
(57)【要約】
　本発明は、 C5及び C5aとは結合するが、 C5の活性化を阻害せず、 C5bの形成を防止せず又
は C5bの活性を阻害しない阻害剤に関する。このような阻害剤の一例は、ヒト C5及び C5a上
の共通のエピトープに結合する、 MAb137-26と命名されたモノクローナル抗体である。こ
れらの阻害剤分子は、過度の若しくは制御されていない C5aの生産を伴う疾患及び症状の
治療用いることができる。これらの阻害剤分子はまた、 C5又は C5aの存在／不存在の診断
的検出又は定量に有用である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 C5及 び C5aと は 結 合 す る が 、 C5の 活 性 化 を 阻 害 せ ず 、 C5bの 形 成 を 防 止 せ ず 又 は C5bの 活
性 を 阻 害 し な い 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
　 分 子 が 、 C5と 同 等 又 は そ れ よ り も 高 い 親 和 性 で 遊 離 の C5aに 結 合 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の
阻 害 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
　 分 子 が C5aの C5aRへ の 結 合 を 阻 害 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 137-26と 同 じ C5の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ５ 】
　 阻 害 剤 が 抗 体 又 は そ の 断 片 で あ る 請 求 項 １ 又 は ４ 記 載 の 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
　 分 子 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ５ 記 載 の 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
　 阻 害 剤 が 、 Fab、 F(ab') 2 、 Fv及 び 単 鎖 Fvか ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 抗 体 断 片 で あ る 請 求 項
５ 記 載 の 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ８ 】
　 抗 体 が キ メ ラ 性 、 deimmunized、 ヒ ト 化 又 は ヒ ト 抗 体 で あ る 請 求 項 ６ 記 載 の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ATCCに PTA-3650の 受 託 番 号 で 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 生 産 さ れ る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 137-26。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ９ 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ セ ル ラ イ ン 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ 又 は ４ 記 載 の 阻 害 剤 と 、 薬 理 学 的 に 許 容 で き る 担 体 、 賦 形 剤 、 安 定 剤 又 は 希 釈
剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ 又 は ４ 記 載 の 阻 害 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 C5aの 活 性 の 阻 害 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 C5aの 阻 害 が in vitroで 測 定 さ れ る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 生 体 内 又 は 生 体 外 で 請 求 項 １ 又 は ４ 記 載 の 阻 害 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 C5aの 過 剰 又
は 制 御 さ れ な い 生 産 に よ り 媒 介 さ れ る 疾 患 又 は 状 態 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 阻 害 剤 分 子 が 、 静 脈 内 注 入 、 静 脈 内 大 量 注 射 、 腹 腔 内 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 経 鼻 、 気
管 内 、 脊 髄 内 、 頭 内 又 は 経 口 投 与 さ れ る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ 又 は ４ 記 載 の 阻 害 剤 分 子 で 、 試 料 中 に 存 在 す る C5又 は C5aの 量 を 検 出 す る こ と
を 含 む 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 阻 害 剤 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 137-26で あ る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 診 断 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 C5b及 び C5b-9膜 攻 撃 複 合 体 (MAC)の 形 成 を 阻 害 す る こ と な く 補 体 C5及 び C5aに
結 合 す る 、 炎 症 阻 害 剤 に 関 す る 。
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【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 補 体 系 は 、 免 疫 複 合 物 の ク リ ア ラ ン ス 並 び に 感 染 物 、 外 来 抗 原 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 及 び
主 要 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た す 。 し か し な が ら 、 補 体 系 が 不 適
切 又 は 過 度 に 活 性 化 さ れ る と 、 炎 症 及 び そ の 結 果 の 組 織 破 壊 に 起 因 す る 、 有 害 な 、 生 命 に
危 険 を 及 ぼ す 可 能 性 さ え あ る 結 果 が 引 き 起 こ さ れ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク
、 心 筋 及 び 腸 虚 血 ／ 再 潅 流 傷 害 、 移 植 片 拒 絶 、 臓 器 不 全 、 腎 炎 、 病 的 炎 症 及 び 自 己 免 疫 疾
患 を 包 含 す る 種 々 の 不 全 と し て 臨 床 的 に 発 現 さ れ る 。 例 え ば 、 敗 血 症 は 、 米 国 だ け で 毎 年
２ ０ 万 人 を 超 え る 人 々 が 死 亡 し て い る 、 主 な 死 因 で あ る 。 重 大 な 感 染 症 の 治 療 が 過 去 数 年
間 で 大 い に 進 歩 し た が 、 敗 血 症 の 発 生 及 び 死 亡 率 は 引 き 続 き 上 昇 し て い る 。 従 っ て 、 補 体
カ ス ケ ー ド の 過 度 又 は 制 御 で き な い 活 性 化 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 こ れ ら の 疾 患 及 び 状 態
の 患 者 に 臨 床 的 な 利 益 を 与 え 得 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 補 体 系 は 、 不 活 性 な 状 態 で 普 通 に 血 清 中 に 存 在 す る 一 群 の タ ン パ ク 質 か ら 成 る 。 補 体 系
の 活 性 化 は 、 古 典 経 路 及 び 代 替 経 路 と 呼 ば れ る 、 主 と し て ２ つ の 異 な る 経 路 を 包 含 す る (V
.M. Holers, In Clinical Immunology: Principles and Practice, ed. R.R. Rich, Mosb
y Press; 1996, 363-391)。 古 典 経 路 は 、 カ ル シ ウ ム ／ マ グ ネ シ ウ ム 依 存 性 カ ス ケ ー ド で
あ り 、 通 常 、 抗 原 抗 体 複 合 物 の 形 成 に よ り 活 性 化 さ れ る 。 そ れ は ま た 、 リ ガ ン ド と 複 合 化
し た Ｃ 反 応 性 タ ン パ ク に よ る 結 合 、 及 び 、 グ ラ ム 陰 性 最 近 を 包 含 す る 多 く の 病 原 体 に よ っ
て も 、 抗 体 非 依 存 的 に 活 性 化 し 得 る 。 代 替 経 路 は 、 あ る 感 受 性 表 面 （ 例 え ば 、 酵 母 及 び 細
菌 の 細 胞 壁 多 糖 類 、 並 び に あ る 生 体 高 分 子 材 料 ） 上 へ の Ｃ ３ の 沈 着 及 び 活 性 化 に よ り 活 性
化 さ れ る マ グ ネ シ ウ ム 依 存 性 カ ス ケ ー ド で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 近 の 研 究 に よ り 、 補 体 は ま た 、 レ ク チ ン 経 路 に よ っ て も 活 性 化 さ れ 得 る こ と が 示 さ れ
た 。 レ ク チ ン 経 路 は 、 最 初 の マ ン ノ ー ス 結 合 性 レ ク チ ン の 結 合 及 び そ れ に 続 く Ｃ ２ 及 び Ｃ
４ の 活 性 化 を 包 含 し 、 こ れ ら は 古 典 経 路 に 共 通 す る (Matsushita, M. et al., J. Exp. Me
d. 176:1497-1502 (1992); Suankratay, C. et al., J. Immunol. 160: 3006-3013 (1998
))。 蓄 積 さ れ た 証 拠 は 、 代 替 経 路 は 、 古 典 経 路 及 び レ ク チ ン 経 路 の 両 者 の 活 性 の 増 幅 に 関
与 し て い る こ と を 示 し て い る (Suankratay, C., ibid; Farries, T.C. et al., Mol. Immu
nol. 27:1155-1161(1990))。 補 体 経 路 の 活 性 化 に よ り 、 補 体 タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性
な 断 片 、 例 え ば 、 C3a, C4a及 び C5aア ナ フ ィ ラ ト キ シ ン 及 び C5b-9膜 攻 撃 複 合 物 (MAC)を 生
成 し 、 こ れ ら は 白 血 球 走 化 性 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 、 血 小 板 、 マ ス ト 細 胞 及 び 内 皮 細
胞 の 活 性 化 、 血 管 透 過 性 の 増 大 、 細 胞 溶 解 及 び 組 織 傷 害 を 介 す る 炎 症 応 答 を 媒 介 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 補 体 C5aは 、 補 体 経 路 の 最 も 能 力 の 高 い 前 炎 症 メ デ ィ エ ー タ ー の １ つ で あ る 。 C5aは C5か
ら 活 性 化 さ れ る 。 補 体 C5(分 子 量 190 kD)は 、 ヒ ト 血 清 中 に 約 80μ g/mlの 濃 度 で 存 在 す る (K
ohler, P.F. et al., J. lmmunol. 99:1211-1216 (1967))。 そ れ は 、 分 子 量 が そ れ ぞ れ 約
115 kD及 び 75 kDで あ る ２ 本 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 α 及 び β か ら 成 る (Tack, B.F. et al., Bio
chemistry 18: 1490-1497 (1979))。 C5は 、 単 鎖 の 前 駆 分 子 と し て 生 合 成 さ れ 、 プ ロ セ ッ
シ ン グ 及 び 分 泌 の 間 に 酵 素 的 に 切 断 さ れ て 二 本 鎖 構 造 に な る 。 切 断 後 、 ２ 本 の 鎖 は 少 な く
と も １ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 及 び 非 共 有 結 合 的 相 互 作 用 に よ り 結 合 さ れ る (Ooi, Y.M. et 
al., J. lmmunol. 124: 2494-2498(1980)).
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ヒ ト 及 び マ ウ ス C5の 一 次 ア ミ ノ 酸 構 造 は 、 cDNA配 列 デ ー タ か ら 得 ら れ た (Wetsel, R.A. 
et al., Biochemistry 27: 1474-1482 (1988); Haviland, D.L. et al., J. Immunol.146
: 362368 (1991); Wetsel, R.A. et al, Biochemistry 26: 737-743 (1987))。 前 駆 ヒ ト
プ レ － プ ロ － C5の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 1676ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。 成 熟 C5の α 鎖 及 び β 鎖 は
、 そ れ ぞ れ ９ ９ ９ 個 及 び ６ ５ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。 C5は 、 C5α 鎖 、 特 に 第 ６ ４ 番 目 の
残 基 の ア ス パ ラ ギ ン が グ リ コ シ ル 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 Ｃ ５ は 、 補 体 経 路 の 活 性 化 の 間 に C5a及 び C5b断 片 に 切 断 さ れ る 。 Ｃ ５ 活 性 化 を 担 う コ ン
バ タ ー ゼ 酵 素 は 、 古 典 経 路 に つ い て は C4b, C2a及 び C3bの マ ル チ サ ブ ユ ニ ッ ト 複 合 物 で あ
り 、 代 替 経 路 に つ い て は (C3b) 2 、 Bb及 び Pの マ ル チ サ ブ ユ ニ ッ ト 複 合 物 で あ る (Goldlust, 
M.B. et al., J. Immunol. 113: 998-1007 (1974); Schreiber, R. D. et al, Proc. Nat
l. Acad. Sci. 75: 3948-3952 (1978))。 Ｃ ５ は 、 α 鎖 の 部 位 74-75 (Arg-Leu)で 切 断 さ れ
る こ と に よ り 活 性 化 さ れ る 。 活 性 化 後 、 α 鎖 の Ｎ 末 端 か ら ７ ４ ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 、 11.2 k
Dの ペ プ チ ド で あ る C5aが 放 出 さ れ る 。 こ の C5aペ プ チ ド は 、 C3aに よ り 示 さ れ る ア ナ フ ィ ラ
ト キ シ ン 性 と 共 通 す る 性 質 を 有 す る が 、 炎 症 反 応 を 誘 起 す る モ ル 当 り の 能 力 は 、 C3aの １
０ ０ 倍 高 い 。 C5a及 び C3aの 両 方 と も 、 好 中 球 及 び 単 球 の 強 い 刺 激 物 質 で あ る (Schindler, 
R. et al., Blood 76:1631-1638 (1990); Haeffner-Cavaillon, N. et al., J. lmmunol.
 138: 794-700 (1987); Cavaillon, J.M. et al., Eur. J. lmmunol. 20: 253-257 (1990
))。 さ ら に 、 C3aレ セ プ タ ー は 、 最 近 、 マ ウ ス モ デ ル に お い て 、 エ ン ド ト キ シ ン 誘 起 シ ョ
ッ ク に 対 す る 防 護 の た め に 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ た (Kildsgaard, J. et al., J. lmmun
ol. 165: 5406-5409 (2000))。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 C5aは 、 ア ナ フ ィ ラ ト キ シ ン 性 に 加 え 、 好 中 球 (Ward, P.A. et al., J. lmmunol. 102: 
93-99 (1969))、 好 酸 球 (Kay, A.B. et al., lmmunol. 24: 969-976 (1973))、 好 塩 基 球 (L
eft-Brown, M.A. et al., J. lmmunol. 117: 246-252 1976))及 び 単 球 (Snyderman, R. et
 al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 138: 387-390 1971))の 走 化 性 遊 走 を 誘 起 す る 。 C5a
の 活 性 は 、 C5aの Ｃ 末 端 の ア ル ギ ニ ン を 除 去 し て C5a des Arg誘 導 体 を 生 成 す る 血 漿 酵 素 カ
ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ N(E.C. 3.4.12.7)に よ り 制 御 さ れ る (Goetzl, E.J. et al., J. Cli
n. Invest. 53: 591-599 (1974))。 モ ル 当 り で は 、 ヒ ト C5a des Argの ア ナ フ ィ ラ キ シ ー
活 性 (Gerard, C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 78: 1833-1837 (1981))及 び 多 形 核 走
化 活 性 は 、 非 修 飾 C5aの わ ず か １ ％ で あ る (Chenoweth, D.E. et al., Mol. lmmunol. 17:1
51-161 (1980))。 C5a及 び C5b-9の 両 者 と も 内 皮 細 胞 を 活 性 化 し て 、 組 織 炎 症 及 び 傷 害 を 媒
介 す る 、 活 性 化 白 血 球 の 隔 離 (sequestration)に 必 須 的 な 接 着 分 子 を 発 現 さ せ る (Foreman,
 K.E. et al., J. Clin. Invest. 94:1147-1155 (1994); Foreman, K.E. et al., Inflam
mation 20: 1-9 (1996); Rollins, S.A. et al., Transplantation 69: 1959-1967 (2000
))。 C5aは ま た 、 平 滑 筋 の 収 縮 、 血 管 透 過 性 の 増 大 、 好 塩 基 球 及 び マ ス ト 細 胞 の 脱 核 の 誘
起 、 リ ソ ゾ ー ム 性 プ ロ テ ア ー ゼ 及 び 酸 化 性 フ リ ー ラ ジ カ ル の 放 出 の 誘 起 を 引 き 起 こ す こ と
に よ り 、 炎 症 反 応 を 媒 介 す る (Gerard, C. et al., Ann. Rev. Immunol. 12: 775-808 (19
94))。 さ ら に 、 C5aは 、 肝 臓 の 急 性 遺 伝 子 発 現 を 調 節 し 、 TNFα 、 IL-1β 、 IL-6及 び IL-8の
生 産 を 増 大 さ せ て 全 体 的 な 免 疫 応 答 を 増 強 す る (Lambris, J.D. et al., In: 

