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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　a）Jurkat細胞、NK細胞、単核細胞、および多核細胞から選択されるCD16受容体発現エ
フェクター細胞を、抗体および該抗体に対する抗原の存在下で反応培地において接触させ
る工程、ならびに
　b）該CD16受容体発現細胞によって産生された少なくとも一つのサイトカインの量を測
定する工程あって、該サイトカインが、IL-1、IL-2、IL-6、IL-8、TNFα、TGFβ、IP10お
よびIFNγから選択される工程
を含み、該サイトカインの産生率が該エフェクター細胞の活性化または阻害のマーカーで
ある、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体の有効性を評価する方法。
【請求項２】
　抗体の非存在下、または陰性対照として使用される所定の抗体の存在下における陰性対
照と比較して、IL-2産生率について100％、250％、500％、または1000％より多い増加が
認められる抗体を選択することをさらに含む、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　反応培地がヒト免疫グロブリンIVIgを含む、請求項1または2に記載の方法。
【請求項４】
　IL-2産生率がADCC活性に相関する、請求項1～3のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　ADCC試験をさらに含む、請求項1～4のいずれか一項に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、CD16受容体発現細胞を、抗体および該抗体に対する抗原の存在下で反応培地
において接触させること、およびCD16受容体発現細胞によって産生された少なくとも一つ
のサイトカインの量を測定することを含むことを特徴とする、モノクローナル抗体（MoAb
）またはポリクローナル抗体による、免疫系に属するまたはインビトロで改変されたエフ
ェクター細胞の活性化を測定する方法に関する。本発明はまた、サイトカインおよびイン
ターロイキン、特にIFNγまたはIL2の発現を誘導する特徴を有する抗体の選択にも関する
。
【背景技術】
【０００２】
　ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体による免疫療法は、医薬品の最も重要な
局面の一つとなりつつあるプロセスである。一方、臨床試験において得られた結果は、対
照的であるように思われる。実際、モノクローナル抗体は、有効性が不十分であることが
判明するかも知れない。今日、抗体の特性を改善するために、免疫グロブリンFcγ断片に
対する研究が行われている。最終的に、これによって、エフェクター細胞（マクロファー
ジ、T-リンパ球、およびNK細胞）の受容体と相互作用して活性化する抗体を得ることがで
きるはずである。
【０００３】
　特定の免疫グロブリンGの生物活性は、分子上に存在するオリゴ糖の構造、および特に
そのFc部分に依存する。全てのヒトおよびマウスサブクラスのIgG分子は、それぞれの重
鎖のCH2ドメイン（ヒトIgGに関しては残基Asn 297）に結合したN-オリゴ糖を有する。抗
体のエフェクター分子（Fc受容体および補体）との相互作用能に及ぼすこのグリカン残基
の影響が証明されている。チュニカマイシンの存在下で培養することによるヒトIgG1のグ
リコシル化の阻害によって、例えば、単球およびマクロファージ上に存在するFcγR1受容
体に対するこの抗体の親和性が50倍減少する（Leatherbarrowら、1985）。非グリコシル
化IgG3はNK細胞上のFcγRIII受容体によるADCC型の溶解を誘導することができないことと
が記述されていることから（Lundら、1990）、FcγRIII受容体に対する結合はまた、IgG
上の糖質の喪失によっても影響を受ける。
【０００４】
　しかし、これらのグリカン残基の存在が必要であることの他に、エフェクター機能に関
与する能力において差を生じることができるのは、より正確にはその構造の不均一性であ
る。個体によって多様であるガラクトシル化プロファイルが認められている。これらの差
は、おそらくこれらの個体の細胞クローンのあいだのガラクトシルトランスフェラーゼと
他の酵素の活性の相違を反映している（Jefferisら、1990）。翻訳後プロセスのこの通常
