
(57)【要約】
本明細書に記載する本発明の実施形態は、抗原単球走化性タンパク質 -1(MCP-1)に対する
抗体、およびこのような抗体の使用に関する。特に、幾つかの実施形態に従い、抗原 MCP-
1を対象とする完全ヒトモノクローナル抗体を提供する。重鎖および軽鎖免疫グロブリン
分子をコードするヌクレオチド配列、およびそれらの分子を含むアミノ酸配列、特にフレ
ームワーク領域および /または相補性決定領域 (CDR)、具体的には FR1から FR4あるいは CDR1
から CDR3に広がる、隣接の重鎖および軽鎖配列に対応する配列を提供する。このような免
疫グロブリン分子およびモノクローナル抗体を発現するハイブリドーマまたは他の細胞系
も提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 MCP-1と 結 合 し 、 か つ 、 配 列 番 号 2、 6、 10、 14、 18、 22、 26、 30、 34、 38、 42、 46、 50
、 54、 58、 62、 66、 70、 74、 78、 82、 86、 90、 94、 98、 102、 106、 110、 114、 118、 122、
126、 130、 134、 138、 142お よ び 146か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 重 鎖 ア ミ ノ 酸
を 含 む ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 4、 8、 12、 16、 20、 24、 28、 32、 36、 40、 44、 48、 52、 56、 60、 64、 68、 72、
76、 80、 84、 88、 92、 96、 100、 104、 108、 112、 116、 120、 124、 128、 132、 136、 140、 1
44お よ び 148か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1
に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 2の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 4の 配 列 を 含
む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 6の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 8の 配 列 を 含
む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 10の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 12の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 14の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 16の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 18の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 20の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 22の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 24の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 26の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 28の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 30の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 32の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 34の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 36の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 38の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 40の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 42の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 44の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 46の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 48の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 50の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 52の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 54の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 56の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 58の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 60の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 62の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 64の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 66の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 68の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 70の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 72の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 74の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 76の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 78の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 80の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 82の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 84の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 86の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 88の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 90の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 92の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 94の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 96の 配 列 を
含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 98の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 100の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 102の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 104の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 106の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 108の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 110の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 112の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 114の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 116の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 116の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 118の 配 列
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を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 118の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 120の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 122の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 124の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 126の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 128の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 130の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 132の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 134の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 136の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 138の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 140の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 142の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 144の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 146の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 148の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 不 溶 性 マ ト リ ク ス 上 に 固 定 さ れ た 、 請 求 項 2に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 患 者 サ ン プ ル 中 の 単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1(MCP-1)の レ ベ ル を ア ッ セ イ す る た め の 改 善
さ れ た 方 法 で あ っ て 、 患 者 サ ン プ ル の ア ッ セ イ に お い て MCP-1の レ ベ ル を 検 出 す る た め に
、 請 求 項 2に 記 載 の 抗 MCP-1抗 体 を 使 用 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 患 者 サ ン プ ル が 血 液 で あ る 、 請 求 項 42に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 2に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 、 お よ び 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 を 含 む 組 成 物
。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 腫 瘍 性 疾 患 を 有 効 に 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
　 腫 瘍 性 疾 患 に 関 す る 治 療 の 必 要 性 が あ る 動 物 を 選 択 す る こ と 、
　 単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1(MCP-1)と 特 異 的 に 結 合 す る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 治
療 上 有 効 量 を 前 記 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 腫 瘍 性 疾 患 が 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 膀 胱 癌 、 肺 癌 、 膠 芽 細 胞 腫 、 胃 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 腎
臓 癌 、 結 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 お よ び 前 立 腺 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 45に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 炎 症 性 症 状 を 有 効 に 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
　 炎 症 性 症 状 に 関 す る 治 療 の 必 要 性 が あ る 動 物 を 選 択 す る こ と 、
　 単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1(MCP-1)と 特 異 的 に 結 合 す る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 治
療 上 有 効 量 を 前 記 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 炎 症 性 症 状 が 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 乾 鱗 、
再 狭 窄 、 自 己 免 疫 疾 患 、 お よ び 多 発 性 硬 化 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 47に 記 載
の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 抗 原 単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1(MCP-1)に 対 す
る 抗 体 、 お よ び こ の よ う な 抗 体 の 使 用 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に 従 え ば 、 抗 原
MCP-1に 対 す る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 重 鎖 お よ び 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 分 子 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び そ れ ら の 分 子 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 、 特 に フ
レ ー ム ワ ー ク 領 域 お よ び /ま た は 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)、 具 体 的 に は FR1か ら FR4、 あ る い は
CDR1か ら CDR3に 広 が る 、 隣 接 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 配 列 に 対 応 す る 配 列 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明
の 抗 体 は 、 MCP-1の 過 剰 生 成 と 関 係 が あ る 疾 患 の 診 断 物 質 お よ び 治 療 物 質 と し て 用 途 が 見
出 さ れ る 。 ま た 、 こ の よ う な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ ま た は 他 の 細 胞 系 も 提 供 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 癌 細 胞 、 血 管 内 皮 細 胞 、 お よ び 他 の ス ト ロ マ 細 胞 型 に よ る 、 血 管 形 成 因 子 の 生 成 の 増 大
お よ び 血 管 形 成 阻 害 剤 の 生 成 の 低 下 は 、 腫 瘍 血 管 形 成 を 誘 導 す る と 考 え ら れ る 。 間 質 結 合
組 織 、 基 底 板 、 血 液 細 胞 、 血 管 お よ び 繊 維 芽 細 胞 か ら 構 成 さ れ る ス ト ロ マ は 、 ほ ぼ す べ て
の 固 形 腫 瘍 細 胞 を 囲 ん で い る 。 ス ト ロ マ と 癌 細 胞 の 間 の 相 互 作 用 は 、 腫 瘍 の 血 管 新 生 に お
い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 さ ら に 、 ス ト ロ マ の 構 成 成 分 で あ る マ ク ロ フ ァ ー ジ も ま
た 、 腫 瘍 血 管 形 成 に お い て 重 要 で あ る (M.Ono他 、 Cancer Chemother.Pharmacol.(1999)43(
Suppl.):S69～ S71.)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 単 核 食 細 胞 系 の 主 要 な 末 期 分 化 細 胞 型 で あ り 、 主 要 な 血 管 形 成 エ フ
ェ ク タ ー 細 胞 の 1つ で も あ り 、 幾 つ か の 増 殖 刺 激 物 質 お よ び 阻 害 物 質 を 生 成 す る 。 幾 つ か
の 血 管 形 成 サ イ ト カ イ ン は 、 単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1(MCP-1)を 含 め た マ ク ロ フ ァ ー ジ に
よ っ て 生 成 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 MCP-1は 、 Tリ ン パ 球 、 好 塩 基 球 お よ び NK細 胞 に 化 学 走 性 が あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 MC
P-1は 、 最 も 強 力 な マ ク ロ フ ァ ー ジ 補 充 分 子 の 1つ で あ る 。 ひ と た び 炎 症 ま た は 腫 瘍 の 部 位
に 補 充 さ れ る と 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 幾 つ か の 血 管 形 成 サ イ ト カ イ ン を 生 成 し 、 こ れ に よ っ
て 病 的 血 管 形 成 を 刺 激 す る こ と が で き る 。 幾 つ か の 研 究 に よ っ て 、 血 管 形 成 と 、 マ ク ロ フ
ァ ー ジ 補 充 と 、 さ ま ざ ま な 種 類 の 腫 瘍 を 有 す る 患 者 の 予 後 と の 間 の 関 係 が 示 さ れ て い る (G
.Fantanini他 、 Int.J.Cancer(1996)67:615;N.Weidner他 、 J.Natl.Cancer Ist.(1992)84:1
875)。 Leek他 は 、 集 中 的 に 増 大 す る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 数 が 、 乳 癌 患 者 の 血 管 新 生 お よ び 予
後 と 密 接 な 関 係 が あ る こ と を さ ら に 実 証 し て い る (Cancer Res.(1996)56:4625)。 R.Huang
他 (Cancer Res.(2002)62:2806～ 2812)は 、 コ ネ ク シ ン 43が 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ 技 術 を 使 用
す る こ と に よ り 発 見 さ れ た よ う に 、 MCP-1を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 、
ヒ ト 膠 芽 細 胞 腫 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Goede他 (Int.J.Cancer(1999)82:765～ 770)は 、 MCP-1が 、 ウ サ ギ 角 膜 モ デ ル に お い て 試
験 し た 場 合 に 、 VEGFと 同 等 の 血 管 形 成 能 を 有 す る こ と を 最 初 に 実 証 し た 。 彼 ら の モ デ ル で
は 、 MCP-1に よ っ て 誘 導 さ れ る 血 管 形 成 活 性 は 、 ウ サ ギ 角 膜 中 へ の マ ク ロ フ ァ ー ジ の 充 分
な 補 充 と 関 係 が あ っ た 。 Salcedo他 は 、 MCP-1が ヒ ト 内 皮 細 胞 の 化 学 走 性 を ナ ノ モ ル 濃 度 で
誘 導 し た こ と を 報 告 し て い る 。 こ の 化 学 走 性 応 答 は 、 ヒ ト MCP-1に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 に よ っ て 阻 害 さ れ た (R.Salcedo他 、 Blood(2000)96(1):34～ 40)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 MCP-1は 、 卵 巣 癌 で 発 現 さ れ る 主 要 な ケ モ カ イ ン で あ る (Negus、 R.P.M.他 、 J.Clin.Inve
stig.(1995)95: 2391～ 96;Sica、 A.他 、 J.Immunology(2000) 164(2):733～ 8)。 MCP-1は 、
膀 胱 、 乳 、 肺 お よ び 膠 芽 細 胞 腫 を 含 め た 幾 つ か の 他 の ヒ ト 癌 中 で も 増 大 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 炎 症 に お け る MCP-1の 重 要 性 が 、 幾 つ か の 研 究 で 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 H.J.A
nders他 は 、 免 疫 複 合 糸 球 体 腎 炎 の 開 始 お よ び 消 散 中 の 、 ケ モ カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン 受
容 体 発 現 を 実 証 し て い る (J:Am.Soc.Nephrol.(2001)12:919～ 2001)。 Segerer他 (J.Am.Soc.
Nephrol.(2000)11:2231～ 2242)も 、 ヒ ト 半 月 形 糸 球 体 腎 炎 に お け る 、 MCP-1お よ び そ の 受
容 体 で あ る ケ モ カ イ ン 受 容 体 2の 発 現 を 研 究 し て い る 。 J.A.Belperio他 は 、 閉 塞 性 細 気 管
支 炎 症 候 群 の 病 因 に お け る 、 ケ モ カ イ ン MCP-1/CCR2の 重 要 な 役 割 を 示 し て き て い る (J:Cli
n、 Investig.(2001)108:547～ 556)。 N.G.Frangogiannis他 は 、 心 筋 梗 塞 の 炎 症 応 答 に お け
る MCP-1の 役 割 を 述 べ て い る (Cardiovacular Res.(2002)53:31～ 47)。 Gerardお よ び Rollin
s(Nature Immunol.(2001)2:108～ 115)、 な ら び に Reapeお よ び Groot(Atherosclerosis(199
9)147:213～ 225)は 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 お よ び 他 の 疾 患 に お け る 、 MCP-1の 役 割 を 論
じ て い る 。 さ ら に 、 Schmidtお よ び Stern(Arterioscler.Thromb.Vasc.Biol.(2001)21:297
～ 299)は 、 再 狭 窄 に お け る MCP-1の 相 互 作 用 を 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ヒ ト MCP-1、 N末 端 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 を 有 す る 76-ア ミ ノ 酸 CCケ モ カ イ ン は 、 フ ィ ト ヘ マ
グ ル チ ニ ン 刺 激 ヒ ト リ ン パ 球 (Yoshimura、 T他 、 J.Immunol(1989)142:1956～ 62)、 ヒ ト グ
リ オ ー ム 細 胞 系 (Yoshimura、 T他 、 J.Exp.Med.(1989)169:1449～ 59)、 お よ び ヒ ト 骨 髄 単 球
細 胞 系 THP-1(Matsushima、 K他 、 (1989)J.Exp.Med.(1989)169:1485～ 90)を 含 め た 、 幾 つ か
の 源 か ら 本 来 精 製 さ れ た 。 MCP-1は 、 リ ン パ 球 由 来 の 化 学 走 性 因 子 (LDCF)と し て 最 初 に 記
載 さ れ た 。 タ ン パ ク 質 に 関 す る 他 の 名 称 は 、 腫 瘍 細 胞 由 来 の 化 学 走 性 因 子 (TDCF)、 グ リ オ
ー ム 由 来 の 単 球 化 学 走 性 因 子 (TDCF)、 グ リ オ ー ム 由 来 の 単 球 化 学 走 性 因 子 (GDCF)、 平 滑 筋
細 胞 由 来 の 化 学 走 性 因 子 (SMC-CF)、 単 球 化 学 走 性 活 性 化 因 子 (MCAF)お よ び CCL2で あ る 。 MC
P-1を コ ー ド す る cDNAの 分 子 ク ロ ー ニ ン グ (Furutani、 Y他 、 (1989)Biochem.Biophys.Res.C
omm(1989)169:249～ 55;B.J.Rollins他 、 Mol.Cell.Biol.(1989)9:4687～ 95;Chang、 H.C他
、 Int.Immunol.(1989)1:388～ 97)に よ っ て 、 23ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 む 99ア ミ
ノ 酸 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 明 ら か に な っ た 。 MCP-1の マ ウ ス 相 同 遺 伝 子 は JE
と 名 付 け ら れ た (B.J.Rollins他 、 1989)。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 2001年 11月 29日 に 公 開 さ れ た WO200189565は 、 ヒ ト MCP-1に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
開 示 し 、 こ の よ う な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る こ と に よ る 、 ヌ ー ド マ ウ ス モ デ ル に お
け る 腫 瘍 増 殖 の 阻 害 を 記 載 し て い る 。
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【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 THP-1細 胞 、 急 性 単 球 白 血 病 を 有 す る 患 者 由
来 の 細 胞 系 の MCP-1誘 導 型 化 学 走 性 を 阻 害 す る 、 ヒ ト MCP-1に 対 す る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 に 関 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 循 環 中 の 正 常 な ヒ ト 単 核 細 胞 の 移 動 を 評 価 す る た め の
代 用 物 と し て 使 用 さ れ る 。 MCP-1に よ っ て 刺 激 さ れ る 単 核 細 胞 の 浸 潤 は 、 慢 性 関 節 リ ウ マ
チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 移 植 拒 絶 反 応 、 乾 鱗 、 再 狭 窄 、 お よ び 多 発 性
硬 化 症 な ど の 自 己 免 疫 疾 患 を 含 め た 、 い く つ か の 腫 瘍 性 疾 患 に お い て 病 理 学 的 役 割 を 果 た
す 。 MCP-1活 性 を 阻 害 し 単 球 の 浸 潤 を 防 ぐ 抗 体 は 、 こ れ ら お よ び 他 の 炎 症 性 疾 患 用 の 治 療
剤 と し て の 用 途 が 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 MCP-1と 結 合 し MCP-1機 能 に 影 響 を 与 え る こ と
が 見 出 さ れ た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る 。 他 の 実 施 形 態 は 、 MCP-1に 対 す る 強 い 結 合
親 和 性 、 MCP-1を in vitroで 中 和 す る 能 力 、 お よ び 固 形 腫 瘍 の 血 管 新 生 を 阻 害 す る 能 力 を
含 め た 治 療 的 観 点 か ら 望 ま し い 性 質 を 有 す る 、 ヒ ト 抗 MCP-1抗 体 お よ び 抗 MCP-1抗 体 調 製 物
に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 MCP-1と 結 合 し 、 配 列 番 号 2、 6、 10、 14、 18、 22、 26、 30、 34
、 38、 42、 46、 50、 54、 58、 62、 66、 70、 74、 78、 82、 86、 90、 94、 98、 102、 106、 110
、 114、 118、 122、 126、 130、 134、 138、 142お よ び 146か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 重 鎖 ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 配
列 番 号 4、 8、 12、 16、 20、 24、 28、 32、 36、 40、 44、 48、 52、 56、 60、 64、 68、 72、 76、
80、 84、 88、 92、 96、 100、 104、 108、 112、 116、 120、 124、 128、 132、 136、 140、 144お
よ び 148か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 MCP-1と 結 合 す る 単 離 抗 体 、
ま た は こ れ ら の 抗 体 の 断 片 を 提 供 す る 。 当 分 野 で 知 ら れ て い る よ う に 、 抗 体 は 例 え ば モ ノ
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ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ お よ び /ま た は ヒ ト 抗 体 で あ る こ と が 有 利 で あ る 可 能 性 が あ る 。 本 明
細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 こ れ ら の 抗 体 を 生 成 す る た め の 細 胞 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 MCP-1と 結 合 し 、 図 7お よ び 10に 示 す 配 列 を 含 む CDRを 有 す る
重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 完 全 ヒ ト 抗 体 で あ る 。 CDRの 決 定 は 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 行 う
こ と が で き る こ と に 留 意 さ れ た い 。 一 般 に CDRは 、 Kabat他 、 Sequences of Proteins of I
mmunological Interest vols.1～ 3(Fifth Edition、 NIH Publication 91～ 3242、 Bethesd
a MD 1991)中 に よ り 定 義 さ れ る も の と し て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 発 明 中 に 示 す 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 形 態 は 、 MCP-1と 結 合 し 、 図 8お よ び 9に 示 す 配 列 を 含 む CDRを 有
す る 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 完 全 ヒ ト 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 MCP-1と 結 合 し 、 図 7お よ び 10に 示 す 配 列 を 含 む CDRを 有 す る
重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 図 8お よ び 9に 示 す 配 列 を 含 む CDRを 有 す る 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む 、 完 全 ヒ ト 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 MCP-2、 MCP-3お よ び MCP-4だ け に は 限 ら れ な い が こ れ ら を 含
め た 他 の MCP-1フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と 結 合 す る 、 完 全 ヒ ト 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 他 の 実
施 形 態 は 、 MCP-1と の 結 合 に 関 し て 本 発 明 の 完 全 ヒ ト 抗 体 と 交 差 競 合 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 任 意 の 特 定 の 形 の 抗 体 、 あ る い は 生 成 方 法 ま た は 作 製 方 法 に 限 ら
れ な い こ と は 理 解 さ れ よ う 。 例 え ば 、 抗 MCP-1抗 体 は 完 全 長 抗 体 (例 え ば 、 完 全 な ヒ ト Fc領
域 を 有 す る )、 ま た は 抗 体 断 片 (例 え ば Fab、 Fab'ま た は F(ab') 2 )で あ っ て よ い 。 さ ら に 、
こ の 抗 体 は 、 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 、 あ る い は 抗 体 を コ ー ド す る 1つ ま た は
複 数 の 遺 伝 子 を 用 い て 、 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い る 組 換 え に よ っ て 作 製
し た 細 胞 か ら 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 任 意 の 抗 体 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 、
任 意 の こ の よ う な 抗 MCP-1抗 体 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 を 有 す る ベ ク タ ー 、 任 意 の こ の
よ う な 核 酸 分 子 を 用 い て 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 を 含 む 。 さ ら に 、 本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、
核 酸 分 子 が 発 現 さ れ て 抗 体 が 生 成 す る 条 件 下 で 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 次 に 抗 体 を 回 収 す る こ
と に よ る 、 抗 MCP-1抗 体 の 作 製 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 ヒ ト MCP-1ま た は そ の 断 片 、 お よ び 1つ ま た は 複 数 の オ ル ソ ロ
ガ ス 配 列 ま た は そ の 断 片 を 用 い て 、 哺 乳 動 物 を 免 疫 す る こ と に よ る 、 MCP-1に 対 す る 高 親
和 性 抗 体 の 作 製 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 MCP-1と 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 抗 体 の 作 製 お
よ び 同 定 に 基 づ く 。 MCP-1は 、 腫 瘍 な ど の 腫 瘍 性 疾 患 、 お よ び 他 の 炎 症 性 疾 患 に お い て 、
高 レ ベ ル で 発 現 さ れ る 。 MCP-1の 生 物 学 的 活 性 の 阻 害 に よ っ て 、 単 核 細 胞 の 組 織 へ の さ ら
な る 浸 潤 を 防 ぐ こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 に 従 い 調 製 し た 抗 体 を 使 用 し て 、
患 者 サ ン プ ル 中 の MCP-1の レ ベ ル を 検 出 す る 、 疾 患 ま た は 症 状 を 診 断 す る 方 法 を 含 む 。 一
実 施 形 態 で は 、 患 者 サ ン プ ル は 血 液 ま た は 血 清 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 危 険 因 子 を 同
定 し 、 疾 患 、 お よ び 疾 患 の 段 階 を 診 断 す る 方 法 を 示 し 、 こ の 方 法 は 、 抗 MCP-1抗 体 を 使 用
し て 、 MCP-1の 過 剰 発 現 を 同 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 中 の MCP-1の 発 現 と 関 係 が あ る 症 状 を 診 断 す る た め
の 方 法 で あ っ て 、 細 胞 と 抗 MCP-1抗 体 を 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び MCP-1の 存 在 を 検 出 す る こ
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と を 含 む 方 法 を 含 む 。 好 ま し い 症 状 に は 、 腫 瘍 、 癌 、 例 え ば 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 胃 癌 、 子 宮 内
膜 癌 、 唾 液 腺 癌 、 肺 癌 、 腎 臓 癌 、 結 腸 癌 、 結 腸 直 腸 癌 、 甲 状 腺 癌 、 膵 臓 癌 、 前 立 腺 癌 お よ
び 膀 胱 癌 な ど を 非 限 定 的 に 含 む 腫 瘍 性 疾 患 、 な ら び に 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 ア
テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 乾 鱗 、 臓 器 移 植 、 再 狭 窄 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 だ け に は 限 ら れ な い
が 、 こ れ ら を 含 め た 他 の 炎 症 性 症 状 が あ る が 、 こ れ ら だ け に は 限 ら れ な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 組 織 ま た は 細 胞 中 の MCP-1お よ び MCP-1フ ァ ミ リ
ー の メ ン バ ー を 検 出 し て 、 腫 瘍 性 疾 患 ま た は 炎 症 性 症 状 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ア ッ
セ イ キ ッ ト で あ っ て 、 MCP-1と 結 合 す る 抗 体 、 お よ び 存 在 す る 場 合 は 抗 原 と 抗 体 の 反 応 を
示 す た め の 手 段 を 含 む ア ッ セ イ キ ッ ト を 含 む 。 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好
ま し い 。 一 実 施 形 態 で は 、 MCP-1と 結 合 す る 抗 体 を 標 識 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は
非 標 識 の 第 1の 抗 体 で あ り 、 反 応 を 示 す た め の 手 段 は 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る 標 識 さ れ
た 第 2の 抗 体 を 含 む 。 蛍 光 色 素 、 酵 素 、 放 射 性 核 種 お よ び 放 射 線 不 透 物 質 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る マ ー カ ー で 抗 体 を 標 識 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 混 合 さ れ た 、 有 効
量 の 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 薬 剤 組 成 物 を 含 む 。 さ ら に 他 の 実 施 形 態 で は 、 抗 MCP-1抗 体 ま た
は そ の 断 片 を 治 療 物 質 と 結 合 さ せ る 。 治 療 物 質 は 、 毒 素 ま た は 放 射 性 同 位 体 で あ っ て よ い
。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 抗 体 を 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 胃 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 唾 液 腺 癌 、 肺 癌 、
腎 臓 癌 、 結 腸 癌 、 結 腸 直 腸 癌 、 甲 状 腺 癌 、 膵 臓 癌 、 前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱 癌 な ど の 癌 を 非 限
定 的 に 含 め た 、 例 え ば 腫 瘍 な ど の 疾 患 、 な ら び に 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 乾 鱗 、 臓 器 移 植 、 再 狭 窄 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 だ け に は 限 ら れ な い が 、
こ れ ら を 含 め た 他 の 炎 症 性 症 状 を 治 療 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 形 態 は 、 患 者 中 の MCP-1の 発 現 と 関 係 が あ る 疾 患 ま た は 症 状 を
診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 患 者 に 有 効 量 の 抗 MCP-1抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を
提 供 す る 。 こ の 方 法 は in vivoで 行 う こ と が で き る 。 患 者 は 哺 乳 動 物 患 者 、 好 ま し く は ヒ
ト 患 者 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 こ の 方 法 は 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 胃 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、
唾 液 腺 癌 、 肺 癌 、 腎 臓 癌 、 結 腸 癌 、 結 腸 直 腸 癌 、 甲 状 腺 癌 、 膵 臓 癌 、 前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱
癌 な ど の 癌 を 非 限 定 的 に 含 め た 、 腫 瘍 の 治 療 に 関 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 こ の 方 法 は 、
慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 乾 鱗 、 臓 器 移 植 、 再 狭 窄 お よ
び 自 己 免 疫 疾 患 だ け に は 限 ら れ な い が 、 こ れ ら を 含 め た 炎 症 性 症 状 の 治 療 に 関 す る 。 他 の
実 施 形 態 は 、 MCP-1の 発 現 と 関 係 が あ る 疾 患 お よ び 症 状 を 治 療 す る た め の 方 法 を 含 み 、 こ
の 方 法 は 、 MCP-1の 過 剰 発 現 に 関 す る 治 療 の 必 要 性 が あ る 哺 乳 動 物 を 同 定 す る こ と 、 お よ
び 抗 MCP-1抗 体 の 治 療 上 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 抗 MCP-1抗 体 を 含 む 組 成 物 、 お よ び 組 成 物 を 使 用 し て MCP
-1の 過 剰 発 現 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 腫 瘍 性 疾 患 お よ び 炎 症 性 疾 患 を 治 療 す る こ と が で き
る こ と を 示 す 、 パ ッ ケ ー ジ 挿 入 体 ま た は 標 識 を 含 む 容 器 を 含 む 製 造 品 を 提 供 す る 。 好 ま し
く は 哺 乳 動 物 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト に 抗 MCP-1抗 体 を 与 え る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 乳
癌 、 卵 巣 癌 、 胃 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 唾 液 腺 癌 、 肺 癌 、 膠 芽 細 胞 腫 、 腎 臓 癌 、 結 腸 癌 、 結 腸 直
腸 癌 、 甲 状 腺 癌 、 膵 臓 癌 、 前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱 癌 な ど の 癌 を 非 限 定 的 に 含 め た 腫 瘍 、 な ら
び に 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 乾 鱗 、 臓 器 移 植 、 再 狭 窄
お よ び 多 発 性 硬 化 症 な ど の 自 己 免 疫 疾 患 だ け に は 限 ら れ な い が 、 こ れ ら を 含 め た 他 の 炎 症
性 症 状 を 治 療 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 抗 MCP-1抗 体 、 次 に 洗 浄 物 質 を 投 与 し て 、 循 環 抗 体 を 血 液 か ら
除 去 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 抗 MCP-1抗 体 を 修 飾 し て 、 補 体 を 固 定 し 補 体 依 存 性 細 胞 毒 性 (CD
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C)に 関 与 す る そ れ ら の 能 力 を 高 め る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 な ど に
よ り 、 抗 MCP-1抗 体 を 修 飾 し て 、 抗 体 の ク リ ア ラ ン ス を 変 え る こ と が で き る 。 例 え ば 、 幾
つ か の ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て 、 身 体 か ら の 抗 体 の ク リ ア ラ ン ス を 促 進 す る こ と が で き る 。
あ る い は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て 、 身 体 か ら の 抗 体 の ク リ ア ラ ン ス を 遅 ら せ る こ と が で き
る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 が 身 体 か ら よ り ゆ っ く り と 除 去 さ れ る よ う に 、 抗 MCP-1抗 体
を 改 変 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 形 態 は 、 腫 瘍 性 疾 患 お よ び 炎 症 性 症 状 な ど の 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬
品 の 調 製 に お け る 、 抗 MCP-1抗 体 の 使 用 で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 腫 瘍 性 疾 患 は 、 乳 癌 、
卵 巣 癌 、 胃 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 唾 液 腺 癌 、 肺 癌 、 腎 臓 癌 、 結 腸 癌 、 結 腸 直 腸 癌 、 甲 状 腺 癌 、
膵 臓 癌 、 前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱 癌 な ど の 、 腫 瘍 お よ び 癌 を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 炎 症 性
症 状 は 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 乾 鱗 、 臓 器 移 植 、 再 狭
窄 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 だ け に は 限 ら れ な い が 、 こ れ ら を 含 む 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 MCP-1と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す
る 。 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は MCP-1と 結 合 し 、 MCP-1機 能 に 影 響 を 与 え る 。 他 の 実 施
形 態 は 、 MCP-1に 対 す る 強 い 結 合 親 和 性 、 MCP-1を in vitroで 中 和 す る 能 力 、 お よ び 固 形 腫
瘍 の 増 殖 お よ び 血 管 新 生 を in vivoで 阻 害 す る 能 力 を 含 め た 治 療 的 観 点 か ら 望 ま し い 性 質
を 有 す る 、 完 全 ヒ ト 抗 MCP-1抗 体 お よ び 抗 MCP-1抗 体 調 製 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 MCP-1と 結 合 す る 単 離 抗 体 、 ま た は こ れ ら の 抗 体 の
断 片 を 提 供 す る 。 当 分 野 で 知 ら れ て い る よ う に 、 抗 体 は 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ お
よ び /ま た は ヒ ト 抗 体 で あ る こ と が 有 利 で あ る 場 合 が あ る 。 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 こ れ ら
の 抗 体 を 生 成 す る た め の 細 胞 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 体 は 、 治 療 上 の 有 用 性 を 有 す る 。 抗 MCP-
1抗 体 は 、 腫 瘍 血 管 新 生 お よ び 腫 瘍 増 殖 の 広 が り を 部 分 的 に 阻 害 ま た は 制 限 す る こ と が で
き る 。 膠 芽 細 胞 腫 お よ び 腎 臓 癌 由 来 の 細 胞 を 含 め た 多 く の 癌 細 胞 は 、 MCP-1、 CCR2の 受 容
体 を 発 現 す る 。 同 じ 腫 瘍 細 胞 中 の リ ガ ン ド と 受 容 体 の 同 時 発 現 に よ っ て 、 両 方 の 要 素 を 発
現 す る 癌 細 胞 中 の 自 己 増 殖 ル ー プ を MCP-1が 制 御 す る こ と が で き る こ と が 示 唆 さ れ る 。 Hua
ng他 (Cancer Res.(2002)62:2806～ 2812)は 、 MCP-1の CCR2受 容 体 を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 の 増
殖 お よ び 生 存 に 、 MCP-1が 直 接 影 響 を 与 え 得 る こ と を 近 年 報 告 し て い る 。 し た が っ て 、 血
管 新 生 に 対 す る そ の 影 響 以 外 に 、 MCP-1は 、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 、 移 動 お よ び 侵 襲 を 直 接 制 御
す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 疾 患 の 診 断 物 質 ま た は 治 療 物 質 と し て の 、 こ れ ら の 抗 体
の 使 用 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 腫 瘍 お よ び 炎 症 性 症 状 と 関 係 が あ る MC
P-1の 発 現 を 阻 害 す る た め の 方 法 お よ び 抗 体 を 提 供 す る 。 抗 体 を 使 用 し て 、 乳 癌 、 卵 巣 癌
、 胃 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 唾 液 腺 癌 、 肺 癌 、 腎 臓 癌 、 結 腸 癌 、 結 腸 直 腸 癌 、 甲 状 腺 癌 、 膵 臓 癌
、 前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱 癌 な ど の 癌 、 な ら び に 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 ア テ ロ ー ム
性 動 脈 硬 化 症 、 乾 鱗 、 臓 器 移 植 、 再 狭 窄 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 だ け に は 限 ら れ な い が 、 こ れ
ら を 含 め た 他 の 炎 症 性 症 状 を 治 療 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 治 療 と 共 に 、 本 明 細 書
に 記 載 す る 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 製 造 品 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の
抗 体 を 含 む ア ッ セ イ キ ッ ト を 提 供 し て 、 腫 瘍 お よ び 炎 症 性 症 状 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 核 酸 、 な ら び に そ の 断 片 お よ び 変 異 体 は 、 例 え ば 非 限 定 的
な 例 、 (a)対 応 す る コ ー ド タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 組 換 え ま た は 異 種 遺 伝 子 産 物 と し
て の 断 片 お よ び 変 異 体 の 生 合 成 を 指 令 す る た め 、 (b)本 明 細 書 に 開 示 す る 核 酸 の 検 出 お よ
び 定 量 化 用 の プ ロ ー ブ と し て 、 (c)ア ン チ セ ン ス 分 子 な ど を 調 製 す る た め の 配 列 鋳 型 と し
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て な ど 、 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 使 用 は 、 以 下 の 開 示 中 で さ ら に 十 分 に 説 明 す
る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 す る タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に そ の 断 片 お よ び
変 異 体 は 、 (a)抗 MCP-1抗 体 の 生 成 を 刺 激 す る た め の 免 疫 原 と し て 働 か せ る よ う に 、 (b)こ
の よ う な 抗 体 に 関 す る 免 疫 ア ッ セ イ で の 捕 捉 抗 原 を 含 め た 方 法 で 、 (c)本 明 細 書 に 記 載 す
る MCP-1ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ の 標 的 と し て 、 な ら び に (d)抗 体 に
よ る 処 理 が 標 的 に よ っ て 仲 介 さ れ る 分 子 お よ び /ま た は 細 胞 機 能 に 影 響 を 与 え る よ う な MCP
-1特 異 的 抗 体 の 標 的 と し て 、 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 細 胞 増 殖 の 調 節 に お け る そ の 強 い 影 響 を 鑑 み る と 、 MCP-1ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活
性 の 増 大 を 使 用 し て 、 細 胞 の 生 存 を 促 進 す る こ と が で き る 。 逆 に 、 MCP-1ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 の 低 下 を 使 用 し て 、 細 胞 死 を 誘 導 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 に 関 す る 、 他 の 実 施 形 態 、 特 徴 な ど は 、 以 下 の 追 加 的 な 詳 細 で 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 配 列 表
　 代 表 的 な ヒ ト 抗 MCP-1抗 体 の 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸
配 列 を 配 列 表 中 に 示 し 、 そ の 内 容 は 以 下 の 表 1に ま と め る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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【 表 １ － １ 】
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【 表 １ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ２ 】
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【 表 １ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
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　 定 義
　 他 に 明 示 し な い 限 り 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 に 関 し て 使 用 す る 科 学 用 語 お よ び 技 術
用 語 は 、 当 業 者 に よ っ て 一 般 的 に 理 解 さ れ て い る 意 味 を 有 す る も の と す る 。 さ ら に 、 文 脈
か ら 他 に 必 要 と さ れ な い 限 り 、 単 数 形 の 用 語 は 複 数 形 を 含 む も の と し 、 複 数 形 の 用 語 は 単
数 形 を 含 む も の と す る 。 一 般 に 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 細 胞 お よ び 組 織 培 養 、 分 子 生 物 学 、
な ら び に タ ン パ ク 質 お よ び オ リ ゴ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 化 学 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 技 法 に 関 し て 使 用 さ れ る 命 名 は よ く 知 ら れ て お り 、 当 分 野 で 一 般 的 に 使 用 さ れ て
い る も の で あ る 。 組 換 え DNA、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 、 お よ び 組 織 培 養 、 お よ び 形 質 転
換 (例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン )用 の 標 準 的 技 法 を 使 用 す る 。 酵
素 反 応 お よ び 精 製 技 法 は 、 製 造 者 の 仕 様 書 に 従 っ て 、 ま た は 当 分 野 で 一 般 的 に 行 わ れ て い
る の と 同 様 に 、 あ る い は 本 明 細 書 に 記 載 す る の と 同 様 に 行 う 。 前 述 の 技 法 お よ び 手 順 は 、
当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 従 来 の 方 法 に 従 っ て 、 ま た は 本 出 願 中 に 引 用 し 論 じ て い る 、 さ
ま ざ ま な 一 般 的 お よ び さ ら に 具 体 的 な 参 照 文 献 中 に 記 載 さ れ た の と 同 様 に 一 般 的 に 行 う 。
例 え ば 、 Sambrook他 、 Molecular Cloning:A Laboratory Manual(2d ed.,Cold Spring Har
bor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 N.Y.1989)を 参 照 の こ と 。 本 明 細 書 に 記 載
す る 分 析 化 学 、 合 成 有 機 化 学 、 お よ び 医 薬 品 化 学 お よ び 薬 品 化 学 の 実 験 手 順 お よ び 技 法 に
関 し て 使 用 さ れ る 命 名 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る も の で あ る
。 化 学 合 成 、 化 学 分 析 、 薬 剤 調 製 、 配 合 、 お よ び 送 達 、 お よ び 患 者 の 治 療 用 の 標 準 的 技 法
を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 実 施 形 態 に 従 い 使 用 す る よ う に 、 以 下 の 用 語 は 、 他 に 示 さ な い 限
り 、 以 下 の 意 味 を 有 す る と 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 ゲ ノ ム 、 cDNA、 ま た は 合 成 起 源
、 あ る い は こ れ ら の 幾 つ か の 組 合 せ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る も の と し 、 そ の 起 源 に
よ っ て 「 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 (1)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 体 ま た は 一 部 分 と 結 合 し
な い か 、 「 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 天 然 で 見 ら れ る か 、 (2)天 然 で は 連 結 し な い ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド と 動 作 可 能 に 連 結 し て い る か 、 あ る い は (3)大 き な 配 列 の 一 部 分 と し て 天 然 に
存 在 し な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 す る 用 語 「 単 離 タ ン パ ク 質 」 は 、 cDNA、 組 換 え RNA、 ま た は 合 成 起 源 、
あ る い は こ れ ら の 幾 つ か の 組 合 せ の タ ン パ ク 質 を 意 味 し 、 そ の 起 源 、 ま た は 派 生 源 に よ っ
て 「 単 離 タ ン パ ク 質 」 は 、 (1)天 然 で 見 ら れ る タ ン パ ク 質 と 結 合 し な い か 、 (2)同 じ 源 由 来
の 他 の タ ン パ ク 質 を 含 ま な い か 、 例 え ば ネ ズ ミ タ ン パ ク 質 を 含 ま な い か 、 (3)異 種 由 来 の
細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る か 、 あ る い は (4)天 然 に 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 本 明 細 書 で は 一 般 用 語 と し て 使 用 し て 、 本 来 の タ ン パ ク 質 、
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 断 片 、 ま た は 類 似 体 を 指 す 。 し た が っ て 、 本 来 の タ ン パ ク 質 、 断 片 、
お よ び 類 似 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 属 の 種 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 重
鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び ヒ ト κ 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 お よ び 重 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン
分 子 と 、 κ 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 な ど の 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を 含 む 組 合 せ 、 あ る い
は こ の 逆 に よ っ て 形 成 さ れ る 抗 体 分 子 、 な ら び に こ れ ら の 断 片 お よ び 類 似 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 、 物 体 に 適 用 す る 用 語 「 天 然 に 存 在 す る 」 は 、 あ る 物 体 が 天 然 で
見 る こ と が で き る 事 実 を 指 す 。 例 え ば 、 (ウ イ ル ス を 含 め た )生 物 中 に 存 在 し 、 天 然 の 供 給
源 か ら 単 離 す る こ と が で き 、 研 究 室 ま た は そ れ 以 外 の 場 所 で 人 間 に よ っ て 意 図 的 に 修 飾 さ
れ て い な い 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 天 然 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 動 作 可 能 に 連 結 し た 」 は 、 こ の よ う に 記 載 す る 要 素 の 位 置 が
、 そ れ ら の 要 素 を そ の 目 的 と す る 方 式 で 機 能 さ せ る こ と が で き る 関 係 に あ る こ と を 指 す 。
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コ ー ド 配 列 と 「 動 作 可 能 に 連 結 し た 」 調 節 配 列 は 、 調 節 配 列 と 適 合 性 が あ る 条 件 下 で 、 コ
ー ド 配 列 の 発 現 が 得 ら れ る よ う な 方 法 で 連 結 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 調 節 配 列 」 は 、 そ れ が 連 結 す る コ ー ド 配 列 の 発 現 お よ び プ ロ
セ シ ン グ を 実 施 す る の に 必 要 な 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 指 す 。 こ の よ う な 調 節 配 列 の 性
質 は 宿 主 生 物 に 応 じ て 異 な り 、 原 核 生 物 で は 、 こ の よ う な 調 節 配 列 は 一 般 に 、 プ ロ モ ー タ
ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 お よ び 転 写 終 了 配 列 を 含 み 、 真 核 生 物 で は 一 般 に 、 こ の よ う な
調 節 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 終 了 配 列 を 含 む 。 用 語 「 調 節 配 列 」 は 、 そ の 存 在 が
発 現 お よ び プ ロ セ シ ン グ に 必 要 不 可 欠 で あ る 、 あ ら ゆ る 要 素 を 最 低 限 含 む も の と し 、 そ の
存 在 が 有 利 で あ る 他 の 要 素 、 例 え ば リ ー ダ ー 配 列 お よ び 融 合 パ ー ト ナ ー 配 列 も 含 む こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 少 な く と も 10塩 基 長 の ポ リ マ ー 形 態
の ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は 修 飾 形 の い ず
れ か の タ イ プ の ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 こ の 用 語 は 、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 形 態 の DNAを
含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 す る 用 語 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 天 然 に 存 在 す る 、 お よ び 天 然 に 存
在 し な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 に よ っ て 1つ に 連 結 し た 、 天 然 に 存 在 す る 修 飾 さ れ た ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 200塩 基 以 下 の 長 さ 部 分 を 一 般 に 含 む 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の サ ブ セ ッ ト で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 10～ 60塩 基 長 で あ る こ と が 好
ま し く 、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 ま た は 20～ 40塩 基 長 で あ る こ と が 最 も 好 ま し
い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば プ ロ ー ブ 用 に は 、 通 常 一 本 鎖 で あ る が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 例 え ば 遺 伝 子 突 然 変 異 体 の 構 築 で 使 用 す る た め に は 二 本 鎖 で あ っ て よ い 。 本 発
明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て よ い
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 す る 用 語 「 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド お よ び リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 本 明 細 書 で 言 及 す る 用 語 「 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 修
飾 ま た は 置 換 さ れ た 糖 基 な ど を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 本 明 細 書 で 言 及 す る 用 語 「 ヌ
ク レ オ チ ド 結 合 」 は 、 例 え ば ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ セ レ
ノ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ セ レ ノ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア ニ ー ロ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア ニ ラ デ ー ト
、 ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト な ど の 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 を 含 む 。 例 え ば 、 LaPlanche他 、 N
ucl.Acids Res.14:9081(1986);Stec他 、 J.Am.Chem.Soc.106:6077(1984);Stein他 、 Nucl.A
cids Res.16:3209(1988);Zon他 、 Anti-Cancer Drug Design.6:539 (1991);Zon他 、 Oligon
ucleotides and Analogues:A Practical Approach、 pp.87～ 108(F.Eckstein、 Ed.、 Oxfor
d University Press、 Oxford England(1991));Stec他 、 米 国 特 許 第 5,151,510号 ;Uhlmann
お よ び Peyman Chemical Reviews 90:543(1990)を 参 照 の こ と 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ
れ が 所 望 さ れ る な ら ば 、 検 出 用 の 標 識 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 す る 用 語 「 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 は 、 検 出 可 能 か つ 特 異 的 な 結
合 を 意 味 す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び そ れ ら の 断 片 は
、 測 定 可 能 な 量 の 非 特 異 的 核 酸 と の 検 出 可 能 な 結 合 を 最 小 限 に す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン お よ び 洗 浄 条 件 下 で 、 核 酸 鎖 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条
件 を 使 用 し て 、 当 分 野 で 知 ら れ て お り 本 明 細 書 で 論 じ る 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条
件 を 達 成 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び そ れ ら の 断 片 と 、 当 該 の 核 酸 配 列 の 間 の 核 酸 配 列 の 相 同 性 は 、 少 な く と も 80%で あ
り 、 よ り 典 型 的 に は 、 少 な く と も 85%、 90%、 95%、 99%お よ び 100%の 高 い 相 同 性 が 好 ま し い
。 こ れ ら の 配 列 間 に 部 分 的 ま た は 完 全 な 同 一 性 が 存 在 す る 場 合 、 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 相
同 で あ る 。 例 え ば 、 85%の 相 同 性 と は 、 2つ の 配 列 を 最 大 の 整 合 性 で ア ラ イ メ ン ト を と っ た

