
(57)【要約】
本発明は、広く免疫学の分野に関連する。より具体的には、本発明は、抗体が一重項酸素
からのスーパーオキシドおよび過酸化水素を生じ得るという知見に関する。従って、酸化
ストレスの増加または低下させ得る方法および組成物が提供される。また、提供されるも
のは、抗体の能力を調節し、スーパーオキシドおよび過酸化水素を生成する剤を同定する
ためのスクリーニングアッセイである。かかる剤は、必要な患者を処置するために治療的
に使用され得る。さらに、本発明は、免疫アッセイにおいて抗体を使用するための方法を
提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
細 胞 を 抗 オ キ シ ダ ン ト と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 細 胞 を 処 理 す る 方 法 （ 抗 オ キ シ ダ ン ト が
、 細 胞 中 で ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 を 低 下 す る の に 有 効 で あ
る ） 。
【 請 求 項 ２ 】
抗 オ キ シ ダ ン ト が 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル 、 γ -グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ニ ル グ
リ シ ン 、 γ -グ ル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ 、 α -リ ポ 酸 、 ジ ヒ ド ロ リ ポ エ ー ト 、 Ｎ -ア
セ チ ル -５ -メ ト キ シ ト リ プ タ ミ ン 、 フ ラ ボ ン 、 フ ラ ボ ネ ン 、 フ ラ バ ノ ー ル 、 カ タ ラ ー ゼ 、
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ 、 メ タ ロ チ オ ネ ン ま た は ブ チ ル 化 ヒ ド
ロ キ シ ト ル エ ン で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
抗 オ キ シ ダ ン ト が リ ポ ソ ー ム に 含 ま れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
細 胞 が 、 内 皮 、 間 質 、 上 皮 、 筋 肉 、 フ ァ ゴ ソ ー ム 、 白 血 球 、 樹 状 、 結 合 組 織 ま た は 神 経 系
細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
フ ァ ゴ ソ ー ム が 好 中 球 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 、 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
筋 肉 細 胞 が 、 平 滑 筋 細 胞 、 骨 格 筋 細 胞 ま た は 心 筋 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 中 の 抗 オ キ シ ダ ン ト を 対 象 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 対 象 を 処
置 す る 方 法 （ 対 象 の 細 胞 中 で ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 を 低 下
す る の に 有 効 で あ る ） 。
【 請 求 項 ８ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 が 対 象 に お い て 酸 化 ス ト レ ス を 生 じ
る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
酸 化 ス ト レ ス が 、 癌 、 炎 症 性 疾 患 、 虚 血 疾 患 、 ヘ モ ク ロ マ ト ー シ ス 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 、
気 腫 、 臓 器 移 植 、 胃 潰 瘍 、 高 血 圧 、 子 癇 前 症 、 神 経 疾 患 、 ア ル コ ー ル 中 毒 お よ び 喫 煙 関 連
疾 患 に つ い て 疾 患 症 状 を 有 す る 対 象 に 存 在 す る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
炎 症 性 疾 患 が 、 関 節 炎 、 血 管 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス お よ び 成 人 呼 吸 困
難 症 で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
虚 血 疾 患 が 、 心 臓 疾 患 、 脳 卒 中 、 腸 管 虚 血 お よ び 再 灌 流 障 害 で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ２ 】
神 経 疾 患 が 、 多 発 性 硬 化 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 (症 )
お よ び 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 が 、 対 象 に お け る 組 織 障 害 を 生 じ る
、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
組 織 が 、 筋 肉 、 神 経 、 皮 膚 、 腺 、 間 葉 、 脾 臓 、 硬 化 、 上 皮 お よ び 内 皮 の 組 織 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 が 、 対 象 に お け る 炎 症 性 症 状 と 関 連
す る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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炎 症 性 症 状 が 肺 の 炎 症 で あ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 が 、 異 常 型 平 滑 筋 機 能 か ら 生 じ る 障
害 と 関 連 す る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
異 常 型 平 滑 筋 機 能 が 、 肺 気 管 ま た は 脈 管 構 造 に お い て 存 在 す る 、 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 が 、 対 象 に お け る 臓 器 移 植 と 関 連 す
る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
抗 オ キ シ ダ ン ト が 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 α -ト コ フ ェ ロ ー ル 、 γ -グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ニ ル グ
リ シ ン 、 γ -グ ル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ 、 α -リ ポ 酸 、 ジ ヒ ド ロ リ ポ エ ー ト 、 － ア セ
チ ル -５ － メ ト キ シ ト リ プ タ ミ ン 、 フ ラ ボ ン 、 フ ラ ボ ネ ン 、 フ ラ バ ノ ー ル 、 カ タ ラ ー ゼ 、
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン お よ び ブ チ ル 化 ヒ
ド ロ キ シ ト ル エ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
組 成 物 が 、 静 脈 的 に 、 局 所 的 に 、 経 口 的 に 、 吸 入 に よ っ て 、 挿 管 に よ っ て 、 腹 腔 内 に 、 筋
肉 内 に 、 経 皮 的 お よ び 皮 下 的 に 、 対 象 へ 送 達 さ れ る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
組 成 物 が 抗 オ キ シ ダ ン ト を 含 有 す る リ ポ ソ ー ム を 含 む 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
抗 原 を 、 一 重 項 酸 素 か ら ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 し 得 る 抗 体 と 接 触 さ せ
る こ と を 含 む 、 抗 原 を ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 に 曝 露 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
一 重 項 酸 素 が 感 作 剤 に よ っ て 誘 導 さ れ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
感 作 剤 が 抗 体 に 接 合 さ れ る 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
感 作 剤 が 、 プ テ リ ン 、 フ ラ ビ ン 、 ヘ マ ト ポ ル フ ィ リ ン 、 テ ト ラ キ ス (４ -ス ル ホ ナ ト フ ェ ニ
ル )ポ ル フ ィ リ ン 、 ビ ピ リ ジ ル ル テ ミ ウ ム (Ｉ Ｉ )複 合 体 、 ロ ー ズ ベ ン ガ ル 染 料 、 キ ノ ン 、
ロ ー ダ ミ ン 染 料 、 フ タ ロ シ ア ニ ン お よ び ハ イ ポ ク レ リ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 ２ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
抗 原 が 脂 肪 酸 ま た は 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
抗 原 が 細 胞 上 に 存 在 す る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
細 胞 が 、 内 皮 、 間 質 、 上 皮 、 筋 肉 、 フ ァ ゴ ソ ー ム 、 白 血 球 、 樹 状 、 結 合 組 織 ま た は 神 経 系
細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
フ ァ ゴ ソ ー ム が 好 中 球 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
筋 肉 細 胞 が 平 滑 筋 細 胞 、 骨 格 筋 細 胞 ま た は 心 筋 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
一 重 項 酸 素 が 細 胞 の 照 射 か ら 生 じ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
細 胞 の 照 射 が 紫 外 線 、 赤 外 線 光 ま た は 可 視 光 に よ る 、 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
抗 体 が Ｆ ab、 Ｆ ｖ 、 sＦ ｖ ま た は 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方
法 。
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【 請 求 項 ３ ５ 】
抗 体 が 抗 原 に 対 し て 免 疫 特 異 性 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
抗 体 が 抗 原 に 対 し て 免 疫 特 異 性 で な い 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
細 胞 表 面 で の 抗 体 濃 度 が １ － ５ μ Ｍ で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
癌 細 胞 を 、 一 重 項 酸 素 か ら ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 し 得 る 抗 体 に 関 す る
有 効 増 殖 -阻 害 量 を 含 む 組 成 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 癌 細 胞 の 増 殖 阻 害 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
抗 体 の 量 が 癌 細 胞 を 殺 す の に 十 分 で あ る 、 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
癌 細 胞 表 面 で の 抗 体 濃 度 が １ -５ μ Ｍ で あ る 、 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
抗 体 が 、 Ｆ ab、 Ｆ ｖ 、 sＦ ｖ ま た は 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
抗 体 が 、 癌 細 胞 上 で 発 現 し た 抗 原 を 認 識 し 、 免 疫 反 応 す る 、 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
癌 細 胞 が 癌 に か か っ た 対 象 に 存 在 す る 、 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
対 象 が 、 肺 癌 、 前 立 腺 癌 、 大 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 膀 胱 癌 、 骨 髄 性 白 血 病 、 リ ン
パ 腫 ま た は 脳 腫 瘍 を 有 す る 、 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
癌 細 胞 が 、 癌 に か か っ た 対 象 か ら 取 り 出 さ れ 、 体 外 で 培 養 さ れ る 、 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ６ 】
体 外 細 胞 が 、 紫 外 線 、 赤 外 線 ま た は 可 視 光 に 曝 露 さ れ 、 そ し て 対 象 に 戻 さ れ る 、 請 求 項 ４
３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
組 成 物 が 体 内 で 送 達 さ れ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
イ ン ・ ビ ボ 送 達 が 、 静 脈 的 、 局 所 的 、 経 口 的 、 吸 入 に よ っ て 、 挿 管 に よ っ て 、 腹 腔 内 、 筋
肉 内 、 経 皮 的 お よ び 皮 下 的 に 行 わ れ る 、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
組 成 物 が 抗 体 を 含 有 す る リ ポ ソ ー ム を 含 む 、 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
抗 体 が 組 換 え 体 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
組 換 え 体 抗 体 が 、 細 胞 に 送 達 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー か ら 発 現 す る 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
発 現 ベ ク タ ー が さ ら に 感 作 剤 分 子 を 発 現 す る 、 請 求 項 ５ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
組 成 物 が 感 作 剤 分 子 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
感 作 剤 分 子 が 、 プ テ リ ン 、 フ ラ ビ ン 、 ヘ マ ト ポ ル フ ィ リ ン 、 テ ト ラ キ ス (４ -ス ル ホ ナ ト フ
ェ ニ ル )ポ ル フ ィ リ ン 、 ビ ピ リ ジ ル ル テ ニ ウ ム (Ｉ Ｉ )複 合 体 、 ロ ー ズ ベ ン ガ ル 染 料 、 キ ノ
ン 、 ロ ー ダ ミ ン 染 料 、 フ タ ロ シ ア ニ ン お よ び ハ イ ポ ク レ リ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、
請 求 項 ５ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
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感 作 剤 分 子 が 抗 体 に 接 合 さ れ る 、 請 求 項 ５ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
患 者 に お い て 癌 細 胞 を 標 的 化 お よ び 殺 傷 す る 方 法 で あ っ て 、 癌 細 胞 を 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ
得 る 賦 形 剤 中 の 抗 体 の 有 効 殺 傷 量 を 含 む 組 成 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 （ 抗 体 は 一 重
項 酸 素 か ら ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 す る こ と が で き 、 そ し て 抗 体 は 癌 細
胞 上 で 発 現 し た 抗 原 を 認 識 し 、 免 疫 反 応 を な す ） 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
細 胞 表 面 で の 抗 体 濃 度 が １ -５ μ Ｍ で あ る 、 請 求 項 ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
高 圧 チ ャ ン バ ー 内 に 患 者 を 置 く こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
組 成 物 が さ ら に 感 作 剤 分 子 を 含 む 、 請 求 項 ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
感 作 剤 分 子 が 、 プ テ リ ン 、 フ ラ ビ ン 、 ヘ マ ト ポ ル フ ィ リ ン 、 テ ト ラ キ ス (４ -ス ル ホ ナ ト フ
ェ ニ ル )ポ ル フ ィ リ ン 、 ビ ピ リ ジ ル ル テ ニ ウ ム (Ｉ Ｉ )複 合 体 、 ロ ー ズ ベ ン ガ ル 染 料 、 キ ノ
ン 、 ロ ー ダ ミ ン 染 料 、 フ タ ロ シ ア ニ ン お よ び ハ イ ポ ク レ リ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、
請 求 項 ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 中 に 治 療 上 有 効 量 の 抗 体 を 含 む 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る こ と
を 含 む 、 対 象 を 処 置 す る た め の 方 法 （ 抗 体 が 一 重 項 酸 素 か ら ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸
化 水 素 を 生 成 し 得 る ） 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 が 、 対 象 中 の 好 中 球 介 在 性 炎 症 に 関
与 す る 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
対 象 が 自 己 免 疫 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 が 、 対 象 に お け る フ ァ ゴ ソ ー ム の 殺
菌 有 効 性 を 増 強 す る 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 が 、 開 口 損 傷 部 を 有 す る 対 象 に お け
る 損 傷 回 復 を 増 進 す る 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 が 繊 維 芽 細 胞 増 殖 を 刺 激 す る 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ ７ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 が 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
免 疫 応 答 が リ ン パ 球 増 殖 を 包 含 す る 、 請 求 項 ６ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 が 細 胞 増 殖 を 刺 激 す る 、 請 求 項 ６ １
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
細 胞 増 殖 が 対 象 に お け る 損 傷 部 に お い て 繊 維 芽 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
細 胞 増 殖 が 対 象 上 の 損 傷 部 に お い て リ ン パ 球 を 含 む 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
リ ン パ 球 が Ｂ 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ７ １ の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
接 触 す る こ と が 、 対 象 に 対 す る 損 傷 部 へ の 局 所 適 用 を 含 む 、 請 求 項 ６ ９ の 方 法 。
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【 請 求 項 ７ ４ 】
局 所 適 用 が 抗 体 を 含 有 す る 包 帯 を 含 む 、 請 求 項 ７ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
抗 体 介 在 性 ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 生 成 に よ っ て 生 成 し た 過 酸 化 水 素 の 生 成 を
調 節 す る 剤 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 下 記 ス テ ッ プ :
a)　 一 重 項 酸 素 か ら ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 し 得 る 抗 体 を 含 む 組 成 物 を
、 剤 と 接 触 さ せ 、 分 子 酸 素 存 在 下 に ア ッ セ イ 溶 液 中 の 混 合 物 を 形 成 す る こ と 、
b)　 混 合 物 を 照 射 し 、 分 子 酸 素 か ら 一 重 項 酸 素 を 生 成 す る こ と （ こ こ で 、 該 一 重 項 酸 素 が
抗 体 に よ り 過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド に 還 元 さ れ 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー
ゼ が 酸 化 水 素 を 形 成 す る ） 、
c)　 形 成 さ れ た 過 酸 化 水 素 を 検 出 す る こ と 、 そ し て
d)　 検 出 さ れ た 過 酸 化 水 素 を 適 当 な コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し 、 そ れ に よ っ て 、 ど の よ う に 剤
が 過 酸 化 水 素 の 生 成 を 調 節 す る か を 測 定 す る こ と 、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
調 節 が 過 酸 化 水 素 生 成 の 阻 害 で あ る 、 請 求 項 ７ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
調 節 が 過 酸 化 水 素 生 成 の 生 成 で あ る 、 請 求 項 ７ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
照 射 が 紫 外 線 に よ る 、 請 求 項 ７ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
照 射 が 可 視 光 に よ る 、 請 求 項 ７ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
可 視 光 照 射 が 感 作 剤 と 抗 体 組 成 物 と を 混 合 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ ５ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ １ 】
形 成 さ れ た 過 酸 化 水 素 の 検 出 が 、 過 酸 化 水 素 に つ い て 蛍 光 基 質 を 持 つ 蛍 光 手 段 に よ る 、 請
求 項 ７ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
蛍 光 手 段 が 蛍 光 顕 微 鏡 ま た は 蛍 光 分 光 計 で あ る 、 請 求 項 ７ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
蛍 光 分 光 計 が 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 基 に し た も の で あ る か 、 標 準 キ ュ ベ ッ ト を 用 い る も の で あ る
、 請 求 項 ８ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
ス テ ッ プ が 実 施 例 Ｉ に 記 載 の よ う に 実 施 さ れ る 、 請 求 項 ７ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
抗 原 を 用 い て 抗 体 免 疫 活 性 を 検 出 す る た め に 免 疫 ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 方 法 で あ っ て
、 下 記 ス テ ッ プ :
a)　 一 重 項 酸 素 生 成 媒 質 中 で 、 抗 原 ま た は 抗 体 を 含 む 第 一 試 薬 を 含 む 組 成 物 が 固 定 化 さ れ
て い る 基 質 を 、 第 一 試 薬 と 反 応 性 で あ る 抗 原 ま た は 抗 体 を 含 む 第 二 組 成 物 と 接 触 さ せ 、 固
定 化 さ れ た 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 形 成 す る こ と （ 抗 体 が 、 酸 素 存 在 下 に 一 重 項 酸 素 か ら ス ー
パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 す る ） 、 そ し て 、
b)　 抗 体 生 成 ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 検 出 す る こ と 、 そ れ に よ っ て 、 抗 原 と
の 抗 体 免 疫 活 性 を 検 出 す る こ と 、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
形 成 さ れ た 複 合 体 を 照 射 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ８ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
照 射 が 紫 外 線 に よ る 、 請 求 項 ８ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
照 射 が 可 視 光 に よ る 、 請 求 項 ８ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】

10

20

30

40

50

(6) JP 2005-524601 A 2005.8.18



可 視 光 照 射 が 、 感 作 剤 と 抗 体 と を 混 合 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ８ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
形 成 さ れ た 過 酸 化 水 素 の 検 出 が 、 過 酸 化 水 素 に つ い て 蛍 光 基 質 を 有 す る 蛍 光 手 段 に よ る 、
請 求 項 ８ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
蛍 光 手 段 が 蛍 光 顕 微 鏡 ま た は 蛍 光 分 光 計 で あ る 、 請 求 項 ９ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
蛍 光 分 光 計 が Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 基 に す る か 、 も し く は 標 準 キ ュ ベ ッ ト を 有 す る 、 請 求 項 ９ １ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
第 一 組 成 物 が 抗 原 で あ り 、 第 二 組 成 物 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ８ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
第 一 組 成 物 が 抗 体 で あ り 、 第 二 組 成 物 が 抗 原 で あ る 、 請 求 項 ８ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
ス テ ッ プ (ｂ )が ス ー パ ー オ キ シ ド を 検 出 す る 、 請 求 項 ８ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
ス テ ッ プ (ｂ )が 過 酸 化 水 素 を 検 出 す る 、 請 求 項 ８ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
設 計 さ れ た 抗 体 分 子 が 、 ２ つ 以 下 の 還 元 中 心 を 持 ち 、 還 元 中 心 に よ っ て 還 元 さ れ た 一 重 項
酸 素 か ら の ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 生 成 が 減 少 す る こ と 、 を 含 む 治 療 用 抗 オ
キ シ ダ ン ト 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ９ ７ の 治 療 用 抗 オ キ シ ダ ン ト 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
抗 体 分 子 が 還 元 中 心 を 実 質 的 に 含 ま ず 、 還 元 中 心 に よ っ て 還 元 さ れ る 一 重 項 酸 素 か ら の ス
ー パ ー オ キ シ ド の 生 成 が 実 質 的 に お こ ら な い 、 請 求 項 ９ ７ 記 載 の 治 療 用 抗 オ キ シ ダ ン ト 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
還 元 中 心 が イ ン ド ー ル を 含 む 、 請 求 項 ９ ７ 記 載 の 治 療 用 抗 オ キ シ ダ ン ト 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
イ ン ド ー ル が 分 子 中 の ア ミ ノ 酸 分 子 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ ０ ０ 記 載 の 治 療 用 抗 オ キ シ ダ ン
ト 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
イ ン ド ー ル が ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ ０ １ 記 載 の 治 療 用 抗 オ キ シ ダ ン ト
。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
抗 体 が 組 換 え 体 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ９ ７ 記 載 の 治 療 用 抗 オ キ シ ダ ン ト 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
抗 オ キ シ ダ ン ト が 請 求 項 １ ま た は ７ に 従 っ て 使 用 さ れ る 、 請 求 項 ９ ７ 記 載 の 治 療 用 抗 オ キ
シ ダ ン ト 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
抗 オ キ シ ダ ン ト が 請 求 項 ９ ７ の 治 療 用 抗 オ キ シ ダ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ７ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
一 重 項 酸 素 を ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 に 還 元 し 得 る ２ つ 以 上 の 還 元 中 心 を 含 む
、 設 計 さ れ た 治 療 用 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ０ ６ の 設 計 さ れ た 治 療 用 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
還 元 中 心 が イ ン ド ー ル を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ６ の 設 計 さ れ た 治 療 用 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
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分 子 が ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ６ の 設 計 さ れ た 治 療 用 分 子 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
イ ン ド ー ル が 分 子 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ ０ ９ の 該 設 計 さ れ た 治 療 用 分 子
。
【 請 求 項 １ １ １ 】
イ ン ド ー ル が ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ １ ０ の 設 計 さ れ た 治 療 用 分 子 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】
ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 が 抗 体 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ １ １ の 設 計 さ れ た 治 療 用 分 子 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
抗 体 が 組 換 え 体 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ０ ６ の 該 設 計 さ れ た 治 療 用 分 子 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
組 換 え 体 抗 体 が 抗 原 に 結 合 し 得 る 、 請 求 項 １ １ ３ の 設 計 さ れ た 治 療 用 分 子 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
組 換 え 体 抗 体 が 融 合 接 合 体 と し て 発 現 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ３ の 設 計 さ れ た 治 療 用 分 子 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
融 合 接 合 体 が 感 作 剤 を 含 む 、 請 求 項 １ １ ５ の 設 計 さ れ た 治 療 用 分 子 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 が オ ボ ア ル ブ ミ ン 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ １ ２ の 設 計 さ れ た 治 療 用 分
子 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
分 子 が 化 学 的 に 合 成 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ６ の 設 計 さ れ た 治 療 用 分 子 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
抗 体 が 請 求 項 ７ 、 ３ ８ ま た は ６ １ 記 載 の 方 法 に 従 っ て 使 用 さ れ る 、 請 求 項 １ １ ２ の 設 計 さ
れ た 治 療 用 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
抗 体 が 、 請 求 項 １ ０ ６ に 従 っ て 設 計 さ れ た 治 療 用 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ７ 、 ３ ８ ま た は ６ １
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 に 一 重 項 酸 素 を 還 元 し 得 る 少 な く と も １ つ の 還 元 中 心
と 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 と を 含 む 、 設 計 さ れ た 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
還 元 中 心 が イ ン ド ー ル を 含 む 、 請 求 項 １ ２ １ の 設 計 さ れ た 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
イ ン ド ー ル が 抗 体 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ ２ ２ の 設 計 さ れ た 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
イ ン ド ー ル が ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ ２ ３ の 設 計 さ れ た 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
抗 体 が 抗 原 に 結 合 し 得 る 、 請 求 項 １ ２ １ の 設 計 さ れ た 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
還 元 中 心 が 抗 体 の 可 変 性 結 合 ド メ イ ン と 隣 接 し て 位 置 す る 、 請 求 項 １ ２ １ の 設 計 さ れ た 治
療 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
抗 体 が ３ つ の ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 で あ る 、 請 求 項 １ ２ １ の 設 計 さ れ た 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】
抗 体 が 組 換 え 体 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ２ １ の 設 計 さ れ た 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
組 換 え 体 抗 体 が 融 合 接 合 体 と し て 発 現 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ ８ 記 載 の 設 計 さ れ た 治 療 用 抗 体
。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
組 換 え 体 抗 体 が 抗 原 に 結 合 し 得 、 融 合 接 合 体 が 感 作 剤 を 含 む 、 請 求 項 １ ２ ９ 記 載 の 設 計 さ
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れ た 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ １ 】
抗 体 が 請 求 項 ７ 、 ３ ８ ま た は ６ １ の 方 法 に 従 っ て 使 用 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ １ 記 載 の 設 計 さ
れ た 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】
抗 体 が 請 求 項 ７ 、 ３ ８ ま た は ６ １ の 方 法 に 従 っ て 使 用 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ ５ 記 載 の 設 計 さ
れ た 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】
組 換 え 体 接 合 抗 体 が 請 求 項 ８ ６ 、 ９ １ 、 ９ ３ ま た は ９ ４ の 方 法 に 従 っ て 使 用 さ れ る 、 請 求
項 １ ３ ０ 記 載 の 設 計 さ れ た 治 療 用 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
抗 体 が 抗 原 に 結 合 し 得 る 、 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
一 重 項 酸 素 が 、 一 重 項 酸 素 を 生 成 し 得 る プ ロ ド ラ ッ グ を 投 与 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る
（ プ ロ ド ラ ッ グ が 適 当 な 時 間 の 後 に 投 与 さ れ 、 抗 体 が 抗 原 に 結 合 し 、 抗 体 -抗 原 複 合 体 を
形 成 す る こ と を 可 能 に す る ） 、 請 求 項 １ ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ６ 】
プ ロ ド ラ ッ グ が エ ン ド ペ ロ キ シ ド で あ る 、 請 求 項 １ ３ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ７ 】
エ ン ド ペ ロ キ シ ド が 、 形 成 さ れ た 抗 体 -抗 原 複 合 体 に 近 接 し て 、 約 １ ０ μ ｌ の 濃 度 で 存 在
す る 、 請 求 項 １ ３ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ８ 】
抗 体 お よ び プ ロ ド ラ ッ グ が 筋 肉 内 、 静 脈 内 ま た は 皮 下 的 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ ５ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ ９ 】
抗 体 が 請 求 項 １ ２ １ の 設 計 さ れ た 治 療 用 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ０ 】
紫 外 線 、 赤 外 線 ま た は 可 視 光 に よ る 照 射 （ 抗 体 が 請 求 項 １ ２ １ の 設 計 さ れ た 治 療 用 抗 体 で
あ り 、 融 合 接 合 体 が 感 作 剤 を 含 む ） を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ １ 】
体 液 中 の 抗 原 の 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 下 記 ス テ ッ プ ：
ａ ） 抗 原 と ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 し 得 る 抗 体 と の 複 合 体 を 固 定 化 す る
こ と 、 そ し て 、
ｂ ） 抗 体 に よ っ て 生 成 さ れ た ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 検 出 す る こ と 、 を 含 む
方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ２ 】
抗 原 が 剤 で あ る 、 請 求 項 １ ４ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ３ 】
抗 原 が ホ ル モ ン で あ る 、 請 求 項 １ ４ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ４ 】
体 液 が 血 液 ま た は 尿 で あ る 、 請 求 項 １ ４ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ５ 】
過 酸 化 水 素 を 生 成 し 得 る Ｔ 細 胞 受 容 体 を 含 む 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 技 術 分 野 ）
本 発 明 は 、 一 重 項 酸 素 か ら ス ー パ ー オ キ シ ド フ リ ー ラ ジ カ ル の 抗 体 介 在 性 生 成 の た め の 方
法 に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 一 重 項 酸 素 か ら の 過 酸 化 水 素 の 生 成 に 関 す る 。 治 療 方 法 は
、 こ れ ら の プ ロ セ ス を 増 強 す る こ と 、 お よ び 阻 害 す る こ と の 両 方 に 基 づ く 。 ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 は 、 検 出 可 能 な 過 酸 化 水 素 も し く は ス ー パ ー オ キ シ ド に お け る 各 々 の 増 減 に よ っ て
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、 過 酸 化 水 素 お よ び ス ー パ ー オ キ シ ド フ リ ー ラ ジ カ ル に 関 す る 抗 体 介 在 性 生 成 の モ ジ ュ レ
ー タ ー を 同 定 す る こ と に 関 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 、 過 酸 化 水 素 を 検 出 す る こ と を 基 に し
た 簡 便 な 免 疫 ア ッ セ イ に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 過 酸 化 水 素 お よ び ス ー パ ー オ キ シ ド フ
リ ー ラ ジ カ ル の 生 成 を 増 加 さ せ る よ う に 設 計 さ れ た 治 療 用 組 成 物 、 お よ び こ の 生 成 を 防 止
す る た め に 設 計 さ れ る 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 技 術 背 景 ）
様 々 な 疾 病 メ カ ニ ズ ム お よ び 条 件 を 変 化 さ せ る こ と に 関 連 す る 適 切 な 生 物 学 的 基 準 は 、 細
胞 代 謝 へ の 利 益 と 不 利 益 の 両 方 が 逆 説 的 に 存 す る 酸 化 ス ト レ ス お よ び 連 続 的 フ リ ー ラ ジ カ
ル の 生 成 で あ る 。 ヒ ト の 代 謝 は 酸 素 を 基 に し て い る 。 同 様 に 、 酸 化 プ ロ セ ス に 関 す る 化 学
反 応 は 、 細 胞 ホ メ オ ス タ シ ス の 中 心 的 役 割 を 担 う 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
酸 素 カ ス ケ ー ド に お い て 、 酸 素 の 不 完 全 な 還 元 か ら 生 じ る 反 応 性 酸 素 種 は 、 １ 以 上 の 不 対
電 子 を 持 つ 、 フ リ ー ラ ジ カ ル 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル （ Ｏ ２

● ） お よ び ヒ ド ロ キ シ ラ
ジ カ ル （ Ｏ Ｈ ● ） を 含 む 。 ス ー パ ー オ キ シ ド は 、 酸 化 と 還 元 の 同 時 反 応 中 に 、 そ れ 自 身 と
自 然 に 反 応 し て 、 過 酸 化 水 素 （ Ｈ 2 Ｏ 2 ） を 形 成 す る 。 一 定 の 状 況 下 、 例 え ば 、 カ タ ラ ー ゼ
非 存 在 下 に お い て 、 形 成 さ れ た 過 酸 化 水 素 （ Ｈ 2 Ｏ 2 ） は 、 フ リ ー ラ ジ カ ル で は な い が 、 ヒ
ド ロ キ シ ル ラ ジ カ ル お よ び 次 亜 塩 素 酸 （ Ｈ Ｏ Ｃ ｌ ） の 形 成 に よ り 細 胞 毒 性 の 酸 化 物 と な る
(McCord, Amer.J.Med.,108:652-659(2000))。 細 胞 内 で は 、 殆 ど の ス ー パ ー オ キ シ ド は 、
ミ ト コ ン ド リ ア の 呼 吸 系 の 結 果 と し て 生 成 さ れ る (McCord, Amer.J.Med.,108:652-659(200
0))。 ス ー パ ー オ キ シ ド 低 濃 度 で は 、 過 酸 化 水 素 へ の 変 換 は ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー
ゼ に よ っ て 触 媒 さ れ 、 こ の プ ロ セ ス は ス ー パ ー オ キ シ ド の 低 い 定 常 濃 度 を 維 持 す る の に 助
け と な る (Babior et al., Amer.J.Med.,109:33-34(2000))。
【 ０ ０ ０ ４ 】
酸 素 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る 他 の 高 反 応 性 分 子 は 、 一 重 項 酸 素 （ １ Ｏ ２ ） で あ る 。 一 重 項 酸
素 は 、 ポ ル フ ィ リ ン 症 患 者 の 皮 膚 に 存 在 す る 金 属 を 含 ま な い ポ ル フ ィ リ ン 前 駆 体 の 光 に よ
る 照 射 か ら 生 じ る 。 一 重 項 酸 素 は 、 ま た ニ ュ ー ト ロ フ ィ ル に よ っ て 生 じ 、 そ れ ら の 標 的 に
対 す る フ ァ ゴ ソ ー ム に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 損 傷 に 関 与 す る と 考 え ら れ る (Babior et al.
,Amer.J.Med.,109:33-34(2000))。 生 物 分 子 と の そ の 高 い 反 応 性 を 根 拠 と し て 、 一 重 項 酸
素 は 、 一 般 的 に 、 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー 剤 の カ ス ケ ー ド に お け る 終 点 で あ る と 考 え ら れ て き
た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
遊 離 ラ ジ カ ル の 反 応 性 質 に よ り 、 細 胞 お よ び 全 生 物 体 に 対 し て 正 お よ び 負 の 効 果 の 両 方 を
引 起 す よ う に な る 。 こ れ ら 反 応 性 種 の 負 の 効 果 を 阻 害 す る 方 法 は 、 多 く の 症 状 に 関 す る 処
理 に お い て 驚 く べ き 利 点 と な る だ ろ う 。 ま た 、 こ れ ら 反 応 性 種 の 正 の 効 果 を 利 用 す る た め
の 方 法 は 、 細 胞 増 殖 お よ び 感 染 な ど の か か る 事 象 を 制 御 す る た め に 有 益 で あ ろ う 。 従 っ て
、 遊 離 ラ ジ カ ル お よ び 他 の 反 応 性 種 の 生 成 を 調 節 す る 方 法 お よ び 剤 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
（ 発 明 の 要 旨 ）
本 発 明 は 、 一 重 項 酸 素 を ス ー パ ー オ キ シ ド に 還 元 す る た め の 、 抗 体 の 新 規 に 発 見 さ れ た 能
力 を 利 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 触 媒 反 応 は 、 最 終 的 に 過 酸 化 水 素 の 形 成 を も た ら す 。
ま た 、 本 発 明 は 、 水 の 酸 化 に よ り 、 一 重 項 酸 素 か ら 過 酸 化 水 素 を 生 成 す る た め に 抗 体 を 利
用 す る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 生 物 学 的 条 件 下 で は 、 過 酸 化 水 素 は 、 そ れ 自 身 が 反 応 性 分 子
を 生 成 す る 。 即 ち 、 本 発 明 は 、 一 般 的 に 、 所 望 の 結 果 に 応 じ て 、 こ れ ら プ ロ セ ス を 阻 害 し
た り 、 促 進 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 新 規 に 発 見 さ れ た 抗 体 介 在 性
プ ロ セ ス を 調 節 す る 剤 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に も 関 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら
に 、 抗 体 が 触 媒 し た 水 の 酸 化 に よ っ て 生 成 さ れ た 過 酸 化 水 素 を 直 接 的 に 検 出 す る こ と を 基
に し た 改 良 さ れ た 免 疫 ア ッ セ イ 形 式 を 意 図 す る 。 本 発 明 は 、 一 重 項 酸 素 の 存 在 に お い て 抗
体 に よ る 生 成 ス ー パ ー オ キ シ ド か ら 生 成 し た 過 酸 化 水 素 を 基 に し た 改 良 さ れ た 免 疫 ア ッ セ
イ を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 増 加 も し く は 低 下 し た 酸 化 機 能 を 示 す よ う に 設 計 さ れ た
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治 療 用 組 成 物 、 好 ま し く は 、 抗 体 組 成 物 を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
図 １ は 、 フ ァ ゴ ソ ー ム の 酸 素 依 存 性 殺 菌 剤 作 用 を 示 す 。 １ Ｏ ２ 、 Ｏ ２

● - の 相 互 変 換 が 存
在 し 、 抗 体 に 対 す る 内 因 性 能 力 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
図 ２ は 、 amplex red assayを 示 す 。
図 ３ は 、 ネ ズ ミ の モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｉ ｇ Ｇ  Ｅ Ｐ ２ － １ ９ Ｇ ２ (２ ０ μ Ｍ )の 存 在 下 ま た は 非
存 在 下 の Ｐ Ｂ Ｓ (ｐ Ｈ ７ .４ )中 で の Ｈ 2 Ｏ 2 生 成 の 初 期 タ イ ム コ ー ス を 示 す 。 エ ラ ー バ ー は
、 平 均 値 か ら の デ ー タ 範 囲 を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
図 ４ は 、 Ｕ Ｖ 照 射 後 の ネ ズ ミ 抗 体 １ Ｄ ４ Ｆ abフ ラ グ メ ン ト の 単 一 結 晶 に 関 す る 蛍 光 顕 微 鏡
写 真 、 そ し て Amplex red assay試 薬 を 用 い る Ｈ 2 Ｏ 2 検 出 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ０ 】
図 ５ は 、 （ Ａ ） Ｈ Ｐ 感 作 ア ッ セ イ を 示 す 。 ３ １ １ ２ ７ （ ウ マ Ｉ ｇ Ｇ 、 ２ ０ μ Ｍ ） の 存 在 下
（ ○ ） も し く は 非 存 在 下 （ ◆ ） に お い て 、 Ｈ Ｐ （ ４ ０ μ Ｍ ） お よ び 可 視 光 に よ る 、 Ｐ Ｂ Ｓ
（ ｐ Ｈ ７ .４ ） 中 の Ｈ 2 Ｏ 2 形 成 の タ イ ム コ ー ス 。 （ Ｂ ） Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .４ ） に 添 加 物 を 含
ま な い （ □ ） か 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .４ ） の Ｎ ａ Ｎ ３ （ ○ 、 １ ０ ０ μ Ｍ ） ま た は Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ
Ｈ ７ .４ ） の Ｄ ２ Ｏ （ ◇ ） 溶 液 と 共 に 、 ３ １ １ ２ ７ （ ウ マ Ｉ ｇ Ｇ 、 ６ .７ μ Ｍ ） の 存 在 下 、
Ｈ Ｐ （ ４ ０ μ Ｍ ） お よ び 可 視 光 を 用 い る Ｈ 2 Ｏ 2 の 初 期 タ イ ム コ ー ス 。 （ Ｃ ） Ｈ 2 Ｏ 2 の 形 成
速 度 に 対 す る タ ン パ ク 質 濃 度 （ ３ １ １ ２ ７ 、 ウ マ Ｉ ｇ Ｇ ） 。 （ Ｄ ） ３ １ １ ２ ７ （ ウ マ Ｉ ｇ
Ｇ 、 ６ .７ μ Ｍ ） に よ る Ｈ 2 Ｏ 2 生 成 の 速 度 に 対 す る 酸 素 濃 度 。 全 て の 点 は 、 少 な く と も ２
回 の 実 験 測 定 の 平 均 値 で あ る 。 エ ラ ー バ ー は 、 平 均 か ら の 実 験 的 な 測 定 値 の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
図 ６ は 、 タ ン パ ク 質 の パ ネ ル に 対 す る Ｈ 2 Ｏ 2 形 成 の 測 定 し た 初 期 速 度 、 お よ び 抗 体 と の 比
較 を 示 す 棒 グ ラ フ (表 １ か ら の デ ー タ )で あ る 。 全 て の 点 は 、 少 な く と も ２ 回 の 実 験 測 定 の
平 均 値 で あ る 。 エ ラ ー バ ー は 、 平 均 か ら の 実 験 的 な 測 定 値 の 範 囲 で あ る 。 Ｏ Ｖ Ａ 、 チ キ ン
－ 卵 の オ ボ ア ル ブ ミ ン ； Ｓ Ｏ Ｄ 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ 。
【 ０ ０ １ ２ 】
図 ７ は 、 （ Ａ ） Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .４ ） 中 、 ウ マ Ｉ ｇ Ｇ （ ６ .７ μ Ｍ ） の Ｕ Ｖ 照 射 に よ る Ｈ 2

