を
作 成 し 、 該 ペ プ チ ド を セ ル ロ ー ス 膜 上 に C末 端 か ら 結 合 し N末 端 を ア セ チ ル 化 す る こ と か ら
な る ペ プ チ ド の う ち 、 配 列 番 号 ８ ２ 、 ８ ３ 及 び ８ ４ で 示 さ れ る ３ 種 類 の ペ プ チ ド 総 て と 強
力 に 結 合 す る 、 HLA-DRに 結 合 す る 抗 体 及 び そ の 機 能 的 断 片 、 並 び に HLA-DRの β 鎖 （ DRB1＊
15011） の 細 胞 外 領 域 ア ミ ノ 酸 に つ い て 13-merペ プ チ ド を ２ ア ミ ノ 酸 ず つ ず ら し て ペ プ チ
ド を 作 成 し 、 該 ペ プ チ ド を セ ル ロ ー ス 膜 状 に C末 端 か ら 結 合 し N末 端 を ア セ チ ル 化 し た こ と
か ら な る 配 列 番 号 ２ ４ か ら ３ ９ で 示 さ れ る の す べ て の ペ プ チ ド と 有 意 に 結 合 し 、 か つ 配 列
番 号 ４ ０ か ら ４ ３ で 示 さ れ る す べ て の ペ プ チ ド と 有 意 に 結 合 す る 、 HLA-DRに 結 合 す る 抗 体
又 は そ の 機 能 的 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 は 、 腫 瘍 （ 例 え
ば SCIDマ ウ ス に 移 植 さ れ た Raji細 胞 に 由 来 す る も の ） の 増 殖 を 抑 制 す る こ と で マ ウ ス 個 体
の 生 存 率 を 延 長 さ せ る こ と が で き る 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 提 供 す る 。 腫 瘍 を 担 持 す る
被 検 動 物 （ 例 え ば リ ン パ 腫 細 胞 担 癌 マ ウ ス モ デ ル 等 の 担 癌 実 験 動 物 、 体 重 20gと す る ） に
本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 投 与 す る 量 は 、 0.1μ g/body～ １ μ g/body又 は 5μ g/kg
～ 50μ g/kgで あ る 。 例 え ば 、 投 与 量 と し て １ μ g/body又 は 50μ g/kg、 好 ま し く は 0.1μ g/b
ody又 は 5μ g/kgが 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 以 下 の 性 質 (a)及 び (b)：
（ a） 6週 齢 の SCIDマ ウ ス に 抗 ア シ ア ロ GM1抗 血 清 を 10μ ｌ /マ ウ ス 個 体 で 静 脈 内 投 与 し 、 抗
ア シ ア ロ GM1抗 血 清 投 与 翌 日 に バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 細 胞 Raji（ ATCC CCL-86） を ５ × 10 6 /マ
ウ ス 個 体 で 静 脈 内 投 与 し 、 Raji投 与 5日 後 に 投 与 量 50μ g/kg体 重 か ら 5μ g/kg体 重 で 投 与 し
た 場 合 の マ ウ ス の 生 存 率 が 、 ヒ ト 抗 HSA抗 体 を 同 量 投 与 し た 場 合 の 生 存 率 よ り も 高 い と い
う 性 質 ； 及 び
（ ｂ ） 10％  FCSを 含 む RPMI1640培 地 を 用 い て 8μ g/mLに 調 製 し た 抗 体 50μ Lと 10％  FCSを 含
む RPMI1640培 地 を 用 い て ２ × 10 5 個 /mLに 調 製 し た 第 １ の ヒ ト ド ナ ー 由 来 成 熟 樹 状 細 胞 浮 遊
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液 50μ Lと を 96穴 プ レ ー ト の ウ ェ ル 中 で 混 合 し 、 4℃ で 30分 間 放 置 し 、 次 い で 10％  FCSを 含
む RPMI1640培 地 を 用 い て １ × 10６ 個 /mLに 調 製 し た 前 記 第 １ の ヒ ト ド ナ ー と 組 織 適 合 抗 原
が 異 な る 第 ２ の ヒ ト ド ナ ー 由 来 の 純 度 99％ 以 上 の Ｔ 細 胞 浮 遊 液 100μ Lを 混 合 し 、 37℃ 、 5
％ CO 2 存 在 下 で ５ 日 間 培 養 し 、 さ ら に 3 Hチ ミ ジ ン を 1.0μ Ci/ウ ェ ル で 添 加 し て 、 さ ら に 37
℃ 、 ５ ％ CO 2 存 在 下 で 16～ 20時 間 培 養 し た 後 、 細 胞 へ 取 り 込 ま れ た 3 Hチ ミ ジ ン を 回 収 し 該 3

Hチ ミ ジ ン を シ ン チ レ ー タ ー で 測 定 し 、 3 Hチ ミ ジ ン の 細 胞 へ の 取 り 込 み を 指 標 と し て 免 疫
抑 制 活 性 を 測 定 し た 場 合 の 免 疫 抑 制 活 性 が 同 濃 度 の マ ウ ス 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 L2
43（ ATCC HB-55） を 用 い た 場 合 の 免 疫 抑 制 活 性 と 比 べ て 弱 い と い う 性 質 ；
を 有 す る 、 HLA-DRと 結 合 す る 抗 体 及 び そ の 機 能 的 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 別 の 態 様 に お い て 、 マ ウ ス 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 L243（ ATCC H
B-55） と 比 べ て L243と 同 等 か 又 は L243よ り 強 い 免 疫 抑 制 活 性 を 示 す 、 HLA-DRを 認 識 す る 抗
体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 10％  FCS
を 含 む RPMI1640培 地 を 用 い て 8μ g/mLに 調 製 し た 抗 体 50μ Lと 10％  FCSを 含 む RPMI1640培 地
を 用 い て ２ × 10 5 個 /mLに 調 製 し た 第 １ の ヒ ト ド ナ ー 由 来 成 熟 樹 状 細 胞 浮 遊 液 50μ Lと を 96
穴 プ レ ー ト の ウ ェ ル 中 で 混 合 し 、 4℃ で 30分 間 放 置 し 、 次 い で 10％  FCSを 含 む RPMI1640培
地 を 用 い て １ × 10６ 個 /mLに 調 製 し た 前 記 第 １ の ヒ ト ド ナ ー と 組 織 適 合 抗 原 が 異 な る 第 ２
の ヒ ト ド ナ ー 由 来 の 純 度 99％ 以 上 の Ｔ 細 胞 浮 遊 液 100μ Lを 混 合 し 、 37℃ 、 5％ CO 2 存 在 下 で
５ 日 間 培 養 し 、 さ ら に 3 Hチ ミ ジ ン を 1.0μ Ci/ウ ェ ル で 添 加 し て 、 さ ら に 37℃ 、 ５ ％ CO 2 存
在 下 で 16～ 20時 間 培 養 し た 後 、 細 胞 へ 取 り 込 ま れ た 3 Hチ ミ ジ ン を 回 収 し 該 3 Hチ ミ ジ ン を シ
ン チ レ ー タ ー で 測 定 し 、 3 Hチ ミ ジ ン の 細 胞 へ の 取 り 込 み を 指 標 と し て 免 疫 抑 制 活 性 を 測 定
し た 場 合 の 免 疫 抑 制 活 性 が 同 濃 度 の マ ウ ス 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 L243（ ATCC HB-55
） を 用 い た 場 合 の 免 疫 抑 制 活 性 と 比 べ て 同 等 又 は 強 い と い う 性 質 を 有 す る 、 抗 体 又 は そ の
機 能 的 断 片 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 別 の 態 様 に お い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD8（ 受 託 番 号  FERM BP-7773） 、
ハ イ ブ リ ド ー マ HD10（ 受 託 番 号  FERM BP-7774） 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD4（ 受 託 番 号  FERM BP
-7771） 及 び HD6（ 受 託 番 号  FERM BP-7772） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ の
保 有 す る 核 酸 で あ っ て 、 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る 抗 体 の 可 変 領 域 を 含 む 抗 体 を コ ー
ド す る 核 酸 又 は 該 抗 体 の 機 能 的 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 又 は 該 抗 体 の 機 能 的 断 片 を コ ー ド す
る 核 酸 、 該 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、 前 記 核 酸 を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー 、 該 発 現
ベ ク タ ー を 有 す る 大 腸 菌 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 及 び 植 物 細 胞 並 び に 哺 乳 動
物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 宿 主 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は
、 可 変 領 域 が 配 列 番 号 １ ７ お よ び １ ９ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 可 変 領 域 の 成 熟 体 部
分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 可 変 領 域 を 含 む 前 記 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 又 は 該 抗 体 の 機 能 的
断 片 を コ ー ド す る 核 酸 で あ り 、 可 変 領 域 が 配 列 番 号 ２ １ お よ び ２ ３ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 の う ち 可 変 領 域 の 成 熟 体 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 可 変 領 域 を 含 む 前 記 抗 体 を コ ー ド
す る 核 酸 又 は 該 抗 体 の 機 能 的 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 で あ り 、 サ ブ ク ラ ス が IgG1で あ り EUナ
ン バ リ ン グ シ ス テ ム に お け る 331番 目 の ア ミ ノ 酸 が Serへ 置 換 さ れ た 抗 体 HD8で あ る 抗 体 HD8
G1Ser、 サ ブ ク ラ ス が IgG2で あ り EUナ ン バ リ ン グ シ ス テ ム に お け る 331番 目 の ア ミ ノ 酸 が Se
rへ 置 換 さ れ た 抗 体 HD8で あ る 抗 体 HD8G2Ser及 び サ ブ ク ラ ス が IgG2で あ り EUナ ン バ リ ン グ シ
ス テ ム に お け る 331番 目 の ア ミ ノ 酸 が Serへ 置 換 さ れ た 抗 体 HD4で あ る 抗 体 HD4G2Serか ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 又 は 該 抗 体 の 機 能 的 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 別 の 態 様 に お い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD8（ 受 託 番 号  FERM BP-7773） 、
ハ イ ブ リ ド ー マ HD10（ 受 託 番 号  FERM BP-7774） 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD4（ 受 託 番 号  FERM BP
-7771） 及 び HD6（ 受 託 番 号  FERM BP-7772） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ か
ら 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 単 離 し 、 該 遺 伝 子 を 有 す る 発 現 ベ ク
タ ー を 構 築 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 宿 主 に 導 入 し て 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 せ し め 、 得
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ら れ る 宿 主 、 宿 主 の 培 養 上 清 又 は 宿 主 の 分 泌 物 か ら 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 採 取 す
る こ と を 含 む 、 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 別 の 態 様 に お い て 、 上 記 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含
有 す る 、 腫 瘍 の 予 防 、 治 療 又 は 診 断 剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 予 防 又 は 治 療 可 能 な 腫 瘍 の 例 は 、 白 血 病 （ 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 を
含 む ） 、 リ ン パ 腫 （ 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 T細 胞 系 リ ン パ 腫 、 B細 胞 系
リ ン パ 腫 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 、 悪 性 リ ン パ 腫 、 び ま ん 性 リ ン パ 腫 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 を 含
む ） 、 骨 髄 腫 （ 多 発 性 骨 髄 腫 を 含 む ） 、 乳 癌 、 大 腸 癌 、 腎 臓 癌 、 胃 癌 、 卵 巣 癌 、 膵 臓 癌 、
子 宮 頚 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 食 道 癌 、 肝 臓 癌 、 頭 頚 部 扁 平 上 皮 癌 、 皮 膚 癌 、 尿 路 癌 、 前 立 腺 癌
、 絨 毛 癌 、 咽 頭 癌 、 喉 頭 癌 、 き ょ う 膜 腫 、 男 性 胚 腫 、 子 宮 内 膜 過 形 成 、 子 宮 内 膜 症 、 胚 芽
腫 、 線 維 肉 腫 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 血 管 腫 、 海 綿 状 血 管 腫 、 血 管 芽 腫 、 網 膜 芽 腫 、 星 状 細 胞 腫 、
神 経 線 維 腫 、 稀 突 起 謬 腫 、 髄 芽 腫 、 神 経 芽 腫 、 神 経 膠 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 謬 芽 腫 、 骨 原 性 肉
腫 、 平 滑 筋 肉 腫 、 甲 状 肉 腫 及 び ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ つ で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 有 効 成 分 と し
て 含 有 す る 免 疫 抑 制 剤 を 提 供 し 、 さ ら に 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 有 効 成 分 と し
て 含 有 す る 自 己 免 疫 疾 患 又 は ア レ ル ギ ー の 予 防 、 治 療 又 は 診 断 剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 に お い て 、 予 防 又 は 治 療 剤 は 臓 器 移 植 時 に お け る 免 疫 抑 制 剤 （ 膵 島 移
植 や 腎 臓 な ど の 移 植 時 に お け る 拒 絶 反 応 、 GVHDの 予 防 又 は 治 療 剤 ） 、 あ る い は 自 己 免 疫 疾
患 （ 例 え ば 、 リ ウ マ チ 、 動 脈 硬 化 治 療 薬 、 多 発 性 硬 化 症 、 全 身 性 エ リ ト マ ト ー デ ス 、 特 発
性 血 小 板 減 少 症 、 ク ロ ー ン 病 な ど ） 治 療 剤 、 喘 息 な ど ア レ ル ギ ー 治 療 剤 の 予 防 又 は 治 療 の
た め の も の で あ る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 機 能 的
断 片 は 、 Raji細 胞 が 移 植 さ れ た 担 癌 SCIDマ ウ ス に お い て 、 腫 瘍 移 植 5日 後 に 前 記 抗 体 又 は
そ の 機 能 的 断 片 の 投 与 量 5mg/kg以 下 で 延 命 効 果 が 認 め ら れ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 配 列 番 号 １ ７ 及 び １ ９ に そ れ ぞ れ 示 さ れ る 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD4の 産
生 す る 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 、 配 列 番 号 ２ １ 及 び ２ ３ に そ れ ぞ れ 示 さ れ る
、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD8の 産 生 す る 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 の 、 マ チ ュ ア 部 分
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 上 記 抗 体 又 は そ の 機 能 的 断 片 は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ ６ 及 び １ ８ に そ れ ぞ れ 示 さ れ る 、
ハ イ ブ リ ド ー マ HD4か ら 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 に コ ー ド さ れ る 重 鎖 可 変 領 域 及 び 軽 鎖 可 変 領
域 、 配 列 番 号 ２ ０ 及 び ２ ２ に そ れ ぞ れ 示 さ れ る 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD8か ら 単 離 さ れ た 核 酸
配 列 に コ ー ド さ れ る 重 鎖 可 変 領 域 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 の 、 マ チ ュ ア 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に よ り 、 HLA-DRを 発 現 し て い る 細 胞 に 起 因 す る 疾 患 に 対 す る 予 防 又 は 治 療 剤 、 特
に 悪 性 腫 瘍 治 療 薬 と し て ほ ぼ す べ て の HLA-DR多 型 を 有 す る 患 者 に 有 用 で あ る 分 子 が 提 供 さ
れ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 HLA-DRが 関 与 す る 免 疫 活 性 を 抑 制 す る こ と に よ る 免 疫 抑 制 薬 、 特 に リ ウ マ チ 治
療 薬 と し て 有 用 で あ る 分 子 が 提 供 さ れ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
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　 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 、 免 疫 反 応 に 対 し て 抑 制 活 性 が あ る こ と も 報 告 さ れ て い
る 。 初 期 の イ ン ビ ボ に お け る 研 究 に よ り 、 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が Th細 胞 性 異 種 及
び 自 己 免 疫 応 答 に 対 し て 与 え る 有 用 な 影 響 が 明 ら か に さ れ た [Rosenbaum JT. et al., J. 
Exp. Med.（ 1981） , 154, 1694-1702; Waldor MK. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
（ 1983） , 80, 2713-2717; Jonker M. et al., J. Autoimmun.（ 1988） , 1, 399-414; St
evens HP. et. al., Transplant. Proc.（ 1990） , 22,1783-1784参 照 ]。 さ ら に 霊 長 類 に
お け る 研 究 に よ り 、 同 種 移 植 に お け る 移 植 片 対 宿 主 反 応 を 抑 制 す る こ と が 明 ら か に さ れ た
[Billing R. & Chatterjee S.（ 1983） , Transplant. Proc., 15, 649-650; Jonker M. e
t. al., Transplant Proc.（ 1991） , 23, 264-265]。 し か し な が ら 、 こ れ ら 報 告 さ れ て い
る 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 で あ る 。 最 近 に な っ て 、 プ ロ テ イ ン デ ザ イ ン ラ ボ ラ ト リ ー 社 が 1D10と
い う マ ウ ス 抗 HLA-DR抗 体 を 用 い て 、 彼 ら の も つ ヒ ト 化 技 術 に よ り 可 変 部 位 以 外 を 遺 伝 子 組
換 え に よ り ヒ ト 抗 体 の 配 列 に し た ヒ ト 化 HLA-DR抗 体 が 開 発 さ れ [Sheri AK. et. al., Int.
 J. Cancer（ 2001） , 93, 556-565参 照 ]、 米 国 で 臨 床 試 験 を 実 施 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 新 規 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 完 全 ヒ ト 抗 体 で あ り 、 マ ウ ス 抗 体 で は
常 に 問 題 と な る マ ウ ス の 配 列 に 対 す る 抗 原 性 に つ い て は 、 す で に 回 避 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 該 抗 体 と し て は イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G（ IgG） 、 同 A（ IgA） 、 同 E（ IgE） 及 び 同 M（ IgM） の
い ず れ の 型 も 好 適 に 用 い ら れ う る が 、 通 常 は IgGが よ り 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 以 下 、 本 発 明 で 用 い る 語 句 の 意 味 を 明 ら か に す る こ と に よ り 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る
。
１ ． HLA-DR及 び そ の 抗 体
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 ク ラ ス IIの 主 要 組 織 特 異 性 複 合 体 （ MHC） の ひ と つ で あ る HLA-DRに 対
す る 抗 体 、 す な わ ち HLA-DRを 認 識 し 結 合 す る 抗 体 、 HLA-DRに 反 応 性 を 有 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に お け る 「 HLA-DRと 結 合 す る 抗 体 」 と は 、 ヒ ト HLA-DR又 は そ の 一 部 に 反 応 性 を 有
す る 抗 体 又 は 抗 体 の 一 部 で あ り 、 こ れ ら の 抗 体 の 機 能 的 断 片 も 含 む 。 「 機 能 的 断 片 」 と は
、 抗 体 の 一 部 分 （ 部 分 断 片 ） で あ っ て 、 抗 体 の 抗 原 へ の 作 用 を 1つ 以 上 保 持 す る も の を 意
味 し 、 具 体 的 に は F（ ab'） 2 、 Fab'、 Fab、 Fv、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 Fv、 一 本 鎖 Fv（ scFv） 、
及 び こ れ ら の 重 合 体 等 が 挙 げ ら れ る [D.J.King., Applications and Engineering of Mono
clonal Antibodies.,
1998 T.J.International Ltd]。 あ る い は 、 「 機 能 的 断 片 」 は 、 抗 体 の 断 片 で あ っ て 抗 原
と 結 合 し う る 断 片 で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 の 機 能 的 断 片 は 、 HLA-DRと 結 合 し 、 抗 腫 瘍 効 果 を
示 し 、 又 は 強 い 免 疫 抑 制 活 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 で 「 ヒ ト 抗 体 」 と は 、 ヒ ト 由 来 の 抗 体 遺 伝 子 の 発 現 産 物 で あ る 抗 体 を 意 味 す る 。
ヒ ト 抗 体 は 、 後 述 の よ う に ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 座 を 導 入 し 、 ヒ ト 由 来 抗 体 を 産 生 す る 能 力 を 有
す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 抗 原 を 投 与 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 該 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と し て マ ウ ス が 挙 げ ら れ 、 ヒ ト 抗 体 を 産 生 し 得 る マ ウ ス の 作 出 方 法 は 、 国
際 公 開 WO02/43478号 公 報 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 と し て は 、 例 え ば 、 後 述 の 実 施 例 に 記 載 さ れ る 、 ヒ ト HLA-DRの 発 現 す る 癌
細 胞 に 低 濃 度 で 抗 腫 瘍 効 果 を 示 す 各 種 の 抗 体 、 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 に は 、 抗 体 を 構 成 す る 重 鎖 及 び /又 は 軽 鎖 の 各 々 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て
、 1又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 重 鎖 及 び /
又 は 軽 鎖 か ら な る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 包 含 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 、
前 記 の よ う な ア ミ ノ 酸 の 部 分 的 改 変 （ 欠 失 、 置 換 、 挿 入 、 付 加 ） は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を
コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 部 分 的 に 改 変 す る こ と に よ り 導 入 す る こ と が で き る 。 こ の 塩 基 配 列
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の 部 分 的 改 変 は 、 既 知 の 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法 （ site specific mutagenesis） を 用 い て
定 法 に よ り 導 入 す る こ と が で き る [Proc Natl Acad Sci USA., 1984 Vol81:5662]。 こ こ で
、 抗 体 と は 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 構 成 す る 重 鎖 可 変 領 域 及 び 重 鎖 定 常 領 域 、 並 び に 軽 鎖 の
可 変 領 域 及 び 軽 鎖 の 定 常 領 域 を 含 む 全 て の 領 域 が 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子
に 由 来 す る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 い ず れ の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ク ラ ス 及 び ア イ ソ タ イ プ を 有 す る 抗 体 を も
包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 HLA-DR抗 体 は 、 下 記 の よ う な 製 造 方 法 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 即 ち
、 例 え ば 、 ヒ ト HLA-DR、 そ の 一 部 又 は そ の 一 部 と 抗 原 の 抗 原 性 を 高 め る た め の 適 当 な キ ャ
リ ア 物 質 （ 例 え ば 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン 等 ） と の 結 合 物 を 、 必 要 に 応 じ て 免 疫 賦 活 剤 （ フ ロ
イ ン ド の 完 全 又 は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 等 ） と と も に 、 ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス な ど の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 免 疫 す る 。 あ る い は 、 ヒ ト HLA-DRα 鎖 及 び β 鎖 を コ ー ド す る
遺 伝 子 を 導 入 し 、 HLA-DRを 細 胞 表 面 に 過 剰 に 発 現 し て い る 動 物 細 胞 を 投 与 す る こ と に よ り
、 免 疫 感 作 を 行 う こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 感 作 動 物 か ら 得 た 抗 体 産 生
細 胞 と 、 自 己 抗 体 産 生 能 の な い 骨 髄 腫 系 細 胞 （ ミ エ ロ ー マ 細 胞 ） を 融 合 す る こ と に よ り 得
ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 し 、 免 疫 に 用 い た 抗 原 に 対 し て 特 異 的 親 和 性 を 示 す モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ク ロ ー ン を 選 択 す る こ と に よ っ て 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 遺 伝 子 工 学 的 改 変 （ 例 え ば 、 欧 州 特 許 EP314161公
報 を 参 照 の こ と ） に よ り 異 な る サ ブ ク ラ ス の も の に 変 換 さ れ た も の も 包 含 す る 。 す な わ ち
、 本 発 明 の 抗 体 の 可 変 部 を コ ー ド す る DNAを 用 い て 遺 伝 子 工 学 的 手 法 を 用 い て 元 の サ ブ ク
ラ ス と は 異 な る サ ブ ク ラ ス の 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 の サ ブ ク ラ
ス を IgG2又 は IgG4に 変 換 す る こ と に よ り 、 Fcレ セ プ タ ー に 対 す る 結 合 度 の 低 い 抗 体 を 取 得
す る こ と が で き る 。 逆 に 、 本 件 発 明 の 抗 体 の サ ブ ク ラ ス を IgG1又 は IgG3に 変 換 す る こ と に
よ り 、 Fcレ セ プ タ ー に 対 す る 結 合 度 の 高 い 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明
の 抗 体 の 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 遺 伝 子 工 学 的 に 改 変 す る こ と 、 あ る い は そ の よ う な 配
列 を 有 す る 定 常 領 域 配 列 と 結 合 す る こ と に よ り 、 Fcレ セ プ タ ー に 対 す る 結 合 度 を 変 化 さ せ
る こ と （ Janeway CA. Jr. and Travers P.(1997),Immunobiology, Third Edition, Curre
nt Biology Ltd./Garland Phulishing Inc.参 照 ） 、 あ る い は 補 体 に 対 す る 結 合 度 を 変 化
さ せ る こ と （ Mi-Hua Tao, et al. 1993. J.Exp.Med参 照 ） は 可 能 で あ り 、 本 発 明 の 抗 体 は
、 こ れ ら の 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 し た 抗 体 も 包 含 す る 。 こ こ で 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の
改 変 と は ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ
酸 配 列 を い う 。 例 え ば 、 重 鎖 定 常 部 分 の EUナ ン バ リ ン グ シ ス テ ム （ Sequences of protein
s of immunological interest, NIH Publication No.91-3242 を 参 照 ） に お け る 331番 目
の プ ロ リ ン （ P） を コ ー ド す る 配 列 CCCを セ リ ン （ S） を コ ー ド す る TCCに 変 異 さ せ プ ロ リ ン
を セ リ ン に 置 換 す る こ と に よ り 補 体 に 対 す る 結 合 度 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 仮 に 抗 癌
剤 に つ い て 考 え た 場 合 、 抗 体 単 独 で 細 胞 死 誘 導 活 性 が な い 場 合 は 、 Fcレ セ プ タ ー を 介 し た
抗 体 依 存 性 細 胞 障 害 活 性 （ ADCC） や 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 （ CDC） に よ る 抗 腫 瘍 活 性 を
有 す る 抗 体 が 望 ま し い が 、 抗 体 単 独 で 細 胞 死 誘 導 活 性 が あ る 場 合 は Fcレ セ プ タ ー と の 結 合
度 が 低 い 抗 体 が よ り 望 ま し い 場 合 も あ る 。 ま た 免 疫 抑 制 剤 に つ い て 考 え た 場 合 、 Ｔ 細 胞 と
抗 原 提 示 細 胞 の 結 合 の み を 立 体 的 に 阻 害 す る 場 合 な ど ADCC活 性 或 い は CDC活 性 を 有 さ な い
抗 体 が 望 ま し い 。 ま た 、 ADCC活 性 或 い は CDC活 性 が 毒 性 の 原 因 と な り う る 場 合 、 毒 性 の 原
因 と な る 活 性 を Fc部 分 の 変 異 あ る い は サ ブ ク ラ ス を 変 更 す る こ と に よ り 回 避 し た 抗 体 が 望
ま し い 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 IgG1、 IgG2、 若 し く は IgG4に サ ブ ク ラ ス を 組 替 え た 改 変 抗 体 、 又 は さ
ら に IgG1若 し く は IgG2に サ ブ ク ラ ス を 組 替 え た 改 変 抗 体 の 重 鎖 定 常 域 の EUナ ン バ リ ン グ シ
ス テ ム に お け る 331番 目 の ア ミ ノ 酸 を Serに 置 き 換 え IgG1Serも し く は IgG2Serと し た 改 変 抗
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体 、 す な わ ち IgG1、 IgG1Ser、 IgG2、 IgG2Ser又 は IgG4に 改 変 し た 結 果 、 IgG1及 び IgG1Ser
タ イ プ の み が ADCCを 発 現 し 、 IgG1及 び IgG2の み が CDC活 性 を 発 現 す る 抗 体 を も 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 に 、 ヨ ー ド 、 イ ッ ト リ ウ ム 、 イ ン ジ ウ ム 、 テ ク ネ チ ウ ム 等 の 放 射 性
核 種 [J.W.Goding, Momoclonal Antibodies: principles and practice., 1993 Academic 
Press]、 緑 膿 菌 毒 素 、 ジ フ テ リ ア ト キ シ ン 、 リ シ ン の よ う な 細 菌 毒 素 、 及 び メ ト ト レ キ セ
ー ト 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 カ リ キ ア マ イ シ ン な ど の 化 学 療 法 剤 [D.J.King, Applications an
d Engineering of Monoclonal Antibodies., 1998 T.J.International Ltd.; M.L.Grossb
ard., Monoclonal Antibody-BasedTherapy of Cancer., 1998 Marcel Dekker Inc]、 さ ら
に 、 Maytansinoid等 の プ ロ ド ラ ッ グ [Chari et al., Cancer Res., 1992 Vol.52:127; Liu
 et al., Proc. Natl. Acad.Sci. USA, 1996 Vol.93:8681]な ど を 結 合 さ せ る こ と に よ り
癌 な ど の 疾 患 の 治 療 効 果 を さ ら に 増 強 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 に あ た っ て は 、 下 記 の 作 業 工 程 を 包 含 す る
。 す な わ ち 、 （ 1） 免 疫 原 と し て 使 用 す る 、 生 体 高 分 子 の 精 製 及 び /又 は 抗 原 タ ン パ ク 質 を
細 胞 表 面 に 過 剰 に 発 現 し て い る 細 胞 の 作 製 、 （ 2） 抗 原 を 動 物 に 注 射 す る こ と に よ り 免 疫
し た 後 、 血 液 を 採 取 し そ の 抗 体 価 を 検 定 し て 脾 臓 等 の 摘 出 の 時 期 を 決 定 し て か ら 、 抗 体 産
生 細 胞 を 調 製 す る 工 程 、 （ 3） 骨 髄 腫 細 胞 （ ミ エ ロ ー マ ） の 調 製 、 （ 4） 抗 体 産 生 細 胞 と ミ
エ ロ ー マ と の 細 胞 融 合 、 （ 5） 目 的 と す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 群 の 選 別 、 （ 6）
単 一 細 胞 ク ロ ー ン へ の 分 割 （ ク ロ ー ニ ン グ ） 、 （ 7） 場 合 に よ っ て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 大 量 に 製 造 す る た め の ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 、 又 は ハ イ ブ リ ド ー マ を 移 植 し た 動 物 の
飼 育 、 （ 8） こ の よ う に し て 製 造 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 理 活 性 及 び そ の 認 識 特 異
性 の 検 討 、 あ る い は 標 識 試 薬 と し て の 特 性 の 検 定 、 等 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 以 下 、 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 法 を 上 記 工 程 に 沿 っ て 詳 述 す る が 、 該 抗 体 の
作 製 法 は こ れ に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 脾 細 胞 以 外 の 抗 体 産 生 細 胞 及 び ミ エ ロ ー マ を 使 用 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
（ 1）  抗 原 の 精 製
　 抗 原 と し て は 、 HLA-DRα 鎖 及 び β 鎖 を コ ー ド す る DNAを 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に 組 み
込 み 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 動 物 細 胞 に 導 入 し 、 取 得 し た 形 質 転 換 株 そ の も の を 使 用 で き る 。
因 み に 、 HLA-DR α 鎖 及 び β 鎖 の 一 次 構 造 は 公 知 で あ る ［ Steven GE, et al., （ 2000）  T
he HLA FactsBook, Academic Press発 行 参 照 ］ の で 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り 、 HLA-DR
の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら ペ プ チ ド を 化 学 合 成 し 、 こ れ を 抗 原 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ま た 、 免 疫 原 と し て は 、 ヒ ト HLA-DRの α 鎖 及 び β 鎖 全 長 を L929細 胞 に 導 入 し 、 細 胞 表 面
に HLA-DRヘ テ ロ ダ イ マ ー を 過 剰 に 発 現 し て い る 細 胞 も 有 効 で あ る 。 pEF-neo-HLA-DRα 及 び
pEF-neo-HLA-DRβ は 、 そ れ ぞ れ 、 ヒ ト HLA-DRα 鎖 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA及 び ヒ ト HLA
-DRβ 鎖 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 、 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー pEF-neoに 組 み 込 む こ と
に よ り 作 製 で き る 。 pEF-neoは 改 変 pEF-BOS[Mizushima S. & Nagata S., Nucleic Acids R
es （ 1990） , 18, 5332参 照 ]に neomycin耐 性 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー で あ る 。 た だ し
、 HLA-DRを コ ー ド す る DNA、 ベ ク タ ー 、 宿 主 等 は こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 具 体 的 に は 、 pEF-neo-HLA-DRα 及 び pEF-neo-HLA-DRβ で L929細 胞 を 形 質 転 換 し て 得 ら れ
た 形 質 転 換 株 を 培 養 し 、 pEF-neoベ ク タ ー が 挿 入 さ れ た 細 胞 に 獲 得 さ れ る ネ オ マ イ シ ン 耐
性 の 形 質 及 び ヤ ギ 抗 HLA-DRポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ DAKO社 製 ） を 用 い た HLA-DR発 現 の 確 認 と
を 指 標 に 、 ヒ ト HLA-DRを そ の 細 胞 表 面 に 過 剰 に 発 現 し て い る L929細 胞 を 作 製 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
（ 2） 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製 工 程