10

20

30

40

50

(20) JP 2005-536534 A 2005.12.2



場 合 に 、 85%の ア ミ ノ 酸 が 同 一 で あ る こ と を 意 味 す る 。 (2つ の 配 列 の い ず れ か を 整 合 さ せ
る 際 に )ギ ャ ッ プ を 最 大 に 整 合 さ せ る こ と が で き る 。 5以 下 の ギ ャ ッ プ 長 が 好 ま し く 、 2以
下 が さ ら に 好 ま し い 。 あ る い は 好 ま し く は 、 2つ の タ ン パ ク 質 配 列 (ま た は 少 な く と も 30ア
ミ ノ 酸 長 の タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )が 、 突 然 変 異 デ ー タ マ ト リ ク ス お よ
び 6以 上 の ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー を 用 い る プ ロ グ ラ ム ALIGNを 使 用 し て 、 こ れ ら の 配 列 が 5
を 超 え る ア ラ イ メ ン ト ス コ ア (標 準 偏 差 単 位 )を 有 す る 場 合 、 こ の 語 を 本 明 細 書 で 使 用 す る
よ う に 相 同 で あ る 。 M.O.Dayhoff、 Atlas of Protein Sequence and Structure、 Vol.5、 1
01～ 110お よ び Supplement 2～ Vol.5、 1～ 10(National Biomedical Research Foundation 
1972)中 を 参 照 の こ と 。 2つ の 配 列 ま た は そ れ ら の 一 部 分 は 、 ALIGNプ ロ グ ラ ム を 使 用 し て
最 適 状 態 に ア ラ イ メ ン ト を と っ た 場 合 、 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 が 50%以 上 同 一 で あ れ ば 、 よ り
好 ま し く は 相 同 で あ る 。 用 語 「 対 応 す る 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 参 照 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 分 と 相 同 で あ る (す な わ ち 同 一 で あ る 、 進 化 上 は 厳 密 に は 関
係 が な い )か 、 あ る い は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 参 照 ポ リ ペ プ チ ド 配 列
と 同 一 で あ る こ と を 意 味 す る た め に 本 明 細 書 で 使 用 す る 。 対 照 的 に 、 用 語 「 相 補 的 で あ る
」 は 、 相 補 配 列 が 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 分 と 、 相 同 で あ る こ と を 意
味 す る た め に 本 明 細 書 で 使 用 す る 。 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 「 TATAC」 は 参 照 配 列 「 TAT
AC」 に 対 応 し 、 「 GTATA」 と 相 補 的 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 以 下 の 用 語 は 、 2つ の 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 配 列 関 係 を 記 載
す る た め に 使 用 す る :「 参 照 配 列 」 、 「 比 較 ウ イ ン ド ウ 」 、 「 配 列 同 一 性 」 、 「 配 列 同 一
性 の 割 合 」 、 お よ び 「 実 質 的 同 一 性 」 。 「 参 照 配 列 」 は 、 配 列 比 較 の ベ ー ス と し て 使 用 さ
れ る 明 確 な 配 列 で あ る ;参 照 配 列 は 、 大 き な 配 列 の 亜 群 、 例 え ば 配 列 表 中 に 与 え ら れ る 完
全 長 cDNAま た は 遺 伝 子 配 列 の セ グ メ ン ト な ど で あ っ て よ く 、 あ る い は 完 全 な cDNAま た は 遺
伝 子 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 一 般 に 、 参 照 配 列 は 少 な く と も 18ヌ ク レ オ チ ド ま た は 6ア
ミ ノ 酸 長 で あ り 、 し ば し ば 少 な く と も 24ヌ ク レ オ チ ド ま た は 8ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 少 な く
と も 48ヌ ク レ オ チ ド ま た は 16ア ミ ノ 酸 長 で あ る こ と が 多 い 。 2つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は ア ミ ノ 酸 配 列 は そ れ ぞ れ 、 (1)2分 子 間 で 類 似 し て い る 配 列 (す な わ ち 、 完 全 な ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 分 )を 含 み 、 (2)2つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ
酸 配 列 間 で 互 い に 異 な る 配 列 を さ ら に 含 む こ と が で き る の で 、 2つ (あ る い は そ れ を 超 え る
)分 子 間 の 配 列 比 較 は 、 2分 子 の 配 列 を 「 比 較 ウ イ ン ド ウ 」 で 比 較 し て 、 配 列 が 類 似 し て い
る 局 所 領 域 を 同 定 お よ び 比 較 す る こ と に よ っ て 、 典 型 的 に は 行 わ れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す
る 用 語 「 比 較 ウ イ ン ド ウ 」 は 、 少 な く と も 18の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ま た は 6ア ミ ノ 酸 の
概 念 上 の セ グ メ ン ト を 指 し 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 少 な く と も 18
の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 6ア ミ ノ 酸 配 列 の 参 照 配 列 と 比 較 す る こ と が で き 、 比 較 ウ イ ン
ド ウ 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 分 は 、 2つ の 配 列 の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト 用 の 参 照 配
列 (付 加 ま た は 欠 失 を 含 ま な い )と 比 較 し て 、 20パ ー セ ン ト 以 下 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 な ど (
す な わ ち ギ ャ ッ プ )を 含 む 可 能 性 が あ る 。 比 較 ウ イ ン ド ウ を 一 直 線 に 並 べ る た め の 配 列 の
最 適 な ア ラ イ メ ン ト は 、 Smithお よ び Waterman、 Adv.Appl.Math.2:482(1981)の 局 所 相 同 性
ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 、 Needlemanお よ び Wunsch、 J.Mol.Biol.48:443(1970)の 相 同 性 ア ラ
イ メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 、 Pearsonお よ び Lipman、 Proc.Natl.Acad.Sci.(U.S.A)85:
2444(1988)の 類 似 性 検 索 法 に よ っ て 、 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム の コ ン ピ ュ ー タ に よ る 実 施 に
よ っ て (GAP、 BESTFIT、 FASTA、 お よ び TFASTA in the Wisconsin Genetics Software Pack
age Release 7.0、 (Genetics Computer Group,575 Science Dr、 Madison、 Wis.)、 Genewo
rks、 ま た は MacVectorソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ )、 あ る い は 調 査 に よ っ て 行 う こ と が で き
、 さ ま ざ ま な 方 法 に よ っ て 生 じ る 、 最 良 の ア ラ イ メ ン ト (す な わ ち 、 比 較 ウ イ ン ド ウ の 最
高 の 相 同 性 の 割 合 を も た ら す )が 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 用 語 「 配 列 同 一 性 」 は 、 2つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 比 較 ウ イ ン ド
ウ に 関 し て 同 一 で あ る こ と を 意 味 す る (す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 毎 ま た は 残 基 毎 の 単 位 で )
。 用 語 「 配 列 同 一 性 の 割 合 」 は 、 比 較 ウ イ ン ド ウ の 2つ の 最 適 に ア ラ イ メ ン ト を と っ た 配
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列 を 比 較 す る こ と 、 同 一 の 核 酸 塩 基 (例 え ば A、 T、 C、 G、 U、 ま た は I)ま た は 残 基 が 両 方 の
配 列 中 に 存 在 す る 位 置 の 数 を 決 定 し て 、 整 合 し た 位 置 の 数 を 得 る こ と 、 そ の 整 合 し た 位 置
の 数 を 比 較 ウ イ ン ド ウ 中 の 位 置 の 全 体 数 (す な わ ち ウ イ ン ド ウ の 大 き さ )で 割 る こ と 、 そ の
結 果 に 100を 掛 け て 配 列 同 一 性 の 割 合 を 得 る こ と に よ っ て 計 算 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る
用 語 「 実 質 的 同 一 性 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 性 質 を 示 し 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 は 、 少 な く と も 18ヌ ク レ オ チ ド (6ア ミ ノ 酸 )位 置 の 比 較 ウ イ ン ド
ウ 、 し ば し ば 少 な く と も 24～ 48ヌ ク レ オ チ ド (8～ 16ア ミ ノ 酸 )位 置 の ウ イ ン ド ウ の 参 照 配
列 と 比 較 し て 、 少 な く と も 85パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 90～ 95パ ー
セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 さ ら に 通 常 は 少 な く と も 99パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を
含 み 、 配 列 同 一 性 の 割 合 は 、 欠 失 ま た は 付 加 を 含 む 可 能 性 が あ り 、 比 較 ウ イ ン ド ウ の 参 照
配 列 が 合 計 20パ ー セ ン ト 以 下 の 配 列 と 、 参 照 配 列 を 比 較 す る こ と に よ っ て 計 算 す る 。 参 照
配 列 は 、 大 き な 配 列 の 亜 群 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る よ う に 、 20の 従 来 の ア ミ ノ 酸 お よ び そ れ ら の 略 語 は 、 従 来 の 使 用 に
従 う 。 Immunology-A Synthesis(2d ed.、 Golub、 E.S.お よ び Gren、 D.R.eds.、 Sinauer As
sociates、 Sunderland、 Mass.1991)を 参 照 の こ と 。 20の 従 来 の ア ミ ノ 酸 の 立 体 異 性 体 (例
え ば D-ア ミ ノ 酸 )、 α -,α -二 置 換 ア ミ ノ 酸 な ど の 非 天 然 ア ミ ノ 酸 、 N-ア ル キ ル ア ミ ノ 酸 、
乳 酸 、 お よ び 他 の 非 従 来 的 ア ミ ノ 酸 も 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 適 し
た 要 素 で あ る 場 合 が あ る 。 非 従 来 的 ア ミ ノ 酸 の 例 に は 、 4-ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 γ -カ ル
ボ キ シ グ ル タ メ ー ト 、 ε -N,N,N-ト リ メ チ ル リ シ ン 、 ε -N-ア セ チ ル リ シ ン 、 O-ホ ス ホ セ リ
ン 、 N-ア セ チ ル リ シ ン 、 N-ホ ル ミ ル メ チ オ ニ ン 、 3-メ チ ル ヒ ス チ ジ ン 、 5-ヒ ド ロ キ シ リ シ
ン 、 σ -N-メ チ ル ア ル ギ ニ ン 、 お よ び 他 の 同 様 の ア ミ ノ 酸 お よ び イ ミ ノ 酸 (例 え ば 4-ヒ ド ロ
キ シ プ ロ リ ン )が あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る ポ リ ペ プ チ ド 表 示 で は 、 標 準 的 使 用 お よ び 慣
習 に 従 い 、 左 手 方 向 が ア ミ ノ 末 端 方 向 で あ り 、 右 手 方 向 が カ ル ボ キ シ 末 端 方 向 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 同 様 に 、 他 に 明 示 し な い 限 り は 、 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 左 手 端 が 5'端 で あ り ;
二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 左 手 方 向 を 5'方 向 と 呼 ぶ 。 5'か ら 3'の 、 新 生 RNA転 写 産 物
の 付 加 方 向 を 転 写 方 向 と 呼 び ;RNAと 同 じ 配 列 を 有 し 、 RNA転 写 産 物 の 5'か ら 5'端 に 存 在 す
る DNA鎖 上 の 配 列 領 域 を 、 「 上 流 配 列 」 と 呼 び ;RNAと 同 じ 配 列 を 有 し 、 RNA転 写 産 物 の 3'か
ら 3'端 に 存 在 す る DNA鎖 上 の 配 列 領 域 を 、 「 下 流 配 列 」 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 す る 、 用 語 「 実 質 的 同 一 性 」 は 、 2つ の ペ プ チ ド 配 列 が 、 デ フ ォ ル
ト ギ ャ ッ プ に よ る 重 み 付 け を 使 用 す る プ ロ グ ラ ム GAPま た は BESTFITな ど に よ っ て 、 最 適 に
ア ラ イ メ ン ト を と っ た 場 合 、 少 な く と も 80パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と
も 90パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 95パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 お
よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 99パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。 同 一
で な い 残 基 の 位 置 は 、 保 存 ア ミ ノ 酸 の 置 換 に よ っ て 異 な る こ と が 好 ま し い 。 保 存 ア ミ ノ 酸
の 置 換 は 、 類 似 の 側 鎖 を 有 す る 残 基 の 互 換 性 を 指 す 。 例 え ば 、 脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ
酸 の 基 は グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 お よ び イ ソ ロ イ シ ン で あ り ;脂 肪 族 ヒ
ド ロ キ シ ル 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 基 は 、 セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン で あ り ;ア ミ ド 含 有 側
鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 基 は 、 ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン で あ り ;芳 香 族 側 鎖 を 有 す る
ア ミ ノ 酸 の 基 は 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 お よ び ト リ プ ト フ ァ ン で あ り ;塩 基 性 側
鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 基 は 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン で あ り ;お よ び イ オ
ウ 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 基 は 、 シ ス テ イ ン お よ び メ チ オ ニ ン で あ る 。 好 ま し い 保 存
ア ミ ノ 酸 の 置 換 基 は 、 バ リ ン -ロ イ シ ン -イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン -チ ロ シ ン 、 リ
シ ン -ア ル ギ ニ ン 、 ア ラ ニ ン -バ リ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 -ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 お よ び ア ス パ ラ ギ
ン -グ ル タ ミ ン で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 で 論 じ る よ う に 、 抗 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 の わ ず か な 変
化 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 に よ っ て 含 ま れ る も の と し て 企 図 さ れ る 。 た だ し 、 ア ミ
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ノ 酸 配 列 の 変 化 が 、 少 な く と も 75%、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80%、 90%、 95%、 お よ び 最
も 好 ま し く は 99%を 維 持 す る も の と す る 。 特 に 、 保 存 ア ミ ノ 酸 の 置 換 が 企 図 さ れ る 。 保 存
的 置 換 は 、 そ れ ら の 側 鎖 に 関 係 が あ る ア ミ ノ 酸 の フ ァ ミ リ ー 内 で 起 こ る 置 換 で あ る 。 遺 伝
的 に コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 は 一 般 に 、 (1)酸 性 =ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ;(2)塩 基 性
=リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ;(3)非 極 性 =ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ
ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ;お よ び (4)非 電 荷 極 性 =
グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 シ ス テ イ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン の フ
ァ ミ リ ー に 分 け ら れ る 。 よ り 好 ま し い フ ァ ミ リ ー は 以 下 の 通 り で あ る :セ リ ン お よ び ス レ
オ ニ ン は 脂 肪 族 ヒ ド ロ キ シ フ ァ ミ リ ー で あ り ;ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン は ア ミ ド 含
有 フ ァ ミ リ ー で あ り ;ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 お よ び イ ソ ロ イ シ ン は 脂 肪 族 フ ァ ミ
リ ー で あ り ;か つ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 お よ び チ ロ シ ン は 芳 香 族 フ ァ ミ リ
ー で あ る 。 例 え ば 、 ロ イ シ ン と イ ソ ロ イ シ ン ま た は バ リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 と グ ル タ ミ ン
酸 、 ス レ オ ニ ン と セ リ ン の 単 離 型 置 換 、 ま た は 一 ア ミ ノ 酸 と 構 造 上 関 係 が あ る ア ミ ノ 酸 の
同 様 の 置 換 は 、 置 換 が フ レ ー ム ワ ー ク 部 位 中 の ア ミ ノ 酸 と は 関 係 が な い 場 合 は 特 に 、 生 成
す る 分 子 の 結 合 ま た は 性 質 に 対 し て 重 大 な 影 響 は な い と 予 想 す る こ と は 理 に か な っ て い る
。 ア ミ ノ 酸 の 変 化 が 機 能 性 ペ プ チ ド を も た ら す か ど う か は 、 ポ リ ペ プ チ ド 誘 導 体 の 特 異 的
活 性 を ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て 、 容 易 に 判 定 す る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 本 明 細 書 に
詳 細 に 記 載 す る 。 抗 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 断 片 ま た は 類 似 体 は 、 当 業 者 に よ っ て
容 易 に 作 製 す る こ と が で き る 。 断 片 ま た は 類 似 体 の 、 好 ま し い ア ミ ノ 末 端 お よ び カ ル ボ キ
シ 末 端 は 、 機 能 性 ド メ イ ン の 境 界 付 近 に 存 在 す る 。 構 造 お よ び 機 能 性 ド メ イ ン は 、 ヌ ク レ
オ チ ド お よ び /ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 デ ー タ を 、 公 共 あ る い は 専 有 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス と 比
較 す る こ と に よ っ て 識 別 す る こ と が で き る 。 コ ン ピ ュ ー タ に よ る 比 較 法 を 使 用 し て 、 知 ら
れ て い る 構 造 お よ び /ま た は 機 能 の 他 の タ ン パ ク 質 中 に 存 在 す る 配 列 モ チ ー フ ま た は 予 想
タ ン パ ク 質 の 立 体 配 座 ド メ イ ン を 同 定 す る こ と が 好 ま し い 。 知 ら れ て い る 三 次 元 構 造 中 に
折 り た た ま れ て い る 、 タ ン パ ク 質 配 列 を 同 定 す る た め の 方 法 が 知 ら れ て い る 。 Bowie他 、 S
cience 253:164(1991)。 し た が っ て 、 前 述 の 例 に よ っ て 、 当 業 者 は 、 本 発 明 に 従 い 構 造 お
よ び 機 能 性 ド メ イ ン を 定 義 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 、 配 列 モ チ ー フ お よ び 構 造 の
立 体 配 座 を 理 解 す る こ と が で き る こ と が 実 証 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 好 ま し い ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 (1)タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 感 受 性 を 低 下 さ せ る も の 、 (2)酸
化 に 対 す る 感 受 性 を 低 下 さ せ る も の 、 (3)タ ン パ ク 質 複 合 体 形 成 に 関 す る 結 合 親 和 性 を 変
え る も の 、 (4)結 合 親 和 性 を 変 え る も の 、 お よ び (4)こ の よ う な 類 似 体 の 他 の 物 理 化 学 的 ま
た は 機 能 的 性 質 を 付 与 ま た は 改 変 す る も の で あ る 。 類 似 体 は 、 天 然 に 存 在 す る ペ プ チ ド 配
列 以 外 の 配 列 の さ ま ざ ま な ム テ イ ン を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 1つ ま た は 多 数 の ア ミ
ノ 酸 置 換 (好 ま し く は 保 存 ア ミ ノ 酸 の 置 換 )を 、 天 然 に 存 在 す る 配 列 (好 ま し く は 、 分 子 間
接 触 部 を 形 成 す る ド メ イ ン の 外 側 の ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 分 )に 行 う こ と が で き る 。 保 存 ア
ミ ノ 酸 の 置 換 が 、 親 配 列 の 構 造 的 性 質 を 実 質 的 に 変 え る こ と は な い は ず で あ る (例 え ば 、
ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 親 配 列 中 に 存 在 す る ヘ リ ッ ク ス を 破 壊 し た り 、 あ る い は 親 配 列 を 特 徴 付
け る 他 の 型 の 二 次 構 造 を 破 壊 す る 傾 向 は な い は ず で あ る )。 当 分 野 で 認 め ら れ て い る ポ リ
ペ プ チ ド 二 次 構 造 お よ び 三 次 構 造 の 例 は 、 Proteins、 Structures and Molecular Princip
les(Creighton,ed.、 W.H.Freeman and Company、 New York 1984);Introduction to Prote
in Structure(Branden、 C.and Tooze、 J.eds.、 Garland Publishing、 New York、 N.Y.199
1);お よ び Thornton他 、 Nature 354:105(1991)中 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 」 は 、 ア ミ ノ 末 端 お よ び /ま た は カ ル ボ キ
シ 末 端 欠 失 を 有 す る が 、 残 り の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 天 然 に 存 在 す る 推 定 配 列 、 例 え ば 完 全 長
cDNA配 列 由 来 の 配 列 中 の 対 応 す る 位 置 と 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 断 片 は 典 型 的 に
は 、 少 な く と も 5、 6、 8ま た は 10ア ミ ノ 酸 長 、 好 ま し く は 少 な く と も 14ア ミ ノ 酸 長 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も ア ミ ノ 酸 長 、 通 常 は 少 な く と も 50ア ミ ノ 酸 長 、 さ ら に よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 70ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 類 似 体 」 は 、 推 定 ア ミ ノ 酸
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配 列 の 一 部 分 と 実 質 的 な 相 同 性 が あ り 、 少 な く と も 1つ の 以 下 の 性 質 :(1)適 切 な 結 合 条 件
下 で の MCP-1と の 特 異 的 結 合 性 、 (2)適 切 な MCP-1結 合 を 阻 害 す る 能 力 、 ま た は (3)in vitro
ま た は in vivoで の MCP-1発 現 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 能 力 を 有 す る 、 少 な く と も 25個 の ア ミ
ノ 酸 の セ グ メ ン ト か ら 構 成 さ れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 典 型 的 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド 類 似
体 は 、 天 然 に 存 在 す る 配 列 に 対 し て 、 保 存 ア ミ ノ 酸 の 置 換 (あ る い は 付 加 ま た は 欠 失 )を 含
む 。 類 似 体 は 典 型 的 に は 、 少 な く と も 20ア ミ ノ 酸 長 、 好 ま し く は 少 な く と も 50ア ミ ノ 酸 長
以 上 で あ り 、 し ば し ば 完 全 長 の 天 然 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド ほ ど の 長 さ で あ る 可 能 性 が あ
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ペ プ チ ド 類 似 体 は 、 鋳 型 ペ プ チ ド の 性 質 と 類 似 の 性 質 を 有 す る 非 ペ プ チ ド 薬 剤 と し て 、
製 薬 産 業 に お い て 一 般 的 に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の 型 の 非 ペ プ チ ド 化 合 物 は 、 「 ペ プ チ ド 模
倣 体 」 ま た は 「 ペ プ チ ド 模 倣 体 」 と 呼 ば れ る 。 Fauchere、 J.Adv.Drug Res.15:29(1986);V
eberお よ び Freidinger、 TINS p.392(1985);お よ び Evans他 、 J.Med.Clem.30:1229(1987)。
こ の よ う な 化 合 物 は 、 コ ン ピ ュ ー タ に よ る 分 子 モ デ リ ン グ に よ っ て 開 発 さ れ る こ と が 多 い
。 治 療 上 有 用 な ペ プ チ ド と 構 造 的 に 類 似 し て い る ペ プ チ ド 模 倣 体 を 使 用 し て 、 同 等 の 治 療
効 果 ま た は 予 防 効 果 を 生 み 出 す こ と が で き る 。 一 般 に ペ プ チ ド 模 倣 体 は 、 範 例 ペ プ チ ド (
す な わ ち 、 生 物 学 的 性 質 ま た は 薬 理 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド )、 ヒ ト 抗 体 な ど と 構
造 的 に 類 似 し て い る が 、 1つ ま た は 複 数 の ペ プ チ ド 結 合 で あ っ て 、 --CH 2 NH--、 --CH 2 S--、
-CH 2 -CH 2 --、 --CH=CH--(シ ス お よ び ト ラ ン ス )、 --COCH 2 --、 --CH(OH)CH 2 --、 お よ び --CH 2
SO-か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 結 合 で 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て 、 場 合 に
よ っ て は 置 換 さ れ た ペ プ チ ド 結 合 を 有 す る 。 コ ン セ ン サ ス 配 列 の 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ
酸 を 、 同 じ 型 の D-ア ミ ノ 酸 (例 え ば 、 L-リ シ ン の 代 わ り に D-リ シ ン )で 系 統 的 に 置 換 す る こ
と を 使 用 し て 、 よ り 安 定 性 の あ る ペ プ チ ド を 生 成 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 コ ン セ ン サ
ス 配 列 ま た は 実 質 的 に 同 一 な コ ン セ ン サ ス 配 列 の 変 形 を 含 む 束 縛 型 ペ プ チ ド を 、 当 分 野 で
知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て (Rizoお よ び Gierasch Ann.Rev.Biochem.61:387(1992));例 え ば
、 ペ プ チ ド を 環 化 さ せ る 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 形 成 す る こ と が で き る 内 部 シ ス テ イ ン
残 基 を 加 え る こ と に よ っ て 、 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 抗 体 」 ま た は 「 抗 体 ペ プ チ ド 」 は 、 特 異 的 結 合 に 関 し て 完 全 な 抗 体 と 競 合 す る 、 完 全
な 抗 体 、 ま た は そ の 結 合 断 片 を 指 す 。 結 合 断 片 は 、 組 換 え DNA技 法 に よ っ て 、 あ る い は 完
全 な 抗 体 の 酵 素 的 ま た は 化 学 的 切 断 に よ っ て 生 成 す る 。 結 合 断 片 に は 、 Fab、 Fab'、 F(ab'
) 2 、 Fv、 お よ び 単 鎖 抗 体 が あ る 。 「 二 重 特 異 性 」 ま た は 「 二 機 能 性 」 抗 体 以 外 の 抗 体 は 、
そ れ ぞ れ の そ の 結 合 部 位 が 同 一 で あ る と 理 解 さ れ る 。 過 剰 の 抗 体 が 抗 受 容 体 と 結 合 す る 受
容 体 の 量 を 、 (in vitroの 競 合 結 合 ア ッ セ イ で 測 定 し て )少 な く と も 約 20%、 40%、 60%ま た
は 80%、 さ ら に よ り 通 常 は 約 85%を 超 え て 低 下 さ せ る と 、 抗 体 は 受 容 体 と 抗 受 容 体 の 接 着 を
実 質 的 に 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は T細 胞 受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が
で き る 、 任 意 の タ ン パ ク 質 抗 原 決 定 基 を 含 む 。 エ ピ ト ー プ 抗 原 決 定 基 は 通 常 、 ア ミ ノ 酸 ま
た は 糖 側 鎖 な ど の 化 学 的 活 性 が あ る 表 面 の 分 子 群 か ら な り 、 特 異 的 な 三 次 元 構 造 特 性 、 お
よ び 特 異 的 な 電 荷 特 性 を 通 常 有 す る 。 抗 体 は 、 解 離 定 数 が 1μ M以 下 、 好 ま し く は 100nM以
下 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 10nM以 下 で あ る と 、 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 す る と 言 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 用 語 「 物 質 」 は 、 化 学 化 合 物 、 化 学 化 合 物 の 混 合 物 、 生 物 マ ク ロ 分 子 、 ま た は 生 物 物 質
か ら 作 製 し た 抽 出 物 を 示 す た め に 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 の 目 的 の 「 活 性 が あ る 」 ま た は 「 活 性 」 は 、 本 来 ま た は 天 然 に 存 在 す る MCP-1
ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 お よ び /ま た は 免 疫 学 的 活 性 を 保 持 し て い る 、 MCP-1ポ リ ペ プ チ ド
の 形 を 指 し 、 「 生 物 学 的 活 性 」 は 、 本 来 ま た は 天 然 に 存 在 す る MCP-1ポ リ ペ プ チ ド に よ っ
て 保 有 さ れ る 抗 原 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 生 成 を 誘 導 す る 能 力 以 外 の 、 本 来 ま た は 天 然