Ｏ 2 形 成 の 速 度 、 （ Ｂ ） ３ ２ ６ ｎ ｍ （ 励 起 =２ ８ ０ ｎ ｍ ） で 測 定 さ れ た ウ マ Ｉ ｇ Ｇ の 同 時 性
蛍 光 放 出 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ３ 】
図 ８ は 、 Ｈ 2 Ｏ 2 生 成 を 示 す 。 （ Ａ ） 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ る Ｈ 2 Ｏ 2 の 生
成 。 ア ッ セ イ は 、 ２ ０ ℃ 、 有 気 条 件 下 で 、 ト ラ ン ス イ ル ミ ネ ー タ ー (Fischer Biotech)上
に 密 閉 し た ガ ラ ス バ イ ア ル 中 の リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (Ｐ Ｂ Ｓ )［ １ ０ ｍ Ｍ  リ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ .４ ） ］ 中 、 個 々 の タ ン パ ク 質 試 料 （ １ ０ ０ μ 、 ６ .
７ μ Ｍ ） の 近 － Ｕ Ｖ 照 射 （ ３ １ ２ ｎ ｍ 、 ８ ０ ０ μ Ｗ ｃ ｍ － ２ ） に よ っ て 行 わ れ た 。 ア リ コ
ー ト (１ ０ μ Ｌ )は こ の ア ッ セ イ の 間 に 取 り 出 さ れ る 。 Ｈ 2 Ｏ 2 濃 度 は amplex red 方 法 に よ
っ て 測 定 さ れ た 。 各 デ ー タ の 点 は 、 少 な く と も ２ 回 の 測 定 値 ： [● ポ リ ク ロ ー ナ ル （ ポ リ
） 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ｉ ｇ ） Ｇ 、 ヒ ト ； ○ ポ リ Ｉ ｇ Ｇ 、 ウ マ ； □ ポ リ Ｉ ｇ Ｇ 、 ヒ ツ ジ ； ▽ モ
ノ ク ロ ー ナ ル (ｍ )Ｉ ｇ Ｇ （ Ｗ Ｄ １ － ６ Ｇ ６ ） 、 ネ ズ ミ ； △ ポ リ Ｉ ｇ Ｍ 、 ヒ ト ； ◇ ｍ Ｉ ｇ Ｇ
（ ９ ２ Ｈ ２ ） 、 ネ ズ ミ ； ■ β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (β － ｇ ａ ｌ )； ヒ ヨ コ オ ボ ア ル ブ ミ ン (
Ｏ Ｖ Ａ )； ▼ α -ラ ク ト ア ル ブ ミ ン （ α － ｌ ａ ｃ ） ； ◆ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） ]の
平 均 値 ± Ｓ Ｅ Ｍ と し て 記 載 さ れ る 。 （ Ｂ ） ヒ ツ ジ ポ リ Ｉ ｇ Ｇ （ ６ .７ μ Ｍ ,２ ０ ０ μ Ｌ ） に
よ る Ｈ 2 Ｏ 2 の 長 時 間 生 成 。 ９ ６ -ウ ェ ル 石 英 プ レ ー ト の 封 を し た ウ ェ ル に お け る 、 Ｐ Ｂ Ｓ
中 、 ８ 時 間 の 近 -Ｕ Ｖ 照 射 。 Ｈ 2 Ｏ 2 濃 度 は （ Ａ ） に 記 載 の よ う に 測 定 さ れ た 。 （ Ｃ ） Ｐ Ｃ
Ｐ － ２ １ Ｈ ３ 、 ｍ Ｉ ｇ Ｇ (ネ ズ ミ )（ ６ .７ μ Ｍ 、 ２ ０ ０ μ Ｌ ） 溶 液 は 、 ５ １ ０ 分 間 、 ９ ６ -
ウ ェ ル 石 英 プ レ ー ト の 密 閉 ウ ェ ル に お け る Ｐ Ｂ Ｓ で 照 射 さ れ た 。 Ｈ 2 Ｏ 2 は 、 amplex red 
ア ッ セ イ に よ っ て ア ッ セ イ さ れ 、 つ い で Ｅ upergit Ｃ 上 に 固 定 さ れ た カ タ ラ ー ゼ （ １ ０ ｍ
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ｇ 、 ２ ８ ８ ｍ Ｕ ） の 添 加 に よ っ て 分 解 さ れ る 。 カ タ ラ ー ゼ を 濾 過 に よ っ て 除 去 さ れ 、 抗 体
溶 液 は ４ ２ ０ 分 間 、 再 び 照 射 さ れ た 。 速 度 （ ０ － ５ １ ０ 分 ） ＝ ０ .３ ６ ８ μ Ｍ ／ 分 （ ｒ ２

＝ ０ .９ ９ ８ ） ； 速 度 （ ５ １ １ － ９ ３ ０ 分 ） ＝ ０ .３ ９ ８ μ Ｍ ／ 分 （ ｒ ２ ＝ ０ .９ ８ ７ ） 。
（ Ｄ ） ウ マ ポ リ Ｉ ｇ Ｇ に よ る Ｈ 2 Ｏ 2 の 光 生 成 に 対 す る Ｈ 2 Ｏ 2 の Ｉ Ｃ ５ ０ の 測 定 。 ウ マ Ｉ ｇ
Ｇ （ ６ .７ μ Ｍ ） の 溶 液 は 、 Ｈ 2 Ｏ 2 の 濃 度 （ ０ － ４ ５ ０ μ Ｍ ） を 変 化 さ せ て イ ン キ ュ ベ ー
ト さ れ 、 Ｈ 2 Ｏ 2 形 成 の 初 期 速 度 は 、 （ Ａ ） に 記 載 の よ う に 測 定 さ れ た 。 グ ラ フ は 、 Ｈ 2 Ｏ 2

濃 度 対 Ｈ 2 Ｏ 2 形 成 の プ ロ ッ ト で あ り 、 ２ ２ ５ μ Ｍ の Ｉ Ｃ ５ ０ を 示 す 。 （ Ｅ ） Ｈ 2 Ｏ 2 に よ る
Ｈ 2 Ｏ 2 の 抗 体 光 生 成 の 長 時 間 阻 害 お よ び 完 全 な 活 性 の 再 確 立 。 ア ッ セ イ は 、 Ｈ 2 Ｏ 2 （ ４ ５
０ μ Ｍ ） の 存 在 下 に ３ ６ ０ 分 間 、 ウ マ Ｉ ｇ Ｇ （ Ｐ Ｂ Ｓ (ｐ Ｈ ７ .４ )中 ６ .７ ｍ Ｍ ） の 初 期 Ｕ
Ｖ 照 射 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
次 い で 、 Ｈ 2 Ｏ 2 は カ タ ラ ー ゼ （ Eupergit Ｃ に 固 定 さ れ た ） に よ っ て 除 か れ 、 ポ リ Ｉ ｇ Ｇ
試 料 は さ ら に ４ ８ ０ 分 間 、 Ｕ Ｖ 光 で 再 照 射 さ れ た 。 ア ッ セ イ 中 の Ｈ 2 Ｏ 2 形 成 は 、 amplex r
ed ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ た 。 （ Ｆ ） α β -Ｔ Ｃ Ｒ (６ .７ μ Ｍ 、 ２ ０ ０ μ Ｌ )の 溶 液 は
、 ３ ６ ０ 、 ３ ６ ７ お よ び ３ ８ ９ 分 間 、 （ Ｃ ） に 記 載 の よ う に 照 射 さ れ た 。 各 照 射 中 に 生 じ
た Ｈ 2 Ｏ 2 が ア ッ セ イ さ れ 、 （ Ｃ ） に 記 載 の よ う に 分 解 さ れ た 。 速 度 （ ０ － ３ ６ ０ 分 ） ＝ ０
.６ ９ ３ μ Ｍ ／ 分 （ ｒ ２ ＝ ０ .９ ６ ２ ） 。 ２ ０ ０ μ Ｍ を 超 え る 進 行 曲 線 に お け る 曲 率 に よ り
、 Ｈ 2 Ｏ 2 に よ る 予 測 さ れ た 阻 害 が 確 認 さ れ た （ 下 記 参 照 )； 速 度 （ ３ ６ １ － ７ ２ ７ 分 間 ）
＝ ０ .４ ２ ７ μ Ｍ ／ 分 （ ｒ ２ ＝ ０ .９ ８ ７ ） ； 速 度 （ ７ ２ ８ － １ １ １ ７ 分 間 ） ＝ ０ .３ ８ ６
μ Ｍ ／ 分 （ ｒ ２ ＝ ０ .９ ９ １ ） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
図 ９ は 、 元 々 の ４ Ｃ ６ Ｆ ab（ カ ラ ー 写 真 中 の 青 色 光 と ピ ン ク 光 ） と 、 Ｈ 2 Ｏ 2 の 存 在 下 で の
４ Ｃ ６ Ｆ ab（ カ ラ ー 写 真 中 の 暗 青 色 と 赤 色 ） の ス ー パ ー ポ ジ シ ョ ン を 示 す 。 （ Ａ ） 元 々 の
４ Ｃ ６ 結 晶 は 、 ３ 分 間 、 ４ ｍ Ｍ Ｈ 2 Ｏ 2 に 浸 漬 さ れ 、 Ｓ Ｓ Ｒ Ｌ 　 Ｂ Ｌ 　 ９ － １ で デ ー タ 収 集
の た め に す ぐ さ ま 急 速 凍 結 (flash frozen)さ れ た 。 二 次 お よ び 三 次 構 造 の 全 体 的 な 構 造 の
完 全 性 は 、 Ｈ 2 Ｏ 2 （ Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ  Ｃ α ＝ ０ .３ ３ Å 、 側 鎖 ＝ ０ .４ ９ Å ） の 存 在 下 に 明 確 に 保
存 さ れ る 。 Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ が Ｃ Ｎ Ｓ で 計 算 さ れ た 。 （ Ｂ ） 高 度 解 像 度 の Ｘ 線 構 造 は 、 Ｆ ab４ Ｃ ６
が 安 息 香 酸 と 交 差 反 応 で あ る こ と を 示 す 。 Ｈ 2 Ｏ 2 の 存 在 下 と Ｈ 2 Ｏ 2 の 非 存 在 下 と の ４ Ｃ ６
組 合 せ 部 位 の ス ー パ ー ポ ジ シ ョ ン は 、 結 合 部 位 の 側 鎖 で あ っ て も コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 保
存 さ れ て い る こ と を 示 す （ 各 々 ＋ と － の Ｈ 2 Ｏ 2 に 対 応 す る カ ラ ー 写 真 に お け る 明 お よ び 暗
彩 色 さ れ た 側 鎖 ） 。 さ ら に 、 安 息 香 酸 に 対 す る 明 確 な 電 子 密 度 は 、 Ｆ ab４ Ｃ ６ の 結 合 特 性
が ４ ｍ Ｍ  Ｈ 2 Ｏ 2 中 で 変 化 せ ず に 残 っ て い る こ と を 強 調 す る 。 電 子 密 度 マ ッ プ は 、 １ .５ σ
で 輪 郭 を 示 し た ２ ｆ ｏ － ｆ ｃ σ 比 重 マ ッ プ で あ り 、 図 は Ｂ obscriptで 作 成 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
図 １ ０ は 、 ダ イ オ ー ド ア レ イ Ｈ Ｐ ８ ４ ２ Ａ 吸 光 度 計 、 Ａ ｂ ｓ ｍ ａ ｘ ２ ８ ０ ｎ ｍ （ Ａ ） で 測
定 し た ウ マ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｉ ｇ Ｇ の 吸 収 ス ペ ク ト ル を 示 す 。 （ Ｂ ） ２ ８ ０ ｎ ｍ で Ｈ 2

Ｏ 2 形 成 の 最 高 値 を 示 す ２ ６ ０ ～ ３ ２ ０ ｎ ｍ の ウ マ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｉ ｇ Ｇ の 作 用 ス ペ
ク ト ル 。 こ の ア ッ セ イ は ２ 回 行 い 、 そ し て 、 xenon arcラ ン プ お よ び Ｓ Ｌ Ｍ 吸 光 度 計 の モ
ノ ク ロ メ ー タ ー に よ っ て 生 じ る 光 線 に 位 置 さ せ た 石 英 キ ュ ベ ッ ト に 、 抗 体 溶 液 [Ｐ Ｂ Ｓ （
ｐ Ｈ ７ .４ ） 中 で ６ .７ μ Ｍ ]を 添 加 す る こ と が 含 ま れ る 。 Ｈ 2 Ｏ 2 濃 度 は amplex red ア ッ セ
イ に よ っ て 測 定 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
図 １ １ は 、 Ｈ 2 Ｏ 2 の 生 成 を 示 す 。 （ Ａ ） ト リ プ ト フ ァ ン （ ２ ０ μ Ｍ ） に よ る Ｈ 2 Ｏ 2 の 生 成
。 条 件 お よ び ア ッ セ イ 方 法 は 図 ８ Ａ に 記 載 の よ う に 行 わ れ た 。 （ Ｂ ） Ｈ 2 Ｏ 2 の 抗 体 介 在 性
光 生 成 に 対 す る 塩 化 物 イ オ ン の 効 果 。 ヒ ツ ジ ポ リ Ｉ ｇ Ｇ ■ (６ .７ μ Ｍ 、 ２ ０ ０ μ Ｌ )ま た
は ウ マ ポ リ Ｉ ｇ Ｇ ▲ (６ .７ μ Ｍ 、 ２ ０ ０ μ Ｌ )の 溶 液 は 、 乾 燥 の た め に 凍 結 乾 燥 し 、 次 い
で 、 塩 化 物 イ オ ン の 最 終 濃 度 が ０ － １ ６ ０ ｍ Ｍ で あ る よ う な 、 脱 イ オ ン 水 ま た は Ｎ ａ Ｃ ｌ
(水 溶 液 )の い ず れ か に 溶 解 さ れ た 。 次 い で 、 試 料 は 、 有 気 条 件 下 、 ２ ０ ℃ で 、 ト ラ ン ス イ
ル ミ ネ ー タ ー （ ８ ０ ０ μ Ｗ ｃ ｍ － ２ ） 上 の 密 閉 し た ガ ラ ス バ イ ア ル 中 で ２ 回 照 射 さ れ た 。
ア リ コ ー ト （ １ ０ μ Ｌ ） は ア ッ セ イ の 間 に 取 出 し て 、 Ｈ 2 Ｏ 2 濃 度 は 、 amplex red ア ッ セ
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イ に よ っ て 測 定 さ れ た 。 Ｈ 2 Ｏ 2 形 成 の 速 度 は 、 各 抗 体 試 料 に つ い て 、 [Ｎ ａ Ｃ ｌ ]対 平 均 ±
Ｓ .Ｅ .Ｍ と し て プ ロ ッ ト さ れ た 。 （ Ｃ ） Ｈ 2 Ｏ 2 の 抗 体 介 在 性 光 生 成 へ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 含 有 緩 衝
液 に お け る 透 析 の 効 果 。 ２ つ の 抗 体 調 製 物 (マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｐ Ｃ Ｐ ２ １ Ｈ ３ お
よ び ウ マ ポ リ ク ロ ー ナ ル Ｉ ｇ Ｇ )に よ る Ｈ 2 Ｏ 2 の 光 生 成 が 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ (２ ０ ｍ Ｍ )含 有 Ｐ Ｂ
Ｓ に お け る 透 析 前 後 が 比 較 さ れ た 。 条 件 お よ び ア ッ セ イ 方 法 は 図 ８ Ａ に 記 載 の よ う に 行 わ
れ た 。 各 デ ー タ 点 は 、 少 な く と も ２ 回 の 測 定 値 の 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ と し て 示 さ れ る [● 透 析 前
の ネ ズ ミ の ｍ ｌ ｇ Ｇ Ｐ Ｃ Ｐ ２ １ Ｈ ３ ； ■ 透 析 後 の ネ ズ ミ の ｍ Ｉ ｇ Ｇ Ｐ Ｃ Ｐ ２ １ Ｈ ３ ； ▲ 透
析 前 の ウ マ の ポ リ Ｉ ｇ Ｇ ； ◆ 透 析 後 の ウ マ の Ｉ ｇ Ｇ ]。
【 ０ ０ １ ８ 】
図 １ ２ は 、 Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ [（ Ｍ － Ｈ ） － ２ ４ ９ ]お よ び Ｈ 2 Ｏ 2 に よ る 酸 化 に よ っ て 生 成 さ れ る そ
の 酸 化 物 [（ Ｍ － Ｈ ） － ２ ６ ５ （ １ ６ Ｏ ） お よ び （ Ｍ － Ｈ ） － ２ ６ ７ （ １ ８ Ｏ ） ] の Ｅ Ｓ
Ｉ （ 負 極 性 ） マ ス ス ペ ク ト ル を 示 す 。 （ Ａ ） Ｈ ２

１ ８ Ｏ （ ９ ８ ％ １ ８ Ｏ ） Ｐ Ｂ 中 、 ヒ ツ ジ
の ポ リ Ｉ ｇ Ｇ （ ６ .７ μ Ｍ ） の 照 射 後 の １ ６ Ｏ ２ の 有 気 的 条 件 下 に お け る Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ お よ び
そ の 酸 化 物 の Ｍ Ｓ 。 （ Ｂ ） Ｈ ２

１ ８ Ｏ Ｐ Ｂ 中 、 １ ８ Ｏ ２ （ ９ ０ ％ １ ８ Ｏ ） に 富 む １ ６ Ｏ ２

の 有 気 的 条 件 下 に お け る 、 ヒ ツ ジ の ポ リ Ｉ ｇ Ｇ （ ６ .７ μ Ｍ ） の 照 射 後 の Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ お よ び
そ の 酸 化 物 の Ｍ Ｓ 。 （ Ｃ ） Ｈ ２

１ ６ Ｏ Ｐ Ｂ 中 の １ ６ Ｏ ２ 有 気 的 濃 度 下 で 行 っ た ポ リ Ｉ ｇ Ｇ
の 照 射 後 の Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ お よ び そ の 酸 化 物 の Ｍ Ｓ 。 ア ッ セ イ 条 件 お よ び 方 法 は 、 Ｈ ２

１ ６ Ｏ が
Ｈ ２

１ ８ Ｏ に 代 わ る 以 外 は 、 方 法 お よ び 材 料 (実 施 例 Ｉ Ｉ )に 記 載 し た よ う な も の で あ っ た
。 （ Ｄ ） Ｈ ２

１ ８ Ｏ Ｐ Ｂ 中 、 ８ 時 間 、 ２ ０ ℃ で 、 有 気 的 条 件 下 （ 脱 ガ ス お よ び ア ル ゴ ン 下
） で 、 ヒ ツ ジ の ポ リ Ｉ ｇ Ｇ （ ６ .７ μ Ｍ ） お よ び Ｈ ２

１ ６ Ｏ ２ （ ２ ０ ０ μ Ｍ ） の 照 射 後 の
Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ お よ び そ の 酸 化 物 の Ｍ Ｓ 。 （ Ｅ ） Ｈ ２

１ ８ Ｏ Ｐ Ｂ 中 、 １ ６ Ｏ ２ 有 気 的 条 件 下 で 、
３ － メ チ ル イ ン ド ー ル （ ５ ０ ０ μ Ｍ ） の 照 射 後 の Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ お よ び そ の 酸 化 物 の Ｍ Ｓ 。 ア ッ
セ イ 条 件 お よ び 方 法 は 、 ３ － メ チ ル イ ン ド ー ル は 低 分 子 量 す ぎ る た め に サ イ ズ 排 除 濾 過 を
行 わ な い と い う こ と を 除 い て 、 方 法 お よ び 材 料 （ 実 施 例 Ｉ Ｉ ） に 記 載 の よ う な も の で あ る
。 そ の た め 、 Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ は 、 ３ － メ チ ル イ ン ド ー ル 含 有 Ｐ Ｂ 溶 液 に 添 加 さ れ る 。 （ Ｆ ） Ｈ ２
１ ８ Ｏ Ｐ Ｂ 中 、 １ ６ Ｏ ２ 有 気 条 件 下 で 、 β -gal（ ５ ０ μ Ｍ ） の 照 射 後 の Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ お よ び そ
の 酸 化 物 の Ｍ Ｓ 。 ア ッ セ イ 条 件 お よ び 方 法 は 、 方 法 お よ び 材 料 (実 施 例 Ｉ Ｉ )に 記 載 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
図 １ ３ は 、 方 法 お よ び 材 料 (実 施 例 Ｉ Ｉ )に 記 載 の よ う な 抗 体 ４ Ｃ ６ 中 の Ｘ ｅ 結 合 部 位 を 示
す 。 （ Ａ ） カ ラ ー 写 真 に お い て 、 ピ ン ク で あ る 軽 鎖 お よ び ブ ル ー で あ る 重 鎖 を 有 す る Ｆ ab
４ Ｃ ６ の Ｃ α ト レ ー ス の 標 準 的 な 側 面 図 。 ３ つ の 結 合 手 ゼ ノ ン 原 子 （ カ ラ ー 写 真 に お い て
緑 色 ） は 、 ５ σ で 輪 郭 を と る 初 期 Ｆ Ｏ － Ｆ Ｃ 電 子 密 度 地 図 で 示 さ れ る 。 （ Ｂ ） Ｆ ab４ Ｃ ６
お よ び ２ Ｃ α β Ｔ Ｃ Ｒ (Ｐ Ｄ Ｂ ／ Ｔ Ｃ Ｒ )の オ ー バ ー レ イ は 、 保 存 さ れ た ゼ ノ ン 部 位 １ を 取
り 巻 く 。 Ｖ Ｌ （ カ ラ ー 写 真 に お い て ピ ン ク ） の バ ッ ク ボ ー ン Ｃ α ト レ ー ス お よ び 側 鎖 （ カ
ラ ー 写 真 に お い て 黄 色 ） そ し て 対 応 す る ２ Ｃ α β Ｔ Ｃ Ｒ （ カ ラ ー 写 真 に お け る 赤 お よ び 金
） の Ｖ α が 重 ね ら れ る （ Insight 2000を 用 い て 作 成 さ れ た 図 ） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
本 発 明 は 、 抗 体 が 、 分 子 の ク ラ ス と し て 、 一 重 項 酸 素 を 遮 断 し 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は
過 酸 化 水 素 の い ず れ か に 一 重 項 酸 素 を 変 換 す る 固 有 の 能 力 を 持 つ と い う 発 見 に 関 す る 。 こ
の プ ロ セ ス は 、 特 に フ ァ ゴ ソ ー ム 介 在 性 プ ロ セ ス 中 に お い て 酸 素 を 奪 い 、 再 循 環 し 、 そ れ
に よ り 免 疫 シ ス テ ム の 抗 菌 作 用 に 寄 与 す る 。 こ れ ら の 特 性 は 、 全 て の 抗 体 に 共 通 し 、 本 発
明 以 前 に は 知 ら れ て い な か っ た 。 一 重 項 酸 素 を ス ー パ ー オ キ シ ド も し く は 過 酸 化 水 素 に 変
換 す る 共 通 の 能 力 は 、 起 源 ま た は 抗 原 特 異 性 に 関 わ ら ず 、 抗 体 に つ い て 以 前 か ら 知 ら れ て
い る 認 識 特 性 を 殺 傷 事 象 に 結 び つ け る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 は 、 一 重 項 酸 素 を （ １ Ｏ ２ ） ス ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル （ Ｏ ２

● ） お よ び 過 酸 化 水
素 に 還 元 す る 抗 体 の 能 力 に 関 す る 方 法 を 提 供 す る 。 有 気 性 生 物 体 に お け る 酸 素 代 謝 の 臨 界
的 性 質 と 役 割 の 観 点 に お い て 、 こ の 生 物 学 的 プ ロ セ ス の 同 定 は 明 細 書 中 に 記 載 の よ う な 複
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数 の 変 法 を 提 供 す る 。 一 重 項 酸 素 の 抗 体 介 在 性 還 元 の 詳 細 な 決 定 お よ び 特 徴 分 析 は 、 実 施
例 Ｉ お よ び 実 施 例 Ｉ Ｉ に 記 載 さ れ て い る 。
実 施 例 に 示 し た よ う に 、 こ れ ら の 特 性 は 、 全 抗 体 の 普 遍 的 な 能 力 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】

ス ー パ ー オ キ シ ド を 一 重 項 酸 素 か ら 生 成 す る 能 力 は 、 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 Ｆ abお よ び
Ｆ (ａ ｂ ')２ フ ラ グ メ ン ト （ 実 施 例 を 参 照 さ れ た い ） の 両 方 に 存 在 す る 。 こ の 能 力 は 、 酸
化 さ れ 得 る （ 表 Ｉ お よ び 実 施 例 Ｉ ） 分 子 （ Ｒ Ｎ aseＡ 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ 、
Ｂ owman-Ｂ irk阻 害 剤 タ ン パ ク 質 を 含 む ） 中 に は 存 在 し な い 。 ま た 、 こ の 活 性 は 、 ジ ス ル
フ ィ ド が 酸 化 さ れ 得 る そ れ ら が 十 分 に 電 子 に 富 む も の で あ っ て も 、 分 子 中 の ジ ス ル フ ィ ド
の 存 在 と は 関 連 し な い （ Bent　 et al.,J.Am.Chem.Soc,87:2612-2619(1975)） 。 む し ろ 、
活 性 は 、 電 子 転 移 を 介 す る 一 重 項 酸 素 に よ っ て 酸 化 さ れ 得 る ト リ プ ト フ ァ ン な ど の 芳 香 族
ア ミ ノ 酸 に 存 在 す る （ Grossweiner, Curr. Top. Radiat. Res.O., 11:141-199(1976)） 。
こ の 活 性 は 、 さ ら に 、 ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 の イ ン ド ー ル 成 分 に あ る 。 即 ち 、 イ ン ド ー ル は
、 酸 化 還 元 反 応 と の 関 連 に お け る 還 元 中 心 と し て 作 用 す る 。 イ ン ド ー ル 部 は 、 酸 化 さ れ て
、 一 重 項 酸 素 を ス ー パ ー オ キ シ ド フ リ ー ラ ジ カ ル に 還 元 す る 経 緯 に お い て ラ ジ カ ル カ チ オ
ン を 形 成 す る 。 同 じ 意 味 で 、 抗 体 は 、 電 子 を 一 重 項 酸 素 に 提 供 し て 酸 化 さ れ る の で 、 還 元
剤 と 呼 ば れ る 。 イ ン ・ ビ ボ の 抗 オ キ シ ダ ン ト に よ り 酸 化 さ れ た 抗 体 相 互 作 用 は 、 触 媒 サ イ
ク ル を 完 了 し 、 抗 体 を 中 性 に 変 え る と 考 え ら れ る 。 一 重 項 酸 素 か ら ス ー パ ー オ キ シ ド を 生
成 す る 抗 体 の 能 力 は 、 抗 体 が 変 性 し た 場 合 に 消 滅 す る 。 こ れ は 、 抗 体 の 反 応 中 心 の 酸 化 さ
れ た 分 子 の 位 置 が 、 ス ー パ ー オ キ シ ド を 生 成 す る の に 使 用 さ れ る 還 元 プ ロ セ ス に 関 連 す る
こ と を 示 す 。 特 に 、 一 重 項 分 子 酸 素 の 還 元 は 、 第 一 に は 、 溶 媒 に 曝 露 し た も の よ り も 分 子
中 に 埋 も れ た ２ つ の ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 に よ る （ 実 施 例 Ｉ ） 。 一 般 的 に 、 か か る タ ン パ ク
質 に お け る 埋 も れ た 芳 香 族 残 基 は 、 抗 体 を 含 め て 、 構 造 的 安 定 性 に 寄 与 す る と 考 え ら れ る
（ Burly, et al., Science, 229:23-28(1985)） 。 さ ら に 、 Ｔ Ｒ Ｐ － ３ ６ お よ び Ｔ Ｒ Ｐ －
４ ７ と し て 参 照 さ れ る 、 ２ つ の 芳 香 族 の ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 は 保 存 さ れ て お り 、 両 方 と も
深 部 に 埋 も れ て い る （ Kabat, et al., Sequences of proteins of Immunological Intere
nt, U.S. Department of Health and Human Services, Public Health Service, Nationa
l Institutes of Health, Bethesda, MD(1991)） 。 こ の よ う に し て 、 一 重 項 酸 素 を ス ー パ
ー オ キ シ ド ア ニ オ ン に 還 元 す る タ ン パ ク 質 の ク ラ ス と し て の 抗 体 の 能 力 は 、 保 存 さ れ た 埋
も れ た 芳 香 族 ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 の 存 在 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】

一 重 項 酸 素 か ら 効 率 的 か つ 長 期 プ ロ セ ス に お け る 過 酸 化 水 素 を 生 成 す る 能 力 は 、 免 疫 グ ロ
ブ リ ン お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 中 に 存 在 す る （ 実 施 例 Ｉ Ｉ 、 図 １ Ｆ ） 。 Ｔ 細 胞 受 容 体 は 、 抗 体
と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 ド メ イ ン の 類 似 の 配 列 を 共 有 す る （ Garcia et al., Science, 274:
209(1996)） 。 し か し 、 こ の 構 造 モ チ ー フ の 所 有 は 、 タ ン パ ク 質 に 対 す る 過 酸 化 水 素 生 成
能 を 付 与 す る の に 必 要 あ る よ う に は み え な い 。 こ の 構 造 モ チ ー フ を 持 つ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス
ー パ ー フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー で あ る β ２ － マ ク ロ グ ロ ブ リ ン は 、 過 酸 化 水 素 を 生 成 し な い （
Welinder et al., Mol. Immunol., 28:177(1991)） 。 構 造 的 研 究 か ら 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 お よ
び 抗 体 の 両 方 で 見 出 さ れ る 保 存 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 が 、 水 の 酸 化 に お け る 役 割 を 担
う こ と が 示 唆 さ れ る 。 抗 体 お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 中 の 保 存 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン の 触 媒 的 役
割 は 、 さ ら に 、 β ２ － マ ク ロ グ ロ ブ リ ン が 、 保 存 残 基 に 加 え て 触 媒 的 活 性 を 欠 く と い う 所
見 に よ っ て 支 持 さ れ る 。 さ ら に 、 保 存 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 取 り 巻 く 配 列 お よ び 構
造 は 、 抗 体 お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 と の 間 に 高 度 に 保 存 さ れ て お り 、 一 重 項 酸 素 の 過 酸 化 水 素
へ の 触 媒 反 応 を 可 能 に す る 役 割 を 担 い 得 る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
そ の 構 造 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 の 機 能 に 関 連 づ け る 情 報 に よ り 、 水 の 酸 化
を 触 媒 す る よ う に 分 子 が 設 計 さ れ る こ と が 可 能 と な る 。 ま た 、 こ の 情 報 は 、 存 在 す る 分 子
を も と に 利 用 さ れ 得 る 、 多 く の 新 規 方 法 お よ び 多 様 な ス キ ー ム を 提 供 す る 。
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抗 体 に よ る 過 酸 化 水 素 の 生 成



