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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】Ｔ細胞および樹状細胞上でＧＩＴＲ、例えば、ヒトＧＩＴＲ（ｈＧＩＴＲ）に特
異的に結合する結合分子の提供。
【解決手段】刺激剤、例えば、ＣＤ３の存在下で、ｈＧＩＴＲに高いアフィニティーで結
合することを特徴とし、アゴニスト的であり、Ｔｒｅｇ細胞によるＴｅｆｆ細胞の抑制を
取り消すＧＩＴＲ結合分子。種々のアスペクトは、結合分子、及びその医薬組成物、並び
にそのような結合分子を作製するための核酸、組換え発現ベクターおよび宿主細胞。結合
分子を用いて、インビトロ又はインビボでヒトＧＩＴＲを検出し、またはヒトＧＩＴＲ活
性を調節する方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号：１のアミノ酸残基２０～１３８、または配列番号：６６のアミノ酸残基２０～
１３８を含む、ＧＩＴＲ 結合分子。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本願は、２００５年３月２５日に出願された、「ＧＩＴＲ結合分子およびその使用」と
いう発明の名称の米国仮特許出願第６０／６６５３２２号、および２００５年６月３日に
出願された、「ＧＩＴＲ結合分子およびその使用」という発明の名称の米国仮特許出願第
６０／６８７２６５号の優先権を主張する。それぞれの内容を本明細書において引用によ
って援用する。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　腫瘍壊死因子およびＴＮＦレセプター（ＴＮＦＲ）スーパーファミリーのメンバーは、
細胞増殖、分化および生存といった、多様な生物学的機能を調節する。全身性グルココル
チコイドホルモンデキサメサゾンによって誘発されるＴ細胞ｍＲＮＡを同定するためにデ
ィファレンシャルディスプレイを用いて、Nocentini et al. （（1997） Proc. Natl. Ac
ad. Sci., USA 94:6216-6221997）は、ＴＮＦＲファミリーの新規のメンバーをコードす
るマウスｃＤＮＡを同定した。対応する遺伝子は、glucocorticoid -induced TNFR（グル
ココルチコイド誘発性ＴＮＦＲ）ファミリー関連遺伝子を表して、ＧＩＴＲ（ＴＮＦＲＳ
Ｆ１８としても知られている）と名づけられた。他のＴＮＦＲと同様に、予測されるＧＩ
ＴＲタンパク質は、システインリッチの繰り返し部分を細胞外ドメインに含有する。さら
に、ＧＩＴＲの細胞内ドメインは、マウスおよびヒトＴＮＦＲ、４－１ＢＢおよびＣＤ２
７のそれと有意なホモロジーを共有している。Nocentini et al. （（1997） Proc. Natl
. Acad. Sci., USA 94:6216-6221997）は、ＧＩＴＲ遺伝子がデキサメサゾンおよび他の
細胞活性化刺激によって、Ｔ細胞中において誘発されることを証明した。ＧＩＴＲ発現は
、抗ＣＤ３抗体を用いた処置によって誘発されるアポトーシス（但し、他のアポトーシス
物質によるものではない）からＴ細胞を保護している。
【０００３】
　Shimizu et al. （（2002） Nat Immunol 3:135-42）は、ＧＩＴＲが、主にＣＤ４＋Ｃ
Ｄ２５＋調節Ｔ細胞上で発現することを発見した。しかしながら、ＧＩＴＲはまた、従来
のＣＤ４＋およびＣＤ８＋Ｔ細胞上でも発現した。その発現は、活性化後に急速に高めら
れる。インビトロの研究によって、ＧＩＴＲは、これらの細胞によって媒介される末梢耐
性（peripheral tolerance）において重要な役割を果たし、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋調節Ｔ細
胞の抑制機能を取り消す（Shimizu et al. （2002） Nat Immunol 3:135-42;  McHugh et
 al. （2002） Immunity 16:311-23）。
【０００４】
　ＧＩＴＲを介してのシグナリング調整に有用な物質の開発は、非常に有益なことである
。
【０００５】
　発明の概要
　本発明は、Ｔ細胞や樹状細胞などの細胞上で、ＧＩＴＲ、例えば、ヒトＧＩＴＲ（ｈＧ
ＩＴＲ）に特異的に結合する結合分子を提供する。本発明の結合分子は、ｈＧＩＴＲに高
アフィニティーで結合し、刺激剤、例えば、ＣＤ３の存在下でアゴニストとなり、Ｔエフ
ェクター（Ｔｅｆｆ）細胞のＴ調節（Ｔｒｅｇ）細胞による抑制を取り消すことを特徴と
する。
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【０００６】
　本発明のある局面は、配列番号：１のアミノ酸配列を含み、任意にリーダー配列を含む
結合分子に関する。
【０００７】
　別の局面においては、本発明は、配列番号：６６のアミノ酸配列を含み、任意にリーダ
ー配列を含む結合分子に関する。
【０００８】
　別の局面においては、本発明は、配列番号：２のアミノ酸配列を含み、任意にリーダー
配列を含む結合分子に関する。
【０００９】
　本発明の別の局面は、配列番号：５８のアミノ酸配列を含み、任意にリーダー配列を含
む結合分子に関する。
【００１０】
　本発明のある局面は、配列番号：５９のアミノ酸配列を含み、任意にリーダー配列を含
む結合分子に関する。
【００１１】
　別の局面においては、本発明は、配列番号：６０のアミノ酸配列を含み、任意にリーダ
ー配列を含む結合分子に関する。
【００１２】
　ある局面において、本発明は、配列番号：６１のアミノ酸配列を含み、任意にリーダー
配列を含む結合分子に関する。
【００１３】
　別の局面においては、本発明は、配列番号：６２のアミノ酸配列を含み、任意にリーダ
ー配列を含む結合分子に関する。
【００１４】
　本発明のある局面は、配列番号：６３のアミノ酸配列を含み、任意にリーダー配列を含
む結合分子に関する。
【００１５】
　本発明のさらに別の局面は、配列番号：３、配列番号：４または配列番号：１９および
配列番号：５からなる群から選択される、少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）ア
ミノ酸配列を含む結合分子に関する。ある態様において、結合分子は、配列番号：３、配
列番号：４または配列番号：１９および配列番号：５からなる群から選択される、少なく
とも２つの相補性決定領域（ＣＤＲ）アミノ酸配列を含む。別の態様において、結合分子
は、配列番号：３、配列番号：４または配列番号：１９および配列番号：５からなる群か
ら選択される、少なくとも３つの相補性決定領域（ＣＤＲ）アミノ酸配列を含む。
【００１６】
　本発明の別の局面は、配列番号：６、配列番号：７、および配列番号：８からなる群か
ら選択される、少なくとも１つの相補性決定領域（ＣＤＲ）アミノ酸配列を含む結合分子
に関する。ある態様において、結合分子は、配列番号：６、配列番号：７、および配列番
号：８からなる群から選択される、少なくとも２つの相補性決定領域（ＣＤＲ）アミノ酸
配列を含む。別の態様において、結合分子は、配列番号：６、配列番号：７、および配列
番号：８からなる群から選択される、少なくとも３つの相補性決定領域（ＣＤＲ）アミノ
酸配列を含む。
【００１７】
　本発明の別の局面は、配列番号：３、４、５、６、７、および８に示されるＣＤＲを含
む結合分子に関する。別の局面においては、本発明は、配列番号：３、１９、５、６、７
、および８に示されるＣＤＲを含む結合分子に関する。
【００１８】
　本発明のある局面は、配列番号：１のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域を含み、さらに
配列番号：２のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域を含む結合分子に関する。本発明の別の
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局面は、配列番号：６６のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域を含み、さらに配列番号：２
のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域を含む結合分子に関する。さらに複数の態様において
、結合分子は、ヒト重鎖および軽鎖フレームワーク領域または実質的にヒト重鎖および軽
鎖フレームワーク領域を含む。別の態様において、１以上のヒトフレームワークアミノ酸
残基を対応するネズミアミノ酸残基に突然変異させる。別の態様において、定常領域は、
ＩｇＧ２ｂ重鎖定常領域を含む。別の態様において、該定常領域は、ヒト、例えば、ヒト
ＩｇＧ１の重鎖定常領域を含む。別の態様において、結合分子を、エフェクター機能およ
び/またはグリコシル化を減少させるように改変される。ある態様において、該結合分子
は、ヒトＧＩＴＲと結合する。
【００１９】
　ある態様において、結合分子は、アポトーシスを誘発しない。別の態様において、該結
合分子は、１次混合リンパ球反応をブロックしない。さらに別の態様において、該結合分
子は、Ｔ調節細胞によるＴエフェクター細胞の抑制を取り消す。ある態様において、該結
合分子は、エフェクターＴ細胞の増殖を調整する。ある態様において、該結合分子はネズ
ミである。別の態様において、該結合分子は、ネズミＩｇＧ２ｂ重鎖を含む。ある態様に
おいて、該結合分子はヒト化抗体である。さらに別の態様において、該結合分子は、キメ
ラ抗体である。さらに別の態様において、該結合分子は、ヒトＧＩＴＲの活性を調整する
。別の態様において、該結合分子は、Ｔ細胞中のＩ－κＢの分解を減衰させる。
【００２０】
　本発明の別の局面は、Ｔ細胞やヒト樹状細胞上のＧＩＴＲに結合する結合分子を特徴と
し、１×１０－９以下の結合定数（Ｋｄ）を有する。ある態様において、該結合分子は、
Ｔ調節細胞によるＴエフェクター細胞の抑制を取り消す。別の態様において、該結合分子
は、ヒト化抗体である。
【００２１】
　本発明の別の局面は、本発明の結合分子および薬学的に許容される担体を含む組成物に
関する。ある態様において、該組成物はさらに、被験体における癌を治療するための少な
くとも１つのさらなる治療薬を含む。ある態様において、該組成物はさらに、被験体にお
けるウイルス性感染症を治療するための少なくとも１つのさらなる治療薬を含む。別の態
様において、該組成物はさらに、被験体における癌を治療するための少なくとも１つの腫
瘍抗原を含む。さらに別の局面において、該組成物はさらに、病原性物質からの少なくと
も１つの抗原を含む。
【００２２】
　本発明のある局面は、Ｔ調節細胞によるＴエフェクター細胞の抑制を取り消す方法を特
徴とする。該方法は、ヒト免疫細胞を本発明の結合分子と接触させて、Ｔ調節細胞による
Ｔエフェクター細胞の抑制を取り消す。
【００２３】
　本発明の別の局面は、エフェクターＴ細胞中でＴ細胞レセプター誘発性シグナリングを
調整する方法に関する。該方法においては、エフェクターＴ細胞中でＴ細胞レセプター誘
発性シグナリングを調整するように細胞を本発明の結合分子と接触させる。ある態様にお
いて、該方法は、Ｉ－κＢの分解を調整する。ある態様において、Ｔ細胞は、Ｔｈ１細胞
である。別の態様において、Ｔ細胞は、ＣＤ４＋細胞である。さらに別の態様において、
Ｔ細胞は、ＣＤ８＋細胞である。
【００２４】
　本発明のさらに別の局面は、被験体における免疫応答を高める方法に関する。該方法は
、被験体における免疫応答を高められるように細胞を本発明の結合分子と接触させること
を含む。 
【００２５】
　本発明の別の局面は、被験体における癌を治療する方法に関する。該方法は、被験体に
おいて癌が治療されるように、細胞を本発明の結合分子と接触させることを含む。ある態
様において、癌のタイプは、膵臓癌、メラノーマ、乳癌、肺癌、気管支癌、結直腸癌、前



(5) JP 2015-232005 A 2015.12.24

10

20

30

40

50

立腺癌、胃癌、卵巣癌、膀胱癌、脳または中枢神経系癌、末梢神経系の癌、食道癌、子宮
頚癌、子宮癌または子宮体癌、口腔または咽頭の癌、肝臓癌、腎臓癌、睾丸の癌、胆道癌
、小腸または虫垂の癌、唾液腺の癌、甲状腺癌、副腎癌、骨肉腫、軟骨肉腫および血液学
的組織の癌からなる群から選択される。
【００２６】
　本発明の別の局面は、被験体において病原性物質によって引き起こされる感染症を治療
する方法に関する。該方法は、細胞を請求項１に記載の結合分子と接触させて被験体にお
いて病原性物質によって引き起こされる感染症を治療する。ある態様において、該病原性
物質は、例えば、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、インフルエンザ、水痘、アデノウイル
ス、単純疱疹ウイルス１（ＨＳＶ－Ｉ）、単純疱疹ウイルス２（ＨＳＶ－ＩＩ）、牛疫、
ライノウイルス、エコーウイルス、ロタウイルス、呼吸系発疹ウイルス、パピローマウイ
ルス、パポーバウイルス、サイトメガロウイルス、エキノウイルス（echinovirus）、ア
ルボウイルス、ハンタウイルス、コクサッキーウイルス、おたふくかぜウイルス、麻疹ウ
イルス、風疹ウイルス、ポリオウイルス、ヒト免疫不全症ウイルスタイプＩ（ＨＩＶ－Ｉ
）およびヒト免疫不全症ウイルスタイプＩＩ（ＨＩＶ－ＩＩ）、あらゆるピコルナウイル
ス、エンテロウイルス、カリチウイルス、あらゆるノーウォーク群のウイルス、トガウイ
ルス、例えば、アルファウイルス、フラビウイルス、コロナウイルス、狂犬病ウイルス、
マールブルグウイルス、エボラウイルス、パラインフルエンザウイルス、オルソミクソウ
イルス、ブニアウイルス、アレナウイルス、レオウイルス、ロタウイルス、オルビウイル
ス、ヒトＴ細胞白血病ウイルスタイプＩ、ヒトＴ細胞白血病ウイルスタイプＩＩ、サルの
免疫不全症ウイルス、レンチウイルス、ポリオーマウイルス、パルボウイルス、エプスタ
イン・バーウイルス、ヒトヘルペスウイルス６、サルヘルペスウイルス１（Ｂウイルス）
、ならびにポックスウイルスからなる群から選択されるウイルスである。ある態様におい
て、該方法は、慢性のウイルス性感染症の治療に用いられる。
【００２７】
　別の態様において、該病原性物質は、例えば、ナイセリア種、連鎖球菌種、Ｓ．ミュー
タンズ（S. mutans）、ヘモフィルス種、モラクセラ種、ボルデテラ種、マイコバクテリ
ウム種、レジオネラ種、エシェリキア種、ビブリオ種、エルシニア種、カンピロバクター
種、サルモネラ種、リステリア種、ヘリコバクター種、シュードモナス種、ブドウ球菌種
、腸球菌種、クロストリジウム種、バシラス種、コリネバクテリウム種、ボレリア種,エ
ーリッキア（Ehrlichia）種、 リケッチア種、クラミジア種、レプトスピラ種、トレポネ
ーマ種からなる群から選択される細菌である。
【００２８】
　本発明の別の局面は、ＧＩＴＲ機能を調整する方法に関する。該方法は、ヒトＧＩＴＲ
を本発明の結合分子と、免疫促進性の物質の存在下で接触させて、ＧＩＴＲ機能を調整す
る。
【００２９】
　本発明のある局面は、配列番号：３、配列番号：４、配列番号：１９、配列番号：５、
配列番号：６、配列番号：７および配列番号：８からなる群から選択される、少なくとも
１つのＣＤＲアミノ酸配列を含む結合分子に関する。ある態様において、該結合分子はさ
らに、被験体における癌を治療するための少なくとも１つのさらなる治療薬を含む。別の
態様において、該結合分子は、少なくとも１つの、６Ｃ８結合分子由来のＣＤＲを含む。
別の態様において、該結合分子は、少なくとも２つの、６Ｃ８結合分子由来のＣＤＲを含
む。別の態様において、該結合分子は、少なくとも３つの、６Ｃ８結合分子由来のＣＤＲ
を含む。別の態様において、該結合分子は、少なくとも４つの、６Ｃ８結合分子由来のＣ
ＤＲを含む。別の態様において、該結合分子は、少なくとも５つの、６Ｃ８結合分子由来
のＣＤＲを含む。別の態様において、該結合分子は、少なくとも６つの、６Ｃ８結合分子
由来のＣＤＲを含む。 
【００３０】
　本発明の別の局面は、配列番号：３、４または１９、５、６、７、および８に示される
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ＣＤＲを含む結合分子に関する。
【００３１】
　本発明のさらに別の局面は、配列番号：１のアミノ酸配列を含む重鎖可変領域を含み、
さらに配列番号：２のアミノ酸配列を含む軽鎖可変領域を含む結合分子に関する。ある態
様において、該結合分子は、ヒト重鎖および軽鎖フレームワーク領域または実質的にヒト
重鎖および軽鎖フレームワーク領域を含む。別の態様において、本発明の結合分子は、１
以上のヒトフレームワークアミノ酸残基が、対応するネズミアミノ酸残基に逆突然変異し
ているヒトフレームワーク領域を含む。別の態様において、本発明の結合分子は、イムノ
グロブリン分子の定常領域、例えば、ＩｇＧ２ｂ重鎖定常領域を含む。さらに別の態様に
おいて、該結合分子は、ヒトＧＩＴＲ（ｈＧＩＴＲ）と結合する。ある態様において、該
結合分子は、アポトーシスを誘発しない。別の態様において、該結合分子は、１次混合リ
ンパ球反応をブロックしない。さらに別の態様において、該結合分子は、Ｔ調節細胞によ
るＴエフェクター細胞の抑制を取り消す。ある態様において、該結合分子は、エフェクタ
ーＴ細胞の増殖を高める。別の態様において、該結合分子は、ヒトＧＩＴＲの活性を中和
する。さらに別の態様において、該結合分子は、ヒトＧＩＴＲの活性を調整する。別の態
様において、該結合分子は、Ｔ細胞中のＩ－κＢの分解を減衰させる。
【００３２】
　ある局面において、本発明は、Ｔ細胞やヒト樹状細胞上のＧＩＴＲに結合する結合分子
を特徴とし、１×１０－９以下の結合定数（Ｋｄ）を有する。ある態様において、該結合
分子は、Ｔ調節細胞の抑制を取り消す。別の態様において、該結合分子は、ネズミである
か、またなネズミＣＤＲを含む。さらに別の態様において、該結合分子は、ＩｇＧ２ｂ重
鎖を含む。ある態様において、該結合分子は、ヒト化抗体である。さらに別の態様におい
て、該結合分子は、キメラ抗体である。
【００３３】
　本発明の別の局面は、本発明の結合分子および薬学的に許容される担体を含む組成物に
関する。ある態様において、該組成物はさらに、被験体における癌を治療するための少な
くとも１つのさらなる治療薬を含んでいる。
【００３４】
　本発明のある局面は、Ｔ調節細胞によるＴエフェクター細胞の抑制を取り消す方法に関
する。該方法は、ヒト免疫細胞を本発明の結合分子と接触させて、Ｔ調節細胞によるＴエ
フェクター細胞の抑制を取り消す。
【００３５】
　本発明の別の局面は、エフェクターＴ細胞中でＴ細胞レセプター誘発性シグナリングを
調整する方法に関する。該方法においては、エフェクターＴ細胞中でＴ細胞レセプター誘
発性シグナリングを調整するように細胞を本発明の結合分子と接触させる。ある態様にお
いて、該方法は、Ｉ－κＢの分解を調整する。ある態様において、Ｔ細胞は、Ｔｈ１細胞
である。
【００３６】
　本発明のさらに別の局面は、被験体における免疫応答を高める方法に関する。該方法は
、被験体における免疫応答を高められるように細胞を本発明の結合分子と接触させること
を含む。 
【００３７】
　本発明の別の局面は、被験体における癌を治療する方法に関する。該方法は、被験体に
おいて癌が治療されるように、細胞を本発明の結合分子と接触させることを含む。ある態
様において、癌のタイプは、膵臓癌、メラノーマ、乳癌、肺癌、気管支癌、結直腸癌、前
立腺癌、胃癌、卵巣癌、膀胱癌、脳または中枢神経系癌、末梢神経系の癌、食道癌、子宮
頚癌、子宮癌または子宮体癌、口腔または咽頭の癌、肝臓癌、腎臓癌、睾丸の癌、胆道癌
、小腸または虫垂の癌、唾液腺の癌、甲状腺癌、副腎癌、骨肉腫、軟骨肉腫および血液学
的組織の癌からなる群から選択される。
【００３８】
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　本発明の別の局面は、ＧＩＴＲ機能を調整する方法に関する。該方法は、ヒトＧＩＴＲ
を本発明の結合分子と、免疫促進性の物質の存在下で接触させて、ＧＩＴＲ機能を調整す
る。
【００３９】
　本発明のある局面は、配列番号：９のヌクレオチド配列を含み、任意にリーダー配列を
含む重鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子に関する。
本発明のある局面は、配列番号：６７のヌクレオチド配列を含み、任意にリーダー配列を
含む重鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子に関する。
【００４０】
　本発明の別の局面は、配列番号：１０のヌクレオチド配列を含み、任意にリーダー配列
を含む軽鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子に関する
。
【００４１】
　本発明のさらに別の局面は、配列番号：１１、配列番号：１２または配列番号：６５、
および配列番号：１３からなる群から選択される、少なくとも１つのＣＤＲをコードする
ヌクレオチド配列を含む、単離された核酸分子に関する。ある態様において、単離された
核酸分子は、６Ｃ８結合分子に由来する少なくとも２つのＣＤＲをコードするヌクレオチ
ド配列を含む。別の態様において、単離された核酸分子は、６Ｃ８結合分子に由来する少
なくとも３つのＣＤＲをコードするヌクレオチド配列を含む。
【００４２】
　本発明の別の局面は、配列番号：１４、配列番号：１５、および配列番号：１６からな
る群から選択される、少なくとも１つのＣＤＲをコードするヌクレオチド配列を含む、単
離された核酸分子に関する。ある態様において、単離された核酸分子は、６Ｃ８結合分子
に由来する少なくとも２つのＣＤＲをコードするヌクレオチド配列を含む。別の態様にお
いて、単離された核酸分子は、６Ｃ８結合分子に由来する少なくとも３つのＣＤＲをコー
ドするヌクレオチド配列を含む。
【００４３】
　本発明のある局面は、配列番号：１１～１６および配列番号：６５に示されたヌクレオ
チド配列を含む単離された核酸分子に関する。
【００４４】
　本発明のある局面は、本発明の核酸分子を含む組換え発現ベクターに関する。ある態様
において、本発明の結合分子をコードするヌクレオチド配列をもつ核酸分子を含む組換え