10

20

30

40

50

(24) JP 2005-536534 A 2005.12.2



に 存 在 す る MCP-1ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 生 物 学 的 機 能 (阻 害 的 ま た は 刺 激 的
)を 指 し 、 「 免 疫 学 的 」 活 性 は 、 本 来 ま た は 天 然 に 存 在 す る MCP-1ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 保
有 さ れ る 抗 原 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 生 成 を 誘 導 す る 能 力 を 指 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 治 療 」 は 、 療 法 治 療 お よ び 予 防 ま た は 防 止 対 策 を 指 し 、 対 象 は 標 的 の 病 状 ま た は 障 害
が 予 防 ま た は 遅 延 (低 下 )さ れ る 。 治 療 の 必 要 が あ る 人 に は 、 既 に 障 害 を 有 し て い る 人 、 お
よ び 障 害 を 有 す る 傾 向 が あ る 人 、 ま た は そ の 障 害 を 予 防 す べ き 人 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 哺 乳 動 物 」 は 、 ヒ ト 、 他 の 霊 長 類 、 例 え ば サ ル 、 チ ン パ ン ジ ー お よ び ゴ リ ラ な ど 、 飼
育 お よ び 農 場 動 物 、 お よ び 動 物 園 、 ス ポ ー ツ 施 設 、 研 究 室 、 ま た は ペ ッ ト の 動 物 、 例 え ば
イ ヌ 、 ネ コ 、 蓄 牛 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 げ っ 歯 類 な ど を 含 め た 、 哺 乳 動
物 と し て 分 類 さ れ る 任 意 の 動 物 を 指 す 。 治 療 の 目 的 で は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る こ と が 好
ま し い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 担 体 」 は 、 使 用 す る 用 量 お よ び 濃 度 で そ れ ら に 曝 さ れ る 細 胞 ま た
は 哺 乳 動 物 に 対 し て 非 毒 性 で あ る 、 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 、 賦 形 剤 、 ま た は 安 定 剤 を
含 む 。 生 理 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 は 、 水 性 pH緩 衝 溶 液 で あ る こ と が 多 い 。 生 理 学 的 に 許 容
可 能 な 担 体 の 例 に は 、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 、 お よ び 他 の 有 機 酸 な ど の 緩 衝 液 ;ア ス コ ル ビ ン
酸 を 含 め た 抗 酸 化 剤 ;低 分 子 量 (約 10残 基 未 満 )ポ リ ペ プ チ ド ;血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、
ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン な ど の タ ン パ ク 質 ;ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン な ど 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 ま た は リ シ ン な ど の ア ミ ノ 酸 ;単 糖 、 二
糖 、 お よ び グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス ま た は デ キ ス ト リ ン を 含 め た 他 の 炭 水 化 物 ;EDTAな ど
の キ レ ー ト 剤 ;マ ン ニ ト ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル な ど の 糖 ア ル コ ー ル ;ナ ト リ ウ ム な ど の 塩
形 成 対 イ オ ン ;お よ び /ま た は TWEEN(商 標 )、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)、 お よ び PLURON
ICS(商 標 )な ど の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 抗 体 を パ パ イ ン で 消 化 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ぞ れ が 1つ の 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 、 お よ び 容 易 に 結 晶 化 す る 能 力 を 反 映 す る 残
り の 「 Fc」 断 片 が 生 成 す る 。 ペ プ シ ン 処 理 に よ っ て 、 2つ の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 「 F(ab'
) 2 」 断 片 が 生 成 し 、 こ れ は 依 然 と し て 抗 原 と 交 差 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 「 Fv」 は 、 抗 体 の 完 全 な 抗 原 認 識 お よ び 結 合 部 位 を 含 む 、 最 小 の 抗 体 断 片 で あ る 。 こ の
領 域 は 、 強 く 非 共 有 結 合 し た 、 1つ の 重 鎖 と 1つ の 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン の 二 量 体 か ら な る 。
そ れ ぞ れ の 可 変 ド メ イ ン の 3つ の CDRが 相 互 作 用 し て 、 VH-VL二 量 体 の 表 面 上 の 抗 原 結 合 部
位 を 画 定 す る の は 、 こ の 形 状 中 で あ る 。 全 体 で は 、 6つ の CDRが 、 抗 体 に 対 す る 抗 原 結 合 特
異 性 を 付 与 す る 。 し か し な が ら 、 例 え ば 、 1つ の 可 変 ド メ イ ン (例 え ば 、 Fv二 量 体 の VHま た
は VL部 分 、 ま た は 抗 原 に 特 異 的 な Fvを 含 む わ ず か 3つ の CDRの 半 分 )が 、 抗 原 を 認 識 し そ れ
と 結 合 す る 能 力 を 有 す る こ と が で き て も 、 完 全 な 結 合 部 位 よ り お そ ら く 親 和 性 は 低 い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 Fab断 片 は 、 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン お よ び 重 鎖 の 第 1の 定 常 ド メ イ ン (CH1)も 含 む 。 抗 体 ヒ
ン ジ 領 域 由 来 の 1つ ま た は 複 数 の シ ス テ イ ン を 含 む 重 鎖 CH1ド メ イ ン の 、 カ ル ボ キ シ 末 端 に
数 個 の 残 基 を 加 え る こ と に よ っ て 、 Fab断 片 は Fab'断 片 と は 異 な る も の と な る 。 F(ab') 2 抗
体 断 片 は 本 来 、 そ の 間 に ヒ ン ジ シ ス テ イ ン を 有 す る Fab'断 片 の 対 と し て 生 成 さ れ た 。 抗 体
断 片 の 他 の 化 学 結 合 も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 「 固 相 」 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 体 が 付 着 す る こ と が で き る 、 非 水 性 マ ト リ ク ス を 意
味 す る 。 本 明 細 書 に 含 ま れ る 固 相 の 例 に は 、 ガ ラ ス (例 え ば 孔 径 制 御 ガ ラ ス )、 多 糖 (例 え
ば ア ガ ロ ー ス )、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル お よ び シ リ
コ ー ン で 一 部 分 ま た は 全 体 が 形 成 さ れ た 固 相 が あ る 。 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 文 脈 に 応 じ
て 、 固 相 は ア ッ セ イ プ レ ー ト の ウ エ ル を 含 む こ と が で き 、 ;他 の 実 施 形 態 で は 、 そ れ は 精
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製 カ ラ ム (例 え ば 、 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム )で あ る 。 こ の 用 語 は 、 分 離 粒 子 の 不
連 続 固 相 、 米 国 特 許 第 4,275,149号 に 記 載 さ れ た も の な ど も 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 用 語 「 リ ポ ソ ー ム 」 は 、 哺 乳 動 物 に 薬 剤 (MCP-1ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 抗 体 な ど )を 送
達 す る の に 有 用 な 、 さ ま ざ ま な 型 の 脂 質 、 リ ン 脂 質 お よ び /ま た は 界 面 活 性 剤 か ら 構 成 さ
れ る 、 小 胞 を 示 す た め に 本 明 細 書 で 使 用 す る 。 リ ポ ソ ー ム の 要 素 は 一 般 に 、 生 物 膜 の 脂 質
配 置 と 同 様 に 、 二 層 形 で 配 置 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 用 語 「 小 分 子 」 は 、 約 500ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る 分 子 を 記 載 す る た め に 、 本 明
細 書 で 使 用 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 標 識 」 ま た は 「 標 識 さ れ た 」 は 、 例 え ば 放 射 標 識 ア ミ ノ 酸 の
取 り 込 み 、 あ る い は 印 付 け し た ア ビ ジ ン (例 え ば 、 光 学 ま た は 比 色 定 量 法 に よ っ て 検 出 す
る こ と が で き る 、 蛍 光 マ ー カ ー ま た は 酵 素 活 性 を 含 む ス ト レ プ ト ア ジ ビ ン )に よ っ て 検 出
す る こ と が で き る 、 ポ リ ペ プ チ ド の ビ オ チ ニ ル 部 分 と の 結 合 に よ る 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー
の 取 り 込 み を 指 す 。 幾 つ か の 状 況 で は 、 標 識 ま た は マ ー カ ー は 治 療 用 で あ っ て も よ い 。 ポ
リ ペ プ チ ド お よ び 糖 タ ン パ ク 質 を 標 識 す る 、 さ ま ざ ま な 方 法 が 当 分 野 で 知 ら れ て お り 、 そ
れ ら を 使 用 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド 用 の 標 識 の 例 に は 、 以 下 の も の :放 射 性 同 位
体 ま た は 放 射 性 核 種 (例 え ば 、 3 H、 1 4 C、 1 5 N、 3 5 S、 9 0 Y、 9 9 Tc、 1 1 1 In、 1 2 5 I、 1 3 1 I)、 蛍
光 標 識 (例 え ば 、 FITC、 ロ ー ダ ミ ン 、 燐 光 発 光 性 ラ ン タ ニ ド )、 酵 素 標 識 (例 え ば 、 西 洋 ワ
サ ビ ペ ル オ キ シ ド 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ )、
化 学 発 光 物 質 、 ビ オ チ ニ ル 基 、 第 2の レ ポ ー タ ー に よ っ て 認 識 さ れ る 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド
エ ピ ト ー プ (例 え ば 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 対 配 列 、 二 次 抗 体 の 結 合 部 位 、 金 属 結 合 ド メ イ ン
、 エ ピ ト ー プ タ グ )が あ る が 、 こ れ ら だ け に は 限 ら れ な い 。 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 標 識
を さ ま ざ ま な 長 さ の ス ペ ー サ ー ア ー ム に よ っ て 結 合 さ せ て 、 考 え ら れ る 立 体 的 障 害 を 減 少
さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 薬 剤 物 質 ま た は 薬 剤 」 は 、 患 者 に 適 切 に 投 与 す る と 所 望 の 治
療 効 果 を 誘 導 す る こ と が で き る 、 化 学 化 合 物 ま た は 組 成 物 を 指 す 。 本 明 細 書 中 の 他 の 化 学
用 語 は 、 The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms(Parker、 S.、 Ed.、 McGraw-Hil
l、 San Francisco(1985))に よ っ て 例 示 さ れ る よ う な 、 当 分 野 に お け る 従 来 の 使 用 法 に 従
っ て 使 用 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 実 質 的 に 純 粋 で あ る 」 は 、 対 象 種 が 存 在 す る 優 勢 種 で あ る (す な
わ ち モ ル ベ ー ス で 、 組 成 物 中 の 任 意 の 他 の 個 々 の 種 よ り 、 そ の 種 が 多 量 に 存 在 す る )こ と
を 意 味 し 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た 分 画 は 、 存 在 す る す べ て の マ ク ロ 分 子 種 の 少 な く と も 約 50
パ ー セ ン ト を (モ ル ベ ー ス で )対 象 種 が 構 成 す る 組 成 物 で あ る こ と が 好 ま し い 。 一 般 に 、 実
質 的 に 純 粋 で あ る 組 成 物 は 、 組 成 物 中 に 存 在 す る す べ て の マ ク ロ 分 子 種 の 約 80パ ー セ ン ト
を 超 え る 、 よ り 好 ま し く は 約 85%、 90%、 95%お よ び 99%を 超 え る 割 合 を 構 成 す る 。 組 成 物 が
1つ の マ ク ロ 分 子 種 か ら 本 質 的 に な る よ う に 、 対 象 種 を ほ ぼ 均 質 に 精 製 す る (従 来 の 検 出 法
に よ っ て 、 組 成 物 中 で 汚 染 種 を 検 出 す る こ と が で き な い )こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 用 語 「 患 者 」 は 、 ヒ ト お よ び 家 畜 被 験 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 抗 体 構 造
　 基 本 的 な 抗 体 の 構 造 単 位 は 、 テ ト ラ マ ー を 含 む こ と が 知 ら れ て い る 。 そ れ ぞ れ の テ ト ラ
マ ー は 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 2つ の 同 一 対 か ら 構 成 さ れ 、 そ れ ぞ れ の 対 は 1つ の 「 軽 」 (約 25k
Da)お よ び 1つ の 「 重 」 鎖 (約 50～ 70kDa)を 有 す る 。 そ れ ぞ れ の 鎖 の ア ミ ノ 末 端 部 分 は 、 抗
原 認 識 を 主 に 担 う 約 100～ 110以 上 の ア ミ ノ 酸 の 可 変 領 域 を 含 む 。 そ れ ぞ れ の 鎖 の カ ル ボ キ
シ 末 端 部 分 は 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 主 に 担 う 定 常 領 域 を 画 定 す る 。 ヒ ト 軽 鎖 は 、 κ お よ び
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λ 軽 鎖 と し て 分 類 さ れ る 。 重 鎖 は μ 、 δ 、 γ 、 α 、 ま た は ε と し て 分 類 さ れ 、 抗 体 の ア イ
ソ タ イ プ を そ れ ぞ れ IgM、 IgD、 IgG、 IgA、 お よ び IgEと し て 定 義 す る 。 軽 鎖 お よ び 重 鎖 中
で は 、 可 変 領 域 と 定 常 領 域 が 、 約 12以 上 の ア ミ ノ 酸 の 「 J」 領 域 に よ っ て コ ン ジ ュ ゲ ー ト
し て お り 、 重 鎖 は 約 10個 を 超 え る ア ミ ノ 酸 の 「 D」 領 域 も 含 む 。 Fundamental Immunology 
Ch.7(Paul、 W.、 ed.、 2nd ed.Raven Press、 N.Y.(1989)))を 概 略 的 に 参 照 の こ と 。 そ れ ぞ
れ の 軽 鎖 /重 鎖 対 の 可 変 領 域 は 、 抗 体 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 し た が っ て 、 完 全 な 抗 体 は 2つ
の 結 合 部 位 を 有 す る 。 二 機 能 性 ま た は 二 重 特 異 性 抗 体 中 以 外 で は 、 2つ の 結 合 部 位 は 同 じ
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 鎖 は い ず れ も 、 相 補 性 決 定 領 域 す な わ ち CDRと も 呼 ば れ る 3つ の 超 可 変 領 域 に よ っ て 接 合
し た 、 比 較 的 保 存 さ れ た フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (FR)の 、 同 一 の 一 般 的 な 構 造 を 示 す 。 そ れ ぞ
れ の 対 の 2つ の 鎖 由 来 の CDRは 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 近 く に 一 直 線 に 並 び 、 特 定 の エ ピ ト
ー プ と の 結 合 を 可 能 に す る 。 N末 端 か ら C末 端 に む か っ て 、 軽 鎖 お よ び 重 鎖 は 、 ド メ イ ン FR
1、 CDR1、 FR2、 CDR2、 FR3、 CDR3お よ び FR4を 含 む 。 ア ミ ノ 酸 の そ れ ぞ れ の ド メ イ ン へ の 割
り 当 て は 、 Kabat、 Sequences of Proteins of Immunological Interest(National Instit
utes of Health、 Bethesda、 Md.1991)(1987)、 ま た は Chothiaお よ び Lesk、 J.Mol.Biol.19
6:901～ 17(1987);Chothia他 、 Nature 342:878～ 83(1989)の 定 義 に 従 う 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 二 重 特 異 性 ま た は 二 機 能 性 抗 体 は 、 2つ の 異 な る 重 鎖 /軽 鎖 対 お よ び 2つ の 異 な る 結 合 部
位 を 有 す る 、 人 工 の ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 で あ る 。 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 融 合
ま た は Fab'断 片 の 連 結 を 含 め た さ ま ざ ま な 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
Songsivilaiお よ び Lachmann、 Clin.Exp.Immunol.79:315～ 21(1990);Kostelny他 、 J.Immun
ol.148:1547～ 53(1992)を 参 照 の こ と 。 二 重 特 異 性 抗 体 の 生 成 は 、 従 来 の 抗 体 の 生 成 と 比
較 す る と 、 相 対 的 に 煩 雑 な プ ロ セ ス で あ る 可 能 性 が あ り 、 収 率 お よ び 純 度 は 二 重 特 異 性 抗
体 よ り 一 般 に 低 い 。 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 1つ の 結 合 部 位 を 有 す る 断 片 (例 え ば 、 Fab、 Fab'
、 お よ び Fv)の 形 で は 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ヒ ト 抗 体 お よ び 抗 体 の ヒ ト 化
　 ヒ ト 抗 体 は 、 ネ ズ ミ ま た は ラ ッ ト 可 変 領 域 お よ び /ま た は 定 常 領 域 を 有 す る 抗 体 に 関 す
る 、 幾 つ か の 問 題 を 回 避 す る 。 こ の よ う な ネ ズ ミ ま た は ラ ッ ト 由 来 の タ ン パ ク 質 の 存 在 に
よ っ て 、 抗 体 の 迅 速 な 除 去 が も た ら さ れ る 可 能 性 が あ り 、 あ る い は 患 者 に よ る 抗 体 に 対 す
る 免 疫 応 答 の 生 成 が も た ら さ れ る 可 能 性 が あ る 。 ネ ズ ミ ま た は ラ ッ ト 由 来 の 抗 体 の 使 用 を
回 避 す る た め に 、 げ っ 歯 類 が 完 全 ヒ ト 抗 体 を 生 成 す る よ う に 、 ヒ ト 抗 体 の 機 能 を げ っ 歯 類
に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 完 全 ヒ ト 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ヒ ト 抗 体
　 完 全 ヒ ト 抗 体 を 生 成 す る た め の 1つ の 方 法 は 、 遺 伝 子 工 学 処 理 さ れ て ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽
鎖 遺 伝 子 を そ の ゲ ノ ム 内 に 含 む 、 マ ウ ス の XenoMouse(登 録 商 標 )系 統 を 使 用 す る こ と に よ
る も の で あ る 。 例 え ば 、 ヒ ト 重 鎖 遺 伝 子 座 お よ び κ 軽 鎖 遺 伝 子 座 の 245kbお よ び 190kbの 大
き さ の 生 殖 形 断 片 を 含 む 、 XenoMouse(登 録 商 標 )マ ウ ス は 、 Green他 、 Nature Genetics 7:
13～ 21(1994)中 に 記 載 さ れ て い る 。 Green他 の 文 書 は 、 そ れ ぞ れ ヒ ト 重 鎖 遺 伝 子 座 お よ び
κ 軽 鎖 遺 伝 子 座 の 、 メ ガ 塩 基 の 大 き さ の 生 殖 形 YAC断 片 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 約 80%を
超 え る ヒ ト 抗 体 の レ パ ー ト リ ー を 導 入 す る こ と ま で 広 が っ た 。 Mendez他 、 Nature Genetic
s 15:146～ 56(1997)、 お よ び 1996年 12月 3日 に 出 願 さ れ た 、 米 国 特 許 出 願 第 08/759,620号
を 参 照 の こ と 。 さ ら に 、 完 全 な λ 軽 鎖 遺 伝 子 座 を 含 む 、 XenoMouse(登 録 商 標 )マ ウ ス が 作
製 さ れ て い る (2001年 11月 30日 に 出 願 さ れ た 、 米 国 特 許 出 願 第 60/334,508号 )。 さ ら に 、 多
数 の ア イ ソ タ イ プ を 生 み 出 す 、 XenoMouse(登 録 商 標 )マ ウ ス が 作 製 さ れ て い る (例 え ば WO00
/76310を 参 照 )。 XenoMouse(登 録 商 標 )系 統 は 、 Abgenix、 Inc.(Fremont、 CA)か ら 入 手 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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　 XenoMouse(登 録 商 標 )マ ウ ス の 生 成 は 、 1990年 1月 12日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 07/4
66,008号 、 1990年 11月 8日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 07/610,515号 、 1992年 7月 24日 に 出
願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 07/919,297号 、 1992年 7月 30日 に 出 願 さ れ た 出 願 さ れ た 米 国 特 許
出 願 第 07/922,649号 、 1993年 3月 15日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/031,801号 、 1993年 8
月 27日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/112,848号 、 1994年 4月 28日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許
出 願 第 08/234,145号 、 1995年 1月 20日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/376,279号 、 1995年 4
月 27日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/430,938号 、 1995年 6月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出
願 第 08/464,584号 、 1995年 6月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/464,582号 、 1995年 6月 5
日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/463,191号 、 1995年 6月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第
08/462,837号 、 1995年 6月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/486,853号 、 1995年 6月 5日 に
出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/486,857号 、 1995年 6月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/4
86,859号 、 1995年 6月 5日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/462,513号 、 1996年 10月 2日 に 出
願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/724,752号 、 お よ び 1996年 12月 3日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願
第 08/759,620号 、 な ら び に 米 国 特 許 第 6,162,963号 、 米 国 特 許 第 6,150,584号 、 米 国 特 許 第
6,114,598号 、 米 国 特 許 第 6,075,181号 、 お よ び 米 国 特 許 第 5,939,598号 、 な ら び に 日 本 国
特 許 3068180B2号 、 日 本 国 特 許 3068506B2号 、 お よ び 日 本 国 特 許 3068507B2号 中 で 、 さ ら に
論 じ ら れ 示 さ れ て い る 。 Mendez他 、 Nature Genetics 15:146～ 156(1997)、 お よ び Green a
nd Jakobovits J Exp.Med.、 188:483～ 495(1998)も 参 照 の こ と 。 1996年 6月 12日 に 付 与 公
開 さ れ た 欧 州 特 許 EP463,151Bl号 、 1994年 2月 3日 に 公 開 さ れ た 国 際 特 許 出 願 No.WO94/02602
、 1996年 10月 31日 に 公 開 さ れ た 国 際 特 許 出 願 No.WO96/34096、 1998年 6月 11日 に 公 開 さ れ た
WO98/24893、 2000年 12月 21日 に 公 開 さ れ た WO00/76310も 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 代 替 的 手 法 、 GenPharm International、 Inc.を 含 め た 他 の 手 法 は 、 「 小 遺 伝 子 座 」 手 法
を 使 用 し て い る 。 小 遺 伝 子 座 手 法 で は 、 外 因 性 Ig遺 伝 子 座 を 、 Ig遺 伝 子 座 由 来 の 断 片 (個
々 の 遺 伝 子 )を 含 ま せ る こ と に よ っ て 模 倣 す る 。 し た が っ て 、 1つ ま た は 複 数 の V H 遺 伝 子 、
1つ ま た は 複 数 の D H 遺 伝 子 、 1つ ま た は 複 数 の J H 遺 伝 子 、 μ 定 常 領 域 、 お よ び 第 2の 定 常 領
域 (好 ま し く は γ 定 常 領 域 )を 、 動 物 へ の 挿 入 用 の 構 築 体 に 形 成 す る 。 こ の 手 法 は 、 Surani
他 へ の 米 国 特 許 第 5,545,807号 、 な ら び に そ れ ぞ れ Lonbergお よ び Kayへ の 米 国 特 許 第 5,545
,806号 、 米 国 特 許 第 5,625,825号 、 米 国 特 許 第 5,625,126号 、 米 国 特 許 第 5,633,425号 、 米
国 特 許 第 5,661,016号 、 米 国 特 許 第 5,770,429号 、 米 国 特 許 第 5,789,650号 、 米 国 特 許 第 5,8
14,318号 、 米 国 特 許 第 5,877,397号 、 米 国 特 許 第 5,874,299号 お よ び 米 国 特 許 第 6,255,458
号 、 Krimpenfortお よ び Bernsへ の 米 国 特 許 第 5,591,669号 お よ び 米 国 特 許 第 6,023.010号 、
Berns他 へ の 米 国 特 許 第 5,612,205号 、 米 国 特 許 第 5,721,367号 、 お よ び 米 国 特 許 第 5,789,2
15号 、 な ら び に Choiお よ び Dunnへ の 米 国 特 許 第 5,643,763号 、 Genpham Internationalの 19
90年 8月 29日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 07/574,748号 、 1990年 8月 31日 に 出 願 さ れ た 米 国
特 許 出 願 第 07/575,962号 、 1991年 12月 17日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 07/810,279号 、 19
92年 3月 18日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 第 07/853,408号 、 1992年 6月 23日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許
出 願 第 07/904,068号 、 1992年 12月 16日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 07/990,860号 、 1993年
4月 26日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/053,131号 、 1993年 7月 22日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許
出 願 第 08/096,762号 、 1993年 11月 18日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/155,301号 、 1993年
12月 3日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/161,739号 、 1993年 12月 10日 に 出 願 さ れ た 米 国 特
許 出 願 第 08/165,699号 、 1994年 3月 9日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/209,741号 中 に 記 載
さ れ て い る 。 欧 州 特 許 546,073B1号 、 国 際 特 許 出 願 Nos.WO92/03918、 WO92/22645、 WO92/22
647、 WO92/22670、 WO93/12227、 WO94/00569、 WO94/25585、 WO96/14436、 WO97/13852、 お
よ び WO98/24884、 な ら び に 米 国 特 許 第 5,981,175号 も 参 照 の こ と 。 Taylor他 (1992)、 Chen
他 (1993)、 Tuaillon他 (1993)、 Choi他 (1993)、 Lonberg他 (1994)、 Taylor他 (1994)お よ び T
uaillon他 (1995)、 Fishwild他 (1996)を さ ら に 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 Kirinは 、 ミ ク ロ 細 胞 融 合 に よ っ て 染 色 体 の 大 き な 断 片 、 ま た は 完 全 な 染 色 体 が 導 入 さ
れ た マ ウ ス か ら の ヒ ト 抗 体 の 産 生 を 実 証 し て い る 。 欧 州 特 許 出 願 第 773,288号 お よ び 欧 州
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特 許 出 願 第 843,961号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 Lidak Pharmaceuticals(現 Xenorex)も 、 ヒ ト ド ナ ー 由 来 の 非 悪 性 の 成 熟 末 梢 リ ン パ 球 を
注 射 す る こ と に よ っ て 改 変 さ れ た SCIDマ ウ ス に お け る 、 ヒ ト 抗 体 の 産 生 を 実 証 し て い る 。
改 変 型 マ ウ ス は 、 免 疫 原 で 刺 激 す る と 、 ヒ ト 抗 体 の 産 生 か ら な る ヒ ト ド ナ ー の 免 疫 応 答 性
を 示 す 。 米 国 特 許 第 5,476,996号 お よ び 米 国 特 許 第 5,698,767号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体 (HAMA)応 答 が 、 キ メ ラ あ る い は そ れ 以 外 の 場 合 は ヒ ト 化 抗 体 の 作 製 へ
と 当 分 野 を 導 い て い る 。 キ メ ラ 抗 体 は ヒ ト 定 常 領 域 お よ び ネ ズ ミ 可 変 領 域 を 有 す る が 、 特
に 慢 性 ま た は 高 用 量 使 用 の 抗 体 で は 、 幾 つ か の ヒ ト 抗 キ メ ラ 抗 体 (HACA)応 答 が 観 察 さ れ る
と 予 想 さ れ る 。 し た が っ て 、 MCP-1に 対 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 を 提 供 し て 、 HAMAま た は HACA応
答 の 懸 念 お よ び /ま た は 影 響 を 低 下 さ せ る こ と が 望 ま し い と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ヒ ト 化 お よ び デ ィ ス プ レ ー 技 術
　 ヒ ト 抗 体 の 作 製 に 関 し て 前 で 論 じ た よ う に 、 低 い 免 疫 原 性 を 有 す る 抗 体 を 生 成 す る 、 幾
つ か の 利 点 が 存 在 す る 。 あ る 程 度 ま で は 、 適 切 な ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る ヒ ト 化 の 技 法 お
よ び デ ィ ス プ レ ー 技 術 と 共 に 、 こ れ を 行 う こ と が で き る 。 ネ ズ ミ 抗 体 、 ま た は 他 種 由 来 の
抗 体 を 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 技 法 を 使 用 し て 、 ヒ ト 化 ま た は 霊 長 類 化 す る こ と が で
き る こ と が 理 解 さ れ よ う 。 例 え ば 、 Winterお よ び Harris、 Immunol Today 14:43～ 46(1993
)、 お よ び Wright他 、 Crit、 Reviews in Immunol.12:125～ 168(1992)を 参 照 の こ と 。 当 該
の 抗 体 を 組 換 え DNA技 法 に よ っ て 遺 伝 子 工 学 処 理 し て 、 CH1、 CH2、 CH3、 ヒ ン ジ ド メ イ ン 、
お よ び /ま た は フ レ ー ム ワ ー ク ド メ イ ン を 、 対 応 す る ヒ ト 配 列 に 置 換 す る こ と が で き る (WO
92/02190、 な ら び に 米 国 特 許 第 5,530,101号 、 米 国 特 許 第 5,585,089号 、 米 国 特 許 第 5,693,
761号 、 米 国 特 許 第 5,693,792号 、 米 国 特 許 第 5,714,350号 、 お よ び 米 国 特 許 第 5,777,085号
を 参 照 の こ と )。 さ ら に 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 構 築 す る た め の Ig cDNAの 使 用 が
、 当 分 野 で 知 ら れ て い る (Liu他 、 P.N.A.S84:3439(1987)お よ び J.Immunol.139:3521(1987)
)。 mRNAは 、 抗 体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ま た は 他 の 細 胞 か ら 単 離 し 、 こ れ を 使 用 し て c
DNAを 生 成 す る 。 当 該 の cDNAは 、 特 異 的 な プ ラ ー マ ー を 使 用 す る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に
よ っ て 増 幅 さ せ る こ と が で き る (米 国 特 許 第 4,683,195号 お よ び 米 国 特 許 第 4,683,202号 )。
あ る い は 、 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ し て 当 該 の 配 列 を 単 離 す る 。 抗 体 の 可
変 領 域 を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 次 い で ヒ ト 定 常 領 域 配 列 と 融 合 さ せ る 。 ヒ ト 定 常 領 域 遺
伝 子 の 配 列 は 、 Kabat他 、 「 Sequences of Proteins of Immunological Interest」 、 N.I.
H.publication no.91～ 3242(1991)中 で 見 る こ と が で き る 。 ヒ ト C領 域 遺 伝 子 は 、 知 ら れ て
い る ク ロ ー ン か ら 容 易 に 入 手 可 能 で あ る 。 ア イ ソ タ イ プ の 選 択 は 、 補 体 固 定 、 ま た は 抗 体
依 存 性 の 細 胞 の 細 胞 毒 性 の 活 性 な ど の 、 所 望 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 に よ っ て 導 か れ る 。 好 ま
し い ア イ ソ タ イ プ は 、 IgG1、 IgG3お よ び IgG4で あ る 。 ヒ ト 軽 鎖 定 常 領 域 の い ず れ か 、 κ ま
た は λ を 使 用 す る こ と が で き る 。 キ メ ラ 、 ヒ ト 化 抗 体 を 、 従 来 的 方 法 に よ っ て 次 い で 発 現
さ せ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 Fv、 F(ab') 2 お よ び Fabな ど の 抗 体 断 片 は 、 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 化 学 的 切 断 に よ る
、 完 全 な タ ン パ ク 質 の 切 断 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 切 断 型 遺 伝 子 を 設
計 す る 。 例 え ば 、 F(ab') 2 断 片 の 一 部 分 を コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 CH1ド メ イ ン お よ び
H鎖 の ヒ ン ジ 領 域 、 次 に 翻 訳 終 了 コ ド ン を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 み 、 切 断 型 分 子 を 生 成 す
る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 Hお よ び L J領 域 の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 使 用 し て 、 プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る た め の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 し 、 V領 域 セ グ メ ン ト と ヒ ト C領 域 セ グ メ ン ト の 二 次 的 結 合 用 の J領
域 に 、 有 用 な 制 限 部 位 を 導 入 す る こ と が で き る 。 C領 域 cDNAを 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に
よ っ て 改 変 し て 、 ヒ ト 配 列 中 の 同 様 の 位 置 に 制 限 部 位 に 配 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
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　 発 現 ベ ク タ ー に は 、 プ ラ ス ミ ド 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 YAC、 EBV由 来 の エ ピ ソ ー ム な ど が あ
る 。 好 都 合 な ベ ク タ ー は 、 任 意 の VHま た は VL配 列 を 容 易 に 挿 入 お よ び 発 現 す る こ と が で き
る よ う に 遺 伝 子 工 学 処 理 さ れ た 適 切 な 制 限 部 位 を 有 す る 、 機 能 的 に 完 全 な ヒ ト CHま た は CL
免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 を コ ー ド す る ベ ク タ ー で あ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー で は 、 ス プ ラ イ シ
ン グ は 通 常 、 挿 入 さ れ た J領 域 中 の ス プ ラ イ ス ド ナ ー 部 位 と ヒ ト C領 域 の 前 に あ る ス プ ラ イ
ス ア ク セ プ タ ー 部 位 の 間 、 お よ び ヒ ト CHエ ク ソ ン 中 に 存 在 す る ス プ ラ イ ス 領 域 で も 起 こ る
。 ポ リ ア デ ニ ル 化 お よ び 転 写 終 結 は 、 コ ー ド 領 域 下 流 の 本 来 の 染 色 体 部 位 で 起 こ る 。 生 成
す る キ メ ラ 抗 体 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス LTR、 例 え ば SV-40初 期 プ ロ モ ー タ ー (Okayama他 、 Mol.
Cell.Bio.3:280(1983))、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス LTR(Gorman他 、 P.N.A.S.79:6777(1982))、
お よ び モ ロ ニ ー ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス LTR(Grosschedl他 、 Cell 41:885(1985))を 含 め た 、
任 意 の 強 力 な プ ロ モ ー タ ー と 接 合 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 理 解 さ れ る よ う に 、 本 来
の Igプ ロ モ ー タ ー な ど を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 さ ら に 、 ヒ ト 抗 体 ま た は 他 種 由 来 の 抗 体 を 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス デ
ィ ス プ レ ー 、 リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ ー を 非 限 定 的 に 含 め た デ ィ ス プ レ ー 型 技 術 、 お よ び 当
分 野 で よ く 知 ら れ て い る 技 法 を 使 用 す る 他 の 技 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き 、 生 成 し た
分 子 に は 、 親 和 性 熟 成 な ど の さ ら な る 熟 成 を 施 す こ と が で き る 。 な ぜ な ら こ の よ う な 技 法
は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る か ら で あ る 。 Wrightお よ び Harris、 上 記 、 Hanesお よ び Plu
cthau、 PNAS USA 94:4937～ 4942(1997)(リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ ー )、 Parmleyお よ び Smith
、 Gene 73:305～ 318(1988)(フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー )、 Scott、 TIBS 17:241～ 245(1992)、 C
wirla他 、 PNAS USA 87:6378～ 6382(1990)、 Russel他 、 Nucl.Acids Res.21:1081～ 1085(19
93)、 Hoganboom他 、 Immunol Reviews 130:43～ 68(1992)、 Chiswellお よ び McCafferty、 TI
BTECH 10:80～ 84(1992)、 お よ び 米 国 特 許 第 5,733,743号 。 デ ィ ス プ レ ー 技 術 を 使 用 し て 、
ヒ ト で は な い 抗 体 を 生 成 す る 場 合 、 そ の よ う な 抗 体 は 前 に 記 載 し た よ う に ヒ ト 化 さ せ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ れ ら の 技 法 を 使 用 し て 、 MCP-1発 現 細 胞 、 MCP-1自 体 、 幾 つ か の 形 の MCP-1、 そ の エ ピ
ト ー プ ま た は ペ プ チ ド 、 お よ び そ の た め の 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に 対 す る 、 抗 体 を 作 製 す る こ
と が で き (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,703,057号 を 参 照 の こ と )、 抗 体 は 後 に 、 前 に 記 載 し た 活
性 に 関 し て 、 前 に 記 載 し た の と 同 様 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 抗 体 の 調 製
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 以 下 に 記 載 す る XenoMouse(登 録 商 標 )技 術 を 使 用 す る こ と に よ っ て 調
製 し た 。 し た が っ て 、 こ の よ う な マ ウ ス は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 抗 体 を 生 成 す
る こ と が で き 、 ネ ズ ミ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 抗 体 の 生 成 に 欠 陥 が あ る 。 同 じ こ と を 実
施 す る た め に 使 用 さ れ る 技 術 は 、 本 明 細 書 の 背 景 技 術 で 開 示 し た 特 許 、 出 願 、 お よ び 参 照
文 献 中 に 開 示 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 特 に 、 マ ウ ス お よ び そ れ に 由 来 す る 抗 体 の ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 成 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 1996年 12月 3日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 0
8/759,620号 、 お よ び 1998年 6月 11日 に 公 開 さ れ た 国 際 特 許 出 願 Nos.WO98/24893、 お よ び 20
00年 12月 21日 に 公 開 さ れ た WO00/76310中 に 開 示 さ れ て い る 。 Mendez他 、 Nature Genetics 
15:146～ 156(1997)も 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 体 は 、 ヒ ト MCP-1に 対 す る 中 和 高 親 和 性 抗 体 で あ る 。 さ ら に 、 幾
つ か の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は ラ ッ ト MCP-1と 交 差 反 応 す る 。 幾 つ か の 異 な る 方 法 が 、 ヒ ト M
CP-1の N末 端 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め に 、
歴 史 的 に 使 用 さ れ て き て い る 。 こ れ ら の 手 法 は 、 完 全 長 ヒ ト MCP-1(hMCP-1)ま た は ウ シ MCP
-1(bMCP-1)(Vieira他 、 Braz.J.Med.Biol.Res.21:1005～ 1011(1988))、 ヒ ト MCP-1の 合 成 ペ
プ チ ド (1～ 34ま た は 1～ 37)(Visser他 、 Acta Endocrinol.90:90～ 102(1979));Logue他 、 J.
Immunol.Methods 137:159～ 66(1991))、 お よ び hMCP-1(1～ 10)、 hMCP-1(9～ 18)お よ び hMCP
-1(24～ 37)の 多 重 抗 原 ペ プ チ ド (MAP)を 用 い た 免 疫 化 を 含 ん で い る (Magerlein他 、 Drug Re
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s.48:783～ 87(1998))。 こ れ ら の 手 法 に よ っ て 、 ヒ ト 治 療 に 適 し た 抗 体 が 生 成 さ れ る こ と
は な か っ た (治 療 基 準 に 関 す る 本 明 細 書 の 「 治 療 投 与 お よ び 配 合 」 と い う 表 題 の 項 を 参 照
の こ と )。 hMCP-1に 対 す る 高 親 和 性 抗 体 は 、 ペ プ チ ド に 対 す る B細 胞 の 寛 容 性 の た め に 、 作
製 す る の が 困 難 で あ る 。 し か し な が ら 、 Bradwell他 (1999)は 、 ヒ ト MCP-1(1～ 34)と ウ シ MC
P-1(1～ 34)MAPの 混 合 物 、 次 に hMCP-1(51～ 84)と bMCP-1(51～ 86)を 標 的 と す る ヒ ト MAPお よ
び ウ シ MAPの 混 合 物 を 用 い た 免 疫 化 が 、 手 術 不 能 な 副 甲 状 腺 腫 瘍 を 有 す る ヒ ト 患 者 に お い
て 、 MCP-1に 対 す る B細 胞 の 寛 容 性 を 害 す る 際 に 、 有 効 で あ っ た こ と を 実 証 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 手 法 を 設 計 し て 、 hMCP-1に 対 す る B細 胞 の 寛 容 性 を 克 服 し 、 な ら び
に 治 療 お よ び 診 断 用 途 に 適 し た 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 し た 。 XenoMouse(登 録
商 標 )動 物 を 、 MCP-1(hMCP-1(1～ 34)お よ び rMCP-1(1～ 34))の 合 成 ペ プ チ ド を 用 い て 免 疫 し
た 。 な ぜ な ら 、 合 成 ペ プ チ ド は 、 内 因 性 ヒ ト MCP-1に 特 異 的 な 抗 体 を 作 製 す る た め に 、 首
