
(57)【要約】
【課題】　エフリン B2に結合し、かつ、エフリン B2と ephB4の結合を阻害することにより
、エフリン B2の生物活性を阻害する抗体または抗体断片を提供すること。
【解決手段】　本発明は、腫瘍等の血管新生している組織細胞において発現されているエ
フリン B2に結合する抗体または抗体断片、該抗体または該抗体断片を用いるエフリン B2ま
たはエフリン B2発現細胞の免疫学的検出方法および検出用試薬、該抗体または該抗体断片
を用いるエフリン B2が関与する疾患の診断薬または治療薬、ならびに該抗体を産生するハ
イブリドーマを提供する。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と エ リ ス ロ ポ エ チ ン ・ プ ロ デ ュ ー シ ン グ ・ ヘ パ
ト セ ル ラ ー ・ カ ル シ ノ ー マ B4（ EphB4； Erythropoietin producing hepatocellular carci
noma B4） と の 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 ま た は
抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
　 エ フ リ ン B2が 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求
項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ３ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ク ラ ス が IgGで あ る 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体
ま た は 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM ABP-10100） か ら 生 産 さ れ る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗
体 断 片 。
【 請 求 項 ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM ABP-10100） か ら 生 産 さ れ る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ～ ４
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い て エ フ リ ン B2を 免 疫 学
的 に 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 検 出 す る 方 法 が 、 免 疫 組 織 染 色 法 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 検 出 す る 方 法 が 、 免 疫 細 胞 染 色 法 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い る エ フ リ ン B2の 検 出 用
試 薬 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い る エ フ リ ン B2の 定 量 用
試 薬 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い る エ フ リ ン B2が 関 与 す
る 疾 患 の 診 断 薬 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 が 、 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 診 断
薬 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 が 固 形 腫 瘍 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 未 熟 児 網 膜
症 お よ び 乾 鮮 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 診 断 薬 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 が 、 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の
診 断 薬 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 が 乳 腺 種 ま た は 乳 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 で あ る
請 求 項 １ ５ に 記 載 の 診 断 薬 。
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【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る エ
フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 の 治 療 薬 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 が 、 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 治 療
薬 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 が 固 形 腫 瘍 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 未 熟 児 網 膜
症 お よ び 乾 鮮 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 治 療 薬 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 が 、 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ７ に 記 載 の
治 療 薬 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 が 乳 腺 種 ま た は 乳 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 で あ る
請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 治 療 薬 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 ３ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ が ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM ABP-10100） で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載
の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 エ フ リ ン （ Ephrin； Eph-receptor-interacting protein） B2に 結 合 し 、 か つ
、 エ フ リ ン B2と EphB4（ Erythropoietin producing hepatocellular carcinoma B4） と の
結 合 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 、 該 抗
体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い る エ フ リ ン B2ま た は エ フ リ ン B2発 現 細 胞 の 免 疫 学 的 検 出 方 法 お
よ び 検 出 用 試 薬 ま た は 定 量 用 試 薬 、 該 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い る 血 管 新 生 が 関 与 す る
疾 患 の 診 断 薬 ま た は 治 療 薬 お よ び 該 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る 。 該 抗 体 は
エ フ リ ン B2が 関 与 す る 各 種 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 該 抗 体 は エ フ リ ン B2ま た は エ
フ リ ン B2発 現 細 胞 を 免 疫 学 的 手 法 に よ り 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き 、 エ フ リ ン B2が 関 与
す る 各 種 疾 患 の 診 断 に 有 用 で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 エ フ リ ン B2と EphB4は 血 管 内 皮 細 胞 上 に 発 現 す る 、 リ ガ ン ド と そ の レ セ プ タ ー で あ り 、
両 者 共 に 膜 蛋 白 質 で あ る 。 エ フ リ ン B2は 動 脈 内 皮 細 胞 と 動 脈 周 囲 の 血 管 平 滑 筋 細 胞 に 、 Ep
hB4は 静 脈 内 皮 細 胞 に 選 択 的 に 発 現 し て い る た め （ 特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 １ ～ ３ ） 、 エ
フ リ ン B2お よ び EphB4は 、 こ れ ま で 困 難 で あ っ た 動 脈 と 静 脈 と を 区 別 で き る マ ー カ ー と な
り う る 。 エ フ リ ン B2の 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス で は 、 動 脈 お よ び 静 脈 の 両 方 で 血 管 新 生 に 障 害 が
発 生 し 、 発 生 初 期 で 致 死 と な る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 ま た 、 エ フ リ ン B2お よ び ／ ま た は EphB
4の 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス で は 、 血 管 新 生 に 障 害 が も た ら さ れ 、 胎 生 初 期 に 致 死 と な る こ と か
ら も 、 エ フ リ ン B2お よ び EphB4は 血 管 形 成 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る （ 非 特 許 文
献 １ 、 ４ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 そ し て 、 エ フ リ ン B2遺 伝 子 ま た は EphB4遺 伝 子 の い ず れ か 一 方 の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は
、 動 脈 ま た は 静 脈 に 関 わ ら ず 、 血 管 新 生 で 誘 導 さ れ る 血 管 が 、 全 体 的 に 形 成 さ れ て い な い
（ 非 特 許 文 献 １ ） 。 こ の こ と は 、 エ フ リ ン B2お よ び EphB4が 互 い に 相 互 作 用 し て い る こ と
を 示 し て お り 、 エ フ リ ン B2お よ び EphB4の い ず れ か 一 方 の 発 現 抑 制 に よ り 、 動 脈 お よ び 静
脈 に 関 わ ら ず 、 血 管 新 生 全 体 が 抑 制 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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　 エ フ リ ン B2が 過 剰 に 存 在 し て い る 条 件 で は 、 静 脈 内 皮 細 胞 の 発 生 が 抑 制 さ れ 、 逆 に EphB
4の 過 剰 に 存 在 し て い る 条 件 で は 、 動 脈 内 皮 細 胞 の 発 生 が 抑 制 さ れ る （ 非 特 許 文 献 3） 。 こ
れ は 、 EphB4と エ フ リ ン B2が 結 合 し た 際 に は 、 EphB4ま た は エ フ リ ン B2を 発 現 す る そ れ ぞ れ
の 細 胞 内 に チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 介 し た シ グ ナ ル が 伝 達 さ れ 、 細 胞 増 殖 が 抑 制 さ れ る 。 こ れ
は 例 え ば 、 毛 細 血 管 の 末 端 に お い て 、 動 脈 組 織 と 静 脈 組 織 が 近 接 し 、 ま た は 接 着 し た 場 合
に 、 そ れ ぞ れ の 内 皮 細 胞 の エ フ リ ン B2お よ び EphB4が 結 合 す る こ と に よ り 、 上 記 の よ う に
細 胞 増 殖 が 抑 制 さ れ 、 血 管 新 生 を 停 止 さ せ て い る も の と 考 え ら れ る 。 動 脈 組 織 と 静 脈 組 織
が 近 接 し 、 ま た は 接 着 し た 際 の 、 増 殖 抑 制 の 機 能 は 生 体 内 に お い て は 、 動 脈 と 静 脈 を 容 易
に は 融 合 さ せ な い た め の 機 能 で あ る と 考 え ら れ る （ 非 特 許 文 献 ５ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 特 に 、 種 々 の 病 態 で 生 じ る 血 管 新 生 は 、 お も に そ の 病 変 組 織 へ の 酸 素 、 栄 養 、 炎 症 細 胞
等 の 浸 潤 を 補 助 す る た め に 形 成 さ れ る も の で あ り 、 こ れ ら の 血 流 内 環 境 因 子 は お も に 動 脈
を 介 し て 補 給 さ れ る 。 従 っ て 、 種 々 の 病 態 に 関 わ る 血 管 新 生 を 阻 害 す る こ と に よ り そ の 病
態 を 改 善 す る 際 に は 、 動 脈 の 新 生 を 阻 害 す る こ と が 適 切 な 手 段 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 動 脈 特 異 的 に そ の 新 生 を 抑 制 す る 手 段 と し て は 、 エ フ リ ン B2の 機 能 を 抑 制 し て 、 動 脈 形
成 を 抑 制 す る こ と が 効 果 的 で あ る と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら 、 エ フ リ ン B2お よ び EphB4
の 機 能 は 未 解 明 な 点 が 多 く 、 発 生 段 階 に お け る 血 管 形 成 、 あ る い は 成 熟 体 で の 血 管 新 生 へ
の エ フ リ ン B2お よ び EphB4の 機 能 は 未 知 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ れ ま で に 、 エ フ リ ン B2に 反 応 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て は 、 マ ウ ス エ フ リ ン B2
の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 推 測 さ れ た ヒ ト エ フ リ ン B2の 細 胞 外 ド メ イ ン を ウ サ ギ に 免 疫 し て 得 ら
れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Epherin-B2（ P-20） 、 ヒ ト エ フ リ ン B2の ア ミ ノ 酸 配 列 の 168～ 235
番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 当 す る ポ リ ペ プ チ ド を ウ サ ギ に 免 疫 し て 得 ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 Epherin-B2（ H-83） お よ び マ ウ ス エ フ リ ン B2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 推 測 さ れ た ヒ ト エ フ
リ ン B2の 細 胞 外 ド メ イ ン を ヤ ギ に 免 疫 し て 得 ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Epherin-B2（ C-20
） の ３ 種 類 の ヒ ト エ フ リ ン B2に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ６
） 。 こ れ ら は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト の エ フ リ ン B2に 反 応 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ り 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び 免 疫 組 織 染 色 で 使 用 で き る こ と が 確 認 さ れ て い る
。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Epherin-B2（ H-83） は 、 免 疫 沈 降 に 用 い る こ と で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 エ フ リ ン B2に 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て は 、 細 胞 蛍 光 抗 体 法 で 利 用
す る た め に 作 製 さ れ た サ ブ ク ラ ス が IgMで あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 非 特 許 文 献 ７ ） 、 マ
ウ ス エ フ リ ン B2に 反 応 す る ハ ム ス タ ー モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 エ フ リ ン B2に 特 異 的
に 結 合 し 、 マ ウ ス エ フ リ ン B2と エ フ リ ン B2の 受 容 体 の 一 つ で あ る マ ウ ス EphB2の 結 合 を

の 結 合 試 験 に お い て 、 ６ ０ ％ に 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 知 ら れ て い る （ 特 許
文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 6579683号 明 細 書
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 公 開 公 報 第 2002-0136726号 明 細 書
【 非 特 許 文 献 １ 】 Cell, 93, 741-753 (1998)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Dev. Biol., 230, 151（ 2001）
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Blood, 98, 1028（ 2001）
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Mol. Cell, 4, 403（ 1999）
【 非 特 許 文 献 ５ 】 J. Cell Sci., 116, 2461（ 2003）
【 非 特 許 文 献 ６ 】 SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY社 ホ ー ム ペ ー ジ 、 ［ on line］ 、 ［ 平 成 １ ６
年 ８ 月 ２ １ 日 検 索 ］ 、 イ ン タ ー ネ ッ ト ＜ http://www.scbt.com/catalog/action.lasso?-re
sponse=product_search_list.html&-Error=no_results.html&-token.order_id=&search_f
ield=ephrinB2&-nothing.x=8&-nothing.y=17＞
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Arterioscler Thromb Vasc Biol., 23, 190（ 2003）
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【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4受 容 体 の 結 合 を 阻 害
す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 、 該 抗 体 ま た は 抗
体 断 片 を 用 い る エ フ リ ン B2の 免 疫 学 的 検 出 方 法 お よ び 検 出 用 試 薬 ま た は 定 量 用 試 薬 、 該 抗
体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い る エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 の 診 断 薬 ま た は 治 療 薬 、 該 抗 体 を
産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の （ １ ） ～ （ ２ ３ ） に 関 す る 。
（ １ ） 　 エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と エ リ ス ロ ポ エ チ ン ・ プ ロ デ ュ ー シ ン グ
・ ヘ パ ト セ ル ラ ー ・ カ ル シ ノ ー マ B4（ EphB4； Erythropoietin producing hepatocellular
 carcinoma B4） の 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 ま
た は 抗 体 断 片 。
【 ０ ０ １ ２ 】
（ ２ ） 　 エ フ リ ン B2が 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る
、 （ １ ） に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 。
（ ３ ） 　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る （ １ ） ま た は （ ２ ） に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体
断 片 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ ４ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ク ラ ス が IgGで あ る （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗
体 ま た は 抗 体 断 片 。
（ ５ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM ABP-10100） か ら 生 産 さ れ
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た
は 抗 体 断 片 。
【 ０ ０ １ ４ 】
（ ６ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM ABP-10100） か ら 生 産 さ れ
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る （ １ ）
～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 。
（ ７ ） 　 （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い て エ フ リ ン B2ま た
は エ フ リ ン B2発 現 細 胞 を 免 疫 学 的 に 検 出 す る 方 法 。
【 ０ ０ １ ５ 】
（ ８ ） 　 検 出 す る 方 法 が 、 免 疫 組 織 染 色 法 で あ る （ ７ ） に 記 載 の 方 法 。
（ ９ ） 　 検 出 す る 方 法 が 、 免 疫 細 胞 染 色 法 で あ る （ ７ ） に 記 載 の 方 法 。
（ １ ０ ） 　 （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い る エ フ リ ン B2の
検 出 用 試 薬 。
【 ０ ０ １ ６ 】
（ １ １ ） 　 （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い る エ フ リ ン B2の
定 量 用 試 薬 。
（ １ ２ ） 　 （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い る エ フ リ ン B2が
関 与 す る 疾 患 の 診 断 薬 。
【 ０ ０ １ ７ 】
（ １ ３ ） 　 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 が 、 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 で あ る （ １ ２ ） に 記 載
の 診 断 薬 。
（ １ ４ ） 　 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 が 固 形 腫 瘍 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 未
熟 児 網 膜 症 お よ び 乾 癬 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 で あ る （ １ ３ ） に 記 載 の 診 断 薬 。
（ １ ５ ） 　 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 が 、 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 で あ る （ １ ２ ） に
記 載 の 診 断 薬 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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（ １ ６ ） 　 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 が 乳 腺 種 ま た は 乳 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾
患 で あ る （ １ ５ ） に 記 載 の 診 断 薬 。
（ １ ７ ） 　 （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有
す る エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 の 治 療 薬 。
（ １ ８ ） 　 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 が 、 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 で あ る （ １ ７ ） に 記 載
の 治 療 薬 。
【 ０ ０ １ ９ 】
（ １ ９ ） 　 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 が 固 形 腫 瘍 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 未
熟 児 網 膜 症 お よ び 乾 癬 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 で あ る （ １ ８ ） に 記 載 の 治 療 薬 。
（ ２ ０ ） 　 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 が 、 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 で あ る （ １ ７ ） に
記 載 の 治 療 薬 。
（ ２ １ ） 　 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 が 乳 腺 種 ま た は 乳 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾
患 で あ る （ ２ ０ ） に 記 載 の 治 療 薬 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ ２ ２ ） 　 （ ３ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド
ー マ 。
（ ２ ３ ） 　 ハ イ ブ リ ド ー マ が ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM ABP-10100） で あ る 、 （ ２ ２ ）
に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に よ り 、 エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻 害 す る こ と
に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 、 該 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片
を 用 い る エ フ リ ン B2ま た は エ フ リ ン B2発 現 細 胞 の 免 疫 学 的 検 出 方 法 お よ び 検 出 用 試 薬 ま た
は 定 量 用 試 薬 、 該 抗 体 ま た は 該 抗 体 断 片 を 用 い る エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 の 診 断 薬 ま た
は 治 療 薬 お よ び 該 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ が 提 供 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ
り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 エ フ リ ン B2と し て は 、 い か な る 生 物 種 の 由 来 で あ っ て も よ い が 、 具 体 的 に は 、 DNA配 列
が 配 列 番 号 １ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 ２ で そ れ ぞ れ 表 さ れ る ヒ ト の エ フ リ ン B2、 DNA配
列 が 配 列 番 号 ３ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 ４ で そ れ ぞ れ 表 さ れ る マ ウ ス の エ フ リ ン B2、 DN
A配 列 が 配 列 番 号 ５ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 ６ で そ れ ぞ れ 表 さ れ る ラ ッ ト の エ フ リ ン B2
な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 エ フ リ ン B2と し て は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠
失 、 置 換 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に 配 列 番 号 2で 示
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 60％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 好
ま し く は 80％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 さ ら に 好 ま し く
は 90％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 最 も 好 ま し く は 95％ 以
上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ で あ っ て 、 エ フ リ ン B2と 実 質 的 に 同
一 の 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 配 列 番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置
換 、 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 ［ Molecular Cloning, A L
aboratory Manual, Second Edition（ Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989） 、 C
urrent Protocols in Molecular Biology（ John Wiley & Sons 1987-1997） 、 Nucleic Ac
ids Research, 10, 6487 (1982)、 Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 79, 6409（ 1982） 、 Ge
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ne, 34, 315（ 1985） 、 Nucleic Acids Research, 13, 4431（ 1985） 、 Proc. Natl. Acad.