  Volanakis, J.E. ed., Marcel Dekker, New 
York, pp. 83-118)。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ヒ ト C5aレ セ プ タ ー (C5aR)は ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る (Gerard, N.P. et al., Nature 34
9: 614-617 (1991); Boulay, F. et al., Biochemistry 30: 2993-2999 (1991))。 そ れ は
、 ７ 回 膜 貫 通 ド メ イ ン 、 Gタ ン パ ク 結 合 レ セ プ タ ー の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 C5aR
は 、 好 中 球 、 単 球 、 好 塩 基 球 、 好 酸 球 、 肝 細 胞 、 肺 平 滑 筋 及 び 内 皮 細 胞 並 び に 腎 糸 球 組 織
上 に 発 現 す る (Van-Epps, D.E. et al., J. Immunol. 132: 2862-2867 (1984); Haviland,
 D. L. et al., J. Immunol. 154:1861-1869 (1995); Wetsel, R.A., Immunol. Lett. 44
: 183-187 (1995); Buchner, R.R. et al., J. Immunol. 155: 308-315 (1995); Chenowe
th, D.E. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 75: 3943-3947 (1978); Zwirner, J. et al.
, Mol. Immunol. 36:877-884 (1999))。 C5aRの リ ガ ン ド 結 合 部 位 は 複 雑 で 、 少 な く と も ２
個 の 、 物 理 的 に 分 離 可 能 な 結 合 ド メ イ ン か ら 成 る 。 １ つ は C5aの Ｎ 末 端 （ ア ミ ノ 酸 1-20)及
び ジ ス ル フ ィ ド 結 合 コ ア （ ア ミ ノ 酸 21-61)に 結 合 し 、 ２ 番 目 の も の は C5aの Ｃ 末 端 （ ア ミ
ノ 酸 62-74)に 結 合 す る (Wetsel, R.A., Curr. Opin. Immunol. 7: 48-53 (1995))。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 C5aは 、 炎 症 及 び 組 織 傷 害 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 心 肺 バ イ パ ス 及 び 血 液 透 析 に
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お い て 、 ヒ ト 血 液 が 心 肺 装 置 及 び 腎 臓 透 析 装 置 の 人 工 表 面 と 接 触 し た 際 に 補 体 代 替 経 路 が
活 性 化 さ れ る 結 果 、 C5aが 形 成 さ れ る (Howard, R.J. et al,. Arch. Surg. 123: 1496-150
1 (1988); Kirklin, J. K. et al., J. Cardiovasc. Surg. 86: 845857 (1983); Craddoc
k, P.R. et al., N. Engi. J. Med. 296: 769-774 (1977))。 C5aは 、 毛 管 の 透 過 性 及 び 浮
腫 の 増 大 、 気 管 収 縮 、 肺 血 管 収 縮 、 白 血 球 及 び 血 小 板 の 活 性 化 並 び に 組 織 、 特 に 肺 へ の 浸
潤 を 増 大 さ せ る (Czermak, B.J. et al., J. Leukoc. Biol. 64: 40-48 (1998))。 抗 C5aモ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る こ と に よ り 、 心 肺 バ イ パ ス 及 び 心 臓 麻 痺 に よ り 誘 起 さ れ る 冠
状 内 皮 不 全 が 減 少 さ れ る こ と が 示 さ れ た (Tofukuji, M. et al., J. Thorac. Cardiovasc.
 Surg. 116:1060-1068 (1998))。
【 ０ ０ １ １ 】
　 C5aは ま た 、 急 性 呼 吸 困 難 症 候 群 (ARDS)及 び 多 臓 器 不 全 (MOF)に も 関 与 す る (Hack, C.E. 
et al., Am. J. Med. 1989: 86: 20-26; Hammerschmidt DE et al. Lancet 1980; 1: 947
-949; Heideman M. et al. J. Trauma 1984; 4: 1038-1043)。 C5aは 、 ２ つ の 重 要 な 前 駆
炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 、 TNFα 及 び IL-1の 単 球 に よ る 生 産 を 増 強 す る 。 C5aは ま た 、 敗 血 症 シ
ョ ッ ク の 動 物 モ デ ル に お い て 、 組 織 傷 害 、 特 に 肺 傷 害 の 発 達 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が
示 さ れ た (Smedegard G et al. Am. J. Pathol. 1989; 135:489-497)。 ラ ッ ト 、 ブ タ 及 び
非 ヒ ト 霊 長 類 を 用 い た 敗 血 症 モ デ ル に お い て 、 エ ン ド ト キ シ ン 又 は 大 腸 菌 の 投 与 の 前 に 抗
C5a抗 体 を 動 物 に 投 与 す る と 、 組 織 傷 害 が 減 少 し 、 IL-6の 生 産 も 減 少 し た (Smedegard, G. 
et al., Am. J. Pathol. 135: 489-497 (1989); Hopken, U. et al., Eur. J. Immunol. 
26: 1103-1109 (1996); Stevens, J.H. et al., J. Clin. Invest. 77: 1812-1816 (1986
))。 よ り 重 要 な こ と に は 、 抗 C5aポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で C5aを ブ ロ ッ ク す る こ と に よ り 、 ラ
ッ ト に お け る 敗 血 症 の 盲 腸 結 紮 ／ 穿 刺 モ デ ル に お い て 、 生 存 率 が 有 意 に 改 善 さ れ た (Czerm
ak, B.J. et al., Nat. Med. 5: 788-792 (1999))。 こ の モ デ ル は 、 ヒ ト に お け る 敗 血 症
の 臨 床 徴 候 と 多 く の 点 で 共 通 す る (Parker, S.J. et al., Br. J. Surg. 88: 22-30 (2001
))。 同 じ 敗 血 症 モ デ ル に お い て 、 抗 C5a抗 体 は 、 胸 腺 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 し (Guo, R
.F. et al., J. Clin. Invest. 106: 1271-1280 (2000))、 MOFを 防 止 す る こ と が 示 さ れ た
(Huber-Lang, M. et al., J. Immunol. 166: 1193-1199 (2001))。 抗 C5a抗 体 は ま た 、 ラ
ッ ト に お け る 肺 傷 害 の コ ブ ラ 毒 因 子 モ デ ル 及 び 免 疫 複 合 物 に よ り 誘 起 さ れ た 肺 傷 害 に お い
て 保 護 的 で あ っ た (Mulligan, M.S. et al. J. Clin. Invest. 98: 503-512 (1996))。 免
疫 複 合 物 に よ り 媒 介 さ れ る 肺 傷 害 に お け る C5aの 重 要 性 は 、 後 に マ ウ ス に お い て 確 認 さ れ
た (Bozic, C.R. et al., Science 26: 1103-1109 (1996))。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 C5aは 、 心 筋 虚 血 － 再 潅 流 傷 害 に お け る 主 た る メ デ ィ エ ー タ ー で あ る こ と が 見 出 さ れ る
。 補 体 の 枯 渇 に よ り マ ウ ス に お け る 心 筋 梗 塞 サ イ ズ が 減 少 し (Weisman, H.F. et al., Sci
ence 249: 146-151 (1990))、 抗 C5a抗 体 で 処 理 す る こ と に よ り 後 足 の 虚 血 － 再 潅 流 ラ ッ ト
モ デ ル に お け る 傷 害 が 減 少 し た (Bless, N.M. et al., Am. J. Physiol. 276: L57-L63 (1
999))。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 C5aIgGで 再 処 理 し た ブ タ に お い て 、 心 筋 梗 塞 中 の 再 潅 流 傷 害 は
顕 著 に 減 少 し た (Amsterdam, E.A. et al., Am. J. Physiol. 268:H448-H457 (1995))。 外
科 的 血 管 再 生 の ブ タ モ デ ル に お い て 、 組 換 え ヒ ト C5aRア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 梗 塞 サ イ ズ を 減
少 さ せ た (Riley, R.D. et al., J. Thorac. Cardiovasc. Surg. 120: 350-358 (2000))。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 補 体 濃 度 は 、 リ ュ ウ マ チ 性 関 節 炎 患 者 及 び 全 身 性 ル ー プ ス エ リ テ マ ト ー デ ス 患 者 に お い
て 増 大 し て い る 。 C5a濃 度 は 、 病 状 の 重 症 度 に 相 関 し て い る (Jose, P.J. et al., Ann. Rh
eum. Dis. 49: 747-752 (1989); Porcel, J.M. et al., Clin. Immunol. Immunopathol. 
74: 283-288 (1995))。 従 っ て 、 C5a及 び ／ 又 は C5aレ セ プ タ ー (C5aR)を 阻 害 す る こ と は 、
こ れ ら の 慢 性 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 C5aRの 発 現 は 、 炎 症 性 ヒ ト 中 枢 神 経 系 中 の 反 応 性 星 状 細 胞 、 小 グ リ ア 細 胞 及 び 内 皮 細 胞
に お い て 増 大 す る (Gasque, P. et al., Am. J. Pathol. 150: 31-41 (1997))。 C5aは 、 ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 の よ う な 神 経 消 耗 性 疾 患 に 関 与 し て い る か も し れ な い (Mukherjee, P. et 
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al., J. Neuroimmunol. 105: 124-130 (2000))。 ニ ュ ー ロ ン 性 C5aRを 活 性 化 す る こ と に よ
り 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 起 し 得 る (Farkas I et al. J. Physiol. 1998; 507: 679-687)。 従
っ て 、 C5a及 び ／ 又 は C5aRを 阻 害 す る こ と は ま た 、 神 経 消 耗 性 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ り 得
る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 乾 癬 は 、 今 や 、 Ｔ 細 胞 媒 介 疾 患 で あ る こ と が 知 ら れ て い る (Gottlieb, E.L. et al., Na
t. Med. 1: 442-447 (1995))。 し か し な が ら 、 好 中 球 及 び マ ス ト 細 胞 も ま た 、 こ の 疾 患 の
病 因 に 関 与 し て い る か も し れ な い (Terui, T. et al., Exp. DermatoL 9: 1-10; 2000); W
erfel, T. et al., Arch. Dermatol. Res. 289: 83-86 (1997))。 高 濃 度 の C5a des Argが
乾 癬 の 鱗 中 に 見 出 さ れ 、 こ の こ と は 、 補 体 の 活 性 化 が 関 与 し て い る こ と を 示 し て い る 。 Ｔ
細 胞 及 び 好 中 球 が C5aに 化 学 的 に 引 き つ け ら れ る  (Nataf, S. et al., J. Immunol. 162: 
4018-4023 (1999); Tsuji, R.F. et al., J. Immunol. 165: 1588-1598 (2000); Cavaiil
on, J.M. et al., Eur. J. Immunol. 20: 253-257 (1990))。 従 っ て 、 C5aは 、 乾 癬 の 治 療
の た め の 重 要 な 治 療 タ ー ゲ ッ ト で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ 含 有 免 疫 複 合 物 (IC)は 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎
、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 及 び 過 敏 性 肺 炎 の よ う な 多 数 の 自 己 免 疫 疾 患 の 病 態 生 理 に 寄 与
す る (Madaio, M.P., Semin. Nephrol. 19: 48-56 (1999); Korganow, A.S. et al., Immu
nity 10: 451-459 (1999); Bolten, W.K., Kidney Int. 50: 1754-1760 (1996); Ando, M
. et al., Curr. Opin. Pulm. Med. 3: 391-399 (1997))。 こ れ ら の IC疾 患 に お け る 炎 症
反 応 の た め の 古 典 的 動 物 モ デ ル は 、 多 形 白 血 球 の 浸 潤 、 痔 及 び 血 漿 浸 出 を 特 徴 と す る ア ル
ツ ス 反 応 で あ る (Arthus, M., C.R. Soc. Biol. 55: 817-824 (1903))。 最 近 の 研 究 に よ り
、 C5aR欠 損 マ ウ ス が 、 ICに よ り 誘 起 さ れ る 組 織 傷 害 か ら 保 護 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る (K
ohl, J. et al., Mot. Immunol. 36:893-903 (1999); Baumann, U. et al., J. Immunol.
 164:1065-1070 (2000))。 こ れ ら の 結 果 は 、 小 さ な ペ プ チ ド 性 抗 C5aRア ン タ ゴ ニ ス ト が 、
ICの 沈 着 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 炎 症 反 応 を 阻 害 す る と い う 観 察 と 一 貫 し て い る 。 そ の レ セ
プ タ ー と 共 に 、 C5aは 、 IC疾 患 の 病 因 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 C5a及 び C5aRの 阻 害 剤
は 、 こ れ ら の 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 WO 01/15731A1は 、 C5aに 対 す る 抗 体 を 用 い た 敗 血 症 の 治 療 組 成 物 及 び 方 法 を 論 じ て い る
。 こ れ ら の 抗 体 は 、 C5aペ プ チ ド の N末 端 領 域 と の み 反 応 し 、 C5と は 交 差 反 応 し な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 WO 86/05692は 、 C5a又 は そ の des Arg誘 導 体 に 特 異 的 な 抗 体 で 成 人 呼 吸 困 難 症 候 群 (ARDS
)の 治 療 を 行 う こ と に つ い て 論 じ て い る 。 こ の 抗 体 は 、 よ り 免 疫 原 性 の 高 い C5a des Arg誘
導 体 に 応 答 し て 産 生 さ れ た も の で あ る が 、 C5aに 対 し て 交 差 反 応 す る 抗 体 を 誘 起 す る で あ
ろ う 。 米 国 特 許 第 5,853,722号 は 、 C5の 活 性 化 、 ひ い て は C5a及 び C5bの 形 成 を ブ ロ ッ ク す
る 抗 C5抗 体 に つ い て 論 じ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 米 国 特 許 第 6,074,642号 は 、 抗 C5抗 体 を 用 い て 腎 炎 を 治 療 す る こ と に つ い て 論 じ て い る
。 こ れ ら の 抗 体 は ま た 、 C5a及 び C5bの 生 成 を ブ ロ ッ ク し 、 C5a及 び C5b-9の 形 成 の 両 者 の 効
果 を 阻 害 す る 。 米 国 特 許 第 5,562,904号 は 、 MACの 形 成 を 完 全 に ブ ロ ッ ク す る 抗 C5抗 体 に つ
い て 論 じ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 抗 C5抗 体 に つ い て の 他 の 議 論 で は 、 開 示 さ れ た 抗 体 は 、 C5の 活 性 化 並 び に C5a及 び C5bを
形 成 す る そ の 切 断 を ブ ロ ッ ク す る (Vakeva, A.P. et al., Circulation 97:2259-2267 (19
98); Thomas, T.C. et al., Mol. Immunol. 33:1389-1401 (1996); Wang, Y. et al., Pr
oc Natl Acad Sci. 93:8563-8568 (1996); Kroshus, T. et al., Transplantation 60:11
94-1202 (1995); Frei, Y. et al., Mol. Cell Probes 1:141-149 (1987))。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 C5、 C5a又 は C5a des Argに 交 差 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 報 告 さ れ て い る (Schulze
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, M. et al., Complement 3: 25-39 (1986); Takeda, J, et al., J. Immunol. Meth. 10
1: 265-270 (1987); Inoue, K., Complement Inflamm. 6: 219-222 (1989)。 C5及 び C5aと
交 差 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 モ ル モ ッ ト 血 小 板 か ら の C5a媒 介 ATP放 出 を 阻 害 し た
こ と も 報 告 さ れ て い る (Klos, A. et al., J. lmmunol. Meth. 111: 241-252 (1988); Opp
ermann, M. et al., Complement Inflamm. 8: 13-24 (1991))。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 C5の 活 性 化 は 、 通 常 、 C5を C5aと C5bに 切 断 す る こ と を も た ら す 。 本 発 明 の 阻 害 剤 分 子 は
、 C5及 び C5aと 高 い 親 和 性 で 結 合 し 、 C5の 活 性 化 を 阻 害 せ ず 、 C5bの 形 成 を 防 止 せ ず 又 は C5
bの 活 性 を 阻 害 し な い 。 こ の よ う な 阻 害 剤 の 一 例 は 、 ヒ ト C5及 び C5a上 の 共 通 の エ ピ ト ー プ
に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MAb137-26で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MAb137-26を 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 2001年 ８ 月 １ ７ 日 に 、 バ ー ジ ニ ア 州 20110-2209マ ナ サ ス 　 ユ ニ バ ー
シ テ ィ 　 ブ ル バ ー ド 10801の ア メ リ カ ン 　 タ イ プ 　 カ ル チ ャ ー 　 コ レ ク シ ョ ン に PTA-3650
の 受 託 番 号 で 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 阻 害 剤 分 子 は ま た 、 (i) C5及 び C5aと 高 い 親 和 性 で 結 合 し 、 C5の 活 性 化 を 阻 害
せ ず 、 C5bの 形 成 を 防 止 せ ず 又 は C5bの 活 性 を 阻 害 し な い 、 他 の 抗 体 若 し く は そ の 断 片 、 ペ
プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ペ プ チ ド 模 倣 物 、 又 は (ii)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 137-26と
同 一 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る あ ら ゆ る 抗 体 を 包 含 す る 。 抗 体 断 片 は 、 Fab、 F(ab') 2 、 Fv又
は 単 鎖 Fvを 包 含 し 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 断 片 は 、 キ メ ラ 、 Deimmunized(商 標
） 、 ヒ ト 化 又 は ヒ ト 抗 体 及 び 断 片 、 並 び に ヒ ト へ の 使 用 が 許 容 で き る 他 の 形 態 を 包 含 す る
。 阻 害 剤 分 子 は 、 医 薬 組 成 物 の 一 部 と し て 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 阻 害 剤 分 子 は 、 過 度 の 若 し く は 制 御 さ れ て い な い C5aの 生 産 を 伴 う 疾 患 及 び 症
状 の 治 療 、 又 は C5aの 存 在 の 検 出 若 し く は 定 量 に 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ５ 】