尾 よ く 使 用 さ れ て き て い る か ら で あ る (Visser他 、 (1979))。 さ ら に 、 ネ ズ ミ MCP-1の N末 端
は 、 ヒ ト MCP-1(85%同 一 )お よ び ラ ッ ト MCP-1(91%)と 共 に 充 分 保 存 さ れ て い る の で 、 ペ プ チ
ド の 組 合 せ を 、 分 子 模 倣 に よ っ て ネ ズ ミ MCP-1に 対 す る B細 胞 の 寛 容 性 を 害 す る た め の 免 疫
原 と し て 使 用 し 、 そ れ に よ っ て 高 親 和 性 ヒ ト 抗 ヒ ト MCP-1抗 体 の 作 製 が 可 能 と な っ た 。 こ
れ ら の ペ プ チ ド は い ず れ も キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン と 結 合 し て お り 、 フ ロ イ ン
ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト ま た は フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト に こ れ ら を 乳 濁 さ せ て 、 こ
れ ら の タ ン パ ク 質 の 免 疫 原 性 を 増 大 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 免 疫 化 の 後 、 リ ン パ 球 細 胞 (B細 胞 な ど )を 、 抗 体 を 発 現 し た マ ウ ス か ら 回 収 し 、 こ の よ
う な 回 収 し た 細 胞 系 を 骨 髄 型 細 胞 系 と 融 合 さ せ て 、 不 死 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 調 製 し た
。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 選 択 し て 、 当 該 の 抗 原 に 特 異
的 な 抗 体 を 生 成 し た 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 同 定 し た 。 本 明 細 書 で は 、 MCP-1に 特 異 的
な 抗 体 を 生 成 す る 多 数 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 の 生 成 を 記 載 す る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 抗
体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 を 含 め て 、 こ の よ う な 細 胞
系 に よ っ て 生 成 さ れ る 抗 体 の 特 徴 を 与 え る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 幾 つ か の 実 施 形 態 は 、 MCP-1に 特 異 的 な 抗 体 を 生 成 す る 多 数 の ハ イ ブ リ ド ー マ
細 胞 系 の 生 成 を 与 え る 。 他 の 実 施 形 態 は 、 MCP-2、 MCP-3、 お よ び MCP-4を 含 め た 他 の MCP-1
フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と 結 合 し 、 そ の 活 性 を 中 和 す る 抗 体 に 関 す る 。 上 清 も MCP-1の 断 片
に 対 す る 免 疫 反 応 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 関 連 ヒ ト ケ モ カ イ ン 、 な ら び に ラ ッ ト
MCP-1お よ び マ ウ ス の MCP-1オ ロ ソ ロ グ 、 JEに 対 す る 、 異 な る 抗 体 の エ ピ ト ー プ を さ ら に マ
ッ ピ ン グ し て 、 種 の 交 差 反 応 性 を 決 定 す る 。 他 の 実 施 形 態 は 、 こ の よ う な 抗 体 の 重 鎖 お よ
び 軽 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 を 含 め て 、 こ の よ う な 細 胞 系 に よ っ て 生
成 さ れ る 抗 体 の 特 徴 を 与 え る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 あ る い は 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 代 わ り に 、 B細 胞 を
直 接 ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 CD19+B細 胞 を 過 免 疫 XenoMouse(登 録 商 標 )マ ウ
ス か ら 単 離 す る こ と が で き 、 増 殖 さ せ 、 抗 体 分 泌 プ ラ ズ マ 細 胞 に 分 化 さ せ る こ と が 可 能 で
あ る 。 細 胞 上 清 由 来 の 抗 体 を 、 MCP-1免 疫 原 に 対 す る 反 応 性 に 関 し て 、 次 い で ELISAに よ っ
て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 上 清 も MCP-1の 断 片 に 対 す る 免 疫 反 応 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ
し て 、 関 連 ヒ ト ケ モ カ イ ン 、 な ら び に ラ ッ ト MCP-1お よ び マ ウ ス の MCP-1オ ロ ソ ロ グ 、 JEに
対 す る 、 異 な る 抗 体 の エ ピ ト ー プ を さ ら に マ ッ ピ ン グ し て 、 種 の 交 差 反 応 性 を 決 定 す る 。
次 に 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 分 泌 す る 一 種 の プ ラ ズ マ 細 胞 を 、 MCP-1特 異 的 な 溶 血
プ ラ ー ク ア ッ セ イ (Babcook他 、 Proc.Natl..Acad.Sci.USA、 93:7843～ 7848(1996))を 使 用
し て 単 離 す る 。 溶 解 対 象 の 細 胞 は 、 MCP-1抗 原 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 、 ヒ ツ ジ 赤 血 球 細 胞 (
SRBC)で あ る こ と が 好 ま し い 。 当 該 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 補 体 を 分 泌 す る プ ラ ズ マ 細 胞
を 含 む B細 胞 培 養 物 の 存 在 下 で は 、 プ ラ ー ク の 形 成 は 、 当 該 の プ ラ ズ マ 細 胞 周 辺 の ヒ ツ ジ
赤 血 球 細 胞 の 、 特 異 的 な MCP-1仲 介 の 溶 解 を 示 す 。 プ ラ ー ク 中 心 の 一 種 の 抗 原 特 異 的 プ ラ
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ズ マ 細 胞 を 単 離 す る こ と が で き 、 抗 体 の 特 異 性 を コ ー ド す る 遺 伝 情 報 を 、 そ の 一 種 の プ ラ
ズ マ 細 胞 か ら 単 離 す る 。 逆 転 写 PCRを 使 用 し て 、 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド
す る DNAを 、 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 次 い で こ の よ う な ク ロ ー ニ ン グ し た DNAを 、
適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 、 好 ま し く は pcDNAな ど の ベ ク タ ー カ セ ッ ト 、 よ り 好 ま し く は 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン を 含 む こ の よ う な pcDNAベ ク タ ー 中 に さ ら に 挿 入
す る こ と が で き る 。 次 い で 作 製 し た ベ ク タ ー を 、 宿 主 細 胞 、 好 ま し く は CHO細 胞 中 に ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し 、 プ ロ モ ー タ ー の 誘 導 、 形 質 転 換 体 の 選 択 、 ま た は 所 望 の 配 列 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の 増 幅 用 に 適 切 に 改 変 し た 、 従 来 の 栄 養 培 地 で 培 養 す る こ と が で き る 。 MCP-1に
特 異 的 な 抗 体 を 生 成 す る 、 多 数 の 一 種 の プ ラ ズ マ 細 胞 の 単 離 は 、 以 下 に 記 載 す る 。 さ ら に
、 抗 MCP-1抗 体 の 特 異 性 を コ ー ド す る 遺 伝 物 質 を 単 離 し 、 次 い で 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト す る こ と が で き る 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 一 般 に 、 融 合 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 生 成 さ れ た 抗 体 は 、 ヒ ト IgG2重 鎖 、 お よ び 完 全 ヒ ト
κ ま た は λ 軽 鎖 で あ っ た 。 幾 つ か の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は ヒ ト IgG4重 鎖 お よ び IgG2重 鎖 を
有 す る 。 抗 体 は 、 IgG1を 含 め た 他 の ヒ ト ア イ ソ タ イ プ で あ っ て も よ い 。 固 相 お よ び 溶 液 相
に よ っ て 測 定 す る と 、 抗 体 は 高 い 親 和 性 を 有 し て お り 、 典 型 的 に は 約 10 - 6 ～ 約 10 - 1 2 M以 下
の KDを 有 し て い た 。 少 な く と も 10 - 1 1 Mの KDを 有 す る 抗 体 が 、 MCP-1の 活 性 を 阻 害 す る た め
に 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 抗 MCP-1抗 体 の 治 療 有 用 性 に 対 す る 親 和 性 の 重 要 性 に 関 し て は 、 抗 MCP-1抗 体 を 例 え ば 組
換 え に よ っ て 作 製 し 、 結 合 親 和 性 に 関 し て こ の よ う な 抗 体 を 評 価 す る こ と が で き る こ と は
理 解 さ れ よ う 。 使 用 す る こ と が で き る 1つ の 手 法 は 、 前 に 記 載 し た よ う に 調 製 し 、 MCP-1に
対 す る 良 い 親 和 性 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ た 抗 体 か ら 重 鎖 cDNAを 採 取 し 、 前 に 記 載 し た よ
う に 調 製 し MCP-1に 対 す る 良 い 親 和 性 を 有 す る こ と も 見 出 さ れ た 、 第 2の 抗 体 由 来 の 軽 鎖 cD
NAと 、 そ の 重 鎖 cDNAを 組 み 合 わ せ て 、 第 3の 抗 体 を 生 成 さ せ る こ と で あ る 。 生 成 し た 第 3の
抗 体 の 親 和 性 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 測 定 す る こ と が で き 、 望 ま し い 解 離 定 数 を 有
す る 抗 体 を 単 離 し 特 徴 付 け す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 前 に 記 載 し た 任 意 の 抗 体 の 軽 鎖
を 、 重 鎖 の 作 製 を 手 助 け す る た め の ツ ー ル と し て 使 用 す る こ と が で き 、 重 鎖 を 軽 鎖 と 対 に
す る と 、 MCP-1に 関 す る 高 い 親 和 性 を 示 し 、 あ る い は 逆 も 然 り で あ ろ う 。 こ の ラ イ ブ ラ リ
ー 中 の こ れ ら の 重 鎖 可 変 領 域 は 、 非 投 薬 動 物 か ら 単 離 す る こ と が で き る か 、 過 免 疫 動 物 か
ら 単 離 す る こ と が で き る か 、 CDR領 域 が 異 な る 可 変 重 鎖 配 列 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー か ら 人 工
的 に 作 製 す る こ と が で き る か 、 あ る い は 任 意 の 重 鎖 可 変 領 域 遺 伝 子 の CDR領 域 内 の 多 様 性
を 生 み 出 す 任 意 の 他 の 方 法 (ラ ン ダ ム ま た は 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 な ど )に よ っ て 、 作 製
す る こ と が で き る と 思 わ れ る 。 こ れ ら の CDR領 域 、 特 に CDR3は 、 元 の 抗 体 と 最 初 に 対 に し
た 重 鎖 と は 、 著 し く 異 な る 長 さ ま た は 配 列 同 一 性 で あ る 可 能 性 が あ る 。 次 い で 生 成 し た ラ
イ ブ ラ リ ー を 、 MCP-1と の 高 い 親 和 結 合 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 元 の 抗 体 と 同 様
の 性 質 (高 親 和 性 お よ び 中 和 性 )を 有 す る 、 治 療 上 関 連 の あ る 抗 体 分 子 を 作 製 す る こ と が で
き る と 思 わ れ る 。 重 鎖 ま た は 重 鎖 可 変 領 域 を 使 用 す る 同 様 の プ ロ セ ス を 使 用 し て 、 独 特 な
軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る 、 治 療 上 関 連 の あ る 抗 体 分 子 を 作 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 し
た が っ て 新 規 の 重 鎖 可 変 領 域 ま た は 軽 鎖 可 変 領 域 を 前 に 記 載 し た の と 同 様 の 方 式 で 使 用 し
て 、 新 規 の 軽 鎖 可 変 領 域 ま た は 重 鎖 可 変 領 域 を 同 定 す る こ と が で き 、 こ れ に よ っ て 新 規 の
抗 体 分 子 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 使 用 す る こ と が で き る 他 の 組 合 せ 手 法 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 抗 体 、 特 に 相 補
性 決 定 領 域 (CDR)中 で 使 用 さ れ る こ と が 実 証 さ れ て い る 、 生 殖 系 の 重 鎖 お よ び /ま た は 軽 鎖
に 、 突 然 変 異 誘 発 を 行 う こ と で あ る 。 生 成 し た 抗 体 の 親 和 性 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る の と
同 様 に 測 定 す る こ と が で き 、 望 ま し い 解 離 定 数 を 有 す る 抗 体 を 単 離 し 特 徴 付 け す る こ と が
で き る 。 好 ま し い 結 合 剤 を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 同 じ も の を コ ー ド す る 1つ ま た は 複 数
の 配 列 を 使 用 し て 、 前 に 記 載 し た の と 同 様 の 組 換 え 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 突 然 変 異 誘 発 を 行 う 適 切 な 方 法 は 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 例 え ば 重 亜 硫 酸
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ナ ト リ ウ ム を 用 い た 化 学 的 突 然 変 異 誘 発 、 酵 素 の 取 り 込 み 誤 り 、 お よ び 放 射 線 へ の 暴 露 を
含 む 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 は 、 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 生 成 さ れ よ う と も 任 意 の 他 の
手 段 に よ っ て 生 成 さ れ よ う と も 、 本 明 細 書 で 明 確 に 述 べ る 抗 体 と 本 明 細 書 で 定 義 す る 実 質
的 な 同 一 性 を 有 す る 抗 体 を 含 む こ と が 理 解 さ れ よ う 。 さ ら に 、 本 明 細 書 で 明 確 に 述 べ る 抗
体 に お い て 作 製 し た 、 本 明 細 書 で 定 義 す る 、 保 存 型 ま た は 非 保 存 型 ア ミ ノ 酸 置 換 基 を 有 す
る 抗 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 中 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 使 用 す る こ と が で き る 他 の 組 合 せ 手 法 は 、 他 の 可 変 領 域 遺 伝 子 由 来 の フ レ ー ム ワ ー ク 領
域 の 概 念 で 前 に 記 載 し た 、 抗 体 の CDR領 域 、 特 に CDR3を 発 現 さ せ る こ と で あ る 。 例 え ば 、 1
つ の 抗 MCP-1抗 体 の 重 鎖 の CDR1、 CDR2、 お よ び CDR3は 、 他 の 重 鎖 可 変 遺 伝 子 の フ レ ー ム ワ
ー ク 領 域 の 概 念 で 発 現 さ せ る こ と が で き る と 思 わ れ る 。 同 様 に 、 抗 MCP-1抗 体 の 軽 鎖 の CDR
1、 CDR2、 お よ び CDR3は 、 他 の 軽 鎖 可 変 遺 伝 子 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 概 念 で 、 発 現 さ せ
る こ と が で き る と 思 わ れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の CDR領 域 の 生 殖 系 配 列 は 、 他 の 重 鎖 ま た は
軽 鎖 可 変 領 域 遺 伝 子 の 概 念 で 、 発 現 さ せ る こ と が で き る と 思 わ れ る 。 生 成 し た 抗 体 は 、 特
異 性 お よ び 親 和 性 に 関 し て ア ッ セ イ す る こ と が で き 、 新 規 の 抗 体 分 子 を 作 製 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 理 解 さ れ る よ う に 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 に 従 い 調 製 し た 抗 体 は 、 さ ま ざ ま な 細 胞
系 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 特 定 の 抗 体 を コ ー ド す る 配 列 を 、 適 切 な 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞
の 形 質 転 換 用 に 使 用 す る こ と が で き る 。 形 質 転 換 は 、 例 え ば ウ イ ル ス 中 (あ る い は ウ イ ル
ス ベ ク タ ー 中 へ の )ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の パ ッ ケ ー ジ 化 、 お よ び ウ イ ル ス (ま た は ベ ク タ ー )
を 用 い た 宿 主 細 胞 の 形 質 導 入 を 含 め た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る た め の 任
意 の 知 ら れ て い る 方 法 に よ る も の で あ っ て も 、 あ る い は 米 国 特 許 第 4,399,216号 、 米 国 特
許 第 4,912,040号 、 米 国 特 許 第 4,740,461号 お よ び 米 国 特 許 第 4,959,455号 に よ り 例 示 さ れ
る 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 手 順 に よ る も の で あ っ て よ い 。 使 用 す る
形 質 転 換 手 順 は 、 形 質 転 換 す る 宿 主 に 依 存 す る 。 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 哺 乳 動 物 細 胞 に
導 入 す る た め の 方 法 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 デ キ ス ト ラ ン 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 ポ リ ブ レ ン 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合
、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の リ ポ ソ ー ム 被 包 、 お よ び DNAの 核 へ の 直
接 的 な マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン を 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 発 現 用 の 宿 主 と し て 利 用 可 能 な 哺 乳 動 物 細 胞 系 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 チ ャ イ ニ
ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (CHO)細 胞 、 HeLa細 胞 、 ベ ビ ー ハ ム ス タ ー 腎 臓 (BHK)細 胞 、 サ ル 腎 臓 細
胞 (COS)、 ヒ ト 肝 細 胞 癌 細 胞 (例 え ば Hep G2)、 お よ び 幾 つ か の 他 の 細 胞 系 だ け に は 限 ら れ
な い が こ れ ら を 含 め た 、 American Type Culture Collection(ATCC)か ら 入 手 可 能 な 多 く の
不 死 細 胞 系 が あ る 。 特 に 好 ま し い 細 胞 系 は 、 ど の 細 胞 系 が 高 い 発 現 レ ベ ル を 有 し 、 構 成 的
MCP-1結 合 性 を 有 す る 抗 体 を 生 成 す る か を 判 定 す る こ と に よ っ て 選 択 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 抗 体 治 療 に 関 す る 他 の 規 準
　 本 明 細 書 で 論 じ る よ う に 、 MCP-1抗 体 の 機 能 は 、 そ の 作 業 形 態 の 少 な く と も 一 部 分 に 重
要 で あ る よ う で あ る 。 本 発 明 の 抗 MCP-1抗 体 は 、 補 体 依 存 性 細 胞 毒 性 (CDC)お よ び 抗 体 依 存
性 細 胞 毒 性 (ADCC)を 含 め た 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 可 能 に す る こ と が で き る 。 以 下 の :ネ ズ
ミ IgM、 ネ ズ ミ IgG2a、 ネ ズ ミ IgG2b、 ネ ズ ミ IgG3、 ヒ ト IgM、 ヒ ト IgG1、 お よ び ヒ ト IgG3を
非 限 定 的 に 含 め た 、 同 じ こ と が で き る 幾 つ か の ア イ ソ タ イ プ の 抗 体 が 存 在 す る 。 作 製 さ れ
る 抗 体 は 最 初 は 必 ず し も こ の よ う な ア イ ソ タ イ プ を 有 し て い な い が 、 作 製 さ れ る 抗 体 は 任
意 の ア イ ソ タ イ プ を 有 す る こ と が で き 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 従 来 の 技 法 を 後 に 使 用
す る こ と に よ っ て 、 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ を 変 更 す る こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 こ
の よ う な 技 法 に は 特 に 、 直 接 的 な 組 換 え 技 法 の 使 用 (例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,816,397号 お よ
び 米 国 特 許 第 6,331,415号 を 参 照 )、 細 胞 -細 胞 融 合 技 法 (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,916,771号
お よ び 米 国 特 許 第 6,207,418号 を 参 照 )が あ る 。
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【 ０ １ １ ０ 】
　 細 胞 -細 胞 融 合 技 法 で は 、 任 意 の 所 望 の ア イ ソ タ イ プ を 有 す る 重 鎖 を 有 す る ミ エ ロ ー マ
ま た は 他 の 細 胞 系 を 調 製 し 、 軽 鎖 を 有 す る 他 の ミ エ ロ ー マ ま た は 他 の 細 胞 系 を 調 製 す る 。
こ の よ う な 細 胞 は 後 に 融 合 さ せ る こ と が で き 、 完 全 な 抗 体 を 発 現 す る 細 胞 系 を 単 離 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 例 え ば 、 本 明 細 書 で 論 じ る MCP-1抗 体 は 、 ヒ ト 抗 MCP-1 IgG2お よ び IgG4抗 体 で あ る 。 こ
の よ う な 抗 体 が MCP-1分 子 と の 望 ま し い 結 合 を 有 す る 場 合 、 同 じ 可 変 領 域 (抗 体 の 特 異 性 お
よ び あ る 程 度 の 抗 体 親 和 性 を 定 義 す る )を 保 ち な が ら 、 抗 体 は 容 易 に ア イ ソ タ イ プ を 変 更
し て 、 ヒ ト IgM、 ヒ ト IgG1、 ま た は ヒ ト IgG3、 IgA1ま た は IgGA2ア イ ソ タ イ プ を 作 製 す る こ
と が で き る と 思 わ れ る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な 分 子 は 、 補 体 を 固 定 し CDCに 関 与 す る こ
と が で き る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 し た が っ て 、 前 に 論 じ た 望 ま し い 「 構 造 」 特 性 に 見 合 う 抗 体 候 補 が 作 製 さ れ る の で 、 ア
イ ソ タ イ プ 変 更 に よ っ て 少 な く と も あ る 程 度 の 望 ま し い 「 機 能 」 特 性 を 有 す る 抗 体 を 一 般
に 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ
　 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 体 と MCP-1の 結 合 は 、 幾 つ か の 方 法 に よ っ て 調 べ る こ と が で き る
。 例 え ば 、 MCP-1に SDS-PAGEを 施 す こ と が で き 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 分 析 す る
こ と が で き る 。 SDS-PAGEは 、 還 元 剤 の 不 在 下 ま た は 存 在 下 で 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う
な 化 学 的 修 飾 に よ っ て 、 シ ス テ イ ン 残 基 の メ チ ル 化 が も た ら さ れ る 可 能 性 が あ る 。 し た が
っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 MCP-1抗 体 が 、 MCP-1上 の 線 状 エ ピ ト ー プ と 結 合 す る か ど う か
を 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 (SELDI)
　 本 明 細 書 に 記 載 す る MCP-1抗 体 の エ ピ ト ー プ の エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ は 、 SELDIを 使 用 し
て 行 う こ と も で き る 。 SELDI Protein Chip(登 録 商 標 )ア レ イ を 使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 -タ
ン パ ク 質 相 互 作 用 の 部 位 を 画 定 す る 。 詳 細 に は 抗 原 を 、 最 初 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び
洗 浄 に よ っ て 、 Protein Chipア レ イ 表 面 に 共 有 結 合 に よ り 固 定 さ れ た 抗 体 で 捕 捉 す る 。 結
合 し た 抗 原 は レ ー ザ ー 誘 起 脱 離 法 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き 、 直 接 分 析 し て そ れ ら の 質
量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 結 合 す る 抗 原 の こ の よ う な 断 片 は 、 タ ン パ ク 質 の 「 エ ピ ト ー
プ 」 と 呼 ば れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 SELDI法 に よ っ て 、 複 合 分 子 組 成 物 中 の 個 々 の 要 素 を 直 接 検 出 す る こ と が で き 、 迅 速 、
高 感 度 か つ 測 定 可 能 な 方 法 で 、 他 の 要 素 に 対 し て 定 量 的 に マ ッ ピ ン グ す る こ と が で き る 。
SELDIは 異 な る 多 数 の 表 面 化 学 物 質 を 使 用 し て 、 レ ー ザ ー 誘 起 脱 離 法 に よ る 検 出 用 に 、 多
数 の 個 々 の タ ン パ ク 質 分 子 を 捕 捉 し 提 示 す る 。 SELDI法 の 成 功 は 、 表 面 (「 チ ッ プ 」 )に お
け る 異 な る 技 術 に そ れ ぞ れ 依 存 す る 、 多 数 の 機 能 の 縮 小 お よ び 統 合 に よ っ て 部 分 的 に 定 義
さ れ る 。 SELDI BioChipsお よ び 他 の 型 の SELDIプ ロ ー ブ は 表 面 「 増 強 」 さ れ て お り 、 そ の
結 果 そ れ ら は 、 評 価 す る 個 々 の 標 的 分 子 (例 え ば タ ン パ ク 質 )ま た は 分 子 群 の 、 捕 捉 、 精 製
(分 離 )、 提 示 、 検 出 、 お よ び 特 徴 付 け に お い て 、 活 性 の あ る 関 係 物 質 と な っ て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 来 の サ ン プ ル の み を 載 せ た 、 1つ の SELDIタ ン パ ク 質 BioChipは 、 数 千 回 読 み 取 る こ と
が で き る 。 LumiCyteか ら の SELDIタ ン パ ク 質 BioChipは 、 1平 方 セ ン チ メ ー ト ル 当 た り 、 10,
000も の ア ク セ ス 可 能 な タ ン パ ク 質 ド ッ キ ン グ 位 置 を 保 持 し て い る 。 そ れ ぞ れ の 位 置 に よ
っ て 、 多 数 の 個 々 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 明 ら か に す る こ と が で き る 。 そ れ ぞ れ の 位 置 か ら
の タ ン パ ク 質 組 成 の 情 報 を 比 較 し 、 独 自 の 情 報 セ ッ ト を 組 み 合 わ せ る と 、 生 成 す る 組 成 地
図 に よ っ て 、 数 セ ッ ト の 特 徴 を 有 す る 像 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら を ま と め て 使 用 し て 、 特
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異 的 の パ タ ー ン す な わ ち 分 子 の 「 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 」 を 定 義 す る 。 異 な る フ ィ ン ガ ー プ
リ ン ト は 、 さ ま ざ ま な 健 康 段 階 、 適 切 な 治 療 剤 の 投 与 と 関 係 が あ る 疾 患 の 発 症 、 ま た は 疾
患 の 退 行 と 関 係 が あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 SELDI法 は 、 4つ の 部 分 に さ ら に 詳 細 に 記 載 す る こ と が で き る 。 最 初 に 、 1つ ま た は 複 数
の 当 該 の タ ン パ ク 質 を 、 サ ン プ ル 調 製 せ ず サ ン プ ル 標 識 な し で 、 元 の 原 料 物 質 か ら 直 接 Pr
otein Chip Array上 に 捕 捉 す る か 、 あ る い は 「 ド ッ キ ン グ 」 さ せ る 。 第 2の ス テ ッ プ で は
、 「 シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 」 比 を 、 化 学 お よ び 生 物 分 子 「 ノ イ ズ 」 を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て
増 大 さ せ る 。 こ の よ う な 「 ノ イ ズ 」 は 、 望 ま し く な い 物 質 を 洗 浄 除 去 す る こ と に よ っ て 、
チ ッ プ 上 に 標 的 を 選 択 的 に 保 持 す る こ と に よ っ て 低 下 す る 。 さ ら に 、 捕 捉 す る 1つ ま た は
複 数 の 標 的 タ ン パ ク 質 を 、 迅 速 で 高 感 度 の レ ー ザ ー 誘 起 法 (SELDI)に よ っ て 読 み 取 り 、 こ
れ に よ っ て 標 的 に つ い て の 直 接 的 な 情 報 (分 子 量 )が 得 ら れ る 。 最 後 に 、 ア レ イ 中 の 任 意 の
1つ ま た は 複 数 の 位 置 に お け る 標 的 タ ン パ ク 質 を 、 1つ ま た は 複 数 の チ ッ プ 上 で の 結 合 ま た
は 修 飾 反 応 を 行 っ て 、 タ ン パ ク 質 の 構 造 お よ び 機 能 を 特 徴 付 け す る こ と に よ っ て 、 in sit
uで 特 徴 付 け す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 MCP-1抗 体 の エ ピ ト ー プ は 、 繊 維 状 フ ァ ー ジ で 示 さ れ る ラ ン ダ ム
な ペ プ チ ド 12量 体 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー (New England Biolabs)に 、 Protein C
hip Arrayを 曝 す こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー で は 、 ペ プ チ ド が バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の コ ー ト タ ン パ ク 質 と の 融
合 体 と し て 発 現 さ れ 、 ビ リ オ ン の 表 面 上 に 融 合 タ ン パ ク 質 の 表 示 が も た ら さ れ る 、 選 択 的
技 法 を 記 載 す る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー し た ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 標 的 で コ ー テ ィ
ン グ し た プ レ ー ト ま た は チ ュ ー ブ を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 非 結 合 フ ァ ー ジ を 洗 浄
除 去 し 、 特 異 的 に 結 合 し た フ ァ ー ジ を 溶 出 す る こ と に よ っ て 、 選 別 を 行 う 。 次 い で 溶 出 さ
せ た フ ァ ー ジ を 、 追 加 的 な 結 合 お よ び 増 幅 サ イ ク ル に よ っ て 増 幅 さ せ 採 取 し 、 結 合 配 列 用
の 集 合 を 増 大 さ せ る 。 3ま た は 4ラ ウ ン ド の 後 、 個 々 の ク ロ ー ン の 結 合 を 、 抗 体 を コ ー テ ィ
ン グ し た ウ エ ル 上 で 行 う フ ァ ー ジ ELISAア ッ セ イ に よ り 結 合 に 関 し て さ ら に 試 験 し 、 陽 性
ク ロ ー ン の 特 異 的 な DNAの 塩 基 配 列 決 定 に よ っ て 特 徴 付 け す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 MCP-1抗 体 に 対 す る 、 複 数 ラ ウ ン ド の こ の よ う な 選 別 の 後 、 結 合
し た フ ァ ー ジ を 溶 出 さ せ 、 結 合 し た ペ プ チ ド の 同 定 お よ び 特 徴 付 け す る た め の 、 さ ら な る
試 験 を 施 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 MCP-1の コ ア ド メ イ ン 中 の 重 要 な 残 基 と 結 合 す る こ と
が 示 さ れ た 。 試 験 し た 中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト MCP-1中 の 2つ の 機 能 的 に 重 要 な 部
位 が 異 な り 、 受 容 体 と の 結 合 に 必 要 と さ れ る こ と が 以 前 に 示 さ れ た 2つ の 残 基 と 関 係 が あ
っ た 。 1つ の 部 位 が 試 験 し た す べ て の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ 、 抗 体 は MCP-1と の 結 合 に 関 し
て 受 容 体 タ ン パ ク 質 と 競 合 し 、 Arg24を 含 ん で い た 。 第 2の 部 位 は 、 立 体 配 座 エ ピ ト ー プ と
結 合 し た 6抗 体 の グ ル ー プ に よ っ て 検 出 さ れ 、 そ れ ら の 結 合 部 位 は 、 C11と C36の 間 の ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て N末 端 の 非 常 に 近 く に 保 持 さ れ る 、 Arg24お よ び Lys35を 含 ん で い た
よ う で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る MCP-1変 異 体 は 、 生 物 学 的 活 性 、 物 理 的 な 受 容 体 結 合 性 お よ び 構 造
無 欠 性 に 関 し て 以 前 に 分 析 さ れ て お り (Jarnagin他 、 (1999)Biochemistry 38:16167～ 1617
7;Hemmerich他 、 (1999)Biochemistry 38:13013～ 13025)、 以 下 に 記 載 す る よ う に 抗 体 の 結
合 エ ピ ト ー プ を 決 定 す る 際 の 、 貴 重 な ツ ー ル を 与 え て き て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 抗 MCP-1抗 体 3.11.1は 立 体 配 座 エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の そ の 独 特 の 配 列
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、 お よ び MCP-2、 MCP-3お よ び MCP-4な ど の MCPフ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー と 交 差 反 応 し 、 そ
れ ら を 交 差 中 和 す る そ の 能 力 が 、 他 の 抗 体 と 異 な る 。 突 然 変 異 誘 発 の 実 験 に よ り 示 さ れ る
よ う に 、 mAb3.11.1の 結 合 部 位 は 、 K35Aに よ る 変 化 で は な く R24Aの 変 化 に よ っ て 影 響 を 受
け た 。 こ れ ら の 結 果 は チ ッ プ 上 の Lyc-C、 SELDIを 用 い た 消 化 の 結 果 に よ っ て 確 認 さ れ 、 こ
れ に よ っ て 、 結 合 エ ピ ト ー プ が MCP-1の 残 基 20～ 35の 間 に 存 在 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 3.11.1の エ ピ ト ー プ が 残 基 20～ 35の 間 に 存 在 す る と い う 決 定 は 、 K35で は な く R24が 、 MC
Pフ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー 、 特 に MCP-2、 MCP-3お よ び MCP-4中 で 保 存 さ れ た こ と を 示 す 、
配 列 ア ラ イ メ ン ト に よ っ て も 指 示 さ れ た 。 膜 上 で 合 成 し た SPOTペ プ チ ド (Sigma-Genosys、
The Woodlands、 Texas)に よ る 結 合 分 析 に よ っ て 、 線 状 エ ピ ト ー プ を 有 す る 少 な く と も 8個
の mAbの 結 合 部 位 が 、 残 基 20～ 25と 関 係 が あ り 、 R24を 含 ん で い た こ と が 明 ら か に な っ た 。
MCP-1上 の 線 状 エ ピ ト ー プ と 結 合 し た す べ て の mAbに 関 す る 、 こ れ ら の 結 合 試 験 の 結 果 の 類
似 性 、 お よ び さ ま ざ ま な 遺 伝 子 構 造 間 の 有 意 な 相 同 性 を 考 慮 す る と 、 す べ て の 抗 体 が こ の
中 和 エ ピ ト ー プ と 結 合 す る よ う で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 R24お よ び K35周 囲 の エ ピ ト ー プ 群 に よ っ て 、 全 36個 の 抗 体 の 中 和 活 性 が 説 明 さ れ る 。 MC
P-1上 で 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 Pro9ま で の N末 端 残 基 に は 広 が ら な い よ う で あ る 。 こ の
残 基 は 、 結 合 親 和 性 で は な く 受 容 体 シ グ ナ ル に 影 響 を 与 え る よ う で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 診 断 用 途
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 に 従 い 調 製 し た 抗 体 は 、 ア ッ セ イ 、 特 に in vitro
で の 診 断 ア ッ セ イ 、 例 え ば 患 者 サ ン プ ル 中 の MCP-1お よ び 全 て の MCP-1フ ァ ミ リ ー の メ ン バ
ー の レ ベ ル を 測 定 す る 際 に 、 使 用 す る の に 有 用 で あ る 。 患 者 サ ン プ ル は 、 例 え ば 体 液 、 好
ま し く は 血 液 、 よ り 好 ま し く は 血 清 、 関 節 液 、 組 織 溶 解 物 、 お よ び 疾 患 組 織 か ら 調 製 し た
抽 出 物 で あ っ て よ い 。 診 断 ア ッ セ イ の 例 は 、 例 え ば ヒ ト 血 清 、 関 節 液 お よ び 組 織 溶 解 物 中
の 、 MCPフ ァ ミ リ ー の ケ モ カ イ ン の レ ベ ル を 測 定 す る こ と を 含 む 。 特 異 的 な MCPフ ァ ミ リ ー
の メ ン バ ー の レ ベ ル の 測 定 は 、 治 療 に 対 す る 患 者 の 応 答 性 の 代 替 的 措 置 と し て 、 お よ び 患
者 の 疾 患 の 重 篤 度 を 調 べ る 方 法 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 他 の 可 溶 性 マ ー カ ー の レ ベ
ル と 比 較 し て 高 い レ ベ ル の MCP-1は 、 炎 症 の 存 在 を 示 す と 思 わ れ る 。 患 者 サ ン プ ル 中 に 存
在 す る MCP-1抗 原 の 濃 度 は 、 存 在 す る 抗 原 の 量 を 具 体 的 に 測 定 す る 方 法 を 使 用 し て 測 定 す
る 。 こ の よ う な 方 法 に は 、 例 え ば 本 発 明 の 抗 体 を 、 ポ リ マ ー マ ト リ ク ス な ど の 不 溶 性 マ ト
リ ク ス 上 に 好 都 合 に 固 定 す る こ と が で き る 、 ELISA法 が あ る 。 進 行 ま た は 治 療 の そ れ ぞ れ
の 段 階 に 関 す る 、 統 計 的 に 有 意 な 結 果 を も た ら す 一 連 の サ ン プ ル を 使 用 し て 、 そ れ ぞ れ の
疾 患 の 段 階 に 特 徴 的 で あ る と み な す こ と が で き る 、 一 定 範 囲 の 濃 度 の 抗 原 を 指 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 試 験 中 の 被 験 体 の 炎 症 の 程 度 を 測 定 す る た め 、 あ る い は 治 療 行 程 に 対 す る 被 験 体 の 応 答
性 を 特 徴 付 け す る た め に 、 血 液 の サ ン プ ル を 被 験 体 か ら 採 取 し 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る MC
P-1抗 原 の 濃 度 を 測 定 す る 。 こ の よ う に 得 た 濃 度 を 使 用 し て 、 ど の 濃 度 範 囲 で 値 が 低 下 す
る か を 確 認 す る 。 こ の よ う に 確 認 し た 範 囲 は 、 さ ま ざ ま な 群 の 診 断 被 験 体 で 確 認 し た 、 進
行 の 段 階 ま た は 治 療 の 段 階 と 相 関 関 係 が あ り 、 こ れ に よ っ て 試 験 中 の 被 験 体 の 段 階 が 与 え
ら れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 遺 伝 子 の 増 幅 お よ び /ま た は 発 現 は 、 例 え ば 、 mRNAの 転 写 を 定 量 化 す る た め の 従 来 の サ
ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ (Thomas、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 77:52
01～ 5205(1980))、 ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ (DNA分 析 )、 ま た は in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン に よ っ て 、 本 明 細 書 で 提 供 す る 配 列 に 基 づ い て 適 切 に 標 識 し た プ ロ ー ブ を 使 用 し て 、
サ ン プ ル 中 で 直 接 測 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 DNA二 重 ら せ ん 、 RNA二 重 ら せ ん 、 お
よ び DNA-RNAハ イ ブ リ ッ ド 二 重 ら せ ん ま た は DNA-タ ン パ ク 質 二 重 ら せ ん を 含 め た 、 特 定 の
二 重 ら せ ん を 認 識 す る こ と が で き る 、 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 抗 体 を 標
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識 す る こ と が で き 、 ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き 、 二 重 ら せ ん が 表 面 に 結 合 し 、 し た が っ て
表 面 上 に 二 重 ら せ ん が 形 成 さ れ る こ と に よ っ て 、 二 重 ら せ ん と 結 合 し た 抗 体 の 存 在 を 検 出
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 例 え ば 、 抗 体 断 片 を 含 め た 抗 体 を 定 性 的 あ る い は 定 量 的 に 使 用 し て 、 MCP-1タ ン パ ク 質
の 発 現 を 検 出 す る こ と が で き る 。 前 に 示 し た よ う に 、 抗 体 は 検 出 可 能 な 、 例 え ば 蛍 光 標 識
を 備 え る こ と が 好 ま し く 、 光 学 顕 微 鏡 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 蛍 光 測 定 、 ま た は 当 分 野
で 知 ら れ て い る 他 の 技 法 に よ っ て 、 結 合 を 調 べ る こ と が で き る 。 増 幅 し た 遺 伝 子 が 細 胞 表
面 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 増 殖 因 子 を コ ー ド す る 場 合 、 こ れ ら の 技 法 は 特 に 適 し て い る 。 こ れ
ら の 結 合 ア ッ セ イ は 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る よ う に 行 う 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 MCP-1タ ン パ ク 質 と の 抗 体 の 結 合 の in situ検 出 は 、 例 え ば 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 検 査 ま た は 免
疫 電 子 顕 微 鏡 検 査 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 こ の 目 的 の た め に 、 組 織 試 料 を 患 者 か ら 除
去 し 、 好 ま し く は 抗 体 を 生 物 学 的 サ ン プ ル に 重 ね る こ と に よ っ て 、 標 識 し た 抗 体 を そ れ に
施 す 。 こ の 手 順 に よ っ て 、 試 験 す る 組 織 中 の マ ー カ ー 遺 伝 子 産 物 の 分 布 を 決 定 す る こ と も
で き る 。 広 く さ ま ざ ま な 組 織 学 的 方 法 が 、 in situ検 出 用 に 容 易 に 利 用 可 能 で あ る こ と は
、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 差 次 的 な 遺 伝 子 発 現 を 定 量 化 す る た め の 、 最 も 感 度 が 良 く 最 も 柔 軟 性 の あ る 定 量 法 の 1
つ は RT-PCRで あ り 、 こ れ を 使 用 し て 、 薬 剤 処 理 有 り ま た は 無 し で 、 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 組
織 の 異 な る サ ン プ ル 群 中 の mRNAレ ベ ル を 比 較 し 、 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン を 特 徴 付 け し 、 密
接 に 関 連 し た mRNA間 を 区 別 し 、 RNA構 造 を 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 こ の 方 法 の 最 初 の ス テ ッ プ は 、 標 的 サ ン プ ル か ら mRNAを 単 離 す る こ と で あ る 。 出 発 物 質
は 典 型 的 に は 、 そ れ ぞ れ 疾 患 組 織 お よ び 対 応 す る 正 常 組 織 か ら 単 離 し た 、 完 全 な RNAで あ
る 。 し た が っ て mRNAは 、 例 え ば 同 じ 型 の 正 常 組 織 と 比 較 す る た め の 疾 患 組 織 の 、 凍 結 ま た
は 保 管 パ ラ フ ィ ン 包 埋 お よ び 固 定 (例 え ば ホ ル マ リ ン 固 定 )サ ン プ ル か ら 抽 出 す る こ と が で
き る 。 mRNAを 抽 出 す る た め の 方 法 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 Ausubel他 、 Current Pro
tocols of Molecular Biology、 John Wiley and Sons(1997)を 含 め た 、 分 子 生 物 学 の 標 準
的 な 教 本 中 で 開 示 さ れ て い る 。 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 か ら RNAを 抽 出 す る た め の 方 法 は 、 例
え ば Rupp and Locker、 Lab Invest.、 56:A67(1987)、 お よ び De Andres他 、 BioTechniques
、 18:42044(1995)中 で 開 示 さ れ て い る 。 特 に RNAの 単 離 は 、 Qiagenな ど の 市 販 品 製 造 者 か
ら の 精 製 キ ッ ト 、 バ ッ フ ァ ー セ ッ ト お よ び プ ロ テ ア ー ゼ を 、 製 造 者 の 教 示 書 に 従 い 使 用 し