 Sci USA, 82, 488（ 1985） ］ な ど に 記 載 の 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法 を 用 い て 、 例 え ば 配 列
番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAに 部
位 特 異 的 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 欠 失 、 置 換 ま た は 付 加 さ れ る ア ミ
ノ 酸 の 数 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は １ 個 ～ 数 十 個 、 例 え ば 、 １ ～ 20個 、 よ り 好 ま
し く は １ 個 ～ 数 個 、 例 え ば 、 １ ～ 5個 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に 記 載 さ れ る 相 同 性 の 数 値 は 、 特 に 明 示 し た 場 合 を 除 き 、 当 業 者 に 公 知 の 相 同 性
検 索 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 算 出 さ れ る 数 値 で あ っ て よ い が 、 塩 基 配 列 に つ い て は 、 BLAST 〔
J. Mol. Biol., 215, 403 (1990） 〕 に お い て デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い て 算 出 さ れ る
数 値 な ど 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 BLAST2 〔 Nucleic Acids Res., 25, 3389（ 1997）
；  Genome Res., 7, 649 (1997)； http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/i
nformation3.html〕 に お い て デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い て 算 出 さ れ る 数 値 な ど が あ げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー と し て は 、 G（ Cost to open gap） が 塩 基 配 列 の 場 合 は ５ 、 ア
ミ ノ 酸 配 列 の 場 合 は 11、 -E（ Cost to extend gap） が 塩 基 配 列 の 場 合 は ２ 、 ア ミ ノ 酸 配 列
の 場 合 は １ 、 -q （ Penalty for nucleotide mismatch） が -３ 、 -r（ reward for nucleoti
de match） が １ 、 -e（ expect value） が 10、 -W（ wordsize） が 塩 基 配 列 の 場 合 は 11残 基 、
ア ミ ノ 酸 配 列 の 場 合 は ３ 残 基 、 -y（ Dropoff (X) for blast extensions in bits） が blas
tn の 場 合 は 20、 blastn以 外 の プ ロ グ ラ ム で は ７ 、 -X（ X dropoff value for gapped alig
nment in bits） が 15お よ び -Z（ final X dropoff value for gapped alignment in bits
） が blastn の 場 合 は 50、 blastn以 外 の プ ロ グ ラ ム で は 25で あ る （ http://www.ncbi.nlm.n
ih.gov/blast/html/blastcgihelp.html） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 配 列 番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 、 当
業 者 に 公 知 の 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ で 示 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る DNAの 一 部 を 欠 失 さ せ 、 こ れ を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し
た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ う し て 作 製 さ れ る ポ
リ ペ プ チ ド ま た は DNAに 基 づ い て 、 上 記 と 同 様 の 方 法 に よ り 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ で
示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 配 列 に お い て １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 ま た は 付 加 さ れ
た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ り
、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 が あ げ ら れ る が 、 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 生 産 さ れ る 抗 体 、 お よ び 抗 体 遺 伝
子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 形 質 転 換 体 に よ り 生 産 さ れ る 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 を あ
げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 例 え ば 上 記 の エ フ リ ン B2が 発 現 し た 細 胞 な ど を 抗 原 と し て 調 製 し 、
該 抗 原 を 免 疫 し た 動 物 よ り 抗 原 特 異 性 を も つ 抗 体 生 産 細 胞 を 誘 導 し 、 さ ら に 、 そ れ と 骨 髄
腫 細 胞 と を 融 合 さ せ て 調 製 す る こ と が で き る 。 該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 す る か 、 あ る い は
該 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 動 物 に 投 与 し て 該 動 物 を 腹 水 癌 化 さ せ 、 該 培 養 液 ま た は 腹 水 を 分
離 、 精 製 す る こ と に よ り 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 抗 原 を 免 疫 す る 動 物 と し て は ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ れ ば 、 い か な る
も の も 用 い る こ と が で き る が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ ビ ッ ト ウ サ ギ な ど が 好 適
に 用 い ら れ る 。 ま た こ の よ う な 動 物 か ら 抗 体 産 生 能 を 有 す る 細 胞 を 取 得 し 、 該 細 胞 に  
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で 免 疫 を 施 し た 後 に 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 し て 作 製 し た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 生 産 さ
れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど も 本 発 明 の 抗 体 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 具 体 例 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2が 生 産 す る ラ ッ
ト 抗 体 VERB2が あ げ ら れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2は 平 成 16年 8月 19日 付 で ブ ダ ペ ス ト 条 約
に 基 づ き 独 立 行 政 法 人 　 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 日 本 国 茨 城 県 つ く
ば 市 東 1丁 目 1番 地 １ 中 央 第 ６ ） に 受 領 番 号 FERM ABP-10100と し て 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 上 記 の ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM ABP-
10100） に よ り 生 産 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 な ど も 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 は 、 上 記 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 用 い て 改
変 し た も の で あ る 。 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 と し て は 、 ヒ ト 化 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 な
ど 、 遺 伝 子 組 換 え に よ り 製 造 さ れ る 抗 体 を 包 含 す る 。 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 に お い て 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 徴 を 有 し 、 抗 原 性 が 低 く 、 血 中 半 減 期 が 延 長 さ れ た も の は 、 治 療 薬 と し
て 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 に お け る ヒ ト 化 抗 体 と は 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 型 CDR (Complementarity
 Determining Region; 相 補 性 決 定 領 域 ； 以 下 、 CDRと 記 す )移 植 抗 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 は 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 の 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 （ 以 下 、 VHと 記 す ） お よ び
軽 鎖 可 変 領 域 （ 以 下 、 VLと 記 す ） と ヒ ト 抗 体 の 重 鎖 定 常 領 域 （ 以 下 、 CHと 記 す ） お よ び 軽
鎖 定 常 領 域 （ 以 下 、 CLと 記 す ） と か ら な る 抗 体 を い う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 は 、 エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合
を 阻 害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ よ り 、 VHお よ び VLを コ ー ド す る cDNAを 取 得 し 、 ヒ ト 抗 体 の CHお よ び CLを コ
ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に そ れ ぞ れ 挿 入 し て ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 発
現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 動 物 細 胞 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ 、 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 の CHと し て は 、 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ 以 下 、 hIgと 表 記 す る ） に 属
す れ ば い か な る も の で も よ い が 、 hIgGク ラ ス の も の が 好 適 で あ り 、 さ ら に hIgGク ラ ス に 属
す る hIgG1、 hIgG2、 hIgG3、 hIgG4と い っ た サ ブ ク ラ ス の い ず れ も 用 い る こ と が で き る 。 ま
た 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 の CLと し て は 、 hIgに 属 す れ ば い ず れ の も の で も よ く 、 κ ク ラ ス あ
る い は λ ク ラ ス の も の を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ヒ ト 型 CDR移 植 抗 体 は 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 の 抗 体 の VHお よ び VLの CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を ヒ ト
抗 体 の VHお よ び VLの 適 切 な 位 置 に 移 植 し た 抗 体 を い う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 型 CDR移 植 抗 体 は 、 エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合
を 阻 害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 産 生 さ れ る ヒ ト 以 外 の 動 物 の 抗 体 の VHお よ び VLの CDRの ア ミ ノ 酸 配 列
を 任 意 の ヒ ト 抗 体 の VHお よ び VLの FRに 移 植 し た V領 域 を コ ー ド す る cDNAを 構 築 し 、 ヒ ト 抗
体 の CHお よ び CLを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に そ れ ぞ れ 挿 入 し て
ヒ ト 型 CDR移 植 抗 体 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 動 物 細 胞 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ 、 製
造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ヒ ト 型 CDR移 植 抗 体 の CHと し て は 、 hIgに 属 す れ ば い か な る も の で も よ い が 、 hIgGク ラ ス
の も の が 好 適 で あ り 、 さ ら に hIgGク ラ ス に 属 す る hIgG1、 hIgG2、 hIgG3、 hIgG4と い っ た サ
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ブ ク ラ ス の い ず れ も 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 ヒ ト 型 CDR移 植 抗 体 の CLと し て は 、 hIgに
属 す れ ば い ず れ の も の で も よ く 、 κ ク ラ ス あ る い は λ ク ラ ス の も の を 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ヒ ト 抗 体 は 、 元 来 、 ヒ ト 体 内 に 天 然 に 存 在 す る 抗 体 を い う が 、 最 近 の 遺 伝 子 工 学 的 、 細
胞 工 学 的 、 発 生 工 学 的 な 技 術 の 進 歩 に よ り 作 製 さ れ た ヒ ト 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー お よ
び ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 得 ら れ る 抗 体 な ど も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ヒ ト 体 内 に 天 然 に 存 在 す る 抗 体 は 、 例 え ば 、 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 を 単 離 し 、 EBウ イ ル ス
な ど を 感 染 さ せ 不 死 化 し 、 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 該 抗 体 を 産 生 す る リ ン パ 球 を 培
養 で き 、 培 養 上 清 中 よ り 該 抗 体 を 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ヒ ト 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ヒ ト B細 胞 か ら 調 製 し た 抗 体 遺 伝 子 を フ ァ ー ジ 遺 伝
子 に 挿 入 す る こ と に よ り Fab、 scFvな ど の 抗 体 断 片 を フ ァ ー ジ 表 面 に 発 現 さ せ た ラ イ ブ ラ
リ ー で あ る 。 該 ラ イ ブ ラ リ ー よ り 、 抗 原 を 固 定 化 し た 基 質 に 対 す る 結 合 活 性 を 指 標 と し て
所 望 の 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 を 表 面 に 発 現 し て い る フ ァ ー ジ を 回 収 す る こ と が で
き る 。 該 抗 体 断 片 は 、 さ ら に 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り ２ 本 の 完 全 な H鎖 お よ び ２ 本 の 完
全 な L鎖 か ら な る ヒ ト 抗 体 分 子 へ も 変 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 が 細 胞 内 に 組 込 ま れ た 動 物 を
意 味 す る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 マ ウ ス ES細 胞 へ ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 を 導 入 し 、 該 ES細 胞 を マ
ウ ス の 初 期 胚 へ 移 植 後 、 発 生 さ せ る こ と に よ り ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を
作 製 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 抗 体 産 生 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら の ヒ ト 抗 体 の 作 製 方 法
は 、 通 常 の ヒ ト 以 外 の 動 物 で 行 わ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ 作 製 方 法 に よ り ヒ ト 抗 体 産 生 ハ
イ ブ リ ド ー マ を 取 得 し 、 培 養 す る こ と で 培 養 上 清 中 に ヒ ト 抗 体 を 産 生 蓄 積 さ せ る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 断 片 と し て は 、 Fab、 F(ab')2、 Fab'、 scFv、 diabody、 dsFvお よ び CDRを 含
む ペ プ チ ド な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 Fabは 、 IgGを 蛋 白 質 分 解 酵 素 パ パ イ ン で 処 理 し て 得 ら れ る 断 片 の う ち （ Ｈ 鎖 の 224番 目
の ア ミ ノ 酸 残 基 で 切 断 さ れ る ） 、 H鎖 の N末 端 側 約 半 分 と Ｌ 鎖 全 体 が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で 結
合 し た 分 子 量 約 ５ 万 の 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の Fabは 、 エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻 害 す る こ と
に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 蛋 白 質 分 解 酵 素 パ パ イ ン
で 処 理 し て 得 る こ と が で き る 。 ま た は 、 該 抗 体 の Fabを コ ー ド す る DNAを 原 核 生 物 用 発 現 ベ
ク タ ー あ る い は 真 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 あ る い は 真 核 生
物 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ 、 Fabを 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 F(ab')2は 、 IgGの ヒ ン ジ 領 域 の ２ 個 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 下 部 を 酵 素 ペ プ シ ン で 分 解 し
て 得 ら れ た 、 ２ つ の Fab領 域 が ヒ ン ジ 部 分 で 結 合 し て 構 成 さ れ た 、 分 子 量 約 10万 の 抗 原 結
合 活 性 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の F(ab')2は 、 エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻 害 す る
こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 蛋 白 質 分 解 酵 素 ペ プ
シ ン で 処 理 し て 得 る こ と が で き る 。 ま た は 、 下 記 の Fab'を チ オ エ ー テ ル 結 合 あ る い は ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 さ せ 、 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Fab'は 、 上 記 F(ab')2の ヒ ン ジ 領 域 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 切 断 し た 分 子 量 約 5万 の 抗 原 結
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合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の Fab'は 、 本 発 明 の エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻
害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る F(ab')2を 還 元 剤 ジ チ オ ス レ イ ト ー
ル 処 理 し て 得 る こ と が で き る 。 ま た は 、 該 抗 体 の Fab'断 片 を コ ー ド す る DNAを 原 核 生 物 用
発 現 ベ ク タ ー あ る い は 真 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 あ る い は
真 核 生 物 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ 、 Fab'を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 scFvは 、 1本 の VHと 1本 の VLと を 適 当 な ペ プ チ ド リ ン カ ー （ 以 下 、 Pと 表 記 す る ） を 用 い
て 連 結 し た 、 VH-P-VLな い し は VL-P-VHポ リ ペ プ チ ド で 、 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の scFvは 、 本 発 明 の エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻
害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の VHお よ び VLを
コ ー ド す る cDNAを 取 得 し 、 scFvを コ ー ド す る DNAを 構 築 し 、 該 DNAを 原 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ
ー あ る い は 真 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 あ る い は 真 核 生
物 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ 、 scFvを 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 diabodyは 、 scFvが 二 量 体 化 し た 抗 体 断 片 で 、 二 価 の 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 抗 体 断 片 で
あ る 。 二 価 の 抗 原 結 合 活 性 は 、 同 一 で あ る こ と も で き る し 、 一 方 を 異 な る 抗 原 結 合 活 性 と
す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の diabodyは 、 本 発 明 の エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を
阻 害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の VHお よ び VL
を コ ー ド す る cDNAを 取 得 し 、 scFvを コ ー ド す る DNAを Pの ア ミ ノ 酸 配 列 の 長 さ が ８ 残 基 以 下
と な る よ う に 構 築 し 、 該 DNAを 原 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー あ る い は 真 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー
に 挿 入 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 あ る い は 真 核 生 物 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ 、
diabodyを 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 dsFvは 、 VHお よ び VL中 の そ れ ぞ れ １ ア ミ ノ 酸 残 基 を シ ス テ イ ン 残 基 に 置 換 し た ポ リ ペ プ
チ ド を 該 シ ス テ イ ン 残 基 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 し て 結 合 さ せ た も の を い う 。 シ ス テ イ
ン 残 基 に 置 換 す る ア ミ ノ 酸 残 基 は Reiterら に よ り 示 さ れ た 方 法 （ Protein Engineering, 7
, 697-704, 1994） に 従 っ て 、 抗 体 の 立 体 構 造 予 測 に 基 づ い て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の dsFvは 、 本 発 明 の エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻
害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の VHお よ び VLを
コ ー ド す る cDNAを 取 得 し 、 dsFvを コ ー ド す る DNAを 構 築 し 、 該 DNAを 原 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ
ー あ る い は 真 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 あ る い は 真 核 生
物 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ せ 、 dsFvを 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 CDRを 含 む ペ プ チ ド は 、 VHま た は VLの CDRの 少 な く と も １ 領 域 以 上 を 含 ん で 構 成 さ れ る 。
複 数 の CDRを 含 む ペ プ チ ド は 、 直 接 ま た は 適 当 な ペ プ チ ド リ ン カ ー を 介 し て 結 合 さ せ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の CDRを 含 む ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と Eph
B4の 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
VHお よ び VLの CDRを コ ー ド す る DNAを 構 築 し 、 該 DNAを 原 核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー あ る い は 真
核 生 物 用 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 あ る い は 真 核 生 物 へ 導 入 す る
こ と に よ り 発 現 さ せ 、 CDRを 含 む ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 ま た 、 CDRを 含 む ペ プ チ ド は 、 Fmoc法 （ フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ） 、 tBo
c法 （ t-ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ） な ど の 化 学 合 成 法 に よ っ て 製 造 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 の エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻
害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に 放 射 性 同 位 元
素 、 低 分 子 の 薬 剤 、 高 分 子 の 薬 剤 、 蛋 白 質 な ど を 化 学 的 あ る い は 遺 伝 子 工 学 的 に 結 合 さ せ
た 抗 体 の 誘 導 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の 誘 導 体 は 、 本 発 明 の エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の
結 合 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 の H鎖
あ る い は L鎖 の N末 端 側 あ る い は C末 端 側 、 抗 体 ま た は そ の 抗 体 断 片 中 の 適 当 な 置 換 基 あ る
い は 側 鎖 、 さ ら に は 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 中 の 糖 鎖 な ど に 放 射 性 同 位 元 素 、 低 分 子 の 薬 剤 、
高 分 子 の 薬 剤 、 蛋 白 質 な ど を 化 学 的 手 法 （ 抗 体 工 学 入 門 、 金 光 修 著 、 地 人 書 館 、 1994） に
よ り 結 合 さ せ る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻 害 す る こ と
に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を コ ー ド す る DNAと 、 結 合
さ せ た い 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAを 連 結 さ せ て 発 現 用 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー
を 適 当 な 宿 主 細 胞 へ 導 入 し 、 発 現 さ せ る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 放 射 性 同 位 元 素 と し て は 、 1 3 1 I、 1 2 5 Iな ど が あ げ ら れ 、 例 え ば 、 ク ロ ラ ミ ン T法 な ど に
よ り 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 低 分 子 の 薬 剤 と し て は 、 ナ イ ト ロ ジ ェ ン ・ マ ス タ ー ド 、 サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド な ど の
ア ル キ ル 化 剤 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 メ ソ ト レ キ セ ー ト な ど の 代 謝 拮 抗 剤 、 ダ ウ ノ マ イ シ
ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン C、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン な ど の 抗 生 物
質 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン デ シ ン の よ う な 植 物 ア ル カ ロ イ ド 、 タ モ キ シ
フ ェ ン 、 デ キ サ メ タ ソ ン な ど の ホ ル モ ン 剤 な ど の 抗 癌 剤 （ 臨 床 腫 瘍 学 、 日 本 臨 床 腫 瘍 研 究
会 編 、 癌 と 化 学 療 法 社 、 1996） 、 ま た は ハ イ ド ロ コ ー チ ゾ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン な ど の ス テ ロ
イ ド 剤 、 ア ス ピ リ ン 、 イ ン ド メ タ シ ン な ど の 非 ス テ ロ イ ド 剤 、 金 チ オ マ レ ー ト 、 ペ ニ シ ラ
ミ ン な ど の 免 疫 調 節 剤 、 サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 ア ザ チ オ プ リ ン な ど の 免 疫 抑 制 剤 、 マ
レ イ ン 酸 ク ロ ル フ ェ ニ ラ ミ ン 、 ク レ マ シ チ ン の よ う な 抗 ヒ ス タ ミ ン 剤 な ど の 抗 炎 症 剤 （ 炎
症 と 抗 炎 症 療 法 、 医 歯 薬 出 版 株 式 会 社 、 1982） な ど が あ げ ら れ る 。 例 え ば 、 ダ ウ ノ マ イ シ
ン と 抗 体 を 結 合 さ せ る 方 法 と し て は 、 グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド を 介 し て ダ ウ ノ マ イ シ ン と 抗
体 の ア ミ ノ 基 間 を 結 合 さ せ る 方 法 、 水 溶 性 カ ル ボ ジ イ ミ ド を 介 し て ダ ウ ノ マ イ シ ン の ア ミ
ノ 基 と 抗 体 の カ ル ボ キ シ ル 基 を 結 合 さ せ る 方 法 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 高 分 子 の 薬 剤 と し て は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ 以 下 、 PEGと 表 記 す る ） 、 ア ル ブ ミ
ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 、 ス チ レ ン マ レ イ ン 酸 コ ポ リ マ ー 、 ポ リ ビ ニ ル ピ
ロ リ ド ン 、 ピ ラ ン コ ポ リ マ ー 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ タ ク リ ル ア ミ ド な ど が あ げ ら れ る 。
こ れ ら の 高 分 子 化 合 物 を 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 （ 1） 化 学 的 、 物
理 的 あ る い は 生 物 的 な 種 々 の 因 子 に 対 す る 安 定 性 の 向 上 、 （ 2） 血 中 半 減 期 の 顕 著 な 延 長
、 （ 3） 免 疫 原 性 の 消 失 、 抗 体 産 生 の 抑 制 、 な ど の 効 果 が 期 待 さ れ る （ バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ
ー ト 医 薬 品 、 廣 川 書 店 、 1993） 。 例 え ば 、 PEGと 抗 体 を 結 合 さ せ る 方 法 と し て は 、 PEG化 修
飾 試 薬 と 反 応 さ せ る 方 法 な ど が あ げ ら れ る （ バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 医 薬 品 、 廣 川 書 店 、 19
93） 。 PEG化 修 飾 試 薬 と し て は 、 リ ジ ン の ε -ア ミ ノ 基 の 修 飾 剤 （ 特 開 昭 61-178926） 、 ア
ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 の カ ル ボ キ シ ル 基 の 修 飾 剤 （ 特 開 昭 56-23587） 、 ア ル ギ
ニ ン の グ ア ニ ジ ノ 基 の 修 飾 剤 （ 特 開 平 2-117920） な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 蛋 白 質 と し て は 、 免 疫 担 当 細 胞 を 活 性 化 す る サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 、 ヒ ト イ ン タ ー ロ イ
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キ ン 2、 ヒ ト 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激
因 子 、 ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン 12な ど が あ げ ら れ る 。 ま た 、 癌 細 胞 を 直 接 障 害 す る 活 性 を 有
す る リ シ ン や ジ フ テ リ ア 毒 素 な ど の 毒 素 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 蛋 白 質 と の 融 合
抗 体 に つ い て は 、 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を コ ー ド す る cDNAに 蛋 白 質 を コ ー ド す る cDNAを 連 結
さ せ 、 融 合 抗 体 を コ ー ド す る DNAを 構 築 し 、 該 DNAを 原 核 生 物 あ る い は 真 核 生 物 用 発 現 ベ ク
タ ー に 挿 入 し 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 原 核 生 物 あ る い は 真 核 生 物 へ 導 入 す る こ と に よ り 発 現 さ
せ 、 融 合 抗 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 融 合 抗 体 を 検 出 方 法 、 定 量 方 法 、 検 出 試 薬 、 定 量 試 薬 ま た は 診 断 薬 と し て 使 用 す る 場 合
の 薬 剤 と し て は 、 通 常 の 免 疫 学 的 測 定 法 で 用 い ら れ る 標 識 体 が あ げ ら れ る 。 標 識 体 と し て
は 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど の 酵 素 、 ア ク リ
ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 ロ フ ィ ン な ど の 発 光 物 質 、 FITC、 RITCな ど の 蛍 光 物 質 な ど が あ げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 と し て は 、 エ フ リ ン B2が 有 す る 生 物 活 性 で あ れ ば い ず れ で も よ い
が 、 例 え ば 、 血 管 新 生 に 関 与 す る 活 性 な ど が あ げ ら れ る 。 血 管 新 生 に 関 与 す る 活 性 と し て
は 、 例 え ば 、 動 脈 形 成 、 血 管 内 皮 細 胞 の 浸 潤 ・ 遊 走 の 誘 導 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 の 抗 体 の 製 造 方 法 に つ い て 、 具 体 的 に 説 明 す る 。
（ １ ） 抗 原 の 調 製
　 本 発 明 の 抗 体 の 製 造 に お い て 用 い ら れ る エ フ リ ン B2は 、 ［ Molecular Cloning, A Labor
atory Manual, Second Edition（ Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989） 、 Curre
nt Protocols in Molecular Biology（ John Wiley & Sons, 1987-1997） ］ な ど に 記 載 さ
れ た 方 法 な ど を 用 い 、 例 え ば 以 下 の 方 法 に よ り 、 エ フ リ ン B2を コ ー ド す る DNAを 宿 主 細 胞
で 発 現 さ せ て 、 製 造 す る こ と が で き る 。 発 現 さ せ る エ フ リ ン B2は 、 野 生 型 の エ フ リ ン B2と
同 様 に 膜 に 結 合 し た 状 態 で 発 現 さ せ て も よ く 、 膜 結 合 ド メ イ ン を 除 い た 可 溶 性 部 分 を 発 現
さ せ て も よ い 。 ま た 、 発 現 さ せ る エ フ リ ン B2は 、 エ フ リ ン B2の 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ
て も 、 一 部 分 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ま ず 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 部 分 の cDNAを 含 む 完 全 長 cDNAを 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー
の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 組 換 え ベ ク タ ー を 作 製 す る 。 こ の 際 も し 必
要 で あ れ ば 、 完 全 長 cDNAを も と に し て エ フ リ ン B2を コ ー ド す る 部 分 を 含 む 適 当 な 長 さ の DN
A断 片 を 調 製 し 、 上 記 完 全 長 cDNAの 代 わ り に 該 DNA断 片 を 使 用 し て も よ い 。 次 い で 、 該 組 換
え ベ ク タ ー を 、 該 発 現 ベ ク タ ー に 適 合 し た 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド
を 生 産 す る 形 質 転 換 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 宿 主 細 胞 と し て は 、 大 腸 菌 、 動 物 細 胞 な ど 、 目 的 と す る 遺 伝 子 を 発 現 で き る も の で あ れ
ば い ず れ を も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 使 用 す る 宿 主 細 胞 に お い て 自 律 複 製 ま た は 染 色 体 中 へ の 組 込 が
可 能 で 、 エ フ リ ン B2を コ ー ド す る DNAを 転 写 で き る 位 置 に 適 当 な プ ロ モ ー タ ー を 含 有 し て
い る も の が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 大 腸 菌 な ど の 原 核 生 物 を 宿 主 細 胞 と し て 用 い る 場 合 に は 、 該 組 換 え ベ ク タ ー は 、 原 核 生
物 中 で 自 律 複 製 が 可 能 で あ る と 同 時 に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 、 本 発 明 に お
い て 用 い ら れ る DNAお よ び 転 写 終 結 配 列 を 含 む ベ ク タ ー で あ る こ と が 好 ま し い 。 該 組 換 え
ベ ク タ ー は 、 さ ら に 、 プ ロ モ ー タ ー を 制 御 す る 遺 伝 子 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 pBTrp2、 pBTac1、 pBTac2（ い ず れ も Roche Diagnostic
s社 製 ） 、 pKK233-2 （ Pharmacia社 製 ） 、 pSE280 （ Invitrogen社 製 ） 、 pGEMEX-1 （ Prome
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ga社 製 ） 、 pQE-8 （ QIAGEN社 製 ） 、 pKYP10 （ 特 開 昭 58-110600） 、 pKYP200 ［ Agricultur
al Biological Chemistry, 48, 669 (1984)］ 、 pLSA1 ［ Agric. Biol. Chem., 53, 277 (
1989)］ 、 pGEL1［ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 4306 (1985)］ 、 pBluescriptII SK(
-)（ Stratagene社 製 ） 、 pTrs30［ 大 腸 菌  JM109/pTrS30（ FERM BP-5407） よ り 調 製 ］ 、 pTr
s32 ［ 大 腸 菌  JM109/pTrS32（ FERM BP-5408） よ り 調 製 ］ 、 pGHA2 ［ 大 腸 菌  IGHA2（ FERM 
BP-400） よ り 調 製 、 特 開 昭 60-221091］ 、 pGKA2［ 大 腸 菌 IGKA2（ FERM BP-6798） よ り 調 製
、 特 開 昭 60-221091］ 、 pTerm2 （ US4686191、 US4939094、 US5160735） 、 pSupex、 pUB110
、 pTP5、 pC194、 pEG400［ J. Bacteriol., 172, 2392 (1990)］ 、 pGEX（ Pharmacia社 製 ）
、 pETシ ス テ ム （ Novagen社 製 ） 、 pME18SFL3な ど を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 使 用 す る 宿 主 細 胞 中 で 機 能 を 発 揮 で き る も の で あ れ ば い か な る
も の で も よ い 。 例 え ば 、 trpプ ロ モ ー タ ー （ Ptrp） 、 lacプ ロ モ ー タ ー 、 PLプ ロ モ ー タ ー 、
PRプ ロ モ ー タ ー 、 T7プ ロ モ ー タ ー な ど の 、 大 腸 菌 や フ ァ ー ジ な ど に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー
な ど を あ げ る こ と が で き る 。 ま た 、 Ptrpを ２ つ 直 列 さ せ た タ ン デ ム プ ロ モ ー タ ー 、 tacプ
ロ モ ー タ ー 、 lacT7プ ロ モ ー タ ー 、 letIプ ロ モ ー タ ー な ど の よ う に 、 人 為 的 に 設 計 改 変 さ
れ た プ ロ モ ー タ ー も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ま た 、 上 記 組 換 え ベ ク タ ー と し て は 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 で あ る シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ル ノ
（ Shine-Dalgarno） 配 列 と 開 始 コ ド ン と の 間 を 適 当 な 距 離 （ 例 え ば 6～ 18塩 基 ） に 調 節 し
た プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る エ フ リ ン B2を コ ー ド す
る DNAの 塩 基 配 列 に お い て は 、 宿 主 内 で の 発 現 に 最 適 な コ ド ン と な る よ う に 塩 基 を 置 換 す
る こ と が で き 、 こ れ に よ り 、 目 的 と す る エ フ リ ン B2の 生 産 率 を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。