【 ０ ０ ２ ５ 】

略 語 ： （ Ｈ Ｐ ） ヘ マ ト ポ ル フ ィ リ ン ； (Ｐ Ｂ Ｓ )リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ； （ Ｏ Ｖ Ａ ） ト リ －
卵 の オ ボ ア ル ブ ミ ン ； （ Ｓ Ｏ Ｄ ） ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ ； （ Ｐ Ｏ ） ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 酵 素 ； （ ホ ッ ク ス ） フ ァ ゴ ソ ー ム オ キ シ ダ ー ゼ ； （ Ｈ Ｒ Ｐ ） ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ ； （ Ｍ Ｓ ） マ ス ス ペ ク ト ル ； （ Ａ Ｅ Ｓ ） Ｉ Ｃ Ｐ -原 子 発 光 ス ペ ク ト ル ； （ Ｍ
Ｓ ） マ ス ス ペ ク ト ル ； （ Ｑ Ｃ ） 量 子 化 学 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
「 剤 」 な る 用 語 は 、 化 学 化 合 物 、 化 学 化 合 物 の 混 合 物 、 生 物 学 的 マ ク ロ 分 子 、 ま た は 、 生
物 学 的 物 質 、 例 え ば バ ク テ リ ア 、 植 物 、 菌 類 も し く は 動 物 （ 特 に 、 哺 乳 類 ） か ら 作 ら れ た
抽 出 物 を 示 す た め に 用 い ら れ る 。 剤 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ の 際 に 包 含 さ れ る こ と に よ っ て 、 抗 体 調 節 剤 と し て 潜 在 的 活 性 に つ い て 評 価 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る よ う な 用 語 「 抗 体 」 は 、 本 来 の 分 子 、 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト 、
例 え ば 、 Ｆ ab、 Ｆ (ab')２ 、 Ｆ ｖ な ど エ ピ ト ー プ を 結 合 す る こ と が で き る 分 子 を 包 含 す る
。 こ れ ら の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 そ の 抗 原 も し く は 受 容 体 と 選 択 的 に 結 合 す る い く ら か の
能 力 を 保 持 し 、 下 記 の よ う に 定 義 さ れ る ：
（ １ ） Ｆ abと は 、 抗 体 分 子 の 一 価 の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 含 有 し 、 パ パ イ ン 酵 素 に よ り
全 抗 体 の 分 解 に よ っ て 生 成 さ れ て 、 無 傷 の 軽 鎖 と 一 つ の 重 鎖 の 一 部 を も た ら し 得 る フ ラ グ
メ ン ト で あ る ；
（ ２ ） Ｆ ab'と は 、 ペ プ シ ン に よ る 全 抗 体 の 処 理 、 続 く 還 元 に よ っ て 得 ら れ 、 無 傷 の 軽 鎖
お よ び 重 鎖 の 一 部 を も た ら し 得 る 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト で あ る ； 抗 体 分 子 あ た り ２ つ の Ｆ ab
'フ ラ グ メ ン ト が 得 ら れ る ；
（ ３ ） （ Ｆ ab'） ２ と は 、 酵 素 ペ プ シ ン に よ り 全 抗 体 を 処 理 し 、 こ れ に 続 く 還 元 を 行 わ な
い で 得 ら れ る 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト で あ る ； Ｆ (ａ ｂ ')２ は 、 ２ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ
っ て 共 に 保 持 さ れ た ２ つ の Ｆ ab'フ ラ グ メ ン ト の ダ イ マ ー で あ る ；
（ ４ ） Ｆ ｖ と は 、 ２ つ の 鎖 と し て 表 現 さ れ る 、 軽 鎖 の 可 変 領 域 と 重 鎖 の 可 変 領 域 を 含 有 す
る 遺 伝 子 的 に 設 計 さ れ た フ ラ グ メ ン ト と し て 定 義 さ れ る ； そ し て
（ ５ ） １ 本 鎖 抗 体 （ 「 ｓ Ｆ ｖ 」 ） 、 遺 伝 子 的 に 融 合 さ れ た 一 本 鎖 分 子 と し て 適 当 な ポ リ ペ
プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 結 合 さ れ た 、 軽 鎖 の 可 変 領 域 、 重 鎖 の 可 変 領 域 を 含 有 す る 遺 伝 子
的 に 設 計 分 子 と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 例 え ば 下 記 を 参 照 さ れ た い ： Gree
n, et al., Prouction of Polyclonal Antisera, in:Immunochemical Protocols(Manson,
 ed.), pages 1-5(Human Press); Coligan, et al., Prouction of Polyclonal Antisea 
in Rabitts, Rats Mice and Hamsters, in: Current Protocols in Immunology, section
 2.4.1(1992)。 こ れ ら は 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 も ま た 通 常 的 で あ る 。 例 え ば 下 記 を 参 照 さ れ た い ： Kohler & M
ilstein, Nature, 256:495(1975); Coligan, et al., sections 2.5.1-2.6.7; and Harbo
r Pub.(1988)。 こ れ は 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 十
分 に 確 立 さ れ た 様 々 な 技 術 に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ ー 培 養 物 か ら 単 離 お よ び 精 製 さ れ 得 る
。 こ の よ う な 単 離 技 術 は 、 プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お
よ び イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 包 含 す
る 。 参 照 例 と し て 、 Coligan, et al., section 2.7.1.-2.7.12お よ び section2.9.1.-2.9.
3;Barnes, et al.,Purification of Immunogloblin G (IgG),in Method in Molecular Bi
ology, Vol.10, pagese 79-104, Humana Press(1992)。
【 ０ ０ ３ ０ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の イ ン ・ ビ ト ロ お よ び イ ン ・ ビ ボ の 操 作 方 法 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ
る 。 あ る 特 定 の 操 作 は 、 ヒ ト の 特 異 的 か つ 認 識 配 列 を 含 有 す る 抗 体 を 生 成 す る た め に モ ノ
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ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 組 換 え 手 段 に よ っ て 人 体 に 適 応 さ せ る 方 法 を 包 含 す る 。 参 照 例 と し て ；
Holmes, et al., J. Immunol., 158： 2192－ 2201（ 1997） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 成 す る 方 法 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る （ 参 照 例 、 Harlow and Lane,
 Antibodies: A Laboratory Mannual, Cold Spring Harboe Laboratory, New York(1988)
、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 中 の 一 部 と す る ） 。 本 発 明 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 の タ ン
パ ク 質 加 水 分 解 、 も し く は 、 そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を Ｅ .coliに お け る 発
現 に よ っ て 調 製 さ れ 得 る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 ペ プ シ ン も し く は パ パ イ ン 消 化 に よ り 従
来 法 で 得 ら れ る 。 例 え ば 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 ペ プ シ ン を 用 い る 酵 素 開 裂 に よ っ て 生 成
さ れ 、 Ｆ (ａ ｂ ')２ と 表 示 さ れ る ５ Ｓ フ ラ グ メ ン ト を 提 供 さ れ 得 る 。 こ の フ ラ グ メ ン ト は
、 チ オ ー ル 還 元 剤 を 用 い て さ ら に 開 裂 さ れ 、 所 望 に よ り 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 開 裂 に よ り
生 じ る ス ル フ ィ ド リ ル 基 に 対 す る ブ ロ ッ キ ン グ 基 が 得 ら れ 、 ３ .５ Ｓ  Ｆ ab'一 価 フ ラ グ メ
ン ト が 得 ら れ た 。 一 方 、 ペ プ シ ン を 用 い る 酵 素 的 開 裂 は 、 ２ つ の 一 価 の Ｆ ab'フ ラ グ メ ン
ト お よ び Ｆ ｃ フ ラ グ メ ン ト を 直 接 生 成 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 例 え ば 、 下 記 に 挙 げ る 参 考
文 献 に 含 ま れ る ； Ｕ .Ｓ .特 許 出 願 番 号 ４ ,０ ３ ６ ,９ ４ ５ お よ び Ｕ .Ｓ .特 許 出 願 番 号 ４ ,３
３ １ ,６ ４ ７ 。 こ れ ら の 特 許 文 献 は 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
抗 体 を 開 裂 す る 他 の 方 法 、 例 え ば 、 一 価 の 軽 鎖 フ ラ グ メ ン ト を 形 成 す る た め の 重 鎖 の 分 離
、 別 の フ ラ グ メ ン ト の 開 裂 、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト が 元 々 の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗
原 に 結 合 す る 限 り 、 別 の 酵 素 的 、 化 学 的 、 も し く は 遺 伝 子 的 技 術 を 用 い て も よ い 。 例 え ば
、 Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト は Ｖ Ｈ お よ び Ｖ L 鎖 の 会 合 を 含 む 。 こ の 会 合 は 、 非 共 有 で 有 り 得 る か
、 ま た は 可 変 鎖 が 、 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 結 合 さ れ 得 る か ま た は 化 学 物 質 、 例
え ば グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド に よ っ て 架 橋 さ れ て も よ い 。 好 ま し く は 、 Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト は 、
ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 連 結 さ れ る Ｖ Ｈ お よ び Ｖ L 鎖 を 包 含 す る 。 こ れ ら の 一 本 鎖 抗 原
結 合 タ ン パ ク 質 （ ｓ Ｆ ｖ ） は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 連 結 さ れ る Ｖ Ｈ お よ び Ｖ L ド
メ イ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 構 造 遺 伝 子 を 構 築 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 構
造 遺 伝 子 は 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ 、 こ れ は 、 順 に 宿 主 細 胞 、 例 え ば Ｅ .Ｃ oli中 に 導
入 さ れ る 。 組 換 え 体 宿 主 細 胞 は 、 ２ つ の Ｖ ド メ イ ン を つ な ぐ リ ン カ ー ペ プ チ ド と と も に １
本 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 合 成 す る 。 ｓ Ｆ Ｖ ｓ を 生 成 す る 方 法 が 記 載 さ れ て い る 、 例 え ば 、 Wh
itlow, et al., Methods : a Companion to method in Enzymology. Vol.2, page 97(199
1);Bird, et al., Science . 242:423-426(1988);Ladner, et al, US Patent No. 4,946,
778;and Pack, et al., Bio/Technology, 11:1271-77(1993)で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 別 の 形 態 は 、 １ 本 の 相 補 的 な 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） を コ ー ド す る
ペ プ チ ド で あ る 。 Ｃ Ｄ Ｒ ペ プ チ ド （ 「 最 小 認 識 部 位 」 ） は 、 目 的 の 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ を コ ー ド
す る 遺 伝 子 を 構 築 す る こ と に よ っ て 得 ら れ 得 る 。 か か る 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 を 用 い る こ と に よ っ て 調 製 さ れ 、 抗 体 生 成 細 胞 の Ｒ Ｎ Ａ か ら の 可 変 領 域 を 合 成 す
る 。 例 え ば 、 Larrick, et al., Methods: a companion to method in Enzymology, Vol.2
, page 106(1991)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 有 効 量 」 、 「 有 効 な 低 下 量 」 、 「 有 効 な 改 善 量 」 、 「 有 効 な 組
織 損 傷 阻 害 量 」 、 「 治 療 上 有 効 量 」 な ど の 用 語 は 、 所 望 の 生 理 学 上 の 効 果 、 例 え ば 、 症 状
、 障 害 、 疾 患 な ど の 処 理 、 ま た は 症 状 、 障 害 、 疾 患 な ど の 兆 候 の 軽 減 を 得 る の に 十 分 な 量
と み な す 語 で あ る 。 治 療 方 法 に お い て 、 か か る 抗 オ キ シ ダ ン ト の 有 効 量 は 、 還 元 、 逆 転 、
改 善 、 阻 害 な ど の 改 良 傾 向 、 抗 体 に よ っ て 生 成 さ れ た オ キ シ ダ ン ト （ 酸 化 体 ） の 効 果 を 生
じ る 量 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
「 設 計 分 子 （ 設 計 さ れ た 分 子 ） 」 、 組 換 技 術 か ら 生 成 し た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 か か る 分
子 は 、 一 重 項 酸 素 か ら の ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 生 成 を 触 媒 し 得 る 反 応 中 心
を 包 含 し 得 る 。 か か る 設 計 分 子 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 構 造 中 に 含 ま れ る 反 応 性 イ ン ド ー ル を 持
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ち 得 る 。 か か る 分 子 の イ ン ド ー ル は ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 と し て 存 在 し 得 る 。 設 計 分 子 は 、
ま た 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 お よ び リ ン ケ ー ジ に 加 え て 偽 ペ プ チ ド を 含 有 し 得 る 。 ま た 、 設 計 分
子 は 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 じ 得 な い よ う に 、 反 応 中 心 を 排 除 す る よ う
に 修 飾 さ れ た 抗 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 、 「 エ ピ ト ー プ 」 な る 用 語 は 、 抗 体 の パ ラ ト ー プ に 結 合 す る 抗 原
上 の 全 て の 抗 原 性 決 定 因 子 を 意 味 す る 。 通 常 、 エ ピ ト ー プ 決 定 因 子 は 、 分 子 、 例 え ば 、 ア
ミ ノ 酸 ま た は 糖 側 鎖 の 化 学 的 に 活 性 な 表 面 群 か ら な り 、 通 常 特 異 的 な ３ 次 元 構 造 特 性 、 さ
ら に 特 定 の 帯 電 特 性 を 持 つ 。 抗 原 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 脂 肪 酸 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 化
学 物 質 、 ホ ル モ ン な ど を 包 含 し 得 る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 抗 原 は 、 ウ イ ル ス 、 例 え
ば 、 ヒ ト 免 疫 欠 損 ウ イ ル ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 パ ピ ロ ー マ ウ
イ ル ス 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス な ど 由 来 の タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 別 の 態 様 に お い て
、 抗 原 は 、 下 記 に 限 定 す る も の で は な い が 、 癌 細 胞 、 例 え ば 、 肺 癌 、 前 立 腺 癌 、 大 腸 癌 、
頸 部 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 膀 胱 癌 、 骨 癌 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 脳 腫 瘍 な ど の 癌 細 胞 で 発 現 さ れ
た タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 本 発 明 の 抗 原 は 、 化 学 物 質 、 例 え ば 、 エ タ ノ ー ル 、 テ ト ラ ヒ ド
ロ カ ナ ビ ノ ー ル 、 Ｌ Ｓ Ｄ 、 ヘ ロ イ ン 、 コ カ イ ン な ど を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
「 調 節 す る 」 な る 用 語 は 、 本 発 明 の 抗 体 も し く は 設 計 分 子 の 機 能 特 性 、 例 え ば 、 ス ー パ ー
オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 生 成 を 増 強 ま た は 阻 害 す る こ と に 及 ぶ 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
「 非 天 然 」 ア ミ ノ 酸 は 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 、 天 然 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 を 包 含 し 、 例 え ば 、 ４
－ ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 γ -カ ル ボ キ シ グ ル タ メ ー ト 、 Ｏ － ホ ス ホ セ リ ン 、 Ｎ － ア セ チ ル
セ リ ン 、 Ｎ － ホ ル ミ ル メ チ オ ニ ン 、 ３ － メ チ ル ヒ ス チ ジ ン 、 ５ － ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン お よ び
そ の 他 の か か る ア ミ ノ 酸 お よ び イ ミ ノ 酸 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
「 偽 ペ プ チ ド 」 、 「 偽 似 ペ プ チ ド 」 な る 用 語 は 、 ペ プ チ ド ア ナ ロ グ 、 例 え ば 、 鋳 型 ペ プ チ
ド に 類 似 の 特 性 を 有 す る 非 ペ プ チ ド 薬 と し て 医 薬 産 業 で 広 く 使 用 さ れ る よ う な ペ プ チ ド で
あ る （ Fauchere, J,. Adv. Drug Res., 15:29(1986) and Evans et al., J.Med. Chem.,3
0:1229(1987)） 。 一 般 的 に 、 偽 ペ プ チ ド は 、 パ ラ ダ イ ム ポ リ ペ プ チ ド に 構 造 的 に 類 似 （ 即
ち 、 生 物 化 学 的 特 性 ま た は 医 薬 的 活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド ） し て い る が 、 所 望 に よ り 、 当
業 者 に は 既 知 の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 、 － Ｃ Ｈ ２ Ｎ Ｈ － 、 － Ｃ Ｈ ２ Ｓ － 、 － Ｃ Ｈ ２ － Ｃ Ｈ

２ － 、 － Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ － （ シ ス お よ び ト ラ ン ス ） 、 － Ｃ Ｏ Ｃ Ｈ ２ － 、 － Ｃ Ｈ (Ｃ Ｏ )Ｃ Ｈ ２ －
お よ び － Ｃ Ｈ ２ Ｓ Ｏ － な ど の リ ン ケ ー ジ に よ っ て 置 換 さ れ た １ 以 上 の ペ プ チ ド リ ン ケ ー ジ
を 持 つ 。 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド の 実 施 態 様 を こ え る 偽 ペ プ チ ド の 利 点 は 、 大 き な 経 済 的 生 成
、 大 き な 化 学 的 安 定 性 、 変 更 さ れ る 特 異 性 、 低 下 さ れ る 抗 原 性 、 増 強 さ れ る 医 薬 的 特 性 、
例 え ば 、 ハ ー フ ラ イ フ 、 吸 収 、 有 効 性 お よ び 効 率 な ど を 包 含 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 」 「 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 」 な る 用 語 、
そ し て そ れ ら の 文 法 学 的 バ リ エ ー シ ョ ン は 、 組 成 物 、 担 体 、 希 釈 剤 お よ び 物 質 （ 試 薬 ） に
そ れ ら を 引 用 す る 場 合 、 互 換 的 に 使 用 さ れ 、 そ の 材 料 は 、 望 ま し く な い 生 理 学 的 効 果 、 例
え ば 、 吐 気 、 眩 暈 、 胃 の 不 快 感 を 生 じ な い で 哺 乳 類 に 投 与 さ れ 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
用 語 、 「 タ ン パ ク 質 」 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 本 来 の タ ン パ ク 質 、 フ ラ グ メ ン ト ま た は ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 の ア ナ ロ グ を 記 述 す る の に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 互 換 的 に 使 用 さ
れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
抗 体
本 発 明 は 、 治 療 用 の 抗 体 を 提 供 す る 。 全 て の 抗 体 分 子 は 、 い わ ゆ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 呼 ば
れ る 血 漿 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 そ れ ら の 基 本 的 な ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク で あ
る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 折 り 畳 み （ 立 体 構 造 ） ま た は ド メ イ ン が 、 免 疫 シ ス テ ム お よ び 他 の
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生 物 学 的 認 識 シ ス テ ム に 関 す る 多 く の 分 子 に お い て 、 様 々 な 形 態 で 使 用 さ れ て い る 。 通 常
の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 ４ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 持 ち 、 可 変 領 域 と し て 知 ら れ る 抗 原 結 合 領
域 を 含 有 し 、 そ し て 定 常 領 域 と し て 知 ら れ る 非 可 変 領 域 を 含 有 す る 。 本 発 明 に お け る 使 用
を 意 図 さ れ た 抗 体 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 Ｆ v、 Ｆ ab、 他 の フ ラ グ メ ン ト 、 可 変 ド メ イ ン 相
補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） を 包 含 す る 一 本 鎖 抗 体 を 包 含 す る 全 て の 多 様 な 形 態 、 ま た は 他 の
形 態 で 存 在 し 得 る 。 こ れ ら 用 語 の 全 て は 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う な 「 抗 体 」 の 広 い 意
味 の 下 で 使 用 さ れ る 。 本 発 明 は 、 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
任 意 の 特 異 性 の 使 用 を 意 図 し 、 特 異 的 な 抗 原 に よ り 認 識 さ れ 、 か つ 免 疫 反 応 を お こ す 抗 体
に 限 定 す る も の で は な い 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 明 細 書 中 で 治 療 方 法 お よ び ス ク
リ ー ニ ン グ 方 法 の 両 方 に お い て 、 そ れ ら の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 原 に 対 し て 免 疫
特 異 性 で あ る も の が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の 治 療 用 抗 体 の 調 製 は 、 組 換 え 体 発 現 技 術 、 タ ン パ ク 質 合 成 、 当 分 野 の 技 術 者 に は
既 知 の 方 法 に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 組 換 え 体 ア プ ロ ー チ に は 、 そ れ ら の 抗 体 ま た は フ ラ グ
メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 の 変 異 が 、 多 様 な 手 段 に よ っ て 行 わ れ 得 る が 、 予 想 さ れ る 部 位 、
即 ち 発 現 し た 分 子 に お い て 変 化 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 、 部 位 で 変 異 を 導 入 さ る よ
う に 構 築 さ れ た 変 異 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て も っ と も 簡 単 に 行 わ れ る 。 か か る
変 更 は 、 コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 の 置 換 、 付 加 、 お よ び ／ ま た は 欠 失 を 類 似 的 に
コ ー ド す る 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 置 換 、 付 加 、 お よ び ／ ま た は 欠 失 を 包 含 す る 。 部 位
指 向 的 突 然 変 異 誘 発 体 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 指 向 的 突 然 変 異 誘 発 お よ び そ れ ら の 変 異 体
と よ び 、 変 化 し た 遺 伝 子 の 連 続 的 な ク ロ ー ニ ン グ は 、 既 知 の 技 術 で あ る （ Sambrook te al
.,Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd, ed., Chapter 15, Cold Spring Habo
r Laboratory Press, (1989)） 。 別 の 組 換 え 体 ア プ ロ ー チ は 、 連 続 的 に ア ニ ー リ ン グ さ れ
、 そ し て ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 す る の に 適 当 な ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 さ れ た 長 い オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 鎖 を 組 み 合 わ せ て 、 本 発 明 の 治 療 用 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 合 成 す る こ と を
包 含 す る （ Ausebel, et al., Current Protocols in Molecular Biology, Unit 10 and 1
5, Wiley and Sons, Inc.(2000)） 。 か か る 技 術 を 用 い て 、 還 元 中 心 を 含 み 、 一 重 項 酸 素
か ら 過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド を 生 成 し う る 設 計 分 子 を 作 成 す る こ と が で き る 。
こ の よ う な 設 計 分 子 が 、 過 酸 化 水 素 の 場 合 で は 、 抗 体 構 造 お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 を 基 に し て
設 計 さ れ 得 る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
即 ち 、 本 発 明 は 、 所 望 の 位 置 に お い て 、 ス ー パ ー オ キ シ ド フ リ ー ラ ジ カ ル ま た は 過 酸 化 水
素 を 生 成 す る た め に 設 計 さ れ た 抗 体 を 意 図 す る 。 抗 体 は 、 本 明 細 書 中 の 実 施 例 Ｉ お よ び Ｉ
Ｉ に 記 載 の 追 加 の 還 元 中 心 を 含 有 し 、 ス ー パ ー オ キ シ ド フ リ ー ラ ジ カ ル ま た は 過 酸 化 水 素
へ の 一 重 項 酸 素 の 還 元 を 増 加 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 一 重 項 酸 素 か ら 、
ス ー パ ー オ キ シ ド フ リ ー ラ ジ カ ル ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 す る 能 力 を 少 な く と も 減 少 さ せ
る よ う に 設 計 し た 抗 体 も 意 図 す る 。 明 細 書 中 、 こ の 抗 体 は 、 少 な く と も １ つ の そ の 還 元 中
心 を 欠 き 、 好 ま し く は 、 還 元 中 心 を 実 質 的 に ふ く ま な い 。 か か る 抗 体 組 成 物 は 、 当 分 野 の
技 術 者 に は 既 知 の 方 法 に よ っ て 容 易 に 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
所 望 に よ り 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 治 療 上 の 組 成 物 と し て 使
用 す る た め に 調 製 さ れ る か 、 本 発 明 の 方 法 で は 、 さ ら に 精 製 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 精 製
方 法 は 、 抗 体 を 生 じ た ポ リ ペ プ チ ド も し く は ペ プ チ ド へ の 結 合 と 、 ま た は マ ト リ ッ ク ス か
ら の 溶 出 物 が 結 合 す る こ と に よ り 精 製 さ れ 得 る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 精 製 お よ び 濃 縮 の た め の 免 疫 学 的 方 法 に お け る 一 般 的 な 多 様 な 方 法 は 、 当 業 者 に は 既
知 で あ る （ Coligan, et al.,Unit 9, Current Protofcols in Immunology, Wiley Inters
cience, (1991)） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
１ ． 治 療 方 法
有 気 的 生 物 は 、 酸 素 毒 性 お よ び そ れ ら の 代 謝 物 が 最 大 の 結 果 で あ る 化 学 的 環 境 に お け る 酸
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素 代 謝 に 依 存 す る の で 、 こ れ ら の 生 物 体 は 、 生 物 体 の ホ メ オ ス タ シ ス と 健 康 全 体 を 維 持 す
る た め に 、 多 数 の メ カ ニ ズ ム を 進 化 さ せ て き た 。 酸 素 の 毒 性 の 可 能 性 は 、 イ ン ・ ビ ボ で の
反 応 性 の フ リ ー ラ ジ カ ル の 形 成 に よ る 。 毒 性 と な る に は 、 酸 素 は 、 一 重 項 酸 素 生 成 を 生 じ
る 光 活 性 化 に よ っ て 、 ま た は 還 元 に 続 く 過 酸 化 水 素 お よ び ヒ ド ロ キ シ ル ラ ジ カ ル の 形 成 の
い ず れ か に よ っ て 生 じ る プ ロ セ ス を 活 性 化 さ れ ね ば な ら な い 。 後 者 の プ ロ セ ス は 、 遷 移 金
属 、 例 え ば 、 鉄 お よ び 銅 お よ び ／ ま た は モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ な ど の 特 異 的 酵 素 の 存 在 に よ
っ て 促 進 さ れ る 。 こ れ ら の プ ロ セ ス は 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 ミ ク ロ ソ ー ム 、 ペ ル オ キ シ ソ ー
ム お よ び 細 胞 膜 を 含 む 細 胞 区 分 で 起 こ る （ Sahnoun et al., Therapie, 52:251-270(1997)
を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
酸 素 の 活 性 化 か ら 生 じ る フ リ ー ラ ジ カ ル は 、 １ ま た は 数 個 の 不 対 電 子 を 持 つ 明 確 な 化 学 種
に よ る 。 フ リ ー ラ ジ カ ル は 、 一 つ の 電 子 が 、 分 子 中 か ら 除 去 さ れ た 場 合 に 生 じ る 。 こ れ は
、 他 の 電 子 と 対 を な さ な い 少 な く と も １ つ の そ の 電 子 を 持 つ 分 子 内 で 生 じ る 。 得 ら れ る フ
リ ー ラ ジ カ ル は 、 そ れ が 他 の 分 子 か ら 利 用 し 得 る 電 子 を 見 つ け 出 す の で 反 応 性 で あ り 、 そ
の プ ロ セ ス は 、 第 ２ の 反 応 性 分 子 を 創 出 し 、 そ れ に よ り 連 鎖 反 応 を 開 始 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ま た 、 本 明 細 書 中 の オ キ シ ダ ン ト と し て 引 用 さ れ る フ リ ー ラ ジ カ ル は 、 ス ー パ ー オ キ シ ド
、 ヒ ド ロ キ シ ラ ジ カ ル 、 ハ ロ ゲ ン 化 酸 素 類 お よ び 窒 素 含 有 分 子 を 包 含 す る 。 一 重 項 酸 素 の
抗 体 介 在 還 元 か ら 生 じ た ス ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル は 、 そ れ 自 身 、 オ キ シ ダ ン ト で あ り 、
ま た 過 酸 化 水 素 の 生 成 を も 提 供 す る 。 後 者 は 、 即 ち 、 そ れ 自 身 オ キ シ ダ ン ト も し く は 反 応
性 分 子 で な い が 、 ヒ ド ロ キ シ ラ ジ カ ル 、 そ の 二 次 的 生 成 物 、 例 え ば 、 炭 素 、 酸 素 、 窒 素 も
し く は 硫 黄 を 包 含 す る 反 応 性 酸 素 種 を 生 成 す る こ と が で き 、 こ れ は 別 の 化 合 物 と 反 応 し て
フ リ ー ラ ジ カ ル 連 鎖 反 応 を 創 出 す る ま た 別 の フ リ ー ラ ジ カ ル を 生 成 す る こ と が で き る （ Ba
bior et al., Am. J. Med.,109:33-44(2000)） 。 酸 素 カ ス ケ ー ド の 結 果 で あ る 他 の 反 応 性
種 は 、 酸 化 ハ ロ ゲ ン （ 例 え ば 、 次 亜 塩 素 酸 (Ｈ Ｏ Ｃ l)、 Ｈ Ｏ Ｃ l生 成 反 応 性 種 ク ロ ラ ミ ン （
Ｎ Ｈ ２ Ｃ ｌ ） お よ び ア ル デ ヒ ド ） お よ び 反 応 性 窒 素 種 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
フ リ ー ラ ジ カ ル の 制 御 不 能 な 反 応 性 に 関 す る 潜 在 的 結 果 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 膜 脂 質 、 リ
ポ タ ン パ ク 質 ま た は 酵 素 へ の 損 傷 で あ り 、 体 に 根 本 的 な 悪 影 響 を 与 え る 。 最 終 的 な 結 果 は
、 疾 患 お よ び さ ら な る 組 織 死 に 導 く 不 充 分 な 細 胞 機 能 で あ る 。 逆 説 的 に フ リ ー ラ ジ カ ル は
、 望 ま し く な い 細 菌 ま た は ウ イ ル ス に 感 染 す る プ ロ セ ス か ら 助 け る 。 し か し 、 ラ ジ カ ル 種
の 生 成 が 、 過 剰 で あ っ た り 、 誤 っ た 場 所 で あ る 場 合 、 急 性 お よ び 慢 性 的 な 細 胞 お よ び 組 織
損 傷 が 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
こ れ ら の 反 応 を 中 和 す る た め に 、 有 気 性 生 物 は 、 制 御 の 際 に 酸 素 代 謝 の 平 衡 化 を 保 つ た め
に 一 定 の 本 来 的 メ カ ニ ズ ム を 進 化 さ せ て き た 。 こ れ ら の メ カ ニ ズ ム は 、 酸 素 活 性 化 プ ロ セ
ス の 阻 害 に 加 え て 、 す で に 形 成 さ れ た 遊 離 ラ ジ カ ル の 中 和 を 広 く 包 含 す る 。 中 和 プ ロ セ ス
は 、 １ ） ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 一 緒 に 生 成 す る 酵 素 、 例 え ば ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ
お よ び カ タ ラ ー ゼ 、 ２ ） 細 胞 成 分 を 損 傷 せ ず に フ リ ー ラ ジ カ ル に 提 供 さ れ る 電 子 源 と し て
機 能 す る 分 子 、 例 え ば 、 ト コ フ ェ ロ ー ル 、 カ ロ テ ノ イ ド 、 ユ ビ キ ノ ン 、 フ ラ ボ ノ イ ド 、 ア
ス コ ル ビ ン 酸 、 尿 酸 お よ び 類 似 分 子 を 包 含 す る 。 か か る プ ロ セ ス は 、 生 物 体 の 良 好 な 生 存
に 有 益 で あ る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 最 近 の 論 文 の 著 者 ら は 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ
ー ゼ ／ カ タ ラ ー ゼ 擬 体 へ の 曝 露 に よ っ て 、 動 物 の 寿 命 の 増 加 と 相 関 づ け て い る (Melov et 
al., Science, 289:1567-1569(2000))。 本 発 明 に お い て 、 過 酸 化 水 素 の 形 成 が 、 最 終 的 に
過 酸 化 水 素 形 成 へ と 導 く 過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド の 抗 体 介 在 性 生 成 を 阻 害 す る
全 て の 分 子 が 、 抗 オ キ シ ダ ン ト と し て 呼 ば れ る 。 本 発 明 の か か る 好 ま し い 抗 オ キ シ ダ ン ト
は 、 下 記 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
オ キ シ ダ ン ト の 抗 オ キ シ ダ ン ト に 対 す る バ ラ ン ス が 、 前 者 の 方 に 傾 く 場 合 、 こ の 酸 化 状 態
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は 一 般 的 に 「 酸 化 ス ト レ ス 」 と し て 示 さ れ る 。 こ の 状 況 は 、 オ キ シ ダ ン ト ま た は フ リ ー ラ
ジ カ ル の 過 剰 生 成 と 低 下 し た 制 御 抗 オ キ シ ダ ン ト メ カ ニ ズ ム の 存 在 下 で 生 じ る 。 本 発 明 の
利 点 は 、 酸 素 カ ス ケ ー ド に お け る オ キ シ ダ ン ト 生 成 に お け る 抗 体 の 役 割 に 関 す る 発 見 が 、
所 望 の 結 果 に よ っ て 、 酸 素 バ ラ ン ス と 酸 素 代 謝 の 制 御 を 維 持 す る 際 に 有 用 で あ る 治 療 方 法
に 対 す る 基 本 を 提 供 す る こ と で あ る 。 い い か え る と 、 本 発 明 の 方 法 は 、 １ ） オ キ シ ダ ン ト
の 生 成 が 正 当 で あ る 場 合 、 例 え ば 、 損 傷 治 癒 の 増 強 、 細 菌 の 溶 菌 、 ウ イ ル ス の 除 去 、 癌 細
胞 の オ キ シ ダ ン ト 誘 導 性 分 解 の た め の 標 的 化 お よ び 類 似 プ ロ セ ス の 際 に 、 オ キ シ ダ ン ト の
生 成 、 お よ び ２ ） 抗 体 生 成 オ キ シ ダ ン ト の 阻 害 が 正 当 で あ る 場 合 、 例 え ば 、 炎 症 、 心 臓 疾
患 、 糖 尿 病 お よ び 望 ま し く な い 細 胞 増 殖 の 際 に 、 抗 オ キ シ ダ ン ト の 曝 露 に よ る 抗 体 生 成 オ
キ シ ダ ン ト の 阻 害 、 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 １ つ に は 、 損 傷 部 分 に お け る 細 菌 感 染 を 防 御 す
る フ ァ ゴ ソ ー ム 好 中 球 に よ っ て 生 じ た 局 所 濃 度 を 補 足 す る た め に ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は
過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 を 用 い る こ と が 望 ま れ 得 る 。 こ こ で 、 Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ オ キ シ ダ ー
ゼ を 含 有 す る 好 中 球 は 、 分 子 酸 素 の 存 在 下 で ス ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル を 生 成 す る 。 ス ー
パ ー オ キ シ ド は 、 プ ロ セ ス 中 に 細 菌 お よ び 最 後 に 好 中 球 を 分 解 す る 殺 菌 剤 と し て 有 効 に 作
用 す る 。 即 ち 、 こ の プ ロ セ ス を 増 強 す る た め に 、 一 つ に は 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 ス ー
パ ー オ キ シ ド の 局 所 濃 度 の 増 加 を 引 き 起 こ す た め に そ の 箇 所 へ 抗 体 組 成 物 を 提 供 す る 。 一
方 で 、 好 中 球 生 成 ス ー パ ー オ キ シ ド は 、 炎 症 を 起 こ し た 接 合 部 、 例 え ば 、 同 時 に 内 包 性 体
液 性 抗 体 介 在 性 免 疫 応 答 を 進 行 さ せ る 慢 性 関 節 リ ウ マ チ を 患 っ て い る 患 者 に お い て は 有 害
で あ る 。 そ の よ う な 症 状 で は 、 一 つ に は 、 局 所 環 境 に お い て 、 好 中 球 と 抗 体 の 両 方 に よ っ
て 生 成 さ れ た 障 害 オ キ シ ダ ン ト の 生 成 を 制 御 す る た め に 抗 オ キ シ ダ ン ト を 提 供 す る と い う
本 発 明 に 関 し て 反 対 の 治 療 方 法 を 用 い る こ と が 望 ま れ る 。 ス ー パ ー オ キ シ ド お よ び 過 酸 化
水 素 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 （ 即 ち 、 そ れ ら か ら 誘 導 さ れ る 分 子 ） 生 成 物 の 抗 体 介 在 性 生 成
お よ び ／ ま た は そ れ ら の 効 果 を 阻 害 ま た は 増 進 す る た め に 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い る た め の
決 定 は 、 即 ち 所 望 の 結 果 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
Ａ ． 抗 体 活 性 の 阻 害
本 発 明 に 従 っ て 、 「 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 」 に 影 響 す る あ る 治 療 方 法 が 開 発 さ れ る
。 「 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 」 な る 用 語 は 、 過 酸 化 水 素 の 生 成 に 対 す る 前 駆 体 お よ び
誘 導 体 の 両 方 で あ る 反 応 性 種 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 物 を 有 効 に す る 分 子 の 使 用 は 、 抗 体 に よ っ て 生 成 さ れ た 、 望
ま し く な い 、 悪 影 響 の 障 害 を 与 え る 反 応 性 オ キ シ ダ ン ト 種 の 生 成 に あ る 全 て の 状 況 に 適 用
し 得 る 。 こ の よ う な 状 況 に お い て 有 用 で あ る 分 子 は 、 一 般 的 に 、 オ キ シ ダ ン ト に 対 す る ア
ン タ ゴ ニ ス ト 効 果 を 持 つ 全 て の 分 子 と し て 定 義 さ れ る 「 抗 オ キ シ ダ ン ト 」 と し て 引 用 さ れ
る 。 そ の よ う に 定 義 さ れ た 抗 オ キ シ ダ ン ト は 、 １ ） 抗 体 の 阻 害 剤 、 そ れ に よ り ス ー パ ー オ
キ シ ド 生 成 を 阻 害 す る こ と 、 ２ ） 過 酸 化 水 素 生 成 の 阻 害 剤 、 ３ ） 過 酸 化 水 素 を 誘 導 性 反 応
性 オ キ シ ダ ン ト に 変 換 す る 反 応 の 阻 害 剤 、 そ し て ４ ） 反 応 性 オ キ シ ダ ン ト そ れ 自 身 の 阻 害
剤 を 包 含 す る 。 好 ま し い 抗 オ キ シ ダ ン ト は 、 反 応 性 オ キ シ ダ ン ト を 生 成 す る 酸 素 の 活 性 化
を 阻 害 す る も の に 加 え て す で に 形 成 さ れ た も の を 中 和 す る も の を 包 含 す る 。 抗 オ キ シ ダ ン
ト 効 果 は 、 触 媒 を 包 含 す る 全 て の メ カ ニ ズ ム で 生 じ 得 る 。 カ テ ゴ リ ー と し て の 抗 オ キ シ ダ
ン ト は 、 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー ま た は フ リ ー ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ ー を 包 含 す る 。 抗 オ キ シ
ダ ン ト は 、 そ れ ら が 必 要 と さ れ る な ら （ 場 合 に は ） 、 そ れ ら が 利 用 で き る よ う な 種 々 の 型
の も の で よ い 。 有 気 的 生 物 全 体 に よ る 酸 素 の 存 在 の 観 点 で 、 抗 オ キ シ ダ ン ト は 、 様 々 な 細
胞 性 、 組 織 性 、 器 官 性 お よ び 細 胞 外 区 分 に お い て 利 用 さ れ 得 る 。 後 者 は 、 細 胞 外 液 体 ス ペ
ー ス 、 細 胞 内 液 、 滑 液 、 脳 脊 髄 、 胃 腸 内 分 泌 物 、 間 質 性 液 体 、 血 液 お よ び リ ン パ 液 を 包 含
す る 。 抗 オ キ シ ダ ン ト は 、 生 物 体 内 で も 存 在 す る が 、 食 事 の 補 充 お よ び 本 発 明 の 方 法 に よ
っ て 提 供 さ れ る 。 特 に 好 ま し い 抗 オ キ シ ダ ン ト は 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 α － ト コ フ ェ ロ ー ル
、 γ -グ ル タ ミ ル シ ス テ イ ニ ル グ リ シ ン 、 γ -グ ル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ 、 α -リ ポ
酸 、 ジ ヒ ド ロ リ ポ エ ー ト 、 － ア セ チ ル － ５ － メ ト キ シ ト リ プ タ ミ ン 、 フ ラ ボ ン 、 フ ラ ボ ネ
ン 、 フ ラ バ ノ ー ル 、 カ タ ラ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ 、 メ
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タ ロ チ オ ネ イ ン お よ び ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ト ル エ ン を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は
な い 。 本 発 明 の 方 法 の 範 囲 内 で 抗 オ キ シ ダ ン ト と し て の 機 能 に 対 す る 能 力 を 持 つ 別 の 好 ま
し い 分 子 は 、 設 計 さ れ た 抗 体 で あ り 、 こ れ は 、 一 重 項 酸 素 を 還 元 し て ス ー パ ー オ キ シ ド フ
リ ー ラ ジ カ ル を 生 成 す る 能 力 が 減 少 さ れ る か 、 好 ま し く は 全 く な い よ う に 設 計 さ れ た 抗 体
で あ る 。 か か る 抗 体 分 子 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
抗 オ キ シ ダ ン ト の 使 用 は 、 抗 オ キ シ ダ ン ト が オ キ シ ダ ン ト に よ る 障 害 を 、 保 護 、 コ ン ト ロ
ー ル 、 最 小 化 、 低 下 も し く は 阻 害 す る こ と を 必 要 と す る 状 況 に 向 け ら れ る 。 即 ち 、 本 発 明
は 、 細 胞 内 の 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 物 を 低 下 す る た め の 抗 オ キ シ ダ ン ト の 使 用 を 意
図 す る 。 こ の よ う な 状 況 で は 、 介 入 な し に 、 細 胞 の 損 傷 が あ ま り に 強 い の で 、 組 織 損 傷 、
例 え ば 、 炎 症 性 症 状 、 ト ラ ウ マ 症 状 、 外 傷 症 状 、 臓 器 移 植 な ど を 生 じ る 。 設 計 さ れ た 抗 体
を 抗 オ キ シ ダ ン ト と し て 用 い る 意 味 に お い て 、 そ の 抗 体 は 、 一 重 項 酸 素 を 還 元 す る 還 元 中
心 を 欠 く た め に ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 生 成 能 を 消 失 さ せ る か 、 実 質 的 に 消
失 さ せ て 過 剰 な ス ー パ ー オ キ シ ド の 生 成 か ら 生 じ る さ ら な る 組 織 損 傷 を 誘 導 す る こ と な く
、 所 望 の 免 疫 応 答 を 促 進 す る 治 療 上 の 価 値 を 提 供 す る 。 好 ま し く 設 計 さ れ た 治 療 用 抗 体 組
成 物 は 、 そ の 抗 原 結 合 部 位 を 保 持 し 、 特 定 抗 原 へ の 標 的 化 が 所 望 の 治 療 上 の 価 値 と 関 連 し
て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 発 明 は 、 徴 候 が オ キ シ ダ ン ト の 生 成 と 関 連 す る 場 合 、 患 者 に お け る 酸 化 ス ト レ ス に 加 え
て 、 患 者 に お け る 緩 和 徴 候 を 改 善 す る 方 法 を さ ら に 意 図 す る 。 本 発 明 の 抗 オ キ シ ダ ン ト に
よ る 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 を 阻 害 す る 治 療 方 法 の 例 示 は 、 下 記 に 限 定 す る も の で は
な い が 、 異 常 平 滑 筋 障 害 を 阻 害 す る こ と 、 肝 臓 疾 患 、 癌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と 、 放 射
線 治 療 を う け る 癌 患 者 に お け る 炎 症 を 阻 害 す る こ と 、 炎 症 性 疾 患 （ 関 節 炎 、 脈 管 炎 、 糸 球
体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 成 人 呼 吸 促 迫 症 候 群 ） 、 虚 血 疾 患 （ 心 臓 疾 患 、 脳 卒 中
、 腸 管 虚 血 、 再 灌 流 障 害 ） 、 血 色 (素 )症 、 免 疫 不 全 症 、 気 腫 、 臓 器 移 植 、 胃 潰 瘍 、 高 血 圧
、 子 癇 前 症 、 神 経 病 学 上 疾 患 （ 多 発 性 硬 化 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 萎 縮 性
側 索 硬 化 症 お よ び 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー ） 、 ア ル コ ー ル 中 毒 症 お よ び 喫 煙 関 連 疾 患 を 阻 害 す る
こ と を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
酸 化 ス ト レ ス が 有 害 で あ る 細 胞 に は 、 下 記 に 限 定 す る も の で は な い が 、 内 皮 細 胞 、 間 質 性
細 胞 、 上 皮 細 胞 、 筋 肉 (平 滑 、 骨 格 の ま た は 心 臓 )、 フ ァ ゴ ソ ー ム （ 好 中 球 お よ び マ ク ロ フ
ァ ー ジ を 包 含 す る ） 、 白 血 球 、 樹 状 突 起 、 結 合 組 織 お よ び 神 経 系 細 胞 を 包 含 す る 。 影 響 の
あ る 組 織 は 、 筋 肉 、 神 経 、 皮 膚 、 腺 、 間 充 織 、 脾 臓 、 硬 化 、 内 皮 お よ び 上 皮 組 織 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
文 献 お よ び 特 許 発 明 に は 、 本 発 明 に 記 載 の よ う な 抗 体 に よ っ て オ キ シ ダ ン ト の 生 成 に 関 連
す る も の 以 外 で 、 酸 化 ス ト レ ス に よ り 誘 導 さ れ る 多 様 な 症 状 を 処 置 す る た め に 、 抗 オ キ シ
ダ ン ト と 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー の 使 用 を 記 載 し て い る 。 即 ち 、 Ｕ Ｓ 特 許 ５ ,３ ６ ２ ,４ ９ ２ ；
５ ,５ ９ ９ ,７ １ ２ ； ５ ,６ ３ ７ ,３ １ ５ ； ５ ,６ ４ ７ ,３ １ ５ ； ５ ,７ ４ ７ ,０ ２ ６ ； ５ ,８ ４
８ ,２ ９ ０ ； ５ ,９ ９ ４ ,３ ３ ９ ； ６ ,０ ３ ０ ,６ １ １ お よ び ６ ,０ ４ ０ ,６ １ １ の 刊 行 物 は 、
治 療 的 使 用 を 支 持 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 発 明 の オ キ シ ダ ン ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー は 、 多 様 な 許 容 し 得 る 組 成 物 に 処 方 さ れ
得 る 。 化 合 物 が 、 安 定 な 非 毒 性 の 酸 性 ま た は 塩 基 性 塩 を 形 成 す る の に 十 分 な 塩 基 性 ま た は
酸 性 で あ る 場 合 に 、 塩 と し て 化 合 物 を 投 与 す る の が 適 当 で あ り 得 る 。 医 薬 的 に 許 容 さ れ 得
る 塩 の 例 示 は 、 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ 得 る ア ニ オ ン 、 例 え ば 、 ト シ ル 酸 塩 、 メ タ ン ス ル ホ ン
酸 塩 、 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 マ ロ ン 酸 塩 、 ス ク シ ン 酸 塩 、 安 息 香 酸 塩 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 塩
、 α － ケ ト グ ル タ ル 酸 塩 お よ び α － グ リ セ ロ ホ ス フ ェ ー ト を 形 成 す る 酸 と 形 成 さ れ た 有 機
酸 の 付 加 塩 で あ る 。 適 当 な 無 機 塩 も 形 成 さ れ 得 る 、 塩 酸 塩 、 硫 酸 塩 、 硝 酸 塩 、 重 炭 酸 塩 お
よ び 炭 酸 塩 を 包 含 す る 。
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【 ０ ０ ５ ９ 】
医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 塩 は 、 通 常 の 当 業 者 に は 既 知 の 方 法 、 例 え ば 、 生 理 学 的 に 許 容 し 得
る ア ニ オ ン を 与 え る 適 当 な 酸 と 、 ア ミ ン の よ う な 十 分 な 塩 基 性 化 合 物 と の 反 応 に よ る 方 法
を 用 い て 得 ら れ る 。 カ ル ボ ン 酸 の ア ル カ リ 金 属 （ 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム ま た は リ
チ ウ ム ） ま た は ア ル カ リ 土 類 金 属 （ 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム ） 塩 も 作 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
オ キ シ ダ ン ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー は 、 医 薬 的 組 成 物 と し て 処 方 さ れ 、 哺 乳 類 宿 主 、
例 え ば ヒ ト 患 者 に 、 投 与 の 選 択 ル ー ト 、 即 ち 、 経 口 的 も し く は 非 経 口 的 、 静 脈 内 、 筋 肉 内
、 局 所 的 ま た は 皮 下 経 路 に 適 合 さ れ た 多 様 な 形 態 で 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
即 ち 、 本 化 合 物 は 、 全 身 的 、 例 え ば 、 経 口 的 に 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る ビ ー ク ル 、 例 え ば
、 不 活 性 稀 釈 剤 ま た は 同 化 性 食 用 担 体 な ど を 組 み 合 わ せ て 、 投 与 さ れ 得 る 。 そ れ ら は 、 硬
質 も し く は 軟 質 の 殻 の ゼ ラ チ ン カ プ セ ル で 封 入 さ れ て も よ く 、 錠 剤 に 加 圧 さ れ て も よ く 、
ま た は 患 者 の 食 物 と 共 に 直 接 導 入 さ れ て も よ い 。 経 口 用 治 療 的 投 与 に 関 し て 、 オ キ シ ダ ン
ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー は 、 １ 以 上 の 賦 形 剤 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き 、 摂 取 し 得 る
、 錠 剤 、 バ ッ カ ル 錠 、 ト ロ ー チ 、 カ プ セ ル 、 エ リ キ シ ル 、 懸 濁 液 、 シ ロ ッ プ 、 ウ エ ハ な ど
の 形 態 で 使 用 さ れ 得 る 。 か か る 組 成 物 お よ び 調 製 物 は 、 少 な く と も ０ .１ ％ の 活 性 化 合 物
を 含 有 す る べ き で あ る 。 組 成 物 お よ び 調 製 物 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 も ち ろ ん 変 化 し 、 適 切
に は 、 提 供 さ れ る 単 位 用 量 形 態 の 約 ２ ～ ６ ０ 重 量 ％ の 間 で 存 在 す る 。 か か る 治 療 上 有 用 な
組 成 物 中 の オ キ シ ダ ン ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー の 量 は 、 有 効 な 用 量 レ ベ ル が 得 ら れ る
量 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
ま た 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 ピ ル 、 カ プ セ ル な ど は 以 下 を 含 有 す る ； 賦 形 剤 、 例 え ば リ ン 酸 二
カ ル シ ウ ム ； コ ー ン ス タ ー チ 、 ポ テ ト ス タ ー チ 、 ア ル ギ ン 酸 お よ び そ の 他 ； 潤 択 剤 、 例 え
ば 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム ； お よ び 甘 味 料 、 例 え ば 、 ス ク ロ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 ラ
ク ト ー ス ま た は ア ス パ ル テ ー ム 、 ま た は 香 味 料 、 例 え ば 、 ペ パ ー ミ ン ト 、 冬 緑 油 ま た は チ
ェ リ ー 香 料 が 添 加 さ れ 得 る 。 単 位 用 量 形 態 が カ プ セ ル で あ る 場 合 、 カ プ セ ル は 、 さ ら に 上
記 の タ イ プ の 物 質 に 加 え て 、 液 体 担 体 、 例 え ば 、 植 物 油 ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を
含 み 得 る 。 多 様 な そ の 他 の 物 質 が 、 被 覆 剤 と し て 存 在 し て も よ く 、 ま た 一 方 で 、 固 体 単 位
用 量 形 態 の 物 理 形 態 を 修 飾 す る た め に 存 在 し て も よ い 。 例 え ば 、 錠 剤 、 ピ ル ま た は カ プ セ
ル は 、 ゼ ラ チ ン 、 ワ ッ ク ス 、 セ ラ ッ ク ま た は 糖 な ど で 被 覆 さ れ 得 る 。 シ ロ ッ プ ま た は エ リ
キ シ ル は 、 活 性 化 合 物 、 甘 味 料 と し て ス ク ロ ー ス ま た は フ ル ク ト ー ス 、 保 存 剤 と し て メ チ
ル お よ び プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 、 染 料 お よ び チ ェ リ ー ま た は オ レ ン ジ フ レ ー バ ー な な ど の 香 味
料 を 含 有 す る 。 も ち ろ ん 、 全 て の 単 位 用 量 形 態 を 調 製 す る 際 に 使 用 さ れ る 全 て の 物 質 は 、
用 い た 量 で 医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る か つ 実 質 的 に 非 毒 性 で あ る べ き で あ る 。 さ ら に 、 活 性 化
合 物 は 、 徐 放 性 剤 お よ び 装 置 に 導 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
ま た 、 活 性 化 合 物 は 、 点 滴 ま た は 注 射 に よ っ て 、 静 脈 的 も し く は 腹 膜 的 に 投 与 さ れ 得 る 。
活 性 化 合 物 ま た は そ の 塩 の 溶 液 は 、 水 で 調 製 さ れ 得 る 、 所 望 に よ り 、 非 毒 性 界 面 活 性 剤 と
混 合 さ れ 得 る 。 ま た 、 分 散 剤 は 、 グ リ セ ロ ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ト リ ア セ
チ ン 、 お よ び そ れ ら の 混 合 物 中 、 お よ び 油 中 で 調 製 さ れ 得 る 。 貯 蔵 お よ び 使 用 に 関 す る 通
常 の 条 件 下 で 、 こ れ ら の 調 製 物 は 、 微 生 物 の 増 殖 を 防 御 す る た め に 保 存 剤 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
点 滴 ま た は 注 射 の た め に 適 当 な 医 薬 的 用 量 形 態 は 、 注 射 ま た は 点 滴 し 得 る 滅 菌 溶 液 ま た は
分 散 剤 の 即 席 調 製 物 に 適 合 さ れ 、 所 望 に よ り リ ポ ソ ー ム で 封 入 さ れ た 活 性 成 分 を ふ く む 滅
菌 水 性 溶 液 ま た は 分 散 剤 ま た は 滅 菌 粉 末 を 包 含 す る 。 全 て の ケ ー ス に お い て 、 最 終 的 な 用
量 形 態 は 、 製 造 お よ び 貯 蔵 の 条 件 下 で 、 無 菌 、 液 状 お よ び 安 定 で あ る べ き で あ る 。 液 体 担
体 ま た は ビ ー ク ル は 、 溶 剤 ま た は 液 体 分 散 媒 質 、 例 え ば 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （
例 え ば 、 グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 植
物 性 油 、 非 毒 性 グ リ セ リ ル エ ス テ ル お よ び そ れ ら の 適 当 な 混 合 物 で あ り 得 る 。 適 当 な 液 体
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性 は 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム の 形 成 に よ っ て 、 分 散 剤 の 場 合 に お い て 所 望 の 粒 子 サ イ ズ の 維
持 に よ っ て ま た は 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ っ て 得 る 。 微 生 物 の 作 用 を 防 止 す る こ と は 、 多 様
な 抗 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 、 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン
酸 、 チ メ ロ ザ ー ル な ど に よ っ て 得 ら れ る 。 多 く の 場 合 、 等 張 剤 、 例 え ば 、 糖 、 緩 衝 液 ま た
は 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 包 含 す る の が 好 ま し い 。 注 射 し 得 る 組 成 物 の 長 期 吸 収 は 、 吸 収 を 遅 延
す る 剤 、 ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム (Ｉ )お よ び ゼ ラ チ ン の 組 成 物 に お け る 使 用 に よ っ て も
た ら さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
滅 菌 性 注 射 し 得 る 溶 液 は 、 上 記 列 挙 さ れ た 多 様 な 他 の 成 分 と 共 に 適 当 な 溶 媒 中 に 、 所 望 の
量 で オ キ シ ダ ン ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー を 導 入 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ 、 必 要 で あ
れ ば 、 滅 菌 濾 過 さ れ 得 る 。 滅 菌 注 射 可 能 な 溶 液 を 調 製 す る た め の 滅 菌 粉 末 の 場 合 で は 、 調
製 の た め の 好 ま し い 方 法 は 、 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 技 術 で あ り 、 こ れ は 、 オ キ シ ダ ン ト
お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー に 加 え て 、 先 の 滅 菌 濾 過 溶 液 中 に 存 在 す る 全 て 所 望 の 成 分 の 粉
末 を 与 え る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
経 口 投 与 の た め に 、 オ キ シ ダ ン ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー は 、 純 粋 な 形 態 で 適 用 さ れ 得
る （ 即 ち そ れ ら が 液 体 で あ る 場 合 ） 。 し か し 、 広 く 、 そ れ ら は 、 組 成 物 ま た は 配 合 物 と し
て 、 皮 膚 化 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 と 組 み 合 わ せ て 、 皮 膚 に 投 与 す る こ と が 望 ま れ 、 こ れ は
固 体 ま た は 液 体 で 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
有 用 な 固 体 担 体 は 、 細 か く 分 割 さ れ た 固 体 、 例 え ば 、 タ ル ク 、 ク レ イ 、 微 小 結 晶 性 セ ル ロ
ー ス 、 シ リ カ 、 ア ル ミ ナ な ど を 包 含 す る 。 有 用 な 液 体 担 体 は 、 水 、 ア ル コ ー ル ま た は グ リ
コ ー ル ま た は 水 － ア ル コ ー ル ／ グ リ コ ー ル 混 合 物 を 包 含 し 、 こ の 中 で 現 化 合 物 は 、 有 効 レ
ベ ル で 、 所 望 に よ り 、 非 毒 性 界 面 活 性 剤 の 助 け に よ っ て 、 溶 解 さ れ 得 る か 、 分 散 さ れ 得 る
。 フ レ グ ラ ン ス な ど の ア ジ ュ バ ン ド お よ び 追 加 の 抗 菌 剤 は 、 与 え ら れ る 使 用 に 対 し て 特 性
を 最 適 化 す る た め に 添 加 さ れ る 。 得 ら れ る 液 体 組 成 物 は 、 包 帯 お よ び そ の 他 の 外 傷 用 医 薬
材 料 を 浸 透 す る た め に 使 用 し て 吸 収 パ ッ ド か ら 適 用 さ れ る か 、 ま た は 、 ポ ン プ タ イ プ ま た
は エ ア ゾ ー ル ス プ レ ー を 用 い て 罹 患 箇 所 に 噴 霧 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
濃 縮 装 置 、 例 え ば 、 合 成 ポ リ マ ー 、 脂 肪 酸 、 脂 肪 酸 塩 お よ び エ ス テ ル 、 脂 肪 ア ル コ ー ル 、
修 飾 さ れ た セ ル ロ ー ス ま た は 修 飾 さ れ た 鉱 物 は 、 使 用 者 の 皮 膚 に 直 接 適 用 す る た め に 、 散
布 可 能 な ペ ー ス ト 、 ゲ ル 、 軟 膏 、 石 鹸 な ど を 形 成 す る よ う に 液 体 担 体 と 一 緒 に 用 い ら れ て
も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 発 明 の オ キ シ ダ ン ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー を 皮 膚 へ 射 出 す る の に 使 用 さ れ 得 る 有 用
な 皮 膚 科 学 組 成 物 の 例 示 は 、 当 業 者 に は 既 知 で あ る ； 例 え ば 、 Jacquet et al., (U.S. Pa
t. No. 4,608,392), Geria(U.S. Pat. No. 4,992,478)、 Smith et al.,(U.S. Pat. No. 4
,559,157)お よ び Wotzman(U.S. Pat. No. 4,820,508)。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 発 明 の オ キ シ ダ ン ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー の 有 用 な 用 量 は 、 動 物 モ デ ル に お け る そ
れ ら の イ ン ・ ビ ボ 活 性 と イ ン ・ ビ ト ロ 活 性 と を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ 得 る 。 マ ウ
ス お よ び 他 の 動 物 に お け る 有 効 用 量 の ヒ ト へ の 外 挿 法 が 、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る ； 例 え
ば 、 U.S. Pat. No. 4,938,949。
【 ０ ０ ７ １ 】
一 般 的 に 、 ロ ー シ ョ ン な ど の 液 体 組 成 物 中 の 、 本 発 明 の オ キ シ ダ ン ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン
ジ ャ ー の 濃 度 は 、 約 ０ .１ ～ ２ ５ 重 量 ％ 、 好 ま し く は 約 ０ .５ ～ １ ０ 重 量 ％ で あ る 。 ゲ ル ま
た は 粉 末 な ど の 半 固 体 ま た は 固 体 組 成 物 中 の 濃 度 は 、 約 ０ .１ ～ ５ 重 量 ％ 、 好 ま し く は 約
０ .５ ～ ２ .５ 重 量 ％ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
処 置 に お い て 、 使 用 す る の に 必 要 な 、 オ キ シ ダ ン ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー ま た は そ れ
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ら の 活 性 な 塩 ま た は 誘 導 体 の 量 は 、 選 択 さ れ る 特 定 の 塩 に よ っ て だ け で な く 、 投 与 の 経 路
、 処 理 さ れ る 症 状 の 特 性 お よ び 患 者 年 齢 お よ び 症 状 に よ っ て も 変 化 し 、 そ し て 最 終 的 に は
内 科 医 す な わ ち 臨 床 医 の 裁 量 に よ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
し か し 、 一 般 的 に は 、 適 当 な 用 量 は 、 １ 日 あ た り 、 体 重 の 約 ０ .５ ～ 約 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ
、 例 え ば 、 １ 日 あ た り 、 患 者 の 体 重 の 約 １ ０ ～ 約 ７ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 例 え ば ３ ～ 約 ５ ０ ｍ ｇ
／ ｋ ｇ 、 好 ま し く は ６ ～ ９ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 、 最 も 好 ま し く は １ ５ ～ ６ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日
の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
オ キ シ ダ ン ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー は 、 単 位 用 量 形 態 で 投 与 さ れ る の が 便 利 で あ る ；
例 え ば 、 単 位 用 量 形 態 あ た り 、 活 性 成 分 が ５ ～ １ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 有 利 に は １ ０ ～ ７ ５ ０ ｍ ｇ
、 最 も 有 利 に は ５ ０ ～ ５ ０ ０ ｍ ｇ 存 在 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
理 想 的 に は 、 オ キ シ ダ ン ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー は 、 活 性 化 合 物 、 約 ０ .５ ～ 約 ７ ５
μ Ｍ 、 好 ま し く は 約 １ ～ ５ ０ μ Ｍ 、 最 も 好 ま し く は 、 約 ２ ～ 約 ３ ０ μ Ｍ の ピ ー ク 血 漿 濃 度
を 達 成 す る た め に 投 与 さ れ る べ き で あ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 ０ .０ ５ ～ ５ ％ の オ キ シ ダ ン
ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー 溶 液 、 所 望 に よ り 生 理 食 塩 水 の 静 脈 注 射 に よ っ て 達 成 さ れ る
か 、 ま た は 約 １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ の オ キ シ ダ ン ト お よ び 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー を 含 有 す る 丸 薬 と
し て 経 口 的 に 投 与 さ れ 得 る 。 所 望 の 血 液 レ ベ ル は 、 約 ０ .０ １ ～ ５ .０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 時 間 を
供 す る 連 続 注 射 に よ っ て 維 持 さ れ る か 、 約 ０ .４ ～ １ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の オ キ シ ダ ン ト お よ び
酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー を 含 有 す る 間 欠 性 の 点 滴 に よ っ て 維 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
所 望 の 用 量 は 、 単 回 用 量 、 ま た は 適 切 な 間 隔 、 例 え ば １ 日 あ た り 、 ２ 、 ３ 、 ４ 以 上 の 下 位
用 量 と し て 投 与 さ れ る 分 割 用 量 と し て 、 適 切 に 与 え ら れ 得 る 。 下 位 用 量 そ れ 自 身 は 、 さ ら
な る 分 割 、 例 え ば 、 多 く の 不 連 続 な 間 隔 を お い て の 投 与 ； 吸 入 器 か ら の 複 数 回 吸 入 ま た は
眼 へ の 複 数 回 滴 の 用 途 に よ っ て 、 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 抗 オ キ シ ダ ン ト は 細 胞 に 入 り 、 そ し て 過 酸 化 水 素 ま た は そ
の 前 駆 体 酵 素 分 子 と 反 応 し 、 そ れ に よ っ て 、 細 胞 中 の 過 酸 化 水 素 濃 度 が 低 下 す る 。 別 の 態
様 に お い て 、 抗 オ キ シ ダ ン ト は 細 胞 に 入 り 、 ま た は 取 り 巻 く 外 部 細 胞 環 境 中 に 存 在 し 、 過
酸 化 水 素 か ら 生 成 し た オ キ シ ダ ン ト と 反 応 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の オ キ シ ダ ン ト 、 抗 体 （ 設 計 さ れ た 抗 体 、 お よ
び 抗 体 活 性 を 増 進 す る た め に 本 明 細 書 に 記 載 の よ う な 付 加 的 還 元 中 心 を 含 有 す る 他 の 分 子
の 両 方 を 含 む ） は 、 投 与 製 剤 と 相 溶 し 得 る 方 法 で 、 そ し て 治 療 上 有 効 量 で 投 与 さ れ る 。 投
与 さ れ る 量 お よ び タ イ ミ ン グ は 、 治 療 さ れ る 対 象 、 活 性 成 分 を 利 用 す る 対 象 の 許 容 量 、 お
よ び 望 ま れ る 治 療 効 果 の 程 度 に 依 存 す る 。 投 与 さ れ る の に 必 要 な 活 性 成 分 の 正 確 な 量 は 、
医 師 の 判 断 に 依 存 し 、 各 々 個 体 に 対 し て 独 特 で あ る 。 し か し 、 様 々 な タ イ プ の 適 用 に 関 す
る 適 当 な 用 量 範 囲 は 、 投 与 経 路 に よ る 。 投 与 に つ い て の 適 当 な 様 式 は 、 変 え る こ と が 可 能
で あ る が 、 治 療 用 処 置 の 所 望 の 結 果 を 生 じ る よ う に 初 期 投 与 に 続 く 間 隔 を お い て の 反 復 投
与 に よ っ て 類 型 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
本 発 明 に お け る 使 用 に 対 し て 意 図 さ れ た 抗 オ キ シ ダ ン ト は 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム の よ う な 組
成 物 の 形 で 、 所 望 の 結 果 を 仲 介 す る た め に 目 的 の 部 位 に 送 達 さ れ る が 、 そ の 調 製 物 は リ ポ
ソ ー ム － 介 在 性 送 達 に 関 す る 当 分 野 の 技 術 者 に は 既 知 で あ る 。 別 の 送 達 手 段 は 、 静 脈 的 に
、 局 所 的 に 、 経 口 的 に 、 吸 入 に よ っ て 、 挿 管 に よ っ て 、 腹 腔 内 に 、 筋 肉 内 に 、 経 皮 的 お よ
び 皮 下 的 に 投 与 す る こ と を 包 含 す る が 、 こ れ に 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 は 、 組 成 物 中 に 活 性 成 分 と し て 組 成 物 中 で 溶 解 す る か ま た は 分 散 し
て 抗 体 活 性 を 提 供 す る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う な 抗 オ キ シ ダ ン ト 、 ま た は 本 明 細 書

