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(57)【要約】
　イヌアトピー性皮膚炎の治療及び診断のために用いる抗イヌTARC抗体及びそれを用いた
イヌアトピー性皮膚炎の治療又は診断法の提供。
　配列番号２で表されるアミノ酸配列からなる重鎖可変領域及び配列番号４で表されるア
ミノ酸配列からなる軽鎖可変領域を含む、イヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル
抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号２で表されるアミノ酸配列からなる重鎖可変領域及び配列番号４で表されるア
ミノ酸配列からなる軽鎖可変領域を含む、イヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル
抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片。
【請求項２】
　配列番号２で表されるアミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列から
なり、イヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号４で表されるアミノ酸
配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、イヌTARCへの結合活性を有
する軽鎖可変領域を含む、イヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTA
RCに結合するその機能的断片。
【請求項３】
　配列番号１で表される塩基配列からなるDNAがコードする重鎖可変領域及び配列番号３
で表される塩基配列からなるDNAがコードする軽鎖可変領域を含む、イヌTARCに結合する
抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片。
【請求項４】
　配列番号１で表される塩基配列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコードする
イヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号３で表される塩基配列と90％
以上の配列同一性を有する塩基配列がコードするイヌTARCへの結合活性を有する軽鎖可変
領域を含むイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するそ
の機能的断片。
【請求項５】
　重鎖定常領域及び軽鎖定常領域がイヌIgG抗体の定常領域である、請求項１～４のいず
れか１項に記載の抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片
。
【請求項６】
　機能的断片がFab、Fab’、F(ab’)2、ジスルフィド結合Fv(dsFv)、二量体化V領域（dia
body）、一本鎖Fv（scFv）及びCDRからなる群から選択されるペプチド断片である請求項
１～５のいずれか１項に記載のイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイ
ヌTARCに結合するその機能的断片。
【請求項７】
　配列番号２で表されるアミノ酸配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の重鎖可
変領域であるポリペプチド。
【請求項８】
　配列番号４で表されるアミノ酸配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽鎖可
変領域であるポリペプチド。
【請求項９】
　配列番号１で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の重鎖可変領
域をコードするポリヌクレオチド。
【請求項１０】
　配列番号３で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽鎖可変領
域をコードするポリヌクレオチド。
【請求項１１】
　請求項９に記載のポリヌクレオチド、請求項１０に記載のポリヌクレオチド、又は請求
項９に記載のポリヌクレオチドと請求項１０に記載のポリヌクレオチドを含むベクター。
【請求項１２】
　請求項１１に記載のベクターを含む細胞。
【請求項１３】
　配列番号１で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の重鎖可変領
域をコードするDNAを抗体の重鎖定常領域をコードするDNAと連結し、配列番号３で表され
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るDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽鎖可変領域をコードするDNAを抗
体の軽鎖定常領域をコードするDNAと連結し、得られたDNAコンストラクトを発現ベクター
に挿入し、該ベクターで宿主細胞又は宿主動物を形質転換し、該宿主細胞又は宿主動物に
より抗体を産生させることを含む、抗イヌTARCモノクローナル抗体の製造方法。
【請求項１４】
　請求項１～６のいずれか１項に記載のイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗
体又はイヌTARCに結合するその機能的断片を用いて、イヌTARCを測定する免疫学的測定方
法。
【請求項１５】
　ELISAである、請求項１４記載の免疫学的測定方法。
【請求項１６】
　請求項１～６のいずれか１項に記載のイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗
体又はイヌTARCに結合するその機能的断片を含む、イヌアトピー性皮膚炎の検出試薬。
【請求項１７】
　請求項１～６のいずれか１項に記載のイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗
体又はイヌTARCに結合するその機能的断片を用いてイヌから採取した血液、血清又は血漿
中のTARCを測定することを含む、イヌのアトピー性皮膚炎を検出する方法。
【請求項１８】
　以下の(i)～(iv)のいずれかの重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含む、イヌTARCに結合
する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片：
(i)　配列番号１９で表されるアミノ酸配列からなる重鎖可変領域及び配列番号２１で表
されるアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域；
(ii)　配列番号２３で表されるアミノ酸配列からなる重鎖可変領域及び配列番号２５で表
されるアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域；
(iii)　配列番号２７で表されるアミノ酸配列からなる重鎖可変領域及び配列番号２９で
表されるアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域；及び
(iv)　配列番号３１で表されるアミノ酸配列からなる重鎖可変領域及び配列番号３３で表
されるアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域。
【請求項１９】
　以下の(i)～(iv)のいずれかの重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含む、イヌTARCに結合
する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片：
(i)　配列番号１９で表されるアミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配
列からなり、イヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号２１で表される
アミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、イヌTARCへの結合
活性を有する軽鎖可変領域；
(ii)　配列番号２３で表されるアミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配
列からなり、イヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号２５で表される
アミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、イヌTARCへの結合
活性を有する軽鎖可変領域；
(iii)　配列番号２７で表されるアミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸
配列からなり、イヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号２９で表され
るアミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、イヌTARCへの結
合活性を有する軽鎖可変領域；及び
(iv)　配列番号３１で表されるアミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配
列からなり、イヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号３３で表される
アミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、イヌTARCへの結合
活性を有する軽鎖可変領域。
【請求項２０】
　以下の(i)～(iv)のいずれかの重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含む、イヌTARCに結合
する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片：
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(i)　配列番号１８で表される塩基配列からなるDNAがコードする重鎖可変領域及び配列番
号２０で表される塩基配列からなるDNAがコードする軽鎖可変領域；
(ii)　配列番号２２で表される塩基配列からなるDNAがコードする重鎖可変領域及び配列
番号２４で表される塩基配列からなるDNAがコードする軽鎖可変領域；
(iii)　配列番号２６で表される塩基配列からなるDNAがコードする重鎖可変領域及び配列
番号２８で表される塩基配列からなるDNAがコードする軽鎖可変領域；及び
(iv)　配列番号３０で表される塩基配列からなるDNAがコードする重鎖可変領域及び配列
番号３２で表される塩基配列からなるDNAがコードする軽鎖可変領域。
【請求項２１】
　以下の(i)～(iv)のいずれかの重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含む、イヌTARCに結合
する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片：
(i)　配列番号１８で表される塩基配列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコー
ドするイヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号２０で表される塩基配
列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコードするイヌTARCへの結合活性を有する
軽鎖可変領域；
(ii)　配列番号２２で表される塩基配列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコー
ドするイヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号２４で表される塩基配
列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコードするイヌTARCへの結合活性を有する
軽鎖可変領域；
(iii)　配列番号２６で表される塩基配列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコ
ードするイヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号２８で表される塩基
配列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコードするイヌTARCへの結合活性を有す
る軽鎖可変領域；及び
(iv)　配列番号３０で表される塩基配列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコー
ドするイヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号３２で表される塩基配
列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコードするイヌTARCへの結合活性を有する
軽鎖可変領域；
【請求項２２】
　重鎖定常領域及び軽鎖定常領域がイヌIgG抗体の定常領域である、請求項１８～２１の
いずれか１項に記載の抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的
断片。
【請求項２３】
　機能的断片がFab、Fab’、F(ab’)2、ジスルフィド結合Fv(dsFv)、二量体化V領域（dia
body）、一本鎖Fv（scFv）及びCDRからなる群から選択されるペプチド断片である請求項
１８～２２のいずれか１項に記載のイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又
はイヌTARCに結合するその機能的断片。
【請求項２４】
　配列番号１９、２３、２７又は３１で表されるアミノ酸配列からなる、抗イヌTARCモノ
クローナル抗体の重鎖可変領域であるポリペプチド。
【請求項２５】
　配列番号２１、２５、２９又は３３で表されるアミノ酸配列からなる、抗イヌTARCモノ
クローナル抗体の軽鎖可変領域であるポリペプチド。
【請求項２６】
　配列番号１８、２２、２６又は３０で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクロ
ーナル抗体の重鎖可変領域をコードするポリヌクレオチド。
【請求項２７】
　配列番号２０、２４、２８又は３２で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクロ
ーナル抗体の軽鎖可変領域をコードするポリヌクレオチド。
【請求項２８】
　請求項２４に記載のポリヌクレオチド、請求項２５に記載のポリヌクレオチド、又は請
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求項２６に記載のポリヌクレオチドと請求項２７に記載のポリヌクレオチドを含むベクタ
ー。
【請求項２９】
　請求項２８に記載のベクターを含む細胞。
【請求項３０】
(i)　配列番号１８で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の重鎖可
変領域をコードするDNAを抗体の重鎖定常領域をコードするDNAと連結し、配列番号２０で
表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽鎖可変領域をコードするD
NAを抗体の軽鎖定常領域をコードするDNAと連結し、
(ii)　配列番号２２で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の重鎖
可変領域をコードするDNAを抗体の重鎖定常領域をコードするDNAと連結し、配列番号２４
で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽鎖可変領域をコードす
るDNAを抗体の軽鎖定常領域をコードするDNAと連結し、
(iii)　配列番号２６で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の重鎖
可変領域をコードするDNAを抗体の重鎖定常領域をコードするDNAと連結し、配列番号２８
で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽鎖可変領域をコードす
るDNAを抗体の軽鎖定常領域をコードするDNAと連結し、又は
(iv)　配列番号３０で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の重鎖
可変領域をコードするDNAを抗体の重鎖定常領域をコードするDNAと連結し、配列番号３２
で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽鎖可変領域をコードす
るDNAを抗体の軽鎖定常領域をコードするDNAと連結し、
得られたDNAコンストラクトを発現ベクターに挿入し、該ベクターで宿主細胞又は宿主動
物を形質転換し、該宿主細胞又は宿主動物により抗体を産生させることを含む、抗イヌTA
RCモノクローナル抗体の製造方法。
【請求項３１】
　請求項１８～２３のいずれか１項に記載のイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナ
ル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片を用いて、イヌTARCを測定する免疫学的測
定方法。
【請求項３２】
　ELISAである、請求項３１記載の免疫学的測定方法。
【請求項３３】
　請求項１８～２３のいずれか１項に記載のイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナ
ル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片を含む、イヌアトピー性皮膚炎の検出試薬
。
【請求項３４】
　請求項１８～２３のいずれか１項に記載のイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナ
ル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片を用いてイヌから採取した血液、血清又は
血漿中のTARCを測定することを含む、イヌのアトピー性皮膚炎を検出する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、イヌアトピー性皮膚炎の治療及び診断のために用いる抗イヌTARC抗体及びそ
の利用法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　アトピー性皮膚炎は、しばしばアトピー素因を有し、慢性の湿疹性皮膚病変を長期にわ
たって繰り返す病気である。また、血液学的所見として、しばしば末梢血の好酸球数増多
、血清IgE値の高値などの異常が認められる。アトピー性皮膚炎の主な要因として、免疫
学的異常と非免疫学的異常が報告されている。近年、ヒトばかりではなくイヌ等の愛玩動
物においてもアトピー性皮膚炎が増えており、その検出、治療法の確立が望まれている。
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【０００３】
　アトピー性皮膚炎と関連している物質としてケモカインがある。マクロファージ由来の
ケモカインについて報告されている（特許文献１及び特許文献２参照）。ケモカインは、
分子量が約8～14kDaの白血球に走化作用を有するサイトカインの総称で、炎症細胞間の連
絡を担当するメディエーターとして、種々の炎症の発生、進展に中心的な役割を果たす。
ケモカインは構造上４個のシステイン配列の違いによりC、CC、CXC、CX3Cの４つに大別さ
れる。ケモカインにはそれぞれ受容体が存在し、Cケモカインには、Cケモカイン受容体（
XCR）、CCケモカインにはCCケモカイン受容体（CCR）、CXCケモカインにはCXCケモカイン
受容体（CXCR）、CX3CケモカインにはCX3Cケモカイン受容体（CX3CR）とに大別され、ケ
モカインと受容体の相互作用により、それぞれのケモカインに対応した受容体をもつ細胞
が遊走し病態の形成・維持に重要な役割を果たすと考えられている。このうち、ヘルパー
Ｔ細胞Th2特異的に発現されるCCケモカイン受容体４（CCR4）に結合するとされているTAR
C(Thymus Activation-Regulated Chemokine)が特にアトピー性皮膚炎と関連が深いと考え
られている。例えば、アトピー性皮膚炎患者の罹患部に浸潤しているCD4陽性Ｔ細胞は、C
CR4陽性であり、末梢血中のCCR4陽性メモリーＴ細胞も、アトピー性皮膚炎の患者では健
常人に比べ優位に増加しているという報告がある。さらに、末梢血中のCCR4陽性細胞数と
好酸球数、IgE値、及び臨床的な重症度が相関していることも報告されている。さらに、
ヒトアトピー性皮膚炎患者において、血中TARC値が高値を示し、罹患部におけるTARCの産
生も亢進しているという報告もある（特許文献３及び特許文献４参照）。
【０００４】
　これらの報告はTARCがアトピー性皮膚炎の疾患マーカーとなり得ること、TARCがアトピ
ー性皮膚炎の治療標的となり得ることを示唆しているものの、TARCが健常部でも発現が認
められるという報告もあり、TARCの有用性についての検討は未だ十分ではない。
【０００５】
　さらに、これまでの報告は、アトピー性皮膚炎モデルマウスを用いた検討及びヒトを用
いた検討であったが、アトピー性皮膚炎の発症機構が動物間で同じとは限らず、イヌに特
異的な診断法、治療法の確立が望まれていた。
【０００６】
　イヌTARCについては、前田ら(非特許文献１参照）がアミノ酸配列、mRNAのDNA配列を決
定しているが、アトピー性皮膚炎の検出に適したイヌTARC抗体は得られていなかった。一
方、ヒト等の他種の抗TARC抗体は市販されていたが、イヌTARCとは反応しないという問題
をかかえており、また、市販の抗TARC抗体はTARCとの親和性が不十分で、特に細胞組織の
免疫染色時に染色像が明瞭に得られないなどの問題が指摘されていた。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特表2001-520002号公報
【特許文献２】特表平10-507646号公報
【特許文献３】EP1221618A1号公報
【特許文献４】国際公開第02/53758号
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】J. Vet. Med. Sci. 63(9):1035-1038, 2001
【非特許文献２】J. Invest. Dermatol. 115(4):640-646, 2000
【非特許文献３】Uchidaら；International Immunology. 14(12):1431-1438, 2002
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は、イヌアトピー性皮膚炎の治療及び診断のために用いる抗イヌTARC抗体及びそ
れを用いたイヌアトピー性皮膚炎の治療又は診断法の提供を目的とする。
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【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者は、イヌのアトピー性皮膚炎にもTARCが関与していると考え、既に知られてい
るイヌTARC遺伝子配列をもとに作製されたリコンビナントイヌTARCを用い、抗イヌTARCモ
ノクローナル抗体を作製し、複数のクローンからイヌTARCを高い感度及び特異性で検出し
得る抗イヌTARCモノクローナル抗体を選択し、該モノクローナル抗体の可変領域の配列を
決定し、本発明を完成させるに至った。
【００１１】
　すなわち、本発明は以下のとおりである。
[１]　配列番号２で表されるアミノ酸配列からなる重鎖可変領域及び配列番号４で表され
るアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域を含む、イヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクロー
ナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片。
[２]　配列番号２で表されるアミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列
からなり、イヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号４で表されるアミ
ノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、イヌTARCへの結合活性
を有する軽鎖可変領域を含む、イヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイ
ヌTARCに結合するその機能的断片。
[３]　配列番号１で表される塩基配列からなるDNAがコードする重鎖可変領域及び配列番
号３で表される塩基配列からなるDNAがコードする軽鎖可変領域を含む、イヌTARCに結合
する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片。
[４]　配列番号１で表される塩基配列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコード
するイヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号３で表される塩基配列と
90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコードするイヌTARCへの結合活性を有する軽鎖
可変領域を含むイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合す
るその機能的断片。
[５]　重鎖定常領域及び軽鎖定常領域がイヌIgG抗体の定常領域であり、[１]～[４]のい
ずれかの抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片。
[６]　機能的断片がFab、Fab’、F(ab’)2、ジスルフィド結合Fv(dsFv) 、二量体化V領域
（diabody）、一本鎖Fv（scFv）及びCDRからなる群から選択されるペプチド断片である[
１]～[５]のいずれかのイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARC
に結合するその機能的断片。
[７]　配列番号２で表されるアミノ酸配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の重
鎖可変領域であるポリペプチド。
[８]　配列番号４で表されるアミノ酸配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽
鎖可変領域であるポリペプチド。
[９]　配列番号１で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の重鎖可
変領域をコードするポリヌクレオチド。
[１０]　配列番号３で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽鎖
可変領域をコードするポリヌクレオチド。
【００１２】
[１１]　[９]のポリヌクレオチド、[１０]のポリヌクレオチド、又は[９]のポリヌクレオ
チドと[１０]のポリヌクレオチドを含むベクター。
[１２]　[１１]のベクターを含む細胞。
[１３]　配列番号１で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の重鎖
可変領域をコードするDNAを抗体の重鎖定常領域をコードするDNAと連結し、配列番号３で
表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽鎖可変領域をコードするD
NAを抗体の軽鎖定常領域をコードするDNAと連結し、得られたDNAコンストラクトを発現ベ
クターに挿入し、該ベクターで宿主細胞又は宿主動物を形質転換し、該宿主細胞又は宿主
動物により抗体を産生させることを含む、抗イヌTARCモノクローナル抗体の製造方法。
[１４]　[１]～[６]のいずれかのイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又は
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イヌTARCに結合するその機能的断片を用いて、イヌTARCを測定する免疫学的測定方法。
[１５]　ELISAである、[１４]の免疫学的測定方法。
[１６]　[１]～[６]のいずれかのイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又は