さ ら に 、 上 記 組 換 え ベ ク タ ー に お け る 遺 伝 子 の 発 現 に は 転 写 終 結 配 列 は 必 ず し も 必 要 で は
な い が 、 構 造 遺 伝 子 の 直 下 に 転 写 終 結 配 列 を 配 置 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の よ う な 宿 主 細 胞 と し て 用 い ら れ る 原 核 生 物 と し て は 、 例 え ば 、 エ シ ェ リ ヒ ア 属 な ど
に 属 す る 原 核 生 物 を 用 い る こ と が で き 、 具 体 的 に は 大 腸 菌  XL1-Blue、 大 腸 菌  XL2-Blue、
大 腸 菌  DH1、 大 腸 菌  MC1000、 大 腸 菌  KY3276、 大 腸 菌  W1485、 大 腸 菌  JM109、 大 腸 菌  HB1
01、 大 腸 菌  No.49、 大 腸 菌  W3110、 大 腸 菌  NY49な ど が 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 上 記 宿 主 細 胞 へ DNAを 導 入 す る 方 法 で あ れ ば い ず
れ も 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン を 用 い る 方 法 ［ Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, 69, 2110（ 1972） 、 Gene, 17, 107（ 1982） 、 Molecular & General Genetics, 1
68, 111（ 1979） ］ に 記 載 の 方 法 な ど を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の 製 造 に お い て 用 い ら れ る エ フ リ ン B2を 大 腸 菌 で 生 産 し た 場 合 に は 、 ベ ク
タ ー の 種 類 に よ り エ フ リ ン B2は 、 細 胞 質 内 に 可 溶 型 と し て 、 細 胞 質 内 に 不 溶 性 顆 粒 と し て
ま た は ペ リ プ ラ ズ ミ ッ ク ス ペ ー ス に 可 溶 型 と し て な ど の 発 現 様 式 で 発 現 さ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 動 物 細 胞 を 宿 主 と し て 用 い る 場 合 に は 、 発 現 ベ ク タ ー と し て 、 例 え ば 、 pcDNAI、 pcDM8
（ フ ナ コ シ 社 よ り 市 販 ） 、 pAGE107 ［ 特 開 平 3-22979； Cytotechnology, 3, 133, (1990)
］ 、 pAS3-3 （ 特 開 平 2-227075） 、 pCDM8 ［ Nature, 329, 840, (1987)］ 、 pcDNAI/Amp （
Invitrogen社 製 ） 、 pREP4 （ Invitrogen社 製 ） 、 pAGE103 ［ J. Biochemistry, 101, 1307
 (1987)］ 、 pAGE210、 pME18SFL3な ど を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 動 物 細 胞 中 で 機 能 を 発 揮 で き る も の で あ れ ば い ず れ も 用 い る こ
と が で き 、 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） の IE（ immediate early） 遺 伝 子 の プ ロ
モ ー タ ー 、 SV40の 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン
プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー 、 SRα プ ロ モ ー タ ー な ど を あ げ る こ と が で き
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る 。 ま た 、 ヒ ト CMVの IE遺 伝 子 の エ ン ハ ン サ ー を プ ロ モ ー タ ー と 共 に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 宿 主 細 胞 と し て は 、 ヒ ト の 細 胞 で あ る ナ マ ル バ （ Namalwa） 細 胞 、 サ ル の 細 胞 で あ る COS
細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ ム ス タ ー の 細 胞 で あ る CHO細 胞 、 HBT5637細 胞 （ 特 開 昭 63-299） な
ど を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 動 物 細 胞 に DNAを 導 入 す る 方 法 で あ れ ば い ず れ も
用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 ［ Cytotechnology, 3, 133（ 1990
） ］ 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ 特 開 平 2-227075） 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 ［ Proc. Natl. Acad
. Sci. USA, 84, 7413 （ 1987） ］ な ど を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 遺 伝 子 の 発 現 方 法 と し て は 、 直 接 発 現 以 外 に 、 ［ Molecular Cloning, A Laboratory Ma
nual, Second Edition（ Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989） ］ に 記 載 さ れ て
い る 方 法 な ど に 準 じ て 、 分 泌 生 産 、 融 合 蛋 白 質 発 現 な ど を 行 う こ と が で き る 。 真 核 生 物 由
来 の 細 胞 で 発 現 さ せ た 場 合 に は 、 糖 あ る い は 糖 鎖 が 付 加 さ れ た エ フ リ ン B2を 得 る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 以 上 の よ う に し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 し 、 培 養 物 中 に 該 エ フ リ ン B2を 生 成
蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 か ら 採 取 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る エ フ リ ン B2を 製
造 す る こ と が で き る 。 該 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 す る 方 法 は 、 宿 主 の 培 養 に 用 い ら れ る 通
常 の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 プ ロ モ ー タ ー と し て 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生
物 を 培 養 す る と き に は 、 必 要 に 応 じ て イ ン デ ュ ー サ ー を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。 例 え ば 、
lacプ ロ モ ー タ ー を 用 い た 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ソ
プ ロ ピ ル -β -D-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド な ど を 、 trpプ ロ モ ー タ ー を 用 い た 組 換 え ベ ク タ
ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ン ド ー ル ア ク リ ル 酸 な ど を 培 地 に 添 加 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 動 物 細 胞 を 宿 主 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 培 地 と し て は 、 一 般 に 使 用 さ れ て
い る RPMI1640培 地 ［ The Journal of the American Medical Association, 199, 519（ 196
7） ］ 、 Eagleの MEM培 地 ［ Science,122, 501（ 1952） ］ 、 ダ ル ベ ッ コ 改 変 MEM培 地 ［ Virolo
gy, 8, 396（ 1959） ］ 、 199培 地 ［ Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 73, 1（ 1950） ］ ま た は
こ れ ら 培 地 に 牛 胎 児 血 清 な ど を 添 加 し た 培 地 な ど を 用 い る こ と が で き る 。 培 養 は 、 通 常 pH
6～ 8、 30～ 40℃ 、 5%CO 2 存 在 下 な ど の 条 件 下 で １ ～ ７ 日 間 行 う 。 ま た 、 培 養 中 必 要 に 応 じ
て 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ペ ニ シ リ ン な ど の 抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。    
【 ０ ０ ９ １ 】
　 上 記 の と お り 、 本 発 明 の 抗 体 の 製 造 に お い て 用 い ら れ る エ フ リ ン B2を コ ー ド す る DNAを
組 み 込 ん だ 組 換 え ベ ク タ ー を 保 有 す る 微 生 物 、 動 物 細 胞 な ど 由 来 の 形 質 転 換 体 を 、 通 常 の
培 養 方 法 に 従 っ て 培 養 し て エ フ リ ン B2を 生 成 蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 よ り 採 取 す る こ と に よ り
、 本 発 明 の 抗 体 の 製 造 に お い て 用 い ら れ る エ フ リ ン B2を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 遺 伝 子 の 発 現 方 法 と し て は 、 直 接 発 現 以 外 に 、 ［ Molecular Cloning, A Laboratory Ma
nual, Second Edition（ Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989） ］ に 記 載 さ れ て
い る 方 法 な ど に 準 じ て 、 分 泌 生 産 、 融 合 蛋 白 質 発 現 な ど を 行 う こ と が で き る 。  
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 エ フ リ ン B2の 生 産 方 法 と し て は 、 宿 主 細 胞 内 に 生 産 さ せ る 方 法 、 宿 主 細 胞 外 に 分 泌 さ せ
る 方 法 、 お よ び 宿 主 細 胞 外 膜 上 に 生 産 さ せ る 方 法 が あ り 、 使 用 す る 宿 主 細 胞 や 、 生 産 さ せ
る エ フ リ ン B2の 構 造 を 変 え る こ と に よ り 、 適 切 な 方 法 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
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　 エ フ リ ン B2が 宿 主 細 胞 内 ま た は 宿 主 細 胞 外 膜 上 に 生 産 さ れ る 場 合 、 ポ ー ル ソ ン ら の 方 法
［ J. Biol. Chem., 264, 17619（ 1989） ］ 、 ロ ウ ら の 方 法 ［ Proc. Natl. Acad. Sci., US
A, 86, 8227（ 1989） 、 Genes Develop., 4, 1288（ 1990） 、 特 開 平 05-336963ま た は WO94/
23021］ な ど に 記 載 の 方 法 を 準 用 す る こ と に よ り 、 該 遺 伝 子 産 物 を 宿 主 細 胞 外 に 積 極 的 に
分 泌 さ せ る こ と も で き る 。 ま た 、 特 開 平 2-227075号 公 報 に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 準 じ て 、
ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 遺 伝 子 な ど を 用 い た 遺 伝 子 増 幅 系 を 利 用 し て 生 産 量 を 上 昇 さ せ る こ
と も で き る 。   
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 エ フ リ ン B2は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に し て 、 上 記 の 培 養 物 な ど か ら 単 離 ・ 精 製 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 エ フ リ ン B2が 細 胞 内 に 溶 解 状 態 で 発 現 し た 場 合 に は 、 培 養 終 了 後 に 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ
り 回 収 し 、 水 系 緩 衝 液 に 懸 濁 後 、 超 音 波 破 砕 機 、 フ レ ン チ プ レ ス 、 マ ン ト ン ガ ウ リ ン ホ モ
ゲ ナ イ ザ ー 、 ダ イ ノ ミ ル な ど に よ り 細 胞 を 破 砕 し 、 無 細 胞 抽 出 液 を 得 る 。 該 無 細 胞 抽 出 液
を 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 得 ら れ る 上 清 か ら 、 通 常 の 酵 素 の 単 離 精 製 法 、 即 ち 、 溶 媒 抽 出
法 、 硫 安 な ど に よ る 塩 析 法 、 脱 塩 法 、 有 機 溶 媒 に よ る 沈 殿 法 、 ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （ DE
AE） － セ フ ァ ロ ー ス 、 DIAION HPA-75（ 三 菱 化 学 社 製 ） な ど の レ ジ ン を 用 い た 陰 イ オ ン 交
換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 S-Sepharose FF（ Pharmacia社 製 ） な ど の レ ジ ン を 用 い た 陽 イ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ブ チ ル セ フ ァ ロ ー ス 、 フ ェ ニ ル セ フ ァ ロ ー ス な ど の レ ジ
ン を 用 い た 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 分 子 篩 を 用 い た ゲ ル ろ 過 法 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ 法 、 等 電 点 電 気 泳 動 な ど の 電 気 泳 動 法 な ど
の 手 法 を 単 独 ま た は 組 み 合 わ せ て 用 い 、 精 製 標 品 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ま た 、 エ フ リ ン B2が 細 胞 質 内 に 不 溶 性 顆 粒 を 形 成 し て 発 現 し た 場 合 は 、 同 様 に 細 胞 を 回
収 後 破 砕 し 、 遠 心 分 離 を 行 う こ と に よ り 、 沈 殿 画 分 と し て 該 エ フ リ ン B2の 不 溶 性 顆 粒 を 回
収 す る 。 回 収 し た 該 蛋 白 質 の 不 溶 性 顆 粒 を 蛋 白 質 変 性 剤 で 可 溶 化 す る 。 該 可 溶 化 液 を 希 釈
ま た は 透 析 す る こ と に よ り 、 該 蛋 白 質 を 正 常 な 立 体 構 造 に ま き 戻 し た 後 、 上 記 と 同 様 の 単
離 精 製 法 に よ り エ フ リ ン B2の 精 製 標 品 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 エ フ リ ン B2ま た は そ の 糖 修 飾 体 な ど の 誘 導 体 が 細 胞 外 に 分 泌 さ れ た 場 合 に は 、 培 養 上 清
に お い て 、 エ フ リ ン B2ま た は そ の 糖 修 飾 体 な ど の 誘 導 体 を 回 収 す る こ と が で き る 。 即 ち 、
該 培 養 物 を 上 記 と 同 様 の 遠 心 分 離 な ど の 手 法 に よ り 処 理 す る こ と に よ り 、 固 形 物 を 取 り 除
い た 培 養 上 清 を 取 得 し 、 該 培 養 上 清 か ら 、 上 記 と 同 様 の 単 離 精 製 法 を 用 い る こ と に よ り 、
精 製 標 品 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 エ フ リ ン B2が 細 胞 外 膜 上 に 生 産 さ れ た 場 合 に は 、 細 胞 を 回 収 、 破 砕 し た 後 、 細 胞 膜 画 分
を 適 当 な 界 面 活 性 剤 な ど で 可 溶 化 し 、 上 記 と 同 様 の 単 離 精 製 法 を 用 い る こ と に よ り 、 精 製
標 品 を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 エ フ リ ン B2が 細 胞 外 膜 上 に 生 産 さ れ た 場 合 に は 、 該 発 現
細 胞 を 回 収 し て 免 疫 原 に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ま た 、 エ フ リ ン B2は 、 Fmoc法 （ フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ） 、 tBoc法 （ ｔ
－ ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ） な ど の 化 学 合 成 法 に よ っ て も 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た
、 Advanced ChemTech社 、 パ ー キ ン ・ エ ル マ ー 社 、 Pharmacia社 、 Protein Technology Ins
trument社 、 Synthecell-Vega社 、 PerSeptive社 、 島 津 製 作 所 な ど の ペ プ チ ド 合 成 機 を 利 用
し て 化 学 合 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 上 記 の 方 法 に よ り 得 ら れ る エ フ リ ン B2、 エ フ リ ン B2の 部 分 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド ま た は
エ フ リ ン B2発 現 細 胞 を 抗 原 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
（ ２ ） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製
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　 3～ 20週 令 の マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ハ ム ス タ ー な ど に 上 記 の よ う に 調 製 し た 抗 原 を 免 疫
し て 、 そ の 動 物 の 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 末 梢 血 中 の 抗 体 産 生 細 胞 を 採 取 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 免 疫 は 、 動 物 の 皮 下 あ る い は 静 脈 内 あ る い は 腹 腔 内 に 、 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト 〔 例 え ば 、
フ ロ イ ン ド の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Complete Freund’ s Adjuvant） や 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム
ゲ ル と 百 日 咳 菌 ワ ク チ ン な ど 〕 と と も に 抗 原 を 投 与 す る こ と に よ り 行 う 。 抗 原 が 部 分 ペ プ
チ ド で あ る 場 合 に は 、 BSA（ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） や KLH（ Keyhole Limpet hemocyanin）
な ど の キ ャ リ ア 蛋 白 質 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 し 、 こ れ を 免 疫 原 と し て 用 い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 抗 原 の 投 与 は 、 １ 回 目 の 投 与 の 後 1～ 2週 間 お き に 5～ 10回 行 う 。 各 投 与 後 3～ 7日 目 に 眼
底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 が 抗 原 と 反 応 す る こ と を 酵 素 免 疫 測 定 法 〔 Antibodies - A
 Laboratory Manual（ Cold Spring Harbor Laboratory, 1988） 〕 な ど で 調 べ る 。 免 疫 に
用 い た 抗 原 に 対 し 、 そ の 血 清 が 十 分 な 抗 体 価 を 示 し た マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ハ ム ス タ ー を
抗 体 産 生 細 胞 の 供 給 源 と し て 用 い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 該 血 清 を 分 離 、 精 製 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 該
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻 害 す
る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 活 性 を 有 し て い る こ と は 、 後 述 （ ６ ） に
記 載 の 方 法 で 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 抗 体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 の 融 合 に 供 す る に あ た っ て 、 抗 原 の 最 終 投 与 後 3～ 7日 目 に 、
免 疫 し た マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ハ ム ス タ ー よ り 脾 臓 な ど の 抗 体 産 生 細 胞 を 含 む 組 織 を 摘 出
し 、 抗 体 産 生 細 胞 を 採 取 す る 。 脾 臓 細 胞 を 用 い る 場 合 に は 、 脾 臓 を MEM培 地 （ 日 水 製 薬 社
製 ） 中 で 細 断 し 、 ピ ン セ ッ ト で ほ ぐ し 、 遠 心 分 離 （ 1200rpm、 5分 間 ） し た 後 、 上 清 を 捨 て
、 ト リ ス － 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.65） で 1～ 2分 間 処 理 し 赤 血 球 を 除 去 し 、 MEM培
地 で ３ 回 洗 浄 し て 融 合 用 抗 体 産 生 細 胞 と し て 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
（ ３ ） 骨 髄 腫 細 胞 の 調 製
　 骨 髄 腫 細 胞 と し て は 、 マ ウ ス か ら 得 ら れ た 株 化 細 胞 を 使 用 す る 。 た と え ば 、 8-ア ザ グ ア
ニ ン 耐 性 マ ウ ス (BALB/cマ ウ ス 由 来 )骨 髄 腫 細 胞 株 P3-X63Ag8-U1（ P3-U1）  (Current Topic
s in Microbiology and Immunology, 18, 1, 1978)、 P3-NS1/1-Ag41(NS-1) (European J.