て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 培 養 中 の 細 胞 由 来 の 完 全 な RNAを 、 Qiagen RNeasyミ ニ -カ
ラ ム を 使 用 し て 単 離 す る こ と が で き る 。 組 織 サ ン プ ル 由 来 の 完 全 な RNAは 、 RNA Stat-60(T
el-Test)を 使 用 し て 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 RNAは PCR用 の 鋳 型 と し て 働 く こ と が で き な い の で 、 RT-PCRに よ る 差 次 的 遺 伝 子 発 現 の 分
析 の 最 初 の ス テ ッ プ は 、 RNA鋳 型 の cDNAへ の 逆 転 写 、 次 に PCR反 応 に お け る そ の 指 数 関 数 的
増 殖 で あ る 。 2つ の 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る 逆 転 写 酵 素 は 、 ト リ 骨 髄 芽 球 症 ウ イ ル ス 逆 転
写 酵 素 (AMV-RT)お よ び モ ロ ニ ー ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 (MMLV-RT)で あ る 。 逆 転
写 ス テ ッ プ は 典 型 的 に は 、 発 現 概 略 の 状 況 お よ び 目 的 に 応 じ て 、 特 異 的 プ ラ イ マ ー 、 ラ ン
ダ ム ヘ キ サ マ ー 、 ま た は オ リ ゴ -dTプ ラ イ マ ー を 使 用 し て プ ラ イ マ ー 処 理 す る 。 例 え ば 、
抽 出 し た RNAを 、 製 造 者 の 教 示 書 に 従 い GeneAmp RNA PCRキ ッ ト (Perkin Elmer、 CA、 USA)
を 使 用 し て 逆 転 写 す る こ と が で き る 。 誘 導 し た cDNAは 、 後 の PCR反 応 に お け る 鋳 型 と し て
、 次 い で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 PCRの ス テ ッ プ は 、 さ ま ざ ま な 熱 安 定 性 DNA依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る こ と が で
き る が 、 そ れ は 典 型 的 に は 、 5'-3'ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る が 3'-5'エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ
活 性 を 欠 い て い る 、 TaqDNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る 。 し た が っ て 、 TagManPCRは 典 型 的 に
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は 、 Taqま た は Tthポ リ メ ラ ー ゼ の 5'ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 使 用 し て 、 そ の 標 的 増 幅 産 物 と 結
合 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 加 水 分 解 す る が 、 同 等 の 5'ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を
有 す る 任 意 の 酵 素 を 使 用 す る こ と が で き る 。 2つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用
し て 、 PCR反 応 の 典 型 的 な 増 幅 産 物 を 作 製 す る 。 第 3の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は プ ロ ー
ブ を 設 計 し て 、 2つ の PCRプ ラ イ マ ー 間 に 位 置 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 検 出 す る 。 プ ロ ー ブ
は TaqDNAポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 に よ っ て 伸 長 せ ず 、 レ ポ ー タ ー 蛍 光 色 素 お よ び 蛍 光 消 光 色 素 で
標 識 さ れ る 。 レ ポ ー タ ー 色 素 か ら の 任 意 の レ ー ザ ー 誘 起 発 光 は 、 2つ の 色 素 が 近 く に 一 緒
に 位 置 し 、 そ れ ら が プ ロ ー ブ 上 に あ る と き は 、 消 光 色 素 に よ っ て 消 光 さ せ る 。 増 幅 反 応 中
に 、 TaqDNAポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 は 、 鋳 型 依 存 式 に プ ロ ー ブ を 切 断 す る 。 生 成 し た プ ロ ー ブ 断
片 は 溶 液 中 で 解 離 し 、 放 出 さ れ た レ ポ ー タ ー 色 素 か ら の シ グ ナ ル に は 、 第 2の 発 色 団 の 消
光 効 果 が な い 。 レ ポ ー タ ー 色 素 の 一 分 子 が 合 成 さ れ る そ れ ぞ れ の 新 し い 分 子 に 遊 離 し 、 非
消 光 レ ポ ー タ ー 色 素 を 検 出 す る こ と は 、 デ ー タ の 定 量 的 解 釈 の 基 盤 と な る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 TagManRT-PCRは 、 例 え ば ABI PRIZM 7700TM Sequence Detection SystemTM(PerkinElmer
-Applied Biosystems、 Foster City、 CA、 USA)、 ま た は Lightcycler(Roche Molecular Bi
ochemicals、 Mannheim、 Germany)な ど の 市 販 の 機 器 を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。 好 ま し
い 実 施 形 態 で は 、 5'ヌ ク レ ア ー ゼ 手 順 を 、 ABI PRIZM 7700TM Sequence Detection System
TMな ど の 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR装 置 で 行 う 。 こ の シ ス テ ム は 、 サ ー モ サ イ ク ラ ー 、 レ ー
ザ ー 、 電 荷 結 合 素 子 (CCD)、 カ メ ラ お よ び コ ン ピ ュ ー タ か ら な る 。 こ の シ ス テ ム は 、 サ ー
モ サ イ ク ラ ー の 96ウ エ ル フ ォ ー マ ッ ト で 、 サ ン プ ル を 増 幅 さ せ る 。 増 幅 中 に 、 レ ー ザ ー 誘
起 の 蛍 光 シ グ ナ ル を 、 全 96ウ エ ル に 関 し て フ ァ イ バ ー オ プ テ ィ ッ ク ケ ー ブ ル に よ っ て リ ア
ル タ イ ム で 回 収 し 、 CCDで 検 出 す る 。 こ の シ ス テ ム は 、 装 置 を 動 か し デ ー タ を 分 析 す る た
め の ソ フ ト ウ ェ ア を 含 む 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 5'-ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ の デ ー タ は 、 Ct、 す な わ ち 閾 値 サ イ ク ル と し て 最 初 は 表 す 。
前 に 論 じ た よ う に 、 蛍 光 性 の 値 は 毎 サ イ ク ル 中 記 録 し 、 増 幅 反 応 中 の そ の 地 点 で 増 幅 さ れ
た 生 成 物 の 量 を 表 す 。 蛍 光 シ グ ナ ル が 統 計 的 に 有 意 で あ る と し て 最 初 に 記 録 さ れ る 地 点 が
、 閾 値 サ イ ク ル (Ct)で あ る 。 Δ Ct値 は 、 疾 患 組 織 由 来 の 細 胞 中 で の RNA発 現 と 正 常 細 胞 由
来 の そ れ を 比 較 し た と き の 、 核 酸 サ ン プ ル 中 の 特 定 の 標 的 配 列 の 開 始 コ ピ ー の 相 対 数 の 、
定 量 的 測 定 値 と し て 使 用 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 誤 り お よ び サ ン プ ル 毎 の 変 動 の 影 響 を 最 小 限 に す る た め に 、 RT-PCRは 通 常 、 内 標 準 を 使
用 し て 行 わ れ る 。 理 想 的 な 内 標 準 は 、 異 な る 組 織 間 に お い て 一 定 レ ベ ル で 発 現 さ れ 、 実 験
処 置 に よ っ て 影 響 を 受 け な い 。 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン を 標 準 化 す る た め に 、 最 も 頻 繁 に 使
用 さ れ る RNAは 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3-ホ ス フ ェ ー ト -デ ヒ ド ロ
ゲ ナ ー ゼ (GAPDH)お よ び β -ア ク チ ン の mRNAで あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 差 次 的 な 遺 伝 子 発 現 も 、 マ イ ク ロ ア レ イ 技 法 を 使 用 し て 、 同 定 ま た は 確 認 す る こ と が で
き る 。 こ の 方 法 で は 、 当 該 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 マ イ ク ロ チ ッ プ 基 盤 上 で プ レ ー ト 状 ま
た は ア レ イ 状 に す る 。 次 い で ア レ イ 状 配 列 を 、 当 該 の 細 胞 ま た は 組 織 由 来 の 特 異 的 な DNA
プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 技 法 の 具 体 的 な 実 施 形 態 で は 、 cDNAク ロ ー ン の PCR増 幅 さ せ た 挿 入 体 を
、 高 密 度 ア レ イ の 基 盤 に 施 す 。 少 な く と も 10,000の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 基 盤 に 施 す こ と
が 好 ま し い 。 そ れ ぞ れ 10,000要 素 で マ イ ク ロ チ ッ プ に 固 定 さ れ た 、 マ イ ク ロ ア レ イ 状 の 遺
伝 子 は 、 厳 密 な 条 件 下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し て い る 。 蛍 光 標 識 さ れ た cDNAプ
ロ ー ブ は 、 当 該 の 組 織 か ら 抽 出 し た RNAの 逆 転 写 に よ る 、 蛍 光 ヌ ク レ オ チ ド の 取 り 込 み に
よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 チ ッ プ に 施 さ れ る 標 識 さ れ た cDNAプ ロ ー ブ は 、 ア レ イ 上 の
DNAの そ れ ぞ れ の ス ポ ッ ト と 、 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 非 特 異 的 結 合 プ ロ ー ブ を 除
去 す る た め の 厳 密 な 洗 浄 の 後 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 に よ っ て チ ッ プ を 調 べ る 。 そ れ ぞ れ
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の ア レ イ 状 要 素 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 定 量 化 に よ っ て 、 対 応 す る mRNA量 を 評 価 す る
こ と が で き る 。 二 色 蛍 光 に よ っ て 、 2つ の RNA源 か ら 作 製 さ れ 、 別 々 に 標 識 さ れ た cDNAプ ロ
ー ブ を 、 一 対 毎 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て ア レ イ に す る 。 そ れ ぞ れ の 特 定 の 遺 伝 子 に 対 応 す
る 2つ の 源 か ら の 、 転 写 産 物 の 相 対 量 は 、 し た が っ て 同 時 に 測 定 さ れ る 。 小 規 模 な ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 多 数 の 遺 伝 子 に 関 す る 発 現 パ タ ー ン の 、 好 都 合 か つ 迅 速 な 評
価 が 与 え ら れ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 細 胞 当 た り 数 個 の コ ピ ー で 発 現 さ れ る 珍 し い 転 写 産
物 を 検 出 す る た め に 必 要 と さ れ る 感 度 を 有 し 、 発 現 レ ベ ル の 少 な く と も 約 2倍 の 差 異 を 再
現 的 に 検 出 す る こ と が 示 さ れ て き て い る (Schena他 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 93(20)L10
6-49)。 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 方 法 、 お よ び マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 は 、 当 分 野 で
よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 MCP-1ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 MCP-1ア ゴ ニ ス ト (模 倣 体 )と し て 、 あ る い は M
CP-1ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る 、 MCP-1タ ン パ ク 質 の 変 異 体 に も 関 す る 。 MCP-1タ ン パ
ク 質 の 変 異 体 は 、 突 然 変 異 誘 発 、 例 え ば 不 連 続 な 点 突 然 変 異 、 ま た は MCP-1タ ン パ ク 質 の
切 断 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 MCP-1タ ン パ ク 質 の ア ゴ ニ ス ト は 、 天 然 に 存 在 す る
形 の MCP-1タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 と 実 質 的 に 同 じ で あ る か 、 あ る い は そ の 一 部 分 を 保
つ こ と が で き る 。 MCP-1タ ン パ ク 質 の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 天 然 に 存 在 す る 形 の MCP-1タ ン パ
ク 質 の 1つ ま た は 複 数 の 活 性 は 、 例 え ば MCP-1タ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 シ グ ナ ル カ ス ケ ー ド の
下 流 ま た は 上 流 要 素 と 、 競 合 的 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 阻 害 す る こ と が で き る 。 し た が
っ て 、 特 異 的 な 生 物 学 的 効 果 を 、 限 ら れ た 機 能 の 変 異 体 を 用 い た 治 療 に よ っ て 誘 導 す る こ
と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 天 然 に 存 在 す る 形 の タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 の 一 部 分 を
有 す る 、 変 異 体 を 用 い た 被 験 体 の 治 療 に は 、 天 然 に 存 在 す る 形 の MCP-1タ ン パ ク 質 を 用 い
た 治 療 と 比 較 し て 、 被 験 体 に お い て ほ と ん ど 副 作 用 が な い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 MCP-1ア ゴ ニ ス ト (模 倣 体 )と し て 、 あ る い は MCP-1ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 機 能 す る 、 MCP-
1タ ン パ ク 質 の 変 異 体 は 、 タ ン パ ク 質 の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 に 関 し て 、 M
CP-1タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 体 、 例 え ば 切 断 型 突 然 変 異 体 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー
を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 で は 、 MCP-1変 異
体 の 多 彩 な ラ イ ブ ラ リ ー を 、 核 酸 レ ベ ル で の 組 合 せ 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 作 製 し 、 こ れ は
多 彩 な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 MCP-1変 異 体 の 多 彩 な ラ イ ブ ラ リ ー は
、 例 え ば 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 の 遺 伝 子 配 列 へ の 酵 素 に よ る 連 結 に よ っ て 生 成
す る こ と が で き 、 し た が っ て 、 縮 重 組 の 考 え ら れ る MCP-1配 列 が 、 個 々 の ポ リ ペ プ チ ド と
し て 、 あ る い は ま た 、 MCP-1配 列 の 組 を そ の 中 に 含 む 一 組 の 大 き な 融 合 タ ン パ ク 質 (例 え ば
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 用 )と し て 発 現 可 能 で あ る 。 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 考 え
ら れ る MCP-1変 異 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 、 さ ま ざ ま な
方 法 が 存 在 す る 。 縮 重 遺 伝 子 配 列 の 化 学 合 成 は 自 動 式 DNA合 成 装 置 で 行 う こ と が で き 、 次
い で 合 成 し た 遺 伝 子 を 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 連 結 さ せ る 。 縮 重 組 の 遺 伝 子 を 使 用 す る こ と
に よ っ て 、 1つ の 混 合 物 に 、 所 望 組 の 考 え ら れ る MCP-1変 異 体 配 列 を コ ー ド す る 全 て の 配 列
を 与 え る こ と が で き る 。 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る た め の 方 法 は 、 当 分 野 で 知 ら
れ て い る (例 え ば 、 Narang、 Tetrahedron 39:3(1983);Itakura他 、 Annu.Rev.Biochem.53:3
23(1984);Itakura他 、 Science 198:1056(1984);Ike他 、 Nucl.Acid.Res.11:477(1983)を 参
照 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 他 の 治 療 剤 の 設 計 お よ び 作 製
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 に 従 い 、 MCP-1に 対 し て 生 成 さ れ 本 明 細 書 で 特 徴
付 け さ れ る 抗 体 の 活 性 に 基 づ い て 、 抗 体 成 分 以 外 の 他 の 治 療 用 物 理 的 療 法 の 設 計 を 助 長 す
る 。 こ の よ う な 物 理 的 療 法 に は 、 非 限 定 的 に 、 最 新 の 抗 体 治 療 、 例 え ば 二 重 特 異 性 抗 体 、
免 疫 毒 素 、 お よ び 放 射 標 識 治 療 な ど 、 ペ プ チ ド 治 療 剤 、 遺 伝 子 治 療 剤 、 特 に 細 胞 内 発 現 抗
体 、 ア ン チ セ ン ス 治 療 剤 、 お よ び 小 分 子 の 作 製 が あ る 。
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【 ０ １ ４ ３ 】
　 最 新 の 抗 体 治 療 剤 の 作 製 に 関 し て 、 補 体 結 合 が 望 ま し い 性 質 で あ る 場 合 、 例 え ば 二 重 特
異 性 抗 体 、 免 疫 毒 素 、 ま た は 放 射 標 識 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 殺 傷 に 関 す る 補 体 依
存 性 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 例 え ば 二 重 特 異 性 抗 体 に 関 し て は 、 (i)1つ が MCP-1に 対 す る 特 異 性 を 有 し 、 他 方 が 一 緒
に 結 合 し て い る 第 2の 分 子 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 2つ の 抗 体 、 (ii) MCP-1に 対 し て 特 異 的
な 1つ の 鎖 、 お よ び 第 2の 分 子 に 対 し て 特 異 的 な 第 2の 鎖 を 有 す る 単 抗 体 、 ま た は (iii)MCP-
1お よ び 他 の 分 子 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 単 鎖 抗 体 を 含 む 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 作 製 す る こ
と が で き る 。 こ の よ う な 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 例 え ば よ く 知 ら れ て い る 技 法 を 使 用 し て 作 製
す る こ と が で き 、 例 え ば (i)お よ び (ii)に 関 し て は 、 Fanger他 、 Immunol Methods 4:72～ 8
1(1994)、 な ら び に Wrightお よ び Harris、 上 記 を 参 照 し 、 (iii)に 関 し て は 、 例 え ば Traune
cker他 、 Int.J.Cancer(Suppl)7:51～ 52(1992)を 参 照 の こ と 。 そ れ ぞ れ の 場 合 、 第 2の 特 異
性 を 、 CD16ま た は CD64(例 え ば Deo他 、 18:127(1997)を 参 照 の こ と )、 ま た は CD89(例 え ば Va
lerius他 、 Blood 90:4485～ 4492(1997)を 参 照 の こ と )を 非 限 定 的 に 含 め た 、 重 鎖 活 性 化 受
容 体 に 施 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 免 疫 毒 素 に 関 し て は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 技 法 を 使 用 し 、 抗 体 を 改 変 し て 免 疫 毒
素 と し て 作 用 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば Vitetta Immunol Today 14:252(1993)を 参 照 の
こ と 。 米 国 特 許 第 5,194,594号 も 参 照 の こ と 。 放 射 標 識 抗 体 の 調 製 に 関 し て は 、 こ の よ う
な 改 変 型 抗 体 は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 技 法 を 使 用 し て 、 容 易 に 作 製 す る こ と も で き
る 。 例 え ば Junghans他 、 Cancer Chemotherapy and Biotherapy 655～ 686(2d edition、 Ch
afner and Longo、 eds.、 Lippincott Raven(1996))中 を 参 照 の こ と 。 米 国 特 許 第 4,681,58
1号 、 米 国 特 許 第 4,735,210号 、 米 国 特 許 第 5,101,827号 、 米 国 特 許 第 5,102,990(RE35,500)
号 、 米 国 特 許 第 5,648,471号 、 お よ び 米 国 特 許 第 5,697,902号 も 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 治 療 的 投 与 お よ び 配 合
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 に 従 い 調 製 し た 、 生 物 学 的 活 性 が あ る 抗 MCP-1抗 体 を 、 滅 菌
薬 剤 の 調 製 ま た は 配 合 に お い て 使 用 し て 、 疾 患 お よ び 炎 症 組 織 で 生 成 さ れ る MCP-1の 活 性
を 中 和 す る こ と が で き 、 こ れ に よ っ て 単 核 細 胞 の 組 織 へ の さ ら な る 浸 潤 を 防 ぐ こ と が で き
る 。 こ の よ う な 疾 患 お よ び 炎 症 組 織 は 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 お よ び 肺 癌 を 含 め た 多 く の 型 の ヒ ト
の 癌 中 に 、 あ る い は 糸 球 体 腎 炎 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 お よ び 多 発 性 硬 化 症 な ど の 状
態 で 存 在 す る 。 本 発 明 の 生 物 学 的 活 性 が あ る 抗 MCP-1抗 体 は 単 独 で 、 あ る い は 他 の 治 療 物
質 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。 癌 用 に 、 抗 MCP-1抗 体 を 、 タ キ ソ ー ル 、 ド キ ソ
ル ビ シ ン 、 シ ス -プ ラ チ ナ 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル な ど の 従 来 式 の 化 学 療 法 剤 、 お よ び 血 管
新 生 プ ロ セ ス の 他 の 新 規 の 阻 害 剤 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 炎 症 性 疾 患 を 治 療 す る た
め に 、 MCP-1抗 体 を 、 病 状 に 貢 献 し て い る 他 の サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン に 対 す る ス
テ ロ イ ド ま た は 抗 体 と 、 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 in vivo投 与 用 に 使 用 す る と き 、 抗 体 配 合 物 は 滅 菌 済 み で あ っ て よ い 。 凍 結 乾 燥 お よ び
還 元 の 前 後 に 、 滅 菌 濾 過 膜 を 介 し た 濾 過 に よ っ て 、 こ れ を 容 易 に 行 う こ と が で き る 。 抗 体
は 通 常 は 凍 結 乾 燥 形 で 、 あ る い は 溶 液 中 に 保 存 さ れ る 。 治 療 用 抗 体 組 成 物 は 一 般 に 、 滅 菌
済 み ア ク セ ス ポ ー ト を 有 す る 容 器 、 例 え ば 皮 下 注 射 針 に よ っ て 穿 刺 可 能 な ス ト ッ パ ー を 有
す る 静 脈 注 射 溶 液 用 バ ッ グ ま た は バ イ ア ル 中 に 置 か れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 抗 体 投 与 の 経 路 は 、 知 ら れ て い る 方 法 、 例 え ば 静 脈 内 、 腹 膜 内 、 脳 内 、 筋 肉 内 、 眼 内 、
動 脈 内 、 髄 腔 内 、 吸 入 ま た は 病 巣 内 経 路 に よ る 、 あ る い は 以 下 に 示 す 徐 放 シ ス テ ム に よ る
、 注 射 ま た は 注 入 に 従 う も の で あ っ て よ い 。 抗 体 は 注 入 に よ っ て 、 あ る い は ボ ー ラ ス 注 射
に よ っ て 、 連 続 的 に 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
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　 治 療 上 使 用 さ れ る 抗 体 の 有 効 量 は 、 例 え ば 治 療 目 的 、 投 与 の 経 路 、 お よ び 患 者 の 状 態 に
依 存 す る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 必 要 に 応 じ て 用 量 を 滴 定 し 投 与 の 経 路 を 変 え て 、 最 適 な
治 療 効 果 を 得 る こ と が セ ラ ピ ス ト に は 必 要 で あ ろ う 。 典 型 的 に は 、 臨 床 医 は 、 所 望 の 効 果
を 得 る 用 量 に 達 す る ま で 、 治 療 抗 体 を 投 与 す る で あ ろ う 。 こ の 治 療 の 進 行 は 、 従 来 の ア ッ
セ イ に よ っ て 、 あ る い は 本 明 細 書 に 記 載 す る ア ッ セ イ に よ っ て 、 容 易 に 調 べ る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 と の 混 合 物 と し て 調 製 す る こ と が で き る 。
こ の 治 療 用 組 成 物 は 静 脈 内 に 、 あ る い は 鼻 ま た は 肺 を 介 し て 、 好 ま し く は 液 体 ま た は 粉 末
状 エ ア ロ ゾ ル (凍 結 乾 燥 )と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 望 む な ら ば 非 経 口 的 あ る い は 皮 下
に 、 組 成 物 を 投 与 す る こ と も で き る 。 全 身 に 投 与 す る と き 、 治 療 用 組 成 物 は 滅 菌 済 み で 、
発 熱 物 質 を 含 ま ず 、 pH、 等 張 性 、 お よ び 安 定 性 に 関 し て 当 然 の 事 項 を 有 す る 非 経 口 的 に 許
容 可 能 な 溶 液 中 に 溶 け て い な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら の 条 件 は 、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る
。 簡 潔 に は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 の 、 化 合 物 の 用 量 配 合 物 は 、 望 ま し い
純 度 を 有 す る 化 合 物 と 、 生 理 的 に 許 容 可 能 な 担 体 、 賦 形 剤 、 ま た は 安 定 剤 を 混 合 す る こ と
に よ っ て 、 保 存 ま た は 投 与 用 に 調 製 す る 。 こ の よ う な 物 質 は 、 使 用 す る 用 量 お よ び 濃 度 で
レ シ ピ エ ン ト に 対 し て 非 毒 性 で あ り 、 TRIS HCl、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 、 酢 酸 、 お よ び 他 の 有
機 酸 塩 な ど の バ ッ フ ァ ー ;ア ス コ ル ビ ン 酸 な ど の 抗 酸 化 剤 ;ポ リ ア ル ギ ニ ン な ど の 低 分 子 量
(約 10残 基 未 満 )ペ プ チ ド 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン な ど の タ ン
パ ク 質 ;ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ノ ン な ど の 親 水 性 ポ リ マ ー ;グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ
ラ ギ ン 酸 、 ま た は ア ル ギ ニ ン な ど の ア ミ ノ 酸 ;単 糖 、 二 糖 、 お よ び セ ル ロ ー ス ま た は そ の
誘 導 体 、 グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 ま た は デ キ ス ト リ ン を 含 め た 他 の 炭 水 化 物 ;EDTAな ど
の キ レ ー ト 剤 ;マ ン ニ ト ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル な ど の 糖 ア ル コ ー ル ;ナ ト リ ウ ム な ど の 対
イ オ ン お よ び /ま た は TWEEN、 PLURONICSま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の 非 イ オ ン 性
界 面 活 性 剤 を 含 む 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 注 射 用 の 滅 菌 済 み 組 成 物 は 、 Remington's Pharmaceutical Sciences(18th ed、 Mack Pu
blishing Company、 Easton、 PA(1990))中 に 記 載 さ れ た の と 同 様 の 、 従 来 の 薬 剤 慣 習 に 従
っ て 配 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 水 、 ま た は ゴ マ 、 ピ ー ナ ッ ツ 、 ま た は 綿 花 油 な ど の
天 然 に 存 在 す る 植 物 油 な ど の 媒 体 、 あ る い は オ レ イ ン 酸 エ チ ル な ど の 合 成 脂 質 媒 体 中 に 、
活 性 化 合 物 を 溶 解 ま た は 懸 濁 さ せ る こ と が 、 望 ま し い 可 能 性 が あ る 。 容 認 さ れ て い る 薬 剤
慣 習 に 従 っ て 、 バ ッ フ ァ ー 、 防 腐 剤 、 抗 酸 化 剤 な ど を 取 り 込 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 徐 放 性 調 製 物 の 適 切 な 例 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 固 体 状 疎 水 性 ポ リ マ ー の 半 透 過 性 マ
ト リ ク ス が あ り 、 こ の マ ト リ ク ス は 、 成 形 品 、 フ ィ ル ム ま た は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 で あ
る 。 徐 放 性 マ ト リ ク ス の 例 に は 、 Langer他 、 J.Biomed Mater.Res.、 15:167～ 277(1981)お
よ び Langer、 Chem.Tech.、 12:98～ 105(1982)に よ っ て 記 載 さ れ た の と 同 様 の ポ リ エ ス テ ル
、 ヒ ド ロ ゲ ル (例 え ば 、 ポ リ (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル -メ タ ク リ レ ー ト )、 ま た は ポ リ (ビ ニ ル
ア ル コ ー ル ))、 ポ リ ラ ク チ ド (米 国 特 許 第 3,773,919号 、 EP58,481)、 L-グ ル タ ミ ン 酸 と γ
エ チ ル -L-グ ル タ メ ー ト の コ ポ リ マ ー (Sidman他 、 Biopolymers、 22:547～ 556(1983))、 非
分 解 性 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル (Langer他 、 上 記 )、 LUPRON Depot(商 標 )な ど の 分 解 性 乳 酸 -グ
リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー (乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー と 酢 酸 リ ュ ー プ ロ リ ド か ら 構 成 さ れ
る 注 射 可 能 な ミ ク ロ ス フ ェ ア )、 お よ び ポ リ -D-(-)-3-ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 酸 (EP133,988)が
あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル お よ び 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 な ど の ポ リ マ ー は 、 100日 間 で 分 子 を 放
出 す る こ と が で き る 一 方 で 、 い く つ か の ヒ ド ロ ゲ ル は 、 さ ら に 短 い 時 間 周 期 で タ ン パ ク 質
を 放 出 す る 。 被 包 タ ン パ ク 質 が 長 時 間 身 体 中 に 留 ま る と 、 37℃ に お け る 湿 気 へ の 露 出 の 結
果 と し て 、 タ ン パ ク 質 が 変 性 ま た は 凝 集 す る 可 能 性 が あ り 、 生 物 学 的 活 性 の 損 失 、 お よ び
免 疫 原 性 の 考 え ら れ る 変 化 が も た ら さ れ る 。 関 係 す る 機 構 に 応 じ て 、 タ ン パ ク 質 安 定 化 の
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た め の 妥 当 な 戦 略 を 考 案 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 凝 集 機 構 が 、 ジ ス ル フ ィ ド の 相 互 変
化 に よ る 分 子 間 S-S結 合 形 成 で あ る こ と が 見 出 さ れ る 場 合 、 ス ル フ ィ ド リ ル 残 基 を 修 飾 す
る こ と 、 酸 性 溶 液 か ら 凍 結 乾 燥 さ せ る こ と 、 含 水 率 を 調 節 す る こ と 、 適 切 な 添 加 剤 を 使 用
す る こ と 、 お よ び 特 異 的 な ポ リ マ ー マ ト リ ク ス 組 成 物 を 開 発 す る こ と に よ っ て 、 安 定 化 を
達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 徐 放 性 組 成 物 は 、 リ ポ ソ ー ム に 被 包 さ れ た 本 発 明 の 抗 体 も 含 む 。 こ の よ う な 抗 体 を 含 む
リ ポ ソ ー ム は 、 そ れ 自 体 が 知 ら れ て い る 方 法 :米 国 特 許 第 DE3,218,121号 ;Epstein他 、 Proc
.Natl.Acad.Sci.USA、 82:3688～ 3692(1985);Hwang他 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA,77:4030
～ 4034(1980);EP52,322;EP36,676;EP88,046;EP143,949;EP142,641;日 本 国 特 許 出 願 83～ 11
8008;米 国 特 許 第 4,485,045号 お よ び 米 国 特 許 第 4,544,545号 ;お よ び EP102,324に よ っ て 調
製 さ れ る 。 抗 体 の 用 量 は 、 疾 患 の 重 篤 度 お よ び タ イ プ 、 体 重 、 性 別 、 食 事 、 投 与 の 時 間 お
よ び 経 路 、 他 の 薬 学 的 要 因 お よ び 他 の 関 連 す る 臨 床 的 要 因 を 含 め た 、 薬 剤 の 作 用 を 変 え る
こ と が 知 ら れ て い る さ ま ざ ま な 要 因 を 考 慮 に 入 れ て 、 担 当 医 に よ り 決 定 さ れ る で あ ろ う 。
治 療 上 有 効 な 用 量 は 、 in vitroま た は in vivoで の 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 所 与 の 患 者 用 の 抗 体 配 合 物 の 用 量 は 、 疾 患 の 重 篤 度 お よ び タ イ プ 、 体 重 、 性 別 、 食 事 、
投 与 の 時 間 お よ び 経 路 、 他 の 薬 学 的 要 因 お よ び 他 の 関 連 す る 臨 床 的 要 因 を 含 め た 、 薬 剤 の
作 用 を 変 え る こ と が 知 ら れ て い る さ ま ざ ま な 要 因 を 考 慮 に 入 れ て 、 担 当 医 に よ り 決 定 さ れ
る で あ ろ う 。 治 療 上 有 効 な 用 量 は 、 in vitroま た は in vivoで の 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 治 療 上 使 用 さ れ る 本 発 明 の 抗 体 の 有 効 量 は 、 例 え ば 治 療 目 的 、 投 与 の 経 路 、 お よ び 患 者
の 状 態 に 依 存 す る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 必 要 に 応 じ て 用 量 を 滴 定 し 投 与 の 経 路 を 変 え て
、 最 適 な 治 療 効 果 を 得 る こ と が セ ラ ピ ス ト に は 必 要 で あ ろ う 。 典 型 的 な 1日 の 用 量 は 、 前
述 の 要 因 に 応 じ て 、 約 0.001mg/kgか ら 100mg/kg以 上 の 範 囲 で あ る 可 能 性 が あ る 。 望 ま し い
用 量 濃 度 は 、 0.001mg/kg、 0.005mg/kg、 0.01mg/kg、 0.05mg/kg、 0.1mg/kg、 0.5mg/kg、 1m
g/kg、 5mg/kg、 10mg/kg、 15mg/kg、 20mg/kg、 25mg/kg、 30mg/kg、 35mg/kg、 40mg/kg、 45m
g/kg、 50mg/kg、 55mg/kg、 60mg/kg、 65mg/kg、 70mg/kg、 75mg/kg、 80mg/kg、 85mg/kg、 90
mg/kg、 95mg/kg、 お よ び 100mg/kg以 上 を 含 む 。 典 型 的 に は 、 臨 床 医 は 、 所 望 の 効 果 を 得 る
用 量 に 達 す る ま で 、 治 療 抗 体 を 投 与 す る で あ ろ う 。 こ の 治 療 の 進 行 は 、 従 来 の ア ッ セ イ に
よ っ て 、 あ る い は 本 明 細 書 に 記 載 す る の と 同 様 に 、 容 易 に 調 べ ら れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ５ ７ 】
　 行 っ た 実 験 お よ び 得 ら れ た 結 果 を 含 め た 以 下 の 実 施 例 は 、 例 示 目 的 の み で 提 供 し 、 本 明
細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 を 制 限 す る も の と し て 解 釈 す べ き で は な い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
(実 施 例 1)
　 MCP-1抗 原 の 調 製
　 こ れ ら の 試 験 に お い て 抗 原 と し て 使 用 し た ヒ ト MCP-1ペ プ チ ド は 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 し て い た :
　 QPDAINAPVTCCYNFTNRKISVQRLASYRRITSSKCPKEAVIFKTIVAKEICADPKQ
　 KWVQDSMDHLDKQTQTPKT(配 列 番 号 149)
【 ０ １ ５ ９ 】
　 こ の ペ プ チ ド は 、 大 腸 菌 に お い て 組 換 え に よ っ て 発 現 さ せ た も の で あ り 、 Prepro Tech(
Rocky Hill、 NJ)か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
(実 施 例 2)
　 抗 MCP-1抗 体
　 抗 体 の 作 製
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　 ELISAに よ っ て 採 取 す る た め の 動 物 の 免 疫 化 お よ び 選 択 。 MCP-1に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 、 XenoMouse(登 録 商 標 )マ ウ ス (XenoMouse(登 録 商 標 )系 統 XMG2、 XMG4(3C-1系 統 )を
連 続 的 に 免 疫 す る こ と に よ っ て 開 発 し 、 ハ イ ブ リ ッ ド 系 統 を 、 表 2に 示 す ス ケ ジ ュ ー ル に
従 い 、 XMG2と XMG4(3C-1系 統 )マ ウ ス 、 Abgenix、 Inc.Fremont、 CA)を 交 雑 さ せ る こ と に よ
っ て 作 製 し た 。 例 え ば 、 最 初 の 免 疫 化 は 、 TiterMax Goldと 1:1v/vで 混 合 し た 1Oμ gの 抗 原
を 用 い た も の で あ っ た 。 そ の 後 の 追 加 抗 原 刺 激 は 、 発 熱 物 質 を 含 ま な い D-PBS中 の 100μ g
の ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル と 1:1v/vで 混 合 し た 、 5ま た は 1Oμ gの 抗 原 を 用 い て 行 っ た 。 幾 つ か の
追 加 抗 原 刺 激 は 50%の TiterMax Goldを 用 い て 、 次 に ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 中 の 1Oμ gの MCP-1抗
原 と 1:1v/vで 混 合 し た 、 1Oμ gの 抗 原 を 3回 注 射 す る こ と に よ っ て 行 い 、 次 い で PBSに 溶 か
し た 1Oμ gの 抗 原 の 最 後 の 追 加 抗 原 刺 激 を 行 っ た 。 詳 細 に は 、 そ れ ぞ れ の マ ウ ス を 、 皮 下
注 射 に よ っ て フ ッ ト パ ッ ド で 免 疫 し た 。 動 物 は 第 0、 4、 7、 10、 14、 18、 27、 31、 35お よ
び 42日 に 免 疫 し た 。 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 動 物 を 第 13日 と 第 26に 採 血 し て 、 採 取 選 択 用
の 血 清 を 得 た 。
【 ０ １ ６ １ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ２ 】
　 同 様 に 、 他 の XenoMouse(登 録 商 標 )マ ウ ス (XenoMouse(登 録 商 標 )系 統 XMG2お よ び XMG2L3)
を 、 表 3に 示 す ス ケ ジ ュ ー ル に 従 い 、 連 続 的 に 免 疫 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ４ 】
　 抗 MCP-1抗 体 の 力 価 を 、 間 接 的 な ELISAに よ っ て 測 定 し た 。 力 価 の 値 は 、 基 底 の 2倍 の OD
読 み 取 り 値 を 有 す る 最 大 希 釈 血 清 の 逆 数 で あ る 。 簡 潔 に は 、 MCP-1(84mer;1μ g/mL)を 、 4
℃ で 一 晩 、 Costar Labcoat Universal Binding Polystyrene96ウ エ ル プ レ ー ト に コ ー テ ィ
ン グ し た 。 非 結 合 MCP-1を 含 む 溶 液 を 除 去 し 、 UV光 (365nm)で 4分 間 (4000マ イ ク ロ ジ ュ ー ル
)、 プ レ ー ト を 処 理 し た 。 プ レ ー ト は dH 2 Oで 5回 洗 浄 し た 。 MCP-1で 免 疫 し た 動 物 、 ま た は
非 投 薬 XenoMouse(登 録 商 標 )動 物 に 由 来 す る XenoMouse(登 録 商 標 )の 血 清 を 、 1:100の 最 初
の 希 釈 か ら 全 く 同 様 に 、 1:2希 釈 の 2%ミ ル ク /PBS中 で 滴 定 し た 。 最 後 の ウ エ ル は 空 の 状 態
に し た 。 プ レ ー ト は dH 2 Oで 5回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG Fc特 異 的 HRP結 合 抗 体 を 、 室 温 で 1時 間 、 1μ g/mLの 最 終 濃 度 で 加 え た 。
プ レ ー ト は dH 2 Oで 5回 洗 浄 し た 。 プ レ ー ト は 30分 間 TMBを 加 え る こ と に よ っ て 染 色 し 、 ELIS
Aは 1Mの リ ン 酸 を 加 え る こ と に よ っ て 停 止 さ せ た 。 個 々 の XenoMouse(登 録 商 標 )動 物 の 特 定
の 力 価 を 、 450nmに お け る 光 学 濃 度 か ら 測 定 し 、 表 4、 5、 6、 7お よ び 8に 示 す 。 力 価 は 血 清
の 相 互 的 希 釈 を 表 し 、 し た が っ て 、 そ の 数 が 大 き い ほ ど 、 MCP-1に 対 す る 体 液 性 免 疫 応 答
が 高 く な る 。 免 疫 し た す べ て の XenoMouse(登 録 商 標 )動 物 由 来 の リ ン パ 節 を 、 融 合 用 に 採
取 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ７ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ８ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ９ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ０ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ １ 】
　 リ ン パ 球 の 回 収 、 B細 胞 単 離 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 融 合 お よ び 作 製 。 免 疫 し た マ ウ ス を 頚
椎 脱 臼 に よ っ て 屠 殺 し 、 リ ン パ 節 を そ れ ぞ れ の コ ホ ー ト か ら 採 取 し て プ ー ル し た 。 リ ン パ
様 細 胞 は DMEM中 で 粉 砕 す る こ と に よ り 解 離 さ せ て 、 組 織 か ら 細 胞 を 切 り 離 し 、 細 胞 は DMEM
に 懸 濁 さ せ た 。 細 胞 を 計 数 し 、 1億 個 の リ ン パ 球 当 た り 0.9mLの DMEMを 細 胞 ペ レ ッ ト に 加 え
て 、 細 胞 を 軽 く 、 た だ し 完 全 に 再 懸 濁 さ せ た 。 1億 個 の 細 胞 当 た り 100μ Lの CD90 + 磁 気 ビ ー
ズ を 使 用 し て 、 4℃ で 15分 間 磁 気 ビ ー ズ と 共 に 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、
細 胞 を 標 識 し た 。 10 8 個 ま で の 陽 性 細 胞 (ま た は 2× 10 9 個 ま で の 全 細 胞 )を 含 む 、 磁 気 標 識
し た 細 胞 の 懸 濁 液 を 、 LS + カ ラ ム に 充 填 し 、 カ ラ ム は DMEMで 洗 浄 し た 。 全 溶 出 液 を 、 CD90
陰 性 分 画 と し て 回 収 し た (大 部 分 の こ れ ら の 細 胞 は B細 胞 で あ る )。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 P3ミ エ ロ ー マ 細 胞 と B細 胞 が 豊 富 な リ ン パ 節 細 胞 を 、 50mLの 円 錐 形 チ ュ ー ブ 中 の DMEMに
、 1:1の 比 で (ミ エ ロ ー マ :リ ン パ 節 )組 み 合 わ せ た 。 組 み 合 わ せ た 細 胞 を 、 800× g(2000rpm
)で 5～ 7分 間 遠 心 分 離 に か け 、 生 成 し た ペ レ ッ ト か ら 上 清 を す ぐ に 除 去 し た 。 2～ 4mLの Pro
nase溶 液 (CalBiochem、 Cat.#53702;0.5mg/mL、 PBS中 )を 細 胞 に 加 え て 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 軽
く 再 懸 濁 さ せ た 。 酵 素 処 理 は 2分 間 を 超 え ず に 進 行 さ せ 、 3～ 5mLの FBSを 加 え る こ と に よ っ
て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 充 分 な ECF溶 液 を 加 え て 合 計 体 積 を 40mLに し 、 混 合 物 を 800× g(2000
rpm)で 5～ 7分 間 、 遠 心 分 離 に か け た 。 上 清 を 除 去 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト は 少 量 の ECF溶 液 を 用
い て 軽 く 再 懸 濁 し 、 次 に 充 分 な ECF溶 液 に よ っ て 合 計 体 積 を 40mLに し た 。 細 胞 を 充 分 に 混
合 し 計 数 し 、 次 い で 800× g(2000rpm)で 5～ 7分 間 、 遠 心 分 離 に か け た 。 上 清 を 除 去 し 、 細
胞 は 少 量 の ECF溶 液 中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 充 分 な 追 加 の ECF溶 液 を 加 え て 、 濃 度 を 細 胞 2× 10 6

