
(57)【要約】

本発明は、概して、種々のIFN-αサブタイプに対して幅

広い反応性を有する中和化抗IFN-αモノクローナル抗体

の作製及び特徴付けに関する。本発明は、さらに、IFN-

αの増大した発現に関連している疾患、特に、インシュ

リン依存性糖尿病（IDDM）及び全身性エリテマトーデス

（SLE）のような自己免疫疾患の診断及び治療における

、そのような抗IFNα抗体の用途に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
少 な く と も IFNα サ ブ タ イ プ 、 IFNα １ 、 IFNα ２ 、 IFNα ４ 、 IFNα ５ 、 IFNα ８ 、 IFNα １
０ 、 及 び IFNα ２ １ と 結 合 し 、 生 物 学 的 な 活 性 を 中 和 す る 抗 IFNα モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
マ ウ ス 抗 体 で あ る 請 求 項 １ の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
ヒ ト 化 抗 体 で あ る 請 求 項 １ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
ヒ ト 抗 体 で あ る 請 求 項 １ の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 生 物 学 的 活 性 が 抗 ウ イ ル ス 活 性 で あ る 、 請 求 項 １ の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 抗 体 が 前 記 IFNα サ ブ タ イ プ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 少 な く と も ７ ０ ％ を 中 和 す る こ と が
可 能 で あ る 、 請 求 項 ５ の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 抗 体 が 前 記 IFNα サ ブ タ イ プ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 少 な く と も ８ ０ ％ を 中 和 す る こ と が
可 能 で あ る 、 請 求 項 ５ の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 抗 体 が 前 記 IFNα サ ブ タ イ プ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 少 な く と も ９ ０ ％ を 中 和 す る こ と が
可 能 で あ る 、 請 求 項 ５ の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 抗 体 が 前 記 IFNα サ ブ タ イ プ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 少 な く と も ９ ９ ％ を 中 和 す る こ と が
可 能 で あ る 、 請 求 項 ５ の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
マ ウ ス 抗 ヒ ト IFNα モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 9F3又 は そ の ヒ ト 化 又 は キ メ ラ 型 と 基 本 的 に 同 じ IF
Nα エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 、 請 求 項 １ の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
マ ウ ス 抗 ヒ ト IFNα モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 9F3又 は そ の ヒ ト 化 又 は キ メ ラ 型 で あ る 、 請 求 項 １
の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ヒ ト 化 抗 ヒ ト IFNα モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 9F3 13型 （ V13） で あ る 、 請 求 項 １ １ の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
寄 託 番 号 PTA-2917を 有 し 、 ATCCへ 2001年 1月 18日 に 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 に よ
っ て 産 せ ら れ た 抗 IFNα 抗 体 と 基 本 的 に 同 じ IFNの エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 、 請 求 項 １ の 抗 体
。
【 請 求 項 １ ４ 】
IgGク ラ ス の 請 求 項 １ の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
IgG 1 、 IgG 2 、 IgG 3 、 又 は IgG 4 ア イ ソ ト ー プ を 有 す る 請 求 項 １ ４ の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
抗 体 断 片 で あ る 請 求 項 １ の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
Fab断 片 で あ る 請 求 項 １ ６ の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
F(ab') 2 断 片 で あ る 請 求 項 １ ６ の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
Fab'断 片 で あ る 、 請 求 項 １ ６ の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
以 下 の CDR：
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（ ａ ） 式 RASQSVSTSSYSYMH（ 配 列 番 号 ： ７ ） の L1；
（ ｂ ） 式 YASNLES（ 配 列 番 号 ： ８ ） の L2； 及 び
（ ｃ ） 式 QHSWGIPRTF（ 配 列 ： ９ ） の L3
を 含 ん で な る 、 抗 IFNα 抗 体 軽 鎖 又 は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ２ １ 】
軽 鎖 可 変 ド メ イ ン で あ る 請 求 項 ２ ０ の 抗 IFNα 抗 体 軽 鎖 断 片 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
以 下 の CDR：
（ ａ ） 式 GYTFTEYIIH（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） の H1；
（ ｂ ） 式 SINPDYDITNYNQRFKG（ 配 列 番 号 ： １ １ ） の H2； 及 び
（ ｃ ） 式 WISDFFDY（ 配 列 番 号 ： １ ２ ） の H3
を 含 ん で な る 、 抗 IFNα 抗 体 重 鎖 又 は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
重 鎖 可 変 ド メ イ ン で あ る 請 求 項 ２ ２ の 抗 IFNα 抗 体 重 鎖 断 片 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
（ Ａ ） 以 下 の CDR：
（ ａ ） 式 RASQSVSTSSYSYMH（ 配 列 番 号 ： ７ ） の L1；
（ ｂ ） 式 YASNLES（ 配 列 番 号 ： ８ ） の L2； 及 び
（ ｃ ） 式 QHSWGIPRTF（ 配 列 ： ９ ） の L3
を 含 ん で な る 、 少 な く と も １ つ の 軽 鎖 又 は そ の 断 片 ； 及 び
（ Ｂ ） 以 下 の CDR：
（ ａ ） 式 GYTFTEYIIH（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） の H1；
（ ｂ ） 式 SINPDYDITNYNQRFKG（ 配 列 番 号 ： １ １ ） の H2； 及 び
（ ｃ ） 式 WISDFFDY（ 配 列 番 号 ： １ ２ ） の H3
を 含 ん で な る 、 少 な く と も １ つ の 重 鎖 又 は そ の 断 片 を 含 ん で な る 抗 IFNα 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
２ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 抗 体 重 鎖 -軽 鎖 対 で 構 成 さ れ る ホ モ 四 量 体 構 造 を 有 す る 、 請 求 項
２ ４ の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
直 鎖 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ４ の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
マ ウ ス 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ４ の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
キ メ ラ 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ４ の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
ヒ ト 化 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ４ の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
ヒ ト 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ４ の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 １ の 抗 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 １ １ の 抗 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
請 求 項 １ ２ の 抗 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 項 ２ ４ の 抗 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 ２ ０ の 抗 体 軽 鎖 又 は 軽 鎖 断 片 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 ２ ２ の 抗 体 重 鎖 又 は 重 鎖 断 片 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
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【 請 求 項 ３ ７ 】
寄 託 番 号 PTA-2882を 有 し 、 ATCCへ 2001年 1月 19日 に 寄 託 さ れ た ベ ク タ ー の 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ
ド コ ー ド 化 核 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
寄 託 番 号 PTA-2881を 有 し 、 ATCCへ 2001年 1月 19日 に 寄 託 さ れ た ベ ク タ ー の 重 鎖 ポ リ ペ プ チ
ド コ ー ド 化 核 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
請 求 項 ３ １ か ら ３ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 ん で な る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 ３ １ か ら ３ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 に よ っ て 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ １ 】
核 酸 配 列 が 発 現 し て 抗 体 を 産 す る 条 件 下 で 、 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 ん で な る 宿 主
細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ 、 １ １ 、 １ ２ 及 び ２ ４ の い ず れ か １ 項 の 抗 体
を 産 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
請 求 項 ３ １ か ら ３ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 ん で な る 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞
株 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
寄 託 番 号 PTA-2917を 有 し 、 ATCCへ 2001年 1月 19日 に 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 ４ ２ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 に よ っ て 産 せ ら れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と の 混 合 物 中 に 請 求 項 １ の 抗 体 の 有 効 量 を 含 ん で な る 薬 学 的 組 成
物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と の 混 合 物 中 に 請 求 項 １ １ の 抗 体 の 有 効 量 を 含 ん で な る 薬 学 的 組
成 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と の 混 合 物 中 に 請 求 項 １ ２ の 抗 体 の 有 効 量 を 含 ん で な る 薬 学 的 組
成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
薬 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と の 混 合 し た 請 求 項 ２ ４ の 抗 体 の 有 効 量 を 含 ん で な る 薬 学 的 組 成
物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
IFNα を 発 現 し て い る 細 胞 を 請 求 項 １ の 抗 IFNα 抗 体 と 接 触 さ せ 、 IFNα の 存 在 を 検 出 す る
こ と を 含 ん で な る 、 前 記 細 胞 に お け る IFNα の 発 現 と 関 連 し て い る 症 状 を 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
IFNα を 発 現 し て い る 患 者 へ 請 求 項 １ の 抗 IFNα 抗 体 の 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る
、 前 記 患 者 に お け る IFNα の 発 現 に 関 連 し て い る 疾 患 又 は 症 状 の 治 療 に 関 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
前 記 患 者 が 哺 乳 動 物 の 患 者 で あ る 、 請 求 項 ５ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
前 記 患 者 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ５ １ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
前 記 疾 患 が 自 己 免 疫 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ５ ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
前 記 疾 患 が イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 糖 尿 病 （ IDDM） ； 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ SLE） ； 及 び
自 己 免 疫 甲 状 腺 炎 で 構 成 さ れ る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ３ の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
（ 発 明 の 分 野 ）
本 発 明 は 、 概 し て 、 種 々 の IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 し て 幅 広 い 活 性 を 有 す る 中 和 抗 INF-α モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 及 び 特 徴 付 け に 関 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 、 IFN-α の 増 大 し た 発
現 に 関 連 し た 疾 病 、 特 に イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 糖 尿 病 （ IDDM） 及 び 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス
（ SLE） 等 の 自 己 免 疫 疾 患 の 診 断 及 び 治 療 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 関 連 す る 分 野 の 説 明 ）
（ イ ン タ ー フ ェ ロ ン α （ IFN-α ） ）
イ ン タ ー フ ェ ロ ン は 、 当 初 、 そ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 に 関 し て 発 見 さ れ た が 、 そ の 後 の 研 究 に
よ っ て 、 そ の 強 力 な サ イ ト カ イ ン に 関 連 す る 多 く の 制 御 活 性 が 明 ら か に さ れ て き た 。 I型
イ ン タ ー フ ェ ロ ン は 、 IFH-α 、 IFH-β 、 IFN-δ 、 IFH-ω 及 び IFH-τ を 含 む サ イ ト カ イ ン の
古 く か ら の フ ァ ミ リ ー を 形 成 す る （ Robertsら ， J. Interferon Cytokine Res. 18: 805-8
16 [1998]） 。 そ れ ら は 、 イ ン ト ロ ン の な い 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 脊 椎 動 物 の 中 で
広 く 分 布 し て い る 。 IFN-β は 霊 長 類 及 び げ っ 歯 類 の 単 一 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る
一 方 で 、 １ ０ に と ど ま ら ず １ ５ の 異 な る サ ブ タ イ プ の INF-α が 、 そ れ ぞ れ マ ウ ス 及 び ヒ ト
で 見 出 さ れ て き た 。 他 の I型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン は 、 例 え ば 、 ブ タ の IFN-δ 、 ウ シ 及 び 羊 の I
FN-τ 、 及 び ウ シ 及 び ヒ ト の IFN-ω の よ う に 、 さ ら に 限 定 さ れ て い る 。 従 っ て 、 ヒ ト I型 イ
ン タ ー フ ェ ロ ン は 、 IFN-α フ ァ ミ リ ー の 複 数 メ ン バ ー 、 及 び IFN-β 及 び IFN-ω フ ァ ミ リ ー
の 単 一 メ ン バ ー を 含 む 。 す べ て の I型  IFNsは 、 少 な く と も ２ つ の 膜 ス パ ン ニ ン グ プ ロ テ イ
ン （ spanning protein） で 構 成 さ れ る 単 一 レ セ プ タ ー と 結 合 す る と 思 わ れ る 。 II型 イ ン タ
ー フ ェ ロ ン は 、 そ の 一 方 で 、 単 一 メ ン バ ー 、 IFN-γ に よ っ て 代 表 さ れ 、 異 な る レ セ プ タ ー
と 結 合 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
IFN-α を 含 む す べ て の I型  IFNsは 、 抗 ウ イ ル ス 及 び 抗 増 殖 活 性 を 示 し 、 そ れ に よ っ て ウ イ
ル ス 感 染 及 び 腫 瘍 の コ ン ト ロ ー ル を 補 助 す る が （ lefevreら ， Biochimie 80: 779-788[199
8]； Hortonら ， Cancer Res. 59: 4064-4068 [1999]； Alexenkoら ， J. Interferon Cytoki
ne Res. 17: 769-779 [1997]； Gresser, J. Leukoc. Biol. 61: 567-574[1997]） 、 IFNα
の 増 大 し た 発 現 に 関 連 す る 幾 つ か の 自 己 疾 患 、 最 も 顕 著 な の が イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 糖 尿 病
（ IDDM） 及 び 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ SLE） も あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
自 己 免 疫 糖 尿 病 又 は イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 糖 尿 病 （ IDDM） と し て 知 ら れ て い る I型 糖 尿 病 は
、 自 己 反 応 性 Tリ ン パ 球 に よ る 膵 臓 β 細 胞 の 選 択 的 破 壊 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 自 己 免 疫
疾 患 で あ る （ Bach, Endcor. Rev. 15: 516-542 [1994]； Castano及 び Eisenbarth, Annu. 
Rev. Immunol. 8: 647-679 [1990]； Shehadeh及 び Lafferty, Diabetes Rev. 1: 141-151 
[1993]） 。 IDDMの 病 理 学 は 、 非 常 に 複 雑 で 、 後 成 的 事 象 （ 恐 ら く は ウ イ ル ス 感 染 ） 、 膵 臓
β 細 胞 、 及 び 遺 伝 的 に 敏 感 な 宿 主 の 免 疫 系 の 間 の 相 互 作 用 に 関 わ っ て い る 。 IFN-α 及 び IF
N-γ を 含 む 多 く の サ イ ト カ イ ン が 、 ヒ ト の 病 因 及 び 疾 病 の 動 物 モ デ ル に 関 わ っ て き た （ Ca
mpbellら ， J. Clin. Invest. 87: 739-742[1991]； Huangら ， Diabetes 44: 658-664 [199
5]； Rhodes及 び  Taylor, Diabetologia 27: 601-603 [1984]） 。 例 え ば 、 膵 臓 Ifn-α  mRN
A発 現 IDDMの 患 者 の β 細 胞 に お け る 免 疫 反 応 性 IFN-α の 存 在 が 、 報 告 さ れ て い る （ Foulis
ら ， Lancet 2: 1423-1427 [1987]； Huangら ， [1995]上 掲 ； Somozaら ， J. Immunol. 153: 
1360-1377 [1994]） 。 IFN-α 発 現 は 、 ヒ ト 島 の 主 要 組 織 適 合 性 抗 原 （ MHC)ク ラ ス IA抗 原 の
過 剰 発 現 に 関 わ っ て い た （ Foulisら ， [1987]上 掲 ； Somozaら ， [1994]上 掲 ） 。 糖 尿 病 性 DP
-BBラ ッ ト 及 び ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 処 理 マ ウ ス で あ る 、 自 己 免 疫 糖 尿 病 の ２ つ の ゲ ッ 歯 類
モ デ ル で は 、 島 で の Ifn-α  mRNA発 現 が 膵 島 炎 と 糖 尿 病 を 先 行 し た （ Huangら ， Immunity 1
: 469-478[1994]） 。 さ ら に は 、 ハ イ ブ リ ッ ド ヒ ト イ ン シ ュ リ ン プ ロ モ ー タ ー -Ifn-α コ ン
ス ト ラ ク ト を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 膵 島 炎 と 付 随 し て 起 こ る 低 イ ン シ ュ リ
ン 糖 尿 病 を 発 症 す る （ Stewartら ， Science 260: 1942-1946[1993])。
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【 ０ ０ ０ ５ 】
ウ イ ル ス な ど の 潜 在 的 な 糖 尿 病 誘 発 刺 激 物 へ 応 答 す る 膵 臓 島 細 胞 に よ る IFN-α の 局 所 的 発
現 が 、 糖 尿 病 的 プ ロ セ ス を 引 き 起 こ す 可 能 性 が あ る 。 開 始 剤 と し て の そ の 役 割 と 呼 応 し て
、 IFN-α が 、 ヒ ト 島 か ら 内 皮 細 胞 上 で 細 胞 間 接 着 分 子 -1（ ICAM-1） 及 び HLAク ラ ス I A を 誘
導 し 、 膵 島 炎 の 間 に 白 血 球 浸 潤 に 助 長 す る （ Chakrabartiら ， J. Immunol. 157: 522-528[
1996]） 。 さ ら に 、 IFN-α は 、 島 の 抗 原 表 示 細 胞 上 に お け る 同 時 刺 激 分 子 ICAM-1及 び B7.2
の 誘 導 に よ っ て 、 T細 胞 刺 激 を 促 進 す る （ Chakrabartiら ， Diabetes 45: 1336-1343［ 1996
］ ） 。 こ れ ら の 研 究 は 、 集 約 的 に 、 β 細 胞 に よ る 早 期 の IFN-α 発 現 は 、 自 己 免 疫 糖 尿 病 の
惹 起 に お い て 重 要 な 事 象 で あ り 得 る こ と を 示 し て い る 。 ゲ ッ 歯 類 で の IDDMの 発 症 に IFN-γ
を 関 連 さ せ る 多 く の 報 告 が あ る が 、 こ の サ イ ト カ イ ン の 発 現 と ヒ ト IDDMの 間 の 相 関 は 弱 い
。 従 っ て 、 IFN-γ を 発 現 し て い る 細 胞 は 、 島 へ の 顕 著 な リ ン パ 球 の 浸 潤 の た め に 選 択 さ れ
た ヒ ト 患 者 の 島 の 一 部 に 見 出 す こ と が で き る 。 こ の 基 準 に よ っ て 選 択 さ れ な か っ た 患 者 の
グ ル ー プ で は 、 IFN-γ 発 現 と ヒ ト IDDMの 間 に は 明 か な 関 連 性 が 無 か っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ SLE） の 患 者 に お け る 増 大 し た IFN-α 発 現 の レ ベ ル に 基 づ い て
、 IFN-α は 、 ま た 、 SLEの 病 因 に 関 連 さ せ ら れ て い る （ Ytterberg 及 び Schnitzer, Arthri
tis Rheum. 25: 401-406 [1982]； Shiら ， Br. J. Dermatol. 117: 155-159[1987]） 。 興
味 深 い こ と に は 、 IFN-α は B型 肝 炎 又 は C型 肝 炎 ウ イ ル ス 感 染 に よ る 慢 性 肝 炎 等 の ウ イ ル ス
感 染 だ け で な く 、 現 在 は 癌 の 治 療 に 用 い ら れ て い る 。 自 己 免 疫 性 を 誘 発 す る 増 大 し た IFN-
α の レ ベ ル の 観 察 と 呼 応 し 、 IDDM、 SLE及 び 自 己 免 疫 甲 状 腺 炎 等 の 自 己 免 疫 疾 患 の 出 現 の
顕 著 な 増 加 が 、 IFN-α 療 法 を 受 け て い る 患 者 で 報 告 さ れ て き た 。 例 え ば 、 抗 ウ イ ル ス 療 法
と し て の IFN-α の 長 期 の 使 用 に よ っ て 、 IDDM（ Waguriら ， Diabetes Res. Clin. Pract. 2
3: 33-36[1994]； Fabrisら ， J. Hepatol. 28: 514-517 [1998]） 又 は SLE（ Garcia-Pourru
aら ， Clin. Exp. Rheumatol. 16: 107-108 [1998]） が 誘 導 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 I
FN-α 療 法 に よ る コ ク サ ッ キ ー ・ ウ イ ル ス B（ CBV)感 染 の 治 療 は 、 や は り IDDMの 誘 導 に 関 連
し て い る （ Chehadehら ， J. Infect. Dis. 181: 1929-1939 [2000]） 。 同 じ よ う に 、 IFN-
α で 治 療 し た 癌 患 者 で の IDDM又 は SLEを 記 録 し て い る 多 数 ケ ー ス の レ ポ ー ト が あ る （ Ronnb
lomら ， J. Intern. Med. 227: 207-210[1990]） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
抗 体 療 法
治 療 薬 と し て の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 用 途 は 、 ヒ ト へ の 使 用 又 は 臨 床 試 験 の 後 期 の い ず れ
か で 許 可 さ れ た 幾 つ か の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAbs） に よ っ て 、 一 層 受 け 入 れ ら た 。 同 種
移 植 の 拒 絶 反 応 の 治 療 の た め に 米 国 食 品 医 薬 局 （ FDA） に よ っ て 認 可 さ れ た 最 初 の mAbは 、
１ ９ ８ ６ 年 の 抗 CD3（ OKT3） で あ る 。 そ れ 以 来 、 mAbの 分 野 に お け る 進 歩 の ペ ー ス は か な り
加 速 し 、 特 に １ ９ ９ ４ 年 か ら は 、 ヒ ト の 治 療 の た め の さ ら に ７ つ の mAbの 認 可 に つ な が っ
て い る 。 こ れ ら に は 、 １ ９ ９ ４ 年 の 冠 動 脈 血 管 形 成 術 の 合 併 症 の 取 り 扱 い の た め の レ オ プ
ロ (ReoPro)（ 登 録 商 標 ） 、 １ ９ ９ ７ 年 の 同 種 移 植 の 拒 絶 反 応 の 予 防 の た め の Zenapax（ 登
録 商 標 ） （ 抗 CD25） 、 １ ９ ９ ７ 年 の B細 胞 非 ボ ジ キ ン リ ン パ 腫 の 治 療 の た め の リ ツ キ サ ン
（ Rituxan)（ 登 録 商 標 ） （ 抗 CD20） 、 最 初 は １ ９ ９ ８ 年 の ク ロ ー ン 病 の 治 療 、 続 い て １ ９
９ ９ 年 の リ ュ ウ マ チ 様 関 節 炎 の 治 療 の た め の イ ン フ リ キ シ マ ブ (Infliximab)（ 登 録 商 標 ）
（ 抗 TNF-α ） 、 １ ９ ９ ８ 年 の 同 種 移 植 の 拒 絶 反 応 の 予 防 の た め の シ ム レ ク ト （ Simulect）
（ 登 録 商 標 ） （ 抗 CD-25） 、 １ ９ ９ ８ 年 の 呼 吸 性 感 染 の 治 療 の た め の シ ナ ジ ス (Synagis）
（ 登 録 商 標 ） （ 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス の 抗 Fタ ン パ ク 質 ） 、 １ ９ ９ ８ 年 の HER2過 剰 発 現 転
移 性 乳 腫 瘍 の 治 療 の た め の ハ ー セ プ チ ン （ Herceptin） （ 登 録 商 標 ） （ 抗 HER2/neu） が 含
ま れ る （ Glennie及 び Johnson, Immunol. Today 21: 403-410 [2000]） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
抗 IFN-α 抗 体
mAbsに よ る 介 入 に 敏 感 な 疾 患 の 段 階 に は 、 標 的 抗 原 の 病 理 的 レ ベ ル を す べ て 含 ま れ る 。 例
え ば 、 SLEの 患 者 の 血 清 に 存 在 し 、 IDDMの 膵 臓 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 に よ っ て 発 現 す る IFN-α
を 中 和 す る 抗 体 は 、 こ れ ら 疾 患 の 治 療 介 入 に と っ て 潜 在 的 な 候 補 で あ る 。 そ れ は 、 ま た 、
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IFN-α 発 現 の 潜 在 的 な 増 加 及 び 原 因 を 含 め て 他 の 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 的 介 入 に 用 い る こ と
が で き る 。 ヒ ト IDDM（ Foulis,ら ， Lancet 2: 1423-1427 [1987]； Huang,ら ， Diabetes 44
: 658-664 [1995]； Somoza,ら ， J. Immunol. 153: 1360-1377[1994]） 及 び ヒ ト SLE（ Hook
s,ら ， Arthritis & Rheumatism 25: 396-400 [1982]； Kim,ら ， Clin. Exp. Immunol. 70:
 562-569 [1987]； Lacki,ら ， J. Med. 28: 99-107 [1997]； Robak,ら ， Archivum Immunol
ogiae et Therapiae Experimentalis 46: 375-380 [1998]； Shiozawa,ら ， Arthritis & R
heumatism 35: 417-422 [1992]； von Wussow,ら ， Rheumatology International 8: 225-2
30 [1988]） の 双 方 で は 、 疾 患 と IFN-α の 間 に は 相 関 が 見 う け ら れ る が 、 IFN-β 又 は IFN-
γ の い ず れ の 間 と は 相 関 が 見 ら れ な か っ た 。 従 っ て 、 IDDM又 は SLEに お け る 抗 イ ン タ ー フ
ェ ロ ン mAbの 介 入 は 、 す べ て で は な い が 、 ど ん な IFN-β 又 は IFN-γ の 顕 著 な 中 和 も な に し
に 、 殆 ど の IFN-α サ ブ タ イ プ の 特 異 的 な 中 和 を 必 要 と す る で あ ろ う 。 こ れ ら 前 出 の ２ つ の
イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 活 性 を 無 傷 の ま ま に し て お く こ と は 、 ま た 、 顕 著 な 抗 ウ イ ル ス 活 性 の
保 持 を 許 容 す る こ と に と っ て 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
少 数 の mAbsが 組 み 換 え ヒ ト IFN-α サ ブ タ イ プ の 範 囲 と 一 致 す る 反 応 性 を 示 す 一 方 で 、 そ れ
ら は 、 分 析 さ れ た 組 み 換 え IFN-α サ ブ タ イ プ の 限 ら れ た 一 部 の み を 中 和 す る こ と が 見 出 さ
れ た か 、 又 は 刺 激 を 受 け た 末 梢 血 白 血 球 に よ っ て 産 生 さ れ る IFN-α サ ブ タ イ プ の 混 合 物 を
中 和 す る こ と は で き な か っ た （ Tsukuiら ， Microbiol. Immunol. 30: 1129-1139 [1986]；
 Berg, J. Interferon Res. 4: 481-491 [1984]；  Meager及 び Berg, J. Interferon Res.
 6: 729-736 [1986]；  米 国 特 許 第 4,902,618号 ； 及 び 欧 州 特 許 公 開 第 0,139,676B1号 ） 。
従 っ て 、 他 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 生 物 学 的 機 能 を 妨 害 し な い が 、 殆 ど 、 好 ま し く は す べ て の
IFN-α の サ ブ タ イ プ と 結 合 す る だ け で な く 、 そ の よ う な サ ブ タ イ プ を 中 和 す る 抗 IFN-α 抗
体 に 関 す る 多 大 な 需 要 が あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
（ 本 発 明 の 要 約 ）
本 発 明 は 、 試 験 さ れ た ７ つ の 異 な る 組 み 換 え ヒ ト IFN-α サ ブ タ イ プ の す べ て 、 及 び ２ つ の
関 連 性 の な い 天 然 ヒ ト IFN-α サ ブ タ イ プ の プ ー ル を 中 和 す る こ と が 実 験 的 に 見 出 さ れ た モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 発 生 に 基 づ い て い る 。
一 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も ヒ ト IFN-α サ ブ タ イ プ IFN-α 1、 IFN-α 2、 IFN-α 4、 I
FN-α 5、 IFN-α 8、 IFN-α 10、 及 び IFN-α 21と 結 合 し 、 そ の 生 物 学 的 活 性 を 中 和 す る 抗 ヒ
ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 さ ら な る 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 す べ て の ヒ ト IF
N-α サ ブ タ イ プ と 結 合 し 、 そ の 生 物 学 的 活 性 を 中 和 す る 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 提 供 す る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 該 当 す る ヒ ト IFN-α の 生 物 学 的 活 性 を 顕 著 に 低 下 さ せ る か
又 は 除 く 。 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 対 象 で あ る ヒ ト IFN-α の 生 物 学 的 活 性 の 少
な く と も ６ ０ ％ 、 又 は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ７ ５ ％ 、 よ り 好 ま し く は
少 な く と も ８ ０ ％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も ８ ５ ％ 、 な お よ り 好 ま し く は 少 な く
と も ９ ０ ％ 、 な お よ り 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も ９ ９ ％ を
中 和 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 ヒ ト IFN-α 生 物 学 的 活 性 中 和 化 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 対 応 す る ヒ ト IFN-ヨ の 生 物 学 的 活 性 を 中 和 し な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
対 象 で あ る ヒ ト IFN-α ’ 類 の 生 物 学 的 活 性 は 、 IFNAR2結 合 活 性 で あ る 可 能 性 が あ る 。 特 定
の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 抗 ヒ ト IFN-∀ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 す べ て 又 は 実 質 的 に す
べ て の ヒ ト IFN-α サ ブ タ イ プ と 結 合 し 、 そ の IFNAR2結 合 活 性 の 少 な く と も ６ ０ ％ 、 又 は 少
な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ７ ５ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 さ ら
に よ り 好 ま し く は 少 な く と も ８ ５ ％ 、 な お よ り 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％ 、 な お よ り 好
ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も ９ ９ ％ を ブ ロ ッ ク す る こ と が 可 能
で あ る こ と を 示 す 。 そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 IFN-∀ サ ブ タ イ プ １ ， ２ ， ４ ， ５
， ８ ， １ ０ 及 び ２ １ と 結 合 し 、 そ の そ れ ぞ れ の IFNAR結 合 活 性 の 少 な く と も ６ ０ ％ 、 又 は
少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ７ ５ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 さ
ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も ８ ５ ％ 、 な お よ り 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％ 、 な お よ り
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好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も ９ ９ ％ を ブ ロ ッ ク す る こ と が 可
能 な 抗 ヒ ト IFN-∀ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 抗 ヒ ト IFN-∀
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト IFN-ヨ と 交 差 反 応 し な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
対 象 で あ る ヒ ト IFN-α ’ 類 の 生 物 学 的 活 性 は 、 抗 ウ イ ル ス 活 性 で あ る 可 能 性 が あ る 。 一 実
施 態 様 で は 、 抗 ヒ ト IFN-∀ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 す べ て 又 は 実 質 的 に す べ て の IFN-α サ
ブ タ イ プ と 結 合 し 、 そ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 中 和 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の 他 の 実 施 態 様
で は 、 抗 ヒ ト IFN-∀ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト IFN-∀ サ ブ タ イ プ １ ， ２ ， ４ ， ５ ， ８ ，
１ ０ 及 び ２ １ と 結 合 し 、 そ の そ れ ぞ れ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 中 和 す る こ と が 可 能 で あ る 。 特
定 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 す べ て 又 は 実 質 的 に す べ て の ヒ ト IFN-α サ ブ タ イ プ と 結 合
し 、 そ の 少 な く と も ６ ０ ％ 、 又 は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ７ ５ ％ 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も ８ ５ ％ 、 な お よ り 好 ま し
く は 少 な く と も ９ ０ ％ 、 な お よ り 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と
も ９ ９ ％ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 中 和 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、
本 発 明 は 、 ヒ ト IFN-∀ サ ブ タ イ プ １ ， ２ ， ４ ， ５ ， ８ ， １ ０ 及 び ２ １ と 結 合 し 、 そ の そ れ
ぞ れ の 少 な く と も ６ ０ ％ 、 又 は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ７ ５ ％ 、 よ り 好
ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も ８ ５ ％ 、 な お よ り 好 ま し く
は 少 な く と も ９ ０ ％ 、 な お よ り 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も
９ ９ ％ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 中 和 す る 抗 ヒ ト IFN-∀ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 さ ら に
そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 ヒ ト IFN-α 抗 ウ イ ル ス 中 和 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト IFN-ヨ
の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 中 和 し な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
抗 体 は 、 マ ウ ス 、 ヒ ト 化 又 は ヒ ト 抗 体 で あ っ て も よ い 。 抗 体 は 、 マ ウ ス 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 9F3、 又 は そ の ヒ ト 化 型 、 例 え ば １ ３ 型 （ V13)又 は そ の キ メ ラ 型 で あ り 得
る 。 本 発 明 の 範 囲 は 、 ま た 、 基 本 的 に は 、 マ ウ ス 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 9F3又
は そ の ヒ ト 化 又 は キ メ ラ 型 と 同 じ よ う に IFN-α エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 例 え ば
、 こ の 目 的 の た め に 引 用 さ れ る 抗 体 は 、 ２ ０ ０ １ 年 １ 月 １ ８ 日 に ATCCへ 寄 託 さ れ て 寄 託 番
号 PTA-2917を 有 す る マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 9F3.18.5に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 IFN-α 抗
体 で あ る 。 そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 図 ５ Ａ （ 配 列 番 号 ： １ ） に 示 さ れ て い る マ ウ ス 軽 鎖 可
変 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 、 及 び ／ 又 は 図 ５ Ｂ （ 配 列 番 号 ： ２ ） に 示 さ れ て い る マ ウ ス 重 鎖
可 変 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む マ ウ ス 又 は マ ウ ス ／ ヒ ト キ メ ラ 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 さ ら に そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ５ Ａ （ 配 列 番 号 ： ３ ）
に 示 し さ れ て い る ヒ ト 化 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 、 及 び ／ 又 は 図 ５ Ｂ （ 配 列 番 号 ：
５ ） に 示 さ れ て い る ヒ ト 化 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ヒ ト 化 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
さ ら に 提 供 さ れ て い る の は 、 基 本 的 に は 、 マ ウ ス 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 9F3又
は そ の ヒ ト 化 又 は キ メ ラ 型 が 結 合 し て い る ヒ ト IFN-α サ ブ タ イ プ １ ， ２ ， ４ ， ８ ， １ ０ 及
び ２ １ 上 の 同 じ エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 さ ら に こ
こ で 提 供 さ れ て い る の は 、 ヒ ト IFN-α サ ブ タ イ プ １ ， ２ ， ４ ， ８ ， １ ０ 及 び ２ １ の そ れ ぞ
れ と の 結 合 に 関 し て マ ウ ス 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 9F3と 競 合 す る 抗 ヒ ト IFN-α
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
同 じ く 提 供 さ れ て い る の は 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る 任 意 の 抗 体 の を コ ー ド す る 単 離 さ れ た
核 酸 分 子 、 そ の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 、 そ の 核 酸 分 子 で 形 質 転 換 し た 宿 主 細
胞 、 及 び 核 酸 分 子 が 発 現 し て 抗 体 が 産 生 さ れ る 条 件 下 で 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 及 び 場
合 に よ っ て は 、 宿 主 細 胞 か ら そ の 抗 体 を 回 収 す る こ と を 含 む 抗 体 を 産 す る 方 法 で あ る 。 こ
の 抗 体 は 、 IgGク ラ ス 及 び ア イ ソ タ イ プ 、 例 え ば IgG 1 、 IgG 2 、 IgG 3 、 又 は IgG 4 で あ っ て も
よ い 。 本 発 明 の 範 囲 は 、 ま た 、 Fv、 scFv、 Fab、 F(ab') 2 及 び Fab'断 片 等 の 抗 体 断 片 が 含 む
。
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【 ０ ０ １ ６ 】
そ の 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 以 下 の CDR（ Kabat,ら ， Sequence of Protein of Immunolo
gical Interest, 第 ５ 版 , NIH出 版  91-3242,　 ベ セ ズ ダ ， メ リ ー ラ ン ド [1991], 第 １ -３
巻 ） を 含 む 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 軽 鎖 又 は そ の 断 片 を 提 供 す る ： （ ａ ） 式 RASQ
SVSTSSYSYMH（ 配 列 番 号 ： ７ ） の L1； （ ｂ ） 式 YASNLES（ 配 列 番 号 ： ８ ） の L2； 及 び （ ｃ ）
式 QHSWGIPRTF（ 配 列 番 号 ： ９ ） の L3。 本 発 明 の 範 囲 は 、 ま た 、 そ の よ う な 抗 ヒ ト IFN-α モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 軽 鎖 断 片 の 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を 含 む 。 本 発 明 の 範 囲 は 、 さ ら に 、 ２ ０ ０
１ 年 １ 月 ９ 日 に ATCCへ 寄 託 さ れ 、 寄 託 番 号 PTA-2880を 有 す る XAIFN-ChLpDR1ベ ク タ ー に よ
っ て コ ー ド さ れ て い る 、 マ ウ ス ／ ヒ ト キ メ ラ 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 全 キ メ
ラ 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ
ド を 含 む 。 本 発 明 の 範 囲 は 、 さ ら に 、 ２ ０ ０ １ 年 １ 月 ９ 日 に 寄 託 さ れ 、 寄 託 番 号 PTA-2882
を 有 す る VLV30-IgGベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ヒ ト 化 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸
配 列 、 又 は 全 ヒ ト 化 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
さ ら に そ の 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 以 下 の CDRを 含 む 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
重 鎖 又 は そ の 断 片 を 提 供 す る ： （ ａ ） 式 GYTFT EYIIH（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） の H1； （ ｂ ） 式 S
INPDYDITNYNQRFKG（ 配 列 番 号 ： １ １ ） の H2； 及 び （ ｃ ） 式 WISDFFDY（ 配 列 番 号 ： １ ２ ） の
H3。 本 発 明 の 範 囲 は 、 ま た 、 そ の よ う な 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 重 鎖 断 片 の 軽 鎖
可 変 ド メ イ ン を 含 む 。 本 発 明 の 範 囲 は 、 さ ら に 、 ２ ０ ０ １ 年 １ 月 ９ 日 に ATCCへ 寄 託 さ れ 、
寄 託 番 号 PTA-2883を 有 す る XAIFN-ChLpDR2ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 、 マ ウ ス ／
ヒ ト キ メ ラ 重 鎖 可 変 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 全 キ メ ラ 重 鎖 ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 重 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 さ ら に 含 ま れ て い る の
は 、 ２ ０ ０ １ 年 １ 月 ９ 日 に 寄 託 さ れ 、 寄 託 番 号 PTA-2881を 有 す る VLV30-IgG2ベ ク タ ー に よ
っ て コ ー ド さ れ て い る ヒ ト 化 重 鎖 可 変 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 全 ヒ ト 化 重 鎖 ポ リ ペ プ
チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 重 鎖 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
さ ら な る 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 （ Ａ ） 以 下 の CDRを 含 む 、 少 な く と も １ つ の 軽 鎖 又 は そ の
断 片 ： （ ａ ） 式 RASQSVSTSSYSYMH（ 配 列 番 号 ： ７ ） の L1； （ ｂ ） 式 YASNLES（ 配 列 番 号 ： ８
） の L2； 及 び （ ｃ ） 式 QHSWGIPRTF（ 配 列 番 号 ： ９ ） の L3； 及 び （ Ｂ ） 以 下 の CDRを 含 む 、
少 な く と も １ つ の 重 鎖 又 は そ の 断 片 ： （ ａ ） 式 GYTFTEYIIH（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） の H1； （ ｂ
） 式 SINPDYDITNYNQRFKS（ 配 列 番 号 ： １ １ ） の H2； （ ｃ ） 式 WISDFFDY（ 配 列 番 号 ： １ ２ ）
の H3を 含 む 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 こ の 抗 体 は 、 ２ つ の ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 し た 抗 体 重 鎖 -軽 鎖 対 で 構 成 さ れ て い る ホ モ ４ 量 体 構 造 で あ る 可 能 性 が あ る 。 本 発
明 の 範 囲 は 、 特 に 、 直 鎖 抗 体 、 マ ウ ス 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 又 は ヒ ト 抗 体 を 含
む 。 さ ら に 提 供 さ れ て い る の は 、 （ １ ） ２ ０ ０ １ 年 １ 月 ９ 日 に ATCCへ 寄 託 さ れ 、 寄 託 番 号