 Immunology, 6, 511, 1976)、 SP2/0-Ag14(SP-2) (Nature, 276, 269, 1978)、 P3-X63-Ag
8653(653) （ J.Immunology, 123, 1548, 1979)、 P3-X63-Ag8(X63) (Nature, 256, 495, 1
975)な ど が 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 細 胞 株 は 、 8-ア ザ グ ア ニ ン 培 地 〔 RPMI-1640培 地 に ク ゛
ル タ ミ ン (1.5mM) 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (5× 10 - 5 M） 、 ジ ェ ン タ マ イ シ ン （ 10μ g/ml
） お よ び 牛 胎 児 血 清 （ FCS） を 加 え た 培 地 （ 以 下 、 正 常 培 地 と い う 。 ） に 、 さ ら に 8-ア ザ
グ ア ニ ン （ 15μ g/ml） を 加 え た 培 地 〕 で 継 代 す る が 、 細 胞 融 合 の 3～ 4日 前 に 正 常 培 地 に 継
代 し 、 融 合 当 日 2× 10 7 個 以 上 の 細 胞 数 を 確 保 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
（ ４ ） 細 胞 融 合
　 前 述 し た 抗 体 産 生 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 を MEM培 地 ま た は PBS（ リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム 1.83g、
リ ン 酸 一 カ リ ウ ム 0.21g、 食 塩 7.65g、 蒸 留 水 １ リ ッ ト ル 、 pH7.2） で よ く 洗 浄 し 、 細 胞 数
が 、 抗 体 産 生 細 胞 ： 骨 髄 腫 細 胞 =５ ～ 10:１ に な る よ う 混 合 し 、 遠 心 分 離 （ 1200rpm、 5分 間
） し た 後 、 上 清 を 捨 て 、 沈 澱 し た 細 胞 群 を よ く ほ ぐ し た 後 、 攪 拌 し な が ら 、 37℃ で 、 ポ リ
エ チ レ ン グ ラ イ コ ー ル － 1000（ PEG-1000） 2g、 MEM 2mlお よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 0.7ml
の 混 液 の 0.2～ 1mlを 、 1× 10 8 個 の 抗 体 産 生 細 胞 に 加 え 、 1～ 2分 間 毎 に MEM培 地 1～ 2mlを 数
回 加 え た 後 、 MEM培 地 を 加 え て 全 量 が 50mlに な る よ う に す る 。 遠 心 分 離 （ 900rpm、 5分 間 ）
後 、 上 清 を 捨 て 、 ゆ る や か に 細 胞 を ほ ぐ し た 後 、 メ ス ピ ペ ッ ト に よ る 吸 込 み 、 吹 出 し で ゆ
る や か に 細 胞 を HAT培 地 〔 正 常 培 地 に ヒ ポ キ サ ン チ ン （ 10 - 4 M） 、 チ ミ ジ ン （ 1.5× 10 - 5 M）
お よ び ア ミ ノ プ テ リ ン （ 4× 10 - 7 M） を 加 え た 培 地 〕 100ml中 に 懸 濁 す る 。 こ の 懸 濁 液 を 96
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ウ エ ル 培 養 用 プ レ ー ト に 100μ l/ウ エ ル ず つ 分 注 し 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 、 37℃ で 7
～ 14日 間 培 養 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 培 養 後 、 培 養 上 清 の 一 部 を と り 後 述 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 方 法 に よ り 、 エ フ リ ン B2
に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活
性 を 阻 害 す る 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 含 む ウ エ ル を 選 択 す る 。 つ い で 、 限 界 希 釈
法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ を 2回 繰 り 返 し 〔 １ 回 目 は 、 HT培 地 （ HAT培 地 か ら ア ミ ノ プ テ リ ン を
除 い た 培 地 ） 、 2回 目 は 、 正 常 培 地 を 使 用 す る 〕 、 安 定 し て 強 い 抗 体 価 の 認 め ら れ た も の
を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 株 と し て 選 択 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
（ ５ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
　 プ リ ス タ ン 処 理 〔 2,6,10,14-テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン （ Pristane） 0.5mlを 腹 腔 内 投
与 し 、 2週 間 飼 育 す る 〕 し た 8～ 10週 令 の マ ウ ス ま た は ヌ ー ド マ ウ ス に 、 上 記 （ ４ ） で 得 ら
れ た 抗 エ フ リ ン B2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 ２ × 10 6 ～ ５ × 10 7 細 胞 /匹
を 腹 腔 内 注 射 す る 。 10～ 21日 で ハ イ ブ リ ド ー マ は 腹 水 癌 化 す る 。 こ の マ ウ ス か ら 腹 水 を 採
取 し 、 遠 心 分 離 （ 3000rpm、 5分 間 ） し て 固 形 分 を 除 去 後 、 40～ 50％ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 塩
析 し た 後 、 カ プ リ ル 酸 沈 殿 法 、 DEAE-セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム 、 プ ロ テ イ ン A-カ ラ ム あ る い は
ゲ ル 濾 過 カ ラ ム に よ る 精 製 を 行 な い 、 IgGあ る い は 、 IgM画 分 を 集 め 、 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 と す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 抗 体 の サ ブ ク ラ ス の 決 定 は 、 サ ブ ク ラ ス タ イ ピ ン グ キ ッ ト を 用 い て 酵 素 免 疫 測 定 法 に よ
り 行 う 。 蛋 白 量 の 定 量 は 、 ロ ー リ ー 法 お よ び 280nmで の 吸 光 度 よ り 算 出 す る 。
（ ６ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 方 法
　 本 発 明 の エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ り
、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択
す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の 方 法 が あ げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ま ず 、 以 下 の 方 法 を 用 い て 、 エ フ リ ン B2に 特 異 的 に 結 合 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生
産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る 。 抗 原 蛋 白 質 あ る い は 抗 原 蛋 白 質 を 発 現 し た 細 胞 な ど を
96ウ ェ ル プ レ ー ト に コ ー ト し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 も し く は 上 述 の 方 法 で 得 ら れ る 精
製 抗 体 を 第 一 抗 体 と し て 反 応 さ せ る 。 抗 原 蛋 白 質 と し て は 、 上 記 （ １ ） で 作 製 さ れ た エ フ
リ ン B2な ど が あ げ ら れ る が 、 具 体 的 に は 、 可 溶 性 マ ウ ス エ フ リ ン B2-Fc（ Blood, 98, 1028
, 2001） が あ げ ら れ る 。 抗 原 蛋 白 質 を 発 現 し た 細 胞 と し て は 、 上 記 （ １ ） で 作 製 さ れ た エ
フ リ ン B2を 発 現 す る 細 胞 な ど が あ げ ら れ る が 、 具 体 的 に は 、 実 施 例 １ の (1)に 記 載 の マ ウ
ス エ フ リ ン B2を 発 現 す る Rat1細 胞 が あ げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 第 一 抗 体 反 応 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し て 第 二 抗 体 を 添 加 す る 。
　 第 二 抗 体 と は 、 第 一 抗 体 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 認 識 で き る 抗 体 を 、 ビ オ チ ン 、 酵 素 、 化
学 発 光 物 質 あ る い は 放 射 線 化 合 物 等 で 標 識 し た 抗 体 で あ る 。 具 体 的 に は ハ イ ブ リ ド ー マ 作
製 の 際 に マ ウ ス を 用 い た の で あ れ ば 、 第 二 抗 体 と し て は 、 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 認 識
で き る 抗 体 を 用 い る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 反 応 後 、 第 二 抗 体 を 標 識 し た 物 質 に 応 じ た 反 応 を 行 な い 、 抗 原 に 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 選 択 す る 。 こ の と き 、 同 様 の 方 法 に よ り
、 他 の エ フ リ ン フ ァ ミ リ ー で あ る エ フ リ ン B1お よ び エ フ リ ン B3と 反 応 し な い こ と を 確 認 し
て も よ い 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 次 い で 、 上 記 の よ う に し て 選 択 さ れ た エ フ リ ン B2に 特 異 的 に 結 合 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 用 い て 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻 害 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 公 開 公 報 第 2002-0
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136726号 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 、 エ フ リ ン B2と EphB2の 結 合 阻 害 実 験 に 類 似 の 方 法 で 行
う こ と が で き る 。 す な わ ち 、 固 相 化 し た Glycophosphatidylinositol（ 以 下 、 GPIと 表 記 す
る ） 融 合 エ フ リ ン B2と Fc融 合 EphB4と の 結 合 を 、 標 識 化 抗 Fc抗 体 を 用 い て 検 出 す る 反 応 系
に お い て 、 上 記 の エ フ リ ン B2に 特 異 的 に 結 合 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ
リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 添 加 し 、 GPI融 合 エ フ リ ン B2と Fc融 合 EphB4の 結 合 を 阻 害 す る ハ イ ブ
リ ド ー マ を 選 択 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 阻 害 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
（ ７ ） 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た 疾 患 の 診 断 方 法
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い て 生 体 試 料 中 の エ フ リ ン B2を 測 定 す る こ と に よ り 、
エ フ リ ン B2が 関 連 す る 疾 患 を 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 に お い て エ フ リ ン B2を 測 定 す る 対 象 と な る 生 体 試 料 と し て は 、 組 織 細 胞 、 血 液 、
血 漿 、 血 清 、 膵 液 、 尿 、 糞 便 、 組 織 液 、 培 養 液 な ど 、 測 定 し よ う と す る エ フ リ ン B2ま た は
エ フ リ ン B2発 現 細 胞 を 含 む 可 能 性 の あ る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 エ フ リ ン B2が 関 連 す る 疾 患 と し て は 、 例 え ば 、 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 が あ げ ら れ る 。
血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 の 具 体 例 と し て は 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 大 腸 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 な ど の
固 形 腫 瘍 の 増 殖 も し く は 転 移 形 成 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ に お け る 関 節 炎 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、
未 熟 児 網 膜 症 お よ び 乾 癬 な ど の 血 管 新 生 の 異 常 に よ り 病 態 が 進 行 す る 疾 患 な ど が あ げ ら れ
る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ま た 、 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 以 外 に も 、 エ フ リ ン B2は 乳 腺 上 皮 に 特 異 的 に 発 現 し て い
る の で 、 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 と し て は 、 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 な ど も 包 含 さ
れ る 。 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 の 具 体 例 と し て は 、 乳 腺 腫 、 乳 癌 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 の 診 断 は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に し て 行 う こ と が で き る 。
　 複 数 の 健 常 者 の 生 体 か ら 採 取 し た 生 体 試 料 に つ い て 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 、 ま
た は こ れ ら の 誘 導 体 を 用 い 、 下 記 の 免 疫 学 的 検 出 法 を 用 い て 、 エ フ リ ン B2の 検 出 あ る い は
測 定 を 行 い 、 健 常 者 の 生 体 試 料 中 の エ フ リ ン B2ま た は エ フ リ ン B2発 現 細 胞 の 存 在 量 を 調 べ
て お く 。 被 験 者 の 生 体 試 料 中 に つ い て も 同 様 に エ フ リ ン B2ま た は エ フ リ ン B2発 現 細 胞 の 存
在 量 を 調 べ 、 そ の 存 在 量 を 健 常 者 の 存 在 量 と 比 較 す る 。 被 験 者 の エ フ リ ン B2ま た は エ フ リ
ン B2発 現 細 胞 の 存 在 量 が 健 常 者 と 比 較 し て 増 加 し て い る 場 合 に は 、 癌 が 陽 性 で あ る と 診 断
で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 を 含 有 す る 診 断 薬 は 、 目 的 の 診 断
法 に 応 じ て 、 抗 原 抗 体 反 応 を 行 な う た め の 試 薬 、 該 反 応 の 検 出 用 試 薬 を 含 ん で も よ い 。 抗
原 抗 体 反 応 を 行 な う た め の 試 薬 と し て は 、 緩 衝 剤 、 塩 な ど が あ げ ら れ る 。 検 出 用 試 薬 と し
て は 、 抗 体 も し く は 抗 体 断 片 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 、 ま た は 抗 体 も し く は 抗 体 断 片 、 ま
た は こ れ ら の 誘 導 体 を 認 識 す る 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 、 標 識 に 対 応 し た 基 質 な ど の 通 常 の 免
疫 学 的 検 出 法 に 用 い ら れ る 試 薬 が あ げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 に お い て エ フ リ ン B2ま た は エ フ リ ン B2発 現 細 胞 を 定 量 す る 方 法 と し て は 、 任 意 の
公 知 の 方 法 が あ げ ら れ る 。 例 え ば 、 免 疫 学 的 測 定 方 法 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 免 疫 学 的 測 定 法 と は 、 標 識 を 施 し た 抗 原 ま た は 抗 体 を 用 い て 、 抗 体 量 ま た は 抗 原 量 を 測
定 す る 方 法 で あ る 。 免 疫 学 的 測 定 方 法 と し て は 、 放 射 性 物 質 標 識 免 疫 抗 体 法 （ RIA） 、 酵
素 免 疫 測 定 法 （ EIAま た は ELISA） 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 （ FIA） 、 発 光 免 疫 測 定 法 （ luminesce
nt immunoassay） 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び 物 理 化 学 的 検 出 法 （ TIA， LAPIA， PCIA）
な ど が あ げ ら れ る 。 抗 原 の 検 出 ま た は 測 定 を 行 う 方 法 で あ れ ば い か な る 方 法 で も よ い が 好
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ま し く は 免 疫 沈 降 法 ま た は 蛍 光 細 胞 染 色 法 が あ げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 放 射 性 物 質 標 識 免 疫 抗 体 法 （ RIA） と し て は 、 例 え ば 、 抗 原 ま た は 抗 原 を 発 現 し た 細 胞
な ど に 、 本 発 明 の 抗 体 を 反 応 さ せ 、 さ ら に 放 射 線 標 識 を 施 し た 抗 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 ま
た は 結 合 断 片 を 反 応 さ せ た 後 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー な ど で 測 定 す る 方 法 が あ げ ら
れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 酵 素 免 疫 測 定 法 （ EIAま た は ELISA） と し て は 、 例 え ば 、 抗 原 ま た は 抗 原 を 発 現 し た 細 胞
な ど に 、 本 発 明 の 抗 体 を 反 応 さ せ 、 さ ら に 標 識 を 施 し た 抗 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 ま た は 結
合 断 片 を 反 応 さ せ た 後 、 発 色 色 素 を 吸 光 光 度 計 で 測 定 す る 方 法 が あ げ ら れ 、 例 え ば サ ン ド
イ ッ チ ELISA方 な ど が 用 い ら れ る 。 酵 素 免 疫 測 定 法 で 用 い る 標 識 体 と し て は 、 前 述 の と お
り 、 任 意 の 公 知 （ 石 川 榮 次 ら 編 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 医 学 書 院 ） の 酵 素 標 識 を 用 い る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 、 ル シ フ ェ ラ ー
ゼ 標 識 、 ビ オ チ ン 標 識 な ど を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 サ ン ド イ ッ チ ELISA法 は 、 固 相 に 抗 体 を 結 合 さ せ た 後 、 測 定 し た い 抗 原 を ト ラ ッ プ さ せ
、 ト ラ ッ プ さ れ た 抗 原 に 第 ２ の 抗 体 を 反 応 さ せ る 方 法 で あ る 。 該 ELISA法 で は 、 測 定 し た
い 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で あ っ て 、 抗 原 認 識 部 位 の 異 な る ２ 種 類 の 抗 体 を 準
備 し 、 そ の う ち 、 一 方 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 予 め プ レ ー ト （ 例 え ば 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト
） に 吸 着 さ せ 、 第 ２ の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を FITCな ど の 蛍 光 物 質 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど
の 酵 素 、 ビ オ チ ン な ど で 標 識 し て お く 。 上 記 の 抗 体 が 吸 着 し た プ レ ー ト に 、 生 体 内 か ら 分
離 さ れ た 、 細 胞 ま た は そ の 破 砕 液 、 組 織 ま た は そ の 破 砕 液 、 細 胞 培 養 上 清 、 血 清 、 胸 水 、
腹 水 、 眼 液 な ど を 反 応 さ せ た 後 、 標 識 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 反 応 さ せ
、 標 識 物 質 に 応 じ た 検 出 反 応 を 行 う 。 濃 度 既 知 の 抗 原 を 段 階 的 に 希 釈 し て 作 製 し た 検 量 線
よ り 、 被 験 サ ン プ ル の 濃 度 を 算 出 す る こ と が で き る 。 サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に 用 い る 抗 体
と し て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ を 用 い て も よ く 、 Fab、 Fab
'、 F(ab) 2 な ど の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て も よ い 。 サ ン ド イ ッ チ ELISA法 で 用 い る ２ 種 類
の 抗 体 の 組 み 合 わ せ と し て は 、 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗
体 断 片 の 組 み 合 わ せ で も よ い し 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 断
片 の 組 み 合 わ せ で も よ い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 蛍 光 免 疫 測 定 法 （ FIA） と し て は 、 文 献 ［ Monoclonal Antibodies: Principles and pra
ctice, Third edition (Academic Press, 1996)； 単 ク ロ ー ン 抗 体 実 験 マ ニ ュ ア ル （ 講 談
社 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 、 1987） ］ な ど に 記 載 さ れ た 方 法 が あ げ ら れ る 。 蛍 光 免 疫 測 定 法
で 用 い る 標 識 体 と し て は 、 前 述 の と お り 、 任 意 の 公 知 （ 川 生 明 著 、 蛍 光 抗 体 法 、 ソ フ ト サ
イ エ ン ス 社 ） の 蛍 光 標 識 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 FITC標 識 、 RITC標 識 な ど を 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 上 記 の よ う な 発 光 免 疫 測 定 法 （ luminescent immunoassay） で 用 い る 標 識 体 と し て は 、
前 述 の と お り 、 任 意 の 公 知 [今 井 一 洋 編 、 生 物 発 光 と 化 学 発 光 、 廣 川 書 店 ； 　 臨 床 検 査 42(
1998)]の 発 光 体 標 識 が あ げ ら れ る 。 例 え ば 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 標 識 、 ロ フ ィ ン 標 識
な ど を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 は 、 抗 原 ま た は 抗 原 を 発 現 し た 細 胞 な ど を SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル 電 気 泳 動 ［ Antibodies-A Laboratory Manual（ Cold Spring Harbor Laboratory, 1
988） ］ で 分 画 し た 後 、 該 ゲ ル を PVDF膜 ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、
該 膜 に 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 反 応 さ せ 、 さ ら に FITCな ど の 蛍 光 物 質 、 ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 標 識 、 ビ オ チ ン 標 識 な ど を 施 し た 抗 マ ウ ス IgG抗 体 ま た は 結 合 断
片 を 反 応 さ せ た 後 、 該 標 識 を 可 視 化 す る こ と に よ っ て 確 認 す る 方 法 で あ る 。 ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 法 の 一 例 を 以 下 に 示 す 。
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【 ０ １ ３ ０ 】
　 エ フ リ ン B2を 発 現 し て い る 細 胞 や 組 織 を 溶 解 し 、 還 元 条 件 下 で レ ー ン あ た り の タ ン パ ク
質 量 と し て 0.1～ 30μ gを SDS-PAGE法 に よ り 泳 動 す る 。 泳 動 さ れ た タ ン パ ク 質 を PVDF膜 に ト
ラ ン ス フ ァ ー し １ ％ BSAを 含 む PBS（ 以 下 、 BSA-PBSと 記 す ） に 室 温 で 30分 間 反 応 さ せ ブ ロ
ッ キ ン グ 操 作 を 行 う 。 こ こ で 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 反 応 さ せ 、 Tween-PBSで 洗 浄
し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgGを 室 温 で ２ 時 間 反 応 さ せ る 。 Tween-PBSで
洗 浄 し 、 ECL T M Western blotting detection reagents（ Amersham社 製 ） な ど を 用 い て モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 し た バ ン ド を 検 出 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2を 検 出 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 物 理 化 学 的 検 出 法 と は 、 具 体 的 に は 、 エ フ リ ン B2と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 も し く は 抗 血
清 を 用 い て 、 抗 原 で あ る エ フ リ ン B2と 抗 体 、 も し く は 抗 血 清 と を 結 合 さ せ る こ と に よ り 凝
集 体 を 形 成 さ せ て 、 こ の 凝 集 体 を 検 出 す る こ と に よ り 行 う 。 こ の 他 に 物 理 化 学 的 検 出 法 と
し て は 、 毛 細 管 法 、 一 次 元 免 疫 拡 散 法 、 免 疫 比 濁 法 あ る い は ラ テ ッ ク ス 免 疫 比 濁 法 等 で 測
定 す る 方 法 が あ げ ら れ る ［ 臨 床 検 査 法 提 要 、 金 原 出 版 , 499（ 1998） ］ 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 例 え ば 、 ラ テ ッ ク ス 免 疫 比 濁 法 で は 、 抗 体 ま た は 抗 原 を 感 作 さ せ た 粒 径 0.1～ １ μ m程 度
の ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス 等 の 担 体 を 用 い 、 対 応 す る 抗 原 あ る い は 抗 体 に よ り 抗 原 抗 体 反
応 を 起 こ さ せ る と 、 反 応 液 中 の 散 乱 光 は 増 加 し 、 透 過 光 は 減 少 す る 。 こ の 変 化 を 吸 光 度 あ
る い は 積 分 球 濁 度 と し て 検 出 す る こ と に よ り エ フ リ ン B2を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 エ フ リ ン B2に 結 合 で き る た め 、 エ フ リ ン B2発 現 細 胞 の 検 出 に 好 適 に 用
い ら れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 エ フ リ ン B2発 現 細 胞 の 検 出 に は 、 公 知 の 免 疫 学 的 測 定 法 を 用 い る こ と が で き る が 、 免 疫
沈 降 法 、 蛍 光 細 胞 染 色 法 、 免 疫 組 織 染 色 法 、 お よ び 免 疫 組 織 染 色 法 な ど が 、 好 ま し く 用 い
ら れ る 。 ま た 、 FMAT8100HTSシ ス テ ム （ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム 社 ） を 用 い る 蛍 光 抗 体
染 色 法 な ど も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 免 疫 沈 降 法 と は 、 エ フ リ ン B2発 現 細 胞 な ど を 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 断
片 と 反 応 さ せ た 後 、 プ ロ テ イ ン G-セ フ ァ ロ ー ス な ど の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に 特 異 的 な 結 合 能
を 有 す る 担 体 を 加 え て 抗 原 抗 体 複 合 体 を 沈 降 さ せ る 方 法 で あ る 。 あ る い は 以 下 の よ う な 方
法 に よ っ て も 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ELISA用 96ウ エ ル プ レ ー ト に 上 述 し た 本 発 明 の 抗 体 を 固 相 化 し た 後 、 BSA-PBSに よ り ブ ロ
ッ キ ン グ す る 。 抗 体 が 精 製 さ れ て い な い 状 態 の 例 え ば ハ イ ブ リ ド ー マ 株 培 養 上 清 な ど の 精
製 さ れ て い な い 状 態 で あ る 場 合 に は 、 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン あ る い は ラ ッ ト イ ム ノ グ
ロ ブ リ ン ま た は プ ロ テ イ ン Aあ る い は Gな ど を あ ら か じ め ELISA用 96ウ エ ル プ レ ー ト に 固 相
化 し BSA-PBSで ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 株 培 養 上 清 を 分 注 し て 結 合 さ せ る 。 B
SA-PBSを 捨 て PBSで よ く 洗 浄 し た 後 、 エ フ リ ン B2を 発 現 し て い る 細 胞 や 組 織 の 溶 解 液 を 反
応 さ せ る 。 よ く 洗 浄 し た 後 の プ レ ー ト よ り 免 疫 沈 降 物 を SDS-PAGE用 サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー で
抽 出 し 、 上 記 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 検 出 を 行 う 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 免 疫 細 胞 染 色 法 お よ び 免 疫 組 織 染 色 法 と は 抗 原 を 発 現 し た 細 胞 ま た は 組 織 な ど を 、 場 合
に よ っ て は 抗 体 の 通 過 性 を 良 く す る た め 界 面 活 性 剤 や メ タ ノ ー ル な ど で 処 理 し た 後 、 本 発
明 の 抗 体 を 反 応 さ せ 、 さ ら に フ ル オ レ シ ン ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） な ど の 蛍 光 標 識
、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 標 識 、 ビ オ チ ン 標 識 な ど を 施 し た 抗 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体
ま た は 結 合 断 片 を 反 応 さ せ た 後 、 該 標 識 を 可 視 化 し 、 顕 微 鏡 に て 顕 鏡 す る か 、 あ る い は 蛍
光 標 識 の 抗 体 と 細 胞 を 反 応 さ せ 、 フ ロ － サ イ ト メ ー タ ー に て 解 析 す る 蛍 光 抗 体 染 色 法 （ フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ） で あ る 。 例 え ば 、 文 献 ［ Monoclonal Antibodies: Principles and 
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practice, Third edition (Academic Press, 1996)、 単 ク ロ ー ン 抗 体 実 験 マ ニ ュ ア ル （ 講
談 社 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク , 1987） ］ な ど に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
特 に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 エ フ リ ン B2を 特 異 的 に 認 識 し 、 か つ 該 細 胞 外 領 域 に 結 合 で き る た
め 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 、 エ フ リ ン B2が 発 現 し て い る 細 胞 の 検 出 に 好 ま し く 用 い
ら れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ま た 、 FMAT8100HTSシ ス テ ム （ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム 社 ） を 用 い る 蛍 光 抗 体 染 色 法
と は 、 形 成 さ れ た 抗 体 -抗 原 複 合 体 と 、 抗 体 -抗 原 複 合 体 の 形 成 に 関 与 し て い な い 遊 離 の 抗
体 ま た は 抗 原 と を 分 離 す る こ と な く 、 抗 原 量 ま た は 抗 体 量 を 測 定 す る こ と が で き る 、 ホ モ
ジ ニ ア ス な ア ッ セ イ 方 法 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
（ ８ ） 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た 癌 の 治 療 方 法
　 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結
合 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 を 治 療 す る こ と が で き る 。 エ フ リ ン
B2が 関 与 す る 疾 患 と し て は 、 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 な ど が あ げ ら れ る 。 血 管 新 生 が 関 与
す る 疾 患 と し て は 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 大 腸 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 な ど の 固 形 腫 瘍 の 増 殖 も し く は
転 移 形 成 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ に お け る 関 節 炎 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 未 熟 児 網 膜 症 お よ び 乾 癬
な ど の 血 管 新 生 の 異 常 に よ り 病 態 が 進 行 す る 疾 患 な ど が あ げ ら れ る 。 本 発 明 の 治 療 剤 に は
、 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 癌 の 治 療 剤 、 お よ び 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 作 用 （ ADCC） や 補 体 依 存
性 細 胞 傷 害 作 用 （ CDC） 、 あ る い は ア ポ ト ー シ ス 誘 導 作 用 に よ る 癌 の 治 療 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 抗 体 の 有 す る 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 作 用 （ ADCC） や 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 作 用 （ CDC） は 、
例 え ば 、 特 開 平 6-205694号 公 報 に 記 載 の 方 法 で 測 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 活 性 を
有 す る 抗 体 は 、 に お い て 、 特 定 の 抗 原 が 発 現 し た 細 胞 を 傷 害 す る こ と が で き る た め
、 疾 患 の 治 療 薬 と し て 用 い る こ と が で き る 。 特 に 、 ヒ ト IgGク ラ ス の 抗 体 定 常 領 域 を 有 す
る ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 型 CDR移 植 抗 体 お よ び ヒ ト 抗 体 は 治 療 剤 と し て 、 有 効 に 用 い ら
れ る （ Cancer Res., 56, 1118, 1996） 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 エ フ リ ン B2を 認 識 す る こ と が で き る の で 、 生 体 内 に 存 在 す る エ フ リ ン
B2発 現 細 胞 を 認 識 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 該 抗 体 の 可 変 領 域 の CDRを 含 む ヒ ト IgGク ラ
ス の 抗 体 定 常 領 域 を 有 す る ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 型 CDR移 植 抗 体 お よ び ヒ ト 抗 体 は 、

ま た は  に お い て 、 エ フ リ ン B2発 現 細 胞 を 傷 害 す る こ と が で き る の で 、 乳 癌 、
前 立 腺 癌 、 大 腸 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 な ど の 固 形 腫 瘍 の 増 殖 も し く は 転 移 形 成 、 慢 性 関 節 リ ウ マ
チ に お け る 関 節 炎 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 未 熟 児 網 膜 症 お よ び 乾 癬 な ど の 血 管 新 生 の 異 常 に よ
り 病 態 が 進 行 す る 疾 患 な ど の 治 療 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ま た 、 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 以 外 に も 、 エ フ リ ン B2は 乳 腺 上 皮 に 特 異 的 に 発 現 し て い
る の で 、 本 発 明 の エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と EphB4の 結 合 を 阻 害 す る こ と
に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た
す 疾 患 な ど の 治 療 に 有 用 で あ る 。 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 の 具 体 例 と し て は 、 例 え ば
、 乳 腺 腫 、 乳 癌 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 も し く は 抗 体 断 片 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 を 含 有 す る 治 療 剤 は 、 有 効 成 分
と し て の 該 抗 体 も し く は 抗 体 断 片 、 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 の み を 含 む も の で あ っ て も よ い
が 、 通 常 は 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る １ 以 上 の 担 体 と 一 緒 に 混 合 し 、 製 剤 学 の 技 術 分 野 に お い
て よ く 知 ら れ る 任 意 の 方 法 に よ り 製 造 し た 医 薬 製 剤 と し て 提 供 す る の が 望 ま し い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 投 与 経 路 は 、 治 療 に 際 し て 最 も 効 果 的 な も の を 使 用 す る の が 望 ま し く 、 経 口 投 与 、 ま た
は 口 腔 内 、 気 道 内 、 直 腸 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 お よ び 静 脈 内 な ど の 非 経 口 投 与 を あ げ る こ と が
で き 、 抗 体 ま た は ペ プ チ ド 製 剤 の 場 合 、 望 ま し く は 静 脈 内 投 与 を あ げ る こ と が で き る 。 投
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与 形 態 と し て は 、 噴 霧 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 顆 粒 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 乳 剤 、 座 剤 、 注 射 剤
、 軟 膏 、 テ ー プ 剤 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 経 口 投 与 に 適 当 な 製 剤 と し て は 、 乳 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 散 剤 、 顆 粒 剤
な ど が あ げ ら れ る 。 乳 剤 お よ び シ ロ ッ プ 剤 の よ う な 液 体 調 製 物 は 、 水 、 シ ョ 糖 、 ソ ル ビ ト
ー ル 、 果 糖 な ど の 糖 類 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル な ど の グ リ コ ー
ル 類 、 ご ま 油 、 オ リ ー ブ 油 、 大 豆 油 な ど の 油 類 、 ｐ － ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 エ ス テ ル 類 な ど
の 防 腐 剤 、 ス ト ロ ベ リ ー フ レ ー バ ー 、 ペ パ ー ミ ン ト な ど の フ レ ー バ ー 類 な ど を 添 加 剤 と し
て 用 い て 製 造 で き る 。 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 散 剤 、 顆 粒 剤 な ど は 、 乳 糖 、 ブ ド ウ 糖 、 シ ョ 糖
、 マ ン ニ ト ー ル な ど の 賦 形 剤 、 デ ン プ ン 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど の 崩 壊 剤 、 ス テ ア リ
ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク な ど の 滑 沢 剤 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ
ル ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン な ど の 結 合 剤 、 脂 肪 酸 エ ス テ ル な ど の 界 面 活 性 剤 、 グ リ セ リ ン な ど の
可 塑 剤 な ど を 添 加 剤 と し て 用 い て 製 造 で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 非 経 口 投 与 に 適 当 な 製 剤 と し て は 、 注 射 剤 、 座 剤 、 噴 霧 剤 な ど が あ げ ら れ る 。 注 射 剤 は
、 塩 溶 液 、 ブ ド ウ 糖 溶 液 、 あ る い は 両 者 の 混 合 物 か ら な る 担 体 な ど を 用 い て 調 製 さ れ る 。
座 剤 は カ カ オ 脂 、 水 素 化 脂 肪 ま た は カ ル ボ ン 酸 な ど の 担 体 を 用 い て 調 製 さ れ る 。 ま た 、 噴
霧 剤 は 該 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 自 体 、 な い し は 受 容 者 の 口 腔 お よ び 気 道 粘 膜 を 刺 激 せ ず 、 か
つ 該 化 合 物 を 微 細 な 粒 子 と し て 分 散 さ せ 吸 収 を 容 易 に さ せ る 担 体 な ど を 用 い て 調 製 さ れ る
。 担 体 と し て 具 体 的 に は 乳 糖 、 グ リ セ リ ン な ど が 例 示 さ れ る 。 該 抗 体 お よ び 用 い る 担 体 の
性 質 に よ り 、 エ ア ロ ゾ ル 、 ド ラ イ パ ウ ダ ー な ど の 製 剤 が 可 能 で あ る 。 ま た 、 こ れ ら の 非 経
