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(57)【要約】
　抗ＲＥＬＴモノクローナル抗体とこの抗体を使用する
方法が提供される。また、免疫細胞発達を調整する際、
及びサイトカイン産生を調整する際におけるＲＥＬＴポ
リペプチド及び核酸の使用方法も、提供される。



(2) JP 2009-526552 A 2009.7.23

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＲＥＬＴに特異的に結合する単離された抗体。
【請求項２】
　配列番号：４２～４９、５１～５８及び６０～６７のいずれかの各ＨＶＲ-Ｈ１、ＨＶ
Ｒ-Ｈ２及びＨＶＲ-Ｈ３から選択される、少なくとも一の高頻度可変(ＨＶＲ)配列を含ん
でなる、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　ＨＶＲ-Ｈ１、ＨＶＲ-Ｈ２、ＨＶＲ-Ｈ３から選択される少なくとも一の配列を含んで
なり、このときのＨＶＲ-Ｈ１がアミノ酸配列ａ　ｂ　ｃ　ｄ　ｅ　ｆ　ｇ　ｈ　ｉ　ｊ
を含み、このアミノ酸ａがグリシンであり、アミノ酸ｂがフェニルアラニンであり、アミ
ノ酸ｃがスレオニンであり、アミノ酸ｄがイソロイシンであり、アミノ酸ｅがスレオニン
、セリン及びアスパラギンから選択され、アミノ酸ｆがアスパラギン、グリシン、セリン
及びアスパラギン酸から選択され、アミノ酸ｇがスレオニン、セリン及びアスパラギンか
ら選択され、アミノ酸ｈがトリプトファン、チロシン及びセリンから選択され、アミノ酸
ｉがイソロイシンであり、そしてアミノ酸ｊがヒスチジンであり、このときのＨＶＲ-Ｈ
２がアミノ酸配列ｋ　ｌ　ｍ　ｎ　ｏ　ｐ　ｑ　ｒ　ｓ　ｔ　ｕ　ｖ　ｗ　ｘ　ｙ　ｚ　
ａ' ｂ' を含み、このアミノ酸ｋがグリシン及びアラニンから選択され、アミノ酸ｌがフ
ェニルアラニン、アルギニン、トリプトファン、グリシン、アスパラギン及びチロシンか
ら選択され、アミノ酸ｍがイソロイシンであり、アミノ酸ｎがセリン、チロシン、スレオ
ニン及びアスパラギンから選択され、アミノ酸ｏがプロリンであり、アミノ酸ｐがセリン
、アスパラギン、チロシン及びアラニンから選択され、アミノ酸ｑがグリシン、アスパラ
ギン、アスパラギン酸及びセリンから選択され、アミノ酸ｒがグリシンであり、アミノ酸
ｓがチロシン、アスパラギン、アスパラギン酸及びセリンから選択され、アミノ酸ｔがス
レオニンであり、アミノ酸ｕがアスパラギン、チロシン及びアスパラギン酸から選択され
、アミノ酸ｖがチロシンであり、アミノ酸ｗがアラニンであり、アミノ酸ｘがアスパラギ
ン酸であり、アミノ酸ｙがセリンであり、アミノ酸ｚがバリンであり、アミノ酸ａ' がリ
ジンであり、そしてアミノ酸ｂ'がグリシンであり、このときのＨＶＲ-Ｈ３がアミノ酸配
列ｃ' ｄ' ｅ' ｆ' ｇ' ｈ' ｉ' ｊ' ｋ' ｌ' ｍ' ｎ' ｏ' ｐ' ｑ' ｒ' ｓ' ｔ' ｕ' ｖ
'を含み、このアミノ酸ｃ'がアルギニン及びリジンから選択され、アミノ酸ｄ'がフェニ
ルアラニン、トリプトファン、セリン、グリシン、ロイシン及びアスパラギン酸から選択
され、アミノ酸ｅ'がロイシン、アスパラギン酸、アラニン、セリン及びアルギニンから
選択され、アミノ酸ｆ'がセリン、チロシン、グリシン、トリプトファン及びヒスチジン
から選択され、アミノ酸ｇ'がアスパラギン酸、イソロイシン、ロイシン、アラニン、ト
リプトファン及びバリンから選択され、アミノ酸ｈ'がグリシン、アスパラギン酸、アス
パラギン、トリプトファン、アラニン、スレオニン及びヒスチジンから選択され、アミノ
酸ｉ'がアラニン、グリシン、メチオニン、トリプトファン、アスパラギン酸及びグルタ
ミン酸から選択され、アミノ酸ｊ'がチロシン、トリプトファン、アスパラギン、バリン
、グリシン及びグルタミン酸から選択され、アミノ酸ｋ'がアラニン、バリン、グリシン
、ヒスチジン、グルタミン酸及びアルギニンから選択され、アミノ酸ｌ'がアルギニン、
チロシン、バリン、フェニルアラニン及びグリシンから選択され、アミノ酸ｍ'がアスパ
ラギン酸、スレオニン、メチオニン、グルタミン酸、チロシン及びアルギニンから選択さ
れ、アミノ酸ｎ'がチロシン、セリン、グルタミン酸、アラニン、アスパラギン酸及びプ
ロリンから選択されるか、又は存在せず、アミノ酸ｏ'がアラニン、チロシン、メチオニ
ン、トリプトファン及びバリンから選択されるか、又は存在せず、アミノ酸ｐ'がメチオ
ニン、アラニン、バリン及びグリシンから選択されるか、又は存在せず、アミノ酸ｑ'が
アルギニン、バリン、メチオニン及びアスパラギン酸から選択されるか、又は存在せず、
ｒ'がチロシン及びメチオニンから選択されるか、又は存在せず、ｓ'がバリンであるか又
は存在せず、ｔ'がメチオニンであるか又は存在せず、ｕ'がアスパラギン酸であり、ｖ'
がチロシンである、請求項２に記載の抗体。
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【請求項４】
　図５Ａ及び５ＢのクローンＣ２１、Ｃ１０、Ｅ５／Ｅ７、Ｆ４、Ｆ５、Ｈ７、Ｈ９及び
Ｈ１１に記載のものに対応するＨＶＲ-Ｈ１、ＨＶＲ-Ｈ２及びＨＶＲ-Ｈ３配列を含んで
なる、請求項１に記載の抗体。
【請求項５】
　配列番号：４９のＨＶＲ-Ｈ１配列、配列番号：５８のＨＶＲ-Ｈ２配列、及び配列番号
：６７のＨＶＲ-Ｈ３配列を含んでなる、請求項１に記載の抗体。
【請求項６】
　さらに、配列番号：１及び配列番号：２から選択される軽鎖高頻度可変配列を含んでな
る、請求項２から５のいずれか一に記載の抗体。
【請求項７】
　請求項１から６のいずれか一に記載の抗体と同じＲＥＬＴ上の抗原決定基に結合する単
離された抗体。
【請求項８】
　ＲＥＬＴへの結合に関して請求項１から７のいずれか一に記載の抗体と競合する単離さ
れた抗体。
【請求項９】
　ヒトのＲＥＬＴに特異的に結合する、請求項１から８のいずれか一に記載の抗体。
【請求項１０】
　少なくとも一のＲＥＬＴリガンドに対するＲＥＬＴの結合を阻害する、請求項１から９
のいずれか一に記載の抗体。
【請求項１１】
　少なくとも一のＲＥＬＴが媒介するシグナル伝達経路を阻害する、請求項１から９のい
ずれか一に記載の抗体。
【請求項１２】
　少なくとも一のＲＥＬＴが媒介するシグナル伝達経路を刺激する、請求項１から９のい
ずれか一に記載の抗体。
【請求項１３】
　ＲＥＬＴを発現する細胞からのＮＦ-κＢの産生を刺激する、請求項１から９のいずれ
か一に記載の抗体。
【請求項１４】
　ＲＥＬＴのアゴニストである、請求項１から９のいずれか一に記載の抗体。
【請求項１５】
　ＲＥＬＴのアンタゴニストである、請求項１から９のいずれか一に記載の抗体。
【請求項１６】
　請求項１から９のいずれか一に記載の抗体をコードする核酸分子。
【請求項１７】
　請求項１６に記載の核酸を含んでなるベクター。
【請求項１８】
　請求項１７に記載のベクターを含んでなる宿主細胞。
【請求項１９】
　請求項１から９のいずれか一に記載の抗体を産生することができる細胞株。
【請求項２０】
　抗体が産生される条件下で、抗体をコードする核酸分子を含む宿主細胞を培養すること
を含む、請求項１から９のいずれか一に記載の抗体の産生方法。　
【請求項２１】
　請求項１から１３のいずれか一に記載の抗体の有効量と薬学的に受容可能な担体を含有
する組成物。
【請求項２２】
　ＲＥＬＴポリペプチドを含有することが疑われる試料中のＲＥＬＴポリペプチドの存在
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を決定する方法であって、請求項１から９のいずれか一に記載の抗体に該試料を曝し、該
試料においてＲＥＬＴポリペプチドに対する少なくとも一の抗体の結合を決定することを
含む方法。
【請求項２３】
　患者においてＩＦＮ-αが原因となる、ＩＦＮ-αによって悪化する、又はＩＦＮ-αに
よって長引く疾患ないしは症状の治療方法であって、請求項１から９のいずれか一に記載
の少なくとも一の抗体の有効量を患者に投与することを含む方法。
【請求項２４】
　前記疾患ないしは症状が、該疾患ないしは症状のない場合のＩＦＮ-αレベルと比較し
て低減したＩＦＮ-αレベルが原因となる、低減したＩＦＮ-αによって悪化する、又は低
減したＩＦＮ-αによって長引くものである、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記疾患ないしは症状が、該疾患ないしは症状のない場合のＩＦＮ-αレベルと比較し
て増加したＩＦＮ-αレベルが原因となる、増加したＩＦＮ-αによって悪化する、又は増
加したＩＦＮ-αによって長引くものである、請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　ＲＥＬＴの可溶型の有効量を患者に投与することを含む、患者のＩＦＮ-αに関連する
疾患ないしは症状の治療のための方法。　
【請求項２７】
　前記患者が哺乳類の患者である、請求項２３から２６のいずれか一に記載の方法。
【請求項２８】
　前記患者がヒトである、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記疾患ないしは症状が細胞増殖性疾患、感染症、免疫性／炎症性疾患及びインターフ
ェロン関連の疾患のうちの少なくとも一から選択される、請求項２３から２６のいずれか
一に記載の方法。
【請求項３０】
　前記免疫性／炎症性疾患が狼瘡、喘息及びアレルギー性鼻炎から選択される、請求項２
９に記載の方法。　
【請求項３１】
　前記感染症が微生物感染症、ウイルス感染症及び真菌感染症から選択される、請求項２
９に記載の方法。
【請求項３２】
　前記細胞増殖性疾患が骨髄形成異常症候群(ＭＤＳ)及び癌から選択される、請求項２９
に記載の方法。　
【請求項３３】
　ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴの発現を阻害することを含む、従来の樹状細
胞(ｃＤＣ)と比較してＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞から産生される形質細胞様樹状細胞(
ｐＤＣ)の割合を増やすための方法。
【請求項３４】
　ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴ活性を阻害することを含む、従来の樹状細胞(
ｃＤＣ)と比較してＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞から産生される形質細胞様樹状細胞(ｐ
ＤＣ)の割合を増やすための方法。
【請求項３５】
　ＲＥＬＴの発現又は活性の阻害に、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴを破壊す
ることが含まれる、請求項３３又は３４に記載の方法。
【請求項３６】
　ＲＥＬＴの発現又は活性の阻害に、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞にＲＥＬＴに対する
オリゴヌクレオチドアンチセンスを投与することが含まれる、請求項３３又は３４に記載
の方法。
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【請求項３７】
　ＲＥＬＴの発現又は活性の阻害に、ＲＥＬＴの正常リガンドに対するＲＥＬＴの結合を
阻害する抗体をＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞に投与することが含まれる、請求項３３又
は３４に記載の方法。
【請求項３８】
　ＲＥＬＴの発現又は活性の阻害がインビボで生じる、請求項３３から３７のいずれか一
に記載の方法。
【請求項３９】
　ＲＥＬＴの発現又は活性の阻害がインビトロで生じる、請求項３３から３７のいずれか
一に記載の方法。
【請求項４０】
　ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴの発現を刺激することを含む、従来の樹状細
胞と比較してＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞から産生される形質細胞様樹状細胞の割合を
低減するための方法。　
【請求項４１】
　ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴの活性を刺激することを含む、従来の樹状細
胞と比較してＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞から産生される形質細胞様樹状細胞の割合を
低減するための方法。　
【請求項４２】
　ＲＥＬＴの発現又は活性の刺激に、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞に対するＲＥＬＴを
アゴナイズする抗体を投与することが含まれる、請求項４０又は４１に記載の方法。
【請求項４３】
　哺乳動物のＲＥＬＴの発現を阻害することを含む、哺乳動物におけるＩＦＮ-α産生を
増加するための方法。　
【請求項４４】
　哺乳動物のＲＥＬＴ活性を阻害することを含む、哺乳動物におけるＩＦＮ-α産生を増
加するための方法。
【請求項４５】
　哺乳動物のＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴの発現を刺激することを含む、哺
乳動物におけるＩＦＮ-α産生を低減するための方法。
【請求項４６】
　哺乳動物のＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴの活性を刺激することを含む、哺
乳動物におけるＩＦＮ-α産生を低減するための方法。 
【請求項４７】
　哺乳動物において発現するＲＥＬＴの量を検出することを含む、哺乳動物の異常なＩＦ
Ｎ-αレベルに関連する疾患ないしは症状を診断するための方法。
【請求項４８】
　前記疾患ないしは症状が、細胞増殖性疾患、感染症、免疫性／炎症性疾患及びインター
フェロン関連の疾患のうちの少なくとも一から選択される、請求項４７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
（発明の分野）
　本発明は、免疫細胞の発達を調整する際及び、サイトカイン産生を調整する際における
ＲＥＬＴポリペプチド及び核酸の使用方法の分野に関する。また、本発明は、抗ＲＥＬＴ
抗体、特にＲＥＬＴ発現細胞からのサイトカイン産生のアゴニストである抗ＲＥＬＴ抗体
の分野に関する。
【０００２】
(発明の背景)
　Ｉ型インターフェロン(ＩＦＮ)は、多種多様な細胞種に対して多面的効果を有するサイ
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トカインである。ＩＦＮは、その抗ウイルス活性が最も知られているが、抗細菌性、抗原
生動物性、免疫調節性、及び細胞増殖調整機能も有する(van den Broek等, Immunol. Rev
. 148: 5-18 (1995)；Pfeffer等, Cancer Res. 58: 2489-99 (1998))。Ｉ型インターフェ
ロンは、インターフェロン-α(ＩＦＮ-α)とインターフェロン-β(ＩＦＮ-β)とを含む。
【０００３】
　ＩＦＮ産生細胞(ＩＰＣ)としても知られるマウスＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０＋ＣＤ１１ｂ－

ＣＤ４５ＲＢ＋形質細胞様樹状細胞(ｐＤＣ)は、特有の形質細胞様形態を表し、非メチル
化ＣｐＧオリゴデオキシヌクレオチド又は広範囲のＤＮＡ又はＲＮＡウイルスに曝される
とＩ型ＩＦＮを確実に産生する(Colonna等, Nat. Immunol. 5: 1219-26 (2004)；Hochrei
n等, Hum. Immunol. 63: 1103-10 (2002)；Nakano等, J. Exp. Med. 194: 1171-8 (2001)
；Diebold等, Science 303: 1529-31 (2004)；Dalod等, J. Exp. Med. 195: 517-28 (200
2)；Asselin-Paturel等, Nat. Immunol. 2: 1144-50 (2001)；及びLund等, J. Exp. Med.
 198: 513-20 (2003))。このＩＦＮ産生は、Ｔｏｌｌ様レセプター７及び９及び下流のア
ダプターＭｙＤ８８に依存している(Diebold等, Science 303: 1529-31 (2004)；Lund等,
 J. Exp. Med. 198: 513-20 (2003)；Krug等, Immunity 21: 107-19 (2004)；Hemmi等, J
. Immunol. 170: 3059-64 (2003))。マウスのサイトメガロウイルス(ＭＣＭＶ)などの特
定のウイルスに感染したマウスにおいて、ｐＤＣは主要な、おそらく唯一のＩＦＮ-αの
供給源である(Dalod等, J. Exp. Med. 195: 517-28 (2002)；Asselin-Paturel等, Nat. I
mmunol. 2: 1144-50 (2001))。抗原特異的ナイーブＴ細胞を抗原刺激する(Colonna等, Na
t. Immunol. 5: 1219-26 (2004)；Banchereau等, Nature 392: 245-52 (1998))「専門の
」抗原提示細胞の異なるサブセットである従来のＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０－ＤＣ(ｃＤＣ)と
ｐＤＣの発達と協同作用は、所定の病原体に対する適切な免疫応答の生成に重要である。
また、ｐＤＣは、狼瘡などの自己免疫性疾患(例えばRonnblom, J. Exp. Med. 194: F59 (
2001)を参照)、アレルギー性鼻炎及び喘息などの免疫性疾患(Jahnsen等, J. Immunol. 16
5: 4062-4068 (2000)；Matsuda等, Am. J. Resp. Crit. Care Med. 166: 1050-1054 (200
2))、及び癌(例えばZou等, Nat. Med. 7: 1339-1346 (2001)に記載の卵巣癌、及びMa等, 
Leukemia 18(9): 1451-1456 (2004)に記載の骨髄異形成症候群(ＭＤＳ))の発達及び病態
生理において重要な役割を果たすことが示唆されている。
【０００４】
　マウス骨髄内の共通のリンパ球前駆細胞(ＣＬＰ)及び共通の骨髄系前駆細胞(ＣＭＰ)は
ともにｃＤＣとｐＤＣの細胞集団を生じさせうるのに対して(Shigematsu等, Immunity 21
: 43-53)、末梢血内のＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣクラスII－サブセットは、ｐＤＣ及びｃＤＣサ
ブセットに対する直接の前駆物質を含む集団として同定されている(del Hoyo等, Nature 
415: 1043-7 (2002))。マウスの遺伝子ターゲッティング研究により、ｃＤＣの発達を調
節するいくつかの細胞内シグナル伝達分子及び転写因子が同定されている。ＩＦＮ調節因
子(ＩＲＦ)２、ＩＲＦ４、Ｉｋａｒｏｓ、ＲｅｌＢ、ＴＲＡＦ６及びＰＵ.1はそれぞれ、
ｃＤＣ発達に必須である(Ardavin等, Nat. Rev. Immunol. 3: 582-90 (2003))。ｐＤＣ発
達についてはあまり知られていない。ＩＲＦ８／ＩＦＮコンセンサス配列結合タンパク質
(ＩＣＳＢＰ)を欠くマウスはｐＤＣ発達を欠損しているが、これらのマウスでは骨髄系細
胞及びｃＤＣの発達も障害されている(Tsujimura等, J. Immunol. 170: 1131-5 (2003))
。ｐＤＣ及びｃＤＣへの前駆細胞の分化は、マウス又はｆｍｓ関連のチロシンキナーゼ３
リガンド(ＦＬＴ３Ｌ)による骨髄細胞培養物において刺激される(Vollstedt等, J. Exp. 
Med. 197: 575-84 (2003)；Gilliet等, J. Exp. Med. 195: 953-8 (2002))。
【０００５】
　特定のＴＮＦレセプター及びそのリガンドは、樹状細胞活性化及び活性の重要なメディ
エーターとして同定されている(Anderson等, Nature 390: 175-179 (1997)。ＴＮＦレセ
プタースーパーファミリ(ＴＮＦＲＳＦ)は少なくとも２９のメンバーからなり、そのほと
んどはＩ型必須膜タンパク質である。これらのレセプターは、細胞外システイン-リッチ
ドメイン(ＣＲＤ)を保存しており、このドメインは一般的に、３つのジスルフィド結合に
よって架橋される６つのシステイン残基を含むシュードリピートである。ＴＮＦＲＳＦメ
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ンバーは、その同族リガンドと結合したときに生じる生物学的な現象、例えば細胞生存、
細胞死、増殖及び分化を促す(Locksley等, Cell 104: 487-501 (2001)；Bodmer等, Trend
s Biochem. Sci. 27: 19-26 (2002))。
【０００６】
　ＴＮＦＲＳＦには、特定のリガンドが同定されている様々なオーファンレセプター、例
えばリンパ球組織で発現するレセプター(ＲＥＬＴ)／ＴＮＦＲＳＦ１９Ｌがある(Sica等,
 Blood 97: 2702-7 (2001))。ＲＥＬＴは、２つのＣＲＤを有するＩ型細胞表面タンパク
質である。異所的に発現される場合、ＲＥＬＴは、先天的及び後天的な免疫のために必要
な遺伝子の発現のために必須な転写因子であるＮＦ-κＢ(id.)を活性化する(Bonizzi等, 
Trends Immunol. 25: 280-8 (2004))。ＲＥＬＴ ｍＲＮＡ発現は、脾臓やリンパ節などの
リンパ系組織に非常に限定されているようである(Sica等, Blood 97: 2702-7 (2001))。
免疫細胞の調節及び機能におけるＲＥＬＴの役割を理解することによって、免疫疾患の治
療のための新規な手法が提供されるであろう。
【０００７】
　特許出願及び公開公報を含む本明細書中で引用したすべての文献は、その全体が出典明
記によって援用される。
【０００８】
（発明の説明）
　特定の免疫細胞の発達を調整する際及び、特定の免疫細胞からのサイトカイン産生を調
整する際におけるＲＥＬＴポリペプチド及び核酸の使用方法が提供される。また、ＲＥＬ
Ｔに結合する及び／又はＲＥＬＴに関係する生物学的活性を調節することができる新規の
抗体が提供される。
　一実施態様では、ＲＥＬＴに特異的に結合する単離された抗体が提供される。一実施態
様では、配列番号：４２～４９、５１～５８及び６０～６７のいずれかの各ＨＶＲ-Ｈ１
、ＨＶＲ-Ｈ２及びＨＶＲ-Ｈ３から選択される、少なくとも一の高頻度可変(ＨＶＲ)配列
を含んでなる単離された抗体が提供される。一態様では、単離された抗体はＲＥＬＴに特
異的に結合する。他の態様では、単離された抗体はさらに、配列番号：１及び配列番号：
２から選択される軽鎖高頻度可変配列を含んでなる。他の態様では、抗体はヒトのＲＥＬ
Ｔに特異的に結合する。他の態様では、抗体は、少なくとも一のＲＥＬＴリガンドへのＲ
ＥＬＴの結合を阻害する。他の態様では、抗体はＲＥＬＴのアンタゴニストである。他の
態様では、抗体は、少なくとも一のＲＥＬＴが媒介するシグナル伝達経路を阻害する。他
の態様では、抗体は、ＲＥＬＴを発現する細胞からのＮＦ-κＢの産生を刺激する。他の
態様では、抗体はＲＥＬＴのアゴニストである。他の態様では、抗体は少なくとも一のＲ
ＥＬＴが媒介するシグナル伝達経路を刺激する。
【０００９】
　他の実施態様では、ＨＶＲ-Ｈ１、ＨＶＲ-Ｈ２、ＨＶＲ-Ｈ３から選択される少なくと
も一の配列を含んでなり、このときのＨＶＲ-Ｈ１がアミノ酸配列ａ　ｂ　ｃ　ｄ　ｅ　
ｆ　ｇ　ｈ　ｉ　ｊを含み、このアミノ酸ａがグリシンであり、アミノ酸ｂがフェニルア
ラニンであり、アミノ酸ｃがスレオニンであり、アミノ酸ｄがイソロイシンであり、アミ
ノ酸ｅがスレオニン、セリン及びアスパラギンから選択され、アミノ酸ｆがアスパラギン
、グリシン、セリン及びアスパラギン酸から選択され、アミノ酸ｇがスレオニン、セリン
及びアスパラギンから選択され、アミノ酸ｈがトリプトファン、チロシン及びセリンから
選択され、アミノ酸ｉがイソロイシンであり、そしてアミノ酸ｊがヒスチジンであり、こ
のときのＨＶＲ-Ｈ２がアミノ酸配列ｋ　ｌ　ｍ　ｎ　ｏ　ｐ　ｑ　ｒ　ｓ　ｔ　ｕ　ｖ
　ｗ　ｘ　ｙ　ｚ ａ' ｂ'を含み、このアミノ酸ｋがグリシン及びアラニンから選択され
、アミノ酸ｌがフェニルアラニン、アルギニン、トリプトファン、グリシン、アスパラギ
ン及びチロシンから選択され、アミノ酸ｍがイソロイシンであり、アミノ酸ｎがセリン、
チロシン、スレオニン及びアスパラギンから選択され、アミノ酸ｏがプロリンであり、ア
ミノ酸ｐがセリン、アスパラギン、チロシン及びアラニンから選択され、アミノ酸ｑがグ
リシン、アスパラギン、アスパラギン酸及びセリンから選択され、アミノ酸ｒがグリシン
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であり、アミノ酸ｓがチロシン、アスパラギン、アスパラギン酸及びセリンから選択され
、アミノ酸ｔがスレオニンであり、アミノ酸ｕがアスパラギン、チロシン及びアスパラギ
ン酸から選択され、アミノ酸ｖがチロシンであり、アミノ酸ｗがアラニンであり、アミノ
酸ｘがアスパラギン酸であり、アミノ酸ｙがセリンであり、アミノ酸ｚがバリンであり、
アミノ酸ａ'がリジンであり、そして、アミノ酸ｂ'がグリシンであり、ここでのＨＶＲ-
Ｈ３がアミノ酸配列ｃ' ｄ' ｅ' ｆ' ｇ' ｈ' ｉ' ｊ' ｋ' ｌ' ｍ' ｎ' ｏ' ｐ' ｑ' ｒ
' ｓ' ｔ' ｕ' ｖ'を含み、このアミノ酸ｃ'がアルギニン及びリジンから選択され、アミ
ノ酸ｄ'がフェニルアラニン、トリプトファン、セリン、グリシン、ロイシン及びアスパ
ラギン酸から選択され、アミノ酸ｅ'がロイシン、アスパラギン酸、アラニン、セリン及
びアルギニンから選択され、アミノ酸ｆ'がセリン、チロシン、グリシン、トリプトファ
ン及びヒスチジンから選択され、アミノ酸ｇ'がアスパラギン酸、イソロイシン、ロイシ
ン、アラニン、トリプトファン及びバリンから選択され、アミノ酸ｈ'がグリシン、アス
パラギン酸、アスパラギン、トリプトファン、アラニン、スレオニン及びヒスチジンから
選択され、アミノ酸ｉ'がアラニン、グリシン、メチオニン、トリプトファン、アスパラ
ギン酸及びグルタミン酸から選択され、アミノ酸ｊ'がチロシン、トリプトファン、アス
パラギン、バリン、グリシン及びグルタミン酸から選択され、アミノ酸ｋ'がアラニン、
バリン、グリシン、ヒスチジン、グルタミン酸及びアルギニンから選択され、アミノ酸ｌ
'がアルギニン、チロシン、バリン、フェニルアラニン及びグリシンから選択され、アミ
ノ酸ｍ'がアスパラギン酸、スレオニン、メチオニン、グルタミン酸、チロシン及びアル
ギニンから選択され、アミノ酸ｎ'がチロシン、セリン、グルタミン酸、アラニン、アス
パラギン酸及びプロリンから選択されるか、又は存在せず、アミノ酸ｏ'がアラニン、チ
ロシン、メチオニン、トリプトファン及びバリンから選択されるか、又は存在せず、アミ
ノ酸ｐ'がメチオニン、アラニン、バリン及びグリシンから選択されるか、又は存在せず
、アミノ酸ｑ'がアルギニン、バリン、メチオニン及びアスパラギン酸から選択されるか
、又は存在せず、ｒ'がチロシン及びメチオニンから選択されるか、又は存在せず、ｓ'が
バリンであるか又は存在せず、ｔ'がメチオニンであるか又は存在せず、ｕ'がアスパラギ
ン酸であり、ｖ'がチロシンである、単離された抗体が提供される。一態様では、単離さ
れた抗体はＲＥＬＴに特異的に結合する。一態様では、単離された抗体はさらに、配列番
号：１及び配列番号：２から選択される軽鎖高頻度可変配列を含んでなる。他の態様では
、抗体はヒトのＲＥＬＴに特異的に結合する。他の態様では、抗体は、少なくとも一のＲ
ＥＬＴリガンドに対するＲＥＬＴの結合を阻害する。他の態様では、抗体はＲＥＬＴのア
ンタゴニストである。他の態様では、抗体は、少なくとも一のＲＥＬＴが媒介するシグナ
ル伝達経路を阻害する。他の態様では、抗体は、ＲＥＬＴを発現する細胞からのＮＦ-κ
Ｂの産生を刺激する。他の態様では、抗体はＲＥＬＴのアゴニストである。他の態様では
、抗体は、少なくとも一のＲＥＬＴが媒介するシグナル伝達経路を刺激する。
【００１０】
　他の実施態様では、図５Ａ及び５ＢのクローンＣ２１、Ｃ１０、Ｅ５／Ｅ７、Ｆ４、Ｆ
５、Ｈ７、Ｈ９及びＨ１１に記載のものに対応するＨＶＲ-Ｈ１、ＨＶＲ-Ｈ２及びＨＶＲ
-Ｈ３配列を含んでなる単離された抗体が提供される。一態様では、単離された抗体はＲ
ＥＬＴに特異的に結合する。一態様では、単離された抗体はさらに、配列番号：１及び配
列番号：２から選択される軽鎖高頻度可変配列を含んでなる。他の態様では、抗体はヒト
のＲＥＬＴに特異的に結合する。他の態様では、抗体は、少なくとも一のＲＥＬＴリガン
ドへのＲＥＬＴの結合を阻害する。他の態様では、抗体はＲＥＬＴのアンタゴニストであ
る。他の態様では、抗体は、少なくとも一のＲＥＬＴが媒介するシグナル伝達経路を阻害
する。他の態様では、抗体は、ＲＥＬＴを発現する細胞からのＮＦ-κＢの産生を刺激す
る。他の態様では、抗体はＲＥＬＴのアゴニストである。他の態様では、抗体は、少なく
とも一のＲＥＬＴが媒介するシグナル伝達経路を刺激する。
【００１１】
　他の実施態様では、配列番号：４９のＨＶＲ-Ｈ１配列、配列番号：５８のＨＶＲ-Ｈ２
配列、及び配列番号：６７のＨＶＲ-Ｈ３配列を含んでなる単離された抗体が提供される
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。一態様では、単離された抗体はさらに、配列番号：１及び配列番号：２から選択される
軽鎖高頻度可変配列を含んでなる。一態様では、抗体はヒトのＲＥＬＴに特異的に結合す
る。他の態様では、抗体は、少なくとも一のＲＥＬＴリガンドへのＲＥＬＴの結合を阻害
する。他の態様では、抗体はＲＥＬＴのアンタゴニストである。他の態様では、抗体は、
少なくとも一のＲＥＬＴが媒介するシグナル伝達経路を阻害する。他の態様では、抗体は
、ＲＥＬＴを発現する細胞からのＮＦ-κＢの産生を刺激する。他の態様では、抗体はＲ
ＥＬＴのアゴニストである。他の態様では、抗体は、少なくとも一のＲＥＬＴが媒介する
シグナル伝達経路を刺激する。
【００１２】
　他の実施態様では、上記のいずれか一の抗体と同じＲＥＬＴ上の抗原決定基に結合する
単離された抗体が提供される。ある実施態様では、ＲＥＬＴへの結合に関して上記のいず
れか一の抗体と競合する単離された抗体が提供される。
　本発明の抗体はあらゆる形態であってもよい。例えば、本発明の抗体は、キメラ抗体、
ヒト化抗体又はヒト抗体であってもよい。一実施態様では、本発明の抗体はヒト抗体でな
く、例えばマウス異物において産生される抗体でない(例えば国際公開第９６／３３７３
５号に記載される)。本発明の抗体は、完全長又はその断片(例えば抗原結合成分を含む断
片)であってもよい。
【００１３】
　一態様では、本発明の抗体をコードする核酸分子が提供される。一態様では、核酸を含
んでなるベクターが提供される。一態様では、ベクターを含んでなる宿主細胞が提供され
る。一態様では、本発明の抗体を生産することができる細胞株が提供される。一態様では
、抗体が産生される条件下で、抗体をコードする核酸分子を含む宿主細胞を培養すること
を含む、本発明の抗体の産生方法が提供される。一態様では、本発明の抗体の有効量と薬
学的に受容可能な担体を含有する組成物が提供される。
　他の実施態様では、ＲＥＬＴポリペプチドを含有することが疑われる試料中のＲＥＬＴ
ポリペプチドの存在を決定する方法であって、本発明のいずれか一に記載の抗体に該試料
を曝し、該試料においてＲＥＬＴポリペプチドに対する少なくとも一の抗体の結合を決定
することを含む方法が提供される。
【００１４】
　他の実施態様では、患者においてＩＦＮ-αが原因となる、ＩＦＮ-αによって悪化する
、又はＩＦＮ-αによって長引く疾患ないしは症状の治療方法であって、本発明のいずれ
か一に記載の少なくとも一の抗体の有効量を患者に投与することを含む方法が提供される
。ある態様では、疾患ないしは症状は、該疾患ないしは症状のない場合のＩＦＮ-αレベ
ルと比較して低減したＩＦＮ-αレベルが原因となる、低減したＩＦＮ-αによって悪化す
る、又は低減したＩＦＮ-αによって長引くものである。ある態様では、疾患ないしは症
状は、該疾患ないしは症状のない場合のＩＦＮ-αレベルと比較して増加したＩＦＮ-αレ
ベルが原因となる、増加したＩＦＮ-αによって悪化する、又は増加したＩＦＮ-αによっ
て長引くものである。他の実施態様では、ＲＥＬＴの可溶型の有効量を患者に投与するこ
とを含む、患者のＩＦＮ-αに関連する疾患ないしは症状の治療のための方法が提供され
る。
【００１５】
　一態様では、患者は哺乳類の患者である。他の態様では、患者はヒトである。他の態様
では、疾患ないしは症状は細胞増殖性疾患、感染症、免疫性／炎症性疾患及びインターフ
ェロン関連の疾患のうちの少なくとも一から選択される。他の態様では、免疫性／炎症性
疾患は、狼瘡、喘息及びアレルギー性鼻炎から選択される。他の態様では、感染症は、微
生物感染症、ウイルス感染症及び真菌感染症から選択される。他の態様では、細胞増殖性
疾患は、骨髄異形成症候群(ＭＤＳ)及び癌から選択される。
【００１６】
　他の実施態様では、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴの発現を阻害することを
含む、従来の樹状細胞(ｃＤＣ)と比較してＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞から産生される
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形質細胞様樹状細胞(ｐＤＣ)の割合を増やすための方法が提供される。他の実施態様では
、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴ活性を阻害することを含む、従来の樹状細胞(
ｃＤＣ)と比較してＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞から産生される形質細胞様樹状細胞(ｐ
ＤＣ)の割合を増やすための方法が提供される。一態様では、ＲＥＬＴの発現又は活性の
阻害に、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴを破壊することが含まれる。他の態様
では、ＲＥＬＴの発現又は活性の阻害に、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞にＲＥＬＴに対
するオリゴヌクレオチドアンチセンスを投与することが含まれる。他の態様では、ＲＥＬ
Ｔの発現又は活性の阻害に、ＲＥＬＴの正常リガンドに対するＲＥＬＴの結合を阻害する
抗体をＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞に投与することが含まれる。他の態様では、ＲＥＬ
Ｔの発現又は活性の阻害がインビボで生じる。他の態様では、ＲＥＬＴの発現又は活性の
阻害がインビトロで生じる。
【００１７】
　他の実施態様では、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴの発現を刺激することを
含む、従来の樹状細胞と比較してＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞から産生される形質細胞
様樹状細胞の割合を低減するための方法が提供される。他の実施態様では、ＣＤ１１ｃ＋

ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴの活性を刺激することを含む、従来の樹状細胞と比較してＣ
Ｄ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞から産生される形質細胞様樹状細胞の割合を低減するための
方法が提供される。一態様では、ＲＥＬＴの発現又は活性の刺激に、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ
 II－細胞に対するＲＥＬＴをアゴナイズする抗体を投与することが含まれる。
【００１８】
　他の実施態様では、哺乳動物のＲＥＬＴの発現を阻害することを含む、哺乳動物におけ
るＩＦＮ-α産生を増加するための方法が提供される。他の実施態様では、哺乳動物のＲ
ＥＬＴ活性を阻害することを含む、哺乳動物におけるＩＦＮ-α産生を増加するための方
法が提供される。
　他の実施態様では、哺乳動物のＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴの発現を刺激
することを含む、哺乳動物におけるＩＦＮ-α産生を低減するための方法が提供される。
他の実施態様では、哺乳動物のＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞のＲＥＬＴの活性を刺激す
ることを含む、哺乳動物におけるＩＦＮ-α産生を低減するための方法が提供される。
　他の実施態様では、哺乳動物において発現するＲＥＬＴの量を検出することを含む、哺
乳動物の異常なＩＦＮ-αレベルに関連する疾患ないしは症状を診断するための方法が提
供される。一態様では、疾患ないしは症状が、細胞増殖性疾患、感染症、免疫性／炎症性
疾患及びインターフェロン関連の疾患のうちの少なくとも一から選択される。
【００１９】
（発明を実施するための形態）
一般的技術
　特に示さない限り、本発明の実施には、当業者の技量内にある分子生物学(組換え技術
を含む)、細菌学、細胞生物学、生化学、及び免疫学の一般的な技術を用いる。このよう
な技術は、文献、例えば「Molecular Cloning：A Laboratory Manual」第3版(Sambrook等
, 2001)；「Oligonucleotide Synthesis」(M. J. Gait編, 1984)；「Animal Cell Cultur
e」(R. I. Freshney編, 1987)；「Methods in Enzymology」(Academic Press, Inc.)；「
Current Protocols in Molecular Biology」(F. M. Ausubel等編, 1987, 及び定期更新物
)；「PCR：The Polymerase Chain Reaction」(Mullis等編, 1994)；PCR2:A Practical Ap
proach (M. J. MacPherson, B. D. Hames 及び G. R. Taylor編(1995)); Harlow及びLane
, 編 (1988 Antibodies, A Laboratory Manual; 「A Practical Guide to Molecular Clo
ning」(Perbal Bernard V., 1988；及び「Phage Display: A Laboratory Manual」(Barba
s等, 2001)に十分に説明されている。
【００２０】
定義
　本明細書中で用いる、「リンパ系組織で発現されるレセプター(Receptor Expressed in
 Lymphoid Tissues)」及び「ＲＥＬＴ」なる用語は、ＲＥＬＴの天然及び合成のポリペプ
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チドのすべての種類として定められ、その例としては限定するものではないが、完全長Ｒ
ＥＬＴポリペプチド、シグナル配列が取り除かれたＲＥＬＴポリペプチドの成熟形態及び
ＲＥＬＴポリペプチドの可溶性形態がある。
【００２１】
　「単離された」抗体とは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収さ
れたものである。その自然環境の汚染成分とは、抗体の診断又は治療的な使用を妨害する
物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる
。一実施態様では、タンパク質は、(１)例えばローリー法で測定した場合９５％を越える
抗体、一部の実施態様では９９重量％を超えるまで、(２)例えばスピニングカップシーク
エネーターを使用することにより、少なくとも１５のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列の
残基を得るのに充分なほど、あるいは、(３)例えばクーマシーブルーあるいは銀染色を用
いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一になるまで充分なほど精
製される。抗体の自然環境の少なくとも一の成分が存在しないため、単離された抗体には
、組換え細胞内のインサイツでの抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗
体は少なくとも一の精製工程により調製される。
【００２２】
　本明細書中で用いる、「抗ＲＥＬＴ抗体」なる用語は、ＲＥＬＴに特異的に結合可能で
ある抗体を指す。
【００２３】
　ここで用いる「実質的に類似」、「実質的に同じ」、「等価な」、又は「実質的に等価
な」という句は、当業者が２つの数値(例えば、分子に関連するもの、及び参照／比較分
子に関連する他のもの)の差異に、該値(例えばＫｄ値)によって測定される生物学的性質
上わずかに又は全く生物学的及び／又は統計学的有意差がないと認められるほど、２つの
数値が有意に類似していることを意味する。前記２つの値間の差異は、参照／比較分子の
値の例えば約５０％以下、約４０％以下、約３０％以下、約２０％以下、及び／又は約１
０％以下である。
【００２４】
　ここで用いる「実質的に減少」、又は「実質的に異なる」という句は、当業者が２つの
数値(一般に、分子に関連するもの、及び参照／比較分子に関連する他のもの)の差異に、
該値(例えばＫｄ値)によって測定される生物学的性質上統計学的に有意であると認められ
るほど、２つの数値が有意に異なっていることを意味する。前記２つの値間の差異は、参
照／比較分子の値の、例えば約１０％より大きく、約２０％より大きく、約３０％より大
きく、約４０％より大きく、及び／又は約５０％より大きい。
【００２５】
　一般的に「結合親和性」は、分子(例えば抗体)の単一結合部位とその結合パートナー(
例えば抗原)との間の非共有結合的な相互作用の総合的な強度を意味する。特に明記しな
い限り、「結合親和性」は、結合対のメンバー(例えば抗体と抗原)間の１：１相互作用を
反映する内因性結合親和性を意味する。一般的に、分子ＸのそのパートナーＹに対する親
和性は、解離定数(Ｋｄ)として表される。親和性は、本明細書中に記載のものを含む当業
者に公知の共通した方法によって測定することができる。低親和性抗体は抗原にゆっくり
結合して素早く解離する傾向があるのに対し、高親和性抗体は抗原により密接により長く
結合したままとなる。結合親和性の様々な測定方法が当分野で公知であり、それらの何れ
かを本発明のために用いることができる。以下に具体的な例示的実施態様を記載する。
【００２６】
　一実施態様では、本発明の「Ｋｄ」又は「Ｋｄ値」は、所望の抗体のＦａｂ型(バージ
ョン)とその抗原を用いて実行される放射性標識した抗原結合アッセイ(ＲＩＡ)で測定さ
れる。抗原に対するＦａｂの溶液結合親和性は、段階的な力価の非標識抗原の存在下で、
最小濃度の(１２５Ｉ)-標識抗原にてＦａｂを均衡化して、抗Ｆａｂ抗体コートプレート
と結合した抗原を捕獲することによって測定する(Chen,等, (1999) J. Mol Biol 293:865
-881)。アッセイの条件を決めるために、ミクロタイタープレート(Dynex)を５μｇ／ｍｌ
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の捕獲抗Ｆａｂ抗体(Cappel Labs)を含む５０ｍＭ炭酸ナトリウム(ｐＨ９．６)にて一晩
コートして、その後２％(w/v)のウシ血清アルブミンを含むＰＢＳにて室温(およそ２３℃
)で２～５時間、ブロックする。非吸着プレート(Nunc#269620)に、１００ｐＭ又は２６ｐ
Ｍの［１２５Ｉ］抗原を段階希釈した所望のＦａｂと混合する(例えば、Presta等, (1997
) Cancer Res. 57: 4593-4599の抗ＶＥＧＦ抗体、Ｆａｂ-１２の評価と一致する)。つい
で所望のＦａｂを一晩インキュベートする；しかし、インキュベーションは確実に平衡状
態に達するまでに長時間(例えば６５時間)かかるかもしれない。その後、混合物を捕獲プ
レートに移し、室温で(例えば１時間)インキュベートする。そして、溶液を取り除き、プ
レートを０．１％のＴｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳにて８回洗浄する。プレートが乾燥した
ら、１５０μｌ／ウェルの閃光物質(MicroScint-20; Packard)を加え、プレートをTopcou
ntγ計測器(Packard)にて１０分間計測する。最大結合の２０％か又はそれ以下濃度のＦ
ａｂを選択してそれぞれ競合結合測定に用いる。他の実施態様によると、～１０反応単位
(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のBIAcoreTM-2000又はBIAcoreTM-3000
(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)にて表面プラズモン共鳴アッセイを行ってＫｄ又はＫ
ｄ値を測定する。簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチップ
(CM5, BIAcore Inc.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチルアミノプ
ロピル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨＳ)で活性
化した。抗原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．２μＭ)に
希釈し、結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５μｌ／分の流
速で注入した。抗原の注入後、反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノールアミ
ンを注入した。動力学的な測定のために、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭから
５００ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０(ＰＢＳＴ
)を含むＰＢＳに注入した。会合及び解離のセンサーグラムを同時にフィットさせること
による単純一対一ラングミュア結合モデル(simple one-to-one Langmuir binding model)
 (BIAcore Evaluationソフトウェアバージョン3.2)を用いて、会合速度(ｋｏｎ)と解離速
度(ｋｏｆｆ)を算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)をｋｏｆｆ／ｋｏｎ比として算出した。例
として、Chen, Y.,等, (1999) J. Mol Biol 293:865-881を参照。しかしながら、上記の
表面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、結合速
度は、好ましくは分光計、例えば、流動停止を備えた分光光度計(stop-flow equipped sp
ectrophometer)(Aviv Instruments)又は撹拌キュベットを備えた8000シリーズSLM-Aminco
分光光度計(ThermoSpectronic)で測定される、漸増濃度の抗原の存在下にて、ＰＢＳ(ｐ
Ｈ７．２)、２５℃の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強度(励起＝２９５ｎ
ｍ；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)における増加又は減少を測定する蛍光消光
技術を用いて測定される。
【００２７】
　また、本発明の「結合速度」又は「会合の速度」又は「会合速度」又は「ｋｏｎ」は、
～１０反応単位(ＲＵ)の固定した抗原ＣＭ５チップを用いて２５℃のBIAcoreTM-2000又は
BIAcoreTM-3000(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)を用いた前述と同じ表面プラズモン共
鳴アッセイにて測定される。簡単に言うと、カルボキシメチル化デキストランバイオセン
サーチップ(CM5, BIAcore Inc.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチ
ルアミノプロピル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨ
Ｓ)で活性化した。抗原を１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)で５μｇ／ｍｌ(～０．
２μＭ)に希釈し、結合したタンパク質の反応単位(ＲＵ)がおよそ１０になるように５μ
ｌ／分の流速で注入した。反応しない群をブロックするために１Ｍのエタノールアミンを
注入した。動力学的な測定のために、２倍の段階希釈したＦａｂ(０．７８ｎＭから５０
０ｎＭ)を２５℃、およそ２５μｌ／分の流速で０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０(ＰＢＳＴ)を
含むＰＢＳに注入した。会合及び解離のセンサーグラムを同時にフィットさせることによ
る単純一対一ラングミュア結合モデル(simple one-to-one Langmuir binding model) (BI
Acore Evaluationソフトウェアバージョン3.2)を用いて、会合速度(Ｋｏｎ)と解離速度(
Ｋｏｆｆ)を算出した。平衡解離定数(Ｋｄ)をＫｏｆｆ／Ｋｏｎ比として算出した。例と
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して、Chen, Y.,等, (1999) J. Mol Biol 293:865-881を参照。しかしながら、上記の表
面プラスモン共鳴アッセイによる結合速度が１０６Ｍ－１Ｓ－１を上回る場合、結合速度
は、好ましくは分光計、例えば、流動停止を備えた分光光度計(stop-flow equipped spec
trophometer)(Aviv Instruments)又は撹拌キュベットを備えた8000シリーズSLM-Aminco分
光光度計(ThermoSpectronic)で測定される、漸増濃度の抗原の存在下にて、ＰＢＳ(ｐＨ
７．２)、２５℃の、２０ｎＭの抗抗原抗体(Ｆａｂ型)の蛍光放出強度(励起＝２９５ｎｍ
；放出＝３４０ｎｍ、帯域通過＝１６ｎｍ)における増加又は減少を測定する蛍光消光技
術を用いて測定される。
【００２８】
　ここで使用される「ベクター」という用語は、それが結合している他の核酸を輸送する
ことのできる核酸分子を意味するものである。一つのタイプのベクターは「プラスミド」
であり、これは付加的なＤＮＡセグメントが結合されうる円形の二重鎖ＤＮＡループを意
味する。他の型のベクターはファージベクターである。他の型のベクターはウイルスベク
ターであり、付加的なＤＮＡセグメントをウイルスゲノムへ結合させうる。所定のベクタ
ーは、それらが導入される宿主細胞内において自己複製することができる(例えば、細菌
の複製開始点を有する細菌ベクターとエピソーム哺乳動物ベクター)。他のベクター(例え
ば、非エピソーム哺乳動物ベクター)は、宿主細胞への導入時に宿主細胞のゲノム中に組
み込まれ、宿主ゲノムと共に複製する。更に、所定のベクターは、それらが作用可能に結
合している遺伝子の発現を指令し得る。このようなベクターはここでは「組換え発現ベク
ター」(又は単に「組換えベクター」)と呼ぶ。一般に、組換えＤＮＡ技術で有用な発現ベ
クターはしばしばプラスミドの形をとる。本明細書では、プラスミドが最も広く使用され
ているベクターの形態であるので、「プラスミド」と「ベクター」を相互交換可能に使用
する場合が多い。
【００２９】
　ここで交換可能に使用される「ポリヌクレオチド」又は「核酸」は、任意の長さのヌク
レオチドのポリマーを意味し、ＤＮＡ及びＲＮＡが含まれる。ヌクレオチドは、デオキシ
リボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾されたヌクレオチド又は塩基、及び／又はそ
れらの類似体(アナログ)、又はＤＮＡもしくはＲＮＡポリメラーゼにより、もしくは合成
反応によりポリマー中に取り込み可能な任意の基質とすることができる。ポリヌクレオチ
ドは、修飾されたヌクレオチド、例えばメチル化ヌクレオチド及びそれらの類似体を含み
得る。存在するならば、ヌクレオチド構造に対する修飾は、ポリマーの組み立ての前又は
後になされ得る。ヌクレオチドの配列は非ヌクレオチド成分により中断されてもよい。ポ
リヌクレオチドは合成後に、例えば標識との結合により、さらに修飾されてもよい。他の
タイプの修飾には、例えば「キャップ(caps)」、類似体との自然に生じたヌクレオチドの
一又は複数の置換、ヌクレオチド間修飾、例えば非荷電連結(例えばホスホン酸メチル、
ホスホトリエステル、ホスホアミダート、カルバマート等)及び荷電連結(ホスホロチオア
ート、ホスホロジチオアート等)を有するもの、ペンダント部分、例えばタンパク質(例え
ばヌクレアーゼ、毒素、抗体、シグナルペプチド、ply-L-リジン等)を含むもの、インタ
ーカレータ(intercalators)を有するもの(例えばアクリジン、ソラレン等)、キレート剤(
例えば金属、放射性金属、ホウ素、酸化的金属等)を含むもの、アルキル化剤を含むもの
、修飾された連結を含むもの(例えばアルファアノマー核酸等)、並びにポリヌクレオチド
(類)の未修飾形態が含まれる。更に、糖類中に通常存在する任意のヒドロキシル基は、例
えばホスホナート基、ホスファート基で置き換えられてもよく、標準的な保護基で保護さ
れてもよく、又は付加的なヌクレオチドへのさらなる連結を調製するように活性化されて
もよく、もしくは固体又は半固体担体に結合していてもよい。５'及び３'末端のＯＨはホ
スホリル化可能であり、又は１～２０の炭素原子を有する有機キャップ基部分又はアミン
で置換することもできる。また他のヒドロキシルは標準的な保護基に誘導体化されてもよ
い。またポリヌクレオチドは当該分野で一般的に知られているリボース又はデオキシリボ
ース糖類の類似形態のものをさらに含み得、これらには例えば２'-Ｏ-メチル-、２'-Ｏ-
アリル、２'-フルオロ又は２'-アジド-リボース、炭素環式糖の類似体、アルファ-アノマ
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ー糖、エピマー糖、例えばアラビノース、キシロース類又はリキソース類、ピラノース糖
、フラノース糖、セドヘプツロース、非環式類似体、及び非塩基性ヌクレオシド類似体、
例えばメチルリボシドが含まれる。一又は複数のホスホジエステル連結は代替の連結基で
置き換えてもよい。これらの代替の連結基には、限定されるものではないが、ホスファー
トがＰ(Ｏ)Ｓ(「チオアート」)、Ｐ(Ｓ)Ｓ(「ジチオアート」)、「(Ｏ)ＮＲ２(「アミダ
ート」)、Ｐ(Ｏ)Ｒ、Ｐ(Ｏ)ＯＲ'、ＣＯ又はＣＨ２(「ホルムアセタール」)と置き換えら
れた実施態様のものが含まれ、ここでそれぞれのＲ及びＲ'は独立して、Ｈ又は、エーテ
ル(-Ｏ-)結合を含んでいてもよい置換もしくは未置換のアルキル(１-２０Ｃ)、アリール
、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニル又はアラルジル(araldyl)である。ポ
リヌクレオチド中の全ての結合が同一である必要はない。先の記述は、ＲＮＡ及びＤＮＡ
を含むここで引用される全てのポリヌクレオチドに適用される。
【００３０】
　ここで使用される「オリゴヌクレオチド」とは、短く、一般的に単鎖であり、また必ず
しもそうではないが、一般的に約２００未満のヌクレオチド長さの、一般的に合成のポリ
ヌクレオチドを意味する。「オリゴヌクレオチド」及び「ポリヌクレオチド」なる用語は
、相互に排他的なものではない。ポリヌクレオチドについての上述した記載はオリゴヌク
レオチドと等しく、十分に適用可能である。
【００３１】
　「抗体」(Ａｂ)及び「免疫グロブリン」(Ｉｇ)は、同じ構造的特徴を有する糖タンパク
質である。抗体は、特定の抗原に対して結合特異性を示すが、免疫グロブリンは、抗体と
、一般に抗原特異性を欠く抗体様分子の双方を含む。後者の種類のポリペプチドは、例え
ばリンパ系では低レベルで、骨髄腫では高レベルで産出される。
【００３２】
　「抗体」及び「免疫グロブリン」なる用語は、最も広義で相互に交換可能に使用され、
モノクローナル抗体(例えば、全長又は無傷のモノクローナル抗体)、ポリクローナル抗体
、一価抗体、多価抗体、多重特異性抗体(例えば、所望の生物活性を示す限り二重特異性
抗体)が含まれ、さらにある種の抗体断片(ここに詳細に記載されるもの)も含まれ得る。
抗体は、キメラ、ヒト、ヒト化及び／又は親和成熟したものであってよい。
【００３３】
　抗体の「可変領域」又は「可変ドメイン」とは、抗体の重鎖又は軽鎖のアミノ末端ドメ
インを意味する。これらのドメインは一般に抗体の最も可変の部分であり、抗原結合部位
を含む。
　「可変」という用語は、可変ドメインのある部位が、抗体の中で配列が広範囲に異なっ
ており、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合性及び特異性に使用されているとい
う事実を意味する。しかしながら、可変性は抗体の可変ドメインにわたって一様には分布
していない。軽鎖及び重鎖の可変ドメインの両方の相補性決定領域(ＣＤＲ)又は高頻度可
変領域と呼ばれる３つのセグメントに濃縮される。可変ドメインのより高度に保持された
部分はフレームワーク領域(ＦＲ)と呼ばれる。天然の重鎖及び軽鎖の可変ドメインは、β
シート構造を結合し、ある場合にはその一部を形成するループ結合を形成する、３つのＣ
ＤＲにより連結されたβシート配置を主にとる４つのＦＲ領域をそれぞれ含んでいる。各
鎖のＣＤＲは、ＦＲによって近接して結合され、他の鎖のＣＤＲと共に、抗体の抗原結合
部位の形成に寄与している(Kabatら, Sequence of Proteins ofImmunological Interest,
 5th Ed. National Institutes of Health, BEthesda, MD. (1991))。定常ドメインは、
抗体の抗原への結合に直接関連しているものではないが、種々のエフェクター機能、例え
ば抗体依存性細胞毒性への抗体の関与を示す。
【００３４】
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片を生成し
、その各々は単一の抗原結合部位を持ち、残りは容易に結晶化する能力を反映して「Ｆｃ
」断片と命名される。ペプシン処理はＦ(ａｂ')２断片を生じ、それは２つの抗原結合部
位を持ち、抗原を交差結合することができる。
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【００３５】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び抗原結合部位を含む最小抗体断片である。二本鎖Ｆｖ
種において、この領域は、堅固な非共有結合をなした一つの重鎖及び一つの軽鎖可変ドメ
インの二量体からなる。一本鎖Ｆｖ種では、柔軟なペプチドリンカーによって１の重鎖及
び１の軽鎖可変ドメインは共有結合性に連鎖することができ、よって軽鎖及び重鎖は、二
本鎖Ｆｖ種におけるものと類似の「二量体」構造に連結することができる。この配置にお
いて、各可変ドメインの３つのＣＤＲは相互に作用してＶＨ-ＶＬ二量体表面に抗原結合
部位を形成する。集合的に、６つのＣＤＲが抗体に抗原結合特異性を付与する。しかし、
単一の可変ドメイン(又は抗原に対して特異的な３つのＣＤＲのみを含むＦｖの半分)でさ
え、全結合部位よりも親和性が低くなるが、抗原を認識して結合する能力を有している。
【００３６】
　またＦａｂ断片は、軽鎖の定常ドメインと重鎖の第一定常領域(ＣＨ１)を有する。Ｆａ
ｂ'断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１領域のカル
ボキシ末端に数個の残基が付加している点でＦａｂ断片とは異なる。Ｆａｂ'-ＳＨは、定
常ドメインのシステイン残基が一つの遊離チオール基を担持しているＦａｂ'に対するこ
こでの命名である。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、間にヒンジシステインを有するＦａｂ'断片
の対として生産された。また、抗体断片の他の化学結合も知られている。
【００３７】
　任意の脊椎動物種からの抗体(イムノグロブリン)の「軽鎖」には、その定常ドメインの
アミノ酸配列に基づいて、カッパ(κ)及びラムダ(λ)と呼ばれる２つの明確に区別される
型の一つが割り当てられる。
【００３８】
　その重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、抗体(免疫グロブリン)は異なるク
ラスが割り当てられる。免疫グロブリンには５つの主なクラスがある：ＩｇＡ、ＩｇＤ、
ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭ、更にそれらは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、
ＩｇＡ１、及びＩｇＡ２等のサブクラス(アイソタイプ)に分かれる。免疫グロブリンの異
なるクラスに対応する重鎖定常ドメインはそれぞれα、δ、ε、γ、及びμと呼ばれる。
免疫グロブリンの異なるクラスのサブユニット構造及び三次元立体配位はよく知られてお
り、例えば、Abbas等．Cellular and Mol. Immunology, 第４版(2000)に概説されている
。抗体は、抗体と１以上の他のタンパク質又はペプチドとの共有結合性又は非共有結合性
の会合により形成された融合大分子の一部であり得る。
【００３９】
　「完全長抗体」、「インタクトな抗体」、及び「全抗体」という用語は、本明細書では
交換可能に使用され、ほぼインタクトな形態の抗体を指し、以下に定義するような抗体断
片は意味しない。この用語は、特にＦｃ領域を含む重鎖を有する抗体を指す。
【００４０】
　「抗体断片」は完全な抗体の一部のみを含んでなるものであり、その一部は、完全な抗
体に存在する場合のその一部に通常関連する機能の少なくとも一、及び多ければその殆ど
又は全てを保持する。一実施態様では、抗体断片は完全な抗体の抗原結合部位を含んでな
るために、抗原結合能を有する。他の実施態様では、抗体断片は、例えばＦｃ領域を含ん
でなるものは、完全な抗体に存在する場合のＦｃ領域に通常関連する生物学的な機能、例
えばＦｃＲｎ結合、抗体半減期の調節、ＡＤＣＣ機能及び補体結合の少なくとも一を保持
する。一実施態様では、抗体断片は、完全な抗体と実質的に類似したインビボ半減期を有
する一価性抗体である。例えば、このような抗体断片は、インビボ安定性を断片に与える
ことができるＦｃ配列に結合した抗原結合アームを含んでもよい。
【００４１】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」なる用語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体を指し、すなわち、集団に含まれる個々の抗体は、少量で存在しうる自然に
生じる可能性がある突然変異を除いて同一である。従って、「モノクローナル」との形容
は、個別の抗体の混合物ではないという抗体の性質を示す。このようなモノクローナル抗
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体は、通常、標的に結合するポリペプチド配列を含む抗体を含み、この場合、標的に結合
するポリペプチド配列は、複数のポリペプチド配列から単一の標的結合ポリペプチド配列
を選択することを含むプロセスにより得られる。例えば、この選択プロセスは、雑種細胞
クローン、ファージクローン又は組換えＤＮＡクローンのプールのような複数のクローン
からの、唯一のクローンの選択とすることができる。重要なのは、選択された標的結合配
列を更に変化させることにより、例えば標的への親和性の向上、標的結合配列のヒト化、
細胞培養液中におけるその産生の向上、インビボでの免疫原性の低減、多選択性抗体の生
成等が可能になること、並びに、変化させた標的結合配列を含む抗体も、本発明のモノク
ローナル抗体であることである。異なる決定基(エピトープ)に対する異なる抗体を典型的
に含むポリクローナル抗体の調製物とは異なり、モノクローナル抗体の調製物の各モノク
ローナル抗体は、抗原の単一の決定基に対するものである。それらの特異性に加えて、モ
ノクローナル抗体の調製物は、それらが他の免疫グロブリンで通常汚染されていないとい
う点で有利である。「モノクローナル」との形容は、抗体の、実質的に均一な抗体の集団
から得られたものであるという特性を示し、抗体を何か特定の方法で生産しなければなら
ないことを意味するものではない。例えば、本発明に従って使用されるモノクローナル抗
体は様々な技術によって作製することができ、それらの技術には、例えば、ハイブリドー
マ法(例えば、Kohler等, Nature, 256:495 (1975)；Harlow等, Antibodies: A Laborator
y Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988)；Hammerling等: Mon
oclonal Antibodies and T-Cell hybridomas 563-681 (Elsevier, N. Y., 1981))、組換
えＤＮＡ法(例えば、米国特許第４８１６５６７号参照)、ファージディスプレイ技術(例
えば、Clackson等, Nature, 352:624-628 (1991)；Marks等, J. Mol. Biol. 222:581-597
 (1992)；Sidhu等, J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004)；Lee等, J. Mol. Biol. 340
(5);1073-1093 (2004)；Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34):12467-12472 (
2004)；及びLee等, J. Immounol. Methods 284(1-2): 119-132 (2004))、並びに、ヒト免
疫グロブリン座位の一部又は全部、或るいはヒト免疫グロブリン配列をコードする遺伝子
を有する動物にヒト又はヒト様抗体を生成する技術(例えば、国際公開第９８／２４８９
３号；国際公開第９６／３４０９６号；国際公開第９６／３３７３５号；国際公開第９１
／１０７４１号；Jakobovits等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 2551 (1993)；Jakobo
vits等, Nature 362: 255-258 (1993)；Bruggemann等, Year in Immunol. 7:33 (1993)；
米国特許第５５４５８０７号；同第５５４５８０６号；同第５５６９８２５号；同第５６
２５１２６号；同第５６３３４２５号；同第５６６１０１６号; Marks等, Bio.Technolog
y 10: 779-783 (1992)；Lonberg等, Nature 368: 856-859 (1994)；Morrison, Nature 36
8: 812-813 (1994)；Fishwild等, Nature Biotechnol. 14: 845-851 (1996)；Neuberger,
 Nature Biotechnol. 14: 826 (1996)及びLonberg及びHuszar, Intern. Rev. Immunol. 1
3: 65-93 (1995)参照)が含まれる。
【００４２】
　ここでモノクローナル抗体は、特に「キメラ」抗体を含み、それは特定の種由来又は特
定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体において、対応する配列に一致する又は
類似する重鎖及び／又は軽鎖の一部であり、残りの鎖は、所望の生物学的活性を表す限り
、抗体断片のように他の種由来又は他の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体にお
いて、対応する配列に一致するか又は類似するものである(米国特許第４８１６５６７号
；及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855(1984))。
【００４３】
　非ヒト(例えばマウス)の抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小
配列を含むキメラ抗体である。一実施態様では、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可
変領域の残基が、マウス、ラット、ウサギ又は所望の特異性、親和性及び／又は能力を有
する非ヒト霊長類のような非ヒト種(ドナー抗体)からの高頻度可変領域の残基によって置
換されたヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)である。例として、ヒト免疫グロブリン
のフレームワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。さらに、
ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、もしくはドナー抗体にも見出されない残基を含ん
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でいてもよい。これらの修飾は抗体の特性をさらに洗練するために行われる。一般に、ヒ
ト化抗体は、全てあるいは実質的に全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのも
のに対応し、全てあるいは実質的に全てのＦＲが、ヒト免疫グロブリン配列のものである
少なくとも一又は典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含むであろう。また、
ヒト化抗体は、場合によっては免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)の少なくとも一部、典型的
にはヒト免疫グロブリンのものの少なくとも一部も含む。さらなる詳細については、Jone
s等, Nature 321:522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332:323-329(1988)；及びPresta
, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596(1992)を参照のこと。また次の文献とそこに引用
されている文献を参考のこと：Vaswani及びHamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol.
 1:105-115 (1998)；Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038 (1995)；Hurle
及びGross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994)。
【００４４】
　ここで使用される「高頻度可変領域」、「ＨＶＲ」又は「ＨＶ」なる用語は、配列にお
いて高頻度可変であり、及び／又は構造的に定まったループを形成する抗体可変ドメイン
の領域を意味する。一般に、抗体は６つの高頻度可変領域を含み；ＶＨに３つ(Ｈ１、Ｈ
２、Ｈ３)、ＶＬに３つ(Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３)である。多数の高頻度可変領域の描写が使用
され、ここに含まれる。カバット相補性決定領域(ＣＤＲ)は配列変化に基づいており、最
も一般的に使用されている(Kabat等, Sequences of Proteins of Immunological Interes
t, 5版 Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991
))。「ＣＤＲ」なる用語に続く「ＨＣ」及び「ＬＣ」なる文字はそれぞれ、重鎖及び軽鎖
のＣＤＲを指す。Chothiaは、代わりに構造的ループの位置に言及している(Chothia and 
Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987))。ＡｂＭ高頻度可変領域は、カバットＣＤＲと
Chothia構造的ループの間の妥協を表し、Oxford MolecularのＡｂＭ抗体モデリングソフ
トウェアにより使用される。「接触」高頻度可変領域は、利用できる複合体結晶構造の分
析に基づく。これら高頻度可変領域のそれぞれからの残基を以下に示す。
ループ　カバット　　ＡｂＭ　　　Chothia　　 接触
L1　　　L24-L34　　 L24-L34　　 L26-L32　　 L30-L36
L2　　　L50-L56　　 L50-L56　　 L50-L52 　　L46-L55
L3　　　L89-L97　　 L89-L97　　 L91-L96 　　L89-L96
H1　　　H31-H35B　　H26-H35B　　H26-H32 　　H30-H35B
　　 (カバット番号付け)
H1　　　H31-H35　　 H26-H35　　 H26-H32 　　H30-H35 
　　 (Chothia番号付け)
H2　　　H50-H65　　 H50-H58　　 H53-H55 　　H47-H58
H3　　　H95-H102　　H95-H102　　H96-H101　　H93-H101
【００４５】
　高頻度可変領域は、次のような「拡大高頻度可変領域」を含むことができる、即ち、Ｖ
Ｌの２４－３６又は２４－３４(Ｌ１)、４６－５６又は５０－５６(Ｌ２)及び８９－９７
又は８９－９６(Ｌ３)と、ＶＨの２６－３５(Ｈ１)、５０－６５又は４９－６５(Ｈ２)及
び９３－１０２、９４－１０２、又は９５－１０２(Ｈ３)である。可変ドメイン残基には
、これら各々を規定するために、Kabat等, 上掲に従って番号を付した。
【００４６】
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基は、ここで定義する高頻度可変領域残基以外の可
変ドメイン残基である。
　「カバット(Kabat)による可変ドメイン残基番号付け」又は「カバットに記載のアミノ
酸位番号付け」なる用語及びその異なる言い回しは、Kabat 等, Sequences of Proteins 
of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of
 Health, Bethesda, MD. (1991)の抗体の編集の軽鎖可変ドメイン又は重鎖可変ドメイン
に用いられる番号付けシステムを指す。この番号付けシステムを用いると、実際の線形ア
ミノ酸配列は、可変ドメインのＦＲ又はＨＶＲ内の短縮又は挿入に相当する２、３のアミ
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ノ酸又は付加的なアミノ酸を含みうる。例えば、重鎖可変ドメインには、重鎖ＦＲ残基８
２の後に挿入された残基(例えばカバットによる残基８２ａ、８２ｂ及び８２ｃなど)と、
Ｈ２の残基５２の後に単一アミノ酸の挿入(Kabatによる残基５２ａ)を含んでもよい。残
基のKabat番号は、「標準の」カバット番号付け配列によって抗体の配列の相同領域でア
ライメントすることによって与えられる抗体について決定してもよい。
【００４７】
　「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓｃＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含み、こ
れらのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。通常、ｓｃＦｖポリペプチドはＶＨ
及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーを更に含み、それはｓｃＦｖが抗原結合に望
まれる構造を形成するのを可能にする。ｓｃＦｖの概説については、The Pharmacology o
f Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, Springer-Verlag, New Yo
rk, pp. 269-315 (1994)のPluckthunを参照のこと。
【００４８】
　「ダイアボディ」なる用語は、二つの抗原結合部位を持つ小さい抗体断片を指し、その
断片は同一のポリペプチド鎖(ＶＨ－ＶＬ)内で軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイ
ン(ＶＨ)が結合してなる。非常に短いために同一鎖上で二つのドメインの対形成が可能で
あるリンカーを使用して、ドメインを他の鎖の相補ドメインと強制的に対形成させ、二つ
の抗原結合部位を創製する。ダイアボディは、例えば、欧州特許第４０４，０９７号；国
際公報９３／１１１６１；及びHollingerら, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 90:6444-6448 (1
993)に更に詳細に記載されている。
【００４９】
　「ヒト抗体」は、ヒトによって生産される抗体のアミノ酸配列に相当するアミノ酸配列
を有するもの、及び／又はここに開示されたヒト抗体を作製する任意の技術を使用して製
造されたものである。ヒト抗体のこの定義は、特に非ヒト抗原結合残基を含んでなるヒト
化抗体を除く。
【００５０】
　「親和成熟」抗体とは、その改変を有していない親抗体と比較して、抗原に対する抗体
の親和性に改良を生じせしめる、その一又は複数のＨＶＲにおいて一又は複数の改変を持
つものである。一実施態様では、親和成熟抗体は、標的抗原に対してナノモル又はピコモ
ルの親和性を有する。親和成熟抗体は、当該分野において知られている手順によって生産
される。Marks等, Bio/Technology, 10：779-783(1992)は、ＶＨ及びＶＬドメインシャッ
フリングによる親和成熟について記載している。ＣＤＲ及び／又はフレームワーク残基の
ランダム突然変異誘導は、Barbas等, Proc Nat Acad. Sci, USA 91：3809-3813(1994)；S
chier等, Gene, 169：147-155(1995)；Yelton等, J. Immunol.155：1994-2004(1995)；Ja
ckson等, J. Immunol.154(7)：3310-9(1995)；及びHawkins等, J. Mol. Biol.226：889-8
96(1992)に記載されている。
【００５１】
　「阻止(ブロック)」抗体又は「アンタゴニスト」抗体とは、結合する抗原の生物学的活
性を阻害するか又は低下させる抗体である。特定の阻止抗体又はアンタゴニスト抗体は、
抗原の生物学的活性を、ほぼ又は完全に阻害する。
　本明細書において使用する「アゴニスト」抗体は、対象とするポリペプチドの機能活性
の少なくとも一つを模倣する抗体である。
【００５２】
　「疾患」とは、本発明の抗体を用いた治療が有益である任意の状態である。これには、
慢性及び急性の疾患、又は対象疾患に哺乳動物がかかりやすい病的状態を含む疾病が含ま
れる。本明細書中で治療される疾患の非限定的例には、感染症、細胞増殖性疾患、免疫性
／炎症性疾患(限定するものではないが、自己免疫性疾患を含む)、及び他のインターフェ
ロン関連疾患が含まれる。
　「感染症」なる用語は、感染を有する哺乳動物の正常な生理機能へ侵入する又は衝突す
る一又は複数の他の微生物が原因となる疾患を指す。感染症の例には、限定するものでは
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ないが、ウイルス感染症、細菌性感染症、寄生虫感染症(例えば、虫及び線虫によって生
じる感染症)及び真菌感染症が含まれる。
【００５３】
　「細胞増殖性疾患」及び「増殖性疾患」なる用語は、ある程度の異常な細胞増殖と関係
している疾患を指す。一実施態様では、細胞増殖性疾患は癌である。「癌」及び「癌性」
なる用語は、一般的に制御されない細胞成長／増殖を特徴とする哺乳動物の生理学的状態
及び、例えば、腫瘍形成を指すか又は表す。癌の例には、限定するものではないが、癌腫
(カルシノーマ)、リンパ腫(例えば、ホジキンリンパ腫及び非ホジキンリンパ腫)、芽腫、
肉腫、及び白血病が含まれる。このような癌のより具体的な例には、扁平細胞癌、小細胞
肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌、肺の扁平癌腫、腹膜の癌、肝細胞癌、胃腸癌、膵臓癌、
神経膠芽細胞腫、子宮頸管癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、肝細胞腫、乳癌、大腸癌、結腸
直腸癌、子宮内膜又は子宮癌、唾液腺癌、腎臓癌、肝癌、前立腺癌、産卵口癌、甲状腺癌
、肝癌、白血病及びその他リンパ球増殖性疾患、並びに様々な種類の頭頸部癌が含まれる
。また、細胞増殖性疾患には、限定するものではないが、前白血病、例えば骨髄異形成症
候群(ＭＤＳ)が含まれる。
【００５４】
　本明細書中で用いる「腫瘍」は、悪性又は良性に関わらず、全ての腫瘍形成性細胞成長
及び増殖、及び全ての前癌性及び癌性細胞及び組織を意味する。「癌」、「癌性」、「細
胞増殖性疾患」、「増殖性疾患」及び「腫瘍」という用語はここで意味するように互いに
排除するものではない。
　「インターフェロン関連の疾患」なる用語は、典型的に、一又は複数のインターフェロ
ンの異常な量又は活性を特徴とする、又は一又は複数のインターフェロンの異常な量又は
活性が原因となる疾患を指すか又は表す。インターフェロン関連の疾患の例には含まれる
が限定するものではない。
【００５５】
　「炎症性疾患」及び「免疫疾患」という用語は、異常な免疫性機構及び／又は異常なサ
イトカインシグナル伝達(例えば、異常なインターフェロンシグナル伝達)により引き起こ
される疾患を指す又は表わす。炎症性疾患及び免疫疾患の例には、これらに限定されるも
のではないが、自己免疫疾患、免疫不全症候群、及び過敏症が含まれる。ここで「自己免
疫疾患」とは、個体自身の組織から生じ、個体自身の組織に対する非悪性の疾病又は疾患
のことである。ここでの自己免疫疾患は、悪性又は癌性の疾病又は状態、特にＢ細胞リン
パ腫、急性リンパ性白血病(ＡＬＬ)、慢性リンパ性白血病(ＣＬＬ)、ヘアリー細胞白血病
及び慢性骨髄芽球性白血病を除く。自己免疫疾病又は疾患の例には、限定されるものでは
ないが、炎症反応、例えば乾癬及び皮膚炎(例えばアトピー性皮膚炎)を含む炎症性皮膚病
；全身性強皮症及び硬化症；炎症性腸疾患(例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎)に関連し
た反応；呼吸困難症候群(成人性呼吸困難症候群；ＡＲＤＳを含む)；皮膚炎；髄膜炎；脳
炎；ブドウ膜炎；大腸炎；糸球体腎炎；アレルギー病状、例えば湿疹及び喘息及びＴ細胞
の浸潤に関連した他の病状及び慢性炎症反応；アテローム性動脈硬化症；白血球接着不全
症；関節リウマチ；全身性エリテマトーデス(ＳＬＥ)(ループス腎炎、皮膚ループスを含
むがこれらに限定されない)；真性糖尿病(例えば、Ｉ型真性糖尿病又はインシュリン依存
性真性糖尿病)；多発性硬化症；レノー症候群；自己免疫甲状腺炎；橋本甲状腺炎；アレ
ルギー性脳脊髄炎；シェールゲン症候群；若年発症糖尿病；及び結核に典型的に見出され
るサイトカイン及びＴリンパ球により媒介される急性及び遅延型高血圧に関連した免疫反
応、サルコイドーシス、多発性筋炎、肉芽種症及び血管炎；悪性貧血(アジソン病)；白血
球血管外遊出に関連した疾病；中枢神経系(ＣＮＳ)炎症性疾患；多臓器損傷症候群；溶血
性貧血(限定されるものではないが、クリオグロブリン血症又はクームズ陽性貧血を含む)
；重症筋無力症；抗原抗体複合体媒介性疾病；抗糸球体基底膜疾患；抗リン脂質症候群；
アレルギー性神経炎；クレーブス病；ランベルト-イートン筋無力症症候群；類天疱瘡；
天疱瘡；自己免疫多腺性内分泌障害；ライター病；スティフマン症候群；ベーチェット病
；巨細胞性動脈炎；免疫複合体腎炎；ＩｇＡ腎症；ＩｇＭ多発性神経障害；免疫血小板減
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少性紫斑病(ＩＴＰ)又は自己免疫血小板減少病等が含まれる。
【００５６】
　免疫不全症候群の例には、これらに限定されるものではないが、毛細血管拡張性運動失
調症、白血球粘着不全症、リンパ球減少症、異常ガンマグロブリン血症、ＨＩＶ又はデル
タレトロウイルス感染、分類不全型免疫不全症、重症複合免疫不全症、貪食殺菌機能障害
、無ガンマグロブリン血症、ディジョージ症候群、及びウィスコット・アルドリッチ症候
群が含まれる。過敏症の例には、これらに限定されるものではないが、アレルギー、喘息
、皮膚炎、蕁麻疹、アナフィラキシー、ヴィスラー症候群、及び血小板減少性紫斑病が含
まれる。
【００５７】
　ここで使用される「治療」とは、治療される個体又は細胞の自然の経過を変化させる試
みにおける臨床的介入を意味し、予防のため、又は臨床病理経過中に実施することができ
る。治療の所望する効果には、疾患の発症又は再発の予防、症状の緩和、疾病の任意の直
接的又は間接的な病理学的結果の減少、炎症及び／又は組織／器官の損傷の防止又は減少
、疾病の進行速度の低減、病状の回復又は緩和、及び寛解又は予後の改善が含まれる。一
部の実施態様では、本発明の抗体は、疾病又は疾患の進行を遅延化させるために使用され
る。
【００５８】
　「個体」は脊椎動物である。特定の実施態様では、脊椎動物は哺乳動物である。哺乳動
物には、これらに限定されるものではないが、家畜(例えばウシ)、スポーツ用動物、愛玩
動物(例えばネコ、イヌ及びウマ)、霊長類、マウス及びラットが含まれる。特定の実施態
様では、脊椎動物はヒトである。
　治療目的の「哺乳動物」とは、ヒト、家畜、並びに動物園、スポーツ、又はペット動物
、例えばイヌ、ウマ、ネコ、ウシ、等を含む、哺乳動物に分類されるあらゆる動物を類意
味する。特定の実施態様では、哺乳動物はヒトである。
【００５９】
　「有効量」とは、所望される治療的又は予防的結果を達成するのに必要な期間、必要な
用量での有効量を意味する。
　本発明の物質／分子の「治療的有効量」は、病状、年齢、性別、個体の体重、及び個体
に所望する反応を引き出すための物質／分子の能力等の要因に応じて変わり得る。また、
治療的有効量とは、物質／分子の任意の毒性又は有害な影響を、治療的に有益な効果が上
回る量である。「予防的有効量」は、所望する予防的結果を達成するのに必要な期間、用
量で有効な量を意味する。必ずではないが、典型的には、予防的用量は、疾病の前又は初
期の段階に患者に使用されるために、予防的有効量は治療的有効量よりも少ない。
【００６０】
　ここで用いられる「細胞障害性剤」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し及び／
又は細胞破壊を生ずる物質を意味する。この用語は、放射性同位元素(例えば、Ａｔ２１