PTA-2880を 有 し て い る XAIFN-ChLpDR1ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ て い る マ ウ ス ／ ヒ ト キ
メ ラ 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 全 キ メ ラ 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 ； 及 び
（ ２ ） ２ ０ ０ １ 年 １ 月 ９ 日 に ATCCへ 寄 託 さ れ 、 寄 託 番 号 PTA-2883を 有 し て い る XAIFN-ChLp
DR2ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ て い る マ ウ ス ／ ヒ ト キ メ ラ 重 鎖 可 変 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配
列 、 又 は 全 キ メ ラ 重 鎖 ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む キ メ ラ 抗 体 で あ る 。 さ ら に 、 こ こ
で 含 ま れ て い る の は 、 （ １ ） ２ ０ ０ １ 年 １ 月 ９ 日 に 寄 託 さ れ 、 寄 託 番 号 PTA-2882を 有 す る
VLV30-IgGベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ヒ ト 化 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 、 又
は 全 ヒ ト 化 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 ； （ ２ ） ２ ０ ０ １ 年 １ 月 ９ 日 に 寄 託 さ れ 、 寄 託
番 号 PTA-2881を 有 す る VLV30-IgG2ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ヒ ト 化 重 鎖 可 変 ド メ
イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 全 ヒ ト 化 重 鎖 ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ヒ ト 化 抗 体 で あ る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
さ ら に そ の 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 製 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と 混 合 し た 本 発 明 の 抗 体 の
有 効 量 を 含 む 製 薬 的 組 成 物 を 提 供 す る 。
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異 な る 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 で の IFN-α の 発 現 と 関 連 し て い る 症 状 の 診 断 の た め の 方
法 を 提 供 し 、 そ れ に は 、 そ の 細 胞 を 抗 IFN-α 抗 体 と 接 触 さ せ 、 IFN-α の 存 在 を 検 出 す る こ
と が 含 ま れ る 。
さ ら に そ の 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 患 者 で の IFN-α の 発 現 に 関 連 し て い る 疾 病 又 は 症 状
の 治 療 の た め の 方 法 を 提 供 し 、 そ れ に は 、 抗 IFN-α 抗 体 の 有 効 量 を 患 者 へ 投 与 す る こ と が
含 ま れ る 。 こ の 患 者 は 哺 乳 動 物 の 患 者 、 好 ま し く は ヒ ト の 患 者 で あ る 。 疾 病 は 自 己 免 疫 疾
患 、 例 え ば イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 糖 尿 病 （ IDDM） ； 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ SLE） ； 又 は
自 己 免 疫 甲 状 腺 炎 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ 好 ま し い 実 施 態 様 の 詳 細 な 説 明 ）
Ａ ． 定 義
特 に 定 義 さ れ な け れ ば 、 こ こ で 用 い ら れ る す べ て の 技 術 的 及 び 科 学 的 用 語 は 、 本 発 明 が 属
す る 分 野 の 当 業 者 に よ っ て 共 通 に 理 解 さ れ る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 例 え ば 、 Singleton
ら ， Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 第 ２ 版 ., J. Wiley & Sons(ニ
ュ ー ヨ ー ク ， ニ ュ ー ヨ ー ク  １ ９ ９ ４ )； Sambrookら ， Molecular Cloning, A Laboratory 
Manual, Cold Springs Harbor Press(コ ー ル ド 　 ス プ リ ン グ 　 ハ ー バ ー ， ニ ュ ー ヨ ー ク  
１ ９ ８ ９ ） を 参 照 。 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 次 の 用 語 が 下 に 定 義 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
こ こ で 用 い ら れ て い る よ う に 、 「 I型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 」 は 、 任 意 の 哺 乳 動 物 種 の 天 然 配
列 I型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の す べ て の サ ブ タ イ プ を 含 む よ う に 定 義 さ れ て お り 、 そ れ に は 、
イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン β 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ω 及 び イ ン タ ー フ ェ ロ ン τ
が 含 ま れ る 。 同 じ よ う に 、 用 語 「 ヒ ト I型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 」 は 、 天 然 配 列 I型 ヒ ト イ ン タ
ー フ ェ ロ ン の す べ て の サ ブ タ イ プ を 含 む よ う に 定 義 さ れ お り 、 そ れ に は 、 ヒ ト イ ン タ ー フ
ェ ロ ン α 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン β 及 び イ ン タ ー フ ェ ロ ン ω ク ラ ス 、 及 び 共 通 の 細 胞 レ セ プ タ
ー と 結 合 す る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
特 に 明 確 に 提 供 さ れ な け れ ば 、 用 語 「 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 」 、 「 IFN-α 」 、 及 び 「 ヒ ト イ
ン タ ー フ ェ ロ ン α 」 、 「 ヒ ト IFN-α 」 及 び 「 hIFN-∀ 」 は 、 こ こ で 、 天 然 配 列 ヒ ト イ ン タ
ー フ ェ ロ ン -α の す べ て の サ ブ タ イ プ を 含 む 、 天 然 配 列 ヒ ト ア ル フ ァ イ ン タ ー フ ェ ロ ン の
す べ て の 種 を 指 す 。 天 然 （ 天 然 配 列 ） ヒ ト イ ン タ ー フ ェ ロ ン α は 、 高 度 の 構 造 的 ホ モ ロ ジ
ー を 有 す る 異 な る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ２ ３ 又 は よ り 近 接 し た 関 連 タ ン パ ク 質 を 含
む （ Weissmann及 び Weber, Prog. Nucl. Acid. Res. Mol. Biol. 33: 251［ 1986］ ； Inter
feron Res., 13: 443-444［ 1993]； Robertsら ， J. Interferon Cytokine Res. 18:805-81
6[1998]） 。 ヒ ト IFN-α 遺 伝 子 座 は 、 ２ つ の サ ブ フ ァ ミ リ ー を 含 む 。 最 初 の サ ブ フ ァ ミ リ
ー は 、 １ ４ の 機 能 の 対 立 遺 伝 子 か ら 成 り 、 そ れ に は 、 IFN-α A（ IFN-α 2） 、 IFN-α B（ INF
-α 8） 、 IFN-α C（ IFN-α 10） 、 IFN-α D（ IFN-α 1） 、 IFN-α E（ IFN-α 22） 、 IFN-α F（ I
FN-α 21） 、 IFN-α G（ IFN-α 5） 、 及 び IFN-α H（ IFN-α 14） 、 そ し て 少 な く と も ８ ０ ％ の
相 同 性 を 有 す る 偽 遺 伝 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 。 第 二 の フ ァ ミ リ ー で あ る α I I 又 は T
は 、 少 な く と も ５ つ の 偽 遺 伝 子 及 び IFN-α 遺 伝 子 と ７ ０ ％ の 相 同 性 を 示 す １ つ の 機 能 遺 伝
子 （ こ こ で は 「 IFN-α I I 1」 又 は 「 IFN-T」 で 表 示 し た ） を 含 む （ Weissmann及 び Weber［ 19
86］ 上 掲 ） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
こ こ で 使 用 さ れ て い る よ う に 、 「 第 一 ヒ ト イ ン タ ー フ ェ ロ ン ∀ （ hIFN-∀ 」 レ セ プ タ ー 」
、 「 IFN-∀ R」 、 「 hIFNAR1」 、 「 IFNAR1」 、 及 び 「 Uze鎖 」 は 、 Uzeら ， Cell, 60: 225-23
4(1990)に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ５ ５ ７ ア ミ ノ 酸 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 と し て 定 義 さ
れ 、 Uzeら の ２ ２ ９ 頁 、 図 ５ に 示 さ れ て い る ４ ０ ９ 残 基 の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 ２ １ 残 基 の 膜
貫 通 ド メ イ ン 、 及 び １ ０ ０ 残 基 の 細 胞 内 ド メ イ ン を 含 む 。 前 出 の 用 語 に よ っ て 同 じ く 包 含
さ れ る の は 、 IFNAR1の 細 胞 外 ド メ イ ン （ ECD） （ 又 は ECDの 断 片 ） を 有 す る IFNAR1の 断 片 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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こ こ で 使 用 さ れ て い る よ う に 、 「 二 番 目 の ヒ ト イ ン タ ー フ ェ ロ ン ∀ （ hIFN-∀ 」 レ セ プ タ
ー 」 、 「 IFN-∀ ヨ R」 、 「 hIFNAR2」 、 「 IFNAR2」 及 び 「 Novick鎖 」 は 、 Domanskiら ， J. B
iol. Chem. 37: 21606-21611(1995)に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ５ １ ５ ア ミ ノ 酸 レ セ プ タ
ー タ ン パ ク 質 と し て 定 義 さ れ 、 Domanskiら の 21608頁 の 図 １ に 示 さ れ て い る ２ １ ７ 残 基 の
細 胞 外 ド メ イ ン 、 ２ １ 残 基 の 膜 貫 通 ド メ イ ン 、 及 び ２ ５ ０ 残 基 の 細 胞 内 ド メ イ ン を 含 む 。
前 出 の 用 語 に よ っ て 同 じ く 包 含 さ れ る の は 、 IFNAR2の 細 胞 外 ド メ イ ン （ ECD)（ 又 は ECDの
断 片 ） を 有 す る IFNAR2の 断 片 、 及 び IFNAR2の 可 溶 化 形 態 、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 、
例 え ば 下 に 記 載 の よ う な IFNAR2 ECD-IgG Fcと 融 合 し た IFNAR2 ECDで あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
I型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 IFN-α 又 は そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド と の 関 連 で の 用 語 「 天 然 配 列 」
は 、 そ の 調 製 の 方 法 に も か か わ ら ず 、 天 然 か ら 得 た 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 そ の よ う な 天 然 配 列 ポ リ ペ プ チ ド は 天 然 か ら 単 離 す る
こ と が 可 能 で あ り 、 組 み 換 え 及 び ／ 又 は 合 成 法 又 は そ の 任 意 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 産 生 さ
せ る こ と が 可 能 で あ る 。 「 天 然 配 列 」 と い う 用 語 は 、 特 に 、 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド の 天 然 発
生 切 断 又 は 分 泌 型 （ 例 え ば 、 細 胞 外 ド メ イ ン 配 列 ） 、 天 然 発 生 変 異 型 （ 例 え ば 、 選 択 ス プ
ラ イ シ ン グ 型 ） 、 及 び 天 然 発 生 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 包 含 す る 。
「 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 」 又 は 「 PCR」 と は 、 １ ９ ８ ７ 年 ７ 月 ２ ８ 日 に 発 行 の 米 国 特 許
第 4,683,195号 に 記 載 さ れ た よ う な 、 核 酸 、 RNA及 び ／ 又 は DNAの 特 異 的 部 分 の 微 量 を 増 幅
し た 手 法 又 は 技 術 を 指 す 。 一 般 的 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 設 計 で き る よ う に
、 興 味 の 対 象 で あ る 領 域 の 末 端 又 は そ れ を 越 え た 領 域 か ら の 配 列 情 報 は 入 手 可 能 と な る べ
き で あ る ； こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 増 幅 さ れ る テ ン プ レ ー ト の 反 対 側 の ス ト ラ ン ド と 配 列
に お い て 同 一 か 又 は 類 似 し て い る 。 ２ つ の プ ラ イ マ ー の 5' 末 端 ヌ ク レ オ チ ド は 、 増 幅 し
た 材 料 の 末 端 と 一 致 す る 。 PCRは 、 特 定 の RNA配 列 、 全 ゲ ノ ム DNAか ら の 特 定 の DNA配 列 、 及
び 全 細 胞 RNAか ら 転 写 さ れ た cDNA、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 又 は プ ラ ス ミ ド 配 列 等 を 増 幅 す る
の に 利 用 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 Mullisら ， Cold Spring Harbor Symp. Quant. 
Biol. 51: 263 (1987)； Erlich, 編 ., PCR Technology（ Stockton Press, ニ ュ ー ヨ ー ク ,
 1989） を 参 照 。 こ こ で 使 用 さ れ て い る よ う に 、 唯 一 で は な い が 、 PCRは 、 既 知 の 核 酸 を プ
ラ イ マ ー と し て 、 そ し て 核 酸 の 特 定 の 部 分 を 増 幅 又 は 生 成 す る た め に 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ を
使 用 す る こ と を 含 む 、 核 酸 試 験 試 料 を 増 幅 す る た め の 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 法 の 例 の １ つ
で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
「 抗 体 （ Abs)」 及 び 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 （ Igs） は 、 同 じ 構 造 特 性 を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質
で あ る 。 抗 体 が 特 定 の 抗 原 と の 結 合 特 異 性 を 示 す 一 方 で 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 抗 原 特 異 性
を 欠 く 抗 体 及 び 他 の 抗 体 様 分 子 の 双 方 を 含 む 。 後 者 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 リ ン パ 系 に
よ っ て 低 レ ベ ル で 、 及 び メ ラ ノ ー マ に よ っ て 増 大 し た レ ベ ル で 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
「 天 然 抗 体 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 は 、 通 常 は 、 約 150,000ダ ル ト ン の ヘ テ ロ ４ 量 体 糖 タ ン
パ ク 質 で あ り 、 ２ つ の 同 一 の 軽 （ L） 鎖 及 び ２ つ の 同 一 の 重 （ H)鎖 で 構 成 さ れ る 。 各 軽 鎖
は 、 １ つ の 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 重 鎖 と 結 合 し 、 そ の 一 方 で 、 異 な る 免 疫 グ ロ ブ
リ ン ア イ ソ タ イ プ の 重 鎖 の 間 で は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 数 が 変 化 す る 。 各 重 鎖 と 軽 鎖 は 、
ま た 、 規 則 正 し い 間 隔 の あ る 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 有 す る 。 各 重 鎖 は 、 一 末 端 に お い て
、 多 く の 定 常 ド メ イ ン が 後 に 続 く 可 変 ド メ イ ン （ VH)を 有 す る 。 各 軽 鎖 は 、 一 末 端 に お い
て 可 変 ド メ イ ン （ VH)、 そ の 片 方 の 末 端 に 定 常 ド メ イ ン を 有 す る ； 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン は
、 重 鎖 の 最 初 の 定 常 ド メ イ ン と 並 列 し て い て 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン は 、 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン
と 並 列 し て い る 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 軽 及 び 重 鎖 可 変 ド メ イ ン の 間 の 境 界 面 を 形 成 す
る と 考 え ら れ て い る （ Chothiaら ， J. Mol. Biol. 186:651 [1985]；  Novotny及 び Haber, 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82: 4592[1985]；  Chothiaら ， Nature 342: 877-883 [1
989]） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
用 語 「 可 変 」 は 、 抗 体 間 で は 、 可 変 ド メ イ ン の あ る 部 分 は 、 配 列 が か な り 異 な り 、 特 定 の
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抗 原 に 対 す る 各 特 定 の 抗 体 の 結 合 及 び 特 異 性 に 使 わ 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 中 に 均 一 に 分 布 し て い る の で は な い 。 そ れ は 、
軽 鎖 及 び 重 鎖 可 変 ド メ イ ン の 双 方 の 相 補 鎖 決 定 領 域 （ CDRs） 又 は 超 可 変 領 域 と 呼 ば れ て い
る ３ つ の セ グ メ ン ト に 集 中 し て い る 。 可 変 ド メ イ ン の さ ら に 高 度 に 保 存 さ れ た 部 分 は 、 フ
レ ー ム ワ ー ク （ FR)と 呼 ば れ て い る 。 天 然 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン は 、 そ れ ぞ れ ４ つ
の FR領 域 を 含 み 、 そ れ ら の 大 部 分 は β シ ー ト 構 造 を と り 、 ル ー プ 構 造 を 形 成 し 、 幾 つ か の
場 合 に は 部 分 的 に β シ ー ト 構 造 を 形 成 す る ３ つ の CDRで 連 結 し て い る 。 各 鎖 の CDRは 、 FR領
域 に よ っ て 他 の 鎖 の CDRと 近 接 し て ま と ま っ て お り 、 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 の 形 成 を 担 っ て
い る （ Kabatら .(1991)上 掲 ） 。 定 常 ド メ イ ン は 、 直 接 に は 抗 体 の 抗 原 へ の 結 合 に 関 わ っ て
お ら ず 、 種 々 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 、 例 え ば 、 抗 体 依 存 細 胞 毒 性 へ の 抗 体 の 関 与 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
抗 体 の パ パ イ ン 消 化 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ が 単 一 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 「 Fab」 断 片 と 呼 ば
れ る ２ つ の 同 一 の 抗 原 結 合 断 片 、 そ し て 名 前 が そ れ が 容 易 に 結 晶 化 で き る こ と を 反 映 し て
い る 残 基 「 Fc」 断 片 を が 生 じ る 。 ペ プ シ ン 処 理 で は 、 ２ つ の 抗 原 連 結 部 位 を 有 し 、 ま だ 抗
原 と 架 橋 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る F(ab')２ 断 片 が 生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
「 Fv」 は 、 完 全 な 抗 原 認 識 及 び 結 合 部 位 を 有 す る 最 少 の 抗 体 断 片 で あ る 。 ２ 本 鎖 Fv種 で は
、 こ の 領 域 は 、 １ つ の 重 及 び １ つ の 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 堅 く て 、 非 共 有 結 合 の 二 量 体 か ら
成 る 。 一 本 鎖 Fv種 で は 、 軽 及 び 重 鎖 が そ の ２ 本 鎖 Fv種 に お い て 「 二 量 体 」 構 造 類 似 体 で 会
合 す る こ と が で き る よ う に 、 １ つ の 重 及 び １ つ の 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン は 、 適 応 性 の あ る ペ プ
チ ド リ ン カ ー に よ っ て 共 有 的 に 連 結 す る こ と が で き る 。 各 可 変 ド メ イ ン の ３ つ の CDRが 相
互 作 用 す る こ と で VH-VL二 量 体 の 表 面 上 に 抗 原 結 合 部 位 を 定 ま る の は 、 こ の 構 造 に お い て
で あ る 。 正 確 に は 、 ６ つ の CDRが 、 抗 体 へ 抗 原 結 合 特 異 性 を 付 与 す る 。 し か し な が ら 、 単
一 の 可 変 ド メ イ ン （ 又 は 、 抗 体 へ 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 低 い 親 和 性 に お い て で あ る が 、 抗 原 を 認 識 し て そ れ と 結 合 す る 能 力 を 有 す る
。
【 ０ ０ ３ １ 】
Fab断 片 は 、 ま た 、 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン 及 び 重 鎖 の 第 一 の 定 常 ド メ イ ン （ CH1)を 有 す る 。 F
ab'断 片 は 、 抗 体 の ヒ ン ジ 領 域 の １ つ 又 は そ れ よ り 多 い シ ス テ イ ン を 含 め て 、 重 鎖 CH1ド メ
イ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 で の わ ず か の 残 基 の 付 加 に よ っ て 、 Fab断 片 と は 異 な る 。 Fab'-SHは
、 こ こ で は 、 定 常 ド メ イ ン の シ ス テ イ ン 残 基 が 遊 離 の チ オ ー ル 基 を 有 す る Fab'の た め の 記
号 表 記 で あ る 。 F(ab') 2 抗 体 断 片 は 、 元 々 は 、 ヒ ン ジ シ ス テ イ ン を 有 す る Fab'断 片 の 対 と
し て 産 生 さ れ た 。 抗 体 断 片 の 他 の 化 学 カ ッ プ リ ン グ も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
任 意 の 脊 椎 動 物 種 か ら の 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） の 「 軽 鎖 」 は 、 そ の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ
ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 κ 及 び λ と 呼 ば れ る ２ つ の 明 ら か に 異 な る 型 の １ つ に 当 て は め る こ
と が で き る 。
そ の 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 異 な る ク ラ ス に 当 て
は め る こ と が で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ５ つ の 主 要 な ク ラ ス が あ る ： IgA、 IgD、 IgE、 IgG
、 及 び IgM、 及 び こ れ ら の 幾 つ か は 、 さ ら に サ ブ ク ラ ス （ ア イ ソ タ イ プ ） 、 例 え ば 、 IgG 1
、 IgG 2 、 IgG 3 、 IgG 4 、 IgA 1 ,及 び IgA 2 に わ け る こ と が で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 異 な る ク
ラ ス と 一 致 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 て い 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 構 造 は 、 良 く 知 ら れ て い る
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
用 語 「 抗 体 」 は 、 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の す べ て の ク ラ ス 及 び サ ブ ク ラ ス を 含 む 。 用 語 「
抗 体 」 は 、 抗 体 断 片 も 包 含 す る 。 用 語 「 抗 体 」 は 、 特 に 、 抗 体 断 片 ク ロ ー ン を 含 む モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 包 含 す る 。
「 抗 体 断 片 」 は 、 無 傷 の 抗 体 の 抗 原 結 合 又 は 可 変 領 域 を 有 す る 無 傷 の 抗 体 の 一 部 分 を 含 む
。 抗 体 断 片 の 例 に は 、 Fab、 Fab'、 F(ab') 2 及 び Fv断 片 ； ダ イ ア ボ デ ィ ー ； 一 本 鎖 Fv（ scFv
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） を 含 む 一 本 鎖 抗 体 分 子 ； そ し て 抗 体 断 片 か ら 形 成 さ れ た 多 特 異 性 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
こ こ で 用 い ら れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 か ら
得 ら れ る 抗 体 （ 又 は 抗 体 断 片 ） を 意 味 す る 、 す な わ ち 、 集 団 を 構 成 す る 個 々 の 抗 体 が 、 少
量 存 在 し う る 自 然 に 生 じ る 可 能 な 突 然 変 異 を 除 い て 同 一 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
高 度 に 特 異 的 で あ り 、 単 一 の 抗 原 部 位 に 対 す る も の で あ る 。 さ ら に は 、 概 し て 異 な る 決 定
基 （ エ ピ ト ー プ ） に 対 す る 異 な る 抗 体 を 含 む 従 来 型 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル ） 抗 体 調 製 物 と は 対
照 的 に 、 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 原 上 の 単 一 の 決 定 基 に 対 す る も の で あ る 。 そ れ ら の
特 異 性 の 他 に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 に よ っ て 合 成 さ れ 、 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ る 混 入 が
な い と い う 点 で 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 有 利 で あ る 。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と い う 修 飾 語 は
、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 か ら 得 ら れ る 抗 体 の 特 徴 を 示 す も の で あ っ て 、 あ る 特 定 の 方
法 に よ る 抗 体 の 産 生 を 必 要 と す る こ と を 意 味 す る た め の 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 、 Kohler等 , Nature, 256: 495 [1975]に 最 初 に
記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て 作 成 し て も よ い し 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 （ 例 え ば 、 米 国
特 許 第 4,816,567号 参 照 ） に よ っ て 作 成 し て も よ い 。 ま た 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 例
え ば 、 Clackson等 , Nature, 352: 624-628 [1991]及 び  Marks等 , J. Mol. Biol., 222: 5
81-597 (1991)に 記 載 さ れ た 技 術 を 用 い て フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 し た 抗 体 断 片
（ Fvク ロ ー ン ） を 含 む 抗 原 認 識 及 び 結 合 部 位 の ク ロ ー ン を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
こ こ で 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 特 に 、 「 キ メ ラ 」 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） を 含 み 、 そ れ は
、 重 鎖 及 び ／ 又 は 軽 鎖 の 一 部 が 特 定 の 種 か ら 誘 導 さ れ た 又 は 特 定 の 抗 体 ク ラ ス 又 は サ ブ ク
ラ ス に 属 す る 抗 体 の 対 応 す る 配 列 と 同 一 又 は 相 同 で あ る が 、 鎖 の 残 り の 部 分 は 他 の 種 か ら
誘 導 さ れ た 又 は 他 の 抗 体 ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 、 並 び に そ れ ら が 所 望 の 生 物
学 的 活 性 を 示 す 限 り に お い て 、 そ れ ら の 抗 体 の 断 片 の 対 応 す る 配 列 と 同 一 又 は 相 同 で あ る
（ Cabilityら へ の 米 国 特 許 第 4,816,567号 ； Morrison等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 8
1: 6851-6855 [1984]） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
非 ヒ ト （ 例 え ば マ ウ ス ） 抗 体 の 「 ヒ ト 化 」 型 は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 誘 導 さ れ た 最
小 配 列 を 含 有 す る 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 又 は そ れ ら の 断 片 （ 例 え ば
、 Fv、 Fab、 Fab'、 F(ab') 2 あ る い は 抗 体 の 他 の 抗 原 結 合 性 配 列 ） で あ る 。 大 部 分 に お い て
、 ヒ ト 化 抗 体 は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ レ シ ピ エ ン ト 抗 体 ） で あ っ て 、 そ の レ シ ピ エ ン ト CD
R由 来 の 残 基 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ な ど の ヒ ト 以 外 の 種 の CDR（ ド ナ ー 抗 体 ） に 由
来 す る 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 及 び 容 量 を 持 つ 残 基 で 置 換 さ れ て い る 。 あ る 場 合 は 、 ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｖ フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ FR） 残 基 が 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 で 置 換 さ れ る 。
さ ら に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 に も 、 移 植 さ れ る CDR又 は 枠 配 列 に も 見 ら れ な
い 残 基 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の 修 飾 は 、 抗 体 の 性 能 を さ ら に 精 密 か つ 最 適 化 す る た め に
施 さ れ る 。 一 般 に ヒ ト 化 抗 体 は 、 CDR領 域 の 全 て 又 は 実 質 上 全 て が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の も の に 対 応 し 、 FR領 域 の 全 て 又 は 実 質 上 全 て が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の も の で あ る 少
な く と も １ つ 、 典 型 的 に は ２ つ の 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 部 を 含 有 す る で あ ろ う 。 ま た
、 最 適 な ヒ ト 化 抗 体 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 （ Fc） 、 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 有 す る で あ ろ う 。 さ ら な る 詳 細 に つ い て は 、 Jones等 , Natur
e 321: 522-525 (1986)； Reichmann等 , Nature 332: 323-329 (1988)； 及 び Presta, Curr
. Op. Struct. Biol. 2: 593-596 (1992)； 及 び Clark, Immunol. Today 21: 397-402(200
0)を 参 照 の こ と 。 ヒ ト 化 抗 体 に は 、 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 が 対 象 で あ る 抗 原 で 免 疫 化 し た マ
カ ク ザ ル に よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体 か ら 誘 導 し た Primatized（ 商 品 名 ） 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
「 一 本 鎖 Fv」 又 は 「 sFv」 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 。 一 般 的 に 、 Fv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 sFvが 抗 原 結 合 に 望 ま れ る 構 造 を 形 成 す る の
を 可 能 に す る 。 sFvの 概 説 に つ い て は 、 The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vo
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l. 113, Rosenburg及 び Moore編 , Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994)の Plu
ckthun、 Dall'Acqua及 び Carter, Curr. Opin. Struct. Biol. 8: 443-450(1998)、 及 び Hu
dson, Curr. Opin. Immunol. 11:548-557(1999)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
「 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 い 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 を 不 可 能 に す 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 形 成 す る 。 ダ イ ア ボ デ ィ ー は 、 例 え ば 、 欧 州 特 許 第 404097号 ； 国 際 公 開 第 93/111
61号 ； 及 び Hollingerら ，  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993)に 更 に 詳 細
に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
「 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 を 意 味 す る 。 そ の 自 然 環 境 の 夾 雑 成 分 と は 、 抗 体 の 診 断 又 は 治 療 へ の 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 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 (１ )ロ ー リ ー (Lowry)法 に よ っ て 決 定 し た 場 合
９ ５ 重 量 ％ 以 上 の 、 最 も 好 ま し く は ９ ９ 重 量 ％ の 抗 体 ま で 、 （ ２ ） 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 １ ５ 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 程 度 ま で 、 あ る い は （ ３ ） 非 還 元 あ る い は 還 元 条 件 下 で の SDS-PA
GEを 行 い 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー あ る い は 好 ま し く は 銀 染 色 に よ っ て 、 均 一 に な る ま で 精 製 さ
れ う る 。 単 離 さ れ た 抗 体 に は 、 組 換 え 細 胞 内 の イ ン サ イ ツ の 抗 体 が 含 ま れ る が 、 こ れ は 抗
体 の 自 然 環 境 の 少 な く と も １ つ の 成 分 が 存 在 し な い か ら で あ る 。 し か し な が ら 、 通 常 は 、
単 離 さ れ た 抗 体 は 少 な く と も １ つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
「 中 和 抗 体 」 と は 、 そ れ が 結 合 す る 標 的 抗 原 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 除 く 又 は 顕 著 に 減 じ る
こ と が で き る 抗 体 分 子 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 「 中 和 化 」 抗 IFN-α 抗 体 は 、 エ フ ェ ク タ ー 機
能 、 例 え ば IFN-α の レ セ プ タ ー 結 合 及 び ／ 又 は 細 胞 応 答 の 誘 発 を 除 く か 又 は 顕 著 に 減 じ る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 の 目 的 に 関 し て 、 IFN-α の レ セ プ タ ー 活 性 化 活 性 を 中 和 す る 抗 IFN-α 抗 体 の 能 力 を
モ ニ タ ー す る こ と が で き 、 例 え ば 、 １ ９ ９ ５ 年 ６ 月 １ 日 に 発 行 さ れ た 国 際 公 開 95/14930に
記 載 の キ ナ ー ゼ レ セ プ タ ー 活 性 化 （ KIRA） ア ッ セ イ で は 、 IFNAR1/R2レ セ プ タ ー 複 合 体 の
チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 減 じ る 候 補 抗 体 の 能 力 （ リ ガ ン ド 結 に よ る ） を 測 定 す る こ と に よ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 の 目 的 に 関 し て は 、 IFN-α に よ る 細 胞 応 答 の 誘 発 を 中 和 す る 抗 IFNα 抗 体 の 能 力 は
、 好 ま し く は 、 Kawade, J. Interferon Res. 1:61-70(1980)、 又 は Kawade及 び Watanabe, 
J. Interferon Res. 4:571-584(1984)、 又 は Yousefi, ら ， Am. Clin. Pathol. 83:735-74
0(1985)に よ っ て 記 載 さ れ て い る よ う に IFNα の 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和 化 を モ ニ タ ー す る こ
と に よ っ て 、 或 い は 、 Kurabayashiら ， Mol. Cell. Biol., 15: 6386(1995)に 記 載 の よ う
に 、 電 気 泳 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ に お い て 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 刺 激 応 答 エ レ メ ン ト （ ISRE)
に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド へ の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 で あ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 刺 激 因 子 ３
（ ISGF3） の 結 合 を 活 性 化 す る IFN-α の 能 力 を 中 和 す る 抗 IFN-α 抗 体 の 能 力 を 試 験 す る こ
と に よ っ て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
「 顕 著 な 」 減 少 と は 、 レ セ プ タ ー （ 例 え ば 、 IFNAR2） 結 合 及 び ／ 又 は 細 胞 応 答 の 誘 発 な ど
の 標 的 抗 原 （ 例 え ば 、 IFN-α ） の エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 、 又 は 少 な く と
も 約 ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 な
お さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 よ り さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 よ
り さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 減 少 を 意
味 す る 。 好 ま し く は 、 こ こ で 定 義 さ れ て い る 「 中 和 化 」 抗 体 は 、 Kawade(1980), 上 掲 , 又
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は Yousefi(1985), 上 掲 の 抗 ウ イ ル ス ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ る よ う に 。 IFN-α の 抗 ウ
イ ル ス 活 性 の 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 、 又 は 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ７
５ ％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 な お さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％
、 よ り さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 よ り さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％
、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ を 中 和 す る こ と が で き る 。 そ の 他 の 好 ま し い 実 施 態
様 で は 、 こ こ で の 「 中 和 化 」 抗 体 は 、 上 で 引 用 し た KIRAア ッ セ イ で 測 定 さ れ る よ う に 、 IF
N-α 結 合 に よ っ て 、 IFNAR1/IFNAR2レ セ プ タ ー 複 合 体 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 の 減 少 を 少 な く
と も 約 ６ ０ ％ 、 又 は 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 さ ら に 好 ま し
く は 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 な お さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 よ り さ ら に 好 ま し
く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 よ り さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 最 も 好 ま し く は 少
な く と も 約 ９ ９ ％ 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ こ で の 中 和 化
抗 IFN-α 抗 体 は 、 す べ て 、 又 は 実 質 的 に す べ て の IFN-α の サ ブ タ イ プ を 中 和 し 、 IFN-ヨ を
中 和 す る こ と が で き な い 。 こ の 文 脈 に お い て 、 用 語 「 実 質 上 す べ て 」 と は 、 抗 IFN-α の 中
和 化 が 、 少 な く と も IFN-α 1、 IFN-α 2、 IFN-α 4、 IFN-α 5、 IFN-α 8、 IFN-α 10、 及 び IFN
-α 21を 中 和 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 の 目 的 に 関 し て 、 レ セ プ タ ー へ の IFN-α の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る 抗 IFN-α 抗 体 の 能 力
は 、 競 合 結 合 ア ッ セ イ に お い て 、 IFNAR2へ の IFN-α 結 合 で の 無 関 係 な コ ン ト ロ ー ル 抗 体 の
等 量 濃 度 の 効 果 と 比 較 し た 、 IFNAR2へ の IFN-α の 結 合 を 減 じ る か 又 は 除 く あ る 濃 度 の 抗 体
の 特 性 又 は 能 力 で 定 義 さ れ る 。 好 ま し く は 、 こ の ブ ロ ッ キ ン グ 抗 IFN-α 抗 体 は 、 I無 関 係
な コ ン ト ロ ー ル 抗 体 と 比 較 し て 、 FNAR2へ の IFN-α の 結 合 を 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 、 又 は 少
な く と も 約 ５ ５ ％ 、 又 は 少 な く と も ６ ０ ％ 、 又 は 少 な く と も 約 ６ ５ ％ 、 又 は 少 な く と も 約
７ ０ ％ 、 又 は 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、
又 は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 又 は 少 な く と も ９ ９ ％ 減 少 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 の 目 的 に 関 し て 、 IFNAR2へ の IFN-α の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る 抗 IFN-α 抗 体 の 能 力 は 、
例 え ば 、 Antibody: A Laboratory Manual, コ ー ル ド  ス プ リ ン グ  ハ ー バ ー 研 究 所 , Ed Ha
rlow 及 び  David Lane (1988)の ル ー チ ン な 競 合 ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 下 の 実 施 例 ２ に 記 載 の IFN-α 結 合 ELISAア ッ セ イ を 改 良 し て 、 抗 IFN-α 抗 体 と
可 溶 性 IFNAR2の 間 の 競 合 ア ッ セ イ を 利 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 IFN-
α を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 層 状 に し 、 選 択 し た 濃 度 の 標 識 IFNAR2 ECDヒ ト  IgG F
c融 合 タ ン パ ク 質 と 混 合 し た 非 標 識 抗 IFNα 抗 体 、 又 は 非 標 識 コ ン ト ロ ー ル 抗 体 の 連 続 希 釈
物 で 層 状 化 し た プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 各 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 物 中 の シ グ ナ ル
を 検 出 及 び 測 定 し 、 次 い で 、 抗 体 の 種 々 の 希 釈 物 に よ っ て 表 示 さ れ た シ グ ナ ル 測 定 を 比 較
す る こ と に よ っ て お こ な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
特 定 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ こ で の 抗 IFN-α 抗 体 を ブ ロ ッ ク す る こ と は 、 す べ て 、 又
は 実 質 上 す べ て の IFN-α の サ ブ タ イ プ の IFNAR2結 合 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き 、 IFN-β と
は 交 差 反 応 し な い で あ ろ う 。 こ の 文 脈 で は 、 用 語 「 実 質 上 す べ て 」 は 、 抗 IFN-α 抗 体 を ブ
ロ ッ ク す る こ と は 、 少 な く と も IFN-α 1、 IFN-α 2、 IFN-α 4、 IFN-α 5、 IFN-α 8、 IFN-α 1
0、 及 び IFN-α 21の IFNAR2結 合 を ブ ロ ッ ク す る こ と を 意 味 す る 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で
は 、 本 発 明 の 抗 IFN-α 抗 体 を ブ ロ ッ ク す る こ と は 、 IFN-α の す べ て の 既 知 の サ ブ タ イ プ の
IFNAR2結 合 を ブ ロ ッ ク す る こ と で あ る 。
用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 タ ン パ ク 質 抗 原 上 の （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル ） 抗 体
の た め の 結 合 部 位 を 指 す た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
特 定 の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 抗 体 は 、 「 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ 」 に よ っ て 同 定 さ れ る 。 タ
ン パ ク 質 上 の エ ピ ト ー プ の 位 置 を マ ッ ピ ン グ 及 び 特 徴 付 け る 多 く の 方 法 が 当 該 分 野 で 知 ら
れ て お り 、 こ れ に は 、 例 え ば Harlow 及 び Lane, Using Antibodies, a Laboratory Manual
, Cold Spring Harbor Laboratory Press, コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ， ニ ュ ー ヨ
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ー ク ， １ ９ ９ ９ の 第 １ １ 章 に 記 載 さ れ て い る よ う な 抗 体 -抗 原 複 合 体 の 結 晶 構 造 を 解 析 す
る こ と 、 競 合 ア ッ セ イ 、 遺 伝 子 断 片 発 現 ア ッ セ イ 、 及 び 合 成 ペ プ チ ド ベ ー ス ア ッ セ イ が 含
ま れ る 。 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ は 、 上 と 下 で 論 じ ら れ て い る 。 遺 伝 子 断 片 発 現 ア ッ セ イ
に よ る と 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 ラ ン ダ ム に 又
は 特 定 の 遺 伝 的 構 築 物 の い ず れ か に よ っ て 断 片 化 さ れ て い て 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 断 片 の 試
験 さ れ る 抗 体 と の 活 性 が 測 定 さ れ る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 断 片 は PCRに よ っ て 生 産 さ れ 、 次 い
で 、 放 射 性 ア ミ ノ 酸 の 存 在 下 で 転 写 さ れ て イ ン ビ ト ロ で タ ン パ ク 質 へ 翻 訳 さ れ る 。 抗 体 の
放 射 標 識 タ ン パ ク 質 断 片 へ の 結 合 は 、 次 い で 免 疫 沈 降 と ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 測 定 さ れ る
。 特 定 の エ ピ ト ー プ は 、 ま た 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 に 表 示 さ れ た ラ ン ダ ム ペ プ チ ド 配 列 の
