
(57)【要約】
本明細書に記載の本発明の実施態様は、血小板由来成長因子ＤＤ（ＰＤＧＦ－ＤＤ）およ
びかかる抗体の使用に関する。本発明の抗体は、ＰＤＧＦ－ＤＤの過剰産生と関連する疾
患の診断および治療としての使用が見出されている。特に、本発明の実施態様と関連して
、抗ＰＤＧＦ－ＤＤ抗体の、メサンギウム増殖により引き起こされる疾患を含む腎炎およ
び関連疾患の処置のための使用が提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 腎 炎 を 効 果 的 に 処 置 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 抗 体 ま た は そ の 結 合 フ ラ グ メ ン ト の
使 用 で あ っ て 、 該 抗 体 ま た は そ の 結 合 フ ラ グ メ ン ト が 血 小 板 由 来 成 長 因 子 Ｄ Ｄ （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ
－ Ｄ Ｄ ） と 結 合 す る 、 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 抗 体 が 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 腎 炎 が 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 毛
細 管 性 糸 球 体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 糸 球 体 腎 炎 、 進 行 性 腎 疾 患 、 腎 間 質 性 線 維
症 、 腎 不 全 、 お よ び 糖 尿 病 性 腎 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 腎 炎 が 糸 球 体 ま た は メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 増 殖 と 関 連 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 医 薬 が 生 理 的 に 許 容 さ れ る 緩 衝 液 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 抗 体 ま た は そ の 結 合 フ ラ
グ メ ン ト の 使 用 で あ っ て 、 該 抗 体 ま た は そ の 結 合 フ ラ グ メ ン ト が 血 小 板 由 来 成 長 因 子 Ｄ Ｄ
（ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ） と 結 合 す る 、 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 抗 体 が 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 が ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 医 薬 が 生 理 的 に 許 容 さ れ る 緩 衝 液 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 腎 炎 の 検 出 方 法 で あ っ て 、
腎 炎 に 対 す る リ ス ク の あ る 患 者 を 選 択 す る こ と ；
該 患 者 由 来 の 腎 臓 細 胞 を Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 結 合 フ ラ グ メ ン ト と 接
触 さ せ る こ と ； 次 に
該 細 胞 と 該 抗 体 と の 結 合 を 検 出 し 、 検 出 可 能 な 結 合 が 腎 炎 の 指 標 と な る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 抗 体 が 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 抗 体 が 、 蛍 光 色 素 、 酵 素 、 放 射 性 核 種 、 お よ び 放 射 線 不 透 過 物 質 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る マ ー カ ー で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 該 結 合 フ ラ グ メ ン ト が Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 腎 炎 が 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 毛
細 管 性 糸 球 体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 糸 球 体 腎 炎 、 進 行 性 腎 疾 患 、 腎 間 質 性 線 維
症 、 腎 不 全 、 お よ び 糖 尿 病 性 腎 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 腎 炎 を 効 果 的 に 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、
腎 炎 の 処 置 を 必 要 と す る 動 物 を 選 択 す る こ と 、 次 に
該 動 物 に 血 小 板 由 来 成 長 因 子 Ｄ Ｄ （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ） と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 結 合 フ ラ
グ メ ン ト を 治 療 上 有 効 用 量 投 与 す る こ と
を 含 む 、 方 法 。
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【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 該 抗 体 が 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 該 腎 炎 が 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 毛
細 管 性 糸 球 体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 糸 球 体 腎 炎 、 進 行 性 腎 疾 患 、 腎 間 質 性 線 維
症 、 腎 不 全 、 お よ び 糖 尿 病 性 腎 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 該 腎 炎 が 、 糸 球 体 ま た は メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 増 殖 と 関 連 す る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 該 投 与 が 皮 下 注 射 に よ る も の で あ る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 該 投 与 が 筋 肉 内 注 射 に よ る も の で あ る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、
血 小 板 由 来 成 長 因 子 Ｄ Ｄ （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ） と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 結
合 フ ラ グ メ ン ト を 用 意 す る こ と ； 次 に
増 殖 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 を 、 該 細 胞 の 阻 害 さ れ た 増 殖 と な る 条 件 下 で 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
と 接 触 さ せ る こ と
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 抗 体 が 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 該 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 が ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 を 効 果 的 に 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、
メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 の 処 置 を 必 要 と す る 動 物 を 選 択 す る こ と 、 次 に
該 動 物 に 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 Ｄ Ｄ （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ） と 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 結 合 フ
ラ グ メ ン ト を 治 療 上 有 効 量 投 与 す る こ と
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 該 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 該 抗 体 が 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 該 投 与 が 皮 下 注 射 に よ る も の で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 該 投 与 が 筋 肉 内 注 射 に よ る も の で あ る 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
技 術 分 野
　 本 明 細 書 に 記 載 の 本 発 明 の 実 施 態 様 は 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 Ｄ Ｄ （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ） に
対 す る 抗 体 、 お よ び か か る 抗 体 の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 過 剰
産 生 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 お よ び 処 置 と し て の 使 用 が 見 出 さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 本 発
明 の 実 施 態 様 を ふ ま え て 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 を 含 む 腎 炎 お よ び
関 連 疾 患 の 処 置 の た め の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 使 用 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
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　 腎 炎 は 、 ア メ リ カ 合 衆 国 お よ び 世 界 中 で 関 心 の 増 し て い る 問 題 で あ る 、 腎 臓 疾 患 の １ つ
の 群 で あ る 。 腎 炎 は 、 透 析 処 置 ま た は 腎 移 植 を 受 け な け れ ば 最 終 的 に は 致 命 的 と な る 、 腎
不 全 に 徐 々 に 進 行 し 得 る 。 異 な る 型 の 腎 炎 は 、 異 な る 遺 伝 パ タ ー ン 、 お よ び 異 な る 進 行 速
度 を 有 す る 。 遺 伝 性 腎 炎 は 、 尿 中 の 血 液 細 胞 お よ び タ ン パ ク 質 の 顕 微 鏡 ト レ ー ス に よ り 明
ら か に さ れ 、 出 生 時 に 存 在 す る が 、 概 し て 穏 や か で あ る 。 別 の 型 の 腎 炎 で あ る 糸 球 体 腎 炎
は 、 腎 臓 の 濾 過 単 位 で あ る 糸 球 体 の 炎 症 で あ る 。 他 の 型 の 腎 炎 は 、 単 球 増 加 症 お よ び 連 鎖
球 菌 （ Streptococcus） （ 感 染 後 ） の よ う な 感 染 性 疾 患 の 後 遺 症 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 増 殖 に 関 連 す る 腎 炎 お よ び 他 の 関 連 疾 患 の 症 状 は 、 腎 炎 の 特 定 の 型
に 依 存 し て 変 動 す る が 、 典 型 的 に は 尿 中 の 血 液 ま た は タ ン パ ク 質 の 存 在 が 挙 げ ら れ る 。 該
疾 患 の 初 期 段 階 で は 、 徴 候 ま た は 症 状 が な い こ と も あ る 。 疾 患 が 進 行 す る に つ れ て 、 以 下
の 症 状 の い く つ か ま た は 全 て が 生 じ 得 る ： 高 血 圧 、 尿 の 過 剰 な 泡 立 ち 、 尿 の 色 の （ 赤 ま た
は 黒 褐 色 へ の ） 変 化 、 眼 、 手 お よ び 足 の 腫 脹 、 悪 心 お よ び 嘔 吐 、 呼 吸 困 難 、 お よ び 頭 痛 。
こ れ ら の 症 状 は 、 疾 患 を 同 定 し 、 処 置 コ ー ス に 従 い 、 そ し て ど の タ イ プ の 処 置 が 必 要 か を
同 定 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 糸 球 体 の 損 傷 は 、 タ ン パ ク 質 尿 、 血 尿 、 高 窒 素 血 症 、 乏 尿 、 無 尿 、 浮 腫 、 お よ び 高 血 圧
を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 種 々 の 疾 患 の 徴 候 を 引 き 起 こ す 。 該 疾 患 は ま た 、 こ の 疾
患 は ま た 、 腎 炎 症 候 群 、 急 性 腎 炎 、 お よ び 急 性 進 行 性 糸 球 体 腎 炎 を 引 き 起 こ し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 糖 尿 病 性 腎 症 を 含 む 多 く の 進 行 性 腎 疾 患 、 な ら び に Ｉ ｇ Ａ 腎 症 の よ う な 最 も 頻 繁 な 型 の
糸 球 体 腎 炎 は 、 糸 球 体 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 お よ び ／ ま た は 基 質 蓄 積 に よ り 特 徴 付 け ら れ
る 。 Striker et al., Lab Invest 64: 446-456（ 1991） 参 照 。 現 時 点 で 、 血 小 板 由 来 成 長
因 子 （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ） お よ び 関 連 す る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 系 が 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 お よ び 基 質 蓄 積 に
関 与 し 得 る こ と を 示 唆 す る 証 拠 が い く つ か あ る 。 Floege et al., supra（ 2001） お よ び Fl
oege et al., Am.J. Pathol. 154: 169-79（ 1999） ; Gilbert et al., Kidney Int. 59: 
1324-32（ 2001） ; Nakamura et al., Kidney Int., 59: 2134-45（ 2001） 参 照 。 さ ら に 、
Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ β 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 　 Ｂ 鎖 の 両 方 が 腎 間 質 性 線 維 症 に お い て 過
剰 発 現 す る 。 Kliem et al., Kidney Int. 49: 666-78（ 1996） 参 照 。 ２ 量 体 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ
Ｂ 単 独 の 多 用 量 の 注 射 は 、 正 常 ラ ッ ト 腎 臓 に お い て 間 質 性 線 維 性 変 化 を 誘 発 し 得 る 。 Tang
 et al., Am. J. Pathol. 148: 1169-80（ 1996） 参 照 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ２ ０ 年 間 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 系 は 、 た っ た ２ つ の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 鎖 （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ お よ び Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ ） か ら な る と さ れ 、 こ れ は 、 ホ モ ま た は ヘ テ ロ ２ 量 体 と し て 分 泌 さ れ 、 α 鎖 お
よ び ／ ま た は β 鎖 を 含 む ２ 量 体 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 受 容 体 に 結 合 す る 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ は α 鎖 の み に 結
合 す る が 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － β は 全 て の 受 容 体 タ イ プ の リ ガ ン ド で あ る 。 Floege et al., "Grow
th factors and cytokines," in Immunologic Renal Diseases（ Neilson E. G., and Cou
ser W. G., eds., 2d ed. 2001） 参 照 。 最 近 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｃ お よ び Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ と 命 名 さ
れ た ２ つ の 他 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ア イ ソ フ ォ ー ム が 、 ホ モ ２ 量 体 と し て の み 放 出 さ れ る こ と が 述 べ
ら れ た 。 現 行 の 専 門 用 語 に よ る と 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｃ の ホ モ ２ 量 体 形 は 、 「 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｃ 」
と し て 知 ら れ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ の ホ モ ２ 量 体 形 は 、 「 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 」 と し て 知 ら れ て い る
。 LaRochelle et al.,Nat. Cell Biol. 3: 517-21（ 2001） ; Li et al.,Nat. Cell Biol.
 2: 302-09（ 2000） ;お よ び Bergsten et al.,Nat. Cell Biol. 3: 512-16（ 2001） を 参 照
。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｃ の 中 心 鎖 は 、 主 に α α － Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 受 容 体 の リ ガ ン ド で あ る よ う だ が 、 Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ は 、 主 に β β － Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 受 容 体 と 結 合 す る （ 同 上 ） 。 両 方 の 場 合 に お い て 、
α β 受 容 体 と の 結 合 も い く つ か 述 べ ら れ て い る 。 LaRochelle et al., supra（ 2001） ; Be
rgsten et al., supra（ 2001） ; Gilbertson et al., J. Biol. Chem. 276: 27406-14（ 2
001） 参 照 。 4つ の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ア イ ソ フ ォ ー ム 全 て 、 な ら び に 両 受 容 体 鎖 は 、 異 な る 空 間 配 置
で は あ る が 腎 臓 で 発 現 す る 。 Floege et al., supra（ 2001） ;Changsirikulchai et al., 
Kidney Int. 62（ 6） : 2043-54（ 2002） ; Eitner et al., J. Am. Soc. Nephrol. 13（ 4
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） : 910-17（ 2002） を 参 照 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た ホ モ ２ 量 体 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と し て 分 泌 さ れ 、 そ
し て Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － β β － お よ び α β － 受 容 体 の 特 異 的 作 用 リ ガ ン ド と な る た め に 、 そ の Ｃ Ｕ
Ｂ ド メ イ ン の 解 離 に よ る 制 限 的 タ ン パ ク 質 分 解 で 活 性 化 さ れ る 。 発 生 に お い て 、 お よ び 成
人 正 常 腎 臓 に お い て 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ は 、 内 臓 の 糸 球 体 上 皮 細 胞 お よ び い く つ か の 血 管 平
滑 筋 細 胞 で 発 現 す る 。 Changsirikulchai et al., supra（ 2002） 参 照 。 マ ウ ス 腎 臓 の 発 生
に お い て 、 分 枝 尿 管 （ branching ureter） の 細 胞 の み が Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 免 疫 反 応 性 を 示 し
た 。 Bergsten et al., supra（ 2001） 参 照 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 腎 炎 の 診 断 は 、 典 型 的 に は 、 家 族 歴 、 お よ び ／ ま た は 赤 血 球 お よ び タ ン パ ク 質 の 存 在 、
特 に 血 尿 ま た は ア ル ブ ミ ン 尿 に つ い て の 尿 沈 査 検 査 に よ る 。 残 念 な こ と に 、 根 元 的 な 病 理
過 程 に 作 用 す る 、 ま た は 臨 床 コ ー ス を 変 化 さ せ る 特 定 の 処 置 は 知 ら れ て い な い 。 抗 生 物 質
、 抗 凝 血 剤 、 ス テ ロ イ ド 剤 、 お よ び 免 疫 抑 制 剤 は 何 ら 利 益 を も た ら さ な か っ た 。 高 血 圧 の
制 御 が 示 唆 さ れ て お り 、 タ ン パ ク 質 の 制 限 が い く ぶ ん 役 に 立 つ か も し れ な い 。 末 期 の 尿 毒
症 が 起 こ っ た 場 合 、 透 析 お よ び さ ら に は 腎 移 植 が 必 要 と さ れ る 。 従 っ て 、 腎 炎 の 処 置 の た
め の 新 規 ア プ ロ ー チ が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 要 約
　 本 発 明 の 実 施 態 様 は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 投 与 が 、 糸 球 体 細 胞 の 増 殖 を 低 減 し 、 そ
し て そ の 増 殖 と 関 連 す る 疾 患 を 処 置 す る の に 非 常 に 効 果 的 で あ っ た と い う 発 見 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 は 、 腎 炎 お よ び 関 連 疾 患 の 進 行 を 阻 害 す る た め の 完 全
ヒ ト 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 、 お よ び 治 療 展 望 か ら 所 望 し た 特 性 を 有 す る 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ
抗 体 製 剤 の 使 用 で あ る 。 好 ま し く は 、 当 該 抗 体 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ６ 、 １ ０ 、 １ ４ 、 １ ８ 、
２ ２ 、 ２ ６ 、 ３ ０ 、 ３ ４ 、 ３ ８ 、 ４ ２ 、 ４ ６ 、 ５ ０ 、 ５ ４ 、 ５ ８ 、 ６ ２ 、 ６ ６ 、 ７ ０ お よ
び ７ ４ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 重 鎖 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。 よ り 好 ま し く は 、
当 該 抗 体 は さ ら に 、 配 列 番 号 ４ 、 ８ 、 １ ２ 、 １ ６ 、 ２ ０ 、 ２ ４ 、 ２ ８ 、 ３ ２ 、 ３ ６ 、 ４ ０
、 ４ ４ 、 ４ ８ 、 ５ ２ 、 ５ ６ 、 ６ ０ 、 ６ ４ 、 ６ ８ お よ び ７ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列
を 有 す る 軽 鎖 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 実 施 態 様 は 、 任 意 の 特 定 の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 、 ま た は 任 意 の 特 定 型 の 抗 体
に 限 定 さ れ な い こ と は 理 解 さ れ る だ ろ う 。 例 え ば 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 は 、 全 長 抗 体 （
例 え ば 、 完 全 ヒ ト Ｆ ｃ 領 域 を 有 す る ） 、 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ
ｂ ’ ま た は Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ ） で あ っ て も よ い 。 さ ら に 、 抗 体 は 、 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ
ド ー マ か ら 、 ま た は 遺 伝 子 ま た は 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン さ れ た 組 換 え 産 生 細 胞 か ら 製 造 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性
糸 球 体 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 毛 細 管 性 糸 球 体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 糸 球 体 腎 炎 、
腎 不 全 、 お よ び 糖 尿 病 性 腎 症 を 含 む （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 、 ヒ ト の 腎 炎 お よ び 関 連 疾
患 の 処 置 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 は 、 有 効 量 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ
ン ト を 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 共 に 含 む 医 薬 組 成 物 を 成 す 。 代 わ り の 実
施 態 様 に お い て 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 ま た は 毒 素 と 結 合 し て い る
。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 治 療 法 と 結
合 し て い て も よ い 。 該 治 療 法 は 、 毒 素 ま た は 放 射 性 同 位 元 素 で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 か
か る 抗 体 は 、 例 え ば 、 腎 炎 、 進 行 性 腎 疾 患 、 お よ び 関 連 疾 患 （ 例 え ば 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖
性 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 毛 細 管 性 糸 球 体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ
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テ マ ト ー デ ス 、 糸 球 体 腎 炎 、 腎 間 質 性 線 維 症 、 腎 不 全 お よ び 糖 尿 病 性 腎 症 ） の よ う な 疾 患
の 処 置 の た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 患 者 に 有 効 量 の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 を 投 与 す る こ
と に よ り 、 患 者 に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 発 現 と 関 連 す る 疾 患 ま た は 状 態 を 処 置 す る 方 法
を 含 む 。 該 患 者 は 、 哺 乳 動 物 患 者 、 好 ま し く は ヒ ト 患 者 で あ る 。 該 疾 患 ま た は 状 態 は 、 例
え ば 、 腎 炎 、 進 行 性 腎 疾 患 、 お よ び 関 連 疾 患 （ 例 え ば 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 、 メ サ ン
ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 毛 細 管 性 糸 球 体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、
糸 球 体 腎 炎 、 腎 間 質 性 線 維 症 、 腎 不 全 ま た は 糖 尿 病 性 腎 症 ） で あ り 得 る 。 さ ら な る 実 施 態
様 は 、 腎 炎 の 処 置 が 必 要 な 哺 乳 動 物 を 同 定 す る こ と 、 次 に 該 哺 乳 動 物 に 治 療 上 有 効 用 量 の
抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 を 投 与 す る こ と に よ り 、 哺 乳 動 物 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 発 現 と 関 連 す
る 疾 患 ま た は 状 態 を 処 置 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 あ る い は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 は 、 哺 乳 動 物 が 腎 炎 ま た は 関 連 疾 患 を 含 む （ こ れ に 制
限 さ れ な い ） Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 発 現 に 関 係 す る 疾 患 ま た は 状 態 、 お よ び メ サ ン ギ ウ ム 増 殖
に よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 に か か る の を 予 防 す る た め に 投 与 さ れ て も よ い 。 好 ま し く は 、
抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 は 完 全 ヒ ト 抗 体 で あ る 。 疾 患 ま た は 状 態 は 、 腎 炎 、 進 行 性 腎 疾 患 、
お よ び 関 連 疾 患 （ 例 え ば 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 、 メ
サ ン ギ ウ ム 毛 細 管 性 糸 球 体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 糸 球 体 腎 炎 、 腎 間 質 性 線 維 症
、 腎 不 全 、 お よ び 糖 尿 病 性 腎 症 ） 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら な い 、 腎 炎 お よ び 関 連 疾 患 で あ り
得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 発 現 細 胞 を 有 効 量 の 抗 Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト と 接 触 さ せ る こ と 、 次 に 該 細 胞 お よ び 抗 体 を イ
ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ る （ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る ） 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ －
Ｄ Ｄ の 発 現 に 関 連 す る か ま た は 当 該 発 現 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る た め の
方 法 を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 増 殖 は 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 で あ る 。 さ ら
に 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 は 、 ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で あ り 得 る 。 さ ら に 、 方 法 は 、 イ ン ビ ボ
で 行 わ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 を 含 有 す る 組 成 物 を 有 す る 容
器 、 お よ び 該 組 成 物 が Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ の 過 剰 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 状 態 を 処 置 す る た め
に 用 い ら れ 得 る こ と を 示 す パ ッ ケ ー ジ の 記 載 ま た は ラ ベ ル を 含 む 製 品 で あ る 。 好 ま し く は
哺 乳 動 物 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト が 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 を 受 け る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に
お い て 、 ヒ ト の 腎 炎 お よ び 関 連 疾 患 が 処 置 さ れ 、 こ れ は 、 腎 炎 、 進 行 性 腎 疾 患 、 お よ び 関
連 疾 患 、 例 え ば 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ
ム 毛 細 管 性 糸 球 体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 糸 球 体 腎 炎 、 腎 間 質 性 線 維 症 、 腎 不 全
、 お よ び 糖 尿 病 性 腎 症 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 を 用 い て 、 糸 球 体 中 の メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 過 剰
増 殖 を 同 定 す る こ と を 含 む 、 疾 患 の 危 険 因 子 を 同 定 す る た め の 方 法 、 疾 患 の 診 断 方 法 、 お
よ び 疾 患 の 病 期 診 断 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 を 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 と 接 触 さ せ 、 次 に Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ る 、 細 胞 で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 発 現 の 発 現 と 関 連
す る 状 態 の 診 断 方 法 を 含 む 。 好 ま し い 状 態 は 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 増
殖 性 糸 球 体 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 毛 細 管 性 糸 球 体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 糸 球 体 腎
炎 、 腎 不 全 、 お よ び 糖 尿 病 性 腎 症 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖
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性 糸 球 体 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 毛 細 管 性 糸 球 体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 糸 球 体 腎 炎
、 腎 不 全 、 お よ び 糖 尿 病 性 腎 症 を 含 む （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 、 ヒ ト に お い て 腎 炎 お よ
び 関 連 疾 患 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 、 哺 乳 動 物 組 織 ま た は 細 胞 に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ
Ｄ の 検 出 の た め の ア ッ セ イ キ ッ ト を 含 む 。 該 キ ッ ト は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と 結 合 す る 抗 体 、
お よ び 存 在 す る な ら 、 該 抗 体 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と の 反 応 を 示 す 手 段 を 含 む 。 好 ま し く は 、
当 該 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と 結 合
す る 抗 体 が 標 識 さ れ る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 は 非 標 識 の １ 次 抗 体 で あ り 、 反 応 を
示 す た め の 手 段 が 、 標 識 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 で あ る 。 好 ま し く は 、 抗 体 は 、 蛍 光 色 素 、
酵 素 、 放 射 性 核 種 、 お よ び 放 射 線 不 透 過 材 料 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る マ ー カ ー で 標 識 さ
れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 な お 別 の 実 施 態 様 は 、 腎 炎 お よ び 関 連 疾 患 の 処 置 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 抗 Ｐ Ｄ Ｇ
Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 使 用 で あ る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 該 疾 患 は 、 腎 炎 、 進 行 性 腎 疾 患 、
お よ び メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 毛 細 管 性
糸 球 体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 糸 球 体 腎 炎 、 腎 間 質 性 線 維 症 、 腎 不 全 、 お よ び 糖
尿 病 性 腎 症 の よ う な 関 連 疾 患 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
　 図 １ は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ 特 異 性 の 特 徴 決 定 を 示 す
。
　 図 ２ は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ 特 異 性 の さ ら な る 特 徴 決
定 を 示 す 。
　 図 ３ は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 特 異 性 の 特 徴 決 定 を
示 す 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 図 ４ は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ が 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ
誘 導 性 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み を 、 約 ７ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｉ Ｃ ５ ０ で 中 和 で き る こ と を 示 す 線 グ ラ フ
で あ る 。
　 図 ５ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ が イ ン ビ ト ロ に お い て メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 成 長 因 子 と な る こ と
を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 デ ー タ は 、 ４ つ の 独 立 し た 実 験 の 平 均 ± Ｓ Ｄ で あ る 。 ＊ は 、 ｐ ＜
０ ． ０ ５ 対 非 刺 激 対 照 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 図 ６ は 、 ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 誘 導 性 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み の 結 果 を
示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
　 図 ７ は 、 種 々 の 型 の 腎 炎 を 有 す る 患 者 の ヒ ト 血 清 中 で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 発 現 を 示 す グ ラ
フ で あ る 。 黒 丸 は 、 個 々 の 臨 床 血 清 試 料 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 濃 度 を 示 す 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 血
清 濃 度 は 、 患 者 の 疾 患 の 徴 候 に 従 い グ ル ー プ 分 け し た 。 所 定 の 臨 床 徴 候 の 患 者 数 （ ｎ ） が
、 平 均 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 濃 度 （ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） と と も に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 図 ８ は 、 正 常 ラ ッ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 お よ び 抗 Ｔ ｈ ｙ － １ 誘 導 性 腎 炎 を 有 す る ラ ッ ト の
メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 分 析 を 示 す 。 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 染 色 性 の 上 昇 が 、 抗 Ｔ ｈ
ｙ － １ 誘 導 性 腎 炎 の ラ ッ ト で 見 出 さ れ た 。 メ サ ン ギ ウ ム 、 尿 細 管 、 お よ び 周 辺 脈 管 構 造 が
示 さ れ て い る 。 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 は 、 周 辺 細 胞 お よ び 腎 尿 細 管 を 含 ん で い た 。 白 色 お よ び
灰 色 の 矢 印 は 、 そ れ ぞ れ 毛 細 管 お よ び 尿 細 管 染 色 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 図 ９ は 、 ラ ッ ト に お い て 成 さ れ た 完 全 ヒ ト ｍ Ａ ｂ カ イ ネ テ ィ ク ス の シ ュ ミ レ ー シ ョ ン を
示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 示 さ れ る よ う に 、 １ 回 用 量 の 後 で あ っ て も ４ 日 に わ た り 、 予 測 さ れ
た 小 さ な ピ ー ク か ら ト ラ フ へ の 変 動 の み が 生 じ て い る 。
　 図 １ ０ は 、 無 処 置 の ラ ッ ト で の 発 現 に 対 す る 、 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 の 経 過 に お け る Ｐ Ｄ
Ｇ Ｆ － Ａ 、 － Ｂ 、 － Ｃ お よ び － Ｄ の 転 写 発 現 を 示 す 線 グ ラ フ で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 １ １ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 が 、 糸 球 体 で の 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 に お い て 過 剰
発 現 さ れ る こ と を 示 す 。 正 常 糸 球 体 で は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 発 現 は 見 ら れ な い （ 図 １ １ （ Ａ ）
） が 、 疾 患 を 誘 導 し た ７ 日 後 に メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 に お い て 容 易 に 検 出 さ れ 得 る （ 図
１ １ （ Ｂ ） ） 。 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 を 等 濃 度 の 対 照 Ｉ ｇ Ｇ で 置 き 換 え た 場 合 、 糸 球 体 染
色 性 は な い （ 図 １ １ （ Ｃ ） ） 。 倍 率 は ６ ０ ０ 倍 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 図 １ ２ Ａ ～ Ｈ は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 、 無 関 係 の 対 照 Ｉ ｇ Ｇ ま た は Ｐ Ｂ Ｓ 単 独 の い ず
れ か で 処 置 し た 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 を 有 す る ラ ッ ト に お い て 、 糸 球
体 が 疾 患 の 誘 導 ５ 日 後 お よ び ８ 日 後 に 変 化 し て い る こ と を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 １ ３ は 、 ラ ッ ト で の Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 に よ り 測 定 さ れ た 、 糸 球 体 増 殖 の 結 果 を 示 す 棒 グ ラ
フ で あ る 。 腎 炎 の ラ ッ ト を 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ 、 対 照 抗 体 ま た は Ｐ Ｂ Ｓ
で 処 置 し た 。 健 常 ラ ッ ト を 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ ま た は 対 照 抗 体 で 処 置 し
た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 図 １ ４ は 、 ラ ッ ト に お け る Ｐ Ａ Ｓ 染 色 に よ り 測 定 さ れ た 糸 球 体 増 殖 お よ び 有 糸 分 裂 の 結
果 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 腎 炎 の ラ ッ ト を 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ 、 対 照 抗
体 ま た は Ｐ Ｂ Ｓ で 処 置 し た 。 健 常 ラ ッ ト を 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ ま た は 対
照 抗 体 で 処 置 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 図 １ ５ は 、 急 性 ラ ッ ト 抗 Ｔ ｈ ｙ － １ モ デ ル に お け る メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 有 糸 分 裂 に 対 す る
抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の 作 用 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 抗 Ｔ ｈ ｙ － １ ラ ッ ト を
、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ 、 ま た は 対 照 抗 体 ま た は Ｐ Ｂ Ｓ で 処 置 し た 。 健 常 ラ
ッ ト を 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ ま た は 対 照 抗 体 で 処 置 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 図 １ ６ は 、 急 性 ラ ッ ト 抗 Ｔ ｈ ｙ － １ モ デ ル に お け る 糸 球 体 細 胞 の 有 糸 分 裂 に 対 す る 抗 Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の 用 量 応 答 性 作 用 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
　 図 １ ７ は 、 急 性 ラ ッ ト Ｔ ｈ ｙ － １ モ デ ル に お け る Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み に 対 す る 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ －
Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の 用 量 応 答 性 作 用 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 図 １ ８ は 、 正 常 お よ び 疾 患 の ヒ ト 腎 臓 組 織 上 の 免 疫 組 織 化 学 分 析 を 示 す 。 メ サ ン ギ ウ ム
、 尿 細 管 お よ び 周 辺 脈 管 構 造 が 示 さ れ て い る 。 白 の 矢 印 お よ び 灰 色 の 矢 印 は 、 そ れ ぞ れ 毛
細 管 お よ び 尿 細 管 の 染 色 を 示 す 。 小 さ な 黒 の 矢 印 は 、 メ サ ン ギ ウ ム に お け る 点 状 の 炎 症 性
細 胞 の 蓄 積 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
詳 細 な 説 明
　 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 は 、 腎 炎 お よ び 関 連 状 態 を 効 果 的 に 処 置 、 診 断 お よ び ／ ま た は 病
期 診 断 す る 方 法 に 関 す る 。 か か る 状 態 は 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性
糸 球 体 腎 炎 、 メ サ ン ギ ウ ム 毛 細 管 性 糸 球 体 腎 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 糸 球 体 腎 炎 、
腎 不 全 、 お よ び 糖 尿 病 性 腎 症 を 含 む 。 １ つ の 特 定 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 腎 炎 お
よ び 関 連 状 態 の 処 置 と し て 、 治 療 上 有 効 量 の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 む
。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 ２ 量 体 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 対 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 は 、 イ ン ビ ボ で メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 変 化 の 低 減 を も た ら す 他 の 化
合 物 に 関 す る 。 従 っ て 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の レ ベ ル を 低 減 す る 化 合 物 は 、 腎 炎 の 処 置 に 有 用
で あ ろ う 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び
他 の 関 連 化 合 物 の 使 用 を 、 以 下 に よ り 詳 細 に 開 示 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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　 上 述 の よ う に 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ 受 容 体 を 介 し て シ グ ナ ル 伝 達 し 、 ラ ッ ト の
メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 （ Ｍ Ｃ ） の 分 裂 を 促 進 す る 。 低 レ ベ ル の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 、 正
常 ラ ッ ト 糸 球 体 で 検 出 さ れ た 。 し か し な が ら 、 培 養 し た ラ ッ ト Ｍ Ｃ を １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 　
Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 Ｍ Ｃ 増 殖 が ７ 倍 に 増 加 し 、 こ
れ は ２ ４ 時 間 後 に 最 大 と な っ た 。 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は
、 培 養 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 お よ び 正 常 ラ ッ ト 腎 臓 か ら 単 離 さ れ た 糸 球 体 の 両 方 で 検 出 さ れ た
。 ラ ッ ト に お け る メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 の 誘 導 後 、 糸 球 体 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ －
Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び タ ン パ ク 質 発 現 は 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ で 測 定 さ れ た 非 腎 炎 ラ ッ ト と
比 較 し て 、 ４ か ら ９ 日 間 有 意 に 増 加 し た 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の ピ ー ク は 、 Ｐ Ｄ
Ｇ Ｆ － Ｂ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ピ ー ク の ２ 日 後 に 生 じ た 。 さ ら に 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 血 清 レ ベ ル は
、 ７ 日 目 の 腎 炎 動 物 に お い て 有 意 に 増 加 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 腎 炎 に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 機 能 的 役 割 を 調 べ る た め 、 Xenomouse［ 登 録 商 標 ］ （ Abg
enix, Inc., Fremont, CA） に お い て 中 和 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体
を 産 生 さ せ た 。 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 の 誘 導 後 、 ラ ッ ト は 、 疾 患 誘 導 の ３ 日 後 お よ び ５ 日 後
に 、 １ ０ お よ び ４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 　 完 全 ヒ ト 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ （ ｎ ＝ １
５ ） 、 ま た は 無 関 係 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ｎ ＝ １ ５ ） ま た は Ｐ Ｂ Ｓ （ ｎ ＝ １ ５ ） の
通 常 の 腹 腔 内 注 射 に よ り 処 置 さ れ た 。 疾 患 誘 導 の ８ 日 後 に 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 拮 抗 作 用 に
よ り 、 １ ０ ０ 個 の 糸 球 体 当 た り の 有 糸 分 裂 像 の 有 意 な 低 減 （ 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ： ９ ． ９ ±
０ ． ９ ； 無 関 係 な Ｉ ｇ Ｇ ： １ ３ ． ９ ± ０ ． ９ ； Ｐ Ｂ Ｓ ： １ ４ ． ７ ± １ ． ０ ； ｐ ＜ ０ ． ０ ０
１ ４ ） 、 な ら び に チ ミ ジ ン 類 似 体 Ｂ ｒ ｄ Ｕ を 取 り 込 ん だ 糸 球 体 細 胞 の 有 意 な 低 減 （ 抗 Ｐ Ｄ
Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ ： １ ． ６ ２ ± ０ ． ２ ３ ； 無 関 係 な Ｉ ｇ Ｇ ： ２ ． ８ ８ ± ０ ． ２
８ ； Ｐ Ｂ Ｓ ： ２ ． ９ １ ± ０ ． １ ８ ； ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ６ ９ ） を 生 じ た 。 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ を
投 与 さ れ た ラ ッ ト に お け る 糸 球 体 細 胞 増 殖 の 低 減 は 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 決 定 さ れ
た 、 低 減 し た Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 糸 球 体 発 現 と は 関 連 し な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 正 常 ラ ッ ト へ の 注 射 は 、 無 関 係 な Ｉ ｇ Ｇ を 投 与 さ れ た 正 常 ラ ッ
ト と 比 較 し て 、 生 理 的 な 糸 球 体 細 胞 の タ ー ン オ ー バ ー に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 従 っ て 、
糸 球 体 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ は 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ
の 両 方 で 糸 球 体 細 胞 の 分 裂 促 進 因 子 と な る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】