イヌTARCに結合するその機能的断片を含む、イヌアトピー性皮膚炎の検出試薬。
[１７]　[１]～[６]のいずれかのイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又は
イヌTARCに結合するその機能的断片を用いてイヌから採取した血液、血清又は血漿中のTA
RCを測定することを含む、イヌのアトピー性皮膚炎を検出する方法。
[１８]　以下の(i)～(iv)のいずれかの重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含む、イヌTARC
に結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片：
(i)　配列番号１９で表されるアミノ酸配列からなる重鎖可変領域及び配列番号２１で表
されるアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域；
(ii)　配列番号２３で表されるアミノ酸配列からなる重鎖可変領域及び配列番号２５で表
されるアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域；
(iii)　配列番号２７で表されるアミノ酸配列からなる重鎖可変領域及び配列番号２９で
表されるアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域；及び
(iv)　配列番号３１で表されるアミノ酸配列からなる重鎖可変領域及び配列番号３３で表
されるアミノ酸配列からなる軽鎖可変領域。
[１９]　以下の(i)～(iv)のいずれかの重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含む、イヌTARC
に結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片：
(i)　配列番号１９で表されるアミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配
列からなり、イヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号２１で表される
アミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、イヌTARCへの結合
活性を有する軽鎖可変領域；
(ii)　配列番号２３で表されるアミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配
列からなり、イヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号２５で表される
アミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、イヌTARCへの結合
活性を有する軽鎖可変領域；
(iii)　配列番号２７で表されるアミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸
配列からなり、イヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号２９で表され
るアミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、イヌTARCへの結
合活性を有する軽鎖可変領域；及び
(iv)　配列番号３１で表されるアミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配
列からなり、イヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号３３で表される
アミノ酸配列と90％以上の配列同一性を有するアミノ酸配列からなり、イヌTARCへの結合
活性を有する軽鎖可変領域。
[２０]　以下の(i)～(iv)のいずれかの重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含む、イヌTARC
に結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片：
(i)　配列番号１８で表される塩基配列からなるDNAがコードする重鎖可変領域及び配列番
号２０で表される塩基配列からなるDNAがコードする軽鎖可変領域；
(ii)　配列番号２２で表される塩基配列からなるDNAがコードする重鎖可変領域及び配列
番号２４で表される塩基配列からなるDNAがコードする軽鎖可変領域；
(iii)　配列番号２６で表される塩基配列からなるDNAがコードする重鎖可変領域及び配列
番号２８で表される塩基配列からなるDNAがコードする軽鎖可変領域；及び
(iv)　配列番号３０で表される塩基配列からなるDNAがコードする重鎖可変領域及び配列
番号３２で表される塩基配列からなるDNAがコードする軽鎖可変領域。
【００１３】
[２１]　以下の(i)～(iv)のいずれかの重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含む、イヌTARC
に結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片：
(i)　配列番号１８で表される塩基配列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコー
ドするイヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号２０で表される塩基配
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列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコードするイヌTARCへの結合活性を有する
軽鎖可変領域；
(ii)　配列番号２２で表される塩基配列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコー
ドするイヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号２４で表される塩基配
列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコードするイヌTARCへの結合活性を有する
軽鎖可変領域；
(iii)　配列番号２６で表される塩基配列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコ
ードするイヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号２８で表される塩基
配列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコードするイヌTARCへの結合活性を有す
る軽鎖可変領域；及び
(iv)　配列番号３０で表される塩基配列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコー
ドするイヌTARCへの結合活性を有する重鎖可変領域、及び配列番号３２で表される塩基配
列と90％以上の配列同一性を有する塩基配列がコードするイヌTARCへの結合活性を有する
軽鎖可変領域；
[２２]　重鎖定常領域及び軽鎖定常領域がイヌIgG抗体の定常領域である、[１８]～[２１
]のいずれかの抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌTARCに結合するその機能的断片。
[２３]　機能的断片がFab、Fab’、F(ab’)2、ジスルフィド結合Fv(dsFv)、二量体化V領
域（diabody）、一本鎖Fv（scFv）及びCDRからなる群から選択されるペプチド断片である
[１８]～[２２]のいずれかのイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体又はイヌ
TARCに結合するその機能的断片。
[２４]　配列番号１９、２３、２７又は３１で表されるアミノ酸配列からなる、抗イヌTA
RCモノクローナル抗体の重鎖可変領域であるポリペプチド。
[２５]　配列番号２１、２５、２９又は３３で表されるアミノ酸配列からなる、抗イヌTA
RCモノクローナル抗体の軽鎖可変領域であるポリペプチド。
[２６]　配列番号１８、２２、２６又は３０で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモ
ノクローナル抗体の重鎖可変領域をコードするポリヌクレオチド。
[２７]　配列番号２０、２４、２８又は３２で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモ
ノクローナル抗体の軽鎖可変領域をコードするポリヌクレオチド。
[２８]　[２４]のポリヌクレオチド、[２５]のポリヌクレオチド、又は[２６]のポリヌク
レオチドと[２７]のポリヌクレオチドを含むベクター。
[２９]　[２８]のベクターを含む細胞。
[３０](i)　配列番号１８で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の
重鎖可変領域をコードするDNAを抗体の重鎖定常領域をコードするDNAと連結し、配列番号
２０で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽鎖可変領域をコー
ドするDNAを抗体の軽鎖定常領域をコードするDNAと連結し、
(ii)　配列番号２２で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の重鎖
可変領域をコードするDNAを抗体の重鎖定常領域をコードするDNAと連結し、配列番号２４
で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽鎖可変領域をコードす
るDNAを抗体の軽鎖定常領域をコードするDNAと連結し、
(iii)　配列番号２６で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の重鎖
可変領域をコードするDNAを抗体の重鎖定常領域をコードするDNAと連結し、配列番号２８
で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽鎖可変領域をコードす
るDNAを抗体の軽鎖定常領域をコードするDNAと連結し、又は
(iv)　配列番号３０で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の重鎖
可変領域をコードするDNAを抗体の重鎖定常領域をコードするDNAと連結し、配列番号３２
で表されるDNA配列からなる、抗イヌTARCモノクローナル抗体の軽鎖可変領域をコードす
るDNAを抗体の軽鎖定常領域をコードするDNAと連結し、
得られたDNAコンストラクトを発現ベクターに挿入し、該ベクターで宿主細胞又は宿主動
物を形質転換し、該宿主細胞又は宿主動物により抗体を産生させることを含む、抗イヌTA
RCモノクローナル抗体の製造方法。
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【００１４】
[３１]　[１８]～[２３]のいずれかのイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体
又はイヌTARCに結合するその機能的断片を用いて、イヌTARCを測定する免疫学的測定方法
。
[３２]　ELISAである、[３１]の免疫学的測定方法。
[３３]　[１８]～[２３]のいずれかのイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体
又はイヌTARCに結合するその機能的断片を含む、イヌアトピー性皮膚炎の検出試薬。
[３４]　[１８]～[２３]のいずれかのイヌTARCに結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体
又はイヌTARCに結合するその機能的断片を用いてイヌから採取した血液、血清又は血漿中
のTARCを測定することを含む、イヌのアトピー性皮膚炎を検出する方法。
【００１５】
　本明細書は本願の優先権の基礎となる日本国特許出願番号2015-203123号の開示内容を
包含する。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明のイヌTARCモノクローナル抗体は、市販のTARCモノクローナル抗体がイヌTARCに
反応しないという問題を解決する。さらに、イヌTARCの濃度を変化させたときの反応性が
直線性を有するため、既に知られているTARC抗体と比較し、高感度及び高特異性でイヌTA
RCを測定することができる。従って、本発明の抗体により、また高感度のELISAを構築し
、イヌアトピー性皮膚炎の診断に有効な手段を提供することが出来る。また、本発明の抗
イヌTARCモノクローナル抗体は、イヌのアトピー性皮膚炎治療のためにも有効である。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】抗イヌTARCモノクローナル抗体のイヌTARCとの反応性を示す図である。
【図２】CT-1抗体を用いてTARCタンパク質の濃度を変化させたときの反応性を示す図であ
る。
【図３】CT-1抗体を用いて正常イヌ被験体及びアトピー性皮膚炎に罹患しているイヌ被験
体の血清中のイヌTARCを測定した結果を示す図である。
【図４】組換え抗イヌTARCモノクローナル抗体作製に用いたプライマーの配列を示す図で
ある。
【図５】組換え抗イヌTARCモノクローナル抗体の反応性をウエスタンブロットにより確認
した結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００１９】
　本発明はイヌTARCに特異的に結合するモノクローナル抗体CT-1抗体の重鎖可変領域及び
軽鎖（κ鎖）可変領域を含むイヌTARCに特異的に結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体
である。
【００２０】
　さらに、本発明は前記CT-1抗体の重鎖可変領域若しくは軽鎖（κ鎖）可変領域であるポ
リペプチド並びにそれらの可変領域をコードするポリヌクレオチドも包含する。
【００２１】
　また、本発明はイヌTARCに特異的に結合するモノクローナル抗体R1、R5、R7又はCT-3抗
体の重鎖可変領域及び軽鎖（κ鎖）可変領域を含むイヌTARCに特異的に結合する抗イヌTA
RCモノクローナル抗体である。
【００２２】
　さらに、本発明は前記R1、R5、R7又はCT-3抗体の重鎖可変領域若しくは軽鎖（κ鎖）可
変領域であるポリペプチド並びにそれらの可変領域をコードするポリヌクレオチドも包含
する。