大 き な ラ イ ブ ラ リ （ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ） を 用 い る こ と に よ っ て 同 定 さ れ る 。 或 い は 、 重
な り 合 っ た ペ プ チ ド 断 片 の 特 定 さ れ た ラ イ ブ ラ リ は 、 単 純 な 結 合 ア ッ セ イ で 、 試 験 抗 体 と
の 結 合 を 試 験 す る こ と が で き る 。 後 者 の 方 法 は 、 約 ５ か ら １ ５ の ア ミ ノ 酸 の 直 鎖 状 エ ピ ト
ー プ を 特 定 す る た め に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
二 つ の 抗 体 が 同 一 又 は 立 体 的 に 重 な り 合 っ た エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 場 合 、 抗 体 は 、 参 考 の
抗 体 の よ う に 、 「 本 質 的 に 同 じ エ ピ ト ー プ 」 と 結 合 す る 。 二 つ の エ ピ ト ー プ が 同 一 又 は 立
体 的 に 重 な り 合 っ た エ ピ ト ー プ と 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 最 も 広 く そ し て 迅
速 な 方 法 は 競 合 ア ッ セ イ で あ り 、 そ れ は 、 標 識 抗 原 又 は 標 識 抗 体 の い ず れ か を 用 い て 、 全
て の 異 な る 形 式 で 構 成 す る こ と が で き る 。 通 常 は 、 抗 原 は ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に 固 定 化
さ れ 、 標 識 抗 体 の 結 合 を 阻 止 す る 非 標 識 抗 体 の 能 力 は 、 放 射 性 又 は 酵 素 標 識 を 用 い て 測 定
す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
こ こ で 用 い ら れ る 場 合 の ア ミ ノ 酸 又 は ア ミ ノ 酸 残 基 と い う 用 語 は 、 変 異 体 に つ い て 以 下 で
さ ら に 説 明 す る よ う に 、 天 然 発 生 Ｌ ア ミ ノ 酸 又 は Ｄ ア ミ ノ 酸 を 意 味 す る 。 共 通 し て 使 用 さ
れ る 一 及 び 三 文 字 略 語 が 、 ア ミ ノ 酸 に つ い て こ こ で 用 い ら れ る （ Bruce Albertsら ，  Mole
cular Biology of the Cell, Garland Publishing, Inc., New York (3d ed. 1994)） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
「 パ ー セ ン ト (％ )ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 」 は 、 配 列 を 整 列 さ せ 、 最 大 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一
性 を 得 る た め に 必 要 な ら ば 間 隙 を 導 入 し 、 如 何 な る 保 存 的 置 換 も 配 列 同 一 性 の 一 部 と 考 え
な い と し た 、 参 考 （ 例 え ば ネ ガ テ ィ ブ ポ リ ペ プ チ ド ） 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 で あ る
候 補 配 列 の ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン ト と し て 定 義 さ れ て い る 。 パ ー セ ン ト ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 を 決 定 す る 目 的 の た め の ア ラ イ ン メ ン ト は 、 当 業 者 の 技 量 の 範 囲 に あ る 種 々 の 方 法 、
例 え ば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN、 ALIGN-2又 は Megalign(DNASTAR)ソ フ ト ウ エ ア の よ う な 公
的 に 入 手 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 す る こ と に よ り 達 成 可 能 で あ る 。 当 業 者
で あ れ ば 、 比 較 さ れ る 配 列 の 完 全 長 に 対 し て 最 大 の ア ラ イ ン メ ン ト を 達 成 す る た め に 必 要
な 任 意 の ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む 、 ア ラ イ ン メ ン ト を 測 定 す る た め の 適 切 な パ ラ メ ー タ を 決 定
す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ こ で の 目 的 の た め に は 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 ALIG
N-2プ ロ グ ラ ム 用 の 完 全 な ソ ー ス コ ー ド が 下 で 提 供 さ れ て い る 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム ALIGN-2
を 使 用 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン
テ ッ ク 社 に よ っ て 作 成 さ れ 、 ソ ー ス コ ー ド は 米 国 著 作 権 事 務 所 , ワ シ ン ト ン D.C., 20559
に 使 用 者 用 書 類 と と も に 提 出 さ れ 、 米 国 著 作 権 登 録 番 号 TXU510087で 登 録 さ れ て い る 。 ALI
GN-2は ジ ェ ネ ン テ ッ ク 社 、 サ ウ ス  サ ン  フ ラ ン シ ス コ , カ リ フ ォ ル ニ ア か ら 公 的 に 入 手 可
能 で あ り 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム の ソ ー ス コ ー ド 及 び そ の 使 用 の た め の 指 示 書 は 、 ２ ０ ０ ０
年 ６ 月 ６ 日 に 発 行 の 国 際 出 願 公 開 第 2000/39297号 に 開 示 さ れ て い る 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム
は 、 UNIXオ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム 、 好 ま し く は デ ジ タ ル UNIX V4.0Dで の 使 用 の た め に コ
ン パ イ ル さ れ る 。 全 て の 配 列 比 較 パ ラ メ ー タ は 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム に よ っ て 設 定 さ れ 変
動 し な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
こ こ で の 目 的 の た め に 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と の 、 又 は そ れ に 対 す る 与 え ら れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 Ａ の ％ ア ミ ノ 酸 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 、 又 は そ れ に
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対 し て 或 る 程 度 の ％ ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る 又 は 含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ と 言 う こ
と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｘ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ALIGN-2の Ａ 及 び Ｂ の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ
て 同 一 で あ る と 記 録 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 残 基 数 で あ る 。
ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 長 さ が ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ｂ に 対 す る Ａ の ％ ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ポ ジ テ ィ ブ と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 　 特
に 断 ら な い 限 り は 、 こ こ で の 全 て の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 上 記 の よ う に ALIGN-2配
列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 得 ら れ る 。 し か し 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、
ま た 、 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2（ Altschulら ，  Nucleic Acids Res. 25: 3389-34
02 (1997)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 NCBI-BLAST2配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム は 、 http://www.n
cbi.nlm.nih.govか ら ダ ウ ン ロ ー ド で き る 。 NCBI-BLAST2は 幾 つ か の 検 索 パ ラ メ ー タ を 使 用
し 、 そ れ ら 検 索 パ ラ メ ー タ の 全 て は 初 期 値 に 設 定 さ れ 、 例 え ば 、 unmask＝ 可 、 鎖 ＝ 全 て 、
予 測 さ れ る 発 生 ＝ １ ０ 、 最 小 低 複 合 長 ＝ １ ５ ／ ５ 、 マ ル チ パ ス ｅ -値 ＝ ０ ． ０ １ 、 マ ル チ
パ ス の 定 数 ＝ ２ ５ 、 最 終 ギ ャ ッ プ ア ラ イ ン メ ン ト の ド ロ ッ プ オ フ ＝ ２ ５ 、 及 び ス コ ア リ ン
グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 に NCBI-BLAST2が 用 い ら れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と の
、 又 は そ れ に 対 す る 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え
ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は
含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｘ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2の Ａ 及 び Ｂ の ア ラ イ ン メ ン ト に
よ っ て 同 一 で あ る と 記 録 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 残 基 数 で あ
る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 長 さ が ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ａ の Ｂ に 対 す る ％ ア ミ
ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
核 酸 は 、 他 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に あ る と き に 「 作 用 可 能 に 結 合 し 」 て い る 。 例 え ば
、 プ レ 配 列 あ る い は 分 泌 リ ー ダ ー の Ｄ Ｎ Ａ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 関 与 す る プ レ タ ン パ
ク 質 と し て 発 現 さ れ て い る な ら 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の DNAに 作 用 可 能 に 結 合 し て い る ； プ
ロ モ ー タ ー 又 は エ ン ハ ン サ ー は 、 配 列 の 転 写 に 影 響 を 及 ぼ す な ら ば 、 コ ー ド 配 列 に 作 用 可
能 に 結 合 し て い る ； 又 は リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 は 、 も し そ れ が 翻 訳 を 容 易 に す る よ う な 位 置
に あ る な ら 、 コ ー ド 配 列 と 作 用 可 能 に 結 合 し て い る 。 一 般 的 に 、 「 作 用 可 能 に 結 合 し て い
る 」 と は 、 結 合 し た DNA配 列 が 近 接 し て お り 、 分 泌 リ ー ダ ー の 場 合 に は 近 接 し て い て 読 み
フ ェ ー ズ に あ る こ と を 意 味 す る 。 し か し 、 エ ン ハ ン サ ー は 必 ず し も 近 接 し て い る 必 要 は な
い 。 結 合 は 簡 便 な 制 限 部 位 で の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 達 成 さ れ る 。 そ の よ う な 部 位 が 存 在
し な い 場 合 は 、 従 来 の 手 法 に 従 っ て 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー あ る い は リ ン カ
ー が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
用 語 「 疾 患 の 状 態 」 は 、 細 胞 又 は 身 体 機 能 、 系 、 又 は 器 官 の 妨 害 、 休 止 、 又 は 障 害 が 生 じ
て い る 細 胞 又 は 哺 乳 動 物 全 体 の 生 理 学 的 状 態 を 指 す 。
用 語 「 有 効 量 」 と は 、 哺 乳 動 物 に お け る 疾 患 、 疾 病 又 は 好 ま し か ざ る 生 理 学 的 症 状 の 治 療
（ 予 防 も 含 む ） に と っ て 効 果 的 な 薬 剤 の 有 効 量 を 指 す 。 本 発 明 で は 、 抗 IFN-α 抗 体 の 「 有
効 量 」 は 、 IDDM又 は SLE等 の 自 己 免 疫 疾 患 を 緩 和 、 鈍 化 又 は 遅 延 さ せ ； IDDM又 は SLE等 の 自
己 免 疫 疾 病 の 発 症 を 予 防 又 は 阻 害 （ す な わ ち 、 あ る 程 度 ま で や わ ら げ 、 そ し て 好 ま し く は
止 め る ） ； 及 び ／ 又 は IDDM又 は SLE等 の 自 己 免 疫 疾 患 に 関 連 す る １ つ 又 は そ れ よ り 多 い 症
状 を あ る 程 度 ま で 和 ら げ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 発 明 の 方 法 で は 、 用 語 「 コ ン ト ロ ー ル 」 及 び そ の 文 法 上 の 変 異 体 は 、 好 ま ざ る 症 状 、 例
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え ば 自 己 反 応 性 T細 胞 及 び 自 己 免 疫 の 発 症 等 の 生 理 学 的 症 状 を 予 防 、 部 分 又 は 完 全 阻 害 、
縮 小 、 遅 延 又 は 鈍 化 す る こ と を 指 す の に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
「 治 療 」 と は 、 治 癒 的 処 置 、 及 び 予 防 的 療 法 又 は 防 止 的 療 法 の 両 方 を 指 す 。 治 療 を 必 要 と
す る 対 象 に は 、 既 に 障 害 を 受 け て い る も の 並 び に 障 害 を 予 防 さ れ る べ き も の が 含 ま れ る 。
こ の 発 明 の 目 的 に つ い て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 有 益 又 は 所 望 さ れ る 臨 床 的 結 果
に は 、 検 出 可 能 又 は 検 出 不 可 能 に 関 わ ら ず 、 症 状 の 緩 和 、 疾 病 の 程 度 の 縮 小 、 疾 病 の 安 定
し た （ 即 ち 、 悪 化 で は な い ） 状 態 、 疾 病 の 進 行 の 遅 延 又 は 鈍 化 、 疾 病 状 態 の 改 善 又 は 緩 和
、 及 び 軽 減 （ 部 分 的 又 は 全 体 の い ず れ か ） が 含 ま れ る 。 「 治 療 」 は 、 ま た 、 治 療 を 受 け て
い な い 場 合 に 予 想 さ れ る 生 存 率 に 比 べ て 伸 び た 生 存 率 を 意 味 す る こ と が 可 能 で あ る 。 治 療
を 必 要 と す る も の に は 、 疾 患 に 罹 り や す い も の と 同 時 に 疾 患 に す で に 罹 っ て い る も の 、 又
は 疾 患 が 予 防 さ れ る べ き も の を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
「 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 」 担 体 、 賦 形 剤 、 又 は 安 定 化 剤 と は 、 用 い ら れ る 用 量 及 び 濃 度 で 、
そ れ に 曝 さ れ る 細 胞 又 は 哺 乳 動 物 に と っ て 無 毒 な も の で あ る 。 多 く の 場 合 、 生 理 学 的 に 許
容 可 能 な 担 体 と は 、 水 溶 性 pH緩 衝 液 で あ る 。 生 理 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 の 例 は 、 緩 衝 液 、
例 え ば リ ン 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 及 び 他 の 有 機 酸 塩 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含 む 酸 化 防 止 剤 ； 低
分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） ポ リ ペ プ チ ド ； タ ン パ ク 質 、 例 え ば 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン
、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ； 疎 水 性 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ； ア ミ ノ 酸 、 例 え
ば グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ シ ン ； 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 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 剤
； マ ン ニ ト ー ル 又 は ソ ル ビ ト ー ル 等 の 糖 ア ル コ ー ル ； ナ ト リ ウ ム 等 の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 及
び ／ 又 は 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば TWEEN（ 商 品 名 ） 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ
Ｅ Ｇ ） 、 及 び PLURONICS（ 商 品 名 ） を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
治 療 の 対 象 の た め の 「 哺 乳 動 物 」 は 、 ヒ ト 、 家 庭 及 び 農 業 用 動 物 、 動 物 園 、 ス ポ ー ツ 、 又
は ペ ッ ト 動 物 、 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ な ど を 含 む
哺 乳 類 に 分 類 さ れ る 任 意 の 動 物 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
Ｂ ． 本 発 明 を 実 行 す る 方 法
１ ． 抗 体 の 生 成
（ i） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 方 法 は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 哺 乳 動 物 に お い て ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 は 、 例 え ば 免 疫 化 剤 、 及 び 所 望 す る の で あ れ ば ア ジ ュ バ ン ト を 、 一 又 は 複 数 回 注 射
す る こ と で 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 免 疫 化 剤 及 び ／ 又 は ア ジ ュ バ ン ト を 複
数 回 皮 下 又 は 腹 腔 内 注 射 に よ り 、 哺 乳 動 物 に 注 射 す る 。 こ の 免 疫 化 剤 を 免 疫 化 さ れ た 哺 乳
動 物 に お い て 免 疫 原 性 が 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 大 豆 ト リ プ
シ ン イ ン ヒ ビ タ ー に 抱 合 さ せ る の が 有 用 で あ る 。 使 用 さ れ 得 る ア ジ ュ バ ン ト の 例 に は 、 フ
ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 及 び Ｍ Ｐ Ｌ -Ｔ Ｄ Ｍ ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
そ の 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 動 物 を 、 IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 し て 幅 広 い 反 応 性 を 有 す
る 抗 IFN-α 抗 体 を 生 成 す る た め に 、 種 々 の 混 合 物 、 好 ま し く は す べ て の IFN-α サ ブ タ イ プ
で 免 疫 化 す る 。 そ の 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 下 の 実 施 例 １ に 記 載 の セ ン ダ イ ウ イ ル ス
で 誘 導 し た バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 細 胞 （ ナ マ ル バ 細 胞 ） に よ っ て 分 泌 さ れ た ヒ ト リ ン パ 芽 球
腫 イ ン タ ー フ ェ ロ ン に 存 在 す る ヒ ト IFN-α サ ブ タ イ プ の 混 合 物 で 、 動 物 を 免 疫 化 し た 。 そ
の よ う な ヒ ト リ ン パ 芽 球 腫 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 適 切 な 調 製 物 は 、 シ グ マ 化 学 会 社 、 セ イ ン
ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ 州 か ら 商 業 的 （ 製 品 番 号  I-9887） に 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
（ ii） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohlerら ，  Nature, 256:495 (1975)に よ っ て 最 初 に 記 載 さ れ た
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ハ イ ブ リ ド ー マ 法 、 又 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 (米 国 特 許 第 4,816,567号 )を 利 用 し て 作 成 す る こ
と が で き る 。
ハ イ ブ リ ド ー マ 法 で は 、 ハ ム ス タ ー 等 の マ ウ ス 又 は そ の 他 の 適 切 な 宿 主 動 物 を 上 記 の よ う
に し て 免 疫 し 、 免 疫 化 に 用 い た タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る か 又 は 産 生
す る こ と の で き る リ ン パ 球 を 誘 発 す る 。 別 法 と し て 、 リ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で 免 疫 化 し て
も よ い 。 免 疫 化 の 後 、 リ ン パ 球 を 単 離 し 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 適 切 な 融 合 剤
を 用 い て 骨 髄 腫 細 胞 株 と 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 さ せ る (Goding, Monoclona
l Antibodies: Principles and Practice, 59-103頁 [Academic Press, 1986])。
【 ０ ０ ６ ２ 】
こ う し て 準 備 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 好 ま し く は 無 融 合 の 親 骨 髄 腫 細 胞 の 成 長 又 は
生 存 を 阻 止 す る 一 種 以 上 の 物 質 を 含 有 す る 適 切 な 培 地 に 播 種 し 、 生 育 さ せ る 。 例 え ば 、 親
骨 髄 腫 細 胞 が 酵 素 の ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ HGPRT
又 は HPRT） を 欠 け て い る と 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 地 は 通 常 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ
ン 及 び チ ミ ジ ン （ HAT培 地 ） 等 の HGPRT欠 乏 性 細 胞 の 成 長 を 阻 止 す る 物 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
好 ま し い 不 死 化 株 化 細 胞 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 生 成 細 胞 に よ る 安 定 し た 高
レ ベ ル の 抗 体 発 現 を 支 援 し 、 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 の よ う な 培 地 に 対 し て 感 受 性 で あ る 。 こ れ ら の 中
で 好 ま し い 骨 髄 腫 株 化 細 胞 は 、 マ ウ ス 骨 髄 腫 ラ イ ン 、 例 え ば 、 ソ ー ク ・ イ ン ス テ ィ テ ュ ー
ト ・ セ ル ・ デ ィ ス ト リ ビ ュ ー シ ョ ン ・ セ ン タ ー 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 ア メ リ
カ 合 衆 国 よ り 入 手 す る こ と が で き る MOP-21お よ び MPC-11マ ウ ス 腫 瘍 、 及 び 、 ア メ リ カ ン ・
タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン 、 ロ ッ ク ビ ル 、 メ リ ー ラ ン ド 、 ア メ リ カ 合 衆 国 よ り 入
手 す る こ と が で き る SP-2及 び 誘 導 株 、 例 え ば X63-Ag8-653細 胞 で あ る 。 ヒ ト 骨 髄 腫 及 び マ
ウ ス － ヒ ト ヘ テ ロ 骨 髄 腫 株 化 細 胞 も 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に 関 し て 記 載 さ れ て
い る （ Kozbor, J.Immunol., 133:3001 (1984)； Brodeurら ，  Monoclonal Antibody Produ
ction Techniques and Applications,51-63頁 、 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)
） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 生 育 す る 培 養 培 地 は 、 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に 関
し て ア ッ セ イ さ れ る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 は 、 免 疫 沈 降 に よ っ て 、 或 い は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 又 は 酵
素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 （ ELISA） 等 の イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 す る 。
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 例 え ば 、 Munsonら ， Anal. Biochem., 107:220(1980
)に 記 載 の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 、 及 び ／ 又 は 活 性 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 一 度 同 定
さ れ る と 、 限 界 希 釈 法 に よ り そ の ク ロ ー ン を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 標 準 的 な 方 法 に よ り 増
殖 さ せ る こ と が で き る (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-
103頁 (Academic Press, 1986))。 こ の 目 的 の た め に 適 し た 培 地 は 、 例 え ば 、 D-MEM又 は RPM
I-1640培 地 を 含 む 。 さ ら に は 、 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 動 物 の 腹 水 症 腫 瘍 と し て 、 イ
ン ビ ボ で 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。
サ ブ ク ロ ー ン に よ り 分 泌 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ -セ フ ァ ロ ー ス
、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 透 析 、 又 は ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 常 套 的 な 抗 体 精 製 法 に よ っ て 、 培 地 、 腹 水 、 又 は 血 清 か ら 適 切
に 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る DNAは 、 常 法 を 用 い て (例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 お よ び
軽 鎖 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い る
こ と に よ っ て )容 易 に 分 離 さ れ て 、 配 列 決 定 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 こ の よ う な D
NAの 好 ま し い 供 給 源 と な る 。 ひ と た び 分 離 さ れ た な ら ば 、 組 換 え 宿 主 細 胞 で モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 合 成 を 得 る た め に 、 こ の DNAを 発 現 ベ ク タ ー へ 配 し 、 次 い で 、 そ れ を 、 こ の 状 況
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以 外 で は 抗 体 タ ン パ ク 質 を 産 生 し な い 大 腸 菌 細 胞 、 サ ル Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス
タ ー 卵 巣 (CHO)細 胞 、 又 は 骨 髄 腫 細 胞 の よ う な 宿 主 細 胞 へ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て も よ い 。
例 え ば 、 相 同 的 な マ ウ ス 配 列 を ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン の 配 列 で 置 換 す る こ と に よ
っ て （ Morrisonら ，  Proc.Nat.Acad.Sci.,USA,81:6851[1984]） 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ
ー ド 化 配 列 に 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 化 配 列 の 全 部 又 は 一 部 を 共 有 結 合 さ
せ る こ と に よ っ て 、 こ の DNAを 修 飾 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 こ こ で の 抗 IFN-α
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 有 す る よ う に 、 「 キ メ ラ 」 又 は 「 ハ イ ブ リ ッ ド 」 抗 体
は 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
典 型 的 に は 、 こ の よ う な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 の 定 常 部 を 置 換 、 又 は 本
発 明 の 抗 体 の １ 個 の 抗 原 結 合 部 位 の 定 常 部 を 置 換 し 、 IFN-α に 対 す る 特 異 性 を 有 す る １ 個
の 抗 原 結 合 部 位 、 及 び 異 な る 抗 原 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る も う 一 つ の 抗 原 結 合 部 位 を 含 む
キ メ ラ 二 価 抗 体 を 作 り 出 す 。
キ メ ラ 又 は ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 は 、 ま た 、 合 成 タ ン パ ク 質 化 学 に お い て 既 知 の 方 法 を 用 い て
イ ン ビ ト ロ で 調 製 す る こ と が で き 、 そ れ に は 、 架 橋 剤 に 関 す る も の が 含 ま れ る 。 例 え ば 、
免 疫 毒 素 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 用 い て 、 又 は チ オ エ ー テ ル 結 合 の 形 成 に よ っ て 構 築
さ れ 得 る 。 こ の 目 的 に 関 し て 適 し た 試 薬 の 例 と し て は 、 イ ミ ノ チ オ レ ー ト 及 び メ チ ル -４ -
メ ル カ プ ト ブ チ リ イ ミ デ ー ト が 含 ま れ る 。
抗 体 の 組 み 換 え 産 生 は 、 よ り 詳 細 に 下 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ iii） ヒ ト 化 抗 体
一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 に は 、 非 ヒ ト 源 由 来 の １ つ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 導 入 さ れ て い
る 。 こ れ ら 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 多 く の 場 合 は 「 移 入 」 可 変 ド メ イ ン に 由 来 す る 「 移 入
」 残 基 と 称 さ れ て い る 。 ヒ ト 化 は 、 基 本 的 に ウ ィ ン タ ー (Winter)及 び 共 同 研 究 者 の 方 法 に
従 い 、 齧 歯 動 物 の CDR又 は CDR配 列 で ヒ ト 抗 体 の 該 当 す る 配 列 を 置 換 す る こ と に よ っ て お こ
な う こ と が で き る （ Jonesら ，  Nature, 321:522-525 [1986]； Riechmannら ，  Nature, 33
2:323-327 [1988]； Verhoeyenら ，  Science, 239:1534-1536 [1988]； Clark, Immunol. T
oday 21: 397-402 [2000]で 概 説 ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
よ っ て 、 こ の よ う な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 無 傷 の 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 (Cabilly, 上 掲 )で あ る 。 実 際 に は
、 ヒ ト 化 抗 体 は 典 型 的 に は あ る 程 度 の CDR残 基 及 び 場 合 に よ っ て は い く ら か の Ｆ Ｒ 残 基 が
齧 歯 類 抗 体 の 類 似 す る 部 位 か ら の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ る ヒ ト 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
抗 体 が 、 抗 原 及 び 他 の 好 ま し い 生 物 学 的 特 性 に 対 す る 高 い 親 和 性 の 保 持 を と も な っ て ヒ ト
化 さ れ る こ と は 重 要 で あ る 。 こ の 目 的 を 達 成 す る た め に 、 好 ま し い 方 法 に よ っ て 、 ヒ ト 化
抗 体 は 、 親 及 び ヒ ト 化 配 列 の 三 次 元 モ デ ル を 用 い て 、 親 配 列 及 び 概 念 上 の ヒ ト 化 産 物 の 分
析 の 工 程 に よ っ て 調 製 さ れ る 。 三 次 元 免 疫 グ ロ ブ リ ン モ デ ル は 、 広 く 入 手 可 能 で あ り 、 当
該 分 野 に 熟 練 し た 者 に と っ て は 良 く 知 ら れ て い る 。 可 能 選 択 さ れ た 候 補 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配
列 の 可 能 性 の あ る 三 次 元 立 体 配 置 構 造 を 例 示 し て 表 示 す る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム が 入
手 可 能 で あ る 。 こ れ ら 表 示 の 検 討 に よ っ て 、 候 補 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 機 能 化 に お け る 残
基 の 可 能 性 あ る 役 割 の 分 析 が 可 能 に な る 、 す な わ ち 、 候 補 免 疫 グ ロ ブ リ ン の そ の 抗 原 へ 結
合 す る 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す 残 基 の 分 析 で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 標 的 抗 原 に 対 し て 増 大 し た
親 和 性 の よ う な 所 望 さ れ る 抗 体 特 性 が 達 成 さ れ る よ う に 、 FR残 基 が コ ン セ ン サ ス 及 び 移 入
配 列 か ら 選 択 さ れ て 組 み 合 わ さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。 一 般 的 に 、 CDR残 基 は 、 抗 原 結 合
に 影 響 を 与 え る こ と に 、 直 接 に そ し て か な り 十 分 に 関 与 し て い る 。 さ ら な る 詳 細 に つ い て
は 、 米 国 特 許 第 5,821,337号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ １ 】
（ iv） ヒ ト 抗 体
ヒ ト mAbsを 生 成 す る た め に 同 じ 技 術 を 用 い る 試 み は 、 適 切 な ヒ ト 骨 髄 腫 細 胞 株 が 無 い こ と
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に よ っ て 妨 げ ら れ て き た 。 最 も 良 い 結 果 は 、 ヘ テ ロ 骨 髄 腫 （ マ ウ ス ｘ ヒ ト ハ イ ブ リ ッ ド 骨
髄 腫 ） を 融 合 相 手 と し て 用 い る こ と で 得 ら れ た （ Kozbor, J.Immunol., 133:3001 (1984)
； Brodeurら ，  Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications,51-63頁
、 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)） 。 こ れ に 代 わ っ て 、 ヒ ト 抗 体 分 泌 細 胞 は 、
エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ウ イ ル ス （ EBV） に よ る 感 染 に よ っ て 不 死 化 す る こ と が で き る 。 し か
し な が ら 、 EBV感 染 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と は 難 し く 、 通 常 は 、 比 較 的 に 低 レ ベ ル の
免 疫 グ ロ ブ リ ン の み を 産 す る （ James及 び Bell, J. Immunol. Methods 100: 5-40[1987]）
。 将 来 は 、 ヒ ト B細 胞 の 不 死 化 は 、 明 確 な ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 遺 伝 子 の 組 み 合 わ せ を 導
入 す る こ と に よ っ て 達 成 で き る 可 能 性 が あ る 。 そ の よ う な 可 能 性 は 、 SV40ラ ー ジ T腫 瘍 性
タ ン パ ク 質 及 び H-rasの 発 癌 対 立 遺 伝 子 を と も な う テ ロ メ ラ ー ゼ 触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現
が 、 正 常 な ヒ ト 上 皮 及 び 繊 維 芽 細 胞 の 腫 瘍 化 変 換 を 引 き 起 こ し た と い う 最 近 の 証 明 に よ っ
て 強 調 さ れ て い る （ Hahnら ， Nature 400: 464-468［ 1999]） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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 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 （ Jakobovitsら ， Nature 362: 255-258 [1993]； Lonberg及 び Huszar, Int. Rev. I
mmunol. 13: 65-93 [1995]；  Fishwildら ， Nat. Biotechnol. 14: 845-851[1996]； Mende
zら ， Nat. Genet. 15: 146-156 [1997]；  Green, J. Immunol. Methods 231: 11-23[1999
]； Tomizukaら ， Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 722-727[2000]；  Littleら ， Immunol.
 Today 21: 364-370[2000]で 概 説 さ れ て い る ） 。 例 え ば 、 キ メ ラ 及 び 生 殖 細 胞 変 異 体 マ ウ
ス で の 抗 体 重 鎖 J領 域 （ J H ） 遺 伝 子 の ホ モ 接 合 体 欠 失 に よ っ て 、 内 在 性 抗 体 の 産 生 の 完 全
な 阻 害 が 生 じ る こ と が 説 明 さ れ て き た （ Jakobovitsら ， Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
 2551-2555［ 1993]） 。 そ の よ う な 生 殖 細 胞 変 異 マ ウ ス へ の ヒ ト 生 殖 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン
遺 伝 子 ア レ イ の 転 移 は 、 抗 原 刺 激 に よ る ヒ ト 抗 体 の 産 生 を 引 き 起 こ す （ Jakobovitsら ， Na
ture 362: 255-258 [1993]） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
Mendezら .(Nature Genetics 15: 146-156[1997]） は 、 さ ら に 技 術 を 改 良 し 、 抗 原 に よ る
刺 激 を 受 け た 際 に 、 高 親 和 性 の 完 全 な ヒ ト 抗 体 を 生 成 す る 「 Xenomouse（ 登 録 商 標 ） II」
と 命 名 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 系 統 を 作 製 し た 。 こ れ は 、 上 に 記 載 し た よ う な 内
因 性 の J H セ グ メ ン ト へ の 欠 損 を と も な う マ ウ ス へ の メ ガ ベ ー ス ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 遺 伝 子 座
の 生 殖 細 胞 系 組 み 込 み に よ っ て 達 成 さ れ た 。 Xenomouse（ 登 録 商 標 ） IIは 、 お よ そ ６ ６ V H
遺 伝 子 、 完 全 な D H 及 び J H 領 域 及 び ３ つ の 異 な る 定 常 領 域 （ μ ， δ 及 び χ ） を 含 む １ ， ０ ２
０ ｋ ｂ の ヒ ト 重 鎖 遺 伝 子 座 を 有 し 、 そ し て ま た 、 ３ ２ Ｖ κ 遺 伝 子 、 Ｊ κ セ グ メ ン ト 及 び Ｃ
κ 遺 伝 子 を 含 む ８ ０ ０ ｋ ｂ の ヒ ト κ 遺 伝 子 座 を 有 す る 。 こ れ ら の マ ウ ス で 生 産 さ れ る 抗 体
は 、 遺 伝 子 再 構 成 、 構 築 及 び レ パ ー ト リ ー を 含 む 全 て の 点 で ヒ ト に お い て 見 ら れ る も の と
極 め て 類 似 し て い る 。 ヒ ト 抗 体 は 、 マ ウ ス 遺 伝 子 座 で の 遺 伝 子 再 構 成 を 防 ぐ 内 因 性 の J H セ
グ メ ン ト の 欠 損 の た め に 、 内 因 性 抗 体 よ り 優 先 的 に 多 く 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
Tomizukaら （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 722-727[2000]） は 、 最 近 、 １ つ は 完 全 な
Ig 重 鎖 遺 伝 子 座 （ IgH, ～ 1.5 Mb） を 有 し 、 他 方 は 完 全 な κ 軽 鎖 遺 伝 子 座 （ Igκ , ～ ２ Mb
） を 有 す る ２ つ の 異 な っ た ヒ ト 染 色 体 断 片 （ hCFs） を 内 因 性 IgH及 び Igκ が 不 活 性 化 し た
マ ウ ス へ 導 入 す る こ と に よ る 二 重 Tcマ ウ ス の 作 製 を 記 述 し た 。 こ れ ら の マ ウ ス で は 、 マ ウ
ス 抗 体 が 無 い 状 態 で 抗 原 特 異 的 ヒ ト 抗 体 応 答 が 高 ま っ た 。 こ の Tc技 術 は 、 マ ウ ス 又 は 他 の
動 物 で の メ ガ ベ ー ス を 越 え る 複 合 座 又 は 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー （ 例 え ば 、 T細 胞 レ セ プ タ ー 、
主 要 組 織 適 合 抗 原 複 合 体 又 は P450ク ラ ス タ ー 等 を コ ー ド す る も の ） の ヒ ト 化 を 可 能 に す る
こ と が で き る 。 こ の 方 法 の そ の 他 の 利 点 は 、 大 き な 遺 伝 子 座 を ク ロ ー ニ ン グ す る 必 要 が な
い こ と で あ る 。 す べ て の Ig遺 伝 子 座 を 含 む メ ガ ベ ー ス サ イ ズ を 越 え る DNA断 片 の ク ロ ー ニ
ン グ は 、 酵 母 人 工 染 色 体 を 用 い た と し て も 困 難 で あ る た め に 、 こ れ に は 極 め て 有 益 で あ る
（ Petersonら ， Trends Genet. 13: 61-66［ 1997]； Jacobovits, Curr. Biol. 4: 761-763
[1994]） 。 さ ら に は 、 ヒ ト IgH遺 伝 子 座 の 定 常 領 域 は 、 ク ロ ー ニ ン グ が 困 難 な 配 列 が 含 ま
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れ て い る こ と が 知 ら れ て い る （ Kang及 び Cox, Genomics 35: 189-195[1996]） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
別 法 と し て 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 を 、 非 免 疫 化 ド ナ ー か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 (
Ｖ )ド メ イ ン 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー か ら 、 イ ン ヴ ィ ト ロ で ヒ ト 抗 体 及 び 抗 体 断 片 を 産 出 さ せ
る た め に 使 用 す る こ と が で き る (McCaffertyら ，  Nature 348： 552-553[1990]； Kipriyano
v及 び Little, Mol. Biotechnol. 12: 173-201[1999]で 概 説 ； Hoogenboom及 び Chames, Imm
unol. Today 21: 371-378［ 2000])。 こ の 技 術 に よ れ ば 、 抗 体 Ｖ ド メ イ ン 遺 伝 子 は 、 繊 維
状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 例 え ば M13又 は fdの 大 き い 又 は 小 さ い コ ー ト タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の
い ず れ か へ イ ン -フ レ ー ム で ク ロ ー ン さ れ 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 に お い て 機 能 的 抗 体 断 片
と し て 表 示 さ れ る 。 繊 維 状 粒 子 が フ ァ ー ジ ゲ ノ ム の 単 一 ス ト ラ ン ド の DNAコ ピ ー を 含 む の
で 、 抗 体 の 機 能 特 性 に 基 づ い た 選 択 に よ っ て 、 ま た 、 こ れ ら の 特 性 を 示 す 抗 体 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の 選 択 を 生 じ る 結 果 と な る 。 従 っ て 、 フ ァ ー ジ は Ｂ 細 胞 の 特 性 の い く つ か を 模 倣
し て い る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ は 多 様 な 形 態 で 行 う こ と が で き る （ Johnson及 び Chiswel
l, Current Opinion in Structural Biology 3： 564-571[1993]で 概 説 さ れ て い る ； Winte
rら ， Annu. Rev. Immunol. 12: 433-455[1994]； Dall'Acqua及 び Carter, Curr. Opin. St
ruct. Biol. 8: 443-450[1998]； Hoogenboom及 び Chames, Immunol. Today 21: 371-378[2
000]） 。 Ｖ -遺 伝 子 セ グ メ ン ト の い く つ か の 供 給 源 が フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の た め に 使 用
可 能 で あ る 。 Clacksonら ，  Nature, 352： 624-628(1991)は 、 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス 脾 臓 か
ら 得 ら れ た Ｖ 遺 伝 子 の 小 ラ ン ダ ム 組 合 せ ラ イ ブ ラ リ か ら の 抗 -オ キ サ ゾ ロ ン 抗 体 の 異 な っ
た 配 列 を 単 離 し た 。 非 免 疫 化 ヒ ト ド ナ ー か ら の Ｖ 遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー を 構 成 可 能 で 、 抗
原 (自 己 抗 原 を 含 む )と は 異 な る 配 列 の 抗 体 を 、 Marksら ，  J. Mol. Biol. 222： 581-597(1
991)、 又 は Griffithら ，  EMBO J. 12： 725-734(1993)に 記 載 の 技 術 に 本 質 的 に 従 っ て 単 離
す る こ と が で き る 。 天 然 免 疫 応 答 で は 、 抗 体 遺 伝 子 は 高 速 度 で 変 異 を 蓄 積 す る （ 体 細 胞 過
剰 変 異 ） 。 導 入 さ れ た 幾 つ か の 変 化 は よ り 高 い 親 和 性 を 与 え 、 そ し て 高 親 和 性 表 面 免 疫 グ
ロ ブ リ ン を 表 示 す る Ｂ 細 胞 は 、 後 の 抗 原 の 挑 戦 の 間 に 、 優 先 的 に 複 製 さ れ て 分 化 す る 。 こ
の 天 然 プ ロ セ ス は 、 「 チ ェ ー ン ・ シ ャ ッ フ リ ン グ 」 と し て 知 ら れ て い る 技 術 を 用 い て 模 倣
す る こ と が で き る （ Marksら ， Bio/Technol. 10, 779-783[1992]） 。 こ の 方 法 で は 、 フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ に よ っ て 得 ら れ た 「 一 次 」 ヒ ト 抗 体 の 親 和 性 を 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 Ｖ 領 域 遺
伝 子 を 、 免 疫 化 し て い な い 供 与 体 か ら 得 ら れ た Ｖ ド メ イ ン 遺 伝 子 の 天 然 発 生 変 異 体 （ レ パ
ー ト リ ー ） の レ パ ー ト リ ー で 経 時 的 に 置 き 換 え る こ と に よ っ て 改 良 す る こ と が で き る 。 こ
の 技 術 は 、 ｎ Ｍ の 程 度 で の 親 和 性 で 、 抗 体 及 び 抗 体 断 片 の 生 産 を 可 能 に す る 。 か な り 大 き
な フ ァ ー ジ 抗 体 レ パ ー ト リ ー を 作 製 す る た め の 戦 略 （ 「 全 て の ラ イ ブ ラ リ の も と 」 と し て
も 知 ら れ て い る ） は 、 Waterhouseら ， Nucl. Acids Res. 21, 2265-2266(1993)に よ っ て 記
載 さ れ 、 そ の よ う な 大 き な フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ か ら の 直 接 の 高 親 和 性 ヒ ト 抗 体 を 単 離 は 、
印 刷 中 の Griffithら ， EMBO J. 13: 3245-3260(1994)に よ っ て 報 告 さ れ て い る 。 ジ ー ン シ
ャ ッ フ リ ン グ は 、 ま た 、 げ っ 歯 動 物 の 抗 体 か ら ヒ ト 抗 体 を 誘 導 す る た め に 用 い ら れ 、 そ の
ヒ ト 抗 体 は 、 初 発 の げ っ 歯 抗 体 に 対 し て 類 似 の 親 和 性 及 び 特 異 性 を 有 す 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 る と 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 に よ
っ て 得 ら れ た げ っ 歯 抗 体 の 重 又 は 軽 鎖 Ｖ 遺 伝 子 ド メ イ ン 遺 伝 子 は 、 ヒ ト Ｖ ド メ イ ン 遺 伝 子
の レ パ ー ト リ ー で 置 換 さ れ て 、 げ っ 歯 -ヒ ト キ メ ラ を 作 成 す る 。 抗 原 で の 選 択 は 、 機 能 性
抗 原 結 合 部 位 を 使 う こ と が で き る ヒ ト 可 変 部 の 単 離 を 引 き 起 こ す 結 果 と な る 、 す な わ ち エ
ピ ト ー プ は 、 パ ー ト ナ ー の 選 択 を 支 配 （ イ ン プ リ ン ト ） す る 。 残 り の げ っ 歯 Ｖ ド メ イ ン を
置 換 す る た め に 工 程 が 繰 り 返 さ れ る と 、 ヒ ト 抗 体 が 得 ら れ る （ １ ９ ９ ３ 年 ４ 月 １ 日 に 発 行