10

20

30

40

50

(24) JP 2005-524601 A 2005.8.18



に 記 載 の よ う な 抗 体 と 共 に 、 生 理 学 的 に 許 容 で き る 担 体 を 含 有 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に
お い て 、 治 療 用 組 成 物 は 、 哺 乳 類 ま た は ヒ ト 患 者 に 医 療 目 的 の た め に 投 与 さ れ る 場 合 、 免
疫 原 性 で な い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
組 成 物 中 で 溶 解 さ れ る か ま た は 分 散 さ れ た 活 性 成 分 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 の 調 製 は 、 当 分
野 で は 十 分 に 理 解 さ れ て お り 、 処 方 を 基 に 限 定 さ れ な い 必 要 が あ る 。 通 常 、 か か る 組 成 物
は 、 液 体 溶 液 ま た は 縣 濁 液 と し て 、 注 入 し 得 る よ う に 調 製 さ れ る が 、 し か し 、 使 用 前 に 液
体 、 溶 液 ま た は 懸 濁 液 に 適 し た 固 体 形 態 が 調 製 さ れ 得 る 。 ま た 、 該 調 製 物 は 乳 化 さ れ 得 る
。
【 ０ ０ ８ ２ 】
活 性 成 分 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 治 療 方 法 に お い て 使 用 す る た め に 適 切 な 量 で 、 医 薬 上 許
容 し 得 る か つ 活 性 成 分 と 相 溶 し 得 る 賦 形 剤 と 共 に 混 合 さ れ 得 る 。 適 当 な 賦 形 剤 は 、 例 え ば
、 水 、 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル ま た は 類 似 物 、 お よ び そ
れ ら の 組 合 わ せ 物 で あ る 。 さ ら に 、 所 望 に よ り 、 組 成 物 は 、 活 性 成 分 の 有 効 性 を 増 強 す る
少 量 の 補 助 的 物 質 、 例 え ば 、 湿 潤 剤 ま た は 乳 化 剤 、 ｐ Ｈ 緩 衝 剤 お よ び 類 似 物 を 含 有 し 得 る
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 は 、 組 成 物 中 の 成 分 の 医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 塩 を 包 含 し 得 る 。 医 薬
的 に 許 容 さ れ 得 る 塩 は 、 無 機 酸 （ 例 え ば 、 塩 化 水 素 ま た は リ ン 酸 ） 、 有 機 酸 （ 酢 酸 、 酒 石
酸 、 マ ン デ リ ン 酸 お よ び 類 似 物 ） と 形 成 さ れ る 酸 付 加 塩 （ ポ リ ペ プ チ ド の 遊 離 ア ミ ノ 基 で
形 成 さ れ る ） を 包 含 す る 。 ま た 、 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 と 形 成 さ れ た 塩 は 、 無 機 塩 （ 例 え ば
、 ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム ま た は 鉄 水 酸 化 物 ） 、 有 機 塩 （ 例 え
ば 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ メ チ ル ア ミ ン 、 ２ -エ チ ル ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 ヒ ス チ ジ ン
、 プ ロ カ イ ン お よ び 類 似 物 ） か ら 誘 導 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 は 当 分 野 で は 既 知 で あ る 。 液 体 担 体 の 例 示 は 、 活 性 成 分 お よ び
水 、 ま た は 緩 衝 溶 液 、 例 え ば 、 生 理 的 ｐ Ｈ 値 で リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 生 理 食 塩 水 ま た は 両 方
、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 以 外 に 全 く 物 質 を 含 ま な い な い 滅 菌 水 性 溶 液 で あ る 。 ま た
、 さ ら に 、 水 性 担 体 は 、 １ 以 上 の 緩 衝 用 塩 、 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム お よ び カ リ ウ ム の 塩 化 物
の 塩 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル お よ び 他 の 溶 質 を 含 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
ま た 、 液 体 組 成 物 は 、 さ ら に 水 を 含 ま な い 液 体 相 を 含 有 し 得 る 。 か か る 追 加 的 な 液 体 相 の
例 示 は 、 グ リ セ リ ン 、 植 物 油 （ 例 え ば 、 綿 実 油 ） 、 水 － 油 エ マ ル ジ ョ ン で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
細 胞 中 、 組 織 ま た は 器 官 に 加 え て 細 胞 外 区 画 に お い て 、 抗 体 介 在 性 オ キ シ ダ ン ト 生 成 の 抗
オ キ シ ダ ン ト に よ る 阻 害 が 利 益 と な る 他 の 治 療 上 症 状 は 、 当 分 野 の 技 術 者 に は 既 知 で あ り
、 そ し て McCord, , :652-659 (2000)お よ び Babior et al., ,
 :33-44 (2000)に も 概 説 さ れ て い る （ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
Ｂ ．
一 般 的 に 、 本 発 明 は 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 生 成 が 認 め ら れ る 場 合 の 状 況
に お い て 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 す る 全 て の 抗 体 の 使 用 を 意
図 す る も の で あ る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 還 元 中 心 を 含 む よ う に 変 え て 設 計 さ れ た 抗 体 を 包 含
す る 設 計 分 子 の 使 用 を 意 図 す る も の で あ り 、 こ の 存 在 に よ り 、 こ の よ う な 生 成 が 望 ま れ る
場 合 、 一 重 項 酸 素 か ら ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 す る 可 能 性 が 提 供 さ れ る
。 ス ー パ ー オ キ シ ド の 場 合 に お い て 、 ２ つ の 保 存 さ れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 持 つ 設 計 さ
れ て い な い 抗 体 と 比 較 し て ２ 以 上 の 還 元 中 心 を 持 つ 設 計 分 子 の 使 用 が 、 ス ー パ ー オ キ シ ド
の 生 成 が 必 要 と さ れ る 場 合 に 許 容 さ れ る 。 即 ち 、 ス ー パ ー オ キ シ ド と も 呼 ば れ る ス ー パ ー
オ キ シ ド フ リ ー ラ ジ カ ル の 生 成 に 価 値 が あ る 治 療 方 法 に つ い て 、 本 発 明 は 、 天 然 の 隠 れ た
ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 含 有 す る 上 記 定 義 の 抗 体 、 お よ び 本 明 細 書 中 に 記 載 の 設 計 さ れ た 抗
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体 な ど の 分 子 の 使 用 を 意 図 す る も の で あ る 。 過 酸 化 水 素 の 場 合 に お い て 、 更 な る 還 元 中 心
を 持 つ 設 計 分 子 の 使 用 が 、 過 酸 化 水 素 の 増 強 し た 生 成 が 必 要 と さ れ る 場 合 に 正 当 化 さ れ る
。 即 ち 、 水 素 の 生 成 に 価 値 が あ る 治 療 方 法 に つ い て 、 本 発 明 は 、 天 然 ト リ プ ト フ ァ ン 残 基
を 含 有 す る 抗 体 、 お よ び 本 明 細 書 中 に 記 載 の 設 計 さ れ た 抗 体 な ど の 分 子 の 使 用 を 意 図 す る
。
【 ０ ０ ８ ８ 】
過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル お よ び そ の 連 続 的 過 酸 化 水 素 の 生 成 が 抗 体 に
よ っ て 生 じ る 症 状 は 、 実 施 例 Ｉ お よ び Ｉ Ｉ に よ り 完 全 に 記 載 さ れ る 。 過 酸 化 水 素 ま た は ス
ー パ ー オ キ シ ド を 生 成 す る た め の 最 小 要 件 は 、 酸 素 、 即 ち 、 有 気 性 状 態 の 存 在 で あ る 。 一
重 項 酸 素 の 過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル へ の 生 物 学 的 還 元 は 、 過 酸 化 水 素
を 生 成 す る が 、 可 視 光 お よ び 紫 外 線 照 射 条 件 の 両 方 で 生 成 す る 。 前 者 に お い て 、 過 酸 化 水
素 の 生 成 は 、 光 感 作 剤 分 子 、 例 え ば 、 ヘ マ ト ポ ル フ ィ リ ン の 存 在 に お い て 増 強 さ れ る 。 さ
ら に 、 紫 外 線 照 射 は 、 抗 体 介 在 性 還 元 事 象 に 対 し て 必 須 で は な い 。 光 の 非 存 在 下 に お い て
、 有 気 性 条 件 が 、 光 感 作 剤 の ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 生 成 量 と 共 に 存 在 す る 場
合 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
過 酸 化 水 素 生 成 を 生 じ る 、 過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド の 抗 体 介 在 性 生 成 に 対 す る
最 小 要 件 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 体 が 存 在 し な い か 、 す で に 存 在 す る 抗 体 を 高 め る ス ー パ
ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 環 境 を つ く り だ す た め の 抗 体 の 治 療 的 使 用 を 意 図 す る 。 こ の
よ う な 症 状 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の よ う な 所 望 の 価 値 の あ る 結 果 を 提 供 す る 酸 素 カ ス ケ ー
ド 化 学 お よ び オ キ シ ダ ン ト 生 成 の 分 野 に お い て 医 師 に は よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 原 が 一 重 項 酸 素 か ら 過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド
を 生 成 し 得 る 抗 体 を 包 含 す る 組 成 物 と 接 触 さ れ る 場 合 、 抗 原 が ス ー パ ー オ キ シ ド お よ び 過
酸 化 水 素 に 曝 露 さ れ る た め の 方 法 を 意 図 す る も の で あ る 。 前 記 記 載 の よ う に 、 該 方 法 は 、
非 特 異 的 ま た は 免 疫 特 異 的 （ 抗 原 指 向 性 ） 本 来 の 抗 体 、 そ れ ら か ら 誘 導 さ れ た フ ラ グ メ ン
ト を 用 い て 成 功 し 、 そ し て 一 本 鎖 抗 体 、 さ ら に 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 設 計 分 子 お よ び 抗
体 を さ ら に 包 含 す る 。 細 胞 表 面 で の 抗 体 の 例 示 的 な 濃 度 は 、 １ ～ ５ μ Ｍ の 範 囲 で あ る 。 し
か し 、 該 濃 度 は 、 所 望 の 生 理 学 的 効 果 （ 即 ち 、 酸 化 ス ト レ ス を 生 じ る 過 酸 化 水 素 ま た は ス
ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル お よ び そ の 誘 導 体 の オ キ シ ダ ン ト の 生 成 ） を 得 る た め に 十 分 な 抗
体 の 量 で あ る 場 合 、 所 望 の 結 果 に よ っ て 変 化 し う る 。 提 供 さ れ た 抗 体 の 量 は 、 所 望 の 生 理
学 的 効 果 を 得 る た め に 十 分 な 抗 体 の 量 を 提 供 す る 。 抗 体 組 成 物 を 用 い る 治 療 処 置 の 投 与 量
お よ び タ イ ミ ン グ は 、 上 記 抗 オ キ シ ダ ン ト に 記 載 の も の と 適 合 す る 。 抗 原 は 、 細 胞 上 で 提
示 さ れ る が 、 そ の よ う に 制 限 さ れ な い の が 好 ま し い 。 抗 原 は 、 そ れ を 生 成 す る ス ー パ ー オ
キ シ ド お よ び 抗 体 介 在 性 方 法 が 保 証 さ れ る 場 合 、 細 胞 外 液 を 包 含 す る 、 細 胞 、 組 織 ま た は
器 官 中 に 存 在 す る 全 て の 抗 原 で あ り 得 る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 原 は 、 脂 肪 酸 、
低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 、 炎 症 と 関 連 し た 抗 原 、 癌 細 胞 抗 原 、 細 菌 性 抗 原 ま た は 類 似 の 分 子
で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
会 合 さ れ る 抗 原 上 の 細 胞 は 、 内 皮 、 間 質 、 上 皮 、 筋 肉 、 フ ァ ゴ ソ ー ム 、 血 液 、 樹 状 突 起 、
結 合 組 織 お よ び 神 経 組 織 細 胞 を 包 含 す る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 本 発 明 の 治
療 上 の ア プ ロ ー チ に 対 し て 特 に 好 ま し い 標 的 Ｔ 細 胞 は 、 好 中 球 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ
る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
本 発 明 は 、 標 的 細 胞 が 、 抗 体 を 生 成 す る ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 方 法 に お い
て 、 紫 外 線 、 赤 外 線 ま た は 可 視 光 の 照 射 に 曝 露 さ れ る こ と を さ ら に 意 図 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 生 成 を 高 め る た め に 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸
化 水 素 生 成 量 の 感 作 剤 も ま た 感 作 剤 と し て 引 用 さ れ 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 治 療 方 法 に お い
て 用 い ら れ る 。 本 明 細 書 で 定 義 さ れ た よ う に 、 感 作 剤 は 、 一 重 項 酸 素 の 濃 度 を 誘 導 す る か
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、 増 加 す る 全 て の 分 子 で あ る 。 一 般 的 に 、 感 作 剤 は 照 射 存 在 下 で 使 用 さ れ 、 こ の プ ロ セ ス
は 感 作 剤 を 活 性 化 す る た め に 十 分 な 期 間 紫 外 線 、 赤 外 線 ま た は 可 視 光 に 曝 露 す る こ と を 包
含 す る 。  例 示 的 曝 露 は 、 実 施 例 Ｉ お よ び Ｉ Ｉ に 記 載 さ れ て い る 。 ス ー パ ー オ キ シ ド ま た
は 過 酸 化 水 素 生 成 量 の 感 作 剤 は 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 が 存 在 し 、 か つ そ れ
ら の 誘 導 体 が 保 証 さ れ る 全 て の 状 況 に お い て 、 所 望 の 生 理 学 的 効 果 、 例 え ば 、 抗 体 に よ っ
て 媒 介 さ れ る 一 重 項 酸 素 か ら の ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 生 成 を 得 る た め に 十
分 で あ る 感 作 剤 の 量 で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 感 作 剤 は 抗 体 に 接 合 さ れ る 。 特
に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 感 作 剤 接 合 抗 体 は 抗 原 に 結 合 し 得 る 、 即 ち 、 活 性 な 抗 原 結 合 部
位 を 保 持 し 、 抗 原 認 識 お よ び 錯 化 を 発 生 さ せ 得 る 。 例 示 的 な 感 作 剤 は 、 プ テ リ ン 、 フ ラ ビ
ン 、 ヘ マ ト ポ ル フ ィ リ ン 、 テ ト ラ キ ス (４ -ス ル ホ ナ ト フ ェ ニ ル )ポ ル フ ィ リ ン 、 ビ ピ リ ジ
ル ル テ ミ ウ ム (ruthemium)(Ｉ Ｉ ) 錯 体 、 ロ ー ズ ベ ン ガ ル 染 料 、 キ ノ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 染 料 、
フ タ ロ シ ア ニ ン お よ び ハ イ ポ ク レ リ ン を 包 含 す る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
さ ら な る 態 様 に お い て 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 生 成 は 、 一 重 項 酸 素 の 生 成
を 増 強 す る た め の 手 段 を 供 す る こ と に よ っ て 増 強 す る 。 還 元 さ れ た 一 重 項 酸 素 は 、 以 前 に
説 明 し た よ う な ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 起 源 で あ る 。 か か る 還 元 は 、 ２ つ 以
上 の 還 元 中 心 を 含 有 す る 抗 体 ま た は 分 子 の 作 用 に よ っ て 生 じ 得 る 。 あ る 好 ま し い 手 段 は 、
一 重 項 酸 素 を 生 じ る の に 有 用 な す べ て の 分 子 、 化 合 物 、 試 薬 お よ び そ の 類 似 物 で あ る プ ロ
ド ラ ッ グ と し て 示 さ れ る 。 好 ま し い プ ロ ド ラ ッ グ は 、 エ ン ド ペ ロ キ シ ド で あ り 、 一 度 に 投
与 さ れ 、 続 い て 、 抗 体 を 投 与 す る か 、 ま た は 下 記 に 説 明 し た よ う に 、 抗 体 と 、 所 望 の 標 的
細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 と を 接 触 さ せ る 。 こ の 意 味 に お い て 、 エ ン ド ペ ロ キ シ ド は 、 ス ー パ
ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 生 成 抗 体 ま た は 分 子 が 、 抗 体 -抗 原 複 合 体 を 形 成 す る そ の 標
的 抗 原 と 免 疫 反 応 し た 後 に 、 送 達 さ れ る の が 好 ま し い 。 抗 体 -抗 原 複 合 体 部 位 で 達 成 さ れ
る た め の エ ン ド ペ ロ キ シ ド の 好 ま し い 濃 度 は 、 約 １ ０ μ ｍ で あ る 。 こ の 実 施 態 様 は 、 特 別
な 利 点 を 持 つ 。 例 え ば 一 重 項 酸 素 の 高 い 局 所 的 蓄 積 を 創 出 す る 能 力 は 、 所 望 の 部 位 ま た は
局 所 で 治 療 上 所 望 の ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 に 還 元 さ れ る 必 要 な 反 応 体 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
一 重 項 酸 素 か ら の ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 す る た め の 還 元 中 心 を 持 つ 設
計 さ れ た 抗 体 ま た は 分 子 を 包 含 す る 抗 体 の 使 用 を 基 に し た 好 ま し い 治 療 方 法 は 、 癌 細 胞 が
一 重 項 酸 素 か ら ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 し 得 る 抗 体 を 包 含 す る 組 成 物 と
接 触 す る 、 癌 細 胞 を 殺 傷 す る た め の 方 法 を 包 含 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 は
、 認 識 さ れ 、 癌 細 胞 上 で 発 現 し た 抗 原 と 免 疫 反 応 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 肺 癌 、 前 立 腺
癌 、 大 腸 癌 、 子 宮 頸 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 膀 胱 癌 、 骨 腫 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 ま た は 脳 腫 瘍 に 罹
っ た 対 象 に 対 し て 治 療 上 有 効 で あ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 癌 細 胞 は 、 癌 に 罹 っ た 対 象 か ら
取 り 出 さ れ 、 抗 体 に 曝 露 す る た め に エ ク ソ ・ ビ ボ 培 養 さ れ 、 さ ら に 、 紫 外 線 、 赤 外 線 光 ま
た は 可 視 光 に 曝 露 さ れ 、 そ し て 対 象 に 戻 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 組 成 物 は 、 癌 に 罹 っ た 患 者 に イ ン ・ ビ ボ 送 達 さ れ る 。 好 ま し い イ
ン ・ ビ ボ 送 達 方 法 は 、 静 脈 的 に 、 局 所 的 に 、 経 口 的 に 、 吸 入 に よ っ て 、 挿 管 に よ っ て 、 腹
腔 内 に 、 筋 肉 内 に 、 経 皮 的 お よ び 皮 下 的 に ま た は 抗 体 を 含 有 す る リ ポ ソ ー ム に よ る 投 与 を
包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 組 換 え 体 抗 体 で あ り 、 こ れ は 、 上 記 の よ う に 提 供 さ れ
る か 、 ま た は 代 わ り に 、 発 現 ベ ク タ ー か ら 発 現 さ れ 、 細 胞 に 送 達 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 中
の 発 現 ベ ク タ ー は 感 作 剤 分 子 を 発 現 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
抗 オ キ シ ダ ン ト 含 有 組 成 物 に つ い て 記 載 し た よ う な 医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 賦 形 剤 お よ び 医
薬 上 有 効 量 の 治 療 用 組 成 物 は 、 抗 体 含 有 組 成 物 の 使 用 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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一 重 項 酸 素 か ら ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 し 得 る 抗 体 を 用 い る こ と を 基 に
し た さ ら な る 治 療 方 法 は 、 １ ） 癌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と 、 ２ ） 抗 体 が 癌 細 胞 で 発 現 さ
れ た 抗 原 を 認 識 し 、 免 疫 反 応 を 起 こ す 、 患 者 の 癌 細 胞 を 標 的 化 し 、 殺 す こ と 、 ３ ） 対 象 中
の 好 中 球 介 在 性 炎 症 と 関 連 し た 組 織 障 害 を 阻 害 す る こ と 、 例 え ば 、 該 炎 症 が 細 菌 感 染 を 生
じ る ま た は 対 象 が 自 己 免 疫 疾 患 を 有 す る 場 合 、 ４ ） 対 象 に お け る フ ァ ゴ ソ ー ム の 殺 菌 有 効
性 を 増 強 す る こ と 、 ５ ） ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 が 、 リ ン パ 球 増 殖 を さ ら に 包
含 す る 繊 維 芽 細 胞 の 増 殖 お よ び ／ ま た は 免 疫 応 答 を 増 進 す る 場 合 の 開 口 損 傷 部 を 有 す る 対
象 に お け る 損 傷 回 復 を 増 進 す る こ と 、 ６ ） 細 胞 増 殖 を 刺 激 す る こ と 、 例 え ば 、 対 象 に お け
る 損 傷 中 で 繊 維 芽 細 胞 を お よ び 類 似 状 況 を 刺 激 す る こ と 、 で あ る 。 損 傷 回 復 の た め に 、 対
象 へ の 損 傷 に 対 す る 局 所 適 用 は 、 好 ま し い 送 達 ア プ ロ ー チ 、 例 え ば 、 抗 体 を 含 有 す る 包 帯
で あ る 。 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 外 区 分 中 の ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 創
出 ま た は 増 強 か ら の 利 益 と な る 別 の 治 療 症 状 は 、 当 分 野 の 技 術 者 に は 既 知 で あ り 、 McCord
, , :652-659 (2000) （ 本 明 細 書 中 で 出 典 明 示 に よ り 、 本 明 細 書 の 一 部 と
す る ） で 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】