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-325133 A 2005.11.24



　 （ 1） で 得 ら れ た 抗 原 と 、 フ ロ イ ン ド の 完 全 若 し く は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 又 は カ リ ミ
ョ ウ バ ン の よ う な 助 剤 と を 混 合 し 、 免 疫 原 と し て 実 験 動 物 に 免 疫 す る 。 実 験 動 物 と し て は
、 ヒ ト 由 来 の 抗 体 を 産 生 す る 能 力 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 最 も 好 適 に 用 い ら
れ る が 、 そ の よ う な マ ウ ス は 富 塚 ら の 文 献 ［ Tomizuka. et al., Proc Natl Acad Sci USA
., 2000 Vol 97:722］ に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 マ ウ ス 免 疫 の 際 の 免 疫 原 投 与 法 は 、 皮 下 注 射 、 腹 腔 内 注 射 、 静 脈 内 注 射 、 皮 内 注 射 、 筋
肉 内 注 射 、 足 蹠 注 射 な ど い ず れ で も よ い が 、 腹 腔 内 注 射 、 足 蹠 注 射 又 は 静 脈 内 注 射 が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 免 疫 は 、 一 回 、 又 は 、 適 当 な 間 隔 で （ 好 ま し く は 2週 間 か ら 4週 間 間 隔 で ） 複 数 回 繰 返 し
行 う こ と が で き る 。 そ の 後 、 免 疫 し た 動 物 の 血 清 中 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 価 を 測 定 し 、 抗 体
価 が 十 分 高 く な っ た 動 物 を 抗 体 産 生 細 胞 の 供 給 原 と し て 用 い れ ば 、 以 後 の 操 作 の 効 果 を 高
め る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 最 終 免 疫 後 3～ 5日 後 の 動 物 由 来 の 抗 体 産 生 細 胞 を 、 後 の
細 胞 融 合 に 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 抗 体 価 の 測 定 法 と し て は 、 放 射 性 同 位 元 素 免 疫 定 量 法 （ 以 下 「 RIA法
」 と い う ） 、 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 （ 以 下 「 ELISA法 」 と い う ） 、 蛍 光 抗 体 法 、 受 身 血 球 凝
集 反 応 法 な ど 種 々 の 公 知 技 術 が あ げ ら れ る が 、 検 出 感 度 、 迅 速 性 、 正 確 性 、 及 び 操 作 の 自
動 化 の 可 能 性 な ど の 観 点 か ら 、 RIA法 又 は ELISA法 が よ り 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 に お け る 抗 体 価 の 測 定 は 、 例 え ば ELISA法 に よ れ ば 、 以 下 に 記 載 す る よ う な 手 順
に よ り 行 う こ と が で き る 。 ま ず 、 ヒ ト 抗 体 に 対 す る 抗 体 を ELISA用 96穴 プ レ ー ト 等 の 固 相
表 面 に 吸 着 さ せ 、 さ ら に 抗 原 が 吸 着 し て い な い 固 相 表 面 を 抗 原 と 無 関 係 な タ ン パ ク 質 、 例
え ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） に よ り 覆 い 、 該 表 面 を 洗 浄 後 、 一 次 抗 体 と し て 段 階 希 釈
し た 試 料 （ 例 え ば マ ウ ス 血 清 ） に 接 触 さ せ 、 上 記 抗 原 に 試 料 中 の 抗 HLA-DR抗 体 を 結 合 さ せ
る 。 さ ら に 二 次 抗 体 と し て 酵 素 標 識 さ れ た ヒ ト 抗 体 に 対 す る 抗 体 を 加 え て ヒ ト 抗 体 に 結 合
さ せ 、 洗 浄 後 該 酵 素 の 基 質 を 加 え 、 基 質 分 解 に 基 づ く 発 色 に よ る 吸 光 度 の 変 化 等 を 測 定 す
る こ と に よ り 、 抗 体 価 を 算 出 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
（ 3） ミ エ ロ ー マ の 調 製 工 程
　 ミ エ ロ ー マ と し て は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 又 は ヒ ト 等 の
哺 乳 動 物 に 由 来 す る 自 己 抗 体 産 生 能 の な い 細 胞 を 用 い る こ と が 出 来 る が 、 一 般 的 に は マ ウ
ス か ら 得 ら れ た 株 化 細 胞 、 例 え ば 8-ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 マ ウ ス （ BALB/c由 来 ） ミ エ ロ ー マ 株
P3X63Ag8U.1（ P3-U1） ［ Yelton, D.E. et al. Current Topics in Microbiology and Imm
unology, 81, 1-7（ 1978） ］ 、 P3/NSI/1-Ag4-1（ NS-1）  ［ Kohler, G. et al. European 
J. Immunology, 6, 511-519 （ 1976） ］ 、 Sp2/O-Ag14（ SP-2） ［ Shulman, M. et al. Nat
ure, 276, 269-270 （ 1978） ］ 、 P3X63Ag8.653（ 653） ［ Kearney, J. F. et al. J. Immu
nology, 123, 1548-1550（ 1979） ］ 、 P3X63Ag8（ X63） ［ Horibata, K. and Harris, A. W
. Nature, 256, 495-497 （ 1975） ］ な ど を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら の 細 胞 株 は 、
適 当 な 培 地 、 例 え ば 8-ア ザ グ ア ニ ン 培 地 ［ グ ル タ ミ ン 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ゲ ン タ
マ イ シ ン 及 び ウ シ 胎 児 血 清 （ 以 下 「 FCS」 と い う ） を 加 え た RPMI-1640培 地 に 8-ア ザ グ ア ニ
ン を 加 え た 培 地 ] 、 イ ス コ フ 改 変 ダ ル ベ ッ コ 培 地 （ Iscove's Modified Dulbecco's Mediu
m； 以 下 「 IMDM」 と い う ） 、 又 は ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ Dulbecco's Modified Eag
le Medium； 以 下 「 DMEM」 と い う ） で 継 代 培 養 す る が 、 細 胞 融 合 の 3～ 4日 前 に 正 常 培 地 （
例 え ば 、 10％  FCSを 含 む DMEM培 地 ） で 継 代 培 養 し 、 融 合 当 日 に 2× 10 7 以 上 の 細 胞 数 を 確 保
し て お く 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
（ 4） 細 胞 融 合
　 抗 体 産 生 細 胞 は 、 形 質 細 胞 、 及 び そ の 前 駆 細 胞 で あ る リ ン パ 球 で あ り 、 こ れ は 個 体 の い
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ず れ の 部 位 か ら 得 て も よ く 、 一 般 に は 脾 、 リ ン パ 節 、 骨 髄 、 扁 桃 、 末 梢 血 、 又 は こ れ ら を
適 宜 組 み 合 わ せ た も の 等 か ら 得 る こ と が で き る が 、 脾 細 胞 が 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 最 終 免 疫 後 、 所 定 の 抗 体 価 が 得 ら れ た マ ウ ス か ら 抗 体 産 生 細 胞 が 存 在 す る 部 位 、 例 え ば
脾 臓 を 摘 出 し 、 抗 体 産 生 細 胞 で あ る 脾 細 胞 を 調 製 す る 。 こ の 脾 細 胞 と 工 程 （ 3） で 得 ら れ
た ミ エ ロ ー マ を 融 合 さ せ る 手 段 と し て 現 在 最 も 一 般 的 に 行 わ れ て い る の は 、 細 胞 毒 性 が 比
較 的 少 な く 融 合 操 作 も 簡 単 な 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い る 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 は
、 例 え ば 以 下 の 手 順 よ り な る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 脾 細 胞 と ミ エ ロ ー マ と を 無 血 清 培 地 （ 例 え ば DMEM） 、 又 は リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 （ 以 下
「 PBS」 と い う ） で よ く 洗 浄 し 、 脾 細 胞 と ミ エ ロ ー マ の 細 胞 数 の 比 が 5:1～ 10:1程 度 に な る
よ う に 混 合 し 、 遠 心 分 離 す る 。 上 清 を 除 去 し 、 沈 澱 し た 細 胞 群 を よ く ほ ぐ し た 後 、 撹 拌 し
な が ら 1mLの 50％ （ w/v） ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ 分 子 量 1000～ 4000） を 含 む 無 血 清 培 地
を 滴 下 す る 。 そ の 後 、 10mLの 無 血 清 培 地 を ゆ っ く り と 加 え た 後 遠 心 分 離 す る 。 再 び 上 清 を
捨 て 、 沈 澱 し た 細 胞 を 適 量 の ヒ ポ キ サ ン チ ン ・ ア ミ ノ プ テ リ ン ・ チ ミ ジ ン （ 以 下 「 HAT」
と い う ） 液 及 び ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン -6（ 以 下 「 IL-6」 と い う ） を 含 む 正 常 培 地 （ 以 下 「
HAT培 地 」 と い う ） 中 に 懸 濁 し て 培 養 用 プ レ ー ト （ 以 下 「 プ レ ー ト 」 と い う ） の 各 ウ ェ ル
に 分 注 し 、 5％ 炭 酸 ガ ス 存 在 下 、 37℃ で 2週 間 程 度 培 養 す る 。 途 中 適 宜 HAT培 地 を 補 う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
（ 5） ハ イ ブ リ ド ー マ 群 の 選 択
　 上 記 ミ エ ロ ー マ 細 胞 が 、 8-ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 株 で あ る 場 合 、 す な わ ち 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン
・ グ ア ニ ン ・ ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ HGPRT） 欠 損 株 で あ る 場 合 、 融 合 し な
か っ た 該 ミ エ ロ ー マ 細 胞 、 及 び ミ エ ロ ー マ 細 胞 ど う し の 融 合 細 胞 は 、 HAT含 有 培 地 中 で は
生 存 で き な い 。 一 方 、 抗 体 産 生 細 胞 ど う し の 融 合 細 胞 、 あ る い は 、 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ
ー マ 細 胞 と の ハ イ ブ リ ド ー マ は 生 存 す る こ と が で き る が 、 抗 体 産 生 細 胞 ど う し の 融 合 細 胞
に は 寿 命 が あ る 。 従 っ て 、 HAT含 有 培 地 中 で の 培 養 を 続 け る こ と に よ っ て 、 抗 体 産 生 細 胞
と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の ハ イ ブ リ ド ー マ の み が 生 き 残 り 、 結 果 的 に ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 コ ロ ニ ー 状 に 生 育 し て き た ハ イ ブ リ ド ー マ に つ い て 、 HAT培 地 か ら ア ミ ノ プ テ リ ン を 除
い た 培 地 （ 以 下 「 HT培 地 」 と い う ） へ の 培 地 交 換 を 行 う 。 以 後 、 培 養 上 清 の 一 部 を 採 取 し
、 例 え ば 、 ELISA法 に よ り 抗 HLA-DR抗 体 価 を 測 定 す る 。 た だ し 、 ELISA用 の 抗 原 と し て 上 記
融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い る 場 合 は 、 ヒ ト IgGの Fc領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る ク
ロ ー ン を 選 択 し な い よ う に 、 該 ク ロ ー ン を 除 外 す る 操 作 が 必 要 で あ る 。 そ の よ う な ク ロ ー
ン の 有 無 は 、 例 え ば ヒ ト IgGの Fc領 域 を 抗 原 と し た ELISA等 に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 以 上 、 8-ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 の 細 胞 株 を 用 い る 方 法 を 例 示 し た が 、 そ の 他 の 細 胞 株 も ハ イ
ブ リ ド ー マ の 選 択 方 法 に 応 じ て 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 場 合 使 用 す る 培 地 組 成 も 変 化 す
る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
（ 6） ク ロ ー ニ ン グ 工 程
　 （ 2） の 記 載 と 同 様 の 方 法 で 抗 体 価 を 測 定 す る こ と に よ り 、 特 異 的 抗 体 を 産 生 す る こ と
が 判 明 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 別 の プ レ ー ト に 移 し ク ロ ー ニ ン グ を 行 う 。 こ の ク ロ ー ニ ン
グ 法 と し て は 、 プ レ ー ト の 1ウ ェ ル に １ 個 の ハ イ ブ リ ド ー マ が 含 ま れ る よ う に 希 釈 し て 培
養 す る 限 界 希 釈 法 、 軟 寒 天 培 地 中 で 培 養 し コ ロ ニ ー を 回 収 す る 軟 寒 天 法 、 マ イ ク ロ マ ニ ュ
ピ レ ー タ ー に よ っ て １ 個 づ つ の 細 胞 を 取 り 出 し 培 養 す る 方 法 、 セ ル ソ ー タ ー に よ っ て 1個
の 細 胞 を 分 離 す る 「 ソ ー タ ク ロ ー ン 」 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 限 界 希 釈 法 が 簡 便 で あ り 、 よ
く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 抗 体 価 の 認 め ら れ た ウ ェ ル に つ い て 、 例 え ば 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を ２ ～ ４ 回
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繰 返 し 、 安 定 し て 抗 体 価 の 認 め ら れ た も の を 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド
ー マ 株 と し て 選 択 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 な お 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 細 胞 で あ る マ ウ ス － マ ウ ス ハ イ
ブ リ ド ー マ HD8、 HD10、 HD4及 び HD6は 、 2001年 10月 11日 付 け で 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合
研 究 所 （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 1丁 目 1番 地 １ 　 中 央 第 6） に 国 際 寄 託 さ れ て い る 。 ハ イ ブ リ ド
ー マ HD8は 受 託 番 号 が FERM BP-7773と し て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD10は 受 託 番 号 が FERM BP-777
4と し て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD4は 受 託 番 号 が FERM BP-7771と し て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD6は 受
託 番 号 が FERM BP-7772で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
（ 7） ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
　 ク ロ ー ニ ン グ を 完 了 し た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 培 地 を HT培 地 か ら 正 常 培 地 に 換 え て 培 養 さ
れ る 。 大 量 培 養 は 、 大 型 培 養 瓶 を 用 い た 回 転 培 養 、 ス ピ ナ ー 培 養 、 あ る い は ホ ロ ー フ ァ イ
バ ー シ ス テ ム を 用 い た 培 養 で 行 わ れ る 。 こ の 大 量 培 養 に お け る 上 清 を 、 ゲ ル ろ 過 等 、 当 業
者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 精 製 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 予 防 又 は 治 療 剤 を 有 効 成 分 と し て
含 有 す る 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 同 系 統 の マ ウ ス （ 例 え
ば BALB/c） 若 し く は nu/nuマ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 又 は ウ サ ギ 等 の 腹 腔
内 で 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 さ せ る こ と に よ り 、 本 発 明 の 予 防 又 は 治 療 剤 を 有 効 成 分 と し
て 含 有 す る 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に 含 む 腹 水 を 得 る こ と が で き る 。 精 製 の 簡
便 な 方 法 と し て は 、 市 販 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 精 製 キ ッ ト （ 例 え ば 、 MAbTrap GIIキ ッ ト
； ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） 等 を 利 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 か く し て 得 ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト HLA-DRに 対 し て 高 い 抗 原 特 異 性 を 有 す る
。
【 ０ ０ ６ ４ 】
（ 8） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 検 定
　 か く し て 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ 及 び サ ブ ク ラ ス の 決 定 は 以 下 の よ
う に 行 う こ と が で き る 。 ま ず 、 同 定 法 と し て は オ ク テ ル ロ ニ ー （ Ouchterlony） 法 、 ELISA
法 、 又 は RIA法 が 挙 げ ら れ る 。 オ ク テ ル ロ ニ ー 法 は 簡 便 で は あ る が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 濃 度 が 低 い 場 合 に は 濃 縮 操 作 が 必 要 で あ る 。 一 方 、 ELISA法 又 は RIA法 を 用 い た 場 合 は 、
培 養 上 清 を そ の ま ま 抗 原 吸 着 固 相 と 反 応 さ せ 、 さ ら に 二 次 抗 体 と し て 各 種 イ ム ノ グ ロ ブ リ
ン ア イ ソ タ イ プ 、 サ ブ ク ラ ス に 対 応 す る 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
ア イ ソ タ イ プ 、 サ ブ ク ラ ス を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 の 定 量 は 、 フ ォ ー リ ン ロ ウ リ ー 法 、 及 び 280nmに お け る 吸 光 度 ［ 1.4
（ OD280） ＝ イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 1mg/mL］ よ り 算 出 す る 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 認 識 エ ピ ト ー プ の 同 定 は 以 下 の よ う に し て 行 う こ と が で き る 。 ま
ず 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 認 識 す る 分 子 の 様 々 な 部 分 構 造 を 作 製 す る 。 部 分 構 造 の 作 製 に
あ た っ て は 、 公 知 の オ リ ゴ ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 用 い て そ の 分 子 の 様 々 な 部 分 ペ プ チ ド を 作
成 す る 方 法 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 用 い て 目 的 の 部 分 ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 を 好 適
な 発 現 プ ラ ス ミ ド に 組 み 込 み 、 大 腸 菌 等 の 宿 主 内 外 で 生 産 す る 方 法 等 が あ る が 、 上 記 目 的
の た め に は 両 者 を 組 み 合 わ せ て 用 い る の が 一 般 的 で あ る 。 例 え ば 、 抗 原 タ ン パ ク 質 の Ｃ 末
端 又 は Ｎ 末 端 か ら 適 当 な 長 さ で 順 次 短 く し た 一 連 の ポ リ ペ プ チ ド を 当 業 者 に 周 知 の 遺 伝 子
組 換 え 技 術 を 用 い て 作 製 し た 後 、 そ れ ら に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を 検 討 し 、
大 ま か な 認 識 部 位 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 そ の 後 、 さ ら に 細 か く 、 そ の 対 応 部 分 の オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 又 は 該 ペ プ チ ド の 変 異 体 等 を
、 当 業 者 に 周 知 の オ リ ゴ ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 用 い て 種 々 合 成 し 、 本 発 明 の 予 防 又 は 治 療 剤
が 有 効 成 分 と し て 含 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の そ れ ら ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 性 を 調 べ る
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か 、 又 は 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 抗 原 と の 結 合 に 対 す る ペ プ チ ド の 競 合 阻 害 活 性 を 調 べ る
こ と に よ り エ ピ ト ー プ を 限 定 す る 。 多 種 の オ リ ゴ ペ プ チ ド を 得 る た め の 簡 便 な 方 法 と し て
、 市 販 の キ ッ ト （ 例 え ば 、 SPOTsキ ッ ト （ ジ ェ ノ シ ス ・ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 製 ） 、 マ
ル チ ピ ン 合 成 法 を 用 い た 一 連 の マ ル チ ピ ン ・ ペ プ チ ド 合 成 キ ッ ト （ カ イ ロ ン 社 製 ） 等 ） を
利 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 又 ハ イ ブ リ ド ー マ 等 の 抗 体 産 生 細 胞 か ら ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を
ク ロ ー ニ ン グ し 、 適 当 な ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 、 こ れ を 宿 主 （ 例 え ば 哺 乳 類 細 胞 細 胞 株 、
大 腸 菌 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 な ど ） に 導 入 し 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 用 い て 産 生
さ せ た 組 換 え 型 抗 体 を 調 製 す る こ と も で き る （ P.J.Delves., ANTIBODY PRODUCTION ESSEN
TIAL TECHNIQUES., 1997 WILEY、 P.Shepherd and C.Dean., Monoclonal Antibodies., 20
00 OXFORD UNIVERSITY PRESS, J.W.Goding., Monoclonal Antibodies:principles and pr
actice., 1993 ACADEMIC PRESS） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ が 保 有 す る 抗 体 の 遺 伝 子 配 列 を 含 む
核 酸 、 特 に 後 述 の 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ の 産 生 す る 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 及 び 軽 鎖 可 変 領
域 の マ チ ュ ア 部 分 に 対 応 す る 核 酸 も 包 含 す る 。 こ こ で 、 核 酸 に は DNA及 び RNAが 含 ま れ る 。
ま た 、 本 発 明 は 本 発 明 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ が 保 有 す る 抗 体 の 遺 伝 子 配 列 を 含
む 核 酸 に お い て 、 重 鎖 あ る い は 軽 鎖 の 可 変 領 域 の 部 分 の フ レ ー ム 部 分 （ FR1、 FR2、 FR3及
び FR4： Sequences of proteins of immunological interest, NIH Publication No.91-32
42を 参 照 ） の 塩 基 の １ 個 以 上 の 塩 基 が 置 換 、 欠 失 お よ び ／ ま た は 付 加 に よ り 配 列 が 改 変 さ
れ 、 配 列 が 改 変 さ れ る 前 の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ
ズ し 、 HLA-DRと 結 合 し 、 （ a） HLA-DR発 現 癌 細 胞 を 担 持 し た 非 ヒ ト 動 物 に お い て 延 命 効 果
を 示 し 、 か つ （ ｂ ） L243と 比 べ 免 疫 反 応 に 対 す る 抑 制 活 性 が 弱 い 、 か ら な る 性 質 を 有 す る
か 、 あ る い は 、 マ ウ ス 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 L243（ ATCC HB-55） と 比 べ て L243と 同
等 か 又 は L243よ り 強 い 免 疫 抑 制 活 性 を 示 す 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 も 包 含 す る 。 こ こ で 、 抗
体 と は 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 構 成 す る 重 鎖 可 変 領 域 及 び 重 鎖 定 常 領 域 、 並 び に 軽 鎖 の 可 変
領 域 及 び 軽 鎖 の 定 常 領 域 を 含 む 全 て の 領 域 が 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 由
来 す る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン で あ る 。 ま た 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 本 発 明 の 抗 体 を コ
ー ド す る DNA配 列 と 90％ 以 上 の 相 同 性 、 好 ま し く は 95％ 以 上 の 相 同 性 、 よ り 好 ま し く は 97
％ 以 上 の 相 同 性 が 配 列 間 に 存 在 す る と き の み ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ る こ と を 意 味
す る 。 通 常 、 完 全 ハ イ ブ リ ッ ド の 融 解 温 度 よ り 約 ５ ℃ ～ 約 30℃ 、 好 ま し く は 約 10℃ ～ 約 25
℃ 低 い 温 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ る 場 合 を い う 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 に つ
い て は 、 J.Sambrookら 、 Molecular Cloninｇ , A Laboratory Mannual, Second Edition, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press(1989)に 記 載 さ れ て お り 、 こ こ に 記 載 の 条 件 を 使
用 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 調 製 す る に は 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の Ｌ 鎖 Ｖ 領 域 、 Ｌ 鎖 Ｃ 領 域 、 Ｈ 鎖 Ｖ 領 域 及 び Ｈ 鎖 Ｃ 領 域 を そ れ ぞ れ コ ー ド す る
DNAを PCR法 等 に よ り 調 製 す る 方 法 が 採 用 さ れ る 。 プ ラ イ マ ー は 、 抗 HLA-DR抗 体 遺 伝 子 又 は
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 設 計 し た オ リ ゴ DNAを 、 鋳 型 と し て は ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 調 製 し た DNAを
使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の DNAを １ つ の 適 当 な ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 こ れ を 宿 主 に
導 入 し て 発 現 さ せ る か 、 あ る い は こ れ ら の DNAを そ れ ぞ れ 適 当 な ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 共