１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、
Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位元素)、化学治療薬、例えばメトトレキセート
、アドリアマイシン、ビンカアルカロイド類(ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポ
シド)、ドキソルビシン、メルファラン、マイトマイシンＣ、クロラムブシル、ダウノル
ビシン又は他の挿入剤、酵素及びその断片、例えば核酸分解酵素、抗生物質、及び毒素、
例えばその断片及び／又は変異体を含む小分子毒素又は細菌、糸状菌、植物又は動物起源
の酵素的に活性な毒素、そして下記に開示する種々の抗腫瘍又は抗癌剤を含むように意図
されている。他の細胞毒性剤を以下に記載する。殺腫瘍性剤は、腫瘍細胞の破壊を引き起
こす。
【００６１】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学的化合物である。化学療法剤の例には、チオ
テパ及びシクロホスファミド(CYTOXAN(商標登録))のようなアルキル化剤；ブスルファン
、インプロスルファン及びピポスルファンのようなスルホン酸アルキル類；ベンゾドーパ
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(benzodopa)、カルボコン、メツレドーパ(meturedopa)、及びウレドーパ(uredopa)のよう
なアジリジン類；アルトレートアミン(altretamine)、トリエチレンメラミン、トリエチ
レンホスホラミド、トリエチレンチオホスホラミド(triethiylenethiophosphoramide)及
びトリメチローロメラミン(trimethylolomelamine)を含むエチレンイミン類及びメチラメ
ラミン類；アセトゲニン(特にブラタシン及びブラタシノン)；デルタ－９－テトラヒドロ
カンナビノール(ドロナビロール、MARINOL(登録商標))；β－ラパコン；ラパコール；コ
ルヒチン；ベツリン酸；カンプトテシン(合成アナログトポテカン(HYCAMTIN(登録商標)、
ＣＰＴ－１１(イリノテカン、CAMPTOSAR(登録商標))、アセチルカンプトテシン、スコポ
レチン、及び９－アミノカンプトテシンを含む)；ブリオスタチン；カリスタチン；ＣＣ-
１０６５(そのアドゼレシン、カルゼレシン及びビゼレシン合成アナログを含む)；ポドフ
ィロトキシン；ポドフィリン酸；テニポシド；クリプトフィシン(特にクリプトフィシン
１及びクリプトフィシン８)；ドラスタチン；ドゥオカルマイシン(合成アナログ、ＫＷ-
２１８９及びＣＢ１-ＴＭ１を含む)；エリュテロビン；パンクラチスタチン；サルコジク
チン；スポンジスタチン；クロランブシル、クロルナファジン(chlornaphazine)、チョロ
ホスファミド(cholophosphamide)、エストラムスチン、イフォスファミド、メクロレタミ
ン、メクロレタミンオキシドヒドロクロリド、メルファラン、ノベンビチン(novembichin
)、フェネステリン(phenesterine)、プレドニムスチン(prednimustine)、トロフォスファ
ミド(trofosfamide)、ウラシルマスタードなどのナイトロジェンマスタード；カルムスチ
ン、クロロゾトシン(chlorozotocin)、フォテムスチン(fotemustine)、ロムスチン、ニム
スチン、ラニムスチンなどのニトロスレアス(nitrosureas)；抗生物質、例えばエネジイ
ン抗生物質(例えば、カリケアマイシン(calicheamicin)、特にカリケアマイシンγ１Ｉ及
びカリケアマイシンωＩ１(例えばAgnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33:183-186(1994)参照
)；ダイネマイシン(dynemicin)Ａを含むダイネマイシン；エスペラマイシン；並びにネオ
カルチノスタチン発色団及び関連する色素タンパクエネジイン抗生物質発色団)、アクラ
シノマイシン類(aclacinomysins)、アクチノマイシン、オースラマイシン(authramycin)
、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシン(cactinomycin)、カラビシン(carabic
in)、カルミノマイシン、カルジノフィリン(carzinophilin)、クロモマイシン類、ダクチ
ノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン(detorbicin)、６-ジアゾ-５-オキソ-Ｌ-ノ
ルロイシン、ADRIAMYCIN(登録商標)ドキソルビシン(モルホリノ-ドキソルビシン、シアノ
モルホリノ-ドキソルビシン、２-ピロリノ-ドキソルビシン及びデオキシドキソルビシン
を含む)、エピルビシン、エソルビシン、イダルビシン、マーセロマイシン(marcellomyci
n)、マイトマイシンＣのようなマイトマイシン、マイコフェノール酸(mycophenolic acid
)、ノガラマイシン(nogalamycin)、オリボマイシン(olivomycins)、ペプロマイシン、ポ
トフィロマイシン(potfiromycin)、ピューロマイシン、ケラマイシン(quelamycin)、ロド
ルビシン(rodorubicin)、ストレプトニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン(tuberc
idin)、ウベニメクス、ジノスタチン(zinostatin)、ゾルビシン(zorubicin)；代謝拮抗剤
、例えばメトトレキセート及び５-フルオロウラシル(５-ＦＵ)；葉酸アナログ、例えばデ
ノプテリン(denopterin)、メトトレキセート、プテロプテリン(pteropterin)、トリメト
レキセート(trimetrexate)；プリンアナログ、例えばフルダラビン(fludarabine)、６-メ
ルカプトプリン、チアミプリン、チオグアニン；ピリミジンアナログ、例えばアンシタビ
ン、アザシチジン(azacitidine)、６-アザウリジン(azauridine)、カルモフール、シタラ
ビン、ジデオキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン(enocitabine)、フロキシ
ウリジン(floxuridine)；アンドロゲン類、例えばカルステロン(calusterone)、プロピオ
ン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール、メピチオスタン、テストラクトン(testola
ctone)；抗副腎剤、例えばアミノグルテチミド、ミトタン、トリロスタン；葉酸リプレニ
ッシャー(replenisher)、例えばフロリン酸(frolinic acid)；アセグラトン；アルドホス
ファミドグリコシド；アミノレブリン酸；エニルウラシル；アムサクリン(amsacrine)；
ベストラブシル(bestrabucil)；ビサントレン(bisantrene)；エダトラキセート(edatraxa
te)；デフォファミン(defofamine)；デメコルシン(demecolcine)；ジアジコン(diaziquon
e)；エルフォルニチン(elfornithine)；酢酸エリプチニウム(elliptinium)；エポチロン(
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epothilone)；エトグルシド(etoglucid)；硝酸ガリウム；ヒドロキシ尿素；レンチナン；
ロニダミン(lonidainine)；メイタンシノイド(maytansinoid)類、例えばメイタンシン(ma
ytansine)及びアンサミトシン(ansamitocine)；ミトグアゾン(mitoguazone)；ミトキサン
トロン；モピダモール(mopidanmol)；ニトラクリン(nitracrine)；ペントスタチン；フェ
ナメット(phenamet)；ピラルビシン；ロソキサントロン；２-エチルヒドラジド；プロカ
ルバジン；ＰＳＫ(登録商標)多糖複合体(JHS Natural Products, Eugene, OR)；ラゾキサ
ン(razoxane)；リゾキシン；シゾフィラン；スピロゲルマニウム(spirogermanium)；テニ
ュアゾン酸(tenuazonic acid)；トリアジコン(triaziquone)；２,２',２''-トリクロロト
リエチルアミン；トリコテセン類(特にＴ-２毒素、ベラクリン(verracurin)Ａ、ロリジン
(roridine)Ａ及びアングイジン(anguidine))；ウレタン；ビンデシン(ＥＬＩＤＩＳＩＮ
Ｅ(登録商標)、ＦＩＬＤＥＳＩＮ(登録商標))；ダカルバジン；マンノムスチン(mannomus
tine)；ミトブロニトール；ミトラクトール(mitolactol)；ピポブロマン(pipobroman)；
ガシトシン(gacytosine)；アラビノシド(「Ａｒａ-Ｃ」)；チオテパ；タキソイド類、例
えばTAXOL(登録商標)パクリタキセル(Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ)
、ABRAXANETMパクリタキセルのクレモフォー無添加アルブミン操作ナノ粒子製剤(America
n Pharmaceutical Partners, Schaumberg, Illinois)、及びTAXOTERE(登録商標)ドキセタ
キセル(Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France)；クロランブシル；ゲムシタビン(gemcit
abine)(GEMZAR(登録商標))；６-チオグアニン；メルカプトプリン；メトトレキセート；
プラチナアナログ、例えばシスプラチン及びカルボプラチン；ビンブラスチン(ＶＥＬＢ
ＡＮ(登録商標)；プラチナ；エトポシド(ＶＰ-１６)；イホスファミド；マイトキサント
ロン；ビンクリスチン(ＯＮＣＯＶＩＮ(登録商標))；オキサリプラチン；ロイコボリン；
ビノレルビン(NAVELBINE(登録商標))；ノバントロン(novantrone)；エダトレキセート；
ダウノマイシン；アミノプテリン；イバンドロナート(ibandronate)；トポイソメラーゼ
阻害剤ＲＦＳ２０００；ジフルオロメチロールニチン(ＤＭＦＯ)；レチノイン酸のような
レチノイド；カペシタビン(capecitabine)(ＸＥＬＯＤＡ(登録商標))；及び上述したもの
の薬学的に許容可能な塩類、酸類又は誘導体、並びに、上記のうちの２つ以上の組み合わ
せ、例えば、ＣＨＯＰ(シクロホスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、及びプ
レドニゾロンの併用療法の略称)、及びＦＯＬＦＯＸ(５－ＦＵ及びロイコボリンと組み合
わせたオキサリプラチン(ＥＬＯＸＡＴＩＮＴＭ)を用いる治療計画の略称)
が含まれる。
【００６２】
　またこの定義に含まれるものには、癌の増殖を促進するホルモンの影響を調節、低減、
遮断又は阻害するように働く抗ホルモン剤で、多くの場合全身性の治療の形態のものがあ
る。それらはそれ自体がホルモンであり、例えば抗エストロゲン及び選択的エストロゲン
受容体調節物質(ＳＥＲＭ)、例えば、タモキシフェン(NOLVADEX(登録商標)タモキシフェ
ンを含む)、ＥＶＩＳＴＡ(登録商標)ラロキシフェン(raloxifene)、ドロロキシフェン、
４-ヒドロキシタモキシフェン、トリオキシフェン(trioxifene)、ケオキシフェン(keoxif
ene)、ＬＹ１１７０１８、オナプリストーン(onapristone)、及びＦＡＲＥＳＴＯＮ(登録
商標)トレミフェン；抗プロゲステロン；エストロゲンレセプター下方制御(ＥＲＤ)、卵
巣を抑制又は停止させる機能を有する薬剤、例えば、ＬＵＰＲＯＮ(登録商標)及びＥＬＩ
ＧＡＲＤ(登録商標)等の黄体形成ホルモン放出ホルモン(ＬＨＲＨ)アゴニスト、リュープ
ロリド酢酸塩、ゴセレリン酢酸塩、ブセレリン酢酸塩及びトリプトレリン；フルタミド、
ニルタミド及びビカルタミド等のその他抗アンドロゲン；及び副腎のエストロゲン産生を
調節する酵素アロマターゼを阻害するアロマターゼ阻害剤、例えば４(５)-イミダゾール
、アミノグルテチミド、MEGASE(登録商標)酢酸メゲストロール、AROMASIN(登録商標)エキ
セメスタン、フォルメスタニー(formestanie)、ファドロゾール、RIVISOR(登録商標)ボロ
ゾール、FEMARA(登録商標)レトロゾール、及びARIMIDEX(登録商標)アナストロゾールを含
む。加えて、このような化学療法剤の定義には、クロドロン酸等のビスホスホネート(例
えば、ＢＯＮＥＦＯＳ(登録商標)又はＯＳＴＡＣ(登録商標)、ＤＩＤＲＯＣＡＬ(登録商
標)エチドロン酸、ＮＥ-５８０９５、ＺＯＭＥＴＡ(登録商標)ゾレドロン酸／ゾレドロン
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ＳＫＥＬＩＤ(登録商標)チルドロン酸、又はＡＣＴＯＮＥＬ(登録商標)リセドロン酸、並
びにトロキサシタビン(troxacitabine)(１,３-ジオキソランヌクレオシドシトシン類似体
)；アンチセンスオリゴヌクレオチド、特に付着細胞の増殖に結びつくシグナル伝達経路
における遺伝子の発現を阻害するもの、例えばＰＫＣ-α、Ｒａｌｆ、Ｈ-Ｒａｓ、及び上
皮成長因子受容体(ＥＧＦ－Ｒ)；ＴＨＥＲＡＴＯＰＥ(登録商標)ワクチン及び遺伝子治療
ワクチン等のワクチン、例えばALLOVECTIN(登録商標)ワクチン、LEUVECTIN(登録商標)ワ
クチン、及びVAXID(登録商標)ワクチン；LURTOTECAN(登録商標)トポイソメラーゼ１阻害
剤；ABARELIX(登録商標)ｒｍＲＨ；ラパチニブditosylate(GW572016としても知られるＥ
ｒｂＢ－２及びＥＧＦＲ二重チロシンキナーゼ小分子阻害剤)及び上記のものの製薬的に
許容される塩類、酸類又は誘導体を含む。
【００６３】
組成物とその作製方法
　本発明は、ＲＥＬＴに特異的に結合する抗体を提供する。一態様では、本発明は、配列
番号：４２～４９の少なくとも一の配列を含むＨＶＲ-Ｈ１領域を含んでなる抗体を提供
する。一態様では、本発明は、配列番号：５１～５８の少なくとも一の配列を含むＨＶＲ
-Ｈ２領域を含んでなる抗体を提供する。一態様では、本発明は、配列番号：６０～６７
の少なくとも一の配列を含むＨＶＲ-Ｈ３領域を含んでなる抗体を提供する。
　一態様では、本発明は、配列番号：４２～４９の少なくとも一の配列を含むＨＶＲ-Ｈ
１領域と、配列番号：５１～５８の少なくとも一の配列を含むＨＶＲ-Ｈ２領域を含んで
なる抗体を提供する。一態様では、本発明は、配列番号：６０～６７の少なくとも一の配
列を含むＨＶＲ-Ｈ３領域を含んでなる抗体を提供する。一態様では、本発明は、配列番
号：４２～４９の少なくとも一の配列を含むＨＶＲ-Ｈ１領域と配列番号：６０～６７の
少なくとも一の配列を含むＨＶＲ-Ｈ３領域を含んでなる抗体を提供する。一態様では、
本発明は、配列番号：５１～５８の少なくとも一の配列を含むＨＶＲ-Ｈ２領域と配列番
号：６０～６７の少なくとも一の配列を含むＨＶＲ-Ｈ３領域を含んでなる抗体を提供す
る。
【００６４】
　一態様では、本発明は、以下のうちの少なくとも１、少なくとも２又は少なくとも３を
含んでなる抗体を提供する。
　i. 配列番号：４２～４９の少なくとも一の配列を含むＨＶＲ-Ｈ１配列、
ii. 配列番号：５１～５８の少なくとも一の配列を含むＨＶＲ-Ｈ２配列、
iii. 配列番号：６０～６７の少なくとも一の配列を含むＨＶＲ-Ｈ３配列。
　図５Ａ及び５Ｂに示すように、配列番号４２～４９、５１～５８及び６０～６７のアミ
ノ酸配列には個々のＨＶＲ(すなわちＨ１、Ｈ２、Ｈ３)に関して番号を付けた。後述する
ように、この番号付けは、カバット番号付けシステムと整合している。一実施態様では、
本発明の抗体は、上記の(i)～(iii)のＨＶＲ配列の１、２又は３と、配列番号：１又は２
に記載の軽鎖高頻度可変領域を含んでなる。 
　一態様では、本発明は、図５Ａ及び５Ｂに示す重鎖ＨＶＲ配列を含んでなる抗体を提供
する。一実施態様では、抗体はさらに、配列番号：１又は２に示す軽鎖ＨＶＲ配列を含ん
でなる。
【００６５】
　本発明の抗体のある実施態様は、下記の配列番号：１に示す、ヒト化４Ｄ５抗体(ｈｕ
ＭＡｂ４Ｄ５-８)(ハーセプチン(登録商標) Genentech, Inc.、米国カリフォルニア州サ
ウスサンフランシスコ)(米国特許第６４０７２１３号及びLee等, J. Mol. Biol (2004), 
340(5):1073-93においても言及される)の軽鎖可変ドメインを含む。
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(ＨＶＲ残基を下線で示す)
【００６６】
　一実施態様では、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-８軽鎖可変ドメイン配列は、位置３０、６６及び
９１の一又は複数(それぞれ、上記に太字／斜体で示したＡｓｎ、Ａｒｇ及びＨｉｓ)にお
いて修飾される。一実施態様では、修飾ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-８配列は、位置３０にＳｅｒ
、位置６６にＧｌｙ及び／又は位置９１にＳｅｒを含む。したがって、一実施態様では、
本発明の抗体は、以下の配列番号：２に示される配列を含む軽鎖可変ドメインを含んでな
る。

(ＨＶＲ残基を下線で示す)
　ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-８に関する置換された残基を上記に太字／斜体で示す。
【００６７】
　ＲＥＬＴに対する結合活性が実質的に保持されるならば、本発明の抗体はいかなる適切
なフレームワーク可変ドメイン配列をも含むことができる。例えば、ある実施態様では、
本発明の抗体は、ヒトサブグループIII重鎖フレームワークコンセンサス配列を含んでな
る。これらの抗体の一実施態様では、フレームワークコンセンサス配列は、位置７１、７
３及び／又は７８に置換を含む。これらの抗体のある実施態様では、位置７１はＡであり
、７３はＴであり、及び／又は７８はＡである。一実施態様では、これらの抗体はｈｕＭ
Ａｂ４Ｄ５-８(ハーセプチン(登録商標), Genentech, Inc.、米国カリフォルニア州サウ
スサンフランシスコ)(米国特許第６４０７２１３号及び同第５８２１３３７号、及びLee
等, J. Mol. Biol. (2004), 340(5):1073-93においても言及される)の重鎖可変ドメイン
フレームワーク配列を含む。一実施態様では、これらの抗体はさらに、ヒトκＩ軽鎖フレ
ームワークコンセンサス配列を含む。一実施態様では、これらの抗体は、米国特許第６４
０７２１３号及び同第５８２１３３７号に記載のｈｕＭＡｂ４Ｄ５-８の軽鎖ＨＶＲ配列
を含む。一実施態様では、これらの抗体は、ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-８(配列番号：１及び２)(
ハーセプチン(登録商標), Genentech, Inc.、米国カリフォルニア州サウスサンフランシ
スコ)(米国特許第６４０７２１３号及び同第５８２１３３７号、及びLee等, J. Mol. Bio
l. (2004), 340(5):1073-93においても言及されている)の軽鎖可変ドメイン配列を含む。
【００６８】
　ある実施態様では、本発明の抗体は重鎖可変ドメインを含んでなり、このフレームワー
ク配列は配列番号：３～２１、３０～３３、３８～４１及び７３～１２９の少なくとも一
の配列を含み、ＨＶＲ Ｈ１、Ｈ２及びＨ３配列は配列番号：４２～５０、５１～５９及
び６０～６８の少なくとも一からそれぞれ選択される。ある実施態様では、本発明の抗体
は軽鎖可変ドメインを含んでなり、このフレームワーク配列は配列番号：２２～２５、２
６～２９、３４～３７及び１３０～１４１の少なくとも一の配列を含み、高頻度可変領域
は配列番号：１及び２から選択される。
　ある実施態様では、本発明の抗体は重鎖可変ドメインを含んでなり、このフレームワー
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ク配列は配列番号：３～２１及び７３～１２９の少なくとも一の配列を含み、ＨＶＲ Ｈ
１、Ｈ２及びＨ３配列はそれぞれ配列番号：４９、５８及び６７である(クローンＨ１１)
。同様に、他の実施態様では、各クローンＣ２１、Ｃ１０、Ｅ５／Ｅ７、Ｆ４、Ｆ５、Ｈ
７及びＨ９の抗体は重鎖可変ドメインを含み、このフレームワーク配列は配列番号：３～
２１及び７３～１２９の少なくとも一の配列を含み、ＨＶＲ-Ｈ１、ＨＶＲ-Ｈ２及びＨＶ
Ｒ-Ｈ３配列は図５Ａ及び５Ｂの各クローン又はＦａｂについて具体的に列挙した配列で
ある。
【００６９】
　ある実施態様では、本発明の抗体は、所望のターゲット結合親和性を得るために親和性
成熟させる。
　ある態様では、本発明は、ＲＥＬＴへの結合について、上記のいずれかの抗体と競合す
る抗体を提供する。ある態様では、本発明は、上記のいずれかの抗体と同じＲＥＬＴ上の
抗原決定基に結合する抗体を提供する。
【００７０】
　少なくとも一の抗ＲＥＬＴ抗体、又は抗ＲＥＬＴ抗体をコードする配列を含む少なくと
も一のポリヌクレオチドを含んでなる組成物が提供される。特定の実施態様では、組成物
は、医薬品組成物とすることができる。本明細書で使用する場合、組成物は、ＲＥＬＴと
結合する一又は複数の抗体、及び／又はＲＥＬＴと結合する一又は複数の抗体をコードす
る配列を含む一又は複数のポリヌクレオチドを含んでなる。これらの組成物は、公知の適
切な担体、例えばバッファーを含む製薬的に許容可能な賦形剤等を更に含むことができる
。
　単離された抗体及びポリヌクレオチドも提供される。特定の実施態様では、単離された
抗体及びポリヌクレオチドは実質的に純粋である。
【００７１】
　一実施態様において、抗ＲＥＬＴ抗体はモノクローナル抗体である。別の実施態様では
、抗ＲＥＬＴ抗体の断片(例えばＦａｂ、Ｆａｂ’-ＳＨ及びＦ(ａｂ’)２断片)が提供さ
れる。これらの抗体断片は、酵素消化等の従来の手段によって作成することができるか又
は組換え体技術によって生成することができる。このような抗体断片は、キメラ抗体、ヒ
ト化抗体、又はヒト抗体でもよい。これらの断片は、後述する診断及び治療目的に有用で
ある。
【００７２】
ファージディスプレイライブラリを用いた抗ＲＥＬＴ抗体の生成
　対象とする抗体が得られるファージディスプレイライブラリを生成するための様々な方
法が従来技術に既知である。対象とする抗体の一生成法では、Lee等, J. Mol. Biol. (20
04), 340(5):1073-93に記載されているファージ抗体ライブラリを使用する。
　本発明の抗ＲＥＬＴ抗体は、所望される活性を有する合成抗体クローンをスクリーニン
グするために、コンビナトリアルライブラリを用いて同定することができる。原則として
、合成抗体クローンを、ファージコートタンパク質と融合した抗体可変領域(Fv)の種々の
断片を表示するファージを有するファージライブラリをスクリーニングすることによって
選択される。このようなファージライブラリは、所望される抗原に対するアフィニティー
クロマトグラフィーによって選別される。所望される抗原と結合することができるFv断片
を発現するクローンは抗原へ吸収され、それによって、ライブラリの非結合クローンから
分離される。次いで、この結合クローンは、抗原から溶出させることが可能であり、抗原
吸収／溶出の付加的サイクルによってさらに濃縮することができる。本発明の任意の抗Ｒ
ＥＬＴ抗体は、興味の対象であるファージクローンを選択するために適切な抗原スクリー
ニング手法を設計し、続いて、興味の対象であるファージクローンからのＦｖ配列、及び
Kabatら, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, NIH Pub
lication 91-3242, Bethesda MD (1991), vols. 1-3に記載の適切な定常領域(Ｆｃ)配列
を用いての全長抗ＲＥＬＴ抗体クローンの構築によって得ることができる。
【００７３】
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　抗体の抗原結合ドメインは、約１１０アミノ酸の２つの可変(Ｖ)領域である軽(ＶＬ)及
び重(ＶＨ)鎖で形成され、その双方には、３つの超可変ループ又は相補鎖決定領域(ＣＤ
Ｒ)が存在する。可変ドメインは、Winter等，Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455(1994)に
記載のように、ＶＨ及びＶＬが短くて柔軟なペプチドを介して共有結合している一本鎖Ｆ
ｖ(ｓｃＦｖ)断片として、又は定常ドメインと融合して非共有的に相互作用しているＦａ
ｂ断片のいずれかとしてファージ上に機能的に表示することができる。ここで用いられて
いるように、ｓｃＦｖコード化ファージクローン、及びＦａｂコード化ファージクローン
は、総称して「Ｆｖファージクローン」又は「Ｆｖクローン」と呼ぶ。
【００７４】
　ＶＨ及びＶＬ遺伝子のレパートリーを、ポリメラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)によって分離し
てクローンし、ファージライブラリにおいてランダムに組み換えられることが可能であり
、それは、Winter等，Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455(1994)に記載のように抗原結合
クローンについて探索することが可能である。免疫化したソースからのライブラリは、ハ
イブリドーマを構成する必要がなく、免疫原に対する高親和性抗体を提供する。あるいは
、天然レパートリーをクローニングして、Griffiths等，EMBO J, 12: 725-734(1993)に記
載のようにどんな免疫化もせずに、幅広い非自己及びまた自己抗原に対するヒト抗体の単
一のソースを提供することが可能である。最終的には、天然ライブラリは、また、Hoogen
boom及びWinter, J. Mol. Biol. 227: 381-388(1992)に記載のように、幹細胞からの再配
列されていないＶ遺伝子セグメントをクローニングし、及びランダム配列を有するＰＣＲ
プライマーを利用して高度可変ＣＤＲ３領域をコードし、インビトロでの再配列を完成さ
せることによって合成的に作製することができる。
【００７５】
　繊維状ファージは、マイナーコートタンパク質ｐIIIへの融合によって、抗体断片を表
示するのに用いられる。この抗体断片は、一本鎖Ｆｖ断片として表示することが可能であ
り、そのＶＨ及びＶＬドメインは、例えば、Marks等, J. Mol. Biol. 222: 581-597(1991
)に記載のような、又は、例えば、Hoogenboom等, Nucl. Acids. Res., 19: 4133-4137(19
91)に記載のような、１つの鎖はｐIIIと融合し、もう一方の鎖は、幾つかの野生型コート
タンパク質を置換することによってファージ表面上に表示されるようになるＦａｂコート
タンパク質構造のアセンブリがある細菌宿主細胞のペリプラズムへ分泌されるＦａｂ断片
のように、柔軟なポリペプチドスペーサーによって同じポリペプチド鎖上に連結されてい
る。
【００７６】
　一般的に、抗体遺伝子断片をコードする核酸は、ヒト又は動物から収集した免疫細胞か
ら得られる。抗ＲＥＬＴクローンに有利になるように偏ったライブラリが望ましい場合に
は、検体をＲＥＬＴで免疫化して抗体応答を生成させ、そして、脾臓細胞及び／又は循環
B細胞又は他の末梢血リンパ球(ＰＢＬ)を、ライブラリ構築のために回収する。一実施態
様では、ＲＥＬＴ免疫化により、ＲＥＬＴに対するヒト抗体を産生するＢ細胞が生じるよ
うに、抗ヒトＲＥＬＴクローンに好ましいヒト抗体遺伝子断片ライブラリは、機能的ヒト
免疫グロブリン遺伝子アレイを有する(及び、機能的な内因性抗体産生系を欠く)トランス
ジェニックマウスにおける抗ヒトＲＥＬＴ抗体応答を生成することによって得られる。ヒ
ト抗体産生トランスジェニックマウスの作製は以下の(III)(b)の章に記載する。
【００７７】
　抗ＲＥＬＴ反応細胞集団のさらなる濃縮は、適切なスクリーニング手法を利用してＲＥ
ＬＴ特異的膜結合抗体を発現するＢ細胞を単離すること、例えば、ＲＥＬＴアフィニティ
クロマトグラフィーによる細胞分離、又は蛍光色素標識ＲＥＬＴへの細胞の吸着とその後
の蛍光標示式細胞分取器(ＦＡＣＳ)によって得ることができる。
　あるいは、非免疫化供与体からの脾臓細胞及び／又はＢ細胞又は他のＰＢＬの利用によ
って可能性のある抗体レパートリーのより良い表示が提供され、また、ＲＥＬＴが免疫原
ではない任意の動物(ヒト又は非ヒト)種を利用した抗体ライブラリの構築が可能となる。
インビトロの抗体遺伝子コンストラクトを取り込むライブラリに関しては、幹細胞を被検
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体から収集して非再配列の抗体遺伝子セグメントをコードする核酸を提供する。対象の免
疫細胞は、種々の動物種、例えばヒト、マウス、ラット、ウサギ目、オオカミ、犬科、ネ
コ科、ブタ、ウシ、ウマ、及びトリ種等から得ることができる。
【００７８】
　抗体可変遺伝子セグメント(ＶＨ及びＶＬセグメントを含む)をコードする核酸を、興味
の対象の細胞から回収して増幅した。再配列したＶＨ及びＶＬ遺伝子ライブラリの場合で
は、その所望するＤＮＡは、Orlandi等, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86: 3833-3837
 (1989)に記載されているように、リンパ球からのゲノムＤＮＡ又はｍＲＮＡを単離し、
再配列したＶＨ及びＶＬ遺伝子の５'及び３'末端と一致するプライマーによるポリメラー
ゼ連鎖反応(ＰＣＲ)を行うことによって得ることが可能であり、よって発現のための多様
なＶ遺伝子レパートリーを作製することができる。このＶ遺伝子は、Orlandi等, (1989)
及びWard等，Nature, 341: 544-546(1989)に記載のように、成熟Ｖドメインをコードする
エクソンの５'末端のバックプライマーとＪセグメントに基づいた前方向プライマーによ
り、ｃＤＮＡ及びゲノムＤＮＡから増幅することが可能である。しかしながら、ｃＤＮＡ
からの増幅のためには、バックプライマーは、また、Jones等，Biotechnol., 9:88-89(19
91)に記載のようにリーダーエクソンに、前方向プライマーは、Sastry等，Proc. Natl. A
cad. Sci. (USA) 86:5728-5732(1989)に記載のように定常領域内に基づくことが可能であ
る。相補性を最大にするために、Orlandi等(1989)又はSastry等(1989)に記載のように、
縮重をプライマーへ取り込むことが可能である。特定の実施態様では、例えば、Marks等
，J. Mol. Biol., 222: 581-597(1991)の方法に記載のように、又はOrum等，Nucleic Aci
ds Res., 21: 4491-4498(1993)の方法に記載のように、免疫細胞の核酸試料に存在するす
べての入手可能なＶＨ及びＶＬ配列を増幅するために、各Ｖ遺伝子ファミリーを標的にし
たＰＣＲプライマーを用いて、そのライブラリの多様性を最大にする。発現ベクターへの
増幅ＤＮＡのクローニングに関しては、希な制限部位を、Orlandi等(1989)に記載のよう
に、又はClackson等，Nature, 352: 624-628(1991)に記載のようにタグ付加したプライマ
ーによるさらなるＰＣＲ増幅によって、ＰＣＲプライマー内の１つの末端へタグとして導
入することができる。
【００７９】
　合成的に再配列したＶ遺伝子のレパートリーは、Ｖ遺伝子セグメントからインビボで誘
導することができる。殆どのヒトＶＨ遺伝子セグメントはクローニング及び配列決定(Tom
linson等, J. Mol. Biol. 227: 776-798(1992)に報告されている)、そしてマッピングが
されている(Matsuda等，Nature Genet., 3: 88-94(1993))；これらクローニングされたセ
グメント(H1及びH2ループのすべての主要なコンホメーションを含む)は、Hoogenboom及び
Winter, J. Mol. Biol. 227: 381-388(1992)に記載のように、多様な配列と長さのＨ３ル
ープをコードするＰＣＲプライマーによる多様なＶＨ遺伝子レパートリーを作製するのに
用いられる。ＶＨレパートリーは、また、Barbas等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 
4457-4461(1992)に記載されているように、単一の長さの長いＨ３ループに焦点を合わせ
たすべての配列多様性をともなって作製することができる。ヒトＶκ及びＶλセグメント
はクローニング及び配列決定がなされ(Williams及びWinter， Eur. J. Immunol., 23: 14
56-1461(1993))、合成軽鎖レパートリーを作製するのに利用することができる。ＶＨ及び
ＶＬフォールドの範囲及びＬ３及びＨ３の長さに基づく合成的Ｖ遺伝子レパートリーは、
相当に構造的多様性を有する抗体をコードする。ＤＮＡをコードするV遺伝子の増幅に続
いて、生殖系のＶ遺伝子セグメントは、Hoogenboom及びWinter, J. Mol. Biol. 227: 381
-388(1992)の方法に従ってインビトロで再配列することができる。
【００８０】
　抗体断片のレパートリーは、幾つかの方法でＶＨ及びＶＬ遺伝子レパートリーを共に組
み合わせることによって構築することができる。各レパートリーを異なるベクターで作製
し、そのベクターを、例えばHogrefe等, Gene, 128: 119-126(1993)に記載のようにイン
ビトロで、又はコンビナトリアル・インフェクション、例えばWaterhouse等, Nucl. Acid
s Res., 21: 2265-2266(1993)に記載のｌｏｘＰ系によってインビボで作製することが可
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能である。このインビボの組み換え手法では、大腸菌の形質転換効率によって強いられる
ライブラリの大きさの限界を克服するために、二本鎖種のＦａｂフラグメントが利用され
る。ナイーブのＶＨ及びＶＬレパートリーは、１つはファージミドへ、そして他はファー
ジベクターへと個別にクローニングされる。この２つのライブラリは、その後、各細胞が
異なる組み合わせを有し、そのライブラリの大きさが、存在する細胞の数(約１０１２ク
ローン)によってのみ限定されるように、ファージミド含有細菌のファージ感染によって
組み合わせられる。双方のベクターは、ＶＨ及びＶＬ遺伝子が単一のレプリコンへ組み換
えられ、ファージビリオンへ共にパッケージされるように、インビボの組み換えシグナル
を有する。これら巨大なライブラリは、良好な親和性(約１０-8MのKｄ