(11) JP WO2017/065203 A1 2017.4.20

10

20

30

40

50

【００２３】
　本発明の抗体は、抗体の機能的断片又はその修飾物も包含する。例えば、抗体の機能的
断片は、抗体の断片であって抗原に特異的に結合し得る断片である。機能的断片としては
、Fab、F（ab'）2、Fv、1個のFabと完全なFcを有するFab/c、Ｈ鎖若しくはＬ鎖のFvを適
当なリンカーで連結させたシングルチェインFv（scFv）又はCDR等が挙げられる。ポリヌ
クレオチドは、DNAもRNAも包含する。
【００２４】
　CT-1抗体の重鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号１で表される塩基配列
からなり、重鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号２で表されるアミノ酸配列からなる。
また、CT-1抗体の軽鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号３で表される塩基
配列からなり、軽鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号４で表されるアミノ酸配列からな
る。
【００２５】
　R1抗体の重鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号１８で表される塩基配列
からなり、重鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号１９で表されるアミノ酸配列からなる
。また、R1抗体の軽鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号２０で表される塩
基配列からなり、軽鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号２１で表されるアミノ酸配列か
らなる。
【００２６】
　R5抗体の重鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号２２で表される塩基配列
からなり、重鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号２３で表されるアミノ酸配列からなる
。また、R5抗体の軽鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号２４で表される塩
基配列からなり、軽鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号２５で表されるアミノ酸配列か
らなる。
【００２７】
　R7抗体の重鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号２６で表される塩基配列
からなり、重鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号２７で表されるアミノ酸配列からなる
。また、R7抗体の軽鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号２８で表される塩
基配列からなり、軽鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号２９で表されるアミノ酸配列か
らなる。
【００２８】
　CT-3抗体の重鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号３０で表される塩基配
列からなり、重鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号３１で表されるアミノ酸配列からな
る。また、CT-3抗体の軽鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号３２で表され
る塩基配列からなり、軽鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号３３で表されるアミノ酸配
列からなる。
【００２９】
　重鎖可変領域は配列番号２、１９、２３、２７又は３１で表わされるアミノ酸配列から
なる重鎖可変領域のみならず、該アミノ酸配列において、１若しくは数個、例えば、１～
１０個、好ましくは１～５個、さらに好ましくは１若しくは２個、さらに好ましくは１個
のアミノ酸が欠失、置換、付加されたアミノ酸配列からなり、抗体の重鎖可変領域の活性
、すなわちイヌTARCへの結合活性を有するタンパク質からなる重鎖可変領域も含む。軽鎖
可変領域は配列番号４、２１、２５、２９又は３３で表わされるアミノ酸配列からなる軽
鎖可変領域のみならず、該アミノ酸配列において１若しくは数個、例えば、１～１０個、
好ましくは１～５個、さらに好ましくは１若しくは２個、さらに好ましくは１個のアミノ
酸が欠失、置換、付加されたアミノ酸配列からなり、抗体の軽鎖可変領域の活性、すなわ
ちイヌTARCへの結合活性を有するタンパク質からなる軽鎖可変流域も含む。
【００３０】
　このような配列番号２、１９、２３、２７若しくは３１、又は４、２１、２５、２９若
しくは３３のアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加