口 剤 に お い て も 経 口 剤 で 添 加 剤 と し て 例 示 し た 成 分 を 添 加 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 投 与 量 ま た は 投 与 回 数 は 、 目 的 と す る 治 療 効 果 、 投 与 方 法 、 治 療 期 間 、 年 齢 、 体 重 な ど
に よ り 異 な る が 、 通 常 成 人 １ 日 当 た り 10μ g/kg～ 8mg/kgで あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 下 記 実 施 例 に 限 定 さ れ る も
の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ４ ９ 】
抗 エ フ リ ン B2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
（ １ ） 抗 原 と な る マ ウ ス エ フ リ ン B2を 発 現 す る Rat1細 胞 の 調 製
　 マ ウ ス 全 長 エ フ リ ン B2遺 伝 子 の 発 現 プ ラ ス ミ ド に つ い て は 公 知 の 方 法 （ Blood, 98, 102
8, 2001） に 従 っ て 作 製 し た 。 ラ ッ ト に 免 疫 す る 細 胞 と し て は Rat1細 胞 （ Cancer Research
, 46, 4787,1986） を 用 い た 。 遺 伝 子 導 入 は リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 （ lipofectamine2000; in
vitrogen製 ） を 用 い た 。 遺 伝 子 導 入 細 胞 は 10％ の 血 清 を 含 む DMEM培 地 中 に ペ ニ シ リ ン （ 10
0unit/ml） と ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 100μ g/ml） (い ず れ も GIBCO製 )を 添 加 し 、 ７ 日 間 G418
（ GIBCO製 ） を 500μ g/mlの 最 終 濃 度 で 添 加 し て 、 生 存 細 胞 を 遺 伝 子 導 入 細 胞 と し た 。 こ れ
ら の 細 胞 を 96穴 培 養 プ レ ー ト の 一 穴 に 一 個 一 個 の 細 胞 を 播 種 し 、 増 殖 し た 細 胞 を 10cmの 培
養 皿 に 移 し 、 培 養 皿 中 細 胞 が ８ 割 を 占 拠 す る に 至 っ た 培 養 皿 か ら EDTAを 用 い て 細 胞 を 回 収
し 、 一 部 を 細 胞 培 養 を 継 続 す る と と も に 、 残 り の 細 胞 か ら RNAと 細 胞 抽 出 液 を 作 成 し た 。
抽 出 液 は SDSゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー に 転 写 後 、 市 販 の エ フ リ ン B
2の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ SANTA CRUZ製 ） を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 Rat1は
ラ ッ ト の エ フ リ ン B2を 発 現 し て い る た め 、 遺 伝 子 導 入 し て い な い 細 胞 に 対 し 遺 伝 子 導 入 し
た 細 胞 に エ フ リ ン B2抗 体 で 強 い バ ン ド の 検 出 さ れ た も の を マ ウ ス エ フ リ ン B2 が 遺 伝 子 導
入 さ れ た 細 胞 の 候 補 と し て 選 択 さ れ た 。 実 際 に マ ウ ス エ フ リ ン B2遺 伝 子 が 導 入 さ れ て い る
か ど う か は マ ウ ス エ フ リ ン B2の RT-PCR用 プ ラ イ マ ー （ 5’ -ATCTGTCTGCTTGGTCTTTATCAAC-3
’ （ 配 列 番 号 ７ ） ） と 遺 伝 子 導 入 に 用 い た プ ラ ス ミ ド の CAGプ ロ モ ー タ ー の 塩 基 配 列 で あ
る プ ラ イ マ ー (5’ -CTCTAGAGCCTCTGCTAACCATGTTC-3’ （ 配 列 番 号 ８ ） )で PCR産 物 が 確 認 で
き る か い な か で 解 析 し た 。 得 ら れ る 遺 伝 子 産 物 は 387bpで あ る 。
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【 ０ １ ５ ０ 】
（ ２ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ で 使 用 す る 可 溶 性 の マ ウ ス 細 胞 外 エ フ リ ン B2ヒ ト
Fc融 合 蛋 白 (エ フ リ ン B2-Fc)の 精 製
　 エ フ リ ン B2-Fc遺 伝 子 の 発 現 プ ラ ス ミ ド お よ び そ の 可 溶 性 蛋 白 の 精 製 は 、 Blood, 98, 10
28, 2001に 記 載 の 方 法 に 準 じ て 行 っ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
（ ３ ） フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 で 使 用 す る マ ウ ス 全 長 エ フ リ ン B2を 発 現 す る BaF/3細 胞 （ B
aF/3/エ フ リ ン B2） の 作 製
　 マ ウ ス 全 長 エ フ リ ン B2遺 伝 子 の 発 現 プ ラ ス ミ ド に つ い て は 公 知 の 方 法 （ Blood, 98, 102
8, 2001） に 従 っ て 作 製 し た 。 マ ウ ス エ フ リ ン B2を 発 現 し て い な い BaF/3細 胞 (Cell, 41, 7
27, 1985)を 遺 伝 子 導 入 用 の 細 胞 と し て 用 い た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 遺 伝 子 導 入 は リ ポ フ ェ ク シ ョ ン （ lipofectamine2000; invitrogen製 ） を 用 い た 。 遺 伝
子 導 入 細 胞 は 10％ の 血 清 を 含 む RPMI培 地 中 に ペ ニ シ リ ン （ 100unit/ml） と ス ト レ プ ト マ イ
シ ン （ 100μ g/ml） (い ず れ も GIBCO製 )を 添 加 し 、 ７ 日 間 G418（ GIBCO製 ） を 500μ g/mlの 最
終 濃 度 で 添 加 し て 、 生 存 細 胞 を 遺 伝 子 導 入 細 胞 と し た 。 こ れ ら の 細 胞 を 96穴 培 養 プ レ ー ト
の 一 穴 に 一 個 一 個 の 細 胞 を 播 種 し 、 増 殖 し た 細 胞 を 10cmの 培 養 皿 に 移 し 、 培 養 皿 中 細 胞 が
８ 割 を 占 拠 す る に 至 っ た 培 養 皿 か ら 細 胞 を 回 収 し 、 一 部 は 細 胞 培 養 を 継 続 す る と と も に 、
残 り の 細 胞 か ら RNAと 細 胞 抽 出 液 を 作 成 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 抽 出 液 は SDSゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー に 転 写 後 、 市 販 の エ フ リ
ン B2の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ SANTA CRUZ製 ） を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 い 、 エ フ リ
ン B2の バ ン ド が 検 出 さ れ た 細 胞 を 遺 伝 子 導 入 細 胞 と し て 確 立 し た 。 さ ら に マ ウ ス エ フ リ ン
B2遺 伝 子 が 導 入 さ れ て い る か ど う か は マ ウ ス エ フ リ ン B2の RT-PCR用 プ ラ イ マ ー （ 5’ -ATCT
GTCTGCTTGGTCTTTATCAAC-3’ （ 配 列 番 号 ９ ） ） と 遺 伝 子 導 入 に 用 い た プ ラ ス ミ ド の CAGプ ロ
モ ー タ ー の 塩 基 配 列 で あ る プ ラ イ マ ー (5’ -CTCTAGAGCCTCTGCTAACCATGTTC-3’ （ 配 列 番 号
１ ０ ） )で PCR産 物 が 確 認 で き る か い な か で 解 析 し た 。 得 ら れ る 遺 伝 子 産 物 は 387bpで あ る
。
【 ０ １ ５ ４ 】
（ ４ ） 動 物 の 免 疫 と 抗 体 産 生 細 胞 の 調 製  
　 上 記 （ １ ） に よ り 得 ら れ た マ ウ ス エ フ リ ン B2を 発 現 す る Rat1細 胞 （ 2× 10 8 個 ） を 500μ l
の リ ン 酸 緩 衝 液 （ PBS） に け ん 濁 し 、 8週 令 雌 Fisherラ ッ ト （ 日 本 Ｓ Ｌ Ｃ 社 製 ） の 腹 腔 内 に
投 与 し た 。 本 操 作 を 2週 間 毎 に 行 い 、 計 4回 投 与 し た 。 尾 静 脈 よ り 採 血 し 、 そ の 血 清 抗 体 価
を 以 下 に 示 す 酵 素 免 疫 測 定 法 で 調 べ 、 十 分 な 抗 体 価 を 示 し た ラ ッ ト か ら 最 終 免 疫 3日 後 に
脾 臓 を 摘 出 し た 。 脾 臓 を RPMI培 地 （ SIGMA製 ） 中 で 細 断 し 、 ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ に 細 切 さ
れ た 脾 臓 を こ す り な が ら ピ ン セ ッ ト で ほ ぐ し 、 遠 心 分 離 （ 1200rpm、 5分 間 ） し た 後 、 40μ
mの ポ ア を 有 す る セ ル ス ト レ イ ナ ー （ BD Falcon製 ） を 用 い て 細 胞 塊 を 除 去 し た 。 こ れ ら を
遠 心 分 離 し （ 1200rpm、 5分 ） 、 上 清 を 捨 て 、 細 胞 融 合 に 用 い た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
（ ５ ） 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA）
　 （ ４ ） で 得 ら れ た マ ウ ス エ フ リ ン B2を 発 現 す る Rat1細 胞 を 投 与 さ れ た ラ ッ ト に 由 来 す る
抗 血 清 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 の 測 定 に 関 し て は 、 抗 原 と し て 、 （ ２ ） で 得 ら れ
た 、 可 溶 性 マ ウ ス エ フ リ ン B2-Fcを 用 い た 。 96ウ ェ ル の EIA用 プ レ ー ト （ BD Falcon社 製 ）
に 、 PBS希 釈 1～ 10μ g/ml可 溶 性 マ ウ ス エ フ リ ン B2-Fcを 、 そ れ ぞ れ 50μ l/ウ ェ ル で 分 注 し
、 4℃ で 一 晩 放 置 し て 吸 着 さ せ た 。 洗 浄 後 、 １ ％ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)を 含 む PBS（ 以 下
、 1%BSA-PBSと 記 す ） を 100μ l/ウ ェ ル 加 え 、 室 温 １ 時 間 反 応 さ せ て 残 っ て い る 活 性 基 を ブ
ロ ッ ク し た 。 １ ％ BSA-PBS を 捨 て 、 被 免 疫 ラ ッ ト 抗 血 清 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清
を 50μ l/ウ ェ ル で 分 注 し 2時 間 反 応 さ せ た 。 0.05％ Tween-PBSで 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
標 識 ヤ ギ 抗 ラ ッ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ Biosource社 製 ） を 50μ l/ウ ェ ル で 加 え て 室 温 、 １
時 間 反 応 さ せ 、 0.05％ Tween-PBSで 洗 浄 後 TMB基 質 液 ［ 3,3’ ,5,5’ -テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ デ
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ィ ン ］ （ Wako Chemical社 製 ） を 用 い て 発 色 さ せ OD450nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
（ ６ ） マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 の 調 製
　 8-ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 X63-AG8を 10％ 牛 血 清 を 含 む RPMI培 地 で 培 養 し
、 細 胞 融 合 時 に 5× 10 7 以 上 の 細 胞 を 確 保 し 、 細 胞 融 合 に 親 株 と し て 供 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
（ ７ ） ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製  
　 上 記 （ ４ ） で 得 ら れ た ラ ッ ト 脾 細 胞 と 、 上 記 （ ６ ） で 得 ら れ た 骨 髄 腫 細 胞 と を 2:1(1× 1
0 8 :5× 10 7 )に な る よ う 混 合 し 、 遠 心 分 離 （ 1200rpm、 5分 間 ） し た 後 、 上 清 を 捨 て 、 沈 澱 し
た 細 胞 群 を よ く ほ ぐ し た 後 、 攪 拌 し な が ら 、 37℃ で 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 溶 液 （ SIGM
A社 製 ） 1mlを 加 え 、 2分 間 静 置 し た 。 そ の 後 、 37℃ に あ た た め た RPMI培 地 20mlを 細 胞 を け
ん 濁 し て い る 50mlの チ ュ ー ブ を 震 盪 さ せ な が ら 20分 間 に わ た り 添 加 し た 後 、 遠 心 分 離 （ 90
0rpm、 5分 間 、 室 温 ） 後 、 上 清 を 捨 て 、 ゆ る や か に 細 胞 を ほ ぐ し た 後 、 メ ス ピ ペ ッ ト に よ
る 吸 込 み 、 吸 出 し で ゆ る や か に 細 胞 を HAT（ GIBCO社 製 ） を 1％ 含 む 10％ 牛 血 清 を 添 加 し た R
PMI培 地 50ml中 に 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 こ の 懸 濁 液 を 96ウ ェ ル 培 養 用 プ レ ー ト に 100μ l/ウ ェ ル ず つ 分 注 し 、 5％ CO 2 イ ン キ ュ ベ
ー タ ー 中 、 37℃ で 10～ 14日 間 CO 2 5％ 下 で 培 養 し た 。 こ の 培 養 上 清 を 実 施 例 （ ５ ） に 記 載 し
た 酵 素 免 疫 測 定 法 で 調 べ 、 （ ２ ） で 得 ら れ た 可 溶 性 マ ウ ス エ フ リ ン B2に 強 く 反 応 し 、 市 販
の 他 の 可 溶 性 エ フ リ ン B1ま た は B3に 反 応 し な い ウ ェ ル を 選 び 、 さ ら に HT培 地 (GIBCO社 製 )
と 正 常 培 地 に 換 え 、 2回 ク ロ ー ニ ン グ を 繰 り 返 し て 、 抗 マ ウ ス エ フ リ ン B2モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 株 (以 下 VERB2と 呼 ぶ )を 確 立 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 株 VERB2
が 生 産 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を VERB2抗 体 と 称 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 VERB2抗 体 の 抗 体 ク ラ ス は サ ブ ク ラ ス タ イ ピ ン グ キ ッ ト ［ ザ イ メ ッ ト （ Zymed） 社 製 ］ を
用 い た 酵 素 免 疫 測 定 法 を 行 っ た 。 そ の 結 果 を 図 １ に 示 す 。
　 本 発 明 で 確 立 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は IgG1、 kappaク ラ ス で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
（ ８ ） VERB2抗 体 の 精 製  
　 プ リ ス タ ン 処 理 し た 8週 令 KSNヌ ー ド 雌 マ ウ ス （ SLC社 製 ） に （ ７ ） で 得 ら れ た ハ イ ブ リ
ド ー マ 株 VERB2を 5～ 20× 10 6 細 胞 ／ 匹 そ れ ぞ れ 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 10～ 21日 後 に 、 ハ イ ブ
リ ド ー マ は 腹 水 癌 化 し た 。 腹 水 の た ま っ た マ ウ ス か ら 、 腹 水 を 採 取 （ 1～ 8ml/匹 ） し 、 遠
心 分 離 （ 3000rpm、 5分 間 ） し て 固 形 分 を 除 去 し た 後 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 法 （ ア ン チ ボ デ
ィ ー ズ ・ ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル ） に よ り 精 製 し 、 さ ら に 必 要 に 応 じ て 、 ProteinA
カ ラ ム （ amersham社 製 ） を 用 い て さ ら に 精 製 し た 。 以 下 に 示 す フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用
い た 本 発 明 の 抗 体 の 反 応 実 験 に は 精 製 し た VERB2抗 体 を 、 ビ オ チ ン 結 合 キ ッ ト （ SIGMA社 製
） を 用 い て ビ オ チ ン 化 し た も の を 用 い た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ６ １ 】
本 発 明 の 抗 体 の 反 応 性 の 確 認
（ １ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ラ ッ ト お よ び マ ウ ス エ フ リ ン B2発 現 細 胞 に お け る フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー を 用 い た 解 析
　 VERB2抗 体 の 特 異 性 を 、 免 疫 細 胞 染 色 を 用 い て 以 下 の 手 順 に 従 い 確 認 し た 。 自 発 的 に ラ
ッ ト エ フ リ ン B2を 発 現 す る 細 胞 株 Rat1と Rat1細 胞 に マ ウ ス エ フ リ ン B2を 遺 伝 子 導 入 し た 細
胞 (Rat1/エ フ リ ン B2)1× 10 6 個 を 1.5mlの 容 量 が 入 る チ ュ ー ブ （ Eppendorf社 製 ） に 免 疫 細
胞 染 色 用 緩 衝 液 （ 5％ 牛 血 清 を 含 む PBS） 100μ lに 懸 濁 し て 分 注 し た 。 微 量 高 速 冷 却 遠 心 機
（ TOMY工 業 製 ） を 用 い 4℃ 、 5000rpmで 1分 間 遠 心 分 離 後 、 上 清 を 除 き 、 ビ オ チ ン 化 し た 精
製 抗 体 50μ l(最 終 濃 度 0.1～ 5μ g/ml)を 加 え て 4℃ で 30分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 500μ lの
免 疫 細 胞 染 色 用 緩 衝 液 を 各 ウ ェ ル に 加 え 4℃ 、 5000rpm で １ 分 間 遠 心 分 離 後 上 清 を 除 き 細
胞 の 洗 浄 を 行 っ た 。 こ の 洗 浄 操 作 を さ ら に ２ 回 行 っ た 後 、 avidin-FITC（ Pharmingen社 製
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） を 1/50の 濃 度 で 含 む 免 疫 細 胞 染 色 用 緩 衝 液 50μ lを 加 え て 4℃ で 30分 間 反 応 さ せ た 。 反 応
後 、 上 記 と 同 様 の 洗 浄 操 作 を 3回 行 っ た 後 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー （ Becton社 製 ） を 用 い て
解 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 結 果 を 図 ２ に 示 し た 。 細 胞 に 抗 体 を 添 加 せ ず avidin-FITCの み を 添 加 し た 場 合 に 比 べ VER
B2抗 体 を 添 加 す る と 、 Rat1細 胞 に 若 干 の 反 応 が 見 ら れ た 。 こ れ は VERB2抗 体 が ラ ッ ト の エ
フ リ ン B2に も 交 叉 す る こ と を 意 味 す る 。 し か し マ ウ ス エ フ リ ン B2を 過 剰 発 現 さ せ た 細 胞 で
は さ ら に 強 い 反 応 が 見 ら れ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 次 に 、 実 施 例 １ の （ ３ ） に 記 載 の BaF/3細 胞 と BaF/3/エ フ リ ン B2細 胞 を 用 い 、 VERB2抗 体
が マ ウ ス エ フ リ ン B2に 反 応 す る か 否 か を 検 討 し た 。 上 記 の 方 法 で 細 胞 を 染 色 し 、 フ ロ ー サ
イ ト メ ー タ ー を 用 い て 観 察 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 エ フ リ ン B2を 発 現 し な い BaF/3細 胞 に VERB2抗 体 で 染 色 し た も の は ネ
ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と 同 様 に 反 応 は 見 ら れ な か っ た （ 図 ３ 左 段 ） 。 一 方 、 BaF/3/エ フ リ
ン B2細 胞 で は 一 次 抗 体 無 し 、 あ る い は 一 次 抗 体 に コ ン ト ロ ー ル 抗 体 を 使 用 し た 場 合 に は 反
応 が 認 め ら れ な い の に 対 し 、 一 次 抗 体 に VERB2抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 、 反 応 が 認 め ら
れ た （ 図 ３ 右 段 ） 。 以 上 の こ と か ら 、 VERB2は ラ ッ ト お よ び マ ウ ス の エ フ リ ン B2を 認 識 す
る 抗 体 で あ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 同 時 に 市 販 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ SANTA CRUZ社 製 ） を 用 い て 、 同 様 の 検 討 を 行 っ た が
、 市 販 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 の コ ン ト ロ ー ル 抗 体 と 同 様 の 結 果 で あ っ た 。 従 っ て
、 市 販 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で は 使 用 で き な い こ と が わ か っ た
。
【 ０ １ ６ ６ 】
（ ２ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 免 疫 組 織 染 色
　 胎 児 期 に エ フ リ ン B2は 動 脈 に 発 現 す る が 静 脈 に は 発 現 し な い こ と が 報 告 さ れ て い る 。 し
か し 、 RNAを 検 出 す る こ と に よ る 証 明 は な さ れ て い る が 、 エ フ リ ン B2が タ ン パ ク 質 と し て
発 現 し て い る こ と は 証 明 さ れ て い な い 。 そ こ で 、 VERB2抗 体 を 用 い て 、 マ ウ ス 胎 児 の 組 織