-1)の多くの多様な
抗体を提供する。
【００８１】
　別法として、このレパートリーは、例えばBarbas等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
 7978-7982(1991)に記載のように、同じベクターへ連続してクローニングするか、又は、
Claksonら, Nature, 352: 624-628(1991)に記載のようにＰＣＲ後に、クローニングする
ことでアセンブリすることができる。ＰＣＲアセンブリは、また、柔軟なペプチドスペー
サーをコードしているＤＮＡとＶＨ及びＶＬ ＤＮＡを連結させて、単鎖のＦｖ(ｓｃＦｖ
)レパートリーを形成することに利用することができる。さらに他の技術では、「細胞内
でのPCRアセンブリ」は、Embleton等, Nucl. Acids Res., 20: 3831-3837(1992)に記載の
ように、ＰＣＲによってリンパ球内のＶＨ及びＶＬ遺伝子を組み合わせて、その後、連結
した遺伝子のレパートリーをクローニングするのに利用される。
　ライブラリのスクリーニングは、いずれかの既知の技術によって行うことができる。例
えば、ＲＥＬＴを使用して、吸着プレートの壁をコーティングし、吸着プレートに固定し
た宿主細胞上に発現させることができるか、細胞選別に使用することができるか、ビオチ
ンにコンジュゲートさせて、ストレプトアビジンでコーティングしたビーズにて捕捉する
ことができるか、又はファージディスプレイライブラリをパニングするための何れかの既
知の方法に使用することができる。
【００８２】
　ファージライブラリサンプルを、少なくとも一部のファージ粒子を吸収剤と結合させる
のに適した条件下で、固定化したＲＥＬＴに接触させる。通常、ｐＨ、イオン強度、温度
等を含むこの条件は、生理的条件に近似するように選択される。固体ファージに結合させ
るファージを洗浄し、次いで、Barbas等, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 88: 7978-7982 (
1991)に記載のように酸により、Marks等, J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991)に記載の
ようにアルカリにより、或いは、例えばClackson等, Nature, 352: 624-628 (1991)の抗
原競合法に類似の手順での、ＲＥＬＴ抗原競合により、溶出する。ファージは、単一回の
選択で２０～１０００倍に濃縮することができる。更に、濃縮ファージを細菌培養で増殖
させ、更なる選択回を行うことができる。
　選択の効率は、洗浄の間の解離の動力学、及び単一のファージ上の多数の抗体断片が同
時に抗原と結合できるかどうかを含む、多数の要因によって決まる。短時間の洗浄、多価
のファージディスプレイ、及び固体相の抗原の高いコーティング密度により、速い解離動
態(及び弱い結合親和性)を有する抗体を保持することができる。密度が高いことは、多価
の相互作用によりファージを安定させるだけでなく、解離したファージの再結合に有利で
ある。遅い解離動態(及び良好な結合親和性)を有する抗体の選択を、長時間の洗浄及びBa
ss等, Proteins, 8: 309-314 (1990)及びWO 92/09690に記載のような単価ファージディス
プレイ、並びにMarks等Biotechnol., 10: 779-783 (1992)に記載のような抗原の低いコー
ティング密度によって促進することができる。
【００８３】
　ＲＥＬＴのために、異なる親和性のファージ抗体間で選択を行うことが、親和性の差異
がわずかであっても、可能である。しかしながら、選択された抗体をランダムに変異させ
ることにより(例えば、上記親和性成熟技術の一部において行われるように)、多数の変異
が生じ、大部分が抗原に結合し、且つ少数に親和性の向上が生じると思われる。ＲＥＬＴ
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が制限されている場合、珍しい高親和性ファージを計算することができた。親和性の高い
変異体全てを保持するため、過剰ビオチン標識したＲＥＬＴであるが、ＲＥＬＴの標的モ
ル親和性定数より低いモル濃度でビオチン標識したＲＥＬＴを用いてファージをインキュ
ベートすることができる。次いで、ストレプトアビジンでコーティングした常磁性ビーズ
で高親和性結合ファージを捕捉することができる。このような「平衡捕捉」により、結合
の親和性に従って抗体を選択することができ、その際の感受性は、親和性の低い、過剰な
ファージの２倍に過ぎない親和性を有する変異クローンを単離可能なものである。固体相
に結合したファージの洗浄に使用する条件を操作して、解離動態に基づく識別を行うこと
もできる。
【００８４】
　抗ＲＥＬＴクローンは活性で選別されてもよい。ある実施態様では、本発明は、インビ
ボに投与した場合又はＭＨＣ II－ＤＣ前駆細胞培養物にインビトロで添加した場合に、
ｃＤＣと比較してｐＤＣの産生を増加させる抗ＲＥＬＴ抗体を提供する。他の実施態様で
は、本発明は、インビボに投与した場合にＩＦＮ-αの血清中濃度を増加させる、又はＭ
ＨＣ II－ＤＣ前駆細胞培養物にインビトロで添加した場合にＩＦＮ-α分泌を増加させる
、抗ＲＥＬＴ抗体を提供する。そのような抗ＲＥＬＴ抗体に対応するＦｖクローンは、(
１)上記Ｂ(Ｉ)(２)に記載のように、ファージライブラリから抗ＲＥＬＴクローンを単離
し、場合によって、単離されたファージクローンの集団を、当該集団を適切な細菌宿主中
で増殖させることにより増幅すること、(２)それぞれ、所望の遮断活性及び非遮断活性を
有する、ＲＥＬＴ及び第２タンパク質を選択すること、(３)抗ＲＥＬＴファージクローン
を吸収してＲＥＬＴを固定すること、(４)過剰な第２タンパク質を使用して、第２タンパ
ク質の結合決定基と重複するか、同決定基と共有されるＲＥＬＴ結合決定基を認識するす
べての望ましくないクローンを溶出すること、及び(５)(４)の後に吸収されたままのクロ
ーンを溶出することにより、選択することができる。場合によって、所望の遮断／非遮断
特性を有するクローンを、本明細書に開示される選択手順を１回以上繰り返すことにより
、更に濃縮することができる。
【００８５】
　本発明のＦｖクローンをコードするＤＮＡは、従来の手順により容易に単離及び配列決
定することができる(例えば、ハイブリドーマ又はファージＤＮＡテンプレートから対象
の重鎖及び軽鎖コード化領域を特異的に増幅させるように設計されたオリゴヌクレオチド
プライマーを用いることにより)。単離後、ＤＮＡを発現ベクターに配置し、次いで当該
ベクターを、大腸菌細胞、サルのＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスターの卵巣(ＣＨＯ)細
胞、又は他の場合には免疫グロブリンタンパク質を生成しない骨髄腫細胞等の宿主細胞に
形質移入し、よって組換え宿主細胞中に所望のモノクローナル抗体の合成を得る。抗体コ
ード化ＤＮＡの細菌における組換え発現に関する参考文献には、Skerra等, Curr. Opinio
n in Immunol., 5: 256 (1993)及びPluckthun, Immunol. Revs, 130: 151 (1992)が含ま
れる。
　本発明のＤＮＡコード化Ｆｖクローンを、重鎖及び／又は軽鎖の定常領域をコードする
既知のＤＮＡ配列(例えば、適切なＤＮＡ配列をKabat等, 上掲から得ることができる)と
組み合わせ、完全長又は部分長の重鎖及び軽鎖を形成することができる。ＩｇＧ、ＩｇＭ
、ＩｇＡ、ＩｇＤ、及びＩｇＥ定常領域を含む、任意のアイソタイプの定常領域をこの目
的のために使用できること、及びそのような定常領域は任意のヒト又は動物の種から採取
できることを理解されたい。「ハイブリッド」の完全長重鎖及び／又は軽鎖のコード化配
列を形成するために、一の動物(例えばヒト)の種の可変ドメインＤＮＡから採取し、次い
で別の動物種の定常ドメインＤＮＡに融合させるＦｖクローンは、本明細書で使用する「
キメラ」抗体及び「ハイブリッド」抗体の定義に含まれる。一実施態様では、ヒト可変Ｄ
ＮＡ由来のＦｖクローンをヒトの定常領域ＤＮＡに融合させ、全ヒトの完全長又は部分長
重鎖及び／又は軽鎖のコード化配列を形成する。
【００８６】
　ナイーブのライブラリ(天然又は合成のいずれか)によって産生された抗体は中度の親和
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性(約１０６～１０７M-1のKd
-1)である可能性があるが、Winterら(1994), 上掲に記載の

ように第二番目のライブラリから構築して遊離することによって、親和性成熟をもインビ
トロで模倣することが可能である。例えば、Hawkins等, J. Mol. Biol. 226: 889-896(19
92)の方法、又はGramら, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89: 3576-3580(1992)の方法にお
いてエラー・プローンポリメラーゼ(Leung等, Technique, 1:11-15(1989)で報告されてい
る)を利用することによって、突然変異をインビトロでランダムに導入することができる
。さらには、１つ又はそれより多いCDRをランダムに変異させることによって、例えば、
選択した個々のFvクローンにおいて、対象のCDRまで及ぶランダム配列を有するプライマ
ーによるPCRを利用して、そしてより高い親和性クローンをスクリーニングすることで親
和性成熟をおこなうことが可能である。国際公開第９６０７７５４号(１９９６年３月１
４日に公開)は、免疫グロブリン軽鎖の相補性決定領域へ突然変異生成を誘導して軽鎖遺
伝子のライブラリを作製する方法を記載している。その他の有効な手法は、Marks等, Bio
technol. 10: 779-783(1992)に記載のように、非免疫化供与体から得られた天然で発生す
るVドメイン変異体のレパートリーによるファージディスプレイによって選択されたVH又
はVLドメインを組み換えること、及び数回のチェーン・シャッフリングにおいてより高い
親和性についてスクリーニングすることである。この技術は、１０-9Mの範囲の親和性の
抗体及び抗体断片の産生を可能にする。
【００８７】
抗ＲＥＬＴ抗体を生成する他の方法
　更に、抗体を生成して親和性を評価する他の方法が従来技術に既知であり、例えばKohl
er等, Nature 256: 495 (1975)；米国特許第４８１６５６７号；Goding, Monoclonal Ant
ibodies: Principles and Practice, pp. 59-103 (Academic Press, 1986；Kozbor, J. I
mmunol., 133:3001 (1984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Techniques a
nd Applications, 51-63頁(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987；Munson等, Anal. Bi
ochem., 107:220 (1980)；Engels等, Agnew. Chem. Int. Ed. Engl., 28: 716-734 (1989
)；Abrahmsen等, EMBO J., 4: 3901 (1985)；Methods in Enzymology, vol. 44 (1976)；
Morrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)に記載されている。
【００８８】
一般的な方法
　一般的に、本発明は、一又は複数のＲＥＬＴ活性の一部又は完全な遮断が所望されるＲ
ＥＬＴが媒介する疾患の治療に有用である抗ＲＥＬＴ抗体を提供する。一実施態様では、
本発明の抗ＲＥＬＴ抗体は、細胞増殖性疾患を治療するために用いる。他の実施態様では
、本明細書において提供される抗ＲＥＬＴ抗体は、感染症を治療するために用いる。他の
実施態様では、本明細書において提供される抗ＲＥＬＴ抗体は、免疫不全、例えば上述し
たものを治療するために用いる。他の実施態様では、本明細書において提供される抗ＲＥ
ＬＴ抗体は、炎症性疾患、例えば上述したものを治療するために用いる。他の実施態様で
は、本明細書において提供される抗ＲＥＬＴ抗体は、インターフェロン関連の疾患を治療
するために用いる。
【００８９】
　本明細書中に示すように、ＲＥＬＴは、ＣＤ１１＋Ｂ２２０＋ＣＤ１１ｂ－ＣＤ４５Ｒ
Ｂ＋形質細胞様樹状細胞(「ｐＤＣ」)のネガティブ調節因子であるが、従来のＣＤ１１ｃ
＋Ｂ２２０－樹状細胞(「ｃＤＣ」)のネガティブ調節因子ではない。したがって、本発明
の抗ＲＥＬＴ抗体は、該抗体が結合するエピトープに応じて、ＲＥＬＴの正常機能をアン
タゴナイズしてもよいし(これは前駆細胞からのＩＦＮ-α分泌ｐＤＣの産生の増加による
)、又はＲＥＬＴの正常機能をアゴナイズしてもよい(これは前駆細胞からのＩＦＮ-α分
泌ｐＤＣの産生の低減による)。一又は複数の天然のＲＥＬＴリガンドへのＲＥＬＴの結
合をブロックする抗ＲＥＬＴ抗体は、おそらくＲＥＬＴ活性に対してアンタゴニスト作用
があるであろう。一又は複数の天然のＲＥＬＴリガンドへのＲＥＬＴの結合を安定させる
か又は増加させる抗ＲＥＬＴ抗体は(すなわち、一又は複数のＲＥＬＴ抑制因子へのＲＥ
ＬＴの結合のブロックによって、又は、天然のＲＥＬＴリガンドへのＲＥＬＴの結合能を
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干渉することなくＲＥＬＴの分解を予防することによって)、おそらくＲＥＬＴ活性に対
してアゴニスト作用があるようである。アゴニスト抗体及びアンタゴニスト抗体の両方が
本発明で考慮されるので、本発明の抗ＲＥＬＴ抗体によるインビトロ及びインビボでの相
対的なｐＤＣ及びＩＦＮ-αのレベルを増加(アンタゴニスト作用)又は低減(アゴニスト作
用)する方法が提供される。
【００９０】
　他の態様では、本発明の抗ＲＥＬＴ抗体は、ＲＥＬＴの検出及び単離、例えば様々な細
胞種類及び組織でのＲＥＬＴの検出、例として、細胞群内及び所定の細胞内でのＲＥＬＴ
の密度及び分布の決定、及びＲＥＬＴの存在又は量に基づく細胞選別のための試薬として
の有用性が明らかとされた。
　さらに他の態様では、本発明のアンタゴニスト性抗ＲＥＬＴ抗体は、本発明の目的とす
る抗体と類似の活性パートナーをブロックするＲＥＬＴアンタゴニストの開発に有用であ
る。例として、本発明のアンタゴニスト性抗ＲＥＬＴ抗体は、同じＲＥＬＴ結合特性及び
／又はＲＥＬＴが媒介する経路の遮断能を有する他の抗体を同定するために用いてもよい
。更なる例として、本発明の抗ＲＥＬＴアンタゴニスト抗体は、本明細書中で例示される
抗体と同じＲＥＬＴの抗原決定基(一又は複数)(線形エピトープ及び立体構造のエピトー
プを含む)を実質的に結合する他の抗ＲＥＬＴ抗体を同定するために用いてもよい。
【００９１】
　本発明の抗ＲＥＬＴ抗体は、ＲＥＬＴへの一又は複数の結合パートナーの結合をブロッ
クする際に類似の薬理学的作用を示すと思われるＲＥＬＴの小分子アンタゴニストをスク
リーニングするために、ＲＥＬＴが関与する生理学的経路をベースとしたアッセイに用い
てもよい。本明細書中に示すように、マウスにおいてｒｅｌｔを欠損すると、ＩＦＮ-α
分泌ｐＤＣの集団が増加し、それによってこのマウスの血清中のＩＦＮ-αレベルが全体
的に増加した。したがって、抗ＲＥＬＴ抗体のブロックは、ｐＤＣ発達のＲＥＬＴが媒介
する抑制の小分子アンタゴニストを同定するためのスクリーニングに用いてもよい。例え
ば、一又は複数の潜在的な小分子アンタゴニストの活性は、ＭＨＣ II－ＤＣ前駆細胞か
らのｐＤＣの発達を抑制する際のアンタゴニスト的な抗ＲＥＬＴ抗体の活性と比較しても
よい。
【００９２】
　本明細書中に示すように、マウスにおいてｒｅｌｔを破壊すると、ｃＤＣと比較して、
ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞からのｐＤＣ産生量が増加する。したがって、他の実施態
様では、本発明は、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞におけるＲＥＬＴの発現及び／又は活
性を阻害することによって、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞からのｃＤＣに対するｐＤＣ
産生の割合を調節するための方法を提供する。ある態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は
活性はｒｅｌｔを破壊することによって阻害される。他の態様では、ＲＥＬＴの発現及び
／又は活性は、ＲＥＬＴのＤＮＡ又はＲＮＡに対するオリゴヌクレオチドアンチセンスを
投与することによって阻害される。他の態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、Ｒ
ＥＬＴをアンタゴナイズする一又は複数の抗体を投与することによって阻害される。他の
態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、本発明の一又は複数の抗体を投与すること
によって阻害される。他の態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、抗体Ｈ１１を投
与することによって阻害される。他の態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、イン
ビトロで阻害される。他の態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、インビボで阻害
される。
【００９３】
　同様に、本発明は、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞におけるＲＥＬＴの発現及び／又は
活性を刺激することを含む、ｃＤＣ細胞と比較して、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞から
のｐＤＣ産生の割合を低減するための方法を提供する。ある態様では、ＲＥＬＴの発現及
び／又は活性は、ＲＥＬＴをアゴナイズする一又は複数の抗体を投与することによって刺
激される。他の態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、インビボで刺激される。他
の態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、インビトロで刺激される。
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【００９４】
　ＩＦＮ-αは、主にｐＤＣにより産生されることが知られており、本明細書中に示すよ
うに、インビボでの全身のＩＦＮ-αレベルは主にｐＤＣによるＩＦＮ-αの産生に起因す
る。したがって、本発明は、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性を阻害することによってＩＦ
Ｎ-αの産生を増加させる方法を提供する。ある態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活
性はｒｅｌｔを破壊することによって阻害される。他の態様では、ＲＥＬＴの発現及び／
又は活性は、ＲＥＬＴのＤＮＡ又はＲＮＡに対するオリゴヌクレオチドアンチセンスを投
与することによって阻害される。他の態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、ＲＥ
ＬＴをアンタゴナイズする一又は複数の抗体を投与することによって阻害される。他の態
様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、本発明の一又は複数の抗体を投与することに
よって阻害される。他の態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、抗体Ｈ１１を投与
することによって阻害される。他の態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、インビ
トロで阻害される。他の態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、インビボで阻害さ
れる。
　同様に、本発明は、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性を刺激することによって、ＩＦＮ-
α産生を低減する方法を提供する。ある態様では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、Ｒ
ＥＬＴをアゴナイズする一又は複数の抗体を投与することによって刺激される。他の態様
では、ＲＥＬＴの発現及び／又は活性は、インビボで刺激される。他の態様では、ＲＥＬ
Ｔの発現及び／又は活性は、インビトロで刺激される。
【００９５】
　候補抗体の生成は、ハイブリドーマ技術、及び結合分子のファージディスプレイライブ
ラリのスクリーニング等の、本明細書に記載の技術を含め、当技術分野において常套的な
技術を用いて達成することができる。これらの方法は従来技術において確立されている。
　簡潔に説明すると、本発明の抗ＲＥＬＴ抗体は、一又は複数の所望の活性を有する合成
抗体クローンをスクリーニングするために、コンビナトリアルライブラリを用いて作製す
ることができる。原則として、合成抗体クローンは、ファージコートタンパク質と融合し
た抗体可変領域(Fv)の種々の断片を表示するファージを有するファージライブラリをスク
リーニングすることによって選択される。このようなファージライブラリは、所望される
抗原に対するアフィニティークロマトグラフィーによって選別される。所望される抗原と
結合することができるFv断片を発現するクローンは抗原に吸収され、それによってライブ
ラリーの非結合クローンから分離される。次いで、この結合クローンを抗原から溶出する
ことができ、抗原吸収／溶出のサイクルを繰り返すことによってさらに濃縮することがで
きる。本発明の任意の抗ＲＥＬＴ抗体は、対象のファージクローンを選択するために適切
な抗原スクリーニング手法を設計し、続いて対象のファージクローン由来のFv配列、及び
Kabat等, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, NIH Pub
lication 91-3242, Bethesda MD (1991), vols. 1-3に記載の適切な定常領域(Fc)配列を
用いて完全長抗ＲＥＬＴ抗体クローンを構築することにより、得ることができる。国際公
開第０３／１０２１５７号パンフレット及びその引用文献も参照されたい。
【００９６】
　一実施態様では、本発明の抗ＲＥＬＴ抗体はモノクローナルである。また、ここに提供
される抗ＲＥＬＴ抗体のＦａｂ、Ｆａｂ'、Ｆａｂ'-ＳＨ及びＦ(ａｂ')２断片、並びにそ
れらの変形形態も本発明の範囲に含まれる。これらの抗体断片は、酵素消化等の常套的な
手段により作製することができるか、又は組換え技術により生成することができる。この
ような抗体断片は、キメラ、ヒト又はヒト化とすることができる。これらの断片は、本明
細書に定める実験、診断及び治療の目的に有用である。
　モノクローナル抗体は、ほぼ同種の抗体の集団から得ることができる。つまり、集団を
構成する個々の抗体は、少量だけ存在する可能性のある天然に発生する突然変異を別にす
れば同一である。従って、形容詞「モノクローナル」とは、別個の抗体の混合物ではない
という抗体の特性を示す。
　本発明の抗ＲＥＬＴモノクローナル抗体は、Kohler等, Nature, 256:495 (1975)によっ
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て最初に開示されたハイブリドーマ法を含む、従来技術に既知の様々な方法を用いて作製
することができるか、或いは組換えＤＮＡ法によって作製することができる(例えば、米
国特許第４８１６５６７号)。
【００９７】
ベクター、宿主細胞及び組換え方法
　本発明の抗体の組み換え生成のために、コードする核酸を単離して、更なるクローニン
グ(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製ベクターに挿入する。抗体をコードするＤＮＡは
従来の手順で簡単に単離し、配列決定される(例えば、抗体の重鎖及び軽鎖をコードする
遺伝子に特異的に結合することができるオリゴヌクレオチドプローブを用いて)。多くの
ベクターが利用可能である。用いる宿主細胞にある程度依存してベクターを選択する。宿
主細胞は、限定するものではないが、原核生物又は真核生物(一般的に哺乳動物)由来の細
胞を含む。この目的のために、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、及びＩｇＥの定常領域
を含め、いずれかのアイソタイプの定常領域を使用することができ、そのような定常領域
は何らかのヒト又は動物種から採取することができる。
【００９８】
原核生物の宿主細胞を用いた抗体生成
　　ベクターの構築
　本発明の抗体のポリペプチド成分をコードしているポリヌクレオチド配列は標準的な組
換え技術を使用して得ることができる。所望のポリヌクレオチド配列はハイブリドーマ細
胞のような抗体産生細胞から単離し配列決定することができる。あるいは、ポリヌクレオ
チドはヌクレオチド合成機又はＰＣＲ法を使用して合成することができる。ひとたび得ら
れると、ポリペプチドをコードしている配列は原核生物宿主中で異種ポリヌクレオチドを
複製し、発現することが可能な組換えベクター中に挿入される。当該分野において入手で
き知られている多くのベクターを本発明の目的のために使用することができる。適切なベ
クターの選択は、主として、ベクターに挿入される核酸のサイズとベクターで形質転換さ
れる特定の宿主に依存する。各ベクターは、機能(異種性ポリヌクレオチドの増幅又は発
現ないしその両方)及び属する特定の宿主細胞への適合性に応じて、様々な成分を含む。
一般的に、限定するものではないが、ベクター成分には複製起源、選択マーカー遺伝子、
プロモーター、リボゾーム結合部位(ＲＢＳ)、シグナル配列、異種性核酸挿入及び転写終
末配列が含まれる。
【００９９】
　一般には、レプリコン及び宿主細胞と適合性のある種に由来するコントロール配列を含
んでいるプラスミドベクターが、宿主細胞と関連して使用される。そのベクターは、通常
、複製開始点並びに形質転換細胞において表現型の選択を提供可能なマーキング配列を有
する。例えば、一般的に大腸菌は、大腸菌種由来のプラスミドであるｐＢＲ３２２を用い
て形質転換する。ｐＢＲ３２２はアンピシリン(Ａｍｐ)及びテトラサイクリン(Ｔｅｔ)耐
性のコード遺伝子を含んでいるため、形質転換細胞を容易に同定することができる。ｐＢ
Ｒ３２２、その誘導体又は他の微生物プラスミド又はバクテリオファージも外来性タンパ
ク質を発現する微生物によって使用可能なプロモーターを含むか、含むように変更される
。特定の抗体の発現に使用されるｐＢＲ３２２誘導体の例はCarter等の米国特許第５６４
８２３７号に詳細に記載されている。
　また、レプリコン及び宿主微生物と適合性のあるコントロール配列を含んでいるファー
ジベクターを、これらの宿主との関連でトランスフォーミングベクターとして使用するこ
とができる。例えば、λＧＥＭ.ＴＭ.-１１のようなバクテリオファージを、大腸菌ＬＥ
３９２のような感受性の宿主細胞を形質転換するために使用できる組換えベクターを作製
する際に利用することができる。
【０１００】
　本発明の発現ベクターは各ポリペプチド成分をコードする２又はそれ以上のプロモータ
ー-シストロン(翻訳単位)対を含みうる。プロモーターはその発現を調節するシストロン
の上流(５')に位置している非翻訳配列である。原核生物のプロモーターは典型的には誘
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導性と構成的との二つのクラスのものがある。誘導性プロモーターは、例えば栄養分の有
無又は温度の変化のような、培養条件の変化に応答してその調節下でシストロンの転写レ
ベルを増大させるように誘導するプロモーターである。
　様々な潜在的宿主細胞によって認識されるプロモーターが非常にたくさん公知となって
いる。選択したプロモーターを、制限酵素消化によって供給源ＤＮＡからプロモーターを
除去し、本発明のベクター内に単離したプロモーターを挿入することによって軽鎖又は重
鎖をコードするシストロンＤＮＡに作用可能に連結することができる。天然プロモーター
配列と多くの異種プロモーターの双方を、標的遺伝子の増幅及び／又は発現を生じさせる
ために使用することができる。ある実施態様では、天然の標的ポリペプチドプロモーター
と比較して、一般的に発現する標的遺伝子をより多く転写させ、効率をよくするので、異
種プロモーターが有用である。
【０１０１】
　原核生物宿主での使用に好適なプロモーターには、ＰｈｏＡプロモーター、βガラクタ
マーゼ及びラクトースプロモーター系、トリプトファン(ｔｒｐ)プロモーター系及びハイ
ブリッドプロモーター、例えばｔａｃ又はｔｒｃプロモーターが含まれる。しかし、細菌
中で機能性である他のプロモーター(例えば他の既知の細菌又はファージプロモーター)も
好適である。そのヌクレオチド配列は発表されており、よって当業者は、任意の必要とさ
れる制限部位を供給するリンカー又はアダプターを使用して標的軽鎖及び重鎖をコードす
るシストロンにそれらを作用可能に結合させることができる(Siebenlist等 (1980) Cell 
20:269)。
　本発明の一態様では、組換えベクター内の各シストロンは、膜を貫通して発現されるポ
リペプチドの転写を誘導する分泌シグナル配列成分を含む。一般に、シグナル配列はベク
ターの成分でありうるか、ベクター中に挿入される標的ポリペプチドＤＮＡの一部であり
うる。この発明の目的のために選択されるシグナル配列は宿主細胞によって認識されプロ
セシングされる(つまりシグナルペプチダーゼにより切断される)ものでなければならない
。異種ポリペプチドに天然のシグナル配列を認識せずプロセシングする原核生物宿主細胞
に対しては、シグナル配列は、例えばアルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、Ｉｐｐ
あるいは熱安定性エンテロトキシンＩＩ(ＳＴＩＩ)リーダー、ＬａｍＢ、ＰｈｏＥ、Ｐｅ
ｌＢ、ＯｍｐＡ及びＭＢＰからなる群から選択される原核生物シグナル配列によって置換
される。一実施態様では、発現系の双方のシストロンに使用されるシグナル配列はＳＴＩ
Ｉシグナル配列又はその変異体である。
【０１０２】
　他の態様では、本発明による免疫グロブリンは宿主細胞の細胞質内で産生されるので、
各シストロン内に分泌シグナル配列の存在は必要でない。この点において、免疫グロブリ
ン軽鎖及び重鎖は発現され、折り畳まれ、集合して細胞質内に機能的免疫グロブリンを形
成する。ジスルフィド結合形成に好適な細胞質条件を示し、発現したタンパク質サブユニ
ットを好適に折り畳み、集合することができる宿主系が存在する(例として大腸菌ｔｒｘ
Ｂ－系)。Proba及びPluckthun Gene, 159:203 (1995)。
　本発明の抗体は、発現されるポリペプチド成分の量的な比を変更することにより、分泌
されて適切に集合体化(アセンブル)された本発明の抗体の産出を最大化することができる
発現系を用いても生成することができる。このような変更は、少なくとも部分的にはポリ
ペプチド成分の翻訳強度を同時に変更することにより行われる。
【０１０３】
　翻訳の強度を変更するための一つの技術は、Simmons等による米国特許第５８４０５２
３号に開示されている。この方法は、シストロン内の翻訳開始領域(ＴＩＲ)の変異体を利
用する。任意のＴＩＲについて、一連のアミノ酸又は核酸配列変異体を一定の範囲の翻訳
強度を有するように作成することができ、これにより特定の鎖に所望の発現レベルが得ら
れるようにこの因子を調節する便利な手段が提供される。ＴＩＲ変異体は、アミノ酸配列
を変更しうるコドンの変化を起こす常套的な変異原性技術により生成することができる。
特定の実施態様では、ヌクレオチド配列における変化はサイレントである。ＴＩＲにおけ
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る変更は、例えば、シャイン・ダルガノ配列の数又はスペーシングの変更、並びにシグナ
ル配列の変更を含みうる。変異シグナル配列を生成するための一つの方法は、シグナル配
列のアミノ酸配列を変更しない(つまり、変化がサイレントである)コード化配列の始めに
「コドンバンク」を生成することである。これは、各コドンの３番目のヌクレオチド位置
を変更することにより達成することができる。加えて、いくつかのアミノ酸、例えばロイ
シン、セリン、及びアルギニンは、１番目及び２番目の位置を複数有しており、これによ
って前記バンクの作製が複雑になり得る。変異原性の方法は、Yansura等(1992)METHODS: 
A Companion to Methods in Enzymol. 4:151-158に詳細に記載されている。
【０１０４】
　一実施態様では、含有される各シストロンについて一定の範囲のＴＩＲ強度を有する一
組のベクターを生成する。この限定された組により、各鎖の発現レベル、及び種々のＴＩ
Ｒ強度の組み合わせにおける所望の抗体産物の産出を比較することができる。ＴＩＲ強度
は、Simmons等による米国特許第５８４０５２３号に詳細に記載されているレセプター遺
伝子の発現レベルを定量化することにより決定することができる。翻訳強度の比較に基づ
いて、所望の個々のＴＩＲを選択し、本発明の発現ベクターコンストラクトと組み合わせ
る。
　本発明の抗体を発現するのに適した原核生物宿主細胞には、古細菌及び真正細菌、例え
ばグラム陰性又はグラム陽性生物が含まれる。有用な細菌の例には、エシェリキア属(例
えば大腸菌)、バシラス属(例えば枯草菌)、エンテロバクター属、シュードモナス種(例え
ば緑膿菌)、ネズミチフス菌、霊菌(Serratia marcescans)、クレブシエラ属、プロテウス
属、赤痢菌、根粒菌、ビトレオシラ(Vitreoscilla)又はパラコッカス(Paracoccus)が含ま
れる。一実施態様では、グラム陰性菌が使用される。一実施態様では、大腸菌細胞が本発
明の宿主として使用される。大腸菌株の例として、遺伝子型W3110 ΔfhuA (ΔtonA) ptr3
 lac Iq lacL8 ΔompTΔ(nmpc-fepE) degP41 kanR を有する３３Ｄ３株(米国特許第５６