個 /mLに 調 整 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 次 い で 細 胞 を Electro-Cell-Fusion(ECF)generator(Model ECM2001、 Genetronic、 Inc.
、 San Diego、 CA)中 に 入 れ 、 製 造 者 の 教 示 書 に 従 い 融 合 さ せ た 。 ECFの 後 、 細 胞 懸 濁 液 を
、 滅 菌 条 件 下 で 融 合 チ ャ ン バ ー か ら 注 意 深 く 除 去 し 、 DMEMに 溶 か し た 同 量 の ハ イ ブ リ ド ー
マ 培 地 を 含 む 滅 菌 チ ュ ー ブ に 移 し た 。 細 胞 を 37℃ で 15～ 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で
400× g(1000rpm)で 5分 間 、 遠 心 分 離 に か け た 。 少 量 の 1/2の HA培 地 (Sigma、 Cat.#A9666か
ら の 1ボ ト ル の 50X HA、 お よ び 1リ ッ ト ル の ハ イ ブ リ ド ー マ 培 地 )に 細 胞 を 軽 く 再 懸 濁 さ せ
、 さ ら に 1/2の HA培 地 を 用 い て 体 積 を 適 切 に 調 整 し た (96ウ エ ル プ レ ー ト 当 た り 5× 10 6 個 の
B細 胞 、 ウ エ ル 当 た り 200μ Lに 基 づ い て )。 細 胞 を 充 分 に 混 合 し 、 96ウ エ ル プ レ ー ト に ピ ペ
ッ ト で 移 し 、 増 殖 さ せ た 。 第 7日 ま た は 第 10日 に 、 培 地 の 半 分 を 除 去 し 、 1/2の HA培 地 を 細
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胞 に 再 度 加 え た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ELISA用 の 候 補 抗 体 の 選 択 。 培 養 14日 後 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 清 を 、 MCP-1特 異 的 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ELISAプ レ ー ト (Fisher、 Cat.No.12-565-136)
は 、 コ ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー (0.1Mの 炭 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 、 pH9.6、 NaHCO 3 8.4g/L)に 溶 か し
た 50μ l/MCP-1の ウ エ ル (2μ g/mL)で コ ー テ ィ ン グ し 、 次 い で 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 プ レ ー ト は 洗 浄 バ ッ フ ァ ー (0.05%Tween20、 PBS中 )で 3回 洗
浄 し た 。 200μ l/ウ エ ル の ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー (0.5%BSA、 0.1%Tween20、 0.01%Thimero
sal、 1× PBS中 )を 加 え 、 プ レ ー ト は 1時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン の 後 、 プ レ ー ト は 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し た 。 50μ l/ウ エ ル の ハ イ ブ リ ド ー マ の 上
清 、 な ら び に 陽 性 対 照 お よ び 陰 性 対 照 を 加 え 、 プ レ ー ト は 2時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 全 体 を 通 し て 使 用 し た 陽 性 対 照 は 、 XMG2 MCP-1グ ル ー プ 1、 フ ッ ト パ ッ ド N160-7で あ り
、 陰 性 対 照 は XMG2 KLHグ ル ー プ 1、 フ ッ ト パ ッ ド L627-6で あ っ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の
後 、 プ レ ー ト は 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し た 。 100μ L/ウ エ ル の 検 出 用 抗 体 ヤ ギ 抗 hulgGf
c-HRP(Caltag、 Cat.#H10507)、 (お よ び ヤ ギ 抗 hlgκ -HRP(Southern Biotechnology、 Cat.#
2060-05)、 な ら び に ヤ ギ 抗 hIgλ (Southern Biotechnology、 Cat.#207005)、 二 次 ス ク リ ー
ニ ン グ )を 加 え 、 プ レ ー ト は 1時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ で は 、
三 組 の サ ン プ ル (最 初 の ス ク リ ー ニ ン グ で 陽 性 )を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 一 組 は hIgG検 出 用 、
一 組 は hκ 検 出 用 、 お よ び 一 組 は hλ 検 出 用 で あ っ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 プ レ ー ト
は 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し た 。 100μ L/ウ エ ル の TMB(BioFX Lab.Cat.#TMSK-0100-01)を
加 え 、 プ レ ー ト を 約 10分 間 染 色 し (陰 性 対 照 の ウ エ ル が よ う や く 色 を 示 し 始 め る ま で )、 次
い で 50μ L/ウ エ ル の 停 止 溶 液 (TMB Stop Solution(BioFX Lab.Cat.#STPR-0100-01)を 加 え
、 波 長 450nmに お い て ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー 上 で 、 そ の プ レ ー ト を 読 み 取 っ た 。 陽 性 ウ エ
ル か ら の ODの 読 み 取 り 値 を 表 9に 示 す 。
【 ０ １ ７ ６ 】
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【 表 ９ 】
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　 生 物 学 的 活 性 に 関 す る 抗 MCP-1抗 体 の 特 徴 付 け 。
　 抗 MCP-1抗 体 を 用 い た MCP-1の 生 物 学 的 活 性 の 中 和 --FLIPRア ッ セ イ 。 DMSOお よ び Pluroni
c Acid(20%DMSO溶 液 )を 、 Fluo-4(Molecular Probes)の バ イ ア ル に 加 え て 、 5mMの Fluo4と
い う 最 終 濃 度 に し た 。 THP-1細 胞 を 、 予 め 暖 め た (37℃ )ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 に 3× 10
e6/mLで 再 懸 濁 さ せ 、 細 胞 1ml当 た り 1μ Lの Fluo-4染 料 を 加 え て 、 5μ Mに お い て 染 料 の 最 終
濃 度 を 与 え た 。 こ れ ら の 細 胞 を 暗 所 で 、 37℃ に お い て 45～ 50分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 細 胞 を 1000RPMで 5～ 10分 間 、 遠 心 分 離 に か け た 。 細 胞 を ロ ー デ ィ
ン グ バ ッ フ ァ ー 中 に 再 懸 濁 さ せ 、 遠 心 分 離 を 繰 り 返 し た 。 細 胞 は 1.667e6/mLで 再 懸 濁 さ せ
た 。 200,000細 胞 /ウ エ ル の 濃 度 で 、 細 胞 を 96ウ エ ル プ レ ー ト に 加 え 、 軽 く 遠 心 分 離 に か け
た 。 基 底 の 読 み 取 り 値 を 得 た 後 、 さ ま ざ ま な 濃 度 の 抗 MCP-1抗 体 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 に
お い て 、 3.5nMの MCP-1を 後 に 加 え る こ と に よ っ て 、 第 2の 読 み 取 り 値 を 得 た 。 MCP-1を THP-
1細 胞 に 加 え る こ と に よ っ て 、 Fluo-4染 料 の 蛍 光 強 度 の 増 大 に つ な が る 、 細 胞 内 カ ル シ ウ
ム の 上 昇 が も た ら さ れ た 。 高 濃 度 の 中 和 抗 体 を 加 え る こ と に よ っ て 、 細 胞 内 の 蛍 光 染 料 の
強 度 が 低 下 し 、 し た が っ て 、 試 験 し た 抗 体 が 中 和 さ れ て い た こ と が 示 さ れ た 。 MCP-1誘 導
型 の 蛍 光 強 度 の 50%の 低 下 を も た ら す 抗 体 の 濃 度 を 表 9に 示 す 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 MCP-1誘 導 型 の 細 胞 移 動 の 無 効 化 。 自 動 式 96ウ エ ル 化 学 走 性 ア ッ セ イ を 、 THP-1細 胞 お よ
び Beckman Biomek F/Xロ ボ ッ ト シ ス テ ム を 使 用 し て 進 め た 。 特 別 に 設 計 し た 96ウ エ ル プ レ
ー ト 、 剛 性 フ レ ー ム と 結 合 し た フ ィ ル タ 膜 を 有 す る フ レ ー ム 付 き フ ィ ル タ を 使 用 し て 、 化
学 走 性 ア ッ セ イ を 、 30μ lま た は 300μ lの ウ エ ル 体 積 お よ び 2～ 14μ mの 範 囲 の 孔 径 を 有 す
る 、 NeuroProbe 96ウ エ ル 使 い 捨 て マ イ ク ロ プ レ ー ト に お い て 行 っ た 。 Neuroprobe 96ウ エ
ル プ レ ー ト は 、 細 胞 移 動 ア ッ セ イ に お い て 、 MCP-1化 学 走 性 誘 因 物 質 お よ び 抗 MCP-1抗 体 な
ど の 他 の 試 薬 を 置 く た め の 底 部 ウ エ ル を 与 え る 。 上 部 ウ エ ル は 不 要 で あ っ た 。 な ぜ な ら 、
フ レ ー ム 付 き フ ィ ル タ が 、 そ れ ぞ れ の 細 胞 懸 濁 液 サ ン プ ル を フ ィ ル タ 上 部 の そ の 部 位 に 閉
じ 込 め る 、 疎 水 性 マ ス ク で コ ー テ ィ ン グ さ れ て い た か ら で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 こ の ア ッ セ イ の 最 適 条 件 は :100,000細 胞 /ウ エ ル 、 37℃ で 90分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
で あ っ た 。 Molecular Probesか ら の 染 料 を 予 め 充 填 し た THP-1細 胞 の 懸 濁 液 を 、 フ ィ ル タ
の 上 側 の 部 位 に 直 接 ピ ペ ッ ト で 移 し 、 37℃ で 1～ 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン の 後 、 フ ィ ル タ の 底 部 に 移 動 し た 細 胞 、 お よ び マ イ ク ロ プ レ ー ト 中 に 移 動 し た 細 胞
を 、 Applied Biosystemsか ら 購 入 し た FMAT中 に マ イ ク ロ プ レ ー ト を 置 く こ と に よ っ て 計 数
し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 THP-1細 胞 の MCP-1誘 導 型 の 細 胞 移 動 、 お よ び 最 大 の 細 胞 移 動 に 、 1nM、 10～ 15倍 の シ グ
ナ ル 対 ノ イ ズ 比 で 達 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 清 、 ま た は 新 鮮 な ハ イ ブ リ ド ー マ 培 地 を 使
用 し て 、 MCP-1依 存 性 の 移 動 を 検 出 し た 。 ア ッ セ イ の 変 動 性 は 最 少 で あ っ た (C.V～ 15)。 フ
ィ ル タ の 底 部 に 移 動 し た 細 胞 の 数 は 、 MCP-1に 対 す る 抗 体 が 化 学 走 性 誘 因 物 質 と 共 に 含 ま
れ る と 、 用 量 依 存 式 に 低 下 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 Biacore分 析 を 使 用 し た 、 抗 MCP-1抗 体 親 和 性 の 測 定 。 抗 体 /MCP-1相 互 作 用 の 分 析 を 、 Bi
acore3000光 学 バ イ オ セ ン サ ー に ド ッ キ ン グ し た 2つ の CM5チ ッ プ を 使 用 し て 25℃ で 行 っ た
。 そ れ ぞ れ の チ ッ プ 上 の 個 々 の フ ロ ー セ ル を 、 NHS/EDCの 7分 間 の 注 射 で 活 性 化 さ せ 、 カ ル
ボ ヒ ド ラ ジ ド は 7分 間 の 注 射 を 使 用 し て NHSエ ス テ ル を 介 し て 結 合 さ せ 、 残 り の 活 性 基 は 、
エ タ ノ ー ル ア ミ ン ン の 7分 間 の 注 射 に よ っ て 阻 害 し た 。 そ れ ぞ れ の 抗 体 の 単 糖 残 基 は 、 1mM
の メ タ 過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム を 100mMの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム に 溶 か し た も の 、 pH5.5を 使 用 し て
、 4℃ 30分 間 で 酸 化 さ せ た 。 酸 化 し た 抗 体 を 10mMの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH5.0中 で 脱 塩 し て 、
抗 体 を カ ル ボ ヒ ド ラ ジ ド 修 飾 表 面 と 結 合 さ せ た 。 0.1Mの ナ ト リ ウ ム カ ル ボ ヒ ド ラ ジ ド を 用
い て ヒ ド ラ ゾ ン 結 合 を 還 元 す る こ と に よ っ て 、 mAb表 面 を 安 定 さ せ た 。 抗 原 /抗 体 の 相 互 作
用 は 、 0、 0.049、 0.15、 0.4、 1.3、 4お よ び 12nMの MCP-1(Peprotech、 NJ)を ラ ン ニ ン グ バ
ッ フ ァ ー (10mMの HEPES、 150mMの NaCl、 0.005%の 界 面 活 性 剤 ;200μ g/mlの BSA、 pH7.4)に 溶
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か し た も の を 注 射 す る こ と に よ っ て 試 験 し た 。 15mMの H 3 PO 4 の 12秒 間 の パ ル ス に よ っ て 、
表 面 を 再 生 し た 。 抗 原 /抗 体 の 相 互 作 用 は 、 300倍 の 濃 度 範 囲 で ラ ン ニ ン グ バ ッ フ ァ ー (10m
Mの HEPES、 150mMの NaCl、 0.005%の 界 面 活 性 剤 ;200μ g/mlの BSA、 pH7.4)に 希 釈 し た 、 二 連
の 抗 原 サ ン プ ル を 注 射 す る こ と に よ っ て 試 験 し た 。 15mMの H 3 PO 4 の 12秒 間 の パ ル ス に よ っ
て 、 表 面 を 再 生 し た 。 そ れ ぞ れ の 相 互 作 用 の 動 態 を 測 定 す る た め に 、 デ ー タ セ ッ ト を 、 質
量 移 動 に 関 す る パ ラ メ ー タ を 含 ん で い た 1:1相 互 作 用 モ デ ル に 全 面 的 に 適 合 さ せ た 。 計 算
し た 相 互 作 用 の 親 和 性 を 、 表 9に 報 告 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 抗 MCP-1抗 体 と 他 の ケ モ カ イ ン の 交 差 反 応 性 の 測 定 。 ELISAプ レ ー ト (Fisher Cat.No.12-
565-136)を 、 コ ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー (0.1Mの 炭 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 、 pH9.6、 NaHCO 3 8.4g/L)
に 溶 か し た 50μ l/ウ エ ル の MCP-1、 MCP-2、 MCP-3、 MCP-4、 RANTES、 GRO-α 、 MIP-1α 、 エ
オ タ キ シ ン 、 ラ ッ ト MCP-1お よ び マ ウ ス JE(2μ g/ml)で コ ー テ ィ ン グ し 、 次 い で 4℃ で 一 晩
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 プ レ ー ト は 洗 浄 バ ッ フ ァ ー (0.05%Tween2
0、 PBS中 )で 3回 洗 浄 し た 。 200μ l/ウ エ ル の ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー (0.5%BSA、 0.1%Tween
20、 0.01%Thimerosal、 1× PBS中 )を 加 え 、 プ レ ー ト は 1時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 プ レ ー ト は 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し た 。 50μ l/ウ エ ル の ハ
イ ブ リ ド ー マ の 上 清 、 な ら び に 陽 性 対 照 お よ び 陰 性 対 照 (陽 性 対 照 は R&D Sciencesか ら 購
入 し た 抗 MCP-1抗 体 で あ り 、 陰 性 対 照 は Abgenixに お い て 生 成 さ れ た キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト
ヘ モ シ ア ニ ン に 対 す る 抗 体 で あ っ た )を 加 え 、 プ レ ー ト は 2時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 プ レ ー ト は 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し た 。 100μ L/ウ エ ル の
検 出 用 抗 体 ヤ ギ 抗 huIgGfc-HRP(Caltag、 Cat.#H10507)、 (ヤ ギ 抗 hIgκ -HRP(Southern Biot
echnology、 Cat.#2060-05)、 お よ び ヤ ギ 抗 hIgλ (Southern Biotechnology、 Cat.#2070-05
)、 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ )を 加 え 、 プ レ ー ト は 1時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン の 後 、 プ レ ー ト は 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し 、 100μ L/ウ エ ル の TMB(BioFX La
b.Cat.#TMSK-0100-01)を 加 え 、 プ レ ー ト を 約 10分 間 染 色 し た 。 こ の と き 、 50μ L/ウ エ ル の
停 止 溶 液 (TMB Stop Solution(BioFX Lab.Cat.#STPR-0100-01)を 加 え 、 波 長 450nmに お い て
ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー 上 で 、 そ の プ レ ー ト を 読 み 取 っ た 。 表 10に 示 す 結 果 か ら 、 幾 つ か
の 抗 MCP-1抗 体 が 関 連 ケ モ カ イ ン と 交 差 反 応 し た こ と が 実 証 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
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【 表 １ ０ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ４ 】
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【 表 １ ０ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ５ 】
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　 抗 MCP-1抗 体 3.11.2が 、 他 の MCPフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 機 能 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き
た か ど う か を 判 定 す る た め に 、 前 に 記 載 し た 移 動 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 最 初 に 、 MCP-1、 MCP
-2、 MCP-3、 お よ び MCP-4に 応 答 し て 移 動 す る THP-1単 球 の 能 力 を 測 定 し た 。 MCP-1、 -2お よ
び -3は 、 THP-1細 胞 の 移 動 を 効 果 的 に 誘 導 し た が 、 MCP-4は こ の ア ッ セ イ で は 活 性 を 示 さ な
か っ た (図 1参 照 )。 抗 体 3.11.2を 、 ウ エ ル の 底 部 側 に さ ま ざ ま な 濃 度 で 加 え る と 、 MCP-2お
よ び MCP-3に 応 答 し て 移 動 す る THP-1細 胞 の 能 力 は 、 用 量 依 存 的 に 阻 害 さ れ た (図 2お よ び 3)
。
【 ０ １ ８ ６ 】
(実 施 例 3)
　 MCP-1の エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ
　 単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1(MCP-1)は 、 特 定 の 7回 膜 貫 通 型 受 容 体 に よ っ て 作 用 し て 、 単 球
、 好 塩 基 球 お よ び Tリ ン パ 球 を 炎 症 部 位 に 補 充 す る 、 β ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー
で あ る 。 そ の 抗 原 、 76-ア ミ ノ 酸 残 基 は 非 グ リ コ シ ル 化 状 態 で あ り 、 8.7kDの 予 想 分 子 質 量
を 有 す る 。 大 腸 菌 中 で 発 現 さ れ る ヒ ト MCP-1は 、 R&D#279MC/CFか ら 購 入 し た 。 サ ル MCPは 29
3F細 胞 中 で 発 現 さ れ 、 三 種 の サ ル MCP-1変 異 体 を 使 用 し て 、 明 確 な ア ミ ノ 酸 置 換 が 、 そ れ
ぞ れ 個 々 の mAbの 結 合 親 和 性 に ど の よ う に 影 響 を 与 え る か を 分 析 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 配 列 分 析 に よ っ て 、 抗 体 が 5つ の ク ラ ス の 範 疇 に あ っ た こ と が 示 さ れ た 。 28個 の 抗 体 を
含 ん で い た 最 大 の ク ラ ス は 、 VH1-24の そ の 使 用 と 非 常 に 関 連 が あ り 、 そ の う ち の 24個 は Vk
遺 伝 子 B3も 使 用 す る 。 3個 の 抗 体 か ら 構 成 さ れ た ク ラ ス は VH6-1遺 伝 子 を 使 用 し 、 そ の う ち
の 2個 は VkB3を 使 用 す る 。 3つ の 他 の ク ラ ス は 、 そ れ ぞ れ 一 種 の 抗 体 に よ っ て 表 さ れ 、 VH1-
2、 VH3-33お よ び VH4-31を 使 用 し 、 こ れ ら の mAbの 2つ は Vk08遺 伝 子 を 使 用 す る 。 1、 2、 3、
ま た は 4で 始 ま る 抗 体 の 名 称 は 、 XenoMouse(登 録 商 標 )マ ウ ス の 独 立 し た コ ホ ー ト 由 来 の 、
異 な る ハ イ ブ リ ド ー マ 融 合 体 を 表 す こ と を 記 さ な け れ ば な ら な い 。 し た が っ て 、 こ れ ら の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 XenoMouse(登 録 商 標 )マ ウ ス に お け る 独 立 し た 一 次 お よ び 二 次 免
疫 応 答 中 に 、 独 立 し た B細 胞 成 熟 系 統 か ら 生 じ た 。 こ れ ら の 独 立 性 の た め に 、 抗 体 の ヌ ク
レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 類 似 性 、 VHお よ び Vk遺 伝 子 は 、 MCP-1と 結 合 し 強 く 中 和 す
る こ と が で き る 類 似 の 可 変 領 域 構 造 に 関 す る 、 収 斂 進 化 お よ び 淘 汰 を 表 す 可 能 性 が あ る (
表 11参 照 )。
【 ０ １ ８ ８ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ９ 】
　 そ れ ぞ れ の 抗 体 が 線 状 ま た は 立 体 配 座 エ ピ ト ー プ と 結 合 し た か ど う か は 、 ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 判 定 し た 。 還 元 剤 に よ る 分 子 間 結 合 の 破 壊 に よ っ て 、 選 択 し た 抗 MCP-
1抗 体 の 反 応 性 が 変 化 し た か ど う か を 判 定 す る た め に 、 精 製 し た MCP-1を 、 非 還 元 (NR)ま た
は 還 元 (R)条 件 下 に お い て SDS/PAGE(4～ 20%ゲ ル )上 に 載 せ た 。 SDS/PAGEは 、 ミ ニ -ゲ ル 系 を
使 用 す る Laemmliの 方 法 に よ っ て 行 っ た 。 分 離 し た タ ン パ ク 質 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に
移 し た 。 染 色 前 に 少 な く と も 1時 間 、 5%(w/v)無 脂 肪 乾 燥 乳 を 含 む PBSを 使 用 し て 、 膜 を ブ
ロ ッ キ ン グ し 、 そ れ ぞ れ の 抗 体 を 用 い て 1時 間 プ ロ ー ブ 処 理 し た 。 抗 MCP-1抗 体 は 、 HRP結
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合 ヤ ギ 抗 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (1:8,000希 釈 ;Sigma Catalog No.A-8667)を 使 用 し て 検 出 し
た 。 製 造 者 の 教 示 書 に 従 い 、 強 度 の 化 学 発 光 物 質 (ECL(登 録 商 標 );Amersham.Bioscience)
を 使 用 す る こ と に よ っ て 膜 を 染 色 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 抗 体 -MCP-1複 合 体 を 、 3つ の 方 法 に よ っ て 分 析 し た :(1)線 状 お よ び 立 体 配 座 エ ピ ト ー プ
の 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 (SELDI)(タ ン パ ク 質 チ ッ プ 技 術 );(2)線 状 お よ び 立 体 配
座 エ ピ ト ー プ の 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 ;お よ び (3)線 状 エ ピ ト ー プ の SPOTペ プ チ ド ア レ イ
。 SELDIは 、 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 の 分 子 量 を 正 確 、 迅 速 か つ 感 度 良 く 測 定 す る た め
の 、 近 年 開 発 さ れ た 方 法 で あ る 。 線 状 お よ び 立 体 配 座 エ ピ ト ー プ は 、 SELDIタ ン パ ク 質 チ
ッ プ 技 術 に よ っ て 、 固 定 抗 体 と 結 合 し た 断 片 の 質 量 に 基 づ い て マ ッ ピ ン グ し た 。 SELDIに
よ る 線 状 エ ピ ト ー プ の マ ッ ピ ン グ は 、 3ス テ ッ プ で 行 っ た 。 第 1ス テ ッ プ で は 、 MCP-1を 非
常 に 特 異 的 な タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ っ て 消 化 し て 、 数 組 の ペ プ チ ド 断 片 を 作 製 し た 。 第
2ス テ ッ プ で は 、 線 状 エ ピ ト ー プ を 含 む ペ プ チ ド 断 片 を 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ 上 の 固 定 抗 体
と の 、 そ れ ら の 特 異 的 結 合 に よ っ て 選 択 し た 。 こ の ス テ ッ プ で は 、 エ ピ ト ー プ を 含 む ペ プ
チ ド は 抗 体 と 複 合 体 を 形 成 し 、 一 方 、 抗 体 と 結 合 し な い 他 の ペ プ チ ド は 、 厳 密 な 洗 浄 に よ
っ て 除 去 し た 。 最 終 ス テ ッ プ で は 、 抗 体 結 合 ペ プ チ ド の 同 一 性 を 、 SELDIお よ び 特 異 的 プ
ロ テ ア ー ゼ の 知 ら れ て い る 消 化 部 位 に よ り 、 そ の 分 子 量 に よ っ て 判 定 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 抗 体 1.4.1、 1.8.1、 1.14.1、 1.18.1は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て 本 来 の MCP-1お よ
び 変 性 MCP-1と 等 し く 反 応 し 、 こ れ ら の 抗 体 が 線 状 エ ピ ト ー プ を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。
こ れ ら の エ ピ ト ー プ は SELDIに よ っ て マ ッ ピ ン グ し た 。 こ れ ら の 実 験 は 、 MCP-1抗 原 を カ ル
ボ キ シ メ チ ル 化 し て 、 タ ン パ ク 質 中 の シ ス テ イ ン 残 基 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 を 妨 げ
る こ と に よ っ て 行 っ た 。 メ チ ル 化 MCP-1は 、 グ ル タ ミ ン 酸 (E)残 基 の カ ル ボ キ シ 末 端 側 で 、
ペ プ チ ド 結 合 を 特 異 的 に 切 断 す る エ ン ド プ ロ テ イ ナ ー ゼ で 、 Glu-Cで 消 化 し た 。 mAbは 、 タ
ン パ ク 質 チ ッ プ ア レ イ 、 PS20と 共 有 結 合 し た 。 チ ッ プ 表 面 は 1Mの エ タ ノ ー ル ア ミ ン で ブ ロ
ッ キ ン グ し 、 PBS、 0.5%Tritonで 洗 浄 し た 。 メ チ ル 化 MCP-1抗 原 の Glu-C断 片 は 、 固 定 抗 体
と 結 合 さ せ た 。 非 結 合 断 片 は 、 洗 浄 剤 (PBS、 0.1%Tween)で 洗 浄 除 去 し た 。 結 合 Glu-C断 片 (
エ ピ ト ー プ )を 分 析 し 、 そ れ ら の 質 量 に 基 づ き SELDIに よ っ て 同 定 し た 。 表 12に 、 メ チ ル 化
MCP-1お よ び Glu-Cを 完 全 に 消 化 し て 作 製 し た 、 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド の 予 想 質 量 を ま と め る
。 MCP-1は 、 3つ の 断 片 に 完 全 に 消 化 さ れ た 。 理 論 上 の pIは 9.39/Mw(平 均 質 量 ):8685.03/Mw
(モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク 質 量 ):8679.44で あ っ た 。 洗 浄 後 、 残 基 1～ 39に 対 応 す る 質 量 4635を
有 す る 断 片 は 、 抗 体 に 結 合 し た ま ま の 状 態 で あ り 、 こ れ ら 全 て の 抗 体 の エ ピ ト ー プ が 、 最
初 の 39残 基 中 に 存 在 す る こ と が 示 さ れ た 。 な ぜ な ら 同 じ パ タ ー ン が 、 こ れ ら の 抗 体 そ れ ぞ
れ に 関 し て 見 ら れ た か ら で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ３ 】
　 SELDI手 法 は 、 立 体 配 座 エ ピ ト ー プ を マ ッ ピ ン グ す る た め に も 使 用 し た 。 こ の 場 合 、 PS2
タ ン パ ク 質 チ ッ プ ア レ イ (Ciphergen Biosystems)と 共 有 結 合 し た タ ン パ ク 質 Aを 使 用 し て m
Abを 捕 捉 し 、 後 に MCP-1と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 非 結 合 物 質 を 除 去 し た 後 に 、 複 合 体
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を 高 濃 度 の 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ で 消 化 し た 。 MCP-1抗 体 (1.7.2、 3.11.2お よ び 3.7.2)は 、
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て 還 元 、 変 性 抗 原 と 結 合 せ ず 、 そ の エ ピ ト ー プ が 立 体 配 座 で あ
る 可 能 性 が あ る こ と が 示 さ れ る 。 抗 体 1.7.2お よ び 3.7.2は 、 PS20チ ッ プ と 最 初 に 共 有 結 合
し た 。 元 の MCP-1は 抗 体 と 結 合 し 、 次 い で エ ン ド プ ロ テ イ ナ ー ゼ を 用 い て 消 化 し た (一 実 験
で は Lys-C、 お よ び 他 の 実 験 で は Asp-N)。 非 結 合 断 片 は 、 PBS+、 0.2%Triton、 次 に PBSお よ
び HPLC水 洗 浄 で 洗 浄 除 去 し た 。 エ ピ ト ー プ を SELDIに よ っ て 測 定 し 、 断 片 の 質 量 に よ っ て
同 定 し た 。 こ れ ら の 抗 体 1.7.2お よ び 3.7.2は い ず れ も 、 洗 浄 後 に そ れ と 結 合 し た 、 残 基 3
～ 53に 対 応 す る 質 量 5712の 断 片 を 有 し て お り (表 13;理 論 上 の pI:9.39/Mw(平 均 質 量 ):3685.
03/Mw(モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク 質 量 ):8679.44)、 元 の MCP-1抗 原 の 3～ 53ア ミ ノ 酸 残 基 中 に 、 エ
ピ ト ー プ が 存 在 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ５ 】
　 抗 体 3.11.2の エ ピ ト ー プ を マ ッ ピ ン グ す る た め に 、 結 合 ド メ イ ン の 大 き さ を 、 異 な る プ
ロ テ ア ー ゼ を 使 用 す る こ と に よ っ て 最 小 に し た 。 タ ン パ ク 質 A(Calbiochem、 539202)は 、 P
S20チ ッ プ に 共 有 結 合 に よ っ て 固 定 さ せ た 。 残 基 結 合 部 位 は 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 pH8.0で
阻 害 し た 。 抗 体 3.11.2は タ ン パ ク 質 Aと 結 合 さ せ た 。 チ ッ プ は 、 PBS、 次 い で 50mMの Hepes
、 pH7.5で 洗 浄 し た 。 MCP-1抗 原 は 、 抗 体 と 結 合 さ せ た 。 非 結 合 抗 原 は 、 0.1%Tweenを PBSに
溶 か し た も の 、 次 に 50mMの Hepes、 pH7.5、 お よ び 100mMの 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 洗 浄 す る
こ と に よ っ て 除 去 し た 。 MCP-1の 1つ の チ ッ プ 消 化 は 、 エ ン ド プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 Lys-Cを 用
い て 行 っ た 。 チ ッ プ は 0.1%Tritonを PBSに 溶 か し た も の で 洗 浄 し て 、 非 結 合 断 片 を 除 去 し
た 。 結 合 断 片 は 、 SELDIで そ の 質 量 に 基 づ い て 分 析 し た 。 質 量 1861.8の 1つ の ピ ー ク の み が
抗 体 と 結 合 し 、 1865の 質 量 を 有 す る MCP-1の 残 基 20～ 35に 位 置 し た 15ア ミ ノ 酸 の 配 列 (表 14
;理 論 上 の pI:9.39/Mw(平 均 質 量 ):8685.03/Mw(モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク 質 量 ):8679.44)、 お よ
び 配 列 ISVQRLASYRRITSSK(配 列 番 号 149の 位 置 20～ 35)が 、 最 も 強 く 結 合 し た 断 片 と し て 同
定 さ れ た こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ７ 】
　 MCP-1の 突 然 変 異 誘 発 。 主 に 塩 基 性 で あ る 残 基 (R24、 K35、 K38、 K49お よ び Y13)の 2群 は
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、 MCP-1と そ の 受 容 体 の 間 の 相 互 作 用 に 最 も 貢 献 し て い る 可 能 性 が あ る こ と は 以 前 に 示 さ
れ た (Hemmerich他 、 (1999)Biochemistry38、 13013～ 13025)。 結 合 デ ー タ に よ っ て 、 N末 端
残 基 は 結 合 活 性 に ほ と ん ど 貢 献 し て お ら ず 、 2つ の 重 要 な 残 基 :K35お よ び R24は 、 MCP-1の
シ グ ナ ル 活 性 に 重 要 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 K35は 最 も 機 能 的 に 重 要 な 残 基 で あ る
。 な ぜ な ら 、 K35Aの 突 然 変 異 は 、 結 合 お よ び 活 性 、 な ら び に R24の ア ラ ニ ン 突 然 変 異 に 対
し て 相 当 な 影 響 が あ る か ら で あ る (Hemmerich他 、 (1999)Biochemistry38、 13013～ 13025)
。 Arg24は MCP-1の 異 な る 種 の 間 、 お よ び ヒ ト MCP-2-4中 で 保 存 さ れ る が 、 他 の CCケ モ カ イ