の 国 際 公 開 93/06213を 参 照 せ よ ） 。 CDR移 植 に よ る げ っ 歯 抗 体 の 伝 統 的 な ヒ ト 化 と は 違 っ
て 、 こ の 技 術 に よ っ て 、 げ っ 歯 起 源 の フ レ ー ム ワ ー ク 又 は CDR残 基 を 有 し な い 完 全 な る ヒ
ト 抗 体 を 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
（ v） 二 重 特 異 的 抗 体
二 重 特 異 性 抗 体 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る 抗 原 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 好 ま し く は ヒ ト も し く は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 場 合 に お い て 、 結 合 特 異
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性 の 一 方 は 、 中 和 化 抗 体 を 提 供 す る IFN-α に 対 す る も の で 、 他 方 は 任 意 の 他 の 抗 原 に 対 す
る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
二 重 特 異 性 抗 体 を 作 成 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 伝 統 的 に は 、 二 重 特
異 性 抗 体 の 組 換 え 産 生 は 、 二 つ の 重 鎖 が 異 な る 特 異 性 を 持 つ 二 つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 ／
軽 鎖 対 の 同 時 発 現 に 基 づ く ［ Millstein及 び Cuello, Nature, 305:537-539 (1983)］ 。 免
疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 と 軽 鎖 を 無 作 為 に 取 り 揃 え る た め 、 こ れ ら ハ イ ブ リ ド ー マ (ク ア ド ロ
ー マ )は １ ０ 種 の 異 な る 抗 体 分 子 の 潜 在 的 混 合 物 を 生 成 し 、 そ の 内 一 種 の み が 正 し い 二 重
特 異 性 構 造 を 有 す る 。 通 常 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 に よ っ て 達 成 さ れ る
正 確 な 分 子 の 精 製 は 、 ど ち ら か と い う と 面 倒 で あ り 、 そ の 産 物 の 量 は 低 い 。 同 様 の 手 順 が
国 際 公 開 第 93/08829号 （ １ ９ ９ ３ 年 ５ 月 １ ３ 日 ） 、 及 び Traunecker等 , EMBO J.,10:3655-
3656 (1991)に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
異 な る そ し て よ り 好 ま し い 方 法 に よ っ て 、 所 望 の 結 合 特 異 性 (抗 体 -抗 原 結 合 部 位 )を 有 す
る 抗 体 可 変 ド メ イ ン を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 へ 融 合 す る こ と が で き る 。 こ の
融 合 は 、 好 ま し く は 、 少 な く と も ヒ ン ジ 部 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 領 域 の 一 部 を 含 む 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン と の も の で あ る 。 少 な く と も 一 つ の 融 合 に は 、 軽 鎖 結 合 に 必 要 な
部 位 を 含 む 第 一 の 重 鎖 定 常 領 域 (Ｃ Ｈ １ )が 存 在 す る こ と が 望 ま し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖
融 合 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 そ し て 望 む の で あ れ ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を 、 別 々 の 発 現 ベ
ク タ ー に 挿 入 し 、 適 当 な 宿 主 微 生 物 へ 同 時 形 質 移 入 す る 。 こ れ に よ り 、 組 立 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 フ ラ グ メ ン ト 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 ま た 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 。 こ の ア プ ロ ー チ 法 の 好 適 な 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 )こ 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 。
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 Enzymo
logy, 121:210 (1986)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
（ vi） ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体
ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 も ま た 本 発 明 の 範 囲 に 入 る 。 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 は 、 ２
つ の 共 有 結 合 し た 抗 体 か ら な る 。 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 た め ［ 米 国 特 許 第 4,676,980号 ］ 及 び HIV感 染 の 治 療 の た め に
［ 国 際 公 開 91/00360； 国 際 公 開 92/200373； 欧 州 特 許 第 03089号 ］ 提 案 さ れ て い る 。 ヘ テ ロ
コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 は 、 任 意 の 常 套 的 架 橋 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 好 適 な 試 薬
は 当 該 分 野 で 知 ら れ て お り 、 多 く の 架 橋 技 術 と と も に 米 国 特 許 第 4,676,980号 に 開 示 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
（ vii） 抗 体 断 片
あ る 実 施 態 様 で は 、 中 和 化 抗 IFN-α 抗 体 （ マ ウ ス 、 ヒ ト 及 び ヒ ト 化 抗 体 及 び 抗 体 変 異 体 を
含 む ） は 抗 体 断 片 で あ 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 、 無 傷 の 抗 体 の タ ン パ ク 分 解 性 消 化 を 介 し て 誘 導 さ れ た (例 え ば
、 Morimotoら ，  J. Biochem. Biophys. Methods 24:107-117 (1992)及 び Brennanら ，  Sci
ence, 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 （ Hudson, Curr. Opin. Immunol. 11: 548-557[1999]；
Littleら ， Immunol. Today 21: 364-370[2000]） 。 例 え ば 、 Fab'-SH断 片 は 大 腸 菌 か ら 直
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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ら
，  Bio/Technology 10:163-167[1992])。 そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 こ の F(ab') 2  は 、 ロ イ
シ ン ジ ッ パ ー GCN4を 用 い て F(ab') 2  分 子 の ア セ ン ブ リ を 促 進 す る こ と で 形 成 さ れ る 。 そ の
他 の 方 法 に よ る と 、 Fv、 Fab又 は F(ab') 2 　 断 片 は 、 組 換 え 宿 主 細 胞 培 養 か ら 直 接 分 離 す る
こ と が で き る 。 抗 体 断 片 の 産 生 に 関 す る 他 の 技 術 は 、 熟 練 技 術 者 に と っ て 明 か で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
（ viii） 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体
こ こ で 所 望 さ れ る 抗 IFN-α 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 修 飾 を 検 討 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 を 改 良 す る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。 抗 IFN-α 抗 体 の ア ミ
ノ 酸 配 列 変 異 体 は 、 抗 IFN-α 抗 体 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 へ 適 切 な ヌ ク レ オ チ ド 変 化 を 導 入 す
る こ と に よ っ て 、 又 は ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 調 製 さ れ る 。 そ の よ う な 修 飾 に は 、 例 え ば 、
抗 IFN-α 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 的 な コ ン ス ト ラ ク ト に 達 す る ま で な さ れ
、 そ の 最 終 的 な コ ン ス ト ラ ク ト は 所 望 の 特 徴 を 有 す る 。 こ の ア ミ ノ 酸 変 化 は 、 ま た 、 グ リ
コ シ ル 化 部 位 の 数 又 は 位 置 を 変 化 さ せ る な ど の 抗 IFN-α 抗 体 の 翻 訳 後 プ ロ セ ス を 改 変 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
突 然 変 異 誘 発 に と っ て 好 ま し い 位 置 で あ る 中 和 化 抗 IFN-α 抗 体 の あ る 残 基 又 は 領 域 の 同 定
に 関 す る 有 用 な 方 法 は 、 Cunningham及 び Wells , Science 244: 1081-1085 (1989)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 、 ア ミ ノ
酸 に よ る 抗 原 と の 相 互 作 用 に 影 響 を 及 ぼ す た め に 、 標 的 残 基 の 残 基 又 は 基 を 同 定 （ 例 え ば
、 arg, asp, his, lys,及 び glu等 の 荷 電 残 基 ） し 、 中 性 又 は 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 （ 最 も 好 ま し
く は ア ラ ニ ン 又 は ポ リ ア ラ ニ ン ） で 置 換 す る 。 次 に 、 置 換 の 部 位 へ 又 は そ れ の 代 わ り に 、
さ ら な る 又 は 他 の 変 異 体 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 置 換 に 対 し て 機 能 上 の 感 受 性 を 示 す こ
れ ら の ア ミ ノ 酸 の 位 置 を 精 緻 化 す る 。 従 っ て 、 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
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 し た 抗 IFN-α 抗 体 変 異 体 を 、 所 望 の 活 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 挿 入 物 と は 、 １ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 内 挿 入 物 だ け で な く 、 １ 残 基
か ら １ ０ ０ 又 は そ れ よ り 多 い 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 を 含 む 。 末 端 挿 入 物 の 例 は 、 Ｎ -末 端 メ チ オ ニ ル 残 基 を 有 す る 抗 I
FN-α 中 和 化 抗 体 又 は エ ピ ト ー プ タ グ に 融 合 し た 抗 体 を 含 む 。 抗 IFN-α 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 又 は ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 の Ｎ -又 は Ｃ -末 端
へ の 融 合 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
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 、 中 和 化 抗 IFN-α 抗 体 分
子 の 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 除 か れ 、 そ の 位 置 に 異 な る 残 基 が 挿 入 さ れ て い る 。
置 換 突 然 変 異 に つ い て 最 も 興 味 深 い 部 位 は 高 頻 度 可 変 領 域 を 含 む が 、 FR変 更 も 考 慮 さ れ る
。 保 存 的 置 換 は 、 「 好 ま し い 置 換 」 と 題 し て 表 １ に 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 置 換 が 生 物 学
的 活 性 の 変 化 を も た ら す 場 合 、 表 １ に 「 例 示 的 置 換 」 と 名 前 を 付 け た 又 は ア ミ ノ 酸 の 分 類
に 関 し て 以 下 に 更 に 記 載 す る よ う に 、 よ り 実 質 的 な 変 化 を 導 入 し 、 生 成 物 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
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【 ０ ０ ８ ６ 】
抗 体 の 生 物 学 的 特 性 の 実 質 的 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 ら 旋 構 造 、 （ ｂ ） 標 的 部 位 の 電 荷 又 は 疎 水 性 、 又 は （ ｃ ） 側 鎖 の 嵩 を 維 持 し な
が ら 、 効 果 が 顕 著 に 異 な る 置 換 基 を 選 択 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 天 然 発 生 残 基 は 共
通 の 側 鎖 特 性 に 基 づ い て グ ル ー プ 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;
（ ３ ） 酸 性 ： asp, glu;
（ ４ ） 塩 基 性 ： asn, gln, his, lys, arg;
（ ５ ） 鎖 配 向 に 影 響 す る 残 基 ： gly, pro; 及 び
（ ６ ） 芳 香 族 ： trp, tyr, phe。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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 。 中 和 化 抗 IFN-α 抗 体 の 適 切 な コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 維 持 す る こ と に 関 与 し て い
な い 任 意 の シ ス テ イ ン 残 基 も 、 分 子 の 酸 化 的 安 定 性 を 向 上 さ せ 、 異 常 な 架 橋 を 防 ぐ た め に
、 一 般 的 に セ リ ン と 置 換 す る こ と が で き る 。 逆 に 、 そ の 安 定 性 （ 特 に 、 抗 体 が Ｆ ｖ 断 片 の
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よ う な 抗 体 断 片 ） を 向 上 さ せ る た め に 、 そ れ に シ ス テ イ ン 結 合 （ 複 数 で も ） を 加 え て も よ
い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
特 に 好 ま し い 型 の 置 換 変 異 体 は 、 親 抗 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト 化 抗 体 又 は ヒ ト 抗 体 ） の １ つ 又 は
複 数 の 高 頻 度 可 変 領 域 残 基 の 置 換 を 含 む 。 一 般 的 に 、 さ ら な る 開 発 の た め に 得 ら れ た 変 異
体 は 、 そ れ ら が 生 成 さ れ た 親 抗 体 と 比 較 し て 向 上 し た 生 物 学 的 特 性 を 有 し て い る 。 そ の よ
う な 置 換 変 異 体 を 生 成 す る 簡 便 な 方 法 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ を 使 用 す る 親 和 性 成 熟 で
あ る 。 簡 潔 に 言 え ば 、 高 頻 度 可 変 領 域 部 位 （ 例 え ば 、 ６ -７ 部 位 ） を 変 異 さ せ て 各 部 位 に
お け る 全 て の 可 能 な ア ミ ノ 酸 置 換 を 生 成 さ せ る 。 こ の よ う に 生 成 さ れ た 抗 体 変 異 体 は 、 繊
維 状 フ ァ ー ジ 粒 子 か ら 、 各 粒 子 内 に 充 填 さ れ た M13の 遺 伝 子 III産 物 へ の 融 合 物 と し て 一 価
形 態 で 表 示 さ れ る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ に よ る 変 異 体 は 、 次 い で 、 こ こ に 開 示 さ れ る よ
う な そ れ ら の 生 物 学 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 。 改 変
の 候 補 と な る 高 頻 度 可 変 領 域 部 位 を 同 定 す る た め に 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ニ ン グ 突 然 変 異 誘
発 を 実 施 し 、 抗 原 結 合 に 有 意 に 寄 与 す る 高 頻 度 可 変 領 域 残 基 を 同 定 す る こ と が で き る 。 あ
る い は 、 又 は そ れ に 加 え て 、 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 結 晶 構 造 を 分 析 し て 抗 体 と IFN-α と の 接
点 を 同 定 す る の が 有 利 で あ る 場 合 も あ る 。 こ の よ う な 接 触 残 基 及 び 隣 接 残 基 は 、 こ こ で 詳
し く 記 述 し た 技 術 に よ る 置 換 の 候 補 で あ る 。 そ の よ う な 変 異 体 が 生 成 さ れ た ら 、 変 異 体 の
パ ネ ル に こ こ に 記 載 す る よ う な ス ク リ ー ニ ン グ を 施 し 、 １ つ 又 は 複 数 の 関 連 ア ッ セ イ に お
い て 優 れ た 特 性 を 持 つ 抗 体 を 更 な る 開 発 の た め に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
（ ix） グ リ コ シ ル 化 変 異 体
抗 体 は 、 そ の 定 常 領 域 の 保 存 的 位 置 で グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る （ Jefferis及 び Lund, Chem
. Immunol. 65: 111-128[1997]； Wright及 び Morrison, Trends Biotechnol. 15:26-32[19
97]） 。 免 疫 グ ロ ブ ロ リ ン の オ リ ゴ 糖 側 鎖 は 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 （ Boydら ， Mol. Immunol.
 32: 1311-1318[1996]； Wittwe及 び Howard, Biochem. 29: 4175-4180[1990]） 、 及 び 糖 タ
ン パ ク 質 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン と 提 示 さ れ て い る 三 次 元 表 面 に 影 響 を 与 え る 糖 タ ン パ ク 質
の 部 分 間 の 分 子 内 相 互 作 用 に 影 響 を 与 え る （ Jefferis及 び Lund, 上 掲 ； Wyss及 び Wagner, 
Current Opin. Biotech. 7: 409-416[1996]） 。 オ リ ゴ 糖 は 、 ま た 、 特 異 的 な 認 識 構 造 に
基 づ い て 、 所 定 の 糖 タ ン パ ク 質 を あ る 分 子 へ 標 的 と す る こ と を 担 う こ と が で き る 。 例 え ば
、 ア ガ ラ ク ト シ ル 化 さ れ た IgGで は 、 オ リ ゴ 糖 部 分 が CH-2間 ス ペ ー ス か ら 飛 び 出 し 、 末 端
Ｎ -ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 残 基 は 、 マ ン ノ ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 と の 結 合 が 可 能 と な る こ と
が 報 告 さ れ て い る （ Malhotraら ， Nature Med. 1: 237-243[1995]） 。 グ リ コ ペ プ チ ダ ー ゼ
に よ る CAMPATH-1H（ ヒ ト リ ン パ 球 の CDw52抗 原 を 認 識 す る 、 組 み 換 え ヒ ト 化 マ ウ ス モ ノ ク
ロ ー ナ ル IgG1抗 体 ） か ら の オ リ ゴ 糖 の 除 去 に よ っ て 、 チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CH
O） 細 胞 は 補 体 媒 介 溶 解 （ CMCL） の 完 全 縮 小 を 生 じ （ Boydら ， Mol. Immunol. 32: 1311-13
18(1996)） 、 そ の 一 方 で 、 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ を 用 い て シ ア ル 酸 残 基 の 選 択 的 除 去 に よ っ て
DMCLの 損 失 を 生 じ な い 。 抗 体 の グ リ コ シ ル 化 が 抗 体 依 存 性 細 胞 毒 性 （ ADCC） に 影 響 を 与 え
る こ と も 報 告 さ れ て い る 。 特 に 、 GlcNAcを 二 等 分 す る 触 媒 形 態 の グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ で あ る 、 β (1,4)-Ｎ -ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ III（ GnIII） の
テ ト ラ サ イ ク リ ン 制 御 発 現 の あ る CHO細 胞 で は 、 ADCC活 性 が 向 上 し た と 報 告 さ れ て い る （ U
manaら ， Mature Biotech. 17： 176-180[1999]） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
抗 体 の グ リ コ シ ル 化 と は 、 典 型 的 に は Ｎ -結 合 又 は Ｏ -結 合 の い ず れ か で あ る 。 Ｎ -結 合 と
は 、 ア ス パ ラ ギ ン 残 基 の 側 鎖 へ の 炭 水 化 物 部 分 の 付 与 を 指 す 。 ト リ ペ プ チ ド は 、 Ｘ が プ ロ
リ ン を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ る 、 ア ス パ ラ ギ ン -Ｘ -セ リ ン 及 び ア ス パ ラ ギ ン -Ｘ -ス レ オ
ニ ン の 配 列 で あ り 、 ア ス パ ラ ギ ン 側 鎖 へ の 炭 水 化 物 部 分 が 酵 素 的 に 付 与 さ れ る 認 識 部 位 で
あ る 。 従 っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド の こ れ ら ト リ ペ プ チ ド 配 列 の い ず れ か の 存 在 に よ っ て 、 潜 在
的 な グ リ コ シ ル 化 部 位 を 作 り 出 さ れ る 。 Ｏ -結 合 グ リ コ シ ル 化 と は 、 ５ -ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ
ン 又 は ５ -ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン も 用 い ら れ る が 、 殆 ど の 場 合 に は セ リ ン 又 は ス レ オ ニ ン へ Ｎ -
ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 又 は キ シ ロ ー ス の う ち の 一 つ の 糖 を 付 与 す る こ
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と を 指 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
抗 体 の グ リ コ シ ル 化 変 異 体 は 、 抗 体 の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン が 改 変 さ れ た 変 異 体 で あ る 。
改 変 と は 、 抗 体 に 見 出 さ れ た 一 つ 又 は 複 数 の 炭 水 化 物 部 分 を 除 去 し 、 そ の 抗 体 へ 一 つ 又 は
複 数 の 炭 水 化 物 部 分 を 加 え 、 グ リ コ シ ル 化 の 組 成 （ グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン ） 、 グ リ コ シ ル
化 の 程 度 等 を 変 化 さ せ る こ と で あ る 。 抗 体 へ の グ リ コ シ ル 化 部 位 の 付 加 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列
を 改 変 し て 、 そ れ が 上 記 に 記 載 の ト リ ペ プ チ ド 配 列 （ Ｎ -結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 に つ い て
） の 一 つ 又 は 複 数 を 含 む よ う に す る こ と に よ っ て 簡 便 に 完 遂 で き る 。 こ の 改 変 は 、 ま た 、
最 初 の 抗 体 の 配 列 へ 一 つ 又 は 複 数 の セ リ ン 又 は ス レ オ ニ ン 残 基 を 付 加 、 又 は 置 換 す る こ と
に よ っ て 生 成 さ れ る （ Ｏ -結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 に つ い て ） 。 同 じ よ う に 、 グ リ コ シ ル 化
部 位 の 除 去 は 、 抗 体 の 天 然 グ リ コ シ ル 化 部 位 内 で の ア ミ ノ 酸 改 変 に よ っ て 達 成 す る こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 通 常 は 、 基 礎 と な る 核 酸 配 列 を 改 変 す る こ と に よ っ て 改 変 さ れ る 。
抗 IFN-α 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 種
々 の 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 限 定 さ れ な い が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
媒 介 （ 又 は 部 位 特 異 的 ） 突 然 変 異 誘 発 、 PCR突 然 変 異 誘 発 、 及 び 抗 IFN-α 抗 体 の 早 期 に 調
製 し た 変 異 体 又 は 非 変 異 体 形 の カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 に よ る 、 天 然 源 か ら の 単 離 （ 天 然 発
生 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 の 場 合 ） 又 は 調 製 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
抗 体 の グ リ コ シ ル 化 （ グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 含 む ） は 、 ま た 、 ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 内 在 す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 改 変 せ ず に 改 変 す る こ と が で き る 。 グ リ コ シ ル 化 は 、 抗 体 を 発 現 す
る た め に 用 い る 宿 主 細 胞 に 大 き く 依 存 す る 。 潜 在 的 な 治 療 学 と し て の 、 組 み 換 え 糖 タ ン パ
ク 質 の 発 現 に 用 い ら れ る 細 胞 の 型 、 例 え ば 抗 体 が 、 希 に 天 然 細 胞 で あ る こ と か ら 、 抗 体 の
グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 顕 著 な 変 化 を 期 待 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Hseら ， J. Biol. 
Chem. 272: 9062-9070[1997]を 参 照 せ よ ） 。 宿 主 細 胞 の 選 択 に 加 え て 、 抗 体 の 組 み 換 え 生
産 の 間 に グ リ コ シ ル 化 へ 影 響 す る 因 子 に は 、 成 長 形 態 、 培 地 形 態 、 培 養 密 度 、 酸 素 添 加 、
ｐ Ｈ 、 精 製 概 要 等 が 含 ま れ る 。 オ リ ゴ 糖 生 産 に 関 わ る 特 定 の 酵 素 の 導 入 又 は 過 剰 発 現 を 含
む 、 種 々 の 方 法 が 特 定 の 宿 主 生 物 で 達 成 さ れ る グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 改 変 す る た め に 提
案 さ れ て い る （ 米 国 特 許 第 5,047,335号 ； 5,510,261号 及 び 5,278,299号 ） 。 グ リ コ シ ル 化
、 又 は あ る 型 の グ リ コ シ ル 化 は 、 例 え ば エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ Ｈ （ EndoH） を 用 い て 、 糖
タ ン パ ク 質 か ら 酵 素 的 に 除 く こ と が で き る 。 さ ら に は 、 組 み 換 え 宿 主 細 胞 は 、 例 え ば あ る
型 の 多 糖 類 の プ ロ ッ セ ッ シ ン グ を 欠 損 さ せ る こ と で 、 遺 伝 的 に 操 作 す る こ と が で き る 。 こ
れ ら 及 び 類 似 の 技 術 が 、 当 該 分 野 で 良 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
抗 体 の グ リ コ シ ル 化 構 造 は 炭 水 化 物 分 析 の 簡 便 な 技 術 に よ っ て 容 易 に 分 析 で き 、 そ れ に は
、 レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 NMR、 質 量 分 析 、 HPLC、 GPC、 単 糖 類 組 成 分 析 、 逐 次 酵 素
消 化 、 及 び 高 ｐ Ｈ ア ニ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 電 荷 に 基 づ い て オ リ ゴ 糖 を 単
離 す る HPAEC-PADが 含 ま れ る 。 分 析 的 目 的 の た め に オ リ ゴ 糖 を 遊 離 さ せ る 方 法 も 知 ら れ て
お り 、 限 定 さ れ な い が 、 酵 素 処 理 （ ペ プ チ ド -Ｎ -グ リ コ シ ダ ー ゼ 、 Ｆ ／ エ ン ド -β -ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ を 用 い て 広 く お こ な わ れ た ） 、 主 に Ｏ -結 合 構 造 を 遊 離 さ せ る た め に 激 し い ア
ル カ リ 環 境 を 利 用 し て の 除 去 、 及 び 無 水 ヒ ド ラ ジ ン を 利 用 し た 化 学 的 方 法 で Ｎ -及 び Ｏ -結
合 オ リ ゴ 糖 の 双 方 を 遊 離 さ せ る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
（ x） 抗 体 の 他 の 修 飾
こ こ で 開 示 さ れ て い る 中 和 化 抗 IFN-α 抗 体 は 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム と し て 処 方 す る こ と も で き
る 。 抗 体 を 含 有 す る リ ポ ソ ー ム は 、 例 え ば Epsteinら ，  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:
3688(1985)； Hwangら ，  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4030(1980)； 及 び 米 国 特 許 第 4,
485,045号 及 び 同 4,544,545号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 当 該 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 に よ
り 調 製 さ れ る 。 循 環 時 間 が 増 し た リ ポ ソ ー ム は 米 国 特 許 第 5,013,556号 に 開 示 さ れ て い る
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。
【 ０ ０ ９ ６ 】
特 に 有 用 な リ ポ ソ ー ム は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 コ レ ス テ ロ ー ル 及 び PEG-誘 導 体 化 ホ ス
フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン (PEG-PE)を 含 有 す る 脂 質 組 成 物 を 用 い た 逆 相 蒸 発 法 に よ り 作
製 す る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム は 孔 径 が 定 め ら れ た フ ィ ル タ ー を 通 し て 押 し 出 さ れ 、 所
望 の 直 径 を 有 す る リ ポ ソ ー ム が 得 ら れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の Fab'フ ラ グ メ ン ト は 、 ジ ス ル フ
ィ ド 交 換 反 応 を 介 し て 、 Martinら ，  J. Biol. Chem. 257:286-288(1982)に 記 載 さ れ て い
る よ う に し て リ ポ ソ ー ム に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る こ と が で き る 。 場 合 に よ っ て は 、 化 学 療 法
剤 （ ド キ ソ ル ビ シ ン 等 ） は リ ポ ソ ー ム 内 に 包 含 さ れ る 。 Gabizonら ，  J. National Cancer
 Inst. 81(19)1484(1989)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
ま た 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 プ ロ ド ラ ッ グ (例 え ば ペ プ チ ジ ル 化 学 療 法 剤 、 国 際 公 開 第 81/0114
5号 を 参 照 )を 活 性 な 薬 剤 に 転 化 さ せ る プ ロ ド ラ ッ グ 活 性 化 酵 素 に 抗 体 を コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ
せ る こ と に よ り 、 Ａ Ｄ Ｅ Ｐ Ｔ に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 国 際 公 開 第 88/07378
号 及 び 米 国 特 許 第 4975278号 を 参 照 さ れ た い 。
ADEPTに 有 用 な 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 酵 素 成 分 に は 、 よ り 活 性 な 細 胞 毒 形 態 に 転 化 す る よ
う に 、 プ ロ ド ラ ッ グ に 作 用 し 得 る 任 意 の 酵 素 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
限 定 す る も の で は な い が 、 こ の 発 明 の 方 法 に 有 用 な 酵 素 に は 、 ホ ス フ ァ ー ト 含 有 プ ロ ド ラ
ッ グ を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 す る の に 有 用 な ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ； ス ル フ ァ ー ト 含 有 プ
ロ ド ラ ッ グ を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 す る の に 有 用 な ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ ； 非 毒 性 ５ -フ ル
オ ロ シ ト シ ン を 抗 癌 剤 ５ -フ ル オ ロ ウ ラ シ ル に 転 化 す る の に 有 用 な シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ
； プ ロ テ ア ー ゼ 、 例 え ば セ ラ チ ア プ ロ テ ア ー ゼ 、 サ ー モ リ シ ン 、 サ ブ チ リ シ ン 、 カ ル ボ キ
シ ペ プ チ ダ ー ゼ 及 び カ テ プ シ ン (例 え ば 、 カ テ プ シ ン Ｂ 及 び Ｌ )で 、 ペ プ チ ド 含 有 プ ロ ド ラ
ッ グ を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 す る の に 有 用 な も の ； Ｄ -ア ミ ノ 酸 置 換 基 を 含 有 す る プ ロ ド ラ ッ
グ の 転 化 に 有 用 な Ｄ -ア ラ ニ ル カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ ； 炭 水 化 物 切 断 酵 素 、 例 え ば グ リ
コ シ ル 化 プ ロ ド ラ ッ グ を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 す る の に 有 用 な ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 及 び β ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ ； β ラ ク タ ム で 誘 導 体 化 さ れ た 薬 剤 を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 さ せ る の に 有 用 な β ラ
ク タ マ ー ゼ ； 及 び ペ ニ シ リ ン ア ミ ダ ー ゼ 、 例 え ば そ れ ぞ れ フ ェ ノ キ シ ア セ チ ル 又 は フ ェ ニ
ル ア セ チ ル 基 で 、 そ れ ら の ア ミ ン 性 窒 素 に お い て 誘 導 体 化 さ れ た 薬 剤 を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化
す る の に 有 用 な ペ ニ シ リ ン Ｖ ア ミ ダ ー ゼ 又 は ペ ニ シ リ ン Ｇ ア ミ ダ ー ゼ が 含 ま れ る 。 あ る い
は 、 「 ア ブ ザ イ ム 」 と し て も ま た 公 知 の 酵 素 活 性 を 有 す る 抗 体 を 、 遊 離 の 活 性 薬 剤 に 本 発
明 の プ ロ ド ラ ッ グ を 転 化 さ せ る た め に 使 用 す る こ と も で き る (例 え ば 、 Massey, Nature 32
8:457-458[1987]を 参 照 )。 抗 体 -ア ブ ザ イ ム コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ
う に し て 、 所 望 す る 細 胞 個 体 群 に ア ブ ザ イ ム を 送 達 す る た め に 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
こ の 発 明 の 酵 素 は 、 当 該 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 技 術 、 例 え ば 上 で 検 討 し た ヘ テ ロ
二 官 能 性 架 橋 試 薬 を 使 用 す る こ と に よ り 、 抗 IFN-α 抗 体 に 共 有 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き
る 。 あ る い は 、 本 発 明 の 抗 体 の 少 な く と も 結 合 領 域 を 本 発 明 の 酵 素 の 少 な く と も 機 能 的 に
活 性 な 部 位 に 結 合 せ し め て な る 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 当 該 技 術 に お い て よ く 知 ら れ て い る 組
換 え DNA技 術 を 使 用 し て 作 成 す る こ と が で き る (Neubergerら ，  Nature 312:604-608[1984]
)。
【 ０ １ ０ ０ 】
本 発 明 の あ る 実 施 態 様 に お い て は 、 無 傷 の 抗 体 よ り も 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る こ と が
望 ま し い 。 こ の 場 合 、 そ の 血 清 半 減 期 を 増 大 さ せ る た め に 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 改 変 す る こ
と が 望 ま し い 。 こ れ は 、 例 え ば 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー
プ を 導 入 す る こ と に よ り (例 え ば 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 中 の 適 当 な 領 域 の 突 然 変 異 に よ り 、
あ る い は つ い で 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 何 れ か の 末 端 又 は 中 央 に 、 例 え ば DNA又 は ペ プ チ ド 合
成 に よ り 融 合 さ れ る ペ プ チ ド タ グ 内 に エ ピ ト ー プ を 導 入 す る こ と に よ り )、 達 成 で き る 。
１ ９ ９ ６ 年 １ ０ 月 １ ７ 日 に 発 行 の 国 際 公 開 第 96/32478号 を 参 照 せ よ 。
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【 ０ １ ０ １ 】
サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー プ は 、 一 般 的 に は 、 Fcド メ イ ン の 一 又 は 二 つ の ル ー プ
か ら の 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 抗 体 断 片 の 類 似 位 置 に 移 さ れ る 領 域 を 構 成 す る 。 更 に
よ り 好 ま し く は 、 Fcド メ イ ン の 一 又 は 二 つ の ル ー プ の ３ 又 は そ れ 以 上 の 残 基 が 移 さ れ る 。
な お 更 に 好 ま し く は 、 エ ピ ト ー プ は Fc領 域 (例 え ば IgGの )の CH2ド メ イ ン か ら 取 上 げ ら れ 、
抗 体 の CH1、 CH3、 又 は V H 領 域 、 あ る い は 一 以 上 の そ の よ う な 領 域 に 移 さ れ る 。 別 法 と し て
、 エ ピ ト ー プ を Fc領 域 の CH2ド メ イ ン か ら 取 上 げ 、 抗 体 断 片 の C L 領 域 又 は V L 領 域 、 又 は 両
方 に 移 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
中 和 化 抗 IFN-α 抗 体 の 共 有 結 合 修 飾 も 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 そ れ ら は 、 化 学 合 成 に
よ り 、 又 は 適 用 可 能 な ら ば 抗 体 の 酵 素 的 も し く は 化 学 的 開 裂 に よ り 製 造 し 得 る 。 他 の タ イ
プ の 抗 体 の 共 有 結 合 修 飾 は 、 抗 体 の 標 的 と す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 選 択 し た 側 鎖 又 は Ｎ も し
く は Ｃ 末 端 残 基 と 反 応 で き る 有 機 の 誘 導 体 化 剤 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 分 子 中 に 導 入 さ
れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 共 有 結 合 修 飾 の 例 は 、 特 に こ こ に 出 典 を 明 示 し て 取 り 込 む 米 国 特 許 第
5,534,615号 に 記 載 さ れ て い る 。 抗 体 の 共 有 結 合 修 飾 の 好 適 な タ イ プ は 、 米 国 特 許 第 4,640
,835号 ； 同 4,496,689号 ； 同 4,301,144号 ； 同 4,670,417号 ； 同 4,791,192号 又 は 同 4,179,33
7号 に 記 載 さ れ た よ う に し て 、 様 々 な 非 タ ン パ ク 様 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 又 は ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン の １ つ に 抗 体 を 結 合 さ せ る
こ と か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
２ ． 所 望 す る 特 性 を 有 す る 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ
抗 体 を 作 製 す る 技 術 は 、 上 に 記 載 さ れ て い る 。 従 っ て 、 所 望 す る 広 範 な 中 和 化 特 性 を 有 す
る 抗 IFN-α 抗 体 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 技 術 で 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
（ i） 結 合 ア ッ セ イ
従 っ て 、 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 中 和 化 IFN-α 抗 体 は 、 候 補 抗 体 を １ つ 又 は 複 数 の 個 々 の IFN-
α サ ブ タ イ プ 、 又 は 種 々 の IFN-α サ ブ タ イ プ の ア レ イ 又 は 混 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 IF
N-α の 生 物 学 的 活 性 の 結 合 及 び 中 和 化 を モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 、 IFN-α 結 合 ア ッ セ イ
に お い て 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の 結 合 ア ッ セ イ は 、 精 製 IFN-α ポ リ ペ プ チ ド 類 に よ っ
て お こ な う こ と が で き る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 こ の 結 合 ア ッ セ イ は 競 合 ア ッ セ イ で あ り
、 そ れ に お い て は 、 IFN-α 結 合 に 関 し て 既 知 の 抗 IFN-α 抗 体 と 競 合 す る 候 補 抗 体 の 能 力 が
評 価 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 ELISA型 を 含 む 種 々 の 型 で お こ な う こ と が 可 能 で あ り 、 下
の 実 施 例 に お い て も 例 示 さ れ て い る 。 候 補 抗 体 の IFN-α 結 合 は 、 下 に 記 載 の よ う な BIAcor
e（ 商 品 名 ） バ イ オ セ ン サ ー ア ッ セ イ で も モ ニ タ ー す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 適 切 な 競 合 結 合 ア ッ セ イ は 、 特 定 の IFN-α 種 へ の 結 合 に 関
し て 、 マ ウ ス 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 9F3と 競 合 す る 候 補 抗 IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 能 力 を 特 徴 付 け る の に 利 用 す る こ と が で き る 。 日 常 的 な 競 合 ア ッ セ イ は 、 Antibo
dies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow及 び David Lan
e(1988)に 記 載 さ れ て い る 。 そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 下 の 実 施 例 ２ に 記 載 さ れ て い る IFN-
α 結 合 ELISAア ッ セ イ は 、 修 飾 し て 候 補 抗 体 と 9F3抗 体 の 間 の IFN-α 結 合 競 合 に 用 い る こ と
が で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 IFN-α を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 層 状 に し 、 標
識 し た 9F3抗 体 の 選 択 し た 濃 度 と 非 標 識 抗 IFN-α 抗 体 又 は 非 標 識 コ ン ト ロ ー ル 抗 体 の 連 続
希 釈 物 と 混 合 し た そ の 層 状 に し た プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 9F3抗 体 標 識 か ら の シ グ
ナ ル を 検 出 及 び 測 定 し 、 次 い で 、 抗 体 の 種 々 の 希 釈 物 に よ っ て 表 示 さ れ た シ グ ナ ル 測 定 値
を 比 較 す る こ と に よ っ て お こ な う こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
（ ii） 抗 ウ イ ル ス ア ッ セ イ
IFN-α の 生 物 学 的 活 性 を 中 和 す る 候 補 抗 体 の 能 力 は 、 例 え ば 、 Kawade, J. Interferon Re
s. 1:61-70(1980)、 又 は Kawade及 び Watanabe, J. Interferon Res. 4:571-584(1984)に 記
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載 の よ う に 、 IFN-α の 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和 化 を モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 実 行 す る こ と
が で き る 。 要 約 す る と 、 候 補 抗 体 の 種 々 の 希 釈 物 と 前 も っ て 混 合 し た 固 定 し た 濃 度 の IFN-
α を ヒ ト 羊 膜 由 来 FL細 胞 へ 添 加 し 、 適 切 な ウ イ ル ス 、 例 え ば シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス を 用 い て
IFN-α の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 中 和 す る 候 補 抗 体 の 能 力 を 測 定 す る 。 こ の 力 価 は 、 国 際 ヒ ト IF
N-α （ NIH Ga23-901-527） で 決 め ら れ た よ う に 国 際 単 位 （ IU） で 表 す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
候 補 抗 IFN-α 抗 体 は 、 抗 体 の あ る 濃 度 に よ っ て 、 コ ン ト ロ ー ル 抗 体 の 等 量 濃 度 の 存 在 下 で
測 定 さ れ た 抗 ウ イ ル ス 活 性 阻 害 の ベ ー ス ラ イ ン レ ベ ル よ り も 高 い 抗 ウ イ ル ス 活 性 が 阻 害 さ
れ る 場 合 、 選 択 し た IFN-α サ ブ タ イ プ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 阻 害 す る こ と が で き る と 考 え ら
れ て い る 。 場 合 に よ っ て は 、 候 補 抗 IFN-α 抗 体 の あ る 濃 度 は 、 コ ン ト ロ ー ル 抗 体 の 等 量 濃
度 の 存 在 下 で 測 定 し た ベ ー ス ラ イ ン 活 性 と 比 較 し て 、 抗 ウ イ ル ス 活 性 ア ッ セ イ に お い て 選
択 さ れ た IFN-α サ ブ タ イ プ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 少 な く と も 約 ６ ０ ％ 、 又 は 少 な く と も 又 は
約 ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 又 は 約 ７ ５ ％ 、 又 は よ り 好 ま し く は 少 な く と も 又 は 約 ８
０ ％ 、 又 は さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 又 は 約 ８ ５ ％ 、 又 は さ ら に よ り 好 ま し く は 少
な く と も 又 は 約 ９ ０ ％ 、 又 は さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 又 は 約 ９ ５ ％ 、 又 は 最 も 好
ま し く は 少 な く と も 又 は 約 ９ ９ ％ を 阻 害 す る こ と が で き る 。 候 補 抗 IFN-α 抗 体 は 、 コ ン ト
ロ ー ル 抗 体 の 等 量 濃 度 の 存 在 下 に お い て 測 定 さ れ た 抗 ウ イ ル ス 活 性 阻 害 の ベ ー ス ラ イ ン レ
ベ ル よ り も 高 い 抗 ウ イ ル ス 活 性 阻 害 を 示 す 抗 体 の 濃 度 で な い な ら ば 、 選 択 さ れ た IFN-α サ
ブ タ イ プ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 阻 害 す る こ と が で き な い と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ウ イ ル ス 感 染 力 ア ッ セ イ で 用 い た 各 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 種 は 、 前 も
っ て 選 択 し た 数 の IFN-α 標 準 の 単 位 に よ っ て 誘 導 さ れ た の と 同 じ レ ベ ル の ウ イ ル ス 生 育 阻
害 を 提 供 す る 濃 度 へ 滴 定 さ れ る 。 こ の 濃 度 は 、 対 象 で あ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 種 の 標 準 化 さ
れ た 単 位 を 提 供 す る こ と を 担 う 。 種 々 の IFN-α サ ブ タ イ プ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 阻 害 す る 抗
IFN-α 抗 体 の 能 力 を 評 価 す る た め に 、 特 定 の IFN-α サ ブ タ イ プ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 の ５ ０ ％
を 阻 害 す る 抗 IFN-α 抗 体 の 有 効 濃 度 （ EC50） （ 活 性 の 標 準 化 し た 単 位 を 提 供 す る 滴 定 さ れ
た 濃 度 ） を 、 試 験 さ れ る 各 IFN-α サ ブ タ イ プ に つ い て 測 定 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
１ つ の 実 施 態 様 で は 、 抗 ウ イ ル ス 活 性 中 和 化 ア ッ セ イ は 、 下 の 実 施 例 １ に 記 載 の よ う に お
こ な っ た 。 要 約 す る と 、 ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 で A549細 胞 を ５ ｘ １ ０ ５