(12) JP WO2017/065203 A1 2017.4.20

10

20

30

40

50

されたアミノ酸配列として、配列番号２、１９、２３、２７若しくは３１、又は４、２１
、２５、２９若しくは３３のアミノ酸配列と、BLAST（Basic Local Alignment Search To
ol at the National Center for Biological Information（米国国立生物学情報センター
の基本ローカルアラインメント検索ツール））等（例えば、デフォルトすなわち初期設定
のパラメータ）を用いて計算したときに、少なくとも85％以上、好ましくは90％以上、さ
らに好ましくは95％以上、特に好ましくは97％以上の配列同一性を有しているものが挙げ
られる。
【００３１】
　このような配列番号２、１９、２３、２７若しくは３１、又は４、２１、２５、２９若
しくは３３のアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加
されたアミノ酸配列を有するタンパク質は配列番号２又は４のアミノ酸配列を有するタン
パク質と実質的に同一である。
【００３２】
　また、上記の配列番号１、１８、２２、２６若しくは３０、又は３、２０、２４、２８
若しくは３２で表される配列からなる塩基配列とBLAST（Basic Local Alignment Search 
Tool at the National Center for Biological Information（米国国立生物学情報センタ
ーの基本ローカルアラインメント検索ツール））等（例えば、デフォルトすなわち初期設
定のパラメータ）を用いて計算したときに、少なくとも85％以上、好ましくは90％以上、
さらに好ましくは95％以上、特に好ましくは97％以上の配列同一性を有している塩基配列
からなるDNAであって、抗体の重鎖可変領域又は軽鎖可変領域の活性、すなわちイヌTARC
への結合活性を有するタンパク質をコードするDNAも本発明の抗体の重鎖可変領域又は軽
鎖可変領域をコードするDNAに含まれる。
【００３３】
　また、上記の配列番号１、１８、２２、２６若しくは３０、又は３、２０、２４、２８
若しくは３２で表される配列からなるDNAと相補的な配列からなるDNAとストリンジェント
な条件下でハイブリダイズすることができるDNAであって抗体の重鎖可変領域又は軽鎖可
変領域の活性、すなわちイヌTARCへの結合活性を有するタンパク質をコードするDNAも本
発明の重鎖可変領域又は軽鎖可変領域をコードするDNAに含まれる。すなわち、DNAを固定
したフィルターを用いて、0.7～1.0MのNaCl存在下、68℃でハイブリダイゼーションを行
った後、0.1～2倍濃度のSSC溶液（1倍濃度のSSCとは150mM NaCl、15mM クエン酸ナトリウ
ムからなる）を用い、68℃で洗浄することにより同定することができる条件をいう。ある
いは、サザンブロッティング法によりニトロセルロース膜上にDNAを転写、固定後、ハイ
ブリダイゼーション緩衝液〔50％ フォルムアミド、４×SSC、50mM HEPES(pH7.0)、10×
デンハルツ（Denhardt, s）溶液、100μg/mlサケ精子DNA〕中で42℃で一晩反応させるこ
とによりハイブリッドを形成することができるDNAである。
【００３４】
　本発明のイヌTARCに特異的に結合する抗イヌTARCモノクローナル抗体の重鎖可変領域又
は軽鎖可変領域は、イヌTARCを免疫原として用いて、マウスやラットの細胞を用いて、公
知の方法により抗イヌTARC抗体産生ハイブリドーマを取得し、該ハイブリドーマから重鎖
可変領域をコードするDNA又は軽鎖可変領域をコードするDNAを単離し、該DNAを発現させ
ることにより得ることができる。
【００３５】
　免疫原として用いるイヌTARCは、例えば、前田(J. Vet. Med. Sci. 63(9):1035-1038, 
2001)らの決定した塩基配列をもとに、組換えベクターを調製し、リコンビナントイヌTAR
Cを発現させることにより製造することができる。
【００３６】
　また、前記の重鎖可変領域及び軽鎖可変領域を含むイヌTARCに特異的に結合する抗イヌ
TARCモノクローナル抗体は、上記の重鎖可変領域及び重鎖定常領域並びに上記の軽鎖可変
領域及び軽鎖定常領域とから構成される。重鎖定常領域は、３個のドメインCH1、CH2及び
CH3から構成されている。重鎖定常領域は、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA、IgE、IgM又は
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IgD定常領域であってもよいが、最も好適には、IgG1又はIgG4定常領域である。軽鎖定常
領域は、１個のドメインCLで構成されている。軽鎖定常領域は、κ又はλ定常領域である
。
【００３７】
　抗体をコードするDNAは、重鎖可変領域をコードするDNAと重鎖定常領域をコードするDN
Aを連結し、さらに軽鎖可変領域をコードするDNAと軽鎖定常領域をコードするDNAを連結
することにより重鎖をコードするDNA及び軽鎖をコードするDNAとして得られる。可変領域
の由来生物種と定常領域の由来生物種は異なっていてもよく、本発明の抗イヌTARC抗体は
、可変領域の由来生物種と定常領域の由来生物種が異なるキメラ抗体も含む。例えば、配
列番号１、１８、２２、２６又は３０で表されるDNAにコードされる重鎖可変領域及び配
列番号３、２０、２４、２８又は３２で表されるDNAにコードされる軽鎖可変領域はマウ
ス由来であるが、これをイヌ由来の抗体の定常領域をコードするDNAと連結させてマウス
由来の可変領域とイヌ由来の定常領域を含むキメラ抗体を作製することができる。
【００３８】
　本発明の重鎖可変領域又は軽鎖可変領域は、重鎖可変領域をコードするDNA又は軽鎖可
変領域をコードするDNAを発現ベクターに挿入し、発現用の宿主細胞を該ベクターを用い
て形質転換し、宿主細胞を培養することにより細胞に産生させることができる。
【００３９】
　本発明の抗イヌTARCモノクローナル抗体は、上記の重鎖をコードするDNA及び軽鎖をコ
ードするDNAを発現ベクターに挿入し、該ベクターを用いて宿主細胞を形質転換し、該宿
主細胞を培養して産生させることができる。この際、上記の重鎖をコードするDNA及び軽
鎖をコードするDNAを同じ発現ベクターに挿入し、該ベクターを用いて宿主細胞を形質転
換してもよいし、重鎖をコードするDNAと軽鎖をコードするDNAを別々のベクターに挿入し
、２つのベクターを用いて宿主細胞を形質転換してもよい。この際、特定のアイソタイプ
の重鎖定常領域及び軽鎖定常領域をコードするDNAを予め挿入したベクターに重鎖可変領
域及び軽鎖可変領域をコードするDNAを挿入してもよい。また、該ベクターは宿主細胞か
らの抗体の分泌を促進するシグナルペプチドをコードするDNAを含んでいてもよい、この
場合、シグナルペプチドをコードするDNAと抗体をコードするDNAをインフレームで連結す
るようにする。抗体が産生された後にシグナルペプチドを除去し、抗体を成熟タンパク質
として得ることができる。
【００４０】
　この際、重鎖可変領域をコードするDNA、軽鎖可変領域をコードするDNA、重鎖可変領域
をコードするDNAと重鎖定常領域をコードするDNAを連結したDNA、軽鎖可変領域をコード
するDNAと軽鎖定常領域をコードするDNAを連結したDNAをプロモータ、エンハンサー、ポ
リアデニル化シグナル等のエレメントと機能的に連結してもよい。ここで機能的に連結と
は、エレメントがその機能を果たすように連結することをいう。
【００４１】
　プロモータ及びエンハンサーとしては、サイトメガロウイルス（CMV)、シミアンウイル
ス40(SV40）、アデノウイルス由来のプロモータ及びエンハンサーを用いることができる
。
【００４２】
　本発明の遺伝子を挿入するためのベクターは、動物細胞、細菌、酵母等の宿主中で複製
可能なものであれば特に限定されず、例えば、プラスミド、ファージ等が挙げられる。発