１ ． 　
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MAb137-26を 包 含 す る 本 発 明 の 阻 害 剤 は 、 補 体 に よ り 媒 介 さ れ る 炎
症 及 び 組 織 損 傷 の 治 療 の た め の 公 知 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 阻 害 剤 よ り も 有 利 で あ る 。 MAb1
37-26は 、 C5が 活 性 化 さ れ る 前 に C5に 結 合 す る こ と が で き る 。 C5が 活 性 化 さ れ て C5aが 形 成
さ れ た 後 は 、 該 抗 体 は 、 ア ナ フ ィ ラ ト キ シ ン で あ る C5aを 中 和 す る こ と が で き る 。 通 常 、 C
5aが 形 成 さ れ る と 、 そ れ は 迅 速 に 細 胞 上 の C5aRに 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 炎 症 に 導 く シ グ ナ
ル 伝 達 カ ス ケ ー ド が 開 始 さ れ る 。 MAb137-26は 、 C5が 切 断 さ れ て C5a及 び C5bが 形 成 さ れ る
こ と は 阻 害 し な い が 、 C5aは 引 き 続 き MAb137-26に 結 合 さ れ た ま ま で あ り 、 C5aの C5aRへ の
結 合 を 阻 害 す る 。 し か し な が ら 、 C5b-9の 形 成 は 影 響 を 受 け な い 。 C5b-9は 、 殺 菌 に 関 与 す
る MACの 形 成 に 必 要 で あ る の で 、 C5b-9の 生 産 を 維 持 す る こ と は 保 護 的 免 疫 応 答 の た め に 重
要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 MAb137-26は 、 C5aの 炎 症 効 果 を 効 果 的 に 中 和 す る こ と が で き る が 、 C3及 び C5b-9を 包 含
す る 、 補 体 カ ス ケ ー ド の 他 の 成 分 が 抗 菌 機 能 を 媒 介 す る こ と を 許 す 。 こ の 薬 理 性 質 は 、 細
菌 性 敗 血 症 、 慢 性 IC疾 患 及 び 感 染 の 治 療 に 関 し 非 常 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
２ ．
　 Ａ ．
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler et al., Nature, 256:495 (1975)に よ り 初 め て 記 載 さ
れ 、 組 換 え DNA法 （ 米 国 特 許 第 4,816,567号 ） に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 で は 、 マ ウ ス 又 は 他 の 適 当 な 宿 主 動 物 を 上 記 の よ う に 免 疫 し 、 免 疫 に
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用 い た タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る で あ ろ う 抗 体 を 産 生 す る 又 は 産 生 す る こ と が で き る
リ ン パ 球 を 誘 起 す る 。 動 物 は ま た 、 特 異 抗 体 を 誘 起 す る た め に 、 生 体 内 で コ ー ド タ ン パ ク
質 を 発 現 す る DNA構 築 物 で 免 疫 す る こ と も で き る 。 あ る い は 、 リ ン パ 球 を 生 体 外 で 免 疫 す
る こ と も で き る 。 次 に 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 適 当 な 融 合 剤 を 用 い て リ ン パ 球
を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る (Goding, 