A549細 胞 /ウ ェ ル の 密 度 ま で 生 育 さ せ る 。 候 補 抗 IFN-α 抗 体 の 連 続 希 釈 物 を 、 １ 時 間 、 ３
７ ECで １ ０ ０ ： １ の 全 容 量 の 中 で ０ ． ２ 単 位 ／ :1の 選 択 し た IFN-α サ ブ タ イ プ （ ０ ． ２ 単
位 ／ :1の NIH参 考 標 準 組 み 換 え ヒ ト IFN-α 2へ 標 準 化 ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 各 １
０ ０ ： １ 容 量 の 抗 体 /イ ン タ ー フ ェ ロ ン イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 物 を 、 次 い で ５ ｘ １ ０ ５ A
549細 胞 及 び マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 の 個 々 の ウ ェ ル 中 の １ ０ ０ ： １ の 培 養 培 地 へ 添
加 し 、 各 ウ ェ ル で １ ０ ０ 単 位 ／ mlの 最 終 IFN-α 濃 度 を 生 じ せ し め た 。 こ の 結 果 と し て 生 じ
た 細 胞 培 養 混 合 物 を 、 ３ ７ ECで ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 細 胞 を ２ ｘ １ ０ ５

pfuの 脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス （ EMC） で 刺 激 し 、 ３ ７ ECで さ ら に ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 最 期 に 、 視 覚 顕 微 鏡 的 検 査 又 は ク リ ス タ ル ・ バ イ オ レ ッ ト 染 色 に よ
っ て 細 胞 生 存 率 を 確 か め た 。 ア ッ セ イ で の 特 定 の IFN-α サ ブ タ イ プ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 の ５
０ ％ を 阻 害 す る 候 補 IFN-α 抗 体 の 有 効 濃 度 （ EC50） を 、 試 験 す る 各 IFN-α サ ブ タ イ プ に 関
し て 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
本 発 明 の 一 側 面 で は 、 対 象 で あ る IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和 化 を 示
す 抗 IFN-α 抗 体 は 、 上 に 記 載 の A549細 胞 EMCウ イ ル ス 阻 害 ア ッ セ イ に お け る 対 象 の IFN-α
サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 最 大 又 は 約 ２ ０ ： g/mlま で の 、 最 大 又 は 約 １ ０ ： g/mlま
で の 、 最 大 又 は 約 ５ ： g/mlま で 、 最 大 又 は 約 ４ ： g/mlま で 、 最 大 又 は 約 ３ ： g/mlま で 、 最
大 又 は 約 ２ ： g/mlま で 、 最 大 又 は 約 １ ： g/mlま で の EC50を 示 す 。
【 ０ １ １ １ 】
本 発 明 の そ の 他 の 側 面 で は 、 対 象 で あ る IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和
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化 を 示 す 抗 IFN-α 抗 体 は 、 上 に 記 載 の A549細 胞 EMCウ イ ル ス 阻 害 ア ッ セ イ に お け る 対 象 の I
FN-α サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 又 は 約 ０ ． １ g/mlか ら 又 は 約 ２ ０ ： g/mlま で の 、
又 は 約 ０ ． １ ： g/mlか ら 又 は 約 １ ０ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． １ ： g/mlか ら 又 は 約 ５ ： g/
mlま で の 、 又 は 約 ０ ． １ ： g/mlか ら 約 ４ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． １ ： g/mlか ら 又 は 約 ３
： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． １ ： g/mlか ら 約 ２ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． １ ： g/mlか ら 約 １
： g/mlま で の EC50を 示 す 。
【 ０ １ １ ２ 】
本 発 明 の そ の 他 の 側 面 で は 、 対 象 で あ る IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和
化 を 示 す 抗 IFN-α 抗 体 は 、 上 に 記 載 の A549細 胞 EMCウ イ ル ス 阻 害 ア ッ セ イ に お け る 対 象 の I
FN-α サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 又 は 約 ０ ． ２ g/mlか ら 又 は 約 ２ ０ ： g/mlま で の 、
又 は 約 ０ ． ２ ： g/mlか ら 又 は 約 １ ０ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ２ ： g/mlか ら 又 は 約 ５ ： g/
mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ２ ： g/mlか ら 約 ４ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ２ ： g/mlか ら 又 は 約 ３
： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ２ ： g/mlか ら 約 ２ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ２ ： g/mlか ら 約 １
： g/mlま で の EC50を 示 す 。
【 ０ １ １ ３ 】
本 発 明 の そ の 他 の 側 面 で は 、 対 象 で あ る IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和
化 を 示 す 抗 IFN-α 抗 体 は 、 上 に 記 載 の A549細 胞 EMCウ イ ル ス 阻 害 ア ッ セ イ に お け る 対 象 の I
FN-α サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 又 は 約 ０ ． ３ g/mlか ら 又 は 約 ２ ０ ： g/mlま で の 、
又 は 約 ０ ． ３ ： g/mlか ら 又 は 約 １ ０ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ３ ： g/mlか ら 又 は 約 ５ ： g/
mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ３ ： g/mlか ら 約 ４ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ３ ： g/mlか ら 又 は 約 ４
： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ３ ： g/mlか ら 約 ２ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ３ ： g/mlか ら 約 １
： g/mlま で の EC50を 示 す 。
【 ０ １ １ ４ 】
本 発 明 の そ の 他 の 側 面 で は 、 対 象 で あ る IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和
化 を 示 す 抗 IFN-α 抗 体 は 、 上 に 記 載 の A549細 胞 EMCウ イ ル ス 阻 害 ア ッ セ イ に お け る 対 象 の I
FN-α サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 又 は 約 ０ ． ４ ： g/mlか ら 又 は 約 ２ ０ ： g/mlま で の
、 又 は 約 ０ ． ４ ： g/mlか ら 又 は 約 １ ０ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ４ ： g/mlか ら 又 は 約 ５ ：
g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ４ ： g/mlか ら 約 ４ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ４ ： g/mlか ら 又 は 約
３ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ４ ： g/mlか ら 約 ２ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ４ ： g/mlか ら 約
１ ： g/mlま で の EC50を 示 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
本 発 明 の そ の 他 の 側 面 で は 、 対 象 で あ る IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和
化 を 示 す 抗 IFN-α 抗 体 は 、 上 に 記 載 の A549細 胞 EMCウ イ ル ス 阻 害 ア ッ セ イ に お け る 対 象 の I
FN-α サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 又 は 約 ０ ． ５ ： g/mlか ら 又 は 約 ２ ０ ： g/mlま で の
、 又 は 約 ０ ． ５ ： g/mlか ら 又 は 約 １ ０ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ５ ： g/mlか ら 又 は 約 ５ ：
g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ５ ： g/mlか ら 約 ４ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ５ ： g/mlか ら 又 は 約
３ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ５ ： g/mlか ら 約 ２ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ５ ： g/mlか ら 約
１ ： g/mlま で の EC50を 示 す 。
【 ０ １ １ ６ 】
本 発 明 の そ の 他 の 側 面 で は 、 対 象 で あ る IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和
化 を 示 す 抗 IFN-α 抗 体 は 、 上 に 記 載 の A549細 胞 EMCウ イ ル ス 阻 害 ア ッ セ イ に お け る 対 象 の I
FN-α サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 又 は 約 ０ ． ６ ： g/mlか ら 又 は 約 ２ ０ ： g/mlま で の
、 又 は 約 ０ ． ６ ： g/mlか ら 又 は 約 １ ０ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ６ ： g/mlか ら 又 は 約 ５ ：
g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ６ ： g/mlか ら 約 ４ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ６ ： g/mlか ら 又 は 約
３ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ６ ： g/mlか ら 約 ２ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ６ ： g/mlか ら 約
１ ： g/mlま で の EC50を 示 す 。
【 ０ １ １ ７ 】
本 発 明 の そ の 他 の 側 面 で は 、 対 象 で あ る IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和
化 を 示 す 抗 IFN-α 抗 体 は 、 上 に 記 載 の A549細 胞 EMCウ イ ル ス 阻 害 ア ッ セ イ に お け る 対 象 の I
FN-α サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 又 は 約 ０ ． ７ ： g/mlか ら 又 は 約 ２ ０ ： g/mlま で の
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、 又 は 約 ０ ． ７ ： g/mlか ら 又 は 約 １ ０ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ７ ： g/mlか ら 又 は 約 ５ ：
g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ７ ： g/mlか ら 約 ４ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ７ ： g/mlか ら 又 は 約
３ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ７ ： g/mlか ら 約 ２ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ７ ： g/mlか ら 約
１ ： g/mlま で の EC50を 示 す 。
【 ０ １ １ ８ 】
本 発 明 の そ の 他 の 側 面 で は 、 対 象 で あ る IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和
化 を 示 す 抗 IFN-α 抗 体 は 、 上 に 記 載 の A549細 胞 EMCウ イ ル ス 阻 害 ア ッ セ イ に お け る 対 象 の I
FN-α サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 又 は 約 ０ ． ８ ： g/mlか ら 又 は 約 ２ ０ ： g/mlま で の
、 又 は 約 ０ ． ８ ： g/mlか ら 又 は 約 １ ０ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ８ ： g/mlか ら 又 は 約 ５ ：
g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ８ ： g/mlか ら 約 ４ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ８ ： g/mlか ら 又 は 約
３ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ８ ： g/mlか ら 約 ２ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ８ ： g/mlか ら 約
１ ： g/mlま で の EC50を 示 す 。
【 ０ １ １ ９ 】
本 発 明 の そ の 他 の 側 面 で は 、 対 象 で あ る IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和
化 を 示 す 抗 IFN-α 抗 体 は 、 上 に 記 載 の A549細 胞 EMCウ イ ル ス 阻 害 ア ッ セ イ に お け る 対 象 の I
FN-α サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 又 は 約 ０ ． ９ ： g/mlか ら 又 は 約 ２ ０ ： g/mlま で の
、 又 は 約 ０ ． ９ ： g/mlか ら 又 は 約 １ ０ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ９ ： g/mlか ら 又 は 約 ５ ：
g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ９ ： g/mlか ら 約 ４ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ９ ： g/mlか ら 又 は 約
３ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ９ ： g/mlか ら 約 ２ ： g/mlま で の 、 又 は 約 ０ ． ９ ： g/mlか ら 約
１ ： g/mlま で の EC50を 示 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
本 発 明 の そ の 他 の 側 面 で は 、 対 象 で あ る IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 す る 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和
化 を 示 す 抗 IFN-α 抗 体 は 、 上 に 記 載 の A549細 胞 EMCウ イ ル ス 阻 害 ア ッ セ イ に お け る 対 象 の I
FN-α サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ に 関 し て 、 又 は 約 １ ： g/mlか ら 又 は 約 ２ ０ ： g/mlま で の 、 又
は 約 １ ： g/mlか ら 又 は 約 １ ０ ： g/mlま で の 、 又 は 約 １ ： g/mlか ら 又 は 約 ５ ： g/mlま で の 、
又 は 約 １ ： g/mlか ら 約 ４ ： g/mlま で の 、 又 は 約 １ ： g/mlか ら 又 は 約 ３ ： g/mlま で の 、 又 は
約 １ ： g/mlか ら 約 ２ ： g/mlま で の EC50を 示 す 。
【 ０ １ ２ １ 】
（ iii） ク ロ ス -ブ ロ ッ キ ン グ ア ッ セ イ
興 味 の 対 象 で あ る 抗 体 に よ っ て 結 合 し た IFN-α 上 の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 抗 体 の ス ク リ ー
ニ ン グ の た め に 、 Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 
Ed Harlow及 び David Lane(1988)に 記 載 さ れ た 日 常 的 な ク ロ ス ブ ロ ッ キ ン グ ア ッ セ イ を お
こ な う こ と が で き る 。 あ る い は 又 は さ ら に は 、 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ は 当 該 分 野 で 知 ら れ
て い る 方 法 に よ っ て お こ な う こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ
て 結 合 し た IFN-α エ ピ ト ー プ は 、 Fendlyら . Cancer Research 50:1550-1558(1990)に 記 載
の よ う な 競 合 結 合 解 析 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 そ の 他 の 実 施 で は 、 ク ロ ス ブ ロ ッ
キ ン グ 研 究 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 の 直 接 蛍 光 に よ っ て お こ な う こ と が で き る 。
こ の 方 法 で は 、 興 味 の 対 象 で あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 確 立 さ れ た 手 法 を 用 い て 、 フ ル
オ レ ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ FITC） と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る （ Wofsyら . Selected 
Method in Cellular Immunology, p.287, Mishel及 び Schiigi（ 編 ）  San Francisco: W. 
J. Freeman Co.(1980)） 。 選 択 し た IFN-α を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル 上 に 層 状
に し 、 そ の 層 状 に し た ウ ェ ル を 、 （ １ ） 興 味 の 対 象 の FITC-標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及
び （ ２ ） 非 標 識 試 験 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 混 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 抗 体 に よ っ て 表 示
さ れ た ク ロ ス ブ ロ ッ キ ン グ の レ ベ ル を 定 め る た め に 、 各 ウ ェ ル の 蛍 光 を 定 量 化 し た 。 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 関 連 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て ５ ０ ％ 又 は そ
れ よ り 高 く 、 そ れ ぞ れ が 他 の 結 合 を ブ ロ ッ ク し た 場 合 、 エ ピ ト ー プ を 共 有 す る も の と 考 え
ら れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
細 胞 ベ ー ス 生 物 学 的 ア ッ セ イ で 得 ら れ た 結 果 は 、 そ の 後 、 動 物 、 例 え ば マ ウ ス 、 モ デ ル 、
及 び ヒ ト 臨 床 試 験 で の 試 験 に よ っ て 追 跡 す る こ と が で き る 。 望 ま し く は 、 所 望 さ れ る 特 性
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を 有 す る と 同 定 さ れ た マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 技 術 に よ っ
て キ メ ラ 抗 体 へ 変 換 、 又 は ヒ ト 化 す る こ と が で き 、 そ れ に は 、 そ の 開 示 が こ こ で 参 考 文 献
に よ っ て 取 り 入 れ ら れ て い る 米 国 特 許 第 5,821,337号 に 記 載 の よ う に 「 遺 伝 子 変 換 突 然 変
異 」 を 含 む 。 こ こ で の 特 定 の 抗 IFN-α 抗 体 の ヒ ト 化 は 、 ま た 、 下 の 実 施 例 に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
（ iv） フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法
本 発 明 の 抗 IFN-α 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 （ 例 え ば 、 Fab、 F(ab') 2 、 等 ） 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 IFN-α 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 . (1991), 上 掲 に 記 載 の 適 切 な 定 常 領 域 （ Fc)配 列 を 用 い
て の 全 長 抗 IFN-α 抗 体 ク ロ ー ン の 構 築 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ の 構 築
抗 体 の 抗 原 結 合 ド メ イ ン は 、 そ れ ぞ れ 約 １ １ ０ 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 （ CDRs） が 存 在 す る 。 可 変 領 域 は 、 Winterら ， 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 Fv
（ 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 D(ab') 2
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又 は F(ab') 2 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 。
【 ０ １ ２ ５ 】
動 物 の 天 然 レ パ ー ト リ ー （ 抗 原 刺 激 前 の レ パ ー ト リ ー ） は 、 そ れ に 本 質 的 に ど ん な 非 自 己
分 子 と 中 程 度 の 親 和 性 （ 約 １ ０ ６ か ら １ ０ ７ M－ １ の K d

- 1 ） で 結 合 す る こ と が で き る 抗 体
を 提 供 す る 。 抗 体 結 合 部 位 の 配 列 多 様 性 は 、 生 殖 細 胞 に 直 接 に コ ー ド さ れ て お ら ず 、 V遺
伝 子 か ら 組 み 合 わ せ 様 式 で ア セ ン ブ リ し て い る 。 ヒ ト 重 鎖 で は 、 第 一 の ２ つ の 超 可 変 ル ー
プ （ H1及 び H2） は 、 ５ ０ 未 満 の VH遺 伝 子 セ グ メ ン ト か ら 得 ら れ 、 そ れ は Dセ グ メ ン ト 及 び J
Hセ グ メ ン ト と 組 み 合 わ せ ら れ て 第 三 の 超 可 変 ル ー プ （ H3） を 作 り 出 す 。 ヒ ト 軽 鎖 で は 、
第 一 の ２ つ の 超 可 変 ル ー プ （ L1及 び L2） 及 び 第 三 （ L3） の 殆 ど は 、 お よ そ ３ ０ 未 満 の V8、
及 び お よ そ ３ ０ 未 満 の V6セ グ メ ン ト か ら 得 ら れ 、 第 三 の 超 可 変 ル ー プ （ L3)を 完 成 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
幹 細 胞 の V遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 各 組 み 合 わ せ 再 配 列 は 、 一 本 の VH-VL組 み 合 わ せ を 発 現 す る
B細 胞 を 生 じ る 。 免 疫 化 は 、 免 疫 原 に 結 合 し て 増 幅 （ ク ロ ー ン 性 増 殖 ） し 、 対 応 す る 抗 体
を 分 泌 す る 組 み 換 え を 作 り 出 す よ う 任 意 の B細 胞 を 誘 発 す る 。 こ れ ら の 天 然 抗 体 は 、 そ の
後 、 突 然 変 異 誘 発 の 過 程 及 び 親 和 性 成 熟 と し て 知 ら れ て い る 選 択 に よ っ て 高 親 和 性 （ 10 9 -
10 1 0 M - 1 の K d

- 1 ） へ 成 熟 す る 。 こ の 時 点 の 後 に 、 通 常 、 細 胞 を 除 か れ て ハ イ ブ リ ド ー マ を
調 製 さ れ 、 高 親 和 性 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 生 成 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
こ の 過 程 の ３ つ の 段 階 の 後 、 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ら ， Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455(1994)に
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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ら ， EMBO J, 1
2: 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 、 Hoogenboom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又 は VIII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 。
【 ０ １ ２ ８ 】
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ は 、 B細 胞 を 模 倣 す る 。 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ら
， J. Mol. Biol. 222: 581-597(1991)に 記 載 の よ う な 、 又 は 、 例 え ば 、 Hoogenboomら ， Nu
cl. Acids. Res., 19: 4133-4137(1991)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（ F(ab') 2 を 含 む ） 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 。 抗 体 断 片 が pIIIの N末 端 と 融 合 し て
い る 場 合 、 フ ァ ー ジ は 感 染 性 が あ る 。 し か し 、 pIIIの N末 端 ド メ イ ン が 切 り 出 さ れ て 、 融
合 物 が 第 二 の ド メ イ ン で 作 製 さ れ 、 フ ァ ー ジ は 感 染 力 が な く 、 野 生 型 pIIIは ヘ ル パ ー フ ァ
ー ジ に よ っ て 提 供 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
pIII融 合 物 及 び フ ァ ー ジ の 他 の タ ン パ ク 質 は 、 同 じ フ ァ ー ジ レ プ リ コ ン 内 で 、 又 は 異 な る
レ プ リ コ ン 上 で す べ て が コ ー ド さ れ る 可 能 性 が あ る 。 ２ つ の レ プ リ コ ン が 利 用 さ れ る 場 合
、 こ の pIII融 合 物 は 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 フ ァ ー ジ 複 製 起 点 を 有 す る プ ラ ス ミ ド 上 で コ ー ド さ
れ る 。 フ ァ ー ジ ミ ド は 、 pIIIを 含 む す べ て の フ ァ ー ジ タ ン パ ク 質 を 提 供 す る M13K07の よ う
な ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ に よ る 「 レ ス キ ュ ー 」 に よ っ て フ ァ ー ジ 粒 子 へ パ ッ ケ ー ジ さ れ る こ と
が 可 能 で あ る が 、 欠 陥 の あ る 起 点 の た め に 、 そ の も の は 、 Vieira及 び Messing, Meth. Enz
ymol., 153: 3-11(1987)に 記 載 の よ う に 、 競 合 し て フ ァ ー ジ ミ ド と と も に 不 十 分 に パ ッ ケ
ー ジ さ れ る 。 好 ま し い 方 法 で は 、 Bassら ， Proteins, 8: 309-314(1990)及 び 国 際 公 開 第 92
/09690号 （ 1992年 6月 11日 に 出 版 の PCT/US91/09133） に 記 載 の よ う に 、 組 み 換 え フ ァ ー ジ
が 粒 子 の 表 面 上 に Fvコ ー ト タ ン パ ク 質 の １ つ よ り 多 い コ ピ ー を 表 示 す る 微 量 に す ぎ な い フ
ァ ー ジ 粒 子 を 許 容 す る 条 件 下 で 生 育 で き う る よ う に 、 フ ァ ー ジ 表 示 系 は 設 計 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
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 IFN-α 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 な ら ば 、 検
体 を IFN-α 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 他 の 末 梢 血 リ
ン パ 球 （ PBLs） で あ る 循 環 B細 胞 を 、 ラ イ ブ ラ リ 構 築 の た め に 回 収 す る 。 好 ま し い 実 施 態
様 で は 、 IFN-α 免 疫 化 が 、 IFN-α に 対 す る ヒ ト 配 列 抗 体 を 産 す る B細 胞 を 生 じ る よ う に 、
抗 ヒ ト IFN-α ク ロ ー ン に 有 利 な よ う に 偏 っ て い る 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 （ 及 び 、 機 能 的 な 内 因 性 抗 体 産 生 系 を 欠 く ） を 有 す る
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 抗 ヒ ト IFN-α 抗 体 応 答 を 生 成 す る こ と に よ っ て 得 ら れ
る 。
【 ０ １ ３ １ 】
そ の 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 IFN-α サ ブ タ イ プ に 対 す る 幅 広 い 活 性 を 有 す る 抗 IFN-α
抗 体 を 産 す る B細 胞 を 含 む 抗 体 応 答 を 生 成 す る た め に 、 動 物 は 、 種 々 の 、 好 ま し く は す べ
て が IFN-α サ ブ タ イ プ の 混 合 物 で 免 疫 化 さ れ る 。 そ の 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 動 物 は
、 下 の 実 施 例 １ に 記 載 の よ う な 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス に よ り 誘 導 さ れ る バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫
細 胞 （ ナ マ ル バ 細 胞 ） に よ っ て 分 泌 さ れ る ヒ ト リ ン パ 芽 球 腫 イ ン タ ー フ ェ ロ ン に 存 在 す る
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ヒ ト IFN-α サ ブ タ イ プ の 混 合 物 で 免 疫 化 さ れ る 。 そ の よ う な ヒ ト リ ン パ 芽 腫 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン の 適 切 な 調 製 物 は 、 シ グ マ 化 学 会 社 、 セ ン ト ル イ ス , ミ ズ ー リ ー 州 か ら 商 業 的 （ 製 品
第 I-9887） に 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
抗 IFN-α 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 IFNα 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 、 IFNα 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 IFNα 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 。
【 ０ １ ３ ３ 】
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 、 IFNα 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 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 。 興 味 の 対 象 で あ
る 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 、 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 。
【 ０ １ ３ ４ 】
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ら ， 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 、 そ れ に 続 く 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 （ PC
R） 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ら , (1989)及 び Wardら ， 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ら ， Biotechnol., 9:88-89(1991)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ら ， Proc. Natl. Acad. 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ら (
1989)又 は Sastryら (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 。 好 ま し く は 、 例 え ば 、 Marksら ， J. Mol. Biol., 222: 581-597(1991)の 方 法 に 記 載 の
よ う に 、 又 は Orumら ， Nucleic Acids 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
ら (1989)に 記 載 の よ う に 、 又 は Clacksonら ， Nature, 352: 624-628(1991)に 記 載 の よ う に
タ グ 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 。
【 ０ １ ３ ５ 】
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 が 決 定 （ Tomlin
sonら , J. Mol. Biol. 227: 776-798(1992)に 報 告 さ れ て い る ） 、 そ し て マ ッ ピ ン グ さ れ
て い る （ Matsudaら ， 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ら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457-446
1(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 V6及 び V8セ グ メ ン ト は ク ロ ー ニ ン グ
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及 び 配 列 決 定 が な さ れ （ Williams及 び Winter，  Eur. J. Immunol., 23: 1456-1461(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 。
【 ０ １ ３ ６ 】
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ら , 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ら , Nucl. Acids Res.
, 21: 2265-2266(1993)に 記 載 の loxP系 に よ っ て イ ン ビ ボ で 組 み 換 え す る こ と が 可 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 。 未 処
理 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 １ ０ １ ２ 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 １ ０ - 8 Mの Kｄ

- 1 ） の 多 く の 多 様 な 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
別 法 と し て 、 こ の レ パ ー ト リ ー は 、 例 え ば Barbasら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 7
978-7982(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 、 又 は 、 Claksonら ,
 Nature, 352: 624-628(1991)に 記 載 の よ う に PCR、 続 い て 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 、 Emble
tonら , 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 。
【 ０ １ ３ ８ 】
未 処 理 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 性
（ 約 １ ０ ６ ～ １ ０ ７ M - 1 の K d