本 発 明 は 、 一 重 項 酸 素 の 過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド ラ ジ カ ル へ の 新 規 に 発 見 し た
抗 体 還 元 を 基 に し た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を さ ら に 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
即 ち 、 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド の 抗 体 介 在 性 生
成 を 調 節 す る 剤 を 同 定 す る た め の 方 法 を 意 図 す る 。 モ デ ュ レ ー タ ー は 、 ス ー パ ー オ キ シ ド
ま た は 過 酸 化 水 素 の 生 成 を 阻 害 ま た は 増 進 す る 分 子 で あ る 。 モ デ ュ レ ー タ ー の い ず れ か の
型 は 、 同 様 の 方 法 で 同 定 し 得 る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 該 方 法 は 下 記 ス テ ッ プ を 包
含 す る :
a)　 ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 し 得 る 抗 体 を 含 む 組 成 物 を 、 剤 と 接 触 さ せ
、 分 子 酸 素 存 在 下 で ア ッ セ イ 溶 液 中 の 混 合 物 を 形 成 す る こ と 、
b)　 混 合 物 を 照 射 し 、 分 子 酸 素 か ら 一 重 項 酸 素 を 生 成 す る こ と （ 一 重 項 酸 素 が 抗 体 に よ っ
て 過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド に 還 元 さ れ 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ が 過 酸
化 水 素 を 形 成 す る ） 、
c)　 形 成 さ れ た 過 酸 化 水 素 を 検 出 す る こ と 、 そ し て
d)　 検 出 さ れ た 過 酸 化 水 素 を 適 切 な コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し 、 そ れ に よ っ て ど の よ う に 剤 が
過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド の 生 成 を 調 節 す る か を 測 定 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
照 射 ス テ ッ プ は 、 紫 外 線 ま た は 可 視 光 で 実 施 さ れ る 。 可 視 光 と 共 に 、 以 前 に 記 載 さ れ て い
る よ う な 感 作 剤 が 抗 体 組 成 物 と 共 に 添 加 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
形 成 さ れ た 過 酸 化 水 素 は 、 反 応 し た 基 質 が 蛍 光 手 段 、 例 え ば 、 蛍 光 顕 微 鏡 ま た は 蛍 光 分 光
計 で 検 出 さ れ る 、 過 酸 化 水 素 と の 直 接 的 な 反 応 に よ っ て 検 出 さ れ る 。 蛍 光 分 光 計 に お い て
、 検 出 は 、 標 準 キ ュ ベ ッ ト を 用 い る か 、 ま た は 基 に し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で あ る 。 例 示 し た ア ッ
セ イ 方 法 は 、 実 施 例 Ｉ お よ び Ｉ Ｉ に 記 載 の よ う に 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
本 発 明 の 別 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 、 抗 体 免 疫 活 性 を 抗 原 と 検 出 す る た め に 免 疫 ア
ッ セ イ を 実 施 す る 方 法 は 、 抗 体 生 成 ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 発 見 を 基 に 意 図
さ れ る 。 該 方 法 は 、 下 記 の ス テ ッ プ を 含 む :
a） 一 重 項 酸 素 生 成 媒 質 中 で 、 抗 原 ま た は 抗 体 を 含 む 第 一 試 薬 を 含 む 組 成 物 が 固 定 化 さ れ
て い る 基 質 を 、 第 一 試 薬 と 反 応 性 で あ る 抗 原 ま た は 抗 体 を 含 む 第 二 組 成 物 と 接 触 さ せ 、 固
定 化 さ れ た 抗 原 -抗 体 複 合 体 を 形 成 す る こ と （ 抗 体 が 、 酸 素 存 在 下 に お い て 、 一 重 項 酸 素
か ら ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 生 成 す る ） 、  そ し て 、
b） 抗 体 生 成 ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 、 抗 原 と の 抗 体
免 疫 活 性 を 検 出 す る 。
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【 ０ １ ０ ５ 】
反 応 お よ び 検 出 手 段 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う な 方 法 で あ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 第 一 組
成 物 は 抗 原 で あ り 、 第 二 組 成 物 は 抗 体 で あ る 。 逆 の 実 施 態 様 に お い て 、 第 一 組 成 物 は 抗 体
で あ り 、 第 二 組 成 物 は 抗 原 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
本 発 明 は 、 抗 原 が 固 定 化 さ れ 、 抗 体 組 成 物 と 接 触 さ れ る 、 抗 原 と の 抗 体 免 疫 活 性 を 検 出 す
る た め に 免 疫 ア ッ セ イ を 行 う 別 の 類 似 方 法 を 意 図 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
か か る 免 疫 ア ッ セ イ 方 法 は 、 抗 原 -抗 体 免 疫 活 性 を 評 価 す る た め 、 そ し て 抗 原 お よ び ／ ま
た は 抗 体 を 同 定 す る た め の 方 法 と し て 十 分 に 知 ら れ た 方 法 の 改 良 方 法 で あ る 。 以 前 の 別 の
免 疫 ア ッ セ イ 方 法 を 超 え る 本 方 法 の 利 点 は 、 少 な く と も １ つ の 方 法 ス テ ッ プ の 排 除 お よ び
／ ま た は ２ 次 的 に 標 識 さ れ た 免 疫 反 応 性 分 子 の 導 入 に あ り 、 該 ラ ベ ル は 放 射 活 性 ま た は 酵
素 的 化 合 物 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 発 明 に お い て 、 最 小 要 件 は 、 酸 素 、 抗 体 試 薬 、 抗 原 試 薬 で あ り 、 抗 体 か ら 生 成 さ れ る 過
酸 化 水 素 と 反 応 す る 検 出 し 得 る 反 応 体 で あ る 。 好 ま し い 反 応 体 は 、 発 蛍 光 団 基 質 で あ る 。
実 施 例 Ｉ お よ び Ｉ Ｉ に 記 載 し た よ う に 使 用 さ れ る こ の よ う な 特 定 の 反 応 体 は 、 Ａ Ｍ Ｐ Ｌ Ｅ
Ｘ Ｔ Ｍ  Ｒ ｅ ｄ と 呼 ば れ る 。 そ れ は 、 免 疫 ア ッ セ イ に お い て 抗 体 生 成 過 酸 化 水 素 を 反 応 す
る た め に 、 Molecular Probes (Eugene, Oregon)か ら 販 売 さ れ る 入 手 可 能 な 試 薬 で あ る 。
そ れ は 、 検 出 す る た め の 蛍 光 ミ ク ロ プ レ ー ト ま た は 蛍 光 計 を 用 い る 過 酸 化 水 素 を 測 定 す る
た め に 、 １ -ス テ ッ プ の 蛍 光 団 的 方 法 を 提 供 す る キ ッ ト で 販 売 さ れ る 。 ア ッ セ イ は 、 過 酸
化 水 素 に 対 し て 高 い 感 受 性 か つ 安 定 な プ ロ ー ブ で あ る 、 １ ０ -ア セ チ ル -３ ,７ -ジ ヒ ド ロ キ
シ フ ェ ノ キ サ ジ ン を 用 い て 過 酸 化 水 素 の 検 出 に 準 じ る 。 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ  ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ の 存 在 に お い て 、 Ａ Ｍ Ｐ Ｌ Ｅ Ｘ Ｔ Ｍ  Ｒ ｅ ｄ  試 薬 は 、 過 酸 化 水 素 と １ :１ の 化 学 量
で 反 応 し 、 高 い 蛍 光 レ ゾ ル フ ィ ン を 生 成 し 、 ２ ０ ０ ｍ ｌ 容 量 で １ ０ ピ コ モ ル 程 度 の 少 量 の
過 酸 化 水 素 を 検 出 す る た め の 検 出 メ カ ニ ズ ム を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
対 照 的 に 、 放 射 線 免 疫 ア ッ セ イ (Ｒ Ｉ Ａ )、 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ (Ｅ Ｉ Ａ )お よ び 伝 統 的 な 酵 素
結 合 免 疫 吸 着 剤 ア ッ セ イ (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )を 包 含 す る 以 前 の 免 疫 ア ッ セ イ 技 術 は 、 Ｒ Ｉ Ａ で は
放 射 活 性 的 に 標 識 さ れ た 免 疫 反 応 性 分 子 、 ま た は 別 の 標 識 さ れ た 免 疫 反 応 性 分 子 の 使 用 を
全 て 必 要 と す る 。 本 発 明 は 、 分 子 を 標 識 す る た め に 潜 在 的 に 有 害 な 放 射 活 性 ア イ ソ ト ー プ
ま た は 、 通 常 、 一 次 抗 体 と 抗 原 と で 形 成 さ れ た 複 合 体 の 検 出 を 可 能 に す る 酵 素 と 接 合 さ れ
る ２ 次 抗 体 と し て 広 く 引 用 さ れ る 追 加 の 免 疫 反 応 性 試 薬 の ど ち ら も 必 要 と し な い 。 後 者 の
ア ッ セ イ に お い て 、 形 成 さ れ た 抗 原 -抗 体 複 合 体 と 二 次 抗 体 の 反 応 (一 般 的 に 、 抗 一 次 抗 体
特 異 的 免 疫 活 性 に よ る )は 、 接 合 し た 酵 素 に 特 異 的 な 発 色 基 質 溶 液 か ら 検 出 さ れ る 。 要 約
す る と 、 本 発 明 に お い て 、 過 酸 化 水 素 の 抗 体 介 在 性 生 成 は 、 放 射 活 性 試 薬 、 別 の 試 薬 お よ
び ／ ま た は 混 合 ス テ ッ プ を 用 い な い で 高 度 な 検 出 能 に よ っ て 検 出 さ れ る 。 例 え ば 、 US Pat
ents 3,905,767; 4,016,043; USRE032696; お よ び 4,376,110（ 出 典 明 示 に よ り 、 本 明 細 書
の 一 部 と す る ） に 教 示 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】

本 発 明 は 、 上 記 記 載 の よ う な 治 療 方 法 を 実 施 す る 際 に 有 用 な 治 療 用 組 成 物 を 意 図 す る 。 抗
体 は 、 タ ン パ ク 質 の ク ラ ス と し て 、 一 重 項 分 子 酸 素 (本 明 細 書 で は 一 重 項 酸 素 と し て も 引
用 さ れ る )を 還 元 す る 際 の 還 元 剤 と し て 作 用 し 、 ス ー パ ー オ キ シ ド フ リ ー ラ ジ カ ル （ 本 明
細 書 中 で は ス ー パ ー オ キ シ ド と し て も 引 用 さ れ て い る ） を 生 成 す る こ と が わ か っ た 。 酸 化
還 元 反 応 の 結 果 と し て 、 抗 体 は 酸 化 さ れ る よ う に な る 。 抗 体 の 酸 化 は 、 実 施 例 Ｉ で さ ら に
説 明 す る よ う に ２ つ の 埋 め ら れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 で お こ る こ と が わ か っ た 。 活 性 は 、
ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 の イ ン ド ー ル 成 分 に さ ら に 与 え ら れ る 。 即 ち 、 一 重 項 分 子 酸 素 を ス ー
パ ー オ キ シ ド フ リ ー ラ ジ カ ル に 還 元 す る 反 応 に お い て 、 イ ン ド ー ル 部 分 が 酸 化 さ れ る よ う
に な り ラ ジ カ ル カ チ オ ン を 形 成 す る 酸 化 還 元 反 応 を 考 え る と 、 イ ン ド ー ル は 還 元 中 心 と し
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て 引 用 さ れ る 。 本 発 明 で 定 義 さ れ た よ う な 還 元 中 心 は 、 一 重 項 酸 素 を ス ー パ ー オ キ シ ド に
還 元 す る 能 力 を 持 ち 、 か つ プ ロ セ ス 中 で 酸 化 さ れ る よ う に な る も の で あ る 。 好 ま し く は 、
還 元 中 心 は 、 溶 媒 曝 露 さ れ な い 場 合 、 即 ち 、 還 元 中 心 が 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ た 治 療 用 組
成 物 中 に 埋 め ら れ る 場 合 に さ ら に 有 効 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
ま た 、 治 療 用 組 成 物 は 、 水 の 酸 化 に よ り 過 酸 化 水 素 を 生 成 す る 抗 体 お よ び 設 計 分 子 を 用 い
る 上 記 記 載 の 治 療 方 法 に 従 っ て 、 生 成 お よ び 使 用 さ れ 得 る 。 タ ン パ ク 質 の ク ラ ス と し て の
抗 体 は 、 水 の 酸 化 を 触 媒 し 、 過 酸 化 水 素 を 生 成 す る こ と が わ か っ た 。 こ の 活 性 は 保 存 さ れ
た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 に 帰 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド 生 成 の 局 所 濃 度 を 低 下 す る よ う に
作 用 す る の に 有 用 で あ る か 、 ま た は 別 の 有 用 性 に お い て そ れ を 増 強 す る よ う に 作 用 す る の
に 有 用 で あ る 治 療 用 組 成 物 を 意 図 す る 。 か か る 組 成 物 は 、 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ た 」 設 計
さ れ た 」 も の と し て 広 く 引 用 さ れ る 物 質 を 含 み 、 物 質 、 例 え ば 本 明 細 書 中 に 定 義 し た よ う
な そ れ ら の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は 本 明 細 書 中 で 定 義 し た よ う な 還 元 中 心 の 数 を
増 加 ま た は 低 下 す る よ う に い く つ か の 形 態 に 変 化 さ れ た 別 の 分 子 を 含 む 。
【 ０ １ １ ３ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 一 重 項 酸 素 か ら 過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ ー オ キ シ ド フ リ ー ラ ジ カ ル を
生 成 す る 能 力 の 少 な く と も 低 下 を 示 す よ う に 設 計 さ れ た 抗 体 を 意 図 す る 。 そ の 意 味 に お い
て 、 こ の 抗 体 は 、 少 な く と も １ つ の そ の 還 元 中 心 を 欠 き 、 そ し て 好 ま し く は 還 元 中 心 を 実
質 的 に 含 ま な い 。 か か る 抗 体 組 成 物 は 、 当 分 野 に お け る 技 術 者 に は 既 知 の 組 換 え 体 発 現 方
法 を 用 い て 容 易 に 調 製 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 抗 体 は 、 同 一 の ア ミ ノ 酸
残 基 数 を 保 持 す る が 、 し か し 、 還 元 中 心 は 、 一 重 項 酸 素 を 還 元 す る 能 力 を 欠 く 成 分 で 、 置
換 す な わ ち 代 用 さ れ て い る 。 か か る 態 様 に お い て 、 還 元 中 心 は 、 埋 め ら れ た イ ン ド ー ル 、
好 ま し く は 、 ス ー パ ー オ キ シ ド の 場 合 で は ２ つ の 埋 め ら れ た イ ン ド ー ル を 包 含 す る 。 特 に
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 還 元 中 心 は 、 還 元 能 を 持 た な い 別 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 置 換 さ
れ た ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 上 の イ ン ド ー ル を 含 む 。 こ の よ う な 好 ま し い 置 換 基 は 、 ア ミ ノ 酸
の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び ア ラ ニ ン を 包 含 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 所 望 の 抗
体 活 性 、 特 に 抗 原 結 合 活 性 が 悪 影 響 を 与 え ら れ な い 限 り 、 そ れ ら の 置 換 ま た は 代 用 を せ ず
に ト リ プ ト フ ァ ン の 削 除 を 意 図 す る 。 前 述 の よ う に 、 抗 原 標 的 化 能 を 保 持 し な が ら 、 還 元
中 心 の 低 下 を 示 す か ま た は 還 元 中 心 持 た な い 設 計 さ れ た 抗 体 は 、 過 酸 化 水 素 ま た は ス ー パ
ー オ キ シ ド 、 お よ び 細 胞 お よ び 組 織 を さ ら に 損 傷 す る そ の 副 産 物 の 望 ま し く な い 生 成 を 全
体 と し て 低 下 ま た は 消 失 し て い る 特 別 な 状 況 に お い て 、 所 望 の 免 疫 応 答 を 促 進 す る 抗 体 を
提 供 す る 治 療 上 の 利 点 を も た ら す 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 治 療 方 法 に お い て 抗 オ キ シ ダ ン ト
と し て 機 能 す る 設 計 さ れ た 抗 体 を 作 る 方 法 は 、 当 分 野 で は 既 知 で あ り 、 例 え ば 、 前 記 し た
よ う に 目 的 の 抗 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 位 － 指 向 性 突 然 変 異 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 抗 オ キ シ ダ ン ト と し て の 機 能 す る 設 計 さ れ た 抗 体 は 、 本 明 細 書 に 記
載 の 全 て の 方 法 を 意 図 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 治 療 分 子 が ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 十 分 な 生 成 を 有 効 に す
る た め に 不 充 分 な 量 で 存 在 す る 場 合 、 ま た は 治 療 分 子 が 分 子 ま た は 抗 体 に お い て 自 然 に 発
生 す る 多 く の 過 剰 物 に 対 し て 還 元 中 心 の 数 を 増 加 す る 必 要 が あ る 場 合 、 還 元 中 心 を 含 有 す
る よ う に 変 更 さ れ て い る 設 計 さ れ た 抗 体 を 包 含 す る 設 計 さ れ た 治 療 分 子 も 意 図 す る 。 設 計
分 子 ま た は 抗 体 に お け る 還 元 中 心 の 導 入 は 、 当 分 野 で 通 常 の 技 術 を 持 っ た 技 術 者 に は 既 知
の 方 法 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 組 換 え 体 発 現 方 法 や タ ン パ ク 質 合 成 方 法 を 包 含 す る 好 ま し い
手 段 は 以 前 に 説 明 さ れ て い る 。 方 法 の 選 択 は 、 設 計 さ れ る 分 子 の 長 さ に 必 然 的 に 依 存 す る
。 用 い た 方 法 に か か わ ら ず 、 位 置 決 定 、 即 ち 、 設 計 さ れ た 還 元 中 心 の ロ ケ ー シ ョ ン は 、 設
計 分 子 が 一 重 項 酸 素 に 対 す る 還 元 活 性 を 示 す 能 力 を 基 に さ れ る 。 還 元 中 心 の 導 入 は 、 そ れ
ら が ス ー パ ー オ キ シ ド ま た は 過 酸 化 水 素 の 生 成 を 含 ま ず に 構 造 的 能 力 の 保 持 を 可 能 に す る
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折 り た た ま れ た 分 子 中 に 深 く 埋 め ら れ る よ う に 位 置 づ け ら れ の が 好 ま し い 。 あ る 実 施 態 様
に お い て 、 抗 原 結 合 機 能 を 保 持 す る こ と が 望 ま れ る 抗 体 で は 、 設 計 さ れ た 還 元 中 心 の 位 置
は 可 変 結 合 ド メ イ ン に 隣 接 し て い る 。 あ る 特 定 の 態 様 に お い て 、 １ つ の 還 元 中 心 が 意 図 さ
れ る 。 別 の 態 様 に お い て は ２ つ の 還 元 中 心 が 意 図 さ れ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 ３ つ
以 上 の 還 元 中 心 が 意 図 さ れ る 。 好 ま し く は 、 還 元 中 心 は イ ン ド ー ル を 含 む 。 ま た 、 意 図 さ
れ る も の は 、 ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 中 に 存 在 す る イ ン ド ー ル を 含 む 還 元 中 心 で あ る 。 分 子 ま
た は 抗 体 中 に そ の よ う な 還 元 中 心 を 設 計 す る た め の 全 て の 技 術 が 、 本 発 明 中 で 使 用 さ れ る
と 意 図 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 還 元 中 心 は 、 置 換 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド が コ ー
ド さ れ た 分 子 中 に 予 め 決 定 さ れ た 位 置 で ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を コ ー ド す る よ う に 、 設 計 さ
れ た 抗 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 位 － 指 向 性 突 然 変 異 に よ っ て 導 入 さ れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
所 望 の 還 元 中 心 を 包 含 す る よ う に 設 計 分 子 、 例 え ば 抗 体 な ど を 調 製 す る 実 施 態 様 に お い て
、 組 換 え 体 技 術 に よ っ て 生 成 さ れ た か か る 分 子 は 、 接 合 体 が 本 明 細 書 に 記 載 の 治 療 方 法 に
お け る 使 用 の た め に 前 記 の よ う に 感 作 分 子 を 与 え る 場 合 に 、 融 合 接 合 体 の 形 態 で 存 在 す る
こ と も 意 図 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
設 計 さ れ た 抗 体 ま た は 別 の 分 子 は 、 そ れ ら が 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 機 能 す る 還 元 中 心 を 含
有 す る よ う な 全 て の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド で あ り 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う な 全 て の 方
法 を 意 図 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
本 発 明 は 、 下 記 の 実 施 例 を 非 限 定 的 に 引 用 し て さ ら に 詳 細 に 説 明 さ れ る 。 本 発 明 は そ れ ら
の 好 ま し い 特 定 の 実 施 態 様 を 引 用 し て 詳 細 に 説 明 さ れ る も の で あ る が 、 修 飾 お よ び 変 法 は
明 細 書 中 に 記 載 の 精 神 お よ び 範 囲 内 で あ る と 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
実 施 例 １

： 下 記 の 全 抗 体 を  PharMingen か ら 入 手 し た 。 ４ ９ .２ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ κ ） 、 Ｇ
１ ５ ５ － １ ７ ８ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ κ ） 、 １ ０ ７ .３ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ κ ） 、 Ａ ９ ５ － １
（ ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ ） 、 Ｇ ２ ３ ５ － ２ ３ ５ ６ （ ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ Ｇ ） 、 Ｒ ３ － ３ ４ （ ラ ッ ト
Ｉ ｇ Ｇ κ ） 、 Ｒ ３ ５ － ９ ５ （ ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ κ ） 、 ２ ７ － ７ ４ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｅ ） 、 Ａ １
１ ０ － １ （ ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ １ λ ） 、 １ ４ ５ － ２ Ｃ １ １ （ ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ Ｇ グ ル ー プ １ κ ） 、
Ｍ １ ８ － ２ ５ ４ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ａ κ ） 、 Ｍ Ｏ Ｐ Ｃ － ３ １ ５ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ａ λ ） 。 下 記 を  Pie
rce か ら 入 手 し た ： ３ １ ２ ４ ３ （ ヒ ツ ジ Ｉ ｇ Ｇ ） 、 ３ １ １ ５ ４ （ ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ） 、 ３ １ １ ２
７ （ ウ マ Ｉ ｇ Ｇ ） 、 ３ １ １ ４ ６ （ ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ ） 。
【 ０ １ ２ ０ 】
下 記 Ｆ (ａ ｂ ’ )２ フ ラ グ メ ン ト を  Pierce か ら 入 手 し た ： ３ １ １ ２ ９ （ ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ ） 、
３ １ １ ８ ７ （ ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ ） 、 ３ １ ２ １ ４ （ ヤ ギ Ｉ ｇ Ｇ ） 、 ３ １ １ ６ ５ （ ヤ ギ Ｉ ｇ Ｇ ） 、
３ １ ２ ０ ３ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ） 。 タ ン パ ク 質 Ａ 、 タ ン パ ク 質 Ｇ 、 ト リ プ シ ン -キ モ ト リ プ シ
ン 阻 害 剤 （ Bowman-Birk 阻 害 剤 ） 、 β -ラ ク ト グ ロ ブ リ ン Ａ 、 α -ラ ク ト ア ル ブ ミ ン 、 ミ オ
グ ロ ブ リ ン 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 チ キ ン エ ッ グ ・ ア ル ブ ミ ン 、 ア プ ロ チ ニ ン 、 ト リ プ
シ ノ ゲ ン 、 レ ク チ ン （ ピ ー ナ ッ ツ ） 、 レ ク チ ン （ Jacalin） 、 Ｂ Ｓ Ａ 、 ス ー パ ー オ キ シ ド
デ ィ ム ス タ ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ を  Sigma か ら 入 手 し た 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ Ａ を  Amersham
 Pharmacia か ら 入 手 し た 。 下 記 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ り 社 内 で 作 成
し た ： Ｏ Ｂ ２ -３ ４ Ｃ １ ２ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ κ ） 、 Ｓ Ｈ Ｏ １ -４ １ Ｇ ９ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ κ
） 、 Ｏ Ｂ ３ -１ ４ Ｆ １ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ κ ） 、 Ｄ Ｍ Ｐ － １ ５ Ｇ １ ２ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ

κ ） 、 Ａ Ｄ １ -１ ９ Ｇ １ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ κ ） 、 Ｎ Ｔ Ｊ － ９ ２ Ｃ １ ２ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １

κ ） 、 Ｎ Ｂ Ａ -５ Ｇ ９ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ κ ） 、 Ｓ Ｐ Ｆ -１ ２ Ｈ ８ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ κ ） 、
Ｔ Ｉ Ｎ -６ Ｃ １ １ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ κ ） 、 Ｐ Ｒ Ｘ -１ Ｂ ７ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ κ ） 、 Ｈ Ａ
５ -１ ９ Ａ １ １ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ κ ） 、 Ｅ Ｐ ２ -１ ９ Ｇ ２ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ κ ） 、 Ｇ Ｎ Ｃ
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-９ ２ Ｈ ２ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ κ ） 、 Ｗ Ｄ １ -６ Ｇ ６ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ κ ） 、 Ｃ Ｈ ２ -５ Ｈ ７
（ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ κ ） 、 Ｐ Ｃ Ｐ -２ １ Ｈ ３ （ マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ κ ） 、 Ｔ Ｍ １ -８ ７ Ｄ ７ （ マ
ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ κ ） 。 Ｄ Ｒ Ｂ ポ リ ク ロ ー ナ ル （ ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ） お よ び Ｄ Ｒ Ｂ -ｂ １ ２ （ ヒ ト Ｉ
ｇ Ｇ ） を  Dennis R. Burton (The Scripps Research Insutitute) か ら 供 給 を 受 け た 。 １
Ｄ ４ Ｆ ａ ｂ （ 結 晶 ） を  Ian A. Wilson (The Scripps Research Insutitute) か ら 供 給 を
受 け た 。
【 ０ １ ２ １ 】
す べ て の ア ッ セ イ を Ｐ Ｂ Ｓ （ １ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ／ １ ６ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ .４ ）
で 実 施 し た 。 市 販 の タ ン パ ク 質 溶 液 は 必 要 に 応 じ て Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 透 析 し た 。 Amplex Red 過
酸 化 水 素 ア ッ セ イ キ ッ ト (Ａ -１ ２ ２ １ ２ ） を  Molecular Probes か ら 入 手 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】

： 別 に 述 べ な い 限 り 、 ア ッ セ イ 溶 液 （ １ ０ ０ μ ｌ 、 ６ .７ μ Ｍ タ ン
パ ク 質 の Ｐ Ｂ Ｓ 液 、 ｐ Ｈ ７ .４ ） を ガ ラ ス バ イ ア ル に 入 れ 、 ス ク リ ュ ウ キ ャ ッ プ で 密 封 し
、 Ｕ Ｖ （ ３ １ ２ ｎ ｍ 、 ８ ０ ０ ０ μ Ｗ ｃ ｍ - ２  Fischer-Biotech ト ラ ン ス イ ル ミ ネ ー タ ー ）
ま た は 可 視 光 線 を 照 射 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】

： タ ン パ ク 質 溶 液 の ア リ コ ー ト （ ２ ０ μ ｌ ） を 取 り 、
反 応 緩 衝 液 （ ８ ０ μ ｌ ） を 含 有 す る ９ ６ -ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Costar) の
ウ ェ ル に 加 え た 。 作 業 溶 液 （ １ ０ ０ μ ｌ ／ ４ ０ ０ μ Ｍ  Amplex Red 試 薬 １ ／ ２ 単 位 ／ ｍ ｌ
ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ス パ ー オ キ シ ダ ー ゼ ） を 加 え 、 プ レ ー ト を 暗 所 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 ウ ェ ル 成 分 の 蛍 光 を  CytoFluoru Multiwell Plate Reader (Series 4000, P
erSeptive Biosystems, Framingham, MA; Ex/Em: 530/580 nm) で 測 定 し た 。 過 酸 化 水 素
濃 度 を 標 準 曲 線 で 決 定 し た 。 す べ て の 実 験 を ２ 回 行 い 、 率 を 少 な く と も ２ 回 の 測 定 の 平 均
で 表 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】

： ３ １ １ ２ ７ （ １ ０ ０ μ ｌ の ウ マ Ｉ ｇ Ｇ 、 ６ .７ μ Ｍ ） の Ｐ
Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .４ 、 ４ ％ ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド ） 溶 液 お よ び ヘ マ ト ポ ル フ ィ リ ン Ｉ Ｘ （ ４
０ μ Ｍ ） を 裸 光 の 近 く に 置 い た 。 過 酸 化 水 素 濃 度 を 記 載 の よ う に 測 定 し た 。 ア ッ セ イ を Ｄ

２ Ｏ 中 で Ｎ ａ Ｎ ３ （ １ ０ ０ ｍ Ｍ ） ま た は Ｐ Ｂ Ｓ の 存 在 で 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】

： ３ １ １ ２ ７ （ １ .６ ｍ ｌ の ウ マ Ｉ ｇ Ｇ 、 ６ .７ μ Ｍ ） の Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .４ ）
溶 液 に つ い て 、 ア ル ゴ ン 下 で 凍 結 ／ 氷 解 法 で 激 し く ガ ス 抜 き を 行 っ た 。 ア リ コ ー ト （ １ ０
０ μ ｌ ） を 、 Ｏ ２ ／ Ａ ｒ 大 略 混 合 物 （ ０ － １ ０ ０ ％ ） を 予 め 通 し た 各 ウ ェ ル 密 封 ガ ラ ス バ
イ ア ル に シ リ ン ジ を 介 し て 導 入 し た 。 溶 解 酸 素 濃 度 を  Orion ８ ６ ２ Ａ 溶 解 酸 素 計 で 測 定
し た 。 溶 液 を 激 し く 攪 拌 し 、 ２ ０ 分 間 置 い て 、 再 び 攪 拌 し た 。 必 要 な Ｏ ２ ／ Ａ ｒ 混 合 物 を
含 有 す る シ リ ン ジ を 用 い て 、 実 験 中 、 大 気 圧 を 保 持 し た 。 ア リ コ ー ト （ ２ ０ μ ｌ ） を ガ ス
密 封 シ リ ン ジ で 取 り だ し 、 過 酸 化 水 素 濃 度 を 記 載 の よ う に 測 定 し た 。 ３ つ の 別 個 の 実 験 か
ら の デ ー タ を 整 理 し 、 Enzyme Kinetics vl.1 コ ン ピ ュ ー タ ー ・ プ ロ グ ラ ム で 分 析 し た （
Ｖ ｍ ａ ｘ お よ び Ｋ ｍ パ ラ メ ー タ ー の 決 定 の た め に ） 。
【 ０ １ ２ ６ 】

： ヒ ツ ジ Ｉ ｇ Ｇ ３ １ ２ ４ ３ （
１ ０ ０ μ ｌ 、 ２ ０ μ Ｍ ） の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 （ ｐ Ｈ ７ .４ ） お よ び ３ ,３ '-(１ ,４ -ナ フ チ リ デ ン )
ジ プ ロ ピ オ ン 酸 ジ ナ ト リ ウ ム の エ ン ド ス ー パ ー オ キ シ ド を 、 温 か い 部 屋 （ ３ ７ ℃ ） に お い
て ３ ０ 分 間 暗 所 に 置 い た 。 過 酸 化 水 素 濃 度 を 記 載 の よ う に 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】

： １ Ｄ ４ の Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト 結 晶 の 懸 濁 液 （
２ μ ｌ ） を Ｐ Ｂ Ｓ （ １ ９ ８ μ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ .４ ） に 稀 釈 し 、 緩 や か に 攪 拌 し た 。 遠 心 後 、 上
澄 み 液 を 除 去 し 、 洗 浄 を ２ 回 さ ら に 繰 り 返 し た 。 残 る 結 晶 懸 濁 液 を Ｐ Ｂ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ .４ （
１ ０ ０ μ ｌ ） に 稀 釈 し 、 石 英 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 加 え た 。 Ｕ Ｖ 照 射 を ３ ０ 分 間
行 っ た 後 、 Amplex Red 作 業 溶 液 （ １ ０ ０ μ ｌ ） を 加 え 、 混 合 物 を 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 し た
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。
【 ０ １ ２ ８ 】