切 片 を 用 い て 発 現 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 妊 娠 13日 目 の マ ウ ス の 子 宮 内 よ り 胎 児 を 実 体 顕 微 鏡 （ Leica製 ） 下 で 取 り 出 し 、 パ ラ ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド （ Wako社 製 ） を ４ ％ の 濃 度 で 含 む PBSに 2時 間 4℃ で 浸 透 し て 組 織 を 固 定 し
た 。 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 入 っ た PBSを 除 去 し 、 胎 児 組 織 を PBSで 2時 間 4℃ で PBSに 浸 透
し て 洗 浄 し た 。 胎 児 は 40％ メ タ ノ ー ル 、 70％ メ タ ノ ー ル を 含 む PBS、 100％ メ タ ノ ー ル で そ
れ ぞ れ 4℃ で 20分 間 脱 水 さ せ た 。 胎 児 を ナ イ フ を 用 い て 細 切 し 、 50％ ポ リ エ ス テ ル ワ ッ ク
ス （ 第 一 化 学 社 製 ） を 含 む メ タ ノ ー ル 溶 液 、 100％ ポ リ エ ス テ ル ワ ッ ク ス で そ れ ぞ れ 42℃
で 30～ 60分 間 ワ ッ ク ス を 浸 透 し た 。 さ ら に こ の 組 織 を カ セ ッ ト 内 で ワ ッ ク ス に 包 埋 し 、 ミ
ク ロ ト ー ム （ ヤ マ ト 科 学 社 製 ） を 用 い て 8μ mに 薄 切 し 、 ス ラ イ ド グ ラ ス 上 で 固 定 、 乾 燥 さ
せ た 。 こ の よ う に し て 作 製 し た 組 織 切 片 を 100％ の エ タ ノ ー ル で 脱 ワ ッ ク ス を 行 い 、 0.6％
の 過 酸 化 水 素 と 0.2％ の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む メ タ ノ ー ル に 室 温 で 30分 間 浸 透 し 、 内 因
性 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 不 活 化 を 行 っ た 。 続 い て 70％ メ タ ノ ー ル を 含 む PBS、 つ い で PBSの
順 に そ れ ぞ れ ５ 分 間 静 置 し て 、 親 水 し た 。 組 織 切 片 に ５ ％ ヤ ギ 血 清 お よ び 1％ BSAを 含 む PB
S（ ブ ロ ッ キ ン グ 液 ） を の せ 室 温 で 30分 間 浸 透 さ せ 、 二 次 抗 体 の ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。
ブ ロ ッ キ ン グ 液 を 捨 て 、 VERB2抗 体 を 最 終 濃 度 0.1～ 5μ g/mlに ブ ロ ッ キ ン グ 液 で 希 釈 し て
、 6～ 12時 間 室 温 あ る い は 4℃ で 反 応 さ せ た 。 抗 体 を 捨 て 、 0.05％ Tween20を 含 む PBS（ 洗 浄
液 ） 中 に 4℃ で 10分 間 浸 透 さ せ 、 洗 浄 液 を 捨 て た 。 こ の 操 作 を ３ 回 繰 り 返 し た 。 ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 ラ ッ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ Biosource社 製 ） を 100分 の １ ～ 500分 の １
の 濃 度 に ブ ロ ッ キ ン グ 液 で 希 釈 し 、 組 織 切 片 に の せ 、 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 。 二 次 抗 体
を 捨 て 、 洗 浄 液 で 上 記 と 同 様 切 片 を ３ 回 洗 浄 し た 。 組 織 切 片 に デ ィ ア ミ ノ ベ ン ジ デ ィ ン （
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DAB;同 人 化 学 社 製 ） を 250μ g/mlの 濃 度 で PBSに 溶 解 し た DAB溶 液 1mlに 対 し て 、 1.5％ 過 酸
化 水 素 を 5μ l添 加 し た 溶 液 を 発 色 液 と し て 用 い て 、 VERB2抗 体 に よ る エ フ リ ン B2の 発 現 を
解 析 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 VERB2抗 体 は 背 側 動 脈 に は 濃 青 色 の 反 応 が 認 め ら れ る の に 対 し て 、 大 静 脈 に は 反 応 が 認
め ら れ な か っ た 。 こ の こ と か ら 、 VERB2抗 体 は マ ウ ス の 胎 児 に お い て 、 動 脈 特 異 的 に 染 色
が 可 能 な 抗 体 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
（ ３ ） VERB2を 用 い た 腫 瘍 組 織 に お け る 血 管 の エ フ リ ン B2の 発 現 解 析
　 従 来 よ り エ フ リ ン B2は 胎 児 期 で は そ の 発 現 解 析 が す す め ら れ て い る も の の 、 成 体 の 病 変
部 に お い て は ま だ 詳 細 な 発 現 が 明 ら か に さ れ て い な い 。 そ こ で 、 成 体 で 血 管 新 生 が 生 じ る
腫 瘍 組 織 に お け る エ フ リ ン B2の 発 現 を VERB2抗 体 を 用 い て 検 討 し た 。 C57Bl/6マ ウ ス (SLC社
製 )に 植 え 付 け ら れ た Lewis lung carcinoma 肺 ガ ン 細 胞 を 腫 瘍 と し て 持 つ マ ウ ス か ら 腫 瘍
組 織 を 取 り 出 し 、 本 実 施 例 の （ １ ） と 同 様 の 方 法 で 処 理 し 、 組 織 切 片 を 作 成 し 、 VERB2抗
体 に よ り 本 実 施 例 の （ １ ） と 同 様 の 手 段 で 染 色 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 腫 瘍 周 囲 の 間 葉 系 組 織 内 で は 平 滑 筋 細 胞 に お お わ れ た 動 脈 の 血 管 内 皮 細 胞 お よ び 平 滑 筋
の 被 覆 の な い 静 脈 の 内 皮 細 胞 に お い て 、 染 色 が 確 認 で き 、 こ れ ら の 細 胞 は エ フ リ ン B2を 発
現 し て い る こ と が 確 認 で き た 。 ま た 、 腫 瘍 内 部 で は 、 ほ ぼ 全 て の 血 管 に お い て 、 エ フ リ ン
B2が 発 現 し て い る こ と が 確 認 で き た 。 以 上 の こ と か ら 、 腫 瘍 で は VERB2抗 体 は ほ ぼ す べ て
の 内 皮 細 胞 を 認 識 す る こ と か ら 、 VERB2抗 体 は 腫 瘍 の 診 断 や 血 管 新 生 の 抑 制 な ど の 治 療 に
有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ７ １ 】
（ ４ ） VERB2抗 体 に よ る 血 管 新 生 の 抑 制
　 成 体 中 の 組 織 に お け る 血 管 新 生 は 、 病 態 が 発 生 し た 時 に の み 観 察 さ れ る が 、 胎 児 期 に お
い て は 臓 器 の 形 成 が 盛 ん で あ り 血 管 新 生 が 進 行 し な い と マ ウ ス は 致 死 と な る 。 そ こ で 、 VE
RB2抗 体 を 妊 娠 マ ウ ス に 投 与 し 、 胎 児 の 血 管 新 生 に 影 響 を 与 え る か 否 か を 検 討 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 ８ 週 齢 の C57Bl/6妊 娠 マ ウ ス （ SLCよ り 購 入 ） に 経 胎 盤 的 に 母 体 か ら の IgGが 胎 児 に 浸 透
す る 妊 娠 ９ 日 以 降 か ら 、 VERB2抗 体 、 あ る い は コ ン ト ロ ー ル 抗 体 （ B220） を 、 一 匹 に つ き
１ ～ ５ mgを PBSで 希 釈 し 、 妊 娠 ９ 、 10、 11、 12日 に 腹 腔 内 投 与 し 、 13日 目 に 妊 娠 マ ウ ス の
子 宮 よ り 胎 児 を 実 体 顕 微 鏡 （ Leica製 ） 下 で 取 り 出 し 、 血 管 新 生 に つ い て 観 察 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 コ ン ト ロ ー ル の 抗 体 を 投 与 し た 母 胎 の 胎 児 と 比 較 し て 、 VERB2抗 体 を 投 与 し た 母 胎 の 胎
児 は 卵 黄 嚢 の 血 管 が 細 く 、 血 管 構 造 が 未 発 達 で あ っ た 。 ま た 、 頭 部 に お い て は コ ン ト ロ ー
ル の 抗 体 を 投 与 し た 母 胎 の 胎 児 と 比 較 し て 、 著 し く 血 管 が 細 く 、 ま た 血 管 数 が 減 少 し て い
た 。 ま た 、 血 管 数 の 減 少 に 応 じ て 赤 血 球 の 運 搬 が な さ れ ず 、 胎 児 は 貧 血 色 を 呈 し て い た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 以 上 の こ と か ら 、 VERB2は 血 管 新 生 を 顕 著 に 抑 制 す る こ と が 判 明 し 、 腫 瘍 や 慢 性 炎 症 性
疾 患 な ど で 病 態 の 悪 化 に 繋 が る 血 管 新 生 を 抑 制 す る 治 療 薬 と し て 本 発 明 の 抗 体 が 使 用 で き
る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
（ ５ ） VERB2に よ る 乳 腺 組 織 形 成 の 破 綻 の 誘 導
　 エ フ リ ン B2は 血 管 だ け で な く 、 乳 腺 上 皮 に 特 異 的 に 発 現 す る こ と が 報 告 さ れ て い る が （
Journal of Cell Science, 111, 2741 1998） 、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス が 発 生 初 期 に 致 死 と
な る た め 、 妊 娠 マ ウ ス に お い て 解 析 が 可 能 な 乳 腺 に お け る エ フ リ ン B2の 機 能 解 析 は な さ れ
て こ な か っ た 。 そ こ で 、 VERB2 抗 体 を 妊 娠 マ ウ ス に 投 与 す る こ と に よ り 乳 腺 の 発 生 に 関 し
て エ フ リ ン B2の 機 能 を 観 察 し た 。 上 記 （ ４ ） に 記 載 の ス ケ ジ ュ ー ル と 同 様 に VERB2抗 体 と
コ ン ト ロ ー ル 抗 体 を 妊 娠 マ ウ ス に 投 与 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
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　 2.4mgの VERB2抗 体 を 投 与 し た 場 合 に は 、 胎 児 は 全 て 妊 娠 14日 目 ま で に 致 死 と な っ た が 、
１ mgの VERB2抗 体 を 投 与 し た 場 合 は 出 生 す る マ ウ ス 新 生 児 が 確 認 さ れ た 。 新 生 児 は 正 常 に
出 生 し た が 、 発 育 が 遅 延 す る こ と が 判 明 し た 。 し か し 、 出 生 と 同 時 に VERB2抗 体 を 投 与 し
て い な い 妊 娠 マ ウ ス の ケ ー ジ に 新 生 児 を 移 し た 場 合 に は 、 上 記 の 発 育 が 遅 延 し て い た マ ウ
ス の 発 育 は 、 正 常 に な る こ と が 判 明 し た 。 こ れ は 、 VERB2抗 体 投 与 に よ り 、 妊 娠 マ ウ ス の
乳 腺 の 発 達 が 遅 延 す る た め 、 新 生 児 に 与 え ら れ る 母 乳 量 が 少 な く な る た め に 、 新 生 児 の 発
育 遅 延 が 生 じ る こ と が 判 明 し た 。 従 っ て 、 VERB2抗 体 は 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 （ 乳
腺 腫 、 乳 ガ ン な ど ） に 対 し 治 療 効 果 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ７ 】
【 図 １ 】 作 製 し た VERB2抗 体 の サ ブ ク ラ ス タ イ ピ ン グ の 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ 】 作 製 し た VERB2抗 体 を 用 い た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で の 、 ラ ッ ト 及 び マ ウ ス エ フ
リ ン B2を 染 色 し た 結 果 を 示 す 。
【 図 ３ 】 作 製 し た VERB2抗 体 を 用 い た フ ロ ー サ イ ト メ ロ リ ー の 結 果 を 示 す 。 左 段 の カ ラ ム
は エ フ リ ン B2を 発 現 し て い な い BaF/3細 胞 に 対 す る 、 右 段 の カ ラ ム は エ フ リ ン B2を 発 現 し
て い る BaF/3/エ フ リ ン B2細 胞 に 対 す る そ れ ぞ れ の 抗 体 の 反 応 性 を 示 す 。 図 は 上 か ら 、 一 次
抗 体 無 し 、 一 次 抗 体 に コ ン ト ロ ー ル 抗 体 、 一 次 抗 体 に VERB2抗 体 を 用 い た と き の 反 応 の 結
果 を そ れ ぞ れ 示 す 。
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【 図 ３ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 11月 11日 (2004.11.11)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 エ フ リ ン B2に 結 合 し 、 か つ 、 エ フ リ ン B2と エ リ ス ロ ポ エ チ ン ・ プ ロ デ ュ ー シ ン グ ・ ヘ パ
ト セ ル ラ ー ・ カ ル シ ノ ー マ B4（ EphB4； Erythropoietin producing hepatocellular carci
noma B4） と の 結 合 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 エ フ リ ン B2の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 ま た は
抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
　 エ フ リ ン B2が 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求
項 １ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ３ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ク ラ ス が IgGで あ る 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体
ま た は 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM BP-10100） か ら 生 産 さ れ る モ ノ ク
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ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体
断 片 。
【 請 求 項 ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM BP-10100） か ら 生 産 さ れ る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ～ ４ の
い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い て エ フ リ ン B2を 免 疫 学
的 に 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 検 出 す る 方 法 が 、 免 疫 組 織 染 色 法 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 検 出 す る 方 法 が 、 免 疫 細 胞 染 色 法 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い る エ フ リ ン B2の 検 出 用
試 薬 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い る エ フ リ ン B2の 定 量 用
試 薬 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い る エ フ リ ン B2が 関 与 す
る 疾 患 の 診 断 薬 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 が 、 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 診 断
薬 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 が 固 形 腫 瘍 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 未 熟 児 網 膜
症 お よ び 乾 鮮 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 診 断 薬 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 が 、 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の
診 断 薬 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 が 乳 腺 種 ま た は 乳 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 で あ る
請 求 項 １ ５ に 記 載 の 診 断 薬 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る エ
フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 の 治 療 薬 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 が 、 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 治 療
薬 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 血 管 新 生 が 関 与 す る 疾 患 が 固 形 腫 瘍 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 未 熟 児 網 膜
症 お よ び 乾 鮮 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 治 療 薬 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 エ フ リ ン B2が 関 与 す る 疾 患 が 、 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 で あ る 請 求 項 １ ７ に 記 載 の
治 療 薬 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 乳 腺 組 織 の 増 殖 を き た す 疾 患 が 乳 腺 種 ま た は 乳 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 で あ る
請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 治 療 薬 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
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　 請 求 項 ３ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ が ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM BP-10100） で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の
ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ３ 】
（ ４ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ク ラ ス が IgGで あ る （ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 。
（ ５ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM BP-10100） か ら 生 産 さ れ る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は
抗 体 断 片 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ４ 】
（ ６ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM BP-10100） か ら 生 産 さ れ る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る （ １ ） ～
（ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 。
（ ７ ） 　 （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 用 い て エ フ リ ン B2ま た
は エ フ リ ン B2発 現 細 胞 を 免 疫 学 的 に 検 出 す る 方 法 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ ２ ２ ） 　 （ ３ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド
ー マ 。
（ ２ ３ ） 　 ハ イ ブ リ ド ー マ が ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM BP-10100） で あ る 、 （ ２ ２ ） に
記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 具 体 例 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2が 生 産 す る ラ ッ
ト 抗 体 VERB2が あ げ ら れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2は 平 成 16年 8月 19日 付 で ブ ダ ペ ス ト 条 約
に 基 づ き 独 立 行 政 法 人 　 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 日 本 国 茨 城 県 つ く
ば 市 東 1丁 目 1番 地 １ 中 央 第 ６ ） に 受 託 番 号 FERM BP-10100と し て 寄 託 さ れ て い る 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
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【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 上 記 の ハ イ ブ リ ド ー マ VERB2（ FERM BP-1
0100） に よ り 生 産 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 な ど も 包 含 さ れ る 。
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摘要(译)

要解决的问题：提供抗体或抗体片段，其通过与ephrinB2结合并抑制
ephrinB2和ephB4的结合来抑制ephrinB2的生物学活性。 解决方案：本
发明涉及使用所述抗体或所述抗体片段结合在血管化组织细胞（例如肿
瘤）中表达的肝配蛋白B2，Ephrin B2或表达Ephrin B2的细胞的免疫的
抗体或抗体片段提供了使用所述抗体或所述抗体片段的涉及肝配蛋白B2
的疾病的诊断或治疗剂，以及产生所述抗体的杂交瘤。 【选择图】无
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