　 代 表 的 な ヒ ト 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 領 域 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア
ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 表 に お い て 提 供 さ れ 、 そ の 内 容 が 以 下 の 表 １ に 要 約 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ２ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 他 に 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 に 記 載 の 本 発 明 と 関 連 し て 用 い ら れ る 科 学 用 語 お よ び 技
術 用 語 は 、 当 業 者 に 通 常 理 解 さ れ る 意 味 を 有 す る も の と す る 。 さ ら に 、 文 脈 に よ り 他 に 必
要 と さ れ な い 限 り 、 単 数 形 の 用 語 は 複 数 形 も 含 み 、 複 数 形 の 用 語 は 単 数 形 も 含 む も の と す
る 。 一 般 に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 細 胞 お よ び 組 織 培 養 、 分 子 生 物 学 、 な ら び に タ ン パ ク 質 お
よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 化 学 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 関
連 し て 利 用 さ れ る 学 名 お よ び 技 術 は 、 よ く 知 ら れ た も の で あ り 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 通
常 用 い ら れ る も の で あ る 。 標 準 的 技 術 は 、 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び
に 組 織 培 養 お よ び 形 質 転 換 （ 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン ） に 用
い ら れ る 。 酵 素 反 応 お よ び 精 製 技 術 は 、 製 造 元 の 仕 様 書 に 従 っ て 、 あ る い は 当 該 技 術 分 野
に お い て 通 常 成 さ れ る か 、 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 行 わ れ る 。 上 記 技 術 お よ び 手 順
は 、 一 般 に 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 通 常 の 方 法 に 従 い 、 か つ 本 明 細 書 を 通 じ て 引 用
さ れ て 考 察 さ れ た 種 々 の 一 般 的 か つ よ り 具 体 的 な 引 例 に 記 載 の よ う に 、 行 わ れ る 。 例 え ば
、 Sambrook et al.Molecular Cloning : A Laboratory Manual（ 3rd ed., Cold Spring H
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arbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.（ 2001） ） を 参 照 さ れ た い 。 本 明
細 書 に 記 載 の 分 析 化 学 、 合 成 有 機 化 学 、 お よ び 医 療 化 学 お よ び 医 薬 化 学 と 関 連 し て 利 用 さ
れ る 学 名 、 お よ び 実 験 室 手 段 お よ び 技 術 は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ 、 か つ 通 常 用 い ら
れ る も の で あ る 。 標 準 的 な 技 術 は 、 化 学 合 成 、 化 学 分 析 、 医 薬 製 造 、 製 剤 、 お よ び 送 達 、
お よ び 患 者 の 処 置 の た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 実 施 態 様 と 関 連 し て 用 い ら れ る よ う に 、 以 下 の 用 語 は 、 他 に 示 さ
れ な い 限 り 、 以 下 の 意 味 を 有 す る と 理 解 さ れ る も の と す る 。
　 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 の 腎 臓 の 糸 球 体 小 葉 （ lubule） 内 で 見 出 さ れ る 細 胞 で あ
り 、 構 造 支 持 体 と な り 、 血 流 を 制 御 し 得 、 食 細 胞 で あ り 、 か つ 免 疫 応 答 に お い て 抗 原 を 提
示 す る 補 助 細 胞 と な る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 は 、 糸 球 体 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 ま た は 基 質 の 増 加 、 ま た は メ サ ン
ギ ウ ム の 蓄 積 を 伴 う 糸 球 体 腎 炎 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 は 、 糸 球 体 毛 細 管 の メ サ ン ギ ウ ム 層 で の Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 の 異
常 蓄 積 に よ る 腎 糸 球 体 （ 腎 臓 の 血 液 濾 過 部 分 ） の 炎 症 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 メ サ ン ギ ウ ム 毛 細 管 性 糸 球 体 腎 炎 は 、 腎 不 全 と な る 腎 障 害 で あ る 。 糸 球 体 の 炎 症 は 、 異
常 な 免 疫 応 答 お よ び 腎 臓 （ 糸 球 体 ） 内 で の 抗 体 の 蓄 積 か ら 生 じ る 。 症 状 は 、 混 濁 尿 （ 膿 尿
） 、 排 尿 減 少 、 腫 脹 お よ び 高 血 圧 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 障 害 は 、 た い て い 末 期 の 腎 疾 患 と な
る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 メ サ ン ギ ウ ム は 、 毛 細 管 の 間 の 糸 球 体 の 中 心 部 で あ る 。 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 は 、 食 細 胞 で
あ り 、 大 部 分 が 内 皮 細 胞 に よ り 毛 細 管 の 管 腔 と 分 け ら れ て い る 。 糸 球 体 外 メ サ ン ギ ウ ム は
、 密 集 斑 と 傍 糸 球 体 装 置 の 輸 入 細 動 脈 お よ び 輸 出 細 動 脈 と の 間 の 三 角 形 の 空 間 を 満 た す メ
サ ン ギ ウ ム 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 糸 球 体 腎 炎 は 、 腎 臓 の 糸 球 体 内 の 毛 細 管 ル ー プ の 炎 症 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 、 種 々 の 腎
炎 で あ る 。 こ れ は 、 急 性 、 亜 急 性 お よ び 慢 性 の 形 で 生 じ 、 感 染 症 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 が 続
発 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 用 語 「 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 」 は 、 変 異 体 と 共 に 全 長 か つ 成 熟 形 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 、 お よ び そ
れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 従 っ て 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ は 、 変 異 体 Ｃ Ｇ ５ ２ ０ ５ ３ － ０ １ 、
Ｃ Ｇ ５ ２ ０ ５ ３ － ０ ２ 、 Ｃ Ｇ ５ ２ ０ ５ ３ － ０ ３ 、 Ｃ Ｇ ５ ２ ０ ５ ３ － ０ ４ 、 Ｃ Ｇ ５ ２ ０ ５ ３
－ ０ ５ 、 Ｃ Ｇ ５ ２ ０ ５ ３ － ０ ６ 、 お よ び Ｃ Ｇ ５ ２ ０ ５ ３ － ０ ７ （ CuraGen, New Haven, CT
） を 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら な い 。 よ り 多 く の 情 報 が 、 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 の 公 開 番 号 第 Ｗ Ｏ ０ １ ／
２ ５ ４ ３ ３ 号 （ １ ９ ９ ９ 年 １ ０ 月 ７ 日 出 願 ） に お い て 見 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 ゲ ノ ム 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た
は 合 成 起 源 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は こ れ ら の い く つ か の 組 合 せ を 意 味 し 、 そ の 起 源
に 基 づ き 、 「 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 （ １ ） 天 然 で 見 出 さ れ る 「 単 離 さ れ た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 全 て ま た は 部 分 と 関 連 し な い か 、 （ ２ ） 天 然 で 結 合 し な い ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド に 作 動 可 能 に 結 合 す る か 、 あ る い は （ ３ ） よ り 長 い 配 列 の 一 部 分 と し て は 天 然 に 存
在 し な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 さ れ る 用 語 「 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 」 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 組 換 え Ｒ Ｎ Ａ ま た
は 合 成 起 源 の タ ン パ ク 質 、 あ る い は こ れ ら の い く つ か の 組 合 せ を 意 味 し 、 そ の 起 源 ま た は
変 異 体 の 供 給 源 に 基 づ き 、 「 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 」 は 、 （ １ ） 天 然 で 見 出 さ れ る タ ン パ
ク 質 と は 関 連 し な い か 、 （ ２ ） 同 じ 供 給 源 由 来 の 他 の タ ン パ ク 質 を 含 ま な い （ 例 え ば 、 マ
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ウ ス タ ン パ ク 質 を 含 ま な い ） 、 （ ３ ） 異 な る 種 由 来 の 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る か 、 あ る い は
（ ４ ） 天 然 に 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 本 明 細 書 で 一 般 名 称 と し て 用 い ら れ 、 天 然 タ ン パ ク 質 、 フ ラ
グ メ ン ト 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 類 似 体 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 天 然 タ ン パ ク 質 、 フ ラ
グ メ ン ト 、 お よ び 類 似 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 属 の 種 で あ る 。 本 発 明 を ふ ま え て 、 好 ま し い ポ
リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 分 子 、 お よ び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の κ 軽 鎖 分 子
、 な ら び に 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 分 子 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 軽 鎖 （ 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の κ 軽 鎖 ） と 共 に 含 む 組 合 せ 、 ま た は そ の 逆 に よ り 形 成 さ れ る 抗 体 分 子 、 な ら び そ の フ ラ
グ メ ン ト お よ び 類 似 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 対 象 に 適 用 し て 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 天 然 に 存 在 す る 」 は 、 対 象 が 天 然 に 見 出 さ
れ 得 る と い う 事 実 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 天 然 供 給 源 か ら 単 離 さ れ る こ と が で き 、 実 験 室 ま
た は そ の 他 の 方 法 で 意 図 的 に 修 飾 さ れ て い な い 、 生 物 （ ウ イ ル ス を 含 む ） に 存 在 す る ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 天 然 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 作 動 可 能 に 結 合 し た 」 は 、 成 分 の 位 置 を 意 味 し 、 意 図 さ れ
た 方 法 で そ れ ら が 機 能 す る こ と を 許 可 す る 関 係 に あ る こ と を 記 載 し た も の で あ る 。 コ ー デ
ィ ン グ 配 列 に 「 作 動 可 能 に 結 合 し た 」 対 照 配 列 は 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 発 現 が 対 照 配 列 と
適 合 可 能 な 条 件 下 で 達 成 さ れ る よ う な 方 法 で ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 対 照 配 列 」 は 、 こ れ ら が ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て い る コ ー デ ィ
ン グ 配 列 の 発 現 お よ び プ ロ セ ッ シ ン グ に 作 用 す る 必 要 の あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味
す る 。 か か る 対 照 配 列 の 性 質 は 、 宿 主 生 物 に 依 存 し て 異 な る ； 原 核 生 物 で は 、 か か る 対 照
配 列 は 、 一 般 に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 お よ び 転 写 終 結 配 列 を 含 み ； 真 核
生 物 で は 、 一 般 に 、 か か る 対 照 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 転 写 終 結 配 列 を 含 む 。 用 語
「 対 照 配 列 」 は 、 最 低 で も 、 そ の 存 在 が 発 現 お よ び プ ロ セ ッ シ ン グ に 必 須 で あ る 要 素 の 全
て を 含 む こ と が 意 図 さ れ 、 そ の 存 在 が 有 利 で あ る さ ら な る 要 素 、 例 え ば 、 リ ー ダ ー 配 列 お
よ び 融 合 パ ー ト ナ ー 配 列 も 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 さ れ る 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は デ オ キ シ
ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ か で あ る 、 少 な く と も １ ０ 塩 基 長 の 重 合 体 形 ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は
い ず れ か の タ イ プ の ヌ ク レ オ チ ド の 修 飾 形 を 意 味 す る 。 こ の 用 語 は 、 １ 本 鎖 お よ び ２ 本 鎖
形 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 さ れ る 用 語 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 天 然 に 存 在 す る も の 、 お よ び 天
然 に 存 在 す る も の と 一 体 と な っ て 結 合 し た 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 天 然 に 存 在 し
な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 体 を 含 む 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 に 、 ２ ０ ０ 塩 基 長 ま
た は そ れ よ り 短 い も の を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド サ ブ セ ッ ト で あ る 。 好 ま し く は 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 １ ０ か ら ６ ０ 塩 基 長 で あ り 、 最 も 好 ま し く は 、 １ ２ 、 １ ３ 、 １ ４ 、 １ ５ 、
１ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ま た は ２ ０ か ら ４ ０ 塩 基 長 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 通 常
１ 本 鎖 （ 例 え ば 、 プ ロ ー ブ 用 ） で あ る が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ２ 本 鎖 （ 例 え ば 、 遺 伝
子 変 異 の 構 築 用 ） で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 さ れ る 用 語 「 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド お よ び リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 本 明 細 書 で 言 及 さ れ る 用 語 「 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ
ド 」 は 、 修 飾 ま た は 置 換 さ れ た 糖 基 等 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 本 明 細 書 で 言 及 さ れ
る 用 語 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 」 は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ
ス ホ ロ セ レ ノ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ セ レ ノ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア ニ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア
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ニ ラ デ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト 等 の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 を 含 む 。 例 え ば 、 La
Planche et al.Nucl. Acids Res. 14: 9081（ 1986） ; Stec et al. J. Am. Chenu. Soc. 
106: 6077（ 1984） ; Stein et al. Nucl. Acids Res. 16: 3209（ 1988） ; Zon et al. An
ti-Cancer Drug Design 6: 539（ 1991） ; Zon et al. Oligonucreotides and analogues 
: A Practical Approach, pp. 87-108（ F. Eckstein, Ed., Oxford University Press, O
xford England（ 1991） ） ; Stec et al. 米 国 特 許 第 5,151,510号 ; Uhlmann and Peyman C
hemical Reviews 90: 543（ 1990） を 参 照 さ れ た い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 所 望 に 応 じ
て 、 検 出 用 の 標 識 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 で 言 及 さ れ る 用 語 「 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 は 、 検 出 可 能 か つ 特 異 的 な
結 合 を 意 味 す る 。 本 発 明 を ふ ま え て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び そ
れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 、 非 特 異 的 な 核 酸 と の 検 出 可 能 な 結 合 の 感 知 可 能 な 量 を 最 小 化 す る
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 条 件 下 で 、 核 酸 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 高 ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 を 用 い て 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ 、 か つ 本 明 細 書 に お い て 考 察 さ れ
る 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 が 達 成 さ れ 得 る 。 一 般 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び フ ラ グ メ ン ト と 対 象 の 核 酸 配 列 間 の 核 酸 配 列 相 同 性 は 、
少 な く と も ８ ０ ％ で あ り 、 よ り 典 型 的 に は 、 好 ま し く は 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９
５ ％ 、 ９ ９ ％ お よ び １ ０ ０ ％ の 増 加 し た 相 同 性 を 有 す る で あ ろ う 。 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 は
、 そ れ ら の 配 列 間 に 部 分 的 ま た は 完 全 な 同 一 性 が 存 在 す る な ら 、 相 同 で あ る 。 例 え ば 、 ８
５ ％ の 相 同 は 、 ２ つ の 配 列 が マ ッ チ ン グ を 最 大 と す る よ う ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た と き 、 ８
５ ％ の ア ミ ノ 酸 が 同 一 で あ る こ と を 意 味 す る 。 （ マ ッ チ ン グ さ せ ら れ て い る ２ 配 列 の い ず
れ か に お け る ） ギ ャ ッ プ は 、 マ ッ チ ン グ を 最 大 化 す る 際 に 許 容 さ れ る ； ５ 以 下 の ギ ャ ッ プ
長 が 好 ま し く 、 ２ 以 下 の ギ ャ ッ プ 長 が よ り 好 ま し い 。 あ る い は 、 そ し て 好 ま し く は 、 ２ つ
の タ ン パ ク 質 配 列 （ ま た は 少 な く と も ３ ０ ア ミ ノ 酸 長 の も の 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ） は
、 変 異 デ ー タ マ ト リ ッ ク ス お よ び ６ 以 上 の ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー に よ る プ ロ グ ラ ム Ａ Ｌ Ｉ
Ｇ Ｎ を 用 い て 、 ５ よ り 多 く の ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア （ 標 準 偏 差 単 位 ） を 有 す る 場 合 、 相 同
で あ る （ こ の 用 語 は 本 明 細 書 で 用 い ら れ る ） 。 M. O. Dayhoff, in Atlas of Protein Seq
uence and Structure, Vol. 5,101-110、 お よ び Supplement 2 to Vol. 5,1-10（ National
 Biomedical Research Foundation 1972） を 参 照 さ れ た い 。 ２ つ の 配 列 ま た は そ の 一 部 分
の 相 同 性 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 が Ａ Ｌ Ｉ Ｇ Ｎ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 最 適 に ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た
場 合 に ５ ０ ％ 以 上 同 一 で あ る な ら 、 よ り 好 ま し い 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 対 応 す る
」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 て ま た は 一 部 分 に 対 し て
相 同 で あ る （ す な わ ち 、 厳 密 に は 進 化 上 関 連 し な い が 、 同 一 で あ る ） か 、 あ る い は ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 が 、 参 照 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 同 一 で あ る こ と を 意 味 す る 。 対 照 的 に 、 用 語 「 相
補 で あ る 」 は 、 相 補 的 配 列 が 、 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 て ま た は 一 部 分 に 対 し て 相
同 で あ る こ と を 意 味 す る た め に 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 「 Ｔ Ａ
Ｔ Ａ Ｃ 」 は 、 参 照 配 列 「 Ｔ Ａ Ｔ Ａ Ｃ 」 に 対 応 し 、 か つ 「 Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ａ 」 に 相 補 性 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 以 下 の 用 語 ： 「 参 照 配 列 」 、 「 比 較 ウ イ ン ド ウ 」 、 「 配 列 同 一 性 」 、 「 配 列 同 一 性 の 割
合 」 、 お よ び 「 実 質 的 な 同 一 性 」 は 、 ２ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の
配 列 関 係 を 記 載 す る た め に 用 い ら れ る 。 「 参 照 配 列 」 は 、 配 列 比 較 の 基 礎 と し て 用 い ら れ
る 所 定 の 配 列 で あ る ； 参 照 配 列 は 、 例 え ば 、 配 列 表 で 示 さ れ る 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は 遺 伝 子
配 列 の セ グ メ ン ト と し て の よ り 長 い 配 列 の サ ブ セ ッ ト で あ っ て も よ く 、 あ る い は 完 全 な ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ま た は 遺 伝 子 配 列 を 含 ん で い て も よ い 。 一 般 に 、 参 照 配 列 は 、 少 な く と も １ ８ ヌ ク
レ オ チ ド 長 ま た は ６ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 し ば し ば 少 な く と も ２ ４ ヌ ク レ オ チ ド 長 ま た は ８
ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 そ し て た い て い 少 な く と も ４ ８ ヌ ク レ オ チ ド 長 ま た は １ ６ ア ミ ノ 酸 長
で あ る 。 ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ れ ぞ れ （ １ ） ２ 分 子 間 で 類 似
す る 配 列 （ す な わ ち 、 完 全 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 ） を 含 み 得 、 か
つ （ ２ ） ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 で 異 な る 配 列 を さ ら に 含 み 得 る た
め 、 ２ （ ま た は そ れ 以 上 ） 分 子 間 の 配 列 比 較 は 、 典 型 的 に は 、 配 列 類 似 性 の 局 所 領 域 を 同
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定 し 、 そ し て 比 較 す る た め の 「 比 較 ウ イ ン ド ウ 」 に つ い て ２ 分 子 の 配 列 を 比 較 す る こ と で
行 わ れ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 比 較 ウ イ ン ド ウ 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア
ミ ノ 酸 配 列 が 、 少 な く と も １ ８ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は ６ ア ミ ノ 酸 配 列 の 参 照 配 列
と 比 較 さ れ 得 、 か つ 比 較 ウ イ ン ド ウ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 が 、 ２ 配 列 の 最 適 な ア
ラ イ ン メ ン ト の た め の 参 照 配 列 （ 付 加 ま た は 欠 損 を 含 ま な い ） と 比 較 し て 、 ２ ０ ％ 以 下 の
付 加 、 欠 損 、 置 換 な ど を 含 み 得 る 、 少 な く と も １ ８ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ま た は ６
ア ミ ノ 酸 で あ る 論 理 的 セ グ メ ン ト を 意 味 す る 。 比 較 ウ イ ン ド ウ を ア ラ イ ン メ ン ト す る た め
の 配 列 の 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト は 、 Smith and Watermanの 局 所 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム （ Adv.
 Appl. Math. 2: 482（ 1981） ） 、 Needleman and Wunschの 相 同 性 ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ
リ ズ ム （ J. Mol.Biol. 48: 443（ 1970） ） 、 Pearson and Lipmanの 同 様 の 検 索 方 法 （ Proc
. Natl. Acad. Sci.（ U. S. A.） 85: 2444（ 1988） ） 、 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム の コ ン ピ ュ
ー タ 上 で の 実 行 （ Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0の Ｇ Ａ Ｐ 、 Ｂ Ｅ Ｓ
Ｔ Ｆ Ｉ Ｔ 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ 、 お よ び Ｔ Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ （ Genetics Computer Group, 575 Science D
r., Madison, Wis.） ） 、 Genework、 ま た は MacVector Software Package） 、 ま た は 調 査
に よ り 実 行 さ れ て も よ く 、 そ し て 種 々 の 方 法 で 得 ら れ た 最 良 の ア ラ イ ン メ ン ト （ す な わ ち
、 比 較 ウ イ ン ド ウ に つ い て 最 も 高 い 割 合 の 相 同 性 と な る ） が 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 用 語 「 配 列 同 一 性 」 は 、 比 較 ウ イ ン ド ウ に つ い て ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ
酸 配 列 が 同 一 で あ る （ す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 対 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 残 基 対 残 基 ベ ー ス ）
こ と を 意 味 す る 。 用 語 「 配 列 同 一 性 の 割 合 」 は 、 比 較 ウ イ ン ド ウ に つ い て 最 適 に ア ラ イ ン
メ ン ト さ れ た ２ 配 列 を 比 較 し 、 同 一 の 核 酸 塩 基 （ 例 え ば 、 Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ 、 Ｇ 、 Ｕ ま た は I）
ま た は 残 基 が 、 両 配 列 で 生 じ る 位 置 数 を 決 定 し 、 一 致 位 置 数 を 得 、 一 致 位 置 数 を 比 較 ウ イ
ン ド ウ の 位 置 の 総 数 （ す な わ ち 、 ウ イ ン ド ウ サ イ ズ ） で 割 り 、 次 に こ の 結 果 に １ ０ ０ を 掛
け 、 配 列 同 一 性 の 割 合 を 得 る こ と に よ り 、 算 出 さ れ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 実 質
的 な 同 一 性 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 が 、 少 な く と も １ ８ ヌ ク レ オ チ ド （ ６
ア ミ ノ 酸 ） 位 置 の 比 較 ウ イ ン ド ウ 、 し ば し ば 少 な く と も ２ ４ ～ ４ ８ ヌ ク レ オ チ ド （ ８ ～ １
６ ア ミ ノ 酸 ） 位 置 の ウ イ ン ド ウ に つ い て 参 照 配 列 と 比 較 し て 、 少 な く と も ８ ５ ％ の 配 列 同
一 性 、 好 ま し く は 、 少 な く と も ９ ０ か ら ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 一 般 的 に は 、 少 な く と
も ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 特 徴 を 示 し 、 こ こ
で 、 配 列 同 一 性 の 割 合 は 、 参 照 配 列 を 、 比 較 ウ イ ン ド ウ に つ い て 参 照 配 列 の 全 ２ ０ ％ 以 下
が 欠 失 ま た は 付 加 を 含 み 得 る 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 算 出 さ れ る 。 参 照 配 列 は 、 よ り 長
い 配 列 の サ ブ セ ッ ト で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る ２ ０ の 従 来 ア ミ ノ 酸 お よ び そ れ ら の 略 語 は 、 従 来 の 使 用 に 従 う 。
Immunology-A Synthesis（ 2nd ed., Golub, E. S. and Gren, D. R. eds. , Sinauer Ass
ociates, Sunderland, Mass. 1991） を 参 照 さ れ た い 。 ２ ０ の 従 来 ア ミ ノ 酸 の 立 体 異 性 体
（ 例 え ば 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 ） 、 α ， α － ２ 置 換 ア ミ ノ 酸 の よ う な 非 天 然 ア ミ ノ 酸 、 Ｎ － ア ル
キ ル ア ミ ノ 酸 、 乳 酸 、 お よ び 他 の 従 来 に な い ア ミ ノ 酸 も ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 の 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド の 適 切 な 要 素 で あ り 得 る 。 従 来 に な い ア ミ ノ 酸 の 例 と し て は 、 ４ － ヒ ド ロ キ
シ プ ロ リ ン 、 γ － カ ル ボ キ シ グ ル タ メ ー ト 、 ε － Ｎ ， Ｎ ， Ｎ － ト リ メ チ ル リ ジ ン 、 ε － Ｎ
－ ア セ チ ル リ ジ ン 、 Ｏ － ホ ス ホ セ リ ン 、 Ｎ － ア セ チ ル セ リ ン 、 Ｎ － ホ ル ミ ル メ チ オ ニ ン 、
３ － メ チ ル ヒ ス チ ジ ン 、 ５ － ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン 、 α － Ｎ － メ チ ル ア ル ギ ニ ン 、 お よ び 他 の
類 似 の ア ミ ノ 酸 お よ び イ ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン ） が 挙 げ ら れ る 。 本 明
細 書 で 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド 表 記 で は 、 標 準 的 使 用 お よ び 慣 習 に 従 い 、 左 手 方 向 が ア ミ
ノ 末 端 方 向 、 そ し て 右 手 方 向 が カ ル ボ キ シ 末 端 方 向 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 同 様 に 、 他 に 特 定 し な い 限 り 、 １ 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 左 手 末 端 は 、 ５ ’ 末 端 で
あ る ； ２ 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 左 手 方 向 は 、 ５ ’ 方 向 と し て 言 及 さ れ る 。 新 生 Ｒ Ｎ
Ａ 転 写 物 の ５ ’ か ら ３ ’ 方 向 へ の 付 加 は 、 転 写 方 向 と し て 言 及 さ れ る ； Ｒ Ｎ Ａ と 同 じ 配 列
を 有 し 、 か つ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の ５ ’ か ら ５ ’ 末 端 で あ る Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の 配 列 領 域 は 、 「 上 流 配 列
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」 と し て 言 及 さ れ る ； Ｒ Ｎ Ａ と 同 じ 配 列 を 有 し 、 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の ３ ’ か ら ３ ’ 末 端 で あ る
Ｄ Ｎ Ａ 鎖 の 配 列 領 域 は 、 「 下 流 配 列 」 と し て 言 及 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 さ れ る 用 語 「 実 質 的 な 同 一 性 」 は 、 例 え ば 、 デ フ ォ ル ト ギ ャ ッ プ ウ
エ イ ト を 用 い た プ ロ グ ラ ム Ｇ Ａ Ｐ ま た は Ｂ Ｅ Ｓ Ｔ Ｆ Ｉ Ｔ に よ り 、 最 適 に ア ラ イ ン メ ン ト さ
れ た 場 合 、 ２ ペ プ チ ド 配 列 は 、 少 な く と も ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 、 少 な く と も
９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 そ し て 最 も 好 ま
し く は 、 少 な く と も ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 同 一 で な
い 残 基 の 位 置 は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り 異 な る 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 互 換 性 の あ
る 類 似 の 側 鎖 を 有 す る 残 基 に 言 及 す る 。 例 え ば 、 脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 基 は 、 グ リ
シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 お よ び イ ソ ロ イ シ ン で あ り ； 脂 肪 族 ヒ ド ロ キ シ ル 側
鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 基 は 、 セ リ ン 、 お よ び ス レ オ ニ ン で あ り ； ア ミ ド 含 有 側 鎖 を 有 す る ア
ミ ノ 酸 基 は 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 お よ び グ ル タ ミ ン で あ り ； 芳 香 族 側 鎖 ア ミ ノ 酸 基 を 有 す る ア
ミ ノ 酸 基 は 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 お よ び ト リ プ ト フ ァ ン で あ り ； 塩 基 性 側 鎖 を
有 す る ア ミ ノ 酸 基 は 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン で あ り ； そ し て 硫 黄 含 有 側
鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 基 は 、 シ ス テ イ ン 、 お よ び メ チ オ ニ ン で あ る 。 好 ま し い 保 存 的 ア ミ ノ
酸 の 置 換 基 は 、 バ リ ン － ロ イ シ ン － イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン － チ ロ シ ン 、 リ ジ ン
－ ア ル ギ ニ ン 、 ア ラ ニ ン － バ リ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 － ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 お よ び ア ス パ ラ ギ ン
－ グ ル タ ミ ン で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 で 考 察 さ れ る 、 抗 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 の マ イ ナ ー バ リ
エ ー シ ョ ン は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の バ リ エ ー シ ョ ン が 、 少 な く と も ７ ５ ％ 、 よ り 好 ま し く は 、
少 な く と も ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 そ し て 最 も 好 ま し く は ９ ９ ％ の オ リ ジ ナ ル 配 列 を 保
持 し て い る 場 合 、 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 に 包 含 さ れ る こ と が 意 図 さ れ る 。 特 に 、 保 存 的 ア
ミ ノ 酸 置 換 が 意 図 さ れ る 。 保 存 的 置 換 は 、 そ れ ら の 側 鎖 に 関 連 性 が あ る 、 ア ミ ノ 酸 フ ァ ミ
リ ー 内 で 生 じ る も の で あ る 。 遺 伝 子 的 に コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 は 、 一 般 に 、 以 下 の フ ァ ミ
リ ー ： （ １ ） 酸 性 ＝ ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ； （ ２ ） 塩 基 性 ＝ リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン
、 ヒ ス チ ジ ン ； （ ３ ） 非 極 性 ＝ ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ； お よ び （ ４ ） 非 荷 電 極 性 ＝ グ リ シ ン 、
ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 シ ス テ イ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン に 分 け ら れ る 。
よ り 好 ま し い フ ァ ミ リ ー は 以 下 で あ る ： セ リ ン お よ び ス レ オ ニ ン が 脂 肪 族 ヒ ド ロ キ シ フ ァ
ミ リ ー で あ り ； ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン が ア ミ ド 含 有 フ ァ ミ リ ー で あ り ； ア ラ ニ ン
、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 お よ び イ ソ ロ イ シ ン が 脂 肪 族 フ ァ ミ リ ー で あ り ； そ し て フ ェ ニ ル ア
ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 お よ び チ ロ シ ン が 芳 香 族 フ ァ ミ リ ー で あ る 。 例 え ば 、 ロ イ シ ン
の イ ソ ロ イ シ ン ま た は バ リ ン で の 単 離 さ れ た 置 換 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 の グ ル タ ミ ン 酸 で の 単
離 さ れ た 置 換 、 ス レ オ ニ ン の セ リ ン で の 単 離 さ れ た 置 換 、 ま た は ア ミ ノ 酸 の 構 造 的 に 関 連
す る ア ミ ノ 酸 で の 同 様 の 置 換 は 、 特 に 該 置 換 が フ レ ー ム ワ ー ク 内 に ア ミ ノ 酸 を 含 ま な い 場
合 、 得 ら れ た 分 子 の 結 合 ま た は 特 性 に 大 き く 影 響 す る こ と は な い と 予 測 す る こ と は も っ と
も で あ る 。 ア ミ ノ 酸 変 更 が 機 能 的 ペ プ チ ド と な る か 否 か は 、 ポ リ ペ プ チ ド 誘 導 体 の 特 異 的
活 性 を ア ッ セ イ す る こ と で 、 容 易 に 決 定 さ れ 得 る 。 ア ッ セ イ は 本 明 細 書 で 詳 細 に 説 明 さ れ
て い る 。 抗 体 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の フ ラ グ メ ン ト ま た は 類 似 体 は 、 当 業 者 に よ り 容
易 に 製 造 さ れ 得 る 。 フ ラ グ メ ン ト ま た は 類 似 体 の 好 ま し い ア ミ ノ 末 端 お よ び カ ル ボ キ シ 末
端 は 、 機 能 ド メ イ ン の 境 界 付 近 に 存 在 す る 。 構 造 ド メ イ ン お よ び 機 能 的 ド メ イ ン は 、 ヌ ク
レ オ チ ド お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 デ ー タ を 公 開 ま た は 独 自 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス と 比 較
す る こ と に よ り 、 同 定 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 上 で の 比 較 方 法 が 、 既 知 の
構 造 お よ び ／ ま た は 機 能 の 他 の タ ン パ ク 質 に 存 在 す る 配 列 モ チ ー フ ま た は 予 測 タ ン パ ク 質
構 造 ド メ イ ン を 同 定 す る た め に 用 い ら れ る 。 既 知 の ３ 次 元 構 造 に 折 り た た ま れ た タ ン パ ク
質 配 列 を 同 定 す る た め の 方 法 が 知 ら れ て い る 。 Bowie et al., Science 253: 164（ 1991）
。 従 っ て 、 上 記 の 例 は 、 当 業 者 が 、 本 発 明 を ふ ま え て 構 造 ド メ イ ン お よ び 機 能 ド メ イ ン を
定 義 す る た め に 用 い ら れ 得 る 配 列 モ チ ー フ お よ び 構 造 を 認 識 す る こ と が で き る こ と を 示 し
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て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 好 ま し い ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 （ １ ） タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 感 受 性 を 低 減 し 、 （ ２ ） 酸 化
に 対 す る 感 受 性 を 低 減 し 、 （ ３ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 形 成 の た め の 結 合 親 和 性 を 変 化 さ せ 、
（ ４ ） 結 合 親 和 性 を 変 化 さ せ 、 か つ （ ４ ） か か る 類 似 体 の 他 の 物 理 化 学 的 ま た は 機 能 的 特
性 を 与 え る か 、 ま た は 修 飾 す る も の で あ る 。 類 似 体 は 、 天 然 に 存 在 す る ペ プ チ ド 配 列 以 外
の 配 列 の 種 々 の 変 異 体 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 １ つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 （ 好 ま し く は
、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 ） は 、 天 然 に 存 在 す る 配 列 内 （ 好 ま し く は 、 分 子 間 接 触 を 形 成 す る
ド メ イ ン 外 の ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 に お い て ） で 生 じ て も よ い 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 実
質 的 に は 、 親 配 列 の 構 造 特 徴 を 変 更 し て は い け な い （ 例 え ば 、 置 換 ア ミ ノ 酸 は 、 親 配 列 中
に 存 在 す る ら せ ん 構 造 を 破 壊 、 あ る い は 親 配 列 を 特 徴 付 け る 他 の タ イ プ の 二 次 構 造 を 破 壊
す る 傾 向 が あ っ て は な ら な い ） 。 当 該 技 術 分 野 で 認 識 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド の 二 次 元 お
よ び 三 次 元 構 造 の 例 は 、 Proteins, Structures and Molecular Principles（ Creighton, 
ed., W. H. Freeman and Company, New York 1984） ; Introduction to Protein Structu
re（ Branden, C. and Tooze, J. eds., Garland Publishing, New York, N. Y. 1991） ;
お よ び Thornton et al., Nature 354: 105（ 1991） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 」 は 、 ア ミ ノ 末 端 お よ び ／ ま た
は カ ル ボ キ シ 末 端 の 欠 失 し た ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る が 、 残 存 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 例 え ば 、
全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 推 定 さ れ る 天 然 に 存 在 す る 配 列 の 対 応 す る 位 置 と 同 一 で あ る 。 フ ラ
グ メ ン ト は 、 典 型 的 に は 、 少 な く と も ５ 、 ６ 、 ８ ま た は １ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 好 ま し く
は 、 少 な く と も １ ４ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も ２ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ
り 、 通 常 は 、 少 な く と も ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 そ し て さ ら に よ り 好 ま し く は 、 少 な く と
も ７ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 類 似 体 」 は 、 推 定 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 の 一 部 分 と 実 質 的 に 同 一 で あ り 、 か つ 以 下 の 特 性 ： （ １ ） 適 切 な 結 合 条 件 下 で Ｐ Ｄ Ｇ
Ｆ － Ｄ Ｄ ２ 量 体 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と 、 （ ２ ） 適 切 な Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 結 合 を 崩 壊 さ せ る
能 力 、 ま た は （ ３ ） イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ を 発 現 す る 細 胞 の 増 殖 を
阻 害 す る 能 力 の う ち 少 な く と も １ つ を 有 す る 、 少 な く と も ２ ５ ア ミ ノ 酸 の セ グ メ ン ト を 含
む ポ リ ペ プ チ ド に 言 及 す る 。 典 型 的 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド 類 似 体 は 、 天 然 に 存 在 す る 配 列 に
対 し て 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 （ ま た は 、 付 加 ま た は 欠 失 ） を 含 む 。 類 似 体 は 、 典 型 的 に は
、 少 な く と も ２ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 好 ま し く は 、 少 な く と も ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 ま た は そ れ よ り
長 く 、 し ば し ば 天 然 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド の 全 長 と 同 じ 長 さ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ペ プ チ ド 類 似 体 は 、 一 般 に 、 テ ン プ レ ー ト ペ プ チ ド の も の と 類 似 す る 特 性 を 有 す る 非 ペ
プ チ ド 薬 と し て 医 薬 産 業 に お い て 用 い ら れ る 。 こ の 種 の 非 ペ プ チ ド 化 合 物 は 、 「 ペ プ チ ド
ミ メ テ ィ ッ ク （ peptide mimetic） 」 ま た は 「 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク （ peptidomimetic）
」 と 呼 ば れ る 。 Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15: 29（ 1986） ; Veber and Freidinger, 
TINS p. 392（ 1985） ;お よ び Evans et al.,J. Med. Chem. 30: 1229（ 1987） を 参 照 さ れ
た い 。 か か る 化 合 物 は 、 た い て い コ ン ピ ュ ー タ 分 子 モ デ リ ン グ の 助 け に よ り 開 発 さ れ る 。
治 療 上 有 用 な ペ プ チ ド と 構 造 が 類 似 し た ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク は 、 均 等 な 治 療 効 果 ま た は
予 防 効 果 を 生 み 出 す た め に 用 い ら れ 得 る 。 一 般 に 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク は 、 ヒ ト 抗 体 の
様 な パ ラ ダ イ ム ポ リ ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 生 化 学 特 性 ま た は 薬 理 学 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド ） と 構 造 が 類 似 し て い る が 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 方 法 に よ り 、 － Ｃ Ｈ ２ Ｎ Ｈ
－ 、 － Ｃ Ｈ ２ Ｓ － 、 － Ｃ Ｈ ２ － Ｃ Ｈ ２ － 、 － Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ － （ シ ス お よ び ト ラ ン ス ） 、 － Ｃ
Ｏ Ｃ Ｈ ２ － 、 － Ｃ Ｈ （ Ｏ Ｈ ） Ｃ Ｈ ２ － 、 お よ び － Ｃ Ｈ ２ Ｓ Ｏ － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
結 合 で 必 要 に 応 じ て 置 換 さ れ た １ 以 上 の ペ プ チ ド 結 合 を 有 し て い る 。 一 致 配 列 の １ 以 上 の
ア ミ ノ 酸 の 同 種 の Ｄ － ア ミ ノ 酸 で の 系 統 的 置 換 が 、 よ り 安 定 な ペ プ チ ド を 製 造 す る た め に
用 い ら れ て も よ い 。 さ ら に 、 一 致 配 列 ま た は 実 質 的 に 同 一 の 一 致 配 列 バ リ エ ー シ ョ ン を 含
む 制 約 さ れ た ペ プ チ ド は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 （ Rizo and Gierasch Ann. Rev. Bi
ochem. 61: 387（ 1992） ） 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド を 環 化 さ せ る 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 形
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成 し 得 る 内 部 シ ス テ イ ン 残 基 を 付 加 す る こ と に よ り 、 製 造 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 「 抗 体 」 ま た は 「 抗 体 ペ プ チ ド 」 は 、 未 変 性 の 抗 体 、 ま た は 未 変 性 の 抗 体 と 特 異 的 結 合
に 対 し て 競 合 す る そ の 結 合 フ ラ グ メ ン ト を 意 味 す る 。 結 合 フ ラ グ メ ン ト は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ
技 術 、 ま た は 未 変 性 の 抗 体 の 酵 素 的 分 解 ま た は 化 学 的 分 解 に よ り 作 製 さ れ る 。 結 合 フ ラ グ
メ ン ト は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ ｖ お よ び １ 本 鎖 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 「
二 重 特 異 性 」 ま た は 「 二 機 能 性 」 抗 体 以 外 の 他 の 抗 体 は 、 そ の 結 合 部 位 の そ れ ぞ れ が 同 一
で あ る こ と が 理 解 さ れ る 。 過 剰 の 抗 体 が 、 対 受 容 体 と 結 合 す る 受 容 体 の 量 を 少 な く と も 約
２ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ６ ０ ％ ま た は ８ ０ ％ 、 よ り 一 般 的 に は 約 ８ ５ ％ （ イ ン ビ ト ロ 競 合 結 合 ア
ッ セ イ に て 測 定 ） よ り 多 く 低 減 さ せ る と き 、 抗 体 は 、 受 容 体 の 対 受 容 体 と の 接 着 を 実 質 的
に 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は Ｔ 細 胞 受 容 体 と 特 異 的 に 結 合 し 得 る 任 意
の タ ン パ ク 質 決 定 基 を 含 む 。 エ ピ ト ー プ 決 定 基 は 、 一 般 的 に は 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 糖 側 鎖 の
よ う な 分 子 の 化 学 的 に 活 性 な 表 面 群 か ら な り 、 一 般 的 に は 、 特 異 的 な 三 次 元 構 造 特 徴 、 な
ら び に 特 異 的 荷 電 特 徴 を 有 す る 。 抗 体 は 、 解 離 定 数 が １ μ Ｍ 以 下 、 好 ま し く は １ ０ ０ ｎ Ｍ
以 下 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 １ ０ ｎ Ｍ 以 下 で あ る と き に 、 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 す る と い
わ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 用 語 「 剤 」 は 、 化 学 化 合 物 、 化 学 化 合 物 の 混 合 物 、 生 物 学 的 マ ク ロ 分 子 、 ま た は 生 物 学
的 材 料 か ら 作 ら れ た 抽 出 物 を 示 す た め に 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 明 細 書 で の 目 的 上 、 「 活 性 な 」 ま た は 「 活 性 」 は 、 天 然 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ポ リ ペ プ チ
ド ま た は 天 然 に 存 在 す る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 お よ び ／ ま た は 免 疫
学 的 活 性 を 保 持 し て い る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド の 形 態 を 意 味 し 、 こ こ で 「 生 物 学 的
」 活 性 と は 、 天 然 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ま た は 天 然 に 存 在 す る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド が
有 す る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 産 生 を 誘 導 す る 能 力 以 外 の 、 天 然 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ
ま た は 天 然 に 存 在 す る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド に よ り 引 き 起 こ さ れ る 生 物 学 的 機 能 （
阻 害 性 ま た は 刺 激 性 の い ず れ か ） を 意 味 し 、 そ し て 「 免 疫 学 的 」 活 性 と は 、 天 然 の Ｐ Ｄ Ｇ
Ｆ － Ｄ Ｄ ま た は 天 然 に 存 在 す る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド が 有 す る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ に
対 す る 抗 体 産 生 を 誘 導 す る 能 力 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 「 処 置 」 は 、 治 療 上 の 処 置 、 お よ び 予 防 的 （ prophylactic） ま た は 予 防 上 （ preventive
） の 測 定 の 両 方 を 意 味 し 、 目 的 は 、 標 的 の 病 状 ま た は 疾 患 を 予 防 す る か 、 あ る い は 遅 延 （
緩 和 ） す る こ と で あ る 。 処 置 の 必 要 な も の は 、 既 に 疾 患 を 有 す る 者 、 な ら び に 該 疾 患 に 罹
り や す い も の ま た は 当 該 疾 患 の 予 防 が 必 要 と さ れ る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 「 哺 乳 動 物 」 は 、 哺 乳 動 物 に 分 類 さ れ る 任 意 の 動 物 を 意 味 し 、 ヒ ト 、 サ ル 、 チ ン パ ン ジ
ー お よ び ゴ リ ラ の 様 な 他 の 霊 長 類 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ サ
ギ 、 げ っ 歯 類 等 の 様 な 家 庭 用 お よ び 農 場 用 動 物 （ 家 畜 ） 、 な ら び に 動 物 園 、 ス ポ ー ツ 、 実
験 、 ま た は 愛 玩 動 物 が 挙 げ ら れ る 。 処 置 の 目 的 上 、 哺 乳 動 物 は 、 好 ま し く は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 担 体 」 は 、 利 用 さ れ る 投 薬 量 お よ び 濃 度 で そ れ ら に 曝 露 さ れ た
細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 に と っ て 毒 性 の な い 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 、 ま た は 安 定
化 剤 を 含 む 。 生 理 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 、 た い て い 水 性 の ｐ Ｈ 緩 衝 溶 液 で あ る 。 生 理 的 に
許 容 さ れ る 担 体 の 例 は 、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 、 お よ び 他 の 有 機 酸 の よ う な 緩 衝 液 ； ア ス コ ル
ビ ン 酸 を 含 む 抗 酸 化 剤 ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） の ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア ル ブ ミ ン 、
ゼ ラ チ ン 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の よ う な タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン の よ う な 親
水 性 ポ リ マ ー ； グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ま た は リ ジ ン の よ う
な ア ミ ノ 酸 ； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 ま た は デ キ ス ト リ ン を 含 む 単 糖 、 二 糖 お よ び 他 の
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多 糖 類 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ の よ う な キ レ ー ト 剤 ； マ ン ニ ト ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル の よ う な 糖 ア ル
コ ー ル ； ナ ト リ ウ ム の よ う な 塩 形 成 対 イ オ ン ； お よ び ／ ま た は Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ （ 登 録 商 標 ） 、
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） お よ び Ｐ Ｌ Ｕ Ｒ Ｏ Ｎ Ｉ Ｃ Ｓ （ 登 録 商 標 ） の よ う な 非 イ
オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 抗 体 の パ パ イ ン 消 化 に よ り 、 そ れ ぞ れ 単 一 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 「 Ｆ ａ ｂ 」 フ ラ グ メ
ン ト と 呼 ば れ る ２ つ の 同 一 の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト が 得 ら れ 、 そ し て 残 り の 「 Ｆ ｃ 」 フ ラ
グ メ ン ト は 、 容 易 に 結 晶 化 さ れ る 能 力 を 反 映 し た 表 示 で あ る 。 ペ プ シ ン 処 理 に よ り 、 「 Ｆ
（ ａ ｂ ’ ） ２ 」 フ ラ グ メ ン ト が 得 ら れ る 、 こ れ は ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 有 し 、 か つ 抗 原 と
架 橋 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 「 Ｆ ｖ 」 は 、 抗 体 の 完 全 な 抗 原 認 識 部 位 お よ び 結 合 部 位 を 含 有 す る 最 小 の 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト で あ る 。 こ の 領 域 は 、 非 共 有 結 合 で 強 く 会 合 し た 、 １ つ の 重 鎖 と １ つ の 軽 鎖 の 可 変 ド
メ イ ン の ２ 量 体 か ら な る 。 こ の 構 成 で 、 各 可 変 ド メ イ ン の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ が 相 互 作 用 し て Ｖ
Ｈ － Ｖ Ｌ ２ 量 体 の 表 面 の 抗 原 結 合 部 位 を 規 定 す る 。 総 合 す る と 、 ６ つ の Ｃ Ｄ Ｒ が 、 抗 原 結
合 特 異 性 を 抗 体 に 与 え る 。 し か し な が ら 、 例 え ば 、 １ つ の 可 変 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 Ｆ ｖ ２
量 体 の Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ 部 分 、 ま た は 抗 原 特 異 的 な ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の み を 含 む Ｆ ｖ の 半 分 ） で
さ え も 、 お そ ら く 完 全 な 結 合 部 位 よ り も 低 い 親 和 性 で は あ る が 、 抗 原 を 認 識 し 結 合 す る 能
力 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト は ま た 、 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン 、 お よ び 重 鎖 の 第 一 の 定 常 ド メ イ ン （
Ｃ Ｈ １ ） を 含 有 す る 。 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 体 の ヒ ン ジ 領 域 由 来 の １ つ 以 上 の シ ス テ
イ ン を 含 む 重 鎖 Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 で の ２ 、 ３ の 残 基 の 付 加 に よ り 、 Ｆ ａ ｂ
’ フ ラ グ メ ン ト と は 異 な っ て い る 。 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 本 来 、 そ れ ら の
間 に ヒ ン ジ シ ス テ イ ン を 有 す る Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ グ メ ン ト 対 と し て 製 造 さ れ た 。 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト の 他 の 化 学 結 合 も ま た 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 「 固 相 」 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 抗 体 と 接 着 で き る 、 非 水 性 マ ト リ ッ ク ス を 意 味 す る 。 本
明 細 書 に お い て 包 含 さ れ る 固 相 の 例 は 、 部 分 的 ま た は 全 体 的 に 、 ガ ラ ス （ 例 え ば 、 孔 制 御
ガ ラ ス ） 、 多 糖 （ 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス ） 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ビ ニ
ル ア ル コ ー ル 、 お よ び シ リ コ ー ン か ら 形 成 さ れ た も の が 挙 げ ら れ る 。 あ る 種 の 実 施 態 様 に
お い て 、 状 況 に 応 じ て 、 固 相 は 、 ア ッ セ イ プ レ ー ト 、 い い か え れ る と 、 精 製 カ ラ ム （ 例 、
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム ） の ウ ェ ル を 含 む こ と も で き る 。 こ の 用 語 は ま
た 、 米 国 特 許 第 ４ ， ２ ７ ５ ， １ ４ ９ 号 に 記 載 さ れ る も の の 様 な 個 別 の 粒 子 の 非 連 続 固 相 も
含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 用 語 「 リ ポ ソ ー ム 」 は 、 哺 乳 動 物 へ の 薬 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た
は こ れ に 対 す る 抗 体 ） の 輸 送 に 有 用 な 、 種 々 の タ イ プ の 脂 質 、 リ ン 脂 質 、 お よ び ／ ま た は
界 面 活 性 剤 を 含 む 、 小 胞 を 示 す た め に 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 。 リ ポ ソ ー ム の 成 分 は
、 一 般 的 に 、 生 物 学 的 な 膜 の 脂 質 配 列 と 類 似 し た 二 層 の 構 造 で 配 列 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 用 語 「 小 分 子 」 は 、 約 ５ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る 分 子 を 記 載 す る た め に 、 本
明 細 書 で 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 標 識 」 ま た は 「 標 識 さ れ た 」 は 、 例 え ば 、 放 射 標 識 さ れ た
ア ミ ノ 酸 の 取 込 に よ る 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー の 取 込 、 ま た は 印 の 付 い た ア ビ ジ ン に よ り 検
出 さ れ 得 る ビ オ チ ン 化 部 分 の ポ リ ペ プ チ ド と の 接 着 （ 例 え ば 、 光 学 的 方 法 ま た は 比 色 方 法
に よ り 検 出 さ れ 得 る 蛍 光 マ ー カ ー ま た は 酵 素 活 性 を 含 有 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ） 。 あ る
種 の 状 況 に お い て 、 標 識 ま た は マ ー カ ー は 治 療 用 で あ り 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 糖 タ ン
パ ク 質 を 標 識 す る 種 々 の 方 法 が 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て お り 、 用 い ら れ 得 る 。 ポ リ ペ プ チ
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ド の 標 識 の 例 は 、 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 ら な い ： 放 射 性 同 位 元 素 ま た は 放
射 性 核 種 （ 例 え ば 、 ３ Ｈ 、 １ ４ Ｃ 、 １ ５ Ｎ 、 ３ ５ Ｓ 、 ９ ０ Ｙ 、 ９ ９ Ｔ ｃ 、 １ １ １ Ｉ ｎ 、 １