発 現 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ベ ク タ ー に は 、 宿 主 微 生 物 で 自 律 的 に 増 殖 し 得 る フ ァ ー ジ 又 は プ ラ ス ミ ド が 使 用 さ れ る
。 プ ラ ス ミ ド  DNAと し て は 、 大 腸 菌 、 枯 草 菌 又 は 酵 母 由 来 の プ ラ ス ミ ド な ど が 挙 げ ら れ 、
フ ァ ー ジ DNAと し て は λ フ ァ ー ジ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 形 質 転 換 に 使 用 す る 宿 主 と し て は 、 目 的 の 遺 伝 子 を 発 現 で き る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ
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れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 細 菌 （ 大 腸 菌 、 枯 草 菌 等 ） 、 酵 母 、 動 物 細 胞 （ COS細 胞 、 CHO
細 胞 等 ） 、 昆 虫 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 宿 主 へ の 遺 伝 子 の 導 入 方 法 は 公 知 で あ り 、 任 意 の 方 法 （ 例 え ば カ ル シ ウ ム イ オ ン を 用 い
る 方 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 法 、 酢 酸 リ チ ウ ム 法 、 リ ン 酸 カ ル
シ ウ ム 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 等 ） が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 後 述 の 動 物 に 遺 伝 子 を 導 入 す る
方 法 と し て は 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 ES細 胞 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン や リ ポ フ
ェ ク シ ョ ン 法 を 使 用 し て 遺 伝 子 を 導 入 す る 方 法 、 核 移 植 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 、 抗 HLA-DR抗 体 は 、 形 質 転 換 体 を 培 養 し 、 そ の 培 養 物 か ら 採 取 す る こ と
に よ り 得 る こ と が で き る 。 「 培 養 物 」 と は 、 （ a） 培 養 上 清 、 （ b） 培 養 細 胞 若 し く は 培 養
菌 体 又 は そ の 破 砕 物 、 （ c） 形 質 転 換 体 の 分 泌 物 の い ず れ を も 意 味 す る も の で あ る 。 形 質
転 換 体 を 培 養 す る に は 、 使 用 す る 宿 主 に 適 し た 培 地 を 用 い 、 静 置 培 養 法 、 ロ ー ラ ー ボ ト ル
に よ る 培 養 法 な ど が 採 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 培 養 後 、 目 的 タ ン パ ク 質 が 菌 体 内 又 は 細 胞 内 に 生 産 さ れ る 場 合 に は 、 菌 体 又 は 細 胞 を 破
砕 す る こ と に よ り 抗 体 を 採 取 す る 。 ま た 、 目 的 抗 体 が 菌 体 外 又 は 細 胞 外 に 生 産 さ れ る 場 合
に は 、 培 養 液 を そ の ま ま 使 用 す る か 、 遠 心 分 離 等 に よ り 菌 体 又 は 細 胞 を 除 去 す る 。 そ の 後
、 タ ン パ ク 質 の 単 離 精 製 に 用 い ら れ る 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い た 一 般 的 な 生 化 学 的
方 法 を 単 独 で 又 は 適 宜 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 、 前 記 培 養 物 中 か ら 目 的 の 抗 体 を 単
離 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 さ ら に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 作 製 技 術 を 用 い て 、 目 的 抗 体 の 遺 伝 子 が 内 在 性 遺 伝 子
に 組 み 込 ま れ た 動 物 宿 主 、 例 え ば ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ウ シ 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ 、 ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヒ ツ ジ 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ブ タ を 作 製 し 、 そ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 か ら 分 泌 さ れ る ミ ル ク 中 か ら そ の 抗 体 遺 伝 子 に 由 来 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に
取 得 す る こ と も 可 能 で あ る （ Wright, G., et al. （ 1991）  Bio/Technology 9, 830-834
） 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る 場 合 に は 、 培 養 す る 細 胞 種 の 特 性 、 試 験 研 究
の 目 的 及 び 培 養 方 法 等 の 種 々 条 件 に 合 わ せ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 、 維 持 及 び 保 存 さ せ
、 培 養 上 清 中 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る た め に 用 い ら れ る よ う な 既 知 栄 養 培 地 、
あ る い は 既 知 の 基 本 培 地 か ら 誘 導 調 製 さ れ る あ ら ゆ る 栄 養 培 地 を 用 い て 実 施 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
（ 9）  抗 体 の 性 質
　 本 発 明 の 抗 体 は 下 記 の a） 及 び b)の 機 能 的 特 性 を 有 す る も の で 、 そ れ ぞ れ の 特 性 は 例 え
ば 各 項 目 に 記 載 の 方 法 に よ り 確 認 す る こ と が で き る ：
　 a） 　 SCIDマ ウ ス 等 の 免 疫 不 全 マ ウ ス に HLA-DRを 発 現 し て い る ヒ ト 癌 細 胞 を 移 植 し 、 本
発 明 の 抗 体 を 投 与 し た と き の マ ウ ス 生 存 率 を 調 べ た 結 果 、 マ ウ ス の 生 存 日 数 が 延 長 す る 。
　 b） 　 同 種 異 系 リ ン パ 球 混 合 に よ る 免 疫 反 応 へ の 抑 制 活 性 が L243と 比 べ て 弱 い 。 ま た 、 a
)及 び b)の 特 性 は 詳 細 に は 、
（ a） 6週 齢 の SCIDマ ウ ス に 抗 ア シ ア ロ GM1抗 血 清 を 10μ ｌ /マ ウ ス 個 体 で 静 脈 内 投 与 し 、 抗
ア シ ア ロ GM1抗 血 清 投 与 翌 日 に バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 細 胞 Raji（ ATCC CCL-86） を ５ × 10 6 /マ
ウ ス 個 体 で 静 脈 内 投 与 し 、 Raji投 与 5日 後 に 投 与 量 ５ ～ 50μ g/kg体 重 、 好 ま し く は ５ μ g/k
g体 重 で １ 回 投 与 し た 場 合 の マ ウ ス の 生 存 率 が 、 ヒ ト 抗 HSA抗 体 を 同 量 投 与 し た 場 合 の 90日
後 の 生 存 率 よ り も 高 い と い う 性 質 ； 及 び
（ ｂ ） 10％  FCSを 含 む RPMI1640培 地 を 用 い て 8～ 200μ g/mL、 好 ま し く は 8μ g/mLに 調 製 し
た 抗 体 50μ Lと 10％  FCSを 含 む RPMI1640培 地 を 用 い て ２ × 10 5 個 /mLに 調 製 し た 第 １ の ヒ ト
ド ナ ー 由 来 成 熟 樹 状 細 胞 浮 遊 液 50μ Lと を 96穴 プ レ ー ト の ウ ェ ル 中 で 混 合 し 4℃ で 30分 間 放
置 し 、 次 い で 10％  FCSを 含 む RPMI1640培 地 を 用 い て １ × 10６ 個 /mLに 調 製 し た 前 記 第 １ の
ヒ ト ド ナ ー と 組 織 適 合 抗 原 が 異 な る 第 ２ の ヒ ト ド ナ ー 由 来 の 純 度 99％ 以 上 の Ｔ 細 胞 浮 遊 液
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100μ Lを 混 合 し 、 37℃ 、 ５ ％ CO 2 存 在 下 で ５ 日 間 培 養 し 、 さ ら に 3 Hチ ミ ジ ン を 1.0μ Ci/ウ
ェ ル で 添 加 し て 、 さ ら に 37℃ 、 ５ ％ CO 2 存 在 下 で 16～ 20時 間 培 養 し た 後 、 細 胞 へ 取 り 込 ま
れ た 3 Hチ ミ ジ ン を 回 収 し 該 3 Hチ ミ ジ ン を シ ン チ レ ー タ ー で 測 定 し 、 3 Hチ ミ ジ ン の 細 胞 へ の
取 り 込 み を 指 標 と し て 免 疫 抑 制 活 性 を 測 定 し た 場 合 の 免 疫 抑 制 活 性 が 同 濃 度 の マ ウ ス 抗 HL
A-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 L243（ ATCC HB-55） を 用 い た 場 合 の 免 疫 抑 制 活 性 と 比 べ て 弱 い と
い う 性 質 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ の よ う な 抗 体 と し て 、 例 え ば ハ イ ブ リ ド ー マ HD4（ 受 託 番 号 FERM BP-7771） の 産 生 す
る 抗 体 、 ハ イ ブ リ ド ー マ HD8（ 受 託 番 号 FERM BP-7773） の 産 生 す る 抗 体 及 び ハ イ ブ リ ド ー
マ HD10（ 受 託 番 号 FERM BP-7774） の 産 生 す る 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。
　 前 記  a)の 性 質 は 前 記 抗 体 が 強 い 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 同 種 異 系 リ ン パ 球 混 合 に よ る 免 疫 反 応 へ の 抑 制 活 性 が L243と
同 等 又 は そ れ 以 上 の 免 疫 抑 制 活 性 を 有 す る 、 と い う 機 能 的 特 性 を 有 す る も で あ る 。 こ の 特
性 は 詳 細 に は 、 10％  FCSを 含 む RPMI1640培 地 を 用 い て 8～ 200μ g/mL、 好 ま し く は ８ μ g/mL
に 調 製 し た 抗 体 50μ Lと 10％  FCSを 含 む RPMI1640培 地 を 用 い て ２ × 10 5 個 /mLに 調 製 し た 第
１ の ヒ ト ド ナ ー 由 来 成 熟 樹 状 細 胞 浮 遊 液 50μ Lと を 96穴 プ レ ー ト の ウ ェ ル 中 で 混 合 し ４ ℃
で 30分 間 放 置 し 、 次 い で 10％  FCSを 含 む RPMI1640培 地 を 用 い て １ × 10６ 個 /mLに 調 製 し た
前 記 第 １ の ヒ ト ド ナ ー と 組 織 適 合 抗 原 が 異 な る 第 ２ の ヒ ト ド ナ ー 由 来 の 純 度 99％ 以 上 の Ｔ
細 胞 浮 遊 液 100μ Lを 混 合 し 、 37℃ 、 ５ ％ CO 2 存 在 下 で ５ 日 間 培 養 し 、 さ ら に 3 Hチ ミ ジ ン を 1
.0μ Ci/ウ ェ ル で 添 加 し て 、 さ ら に 37℃ 、 ５ ％ CO 2 存 在 下 で 16～ 20時 間 培 養 し た 後 、 細 胞 へ
取 り 込 ま れ た 3 Hチ ミ ジ ン を 回 収 し 該 3 Hチ ミ ジ ン を シ ン チ レ ー タ ー で 測 定 し 、 3 Hチ ミ ジ ン の
細 胞 へ の 取 り 込 み を 指 標 と し て 免 疫 抑 制 活 性 を 測 定 し た 場 合 の 免 疫 抑 制 活 性 が 同 濃 度 の マ
ウ ス 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 L243（ ATCC HB-55） を 用 い た 場 合 の 免 疫 抑 制 活 性 と 比 べ
て 同 等 又 は 強 い と い う 特 性 で あ る 。 こ の よ う な 抗 体 と し て 、 例 え ば ハ イ ブ リ ド ー マ HD6（
受 託 番 号 FERM BP-7772） の 産 生 す る 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 上 記 の 活 性 を 有 す る 抗 体 は 、 悪 性 腫 瘍 に 対 す る 予 防 又 は 治 療 剤 に 含 有 さ せ る た
め の 成 分 或 い は 免 疫 抑 制 剤 に 含 有 さ せ る た め の 成 分 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 驚 く べ き こ と に 、 0.1μ g/マ ウ ス 個 体 （ ５ μ g/kg体 重 ） と い う 低 用 量
で マ ウ ス 担 癌 モ デ ル に お け る 腫 瘍 細 胞 増 殖 に よ る 生 存 率 の 低 下 を 顕 著 に 抑 制 し 、 マ ウ ス モ
デ ル に お い て 延 命 効 果 を 示 す 。 本 発 明 の 抗 体 と 同 時 に コ ン ト ロ ー ル と し て ヒ ト 抗 ヒ ト 血 清
ア ル ブ ミ ン （ HSA） 抗 体 を 投 与 し た 場 合 に 本 発 明 の 抗 体 を 投 与 し た マ ウ ス の 生 存 率 が コ ン
ト ロ ー ル マ ウ ス の 生 存 率 に 比 べ 有 意 に 向 上 し た 場 合 、 延 命 効 果 を 示 す と 判 断 で き る 。 例 え
ば 、 本 発 明 の 抗 体 及 び 抗 HSA抗 体 を リ ン パ 腫 細 胞 を 移 植 し た マ ウ ス 担 癌 モ デ ル ５ 匹 ず つ に
投 与 し た 場 合 に 、 抗 HSA抗 体 投 与 マ ウ ス 群 が 死 に 絶 え た 時 点 で 、 本 発 明 抗 体 を 投 与 し た マ
ウ ス が 少 な く と も １ 匹 生 存 し て い れ ば 、 マ ウ ス 担 癌 モ デ ル に お い て 延 命 効 果 を 示 す と い え
る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 免 疫 抑 制 効 果 は 、 上 述 の よ う に 同 種 異 系 リ ン パ 球 混 合 （ MLR） に よ る 免 疫 反 応 へ の 抑 制
活 性 を み る こ と に よ り 評 価 で き 、 MLRは 公 知 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 が 認 識 す る HLA-DRの エ ピ ト ー プ は 公 知 の 方 法 に よ り 決 定 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 HLA-DRの β 鎖 （ DRB1*15011） の 細 胞 外 領 域 199ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 １ ４
７ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 29番 目 か ら 第 227番 目 の 199ア ミ ノ 酸 、 配 列 番 号 １ ４ ６ に は
配 列 番 号 １ ４ ７ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 示 す ） に つ い て 、 13-merペ プ
チ ド を １ ア ミ ノ 酸 ず つ ず ら し て ペ プ チ ド を 作 成 し （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ５ ２ か ら １ ４ ５ に 示
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド ） 、 反 応 性 を み た 場 合 、 本 発 明 の 抗 体 は 配 列 番 号 ８
２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド と も っ と も 強 力 に 結 合 し 、 又 は 配 列 番 号 ８ ２
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、 ８ ３ 及 び ８ ４ で 示 さ れ る ３ 種 類 の ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 つ と 強 力 に 結 合 す る 抗 体 で あ
る 。 こ こ で 、 「 強 力 に 結 合 」 す る と は 、 実 施 例 １ ７ （ ２ ） で 示 さ れ る 方 法 に お い て バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド に 比 し て 10倍 以 上 の 蛍 光 強 度 を 示 す 結 合 の こ と で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 は HLA-DR
の β 鎖 の 61番 目 か ら 71番 目 の ペ プ チ ド に 反 応 性 を 有 す る 。 さ ら に 、 HLA-DRに は 約 350種 類
の 多 型 が あ る こ と が 知 ら れ て い る （ EMBL-EBIの IMGT/HLAデ ー タ ベ ー ス な ど 参 照 ） 。 本 発 明
の 抗 体 は こ れ ら の 多 型 の 実 質 的 に ほ ぼ す べ て を 認 識 し 得 る 。 こ こ で 、 多 型 の 実 質 的 に ほ ぼ
全 て を 認 識 し 得 る こ と は 、 約 350種 類 の 多 型 の ほ ぼ 全 部 を 含 む ペ プ チ ド 群 を 作 製 し 、 こ の
ペ プ チ ド 群 の ほ ぼ す べ て と 反 応 す る か ど う か を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ４ か ら ３ ９ に 示 す 16種 類 の ペ プ チ ド の 12種 類 以 上 と 反 応 し た 場 合 、
そ の 抗 体 は HLA-DRの 実 質 的 に ほ ぼ す べ て の 多 型 を 認 識 す る 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 は 配
列 番 号 ２ ４ か ら ３ ９ で 示 さ れ る す べ て の ペ プ チ ド と 有 意 に 結 合 し 、 か つ 配 列 番 号 ４ ０ か ら
４ ３ で 示 さ れ る す べ て の ペ プ チ ド と 有 意 に 結 合 す る 。 こ こ で 、 「 有 意 に 結 合 」 す る と は 、
実 施 例 １ ７ （ ３ ） で 示 さ れ る 方 法 に お い て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 比 し て 10％ 以 上 の 蛍 光 強 度
を 示 す 結 合 の こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
２ ． 医 薬 組 成 物
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 HLA-DR抗 体 の 精 製 さ れ た 製 剤 を 含 有 す る 製 剤 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 に
含 ま れ る 。 こ の よ う な 製 剤 は 、 好 ま し く は 、 抗 体 に 加 え て 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 希 釈
剤 又 は キ ャ リ ア を 含 ん で お り 、 他 の 抗 体 又 は 抗 生 物 質 の よ う な 他 の 薬 剤 と の 混 合 物 で あ っ
て も よ い 。 適 切 な キ ャ リ ア に は 、 生 理 的 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理
食 塩 水 グ ル コ ー ス 液 、 及 び 緩 衝 生 理 食 塩 水 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。 或 い は 、 抗 体 は 凍 結 乾 燥 （ フ リ ー ズ ド ラ イ ） し 、 必 要 と さ れ る と き に 上 記 の よ う な 緩
衝 水 溶 液 を 添 加 す る こ と に よ り 再 構 成 し て 使 用 し て も よ い 。 か か る 予 防 又 は 治 療 剤 は 、 種
々 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き 、 そ れ ら の 投 与 形 態 と し て は 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 顆 粒 剤
、 散 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 等 に よ る 経 口 投 与 、 又 は 、 注 射 剤 、 点 滴 剤 、 坐 薬 等 に よ る 非 経 口 投 与
を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 そ の 投 与 量 は 、 症 状 、 年 齢 、 体 重 な ど に よ っ て 異 な る が 、 通 常 、 経 口 投 与 で は 、 成 人 に
対 し て 、 1日 約 0.01mg乃 至 1000mgで あ り 、 こ れ ら を １ 回 、 又 は 数 回 に 分 け て 投 与 す る こ と
が で き る 。 ま た 、 非 経 口 投 与 で は 、 １ 回 約 0.01mg乃 至 1000mgを 皮 下 注 射 、 筋 肉 注 射 又 は 静
脈 注 射 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 又 は 医 薬 組 成 物 は 、 HLA-DRを 発 現 し て い る 細 胞 に 起 因 す る 可 能 性 を 有 す る
種 々 の 疾 患 又 は 症 状 の 治 療 又 は 予 防 へ の 適 用 が 可 能 で あ る 。 そ の 疾 患 又 は 症 状 と し て は 、
各 種 悪 性 腫 瘍 、 臓 器 移 植 時 に お け る 免 疫 抑 制 剤 （ 膵 島 移 植 や 腎 臓 な ど の 移 植 時 に お け る 拒
絶 反 応 、 GVHDの 予 防 又 は 治 療 剤 ） と し て 、 あ る い は 自 己 免 疫 疾 患 （ 例 え ば 、 リ ウ マ チ 、 動
脈 硬 化 治 療 薬 、 多 発 性 硬 化 症 、 全 身 性 エ リ ト マ ト ー デ ス 、 特 発 性 血 小 板 減 少 症 、 ク ロ ー ン
病 な ど ） 治 療 剤 、 喘 息 な ど ア レ ル ギ ー 治 療 剤 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 例 え ば 、 下 記 の a） 及 び b)の 機 能 的 特 性 を 有 す る 本 発 明 の 抗 体 及 び 該 抗 体 を 含 む 医 薬 組
成 物 は 、 各 種 悪 性 腫 瘍 の 予 防 又 は 治 療 に 用 い 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 a） 　 SCIDマ ウ ス 等 の 免 疫 不 全 マ ウ ス に HLA-DRを 発 現 し て い る ヒ ト 癌 細 胞 を 移 植 し 、 本
発 明 の 抗 体 を 投 与 し た と き の マ ウ ス 生 存 率 を 調 べ た 結 果 、 マ ウ ス の 生 存 日 数 が 延 長 す る 。
　 b） 　 同 種 異 系 リ ン パ 球 混 合 に よ る 免 疫 反 応 へ の 抑 制 活 性 が L243と 比 べ て 弱 い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ま た 、 同 種 異 系 リ ン パ 球 混 合 に よ る 免 疫 反 応 へ の 抑 制 活 性 が L243と 同 等 又 は そ れ 以 上 の
免 疫 抑 制 活 性 を 有 す る 本 発 明 の 抗 体 及 び 該 抗 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 は 、 リ ウ マ チ 、 移 植 片 対
宿 主 疾 患 （ GvHD） の 予 防 又 は 治 療 に 用 い 得 る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 体 又 は 医 薬 組 成 物 を 用 い た 上 記 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 法 を も 包 含 し
、 さ ら に 本 発 明 は 本 発 明 の 抗 体 の 上 記 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 剤 の 製 造 へ の 使 用 を も 包 含 す る
。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 腫 瘍 の 種 類 は 、 白 血 病 （ 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 を 含 む ） 、 リ ン パ 腫
（ 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 T細 胞 系 リ ン パ 腫 、 B細 胞 系 リ ン パ 腫 、 バ ー キ
ッ ト リ ン パ 腫 、 悪 性 リ ン パ 腫 、 び ま ん 性 リ ン パ 腫 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 を 含 む ） 、 骨 髄 腫 （ 多
発 性 骨 髄 腫 を 含 む ） 、 乳 癌 、 大 腸 癌 、 腎 臓 癌 、 胃 癌 、 卵 巣 癌 、 膵 臓 癌 、 子 宮 頚 癌 、 子 宮 内
膜 癌 、 食 道 癌 、 肝 臓 癌 、 頭 頚 部 扁 平 上 皮 癌 、 皮 膚 癌 、 尿 路 癌 、 前 立 腺 癌 、 絨 毛 癌 、 咽 頭 癌
、 喉 頭 癌 、 き ょ う 膜 腫 、 男 性 胚 腫 、 子 宮 内 膜 過 形 成 、 子 宮 内 膜 症 、 胚 芽 腫 、 線 維 肉 腫 、 カ
ポ ジ 肉 腫 、 血 管 腫 、 海 綿 状 血 管 腫 、 血 管 芽 腫 、 網 膜 芽 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 神 経 線 維 腫 、 稀 突
起 謬 腫 、 髄 芽 腫 、 神 経 芽 腫 、 神 経 膠 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 謬 芽 腫 、 骨 原 性 肉 腫 、 平 滑 筋 肉 腫 、
甲 状 肉 腫 及 び ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 で あ り 、 本 発 明 の 抗 体 を 適 用 す る 際 の 腫 瘍 は １ 種 類 に 限 ら れ
ず 、 複 数 種 類 の 腫 瘍 が 併 発 し た も の で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
３ ． 製 剤 例
　 本 発 明 の 分 子 は 、 水 又 は そ れ 以 外 の 薬 理 学 的 に 許 容 し 得 る 溶 液 に 溶 解 し た 無 菌 性 溶 液 又
は 懸 濁 液 の ア ン プ ル と し て 使 用 に 供 さ れ る 。 ま た 、 無 菌 粉 末 製 剤 （ 本 発 明 の 分 子 を 凍 結 乾
燥 す る の が 好 ま し い ） を ア ン プ ル に 充 填 し て お き 、 使 用 時 に 薬 理 学 的 に 許 容 し 得 る 溶 液 で
希 釈 し て も よ い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 以 下 、 実 施 例 を 以 て 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 が そ の 実 施 例 に 記 載 さ れ
る 態 様 の み に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 ヒ ト HLA-DRが 細 胞 膜 上 に 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 を 得 る た め 、 ヒ ト HLA-DRα 鎖 及 び β 鎖 全
長 ア ミ ノ 酸 の 発 現 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 作 製 し た 。 HLA-DRα 鎖 及 び β 鎖 を コ ー ド す る DNA
は 、 PCR法 に よ り 作 製 し た 。
a） 全 長 ヒ ト HLA-DRα 鎖 及 び β 鎖 発 現 ベ ク タ ー の 調 製
　 鋳 型 PCRを 行 う に あ た り 、 鋳 型 と し て 用 い た の は 、 ヒ ト HLA-DRα 鎖 及 び β 鎖 を コ ー ド す
る cDNAを 保 持 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pEF-neo-HLA-DRα 及 び pEF-neo-HLA-DRβ で あ る 。 pE
F-neo-HLA-DRα 及 び pEF-neo-HLA-DRβ は 以 下 の 方 法 で 作 製 さ れ た 。 完 全 長 ヒ ト HLA-DRα 鎖
DNA及 び HLA-DRβ 鎖 DNAを 、 そ の 5’ 末 端 に EcoRI配 列 を 、 そ の 3’ 末 端 に NotI配 列 と 終 止 コ
ド ン を 付 加 す る 為 の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） を 行 い 修 飾 し た 。 ヒ ト 末 梢 血 単 核 球 由
来 cDNAを 鋳 型 と し て 、 HLA-DRα に つ い て は プ ラ イ マ ー と し て ： 5'-CCGGAATTCCCACCATGGCCA
TAAGTGGAGTCCCTGTG -3'（ 配 列 番 号 １ ） 及 び 5'- AAAGCGGCCGCTCATTACAGAGGCCCCCTGCGTTCTG
C -3'（ 配 列 番 号 ２ ） を 、 HLA-DRβ に つ い て は プ ラ イ マ ー と し て ： 5'-CCGGAATTCCTGGTCCTG
TCCTGTTCTCCAGCA-3'（ 配 列 番 号 ３ ） 及 び 5'- AAAGCGGCCGCTCATCAGCTCAGGAATCCTGTTGGCTG -
3'（ 配 列 番 号 ４ ） を 合 成 し 、 LA-TaqDNAポ リ メ ラ ー ゼ （ ギ ブ コ ・ ビ ー ア ー ル エ ル 社 製 ） を
使 用 し て 、 （ 94℃ 、 15秒 ； 55℃ 、 30秒 ； 72℃ 、 60秒 間 ） × 30サ イ ク ル の PCR反 応 を 行 っ た
。 合 成 さ れ た 配 列 を 、 EcoRI-NotI断 片 と し て 単 離 し 、 同 一 酵 素 で 解 裂 さ れ て い た pEF-neo
ベ ク タ ー （ 改 変 pEF-BOS[Mizushima S. & Nagata S., Nucleic Acids Res （ 1990） , 18, 
5332参 照 ]に neomycin耐 性 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー ） に 連 結 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ
ド を pEF-neo-HLA-DRα 及 び pEF-neo-HLA-DRβ と 命 名 し た 。 pEF-neo-HLA-DRα に 組 み 込 ま れ
た HLA-DRα は 、 765bpの cDNAが コ ー ド さ れ 、 pEF-neo-HLA-DRβ に 組 み 込 ま れ た HLA-DRβ は
、 801bpの cDNAが コ ー ド さ れ て い る 。 以 下 、 実 施 例 中 の す べ て の PCRの 反 応 温 度 調 節 は 、 ジ
ー ン ア ン プ PCRシ ス テ ム 9700； （ 株 ） パ ー キ ン エ ル マ ー ・ ジ ャ パ ン 社 製 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
b） ヒ ト HLA-DR発 現 細 胞 の 作 製
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実 施 例 1　 抗 原 の 調 製