ン で は 大 幅 に 変 わ り 、 し た が っ て 受 容 体 の 特 異 性 と 関 係 が あ る 可 能 性 が あ る 。 抗 体 の 結 合
に 重 要 で あ っ た 、 Glu-C消 化 物 で あ る 、 MCP-1の 最 初 の 39残 基 中 の 個 々 の 残 基 を 同 定 す る た
め に 、 3つ の MCP-1突 然 変 異 体 を 作 製 し た :3つ の 塩 基 性 残 基 、 R24、 K35、 お よ び K38を 部 位
特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 突 然 変 異 さ せ 、 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 を 、 ELISAに よ っ て 全 36
個 の 中 和 抗 体 と の 結 合 に 関 し て さ ら に 分 析 し た 。 Arg24は 、 ア ラ ニ ン (R24A)お よ び グ ル タ
ミ ン 酸 (R24E)に 突 然 変 異 し た 。 Lys35お よ び K38は 、 ア ラ ニ ン (そ れ ぞ れ K35A、 K38A)に 突 然
変 異 し た 。 す べ て の 突 然 変 異 体 を サ ル MCP-1の 基 底 状 態 に 導 入 し た 。 サ ル MCP-1の 構 築 体 を
、 サ ル 末 梢 血 リ ン パ 球 (カ ニ ク イ ザ ル MCP-1PCR3.1双 方 向 )か ら 単 離 し た RNAに 、 RT-PCRを 行
う こ と に よ っ て 作 製 し 回 収 し た 。 ヒ ト と サ ル MCP-1の 間 の タ ン パ ク 質 の 配 列 ア ラ イ メ ン ト
に よ っ て 、 C末 端 で の 2つ の ア ミ ノ 酸 変 化 (位 置 71お よ び 76)と の 99%の 相 同 性 が 明 ら か に な
っ た 。 C末 端 残 基 59～ 76は 受 容 体 と の 相 互 作 用 と は 関 係 が な く 、 全 36抗 体 の 結 合 に 影 響 を
与 え る こ と は な か っ た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 異 な る MCP-1突 然 変 異 構 築 体 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293個 の 細 胞 か ら の 上 清 を 使 用 し て
、 ELISAア ッ セ イ を 行 っ た 。 ELISAプ レ ー ト は 、 ELISAプ レ ー ト の コ ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー
に 1μ g/mLに 希 釈 し た 、 抗 ヒ ト MCP-1ヤ ギ IgGポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (R&Dカ タ ロ グ 番 号 AF279NA
)で コ ー テ ィ ン グ し た 。 293個 の 細 胞 中 で の 突 然 変 異 MCP-1構 築 体 の 発 現 は 、 ビ オ チ ン 化 ヤ
ギ 抗 ヒ ト MCP-1(R&Dカ タ ロ グ 番 号 BAF279)、 次 に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン HRPを 用 い た 検 出 に よ
っ て 確 認 し た 。 突 然 変 異 MCP-1と MCP-1抗 体 の 結 合 は 、 HRP結 合 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG(Fc特 異 的 、 C
altagカ タ ロ グ 番 号 H10507)を 用 い て 検 出 し た 。 ELISAの 結 果 は 、 K38が 変 化 す る こ と は 、 全
36抗 体 の 結 合 活 性 に い か な る 影 響 も な か っ た こ と を 示 し て い る 。 全 抗 体 と R24Eお よ び R24A
 MCP-1突 然 変 異 体 抗 原 の 結 合 は 、 完 全 に 無 効 と な っ た (表 15参 照 )。 し か し な が ら 、 K35A突
然 変 異 体 は 、 わ ず か 6個 の 抗 体 (1.6.1、 1.9.1、 3.6.1、 3.10.1)の 結 合 を 阻 害 し た 。 全 て の
こ れ ら の 抗 体 は 、 立 体 配 座 エ ピ ト ー プ を 有 し て い る よ う で あ り 、 エ ピ ト ー プ と の 結 合 は 、
Arg24ま た は Lys35の 突 然 変 異 に よ っ て 影 響 を 受 け る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 こ れ ら 4つ の 抗
体 は 異 な る 立 体 配 座 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る が 、 他 の 抗 体 と 重 複 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 線 状 エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 抗 体 に 関 し て 、 ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ と の そ れ ら の 結 合 を 、 SP
OT技 術 を 使 用 し て 詳 細 に 試 験 し た 。 SPOTは 、 抗 体 エ ピ ト ー プ の 系 統 的 分 析 に 適 し た 形 式 で
、 数 百 の ペ プ チ ド の 固 相 合 成 を 可 能 に す る 技 術 で あ る 。 こ の シ ス テ ム は 、 試 薬 を 使 用 す る
際 に 、 簡 潔 、 非 常 に 迅 速 か つ 経 済 的 で あ る 。 カ ス タ ム メ イ ド の ペ プ チ ド ア レ イ は 、 Sigma-
Genosys(The Woodlands、 Texas)か ら 入 手 し た 。 一 連 の 32、 13量 体 ペ プ チ ド を 、 MCP-1配 列
の 残 基 1～ 76の 範 囲 で 合 成 し た 。 そ れ ぞ れ の 構 成 ペ プ チ ド を 、 前 の ペ プ チ ド 由 来 の 2つ の ア
ミ ノ 酸 に よ っ て 補 い 、 一 群 の 重 複 ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 し た 。 32ペ プ チ ド を 有 す る 膜 を 、 8
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個 の MCP-1抗 体 (1μ g/mL)を 用 い て プ ロ ー ブ 処 理 し 、 HRP結 合 二 次 抗 体 、 次 に 充 分 な 化 学 発
光 物 質 (ECL)を 用 い て 検 出 し た 。 MCP-1の ア ミ ノ 酸 21～ 25に 対 応 す る 5つ の 構 成 ペ プ チ ド ス
ポ ッ ト (7～ 11)で 、 反 応 を 観 察 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 線 状 エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 、 全
て の 試 験 し た MCP-1抗 体 の エ ピ ト ー プ の 中 心 は 、 SVQRL(21～ 25)で あ る と 思 わ れ る 。 MCP-1
配 列 は 以 下 の も の で あ る 。
　 QPDAINAPVTCCYNFTNRKISVQRLASYRRITSSKCPKEAVIFKTIVAKEICADPKQK
　 WVQDSMDHLDKQTQTPKT(配 列 番 号 149)
【 ０ ２ ０ １ 】
　 線 状 エ ピ ト ー プ を 認 識 し た 8個 の 抗 体 :1.2.1、 1.4.1、 1.5.1、 1.8.1、 1.10.1、 1.13.1、
1.14.1、 お よ び 1.18.1が 、 同 じ SPOTで 反 応 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
(実 施 例 4)
　 高 解 像 度 Biacore分 析 に よ る 交 差 反 応 抗 体 の 親 和 性 測 定
　 Biacore2000光 学 バ イ オ セ ン サ ー に ド ッ キ ン グ し た 2つ の CM5チ ッ プ を 使 用 し て 、 相 互 作
用 の 分 析 を 25℃ に お い て 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の チ ッ プ 上 の 個 々 の フ ロ ー セ ル を 、 NHS/EDCの 7
分 間 の 注 射 で 活 性 化 さ せ 、 カ ル ボ ヒ ド ラ ジ ド は 7分 間 の 注 射 を 使 用 し て NHSエ ス テ ル を 介 し
て 結 合 さ せ 、 残 り の 活 性 基 は 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン ン の 7分 間 の 注 射 に よ っ て 阻 害 し た 。 1/5
0に 希 釈 し た mAb3.11.2の 単 糖 残 基 は 、 1mMの メ タ 過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム を 100mMの 酢 酸 ナ ト
リ ウ ム に 溶 か し た も の 、 pH5.5を 使 用 し て 、 4℃ 30分 間 で 酸 化 さ せ た 。 酸 化 し た 抗 体 を 10mM
の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH5.0中 で 脱 塩 し て 、 抗 体 を カ ル ボ ヒ ド ラ ジ ド 修 飾 表 面 と 結 合 さ せ た
。 250RUの mAb3.11.2の 表 面 密 度 を 使 用 し て 、 MCP-1と MCP-4の 報 告 さ れ た 相 互 作 用 を 測 定 し
、 一 方 110RUの 表 面 を 使 用 し て 、 抗 原 MCP-2お よ び MCP-3と mAb3.11.2の 相 互 作 用 を 測 定 し た
。 0.1Mの ナ ト リ ウ ム カ ル ボ ヒ ド ラ ジ ド を 用 い て ヒ ド ラ ゾ ン 結 合 を 還 元 す る こ と に よ っ て 、
mAb表 面 を 安 定 さ せ た 。 抗 原 /抗 体 の 相 互 作 用 は 、 300倍 の 濃 度 範 囲 で ラ ン ニ ン グ バ ッ フ ァ
ー (10mMの HEPES、 150mMの NaCl、 0.005%の 界 面 活 性 剤 ;200μ g/mLの BSA、 pH7.4)に 希 釈 し た
二 連 の 抗 原 サ ン プ ル を 注 射 す る こ と に よ っ て 試 験 し た 。 15mMの H 3 PO 4 の 12秒 間 の パ ル ス に
よ っ て 、 表 面 を 再 生 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 そ れ ぞ れ の 相 互 作 用 の 動 態 を 測 定 す る た め に 、 デ ー タ セ ッ ト を 、 質 量 移 動 に 関 す る パ ラ
メ ー タ を 含 ん で い た 1:1相 互 作 用 モ デ ル に 全 面 的 に 適 合 さ せ た 。 抗 体 3.11.2の 相 互 作 用 の
、 推 定 上 の 速 度 定 数 お よ び 理 論 上 の 親 和 性 を 表 16に 報 告 す る 。 す べ て の 他 の 抗 体 の デ ー タ
は 表 8に 示 す 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ５ 】
(実 施 例 5)
　 MCP-1に 対 す る 抗 体 を 用 い た 血 管 新 生 の 予 防
　 Matrigelと ヒ ト bFGF(10μ g/mL)、 ヒ ト VEGF165(100ng/mL)お よ び 10μ g/mLの ヘ パ リ ン ま
た は MCP-1(250ng/mL)お よ び MCP-3(100ng/mL)を 混 合 す る こ と に よ っ て 、 マ ウ ス モ デ ル に お
い て 血 管 新 生 を 誘 導 し た 。 約 0.5mLの 懸 濁 液 を 、 6～ 8週 齢 の 無 胸 腺 の メ ス の ヌ ー ド マ ウ ス
の 右 側 面 に 皮 下 注 射 し た 。 MCP-1お よ び MCP-3の そ れ ぞ れ の 投 与 用 に 、 5匹 の マ ウ ス を 使 用
し た 。 さ ら に 、 陰 性 対 照 と し て 、 Matrigel単 独 (増 殖 因 子 な し )を 含 ま せ た 。 Matrigel片 を
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in situで 凝 固 さ せ 、 7日 間 平 静 状 態 に し た 。 7日 間 の 最 後 に 、 マ ウ ス に 麻 酔 を か け 、 顕 微
鏡 手 術 装 置 を 使 用 し て Matrigelプ ラ グ を 注 意 深 く 除 去 し た 。 透 照 下 で ゲ ル の 写 真 を 撮 っ た
。 プ ラ グ の 一 部 分 を 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 切 片 用 に 処 理 し た 。 切 片 は 2つ の 異 な る レ ベ ル で 切
断 し 、 H/Eで 染 色 し た 。 ゲ ル の 他 の 部 分 は 液 体 窒 素 中 で 急 速 凍 結 さ せ 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン
と 結 合 し た マ ウ ス CD31抗 原 を 対 象 と す る ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 免 疫 組 織 細
胞 化 学 染 色 を 施 し た 。 H+E染 色 ス ラ イ ド を 、 異 な る 内 皮 系 血 管 の 形 成 用 に 持 ち 上 げ た 。 抗 C
D31-PE染 色 ス ラ イ ド を 、 Spot Cameraと 結 合 し た 蛍 光 顕 微 鏡 (赤 外 線 フ ィ ル タ )下 で 観 察 し
た 。 Metamorphソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 画 像 を デ ジ タ ル 的 に 捉 え た 。 微 細 血
管 の 密 度 を 、 Wild他 (2000)に よ っ て 公 開 さ れ た 方 法 に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 MCP-1お よ び MCP-3は 、 充 分 に 特 徴 付 け さ れ て い る 血 管 新 生 因 子 VEGFお よ び bFGFと 同 等 の
血 管 新 生 を 示 す こ と が 見 出 さ れ た 。 さ ら に 、 動 物 中 、 お そ ら く ヒ ト 腫 瘍 ま た は 疾 患 組 織 中
で 、 MCP-1ま た は MCP-3に よ っ て 誘 導 さ れ る 血 管 新 生 は 、 MCP-1に 対 す る 抗 体 ま た は 全 て の M
CPフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 活 性 を 中 和 す る 3.11.2な ど の 抗 体 で 治 療 す る こ と に よ っ て 予 防
す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 動 物 当 た り 約 0.1～ 0.5mgの 範 囲 の 異 な る 用 量 で 動 物 に 抗
MCP抗 体 を 注 射 し て 、 治 療 に 関 す る 用 量 依 存 的 関 係 が 得 ら れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
(実 施 例 6)
　 腫 瘍 細 胞 に よ る MCP-1生 成
　 腫 瘍 細 胞 が 細 胞 培 養 中 に MCP-1を 生 成 し た か ど う か を 判 定 す る た め に 、 一 群 の 細 胞 系 を
、 MCP-1を 培 養 培 地 に 分 泌 す る そ れ ら の 能 力 に 関 し て 試 験 し た 。 10%ウ シ 胎 児 血 清 ま た は 同
等 物 を 含 む ダ ル ベ ッ コ の 改 変 イ ー グ ル 培 地 (DMEM)中 で 、 集 合 状 態 ま で 細 胞 を 培 養 し た 。 上
清 を 除 去 し 、 R & D Sciencesか ら の 市 販 の ELISAキ ッ ト を 使 用 し て 、 MCP-1に 対 す る 反 応 性
に 関 し て 等 分 試 料 を 試 験 し た 。 表 17は 、 MCP-1を 構 成 的 に 分 泌 す る 一 連 の 癌 細 胞 系 、 お よ
び ELISAに よ っ て 測 定 し た そ の そ れ ぞ れ の MCP-1レ ベ ル を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
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【 表 １ ７ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ９ 】
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【 表 １ ７ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ０ 】
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【 表 １ ７ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ １ 】
(実 施 例 7)
　 マ ウ ス 腫 瘍 モ デ ル に お け る 抗 MCP-1抗 体 の 影 響
　 皮 下 腫 瘍 の 増 殖 に 対 す る 抗 MCP-1抗 体 の 影 響 を 評 価 す る た め に 、 指 数 関 数 的 に 増 殖 す る P
anc-1細 胞 を 採 取 し 、 0.2mLの ハ ン ク ス の 平 衡 塩 溶 液 (HBSS)に 再 懸 濁 さ せ た 。 増 殖 因 子 が 少
な い Matrigelと 混 合 し た 5× 10 6 個 の Panc-1細 胞 を 、 メ ス の BALB/cヌ ー ド マ ウ ス の 側 面 に 注
射 し た 後 に 、 腫 瘍 が 生 成 し た 。 移 植 の 日 の 最 初 に 、 グ ラ フ に 示 す 時 間 で 、 KLHま た は PBSに
対 す る 0.5mgの 抗 MCP-1抗 体 1.7.3、 お よ び 抗 体 PKで 動 物 を 処 置 し た 。 腫 瘍 の 増 殖 は 毎 週 調
べ 、 そ の 結 果 は 平 均 値 ± SDと し て 表 し た (図 4)。 対 照 動 物 と 処 理 動 物 の 間 の 違 い を ス チ ュ
ー デ ン ト の T検 定 を 使 用 し て 比 較 す る と 、 統 計 的 に 有 意 で あ っ た (P<0.002)。 し た が っ て 、
抗 MCP-1抗 体 に よ っ て 、 in vivoで の 腫 瘍 の 増 殖 を 低 下 さ せ る の に 有 効 な 治 療 が も た ら さ れ
る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
(実 施 例 8)
　 MCP-1抗 体 の ソ フ ト ウ ェ ア 支 援 分 析
　 前 に 記 載 し た MCP-1抗 体 に 関 す る カ ル シ ウ ム フ ラ ッ ク ス 、 化 学 走 性 、 お よ び 親 和 性 デ ー
タ は 、 Spotfire、 Inc.、 Somerville、 MAか ら 入 手 可 能 な Guided Analyticソ フ ト ウ ェ ア を
使 用 し て 分 析 し た 。 そ の 結 果 を 図 5お よ び 6に 示 す 。
【 ０ ２ １ ３ 】
(実 施 例 9)
　 抗 MCP-1抗 体 の 構 造 分 析
　 表 1に 示 す 抗 体 の 可 変 重 鎖 お よ び 可 変 軽 鎖 を 塩 基 配 列 決 定 し て 、 そ れ ら の DNA配 列 を 決 定
し た 。 す べ て の 抗 MCP-1抗 体 の 完 全 な 配 列 情 報 を 、 そ れ ぞ れ の gammaと κ 鎖 の 組 合 せ の ヌ ク
レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 と 共 に 、 配 列 表 中 に 示 す 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 可 変 重 鎖 配 列 を 分 析 し て 、 VHフ ァ ミ リ ー 、 D領 域 配 列 お よ び J領 域 配 列 を 決 定 し た 。 次 い
で こ れ ら の 配 列 を 翻 訳 し て 、 主 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し 、 生 殖 系 VH、 Dお よ び J領 域 配 列 と
比 較 し て 、 体 細 胞 突 然 変 異 を 評 価 し た 。 図 7は 、 VH1-24を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal 
W比 較 を 示 す 図 で あ り 、 CD、 CDR1、 CDR2お よ び CDR3領 域 、 お よ び 関 連 系 統 樹 を 示 す 。 図 8は
、 VK-B3を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比 較 を 示 す 図 で あ り 、 CD、 CDR1、 CDR2お よ び C
DR3領 域 、 お よ び 関 連 系 統 樹 を 示 す 。 図 9は 、 VK-08を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比
較 を 示 す 図 で あ り 、 CD、 CDR1、 CDR2お よ び CDR3領 域 、 お よ び 関 連 系 統 樹 を 示 す 。 図 10は 、
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VH6-1を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比 較 を 示 す 図 で あ り 、 CD、 CDR1、 CDR2お よ び CDR
3領 域 、 お よ び 関 連 系 統 樹 を 示 す 。
【 ０ ２ １ ５ 】
(実 施 例 10)
　 診 断 用 物 質 と し て の 抗 MCP-1抗 体 の 使 用
　 A.サ ン プ ル 中 の MCP-1抗 原 の 検 出
　 サ ン プ ル 中 の MCP-1抗 原 を 検 出 す る た め の 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)を 開 発 す
る 。 こ の ア ッ セ イ で は 、 96ウ エ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ま た は 384ウ エ ル マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト な ど の 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ エ ル に 、 抗 原 に 対 す る 第 1の 完 全
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 数 時 間 吸 着 さ せ る 。 固 定 さ れ た 抗 体 は 、 試 験 サ ン プ ル 中 に 存 在
す る 可 能 性 が あ る 任 意 の 抗 原 の 捕 捉 抗 体 と し て 働 く 。 ウ エ ル を 洗 浄 し 、 乳 タ ン パ ク 質 ま た
は ア ル ブ ミ ン な ど の ブ ロ ッ キ ン グ 剤 で 処 理 し て 、 検 体 の 非 特 異 的 吸 着 を 防 ぐ 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 次 に ウ エ ル を 、 抗 原 を 含 む 疑 い が あ る 試 験 サ ン プ ル 、 ま た は 標 準 量 の 抗 原 を 含 む 溶 液 で
処 理 す る 。 こ の よ う な サ ン プ ル は 例 え ば 、 病 状 を 表 す と み な さ れ る 循 環 抗 原 の レ ベ ル を 有
す る 疑 い が あ る 被 験 体 由 来 の 、 血 清 サ ン プ ル で あ っ て よ い 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 試 験 サ ン プ ル ま た は 標 準 を 洗 浄 除 去 し た 後 、 ビ オ チ ン と の 結 合 に よ っ て 標 識 し た 第 2の
完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 MCP-1抗 体 で 、 ウ エ ル を 処 理 す る 。 標 識 さ れ た 抗 MCP-1抗 体 は 、
検 出 抗 体 と し て 働 く 。 過 剰 な 第 2の 抗 体 を 洗 浄 除 去 し た 後 、 ア ビ ジ ン 結 合 西 洋 ワ サ ビ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)お よ び 適 切 な 発 色 基 質 で 、 ウ エ ル を 処 理 す る 。 試 験 サ ン プ ル 中 の 抗 原
の 濃 度 は 、 標 準 サ ン プ ル か ら 開 発 し た 標 準 曲 線 と の 比 較 に よ っ て 測 定 す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 こ の ELISAア ッ セ イ は 、 試 験 サ ン プ ル 中 の MCP-1抗 原 を 検 出 す る た め の 、 大 変 特 異 的 で 、
非 常 に 感 度 の 良 い ア ッ セ イ と な る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 B.患 者 サ ン プ ル 中 の MCP-1濃 度 の 測 定
　 サ ン ド ウ ィ ッ チ ELISAを 開 発 し て 、 ヒ ト 血 清 中 の MCP-1レ ベ ル を 定 量 化 す る 。
　 サ ン ド ウ ィ ッ チ ELISAで 使 用 し た 2つ の 抗 MCP-1抗 体 は 、 MCP-1分 子 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ
を 認 識 す る こ と が 好 ま し い (デ ー タ 示 さ ず )。 ELISAは 以 下 の よ う に 行 う :50μ lの 捕 捉 抗 MCP
-1抗 体 を 、 コ ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー (0.1Mの NaHCO 3 、 pH9.6)に 2μ g/mLの 濃 度 で 溶 か し た も
の を 、 ELISAプ レ ー ト (Fisher)に コ ー テ ィ ン グ す る 。 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後
、 200μ lの ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー (0.5%BSA、 0.1%Tween20、 0.01%Thimerosal、 PBS中 )を
用 い て 、 25℃ に お い て 1時 間 プ レ ー ト を 処 理 す る 。 PBS中 に 溶 か し た 0.05%Tween20(洗 浄 バ
ッ フ ァ ー 、 WB)を 使 用 し て 、 プ レ ー ト を 洗 浄 す る (3回 )。 正 常 ま た は 患 者 血 清 (Clinomics、
Bioreclaimation)は 、 50%ヒ ト 血 清 を 含 む ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー に 希 釈 す る 。 4℃ で 一 晩
血 清 サ ン プ ル と 共 に プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 WBで 洗 浄 し 、 次 い で 25℃ に お い て 1時
間 、 100μ l/ウ エ ル の ビ オ チ ン 化 検 出 抗 MCP-1抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 洗 浄 後 、 プ
レ ー ト を HRP-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 共 に 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 前 と 同 様 に 洗 浄 し 、 次
い で 色 を 生 成 す る た め に 、 o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン を H 2 0 2 に 溶 か し た も の (Sigma現 像 溶 液 )1
00μ l/ウ エ ル を 用 い て 処 理 す る 。 反 応 は 50μ l/ウ エ ル の H 2 S0 4 (2M)を 用 い て 停 止 さ せ 、 492
nmで ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー を 使 用 し て 分 析 す る 。 血 清 サ ン プ ル 中 の PRO抗 原 の 濃 度 は 、 4
パ ラ メ ー タ の 曲 線 適 合 プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 精 製 MCP-1抗 原 の 希 釈 液 と の 比 較 に よ っ て
計 算 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 C.患 者 の 癌 の 段 階 付 け
　 実 施 例 10A～ 10Bで 述 べ 論 じ た 結 果 に 基 づ け ば 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 を
使 用 す る こ と に よ っ て 、 MCP-1抗 原 の 発 現 レ ベ ル に 基 づ き 、 被 験 体 の 癌 を 段 階 付 け す る こ
と が で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 所 与 の 型 の 癌 用 に 、 疾 患 の 進 行 の さ ま ざ ま な 段 階 で あ る
と 診 断 さ れ た 、 か つ /あ る い は 癌 の 治 療 療 法 の さ ま ざ ま な 地 点 の 被 験 体 か ら 、 血 液 の サ ン
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プ ル を 採 取 す る 。 血 液 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る MCP-1抗 原 の 濃 度 は 、 存 在 す る 抗 原 の 量 を 具
体 的 に 測 定 す る 方 法 を 使 用 し て 測 定 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 実 施 例 10A～ 10Bに 記 載 し た
方 法 な ど の ELISA法 を 含 む 。 進 行 ま た は 治 療 の そ れ ぞ れ の 段 階 に 関 す る 、 統 計 的 に 有 意 な
結 果 を も た ら す 一 連 の サ ン プ ル を 使 用 し て 、 そ れ ぞ れ の 段 階 に 特 徴 的 で あ る と み な す こ と
が で き る 、 一 定 範 囲 の 濃 度 の 抗 原 を 指 定 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 試 験 中 の 被 験 体 の 癌 の 進 行 を 段 階 付 け す る た め 、 あ る い は 治 療 行 程 に 対 す る 被 験 体 の 応
答 性 を 特 徴 付 け す る た め に 、 血 液 の サ ン プ ル を 被 験 体 か ら 採 取 し 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る
MCP-1抗 原 の 濃 度 を 測 定 す る 。 こ の よ う に 得 た 濃 度 を 使 用 し て 、 ど の 濃 度 範 囲 で 値 が 低 下
す る か を 確 認 す る 。 こ の よ う に 確 認 し た 範 囲 は 、 さ ま ざ ま な 群 の 診 断 被 験 体 で 確 認 し た 、
進 行 の 段 階 ま た は 治 療 の 段 階 と 相 関 関 係 が あ り 、 こ れ に よ っ て 試 験 中 の 被 験 体 の 段 階 が 与
え ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
(実 施 例 11)
　 腫 瘍 治 療 の た め の 抗 MCP-1抗 体 の 使 用
　 腫 瘍 を 有 す る ヒ ト 患 者 に お け る 、 抗 MCP-1抗 体 治 療 の in vivoで の 影 響 を 測 定 す る た め に
、 こ の よ う な ヒ ト 患 者 に 一 定 量 を 超 え る 時 間 、 有 効 量 の 抗 MCP-1抗 体 を 注 射 す る 。 治 療 中
の 一 定 の 時 間 に 、 そ の 腫 瘍 が 進 行 す る か ど う か 、 特 に 腫 瘍 が 増 殖 し 転 移 す る か ど う か を 測
定 す る た め に 、 ヒ ト 患 者 を 調 べ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 抗 MCP-1抗 体 で 治 療 し た 腫 瘍 患 者 は 、 対 照 抗 体 で 治 療 し た 腫 瘍 患 者 に お け る 、 腫 瘍 増 殖
お よ び 腫 瘍 転 移 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 低 い レ ベ ル の 腫 瘍 増 殖 お よ び 転 移 を 有 す る 。 使 用 す
る こ と が で き る 対 照 抗 体 に は 、 試 験 し た 抗 MCP-1抗 体 と 同 じ ア イ ソ タ イ プ の 抗 体 が あ り 、
さ ら に 対 照 抗 体 は 、 MCP-1腫 瘍 抗 原 と 結 合 す る 能 力 を 有 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 上 述 の 明 細 書 は 、 当 業 者 が 本 発 明 を 実 施 す る の を 可 能 に す る の に 充 分 で あ る と 考 え ら れ
る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 寄 託 し た 構 築 体 に よ り 範 囲 限 定 さ れ る わ け
で は な い 。 な ぜ な ら 、 寄 託 し た 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の 幾 つ か の 態 様 の 単 な る 例 示 と し て 考
え ら れ 、 機 能 的 に 等 価 で あ る 任 意 の 構 築 体 は 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る か ら で あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 上 述 の 記 載 事 項 お よ び 実 施 例 は 、 本 発 明 の 特 定 の 好 ま し い 実 施 形 態 を 詳 細 に 述 べ 、 本 発
明 者 に よ っ て 企 図 さ れ る 最 良 の 形 態 を 記 載 し て い る 。 し か し な が ら 、 ど れ ほ ど 詳 細 に 上 述
の 事 項 が 本 文 中 に 現 れ よ う と も 、 本 発 明 は 多 く の 方 法 で 実 施 す る こ と が で き 、 添 付 の 特 許
請 求 の 範 囲 お よ び そ の 任 意 の 均 等 物 に 従 っ て 、 本 発 明 を 解 釈 す べ き で あ る こ と は 理 解 さ れ
よ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ２ ６ 】
【 図 １ 】 MCP-1、 MCP-2、 MCP-3お よ び MCP-4に 応 答 し た THP-1単 球 の 移 動 の 、 試 験 の 結 果 を
示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 MCP-2に 応 答 し た THP-1細 胞 の 移 動 能 力 の 、 用 量 依 存 式 の 抗 体 3.11.2に よ る 阻 害 を
示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 MCP-3に 応 答 し た THP-1細 胞 の 移 動 能 力 の 、 用 量 依 存 式 の 抗 体 3.11.2に よ る 阻 害 を
示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 抗 MCP-1抗 体 1.7.3の 、 膵 臓 腫 瘍 Panc-1の 増 殖 に 対 す る 影 響 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 MCP-1抗 体 に 関 す る カ ル シ ウ ム フ ラ ッ ク ス 、 化 学 走 性 、 お よ び 親 和 性 デ ー タ の 、 3
次 元 の 分 散 プ ロ ッ ト を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 MCP-1抗 体 に 関 す る カ ル シ ウ ム フ ラ ッ ク ス 、 化 学 走 性 、 お よ び 親 和 性 デ ー タ の 、
他 方 向 の 3次 元 の 分 散 プ ロ ッ ト を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ Ａ － １ 】 VH1-24を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比 較 を 示 す 図 で あ る 。 CDR1、 CD
R2お よ び CDR3領 域 を 示 す 。
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【 図 ７ Ａ － ２ 】 VH1-24を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比 較 を 示 す 図 で あ る 。 CDR1、 CD
R2お よ び CDR3領 域 を 示 す 。
【 図 ７ Ａ － ３ 】 VH1-24を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比 較 を 示 す 図 で あ る 。 CDR1、 CD
R2お よ び CDR3領 域 を 示 す 。
【 図 ７ Ｂ 】 VH1-24を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比 較 を 示 す 図 で あ る 。 関 連 系 統 樹 を
示 す 。
【 図 ８ Ａ － １ 】 VK-B3を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比 較 を 示 す 図 で あ る 。 CDR1、 CDR
2お よ び CDR3領 域 を 示 す 。
【 図 ８ Ａ － ２ 】 VK-B3を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比 較 を 示 す 図 で あ る 。 CDR1、 CDR
2お よ び CDR3領 域 を 示 す 。
【 図 ８ Ｂ 】 VK-B3を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比 較 を 示 す 図 で あ る 。 関 連 系 統 樹 を
示 す 。
【 図 ９ Ａ 】 VK-08を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比 較 を 示 す 図 で あ る 。 CDR1、 CDR2お
よ び CDR3領 域 を 示 す 。
【 図 ９ Ｂ 】 VK-08を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比 較 を 示 す 図 で あ る 。 関 連 系 統 樹 を
示 す 。
【 図 １ ０ Ａ 】 VH6-1を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比 較 を 示 す 図 で あ る 。 CDR1、 CDR2
お よ び CDR3領 域 を 示 す 。
【 図 １ ０ Ｂ 】 VH6-1を 使 用 す る 抗 MCP-1配 列 の Clustal W比 較 を 示 す 図 で あ る 。 関 連 系 統 樹
を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ Ａ － １ 】 【 図 ７ Ａ － ２ 】

