
(57)【要約】
【課題】　　　　　　Ｅ型ボツリヌス感染症、Ｅ型ボツリヌス神経毒素中毒症に関する疾
患の診断あるいは治療に有用であるＥ型ボツリヌス神経毒素に特異的に結合する抗体を提
供する。
【解決手段】　　　　Ｅ型ボツリヌス神経毒素を中和するマウスモノクローナル抗体を提
供する。当該抗体産生細胞より抗体分子を構成するＶＨ領域及びＶＬ領域遺伝子をクロー
ニングし、このＶ領域の遺伝情報を元にしてヒト化抗体及び二重特異性抗体などの各種抗
体を作製することを特徴とする。本発明により得られる抗体は、Ｅ型ボツリヌス感染症、
ボツリヌス神経毒素中毒症に関する疾患の診断あるいは治療に有用である。
【選択図】　　　　　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 に 対 す る 中 和 活 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
当 該 抗 体 が 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　
Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ５ ８ を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
当 該 抗 体 が 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　
Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ５ ９ を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
当 該 抗 体 が 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　
Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ６ ０ を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 請 求 項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ６ 】
当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ が 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領 番 号 Ｆ
Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ５ ８ を 有 す る 請 求 項 ５ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ７ 】
当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ が 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領 番 号 Ｆ
Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ５ ９ を 有 す る 請 求 項 ５ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ８ 】
当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ が 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領 番 号 Ｆ
Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ６ ０ を 有 す る 請 求 項 ５ に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る Ｅ 型 ボ
ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 を 免 疫 学 的 に 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る Ｅ 型 ボ
ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 を 免 疫 学 的 に 定 量 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る こ と を
特 徴 と す る Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 感 染 症 ま た は Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 中 毒 症 の 診 断 薬 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 に
対 す る 中 和 活 性 を 有 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 と ヒ ト 抗 体 由 来 の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 で あ っ て 、 少 な く と も 定 常 領 域 が ヒ ト 抗 体 由 来 の
ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と し 、 か つ Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 に 対 す る 中 和 活 性 を 有
す る ヒ ト 化 組 換 え 抗 Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
当 該 組 換 え 抗 体 の 可 変 領 域 重 鎖 （ Ｖ Ｈ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全
部 ま た は 一 部 で あ り 、 可 変 領 域 軽 鎖 （ Ｖ Ｌ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 配 列
の 全 部 ま た は 一 部 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
当 該 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 抗 体 機 能 分 子 で あ り 、 Fab、 Fab'、 F(ab')2、 一 本 鎖 抗 体 及 び ジ ス
ル フ ィ ド 安 定 化 抗 体 で あ る か 、 ま た は 二 重 特 異 性 抗 体 及 び そ の 類 似 物 で あ る か 、 ま た は チ
ェ イ ン シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て 生 成 し た 抗 体 分 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２ ま
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た は １ ３ に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
当 該 組 換 え 抗 体 が 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ２ か ら １ ４ の い ず れ か に 記 載 の 組 換
え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
当 該 組 換 え 抗 体 が 、 ヒ ト 型 改 変 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ２ か ら １ ４ の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え
抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
当 該 Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 が 、 Kabatら の 文 献 （ Sequences of Proteins of 
Immunological Interest, 4th. ed. U.S. Department of Health and Human Services (1
987)） 、 ま た は Chothiaら の 文 献 （ J. Mol. Biol., 196, 901, 1987） に 基 づ き 決 定 さ れ る
、 配 列 番 号 ６ 及 び 配 列 番 号 ８ の 可 変 領 域 内 の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） を 含 む 請 求 項 １ ２
か ら １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
【 請 求 項 １ ８ 】
当 該 Kabatら の 文 献 に よ り 決 定 さ れ る 当 該 Ｖ Ｈ の Ｃ Ｄ Ｒ １ が 配 列 番 号 ９ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ が 配 列
番 号 １ ０ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ が 配 列 番 号 １ １ で あ り 、 当 該 Ｖ Ｌ の Ｃ Ｄ Ｒ １ が 配 列 番 号 １ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｒ
２ が 配 列 番 号 １ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ が 配 列 番 号 １ ４ で あ る 請 求 項 １ ２ か ら １ ７ の い ず れ か に 記 載
の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
当 該 組 換 え 抗 体 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ が そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ６ 及 び 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ
り 、 定 常 領 域 が ヒ ト 抗 体 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 で
あ る 請 求 項 １ ２ か ら １ ８ の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
当 該 組 換 え 抗 体 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ 内 の Ｃ Ｄ Ｒ １ ～ ３ が 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ９ ～ １ ０ 及 び 配 列
番 号 １ ２ ～ １ ４ で あ り 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ ） の 一 部 が マ ウ ス 抗 体 由 来 で あ り 、 そ
の 他 の Ｆ Ｒ 及 び 定 常 領 域 が ヒ ト 抗 体 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト 型 改
変 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ２ か ら １ ８ の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ ２ か ら ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 ２ １ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ が 組 み 込 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 ２ ２ 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 ２ ３ 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 し 、 培 養 物 中 に 請 求 項 １ ２ か ら ２ ０ の い ず れ か
に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 生 成 蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 か ら 該 抗 体 を 採 取
す る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 １ ２ か ら ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 、 放 射 性 同
位 元 素 、 蛋 白 質 ま た は 低 分 子 の 薬 剤 と 化 学 的 ま た は 遺 伝 子 工 学 的 に 結 合 さ せ る こ と を 特 徴
と す る 融 合 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 １ ２ か ら ２ ０ 及 び ２ ５ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 有 効 成 分
と し て 含 有 す る 、 Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 感 染 症 ま た は Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 中 毒 症 の 治 療 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 感 染 症 及 び Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 中 毒 症 に 関 す る 疾 患 の 診 断
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あ る い は 治 療 に 有 用 で あ る ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 （ BoNTと 称 す こ と も あ る ） に 対 す る 中 和 活
性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 、 当
該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 と ヒ ト 抗 体 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 遺 伝 子
組 換 え 抗 体 、 当 該 組 換 え 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 、 該 抗 体 を 用 い た 治 療 剤 に 関 す る 。 さ ら に
は 、 こ の よ う な 有 用 な 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 の 作 製 に 有 効 な Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ボ ツ リ ヌ ス 中 毒 は 、 グ ラ ム 陽 性 有 芽 胞 性 の ボ ツ リ ヌ ス 菌 が 産 生 す る 蛋 白 性 毒 素 を 経 口 的