発現ベクターに関する。別の態様において、本発明は、本発明の組換え発現ベクターが導
入された宿主細胞に関する。別の局面においては、本発明は、ヒトＧＩＴＲと結合する結
合分子を作製する方法に関する。該方法は、ヒトＧＩＴＲと結合する結合分子が細胞によ
って作製されるまで、本発明の宿主細胞を培養培地にて培養することを含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４５】
　本発明は、Ｔ細胞および樹状細胞でＧＩＴＲ、例えば、ヒトＧＩＴＲ（ｈＧＩＴＲ）に
特異的に結合する結合分子を提供する。本発明の結合分子は、高アフィニティーで、刺激
剤、例えば、ＣＤ３の存在下でｈＧＩＴＲに結合することを特徴とし、それらは、アゴニ
スト作用をし、Ｔ調節（Ｔｒｅｇ）細胞によるＴエフェクター（Ｔｅｆｆ）細胞の抑制を
取り消す。本発明の様々な局面は、結合分子、および医薬組成物、ならびにそのような結
合分子をコードする核酸、そのような結合分子を作製するための組換え発現ベクターおよ
び宿主細胞に関する。インビトロ またはインビボのいずれにおいても、ヒトＧＩＴＲを
検出するための、または、ヒトＧＩＴＲ活性を調整するための本発明の結合分子は、本発
明に包含される。
【００４６】
　本発明をより容易に理解するために、いくつかの用語をまず定義しておく。
【００４７】
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　Ｉ．定義
　本明細書において用いられている用語「グルココルチコイド誘発ＴＮＦレセプター」（
「ＧＩＴＲ」と略される）は、ＴＮＦレセプタースーパーファミリー１８（ＴＮＦＲＳＦ
１８）としても知られており、腫瘍壊死因子／神経成長因子レセプターファミリーのメン
バーである。それは、細胞外ドメインにある３つのシステイン・シュードリピートを特徴
とする２４１アミノ酸タイプＩ膜貫通タンパク質であり、Ｔ細胞レセプター誘発アポトー
シスを特異的に保護するが、Ｆａｓトリガー、デキサメサゾン処置、またはＵＶ照射を含
む他のアポトーシスシグナルから細胞を保護しない（Nocentini, G, et al. （1997） Pr
oc. Natl. Acad. Sci., USA 94:6216-622）。ヒトＧＩＴＲ（ｈＧＩＴＲ）の核酸配列を
配列番号：１７に示し、アミノ酸配列を配列番号：１８に示す。
【００４８】
　本明細書において用いられている用語「結合分子」は、ＧＩＴＲに特異的に結合する少
なくとも１つの抗原結合部位を含有する分子を言う。「特異的に結合する」という語によ
って、本質的に、該結合分子が非ＧＩＴＲ分子に結合するバックグラウンドを示す。しか
しながら、ＧＩＴＲに結合する単離された結合分子も、他の種からのＧＩＴＲ分子に対す
る交差反応性も有している。
【００４９】
　本発明の結合分子は、あらゆるアイソタイプ（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、Ｉｇ
Ｄ、ＩｇＡ、およびＩｇＹ）、クラス（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ
４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２）イムノグロブリン重鎖またはイムノグロブリン分子のサブ
クラスを含んでもよい。結合分子は、重鎖および軽鎖の双方を含んでもよい。本明細書に
記載されているように、用語「結合分子」は、それらが、所望の活性、例えば、ＧＩＴＲ
に対する結合性を示す限り、抗体（全長抗体を含む）、モノクローナル抗体（全長モノク
ローナル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、多選択性抗体（例えば、二重特異性抗体）
、ヒト抗体、ヒト化抗体またはキメラ抗体、および抗体フラグメント、例えば、Ｆａｂフ
ラグメント、Ｆ（ａｂ’）フラグメント、Ｆａｂ発現ライブラリーによって生成されるフ
ラグメント、例えば、ｓｃＦｖ分子、上記のあらゆるエピトープ結合フラグメントおよび
工学処理された形態の抗体を含む。
【００５０】
　「抗原」は、結合分子が特異的に結合する部分（例えば、タンパク様の実体またはペプ
チド）である。
【００５１】
　用語「エピトープ」または「抗原決定基」は、結合分子が特異的に結合する抗原上の部
位を言う。エピトープは、タンパク質の３次折り畳みによって並置された、近接するアミ
ノ酸もしくは近接していないアミノ酸より作製することができる。近接するアミノ酸から
作製されるエピトープは、典型的に、変性溶媒に曝露されたとき保持される。一方、３次
折り畳みによって作製されたエピトープは、典型的に、変性溶媒を用いた処理によって失
われる。エピトープは典型的に、少なくとも３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、
１２、１３、１４または１５アミノ酸を独自の空間的高次構造中に含む。エピトープの空
間的高次構造を決定する方法としては、例えば、Ｘ線結晶学および２次元核磁気共鳴が上
げられる。例えば、Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol
. 66, G. E. Morris, Ed. （1996）を参照されたい。
【００５２】
　同じエピトープを認識する結合分子は、他の抗体と標的抗原との結合をブロックするた
めの、ある抗体の能力を示す簡単なイムノアッセイ、すなわち、競合的結合アッセイによ
って同定することができる。競合的結合は、試験される結合分子が、参照結合分子がＧＩ
ＴＲなどの共通の抗原に特異的結合するアッセイによって測定することができる。例えば
、固相直接もしくは間接ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）；固相直接もしくは間接酵素免
疫測定法（ＥＩＡ）サンドイッチ競合アッセイなど（Stahli et al., Methods in Enzymo
logy 9:242 （1983）参照）；固相直接ビオチン－アビジンEIA（Kirkland et al., J. Im
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munol. 137:3614 （1986））；固相直接標識アッセイ、固相直接標識サンドイッチアッセ
イ（HarlowとLane、Antibody:  A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press （198
8））; I-125標識を用いた固相直接標識ＲＩＡ（Morel et al., Mol. Immunol. 25（1）:
7 （1988）参照）; 固相直接ビオチン－アビジンＥＩＡ（Cheung et al., Virology 176:
546 （1990））；および直接標識ＲＩＡ（Moldenhauer et al., Scand. J. Immunol. 32:
77 （1990））など、多くのタイプの競合的結合アッセイが知られている。典型的に、そ
のようなアッセイは、固体表面に結合した精製された抗原またはこれらのいずれか、非標
識試験結合分子および標識参照結合分子を保有する細胞を使用する。競合的阻害は、試験
結合分子の存在下で固体表面もしくは細胞に結合する標識の量を測定することによって測
定される。通常、試験結合分子は、過剰に存在する。通常、競合結合分子が過剰に存在す
る場合、それは、参照結合分子の共通抗原に対する特異的結合を、少なくとも５０～５５
％、５５～６０％、６０～６５％、６５～７０％、７０～７５％、またはそれ以上阻害す
るであろう。
【００５３】
　エピトープは、免疫学的細胞、例えば、Ｂ細胞および／またはＴ細胞によっても認識さ
れる。エピトープの細胞認識は、３Ｈ－チミジン組み込みによって測定されるように、抗
原サイトカイン分泌、抗体分泌、または抗原依存性殺傷（細胞傷害性Ｔリンパ球アッセイ
）による依存性増殖を測定するインビトロアッセイによって測定することができる。
【００５４】
　本明細書で用いられている用語「モノクローナル結合分子」は、ほぼ均質な結合分子の
集団から取得される結合分子を言う。モノクローナル結合分子は、高い特異性を有し、単
一の抗原部位に対する指向性を示す。また、典型的に異なる決定因子（エピトープ）を指
向する異なる結合分子を含むポリクローナル結合分子調製物とは対照的に、各モノクロー
ナル結合分子は、抗原上の単一の決定因子を指向する。「モノクローナル」が改良されて
いるほど、ほぼ均質な結合分子の集団から取得されるという結合分子の性質を示し、そし
て、特別の方法で結合分子を作製することを必要として構築されるものではない。例えば
、本発明において用いられるモノクローナル結合分子は、Kohler, et al., Nature 256:4
95 （1975）に最初に記載されたハイブリドーマ法で作製してもよいし、組換えＤＮＡ法
（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号参照）を用いて作製してもよい。「モノクロ
ーナル結合分子」はまた、例えば、Clackson, et al., Nature 352:624-628 （1991） お
よびMarks et al., J. Mol Biol. 222:581-597 （1991）に記載の技法を用いて、ファー
ジ抗体ライブラリーから単離してもよい。
【００５５】
　用語「キメラ結合分子」は、異なる種に由来するアミノ酸配列を含む結合分子を言う。
キメラ結合分子は、例えば、異なる種に属する結合分子遺伝子セグメントから遺伝子工学
による方法によって構築することができる。 
【００５６】
　本明細書におけるモノクローナル結合分子は、重鎖および/または軽鎖の一部が特定の
種に由来する、または特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する結合分子、ならびに
、例えば、ヒトＧＩＴＲ （ｈＧＩＴＲ）に対する結合性といった、所望の生物学的活性
を示す限り、そのような結合分子のフラグメントと同一である、またはその種における対
応する配列に相同する「キメラ」結合分子を特異的に含む（米国特許第. 4,816,567；お
よびMorrison, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 （1984））。
【００５７】
　軽鎖および重鎖の双方とも、構造的および機能的ホモロジーに分けられる。用語「定常
」および「可変」は、機能的に用いられている。この点に関して、軽鎖（ＶＬ）および重
鎖（ＶＨ）部分の双方の可変ドメインが抗原認識および特異性を決定することを理解でき
る。逆に、軽鎖（ＣＬ）および重鎖（ＣＨ１、ＣＨ２もしくはＣＨ３）部分の双方の定常
ドメインは、分泌、経胎盤性の動き、Ｆｃレセプター結合、補体結合といった重要な生物
学的特性を付与する。従来、定常領域ドメインには、抗体の抗原結合部位またはアミノ末
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端から離れるにつれて大きな番号をつけている。Ｎ末端は可変領域であり、Ｃ末端は定常
領域である。ＣＨ３およびＣＬドメインは、実際に重鎖および軽鎖のカルボキシ末端をそ
れぞれ含む。
【００５８】
　結合分子と関連づけて用いられる場合の「可変領域」は、抗原結合を分子上に付与し、
かつ、定常領域ではない結合分子のアミノ末端部分を言う。この用語は、全可変領域の結
合機能のいくつか、または全てを維持する、それらの機能的フラグメントを含む。 
【００５９】
　本明細書において用いられる「超可変領域」は、配列において超可変である、および/
または、画定されたループを構造的に形成する結合分子可変ドメインの領域を言う。超可
変領域は、「相補性決定領域」もしくは「ＣＤＲ」に由来するアミノ酸残基を含む。
【００６０】
　本明細書において用いられている用語「ＣＤＲ」もしくは「相補性決定領域」は、重鎖
および軽鎖ポリペプチド両方の可変領域内に見出される、近接していない抗原組換え部位
を意味する。これらの特定の領域については、Kabat, et al., J. Biol. Chem. 252, 660
9-6616 （1977）およびKabat, et al., Sequences of protein of immunological intere
st. （1991）、ならびにChothia, et al., J. Mol. Biol. 196:901-917 （1987）およびM
acCallum, et al., J. Mol. Biol. 262:732-745 （1996）に記載されている。そこでは、
それぞれ比較すると、アミノ酸残基のオーバーラッピングまたはサブセットを含んでいる
。それにもかかわらず、いずれの定義の提供も、結合分子のＣＤＲまたは移植された結合
分子またはそれらの異型も本明細書において定義され、用いられている用語の範囲に包含
される。
【００６１】
　本明細書において用いられている用語「フレームワーク領域」もしくは「ＦＲ」は、Ｃ
ＤＲによって分離されたフレームワークの各ドメインを意味する。したがって、可変領域
 フレームワークは、約１００～１２０長のアミノ酸であるが、ＣＤＲの外部のアミノ酸
のみを意味する。
【００６２】
　非ヒト（例えば、ネズミ）結合分子の「ヒト化」形態は、非ヒト結合分子に由来する最
小配列を含有するキメラ抗体である。大部分、ヒト化結合分子は、超可変領域からの残基
が所望の特異性、アフィニティー、容量を有するマウス、ラット、ウサギもしくは非ヒト
霊長類などの非ヒト種（ドナー結合分子）の超可変領域からの残基によって置換されたヒ
ト結合分子（アクセプター/レシピエント結合分子）である。いくつかの例において、ヒ
ト結合分子のＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）残基は、対応する非ヒト残基に変更、例え
ば、置き換わっている、置換されている、もしくは突然変異している。また、ヒト化結合
分子は、レシピエント結合分子もしくはドナー結合分子に見出される残基を含んでもよい
。これらの異型は通常、結合分子性能をさらに精製するために用いられる。通常、ヒト化
結合分子は、非ヒト結合分子に対応する超可変ループの全て、またはほぼ全て、およびＦ
Ｒ領域の全て、またはほぼ全てがヒト結合分子配列である、少なくとも１つ、典型的には
２つの可変ドメインのほぼ全てを含むであろう。ヒト化結合分子はまた、任意に、結合分
子定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部、典型的にはヒト結合分子の一部を含むであろう。
さらなる詳細については、Jones, et al., Nature 321:522-525 （1986）; Riechmann, e
t al., Nature 332:323-329 （1988）;およびPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-5
96 （1992）を参照されたい。   
【００６３】
　好ましくは、本発明のヒト化結合分子は、配列番号：３（ＧＦＳＬＳＴＳＧＭＧＶＧ（
ＨＣ ＣＤＲ１））、配列番号：４（ＨＩＷＷＤＤＤＫＹＹＮＰＳＬＫＳ（ＨＣ ＣＤＲ２
Ｎ））、配列番号：５（ＴＲＲＹＦＰＦＡＹ（ＨＣ ＣＤＲ３））、配列番号：６（ＫＡ
ＳＱＮＶＧＴＮＶＡ（ＬＣ ＣＤＲ１））、配列番号：７（ＳＡＳＹＲＹＳ（ＬＣ ＣＤＲ
２））、配列番号：８（ＱＱＹＮＴＤＰＬＴ（ＬＣ ＣＤＲ３））および配列番号：１９
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（ＨＩＷＷＤＤＤＫＹＹＱＰＳＬＫＳ（ＨＣ ＣＤＲ２Ｑ））からなる群から選択される
、少なくとも１つのＣＤＲを含む。
【００６４】
　本明細書において用いられている用語「工学処理された」または「組換え」結合分子は
、組み換え手段によって調製、発現、創出もしくは単離された結合分子、例えば、宿主細
胞にトランスフェクトされた組換え発現ベクターを用いて発現させた結合分子、組み換え
、コンビナトリアル結合分子ライブラリーから単離された結合分子、ヒトイムノグロブリ
ン遺伝子に導入されている動物（例えば、マウス）から単離された結合分子（例えば、Ta
ylor, L.D., et al. （1992） Nucl. Acids Res. 20:6287-6295）、または他のＤＮＡ配
列にヒト結合分子をスプライシングすることを含む他のあらゆる手段によって調製、発現
、創出もしくは単離された結合分子を含む。しかしながら、特定の態様においては、その
ような組換えヒト結合分子は、インビトロで突然変異誘発を起こし（または、ヒトＩｇ配
列を形質導入した動物を用いる。インビボ体細胞突然変異誘発）、組換え結合分子のＶＨ
およびＶＬ領域は、ヒト生殖細胞系列ＶＨおよびＶＬ配列に由来し、それに関連するが、
ヒト結合分子生殖細胞系列レパートリーにインビボで天然には存在しないかもしれない配
列である。
【００６５】
　本明細書において用いられている用語「単離された結合分子」は、異なる抗原特異性を
有する他の結合分子を実質的に含まない結合分子を言う（例えば、ＧＩＴＲに実質的に結
合する単離された結合分子は、ＧＩＴＲ以外の抗原に特異的に結合する結合分子を実質的
に含まない）。さらに単離された結合分子は、他の細胞材料および/または化学物質を実
質的に含まないこともある。「単離された」結合分子は、その天然の環境の成分から単離
され、分離され、および/または回収されたものである。天然の環境の不純物成分は、例
えば、該結合分子の診断的もしくは治療的使用に干渉しない物質を含み、また、酵素、ホ
ルモンおよび他のタンパク様の溶質もしくは非タンパク様の溶質を含んでもよい。好まし
い態様において、結合分子は、（１）Lowry法による測定によって結合分子の９５重量%を
超え、最も好ましくは９重量％を超えるように、（２）Ｎ末端または内部のアミノ酸配列
の少なくとも１５の残基を取得するのに十分な程度に、スピニングカップ配列決定装置を
用いて、または（３）クーマシーブルーを用いて好ましくは銀染色によって、還元もしく
は非還元条件の下でのＳＤＳ－ＰＡＧＥによって均質性にするように、精製する。結合分
子の天然の環境の少なくとも１つの成分は存在しないので、単離された結合分子は、in s
itu で組換え細胞内に結合分子を含む。しかしながら、通常、単離された結合分子は、少
なくとも１つの精製ステップによって調製されるであろう。
【００６６】
　本明細書において用いられている用語「結合定数」「（ｋｄ）」は、「アフィニティー
定数」とも言われ、２つの分子種間の可逆的な結合の範囲の測定値、実際の結合アフィニ
ティーならびに見かけの結合アフィニティーを含む。実際の結合アフィニティーは、Ｍ－

１Ｓ－１におけるKassocとＳ－１におけるKdissocの比率を計算することによって測定す
ることができ、単位は「Ｍ－１」である。したがって、結合アフィニティーの授与または
最適化は、これらの成分のいずれか、または両方を変更して、所望のレベルの結合アフィ
ニティーを達成することを含む。見かけのアフィニティーは、例えば、相互作用の結合活
性を含むことができる。例えば、２価の異価同義可変領域の結合フラグメントは、その結
合価によって結合アフィニティーを改変もしくは最適化することができる。結合アフィニ
ティーは、ＢＩＡコアシステムを用いて、表面プラスモン共鳴の測定によって測定するこ
とができる。
【００６７】
　本明細書において用いられている用語「核酸分子」は、ＤＮＡ分子およびＲＮＡ分子を
含む。核酸分子は、一本鎖または二本鎖であるが、好ましくは二本鎖ＤＮＡである。
【００６８】
　ＧＩＴＲに結合する結合タンパク質をコードする核酸に関して本明細書で用いられてい
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る「単離された核酸分子」という用語は、結合分子をコードするヌクレオチド配列が、ヒ
トゲノムＤＮＡにおいて他の配列が核酸に天然に隣接しているかもしれないヌクレオチド
配列を含まない核酸分子を言う。これらの配列は、タンパク質の安定性にとって重要な任
意に５’もしくは３’ヌクレオチド配列を含む。
【００６９】
　本明細書において用いられる用語「ベクター」は、それが結合した他の核酸を輸送する
ことのできる核酸分子をいう。ベクターの１つのタイプは、「プラスミド」であり、これ
は、環状二本鎖ＤＮＡのループであって、その中に追加のＤＮＡセグメントをライゲーシ
ョンできる。別のタイプのベクターは、ウイルスベクターであり、追加のＤＮＡセグメン
トをウイルスゲノム中にライゲーションできる。ある種のベクターは、それらが導入され
た宿主細胞中で自律的に複製することができる（例えば、細菌性の複製オリジンを有する
細菌性ベクターおよびエピゾーム性哺乳動物用ベクター）。他のベクター（例えば、非エ
ピゾーム性哺乳動物用ベクター）は、宿主細胞への導入に際して宿主細胞のゲノム中にイ
ンテグレートされ、それにより、宿主ゲノムと共に複製される。さらに、ある種のベクタ
ーは、それらが機能的に結合した遺伝子の発現を指図することができる。かかるベクター
は、ここでは、「組換え発現ベクター」（または単に「発現ベクター」）と言う。一般に
、組換えＤＮＡ技術において有用な発現ベクターは、しばしば、プラスミド形態である。
本明細書においては、「プラスミド」と「ベクター」は、プラスミドが最も普通に用いら
れる型のベクターであることから、互換可能に用いている。しかしながら、本発明は、か
かる他の型の発現ベクター、例えば、同等の機能を果たすウイルスベクター（例えば、複
製欠損レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）を包含することを意
図している。
【００７０】
　本明細書において用いられる用語「組換え宿主細胞」（または単に「宿主細胞」）は、
組換え発現ベクターが導入された細胞を意味することが意図される。このような用語は、
特定の被検細胞のみならず、そのような細胞の子孫を意味することも意図されている。突
然変異や環境の影響によって後の世代において特定の異型が生じるかも知れず、そのよう
な子孫は、実際、親細胞と同一ではないかもしれないが、それでもなお本明細書において
用いられる用語「宿主細胞」の範囲に含むものとする。
【００７１】
　本明細書において用いられている用語「Ｔ細胞」（すなわち、Ｔリンパ球）は、Ｔ細胞