２ ５ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ ） 、 蛍 光 標 識 （ 例 え ば 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ラ ン タ ニ ド 蛍 光 体 ） 、
酵 素 標 識 （ 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー
ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） 、 化 学 発 光 、 ビ オ チ ニ ル 基 、 二 次 レ ポ ー タ ー に よ り 認 識 さ
れ る 、 事 前 に 決 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ （ 例 え ば 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 対 配 列 、 二
次 抗 体 の 結 合 部 位 、 金 属 結 合 ド メ イ ン 、 エ ピ ト ー プ タ グ ） 。 あ る 実 施 態 様 に お い て 、 標 識
は 、 種 々 の 長 さ の ス ペ ー サ ー ア ー ム に 結 合 し て 、 可 能 性 の あ る 立 体 障 害 が 低 減 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 医 薬 剤 ま た は 薬 」 は 、 患 者 に 適 切 に 投 与 し た 場 合 に 所 望 の
効 果 を 誘 導 し 得 る 化 学 化 合 物 ま た は 組 成 物 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 の 他 の 化 学 用 語 は 、 The 
McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms（ Parker, S. , Ed., McGraw-Hill, San Fra
ncisco（ 1985） ） に 例 示 さ れ る 、 当 該 技 術 分 野 で の 従 来 の 使 用 に 従 い 、 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 実 質 的 に 純 粋 」 は 、 目 的 の 種 が 、 存 在 す る 優 勢 種 で あ る こ と （
す な わ ち 、 モ ル 基 準 で 、 組 成 物 に お い て 他 の い か な る 個 々 の 種 よ り も 豊 富 に 存 在 す る こ と
） を 意 味 し 、 好 ま し く は 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た 画 分 は 、 目 的 の 種 が 、 存 在 す る 全 て の マ ク
ロ 分 子 種 の 少 な く と も 約 ５ ０ ％ （ モ ル 基 準 ） を 含 む 、 組 成 物 で あ る 。 一 般 的 に は 、 実 質 的
に 純 粋 な 組 成 物 は 、 存 在 す る 全 て の マ ク ロ 分 子 種 の 約 ８ ０ ％ よ り 多 く 、 よ り 好 ま し く は 、
約 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ お よ び ９ ９ ％ よ り 多 く を 含 む で あ ろ う 。 最 も 好 ま し く は 、 目 的
の 種 は 、 精 製 さ れ て 本 質 的 に 均 一 に な り （ コ ン タ ミ 種 は 、 従 来 の 検 出 方 法 に よ っ て 組 成 物
中 で 検 出 さ れ な い ） 、 こ こ で 、 組 成 物 は 本 質 的 に は 単 一 の マ ク ロ 分 子 種 か ら な る 。
　 用 語 「 患 者 」 は 、 ヒ ト 患 者 お よ び 獣 医 対 象 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 抗 体 、 ま た は 部 分 、 フ ラ グ メ ン ト 、 ミ メ テ ィ ッ ク 、 ま た は そ の 誘 導 体 は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ
Ｄ ２ 量 体 を 認 識 す る 、 任 意 の タ イ プ の 抗 体 ま た は 部 分 で あ っ て も よ い 。 あ る 種 の 実 施 態 様
に お い て 、 好 ま し く は 、 抗 体 、 ま た は そ の 部 分 は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ を 中 和 で き る 。 さ ら な
る 実 施 態 様 に お い て 、 好 ま し く は 、 抗 体 、 ま た は そ の 部 分 は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ お よ び 腎 炎
と 関 連 す る 症 状 （ 炎 症 、 体 液 鬱 滞 、 組 織 腫 脹 、 疼 痛 、 腫 脹 、 高 血 圧 、 脳 腫 脹 、 視 覚 障 害 、
低 尿 量 、 お よ び 血 尿 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 ら な い ） を 低 減 し 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 に
よ れ ば 、 抗 体 は 、 例 え ば 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ で あ り 得 る 。 か か る 抗 体 の
さ ら な る 例 は 、 関 連 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ４ １ ， ８ ６ ０ 号 （ 出 願 日 ： ２ ， ０ ０ ２ 年 １ 月
７ 日 ） に お い て 、 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 基 本 的 な 抗 体 構 造 単 位 は 、 ４ 量 体 を 含 む こ と が 知 ら れ て い る 。 そ れ ぞ れ の ４ 量 体 は 、 ２
つ の 同 一 対 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 か ら 構 成 さ れ 、 そ れ ぞ れ の 対 は 、 １ つ の 「 軽 」 鎖 （ 約 ２ ５ ｋ Ｄ
ａ ） お よ び １ つ の 「 重 」 鎖 （ 約 ５ ０ ～ ７ ０ ｋ Ｄ ａ ） を 有 し て い る 。 そ れ ぞ れ の 鎖 の ア ミ ノ
末 端 部 分 は 、 主 に 抗 原 認 識 に 関 与 す る 約 １ ０ ０ ～ １ １ ０ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら な
る 可 変 領 域 を 含 む 。 そ れ ぞ れ の 鎖 の カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 は 、 主 に エ フ ェ ク タ ー 機 能 に 関 与
す る 定 常 領 域 を 規 定 す る 。 ヒ ト 軽 鎖 は 、 κ お よ び λ 軽 鎖 に 分 類 さ れ る 。 重 鎖 は 、 μ 、 δ 、
γ 、 α 、 ま た は ε に 分 類 さ れ 、 ア イ ソ ト ー プ を そ れ ぞ れ Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ａ お よ び Ｉ
ｇ Ｅ と 規 定 す る 。 軽 鎖 お よ び 重 鎖 内 の 可 変 領 域 お よ び 定 常 領 域 は 、 約 １ ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸
の 「 Ｊ 」 領 域 に よ り 結 合 さ れ て お り 、 重 鎖 は ま た 、 約 １ ０ よ り 多 く の ア ミ ノ 酸 か ら な る 「
Ｄ 」 領 域 を 含 む 。 概 論 と し て 、 Fundamental Immunology Ch. 7（ Paul, W., ed., 2d ed. 
Raven Press, N. Y.（ 1989） ） を 参 照 さ れ た い 。 そ れ ぞ れ の 軽 鎖 ／ 重 鎖 対 の 可 変 領 域 は 、
抗 体 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 従 っ て 、 未 変 性 の 抗 体 は 、 ２ つ の 結 合 部 位 を 有 す る 。 例 外 的 に
、 二 機 能 性 ま た は 二 重 特 異 性 抗 体 で は 、 ２ つ の 結 合 部 位 は 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
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　 鎖 は 全 て 、 相 補 性 決 定 領 域 ま た は Ｃ Ｄ Ｒ と も 呼 ば れ る 、 ３ つ の 超 可 変 領 域 に よ り 結 合 さ
れ た 比 較 的 保 存 さ れ た フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ ） か ら な る 同 じ 一 般 構 造 を 有 す る 。 そ れ
ぞ れ の 対 の ２ つ の 鎖 由 来 の Ｃ Ｄ Ｒ は 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に よ り ア ラ イ メ ン ト さ れ 、 特 異
的 エ ピ ト ー プ と 結 合 す る こ と が 可 能 に な る 。 Ｎ 末 端 か ら Ｃ 末 端 ま で 、 軽 鎖 お よ び 重 鎖 は 両
方 と も ド メ イ ン Ｆ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ お よ び Ｆ Ｒ ４ を
含 む 。 そ れ ぞ れ の ド メ イ ン に 対 す る ア ミ ノ 酸 指 定 は 、 Kabat Sequences of Proteins of I
mmunological Interest（ National Institutes of Health, Bethesda, Md.（ 1987 and 19
91） ） 、 ま た は Chothia & Lesk J. Mol. Biol. 196: 901-917（ 1987） ； Chothia et al. 
Nature 342:878-883（ 1989） の 定 義 に 従 う 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体 ま た は 二 機 能 性 抗 体 は 、 ２ つ の 異 な る 重 鎖 ／ 軽 鎖 対 お よ び ２ つ の 異 な る
結 合 部 位 を 有 す る 人 工 ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 で あ る 。 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 融
合 ま た は Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ グ メ ン ト の 結 合 を 含 む 、 種 々 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ 得 る 。 例 え ば 、
Songsivilai & Lachmann,Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321（ 1990） 、 Kostelny et al.,
 J. Immunol. 148: 1547-1553（ 1992） を 参 照 さ れ た い 。 二 重 特 異 性 抗 体 の 製 造 は 、 従 来
の 抗 体 製 造 と 比 較 し て か な り 苦 労 が 多 い 方 法 で あ り 得 る が 、 二 重 特 異 性 抗 体 の 収 率 お よ び
純 度 は 一 般 に 低 い 。 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 １ つ の 結 合 部 位 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、
Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ お よ び Ｆ ｖ ） の 形 で は 存 在 し な い 。
　 か か る 二 機 能 性 抗 体 ま た は 二 重 特 異 性 抗 体 が 本 発 明 で 意 図 さ れ 、 そ し て 包 含 さ れ る こ と
が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 の 実 施 態 様 は ま た 、 ヒ ト 抗 体 も 意 図 し 包 含 す る 。 ヒ ト の 処 置 の た
め 、 ヒ ト 抗 体 は 、 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト の 可 変 領 域 お よ び ／ ま た は 定 常 領 域 を 有 す る 抗 体 に
関 連 す る あ る 種 の 問 題 を 回 避 す る 。 か か る マ ウ ス ま た は ラ ッ ト 由 来 タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、
抗 体 の 迅 速 な ク リ ア ラ ン ス を も た ら し 得 る か 、 あ る い は 患 者 の 抗 体 に 対 す る 免 疫 応 答 を 発
症 し 得 る 。 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト 由 来 抗 体 の 利 用 を 回 避 す る た め 、 ヒ ト 化 抗 体 を 開 発 す る か
、 あ る い は げ っ 歯 類 が 完 全 ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る よ う に 、 ヒ ト 抗 体 機 能 を げ っ 歯 類 に 導 入 す
る こ と で 完 全 ヒ ト 抗 体 を 製 造 で き る と 仮 定 さ れ て き た 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 完 全 ヒ ト 抗 体 を 製 造 す る １ つ の 方 法 は 、 ゲ ノ ム 内 に ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 を 含 有 す
る よ う に 操 作 さ れ た 、 XenoMouse（ 登 録 商 標 ） 系 マ ウ ス を 用 い る こ と に よ る 。 例 え ば 、 ヒ
ト 重 鎖 遺 伝 子 座 お よ び κ 軽 鎖 遺 伝 子 座 の ２ ４ ５ ｋ ｂ お よ び １ ９ ０ ｋ ｂ サ イ ズ の 生 殖 系 列 立
体 配 置 フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る XenoMouse（ 登 録 商 標 ） マ ウ ス は 、 Green et al., Nature 
Genetics 7: 13-21（ 1994） に 記 載 さ れ て い る 。 Green等 の 研 究 は 、 そ れ ぞ れ メ ガ 塩 基 サ イ
ズ の ヒ ト 重 鎖 遺 伝 子 座 お よ び κ 軽 鎖 遺 伝 子 座 の 生 殖 系 列 立 体 配 置 Ｙ Ａ Ｃ フ ラ グ メ ン ト の 利
用 に よ り 、 約 ８ ０ ％ よ り 多 く の ヒ ト 抗 体 レ パ ー ト リ ー の 導 入 に ま で 拡 大 し た 。 Mendez et 
al., Nature Genetics 15: 146-56（ 1997） お よ び 米 国 特 許 出 願 第 ０ ８ ／ ７ ５ ９ ， ６ ２ ０
号 （ 出 願 日 ： １ ， ９ ９ ６ 年 １ ２ 月 ３ 日 ） を 参 照 の こ と 。 さ ら に 、 全 λ 軽 鎖 遺 伝 子 座 を 含 有
す る XenoMouse（ 登 録 商 標 ） マ ウ ス が 作 製 さ れ た （ 米 国 特 許 出 願 第 ６ ０ ／ ３ ３ ４ ， ５ ０ ８
号 （ 出 願 日 ： ２ ， ０ ０ １ 年 １ １ 月 ３ ０ 日 ） ） 。 さ ら に 、 複 数 の ア イ ソ タ イ プ を 産 生 す る Xe
noMouse（ 登 録 商 標 ） マ ウ ス が 作 製 さ れ た （ 例 え ば 、 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ７ ６ ３ １ ０ 参 照 ） 。 XenoM
ouse（ 登 録 商 標 ） 系 は 、 Abgenix, Inc.（ Fremont, CA） か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 XenoMouse（ 登 録 商 標 ） の 作 製 は 、 さ ら に 、 以 下 で 考 察 さ れ 記 載 さ れ て い る ： 米 国 特 許
出 願 第 ０ ７ ／ ４ ６ ６ ， ０ ０ ８ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ０ 年 １ 月 １ ２ 日 ） 、 同 第 ０ ７ ／ ６ １ ０ ，
５ １ ５ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ０ 年 １ １ 月 ８ 日 ） 、 同 第 ０ ７ ／ ９ １ ９ ， ２ ９ ７ 号 （ 出 願 日 ： １
９ ９ ２ 年 ７ 月 ２ ４ 日 ） 、 同 第 ０ ７ ／ ９ ２ ２ ， ６ ４ ９ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ２ 年 ７ 月 ３ ０ 日 ）
同 第 ０ ８ ／ ０ ３ １ ， ８ ０ １ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ３ 年 ３ 月 １ ５ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ １ １ ２ ， ８
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ヒ ト 抗 体



４ ８ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ３ 年 ８ 月 ２ ７ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ ２ ３ ４ ， １ ４ ５ 号 （ 出 願 日 ： １ ９
９ ４ 年 ４ 月 ２ ８ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ ３ ７ ６ ， ２ ７ ９ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ５ 年 １ 月 ２ ０ 日 ） 、
同 第 ０ ８ ／ ４ ３ ０ ， ９ ３ ８ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ５ 年 ４ 月 ２ ７ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ ４ ６ ４ ， ５
８ ４ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ５ 年 ６ 月 ５ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ ４ ６ ４ ， ５ ８ ２ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９
５ 年 ６ 月 ５ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ ４ ６ ３ ， １ ９ １ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ５ 年 ６ 月 ５ 日 ） 、 同 第 ０
８ ／ ４ ６ ２ ， ８ ３ ７ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ５ 年 ６ 月 ５ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ ４ ８ ６ ， ８ ５ ３ 号 （
出 願 日 ： １ ９ ９ ５ 年 ６ 月 ５ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ ４ ８ ６ ， ８ ５ ７ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ５ 年 ６ 月
５ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ ４ ８ ６ ， ８ ５ ９ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ５ 年 ６ 月 ５ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ ４ ６
２ ， ５ １ ３ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ５ 年 ６ 月 ５ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ ７ ２ ４ ， ７ ５ ２ 号 （ 出 願 日 ：
１ ９ ９ ６ 年 １ ０ 月 ２ 日 ） お よ び 同 第 ０ ８ ／ ７ ５ ９ ， ６ ２ ０ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ６ 年 １ ２ 月
３ 日 ） 、 な ら び に 米 国 特 許 第 ６ ， １ ６ ２ ， ９ ６ ３ 号 、 同 第 ６ ， １ ５ ０ ， ５ ８ ４ 号 、 同 第 ６
， １ １ ４ ， ５ ９ ８ 号 、 同 第 ６ ， ０ ７ ５ ， １ ８ １ 号 お よ び 同 第 ５ ， ９ ３ ９ ， ５ ９ ８ 号 、 な ら
び に 日 本 国 特 許 第 ３ 　 ０ ６ ８ 　 １ ８ ０ 　 Ｂ ２ 号 、 同 第 ３ 　 ０ ６ ８ 　 ５ ０ ６ 　 Ｂ ２ 号 お よ び
同 第 ３ 　 ０ ６ ８ 　 ５ ０ ７ 　 Ｂ ２ 号 。 Mendez et al. Nature Genetics 15: 146-156（ 1997
） お よ び Green and Jakobovits J.Exp. Med., 188: 483-495（ 1998） も ま た 参 照 さ れ た い
。 欧 州 特 許 第 ４ ６ ３ ， １ ５ １ 　 Ｂ １ 号 （ 特 許 発 行 日 ： １ ９ ９ ６ 年 ６ 月 １ ２ 日 ） 、 国 際 特 許
出 願 第 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ０ ２ ６ ０ ２ 号 （ 公 開 日 ： １ ９ ９ ４ 年 ２ 月 ３ 日 ） 、 国 際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ 　
９ ６ ／ ３ ４ ０ ９ ６ 号 （ 公 開 日 ： １ ９ ９ ６ 年 １ ０ 月 ３ １ 日 ） 同 第 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ４ ８ ９ ３ 号 （
公 開 日 ： １ ９ ９ ８ 年 ６ 月 １ １ 日 ） 、 同 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ７ ６ ３ １ ０ 号 （ 公 開 日 ： ２ ０ ０ ０ 年 １
２ 月 ２ １ 日 ） も ま た 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 代 わ り の ア プ ロ ー チ で 、 GenPharm International, Inc.を 含 む 他 社 は 、 「 ミ ニ ロ ー カ ス
（ minilocus） 」 ア プ ロ ー チ を 利 用 し た 。 ミ ニ ロ ー カ ス ア プ ロ ー チ に お い て 、 外 因 性 の Ｉ
ｇ 遺 伝 子 座 は 、 Ｉ ｇ 遺 伝 子 座 由 来 の 種 （ 個 々 の 遺 伝 子 ） を 含 む こ と に よ り 模 倣 さ れ る 。 従
っ て 、 １ つ 以 上 の Ｖ Ｈ 遺 伝 子 、 １ つ 以 上 の Ｄ Ｈ 遺 伝 子 、 １ つ 以 上 の Ｊ Ｈ 遺 伝 子 、 μ 定 常 領
域 お よ び 第 二 の 定 常 領 域 （ 好 ま し く は 、 γ 定 常 領 域 ） が 、 動 物 に 挿 入 す る た め の 構 築 物 と
な る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ４ ５ ， ８ ０ ７ 号 （ Surani et al.） お よ び 米
国 特 許 第 ５ ， ５ ４ ５ ， ８ ０ ６ 号 、 同 第 ５ ， ６ ２ ５ ， ８ ２ ５ 号 、 同 第 ５ ， ６ ２ ５ ， １ ２ ６ 号
、 同 第 ５ ， ６ ３ ３ ， ４ ２ ５ 号 、 同 第 ５ ， ６ ６ １ ， ０ １ ６ 号 、 同 第 ５ ， ７ ７ ０ ， ４ ２ ９ 号 、
同 第 ５ ， ７ ８ ９ ， ６ ５ ０ 号 、 同 第 ５ ， ８ １ ４ ， ３ １ ８ 号 、 同 第 ５ ， ８ ７ ７ ， ３ ９ ７ 号 、 同
第 ５ ， ８ ７ ４ ， ２ ９ ９ 号 お よ び 同 第 ６ ， ２ ５ ５ ， ４ ５ ８ 号 （ そ れ ぞ れ Lonberg and Kay）
、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ９ １ ， ６ ６ ９ 号 お よ び 同 第 ６ ， ０ ２ ３ ， ０ １ ０ 号 （ Krimpenfort and 
Berns） 、 米 国 特 許 第 ５ ， ６ １ ２ ， ２ ０ ５ 号 、 同 第 ５ ， ７ ２ １ ， ３ ６ ７ 号 お よ び 同 第 ５ ，
７ ８ ９ ， ２ １ ５ （ Berns et al.） お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ４ ３ ， ７ ６ ３ 号 （ Choi and Dun
n） 、 な ら び に Gen Pharm Internationalの 米 国 特 許 出 願 第 ０ ７ ／ ５ ７ ４ ， ７ ４ ８ 号 （ 出 願
日 ： １ ９ ９ ０ 年 ８ 月 ２ ９ ） 、 同 第 ０ ７ ／ ５ ７ ５ ， ９ ６ ２ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ０ 年 ８ 月 ３ １
日 ） 、 同 第 ０ ７ ／ ８ １ ０ ， ２ ７ ９ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ １ 年 １ ２ 月 １ ７ 日 ） 、 同 第 ０ ７ ／ ８
５ ３ ， ４ ０ ８ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ２ 年 ３ 月 １ ８ 日 ） 、 同 第 ０ ７ ／ ９ ０ ４ ， ０ ６ ８ 号 （ 出 願
日 ： １ ９ ９ ２ 年 ６ 月 ２ ３ 日 ） 、 同 第 ０ ７ ／ ９ ９ ０ ， ８ ６ ０ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ２ 年 １ ２ 月
１ ６ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ ０ ５ ３ ， １ ３ １ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ３ 年 ４ 月 ２ ６ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／
０ ９ ６ ， ７ ６ ２ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ３ 年 ７ 月 ２ ２ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ １ ５ ５ ， ３ ０ １ 号 （ 出
願 日 ： １ ９ ９ ３ 年 １ １ 月 １ ８ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ １ ６ １ ， ７ ３ ９ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ３ 年 １
２ 月 ３ 日 ） 、 同 第 ０ ８ ／ １ ６ ５ ， ６ ９ ９ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ３ 年 １ ２ 月 １ ０ 日 ） 、 同 第 ０
８ ／ ２ ０ ９ ， ７ ４ １ 号 （ 出 願 日 ： １ ９ ９ ４ 年 ３ 月 ９ 日 ） を 参 照 さ れ た い 。 欧 州 特 許 第 ０ 　
５ ４ ６ 　 ０ ７ ３ 　 Ｂ １ 号 、 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ３ ９ １ ８ 号 、 同 第 Ｗ Ｏ ９
２ ／ ２ ２ ６ ４ ５ 号 、 同 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ２ ６ ４ ７ 号 、 同 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ２ ６ ７ ０ 号 、 同 第 Ｗ
Ｏ ９ ３ ／ １ ２ ２ ２ ７ 号 、 同 第 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ０ ０ ５ ６ ９ 号 、 同 第 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ２ ５ ５ ８ ５ 号 、 同
第 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ １ ４ ４ ３ ６ 号 、 同 第 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ １ ３ ８ ５ ２ 号 お よ び 同 第 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ４ ８ ８
４ 、 な ら び に 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ８ １ ， １ ７ ５ 号 も 参 照 さ れ た い 。 さ ら に 、 Taylor et al.,
 1992, Chen et al., 1993, Tuaillon et al., 1993, Choi et al., 1993, Lonberg et a