に 接 種 す る こ と に よ り 起 こ る 食 餌 性 中 毒 と 、 一 歳 未 満 の 乳 児 の 腸 管 内 で 芽 胞 が 発 芽 、 増 殖
し 、 そ の 際 産 生 さ れ る 毒 素 に よ り 起 こ る 乳 児 ボ ツ リ ヌ ス 症 に 大 別 さ れ る 。 い ず れ の 中 毒 に
お い て も 、 毒 素 は 末 梢 の 興 奮 性 シ ナ プ ス に 作 用 し 、 神 経 伝 達 物 質 の 遊 離 を 阻 害 す る こ と に
よ り 弛 緩 性 麻 痺 を 引 き 起 こ す 。 ボ ツ リ ヌ ス 中 毒 は 他 の 細 菌 性 食 中 毒 と 比 べ 発 生 例 は 稀 で あ
る が 、 致 死 率 が き わ め て 高 く 、 我 が 国 で は ヒ ト の 食 餌 性 中 毒 事 例 が 報 告 さ れ て い る 。 ま た
、 最 近 で は そ の 高 い 致 死 性 ゆ え に バ イ オ テ ロ の 手 段 と し て 使 用 さ れ る こ と が 懸 念 さ れ て い
る 。 現 在 、 ボ ツ リ ヌ ス 中 毒 症 の 治 療 薬 と し て Ａ 、 Ｂ 、 Ｅ 、 Ｆ 型 に 対 し て 治 療 用 馬 抗 毒 素 が
常 備 さ れ て い る 。 ウ マ 血 清 を 原 材 料 と し て い る こ の 製 剤 は 、 ヒ ト に は 異 種 蛋 白 で あ る た め
、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 等 の ア レ ル ギ ー 反 応 を 引 き 起 こ す 危 険 性 が あ る 。 乳 児 ボ ツ リ ヌ ス 症 に
お い て は こ の ア レ ル ギ ー 反 応 を 回 避 す る た め に 異 種 蛋 白 由 来 の 抗 体 に よ る 治 療 は な さ れ て
い な い の が 現 状 で あ る 。 こ の 危 険 性 は 成 人 の 中 毒 に お け る 治 療 に お い て も 同 様 で あ り 、 ウ
マ 抗 毒 素 に 代 わ る よ り 安 全 で 、 高 い 中 和 力 価 を 持 つ 抗 毒 素 製 剤 の 開 発 が 望 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 上 記 の よ う な 抗 BoNT中 和 抗 体 を 、 ボ ツ リ ヌ ス 中 毒 症 の 患 者 ま た は BoNTを 不 活 化 し た ト キ
ソ イ ド で 免 疫 し た 人 か ら 抗 ボ ツ リ ヌ ス ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 直 接 採 取 ・ 調 製 す る や り 方 が
あ り 、 実 際 に 「 BabyBIG」 と い う 商 品 名 で 乳 児 ボ ツ リ ヌ ス 症 を 対 象 に 市 販 さ れ て い る 。 し
か し 、 こ の 製 剤 は ボ ツ リ ヌ ス ト キ ソ イ ド で 健 常 人 を 免 疫 し て 中 和 抗 体 価 の 高 い 血 漿 を プ ー
ル し て 製 造 さ れ る た め に 、 こ の 方 法 で は 倫 理 的 な 問 題 や 原 材 料 入 手 、 バ イ オ ハ ザ ー ド の 問
題 な ど 数 多 い 問 題 点 が 予 想 さ れ 、 乳 児 ボ ツ リ ヌ ス 症 の よ う な 疾 患 に 限 定 さ れ た 疾 患 に し か
使 用 で き な い 。 す な わ ち 、 こ の よ う な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 製 剤 を 現 在 の ウ マ 抗 毒 素 の 代 わ
り に 広 く 普 及 さ せ る こ と は で き な い 。 そ こ で 、 こ の よ う な 高 力 価 血 清 の 代 替 品 と し て BoNT
中 和 活 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 近 、 ボ ツ リ ヌ ス ト キ ソ イ ド を 免 疫 し た 人 の Bリ ン パ 球 を ソ ー ス に し て フ ァ ー ジ 抗 体 を
作 製 し 、 そ の 中 か ら 所 望 の 中 和 抗 体 を 選 ぶ 方 法 が 試 み ら れ て い る が 、 BoNT A型 毒 素 に 関 し
て そ の よ う な 人 か ら 得 ら れ た ヒ ト 型 中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は そ れ ぞ れ 単 独 で は 中 和 活 性
が 弱 く 実 用 的 で な か っ た 。 そ こ で 、 そ の よ う な 弱 い 中 和 活 性 を 持 っ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 数 種 類 混 合 す る オ リ ゴ ク ロ ー ナ ル に す る こ と で 活 性 を 強 化 せ ざ る を 得 な か っ た 。 し か し
な が ら 、 数 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら な る 混 合 製 剤 は 、 抗 体 の 種 類 が 増 え る に 従 っ て
医 薬 品 と し て の 開 発 ・ 製 造 コ ス ト を 上 昇 さ せ る こ と に な り 、 現 実 的 な 価 格 で 医 薬 品 を 提 供
す る こ と が 難 し く な る 恐 れ が あ る 。 ま た 、 現 在 の ウ マ 抗 毒 素 に つ い て は Ａ 、 Ｂ 、 Ｅ 、 Ｆ 型
の 毒 素 に 対 す る 抗 体 が 含 ま れ て い る の で 、 最 終 的 に は 少 な く と も ４ 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 混 合 す る こ と に な る 。 そ れ ぞ れ の 型 に 数 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 混 合 し て 、 さ
ら に そ れ ら を 混 合 す る こ と に な れ ば 、 開 発 ・ 製 造 コ ス ト の 問 題 は よ り 厳 し さ を 増 す こ と に
な る 。 す な わ ち 、 で き る だ け 一 つ の 毒 素 の 型 に つ い て 一 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 対 応
で き る 方 が コ ス ト 的 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 一 方 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て は 、 免 疫 原 の 選 択 や マ ウ ス へ の 免 疫 回 数 な ど
免 疫 方 法 に 関 し て ト キ ソ イ ド を ヒ ト に 免 疫 す る よ り は 、 技 術 的 に も 倫 理 的 に も 制 限 が 少 な
く 、 結 果 的 に ヒ ト 由 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 よ り も 高 力 価 の 抗 体 を 得 る こ と が 出 来 る 可 能
性 が あ る 。 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 製 に 関 す る 基 本 的 な 技 術 は す で に 確 立 さ れ て い る
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。 し か し 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ヒ ト に 投 与 す る と 異 種 タ ン パ ク と し て 認 識 さ れ 、
ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク や 血 清 病 な ど の 副 作 用 を 引 き 起 こ し た り 、 は や く 体 外 に 排 除 さ
れ た り し て 、 抗 体 の 治 療 効 果 を 低 下 さ せ て し ま う こ と か ら 臨 床 応 用 が 困 難 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 そ こ で 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 利 用 し て マ ウ ス な ど の 動 物 由 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を キ
メ ラ 抗 体 あ る い は 改 変 抗 体 （ Ｃ Ｄ Ｒ [complementarity determining region]移 植 抗 体 、 再
形 成 ヒ ト 抗 体 と 言 う 場 合 も あ る ） の よ う な ヒ ト 化 抗 体 に す る 試 み が 行 わ れ て い る 。 抗 体 は
重 鎖 （ Ｈ ） 鎖 と 軽 （ Ｌ ） 鎖 か ら な り 、 各 々 、 抗 原 結 合 活 性 を 担 う 可 変 （ Ｖ ） 領 域 と 、 補 体
や Fc受 容 体 へ の 結 合 性 を 担 う 定 常 （ Ｃ ） 領 域 か ら 構 成 さ れ て い る （ 以 下 、 Ｈ 鎖 Ｖ 領 域 は VH
、 Ｌ 鎖 Ｖ 領 域 は Ｖ Ｌ 、 Ｈ 鎖 Ｃ 領 域 は Ｃ Ｈ 、 Ｌ 鎖 Ｃ 領 域 は Ｃ Ｌ と 称 す る こ と が あ る ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 キ メ ラ 抗 体 は 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ か ら ク ロ ー
ニ ン グ し た Ｖ 遺 伝 子 と 、 ヒ ト 抗 体 産 生 細 胞 等 の ヒ ト 細 胞 か ら ク ロ ー ニ ン グ し た Ｃ 遺 伝 子 と
を 結 合 さ せ た マ ウ ス V－ ヒ ト Ｃ キ メ ラ 抗 体 遺 伝 子 を 動 物 細 胞 あ る い は 微 生 物 細 胞 等 で 発 現
さ せ 、 そ の 培 養 上 清 中 に 得 ら れ る も の で あ る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 改 変 抗 体 は マ ウ ス な ど 動
物 由 来 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ を ヒ ト 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ と 置 換 し た 抗 体 で あ り （ 非 特 許 文 献 ２ ） 、 サ ル を
用 い た 実 験 で は マ ウ ス 抗 体 に 比 べ 免 疫 原 性 が 低 下 し 、 血 中 半 減 期 が ４ ～ ５ 倍 延 長 し て い る
（ 非 特 許 文 献 ３ ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 さ ら に 、 最 近 の 抗 体 工 学 の 進 歩 に よ り 、 一 本 鎖 抗 体 （ single chain Fv; 以 下 、 scFvと
称 す る こ と も あ る ： 非 特 許 文 献 ４ ） あ る い は ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 抗 体 （ disulfide stabil
ized Fv; 以 下 、 dsFvと 称 す る こ と も あ る ： 非 特 許 文 献 ５ ） と い っ た 、 よ り 小 さ な 抗 体 分
子 の 作 製 が 行 わ れ て い る 。 一 本 鎖 抗 体 や ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 抗 体 は 完 全 分 子 型 の 抗 体 に 比
べ 、 そ の 分 子 量 が 小 さ い こ と か ら 組 織 移 行 性 、 血 中 ク リ ア ラ ン ス に 優 れ 、 完 全 分 子 型 の 抗
体 と は 異 な っ た 治 療 効 果 も 期 待 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Morrison, S. L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 81, 6851-5 (1984
)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Riechmann, L. et al., Nature, 332, 323-7 (1988)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Hakimi, J. et al., J. Immunol., 147, 1352-9 (1991)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Bird, R. E. et al., Science, 242, 423-6 (1988)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Webber, K. O. et al., Molecular Immunology, 32, 249-58 (1995)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 以 上 述 べ て き た よ う に 、 現 在 の ウ マ 抗 毒 素 は 副 作 用 の 点 で 問 題 が あ る 。 そ の 解 決 策 と し
て 現 在 報 告 さ れ て い る ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で は 一 種 類 の み で 治 療 効 果 の 優 れ た 抗 体
は な く 、 数 種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 混 合 す る 製 剤 と な っ て い る 。 こ の た め 、 医 薬 品 の
開 発 や 製 造 の コ ス ト ア ッ プ を 招 き 、 必 然 的 に 高 価 な 医 薬 品 と な ら ざ る を 得 な い 。 す な わ ち
、 治 療 効 果 や 安 全 性 に 優 れ 、 開 発 や 製 造 コ ス ト の 面 で も 実 用 化 が 容 易 な BoNT抗 体 の 開 発 が
求 め ら れ て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の よ う な 状 況 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 抗 毒 素 製 剤 の タ ー ゲ ッ ト で あ る ４ つ の 血 清 型 の
う ち Ｅ 型 の BoNTに 対 し て 高 力 価 に 中 和 活 性 を 有 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る
細 胞 （ ハ イ ブ リ ド ー マ ） の 作 製 に 成 功 し 、 キ メ ラ 化 及 び ヒ ト 化 抗 体 、 あ る い は 抗 体 フ ラ グ
メ ン ト の 材 料 と な る Ｖ 領 域 遺 伝 子 を 提 供 す る こ と を 可 能 に し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た
。 実 際 、 当 該 細 胞 か ら 該 抗 体 の Ｖ 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 分 離 す る こ と に 成 功 し 、 こ の