系列内の全ての細胞を含み、哺乳動物（例えば、ヒト）由来の胸腺リンパ球、未成熟Ｔ細
胞、成熟Ｔ細胞などを含む。好ましくは、Ｔ細胞は、ＣＤ４とＣＤ８のいずれかをを発現
するが双方を発現しない成熟Ｔ細胞である。本明細書に記載の種々のＴ細胞集団は、それ
らのサイトカインプロファイルおよびそれらの機能に基づいて定義され、当業者には公知
である。
【００７２】
　本明細書において用いられる用語「樹状細胞」は、未処置のＴ細胞を活性化し、Ｂ細胞
の成長および分化を刺激することができるプロフェッショナルな抗原提示細胞（ＡＰＣ）
を言う。
【００７３】
　本明細書において用いられる用語「未処置のＴ細胞」は、同族の抗原に曝露されていな
いＴ細胞を含み、それゆえに活性化された、またはメモリー細胞ではない。未処置のＴ細
胞は、繰り返し構造ではなく、未処置のヒトＴ細胞は、ＣＤ４５ＲＡ＋である。未処置の
Ｔ細胞が抗原祖認識し、限定されないが、抗原の量、投与経路や投与時間といった、さら
なる信号を受信すれば、それらは、Ｔ細胞の種々のサブセット、例えば、エフェクターＴ
細胞に増殖し、分化するかもしれない。
【００７４】
　本明細書において用いられている用語「エフェクター細胞」または「Ｔｅｆｆ細胞」は
、抗原を除去する働きをする（例えば、他の細胞の活性化を改変するサイトカインを作製
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することによって、または細胞傷害性活性によって）Ｔ細胞を含む。用語「エフェクター
Ｔ細胞」は、Ｔヘルパー細胞（例えば、Ｔｈ１およびＴｈ２細胞）ならびに細胞傷害性Ｔ
細胞を含む。Ｔｈ１細胞は、遅延型の超過敏反応およびマクロファージ活性化を媒介し、
Ｔｈ２は、Ｂ細胞を助けるために設けられており、アレルギー反応において重要である（
MosmannとCoffman, 1989, Annu. Rev. Immunol. 7, 145-173; PaulとSeder, 1994, Cell 
76, 241-251; ArthurとMason, 1986, J. Exp. Med. 163, 774-786; Paliard, et al., 19
88, J. Immunol. 141, 849-855; Finkelman, et al., 1988, J. Immunol. 141, 2335-234
1）。
【００７５】
　本明細書で用いられている用語「Ｔヘルパータイプ１反応」（Ｔｈ１反応）は、ＩＦＮ
－γ、ＩＬ－２、ＴＮＦおよびリンフォトキシン（ＬＴ）、ならびに、Ｔｈ２よりむしろ
Ｔｈ１によって優先的にもしくは排他的に作製される他のサイトカインから選択される１
以上の生成物によって特徴付けられる。本明細書で用いられている用語「Ｔヘルパータイ
プ２反応」（Ｔｈ２反応）は、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６およびＩＬ－１０から選択
され、Ｔｈ２細胞によって設けられる効率的なＢ細胞「ヘルプ」（例えば、増強されたＩ
ｇＧ１および/またはＩｇＥ産生）に関連する１以上のサイトカインの生成物によって特
徴付けられるＣＤ４＋Ｔ細胞による反応を言う。
【００７６】
　本明細書で用いられている用語「制御Ｔ細胞」または「Ｔｒｅｇ細胞」は、ＩＬ－２、
ＩＬ－４、ＩＬ－５およびＩＬ－１２を低レベルで産生するＴ細胞を含む。エフェクター
Ｔ細胞より低レベルにもかかわらず、制御Ｔ細胞は、ＴＮＦα、ＴＧＦβ、ＩＦＮ－γ、
およびＩＬ－１０を産生する。ＴＧＦβは、制御Ｔ細胞によって作製される主なサイトカ
インであり、該サイトカインは、Ｔｈ２細胞によって産生されるもの以下のレベル、例え
ば、Ｔｈ１またはＴｈ２細胞未満の大きさのレベルで産生される。制御Ｔ細胞は、ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋集団の細胞において見出すことができる（例えば、WaldmannとCobbold.  20
01. Immunity. 14:399参照）。制御Ｔ細胞は、Ｔｈ１、Ｔｈ２または、活性化シグナル（
例えば、抗原および抗原提示細胞、または、ＭＨＣのコンテクストにおいて抗原を模倣す
るシグナルを持つ、例えば、抗ＣＤ３抗体、プラス抗ＣＤ２８抗体）を有する培養中で刺
激された未処置のＴ細胞の増殖およびサイトカイン産生を活発に抑制する。
【００７７】
　本明細書で用いられている用語「耐性」は、活性化レセプター培養刺激に対する屈折性
を含む。そのような屈折性は通常、抗原特異性であり、耐性抗原に対する曝露を停止した
後も持続する。例えば、耐性は、サイトカイン産生の欠如によって特徴付けられる（例え
ば、ＩＬ－２）。または、混合リンパ球培養アッセイを用いて評価することができる。耐
性は、抗原自体または外来性抗原に対して起こる。
【００７８】
　「混合リンパ球培養」（「ＭＬＣ」）は、２つの異なる個体からのリンパ球を一緒に培
養するある種のリンパ球増殖試験であり、増殖応答（「混合リンパ球反応」）が、３Ｈ標
識チミジン取り込みによって測定される。
【００７９】
　本明細書で用いられている用語「アポトーシス」は、プログラムされた細胞死（ＰＣＤ
）とも呼ばれ、限定されないが、核へテロクロマチンの濃縮、細胞収縮、細胞質内濃縮、
アポトーシスの後期の段階においては、異なるフラグメント中に細胞へのエンドヌクレア
ーゼ媒介ＤＮＡの分裂などの特徴によって特徴付けられる細胞の死を意味する。アポトー
シスが怒った細胞のＤＮＡを電気泳動的に分析した後、異なるＤＮＡフラグメントの特徴
的な「ラダー」が顕在化する。
【００８０】
　「処置」は、治療的処置および予防的または防止的対策の双方を言う。処置の必要なも
のとしては、既に障害を持つもの、ならびにまだ障害を持たないものが含まれる。
【００８１】
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　「障害」は、本発明の結合分子による処置から恩恵を受けるあらゆる状態を言う。これ
には、高すぎる、もしくは低すぎる免疫応答に関連する、慢性および急性の障害もしくは
疾患もしくは病理学的症状が含まれる。
【００８２】
　以下のサブセクションにおいて、本発明の種々の局面について、さらに詳細に記載する
。
【００８３】
　ＩＩ．ＧＩＴＲ結合分子
　本発明は、単離されたＧＩＴＲ結合分子を提供する。本発明の結合分子の例としては、
６Ｃ８抗体および２Ｆ８抗体がある。６Ｃ８抗体は、Ｔ細胞および樹状細胞、例えば、ヒ
トＴ細胞および樹状細胞上で、ＧＩＴＲに高アフィニティーで結合する抗ＧＩＴＲ抗体で
ある。 好ましくは、そのような結合分子は、Ｔ調節細胞によるＴエフェクター細胞の抑
制を取り消し、そして、部分的に活性化されたＴ細胞に対して インビトロ で刺激剤、例
えば、ＣＤ３の存在下で、アゴニスト性を示す。  
【００８４】
　ある態様において、本発明の結合分子のＶＨドメインは、配列番号：１に記載のアミノ
酸配列（６Ｃ８のＶＨドメイン“Ｎ”、リーダーを含む）を含む。本明細書に記載の結合
分子の配列のいくつかは、リーダー配列を含むにもかかわらず、本発明の結合分子はまた
、任意に、リーダー配列を排除することが理解できるであろう。例えば、ある態様におい
て、本発明の結合分子は、配列番号：１に記載の成熟タンパク質のアミノ酸（例えば、配
列番号：１のアミノ酸２０～１３８）を含む。
【００８５】
　ある態様において、本発明の結合分子のＶＨドメインは、配列番号：６６に記載のアミ
ノ酸配列を含む（６Ｃ８ＶＨドメイン“Ｑ”、リーダーを含む）。
【００８６】
　ある態様において、本発明の結合分子のＶＬドメインは、配列番号：２に記載のアミノ
酸配列を含む（６Ｃ８ＶＬドメイン、リーダーを含む）。
【００８７】
　ある態様において、本発明の結合分子のＶＨドメインは、配列番号：６６のアミノ酸残
基２０－１３８を含む（６Ｃ８ＶＨドメイン“Ｎ”、リーダーを含まない）。
【００８８】
　ある態様において、本発明の結合分子のＶＨドメインは、配列番号：６６のアミノ酸残
基２０－１３８を含む（６Ｃ８ＶＨドメイン“Ｑ”、リーダーを含まない）。
【００８９】
　ある態様において、本発明の結合分子のＶＬドメインは、配列番号：２のアミノ酸残基
２１－１２７を含む（６Ｃ８ＶＬドメイン、リーダーを含まない）。
【００９０】
　本発明のある態様において、ＶＬ鎖は、リーダー配列および／またはシグナル配列を含
む。すなわち、配列番号：２（配列番号：５９）のアミノ酸残基１－１２０を含む。ある
態様において、ＶＨ鎖は、リーダー配列および／またはシグナル配列を含む。すなわち、
配列番号：１（配列番号：６４）のアミノ酸残基１－１９を含む。
【００９１】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：３（６Ｃ８、ＶＨ ＣＤＲ１）に
記載のＣＤＲを含むＶＨドメインを含む。
【００９２】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：４（６Ｃ８、ＶＨ ＣＤＲ２－“
Ｎ”）に記載のＣＤＲを含むＶＨドメインを含む。
【００９３】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：５（６Ｃ８、ＶＨ ＣＤＲ３”）
に記載のＣＤＲを含むＶＨドメインを含む。
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【００９４】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：１９（６Ｃ８、ＶＨ ＣＤＲ２－
交互の“Ｑ”）に記載のＣＤＲを含むＶＨドメインを含む。
【００９５】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：６（６Ｃ８、ＶＬ ＣＤＲ１）に
記載のＣＤＲを含むＶＬドメインを含む。
【００９６】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：７（６Ｃ８、ＶＬ ＣＤＲ２）に
記載のＣＤＲを含むＶＬドメインを含む。
【００９７】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：８（６Ｃ８、ＶＬ ＣＤＲ３）に
記載のＣＤＲを含むＶＬドメインを含む。
【００９８】
　本発明は、上記アミノ酸配列をコードする核酸分子にも関する。
【００９９】
　ある態様において、本発明の結合分子のＶＨドメインは、配列番号：９に記載のヌクレ
オチド配列を含む（６Ｃ８ＶＨドメイン、“Ｎ”、リーダーを含む）。
【０１００】
　ある態様において、本発明の結合分子のＶＨドメインは、配列番号：６５に記載のヌク
レオチド配列を含む（６Ｃ８ＶＨドメイン、“Ｑ”、リーダーを含む）。
【０１０１】
　ある態様において、本発明の結合分子のＶＨドメインは、配列番号：９に記載のヌクレ
オチド５８－４１４を含む（６Ｃ８ＶＨドメイン、“Ｎ”、リーダーを含まない）。
【０１０２】
　ある態様において、本発明の結合分子のＶＨドメインは、配列番号：６５に記載のヌク
レオチド５８－４１４を含む（６Ｃ８ＶＨドメイン、“Ｑ”、リーダーを含まない）。
【０１０３】
　ある態様において、本発明の結合分子のＶＬドメインは、配列番号：１０に記載のヌク
レオチド配列を含む（６Ｃ８ＶＬドメイン、リーダーを含む）。
【０１０４】
　ある態様において、本発明の結合分子のＶＬドメインは、配列番号：１０に記載のヌク
レオチド６１－３８１を含む（６Ｃ８ＶＬドメイン、リーダーを含まない）。
【０１０５】
　ある態様において、本発明の結合分子は、その核酸配列が配列番号：１１に記載されて
いるＣＤＲを含むＶＨドメインを含む（６Ｃ８ ＶＨ ＣＤＲ１）。
【０１０６】
　ある態様において、本発明の結合分子は、その核酸配列が配列番号：１２に記載されて
いるＣＤＲを含むＶＨドメインを含む（６Ｃ８ ＶＨ ＣＤＲ２－“ＡＴＴ”）。
【０１０７】
　ある態様において、本発明の結合分子は、その核酸配列が配列番号：１３に記載されて
いるＣＤＲを含むＶＨドメインを含む（６Ｃ８ ＶＨ ＣＤＲ３）。
【０１０８】
　ある態様において、本発明の結合分子は、その核酸配列が配列番号：６５に記載されて
いるＣＤＲを含むＶＨドメインを含む（６Ｃ８ ＶＨ ＣＤＲ２－“ＣＡＡ”）。
【０１０９】
　ある態様において、本発明の結合分子は、その核酸配列が配列番号：１４に記載されて
いるＣＤＲを含むＶＬドメインを含む（６Ｃ８ ＶＬ ＣＤＲ１）。
【０１１０】
　ある態様において、本発明の結合分子は、その核酸配列が配列番号：１５に記載されて
いるＣＤＲを含むＶＬドメインを含む（６Ｃ８ ＶＬ ＣＤＲ２）。
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【０１１１】
　ある態様において、本発明の結合分子は、その核酸配列が配列番号：１６に記載されて
いるＣＤＲを含むＶＬドメインを含む（６Ｃ８ ＶＬ ＣＤＲ３）。
【０１１２】
　ある態様において、本発明の結合分子のＣＬドメインは、配列番号：２０に記載されて
いるアミノ酸配列を含む（ネズミＩｇＧ２ａ軽鎖定常領域）。
【０１１３】
　ある態様において、本発明の結合分子のＣＨドメインは、配列番号：２１に記載されて
いるアミノ酸配列を含む（ネズミＩｇＧ２ａ軽鎖定常領域）。
【０１１４】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：２２に記載されているアミノ酸配
列を含む（キメラ－６Ｃ８ＶＬ／ヒトＣＬ ＩｇＧ１）。
【０１１５】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：２３に記載されているアミノ酸配
列を含む（キメラＧｌｙ－６Ｃ８ＶＨ／ヒトＣＨ ＩｇＧ１）。
【０１１６】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：２４に記載されているアミノ酸配
列を含む（キメラＡｇｌｙ－６Ｃ８ＶＨ／ヒトＣＨ ＩｇＧ１）。
【０１１７】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：４４に記載されているアミノ酸配
列を含む（ヒト化６Ｃ８ ＶＬ）。
【０１１８】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：５３に記載されているアミノ酸配
列を含む（ヒト化６Ｃ８ ＶＨ“Ｎ”）。
【０１１９】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：５４に記載されているアミノ酸配
列を含む（ヒト化６Ｃ８ ＶＨ“Ｑ”）。
【０１２０】
　ある態様において、本発明の結合分子のＣＬドメインは、配列番号：５５に記載されて
いるアミノ酸配列を含む（ヒトＩｇＧ１ Ｇｌｙ重鎖定常領域）。
【０１２１】
　ある態様において、本発明の結合分子のＣＨドメインは、配列番号：５６に記載されて
いるアミノ酸配列を含む（ヒトＩｇＧ１ Ａｇｌｙ重鎖定常領域）。
【０１２２】
　ある態様において、本発明の結合分子のＣＬドメインは、配列番号：５７に記載されて
いるアミノ酸配列を含む（ヒトＩｇＧ１ ＩｇＧ１軽鎖定常領域）。
【０１２３】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：５８に記載されているアミノ酸配
列を含む（完全ヒト化６Ｃ８軽（Light））。
【０１２４】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：６０に記載されているアミノ酸配
列を含む（完全ヒト化６Ｃ８重（Heavy）－ＨｕＮ６Ｃ８－Ｇｌｙ）。
【０１２５】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：６１に記載されているアミノ酸配
列を含む（完全ヒト化６Ｃ８重（Heavy）－ＨｕＮ６Ｃ８－Ａｇｌｙ）。
【０１２６】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：６２に記載されているアミノ酸配
列を含む（完全ヒト化６Ｃ８重（Heavy）－ＨｕＱ６Ｃ８－Ｇｌｙ）。
【０１２７】
　ある態様において、本発明の結合分子は、配列番号：６３に記載されているアミノ酸配
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列を含む（完全ヒト化６Ｃ８重（Heavy）－ＨｕＱ６Ｃ８－Ａｇｌｙ）。
【０１２８】
　ある態様において、本発明の結合分子は、図１８Ａ～１８Ｄに示すように、ＶＬ配列お
よびＶＨ配列を有している。６Ｃ８ＶＨ領域のアミノ酸配列も配列番号：１に示されてい
る；６Ｃ８ＶＬ領域のアミノ酸配列は配列番号：２に示されている。別の態様において、
本発明の結合分子は、配列番号：２０に記載のＬＣ配列およびＨＣを有している。
ＡＤＡＡＰＴＶＳＩＦＰＰＳＳＥＱＬＴＳＧＧＡＳＶＶＣＦＬＮＮＦＹＰＫＤＩＮＶＫＷ
ＫＩＤＧＳＥＲＱＮＧＶＬＮＳＷＴＤＱＤＳＫＤＳＴＹＳＭＳＳＴＬＴＬＴＫＤＥＹＥＲ
ＨＮＳＹＴＣＥＡＴＨＫＴＳＴＳＰＩＶＫＳＦＮＲＮＥ（配列番号：２０）；
ＡＫＴＴＰＰＳＶＹＰＬＡＰＧＣＧＤＴＴＧＳＳＶＴＬＧＣＬＶＫＧＹＦＰＥＳＶＴＶＴ
ＷＮＳＧＳＬＳＳＳＶＨＴＦＰＡＬＬＱＳＧＬＹＴＭＳＳＳＶＴＶＰＳＳＴＷＰＳＱＴＶ
ＴＣＳＶＡＨＰＡＳＳＴＴＶＤＫＫＬＥＰＳＧＰＩＳＴＩＮＰＣＰＰＣＫＥＣＫＣＰＡＰ
ＮＬＥＧＧＰＳＶＦＩＦＰＰＮＩＫＤＶＬＭＩＳＬＴＰＫＶＴＣＶＶＶＤＶＳＥＤＤＰＤ
ＶＱＩＳＷＦＶＮＮＶＥＶＨＴＡＱＴＱＴＨＲＥＤＹＮＳＴＩＲＶＶＳＴＬＰＩＱＨＱＤ
ＷＭＳＧＫＥＦＫＣＫＶＮＮＫＤＬＰＳＰＩＥＲＴＩＳＫＩＫＧＬＶＲＡＱＶＹＩＬＰＰ
ＰＡＥＱＬＳＲＫＤＶＳＬＴＣＬＶＶＧＦＮＰＧＤＩＳＶＥＷＴＳＮＧＨＴＥＥＮＹＫＤ
ＴＡＰＶＬＤＳＤＧＳＹＦＩＹＳＫＬＮＭＫＴＳＫＷＥＫＴＤＳＦＳＣＮＶＲＨＥＧＬＫ
ＮＹＹＬＫＫＴＩＳＲＳＰＧＫ（配列番号：２０）。  
【０１２９】
　本発明のある態様において、ＶＬ鎖は、リーダー配列および/またはシグナル配列、例
えば、配列番号：２のアミノ酸残基１－２０を含む。ある態様において、ＶＨ鎖は、リー
ダー配列および/またはシグナル配列、例えば、配列番号：１のアミノ酸残基１－１９を
含む。別の態様において、本発明の結合分子は、リーダー配列および/またはシグナル配
列を含まない。
【０１３０】
　ある局面において、本発明は、６Ｃ８結合分子、および６Ｃ８と均等の特性、例えば、
ＧＩＴＲに対する高アフィニティー結合性や、Ｔｒｅｇ細胞によるＴｅｆｆ細胞抑制の阻
止といった他の結合分子に関する。さらに、本発明の結合分子は、アポトーシスを誘発し
ないし、混合リンパ球反応を阻害しない。したがって本発明の均等の結合分子は、ＧＩＴ
Ｒアゴニストである。すなわち、それらは、ＧＩＴＲを介してシグナリングを誘発する。
ＧＩＴＲは、ＴＮＦＲスーパーファミリーのメンバーである。ＴＮＦＲファミリーのメン
バーは、生存細胞およびＮＦ－κＢを介するシグナリングによるアポトーシスに関与する
ので、ある態様において、本発明の結合分子は、Ｉ－κＢの分解を減衰する。
【０１３１】
　ある態様において、本発明は、配列番号：２に記載のアミノ酸配列と任意にリーダー配
列を含む軽鎖可変領域（ＶＬ）、ならびに配列番号：１に記載のアミノ酸配列と任意にリ
ーダー配列を含む重鎖可変領域（ＶＨ）を有する単離されたｈＧＩＴＲ結合分子を提供す
る。いくつかの態様において、結合分子は、重鎖定常領域、例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２
、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＭもしくはＩｇＤ定常領域を含む。また、
結合分子は、軽鎖定常領域、カッパ軽鎖定常領域もしくはラムダ軽鎖定常領域のいずれか
を含む。好ましくは、結合分子は、カッパ軽鎖定常領域を含む。ある態様において、本発
明の結合分子は、配列番号：２０に記載の軽鎖定常領域を含む。ある態様において、本発
明の結合分子は、配列番号：２１に記載の重鎖定常領域を含む。ある態様において、本発
明の結合分子は、配列番号：５５に記載の重鎖定常領域を含む。ある態様において、本発
明の結合分子は、配列番号：５６に記載の重鎖定常領域を含む。ある態様において、本発
明の結合分子は、配列番号：５７に記載の重鎖定常領域を含む。
【０１３２】
　別の態様において、本発明は、６Ｃ８関連ＶＬ ＣＤＲドメインを有する結合分子、例
えば、配列番号：６、配列番号：７、配列番号：８からなる群から選択される少なくとも
１つのＣＤＲドメインをもつ軽鎖可変領域（ＶＬ）を有する結合分子を提供する。別の態
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様において、軽鎖可変領域（ＶＬ）は、配列番号：６、配列番号：７、配列番号：８から
なる群から選択されるアミノ酸配列を含む少なくとも２つのＣＤＲドメインを有する。さ
らに別の態様において、軽鎖可変領域（ＶＬ）は、配列番号：６、配列番号：７、配列番
号：８からなるアミノ酸配列を含むＣＤＲドメインを有する。
【０１３３】
　さらに別の態様において、本発明は、６Ｃ８関連ＶＨ ＣＤＲドメインを有する結合分
子、例えば、配列番号：３、配列番号：４、配列番号：５、および配列番号：１９からな
る群から選択されるアミノ酸配列を含むＣＤＲドメインをもつ軽鎖可変領域（ＶＨ）を有
する結合分子を提供する。別の態様において、重鎖可変領域（ＶＨ）は、配列番号：３、
配列番号：４、配列番号：５、および配列番号：１９からなる群から選択されるアミノ酸
配列を含むＣＤＲドメインを少なくとも２つ有する。さらに別の態様において、重鎖可変
領域（ＶＨ）は、配列番号：３、配列番号：４、配列番号：５、および配列番号：１９か
らなるアミノ酸配列を含むＣＤＲドメインを有する。
【０１３４】
　別の態様において、本発明の結合分子は、ネズミ抗ヒトＧＩＴＲ結合分子、例えば、６
Ｃ８結合分子に由来する少なくとも１つのＣＤＲを含む。本明細書において用いられてい
るところの「～に由来する」という語は、示されたタンパク質がそのポリペプチドの起源
であることを意味する。ある態様において、特定の開始ポリペプチドに由来する、ポリペ
プチドまたはアミノ酸配列は、ＣＤＲ配列、もしくはそれに関連する配列である。別の態
様において、特定の開始ポリペプチドに由来する、ポリペプチドまたはアミノ酸配列は、
ＦＲ配列、もしくはそれに関連する配列である。ある態様において、特定の開始ポリペプ