３９６３５号)を含むW3110株 (Bachmann, Cellular and Molecular Biology, vol. 2 (Wa
shington, D.C.: American Society for Microbiology, 1987), 1190-1219頁；ATCC寄託
番号27,325)及びその誘導体が含まれる。また、大腸菌294 (ATCC 31,446), 大腸菌B, 大
腸菌λ 1776 (ATCC 31,537)及び大腸菌RV308(ATCC 31,608) など、他の株及びその誘導体
も好適である。この例は限定的なものでなく例示的なものである。定義した遺伝子型を有
する上記の何れかの細菌の誘導体の構築方法は当業者に公知であり、例として, Bass等, 
Proteins, 8:309-314 (1990)に記載されている。一般的に、細菌細胞中でのレプリコンの
複製能を考慮して適した細菌を選択することが必要である。ｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５
、ｐＡＣＹＣ１７７、又はｐＫＮ４１０のようなよく知られたプラスミドを使用してレプ
リコンを供給する場合、例えば、大腸菌、セラシア属、又はサルモネラ種を宿主として好
適に用いることができる。典型的に、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌しな
ければならず、望ましくは更なるプロテアーゼインヒビターを細胞培養中に導入すること
ができる。
【０１０５】
　　抗体産生
　上述した発現ベクターで宿主細胞を形質転換又は形質移入し、プロモーターを誘導し、
形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するのに適するように修
飾された通常の栄養培地中で培養する。
　形質転換とは、ＤＮＡを原核生物宿主中に導入し、そのＤＮＡを染色体外要素として、
又は染色体組込みによって複製可能にすることを意味する。使用される宿主細胞に応じて
、形質転換はそのような細胞に適した標準的技術を使用してなされる。塩化カルシウムを
用いるカルシウム処理は実質的な細胞壁障害を含む細菌細胞のために一般に使用される。
形質転換のための他の方法はポリエチレングリコール／ＤＭＳＯを用いる。さらに別の方
法はエレクトロポレーションである。
　本発明のポリペプチドを生産するために使用される原核生物細胞は当該分野で知られ、
選択された宿主細胞の培養に適した培地中で増殖させられる。好適な培地の例には、ルリ
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ア培地(ＬＢ)プラス必須栄養分サプリメントが含まれる。ある実施態様では、培地は発現
ベクターを含む原核生物細胞の増殖を選択的に可能にするために、発現ベクターの構成に
基づいて選択される選択剤をまた含む。例えば、アンピシリンがアンピシリン耐性遺伝子
を発現する細胞の増殖用培地に加えられる。
【０１０６】
　炭素、窒素及び無機リン酸源の他に任意の必要なサプリメントを、単独で、又は複合窒
素源のような他のサプリメント又は培地との混合物として導入される適切な濃度で含有さ
せられうる。場合によっては、培養培地はグルタチオン、システイン、シスタミン、チオ
グリコレート、ジチオエリトリトール及びジチオトレイトールからなる群から選択される
一又は複数の還元剤を含みうる。
　原核生物宿主細胞は適切な温度で培養される。例えば、大腸菌の増殖に対しては、限定
するものではないが、約２０℃から約３９℃、約２５℃から約３７℃の範囲、及び約３０
℃を含む温度範囲で増殖が起こる。培地のｐＨは、主として宿主生物に応じて、約５から
約９の範囲の任意のｐＨでありうる。大腸菌に対しては、ｐＨは約６．８から約７．４、
又は約７．０とすることができる。
　本発明の発現ベクターに誘導性プロモーターが用いられる場合、プロモーターの活性に
適する条件下でタンパク質発現を誘導する。本発明の一態様では、ポリペプチドの転写制
御のためにＰｈｏＡプロモーターが用いられる。したがって、形質転換した宿主細胞を誘
導のためにリン酸限定培地で培養する。一実施態様では、リン酸限定培地はＣ．Ｒ．Ａ．
Ｐ培地である(例として、Simmons等, J. Immunol. Methods (2002), 263:133-147を参照)
。様々な他の誘導因子は用いるベクターコンストラクトに応じて当業者に知りうるように
用いてよい。
【０１０７】
　一実施態様では、発現された本発明のポリペプチドは宿主細胞の細胞膜周辺中に分泌さ
れ、そこから回収される。タンパク質の回収は、一般的には浸透圧ショック、超音波処理
又は溶解のような手段によって典型的には微生物を破壊することを含む。ひとたび細胞が
破壊されると、細胞片又は全細胞を遠心分離又は濾過によって除去することができる。タ
ンパク質は、例えばアフィニティー樹脂クロマトグラフィーによって更に精製することが
できる。あるいは、タンパク質は培養培地に輸送しそこで分離することができる。細胞を
培養物から除去することができ、培養上清は濾過され、生成したタンパク質の更なる精製
のために濃縮される。発現されたポリペプチドを更に単離し、ポリアクリルアミドゲル電
気泳動法(ＰＡＧＥ)及びウェスタンブロットアッセイ法のような一般的に知られている方
法を使用して同定することができる。
　本発明の一態様では、抗体産生は発酵法によって多量に受け継がれる。組換えタンパク
質の生産には様々な大規模流加発酵法を利用することができる。大規模発酵は少なくとも
１０００リットルの容量、例えば約１０００から１０００００リットルの容量である。こ
れらの発酵槽は、酸素と栄養分、特にグルコース(一般的炭素／エネルギー源)を分散させ
る撹拌翼を使用する。小規模発酵とは一般におよそ１００リットル以下の容積で、約１リ
ットルから約１００リットルの範囲でありうる発酵槽での発酵を意味する。
【０１０８】
　発酵法では、タンパク質の発現の誘導は、典型的には、細胞が適切な条件下にて、初期
定常期に細胞があるステージで、所望の密度、例えば約１８０－２２０のＯＤ５５０まで
増殖したところで開始される。当該分野で知られ上述されているように、用いられるベク
ターコンストラクトに応じて、様々なインデューサーを用いることができる。細胞を誘導
前の短い時間の間、増殖させてもよい。細胞は通常約１２－５０時間の間、誘導されるが
、更に長い又は短い誘導時間としてもよい。
　本発明のポリペプチドの生産収量と品質を改善するために、様々な発酵条件を変更する
ことができる。例えば、分泌される抗体ポリペプチドの正しい組み立てとフォールディン
グを改善するために、例えばＤｓｂタンパク質(ＤｓｂＡ、ＤｓｂＢ、ＤｓｂＣ、Ｄｓｂ
Ｄ及び／又はＤｓｂＧ)又はＦｋｐＡ(シャペロン活性を持つペプチジルプロピルシス、ト
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ランス-イソメラーゼ)のようなシャペロンタンパク質を過剰発現する更なるベクターを用
いて宿主原核細胞を同時形質転換させることができる。シャペロンタンパク質は細菌宿主
細胞中で生産される異種性タンパク質の適切な折り畳みと溶解性を容易にすることが実証
されている。Chen等 (1999) J Bio Chem 274:19601-19605；Georgiou等, 米国特許第６０
８３７１５号；Georgiou等, 米国特許第６０２７８８８号；Bothmann及びPluckthun (200
0) J. Biol. Chem. 275:17100-17105；Ramm及びPluckthun (2000) J. Biol. Chem. 275:1
7106-17113；Arie等 (2001) Mol. Microbiol. 39:199-210。
【０１０９】
　発現された異種タンパク質(特にタンパク分解を受けやすいもの)のタンパク質分解を最
小にするために、タンパク質分解酵素を欠くある種の宿主株を本発明に用いることができ
る。例えば、原核生物宿主細胞株を改変して、プロテアーゼＩＩＩ、ＯｍｐＴ、ＤｅｇＰ
、Ｔｓｐ、プロテアーゼＩ、プロテアーゼＭｉ、プロテアーゼＶ、プロテアーゼＶＩ及び
その組合せのような既知の細菌プロテアーゼをコードしている遺伝子に遺伝子突然変異を
生じさせることができる。幾つかの大腸菌プロテアーゼ欠損株が利用でき、例えば、上掲
のJoly等 (1998)；Georgiou等, 米国特許第５２６４３６５号；Georgiou等, 米国特許第
５５０８１９２号；Hara等 (1996) Microbial Drug Resistance 2:63-72に記載されてい
る。
　ある実施態様では、タンパク質溶解性酵素を欠損した、一以上のシャペロンタンパク質
を過剰発現するプラスミドで形質転換した大腸菌株を本発明の発現系の宿主細胞として用
いる。
【０１１０】
　　抗体精製
　一実施態様では、ここで生成される抗体タンパク質を更に精製することにより、更なる
アッセイ及び使用のためにほぼ同種の調製物を得る。当分野で公知の標準的なタンパク質
精製方法を用いることができる。以下の方法は好適な精製手順の例である：免疫親和性又
はイオン交換カラムによる分画化、エタノール沈降法、逆相ＨＰＬＣ、シリカ又はＤＥＡ
Ｅなどの陽性交換樹脂によるクロマトグラフィー、クロマトフォーカシング、ＳＤＳ-Ｐ
ＡＧＥ、硫酸アンモニウム沈降法及び、例えばSephadex G-75を用いたゲル濾過法。
　一態様では、固形層に固定したプロテインＡを本発明の抗体産物の免疫親和性精製法に
用いる。プロテインＡは抗体のＦｃ領域に高い親和性で結合する黄色ブドウ球菌から単離
した４１ｋＤの細胞壁タンパク質である。Lindmark 等 (1983) J. Immunol. Meth. 62:1-
13。プロテインＡを固定した固形層は、ガラス又はシリカ表面、或いは孔を調節したガラ
スカラム又はケイ酸カラムを含むカラムとすることができる。ある方法では、カラムは非
特異的な混入物の接着をできるだけ防ぐように、グリセロールなどの試薬でコートされる
。
　精製の初めの工程では、上記に記載のように細胞培養物からの調製物をプロテインＡ固
定固形層に適応し、プロテインＡに対象とする抗体を特異的に結合させることができる。
ついで、固形層を洗浄して、固形層に非特異的に結合した混入物を除去する。最後に、対
象とする抗体を溶出により固形層から除去する。
【０１１１】
　真核生物の宿主細胞を用いた抗体の生成
　一般的に、ベクターは、限定するものではないが、以下の一以上を含む：シグナル配列
、複製起点、一以上のマーカ遺伝子、エンハンサー因子、プロモーター及び転写終末因子
。
【０１１２】
　　(i) シグナル配列成分
　真核生物の宿主細胞に用いるベクターは、シグナル配列あるいは成熟タンパク質あるい
は対象とするポリペプチドのＮ末端に特異的切断部位を有する他のポリペプチドを含んで
いてもよい。通常選択された異種シグナル配列は宿主細胞によって認識され加工される(
すなわち、シグナルペプチダーゼによって切断される)ものである。哺乳動物細胞での発
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現においては、哺乳動物のシグナル配列並びにウイルス分泌リーダー、例えば単純ヘルペ
スｇＤシグナルが利用できる。
　このような前駆体領域のＤＮＡは、多価抗体をコードするＤＮＡに読み取り枠を一致さ
せて結合される。
【０１１３】
　　(ii) 複製開始点
　一般には、哺乳動物の発現ベクターには複製開始点成分は不要である。例えば、ＳＶ４
０開始点は典型的にはただ初期プロモーターを有しているために用いられる。
【０１１４】
　　(iii) 選択遺伝子成分
　発現及びクローニングベクターは、選択可能マーカーとも称される選択遺伝子を含む。
典型的な選択遺伝子は、(ａ)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセートあるいはテ
トラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、(ｂ)必要があれば栄養
要求性欠陥を補い、又は(ｃ)複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク質
をコードする。
　選択方法の一例では、宿主細胞の成長を抑止する薬物が用いられる。異種性遺伝子で首
尾よく形質転換した細胞は、薬物耐性を付与するタンパク質を生産し、よって選択工程を
生存する。このような優性選択の例は、薬剤ネオマイシン、ミコフェノール酸及びハイグ
ロマイシンを使用する。
【０１１５】
　哺乳動物細胞に適切な選択可能なマーカーの他の例は、抗体核酸を捕捉することのでき
る細胞成分を同定することを可能にするもの、例えばＤＨＦＲ、チミジンキナーゼ、メタ
ロチオネインＩ及びＩＩ、霊長類メタロチオネイン遺伝子、アデノシンデアミナーゼ、オ
ルニチンデカルボキシラーゼ等々である。
　例えば、ＤＨＦＲ選択遺伝子によって形質転換された細胞は、先ず、ＤＨＦＲの競合的
アンタゴニストであるメトトリキセート(Ｍｔｘ)を含む培地において形質転換物の全てを
培養することで同定される。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、例えば、
ＤＨＦＲ活性に欠陥のあるチャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)株化細胞 (例として、AT
CC CRL-9096)を含む。
　あるいは、抗体をコードするＤＮＡ配列、野生型ＤＨＦＲタンパク質、及びアミノグリ
コシド３'-ホスホトランスフェラーゼ(ＡＰＨ)のような他の選択可能マーカーで形質転換
あるいは同時形質転換した宿主細胞(特に、内在性ＤＨＦＲを含む野生型宿主)は、カナマ
イシン、ネオマイシンあるいはＧ４１８のようなアミノグリコシド抗生物質のような選択
可能マーカーの選択剤を含む培地中での細胞増殖により選択することができる。米国特許
第４９６５１９９号を参照のこと。
【０１１６】
　　(iv) プロモーター成分
　発現及びクローニングベクターは通常、宿主生物体によって認識され、対象のポリペプ
チドをコードする核酸(例えば抗体)に作用可能に結合しているプロモーターを含む。真核
生物のプロモーター配列が知られている。実質的に全ての真核生物の遺伝子が、転写開始
部位からおよそ２５ないし３０塩基上流に見出されるＡＴリッチ領域を有している。多数
の遺伝子の転写開始位置から７０ないし８０塩基上流に見出される他の配列は、Ｎが任意
のヌクレオチドであるＣＮＣＡＡＴ領域である。大部分の真核生物遺伝子の３'末端には
、コード配列の３'末端へのポリＡ尾部の付加に対するシグナルであるＡＡＴＡＡＡ配列
がある。これらの配列は全て真核生物の発現ベクターに適切に挿入される。
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからの抗体ポリペプチドの転写は、例えば、ポリ
オーマウイルス、伝染性上皮腫ウイルス、アデノウイルス(例えばアデノウイルス２)、ウ
シ乳頭腫ウイルス、トリ肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、レトロウイルス、Ｂ型肝
炎ウイルス及びサルウイルス４０(ＳＶ４０)のようなウイルスのゲノムから得られるプロ
モーター、異種性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプロモーター又は免疫グロブリ
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ンプロモーター、或いは熱ショックプロモーターによって、このようなプロモーターが宿
主細胞系に適合し得る限り、調節されうる。
　ＳＶ４０ウイルスの初期及び後期プロモーターは、ＳＶ４０ウイルスの複製起点を更に
含むＳＶ４０制限断片として簡便に得られる。ヒトサイトメガロウイルスの最初期プロモ
ーターは、ＨｉｎｄＩＩＩＥ制限断片として簡便に得られる。ベクターとしてウシ乳頭腫
ウイルスを用いて哺乳動物宿主中でＤＮＡを発現させる系が、米国特許第４４１９４４６
号に開示されている。この系の変形例は米国特許第４６０１９７８号に開示されている。
単純ヘルペスウイルス由来のチミジンキナーゼプロモーターの制御下におけるマウス細胞
内のヒトβインターフェロンｃＤＮＡの発現に関するReyes等, Nature 297:598-601 (198
2)も参照されたい。あるいは、ラウス肉腫ウイルス長末端反復をプロモーターとして使用
することができる。
【０１１７】
　　(v) エンハンサーエレメント成分
　より高等の真核生物による本発明の抗体ポリペプチドをコードしているＤＮＡの転写は
、ベクター中にエンハンサー配列を挿入することによってしばしば増強され得る。哺乳動
物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在知られている(グロビン、エラスターゼ、
アルブミン、α-フェトプロテイン及びインスリン)。しかしながら、典型的には、真核細
胞ウイルス由来のエンハンサーが用いられるであろう。例としては、複製起点の後期側の
ＳＶ４０エンハンサー(１００－２７０塩基対)、サイトメガロウイルス初期プロモーター
エンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウイルスエンハン
サーが含まれる。真核生物プロモーターの活性化のための増強要素については、Yaniv, N
ature, 297:17-18 (1982)もまた参照のこと。エンハンサーは、抗体ポリペプチドコード
配列の５'又は３'位でベクター中にスプライシングされうるが、通常プロモーターから５
'位に位置している。
【０１１８】
　　(vi) 転写終末成分
　また、真核生物宿主細胞に用いられる発現ベクターは、典型的には、転写の終結及びｍ
ＲＮＡの安定化に必要な配列を含む。このような配列は、真核生物又はウイルスのＤＮＡ
又はｃＤＮＡの５'、時には３'の非翻訳領域から一般に取得できる。これらの領域は、抗
体をコードしているｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレ
オチドセグメントを含む。一つの有用な転写終結成分はウシ成長ホルモンポリアデニル化
領域である。国際公開第９４／１１０２６号とそこに開示された発現ベクターを参照のこ
と。
【０１１９】
　　(vii) 宿主細胞の選択及び形質転換
　ここに記載のベクター中のＤＮＡをクローニングあるいは発現させるために適切な宿主
細胞は、脊椎動物の宿主細胞を含む本明細書中に記載の高等真核生物細胞を含む。培養(
組織培養)中での脊椎動物細胞の増殖は常套的な手順になっている。有用な哺乳動物宿主
株化細胞の例は、ＳＶ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株 (ＣＯＳ-７, ＡＴ
ＣＣ ＣＲＬ１６５１)；ヒト胚腎臓株(２９３又は懸濁培養での増殖のためにサブクロー
ン化された２９３細胞、Graham等, J. Gen Virol., 36:59 (1977))；ハムスター乳児腎細
胞(ＢＨＫ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ１０)；チャイニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(ＣＨ
Ｏ, Urlaub等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980))；マウスのセルトリ細胞(
ＴＭ４, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980))；サルの腎細胞 (ＣＶ１ ＡＴＣＣ
 ＣＣＬ７０)；アフリカミドリザルの腎細胞(ＶＥＲＯ-７６, ＡＴＣＣ ＣＲＬ-１５８７
)；ヒト子宮頸癌細胞 (ＨＥＬＡ, ＡＴＣＣ ＣＣＬ２)；イヌ腎細胞 (ＭＤＣＫ, ＡＴＣ
Ｃ ＣＣＬ３４)；バッファーローラット肝細胞 (ＢＲＬ３Ａ, ＡＴＣＣ ＣＲＬ１４４２)
；ヒト肺細胞 (Ｗ１３８, ＡＴＣＣ ＣＣＬ７５)；ヒト肝細胞 (Ｈｅｐ Ｇ２, ＨＢ８０
６５)；マウス乳房腫瘍細胞 (ＭＭＴ０６０５６２, ＡＴＣＣ ＣＣＬ５１)；ＴＲＩ細胞(
Mather等, Annals N.Y. Acad. Sci., 383:44-68 (1982))；ＭＲＣ５細胞；ＦＳ４細胞；
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及びヒト肝癌株(ＨｅｐＧ２)である。
　宿主細胞は、抗体生産のために上述の発現又はクローニングベクターで形質転換され、
プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードしている遺伝子を
増幅するために適切に修飾された常套的栄養培地で培養される。
【０１２０】
　　(viii) 宿主細胞の培養
　本発明の抗体を産生するために用いられる宿主細胞は種々の培地において培養すること
ができる。市販培地の例としては、ハム(Ｈａｍ)のＦ１０(Sigma)、最小必須培地((ＭＥ
Ｍ),(Sigma)、ＲＰＭＩ-１６４０(Sigma)及びダルベッコの改良イーグル培地((ＤＭＥＭ)
,Ｓｉｇｍａ)が宿主細胞の培養に好適である。また、Ham等, Meth. Enz. 58:44 (1979), 
Barnes等, Anal. Biochem. 102:255 (1980), 米国特許第４７６７７０４号；同４６５７
８６６号；同４９２７７６２号；同４５６０６５５号；又は同５１２２４６９号；国際公
開第９０／０３４３０号；国際公開第８７／００１９５号；又は米国再発行特許第３０９
８５号に記載された何れの培地も宿主細胞に対する培地として使用できる。これらの培地
には何れもホルモン及び／又は他の成長因子(例えばインシュリン、トランスフェリン、
又は表皮成長因子)、塩類(例えば、塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム及びリン
酸塩)、バッファー(例えばＨＥＰＥＳ)、ヌクレオチド(例えばアデノシン及びチミジン)
、抗生物質(例えば、GENTAMYCINTM薬)、微量元素(最終濃度がマイクロモル範囲で通常存
在する無機化合物として定義される)及びグルコース又は等価なエネルギー源を必要に応
じて補充することができる。任意の他の必要な補充物質もまた当業者に知られている適当
な濃度で含むことができる。培養条件、例えば温度、ｐＨ等々は、発現のために選ばれた
宿主細胞について過去に用いられているものであり、当業者には明らかであろう。
【０１２１】
　　(ix) 抗体の精製
　組換え技術を用いる場合、抗体は細胞内で生成され、又は培地内に直接分泌される。抗
体が細胞内に生成された場合、第１の工程として、宿主細胞か溶解された断片の何れにし
ても、粒子状の細片が、例えば遠心分離又は限外濾過によって除去される。抗体が培地に
分泌された場合は、そのような発現系からの上清を、一般的には先ず市販のタンパク質濃
縮フィルター、例えばＡｍｉｃｏｎ又はＰｅｌｌｉｃｏｎの限外濾過装置を用いて濃縮す
る。ＰＭＳＦなどのプロテアーゼ阻害剤を上記の任意の工程に含めて、タンパク質分解を
阻害してもよく、また抗生物質を含めて外来性の汚染物の成長を防止してもよい。
【０１２２】
　細胞から調製した抗体組成物は、例えば、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、
ゲル電気泳動、透析、及びアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製でき、アフィ
ニティークロマトグラフィーは一般に許容可能な精製技術である。プロテインＡ等のアフ
ィニティー試薬の適合性は、抗体中に存在する免疫グロブリンＦｃ領域の種及びアイソタ
イプに依存する。プロテインＡは、ヒトγ１、γ２、又はγ４重鎖に基づく抗体の精製に
用いることができる(Lindmark等, J. immunol. Meth. 62: 1-13 (1983))。プロテインＧ
は、全てのマウスアイソタイプ及びヒトγ３に推奨されている(Guss等, EMBO J. 5: 1657
1575 (1986))。アフィニティーリガンドが結合されるマトリクスはアガロースであること
が最も多いが、他の材料も使用可能である。孔制御ガラスやポリ(スチレンジビニル)ベン
ゼン等の機械的に安定なマトリクスは、アガロースで達成できるものより早い流速及び短
い処理時間を可能にする。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合、Bakerbond ABXＴＭ樹脂(J.
T. Baker, Phillipsburg, NJ)が精製に有用である。イオン交換カラムでの分画、エタノ
ール沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカでのクロマトグラフィー、ヘパリンでのクロマトグラフ
ィー、アニオン又はカチオン交換樹脂上でのＳＥＰＨＡＲＯＳＥＴＭクロマトグラフィー
(ポリアスパラギン酸カラム)、クロマトフォーカシング、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ、及び硫酸ア
ンモニウム沈殿法も、回収される多価抗体に応じて利用可能である。
　任意の予備的精製工程に続いて、目的の抗体及び混入物を含む混合液を、例えばｐＨ約
２．５－４．５、一般的には低塩濃度(例として、約０－０．２５Ｍ塩)の溶出緩衝液を用
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いて低ｐＨ疎水性作用クロマトグラフィーにより、必要な精製ステップを更に行う。
　一般に、研究、試験及び臨床用に使用される抗体を調製するための技術及び方法は従来
技術において既に確立されており、上記と合致している及び／又は対象とする特定の抗体
について当業者により適切とみなされることに注意されたい。
【０１２３】
　活性アッセイ
　本発明の抗体は、従来技術に既知の様々なアッセイにより、その物理的／化学的特性及
び生物学的機能について特徴付けることができる。
　精製された抗体は、Ｎ末端配列決定、アミノ酸分析、非変性サイズ排除高速液体クロマ
トグラフィー(ＨＰＬＣ)、質量分析、イオン交換クロマトグラフィー及びパパイン消化を
含むがこれらに限定されない一連のアッセイにより、更に特徴付けることができる。
　必要に応じて、抗体の生物学的活性が分析される。一部の実施態様では、本発明の抗体
の抗原結合活性について試験する。従来技術に既知の、本発明に使用可能な抗原結合アッ
セイには、ウエスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ(酵素結合免疫吸着
検定法)、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、蛍光イムノアッセイ、
及びプロテインＡイムノアッセイ等のあらゆる直接的又は競合的結合アッセイを含むがこ
れらに限定されない。
【０１２４】
　一実施態様では、本発明は、全てではないが幾つかのエフェクター機能を有する変更さ
れた抗体を考慮し、この抗体は、抗体のインビボ半減期が重要であり、更に特定のエフェ
クター機能(補体又はＡＤＣＣなど)が不要又は有害である多くの用途の好ましい候補とな
る。特定の実施態様では、抗体のＦｃ活性を測定して、所望の特性だけが維持されている
ことを確認する。インビボ及び／又はインビトロ細胞障害アッセイを行って、ＣＤＣ及び
／又はＡＤＣＣ活性の減少／枯渇を確認することができる。例えば、Ｆｃレセプター(Ｆ
ｃＲ)結合アッセイを行って、抗体がＦｃγＲ結合を欠損している(すなわちＡＤＣＣ活性
を欠損していると思われる)が、ＦｃＲｎ結合能は維持していることを確認することがで
きる。ＡＤＣＣを仲介する第一細胞であるＮＫ細胞は、ＦｃγＲIIIのみを発現し、その
一方で単核細胞はＦｃγＲI、ＦｃγＲII及びＦｃγＲIIIを発現する。造血系細胞でのＦ
ｃＲ発現については、Ravetch及びKinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991)の464頁
の表3に要約されている。対象とする分子のＡＤＣＣ活性を評価するためのインビトロア
ッセイの一例は、米国特許第５５００３６２号又は同第５８２１３３７号に記載されてい
る。そのようなアッセイに有用なエフェクター細胞には、末梢血単核細胞(ＰＢＭＣ)及び
ナチュラルキラー(ＮＫ)細胞が含まれる。あるいは、又は加えて、対象とする分子のＡＤ
ＣＣ活性は、例えばClynes 等のPNAS (USA) 95:652-656 (1998)に開示されているような
動物モデルにおいてインビボに評価することができる。また、Ｃ１ｑ結合アッセイを行っ
て、抗体がＣ１ｑに結合できない、つまりＣＤＣ活性を欠損していることを確認してもよ
い。補体活性化を評価するために、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202
:163 (1996)に記載のように、ＣＤＣアッセイを行ってもよい。また、ＦｃＲｎ結合及び
インビボクリアランス／半減期測定を、当分野で公知の方法を用いて行うことができる。
【０１２５】
抗体断片
　本発明は抗体断片を包含する。特定の場合では、全抗体よりも抗体断片の利用に利点が
ある。より小さいサイズの断片によりクリアランスが速くなり、固形腫瘍へのアクセスが
改善されうる。
　抗体断片を生産するために様々な技術が開発されている。伝統的には、これらの断片は
、完全な抗体のタンパク分解性消化を介して誘導されていた(例えば、Morimoto等, Journ
al of Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及びBrennan等, Scienc
e, 229:81(1985)を参照されたい)。しかし、これらの断片は現在は組換え宿主細胞により
直接生産することができる。例えば、Ｆａｂ、Ｆｖ及びＳｃＦｖ抗体断片はすべて、大腸
菌で発現され、分泌されるため、この断片の大規模産生が容易となる。抗体断片は上述に
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おいて検討した抗体ファージライブラリーから分離することができる。別法として、Ｆａ
ｂ'-ＳＨ断片は大腸菌から直接回収することができ、化学的に結合してＦ(ａｂ')２断片
を形成することができる(Carter等, Bio/Technology 10:163-167(1992))。他のアプロー
チ法では、Ｆ(ａｂ')２断片を組換え宿主細胞培養から直接分離することができる。サル
ベージレセプター結合エピトープ残基を含有する、インビボ半減期が増加したＦａｂ及び
Ｆ(ａｂ')２断片は米国特許第５８６９０４６号に記載される。抗体断片の生産のための
他の方法は当業者には明らかであろう。他の実施態様では、選択抗体は単鎖Ｆｖ断片(ｓ
ｃＦＶ)である。国際公開第９３／１６１８５号；米国特許第５５７１８９４号；及び米
国特許第５５８７４５８号を参照のこと。Ｆｖ及びｓＦｖは、定常領域が欠けている完全
な結合部を有する唯一の種である。したがって、それらは、インビボでの使用の間の非特
異的結合を減らすために適する。ｓＦｖ融合タンパク質は、ｓＦｖのアミノ末端又はカル
ボキシ末端の何れかで、エフェクタータンパク質の融合物を得るために構築されうる。上
掲のAntibody Engineering, ed. Borrebaeckを参照。また、抗体断片は、例えば米国特許
第５６４１８７０号に記載されているような「直鎖状抗体」であってもよい。このような
直線状の断片は単特異的又は二重特異的であってもよい。
【０１２６】
ヒト化抗体
　本発明は、ヒト化抗体を含む。非ヒト抗体をヒト化するための様々な方法が従来技術に
既知である。例えば、ヒト化抗体は、非ヒトのソースからそれに導入された一以上のアミ
ノ酸残基を有することができる。これらの非ヒトアミノ酸残基は、しばしば「重要な」残
基と呼ばれ、一般に「重要な」可変ドメインに由来する。ヒト化は、基本的にヒト抗体の
該当する配列を高頻度可変領域配列で置換することにより、Winter及び共同研究者(Jones
等(1986)Nature 321:522-525；Riechmann等(1988)Nature, 332:323-327；Verhoeyen等(19
88)Science 239:1534-1536)の方法に従って実施される。よって、このような「ヒト化」
抗体は、インタクトなヒト可変ドメインより実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する
配列で置換されたキメラ抗体(米国特許第４８１６５６７号)である。実際には、ヒト化抗
体は典型的には幾つかの高頻度可変領域残基が、及び場合によっては幾つかのＦＲ残基が
齧歯類抗体の類似する部位由来の残基によって置換されたヒト抗体である。
【０１２７】
　ヒト化抗体の作製に使用されるヒト可変ドメインの選択は、軽鎖及び重鎖いずれも、抗
原性を減らすために重要である。いわゆる「最良に適合する(ベストフィット)」方法によ
れば、齧歯類抗体の可変ドメインの配列を、既知のヒト可変ドメイン配列のライブラリー
全体に対してスクリーニングする。次いで、齧歯類の配列に最も近いヒト配列を、ヒト化
抗体のヒトフレームワークとして受け入れる(Sims等(1993)J. Immunol. 151:2296；Choth
ia等(1987)J. Mol. Biol. 196:901)。別の方法では、軽鎖又は重鎖の特定のサブグループ
の全ヒト抗体のコンセンサス配列から得られた特定のフレームワークを使用する。同じフ
レームワークを複数の異なるヒト化抗体に使用することができる(Carter等(1992)Proc. N
atl. Acad. Sci. USA, 89:4285；Presta等(1993)J. Immunol., 151:2623)。
　更には、抗体は、抗原に対する高い親和性及びその他の望ましい生物学的特性を保持し
てヒト化されることが一般に好ましい。この目的を達成するために、一方法では、親の配
列及びヒト化配列の三次元モデルを用いて、親配列及び様々な概念上のヒト化産物を分析
するプロセスにより、ヒト化抗体を調製する。三次元免疫グロブリンモデルは一般に利用
可能であり、当技術分野の当業者に周知である。選択された候補免疫グロブリン配列の、
有望な三次元立体配置的構造を図解及び表示するコンピュータプログラムが利用可能であ
る。このような表示を検査することにより、候補免疫グロブリン配列が機能する際に残基
が果たすと思われる役割を分析することができ、つまり候補免疫グロブリンの、その抗原
に対する結合能に影響する残基を分析することができる。このように、レシピエント及び
重要な配列からＦＲ残基を選択して組み合わせることにより、所望の抗体特性、例えば標
的とする抗原に対する親和性の増大を達成することができる。一般に、高頻度可変領域残
基は、抗原の結合に対する影響に、直接的に且つ最も有意に関わっている。