Ｖ 領 域 を 用 い て マ ウ ス － ヒ ト 組 換 え 抗 体 の 発 現 を 試 み た 結 果 、 神 経 毒 素 に 対 し て 中 和 活 性
を 有 す る 組 換 え 抗 BoNT抗 体 の 作 製 に 成 功 し た 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 こ れ ま で に 一 切 報 告 さ
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れ て い な い Ｅ 型 BoNTに 対 す る マ ウ ス 中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と そ の 産 生 細 胞 を 提 供 し 、 さ
ら に は そ の Ｖ 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 情 報 を 提 供 し 、 こ れ を 用 い た 組 換 え 抗 BoNT抗 体 を 提
供 す る 。 遺 伝 子 情 報 と は 、 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 塩 基 配 列 や そ の 配 列 か ら 決 定 さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 、 さ ら に は 当 該 遺 伝 子 断 片 そ の も の な ど 、 組 換 え 抗 BoNT抗 体 の 作 製 に 必 要 な 遺
伝 子 情 報 で あ る 。 ま た 、 当 該 組 換 え 抗 BoNT抗 体 の 形 態 は 、 一 般 的 な 抗 体 分 子 の 形 態 か ら 一
つ の 抗 体 分 子 で ２ つ の 特 異 性 を も っ た 二 重 特 異 性 抗 体 や Ｖ 領 域 と Ｃ 領 域 の 一 部 か ら な る 様
々 な 形 態 ま で の 抗 体 機 能 分 子 を 提 供 す る こ と が 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 本 願 発 明 は 、 抗 Ｅ 型
BoNTマ ウ ス 中 和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と そ の 産 生 細 胞 だ け で な く 、 そ の Ｖ 領 域 を コ ー ド す る
遺 伝 子 情 報 か ら も た ら さ れ る 様 々 な 形 態 の 組 換 え 抗 BoNT抗 体 遺 伝 子 の 作 製 工 程 、 及 び そ の
遺 伝 子 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー 、 さ ら に は そ の ベ ク タ ー を 用 い て 動 物 細 胞 及 び 微 生 物 を 形
質 転 換 す る 工 程 及 び そ の 結 果 も た ら さ れ た 組 換 え 抗 BoNT抗 体 及 び 抗 体 機 能 分 子 高 産 生 形 質
転 換 体 の 作 製 方 法 を も 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 下 記 １ ） ～ ２ ６ ） の 発 明 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 １ ） Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 に 対 す る 中 和 活 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ２ ） 当 該 抗 体 が 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領 番 号 Ｆ Ｅ
Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ５ ８ を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 上 記 １ ） に 記 載 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ３ ） 当 該 抗 体 が 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領 番 号 Ｆ Ｅ
Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ５ ９ を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 上 記 １ ） に 記 載 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ４ ） 当 該 抗 体 が 、 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領 番 号 Ｆ Ｅ
Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ６ ０ を 有 す る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 上 記 １ ） に 記 載 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ５ ） 上 記 １ ） に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ６ ） 当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ が 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領
番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ５ ８ を 有 す る 上 記 ５ ） に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ７ ） 当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ が 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領
番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ５ ９ を 有 す る 上 記 ５ ） に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ８ ） 当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ が 独 立 行 政 法 人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー 受 領
番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ６ ０ を 有 す る 上 記 ５ ） に 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ９ ） 上 記 １ ） か ら ４ ） の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す
る Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 を 免 疫 学 的 に 検 出 す る 方 法 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 １ ０ ） 上 記 １ ） か ら ４ ） の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と
す る Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 を 免 疫 学 的 に 定 量 す る 方 法 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 １ １ ） 上 記 １ ） か ら ４ ） の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有
す る こ と を 特 徴 と す る Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 感 染 症 ま た は Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 中 毒 症 の 診 断
薬 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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　 １ ２ ） 上 記 １ ） か ら ４ ） の い ず れ か に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス
神 経 毒 素 に 対 す る 中 和 活 性 を 有 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 と ヒ ト
抗 体 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 で あ っ て 、 少 な く と も 定 常 領 域 が ヒ ト
抗 体 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と し 、 か つ Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 に 対 す る 中
和 活 性 を 有 す る ヒ ト 化 組 換 え 抗 Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 １ ３ ） 当 該 組 換 え 抗 体 の 可 変 領 域 重 鎖 （ Ｖ Ｈ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸
配 列 の 全 部 ま た は 一 部 で あ り 、 可 変 領 域 軽 鎖 （ Ｖ Ｌ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 ８ の ア ミ
ノ 酸 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 で あ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 １ ２ ） に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は
抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 １ ４ ） 当 該 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 抗 体 機 能 分 子 で あ り 、 Fab、 Fab'、 F(ab')2、 一 本 鎖 抗 体
及 び ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 抗 体 で あ る か 、 ま た は 二 重 特 異 性 抗 体 及 び そ の 類 似 物 で あ る か 、
ま た は チ ェ イ ン シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て 生 成 し た 抗 体 分 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記
１ ２ ） ま た は １ ３ ） に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 １ ５ ） 当 該 組 換 え 抗 体 が 、 ヒ ト 型 キ メ ラ 抗 体 で あ る 上 記 １ ２ ） か ら １ ４ ） の い ず れ か に
記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 １ ６ ） 当 該 組 換 え 抗 体 が 、 ヒ ト 型 改 変 抗 体 で あ る 上 記 １ ２ ） か ら １ ４ ） の い ず れ か に 記
載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 １ ７ ） 当 該 Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 が 、 Kabatら の 文 献 （ Sequences of Prot
eins of Immunological Interest, 4th. ed. U.S. Department of Health and Human Ser
vices (1987)） 、 ま た は Chothiaら の 文 献 （ J. Mol. Biol., 196, 901, 1987） に 基 づ き 決
定 さ れ る 、 配 列 番 号 ６ 及 び 配 列 番 号 ８ の 可 変 領 域 内 の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） を 含 む 上
記 １ ２ ） か ら １ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 １ ８ ） 当 該 Kabatら の 文 献 に よ り 決 定 さ れ る 当 該 Ｖ Ｈ の Ｃ Ｄ Ｒ １ が 配 列 番 号 ９ 、 Ｃ Ｄ Ｒ
２ が 配 列 番 号 １ ０ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ が 配 列 番 号 １ １ で あ り 、 当 該 Ｖ Ｌ の Ｃ Ｄ Ｒ １ が 配 列 番 号 １ ２
、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ が 配 列 番 号 １ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ が 配 列 番 号 １ ４ で あ る 上 記 １ ２ ） か ら １ ７ ） の い ず
れ か に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 １ ９ ） 当 該 組 換 え 抗 体 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ が そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ６ 及 び 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸
配 列 で あ り 、 定 常 領 域 が ヒ ト 抗 体 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る ヒ ト 型 キ メ
ラ 抗 体 で あ る 上 記 １ ２ ） か ら １ ８ ） の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ２ ０ ） 当 該 組 換 え 抗 体 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ 内 の Ｃ Ｄ Ｒ １ ～ ３ が 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ９ ～ １ ０
及 び 配 列 番 号 １ ２ ～ １ ４ で あ り 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ ） の 一 部 が マ ウ ス 抗 体 由 来 で
あ り 、 そ の 他 の Ｆ Ｒ 及 び 定 常 領 域 が ヒ ト 抗 体 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る