チドに由来する、アミノ酸配列は、近接していない。 
【０１３５】
　例えば、ある態様において、１、２、３、４、５、または６のＣＤＲは、ネズミ６Ｃ８
抗体に由来する。ある態様において、本発明の結合分子は、ネズミ６Ｃ８抗体の少なくと
も１つの重鎖または軽鎖ＣＤＲを含む。別の態様において、本発明の結合分子は、ネズミ
６Ｃ８抗体からの少なくとも２つのＣＤＲを含む。別の態様において、本発明の結合分子
は、ネズミ６Ｃ８抗体からの少なくとも３つのＣＤＲを含む。別の態様において、別の態
様において、本発明の結合分子は、ネズミ６Ｃ８抗体からの少なくとも５つのＣＤＲを含
む。別の態様において、本発明の結合分子は、ネズミ６Ｃ８抗体からの少なくとも６つの
ＣＤＲを含む。
【０１３６】
　本発明の結合分子は、それらが由来する６Ｃ８分子からのアミノ酸配列において変化す
るように、改変してもよいことも当業者は理解するであろう。例えば、保存的置換もしく
は「非必須」アミノ酸残基における変化へと導かれるヌクレオチドまたはアミノ酸置換を
行ってもよい（例えば、ＣＤＲおよび／またはフレームワーク残基）、また、ＧＩＴＲ、
例えば、ヒトＧＩＴＲに対する結合を維持してもよい。
【０１３７】
　ある態様において、少なくとも１つのＣＤＲ（または少なくとも１つのＣＤＲ、結合分
子中に存在する複数の６Ｃ８ＣＤＲからのＣＤＲ）を改変して、天然に存在する６Ｃ８結
合分子のＣＤＲからの配列を変化させつつ、６Ｃ８に対する結合性を維持してもよい。例
えば、ある態様において、６Ｃ８抗体からの１以上のＣＤＲを改変して、潜在的なグリコ
シル化部位を除去してもよい。例えば、アミノ酸配列Ａｓｎ－Ｘ－（Ｓｅｒ／Ｔｈｒ）は
、結合分子の作製に影響を及ぼしうるグリコシル化部位の推定上のコンセンサス配列であ
り、６Ｃ８重鎖のＣＤＲ２は、配列Ａｓｎ－Ｐｒｏ－Ｓｅｒを有し、第２のバージョンの
重鎖は、配列番号：５３のアミノ酸残基６２において、アスパラギン（Ａｓｎ）に代えて
グルタミン（Ｇｌｎ）を用いる保存的置換を行うように調製した。
【０１３８】
　ある態様において、本発明の結合分子は、６Ｃ８抗体のそれと本質的に同一のポリペプ
チドもしくはアミノ酸配列、またはそれらの部分を含む。該部分は、少なくとも３－５ア
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ミノ酸、少なくとも５－１０アミノ酸、少なくとも１０－２０アミノ酸、少なくとも２０
－３０アミノ酸、または少なくとも３０－５０アミノ酸からなる。または、それは、当業
者にとって、開始配列に由来するものとして同定可能である。
【０１３９】
　別の態様において、特定の開始ポリペプチドまたはアミノ酸配列に由来する該ポリペプ
チドまたはアミノ酸配列は、約８０％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０
％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％のアミ
ノ酸配列同一性を有するか、当業者にとって、開始配列に由来するものとして同定可能で
あるアミノ酸配列を有する。
【０１４０】
　ポリペプチドの天然でない異型例をコードする単離された核酸分子は、１以上のヌクレ
オチド置換、追加、または欠失を結合分子のヌクレオチド配列に導入することによって、
１以上のアミノ酸の置換、追加、または欠失をコードされたタンパク質に導入する。部位
指向性突然変異誘発およびＰＣＲ媒介性突然変異誘発などの標準的な技法によって突然変
異を導入してもよい。ある態様において、１以上の非必須アミノ酸残基において、保存的
アミノ酸置換を行う。「保存的アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が類似の側鎖を持つアミ
ノ酸残基と置き換わっているものである。類似の側鎖を持つアミノ酸残基は、当該技術分
野において、定義されている。そしてそれには、塩基性側鎖（例えば、リシン、アルギニ
ン、ヒスチジン）、酸性側鎖（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、非電荷極性側
鎖（例えば、グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン、シ
ステイン）、非極性側鎖（例えば、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）、ベータ分枝側鎖（例えば、トレ
オニン、バリン、イソロイシン）、および芳香族側鎖（例えば、チロシン、フェニルアラ
ニン、トリプトファン、ヒスチジン）が含まれる。したがって、結合分子ポリペプチド中
の非必須アミノ酸残基は、同じ側鎖ファミリーからの別のアミノ酸残基と置換されてもよ
い。別の態様において、アミノ酸のストリングを構造的に類似するストリングであって、
側鎖ファミリーメンバーのオーダーおよび/または組成物において異なるストリング置き
換えることができる。
【０１４１】
　別法として、別の態様において、突然変異を全てもしくは一部の結合分子コード配列に
ランダムに導入してもよい。
【０１４２】
　本発明の好ましい結合分子は、ヒトアミノ酸配列に由来するフレームワークおよび定常
領域アミノ酸配列を含む。しかしながら、結合分子は、別の哺乳動物種に由来するフレー
ムワークおよび／または定常領域配列を含むことができる。例えば、霊長類フレームワー
ク領域（例えば、非ヒト霊長類）を、重鎖部および／またはヒンジ部を対象とする結合分
子に導入してもよい。ある態様において、１以上のネズミアミノ酸が、結合しているポリ
ペプチドのフレームワーク領域に存在しているかもしれない。例えば、ヒトもしくは非ヒ
ト霊長類フレームワークアミノ酸配列は、１以上のアミノ酸置換、および／または、対応
するネズミアミノ酸残基が存在する逆突然変異を含んでもよい。本発明の好ましい結合分
子は、開始６Ｃ８ネズミ抗体より免疫原生が低い。
【０１４３】
　本発明はまた、ＧＩＴＲに特異的な、キメラおよび/またはヒト化結合分子（例えば、
キメラおよび/またはヒト化イムノグロブリン）を特徴とする。キメラおよび/またはヒト
化結合分子は、キメラまたはヒト化結合分子を構築するための開始物質を提供するマウス
または他の非ヒト結合分子と同じ、もしくは類似の結合特異性およびアフィニティーを有
する。
【０１４４】
　キメラ結合分子は、その軽鎖および重鎖遺伝子が、異なる種に属するイムノグロブリン
遺伝子セグメントから、典型的には遺伝子工学的に構築されているものである。例えば、
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マウスモノクローナル結合分子からの遺伝子の可変（Ｖ）セグメントを、ヒト定常（Ｃ）
セグメントに結合してもよい。例えば、ＩｇＧ１またはＩｇＧ４。ヒトアイソタイプＩｇ
Ｇ１が好ましい。キメラ結合分子の例は、したがって、マウス結合分子からのＶまたは抗
原結合ドメイン、ならびにヒト結合分子からのＣまたはエフェクタードメインからなるハ
イブリッドタンパク質である。
【０１４５】
　ある態様において、本発明は、６Ｃ８結合分子のヒト化可変領域、およびそのようなヒ
ト化可変領域を含むポリペプチドに関する。ある態様において、本発明の結合分子は、少
なくとも１つのヒト化６Ｃ８結合分子可変領域、例えば、軽鎖もしくは重鎖可変領域を含
む。
【０１４６】
　用語「ヒト化結合分子」は、ヒト結合分子鎖に由来する可変領域フレームワーク残基を
含む少なくとも１つの鎖を含む結合分子（アクセプターイムノグロブリンもしくは結合分
子と言う）、マウス結合分子に由来する少なくとも１つの相補性決定領域（ドナーイムノ
グロブリンもしくは結合分子と言う）を意味する。ヒト化結合分子は、組換えＤＮＡ技法
を用いて作製することができる。それは、以下の文献において記載されている。例えば、
Hwang, W.Y.K., et al. （2005） Methods 36:35; Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, （1989）, 86:10029-10033; Jones et al., Nature, （1986）, 321:522-25; Ri
echmann et al., Nature, （1988）,  332:323-27; Verhoeyen et al., Science, （1988
）,  239:1534-36; Orlandi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, （1989）, 86:3833-
37; 米国特許第５，２２５，５３９号；５，５３０，１０１号；５，５８５，０８９号；
５，６９３，７６１号；５，６９３，７６２号；６，１８０，３７０号、Selick et al.,
 ＰＣＴ国際公開公報ＷＯ９０／０７８６１号、およびWinter, 米国特許第５，２２５，
５３９号を参照されたい（それらの全てを全ての目的のために、引用によって援用する）
。定常領域は、もし存在すれば、ヒトイムノグロブリンに由来することが好ましい。
【０１４７】
　ヒト化のために好ましい非ヒトドナー結合分子を選択すれば、例えば、発現したヒト抗
体遺伝子の配列データベースから、いくつかのヒト結合分子の生殖細胞系列Ｉｇ配列もし
くはコンセンサス配列から、適切なヒトアクセプター結合分子を取得することができる。
【０１４８】
　ある態様において、ＣＤＲホモロジーベースの方法を用いてヒト化を行う（例えば、Hw
ang, W.Y.K., et al. （2005） Methods 36:35、その内容を本明細書に引用によって援用
する）。この方法は通常、類似構造のマウスおよびヒトフレームワークよりむしろ類似構
造のマウスおよびヒトＣＤＲに基づいて、マウスＣＤＲをヒト可変ドメインフレームワー
クへ置換することを含む。マウスＣＤＲとヒトＣＤＲの類似性は、通常、マウス結合分子
と同じ正準ＣＤＲ構造の条件をもつ、同じ鎖タイプ（軽鎖または重鎖）のヒト遺伝子を同
定し、ＣＤＲペプチド骨格の３次元高次構造を維持することによって決定される。第２に
、マウスと候補ヒトＣＤＲの間の残基－残基ホモロジーに対するマッチング正準構造をも
つ、それぞれの候補可変遺伝子を評価する。最後に、ヒト化結合分子、マウスＣＤＲにま
だ同一性を示さない選択されたヒト候補ＣＤＲのＣＤＲ残基をマウス配列に変換する。あ
る態様において、ヒトフレームワークの突然変異をヒト化結合分子に導入する。 
【０１４９】
　ある態様において、ヒト生殖細胞系列配列を、ＧＩＴＲ結合分子ＣＤＲに対するＣＤＲ
ホモロジーについて評価する。例えば、ネズミ６Ｃ８抗体と、ＩＭＧＴデータベース中に
２－１－１正準構造をもつ全生殖細胞系列軽鎖カッパ鎖Ｖ遺伝子を６Ｃ８抗体配列と比較
した。全３－１生殖細胞系列重鎖Ｖ遺伝子を６Ｃ８アミノ酸配列と比較するとき、同じこ
とを重鎖についても行った。したがって、ある態様において、本発明の結合分子は、２－
１－１正準構造をもつヒトカッパ鎖Ｖ領域フレームワークを含む。別の態様において、本
発明の結合分子は、３－１正準構造を持つヒト重鎖Ｖ領域フレームワークを含む。
【０１５０】
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　以下の潜在的ヒト軽鎖生殖細胞系列配列を同定した。それを本発明の結合分子に組み込
んでもよい。
【０１５１】
　ＩＭＧＴ受入番号ＩＧＫＶ３－１５の遺伝子は、Ｍ２３０９０である。そのアミノ酸配
列は、
ＥＩＶＭＴＱＳＰＡＴＬＳＶＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＲＡＳＱＳＶＳＳＮＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＧＡＳＴＲＡＴＧＩＰＡＲＦＳＧＳＧＳＧＴＥＦＴＬＴＩＳＳＬＱＳ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＹＮＮＷＰ（配列番号：２５）である。
【０１５２】
　ＩＭＧＴ受入番号ＩＧＫＶ３Ｄ－１１の遺伝子は、Ｘ１７２６４である。そのアミノ酸
配列は、
ＥＩＶＬＴＱＳＰＡＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＲＡＳＱＧＶＳＳＹＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＤＡＳＮＲＡＴＧＩＰＡＲＦＳＧＳＧＰＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＥＰ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＲＳＮＷＨ（配列番号：２６）である。
【０１５３】
　ＩＧＫＶ３－１１遺伝子には２つの対立遺伝子がある。ＩＧＫＶ３－１１遺伝子の対立
遺伝子＊０１のＩＭＧＴ受入番号はＸ０１６６８である。そのアミノ酸配列は、
ＥＩＶＬＴＱＳＰＡＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＲＡＳＱＳＶＳＳＹＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＤＡＳＮＲＡＴＧＩＰＡＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＥＰ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＲＳＮＷＰ（配列番号：２７）である。
【０１５４】
　ＩＩＧＫＶ３－１１遺伝子の対立遺伝子＊０２のＩＭＧＴ受入番号はＫ０２７６８であ
る。そのアミノ酸配列は、
ＥＩＶＬＴＱＳＰＡＴＬＳＬＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＲＡＳＱＳＶＳＳＹＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＤＡＳＮＲＡＴＧＩＰＡＲＦＳＧＳＧＳＧＲＤＦＴＬＴＩＳＳＬＥＰ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＲＳＮＷＰ（配列番号：２８）である。
【０１５５】
　ＩＧＫＶ１Ｄ－４３遺伝子のＩＭＧＴ受入番号は、Ｘ７２８１７である。そのアミノ酸
配列は、
ＡＩＲＭＴＱＳＰＦＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＷＡＳＱＧＩＳＳＹＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＡＫＡＰＫＬＦＩＹＹＡＳＳＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＹＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＹＹＳＴＰ（配列番号：２９）である。
【０１５６】
　ＩＧＫＶ１－３９遺伝子には２つの対立遺伝子がある。ＩＧＫＶ１－３９遺伝子の対立
遺伝子＊０１のＩＭＧＴ受入番号はＸ５９３１５である。そのアミノ酸配列は、
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＳＩＳＳＹＬＮＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＡＰＫＬＬＩＹＡＡＳＳＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＳＹＳＴＰ（配列番号：３０）である。
【０１５７】
　ＩＧＫＶ１－３９遺伝子の対立遺伝子＊０２のＩＭＧＴ受入番号はＸ５９３１８である
。そのアミノ酸配列は、
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＦＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＳＩＳＳＹＬＮＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＡＰＫＬＬＩＹＡＡＳＳＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＥＤＦＡＴＹＹＣＱＣＧＹＳＴＰ（配列番号：３１）である。
【０１５８】
　ＩＧＫＶ１－３３遺伝子のＩＭＧＴ受入番号は、Ｍ６４８５６である。そのアミノ酸配
列は、
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＱＡＳＱＤＩＳＮＹＬＮＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＡＰＫＬＬＩＹＤＡＳＮＬＥＴＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＦＴＩＳＳＬＱＰ
ＥＤＩＡＴＹＹＣＱＱＹＤＮＬＰ（配列番号：３２）である。
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【０１５９】
　ＩＧＫＶ１－２７遺伝子のＩＭＧＴ受入番号は、Ｘ６３３９８である。そのアミノ酸配
列は、
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＧＩＳＮＹＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＶＰＫＬＬＩＹＡＡＳＴＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＥＤＶＡＴＹＹＣＱＫＹＮＳＡＰ（配列番号：３３）である。
【０１６０】
　ＩＧＫＶ１－１７遺伝子には２つの対立遺伝子がある。ＩＧＫＶ１－１７遺伝子の対立
遺伝子＊０１のＩＭＧＴ受入番号はＸ７２８０８である。そのアミノ酸配列は、
　ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＧＩＲＮＤＬＧＷＹＱＱＫ
ＰＧＫＡＰＫＲＬＩＹＡＡＳＳＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＥＦＴＬＴＩＳＳＬＱ
ＰＥＤＦＡＴＹＹＣＬＱＨＮＳＹＰ（配列番号：３４）である。
【０１６１】
　ＩＧＫＶ１－１７遺伝子の対立遺伝子＊０２のＩＭＧＴ受入番号はＤ８８２５５である
。そのアミノ酸配列は、
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＧＩＲＮＤＬＧＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＡＰＫＲＬＩＹＡＡＳＳＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＥＦＴＬＴＩＳＮＬＱＰ
ＥＤＦＡＴＹＹＣＬＱＨＮＳＹＰ（配列番号：３５）である。
【０１６２】
　ＩＧＫＶ１Ｄ－１６遺伝子には２つの対立遺伝子がある。ＩＧＫＶ１Ｄ－１６遺伝子の
対立遺伝子＊０１のＩＭＧＴ受入番号はＫ０１３２３である。そのアミノ酸配列は、
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＧＩＳＳＷＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＥＫＡＰＫＳＬＩＹＡＡＳＳＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＹＮＳＹＰ（配列番号：３６）である。
【０１６３】
　ＩＧＫＶ１Ｄ－１６遺伝子には２つの対立遺伝子がある。ＩＧＫＶ１Ｄ－１６遺伝子の
対立遺伝子＊０２のＩＭＧＴ受入番号はＪ００２４４である。そのアミノ酸配列は、
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＲＱＧＩＳＳＷＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＥＫＡＰＫＳＬＩＹＡＡＳＳＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＹＮＳＹＰ（配列番号：３７）である。
【０１６４】
　ＩＧＫＶ１－１６遺伝子のＩＭＧＴ受入番号は、Ｊ００２４８である。そのアミノ酸配
列は、
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＧＩＳＮＹＬＡＷＦＱＱＫＰ
ＧＫＡＰＫＳＬＩＹＡＡＳＳＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＹＮＳＹＰ（配列番号：３８）である。
【０１６５】
　ＩＧＫＶ１－１２遺伝子には２つの対立遺伝子がある。ＩＧＫＶ１－１２遺伝子の対立
遺伝子＊０１のＩＭＧＴ受入番号はＶ０１５７７である。そのアミノ酸配列は、
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＶＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＧＩＳＳＷＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＡＰＫＬＬＩＹＡＡＳＳＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＡＮＳＦＰ（配列番号：３９）である。
【０１６６】
　ＩＧＫＶ１－１２遺伝子の対立遺伝子＊０２のＩＭＧＴ受入番号はＶ０１５７６である
。そのアミノ酸配列は、
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＳＶＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＧＩＳＳＷＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＡＰＫＬＬＩＹＡＡＳＳＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＡＮＳＦＰ（配列番号：４０）である。
【０１６７】
　ＩＧＫＶ１－９遺伝子のＩＭＧＴ受入番号は、Ｚ０００１３である。そのアミノ酸配列
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は、