(43) JP 2009-526552 A 2009.7.23

10

20

30

40

50

【０１２８】
ヒト抗体
　本発明のヒト抗ＲＥＬＴ抗体は、上記のように、ヒト由来のファージディスプレイライ
ブラリから選択したＦｖクローン可変ドメイン配列を公知のヒト定常ドメイン配列と結合
することによって構築することができる。あるいは、本発明のヒトモノクローナル抗ＲＥ
ＬＴ抗体は、ハイブリドーマ法によって作製することができる。ヒトモノクローナル抗体
の生産のためのヒトミエローマ及びマウス-ヒトヘテロミエローマ細胞株は，例えば，Koz
bor, J. Immunol. 133, 3001(1984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Tech
niques and Applications, pp.51-63(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)；及びBoer
ner 等, J. Immunol., 147: 86 (1991)によって記載されている。
　免疫化することで、内因性免疫グロブリンの生産なしに、ヒト抗体の完全なレパートリ
ーを生産することが可能なトランスジェニック動物(例えばマウス)を生産することが現在
は可能である。例えば、キメラ及び生殖細胞系変異体マウスでの抗体重鎖結合領域(ＪＨ)
遺伝子のホモ接合体欠失は、内因性抗体の生産の完全な阻害をもたらすことが記載されて
いる。そのような生殖細胞系変異体マウスでのヒト生殖細胞系免疫グロブリン遺伝子配列
の転移は、抗原の挑戦によってヒト抗体の生産を引き起こす。例えば、Jakobovits等, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 2551-255(1993)；Jakobovits等, Nature 362, 255-258(1
993)を参照のこと。
【０１２９】
　また、遺伝子シャフリングは、ヒト抗体が開始非ヒト、例えば齧歯類の抗体と類似した
親和性及び特性を有している場合、非ヒト、例えば齧歯類の抗体からヒト抗体を得るため
に使用することもできる。「エピトープインプリンティング」とも呼ばれるこの方法によ
り、上記のファージディスプレイ技術により得られた非ヒト抗体断片の重鎖可変領域遺伝
子又は軽鎖可変領域遺伝子の何れかをヒトＶドメイン遺伝子のレパートリーで置換し、非
ヒト鎖／ヒト鎖ｓｃＦｖないしＦａｂキメラの集団を作成する。抗原を選択することによ
り、ヒト鎖が初めのファージディスプレイクローンにおいて一致した非ヒト鎖の除去によ
り破壊された抗原結合部位を回復する、非ヒト鎖／ヒト鎖キメラｓｃＦｖないしＦａｂが
単離される、つまり、エピトープがヒト鎖のパートナーの選択をつかさどる(インプリン
トする)。残りの非ヒト鎖を置換するためにこの工程を繰り返すと、ヒト抗体が得られる(
1993年4月1日公開のPCT特許出願WO 93/06213を参照)。伝統的なCDR移植による非ヒト抗体
のヒト化と異なり、この技術により、非ヒト起源のFR又はCDR残基を全く持たない完全な
ヒト抗体が得られる。
【０１３０】
二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープに対して結合特異性を有するモ
ノクローナル抗体である。特定の実施態様では、二重特異性抗体は、ヒト抗体ないしヒト
化抗体である。特定の実施態様では、結合特異性の一つはＲＥＬＴに対するものであり、
他は他の任意の抗原に対するものである。二重特異性抗体は完全長抗体又は抗体断片(例
えばＦ(ａｂ')２二重特異性抗体)として調製することができる。
【０１３１】
　二重特異性抗体を作製する方法は当該分野において既知である。二重特異性抗体の伝統
的な組み換え産生は二つの免疫グロブリン重鎖-軽鎖対の同時発現に基づき、ここで二つ
の重鎖は異なる特異性を持っている(Millstein等ら, Nature, 305:537-539(1983))。免疫
グロブリン重鎖及び軽鎖が無作為に取り揃えられているため、これらのハイブリドーマ(
四部雑種)は１０個の異なる抗体分子の可能性ある混合物を産生し、そのうちただ一つが
正しい二重特異性構造を有する。通常、アフィニティークロマトグラフィー工程により行
われる正しい分子の精製は、かなり煩わしく、生成物収率は低い。同様の方法が１９９３
年５月１３日に公開の国際公報第９３／０８８２９号及びTraunecker等, EMBO J. 10:365
5-3659(1991)に開示されている。
　異なる実施態様によれば、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン(抗原－抗体結
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合部位)を免疫グロブリン定常ドメイン配列と融合させる。該融合は、例えば、少なくと
もヒンジの一部、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとの融合
である。特定の実施態様では、軽鎖の結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(ＣＨ
１)を、融合の少なくとも一つに存在させることが望ましい。免疫グロブリン重鎖の融合
、望まれるならば免疫グロブリン軽鎖をコードしているＤＮＡを、別個の発現ベクター中
に挿入し、適当な宿主生物に同時形質移入する。これにより、コンストラクトに使用され
る三つのポリペプチド鎖の等しくない比率が最適な収率をもたらす態様において、三つの
ポリペプチド断片の相互の割合の調節に大きな融通性が与えられる。しかし、少なくとも
二つのポリペプチド鎖の等しい比率での発現が高収率をもたらすとき、又はその比率が特
に重要性を持たないときは、２又は３個全てのポリペプチド鎖のためのコード化配列を一
つの発現ベクターに挿入することが可能である。
【０１３２】
　このアプローチ法のある実施態様では、二重特異性抗体は、第一の結合特異性を有する
一方のアームのハイブリッド免疫グロブリン重鎖と他方のアームのハイブリッド免疫グロ
ブリン重鎖-軽鎖対(第二の結合特異性を提供する)とからなる。二重特異性分子の半分に
しか免疫グロブリン軽鎖がないと容易な分離法が提供されるため、この非対称的構造は、
所望の二重特異性化合物を不要な免疫グロブリン鎖の組み合わせから分離することを容易
にすることが分かった。このアプローチ法は、国際公報94/04690に開示されている。二重
特異性抗体を産生する更なる詳細については、例えばSureshら, Methods in Enzymology,
 121:210 (1986)を参照されたい。
　他のアプローチ法によれば、一対の抗体分子間の界面を操作して組換え細胞培養から回
収されるヘテロダイマーのパーセントを最大にすることができる。界面は抗体定常ドメイ
ンのＣＨ３ドメインの少なくとも一部を含む。この方法では、第１抗体分子の界面からの
一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより大きな側鎖(例えばチロシン又はトリプトファン)
と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又は類似のサイズの相補的「キャビティ」を、大き
なアミノ酸側鎖を小さいもの(例えばアラニン又はスレオニン)と置き換えることにより第
２の抗体分子の界面に作り出す。これにより、ホモダイマーのような不要の他の最終産物
に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニズムが提供される。
【０１３３】
　二特異性抗体とは架橋抗体や「ヘテロ抱合抗体」を含む。例えば、ヘテロ抱合体の一方
の抗体がアビジンと結合し、他方はビオチンと結合していても良い。このような抗体は、
例えば、免疫系細胞を不要な細胞に対してターゲティングさせること(米国特許第４６７
６９８０号)及びＨＩＶ感染の治療(国際公報第９１／００３６０号、国際公報第９２／０
０３７３号及び欧州特許第０３０８９号)等の用途が提案されている。ヘテロ抱合抗体は
適当な架橋方法によって生成できる。当技術分野においては、適切な架橋剤は周知であり
、それらは複数の架橋法と共に米国特許第４６７６９８０号などに記されている。
　抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載されている。例えば、化
学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。Brennanら, Science, 229:81
 (1985) は完全な抗体をタンパク分解性に切断してＦ(ａｂ')２断片を産生する手順を記
述している。これらの断片は、ジチオール錯体形成剤亜砒酸ナトリウムの存在下で還元し
て近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルヒド形成を防止する。産生されたＦａｂ'
断片はついでチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に転換される。Ｆａｂ'-ＴＮＢ誘導
体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ'-チオールに再転換し、
他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成する。作られた二
重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤として使用することができる。
【０１３４】
　最近の進歩により大腸菌からＦａｂ'-ＳＨ断片を直接回収することが容易となっており
、これにより化学的にカップリングされて二重特異性抗体にを形成する。Shalaby 等, J.
 Exp. Med., 175: 217-225 (1992)は、完全なヒト化二重特異性抗体Ｆ(ａｂ')２分子の産
生について記述している。各々のＦａｂ'断片は大腸菌から別々に分泌されて、インビト
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ロで化学的にカップリングされて、二重特異性抗体を形成する。したがって、形成された
二重特異性抗体は、ＨＥＲ２を過剰発現する細胞及び正常ヒトT細胞に結合するだけでな
く、ヒト胸部腫瘍の標的に対するヒト細胞毒性リンパ球の溶解活性を引き起こすことがで
きた。
【０１３５】
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し分離する様々な方法もまた記
述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生産された。Kost
elny等, J.Immunol., 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からのロ
イシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つの異なった抗体のＦａｂ'部分に結合さ
せられた。抗体ホモダイマーはヒンジ領域で還元されてモノマーを形成し、ついで再酸化
させて抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生産に対して
使用することができる。Hollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)
により記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズム
を提供した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするのに十分に短い
リンカーにより軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイン(ＶＨ)を結合してなる。従っ
て、一つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制
的に対形成させられ、２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーを使用
する他の二重特異性抗体断片製造方策もまた報告されている。Gruber等, J.Immunol., 15
2:5368 (1994)を参照されたい。
　二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
tt等 J.Immunol. 147:60(1991)。
【０１３６】
多価抗体
　多価抗体は、抗体が結合する抗原を発現する細胞により、二価抗体よりも早くインター
ナリゼーション(及び／又は異化)されうる。本発明の抗体は、３又はそれ以上の結合部位
を有する多価抗体(ＩｇＭクラス以外のもの)であり得(例えば四価抗体)、抗体のポリペプ
チド鎖をコードする核酸の組換え発現により容易に生成することができる。多価抗体は二
量化ドメインと３又はそれ以上の抗原結合部位を有する。二量化ドメインは、例えば、Ｆ
ｃ領域又はヒンジ領域を有する(又はそれらからなる)。このシナリオにおいて、抗体はＦ
ｃ領域と、Ｆｃ領域のアミノ末端に３又はそれ以上の抗原結合部位を有しているであろう
。一実施態様では、多価抗体は、例えば、３ないし８、又は４の抗原結合部位を有する(
又はそれらからなる)。多価抗体は少なくとも１つのポリペプチド鎖(例えば２つのポリペ
プチド鎖)を有し、ポリペプチド鎖(類)は２又はそれ以上の可変ドメインを有する。例え
ば、ポリペプチド鎖(類)はＶＤ１-(Ｘ１)ｎ-ＶＤ２-(Ｘ２)ｎ-Ｆｃを有し、ここでＶＤ１
は第１の可変ドメインであり、ＶＤ２は第２の可変ドメインであり、ＦｃはＦｃ領域のポ
リペプチド鎖の一つであり、Ｘ１及びＸ２はアミノ酸又はポリペプチドを表し、ｎは０又
は１である。例えば、ポリペプチド鎖(類)は：ＶＨ-ＣＨ１-柔軟なリンカー-ＶＨ-ＣＨ１
-Ｆｃ領域鎖；又はＶＨ-ＣＨ１-ＶＨ-ＣＨ１-Ｆｃ領域鎖を有し得る。ここで多価抗体は
、少なくとも２つ(例えば４つ)の軽鎖可変ドメインポリペプチドをさらに有することがで
きる。ここで多価抗体は、例えば約２～約８の軽鎖可変ドメインポリペプチドを有する。
ここで考察される軽鎖可変ドメインポリペプチドは軽鎖可変ドメインを有し、場合によっ
てはＣＬドメインを更に有する。
【０１３７】
抗体変異体
　一部の実施態様では、ここで記載の抗体のアミノ酸配列の修飾を考察する。例えば、抗
体の結合親和性及び／又は他の生物学的特性が改善されることが望ましい。抗体のアミノ
酸配列変異体は、適当なヌクレオチド変化を抗体核酸に導入することにより、又はペプチ
ド合成により調製される。そのような修飾は、例えば、抗体のアミノ酸配列内の残基の欠
失、及び／又は挿入及び／又は置換を含む。欠失、挿入、及び置換の任意の組み合わせは
、最終コンストラクトに達するまでなされるが、その最終コンストラクトは所望の特徴を
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有する。アミノ酸変化は、配列を作製する時点で対象とする抗体のアミノ酸配列に導入し
てもよい。
　突然変異のための好ましい位置にある抗体の特定の残基又は領域の同定のために有用な
方法は、Cunningham及びWells (1989) Science 244:1081-1085に記載されているように「
アラニンスキャンニング突然変異誘発」と呼ばれる。ここで、標的残基の残基又は基が同
定され(例えば、arg、asp、his、lys及びglu等の荷電残基)、中性又は負荷電アミノ酸(例
えばアラニン又はポリペプチドアニリン)に置換され、アミノ酸と抗原との相互作用に影
響を及ぼす。次いで置換に対する機能的感受性を示すこれらのアミノ酸の位置は、置換部
位において又はそれに対して更に又は他の置換を導入することにより精密にされる。即ち
、アミノ酸配列変異を導入する部位は予め決定されるが、変異自体の性質は予め決める必
要はない。例えば、与えられた部位における変異の性能を分析するために、alaスキャン
ニング又はランダム突然変異誘発を標的コドン又は領域で実施し、発現された免疫グロブ
リンを所望の活性についてスクリーニングする。
【０１３８】
　アミノ酸配列挿入は、１残基から１００以上の残基を含むポリペプチドの長さの範囲の
アミノ-及び／又はカルボキシル末端融合物、並びに一又は複数のアミノ酸残基の配列内
挿入物を含む。末端挿入物の例は、Ｎ-末端メチオニル残基を持つ抗体又は細胞障害ポリ
ペプチドに融合した抗体を含む。抗体分子の他の挿入変異体は、抗体の血清半減期を向上
させる酵素(例えばＡＤＥＰＴ)又はポリペプチドの抗体のＮ-又はＣ-末端への融合物を含
む。
　他の型の変異体はアミノ酸置換変異体である。これらの変異体は、異なる残基によって
置換された抗体分子に少なくとも一つのアミノ酸残基を有する。置換突然変異について最
も対象となる部位は高度可変領域を含むが、ＦＲ変化も考慮される。保存的置換は、「好
ましい置換」と題して表Ａに示す。これらの置換により生物学的活性に変化が生じる場合
、表Ａに「例示的置換」と称した又はアミノ酸の分類を参照して以下に更に記載するよう
な、より実質的な変化を導入し、生成物をスクリーニングしてよい。
【０１３９】
表Ａ
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【０１４０】
　抗体の生物学的性質における実質的な修飾は、(ａ)置換領域のポリペプチド骨格の構造
、例えばシート又は螺旋配置、(ｂ)標的部位の分子の電荷又は疎水性、又は(ｃ)側鎖の嵩
を維持するそれらの効果において実質的に異なる置換を選択することにより達成される。
アミノ酸は、その側鎖の特性の類似性に従ってグループ化することができる(A. L. Lehni
nger, in Biochemistry, second ed., pp. 73-75, Worth Publishers, New York (1975))
：
(１)無極性：Ala (A), Val (V), Leu (L), Ile (I), Pro (P), Phe (F), Trp (W), Met (
M)
(２)無電荷極性：Gly (G), Ser (S), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y), Asn (N), Gln (Q)
(３)酸性：Asp (D), Glu (E)
(４)塩基性：Lys (K), Arg (R), His(H)
　別法では、天然に生じる残基は共通の側鎖特性に基づいて群に分けることができる：
(１)疎水性：ノルロイシン、Met、Ala、Val、Leu、Ile；
(２)中性の親水性：Cys、Ser、Thr、Asn、Gln；
(３)酸性：Asp、Glu；
(４)塩基性：His、Lys、Arg；
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(５)鎖配向に影響する残基：Gly、Pro； 及び
(６)芳香族：Trp、Tyr、Phe。
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。このような置換された残基も、保存的置換部位か、残存する(非保存的)部位
に、導入することができる。
【０１４１】
　一つの種類の置換による変異体は、親抗体(例えばヒト化抗体又はヒト抗体)の一以上の
高頻度可変領域残基を置換することを含む。一般に、更なる開発用に選択される結果とし
て得られた変異体の生物学的特性は、それらが生成された親抗体と比べて変更(例えば改
善)される。このような置換による変異体を生成する便利な方法では、ファージディスプ
レイを用いた親和性成熟を使用する。簡単には、複数の高頻度可変領域部位(例えば６～
７の部位)を変異させることにより、各部位に可能な全てのアミノ酸置換を生じさせる。
このようにして生成された抗体は、各粒子内にパッケージングされたファージコートタン
パク質(例えば、Ｍ１３の遺伝子III産物)の少なくとも一部への融合物として、糸状のフ
ァージ粒子から表示される。次いで、ファージディスプレイされた変異体は、本明細書に
開示されるように、その生物的活性(例えば結合親和性)についてスクリーニングされる。
修飾のための候補高頻度可変領域部位を同定するために、系統的変異導入法(例えばアラ
ニンスキャニング)を行って、抗原結合に有意に貢献する高頻度可変領域残基を同定する
ことができる。別法として、又は付加的に、抗原-抗体複合体の結晶構造を分析すること
により、抗体と抗原との接触点を同定することが有効である。このような接触残基隣接残
基は、従来技術に既知の技術による置換の候補であり、それにはここに説明するものが含
まれる。そのような変異体が生成されたら、本明細書に記載のものを含む従来技術に既知
の技術を用いて変異体パネルのスクリーニングを行い、更なる開発のために一以上の関連
アッセイにおいて優れた特性を有する抗体を選択することができる。
【０１４２】
　従来技術に既知の様々な方法により、本抗体の、アミノ酸配列変異体をコードする核酸
分子を調製した。これらの方法は、天然源からの単離(天然に生じるアミノ酸配列変異体
の場合)又はオリゴヌクレオチド媒介性(又は部位特異的)突然変異による調製、ＰＣＲ突
然変異誘発、及び前もって調製された変異体又は抗体の非変異バージョンのカセット変異
導入法を含むが、これらに限定されない。
　本発明の抗体のＦｃ領域に一以上のアミノ酸修飾を導入することにより、Ｆｃ領域変異
体を生成することが望ましい場合がある。Ｆｃ領域変異体は、ヒンジシステインのアミノ
酸位置を含む一以上のアミノ酸位置に一のアミノ酸修飾(例えば置換)を含むヒトＦｃ領域
配列(例えば、ヒトＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４のＦｃ領域)を含みうる。
　本明細書及び従来技術の教示によれば、一部の実施態様では、本発明の抗体は、対応す
る野生型の抗体と比較した場合、例えばＦｃ領域内に、一以上の変更を有すると考えられ
る。それでも、これらの抗体は、その野生型の同等物と比較した場合、治療的有効性に必
要なほぼ同一の特性を保持している。例えば、国際公開第９９／５１６４２号等に記載さ
れているように、Ｆｃ領域に、Ｃ１ｑ結合及び／又は補体依存性細胞障害性(ＣＤＣ)に変
化(つまり効果の改善又は低減)をもたらす特定の変更を実施することが考慮される。Ｆｃ
領域の変異体の他の例に関し、Ducan及びWinterによるNature 322:738-40 (1998)；米国
特許第５６４８２６０号；同第５６２４８２１号；及び国際公開第９４／２９３５１号も
参照されたい。
　一態様では、本発明は、Ｆｃ領域を含むＦｃポリペプチドのインターフェースに変更を
含む抗体を提供し、この場合前記変更によりヘテロ二量体化が促進及び／又は増長される
。これらの変更には、第１のＦｃポリペプチドへの隆起の導入及び第２のＦｃポリペプチ
ドへの空洞の導入を含み、前記隆起が前記空洞に配置可能であることにより、第１及び第
２のＦｃポリペプチドの複合が促進される。このような変更を有する抗体の生成方法は、
米国特許第５７３１１６８号に記載のように、従来技術に既知である。
【０１４３】
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イムノコンジュゲート
　別の態様では、本発明は、化学療法剤、薬剤、成長阻害剤、毒素(例えば、細菌、糸状
菌、植物又は動物由来の酵素活性性毒素、又はその断片)、又は放射性同位体(すなわち放
射性コンジュゲート)などの細胞障害剤にコンジュゲートした抗体を含んでなる、イムノ
コンジュゲート又は抗体-薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)を提供する。
　細胞障害性又は細胞分裂停止性の薬剤、すなわち癌治療における腫瘍細胞を殺す又は阻
害するための薬剤の局部運搬に抗体-薬剤コンジュゲートを用いると(Syrigos及びEpeneto
s (1999) Anticancer Research 19:605-614；Niculescu-Duvaz and Springer (1997) Adv
. Drg Del. Rev. 26:151-172；米国特許第４９７５２７８号)、腫瘍への薬剤成分の標的
とする運搬とそこでの細胞内集積が可能となるものであり、この非コンジュゲート薬物作
用剤の全身性投与により正常細胞並びに除去しようとする腫瘍細胞への毒性が容認できな
いレベルとなりうる(Baldwin等, (1986) Lancet pp. (Mar. 15, 1986):603-05；Thorpe, 
(1985) 「Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review,」 in
 Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, A. Pinchera等 
(編), pp. 475-506)。これによって、最小限の毒性で最大限の効果を求める。ポリクロー
ナル抗体及びモノクローナル抗体はこの方策に有用であるとして報告されている(Rowland
等, (1986) Cancer Immunol. Immunother., 21:183-87)。この方法に用いる薬物には、ダ
ウノマイシン、ドキソルビジン、メトトレキサート及びビンデジンが含まれる(Rowland等
, (1986)、上掲)。抗体-毒素コンジュゲートに用いる毒素には、ジフテリア毒素などの細
菌性毒素、ゲルダナマイシン(Mandler等(2000) Jour. of the Nat. Cancer Inst. 92(19)
:1573-1581；Mandler等(2000) Bioorganic & Med. Chem. Letters 10:1025-1028；Mandle
r等(2002) Bioconjugate Chem. 13:786-791)、メイタンシノイド(欧州特許第１３９１２
１３号；Liu等, (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8618-8623)、及びカリケアマイ
シン(Lode等 (1998) Cancer Res. 58:2928；Hinman等 (1993) Cancer Res. 53:3336-3342
)などのリシン、小分子毒素などの植物毒が含まれる。該毒素は、チューブリン結合、Ｄ
ＮＡ結合又はトポイソメラーゼ阻害を含む機能によりその細胞障害性及び細胞分裂停止性
の効果に影響しうる。ある種の細胞障害性剤は、大きな抗体又はタンパク質レセプターリ
ガンドにコンジュゲートした場合に、不活性又は活性が低減する傾向がある。
【０１４４】
　ゼバリン(ZEVALIN)(登録商標)(イブリツモマブチウキセタン(ibritumomab tiuxetan), 
Biogen/Idec)は正常及び悪性のＢリンパ球の細胞表面上にみられるＣＤ２０抗原に対する
マウスＩｇＧ１κモノクローナル抗体と１１１Ｉｎ又は９０Ｙ放射性同位体とがチオウレ
アリンカーキレート剤にて結合した抗体-放射性同位体コンジュゲートである(Wiseman等 
(2000) Eur. Jour. Nucl. Med. 27(7):766-77；Wiseman等 (2002) Blood 99(12):4336-42
；Witzig等 (2002) J. Clin. Oncol. 20(10):2453-63；Witzig等 (2002) J. Clin. Oncol
. 20(15):3262-69)。ゼバリンはＢ細胞非ホジキン性リンパ球(ＮＨＬ)に対して活性を有
するが、投与によってほとんどの患者に重症で長期の血球減少を引き起こす。カリケアマ
イシンに連結したｈｕＣＤ３３抗体からなる抗体薬剤コンジュゲートであるマイロターグ
(MYLOTARG)(登録商標)(ゲムツズマブオゾガミシン(gemtuzumab ozogamicin), Wyeth Phar
maceuticals)は、急性骨髄性白血病の治療用注射剤として2000年に認可された(Drugs of 
the Future (2000) 25(7):686；米国特許第４９７０１９８号；同第５０７９２３３号；
同第５５８５０８９号；同第５６０６０４０号；同第５６９３７６２号；同第５７３９１
１６号；同第５７６７２８５号；同第５７７３００１号)。ジスルフィドリンカーＳＰＰ
を介してメイタンシノイド薬剤分子ＤＭ１と連結しているｈｕＣ２４２抗体からなる抗体
薬剤コンジュゲートであるカンツズマブメルタンシン(Cantuzumab mertansine)(Immunoge
n, Inc.)を、ＣａｎＡｇを発現する癌、例として大腸、膵臓、胃などの治療について試験
する。メイタンシノイド薬剤分子ＤＭ１と連結している抗前立腺特異的膜抗原(ＰＳＭＡ)
モノクローナル抗体からなる抗体薬剤コンジュゲートであるＭＬＮ-２７０４(Millennium
 Pharm., BZL Biologics, Immunogen Inc.)は、前立腺癌の潜在的治療用に試験する。ア
ウリスタチン(auristatin)ペプチド、アウリスタチンＥ(ＡＥ)及びモノメチルアウリスタ
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チン(ＭＭＡＥ)、ドラスタチン(dolastatin)の合成類似体は、キメラモノクローナル抗体
ｃＢＲ９６(癌細胞上のルイスＹに特異的)及びｃＡＣ１０(血液系悪性腫瘍上のＣＤ３０
に特異的)(Doronina等 (2003) Nature Biotechnology 21(7):778-784)にコンジュゲート
しており、治療的開発段階にある。
【０１４５】
　イムノコンジュゲートの生成に有用な化学治療薬を本明細書中(上記)に記載した。用い
ることのできる酵素活性毒素及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結
合活性断片、(緑膿菌からの)外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン(modec
cin)Ａ鎖、アルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites fordii)タンパク
質、ジアンチン(dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolaca americana
)タンパク質(PAPI、PAPII、及びPAP-S)、モモルディカ・チャランチア(momordica charan
tia)インヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオナリア・オフィシナリ
ス(sapaonaria officinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin)、ミトゲリン(mitogellin
)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomycin)、エノマイシン(enom
ycin)及びトリコテセン(tricothecene)が含まれる。例として１９９３年１０月２８日に
公開の国際公開第９３／２１２３２号を参照のこと。放射性コンジュゲート抗体の生成に
は、様々な放射性ヌクレオチドが利用可能である。例としては、２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、
１３１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅが含まれる。抗体及び細胞障害剤の複合体は、種々の
二官能性タンパク質カップリング剤、例えば、Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジ
チオール)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステルの二官能
性誘導体(ジメチルアジピミデートＨＣＬ等)、活性エステル(ジスクシンイミジルスベレ
ート等)、アルデヒド(グルタルアルデヒド等)、ビス-アジド化合物(ビス(ｐ-アジドベン
ゾイル)ヘキサンジアミン等)、ビス-ジアゾニウム誘導体(ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾ
イル)-エチレンジアミン等)、ジイソシアネート(トリエン２，６-ジイソシアネート等)、
及びビス-活性フッ素化合物(１，５-ジフルオロ-２，４-ジニトロベンゼン等)を用いて作
成できる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238: 1098 (1987)に記載さ
れているように調製することができる。カーボン-１４-標識１-イソチオシアナトベンジ
ル-３-メチルジエチレントリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)は、放射性ヌクレオチドの抗
体への抱合のためのキレート剤の例である。国際公開９４／１１０２６参照。
　抗体のコンジュゲートと一又は複数の小分子毒素、例えばカリケアマイシン、メイタン
シノイド、ドラスタチン、アウロスタチン、トリコセン(trichothene)及びＣＣ１０６５
、及び毒性活性を有するこれらの毒素の誘導体が、ここで考察される。
【０１４６】
　メイタンシン及びメイタンシノイド
　いくつかの実施態様では、イムノコンジュゲートは、一又は複数のメイタンシノイド分
子にコンジュゲートした本発明の抗体を含んでなる。
　メイタンシノイドは、チューブリン重合を阻害するように作用する分裂阻害剤である。
メイタンシンは、最初、東アフリカシラブMaytenus serrataから単離されたものである(
米国特許第３８９６１１１号)。その後、ある種の微生物がメイタンシノイド類、例えば
メイタンシノール及びＣ-３メイタンシノールエステルを生成することが発見された(米国
特許第４１５１０４２号)。合成メイタンシノール及びその誘導体及び類似体は、例えば
米国特許第４１３７２３０号；同４２４８８７０号；同４２５６７４６号；同４２６０６
０８号；同４２６５８１４号；同４２９４７５７号；同４３０７０１６号；同４３０８２
６８号；同４３０８２６９号；同４３０９４２８号；同４３１３９４６号；同４３１５９
２９号；同４３１７８２１号；同４３２２３４８号；同４３３１５９８号；同４３６１６
５０号；同４３６４８６６号；同４４２４２１９号；同４４５０２５４号；同４３６２６
６３号；及び同４３７１５３３号に開示されている。
　メイタンシノイド薬剤成分は、(i) 発酵又は化学修飾、発酵産物の誘導体化によって調
製するために相対的に利用可能である(ii) 抗体に対する非ジスルフィドリンカーによる
共役に好適な官能基による誘導体化に従う、(iii) 血漿中で安定、そして(iv) 様々な腫
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瘍細胞株に対して有効であるため、抗体薬剤コンジュゲートの魅力的な薬剤成分である。
【０１４７】
　メイタンシノイド薬剤分子の例示的な実施態様には、以下の構造を有するＤＭ１；ＤＭ
３及びＤＭ４が含まれる。メイタンシノイドを含有するイムノコンジュゲート、その作製
方法及びそれらの治療用途は、例えば米国特許第５２０８０２０号、同５４１６０６４号
、欧州特許第０４２５２３５号Ｂ１に開示されており、その開示は出典を明示してここに
取り込まれる。Liu等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93：8618-8623(1996)には、ヒト結
腸直腸癌に対するモノクローナル抗体Ｃ２４２に結合するＤＭ１と命名されたメイタンシ
ノイドを含有するイムノコンジュゲートが記載されている。前記コンジュゲートは培養さ
れた結腸癌細胞に対して高い細胞障害性を有することが見出されており、インビボ腫瘍成
長アッセイにおいて抗腫瘍活性を示す。Chari等, Cancer Research, 52：127-131(1992)
には、メイタンシノイドが、ジスルフィド結合を介して、ヒト結腸癌株化細胞の抗原に結
合するマウス抗体Ａ７、又はＨＥＲ-２／ｎｅｕオンコジーンに結合する他のマウスモノ
クローナル抗体ＴＡ.１に結合しているイムノコンジュゲートが記載されている。ＴＡ.１
-メイタンシノイドコンジュゲートの細胞障害性はヒト乳癌株化細胞ＳＫ-ＢＲ-３におけ
るインビトロで試験され、細胞当たり３×１０５ＨＥＲ-２表面抗原が発現した。薬剤コ
ンジュゲートにより、遊離のメイタンシノイド剤に類似した細胞障害度が達成され、該細
胞障害度は、抗体分子当たりのメイタンシノイド分子の数を増加させることにより増加す
る。Ａ７-メイタンシノイドコンジュゲートはマウスにおいては低い全身性細胞障害性を
示した。
【０１４８】
　抗体-メイタンシノイドコンジュゲートは、抗体又はメイタンシノイド分子のいずれの
生物学的活性もほとんど低減することなく、メイタンシノイド分子に抗体を化学的に結合
させることにより調製される。例えば、米国特許第５２０８０２０号(この開示内容は出
典明記により特別に組み込まれる)を参照。１分子の毒素／抗体は、裸抗体の使用におい
て細胞障害性を高めることが予期されているが、抗体分子当たり、平均３－４のメイタン
シノイド分子が結合したものは、抗体の機能又は溶解性に悪影響を与えることなく、標的
細胞に対する細胞障害性を向上させるといった効力を示す。メイタンシノイドは当該技術
分野でよく知られており、公知の技術で合成することも、天然源から単離することもでき
る。適切なメイタンシノイドは、例えば米国特許第５２０８０２０号、及び他の特許、及
び上述の非特許文献に開示されている。メイタンシノイドは、限定するものではないが、
メイタンシノール、及び種々のメイタンシノールエステル等の、メイタンシノール分子の
芳香環又は他の位置が修飾されたメイタンシノール類似体を含む。
　例えば、米国特許第５２０８０２０号又は欧州特許第０４２５２３５号Ｂ１、Chari等,
 Cancer Research, 52：127-131(1992)、及び２００４年１０月８日に出願の米国特許出
願番号１０／９６０，６０２(これらの開示内容は出典明記により特別に組み込まれる)に
開示されているもの等を含め、抗体-メイタンシノイドコンジュゲートを作製するために
、当該技術で公知の多くの結合基がある。リンカー成分ＳＭＣＣを含んでなる抗体-メイ
タンシノイドコンジュゲートは、２００４年１０月８日に出願の米国公開特許第１０／９
６０６０２号に開示されるように調製されうる。結合基には、上述した特許に開示されて
いるようなジスルフィド基、チオエーテル基、酸不安定性基、光不安定性基、ペプチター
ゼ不安定性基、又はエステラーゼ不安定性基が含まれる。更なる結合基を本願明細書中に
記載し、例示する。
【０１４９】
　抗体とメイタンシノイドとのコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリン
グ剤、例えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、
スクシンイミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート(ＳＭ
ＣＣ)、イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジ
ピミダートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデ
ヒド類(例えば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベン
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ゾイル)ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウム
ベンゾイル)エチレンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トルエン-２,６-ジイソシア
ネート)、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)
を使用して作製することができる。カップリング剤には、限定されるものではないが、ジ
スルフィド結合により提供されるＮ-スクシンイミジル-４-(２-ピリジルチオ)ペンタノア
ート(ＳＰＰ)及びＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤ
Ｐ)(Carlsson等, Biochem. J. 173：723-737[1978])が含まれる。
　リンカーは結合の種類に応じて、種々の位置でメイタンシノイド分子に結合し得る。例
えば、従来からのカップリング技術を使用してヒドロキシル基と反応させることによりエ
ステル結合を形成することができる。反応はヒドロキシル基を有するＣ-３位、ヒドロキ
シメチルで修飾されたＣ-１４位、ヒドロキシル基で修飾されたＣ-１５位、及びヒドロキ
シル基を有するＣ-２０位で生じる。一実施態様では、結合はメイタンシノール又はメイ
タンシノールの類似体のＣ-３位で形成される。
【０１５０】
　アウリスタチン類及びドラスタチン類
　いくつかの実施態様では、イムノコンジュゲートは、ドラスタチン又はドロスタチンペ
プチジル類似体及び誘導体、アウリスタチン(auristatin) (米国特許第５６３５４８３号
；同第５７８０５８８号)にコンジュゲートした本発明の抗体を含んでなる。ドラスタチ
ン及びアウリスタチンは、微小管動態、ＧＴＰ加水分解及び核と細胞の分割を妨げ(Woyke
 等 (2001) Antimicrob. Agents and Chemother. 45(12): 3580-3584)、抗癌活性(米国特
許第５６６３１４９号)及び抗真菌性活性(Pettit等 (1998) Antimicrob. Agents Chemoth
er. 42:2961-2965)を有することが示されている。ドラスタチン又はアウリスタチン薬剤
成分は、ペプチジル薬剤分子のＮ(アミノ)末端又はＣ(カルボキシル)末端により抗体に接
着しうる(国際公開第０２／０８８１７２号)。
　例示的なアウリスタチンの実施態様は、Ｎ末端連結モノメチルアウリスタチン薬剤成分
ＤＥ及びＤＦを含み、"Monomethylvaline Compounds Capable of Conjugation to Ligand
s"、２００４年１１月５日に出願の米国公開特許第１０／９８３３４０号に開示される。
この開示内容は出典明記によってその全体が特別に組み込まれる。
【０１５１】
　例示的なアウリスタチンの実施態様はＭＭＡＥ及びＭＭＡＦである。それ以外の例示的
実施態様には、ＭＭＡＥ又はＭＭＡＦ、及び様々なリンカー成分(後述で更に説明)である
Ａｂ-ＭＣ-ｖｃ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦ、Ａｂ-ＭＣ-ｖｃ-ＰＡＢ-ＭＭＡＥ、Ａｂ-ＭＣ-ＭＭＡ
Ｅ及びＡｂ-ＭＣ-ＭＭＡＦが含まれる。
　一般的に、ペプチドベースの薬剤成分は、２以上のアミノ酸及び／又はペプチド断片間
でペプチド結合を形成することによって調製されうる。このようなペプチド結合は、例え
ば、ペプチド化学の分野において周知の液相合成方法に従って調製することができる(E. 
Schroder and K. Lubke, "The Peptides", volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Press
を参照)。アウリスタチン／ドラスタチン薬剤成分は、US 5635483; US 5780588；Pettit 
等 (1989) J. Am. Chem. Soc. 111: 5463-5465；Pettit 等 (1998) Anti-Cancer Drug De
sign 13:243-277；Pettit, G.R., 等 Synthesis, 1996, 719-725；及びPettit 等 (1996)
 J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 5:859-863の方法に従って調製されうる。また、Doroni
na (2003) Nat Biotechnol 21(7): 778-784; "Monomethylvaline Compounds Capable of 
Conjugation to Ligands"、2004年11月5日に出願の米国公開特許第１０／９８３３４０号
も参照のこと。これらは出典明記によってその全体が本願明細書中に組み込まれる(例え
ば、リンカー及びモノメチルバリン化合物、例えばＭＭＡＥ及びリンカーにコンジュゲー
トしたＭＭＡＦの調整方法を開示している)。
【０１５２】
　カリケアマイシン
　他の実施態様では、イムノコンジュゲートは、一又は複数のカリケアマイシン分子と結
合した本発明の抗体を含んでなる。抗生物質のカリケアマイシンファミリーはサブ-ピコ
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モルの濃度で二重鎖ＤＮＡ破壊を生じることができる。カリケアマイシンファミリーのコ
ンジュゲートの調製については、米国特許第５７１２３７４号、同５７１４５８６号、同
５７３９１１６号、同５７６７２８５号、同５７７０７０１号、同５７７０７１０号、同
５７７３００１号、同５８７７２９６号(全て、American Cyanamid Company)を参照のこ
と。使用可能なカリケアマイシンの構造類似体には、限定するものではないが、γ１

Ｉ、
α２

Ｉ、α３
Ｉ、Ｎ-アセチル-γ１

Ｉ、ＰＳＡＧ及びθＩ
１(Hinman等, Cancer Research

, 53：3336-3342(1993)、Lode等 Cancer Research, 58：2925-2928(1998)及び上述したAm
erican Cyanamidの米国特許)が含まれる。抗体が結合可能な他の抗腫瘍剤は、葉酸代謝拮
抗薬であるＱＦＡである。カリケアマイシン及びＱＦＡは双方共、細胞内に作用部位を有
し、原形質膜を容易に通過しない。よって抗体媒介性インターナリゼーションによるこれ
らの薬剤の細胞への取込により、細胞障害効果が大きく向上する。
【０１５３】
　他の細胞障害剤
　本発明の抗体と結合可能な他の抗腫瘍剤には、ＢＣＮＵ、ストレプトゾイシン、ビンク
リスチン及び５-フルオロウラシル、米国特許第５０５３３９４号、同５７７０７１０号
に記載されており、集合的にＬＬ-Ｅ３３２８８複合体として公知の薬剤のファミリー、
並びにエスペラマイシン(esperamicine)(米国特許第５８７７２９６号)が含まれる。
　使用可能な酵素活性毒及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合性
活性断片、外毒素Ａ鎖(シュードモナス・アエルギノーサ(Pseudomonas aeruginosa))、リ
シンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン(sarcin)、アレ
ウライツ・フォルディイ(Aleurites fordii)プロテイン、ジアンシン(dianthin)プロテイ
ン、フィトラッカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)プロテイン(PAPI、PAPII及びPAP
-S)、モモルディカ・キャランティア(momordica charantia)インヒビター、クルシン(cur
cin)、クロチン、サパオナリア(sapaonaria)オフィシナリスインヒビター、ゲロニン(gel
onin)、マイトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン
、エノマイシン及びトリコセセンス(tricothecenes)が含まれる。例えば、1993年10月28
日公開の国際公開第９３／２１２３２号を参照のこと。
　本発明は、抗体と核酸分解活性を有する化合物(例えばリボヌクレアーゼ又はＤＮＡエ
ンドヌクレアーゼ、例えばデオキシリボヌクレアーゼ；ＤＮアーゼ)との間に形成される
イムノコンジュゲートをさらに考察する。
【０１５４】
　腫瘍を選択的に破壊するため、抗体は高い放射性を有する原子を含有してよい。放射性
コンジュゲートした抗体を生成するために、種々の放射性同位体が利用される。例には、
Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ
２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位体が含まれる。コンジュゲートが検出
に使用される場合、それはシンチグラフィー研究用の放射性原子、例えばｔｃ９９ｍ又は
Ｉ１２３、又は核磁気共鳴(ＮＭＲ)映像(磁気共鳴映像、mriとしても公知)用のスピン標
識、例えばヨウ素-１２３、ヨウ素-１３１、インジウム-１１１、フッ素-１９、炭素-１
３、窒素-１５、酸素-１７、ガドリニウム、マンガン又は鉄を含有し得る。
　放射又は他の標識が、公知の方法でコンジュゲートに導入される。例えば、ペプチドは
生物合成されるか、又は水素の代わりにフッ素-１９を含む適切なアミノ酸前駆体を使用
する化学的なアミノ酸合成により合成される。標識、例えばｔｃ９９ｍ又はＩ１２３、Ｒ
ｅ１８６、Ｒｅ１８８及びＩｎ１１１は、ペプチドのシステイン残基を介して結合可能で
ある。イットリウム-９０はリジン残基を介して結合可能である。IODOGEN法(Fraker等(19
78) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80：49-57)は、ヨウ素-１２３の導入に使用するこ
とができる。他の方法の詳細は、「Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy」(Ch
atal, CRC Press 1989)に記載されている。
【０１５５】
　抗体と細胞障害剤のコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例
えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、スクシン
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イミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート(ＳＭＣＣ)、
イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミダ
ートＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(
例えば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベンゾイル)
ヘキサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイ
ル)エチレンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トリエン-２,６-ジイソシアネート)
、及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)を使用
して作製することができる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238:1098(
1987)に記載されているようにして調製することができる。炭素-１４標識１-イソチオシ
アナトベンジル-３-メチルジエチレン-トリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)が抗体に放射性
ヌクレオチドをコンジュゲートするためのキレート剤の例である。国際公開第９４／１１
０２６号を参照されたい。リンカーは細胞中の細胞障害剤の放出を容易にするための「切
断可能リンカー」であってよい。例えば、酸不安定性リンカー、ペプチダーゼ過敏性リン
カー、光不安定性リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有リンカーが使用され
得る(Chari等, Cancer Research, 52：127-131(1992)；米国特許第５２０８０２０号)。
　本発明の化合物は、限定するものではないが、架橋剤：市販されている(例えば、Pierc
e Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.Aより)ＢＭＰＳ、ＥＭＣＳ、ＧＭＢＳ、Ｈ
ＢＶＳ、ＬＣ-ＳＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、ＳＩＡＢ、ＳＭＣＣ、
ＳＭＰＢ、ＳＭＰＨ、スルホ-ＥＭＣＳ、スルホ-ＧＭＢＳ、スルホ-ＫＭＵＳ、スルホ-Ｍ
ＢＳ、スルホ-ＳＩＡＢ、スルホ-ＳＭＣＣ、及びスルホ-ＳＭＰＢ、及びＳＶＳＢ (succi
nimidyl-(4-ビニルスルホン)安息香酸塩)にて調製したＡＤＣが特に考えられる。2003-20
04 Applications Handbook and Catalogの467-498頁を参照。
【０１５６】
　抗体薬剤コンジュゲートの調製
　本発明の抗体薬剤コンジュゲート(ＡＤＣ)において、抗体(Ａｂ)を、リンカー(Ｌ)を介
して、一つ以上の薬剤部分(Ｄ)、例えば抗体につき約１～約２０の薬剤部分にコンジュゲ
ートする。式ＩのＡＤＣはいくつかの手段、当業者に公知の有機化学反応、状態及び試薬
を用いて調製されうる：(1) 共有結合の後に薬剤部分Ｄと反応してＡｂ-Ｌを形成するた
めの、二価のリンカー試薬を用いた抗体の求核基の反応；及び(2) 共有結合の後に抗体の
求核基と反応してＤ-Ｌを形成するための、二価のリンカー試薬を用いた薬剤部分の求核
基の反応、が含まれる。ＡＤＣを調製するための更なる方法は本願明細書中に記載される
。
　　Ａｂ－(Ｌ－Ｄ)ｐ　　　　　　Ｉ
　リンカーは、一つ以上のリンカー成分から成ってもよい。例示的なリンカー成分は、６
-マレイミドカプロイル(「ＭＣ」)、マレイミドプロパノイル(「ＭＰ」)、バリン-シトル
リン(「val-cit」)、アラニン-フェニルアラニン(「ala-phe」)、ｐ-アミノベンジルオキ
シカルボンイル(「ＰＡＢ」)、Ｎ-スクシンイミジル４(２-ピリジルチオ)ペンタノエート
(「ＳＰＰ」)、Ｎ-スクシンイミジル４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１カルボ
キシレート(「ＳＭＣＣ」)、及びＮ-スクシンイミジル(４-イオド-アセチル)アミノ安息
香酸エステル(「ＳＩＡＢ」)を含む。更なるリンカー成分は当分野で公知であり、そのい
くつかは本願明細書において、記述される。また、"Monomethylvaline Compounds Capabl
e of Conjugation to Ligands"、2004年11月5日に出願した米国公開特許第１０／９８３
３４０号を参照。その内容は出典明記により本願明細書に組み込まれる。
【０１５７】
　いくつかの実施態様では、リンカーはアミノ酸残基を含みうる。例示的なアミノ酸リン
カー成分には、ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチド又はペンタペプチドなどがあ
る。例示的なジペプチドは、バリン-シトルリン(vc又はval-cit)、アラニン-フェニルア
ラニン(af又はala-phe)を含む。例示的なトリペプチドは、グリシン-バリン-シトルリン(
gly-val-cit)及びグリシン-グリシン-グリシン(gly-gly-gly)を含む。アミノ酸リンカー
成分を含んでなるアミノ酸残基は、天然に生じるもの、並びに微量のアミノ酸及び非天然
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特に酵素、例えば腫瘍関連プロテアーゼ、カテプシンＢ、Ｃ及びＤ又はプラスミンプロテ
アーゼによる酵素的切断の選択性に最適化できる。
【０１５８】
　例示的なリンカー構成成分の構造を以下に示す(ここで、波形の線はＡＤＣの他の構成
成分への共有結合の部位を示す)：

【０１５９】
　更なる例示的なリンカー構成成分及び略号は以下のものを含む(ここで、抗体(Ａｂ)及
びリンカーが示されており、ｐは１～約８である)：
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【０１６０】
　抗体上の求核基には、限定するものでなく、以下のものを含む：(i) Ｎ末端アミン基、
(ii) 側鎖アミン基、例えばリシン、(iii) 側鎖チオール基、例えばシステイン、及び(iv
) 抗体がグリコシル化される糖水酸基又はアミノ基。アミン、チオール及び水酸基は、求
核であり、反応して、リンカー部分上の求電子性の群及びリンカー試薬により共有結合を
形成することができる：(i) 活性エステル、例えばＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、
ハロギ酸及び酸ハロゲン化物；(ii) アルキル及びベンジルハライド、例えばハロアセト
アミド；(iii) アルデヒド、ケトン、カルボキシル及びマレイミド群、が含まれる。特定
の抗体は、還元しうる鎖間ジスルフィド、すなわちシステイン架橋を有する。抗体は、還
元剤、例えばＤＴＴ(ジチオトレイトール)による処置によって、リンカー試薬を用いたコ
ンジュゲート反応を行ってもよい。ゆえに、各々のシステイン架橋は、理論的には、２の
反応性のチオール求核基を形成する。チオールにアミンを転換させる２-イミノチオラン(
トラウトの試薬)を用いてリシンを反応させることによって抗体に付加的な求核基を導入
することができる。反応性のチオール基は、１、２、３、４又はそれ以上のシステイン残
基を導入する(例えば、一又は複数の非天然のシステインアミノ酸残基を含んでなる変異
体抗体を調製する)ことによって抗体(又は、その断片)に導入されてもよい。
【０１６１】
　また、本発明の抗体薬剤コンジュゲートは、抗体を修飾して求電子性の部分を導入する
(リンカー試薬又は薬剤上の求核置換基と反応させることができる)ことによって生成して
もよい。グリコシル化された抗体の糖質を、例えば過ヨウ素酸塩酸化剤を用いて酸化して
、リンカー試薬又は薬剤部分のアミン基と反応するアルデヒド又はケトン基を形成させて
もよい。生じたイミンシッフ塩基群が安定結合を形成するか、又は例えば安定アミン結合
を形成させるホウ化水素試薬によって、還元してもよい。一実施態様では、ガラクトース
オキシダーゼ又はナトリウムメタ過ヨウ素酸塩の何れかによるグリコシル化抗体の炭水化
物部分の反応により、薬剤(Hermanson, Bioconjugate Techniques)上の適当な基と反応す
ることができるタンパク質のカルボニル(アルデヒド及びケトン)基が生じうる。他の実施
態様では、Ｎ末端セリン又はスレオニン残基を含んでいるタンパク質はナトリウムメタ過
ヨウ素酸塩と反応して、第一のアミノ酸の代わりにアルデヒドを生成する(Geoghegan & S