ヒ ト 型 改 変 抗 体 で あ る 上 記 １ ２ ） か ら １ ８ ） の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ
ラ グ メ ン ト 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ２ １ ） 上 記 １ ２ ） か ら ２ ０ ） の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ２ ２ ） 上 記 ２ １ ） に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ が 組 み 込 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ２ ３ ） 上 記 ２ ２ ） に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ２ ４ ） 上 記 ２ ３ ） 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 し 、 培 養 物 中 に 上 記 １ ２ ） か ら ２ ０ ）
の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 生 成 蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 か ら 該
抗 体 を 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 の 製 造 方 法 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ２ ５ ） 上 記 １ ２ ） か ら ２ ０ ） の い ず れ か に 記 載 の 組 換 え 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が
、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛋 白 質 ま た は 低 分 子 の 薬 剤 と 化 学 的 ま た は 遺 伝 子 工 学 的 に 結 合 さ せ る
こ と を 特 徴 と す る 融 合 抗 体 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ２ ６ ） 上 記 １ ２ ） か ら ２ ０ ） 及 び ２ ５ ） の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン
ト を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 、 Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 感 染 症 ま た は Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 中 毒
症 の 治 療 薬 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ の よ う な 本 願 発 明 の 新 規 抗 BoNTマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び そ の 産 生 細 胞 、 そ の Ｖ
領 域 遺 伝 子 情 報 か ら も た ら さ れ る 各 種 組 換 え 抗 体 及 び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に よ っ て 、 開 発 や
製 造 コ ス ト の 面 で 優 れ 、 効 果 が 高 く 副 作 用 の 少 な い ボ ツ リ ヌ ス 中 毒 症 の 診 断 薬 ・ 治 療 薬 ・
予 防 薬 の 開 発 が 可 能 に な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 で あ る 抗 BoNTマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び そ の 産 生 細 胞 は 、 こ れ ま で に 確 立 さ
れ て い る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 技 術 を 用 い て 作 製 さ れ る 。 免 疫 原 と し て は 、 例
え ば 、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 の 産 生 す る 神 経 毒 、 も し く は そ の 毒 素 活 性 を ホ ル マ リ ン 処 理 等 に よ り
失 活 さ せ た ト キ ソ イ ド 、 も し く は 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 用 い て 調 製 さ れ る 組 換 え 毒 素 Ｈ 鎖 、
Ｌ 鎖 、 あ る い は 毒 素 の ペ プ チ ド 、 も し く は 該 毒 素 蛋 白 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 調 製 さ れ
る 好 適 な 合 成 ペ プ チ ド 等 が あ げ ら れ る 。 使 用 可 能 な ボ ツ リ ヌ ス 菌 株 の 一 例 と し て 、 C. bot
ulinum type E で あ れ ば い か な る 株 で も 構 わ な い が 、 望 ま し く は 35396株 、 Iwanai株 、 Biw
ako株 、 5545株 、 164-1株 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 マ ウ ス を 上 記 の よ う な 適 当 な 株 の 神 経 毒 素 を 免 疫 原 で 免 疫 し 、 得 ら れ た 脾 臓 細 胞 を マ ウ
ス の ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 、 前 記 の 免 疫 原 に 反 応 す る
細 胞 を 選 択 し 、 該 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 抗 BoNTマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 更 に 、 こ の よ う に し て 得 ら れ た 抗 BoNTマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 の 中 か ら Ｅ 型
BoNTに 対 し て 中 和 活 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し て い る 細 胞 を 選 択 す る こ と が
で き る 。 そ の よ う な 細 胞 株 と し て 本 発 明 者 等 は BoNTに 対 し て 中 和 活 性 を 有 す る 抗 体 を 産 生
す る １ ６ 種 の ハ イ ブ リ ド ー マ の 確 立 に 成 功 し た 。 中 で も １ ０ 種 、 更 に 好 ま し く は m3-4、 m9
-4、 m9-7、 m9-8の ４ 種 が 、 こ れ ら が 本 発 明 に 用 い る 最 も 好 ま し い 細 胞 株 と し て あ げ ら れ る
。
　 こ れ ら の う ち 、 m3-4、 m9-7及 び m9-8に つ い て は 、 平 成 １ ８ 年 ３ 月 ２ ９ 日 付 、 独 立 行 政 法
人 産 業 技 術 総 合 研 究 所 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に そ れ ぞ れ 受 領 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８
５ ８ 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ５ ９ 及 び Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ａ Ｐ － ２ ０ ８ ６ ０ と し て 寄 託 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 当 該 抗 体 産 生 細 胞 よ り 、 ボ ツ リ ヌ ス 中 毒 症 の 診
断 薬 ・ 治 療 薬 ・ 予 防 薬 に な る 各 種 組 換 え 抗 体 及 び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 製 す る こ と が で き
る 。 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｖ 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 断 片 は 、 前 述 の よ う な 抗 BoNT中
和 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 よ り 分 離 さ れ 、 解 析 さ れ た 遺 伝 子 配 列 で あ る 。 Ｖ 領 域 遺 伝
子 は 通 常 の 遺 伝 子 操 作 技 術 に よ り 単 離 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ の 細 胞 の 染 色 体 Ｄ Ｎ
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Ａ か ら 常 法 ［ 例 え ば 、 T. Maniatis "Molecular Cloning" Cold Spring Harbor Lab.(1982
)参 照 ]に 従 っ て Ｖ 領 域 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 、 あ る い は 、 そ の 細 胞 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を
材 料 と し て 常 法 ［ 例 え ば 、 D.M.Glover編 集  " DNA cloning Vol.I" IRL press (1985)］ に
よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し Ｖ 領 域 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ る 。 い ず れ の 方 法 も 、 Ｖ
領 域 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ の 為 の プ ロ ー ブ と し て 、 す で に 報 告 さ れ て い る マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 遺 伝 子 の 核 酸 塩 基 配 列 ［ 例 え ば 、  坂 野 ら 、 Nature, 286,p676,(1980); E.E.Max ら 、
J. Biol. Chem., 256,p5116,(1981)］ を 参 照 し て 合 成 し た Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ 等 を 利 用 す る こ
と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ま た 、 Ｐ Ｃ Ｒ （ ポ リ メ レ ー ス 連 鎖 反 応 ） を 利 用 し た ク ロ ー ニ ン グ も 可 能 で あ る ［ R. Orl
andi, et al., Proc. Natl. Acad.Sci. USA, 86, 3833 (1989); W. D. Huse, et al., Sc
ience, 246, 1275 (1989)］ 。 例 え ば 、 前 述 の よ う に ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 調 製 さ れ た ｃ Ｄ
Ｎ Ａ を 鋳 型 に 、 Kabatら [Sequences of Proteins of Immunological Interest 4th ed., P
ublic Health Service, NIH, Washington DC, 1987]の 分 類 し た Ｖ 領 域 と Ｊ 領 域 の 核 酸 塩
基 配 列 を も と に し て 合 成 し た Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 な う こ と が 可 能 で あ る
。 Ｖ 領 域 と Ｊ 領 域 の Ｐ Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 受 託 機 関 （ 例 え ば QIAGEN社 ） な ど
に 依 頼 す れ ば 容 易 に 入 手 可 能 で あ る 。 こ の 時 、 5'側 に KOZAK配 列 （ Kozak M, J.Mol.Biol.,
 196, 947 (1987)） 及 び 適 切 な 制 限 酵 素 切 断 部 位 (例 え ば HindIIIや BamHI)の 配 列 を 付 加 す
る こ と が 望 ま し い 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 抗 体 の 種 類 に よ っ て 使 用 可 能 な プ ラ イ マ ー の 種
類 が 異 な る が 、 本 願 発 明 の ４ 種 の ハ イ ブ リ ド ー マ の う ち m9-4抗 体 の 場 合 に は 、 好 ま し く は
、 配 列 番 号 １ か ら ４ に 記 載 の 合 成 Ｄ Ｎ Ａ が プ ラ イ マ ー と し て 用 い ら れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、
例 え ば Advantage HF-2 PCR Kit（ BC Bioscience） を 用 い 、 添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て
行 え ば よ い 。 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 塩 基 配 列 は 、 Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト （
イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） 等 を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し た 後 、 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン サ ー 、 例 え ば 、
ABI PRISM310 Genetic Analyzer（ PEバ イ オ シ ス テ ム ズ 社 ） に よ り 決 定 す る こ と が 出 来 る
。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た BoNT中 和 活 性 を 有 す る 抗 体 分 子 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子
と し て 、 Ｈ 鎖 、 Ｌ 鎖 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ６ 及 び ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 断 片 が
そ の 好 ま し い 一 例 と し て 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 そ の よ う な 遺 伝 子 の 具 体 的 核 酸 塩 基 配 列 の 一