  pp.59-103 (Academic Press, 1986))。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ の よ う に 製 造 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 好 ま し く は 融 合 し な か っ た 親 ミ エ ロ ー マ
細 胞 の 増 殖 又 は 生 存 を 阻 害 す る １ 又 は 複 数 の 物 質 を 含 む 適 当 な 培 地 に 播 種 し 、 増 殖 さ せ る
。 例 え ば 、 親 ミ エ ロ ー マ 細 胞 が 、 酵 素 ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ (HGPRT又 は HPRT)を 欠 損 し て い る 場 合 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の た め の 培 地 は 、 HGP
RT-欠 損 細 胞 の 増 殖 を 妨 害 す る 物 質 で あ る 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ
ン を 包 含 す る で あ ろ う (HAT培 地 ） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 好 ま し い ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 産 生 細 胞 に よ り 高 レ ベ ル
の 抗 体 生 産 が 安 定 に 持 続 し 、 HAT培 地 の よ う な 培 地 に 対 し て 感 受 性 を 有 す る も の で あ る 。
こ の よ う な ミ エ ロ ー マ セ ル ラ イ ン と し て 、 MOPC-21及 び MPC-11マ ウ ス 腫 瘍 か ら 誘 導 さ れ た
、
米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ジ エ ゴ の Salk Institute Cell Distribution Centerか ら 入 手
可 能 な マ ウ ス ミ エ ロ ー マ ラ イ ン 、 並 び に 米 国 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル の ア メ リ カ ン 　 タ
イ プ 　 カ ル チ ャ ー 　 コ レ ク シ ョ ン か ら 入 手 可 能 な SP2/0又 は X63-Ag8-653細 胞 が あ る 。 ヒ ト
ミ エ ロ ー マ 及 び マ ウ ス － ヒ ト ヘ テ ロ ミ エ ロ ー マ セ ル ラ イ ン も ま た 、 そ の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 生 産 に つ い て 記 載 さ れ て い る (Kozbor, J. Immunol. 133:3001 (1984); Brodeur et
 al.,  pp. 51-63 (Mar
cel Dekker, Inc., New York, 1987))。 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ セ ル ラ イ ン NS0も ま た 用 い る こ
と が で き る （ 英 国 ウ ィ ル ト シ ア ー 　 サ リ ス ベ リ ー の ヨ ー ロ ピ ア ン 　 コ レ ク シ ョ ン 　 オ ブ 　
セ ル カ ル チ ャ ー ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 増 殖 さ せ た 培 地 は 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 生 産 に つ い て 分 析 さ れ る
。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ り 生 産 ん さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 は 、 免 疫 沈 降
又 は 、 放 射 免 疫 測 定 (RIA)若 し く は 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 (ELISA)の よ う な in vitro結 合 分
析 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 及 び ／ 又 は 活 性 を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同
定 し た 後 、 そ の ク ロ ー ン を 限 界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 常 法 に よ り 増 殖 さ せ る
こ と が で き る (Goding,  pp.59-103 (
Academic Press, 1986))。 こ の 目 的 の た め に 適 当 な 培 地 は 、 例 え ば D-MEM又 は RPMI-1640培
地 で あ る 。 さ ら に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 動 物 内 に お い て 腹 水 腫 瘍 と し て 生 体 内 で 増 殖
さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 サ ブ ク ロ ー ン に よ り 分 泌 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ
ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 透 析 又 は 親 和 性 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 従 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製 方 法 に よ り 培 地 、 腹 水 又 は 血 清 か ら 適
切 に 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る DNAは 、 常 法 に よ り 容 易 に 単 離 し 配 列 決 定 す る こ と が
で き る (Innis M. et al. In  Ac
ademic, San Diego, CA (1990), Sanger, F.S, et al. Proc. Nat. Acad. Sci. 74:5463-
5467 (1977))。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 こ の よ う な DNAの 供 給 源 と し て 役 立 つ 。 DNAは 、 一
旦 単 離 さ れ る と 、 発 現 ベ ク タ ー に 入 れ ら れ 、 次 い で 、 該 ベ ク タ ー は 、 大 腸 菌 細 胞 、 サ ル CO
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S細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (CHO)細 胞 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 産 生 し
て い な い ミ エ ロ ー マ 細 胞 の よ う な 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 抗 体 の 組 換 え 生 産
は 、 以 下 に よ り 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら な る 具 体 例 に お い て 、 抗 体 又 は 抗 体 断 片 は 、 McCafferty, et al., Nature 348:552
-554 (1990)に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て 精 製 さ れ た 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す
る こ と が で き る 。 Clackson, et al., Nature 352:624-628 (1991) and Marks, et al., J
. Mol. BioL 222:581-597 (1991)は 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た 、 マ ウ ス 及 び ヒ ト 抗
体 の 単 離 を そ れ ぞ れ 記 載 し て い る 。 そ の 後 の 刊 行 物 に は 、 チ ェ イ ン シ ャ フ リ ン グ (Marks, 
et al., Bio/Technology 10:779-783 (1992))に よ る 高 親 和 性 (nM範 囲 ） ヒ ト 抗 体 の 生 産 、
及 び 、 極 め て 大 き い フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 の た め の 戦 略 と し て コ ン ビ ナ ト リ ア ル 感
染 及 び in vivo組 換 え (Waterhouse, et al., Nuc. Acids. Res. 21:2265-2266 (1993))が
記 載 さ れ て い る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 技 術 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 単 離 の た め の 伝 統 的 な
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 の 実 行 可 能 な 代 替 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 DNAは 、 例 え ば 、 ヒ ト Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 定 常 領 域 を コ ー ド す る 配 列 で 、 相 同 的 な マ ウ ス 配 列
を 置 換 す る （ 米 国 特 許 第 4,816,567号 ; Morrison, et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 8
1:6851 (1984))こ と に よ り 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ー ド 配 列 に 、 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 配 列 の 全 部 又 は 一 部 を 共 有 結 合 す る こ と に よ り 修 飾 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 典 型 的 に は 、 こ の よ う な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 の 定 常 領 域 を 置 換 す る
も の で あ り 、 又 は 、 抗 体 の １ つ の 抗 原 結 合 部 位 の 可 変 領 域 を 置 換 し て １ つ の 抗 原 に 対 す る
特 異 性 を 有 す る １ つ の 抗 原 結 合 部 位 と 、 異 な る 抗 原 に 対 し て 特 異 性 を 有 す る も う １ つ の 抗
原 結 合 部 位 と を 含 む キ メ ラ 二 価 抗 体 を 創 製 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 他 の 代 替 法 は 、 化 学 的 融 合 で は な く 電 気 的 融 合 を 用 い て ハ イ ブ リ ド ー マ を 形 成 す る 方 法
で あ る 。 こ の 技 術 は よ く 確 立 さ れ て い る 。 融 合 に 代 え て 、 例 え ば Epstein Barrウ イ ル ス 又
は 形 質 転 換 遺 伝 子 を 用 い て Ｂ 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と も で き る （ 例 え ば 、 "Continuously 
Proliferating Human Cell Lines Synthesizing Antibody of Predetermined Specificit
y," Zurawaki, V. R. et al, in   Kennett R. H. et al,
 Plenum Press, N.Y. 1980, pp 19-33を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ｂ ．
　 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 供 給 源 か ら 導 入 さ れ た １ 又 は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 。 こ
れ ら の 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 し ば し ば 「 輸 入 」 残 基 と 呼 ば れ 、 こ れ ら は 、 典 型 的 に は 「
輸 入 」 可 変 領 域 か ら 取 ら れ る 。 ヒ ト 化 は 、 齧 歯 動 物 CDRs又 は CDR配 列 で 、 ヒ ト 抗 体 の 対 応
す る 配 列 を 置 換 す る こ と に よ る 、 Winterと 共 同 研 究 者 (Jones et al., Nature 321:522-52
5 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-327 (1988); Verhoeyen, et al., Scienc
e, 239:1534-1536 (1988))の 方 法 に 本 質 的 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 従 っ て 、 こ の よ う
な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 で は 、 元 の ま ま の ヒ ト 可 変 領 域 の か な り の 部 分 が 非 ヒ ト 種 か ら の 対 応 配
列 に よ り 置 換 さ れ る 。 実 際 に は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 典 型 的 に は 、 い く つ か の CDR残 基 及 び 場
合 に よ り い く つ か の FR残 基 が 、 齧 歯 動 物 抗 体 中 の 類 似 の 部 位 か ら の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 の 製 造 に 用 い ら れ る 、 Ｌ 鎖 及 び Ｈ 鎖 の 両 者 の ヒ ト 可 変 領 域 を 選 択 す る こ と は
、 抗 原 性 を 低 減 さ せ る た め に 極 め て 重 要 で あ る 。 い わ ゆ る 「 best-fit」 法 で は 、 齧 歯 動 物
の 抗 体 の 可 変 領 域 の 配 列 を 、 既 知 の ヒ ト 可 変 領 域 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー 全 体 に 対 し て ス ク リ
ー ニ ン グ す る 。 次 に 、 齧 歯 動 物 の 配 列 に 最 も 近 い ヒ ト 配 列 が 、 ヒ ト 化 抗 体 の た め の ヒ ト フ
レ ー ム ワ ー ク  (FR)と し て 受 け 入 れ ら れ る (Sims et al., J. Immunol., 151:2296 (1993);
 Chothia et al., J. Mol. Biol., 196:901 (1987))。 他 の 方 法 で は 、 Ｌ 鎖 及 び Ｈ 鎖 の 特
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定 の サ ブ グ ル ー プ の 全 て の ヒ ト 抗 体 の コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 誘 導 さ れ た 特 定 の フ レ ー ム ワ
ー ク が 用 い ら れ る 。 同 じ フ レ ー ム ワ ー ク は 、 数 種 類 の 異 な る ヒ ト 化 抗 体 の た め に 使 用 さ れ
得 る (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J
. Immunol., 151:2623 (1993))。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 抗 原 に 対 す る 高 い 親 和 性 を 及 び 他 の 好 ま し い 生 物 学 的 性 質 を 維 持 し た ま ま 抗 体 を ヒ ト 化
す る こ と が さ ら に 重 要 で あ る 。 こ の 目 的 を 達 成 す る た め に 、 好 ま し い 方 法 で は 、 親 及 び ヒ
ト 化 配 列 の 三 次 元 モ デ ル を 用 い て 、 親 配 列 及 び 種 々 の 概 念 的 な ヒ ト 化 産 物 を 分 析 す る 方 法
に よ り ヒ ト 化 抗 体 が 調 製 さ れ る 。 三 次 元 免 疫 グ ロ ブ リ ン モ デ ル は 当 業 者 が 共 通 に 利 用 す る
こ と が で き 、 よ く 知 ら れ て い る 。 選 択 さ れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 候 補 の 、 予 測 さ れ る 三
次 元 構 造 を 描 い て 表 示 す る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム が 入 手 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 表 示 を
調 べ る こ と に よ り 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 候 補 の 機 能 に お け る 、 残 基 の 予 測 さ れ る 役 割 を
分 析 す る こ と 、 す な わ ち 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 候 補 が そ の 抗 原 に 結 合 す る 能 力 に 対 す る 残 基 の
影 響 を 分 析 す る こ と が 可 能 に な る 。 こ の よ う に し て 、 標 的 抗 原 に 対 す る 増 大 さ れ た 親 和 性
の よ う な 、 所 望 の 抗 体 特 性 が 達 成 さ れ る よ う に FR残 基 を 選 択 し 、 受 容 個 体 及 び 輸 入 配 列 を
組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 CDR配 列 は 直 接 的 に そ し て 最 も 実 質 的 に 、 抗 原 結
合 に 影 響 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 あ る い は 、 当 業 者 は 、 内 発 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 生 産 を 行 な う こ と が な く 、 免 疫 す る と ヒ
ト 抗 体 の 全 レ パ ー ト リ ー を 生 産 す る こ と が で き る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 （ 例 え ば マ ウ
ス ） を 生 産 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 カ リ フ ォ ル ニ ア
州 Fremont の Abgenix, Inc.及 び ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 Annandaleの Medarex, Inc.か ら 入 手
可 能 で あ る 。 キ メ ラ 及 び 生 殖 系 列 突 然 変 異 マ ウ ス の 抗 体 の Ｈ 鎖 結 合 領 域 (JH)遺 伝 子 を ホ モ
接 合 で 欠 失 さ せ る こ と に よ り 、 内 発 的 な 抗 体 生 産 が 完 全 に 阻 害 さ れ る 。 ヒ ト 生 殖 系 列 免 疫
グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 ア レ ー を こ の よ う な 生 殖 系 列 突 然 変 異 マ ウ ス に 導 入 す る と 、 抗 原 で 攻 撃
す れ ば ヒ ト 抗 体 が 生 産 さ れ る よ う に な る で あ ろ う 。 例 え ば 、 Jakobovits et al., Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature 362:255-258 (1993)
; Bruggermann et al., Year in Immunol. 7:33 (1993); 及 び Duchosal et al. Nature 3
55:258 (1992)を 参 照 の こ と 。 ヒ ト 抗 体 は ま た 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー か ら
誘 導 す る こ と も で き る (Hoogenboom et al., J. Mol. Biol. 227:381 (1991); Marks et a
l., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991); Vaughan, et al., Nature Biotech 14:309 (19
96))。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 Ｃ ．
　 Deimmunized（ 商 標 ） 抗 体 は 、 国 際 特 許 出 願 PCT/GB98/01473に 記 載 さ れ て い る よ う に 、
潜 在 的 な Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ が 除 去 さ れ て い る も の で あ る 。 従 っ て 、 こ れ を 生 体 に 投 与 し た
場 合 に 、 ヒ ト に お け る 免 疫 原 性 が 排 除 又 は 実 質 的 に 減 少 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 さ ら に 、 抗 体 は 、 例 え ば 、 循 環 半 減 期 を 長 く す る た め に 、 共 有 結 合 に よ り ポ リ マ ー に 結
合 す る こ と に よ り 化 学 的 に 修 飾 す る こ と も で き る 。 好 ま し い ポ リ マ ー 及 び そ れ ら を ペ プ チ
ド に 結 合 さ せ る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 4,766,106, 4,179,337, 4,495,285及 び 4,609,546に 記
載 さ れ て お り 、 こ れ ら の 全 体 は 、 こ の 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ た も の と す る 。 好 ま し い ポ リ
マ ー は 、 ポ リ オ キ シ エ チ ル 化 ポ リ オ ー ル お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)で あ る 。 PEG
は 室 温 で 水 に 可 溶 で あ り 、 好 ま し い 分 子 量 は 1000～ 40000、 さ ら に 好 ま し く は 2000～ 20000
、 最 も 好 ま し く は 3000～ 12000で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 Ｄ ．
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 こ の 分 野 で 広 く 知 ら れ た 伝 統 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 に よ り 生 成 さ せ
る こ と が で き る 。 短 く 述 べ る と 、 免 疫 原 と し て ヒ ト 血 清 か ら 精 製 さ れ 、 フ ロ イ ン ド の 完 全
ア ジ ュ バ ン ト 中 に 乳 濁 し た C5で マ ウ ス を 免 疫 す る 。 免 疫 は 、 10～ 100μ gの C5を 皮 下 又 は 腹
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腔 内 注 射 す る こ と に よ り 行 な わ れ る 。 １ ０ ～ １ ４ 日 後 、 フ ロ イ ン ド の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト
に 乳 濁 し た さ ら な る C5を 動 物 に 追 加 免 疫 す る 。 そ の 後 、 １ 週 間 又 は ２ 週 間 毎 に 定 期 的 に マ
ウ ス に 追 加 免 疫 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 そ れ ぞ れ の 融 合 の た め に 、 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 、 免 疫 し た 動 物 の 脾 臓 か ら 調 製 し 、 SP2/0
ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 融 合 に 用 い た 。 50%ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (M.W. 1450)(ニ ュ ー ヨ ー
ク 州 Rochesterの Kodak)及 び 5%ヂ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (ミ ズ リ ー 州 St. Louisの Sigma Chemi
cal)を 含 む 培 地 中 で 、 SP2/0細 胞 (1 x 10 8 )と 脾 細 胞 (1 x 10 8 )を 融 合 し た 。 次 に 、 5%ウ シ
胎 児 血 清 及 び HAT(10mMヒ ポ キ サ ン チ ン ナ ト リ ウ ム 、 40μ Mア ミ ノ プ テ リ ン 及 び 1.6mMチ ミ ジ
ン ） を 添 加 し た DMEM培 地 (ニ ュ ー ヨ ー ク 州 Grand Islandの Gibco)中 で 細 胞 濃 度 を 1.7 x 10 6