ＤＩＱＬＴＱＳＰＳＦＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＧＩＳＳＹＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＡＰＫＬＬＩＹＡＡＳＴＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＥＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＥＤＦＡＴＹＹＣＱＱＬＮＳＹＰ（配列番号：４１）である。
【０１６８】
　ＩＧＫＶ１－６遺伝子のＩＭＧＴ受入番号は、Ｍ６４８５８である。そのアミノ酸配列
は、
　ＡＩＱＭＴＱＳＰＳＳＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＧＩＲＮＤＬＧＷＹＱＱＫ
ＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹＡＡＳＳＬＱＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＳＳＬＱ
ＰＥＤＦＡＴＹＹＣＬＱＤＹＮＹＰ（配列番号：４２）である。
【０１６９】
　ＩＧＫＶ１－５遺伝子には３つの対立遺伝子がある。ＩＧＫＶ１－５遺伝子の対立遺伝
子＊０１のＩＭＧＴ受入番号はＺ００００１である。そのアミノ酸配列は、
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳＴＬＳＡＳＶＧＤＲＶＴＩＴＣＲＡＳＱＳＩＳＳＷＬＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＫＡＰＫＬＬＩＹＤＡＳＳＬＥＳＧＶＰＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴＥＦＴＬＴＩＳＳＬＱＰ
ＤＤＦＡＴＹＹＣＱＱＹＮＳＹＳ（配列番号：４３）である。
【０１７０】
　下記の潜在的ヒト重鎖生殖細胞系列配列を同定した。それは、本発明の結合分子に組み
込んでもよい。
【０１７１】
　ＩＧＨＶ２－５遺伝子には１０個の対立遺伝子がある。ＩＧＨＶ２－５遺伝子の対立遺
伝子＊０１のＩＭＧＴ受入番号はＸ６２１１１である。そのアミノ酸配列は、
ＱＩＴＬＫＥＳＧＰＴＬＶＫＰＴＱＴＬＴＬＴＣＴＦＳＧＦＳＬＳＴＳＧＶＧＶＧＷＩＲ
ＱＰＰＧＫＡＬＥＷＬＡＬＩＹＷＮＤＤＫＲＹＳＰＳＬＫＳＲＬＴＩＴＫＤＴＳＫＮＱＶ
ＶＬＴＭＴＮＭＤＰＶＤＴＡＴＹＹ（配列番号：４５）である。
【０１７２】
　ＩＧＨＶ２－２６遺伝子のＩＭＧＴ受入番号は、Ｍ９９６４８である。そのアミノ酸配
列は、
　ＱＶＴＬＫＥＳＧＰＶＬＶＫＰＴＥＴＬＴＬＴＣＴＶＳＧＦＳＬＳＮＡＲＭＧＶＳＷＩ
ＲＱＰＰＧＫＡＬＥＷＬＡＨＩＦＳＮＤＥＫＳＹＳＴＳＬＫＳＲＬＴＩＳＫＤＴＳＫＳＱ
ＶＶＬＴＭＴＮＭＤＰＶＤＴＡＴＹＹＣＡＲＩ（配列番号：４６）である。
【０１７３】
　ＩＧＨＶ２－７０遺伝子には１３個の対立遺伝子がある。ＩＧＨＶ２－７０遺伝子の対
立遺伝子＊０１のＩＭＧＴ受入番号はＬ２１９６９である。そのアミノ酸配列は、
ＱＶＴＬＲＥＳＧＰＡＬＶＫＰＴＱＴＬＴＬＴＣＴＦＳＧＦＳＬＳＴＳＧＭＣＶＳＷＩＲ
ＱＰＰＧＫＡＬＥＷＬＡＬＩＤＷＤＤＤＫＹＹＳＴＳＬＫＴＲＬＴＩＳＫＤＴＳＫＮＱＶ
ＶＬＴＭＴＮＭＤＰＶＤＴＡＴＹＹＣＡＲＩ（配列番号：４７）である。
【０１７４】
　ＩＧＨＶ４－３０－２遺伝子には４つの対立遺伝子がある。ＩＧＨＶ４－３０－２遺伝
子の対立遺伝子＊０１のＩＭＧＴ受入番号はＬ１００８９である。そのアミノ酸配列は、
ＱＬＱＬＱＥＳＧＳＧＬＶＫＰＳＱＴＬＳＬＴＣＡＶＳＧＧＳＩＳＳＧＧＹＳＷＳＷＩＲ
ＱＰＰＧＫＧＬＥＷＩＧＹＩＹＨＳＧＳＴＹＹＮＰＳＬＫＳＲＶＴＩＳＶＤＲＳＫＮＱＦ
ＳＬＫＬＳＳＶＴＡＡＤＴＡＶＹＹＣＡＲ（配列番号：４８）である。
【０１７５】
　ＩＧＨＶ４－３０－４遺伝子には６個の対立遺伝子がある。ＩＧＨＶ４－３０－４遺伝
子の対立遺伝子＊０１のＩＭＧＴ受入番号はＺ１４２３である。そのアミノ酸配列は、
ＱＶＱＬＱＥＳＧＰＧＬＶＫＰＳＱＴＬＳＬＴＣＴＶＳＧＧＳＩＳＳＧＤＹＹＷＳＷＩＲ
ＱＰＰＧＫＧＬＥＷＩＧＹＩＹＹＳＧＳＴＹＹＮＰＳＬＫＳＲＶＴＩＳＶＤＴＳＫＮＱＦ
ＳＬＫＬＳＳＶＴＡＡＤＴＡＶＹＹＣＡＲ（配列番号：４９）である。
【０１７６】
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　ＩＧＨＶ４－３１遺伝子には１０個の対立遺伝子がある。ＩＧＨＶ４－３１遺伝子の対
立遺伝子＊０１のＩＭＧＴ受入番号はＬ１００９８である。そのアミノ酸配列は、
ＱＶＱＬＱＥＳＧＰＧＬＶＫＰＳＱＴＬＳＬＴＣＴＶＳＧＧＳＩＳＳＧＧＹＹＷＳＷＩＲ
ＱＨＰＧＫＧＬＥＷＩＧＹＩＹＹＳＧＳＴＹＹＮＰＳＬＫＳＬＶＴＩＳＶＤＴＳＫＮＱＦ
ＳＬＫＬＳＳＶＴＡＡＤＴＡＶＹＹＣＡＲ（配列番号：５０）である。
【０１７７】
　ＩＧＨＶ４－３９遺伝子には６個の対立遺伝子がある。ＩＧＨＶ４－３９遺伝子の対立
遺伝子＊０１のＩＭＧＴ受入番号はＬ１００９４である。そのアミノ酸配列は、
ＱＬＱＬＱＥＳＧＰＧＬＶＫＰＳＥＴＬＳＬＴＣＴＶＳＧＧＳＩＳＳＳＳＹＹＷＧＷＩＲ
ＱＰＰＧＫＧＬＥＷＩＧＳＩＹＹＳＧＳＴＹＹＮＰＳＬＫＳＲＶＴＩＳＶＤＴＳＫＮＱＦ
ＳＬＫＬＳＳＶＴＡＡＤＴＡＶＹＹＣＡＲ（配列番号：５１）である。
【０１７８】
　ＩＧＨＶ４－６１遺伝子には８個の対立遺伝子がある。ＩＧＨＶ４－６１遺伝子の対立
遺伝子＊０１のＩＭＧＴ受入番号はＭ２９８１１である。そのアミノ酸配列は、
ＱＶＱＬＱＥＳＧＰＧＬＶＫＰＳＥＴＬＳＬＴＣＴＶＳＧＧＳＶＳＳＧＳＹＹＷＳＷＩＲ
ＱＰＰＧＫＧＬＥＷＩＧＹＩＹＹＳＧＳＴＮＹＮＰＳＬＫＳＲＶＴＩＳＶＤＴＳＫＮＱＦ
ＳＬＫＬＳＳＶＴＡＡＤＴＡＶＹＹＣＡＲ（配列番号：５２）である。
【０１７９】
　これらの各生殖細胞系列配列を用いて、１以上の６Ｃ８ＣＤＲを用いて、フレームワー
ク領域してもよい。
【０１８０】
　本明細書において用いられている「正準構造」は、それによって結合分子が抗原と接触
する、異なるＣＤＲによって作製される保護された超可変ループ高次構造である。正準構
造クラスの新しい結合分子への割り当ては、公に利用可能なソフトウェアを用いて達成さ
れる。
【０１８１】
　別の態様において、マウスＣＤＲのヒト可変ドメインフレームワークへの置換は、マウ
ス可変ドメインフレームワークの正しい空間配置方向の維持に基づいて、ＣＤＲが由来す
る、マウス可変ドメインフレームワークと同じ高次構造を維持するであろうヒト可変ドメ
インフレームワークを同定することによって行われる。ある態様において、これは、その
フレームワーク配列がネズミ可変フレームワークドメインに対して高い配列同一性を示す
ヒト結合分子からのヒト可変ドメインを取得することによって達成される。Kettleboroug
h et al., Protein Engineering 4:773 （1991）; Kolbinger et al., Protein Engineer
ing 6:971 （1993） およびCarter et al., ＰＣＴ国際公開ＷＯ９２／２２６５３号を参
照されたい。 
【０１８２】
　好ましくは、ヒトアクセプター結合分子は、正準を維持し、ドナー結合分子の残基と相
互作用する。さらに、ヒトアクセプター結合分子は、好ましくは、ＣＤＲループの長さに
おいてほぼ類似性を有している。Kettleborough et al., Protein Engineering 4:773 （
1991）; Kolbinger et al., Protein Engineering 6:971 （1993） and Carter et al., 
ＰＣＴ国際公開ＷＯ９２／２２６５３を参照されたい。
【０１８３】
　別の態様において、適切なヒトアクセプター配列は、６Ｃ８結合分子のフレームワーク
領域へのホモロジーに基づいて選択してもよい。例えば、６Ｃ８結合分子のアミノ酸配列
は、他の公知の結合分子のアミノ酸配列と、例えば、ＦＲ領域と６Ｃ８アミノ酸配列の可
変領域配列と、公知の結合分子の公に利用可能なデータベースとを比較することによって
、そして、可変領域もしくはＦＲ領域のアミノ酸と最も高いパーセント同一性、すなわち
、８０％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％
、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、９９．５％の同一性を持つアミノ
酸を選択することによって、比較することができる。ある態様において、配列番号：６７
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に記載のフレームワーク配列を使用してもよい。
（ＱＶＴＬＫＥＳＧＰＧＩＬＱＰＳＱＴＬＳＬＴＣＳＦＳＧＦＳＬＳＴＳＧＭＧＶＧＷＩ
ＲＱＰＳＧＫＧＬＥＷＬＡＨＩＷＷＤＤＤＫＹＮＰＳＬＫＳＲＬＴＩＳＫＤＴＳＳＮＱＶ
ＦＬＫＩＴＳＶＤＴＲＤＴＡＴＹＹＣＡＲＴＲＲＹＦＰＦＡＹＷＧＥＧＴＳＶＴＶＴＳ（
配列番号：６７；フレームワーク残基を太字で示している）。別の態様において、配列番
号：６８に記載のフレームワーク配列は、
　（ＱＶＴＬＲＥＳＧＰＡＬＶＫＰＴＱＴＬＴＬＴＣＴＦＳＧＦＳＬＳＴＳＧＭＧＶＧＷ
ＩＲＱＰＰＧＫＡＬＥＷＬＡＨＩＷＷＤＤＤＫＹＮＰＳＬＫＳＲＬＴＩＳＫＤＴＳＫＮＱ
ＶＶＬＴＭＴＮＭＤＰＶＤＴＡＴＹＹＣＡＲＴＲＲＹＦＰＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ
（配列番号：６８；フレームワーク残基を太字で示している））。  
【０１８４】
　ネズミドナーイムノグロブリンとヒトアクセプターイムノグロブリンの相補性決定領域
を同定した後、次なるステップは、もしあれば、これらの成分からの残基を置換して、得
られたヒト化結合分子の特性を最適化することである。一般に、ヒトアミノ酸残基のネズ
ミとの置換は最低限にすべきである。なぜなら、ネズミ残基の導入によって、ヒトにおけ
るヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）反応を誘発する結合分子のリスクが上昇するからである
。免疫応答を決定するための、当業で認識されている方法を行って、特定の患者もしくは
治験中のＨＡＭＡ反応をモニターすることができる。ヒト化結合分子を投与された患者に
、前記治療の開始時、および治療期間中ずっと、免疫原生を付与することができる。例え
ば、当業者に公知の方法を用いて、患者から取得した血清サンプル中で、表面プラスモン
共鳴技術（ＢＩＡＣＯＲＥ）および／または固相ＥＬＩＳＡ分析によって、抗体をヒト化
治療試薬に対する抗体を検出することによって、ＨＡＭＡ反応を測定する。
【０１８５】
　必要であれば、ヒトフレームワーク領域中の１以上の残基を、ネズミ抗体中の対応する
位置にある残基に変更または置換し、ヒト化抗体の該抗原に対する結合アフィニティーを
保存することができる。この変更は、ときに「逆突然変異」と言われることがある。ＣＤ
Ｒ高次構造および/または抗原に対する結合におよぼす影響に基づいて、逆突然変異のた
めのヒト可変領域フレームワーク残基からの特定のアミノ酸を選択する。ネズミＣＤＲ領
域をヒト可変フレームワーク領域 に置くことによって、高次構造的抑制をすることがで
きる。それによって、特定のアミノ酸残基を置換して補正しない限り、結合アフィニティ
ーの損失がきたされる。 
【０１８６】
　ある態様において、逆突然変異のためのアミノ酸残基の選択は、部分的には、当業で認
識されている技法を用いたコンピューターモデリングによって測定することができる。一
般に、分子モデルは、イムノグロブリン鎖もしくはそのドメインのための解決された構造
から開始して作製される。モデルとすべき鎖を比較して、解決されている３次元構造の鎖
もしくはドメインを用いてアミノ酸配列類似性を調べ、最も類似性の高い鎖もしくはドメ
インを、分子モデル構築の開始点として選択する。少なくとも５０％の配列同一性を持つ
鎖もしくはドメインをモデリングのために選択する。好ましくは、少なくとも６０％、７
０％、８０％、９０％の配列同一性を持つものをモデリングのために選択する。解決して
いる開始構造を改変し、イムノグロブリン鎖中の実際のアミノ酸またはモデル化されたド
メインとの間の相違を開始構造中に許容する。次いで改変された構造をイムノグロブリン
複合体に回収する。最後に、エネルギー最小化によって、および全ての原子が互いに適切
な距離をおいて存在することを確認することによって、モデルを精製する。結合長、角度
は許容限界中にある。
【０１８７】
　置換のためのアミノ酸残基の選択は、部分的には、特定の位置のアミノ酸の特徴を調べ
ることによって、または、特定のアミノ酸の置換もしくは突然変異誘発の経験的観察によ
って、決定することができる。例えば、アミノ酸が、ネズミ可変領域フレームワーク残基
と選択されたヒト可変領域フレームワーク残基の間で相違するとき、ヒトフレームワーク
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アミノ酸は、それが、合理的に以下の（１）～（４）が期待されるとき、マウス結合分子
からの等しいフレームワークアミノ酸と置換してもよい。（１）非共有結合的に抗原と直
接的に結合する、（２）ＣＤＲ領域に近接する、（３）そうでなければ、ＣＤＲ領域と相
互作用する（例えば、コンピューターモデリングによって測定したとき、ＣＤＲ領域の約
３～６オングストローム内存在する）、または、（４）ＶＬ－ＶＨ干渉に関与する。
【０１８８】
　「非共有結合的に抗原と直接的に結合する」残基には、確立された化学的な力、例えば
、水素結合、ファン・デル・ワールス力、疎水性の相互作用などによって、抗原上で直接
的にアミノ酸と相互作用する可能性の高い、フレームワーク領域内の位置のアミノ酸が含
まれる。 
【０１８９】
　「ＣＤＲ領域に近接する」残基としては、ヒト化イムノグロブリン鎖の一次配列中の１
以上のＣＤＲ非常に隣接した位置、例えば、Kabatによって定義されるＣＤＲ、またはCho
thia （See e.g., Chothia and Lesk JMB 196:901 （1987））によって定義されるＣＤＲ
に非常に隣接した位置におけるアミノ酸残基が挙げられる。これらのアミノ酸は、ＣＤＲ
中のアミノ酸と特に相互作用しやすく、アクセプターから選択される場合、ドナーＣＤＲ
をゆがめ、アフィニティーを減少させるかもしれない。さらに、隣接したアミノ酸は、抗
原と直接的に相互作用するかもしれない（Amit et al., Science, 233:747 （1986）、本
明細書においは引用によって援用する）。また、これらのアミノ酸をドナーから選択する
ことは、もともとの結合分子におけるアフィニティーを提供する抗原接触を維持するため
に望ましい。 
【０１９０】
　「そうでなければ、ＣＤＲ領域と相互作用する」残基としては、ＣＤＲ領域に影響をお
よぼすのに十分な空間配置となるようにした二次構造分析によって決定されるものが含ま
れる。ある態様において、「そうでなければ、ＣＤＲ領域と相互作用する」残基は、ドナ
ーイムノグロブリン（例えば、コンピューター生成モデル）の３次元モデルを分析するこ
とによって同定することができる。典型的にはオリジナルのドナー結合分子である３次元
モデルは、ＣＤＲ領域外部のアミノ酸がＣＤＲに近接し、水素結合、ファン・デル・ワー
ルス力、疎水性の相互作用などによって、ＣＤＲ中のアミノ酸と相互作用する可能性が高
いことを示している。アミノ酸の位置としては、アクセプターイムノグロブリンアミノ酸
よりも、ドナーイムノグロブリンアミノ酸が選択されるかもしれない。この範囲のアミノ
酸は通常、ＣＤＲ内のいくつかのアトムについて、約３オングストローム内の側鎖原子を
持つことになり、上記したもののような化学的な力によって、ＣＤＲ原子と相互作用しう
る原子を含有しなければならない。 
【０１９１】
　水素結合を形成する原子の場合、この３オングストロームは、それらの核間で測定する
。しかし、結合を形成しない元素の場合、この３オングストロームは、それらのファン・
デル・ワールス表面間で測定する。したがって、後者の場合、核は、相互作用が可能であ
ると考えられる原子について、約６オングストローム以内でなければならない（３オング
ストロームプラスファン・デル・ワールスの合計）。多くの場合、核は、４もしくは５乃
至６オングストローム離れている。アミノ酸がＣＤＲと相互作用するか否かを測定する際
、重鎖ＣＤＲの最後の８アミノ酸をＣＤＲの一部と考えないことが好ましい。なぜなら、
構造の観点から、これらの８アミノ酸は、フレームワークとして振舞うからである。
【０１９２】
　ＣＤＲ内のアミノ酸と相互作用しうるアミノ酸は、さらに別の方法で同定することがで
きる。各フレームワークアミノ酸の溶媒受容表面積を、（１）未処理の結合分子中、およ
び（２）ＣＤＲが除去された結合分子からなるａ仮説の分子中、の２つの方法で計算する
。これらの２つの数値の有意差が１０平方オングストローム以上であることは、フレーム
ワークアミノ酸の溶媒への接近が少なくとも部分的にＣＤＲによってブロックされること
を示している。したがって、アミノ酸は、ＣＤＲと接触している。アミノ酸の溶媒接触可
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能表面積は、結合分子の３次元モデルに基づいて、当該技術分野において公知のアルゴリ
ズムを使用して計算される（例えば、Connolly, J. Appl. Cryst. 16:548 （1983）、な
らびにLee とRichards, J. Mol. Biol. 55:379 （1971）、この両方を本明細書において
引用によって援用する）。フレームワークアミノ酸はまた、別のフレームワークアミノ酸
の高次構造に影響を及ぼし、ひいてはＣＤＲと接触することによって、間接的にＣＤＲと
相互作用する場合もある。
【０１９３】
　フレームワーク中のいくつかの位置におけるアミノ酸は、多くの結合分子でＣＤＲと相
互作用することが可能であることが知られている（ChothiaとLesk, 上掲文献、Chothia e
t al.,上掲文献、およびTramontano et al., J. Mol. Biol. 215:175 （1990）、この全
てを本明細書において、引用によって援用する）。明らかに、軽鎖の２、４８および７１
位置および重鎖の２６～３０、７１および９４位置のアミノ酸は、多くの結合分子でＣＤ
Ｒと相互作用することが可能であることが知られている。軽鎖の３５位置のアミノ酸およ
び重鎖の９３および１０３のアミノ酸もＣＤＲと相互作用する可能性が高い。これらすべ
ての、番号付けされた位置において、（アクセプターアミノ酸とドナーアミノ酸が異なる
場合）アクセプターアミノ酸よりむしろドナーアミノ酸が、ヒト化イムノグロブリンとし
て選択されることが好ましい。一方、ＣＤＲ領域と相互作用する特定の残基、例えば、軽
鎖の第１の５アミノ酸は、時として、アクセプターイムノグロブリンから、ヒト化結合分
子におけるアフィニティーの損失なしに選択される。
【０１９４】
　「ＶＬ－ＶＨ干渉に関与する」残基、または「充填残基」としては、例えば、Novotny
とHaber （Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:4592-66 （1985））またはChothia et al, 
上掲文献の定義によれば、ＶＬとＶＨ間の界面の残基を含む。通常、異常な充填残基は、
それらがヒトフレームワークと異なる場合、ヒト化結合分子に位置されるべきである。
【０１９５】
　通常、上記評価基準を満たす１以上のアミノ酸が置換される。いくつかの態様において
、上記評価基準を満たす全て、もしくは大半のアミノ酸が置換される。場合によっては、
特定のアミノ酸が上記評価基準を満たすか否かについて、なんらかの曖昧さがあり、代わ
りに異型結合分子が作製される。その１つは、他のそれにはない特定の置換をもつ。その
ようにして作製された別の異型結合分子は、その所望の活性および選択された好ましい結
合分子に関して、本明細書に記載のあらゆるアッセイにおいて試験することができる。　
【０１９６】
　通常、ヒト化結合分子のＣＤＲ領域は、ほぼ同一であり、より一般的には、ドナー結合
分子の対応するＣＤＲ領域と同一である。いつも好ましいわけではないが、ときに、得ら
れたヒト化結合分子の結合アフィニティーに感知されるほどの影響を及ぼすことなく、Ｃ
ＤＲ残基の１以上の保存的アミノ酸置換を行うことができる。保存的置換とは、Ｇｌｙと
Ａｌａ；Ｖａｌ、ＩｌｅとＬｅｕ；ＡｓｐとＧｌｕ；ＡｓｎとＧｌｎ；ＳｅｒとＴｈｒ；
ＬｙｓとＡｒｇおよびＰｈｅとＴｙｒなどの組み合わせを意味する。
【０１９７】
　置換のためのさらなる候補は、その位置のヒトイムノグロブリンとしては普通でない、
もしくは「珍しい」アクセプターヒトフレームワークアミノ酸である。これらのアミノ酸
は、マウスドナー結合分子の同じ位置からのアミノ酸、または、より典型的にはヒトイム
ノグロブリンの同じ位置からのアミノ酸で置換することができる。例えば、アクセプター
イムノグロブリンのヒトフレームワーク領域のアミノ酸がその位置にとって珍しいとき、
また、ドナーイムノグロブリンの対応するアミノ酸が、ヒトイムノグロブリン配列のその
位置にとって一般的であるとき、あるいは、アクセプターイムノグロブリンのアミノ酸が
その位置にとって珍しいとき、また、ドナーイムノグロブリンの対応するアミノ酸が他の
ヒト配列にとって珍しいとき、置換が望ましいかもしれない。これらの評価基準は、ヒト
フレームワークにおいて典型的でないアミノ酸が 結合分子構造を確実に分裂させる助け
をする。さらに、一般的でないヒトアクセプターアミノ酸とヒト結合分子にとって典型的
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となるドナー結合分子からのアミノ酸とを置換することによって、ヒト化結合分子の免疫
原性は小さくなる。
【０１９８】
　本明細書で用いられている用語「めずらしい」は、その位置でのそのアミノ酸の発生が
、配列の約２０％未満で、より一般的には約１０％未満であることを意味する。本明細書
で用いられている用語「一般的な」は、そのアミノ酸の発生が、代表的なサンプルにおけ
る配列の約２５％を超える、より一般的には約５０％を超えることを意味する。例えば、
全てのヒト軽鎖および重鎖可変領域配列を、それぞれ、特に相同的であり、いくつかの重
要な位置におけるアミノ酸が同じである配列の「サブグループ」に分ける（Kabat et al.