10

20

30

40

50

(23) JP 2006-511471 A 2006.4.6



l.,（ 1994） , Taylor et al.,（ 1994） ,お よ び Tuaillon et al.,（ 1995） , Fishwild et 
al.,（ 1996） も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 上 記 で 引 用 し 、 Medical Research Counsel（ 「 Ｍ Ｒ Ｃ 」 ） に 帰 属 し て い る Surani等 発 明
者 は 、 ミ ニ ロ ー カ ス ア プ ロ ー チ の 使 用 に よ り 、 Ｉ ｇ 遺 伝 子 座 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス を 作 製 し た 。 上 記 で 引 用 し た GenPharm International workの 発 明 者 で あ る Lonberg
お よ び Kayは 、 本 発 明 者 ら の 指 示 に 従 っ て 、 Surani等 の 研 究 の 実 質 的 に 重 複 す る 内 因 性 マ
ウ ス Ｉ ｇ 遺 伝 子 座 の 不 活 性 化 を 提 案 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ミ ニ ロ ー カ ス ア プ ロ ー チ の 利 点 は 、 Ｉ ｇ 遺 伝 子 座 の 一 部 分 を 含 む 構 築 物 が 製 造 さ れ 、 動
物 に 導 入 さ れ る と い う 迅 速 性 で あ る 。 し か し な が ら 、 同 様 に ミ ニ ロ ー カ ス ア プ ロ ー チ の 重
大 な 欠 点 は 、 理 論 上 、 少 数 の Ｖ 、 Ｄ お よ び Ｊ 遺 伝 子 を 含 む こ と に よ り 不 十 分 な 多 様 性 が 導
入 さ れ る こ と で あ る 。 実 際 、 公 開 さ れ た 研 究 は 、 こ の 懸 念 を 支 持 し て い る よ う で あ る 。 ミ
ニ ロ ー カ ス ア プ ロ ー チ を 用 い て 作 製 し た 動 物 の Ｂ 細 胞 発 生 お よ び 抗 体 産 生 は 、 成 長 が 止 ま
っ て い る よ う に 思 わ れ る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 の 周 辺 研 究 は 、 よ り 多 く の 多 様
性 を 達 成 す る た め に Ｉ ｇ 遺 伝 子 座 の 大 部 分 の 導 入 を 目 差 し 続 け 、 か つ 動 物 の 免 疫 レ パ ー ト
リ ー を 再 構 築 す る た め に 努 力 し 続 け て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 Kirinは ま た 、 マ イ ク ロ 細 胞 融 合 に よ り 、 染 色 体 の 巨 大 片 ま た は 全 染 色 体 が 導 入 さ れ た
マ ウ ス 由 来 の ヒ ト 抗 体 産 生 を 示 し て い る 。 欧 州 特 許 出 願 第 ７ ７ ３ 　 ２ ８ ８ 号 お よ び 同 第 ８
４ ３ 　 ９ ６ １ 号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Lidak Pharmaceuticals（ 現 在 は Xenorex） は ま た 、 ヒ ト ド ナ ー 由 来 の 非 悪 性 成 熟 末 梢 白
血 球 の 注 射 に よ っ て 修 飾 さ れ た Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス に お け る ヒ ト 抗 体 の 産 生 を 示 し て い る 。 修
飾 さ れ た マ ウ ス は 、 ヒ ト 抗 体 の 産 生 か ら な る 、 免 疫 原 で の 刺 激 の 際 に ヒ ト ド ナ ー の 免 疫 応
答 特 徴 を 示 す 。 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ７ ６ ， ９ ９ ６ 号 お よ び 同 第 ５ ， ６ ９ ８ ， ７ ６ ７ 号 を 参 照
さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体 （ Ｈ Ａ Ｍ Ａ ） 応 答 は 、 キ メ ラ ま た は そ う で な け れ ば ヒ ト 化 抗 体 を 製 造
す る た め の 産 業 と な る 。 キ メ ラ 抗 体 は ヒ ト 定 常 領 域 お よ び マ ウ ス 可 変 領 域 を 有 す る が 、 あ
る 種 の ヒ ト 抗 キ メ ラ 抗 体 （ Ｈ Ａ Ｃ Ａ ） 応 答 は 、 特 に 抗 体 の 慢 性 的 ま た は 複 数 回 投 与 の 利 用
に お い て 観 察 さ れ る こ と が 予 測 さ れ る 。 従 っ て 、 Ｈ Ａ Ｍ Ａ ま た は Ｈ Ａ Ｃ Ａ 応 答 の 懸 念 お よ
び ／ ま た は 影 響 を 低 減 す る た め に 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 対 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 を 提 供 す る こ と
が 望 ま れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 ヒ ト 抗 体 の 製 造 と 関 連 し て 上 述 し た よ う に 、 免 疫 原 性 の 低 減 し た 抗 体 を 製 造 す る こ と に
は 利 点 が あ る 。 こ れ は 、 あ る 程 度 、 適 切 な ラ イ ブ ラ リ を 用 い た ヒ ト 化 技 術 お よ び デ ィ ス プ
レ イ 技 術 と 関 連 し て 成 さ れ 得 る 。 マ ウ ス 抗 体 ま た は 他 の 種 由 来 の 抗 体 は 、 当 該 技 術 分 野 で
よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い て ヒ ト 化 ま た は 霊 長 類 化 し 得 る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 例 え
ば 、 Winter and Harris,immunol Today 14: 43-46（ 1993） お よ び Wright et al., Crit, 
Reviews in Immunol. 12: 125-168（ 1992） を 参 照 さ れ た い 。 目 的 の 抗 体 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ
Ａ 技 術 に よ り 操 作 さ れ 、 Ｃ Ｈ １ 、 Ｃ Ｈ ２ 、 Ｃ Ｈ ３ 、 ヒ ン ジ ド メ イ ン お よ び ／ ま た は フ レ ー
ム ワ ー ク ド メ イ ン を 対 応 す る ヒ ト 配 列 と 置 き 換 え る ら れ て も よ い （ 例 、 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ２ １
９ ０ お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ３ ０ ， １ ０ １ 号 、 同 第 ５ ， ５ ８ ５ ， ０ ８ ９ 号 、 同 第 ５ ， ６ ９
３ ， ７ ６ １ 号 、 同 第 ５ ， ６ ９ ３ ， ７ ９ ２ 号 、 同 第 ５ ， ７ １ ４ ， ３ ５ ０ 号 お よ び 同 第 ５ ， ７
７ ７ ， ０ ８ ５ 号 参 照 ） 。 ま た 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 の 構 築 の た め の Ｉ ｇ 　 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ の 使 用 が 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る （ Liu et al., P.N. A. S. 84: 3439（ 1987） お
よ び J. Immunol. 139: 3521（ 1987） ） 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ま
た は 他 の 細 胞 か ら 単 離 さ れ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 製 造 す る た め に 用 い ら れ る 。 目 的 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、
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特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ り 増 幅 さ れ て も よ い （ 米 国 特 許 第
４ ， ６ ８ ３ ， １ ９ ５ 号 お よ び 同 第 ４ ， ６ ８ ３ ， ２ ０ ２ 号 ） 。 あ る い は 、 ラ イ ブ ラ リ を 作 成
し 、 ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 目 的 と す る 配 列 を 単 離 す る 。 次 い で 、 抗 体 の 可 変 領 域 を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 ヒ ト 定 常 領 域 配 列 と 融 合 さ せ る 。 ヒ ト 定 常 領 域 遺 伝 子 の 配 列 は 、 Kaba
t et al.,” Sequences of Protein of Immunological Interest” , N. I. H. publicatio
n no. 91-3242（ 1991） に お い て 見 出 さ れ 得 る 。 ヒ ト Ｃ 領 域 遺 伝 子 は 、 既 知 の ク ロ ー ン か
ら 容 易 に 得 ら れ る 。 ア イ ソ タ イ プ の 選 択 は 、 相 補 的 固 定 の 様 な 所 望 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 、
ま た は 抗 体 依 存 性 細 胞 毒 性 の 活 性 に よ り 、 導 か れ る で あ ろ う 。 好 ま し い ア イ ソ タ イ プ は 、
Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ お よ び Ｉ ｇ Ｇ ４ で あ る 。 ヒ ト 軽 鎖 定 常 領 域 、 κ ま た は λ の い ず れ を 用
い て も よ い 。 次 い で 、 キ メ ラ ヒ ト 化 抗 体 は 従 来 の 方 法 に よ り 発 現 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 Ｆ ｖ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ． ｓ ｕ ｂ ． ２ 、 お よ び Ｆ ａ ｂ の よ う な 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 未 変 性
の タ ン パ ク 質 の 分 解 、 例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 化 学 分 解 に よ り 、 製 造 さ れ て も よ い 。
あ る い は 、 切 断 さ れ た 遺 伝 子 が 設 計 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ メ ン ト の 一 部
分 を コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン お よ び Ｈ 鎖 の ヒ ン ジ 領 域 を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 、 次 い で 、 翻 訳 停 止 コ ド ン を 含 む 、 切 断 さ れ た 分 子 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 重 鎖 お よ び 軽 鎖 Ｊ 領 域 の 一 致 配 列 は 、 Ｖ 領 域 セ グ メ ン ト の ヒ ト Ｃ 領 域 セ グ メ ン ト と の 連
続 結 合 の た め 、 有 用 な 制 限 部 位 を Ｊ 領 域 に 導 入 す る た め の プ ラ イ マ ー と し て の 使 用 の た め
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る た め に 用 い ら れ て も よ い 。 Ｃ 領 域 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 部 位 指 定
の 変 異 誘 発 に よ り 修 飾 し 、 制 限 部 位 を ヒ ト 配 列 の 類 似 位 置 に 配 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 発 現 ベ ク タ ー に は 、 プ ラ ス ミ ド 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 Ｙ Ａ Ｃ 、 Ｅ Ｂ Ｖ 由 来 エ ピ ソ ー ム 等 が
挙 げ ら れ る 。 好 都 合 な ベ ク タ ー は 、 任 意 の Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ 配 列 が 容 易 に 挿 入 さ れ て 発 現 さ
れ 得 る よ う に 、 操 作 さ れ た 適 切 な 制 限 部 位 を 有 す る 、 機 能 的 に 完 全 ヒ ト Ｃ Ｈ ま た は Ｃ Ｌ 免
疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 を コ ー ド す る も の で あ る 。 か か る ベ ク タ ー で は 、 挿 入 さ れ た Ｊ 領 域 の ス
プ ラ イ ス ド ナ ー 部 位 と ヒ ト Ｃ 領 域 に 先 立 つ ス プ ラ イ ス ア ク セ プ タ ー 部 位 と の 間 、 お よ び ヒ
ト Ｃ Ｈ エ キ ソ ン 内 で 生 じ る ス プ ラ イ ス 領 域 で も ス プ ラ イ シ ン グ が 起 こ る 。 ポ リ ア デ ニ ル 化
お よ び 転 写 の 終 結 は 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 の 下 流 の 天 然 染 色 体 部 位 で 起 こ る 。 得 ら れ た キ メ
ラ 抗 体 は 、 任 意 の 強 力 な プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 Ｓ Ｖ － ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー （ Okayama 
et al., Mol. Cell. Bio. 3: 280（ 1983） ） 、 Rous肉 腫 ウ イ ル ス Ｌ Ｔ Ｒ （ Gorman et al.,
 P. N. A. S. 79: 6777（ 1982） ） 、 お よ び モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス Ｌ Ｔ Ｒ （ Gross
chedl et al., Cell 41 : 885（ 1985） ） 等 の レ ト ロ ウ イ ル ス Ｌ Ｔ Ｒ が 挙 げ ら れ る ） と 結
合 し 得 る 。 ま た 、 天 然 の Ｉ ｇ プ ロ モ ー タ ー 等 も 用 い ら れ 得 る こ と は 、 理 解 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 さ ら に 、 ヒ ト 抗 体 ま た は 他 の 種 由 来 の 抗 体 は 、 デ ィ ス プ レ イ タ イ プ 技 術 （ フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ イ 、 レ ト ロ ウ イ ル ス デ ィ ス プ レ イ 、 リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ イ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ
に 限 ら な い ） 、 お よ び 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い る 他 の 技 術 に よ り 製 造 さ れ
、 得 ら れ た 分 子 は 、 親 和 性 成 熟 の よ う な さ ら な る 成 熟 に 供 す る こ と が で き 、 か か る 技 術 は
当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。 Wright and Harris, supra., Hanes and Pluct
hau, PNAS USA 94: 4937-4942（ 1997） （ リ ボ ソ ー ム デ ィ ス プ レ イ ） 、 Parmley and Smith
, Gene 73: 305-318（ 1988） （ フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ） 、 Scott,TIBS 17: 241-245（ 1992
） 、 Cwirla et al., PNAS USA 87: 6378-6382（ 1990） 、 Russel et al., Nucl. Acid Res
. 21: 1081-1085（ 1993） 、 Hoganboom et al., Immunol. Reviews 130: 43-68（ 1992） , 
Chiswell and McCafferty, TIBTECH 10: 80-84（ 1992） 、 お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ３ ３ ，
７ ４ ３ 号 を 参 照 。 デ ィ ス プ レ イ 技 術 が ヒ ト で な い 抗 体 を 製 造 す る た め に 用 い ら れ る 場 合 、
か か る 抗 体 は 上 述 の ヒ ト 化 抗 体 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ れ ら の 技 術 を 用 い て 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 発 現 細 胞 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 自 体 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ
Ｄ の 形 態 、 そ れ ら の エ ピ ト ー プ ま た は ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 が 製 造 さ れ 、 そ の 後 、 そ れ ら
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の 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ０ ３ ， ０ ５ ７ 号 参 照 ） は 、 上 述 の 活 性 に
つ い て 上 述 の よ う に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】

　 XenoMouse（ 登 録 商 標 ） テ ク ノ ロ ジ ー を 用 い る こ と に よ り 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ の ２ 量 体 形 に
特 異 的 な 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 製 造 さ れ た 。 原 則 的 に 、 マ ウ ス の XenoMouse（ 登
録 商 標 ） 系 は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト で 免 疫 さ れ 、 リ ン パ 球 （ 例 え
ば 、 Ｂ 細 胞 ） が 、 抗 体 を 発 現 す る マ ウ ス か ら 回 収 さ れ 、 回 収 さ れ た 細 胞 が ミ エ ロ イ ド 型 細
胞 株 と 融 合 さ れ て 不 死 化 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 が 製 造 さ れ 、 か か る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株
が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ て 選 択 さ れ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド
ー マ 細 胞 株 が 同 定 さ れ た 。 さ ら に 、 か か る 細 胞 株 に よ り 産 生 さ れ た 抗 体 の 特 徴 決 定 が 、 本
明 細 書 に 記 載 さ れ 、 こ れ は 、 か か る 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸
配 列 解 析 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 １
． ６ 、 １ ． ９ 、 １ ． １ ８ 、 １ ． １ ９ 、 １ ． ２ ２ 、 １ ． ２ ９ 、 １ ． ３ ３ 、 １ ． ４ ０ ． １ 、 １
． ４ ５ 、 １ ． ４ ６ 、 １ ． ５ １ 、 １ ． ５ ９ 、 お よ び ６ ． ４ を 中 和 す る も の か ら 選 択 さ れ る 。
国 際 公 開 公 報 Ｗ Ｏ ０ ３ ／ ０ ５ ７ ， ８ ５ ７ 号 （ ２ ０ ０ ３ 年 ７ 月 １ ７ 日 公 開 ） を 参 照 さ れ た い
。 も ち ろ ん 、 開 示 さ れ た 方 法 は 任 意 の 特 定 の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用
に 限 ら れ ず 、 む し ろ 任 意 の か か る 抗 体 の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 成 す る た め に ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ れ る 代 わ り に 、 免
疫 さ れ た XenoMouse（ 登 録 商 標 ） 系 マ ウ ス か ら 回 収 さ れ 単 離 さ れ た 細 胞 は 、 最 初 の 抗 原 、
好 ま し く は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 に 対 す る 反 応 性 に つ い て さ ら に ス ク リ ー ニ ン グ さ
れ 得 る 。 か か る ス ク リ ー ニ ン グ に は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ － Ｈ ｉ ｓ タ ン パ ク 質 を 用 い る Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ 、 目 的 の 抗 原 と 結 合 す る 既 知 の 抗 体 を 用 い る 競 合 ア ッ セ イ 、 お よ び 一 過 性 に ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 全 長 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 発 現 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 と の イ ン ビ ト ロ で の 結 合 が 挙 げ ら
れ る 。 次 い で 、 目 的 の 抗 体 を 分 泌 す る １ つ の Ｂ 細 胞 が 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 特 異 的 溶 血 性 プ ラ
ー ク ア ッ セ イ （ Babcook et al., Proc.Natl. Acad. Sci. USA, 93: 7843-7848（ 1996） ）
を 用 い て 単 離 さ れ る 。 溶 解 の 標 的 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 原 で コ ー テ ィ ン
グ さ れ た ヒ ツ ジ 赤 血 球 （ Ｓ Ｒ Ｂ Ｃ ） で あ る 。 目 的 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 相 補 体 を 分 泌 す
る Ｂ 細 胞 培 養 液 の 存 在 下 で 、 プ ラ ー ク の 形 成 は 、 標 的 細 胞 の 特 異 的 な Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 仲 介
性 溶 解 を 示 す 。 プ ラ ー ク の 中 央 に あ る 単 一 抗 原 特 異 的 血 漿 細 胞 が 単 離 さ れ 、 次 い で 、 抗 体
を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 、 １ つ の 血 漿 細 胞 か ら 単 離 さ れ 得 る 。 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 、 抗 体
の 可 変 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 特 異 的 に ク ロ ー ン 化 さ れ 得 る 。 次 い で 、 か か る ク ロ ー ン
化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ が 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 、 好 ま し く は 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の よ う な ベ ク タ ー カ セ
ッ ト 、 よ り 好 ま し く は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン を 含 有 す る ｐ ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ベ ク タ ー に さ ら に 挿 入 さ れ 得 る 。 次 い で 、 作 成 さ れ た ベ ク タ ー が 、 宿 主 細 胞 、 好 ま し
く は 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 プ ロ モ ー タ ー の 誘 導 、 形 質 転 換 体 の 選 択
、 ま た は 所 望 の 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 増 幅 の た め 必 要 に 応 じ て 改 変 さ れ た 、 通 常 は 栄
養 培 地 中 で 培 養 さ れ 得 る 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る 複 数 の 単 一 血 漿 細 胞
の 単 離 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 特 異 性 を コ ー ド
す る 遺 伝 子 材 料 が 単 離 さ れ 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 さ れ 、 次 い で 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 一 般 に 、 上 述 の 細 胞 株 に よ り 産 生 さ れ る 抗 体 は 、 完 全 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ２ 重 鎖 を ヒ ト κ 軽 鎖 と
共 に 有 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 該 抗 体 は 高 い 親 和 性 、 典 型 的 に は 、 固 相 お よ び 液 相 の い ず
れ か で 測 定 さ れ る 場 合 、 約 １ ０ － ６ な い し 約 １ ０ － １ １ Ｍ の Ｋ ｄ を 有 し て い た 。 こ れ ら の
ｍ Ａ ｂ は 、 抗 原 結 合 競 合 研 究 に 基 づ き 、 グ ル ー プ ま た は 「 ビ ン （ bin） 」 に 分 類 さ れ 得 る
。 国 際 公 開 公 報 第 Ｗ Ｏ ０ ３ ／ ０ ４ ８ ， ７ ３ １ 号 （ ２ ０ ０ ３ 年 ６ 月 １ ２ 日 公 開 ） 参 照 。
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【 ０ １ ０ ９ 】
　 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 治 療 上 の 有 用 性 に 対 す る 親 和 性 の 重 要 性 に つ い て は 、 例 え ば 、
コ ン ビ ナ ト リ ア ル に 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 を 製 造 し 、 か か る 抗 体 を 結 合 親 和 性 に つ い て 評
価 し 得 る こ と は 理 解 さ れ る だ ろ う 。 利 用 さ れ 得 る １ つ の ア プ ロ ー チ は 、 上 述 の よ う に 製 造
さ れ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 対 す る 良 好 な 親 和 性 を 有 し て い る こ と が 見 出 さ れ た 抗 体 由 来 の 重
鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 出 し 、 上 述 の よ う に 製 造 さ れ 、 こ れ を 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 対 し て 良 好 な
親 和 性 を 有 し て い る こ と が 見 出 さ れ た ２ 次 抗 体 由 来 の 軽 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 組 合 せ 、 ３ 次 抗 体 が
製 造 さ れ 得 る も の で あ る 。 得 ら れ た ３ 次 抗 体 の 親 和 性 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 測 定 さ
れ 得 、 望 ま し い 解 離 定 数 を 有 す る も の が 単 離 さ れ 特 徴 決 定 さ れ る 。 あ る い は 、 上 述 の 任 意
の 抗 体 の 軽 鎖 が 、 当 該 軽 鎖 と 対 に し た と き Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 対 し て 高 親 和 性 を 示 す 重 鎖 、
あ る い は そ の 逆 の も の の 産 生 を 補 助 す る ツ ー ル と し て 用 い ら れ 得 る 。 こ の ラ イ ブ ラ リ の こ
れ ら の 重 鎖 可 変 領 域 は 、 未 感 作 の 動 物 か ら 単 離 さ れ 、 過 免 疫 動 物 か ら 単 離 さ れ 、 Ｃ Ｄ Ｒ 領
域 の 異 な る 重 鎖 可 変 配 列 を 含 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー か ら 人 工 的 に 製 造 さ れ 、 あ る い は 任 意 の
重 鎖 可 変 領 域 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ラ ン ダ ム ま た は 指 定 変 異 誘 発 ） の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 内 で 多 様 性 を
生 み 出 す 任 意 の 他 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ 得 る 。 こ れ ら の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 、 お よ び 特 定 の Ｃ Ｄ Ｒ
３ は 、 元 の 抗 体 と 最 初 に 対 に な っ た 重 鎖 と は 有 意 に 異 な る 長 さ ま た は 配 列 同 一 性 で あ っ て
も よ い 。 次 い で 、 得 ら れ た ラ イ ブ ラ リ ー が 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と の 高 親 和 性 結 合 に つ い て ス
ク リ ー ニ ン グ さ れ 、 元 の 抗 体 （ 高 親 和 性 お よ び 中 和 ） と 類 似 す る 特 性 を 有 す る 、 治 療 関 連
抗 体 分 子 が 製 造 さ れ 得 る 。 重 鎖 ま た は 重 鎖 可 変 領 域 を 用 い た 同 様 の 方 法 を 用 い て 、 固 有 の
軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る 治 療 関 連 抗 体 分 子 が 製 造 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 次 い で 、 新 規 重 鎖 可 変
領 域 ま た は 軽 鎖 可 変 領 域 が 、 上 述 と 類 似 の 様 式 で 用 い ら れ 、 新 規 な 抗 体 分 子 の 製 造 を 可 能
に す る 新 規 軽 鎖 可 変 領 域 ま た は 重 鎖 可 変 領 域 が 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 利 用 さ れ 得 る 別 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ア プ ロ ー チ は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 の 抗 体 、 特 に
相 補 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） に お い て 利 用 さ れ る た め に 示 さ れ て い る 生 殖 系 の 重 鎖 お よ び ／ ま
た は 軽 鎖 上 で 変 異 誘 発 を 実 行 す る こ と で あ る 。 得 ら れ た 抗 体 の 親 和 性 は 、 本 明 細 書 に 記 載
の よ う に 測 定 さ れ 、 望 ま し い 解 離 定 数 を 有 す る も の が 単 離 さ れ て 特 徴 決 定 さ れ る 。 好 ま し
い 結 合 体 の 選 択 の 際 に は 、 配 列 ま た は そ れ を コ ー ド す る 配 列 を 用 い て 、 上 述 の 組 換 え 抗 体
が 製 造 さ れ 得 る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 上 で の 変 異 誘 発 を 実 行 す る た め の 適 切 な 方 法 は 、 当
業 者 に 知 ら れ て お り 、 化 学 的 変 異 誘 発 （ 例 え ば 、 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の 使 用 ） 、 酵 素 誤 取 込
み 、 お よ び 放 射 線 へ の 曝 露 が 挙 げ ら れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 は 、 本 明 細 書 で 定 義 さ れ
た 抗 体 を 、 変 異 誘 発 ま た は 他 の 任 意 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 本 明 細 書 で 明 確 に 説 明 さ れ た
抗 体 に 包 含 す る こ と は 理 解 さ れ る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 で 定 義 さ れ た 保 存 的 ま た は 非 保 存 的
ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る 抗 体 は 、 本 明 細 書 で 明 確 に 説 明 さ れ た 抗 体 に お い て 製 造 さ れ 、 本 明
細 書 に 記 載 の 発 明 の 実 施 態 様 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 用 い ら れ 得 る 別 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ア プ ロ ー チ は 、 他 の 可 変 領 域 の 遺 伝 子 由 来 の フ レ ー
ム ワ ー ク 領 域 と 関 連 し て 、 上 記 の 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 、 特 に Ｃ Ｄ Ｒ ３ を 発 現 さ せ る こ と で あ
る 。 例 え ば 、 １ つ の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 重 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ は
、 他 の 重 鎖 可 変 遺 伝 子 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 と 関 連 し て 、 発 現 さ れ 得 る 。 同 様 に 、 抗 Ｐ Ｄ
Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 軽 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ は 、 他 の 軽 鎖 可 変 遺 伝 子 の フ
レ ー ム ワ ー ク 領 域 と 関 連 し て 、 発 現 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 こ れ ら の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の 生 殖 系 配 列
は 、 他 の 重 鎖 ま た は 軽 鎖 可 変 領 域 遺 伝 子 と 関 連 し て 発 現 さ れ 得 る 。 得 ら れ た 抗 体 は 、 特 異
性 お よ び 親 和 性 に つ い て ア ッ セ イ さ れ 、 新 規 抗 体 分 子 の 作 製 が 可 能 に な る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 を ふ ま え て 製 造 さ れ る 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 以 外 の 細 胞
株 で も 発 現 さ れ 得 る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 特 定 の 抗 体 を コ ー ド す る 配 列 は 、 適 当 な
哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 に 用 い ら れ 得 る 。 形 質 転 換 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 宿 主 細 胞
に 導 入 す る た め の 任 意 の 既 知 の 方 法 に よ る も の で あ り 、 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ウ イ
ル ス （ ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） パ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と 、 次 に 宿 主 細 胞 を ウ イ ル ス （ ま
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た は ベ ク タ ー ） に 形 質 導 入 す る こ と 、 あ る い は 米 国 特 許 第 ４ ， ３ ９ ９ ， ２ １ ６ 号 、 同 第 ４
， ９ １ ２ ， ０ ４ ０ 号 、 同 第 ４ ， ７ ４ ０ ， ４ ６ １ 号 お よ び 同 第 ４ ， ９ ５ ９ ， ４ ５ ５ 号 に 例 示
さ れ る 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 方 法 に よ っ て も よ い 。 用 い ら れ る 形 質
転 換 方 法 は 、 形 質 転 換 さ れ る べ き 宿 主 に 依 存 す る 。 異 種 性 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 哺 乳 動 物
細 胞 に 導 入 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て お り 、 デ キ ス ト ラ ン 仲 介 性 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 ポ リ ブ レ ン 仲 介 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 原 形 質 融 合 、
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の リ ポ ソ ー ム へ の カ プ セ ル 化 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ
の 核 へ の 直 接 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 発 現 の た め の 宿 主 哺 乳 動 物 細 胞 株 と し て 利 用 可 能 な 哺 乳 動 物 細 胞 株 は 、 当 該 技 術 分 野 で
よ く 知 ら れ て お り 、 American Type Culture Collection（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） か ら 入 手 可 能 な 不 死
化 細 胞 株 を 含 み 、 こ れ は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、
ベ ビ ー ハ ム ス タ ー 腎 臓 （ Ｂ Ｈ Ｋ ） 細 胞 、 サ ル 腎 細 胞 （ Ｃ Ｏ Ｓ ） 、 ヒ ト 肝 細 胞 癌 腫 細 胞 （ 例
え ば 、 Ｈ ｅ ｐ 　 Ｇ ２ ） 、 お よ び 多 数 の 他 の 細 胞 株 を 含 む が 、 こ れ に 限 ら な い 。 特 に 好 ま し
い 細 胞 株 は 、 ど の 細 胞 株 が 高 い 発 現 レ ベ ル を 有 し 、 保 存 的 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 結 合 特 性 を 有 す
る 抗 体 を 産 生 す る か を 決 定 す る こ と に よ り 、 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 機 能 は 、 そ の 操 作 方 法 の 少 な く と も 一 部 分 に 対 し て 重 要 で あ る よ
う に 思 わ れ る こ と が 、 本 明 細 書 に お い て 考 察 さ れ る 。 機 能 と は 、 例 え ば 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ
に 対 す る 応 答 に お け る 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 活 性 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 あ る 種 の 場 合 に
お い て 、 抗 体 が 、 補 体 依 存 細 胞 毒 性 （ Ｃ Ｄ Ｃ ） お よ び 抗 体 依 存 性 細 胞 の 細 胞 毒 性 （ Ａ Ｄ Ｃ
Ｃ ） を 含 む エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 発 揮 し 得 る こ と が 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 対 す る 治 療 候 補 と し
て の 抗 体 の 製 造 に 関 連 し て 望 ま れ て も よ い 。 同 様 の こ と が 可 能 な 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ は 多
数 存 在 し 、 こ れ は 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｍ 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ２ ｂ 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ
３ 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ お よ び ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ３ を 含 む が 、 こ れ に 限 ら な い 。 製 造 さ れ
た 抗 体 が 、 当 初 か ら か か る ア イ ソ タ イ プ を 有 す る 必 要 は な い が 、 製 造 さ れ た 抗 体 が 任 意 の
ア イ ソ タ イ プ を 有 し 得 、 そ し て 抗 体 が 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 従 来 技 術 を 用 い て そ の
後 ア イ ソ タ イ プ に 切 り 替 え ら れ 得 る こ と は 、 理 解 さ れ る だ ろ う 。 か か る 技 術 は 、 直 接 組 換
え 技 術 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ， ８ １ ６ ， ３ ９ ７ 号 お よ び 同 第 ６ ， ３ ３ １ ， ４ １ ５ 号 を 参
照 さ れ た い ） 、 細 胞 ・ 細 胞 融 合 技 術 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ９ １ ６ ， ７ ７ １ 号 お よ び 同
第 ６ ， ２ ０ ７ ， ４ １ ８ 号 を 参 照 さ れ た い ） の 使 用 を 含 む 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 細 胞 ・ 細 胞 融 合 技 術 で は 、 任 意 の 所 望 の ア イ ソ タ イ プ を 有 す る 重 鎖 を 有 す る 、 ミ エ ロ ー
マ 細 胞 株 ま た は 他 の 細 胞 株 が 製 造 さ れ 、 そ し て 軽 鎖 を 有 す る 別 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 ま た は
他 の 細 胞 株 が 製 造 さ れ る 。 そ の 後 、 か か る 細 胞 は 融 合 さ れ 、 未 変 性 の 抗 体 を 発 現 す る 細 胞
株 が 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 例 え ば 、 本 明 細 書 で 考 察 さ れ る 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 は 、 ヒ ト 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 Ｉ ｇ
Ｇ ２ お よ び Ｉ ｇ Ｇ ４ 抗 体 で あ る 。 か か る 抗 体 が 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 分 子 と の 所 望 の 結 合 性 を
有 す る 場 合 、 こ れ は 、 容 易 に は 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ ま た は ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ
Ａ １ ま た は Ｉ ｇ Ｇ Ａ ２ ア イ ソ タ イ プ を 製 造 す る た に 切 り 換 え ら れ た ア イ ソ タ イ プ で あ り 得
る が 、 こ れ は 、 依 然 と し て 同 じ 可 変 領 域 を 有 し て い る （ 抗 体 の 特 異 性 お よ び そ の 親 和 性 の
い く ら か を 有 す る ） 。 次 い で 、 か か る 分 子 は 、 Ｃ Ｄ Ｃ に お い て 補 体 を 固 定 し 、 関 与 す る こ
と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 従 っ て 、 抗 体 候 補 は 、 上 記 の 所 望 の 「 構 造 」 属 性 に 合 致 す る よ う に 製 造 さ れ る の で 、 こ
れ ら は 一 般 的 に は 、 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ ン グ に よ り 、 少 な く と も あ る 種 の 所 望 の 「 機 能
的 」 属 性 を 付 与 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ８ 】
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　 本 明 細 書 に 記 載 の 抗 体 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と の 結 合 は 、 多 数 の 方 法 で 試 験 さ れ 得 る 。 例 え
ば 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ は 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に 供 さ れ 、 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 分 析 さ れ
得 る 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ は 、 還 元 剤 の 不 存 下 ま た は 存 在 下 の い ず れ か で 行 わ れ て も よ い 。
か か る 化 学 修 飾 は 、 シ ス テ イ ン 残 基 の メ チ ル 化 を も た ら し 得 る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に 記 載
の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 が Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 線 状 エ ピ ト ー プ と 結 合 し て い る か ど う か を 決 定
す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ の エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ は ま
た 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ を 用 い て 行 わ れ 得 る 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 　 ProteinChip（ 登 録 商 標 ） ア レ イ は 、
タ ン パ ク 質 ・ タ ン パ ク 質 相 互 作 用 部 位 を 定 義 す る た め に 用 い ら れ る 。 抗 原 は 、 最 初 の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 に よ っ て 、 Protein Chipア レ イ 表 面 に 共 有 結 合 で 固 定 さ れ た 抗
体 に 特 異 的 に 捕 獲 さ れ る 。 結 合 さ れ た 抗 原 は 、 レ ー ザ ー 誘 導 性 脱 離 方 法 に よ り 検 出 さ れ 、
そ し て そ れ ら の 質 量 が 直 接 決 定 さ れ 得 る 。 結 合 し た 抗 原 の か か る フ ラ グ メ ン ト は 、 タ ン パ
ク 質 の 「 エ ピ ト ー プ 」 と 命 名 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 方 法 は 、 複 合 体 分 子 組 成 物 内 の 個 々 の 成 分 を 直 接 検 出 し 、 迅 速 、 高 感 度 、 か
つ 測 定 可 能 な 方 法 で 他 の 成 分 と 比 較 し て 定 量 的 に マ ッ ピ ン グ す る こ と を 可 能 に す る 。 Ｓ Ｅ
Ｌ Ｄ Ｉ は 、 表 面 化 学 の 多 様 な ア レ イ を 用 い て 、 レ ー ザ ー 誘 導 性 脱 離 方 法 に よ る 検 出 す る 多
数 の 個 々 の タ ン パ ク 質 分 子 を 捕 獲 し 提 示 す る 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 方 法 の 成 功 は 、 そ れ ぞ れ が 異 な
る 技 術 に 依 存 す る 、 複 数 の 機 能 の 表 面 （ 「 チ ッ プ 」 ） 上 で の 複 数 機 能 の 小 型 化 お よ び 一 体
化 に よ り 部 分 的 に 定 義 さ れ る 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 　 BioChipお よ び 他 の 型 の Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ プ ロ ー ブ
は 、 こ れ ら が 個 々 の 標 的 分 子 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 ） ま た は 評 価 さ れ る べ き 分 子 集 団 の 捕
獲 、 精 製 （ 分 離 ） 、 提 示 、 検 出 お よ び 特 徴 決 定 に 積 極 的 に 関 与 す る よ う に 、 表 面 が 「 増 強
」 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 オ リ ジ ナ ル の サ ン プ ル の み を 充 填 さ れ た 単 一 の Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ タ ン パ ク 質 BioChipは 、 何 千
回 も 読 み 取 ら れ 得 る 。 LumiCyteの Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ タ ン パ ク 質 BioChipは 、 １ 平 方 セ ン チ メ ー ト
ル 当 た り １ ０ ， ０ ０ ０ 個 も の 指 定 可 能 な タ ン パ ク 質 結 合 位 置 を 有 し て い る 。 そ れ ぞ れ の 位
置 が 、 十 数 個 の 個 々 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 明 ら か に で き る 。 そ れ ぞ れ の 位 置 か ら の タ ン パ
ク 質 組 成 物 情 報 が 比 較 さ れ 、 独 自 の 情 報 セ ッ ト が 組 み 合 わ さ れ る と 、 得 ら れ た 組 成 物 マ ッ
プ は 、 特 異 的 パ タ ー ン ま た は 分 子 「 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 」 を 定 義 す る た め に 総 括 的 に 用 い
ら れ る 、 特 徴 セ ッ ト を 有 す る イ メ ー ジ を 明 ら か に す る 。 異 な る フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト は 、 健
常 な 種 々 の 段 階 、 疾 患 の 発 症 、 ま た は 適 当 な 治 療 法 の 投 与 と 関 連 す る 疾 患 の 緩 和 と 関 係 し
得 る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ 方 法 は 、 ４ つ の 部 分 に 分 け て よ り 詳 細 に 説 明 さ れ 得 る 。 最 初 に 、 目 的 の １ つ
以 上 の タ ン パ ク 質 が 、 サ ン プ ル を 調 製 お よ び 標 識 す る こ と な く 、 オ リ ジ ナ ル の 供 給 源 材 料
か ら 直 接 的 に ProteinChipア レ イ 上 に 捕 獲 ま た は 「 ド ッ キ ン グ （ docked） 」 さ れ る 。 第 ２
の 工 程 で は 、 化 学 的 お よ び 生 体 分 子 的 「 ノ イ ズ 」 を 低 減 す る こ と に よ り 、 「 シ グ ナ ル 対 ノ
イ ズ 」 比 が 増 強 さ れ る 。 か か る 「 ノ イ ズ 」 は 、 非 所 望 の 材 料 を 洗 浄 し て 除 く こ と に よ る チ
ッ プ 上 の 標 的 の 選 択 的 保 持 に よ り 低 減 さ れ る 。 さ ら に 、 捕 獲 さ れ た １ つ 以 上 の 標 的 タ ン パ
ク 質 が 、 迅 速 か つ 高 感 度 の レ ー ザ ー 誘 導 性 方 法 （ Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ ） に よ り 読 み 取 ら れ 、 こ れ は
、 標 的 に 関 す る 直 接 的 情 報 （ 分 子 量 ） を 提 供 す る 。 最 後 に 、 ア レ イ 内 の 任 意 に の １ 以 上 の
位 置 の 標 的 タ ン パ ク 質 が 、 １ つ 以 上 の チ ッ プ 上 の 結 合 ま た は タ ン パ ク 質 構 造 お よ び 機 能 を
特 徴 決 定 す る た め の 修 飾 を 行 う こ と に よ り 、 イ ン サ イ ツ で 特 徴 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
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フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ



　 本 明 細 書 に 記 載 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の エ ピ ト ー プ は 、 Filamentousフ ァ ー ジ （ New Eng
land Biolabs） 上 に デ ィ ス プ レ イ さ れ た ラ ン ダ ム ペ プ チ ド で あ る １ ２ ｍ ｅ ｒ の コ ン ビ ナ ト
リ ア ル ラ イ ブ ラ リ に ProteinChipア レ イ を 曝 露 す る こ と に よ り 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ は 、 選 択 技 術 を 記 載 し 、 こ こ で 、 ペ プ チ ド は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ の コ ー ト タ ン パ ク 質 と の 融 合 と し て 発 現 さ れ 、 ウ イ ル ス 粒 子 の 表 面 に 融 合 タ ン パ ク 質 の
デ ィ ス プ レ イ と な る 。 パ ニ ン グ は 、 ペ プ チ ド を 現 し た フ ァ ー ジ の ラ イ ブ ラ リ ー を 標 的 で コ
ー ト さ れ た プ レ ー ト お よ び チ ュ ー ブ と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 非 結 合 フ ァ ー ジ を 洗 浄 し 、 次 に
、 特 異 的 結 合 フ ァ ー ジ を 溶 出 す る こ と に よ り 、 行 わ れ る 。 次 い で 、 溶 出 さ れ た フ ァ ー ジ が
増 幅 さ れ 、 さ ら な る 結 合 お よ び 増 幅 サ イ ク ル に よ り 取 り 出 さ れ 、 所 望 の 結 合 配 列 プ ー ル が
富 化 さ れ る 。 ３ 回 ま た は ４ 回 の 後 、 個 々 の 結 合 ク ロ ー ン が 、 抗 体 コ ー ト ウ ェ ル 上 で 行 わ れ
る フ ァ ー ジ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ に よ り 結 合 に つ い て さ ら に 試 験 さ れ 、 そ し て ポ ジ テ ィ ブ ク
ロ ー ン の 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 特 徴 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 に 対 す る か か る パ ニ ン グ を 複 数 回 お こ な っ た 後 、
結 合 フ ァ ー ジ は 溶 出 さ れ 、 結 合 ペ プ チ ド の 同 定 お よ び 特 徴 決 定 の た め の さ ら な る 研 究 に 供
さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 の 実 施 態 様 は ま た 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ア ゴ ニ ス ト （ ミ メ テ ィ ッ ク ）
ま た は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ア ン タ ゴ ニ ス ト の い ず れ か と し て 機 能 す る 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ
ク 質 の 変 異 体 に 関 与 す る 。 好 ま し く は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 は 、 腎 炎 の 処
置 に 有 用 で あ る 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 は 、 変 異 誘 発 、 例 え ば 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ －
Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 の 異 な る 点 変 異 ま た は 切 断 に よ り 製 造 さ れ 得 る 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク
質 の ア ゴ ニ ス ト は 、 天 然 に 存 在 す る 形 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 実 質 的 な 同 一 性 、 サ ブ セ ッ ト 、
生 物 学 的 活 性 を 保 持 し 得 る 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 例 え ば 、 Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の 下 流 ま た は 上 流 メ ン バ ー と
競 合 的 に 結 合 す る こ と に よ り 、 天 然 に 存 在 す る 形 態 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 の １ つ 以
上 の 活 性 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 特 異 的 生 物 学 的 作 用 は 、 機 能 制 限 さ れ た 変 異
体 に よ る 処 置 に よ り 誘 発 さ れ 得 る 。 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 天 然 に 存 在 す る 形 態 の タ ン
パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 の サ ブ セ ッ ト を 有 す る 変 異 体 に よ る 対 象 の 処 置 は 、 天 然 に 存 在 す る
形 態 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 で の 処 置 と 比 較 し て 、 副 作 用 が 少 な い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ア ゴ ニ ス ト （ ミ メ テ ィ ッ ク ） ま た は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ア ン タ ゴ ニ ス ト の い
ず れ か と し て 機 能 す る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質
の 変 異 （ 例 え ば 、 切 断 変 異 ） の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を タ ン パ ク 質 ア ゴ ニ ス ト ま
た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ 得 る 。 １ つ の 実
施 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 変 異 体 の 変 化 に 富 む ラ イ ブ ラ リ ー は 、 核 酸 レ ベ ル で の コ ン
ビ ナ ト リ ア ル 変 異 誘 発 に よ り 製 造 さ れ 、 こ れ は 、 変 化 に 富 む 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り コ
ー ド さ れ る 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 変 異 体 の 変 化 に 富 む ラ イ ブ ラ リ ー は 、 可 能 性 の あ る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ －
Ｄ 配 列 の 変 性 セ ッ ト が 個 々 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ こ に Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 配 列 セ ッ ト を 含 有
す る 巨 大 融 合 タ ン パ ク 質 の セ ッ ト （ 例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ） と し て 発 現 可 能 な よ
う に 、 例 え ば 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 混 合 物 の 遺 伝 子 配 列 へ の 酵 素 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に
よ り 生 み 出 さ れ 得 る 。 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の 可 能 性 の あ る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 変 異
体 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 用 い ら れ 得 る 種 々 の 方 法 が 存 在 す る 。 変 性 遺 伝 子 配 列 の
化 学 合 成 は 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 装 置 で 行 わ れ る こ と が で き 、 次 い で 、 合 成 遺 伝 子 は 、 適 当 な
発 現 ベ ク タ と ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る 。 遺 伝 子 の 変 性 セ ッ ト の 使 用 に よ り 、 可 能 性 の あ る Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 変 異 体 配 列 の 所 望 の セ ッ ト を コ ー ド す る 配 列 の 全 て を １ つ の 混 合 物 で 提 供 す る
こ と が 可 能 と な る 。 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る
（ 例 え ば 、 Narang, Tetrahedron 39: 3（ 1983） ; Itakura et al.,Annu. Rev.Biochem. 5
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3: 323（ 1984） ; Itakura et al., Science 198: 1056（ 1984） ; Ike et al.,Nucl. Acid
 Res. 11: 477（ 1983） を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ２ ８ 】

　 さ ら に 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と 関 連 し て 本 明 細 書 で 製 造 さ れ 、 特 徴 決 定 さ れ る 抗 体 の 活 性 に
基 づ き 、 抗 体 部 分 を 超 え る 他 の 治 療 法 様 式 の 設 計 が 容 易 に な る 。 か か る 様 式 は 、 二 重 特 異
性 抗 体 、 免 疫 毒 素 お よ び 放 射 標 識 治 療 法 、 ペ プ チ ド 治 療 法 の 創 出 、 遺 伝 子 治 療 剤 （ 特 に 体
内 ） 、 ア ン チ セ ン ス 治 療 法 、 お よ び 小 分 子 の よ う な 進 歩 し た 抗 体 治 療 法 を 含 む が 、 こ れ に
限 ら な い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 進 歩 し た 抗 体 治 療 法 の 創 出 と 関 連 し て 、 補 体 固 定 が 所 望 の 属 性 で あ る 場 合 、 例 え ば 、 二
重 特 異 性 、 免 疫 毒 素 ま た は 放 射 標 識 の 使 用 に よ り 細 胞 殺 傷 の た め の 補 体 依 存 性 を 回 避 す る
こ と が 可 能 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 例 え ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 に 関 し て 、 （ ｉ ） 一 方 は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 対 す る 特 異 性 を 有 し
、 他 方 は 、 一 体 と な っ て 結 合 し た 第 ２ の 分 子 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る ２ つ の 抗 体 、 （ ｉ ｉ
） Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 特 異 的 な １ つ の 鎖 お よ び 第 ２ の 分 子 に 特 異 的 な 第 ２ の 鎖 を 有 す る 単 一
抗 体 、 ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ お よ び 他 の 分 子 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る １ 本 鎖 抗
体 を 含 む 、 二 重 特 異 性 抗 体 が 製 造 さ れ 得 る 。 か か る 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 例 え ば 、 よ く 知 ら
れ た 技 術 を 用 い て 製 造 さ れ 得 る （ （ ｉ ） お よ び （ ｉ ｉ ） に 関 し て は 、 例 え ば 、 Fanger et 
al., Immunol Methods 4: 72-81（ 1994） お よ び Wright and Harris, supraを 、 ま た 、 （
ｉ ｉ ｉ ） に 関 し て は 、 例 え ば 、 Traunecker et al., Itit. J. Cancer（ Suppl.） 7: 51-52
（ 1992） を 参 照 さ れ た い ） 。 そ れ ぞ れ の 場 合 で 、 第 ２ の 特 異 性 は 、 重 鎖 活 性 化 受 容 体 に 対
し て 作 り だ さ れ 、 こ れ は 、 Ｃ Ｄ １ ６ ま た は Ｃ Ｄ ６ ４ （ 例 え ば 、 Deo et al., 18: 127（ 199
7） 参 照 ） 、 ま た は Ｃ Ｄ ８ ９ （ 例 え ば 、 Valerius et al., Blood 90: 4485-4492（ 1997）
参 照 ） を 含 む が 、 こ れ に 限 ら な い 。 上 記 の よ う に 製 造 さ れ た 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ
－ Ｄ Ｄ 発 現 細 胞 、 特 に 、 本 明 細 書 に 記 載 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 が 有 効 な 細 胞 を 殺 傷 す る で
あ ろ う 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 免 疫 毒 素 に 関 し 、 抗 体 は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 技 術 を 利 用 し て 免 疫 毒 素 と し て
作 用 す る よ う に 修 飾 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Vitetta, Immunol Today 14: 252（ 1993） を 参 照
さ れ た い 。 ま た 、 米 国 特 許 第 ５ ， １ ９ ４ ， ５ ９ ４ を 参 照 さ れ た い 。 放 射 標 識 抗 体 の 製 造 と
関 連 し 、 か か る 修 飾 抗 体 も ま た 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い て 容 易 に 製 造 さ
れ 得 る 。 例 え ば 、 Junghans et al., in Cancer Chemotherapy and Biotherapy 655-686（
2d ed., Chafner and Longo, eds., Lippincott Raven（ 1996） ） を 参 照 。 ま た 、 米 国 特
許 第 ４ ， ６ ８ １ ， ５ ８ １ 号 、 同 第 ４ ， ７ ３ ５ ， ２ １ ０ 号 、 同 第 ５ ， １ ０ １ ， ８ ２ ７ 号 、 同
第 ５ ， １ ０ ２ ， ９ ９ ０ （ Ｒ Ｅ ３ ５ ， ５ ０ ０ ） 号 、 同 第 ５ ， ６ ４ ８ ， ４ ７ １ 号 お よ び 同 第 ，
６ ９ ７ ， ９ ０ ２ 号 も 参 照 さ れ た い 。 免 疫 毒 素 お よ び 放 射 標 識 分 子 は そ れ ぞ れ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ －
Ｄ Ｄ 発 現 細 胞 、 特 に 、 本 明 細 書 に 記 載 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 が 有 効 な 細 胞 を 殺 傷 す る で あ
ろ う 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 治 療 ペ プ チ ド の 製 造 と 関 連 し 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 、 お よ び 本 明 細 書 に 記 載 の 抗 体 （ 小 分 子
に 関 し て は 後 述 ） の 様 な こ れ に 対 す る 抗 体 と 関 連 す る 構 造 情 報 を 利 用 、 ま た は ペ プ チ ド ラ
イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 対 し て 指 定 さ れ た 治 療 用 ペ プ チ ド
が 製 造 さ れ 得 る 。 ペ プ チ ド 治 療 法 の 設 計 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ は 、 Houghten et al., Bio
techniques 13: 412-421（ 1992） 、 Houghten, PNAS USA82: 5131-5135（ 1985） , Pinalla
 et al., Biotechniques 13: 901-905（ 1992） 、 Blake and Litzi-Davis, BioConjugate 
Chem. 3: 510-513（ 1992） と 関 連 付 け て 考 察 さ れ る 。 免 疫 毒 素 お よ び 放 射 標 識 分 子 も ま た
、 抗 体 と 関 連 し て 上 記 で 考 察 さ れ た ペ プ チ ド 部 分 に 関 連 し て 、 類 似 の 方 法 で 製 造 さ れ 得 る
。
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他 の 治 療 法 の 設 計 お よ び 創 出



【 ０ １ ３ ３ 】
　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 分 子 （ ま た は ス プ ラ イ ス 変 異 体 の よ う な 形 態 ま た は 代 わ り の 形 態 ） が 、
疾 患 過 程 に お い て 機 能 的 に 活 性 で あ る と 仮 定 す る と 、 従 来 の 技 術 に よ り 、 遺 伝 子 お よ び そ
の ア ン チ セ ン ス 治 療 法 を 設 計 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。 か か る 様 式 は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の
機 能 を 調 節 す る の に 利 用 さ れ 得 る 。 こ れ と 関 連 し て 、 本 明 細 書 に 記 載 の 抗 体 は 、 こ れ と 関
連 す る 機 能 的 ア ッ セ イ の 設 計 お よ び 使 用 を 可 能 に す る 。 ア ン チ セ ン ス 治 療 法 の 設 計 お よ び
ス ト ラ テ ジ ー は 、 国 際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ２ ９ ４ ４ ４ 号 に 詳 細 に 論 じ ら れ て い る 。 遺 伝
子 療 法 の 設 計 お よ び ス ト ラ テ ジ ー は よ く 知 ら れ い て る 。 し か し な が ら 、 特 に 、 体 内 に 関 与
す る 遺 伝 子 治 療 技 術 の 使 用 が 特 に 有 利 で あ る こ と を 明 ら か に す る こ と が で き た 。 例 え ば 、
Chen et al., Human Gene Therapy 5: 595-601（ 1994） お よ び Marasco, Gene Therapy 4:
 11-15（ 1997） を 参 照 さ れ た い 。 遺 伝 子 治 療 法 に 関 す る 一 般 的 設 計 お よ び 考 慮 は ま た 、 国
際 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ８ １ ３ ７ 号 で も 考 察 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 小 分 子 治 療 法 も ま た 想 定 さ れ 得 る 。 薬 剤 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 活 性 を
調 節 す る よ う に 設 計 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 に 記 載 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 分 子 の 構 造 、 本 明 細 書 に
記 載 の 抗 体 の よ う な 他 の 分 子 と の そ の 相 互 作 用 か ら 収 集 し た 知 識 、 お よ び そ の 他 を 利 用 し
て 、 さ ら な る 治 療 の 方 法 が 合 理 的 に 設 計 さ れ 得 る 。 こ れ と 関 連 し 、 Ｘ 線 結 晶 学 、 コ ン ピ ュ
ー タ 補 助 （ ま た は ア シ ス ト ） 分 子 モ デ リ ン グ （ Ｃ Ａ Ｍ Ｍ ） 、 量 的 ま た は 質 的 構 造 活 性 相 関
（ Ｑ Ｓ Ａ Ｒ ） の よ う な 合 理 的 薬 剤 設 計 技 術 お よ び 類 似 の 技 術 を 用 い て 、 薬 剤 発 見 努 力 に 焦
点 が 当 て ら れ 得 る 。 合 理 的 設 計 に よ り 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 活 性 を 修 飾 ま た は 調 節 す る た め に
用 い ら れ 得 る 、 分 子 ま た は そ の 特 異 的 形 態 と 相 互 作 用 し 得 る タ ン パ ク 質 ま た は 合 成 構 造 の
予 測 が 可 能 に な る 。 か か る 構 造 は 化 学 的 に 合 成 さ れ る か 、 ま た は 生 物 学 的 シ ス テ ム で 発 現
さ せ る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 Capsey et al, Genetically Engineered Human
 Therapeutic Drugs（ Stockton Press, NY（ 1988） ） で 概 説 さ れ て い る 。 さ ら に 、 コ ン ビ
ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ を 設 計 し 、 合 成 し て 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 作 用 の 様 な
ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ グ ラ ム に お い て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ５ 】

　 抗 体 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む が 、 こ れ に 限 ら な い 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 化 合 物 は 、 Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ を 調 節 す る 化 合 物 を 必 要 と す る 生 物 を 処 置 す る 医 薬 へ の 取 込 に 適 し て い る 。
こ れ ら の 薬 理 学 的 に 活 性 な 化 合 物 は 、 生 物 、 例 え ば 、 動 物 お よ び ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 に 投
与 す る た め の 医 薬 剤 を 製 造 す る た め の 製 剤 学 の 通 常 の 方 法 と 関 連 し て 、 製 造 さ れ 得 る 。 あ
る 種 の 実 施 態 様 に お い て 、 有 効 成 分 は 、 修 飾 し て ま た は 修 飾 す る こ と な く 医 薬 製 品 に 取 り
込 ま れ 得 る 。 さ ら な る 実 施 態 様 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 医 薬 的 に 活 性 な 化 合 物 を い く つ か の
経 路 で 送 達 す る 医 薬 ま た は 治 療 剤 の 製 造 を 含 む 。 例 え ば 、 こ れ に 限 ら な い が 、 抗 体 ま た は
そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー が
、 あ る 種 の 実 施 態 様 に お い て 用 い ら れ 得 る 。 さ ら に 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー
ド す る 核 酸 は 、 単 独 ま た は 他 の 有 効 成 分 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 治 療 剤 の 投 与 は 、 移 動 、 輸 送 、 耐 容 性 な ど の 改 善 を も た ら す た め に 製
剤 に 取 込 ま れ る 適 当 な 担 体 、 賦 形 剤 、 安 定 化 剤 、 お よ び 他 の 剤 と の 混 合 物 で 投 与 さ れ 得 る
こ と は 、 理 解 さ れ る だ ろ う 。 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 、 本 発 明 の 医 薬 的 有 効 成 分 と 有 害
に 反 応 し な い 非 経 腸 、 経 腸 （ 例 え ば 、 経 口 ） 、 ま た は 局 所 投 与 に 適 し た 有 機 ま た は 無 機 担
体 物 質 を 含 む 。 適 当 な 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 、 水 、 食 塩 水 、 ア ル コ ー ル 、 ア ラ ビ ア ゴ
ム 、 植 物 油 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ゼ ラ チ ン 、 ラ ク ト ー ス 、 ア
ミ ロ ー ス ま た は デ ン プ ン の よ う な 炭 水 化 物 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク 、 ケ イ 酸
、 粘 性 パ ラ フ ィ ン 、 香 料 油 、 脂 肪 酸 モ ノ グ リ セ リ ド お よ び ジ グ リ セ リ ド 、 ペ ン タ エ リ ス リ
ト ー ル 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 が 挙 げ ら
れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 さ ら な る 担 体 、 賦 形 剤 お よ び 安 定 剤 は 、 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ
ｌ の よ う な 緩 衝 液 、 リ ン 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 酢 酸 塩 お よ び 他 の 有 機 酸 塩 ； ア ス コ ル ビ ン 酸
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の よ う な 抗 酸 化 剤 ； ポ リ ア ル ギ ニ ン の よ う な 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） ペ プ チ ド 、 血 清
ア ル ブ ミ ン の よ う な タ ン パ ク 質 、 ゼ ラ チ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ノ
ン の よ う な 親 水 性 ポ リ マ ー ； グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は ア ル ギ ニ ン
の よ う な ア ミ ノ 酸 ； セ ル ロ ー ス ま た は そ の 誘 導 体 、 グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス ま た は デ キ ス
ト リ ン を 含 む 単 糖 、 二 糖 お よ び 他 の 炭 水 化 物 を 含 む 他 の 炭 水 化 物 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ の よ う な キ レ
ー ト 剤 ； マ ン ニ ト ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル の よ う な 糖 ア ル コ ー ル ； ナ ト リ ウ ム の よ う な 対
イ オ ン お よ び ／ ま た は TWEEN、 PLURONICSま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 非 イ オ ン
性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。 多 く の よ り 適 当 な ビ ー ク ル は 、 Remmington's Pharmaceutical Scie
nces,15th Edition, Easton: Mack Publishing Company, pages 1405-1412 and 1461-148
7（ 1975） お よ び The National Formulary XIV, 14th Edition, Washington, American Ph
armaceutical Association（ 1975） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 抗 体 の 投 与 経 路 は 、 例 え ば 、 こ れ に 限 定 さ れ な い が 、 局 所 的 、 経 皮 的 、 非 経 腸 、 経 消 化
管 、 経 気 管 お よ び 経 肺 胞 を 含 む 既 知 の 方 法 に 従 う こ と が で き る 。 非 経 腸 経 路 投 与 は 、 中 心
静 脈 へ の 注 射 、 静 脈 内 、 脳 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 皮 内 、 動 脈 内 、 く も 膜 下 内 ま た は 病 変 内
経 路 の よ う な 電 気 的 ま た は 直 接 的 注 射 ま た は 点 滴 を 含 む が 、 こ れ に 限 ら な い 。 抗 体 は 、 好
ま し く は 、 点 滴 、 ボ ー ラ ス 注 射 、 あ る い は 下 記 の 徐 放 シ ス テ ム に よ り 、 連 続 的 に 投 与 さ れ
る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 投 与 経 路 は 皮 下 注 射 で あ り 得 る 。 代 わ り の 実 施 態 様 に お
い て 、 抗 体 は 腎 動 脈 を 介 し て 投 与 さ れ る 。 投 与 の 消 化 管 経 路 に は 、 摂 取 お よ び 直 腸 経 路 が
挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 投 与 の 気 管 お よ び 肺 胞 経 路 に は 、 経 口 ま た は 経 鼻
経 路 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 イ ン ビ ボ で の 投 与 に 用 い る 場 合 、 抗 体 製 剤 は 無 菌 で あ り 得 る 。 こ れ は 、 凍 結 乾 燥 お よ び
再 構 成 の 前 お よ び 後 に 滅 菌 フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン メ ン ブ レ ン を 通 し て フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン す
る こ と に よ り 、 容 易 に 行 わ れ 得 る 。 抗 体 は 、 通 常 は 、 凍 結 乾 燥 形 ま た は 溶 液 中 に 貯 蔵 さ れ
る で あ ろ う 。 さ ら に 、 治 療 用 組 成 物 は 、 発 熱 物 質 を 含 ま ず 、 ｐ Ｈ 、 等 張 性 お よ び 安 定 性 に
関 し て 非 経 腸 で 許 容 さ れ る 溶 液 で あ り 得 る 。 治 療 用 抗 体 組 成 物 は 、 一 般 に 、 無 菌 ア ク セ ス
ポ ー ト を 有 す る 容 器 、 例 え ば 、 皮 下 注 射 用 針 を 刺 す こ と が 可 能 な ス ト ッ パ ー を 有 す る 静 脈
注 射 用 バ ッ グ ま た は バ イ ア ル に 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 注 射 用 無 菌 組 成 物 は 、 Remington's Pharmaceutical Sciences（ 18 t h  ed., Mack Publis
hing Company, Easton, PA（ 1990） ） に 記 載 の 従 来 の 医 薬 実 施 に 従 い 、 製 剤 さ れ 得 る 。 医
薬 製 剤 は 、 所 望 に 応 じ て 、 活 性 化 合 物 と 有 害 な 反 応 を し な い 滑 沢 剤 、 保 存 剤 、 安 定 剤 、 湿
潤 剤 、 乳 化 剤 、 浸 透 圧 に 影 響 す る 塩 、 緩 衝 液 、 抗 酸 化 剤 、 着 色 剤 、 香 味 剤 、 ま た は 芳 香 族
物 質 等 と 混 合 し て 、 無 菌 化 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 水 、 ま た は ゴ マ 油 、 ピ ー ナ ッ ツ 油 ま た は 綿
実 油 の よ う な 天 然 に 存 在 す る 植 物 油 、 ま た は オ レ イ ン 酸 エ チ ル の よ う な 合 成 脂 質 ビ ー ク ル
等 の 様 な ビ ー ク ル 中 の 活 性 化 合 物 の 溶 解 ま た は 懸 濁 が 所 望 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 非 経 腸 投 与 に 適 し た 本 発 明 の 薬 理 学 的 に 活 性 な 化 合 物 を 有 す る 適 当 な 組 成 物 は 、 医 薬 的
に 許 容 さ れ る 無 菌 等 張 溶 液 を 含 む が 、 こ れ に 限 ら な い 。 か か る 溶 液 は 、 中 心 静 脈 ラ イ ン へ
の 注 射 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 皮 内 ま た は 皮 下 注 射 用 の 生 理 食 塩 水 お よ び リ ン 酸 緩 衝
生 理 食 塩 水 を 含 む が 、 こ れ に 限 ら な い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 消 化 管 投 与 に 適 し た 、 本 発 明 の 薬 理 的 に 活 性 な 化 合 物 を 有 す る 組 成 物 は 、 医 薬 的 に 許 容
さ れ る 消 化 用 粉 剤 、 丸 薬 、 ま た は 液 剤 、 ま た は 直 腸 投 与 用 座 剤 を 含 む が 、 こ れ に 限 ら な い
。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 徐 放 性 製 剤 の 適 当 な 例 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 固 体 疎 水 性 ポ リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ
ッ ク ス が 挙 げ ら れ 、 こ こ で マ ト リ ッ ク ス は 、 成 形 さ れ た 物 品 、 フ ィ ル ム ま た は マ イ ク ロ カ
プ セ ル の 形 態 で あ る 。 徐 放 性 マ ト リ ッ ク ス の 例 は 、 ポ リ エ ス テ ル 、 Langer et al., J. Bi
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omed Mater. Res., 15: 167-277（ 1981） お よ び Langer, Chem. Tech. , 12: 98-105（ 198
2） に 記 載 の ハ イ ド ロ ゲ ル 、 例 え ば 、 ポ リ （ ２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ま
た は ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） ） 、 ポ リ ラ ク チ ド （ 米 国 特 許 第 ３ ， ７ ７ ３ ， ９ １ ９ 号 、 欧
州 特 許 第 ５ ８ ， ４ ８ １ 号 ） 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 と γ － エ チ ル － Ｌ － グ ル タ メ ー ト と の コ ポ
リ マ ー （ Sidman et al.,Biopolymer, 22: 547-556（ 1983） ） 、 非 分 解 性 エ チ レ ン － 酢 酸
ビ ニ ル （ Langer et al., supra） 、 LUPRON Depot（ 登 録 商 標 ） の よ う な 分 解 性 乳 酸 － グ リ
コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー （ 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー お よ び 酢 酸 リ ュ ー プ ロ リ ン か ら な る
注 射 可 能 な 微 粒 子 ） 、 お よ び ポ リ － Ｄ － （ － ） － ３ － ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 （ 欧 州 特 許 第 １ ３ ３
， ９ ８ ８ 号 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 エ チ レ ン － 酢 酸 ビ ニ ル お よ び 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 の よ う な ポ リ マ ー は 、 １ ０ ０ 日 間 に わ
た り 分 子 を 放 出 す る こ と が で き る が 、 特 定 の ハ イ ド ロ ゲ ル は 、 タ ン パ ク 質 を よ り 短 い 期 間
放 出 す る 。 カ プ セ ル 化 さ れ た タ ン パ ク 質 が 体 内 に 長 時 間 残 存 す る と 、 ３ ７ ℃ で 水 分 に 曝 露
さ れ た 結 果 、 変 性 ま た は 凝 集 し 得 、 結 果 と し て 生 物 学 的 活 性 が 損 な わ れ 、 免 疫 原 性 が 変 化
す る 可 能 性 が あ る 。 関 与 す る メ カ ニ ズ ム に 応 じ て 、 タ ン パ ク 質 安 定 化 の た め の 合 理 的 ス ト
ラ テ ジ ー が 考 え ら れ 得 る 。 例 え ば 、 凝 集 メ カ ニ ズ ム が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 間 の 変 化 に よ る 分
子 内 Ｓ － Ｓ 結 合 形 成 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 場 合 、 安 定 化 は 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 残 基 の 修 飾
、 酸 性 溶 液 か ら の 凍 結 乾 燥 、 水 分 含 有 量 の 制 御 、 適 当 な 添 加 剤 の 使 用 、 お よ び 特 別 な ポ リ
マ ー マ ト リ ッ ク ス 組 成 物 の 開 発 に よ り 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 徐 放 性 組 成 物 は ま た 、 リ ポ ソ ー ム で 包 ま れ た 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 。 か か る 抗 体 を 含 有 す
る リ ポ ソ ー ム は 、 そ れ 自 体 既 知 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ る ： 米 国 特 許 第 Ｄ Ｅ ３ ， ２ １ ８ ， １
２ １ 号 ； Epstein et al.,Proc.Natl.Acad. Sci. USA, 82: 3688-3692（ 1985） ； Hwang et
 al.,Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030-4034（ 1980） ； 欧 州 特 許 第 ５ ２ ， ３ ２ ２ 号
； 欧 州 特 許 第 ３ ６ ， ６ ７ ６ 号 ； 欧 州 特 許 第 ８ ８ ， ０ ４ ６ 号 ； 欧 州 特 許 第 １ ４ ３ ， ９ ４ ９ 号
； １ ４ ２ ， ６ ４ １ 号 ； 日 本 国 特 許 出 願 第 ８ ３ － １ １ ８ ０ ０ ８ 号 （ 特 願 昭 ５ ９ － １ １ ８ ０ ０
８ 号 ） ； 米 国 特 許 第 ４ ， ４ ８ ５ ， ０ ４ ５ 号 お よ び 同 第 ４ ， ５ ４ ４ ， ５ ４ ５ 号 ； な ら び に 欧
州 特 許 第 １ ０ ２ ， ３ ２ ４ 号 参 照 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 治 療 に 用 い ら れ る 抗 体 の 有 効 量 は 、 例 え ば 、 治 療 の 対 象 、 投 与 経 路 、 患 者 の 状 態 に 依 存
す る 。 抗 体 用 量 は 、 疾 患 の 重 症 度 、 種 類 、 体 重 、 性 別 、 食 事 、 投 与 時 間 お よ び 投 与 経 路 、
他 の 医 薬 、 お よ び 他 の 関 連 臨 床 因 子 を 含 む 、 薬 剤 の 作 用 を 改 変 す る こ と が 知 ら れ て い る 種
々 の 因 子 を 考 慮 し な が ら 、 担 当 医 に よ っ て 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 従 っ て 、 治 療 者 は 、 最 適
な 治 療 効 果 を 得 る の に 必 要 と さ れ る 用 量 を 滴 定 し 、 投 与 経 路 を 改 変 す る 必 要 が あ る で あ ろ
う 。 典 型 的 に は 、 臨 床 医 は 、 所 望 の 効 果 を 達 成 す る 投 薬 量 に 至 る ま で 、 抗 体 を 投 与 す る で
あ ろ う 。 治 療 上 有 効 用 量 は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で の 方 法 の い ず れ か に よ り 決 定 さ
れ 得 る 。 こ の 療 法 の 進 行 は 、 従 来 の ア ッ セ イ ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の ア ッ セ イ に よ り 容 易
に モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 か か る 化 合 物 の 治 療 有 効 性 お よ び 毒 性 は 、 細 胞 培 養 ま た は 実 験 動 物 に お け る 標 準 的 な 医
薬 手 順 、 例 え ば 、 Ｅ Ｄ ５ ０ （ 集 団 の ５ ０ ％ が 治 療 上 効 果 的 な 用 量 ） に よ り 決 定 さ れ 得 る 。
腎 炎 ラ ッ ト モ デ ル ま た は 代 わ り の モ デ ル の 処 置 か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト を 含 む 他 の 生
物 に 用 い る た め の 用 量 範 囲 の 創 出 の 際 に 用 い ら れ 得 る 。 か か る 化 合 物 の 投 薬 量 は 、 好 ま し
く は 、 Ｅ Ｄ ５ ０ を 毒 性 な く 含 む 、 循 環 濃 度 の 範 囲 内 で あ る 。 投 薬 量 は 、 出 差 （ evectin）
、 ハ イ ブ リ ッ ド 、 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 種 類 、 利 用 さ れ る 投 薬 形 態 、
生 物 種 の 感 度 、 お よ び 投 与 経 路 に 依 存 し て 、 こ の 範 囲 を 変 動 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 種 々 の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 正 常 な 投 薬 濃 度 は 、 約 ０ ． １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ
で 変 動 し 得 る 。 望 ま し い 投 薬 量 濃 度 は 、 例 え ば 、 ０ ． ｌ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ０ ． ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、
０ ． ３ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ０ ． ４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ０ ． ６ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ０ ． ７ ｍ
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ｇ ／ ｋ ｇ 、 ０ ． ８ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ０ ． ９ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ｌ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 １ ． ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ
、 ２ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ２ ． ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ３ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ３ ． ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ４ ． ０
ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ４ ． ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ５ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ５ ． ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ６ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ
ｇ 、 ６ ． ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ７ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ７ ． ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ８ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ８ ．
５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ９ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 １ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、
２ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ３ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ３ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ４ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ４ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、
５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ５ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ６ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ６ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ７ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、
７ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ８ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ８ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ９ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ９ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ お
よ び １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ま た は そ れ 以 上 を 含 む 。 １ つ の 好 ま し い 投 薬 量 は 、 １ ～ １ ０ ｍ ｇ
／ ｋ ｇ で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 あ る 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 用 量 は 、 約 ０ ． １ μ Ｍ ～ ５ ０ ０
ｍ Ｍ 、 好 ま し く は 約 １ ～ ８ ０ ０ μ Ｍ 、 そ し て よ り 好 ま し く は 、 約 １ ０ μ Ｍ ～ 約 ５ ０ ０ μ Ｍ
の 組 織 ま た は 血 液 濃 度 あ る い は そ の 両 方 を 生 じ る 。 好 ま し い 用 量 は 、 例 え ば 、 １ ０ μ Ｍ 、
１ ５ μ Ｍ 、 ２ ０ μ Ｍ 、 ２ ５ μ Ｍ 、 ３ ０ μ Ｍ 、 ３ ５ μ Ｍ 、 ４ ０ μ Ｍ 、 ４ ５ μ Ｍ 、 ５ ０ μ Ｍ 、
５ ５ μ Ｍ 、 ６ ０ μ Ｍ 、 ６ ５ μ Ｍ 、 ７ ０ μ Ｍ 、 ７ ５ μ Ｍ 、 ８ ０ μ Ｍ 、 ８ ５ μ Ｍ 、 ９ ０ μ Ｍ 、
９ ５ μ Ｍ 、 １ ０ ０ μ Ｍ 、 １ １ ０ μ Ｍ 、 １ ２ ０ μ Ｍ 、 １ ３ ０ μ Ｍ 、 １ ４ ０ μ Ｍ 、 １ ４ ５ μ Ｍ
、 １ ５ ０ μ Ｍ 、 １ ６ ０ μ Ｍ 、 １ ７ ０ μ Ｍ 、 １ ８ ０ μ Ｍ 、 １ ９ ０ μ Ｍ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ 、 ２ ２ ０
μ Ｍ 、 ２ ４ ０ μ Ｍ 、 ２ ５ ０ μ Ｍ 、 ２ ６ ０ μ Ｍ 、 ２ ８ ０ μ Ｍ 、 ３ ０ ０ μ Ｍ 、 ３ ２ ０ μ Ｍ 、 ３
４ ０ μ Ｍ 、 ３ ６ ０ μ Ｍ 、 ３ ８ ０ μ Ｍ 、 ４ ０ ０ μ Ｍ 、 ４ ２ ０ μ Ｍ 、 ４ ４ ０ μ Ｍ 、 ４ ６ ０ μ Ｍ
、 ４ ８ ０ μ Ｍ 、 お よ び ５ ０ ０ μ Ｍ の 組 織 ま た は 血 液 濃 度 あ る い は そ の 両 方 を 達 成 す る の に
必 要 と さ れ る 量 で あ る 。 代 わ り の 実 施 態 様 に お い て 、 ８ ０ ０ μ Ｍ よ り 高 い 組 織 濃 度 を 生 じ
る 用 量 が 用 い ら れ 得 る 。 抗 体 、 ハ イ ブ リ ッ ド 、 結 合 対 、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 一 定 の
点 滴 も ま た 、 血 液 レ ベ ル に よ り 測 定 さ れ る 組 織 で の 安 定 な 濃 度 を 維 持 す る た め に 提 供 さ れ
得 る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 投 薬 量 お よ び 投 与 は 、 活 性 部 分 の 十 分 な レ ベ ル を も た ら す た め 、 あ る い は 所 望 の 効 果 を
維 持 す る た め に 調 整 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 の 実 施 態 様 は 、 短 期 作 用 す る 医 薬 組 成 物 、 お よ び
長 期 作 用 す る 医 薬 組 成 物 の 両 方 を 含 む 。 従 っ て 、 実 施 態 様 は 、 医 薬 組 成 物 が 、 約 １ 、 ２ 、
３ 、 ４ 、 ５ ま た は ６ 日 毎 、 １ 週 間 毎 、 ２ 週 間 に １ 回 、 ３ 週 間 に １ 回 、 ４ 週 間 に １ 回 、 ５ 週
間 に １ 回 、 ６ 週 間 に １ 回 、 ７ 週 間 に １ 回 、 ま た は ８ 週 間 に １ 回 投 与 さ れ る ス ケ ジ ュ ー ル を
含 む 。 特 定 の 製 剤 の 半 減 期 お よ び ク リ ア ラ ン ス 率 に 依 存 し て 、 本 明 細 書 に 記 載 の 医 薬 組 成
物 は 、 １ 日 あ た り 約 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ お よ び １ ０ 回 、 ま た は そ れ 以 上
投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 さ ら な る 治 療 法 が 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 投 与 と 組 み 合 わ せ て 、 当 該 投 与 前 ま た は 後
に 行 わ れ て も よ い 。 こ れ ら の 治 療 法 は 、 疾 患 の 症 状 を 処 置 す る た め に 用 い ら れ て も よ い し
、 あ る い は 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 副 作 用 を 低 減 す る た め に 用 い ら れ て も よ い 。 こ れ ら は
ま た 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 活 性 を 増 強 す る た め に 用 い ら れ て も よ い 。 こ れ ら に 限 ら な
い が 、 例 え ば 、 抗 生 物 質 、 利 尿 剤 、 麻 酔 剤 、 鎮 痛 剤 、 抗 炎 症 剤 、 お よ び イ ン ス リ ン を 含 む
、 任 意 の 種 類 の 治 療 法 が 用 い ら れ る 。 糸 球 体 腎 炎 を 処 置 す る た め に 典 型 的 に 用 い ら れ 、 か
つ 抗 体 と 組 合 せ て 用 い ら れ 得 る 剤 の 例 は 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ク ロ ラ ム
ブ シ ル 、 お よ び 例 え ば 、 ワ ー フ ァ リ ン 、 ジ ピ リ ダ モ ー ル お よ び ア ス ピ リ ン の よ う な 血 液 希
釈 剤 を 含 む 。
【 ０ １ ５ １ 】