脾 細 胞 /mlに 調 整 し た 。 250μ Lの 細 胞 懸 濁 液 を ５ ０ 枚 の ９ ６ 穴 マ イ ク ロ テ ス ト プ レ ー ト の
そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 添 加 し た 。 約 １ ０ 日 後 、 培 養 上 清 を 吸 引 し 、 ELISAに よ り 精 製 ヒ ト C5
と の 反 応 性 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 Immulon II(バ ー ジ ニ ア 州 Chantillyの Dynatech Laboratories)マ イ ク ロ テ ス ト プ レ ー ト
の ウ ェ ル を 、 0.1μ g/ml(50μ L/ウ ェ ル )の ヒ ト C5で 一 夜 被 覆 し た 。 次 い で 、 ２ ０ ０ μ Lの リ
ン 酸 緩 衝 液 (PBS)中 5% BLOTTO(脱 脂 乾 燥 ミ ル ク ） 溶 液 中 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と
に よ り 、 ウ ェ ル 中 の 非 特 異 結 合 部 位 を 飽 和 さ せ た 。 次 に ウ ェ ル を PBST緩 衝 液 (0.05% TWEEN
(登 録 商 標 ） 20含 有 PBS） で 洗 浄 し た 。 各 融 合 ウ ェ ル か ら の 培 養 上 清 ５ ０ μ Lを 、 ５ ０ μ Lの
BLOTTOと 共 に 被 覆 ウ ェ ル に 添 加 し 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に ウ ェ ル を PBST
で 洗 浄 し た 。 次 に 、 希 釈 し た セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG
(Fc特 異 的 ） (ペ ン シ ル バ ニ ア 州 West Groveの Jackson ImmunoResearch Laboratories)と 室
温 で １ 時 間 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 結 合 し た 抗 体 を 検 出 し た 。 次 に ウ ェ ル を PBSTで 洗 浄 し
た 。 0.1M酢 酸 ナ ト リ ウ ム pH6.0中 に 0.1%の 3,3,5,5テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン  (ミ ズ リ ー 州 St
. Louisの Sigma)及 び 0.003%の 過 酸 化 水 素 (ミ ズ リ ー 州 St. Louisの Sigma)を 含 む ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 基 質 溶 液 を ウ ェ ル に 加 え 、 ３ ０ 分 間 発 色 さ せ た 。 各 ウ ェ ル に 50μ Lの 2M H 2 SO 4 を
添 加 す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 し た 。 450nmの 吸 光 度 (OD)を ELISAリ ー ダ ー (バ ー ジ ニ ア 州 C
hantillyの Dynatech Laboratories)で 読 ん だ 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 C5と の 反 応 性 が 陽 性 で あ る ウ ェ ル 中 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 限 界 希 釈 法 に よ り 単 一 細 胞 ク
ロ ー ニ ン グ し た 。 次 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ハ イ ブ リ ド ー マ を 増 殖 さ せ 、 培 養 上 清 を 回 収 し て
プ ロ テ イ ン Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。 次 に 、 精 製 し た 抗 体 に つ い て 、 C5及 び
C5aと の 反 応 性 を ELISAに よ り 調 べ 、 親 和 性 及 び 動 的 結 合 定 数 を BIAcoreに よ り 測 定 し 、 古
典 及 び 代 替 経 路 の 両 方 を そ れ ぞ れ 介 す る 、 補 体 媒 介 溶 血 に 対 す る 効 果 を 調 べ 、 精 製 ヒ ト 好
中 球 へ の 1 2 5 I-C5a結 合 の 阻 害 を 調 べ て 特 徴 付 け た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 抗 体 は ま た 、 C5に 結 合 す る ヒ ト scFvの ラ イ ブ ラ リ ー を パ ン ニ ン グ (panning)す る こ と に
よ っ て も 選 択 す る こ と が で き る (Griffiths et. al., EMBO J. 12:725-734 (1993))。 特 定
の ク ロ ー ン の 特 異 性 及 び 活 性 は 、 公 知 の 分 析 法 に よ り 調 べ る こ と が で き る (Griffiths et.
 al.; Clarkson et. al., Nature, 352: 642-648 (1991))。 最 初 の パ ン ニ ン グ 工 程 の 後 、
C5へ の 結 合 性 が 改 善 さ れ た 、 フ ァ ー ジ 上 に デ ィ ス プ レ イ さ れ た 複 数 の 異 な る 単 鎖 抗 体 を 含
む フ ァ ー ジ の ラ イ ブ ラ リ ー が 得 ら れ る 。 引 き 続 き パ ン ニ ン グ 工 程 を 行 な う こ と に よ り 、 よ
り 高 い 結 合 親 和 性 を 有 す る さ ら な る ラ イ ブ ラ リ ー が 提 供 さ れ る 。 結 合 力 効 果 が 問 題 で あ る
場 合 に は 、 ２ ０ ％ 未 満 、 １ ０ ％ 未 満 又 は １ ％ 未 満 の フ ァ ー ジ が 、 フ ァ ー ジ の 表 面 上 に １ コ
ピ ー を 超 え る 抗 体 を デ ィ ス プ レ イ す る 、 １ 価 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い
る こ と が で き る 。 １ 価 デ ィ ス プ レ イ は 、 フ ァ ー ジ ミ ド 及 び ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ を 用 い る こ と
に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 適 当 な フ ァ ー ジ は 、 M13, f1及 び fd繊 維 状 フ ァ ー ジ を 包 含
す る 。 ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 と 共 に 融 合 タ ン パ ク 質 を デ ィ ス プ レ イ す る こ と も 公 知 で
あ り 、 本 発 明 に お い て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 C5及 び C5aに 対 す る 親 和 性 が 同 等 で あ る MAb137-26を さ ら に 特 徴 付 け た 。 MAb137-26は 、 C
5活 性 化 を 阻 害 し な い が 、 C5aの 、 精 製 ヒ ト 好 中 球 上 の C5aRへ の 結 合 を 非 常 に 強 く 阻 害 す る
。 こ れ ら の 性 質 を 示 す 実 験 は 、 下 記 実 施 例 に お い て さ ら に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 目 的 抗 原 （ 例 え ば 、 こ こ で 開 示 す る 、 C5に 対 す る 抗 体 の い ず れ か の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る
） 上 の 特 定 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 Antibodies, A La
boratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and David Lane (1988)
に 記 載 さ れ た よ う な 、 ル ー チ ン な 交 差 ブ ロ ッ キ ン グ ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。 あ る い
は 、 例 え ば 、 Champe et al., J. Biol. Chem. 270:1388-1394 (1995)に 記 載 さ れ た よ う な
、 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ を 行 な っ て 、 抗 体 が 目 的 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る か ど う か を 調 べ
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Ｅ ． 本 発 明 の 他 の 阻 害 剤 の 製 造
　 本 発 明 に 用 い る の に 適 し た 他 の 分 子 は 、 例 え ば 、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 化 合 物 が C5/C5aに 結
合 す る か 否 か を 調 べ 、 次 い で そ れ ら が C5bの 活 性 を 阻 害 す る か 否 か を 調 べ る こ と に よ る 、
従 来 の 手 段 に よ り 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 又 は ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 化
合 物 ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 し ス ク リ ー ニ ン グ す る 自 動 化 シ ス テ ム は 、 米 国 特 許 第 5,901,069
号 及 び 第 5,463,564号 に 記 載 さ れ て い る 。 よ り 目 的 を 絞 っ た 方 法 と し て 、 MAb137-26に 対 す
る 競 合 ス ク リ ー ニ ン グ 、 又 は 結 合 部 位 の 三 次 元 モ デ ル を 作 り 、 次 い で 該 モ デ ル に 合 致 す る
一 群 の 分 子 を 製 造 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 次 に そ れ ら に つ い て 、 最 適 の 結 合 特 性 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 。 さ ら に 、 他 の 分 子 は 競 合 ア ッ セ イ に よ っ て 、 又 は MAb137-26と 同 じ 性 質 の
阻 害 剤 の 機 能 的 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ｆ ．
　 本 発 明 の 分 子 は 、 多 数 の 経 路 の い ず れ で も 投 与 す る こ と が で き 、 求 め ら れ る 効 能 又 は 目
的 に お い て 治 療 的 に 有 効 な 濃 度 で 投 与 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 を 達 成 す る た め に 、 抗
体 は 、 こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 種 々 の 許 容 で き る 賦 形 剤 を 用 い て 製 剤 す る こ と が で
き る 。 典 型 的 に は 、 抗 体 は 注 射 に よ り 投 与 さ れ る 。 こ の 投 与 を 達 成 す る 方 法 は 、 当 業 者 に
知 ら れ て い る 。 局 所 的 又 は 経 口 的 に 投 与 さ れ る 組 成 物 、 又 は 粘 膜 を 介 し て 移 行 す る こ と が
で き る 組 成 物 を 得 る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 投 与 量 及 び 形 態 は 、 個 人 及 び 投 与 さ れ る 薬 剤 に 依 存 す る で あ ろ う 。 投 与 量 は 、 ル ー チ ン
な 臨 床 試 験 又 は 抗 体 が 有 効 で あ っ た 動 物 モ デ ル か ら の 予 測 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 C5aの 過 剰 又 は 制 御 さ れ な い 生 産 に よ り 媒 介 さ れ る 疾 患 及 び 状 態 の 治
療 に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 疾 患 及 び 状 態 の 治 療 に お け る 本 発 明 の 阻 害 剤 の 有 用 性
の 証 拠 を 以 下 に 記 載 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
実 施 例 １ ： 　
　 MAb137-26の 、 精 製 ヒ ト C5及 び 組 換 え C5a(ミ ズ リ ー 州 St. Louisの Sigma)と の 反 応 性 を 調
べ た 。 ELISAの 方 法 は 上 記 し た 通 り で あ る 。 MAb137-26は 、 高 い 力 価 で 濃 度 依 存 的 に C5aに
結 合 す る （ 図 １ ） 。 ヒ ト C5の β 鎖 に 特 異 的 な 他 の 抗 体 で あ る 抗 C5 MAb137-76は 、 C5aに は
結 合 し な い 。 な ぜ な ら C5aは 、 C5の α 鎖 上 に 存 在 す る か ら で あ る 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し
て 用 い た 、 同 じ ア イ ソ タ イ プ の 無 関 係 な 抗 体 も C5aと 結 合 し な い 。 一 方 、 MAb137-26及 び 13
7-26は C5に 結 合 す る （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 MAb137-26の 、 C5a及 び C5に 対 す る 親 和 性 平 衡 定 数 及 び 動 的 結 合 定 数 （ 会 合 及 び 解 離 ） も
、 BlAcore instrument (ス ウ ェ ー デ ン 国 Uppsala の Pharmacia Biosensor AB)に よ り 測 定
し た 。 全 て の 結 合 測 定 は 、 HEPES緩 衝 液 (HBS) (10mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl, 3.4 m
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M EDTA, 0.005%界 面 活 性 剤 P20)中 で ２ ５ ℃ で 行 な っ た 。 C5及 び C5aの MAb137-26へ の 結 合 速
度 定 数 を 測 定 す る た め に 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 及 び N-エ チ ル -N'-(3-ジ エ チ ル ア
ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド を 用 い た ア ミ ン カ プ リ ン グ に よ り 、 CM5セ ン サ ー チ ッ プ 上
に ウ サ ギ 抗 マ ウ ス IgG(Fc)抗 体 を 不 動 化 し た 。 次 に 、 C5を 異 な る 濃 度 で 注 射 す る 前 に 、 MAb
137-26を 、 被 覆 セ ン サ ー チ ッ プ 上 に 捕 捉 し た 。 デ ー タ を 表 １ に ま と め る 。 MAb137-26は 、
液 相 C5a及 び C5に 対 し て 高 い 結 合 親 和 性 を 有 す る 。 結 果 は ま た 、 MAb137-26が C5aと C5に 共
通 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と も 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
k o n , 動 的 会 合 定 数
k o f f , 動 的 解 離 定 数
K D   平 衡 乖 離 定 数 ＝ k o f f ／ k o n
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
実 施 例 ２ ： 　
　 ヒ ト 血 清 中 の C5の 活 性 化 に 対 す る MAb137-26の 効 果 を 試 験 す る た め に 、 古 典 及 び 代 替 補
体 経 路 に よ り 媒 介 さ れ る 溶 血 の 、 抗 体 に よ る 阻 害 に つ い て 調 べ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 古 典 経 路 の 実 験 の た め に 、 0.5mM MgCl 2 及 び 0.15mM CaCl 2 を 含 む ゼ ラ チ ン ／ ベ ロ ナ ー ル
緩 衝 液 (GVB + + )中 の ニ ワ ト リ RBCs(5 x 10 7 細 胞 ／ ml)を 、 8μ g/mlの 精 製 ウ サ ギ 抗 ニ ワ ト リ R
BC免 疫 グ ロ ブ リ ン (ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 Hoperwell の inter-Cell Technologies)で 、 ４ ℃
で １ ５ 分 間 感 作 し た 。 次 に 細 胞 を GVB + + で 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た 細 胞 を 、 同 じ 緩 衝 液 に 1.7 x
 10 8 細 胞 ／ mlの 濃 度 で 再 懸 濁 し た 。 丸 底 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ テ ス ト プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル 中 で 、
５ ０ μ Lの 正 常 ヒ ト 血 清 (5.2%)を 、 低 減 希 釈 し た ５ ０ μ Lの GVB + + 中 MAb137-26又 は 陽 性 対 照
と し て の 抗 C2MAb175-62と 混 合 し た 。 次 い で 、 混 合 物 を 含 む ウ ェ ル に 、 ３ ０ μ Lの 洗 浄 し た
感 作 ニ ワ ト リ RBCs懸 濁 液 を 添 加 し た 。 ５ ０ μ Lの 正 常 ヒ ト 血 清 (5.2%)を ８ ０ μ Lの GVB + + と
混 合 し て 血 清 色 バ ッ ク グ ラ ン ド と し た 。 同 じ ア イ ソ タ イ プ の 抗 HIV-1 gp120 MAbを 陰 性 対
照 と し て 用 い た 。 採 用 し た 最 終 ヒ ト 血 清 濃 度 は 2%で あ っ た 。 混 合 物 を ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト は マ イ ク ロ テ ス ト プ レ ー ト シ ェ ー カ ー 上 で １ ５ 秒 間 振 と う し
た 。 次 に プ レ ー ト を 300 x gで ３ 分 間 遠 心 し た 。 上 清 (80μ L)を 回 収 し 、 平 底 ９ ６ 穴 マ イ ク
ロ テ ス ト プ レ ー ト の ウ ェ ル に 移 し 、 ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー で 405nmに お け る ODを 測 定 し た
。 溶 血 の 阻 害 ％ は 次 の 通 り 定 義 さ れ る 。
100 x [(OD M A b な し － OD血 清 色 バ ッ ク グ ラ ン ド )－ (OD M A b あ り － OD血 清 色 バ ッ ク グ ラ ン ド )]
/(OD M A b な し － OD血 清 色 バ ッ ク グ ラ ン ド )
【 ０ ０ ６ １ 】
　 図 ３ は 、 MAb137-26及 び 無 関 係 な 対 照 MAb G3-519が 感 作 ニ ワ ト リ RBCsの 古 典 経 路 溶 血 を
阻 害 せ ず 、 一 方 、 陽 性 対 照 で あ る 抗 C2 MAb175-62は 溶 血 を 効 果 的 に 阻 害 す る こ と を 示 し て
い る 。 C2は 、 古 典 補 体 経 路 に 特 異 的 に 関 与 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 代 替 経 路 の た め に 、 2mM MgCl 2 及 び 1.6mM EGTAを 含 む ゼ ラ チ ン ／ ベ ロ ナ ー ル 緩 衝 液 (GVB/
Mg-EGTA)で 、 未 感 作 ウ サ ギ RBCsを ３ 回 洗 浄 し た 。 古 典 経 路 を 阻 害 す る た め に 、 10mMの 濃 度
の EGTAを 用 い た (K. Whaley et al., in A.W. Dodds (Ed.), Complement: A Practical Ap