- 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ら , 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ら , 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 、 興 味 の 対 象 で あ る 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 14
日 に 発 行 ） 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ら , Biote
chnol. 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 V
L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 で の 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 、 １ ０ - 9 M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 。
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【 ０ １ ３ ９ 】
抗 IFNα ク ロ ー ン の た め の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ の パ ニ ン グ
ａ ． IFNα の 合 成
こ こ で 用 い ら れ て い る IFNα サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 公 開 さ れ た イ ン タ ー フ
ェ ロ ン の ア ミ ノ 酸 及 び 核 酸 配 列 、 例 え ば 、 J. Interferon Res., 13: 443-444(1993)の 種
々 の I型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の ゲ ノ ム 及 び cDNA配 列 を 有 す る 参 考 文 献 の 編 集 、 及 び そ こ で 引
用 さ れ て い る 参 考 文 献 を 利 用 し て 設 計 す る こ と が で き る 。 IFNα A（ IFNα 2） 、 IFNα B（ IF
Nα 8） 、 IFNα C（ IFNα 10） 、 IFNα D（ IFNα 1） 、 IFNα E（ IFNα 22） 、 IFNα F（ IFNα 21
） 、 IFNα G（ IFNα 5） 、 及 び IFNα H（ IFNα 14） ア ミ ノ 酸 配 列 又 は cDNA配 列 に つ い て は 、 G
oeddelら , Nature, 290: 20-26(1981)の 23-24頁 に あ る 図 ３ 及 び ４ を 参 照 せ よ 。 IFNα 7（ I
FNα J） の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る cDNAに つ い て は 、 Cohenら , Dev. Biol. Standard, 6
0: 111-122(1985)を 参 照 せ よ 。 興 味 の 対 象 で あ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン を コ ー ド す る DNAは 、
当 該 分 野 で 既 知 の 種 々 の 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 限 定 さ れ る も の で は な
い が 、 こ れ ら の 方 法 に は 、 Engelsら , Agnew. Chem. Int. Ed. Engl., 28:716-734(1989)
に 記 載 さ れ て い る 任 意 の 方 法 に よ る 化 学 合 成 、 例 え ば ト リ エ ス テ ル 、 亜 リ ン 酸 塩 、 ホ ス ホ
ラ ミ ダ イ ト 及 び H-ホ ス ホ ネ ー ト 法 が 含 ま れ る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 発 現 宿 主 細 胞 に よ っ
て 好 ま れ る コ ド ン は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン コ ー ド 化 DNAの 設 計 に 利 用 さ れ る 。 あ る い は 、 イ
ン タ ー フ ェ ロ ン を コ ー ド す る DNAは 、 ゲ ノ ム 又 は cDNAラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 す る こ と が 可 能
で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
興 味 の 対 象 で あ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン を コ ー ド す る DNA分 子 の 構 築 に 続 い て 、 そ の DNA分 子 は
、 プ ラ ス ミ ド 等 の 発 現 ベ ク タ ー の 発 現 コ ン ト ロ ー ル 配 列 と 作 用 可 能 に 連 結 し 、 こ の コ ン ト
ロ ー ル 配 列 は 、 そ の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る 。 一 般 的 に 、 プ
ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 、 そ の 宿 主 細 胞 と 適 合 す る 種 か ら 誘 導 さ れ た 複 製 及 び コ ン ト ロ ー ル 配
列 を 有 す る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 通 常 は 、 形 質 転 換 細 胞 で 表 現 型 の 選 択 を 提 供 す る こ と が 可
能 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 だ け で な く 複 製 部 位 を 有 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
原 核 生 物 宿 主 中 で の 発 現 に 関 し て は 、 好 適 な ベ ク タ ー に は pBR322（ ATCC第 37017） 、 phGH1
07（ ATCC第 40011） 、 pBO475、 pS0132、 pRIT5、 pRIT20又 は pRIT30シ リ ー ズ の 任 意 の ベ ク タ
ー （ Nilsson及 び Abrahmsen , Meth. Enzymol., 185:144-161(1990)） 、 pRIT2T、 pKK233-2
、 pDR540及 び pPL-ラ ム ダ が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 原 核 生 物 宿 主 細 胞 に は
、 大 腸 菌 K12株 294(ATCC第 31446)、 大 腸 菌 株 JM101（ Messing等 , Nucl. Acid Res., 9:309(
1981)） 、 大 腸 菌 株 B、 大 腸 菌 II1776(ATCC第 31537)、 大 腸 菌 c600（ Appleyard, Genetics, 
39: 440(1954)） 、 大 腸 菌 W3110(F-、 ガ ン マ -、 原 栄 養 菌 株 、 ATCC第 27325)、 大 腸 菌 株 27C7
（ W3110、 tonA、 phoA、 E15、 （ argF-lac） 169、 ptr3、 degP41、 ompT、 kan r ） （ 米 国 特 許
第 5,288,931号 、 ATCC第 55244） 、 枯 草 菌 、 サ ル モ ネ ラ 菌 、 セ ラ チ ア ・ マ ル セ ッ セ ン ス 、 及
び シ ュ ー ド モ ナ ス 種 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
原 核 生 物 に 加 え て 、 真 核 生 物 体 、 例 え ば 酵 母 菌 、 あ る い は 多 細 胞 生 物 体 由 来 の 細 胞 を 宿 主
細 胞 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 一 般 的 な パ ン 酵 母 又 は サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ヴ ィ シ ア
の よ う な 酵 母 宿 主 細 胞 中 で の 発 現 に 関 し て は 、 好 適 な ベ ク タ ー に は 、 ２ ミ ク ロ ン プ ラ ス ミ
ド に 基 づ く エ ピ ソ ー ム 的 に 複 製 す る ベ ク タ ー 、 組 込 み 型 ベ ク タ ー 、 及 び 酵 母 人 工 染 色 体 （
YAC） ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 SF9細 胞 の よ う な 昆 虫 宿 主 細 胞 で の 発 現 に 関 し て は 、 好 適 な ベ
ク タ ー に は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 植 物 宿 主 細 胞 、 特 に タ バ コ の よ う な 双
子 葉 植 物 宿 主 に お け る 発 現 に 対 し て は 、 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー に は ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ
メ フ ァ シ エ ン ス の Ｔ ｉ プ ラ ス ミ ド に 由 来 す る ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
し か し な が ら 、 関 心 は 脊 椎 動 物 宿 主 細 胞 に 対 し て 最 も 大 き い 。 有 用 な 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 の
例 に は 、 SV40に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た サ ル 腎 臓 CV1株  (COS-7, ATCC CRL 1651);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. G
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en Virol., 36:59 (1997)） ； ハ ム ス タ ー 乳 児 腎 細 胞 (BHK, ATCC CCL 10)； チ ャ イ ニ ー ズ
ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ／ -Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ (CHO, Urlaub及 び Chasin (1980), Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, 77:4216)； 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 CCL 70)； ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル の 腎 細 胞 (VERO-76, ATC
C CRL-1587)； ヒ ト 子 宮 頸 癌 細 胞  (HELA, ATCC CCL 2)；  イ ヌ 腎 細 胞  (MDCK, ATCC CCL 34
)； バ ッ フ ァ ロ ー ラ ッ ト 肝 細 胞  (BRL 3A, ATCC CRL 1442)； ヒ ト 肺 細 胞  (W138, ATCC CCL 
75)； ヒ ト 肝 細 胞  (Hep G2, HB 8065)； マ ウ ス 乳 房 腫 瘍 (MMT 060562, ATTC CCL51)； TRI細
胞 （ Mother等 , Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68(1982)） ； MRC5細 胞 ； FS4細 胞 ； 及 び
ヒ ト 肝 癌 細 胞 株 (HepG2)が 含 ま れ る 。 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 に 対 し て は 、 有 用 な
ベ ク タ ー に は 、 SV40由 来 の ベ ク タ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー 、 例 え ば pRK5
及 び pRK7を 含 む pRKベ ク タ ー （ Suva等 , Science, 237:893-896 (1987); 欧 州 特 許 第 307,24
7号 (3/15/89)、 欧 州 特 許 第 278,776号 (8/17/88))、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 又 は 他 の ポ ッ ク ス
ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー 、 及 び モ ロ ニ ー の マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス （ MoMLV） 由 来 の ベ ク タ
ー の よ う な レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
場 合 に よ っ て は 、 対 象 の ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ は 宿 主 細 胞 に よ っ て 培 地 中 へ の
発 現 産 物 の 分 泌 を 生 じ さ せ る 分 泌 リ ー ダ ー 配 列 に 作 用 可 能 に 結 合 さ れ る 。 分 泌 リ ー ダ ー 配
列 の 例 に は 、 stII、 エ コ チ ン （ ecotin） 、 lamB、 ヘ ル ペ ス GD、 lpp、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 、 イ ン ベ ル タ ー ゼ 、 及 び ア ル フ ァ 因 子 が 含 ま れ る 。 こ こ で の 使 用 に ま た 適 し て い る の
は プ ロ テ イ ン Ａ の ３ ６ ア ミ ノ 酸 リ ー ダ ー 配 列 で あ る （ Abrahmsenら , EMBO J., 4:3901(198
5) ） 。
宿 主 細 胞 は こ の 発 明 の 上 述 の 発 現 又 は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 好
ま し く は 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 す る 遺 伝 子 を 増 幅 す る の に 適 す る よ う に 変 性 さ れ た 一 般 的 な 培 養 液 中 で 培 養 さ れ る
。
【 ０ １ ４ ５ 】
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と は 、 実 際 に 任 意 の コ ー ド 化 配 列 が 発 現 す る か ど う か 分 か ら な い 宿
主 細 胞 に よ る 発 現 ベ ク タ ー の 取 り 込 み を 意 味 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 多 く の 方 法 は
、 通 常 の 技 能 を 有 す る 技 術 者 に 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 CaPO 4 及 び 電 気 穿 孔 法 が あ る 。 一
般 に 成 功 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 宿 主 細 胞 内 で 該 ベ ク タ ー の 働 き の 兆 候 が 現 れ た 時
に 認 識 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
形 質 転 換 と は 、 DNAが 染 色 体 外 成 分 と し て 又 は 染 色 体 組 み 込 み に よ っ て の い ず れ か で 複 製
可 能 と な る よ う に 、 生 物 に DNAを 導 入 す る こ と を 意 味 す る 。 用 い る 宿 主 細 胞 に よ っ て 、 そ
の 細 胞 に 適 し た 基 本 的 な 技 術 を 用 い て 形 質 転 換 は 行 わ れ る 。 Sambrookら , Molecular Clon
ing（ 第 ２ 版 ） コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 研 究 所 , ニ ュ ー ヨ ー ク （ 1989） の セ ク シ ョ ン 1
.82に 記 載 さ れ て い る よ う な 塩 化 カ ル シ ウ ム を 用 い る カ ル シ ウ ム 処 理 は 、 一 般 に 頑 丈 な 細
胞 壁 バ リ ヤ ー を 持 つ 原 核 生 物 又 は 他 の 細 胞 で 利 用 さ れ る 。 Shawら , Gene, 23:315(1983)及
び １ ９ ８ ９ 年 ６ 月 ２ ９ 日 公 開 の 国 際 公 開 89/05859に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ア グ ロ バ ク テ
リ ウ ム ・ ト ゥ メ フ ァ シ エ ン ス に よ る 感 染 は 、 或 る 種 の 植 物 細 胞 の 形 質 転 換 に 用 い ら れ る 。
こ の よ う な 細 胞 壁 の な い 哺 乳 動 物 の 細 胞 に 関 し て は 、 Sambrookら , 上 掲 の セ ク シ ョ ン 16.3
0-16.37に 記 載 さ れ て い る リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 が 好 ま し い 。 哺 乳 動 物 細 胞 の 宿 主 系 形
質 転 換 の 一 般 的 な 態 様 は 、 Axelに よ る 1983年 8月 16日 に 発 行 の 米 国 特 許 第 4,399,216号 に 記
載 さ れ て い る 。 酵 母 菌 中 へ の 形 質 転 換 は 、 典 型 的 に は 、 Van Solingenら , J. Bact., 130:
946 (1977)及 び Hsiaoら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (1979)の 方 法 に 従 っ て
実 施 さ れ る 。 し か し な が ら 、 例 え ば 、 核 注 入 、 電 気 穿 孔 法 に よ る 、 又 は プ ロ ト プ ラ ス ト 融
合 等 に よ り Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞 中 に 導 入 す る 他 の 方 法 も 利 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
興 味 の 対 象 で あ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン を 産 す る た め に 用 い る 原 核 生 物 宿 主 細 胞 は 、 一 般 的 に
、 Sambrookら , 上 掲 に 記 載 の よ う に 培 養 す る こ と が 可 能 で あ る 。
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【 ０ １ ４ ８ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド を 作 成 す る の に 使 用 さ れ る 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 は 、 様 々 な 培 地 で 培 養 す る
こ と が で き る 。 商 業 的 に 入 手 可 能 な 培 地 、 例 え ば ハ ム (Ham)の F10(シ グ マ )、 最 小 必 須 培 地
((MEM)、 シ グ マ )、 RPMI-1640(シ グ マ )及 び ダ ル ベ ッ コ の 改 良 イ ー グ ル 培 地 ((DMEM)、 シ グ
マ )が 宿 主 細 胞 の 培 養 に 好 適 で あ る 。 さ ら に 、 参 考 文 献 と し て こ こ で 取 り 入 れ ら れ て い る
す べ て の 開 示 で あ る Ham及 び Wallace, Meth. in Enz. 58:44(1979), Barnes及 び Sato, Ana
l. Biochem. 102:255(1980), 米 国 特 許 第 4,767,704号 ； 同 4,657,866号 ； 同 4,927,762号 ；
又 は 同 4,560,655号 ； 国 際 公 開 第 90/03430号 ； 国 際 公 開 第 87/00195号 ； 米 国 特 許 再 発 行 第 3
0,985号 ； 又 は 米 国 特 許 第 5,122,469号 に 記 載 さ れ た 任 意 の 培 地 は 、 宿 主 細 胞 の た め の 培 地
と し て 使 用 で き る 。 こ れ ら の 培 地 は い ず れ も 、 ホ ル モ ン 及 び ／ 又 は 他 の 成 長 因 子 (例 え ば
イ ン ス 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 シ ド (例
え ば ア デ ノ シ ン 、 及 び チ ミ ジ ン )、 抗 生 物 質 (例 え ば 、 ゲ ン タ マ イ シ ン (商 品 名 ） 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 同 等 の 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 以 前 か ら 用 い ら れ て い る も の
で あ り 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ９ 】
こ の 開 示 で 言 及 し て い る 宿 主 細 胞 に は 、 宿 主 動 物 内 の 細 胞 だ け で な く イ ン ビ ト ロ 培 養 で の
細 胞 が 含 ま れ る 。
細 胞 内 発 現 系 又 は 細 胞 膜 周 辺 腔 分 泌 系 で は 、 宿 主 細 胞 膜 /細 胞 壁 を 破 壊 す る こ と に よ っ て
（ 例 え ば 、 浸 透 圧 シ ョ ッ ク 又 は 界 面 活 性 剤 に 宿 主 細 胞 膜 を 可 溶 化 す る こ と に よ っ て ） 、 組
み 換 え 発 現 し た イ ン タ ー フ ェ ロ ン タ ン パ ク 質 を 培 養 細 胞 か ら 回 収 す る こ と が で き る 。 あ る
い は 、 細 胞 外 分 泌 系 で は 、 組 み 換 え タ ン パ ク 質 は 、 培 養 培 地 か ら 回 収 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 第 一 段 階 と し て 、 培 養 液 又 は ラ イ セ ー ト を 遠 心 分 離 し て す べ て の 粒 子 状 細 胞 片 を 取 り
除 く 。 次 い で 、 膜 及 び 可 溶 性 タ ン パ ク 質 分 画 を 分 離 す る 。 通 常 は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン は 、
可 溶 性 タ ン パ ク 質 分 画 か ら 精 製 す る 。 IFNα が 膜 結 合 種 と し て 発 現 し た な ら ば 、 そ の 膜 結
合 ペ プ チ ド は 、 界 面 活 性 剤 に よ る 可 溶 化 に よ っ て 膜 分 画 か ら 回 収 す る こ と が 可 能 で あ る 。
そ の 後 、 粗 ペ プ チ ド 抽 出 物 は 、 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー 又 は イ オ ン 交 換 カ ラ ム で の 分 画 化 ； エ
タ ノ ー ル 沈 降 ； 逆 相 HPLC； シ リ カ 又 は DEAE等 の カ チ オ ン 交 換 樹 脂 で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
； ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ ； SDS-PAGE； 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 塩 析 ； 例 え ば セ フ ァ デ ッ ク ス G-
75を 用 い た ゲ ル 濾 過 ； 疎 水 性 ア フ ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 及 び 基 質 へ 固 定 化 し た イ ン タ ー フ ェ ロ ン
レ セ プ タ ー を 用 い た リ ガ ン ド ア フ ィ ニ テ ィ ー 等 の 適 切 な 手 法 に よ っ て さ ら に 精 製 す る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
こ こ で 用 い ら れ る ヒ ト IFNα の 多 く は 、 例 え ば 、 シ グ マ （ セ ン ト ル イ ス , ミ ズ ー リ ） 、 カ
ル ビ オ ケ ム -ノ バ ビ オ ケ ム ・ コ ー ポ レ ー シ ョ ン （ サ ン デ ィ エ ゴ , カ リ フ ォ ル ニ ア ） 又 は ア
キ ュ レ イ ト ・ ケ ミ カ ル ＆ サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク ・ コ ー ポ レ ー シ ョ ン （ ウ エ ス ト ベ リ ー ， ニ
ュ ー ヨ ー ク ） 等 の 商 業 的 ソ ー ス か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
Maniatisら , Molecular Cloing: A Laboratory Manual, コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 研
究 所  出 版 , コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー , ニ ュ ー ヨ ー ク （ 1989） に 記 載 さ れ て い る 標 準
的 ク ロ ー ニ ン グ 手 法 を 用 い て 、 大 腸 菌 の 細 胞 膜 周 辺 腔 へ の 種 々 の hIFNα の 種 の ト ラ ン ス ロ
ケ ー シ ョ ン を 導 く プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る 。 プ ラ イ マ ー へ 付 加 し た NsiI及 び StyI制 限 部 位 を
用 い て 、 Goeddelら , Nature 290: 20-26(1981)に 開 示 さ れ た hIFNα の 種 々 の サ ブ タ イ プ の
cDNAク ロ ー ン へ PCR反 応 を 施 す 。 こ れ ら の PCR産 物 を 、 そ の 後 、 Cunninghamら , Science 24
3: 1330-1336(1989)に 記 載 さ れ て い る 発 現 ベ ク タ ー pB0720の 対 応 部 位 へ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
し た 。 Changら , Gene 55: 189-196(1987)に 記 載 の よ う に 、 こ の 結 果 に よ っ て 得 ら れ た プ
ラ ス ミ ド に よ り 、 hIFNα サ ブ タ イ プ の 産 生 は 大 腸 菌 phoAプ ロ モ ー タ ー 及 び 熱 安 定 性 エ ン テ
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ロ ト キ シ ン IIシ グ ナ ル ペ プ チ ド の コ ン ト ロ ー ル 下 に 置 か れ る 。 各 遺 伝 子 の 正 確 な DNA配 列
は 、 United States Biochemical Sequence Kit バ ー ジ ョ ン 2.0を 利 用 し て 確 か め ら れ る 。
各 プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌 株 27C7（ ATCC#55244） へ 形 質 転 換 し 、 Carterら , Bio/Technology 1
0: 163-167(1992)に 記 載 の よ う に １ ０ リ ッ タ ー 発 酵 糟 で 生 育 さ せ る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 各 IFNα を 含 有 す る 大 腸 菌 ペ ー ス ト か ら ヒ ト hIFNを 精 製 す る 。
細 菌 細 胞 を 溶 解 し 、 そ の ラ イ セ ー ト を １ ０ ， ０ ０ ０ ｘ ｇ で 遠 心 分 離 し て 細 片 を 取 り 除 く 。
Staehelinら , Proc. Natl. Acad. Sci. 78: 1848-1852(1981)に 記 載 さ れ て い る よ う に し
て 得 た マ ウ ス 抗 hIFN-α B抗 体 （ LI-1） を 含 有 す る 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム へ そ の 上 澄 み
液 を 注 い だ 。 Royら , Journal of Chromatography, 303: 225-228(1984)の 方 法 の 改 良 に よ
っ て 、 LI-1を コ ン ト ロ ー ル さ れ た ポ ア ガ ラ ス へ 固 定 化 し た 。 結 合 し た イ ン タ ー フ ェ ロ ン を
、 ２ ０ ％ （ w/v） グ リ セ ロ ー ル を 含 有 す る 0.1M ク エ ン 酸 、 pH3.0に よ っ て カ ラ ム か ら 溶 出
し た 。 精 製 し た IFNを SDS-PAGE及 び 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 解 析 し 、 こ こ に 記 載 さ れ
て い る よ う に し て 、 hIFN-誘 導 抗 ウ イ ル ス ア ッ セ イ に よ っ て 生 物 活 性 に つ い て ア ッ セ イ し
た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
Rehbergら , J. Biol. Chem., 257: 11497-11502(1992)又 は Horisberger及 び Marco, Pharm
ac. Ther., 66: 507-534(1995)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ヒ ト IFNα 2/1ハ イ ブ リ ッ ド 分 子
（ IFNα 2 1 - 6 2 /α 6 4 - 1 6 6 ） を 得 た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
ｂ ． IFNα の 固 定 化
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ク ロ ー ン の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 で の 利 用 の た め
に 、 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 、 ア ク リ ル ア ミ ド ビ ー ズ 、 ガ ラ ス ビ ー ズ 、 セ ル ロ ー ス 、 種
々 の ア ク リ ル コ ポ リ マ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ル メ タ ク リ ル ゲ ル 、 ポ リ ア ク リ ル 及 び ポ リ メ タ ク リ
ル コ ポ リ マ ー 、 ナ イ ロ ン 、 中 性 及 び イ オ ン 性 担 体 等 の 適 切 な 基 質 へ 精 製 し た IFN α を 付 着
さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 基 質 へ の IFNα タ ン パ ク 質 の 付 着 は 、 Methods in Enzymology, 
４ ４ 巻 （ 1976） に 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ っ て 完 遂 す る こ と が で き る 。 ア ガ ロ ー ス 、 デ キ
ス ト ラ ン 又 は セ ル ロ ー ス 等 の 多 糖 類 基 質 へ タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド を 付 着 さ せ る た め に 広 く 用
い ら れ て い る 技 術 に は 、 ハ ロ ゲ ン 化 シ ア ン に よ る 担 体 の 活 性 化 、 そ れ に 続 く 、 活 性 化 基 質
へ の ペ プ チ ド リ ガ ン ド の 第 １ 級 脂 肪 族 又 は 芳 香 族 ア ミ ン の カ ッ プ リ ン グ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
あ る い は 、 IFNα は 、 吸 収 プ レ ー ト の ウ ェ ル を コ ー テ ィ ン グ す る こ と に 利 用 す る こ と 、 吸
収 プ レ ー ト へ 付 着 さ せ た 宿 主 細 胞 上 で 発 現 さ せ る か 又 は セ ル ソ ー テ ィ ン グ で 利 用 す る こ と
、 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ し た ビ ー ズ に よ る 捕 獲 の た め に ビ オ チ ン と コ ン
ジ ュ ゲ ー ト す る こ と 、 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 あ ら ゆ
る 他 の 当 該 分 野 の 方 法 に お い て 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
ｃ ． パ ニ ン グ 手 法
吸 着 剤 と の 少 な く と も フ ァ ー ジ 粒 子 の 一 部 分 の 結 合 に 適 し た 条 件 下 で 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ
レ イ ラ イ ブ ラ リ の 試 料 を 固 定 化 IFNα と 接 触 さ せ る 。 通 常 は 、 pH、 イ オ ン 強 度 、 温 度 等 を
含 む 条 件 を 選 択 し て 、 生 理 学 的 条 件 を 模 倣 す る 。 固 相 と 結 合 し た フ ァ ー ジ を 洗 浄 し 、 そ の
後 、 例 え ば Barbasら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 7978-7982(1991)に 記 載 さ れ て
い る よ う に 酸 で 、 又 は 例 え ば Marksら , J. Mol. Biol. 222: 581-597(1991)に 記 載 に さ れ
て い る よ う に ア ル カ リ で 、 又 は 例 え ば Clacksonら , Nature, 352: 624-628(1991)の 抗 原 競
合 法 に 類 似 の 手 法 で あ る IFNα 抗 原 に よ っ て 溶 出 す る 。 フ ァ ー ジ は 、 １ 回 目 の 選 択 で ２ ０ -
１ ， ０ ０ ０ 倍 に 濃 縮 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に は 、 こ の 濃 縮 し た フ ァ ー ジ を 細 菌 培 養
液 で 生 育 さ せ 、 さ ら な る 回 の 選 択 に 供 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 大 部 分 、 好 ま し く は す べ て の IFNα サ ブ タ イ プ へ の 感 知 で き る 程
の 結 合 を 示 す フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を 同 定 し 、 さ ら に 特 徴 付 け る た め に 、 フ ァ ー ジ を 種 々 の 固
定 化 し た IFNα サ ブ タ イ プ と 連 続 し て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 方 法 で は 、 フ ァ ー ジ を 最
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初 に １ つ の 特 異 的 IFNα サ ブ タ イ プ と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の サ ブ タ イ プ と 結 合 し た フ
ァ ー ジ を 溶 出 し て 、 他 の IFNα サ ブ タ イ プ に よ る 選 択 に 供 す る 。 こ の よ う に 、 結 合 及 び 溶
出 の 工 程 を 、 す べ て の IFNα サ ブ タ イ プ に つ い て く り 返 す 。 最 後 に 、 こ の 手 法 に よ っ て 、
す べ て の IFNα サ ブ タ イ プ に 対 し て 幅 広 い 反 応 性 を 有 す る 抗 体 を 表 示 す る フ ァ ー ジ の 集 団
が 産 せ ら れ る 。 そ の 後 、 こ れ ら の フ ァ ー ジ を 、 IFNα の 他 の 種 と の 感 知 で き る 程 の 結 合 を
示 さ な い ク ロ ー ン を 選 択 す る た め に 、 他 の IFN種 、 即 ち IFNα 以 外 に 対 し て 試 験 す る こ と が
可 能 で あ る 。 最 後 に 、 生 物 学 的 活 性 、 例 え ば 、 種 々 の IFNα サ ブ タ イ プ の 抗 ウ イ ル ス 活 性
を 中 和 す る 能 力 に つ い て 試 験 す る こ と が 可 能 で あ り 、 大 部 分 、 好 ま し く は す べ て の IFNα
サ ブ タ イ プ に 対 す る 幅 広 い 中 和 活 性 を 有 す る 抗 体 を 表 示 す る ク ロ ー ン が 最 終 的 に 選 択 さ れ
る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
選 択 の 効 率 は 多 く の 要 因 に 依 存 し 、 そ れ に は 、 洗 浄 の 間 の 解 離 の 動 力 学 、 そ し て 単 一 の フ
ァ ー ジ 上 の 複 数 の 抗 体 断 片 が 同 時 に 抗 原 と 関 わ れ る か ど う か と い う こ と が 含 ま れ る 。 一 次
解 離 定 数 （ 及 び 弱 い 結 合 親 和 性 ） を 有 す る 抗 体 は 、 短 い 洗 浄 、 多 価 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ
及 び 固 相 の 抗 原 の 高 い コ ー テ ィ ン グ 密 度 の 利 用 に よ っ て 保 持 す る こ と が 可 能 で あ る 。 高 い
密 度 は 、 多 価 相 互 作 用 を 介 し て フ ァ ー ジ を 安 定 化 す る だ け で な く 、 解 離 し た フ ァ ー ジ の 再
結 合 に 有 利 に 作 用 す る 。 遅 い 解 離 動 力 学 （ 及 び 良 好 な 結 合 親 和 性 ） に よ る 抗 体 の 選 択 は 、
Bassら , Proteins, 8: 309-314(1990)及 び 国 際 公 開 第 92/09690号 に 記 載 さ れ て い る よ う な
長 い 洗 浄 と 単 価 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の 利 用 、 そ し て Marksら , Biotechnol., 10: 779-78
3(1992)に 記 載 さ れ て い る よ う な 抗 原 の 低 度 の コ ー テ ィ ン グ 密 度 に よ っ て 促 進 す る こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
親 和 性 に 僅 か な 違 い が あ っ た と し て も 、 IFNα に 対 す る 異 な る 親 和 性 の フ ァ ー ジ 抗 体 の 中
で 選 択 す る こ と は 可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 選 択 し た 抗 体 の ラ ン ダ ム 変 異 （ 例 え ば 、 上
記 の 幾 つ か の 親 和 性 成 熟 の 技 術 で 行 わ れ て い る よ う な ） は 、 多 く の 変 異 を 生 じ や す く 、 そ
の 殆 ど が 抗 原 と 結 合 し 、 僅 か が よ り 高 い 親 和 性 で あ る 。 IFNα を 限 定 す る と 、 希 な 高 い 親
和 性 の フ ァ ー ジ が 競 合 し て 除 か れ る こ と が 可 能 で あ る 。 す べ て の よ り 高 い 親 和 性 の 変 異 体
を 保 持 す る た め に 、 フ ァ ー ジ は 、 IFNα の 標 的 モ ル 濃 度 親 和 定 数 よ り も 低 い モ ル 濃 度 の ビ
オ チ ン 化 IFNα と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で き る が 、 過 度 の ビ オ チ ン 化 IFNα と イ ン キ ュ ベ ー ト
す る こ と が 可 能 で あ る 。 次 い で 、 高 親 和 性 結 合 フ ァ ー ジ を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ
ン グ し た 常 磁 性 体 ビ ー ズ に よ っ て 捕 獲 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 「 平 衡 捕 獲 」 は
、 結 合 の 親 和 性 に 従 い 、 親 和 性 の 低 い 過 度 の フ ァ ー ジ か ら 、 僅 か に ２ 倍 高 い 親 和 性 の 変 異
体 ク ロ ー ン の 単 離 を 可 能 に す る 感 度 で 抗 体 を 選 択 す る こ と を 可 能 に す る 。 固 相 と 結 合 し た
フ ァ ー ジ を 洗 浄 す る の に 用 い る 条 件 を 操 作 し て 、 解 離 定 数 を 基 礎 と し て 識 別 す る こ と も 可
能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
１ つ の 実 施 態 様 で は 、 フ ァ ー ジ を 、 上 記 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ポ リ マ ー 基 質 ビ ー ズ の よ う
な 固 相 に 固 定 化 し た 種 々 の IFNα サ ブ タ イ プ と 連 続 し て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 方 法 で
は 、 こ の フ ァ ー ジ を 、 最 初 に １ つ の 特 異 的 IFNα サ ブ タ イ プ と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の
サ ブ タ イ プ と 結 合 し た フ ァ ー ジ を 、 結 合 し た フ ァ ー ジ を 溶 液 へ 遊 離 す る こ と が 可 能 な 任 意
の 塩 又 は 酸 緩 衝 液 等 の 適 切 な 溶 離 液 で 固 相 か ら 溶 出 さ せ る 。 次 に 、 こ の 溶 出 し た フ ァ ー ジ
ク ロ ー ン を 、 他 の IFNα サ ブ タ イ プ に よ る 選 択 に 供 す る 。 IFNα と の 結 合 に 関 し て 可 溶 性 IF
NAR2と 競 合 す る ク ロ ー ン の 集 団 を 濃 縮 す る た め に 、 一 連 の IFNα サ ブ タ イ プ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 分 離 か ら 回 収 し た フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を 、 IFNα へ 前 も っ て 吸 着 さ せ た 固 定 化 IFNAR2
の 複 合 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 非 吸 着 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 反 応 混 合 液
か ら 回 収 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
選 択 手 法 を 設 計 し て 、 任 意 の 適 切 な バ ッ チ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 を 利 用 す る こ と が 可 能
で あ る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 懸 濁 液 の 中 の IFNα 誘 導 体 化 ポ リ マ ー 基 質 ビ ー ズ へ フ ァ ー
ジ ク ロ ー ン を 吸 着 さ せ 、 そ の 吸 着 ビ ー ズ を 遠 心 分 離 で 回 収 し 、 溶 液 へ 結 合 し た フ ァ ー ジ を
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遊 離 す る こ と が 可 能 な 任 意 の 塩 又 は 酸 緩 衝 液 な ど の 適 切 な 溶 出 緩 衝 液 で 、 そ の 回 収 し た ビ
ー ズ を 再 懸 濁 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 溶 出 混 合 液 を 遠 心 分 離 し 、 溶 出 フ ァ ー ジ ク ロ ー
ン を 上 澄 み 液 か ら 回 収 し 、 次 い で 、 す べ て の 付 加 的 な IFNα サ ブ タ イ プ に つ い て 、 そ の 吸
着 ／ 溶 出 法 を く り 返 す 。 IFNα と の 結 合 に つ い て 可 溶 性 IFNAR2と 競 合 す る ク ロ ー ン の 集 団
を 濃 縮 す る た め に 、 IFNα サ ブ タ イ プ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 か ら 回 収 し た フ ァ ー ジ ク ロ
ー ン を 、 IFNα へ 前 も っ て 吸 着 さ せ た IFNAR2誘 導 体 化 ポ リ マ ー 基 質 ビ ー ズ の 懸 濁 物 と イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 そ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 物 を 遠 心 分 離 し 、 そ し て 非 吸 着 フ ァ ー ジ ク ロ
ー ン を 上 澄 み 液 か ら 回 収 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 各 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 の 間 の IFNAR2へ の IFN
α 結 合 を 阻 害 す る 特 性 に 関 し て フ ァ ー ジ 集 団 を 濃 縮 す る よ う に 、 選 択 法 を 設 計 す る 。 こ の
方 法 で は 、 可 溶 性 IFNAR2が 、 固 定 化 IFNα と の 結 合 に 関 し て IFNAR2と 競 合 す る 任 意 の フ ァ
ー ジ ク ロ ー ン に 置 き 換 わ る こ と が 可 能 と な る 条 件 下 で 、 フ ァ ー ジ を 固 体 支 持 体 に 固 定 化 し
た 各 特 異 的 IFNα サ ブ タ イ プ と 連 続 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 IFNAR2 ECD-IgG Fc等
の 過 度 の 可 溶 性 IFNAR2を 含 む 溶 離 液 で 固 相 か ら 溶 出 さ せ る 。 こ の よ う に 、 結 合 及 び 溶 出 の
工 程 を 、 各 特 異 的 IFNα サ ブ タ イ プ に つ い て く り 返 す 。
【 ０ １ ６ ２ 】
そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 フ ァ ー ジ を 懸 濁 液 中 の IFNα 誘 導 体 化 ポ リ マ ー 基 質 ビ ー ズ へ 吸 着
さ せ 、 そ の 吸 着 ビ ー ズ を 遠 心 分 離 で 回 収 し 、 そ の 回 収 し た ビ ー ズ を 、 可 溶 性 IFNAR2が 固 定
化 し た IFNα へ の 結 合 に つ い て IFNAR2と 競 合 す る 任 意 の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン に 置 き 換 わ り 、
溶 液 へ 結 合 し た フ ァ ー ジ を 遊 離 す る こ と が 可 能 で あ る 条 件 下 で 、 過 度 の 可 溶 性 IFNAR2（ IF
NAR2 ECD-IgG Fc等 ） を 含 む 適 切 な 溶 出 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 溶 出
混 合 液 を 遠 心 分 離 し 、 そ の 溶 出 し た フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を 上 澄 み 液 か ら 回 収 し 、 次 い で 、 す
べ て の 付 加 的 な IFNα サ ブ タ イ プ に つ い て 、 そ の 吸 着 ／ 溶 出 法 を く り 返 す 。
【 ０ １ ６ ３ 】
最 後 に 、 こ の 方 法 に よ っ て 、 幅 広 い 範 囲 の IFNα サ ブ タ イ プ に 対 す る IFNAR2結 合 阻 害 活 性
を 有 す る 抗 体 を 表 示 す る フ ァ ー ジ の 集 団 を 産 す る 。 そ の 後 、 感 知 で き る 程 の IFNの 他 の 種
と の 結 合 を 示 さ な い ク ロ ー ン を 選 択 す る た め に 、 こ れ ら の フ ァ ー ジ を IFN-ヨ 等 の 他 の IFN
種 （ IFNα 種 以 外 ） に 対 し て 試 験 す る こ と が で き る 。 最 後 に 、 選 択 し た フ ァ ー ジ ク ロ ー ン
を 、 種 々 の IFNα サ ブ タ イ プ の 生 物 学 的 活 性 、 例 え ば 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 中 和 す る 能 力 に つ
い て 試 験 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ し て 、 多 数 の 、 好 ま し く は す べ て の IFNα サ ブ タ イ プ
に 対 す る 幅 広 い 中 和 化 活 性 を 有 す る 抗 体 を 表 示 す る ク ロ ー ン が 最 終 的 に 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
抗 IFNα ク ロ ー ン の 活 性 選 択
１ つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 他 の ど ん な イ ン タ ー フ ェ ロ ン 種 の 活 性 と 顕 著 に 結 合 又 は
中 和 し な い が 、 多 数 、 好 ま し く は 多 く の IFNα サ ブ タ イ プ の 活 性 を 中 和 し 、 且 つ そ れ と 結
合 す る 抗 IFNα 抗 体 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 種 々 の IFNα サ ブ タ イ プ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 中 和
す る 種 々 の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン の 能 力 は 、 基 本 的 に は 抗 体 に 関 し て 先 述 し た の と 同 じ 方 法 で
試 験 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
４ ． 可 溶 性 IFNAR2-IgGの 調 製
hIFNAR2（ pRK5 hIFNAR2-IgGク ロ ー ン ） の 細 胞 外 ド メ イ ン （ ECD） に 基 づ く ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 （ イ ム ノ ア ド ヘ シ ン ） を コ ー ド す る cDNAは 、 マ ウ ス IFN-レ セ プ タ ー イ
ム ノ ア ド ヘ シ ン の 構 築 に 関 す る Haak-Frendschoら ., Immunology 79: 594-599(1993)に よ
っ て 記 載 さ れ て い る の と 同 じ 方 法 を 利 用 し て 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 要 約 す る と 、 プ
ラ ス ミ ド pRKCD4 2 Fc 1  は 、 国 際 公 開 第 89/02922号 （ 1989年 4月 6日 に 公 開 の PCT/U88/03414）
の 実 施 例 ４ に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 構 築 す る 。 成 熟 hIFNAR2 ECDの 最 初 の 216残 基 の 配
列 を コ ー ド す る cDNAは 、 公 開 さ れ た 配 列 か ら 得 ら れ る （ Novickら ., Cell, 77: 391-400［
1994］ ） 。 pRKCD4 2 Fc 1  の CD4コ ー ド 化 配 列 は 、 pRK5hIFNAR5-IgGク ロ ー ン を 形 成 す る hIFNA
R2 ECDコ ー ド 化  cDNAに よ っ て 置 き 換 え る 。 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 を 用 い る 一 過 性 ト ラ