例 と し て は 、 Ｈ 鎖 、 Ｌ 鎖 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ５ 及 び ７ に 示 さ れ た 核 酸 塩 基 配 列 が 挙 げ ら れ る
。 ま た 、 Kabatら （ Sequences of Proteins of Immunological Interest, 4th. ed. U.S. 
Department of Health and Human Services (1987)） あ る い は ／ 及 び 、 Chothia and Lesk
（ J.Mol.Biol., 196, 901, 1987） を 参 照 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 抗 BoNT抗 体 の 抗 体 活
性 を 決 定 す る 可 変 領 域 の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ １ ～ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ） の 配 列 を 同 定 す る こ と が
出 来 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 例 え ば 、 Kabatら の 定 義 に 従 え ば 、 本 発 明 に よ り 得 ら れ た ｍ ９ － ４ 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ は 下 記
の 通 り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
Ｖ Ｈ ： （ 配 列 番 号 ６ ）
Ｖ Ｈ － Ｃ Ｄ Ｒ １ ： Asp Tyr Ala Met Ser（ 配 列 番 号 ９ ）
Ｖ Ｈ － Ｃ Ｄ Ｒ ２ ： Thr Ser Ile Ser Thr Asp Gly Asp Thr Tyr Tyr Pro Asp Asn Val（ 配
列 番 号 １ ０ ）
Ｖ Ｈ － Ｃ Ｄ Ｒ ３ ： Gly Gly Ser His Phe Tyr（ 配 列 番 号 １ １ ）
Ｖ Ｌ ： （ 配 列 番 号 ８ ）
Ｖ Ｌ － Ｃ Ｄ Ｒ １ ： Lys Ala Ser Gln Ala Ile Asn Ser Tyr Leu Ser（ 配 列 番 号 １ ２ ）
Ｖ Ｌ － Ｃ Ｄ Ｒ ２ ： Tyr Arg Ala Asn Arg Leu Val Asp（ 配 列 番 号 １ ３ ）
Ｖ Ｌ － Ｃ Ｄ Ｒ ３ ： Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Leu Thr（ 配 列 番 号 １ ４ ）
【 ０ ０ ４ ８ 】
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　 こ れ ら の 配 列 が Ｃ Ｄ Ｒ ペ プ チ ド 、 さ ら に は 抗 体 活 性 の 改 良 を 行 う 際 の 重 要 な 領 域 と な る
。 後 述 の 抗 体 機 能 分 子 を 作 製 す る 際 に も 、 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 が 最 も 重 要 な 情 報 と な
り う る 。 具 体 的 に は そ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し た 核 酸 塩 基 配 列 を 含 む 遺 伝 子 を 用
い て そ の よ う な 抗 体 機 能 分 子 は 作 製 さ れ る 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し た 核 酸 塩
基 配 列 で あ れ ば い か な る コ ド ン か ら な っ て も 構 わ な い が 、 そ の 望 ま し い 核 酸 塩 基 配 列 と し
て 、 配 列 番 号 １ ５ ～ ２ ０ に 示 さ れ る 配 列 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 本 願 発 明 の Ｖ 領 域 遺 伝 子 断 片 あ る い は ア ミ ノ 酸 配 列
を 元 に し て 、 ヒ ト 化 抗 体 （ マ ウ ス ヒ ト キ メ ラ 抗 体 及 び 改 変 抗 体 ） が 作 成 可 能 で あ る 。 例 え
ば 、 キ メ ラ 抗 体 に つ い て は M. Bruggemann（ Waldmann H (ed) Monoclonal Antibody Thera
py. Prog Allergy. Basel, Karger, 1988, vol 45, pp91） や S. L. Morrison（ Advances 
in Immunology, 44, 65, (1989)） な ど の 文 献 が 、 改 変 抗 体 に つ い て は 、 G. Winter and C
. Milstein（ Nature 349, 293 (1991)） や M.M.Bendig（ Methods, 8, 83 (1995)） な ど の
文 献 に 紹 介 さ れ て い る 方 法 に 準 じ て 行 う こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 、 こ れ ら の Ｖ 領 域 の 情 報 を 元 に BoNTに 特 異 的 に 反 応 す る 低 分 子 の 抗 体 機 能 分 子 を 作
製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 低 分 子 の 抗 体 機 能 分 子 と し て 、 例 え ば 、 Fragment of antigen 
binding（ Fabと 略 記 す る ） 、 Fab'、 F(ab')2、 一 本 鎖 抗 体 及 び ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 抗 体 を
作 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の 場 合 、 本 願 発 明 の マ ウ ス 抗 体 そ の も の の 遺 伝 情 報 を 利 用
す る こ と も で き る が 、 望 ま し く は 本 願 発 明 の マ ウ ス 抗 体 の 遺 伝 情 報 を ベ ー ス に し て 作 製 さ
れ た キ メ ラ 抗 体 あ る い は 改 変 抗 体 を ベ ー ス に す る こ と に よ っ て 、 よ り ヒ ト に 対 し て 安 全 性
の 高 い 低 分 子 抗 体 を 作 製 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 一 方 、 組 換 え 抗 BoNT抗 体 作 製 に 用 い ら れ る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｈ 鎖 遺 伝 子 並 び に Ｌ 鎖 遺
伝 子 の Ｃ 領 域 遺 伝 子 は 、 例 え ば  ヒ ト 抗 体 産 生 細 胞 か ら 同 様 の 方 法 に よ り 単 離 す る こ と が
出 来 る 。 ま た 、 Ｃ 領 域 遺 伝 子 は そ の 遺 伝 子 内 で 再 配 列 を 行 わ な い の で 特 に ヒ ト Ｃ 領 域 遺 伝
子 を 単 離 す る た め に 抗 体 産 生 細 胞 を 使 う 必 要 は な く 、 そ の 他 の 組 織 の 細 胞 で も 構 わ な い 。
単 離 す る 方 法 と し て は 、 前 述 の マ ウ ス V領 域 遺 伝 子 の 単 離 の 場 合 と 同 様 に し て 行 な う こ と
が で き る 。 ま た 、 Ｃ 領 域 遺 伝 子 の 種 類 と し て は 、 特 に γ 1 鎖 、 κ 鎖 に 限 っ た も の で は な く
、 μ 鎖 、 α 鎖 、 γ 2鎖 、 γ 3鎖 、 γ 4鎖 、 ε 鎖 、 λ 鎖 の 各 鎖 の 遺 伝 子 で も 可 能 で あ る 。 し か
し 、 補 体 活 性 化 能 、 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 活 性 を 期 待 す る な ら ば 、 γ 1鎖 が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 さ ら に 、 抗 体 機 能 分 子 と し て 二 重 特 異 性 抗 体 （ bispecific抗 体 あ る い は bifunctional抗
体 と 呼 ぶ こ と が あ る ） が 挙 げ ら れ る 。 抗 体 １ 分 子 は ２ 個 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る が 、 そ れ
ぞ れ の 抗 原 結 合 部 位 が 異 な る 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 、 す な わ ち ２ つ の 特 異 性 を 持 っ た 抗 体 の
こ と を 二 重 特 異 性 抗 体 と い う 。 通 常 、 二 重 特 異 性 抗 体 は 細 胞 融 合 法 と 化 学 合 成 法 の ２ つ の
方 法 で 作 製 さ れ る 。 細 胞 融 合 法 で は 、 ２ つ の 異 な る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 を さ ら に
融 合 す る こ と に よ っ て 作 製 す る 事 が 出 来 る 。 化 学 合 成 法 は 、 ２ つ の 抗 体 分 子 を 一 旦 還 元 し
て Ｈ 鎖 間 の Ｓ Ｓ 結 合 を 解 離 さ せ 、 こ れ ら を 混 合 し て 再 び 酸 化 す る こ と に よ っ て 作 製 す る も
の で あ る 。 本 願 発 明 で は 、 得 ら れ た Ｈ 鎖 、 Ｌ 鎖 を 適 宜 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 二 重 特 異
性 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 願 発 明 で 得 ら れ た Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 の み な ら ず 、
Ｅ 型 以 外 の ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 を 中 和 可 能 な 抗 体 由 来 の Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 と を 適 宜 組 み 合 わ せ
る こ と に よ り 、 タ イ プ の 異 な る 二 種 以 上 の ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 に 対 し て 中 和 可 能 な 二 重 特
異 性 抗 体 を 作 製 す る こ と も 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た 本 願 発 明 は 、 抗 体 機 能 分 子 と し て 前 述 の 二 重 特 異 性 抗 体 だ け を 示 す も の で は な く 、
二 重 特 異 性 抗 体 の 類 似 物 と し て 、 例 え ば 、 ヒ ン ジ 領 域 の Cys残 基 に よ る 自 発 的 な ２ 量 体 化
、 両 親 媒 性 ペ プ チ ド の 導 入 に よ る Ｆ abの ２ 量 体 化 や 、 ２ つ の １ 本 鎖 抗 体 （ scFv） を ペ プ チ
ド リ ン カ ー で 結 合 さ せ る scFvの ２ 量 体 化 （ BiscFv） 、 特 異 性 の 異 な る ２ つ の 抗 体 に お け る
お 互 い の ド メ イ ン を 入 れ 替 え て 、 非 共 有 結 合 的 に ２ 量 体 化 （ diabody） な ど も 、 本 願 発 明
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の Ｖ 領 域 を 用 い る こ と に よ り 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ま た 本 願 発 明 は 、 抗 体 機 能 分 子 と し て 前 述 の 二 重 特 異 性 抗 体 だ け を 示 す も の で は な く 、
二 重 特 異 性 抗 体 の 類 似 物 と し て 、 例 え ば 、 ヒ ン ジ 領 域 の Cys残 基 に よ る 自 発 的 な ２ 量 体 化
、 両 親 媒 性 ペ プ チ ド の 導 入 に よ る Ｆ abの ２ 量 体 化 や 、 ２ つ の １ 本 鎖 抗 体 （ scFv） を ペ プ チ
ド リ ン カ ー で 結 合 さ せ る scFvの ２ 量 体 化 （ BiscFv） 、 特 異 性 の 異 な る ２ つ の 抗 体 に お け る
お 互 い の ド メ イ ン を 入 れ 替 え て 、 非 共 有 結 合 的 に ２ 量 体 化 （ diabody） な ど も 、 本 願 発 明
の Ｖ 領 域 を 用 い る こ と に よ り 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 さ ら に 、 抗 体 機 能 分 子 と し て 、 本 願 発 明 の 抗 BoNT抗 体 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 断 片
を 用 い て 、 結 合 活 性 を 強 化 し た 新 し い 抗 体 が 作 製 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 に よ り 提
供 さ れ る 抗 BoNT抗 体 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 断 片 は 、 BoNTに 対 し て 中 和 活 性 を 有 す る
抗 体 分 子 の 可 変 領 域 の 特 異 的 ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は 核 酸 塩 基 配 列 を 開 示 す る も の で あ り 、
こ の 領 域 、 ド メ イ ン を 用 い て 新 し い 抗 体 作 製 の 可 能 性 を も 提 供 す る 物 で あ る 。 例 え ば 、 エ
ク ソ ン シ ャ フ リ ン グ （ exon shuffling） や チ ェ イ ン シ ャ フ リ ン グ （ chain shuffling） と
言 わ れ て い る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 応 用 す る 方 法 が あ げ ら れ る 。 す な わ ち
、 フ ァ ー ジ 上 に 発 現 さ る 際 に 、 抗 体 可 変 領 域 の Ｖ Ｈ あ る い は Ｖ Ｌ 遺 伝 子 の 一 方 を 固 定 化 し
、 他 方 を Ｖ 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー と 結 合 さ せ た フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し 、 も と の 抗 体
よ り 抗 原 に 対 す る 特 異 性 が 高 い 抗 体 可 変 領 域 の 組 み 合 わ せ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 が 考
え ら れ る 。 あ る い は 、 Ｃ Ｄ Ｒ の み を 人 工 的 に 入 れ 替 え る Ｃ Ｄ Ｒ シ ャ フ リ ン グ や 単 純 に Ｃ Ｄ