, 上掲文献）。ヒト配列において、ヒトアクセプター配列のアミノ酸が「珍しい」か「一
般的」かを決定する際、同じサブグループにおける人配列のみをアクセプター配列として
検討することが好ましいことが多い。
【０１９９】
　置換のためのさらなる候補は、別に定義された（Chothia et al.,上掲文献）ＣＤＲ領
域の一部と同定されるであろうアクセプターヒトフレームワークアミノ酸である。置換の
ためのさらなる候補は、ＡｂＭおよび／または接触定義のものとでＣＤＲ領域の一部と同
定されるであろうアクセプターヒトフレームワークアミノ酸である。特に、可変重鎖のＣ
ＤＲ１は、残基２６－３２を含むとされる。
【０２００】
　置換のためのさらなる候補は、珍しいまたは普通でないドナーフレームワーク残基に対
応するアクセプターフレームワーク残基である。珍しいまたは普通でないドナーフレーム
ワーク残基とは、（本明細書に定義されているように）その位置におけるネズミ結合分子
にとって珍しいまたは普通でないものを言う。ネズミ結合分子にとって、サブグループは
、Kabatにしたがって決定することができる。そして、残基位置は、コンセンサスとは異
なるものとして同定される。これらのドナー特異的相違は、活性を高めるネズミ配列にお
ける体細胞突然変異を示唆するものであるかもしれない。結合に影響を及ぼすことが予測
される普通でない残基が維持される。一方、結合にとって重要でないことが予測される残
基を置換することができる。
【０２０１】
　置換のためのさらなる候補は、アクセプターフレームワーク領域に発生する非生殖細胞
系列の残基である。例えば、アクセプター結合分子鎖（すなわち、重要な配列を共有する
ヒト結合分子鎖がドナー結合分子鎖と一致する）を、生殖細胞系列結合分子鎖に配列させ
（同じく、共有の重要な配列がドナー鎖と一致する）、アクセプター鎖フレームワークと
生殖細胞系列鎖フレームワークとの間にマッチングしない残基を生殖細胞系列配列からの
対応する残基と置換することができる。
【０２０２】
　上記した特異的アミノ酸置換の他に、ヒト化結合分子のフレームワーク領域は、それら
が由来するヒト結合分子のフレームワーク領域と一般的にほぼ同一であり、より一般的に
は同一である。もちろんフレームワーク領域におけるアミノ酸の多くは、特異性または結
合分子のアフィニティーに対してあまり寄与しない、もしくは直接的な寄与をしない。し
たがって、フレームワーク残基の多くの個別の保存的置換は、得られたヒト化結合分子の
特異性またはアフィニティーの感知可能なほどの変化を起こすことなく、耐性がある。し
たがって、ある態様において、ヒト化結合分子可変フレームワーク領域は、少なくともヒ
ト可変フレームワーク領域配列またはそのような配列のコンセンサスに少なくとも８５％
の配列同一性を持つ。別の態様において、ヒト化結合分子の可変フレームワーク領域は、
ヒト可変フレームワーク領域配列またはそのような配列のコンセンサスに少なくとも９０
％、好ましくは９５％、より好ましくは９６％、９７％、９８％または９９％の配列同一
性を示す。しかしながら、通常、そのような置換は望ましくない。
【０２０３】
　ある態様において、本発明の結合分子はさらに、アミノ酸残基が界面充填残基であると
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き、少なくとも１つのヒトアミノ酸残基の、対応するマウスアミノ酸残基に対する逆突然
変異を含む。「界面充填残基」は、例えば、NovotnyとHaber, Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA, 82:4592-66 （1985）に定義されているように、ＶＬとＶＨの間の界面にそれらの残
基を含む。
【０２０４】
　ある態様において、本発明の結合分子はさらに、アミノ酸残基が正準残基であるとき、
少なくとも１つのヒトアミノ酸残基の、対応するマウスアミノ酸残基に対する逆突然変異
を含む。「正準残基」は、正準もしくは構造的クラス内において、ＣＤＲ高次構造にとっ
て重要であることが知られている保存されたフレームワーク残基である（Tramontano et 
al., J. Mol. Biol. 215:175 （1990）、それらの全てを全ての目的のために、引用によ
って援用する）。正準残基は、軽鎖の２、２５、２７Ｂ、２８、２９、３０、３３、４８
、５１、５２、６４、７１、９０、９４および９５、重鎖の２４、２６、２７、２９、３
４、５４、５５、７１および９４の残基を含む。さらなる残基（例えば、ＣＤＲ構造決定
残基）は、Martin とThorton （1996） J. Mol. Biol. 263:800の方法に従って同定する
ことができる。 
【０２０５】
　ある態様において、本発明の結合分子はさらに、アミノ酸残基がＣＤＲと相互作用する
ことが可能な位置にある場合、ヒトアミノ酸残基の対応するマウスアミノ酸残基に対する
少なくとも１つの逆突然変異を含む。特に、軽鎖の２、４８、６４および７１ならびに重
鎖の２６～３０、７１および９４の位置のアミノ酸（番号付けは、Kabatにしたがってい
る）は、多くの抗体においてＣＤＲと相互作用できることが知られている。軽鎖の位置３
５のアミノ酸ならびに重鎖の位置９３および１０３のアミノ酸も同様にＣＤＲと相互作用
する可能性がある。
【０２０６】
　CLUSTAL W分析に基づいて、ヒトフレームワークのいくつかのアミノ酸残基を、例えば
、６Ｃ８軽鎖からの対応するアミノ酸残基を用いて、潜在的な置換のために同定した。こ
れらには、位置１、８、９、１０、１１、１３、１５、１７、１９、２０、２１、２２、
４３、４５、４６、５８、６０、６３、７０、７６、７７、７８、７９、８３、８５、８
７、１００、および１０４が含まれる。
【０２０７】
　ある態様において、本発明の結合分子可変軽鎖フレームワークはさらに、ヒトアミノ酸
残基のＥ１Ｄ（すなわち、ネズミＣＤＲおよびヒトＦＲ領域を含むＣＤＲ移植抗体の位置
１のＥがＤに突然変異することを表す。これは、６Ｃ８抗体の対応するアミノ酸残基であ
る）、Ｐ８Ｑ、Ａ９Ｋ、Ｔ１０Ｆ、Ｌ１１Ｍ、Ｖ１３Ｔ、Ｐ１５Ｖ、Ｅ１７Ｄ、Ａ１９Ｖ
、Ｔ２０Ｓ、Ｌ２１Ｖ、Ｓ２２Ｔ、Ａ４３Ｓ、Ｒ４５Ｋ、Ｌ４６Ａ、Ｉ５８Ｖ、Ａ６０Ｄ
、Ｓ６３Ｔ、Ｅ７０Ｄ、Ｓ７６Ｎ、Ｓ７７Ｎ、Ｌ７８Ｖ、Ｑ７９Ｈ、Ｆ８３Ｌ、Ｖ８５Ｅ
、Ｙ８７Ｆ、Ｇ１００Ａ、およびＶ１０４Ｌからなる群から選択される対応するマウスア
ミノ酸残基への少なくとも１つの置換を含む。
【０２０８】
　　CLUSTAL W分析に基づいて、ヒトフレームワークのいくつかのアミノ酸残基を、例え
ば、６Ｃ８重鎖からの対応するアミノ酸残基を用いて、潜在的な置換のために同定した。
これらには、位置５、１０、１１、１２、１５、１９、２３、４３、４６、６８、７７、
８１、８３、８４、８６、８７、８９、９０、および９２が含まれる。
【０２０９】
　ある態様において、本発明の結合分子可変重鎖フレームワークはさらに、ヒトアミノ酸
残基のＲ５Ｋ（すなわち、ネズミＣＤＲおよびヒトＦＲ領域を含むＣＤＲ移植抗体の位置
５のＲがＫに突然変異することを表す。これは、６Ｃ８抗体の対応するアミノ酸残基であ
る）、Ａ１０Ｇ、Ｌ１１Ｉ、Ｖ１２Ｌ、Ｔ１５Ｓ、Ｔ１９Ｓ、Ｔ２３Ｓ、Ｐ４３Ｓ、Ａ４
６Ｇ、Ｒ６８Ｑ、Ｋ７７Ｒ、Ｖ８１Ｆ、Ｔ８３Ｋ、Ｍ８４Ｉ、Ｎ８６Ｓ、Ｍ８７Ｖ、Ｐ８
９Ｔ、Ｖ９０ＡおよびＴ９２Ａからなる群から選択される対応するマウスアミノ酸残基へ
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の少なくとも１つの置換を含む。
【０２１０】
　ヒト化結合分子は、好ましくは、少なくともｌ０７、１０８、１０９またはｌ０１０Ｍ
－１の抗原に対する特異的結合アフィニティーを示す。通常、抗原に対するヒト化結合分
子の結合アフィニティーの上限は、ドナーイムノグロブリンのそれの３、４または５倍以
内である。しばしば、結合アフィニティーの下限もまた、ドナーイムノグロブリンのそれ
の３、４または５倍以内である。別法として、結合アフィニティーを（例えば、ドナーＣ
ＤＲおよびアクセプターＦＲをもつが、ＦＲ置換を持たない結合分子）をもたないヒト化
結合分子のそれと比較することができる。そのような例において、最適化された結合分子
（置換を有する）は、置換されていない結合分子と比較して、好ましくは、少なくとも２
～３倍大きい、または３～４倍大きい。比較のために、例えば、ＢＩＡＣＯＲＥ（すなわ
ち、非標識試薬を用いた表面プラスモン共鳴）または競合的結合アッセイによって、種々
の結合分子の活性を決定することができる。
【０２１１】
　ヒト化結合分子のＣＤＲおよびフレームワーク成分を概念的に選択すれば、そのような
結合分子を作製するための種々の方法が適用可能である。コードの縮重により、種々の核
酸配列は、それぞれの結合分子のアミノ酸配列をコードするであろう。所望の核酸配列を
、早期に作製された所望のポリヌクレオチドの異型のde novo 固相ＤＮＡ合成もまたはＰ
ＣＲ突然変異誘発によって作製することができる。
【０２１２】
　オリゴヌクレオチド媒介性の突然変異誘発は、標的ポリペプチドＤＮＡの異型の置換、
欠失、挿入を調製するための好ましい方法である。Adelman et al. （DNA 2:183 （1983
））を参照されたい。簡単に述べれば、標的ポリペプチドＤＮＡは、所望の突然変異をコ
ードするオリゴヌクレオチドを、一本鎖ＤＮＡ鋳型ににハイブリダイズすることによって
改変することができる。ハイブリダイゼーション後、ＤＮＡポリメラーゼを用いて、全体
的な第２のオリゴヌクレオチドプライマーを組み込み、選択された改変を標的ポリペプチ
ドＤＮＡにコードする鋳型の相補鎖を合成する。
【０２１３】
　上掲文献に記載のようにして作製した結合分子の可変セグメント（例えば、キメラ、ヒ
ト化もしくはヒト結合分子の重鎖および軽鎖可変領域）は、典型的には、少なくとも一部
のイムノグロブリン定常領域（Ｆｃ）に、典型的には、ヒトイムノグロブリンのそれに結
合する。ヒト定常領域ＤＮＡ配列は、公知の方法に従って、種々のヒト細胞、好ましくは
不死化Ｂ細胞から単離することができる（Kabat et al.、上掲文献、およびLiu et al．
、ＰＣＴ国際公開公報Ｗ０８７／０２６７１号）（それらの全てを全ての目的のために、
引用によって援用する）。通常、結合分子は、軽鎖および重鎖定常領域の双方を含有する
。重鎖定常領域は、通常ＣＨ１、ヒンジ、ＣＨ２、ＣＨ３およびＣＨ４領域を含む。本明
細書に記載の結合分子は、全てのタイプの定常領域を有する抗体（ＩｇＭ、ＩｇＧ、Ｉｇ
Ｄ、ＩｇＡおよびＩｇＥ）、ならびにあらゆるアイソタイプ（ＩｇＧｌ、ＩｇＧ２、Ｉｇ
Ｇ３およびＩｇＧ４）を含む。定常領域の選択は、部分的には、または結合分子依存性補
体および／または細胞媒介性毒性が望ましいかどうかにしたがって成される。例えば、ア
イソタイプＩｇＧ１およびＩｇＧ３は、補体活性を持ち、アイソタイプＩｇＧ２およびＩ
ｇＧ４はもたない。結合分子（例えば、ヒト化結合分子）が細胞傷害性活性を示すことが
望ましいとき、定常ドメインは通常、定常ドメインを固定する補体であり、そのクラスは
典型的にはＩｇＧ１である。そのような細胞傷害性活性が望ましくない場合、定常ドメイ
ンは、例えば、ＩｇＧ２クラスであるかもしれない。アイソタイプの選択は、抗体の脳へ
の継代培養にも影響を及ぼす。ヒトアイソタイプＩｇＧ１が好ましい。軽鎖定常領域は、
ラムダもしくはカッパとすることができる。ヒト化結合分子は、１以上のクラスもしくは
アイソタイプからの配列を含んでもよい。結合分子は、２つの軽鎖および２つの重鎖を含
有する四量体として、分離した重鎖、軽鎖として、Ｆａｂ、Ｆａｂ’Ｆ（ａｂ’）２およ
びＦｖとして、もしくは重鎖および軽鎖可変ドメインがスペーサーを介して結合している
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一本鎖結合分子として、発現させることができる。 
ＩＩＩ．結合分子の作製
【０２１４】
　本発明は、ＧＩＴＲ、例えば、ヒトＧＩＴＲに特異性を有する結合分子に関する。その
ような結合分子は、本発明の種々の治療的組成物の作製に用いることができ、好ましくは
、ヒト化もしくはキメラ結合分子（以下に詳細に示す）の作製のための相補性決定領域を
提供する。非ヒトモノクローナル結合分子、例えば、ネズミ、モルモット、霊長類、ウサ
ギ、もしくはラットの作製は、例えば、ＧＩＴＲもしくはＧＩＴＲをコードする核酸分子
を持つ動物を免疫することによって達成することができる。例えば、６Ｃ８結合分子は、
ヒトＧＩＴＲをコードする遺伝子を発現ベクターに入れ、動物を免疫することによって作
製することができる。ＧＩＴＲもしくはＧＩＴＲの免疫原性フラグメントもしくは抗イデ
ィオタイプのＧＩＴＲの結合分子を含むより長いポリペプチドを用いることもできる（例
えば、Harlow & Lane, 上掲文献、全ての目的のために引用によって援用する）。そのよ
うなイムノゲンは、ペプチド合成もしくは組換え発現によって、天然のソースから取得す
ることができる。以下に述べるように、任意に該イムノゲンを、投与、融合、そうでなけ
れば、キャリアタンパク質と複合体形成することができる。任意に該イムノゲンをアジュ
バントとともに投与することができる。用語「アジュバント」は、抗原と組み合わせて投
与されたとき、抗原に対する免疫応答を高めるが、単独で投与されたとき、抗原に対する
免疫応答を発生させない化合物を言う。アジュバントは、リンパ球補充、Ｂ細胞および／
またはＴ細胞の刺激、ならびにマクロファージの刺激を含めたいくつかのメカニズムによ
って免疫応答を増強させる。いくつかのタイプのアジュバントは、以下に述べるようにし
て用いることができる。実験動物を免疫するためには、完全フロイントアジュバントを用
い、その後不完全アジュバントを用いることが好ましい。
【０２１５】
　ポリクローナル結合分子を作製するために、典型的にウサギまたはモルモットを使用す
ることができる。ポリクローナル結合分子の調製例、例えば、継代保護は、以下のように
して行うことができる。動物を、１００μｇのＧＩＴＲおよびアジュバントで免疫し、４
～５ヶ月目に安楽死させる。血液を回収し、ＩｇＧを他の血液成分から分離する。イムノ
ゲンに特異的な結合分子は、アフィニティークロマトグラフィーによって部分的に精製し
てもよい。動物１匹あたり平均約０．５～１．０ｍｇのイムノゲン特異性結合分子を取得
し、合計６０～１２０ｍｇ取得する。
【０２１６】
　モノクローナル結合分子を作製するために、典型的にマウスを使用することができる。
フラグメントまたはより長い形態のＧＩＴＲをマウスに注射し、ハイブリドーマを調製し
、ＧＩＴＲに特異的に結合する結合分子のためのハイブリドーマをスクリーニングするこ
とによって、フラグメントに対するモノクローナルを作製することができる。任意に、他
の非オーバーラップのＧＲＴＲのフラグメントに結合させずに、特異的領域もしくは所望
のＧＲＴＲのフラグメントに結合させるために、結合分子をスクリーニングした。後者ス
クリーニングは、結合分子の、ＧＩＴＲペプチドの欠失突然変異の集合物に対する結合を
決定することによって、どの欠失突然変異が結合分子に結合するかを決定することによっ
て、達成することができる。結合は、例えば、ウェスタンブロットまたはＥＬＩＳＡによ
って調べることができる。結合分子への特異的結合を示す最小フラグメントが、結合分子
のエピトープを定義する。あるいは、エピトープ特異性が、試験結合分子もしくは参照結
合分子がＧＩＴＲに対する結合に競合する競合アッセイによって決定することができる。
もし、試験結合分子もしくは参照結合分子が競合すれば、それらは同じエピトープ（もし
くは十分に遠位ににあるエピトープ）に結合し、その結果、結合分子の結合どうしが互い
に干渉する。そのような結合分子のための好ましいアイソタイプは、マウスアイソタイプ
ＩｇＧ２ａもしくは他の種の等価アイソタイプである。マウスアイソタイプＩｇＧ２ａは
、ヒトアイソタイプＩｇＧ１の等価である。
【０２１７】
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　別の態様において、結合分子をコードするＤＮＡは、従来の方法によって容易に単離し
て配列してもよい（例えば、ネズミ結合分子重鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的
に結合することができるオリゴヌクレオチドプローブを用いた方法など）。単離され、サ
ブクローニングされたハイブリドーマ細胞は、そのようなＤＮＡの好ましいソースとして
働く。単離してすぐ、ＤＮＡを発現ベクターに入れ、次いでそれを原核生物もしくは真核
生物の宿主細胞、例えば、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞、類人猿ＣＯＳ細胞、チャイニー
ズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）細胞、または、イムノグロブリンを作製しない骨髄腫細
胞にトランスフェクトする。より詳細には、単離されたＤＮＡ（以下に述べるように合成
的でもよい）を用いて、Newman et al., 米国特許第５，６５８，５７０号（１９９５年
１月２５日出願、本明細書において引用によって援用する）に記載のように、結合分子の
製造のための、定常および可変領域配列へクローンニングを行う。基本的に、これは、選
択された細胞からのＲＮＡの抽出、ｃＤＮＡの変換、Ｉｇ特異性プライマーを用いたＰＣ
Ｒによる増幅を必然的に伴う。この目的にとって好適なプライマーについても米国特許第
５，６５８，５７０号に記載がある。所望の抗体を発現する形質転換するされた細胞を、
比較的大量に作製し、臨床および市販用の結合分子を提供することができるかもしれない
。 
【０２１８】
　当業者は、結合分子をコードするＤＮＡまたはそのフラグメント（例えば、抗原結合部
位）は、例えば、ｐｄファージもしくはＦｄファージミド技法を用いた抗体ファージライ
ブラリーに由来するかもしれないことを理解するであろう。その方法の例が、例えば、欧
州特許第３６８６８４Ｂ１号；米国特許第５，９６９，１０８号、Hoogenboom, H.R. とC
hames.  2000.  Immunol. Today  21:371; Nagy et al.  2002.  Nat. Med. 8:801; Huie
 et al. 2001.  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:2682; Lui et al.  2002.  J. Mol. Bi
ol.  315:1063に記載されている。そのそれぞれを本明細書においては引用によって援用
する。いくつかの出版物（例えば、Marks et al. Bio/Technology 10:779-783 （1992）
）は、大きなファージライブラリーを構築するためのストラテジーとして、高アフィニテ
ィーヒト結合分子の鎖シャフリングによる作製、ならびにコンビナトリアル感染およびイ
ンビボ 組換えについて記載している。別の態様において、リボソーム性の表示を行って
、バクテリオファージを表示プラットフォームに置き換える（例えば、Hanes et al.  20
00.  Nat. Biotechnol.  18:1287; Wilson et al.  2001.  Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 98:3750; or Irving et al. 2001  J. Immunol. Methods  248:31）。さらに別の態様に
おいて、細胞表面ライブラリーをスクリーニングして結合分子を得ることができる（Bode
r et al.  2000.  Proc. Natl. Acad. Sci.  USA  97:10701; Daugherty et al.  2000 J
. Immunol. Methods 243:211）。そのような処置は、単離およびそれに続くモノクローナ
ル結合分子のクローニングのための伝統的なハイブリドーマ技法にとって変わるものであ
る。
【０２１９】
　本発明のさらに別の態様は、ヒトまたは実質的にヒト結合分子を、内因性イムノグロブ
リンを産生することができないトランスジェニック動物（例えば、マウス）で生成するこ
とを含む（例えば、米国特許第６,０７５，１８１号、第５,９３９，５９８号、第５,５
９１，６６９号、第５,５８９，３６９号を参照されたい。それぞれ本明細書において引
用によって援用する）。例えば、キメラおよび生殖細胞系列突然変異マウスにおける抗体
重鎖結合領域のホモ接合性の欠失の結果、内因性の抗体産生の完全な阻害を引き起こすこ
とが記載されている。ヒトイムノグロブリン遺伝子アレイを、そのような生殖細胞系列突
然変異マウスへ転移した結果、抗原誘発後すぐに、ヒト結合分子が作製されるであろう。
ＳＣＩＤマウスを用いてヒト結合分子を作製するための別の好ましい手段が、米国特許第
５,８１１，５２４号に開示されている。それを本発明において引用によって援用する。
これらのヒト結合分子に関連する遺伝物質を、本明細書に記載のように単離し、操作して
もよいことが理解できるであろう。
【０２２０】
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　組換え結合分子を生成するための、さらに別の非常に効率的な手段が、Newman, Biotec
hnology, 10: 1455-1460 （1992）に開示されている。具体的には、この技術によって、
サル可変ドメインおよびヒト定常配列を含有する霊長類結合分子を作製することができる
。この引例の全体を本明細書において引用によって援用する。さらにこの技法は、米国特
許第５，６５８，５７０号、第５，６９３，７８０号、第５，７５６，０９６号に開示さ
れている。そのそれぞれを引用によって本明細書に引用する。
【０２２１】
別の態様において、リンパ球をマイクロマニピュレーションによって選択し、可変遺伝子
を単離することができる。例えば、末梢血単核細胞を、免疫した哺乳動物から単離し、で
約７日間培養することができる。該培養物をスクリーニングして、スクリーニング評価基
準を満たす特異的ＩｇＧを選別することができる。細胞は、陽性のウェルから単離するこ
とができる。個別のＩｇ産生Ｂ細胞は、ＦＡＣＳによって、または、それらを補体で媒介
された溶血プラークアッセイ中で、単離することができる。Ｉｇ産生Ｂ細胞を、試験管内
でマイクロマニピュレーションし、ＶＨおよびＶＬ遺伝子は、例えば、ＲＴ－ＰＣＲを用
いて増幅することができる。ＶＨおよびＶＬ遺伝子は、抗体発現ベクターにクローニング
することができ、細胞中（例えば、真核生物細胞または原核生物細胞）にトランスフェク
トして、発現させることができる。
【０２２２】
　さらに、本発明ポリペプチドを産生させるために有用な遺伝子配列は、いくつかの異な
るソースから取得することができる。例えば、上で広範囲において説明したように、種々
のヒト抗体遺伝子は、公にアクセス可能な寄託機関の形態のものを利用可能である。抗体
および抗体がコードする遺伝子の多くの配列が公開されている。そして好適な抗体遺伝子
をこれらの配列から、当業で認識されている技術を用いて化学的に合成することができる
。本発明のこの局面に適合するオリゴヌクレオチド合成技術は、当業者に公知であり、い
くつかの市販されている自動合成装置を用いて行うことができる。さらに、本明細書にお
いて示したいくつかのタイプの重鎖および軽鎖をコードするＤＮＡ配列は、市販のＤＮＡ
合成の業者のサービスを介して取得することができる。その後、前記あらゆる方法を用い
て取得した遺伝子物質を、改変または合成して、本発明のポリペプチドを取得することが
できる。 
【０２２３】
　別法として、抗体産生細胞系列を選択し、当業者に公知の方法を用いて培養することが
できる。そのような技法については、種々の実験室マニュアルや主要な出版物に記載があ
る。この局面において、以下に述べるように本発明において使用するのに適した技法につ
いては、Current Protocols in Immunology, Coligan et al., Eds., Green Publishing 
Associates and Wiley-Interscience, John Wiley and Sons, New York （1991） に記載
がある。その内容全体を補足も含めて、本明細書に引用によって援用する。
【０２２４】
　よく知られているように、ＲＮＡは、グアニジニウムイソチオシアネート抽出や、遠心
分離もしくはクロマトグラフィーによる析出法などの標準的な方法によって、オリジナル
のハイブリドーマ細胞または、他の形質転換された細胞から単離することができる。望ま
しければ、ｍＲＮＡは、オリゴｄＴセルロース上のクロマトグラフィーなどの標準的な方
法によって、全ＲＮＡから単離することができる。好適な技術は、当該技術において公知
である。
【０２２５】
　ある態様において、結合分子の軽鎖および重鎖をコードするｃＤＮＡは、公知の方法に
したがって、逆トランスクリプターゼおよびＤＮＡポリメラーゼを用いて、同時に、ある
いは別個に作製することができる。公開されている重鎖および軽鎖ＤＮＡおよびアミノ酸
配列に基づいて、コンセンサス定常領域プライマーまたはより特異的なプライマーによっ
てＰＣＲを開始することができる。上記したように、結合分子軽鎖および重鎖をコードす
るＣＮＡクローンを単離するためにＰＣＲを使用することもできる。この場合、ライブラ
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リーを、コンセンサスプライマーまたはより大きなホモログプローブ、例えば、マウス定
常領域プローブによってスクリーニングしてもよい。
【０２２６】
　ＤＮＡ、典型的には、プラスミドＤＮＡは、公知の方法を用いて細胞から単離してもよ
い。詳細を示した、標準的な公知の方法、例えば、組換えＤＮＡ技法に関連する上記引用
文献中に示した方法にしたがって、制限マッピングおよび配列決定してもよい。もちろん
、ＤＮＡは、単離プロセスまたは続く分析中のあらゆるポイントにおいて、本発明にした
がって合成してもよい。
【０２２７】
　ある態様において、本発明の結合分子は、抗原の抗原結合フラグメントを含む、または
、それによって構成される。用語「抗原－結合フラグメント」は、抗原に結合する、また
は、抗原が結合（すなわち、特異的結合）をする、未処理の抗体（すなわち、それらが由
来する未処理の抗体）に競合するイムノグロブリンまたは抗体のポリペプチドフラグメン
トを表す。本明細書において用いられている用語、抗体分子の「フラグメント」は、抗体
の抗原－結合フラグメント、例えば、抗体軽鎖（ＶＬ）、抗体重鎖（ＶＨ）、一本鎖抗体
（ｓｃＦｖ）、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆａｂフラグメント、Ｆｄフラグメント、
Ｆｖフラグメント、および単一ドメイン抗体フラグメント（ＤＡｂ）を意味する。フラグ
メントは、例えば、未処理もしくは完全な抗体または抗体鎖の化学的もしくは酵素的処理
を介して、または組換え手段によって、取得することができる。
【０２２８】
　ある態様において、本発明の結合分子は、工学的処理が施された、または改変された抗
体である。工学的に処理された形態の抗体の例としては、例えば、ミニボディー（ミニボ
ディー（Minibodies））、ジアボディー（diabodies）、ＣＨ３分子に融合されたジアボ
ディー（diabodies）、四価の抗体、イントラジアボディー（intradiabodies）（例えば
、Jendreyko et al.  2003. J. Biol. Chem.  278:47813）、二重特異性抗体、融合タン
パク質（例えば、抗体サイトカイン融合タンパク質）、または二重特異性抗体が挙げられ
る。他のイムノグロブリン（Ｉｇ）および特定の変形例を、例えば、米国特許第４，７４
５，０５５号；欧州特許第２５６，６５４号；Faulkner et al., Nature 298:286 （1982
）; 欧州特許第１２０，６９４号；欧州特許第１２５，０２３号；Morrison, J. Immun. 