現ベクターの構築に用いられるベクターとしては、公知のものを用いることができる。例
えば、Flexi（登録商標）ベクター（プロメガ社）、pUC19、pTV118 N (宝酒造社製)、pUE
X2（アマシャム社製）、pGEX-4T、pKK233-2(ファルマシア社製)、pMAM-neo（クロンテッ
ク社製）等が挙げられる。
【００４３】
　発現ベクターは公知の方法で宿主細胞に導入し、宿主細胞を形質転換することができる
。例えば、エレクトロポレーション法、リン酸カルシウム沈殿法、DEAE－デキストラント
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ランスフェクション法等がある。
【００４４】
　宿主細胞としては、大腸菌、枯草菌等の原核細胞も酵母、動物細胞等の真核細胞も用い
ることができるが、真核細胞を用いることが好ましい。動物細胞としては、ヒト胎児腎細
胞株であるHEK293細胞、チャイニーズ・ハムスター・卵巣（CHO）細胞、カイコ等の鱗翅
目昆虫細胞であるSf 21細胞、Sf 9細胞やTN5細胞、サルCOS細胞、マウス線維芽細胞等が
挙げられ、酵母としてはサッカロマイセス・セレビィシエ等が挙げられる。また、本発明
の可変領域又は抗体は、カイコ虫体等の動物体を用いて産生することもできる。カイコ虫
体を用いての産生は公知の方法により行うことができる。
【００４５】
　発現、産生された抗体の精製は、通常のタンパク質で使用されている分離、精製方法を
使用すればよい。例えば、アフィニティークロマトグラフィー、その他のクロマトグラフ
ィー、フィルター、限外濾過、塩析、透析等を適宜選択、組み合わせることにより、抗体
を分離、精製することができる（Antibodies A Laboratory Manual. Ed Harlow, David L
ane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988）。また、抗イヌTARC抗体をアフィニティー
タグ付きの状態で製造した後、アフィニティータグを利用したアフィニティークロマトグ
ラフィーにより精製することもできる。アフィニティータグ配列としては、例えば、２～
１２個、好ましくは４個以上、さらに好ましくは４～７個、さらに好ましくは５個若しく
は６個のヒスチジンからなるポリヒスチジン配列が挙げられる。この場合、ニッケルをリ
ガンドとしたニッケルキレートカラムクロマトグラフィーを利用することにより合成タン
パク質を精製することができる。また、ポリヒスチジンに対する抗体をリガンドとして固
定化したカラムを用いたアフィニティークロマトグラフィーによっても精製することがで
きる。その他、ヒスチジンを含む配列からなるHATタグ、HNタグ等も用いることができる
。さらに、他のアフィニティータグとして、V5タグ、Xpressタグ、AU1タグ、T7タグ、VSV
-Gタグ、DDDDKタグ、Sタグ、CruzTag09、CruzTag22、CruzTag41、Glu-Gluタグ、Ha.11タ
グ、KT3タグ等がある。本発明は、これらのタグが結合した抗イヌTARC抗体も包含する。
【００４６】
　本発明のイヌTARCモノクローナル抗体は、イヌのアトピー性皮膚炎の検出及びイヌのア
トピー性皮膚炎の治療の両方に用いることができるが、治療剤として用いる場合は、イヌ
の体内に投与した場合に免疫反応を惹起しないものが望ましい。このような抗体として、
抗体の定常領域としてイヌの定常領域を含むキメラ抗体、定常領域と超可変領域を除く全
ての可変領域をイヌの配列に置き換えたイヌ化抗体等が挙げられる。
【００４７】
　本発明の抗イヌTARCモノクローナル抗体は、イヌのアトピー性皮膚炎の診断に用いるこ
とができる。すなわち、本発明の抗イヌTARCモノクローナル抗体を用いてイヌ生体試料中
のTARCを免疫学的に検出することによりアトピー性皮膚炎を検出することができる。イヌ
TARCの検出は、イムノブロット法、酵素免疫測定法（EIA、ELISA）、放射線免疫測定法（
RIA）、蛍光抗体法、凝集反応を利用した方法、イムノクロマトグラフィー法等の当業者
に知られた免疫学的測定方法により行うことができる。ここで、イヌ生体試料とは、血清
、血漿、尿、髄液、病変部組織等の体液又は組織をいう。
【００４８】
　例えば、酵素免疫測定法（EIA）においては、抗イヌTARCモノクローナル抗体をマイク
ロプレート、樹脂ビーズ、磁性化ビーズ等の担体に物理吸着や化学結合により固相化する
。固相化量は、特に限定されないが担体がマイクロプレートの場合、1ウェル当たり数ng
から数十μgが望ましい。固相化は固相化すべき抗体を適切な緩衝液に溶解し、担体と接
触させることにより行うことができる。例えば、マイクロタイターウェルを用いる場合、
適当な濃度に調製した抗体溶液をマイクロタイタープレートのウェルに分注し一定時間置
くことにより固相化することができる。抗体を固相化した後は、アッセイ中の非特異的結
合を防ぐためにウシ血清アルブミン、ヒト血清アルブミン、ウサギ血清アルブミン、卵白
アルブミン等を含んだブロッキング溶液を用いてブロッキングを行うのが好ましい。次い
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で、固相化担体と試料を反応させ、洗浄後、標識抗イヌTARC抗体を反応させる。標識はβ
－D－ガラクトシダーゼ、ペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼやグルコースオ
キシダーゼ等の酵素を用いて行うことができる。例えば、ELISA（Enzyme-Linked ImmunoS
orbent Assay)においては、多数のウエル（例えば、96ウェル）を有するマイクロタイタ
ープレートに抗体を固相化させ、ウェル中で抗原抗体反応を行わせることにより一度に大
量測定が可能になる。また用いる抗体及び試料の使用量を非常に少なくすることも可能で
ある。さらに、全自動EIA測定装置などの自動測定機器を用いることも可能になる。
【００４９】
　アトピー性皮膚炎に罹患しているイヌ被験体においては、血中TARC濃度が増加する。イ
ヌ被験体から採取した生体試料中のイヌTARCをin vitroで測定し、正常イヌ個体に比較し
て生体試料中のTARC濃度が有意に増加している場合、該イヌ被験体はアトピー性皮膚炎に
罹患していると診断することができる。さらに、イヌ被験体から採取した生体試料中のTA
RCを測定することにより、アトピー性皮膚炎に罹患するリスクを評価することができる。
イヌ被験体から採取した生体試料中のTARCをin vitroで測定し、正常イヌ個体に比較して
TARC濃度が有意に増加している場合、該イヌ被験体はアトピー性皮膚炎に罹患するリスク
が高いと評価することができる。すなわち、イヌ被験体の生体試料中のTARCを測定するこ
とにより、アトピー性皮膚炎に罹患するリスクの高いイヌ被験体をスクリーニングし、適
切な処置を施すことが可能になる。
【００５０】
　この際、あらかじめ正常イヌ個体から採取した血中のTARC濃度を測定しておき、測定値
からカットオフ値を定め、イヌ被験体の生体試料中のTARC濃度をカットオフ値と比較して
診断することもできる。
【００５１】
　本発明は、イヌ生体試料中のイヌTARCの検出を可能にするキットの提供をも目的とする
が、該キットは少なくとも抗イヌTARCモノクローナル抗体を含む。該キットが酵素免疫測
定法に基づく場合は、抗体を固相化した担体を含んでいてもよく、抗体があらかじめ担体
に結合していてもよい。また、該キットは適宜、ブロッキング溶液、反応溶液、反応停止
液、試料を処理するための試薬等を含んでいてもよい。
【００５２】
　本発明の抗TARCモノクローナル抗体をイヌアトピー性皮膚炎の治療に用いることも可能
である。
【００５３】
　本発明の抗体を含む製剤の投与形態は限定されず、経口、非経口、経粘膜（例えば舌下
又は口腔投与）、局所、経皮、直腸、吸入（例えば鼻又は肺奥吸入）等により投与するこ
とができる。非経口投与として、静脈内、皮下、筋肉内注射等が挙げられる。局所又は経
皮製剤は粉末、エマルジョン、懸濁液、スプレー、クリーム、軟膏、ローション及びペー