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-508889 A 2005.4.7

補 体 媒 介 溶 血



proach. Oxford University Press, Oxford, 1997, pp. 19-47)。 ア ッ セ イ 方 法 は 、 上 記
し た 古 典 経 路 溶 血 ア ッ セ イ の 場 合 と 同 様 で あ る 。 こ の ア ッ セ イ で 採 用 し た ヒ ト 血 清 の 最 終
濃 度 は １ ０ ％ で あ っ た 。 抗 Ｄ 因 子 MAb166-32を 陽 性 対 照 と し て 用 い た 。 上 記 し た 、 ア イ ソ
タ イ プ が 同 じ の 無 関 係 な 抗 HIV-1 gp120 MAbを 陰 性 対 照 と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 図 ４ は 、 MAb137-26が 未 感 作 ウ サ ギ RBCsの 代 替 経 路 溶 血 を 阻 害 せ ず 、 一 方 、 抗 Ｄ 因 子 MAb
166-32は 溶 血 を 強 く 阻 害 す る こ と を 示 し て い る 。 Ｄ 因 子 は 、 代 替 補 体 経 路 に 特 異 的 で あ る
。 陰 性 対 照 抗 体 は 効 果 を 有 し て い な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 総 合 す る と 、 上 記 結 果 に よ り 、 MAb137-26が C5活 性 化 を 阻 害 し な い こ と 、 従 っ て 、 C5a及
び C5b-9の 形 成 を 阻 害 し な い こ と が 確 認 さ れ る 。 MAb137-26は 代 替 及 び 古 典 補 体 経 路 の 活 性
化 を 阻 害 し な い 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ６ ５ 】
実 施 例 ３ ： 　
　 ヒ ト 好 中 球 は 、 ヒ ト 全 血 か ら 精 製 し 、 Dextran T-500/saline溶 液 で 希 釈 し た 。 該 混 合 物
は 、 約 ２ ０ 分 間 又 は 明 瞭 な 表 層 が 現 れ る ま で 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 表 層 を 50ml
の ポ リ プ ロ ピ レ ン 遠 心 管 に 移 し た 。 遠 心 後 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 30mlの 冷 PBSB(PBS中 1% BSA)
中 に 懸 濁 し た 。 細 胞 懸 濁 液 を 、 50mlの ポ リ プ ロ ピ レ ン 遠 心 管 中 の 10mlの Histopaque-1077(
ミ ズ リ ー 州 St. Louisの Sigma)上 に 積 層 し た 。 さ ら に 遠 心 後 、 細 胞 ペ レ ッ ト を ２ ０ ｍ ｌ の
冷 0.2% NaCl中 に ３ ０ 秒 間 再 懸 濁 し て RBCsを 溶 解 し た 。 次 に 、 20mlの 冷 1.6% NaClを 細 胞 懸
濁 液 に 加 え 、 再 遠 心 し 、 好 中 球 を PBSB中 に 再 懸 濁 し た 。 1 2 5 I-C5a結 合 に 用 い る ま で 好 中 球
は 氷 上 に 維 持 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 1.5mlの エ ッ ペ ン ド ル フ 遠 心 管 中 で 、 MAb137-26を 結 合 緩 衝 液 (RPMI1640培 地 中 1% BSA)で
低 減 希 釈 し 、 終 濃 度 を 640nMか ら 0.04nMに し た 。 ４ μ Lの 4nM 1 2 5 I-C5a（ マ サ チ ュ ー セ ッ ツ
州 Bostonの NEN Life Science Products, Inc.)を 36μ Lの 希 釈 MAb137-26に 加 え 、 室 温 で １
５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 精 製 組 換 え ヒ ト C5a(ミ ズ リ ー 州 St. Louisの Sigma)を 陽 性 対
照 と し て 用 い 、 一 方 、 ア イ ソ タ イ プ が 同 じ で 無 関 係 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 陰 性 対 照 と し
て 用 い た 。 1 2 5 I-C5aの 最 大 の 結 合 を 与 え る た め に 、 抗 体 又 は C5aを 含 ま な い ３ ６ μ Ｌ の 結
合 緩 衝 液 を 代 わ り に 用 い た 。 ５ ０ μ Lの 好 中 球 懸 濁 液 を 各 管 に 加 え 、 氷 上 で イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 ４ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 終 了 時 に 各 管 か ら の 混 合 物 を 、 他 の エ ッ ペ ン ド ル
フ 管 中 の ８ ０ ０ μ Lの 分 離 緩 衝 液 （ PBS中 6% BSA)の 上 に 移 し た 。 次 に 、 管 を 2000 x gで 室
温 で ３ 分 間 遠 心 し た 。 上 清 を 吸 引 後 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 0.5mlの 脱 イ オ ン 水 中 で 再 懸 濁 し て
細 胞 を 溶 解 し た 。 次 に 、 細 胞 溶 解 物 を 3mlの Ultima Gold scintillation fluid (コ ネ チ カ
ッ ト 州 Meriden の Packard Instrument)と 混 合 し 、 放 射 能 を 計 測 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
1 2 5 I-C5a結 合 の 阻 害 ％ は 次 の よ う に 定 義 さ れ る 。
[Cpm m a x － Cpm b k g ]－ [Cpm c a － Cpm b k g ]/[Cpm m a x － Cpm b k g ] x 100
た だ し 、
Cpm m a x ＝ 競 合 剤 な し の 場 合 の １ 分 間 当 り の 最 大 カ ウ ン ト
Cpm b k g ＝

1 2 5 I-C5aを 加 え な い 場 合 の バ ッ ク グ ラ ン ド cpm
Cpm c a ＝ 競 合 剤 有 り の 場 合 の cpm
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 図 ５ は 、 放 射 ヨ ウ 素 化 ( 1 2 5 I)-ヒ ト C5aの 精 製 ヒ ト 好 中 球 へ の 結 合 の 阻 害 を 示 し て い る 。
MAb137-26は 、 未 標 識 C5aよ り も 1 2 5 I-C5aの 精 製 ヒ ト 好 中 球 へ の 結 合 阻 害 活 性 が 高 か っ た 。
50%阻 害 (ID50)は 、 MAb137-26が 0.45nMで 、 こ れ と 比 較 さ れ る C5aが 30nMで あ っ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
実 施 例 ４ ： 　 セ ル ロ ー ス 膜 上 の SPOTsペ プ チ ド に よ る ヒ ト C5a上 の MAb137-26の 結 合 エ ピ ト
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ー プ の マ ッ ピ ン グ
　 Sigma Genosys (テ キ サ ス 州 the Woodlands)に よ り 合 成 さ れ た SPOTsペ プ チ ド を 用 い た 技
術 に よ り 、 ヒ ト C5a上 の MAb137-26の 結 合 エ ピ ト ー プ を マ ッ ピ ン グ し た 。 ヒ ト C5aの 全 体 に
亘 る 、 重 複 す る ペ プ チ ド (12-mer)を セ ル ロ ー ス 膜 上 に 合 成 し た 。 こ の ア ッ セ イ に お い て 、
膜 を 先 ず ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 TBSTB(10mM Trisク ロ リ ド 、 250mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 1%ウ シ 血 清
ア ル ブ ミ ン 及 び 0.05% TWEEN（ 登 録 商 標 ） 20)で 、 １ 時 間 室 温 で 処 理 し て 全 て の 非 特 異 結 合
部 位 を 飽 和 し た 。 次 に 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 中 に 1μ g/mlの MAb137-26を 含 む 溶 液 を 膜 に 加 え
、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 膜 を 洗 浄 緩 衝 液 TBST(10mM Trisク ロ リ ド 、 25
0mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び 0.05% TWEEN（ 登 録 商 標 ） 20)で 完 全 に 洗 浄 し た 。 次 に 、 膜 を HRP-
結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(Fc)(ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 中 に 1:5000希 釈 ） (ペ ン シ ル バ ニ ア 州 West 
Groveの Jackson Immunoresearch） で １ 時 間 室 温 で 処 理 し た 。 次 に 膜 を 再 度 洗 浄 し た 。 C5a
の 個 々 の SPOTsペ プ チ ド へ の MAb137-26の 結 合 は 、 Supersignal West Pico化 学 発 光 基 質 (イ
リ ノ イ 州 Rockfordの Pierce)と イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 検 出 し た 。 次 に 、 Kodak X-O
MAT ARフ ィ ル ム (ニ ュ ー ヨ ー ク 州 Rochester)に 露 光 す る こ と に よ り 化 学 発 光 強 度 を 測 定 し
た 。 図 ６ は 、 MAb137-26に よ り 結 合 さ れ た エ ピ ト ー プ の 配 列 を 示 す 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ７ ０ 】
実 施 例 ５ ： 　 補 体 媒 介 炎 症 を 試 験 す る た め の 、 生 体 外 ヒ ト 全 血 モ デ ル ： 　 大 腸 菌 に よ る 好
中 球 活 性 化 及 び Neisseria meningitidisの 殺 菌 に 対 す る MAb137-26の 効 果
　 複 雑 な 炎 症 系 ネ ッ ト ワ ー ク に お け る 補 体 の 役 割 を 調 べ る た め に は 、 全 て の 潜 在 的 な 細 胞
性 及 び 液 相 メ デ ィ エ ー タ ー が 存 在 す る 必 要 が あ り 、 従 っ て 、 同 時 に 相 互 作 用 す る 。 こ の よ
う な 実 験 環 境 を in vitroで 作 り 出 す た め に 、 ヒ ト 全 血 を 用 い た 。 こ の モ デ ル で は 、 ト ロ ン
ビ ン 特 異 的 ヒ ル ジ ン 類 似 体 で あ る レ ピ ル ジ ン (REFLUDAN(登 録 商 標 ))を 、 ヘ パ リ ン に 代 わ る
抗 凝 固 剤 と し て 用 い た 。 ヘ パ リ ン と は 異 な り 、 レ ピ ル ジ ン は 補 体 活 性 化 を 妨 害 し な い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ の モ デ ル 系 で は 、 MAb137-26は 、 大 腸 菌 に よ る 補 体 活 性 化 の 結 果 形 成 さ れ た C5aの 炎 症
効 果 を ブ ロ ッ ク し た 。 該 抗 体 は 、 MACに よ り 媒 介 さ れ る N. meningitidisの 殺 菌 を 阻 害 し な