Ｒ に ラ ン ダ ム 変 異 を 導 入 し て 、 親 和 性 や 特 異 性 を 向 上 さ せ る 方 法 が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 以 上 の よ う に し て 得 ら れ る Ｖ 領 域 を 利 用 し て 作 製 さ れ た 抗 BoNT抗 体 分 子 を コ ー ド す る 遺
伝 子 を 発 現 さ せ る 場 合 は 通 常 の 組 換 え タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ る 産 生 系 な ら ど の 様 な も の で
も 利 用 可 能 で あ る が 、 抗 体 の 通 常 形 態 で あ る 完 全 分 子 な ら 動 物 細 胞 で の 発 現 が 望 ま し い 。
ま た 、 前 述 の 一 本 鎖 抗 体 の よ う な 低 分 子 抗 体 の 形 態 な ら 、 動 物 細 胞 以 外 に 大 腸 菌 、 酵 母 な
ど の 微 生 物 の 中 か ら 適 切 な も の を 選 択 す る こ と が で き る が 、 そ の 場 合 の 発 現 用 ベ ク タ ー と
し て は 、 そ れ ぞ れ の 宿 主 に 適 切 な も の を 選 択 す る 必 要 が あ る 。 ま た 、 適 切 な シ グ ナ ル ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 用 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と で 一 本 鎖 抗 体 を 細 胞 外 に 分 泌
さ せ 、 ペ リ プ ラ ズ マ 領 域 に 輸 送 さ せ 、 あ る い は 細 胞 内 に 留 ま ら せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ こ で は 最 も 一 般 的 な 、 動 物 細 胞 で の 発 現 に つ い て 述 べ る 。 動 物 細 胞 を 宿 主 と す る 発 現
ベ ク タ ー に は 特 段 の 制 約 は な い が 、 プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 を 用 い る こ と が で き
る 。 当 該 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ る プ ロ モ ー タ ー は 、 宿 主 と し て 用 い る 動 物 細 胞 と の 組 み 合
わ せ に よ り 、 SV40初 期 、 SV40後 期 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 ニ ワ ト リ β ア ク
チ ン な ど 、 最 終 的 に ア ッ セ ン ブ ル し た 抗 体 及 び 抗 体 機 能 分 子 が 得 ら れ る の で あ れ ば 如 何 な
る も の で も 良 い 。 好 ま し く は 、 ニ ワ ト リ β － ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 系 発 現 プ ラ ス ミ ド pCAG
G（ 特 許 第 ２ ８ ２ ４ ４ ３ ４ 号 ） が 使 用 さ れ る 。 選 択 や 遺 伝 子 増 幅 の マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て
、 ア ミ ノ グ リ コ シ ド 3'ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (neo)遺 伝 子 や ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 (dh
fr)遺 伝 子 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 酵 素 遺 伝 子 、 グ ル タ ミ ン 合 成 酵 素 (GS)遺 伝 子 な ど 一 般
に 知 ら れ る 選 択 や 遺 伝 子 増 幅 用 の マ ー カ ー 遺 伝 子 （ Kriegler M著 、 加 藤 郁 之 進  監 訳 、 ラ
ボ マ ニ ュ ア ル 動 物 細 胞 の 遺 伝 子 工 学 、 宝 酒 造 (1994)） が 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Ｈ 鎖 Ｌ 鎖 の 遺 伝 子 を 動 物 細 胞 に 導 入 す る 際 の 組 み 合 わ せ や 形 態 、 比 率 に 特 段 の 制 約 は な
い 。 Ｈ 鎖 Ｌ 鎖 の 遺 伝 子 を 同 じ ベ ク タ ー 内 に 組 み 込 み 同 時 に 動 物 細 胞 内 に 導 入 す る 方 法 で も
良 い し 、 Ｈ 鎖 Ｌ 鎖 の 遺 伝 子 を 別 々 の ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 同 時 期 に 、 あ る い は 別 々 の 時 期
に 選 択 マ ー カ ー を 変 え て 動 物 細 胞 に 順 次 導 入 し て も よ い 。 ま た 、 そ の 構 成 比 も Ｈ 鎖 Ｌ 鎖 が
１ ： １ に な る よ う に す る 必 要 は な く 、 ど の 様 な 比 率 で も 構 わ な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る 宿 主 細 胞 と し て 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞
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や SP2/0等 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 、 Ｂ Ｈ Ｋ 細 胞 、 ２ ９ ３ 細 胞 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 な ど 様 々 な 動 物
細 胞 が 利 用 可 能 で あ る が 、 発 現 ベ ク タ ー に 使 用 さ れ る プ ロ モ ー タ ー 、 選 択 及 び 遺 伝 子 増 幅
用 マ ー カ ー 遺 伝 子 に 合 わ せ て 適 当 な 細 胞 を 選 択 す れ ば 良 い 。 例 え ば 、 ニ ワ ト リ β － ア ク チ
ン プ ロ モ ー タ ー 系 発 現 プ ラ ス ミ ド を 用 い て 構 築 し た 発 現 ベ ク タ ー に は 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 な ど が
使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 す る と き に は 公 知 の 方 法 を 利 用 す れ ば よ い 。 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ
ウ ム 法 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 法 、 リ ポ フ ェ ク チ ン 系 の リ ポ ソ ー ム を 用 い る 方 法 、 プ ロ ト プ ラ
ス ト ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 融 合 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 な ど が 利 用 で き 、 使 用 す
る 宿 主 細 胞 に よ り 適 当 な 方 法 を 選 択 す れ ば よ い （ Molecular Cloning (3rd Ed.), Vol 3, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press(2001)） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 形 質 転 換 細 胞 の 選 択 ・ 増 殖 に は 、 一 般 に 動 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る 時 に 行 わ れ る 方 法 を 使
用 す れ ば よ い 。 例 え ば 、 形 質 転 換 後 の 細 胞 は 、 CHO-S-SFMII培 地 （ GIBCO-BRL） 、 IS CHO-V
培 地 (ア イ エ ス ジ ャ パ ン )、 YMM培 地 等 無 血 清 培 地 や MEMア ル フ ァ 培 地 、 RPMI培 地 、 ダ ル ベ ッ
コ MEM培 地 （ い ず れ も GIBCO-BRL） に ５ ～ 10％ 程 度 の ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 し た 血 清 培 地 な ど
の 一 般 的 に 動 物 細 胞 培 養 に 用 い ら れ る 培 地 に 、 使 用 す る 選 択 マ ー カ ー に 合 わ せ て メ ト ト レ
キ サ ー ト 、 G418等 を 添 加 し た 選 択 培 地 を 用 い て 、 適 宜 培 地 交 換 を し な が ら 、 37℃ 前 後 で 10
～ 14日 間 程 度 培 養 さ れ る 。 こ の 培 養 に よ り 、 形 質 転 換 さ れ て い な い 細 胞 は 死 滅 し 、 形 質 転
換 し た 細 胞 の み が 増 殖 し て く る 。 更 に 、 形 質 転 換 細 胞 に 対 し て 、 限 界 希 釈 法 な ど の 方 法 に
よ り 、 目 的 と す る 抗 体 産 生 細 胞 株 の 選 択 及 び ク ロ ー ン 化 が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る 本 発 明 の 組 換 え 抗 体 は 、 Ｅ 型 BoNTに 対 し て 中 和 活 性 を 有 し て い
る こ と が 確 認 さ れ 、 本 発 明 に よ り こ れ ま で に な か っ た 組 換 え 抗 BoNT抗 体 を 調 製 す る こ と が
可 能 と な っ た 。 こ の よ う な 組 換 え 抗 BoNT抗 体 は 、 Ｅ 型 ボ ツ リ ヌ ス 中 毒 症 の 臨 床 に お い て 、
こ れ ま で に な か っ た 有 効 な 治 療 剤 と な り う る も の で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ
る 抗 BoNT抗 体 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 断 片 は 、 Ｅ 型 BoNTに 対 し て 中 和 活 性 を 有 す る 抗
体 分 子 の 可 変 領 域 の 特 異 的 ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は 核 酸 塩 基 配 列 を 開 示 す る も の で あ り 、 今
後 、 さ ら に 進 ん だ 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 応 用 し て 目 的 の 抗 体 分 子 を 修 飾 、 ま た は 一 部 置 換 等
す る こ と に よ り 、 よ り 優 れ た 組 換 え 抗 BoNT抗 体 分 子 の 開 発 を 可 能 に す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 以 下 に 、 実 施 例 を 挙 げ て 本 願 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 こ の 例 示 に 限 定 さ れ る
も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 以 下 に 示 す 実 施 例 で は 、 特 に 断 り の な い 限 り 、 和 光 純 薬 、 宝 酒 造 、 東 洋 紡 及 び New Engl
and BioLabs社 、 ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 、 バ イ オ ラ ド 社 、 シ グ マ 社 、 ギ ブ コ 社 製
の 試 薬 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
《 実 施 例 １ ： マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ の 調 製 》
　 現 在 治 療 用 毒 素 と し て 使 用 さ れ て い る C. botulinum type E 35396株 よ り 精 製 し た E型 神
経 毒 素 を Ｂ 型 神 経 毒 素 で 行 わ れ た 方 法 に 準 拠 し て （ Infect. Immun. 18: 761-766, 1977）
ホ ル マ リ ン で 不 活 化 し た ト キ ソ イ ド を 免 疫 抗 原 に 用 い た 。 上 記 の ト キ ソ イ ド と Freund’ s 
Complete Adjuvant（ Difco） を 等 量 混 合 し BALB/cマ ウ ス １ 匹 当 た り 毒 素 蛋 白 量 で 0.25mgを
腹 腔 内 に 接 種 し た 。 初 回 免 疫 後 、 ４ 及 び ８ 週 目 に Freund’ s Incomplete Adjuvant（ Difco
） を 用 い て 同 量 を 追 加 免 疫 し た 。 １ ０ 日 後 、 部 分 採 血 を 行 い 、 ELISAに よ り 抗 原 結 合 抗 体
価 を 測 定 し た 。 ELISAに は 、 E型 神 経 毒 素 （ 0.5μ g/well） を コ ー ト し た プ レ ー ト （ FALCON,
 Flexible Plate） を 用 い 、 ブ ロ ッ キ ン グ に は 0.2％ BSA、 ２ 次 抗 体 に は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
標 識 抗 マ ウ ス IgG(H+L)（ 1： 5000， BioRad） 、 基 質 は オ ル ソ フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ Nacalai
 Tesque） を 使 用 し た 。 反 応 は 基 質 反 応 以 外 全 て 37℃ ２ 時 間 で 行 っ た 。 基 質 の 発 色 反 応 は 3
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7℃ 30分 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ５ 匹 の Balb/cマ ウ ス に お い て ３ 回 の ト キ ソ イ ド 免 疫 後 の 血 中 の 抗 ボ ツ リ ヌ ス E型 神 経 毒
素 の ELISA抗 体 価 は い ず れ の マ ウ ス に お い て も 500,000倍 以 上 に 上 昇 し て い た 。 ELISA抗 体
価 が 500,000倍 以 上 の マ ウ ス に お い て 順 次 、 神 経 毒 素 （ 10μ g／ マ ウ ス ； 106LD50/マ ウ ス ）
を 腹 腔 内 に 投 与 し た 。 ３ ～ ４ 日 後 に 脾 細 胞 を 調 製 し 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 法 に よ り ミ
エ ロ ー マ 細 胞 （ P3U1） と 細 胞 融 合 を 行 っ た 。 脾 細 胞 と P3U1を 10： 3の 割 合 で 混 合 し 、 50% P
EG4000(MERCK) /10% DMSO(SIGMA)を 用 い て 細 胞 融 合 を 行 っ た 。 DMEM (DIFCO)/15% FCS (GI