の不均一性のために様々な形の糖が生成されるが（モノクローナル抗体の場合においても
）、それによってリウマチ性関節炎またはクローン病のような特定の病理状態に関連した
異型性の構造が起こりえて、それらの場合、非ガラクトシル化残基がかなりの割合で存在
することが証明されている（Parekhら、1985）。
【０００５】
　様々なグルカン構造と抗体活性のあいだに存在する関係によって提起される複雑さに向
かい合う場合、どの抗体が有効であるかを迅速に識別することが有用であり、それによっ
てこのように免疫系の特定の成分の活性化または阻害においてより大きい有効性または特
定の特性を有する抗体を産生する細胞を選択することができる。
【発明の開示】
【０００６】
　2000年4月12日の出願FR第004685号（LFB）において、本発明者らは、FcγRIIIを発現す
るエフェクター細胞を活性化することができるモノクローナル抗体を調製する新規方法を
記述している。この方法において、ハイブリドーマまたはトランスフェクト細胞株に由来
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するモノクローナル抗体を、該抗体の標的細胞、FcγRIII発現細胞を含むエフェクター細
胞、および多価IgGを含む反応混合物において調べる。このように、標的細胞の％溶解を
決定すること、および標的細胞の有意な溶解を引き起こす（FcγRIII型ADCC活性）エフェ
クター細胞を活性化するモノクローナル抗体を選択することが可能である。例えば、抗D
抗体のFab部分は、赤血球が保有するRh D抗原に結合するであろう。この結合の後、そのF
c部分は、エフェクター細胞（NK細胞）のFcγRIII受容体またはCD16に結合する。この「
サンドイッチ」は、赤血球を溶解するパーフォリンのような化学物質の分泌を誘導する。
したがって、これが抗原依存的細胞障害性（ADCC）である。生理条件に近づけるために、
試験は、ヒト多価免疫グロブリンの存在下で行われる。
【０００７】
　本発明の意味において、抗体のそのリガンドに対する結合は、CD16トランスフェクトJu
rkat細胞の活性化を誘導して、IL2分泌を誘導できることが判明している。Jurkat CD16に
よるIL2の分泌と、エフェクター細胞のCD16媒介ADCC活性とのあいだに強い相関が認めら
れている。さらに、本発明者らは、所定の抗原に対する同じ抗体が、マウス骨髄腫株にお
いて産生された場合には全く無効であるが、他の細胞株において産生された場合には、非
常に有効であることが判明することを認めた。
【０００８】
　したがって、問題は、所定の抗体がエフェクター細胞によるサイトカインの産生を刺激
することができるか否か、および放出されたサイトカインの特性に従ってそのような活性
化の結末を決定することである。
【０００９】
　したがって、本発明は、分泌されたIL2または他のサイトカインを測定することによっ
て、Jurkat CD16試験を用いて選択された抗体を用いることを提案し、それによって治療
的用途に関する該抗体の生物活性を保証することができる。
【００１０】
説明
　このように、第一の局面において、本発明は、抗体と該抗体に対する抗原の存在下でCD
16受容体発現細胞を反応培地において接触させる段階、およびCD16受容体発現細胞によっ
て産生された少なくとも一つのサイトカインの量を測定する段階を含むことを特徴とする
、モノクローナル抗体（MoAb）またはポリクローナル抗体による、形質転換されてもされ
なくてもよい免疫系に属するエフェクター細胞の活性化を測定する方法に関する。
【００１１】
　「形質転換細胞」という用語は、受容体、特にCD16受容体を発現するように遺伝子改変
されている細胞を意味すると解釈される。
【００１２】
　一般的に、抗体を選択するために、CD16、CD32、およびCD64を含む、Fc受容体をコード
する発現ベクターをトランスフェクトしたJurkat型細胞株またはもう一つの細胞株をエフ
ェクター細胞として利用する。好ましくは、CD16受容体をコードする発現ベクターをトラ
ンスフェクトしたJurkat株をエフェクター細胞として用いる。この株は、不死化されてお
り、培養培地において無限に増殖することから、特に都合がよい。
【００１３】
　定量される可能性があるサイトカインにおいて、IL-1、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6
、IL-7、IL-8、IL-9、IL-10等、TNFα、TGFβ、IP10およびIFNγから選択される少なくと