　 a） で 作 製 し た pEF-neo-HLA-DRα 及 び pEF-neo-HLA-DRβ を 、 LipofectAMINE Plus（ ギ ブ
コ ・ ビ ー ア ー ル エ ル 社 製 ） を 用 い て 、 L929細 胞 （ American Type Culture Collection （ A
TCC）  No.CCL-1） に 導 入 し た 。 遺 伝 子 導 入 は マ ニ ュ ア ル の 方 法 に て 行 っ た 。 細 胞 培 養 用 フ
ラ ス コ （ 培 養 面 積 75cm 2 ） 中 で 37℃ 、 5.0％ 炭 酸 ガ ス 下 で 24時 間 培 養 し た 後 、 G418（ ギ ブ コ
・ ビ ー ア ー ル エ ル 社 製 ） を １ mg/mLに な る よ う に 加 え 、 １ 週 間 培 養 し た 。 次 い で 、 R-phyco
erythrin標 識 し た マ ウ ス 抗 ヒ ト HLA-DR抗 体 （ BDフ ァ ー ミ ン ジ ェ ン 社 製 ） を 用 い た フ ロ ー サ
イ ト メ ー タ ー （ FCM： ベ ク ト ン デ ィ キ ン ソ ン 社 製 ） 解 析 を 行 い 、 遺 伝 子 導 入 さ れ た 細 胞 で G
418耐 性 の 形 質 を 獲 得 し た も の の う ち 、 細 胞 膜 表 面 上 に HLA-DRを 発 現 し て い る 細 胞 を 選 択
的 に ソ ー テ ィ ン グ し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 PCR用 プ ラ イ マ ー 等 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 は 、 全 て DNA自 動 合 成 機 （ モ デ ル 3948；
（ 株 ） パ ー キ ン エ ル マ ー ・ ジ ャ パ ン ・ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ 事 業 部 製 ） を 用 い て 、
そ の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 行 っ た ［ Matteucci,M.D. and Caruthers,M.H.（ 1981）  J.Am.Che
m.Soc.103,3185-3191 参 照 ］ 。 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 合 成 終 了 後 、 支 持 体 か ら 開 裂 さ せ
脱 保 護 を 行 い 、 得 ら れ た 溶 液 を 乾 固 し た 後 蒸 留 水 に 溶 解 し 、 使 用 す る ま で -20℃ で 凍 結 保
存 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