BCO)/HAT (SIGMA)を 用 い て 細 胞 を 選 択 し た 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 中 の ELIS
A抗 体 価 を 測 定 し 、 限 界 希 釈 法 に よ り 中 和 活 性 の あ る 抗 体 を 産 生 し て い る ハ イ ブ リ ド ー マ
の ク ロ ー ニ ン グ を ２ ～ ３ 回 行 っ た 結 果 、 E型 神 経 毒 素 に 対 す る 抗 体 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ が 4
6ク ロ ー ン 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
《 実 施 例 ２ ． マ ウ ス 抗 体 の 中 和 活 性 》
　 こ れ ら 46ク ロ ー ン の 内 、 比 較 的 抗 体 価 の 高 い ク ロ ー ン を 20ク ロ ー ン 選 別 し 、 産 生 す る 抗
体 の 毒 素 中 和 活 性 を 調 べ た 。 中 和 活 性 は 、 BoNT（ 200ipLD50/ml） と ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上
清 を 等 量 混 合 し 、 室 温 で ３ ０ 分 反 応 さ せ た 後 、 マ ウ ス の 腹 腔 内 へ 0.5ml接 種 し 、 毒 素 を 培
地 の み と 混 合 し た サ ン プ ル を コ ン ト ロ ー ル と し 、 コ ン ト ロ ー ル が 死 亡 し た 時 点 に お け る 、
試 験 群 の 臨 床 症 状 （ 麻 痺 の 程 度 ） に よ り 判 定 し た 。 そ の 結 果 、 E型 神 経 毒 素 を 完 全 中 和 す
る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド － マ が 10ク ロ ー ン 、 神 経 毒 素 の み を 接 種 し た 対 照 マ ウ ス と 比
較 し て 延 命 あ る い は 症 状 の 緩 和 が 見 ら れ た ク ロ ー ン が 6ク ロ ー ン 得 ら れ た （ 表 １ ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ６ ９ 】
《 実 施 例 ２ ： V領 域 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ 》
　 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｖ 領 域 遺 伝 子 は 、 RT-PCR法 に よ っ て 単 離 し た 。 m9-4ハ イ ブ
リ ド ー マ よ り QuickPrep micro mRNA Purification Kit (Amersham Bioscience)を 用 い て m
RNAを 抽 出 し 、 Superscript II 逆 転 写 酵 素 (Invitrogen)に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を 行 っ た 。 こ
れ を テ ン プ レ ー ト と し 、 プ ラ イ マ ー と し て Kozak配 列 及 び 必 要 な ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル
、 酵 素 サ イ ト （ HindIII、 BamHI） を 持 っ た オ リ ゴ マ ー を VH、 VL領 域 遺 伝 子 用 に そ れ ぞ れ の
V領 域 及 び J領 域 の サ ブ グ ル ー プ 毎 に 作 製 し （ 配 列 番 号 １ ～ ４ ） 、 Advantage HF-2 PCR Kit
（ BD Bioscience） を 用 い て 当 該 キ ッ ト の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 っ た 。 そ
の 結 果 、 Ｖ Ｈ 、 Ｖ Ｌ 領 域 そ れ ぞ れ に Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 バ ン ド が 複 数 検 出 さ れ た 。 そ の 中 か ら サ イ
ズ 的 に 既 知 の Ｖ Ｈ 、 Ｖ Ｌ 領 域 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 遺 伝 子 と 一 致 し て い る バ ン ド を 選 び 、 Ｔ Ａ ク ロ ー
ニ ン グ キ ッ ト （ Invitrogen） を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し 、 ABI PRISM310 Genetic Analyzer
（ PEバ イ オ シ ス テ ム ズ ） を 用 い て そ の 核 酸 塩 基 配 列 の 決 定 を 行 っ た 。 こ れ ら の 複 数 の バ ン
ド か ら 、 開 始 コ ド ン か ら Ｊ 領 域 ま で Ｖ 領 域 内 で 正 し い オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 取
る 遺 伝 子 を 選 ん だ 結 果 、 一 対 の Ｖ Ｈ 、 Ｖ Ｌ 領 域 遺 伝 子 の 組 み 合 わ せ が 得 ら れ た 。 そ の 核 酸
塩 基 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ５ ～ ８ に そ れ ぞ れ 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
《 実 施 例 ３ ： キ メ ラ 抗 体 産 生 細 胞 の 作 製 》
　 こ の よ う に し て 得 た Ｖ Ｈ 、 Ｖ Ｌ 領 域 遺 伝 子 を HindIIIと BamHI（ TAKARA） で 消 化 し 、 そ れ
ぞ れ を 、 発 現 ベ ク タ ー で あ る CAG-γ １ 、 CAG-1κ （ J. Immnol., 167, 3266, 2001） の 同 サ
イ ト に 組 み 込 み 、 キ メ ラ 抗 体 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 CAG-γ １ は 、 ヒ ト 抗 体 C領 域 γ １
鎖 の 遺 伝 子 及 び 選 択 マ ー カ ー と し て の ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 （ neor） を 持 ち 、 CAG-κ は
ヒ ト 抗 体 C領 域 κ 鎖 の 遺 伝 子 及 び 選 択 マ ー カ ー と し て の ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 遺 伝 子 （ dhf
r） を 持 っ て い る 。 構 築 し た キ メ ラ 抗 体 発 現 プ ラ ス ミ ド を 用 い 以 下 に 述 べ る 方 法 に て CHO D
G44（ Urlaub Gら , Somatic cell. Mol. Genet., 12, 555 (1986)、 以 下 CHO） 細 胞 を 形 質
転 換 し た 。 形 質 転 換 の 前 日 に CHO細 胞 を 6 well プ レ ー ト に 1-0.5× 10 5 cells/２ ml/wellの
細 胞 密 度 で 10％ ウ シ 胎 児 血 清 （ FCS、 GIBCO-BRL社 製 ） を 含 む YMM培 地 （ イ ン シ ュ リ ン ・ ト
ラ ン ス フ ェ リ ン ・ エ タ ノ ー ル ア ミ ン ・ 亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む ア ミ ノ 酸 ・ ビ タ ミ ン を
強 化 し た 核 酸 不 含 MEMア ル フ ァ 培 地 ） を 用 い 播 種 し た 。 37℃ 、 ５ ％ CO 2 培 養 装 置 で 一 夜 培 養
の 後 、 リ ポ ソ ー ム 系 形 質 転 換 試 薬 、 TransIT-LT1（ 宝 ） あ る い は リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン 2000
（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） を 用 い て 、 あ ら か じ め キ メ ラ 抗 体 Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 遺 伝 子 発 現 プ ラ ス ミ
ド を 等 量 混 合 し 、 PvuIで 消 化 ・ 線 状 化 し て お い た も の を 導 入 DNAと し て 、 そ れ ぞ れ の プ ロ
ト コ ー ル に 従 い ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 。 37℃ 、 ５ ％ CO 2 培 養 装 置 で 一 夜 培 養 し た
後 、 選 択 培 地 、 10%透 析 FCS(d-FCS： GIBCO-BRL社 製 )、 0.5 mg/ml Geneticin（ G418： GIBCO
-BRL社 製 ） 、 300nM メ ト ト レ キ サ ー ト （ MTX： 和 光 純 薬 工 業 製 ） を 含 む YMM培 地 に 培 地 交 換
し た 。 ３ ～ ４ 日 毎 に 培 地 を 交 換 し な が ら 37℃ 、 ５ ％ CO 2 培 養 装 置 で 培 養 を 続 け る こ と で 選
択 を 行 い 、 形 質 転 換 体 を 得 た 。 得 ら れ た 形 質 転 換 細 胞 の 培 養 上 清 中 に 含 ま れ る キ メ ラ 抗 体
の 濃 度 は 、 ヤ ギ 由 来 抗 ヒ ト IgG Fc抗 体 （ CAPPEL） と プ ロ テ イ ン A-HRP（ ZYMED社 ） を 用 い た
サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に よ り 測 定 し た 。 こ の 際 、 市 販 の ヒ ト IgG1抗 体 （ Biogenesis） の 希
釈 系 列 を 作 製 し 、 そ れ を 標 準 試 料 と し た 。 こ の ELISA法 に よ り 得 ら れ た 形 質 転 換 細 胞 の 中
か ら 抗 体 産 生 量 の 高 い 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 次 い で 限 界 希 釈 法 に よ る ク ロ ー ニ ン グ を
行 っ て 。 最 終 的 に 得 ら れ た 9-4由 来 の キ メ ラ 抗 体 産 生 細 胞 は AE94と 名 付 け た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
《 実 施 例 ４ ： キ メ ラ 抗 体 の 活 性 》
　 得 ら れ た キ メ ラ 抗 体 の 神 経 毒 素 に 対 す る 結 合 活 性 を E型 神 経 毒 素 （ 0.5μ g/well） を コ ー
ト し た プ レ ー ト （ FALCON, Flexible Plate） を 用 い て 測 定 し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ に は 0.2％ B
SA、 ２ 次 抗 体 に は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ヒ ト IgG(H+L)（ 1： 5000， BioRad） 、 基 質 は オ
ル ソ フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ Nacalai Tesque） を 使 用 し た 。 反 応 は 基 質 反 応 以 外 全 て 37℃ ２
時 間 で 行 っ た 。 基 質 の 発 色 反 応 は 37℃ 30分 で 行 っ た 。 細 胞 の 培 養 上 清 中 の 抗 BoNTキ メ ラ モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ELISAに よ っ て 期 待 通 り に 毒 素 と 結 合 す る こ と が 示 さ れ た 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ま た 、 キ メ ラ 抗 体 の 培 養 上 清 中 の 毒 素 中 和 活 性 を 調 べ た 。 前 述 の 中 和 活 性 測 定 と 同 様 に
、 BoNTと 培 養 上 清 を 等 量 混 合 し 、 室 温 で 30分 反 応 さ せ た 後 、 マ ウ ス の 腹 腔 内 へ 0.5ml接 種
し た 。 毒 素 を 培 地 の み と 混 合 し た コ ン ト ロ ー ル が 死 亡 し た 時 点 に お け る 、 試 験 群 の 臨 床 症
状 を 調 べ た 結 果 、 表 １ で 示 し た も の と 同 様 の 結 果 に な っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 願 発 明 に よ っ て 得 ら れ る 抗 BoNTマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び そ の V領 域 遺 伝 子 情 報
か ら も た ら さ れ る 組 換 え 抗 体 は BoNTに 対 し て 高 力 価 の 中 和 活 性 を 有 し て い る 。 こ の よ う な
組 換 え 抗 BoNT抗 体 は 、 ボ ツ リ ヌ ス 中 毒 症 の 臨 床 に お い て 、 こ れ ま で に な か っ た 有 効 な 治 療
剤 と な り う る も の で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 抗 BoNTマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 及 び そ の 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 断 片 は 、 BoNTに 対 し て 中 和 活 性 を 有 す る 抗 体 分
子 の 可 変 領 域 の 特 異 的 ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は 核 酸 塩 基 配 列 を 開 示 す る も の で あ り 、 今 後 、
さ ら に 進 ん だ 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 応 用 し て 目 的 の 抗 体 分 子 を 修 飾 、 ま た は 一 部 置 換 等 す る
こ と に よ り 、 よ り 優 れ た 抗 BoNT換 え 抗 体 分 子 の 開 発 を 可 能 に す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ の よ う に 、 本 願 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 抗 BoNTマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞
及 び 当 該 細 胞 に よ り 得 ら れ る 抗 BoNTマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ の V領 域 遺 伝 子 情 報 を
元 に て 得 ら れ る 組 換 え 抗 BoNT抗 体 産 生 細 胞 及 び 当 該 細 胞 に よ り 得 ら れ る 組 換 え 抗 BoNT抗 体
は 、 医 療 及 び 研 究 分 野 に お い て 多 大 な る 貢 献 を す る も の で あ る 。
【 配 列 表 】