： ３ １ １ ２ ７ （ １ .０ ｍ ｌ の ウ マ Ｉ ｇ Ｇ 、 ６ .７ μ Ｍ ） の Ｐ Ｂ Ｓ
溶 液 （ ｐ Ｈ ７ .４ ） を 石 英 キ ュ ベ ッ ト に 入 れ 、 Ｕ Ｖ 光 で ４ ０ 分 間 照 射 し た 。 １ ０ 分 間 隔 で
、 溶 液 の 蛍 光 を Ｓ Ｐ Ｆ -５ ０ ０ Ｃ 蛍 光 分 析 計 （ SLM-Aminco, Urbana, IL; Ex/EM, 280/320)
 で 測 定 し た 。 同 じ 時 点 で 、 溶 液 の ア リ コ ー ト （ ２ ０ μ ｌ ） を 取 り だ し 、 過 酸 化 水 素 濃 度
を 記 載 の よ う に 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】

： Ｅ Ｐ ２ -１ ９ Ｇ １ ２ の 溶 液 （ １ ０ ０ μ ｌ の マ ウ ス Ｉ
ｇ Ｇ 、 ２ ０ μ Ｍ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 、 ｐ Ｈ ７ .４ ） を Ｕ Ｖ 光 で ３ ０ 分 間 照 射 し 、 つ い で 過 酸 化 水
素 濃 度 を ス テ ィ ッ ク 試 験 （ EM Quant Peroxide Test Sticks)で 測 定 す る と 、 ２ ｍ ｇ ／ Ｌ で
あ っ た 。 カ タ ラ ー ゼ ［ １ μ ｌ 、 Shigma、 ３ .２ Ｍ （ Ｎ Ｈ ４ )２ Ｓ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ６ .０ ］ を 加 え
、 １ 分 後 で Ｈ ２ Ｏ ２ 濃 度 が ０ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】

： Ｉ ｇ Ｇ １ ９ Ｇ １ ２ （ １ ０ ０ μ ｌ 、 ６ .７ μ Ｍ ） を エ ッ ペ ン ド ル フ 管 中 で ２ 分 間 １ ０
０ ℃ に 加 熱 し た 。 得 た 溶 液 を ガ ラ ス の ス ク リ ュ ー キ ャ ッ プ バ イ ア ル に 移 し 、 Ｕ Ｖ 光 で ３ ０
分 間 照 射 し た 。 Ｈ ２ Ｏ ２ 濃 度 を ３ ０ 分 後 に 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】

前 世 紀 耒 の 研 究 か ら し て 、 免 疫 系 の 液 素 性 成 分 に つ い て の 戦 略 に 共 通 の 認 識 が 持 た れ て い
る 。 そ の 基 本 は 、 殺 す た め に 、 抗 体 分 子 が 抗 体 -抗 原 結 合 に 応 答 す る 追 加 の 系 を 活 性 化 す
る こ と で あ る 。 免 疫 系 が 抗 体 分 子 自 体 に 本 質 的 な 、 か っ て 知 ら れ て い な か っ た 化 学 ポ テ ン
シ ャ ル を 有 す る こ と を こ こ に 報 告 す る 。 試 験 し た す べ て の 抗 体 は 、 源 ま た は 抗 原 特 異 性 に
も か か わ ら ず 、 分 子 酸 素 を 過 酸 化 水 素 に 換 え 、 そ れ で も っ て 、 同 じ 分 子 中 で 認 識 お よ び 殺
略 を 強 力 に 整 え る 。 免 疫 系 に 新 し い 化 学 的 武 器 を も た ら す こ と を 別 に し て も 、 こ れ ら の 結
果 は 、 ヒ ト の 疾 患 に お い て 、 抗 体 が い か に 発 達 し い か な る 役 割 を 演 じ る か を 理 解 す る の に
重 要 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
抗 体 は 顕 著 な ア ダ プ タ ー 分 子 で あ り 、 外 来 侵 入 物 に 対 す る 脊 椎 動 物 の 防 禦 前 線 に 分 子 を 置
く 標 的 お よ び エ フ ェ ク タ ー の 両 機 能 を 発 達 せ し め る （ Burton, D. R., Trends Biochem. S
ci., 15, 64-69 (1990))。 エ フ ェ ク タ ー の メ カ ニ ズ ム に お い て 、 中 心 的 な 考 え は 、 抗 体 自
体 が 破 壊 能 を 有 さ ず に 、 補 体 カ ス ケ ー ド お よ び /ま た は 食 作 用 に よ る 除 去 の た め に 外 来 物
を 認 識 す る こ と で あ る （ Arlaud et al., Immunol. Today, 8, 106-111(1987); Sim & Rei
d, Immunol. Today, 12, 307-311 (1991))。
【 ０ １ ３ ３ 】
抗 体 触 媒 作 用 の 出 現 に よ る と 、 抗 体 は 簡 単 な 結 合 よ り も さ ら に 複 雑 な 複 合 を な し 得 る （ We
ntworth & Janda, Curr. Opin. Chem. Biol., 2, 138-144 (1998))。 こ の こ と は 必 然 的 に
、 さ ら に 精 密 な 化 学 的 メ カ ニ ズ ム が 抗 体 分 子 自 体 に つ い て の 戦 略 部 分 か ど う か と の 問 題 に
導 く 。 現 在 ま で 、 こ の 考 え を 支 持 す る 証 拠 は な か っ た が 、 抗 体 が 複 合 化 学 で 有 り 得 る こ と
か ら し て 、 抗 体 が 宿 主 防 衛 に お い て 複 合 体 を 用 い て い る こ と を 意 味 し な い と の 考 え に 委 ね
る 。 し か し 、 分 子 酸 素 を 過 酸 化 水 素 に 転 換 す る 抗 体 の い ま ま で 知 ら れ て い な か っ た 能 力 に
よ り 、 認 識 と 殺 略 を 効 果 的 に 結 び つ け 得 る こ と を こ こ に 報 告 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
食 作 用 的 酸 化 突 発 に お け る 予 備 的 工 程 は 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ア ニ オ ン （ Ｏ ２

● - ） を つ く
る Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ 依 存 の 膜 貫 通 性 食 作 用 オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 系 に よ る 基 底 状 態 の 分 子 酸 素 （ ３ Ｏ

２ ） の 単 一 電 子 還 元 で あ る （ 図 １ )(Klebanoff, S. J. in Encyclopedia of Immunology, 
eds. Delves, P. J. & Roitt, I. M. (Academic, San Diego), pp. 1713-1718 (1998); R
osen, H. & Klebanoff, S. J., J. Biol. Chem., 252, 4803-4810 (1997))。
【 ０ １ ３ ５ 】
ス ー パ ー オ キ シ ド ア ニ オ ン は 、 イ ン ビ ボ で の 酸 素 依 存 性 殺 微 生 物 剤 の サ イ ク リ ン グ に お い

10

20

30

40

50

(33) JP 2005-524601 A 2005.8.18

抗 体 蛍 光 と 過 酸 化 水 素 形 成

カ タ ラ ー ゼ に よ る 過 酸 化 水 素 の 消 費

変 性

結 果 と 考 察



て 重 要 な 位 置 を 占 め る 。 こ れ 自 体 が 細 胞 毒 性 と 考 え ら れ な い が （ Fee, J. A. in Internat
ional Conference on Oxygen and Oxygen-Radicals eds. Rodgers, M. A. J. & Powers, 
E. L. (Academic, San Diego, and University of Texas at Austin), pp. 205-239 (198
1))、 こ れ は 、 過 酸 化 水 素 の 直 接 の 前 駆 物 で あ り 、 毒 性 の 誘 導 体 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 （ Ｈ Ｏ ●

- ） や 次 亜 ハ ロ ゲ ン 酸 （ Ｈ Ｏ Ｃ ｌ ） を つ く る か ら で あ る 。 さ ら に 、 イ オ ン 濃 度 が 限 ら れ て
い る と き 、 Ｏ ２

● - は 、 Ｆ ｅ ２ ＋ を 再 生 成 す る 活 性 還 元 剤 で あ り 、 イ オ ン 触 媒  Haber-Weis
s 反 応 、 ま た は Ｈ Ｏ - を つ く る 、 い わ ゆ る ス ー パ ー オ キ シ ド 駆 動  Fenton 反 応 を 促 進 す る
（ 式 １ お よ び ２ ） 。 従 っ て 、 Ｏ ２

● - の 生 成 を 促 進 す る 方 法 は 、 最 終 的 に 酸 素 依 存 性 殺 微
生 物 作 用 を 起 こ し 促 進 す る 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ６ 】
酸 化 ス カ ベ ン ジ ャ ー カ ス ケ ー ド の 他 の 重 要 な 要 素 は 、 一 重 項 酸 素 （ １ Ｏ ２ ） で あ る 。 こ の
特 に 反 応 性 の 種 は 、 両 外 側 殻 電 子 が ス ピ ン 対 で あ る 分 子 酸 素 の 励 起 状 態 に あ る （ Keans, D
. R., Chem. Rev., 71, 395-427 (1971))。 こ れ は 、 病 理 的 生 物 系 に お い て 重 要 で あ り 、
イ ン ビ ボ で 非 常 に 存 在 が 短 い （ 約 μ 秒 ） (Foote, C. S. in Free Radicals in Biology, e
d. Pryor, W. A. (Academic, New York), pp. 85-133 (1976))。 殺 微 生 物 プ ロ セ ス に お け
る １ Ｏ ２ 生 成 は 、 フ ラ ボ タ ン パ ク 質 オ キ シ ダ ー ゼ の 作 用 を 介 し て 直 接 的 で あ る か （ Allen 
R. C., Stjernholm, R. L., Benerito, R. R. & Steele, R. H., eds. 498-499 (1973); 
Klebanoff, S. J. in The Phagocytic Cell in Host Resistance (National Institute o
f Child Health and Human Development, Orlando FL) (1974))、 食 胞 中 に 見 ら れ る よ う
な 、 低 ｐ Ｈ で の Ｏ ２

● - 溶 液 の 非 酵 素 的 不 均 衡 を 介 し て 間 接 的 で あ る （ Stauff, J., Sande
r, U. & Jaeschke, W., Chemiluminescence and Bioluminescence, eds., Williams, R. 
C. & Fudenberg, H. H. (Intercontinental Medical Book Corp., New York), pp. 131-1
41 (1973); Allen, R. C. Yevich, S. J., Orth, R. W. & Steele, R. H., Biochem. Bio
phys. Rews. Commun., 60, 909-917 (1974))。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ７ 】
１ Ｏ ２ の 生 物 分 子 と の 高 い 反 応 性 は 、 こ の も の が 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー 剤 の カ ス ケ ー ド に お
け る 終 末 点 で あ る と 一 般 的 に 考 え ら れ る こ と を 意 味 し て い た 。 し か し 、 抗 体 が 、 ひ と つ の
ク ラ ス の タ ン パ ク 質 と し て 、 １ Ｏ ２ を 遮 り そ れ を Ｏ ２

● - に 効 果 的 に 還 元 す る 本 来 の 能 力
を 有 し 、 食 作 用 中 に 酸 素 が 救 済 さ れ て 再 循 環 さ れ る メ カ ニ ズ ム を 提 供 し 、 そ れ に よ っ て 免
疫 系 の 微 生 物 作 用 を 強 化 す る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
元 々 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の パ ネ ル に よ る 過 酸 化 水 素 の 形 成 の 初 速 度
に つ い て の 測 定 値 を 表 １ に ま と め る 。 Ｉ ｇ 生 成 Ｏ ２

● - が 自 動 的 に Ｈ ２ Ｏ ２ に 不 均 化 し 、
こ れ が ホ ー ス ラ ジ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ に つ い て Ｎ -ア セ チ ル -３ ,７ -ジ ヒ ド ロ キ シ フ ェ
ナ ジ ン １ （ Amplex Red) と 補 基 質 と し て 利 用 さ れ 、 高 度 の 蛍 光 レ ソ ル フ ィ ン ２ （ 励 起 最 大
５ ６ ３ ｎ ｍ 、 放 出 最 大 ５ ８ ７ ｎ ｍ ） を つ く る （ 図 ２ ） (Zhou, M., Diwu, Z., Panchuk-Vol
oshina, N. & Haugland, R. P., Anal. Biochem., 253m 162-168 (1997))。 緩 衝 液 の 照 射
が Ｏ ２

● - を つ く ら な い こ と 、 お よ び 抗 体 が タ ン パ ク 質 ジ ス ム タ ー ゼ と し て 簡 単 に 作 用 し
な い こ と （ Petyacev, I. M. & Hunt, J. V., Redox Report, 2, 365-372 (1996)) を 確 認
す る た め に 、 酵 素 ス ー パ ー オ キ シ ド キ シ ダ ー ゼ を Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 照 射 し た 。 こ れ ら の 条 件 で 、
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過 酸 化 水 素 生 成 の 速 度 は Ｐ Ｂ Ｓ 単 独 の 照 射 と 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
表 １ ． 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ る 過 酸 化 水 素 の 生 成
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ２ 】
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＊ ア ッ セ イ 条 件 は 、 材 料 お よ び 方 法 の 項 に 記 載 す る 。
† 少 な く と も ２ 測 定 の 平 均 値 。 Ｈ ２ Ｏ ２ 形 成 の バ ッ ク グ ラ ン ド 速 度 は 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ０ .０
０ ５ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ 、 Ｓ Ｏ Ｄ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ０ .０ ０ ３ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
過 酸 化 水 素 形 成 の 速 度 は 、 環 境 条 件 で の Ｐ Ｂ Ｓ 中 の 酸 素 濃 度 （ ２ ７ ５ μ Ｍ ） に 関 し て 反 応
の １ ０ ％ 以 上 に つ い て 直 線 的 で あ っ た 。 十 分 な 酸 素 の 利 用 性 を も っ て 、 抗 体 は 、 タ ン パ ク
質 分 子 に 対 し 少 な く と も ４ ０ 等 量 の Ｈ ２ Ｏ ２ を 、 活 性 や 構 造 的 フ ラ グ メ ン ト 化 の 有 意 な 低
下 な し に 生 成 す る 。 抗 体 １ ９ Ｇ ２ の 存 在 お よ び 不 存 在 で の 過 酸 化 水 素 形 成 の 初 時 間 過 程 の
例 を 図 ３ Ａ に 示 す 。 こ の 活 性 は 加 熱 に よ る タ ン パ ク 質 の 変 性 後 に な く な る 。
【 ０ １ ４ １ 】
表 １ 中 の デ ー タ は 、 抗 体 が １ Ｏ ２ か ら Ｈ ２ Ｏ ２ を つ く る 一 般 的 な 能 力 を 表 す 。 こ の 機 能 は
種 の 範 囲 に し た が っ て 共 有 さ れ 、 調 べ た 重 鎖 ま た は 軽 鎖 の 組 成 や 抗 原 の 特 異 性 に 独 立 的 な
よ う で あ る 。 元 々 の 抗 体 に つ い て の 過 酸 化 水 素 形 成 の 初 速 度 は 高 く 保 持 さ れ 、 す べ て の パ
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ネ ル を 通 し て ０ .１ ５ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ ／ ｍ ｇ ［ ク ロ ー ン Ａ ９ ５ -１ （ ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ ）
］ か ら ０ .９ ７ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ ／ ｍ ｇ （ ク ロ ー ン Ｐ Ｃ Ｐ -２ １ Ｈ ３ 、 ネ ズ ミ モ ノ ク ロ ー ナ
ル Ｉ ｇ Ｇ ） の 間 に あ る 。 利 用 可 能 な 情 報 が 成 分 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に つ い て 限 定 さ れ て い る
が 、 そ の 活 性 は Ｆ ａ ｂ お よ び Ｆ (ａ ｂ ')２  フ ラ グ メ ン ト の 両 方 に 存 在 す る よ う で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
も し こ の 活 性 が 汚 染 物 に よ る の で あ れ ば 、 様 々 な 源 か ら 得 た す べ て の 抗 体 お よ び そ の フ ラ
グ メ ン ト 中 に 存 在 す る は ず で あ る 。 し か し 、 汚 染 を 除 外 す る た め に 、 高 分 解 Ｘ 線 構 造 が 得
ら れ て い る （ １ .７ Å で ） ネ ズ ミ 抗 体 １ Ｄ ４ Ｆ ａ ｂ の 結 晶 に つ い て 、 Ｈ ２ Ｏ ２ を つ く る 能
力 を 調 べ た （ 図 ４ ） 。 １ Ｏ ２ の 還 元 を こ れ ら の 結 晶 に お い て 明 ら か に 認 め る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
こ の 抗 体 の 変 換 形 成 に つ い て の 検 査 は 、 還 元 さ れ る 中 間 体 と し て の 一 重 項 酸 素 を 支 持 す る
。 過 酸 化 水 素 の 形 成 は 、 抗 体 で も っ て 嫌 気 条 件 で Ｕ Ｖ 照 射 の 存 在 ま た は 不 存 在 の い ず れ に
お い て も 起 き な い 。 さ ら に 、 過 酸 化 水 素 の 生 成 は 環 境 有 気 性 条 件 で 照 射 な し で 起 き な い 。
３ Ｏ ２  の 既 知 光 感 作 剤 水 溶 液 の 存 在 に お け る 可 視 光 線 で の 抗 体 の 照 射 （ Kreitner, M., A
lth, G., Koren, H., Loew, S. & Ebermann, R.,　 Anal. Biochem., 213, 63-67 (1993))
は 、 過 酸 化 水 素 の 形 成 を も た ら す （ 図 ５ Ａ )。 観 察 さ れ た 速 度 で の 曲 線 は 、 ア ッ セ イ 混 合
物 中 か ら の 酸 素 の 消 費 に よ る 。 光 励 起 Ｈ Ｐ と 酸 素 と の 相 互 作 用 が Ｏ ２

● － 形 成 を も た ら す
と の 懸 念 （ Beauchamp, C & Fridovich, I., Anal. Biochem., 44, 276-287 (1971); Srin
ivasan, V. S., Podolski, D., Westrick, N. J. & Neckers, D. C., J. Am. Che. Soc.,
 100, 6513-6515 (1978)) は 、 感 作 剤 の み の 適 当 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 実 験 に よ っ て ほ と ん
ど な く す る こ と が で き る （ デ ー タ を 図 ５ Ａ に 示 す ） 。 Ｈ Ｐ お よ び 可 視 光 線 の 両 方 で の 過 酸
化 水 素 の 効 率 的 な 形 成 は １ Ｏ ２ の 仲 介 を 意 味 し 、 Ｉ ｇ が こ の 還 元 を な す の に Ｕ Ｖ 照 射 が 必
要 で な い こ と を 表 す 。
【 ０ １ ４ ４ 】
さ ら に 、 ヒ ツ ジ 抗 体 ３ １ ２ ４ ３ を 暗 所 ３ ７ ℃ で １ Ｏ ２ の 化 学 源 ［ ３ ',３ '-(１ ,４ -ナ フ チ
リ デ ン )ジ プ ロ ピ オ ン 酸 の エ ン ド ス ー パ ー オ キ シ ド ］ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 、 過
酸 化 水 素 が 形 成 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
可 視 光 線 に お い て Ｈ Ｐ （ ４ ０ μ Ｍ ） で ウ マ Ｉ ｇ Ｇ に よ る Ｈ ２ Ｏ ２ の 形 成 速 度 は 、 Ｄ ２ Ｏ の
存 在 で 増 加 し 、 １ Ｏ ２ 失 活 剤 Ｎ ａ Ｎ ３ （ ４ ０ ｍ Ｍ ） で 減 少 す る （ 図 ５ Ｂ ） (Hasty, N., Me
rkel, P. B., Radilick, P. & Kearns, D. R. Tetrahedron Lett., 49-52 (1972))。 Ｈ ２

Ｏ を Ｄ ２ Ｏ で 置 換 す る と １ Ｏ ２ 仲 介 プ ロ セ ス を 促 進 し て そ の 存 在 を 約 １ ０ 倍 増 加 す る こ と
が 知 ら れ て い る （ Merkel, P. B., Nillson, R. & Kearns, D. R., J. Am. Chem. Soc., 9
4, 1030-1031 (1972))。
【 ０ １ ４ ６ 】
過 酸 化 水 素 の 形 成 速 度 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 濃 度 に ０ .５ か ら ２ ０ μ Ｍ の 間 で 比 例 す る が 、 よ り 高 い
濃 度 で 曲 線 と な り 始 め る （ 図 ５ Ｃ ） 。 タ ン パ ク 質 溶 液 に お け る １ Ｏ ２ の 寿 命 は 、 反 応 機 会
か ら し て 純 水 で は 低 い と 思 わ れ る 。 し た が っ て 、 観 測 さ れ た 湾 曲 は 抗 体 と の 反 応 に よ る １

Ｏ ２ 寿 命 の 低 下 に 起 因 す る の で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ７ 】
明 ら か に 、 Ｈ ２ Ｏ ２ 生 成 の 観 測 速 度 に 対 す る 酸 素 濃 度 の 作 用 は 、 約 ２ ０ ０ μ Ｍ の 酸 素 の 有
意 の 飽 和 を 示 す （ 図 ５ Ｄ ） 。 従 っ て 、 還 元 メ カ ニ ズ ム は 、 抗 体 分 子 中 に １ 以 上 の 酸 素 結 合
部 位 を 含 み 得 る 。 速 度 の 素 デ ー タ を 非 直 線 的 退 行 分 析 で 処 理 し 、 Michaelis-Menten の 式
に 適 合 さ す と 、 Ｋ ｍ ａ ｐ ｐ (Ｏ ２ )１ ８ ７ μ Ｍ お よ び Ｖ ｍ ａ ｘ ａ ｐ ｐ ０ .４ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ ｉ
ｎ ／ ｍ ｇ を 得 る 。 こ の 抗 体 速 度 は イ ン ビ ボ で 分 子 酸 素 を 還 元 す る ミ ト コ ン ド リ ア 酵 素 に つ
い て 観 測 さ れ る も の と 等 し い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
抗 体 が １ Ｏ ２ を 還 元 す る メ カ ニ ズ ム は す で に 観 測 さ れ て い る 。 し か し 、 金 属 仲 介 酸 化 還 元
プ ロ セ ス の 関 与 は 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 含 有 の Ｐ Ｂ Ｓ （ ４ ｍ Ｍ ） で の 完 全 透 析 後 も 抗 体 の 酸 度 が 変 化
せ ず に 留 ま る の で 、 ほ と ん ど 除 外 さ れ て い る 。 こ れ は 、 抗 体 自 体 の ア ミ ノ 酸 組 成 物 の 固 有
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の 能 力 を 残 す 。 加 え て 、 ジ ス ル フ ィ ド も 酸 化 さ れ 得 る の に 十 分 な 電 子 に 富 ん で い る （ Bent
, D. V. & Hayon, E., J. Am. Chem. Soc., 87, 2612-2619 (1975))。 ト リ プ ト フ ァ ン （
Ｔ ｒ ｐ ） な ど の 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 は 電 子 転 移 を 介 し て １ Ｏ ２ に よ り 酸 化 さ れ 得 る （ Grosswei
ser, L. I., Curr. Top. Radiat. Res. O., 11, 141-199 (1976))。 従 っ て 、 Ｔ ｒ ｐ が 存
在 し 、 お よ び /ま た は す べ て の 抗 体 に 相 同 の 細 胞 内 ま た は 細 胞 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が １

Ｏ ２ 還 元 の 因 で あ る 可 能 性 が あ る 。 こ の 抗 体 の 能 力 が 他 の タ ン パ ク 質 に ど の 程 度 共 有 さ れ
て い る か 、 還 元 メ カ ニ ズ ム を プ ロ ー ブ す る か を 検 討 す る た め に 、 他 の タ ン パ ク 質 の パ ネ ル
を 調 べ た （ 図 ６ )。
【 ０ １ ４ ９ 】
他 の タ ン パ ク 質 は １ Ｏ ２ を Ｏ ２

● - に 転 換 で き る が 、 抗 体 と 異 な り 、 こ れ は 決 し て 普 遍 的
な 性 質 で は な い 。 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ａ お よ び ス ー パ ー オ キ シ ド デ ィ ム ス タ ー ゼ は 、 Ｔ ｒ ｐ 残 基 を
保 持 し な い が 、 い く つ か の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 し 、 １ Ｏ ２ を 還 元 し な い 。 同 様 に 、 い く
つ か の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 し 、 Ｔ ｒ ｐ 残 基 の な い  Bownman-Birk 阻 害 タ ン パ ク 質 （ Voss
, R.-H., Ermler, U., Essen, L.-O., Wenzl, G., Kim, Y.-M. & Flecker, P., Eur. J. 
Biochem,. 242, 122-131 (1996); Baek, J. & Kim, S., Plant. Physiol., 102., 687 (1
993))は 、 １ Ｏ ２ を 還 元 し な い 。 一 方 、 チ キ ン ・ オ ボ ア ル ブ ミ ン は 、 ２ Ｔ ｒ ｐ 残 基 の み を
有 し （ Feldhoff, R. & Peters, T. J., Biochem, J., 159, 529-533 (1976))、 １ Ｏ ２ の
還 元 に お け る 最 も 効 率 的 な タ ン パ ク 質 の ひ と つ で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
変 性 時 の 抗 体 活 性 の 損 失 か ら し て 、 タ ン パ ク 質 に お け る 要 の 残 基 の 位 置 が そ の 絶 対 数 よ り
も 重 要 な よ う で あ る 。 タ ン パ ク 質 に お け る 芳 香 族 残 基 の 大 部 分 が 一 般 的 に 埋 没 し て 構 造 的
安 定 性 を 促 進 す る の で （ Burley, S. K. & Petsko, G.A.,Science, 229, 23-28 (1985))、
還 元 過 程 の 本 質 を 、 蛍 光 停 止 実 験 に よ り 表 面 お よ び 埋 没 残 基 の 相 対 的 関 与 に つ い て 調 べ た
。 タ ン パ ク 質 中 の 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 は 紫 外 線 の 吸 収 に よ り 改 変 さ れ る 。 特 に 分 子 酸 素 や オ ゾ
ン な ど の 感 作 剤 の 存 在 で 改 変 さ れ る （ Foote, C.S., Science, 162, 963-970 (1968); Foo
te, C.S., Free Radicals Biol., 2, 85-133(1976); Gollnick, K., Adv. Photochem., 6
, 1-122 (1968)。 Ｔ ｒ ｐ は １ Ｏ ２ と ［ ２ ＋ ２ ］ シ ク ロ 付 加 を 介 し て 反 応 し 、 Ｎ -ホ ル ミ ル
キ ヌ レ ニ ン ま た は キ ヌ レ ニ ン を つ く る 。 こ の 両 者 は 、 埋 没 Ｔ ｒ ｐ 残 基 の 放 出 を 有 意 に 停 止
す る こ と が 知 ら れ て い る （ Mach, H., Burke, C.J., Sanyal, G., Tsai, P.-K, BVolkin, 
D.B. & Middangh, C,R. in Formulation and Delivery of Proteins and Peptides, eds.
 Cleland, J.L. & Langer, R.(American Chemical Society, Denver, CO)(1994))。 ウ マ
Ｉ ｇ Ｇ の 固 有 の 蛍 光 は ４ ０ 分 間 の 照 射 中 に 元 の 値 の ３ ０ ％ に 速 や か に 停 止 す る 。 一 方 、 過
酸 化 水 素 の 生 成 は 直 線 的 で あ る （ γ ２ ＝ ０ .９ ９ ８ ） (図 ７ ） 。
【 ０ １ ５ １ 】
一 重 項 酸 素 の 還 元 が 抗 体 Ｔ ｒ ｐ 残 基 に よ る と 、 溶 媒 曝 露 Ｔ ｒ ｐ が 埋 没 の も の よ り 低 い 程 度
で 関 与 し て い る よ う で あ る 。 こ の 因 子 は 、 な ぜ こ の 能 力 が 抗 体 中 に 非 常 に 高 く 保 存 さ れ て
い る の か を 説 明 す る の に 役 立 ち 得 る 。 既 知 抗 体 の ９ ９ ％ 以 上 に お い て ２ 保 存 Ｔ ｒ ｐ 残 基 ：
Ｔ ｒ ｐ -３ ６ お よ び Ｔ ｒ ｐ -４ ７ が 存 在 し 、 両 者 と も 深 く 埋 没 し て い る （ Kabat, E.A., Wu,
 T. T., Perry, H.M., Gottesman, K.S. & Foeller, C., Sequences of Proteins of Imm
unological Interest (U.S. Department of Health and Human Services, Public Health
 Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD)(1991))。
【 ０ １ ５ ２ 】
本 質 を 通 し て 、 生 体 は 自 分 自 身 を 比 較 的 単 一 の 化 学 物 質 の 生 成 に よ り 保 護 し て い る 。 単 一
分 子 レ ベ ル で 、 こ の メ カ ニ ズ ム は 、 脊 椎 動 物 の 免 疫 系 に 出 現 す る と ほ ぼ 放 棄 さ れ る と 考 え
ら れ て い る 。 標 的 デ バ イ ス が 発 達 す る と 、 殺 メ カ ニ ズ ム が 他 所 に 移 動 す る と 思 わ れ る 。 こ
の 結 果 は 同 じ 分 子 内 で の 殺 作 用 を 有 す る 認 識 を 再 編 す る 。 あ る 意 味 で 、 こ の 化 学 的 免 疫 系
は 低 級 生 物 の 純 粋 に 化 学 的 な 防 禦 メ カ ニ ズ ム に 匹 敵 す る 。 た だ 、 さ ら に 精 密 な 種 々 の 標 的
エ レ メ ン ト が 加 わ る 点 が 異 な る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
理 想 的 な 殺 作 用 系 が 自 己 障 害 を 最 小 に し な が ら 局 所 的 に 宿 主 分 子 を 利 用 せ ね ば な ら な い と
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の 拘 束 か ら し て 、 １ Ｏ ２ 以 上 の 妥 当 な 選 択 を 考 え 得 な い 。 す で に こ の よ う な 活 性 分 子 を 有
し て い る の で 、 抗 体 に よ る そ の さ ら な る 転 換 の 利 点 が な に で あ る か を 問 う こ と が 重 要 で あ
る 。 要 の 問 題 は 、 一 時 的 な 一 重 項 酸 素 分 子 （ 寿 命 ４ μ ｓ ） の さ ら に 安 定 な Ｏ ２

● - へ の 転
換 に よ り 、 そ れ が 生 成 す る 過 酸 化 水 素 お よ び す べ て の 毒 性 産 物 に 到 達 し た こ と で あ る 。 さ
ら に 、 ス ー パ ー オ キ シ ド が 、 酸 素 ス カ ベ ン ジ ャ ー カ ス ケ ー ド の 終 了 時 で 残 存 す る 唯 一 の 等
価 の 分 子 酸 素 で あ る 。 従 っ て 、 こ の 「 リ サ イ ク リ ン グ 」 が 殺 微 生 物 プ ロ セ ス の 強 化 の た め
主 要 な メ カ ニ ズ ム と し て 役 立 つ で あ ろ う 。 一 重 項 分 子 酸 素 の 他 の 利 点 は 、 こ の 分 子 が 、 宿
主 が 攻 撃 さ れ た と き に 存 在 す る の み で あ り 、 そ れ に よ っ て こ の 分 子 を 「 事 象 誘 発 の 」 基 質
と な し 得 る こ と で あ る 。 ま た 、 補 助 系 を 用 い て 防 禦 す る 別 の 方 法 が あ る の で 、 免 疫 系 の こ
の 化 学 的 武 器 は 多 く の 環 境 で 沈 黙 し て い る の で あ ろ う 。 し か し 、 抗 体 お よ び 一 重 項 酸 素 が
自 体 を 並 列 的 に み て 、 細 胞 お よ び 組 織 の 障 害 の 起 き る 疾 患 状 態 が あ り 得 る 。 ヒ ト に お け る
様 々 な 事 象 が 一 重 項 酸 素 の 生 成 を も た ら す こ と か ら 、 抗 体 に よ る そ の 活 性 化 は 、 自 己 免 疫
か ら 再 灌 流 損 傷 お よ び 動 脈 硬 化 症 に 至 る ま で の 種 々 の 疾 患 を 起 こ し 得 る （ Skepper et al.
, Microsc. Res. Tech., 42, 369-385 (1998))。
【 ０ １ ５ ４ 】
実 施 例 ２

： Ｉ ｇ Ｇ ４ Ｃ ６ を パ パ イ ン で 消 化 し 、 Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ ン ト を 標 準 的 プ ロ ト コ ー ル
（ Harlow and Lane) で 精 製 し た 。 Ｆ ａ ｂ 'を １ ３ － １ ８ ％ Ｐ Ｅ Ｇ ８ Ｋ ， ０ .２ Ｍ の Ｚ ｎ Ａ
ｃ 、 ０ .１ Ｍ カ コ ジ ル 酸 塩 、 ｐ Ｈ ６ .５ で 結 晶 化 し た 。 結 晶 に キ セ ノ ン 気 体 ２ ０ ０ ｐ ｓ ｉ で
２ 分 間 加 圧 し （ Soltis et al., J, Appl. Cryst., 30, 190, (1997))、 液 体 窒 素 で 急 激 に
冷 や し た 。 デ ー タ を Ｓ Ｓ Ｒ Ｌ  Ｂ Ｌ ９ -２ で の ２ .０ Å 分 解 ま で 収 集 し た 。 構 造 を 、 元 の ４
Ｃ ６ 構 造 か ら の 協 調 体 を 用 い る 分 子 置 換 に よ り 解 明 し 、 キ セ ノ ン 原 子 部 位 を 異 な る フ ー リ
エ ・ マ ッ プ 中 の 強 い ピ ー ク か ら 同 定 し た 。 構 造 の 純 化 を Ｃ Ｎ Ｓ （ Bruenger et al., Acta.
 Crystallogr., D54, 905 (1998)) に お い て 、 最 終 Ｒ ＝ ２ ３ .１ ％ お よ び Ｒ ｆ ｒ ｅ ｅ ＝ ２
５ .７ ％ ま で 行 っ た 。 ２ キ セ ノ ン 原 子 の 占 有 を 、 そ の Ｂ 値 を 直 周 辺 の タ ン パ ク 質 の Ｂ 因 子
よ り ５ ０ ％ 高 く 設 定 し た 後 に 純 化 し た 。 図 を  Bobscript (R.M. Esnouf, Acta Crystllog.
, D55, 938 (1999)) 中 に 作 成 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】

： ヒ ト お よ び マ ウ ス の 配 列 の Ｋ ａ ｂ ａ ｔ デ ー タ ベ ー ス を 分
析 し て 、 そ の 構 造 中 の Ｔ ｒ ｐ 、 Ｔ ｙ ｒ 、 Ｃ ｙ ｓ 、 Ｍ ｅ ｔ の 数 を 決 定 し た 。 残 基 欠 失 ま た は
欠 損 フ ラ グ メ ン ト が 多 す ぎ る と き は 、 配 列 を 除 い た 。 こ の こ と で 利 用 可 能 な ３ ８ ９ ４ 配 列
の う ち ２ ０ ６ ８ に つ い て 高 度 の 分 析 が 可 能 に な っ た 。 こ の 値 を 、 挿 入 Ｃ Ｈ 、 Ｖ Ｈ 、 Ｃ Ｌ 、
Ｖ Ｌ （ κ お よ び λ ） 領 域 を も つ 全 平 均 と し て 報 告 す る ： Ｔ ｒ ｐ １ ５ .５ （ １ ４ － ３ １ ） 、
Ｔ ｙ ｒ ３ ０ .４ （ １ ３ － ４ ７ ） 、 Ｃ ｙ ｓ １ ９ .３ （ １ ５ － ２ ９ ） 、 Ｍ ｅ ｔ （ ７ － ３ ２ ） 、 Ｈ
ｉ ｓ １ ３ .３ （ ８ － ２ ８ ） 、 全 種 ｔ ｏ ｔ ａ ｌ ＝ ９ ０ .１ （ ４ ９ － １ ６ ７ ） 。
【 ０ １ ５ ６ 】