123:793 （1979）; Kohler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2197 （1980）; Ra
so et al., Cancer Res. 41:2073 （1981）; Morrison et al., Ann. Rev. Immunol. 2:2
39 （1984）; Morrison, Science 229:1202 （1985）; Morrison et al., Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 81:6851 （1984）；欧州特許第２５５，６９４号；欧州特許第２６６，６
６３号；ならびにＰＣＴ国際公開公報ＷＯ８８／０３５５９に記載されている。再配列さ
れたイムノグロブリン鎖も公知である。例えば、米国特許第４，４４４，８７８；ＰＣＴ
国際公開公報ＷＯ８８／０３５６５；および欧州特許第６８，７６３号および、そこに引
用されている引例を参照されたい。　
【０２２９】
　ある態様において、本発明の改変された抗体は、ミニボディーである。ミニボディーは
、それぞれＳｃＦｖ分子（１以上の抗原結合部位を含む単一ポリペプチド、例えば、柔軟
なリンカーによってＶＨドメインイン結合したＶＬドメインが結合ペプチドを介してＣＨ
３ドメインに融合している）をもつ２つのポリペプチド鎖からなる二量体分子である。
【０２３０】
　ＳｃＦｖ分子は、ＶＨ－リンカー－ＶＬ配向定位、またはＶＬ－リンカー－ＶＨ配向定
位中に構築することができる。
【０２３１】
　抗原結合部位を構成するＶＬドメインとＶＨドメインとを結合する柔軟なヒンジは、約
１０乃至約５０のアミノ酸残基から構成されることが好ましい。この目的のための結合ペ
プチドの例としては、（Ｇｌｙ４Ｓｅｒ）３（配列番号：１７） （Huston et al. . 198
8.  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879）がある。他の結合ペプチドは、当該技術分野
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において公知である。
【０２３２】
　一本鎖抗体を作製する方法は、当該技術分野において公知である。例えば、Ho et al. 
1989.  Gene  77:51; Bird et al. 1988 Science 242:423; Pantoliano et al.  1991.  
Biochemistry  30:10117; Milenic et al.  1991. Cancer Research  51:6363; Takkinen
 et al.  1991.  Protein Engineering  4:837を参照されたい。
【０２３３】
　ミニボディーは、ＳｃＦｖ成分および結合ペプチド－ＣＨ３成分を当該技術において記
載されている方法を用いて構築することによって、作製することができる（例えば、米国
特許第５，８３７，８２１号またはＰＣＴ国際公開公報ＷＯ９４／０９８１７Ａ１）。こ
れらの成分は、分離したプラスミドから制限フラグメントとして単離し、ライゲーション
し、適切なベクターに再度クローニングすることができる。適切なアセンブリーは、制限
消化およびＤＮＡ配列分析によって確認することができる。
【０２３４】
　ジアボディーは、ｓｃＦｖ分子に類似しているが、通常、Ｖ－ドメイン間を結合し、同
じポリペプチド鎖上のＶＬドメインおよびＶＨドメインが相互作用しないようにする、短
い（１０未満、好ましくは１～５）のアミノ酸残基リンカーを有する。かわりに、一方の
ポリペプチド鎖のＶＬドメインおよびＶＨドメインは、第２のポリペプチド鎖上のＶＨド
メインおよびＶＬドメイン（それぞれ）と相互作用する（ＰＣＴ国際公開公報ＷＯ０２／
０２７８１）。ある態様において、本発明の結合分子は、少なくとも１つの重鎖部分に融
合したジアボディーである。別の好ましい態様において、本発明の結合分子は、ＣＨ３ド
メインに融合したジアボディーである。
【０２３５】
　他の形態の改変された抗体も、本発明の範囲に包含される（例えば、ＰＣＴ国際公開公
報ＷＯ０２／０２７８１Ａ１；５，９５９，０８３；６，４７６，１９８Ｂ１；米国特許
第２００２／０１０３３４５Ａ１号；ＰＣＴ国際公開公報００／０６６０５； Byrn et a
l.  1990. Nature. 344:667-70; ChamowとAshkenazi. 1996. Trends Biotechnol. 14:52
）。.  
【０２３６】
　ある態様において、本発明の結合分子は、イムノグロブリン定常領域を含む。定常領域
がいくつかのエフェクター機能を媒介することは、当該技術分野において公知である。例
えば、補体のＣ１成分の結合分子への結合が補体系を活性化する。補体の活性化は、オプ
ソニン処理、細胞病原体の溶解において重要である。補体の活性化はまた、炎症性の反応
を刺激する。また、それは、自己免疫過敏症にも関与するかもしれない。さらに別の結合
分子は、Ｆｃ領域を介して細胞に結合する。結合分子Ｆｃ領域上のＦｃレセプター部位は
、細胞上のＦｃレセプター（ＦｃＲ）に結合する。異なるクラスの結合分子に特異的ない
くつかのＦｃレセプター、例えば、ＩｇＧ（ガンマレセプター）、ＩｇＥ（イプシロンレ
セプター）、ＩｇＡ（アルファレセプター）およびＩｇＭ（ミューレセプター）が存在す
る。結合分子のＦｃレセプターへの細胞表面上での結合によって、結合分子をコーティン
グした粒子の貪食および破壊、免疫複合体の分解、結合分子をコーティングした標的細胞
のキラー細胞による溶解（抗体依存性細胞媒介性細胞傷害性、もしくはＡＤＣＣと呼ばれ
る）、炎症性の仲介物質の放出、経胎盤伝達およびイムノグロブリン産生のコントロール
といった、いくつかの重要かつ多様な生物学的反応を引き起こす。
【０２３７】
　ある態様において、エフェクター機能は、標的細胞を枯渇させることができないと考え
られているＩｇＧ４結合分子の定常領域を使用することによって、または、Ｆｃ変形例を
作製することによって、削除もしくは減少させることができる。エフェクター機能にとっ
て重要なＦｃ領域内の残基は、公知の技術（例えば、米国特許第５,５８５，０９７号）
によって突然変異させることができる。例えば、定常領域ドメインの欠失もしくは不活化
（点突然変異または別の手段による）は、循環する改変された結合分子のＦｃレセプター
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結合を減少させ、それによって腫瘍の局在化を増加させる。その他の場合においては、そ
れは、本発明と一致する定常領域改変によって、補体結合を和らげ、それによって、複合
化したサイトトキシンの血清半減期および非特異的結合を減少させる。定常領域の他の変
形例は、抗原特異性または結合分子の柔軟性の増加によって、局在化を増強させるジスル
フィド結合または、オリゴ糖部分改変をするために用いることができる。より一般的には
、当業者は、本明細書に記載のように改変された結合分子は、容易に理解することができ
るかもしれない、もしくはできないかもしれない、いくつかのサブセットの効果を発揮し
うることを理解するであろう。しかしながら、得られた生理学的プロファイル、バイオア
ベイラビリティおよび他の生化学的作用（例えば、腫瘍の局在化、生体内分布および血清
半減期）を容易に、免疫学的方法によって、過度な実験をすることなく、測定および定量
化することができる。 
【０２３８】
　ある態様において、本発明の結合分子は、別の機能的分子に誘導体化または結合するこ
とができる（例えば、別のペプチドもしくはタンパク質）。したがって、本発明の結合分
子は、誘導体化された、そうでなければ改変された形態の、本明細書に記載の抗ＧＩＴＲ
結合分子（イムノアドヘシン分子）を含む。例えば、本発明の結合分子は、機能的に、異
常の他の分子部分、例えば、結合分子と他の分子（例えば、ストレプトアビジンコア領域
もしうはポリヒスチジンタグ）の結合を媒介することができる、他の結合分子（例えば、
二重特異性抗体もしくはジアボディー）、または、検出可能な作用物質、細胞傷害性物質
、薬学的物質、および/または、タンパク質もしくはペプチドに結合（化学的結合、遺伝
的融合、非共有結合もしくはその他）することができる。 
【０２３９】
　誘導体化された結合分子の１つのタイプは、２以上の結合分子（例えば、二重特異性抗
体を作製するための同一タイプ、もしくは異なるタイプ）を架橋することによって作製す
ることができる好適なクロスリンカーとしては、適切なスペーサー（例えば、ｍ－マレイ
ミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド）によって分離された２つのはっきりし
た反応グループをもつヘテロ二機能性、またはホモ二機能性（例えば、ジスクシンイミジ
ルスベリン酸塩）をもつものが挙げられる。そのようなリンカーは、Pierce Chemical Co
mpany, Rockford, ILから入手可能である。　　
【０２４０】
　それによって本発明の結合分子が誘導体化されうる有用な検出可能な物質は、蛍光化合
物を含む。検出可能な蛍光物質の例としては、フルオレセイン、フルオレセインイソチオ
シアネート、ローダミン、５－ジメチルアミン－１－ナフタレンスルホニルクロリド、フ
ィコエリトリンなどが挙げられる。結合分子はまた、アルカリ性ホスファターゼ、西洋ワ
サビペルオキシダーゼ, グルコースオキシダーゼなどの検出可能な酵素によって誘導体化
されうる。結合分子が、検出可能な酵素によって誘導体化される場合、それは、検出可能
な反応産物を作製するために酵素を使用するさらなる試薬を添加することによって検出さ
れる。例えば、検出可能な物質、西洋ワサビペルオキシダーゼが存在する場合、過酸化水
素およびジアミノベンジジンの添加によって、検出可能な着色された反応物が導かれる。
結合分子はまた、ビオチンによって誘導体化することもでき、アビジンもしくはアビジン
結合の間接的な測定によって測定することもできる。
　ＩＶ．結合分子の発現
【０２４１】
　本発明の結合分子は、イムノグロブリン軽鎖および重鎖遺伝子の宿主細胞中での組換え
発現によって調製することができる。結合分子を組換え的に発現させるために、宿主細胞
を、結合分子のイムノグロブリン軽鎖および重鎖をコードして、軽鎖および重鎖を宿主細
胞中で発現させるＤＮＡフラグメントをもつ１以上の組換え発現ベクターでトランスフェ
クトする。好ましくは、宿主細胞を培養している培地であって、そこから結合分子を除去
することができる培地中に分泌させる。標準的な組換えＤＮＡ方法を用いて、抗体重鎖お
よび軽鎖遺伝子を取得し、これらの遺伝子を組換え発現ベクターに組み込み、該ベクター
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を宿主細胞中に導入する。Sambrook, Fritsch and Maniatis （eds）, Molecular Clonin
g; A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor, N.Y., （1989）, Ausu
bel, F.M. et al. （eds.） Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publish
ing Associates, （1989） and in 米国特許第. 4,816,397 by Boss, et al.に記載され
ているように行う。
【０２４２】
　本発明の結合分子を発現させるために、部分的もしくは全長軽鎖および重鎖をコードす
るＤＮＡを発現ベクターに挿入して、その遺伝子が転写および翻訳調節配列に作用可能に
連結するようにしてもよい。この文脈において、「作用可能に連結する」とは、結合分子
遺伝子がベクターにライゲーションして、ベクター内の転写および翻訳調節配列が、結合
分子遺伝子の転写および翻訳を調節するという、それらの意図された機能を発揮するよう
にすることを意味する。ある態様において、発現ベクターおよび発現調節配列は、用いら
れる発現宿主細胞と両立するように選択される。結合分子軽鎖遺伝子および結合分子重鎖
遺伝子を、分離したベクターに挿入する。または、典型的には双方の遺伝子を同じ発現ベ
クターに挿入する。結合分子遺伝子を標準的な方法（例えば、結合分子遺伝子フラグメン
トおよびベクター上の相補的な制限部位のライゲーション、または、もし制限部位が存在
しなければ、平滑末端ライゲーション）によって発現ベクターに挿入してもよい。結合分
子の軽鎖または重鎖配列の挿入前に、発現ベクターは、結合分子定常領域配列を有しても
よい。例えば、ＶＨおよびＶＬ配列を全長結合分子遺伝子に変換する１つのアプローチは
、それらを、重鎖定常領域および軽鎖定常領域を既にコードしている発現ベクターにそれ
ぞれ挿入して、ＶＨセグメントをベクター内のＣＨセグメントに作用可能に連結し、ＶＬ
セグメントをベクター内のＣＬセグメントに作用可能に連結することである。さらに、ま
たは別法として、組換え発現ベクターは、結合分子鎖の宿主細胞からの分泌を容易にする
シグナルペプチドをコードすることができる。結合分子鎖遺伝子を該ベクターにクローン
ニングし、シグナルペプチドがインフレームでが結合分子鎖遺伝子のアミノ末端に結合す
るようにしてもよい。シグナルペプチドは、イムノグロブリンシグナルペプチドであって
もよいし、または、異種のシグナルペプチド（すなわち、非イムノグロブリンタンパク質
からのシグナルペプチド）であってもよい。
【０２４３】
　結合分子鎖遺伝子に加えて、本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞中の結合分子鎖
の発現を調節する調節配列を保有する。用語「調節配列」は、結合分子鎖遺伝子の転写ま
たは翻訳を調節するプロモーター、エンハンサーおよび他の発現調節エレメント（例えば
、ポリアデニル化シグナル）を含む。そのような調節配列は、例えば、Goeddel; Gene Ex
pression Technology:  Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA 
（1990）に記載されている。当業者は、調節配列の選択を含めた発現ベクターのデザイン
が、形質転換されるべき宿主細胞、所望のタンパク質の発現レベルなどの因子によって決
定されることを理解するであろう。哺乳動物宿主細胞の発現のための好ましい調節配列と
しては、哺乳動物細胞において高いレベルのタンパク質発現を導くウイルスエレメント、
例えば、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）（例えば、ＣＭＶプロモーター/エンハンサー
）、サルウイルス４０（ＳＶ４０）（例えば、ＳＶ４０プロモーター/エンハンサー）、
アデノウイルス（例えば、アデノウイルスメジャーレートプロモーター（ＡｄＭＬＰ））
、およびポリオーマ由来のプロモーターおよび/またはエンハンサーが挙げられる。ウイ
ルス調節エレメントについてのさらなる詳細、およびその配列については、例えば、米国
特許第５，１６８，０６２号（Stinskiによる）、米国特許第４，５１０，２４５号（Bel
l et al.による）および米国特許第４，９６８，６１５号（Schaffner, et al.による）
を参照されたい。
【０２４４】
　結合分子鎖遺伝子および調節配列に加えて、本発明の組換え発現ベクターは、さらなる
配列、例えば、宿主細胞（例えば、複製のオリジン）および選択可能なマーカー遺伝子中
のベクターの複製を調節する配列を保有してもよい。該選択可能なマーカー遺伝子は、ベ
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クターが導入された宿主細胞の選択を容易にする（例えば、米国特許第４，３９９，２１
６号、第４，６３４，６６５号および第５，１７９，０１７（全てAxel et al.）を参照
されたい）。例えば、典型的に、該選択可能なマーカー遺伝子は、Ｇ４１８、ハイグロマ
イシンもしくはメトトレキサートなどの薬剤に対する耐性をベクターが導入された宿主細
胞に付与する。好ましい選択可能なマーカー遺伝子としては、ジヒドロ葉酸レダクターゼ
（ＤＨＦＲ）遺伝子（ｄｈｆｒ－宿主細胞に用いられる。メトトレキサート選択／増幅を
もつ）や、ネオ遺伝子（Ｇ４１８選択）などがある。
【０２４５】
　軽鎖および重鎖を発現させるために、結合分子重鎖および軽鎖をコードする発現ベクタ
ーを標準的な方法によって宿主細胞にトランスフェクトする。種々の形態の用語「トラン
スフェクション」は、外因性ＤＮＡを原核生物もしくは真核生物宿主細胞に導入する際に
一般的に使用される広範囲の技法、例えば、エレクトロポレーション、リン酸カルシウム
沈殿、ＤＥＡＥ－デキストラントランスフェクションなどを包含することが意図されてい
る。本発明の結合分子を、原核生物または真核生物宿主細胞のいずれかにおいて発現させ
ることができ、結合分子の真核生物細胞での発現、最も好ましくは哺乳動物宿主細胞での
発現が最も好ましい。なぜなら、そのような真核生物細胞、特に哺乳動物細胞は、原核生
物細胞よりも集合しやすく、適切に折り曲げられた、免疫学的に活性のある結合分子に分
泌する可能性があるからである。  
【０２４６】
　一般的に、発現ベクターは、選択マーカー（例えば、アンピシリン耐性、ハイグロマイ
シン耐性、テトラサイクリン耐性、もしくはネオマイシン耐性）を含有して、所望のＤＮ
Ａ配列を用いて形質転換した細胞を検出すること可能とする（例えば、Itakura et al., 
米国特許第４，７０４，３６２号）。
【０２４７】
　大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）は、本発明のポリヌクレオチド（例えば、ＤＮＡ配列）をクロ
ーニングするために特に有用な１つの原核生物宿主である。使用するのに好適な他の微生
物宿主としては、バシラス－サチリスなどの桿菌類、および他のエンテロバクテリアセエ
、例えば、サルモネラ、セラチア、および種々のシュードモナス種が挙げられる。これら
の原核生物宿主中に、発現ベクターを作製することもできる。それは、典型的には、宿主
細胞（例えば、複製のオリジン）と適合性のある発現制御配列を含む。さらに、ラクトー
スプロモーター系、トリプトファン（ｔｒｐ）プロモーター系、ベータ－ラクタマーゼプ
ロモーター系、またはファージラムダからのプロモーター系などの、あらゆる数の種々の
公知のプロモーターが存在するであろう。該プロモーターは典型的に、オペレーター配列
を任意に用いて発現を制御する。そしてそれは、転写および翻訳を開始し、完成させるた
めのリボソーム結合部位配列などを有する。
【０２４８】
　酵母菌などの他の微生物も発現にとって有用である。サッカロミセスは、必要であれば
、発現制御配列（例えば、プロモーター）、複製のオリジン、終止配列などをもつ好適な
ベクターをもつ好ましい酵母菌宿主である。典型的なプロモーターとしては、３－ホスホ
グリセリン酸キナーゼおよび他の糖分解酵素が挙げられる。誘導性の酵母菌プロモーター
は、とりわけ、アルコールデヒドロゲナーゼからのプロモーター、イソチトクロームＣ、
およびマルトースおよびガラクトースの利用に関与する酵素を含む。
【０２４９】
　微生物の他に、哺乳動物組織細胞の培養もまた、本発明のポリペプチド（例えば、結合
分子をコードするポリヌクレオチド）を発現および産生させるために使用してもよい。Wi
nnacker, From Genes to Clones, VCH Publishers, N.Y., N.Y. （1987）を参照されたい
。真核生物細胞が実際には好ましい。なぜなら、異種のタンパク質（例えば、未処理の結
合分子）を分泌することが可能な、多くの好適な宿主細胞系列が当該技術分野において開
発されており、ＣＨＯ細胞系列、種々のＣｏｓ細胞系列、ＨｅＬａ細胞、骨髄腫細胞系列
、または形質転換されたＢ細胞もしくはハイブリドーマなどがあるからである。好ましく
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は、該細胞は、非ヒト細胞である。これらの細胞のための発現ベクターは、複製のオリジ
ン、プロモーターおよびエンハンサーなどの発現制御配列、および、リボソーム結合部位
、ＲＮＡスプライシング部位、ポリアデニル化部位、および転写終始配列といった必要な
プロセシング情報部位を含むことができる（Queen et al., Immunol. Rev. 89:49 （1986
））。好ましい発現制御配列は、イムノグロブリン遺伝子、ＳＶ４０、アデノウイルス、
ウシパピローマウイルス、サイトメガロウイルスなどに由来するプロモーターである。Co
 et al., J. Immunol. 148:1149 （1992）を参照されたい。
【０２５０】
　あるいは、結合分子コード配列は、トランスジェニック動物のゲノムに導入し、次いで
トランスジェニック動物の乳において発現させるためのトランスジーンに組み込むことが
できる（例えば、Deboer et al., 米国特許第５，７４１，９５７号；Rosen、米国特許第
５，３０４，４８９号、およびMeade et al., 米国特許第５，８４９，９９２号）。好適
なトランスジーンは、乳腺特異的遺伝子、例えば、カゼインまたはベータラクトグロブリ
ンからのプロモーターやエンハンサーとの作用可能な連結におけるリガンドおよび/また
は重鎖のためのコード配列を含む。
【０２５１】
　本発明の組換え結合分子を発現させるための好ましい哺乳動物宿主細胞としては、チャ
イニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ細胞）（UrlaubとChasin, （1980） Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 77:4216-4220に記載されているｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞を含む。R.J. Kaufm
an and P.A. Sharp （1982） Mol. Biol. 159:601-621に記載されているようにＤＨＦＲ
選択可能マーカーとともに用いられる）、ＮＳ０骨髄腫細胞、ＣＯＳ細胞およびＳＰ２細
胞が挙げられる。結合分子遺伝子をコードする組換え発現ベクターを哺乳動物宿主細胞に
導入したとき、宿主細胞中の結合分子の発現、より好ましくは、宿主細胞が成長する培養
培地への結合分子の分泌を可能にするのに十分な時間の間、宿主細胞を培養することによ
って、結合分子を作製する。結合分子は、標準的な精製方法を用いて培養培地から回収す
ることができる。.