も一つのサイトカインの産生を測定することができる。インターロイキンであるIL-2を選
択すれば都合がよいであろう。
【００１４】
　産生されるサイトカインの量は、エフェクター細胞の活性化または阻害に関するマーカ
ーである。
【００１５】
　好ましくは、分泌されるインターロイキンIL2の量は、その抗原結合完全性（Fc機能）
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および有効性（抗原部位）に関してCD16受容体に結合した抗体の質を反映する。IL-2の量
の測定は、ADCC型活性に相関する。
【００１６】
　もう一つの局面において、本発明は、形質転換されてもされなくてもよい免疫系のCD16
受容体発現エフェクター細胞を、抗体と該抗体に関する抗原の存在下で反応培地において
接触させること、およびCD16受容体発現細胞によって産生された少なくとも一つのサイト
カインの量を測定することを含むことを特徴とする、モノクローナル抗体またはポリクロ
ーナル抗体の有効性を評価する方法に関する。
【００１７】
　この方法は、抗ヒト赤血球Rh D特異性を有するモノクローナル抗体またはポリクローナ
ル抗体の有効性を評価するために特に適している。
【００１８】
　もう一つの局面において、本発明は、形質転換されてもされなくてもよい免疫系のCD16
受容体発現エフェクター細胞を、抗体と該抗体に関する抗原の存在下で反応培地において
接触させること、およびCD16受容体発現細胞によって産生された少なくとも一つのサイト
カインの量を測定することを含むことを特徴とする、細胞が有効なモノクローナル抗体を
産生できるか否かを評価する方法に関する。
【００１９】
　本発明の方法は、CHO、YB2/0、ヒトリンパ芽球様細胞、昆虫細胞、およびマウス骨髄腫
細胞のような、治療抗体を産生するために用いられる細胞について実施することができる
。
【００２０】
　本発明の方法はまた、トランスジェニック植物またはトランスジェニック哺乳類によっ
て産生されたMoAbの評価に適用してもよい。
【００２１】
　相補的な局面において、本発明は、形質転換されてもされなくてもよい免疫系のCD16受
容体発現エフェクター細胞を、精製抗体と該抗体に関する抗原の存在下で反応培地におい
て接触させること、およびCD16受容体発現細胞によって産生された少なくとも一つのサイ
トカインの量を測定することを含むことを特徴とする、一回またはそれ以上の精製段階後
にポリクローナル抗体の有効性および完全性を評価する方法に向けられる。
【００２２】
　上記の方法は、選択的にヒト免疫グロブリン（IVIg）の存在下で行うことができる。
【００２３】
　一例として、抗体の非存在下での対照、または陰性対照としての所定の抗体と比較して
、IL-2放出量における100％、250％、500％、または1000％より大きい増加が認められる
抗体が選択されるであろう。
【００２４】
　本発明はまた、治療的治療にとって有効である抗体を選択するために上記の方法を用い
ることに向けられる。例えば、選択される抗体は抗Dであってもよい。同様に、本発明は
また、自己免疫および炎症疾患、癌、病原体による感染症の治療のために意図されてもよ
い。
【００２５】
　本発明はまた、少なくとも一つのサイトカイン、特にIL-2、IFN、およびTNFをアッセイ
することができる上記の方法を行うために必要な手段および試薬、ならびにCD16受容体発
現エフェクター細胞を含む、抗体の生物活性を評価するキットにも関する。
【００２６】
　さらに、このアッセイ法はまた、ADCCアッセイ法を含んでもよい。この点において、本
発明は、CD16受容体発現細胞を、抗体と該抗体に関する抗原の存在下で反応培地において
接触させること、およびCD16受容体発現細胞によって産生された少なくとも一つのサイト
カインの量を測定することを含むことを特徴とする、最適化されたキメラ、ヒト化または
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ヒトモノクローナル抗体を選択する方法に関する。
【００２７】
　特定の態様において、本発明の抗体は、白血球、特にNK（ナチュラルキラー）ファミリ
ーによる、または単球-マクロファージグループによる少なくとも一つのサイトカインの
分泌を誘導することができる。一般的に、抗体を選択する場合、CD16、CD32、およびCD64
を含むFc受容体をコードする発現ベクターをトランスフェクトしたJurkat型細胞株または