(57) JP 2009-526552 A 2009.7.23

10

20

30

40

50

troh, (1992) Bioconjugate Chem. 3:138-146；US 5362852)。このようなアルデヒドは、
薬剤部分又はリンカー求核基と反応することができる。
【０１６２】
　同様に、薬剤部分上の求核基には、限定するものではないが、以下のものを含む：反応
して、リンカー部分及びリンカー試薬上の求電子性の基と共有結合することができるアミ
ン、チオール、ヒドロキシル、ヒドラジド、オキシム、ヒドラジン、チオセミカルバゾン
、ヒドラジンカルボン酸エステル及びアリールヒドラジド基：(i) 活性エステル(例えば
ＮＨＳエステル、ＨＯＢｔエステル、ハロギ酸及び酸ハロゲン化物)；(ii) アルキル及び
ベンジルハライド、例えばハロアセトアミド；(iii) アルデヒド、ケトン、カルボキシル
及びマレイミド基、が含まれる。
　別法として、抗体及び細胞障害剤を含有する融合タンパク質は、例えば組換え技術又は
ペプチド合成により作製される。ＤＮＡの長さは、コンジュゲートの所望する特性を破壊
しないリンカーペプチドをコードする領域により離間しているか、又は互いに隣接してい
るコンジュゲートの２つの部分をコードする領域をそれぞれ含有する。
　他の実施態様において、腫瘍の事前ターゲティングに利用するために、「レセプター」
(例えばストレプトアビジン)に抗体をコンジュゲートし、ここで抗体-レセプターコンジ
ュゲートを患者に投与し、続いて清澄剤を使用し、循環から非結合コンジュゲートを除去
し、細胞障害剤(例えば放射性ヌクレオチド)にコンジュゲートする「リガンド」(例えば
アビジン)を投与する。
【０１６３】
　抗体(Ａｂ)-ＭＣ-ＭＭＡＥは、本明細書中に提供される何れかの抗体と以下のMC-MMAE
とのコンジュゲートにより調製されうる。抗体は、ｐＨ８．０の５００ｍＭ ホウ酸ナト
リウムと５００ｍＭ 塩化ナトリウムに溶解して、過剰量の１００ｍＭ ジチオトレイトー
ル(ＤＴＴ)で処理した。３７℃で３０分インキュベートした後、Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２
５樹脂で溶出することによって、バッファーを交換して、１ｍＭ ＤＴＰＡを含むＰＢＳ
にて溶出した。溶液の２８０ｎｍの吸光度とＤＴＮＢ (Aldrich, Milwaukee, WI)と反応
させて４１２ｎｍの吸光度の測定によるチオール濃度から減少した抗体濃度を決定するこ
とによって、チオール／Ａｂ値を調べる。ＰＢＳに溶解した減少した抗体を氷上で冷やす
。薬剤リンカー試薬であるマレイミドカプロイル-モノメチルアウリスタチンＥ(ＭＭＡＥ
)、すなわちＭＣ-ＭＭＡＥをＤＭＳＯに溶解して、濃度がわかっているアセトニトリルと
水にて希釈して、冷やした減少した抗体２Ｈ９を含むＰＢＳに添加する。およそ１時間後
に、過剰量のマレイミドを添加して反応を止め、反応していない抗体チオール基を覆った
。反応混合物を遠心限外濾過によって、濃縮し、２Ｈ９-ＭＣ-ＭＭＡＥを精製して、ＰＢ
ＳのＧ２５樹脂による溶出によって、脱塩して、無菌条件下で０．２ｍｍのフィルターに
濾過して、保存のために凍結した。
【０１６４】
　抗体-ＭＣ-ＭＭＡＦは、Ａｂ-ＭＣ-ＭＭＡＥの調製のためのプロトコールによるＭＣ-
ＭＭＡＦと本明細書において、提供される何れかの抗体とのコンジュゲートにより調製さ
れうる。
　抗体-ＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＥは、Ａｂ-ＭＣ-ＭＭＡＥの調製のためのプ
ロトコールによるＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＥと本明細書において、提供される
何れかの抗体とのコンジュゲートにより調製される。
　抗体-ＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦは、Ａｂ-ＭＣ-ＭＭＡＥの調製のためのプ
ロトコールによるＭＣ-ｖａｌ-ｃｉｔ-ＰＡＢ-ＭＭＡＦと本明細書において、提供される
何れかの抗体とのコンジュゲートにより調製される。
　抗体-ＳＭＣＣ-ＤＭ１は、以下のＳＭＣＣ-ＤＭ１と本明細書において、提供される何
れかの抗体とのコンジュゲートにより調製される。精製された抗体は、(スクシンイミジ
ル４(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシレート(ＳＭＣＣ、Pierce Bio
technology, Inc) で誘導体化して、ＳＭＣＣリンカーを導入する。具体的には、５０ｍ
Ｍ リン酸カリウム／５０ｍＭ 塩化ナトリウム／２ｍＭ ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５中で、７
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．５モル等量のＳＭＣＣ(ＤＭＳＯ中に２０ｍＭ、６．７ｍｇ／ｍｌ)にて２０ｍｇ／ｍｌ
の抗体を処理した。室温のアルゴン下で２時間撹拌した後に、反応混合物を、５０ｍＭ 
リン酸カリウム／５０ｍＭ 塩化ナトリウム／２ｍＭ ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５にて平衡化し
たＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５カラムにてろ過する。抗体を含有する分画をプールして、ア
ッセイする。
【０１６５】
　このようにして調製される抗体-ＳＭＣＣは、５０ｍＭ リン酸カリウム／５０ｍＭ 塩
化ナトリウム／２ｍＭ ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５で希釈して、最終濃度およそ１０ｍｇ／ｍ
ｌとし、１０ｍＭのＤＭ１の溶液を含むジメチルアセトアミドにて反応させる。反応は、
１６．５時間に亘り、室温、アルゴン下にて撹拌して行う撹拌して行う。コンジュゲート
反応混合物は、ｐＨ６．５の１×ＰＢＳによるＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５ゲル濾過カラム(
１．５×４．９ｃｍ)にろ過する。２５２ｎｍと２８０ｎｍの吸光度で測定されるように
、抗体に対するＤＭ１薬剤の比率(ｐ)はおよそ２～５でありうる。
　Ａｂ-ＳＰＰ-ＤＭ１は、本明細書中で提供される何れかの抗体と以下のＳＰＰ-ＤＭ１
とのコンジュゲートにより調製される。精製された抗体は、ジチオピリジル基を導入する
ために、Ｎ-スクシンイミジル-４-(２-ピリジルチオ)ペンタノエートによって、誘導体化
される。ＮａＣｌ(５０ｍＭ)及びＥＤＴＡ(１ｍＭ)を含有する４４．７ｍｌの５０ｍＭ 
リン酸カリウムバッファー(ｐＨ６．５)中の抗体(３７６．０ｍｇ、８ｍｇ／ｍｌ)を、Ｓ
ＰＰ(２．３ｍｌ エタノール中に５．３のモル等量)にて処理した。室温、アルゴン下に
て９０分間インキュベートした後、抗応混合物を、３５ｍＭのクエン酸ナトリウム、１５
４ｍＭ ＮａＣｌ、２ｍＭ ＥＤＴＡバッファーにて平衡化したＳｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２５
カラムにろゲル濾過する。抗体含有分画をプールして、アッセイした。抗体の修飾の程度
は、上記の通りに決定される。
【０１６６】
　抗体-ＳＰＰ-Ｐｙ(およそ１０ｍｍｏｌの解放可能な２-チオピリジン基)を上記の３５
ｍＭ クエン酸ナトリウムバッファー、ｐＨ６．５にて希釈して、およそ２．５ｍｇ／ｍ
ｌの終濃度にした。次いで、ＤＭ１(１．７等量、１７ｍｍｏｌｅ)を含む３．０ｍＭのジ
メチルアセトアミド(ＤＭＡ、最終反応混合物中３％v/v)を抗体溶液に添加する。およそ
２０時間、室温、アルゴン下にて反応を行う。反応物を、３５ｍＭ クエン酸ナトリウム
、１５４ｍＭ ＮａＣｌ、ｐＨ６．５にて平衡化したセファクリルＳ３００ゲル濾過カラ
ム(５．０ｃｍ×９０．０ｃｍ、１．７７Ｌ)に流す。流速はおよそ５．０ｍｌ／分でよく
、６５の分画(各々２０．０ｍｌ)を回収する。抗体分子当たりの結合されるＤＭ１薬剤分
子の数(ｐ')は、２５２ｎｍ及び２８０ｎｍの吸光度を測定して決定し、抗体当たりのＤ
Ｍ１薬剤成分をおよそ２～４としてもよい。
　抗体-ＢＭＰＥＯ-ＤＭ１は、本明細書中に示される何れかの抗体と以下のＢＭＰＥＯ-
ＤＭ１とのコンジュゲートにより調製される。抗体を、ビスマレイミド試薬ＢＭ(ＰＥＯ)
４ (Pierce Chemical)にて修飾して、抗体の表面上の反応していないマレイミド基を除去
する。これは、ＢＭ(ＰＥＯ)４を５０％のエタノール／水混合液に１０ｍＭの濃度になる
まで溶解して、およそ１．６ｍｇ／ｍｌ(１０マイクロモル)の濃度でリン酸緩衝食塩水に
抗体を含有する溶液に１０倍のモル過剰量を加え、１時間反応させて、抗体-リンカー中
間生成物である２Ｈ９-ＢＭＰＥＯを形成させることにより達成される。１５０ｍＭのＮ
ａＣｌバッファーと０ｍＭのクエン酸塩、ｐＨ６のゲル濾過(HiTrap column, Pharmacia)
によって、過剰なＢＭ(ＰＥＯ)４を取り除く。およそ１０倍のモル過剰ＤＭ１を、ジメチ
ルアセトアミド(ＤＭＡ)に溶解して、２Ｈ９-ＢＭＰＥＯ中間生成物に加える。また、ジ
メチルホルムアミド(ＤＭＦ)を用いて薬剤成分試薬を溶解してもよい。反応混合物を終夜
反応させて、ＰＢＳでゲル濾過ないし透析を行って反応していないＤＭ１を取り除く。Ｐ
ＢＳのＳ２００カラムによるゲル濾過を用いて、高分子量凝集塊を取り除いて、精製され
た２Ｈ９-ＢＭＰＥＯ-ＤＭ１に供給する。
【０１６７】
　抗体誘導体
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　本発明の抗体を更に変更し、従来技術に既知で容易に入手可能な非タンパク質性成分を
更に含有させる。一実施態様では、抗体の誘導体化に適した成分は、水溶性ポリマーであ
る。水溶性ポリマーの非限定的な例には、限定されないが、ポリエチレングリコール(Ｐ
ＥＧ)、エチレングリコール／プロピレングリコールの共重合体、カルボキシメチルセル
ロース、デキストラン、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリ-１，３-ジ
オキソラン、ポリ-１，３，６-トリオキサン、エチレン／マレイン無水物共重合体、ポリ
アミノ酸(ホモポリマー又はランダムな共重合体)、及びデキストラン又はポリ(ｎ-ビニル
ピロリドン)ポリエチレングリコール、プロプロピレングリコールホモポリマー、プロリ
プロピレンオキシド／エチレンオキシド共重合体、ポリオキシエチル化ポリオール(例え
ばグリセロール)、ポリビニルアルコール、及びそれらの混合物が含まれる。ポリエチレ
ングリコールプロピオンアルデヒドは、水に対する適性を有しており、製造するのに有利
である。ポリマーは任意の分子量を有することができ、分枝していてもしていなくともよ
い。抗体に付着しているポリマーの数は変動し、複数のポリマーが付着している場合、そ
れらは同じ分子であるか、又は異なる分子である。一般に、誘導体化に使用されるポリマ
ーの数及び／又は種類は、改善される抗体の特定の特性又は機能、抗体誘導体が決まった
条件の下に治療に使用されるかどうか等を含むがこれらに限定されない検討材料に基づい
て決定される。
　別の実施態様では、放射線照射に暴露することにより選択的に加熱することができる非
タンパク質性部分と抗体とのコンジュゲートが提供される。一実施態様では、非タンパク
質性部分はカーボンナノチューブである(Kam等, Proc. Natl. Acad. Sci. 102: 11600-11
605 (2005))。照射はどのような波長のものでもよく、限定するものではないが、通常の
細胞を傷つけないが、非タンパク質性の部分を抗体－非タンパク質性部分に近接する細胞
が死滅する温度まで加熱する波長を含む。
【０１６８】
薬学的製剤
　本発明の抗体を含んでなる治療用製剤は、所望の純度を持つ抗体と、場合によっては生
理学的に許容される担体、賦形剤又は安定化剤を混合することにより(Remington's Pharm
aceutical Sciences 16th edition, Osool, A. Ed. (1980))、水溶液、凍結乾燥又は他の
乾燥製剤の形態に調製されて保存される。許容される担体、賦形剤又は安定化剤は、用い
られる用量と濃度でレシピエントに非毒性であり、ホスフェート、シトレート、ヒスチジ
ン及び他の有機酸等のバッファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；保
存料(例えばオクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロリド；ヘキサメトニウムク
ロリド；ベンザルコニウムクロリド、ベンズエトニウムクロリド；フェノール、ブチル又
はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン；カテコール
；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-ペンタノール；及びｍ-クレゾール)；低分
子量(約１０残基未満)のポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン
等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、ア
スパラギン、ヒスチジン、アルギニン又はリシン等のアミノ酸；グルコース、マンノース
、又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート化
剤；スクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトール等の糖；ナトリウム等の
塩形成対イオン；金属錯体(例えば、Ｚｎ-タンパク質複合体)；及び／又はTWEENTM、PLUR
ONICSTM又はポリエチレングリコール(ＰＥＧ)等の非イオン性界面活性剤を含む。
【０１６９】
　ここでの製剤は、限定しないが、互いに悪影響を与えない相補的活性を持つものを含め
、治療される特定の徴候のために必要ならば一以上の活性化合物も含んでよい。そのよう
な分子は、好適には、意図する目的のために有効な量で組み合わされて存在する。
　また活性成分は、例えばコアセルベーション技術あるいは界面重合により調製されたマ
イクロカプセル、例えばそれぞれヒドロキシメチルセルロース又はゼラチンマイクロカプ
セル及びポリ-(メタクリル酸メチル)マイクロカプセルに、コロイド状ドラッグデリバリ
ー系(例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフィア、マイクロエマルション、ナノ-粒
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子及びナノカプセル)に、あるいはマクロエマルションに捕捉させてもよい。このような
技術は、Remington's Pharmaceutical sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)に
開示されている。
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなければならない。これは、滅菌濾過膜を通し
て濾過することにより容易に達成される。
【０１７０】
　徐放性調合物を調製してもよい。徐放性調合物の好ましい例は、本発明の免疫グロブリ
ンを含む疎水性固体ポリマーの半透性マトリクスを含み、そのマトリクスは成形物、例え
ばフィルム又はマイクロカプセルの形態である。徐放性マトリクスの例には、ポリエステ
ル、ヒドロゲル(例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチルメタクリレート)、又はポリ(ビニル
アルコール))、ポリラクチド(米国特許第３７７３９１９号)、Ｌ-グルタミン酸とγエチ
ル-Ｌ-グルタメートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、分解性乳酸-グリコー
ル酸コポリマー、例えばLUPRON DEPOTTM(乳酸-グリコール酸コポリマー及び酢酸ロイプロ
リドからなる注射可能なミクロスフィア)、及びポリ-Ｄ-(-)-３-ヒドロキシブチル酸が含
まれる。エチレン-酢酸ビニル及び乳酸-グリコール酸等のポリマーは、分子を１００日以
上かけて放出することを可能にするが、ある種のヒドロゲルはタンパク質をより短い時間
で放出する。カプセル化された抗体が体内に長時間残ると、３７℃の水分に暴露された結
果として変性又は凝集し、生物活性を喪失させ免疫原性を変化させるおそれがある。合理
的な戦略を、関与するメカニズムに応じて安定化のために案出することができる。例えば
、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換による分子間Ｓ-Ｓ結合の形成であることが見いださ
れた場合、安定化はスルフヒドリル残基を修飾し、酸性溶液から凍結乾燥させ、水分含有
量を制御し、適当な添加剤を使用し、また特定のポリマーマトリクス組成物を開発するこ
とによって達成されうる。
【０１７１】
使用
　本発明の抗体を、例えば、インビトロ、エクスビボ及びインビボの治療法に用いてもよ
い。本発明の抗体をアンタゴニストとして使用し、インビトロ、エキソビボ及び／又はイ
ンビボにおいて、特定の抗原活性を部分的又は完全に遮断することができる。更に、本発
明の少なくともいくつかの抗体は、他の種由来の抗原活性を中和することができる。従っ
て、本発明の抗体を使用することにより、抗原を含む細胞培養物、或いはヒト被験者又は
本発明の抗体と交差反応する抗原を有する他の哺乳類の被験体(例えばチンバンジー、ヒ
ヒ、マモセット、カニクイザル及びアカゲザル、ブタ又はマウス)において特定の抗原活
性を阻害することができる。一実施態様では、本発明の抗体は、抗体に抗原を接触させて
抗原活性を阻害することにより、抗原活性を阻害するために使用することができる。一実
施態様では、抗原はヒトタンパク質分子である。
　一実施態様では、本発明の抗体は、抗原活性が有害な疾患に罹患している被験体の抗原
を阻害する方法に使用することができる。この方法では、本発明の抗体を被験体に投与す
ることにより、被験体の抗原活性を阻害する。一実施態様では、抗原はヒトタンパク質分
子であり、被験体はヒト被験者である。或いは、被験体は、本発明の抗体が結合する抗原
を発現している哺乳動物とすることができる。更には、対象は、(例えば、抗原の投与に
よるか、又は抗原導入遺伝子の発現により)抗原が導入された哺乳動物でもよい。本発明
の抗体は、治療的目的のためにヒト被験者に投与することができる。更に、獣医学的な目
的のために、又はヒトの疾病の動物モデルとして、当該抗体に交差反応する抗原を発現す
る非ヒト哺乳動物(例えば霊長類、ブタ又はマウス)に本発明の抗体を投与することができ
る。動物モデルに関して言えば、このようなモデルは、本発明の抗体の治療有効性を評価
するために有用であり得る(例えば、投与量及び時間経過の試験)。本発明の抗体は、ＲＥ
ＬＴの異常発現及び／又は活性に関連する疾病、障害又は症状を、治療、阻害、進行を遅
延、再発を予防／遅延、寛解、或いは予防に使用することができ、前記疾病、障害又は症
状には、細胞増殖性疾患、感染症、免疫性／炎症性疾患、及び他のインターフェロン関連
の疾患が含まれるがこれらに限定されない。



(61) JP 2009-526552 A 2009.7.23

10

20

30

40

50

【０１７２】
　一態様では、本発明の阻止抗体は、ＲＥＬＴに特異的に結合して、ＲＥＬＴと一又は複
数のＲＥＬＴリガンドとの相互作用を阻止する又は干渉することによって正常なＲＥＬＴ
活性を阻害するようにし、それによって対応するシグナル伝達経路及びその他関連の分子
又は細胞イベントを阻害する。
　ある実施態様では、一の細胞障害性剤とコンジュゲートした抗体を含んでなるイムノコ
ンジュゲートを患者に投与する。いくつかの実施態様では、イムノコンジュゲート及び／
又はそれが結合する抗原が細胞に内在化されていると、結合する標的細胞を殺す際のイム
ノコンジュゲートの治療効果が増す。一実施態様において、細胞障害性剤は標的細胞内の
核酸を標的とするか又は妨げる。このような細胞障害性剤の例には、本明細書に記載の何
れかの化学療法剤(例えばメイタンシノイド、又はカリケアマイシン)、放射性同位元素、
又はＲＮＡ分解酵素ないしＤＮＡエンドヌクレアーゼが含まれる。
【０１７３】
　本発明の抗体は、単独で、又は、他の組成物と組み合わせて治療に用いることができる
。例えば、本発明の抗体は、他の抗体、及び／又はアジュバント／治療薬(例えばステロ
イド)と同時に投与してもよい。例えば、本発明の抗体は、治療計画において、例えば細
胞障害性疾患、感染症、免疫性／炎症性疾患、及び他のインターフェロン関連の疾患を含
む、本明細書に記載するいずれかの疾病の治療において、抗炎症薬及び／又は消毒薬と組
み合わせてもよい。上記の併用治療には、併用投与(２以上の作用剤が同じか又は別の製
剤に包含される)及び別々の投与、別々の場合には、本発明の抗体は補助治療(一又は複数
)の前及び／又はその後に投与することができる。
　本発明の抗体(及び補助治療薬)は、非経口的、皮下、腹膜内、肺内、鼻腔内、そして、
必要に応じて局所の治療のために、病巣内投与を含む任意の好適な手段によって投与する
ことができる。非経口注入には、筋肉内、静脈内、動脈内、腹膜内、又は皮下的な投与を
含む。加えて、抗体を、特に抗体の用量を減少して、パルス注入によって好適に投与する
。投与が短期のものであるか長期のものであるかにある程度依存して、任意の好適な経路
、例えば、静脈内又は皮下注射などの注射によって投与することができる。
【０１７４】
　抗体の調製及び投与において、本発明の抗体の結合標的の位置を考慮することができる
。結合標的が細胞内分子である場合、本発明の特定の実施態様では、結合標的が位置する
細胞に導入される抗体又はその抗原結合断片が提供される。一実施態様では、本発明の抗
体は、細胞内に細胞内抗体として発現させることができる。本明細書で使用する「細胞内
抗体(intrabody)」という用語は、Marasco, Gene Therapy 4: 11-15 (1997)；Kontermann
, Methods 34: 163-170 (2004)；米国特許第６００４９４０号及び同第６３２９１７３号
；米国公開特許第２００３／０１０４４０２号及び国際公開第２００３／０７７９４５号
に記載のように、標的分子に特異的に結合することができる、細胞内で発現される抗体又
はその抗原結合タンパク質を指す。細胞内抗体の細胞内発現は、標的細胞内に、所望の抗
体をコードする核酸又はその抗原結合タンパク質(当該抗体又は抗原結合断片をコードす
る遺伝子に通常関連付けられる野生型リーダー配列及び分泌性シグナルを欠いている)を
導入することにより達成することができる。細胞に核酸を導入するための何らかの標準的
方法を使用することができ、これらの方法には、限定するものではないが、微量注入、弾
道的注入、電気泳動、リン酸カルシウム沈降、リポソーム、及び対象の核酸を有するレト
ロウイルス、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス及びワクシニアベクターによる形質移
入が含まれる。本発明の抗ＲＥＬＴ抗体の全部又は一部をコードする一以上の核酸を標的
細胞に送達することにより、ＲＥＬＴに細胞内で結合し、一以上のＲＥＬＴ媒介性細胞経
路を調節できる、一以上の細胞内抗体を発現させることができる。
　別の実施態様では、内部移行する抗体が提供される。抗体は、細胞内への抗体の送達を
増強する特定の特徴を有することができるか、又はそのような特徴を有するように修飾す
ることができる。これを達成する技術は従来技術に既知である。例えば、抗体のカチオン
化は、細胞内へのその取り込みを容易にすることが知られている(例えば、米国特許第６
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７０３０１９号参照)。リポフェクション又はリポソームも、細胞内に抗体を送達するた
めに使用することができる。抗体断片を使用する場合、標的タンパク質の結合ドメインに
特異的に結合する最小の抑制性断片が一般に有利である。例えば、抗体の可変領域配列に
基づいて、標的のタンパク質配列に対する結合能を有するペプチド分子を設計することが
できる。このようなペプチドは、化学的に合成することができる、及び／又は組換えＤＮ
Ａ技術によって製造することができる。例えば、Marasco等, Proc. Natl. Acad. Sci. US
A, 90: 7889-7893 (1993)を参照されたい。
【０１７５】
　標的細胞への修飾因子ポリペプチドの移入は、従来技術に既知の方法によって増強する
ことができる。例えば、ＨＩＶ　Ｔａｔ又はアンテナペディアホメオドメインタンパク質
由来の配列のような特定の配列は、細胞膜全体に異種タンパク質の効率的な取り込みを導
くことができる。例えば、Chen等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1999), 96:4325-4329
参照。
　結合標的が脳に位置する場合、本発明の特定の実施態様は、血液脳関門を横切る抗体又
はその抗原結合断片を提供する。特定の神経変性疾患は、血液脳関門の透過性の増大に関
連しており、これにより抗体又は抗原結合断片を脳に容易に導入できる。血液脳関門が完
全に保持されているとき、そこに分子を搬送するための複数の従来技術に既知の手法が存
在し、それらには、限定するものではないが、物理的方法、脂質に基づく方法、及びレセ
プターとチャネルに基づく方法が含まれる。
【０１７６】
　血液脳関門に抗体又は抗原結合断片を搬送する物理的方法には、限定するものではない
が、血液脳関門を完全に包囲すること、又は血液脳関門に開口部を形成することが含まれ
る。包囲法には、限定するものではないが、脳への直接注入(例えば、Papanastassiou等,
 Gene Therapy 9: 398-406 (2002))、間質性注入／対流強化送達(例えば、Bobo等, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 91: 2076-2080 (1994)参照)、及び脳への送達装置の移植(例えば
、Gill等, Nature Med. 9: 589-595 (2003)；及びGliadel WafersTM, Guildford Pharmac
eutical参照)が含まれる。関門に開口を形成する方法には、限定するものではないが、超
音波(例えば、米国特許出願公開第２００４／００３８０８６号参照)、浸透圧(例えば、
高浸透圧性マンニトールの投与による(Neuwelt, E. A., Implication of the Blood-Brai
n Barrier and its Manipulation, Vols 1 & 2, Plenum Press, N.Y. (1989)))、例えば
、ブラジキニン又はパーミアライザーＡ－７による透過性化(例えば、米国特許第５１１
２５９６号、同第５２６８１６４号、同第５５０６２０６号、及び同第５６８６４１６号
参照)、及び抗体又は抗原結合断片をコードする遺伝子を含むベクターによる血液脳関門
にまたがるニューロンの形質移入(例えば、米国特許出願公開第２００３／００８３２９
９号)が含まれる。
　血液脳関門に抗体又は抗原結合断片を搬送する脂質に基づく方法には、限定されるもの
ではないが、血液脳関門の血液内皮上のレセプターに結合する抗体結合断片に連結される
リポソームに抗体又は抗原結合断片を封入すること(例えば、米国特許出願公開第２００
２／００２５３１３号参照)、及び低密度リポプロテイン粒子(例えば、米国特許出願公開
第２００４／０２０４３５４号参照)、又はアポリポタンパク質Ｅ(例えば、米国特許出願
公開第２００４／０１３１６９２号参照)中の抗体又は抗原結合断片をコーティングする
ことが含まれる。
【０１７７】
　血液脳関門に抗体又は抗原結合断片を搬送するレセプター及びチャネルに基づく方法に
は、限定するものではないが、グリココルチコイド遮断薬を用いて血液脳関門の透過性を
増大させること(例えば、米国特許出願公開第２００２／００６５２５９号、同第２００
３／０１６２６９５号、及び同第２００５／０１２４５３３号参照)、カリウムチャネル
を活性化させること(例えば、米国特許出願公開第２００５／００８９４７３号参照)、Ａ
ＢＣ薬の搬送を抑制すること(例えば、米国特許出願公開第２００３／００７３７１３号
参照)、抗体をトランスフェリンでコーティングし、一以上のトランスフェリンレセプタ
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ーの活性を調節すること(例えば、米国特許出願公開第２００３／０１２９１８６号参照)
、及び抗体のカチオン化(例えば、米国特許第５００４６９７号参照)が含まれる。
　本発明の抗体組成物は、医学的実用性に合わせた様式で調製し、１回分に分けて、投与
される。ここで考慮する要因は、治療する特定の疾患、治療する特定の哺乳動物、個々の
患者の臨床状態、疾患の原因、薬剤の運搬部位、投与の方法、投与の日程計画、及び医師
が知る他の因子を含む。必要ではないが場合によっては、問題の疾患を予防するか又は治
療するために一般に用いられる一つ以上の作用剤と抗体とを調製する。そのような他の作
用剤の有効量は、製剤中の本発明の抗体の量、疾患の型又は治療、及び上記の他の因子に
依存する。これらは、一般的に、ここに記載されるものと同じ用量及び投与経路で、又は
ここに記載される用量の１～９９％で、或いは経験的／臨床的に適切と判断される任意の
用量及任意の投与経路で、用いられる。
【０１７８】
　疾患の予防又は治療のために、本発明の抗体の好適な用量は(単独で用いる場合、又は
化学療法剤などの他の作用剤と組み合わせて用いる場合)、治療する疾患のタイプ、抗体
のタイプ、疾患の重症度及び経過、抗体を予防目的で投与するか治療目的で投与するか、
以前の治療法、患者の病歴及び抗体への応答性、及び担当医師の判断に依存するであろう
。抗体は一時的又は一連の治療にわたって好適に患者に投与される。疾患のタイプ及び重
症度に応じて、約１μｇ／ｋｇ～１５ｍｇ／ｋｇ(例えば０．１ｍｇ／ｋｇ～１０ｍｇ／
ｋｇ)の抗体を、例えば一以上の分割投与又は連続注入による患者投与の初期候補用量と
することができる。ある典型的な１日量は、上記の要因に応じて、約１μｇ／ｋｇ～１０
０ｍｇ／ｋｇ以上の範囲であろう。症状に応じて、数日間以上にわたる繰り返し投与は、
通常、所望の疾患症状の抑制が得られるまで持続する。抗体の用量の例は、約０．０５ｍ
ｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇの範囲であろう。ゆえに、約０．５ｍｇ／ｋｇ、２．０ｍｇ
／ｋｇ、４．０ｍｇ／ｋｇ又は１０ｍｇ／ｋｇの一以上の用量を(又はそれらを組み合わ
せて)患者に投与してもよい。このような用量は、間欠的に、例えば週ごと又は３週ごと
に投与してもよい(例えば患者に約２～約２０、例えば約６用量の抗体が投与される)。初
期のより高い負荷投与量の後、一以上のより低い用量を投与してもよい。例示的用量療法
は、約４ｍｇ／ｋｇの初期負荷投与量の後、約２ｍｇ／ｋｇの毎週の維持用量抗体を投与
することを含む。しかしながら、他の投与計画が有効かもしれない。この治療の進行は、
従来技術及びアッセイにより容易にモニターすることができる。
【０１７９】
製造品
　本発明の他の態様では、上記の疾患の治療、予防及び／又は診断に有用な物質を含む製
造品が提供される。該製造品は容器と該容器上又は該容器に付随するラベル又はパッケー
ジ挿入物を具備する。好適な容器には、例えば、ビン、バイアル、シリンジ等々が含まれ
る。容器は、様々な材料、例えばガラス又はプラスチックから形成されうる。容器は、症
状を治療、予防及び／又は診断するのに有効な組成物を収容し、滅菌アクセスポートを有
しうる(例えば、容器は皮下注射針が貫通可能なストッパーを有するバイアル又は静脈内
投与溶液バッグでありうる)。組成物中の少なくとも一つの活性剤は本発明の抗体である
。ラベル又はパッケージ挿入物は、組成物が選択された症状の治療に使用されることを示
す。更に、製造品は、(a)本発明の抗体を含有する組成物を中に収容する第一の容器；と(
b)更なる細胞障害剤又はそれ以外の治療薬を含有する組成物を中に収容する第二の容器と
を含みうる。本発明のこの実施態様における製造品は、組成物を特定の症状の治療に使用
することができることを示しているパッケージ挿入物を更に含む。あるいは、もしくは付
加的に、製造品は、薬学的に許容されるバッファー、例えば注射用の静菌水(ＢＷＦＩ)、
リン酸緩衝生理食塩水、リンガー液及びデキストロース溶液を含む第二の(又は第三の)容
器を更に具備してもよい。更に、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針、及びシリン
ジを含む、商業上及び使用者の見地から望ましい他の材料を含んでもよい。
【０１８０】
　以下は、本発明の方法及び組成物の例である。上記に示す一般的な説明により、様々な
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他の実施態様が実施しうることは理解される。
【実施例】
【０１８１】
実施例１：　抗ＲＥＬＴモノクローナル抗体の産生と特徴付け
(a) ライブラリスクリーニング
　既に記載されているように(Lee等, J. Mol. Biol. 340: 1073-1093 (2004)及び米国特
許公開第２００５-０１０６６６７号)、ヒト化Ｆａｂ'２を発現するファージディスプレ
イクローンライブラリを、ＲＥＬＴ-Ｆｃ融合タンパク質を結合する能力についてスクリ
ーニングした。ファージディスプレイ抗体ライブラリは、３つすべての重鎖ＣＤＲにラン
ダム化したアミノ酸を含有し、ヒト化抗体４Ｄ５をベースとした。全体的な重鎖及び軽鎖
の可変領域コンセンサスフレームワークはそれぞれ図１及び２に示し、４Ｄ５抗体のフレ
ームワーク領域は図３に示す。図４に示すように、４Ｄ５フレームワーク配列の特定の変
異体も公知である。
　４サイクルの選別の後、８つのポジティブクローンを単離した。ファージＦａｂ'２ク
ローンは、ＰＣＲによって関連の断片を増幅し、ＩｇＧ１コンストラクトにその増幅断片
をスプライシングさせて完全なヒトＩｇＧ１を産生することによって再編成した。そして
、８つの抗ＲＥＬＴ ｍＡｂをＣＨＯ細胞上清から精製し、ビオチン(Pierce)にて標識し
た。８つのＣＨＯ細胞株の生産性はおよそ８０００ｎｇ／ｍｌ～およそ１８０００ｎｇ／
ｍｌの範囲で変化し、ｍＡｂ Ｈ７は最も少ない量で産生され、ｍＡｂ Ｆ７は最も多い量
で産生された。
　各々のｍＡｂの重鎖及び軽鎖を配列決定した。重鎖のＣＤＲは図５に示す。各々のｍＡ
ｂの軽鎖は、修飾したヒトモノクローナル抗体４Ｄ５-８の軽鎖配列(配列番号：２)と同
一であった。
【０１８２】
(b) 抗ＲＥＬＴ ｍＡｂの特徴付け 
　(1) 細胞表面での結合
　細胞表面でＲＥＬＴを発現している細胞に対する各々の抗体の結合を評価した。ｍｏｃ
ｋ(コントロール)又はマウスＲＥＬＴ ｃＤＮＡを形質移入した仔ハムスター腎臓(ＢＨＫ
)細胞を氷上で３０分かけて各抗ＲＥＬＴ抗体にて別々に染色した。細胞をリン酸緩衝生
理食塩水(ＰＢＳ)にて洗浄して、その後ＰＥ標識抗ヒトＩｇＧ抗体とともにインキュベー
トした。細胞の蛍光強度は、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ(BD Science)の後にＣｅｌｌ Ｑｕ
ｅｓｔ(BD Science)分析を行って評価した。
　８つの抗体はいずれもコントロールＢＨＫ細胞に特異的に結合しなかったが、各抗体は
ＲＥＬＴ ｃＤＮＡを形質移入したＢＨＫ細胞を特異的に結合した(図６参照)。また、上
記のＢＨＫ細胞の形質移入及び結合について記載されたのと同じプロトコールを用いると
、８つのうち５つの抗体(Ｆ４、Ｃ１０、Ｈ７、Ｈ９及びＨ１１)が、ＲＥＬＴを発現する
マウス脾細胞に特異的に結合したことが観察された(図７)。マウスＲＥＬＴ発現脾細胞に
最も強く結合した３つの抗ＲＥＬＴ ｍＡｂ(Ｈ７、Ｈ９及びＨ１１)は、ｒｅｌｔ－／－
マウスのマウス脾細胞に結合しなかった(図７、下段)。
【０１８３】
　(2) ＮＦ-κＢ活性化と抗ＲＥＬＴ抗体の関連
　細胞のＮＦ-κＢ活性化に対する抗ＲＥＬＴ抗体の効果を評価した。ＨＥＫ293細胞に、
示した量のＲＥＬＴ-ｘｅｄａｒ ｃＤＮＡ(マウスＲＥＬＴの細胞外ドメイン及びｘｅｄ
ａｒの細胞質ドメイン)を形質移入した。１２時間後、各々の抗ＲＥＬＴ抗体は１０μｇ
／ｍＬの濃度で別々の培養物に加え、さらに細胞を２４時間インキュベートした。ルシフ
ェラーゼ活性は、二重レポーターアッセイキット(Dual-Luciferase(登録商標) Reporter 
Assay Systems) (Promega)で測定した。各々の抗ＲＥＬＴ抗体は、異なる程度ではあるが
、細胞におけるＮＦ-κＢ産生を用量に依存して刺激した(図８)。Ｆ４抗ＲＥＬＴ抗体で
最も小さい刺激が観察され(５ｎｇのＲＥＬＴ-ｘｅｄａｒでおよそ７倍、２５ｎｇのＲＥ
ＬＴ-ｘｅｄａｒでおよそ２２倍)、Ｃ１０、Ｈ９及びＨ１１ ｍＡｂで最も強い刺激が観
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察された(５ｎｇのＲＥＬＴ-ｘｅｄａｒでおよそ２０倍、２５ｎｇのＲＥＬＴ-ｘｅｄａ
ｒでおよそ５０～６０倍)。
【０１８４】
　(3) マウスＲＥＬＴに対する抗ＲＥＬＴ抗体の親和性
　ＲＥＬＴに対する各々の抗ＲＥＬＴ抗体の親和性を決定するために、設定した量のマウ
スＲＥＬＴの存在下で各々固定した抗ＲＥＬＴ抗体についてファージベースの競合結合Ｅ
ＬＩＳＡを、クローンごとに行った。９６ウェルMaxisorpイムノプレート(ＮＵＮＣ)を２
μｇ／ｍｌの濃度のマウスＲＥＬＴを含むＰＢＳにて４℃で終夜をかけてコートし、０．
５％ＢＳＡ及び０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ(「ＰＢＴ」)にて室温で２時間か
けてブロックした。段階希釈した抗ＲＥＬＴ抗体をディスプレイするファージを含むＰＢ
Ｔを抗原をコートしたプレート上で室温で１５分間インキュベートした。プレートを０．
０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ(「ＰＢＳＴ」)にて洗浄した。結合したファージを、
ＰＢＴにて１：５０００に希釈した西洋わさびペルオキシダーゼ(Amersham Pharmacia)標
識抗Ｍ１３モノクローナル抗体にて検出し、３,３',５,５'-テトラメチルベンジジン基質
(ＴＭＢ、Kirkegaard & Perry Labs, Gaithersburg, MD)とおよそ５分間反応させ、１．
０ＭのＨ３ＰＯ４にて消光して、４５０ｎｍの分光光度を読んだ。４ｎＭ(ｍＡｂ Ｈ１１
)から２５０ｎＭ(ｍＡｂ Ｈ７)の範囲の抗体の親和性を表Ｂに示す。
表Ｂ：抗ＲＥＬＴ抗体親和性データ

【０１８５】
　(4) ＢＩＡｃｏｒｅ(登録商標)分析
　さらに、ＲＥＬＴに対する抗ＲＥＬＴモノクローナル抗体Ｈ１１の親和性は、ＢＩＡｃ
ｏｒｅ(登録商標) ３０００(BIAcore, Inc., Piscataway, NJ)を用いた表面プラスモン共
鳴(ＳＲＰ)分析によって評価した。カルボキシメチル化デキストランバイオセンサーチッ
プ(ＣＭ５、BIAcore Inc.)を、提供者の指示書に従ってＮ-エチル-Ｎ'-(３-ジメチルアミ
ノプロピル)-カルボジイミド塩酸塩(ＥＤＣ)及びＮ-ヒドロキシスクシニミド(ＮＨＳ)で
活性化した。抗ＲＥＬＴ抗体Ｈ１１は、１０ｍＭ 酢酸ナトリウム(ｐＨ４．８)にて５μ
ｇ／ｍＬの濃度に希釈した。およそ５００反応単位(ＲＵ)の抗体がフローセル表面にカッ
プリングするまで、希釈したＨ１１抗体を５μｌ／分の流速で誘導体化ＣＭ５チップ表面
に注入した。反応していない基を１Ｍ エタノールアミンの注入によってブロックした。
段階希釈したマウスｈｉｓ-タグＲＥＬＴ(７．５ｎＭから５００ｎＭ)を含む０．０５％
Ｔｗｅｅｎ２０含有のＰＢＳを、２５℃の一定温度、２５μｌ／分の流速でＨ１１-固定
フローセルに注入した。単純一対一ラングミュア結合モデル(simple one-to-one Langmui
r binding model)(BIAcore Evaluationソフトウェアバージョン3.2)を用いて、観察され
た結合曲線から会合速度(ｋｏｎ)と解離速度(ｋｏｆｆ)を得た。平衡解離定数(Ｋｄ)をｋ