　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ は 、 正 常 腎 臓 で は 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ る が 、 発 現 は 虚 血 後 の 腎 臓 で 劇 的
に 増 加 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た （ Ichimura T, Bonventre JV, Bailly V, Wei H, Hession
 CA, Cate RL, Sanicola M., J.Biol. Chem. 273（ 7） : 4135-42（ 1998） ） 。 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ
－ Ｄ Ｄ 抗 体 に よ る 免 疫 組 織 化 学 染 色 は 、 腎 臓 （ renal） 癌 腫 、 腎 臓 （ kidney） 癌 腫 、 前 立
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腺 癌 腫 、 お よ び 卵 巣 癌 腫 で の 陽 性 染 色 を 示 し （ 以 下 参 照 ） 、 こ れ は 、 正 常 組 織 と 比 較 し て
Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 過 剰 発 現 が 、 か か る 疾 患 の 診 断 マ ー カ ー と な り 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 実 施 態 様 は ま た 、 ア ッ セ イ 、 特 に イ ン ビ ト ロ 診 断 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、
患 者 サ ン プ ル に お い て Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ レ ベ ル を 決 定 す る た め の 使 用 ） に も 有 用 で あ る 。 か
か る ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 過 剰 発 現 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 に 有 用 で あ り 得 る 。 い
く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 疾 患 は 腎 炎 で あ る 。 患 者 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 体 液 、 好 ま し
く は 血 液 、 よ り 好 ま し く は 血 液 血 清 、 滑 液 、 組 織 溶 解 物 、 お よ び 疾 患 組 織 か ら 調 製 し た 抽
出 物 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 は 、 腎 炎 お よ び メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 関 連 疾 患
の 診 断 お よ び 段 階 決 定 に お い て 有 用 で あ る 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の レ ベ ル の モ ニ タ リ ン グ は 、
疾 患 に 対 す る 患 者 応 答 の 代 わ り の 測 定 手 段 お よ び 患 者 の 疾 患 の 重 症 度 の モ ニ タ リ ン グ 方 法
と し て 用 い ら れ 得 る 。 他 の 溶 解 性 マ ー カ ー レ ベ ル と 比 較 し て 、 高 レ ベ ル の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ
が 、 虚 血 後 腎 臓 の 存 在 を 示 す で あ ろ う 。 患 者 サ ン プ ル に 存 在 す る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 原 の 濃
度 は 、 存 在 す る 抗 原 の 量 を 特 異 的 に 決 定 す る 方 法 を 用 い て 、 決 定 さ れ 得 る 。 か か る 方 法 に
は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 が 挙 げ ら れ 、 当 該 方 法 で は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 が ポ リ マ ー マ ト リ ッ
ク ス の よ う な 不 溶 性 マ ト リ ッ ク ス 上 に 簡 便 に 固 定 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ
抗 体 を 用 い る 免 疫 組 織 学 的 化 学 染 色 ア ッ セ イ は 、 サ ン プ ル 中 で Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の レ ベ ル を
決 定 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 進 行 ま た は 治 療 の そ れ ぞ れ の 段 階 に つ い て の 統 計 的 に 有 意
な 結 果 を も た ら す サ ン プ ル 集 団 を 用 い て 、 疾 患 の 各 段 階 の 特 性 で あ る と 考 え ら れ 得 る 抗 原
の 濃 度 範 囲 が 設 計 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 血 液 サ ン プ ル が 被 検 者 か ら 採 取 さ れ 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る
Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 原 の 濃 度 が 決 定 さ れ 、 研 究 下 の 被 検 者 の 疾 患 の 段 階 が 評 価 さ れ る か 、 あ
る い は 一 連 の 治 療 に 対 す る 応 答 が 特 徴 決 定 さ れ る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 濃 度 を 用 い て
、 そ の 値 が ど の 濃 度 範 囲 に 含 ま れ る か が 同 定 さ れ る 。 こ の よ う に し て 同 定 さ れ た 範 囲 は 、
診 断 さ れ た 対 象 か ら な る 種 々 の 集 団 で 同 定 さ れ た 疾 患 の 進 行 段 階 ま た は 治 療 段 階 と 相 関 し
、 こ れ に よ り 、 研 究 下 の 対 象 の 疾 患 段 階 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 遺 伝 子 増 幅 お よ び ／ ま た は 発 現 は 、 適 当 に 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い 、 本 明 細 書 で 提 供
さ れ る 配 列 に 基 づ き 、 例 え ば 、 従 来 の サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ （
Thomas,Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 5201-5205（ 1980） ） 、 ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ
（ Ｄ Ｎ Ａ 分 析 ） ま た は イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り サ ン プ ル 中 で 直 接 測 定 さ
れ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 が 定 量 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 特 異 的 ２ 本 鎖 （ Ｄ Ｎ Ａ ２ 本 鎖 、 Ｒ Ｎ Ａ ２
本 鎖 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ ・ Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド ２ 本 鎖 ま た は Ｄ Ｎ Ａ ・ タ ン パ ク 質 ２ 本 鎖 ） を 認
識 し 得 る 抗 体 が 用 い ら れ 得 る 。 次 い で 、 抗 体 は 標 識 さ れ 得 、 ア ッ セ イ が 行 わ れ 得 る が 、 こ
の 際 、 ２ 量 体 が 表 面 に 結 合 し 、 そ の 結 果 、 表 面 で の ２ 本 鎖 の 形 成 に よ り 、 ２ 本 鎖 に 結 合 し
た 抗 体 の 存 在 が 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 例 え ば 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 抗 体 は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 定 性 的 ま
た は 定 量 的 に 検 出 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 上 述 の よ う に 、 抗 体 に は 、 好 ま し く は 、 検 出
可 能 な 蛍 光 標 識 等 が 付 与 さ れ 、 結 合 は 、 光 学 顕 微 鏡 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 蛍 光 分 析 ま
た は 他 の 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 技 術 を 用 い て モ ニ タ リ ン グ さ れ 得 る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 増
幅 遺 伝 子 が 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 成 長 因 子 ） を コ ー ド す る と き に 特 に 適 し て い る
。 か か る 結 合 ア ッ セ イ は 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 方 法 で 行 わ れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 と 結 合 し た 抗 体 の イ ン サ イ ツ 検 出 は 、 例 え ば 、 免 疫 蛍 光 顕 微
鏡 ま た は 免 疫 電 子 顕 微 鏡 に よ り 行 わ れ 得 る 。 こ の た め 、 組 織 標 本 が 患 者 か ら 採 取 さ れ 、 標
識 さ れ た 抗 体 が 標 本 に 塗 布 さ れ る （ 好 ま し く は 、 抗 体 を 生 物 学 的 サ ン プ ル に 重 ね る こ と に
よ る ） 。 こ の 手 順 は ま た 、 試 験 組 織 中 の マ ー カ ー 遺 伝 子 産 物 の 分 布 の 決 定 も 可 能 に す る 。
イ ン サ イ ツ で の 検 出 に 広 範 囲 の 種 々 の 組 織 学 的 方 法 が 容 易 に 利 用 可 能 で あ る こ と は 、 当 業
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者 に は 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 異 な る 遺 伝 子 発 現 を 定 量 す る 最 も 高 感 度 か つ フ レ キ シ ブ ル な 定 量 方 法 の １ つ は 、 Ｒ Ｔ －
Ｐ Ｃ Ｒ で あ り 、 こ れ を 用 い て 、 異 な る サ ン プ ル 集 団 、 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 組 織 、 薬 剤 処 置
あ り ま た は な し で の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル が 比 較 さ れ 、 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン が 特 徴 決 定 さ れ 、
密 接 に 関 連 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 間 が 見 出 さ れ 、 そ し て Ｒ Ｎ Ａ 構 造 が 分 析 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 第 一 の 工 程 は 、 標 的 サ ン プ ル か ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 す る こ と で あ る 。 出 発 材 料 は 、 典 型 的
に は 、 疾 患 組 織 お よ び 対 応 す る 正 常 組 織 か ら そ れ ぞ れ 単 離 さ れ た ト ー タ ル Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。
従 っ て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 、 凍 結 し 保 存 さ れ た 、 ま た は パ ラ フ ィ ン 包 埋 し て 固 定 さ れ た
（ 例 え ば 、 ホ ル マ リ ン 固 定 ） 疾 患 組 織 の サ ン プ ル か ら 、 同 種 の 正 常 組 織 と の 比 較 の た め に
抽 出 さ れ 得 る 。 Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 物 の 調 製 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 Ausubel 
et al., Current Protocols of Molecular Biology, John Wiley and Sons（ 1997） を 含
む 、 分 子 生 物 学 の 標 準 的 教 科 書 に 記 載 さ れ て い る 。 パ ラ フ ィ ン 包 埋 か ら の Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 方 法
は 、 例 え ば 、 Rupp and Locker, Lab Invest., 56: A67（ 1987） お よ び De Andres et al.,
 BioTechniques, 18: 42044（ 1995） に 開 示 さ れ て い る 。 特 に 、 Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 は 、 Qiagen
の よ う な 市 販 の 精 製 キ ッ ト 、 緩 衝 液 セ ッ ト お よ び プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 に
従 い 行 わ れ 得 る 。 例 え ば 、 培 養 液 中 の 細 胞 由 来 の ト ー タ ル Ｒ Ｎ Ａ は 、 Qiagenの RNeasyミ ニ
カ ラ ム を 用 い て 単 離 さ れ 得 る 。 組 織 サ ン プ ル 由 来 の ト ー タ ル Ｒ Ｎ Ａ は 、 RNA Stat-60（ Tel
-Test） を 用 い て 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ は Ｐ Ｃ Ｒ の テ ン プ レ ー ト と は な ら な い の で 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 異 な る 遺 伝 子 発
現 分 析 の 第 １ の 工 程 は 、 Ｒ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト の ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ の 逆 転 写 で あ り 、 次 い で 、 Ｐ Ｃ
Ｒ 反 応 に お い て そ れ が 指 数 関 数 的 に 増 幅 さ れ る 。 通 常 用 い ら れ る ２ つ の 主 な 逆 転 写 酵 素 は
、 Avilo骨 髄 芽 球 症 ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 （ Ａ Ｍ Ｖ － Ｒ Ｔ ） お よ び Moloneyマ ウ ス 白 血 病 ウ イ
ル ス 逆 転 写 酵 素 （ Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ － Ｒ Ｔ ） で あ る 。 逆 転 写 工 程 は 、 典 型 的 に は 、 状 況 お よ び 発 現
プ ロ フ ァ イ リ ン グ 上 の 目 的 に 依 存 し て 、 特 異 的 プ ラ イ マ ー 、 ラ ン ダ ム な ６ 量 体 ま た は オ リ
ゴ -ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー を 用 い て 調 製 さ れ る 。 例 え ば 、 抽 出 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ は 、 GeneAmp Ｒ Ｎ Ａ
　 Ｐ Ｃ Ｒ キ ッ ト （ Perkin Elmer, CA, USA） を 用 い て 、 製 造 元 の 指 示 に 従 い 逆 転 写 さ れ 得
る 。 次 い で 、 誘 導 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 引 き 続 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の テ ン プ レ ー ト と し て 用 い ら
れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 工 程 は 、 種 々 の 熱 安 定 性 Ｄ Ｎ Ａ 依 存 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い 得 る 、 典 型 的 に
は 、 ５ ’ － ３ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る が ３ ’ － ５ ’ 末 端 ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 し な い
Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ が 用 い ら れ る 。 従 っ て 、 TaqMan　 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 典 型 的 に は 、 Ta
qま た は Tthポ リ メ ラ ー ゼ の ５ ’ － ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 用 い て 、 そ の 標 的 増 幅 物 と 結 合 し た
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ が 加 水 分 解 さ れ る が 、 均 等 な ５ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有
す る 任 意 の 酵 素 を 用 い る こ と も で き る 。 ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 、
Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 代 表 的 増 幅 物 （ amplicontypical） が 産 生 さ れ る 。 第 ３ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド ま た は プ ロ ー ブ は 、 ２ つ の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 間 に 位 置 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 検 出 す
る よ う 設 計 さ れ る 。 プ ロ ー ブ は 、 Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 に よ っ て 伸 長 さ れ な い
が 、 レ ポ ー タ ー 蛍 光 色 素 お よ び ク エ ン チ ャ ー 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ る 。 レ ポ ー タ ー 色 素 か ら
の 任 意 の レ ー ザ ー 励 起 放 射 は 、 ２ つ の 色 素 が プ ロ ー ブ 上 で 密 接 に 位 置 し た と き に ク エ ン チ
ン グ 色 素 に よ り 消 光 さ れ る 。 増 幅 反 応 の 間 、 Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 は 、 テ ン プ
レ ー ト 依 存 性 の 方 法 で プ ロ ー ブ を 切 断 す る 。 得 ら れ た プ ロ ー ブ フ ラ グ メ ン ト は 、 溶 液 中 で
解 離 し 、 解 離 し た レ ポ ー タ ー 色 素 か ら の シ グ ナ ル は 、 第 ２ の 蛍 光 発 光 団 の 消 光 作 用 を 有 し
な い 。 レ ポ ー タ ー 色 素 の １ つ の 分 子 は 、 合 成 し た そ れ ぞ れ の 新 し い 分 子 に 対 し て 放 出 さ れ
、 消 光 さ れ て い な い レ ポ ー タ ー 色 素 の 検 出 に よ り 、 デ ー タ の 定 量 的 解 釈 の 基 礎 が 提 供 さ れ
る 。
【 ０ １ ６ １ 】
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　 TaqMan Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ は 、 例 え ば 、 ABI PRIZM 7700（ 登 録 商 標 ） Sequence Detection Sy
stem（ 登 録 商 標 ） （ Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster City, CA, USA） ま た は L
ight Cycler（ Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany） の よ う な 市 販 の 装 置
を 用 い て 行 わ れ 得 る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 ５ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ 方 法 は 、 ABI PRIZM 
7700（ 登 録 商 標 ） Sequence Detection System（ 登 録 商 標 ） の よ う な リ ア ル タ イ ム 定 量 的
Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 を 用 い て 実 行 さ れ る 。 当 該 シ ス テ ム は 、 サ ー モ サ イ ク ラ ー 、 レ ー ザ ー 、 電 荷 結
合 素 子 （ Ｃ Ｃ Ｄ ） 、 カ メ ラ お よ び コ ン ピ ュ ー タ か ら な る 。 当 該 シ ス テ ム は 、 サ ン プ ル を 、
サ ー モ サ イ ク ラ ー 上 の ９ ６ ウ ェ ル 形 態 で 増 幅 す る 。 増 幅 の 間 、 レ ー ザ ー 誘 導 蛍 光 シ グ ナ ル
が 、 光 フ ァ イ バ ー ケ ー ブ ル に よ り ９ ６ ウ ェ ル 全 て に 集 積 さ れ 、 Ｃ Ｃ Ｄ で 検 出 さ れ る 。 当 該
シ ス テ ム は 、 装 置 を 実 行 さ せ 、 デ ー タ を 解 析 す る た め の ソ フ ト ウ ェ ア を 含 む 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ５ ’ － ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ デ ー タ は 、 最 初 は Ｃ ｔ ま た は 閾 値 サ イ ク ル と し て 現 さ れ る
。 上 記 で 考 察 さ れ た 蛍 光 値 は 、 全 サ イ ク ル で 記 録 さ れ 、 増 幅 反 応 の あ る 点 ま で 増 幅 さ れ た
産 物 の 量 を 現 す 。 統 計 的 に 有 意 で あ る と し て 蛍 光 シ グ ナ ル が 最 初 に 記 録 さ れ た 点 が 、 閾 値
サ イ ク ル （ Ｃ ｔ ） で あ る 。 Δ Ｃ ｔ 値 は 、 疾 患 組 織 中 の Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 正 常 細 胞 の そ れ と 比
較 し た 場 合 に 、 核 酸 サ ン プ ル 中 の 特 定 の 標 的 配 列 の 出 発 コ ピ ー の 相 対 数 を 定 量 的 に 測 定 す
る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 サ ン プ ル と サ ン プ ル の 変 動 の 影 響 を 最 小 化 す る た め に 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ は 、 通 常 、 内 部 標
準 を 用 い て 実 行 さ れ る 。 理 想 的 な 内 部 標 準 は 、 異 な る 組 織 間 で 一 定 の レ ベ ル で 発 現 さ れ 、
実 験 処 理 に よ る 影 響 を 受 け な い も の で あ る 。 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン を 標 準 化 す る た め に 最
も よ く 用 い ら れ る Ｒ Ｎ Ａ は 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド － ３ － リ ン 酸 デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ） お よ び β － ア ク チ ン の ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 異 な る 遺 伝 子 発 現 も ま た 、 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 を 用 い て 同 定 ま た は 確 認 さ れ 得 る 。 こ の
方 法 で は 、 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 マ イ ク ロ チ ッ プ 基 板 上 に プ レ ー ト 化 ま た は ア レ イ
化 さ れ る 。 次 い で 、 ア レ イ 化 さ れ た 配 列 を 、 目 的 の 細 胞 ま た は 組 織 由 来 の 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ プ
ロ ー ブ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 の 特 定 の 実 施 態 様 に お い て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 挿 入 物
は 、 高 密 度 ア レ イ の 基 板 上 に 付 与 さ れ る 。 好 ま し く は 、 少 な く と も １ ０ ， ０ ０ ０ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 が 基 板 上 に 付 与 さ れ る 。 １ ０ ， ０ ０ ０ 素 子 で そ れ ぞ れ マ イ ク ロ チ ッ プ 上 に 固 定 さ
れ た マ イ ク ロ ア レ イ 遺 伝 子 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
適 し て い る 。 蛍 光 標 識 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 目 的 の 組 織 か ら 抽 出 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ の 逆
転 写 に よ る 蛍 光 ヌ ク レ オ チ ド の 取 込 み に よ り 産 生 さ れ 得 る 。 チ ッ プ に 付 与 さ れ た 標 識 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 ア レ イ 上 の Ｄ Ｎ Ａ の そ れ ぞ れ の ス ポ ッ ト に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ
る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 に よ り 非 特 異 的 結 合 プ ロ ー ブ を 除 去 し た 後 、 チ ッ プ を 共 焦 点
レ ー ザ ー 顕 微 鏡 で ス キ ャ ン す る 。 そ れ ぞ れ の ア レ イ 化 エ レ メ ン ト の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の 定 量 に よ り 、 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 の 評 価 が 可 能 に な る 。 ２ 色 の 蛍 光 に よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ の
２ つ の 供 給 源 か ら 製 造 さ れ た 特 異 的 に 標 識 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ が ア レ イ に 対 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 。 こ の よ う に 、 ２ つ の 供 給 源 か ら の 転 写 に お い て 、 そ れ ぞ れ 特 定 さ れ た 遺 伝
子 に 対 応 す る 相 対 量 が 同 時 に 決 定 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ケ ー ル の 最 小 化 に
よ り 、 多 数 の 遺 伝 子 に つ い て の 発 現 パ タ ー ン の 簡 便 か つ 迅 速 な 評 価 が 得 ら れ る 。 か か る 方
法 は 、 細 胞 １ 個 あ た り 数 コ ピ ー で 発 現 さ れ る 稀 な 転 写 物 を 検 出 す る た め 、 お よ び 発 現 レ ベ
ル の 少 な く と も 約 ２ 倍 の 差 異 を 再 現 可 能 に 検 出 す る た め に 必 要 と さ れ る 感 度 を 有 す る こ と
が 示 さ れ て い る （ Schena et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93（ 20） L106-49） 。 核
酸 お よ び マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 方 法 論 は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く
知 ら れ て い る 。
　 抗 体 お よ び 方 法 の 選 択 し た 実 施 態 様 を 、 以 下 の 実 施 例 で 説 明 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
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実 施 例
　 行 っ た 実 験 お よ び 得 ら れ た 結 果 を 含 む 以 下 の 実 施 例 は 、 例 示 の み の 目 的 で 提 供 さ れ て お
り 、 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 の 実 施 態 様 を 限 定 す る も の と し て 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ １ ６ ７ 】

　 生 物 学 的 に 活 性 な Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｐ ３ ５ で あ る 、 Ｃ Ｕ Ｂ ド メ イ ン を 欠 く 、 組 換 え ヒ ト
お よ び マ ウ ス Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ を 、 LaRochelle et al., Nat Cell Biol 3: 517-521（ 2001
） に 記 載 の よ う に 製 造 し た 。 ヒ ト Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｃ を 、 同 様 の プ ロ ト コ ー ル で 製 造 し た 。 Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ Ａ お よ び Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ は 、 R&D Systems（ Minneapolis,MN） か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】

　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ ア プ タ マ ー （ Ｎ Ｘ １ ９ ７ ５ ） の 合 成 お よ び 特 徴 決 定 は 、 Green et al., Bi
ochemistry 35: 14413-14424（ 1996） に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 オ リ ジ ナ ル の Ｄ Ｎ Ａ ア プ
タ マ ー の 修 飾 は 、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド を ２ － フ ル オ ロ ピ リ ミ ジ ン お よ び ２ ’ － Ｏ － メ チ ル
プ リ ン で 置 換 し 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 を 改 善 す る こ と 、 な ら び に ア プ タ マ ー を ４ ０ ｋ Ｄ ａ
の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） と 結 合 さ せ て イ ン ビ ボ で の 血 漿 残 存 時 間 を 延 長 さ せ
る こ と を 含 む 。 Floege et al., Am J Pathol 154: 169-179（ 1999） 。
【 ０ １ ６ ９ 】

　 完 全 ヒ ト 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 Yang et al., J. Leukoc. Biol. 66
: 401-410（ 1999） に 記 載 の 方 法 を 以 下 の よ う に 変 更 し て 産 生 し た 。 簡 潔 に い う と 、 ヒ ト
Ｉ ｇ Ｇ ２ を 有 す る XenoMouse（ 登 録 商 標 ） 系 （ ８ ～ １ ０ 週 齢 ） に 、 週 に ２ 回 、 完 全 フ ロ イ
ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 の Ｖ ５ － 標 識 溶 解 性 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ （ LaRochelle et al.,Nat Cell B
iol 3: 517-521（ 2001） ） 　 １ ０ μ gを 足 蹠 に 注 射 し て 免 疫 し た 。 Yang et al. supraを 参
照 。 電 気 的 細 胞 融 合 を 用 い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 製 造 し た 。 完 全 ヒ ト ア イ ソ タ イ プ と 一 致
し た Ｐ Ｋ １ ６ ． ３ を 、 負 の 対 照 と し て 用 い た 。  
【 ０ １ ７ ０ 】

　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ の な か で も 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 対 す る 完 全 ヒ ト 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６
． ４ の 特 異 性 を 、 固 相 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 お よ び Ｎ Ｉ Ｈ 　 ３ Ｔ ３ 　 Ｂ
ｒ ｄ Ｕ 取 込 分 析 に よ り 特 徴 決 定 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】

　 完 全 ヒ ト 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 特 異 性 を 、 固 相 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 特 徴 決 定 し た 。 簡 潔 に 言
う と 、 Corning９ ６ ウ ェ ル 平 底 高 タ ン パ ク 質 結 合 ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ Ａ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｃ ま た は Ｐ Ｄ Ｇ
Ｆ － Ｄ Ｄ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 プ レ ー ト を 、 ア ッ セ イ 希 釈 剤 （ Pharmingen, San Dieg
o, CA） で １ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 次 い で 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ ま た は
対 照 ｍ Ａ ｂ 　 Ｐ Ｋ １ ６ ． ３ を 添 加 し 、 示 し た 濃 度 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 第 １ の ｍ
Ａ ｂ 結 合 を 、 Ｔ Ｍ Ｂ 試 薬 （ Pharmingen, San Diego, CA） を 用 い て 、 ２ 次 抗 体 に 結 合 し た
抗 ヒ ト 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 用 い て 検 出 し た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 ４
５ ０ ｎ ｍ に て Kinetic Microplate Reader（ Molecular Devices, Sunnyvale, CA） を 用 い
て 読 み 取 っ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 図 １ に 示 す よ う に 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ を 認 識 し た
が 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ Ａ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ 、 ま た は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｃ は 認 識 し な か っ た 。 対 照 ｍ
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実 施 例 ２
Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ に 対 す る ア プ タ マ ー ベ ー ス の ア ン タ ゴ ニ ス ト

実 施 例 ３
抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体

実 施 例 ４
完 全 ヒ ト 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ Ｂ 　 ６ ． ４ の 特 徴 決 定

固 相 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ



Ａ ｂ 　 Ｐ Ｋ １ ６ ． ３ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 認 識 し な か っ た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 結 果 を 確 認 す る た
め 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 も 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 さ ら に 、 Corning９ ６ ウ ェ ル 平 底 高 タ ン パ ク 質 結 合 ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト を 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 　 ヒ ト ま た は マ ウ ス Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ を 用 い て 一 晩 コ ー テ ィ ン グ
す る こ と に よ り 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 固 相 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 っ た 。 プ レ ー ト を 、 ア ッ セ イ 希 釈 剤 （ Phar
mingen, San Diego, CA） で １ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 次 い で 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ
ｂ 　 ６ ． ４ を 添 加 し 、 示 し た 濃 度 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 第 １ の ｍ Ａ ｂ 結 合 を 、 Ｔ
Ｍ Ｂ 試 薬 （ Pharmingen） を 用 い て 、 二 次 抗 体 に 結 合 し た 抗 ヒ ト 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ を 用 い て 検 出 し た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 ４ ５ ０ ｎ ｍ で Kinetic Microplate R
eader（ Molecular Devices, Menlo Park, CA） を 用 い て 読 み 取 っ た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 図 ２ に 示 す よ う に 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ 抗 体 は ヒ ト お よ び マ ウ ス Ｐ Ｄ Ｇ
Ｆ － Ｄ Ｄ の 両 方 を 認 識 す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】

　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 用 に 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ Ａ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｃ 、 お
よ び Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ （ ２ ５ ０ μ ｇ ） を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ サ ン プ ル 緩 衝 液 中 で 希 釈 し 、 沸 騰
さ せ 、 １ ６ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い る Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 電 気 泳 動 に
供 し た 。 タ ン パ ク 質 を Hybond-Pメ ン ブ レ ン （ Amersham, Piscataway, NJ） に 移 し 、 フ ィ ル
タ ー を Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ ま た は 対 照 ｍ Ａ ｂ 　 Ｐ Ｋ １ ６ ． ３ （ ０ ． ８ ５ μ ｇ
／ ｍ ｌ ） で １ ２ 時 間 プ ロ ー ブ 結 合 さ せ た 。 洗 浄 後 、 フ ィ ル タ ー を 、 抗 ヒ ト 西 洋 ワ サ ビ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 二 次 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 バ ン ド を 、 増 強 し た 化 学 発 光
に よ り 視 覚 化 し た （ Amersham, Piscataway, NJ） 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 図 ３ は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ が Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 、 ｐ ３ ５ を 免 疫 ブ ロ ッ ト
し た が 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ Ａ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ 、 ま た は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｃ は 免 疫 ブ ロ ッ ト し な か
っ た こ と を 示 し て い る 。 対 照 ｍ Ａ ｂ 　 Ｐ Ｋ １ ６ ． ３ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ を 認 識 し な か っ た 。 BIAC
orの 動 力 学 的 測 定 を 用 い て 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 ６ ． ４ の ヒ ト Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と の 親 和
性 が １ ７ ０ Ｐ Ｍ で あ り 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ が マ ウ ス Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 対
し て 少 な く と も ２ ０ 倍 少 な い 親 和 性 を 示 す （ デ ー タ は 示 し て い な い ） こ と を 決 定 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】

　 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 誘 導 性 細 胞 分 裂 活 性 を 中 和 す る 能
力 を 試 験 す る た め 、 Ｎ Ｉ Ｈ 　 ３ Ｔ ３ 　 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み ア ッ セ イ を 用 い た 。 Ｎ Ｉ Ｈ 　 ３ Ｔ ３
中 和 ア ッ セ イ は 、 LaRochelle et al.,Nat Cell Biol 3: 517-521（ 2001） に 記 載 の 方 法 を
以 下 の よ う に 変 更 し て 行 っ た 。 簡 潔 に い う と 、 Ｎ Ｉ Ｈ 　 ３ Ｔ ３ 細 胞 を 、 ２ ４ 時 間 血 清 枯 渇
状 態 に お き 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 示 し た 濃 度 で 添 加 し た 。 次 い で 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ を １
８ 時 間 後 に １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ で 添 加 し た 。 １ ８ 時 間 後 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ を ５ 時 間 に わ た っ て 添 加
し 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ ア ッ セ イ を 、 製 造 元 （ Roche） の 指 示 に 従 い 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 図 ４ に 示 す よ う に 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 誘 導 性 Ｂ ｒ
ｄ Ｕ 取 込 み を 、 約 ７ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｉ Ｃ ５ ０ で 中 和 し た 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 誘 導 性 Ｂ ｒ ｄ Ｕ
取 込 み は 、 試 験 し た 最 高 濃 度 （ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 デ ー タ は 示 し て い な い ） で 影 響 を 受 け な か
っ た 。 対 照 ｍ Ａ ｂ 　 Ｐ Ｋ １ ６ ． ３ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 誘 導 性 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 り 込 み に 影 響 し な
か っ た 。 こ れ ら の 結 果 を 総 合 し て 考 え る と 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ が 、 Ｐ Ｄ
Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 対 し て 高 度 に 特 異 的 で あ る が 、 他 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー は 認 識 せ ず
、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 誘 導 性 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 り 込 み を 強 く 中 和 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
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Ｎ Ｉ Ｈ 　 ３ Ｔ ３ 　 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み ア ッ セ イ