　 免 疫 に 用 い た マ ウ ス は 、 内 因 性 Ig重 鎖 及 び κ 軽 鎖 破 壊 の 両 者 に つ い て ホ モ 接 合 体 の 遺 伝
的 背 景 を 有 し て お り 、 か つ 、 ヒ ト Ig重 鎖 遺 伝 子 座 を 含 む 14番 染 色 体 断 片
（ SC20） 及 び ヒ ト Igκ 鎖 ト ラ ン ス ジ ー ン （ KCo5） を 同 時 に 保 持 す る 。 こ の マ ウ ス は ヒ ト Ig
重 鎖 遺 伝 子 座 を 持 つ 系 統 Aの マ ウ ス と 、 ヒ ト Igκ 鎖 ト ラ ン ス ジ ー ン を 持 つ 系 統 Bの マ ウ ス と
の 交 配 に よ り 作 製 さ れ た 。 系 統 Ａ は 、 内 因 性 Ig重 鎖 及 び κ 軽 鎖 破 壊 の 両 者 に つ い て ホ モ 接
合 体 で あ り 、 子 孫 伝 達 可 能 な 14番 染 色 体 断 片  （ SC20） を 保 持 す る マ ウ ス 系 統 で あ り 、 例
え ば 富 塚 ら の 報 告 [Tomizuka. et al., Proc Natl Acad Sci USA., 2000 Vol97:722]に 記
載 さ れ て い る 。 ま た 、 系 統 Ｂ は 内 因 性 Ig重 鎖 及 び κ 軽 鎖 破 壊 の 両 者 に つ い て ホ モ 接 合 体 で
あ り 、 ヒ ト Igκ 鎖 ト ラ ン ス ジ ー ン （ KCo5） を 保 持 す る マ ウ ス 系 統 （ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス ） で あ り 、 例 え ば Fishwildら の 報 告 [Nat Biotechnol, （ 1996） ,l14:845]に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 系 統 Ａ の 雄 マ ウ ス と 系 統 Ｂ の 雌 マ ウ ス 、 あ る い は 系 統 Ａ の 雌 マ ウ ス と 系 統 Ｂ の 雄 マ ウ ス
の 交 配 に よ り 得 ら れ た 、 血 清 中 に ヒ ト Ig重 鎖 及 び κ 軽 鎖 が 同 時 に 検 出 さ れ る 個 体 [Ishida
＆ Lonberg, IBC's 11th Antibody Engineering, Abstract 2000]を 、 以 下 の 免 疫 実 験 に 用
い た 。 な お 、 前 記 ヒ ト 抗 体 産 生 マ ウ ス （ KMマ ウ ス と 称 す る ） は 、 契 約 を 結 ぶ こ と に よ っ て
、 キ リ ン ビ ー ル 株 式 会 社 よ り 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 本 実 施 例 に お け る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 は 、 単 ク ロ ー ン 抗 体 実 験 操 作 入 門 （ 安 東 民
衛 ら 著 作 、 講 談 社 発 行  1991） 等 に 記 載 さ れ る よ う な 一 般 的 方 法 に 従 っ て 調 製 し た 。 免 疫
原 と し て の ヒ ト HLA-DRは 、 実 施 例 １ で 調 製 し た HLA-DR発 現 L929細 胞 を 用 い た 。 被 免 疫 動 物
は 、 実 施 例 2で 作 製 し た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 産 生 す る ヒ ト 抗 体 産 生 マ ウ ス を 用 い た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ヒ ト HLA-DRに 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 を 目 的 と し て 、 ヒ ト 抗 体 産 生 マ ウ ス
に 、 実 施 例 1で 作 製 し た HLA-DR発 現 L929細 胞 （ ５ × 10 6 細 胞 /匹 ） を 腹 腔 内 に 初 回 免 疫 し た
。 初 回 免 疫 か ら 以 降 、 同 細 胞 を ２ 、 ４ 、 ８ 週 間 後 に 免 疫 し た 。 以 下 に 述 べ る 脾 臓 及 び リ ン
パ 節 の 取 得 ３ 日 前 に 、 １ × 10 6 細 胞 /マ ウ ス 個 体 の 細 胞 を 尾 静 脈 投 与 及 び ５ ng/マ ウ ス 個 体
の Recombinant Human IL-6（ 以 下 、 IL-6、 キ リ ン ビ ー ル 社 医 薬 探 索 研 究 所 に て 調 製 ） を 皮
下 投 与 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 免 疫 さ れ た マ ウ ス か ら 脾 臓 及 び /又 は リ ン パ 節 を 外 科 的 に 取 得 し 、 350mg/mL 炭 酸 水 素 ナ
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実 施 例 2　 ヒ ト 抗 体 産 生 マ ウ ス の 作 製

実 施 例 3　 ヒ ト HLA-DRに 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製



ト リ ウ ム 、 50単 位 /mL ペ ニ シ リ ン 、 50μ g/mL ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む 無 血 清 DMEM培 地
（ ギ ブ コ ・ ビ ー ア ー ル エ ル 社 製 ） （ 以 下 「 無 血 清 DMEM培 地 」 と い う ） 10mL中 に 入 れ 、 メ ッ
シ ュ （ セ ル ス ト レ イ ナ ー ： フ ァ ル コ ン 社 製 ） 上 で ス パ ー テ ル を 用 い て つ ぶ し た 。 メ ッ シ ュ
を 通 過 し た 細 胞 懸 濁 液 を 遠 心 し て 細 胞 を 沈 澱 さ せ た 後 、 こ の 細 胞 を 無 血 清 DMEM培 地 で 2回
洗 浄 し て か ら 、 無 血 清 DMEM培 地 に 懸 濁 し て 細 胞 数 を 測 定 し た 。 一 方 、 10％  FCS（ シ グ マ 社
製 ） を 含 む DMEM培 地 （ ギ ブ コ ・ ビ ー ア ー ル エ ル 社 製 ） （ 以 下 「 血 清 入 り DMEM培 地 」 と い う
） に て 、 37℃ 、 ５ ％ 炭 酸 ガ ス 存 在 下 で 細 胞 濃 度 が １ × 10 6 細 胞 /mLを 越 え な い よ う に 培 養 し
た ミ エ ロ ー マ 細 胞  SP2/0（ ATCC No.CRL-1581） を 同 様 に 無 血 清 DMEM培 地 で 洗 浄 し 、 無 血 清
DMEM培 地 に 懸 濁 し て 細 胞 数 を 測 定 し た 。 回 収 し た 細 胞 の 懸 濁 液 と マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 懸 濁 液
と を 細 胞 数 5:1で 混 合 し 、 遠 心 後 、 上 清 を 完 全 に 除 去 し た 。 こ の ぺ レ ッ ト に 、 融 合 剤 と し
て 50％ （ w/v）  ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 1500（ ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 社 製 ） 1mLを 、 ピ
ペ ッ ト の 先 で ぺ レ ッ ト を 撹 拌 し な が ら ゆ っ く り 添 加 し た 後 、 予 め 37℃ に 加 温 し て お い た 無
血 清 DMEM培 地 1mLを 2回 に 分 け て ゆ っ く り 添 加 し 、 さ ら に ７ mLの 無 血 清 DMEM培 地 を 添 加 し た
。 遠 心 後 、 上 清 を 除 去 し て 得 ら れ た 融 合 細 胞 を 、 以 下 に 記 載 す る 限 界 希 釈 法 に よ る ス ク リ
ー ニ ン グ に 供 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 は 、 10％ FCS、 IL-6（ 10ng/mL） 及 び ヒ ポ キ サ ン
チ ン （ H） 、 ア ミ ノ プ テ リ ン （ A） 、 チ ミ ジ ン （ T） （ 以 下 「 HAT」 と い う 。 ： シ グ マ 社 製 ）
を 含 有 す る DMEM培 地 中 で 培 養 す る こ と に よ り 行 っ た 。 さ ら に 、 HT（ シ グ マ 社 製 ） 、 10%FCS
、 IL-6含 有 DMEM培 地 を 用 い て 限 界 希 釈 法 に よ り シ ン グ ル ク ロ ー ン に し た 。 培 養 は 、 96穴 マ
イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ ベ ク ト ン デ ィ ッ キ ン ソ ン 社 製 ） 中 で 行 っ た 。 抗 ヒ ト HLA-DRヒ ト
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン の 選 択 （ ス ク リ ー ニ ン グ ） 及 び 各
々 の ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 徴 付 け は 、 後 述 す る 酵 素 標 識
免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） 及 び FCMに よ り 測 定 す る こ と に よ り 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 実 施 例 4及 び 5に 述 べ
る Cell ELISAに よ り 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン γ 鎖 （ hIgγ ） 及 び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 κ
を 有 し 、 か つ ヒ ト HLA-DRに 特 異 的 な 反 応 性 を 有 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 多
数 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 た 。
【 ０ １ ０ ３ 】

　 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 細 胞 Daudi（ ATCC No. CCL-213） を 各 ウ ェ ル に １ × 10 5 個 加 え た 後 、
ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 を 加 え 、 ４ ℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 １ ％ FCS入 り の P
BSで ２ 回 洗 浄 し 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た ヤ ギ 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽
鎖 κ （ Igκ ） 抗 体 （ 50μ g/ウ ェ ル ： DAKO社 製 ） を 加 え 、 ４ ℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 １ ％ FCS入 り PBSで ２ 回 洗 浄 し 、 TMB発 色 基 質 （ DAKO社 製 ） を 各 ウ ェ ル に 100μ Lず つ 加 え
、 室 温 下 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 各 ウ ェ ル に 0.5M硫 酸 （ 100μ L/ウ ェ ル ） を 加 え 、
反 応 を 止 め た 。 波 長 450nm（ 参 照 波 長 570nm） で の 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ 14
20 ARVO マ ル チ ラ ベ ル カ ウ ン タ ー ： WALLAC社 製 ） で 測 定 し て 陽 性 反 応 を 示 し た 抗 体 産 生 ク
ロ ー ン を 選 択 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】

　 Daudiを 各 ウ ェ ル に １ × 10 5 個 加 え た 後 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 を 加 え 、 ４ ℃ で 20分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 １ ％ FCS入 り の PBSで ２ 回 洗 浄 し 、 各 ウ ェ ル に そ れ ぞ れ 西 洋 ワ サ
ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た ヒ ツ ジ 抗 ヒ ト IgG1抗 体 、 ヒ ツ ジ 抗 ヒ ト IgG2抗 体 、 ヒ ツ ジ
抗 ヒ ト IgG3抗 体 又 は ヒ ツ ジ 抗 ヒ ト IgG4抗 体 （ 各 2000倍 希 釈 、 50μ L/ウ ェ ル 、 The Binding 
Site社 製 ） を 加 え 、 室 温 下 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ ％ FCS入 り PBSで ３ 回 洗 浄 後 、
基 質 緩 衝 液 （ TMB、 100μ L/ウ ェ ル 、 DAKO社 製 ） を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 下 で 20分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 0.5M硫 酸 （ 100μ L/ウ ェ ル ） を 加 え 、 反 応 を 止 め た 。 波 長 450nm（
参 照 波 長 570nm） で の 吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ 1420 ARVO マ ル チ ラ ベ ル カ ウ
ン タ ー ： WALLAC社 製 ） で 測 定 し 、 各 ク ロ ー ン の サ ブ ク ラ ス を 決 定 し た 。 ど の サ ブ ク ラ ス に
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実 施 例 4　 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 κ （ Igκ ） を 有 す る 、 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 産 生 ク ロ ー ン の 選 択

実 施 例 5　 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の サ ブ ク ラ ス 同 定



も 陽 性 反 応 の な か っ た ク ロ ー ン に つ い て は 、 IgGで は な い た め 選 択 か ら 除 外 し た 。
　 結 果 の う ち 最 終 的 に 選 択 し た ク ロ ー ン の み の 結 果 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ １ ０ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ６ 】

　 最 初 に 正 常 ヒ ト 末 梢 血 由 来 単 核 球 を Ficoll（ Ficoll-PaquePLUS: Amersham Pharmacia B
iotech社 製 ） を 用 い て 定 法 に 従 っ て 調 製 し た 。 抗 凝 固 剤 と し て ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 液 を 含
ん だ 採 血 バ ッ グ （ テ ル モ 社 製 ） に 採 取 し た 正 常 ヒ ト 血 液 を 遠 心 分 離 （ 600G、 室 温 、 ５ 分 ）
し 、 細 胞 分 画 と 血 漿 を 分 離 し た 。 細 胞 分 画 を PBSで 希 釈 し て Ficollに 重 層 し 、 比 重 遠 心 （ 4
00G、 室 温 、 30分 間 ） に よ り 単 核 細 胞 を 分 離 し た 。 中 間 層 を 単 核 球 と し て 抽 出 し て PBSで 2
回 洗 浄 し た の ち 、 さ ら に PBSで 希 釈 し て 100Gで 10分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 中 に 残 留 し た 血 小
板 を 除 去 し た 。 以 上 の 方 法 で 正 常 ヒ ト 末 梢 血 由 来 単 核 球 （ PBMC） を 取 得 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 次 に 、 取 得 し た PBMCを 磁 気 ビ ー ズ 付 CD14抗 体 （ ミ ル テ ニ バ イ オ テ ッ ク （ MB） 社 製 ） で 30
分 間 ４ ℃ で 反 応 さ せ 、 MACS分 離 カ ラ ム （ MB社 製 ） を 通 し て CD14陽 性 細 胞 の ポ ジ テ ィ ブ セ レ
ク シ ョ ン を 行 っ た 。 MACS分 離 カ ラ ム の 使 用 方 法 は 説 明 書 に 習 っ て 行 っ た 。 得 ら れ た CD14陽
性 細 胞 を GM-CSF（ 最 終 濃 度 50ng/mL： キ リ ン ビ ー ル 社 医 薬 探 索 研 究 所 に て 調 製 ） 及 び イ ン
タ ー ロ イ キ ン ４ （ 最 終 濃 度 200ng/mL： ジ ェ ン ザ イ ム 社 製 ） を 含 む 10％ FCS含 有 RPMI培 地 で
５ 日 か ら ８ 日 培 養 し た 。 さ ら に そ の 後 、 リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド （ LPS:最 終 濃 度 40ng/mL：
デ ィ フ コ 社 製 ） を 添 加 し て １ 晩 培 養 し 、 成 熟 樹 状 細 胞 （ 成 熟 DC） と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】