もう一つの細胞株を、エフェクター細胞として利用する。好ましくは、抗体を選択する場
合、CD16受容体をコードする発現ベクターをトランスフェクトしたJurkat細胞株をエフェ
クター細胞として用いる。この細胞株は、それが不死化されており、培養培地において無
限に増殖することから、特に都合がよい。分泌されるインターロイキンIL2の量は、その
抗原結合完全性（Fc機能）および有効性（抗原性部位）に関してCD16受容体によって結合
される抗体の質を反映する。
【００２８】
　もう一つの態様において、最適化抗体は、Fc断片のグリカン構造の改変によってエクス
ビボで精製および／または改変した後に調製することができる。この作用に対して、抗体
のグルカン構造を改変するために、如何なる適した化学的、クロマトグラフィー、または
酵素的手段も用いることができる。
【００２９】
　もう一つの態様において、抗体は、ラット骨髄腫細胞株、特にYB2/0およびその誘導体
の細胞によって産生することができる。上記の抗体を産生するその特性のために他の細胞
株を選択してもよい。例えば、ヒトリンパ芽球様細胞、昆虫細胞、およびマウス骨髄腫細
胞を試験してもよい。選択は、トランスジェニック植物またはトランスジェニック哺乳類
によって産生された抗体を評価するために適用してもよい。この作用のため、CHOにおけ
る産生を、本発明に従う抗体が得られる産生システムを比較および選択するための参照（
CHOは医薬品の抗体産生のために用いられている）とする。
【００３０】
　抗体の一般的なグリカン構造は、鎖が短く、シアリル化の程度は低く、非インターカレ
ート末端結合点マンノースおよびGlcNAcs、および低い程度のフコシル化の両触角型構造
である。これらの抗体において、中間型のGlcNAc含有量は非ゼロである。例えば、G0＋G1
＋G0F＋G1F型に関して60％より高い、好ましくは80％より高い含有量を有する抗体の組成
物を利用してもよく、G0F＋G1F型は、50％未満、好ましくは30％未満であると理解される
。これらの組成物は、ラット骨髄腫細胞株、例えばYB2/0細胞株について得ることができ
る。
【００３１】
　第二の局面において、本発明は、形質転換されてもされなくてもよい免疫系のCD16受容
体発現エフェクター細胞を、試験抗体と該試験抗体に関する抗原の存在下で反応培地にお
いて接触させること、およびCD16受容体発現細胞によって産生された少なくとも一つのサ
イトカインの量を測定することを含むことを特徴とする、免疫系に属するエフェクター細
胞による少なくとも一つのサイトカインの分泌を誘導することが意図される薬剤を調製す
るために、上記の抗体を利用することに向けられる。
【００３２】
　好ましくは、抗体を選択する場合、CD16受容体をコードする発現ベクターをトランスフ
ェクトしたJurkat細胞株をエフェクター細胞として用いる。該放出されたサイトカインは
、インターロイキン、インターフェロン、および組織壊死因子（TNF）である。このよう
に、選択された抗体は、免疫系のCD16受容体発現エフェクター細胞による、IL-1、IL-2、
IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-7、IL-8、IL-9、IL-10等、TNFα、TGFβ、IP10、およびIFN
γから選択される少なくとも一つのサイトカインの分泌の誘導能を有する。
【００３３】
　好ましくは、選択される抗体は、免疫系のCD16受容体発現エフェクター細胞によるIL-2
の分泌の誘導能を有する。分泌されるインターロイキンIL2の量は、その抗原結合完全性
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（Fc機能）および有効性（抗原性部位）に関してCD16受容体によって結合される抗体の質
を反映する。IL2の量の測定は、ADCC型の活性と相関する。
【００３４】
　選択は、CHO、YB2/0、ヒトリンパ芽球様細胞、昆虫細胞、およびマウス骨髄腫細胞のよ
うな、治療抗体を産生するために一般的に用いられる細胞によって産生される抗体に関し
て行うことができる。選択はまた、トランスジェニック植物またはトランスジェニック哺
乳類によって産生された抗体の評価に適用してもよい。
【００３５】
　好ましくは、本発明は、免疫系に属するエフェクター細胞による少なくとも一つのサイ
トカインの分泌を誘導することが意図される医薬品を調製するために、ラット骨髄腫細胞
株、例えばYB2/0細胞株によって産生された抗体を用いることに向けられる。この点にお