10

20

30

40

50

(42) JP 2004-533217 A 2004.11.4



ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 hIFNAR5-IgGを ヒ ト 胚 腎 臓 293細 胞 で 発 現 さ せ る 。 Haak-Frend
schoら (1993), 上 掲 に 記 載 の よ う に 、 プ ロ テ イ ン A-セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム で の ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 一 段 階 で 、 無 血 清 細 胞 培 養 上 澄 み 液 か ら イ ム ノ ア ド ヘ シ ン を
精 製 す る 。 ２ ０ ％ (w/v)グ リ セ ロ ー ル を 含 有 す る 0.1Mク エ ン 酸 緩 衝 液 ， pH3.0， に よ っ て 、
結 合 し た hIFNAR5-IgGを 溶 出 す る 。 精 製 し た hIFNAR5-IgGは 、 SDS-PAGEに よ る 判 定 で は ９ ５
％ を 越 え る 純 度 で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
５ ． 抗 IFNα 抗 体 の 診 断 的 用 途
本 発 明 の 抗 IFNα 抗 体 は 、 IFNα 発 現 に 関 す る 診 断 的 ア ッ セ イ に お け る 独 特 な 研 究 用 試 薬 で
あ る 。 先 述 し た よ う に 、 IFNα 発 現 は 、 IDDM、 SLE、 及 び 自 己 免 疫 甲 状 腺 炎 等 の あ る 自 己 免
疫 疾 患 で 増 加 す る 。 そ の よ う な 疾 患 で の 種 々 の IFNα サ ブ タ イ プ の 発 現 の 増 大 は 、 多 く の I
FNα サ ブ タ イ プ に 対 す る 幅 広 い 反 応 性 に 関 し て 本 発 明 の 抗 IFNα 抗 体 を 利 用 し て 検 出 し て
定 量 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 抗 IFNα 抗 体 は 、 ま た 、 組 み 換 え 細 胞 又 は 天 然 源 か ら の 種
々 の IFNα サ ブ タ イ プ の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に と っ て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
抗 IFNα 抗 体 は 、 多 く の 良 く 知 ら れ た 診 断 的 ア ッ セ イ 法 の 任 意 の １ つ に お い て 、 IFNα の 検
出 に 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 所 望 す る 起 源 か ら 試 料 を 得 て 、 抗 体 が 混 合 物 に 存 在
す る 任 意 の IFNα サ ブ タ イ プ と 抗 体 ／ IFNα 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 試 料 と 抗 IFNα 抗 体 を
混 合 さ せ 、 混 合 物 に 存 在 す る 任 意 の 抗 体 ／ IFNα 複 合 体 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 IFNα に
関 し て 生 物 学 的 試 料 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 特 定 の 試 料 に 適 し た 当 該 分 野 で 知 ら れ
た 方 法 に よ っ て 、 ア ッ セ イ の た め に 生 物 学 的 試 料 を 調 製 す る こ と が で き る 。 用 い ら れ る ア
ッ セ イ の 型 に よ っ て 、 抗 体 と 試 料 を 混 合 さ せ る 方 法 、 及 び 抗 体 ／ IFNα 複 合 体 を 検 出 す る
方 法 を 選 択 す る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ に は 、 競 合 及 び サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 及 び 立 体 阻
害 ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。 立 体 阻 害 ア ッ セ イ が 単 一 反 応 混 合 液 で 行 わ れ る の に 対 し て 、 競 合
ア ッ セ イ 及 び サ ン ド イ ッ チ 法 は 不 可 欠 な 部 分 と し て 相 分 離 ス テ ッ プ を 利 用 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
IFNα に つ い て の 分 析 法 で は 、 す べ て 、 １ つ 又 は そ れ よ り 多 い 次 の 試 薬 を 用 い る ： 標 識 IFN
α ア ナ ロ グ 、 標 識 抗 IFNα 抗 体 、 固 定 化 抗 IFNα 抗 体 及 び 立 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。 標 識 試 薬 は
、 「 ト レ ー サ ー 」 と し て も 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
利 用 さ れ る 標 識 は 、 IFNα と IFNα 抗 体 の 結 合 を 妨 害 し な い 任 意 の 検 出 可 能 な 機 能 性 で あ る
。 免 疫 ア ッ セ イ で は 、 多 く の 標 識 が 知 ら れ て お り 、 そ の 例 に は 、 直 接 に 検 出 す る こ と が で
き る 分 子 、 例 え ば 蛍 光 色 素 、 化 学 発 光 剤 、 及 び 分 子 だ け で な く 、 酵 素 等 の 検 出 さ れ る よ う
に 反 応 又 は 誘 導 体 化 さ れ る べ き 放 射 性 標 識 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 標 識 の 例 に は 、 ラ ジ オ
ア イ ソ ト ー プ 3 2 P、 1 4 C、 1 2 5 I、 3 H、 及 び 1 3 1 I、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 例 え ば 希 土 類 キ レ ー ト 又
は フ ル オ レ セ イ ン 及 び そ の 誘 導 体 、 ロ ー ダ ミ ン 及 び そ の 誘 導 体 、 ダ ン シ ル 、 ウ ン ベ リ フ ェ
ロ ン 、 ル シ ェ フ ェ ラ ー ゼ 、 例 え ば ホ タ ル ル シ ェ フ ェ ラ ー ゼ 及 び 細 菌 ル シ ェ フ ェ ラ ー ゼ （ 米
国 特 許 第 4,737,456号 ） 、 ル シ ェ フ ェ リ ン 、 2,3-ジ ヒ ド ロ フ タ ル ジ ネ ジ オ ン 、 西 洋 ワ サ ビ
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ア
ミ ラ ー ゼ 、 リ ゾ チ ー ム 、 糖 オ キ シ ダ ー ゼ 、 例 え ば グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ガ ラ ク ト ー ス
オ キ シ ダ ー ゼ 、 及 び グ ル コ ー ス -6-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ テ ロ サ イ ク リ ッ ク オ キ シ
ダ ー ゼ 、 例 え ば ウ リ カ ー ゼ 及 び キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ で あ り 、 色 素 前 駆 体 、 例 え ば HRP
、 ラ ク ト ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 又 は マ イ ク ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ビ オ チ ン ／ ア ビ ジ ン 、 ス ピ
ン ラ ベ ル 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ラ ベ ル 、 安 定 な 遊 離 ラ ジ カ ル を 酸 化 す る 過 酸 化 水 素 を 利 用
す る 酵 素 と カ ッ プ リ ン グ さ せ た も の を 含 む 。
【 ０ １ ７ ０ 】
こ れ ら 標 識 を 共 有 的 に タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 さ せ る た め に 、 常 套 的 方 法 が 利
用 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 カ ッ プ リ ン グ 剤 、 例 え ば ジ ア ル デ ヒ ド 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 ジ マ レ
イ ミ ド 、 ビ ス -イ ミ デ ー ト 、 ビ ス -ジ ア ゾ 化 ベ ン ジ ジ ン 等 が 、 上 記 の 蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤 、
酵 素 標 識 で 抗 体 を タ グ す る の に 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 3,940,47
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5号 （ フ ル オ ロ メ ト リ ー ） 及 び 3,645,090号 （ 酵 素 ） ； Hunterら , Nature, 144: 945(1962)
; Davidら , Biochemistry, 13: 1014-1021(1974)； Painら , J. Immunol. Methods, 40: 2
19-230(1981)； 及 び Nygren, J. Histochem. and Cytochem., 30: 407-412(1982)を 参 照 せ
よ 。 こ こ で の 好 ま し い 標 識 は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 及 び ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー
ゼ 等 の 酵 素 で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
抗 体 へ の 酵 素 を 含 む そ の よ う な 標 識 の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン は 、 免 疫 ア ッ セ イ 技 術 に お け る
通 常 の 技 術 の １ つ に と っ て 標 準 的 な 操 作 法 で あ る 。 例 え ば 、 O'Sullivanら , "Methods for
 Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for Use in Enzyme Immunoassay, "　 in 
Methods in Enzymology, 編  J. J. Langone & H. Van Vunakis, 73巻 (Academic Press, 
ニ ュ ー ヨ ー ク , ニ ュ ー ヨ ー ク , 1981), 147-166頁 を 参 照 せ よ 。
【 ０ １ ７ ２ 】
あ る ア ッ セ イ 法 で は 、 試 薬 の 固 定 化 を 必 要 と す る 。 固 定 化 は 、 溶 液 で 遊 離 に 存 在 す る あ ら
ゆ る IFNα か ら 抗 IFNα 抗 体 を 分 離 す る こ と を 伴 う 。 水 不 溶 性 基 質 又 は 表 面 へ の 吸 着 に よ る
（ Bennichら ., 米 国 特 許 第 3,720,760号 ） 、 共 有 結 合 に よ る （ 例 え ば 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ
ド 架 橋 を 利 用 し て ） 、 又 は 例 え ば 免 疫 沈 降 に よ る 、 後 に 抗 IFNα 抗 体 又 は IFNα ア ナ ロ グ を
不 溶 化 す る こ と に よ る よ う に 、 ア ッ セ イ 法 の 前 に 抗 INFα 抗 体 又 は IFNα ア ナ ロ グ の 何 れ か
を 不 溶 化 す る こ と に よ っ て 、 こ れ は 常 套 的 に 完 遂 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
競 合 又 は サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ と し て 知 ら れ る 他 の ア ッ セ イ 法 は 、 良 く 確 立 さ れ て お り 、
商 業 的 な 診 断 業 界 で は 広 く 利 用 さ れ て い る 。
競 合 ア ッ セ イ は 、 限 ら れ た 数 の 抗 IFNα 抗 体 抗 原 結 合 部 位 に 関 し て 試 験 試 料 IFNα と 競 合 す
る 微 量 の IFNα ア ナ ロ グ の 能 力 に 依 存 す る 。 抗 IFNα 抗 体 を 、 一 般 的 に 、 競 合 の 前 後 で 不 溶
化 し 、 次 い で 、 抗 IFNα 抗 体 と 結 合 し た ト レ ー サ ー 及 び IFNα を 、 未 結 合 の ト レ ー サ ー 及 び
IFNα か ら 分 離 す る 。 こ の 分 離 は 、 デ カ ン ト す る こ と （ 結 合 相 手 は 、 前 も っ て 不 溶 化 さ れ
た ） 又 は 遠 心 分 離 （ 結 合 相 手 は 、 競 合 反 応 の 後 で 沈 殿 さ れ た ） に よ っ て 完 遂 さ れ る 。 試 験
試 料 IFNα の 量 は 、 マ ー カ ー 物 質 の 量 で 測 定 さ れ る よ う に 、 結 合 し た ト レ ー サ ー の 量 に 反
比 例 す る 。 IFNα の 既 知 量 に よ る 用 量 反 応 曲 線 を 調 整 し て 試 験 結 果 と 比 較 し 、 試 験 試 料 に
存 在 す る IFNα の 量 を 定 量 的 に 決 定 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
「 同 種 」 ア ッ セ イ と 呼 ば れ る 他 の 種 の 競 合 ア ッ セ イ は 、 相 分 離 を 必 要 と し な い 。 こ こ で 、
抗 IFNα 抗 体 が IFNα と 結 合 す る 時 に 、 抗 IFNα 抗 体 の 存 在 が 酵 素 活 性 を 修 正 す る よ う に 、 I
FNα と の 酵 素 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 し て 利 用 す る 。 こ の 場 合 、 IFNα 又 は そ の 免 疫 学 的
に 活 性 な 断 片 を 、 二 価 機 能 性 有 機 架 橋 に よ っ て 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の よ う な 酵 素 へ コ ン ジ
ュ ゲ ー ト さ せ る 。 抗 IFNα 抗 体 の 結 合 が 標 識 の 酵 素 活 性 を 阻 害 す る か 又 は 増 強 す る よ う に
、 抗 IFNα 抗 体 と の 利 用 に 関 し て コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 選 択 す る 。 こ の 方 法 そ れ 自 体 は 、 EMIT
と い う 名 前 の 下 に 広 く 実 施 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
同 種 ア ッ セ イ に 関 す る 立 体 障 害 法 に お い て 、 立 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い る 。 ハ プ テ ン に 対
す る 抗 体 が 抗 IFNα 抗 体 と 同 時 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 実 質 的 に 結 合 で き な い よ う に 、 小 IFNα
断 片 へ 低 分 子 量 ハ プ テ ン を 共 有 結 合 さ せ る こ と で 、 こ れ ら の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 合 成 す る 。
こ の ア ッ セ イ 法 の 下 で は 、 試 験 試 料 に 存 在 す る IFNα は 抗 IFNα 抗 体 と 結 合 し 、 そ れ に よ っ
て 、 抗 ハ プ テ ン が コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 結 合 す る こ と が 可 能 と な り 、 例 え ば 、 ハ プ テ ン が フ ル
オ ロ フ ォ ア の 場 合 の 蛍 光 発 光 の 変 化 の よ う に 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ハ プ テ ン の 性 質 に 変 化 を 引
き 起 こ す 結 果 と な る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 特 に 、 IFNα 又 は 抗 IFNα 抗 体 の 測 定 に と っ て 有 用 で あ る 。 連 続
サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ で は 、 試 験 試 料 IFNα を 吸 着 す る の に 固 定 化 抗 IFNα 抗 体 を 用 い 、 そ
の 試 験 試 料 を 洗 浄 に よ っ て 除 き 、 第 二 番 目 の 標 識 抗 IFNα 抗 体 を 吸 着 す る の に そ の 結 合 IFN
α を 用 い 、 そ の 後 、 結 合 物 質 を 残 存 ト レ ー サ ー か ら 分 離 す る 。 結 合 し て い る ト レ ー サ ー の
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量 は 、 試 験 試 料 IFNα と 正 比 例 し て い る 。 「 同 時 」 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ で は 、 標 識 し た
抗 IFNα を 添 加 す る 前 に は 、 試 験 試 料 を 分 離 し な い 。 抗 IFNα モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を １ つ の
抗 体 と し て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 IFNα 抗 体 を 他 方 の 抗 体 と し て 用 い る 連 続 サ ン ド イ ッ チ ア
ッ セ イ は 、 IFNα に 関 す る 試 料 を 試 験 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
前 述 は 、 IFNα に 関 す る 単 に 例 示 的 な 診 断 的 ア ッ セ イ で あ る 。 上 記 の バ イ オ ア ッ セ イ を 含
み 、 IFNα の 測 定 に 関 し て 抗 IFNα 抗 体 を 利 用 す る 現 在 又 は そ の 後 で 開 発 さ れ た 他 の 方 法 は
、 そ の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
６ ． 抗 IFNα 抗 体 の 治 療 的 組 成 物 及 び 投 与
本 発 明 の 抗 -IFNα 抗 体 の 治 療 的 組 成 物 は 、 凍 結 乾 燥 さ れ た 製 剤 又 は 水 性 溶 液 の 形 態 で 、 所
望 さ れ る 程 度 の 純 度 を 持 つ 抗 体 を 任 意 の 生 理 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 化 剤
と 混 合 す る こ と に よ り 調 製 さ れ て 保 管 さ れ る （ Remington: The Science and Practice of
 Pharmacy, 19版 , Mack Publishing Co., （ イ ー ス ト ン , ペ ン シ ル バ ニ ア : 1995） ） 。 許
容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 、 又 は 安 定 化 剤 は 、 用 い ら れ る 用 量 及 び 濃 度 で 受 容 者 に 非 毒 性 で あ
り 、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 、 及 び 他 の 有 機 酸 な ど の 緩 衝 液 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含 む 酸 化 防 止 剤
； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） 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 、 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 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 剤 ； マ
ン ニ ト ー ル 、 又 は ソ ル ビ ト ー ル な ど の 糖 ； ナ ト リ ウ ム な ど の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 及 び ／ 又 は
ト ゥ イ ー ン 、 プ ル ロ ニ ク ス 、 又 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 等 の 非 イ オ ン 性 界 面
活 性 剤 を 含 む 。
【 ０ １ ７ ９ 】
イ ン ビ ボ 投 与 に 用 い る 製 剤 は 無 菌 で あ る べ き で あ る 。 こ れ は 、 凍 結 乾 燥 及 び 再 構 成 の 前 又
は そ の 後 で 滅 菌 濾 過 膜 を 通 し た 濾 過 に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。 抗 IFNα は 、 通 常 、 凍 結 乾
燥 さ れ た 形 態 又 は 溶 液 で 保 存 さ れ る 。
治 療 的 抗 IFNα 抗 体 組 成 物 は 、 一 般 的 に 無 菌 の ア ク セ ス ポ ー ト を 具 備 す る 容 器 、 例 え ば 、
静 脈 内 溶 液 バ ッ グ 又 は 皮 下 注 射 針 で 貫 通 可 能 な ス ト ッ パ ー を 備 え た バ ッ グ 又 は バ イ ア ル に
入 れ ら れ る 。
抗 IFNα 抗 体 投 与 の 経 路 は 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 腹 膜 内 、 脳 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、
眼 内 、 動 脈 内 、 脳 内 脊 髄 、 又 は 病 巣 内 経 路 で の 注 射 又 は 注 入 、 又 は 以 下 に 記 載 の 徐 放 系 に
よ る 。 好 ま し く は 、 こ の 抗 体 は 全 身 に 与 え ら れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
徐 放 性 製 剤 の 適 例 と し て は 、 例 え ば フ ィ ル ム 状 又 は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 付 け ら れ た 半 透
性 マ ト リ ッ ク ス が あ る 。 徐 放 性 マ ト リ ッ ク ス の 例 と し て は 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ハ イ ド ロ ゲ ル
、 ポ リ 乳 酸 （ 米 国 特 許 第 3,773,919号 、 欧 州 特 許 第  58,481号 ） 、 L-グ ル タ ミ ン 酸 と γ エ チ
ル -L-グ ル タ ミ ン 酸 の 共 重 合 体 （ Sidmanほ か , Biopolymers, 22:547-556 (1983)） 、 ポ リ
（ 2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ― メ タ ク リ レ ー ト ） （ Langerら , J. Biomed. Mater. Res., 15:167
-277 (1981)及 び Langer, Chem. Tech., 12:98-105 (1982)） 、 エ チ レ ン ― 酢 酸 ビ ニ ル （ 上
記 Langerら ） 又 は ポ リ -D-(-)-3-ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 （ 欧 州 特 許 第  133,988号 ） が あ る 。 徐 放
性 抗 IFNAR2抗 体 組 成 物 に は 、 リ ポ ソ ー ム 包 括 抗 体 も 含 ま れ る 。 抗 体 を 含 む リ ポ ソ ー ム は 、
そ れ 自 体 知 ら れ た 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る ： DE3,218,121； Epsteinら , Proc. Natl. Acad
. Sci. USA, 82: 3688-3692 (1985)； Hwangら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030-
4034 (1980)； 欧 州 特 許 第 52,322号 ； 欧 州 特 許 第 36,676号 ； 欧 州 特 許 第 88,046号 ； 欧 州 特
許 第 143,949号 ； 欧 州 特 許 第 142,641号 ； 日 本 特 許 出 願 83-118008；  及 び 米 国 特 許 第 4,485,
045号 及 び 第 4,544,545号 。 通 常 、 そ の リ ポ ソ ー ム は 、 脂 質 含 量 が 約 ３ ０ mol.％ コ レ ス テ ロ
ー ル よ り 高 く 、 選 定 比 が 最 適 抗 体 療 法 に 調 節 さ れ て い る 、 小 さ な （ 約 ２ ０ ０ -８ ０ ０ オ ン
グ ス ト ロ ー ム ） 単 一 層 状 型 で あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】

10

20

30

40

50

(45) JP 2004-533217 A 2004.11.4



抗 IFNα 抗 体 は 、 吸 入 に よ っ て 投 与 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ジ ェ ッ ト 噴 霧 器 及 び 超 音 波 噴
霧 器 を 含 む 、 商 業 的 に 入 手 が 可 能 な 液 体 製 剤 の た め の 噴 霧 器 は 、 投 与 に と っ て 有 用 で あ る
。 液 体 製 剤 は 、 直 接 に 噴 霧 す る こ と が 可 能 で あ り 、 凍 結 乾 燥 粉 末 は 、 再 構 成 の 後 で 噴 霧 す
る こ と が で き る 。 あ る い は 、 フ ッ 化 炭 素 製 剤 及 び 定 量 吸 入 器 を 用 い て エ ア ロ ゾ ル 化 し 、 又
は 凍 結 乾 燥 及 び 精 粉 末 と し て 吸 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
治 療 的 に 用 い ら れ る 抗 IFNα 抗 体 の 「 有 効 量 」 は 、 例 え ば 、 治 療 目 的 、 投 与 経 路 、 用 い る
抗 IFNα 抗 体 の 型 、 及 び 患 者 の 状 態 に 依 存 す る 。 従 っ て 、 治 療 者 は 、 最 大 の 治 療 効 果 を 得
る こ と が 要 求 さ れ る と き に 、 用 量 を 滴 定 し 投 与 経 路 を 修 正 す る 必 要 が あ る で あ ろ う 。 典 型
的 に は 、 臨 床 医 は 、 上 記 の 疾 患 の 治 療 に つ い て の 所 望 の 効 果 が 達 成 さ れ る 用 量 に 達 す る ま
で 抗 IFNα 抗 体 を 投 与 す る で あ ろ う 。 こ の 治 療 の 経 過 は 、 従 来 の ア ッ セ イ に よ っ て 容 易 に
モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
本 発 明 の 抗 IFNα 抗 体 で 治 療 さ れ る 患 者 に は 、 病 状 発 現 前 の 患 者 、 又 は 最 近 、 免 疫 媒 介 疾
患 、 特 に 自 己 免 疫 疾 患 の 発 症 の あ る 患 者 が 含 ま れ る 。 免 疫 媒 介 破 壊 か ら 保 護 さ れ る 健 全 な
組 織 が 存 在 し な い ま で は 、 こ の 発 明 に よ る と 患 者 は 治 療 の 候 補 で あ る 。 例 え ば 、 イ ン シ ュ
リ ン 依 存 性 糖 尿 病 （ IDDM） を 患 う 患 者 は 、 そ の 患 者 の 膵 臓 島 細 胞 が も は や 生 存 可 能 で は な
い 状 態 に な る ま で は 、 抗 IFNα 抗 体 に よ る 治 療 の 恩 恵 を 受 け る 。 免 疫 媒 介 又 は 自 己 免 疫 疾
患 が 発 症 す る と 、 抗 IFNα 抗 体 を で き る だ け 早 く 投 与 し 、 患 者 の 免 疫 系 に よ る 破 壊 か ら の
健 全 な 組 織 の 保 護 に 必 要 な 限 り 治 療 を で き る だ け 継 続 す る こ と が 望 ま し い 。 例 え ば 、 イ ン
シ ュ リ ン の モ ニ タ リ ン グ が 十 分 な 島 応 答 を 示 し て 、 島 の ネ ク ロ ー シ ス の 他 の 徴 候 が 無 く な
り （ 例 え ば 、 抗 島 抗 体 力 価 の 減 少 ） 、 そ の 後 は 、 再 発 に 関 し て イ ン シ ュ リ ン 応 答 と 抗 島 抗
体 の レ ベ ル を モ ニ タ ー す る 試 験 期 間 の た め の 抗 INFα 抗 体 治 療 か ら 患 者 を 解 放 す る こ と が
で き る ま で IDDM患 者 を 治 療 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
抗 IFNα 抗 体 に よ る 免 疫 媒 介 又 は 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 及 び 予 防 で は 、 抗 体 組 成 物 は 、 製 剤
化 さ れ 、 服 用 さ れ 、 そ し て 良 好 な 医 療 行 為 と 一 致 す る 様 式 で 投 与 さ れ る 。 こ れ に 関 し て 考
慮 す る 要 因 に は 、 治 療 さ れ る 特 定 の 疾 患 、 治 療 さ れ る 特 定 の 哺 乳 動 物 、 個 々 の 患 者 の 臨 床
症 状 、 疾 患 の 原 因 、 抗 体 を 送 達 す る 部 位 、 特 定 の 型 の 抗 体 、 投 与 の 方 法 、 投 与 計 画 、 そ し
て 医 療 従 事 者 に 知 ら れ て い る 他 の 要 因 が 含 ま れ る 。 投 与 さ れ る 抗 体 の 「 治 療 的 有 効 量 」 は
、 そ の よ う な 考 慮 に よ っ て 左 右 さ れ 、 疾 患 を 予 防 し 、 改 善 し 、 又 は 治 療 す る の に 必 要 な 最
少 量 で あ り 、 そ の こ と に は 、 移 植 受 容 者 に お け る 慢 性 的 自 己 免 疫 症 及 び 免 疫 抑 制 維 持 が 含
ま れ る 。 そ の よ う な 量 に は 、 好 ま し く は 、 宿 主 に と っ て 毒 性 が あ る か 、 又 は 宿 主 を よ り 顕
著 に 感 染 し や す く し て し ま う 量 よ り 少 な い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
一 般 的 な 提 案 と し て 、 投 与 さ れ る 抗 体 の 治 療 上 有 効 な 量 は 、 １ 回 の 投 与 で あ ろ う と 複 数 回
の 投 与 で あ ろ う と 、 １ 日 に 患 者 の 体 重 当 り 約 ０ ． １ な い し 約 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 範 囲 で あ り
、 使 用 さ れ る 抗 体 の 典 型 的 な 範 囲 は 、 例 え ば 約 ０ ． ３ な い し 約 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 、 よ り
好 ま し く は 約 ０ ． ３ な い し 約 １ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 で 毎 日 投 与 さ れ る 。 所 望 さ れ る 用 量 は 、
単 一 の ボ ー ラ ス 投 与 に よ っ て 、 複 数 の ボ ー ラ ス 投 与 に よ っ て 、 又 は 抗 体 の 連 続 注 入 投 与 に
よ っ て 送 達 が 可 能 で あ り 、 実 施 者 が 到 達 し た い 薬 理 学 的 減 衰 の パ タ ー ン に 依 存 す る 。
し か し な が ら 、 上 記 の よ う に 、 こ れ ら の 示 唆 さ れ た 抗 体 の 量 は 、 多 く の 治 療 上 の 判 断 を 必
要 と す る 。 適 し た 用 量 の 選 定 と 計 画 に お け る 鍵 と な る 要 因 は 、 上 で 示 し た よ う な 得 ら れ た
結 果 で あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
必 要 で は な い が 、 １ つ 又 は そ れ よ り 多 い 薬 剤 で 随 意 的 に 製 剤 化 さ れ て い る 抗 体 は 、 現 在 、
問 題 と さ れ て い る 免 疫 媒 介 又 は 自 己 免 疫 疾 患 を 予 防 す る か 治 療 す る の に 利 用 さ れ て い る 。
例 え ば 、 リ ュ ウ マ チ 様 関 節 炎 で は 、 抗 体 は 、 グ ル コ コ ル チ コ ス テ ロ イ ド と の 組 み 合 わ せ で
与 え る こ と が で き る 。 そ の よ う な 他 の 薬 剤 の 有 効 量 は 、 製 剤 に 存 在 す る 抗 IFNα 抗 体 の 量
、 疾 患 又 は 治 療 の 種 類 、 上 で 論 じ た 他 の 要 因 に 依 存 す る 。 こ れ ら は 、 一 般 的 に 同 じ 用 量 及
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び こ れ ま で に 用 い た よ う な 投 与 経 路 に よ っ て 、 又 は 今 ま で に 用 い た 用 量 の 約 １ ～ ９ ９ ％ で
利 用 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
本 発 明 の さ ら な る 詳 細 は 、 さ ら に 本 発 明 の 範 囲 を 定 め る 、 以 下 の 実 施 例 に 見 出 す こ と が で
き る 。 本 明 細 書 を 通 し て 引 用 さ れ て い る す べ て の 参 考 文 献 、 そ れ に 引 用 さ れ て い る 参 考 文
献 は 、 そ れ ら す べ て の 参 考 文 献 に よ っ て 、 こ こ で 明 白 に 取 り 入 れ ら れ て い る 。
（ 実 施 例 ）
【 ０ １ ８ ８ 】
以 下 の 実 施 例 は 例 示 と し て 提 供 さ れ 、 限 定 す る も の で は な い 。 こ の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 化
合 物 、 組 成 物 、 及 び 方 法 を ど の よ う に 作 製 し て 使 用 す る の か に 関 す る 完 全 な 開 示 及 び 記 載
を 当 業 者 へ 提 供 し 、 発 明 に 関 し て 発 明 者 が 考 慮 し て い る 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 し て い
る も の で は な い 。 使 用 す る 数 字 （ 例 え ば 、 量 、 温 度 等 ） に 関 す る 正 確 さ を 保 証 す る 努 力 が
な さ れ て き た が 、 幾 つ か の 実 験 的 誤 り 及 び 逸 脱 に つ い て は 説 明 さ れ る べ き で あ る 。 特 に 示
さ な い 限 り 、 部 分 は 重 量 で 、 温 度 は 摂 氏 度 、 そ し て 圧 力 は 大 気 圧 又 は そ の 付 近 で あ る 。 明
細 書 の す べ て の 引 例 の 開 示 は 、 参 考 文 献 に よ っ て 、 こ こ に 明 白 に 取 り 入 れ ら れ て い る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ８ ９ 】
幅 広 い 反 応 性 の マ ウ ス 抗 IFNα モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 及 び キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン
材 料 及 び 方 法
IFNα サ ブ タ イ プ に 対 し て 幅 広 い 反 応 性 を 有 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ヒ ト IFNα サ ブ タ イ プ の 混 合 物 に よ っ て マ ウ ス を 連 続 し て 免 疫 化 し 、 大 量 の 候 補 mAbsを 作
製 し 、 次 い で 結 合 及 び 活 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 パ ン IFNα 中 和 化
抗 体 を 開 発 し た 。 特 に 、 Balb/cマ ウ ス を 、 MPL-TDM（ Ribi Immunochemical Research, ハ
ミ ル ト ン , モ ン タ ナ ） に 懸 濁 し た ２ ． ５ ｇ の リ ン パ 芽 球 腫 hIFN-∀ （ シ グ マ の 製 品 番 号 I-9
887， セ ン ト ル イ ス , ミ ズ ー リ 州 ） で 各 後 足 蹠 に ９ 回 （ ２ 週 間 イ ン タ ー バ ル で ） 免 疫 化 し
た 。 最 後 の 追 加 免 疫 の ３ 日 後 、 ３ ５ ％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て 、 膝 窩 の リ ン パ 節
細 胞 を マ ウ ス メ ラ ノ ー マ 細 胞  P3X63Ag8.U.1（ ATCC CRL1597） と 融 合 さ せ た 。 ハ イ ブ リ ド
ー マ は 、 HAT培 地 で 選 択 し た 。 融 合 の １ ０ 日 後 、 ELISAで 、 種 々 の hIFNα と 結 合 し て い る mA
bsに つ い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 澄 み 液 を 最 初 に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 選 定 し た ハ イ ブ
リ ド ー マ 培 養 液 上 澄 み 液 を 、 そ の 後 、 上 記 の よ う に 、 ヒ ト 肺 癌 腫 細 胞 株 A549細 胞 で IFNの
抗 ウ イ ル ス 細 胞 変 性 効 果 を 阻 害 す る 効 力 に 関 し て 試 験 し た 。 図 １ に 示 し た よ う に 、 1794融
合 ウ ェ ル か ら 得 ら れ た ３ つ の mAbsは 、 多 様 な 設 定 の IFNα サ ブ タ イ プ を 中 和 す る こ と が で
き た 。 こ れ ら ３ つ の mAbsを サ ブ ク ロ ー ン し て 再 解 析 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
IFNα の 抗 ウ イ ル ス 活 性 の 中 和 化
IFNα の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 中 和 す る 候 補 抗 体 の 能 力 を 、 Yousei, S., ら , Am. J. Clin. Pa
thol., 83: 735-740(1985)に 記 載 の よ う に し て ア ッ セ イ し た 。 要 約 す る と 、 こ の ア ッ セ イ
は 、 脳 心 筋 炎 （ EMC） ウ イ ル ス で 刺 激 し た ヒ ト 肺 癌 腫 A549細 胞 を 用 い て お こ な っ た 。 mAbs
の 連 続 希 釈 液 を 、 １ ０ ０ ： １ の 全 容 量 、 37ECで １ 時 間 、 種 々 の 単 位 の I型 イ ン タ ー フ ェ ロ
ン で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ れ ら の 混 合 物 を 、 次 い で 、 ２ ４ 時 間 、 １ ０ ０ ： １ の 細 胞 培 養
培 地 の 中 で 5x10 5  A549細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 さ ら な る ２ ４ 時 間 、 細 胞 を 2x
10 5 pfuの EMCウ イ ル ス で 刺 激 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 最 後 に は 、 視 覚 顕 微 鏡 的 検 査 又
は ク リ ス タ ル ・ バ イ オ レ ッ ト 染 色 に よ っ て 細 胞 生 存 率 を 確 か め た 。 中 和 化 抗 体 力 価 （ EC50
） を 、 １ ０ ０ ユ ニ ッ ト /mlの I型 IFNに よ っ て 抗 ウ イ ル ス 細 胞 変 性 効 果 の ５ ０ ％ を 中 和 す る
抗 体 の 濃 度 と し て 定 義 し た 。 こ の 研 究 で 用 い た I型 IFNの 単 位 は 、 NIH基 準 組 み 換 え 体 ヒ ト I
FN-∀ 2を 標 準 と し て 用 い て 測 定 し た 。 試 験 し た 種 々 の I型 IFNの 比 活 性 は 次 の 通 り で あ る ：
IFN-∀ 2/∀ 1（ IFN-∀ 2残 基 1-62/-∀ 1残 基 64-166） （ 2x10 7 IU/mg） 、 IFN-∀ 1（ 3x10 7 IU/mg
） 、 IFN-∀ 2（ 2x10 7 IU/mg） 、 IFN-∀ 5（ 8x10 7 IU/mg） 、 IFN-∀ 8（ 19x10 7 IU/mg） 、 及 び IF
N-∀ 10（ 1.5x10 5 IU/mg） 。 試 験 し た 白 血 球 IFNは 、 シ グ マ 製 品 番 号 I-2396で あ っ た 。 試 験
し た リ ン パ 芽 球 腫 IFNは 、 NIH基 準 Ga23-901-532で あ っ た 。 図 3Bに 示 し た デ ー タ は 、 出 願 人
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の 依 頼 に よ り 、 Access Biomedical（ サ ン デ ィ エ ゴ ,　 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） に よ っ て お こ な
わ れ た 実 験 で 上 記 の ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 利 用 し て 得 ら れ た 。
【 ０ １ ９ １ 】
電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ
IFNの 殆 ど の 即 時 の 作 用 は 、 マ ル チ タ ン パ ク 質 複 合 体 を 産 す る 潜 在 的 な 細 胞 質 シ グ ナ ル ト
ラ ン ス デ ュ ー サ 及 び 転 写 タ ン パ ク 質 の ア ク チ ベ ー タ ー （ STAT） の 活 性 化 、 標 的 プ ロ モ ー タ
ー イ ン タ ー フ ェ ロ ン 刺 激 応 答 エ レ メ ン ト （ ISRE） か ら の 転 写 を 誘 導 す る イ ン タ ー フ ェ ロ ン
刺 激 遺 伝 子 因 子 -3（ ISGF3） と 連 結 し て い る 。 ISGF3は 、 ３ つ の タ ン パ ク 質 サ ブ ユ ニ ッ ト で
構 成 さ れ て い る ： STAT1、 STAT2及 び p48/ISGF3γ 。 p48タ ン パ ク 質 は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 制
御 因 子 （ IRF） フ ァ ミ リ ー に 属 し 、 ISREと 直 接 に 相 互 作 用 す る DNA結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。
従 っ て 、 IFN処 理 に 応 答 す る ISRE特 異 的 細 胞 性 DNA結 合 複 合 体 を モ ニ タ ー リ ン グ す る こ と は
、 標 的 細 胞 上 の IFNの 効 果 を 評 価 す る 単 純 、 迅 速 そ し て 簡 便 な 方 法 で あ る 。 そ の よ う な 解
析 を 実 行 す る 簡 便 な フ ォ ー マ ッ ト の １ つ は 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ （ EMSA） で あ
り 、 IFN処 理 に よ る ISRE結 合 活 性 の 誘 導 は 、 ISREの コ ン セ ン サ ス 配 列 と 一 致 す る 放 射 能 標
識 二 重 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 電 気 泳 動 移 動 度 に お い て シ フ ト を 引 き 起 こ す 。
【 ０ １ ９ ２ 】
こ の ア ッ セ イ は 、 基 本 的 に 、 Kurabayashiら ., Mol. Cell Biol., 15: 6386 (1995)に よ る
記 載 の よ う に 実 行 さ れ る 。 要 約 す る と 、 ５ ngの 特 異 的 IFNα サ ブ タ イ プ に 種 々 の 濃 度 （ 5-1
00μ ｇ ／ ｍ ｌ ） の 抗 IFNα mAbsを 加 え た も の を 、 ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 、 ２ ０ ０ μ ｌ の DMEMの
中 で 5x10 5 HeLa細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 hIFN-∀ の 添 加 の 前 に 、 ４ ℃ で １ ５ 分 間 、 細 胞
を 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 １ ２ ５ μ ｌ の 緩 衝 液 A（ 10mM HEPES, 
pH7.9, 10mM KCl, 0.1mM ETDA, １ mM DTT, 1mM フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ッ 化 物 , 10
μ g/mlロ イ ペ プ チ ン 、 10μ g/mlア プ ロ チ ニ ン ） に 再 懸 濁 し た 。 氷 上 で １ ５ 分 の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン の 後 、 ０ ． ０ ２ ５ ％  NP40の 添 加 に よ っ て 細 胞 を 溶 解 し た 。 そ の 核 ペ レ ッ ト を 遠
心 分 離 で 得 て 、 ５ ０ μ ｌ の 緩 衝 液 B（ 20mM HEPES, pH7.9, 400mM NaCl, 0.1mM EDTA, １ mM
 DTT, 1mM フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ッ 化 物 , 10μ g/ml ロ イ ペ プ チ ン , 10μ g/mlア プ
ロ チ ニ ン ） に 再 懸 濁 し 、 氷 上 で ３ ０ 分 間 、 保 持 し た 。 核 分 画 を 遠 心 分 離 で 透 明 に し 、 使 用
す る ま で そ の 上 澄 み 液 を -７ ０ ℃ で 保 存 し た 。 3 2 P-dATP（ 3,000Ci/mM, ア ム シ ャ ム ） に よ
る DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iク レ ノ ウ 充 填 反 応 を 利 用 し て 、 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ ISG15上 :
5'-GATCGGGAAAGGGAAACCGAAACTGAAGCC-3'［ 配 列 番 号 ： １ ３ ］ 、 ISG15下 :5'-GATCGGCTTCAGT
TTCGGTTTCCCTTTCCC-3'［ 配 列 番 号 ： １ ４ ］ ） か ら 二 重 鎖 プ ロ ー ブ を 調 製 し た 。 BIO-Spin 3
0カ ラ ム （ Bio-Rad） を 用 い て 、 取 り 込 ま れ て い な い 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド か ら 標 識 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 精 製 し た 。 ５ μ ｌ 核 抽 出 物 、 １ ５ μ ｌ 結 合 緩 衝 液 （ １ ０ mM ト リ ス -HCL、 pH7
.5、 50mM NaCl、 １ mM EDTA、 １ mM DTT、 １ mM フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ッ 化 物 及 び １
５ ％ グ リ セ ロ ー ル ） 中 の ２ ５ ， ０ ０ ０ cpmの 標 識 プ ロ ー ブ 及 び ２ μ ｇ の 非 特 異 的 コ ン ペ テ
ィ タ ー ポ リ (dI-dC)-ポ リ (dI-dC)を 含 む 結 合 反 応 を 、 ３ ０ 分 間 、 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 DNA-タ ン パ ク 質 複 合 体 を ６ ％ 未 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に 溶 解 さ せ 、 オ ー ト ラ ジ
オ グ ラ フ に よ っ て 解 析 し た 。 こ の ア ッ セ イ の 特 異 性 は 、 別 の 反 応 混 合 液 中 へ の ３ ５ ０ ngの
非 標 識 ISG15プ ロ ー ブ の 添 加 に よ っ て 測 定 し た 。 ISGF3特 異 的 複 合 体 の 形 成 は 、 抗 STAT1抗
体 に よ る ス ー パ ー シ フ ト ア ッ セ イ に よ っ て 確 か め た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
9F3抗 IFNα モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
マ ウ ス 抗 ヒ ト IFNα mAb9F3を 作 製 し 、 ク ロ ー ニ ン グ し て シ ー ケ ン シ ン グ し た 。 大 腸 菌 に お
い て F(ab)sの 発 現 及 び 突 然 変 異 誘 発 に 用 い た プ ラ ス ミ ド pEMX1に つ い て は 、 以 前 に 記 載 し
た （ Wertherら ., J. Immunol. 157: 4986-4995［ 1996］ ） 。 要 約 す る と 、 こ の プ ラ ス ミ ド
は 、 コ ン セ ン サ ス ヒ ト κ サ ブ グ ル ー プ 1軽 鎖 （ VLκ -CL） 及 び コ ン セ ン サ ス ヒ ト サ ブ グ ル ー
プ III重 鎖 （ VHIII-CH1） 及 び ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ を コ ー ド す る DNA断 片 を 含 む 。 VL
及 び VHに 関 す る コ ン セ ン サ ス 配 列 の 利 用 に つ い て は 、 以 前 に 記 載 し た （ Carterら ., Natl.
 Acad. Sci. USA 89: 4285-4289［ 1992］ ） 。
【 ０ １ ９ ４ 】
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結 果
我 々 は 、 IDDMの 患 者 の 島 で 発 現 し て い る 幅 広 い IFNα サ ブ タ イ プ が あ る こ と を 以 前 に 示 し
た （ Huangら ., Diabetes 44:658-664［ 1995]） 。 我 々 は 、 IDDMと IFNβ 又 は IFNγ の い ず れ
か の 発 現 の 間 に 何 ら 明 ら か な 関 連 性 が な い こ と も 示 し た （ Huangら ., ［ 1995]上 掲 ） 。 SLE
病 状 の 一 部 分 と し て 発 現 し た 特 定 の IFNα サ ブ タ イ プ が 定 義 さ れ な か っ た が 、 IDDMの よ う
に 、 関 連 性 は IFNα と で あ っ て 、 IFNβ 又 は IFNγ の い ず れ か と で は な い （ Hooks, ら ., Art
hritis＆ Rheumatism 25: 396-400［ 1982］ ； Kim,ら ., Clin. Exp. Immunol. 70: 562-569
［ 1987]； Lacki, ら ., J. Med. 28: 99-107［ 1997］ ；  Robak, ら ., Archivum Immunolog
iae et Therapiae Experimentalis 46: 375-380［ 1998］ ； Shiozawa, ら ., Arthritis＆ R
heumatism 35: 417-422［ 1992]；  von Wussow, ら ., Rheumatology International 8: 22
5-230［ 1998］ ） 。 こ れ ら の 観 察 は 、 IDDM又 は SLEに お け る 治 療 行 為 の た め の 候 補 抗 体 は 、
宿 主 防 御 に 必 要 で あ ろ う 他 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ β 、 γ 及 び ω ） 及 び イ ン タ ー ロ イ キ ン の
活 性 を 無 傷 の ま ま に す る 一 方 で 、 大 部 分 の IFNα サ ブ タ イ プ を 中 和 す る の に 必 要 で あ ろ う
こ と を 提 案 す る こ と に つ な が っ た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
そ れ ら の １ つ （ 9F3） は 、 幅 広 い 組 み 換 え イ ン タ ー フ ェ ロ ン α サ ブ タ イ プ を 中 和 す る こ と
が 可 能 で あ り 、 さ ら に キ ャ ラ ク タ ラ イ ズ さ れ た 。 図 2Aに 示 さ れ て い る よ う に 、 9F3は 、 ７
つ の 組 み 換 え 体 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 IFNα -2， 4， 5， 8及 び 10（ 図 2） 及 び IFNα 1及 び 21（
表 2及 び 図 6） の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 中 和 す る こ と が で き た 。 こ れ ら IFNα サ ブ タ イ プ は 、 I型
イ ン タ ー フ ェ ロ ン 配 列 樹 状 図 に 見 積 も ら れ た 配 列 の 全 範 囲 を 含 む 。 さ ら に 重 要 な の は 、 IF
Nα サ ブ タ イ プ を 中 和 す る 9F3 mAbは 、 IFNβ （ 図 2、 表 2） 又 は IFNを 中 和 す る こ と は で き な
か っ た 。 IFNβ に 関 す る 図 2に 示 す 活 性 の 小 さ な 増 加 は 他 の ア ッ セ イ で は 再 現 可 能 で は な く
、 ア ッ セ イ 変 動 の 結 果 と 思 わ れ た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
IFNα に 対 し て 中 和 化 す る 他 の mAbsが 開 発 さ れ て き た （ Tsukui等 , Microbiol. Immunol. 3
0, 1129-1139 (1986); Berg, J. Interferon Res. 4: 481-491 [1984]；  Meager及 び Berg
, J. Interferon Res. 6: 729-736 [1986]；  米 国 特 許 第 4,902,618号 ； 及 び 欧 州 特 許 公 開
第 0,139,676B1号 ） 。 し か し な が ら 、 こ れ ら 抗 体 は 、 限 ら れ た 数 の 組 み 換 え 体 IFNα サ ブ タ
イ プ の み を 中 和 し 、 活 性 化 さ れ た 白 血 球 に よ っ て 産 せ ら れ た よ う な 幅 広 い IFNα サ ブ タ イ
プ を 中 和 す る こ と が で き な か っ た 。 対 照 的 に 、 9F3 Mabは 、 活 性 化 さ れ た 白 血 球 に 産 せ ら
れ た IFNα サ ブ タ イ プ の 不 均 一 な 集 団 に お け る 少 な く と も ９ ５ ％ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 中 和
す る こ と が 可 能 で あ っ た （ 図 3A） 。 同 様 に 、 9F3 mAbは 、 単 独 の 実 験 で 確 か め た よ う に 、
リ ン パ 芽 球 腫 IFN（ NIH基 準 ） の 単 独 製 剤 の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を ブ ロ ッ ク す る こ と も 可 能 で あ
っ た （ 図 3B） 。
【 ０ １ ９ ７ 】
代 替 バ イ オ ア ッ セ イ を 用 い て 、 IFNα を 中 和 す る 9F3 mAbの 能 力 も 試 験 し た 。 こ の ア ッ セ イ
は 、 電 気 泳 動 移 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ と し て 知 ら れ て い る DNA結 合 ア ッ セ イ に お け る 、 イ ン
タ ー フ ェ ロ ン 刺 激 エ レ メ ン ト （ ISRE） に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド へ の シ グ ナ ル 分 子 で
あ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 刺 激 遺 伝 子 因 子 3（ ISGF3） の 結 合 を 活 性 化 す る IFNα の 能 力 に 基 づ
い て い る （ Horvathら ., Genes Dev. 9: 984-994［ 1995］ ） 。 核 へ の I型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン
シ グ ナ ル の ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン は 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 、 ISGF3の 活 性 化 に 依 存 し 、 そ れ に
は 、 ２ つ の シ グ ナ ル ト ラ ン ス デ ュ ー サ 及 び 転 写 タ ン パ ク 質 の ア ク チ ベ ー タ ー （ STAT） STAT
1及 び STAT2、 及 び イ ン タ ー フ ェ ロ ン 制 御 因 子 （ IRF） タ ン パ ク 質 で あ る p48/ISGF3γ に 関 す
る （ Watheletら ., Mol. Cell. 1: 507-518［ 1998]） 。 後 者 は ISGF3の DNA配 列 認 識 サ ブ ユ
ニ ッ ト で あ り 、 直 接 に ISREと 相 互 作 用 す る （ McKendryら ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
88: 11455-11459［ 1991]； Johnら ., Mol. Cell. Biol. 11: 4189-4195［ 1991］ ） 。 IFNα
又 は IFNβ の い ず れ か に よ る COS細 胞 の 処 理 は 、 ISRE由 来 プ ロ ー ブ へ の ISGF3の 結 合 と 一 致
す る 複 合 体 の 出 現 に つ な が る 。 IFNβ 誘 導 で は な く 、 IFNα 誘 導 複 合 体 の 出 現 は 、 9F3 mAb
に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ た （ 図 4） 。 さ ら に は 、 9F3 mAbは 、 こ の ア ッ セ イ で 試 験 さ れ た ６ つ
の 組 み 換 え 体 IFNα サ ブ タ イ プ の 活 性 を 中 和 す る こ と が で き た （ 表 2） 。