10

20

(15) JP 2007-274924 A 2007.10.25

2007274924000001.app



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
                        Ｃ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２ＮＣ１２Ｎ   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          　　　　　
                        Ｃ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２ＰＣ１２Ｐ  21/08     (2006.01)  21/08     (2006.01)  21/08     (2006.01)  21/08     (2006.01)  21/08     (2006.01)  21/08     (2006.01)  21/08     (2006.01)  21/08     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ          　　　　　
                        Ｃ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７ＫＣ０７Ｋ  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)  19/00     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ  21/08    　　　　          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)  33/53     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  19/00    　　　　          　　　　　
                        Ｇ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１ＮＧ０１Ｎ  33/577    (2006.01)  33/577    (2006.01)  33/577    (2006.01)  33/577    (2006.01)  33/577    (2006.01)  33/577    (2006.01)  33/577    (2006.01)  33/577    (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
                        Ａ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１ＫＡ６１Ｋ  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)  39/395    (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/577   　　　Ｂ          　　　　　
                        Ａ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１ＰＡ６１Ｐ  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)  31/04     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｒ          　　　　　
   　　　　                                Ａ６１Ｐ  31/04    　　　　          　　　　　

(72)発明者  前田　浩明
            熊本県菊池市旭志川辺１３１４番地１　財団法人化学及血清療法研究所　菊池研究所内
(72)発明者  向本　雅郁
            大阪府堺市学園町１番１号　大阪府立大学内
(72)発明者  幸田　知子
            大阪府堺市学園町１番１号　大阪府立大学内
(72)発明者  小崎　俊司
            大阪府堺市学園町１番１号　大阪府立大学内
(72)発明者  高橋　元秀
            東京都武蔵村山市学園４－７－１　国立感染症研究所内
Ｆターム(参考) 4B024 AA01  AA13  BA50  CA01  CA07  DA02  GA05  GA11  HA15  HA20 
　　　　 　　  4B064 AG27  CA10  CA19  CA20  CC24  DA01  DA15 
　　　　 　　  4B065 AA01Y AB01  AB04  AC14  BA02  BA08  BB40  CA25  CA44  CA46 
　　　　 　　  4C085 AA14  AA16  BB43  CC02  CC03  CC05  CC23  DD62 
　　　　 　　  4H045 AA11  BA10  BA41  CA11  DA76  EA29  EA52  FA72  FA74 

(16) JP 2007-274924 A 2007.10.25



专利名称(译) 抗E型肉毒杆菌神经毒素抗体

公开(公告)号 JP2007274924A 公开(公告)日 2007-10-25

申请号 JP2006103201 申请日 2006-04-04

[标]申请(专利权)人(译) 日本国立感染症研究所

申请(专利权)人(译) 财団法人化学及血清疗法研究所
国立感染症研究所长

[标]发明人 前田浩明
向本雅郁
幸田知子
小崎俊司
高橋元秀

发明人 前田 浩明
向本 雅郁
幸田 知子
小崎 俊司
高橋 元秀

IPC分类号 C12N15/09 C07K16/12 C12N5/10 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12P21/08 C07K19/00 G01N33/53 
G01N33/577 A61K39/395 A61P31/04

FI分类号 C12N15/00.A C07K16/12.ZNA C12N5/00.B C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N5/00.A C12P21/08 
C07K19/00 G01N33/53.D G01N33/577.B A61K39/395.R A61P31/04 C12N5/00.101 C12N5/00.102 
C12N5/16

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/AA13 4B024/BA50 4B024/CA01 4B024/CA07 4B024/DA02 4B024/GA05 4B024
/GA11 4B024/HA15 4B024/HA20 4B064/AG27 4B064/CA10 4B064/CA19 4B064/CA20 4B064/CC24 
4B064/DA01 4B064/DA15 4B065/AA01Y 4B065/AB01 4B065/AB04 4B065/AC14 4B065/BA02 4B065
/BA08 4B065/BB40 4B065/CA25 4B065/CA44 4B065/CA46 4C085/AA14 4C085/AA16 4C085/BB43 
4C085/CC02 4C085/CC03 4C085/CC05 4C085/CC23 4C085/DD62 4H045/AA11 4H045/BA10 4H045
/BA41 4H045/CA11 4H045/DA76 4H045/EA29 4H045/EA52 4H045/FA72 4H045/FA74

代理人(译) 品川EiSatoshi

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供一种特异性结合E型肉毒杆菌神经毒素的抗体，该抗
体可用于诊断或治疗与E型肉毒杆菌感染和E型肉毒杆菌神经毒素中毒相
关的疾病。 解决方案：提供中和E型肉毒杆菌神经毒素的小鼠单克隆抗
体。其特征在于，从抗体产生细胞克隆构成抗体分子的VH区和VL区基
因，并基于V区的遗传信息制备各种抗体，例如人源化抗体和双特异性抗
体。到。通过本发明获得的抗体可用于诊断或治疗与肉毒杆菌E型感染和
肉毒杆菌神经毒素中毒有关的疾病。 【选择图】无

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/5208c153-aa0d-4722-9464-73dde2e28a27
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/038677124/publication/JP2007274924A?q=JP2007274924A