いて、本発明は、免疫系に属するエフェクター細胞による少なくとも一つのサイトカイン
の分泌を誘導することが意図される医薬品を調製するために、差が短く、シアリル化の程
度は低く、非インターカレート末端結合点マンノースおよびGlcNAcs、および低い程度の
フコシル化を有する両触角型のグルカン構造を有する抗体を用いることに関する。この抗
体において、中間型GlcNAc含有量は、非ゼロである。例えば、G0＋G1＋G0F＋G1F型に関し
て60％より高い、好ましくは80％より高い含有量を有する抗体の組成物を利用してもよく
、G0F＋G1F型は、50％未満、好ましくは30％未満であると理解される。
【００３６】
　特定の態様において、選択される抗体は、白血球、特にNK（ナチュラルキラー）ファミ
リーによる、または単球-マクロファージグループの細胞による少なくとも一つのサイト
カインの分泌を誘導することができる。
【００３７】
　本発明はまた、病的な細胞、またはヒトに対して病原性である生物に由来する抗原に対
して特異的である上記の選択された抗体を用いることに関する。
【００３８】
　この抗体は、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体である。
【００３９】
　例えば、抗体は抗ヒト赤血球Rh特異性を有するモノクローナル抗体またはポリクローナ
ル抗体である。
【００４０】
　本発明に従う抗体はまた、ヒトに対して病原性であるウイルス、悪性腫瘍抗原、または
ヒトに対して病原性である細菌もしくは寄生虫の抗原に対する抗体であってもよい。
【００４１】
　都合のよいことに、選択した抗体は抗体の非存在下、または陰性対照としての所定の抗
体の存在下での対照と比較してIL-2放出量の100％、250％、500％、または1000％より多
い増加を示す。上記の方法は、選択的にヒト免疫グロブリン（IVIg）の存在下で行うこと
ができる。比較のために、CHO細胞において産生された相同な抗体、またはそうでなけれ
ば市販の参照抗体を用いてもよい。
【００４２】
　補助的な局面において、本発明は、ヒトの医薬品における治療的補助剤として、特に自
己免疫および炎症疾患、癌、ならびに病原性物質による感染症を治療するために意図され
る医薬品を製造するために該選択された抗体を用いることに向けられる。
【００４３】
実施例1：Jurkat CD16アッセイ法
抗体：
　WinRhoポリクローナル抗体、DF5-EBVモノクローナル抗体、DF5-YB2/0モノクローナル抗
体。
【００４４】
原理：
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　このアッセイ法は、抗D抗体がJurkat CD16細胞において発現されたCD16受容体（FcγRI
II）に結合して、IL-2分泌を誘導するか否かを評価する。
【００４５】
　このアッセイ法は、96ウェルプレートにおいて以下の材料を接触させることからなる：
抗D抗体、パパイン処理Rh陽性赤血球、Jurkat CD16細胞、およびPMA。
【００４６】
　37℃で一晩インキュベートした後、96ウェルプレートを遠心して、上清に分泌されたIL
2の量をアッセイする。
【００４７】
材料
　陽性対照抗体：ポリ-D WinRho、DF5-YB2/0。
　陰性対照抗体：DF5。
　Rh陽性赤血球。
　JurkatCD16細胞。
　IL2アッセイキット：R/DのQuantikine。
【００４８】
方法
赤血球のパパインによる処置
　PBSにおいて希釈した赤血球沈降物1 mlをパパイン溶液（1 mg/ml）1 mlと共に37℃で10
分インキュベートする。H2O-0.15 M NaClにおいて洗浄を3回行う。
【００４９】
反応混合物：
－抗体：IMDM 5％SVFにおける150 ng/mlの希釈液50 μl、
－PMA：IMDM 5％SVCにおける40 ng/mlの希釈液50 μl、
－パパインによって処理した赤血球。IMDM 5％SVFにおいて8×106個/mlを50 μl、
－Jurkat CD16。IMDM 5％SVFにおいて2×106個/mlを50 μl。
　37℃で一晩インキュベーション。
次に、プレートを遠心して、上清100 μlを採取して、市販のキットによってIL2に関して
アッセイする。450 nmで読み取る。
【００５０】
　値（pg/ml）を各試料のヒストグラムの形で示す。
【００５１】
実施例2：ADCCおよびJurkat CD16によるIL-2放出のインビトロ相関
　この試験に関して、三つの抗Dモノクローナル抗体を比較した。
【００５２】