　 主 要 組 織 適 合 抗 原 （ MHC） の 異 な る 同 種 異 系 の 移 植 に お い て は 、 T細 胞 が 非 自 己 （ 組 織 不
適 合 ） の MHC分 子 複 合 体 （ ア ロ 抗 原 ） を 認 識 す る こ と で 活 性 化 し 拒 絶 反 応 を 引 き 起 こ す 。
ヒ ト の MHCは HLA（ human leukocyte antigen） と 呼 ば れ 、 HLA-A, B, Cの 属 す る ク ラ ス I抗
原 と 、 HLA-DP, DQ, DRの 属 す る ク ラ ス II抗 原 が あ り 、 さ ら に そ れ ぞ れ の 分 子 が 多 型 性 を 有
す る た め 、 ヒ ト の HLAの 組 み 合 せ は 数 千 通 り 可 能 と な り 、 他 人 の 間 で は 組 織 不 適 合 に な る
可 能 性 が き わ め て 高 く な っ て い る 。 同 種 異 系 リ ン パ 球 混 合 培 養 は 、 組 織 適 合 抗 原 の 異 な る
（ 以 下 便 宜 上 ド ナ ー Ａ 、 ド ナ ー Ｂ と い う ） リ ン パ 球 を 混 合 培 養 す る こ と で 、 ア ロ 抗 原 に 反
応 す る Ｔ 細 胞 の 増 殖 を in vitroに お い て 調 べ る 試 験 で あ る 。
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実 施 例 6　 正 常 ヒ ト 単 核 球 及 び 正 常 ヒ ト 樹 状 細 胞 の 取 得 方 法

実 施 例 7　 同 種 異 系 リ ン パ 球 混 合 に よ る 免 疫 反 応 に 対 す る 抑 制 活 性



【 ０ １ ０ ９ 】
　 そ こ で 、 実 施 例 4乃 至 5か ら 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 用 い て 同 種 異 系 リ ン
パ 球 混 合 に よ る 免 疫 反 応 に 対 す る 抑 制 活 性 を 測 定 し た 。 実 験 例 6記 載 の 方 法 で 正 常 ヒ ト 末
梢 血 単 核 球 を 取 得 し た 。 ド ナ ー Ａ 単 核 球 は マ イ ト マ イ シ ン Ｃ を 含 む RPMI1640培 地 （ 25μ g/
mL、 37℃ 、 30分 ） と 反 応 さ せ て 細 胞 増 殖 を 抑 え 、 反 応 後 ３ 回 以 上 RPMI1640培 地 で 洗 浄 し 、
１ × 10 6 /mLに な る よ う に RPMI1640培 地 に 懸 濁 し た 。 ド ナ ー Ｂ 単 核 球 は １ × 10 5 個 /ウ ェ ル に
な る よ う に 96穴 プ レ ー ト に 分 注 し 、 遠 心 分 離 し て 培 地 を 除 い た 後 、 培 養 上 清 を 100μ L/ウ
ェ ル で 添 加 し 、 ４ ℃ 下 で 30分 放 置 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 次 に 、 ド ナ ー Ａ 単 核 球 を 100μ L/ウ ェ ル で ド ナ ー Ｂ と 培 養 上 清 が 入 っ た 96穴 プ レ ー ト に
分 注 し 、 37℃ 、 ４ 日 間 、 ５ ％  CO 2 存 在 下 で 培 養 し た 後 、 3 Hチ ミ ジ ン （ Amersham Pharmacia
 Biotech社 製 ） を 1.0μ Ci/ウ ェ ル と な る よ う に 添 加 し て 、 さ ら に 37℃ 、 16～ 20時 間 、 ５ ％
 CO 2 存 在 下 で 培 養 し た 。 Micro96 Harvester（ SKATRON社 製 ） を 用 い て 細 胞 に 取 り 込 ま れ た
3 Hチ ミ ジ ン を グ ラ ス フ ィ ル タ ー マ ッ ト （ Printed Filtermat:Wallac社 製 ） に 回 収 し 、 乾 燥
後 シ ン チ レ ー タ ー （ Betap;Scint:Wallac社 製 ） に よ く 浸 し 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 後 、 β 線 量 を
液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー （ 1205BETAPLATE:Wallac社 製 ） で 活 性 測 定 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 そ の 結 果 、 選 抜 し た 抗 ヒ ト HLA-DR抗 体 の 性 質 を 表 1に 示 す 。 そ れ ら の う ち 、 HD8、 HD10、
HD4及 び HD6は 、 平 成 13年 （ 2001年 ） 10月 11日 付 け で 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 （ 茨
城 県 つ く ば 市 東 1丁 目 1番 地 １ 　 中 央 第 6） に 国 際 寄 託 し た 。 受 託 番 号 は 、 HD8は FERM BP-77
73、 HD10は FERM BP-7774、 HD4は FERM BP-7771、 HD6は FERM BP-7772で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】

　 実 施 例 4乃 至 5か ら 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 か ら の ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 精 製 は 以 下 の 方 法 で 行 っ た 。 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 培 養 上 清 を
rmp Protein A（ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） 及 び 0.8× 40cm カ ラ ム （ バ イ
オ ラ ッ ド 社 製 ） を 用 い 、 吸 着 緩 衝 液 と し て PBS、 溶 出 緩 衝 液 と し て 0.02M グ リ シ ン 緩 衝 液
（ pH 3） を 用 い て ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 。 溶 出 画 分 は 1M Tris （ pH 9.0） を 添 加 し て pH
7.2付 近 に 調 整 し た 。 調 製 さ れ た 抗 体 溶 液 は 、 透 析 膜 （ 10000カ ッ ト 、 Spectrum Laborator
ies社 製 ） を 用 い て PBSに 置 換 し 、 孔 径 0.22μ m の メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー MILLEX-GV （ ミ リ
ポ ア 社 製 ） で ろ 過 滅 菌 し 、 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 た 。 精 製 抗 体 の 濃 度
は 280nmの 吸 光 度 を 測 定 し 、 １ mg/mL を 1.4 ODと し て 算 出 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 培 養 上 清 の 調 製 は 以 下 の 方 法 に て 行 っ た 。 ま ず
ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 10ng/ml IL-6、 10% Fetal Calf S
erum（ FCS： SIGMA社 製 ） 含 有 eRDF培 地 （ 極 東 製 薬 社 製 ） に 馴 化 し た 。 次 に 、 そ の 一 部 を 抗
体 精 製 を 目 的 と し て 、 ウ シ イ ン シ ュ リ ン （ ５ μ g/mL、 ギ ブ コ ・ ビ ー ア ー ル エ ル 社 製 ） 、 ヒ
ト ト ラ ン ス フ ェ リ ン （ ５ μ g/mL、 ギ ブ コ ・ ビ ー ア ー ル エ ル 社 製 ） 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ 0.
01mM、 シ グ マ 社 製 ） 、 亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ 2.5× 10 - 5 mM、 シ グ マ 社 製 ） 、 １ % Low IgG
 FCS（ HyClone社 製 ） 含 有 eRDF培 地 （ 極 東 製 薬 社 製 ） に 馴 化 し た 。 こ の 馴 化 し た ハ イ ブ リ
ド ー マ を 凍 結 保 存 し た 。 フ ラ ス コ に て 培 養 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 生 細 胞 率 が 90％ に な っ た
時 点 で 培 養 上 清 を 回 収 し た 。 回 収 し た 上 清 は 、 10μ m と 0.2μ mの フ ィ ル タ ー （ ゲ ル マ ン サ
イ エ ン ス 社 製 ） に 供 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 等 の 雑 排 物 を 除 去 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 同 種 異 系 リ ン パ 球 混 合 培 養 は 、 組 織 適 合 抗 原 の 異 な る （ 以 下 便 宜 上 ド ナ ー Ａ 、 ド ナ ー Ｂ
と い う ） リ ン パ 球 を 混 合 培 養 す る こ と で 、 ア ロ 抗 原 に 反 応 す る Ｔ 細 胞 の 増 殖 を in vitroに
お い て 調 べ る 試 験 で あ る が 、 さ ら に 、 ド ナ ー Ａ の 末 梢 血 か ら in vitroで 誘 導 し た 単 球 由 来
の 成 熟 樹 状 細 胞 （ DC） と ド ナ ー Ｂ の 末 梢 血 か ら 分 離 し た Ｔ 細 胞 の み を 混 合 培 養 す る こ と で
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実 施 例 8　 各 抗 体 の 調 製

実 施 例 9　 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 同 種 異 系 リ ン パ 球 混 合 に よ る 免 疫
反 応 に 対 す る 抑 制 活 性



、 貪 食 細 胞 な ど に よ る 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 （ ADCC） を 除 外 し た 条 件 下 で 同 様 の ア ロ 抗
原 に 対 す る T細 胞 の 反 応 性 を 調 べ る こ と が で き る 。 そ こ で 、 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 存 在 下 で 同 種 異 系 の DCと Ｔ 細 胞 を 用 い た 混 合 培 養 を 行 い 、 Ｔ 細 胞 の ア ロ 抗 原 反 応 性 に 対
す る 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 用 を 調 べ た 。 具 体 的 に は 、 丸 底 96ウ ェ ル プ レ ー ト （
Falcon社 製 ） に ド ナ ー Ａ の 成 熟 DCを ２ × 10 5 個 /mLに な る よ う に 10% FCSを 含 む RPMI 1640培
地 （ RPMI-10% FCS） に 浮 遊 さ せ た 。 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し
て ヒ ト ポ リ ク ロ ー ナ ル IgG（ hIgG） 及 び 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て マ ウ ス 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 L243（ ATCC HB-55） は 、 200、 40、 8μ g/mLに な る よ う に RPMI-10% FCSで 希 釈 し
た 。 ま た 、 ド ナ ー Ｂ の 末 梢 血 よ り 分 離 し た 純 度 99%以 上 の Ｔ 細 胞 を １ × 10 6 個 /mLと な る よ
う に RPMI-10% FCSに 浮 遊 さ せ た 。 最 初 に 、 ド ナ ー Ａ 由 来 の 成 熟 DCと 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 各 50μ Lず つ 96穴 プ レ ー ト 上 で 混 合 し 、 ４ ℃ で 30分 放 置 し た 。 次 に 、 ド ナ ー Ｂ 由
来 の Ｔ 細 胞 100μ Lを 混 合 し 、 37℃ 、 ５ 日 間 、 ５ ％  CO 2 存 在 下 で 培 養 し た 後 、 3 Hチ ミ ジ ン （
Amersham Pharmacia Biotech社 製 ） を 1.0μ Ci/ウ ェ ル と な る よ う に 添 加 し て 、 さ ら に 37℃
、 16～ 20時 間 、 ５ ％  CO 2 存 在 下 で 培 養 し た 。 Micro96 Harvester（ SKATRON社 製 ） を 用 い て
細 胞 に 取 り 込 ま れ た 3 Hチ ミ ジ ン を グ ラ ス フ ィ ル タ ー マ ッ ト （ Printed Filtermat:Wallac社
製 ） に 回 収 し 、 乾 燥 後 シ ン チ レ ー タ ー （ Betap; Scint:Wallac社 製 ） に よ く 浸 し 、 パ ッ ケ
ー ジ ン グ 後 、 β 線 量 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー （ 1205BETAPLATE:Wallac社 製 ） で
活 性 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 そ の 結 果 を 図 １ に 示 す 。 HD4、 HD6、 HD8、 HD10は hIgG群 と 比 較 し て 用 量 依 存 的 な 免 疫 抑
制 活 性 を 示 し た が 、 HD8、 HD4及 び HD10は L243と 比 し て 弱 く 、 HD6は 陽 性 コ ン ト ロ ー ル 抗 体
の L243と 同 等 又 は そ れ 以 上 の 抑 制 活 性 を 示 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 以 上 よ り 、 HD8、 HD4及 び HD10は 免 疫 抑 制 活 性 の 弱 い 抗 体 と し て 、 ま た HD6は 免 疫 抑 制 剤
と し て の 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ １ ７ 】

　 実 施 例 1で 作 成 し た HLA-DR発 現 L929細 胞 に 対 す る 、 実 施 例 3で 取 得 し た 精 製 各 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 反 応 性 の 検 討 を 、 FCM解 析 で 行 っ た 。 ２ × 10 7 /mLの 濃 度 で 、 L929細 胞 及 び HLA-D
R発 現 L929細 胞 を 、 0.1％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 及 び １ ％ 牛 胎 児 血 清 含 有 し た PBS（ Staining Me
dium、 以 下 SM） に 浮 遊 さ せ 、 96穴 丸 底 プ レ ー ト に 100ml/ウ ェ ル で 分 注 し た 。 遠 心 分 離 （ 60
0G、 ４ ℃ 、 ２ 分 ） し た 後 、 上 清 を 除 去 し 、 実 施 例 3で 培 養 し た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清
（ 50μ l） を 加 え て 撹 拌 し た 後 、 氷 温 下 30分 間 静 置 し て か ら 、 遠 心 分 離 （ 600G、 ４ ℃ 、 ２
分 ） し て 上 清 を 除 去 し た 。 ペ レ ッ ト を 100μ l/ウ ェ ル の SMで ２ 回 洗 浄 し た 後 、 0.0125mg/mL
の RPE蛍 光 標 識 ウ サ ギ 抗 ヒ ト Igκ  F（ ab'） 2 抗 体 （ DAKO社 製 ） 30μ Lを 加 え 、 氷 温 下 30分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 SMで ２ 回 洗 浄 し た 後 、 SMに 懸 濁 し 、 FCMで 各 細 胞 の 蛍 光 強 度 を 測 定
し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 そ の 結 果 は 前 述 の 表 １ に 示 す 。 い ず れ の 抗 体 も HLA-DR発 現 L929細 胞 に の み 強 い 結 合 活 性
を 有 し 、 L929細 胞 へ の 結 合 活 性 は 認 め ら れ な か っ た こ と か ら 、 HLA-DRと 特 異 的 に 結 合 す る
抗 体 で あ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 実 施 例 8か ら 得 ら れ た 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 効 果 を 、 以 下 に 記 載 す る
方 法 に 従 っ て マ ウ ス 担 癌 モ デ ル を 用 い て 検 討 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ま ず ５ 週 令 の C.B-17/ICR-SCIDマ ウ ス （ 日 本 ク レ ア （ 株 ） 社 製 ） を 購 入 し 、 6週 齢 時 に 抗
ア シ ア ロ GM1抗 血 清 （ 和 光 化 学 社 製 ） を 10μ L/マ ウ ス 個 体 で 希 釈 し て 静 脈 内 投 与 し た 。 翌
日 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 細 胞 Raji（ ATCC CCL-86） を ５ × 10 6 /マ ウ ス 個 体 で 静 脈 内 投 与 し
た 。 Raji移 植 よ り ５ 日 後 、 マ ウ ス の 尾 静 脈 内 に 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 0.
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実 施 例 10　 HLA-DR発 現 細 胞 に 対 す る 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 試 験

実 施 例 11　 マ ウ ス 担 癌 モ デ ル に 対 す る 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 効 果



1、 １ μ g/マ ウ ス 個 体 の 用 量 で １ 回 投 与 し た 。 抗 体 の 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 同 量 の ヒ
ト 抗 HSA抗 体 を 使 用 し た 。 移 植 後 の 生 存 率 を 約 ３ ヶ 月 間 以 上 観 察 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 以 上 の 実 験 の 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 0.1μ g/マ ウ
ス 個 体 で 投 与 し た 群 で は 、 90日 後 の 生 存 数 が 1群 あ た り ５ 匹 中 、 HD8は ３ 匹 、 HD10及 び HD4
は １ 匹 で あ っ た （ 図 2B） 。 一 方 、 1.0μ g/マ ウ ス 個 体 で 投 与 し た 群 で は 、 生 存 数 が １ 群 あ
た り ５ 匹 中 、 HD8は ３ 匹 、 HD10は ５ 匹 、 HD4は ２ 匹 で あ っ た （ 図 2A） 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル で
あ る 抗 HSA抗 体 投 与 群 で は 、 Raji移 植 後 60日 以 内 に 全 例 死 亡 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 抗 体 投 与 時 の マ ウ ス 体 重 は 約 20gで あ る こ と か ら 、 0.1及 び １ μ g/マ ウ ス 個 体 は ５ 及 び 50
μ g/kg体 重 に な り 、 HD8は 非 常 に 低 用 量 で 抗 腫 瘍 効 果 を 発 揮 す る こ と が 判 明 し た 。 さ ら に
実 施 例 9の 結 果 を 総 合 す る と 、 HD8は 免 疫 抑 制 活 性 の 弱 く 且 つ 抗 腫 瘍 活 性 の 強 い 抗 体 で あ り
、 副 作 用 の 少 な い 抗 癌 剤 と し て の 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】

（ １ ） HD4、 HD8抗 体 遺 伝 子 の cDNAク ロ ー ニ ン グ と 発 現 ベ ク タ ー 作 製
　 ハ イ ブ リ ド ー マ HD4、 HD8を 10ng/mL IL-6(R&D Systems社 製 )、 10% Fetal Bovine Serum
（ SIGMA社 製 ） 含 有 eRDF培 地 （ 極 東 製 薬 社 製 ） で 培 養 し 、 遠 心 分 離 に よ り 細 胞 を 集 め た 後 T
RIZOL（ ギ ブ コ ビ ー ア ー ル エ ル 社 製 ） を 添 加 し 、 取 扱 説 明 書 に し た が っ て Total RNAを 抽 出
し た 。 抗 体 cDNAの 可 変 領 域 の ク ロ ー ニ ン グ は 、 SMART RACE cDNA amplification Kit（ ク
ロ ー ン テ ッ ク 社 製 ） を 用 い 、 添 付 の 説 明 書 に し た が っ て 行 っ た 。
　 ５ μ gの total RNAを 鋳 型 と し て 、 1st strand cDNAを 作 製 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
１ ） 1st strand cDNA の 合 成
　 　 Total RNA  ５ μ g/３ μ L
　 　 5’ CDS １ μ L
　 　 SMART oligo １ μ L
【 ０ １ ２ ５ 】
　 　 上 記 組 成 の 反 応 液 を 70℃ で ２ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、
　 　 ５ × Buffer ２ μ L
　 　 DTT １ μ L
　 　 DNTP mix １ μ L
　 　 Superscript II １ μ L　
を 加 え 42℃ で 1.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 100μ Lの Tricine Bufferを 加 え た 後 、 72℃ で ７ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 1st st
rand cDNAを 取 得 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
２ ） PCRに よ る 重 鎖 遺 伝 子 、 軽 鎖 遺 伝 子 の 増 幅 及 び 組 換 え 抗 体 発 現 ベ ク タ ー の 構 築
cDNAの 増 幅 に は 、 Takara社 の Z-Taqを 用 い た 。
　 　 cDNA ２ μ L
　 　 10xZ-Taq Buffer ５ μ L
　 　 dNTP mix ４ μ L
　 　 Z-Taq １ μ L
　 　 プ ラ イ マ ー １
　 　 プ ラ イ マ ー ２
【 ０ １ ２ ８ 】
  上 記 組 成 の 反 応 液 を 再 蒸 留 水 に て 最 終 容 量 50μ Lと し 、 PCRに 供 し た 。
　 重 鎖 の 増 幅 に は 、 UMP（ SMART RACE cDNA amplification Kit； ク ロ ー ン テ ッ ク 社 製 ） と
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構 築