実 施 例 ５



　 イ ン ビ ト ロ で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 に 対 す る 作 用 を 研 究 す る た め 、
ラ ッ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 を 培 地 中 で 樹 立 し 、 特 徴 決 定 し 、 上 述 の よ う に 維 持 し た 。 Radeke
 et al.,J Inzmunol 153 : 1281-1292,（ 1994） を 参 照 。 簡 潔 に 言 う と 、 ラ ッ ト メ サ ン ギ
ウ ム 細 胞 を ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト （ Nunc, Wiesbaden, Germany） に 播 種 し 、 密 集 さ せ て 、 サ
ブ コ ン フ ル エ ン ト ま で 増 殖 さ せ 、 １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ に て ４
８ 時 間 増 殖 を 停 止 さ せ た 。 ４ ８ 時 間 後 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ （ １ ０ ～ ２ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） お よ
び Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ （ ｌ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） と 共 に 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ 鎖 ア プ
タ マ ー （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） ま た は 配 列 ス ク ラ ン ブ ル し た ア プ タ マ ー （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ
） を 添 加 し 、 細 胞 を ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み に よ り
決 定 し 、 製 造 元 の 指 示 に 従 い 、 熱 量 測 定 細 胞 増 殖 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ Roche, Mannheim, Germany
） に よ り 測 定 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 増 殖 を 停 止 さ せ た 培 養 ラ ッ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン は 、 増 殖 に お け る 用 量 依 存 性 を も た ら し た （ 図 ５ ） 。 デ ー タ は 、 ４ つ の 独 立 実 験 の 平 均
± 標 準 偏 差 で あ る 。 統 計 上 の 有 意 性 （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ と 定 義 し た ） を 、 Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ お よ び Bo
nferroni　 ｔ 検 定 を 用 い て 評 価 し た 。 ア ス タ リ ス ク は 、 非 刺 激 対 照 に 対 す る ｐ ＜ ０ ． ０ ５
を 示 す 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 細 胞 分 裂 誘 導 性 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 活 性 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ へ の 非 依 存 性 を 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と
同 時 に 、 細 胞 を ア ン タ ゴ ニ ス ト Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ ア プ タ マ ー ま た は 配 列 ス ク ラ ン ブ ル 対 照 ア プ
タ マ ー と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 示 し た 。 ア プ タ マ ー は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ 誘 導
性 増 殖 を ブ ロ ッ ク し た が 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 細 胞 分 裂 誘 導 性 の 可 能 性 に は 影 響 を 及 ぼ さ な
か っ た （ 図 ５ ） 。 同 様 の デ ー タ （ 示 し て い な い ） が 、 ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 を 用 い て 得 ら
れ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】

　 ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 を 血 清 枯 渇 状 態 に お き 、 以 下 の １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 ２ ５ ０ ｎ ｇ ／
ｍ Ｌ 、 １ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の 濃 度 で Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ ま た は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ と 共 に Ｂ ｒ ｄ Ｕ で 一 晩
処 理 し た 。 比 較 の た め 、 他 の 間 葉 系 細 胞 、 例 え ば 、 Ｎ Ｉ Ｈ 　 ３ Ｔ ３ 線 維 芽 細 胞 、 Ｃ Ｃ Ｄ 　
１ ０ ７ ０ 包 皮 線 維 芽 細 胞 、 お よ び 初 代 平 滑 筋 細 胞 を 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ お よ び 完 全 な 血 清 で 処 理 し
た 。 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み を 、 抗 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 抗 体 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い る ア ッ セ イ に よ り 検 出 し た 。 図
６ が 示 す よ う に 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ は 、 ｌ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ よ り 高 い 濃 度 で 初 期 ヒ ト メ サ ン ギ
ウ ム 細 胞 の 増 殖 を 誘 発 す る 。 図 ６ は さ ら に 、 ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に お け る Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込
み の 同 様 の 誘 導 に 必 要 と さ れ る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ お よ び Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ の 濃 度 に 、 １ ０ 倍 の
差 を 見 出 し た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ８ ３ 】

　 腎 炎 血 清 に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ レ ベ ル を 定 量 す る た め に 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
を 開 発 し た 。 サ ン ド ウ ィ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 用 い た ２ つ の 完 全 ヒ ト ｍ Ａ ｂ （ 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ
Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 １ ． ６ お よ び １ ． １ ７ ） は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 分 子 に 対 す る 異 な る エ ピ ト ー プ
を 認 識 し た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 １ ． ６ を 捕 獲 抗 体 と
し て 用 い 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 １ ． １ ７ を 検 出 抗 体 と し て 用 い た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 以 下 の よ う に 行 っ た 。 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 の コ ー テ ィ ン グ 緩 衝 液 （ ０ ． １
Ｍ 　 Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ ３ 、 ｐ Ｈ ９ ． ６ ） 中 の 捕 獲 抗 体 （ 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 １ ． ６ ） 　

10

20

30

40

50

(41) JP 2006-511471 A 2006.4.6

イ ン ビ ト ロ で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 に 対 す る 作 用
メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 培 養 実 験

実 施 例 ６
Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ お よ び 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 （ Ｈ Ｍ Ｃ ） に 対 す る
作 用

実 施 例 ７
腎 炎 の 血 清 に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ レ ベ ル



５ ０ μ lを 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト （ Fisher） に コ ー ト し た 。 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し た 後 、 プ レ ー ト を 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 、 ０ ． ５ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． １ ％ 　
Tween２ ０ 、 ０ ． ０ １ ％ 　 Thimerosal） ２ ０ ０ μ ｌ で １ 時 間 、 ２ ５ ℃ に て 処 理 し た 。 Ｐ Ｂ
Ｓ 中 の ０ ． ０ ５ ％ 　 Tween２ ０ （ 洗 浄 緩 衝 液 、 Ｗ Ｂ ） を 用 い て 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し た （ ３
回 ） 。 正 常 血 清 ま た は 患 者 血 清 （ Clinomics, Bioreclamation, Cooperative Human Tissu
e Network） を 、 ヒ ト 血 清 を ５ ０ ％ 含 む ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 で 希 釈 し た 。 プ レ ー ト を 血 清
サ ン プ ル と 共 に ４ ℃ に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 Ｗ Ｂ で 洗 浄 し 、 次 い で １ ０ ０ μ １ ／
ウ ェ ル の ビ オ チ ン ル 化 検 出 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 １ ． １ ７ で １ 時 間 、 ２ ５ ℃ に て イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 プ レ ー ト を Ｈ Ｒ Ｐ － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 共 に １ ５ 分 間 、 イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 上 述 の よ う に 洗 浄 し 、 次 い で 、 発 色 の た め １ ０ ０ μ １ ／ ウ ェ ル の Ｈ ２ Ｏ

２ 中 の Ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ Sigma開 発 中 溶 液 ） で 処 理 し た 。 反 応 を ２ Ｍ 　 Ｈ ２ Ｓ Ｏ

４ で 停 止 さ せ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て ４ ９ ２ ｎ ｍ で 分 析 し た 。 血 清 サ ン プ
ル 中 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 濃 度 を 、 ４ つ の パ ラ メ ー タ 曲 線 フ ィ ッ テ ィ ン グ プ ロ グ ラ ム を 用 い
て Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 標 準 曲 線 と 比 較 す る こ と に よ り 計 算 し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】

　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ が 腎 炎 に 関 与 す る か ど う か を 決 定 す る た め 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 を 有 す る 種 々
の 型 の 腎 炎 患 者 由 来 の 血 清 レ ベ ル を 調 べ た 。 血 清 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 濃 度 を 、 上 述 の 定 量 的 Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ サ ン ド ウ ィ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て 評 価 し た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ
に 特 異 的 で あ り 、 ４ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 感 度 を 有 し て い た 。 図 ７ は 、 研 究 結 果 を 概 要 す る 。 黒 丸
は 、 個 々 の 臨 床 血 清 サ ン プ ル の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 濃 度 を 示 す 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 血 清 濃 度 を 、
患 者 の 疾 患 指 標 に 従 い グ ル ー プ 化 し た 。 所 定 の 臨 床 指 標 を 有 す る 患 者 の 数 （ ｎ ） を 、 平 均
Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 濃 度 （ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） と と も に 提 供 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 図 ７ に 示 す よ う に 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ は 、 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 患 者 由 来 の １ ０ 個 の 血 清 サ ン プ ル
の う ち ８ 個 で 、 正 常 血 清 （ ｎ ＝ ５ ０ ） の と 比 較 し て ６ ％ 上 昇 し た （ 平 均 ＝ １ １ ． ４ ｎ ｇ ／
ｍ ｌ 、 ｐ ＜ ． ０ ０ １ ） 。 Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 患 者 に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 平 均 血 清 レ ベ ル は 、
正 常 個 体 の 濃 度 が ４ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 未 満 で あ る の に 対 し 、 約 ４ ～ ２ ４ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 に あ っ
た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ が Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 の 患 者 の 血 清 中 で 増 加 し 、 そ し て
こ れ が Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ が Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 に 関 連 す る 腎 臓 疾 患 ／ 腎 不 全 の 発 症 を 遅 ら せ る た め
の 標 的 で あ り 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 腎 炎 患 者 の 血 清 で は 、 正 常 個 体
の 血 清 と 比 較 し て 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ レ ベ ル が ４ ～ ７ 倍 増 加 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】

　 正 常 ラ ッ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 を 、 抗 Ｔ ｈ ｙ － １ 誘 導 性 腎 炎 を 有 す る ラ ッ ト の メ サ ン ギ ウ
ム 細 胞 と 比 較 し た 。 Wistarラ ッ ト は 、 Charles River社 か ら 入 手 し た 。 免 疫 組 織 化 学 染 色
を 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 血 清 を 用 い て 行 い 、 次 い で 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 結 合 し
た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 抗 体 を 用 い て 検 出 し た 。 簡 潔 に 言 う と 、 組 織 を 従 来 の 技 術 に よ り パ ラ フ ィ
ン 除 去 し 、 ト リ プ シ ン （ ０ ． １ ５ ％ ） で ３ ７ ℃ に て １ ０ 分 間 処 理 し た 。 １ 次 抗 体 お よ び 抗
ウ サ ギ Ｈ Ｒ Ｐ 結 合 体 と 、 そ れ ぞ れ １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ
ン （ Ｄ Ａ Ｂ ） 溶 液 を 切 片 に 添 加 し 、 免 疫 活 性 を 視 覚 化 し た 。 図 ８ に 示 す よ う に 、 免 疫 組 織
化 学 分 析 に よ り 、 抗 Ｔ ｈ ｙ － １ 誘 導 性 腎 炎 ラ ッ ト で は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ レ ベ ル が 上 昇 す
る こ と が 明 ら か と な っ た 。 メ サ ン ギ ウ ム 、 尿 細 管 お よ び 周 辺 脈 管 構 造 を 示 す 。 メ サ ン ギ ウ
ム 細 胞 は 、 周 皮 細 胞 お よ び 腎 尿 細 管 を 含 ん で い る 。 白 色 お よ び 灰 色 の 矢 印 は 、 そ れ ぞ れ 毛
細 管 お よ び 尿 細 管 染 色 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ８ 】

　 ラ ッ ト に お い て 、 完 全 ヒ ト ｍ Ａ ｂ 動 態 学 の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 雄 性 Wistarラ ッ
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腎 炎 を 有 す る Ｉ Ｉ 型 糖 尿 病 患 者 に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 血 清 レ ベ ル

実 施 例 ８
ラ ッ ト メ サ ン ギ ウ ム の 免 疫 組 織 化 学 分 析

実 施 例 ９
完 全 ヒ ト 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の シ ミ ュ レ ー ト し た 薬 物 動 態 学



ト に 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ を 、 ３ 日 目 お よ び ５ 日 目 に そ れ ぞ れ ｌ ０ ｍ ｇ ／
ｋ ｇ お よ び ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ で 投 与 し た 。 血 清 を 回 収 し 、 ヒ ト 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ レ ベ
ル を 、 ヒ ト 特 異 的 Ｉ ｇ Ｇ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 定 量 し た 。 図 ９ に 示 す よ う に 、 単 回 投 与 後 で さ え
も 、 ４ 日 間 予 想 さ れ た 大 き な ピ ー ク か ら ト ラ フ へ の 変 動 は 生 じ 無 か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ
は 、 ラ ッ ト に お け る ヒ ト 抗 体 の ク リ ア ラ ン ス の ｐ Ｋ シ ミ ュ レ ー シ ョ ン モ デ ル と 好 適 に 関 連
し 、 多 く の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ は 、 一 旦 投 与 さ れ る と 循 環 し 続 け る こ と を
示 し て い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 抗 体 ク リ ア ラ ン ス 速 度 を 分 析 す る た め の さ ら な る 実 験 に お い て 、 ４ ９ 匹 の ラ ッ ト を 以 下
の 種 々 の レ ベ ル の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 、 対 照 抗 体 ま た は Ｐ Ｂ Ｓ で 処 置 し た 。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ０ 】
　 以 下 の 「 循 環 抗 体 」 に つ て の 表 に お い て 、 左 の 列 は ４ ９ 匹 の 動 物 に つ い て の ５ 日 目 の 結
果 を 、 右 の 列 は 、 対 応 す る 動 物 の ８ 日 目 の 結 果 を 示 す 。

【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ １ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ２ 】
　 上 述 の よ う に 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ は 、 薬 物 動 態 学 モ デ ル に お い て 計 算
し た よ う に 、 予 測 循 環 半 減 期 を 示 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】

　 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 に お け る 糸 球 体 で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 発 現 の 動 態 学 を 研 究 す る た め 、
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実 施 例 １ ０
メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 に お け る 糸 球 体 中 で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 発 現



体 重 １ ８ ０ ｇ の 雄 性 Wistarラ ッ ト （ Charles River, Sulzfeld, Germany） に １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 抗 体 （ Clone OX-7; European Collection of Animal Ce
ll Cultures, Salisbury, England） を 注 射 す る こ と に よ り 、 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ メ サ ン ギ ウ
ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 を 誘 導 し た 。 ４ ５ 匹 の ラ ッ ト に 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 抗 体 を 投 与 し 、 抗 体 注
射 の ４ 時 間 後 、 １ 、 ２ 、 ４ 、 ７ 、 ９ 、 １ ４ 、 ２ １ お よ び ２ ８ 日 の 時 点 で 屠 殺 し た （ そ れ ぞ
れ ５ 匹 ず つ ） 。 屠 殺 後 、 腎 組 織 お よ び 単 離 し た 糸 球 体 を 得 た 。 糸 球 体 の 単 離 は 、 異 な る ふ
る い わ け に よ り 行 っ た 。 Johnson et al., J Clin Invest 87: 847-858（ 1991） 参 照 。 全
て の 糸 球 体 単 離 物 を 顕 微 鏡 で チ ェ ッ ク し た と こ ろ 、 ９ ８ ％ よ り 高 い 純 度 を 示 し た 。 さ ら に
、 副 腎 組 織 を 得 た 。
【 ０ １ ９ ４ 】

　 Ｒ Ｎ Ａ を 糸 球 体 か ら 単 離 し 、 発 現 を リ ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ で 測 定 し た 。 簡 潔 に 言 う
と 、 単 離 し た ラ ッ ト 糸 球 体 お よ び 副 腎 か ら 、 標 準 的 手 法 を 用 い て 、 グ ア ニ ジ ウ ム イ ソ チ オ
シ ア ネ ー ト ／ フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 法 に よ り 、 ト ー タ ル Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 Chomczyn
ski et al., Anal Biochem 162: 156-159（ 1987） 参 照 。 得 ら れ た サ ン プ ル の Ｒ Ｎ Ａ 含 有
量 お よ び 純 度 を 、 Ｕ Ｖ 分 光 測 定 法 に よ り 、 ２ ６ ０ お よ び ２ ８ ０ ｎ ｍ で 決 定 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 は 、 ト ー タ ル Ｒ Ｎ Ａ 　 １ μ ｇ 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー （ ６ ｎ ｔ 、 ２ ５ ０ ｎ ｇ
／ μ ｌ 、 Roche） ｌ μ ｌ 、 Ｍ － Ｍ Ｌ Ｖ 逆 転 写 酵 素 緩 衝 液 （ Invitrogen, Groningen, The Ne
therlands） ６ μ １ 、 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 （ そ れ ぞ れ ｌ ０ ｍ Ｍ 、 Amersham Pharmacia Biotech,
 Freiburg, Germany） １ ． ５ μ ｌ 、 RNase阻 害 剤 （ ４ ０ Ｕ ／ μ ｌ 、 Promega, Mannheim, Ge
rmany） ０ ． ７ μ ｌ 、 Ｍ － Ｍ Ｌ Ｖ 逆 転 写 酵 素 （ ２ ０ ０ Ｕ ／ μ １ 、 Invitrogen） １ μ ｌ 、 お
よ び Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ 処 理 Ｈ ２ ０ を 含 む 、 反 応 混 合 物 　 ３ ０ μ ｌ に て 行 っ た 。 こ の 混 合 物 を 、 ２ ５
℃ で １ ０ 分 間 、 次 い で ４ ２ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 リ ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ を 、 ABI prism 7700配 列 検 出 装 置 （ Applied Biosystems, We
iterstadt, Germany） を 用 い て 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の 反 応 に お い て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 ０ ． ７ ５ μ
１ 、 お よ び PCR Master Mix（ ROX Reference Dyeを 用 い る Platinum Quantitative PCR Sup
erMix-UDG； Invitrogen） １ ２ ． ５ μ １ を 、 計 ２ ５ μ ｌ の 体 積 で 用 い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は 、
５ ０ ℃ で ２ 分 、 次 い で ９ ５ ℃ で １ ５ 秒 を ４ ０ サ イ ク ル 、 そ し て ６ ０ ℃ で １ 分 で あ っ た 。 Ta
qmanプ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ を 、 Primer Express ソ フ ト ウ ェ ア （ Applied Biosystems
） を 用 い 、 Genbankデ ー タ ベ ー ス の 配 列 か ら 設 計 し た 。 本 研 究 で 用 い た プ ラ イ マ ー お よ び
プ ロ ー ブ を 、 以 下 の 表 ３ に 列 挙 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ８ 】

　 ラ ッ ト に メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 を 誘 導 し た 後 、 糸 球 体 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は 、 当 初 は 、 疾 患 誘 導 ４ 時 間 後 に ３ ６ ％ 減 少 し た が 、 次 い で 、 ４ 日 ～ ９ 日
目 に 、 非 腎 炎 ラ ッ ト と 比 較 し て ２ ． ４ ～ ２ ． ９ 倍 増 加 し た （ 図 １ ０ ） 。 こ の 後 者 の ピ ー ク
は 、 糸 球 体 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の そ れ と 平 行 し 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 最 大
発 現 後 に 若 干 遅 れ て 生 じ た （ 図 １ ０ ） 。 こ れ ら の ３ つ の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ア イ ソ フ ォ ー ム と は 対 照
的 に 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｃ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 の 最 初 の ２ ８ 日 間 に は ア ッ プ レ ギ
ュ レ ー ト さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 腎 臓 に
特 異 的 で あ る か ど う か を 評 価 す る た め に 、 副 腎 で の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル も ま た 調 査 し た 。 な ぜ
な ら 、 副 腎 は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ の 重 要 な 供 給 源 で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る か ら で あ る 。 LaRo
chelle et al., Nat Cell Biol 3： 517-521（ 2001） 参 照 。 糸 球 体 と は 対 照 的 に 、 抗 Ｔ ｈ
ｙ １ ． １ 腎 炎 の 最 初 の ２ ８ 日 間 に お い て 、 副 腎 で は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 レ ベ ル
の 有 意 な 変 化 は 観 察 さ れ な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 こ の 後 者 の 知 見 に も か か わ
ら ず 、 正 常 動 物 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 レ ベ ル が 常 に 検 出 限 界 未 満 （ ＜ ０ ． ０ ２ ｎ ｇ
／ ｍ ｌ 、 ｎ ＝ ５ ） で あ っ た の に 対 し 、 疾 患 誘 導 ８ 日 後 の 腎 炎 ラ ッ ト の 血 清 中 で は 、 当 該 タ
ン パ ク 質 レ ベ ル の 劇 的 な ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン （ ２ ７ ． ７ ± １ ４ ． ５ ｎ ｇ 　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ －
Ｄ ／ ｍ ｌ 、 ｎ ＝ ９ ） を 検 出 し た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】

　 正 常 ラ ッ ト 腎 臓 に お け る 免 疫 組 織 化 学 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 発 現 は 、 動 脈 お よ び 細 動 脈 の 血 管
平 滑 筋 細 胞 に 限 ら れ る が 、 糸 球 体 で は 免 疫 反 応 は 見 ら れ な か っ た （ 図 １ １ （ Ａ ） ） 。 拡 張
し た メ サ ン ギ ウ ム に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 顕 著 な 糸 球 体 過 剰 発 現 は 、 疾 患 誘 導 の ７ 日 後
に は 存 在 し た （ 図 １ １ （ Ｂ ） ） が 、 残 り の 腎 臓 の 染 色 パ タ ー ン に は 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た
。 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 を 等 濃 度 の 対 照 Ｉ ｇ Ｇ と 置 き 換 え た 場 合 、 糸 球 体 染 色 は 存 在 し な
か っ た （ 図 １ １ （ Ｃ ） ） 。
【 ０ ２ ０ １ 】
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実 施 例 １ １
Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ の 相 互 作 用



　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ お よ び Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 両 方 が 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 に お い て 過 剰 産 生 さ
れ （ 図 １ ０ お よ び １ １ ） 、 か つ い ず れ か の 拮 抗 作 用 が メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 変 化 の 減 少 を も
た ら す と 仮 定 し た 場 合 の 、 ２ つ の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ア イ ソ フ ォ ー ム の 可 能 性 の あ る 相 互 作 用 を 評 価
し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ と の 拮 抗 作 用 は 、 疾 患 の ８ 日 目 に
お い て 、 糸 球 体 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ お よ び Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル に 対 す る 有 意 な 影 響 を
も た ら さ な か っ た （ 表 １ １ ） 。 ま た 、 こ の モ デ ル に お け る 、 特 異 的 ア プ タ マ ー に よ る Ｐ Ｄ
Ｇ Ｆ － Ｂ の 拮 抗 作 用 は 、 ８ 日 目 に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 糸 球 体 発 現 に 何 ら 違 い
を も た ら さ な か っ た （ Ｐ Ｅ Ｇ ４ ０ 対 照 群 で ３ ． １ ０ ± １ ． ３ ０ 増 加 し た の に 対 し 、 ア プ タ
マ ー 群 に お け る 非 腎 炎 ラ ッ ト に つ い て は ３ ． １ ８ ± ０ ． ５ ８ 増 加 し た （ そ れ ぞ れ ｎ ＝ ５ ）
） 。 し か し な が ら 、 後 者 の 実 験 に お け る 糸 球 体 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ
－ Ｂ 拮 抗 作 用 に よ り わ ず か に 誘 導 さ れ た （ 正 常 ラ ッ ト に お け る 発 現 と 比 較 し て 、 Ｐ Ｅ Ｇ ４
０ 対 照 群 で は 発 現 が ２ ． ５ ２ ± ０ ． ６ ４ で あ る の に 対 し 、 ア プ タ マ ー 群 で は 発 現 が ３ ． ３
１ ± １ ． １ （ そ れ ぞ れ ｎ ＝ ５ ） で あ っ た ） 。 測 定 を そ れ ぞ れ の サ ン プ ル に つ い て ２ 回 行 っ
た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】

　 イ ン ビ ボ で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 拮 抗 作 用 の 効 果 を 研 究 す る た め 、 ラ ッ ト を 、 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ．
１ 腎 炎 の 誘 導 の ３ 日 お よ び ５ 日 後 に 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 　 ６ ． ４ 、 対 照 Ｉ ｇ Ｇ 　 Ｐ Ｋ
１ ６ ． ３ ま た は Ｐ Ｂ Ｓ で 処 置 し た 。 処 置 は 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ ／ １ ０ ０ ｍ Ｍ 　
Ｎ ａ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 　 ８ ０ ０ μ ｌ に 溶 解 し た 、 抗 体 の 腹 腔 内 注 射 か ら な る も の で あ っ
た 。 処 置 の タ イ ミ ン グ を 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 の 開 始 後 約 １ 日 目 か ら ピ ー ク （ Ｏ Ｘ － ７
－ 誘 導 性 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 モ デ ル で は 、 疾 患 誘 導 の ５ 日 と ８ 日 と の 間 で 生 じ る ） ま で ラ
ッ ト を 処 置 す る よ う に 選 択 し た 。 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の ３ つ の 異 な る 用 量 の イ ン ビ ボ 効
果 を 研 究 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ よ り 高 い 血 清 レ ベ ル ま た は イ ン ビ ト ロ で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 最 大 阻 害 の
２ 分 の １ を 生 じ る と い う 計 算 に 基 づ き 、 体 重 １ ｋ ｇ あ た り ｌ ０ ｍ ｇ （ ３ 日 目 ） お よ び ４ ｍ
ｇ （ ５ 日 目 ） の 平 均 用 量 の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ を 選 択 し た 。 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ －
Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ ま た は 無 関 係 な 対 照 Ｉ ｇ Ｇ ２ 　 Ｐ Ｋ １ ６ ． ３ と 関 係 す る レ ベ ル の 達
成 を 確 認 す る た め 、 ５ 日 目 お よ び 第 ８ 日 目 に お い て 、 疾 患 群 １ ～ ４ に お け る ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ２
血 清 レ ベ ル を 測 定 し た 。 ５ 日 目 に ３ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 未 満 の レ ベ ル を 示 す 動 物 を 分 析 か ら 除 い
た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 上 記 と 共 に 、 抗 体 で 処 置 し た 群 に お け る 十 分 な ヒ ト 血 清 Ｉ ｇ Ｇ ２ を 有 す る ７ つ の 群 の ラ
ッ ト を 研 究 し た ： （ １ ） ３ 日 目 に ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 、 そ し て ５ 日 目 に ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 に
て 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ を 投 与 し た ７ 匹 の 腎 炎 ラ ッ ト ； （ ２ ） ３ 日 目 に ｌ ０
ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 、 そ し て ５ 日 目 に ４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 に て 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ．
４ 投 与 し た ７ 匹 の 腎 炎 ラ ッ ト ； （ ３ ） ３ 日 目 に ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 、 そ し て ５ 日 目 に ８ ｍ
ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 に て 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ を 投 与 し た ８ 匹 の 腎 炎 ラ ッ ト ； （ ４
） ３ 日 目 に ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 、 そ し て ５ 日 目 に ８ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 に て 無 関 係 な 対 照 Ｉ ｇ
Ｇ を 投 与 し た ８ 匹 の 腎 炎 ラ ッ ト ； （ ５ ） 等 量 の Ｐ Ｂ Ｓ の み を 注 射 し た ９ 匹 の 腎 炎 ラ ッ ト ；
（ ６ ） ３ 日 目 に ｌ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 、 そ し て ５ 日 目 に ４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 に て 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ －
Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ を 投 与 し た ５ 匹 の 非 腎 炎 正 常 ラ ッ ト ； な ら び に （ ７ ） 等 量 の 無 関 係
な 対 照 Ｉ ｇ Ｇ を 投 与 し た ５ 匹 の 非 腎 炎 正 常 ラ ッ ト 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 群 １ ～ ５ の そ れ ぞ れ か ら ４ 匹 の ラ ン ダ ム に 選 択 し た ラ ッ ト に お い て 、 ５ 日 目 に 、 Floege
 et al., Am J Pathol 154 : 169-179（ 1999） に 記 載 の 生 体 内 バ イ オ プ シ ー に よ り 、 組 織
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実 施 例 １ ２
イ ン ビ ボ で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 拮 抗 作 用



学 的 評 価 の た め の 腎 バ イ オ プ シ ー を 得 た 。 全 て の ラ ッ ト に お い て 、 疾 患 誘 導 ８ 日 後 に 、 死
後 バ イ オ プ シ ー を 得 た 。 次 い で 、 全 て の 群 の ２ ま た は ３ 匹 の ラ ッ ト の 残 り の 皮 質 組 織 を プ
ー ル し 、 糸 球 体 の 単 離 に 用 い た （ 上 記 を 参 照 さ れ た い ） 。 疾 患 誘 導 ７ 日 後 に 、 尿 を 回 収 し
た 。 ８ 日 目 、 屠 殺 の ４ 時 間 前 に チ ミ ジ ン 類 似 体 ５ － ブ ロ モ － ２ ’ － デ オ キ シ ウ リ ジ ン （ Br
dU; Sigma, Deisenhofen, Germany;l00 mg/kg体 重 ） を 腹 腔 内 注 射 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】

　 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 抗 体 の 注 射 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ 処 置 し た 動 物 は 、 腎 炎 の 代 表 的 な 過 程 を 発 症 し 、
こ れ は 初 期 の メ サ ン ギ ウ ム 分 解 、 お よ び 引 き 続 き ５ 日 お よ び ８ 日 目 に お い て 、 メ サ ン ギ ウ
ム 細 胞 増 殖 相 お よ び マ ト リ ッ ク ス の 蓄 積 に よ り 特 徴 付 け ら れ た 。 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ
ｂ 　 ６ ． ４ を 反 復 注 射 し た 後 に 、 目 に 見 え る 悪 影 響 は 見 ら れ ず 、 全 て の ラ ッ ト が 生 存 し 研
究 の 終 了 ま で 正 常 で あ る よ う に 見 え た 。 腎 炎 群 で 至 っ た 抗 体 血 清 レ ベ ル を 、 表 ４ に 示 す 。
腎 炎 群 に お け る ア ル ブ ミ ン ／ ク レ ア チ ニ ン 比 お よ び 全 て の 処 置 群 に お け る 収 縮 期 血 圧 は 、
有 意 な 差 は な か っ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 尿 中 ア ル ブ ミ ン レ ベ ル は 、 ラ ッ ト ア ル ブ ミ ン に 特 異 的 な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト （ Nephrat, E
xocell, Philadelphia, PA） を 用 い て 決 定 し た 。 尿 中 ク レ ア チ ニ ン は 、 Vitros 250分 析 装
置 （ Orthoclinical Diagnostics,Neckargmund, Germany） を 用 い て 、 ２ 点 間 速 度 法 で 決 定
し た 。 全 て の 測 定 を ２ 回 行 っ た 。 血 圧 測 定 は 、 プ ロ グ ラ ム 血 圧 計 BP-98A（ Softron, Tokyo
, Japan） を 用 い て 、 tail cuff法 に よ り 行 っ た 。 Kitahara et al.,J Am Soc Nephrol 13 
: 1261-1270（ 2002） 参 照 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 腎 炎 ラ ッ ト で は 、 ７ 日 目 に 、 非 腎 炎 ラ ッ ト と 比 較 し て ア ル ブ ミ ン 尿 の か な り の 増 加 が 生
じ た （ 対 照 Ｉ ｇ Ｇ を 投 与 し た 非 腎 炎 ラ ッ ト で は ア ル ブ ミ ン ／ ク レ ア チ ニ ン 比 ： ０ ． ３ ± ０
． ｌ ｍ ｇ ／ μ ｍ ｏ ｌ で あ る の に 対 し て 、 Ｐ Ｂ Ｓ を 投 与 し た 腎 炎 ラ ッ ト で は １ ５ ． ５ ± ５ ．
６ ｍ ｇ ／ μ ｍ ｏ ｌ ； （ ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） ） 。 Ｐ Ｂ Ｓ 、 対 照 Ｉ ｇ Ｇ 、 ま た は ３ 種 類 の 用 量 の 抗
Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ を 投 与 し た 腎 炎 群 の 間 に は 有 意 な 差 異 は 見 ら れ な か っ た
（ 表 ４ ） 。 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ は 、 非 腎 炎 ラ ッ ト に お い て タ ン パ ク 質 尿 を
誘 発 し な か っ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 種 々 の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ 用 量 で も 、 無 関 係 な 対 照 Ｉ ｇ Ｇ で も 、 全 身 血
圧 レ ベ ル に 有 意 な 作 用 は 観 察 さ れ ず 、 ７ 日 目 に お い て 、 全 て の 動 物 が 正 常 血 圧 を 維 持 し た
（ 表 ４ ） 。
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Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 阻 害 は イ ン ビ ボ で の 病 理 学 的 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 を 低 減 す る

表 ４
イ ン ビ ボ で 達 成 さ れ た ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ２ 抗 体 （ 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ ま た は 無 関
係 な 対 照 Ｉ ｇ Ｇ ２ ） レ ベ ル 、 尿 中 ア ル ブ ミ ン ／ ク レ ア チ ニ ン お よ び 収 縮 期 血 圧



【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ ＊ デ ー タ は 平 均 値 ± 標 準 偏 差 で あ る 。 n.d.は 、 測 定 し な か っ た こ と を 示 す 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 糸 球 体 有 糸 分 裂 数 を 数 え る こ と に よ り 評 価 す る 糸 球 体 細 胞 増 殖 は 、 無 関 係 な Ｉ ｇ Ｇ ま た
は Ｐ Ｂ Ｓ を 投 与 し た ラ ッ ト と 比 較 し て 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ を 投 与 し た ラ
ッ ト に お け る ８ 日 目 の 用 量 依 存 性 を 有 意 に 低 減 し た （ 図 １ ２ （ Ａ ） ） 。 処 置 を ３ 日 目 お よ
び ５ 日 目 に 行 っ た 。 正 常 ま た は 非 腎 炎 ラ ッ ト を 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 ま た は 無 関 係 な 対
照 Ｉ ｇ Ｇ で 処 置 し た 。 ア ス タ リ ス ク は ｐ ＜ ０ ． ０ ５ を 示 す 。 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 陽 性 の 核 の カ ウ ン ト
に よ り 、 ２ ０ ＋ ８ ｍ ｇ の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 ／ ｋ ｇ で の 処 置 群 で は 、 ８ 日 目 に 増 殖 が 最
も 顕 著 に 抑 制 さ れ て い る と い う 知 見 を 確 認 し た （ 図 １ ２ （ Ｂ ） ） 。 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 処 置
を 受 け た 全 ３ 群 の デ ー タ を 集 め た と こ ろ 、 イ ン ビ ボ で 至 っ た 抗 体 レ ベ ル と Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み
核 と は 、 ５ 日 目 （ ｒ ＝ － ０ ． ５ ３ ； ｐ ＝ ０ ． ０ １ ８ ） お よ び ８ 日 目 （ ｒ ＝ － ０ ． ４ ０ ； ｐ
＝ ０ ． ０ ８ １ ） に お い て ネ ガ テ ィ ブ に 相 関 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 対 す る 処 置 の 効 果 を 評 価 す る た め 、 活 性 化 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の み に
よ っ て 発 現 す る α 平 滑 筋 ア ク チ ン を 、 腎 断 面 で 免 疫 染 色 し た 。 Johnson et al., J Clin I
nvest 87: 847-858（ 1991） 参 照 。 α 平 滑 筋 ア ク チ ン の 糸 球 体 発 現 は 、 １ ０ ＋ ４ ｍ ｇ ／ ｋ
ｇ お よ び ２ ０ ＋ ８ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ を 投 与 し た ラ ッ ト に お
い て 、 ８ 日 目 に 、 無 関 係 な Ｉ ｇ Ｇ ま た は Ｐ Ｂ Ｓ を 投 与 し た ラ ッ ト と 比 較 し て 有 意 に 減 少 し
た （ 図 １ ２ （ Ｃ ） ） 。 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 が 減 少 し て い る か ど う か を 特 異 的 に 決 定 す る
た め 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ で 処 置 し た ラ ッ ト お よ び 対 照 Ｉ ｇ Ｇ ま た は Ｐ Ｂ
Ｓ で 処 置 し た ラ ッ ト の Ｂ ｒ ｄ Ｕ お よ び α 平 滑 筋 ア ク チ ン を ２ 重 免 疫 染 色 し た （ 図 １ ２ （ Ｄ
） ） 。 こ の デ ー タ は 、 全 ３ つ の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 処 置 群 で 、 疾 患 誘 導 の ８ 日 後 に メ サ
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ン ギ ウ ム 細 胞 の 増 殖 の 顕 著 な 低 減 が 観 察 さ れ 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 が 最 大 で ５ ７ ％ 低 減
さ れ た こ と を 確 認 し た 。 メ サ ン ギ ウ ム 分 解 ス コ ア は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４
処 置 ラ ッ ト お よ び 対 照 Ｉ ｇ Ｇ 処 置 ラ ッ ト に お い て 同 じ で あ っ た （ 図 １ ２ （ Ｅ ） ） 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の 正 常 ラ ッ ト へ の 注 射 は 、 無 関 係 な Ｉ ｇ Ｇ を 投 与 し
た 正 常 ラ ッ ト と 比 較 し て 、 生 理 的 な 糸 球 体 細 胞 タ ー ン オ ー バ ー に 影 響 し な か っ た 。
【 ０ ２ １ ４ 】

　 ５ 日 目 に お い て 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の ３ 種 類 の 用 量 全 て が 糸 球 体 単 球
／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 流 動 の 顕 著 な 低 減 を 生 じ た が 、 ８ 日 後 に は 生 じ な か っ た （ 図 １ ２ （ Ｇ ）
） 。 正 常 ラ ッ ト の 特 異 的 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 ま た は 無 関 係 な Ｉ ｇ Ｇ の い ず れ か で の 処 置
は 、 糸 球 体 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 流 動 に 影 響 し な か っ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】