　Mab DF5-EBVを、D-陰性免疫ドナーから得て、EBVによる形質転換によって不死化したヒ
トB-リンパ球から産生した。この抗体は、臨床試験においてRh陽性赤血球を循環血から消
失させることができないことが示されたことから、これを陰性対照として用いた。
【００５３】
　モノクローナル抗体（Mab）DF5-YB2/0は、YB2/0細胞株へのDF5-EBVの一次配列を発現さ
せることによって得た。モノクローナル抗体R297および他の組換え型抗体も同様にYB2/0
において発現させた。
【００５４】
　これらの抗体を、エフェクターとして単核球（PBL）を用いてパパイン処理赤血球の溶
解誘導能に関してインビトロでアッセイした。
【００５５】
　アッセイ法は全て、生理的条件を再構築するようにヒト免疫グロブリン（IVIg）の存在
下で行った。
【００５６】
　IVIgは、高い親和性で、FcγRI（CD64）に結合すると考えられる。二つのMabs DF5-YB2
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/0およびR297は、WinRho抗体と同等のレベルで赤血球溶解を誘導する。一方、Mab DF5-EB
Vは、完全に無効である。
【００５７】
　第二のシリーズの実験において、精製NK細胞および無処置赤血球をそれぞれ、エフェク
ターおよび標的として用いた。5時間インキュベートした後、抗DMab R297およびDF5-YB2/
0は、赤血球の溶解を引き起こすことができることが示されたが、DF5-EBVは無効のままで
あった。
【００５８】
　これらの二つの実験において、赤血球の溶解は、FcγRIII（CD16）に対する抗体3G8に
よって阻害された。
【００５９】
　要約すると、これらの結果は、抗体R297および抗体DF5-YB2/0によって得られたADCCが
、NK細胞の表面で発現されたFcγRIIIを必要とすることを証明している。
【００６０】
　本発明の状況において、第三のシリーズの実験は、抗D抗体の有効性を評価するために
、Jurkat CD16細胞を用いるインビトロアッセイ法の値を示した。抗体をRh陽性赤血球お
よびJurkat CD16細胞と共に一晩インキュベートした。上清へのIL-2の放出をELISAによっ
て評価した。ADCCとJurkat細胞の活性化とのあいだに強い相関を認め、このことは、この
アッセイ法をFcγRIII（CD16）に対するその反応性の関数として抗D抗体を区別するため
に用いることができることを意味している。
【００６１】
　同じ試料をADCCによっておよびJurkat IL2アッセイ法において評価する。結果を参照抗
体「LFB-R297」の百分率として表記する。二つの技術のあいだの相関曲線は係数r2＝0.95
68（図10）を有する。
【００６２】
　結論すると、これらのデータは、そのFcγRIII特異的ADCC活性に関して抗体の構造の翻
訳後改変の重要性を示している。IL-2のようなサイトカインの放出は、この活性を反映す
る。
【００６３】
実施例3：NK細胞の活性化とIL2およびIFNγの産生
試験モデル：末梢血から精製したNK細胞
適用：抗腫瘍反応の増強
　IL2は、T-リンパ球およびNK細胞自身の活性化を誘導し、これによって、細胞増殖の刺
激まで起こりうる。IFNγはCTLsの活性を刺激して、マクロファージの活性を増強するこ
とができる。
【００６４】
実施例4：単球-マクロファージの活性化とTNFおよびIL-1Raの産生
適用：貪食の増強および抗炎症特性の誘導
　TNFは、腫瘍浸潤リンパ球およびマクロファージの増殖を刺激する。IL-1Raは、その受
容体のレベルでIL1と競合するマクロファージによって産生されるサイトカインであり、
このように、抗炎症作用を発揮する。
【００６５】
実施例5：樹状細胞の活性化とIL10の産生
適用：特定の抗原に対して特異的な寛容の誘導
　IL10は、様々なエフェクター細胞の活性化およびサイトカインの産生を阻害する分子で
ある。
【００６６】
実施例6：様々なエフェクター細胞によるサイトカイン分泌の誘導
　三つの細胞集団を調べた：多形核細胞、単核球、およびNK細胞。サイトカイン合成は、
標的の存在に依存する。抗体R297およびポリクローナル抗D抗体によって誘導されるサイ
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トカインプロファイルにはほとんど差がない。AD1は、非常にしばしばサイトカイン分泌
を誘導しない。
【００６７】
結果：
6.1