hh-6プ ラ イ マ ー （ 5’ -GGT CCG GGA GAT CAT GAG GGT GTC CTT-3’ ） （ 配 列 番 号 ５ ） を 用
い 、 98℃ １ 秒 、 68℃ 30秒 の サ イ ク ル を 30回 繰 り 返 し た 。 さ ら に 、 こ の 反 応 液 １ μ Lを 鋳 型
と し 、 NUMP（ SMART RACE cDNA amplification Kit； ク ロ ー ン テ ッ ク 社 製 ） と hh-3 プ ラ イ
マ ー （ 5’ -GTG CAC GCC GCT GGT CAG GGC GCC TG-3’ ） （ 配 列 番 号 ６ ） を 用 い て 、 98℃ １
秒 、 68℃ 30秒 の サ イ ク ル を 20回 繰 り 返 し た 。 こ の 後 、 増 幅 し た PCR産 物 を PCR purificatio
n kit（ キ ア ゲ ン 社 製 ） に よ り 精 製 し ， hh-4（ 5’ -GGT GCC AGG GGG AAG ACC GAT GG-3’
） （ 配 列 番 号 ７ ） を プ ラ イ マ ー と し て 、 塩 基 配 列 の 決 定 を 行 っ た 。 配 列 情 報 を 基 に 、 HD4
重 鎖 特 異 的 プ ラ イ マ ー tnHD4Sal(5’ -ata tgt cga cCC AGC CCT GGG ATT TTC AGG TGT TTT
 C-3’ )（ 配 列 番 号 ８ ） と 、 HD8重 鎖 特 異 的 プ ラ イ マ ー tnHD8Sal(5’ -ata tgt cga cTGG CT
G ACC AGG GCA GTC ACC AGA G-3’ )（ 配 列 番 号 ９ ） を 合 成 し 、 こ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 反
対 方 向 か ら も 配 列 を 決 定 し た 。 特 異 的 プ ラ イ マ ー と tnCHNhe（ 5’ -gat ggg ccc ttg gtg c
ta gct gag gag acg g-3’ ） （ 配 列 番 号 １ ０ ） を 用 い て PCRを 行 い （ 98℃ １ 秒 、 60℃ 30秒
、 72℃ 30秒 ） 、 重 鎖 増 幅 cDNA断 片 を SalI、 NheIで 消 化 し 、 同 一 酵 素 で 解 裂 さ れ て い た N5KG
1-Val Larkベ ク タ ー （ IDEC Pharmaceuticals, N5KG1（ US patent 6001358） の 改 変 ベ ク タ
ー ） 、 に 導 入 し た 。 挿 入 さ れ た 配 列 が direct sequenceに よ っ て 決 定 さ れ た も の と 同 一 で
あ る こ と を 、 ベ ク タ ー を 鋳 型 と し て 配 列 を 決 定 す る こ と に よ り 確 認 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 軽 鎖 は 、 UMP（ SMART RACE cDNA amplification Kit； ク ロ ー ン テ ッ ク 社 製 ） と hk-2（ 5
’ -GTT GAA GCT CTT TGT GAC GGG CGA GC -3’ ） （ 配 列 番 号 １ １ ） プ ラ イ マ ー を 使 っ て 、
98℃ １ 秒 、 68℃ 30秒 の サ イ ク ル を 30回 繰 り 返 し て 増 幅 し た 。 さ ら に 、 こ の 反 応 液 １ μ Lを
鋳 型 と し 、 NUMP（ SMART RACE cDNA amplification Kit； ク ロ ー ン テ ッ ク 社 製 ） と hk-6（ 5
’ -TGGC GGG AAG ATG AAG ACA GAT GGT G-3’ ） （ 配 列 番 号 １ ２ ） を 用 い て 、 98℃ １ 秒 、 6
8℃ 30秒 の サ イ ク ル を 20回 繰 り 返 し た 。 こ の 後 、 増 幅 し た PCR産 物 を PCR purification kit
（ キ ア ゲ ン 社 製 ） に よ り 精 製 し 、 hk-6プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ２ ） を 用 い て 塩 基 配 列 を 決
定 し た 。 配 列 情 報 を 基 に 、 HD4軽 鎖 特 異 的 プ ラ イ マ ー tnHD4Bgl (5’ -ata tag atc tGC TGC
 TCA GTT AGG ACC CAG AGG GAA CC-3’ ) （ 配 列 番 号 １ ３ ） と HD8軽 鎖 特 異 的 プ ラ イ マ ー tn
HD8Bgl (5’ -ata tag atc tGG GAG TCA GAC CCA CTC AGG ACA CAG C-3’ ) （ 配 列 番 号 １
４ ） を 合 成 し 、 こ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 反 対 方 向 か ら も 配 列 を 決 定 し た 。 特 異 的 プ ラ イ
マ ー と tnCkBsi（ 5’ -aag aca gat ggt gca gcc acc gta cgt ttg at-3’ ） （ 配 列 番 号 １
５ ） を 用 い て PCRを 行 い （ 98℃ １ 秒 、 60℃ 30秒 、 72℃ 30秒 ） 、 軽 鎖 増 幅 cDNA断 片 を BglII、
BsiWIで 消 化 し 、 同 一 酵 素 で 解 裂 さ れ て い た N5KG1-Val Larkベ ク タ ー に 導 入 し た 。 挿 入 さ
れ た 配 列 が direct sequenceに よ っ て 決 定 さ れ た も の と 同 一 で あ る こ と を 、 ベ ク タ ー を 鋳
型 と し て 配 列 を 決 定 す る こ と に よ り 確 認 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 HD4の 重 鎖 可 変 領 域 、 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNA並 び に 重 鎖 可 変 領 域 及 び 軽 鎖 可
変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ３ １ 】
<HD4 重 鎖 可 変 領 域 >（ 配 列 番 号 １ ６ ）
GTCGACCCAGCCCTGGGATTTTCAGGTGTTTTCAGGTGTTTTCATTTGGTGATCAGGACTGAACAGAGAGAACTCACCAT
GGAGTTTGGGCTGAGCTGGCTTTTTCTTGTGGCTATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAACTGTTGGAGTCTGGGG
GAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGACC
TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTAGTGGTGGTGGTGATAGCACATACTACGCAGA
CTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCG
AGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAGAGATCATGGTTCGGGGAGTTATTATCCCTACTGGTTTGACTACTGGGGCCAG
GGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGC
【 ０ １ ３ ２ 】
<HD4 重 鎖 可 変 領 域 >（ 配 列 番 号 １ ７ ）
MEFGLSWLFLVAILKGVQC LLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMTWVRQAPGKGLEWVSGISGGGDSTYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDHGSGSYYPYWFDYWGQGTLVTVSSA
【 ０ １ ３ ３ 】
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<HD4 軽 鎖 可 変 領 域 >（ 配 列 番 号 １ ８ ）
AGATCTGCTGCTCAGTTAGGACCCAGAGGGAACC GAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCC
CAGATACCACCGGAGAACTTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCC
TGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCCGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCAT
CTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCA
TCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGCTCACTTTCGGCGGAGGG
ACCAAGGTGGAGATCAAACGTACG
【 ０ １ ３ ４ 】
<HD4 軽 鎖 可 変 領 域 >（ 配 列 番 号 １ ９ ）
METPAQLLFLLLLWLPDTTG LTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSRYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIP
DRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLTFGGGTKVEIKRT
【 ０ １ ３ ５ 】
  重 鎖 DNAの 翻 訳 開 始 点 は 、 配 列 番 号 １ ６ の 5'末 端 か ら 79番 目 の ア デ ニ ン （ A） か ら は じ ま
る ATGコ ド ン で あ り 、 抗 体 可 変 領 域 と 定 常 領 域 の 境 界 は 5'末 端 か ら 504番 目 の ア デ ニ ン （ A
） と 505番 目 の グ ア ニ ン （ G） 間 に 位 置 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 重 鎖 可 変 領 域 は 配 列
番 号 １ ７ の Ｎ 末 端 か ら 142番 目 の セ リ ン （ S） 残 基 ま で で あ り 、 143番 目 の ア ラ ニ ン （ A） 以
降 が 定 常 領 域 で あ る 。 精 製 さ れ た 重 鎖 蛋 白 質 の Ｎ 末 端 分 析 に よ り 、 重 鎖 の シ グ ナ ル 配 列 は
配 列 番 号 １ ７ の Ｎ 末 端 よ り 19番 目 の シ ス テ イ ン （ C） ま で で あ り 、 成 熟 体 の N末 端 は 配 列 番
号 １ ７ の 20番 目 の グ ル タ ミ ン 酸 （ E） で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 従 っ て 、 配 列 番 号 １
７ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 マ チ ュ ア 部 分 は 20番 目 の グ ル タ ミ ン 酸 か ら 142番 目 の セ リ ン ま で の 部
分 で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
  軽 鎖 DNAの 翻 訳 開 始 点 は 、 配 列 番 号 １ ８ の 5'末 端 か ら 35番 目 の Aか ら は じ ま る ATGコ ド ン
で あ り 、 可 変 領 域 は 5'末 端 か ら 418番 目 の ア デ ニ ン （ A） ま で で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い
て 、 可 変 領 域 は 配 列 番 号 １ ９ の Ｎ 末 端 か ら 128番 目 の リ ジ ン （ K） ま で で あ る 。 精 製 さ れ た
軽 鎖 蛋 白 質 の Ｎ 末 端 分 析 に よ り 、 軽 鎖 の シ グ ナ ル 配 列 は 配 列 番 号 １ ９ の N末 端 よ り 20番 目
の グ リ シ ン （ G） ま で で あ り 、 成 熟 体 の Ｎ 末 端 は 配 列 番 号 １ ９ の 21番 目 の グ ル タ ミ ン 酸 （ E
） で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 従 っ て 、 配 列 番 号 １ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 マ チ ュ ア 部 分
は 21番 目 の グ ル タ ミ ン 酸 か ら 128番 目 の リ ジ ン ま で の 部 分 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 HD8重 鎖 可 変 領 域 、 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNA並 び に 重 鎖 可 変 領 域 及 び 軽 鎖 可 変
領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ３ ８ 】
<HD8 重 鎖 可 変 領 域 >（ 配 列 番 号 ２ ０ ）
GTCGACTGGCTGACCAGGGCAGTCACCAGAGCTCCAGACA TCTGTCTCCTTCCTCATCTTCCTGCCCGTGCTGGGCC
TCCCATGGGGTGTCCTGTCACAGGTTCAGCTGCAGCACTCAGGTCCAGGACTGGTGAAGCCCTCGCAGACCCTCTCACTC
ACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTGTCTCTAGCAACAGTGCTTCTTGGAACTGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGGGGCCT
TGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTATAATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAGTCATCA
ACCCAGACACATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCG
AGAGAAAATTTCTATGGTTCGGAGACTTGTCATAAGAAGTATTACTGCTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCAC
GGTCACCGTCTCCTCAGCTAGC
【 ０ １ ３ ９ 】
<HD8 重 鎖 可 変 領 域 >（ 配 列 番 号 ２ １ ）
MSVSFLIFLPVLGLPWGVLS LQHSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSASWNWIRQSPSRGLEWLGRTYYRSKWY
NDYAVSVKSRIVINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCARENFYGSETCHKKYYCYGMDVWGQGTTVTVSSAS
【 ０ １ ４ ０ 】
<HD8 軽 鎖 可 変 領 域 >（ 配 列 番 号 ２ ２ ）
AGATCTGGGAGTCAGACCCACTCAGGACACAGC GACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTTCTGCTGCTCTG
GCTCCCAGGTGCCAGATGTGCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCA
TCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCTCCTAAACTCCTG
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ATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCAC
CATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGTTTAATAGTTTCCCGCTCACTTTCGGCGGAG
GGACCAAGGTGGAGATCAAACGTACG
【 ０ １ ４ １ 】
<HD8 軽 鎖 可 変 領 域 >（ 配 列 番 号 ２ ３ ）
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC LTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKLLIYDASSLESGV
PSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNSFPLTFGGGTKVEIKRTV
【 ０ １ ４ ２ 】
  重 鎖 DNAの 翻 訳 開 始 点 は 、 配 列 番 号 ２ ０ の 5'末 端 か ら 41番 目 の ア デ ニ ン （ A） か ら は じ ま
る ATGコ ド ン で あ り 、 抗 体 可 変 領 域 と 定 常 領 域 の 境 界 は 5'末 端 か ら 496番 目 の ア デ ニ ン （ A
） と 497番 目 の グ ア ニ ン （ G） 間 に 位 置 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 重 鎖 可 変 領 域 は 配 列
番 号 ２ １ の Ｎ 末 端 か ら 152番 目 の セ リ ン （ S） 残 基 ま で で あ り 、 153番 目 の ア ラ ニ ン （ A） 以
降 が 定 常 領 域 で あ る 。 精 製 さ れ た 重 鎖 蛋 白 質 の N末 端 分 析 に よ り 、 重 鎖 の シ グ ナ ル 配 列 は
配 列 番 号 ２ １ の Ｎ 末 端 よ り 20番 目 の セ リ ン （ S） ま で で あ り 、 成 熟 体 の N末 端 は 配 列 番 号 ２
１ の 21番 目 の グ ル タ ミ ン （ Q） で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 従 っ て 、 配 列 番 号 ２ １ の ア
ミ ノ 酸 配 列 中 、 マ チ ュ ア 部 分 は 21番 目 の グ ル タ ミ ン か ら 152番 目 の セ リ ン ま で の 部 分 で あ
る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 軽 鎖 DNAの 翻 訳 開 始 点 は 、 配 列 番 号 ２ ２ の 5'末 端 か ら 34番 目 の Aか ら は じ ま る ATGコ ド ン
で あ り 、 可 変 領 域 は 5'末 端 か ら 420番 目 の ア デ ニ ン （ A） ま で で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い
て 、 可 変 領 域 は 配 列 番 号 ２ ３ の Ｎ 末 端 か ら 129番 目 の リ ジ ン （ K） ま で で あ る 。 精 製 さ れ た
軽 鎖 蛋 白 質 の Ｎ 末 端 分 析 に よ り 、 軽 鎖 の シ グ ナ ル 配 列 は 配 列 番 号 ２ ３ の Ｎ 末 端 よ り 22番 目
の シ ス テ イ ン （ C） ま で で あ り 、 成 熟 体 の Ｎ 末 端 は 配 列 番 号 ２ ３ の 23番 目 の ア ラ ニ ン （ A）
で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 従 っ て 、 配 列 番 号 ２ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 マ チ ュ ア 部 分 は
23番 目 の ア ラ ニ ン か ら 129番 目 の リ ジ ン ま で の 部 分 で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】

　 HD4及 び HD8に つ い て は 、 各 抗 体 の 可 変 領 域 を 以 下 の 各 種 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ 。 IgG1タ
イ プ に は N5KG1-Val ベ ク タ ー 、 IgG4タ イ プ に は N5KG4 （ い ず れ も IDEC Pharmaceu
ticals製 で 、 US patent 6001358に 記 載 さ れ て い る N5KG1の 改 変 ベ ク タ ー で あ る 。 N5KG1-Va
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実 施 例 13　 サ ブ ク ラ ス 組 換 え 型 ベ ク タ ー の 作 成

Lark Lark



l Larkに つ い て は N5KG1と 同 様 に IgG1を 保 持 し た ま ま の 改 変 、 N5KG4 Larkに つ い て は IgG4
タ イ プ に 組 替 え た も の で あ る 。 ） 、 IgG2タ イ プ に は N5KG1-Val の 重 鎖 定 常 配 列 部 分 を
IgG2タ イ プ に 組 替 え た ベ ク タ ー （ N5KG2） を 用 い 、 実 施 例 12の 方 法 と 同 様 に ベ ク タ ー に HD4
及 び HD8の 可 変 領 域 を 組 み 込 ん だ 。 新 た に 、 IgG1タ イ プ 或 い は IgG2タ イ プ の ベ ク タ ー に 組
み 込 ま れ て い る 重 鎖 定 常 部 分 の EUナ ン バ リ ン グ シ ス テ ム に お け る 331番 目 の プ ロ リ ン （ P）
を コ ー ド す る 配 列 CCCを セ リ ン （ S） を コ ー ド す る TCCに 変 異 さ せ た （ Mi-Hua Tao, et al. 
1993. J.Exp.Med） ベ ク タ ー を 作 成 （ 以 下 、 順 に N5KG1Ser、 N5KG2Serと 書 く ） し 、 実 施 例 1
2の 方 法 と 同 様 に ベ ク タ ー に HD4及 び HD8の 可 変 領 域 を 組 み 込 ん だ 。 以 下 に 説 明 す る 図 ３ 及
び 表 ３ 中 、 例 え ば サ ブ ク ラ ス を IgG1の HD4抗 体 は HD4IgG1又 は HD4G1と 記 し 、 さ ら に 重 鎖 定
常 部 分 の EUナ ン バ リ ン グ シ ス テ ム に お け る 331番 目 の プ ロ リ ン （ P） を コ ー ド す る 配 列 CCC
を セ リ ン （ S） を コ ー ド す る TCCに 変 異 さ せ た 遺 伝 子 の 発 現 抗 体 は HD4IgG1Ser又 は HD4G1Ser
と 記 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ７ 】

　 実 施 例 12及 び 13で 構 築 し た 組 換 え 型 抗 体 発 現 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 組 換 え 型 抗
体 発 現 細 胞 を 作 製 し た 。 発 現 の た め の 宿 主 細 胞 に は 、 例 え ば CHO細 胞 の  dhfr欠 損 株 （ ATCC
 CRL-9096） 、 CHO-Ras（ Katakura Y., et al., Cytotechnology, 31: 103-109, 1999） 、
HEK293T（ ATCC CRL-11268） な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 宿 主 細 胞 へ の ベ ク タ ー の 導 入 は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン や リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に な ど に よ
り 実 施 し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 抗 体 発 現 ベ ク タ ー 約 ２ μ gを 制 限 酵 素 で 線 状 化 し
、 Bio-Rad electrophoreterを も ち い て 350V、 500μ Fの 条 件 で 、 ４ × 10 6 個 の CHO細 胞 に 遺
伝 子 を 導 入 し 、 96well culture plateに 播 種 し た 。 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン は 、 LipofectAMINE 
Plus（ ギ ブ コ ・ ビ ー ア ー ル エ ル 社 製 ） を 用 い て マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 実 施 し た 。 ベ ク タ ー の
導 入 処 理 後 、 発 現 ベ ク タ ー の 選 択 マ ー カ ー に 対 応 し た 薬 剤 を 添 加 し て 培 養 を 継 続 し た 。 コ
ロ ニ ー を 確 認 し た 後 、 実 施 例 4に 示 し た 方 法 に よ っ て 、 抗 体 発 現 株 を 選 別 し た 。 選 別 し た
細 胞 か ら の 抗 体 精 製 は 、 実 施 例 8に し た が っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】

　 抗 体 を 介 し た 細 胞 傷 害 性 活 性 は 、 NK細 胞 或 い は 好 中 球 な ど の キ ラ ー 活 性 を 有 す る 細 胞 と
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実 施 例 14　 組 換 え 型 抗 体 の 作 製