か っ た 。 従 っ て 、 MAb137-26は C5の 活 性 化 及 び そ れ に 続 く MACの 形 成 を 阻 害 す る こ と な く C5
aを 中 和 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重 要 な 特 徴 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 レ ピ ル ジ ン (50μ g/ml)を 含 む ポ リ プ ロ ピ レ ン 管 中 に 全 血 を 採 取 し た 。 抗 凝 固 処 理 し た 全
血 を 、 PBS又 は 抗 C5阻 害 剤 と ４ 分 間 ３ ７ ℃ で 前 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 好 中 球 上 の CD11bの 発
現 及 び 酸 化 的 バ ー ス ト を 試 験 す る た め に 、 オ プ ソ ニ ン 処 理 し た 大 腸 菌 LE392株 (ATCC 33572
)を 全 血 試 料 に 加 え 、 １ ０ 分 間 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 CD11b実 験 で は 大 腸 菌 の 濃 度
は 1 x 10 7 /mlで あ り 、 酸 化 的 バ ー ス ト 実 験 で は 1 x 10 8 /mlで あ っ た 。 T-0ベ ー ス ラ イ ン 試
料 は 直 ち に 処 理 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 100μ Lの 試 料 を 用 い て 、 免 疫 フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー に よ り 好 中 球 上 の CD11b発 現 を 測 定 し た 。 基 質 ジ ヒ ド ロ ロ ー ダ ミ ン 123を 用 い て Bu
rst-test procedure (ド イ ツ 国 Heidelbergの ORPEGEN Pharma)に 記 載 さ れ た 通 り に 活 性 化
好 中 球 の 酸 化 的 バ ー ス ト を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 図 7A～ 7Dは 、 CD11b発 現 及 び 酸 化 的 バ ー ス ト の た め の 好 中 球 活 性 化 の フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。 抗 C5／ C5aMAb137-26は 、 炎 症 の ヒ ト 全 血 モ デ ル に お い て 大 腸
菌 に よ り 誘 起 さ れ る 好 中 球 活 性 化 を 効 果 的 に 阻 害 し た 。 こ れ ら の ア ッ セ イ に お い て 、 MAb1
37-26は 、 抗 C5aMAb561(Jurg Kohl博 士 ） 及 び ペ プ チ ド 性 C5aRア ン タ ゴ ニ ス ト (Stephen Tay
lor博 士 ） よ り も 高 力 価 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 細 菌 ア ッ セ イ の た め に 、 N. meningitidis H44/76-1を BHI寒 天 上 で 一 夜 増 殖 さ せ 、 継 代
培 養 し 、 ４ 時 間 か け て 対 数 期 ま で 増 殖 さ せ た 。 5000～ 10000コ ロ ニ ー 形 成 単 位 (CFUs)を 、
レ ピ ル ジ ン で 抗 凝 血 処 理 さ れ 、 PBS又 は 抗 体 と ５ 分 間 前 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 1.1mlの 全 血 試
料 に 加 え た 。 各 時 間 に お い て 、 血 液 寒 天 を 含 む 生 物 学 的 ペ ト リ 皿 上 に 100μ Lの 全 血 を 撒 き
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、 ２ ４ 時 間 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 菌 の 増 殖 を 、 添 加 し た 100μ Lの 全 血 当 り の CF
Uで 表 し た 。 T-0試 料 は 細 菌 を 加 え た 直 後 に 得 た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 図 ８ は 、 MAb137-26が 、 Neisseria meningitidesの MAC媒 介 殺 菌 を 阻 害 し な か っ た こ と を
示 し て い る 。 対 照 的 に 、 MAb137-30は 、 ヒ ト 全 血 に よ る Neisseria meningitidesの 殺 菌 を
阻 害 し た 。 こ の 抗 体 は C5活 性 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 先 の セ ク シ ョ ン で 用 い た 用 語 及 び 表 現 は 例 示 の た め の み の も の で あ っ て 限 定 的 で は な く
、 本 発 明 の 範 囲 は 以 下 の 請 求 の 範 囲 の み に よ り 定 義 さ れ る も の で あ り 、 こ れ ら の 請 求 の 範
囲 の 主 題 の 全 て の 均 等 物 を 含 む こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ELISAに お け る 、 精 製 ヒ ト C5aへ の MAb137-26（ 抗 C5a、 黒 四 角 ） 及 び MAb1
37-76（ 抗 C5β 鎖 、 白 丸 ） の 結 合 を 示 す 。 ア イ ソ タ イ プ が 同 じ で 無 関 係 な モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 陰 性 対 照 と し て 用 い た 。 Ｙ 軸 は 、 450nmの 吸 光 度 (OD)と し て 表 さ れ た 、 MAbsと C5aの
反 応 性 を 表 し 、 Ｘ 軸 は MAbsの 濃 度 を 表 す 。 MAb137-26は ヒ ト C5aと 反 応 し た が 、 MAb137-76
及 び 無 関 係 な 対 照 抗 体 は 反 応 し な か っ た 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ELISAに お け る 、 MAb137-26（ 黒 四 角 ） 及 び MAb137-76（ 白 丸 ） の 、 精 製
ヒ ト C5へ の 結 合 を 示 す 。 ア イ ソ タ イ プ が 同 じ で 無 関 係 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 陰 性 対 照 と
し て 用 い た 。 Ｙ 軸 は 、 450nmの 吸 光 度 (OD)と し て 表 さ れ た 、 MAbsと C5aの 反 応 性 を 表 し 、 Ｘ
軸 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 濃 度 を 表 す 。 MAb137-26及 び MAb137-76の 両 方 と も ヒ ト C5と 反 応
し た が 、 無 関 係 な 抗 体 は 反 応 し な か っ た 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 抗 C5aMAb137-26が 、 古 典 経 路 (CP)を 介 す る ニ ワ ト リ 赤 血 球 の 補 体 媒 介 溶
血 を 阻 害 で き な い こ と を 示 す 。 抗 C2MAb175-62は 、 溶 血 を 効 果 的 に 阻 害 し た 。 ア イ ソ タ イ
プ が 同 じ で 無 関 係 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 効 果 を 有 し て い な か っ た 。 Ｙ 軸 は 、 本 文 に さ ら
に 記 載 す る よ う に 、 溶 血 阻 害 の 百 分 率 を 示 す 。 Ｘ 軸 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 濃 度 を 示 す
。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 抗 C5aMAb137-26が 、 代 替 経 路 (AP)を 介 す る ウ サ ギ 赤 血 球 の 補 体 媒 介 溶 血
を 阻 害 で き な い こ と を 示 す 。 抗 Ｄ 因 子 MAb166-32は 、 溶 血 を 効 果 的 に 阻 害 し た 。 ア イ ソ タ
イ プ が 同 じ で 無 関 係 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 効 果 を 有 し て い な か っ た 。 Ｙ 軸 は 、 本 文 に さ
ら に 記 載 す る よ う に 、 溶 血 阻 害 の 百 分 率 を 示 す 。 Ｘ 軸 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 濃 度 を 示
す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 放 射 ヨ ウ 素 化 ( 1 2 5 I)-ヒ ト C5aの 精 製 ヒ ト 好 中 球 へ の 結 合 の 阻 害 を 示 す 。
陽 性 対 照 で あ る 精 製 組 換 え ヒ ト C5a(rHuC5a)は 、 結 合 を 阻 害 し た 。 ア イ ソ タ イ プ が 同 じ で
無 関 係 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 何 の 効 果 も 示 さ な か っ た 。 Ｙ 軸 は 、 本 文 に さ ら に 記 載 す る
よ う に 、 1 2 5 I-C5a結 合 の 阻 害 の 百 分 率 を 示 す 。 Ｘ 軸 は 、 競 合 剤 の 濃 度 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 セ ル ロ ー ス 膜 上 の 重 複 す る 合 成 ペ プ チ ド に よ り マ ッ ピ ン グ し た 、 ヒ ト C5
a上 の MAb137-26の 結 合 エ ピ ト ー プ を 示 す 。
【 図 ７ Ａ 】 図 ７ Ａ は 、 レ ピ ル ジ ン で 抗 凝 血 処 理 さ れ た 全 血 モ デ ル に お け る 、 オ プ ソ ニ ン 処
理 大 腸 菌 に よ り 刺 激 さ れ た ヒ ト 好 中 球 上 の CD11bの 発 現 を 示 す 。 抗 C5／ C5aMAb137-26（ 黒
丸 ） は 、 抗 C5aMAb561(Jurg Kohl博 士 、 黒 四 角 ） 及 び 抗 C5MAb137-30（ 黒 三 角 ） よ り も CD11
bの 発 現 を よ り 効 果 的 に 阻 害 し た 。 後 者 の 抗 体 は C5活 性 化 を 阻 害 し た 。 無 関 係 な MAb（ 黒 逆
三 角 ） は 、 効 果 を 有 し て い な か っ た 。 Ｙ 軸 は 、 免 疫 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 測 定 さ れ
た 平 均 蛍 光 強 度 (MFI)を 示 す 。 Ｘ 軸 は 、 抗 体 の 濃 度 (μ g/ml)を 表 す 。 T-0=時 間 ０ 分 に お け
る 全 血 試 料 の ベ ー ス ラ イ ン 。 T-10=大 腸 菌 な し で PBSだ け と 共 に １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 全 血 。 阻 害 剤 を 含 む も の も 含 ま な い も の も 、 他 の 試 料 は 、 添 加 さ れ た 大 腸 菌 を 有 し て い
た 。
【 図 ７ Ｂ 】 図 ７ Ｂ は 、 レ ピ ル ジ ン で 抗 凝 血 処 理 さ れ た 全 血 モ デ ル に お け る 、 オ プ ソ ニ ン 処
理 大 腸 菌 に よ り 刺 激 さ れ た ヒ ト 好 中 球 上 の CD11bの 発 現 を 示 す 。 抗 C5／ C5aMAb137-26（ 黒
丸 ） は 、 ペ プ チ ド 性 C5aRア ン タ ゴ ニ ス ト  (Stephen Taylor博 士 ） （ 黒 四 角 ） よ り も CD11b