　モノクローナル抗体R297およびポリクローナル抗体WinRhoは、単核球の存在下でIL8の
かなりの分泌を誘導する。この分泌は、抗体濃度および抗原性標的の存在に依存する。抗
体AD1は、サイトカイン産生の分泌の誘導に関してかなり有効性が低く（図11）、すなわ
ちサイトカイン産生をあまり誘導することができない。
【００６８】
　単核球（MNC）に関して、モノクローナル抗体R297およびポリクローナル抗体WinRhoは
、TNFαのかなりの分泌を誘導し、AD1より大きいもののより程度は弱いIL6、IFNγ、IP10
、TNFα、およびTGFβの分泌を誘導する。最高の抗体濃度で、IL6、IFNγ、およびIP10の
この分泌は増加するが、TNFαおよびTGFβに関しては減少する（図12）。
【００６９】
6.2
　モノクローナル抗体R297およびポリクローナル抗体WinRhoは、多形核細胞による、非常
に弱いがAD1より大きいIL2、IFNγ、IP10、およびTNFの分泌を誘導する。この分泌は抗体
濃度依存的である（図13）。
【００７０】
6.3
　モノクローナル抗体R297およびポリクローナル抗体WinRhoは、NK細胞による、IFNγ、I
P10、およびTNFのかなりの分泌を誘導する。この分泌は抗体濃度依存的である（図14）。
【００７１】
実施例7：YB2/0において産生された最適化キメラ抗CD20および抗HLA-DR抗体
緒言
　本発明者らの最初の結果は、YB2/0において産生された抗D抗体および臨床的に用いられ
るポリクローナル抗体も同様に、精製NK細胞、または単核球からのサイトカイン、特にTN
Fαおよびインターフェロンγ（IFNγ）の産生を誘導することを示した。一方、他の細胞
株において産生される他の抗D抗体は、ADCCにおいて陰性であり、この分泌を誘導できな
いことが証明された。
【００７２】
　さらなる結果は、このメカニズムが、Rh陽性赤血球の存在下における抗D抗体に限定さ
れず、YB2/0において発現された抗CD20および抗HLA-DR抗体にも当てはまることを以下に
示している。CHOにおける発現は、抗体に実質的により弱い活性化特性を付与する。これ
は、ADCCによって得られた結果と相関する。
【００７３】
材料
抗体
　抗CD20：YB2/0にトランスフェクトしたキメラ抗CD-20抗体を、CHOにおいて産生される
市販の抗CD20抗体（リツキサン）と比較する。
　抗HLA-DR：キメラ抗HLA-DR抗体をコードする同じ配列をCHO（B11）またはYB2/0（4B7）
にトランスフェクトする。
　標的細胞：その表面上でCD20およびHLA-DR抗原を発現するRaji細胞。
　エフェクター細胞：ヒト血液バッグから負の選択によって精製したヒトNK細胞。
【００７４】
方法
　様々な濃度の抗CD20または抗HLA-DR抗体をRaji細胞（標的）およびNK細胞（エフェクタ
ー細胞）と共にインキュベートする。16時間インキュベートした後、細胞を遠心する。上
清をTNFαおよびIFNγに関してアッセイする。
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結果：
7.1
　TNFα：結果を上清においてアッセイしたTNFαのpg/mlで表記する。反応混合物に加え
た抗体の様々な濃度を、X-軸に示す（図15）。
【００７６】
　YB2/0において産生されたキメラ抗CD20および抗HLA-DR抗体は、CHOにおいて産生された
同じ抗体と比較してその標的（Raji）の存在下でより高いレベルのTNFを誘導する。TNFα
の量は、加えた抗体濃度に明らかに用量依存的である。抗体10 mg/mlにおいて、CHOにお
いて産生された抗体と比較して、5倍多いTNFαがYB2/0において産生された抗体によって
誘導される。
【００７７】
7.2
IFNγ：
　結果を、上清においてアッセイされたIFNγのpg/mlとして表記する。反応混合物に加え
た抗体の様々な濃度を、X-軸に示す（図15）。
【００７８】
　YB2/0において産生されたキメラ抗CD20および抗HLA-DR抗体は、CHOにおいて産生された
同じ抗体と比較してその標的（Raji）の存在下でより高いレベルのIFNγを誘導する。IFN
γの量は、加えた抗体濃度に明らかに用量依存的である。用いた全ての抗体濃度（0～200
 ng/ml）において、CHOにおいて産生された抗HLA-DR抗体は、IFNγの分泌を誘導しないが
、YB2/0において産生された抗体の40 ng/mlは、IFNγの約1000 pg/mlを誘導する。
【００７９】