　 ラ ッ ト を １ ０ ＋ ４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ ま た は ２ ０ ＋ ８ ｍ ｇ
／ ｋ ｇ の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の い ず れ か で 処 置 し た 結 果 、 腎 炎 対 照 と 比 較
し て 、 糸 球 体 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 蓄 積 が 低 減 さ れ た （ 図 １ ２ （ Ｈ ） ） 。 一 方 、 Ｉ 型 コ ラ ー ゲ
ン の 糸 球 体 蓄 積 は 、 ３ つ の 腎 炎 群 の い ず れ に お い て も 、 対 照 Ｉ ｇ Ｇ ま た は Ｐ Ｂ Ｓ で 処 置 し
た ラ ッ ト と 比 較 し て 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 処 置 に よ り 影 響 さ れ な か っ た （ 図 １ ２ （ Ｆ ）
） 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 正 常 ラ ッ ト で は 、 糸 球 体 マ ト リ ッ ク ス 発 現 は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 ま た は 無 関 係 な Ｉ
ｇ Ｇ で の 処 置 に よ っ て 影 響 さ れ な か っ た （ 図 １ ２ （ Ｈ ） ） 。
【 ０ ２ １ ７ 】

　 ラ ッ ト に お け る 抗 Ｔ ｈ ｙ － １ ． １ 抗 体 誘 導 性 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 モ デ ル に お
け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ と 結 合 す る 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の 効 力 を 、 イ ン ビ ボ
で 以 下 の よ う に 評 価 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 正 常 な 生 理 的 状 態 を 有 し 、 体 重 が 約 １ ５ ０ ～ ２ ０ ０ ｇ の 雄 性 Wistarラ ッ ト （ １ ０ 週 齢 ）
（ Charles River, Sulzfeld, Germany） を 得 た 。 ま ず 、 ラ ッ ト を 、 正 常 お よ び 抗 Ｔ ｈ ｙ １
． １ メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 を 誘 導 す る 、 ２ 群 に 分 け た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 動 物 を 、 地 方 の 動 物 施 設 で 以 下 の よ う に 飼 育 し た ： ラ ッ ト を ７ 日 間 順 応 さ せ 、 食 物 お よ
び 水 道 水 を 自 由 に 与 え た 。 研 究 を 開 始 す る 前 に 動 物 を 検 査 し 、 適 度 な 健 康 お よ び 適 合 性 を
確 認 し た 。 疾 患 を 有 す る こ と 、 ま た は 不 適 切 で あ る こ と が 判 明 し た 動 物 は 本 研 究 に 供 し な
か っ た 。 こ の 一 連 の 研 究 に お い て 、 １ ２ 時 間 毎 の 明 ／ 暗 サ イ ク ル を 維 持 し た 。 名 目 上 の 温
度 範 囲 は 、 ２ ０ ～ ２ ３ ℃ で あ り 、 ３ ０ ％ ～ ７ ０ ％ の 相 対 湿 度 も ま た 維 持 し た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 完 全 ヒ ト 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ を 、 上 述 の Xenomouse（ 登 録 商 標 ） 技 術 を
用 い て 産 生 し た 。 １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 抗 体 を 注 射 す る こ と に よ
り 、 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 糸 球 体 腎 炎 を 雄 性 Wistarラ ッ ト に て 誘 導 し た 。 抗
Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 を 誘 導 し た 後 、 疾 患 誘 導 の ３ 日 後 お よ び ５ 日 後 に 、 １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ お よ
び ４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ （ ｎ ＝ １ ５ ） ま た は 無 関 係 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （
ｎ ＝ １ ５ ） ま た は Ｐ Ｂ Ｓ （ ｎ ＝ １ ５ ） を 毎 日 腹 腔 内 注 射 す る こ と に よ り 、 ラ ッ ト を 処 置 し
た 。 残 り の ラ ッ ト は 処 置 し な か っ た 。 全 部 で ５ 群 の ラ ッ ト を 研 究 し た 。 処 置 後 、 ラ ッ ト を
、 腎 バ イ オ プ シ ー 、 尿 ア ル ブ ミ ン お よ び 屠 殺 後 の 組 織 回 収 に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 １ ） 合 計 １ ４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ （ 疾 患 誘 導 の ３ 日 後 に ｌ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 そ し て ５ 日 後 に ４ ｍ ｇ
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イ ン ビ ボ で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 阻 害 は 、 糸 球 体 の 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 流 動 を 低 減 す る

イ ン ビ ボ で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 阻 害 は 、 糸 球 体 マ ト リ ッ ク ス の 蓄 積 を 低 減 す る

実 施 例 １ ３
イ ン ビ ボ で の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 効 力



／ ｋ ｇ ） の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ を 投 与 し た １ ５ 匹 の 腎 炎 ラ ッ ト ；
　 ２ ） 合 計 １ ４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ （ 疾 患 誘 導 の ３ 日 後 に ｌ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 そ し て ５ 日 後 に ４ ｍ ｇ
／ ｋ ｇ ） の 無 関 係 な ア イ ソ タ イ プ 一 致 対 照 抗 体 （ 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 抗 体 で は な い ） を 投 与 し た １
５ 匹 の 腎 炎 ラ ッ ト ；
　 ３ ） ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 の み ８ ０ ０ μ Ｌ の ボ ー ラ ス 注 射 を 受 け た １ ５ 匹 の 腎 炎 ラ ッ ト
；
　 ４ ） 合 計 １ ４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ （ 疾 患 誘 導 の ３ 日 後 に ｌ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 そ し て ５ 日 後 に ４ ｍ ｇ
／ ｋ ｇ ） の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ を 投 与 し て ５ 匹 の 腎 炎 ラ ッ ト ； お よ び
　 ５ ） ５ 匹 の 正 常 無 処 置 の ラ ッ ト 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 表 ５ に よ り 、 試 験 し た ５ 群 に つ い て の 研 究 設 計 の リ ス ト を 提 供 す る 。

【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の 純 度 は 、 ９ ０ ％ よ り 高 い か 、 ま た は 同 等 で あ っ た
。 全 て の バ イ ア ル を 、 使 用 す る ま で 冷 蔵 庫 中 で 4℃ に て 保 管 し た 。 予 備 の サ ン プ ル を 、 －
８ ０ ℃ で 保 管 し た 。 ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 中 の １ ０ Ｍ ｇ ／ Ｋ ｇ 体 重 、 お よ び ４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ
体 重 を 腹 腔 内 注 射 し た 。 ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 で の 希 釈 は 、 ｌ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ お よ び ４ ｍ ｇ
／ ｋ ｇ 用 量 が 、 ８ ０ ０ μ Ｌ の 体 積 で 投 与 で き る よ う に 行 っ た 。 こ れ ら の 用 量 を 、 ３ 日 後 お
よ び ５ 日 後 に の み 、 １ 日 １ 回 投 与 し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 処 置 の 持 続 を 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 の 開 始 の 約 １ 日 後 か ら 増 殖 の ピ ー ク （ Ｏ Ｘ － ７ 誘
導 性 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 モ デ ル で は 、 疾 患 誘 導 の ６ 日 目 と ９ 日 目 と の 間 で 生 じ る ） ま で ラ
ッ ト を 処 置 す る よ う に 選 択 し た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ラ ッ ト に 投 薬 し た 約 ６ ０ 分 後 、 ラ ッ ト の 有 意 な 臨 床 徴 候 、 罹 患 率 、 お よ び 死 亡 率 に つ い
て 、 ラ ッ ト を 毎 日 観 察 し た 。 研 究 の 開 始 後 は 、 体 重 測 定 を 行 わ な か っ た 。 動 物 が 検 視 前 に
死 亡 し た 場 合 、 検 死 お よ び 組 織 デ ー タ に は 含 め ず 、 組 織 も 回 収 し な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 動 物 が 検 視 中 に 死 亡 し た 場 合 、 死 亡 し て い た も の と 記 録 し 、 検 視 デ ー タ を 用 い な か っ た
。 し か し な が ら 、 評 価 の 可 能 性 の た め 、 組 織 を ホ ル マ リ ン 中 に 回 収 し た 。 瀕 死 の 動 物 は 、
屠 殺 し 、 同 様 に 処 置 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 ８ 日 目 ま で 生 存 し た 動 物 全 て を 、 頚 椎 脱 臼 に よ り 殺 し 、 総 合 的 に 観 察 し 、 予 定 し た 全 て
の 組 織 を 組 織 形 態 学 的 評 価 の た め 、 １ ０ ％ 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン 、 Methacarn溶 液 、 お よ び
液 体 窒 素 中 に 回 収 し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 染 色 方 法 お よ び 組 織 の 調 製 ： 光 学 顕 微 鏡 お よ び 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 染 色 の た め の 組 織
を メ チ ル Carnoy溶 液 で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。 ４ μ ｍ の 断 面 を 過 ヨ ウ 素 酸 Schiff
（ Ｐ Ａ Ｓ ） 試 薬 で 染 色 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染 色 し た 。 Ｐ Ａ Ｓ 染 色 さ れ た 断 面 に お い
て 、 有 糸 分 裂 数 を 、 ２ ０ よ り 多 い 毛 細 管 切 片 を 含 有 す る 連 続 的 皮 質 糸 球 体 で あ る ３ ０ を 超
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表 ５
研 究 設 計



え る 断 面 （ ３ ０ ～ １ ０ ０ の 範 囲 ） を 、 公 平 な 観 察 者 に よ り 評 価 し た 。 メ サ ン ギ ウ ム 溶 解 を
、 Burg et al., Lab Invest 76: 505-516（ 1997） に 記 載 の 半 定 量 ス ケ ー ル で 階 級 付 け し
た ： ０ ＝ メ サ ン ギ ウ ム 溶 解 な し 、 １ ＝ 部 分 的 メ サ ン ギ ウ ム 溶 解 、 ２ ＝ 全 体 的 メ サ ン ギ ウ ム
溶 解 、 ３ ＝ 微 細 動 脈 瘤 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 染 色 ： メ チ ル Carnoyで 固 定 し た バ イ オ プ シ ー 組 織 の ４ μ ｍ 断 面 を
、 Johnson et al, 1990に 記 載 の 間 接 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 技 術 に よ り 処 理 し た 。 Ｐ Ｄ Ｇ
Ｆ － Ｄ Ｄ は 、 ヒ ト Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 体 に よ り 検 出 し た 。 一 次
抗 体 は 、 既 に 記 載 の も の （ Burg et al, 1997; Yoshimura et al, 1991） と 同 一 で あ り 、
α 平 滑 筋 ア ク チ ン に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク ロ ー ン １ Ａ ４ ） ； Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ
鎖 に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク ロ ー ン Ｐ Ｇ Ｆ － ０ ０ ７ ） ;単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー
ジ 、 お よ び 樹 状 細 胞 に 存 在 す る 細 胞 質 抗 原 に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ ク
ロ ー ン Ｅ Ｄ １ ） ； ラ ッ ト 赤 血 球 で あ ら か じ め 吸 着 し た 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ
ル ヤ ギ 抗 ヒ ト ／ ウ シ Ｉ Ｖ 型 コ ラ ー ゲ ン Ｉ ｇ Ｇ ； ヒ ト Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ
ル ヤ ギ 抗 体 （ Southern Biotech Associates, Birmingham, AL, USA） ； ア フ ィ ニ テ ィ ー 精
製 ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 抗 体 Ｉ ｇ Ｇ 分 画 （ Chemicon, Temecula
, CA, USA） ;お よ び 上 述 の 適 当 な 負 の 対 照 （ Burg et al, 1997; Yoshimura et al, 1991
） を 含 む 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ は 、 ヒ ト Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 体 に よ
り 検 出 し た 。 血 清 を 、 Protein A Sepharoseク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。 Ｐ Ｄ Ｇ
Ｆ － Ｃ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 吸 着 さ せ る こ と に よ り 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｃ 交 差 活 性 を 取 り 除 い
た 。 得 ら れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン フ ロ ー を 濃 縮 し 、 こ れ は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ま た は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 に よ り Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ 、 Ｂ ま た は Ｃ と は 反 応 し な い こ と が わ か っ た 。 全 て の ス ラ イ ド
を 、 ス ラ イ ド の 出 処 を 知 ら さ れ て い な い 観 察 者 に よ り 評 価 し た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 糸 球 体 中 の 浸 潤 白 血 球 の 平 均 数 を 得 る た め 、 糸 球 体 の ５ ０ よ り 多 く の 連 続 的 断 面 を 評 価
し 、 腎 臓 あ た り の 平 均 値 を 計 算 し た 。 Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン お よ び α 平 滑 筋
ア ク チ ン の 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 染 色 を 評 価 す る た め 、 そ れ ぞ れ の 糸 球 体 領 域 を 、 半 定 量
的 に 段 階 付 け し 、 １ バ イ オ プ シ ー 当 た り の 平 均 ス コ ア を 計 算 し た 。 そ れ ぞ れ の ス コ ア は 、
主 に 、 染 色 強 度 で は な く 染 色 程 度 の 変 化 を 反 映 し 、 こ れ は 、 陽 性 染 色 が 集 中 的 に 増 強 さ れ
た 糸 球 体 房 領 域 の 割 合 に 依 存 す る ：
　 Ｉ ＝ ０ ～ ２ ５ ％
　 Ｉ Ｉ ＝ ２ ５ ～ ５ ０ ％
　 Ｉ Ｉ Ｉ ＝ ５ ０ ～ ７ ５ ％
　 Ｉ Ｖ ＝ ＞ ７ ５ ％
【 ０ ２ ３ １ 】
　 免 疫 組 織 化 学 的 二 重 染 色 ： 増 殖 細 胞 の 型 を 同 定 す る た め の 二 重 免 疫 染 色 は 、 以 前 に 報 告
（ Kliem et al, 1996; Hugo et al, 1996） さ れ て い る よ う に 、 ま ず 、 増 殖 細 胞 の 断 面 を
、 ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 中 の ヌ ク レ ア ー ゼ 含 有 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン （ Amersham, Brau
nschweig, Germany） に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク ロ ー ン Ｂ Ｕ － １ ） に よ る 間
接 的 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 方 法 を 用 い て 、 染 色 し た 。 断 面 を 、 α 平 滑 筋 ア ク チ ン に 対 す る
Ｉ ｇ Ｇ １ 　 ｍ Ａ ｂ 　 １ Ａ ４ お よ び 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ に 対 す る Ｅ Ｄ １ と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し た 。 細 胞 が Ｂ ｒ ｄ Ｕ の 陽 性 核 染 色 を 示 し 、 当 該 核 が α 平 滑 筋 ア ク チ ン ま た は Ｅ
Ｄ １ 抗 原 陽 性 細 胞 質 に よ り 完 全 に 包 囲 さ れ て い る 場 合 、 増 殖 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 ま た は 単 球
／ マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る と 同 定 し た 。 負 の 対 照 で は 、 い ず れ か の １ 次 抗 体 を 省 き 、 こ の 場
合 、 二 重 染 色 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 尿 測 定 ： 尿 中 タ ン パ ク 質 （ ア ル ブ ミ ン 尿 ） は 、 Bio-Radタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ （ Bio-Rad L
aboratories GmbH, Munchen, Germany） を 用 い 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Sigma） を 標 準 と
し て 用 い る こ と に よ り 測 定 し た 。 血 圧 は 、 テ ー ル 血 圧 計 に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
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　 得 ら れ た 多 数 の デ ー タ か ら 統 計 的 分 析 を 行 い 、 平 均 値 お よ び 標 準 偏 差 を 数 学 的 に 計 算 し
た 。 統 計 的 分 析 は 、 予 定 屠 殺 時 ま で 生 存 し た 動 物 由 来 の デ ー タ に 基 づ き 行 っ た 。 全 て の 値
を 平 均 ± 標 準 偏 差 と し て 表 す 。 統 計 上 の 有 意 性 （ ｐ ＜ ０ ． ０ ５ と 定 義 ） を 、 Student　 ｔ
検 定 ま た は Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ お よ び Bonferroni　 ｔ 検 定 を 用 い て 評 価 し た 。 デ ー タ の 解 釈 を 助 け
る た め 、 研 究 責 任 者 の 裁 量 で 補 助 的 分 析 も 行 っ た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 結 果 ： 図 １ ３ は 、 糸 球 体 腎 炎 の ラ ッ ト モ デ ル に お け る Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み に よ り 測 定 し た 糸
球 体 増 殖 の 結 果 を 示 す 。 ラ ッ ト を 屠 殺 前 に Ｂ ｒ ｄ Ｕ で ６ 時 間 処 置 し た 。 核 の Ｂ ｒ ｄ Ｕ 染 色
は 、 抗 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 抗 体 を 用 い て 測 定 し た 。 腎 炎 ラ ッ ト モ デ ル で 観 察 さ れ た 糸 球 体 １ ０ ０ 個 あ
た り の 有 糸 分 裂 数 を 計 測 し た 。 表 ６ は 、 試 験 し た ５ 群 に 基 づ き 、 糸 球 体 １ ０ ０ 個 あ た り の
Ｂ ｒ ｄ Ｕ 陽 性 核 数 を ま と め て い る 。 表 ６ は 、 図 １ ３ の 対 応 す る グ ラ フ と 共 に 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ
－ Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ を 腎 炎 動 物 に 投 与 す る こ と に よ り 、 チ ミ ジ ン 類 似 体 Ｂ ｒ ｄ Ｕ を 取
込 ん だ 糸 球 体 細 胞 が 、 無 関 係 の Ｉ ｇ Ｇ お よ び Ｐ Ｂ Ｓ を 投 与 し た 場 合 と 比 べ て 少 な く な る こ
と を 示 し て い る 。 １ 列 は 、 疾 患 糸 球 体 の 有 糸 分 裂 指 数 を 示 す 。 ２ 列 は 、 対 照 抗 体 で 処 置 し
た 腎 炎 の ラ ッ ト モ デ ル の も の で あ る 。 ３ 列 は 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 処 置 し た 腎 炎 ラ ッ ト モ デ ル の も の
で あ る 。 ４ 列 は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ で 処 置 し た 健 常 ラ ッ ト 対 照 の も の で
あ る 。 ５ 列 は 、 対 照 抗 体 で 処 置 し た 健 常 ラ ッ ト 対 照 の も の で あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】

【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 同 様 に 、 図 １ ４ は 、 糸 球 体 腎 炎 の ラ ッ ト モ デ ル を 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４
で 処 置 し た 場 合 の 有 糸 分 裂 を Ｐ Ａ Ｓ 染 色 お よ び 定 量 測 定 し た 糸 球 体 増 殖 の 結 果 を 示 す 。 ４
μ Ｍ の 断 面 を 過 ヨ ウ 素 酸 Schiff試 薬 で 染 色 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染 色 し た 。 有 糸 分 裂
を 、 糸 球 体 細 胞 １ ０ ０ 個 当 た り に つ い て 測 定 し た 。 ３ ０ ～ ５ ０ 個 の 糸 球 体 房 の 有 糸 分 裂 数
を 決 定 し た 。 表 ７ は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ 投 与 が 、 無 関 係 な Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 お
よ び Ｐ Ｂ Ｓ と 比 較 し て 、 １ ０ ０ 個 当 た り の 有 糸 分 裂 を 顕 著 に 減 少 さ せ る こ と を 示 し て い る
。 図 １ ４ の 対 応 グ ラ フ は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ を 腎 炎 動 物 に 投 与 す る こ と
に よ り 、 無 関 係 な Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 お よ び Ｐ Ｂ Ｓ を 腎 炎 動 物 に 投 与 し た と き と 比 べ て 、 有 糸 分 裂
す る 糸 球 体 細 胞 が よ り 少 な く な る こ と を 示 す 。 １ 列 は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ．
４ で 処 置 し た 腎 炎 ラ ッ ト モ デ ル で 観 察 さ れ た 結 果 を 示 す 。 ２ 列 は 、 対 照 抗 体 で 処 置 し た 腎
炎 ラ ッ ト モ デ ル を 示 す 。 ３ 列 は 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 処 置 し た 腎 炎 ラ ッ ト モ デ ル を 示 す 。 ４ 列 は 、 抗
Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ で 処 置 し た 健 常 ラ ッ ト 対 照 を 示 す 。 ５ 列 は 、 対 照 抗 体 で
処 置 し た 健 常 ラ ッ ト 対 照 を 示 す 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
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表 ６
糸 球 体 に よ る Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み

表 ７



【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 表 ６ お よ び ７ に お い て 示 す よ う に 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ で の 腎 炎 ラ ッ ト
の 処 置 は 、 有 糸 分 裂 の 手 動 計 数 （ 表 ７ ） お よ び Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み に よ る 測 定 （ 表 ６ ） の い ず
れ に お い て も 糸 球 体 増 殖 を 低 減 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 ま た 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 を 、 抗 平 滑 筋 ア ク チ ン で 対 比 染 色 し た 。 所 定 セ ッ ト の メ サ ン ギ
ウ ム 細 胞 （ ３ ０ ～ ５ ０ 個 の 糸 球 体 タ フ ト ） に お け る 有 糸 分 裂 数 を 決 定 し た 。 二 重 染 色 ア ッ
セ イ の 結 果 を 、 以 下 の 表 ８ に 示 す 。 表 ８ は 、 対 応 す る 図 １ ５ と 共 に 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　
ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ は 、 無 関 係 な （ 非 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ ） 抗 体 （ Ｐ Ｋ １ ６ ． ３ 　 Ｉ ｇ Ｇ ） お よ び Ｐ
Ｂ Ｓ と 比 較 し て 、 糸 球 体 有 糸 分 裂 の 低 減 に 有 効 あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ １ 】

　 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の Ｔ ｈ ｙ － １ 誘 導 腎 炎 に 対 す る 作 用 も ま た 、 用 量 応
答 性 方 法 で 研 究 し た 。 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 誘 導 後 、 ラ ッ ト を 疾 患 誘 導 の ３ 日 ～ ８ 日 後 に 、
そ れ ぞ れ 、 ５ 、 １ ０ お よ び ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 次 い で ２ 、 ４ お よ び ８ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の ヒ ト 抗 Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ （ ｎ ＝ １ ５ ） ま た は 無 関 係 な ヒ ト Ｐ Ｋ １ ６ ． ３ モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 （ ｎ ＝ １ ５ ） ま た は Ｐ Ｂ Ｓ （ ｎ ＝ １ ５ ） の い ず れ か で 腹 腔 内 注 射 に よ り 毎 日 処 置
し た 。 図 １ ６ に 示 し か つ 表 ９ に ま と め る よ う に 、 ８ 日 後 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６
． ４ を 用 い て 処 置 し た 疾 患 誘 導 拮 抗 作 用 は 、 １ ０ ０ 個 の 糸 球 体 当 た り の 有 糸 分 裂 数 を 有 意
に 低 減 し た 。 図 １ ７ に 示 し か つ 表 １ ０ に ま と め る よ う に 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６
． ４ で の 処 置 は ま た 、 チ ミ ジ ン 類 似 体 Ｂ ｒ ｄ Ｕ を 取 込 む 糸 球 体 細 胞 を 有 意 に 低 減 し た 。 従
っ て 、 ラ ッ ト 抗 Ｔ ｈ ｙ － １ モ デ ル の １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４
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糸 球 体 で の 有 糸 分 裂 の 測 定 （ Ｐ Ａ Ｓ 使 用 ）

表 ８
Ｂ ｒ ｄ Ｕ ＋ 抗 ｓ ｍ － ア ク チ ン

実 施 例 １ ４
急 性 ラ ッ ト Ｔ ｈ ｙ － １ モ デ ル に 対 す る ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の 用 量 応 答 性 作 用



で の 処 置 は 、 若 干 用 量 応 答 性 方 法 で 増 殖 を ４ ０ ～ ７ ０ ％ 阻 害 す る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】

【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ３ 】

【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ４ 】
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表 ９

表 １ ０

表 1１
抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 処 置 ラ ッ ト に お け る 糸 球 体 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ お よ び Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ 　 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ 発 現



【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 **デ ー タ は 、 そ れ ぞ れ の 処 置 群 に お け い て プ ー ル し た 分 画 の 平 均 （ お よ び 範 囲 ） で あ る
。
【 ０ ２ ４ ５ 】

　 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 に よ り 、 ヒ ト 腎 臓 疾 患 組 織 に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 存 在 を 試 験 し
た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ Ａ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｂ Ｂ ま た は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｃ Ｃ を 認 識 し な い ウ サ ギ 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ
－ Ｄ Ｄ 　 Ｉ ｇ Ｇ を 用 い て 、 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 行 っ た 。 染 色 に 続 い て 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ と 結 合 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 複 合 体 （ 抗 ウ サ ギ Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 体 ） を 用 い て 検 出 し た 。
抗 ウ サ ギ Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ Ｄ Ａ Ｂ ） 溶 液 を
断 面 に 添 加 し 、 免 疫 反 応 を 視 覚 化 し た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 活 発 な 糸 球 体 腎 炎 に お い て 、 尿 細 管 （ ほ と ん ど は お そ ら く 近 位 尿 細 管 で あ る ） の 染 色 が
明 確 に 認 め ら れ た 。 い く つ か の 糸 球 体 も 、 陽 性 に 染 色 さ れ て い た （ 約 １ ０ ～ ２ ０ ％ の メ サ
ン ギ ウ ム ／ 視 野 ） 。 慢 性 的 な 同 種 移 植 拒 絶 を 有 す る 患 者 由 来 組 織 も ま た 陽 性 に 染 色 さ れ て
お り 、 こ れ は 尿 細 管 お よ び 血 管 染 色 を 示 し て い た 。 細 胞 蓄 積 物 も ま た メ サ ン ギ ウ ム 中 で 検
出 さ れ 、 こ れ は 炎 症 誘 導 性 肥 満 細 胞 お よ び 細 胞 沈 着 を 示 唆 し た 。 対 照 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ で は 染
色 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 染 色 は ま た 、 薬 剤 誘 導 性 間 質 性 腎 炎 で も 明 確 に 認 め ら れ た 。 こ こ で 、 尿
細 管 の 染 色 増 加 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 顕 著 な 染 色 、 お よ び い く つ か の 浸 潤 性 炎 症 誘 導 性 細
胞 染 色 が 観 察 さ れ た 。 存 在 す る 可 能 性 の あ る 非 常 に 弱 い 尿 細 管 の 染 色 を 除 い て は 、 正 常 ヒ
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実 施 例 １ ５
ヒ ト 腎 臓 疾 患 組 織 の 免 疫 組 織 化 学 的 分 析



ト 腎 臓 の 顕 著 な 染 色 は 観 察 さ れ な か っ た 。 腎 硬 化 症 に お い て は 、 尿 細 管 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ
染 色 が 見 ら れ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 虚 血 性 尿 細 管 損 傷 に お い て は 、 染 色 は 観 察 さ
れ な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 多 く の ヒ ト 腎 臓 の 病 理 に お い て
Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ が 増 加 す る こ と を 示 唆 し て お り 、 腎 臓 疾 患 に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ の 役 割
を 示 唆 す る 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ は 、 尿 細 管 間 質 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 お よ び 活 発 な 炎 症 過 程 に
お け る 変 化 に 関 与 し 得 る （ 図 １ ８ を 参 照 ） 。 白 色 お よ び 灰 色 の 矢 印 は 、 そ れ ぞ れ 毛 細 管 お
よ び 尿 細 管 染 色 を 示 し て い る 。 小 さ な 黒 色 の 矢 印 は 、 メ サ ン ギ ウ ム 中 の 点 状 炎 症 性 細 胞 蓄
積 物 を 示 す 。
【 ０ ２ ４ ９ 】

　 腎 炎 に 罹 患 し た 患 者 由 来 の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 血 清 レ ベ ル を 分 析 し た 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 濃 度
は 、 定 量 的 サ ン ド ウ ィ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 を 用 い 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ に 対 し て 生 じ た 全 ２ つ の
ヒ ト ｍ Ａ ｂ を 用 い て 評 価 し た 。 腎 炎 患 者 の 血 清 中 で は 、 正 常 患 者 と 比 べ て 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ
Ｄ レ ベ ル が ４ ～ ７ 倍 に 上 昇 し て い る こ と が わ か る 。 従 っ て 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ レ ベ ル の こ れ
ら の 差 異 は 、 診 断 を 成 す た め の 助 け と な り 得 、 か つ 医 師 が 腎 炎 お よ び 関 連 疾 患 の 段 階 決 定
す る た め の 助 け と な り 得 る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】

　 医 師 は 、 有 効 量 の 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 を そ れ を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 し 、 そ れ に よ っ
て 当 該 必 要 と す る 患 者 の 症 状 が 緩 和 さ れ る か ま た は 腎 炎 が 効 果 的 に 治 療 さ れ る 。 投 与 お よ
び 用 量 は 患 者 に 特 有 で あ る 。 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 の 投 与 は 、 皮 下 注 射 に よ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 上 述 の 種 々 の 方 法 お よ び 技 術 は 、 多 く の 実 施 態 様 を 行 う た め の 多 数 の 方 法 を 提 供 す る 。
当 然 の こ と な が ら 、 本 明 細 書 に 記 載 の 任 意 の 特 定 の 実 施 態 様 に 従 っ て 必 ず し も 記 載 さ れ た
全 て の 目 的 ま た は 利 点 が 達 成 さ れ 得 る わ け で は な い こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 従 っ て
、 例 え ば 、 当 業 者 は 、 当 該 方 法 は 、 本 明 細 書 で 教 示 さ れ る １ つ の 利 点 ま た は 利 点 群 を 達 成
ま た は 最 適 化 す る 方 法 で 、 本 明 細 書 で 教 示 ま た は 示 唆 さ れ 得 る 他 の 目 的 ま た は 利 点 を 必 ず
し も 達 成 す る こ と な く 実 行 さ れ 得 る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 さ ら に 、 当 業 者 は 、 異 な る 実 施 態 様 の 種 々 の 特 性 は 互 換 可 能 で あ る こ と を 理 解 す る で あ
ろ う 。 同 様 に 、 上 述 の 種 々 の 特 性 お よ び 工 程 、 な ら び に そ の よ う な 特 性 ま た は 工 程 の 他 の
公 知 の 均 等 物 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 原 理 に 従 っ た 方 法 を 実 行 す る た め に 、 当 業 者 に よ っ て
結 び 付 け ら れ 適 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 は 、 あ る 種 の 実 施 態 様 お よ び 実 施 例 の 文 脈 に よ っ て 開 示 さ れ て き
た が 、 こ れ ら の 方 法 が 、 特 定 の 開 示 さ れ た 実 施 態 様 を 超 え て 、 他 の 代 わ り の 実 施 態 様 お よ
び ／ ま た は 使 用 お よ び 明 ら か な 改 変 な ら び に そ れ ら の 均 等 物 ま で 拡 張 さ れ る こ と は 当 業 者
に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 は 、 本 明 細 書 で 好 ま し い 実 施 態 様
の 特 定 の 開 示 に よ っ て 限 定 さ れ な い が 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 参 照 と な る こ と が 意 図 さ
れ て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ５ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ 特 異 性 の 特 徴 決 定
を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ 特 異 性 の さ ら な る
特 徴 決 定 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 特 異 性 の 特 徴
決 定 を 示 す 。
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実 施 例 １ ６
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い た 腎 炎 の 発 症 リ ス ク の 分 析 、 診 断 お よ び 段 階 決 定

実 施 例 １ ７
抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 に よ る ヒ ト の 腎 炎 の 処 置



【 図 ４ 】 図 ４ は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ が 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ
－ Ｄ Ｄ 誘 導 性 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み を 、 約 ７ ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｉ Ｃ ５ ０ で 中 和 で き る こ と を 示 す 線
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ が イ ン ビ ト ロ に お い て メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 成 長 因 子 と な
る こ と を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に お け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 誘 導 性 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み の
結 果 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 種 々 の 型 の 腎 炎 を 有 す る 患 者 の ヒ ト 血 清 中 で の Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 発 現 を 示
す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 正 常 ラ ッ ト メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 お よ び 抗 Ｔ ｈ ｙ － １ 誘 導 性 腎 炎 を 有 す る ラ
ッ ト の メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 分 析 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 ラ ッ ト に お い て 成 さ れ た 完 全 ヒ ト ｍ Ａ ｂ カ イ ネ テ ィ ク ス の シ ュ ミ レ ー シ
ョ ン を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 無 処 置 の ラ ッ ト で の 発 現 に 対 す る 、 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 の 経 過 に お
け る Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ａ 、 － Ｂ 、 － Ｃ お よ び － Ｄ の 転 写 発 現 を 示 す 線 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ タ ン パ ク 質 が 、 糸 球 体 で の 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 に お
い て 過 剰 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。
【 図 １ ２ － １ 】 図 １ ２ Ａ ～ Ｈ は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 、 無 関 係 の 対 照 Ｉ ｇ Ｇ ま た は Ｐ Ｂ
Ｓ 単 独 の い ず れ か で 処 置 し た 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 を 有 す る ラ ッ ト に
お い て 、 糸 球 体 が 疾 患 の 誘 導 ５ 日 後 お よ び ８ 日 後 に 変 化 し て い る こ と を 示 す 棒 グ ラ フ で あ
る 。
【 図 １ ２ － ２ 】 図 １ ２ Ａ ～ Ｈ は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 、 無 関 係 の 対 照 Ｉ ｇ Ｇ ま た は Ｐ Ｂ
Ｓ 単 独 の い ず れ か で 処 置 し た 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 を 有 す る ラ ッ ト に
お い て 、 糸 球 体 が 疾 患 の 誘 導 ５ 日 後 お よ び ８ 日 後 に 変 化 し て い る こ と を 示 す 棒 グ ラ フ で あ
る 。
【 図 １ ２ － ３ 】 図 １ ２ Ａ ～ Ｈ は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 、 無 関 係 の 対 照 Ｉ ｇ Ｇ ま た は Ｐ Ｂ
Ｓ 単 独 の い ず れ か で 処 置 し た 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 を 有 す る ラ ッ ト に
お い て 、 糸 球 体 が 疾 患 の 誘 導 ５ 日 後 お よ び ８ 日 後 に 変 化 し て い る こ と を 示 す 棒 グ ラ フ で あ
る 。
【 図 １ ２ － ４ 】 図 １ ２ Ａ ～ Ｈ は 、 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 抗 体 、 無 関 係 の 対 照 Ｉ ｇ Ｇ ま た は Ｐ Ｂ
Ｓ 単 独 の い ず れ か で 処 置 し た 、 メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 抗 Ｔ ｈ ｙ １ ． １ 腎 炎 を 有 す る ラ ッ ト に
お い て 、 糸 球 体 が 疾 患 の 誘 導 ５ 日 後 お よ び ８ 日 後 に 変 化 し て い る こ と を 示 す 棒 グ ラ フ で あ
る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 ラ ッ ト で の Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 に よ り 測 定 さ れ た 、 糸 球 体 増 殖 の 結 果 を 示
す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 ラ ッ ト に お け る Ｐ Ａ Ｓ 染 色 に よ り 測 定 さ れ た 糸 球 体 増 殖 お よ び 有 糸
分 裂 の 結 果 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 急 性 ラ ッ ト 抗 Ｔ ｈ ｙ － １ モ デ ル に お け る メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 有 糸 分 裂
に 対 す る 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の 作 用 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 急 性 ラ ッ ト 抗 Ｔ ｈ ｙ － １ モ デ ル に お け る 糸 球 体 細 胞 の 有 糸 分 裂 に 対
す る 抗 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の 用 量 応 答 性 作 用 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 急 性 ラ ッ ト Ｔ ｈ ｙ － １ モ デ ル に お け る Ｂ ｒ ｄ Ｕ 取 込 み に 対 す る 抗 Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ － Ｄ Ｄ 　 ｍ Ａ ｂ 　 ６ ． ４ の 用 量 応 答 性 作 用 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 正 常 お よ び 疾 患 の ヒ ト 腎 臓 組 織 上 の 免 疫 組 織 化 学 分 析 を 示 す 。
【 配 列 表 】
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【 図 ３ 】

(86) JP 2006-511471 A 2006.4.6



【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ ２ － １ 】
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【 図 １ ２ － ２ 】 【 図 １ ２ － ３ 】

【 図 １ ２ － ４ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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