ｏｆｆ／ｋｏｎの比として算出した。抗ＲＥＬＴ抗体Ｈ11-マウスＲＥＬＴ相互作用の速
度は、以下の通りであった。ｋｏｎ：１．５２×１０５Ｍ－１ｓ－１；ｋｏｆｆ：１．２
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４×１０－３ｓ－１；そして、Ｋｄ：８．１３×１０－９Ｍ。
【０１８６】
　(5) ヒトＲＥＬＴと抗ＲＥＬＴ抗体の交差反応性
　ヒトＲＥＬＴを特異的に認識するＨ１１抗ＲＥＬＴ抗体の能力を評価した。ＨＥＫ２９
３細胞に、コントロールベクター又はヒトＲＥＬＴ ｃＤＮＡを形質移入した。４８時間
のインキュベーションの後、形質移入した細胞を回収し、ビオチン化した抗ＲＥＬＴ抗体
Ｈ11にて氷上で３０分かけて染色した。細胞をＰＢＳにて洗浄して、アビジン-ＰＥと示
したＦＩＴＣ-又はＡＰＣ-標識抗体にて染色した。細胞の蛍光強度はＦＡＣＳ分析にて評
価した(ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ(BD Science)の後にＣｅｌｌＱｕｅｓｔ分析(BD Science
))。図１０Ａ及び１０Ｂに示すように、抗体Ｈ１１はヒトＲＥＬＴを特異的に認識した(
図１０Ａを図１０Ｂと比較する)。
【０１８７】
実施例２：　免疫細胞上のＲＥＬＴの発現
　抗ＲＥＬＴ抗体Ｈ１１は、Ｔ細胞、Ｂ細胞及び脾細胞を含むマウスの異なる野生型免疫
細胞上のＲＥＬＴの発現の程度を同定するためのツールとして使いた。Ｔ細胞は磁気ビー
ズ(Miltenyi)によってＣ５７／ＢＬ６マウス脾臓から精製し、抗ＣＤ３及び抗ＣＤ２８(
１０μｇ／ｍＬ)、ＩＦＮ-α(１００ｎｇ／ｍＬ)、ＩＦＮ-γ(１００ｎｇ／ｍＬ)、ＩＬ-
２(１００Ｕ／ｍＬ)、ＩＬ-４(１００ｎｇ／ｍＬ)、ＩＬ-６(１００ｎｇ／ｍＬ)、又はＩ
Ｌ-１２及びＩＬ-１８(１００ｎｇ／ｍＬ)とともに４８時間培養して、異なるＴ細胞サブ
タイプへの分化を誘導した(図１１を参照)。その後、細胞をビオチン化した抗ＲＥＬＴ抗
体Ｈ11とともに氷上で３０分間インキュベートした。細胞をＰＢＳにて洗浄し、アビジン
-ＰＥとともにインキュベートした。細胞の蛍光強度は、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ(BD Sci
ence)の後にＣｅｌｌ Ｑｕｅｓｔ分析(BD Science)を行って評価した。抗体Ｈ１１が天然
のＴ細胞と各々の処置したＴ細胞群に特異的に結合したことから、Ｔ細胞及び分化したＴ
細胞がＲＥＬＴを発現することが示唆された。
　Ｂ細胞は磁気ビーズ(Miltenyi)によってＣ５７／ＢＬ６マウス脾臓から精製し、抗Ｉｇ
Ｍ(１０μｇ／ｍＬ)、抗ＣＤ４０(１０μｇ／ｍＬ)、ＬＰＳ(１０μｇ／ｍＬ)、又はＩＬ
-４(１００ｎｇ／ｍＬ)とともに４８時間培養して、異なるＢ細胞群への分化を誘導した(
図１２を参照)。その後、細胞をビオチン化した抗ＲＥＬＴ抗体Ｈ11とともに氷上で３０
分間インキュベートした。細胞をＰＢＳにて洗浄し、アビジン-ＰＥとともにインキュベ
ートした。細胞の蛍光強度は、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ(BD Science)の後にＣｅｌｌ Ｑ
ｕｅｓｔ分析(BD Science)を行って評価した。抗体Ｈ１１が天然のＢ細胞及びいずれの処
置したＢ細胞群にも特異的に結合しなかったことから、Ｂ細胞も分化したＢ細胞もＲＥＬ
Ｔを発現しないことが示唆された。
　脾細胞は、Ｃ５７／ＢＬ６マウスから単離して、ビオチン化した抗ＲＥＬＴ抗体Ｈ１１
にて氷上で３０分かけて染色した。細胞をＰＢＳにて染色して、アビジン-ＰＥと示した
ＦＩＴＣ-又はＡＰＣ-標識抗体(抗ＣＤ３、抗Ｂ２２０、抗ＣＤ１１ｂ、及び／又は抗Ｇ
ｒ-１)にて染色した。細胞の蛍光強度はＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ(BD Science)の後にＣｅ
ｌｌＱｕｅｓｔ分析(BD Science)を行って標識した。結果を図１３に示す。抗体Ｈ１１が
Ｔ細胞及びマクロファージに結合したことから、これらの細胞群がＲＥＬＴを発現するこ
とが示唆される。Ｂ細胞、ＮＫ細胞又は好中球へのＨ１１の強い結合が観察されなかった
ことから、これらの細胞群はＲＥＬＴを発現しないことが示唆される。
【０１８８】
実施例３：　マウスにおけるＲＥＬＴの標的破壊と免疫細胞発達に対するＲＥＬＴ破壊の
作用
　(a) ＲＥＬＴが破壊されたマウスの作製
　ＲＥＬＴ欠損マウスは、ＲＥＬＴのアミノ酸１７～２１０をコードするエキソンII～V
を取り除くように設定したターゲッティングベクターによって作製された(図１４Ａを参
照)。ターゲッティングベクターは、１２９／ＳｖＪライブラリ(Incyte Genomics)から単
離したゲノムｒｅｌｔクローンを用いて構築し、１２９ Ｒ１胎仔幹(ＥＳ)細胞に電気穿
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孔した。ヘテロ接合のＥＳ細胞クローン１８Ｂ７は、サザンブロッティングによって同定
し、Ｃ５７ＢＬ／６Ｎ胚盤胞に微量注入した。キメラの同腹仔をＣ５７ＢＬ／６Ｎマウス
に戻し交配した。マウスはＰＧＫ-ｎｅｏ選別カセットを保持した。生殖系列のｒｅｌｔ
破壊はＰＣＲ、サザンブロッティング(図１４Ｂ)及びＴリンパ球のフローサイトメトリー
分析(図１１Ｃ)によって確認した。製造業者の指示に従って、Expand Long Template PCR
システムキット(Roche)、５'プライマー AGTAGAAGGTGGCGCGAAGG(配列番号：６９)及び３'
プライマー CTGCCCACAGACAAGATGGTAATCTC(配列番号：７０)を用いてＰＣＲを行った。タ
ーゲティングコンストラクトの５'配列を結合する図１４Ａに示すプローブに、Ｓｓｐ Ｉ
消化ＤＮＡ及びＮｏｔ Ｉ消化ＤＮＡをハイブリダイズさせることによってサザンブロッ
トを行った。図１４Ｂに観察される１２．９及び７．１ｋｂのＤＮＡ断片はそれぞれ野生
型及び変異体ｒｅｌｔ対立遺伝子に対応する。フローサイトメトリー分析は上記の実施例
１(ｂ)(１)に記載のように行った。
　ｒｅｌｔを破壊されたマウスは、予想されるメンデル頻度で生存可能であり、繁殖し、
出生した。その後のすべての実験は、Genentech施設内審査委員会によって承認されたプ
ロトコールを用いて、６～１４週齢のｒｅｌｔ－／－マウス及びｒｅｌｔ＋／＋マウスに
より行った。
【０１８９】
　(b) ＲＥＬＴが破壊されたマウスにおけるＴ、Ｂ及びＮＫ細胞発達の分析
　天然のＴリンパ球はＲＥＬＴを発現することが知られている(図１１、図１５Ｂを参照)
。したがってｒｅｌｔ－／－のＴリンパ球の割合を調べた。ｒｅｌｔ－／－マウス及びｒ
ｅｌｔ＋／＋マウスの脾臓を細かく切り刻み、既に報告されているように(Nakano等, J. 
Exp. Med. 194: 1171-1178 (2001))、１ｍｇ／ｍＬのコラゲナーゼＡ(Roche)にて消化し
た。表面ＲＥＬＴ発現のフローサイトメトリー分析のために、２０ｍＭのＥＤＴＡ-ＰＢ
Ｓとともに３０分間インキュベートして、抗ＲＥＬＴ ｍＡｂエピトープのタンパク質分
解を避けることによって脾細胞を調製した。細胞を抗ＣＤ１６／３２(２.４Ｇ２)にてブ
ロックし、その後以下の抗体の様々な組合せにて二重又は三重に染色した。ＣＤ３(１４
５-２Ｃ１１)、ＣＤ４(ＲＭ４-５)、ＣＤ８(５３-６．７)、ＣＤ１１ｂ(Ｍ１／７０)、Ｃ
Ｄ１１ｃ(ＨＬ３)、ＣＤ４５ＲＢ(１６Ａ)、ＣＤ８０(ＩＧ１０)、ＣＤ８６(ＧＬ１)、Ｉ
-Ａｂ(ＡＦ６-１２０．１)、Ｂ２２０(ＲＡ３-６Ｂ２)、及びＤＸ５(すべてBD PharMinge
nより入手)。ストレプトアビジン-ＰＥ(BD Pharmingen)の添加によって、ビオチン化した
抗体結合を明らかにした。ヨウ化プロピジウムを用いて死細胞を排除した。細胞は、ＦＡ
ＣＳ Ｃａｌｉｂｅｒシステム(BD Science)を用いて分析した。
　概してｒｅｌｔ－／－マウスとｒｅｌｔ＋／＋マウスとの間のＴ細胞数又は脾臓免疫細
胞間のＴ細胞の比例的発現量に顕著な違いは観察されなかった。胸腺、リンパ節及び脾臓
のＴ細胞数はｒｅｌｔ－／－マウスとｒｅｌｔ＋／＋マウスとの間で比較できるものであ
った(図１５Ａ)。ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２５及びＣＤ４４への抗体にて染色した細胞のフ
ローサイトメトリー分析により、様々なＴ細胞サブセットの発現量に違いが見られなかっ
た(図１５Ｃを参照)。
【０１９０】
　抗ＣＤ３に応答した場合のｒｅｌｔ－／－細胞とｒｅｌｔ＋／＋細胞のＴリンパ球の増
殖は、トリチウムで標識したチミジン取込みアッセイによって評価した。野生型マウスと
ｒｅｌｔ－／－マウスから精製したＴ細胞は、示した量の抗ＣＤ３抗体単独(図１５Ｄ、
左パネル)、又は示した量の抗ＣＤ３抗体と１０μｇ／コーティング溶液ｍｌの濃度でプ
レートにアプライした抗ＣＤ２８抗体(図１５Ｄ、右パネル)とともに培養した。抗体(一
又は複数)に応答した場合の細胞の増殖は、[３Ｈ]-チミジン取込みによって測定した(Col
igen等, eds., Current Protocols in Immunology, New York: Wiley, 1991を参照)。結
果から、ｒｅｌｔ－／－Ｔ細胞は野生型Ｔ細胞と同様に増殖したことが示された。また、
ｒｅｌｔ－／－Ｔリンパ球とｒｅｌｔ＋／＋Ｔリンパ球ではＩＬ-２及びＩＦＮ-γの産生
に差異は表れなかった。まとめると、前述のアッセイのすべての結果から、ＲＥＬＴが正
常なＴ細胞発達及び増殖のために必要でないことが示唆された。
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　Ｂリンパ球とナチュラルキラー(ＮＫ)細胞は細胞表面にＲＥＬＴをほとんど発現せず、
あったとしても極僅かである(図１５Ｂ、真ん中及び右のパネル、図１２及び図１３)。フ
ローサイトメトリー分析によって測定されるように(図１５Ａ)、Ｂリンパ球とＮＫ細胞の
数は、ｒｅｌｔ－／－マウスとｒｅｌｔ＋／＋マウスの脾臓において類似していた。ＣＤ
２５、ＣＤ４４、Ｂ２２０、ＩｇＭ、ＣＤ５、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ２１、ＣＤ２３及びＣＤ
４３に対する抗体による染色の後の、骨髄、脾臓、リンパ節及び腹膜腔の細胞の広範囲フ
ローサイトメトリー分析では、ｒｅｌｔ－／－マウスとｒｅｌｔ＋／＋マウスとの間に差
異は見られなかった。結果から、ＲＥＬＴが体液性免疫において重要な役割を果たさない
ことが示唆された。
【０１９１】
　(c) ＲＥＬＴが破壊されたマウスにおける抗体産生の分析
　マウスを評価して、一又は複数の抗体サブタイプの産生がｒｅｌｔの破壊によって損な
われたか否かを決定した。ｒｅｌｔ－／－マウスとｒｅｌｔ＋／＋マウスは、Ｔ依存性抗
原２,４-ジニトロフェノール-コンジュゲート卵白アルブミン(ＤＮＰ-ＯＶＡ)にて免疫化
した。２ｍｌの０．１％水酸化アルミニウム吸着性ゲルを含む注入用溶液(#8000-01, Int
ergen Company)と、０．０９９７５ｍｇ／ｍｌのＤＮＰ-ＯＶＡを含むＰＢＳ溶液を作製
し、溶液を３０分間混合して、確実にアルミニウムに抗原を吸着させた。野生型及びｒｅ
ｌｔ-ノックアウトのマウス(各々およそ２０ｇの重さ)は、０日目に１００μｌの注入用
溶液を腹膜内投与して免疫化し、１０日目に２回目の１００μｌ注入を行って追加免役し
た。注入したマウスから０日目と１４週目に血清試料を採取し、ＤＮＰ-ＢＳＡコートマ
ルチウェルプレートにて特定の抗体力価についてＥＬＩＳＡ分析した。等量の抗原特異的
ＩｇＧ1、ＩｇＧ2ａ、ＩｇＧ3、ＩｇＭ及びＩｇＥ抗体が両マウス集団から産生されたこ
とから(図１６Ａ－１６Ｅを参照)、ＲＥＬＴが体液性免疫の発達において重要な役割を果
たさないことが示唆された。
【０１９２】
　(d) ＲＥＬＴが破壊されたマウスにおける樹状細胞発達の分析
　ＲＥＬＴの非存在下ではＴ、Ｂ及びＮＫ細胞の発達において顕著な異常は観察されなか
った。したがって、更なる免疫細胞集団、特に樹状細胞において試験した。ｒｅｌｔ－／
－マウス及びｒｅｌｔ＋／＋マウスの脾臓を細かく切り刻み、前記のように１ｍｇ／ｍＬ
のコラゲナーゼＡ(Roche)にて消化した。ビオチン化した抗ＣＤ１１ｃと抗ビオチンＭＡ
ＣＳビーズ(Miltenyi)を用いて、樹状細胞を同定した。樹状細胞の表面マーカーであるＣ
Ｄ11ｃに対する抗体にてコラゲナーゼ処理した脾細胞を染色すると、ｒｅｌｔ＋／＋同腹
仔コントロールと比較してｒｅｌｔ－／－マウスの樹状細胞は有意に多いことが明らかと
なった(図１７Ａ)。ｒｅｌｔ－／－マウスの増加した樹状細胞数は統計解析によっても明
らかであった(図１７Ｂ)。
　ＣＤ１１ｃ＋ＤＣは、ＣＤ１１ｂとＢ２２０の細胞表面発現によって２つのサブ集団、
ｃＤＣ(ＣＤ１１ｂ＋Ｂ２２０－)とｐＤＣ (ＣＤ１１ｂ－Ｂ２２０＋)に分類することが
できる(Hochrein等, Hum. Immunol. 63: 1103-10 (2002)；Nakano等, J. Exp. Med. 194:
 1171-8 (2001)；Asselin-Paturel等, Nat. Immunol. 2: 1144-50 (2001))。上記のよう
に調製した脾細胞をビオチン化した抗ＣＤ１１ｂと抗Ｂ２２０にて染色し、ＭＡＣＳビー
ズ(Miltenyi)にて枯渇させてｐＤＣ及びｃＤＣについて濃縮した。さらに、ＦＡＣＳＶａ
ｎｔａｇｅ(BD Science)分類を用いて、ｐＤＣ(ＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０＋)とｃＤＣ(ＣＤ
１１ｃ＋Ｂ２２０－)集団を精製した。フローサイトメトリー分析と細胞計数により、ｒ
ｅｌｔ－／－マウスはｒｅｌｔ＋／＋マウスのおよそ２倍の脾臓ｐＤＣ数であったことが
示された(図３Ａ及び３Ｂ)。ｒｅｌｔ＋／＋マウスとｒｅｌｔ－／－マウスの脾臓ｃＤＣ
の数には統計学的に有意な差異はなかったが(図３Ａ及び３Ｂ)、フローサイトメトリー分
析によるとｐＤＣとｃＤＣ上でのＲＥＬＴの発現は検出可能な程度であった(図３Ｃ)。ｒ
ｅｌｔ＋／＋マウスに対してｒｅｌｔ－／－マウスの胸腺ではおよそ１．８倍のｐＤＣが
観察された。
　ｒｅｌｔ－／－脾細胞において増えたＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０＋ＣＤ１１ｂ－細胞群が「
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典型的な」ｐＤＣを表すことを確認するために、ｒｅｌｔ－／－とｒｅｌｔ＋／＋のＣＤ
１１ｃ＋Ｂ２２０＋脾細胞を、ＭＨＣクラスII、ｐＤＣマーカーであるＣＤ４５ＲＢ(Hoc
hrein等, Hum. Immunol. 63:1103-10 (2002)；Asselin-Paturel等, Nat. Immunol. 2: 11
44-50 (2001))又はＣＤ８０やＣＤ８６などの同時刺激因子分子のいずれかに対する抗体
にて染色した後のフローサイトメトリーによって分析した(図１７Ｄ)。ｒｅｌｔ－／－マ
ウスとｒｅｌｔ＋／＋マウスのＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０＋細胞は同程度の量の表面マーカー
を発現したことから、ｒｅｌｔ－／－マウスはｐＤＣ数を増加させたことが示唆される。
【０１９３】
　(e) ＲＥＬＴを破壊したマウスにおけるＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞の分析
　末梢血ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞はｐＤＣに分化する可能性があることが示されて
いる(del Hoyo等, Nature 415: 1043-7 (2002))。したがって、ｒｅｌｔ－／－マウスの
ｐＤＣ前駆細胞群を調べた。図１８Ａに示すように、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－サブセッ
トはｒｅｌｔ＋／＋マウスよりもｒｅｌｔ－／－マウスではおよそ３倍の量であった。こ
の結果から、ｒｅｌｔ－／－マウスでのｐＤＣ分化は末梢血ｐＤＣ前駆体段階の時又はそ
の前の時期に影響を受けることが示された。フローサイトメトリー分析により、ＣＤ１１
ｃ＋ＭＨＣ II－細胞上でのＲＥＬＴの発現はわずかであるが、有意なレベルであること
が明らかとなった(図１８Ｂ)。
【０１９４】
実施例４：　ＲＥＬＴが破壊されたマウスにおけるＩＦＮ-αの発現
　抗原提示細胞としての役割において、非メチル化ウイルス又は細菌性ＤＮＡに遭遇する
ｐＤＣは多くの量のＩＦＮ-αを産生する。同様に、マウスに感染する過程において、マ
ウスサイトメガロウイルス(ＭＣＭＶ)はｐＤＣ上のＴｏｌｌ様レセプター９に選択的に結
合し、ＩＦＮ-αを産生する(Dalod等, J. Exp. Med. 195: 517-528 (2002)；Asselin-Pat
urel等, Nat. Immunol. 2: 1144-1150 (2001)；Krug等, Immunity 21: 107-119 (2004))
。ＲＥＬＴが正常なｐＤＣ機能に影響を与えるか否かを決定するために、ｒｅｌｔ－／－
マウス又はｒｅｌｔ＋／＋マウスの脾細胞によるＩＦＮ-α産生を測定した。ｒｅｌｔ－
／－マウス又はｒｅｌｔ＋／＋マウスの脾細胞を非メチル化ホスホロチオエート骨格Ｄタ
イプＣｐＧ-ＯＤＮ(D19、GGTGCATCGATGCAGGGGGG (配列番号：７１)とともに培養し、既に
記載のあるように測定した(Hemmi等, J. Immunol. 170: 3059-64 (2003)；Krug等, Eur. 
J. Immunol. 31: 2154-63 (2001))。ｒｅｌｔ－／－由来の脾細胞はｒｅｌｔ＋／＋由来
の脾細胞のおよそ４倍のＩＦＮ-αを分泌した(図１９、左パネル)。このＩＦＮ-α分泌の
増加は、ｒｅｌｔ＋／＋培養物と比較するとｒｅｌｔ－／－培養物中のｐＤＣの数の増加
と一致していた(図１７Ｂを参照)。刺激前の脾細胞でＣＤ１１ｃ＋樹状細胞が減少してい
るとＩＦＮ-αは検出されなかったので、これら脾細胞培養物におけるＩＦＮ-α分泌は、
樹状細胞によって起こったものである。等しい数のｐＤＣを比較すると、ＩＦＮ-α産生
に関して言えばｒｅｌｔ－／－由来の脾細胞とｒｅｌｔ＋／＋由来の脾細胞とで違いがな
い(図１９、右パネル)。以前の報告(Hemmi等, J. Immunol. 170, 3059-64 (2003))にもあ
るように、ＣｐＧ-ＯＤＮを有する精製したＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０－ｃＤＣを刺激すると
非常にわずかなＩＦＮ-αが生じ(図１９、右パネル)、これはｐＤＣがサイトカインの主
な供給源であることに矛盾しない。したがって、ＲＥＬＴはｐＤＣによる正常なＩＦＮ-
α産生に重要でないようであり、増大したＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０＋細胞群はＩＦＮ-α産
生ｐＤＣを含むｒｅｌｔ－／－マウスにおいて観察された。
【０１９５】
実施例５：　ＲＥＬＴが破壊された骨髄細胞の分析
　骨髄細胞に対するＲＥＬＴ欠損の効果を調べた。野生型マウス及びｒｅｌｔ－／－マウ
スを、単一の１０Ｇｙ用量の総体放照射に曝した。その後、照射を受けたマウスの静脈内
に、未処理のｒｅｌｔ＋／＋マウス及びｒｅｌｔ－／－マウスの４×１０６の骨髄細胞を
、静脈内に注射された。８週間後にキメラマウスの樹状細胞群を分析した。再構成したレ
シピエント動物の脾臓ｐＤＣ及び末梢血ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞を計数した。ｒｅ
ｌｔ－／－ドナー骨髄細胞は常に、レシピエントの遺伝子型(ｒｅｌｔ－／－又はｒｅｌ
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ｔ＋／＋)に関係なく、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞とｐＤＣをｒｅｌｔ＋／＋ドナー骨
髄細胞よりも多く産出した(図２０)。それに対して、野生型ドナー細胞を用いてｒｅｌｔ
－／－又はｒｅｌｔ＋／＋のレシピエントに播いた場合、ｐＤＣとＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ I
I－細胞は等しい数で産生された。この結果から、ｒｅｌｔ－／－マウスにおいて増大し
たｐＤＣとＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－細胞群は、ｒｅｌｔ－／－骨髄由来細胞における細
胞自立性の欠如を反映したものであることが示唆された。
　以前の細胞転移研究から、ｐＤＣは骨髄内の骨髄系前駆細胞とリンパ球から分化しうる
ことが示唆された(Shigematsu等, Immunity 21:43-53 (2004))。したがって、ｐＤＣ及び
／又はこれらの前駆細胞群上に発現するＲＥＬＴは樹状細胞個体発生を直接調節しうる。
Ｔ細胞はＲＥＬＴリガンドを発現し、ｐＤＣ発達を抑制する候補物質である。ヒト末梢血
Ｔ細胞を様々な刺激因子の存在下で２４時間培養し、その後、ヒトＩｇＧ１Ｆｃ領域に融
合させたヒトＲＥＬＴの細胞外ドメイン(アミノ酸１－１２８、MKPSLLCRPLSCFLMLLPWPLAT
LTSTTLWQCPPGEEPDLDPGQGTLCRPCPPGTFSAAWGSSPCQPHARCSLWRRLEAQVGMATRDTLCGDCWPGWFGPWGV
PRVPCQPCSWAPLGTHGCDEWGRRA(配列番号：７２))を含む標識タンパク質(可溶性ＲＥＬＴ-Ｆ
ｃ)によるＦＡＣＳ分析を行った。ＰＭＡ及びイオノマイシンにて刺激したヒトＴ細胞は
、ヒトＲＥＬＴ融合タンパク質を(たとえ弱くても)特異的に結合した、このことは以前の
報告(Sica等, Blood 97: 2702-2707 (2001))と一致している。
【図面の簡単な説明】
【０１９６】
【図１Ａ－Ｂ】以下に示す配列識別子を用いて本発明を実施する際に使用するための、例
示的なアクセプターヒトコンセンサスフレームワーク配列を表す。可変重鎖(ＶＨ)コンセ
ンサスフレームワーク(図１Ａ及び１Ｂ)。ヒトＶＨサブグループIコンセンサスフレーム
ワークマイナスカバットＣＤＲ(配列番号：３、７３、７４、７５)。ヒトＶＨサブグルー
プIコンセンサスフレームワークマイナス伸展した高頻度可変領域(配列番号：４～６、７
６～７８、７９～８１及び８２～８４)。ヒトＶＨサブグループIIコンセンサスフレーム
ワークマイナスカバットＣＤＲ(配列番号：７、８５、８６、８７)。ヒトＶＨサブグルー
プIIコンセンサスフレームワークマイナス伸展した高頻度可変領域(配列番号：８～１０
、８８～９０、９１～９３、９４～９６)。ヒトＶＨサブグループIIIコンセンサスフレー
ムワークマイナスカバットＣＤＲ(配列番号：１１、９７、９８、９９)。ヒトＶＨサブグ
ループIIIコンセンサスフレームワークマイナス伸展した高頻度可変領域(配列番号：１２
～１４、１００～１０２、１０３～１０５、１０６～１０８)。ヒトＶＨアクセプターフ
レームワークマイナスカバットＣＤＲ(配列番号：１５、１０９、１１０、１１１)。ヒト
ＶＨアクセプターフレームワークマイナス伸展した高頻度可変領域(配列番号：１６～１
７、１１２～１１４、１１５～１１７)。ヒトＶＨアクセプター２フレームワークマイナ
スカバットＣＤＲ(配列番号：１８、１１８、１１９、１２０)。ヒトＶＨアクセプター２
フレームワークマイナス伸展した高頻度可変領域(配列番号：１９～２１、１２１～１２
３、１２４～１２６、１２７～１２９)。
【図２】以下に示す配列識別子を用いて本発明を実施する際に使用するための、例示的な
アクセプターヒトコンセンサスフレームワーク配列を表す。可変軽鎖(ＶＬ)コンセンサス
フレームワーク(図２)。ヒトＶＬκサブグループIコンセンサスフレームワーク(配列番号
：２２、１３０、１３１、１３２)。ヒトＶＬκサブグループIIコンセンサスフレームワ
ーク(配列番号：２３、１３３、１３４、１３５)。ヒトＶＬκサブグループIIIコンセン
サスフレームワーク(配列番号：２４、１３６、１３７、１３８)。ヒトＶＬκサブグルー
プIVコンセンサスフレームワーク(配列番号：２５、１３９、１４０、１４１)。
【図３】ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-８軽鎖及び重鎖のフレームワーク領域配列を表す。上付／太
字の番号はカバットに従ったアミノ酸位を示す。
【図４】ｈｕＭＡｂ４Ｄ５-８軽鎖及び重鎖の修飾／変異フレームワーク領域配列を表す
。上付／太字の番号はカバットに従ったアミノ酸位を示す。
【図５Ａ－Ｂ】実施例１(Ａ)に記載の、抗ＲＥＬＴ抗体分子の重鎖ＨＶＲループ配列を示
す。図は重鎖ＨＶＲ配列であるＨ１、Ｈ２及びＨ３を示す。アミノ酸位は以下に示すカバ
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ット番号付けシステムに従って番号付けする。
【図６】実施例１(ｂ)(１)に記載のように、細胞表面にマウスＲＥＬＴを発現していない
(「ＢＨＫ」)又は発現している(「ｍＲＥＬＴ／ＢＨＫ」)仔ハムスター腎臓(ＢＨＫ)細胞
に対する抗ＲＥＬＴ抗体の結合についてのＦＡＣＳ分析の結果を示す。
【図７】実施例１(ｂ)(１)に記載のように、細胞表面にマウスＲＥＬＴを発現していない
(「－／－」)又は発現している(「＋／＋」)脾細胞に対する抗ＲＥＬＴ抗体の結合につい
てのＦＡＣＳ分析の結果を示す。
【図８】実施例１(ｂ)(２)に記載のように、relt-xedarを形質移入した細胞及び様々な抗
ＲＥＬＴ抗体にて処理した細胞におけるＮＦ-κＢ活性化の活性化の程度を示す。
【図９】実施例１(ｂ)(４)に記載のように、高解像度ＢＩＡｃｏｒｅ(登録商標)分析の間
に観察される様々な濃度の抗ＲＥＬＴ抗体Ｈ１１とマウスＲＥＬＴとの間の結合相互作用
を示す。
【図１０】実施例１(ｂ)(５)に記載のように、抗ＲＥＬＴ抗体Ｈ１１が２９３細胞の表面
に発現されたヒトＲＥＬＴに特異的に結合することを示すＦＡＣＳ分析を表す。
【図１１】実施例２に記載のように、異なるＴ細胞群への抗ＲＥＬＴ抗体Ｈ１１の結合に
ついてのＦＡＣＳ分析の結果を表す。これから、各々のＴ細胞群が細胞表面にＲＥＬＴを
発現したことが示される。
【図１２】実施例２に記載のように、異なるＢ細胞群への抗ＲＥＬＴ抗体Ｈ１１の結合に
ついてのＦＡＣＳ分析の結果を表す。これから、いずれのＢ細胞群にもＨ１１抗体が結合
しなかったことが示される。
【図１３】実施例２に記載のように、脾細胞への抗ＲＥＬＴ抗体Ｈ１１の結合についての
ＦＡＣＳ分析の結果を表す。これから、Ｔ細胞とマクロファージが細胞表面にＲＥＬＴを
発現したことが示される。
【図１４】実施例３(ａ)に記載のように、ＲＥＬＴ欠損マウスの生成を表す。図１４Ａは
、マウスＲＥＬＴエクソンIIからV(アミノ酸１７～２０９をコードする)を置き換えるた
めに用いたｌｏｘＰ部位に隣接したＰＧＫ-ｎｅｏ選別カセットを示す。図１４Ｂは、実
施例３(ａ)に記載のように、ｒｅｌｔ＋／＋、ｒｅｌｔ＋／－及びｒｅｌｔ－／－のゲノ
ムＤＮＡのサザンブロット分析を示す。図１４Ｃは、ｒｅｌｔ＋／＋(「ＷＴ」)及びｒｅ
ｌｔ－／－マウスからのＴ細胞上の表面ＲＥＬＴ発現についてのフローサイトメトリー分
析の結果を示す。両グラフの最も左の曲線(太線)はコントロール抗体による染色を表し、
最も右の曲線はＲＥＬＴ特異的ｍＡｂ　Ｈ１１による染色を表す。
【図１５Ａ－Ｂ】実施例３(ｂ)に記載のように、ＲＥＬＴが正常Ｔ細胞、Ｂ細胞及びＮＫ
細胞の発達に必要か否かを決定するために設定した実験の結果を示す。図１５Ａは、１０
週齢の野生型マウス及びｒｅｌｔ－／－マウスの脾臓細胞についてのフローサイトメトリ
ー分析の結果を示す。値は１０匹の各遺伝子型の平均±標準偏差を表す。Ｔ細胞は、ＣＤ
３＋ＩｇＭ－Ｂ２２０－ＤＸ５－である細胞として同定された。Ｂ細胞は、ＣＤ３－Ｉｇ
Ｍ＋Ｂ２２０＋ＤＸ５－である細胞として同定された。ＮＫ細胞は、ＣＤ３－ＩｇＭ－Ｂ
２２０－ＤＸ５＋である細胞として同定された。図１５Ｂは、図１５Ａで同定されたＴ細
胞、Ｂ細胞及びＮＫ細胞上でのＲＥＬＴの発現を示す。各グラフの最も左(太線)の曲線は
コントロールｍＡｂによる染色を表し、最も右の曲線はＲＥＬＴ特異的ｍＡｂ Ｈ１１に
よる染色を表す。
【図１５Ｃ－Ｄ】実施例３(ｂ)に記載のように、ＲＥＬＴが正常Ｔ細胞、Ｂ細胞及びＮＫ
細胞の発達に必要か否かを決定するために設定した実験の結果を示す。図１５Ｃは、野生
型マウス(「ＷＴ」)及びｒｅｌｔ－／－マウスの胸腺細胞についてのフローサイトメトリ
ー分析を示す。各象限内のポジティブ細胞の割合を示し、５匹のマウスの各遺伝子型の典
型である。図１５Ｄは、抗ＣＤ３抗体単独(左パネル)又は抗ＣＤ３抗体と抗ＣＤ２８抗体
のいずれかに曝した野生型マウス及びｒｅｌｔ－／－マウスの精製したＴ細胞における、
[３Ｈ]-チミジン取り込みアッセイの結果を示すグラフである。これから、ＲＥＬＴがＴ
細胞増殖に必須でないことが示される。
【図１６Ａ－Ｇ】実施例３(ｃ)に記載のように、免疫原にて抗原刺激した際のマウスによ
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る抗体サブタイプの産生に対する、マウスにおけるｒｅｌｔ破壊の効果を決定するための
実験の結果を示す。
【図１７Ａ】実施例３(ｄ)に記載のように、マウスにおける樹状細胞群に対するＲＥＬＴ
抑止の効果を決定するための実験の結果を示す。１０週齢の野生型マウス及びｒｅｌｔ－
／－マウスの脾臓樹状細胞サブセットについてのフローサイトメトリー分析の結果を示す
。プロットは、全脾臓細胞のＣＤ１１ｃ染色(左のパネル)又は、ＣＤ１１ｃ＋細胞を選別
するために電子工学的にゲーティングした後のＣＤ１１ｂ及びＢ２２０染色を表す。結果
は１０匹のマウスの各遺伝子型の代表である。
【図１７Ｂ】実施例３(ｄ)に記載のように、マウスにおける樹状細胞群に対するＲＥＬＴ
抑止の効果を決定するための実験の結果を示す。１０匹のマウスの各群におけるｐＤＣ(
ＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０＋ＣＤ１１ｂ－)とｃＤＣ(ＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０－ＣＤ１１ｂ＋)
についての平均±標準偏差を示す。ともに総細胞数と割合で表す。
【図１７Ｃ】実施例３(ｄ)に記載のように、マウスにおける樹状細胞群に対するＲＥＬＴ
抑止の効果を決定するための実験の結果を示す。ｐＤＣとｃＤＣ上でのＲＥＬＴの発現に
ついてのフローサイトメトリー分析の結果を示す。各グラフの最も左(太線)の曲線はコン
トロールｍＡｂによる結合を表し、最も右の曲線は抗ＲＥＬＴ抗体Ｈ１１による結合を表
す。
【図１７Ｄ】実施例３(ｄ)に記載のように、マウスにおける樹状細胞群に対するＲＥＬＴ
抑止の効果を決定するための実験の結果を示す。野生型マウス(最も左の曲線)又はｒｅｌ
ｔ－／－マウス(最も右の太い曲線)のＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０＋細胞に対する抗ＣＤ４５Ｒ
Ｂ、Ｉ-Ａ、ＣＤ８０又はＣＤ８６抗体の結合についてのフローサイトメトリー分析の結
果を表す。実線の棒グラフはコントロール抗体への結合を表す。
【図１８Ａ－Ｂ】実施例３(ｅ)に記載のように、ＣＤ１１ｃ＋ＭＨＣ II－ ｐＤＣ前駆細
胞群に対するＲＥＬＴ破壊の効果を評価するための実験の結果を示す。図１８Ａは、１０
週齢の野生型マウス及びｒｅｌｔ－／－マウスの末梢血についてのフローサイトメトリー
分析の結果を示す。１０匹の各遺伝子型のＣＤ１１ｃ＋Ｉ-Ａ－細胞の平均割合±標準偏
差を示す。図１８ｂは、ＭＨＣ II－ＤＣ前駆細胞上の細胞表面ＲＥＬＴ発現についての
フローサイトメトリー分析の結果を示す。最も左(太線)の曲線はコントロール抗体の結合
を表し、最も右の曲線は抗ＲＥＬＴ抗体Ｈ１１による結合を表す。
【図１９】野生型細胞群及びｒｅｌｔ－／－細胞群によるＩＦＮ-α産生を評価する実験
の結果を示す。示した用量のＣｐＧ-ＯＤＮとともに２４時間培養した、１０週齢の野生
型マウスとｒｅｌｔ－／－マウスから得た脾細胞(左のパネル)又は精製したｐＤＣ及びｃ
ＤＣ(右のパネル)からのＩＦＮ-α産生を示す。値は７匹のマウスの各遺伝子型の平均±
標準偏差を表す。
【図２０】実施例５に記載のように、骨髄由来細胞に対するＲＥＬＴ欠損の影響を評価す
る実験の結果を示す。致死的な放射線を浴びた野生型マウス及びｒｅｌｔ－／－マウスに
無処置の野生型骨髄及びｒｅｌｔ－／－骨髄を静脈内注射した。８週後、キメラマウスの
脾臓及び血液細胞をフローサイトメトリーにて分析した。データは、７匹のマウスの各遺
伝子型からの脾臓ｐＤＣ(ＣＤ１１ｃ＋Ｂ２２０＋ＣＤ１１ｂ－)と末梢血ＭＨＣ II－Ｄ
Ｃ前駆細胞(ＣＤ１１ｃ＋Ｉ-Ａ－)の平均割合±標準偏差を示す。
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摘要(译)

提供了抗RELT单克隆抗体和使用该抗体的方法。还提供了使用RELT多肽和核酸调节免疫细胞发育和调节细胞因子产生的方法。
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