実 施 例 15　 細 胞 傷 害 性 活 性 の 検 討



抗 体 の 存 在 下 で タ ー ゲ ッ ト 細 胞 へ の 傷 害 活 性 （ 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷 害 活 性 （ Antibody
-Dependent Cellular Cytotoxicity） 、 以 下 、 ADCC） 、 及 び 補 体 と 抗 体 の 存 在 下 で タ ー ゲ
ッ ト 細 胞 へ の 傷 害 活 性 （ 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 （ Complement-Dependent Cytotoxicity
） 以 下 、 CDC） の 測 定 を 実 施 し た 。 抗 体 は 、 実 施 例 8で 作 成 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 HD4及
び HD8、 実 施 例 14で 作 成 し た 各 CHO細 胞 由 来 の 組 換 え 抗 体 を 使 用 し た 。 こ の 際 、 コ ン ト ロ ー
ル と し て hIgGを 用 い た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 方 法 は 簡 単 に は 、 タ ー ゲ ッ ト 細 胞 に 放 射 性 ク ロ ム （ Cr 5 1 ） を 細 胞 質 内 に 取 り 込 ま せ 、 細
胞 死 に よ り 培 養 液 中 に 遊 離 さ れ る Cr 5 1 量 を γ 線 量 で 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 具 体 的 に は 、 タ ー ゲ ッ ト 細 胞 と し て バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 細 胞 株 Raji（ ATCC CCL-86） を 1
0 6 個 を 15μ Lの Fetal Calf Serum (FCS)に 懸 濁 し 、 50μ L（ 37MBq/mL） の Cr 5 1 ラ ベ ル さ れ た
ク ロ ム 酸 ナ ト リ ウ ム （ パ ー キ エ ル マ ー 社 製 ： 以 下 Cr 5 1 と 書 く ） を 添 加 し 、 1時 間 37℃ で 培
養 し た 。 次 に 、 培 地 を 10mL添 加 し 、 遠 心 し て 培 地 を 捨 て る こ と を 3回 繰 り 返 す こ と で 、 細
胞 内 に 取 り 込 ま れ て い な い Cr 5 1 を 除 い た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 ADCCア ッ セ イ は 、 Cr 5 1 ラ ベ ル し た タ ー ゲ ッ ト 細 胞 2000個 に 対 し て 、 実 施 例 6記 載 の 方 法
で 取 得 し た 健 常 人 末 梢 血 単 核 球 200000個 を 、 丸 底 96ウ ェ ル プ レ ー ト （ Falcon社 製 ） 中 で 全
体 容 量 200μ Lで 、 各 抗 体 濃 度 と と も に 37℃ 、 ５ ％  CO 2 存 在 下 で 4時 間 培 養 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 CDCア ッ セ イ は 、 Cr 5 1 ラ ベ ル し た タ ー ゲ ッ ト 細 胞 2000個 に 対 し て 、 最 終 濃 度 ５ ％ の ヒ ト
血 清 由 来 補 体 （ SIGMA社 製 ） を 、 丸 底 96ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 全 体 容 量 200μ Lで 、 各 抗 体 濃
度 と と も に 37℃ 、 ５ ％  CO 2 存 在 下 で 2時 間 培 養 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ADCC・ CDCア ッ セ イ と も に 培 養 後 、 プ レ ー ト を 遠 心 し て 細 胞 を 沈 め た 後 、 上 清 50μ Lを 粉
末 シ ン チ レ ー タ ー 含 有 の 96穴 プ レ ー ト （ Lumaplate T M -96： パ ッ カ ー ド 社 製 ） に 移 し 、 55℃
、 1.5時 間 で 乾 燥 し た 。 乾 燥 を 確 認 後 、 専 用 カ バ ー （ TopSeal T M -A:96-well Microplates：
パ ッ カ ー ド 社 製 ） で プ レ ー ト を カ バ ー し 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー （ ト ッ プ カ ウ ン ト
： パ ッ カ ー ド 社 製 ） で γ 線 量 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 そ の 結 果 を 図 3、 表 3に 示 す 。 CDC活 性 に つ い て は 、 HD8IgG1Ser、 HD8IgG2Ser、 HD8IgG4、
HD4G2Ser、 HD4G4は 活 性 が 無 く 、 HD8IgG1、 HD8IgG2、 HD4G1で は 活 性 を 有 し て い る こ と を 確
認 し た 。 ま た ADCC活 性 は 、 HD8IgG1、 HD8IgG1Ser、 HD4G1の み 活 性 を 有 し て い る こ と を 確 認
し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】

　 実 施 例 11と 同 様 の モ デ ル を 使 用 し 、 HD8組 換 え 型 抗 体 の マ ウ ス 担 癌 モ デ ル を 用 い た 薬 理
作 用 を 検 討 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ま ず ５ 週 令 の C.B-17/ICR-SCIDマ ウ ス （ 日 本 ク レ ア （ 株 ） 社 製 ） を 購 入 し 、 ６ 週 齢 時 に
抗 ア シ ア ロ GM1抗 血 清 （ 和 光 化 学 社 製 ） を 10μ L/マ ウ ス 個 体 で 希 釈 し て 静 脈 内 投 与 し た 。
翌 日 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 細 胞 Raji（ ATCC No.CCL-86） を 5× 10 6 /マ ウ ス 個 体 で 静 脈 内 投
与 し た 。 Raji移 植 よ り ３ 日 後 、 マ ウ ス の 尾 静 脈 内 に 各 抗 体 を 0.1或 い は １ ig/マ ウ ス 個 体 の
用 量 で １ 回 投 与 し た 。 移 植 後 の 生 存 数 を 観 察 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 実 施 例 14で 作 成 し た HD8G1Ser及 び HD8G2Serに つ い て は 0.1、 １ μ g/マ ウ ス 個 体 の 用 量 で
１ 回 投 与 し た 。 抗 体 の 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 実 施 例 9で 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し
た hIgG抗 体 を １ μ g/headの 用 量 で 投 与 し た 群 を 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て HD8G1を １ μ g/
マ ウ ス 個 体 の 用 量 で 投 与 し た 群 を 設 け た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
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実 施 例 16　 マ ウ ス 担 癌 モ デ ル に 対 す る 組 換 え 型 抗 体 の 効 果



　 以 上 の 実 験 の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル で あ る hIgG投 与 群 で は 、 Raji移 植 後
16日 以 内 に 全 例 死 亡 し た 。 20日 後 の 生 存 数 は 、 １ μ g/マ ウ ス 個 体 に お い て は hIgG群 以 外 ６
匹 全 例 生 存 し （ 図 ４ A） 、 0.1μ g/マ ウ ス 個 体 に お い て は HD8G2Ser群 で は ６ 匹 全 例 、 HD8G1S
er群 で は ２ 例 生 存 し て い た （ 図 ４ B） 。 25日 後 の 生 存 数 は 、 １ μ g/マ ウ ス 個 体 に お い て は H
D8G1Ser群 は ２ 匹 、 HD8G1は １ 匹 、 HD8G2Ser群 は ４ 匹 生 存 し （ 図 ４ A） 、 0.1μ g/マ ウ ス 個 体
に お い て は HD8G2Ser群 の み １ 匹 生 存 し て い た （ 図 ４ B） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 こ の 結 果 、 HD8組 換 え 抗 体 で あ る HD8G1Ser及 び HD8G2Serに お い て も 、 HD8と 同 様 に 非 常 に
低 用 量 で 抗 腫 瘍 効 果 を 発 揮 す る こ と が 判 明 し た 。 HD8G2Serは ADCC・ CDC両 方 の 活 性 が な い
に も か か わ ら ず 、 動 物 モ デ ル に お い て 薬 効 を 示 す こ と が 判 っ た 。
【 ０ １ ６ １ 】

　 定 法 に 従 っ て ウ ェ ス タ ン 解 析 を 実 施 す る こ と で 、 各 抗 体 の エ ピ ト ー プ 解 析 を 実 施 し た 。
簡 単 に は 、 セ ル ロ ー ス 或 い は PVDF膜 は ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 雪 印 社 製 ） な ど で ブ ロ ッ キ ン グ 後
、 各 抗 体 を 1次 抗 体 と し て １ μ g/mLの 濃 度 で 、 二 次 抗 体 と し て HRP conjugated anti rabbi
t IgG(DAKO社 製 )を 用 い て 0.5μ g/mLの 濃 度 で 反 応 さ せ 、 HRP標 識 抗 ヒ ト 抗 体 （ 例 ： DAKO社
製 ） と 反 応 さ せ 、 化 学 発 光 試 薬 （ 例 ： ECLウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 検 出 試 薬 ： ア マ シ ャ
ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 ） を 用 い て 、 化 学 発 光 検 出 装 置 （ 例 ： LAS-1000： 富 士 フ ィ ル ム 社 製
） で 化 学 発 光 を 検 出 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 （ １ ） HLA-DRを 発 現 し て い る リ ン パ 腫 細 胞 株 SKW6.4(ATCC TIB-215)よ り 膜 画 分 を 抽 出 し
、 抗 HLA-DR抗 体 （ K28N： 産 生 細 胞 名 マ ウ ス -マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ K28： 受 託 番 号  FERM BP
-4577で 1994年 2月 22日 に 独 立 行 政 法 人 　 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に 国
際 寄 託 さ れ て い る ） の ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い て HLA-DRタ ン パ ク を 精 製 し た 。 取 得 し
た タ ン パ ク を 4/20グ ラ ジ エ ン ト ゲ ル （ 第 一 化 学 薬 品 製 ） を 用 い て 非 還 元 条 件 で 煮 沸 （ 95℃
、 ５ 分 ） し 、 ゲ ル １ 枚 あ た り 25mAの 定 電 流 で 1.5hr泳 動 後 、 PVDF膜 に ゲ ル １ 枚 あ た り 150mA
の 定 電 流 で １ hr転 写 し た 。 次 い で 定 法 に 従 っ て ウ ェ ス タ ン 解 析 を 行 っ た 結 果 、 HD4、 HD6、
HD8は す べ て 約 30Kdaの 位 置 に あ る HLA-DRβ 鎖 を 認 識 し て い る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 （ ２ ） 次 に 、 HLA-DRの β 鎖 （ DRB1*15011） の 細 胞 外 領 域 199ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 １ ４ ７
に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 29番 目 か ら 第 227番 目 の 199ア ミ ノ 酸 、 配 列 番 号 １ ４ ６ に は 配
列 番 号 １ ４ ７ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 示 す ） に つ い て 、 13-merペ プ チ
ド を ２ ア ミ ノ 酸 ず つ ず ら し て 合 計 94種 の ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ５ ２ か ら １ ４ ５ ） を セ ル ロ ー
ス 膜 上 に C末 端 か ら ス ポ ッ ト 状 に 合 成 し 、 Ｎ 末 を ア セ チ ル 化 し た （ JERINI社 ： ド イ ツ ） 。
以 降 の 反 応 は 定 法 の ウ ェ ス タ ン 解 析 （ Reineke, U.ほ か . (2001). “ Epitope mapping wit
h synthetic peptides prepared by SPOT synthesis.”  Antibody Engineering (Springe
r Lab Manual) Eds.: Kontermann/Dubel, 433-459.な ど 参 照 ） を 元 に 実 施 し た 。 解 析 は Lu
miImagerTM（ Boehringer-Mannheim社 ） を 使 用 し 、 各 ス ポ ッ ト の 発 色 強 度 を 数 値 化 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 そ の 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 HD4（ 図 ５ A） は ア ミ ノ 酸 61番 目 ～ 73番 目 に 強 い 反 応 、 17番 目 ～
29番 目 、 63番 目 ～ 75番 目 、 65番 目 ～ 77番 目 に 弱 い 反 応 を 示 し 、 配 列 番 号 ８ で 示 さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド と 最 も 強 力 に 結 合 し た 。 HD6（ 図 ５ B） は 61番 目 ～ 73番 目 に 強
い 反 応 、 57番 目 ～ 69番 目 、 59番 目 ～ 71番 目 に 弱 い 反 応 を 示 し 、 配 列 番 号 ８ で 示 さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド と 最 も 強 力 に 結 合 し た 。 HD8（ 図 ５ C） は 61番 目 ～ 73番 目 、 63
番 目 ～ 75番 目 、 65番 目 ～ 77番 目 に 非 常 に 強 い 反 応 を 示 し 、 配 列 番 号 ８ ２ 、 ８ ３ 及 び ８ ４ で
示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 つ と 強 力 に 結 合 し た 。 一 方 、 HLA-
DRの 立 体 構 造 （ 例 ： Dessen A et. Al., Immunity(1997), 7, 473-481参 照 ） よ り 、 61番 目
～ 73番 目 の ア ミ ノ 酸 は 抗 原 提 示 す る ペ プ チ ド を 保 持 す る 部 位 で 、 α へ リ ッ ク ス を 構 成 し て
い る こ と が 判 明 し て い る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
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実 施 例 17　 HD4、 HD6及 び HD8の エ ピ ト ー プ 解 析

２

２



　 （ ３ ） HD4・ HD6・ HD8に 共 通 し て 最 も 強 い 反 応 を 示 す 13ア ミ ノ 酸 （ 61番 目 ～ 73番 目 ） に
つ い て 、 β 鎖 の 多 型 を 考 慮 し 、 現 在 知 ら れ て い る 多 型 約 350種 類 （ EMBL-EBIの IMGT/HLAデ
ー タ ベ ー ス な ど 参 照 ） の ほ ぼ 全 部 を 含 む 16種 類 の ペ プ チ ド を 作 成 し た 。 さ ら に 各 ア ミ ノ 酸
の ア ラ ニ ン （ も と も と ア ラ ニ ン の 場 合 グ ア ニ ジ ン ） 置 換 し た 12ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ４ ０ ～
配 列 番 号 ５ １ ） に つ い て 、 同 様 の 条 件 で ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 実 施 し た 。 解 析 は 、
LAS2000及 び 解 析 ソ フ ト ImageGauge（ 富 士 写 真 フ ィ ル ム 株 式 会 社 ） を 使 用 し て 、 各 ス ポ ッ
ト の 発 色 強 度 を 数 値 化 し た 。 図 ６ に 28種 類 の ペ プ チ ド の 配 列 と HD4、 HD6及 び HD8と の 反 応
性 を 示 す 。 各 抗 体 が 陽 性 反 応 を 示 し た 配 列 に は そ の 強 さ に 応 じ て ＋ ～ ＋ ＋ ＋ ＋ 、 陰 性 の 場
合 は － で 表 示 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 陽 性 、 陰 性 の 判 定 は 、 以 下 の 基 準 で 行 っ た 。
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 5％ 未 満 ： -
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 5％ 以 上 10％ 未 満  ： +/-
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 10％ 以 上 20％ 未 満  ： +
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 20％ 以 上 30％ 未 満  ： ++
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 30％ 以 上 50％ 未 満  ： +++
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 50％ 以 上 ： ++++
【 ０ １ ６ ７ 】
　 HD8は 、 65、 66、 69、 72番 目 の ア ミ ノ 酸 を ア ラ ニ ン 置 換 し た 配 列 番 号 ４ ８ ～ ５ １ 以 外 に
は す べ て 陽 性 反 応 を 示 し た 。 65,66,69,72番 目 の ア ミ ノ 酸 は 発 見 さ れ て い る HLA-DRβ 鎖 の
ほ ぼ す べ て の HLA-DRの β 鎖 に お い て 保 存 さ れ て い る （ EMBL-EBIの IMGT/HLAデ ー タ ベ ー ス な
ど 参 照 ） 。 さ ら に 配 列 番 号 ２ ４ ～ ３ ９ で メ ジ ャ ー な 配 列 を 含 む ほ と ん ど の HLA-DRβ 鎖 配 列
を 網 羅 し て い る こ と か ら 、 HD8は 実 質 的 に ほ ぼ す べ て の HLA-DRβ 鎖 に 結 合 す る Pan-HLA-DR
抗 体 で あ る 可 能 性 が 非 常 に 高 い 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 さ ら に 、 HLA-DR陽 性 細 胞 株 を 用 い て 実 施 例 10と 同 様 の 方 法 で HD8の 反 応 性 を 検 討 し た と
こ ろ 、 ARH77(ATCC CRL-1621)、 Daudi(ATCC CCL-213)、 HS-Sultan(ATCC CRL-1484)、 IM-9(
ATCC CCL-159)、 MC/CAR(ATCC CRL-8083)、 Raji(ATCC CCL-86)、 Ramos(ATCC CRL-1596)、 R
L(ATCC CRL-2261)、 SKW6.4(ATCC TIB-215)、 DRB1*15011／ DRA*0101を 強 制 発 現 さ せ た Ｌ 細
胞 (Ｌ 細 胞 ： ATCC CCL-1)、 ヒ ト 健 常 日 本 人 の 末 梢 血 単 核 球 ５ 検 体 と 反 応 す る こ と も 確 認 し
て お り 、 反 応 し な い HLA-DRを 発 現 し て い る 細 胞 に は 、 現 在 の と こ ろ 発 見 で き て い な い 。 さ
ら に カ ニ ク イ ザ ル に お い て も 15検 体 中 15検 体 、 チ ン パ ン ジ ー は １ 検 体 中 １ 検 体 に 反 応 し て
い る 。 一 方 、 Ｂ 細 胞 系 細 胞 株 で HLA-DRを 発 現 し て い な い RPMI8226(ATCC CCL-155)に は 反 応
し な か っ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た す べ て の 刊 行 物 は 、 そ の 内 容 の 全 体 を 本 明 細 書 に 取 り 込 む も の と
す る 。 ま た 、 添 付 の 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ る 技 術 思 想 及 び 発 明 の 範 囲 を 逸 脱 し な い 範 囲 内
で 本 発 明 の 種 々 の 変 形 及 び 変 更 が 可 能 で あ る こ と は 当 業 者 に は 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う
。 本 発 明 は こ の よ う な 変 形 及 び 変 更 を も 包 含 す る こ と を 意 図 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ０ 】
【 図 １ 】 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の MLRに 対 す る 免 疫 抑 制 活 性 を 示 す 図 で あ
る 。
【 図 ２ Ａ 】 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 担 ガ ン マ ウ ス モ デ ル に 対 す る 延 命 効 果
を 示 す 図 で あ り 、 投 与 用 量 １ μ g/headの 場 合 の 効 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ Ｂ 】 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 担 ガ ン マ ウ ス モ デ ル に 対 す る 延 命 効 果
を 示 す 図 で あ り 、 投 与 用 量 0.1μ g/headの 場 合 の 効 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ Ａ 】 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 細 胞 依 存 性 （ ADCC） 及 び 補 体 依 存 性 （
CDC） の 細 胞 傷 害 活 性 を 示 す 図 で あ り 、 HD8G1Ser及 び HD8G1の ADCC活 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ Ｂ 】 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 細 胞 依 存 性 （ ADCC） 及 び 補 体 依 存 性 （

10

20

30

40

50

(32) JP 2005-325133 A 2005.11.24



CDC） の 細 胞 傷 害 活 性 を 示 す 図 で あ り 、 HD8G2CHO、 HD8G1、 HD8G1Ser及 び HD8G4の CDC活 性 を
示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ Ｃ 】 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 細 胞 依 存 性 （ ADCC） 及 び 補 体 依 存 性 （
CDC） の 細 胞 傷 害 活 性 を 示 す 図 で あ り 、 HD8G1、 HD8G2、 HD8G2Ser、 HD8G4、 HD4G1、 HD4G2Se
r及 び HD4G4の ADCC活 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ Ｄ 】 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 細 胞 依 存 性 （ ADCC） 及 び 補 体 依 存 性 （
CDC） の 細 胞 傷 害 活 性 を 示 す 図 で あ り 、 HD8G1、 HD8G2、 HD8G2Ser、 HD8G4、 HD4G1、 HD4G2Se
r及 び HD4G4の CDC活 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ Ａ 】 マ ウ ス 担 癌 モ デ ル に 対 す る 本 発 明 の 抗 体 HD8G1Ser、 HD8G2Ser及 び HD8G1の 延 命
効 果 を 示 す 図 で あ り 、 投 与 量 0.1μ g/匹 の 場 合 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ Ｂ 】 マ ウ ス 担 癌 モ デ ル に 対 す る 本 発 明 の 抗 体 HD8G1Ser、 HD8G2Ser及 び HD8G1の 延 命
効 果 を 示 す 図 で あ り 、 投 与 量 1.0μ g/匹 の 場 合 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ Ａ 】 HLA-DRβ 鎖 配 列 の 合 成 ペ プ チ ド を 用 い た 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
エ ピ ト ー プ 解 析 を 示 す 図 で あ り 、 HD4に つ い て の 解 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ Ｂ 】 HLA-DRβ 鎖 配 列 の 合 成 ペ プ チ ド を 用 い た 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
エ ピ ト ー プ 解 析 を 示 す 図 で あ り 、 HD6に つ い て の 解 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ Ｃ 】 HLA-DRβ 鎖 配 列 の 合 成 ペ プ チ ド を 用 い た 精 製 ヒ ト 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
エ ピ ト ー プ 解 析 を 示 す 図 で あ り 、 HD8に つ い て の 解 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 HLA-DRβ 鎖 エ ピ ト ー プ 配 列 部 分 の 多 型 配 列 の 合 成 ペ プ チ ド を 用 い た 精 製 ヒ ト 抗 HL
A-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 エ ピ ト ー プ 解 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ １ ７ １ 】
配 列 番 号 １ ～ １ ５ -人 工 配 列 の 説 明 ： プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ４ ～ １ ４ ５ -人 工 配 列 の 説 明 ： ペ プ チ ド
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【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ３ Ｃ 】

(34) JP 2005-325133 A 2005.11.24



【 図 ３ Ｄ 】 【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ５ Ａ 】
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【 図 ５ Ｂ 】 【 図 ５ Ｃ 】

【 図 ６ 】
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【 配 列 表 】
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