スト等の形態で用いられ、又は薬用膏薬、パッチ又は膜の形で用いられる。さらにシャン
プー、リンスに本発明の抗体を含有させてもよい。治療に用いるに必要な本発明の抗体の
量は、治療する病状の性質、被験体の年齢と状態で変わり、最終的には担当獣医が決める
ことができる。例えば、軟膏等の局所適用形態では、抗体を、例えば0.1～99％の濃度で
含有し、１日あたり0.05～２mgの抗体を投与すればよい。所定の投与量は１回の投与で与
えてもよいし、１日当たり２回、３回、４回又はそれ以上の分割投与の適当な間隔で与え
てもよい。
【００５４】
　本発明は、抗イヌTARCモノクローナル抗体を有効成分として含む、イヌのアトピー性皮
膚炎治療剤も包含し、さらに、抗イヌTARCモノクローナル抗体をイヌに投与することを含
むイヌのアトピー性皮膚炎の治療法も包含する。さらにイヌTARCを分子標的とした治療剤
も本発明の範囲に含まれる。
【実施例】
【００５５】
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　本発明を以下の実施例によって具体的に説明するが、本発明はこれらの実施例によって
限定されるものではない。
【００５６】
実施例１　大腸菌による抗原用組換えイヌTARCタンパク質の作出
　前田ら(J. Vet. Med. Sci. 63(9):1035-1038, 2001)が論文中で報告しているイヌTARC
のタンパク質翻訳領域を全長を含むプラスミドDNAを鋳型とし、PCR法によりイヌTARCタン
パクをコードするDNA断片を調製した。DNA断片を大腸菌発現ベクターであるpGEX4T-1（Am
ersham Bioscience社）に連結した。大腸菌の形質転換を行い、イヌTARC遺伝子が含まれ
る大腸菌クローンを選択しプラスミドDNAを精製した。得られたプラスミドDNAを大腸菌BL
21株（TaKaRa社）に形質転換した。形質転換された大腸菌をLB培地（50μg/mLアンピシリ
ン含）で培養し、培養液に100mM IPTGを添加して発現を誘導し、37℃でさらに３時間培養
した。培養液を遠心管に移し、４℃で6,000rpm、10分間遠心して集菌した。
【００５７】
　上清を除去し、沈殿を氷冷しておいたソニケーションバッファー（50mM Tris-HCl、50m
M NaCl、１mM EDTA、１mM DTT；pH8.0）に懸濁し、超音波処理を行い、大腸菌を破壊した
。冷却しておいた10% Triton X-100を終濃度１％になるように添加し、４℃で18,000rpm
、30分間遠心した。上清をグルタチオンセファロース4Bカラム(Amersham Bioscience社)
及び、ゲル濾過カラムSuperrose12HR10/30（Amersham Bioscience社）を用いたFPLCファ
ルマシアFPLCシステムを用い、抗原として使用するイヌTARCタンパク質を精製した。
【００５８】
実施例２　ハイブリドーマの作製と選別
　実施例１で得た精製イヌTARCを100μg/100μLの濃度に精製水に溶解し、この溶液を2 
週おきにBALB/cマウスの腹腔内に投与し免疫を行った。初回及び２回目の免疫においては
等容量のフロイントコンプリートアジュバントとのエマルジョンを投与した。最終の免疫
から３日目に脾臓を摘出し、Ｂリンパ球を分離し、マウスミエローマ細胞とをKoehlerとM
ilsteinらの方法(Koehler, G., et al. Nature vol. 256, 495-497, 1975) に従って細胞
融合させた。ついで融合細胞を選択するためにHAT 培地で培養することによりセレクショ
ンを行った。
【００５９】
　次にセレクションした細胞の中から特異性の高い抗イヌTARC抗体を産生しているハイブ
リドーマを、ソリッドフェーズELISAと還元処理後のウエスタンブロッティングの組合せ
により選抜し取得した。
【００６０】
　即ち、固相抗原（イヌTARC）にハイブリドーマの培養液を直接反応させ、反応性を確認
する通常のソリッドフェーズELISAで陽性となり、かつ、還元処理後のウエスタンブロッ
ティングにおいて陽性を示すようなハイブリドーマを選択した。
【００６１】
　実施例１で得た精製イヌTARC 100μｌ（10μg/ml 0.1 M NaHCO3）を96ウェルイムノプ
レート(Nunc社) に添加し、室温で一夜固相化した。固相化後、それぞれのウェルを１％B
SA-PBS100μLで、37℃、１時間ブロックした。ウェルを0.05％ Tween 20を含むPBS(洗浄
バッファー)で３回洗浄した後、各ハイブリドーマの培養液について、その50μｌずつを
それぞれイヌTARCを固相化したウェルに添加し37℃で１時間インキュベートした。１時間
の反応後、各ウェルを洗浄バッファーで５回洗浄した。イヌTARCに結合した抗体（マウス
IgG）を検出するために、パーオキシダーゼ(POD)標識されたヤギ抗マウスIgG（γ）ポリ
クローナル抗体(Zymet社)を１％BSA-PBSで2000倍に希釈し、その50μLを96-ウェルイムノ
プレートの各ウェルに添加し、37℃で１時間反応させた。各ウェルを洗浄バッファーで５
回洗浄後、酵素基質溶液(ABTS液)50μLを各ウェルに添加、37℃、10分間反応させた。酵
素反応は各ウェルに50μLの0.32％フッ化ナトリウム溶液を添加して停止させた。各ウェ
ルの414nmの吸光度をイムノリーダー（BioRad社）で測定した。ソリッドフェーズELISAを
各ハイブリドーマに対して行うことで、ハイブリドーマを選択した。得られたハイブリド
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ーマについて３回クローニングを行い、８クローンのハイブリドーマを樹立した。
【００６２】
実施例３　抗イヌTARCモノクローナル抗体CT-1の検定
　８クローンのハイブリドーマのうち、CT-1、CT-2、CT-F及びCT-Gの産生するモノクロー
ナル抗体（それぞれ、CT-1抗体、CT-2抗体、CT-F抗体及びCT-G抗体とする）についてELIS
AにてイヌTARCとの反応性を検定した。
【００６３】
　上記モノクローナル抗体をBlock Aceを用いて37℃、1.5時間ブロッキングしたマイクロ
プレートのウェルに固相化し、実施例１で作製した組換えイヌTARCタンパク質を添加し37
℃で1.5時間反応させ抗体に結合させた。プレートを洗浄後１次抗体としてウサギ抗イヌT
ARCポリクローナル抗体を添加し37℃で1.5時間反応させ、さらにプレートを洗浄し、二次
抗体としてHRP標識抗ウサギIgGを添加し、37℃で1.5時間反応させた。基質を添加し、各
ウェルの発色を測定した。
【００６４】
　図１に各モノクローナル抗体の反応性を示す。図１にはTARCを添加した場合の結果とTA
RCを添加しない場合の結果を示す。
【００６５】
　図１の結果は、CT-F抗体及びCT-G抗体の反応性が高いことを示す。しかしながら、添加
するTARCタンパク質の濃度を変化させたときの直線性はCT-1抗体が優れていた。図２にCT
-1抗体を用いてTARCタンパク質の濃度を変化させたときの反応性を示す。図２に示すよう
にR2=0.9968であり直線性は良好であった。
【００６６】
実施例４　CT-1抗体を用いたイヌ被験体血清中のTARCタンパク質の測定
　正常イヌ９頭、アトピー性皮膚炎に罹患しているイヌ９頭及び人為的にアレルゲンで感
作したイヌ９頭より血液を採取し、血清中のTARCタンパク質濃度を測定した。感作は、De
rf2アレルゲンを水酸化アルミニウムゲルと混合して2～3回皮下投与することにより行い
、その後、血清中のanti-derf2 IgEの上昇によって感作の成立を確認した。
【００６７】
　結果を図３に示す。図３の結果は、CT-1抗体を用いた場合、イヌアトピー性皮膚炎を高
感度で検出できることを示している。
【００６８】
実施例５　CT-1抗体の可変領域の塩基配列の決定
　CT-1抗体を産生するハイブリドーマより抗体の可変領域をコードするDNAを単離し、塩
基配列の決定を行った。
【００６９】