10

20

30

40

50

(16) JP 2005-508889 A 2005.4.7



の 発 現 を よ り 効 果 的 に 阻 害 し た 。 無 関 係 な ペ プ チ ド （ 黒 逆 三 角 ） は 、 効 果 を 有 し て い な か
っ た 。 Ｙ 軸 は 、 免 疫 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 測 定 さ れ た 平 均 蛍 光 強 度 (MFI)を 示 す 。
Ｘ 軸 は 、 抗 体 ／ ペ プ チ ド の 濃 度 (μ g/ml)を 表 す 。 T-0=時 間 ０ 分 に お け る 全 血 試 料 の ベ ー ス
ラ イ ン 。 T-10=大 腸 菌 な し で PBSだ け と 共 に １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 全 血 。 阻 害 剤 を 含
む も の も 含 ま な い も の も 、 他 の 試 料 は 、 添 加 さ れ た 大 腸 菌 を 有 し て い た 。
【 図 ７ Ｃ 】 図 ７ Ｃ は 、 レ ピ ル ジ ン で 抗 凝 血 処 理 さ れ た 全 血 モ デ ル に お け る 、 オ プ ソ ニ ン 処
理 大 腸 菌 に よ り 刺 激 さ れ た ヒ ト 好 中 球 の 酸 化 的 バ ー ス ト を 示 す 。 抗 C5／ C5aMAb137-26（ 黒
丸 ） 及 び 抗 C5MAb137-30（ 黒 三 角 ） の 両 者 と も 、 抗 C5aMAb561（ 黒 四 角 ） よ り も 効 果 的 に 酸
化 的 バ ー ス ト を 阻 害 し た 。 無 関 係 な MAb（ 黒 逆 三 角 ） は 、 効 果 を 有 し て い な か っ た 。 Ｙ 軸
は 、 免 疫 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 測 定 さ れ た 平 均 蛍 光 強 度 (MFI)を 示 す 。 Ｘ 軸 は 、 抗
体 の 濃 度 (μ g/ml)を 表 す 。 T-0=時 間 ０ 分 に お け る 全 血 試 料 の ベ ー ス ラ イ ン 。 T-10=大 腸 菌
な し で PBSだ け と 共 に １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 全 血 。 阻 害 剤 を 含 む も の も 含 ま な い も
の も 、 他 の 試 料 は 、 添 加 さ れ た 大 腸 菌 を 有 し て い た 。
【 図 ７ Ｄ 】 図 ７ Ｄ は 、 レ ピ ル ジ ン で 抗 凝 血 処 理 さ れ た 全 血 モ デ ル に お け る 、 オ プ ソ ニ ン 処
理 大 腸 菌 に よ り 刺 激 さ れ た ヒ ト 好 中 球 の 酸 化 的 バ ー ス ト を 示 す 。 抗 C5／ C5aMAb137-26は 、
ペ プ チ ド 性 C5aRア ン タ ゴ ニ ス ト （ 黒 四 角 ） よ り も 効 果 的 に 酸 化 的 バ ー ス ト を 阻 害 し た 。 無
関 係 な ペ プ チ ド は 、 効 果 を 有 し て い な か っ た 。 Ｙ 軸 は 、 免 疫 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り
測 定 さ れ た 平 均 蛍 光 強 度 (MFI)を 示 す 。 Ｘ 軸 は 、 抗 体 の 濃 度 を nMで 表 す 。 T-0=時 間 ０ 分 に
お け る 全 血 試 料 の ベ ー ス ラ イ ン 。 T-10=大 腸 菌 な し で PBSだ け と 共 に １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 全 血 。 阻 害 剤 を 含 む も の も 含 ま な い も の も 、 他 の 試 料 は 、 添 加 さ れ た 大 腸 菌 を 有 し
て い た 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 レ ピ ル ジ ン で 抗 凝 血 処 理 さ れ た 全 血 モ デ ル に お け る 、 Neisseria mening
itidesの MAC-媒 介 殺 菌 を 示 す 。 細 菌 は 、 抗 C5／ C5aMAb137-26（ 黒 丸 ） 、 無 関 係 な MAb（ 黒
三 角 ） 又 は PBS（ 白 四 角 ） の 存 在 下 で ヒ ト 全 血 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 効 果 的 に
殺 菌 さ れ た 。 対 照 的 に 、 C5活 性 化 を 阻 害 し 、 従 っ て MAC形 成 を 阻 害 す る 抗 C5MAb137-30（ 白
菱 形 ） で 全 血 を 処 理 し た 場 合 に は 殺 菌 さ れ な か っ た 。 ｙ 軸 は 、 血 液 寒 天 上 で ２ ４ 時 間 ３ ７
℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た １ ０ ０ μ Lの 全 血 当 り の コ ロ ニ ー 形 成 単 位 (CFU)を 表 す 。 Ｘ 軸 は 、
全 血 培 養 実 験 か ら の 血 液 試 料 採 取 の 異 な る 時 点 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ７ Ｃ 】

【 図 ７ Ｄ 】
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【 図 ８ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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