10

20

30

40

50

(49) JP 2004-533217 A 2004.11.4



【 ０ １ ９ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ９ 】
9F3が 幅 広 い 種 々 の 組 み 換 え 体 IFNα サ ブ タ イ プ と 活 性 化 さ れ た 白 血 球 に よ っ て 産 せ ら れ た
IFNα サ ブ タ イ プ の 混 合 物 の 双 方 を 中 和 す る こ と が で き た と い う こ と を 証 明 し 、 我 々 は 、 9
F3 mAbの 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 双 方 を コ ー ド す る cDNAを ク ロ ー ニ ン グ し て シ ー ケ ン シ ン グ し た 。
こ の 重 鎖 及 び 軽 鎖 を 精 製 し 、 由 来 す る N末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 を 利 用 し て N末 端 に 一 致 す る 縮 重
5' プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 マ ウ ス κ 軽 鎖 及 び IgG2重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン に 対 応 し て 3' プ ラ イ
マ ー を 設 計 し た 。 常 套 的 な PCR法 を 利 用 し て 対 応 す る cDNAを ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 挿 入 部 を 決 定 し た 。 図 5は 、 マ ウ ス 9F3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の VL（ 5A） 及 び VH
（ 5B） ド メ イ ン の 配 列 ア ラ イ メ ン ト 、 ヒ ト 重 鎖 サ ブ グ ル ー プ III及 び ヒ ト κ 軽 鎖 サ ブ グ ル
ー プ IIIの ヒ ト 化 バ ー ジ ョ ン （ V13） 及 び コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た cD
NAが 、 9F3 mAbの 特 異 性 及 び 特 徴 を 反 映 す る 正 確 な Mabを コ ー ド す る cDNAを 確 か め る た め に
、 図 5に 示 し た マ ウ ス cDNA配 列 及 び ヒ ト CH1ド メ イ ン を 利 用 し た 組 み 換 え キ メ ラ タ ン パ ク 質
を 生 成 し た 。 こ の 結 果 生 じ た キ メ ラ （ CH8-2） は 、 種 々 の 組 み 換 え 体 IFNα サ ブ タ イ プ を 完
全 に 中 和 す る こ と が で き た （ 図 6） 。 重 鎖 及 び 軽 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ の 後 、 ヒ ト 化 抗
体 の 作 製 に 使 用 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ ０ ０ 】
9F3パ ン -IFNα 中 和 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト 化
材 料 及 び 方 法
ヒ ト 化 F(ab)sの 構 築
ヒ ト 化 9F3の 最 初 の F(ab)変 異 体 を 構 築 す る た め に 、 pEMX1の デ オ キ シ ウ リ ジ ン 含 有 テ ン プ
レ ー ト で 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 （ Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 488-492［
1985］ ） を お こ な っ た 。 ６ つ の CDRを マ ウ ス 9F3配 列 へ 変 化 さ せ た （ 図 5） ； 各 CDRに 含 ま れ
る 残 基 は 、 配 列 に 基 づ い た CDRの 定 義 に 由 来 す る （ Kabatら ., (1991)上 掲 ） 。 従 っ て 、 F-1
は 、 ６ つ の 完 全 な マ ウ ス CDR配 列 を 有 す る 完 全 な ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク で 構 成 さ れ て い た （ V
Lκ サ ブ グ ル ー プ １ 及 び VHサ ブ グ ル ー プ III） 。 他 の す べ て の F(ab)変 異 体 の プ ラ ス ミ ド は
、 F-1の プ ラ ス ミ ド テ ン プ レ ー ト か ら 構 築 し た 。 商 業 用 キ ッ ト （ Qiagen, バ レ ン シ ア , カ
リ フ ォ ル ニ ア ） を 利 用 す る 二 重 及 び 一 本 鎖 DNAの 調 製 の た め に 、 プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌 株 XL-
1ブ ル ー （ ス ト ラ タ ジ ー ン , サ ン デ ィ エ ゴ , カ リ フ ォ ル ニ ア ） へ 形 質 転 換 し た 。 各 変 異 体
に 関 し て 、 ジ デ オ キ シ 法 （ Sequenase, U.S. Biochemical Crop., ク リ ー ブ ラ ン ド , オ ハ
イ オ ） を 使 用 し て 、 軽 及 び 重 鎖 を コ ー ド す る DNAを 完 全 に シ ー ケ ン シ ン グ し た 。 プ ラ ス ミ
ド を MM294の 誘 導 体 で あ る 大 腸 菌 株 16C9へ 形 質 転 換 し 、 ５ ０ μ g/mlの カ ル ベ ニ シ リ ン を 含
有 す る ル リ ア ブ ロ ス プ レ ー ト 上 へ プ レ ー ト し 、 タ ン パ ク 質 発 現 に 関 す る 単 一 コ ロ ニ ー を 選
択 し た 。 こ の 単 一 コ ロ ニ ー を 、 ３ ７ ℃ で ５ -８ 時 間 、 ５ mlル リ ア 培 養 液 -１ ０ ０ μ ｇ /mlカ
ル ベ ニ シ リ ン で 生 育 さ せ た 。 こ の ５ mlの 培 養 液 を ５ ０ μ g/mlカ ル ベ リ シ ニ ン を 含 有 す る ５
０ ０ ml AP5培 地 へ 添 加 し 、 ２ ０ 時 間 、 ３ ０ ℃ で ４ Lバ ッ フ ル 振 盪 フ ラ ス コ で 生 育 さ せ た 。 A
P5培 地 は ： １ ． ５ gグ ル コ ー ス 、 １ １ ． ０ gヘ イ カ ー ゼ SF（ Hycase SF） 、 ０ ． ６ g酵 母 抽 出
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物 （ 保 証 さ れ た ） 、 ０ ． １ ９ g MgSO 4 （ 無 水 ） 、 １ ． ０ ７ g NH 4 Cl、 ３ ． ７ ３ g KCl、 １ ．
２ g NaCl、 １ ２ ０ ml １ M ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 pH 7.4、 こ れ へ １ Lの 水 で 構 成 さ れ 、 次
い で 、 ０ ． １ μ ｍ  Sealkeenフ ィ ル タ ー を 通 し て 無 菌 濾 過 し た 。 細 胞 を 3000xgで １ L遠 心 分
離 ボ ト ル で 遠 心 分 離 に よ っ て 収 集 し 、 そ の 上 澄 み 液 を 取 り 除 い た 。 １ 時 間 の 凍 結 の 後 、 ペ
レ ッ ト を ２ ５ ml冷 １ ０ mM ト リ ス -１ mM EDTA-２ ０ ％ ス ー ク ロ ー ス 、 pH7.5に 再 懸 濁 し 、 ２
５ ０ μ ｌ の ０ ． １ M ベ ン ズ ア ミ ジ ン （ シ グ マ 、 セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ ー 州 ） を 添 加 し て
タ ン パ ク 質 分 解 を 阻 害 し た 。 ３ 時 間 の 氷 上 で の 穏 や か な 撹 拌 の 後 、 こ の 試 料 を １ ５ 分 間 、
４ ０ ， ０ ０ ０ ｘ ｇ で 遠 心 分 離 し た 。 次 い で 、 そ の 上 澄 み 液 を 、 １ ０ mMト リ ス -１ mM EDTA, 
pH7.5 で 平 衡 化 し た プ ロ テ イ ン G-セ フ ァ ロ ー ス CL-4B（ フ ァ ル マ シ ア , ウ ッ プ ラ サ , ス ウ
ェ ー デ ン ） カ ラ ム （ ０ ． ５ ml総 容 量 ） へ 適 用 し た 。 こ の カ ラ ム を １ ０ mlの １ ０ mM ト リ ス -
１ mM EDTA, pH7.5で 洗 浄 し 、 ３ mlの ０ ． ３ M グ リ シ ン 、 pH3.0 で 溶 出 し １ ． ２ ５ ml １ M 
ト リ ス ， pH 8.0と し た 。 次 い で 、 F(ab)を 、 Centricon-30（ Amicon, ベ ヴ ァ リ ー , マ サ シ
ュ ー セ ッ ツ 州 ） を 用 い て 緩 衝 液 を PBSへ 交 換 し 、 ０ ． ５ mlの 最 終 容 量 へ 濃 縮 し た 。 す べ て
の F(ab)sの SDS-PAGEゲ ル を お こ な っ て 純 度 を 確 か め 、 各 変 異 体 の 分 子 量 を エ レ ク ト ロ ス プ
レ ー 質 量 分 析 計 に よ っ て 確 か め た 。 定 量 的 ア ミ ノ 酸 分 析 を 利 用 し て F(ab)濃 度 を 確 か め た
。
【 ０ ２ ０ １ 】
キ メ ラ 及 び ヒ ト 化 IgGの 構 築
キ メ ラ 及 び ヒ ト 化 9F3の ヒ ト IgG2種 の 作 製 の た め に 、 適 切 な マ ウ ス 又 は ヒ ト 化 VL及 び VH（ F
-13, 表 3） ド メ イ ン を 、 ヒ ト IgG2 CH1-Fc又 は ヒ ト 軽 鎖 CLド メ イ ン を コ ー ド す る DNAを 含 有
す る 、 個 々 の 前 記 の pRKベ ク タ ー （ Eatonら , Biochemistry 25: 8343-8347[1986]） へ サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ し た 。 各 変 異 体 の 全 軽 及 び 全 重 鎖 を コ ー ド す る DNAを 、 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ
チ ド シ ー ケ ン シ ン グ に よ っ て 確 か め た 。 こ の キ メ ラ IgGは 、 ア ミ ノ 酸 SerH113で ヒ ト CH1ド
メ イ ン と 融 合 し た 全 マ ウ ス 9F3 VHド メ イ ン 、 及 び ア ミ ノ 酸 LysL107で ヒ ト CLド メ イ ン と 融
合 し た 全 マ ウ ス 9F3 VLド メ イ ン で 構 成 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
重 及 び 軽 鎖 プ ラ ス ミ ド を 、 高 効 率 手 法 を 用 い て （ Gormanら ., DNA Prot. Eng. Tech. 2: 3
-10［ 1990］ ） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 形 質 転 換 ヒ ト 胚 腎 臓 細 胞 株 、 293（ Grahamら ., J. Gen. V
irol. 36: 59-74［ 1977］ ） へ 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 培 地 は 無 血 清 へ 変 え 、 ５
日 目 ま で 毎 日 、 収 集 し た 。 プ ロ テ イ ン A-セ フ ァ ロ ー ス CL-4B（ フ ァ ル マ シ ア ） を 利 用 し て
、 抗 体 を プ ー ル し た 上 澄 み 液 か ら 精 製 し た 。 溶 出 し た 抗 体 は 、 Centrion-30（ Amicon)を 用
い て 緩 衝 液 を PBSへ 替 え 、 ０ ． ５ mlへ 濃 縮 し 、 Millex-GV（ ミ リ ポ ア ，  ベ ッ ド フ ォ ー ド , 
マ サ シ ュ ー セ ッ ツ ） を 用 い て 無 菌 濾 過 し 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。 IgG2の 濃 度 は 、 定 量 的 ア ミ ノ
酸 分 析 を 利 用 し て 決 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
IFNα 結 合 ア ッ セ イ
ELISAで は 、 各 ウ ェ ル へ ５ ０ μ ｌ の ０ ． １ μ g/ml IFNα を 含 む PBSを 添 加 し 、 終 夜 、 ４ ℃ で
イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Nunc） を コ ー
テ ィ ン グ し た 。 そ の 後 、 こ の プ レ ー ト を 、 洗 浄 緩 衝 液 （ ０ ． ０ ５ ％ ト ゥ イ ー ン -２ ０ を 加
え た PBS） で ３ 回 、 洗 浄 し た 。 次 い で 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を ２ ０ ０ μ ｌ
の SuperBlock（ Pierce） で ブ ロ ッ ク し 、 １ 時 間 、 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の プ レ ー
ト を 、 そ の 後 、 再 び 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 、 洗 浄 し た 。 洗 浄 段 階 の 後 、 １ ０ μ g/mlで 開 始 し た
ヒ ト 化 mAbの １ ０ ０ μ ｌ の 連 続 希 釈 液 を 指 定 さ れ た ウ ェ ル へ 添 加 し た 。 こ の プ レ ー ト を 、
室 温 で １ 時 間 、 シ ェ ー カ ー 装 置 の 上 に て 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 洗 浄 緩 衝 液 で
３ 回 洗 浄 し た 。 次 に 、 ア ッ セ イ 緩 衝 液 （ ０ ． ５ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ０ ． ０ ５ ％ ト ゥ イ
ー ン ２ ０ を 含 む PBS） で １ ： １ ０ ０ ０ で 希 釈 し た １ ０ ０ μ ｌ の 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ （ HRP） -コ ン ジ ュ ゲ ー ト ヤ ギ 抗 ヒ ト Fab特 異 性 （ Cappel） を 各 ウ ェ ル へ 添 加 し た 。 こ の
プ レ ー ト を シ ェ ー カ ー 装 置 の 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 洗 浄 緩 衝 液 で ３ 回 、 洗 浄 し
、 こ れ に 続 い て 、 １ ０ ０ μ ｌ の 基 質 （ TMB, 3,3', 5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ； Kirkeg
aard＆ Perry） を 各 ウ ェ ル へ 添 加 し 、 １ ０ 分 間 、 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 反 応 は
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、 各 ウ ェ ル へ １ ０ ０ μ ｌ の 停 止 溶 液 （ Kirkegaard＆ Perryか ら ） を 添 加 し て 止 め 、 ４ ５ ０ n
mで の 吸 光 度 を 自 動 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 読 み 取 っ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
BIAcore（ 商 品 名 ） バ イ オ セ ン サ ー ア ッ セ イ
BIAcore（ 商 品 名 ） バ イ オ セ ン サ ー （ Karlssonら , Methods: A companion to Methods in 
Enzymology 6: 97-108 [1994]） を 用 い て 、 ヒ ト 化 F(ab)s、 キ メ ラ 及 び ヒ ト 化 IgG2抗 体 の I
FNα 結 合 を 測 定 し た 。 IFNα を 、 ５ ０ mM MES緩 衝 液 , pH6.3に て ６ ０ μ g/mlで セ ン サ ー チ ッ
プ 上 に 固 定 化 し た 。 抗 体 を 、 リ ン 酸 緩 衝 液 化 生 理 的 食 塩 水 /１ ％  ト ゥ イ ー ン -２ ０ に て ７
５ μ g/ml（ ５ ０ ０ nM） で チ ッ プ へ 曝 露 し た 。 オ ン -レ ー ト （ k o n ） の 抗 体 を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
マ ウ ス 及 び ヒ ト 化 F(ab)sの コ ン ピ ュ ー タ ー グ ラ フ ィ ッ ク モ デ ル
VL及 び VHド メ イ ン （ 図 5A及 び 5B） の 配 列 を 用 い て 、 マ ウ ス 9F3 VL-VHド メ イ ン の コ ン ピ ュ
ー タ ー グ ラ フ ィ ッ ク モ デ ル を 構 築 し た （ 図 ７ ） 。 こ の モ デ ル は 、 ど の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基
を ヒ ト 化 抗 体 へ 取 り 込 む べ き か を 決 定 す る た め に 用 い た 。 ヒ ト 化 Ｆ (ab)の モ デ ル は 、 マ ウ
ス フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 の 正 確 な 選 定 を 確 か な も の に す る た め に も 構 築 し た 。 モ デ ル の 構 築
は 、 前 出 に 記 載 の よ う に し て お こ な っ た （ Carterら , ［ 1992］ 上 掲 ； Wertherら , ［ 1996
］ 上 掲 ） 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
結 果
ヒ ト 重 鎖 サ ブ グ ル ー プ III及 び 軽 鎖 サ ブ グ ル ー プ Iを 、 図 ５ （ Kabatら , (1991)上 掲 ） に 示
す よ う な ヒ ト 化 の フ レ ー ム ワ ー ク と し て 用 い た 。 こ の フ レ ー ム ワ ー ク は 、 他 の マ ウ ス 抗 体
の ヒ ト 化 に 成 功 裏 に 用 い ら れ た （ Caterら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285-4289 
[1992]； Prestaら , J. Immunol. 151: 2623-2632 [1993]； Eigenbrotら , Proteins 18: 4
9-62 [1994]； Wertherら , J. Immunol. 157: 4986-4995[1996]） 。 す べ て の ヒ ト 化 変 異 体
を 最 初 に 作 製 し 、 大 腸 菌 で 発 現 す る F(ab)と し て の 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ５
０ ０ mlシ ェ ー カ ー フ ラ ス コ か ら の 典 型 的 な 産 出 量 は ０ ． １ -０ ． ４ mg F(ab)で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
相 補 性 決 定 領 域 （ CDR)残 基 を 、 配 列 高 頻 度 可 変 性 （ Kabatら , (1991)上 掲 ） 又 は F(ab)-抗
原 複 合 体 の 結 晶 構 造 （ Chothiaら , Nature 342: 877-883［ 1989］ ） の い ず れ か に に 基 づ い
て 定 め た 。 配 列 に 基 づ い た CDRは 構 造 に 基 づ い た CDRよ り も 大 き い が 、 CDR-H1を 除 い て 、 ２
つ の 定 義 が 一 般 的 に は 一 致 す る 。 配 列 に 基 づ い た 定 義 に よ る と 、 構 造 に 基 づ い た 系 は 残 基
H26-H32を CDR-H1と 定 め る 一 方 で 、 CDR-H1は 残 基 H31-H35を 含 む （ 軽 鎖 残 基 の 番 号 は 、 Lを
初 め に 付 け る ； 重 鎖 残 基 の 番 号 は 、 Hを 初 め に 付 け る ） 現 在 の 研 究 の た め に 、 CDR-H1を ２
つ の 組 み 合 わ せ 、 す な わ ち 、 H26-H35残 基 を 含 め て 定 義 し た 。 他 の CDRは 、 配 列 に 基 づ い た
定 義 を 用 い て 定 義 し た （ Kabatら , (1991)上 掲 ） 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
最 初 の 変 異 体 で あ る F-1で は 、 CDR残 基 を マ ウ ス 抗 体 か ら ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク へ 移 し た 。 さ
ら に は 、 F-1軽 鎖 （ Ch-1） を 有 す る キ メ ラ 重 鎖 、 及 び キ メ ラ 軽 鎖 （ Ch-2） を 有 す る F-1重 鎖
で 構 成 さ れ る F(ab)を 作 製 し て 結 合 に つ い て 試 験 し た 。 F-1は 、 IFNα と 弱 く 結 合 し た （ 表
３ ） 。 Ch-1及 び Ch-2（ 表 ３ ） の 結 合 親 和 性 を 比 較 は 、 結 合 を 増 す た め に 、 F-1 VHド メ イ ン
の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 を 改 変 す る 必 要 が あ る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
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【 ０ ２ １ ０ 】
F(ab)-抗 原 結 晶 構 造 の 研 究 （ Chothiaら , ［ 1989］ 上 掲 ； Tramontanoら , J. Mol. Biol. 2
15: 175-182[1990]） と 同 様 に 先 の ヒ ト 化 （ Xiangら , J. Mol. 253: 385-390[1995]； Wert
herら , [1996]上 掲 ） は 、 残 基 H71及 び H73は 、 お そ ら く は CDR-H1及 び CDR-H2の コ ン フ ォ メ
ー シ ョ ン に 影 響 を 与 え る こ と に よ っ て 、 結 合 に 対 し て 深 い 影 響 を 与 え る こ と が 可 能 で あ る
。 位 置 H71及 び H73の ヒ ト 残 基 を そ れ ら の マ ウ ス の 対 応 残 基 へ 変 え る こ と は 、 僅 に 結 合 を 向
上 さ せ た の み で あ っ た （ F-2型 、 表 ３ ） 。 位 置 H67、 H69及 び H78で の さ ら な る 同 時 変 化 （ F-
3型 ） と そ の 後 の ArgH94Ser（ F-4型 ） 及 び AlaH24Thr（ F-5型 ） の 変 化 は 、 結 合 を 顕 著 に 向
上 さ せ た （ 表 ３ ） 。 位 置 H67、 H69及 び H78を 同 時 に 変 化 さ せ た の で 、 そ れ ぞ れ は 、 別 々 に
ヒ ト コ ン セ ン サ ス フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 へ 戻 っ た ； F-7、 F-8、 F-9、 及 び F-10は 、 ヒ ト 残 基
が 位 置 H67で 好 ま れ 、 位 置 H69は ヒ ト 又 は マ ウ ス 残 基 に な ん ら 優 先 度 を 示 さ ず 、 そ し て マ ウ
ス 残 基 は 位 置 H78で 好 ま れ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
先 の ヒ ト 化 の 間 、 我 々 は 、 CDR-H1及 び CDR-2と 近 接 す る フ レ ー ム ワ ー ク ル ー プ の 残 基 、 FR-
3（ Kabatら , (1991)上 掲 ） が 結 合 に 影 響 を 与 え る 可 能 性 が あ る こ と を 見 出 し た （ Eigenbro
t, (1994)上 掲 ） 。 従 っ て 、 こ の ル ー プ の ２ つ の 残 基 を 、 そ れ ら の マ ウ ス の 対 応 残 基 へ 変
え た ： LysH75を マ ウ ス Ser（ F-11型 ） 及 び AsnH76を マ ウ ス Arg（ F-12型 ） 。 AsnH76Argの 変
化 の み が 、 結 合 に お け る 向 上 に 影 響 し た （ 表 ３ ） 。
【 ０ ２ １ ２ 】
マ ウ ス 及 び ヒ ト 化 F(ab)の モ デ ル の 検 討 に よ っ て 、 VL-VH境 界 面 に 埋 ま っ て い て CDR-H3と 相
互 作 用 す る 残 基 L46が 、 CDR-H3の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 決 定 す る こ と 及 び /又 は VLと VHド メ
イ ン の 間 の 相 互 作 用 へ 作 用 す る こ と の い ず れ か の 役 割 を 果 た し 得 る こ と を 示 唆 さ れ た 。 同
じ よ う に 、 CDR-L2に 近 接 す る L49位 置 は 、 ヒ ト コ ン セ ン サ ス （ Tyr） と 9F3（ Ser） 配 列 の 間
で 異 な る 。 従 っ て 、 LeuL46Val及 び TyrL49Ser残 基 が 同 時 に 置 換 さ れ て 、 そ れ に よ っ て 、 変
異 体 （ F-13） の 結 合 に お け る さ ら な る 向 上 が 生 じ た （ 表 ３ ） 。 作 製 さ れ た す べ て の 変 異 体
の 中 で 最 も 良 い 結 合 に 基 づ い て 、 F-13が 最 終 的 な ヒ ト 化 型 と し て 選 定 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
ヒ ト 化 組 み 換 え 抗 IFNα モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ V13IgG2） は 、 F-13由 来 の VH及 び VLを そ れ ぞ
れ ヒ ト IgG2 CH1-Fc及 び ヒ ト CLド メ イ ン へ 融 合 す る こ と に よ っ て 作 製 し た 。 次 い で 、 V13Ig
G2の K O N 比 及 び K D 値 を 、 キ メ ラ IgG2又 は マ ウ ス 9F3と 比 較 し た 。 固 定 化 し た IFNα へ の V13Ig
G2及 び キ メ ラ IgG2結 合 の BIACore（ 商 品 名 ） 測 定 は 、 そ れ ら の K O N 比 が 類 似 し て い る こ と を
示 し た （ 表 ４ ） 。 Kinexa（ 商 品 名 ） 技 術 を 使 っ た 親 和 性 測 定 は 、 IFNα に 対 す る V13IgG2の
親 和 性 が 、 親 マ ウ ス 9F3抗 体 と 比 較 し て ２ 倍 低 く な っ た こ と を 示 し た （ 表 ４ ） 。
【 ０ ２ １ ４ 】
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【 ０ ２ １ ５ 】
材 料 の 寄 託
以 下 の 材 料 を ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン ,１ ０ ８ ０ １ 　 ユ ニ バ ー シ
テ ィ ー  ブ ル ー バ ー ド , マ ナ サ ス , バ ー ジ ニ ア , ２ ０ １ １ ０ -２ ２ ０ ９  ア メ リ カ 合 衆 国 (AT
CC)へ 寄 託 し た ：
材 料 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ATCC番 号 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 寄 託 日
1. 9F3マ ウ ス 抗 IFNα 　 　 　 　 PTA-2917　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ０ ０ １ 年 １ 月 １ ８ 日
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株
（ Id. 参 照 : 9F3.18.5）
2. キ メ ラ CH8-2完 全 長 IgG　 　 PTA-2883　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ０ ０ １ 年 １ 月 ９ 日
の 重 鎖 の 発 現 の た め の pRK
ベ ー ス ベ ク タ ー
（ Id. 参 照 : XAIFN-ChHpDR2）
3. キ メ ラ CH8-2完 全 長 IgG　 　 PTA-2880　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ０ ０ １ 年 １ 月 ９ 日
の 軽 鎖 の 発 現 の た め の pRK
ベ ー ス ベ ク タ ー
（ Id. 参 照 : XAIFN-ChLpDR1）
4. ヒ ト 化 V13完 全 長 IgG 2 　 　  PTA-2881　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ０ ０ １ 年 １ 月 ９ 日
の 重 鎖 の 発 現 の た め の pRK
ベ ー ス ベ ク タ ー
（ Id. 参 照 : VHV30-IgG2）
5. ヒ ト 化 V13完 全 長 IgG 2 　 　  PTA-2882　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ０ ０ １ 年 １ 月 ９ 日
の 軽 鎖 の 発 現 の た め の pRK
ベ ー ス ベ ク タ ー
（ Id. 参 照 : VLV30-IgG）
【 ０ ２ １ ６ 】
こ の 寄 託 は 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 及 び そ の
規 則 (ブ ダ ペ ス ト 条 約 )の 規 定 に 従 っ て 行 わ れ た 。 こ れ は 、 寄 託 の 日 付 か ら ３ ０ 年 間 、 寄 託
の 生 存 可 能 な 培 養 が 維 持 さ れ る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。 寄 託 物 は ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 条
項 に 従 い 、 ま た ジ ェ ネ ン テ ッ ク 社 と Ａ Ｔ Ｃ Ｃ と の 間 の 合 意 に 従 い 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 す る

10

20

30

40

50

(55) JP 2004-533217 A 2004.11.4



こ と が で き 、 こ れ は 、 ど れ が 最 初 で あ ろ う と も 、 関 連 し た 米 国 特 許 の 発 行 時 又 は 任 意 の 米
国 又 は 外 国 特 許 出 願 の 公 開 時 に 、 寄 託 培 養 物 の 後 代 を 永 久 か つ 非 制 限 的 に 入 手 可 能 と す る
こ と を 保 証 し 、 米 国 特 許 法 第 １ ２ ２ 条 ３ ５ Ｕ ． Ｓ ． Ｃ ． 及 び そ れ に 従 う 特 許 庁 長 官 規 則 (
特 に 参 照 番 号 ８ ８ ６ 　 Ｏ Ｇ 　 ６ ３ ８ の ３ ７ Ｃ Ｆ Ｒ 第 １ ． １ ４ 条 を 含 む )に 従 っ て 権 利 を 有
す る と 米 国 特 許 庁 長 官 が 決 定 し た 者 に 子 孫 を 入 手 可 能 と す る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
本 出 願 の 譲 受 人 は 、 寄 託 し た 材 料 が 、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 さ れ て い た 場 合 に 死 亡 も し く は
損 失 又 は 破 壊 さ れ た な ら ば 、 材 料 は 通 知 時 に 同 一 の 他 の も の と 即 座 に 取 り 替 え る こ と に 同
意 す る 。 寄 託 材 料 の 入 手 可 能 性 は 、 特 許 法 に 従 い あ ら ゆ る 政 府 の 権 限 下 で 認 め ら れ た 権 利
に 違 反 し て 、 本 発 明 を 実 施 す る ラ イ セ ン ス で あ る と み な さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ２ １ ８ 】
上 記 の 文 書 に よ る 明 細 書 は 、 当 業 者 に 本 発 明 を 実 施 で き る よ う に す る た め に 十 分 で あ る と
考 え ら れ る 。 寄 託 し た 態 様 は 、 本 発 明 の あ る 側 面 の 一 つ の 説 明 と し て 意 図 さ れ て お り 、 機
能 的 に 等 価 な あ ら ゆ る 作 成 物 が こ の 発 明 の 範 囲 内 に あ る た め 、 寄 託 さ れ た 作 成 物 に よ り 、
本 発 明 の 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ こ で の 物 質 の 寄 託 は 、 こ こ に 含 ま れ る 文 書 に
よ る 説 明 が 、 そ の ベ ス ト モ ー ド を 含 む 、 本 発 明 の 任 意 の 側 面 の 実 施 を 可 能 に す る た め に 不
十 分 で あ る こ と を 認 め る も の で は な い し 、 そ れ が 表 す 特 定 の 例 証 に 対 し て 請 求 の 範 囲 を 制
限 す る も の と 解 釈 さ れ る も の で も な い 。 実 際 に 、 こ こ に 示 し 記 載 さ れ た の に 加 え て 本 発 明
の 種 々 の 修 正 は 、 前 記 の 記 載 か ら 当 該 分 野 の 熟 練 者 に と っ て は 明 か で あ り 、 添 付 し た 請 求
項 の 範 囲 内 に あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ ９ 】
【 図 １ 】 抗 ヒ ト IFN-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発 に 用 い た 方 法 の 概 略 図 を 示 す 。
【 図 ２ 】 抗 ヒ ト IFN-α mAb（ 9F3） が 、 組 み 換 え IFN-β で は な く 、 組 み 換 え IFN-α サ ブ タ イ
プ の ス ペ ク ト ラ ム を 中 和 す る こ と が で き る こ と を 示 す 。 mAb 9F3の 濃 度 の 増 大 す る 下 で の A
549細 胞 に お け る 脳 心 筋 炎 （ EMC） ウ イ ル ス 成 長 の 阻 害 に 関 し て 、 表 示 の IFNを ア ッ セ イ し
た 。 デ ー タ は 、 mAb 9F3の 非 存 在 下 で 、 表 示 の IFNに よ っ て 得 ら れ た ウ イ ル ス 生 育 阻 害 活 性
の パ ー セ ン テ ー ジ を 示 し て い る 。
【 図 ３ 】 白 血 球 イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ シ グ マ ） （ 図 ３ Ａ ） 及 び リ ン パ 芽 球 腫 イ ン タ ー フ ェ ロ
ン （ NIHレ フ ァ レ ン ス  Ga23-901-532） （ 図 ３ Ｂ ） の 中 和 を 示 す 。 図 ３ Ａ で は 、 白 血 球 イ ン
タ ー フ ェ ロ ン （ シ グ マ 製 No.I-2396） の 20,000IU/ml（ 塗 り つ ぶ さ れ た 棒 ） 又 は 5,000IU/ml
（ 白 棒 ） を 、 ブ ラ ン ク コ ン ト ロ ー ル （ 緩 衝 液 の み ） （ 「 － 」 で 表 示 ） 、 10:g/mlコ ン ト ロ
ー ル マ ウ ス IgG（ 「 mIgG」 で 表 示 ） 、 又 は 10:g/ml mAb 9F3（ 「 9F3」 で 表 示 ） と イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 希 釈 液 を ア ッ セ イ し 、 残 存 活 性 の 量 を 示 し た 。 示 し た 結 果 は 、 二 重 測 定 の 手
段 を 示 す 。 図 ３ Ｂ で は 、 mAb 9F3の 示 さ れ た 濃 度 の 存 在 又 は 非 存 在 下 で 、 リ ン パ 芽 球 状 イ
ン タ ー フ ェ ロ ン を １ ０ （ 塗 り つ ぶ さ れ た カ ラ ム ） 又 は ３ （ 白 カ ラ ム ） IU/mlで ア ッ セ イ し
た 。 高 い 細 胞 変 性 効 果 は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 活 性 の 減 少 を 示 す 。 示 さ れ た 結 果 は 、 二 重 測
定 の 手 段 を 示 す 。
【 図 ４ 】 IFN-α に よ る ISGF3/ISRE複 合 体 の 誘 導 、 及 び 複 合 体 の 形 成 を 防 ぐ 9F3 mAbの 能 力
を 示 す 電 気 泳 動 度 シ フ ト ア ッ セ イ （ EMSA） の 結 果 を 示 す 。 EMSAは 、 10:g/mlの 濃 度 の 9F3 m
Ab（ 「 9F3」 で 表 示 ） 又 は マ ウ ス IgGコ ン ト ロ ー ル 抗 体 （ 「 IgG」 で 表 示 ） で 、 25ng/mlの 濃
度 の ヒ ト IFN-α 2（ 「 α 2」 で 表 示 ） 又 は IFN-ヨ （ 「 ヨ 」 で 表 示 ） の い ず れ か の 存 在 又 は 非
存 在 の 下 に お い て お こ な わ れ た 。
【 図 ５ Ａ 】 マ ウ ス 9F3（ マ ウ ス 、 配 列 番 号 ： １ ） 、 ヒ ト 化 9F3 13型 （ V13、 配 列 番 号 ： ３ ）
、 及 び コ ン セ ン サ ス ヒ ト 可 変 ド メ イ ン 軽 鎖 κ サ ブ グ ル ー プ I（ huκ I、 配 列 番 号 ： ４ ） の 軽
鎖 可 変 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 CDR（ L1, 配 列 番 号 ： ７ ； L2, 配
列 番 号 ： ８ ； 及 び L3, 配 列 番 号 ： ９ ） を 下 線 に よ っ て 強 調 し た 。 残 基 の 番 号 付 け は 、 上 掲
の Kabatら ， (1991)に よ る 。 マ ウ ス 9F3と V13配 列 の 間 の 違 い 、 及 び 9F3と huκ I配 列 の 違 い
は 、 星 印 で 示 さ れ て い る 。
【 図 ５ Ｂ 】 マ ウ ス 9F3（ マ ウ ス 、 配 列 番 号 ： ２ ） 、 ヒ ト 化 9F3 13型 （ V13、 配 列 番 号 ： ５ ）
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、 及 び コ ン セ ン サ ス ヒ ト 可 変 ド メ イ ン 重 鎖 サ ブ グ ル ー プ III（ huIII、 配 列 番 号 ： ６ ） の 重
鎖 可 変 ド メ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 CDR（ H1, 配 列 番 号 ： １ ０ ； H2, 
配 列 番 号 ： １ １ ； 及 び H3, 配 列 番 号 ： 12） を 下 線 に よ っ て 強 調 し た 。 残 基 の 番 号 付 け は 、
上 掲 の Kabatら ， (1991)に よ る 。 マ ウ ス 9F3と V13配 列 の 間 の 違 い 、 及 び 9F3と huIII配 列 の
違 い は 、 星 印 で 示 さ れ て い る 。
【 図 ６ 】 脳 心 筋 炎 （ EMC） ウ イ ル ス で 刺 激 し た A549細 胞 中 の 組 み 換 え IFN-α サ ブ タ イ プ に
よ っ て 示 さ れ た ウ イ ル ス 生 育 阻 害 に 対 す る 、 開 始 mAb 9F3（ 左 パ ネ ル ） 及 び キ メ ラ タ ン パ
ク 質 CH8-2（ 右 パ ネ ル ） の 中 和 活 性 を 示 す 。
【 図 ７ 】 ヒ ト 化 9F3 13型 の モ デ ル を 示 す 。 VL及 び VHド メ イ ン の バ ッ ク ボ ー ン は 、 リ ボ ン で
示 さ れ て い る 。 CDRは 白 色 で 示 さ れ て 標 識 さ れ て い る （ L1、 L2、 L3、 H1、 H2、 H3） 。 ヒ ト
か ら マ ウ ス へ 変 え ら れ た フ レ ー ム ワ ー ク 側 鎖 は 白 色 で 示 さ れ 、 残 基 番 号 で 標 識 さ れ て い る
。
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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