　抗CD20抗体に関して、IFNγの300 pg/mlを誘導するためには、YB2/0において産生され
た抗体の10 ng/ml未満、CHOにおいて産生された抗体の200 ng/mlが必要である（図16）。
【００８０】
参考文献
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【図面の簡単な説明】
【００８１】
【図１】MNC ADCCアッセイ法の説明。テゲリン（IVIg）の存在下で単核球を抗Rh D抗体お
よびRh +赤血球（標的）と共にインキュベートする。37℃で一晩インキュベートした後、
赤血球の溶解を、反応培地に放出されたヘモグロビンの量を評価することによって測定す
る。
【図２】NM ADCCアッセイ法の説明。精製NK細胞を抗Rh D抗体およびRh +赤血球（標的）
と共にインキュベートする。37℃で一晩インキュベートした後、赤血球の溶解を、反応培
地に放出されたヘモグロビンの量を評価することによって測定する。
【図３】NK ADCCの結果と抗CD16「3G8」による阻害。抗D抗体DF5-EBV（EBV-不死化B細胞
によって発現される）、およびDF5-YB2/0（YB2/0細胞によって発現される）を、NK細胞の
存在下におけるRh D赤血球溶解の誘導能に関してポリクローナル抗体WinRhoと比較する。
ADCCの阻害を、抗CD16 3G8の存在下で調べる。
【図４】Jurkat CD16アッセイ法の説明。Jurkat CD16細胞を、Rh +赤血球およびPMAの存
在下で様々な抗D抗体と共に混合する。一晩インキュベートした後、IL-2の上清へのこの
放出をELISAによって定量する。
【図５】Jurkat CD16アッセイ法の結果。注釈：ADCC-NKにおいて陽性である抗体は、Jurk
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【図６】その標的の存在下で抗体-活性化される白血球によるサイトカイン（IL-2、IFNお
よびTNF）の放出。A－白血球活性化スキームB－白血球を、赤血球の存在下で様々な抗体
と共にインキュベートする。一晩インキュベートした後、TNFαおよびIFNγの上清への放
出をELISAによって定量した。
【図７】その標的の存在下で抗体活性化されるNK細胞によるサイトカイン（IFN、TNF）の
放出。A－NK細胞活性化スキームB－精製NK細胞を、Rh +赤血球の存在下で様々な抗D抗体
と混合した。一晩インキュベートした後、TNFαおよびIFNγの上清への放出をELISAによ
って定量した。
【図８】抗CD20によって活性化されたJurkat CD16によるIL2の放出。A－Jurkat細胞の活
性化スキーム。B－Jurkat CD16細胞を、Raji細胞およびPMAの存在下で様々な抗CD20抗体
（マウス抗体CAT13およびキメラ抗体C273）と共に混合した。一晩インキュベートした後
、上清へのIL-2の放出をELISAによって定量した。
【図９】抗Dによって活性化されたJurkat CD16によるIL2の放出。A－Jurkat細胞の活性化
スキーム。B－Jurkat CD16細胞を、Rh +赤血球およびPMAの存在下で様々な抗D抗体と共に
混合した。一晩インキュベートした後、上清へのIL-2の放出をELISAによって定量した。Y
B2/0において発現されたDF5およびCHO Lec13において発現されたT125は、IL2の強い分泌
を誘導する。
【図１０】ADCC（タゲリン500 μg/ウェルおよび抗D 7.5 ng/ウェル）とJurkat IL2アッ
セイ法の相関直線。
【図１１】単核球によるIL-8の分泌。
【図１２】単核球によるTNFα、IL-6、およびTGFβ分泌の誘導。
【図１３】多形核細胞によるサイトカイン分泌の誘導。
【図１４】NK細胞によるIFNγ、TNFα、およびIP10分泌の誘導。
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本发明涉及测量属于免疫系统的效应细胞活化的方法，所述效应细胞可以使用单克隆抗体（AcMo）或多克隆抗体转化或不转化。
本发明中，通过（i）CD16受体表达细胞在抗体的存在下的反应介质，以及（ii）使所述抗体的抗原，和CD16受体表达细胞产生的
细胞因子中的至少一个并测量样品的量。本发明还提供了，自身免疫和炎性疾病，癌症，以及能够诱导细胞因子和白细胞介素，如
IFNγ或IL2的表达的抗体的选择是用于由病原体感染的治疗约。
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