　すなわち、ハイブリドーマからトータルRNAを調製し、トータルRNAを鋳型にSMARTer（
商標）RACE cDNA Amplification Kit(TaKaRa Code Z4923N)と、ラット抗体（IgG）H鎖（
重鎖）定常領域に特異的なプライマーを用いて、RT反応を行った。得られたcDNAを鋳型に
、H鎖定常領域に特異的なプライマーによりRACE PCR反応を行った。得られたPCR産物を精
製し、プラスミドベクターにクローニングした後、ランダムピックした48クローンについ
て塩基配列解析を行った。同様にハイブリドーマから調製したトータルRNAを鋳型にL鎖（
軽鎖）についても解析を行った。
【００７０】
　用いたプライマーは以下のとおりであった。
H-RT1：TCCAKAGTTCCA（配列番号５）
H-PCR-NA：GGGAARTARCCCTTGACCAGGCA（配列番号６）
H-PCR-N2：GGGAARTAGCCTTTGACAAGGCA（配列番号７）
L-RT1：GCTGTCCTGATC（配列番号８）
L-PCR：CACTGCCATCAATCTTCCACTTGACA（配列番号９）
　H-PCR-N1プライマーとH-PCR-N2プライマーは１：１に混合し、H-PCRプライマーとして
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用いた。
【００７１】
　重鎖可変領域の塩基配列を配列番号１に示し、軽鎖（κ鎖）可変領域の塩基配列を配列
番号３に示す。また、重鎖可変領域のアミノ酸配列を配列番号２に示し、κ鎖可変領域の
アミノ酸配列を配列番号４に示す。
【００７２】
実施例６　リコンビナントCT-1モノクローナル抗体の作製
　イヌイムノグロブリンH鎖定常領域の3'末端側にNotI酵素サイトを付加した遺伝子を、K
OD-Plus(東洋紡)を用いて製品添付プロトコールに従い、プライマー(1（配列番号１０）,
 2（配列番号１１）)（図４）を用いて増幅した(IgG-C)。また同様にイヌイムノグロブリ
ンL鎖定常領域の3'末端側にMluI遺伝子を付加した遺伝子をプライマー(3（配列番号１２
）, 4（配列番号１３）)(図４）を用いて増幅した(IgG-kappa)。
【００７３】
　同様の方法でCT-1モノクローナル抗体のH鎖V領域を、5'末端にSalI酵素サイトを、3'末
端にIgG-Cの5'末端側の配列と1部重複する配列を持つようにプライマー(5（配列番号１４
）, 6（配列番号１５）)（図４）を用いて増幅した(CT1-mouseVH)。このCT1-mouseVHと上
記のIgG-Cの混合物を鋳型として、プライマー(2（配列番号１１）, 5（配列番号１４）)
（図４）を用いてオーバーラップPCRを行うことによってマウスイムノグロブリンH鎖可変
領域とイヌイムノグロブリンH鎖定常領域を結合させ、CT-1モノクローナル抗体のH鎖をコ
ードするキメラ遺伝子を得た(CT1-mouseVH-canineCH)。
【００７４】
　同様にCT-1モノクローナル抗体のL鎖V領域を5'末端にXhoI酵素サイトを、3'末端側にIg
G-kappaの5'末端と1部重複する配列を持つようにプライマー(7（配列番号１６）, 8（配
列番号１７）)(図４）を用いて増幅した(CT1-mouseVL)。このCT1-mouseVLと上記のIgG-ka
ppaの混合物を鋳型として、プライマー(4, 7)(図４）を用いてオーバーラップPCRを行う
ことによってマウスイムノグロブリンL鎖可変領域とイヌイムノグロブリンL鎖定常領域を
結合させ、CT-1モノクローナル抗体のL鎖キメラ遺伝子を得た(CT1-mouseVL-canineCL)。
【００７５】
　CT1-mouseVH-canineCH遺伝子及びCT1-mouseVL-canineCL遺伝子を、それぞれに付加した
制限酵素配列を利用してpIRES Vector(Clontech)へサブクローニングしてキメラ抗体発現
用プラスミドpIRES-chimeric CT-1を作製した。このpIRES-chimeric CT-1をLipofectamin
e200(invitrogen)を用いてHEK293細胞へ導入し、培養上清からキメラ型抗CT-1モノクロー
ナル抗体を得た。結果を図５に示す。図５（２）が組換えキメラCT-1抗体である。
【００７６】
実施例７　抗イヌTARK抗体であるR1抗体、R5抗体、R7抗体及びCT-3抗体の作製
　CT-3抗体と同様の方法により、R1抗体、R5抗体、R7抗体及びCT-3抗体を得て、配列決定
を行った。
【００７７】
　R1抗体の重鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号１８で表される塩基配列
からなり、重鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号１９で表されるアミノ酸配列からなる
。また、R1抗体の軽鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号２０で表される塩
基配列からなり、軽鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号２１で表されるアミノ酸配列か
らなる。
【００７８】
　R5抗体の重鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号２２で表される塩基配列
からなり、重鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号２３で表されるアミノ酸配列からなる
。また、R5抗体の軽鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号２４で表される塩
基配列からなり、軽鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号２５で表されるアミノ酸配列か
らなる。
【００７９】
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　R7抗体の重鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号２６で表される塩基配列
からなり、重鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号２７で表されるアミノ酸配列からなる
。また、R7抗体の軽鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号２８で表される塩
基配列からなり、軽鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号２９で表されるアミノ酸配列か
らなる。
【００８０】
　CT-3抗体の重鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号３０で表される塩基配
列からなり、重鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号３１で表されるアミノ酸配列からな
る。また、CT-3抗体の軽鎖可変領域をコードするDNAの塩基配列は配列番号３２で表され
る塩基配列からなり、軽鎖可変領域のアミノ酸配列は配列番号３３で表されるアミノ酸配
列からなる。
【産業上の利用可能性】
【００８１】
　本発明の抗イヌTARC抗体をイヌアトピー性皮膚炎の診断及び治療に用いることができる
。
【００８２】
　本明細書で引用した全ての刊行物、特許及び特許出願はそのまま引用により本明細書に
組み入れられるものとする。
【配列表フリーテキスト】
【００８３】
配列番号５～１７　プライマー

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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【国際調査報告】
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