： ｍ Ａ ｂ  Ｐ Ｃ Ｐ ２ １ Ｈ ３ の 誘 導 的 カ ッ プ ル
・ プ ラ ズ マ 原 子 発 光 分 光 分 析 （ Ｉ Ｃ Ｐ -Ａ Ｅ Ｓ ） を 、 Varian, Axial Viata Simultaneous 
ICP-AES 分 光 分 析 計 で 行 っ た 。 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｐ Ｃ Ｐ ２ １ Ｈ ３ ） を リ ン 酸 緩
衝 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 、 ｐ Ｈ ７ .４ ） 中 に ２ ０ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で 完 全 に 透 析 し た 。 典 型 的
な ア ッ セ イ に お い て 、 ３ ０ ０ μ Ｌ の １ ０ .５ ％ Ｈ Ｎ Ｏ ３ 溶 液 を １ ０ ０ μ Ｌ の １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ
Ｌ 抗 体 溶 液 に 加 え 、 ７ ０ ℃ で １ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 溶 液 を Ｍ Ｑ Ｈ ２ Ｏ で ２ ｍ
Ｌ に 稀 釈 し 、 標 準 と の 比 較 に よ り 解 析 し た 。 Ｉ Ｃ Ｐ -Ａ Ｅ Ｓ 分 析 結 果 を 百 万 に つ い て の 部
（ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） で 報 告 す る ： Ａ ｇ ０ .０ ０ ２ ６ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ ０ ７ ２ 原 子 )； Ａ ｌ ０ .
０ ０ ９ ８ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .１ １ ３ 原 子 )； Ａ ｓ ０ .０ ０ ６ ２ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ ２ ５ 原 子
)； Ｂ ａ 検 出 レ ベ ル 以 下 ； Ｃ ａ ０ .０ ３ ５ ５ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .２ ６ ６ 原 子 )。 高 い Ｃ ａ 濃 度
は こ の ア ッ セ イ で 用 い た リ ン 酸 緩 衝 液 の 汚 染 に よ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
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抗 体 介 在 Ｈ ２ Ｏ ２ の 速 度 に 対 す る Ｃ ａ (II)の 作 用 を 調 べ る た め に 、 抗 体 サ ン プ ル の 照 射 を
行 っ た 。 そ れ に は 、 図 ８ Ａ で 概 略 説 明 し た ア ッ セ イ 法 を 用 い 、 種 々 の 濃 度 の Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ （
０ － １ ０ ０ μ Ｍ ） を 加 え た 。 こ の プ ロ セ ス は Ｃ ａ (II)濃 度 に 独 立 的 で あ る こ と が わ か っ た
： Ｃ ｄ ０ .０ ０ ０ ７ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ １ ８ ７ 原 子 )； Ｃ ｅ ０ .０ ０ １ ２ （ 抗 体 分 子 当 り ０
.０ ０ ３ 原 子 )； Ｃ ｏ ０ .０ ０ １ ３ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ ０ ７ 原 子 )； Ｃ ｒ ０ .０ ０ １ ０ （ 抗 体
分 子 当 り ０ .０ ０ ６ 原 子 )； Ｃ ｕ ０ .０ ０ １ ４ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ ０ ７ 原 子 )； Ｆ ｅ ０ .０ ０
８ ９ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ ４ ８ 原 子 )； Ｇ ｄ ０ .０ ０ ０ ８ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ ０ １ 原 子 )；
Ｋ ０ .０ ３ ９ ４ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .３ ０ ２ 原 子 )； Ｌ ａ ０ .０ ０ ０ ７ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ ０
２ 原 子 )； Ｌ ｉ ０ .０ ０ １ ３ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ ５ ６ 原 子 )； Ｍ ｇ ０ .０ ０ ２ ７ （ 抗 体 分 子
当 り ０ .０ ３ ３ 原 子 )； Ｍ ｎ ０ .０ ０ ０ ７ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ ０ ４ 原 子 )； Ｍ ｏ ０ .０ ０ ２ ３
（ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ ０ ７ 原 子 )； Ｎ ａ １ ０ ２ .０ ４ ２ ８ （ 抗 体 分 子 当 り １ ３ ３ ２ 原 子 )； Ｎ
ｉ ０ .０ ０ ０ ７ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ ０ ４ 原 子 )； Ｐ １ ４ .３ ５ ２ １ （ 抗 体 分 子 当 り １ ３ ８ .
９ 原 子 )； Ｐ ｂ 検 出 レ ベ ル 以 下 ； Ｒ ｂ ０ .０ ０ ０ ７ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ ０ ２ 原 子 )； Ｓ ｅ 検
出 レ ベ ル 以 下 ； Ｖ ０ .０ １ ０ ９ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ １ ９ 原 子 )； Ｗ ０ .０ １ １ ９ （ 抗 体 分 子
当 り ０ .０ １ ９ 原 子 )； Ｚ ｎ ０ .０ ０ ８ ７ （ 抗 体 分 子 当 り ０ .０ ４ ０ 原 子 )。
【 ０ １ ５ ８ 】

： 典 型 的 な 実 験 に お い て 、 抗 体 （ ６ .７ μ Ｍ 、 １ ０ ０ μ Ｌ ） ま た は 非 免 疫
グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 （ ５ ０ μ Ｍ 、 １ ０ ０ μ Ｌ ） の Ｐ Ｂ 溶 液 （ １ ６ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 塩 ； ｐ Ｈ
７ .４ ） を 乾 固 ま で 凍 結 乾 燥 し 、 つ い で Ｈ ２ Ｏ ２ （ １ ０ ０ μ Ｌ 、 ９ ８ ％ ） 中 に 溶 解 し た 。
塩 化 ナ ト リ ウ ム を 除 外 し て 、 Ｍ Ｓ 中 の シ グ ナ ル 抑 制 を 最 小 に し た 。 高 濃 度 の 非 免 疫 グ ロ ブ
リ ン タ ン パ ク 質 が Ｍ Ｓ ア ッ セ イ の た め 検 出 可 能 量 の Ｈ ２ Ｏ ２ を つ く る の に 必 要 で あ っ た 。
こ の タ ン パ ク 質 溶 液 に Ｕ Ｖ ラ イ ト ボ ッ ク ス で 飽 和 １ ６ Ｏ ２ 気 条 件 下 、 密 封 石 英 キ ュ ベ ッ ト
中 で ８ 時 間 ２ ０ ℃ で 照 射 し た 。 Ｈ ２ Ｏ ２ 濃 度 を ８ 時 間 後 に  Amplex Red ア ッ セ イ （ Zhou e
t al., Anal. Biochem., 253, 162 (1997)) で 測 定 し た 。 つ い で サ ン プ ル を 遠 心 分 離 で マ
イ ク ロ コ ン （ サ イ ズ 除 外 フ ィ ル タ ー ） を 介 し て ろ 過 し て 、 タ ン パ ク 質 を 除 外 し 、 Ｈ ２ Ｏ ２

濃 度 を 再 度 測 定 し た 。 Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ （ 新 た に 調 製 し た Ｈ ２
１ ８ Ｏ 中 の ２ ０ ｍ Ｍ ス ト ッ ク ） を 加

え （ Ｈ ２ Ｏ ２ に 関 し て 約 ２ モ ル に 等 し い )、 溶 液 を ３ ７ ℃ に １ ５ 分 間 置 く と 、 す べ て の Ｈ ２

Ｏ ２ が 反 応 し た 。 Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ の Ｈ ２
１ ８ Ｏ 溶 液 を す べ て の ア ッ セ イ 前 に 新 た に 調 製 し た 。 １

８ Ｏ が Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ の カ ル ボ ン 酸 に 徐 々 に と り こ ま れ る か ら で あ る （ 数 日 を か け て ） 。 ア ッ セ
イ 過 程 中 で は 、 そ の 経 路 か ら し て の １ ８ Ｏ 取 り 込 み は 起 き な い 。 さ ら に 、 Ｈ ２

１ ８ Ｏ か ら
の １ ８ Ｏ の Ｈ ２

１ ６ Ｏ ホ ス フ ィ ン 酸 化 物 へ の 取 り 込 み も な い 。 ２ ４ ９ ｍ ／ ｚ で の ピ ー ク は
Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ の （ Ｍ -Ｈ )－ で あ る 。 ２ ４ ９ ｍ ／ ｚ で の ピ ー ク は 、 Ｈ ２ Ｏ ２ に 対 し て 過 剰 の Ｔ Ｃ
Ｅ Ｐ （ ２ 倍 ） を ア ッ セ イ で 使 用 す る の で 、 す べ て の Ｍ Ｓ で 認 め る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
一 緒 に 凍 結 乾 燥 さ れ た タ ン パ ク 質 サ ン プ ル か ら の １ ６ Ｏ ／ １ ８ Ｏ 比 の 再 現 性 は 合 理 的 で あ
る （ ± １ ０ ％ )。 し か し 、 凍 結 乾 燥 過 程 中 の タ ン パ ク 質 結 合 水 分 子 の 除 去 に つ い て の 問 題
は 、 観 測 さ れ た 比 率 が 異 な る 凍 結 乾 燥 バ ッ チ 由 来 の サ ン プ ル 間 で ２ .１ － ４ .１ と 大 き く 変
り 得 る こ と を 意 味 す る 。 従 っ て 、 厳 格 な 凍 結 乾 燥 お よ び 脱 気 工 程 を つ い で 行 う こ と が 大 切
で あ る 。 こ の 点 に つ い て 、 １ ８ Ｏ ２ お よ び Ｈ ２

１ ６ Ｏ 実 験 が 、 タ ン パ ク 質 結 合 水 分 子 の 除
去 の 相 対 的 事 例 に よ り ア ッ セ イ 間 の は る か に 少 な い 多 様 性 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ０ 】
異 な る 種 か ら の 抗 体 が 次 に 詳 記 す る 実 験 拘 束 内 で 類 似 の 比 率 を 与 え る ： １ ６ Ｏ ／ １ ８ Ｏ 比
： Ｗ Ｄ １ -６ Ｇ ６ ｍ Ｉ ｇ Ｇ （ ネ ズ ミ ） ２ .１ ： １ ； ポ リ Ｉ ｇ Ｇ （ ウ マ ） ２ .２ ： １ ； ポ リ Ｉ
ｇ Ｇ （ ヒ ツ ジ ） ２ .２ ： １ ； Ｅ Ｐ ２ -１ ９ Ｇ ２ ｍ Ｉ ｇ Ｇ （ ネ ズ ミ ） ２ .１ ： １ ； Ｃ Ｈ ２ -５ Ｈ
７ ｍ Ｉ ｇ Ｇ （ ネ ズ ミ ） ２ .０ ： １ ； ポ リ Ｉ ｇ Ｇ （ ヒ ト ） ２ .１ ： １ 。 比 率 は ２ 回 の 測 定 の 平
均 値 で あ る 。 た だ し 、 ポ リ Ｉ ｇ Ｇ （ ウ マ ） は １ ０ 回 の 測 定 の 平 均 値 で あ る 。 す べ て の ア ッ
セ イ お よ び 条 件 は 上 述 の と お り 。
【 ０ １ ６ １ 】
典 型 的 な 実 験 に お い て 、 ヒ ツ ジ ま た は ウ マ の ポ リ Ｉ ｇ Ｇ （ ６ .７ μ Ｍ 、 １ ０ ０ μ Ｌ ） の Ｐ
Ｂ （ １ ６ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 塩 ； ｐ Ｈ ７ .４ ） 溶 液 を ア ル ゴ ン 気 中 で ３ ０ 分 間 脱 気 し た 。 こ の 溶
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液 を １ ８ Ｏ ２ （ ９ ０ ％ ） で 飽 和 し 、 上 記 の よ う に 照 射 し た 。 ア ッ セ イ お よ び 手 法 を こ こ に
記 す 。
【 ０ １ ６ ２ 】

： こ の ア ッ セ イ は 、 H. Sakai ら (Proc. SPIE-Int. Soc. Opt. Eng.
, 2371, 264 (1995)) に よ り 開 発 さ れ た 手 法 の 改 変 で あ る 。 簡 単 に い う と 、 ウ マ ポ リ Ｉ ｇ
Ｇ （ １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ） の Ｐ Ｂ Ｓ 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ 、 ｐ Ｈ ７ .４ ） お よ び ヘ マ ト ポ ル フ ィ リ ン IXを
発 光 計 か ら の 白 色 光 で 刺 激 す る 。 ア リ コ ー ト を 取 り だ し （ ５ ０ μ Ｌ ） 、 Ｈ ２ Ｏ ２ お よ び ３
-ア ミ ノ フ タ ー ル 酸 の 濃 度 を 同 時 に 測 定 す る 。 Ｈ ２ Ｏ ２ 濃 度 を  amplex red ア ッ セ イ （ Zho
u et al., Anal. Biochem., 253, 162 (1997)) で 測 定 し た 。 ３ -ア ミ ノ フ タ ー ル 酸 の 濃 度
は 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 吸 収 層 -Ｃ １ ８ カ ラ ム を 持 つ  Hitachi D4000 系 機 器 、 ２ ５ ４ ｎ ｍ
で の Ｕ Ｖ 検 出 計 、 １ ｍ Ｌ ／ 分 で ア セ ト ニ ト リ ル ／ 水 の １ ８ ： ８ ２ の 流 動 相 （ ０ .１ ％ Ｔ Ｆ
Ａ ） (停 留 時 間 、 ル ミ ノ ー ル ＝ ７ .４ 分 、 ３ -ア ミ ノ フ タ ー ル 酸 ＝ ３ .５ 分 ） で 測 定 し た 。 ル
ミ ノ ー ル と ３ -ア ミ ノ フ タ ー ル 酸 の 濃 度 を 対 照 サ ン プ ル に 対 す る ピ ー ク の 高 さ と 面 積 に よ
り 決 定 し た 。 実 験 デ ー タ は 、 ヘ マ ト ポ ル フ ィ リ ン IX（ 形 成 さ れ た ３ -ア ミ ノ フ タ ー ル 酸 の
量 に 直 接 比 例 す る ） に よ り 形 成 さ れ た １ Ｏ ２ の 量 お よ び 抗 体 Ｎ .Ｂ .に よ り 形 成 さ れ た Ｈ ２

Ｏ ２ の 量 を 表 す 。 白 色 光 中 で ヘ マ ト ポ ル フ ィ リ ン IXな し で 抗 体 に よ り 形 成 さ れ た １ Ｏ ２ は
有 意 の 量 で な い 。
【 ０ １ ６ ３ 】
amplex red ア ッ セ イ が Ｈ ２ Ｏ ２ に 加 え て タ ン パ ク 質 -過 酸 化 水 素 誘 導 体 を 検 出 す る か も し
れ な い と の 懸 念 は 、 こ の 方 法 で 測 定 さ れ た 明 白 な 濃 度 が 、 照 射 さ れ た タ ン パ ク 質 が サ ン プ
ル か ら 除 外 さ れ る か ど う か に 独 立 的 で あ る こ と か ら 、 差 し 引 か れ て い る 。
【 ０ １ ６ ４ 】

： す べ て の Ｑ Ｃ 計 算 を 、 密 度 関 数 理 論 （ Ｄ Ｆ Ｔ ） [J.C. Slater in Quantum Th
eory of Molecules and Solids, Vol. 4: The Self-Consistent Field of Molecules and
 Solids, McGraw Hill, New York, (1974)] の Ｂ ３ Ｌ Ｙ Ｐ フ レ イ バ ー を 用 い て 、 Jaguar（
Jaguar 4.0, Schroedinger, Inc. Portland, Oregon, 1998. 参 照 、 B.H. Greeley, T.V. 
Russo, D.T. Mainz, R.A. Frisner, J.-M Langlois, W.A. Goddard III, R.E. Donnelly,
 J. Chem. Phys., 101, 4028 (1994)] で 行 っ た 。 こ れ に は 、 一 般 化 さ れ た 勾 配 近 似 お よ
び 正 確 な 交 換 を 含 む 。 ６ -３ １ Ｇ ＊ ＊ 基 本 セ ッ ト を す べ て の 原 子 に 使 用 し た 。 す べ て の 幾
何 形 態 を 完 全 に 最 適 化 し た 。 振 動 周 波 数 を 計 算 し て 、 各 最 小 が 真 の 局 所 最 小 （ 陽 性 周 波 数
の み ） で あ り 、 各 転 移 状 態 （ Ｔ Ｓ ） が 単 一 の 仮 想 の 周 波 数 （ Hessian の 陰 性 固 有 値 ） の み
を 有 す る こ と を 確 認 し た 。 各 Ｑ Ｃ 計 算 は 、 単 一 の 有 機 分 子 に つ い て ～ ３ ｋ ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ ｌ
の 精 度 を 有 す る 。 Ｏ ２ や ３ Ｏ ２ な ど の 非 閉 シ ェ ル 分 子 は 、 大 き い エ ラ ー を 有 す る を 予 測 さ
れ る 。 し か し 、 こ の よ う な エ ラ ー は 、 Ｑ Ｃ 結 果 の 機 械 的 包 含 が 正 し く あ る べ き よ う に シ ス
テ ム 的 と 思 わ れ る 。 す べ て の エ ネ ル ギ ー は 、 ０ 点 エ ネ ル ギ ー ま た は 温 度 の 補 正 な し に 、 ｋ
ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ ｌ で 報 告 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】

抗 体 が 一 重 項 分 子 酸 素 （ １ Ｏ ２ ） か ら 過 酸 化 水 素 （ Ｈ ２ Ｏ ２ ） を 作 り 得 る 。 し か し 、 現 在
ま で 、 本 明 細 書 で 報 告 す る よ う に 、 こ の プ ロ セ ス が 触 媒 的 で 電 子 源 で あ る こ と は 、 知 ら れ
て い な か っ た 。 抗 体 が 、 速 度 の 減 少 な し に 、 い か な る 判 別 可 能 な 補 因 子 お よ び 電 子 供 与 体
の 不 存 在 で 、 １ Ｏ ２ か ら ５ ０ ０ モ ル 等 量 の Ｈ ２ Ｏ ２ を 作 り 得 る タ ン パ ク 質 ク ラ ス と し て 唯
一 の も の で あ る を 示 す 。 同 位 体 取 り 込 み 実 験 お よ び 反 応 速 度 デ ー タ を 基 に し て 、 Ｈ ２ Ｏ の
１ Ｏ ２ へ の 非 先 行 の 付 加 を 促 進 し 、 Ｈ ２ Ｏ ２ を 後 に も た ら す 反 応 カ ス ケ ー ド に お い て 最 初
の 中 間 体 と し て Ｈ ２ Ｏ ３ を 形 成 し 得 る と 提 言 す る 。 キ セ ノ ン で の Ｘ 線 結 晶 学 的 試 験 が 、 保
存 さ れ た 酸 素 結 合 部 位 を 、 こ の 化 学 物 を 開 始 し 得 る で あ ろ う 抗 体 の 折 り 畳 み 中 に 明 ら か に
す る 。 こ の 知 見 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の １ Ｏ ２ に 対 す る 唯 一 の 保 護 機 能 を 示 唆 し 、 １ Ｏ ２ を
解 毒 す る 必 要 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 折 り 畳 み の 展 開 に 決 定 的 な 役 割 を 演 じ る か ど う か の 問 題
を 提 示 す る 。
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【 ０ １ ６ ６ 】
抗 体 は 、 源 ま た は 抗 原 特 異 性 に か か わ ら ず 、 一 重 項 分 子 酸 素 （ １ Ｏ ２ ） か ら 過 酸 化 水 素 （
Ｈ ２ Ｏ ２ ） を つ く り 、 そ れ に よ っ て 同 分 子 中 で 認 識 お よ び 殺 作 用 （ Wentworth et al., Pr
oc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97, 10930 (2000)） を 潜 在 的 に 整 理 す る 。 こ の 発 見 の 可
能 性 あ る 化 学 的 お よ び 生 物 学 的 意 味 か ら し て 、 こ の 過 程 の 抗 体 内 で の 機 械 的 基 本 お よ び 構
造 的 位 置 を 検 討 し た 。 こ れ ら の 組 合 せ 試 験 か ら し て 、 他 の タ ン パ ク 質 と 異 な り 、 水 と 一 重
項 酸 素 と の 化 学 反 応 の 非 先 行 セ ッ ト を 触 媒 で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】

： 長 時 間 Ｕ Ｖ 照 射 試 験 か ら し て 、 抗 体 介 在 Ｈ ２ Ｏ ２ 生 成 が 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン
タ ン パ ク 質 よ り も 非 常 に 効 率 的 で あ る （ 図 ８ Ａ ） 。 典 型 的 に 抗 体 は ４ ０ モ ル 等 量 も ま で の
形 成 を 直 線 的 に 示 し 、 そ の 後 、 速 度 は 非 徴 候 的 に 低 下 し 始 め る （ 図 ８ Ｂ ） 。 一 方 、 非 免 疫
グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 は Ｈ ２ Ｏ ２ の 短 い 激 し い 生 成 を も た ら し 、 光 酸 化 が 起 き る に つ れ て
停 止 す る （ 図 ８ Ａ )。
【 ０ １ ６ ８ 】
他 の タ ン パ ク 質 と 異 な り 、 抗 体 は 、 ア ッ セ イ 中 に つ く ら れ た Ｈ ２ Ｏ ２ が 、 ネ ズ ミ モ ノ ク ロ
ー ナ ル Ｉ ｇ Ｇ  Ｐ Ｃ Ｐ ２ １ Ｈ ３ に つ い て 示 す よ う に 、 カ タ ラ ー ゼ で 除 外 さ れ る と 、 実 験 の
開 始 と 同 じ 開 始 速 度 で Ｈ ２ Ｏ ２ の 光 生 成 を 再 開 で き る 。 Ｈ ２ Ｏ ２ の カ タ ラ ー ゼ 仲 介 破 壊 後
の Ｈ ２ Ｏ ２ の 継 続 的 直 線 的 生 成 に つ い て 、 こ の プ ロ フ ァ イ ル は 、 ア ッ セ イ し た す べ て の 抗
体 で 保 持 さ れ た 。 こ の よ う に 、 こ の 過 程 中 に 蓄 積 す る が 自 体 の 形 成 を 逆 に 阻 害 す る 。 明 白
な Ｉ Ｃ ５ ０ を ２ ２ ５ μ Ｍ で 認 め た 。 基 質 、 転 移 状 態 ア ナ ロ グ ま た は 反 応 産 物 の い ず れ か に
よ る 酵 素 の 触 媒 機 能 の 阻 害 は 、 し ば し ば 活 性 部 位 現 象 に つ い て の 強 力 な 証 拠 と な る 。 Ｈ ２

Ｏ ２ の 抗 体 介 在 光 -生 成 が 分 子 酸 素 （ Ｋ ｍ ａ ｐ ｐ Ｏ ２ １ ８ ７ μ Ｍ ） で 飽 和 さ れ 得 る こ と は
、 す で に 知 ら れ て い る （ Wentworth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97, 10930
 (2000))。 Ｈ ２ Ｏ ２ の こ の 外 形 上 の 産 物 阻 害 は 、 か か る 結 合 部 位 現 象 に つ い て さ ら な る 証
拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
抗 体 に よ る Ｈ ２ Ｏ ２ の 光 -生 成 に 関 す る 以 前 の 報 告 は 、 作 ら れ 得 る Ｈ ２ Ｏ ２ の 最 大 量 を 明
確 に し て い な い （ Wentworth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97, 10930 (2000
))。 こ の 問 題 を 、 抗 体 サ ン プ ル の Ｕ Ｖ 照 射 の 繰 り 返 し サ イ ク ル に よ り 、 つ い で カ タ ラ ー ゼ
に よ る 生 成 Ｈ ２ Ｏ ２ の 除 去 に よ り 検 査 し た （ 図 ８ Ｃ が こ の ２ サ イ ク ル を 示 す ） 。 ひ と つ の
実 験 に お い て 、 Ｕ Ｖ 照 射 お よ び カ タ ラ ー ゼ 添 加 の サ イ ク ル を １ ０ サ イ ク ル ま で 実 施 し た （
ウ マ ポ リ Ｉ ｇ Ｇ の Ｐ Ｂ Ｓ 液 、 ｐ Ｈ ７ .４ ） 。 こ れ ら の 実 験 に お い て ＞ ５ ０ ０ モ ル 等 量 の Ｈ ２

Ｏ ２ を 得 た 。 初 期 速 度 は わ ず か し か 低 下 し な か っ た 。 抗 体 以 外 に 、 こ の よ う な 効 率 的 で 長
時 間 に Ｈ ２ Ｏ ２ を つ く る も の と し て 見 出 し た 唯 一 の タ ン パ ク 質 は 、 α β Ｔ 細 胞 受 容 体 （ α
β Ｔ Ｃ Ｒ ） で あ っ た （ 図 ８ Ｆ ） 。 興 味 深 い こ と に 、 α β Ｔ Ｃ Ｒ は 、 抗 体 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の 折 り 畳 み ド メ イ ン の 類 似 の 整 列 を 共 有 す る （ Garcia et al., Sciences, 274,209 (1996
)。 し か し 、 こ の 構 造 モ チ ー フ の 保 持 は 、 Ｈ ２ Ｏ ２ を つ く ら な い β ２ -ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に
よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 こ れ が 免 疫 グ ロ ブ リ ン ・ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る に
も か か わ ら ず 、 タ ン パ ク 質 に 対 し て Ｈ ２ Ｏ ２ 生 成 能 力 を 付 与 す る の に 必 要 と み え な い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
抗 体 構 造 は 、 Ｈ ２ Ｏ ２ の 酸 化 作 用 に 対 し て 明 ら か に 活 性 で な い 。 標 準 的 な Ｕ Ｖ 照 射 に ６ 時
間 の Ｈ ２ Ｏ ２ 存 在 で （ Ｈ ２ Ｏ ２ 生 成 を 完 全 に 阻 害 す る の に 十 分 高 い 濃 度 で ） 曝 露 す る と き
、 阻 害 Ｈ ２ Ｏ ２ が カ タ ラ ー ゼ で 破 壊 さ れ る と 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ マ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 サ ン プ ル が
完 全 な 活 性 と な る （ 図 ８ Ｅ )。 長 時 間 一 定 の 速 度 で Ｈ ２ Ｏ ２ 生 成 を 続 け る 能 力 は 、 Ｈ ２ Ｏ ２

へ の 曝 露 後 で す ら 、 他 の タ ン パ ク 質 に よ り こ う む る 化 学 的 お よ び 光 -酸 化 改 変 に 対 す る 抗
体 構 造 の 折 り 畳 み の 、 い ま ま で 知 ら れ て い な い 顕 著 な 抵 抗 を 表 す 。 標 準 条 件 で の ８ 時 間 Ｕ
Ｖ 照 射 後 の 抗 体 サ ン プ ル に つ い て の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 分 析 で は 、 抗 体 分 子 の 有 意 の フ
ラ グ メ ン ト 化 ま た は 凝 縮 も な か っ た 。 タ ン パ ク 質 構 造 に Ｈ ２ Ｏ ２ の 存 在 で （ Ｈ ２ Ｏ ２ の 明
白 な 阻 害 作 用 に 寄 与 し 得 る ） 側 鎖 位 置 レ ベ ル で 変 化 が な い こ と を 確 認 す る た め に 、 Ｆ ａ ｂ
４ Ｃ ６ の Ｘ 線 結 晶 構 造 を Ｈ ２ Ｏ ２ の 存 在 お よ び 不 存 在 で 調 べ た 。 Ｆ ａ ｂ ４ Ｃ ６ は 、 そ の 元

10

20

30

40

50

(42) JP 2005-524601 A 2005.8.18

反 応 速 度 試 験



の 結 晶 が 他 の 公 表 抗 体 よ り も 高 い 分 解 に 回 析 す る の で （ ～ １ .３ Å ） 、 選 択 し た 。 要 の 構
造 パ ラ メ ー タ ー の ル ー ト 平 均 平 方 差 （ Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ ） を 、 ４ Ｃ ６ 構 造 に つ い て ３ ｍ Ｍ の Ｈ ２ Ｏ

２ で の ソ ー ク 実 験 の 前 後 に 比 較 し た 。 す べ て の 原 子 の Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ ＝ ０ .４ １ ２ Å 、 Ｃ α 原 子
の Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ ＝ ０ .３ ２ ７ Å 、 主 要 鎖 原 子 の Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ ＝ ０ .３ ２ ８ Å 、 側 鎖 原 子 の Ｒ Ｍ Ｓ Ｄ ＝
０ .４ ８ ８ Å 。 ネ ズ ミ Ｆ ａ ｂ ４ Ｃ ６ の 重 ね 合 わ せ た 本 来 お よ び Ｈ ２ Ｏ ２ 処 理 の 構 造 は 、 非
常 に は っ き り と し て お り 、 Ｈ ２ Ｏ ２ に 対 す る 抗 体 の 折 り 畳 み の 安 定 性 に つ い て の 証 拠 を 補
強 す る （ 図 ９ )。
【 ０ １ ７ １ 】
Ｈ ２ Ｏ ２ の 抗 体 介 在 光 -生 成 の 作 用 ス ペ ク ト ル お よ び 同 じ 波 長 範 囲 （ ２ ６ ０ － ３ ２ ０ ｎ ｍ
） で の 抗 体 タ ン パ ク 質 の 対 応 吸 収 ス ペ ク ト ル を 図 １ ０ に 併 記 し た 。 ２ ス ペ ク ト ル が 、 タ ン
パ ク 質 中 の ト リ プ ト フ ァ ン の 最 大 Ｕ Ｖ 吸 収 に 一 致 す る 励 起 波 長 で 観 測 さ れ る Ｈ ２ Ｏ ２ 生 成
の 最 大 効 率 で 非 常 に は っ き り し て い る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
ウ マ Ｉ ｇ Ｇ に よ る Ｈ ２ Ｏ ２ 生 成 の 効 率 を ヘ マ ト ポ リ フ ィ リ ン Ｉ Ｘ で の ３ Ｏ ２ 感 作 に よ る の
１ Ｏ ２ 形 成 効 率 の 関 数 と し て （ Φ Ａ ＝ ０ .２ ２ ） リ ン 酸 緩 衝 液 ｐ Ｈ ７ .０ お よ び 可 視 光 線 に
お い て 調 べ る こ と で 、 感 作 に よ り つ く ら れ る 各 ２ ７ ５ ± ２ ５ モ ル 等 量 の １ Ｏ ２ に つ い て 、
１ モ ル 等 量 の Ｈ ２ Ｏ ２ が 抗 体 分 子 に よ り つ く ら れ る （ Wilkinson et al., J. Phys. Chem.
 Ref. Data, 22, 113 (1993); Sakai et al., Proc. SPIE-Int. Soc. Opt. Eng., 2371, 
264 (1995))。
【 ０ １ ７ ３ 】

： 一 重 項 酸 素 か ら の 抗 体 介 在 Ｈ ２ Ｏ ２ 生 成 に よ り 生 じ る メ カ ニ ズ ム 問 題 は 、
２ つ の サ ブ 問 題 に 明 確 に 区 別 し な け れ ば な ら な い ： ひ と つ は プ ロ セ ス に つ い て の 電 子 源 で
あ り 、 他 の ひ と つ は プ ロ セ ス の 化 学 的 メ カ ニ ズ ム に 関 す る 。 １ Ｏ ２ の Ｈ ２ Ｏ ２ へ の 転 換 に
２ モ ル 等 量 の 電 子 を 要 す る こ と か ら 、 抗 体 が 等 量 の 抗 体 分 子 に つ き ＞ ５ ０ ０ 等 量 の Ｈ ２ Ｏ

２ を つ く る 事 実 が 急 性 電 子 の 詳 細 な 問 題 を 提 起 す る 。 こ の 電 子 源 に つ い て の 研 究 は 非 常 に
明 白 な 可 能 性 で も っ て 始 ま る 。 タ ン パ ク 質 を 通 し て の 電 子 移 行 が 最 も 容 易 に ま た 非 常 に 大
き い 距 離 で 起 こ り 得 る の で （ Winkler et al., Pure & Appln. Chem., 71, 1753 (1999); 
Winkler Curr. Opin. Chem. Biol., 4, 192 (2000))、 最 初 に 考 慮 す る こ と は 、 正 常 な タ
ン パ ク 質 光 -酸 化 プ ロ セ ス に 挙 げ ら れ る 電 子 ド ナ ー と し て 関 わ る 残 基 の 収 集 を 含 め 得 る こ
と で あ っ た 。 抗 体 に よ る ほ ぼ 一 定 速 度 の Ｈ ２ Ｏ ２ 生 成 お よ び 照 射 お よ び カ タ ラ ー ゼ 処 置 の
繰 り 返 し サ イ ク ル 中 の α β -Ｔ Ｃ Ｒ （ 図 ８ Ｃ お よ び ８ Ｅ ） は 、 こ の よ う な メ カ ニ ズ ム に 反
し た 。 な ぜ な ら 、 速 度 の 顕 著 な 低 下 が 、 酸 化 さ れ 得 る 残 基 が 尽 き る に し た が っ て 、 Ｈ ２ Ｏ

２ の 生 成 を 伴 わ ね ば な ら な い で あ ろ う か ら で あ る 。 こ の 速 度 の 低 下 は 、 残 る 未 酸 化 の 基 の
酸 化 還 元 ポ テ ン シ ャ ル が 、 タ ン パ ク 質 が 陽 性 に 電 荷 を 帯 び る に し た が っ て 、 上 昇 し な け れ
ば な ら い で あ ろ う か ら 、 さ ら に 悪 化 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ４ 】
正 常 な タ ン パ ク 質 光 -酸 化 は 、 １ Ｏ ２ お よ び 他 の 酸 素 種 （ Ｒ Ｏ Ｓ ） 、 例 え ば 、 ス ー パ ー オ
キ シ ド ア ニ オ ン （ Ｏ ２

● - ） 、 パ ー オ キ シ ル ラ ジ カ ル （ Ｈ Ｏ ２
● ） 、 Ｈ ２ Ｏ ２ の 生 成 を も

た ら す プ ロ セ ス の 複 雑 な カ ス ケ ー ド で あ る （ Foote, Science, 162, 963 (1968))。 現 在 の
メ カ ニ ズ ム に つ い て の 考 え は 、 タ ン パ ク 質 の 光 -酸 化 に 対 す る 感 作 性 を ５ ア ミ ノ 酸 に 結 び
つ け る ： ト リ プ ト フ ァ ン （ Ｔ ｒ ｐ ） 、 チ ロ シ ン （ Ｔ ｙ ｒ ） 、 シ ス テ イ ン （ お よ び シ ス チ ン
） 、 メ チ オ ニ ン （ Ｍ ｅ ｔ ） 、 ヒ ス チ ジ ン （ Ｈ ｉ ｓ ） (Straight and Spikes, in Singlet O

2 , A.A. Frimer, Ed. (CRC Press, Inc., Boca Raton, Florida, 1985), vol IV 9, pp. 
91-143; Michaeli and Feitelson, Photochem, Photobiol., 59, 284 (1994))。 Ｔ ｒ ｙ お
よ び 分 子 酸 素 に よ る Ｈ ２ Ｏ ２ の 光 -生 成 は 、 よ く 特 徴 解 明 さ れ た プ ロ セ ス で あ っ て 、 少 な
く と も 部 分 的 に 、 同 時 に Ｈ ２ Ｏ ２ お よ び ３ Ｏ ２ へ の 相 互 変 換 す る １ Ｏ ２ か ら Ｏ ２ へ の 形 成
お よ び 還 元 を 含 む （ McMormick and TThompson, J. Am. Chem. Soc., 100, 312 (1978))。
ト リ プ ト フ ァ ン は 、 個 々 の ア ミ ノ 酸 と し て も 、 ま た タ ン パ ク 質 の 構 成 成 分 と し て も 、 Ｕ Ｖ
近 辺 の 照 射 （ ３ ０ ０ － ３ ７ ５ ｎ ｍ ） に 好 気 性 条 件 で 特 に 感 作 性 で あ る 。 こ れ は 、 特 に 効 果
的 な Ｕ Ｖ 近 辺 （ λ ｍ ａ ｘ ３ ２ ０ ｎ ｍ ） 光 感 作 剤 で あ る Ｎ '-ホ ル ミ ル キ ム レ ニ ン へ の そ の 転
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換 に よ る （ Walrant and Santus, Photochem, Photobiol., 19, 411 (1974))。 し か し 、 Ｔ
ｒ ｙ 光 -酸 化 は 、 Ｕ Ｖ 近 辺 の 照 射 に お け る Ｈ ２ Ｏ ２ の サ ブ 化 学 量 論 的 生 成 を と も な っ て お
り （ 図 １ １ Ａ ） (McMormick and Thompson, J. Am. Chem. Soc., 100, 312 (1978))、 Ｈ ２