【 図 ７ Ａ － ３ 】 【 図 ７ Ｂ 】
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【 図 ８ Ａ － １ 】 【 図 ８ Ａ － ２ 】

【 図 ８ Ｂ 】

【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】

【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】
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【 提 出 日 】 平 成 16年 3月 9日 (2004.3.9)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 MCP-1と 結 合 し 、 か つ 、 配 列 番 号 2、 6、 10、 14、 18、 22、 26、 30、 34、 38、 42、 46、 50
、 54、 58、 62、 66、 70、 74、 78、 82、 86、 90、 94、 98、 102、 106、 110、 114、 118、 122、
126、 130、 134、 138、 142お よ び 146か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 重 鎖 ア ミ ノ 酸 を 含 む ヒ
ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 4、 8、 12、 16、 20、 24、 28、 32、 36、 40、 44、 48、 52、 56、 60、 64、 68、 72、
76、 80、 84、 88、 92、 96、 100、 104、 108、 112、 116、 120、 124、 128、 132、 136、 140、 1
44お よ び 148か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の
抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 2の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 4の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 6の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 8の 配 列
を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 10の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 12の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 14の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 16の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 18の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 20の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 22の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 24の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 26の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 28の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 30の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 32の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 34の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 36の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 38の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 40の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

(71) JP 2005-536534 A 2005.12.2

2005536534000001.app

配 列

配 列

配 列

配 列

配 列

配 列

配 列

配 列

配 列

配 列

配 列

配 列



【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 42の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 44の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 46の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 48の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 50の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 52の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 54の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 56の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 58の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 60の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 62の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 64の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 66の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 68の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 70の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 72の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 74の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 76の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 78の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 80の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 82の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 84の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 86の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 88の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 90の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 92の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 94の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 96の 配
列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 98の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 100の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 102の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 104の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 106の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 108の
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配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 110の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 112の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 114の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 116の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 116の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 118の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 118の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 120の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 122の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 124の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 126の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 128の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 130の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 132の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 134の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 136の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 138の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 140の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 142の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 144の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 重 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 146の 配 列 を 含 み 、 前 記 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 が 配 列 番 号 148の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 不 溶 性 マ ト リ ク ス 上 に 固 定 さ れ た 、 請 求 項 2に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 患 者 サ ン プ ル 中 の 単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1(MCP-1)の レ ベ ル を ア ッ セ イ す る た め の 改 善
さ れ た 方 法 で あ っ て 、 患 者 サ ン プ ル の ア ッ セ イ に お い て MCP-1の レ ベ ル を 検 出 す る た め に
、 請 求 項 2に 記 載 の 抗 MCP-1抗 体 を 使 用 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 患 者 サ ン プ ル が 血 液 で あ る 、 請 求 項 42に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 2に 記 載 の 抗 体 ま た は そ の 断 片 、 お よ び 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 を 含 む 組 成 物
。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　

【 請 求 項 ４ ６ 】
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動 物 に お け る 腫 瘍 性 疾 患 の 有 効 な 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 単 球 走 化 性 タ ン パ
ク 質 -1(MCP-1)に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 。

前 記 抗 体 が 完 全 ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 45に 記 載 の 使 用 。



【 請 求 項 ４ ７ 】
　

【 請 求 項 ４ ８ 】
　

【 請 求 項 ４ ９ 】
　
【 請 求 項 ５ ０ 】
　

【 請 求 項 ５ １ 】
　 腫 瘍 性 疾 患 を 有 効 に 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
　 腫 瘍 性 疾 患 に 関 す る 治 療 の 必 要 性 が あ る 動 物 を 選 択 す る こ と 、
　 単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1(MCP-1)と 特 異 的 に 結 合 す る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 治
療 上 有 効 量 を 前 記 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 炎 症 性 症 状 が 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 乾 鱗 、
再 狭 窄 、 自 己 免 疫 疾 患 、 お よ び 多 発 性 硬 化 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 炎 症 性 症 状 を 有 効 に 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
　 炎 症 性 症 状 に 関 す る 治 療 の 必 要 性 が あ る 動 物 を 選 択 す る こ と 、
　 単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1(MCP-1)と 特 異 的 に 結 合 す る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 治
療 上 有 効 量 を 前 記 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 炎 症 性 症 状 が 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 乾 鱗 、
再 狭 窄 、 自 己 免 疫 疾 患 、 お よ び 多 発 性 硬 化 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 に 記 載
の 方 法 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 4月 21日 (2005.4.21)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　

【 請 求 項 ２ 】
　
【 請 求 項 ３ 】
　

【 請 求 項 ４ 】
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前 記 腫 瘍 性 疾 患 が 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 膀 胱 癌 、 肺 癌 、 膠 芽 細 胞 腫 、 胃 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 腎
臓 癌 、 結 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 お よ び 前 立 腺 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 45に 記 載 の 使
用 。

動 物 に お け る 炎 症 性 症 状 の 有 効 な 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 単 球 走 化 性 タ ン パ
ク 質 -1(MCP-1)に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 。

前 記 抗 体 が 完 全 ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 48に 記 載 の 使 用 。

前 記 炎 症 性 症 状 が 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 乾 鱗 、
再 狭 窄 、 自 己 免 疫 疾 患 、 お よ び 多 発 性 硬 化 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 48に 記 載
の 使 用 。

に 罹 患 し て い る 動 物

51

53

単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1(MCP-1)を 中 和 し 、 100pM以 下 の K D で MCP-1と 結 合 す る 、 完 全 ヒ
ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 結 合 断 片 。

前 記 抗 体 が 完 全 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

前 記 抗 体 ま た は 断 片 が 、 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 と 混 合 し て い る 、 請 求 項 1に 記 載 の
完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 結 合 断 片 。

前 記 抗 体 ま た は そ の 断 片 が 、 10pM以 下 の K D で MCP-1と 結 合 し て 中 和 す る 、 請 求 項 1に 記 載
の 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 結 合 断 片 。



【 請 求 項 ５ 】
　

【 請 求 項 ６ 】
　

【 請 求 項 ７ 】
　

【 請 求 項 ８ 】
　
【 請 求 項 ９ 】
　

【 請 求 項 １ ０ 】
　

【 請 求 項 １ １ 】
　

【 請 求 項 １ ２ 】
　

【 請 求 項 １ ３ 】
　

【 請 求 項 １ ４ 】
　

【 請 求 項 １ ５ 】
　

【 請 求 項 １ ６ 】
　

【 請 求 項 １ ７ 】
　

【 請 求 項 １ ８ 】
　

【 請 求 項 １ ９ 】
　

【 請 求 項 ２ ０ 】
　
【 請 求 項 ２ １ 】
　

【 請 求 項 ２ ２ 】
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前 記 抗 体 ま た は そ の 断 片 が 、 5pM以 下 の K D で MCP-1と 結 合 し て 中 和 す る 、 請 求 項 1に 記 載
の 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 結 合 断 片 。

前 記 抗 体 が 、 IgG4ア イ ソ タ イ プ を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 。

前 記 抗 体 が 、 IgG2ア イ ソ タ イ プ を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 。

前 記 断 片 が Fab’ 断 片 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

前 記 抗 体 が 、 MCP-1の N末 端 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 3か ら 53の 間 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

前 記 抗 体 が 、 MCP-1の N末 端 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 20か ら 35の 間 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

前 記 抗 体 が 、 MCP-1活 性 を 少 な く と も 50%減 少 さ せ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 完 全 ヒ ト モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 。

前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 64の 配 列 を 有 す る 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 完
全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 62の 配 列 を 有 す る 重 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 完
全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 92の 配 列 を 有 す る 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 完
全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 90の 配 列 を 有 す る 重 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 完
全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 20の 配 列 を 有 す る 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 完
全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 18の 配 列 を 有 す る 重 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 完
全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 40の 配 列 を 有 す る 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 完
全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 38の 配 列 を 有 す る 重 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 完
全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 と 結 合 を 競 合 す る 抗 体 。

MCP-1活 性 を 中 和 し 、 MCP-1の N末 端 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 20-35の 間 の エ ピ ト ー プ と 結 合 す
る 、 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 結 合 断 片 。



　
【 請 求 項 ２ ３ 】
　

【 請 求 項 ２ ４ 】
　

【 請 求 項 ２ ５ 】
　

【 請 求 項 ２ ６ 】
　

【 請 求 項 ２ ７ 】
　 不 溶 性 マ ト リ ク ス 上 に 固 定 さ れ た 、 請 求 項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 患 者 サ ン プ ル 中 の 単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1(MCP-1)の レ ベ ル を ア ッ セ イ す る た め の 改 善
さ れ た 方 法 で あ っ て 、 患 者 サ ン プ ル の ア ッ セ イ に お い て MCP-1の レ ベ ル を 検 出 す る た め に
、 請 求 項 に 記 載 の を 使 用 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 患 者 サ ン プ ル が 血 液 で あ る 、 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 動 物 に お け る 腫 瘍 性 疾 患 の 有 効 な 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 1

【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 抗 体 が 、 完 全 ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 腫 瘍 性 疾 患 が 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 膀 胱 癌 、 肺 癌 、 膠 芽 細 胞 腫 、 胃 癌 、 子 宮 内 膜 癌 、 腎
臓 癌 、 結 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 お よ び 前 立 腺 癌 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 に 記 載 の 使
用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　

【 請 求 項 ３ ４ 】
　

【 請 求 項 ３ ５ 】
　

【 請 求 項 ３ ６ 】
　 動 物 に お け る 炎 症 性 症 状 の 有 効 な 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 1

【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 炎 症 性 症 状 が 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糸 球 体 腎 炎 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 乾 鱗 、
再 狭 窄 、 自 己 免 疫 疾 患 、 お よ び 多 発 性 硬 化 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 に 記 載
の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
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前 記 抗 体 が 、 完 全 抗 体 で あ る 、 請 求 項 21に 記 載 の 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。

前 記 抗 体 ま た は 断 片 が 、 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 と 混 合 し て い る 、 請 求 項 21に 記 載 の
完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 結 合 断 片 。

前 記 抗 体 ま た は そ の 断 片 が 、 100pM以 下 の K D で MCP-1と 結 合 し て 中 和 す る 、 請 求 項 21に 記
載 の 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 結 合 断 片 。

前 記 抗 体 ま た は そ の 断 片 が 、 10pM以 下 の K D で MCP-1と 結 合 し て 中 和 す る 、 請 求 項 21に 記
載 の 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 結 合 断 片 。

前 記 抗 体 ま た は そ の 断 片 が 、 5pM未 満 の K D で MCP-1と 結 合 し て 中 和 す る 、 請 求 項 21に 記 載
の 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 結 合 断 片 。

1

1 完 全 ヒ ト 抗 体

28

00pM以 下 の K D で
単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1(MCP-1)と 結 合 し 、 MCP-1を 中 和 す る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ま た は そ の 結 合 断 片 の 使 用 。

30

30

前 記 中 和 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 MCP-1の N末 端 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 20-35の 間
の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 、 請 求 項 30に 記 載 の 使 用 。

前 記 中 和 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 10pM以 下 の K D で MCP-1と 結 合 す る 、 請 求 項 30
に 記 載 の 使 用 。

前 記 中 和 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 5pM未 満 の K D で MCP-1と 結 合 す る 、 請 求 項 30に
記 載 の 使 用 。

00pM以 下 の K D で
単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1(MCP-1)と 結 合 し 、 MCP-1を 中 和 す る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ま た は そ の 結 合 断 片 の 使 用 。

36

前 記 中 和 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 MCP-1の N末 端 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 20-35の 間



【 請 求 項 ３ ９ 】
　

【 請 求 項 ４ ０ 】
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の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 、 請 求 項 36に 記 載 の 使 用 。

前 記 中 和 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 10pM以 下 の K D で MCP-1と 結 合 す る 、 請 求 項 36
に 記 載 の 使 用 。

前 記 中 和 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 5pM未 満 の K D で MCP-1と 結 合 す る 、 請 求 項 36に
記 載 の 使 用 。



【 国 際 調 査 報 告 】
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