Ｏ ２ 光 -生 成 時 で の 最 も 効 果 的 な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 、 そ の ３
９ Ｔ ｒ ｐ 残 基 か ら わ ず か ５ .９ モ ル 等 量 の Ｈ ２ Ｏ ２ し か つ く ら な い （ 図 ８ Ａ ） (Fowler and
 Zabin, J. Biol. Chem. 253, 5521 (1978))。
【 ０ １ ７ ５ 】
ヒ ト お よ び マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 配 列 の  Kabat デ ー タ ベ ー ス に つ い て の 走 査 に よ
る と （ ３ ８ ９ ４ の う ち ２ ０ ６ ８ を 分 析 し た )、 抗 体 が そ の 全 構 造 中 に １ ５ を 越 え る Ｔ ｒ ｐ
残 基 を ほ と ん ど も た な い （ １ ４ － ３ １ Ｔ ｒ ｐ 残 基 範 囲 で 平 均 値 ＝ １ ５ .５ ） (Kabat et al.
, Sequences of Proteins of Immunological Interest (US Department of Health and H
uman Services, Public Health Service, NIH, ed. 5th, 1991); Martin, PROTEINS: Str
uct., Funct. and Genet., 25, 130 (1996))。 事 実 、 タ ン パ ク 質 光 -酸 化 プ ロ セ ス に 関 す
る す べ て の ア ミ ノ 酸 （ 参 照 、 前 出 ） が 抗 体 介 在 Ｈ ２ Ｏ ２ 生 成 に 総 合 的 に 関 与 し て も 、 な お
、 つ く ら れ る ５ ０ ０ モ ル 等 量 の Ｈ ２ Ｏ ２ を 説 明 す る の に 、 こ れ ら の 残 基 の 数 は 不 十 分 で あ
る （ ４ ９ － １ ６ ７ 活 性 残 基 範 囲 で 平 均 値 ＝ ９ ０ .１ )。
【 ０ １ ７ ６ 】
還 元 等 量 と し て の 塩 化 物 イ オ ン の ポ テ ン シ ャ ル （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 １ ５ ０ ｍ Ｍ で 存 在 ） を 、 塩 化 物
イ オ ン が ア ン ト ラ キ ノ ン の 三 重 項 励 起 状 態 に よ る Ｈ ２ Ｏ ２ の 光 生 成 に つ い て の 適 切 な 電 子
源 で あ る こ と が 知 ら れ て い る の で （ Scharf and Weitz, Symp. Quantum Chem. Biochem. J
erusalem vol. 12 (Catal. Chem. Biochem.: Theory Exp.), pp. 355-365 (1979))、 調 べ
た 。 こ の 可 能 性 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ る Ｈ ２ Ｏ ２ 生 成 の 速 度 が 塩 化 物 イ オ ン 濃 度 と 独 立
で あ る こ と が わ か っ た と き に 、 す ぐ に 割 り 引 い た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
金 属 イ オ ン の 可 能 な 役 割 を 調 べ た 。 こ の よ う な イ オ ン は 抗 体 中 に 、 電 子 源 と し て 働 き 得 る
よ う な 量 で ほ と ん ど 存 在 し 得 な い が 、 そ の 微 量 が 触 媒 的 酸 化 還 元 中 心 と し て 主 要 な 役 割 を
演 じ る の か も 知 れ な い 。 す べ て の 実 際 的 な 目 的 の た め に 、 こ の プ ロ セ ス に お け る 微 量 の 金
属 の 影 響 を 除 外 し 得 る 実 験 を 行 っ た 。 Ｈ ２ Ｏ ２ の 抗 体 介 在 光 -生 成 速 度 は 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 含 有
緩 衝 液 で の 抗 体 サ ン プ ル の 微 細 分 析 の 前 後 で 、 変 化 し な い （ 図 １ １ Ｃ ） 。 抗 体 サ ン プ ル の
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 処 理 後 、 Ｉ Ｃ Ｐ 原 子 放 出 分 光 法 （ Ａ Ｅ Ｃ ） で 、 百 万 分 の １ よ り は る か に 低 い 量 で
残 存 す る 微 量 の 金 属 イ オ ン の 存 在 が 明 ら か に な っ た 。 こ れ は 、 こ の 反 応 に 影 響 す る 微 量 の
金 属 に つ い て 、 す べ て の 抗 体 に 共 通 に 違 い な い 。 な ぜ な ら ア ッ セ イ し た す べ て の 抗 体 が こ
の 固 有 の 能 力 を 有 す る か ら で あ る 。 金 属 結 合 が 抗 体 の 内 在 的 特 性 で な い こ と 、 ま た 抗 体 結
晶 お よ び  Brookhaven デ ー タ ベ ー ス で 利 用 可 能 な 約 ３ ０ ０ 抗 体 構 造 に つ い て の わ れ わ れ の
分 析 と 一 致 す る こ と は 一 般 的 に 受 け 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
す べ て の 観 察 が 、 タ ン パ ク 質 触 媒 の 不 活 化 に 関 与 し な い で あ ろ う 電 子 源 、 お よ び 高 回 転 数
そ し て 電 子 の 準 非 限 定 源 を 説 明 で き る 電 子 源 を 同 定 す る 必 要 を 強 く 示 唆 し た 。 １ Ｏ ２ の 化
学 ポ テ ン シ ャ ル に つ い て 、 さ ら に 広 く 考 慮 し た 。 抗 体 介 在 メ カ ニ ズ ム に お け る 分 子 酸 素 の
こ の エ ネ ル ギ ー 形 態 の 関 与 は 、 以 前 の 報 告 か ら 明 確 に 推 量 し た （ Wentworth et al., Proc
. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 97, 10930 (2000))。 簡 単 に い う と 、 Ｈ ２ Ｏ ２ 光 -生 成 の 抗
体 介 在 速 度 は Ｄ ２ Ｏ 中 で 増 加 し 、 １ Ｏ ２ 失 活 剤 で あ る ア ジ ド ナ ト リ ウ ム の 存 在 で 減 少 す る
。 さ ら に 、 可 視 光 線 中 で ヘ マ ト ポ リ フ ィ リ ン Ｉ Ｘ お よ び 暗 所 で の ３ ,３ '-(１ ,４ -ナ フ チ リ
デ ン )ジ プ ロ ピ オ ン 酸 ジ ナ ト リ ウ ム の エ ン ド ス ー パ ー オ キ シ ド で の ３ Ｏ ２ の 感 作 に よ り 、
抗 体 が Ｈ ２ Ｏ ２ を つ く る こ と が 示 さ れ て い る 。 １ Ｏ ２ の 関 与 は ま た 、 抗 体 介 在 Ｈ ２ Ｏ ２ 生
成 の 作 用 ス ペ ク ト ル お よ び 抗 体 一 致 ト リ プ ト フ ァ ン の 吸 収 ス ペ ク ト ル に 非 常 に 類 似 し て い
る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
１ Ｏ ２ に つ い て の 既 知 化 学 を ス ー パ ー 求 電 子 性 「 ジ オ キ サ -エ ン 」 に つ い て の 化 学 と し て
概 念 化 で き る こ と か ら （ Foote, Acc. Chem. Res., 1, 104 (1968))、 水 の 分 子 が 抗 体 の 存
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在 で １ Ｏ ２ に 求 核 性 を 加 え 、 中 間 体 と し て の Ｈ ２ Ｏ ３ を 形 成 す る よ う な 今 ま で 未 知 の 可 能
性 を 考 慮 し た 。 す な わ ち 、 Ｈ ２ Ｏ ２ に 酸 化 さ れ る 水 が 電 子 源 の 役 割 を 果 た し 得 る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
酸 素 同 位 体 実 験 を 、 Ｈ ２ Ｏ ２ 中 に 見 ら れ る 酸 素 源 の 測 定 を 通 じ て １ Ｏ ２ に よ る Ｈ ２ Ｏ の 抗
体 触 媒 光 -酸 化 に つ い て の 仮 説 を 調 べ る た め に 行 っ た 。 Ｈ ２ Ｏ ２ 中 の １ ６ Ｏ ／ １ ８ Ｏ を 、
標 準 的 Ｈ ２ Ｏ ２ 検 出 法 （ Han et al., Anal. Biochem., 234, 107 (1996)) の 改 変 に よ り
測 定 し た 。 簡 単 に い う と 、 こ の 方 法 は 、 ト リ ス -カ ル ボ キ シ エ チ ル ホ ス フ ィ ン （ Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ
） で の 還 元 、 つ づ く 対 応 ホ ス フ ィ ン 酸 化 物 の 質 量 分 析 法 （ Ｍ Ｓ ） を 含 む （ 図 １ ２ ） 。
【 ０ １ ８ １ 】
こ れ ら の 実 験 に よ っ て 、 抗 体 の Ｕ Ｖ 照 射 が 酸 素 の 存 在 で 水 か ら Ｈ ２ Ｏ ２ へ の 酸 素 取 り こ み
を も た ら す こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ ） 。 Ｈ ２

１ ８ Ｏ （ ９ ８ ％ １ ８ Ｏ
） ホ ス フ ィ ン 緩 衝 液 （ Ｐ Ｂ ） 溶 液 に お い て 飽 和 １ ６ Ｏ ２ 濃 度 条 件 下 で の ヒ ツ ジ ポ リ Ｉ ｇ Ｇ
の 照 射 後 に 、 ホ ス フ ィ ン 酸 化 物 の Ｍ Ｓ 中 に 観 測 さ れ る １ ６ Ｏ ／ １ ８ Ｏ 比 の 相 対 存 在 量 は 、
２ .２ ± ０ .１ ： １ で あ る 。 Ｈ ２

１ ６ Ｏ Ｐ Ｂ 中 の １ ８ Ｏ に 富 む 分 子 酸 素 混 合 物 （ ９ ８ ％ １ ８

Ｏ ） で の 逆 実 験 を 行 う と き 、 逆 比 （ １ ： ２ .２ ± ０ .１ ） を 観 測 す る （ 図 １ ２ Ｂ )。 比 率 に
つ い て の こ れ ら の 値 は 、 優 れ た 再 製 性 （ ＋ １ ０ ％ 、 ｎ ＝ １ ０ ） を 表 し 、 試 験 し た す べ て の
抗 体 に つ い て 認 め る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
下 記 の 対 照 試 験 を 実 施 し た 。 最 初 に 、 １ ６ Ｏ ２ と Ｈ ２

１ ６ Ｏ の 条 件 下 で 、 ポ リ Ｉ ｇ Ｇ （ ウ
マ ） の 照 射 が Ｈ ２

１ ６ Ｏ ２ を つ く っ た （ 図 １ ２ Ｃ ） 。 Ｈ ２
１ ６ Ｏ ２ 自 体 （ ４ ０ ０ μ Ｍ 、 Ｐ

Ｂ 中 、 ｐ Ｈ ７ .０ ） を ４ 時 間 Ｈ ２
１ ８ Ｏ 中 で 照 射 す る と き 、 １ ８ Ｏ の 取 り こ み は な い 。 こ

の 結 果 は 、 １ ８ Ｏ の Ｈ ２ Ｏ ２ へ の 取 り 込 み が 、 水 と の 酸 触 媒 交 換 に よ る か 、 ま た は Ｈ ２
１

６ Ｏ ２ の 同 種 溶 解 性 解 裂 お よ び 水 か ら Ｈ １ ８ Ｏ - の と の 再 結 合 に 関 与 す る メ カ ニ ズ ム に よ
り 起 き る か も し れ な い と の 懸 念 を 軽 減 す る 。 抗 体 が Ｈ ２

１ ６ Ｏ ２ の 生 成 お よ び Ｈ ２
１ ８ Ｏ

と の 酸 触 媒 交 換 の 両 方 を 触 媒 す る 可 能 性 を 調 べ る た め に 、 不 活 性 気 体 下 で Ｕ Ｖ 照 射 後 に ヒ
ツ ジ ポ リ Ｉ ｇ Ｇ （ ６ .７ μ Ｍ ） の 存 在 で 、 Ｈ ２

１ ６ Ｏ ２ （ ９ ８ ％ １ ８ Ｏ ） Ｐ Ｂ に お け る Ｈ ２
１ ６ Ｏ ２ （ ２ ０ ０ μ Ｍ ） の 同 位 体 交 換 を 調 べ た 。 １ ８ Ｏ の Ｈ ２

１ ６ Ｏ ２ へ の 取 り 込 み は 極
微 量 に 過 ぎ な か っ た （ 図 １ ２ Ｄ )。
【 ０ １ ８ ３ 】
同 位 体 実 験 を ま た 、 Ｈ ２ Ｏ ２ を つ く る 際 に 最 も 効 率 的 な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る β -ガ ラ
ク ト シ ダ ー ゼ お よ び ３ -メ チ ル イ ン ド ー ル で 実 施 し た 。 両 事 例 と も 、 光 -酸 化 が Ｈ ２ Ｏ ２ へ
の １ ８ Ｏ の 取 り 込 み を 無 視 で き る 程 度 で あ り （ 図 １ ２ Ｅ お よ び １ ２ Ｆ )、 こ の タ ン パ ク 質
に お け る イ ン ド ー ル 環 自 体 お よ び ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 が １ Ｏ ２ の 還 元 剤 と し て の み 挙 動 す
る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
こ の 見 解 は 、 ３ -メ チ ル イ ン ド ー ル の 照 射 が 、 Ｈ ２

１ ８ Ｏ か ら の 酸 素 取 り 込 み を 含 ま な い
Ｈ ２ Ｏ ２ を つ く る こ と か ら 、 さ ら に 支 持 さ れ る 。 ト リ プ ト フ ァ ン で 行 っ た 同 じ 実 験 は １ ６

Ｏ ／ １ ８ Ｏ 比 １ .２ ： １ の 交 換 を も た ら す 。 こ の 結 果 は 、 分 子 内 一 般 酸 と し て 作 用 す る ア
ン モ ニ ウ ム 官 能 性 に よ る も の で あ っ て 、 ３ '-ハ イ ド ロ ス ー パ ー オ キ シ ド の ジ ア ス テ レ オ マ
ー 混 合 物 の 内 部 酸 素 に プ ロ ト ン 付 加 す る と 思 わ れ る 。 注 目 す べ き は 、 こ れ は 化 学 的 な 観 点
か ら 興 味 深 い が 、 抗 体 に よ る Ｈ ２ Ｏ ２ の 触 媒 的 生 成 を 説 明 で き な い こ と で あ る 。 な ぜ な ら
、 こ れ は 化 学 量 論 的 プ ロ セ ス で あ り 、 ま た タ ン パ ク 質 中 の Ｔ ｒ ｐ が 遊 離 の ア ン モ ニ ウ ム 基
を 有 し て い な い か ら で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
【 化 ３ 】
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す べ て の 抗 体 が 一 量 項 酸 素 に よ り 水 の 酸 化 を 触 媒 で き る 。 １ Ｏ ２ に よ
る Ｈ ２ Ｏ の 酸 化 に つ い て 反 応 物 と 産 物 と の 熱 力 学 的 均 衡 （ 反 応 熱 、 △ Ｈ ｒ ＝ ＋ ２ ８ .１ ｋ
ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ ｌ ） (D.R. Lide, in handbook of Chemistry and Physics, 73rd ed. (CRC,
 1992)) は 、 １ Ｏ ２ の １ 以 上 の 分 子 が 、 酸 化 さ れ た 水 の 分 子 ご と に Ｈ ２ Ｏ ２ の ２ 分 子 へ の
そ の 転 換 の 際 に 関 与 す る 化 学 量 を 必 要 と す る 。 こ の 化 学 量 か ら し て 、 三 量 項 か ら 一 量 項 酸
素 へ の 生 成 に 関 与 す る 前 に さ ら な る 光 エ ネ ル ギ ー が プ ロ セ ス に 参 加 し な い 。 仮 定 的 メ カ ニ
ズ ム 経 路 に つ い て の 定 性 的 化 学 的 理 論 が 、 熱 力 学 的 考 察 と と も に 、 式 １ ｂ ま た は ｃ の い ず
れ か の よ う に ほ ぼ す べ て の 化 学 量 論 を 形 つ く る （ す べ て の エ ネ ル ギ ー を 形 成 の 気 相 実 験 熱
か ら 計 算 し 、 ｋ ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ ｌ で 報 告 す る )：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ６ 】
テ ル リ ウ ム 仲 介 酸 化 還 元 プ ロ セ ス に よ る １ Ｏ ２ お よ び 水 の 過 酸 化 水 素 へ の 一 時 的 金 属 触 媒
転 換 に つ い て の 最 近 の 報 告 （ Detty and Gibson, J. Am. Chem. Soc., 112, 4086 (1990))
が 、 １ Ｏ ２ お よ び Ｈ ２ Ｏ が Ｈ ２ Ｏ ２ へ 転 換 さ れ 得 る プ ロ セ ス 、 お よ び そ こ で の 本 プ ロ セ ス
の エ ネ ル ギ ー 需 要 が 克 服 さ れ 得 る こ と に つ い て 実 験 的 証 拠 を 提 供 す る 。 抗 体 介 在 光 -酸 化
プ ロ セ ス に つ い て の メ カ ニ ズ ム が １ Ｏ ２ 分 子 へ の 水 分 子 へ の 添 加 を 含 み 、 Ｈ ２ Ｏ ２ へ の 経
路 に お い て 最 初 の 中 間 体 と し て 三 酸 化 ニ 水 素 を 形 成 す る と 思 わ れ る 。 触 媒 と し て の 抗 体 の
機 能 は 、 可 逆 的 形 成 に つ い て の 重 要 な 中 間 体 を 安 定 に し 、 そ の Ｈ ２ Ｏ ２ へ の 転 換 を 経 路 つ
け て 中 間 体 の 消 費 を 促 進 す る 特 異 的 な 分 子 環 境 の 供 給 で あ ら ね ば な ら な い 。 こ の よ う な 環
境 の 基 本 的 な 特 徴 は 、 抗 体 特 異 的 周 辺 に よ り 条 件 つ け ら れ る 活 性 部 位 で の 組 織 さ れ た 水 分
子 の 特 異 的 な 集 合 体 か ら な る の で あ ろ う 。
【 ０ １ ８ ７ 】
Ｈ ２ Ｏ ３ は 生 物 系 で 未 だ 検 出 さ れ て い な い が 、 そ の イ ン ビ ボ で の 化 学 は か な り の 推 測 の 源
で あ り 、 イ ン ビ ト ロ で の 性 質 は 種 々 の 実 験 お よ び 理 論 の 対 象 と な っ て き た （ C. Deby, La 
Recherche, 228, 378 (1991); Sawyer, in Oxygen Chemistry (Oxford University Press
, Oxford, 1991); Cerkovnik and Plesnicar, J. Am. Chem. Soc., 115, 12169 (1993); 
Vincent and Hillier, J. Phys. Chem., 99, 3109 (1995); Plesnicar et al., Chem. Eu
r. J., 6, 809 (2000); Corey etal., J. Am. Chem. Soc., 108, 2472 (1986); Koller a
nd Plesnicar, J. A. Chem. Soc., 118, 2470 (1996); Cacace et al., Sciene, 285, 81
 (1999))。 Plesnicar お よ び そ の 共 同 研 究 者 に よ る と 、 Ｈ ２ Ｏ ３ は オ ゾ ン か ら 還 元 的 に つ
く ら れ 、 Ｈ ２ Ｏ お よ び １ Ｏ ２ に 分 解 さ れ る （ Koller and Plesnicar, J. A. Chem. Soc., 
118, 2470 (1996))。 顕 微 鏡 的 可 逆 性 の 原 則 を 適 用 し て 、 要 約 す る と 、 可 逆 反 応 も １ 以 上
の 水 分 子 で 触 媒 さ れ る は ず で あ る 。 こ の よ う な プ ロ セ ス の も っ と も ら し い 反 応 経 路 お よ び
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エ ネ ル ギ ー を 描 く た め に 、 記 載 の よ う に 第 １ 原 則 量 子 化 学 （ Ｇ Ｃ ） 法 を 用 い た （ Ｂ ３ Ｌ Ｙ
Ｐ 密 度 機 能 理 論 ） 。 結 果 を 式 ２ ａ － ｃ に 示 す （ す べ て の エ ネ ル ギ ー は ｋ ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ ｌ で
あ る )：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ８ 】
水 と １ Ｏ ２ が Ｈ ２ Ｏ ３ を も た ら す 直 接 反 応 は 、 ７ ０ ｋ ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ ｌ の 活 性 化 バ リ ア ー で
全 く 不 利 で あ る （ 式 ２ ａ )。 し か し 、 第 ２ お よ び 第 ３ の 水 分 子 の 付 加 で 、 夫 々 ３ １ .５ お よ
び １ ５ .５ ｋ ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ ｌ ま で 活 性 化 バ リ ア ー を 減 少 す る 共 鳴 の プ ロ セ ス を 認 め る 。 実
際 、 こ れ ら の 付 加 水 が 触 媒 の 役 割 を 演 じ る （ 式 ２ ｂ に お い て 、 第 ２ の 水 の Ｈ が 産 物 Ｈ Ｏ Ｏ
Ｏ Ｈ に 行 き 、 第 １ の 水 の Ｈ と 同 時 に そ れ に 代 わ る )。 こ れ ら の バ リ ア ー は 、 水 の 第 １ の Ｈ
Ｏ エ ネ ル ギ ー （ １ １ ９ ｋ ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ ｌ ） お よ び １ Ｏ ２ の 結 合 エ ネ ル ギ ー （ ９ ６ ｋ ｃ ａ ｌ
／ ｍ ｏ ｌ ） に 比 べ る と 小 さ い 。 注 意 す べ き は 、 式 ２ ｂ お よ び ２ ｃ で の 逆 反 応 が そ れ ぞ れ １
５ .５ ま た は ０ ｋ ｃ ａ ｌ ／ ｍ ｏ ｌ の バ リ ア ー し か 持 た ず 、 Ｈ ２ Ｏ ３ が バ ル ク 水 ま た は 水 に
富 む 系 に お い て 安 定 で な い こ と を 示 唆 す る 。 こ う よ う に 、 Ｈ ２ Ｏ ３ を つ く り 利 用 す る た め
に 抗 体 構 造 中 の 最 良 部 位 が 、 水 の な い 疎 水 性 領 域 に 近 接 の 局 所 水 お よ び 水 二 量 体 の 存 在 す
る 部 位 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
水 の 抗 体 触 媒 光 -酸 化 か ら 誘 導 さ れ る ホ ス フ ィ ン 酸 化 物 中 の １ ６ Ｏ ／ １ ８ Ｏ 比 が 、 こ の 主
要 な 中 間 体 Ｈ ２ Ｏ ３ が 最 終 産 物 に 転 換 す る で あ ろ う 反 応 経 路 の 選 択 に 有 意 の 拘 束 を 課 す る
。 こ の 比 率 は 、 ２ モ ル の Ｈ ２ Ｏ か ら ２ モ ル の Ｈ ２ Ｏ ２ の 生 成 に 化 学 的 に 関 与 す る 分 子 の 数
に よ り 、 お よ び こ の プ ロ セ ス の メ カ ニ ズ ム 詳 細 に よ り 主 に 定 ま る 。 比 率 ２ .２ ： １ は 、 ２
分 子 の １ Ｏ ２ と ２ 分 子 の Ｈ ２ Ｏ が ２ 分 子 の Ｈ ２ Ｏ ２ と １ 分 子 の 分 子 酸 素 （ 熱 力 学 的 理 由 か
ら ３ Ｏ ２ あ る べ き ） に 転 換 さ れ る 特 定 の メ カ ニ ズ ム に つ い て 予 測 さ れ る 値 に 厳 密 に 一 致 す
る 。 こ の よ う な メ カ ニ ズ ム の 例 は 、 ２ 分 子 Ｈ ２ Ｏ ３ の Ｈ ２ Ｏ ４ お よ び Ｈ ２ Ｏ ２ へ の Ｓ Ｎ ２
型 不 均 衡 化 で あ り 、 続 く 前 者 の Ｈ ２ Ｏ ２ お よ び ３ Ｏ ２ へ の 分 解 で あ る 。 １ Ｏ ２ の 関 与 の 有
無 で の Ｈ ２ Ｏ ３ の Ｈ ２ Ｏ ２ へ の 転 換 に つ い て の 理 論 的 に 適 合 す る 反 応 経 路 を 定 義 す る と い
う 複 雑 な 問 題 は 、 量 子 化 学 （ Ｂ ３ Ｌ Ｙ Ｐ 密 度 機 能 論 ） を 用 い る 系 統 的 な 方 法 で 取 り 組 ん で
き た 。 こ れ ら の 研 究 は 、 Ｈ ２ Ｏ ３ の 拡 大 的 ド ッ キ ン グ 計 算 お よ び そ の 形 成 と Ｈ ２ Ｏ ２ へ の
転 換 の た め の 一 時 的 状 態 を タ ン パ ク 質 の 数 に つ い て 示 す 。 抗 体 （ お よ び α β -Ｔ 細 胞 受 容
体 ） の 領 域 に お い て こ れ ら の 種 を 安 定 に す る 独 特 の 部 位 が 単 離 水 を 有 す る 領 域 お よ び 疎 水
性 領 域 に 近 接 し て 存 在 す る 。 こ の 拡 大 的 試 験 は 、 Ｈ ２ Ｏ ３ の Ｈ ２ Ｏ ２ へ の 転 換 に つ い て の
理 論 的 に 適 合 す る 化 学 的 経 路 の 全 ス ペ ク ト ル に つ い て 可 能 な 存 在 を 表 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】

： 抗 体 の 保 存 能 か ら し て 、 源 ま た は 抗 原 特
異 性 に も か か わ ら ず 、 ま た こ の 反 応 を 仲 介 す る α β -Ｔ Ｃ Ｒ に も か か わ ら ず 、 Ｘ 線 構 造 試
験 を 行 っ て 、 こ れ ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 折 り 畳 み タ ン パ ク 質 内 の 可 能 な 保 存 反 応 部 位 を 調
べ た 。 い ず れ の 可 能 な 場 所 に つ い て も 要 の 拘 束 は 、 分 子 酸 素 （ １ Ｏ ２ ま た は 可 能 な 感 作 残
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基 を 近 辺 に 持 つ 三 量 項 、 好 ま し く は ト リ プ ト フ ァ ン ） お よ び 水 が 共 存 し な け れ ば な ら な い
こ と 、 お よ び 経 路 に 沿 う 一 時 的 状 態 お よ び 中 間 体 が そ の 部 位 ま た は 非 常 な 近 辺 内 で 安 定 化
さ れ ね ば な ら な い こ と で あ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
タ ン パ ク 質 内 で の 同 じ 腔 に お い て Ｘ ｅ と Ｏ ２ が 共 存 し て い る と の 考 え を 支 持 す る 強 力 な 証
拠 が あ る （ Tilson et al., J. Mol. Biol., 199, 195 (1988); Schoenborn et al., Natu
re, 207, 28 (1965))。 従 っ て 、 キ セ ノ ン ガ ス を 重 い 原 子 ト レ ー サ ー と し て 用 い て 、 分 子
酸 素 に 到 達 し 得 る ネ ズ ミ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ４ Ｃ ６ （ Li et al., J. Am. Chem. Soc., 
117, 3308 (1995)) 内 で 腔 の 位 置 を 調 べ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
３ キ セ ノ ン 部 位 を 同 定 し た （ 図 １ ３ Ａ ） 。 タ ン パ ク 質 に お け る 他 の Ｘ ｅ 結 合 部 位 に お い て
見 ら れ る よ う に （ Scott and Gibson, Biochemistry, 36, 11909 (1997); Prange et al.,
 PROTEINS: Struct., Funct. and Genet., 30, 61 (1998))、 す べ て 疎 水 性 腔 を 占 め て い
る 。 純 化 さ れ た 元 の 構 造 と Ｘ ｅ 誘 導 の 構 造 を 重 ね る と 、 キ セ ノ ン の 付 加 を 別 に し て 、 タ ン
パ ク 質 骨 格 ま た は 側 鎖 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に お い て 、 ま た は 結 合 の 水 分 子 の 位 置 に お い
て 、 識 別 で き る よ う な 変 化 が ほ と ん ど な い 。
【 ０ １ ９ ３ 】
キ セ ノ ン Ｉ 結 合 部 位 （ Ｘ ｅ １ 部 位 ） を こ こ で は さ ら に 詳 細 に 分 析 し た 。 こ れ は す べ て の 抗
体 お よ び α β Ｔ Ｃ Ｒ に お い て 保 存 さ れ て い る か ら で あ る （ 図 １ ３ Ｂ ） 。 Ｘ ｅ １ は 、 不 変 の
Ｔ ｒ ｐ か ら ７ Å の Ｖ Ｌ の β シ ー ト 間 に あ る 高 度 に 保 存 さ れ た 領 域 の 中 間 に 存 す る 。 Ｘ ｅ １
部 位 は 、 外 側 分 子 表 面 か ら 約 ５ Å の Ｖ Ｌ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 折 り 畳 み を 含 む ２ β シ ー ト 間
に 挟 ま れ て い る 。 キ セ ノ ン 部 位 ２ （ Ｘ ｅ ２ ） は 、 抗 体 の 重 鎖 と 軽 鎖 と の 間 に 構 造 的 に 保 存
さ れ た 面 を 形 成 す る い く つ か の 高 度 に 保 存 さ れ た 残 基 の 直 上 で の 抗 原 結 合 ポ ケ ッ ト の 基 底
に 存 在 す る （ 図 １ ３ Ａ ） 。 Ｖ Ｌ Ｖ Ｈ 面 に お け る 残 基 は 主 に 疎 水 性 で あ り 、 Ｔ ｒ ｐ Ｈ １ ０ ９

な ど の 保 存 さ れ た 芳 香 族 側 鎖 を 含 む 。
【 ０ １ ９ ４ 】
Ｆ ａ ｂ ４ Ｃ ６ 中 の Ｘ ｅ １ に つ い て の 接 触 側 鎖 は 、 Ａ ｌ ａ Ｌ １ ９ 、 Ｉ ｌ ｅ Ｌ ２ １ 、 Ｌ ｅ ｕ Ｌ

７ ３ 、 Ｉ ｌ ｅ Ｌ ７ ５ で あ り 、 こ れ ら は 、 す べ て の 抗 体 に お け る 高 度 に 保 存 さ れ た 脂 肪 族 側
鎖 で あ る （ Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest (US Depa
rtment of Health and Human Services, Public Health Service, NIH, ed. 5th, 1991)
。 加 え て 、 調 べ た す べ て の 抗 体 に お い て 、 わ ず か な 構 造 的 変 化 の み を こ の 領 域 で 認 め た 。
と り わ け 、 い く つ か の 他 の 高 度 に 保 存 さ れ 不 変 の 残 基 が こ の キ セ ノ ン 部 位 の 直 近 辺 に 存 し
、 Ｔ ｒ ｐ Ｌ ３ ５ 、 Ｐ ｈ ｅ Ｌ ６ ２ 、 Ｔ ｙ ｒ Ｌ ８ ６ 、 Ｌ ｅ ｕ Ｌ １ ０ ４ お よ び Ｃ ｙ ｓ Ｌ ２ ３ と Ｃ
ｙ ｓ Ｌ ８ ８ と の 間 の ジ ス ル フ ィ ド 橋 を 含 む 。 Ｔ ｒ ｐ Ｌ ３ ５ が ジ ス ル フ ィ ド 橋 に 積 み 重 な り
、 キ セ ノ ン 原 子 か ら わ ず か ７ Å に あ る 。 こ の 構 造 内 容 に お い て 、 Ｔ ｒ ｐ Ｌ ３ ５ は 、 Ｘ ｅ ｌ
に 最 も 近 い Ｔ ｒ ｐ で あ る の で 、 推 測 の 分 子 酸 素 感 作 剤 で あ り 得 る 。 ２ Ｃ α β Ｔ Ｃ Ｒ 構 造 お
よ び す べ て の 利 用 可 能 な Ｔ Ｃ Ｒ 配 列 と の 比 較 か ら す る と 、 こ の Ｘ ｅ ｌ 疎 水 性 ポ ケ ッ ト も Ｔ
Ｃ Ｒ 中 に 高 度 に 保 存 さ れ て い る （ 図 ５ Ｂ ） (Garcia, Science, 274, 209 (1996))。
【 ０ １ ９ ５ 】
ヒ ト β ２ -ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン は 、 Ｈ ２ Ｏ ２ を つ く ら な い で 、 そ の 全 体 的 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
折 り 畳 み に も か か わ ら ず 、 抗 体 Ｘ ｅ ｌ 結 合 ポ ケ ッ ト を 明 確 に す る 同 じ 詳 細 な 構 造 的 特 徴 を
有 さ な い 。 ま た 、 β ２ -ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン は 、 抗 体 お よ び Ｔ Ｃ Ｒ の 両 方 で 起 き る 保 存 Ｔ ｒ
ｐ 残 基 を 含 有 し な い 。 Ｔ ｒ ｐ Ｌ ３ ５ （ 抗 体 ） ま た は Ｔ ｒ ｐ α ３ ４ （ Ｔ Ｃ Ｒ ） が 酸 素 感 作 剤
で あ る と 、 β ２ -ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 中 の 対 応 Ｔ ｒ ｐ の 欠 如 が 、 こ れ が 水 の 酸 化 を 触 媒 し な
い と の 知 見 に 関 係 す る の で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ ６ 】
こ の よ う に 、 キ セ ノ ン 実 験 は 、 分 子 酸 素 に ア ク セ ス 可 能 で あ り 、 か つ 不 変 の Ｔ ｒ ｐ に 近 接
の 保 存 領 域 （ Ｖ Ｌ ） 中 に あ る 少 な く と も １ つ の 部 位 を 同 定 し た 。 等 価 の 保 存 部 位 も Ｖ Ｈ の
折 り 畳 み で 可 能 で あ る 。 Ｘ ｅ ｌ 部 位 周 辺 の 構 造 お よ び 配 列 は 、 Ｖ Ｈ ド メ イ ン に お い て 、 Ｖ

Ｌ を Ｖ Ｈ に 結 び つ け る プ ソ イ ド ２ － 折 り 畳 み (立 体 構 造 )回 転 軸 に よ り 正 確 に 再 製 さ れ る 。
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キ セ ノ ン 結 合 部 位 が こ の ド メ イ ン に 位 置 し て い な か っ た が 、 分 子 酸 素 は Ｖ Ｈ 中 の 対 応 腔 に
な お 到 達 し 得 る と 考 え ら れ る 。 こ の 提 案 の 重 鎖 キ セ ノ ン 部 位 を 見 つ け 得 な か っ た 。 こ の こ
と は 、 結 晶 が 完 全 な 平 衡 状 態 を 形 成 す る の に 不 十 分 な 時 間 で あ る ２ 分 間 し か 圧 を か け ら れ
な か っ た こ と 、 ま た は 単 に 、 キ セ ノ ン が 側 上 の 対 応 腔 に つ い て の 酸 素 に 比 較 し て ま た は 結
晶 パ ッ キ ン グ か ら し て 大 き す ぎ る こ と に よ る 。 他 の 抗 体 実 験 に お い て 、 Ｘ ｅ 結 合 部 位 は 、
結 晶 パ ッ キ ン グ が 結 晶 中 の Ｘ ｅ ア ク セ ス を 調 節 で き る こ と を 示 唆 す る 不 斉 単 位 の ２ 分 子 の
う ち １ 分 子 で の み で 認 め た 。 こ れ ら の 部 位 は 、 そ の 周 り の 配 列 お よ び 構 造 に つ い て の 分 析
か ら し て 、 抗 体 お よ び Ｔ Ｃ Ｒ の 両 方 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る 。 こ の こ と は 、 な ぜ 抗 体 お よ
び Ｔ Ｃ Ｒ に お け る Ｉ ｇ の 折 り 畳 み が こ の 通 常 で な い 化 学 に 関 与 で き る の か に つ い て 可 能 な
理 解 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
抗 体 は 、 タ ン パ ク 質 中 、 １ Ｏ ２ を Ｈ ２ Ｏ ２ に 触 媒 的 に 転 換 す る 能 力 に お い て 特 殊 で あ る 。
あ る い は 、 こ の プ ロ セ ス が の 事 象 関 連 生 成 に よ る 殺 略 に 参 加 す る と 考 え ら れ る 。 抗 体 は １

Ｏ ２ か ら 生 体 を 防 禦 す る 機 能 を 満 た す こ と が で き る 。 こ れ は 、 カ タ ラ ー ゼ に よ る 過 酸 化 水
素 の 水 と 三 重 項 酸 素 へ の さ ら な る プ ロ セ ス を 必 要 と し よ う 。
【 ０ １ ９ ８ 】
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【 ０ １ ９ ９ 】
全 て の 刊 行 物 、 特 許 文 献 お よ び 特 許 出 願 は 、 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 中 の 一 部 と す る 。 上
述 の 明 細 書 に お い て 、 本 発 明 は 、 そ れ ら の 特 定 の 好 ま し い 態 様 に 関 連 し て 説 明 さ れ て き た
が 、 多 く の 詳 述 は 説 明 を 目 的 と し て 記 載 し て い る 。 当 業 者 に と っ て は 、 本 発 明 が さ ら な る
態 様 を 示 唆 す る こ と 、 そ し て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 詳 述 が 本 発 明 の 基 本 原 理 か ら 逸 脱 せ ず
に 十 分 に 変 化 さ れ 得 る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 　 図 １ は 、 フ ァ ゴ ソ ー ム の 酸 素 依 存 性 殺 菌 剤 作 用 を 示 す 。
【 図 ２ 】 　 図 ２ は 、 amplex red assayを 示 す 。
【 図 ３ 】 　 図 ３ は 、 ネ ズ ミ の モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｉ ｇ Ｇ  Ｅ Ｐ ２ － １ ９ Ｇ ２ (２ ０ μ Ｍ )の 存 在
下 ま た は 非 存 在 下 の Ｐ Ｂ Ｓ (ｐ Ｈ ７ .４ )中 で の Ｈ 2 Ｏ 2 生 成 の 初 期 タ イ ム コ ー ス を 示 す 。
【 図 ４ 】 　 図 ４ は 、 Ｕ Ｖ 照 射 後 の ネ ズ ミ 抗 体 １ Ｄ ４ Ｆ abフ ラ グ メ ン ト の 単 一 結 晶 に 関 す る
蛍 光 顕 微 鏡 写 真 、 そ し て Amplex red assay試 薬 を 用 い る Ｈ 2 Ｏ 2 検 出 を 示 す 。
【 図 ５ 】 　 図 ５ は 、 （ Ａ ） Ｈ Ｐ 感 作 ア ッ セ イ を 示 す 。
【 図 ６ 】 　 図 ６ は 、 タ ン パ ク 質 の パ ネ ル に 対 す る Ｈ 2 Ｏ 2 形 成 の 測 定 さ れ た 初 期 速 度 、 お よ
び 抗 体 と の 比 較 を 示 す 棒 グ ラ フ (表 １ か ら の デ ー タ )で あ る 。
【 図 ７ 】 　 図 ７ は 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .４ ） 中 、 ウ マ Ｉ ｇ Ｇ （ ６ .７ μ Ｍ ） の Ｕ Ｖ 照 射 に よ る
Ｈ 2 Ｏ 2 形 成 の 速 度 を 示 す 。
【 図 ８ 】 　 図 ８ は 、 Ｈ 2 Ｏ 2 生 成 を 示 す 。
【 図 ９ 】 　 図 ９ は 、 元 々 の ４ Ｃ ６ Ｆ ab（ カ ラ ー 写 真 中 の 青 色 光 と ピ ン ク 光 ） と 、 Ｈ 2 Ｏ 2 の
存 在 下 で の ４ Ｃ ６ Ｆ ab（ カ ラ ー 写 真 中 の 暗 青 色 と 赤 色 ） の ス ー パ ー ポ ジ シ ョ ン を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 　 図 １ ０ は 、 ダ イ オ ー ド ア レ イ Ｈ Ｐ ８ ４ ２ Ａ 吸 光 度 計 、 Ａ ｂ ｓ ｍ ａ ｘ ２ ８ ０ ｎ
ｍ （ Ａ ） で 測 定 し た ウ マ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｉ ｇ Ｇ の 吸 収 ス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 １ １ 】 　 図 １ １ は 、 Ｈ 2 Ｏ 2 の 生 成 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 　 図 １ ２ は 、 Ｔ Ｃ Ｅ Ｐ [（ Ｍ － Ｈ ） － ２ ４ ９ ]お よ び Ｈ 2 Ｏ 2 に よ る 酸 化 に よ っ て
生 成 さ れ る そ の 酸 化 物 [（ Ｍ － Ｈ ） － ２ ６ ５ （ １ ６ Ｏ ） お よ び （ Ｍ － Ｈ ） － ２ ６ ７ （ １ ８

Ｏ ） ] の Ｅ Ｓ Ｉ （ 負 極 性 ） マ ス ス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 　 図 １ ３ は 、 方 法 お よ び 材 料 (実 施 例 Ｉ Ｉ )に 記 載 の よ う な 抗 体 ４ Ｃ ６ 中 の Ｘ ｅ
結 合 部 位 を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明一般涉及免疫学领域。更具体地，本发明涉及抗体可以从单线态
氧产生超氧化物和过氧化氢的发现。因此，提供了能够增加或降低氧化
应激的方法和组合物。还提供了筛选测定以鉴定调节抗体产生超氧化物
和过氧化氢的能力的试剂。这些药剂可以治疗性地用于治疗需要的患
者。此外，本发明提供了在免疫测定中使用抗体的方法。