【０２５２】
　当該ポリヌクレオチド配列（例えば、結合分子重鎖および軽鎖コード配列および発現制
御配列）を含有するベクターを、細胞宿主のタイプにしたがって、公知の方法で宿主細胞
に移入する。例えば、原核生物細胞には、通常塩酸カルシウムトランスフェクションが用
いられ、一方、他の細胞宿主には、リン酸カルシウム処理、エレクトロポレーション、リ
ポフェンブフェン、微粒子銃またはウイルスベースのトランスフェクションを使用するこ
とができる（一般的に、Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual （
Cold Spring Harbor Press, 2nd ed., 1989参照）（その全体を全ての目的のために引用
によって援用する）。哺乳動物細胞を形質転換するために用いられる他の方法としては、
ポリブレン、プロトプラスト融合、リポソーム、エレクトロポレーションおよびマイクロ
インジェクション（一般的に、Sambrook et al., 上掲文献参照）。トランスジェニック
動物を作製するために、トランスジーンを受精卵にマイクロインジェクションすることが
できる。または、胚性幹細胞のゲノムに組み込み、そのような細胞の核を摘出された卵子
に移植することがる。
【０２５３】
　重鎖および軽鎖を別個の発現ベクターにクローニングし、該ベクターをコトランスフェ
クトし、発現させ、未反応のイムノグロブリンを回収する。一旦、発現すれば、全結合分
子、それらの二量体、個別の軽鎖および重鎖、もしくは本発明の他のイムノグロブリン形
態を、硫酸アンモニュウム沈殿法、アフィニティーカラム、カラムクロマトグラフィー、
ＨＰＬＣ精製、ゲル電気泳動法などを含む当該技術分野における標準的な処置にしたがっ
て精製する（一般的に、Scopes, Protein Purification （Springer-Verlag, N.Y., （19
82））。少なくとも約９０～９５％の相同性を示す、本質的に純粋な結合分子が好ましい
。医薬品として使用するためには、相同性が９８～９９％の相同性が最も好ましい。　
【０２５４】
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　宿主細胞を用いて、ＦａｂフラグメントまたはｓｃＦｖ分子などといった未反応の結合
分子部分を作製することもできる。上記処置に対する変形も本発明に包含されることが理
解されよう。例えば、本発明の結合分子の軽鎖または重鎖（両方ではない）をコードする
ＤＮＡを有する宿主細胞をトランスフェクトすることが望ましいかもしれない。組換えＤ
ＮＡ技術を用いて、一部もしくは全ての、ＧＩＴＲに結合するために必要な軽鎖および重
鎖のいずれかもしくは双方をコードするＤＮＡを除去することもできる。そのような切断
されたＤＮＡ分子から発現された分子も、本発明の結合分子の範囲に含まれる。さらに、
二官能性結合分子を作製してもよい。そこでは、１つの重鎖および１つの軽鎖が本発明の
結合分子となり、他の重鎖および軽鎖が本発明の結合分子を第２の結合分子に標準的な架
橋方法によって架橋されることによって、ＧＩＴＲ以外の抗原に特異性をもつ。
【０２５５】
　上述に鑑み、本発明の別の局面は、本発明の結合分子の組換え発現に用いることができ
る核酸、ベクター、および宿主細胞組成物に関する。６Ｃ８軽鎖可変領域をコードするヌ
クレオチド配列を図１８および配列番号１０に示す。ＶＬのＣＤＲ１ドメインは、配列番
号：１０（配列番号：１４）のヌクレオチド１３０～１６２を含み、ＣＤＲ２ドメインは
、配列番号：１０（配列番号：１５）のヌクレオチド２０８～２２８を含み、ＣＤＲ３ド
メインは、配列番号：１０（配列番号：１６）のヌクレオチド３２５～３５１を含む。６
Ｃ８重鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列を図１８および配列番号９に示す。ＶＨ
のＣＤＲ１ドメインは、配列番号：９（配列番号：１１）のヌクレオチド１３３～１６８
を含み、　ＣＤＲ２ドメインは、配列番号：９（配列番号：１２）のヌクレオチド２１１
～２５８を含み、ＣＤＲ３ドメインは、配列番号：９（配列番号：１３）のヌクレオチド
３５５～３８１を含む。ある態様において、ＶＨのＣＤＲ２をコードするヌクレオチド配
列は、配列番号：１２を含む。別の態様において、ＶＨのＣＤＲ２をコードするヌクレオ
チド配列は、配列番号：６５（ＣＡＣＡＴＴＴＧＧＴＧＧＧＡＴＧＡＴＧＡＴＡＡＧＴＡ
ＣＴＡＴＣＡＡＣＣＡＴＣＣＣＴＧＡＡＧＡＧＣ）を含む。６Ｃ８関連結合分子をコード
するヌクレオチド配列は、ゲノムコードや標準的な分子生物学的手法を用いて、６Ｃ８Ｖ
ＬおよびＶＨをコードするヌクレオチド配列から導出され得ることを当業者は理解するで
あろう。
【０２５６】
　ある態様において、本発明は、６Ｃ８ＣＤＲを含む、例えば、配列番号：３、配列番号
：４、配列番号１９、配列番号：５、配列番号：６、配列番号：７、配列番号：８からな
る群から選択されるアミノ酸配列を含む、ポリペプチド配列をコードする単離された核酸
分子を提供する。 
【０２５７】
　さらに別の態様において、本発明は、配列番号：２のアミノ酸配列からなる結合分子軽
鎖可変領域をコードする単離された核酸分子を提供する。もっとも、遺伝子コードの縮重
によって、他の核酸分子が配列番号：２のアミノ酸配列をコードしうることを当業者は理
解するであろう。核酸分子は、ＶＬのみ、またはＶＬに作用可能に連結した結合分子軽鎖
定常領域をコードすることができる。ある態様において、この核酸分子は、組換え発現ベ
クター中に存在する。
【０２５８】
　さらに別の態様において、本発明は、配列番号：１のアミノ酸配列からなる結合分子重
鎖可変領域をコードする単離された核酸分子を提供する。もっとも、遺伝子コードの縮重
によって、他の核酸分子が配列番号：１のアミノ酸配列をコードしうることを当業者は理
解するであろう。別の態様において、本発明は、配列番号：６６のアミノ酸配列からなる
結合分子重鎖可変領域をコードする単離された核酸分子を提供する。もっとも、遺伝子コ
ードの縮重によって、他の核酸分子が配列番号：６６のアミノ酸配列をコードしうること
を当業者は理解するであろう。核酸分子は、ＶＨのみ、またはＶＨに作用可能に連結した
結合分子軽鎖定常領域をコードすることもできる。例えば、該核酸分子は、ＩｇＧ１もし
くはＩｇＧ２定常領域を含むことができる。ある態様において、この核酸分子は、組換え
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発現ベクター中に存在する。
【０２５９】
　本発明はまた、結合分子重鎖および/または結合分子軽鎖をコードする、組換え発現ベ
クターを提供する。例えば、ある態様において、本発明は、組換え発現ベクターを提供す
る。それは、以下をコードする。
　ａ）配列番号２のアミノ酸配列を含む可変領域を有する結合分子軽鎖；および
　ｂ）配列番号１のアミノ酸配列を含む可変領域を有する結合分子重鎖。
【０２６０】
別の態様において、本発明は、組換え発現ベクターを提供する。それは、以下をコードす
る。
　ａ）配列番号２のアミノ酸配列を含む可変領域を有する結合分子軽鎖；および
　ｂ）配列番号６６のアミノ酸配列を含む可変領域を有する結合分子重鎖。
【０２６１】
　本発明は、本発明の１以上の組換え発現ベクターが導入された宿主細胞を提供する。こ
のましくは、該宿主細胞は、哺乳動物宿主細胞である。
【０２６２】
　さらに、本発明は、本発明の宿主細胞を好適な培養培地において、本発明の組換え結合
分子が合成されるまで培養することによって、本発明の組換え結合分子を合成する方法を
提供する。該方法はさらに当該培養培地から組換え結合分子を単離することを含む。
【０２６３】
　Ｖ．本発明の結合分子の使用
　ＧＩＴＲに対して結合する能力があれば、本発明の結合分子は、ＧＩＴＲ（例えば、血
清もしくは血漿などの生物学的サンプル中）を、従来のイムノアッセイ、例えば、酵素結
合抗体免疫アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）もしくは組織免疫
組織化学的手法を用いて検出するために用いることができる。本発明は、生物学的サンプ
ル中のｈＧＩＴＲを検出するための方法であって、生物学的サンプルを本発明の結合分子
に接触させ、およびｈＧＩＴＲに結合した結合分子または未結合の結合分子のいずれかを
検出し、それによって、生物学的サンプル中のｈＧＩＴＲを検出することを含む方法を提
供する。該方法は、インビトロまたはインビボのいずれで行うこともできる。該結合分子
は、検出可能な物質を用いて、直接的または間接的に標識し、結合した結合分子または未
結合の結合分子の検出を容易にすることができる。好適な検出可能な物質としては、種々
の酵素、補欠分子団、蛍光物質、発光性物質、および放射性物質が挙げられる。好適な酵
素の例には、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリ性ホスファターゼ、β－ガラクトシ
ダーゼ、またはアセチルコリンエステラーゼが含まれる。好適な補欠分子団の例には、ス
トレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンが含まれ、好適な蛍光物質の例に
は、ウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミ
ン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセイン、ダンシルクロリドもしくはフィコエリ
トリンが含まれ、発光性物質の例にはルミノールが含まれる；好適な放射性物質の例には
、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓもしくは３Ｈが含まれる。  
【０２６４】
　結合分子の標識に替えて、ｈＧＩＴＲは、検出可能な物質や未標識抗ｈＧＩＴＲ結合分
子で標識されたＧＩＴＲ標準を用いた競合イムノアッセイによって生物学的液体中でアッ
セイすることができる。このアッセイにおいて、生物学的サンプル、標識されたＧＩＴＲ
標準、および抗ｈＧＩＴＲ結合分子を組み合わせ、未標識の結合分子に結合した標識され
たＧＩＴＲ標準の量を測定する。生物学的サンプル中のｈＧＩＴＲの量は、抗ｈＧＩＴＲ
結合分子に結合した標識されたＧＩＴＲ標準の量に反比例する。  
【０２６５】
　本発明の抗ＧＩＴＲ結合分子はまた、ヒト以外の種のサンプル中のＧＩＴＲ、特に、霊
長類（例えば、チンパンジー、ヒヒ、マーモセット、カニクイザルおよびアカゲザル）か
らのＧＩＴＲを検出するために用いることもできる。
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【０２６６】
　別の態様において、本発明は、Ｔ調節細胞によるＴエフェクター細胞の抑制を取り消す
方法を提供する。Ｔ調節細胞によるＴエフェクター細胞の抑制の取り消しは、例えば、結
合分子が、Ｔ調節細胞の存在下で、Ｔ細胞のエフェクター機能、例えば、サイトカイン産
生（例えば、ＩＬ－２産生）もしくは細胞増殖（例えば、Ｔヘルパー細胞増殖）を高める
能力を測定することによって、例えば、３Ｈ－チミジン組み込みを測定することによって
、またはＦＡＣＳ分析によって調べることができる。例えば、Ｔエフェクター細胞の反応
または活性は、Ｔ調節細胞の存在下では低いが、たとえ、Ｔ調節細胞が存在しても、ＧＩ
ＴＲ結合分子を添加すれば増加する。すなわち、ＧＩＴＲ結合分子は、Ｔ調節細胞による
Ｔエフェクター細胞の抑制を取り消す。
【０２６７】
　本発明の結合分子はまた、細胞中のＩ－κＢの分解を減衰するために用いてもよい。細
胞中のＩ－κＢの減衰された分解は、例えば、ウエスタンブロッティングによって、そし
て抗ＧＩＴＲ結合分子で細胞を処理した後にＩ－κＢの量を定量することによって調べる
ことができる。
【０２６８】
　数多くの疾患または病理的状態が、Ｔエフェクター細胞の活性を高めること、および/
またはＴ調節細胞の活性を下方調整することによって、例えば、Ｔ調節細胞によるＴエフ
ェクター細胞の抑制を取り消すことによって恩恵を受けるであろう。例えば、免疫エフェ
クター細胞は、しばしば癌細胞に効率的に反応できない。したがって、エフェクターＴ細
胞または抗体反応を高めることが好ましい場合、本発明の方法を用いてそのような疾患に
罹患した被験体を治療することができる。ある態様において、そのような方法では、患者
に対して本発明の結合分子を投与して、その結果、Ｔ調節細胞によるＴエフェクター細胞
の抑制を取り消し、それによって免疫応答を高めている。好ましくは、該被験体は、ヒト
被験体である。あるいは、該被験体は、本発明の結合分子がクロス反応するＧＩＴＲを発
現する哺乳動物であることができる。さらに、該被験体は、ＧＩＴＲが導入された哺乳動
物である（例えば、ＧＩＴＲの投与による、もしくは、ＧＩＴＲトランスジーンの発現に
よる）。本発明の結合分子は、治療または予防的目的のためにヒト被験体に投与すること
ができる。例えば、該被験体は、疾患または状態に罹患していると診断されている被験体
であってもよいし、またはその疾患にかかりやすい、それに対する感受性が高い被験体で
あってもよい。さらに、本発明の結合分子は、獣医学目的のために結合分子が架橋反応す
るＧＩＴＲ分子を発現する非ヒト哺乳動物（例えば、霊長類）または、ヒト疾患の動物モ
デルに投与してもよい。後者に関しては、そのような動物モデルは、本発明の結合分子の
治療的および/または予防的有効性を評価する（例えば、投与量および/または投与時間を
調べる）ために有用である。
【０２６９】
　本発明の結合分子の使用例を以下においてさらに説明する。
【０２７０】
　免疫促進性組成物
　添付の実施例に記載しているように、本発明の結合分子は、免疫促進性組成物（または
ワクチン）として、例えば、抗原と組み合わせて使用して、対象となる抗原（例えば、被
験体におけるタンパク質抗原）に対する免疫応答を促進させるために使用することができ
る。すなわち、本発明の結合分子は、免疫応答を高めるためのアジュバントとして機能す
ることができる。例えば、対象となる抗原に対する抗体または細胞免疫応答を刺激するた
めに（例えば、ワクチン接種の目的）、本発明の抗原および結合分子を併用して投与する
（例えば、同じもしくは別個の組成物で同時に併用投与する、または連続的に併用投与す
る）ことができ、その結果、免疫応答が上昇する。対象となる抗原および結合分子はいっ
しょに、単一の医薬組成物として製剤することもできるし、または別個の組成物として製
剤することもできる。ある態様において、対象となる抗原および結合分子を被験体に同時
に投与する。別法として、いくつかの状況においては、まず抗原を投与し、その後結合分
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子を投与する、またはその逆が望ましいかもしれない（例えば、反応を引き起こすために
まず抗原のみを投与し、その後結合分子を癌毒もしくは抗原の追加免疫とともに、投与す
ることが好ましいかもしれない）。好ましい態様において、本発明のＧＩＴＲ結合分子を
、抗原によるプライミングと同時に、すなわち、最初の抗原投与と同時に、例えば、－３
、－２、－１、０、＋１、＋２、＋３日目に投与する。本発明のＧＩＴＲ結合分子の特に
好ましい投与日は、抗原投与の前日である。
【０２７１】
　対象となる抗原としては、例えば、被験体を攻撃感染から保護する、抗原がそこから誘
発される、もしくは被験体にとって有益な方法で腫瘍成長および転移に影響を与えること
が可能な感染性因子によって保護することを提供する抗原が挙げられる。対象となる抗原
の例としては、感染物質、癌細胞に由来するものなどがある。そこでは、抗原に向けられ
た直接的な免疫応答は、その物質によって引き起こされた疾患を予防または治療するため
に働く。そのような抗原は、限定されないが、ウイルス、細菌、真菌、もしくは寄生タン
パク質、糖タンパク質、リポタンパク質、糖脂質などを含む。対象となる抗原はまた、腫
瘍を持つリスクがある、または腫瘍があると診断された被験体にとって利益をもたらし、
また、例えば、腫瘍細胞のレベルが向上したときに排他的に発現される腫瘍関連抗原を含
む。該被験体は、好ましくは哺乳動物であり、最も好ましくはヒトである。
【０２７２】
　本明細書において用いられている用語「病原体」または「病原性物質」は、正常なホス
ト（例えば、動物（例えば、哺乳動物、好ましくは霊長類、例えば、ヒト））に感染し得
る、もしくは寄生し得る微生物を含む。本明細書において用いられているように、この用
語は、日和見的物質、例えば、異常なホスト、例えば、治療の結果、正常叢が取ってかわ
ったホスト、または免疫無防備状態のホストに感染し得る、もしくは寄生し得る微生物を
含む。本明細書において用いられているように、この語はまた、その複製が被験体におい
て望ましくない微生物または微生物によって作成された毒性分子（例えば、トキシン）を
含む。
【０２７３】
　非限定的なウイルス抗原の例としては、限定されないが、インフルエンザウイルスの核
タンパク質（ＮＰ）およびＨＩＶのＧａｇタンパク質が含まれる。他の異種抗原としては
、限定されないが、ＨＩＶ Ｅｎｖタンパク質もしくはその成分部分ｇｐ１２０およびｇ
ｐ４１、ＨＩＶ Ｎｅｆタンパク質、およびＨＩＶ Ｐｏｌタンパク質、逆トランスクリプ
ターゼ　およびプロテアーゼが挙げられる。さらに、エボラウイルス（ＥＢＯＶ）抗原な
どの他のウイルス抗原（例えば、ＥＢＯＶ ＮＰもしくは糖タンパク質（ＧＰ）、全長ま
たは分子のムチン領域において欠失しているＧＰ （Yang Z-Y, et al. （2000） Nat Med
 6:886-9, 2000）、小痘抗原、Ａ、ＢもしくはＣ型肝炎ウイルス、タイプ２もしくは１４
などのヒトライノウイルス、単純ヘルペスウイルス、ポリオウイルスタイプ２もしくは３
、手足口病ウイルス（ＦＭＤＶ）、狂犬病ウイルス、ロタウイルス、インフルエンザウイ
ルス、コクサッキーウイルス、ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）、例えば、タイプ１６
パピローマウイルス、そのＥ７タンパク質およびＥ７タンパク質もしくはそのエピトープ
を含有するフラグメント；およびサルの免疫不全症ウイルス（ＳＩＶ）を用いることがで
きる。真菌抗原、細菌抗原および腫瘍抗原が開示されている組成物および方法に関連して
用いることができるように、対象となる抗原はウイルスオリジンの抗原に限られない。寄
生虫抗原、例えば、マラリア抗原が含まれる。細菌抗原の限定されない例としては、ボル
デテラ－ペルツッシス（例えば、Ｐ６９タンパク質および糸状菌ヘムアグルチニン（ＦＨ
Ａ）抗原）、ビブリオコレラ、炭疽菌、および大腸菌熱易動性トキシンＢサブユニット（
ＬＴ－Ｂ）、大腸菌、大腸菌Ｋ８８抗原および毒素原性大腸菌抗原などの大腸菌抗原があ
る。他の抗原の例としては、マンソン住血吸虫Ｐ２８グルタチオンＳ－トランスフェラー
ゼ抗原（Ｐ２８抗原）および吸虫、マイコプラズマ、回虫、条虫類、クラミジア－トラコ
マチスおよびマラリア原虫、例えば、マラリア原虫属もしくはバベシア属の寄生虫、例え
ば、熱帯熱マラリア、ならびにおよび上記抗原からの免疫原性エピトープをコードするペ
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プチドの抗原が含まれる。
【０２７４】
　本発明のワクチンを投与することによって治療される、または予防されるかもしれない
感染、疾患または障害としては、ホスト免疫応答が感染、疾患または障害を予防するよう
に機能する、あらゆる感染、疾患または障害が含まれる。本発明の免疫促進性の組成物を
投与することによって治療される、または予防されるかもしれない感染、疾患または障害
としては、限定されないが、真菌、寄生虫、ウイルスもしくは細菌によって引き起こされ
る、もしくはそれに関連するあらゆる感染、疾患または障害、バイオテロリズム、リステ
リア症、エボラウイルス、ＳＡＲＳ、小痘、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、Ｅ型肝炎、
ヒトライノウイルスによって引き起こされる疾患および障害、ＨＩＶ（例えば、ＨＩＶ－
１およびＨＩＶ－２）、ならびにエイズ、ヘルペス、ポリオ、手足口病、狂犬病、ロタウ
イルス、インフルエンザ、コクサッキーウイルス、ヒトパピローマウイルス、ＳＩＶ、マ
ラリア、癌、例えば、腫瘍、ヒトヘルペスウイルス、サイトメガロウイルス（特に、ヒト
）、エプスタイン・バーウイルス、水痘－帯状疱疹ウイルス、Ｂ型肝炎、Ａ型肝炎、Ｃ型
肝炎などの肝炎ウイルス、パラミキソウイルス：呼吸系発疹ウイルス、パラインフルエン
ザウイルス、麻疹ウイルス、おたふくかぜウイルス、ヒトパピローマウイルス（例えば、
ＨＰＶ６、１１、１６、１８など）、フラビウイルス群（例えば、黄熱病ウイルス、デン
グ熱ウイルス、ダニ媒介脳炎ウイルス、日本脳炎ウイルス）、またはインフルエンザウイ
ルス、例えば、インフルエンザＡ（例えば、サブタイプ、赤血球凝集素（Ｈ）およびノイ
ラミニダーゼ（Ｎ））、インフルエンザＢ、およびインフルエンザＣによって引き起こさ
れる、もしくはそれに関連する疾患または障害、ならびにグラム陽性菌およびグラム陽性
菌を含む細菌性微生物による感染による疾患または障害に用いられる種々の物質によって
引き起こされる、もしくはそれに関連するあらゆる感染、疾患または障害、が含まれる。
例としては、限定されないが、Ｎ．ゴノレエおよびＮ．メニンジティディスを含むナイセ
リア種；肺炎連鎖球菌、Ｓ．ピオゲネス、Ｓ．アガラクティエ、Ｓ．ミュータンスを含む
連鎖球菌；Ｈ．インフルエンザタイプＢ，タイプに分けられないＨ、インフルエンザ、Ｈ
．デュクレイ（ducreyi）を含むヘモフィルス種；ブランハメラカタラーリスとしても知
られるＭ．カタラーリスを含むモラクセラ種；Ｂ．ペルツッシス、Ｂ．パラペルツッシス
およびＢ．ブロンキセプチカを含むボルデテラ種；Ｍ．ツベルクローシス、Ｍ．ボビス、
Ｍ．レプレ、Ｍ．アビウム、パラ結核菌、Ｍ．スメグマチスを含むマイコバクテリウム種
；Ｌ．ニューモフィラを含むレジオネラ種；エンテロトキシン産生大腸菌、腸管出血性大
腸菌、腸管病原性大腸菌を含むエシェリキア種；Ｖ．コレラを含むビブリオ種；ソンネ赤
痢菌、志賀赤痢菌、フレクスナー赤痢菌を含む赤痢菌種；Ｙ．エンテロコリチカ、Ｙ．ペ
スティス、Ｙ．シュードツベルクローシスを含むエルシニア種；Ｃ．ジェジュニおよびＣ
．コリを含むカンピロバクター種；Ｓ．チフィ、Ｓ．パラチフィ、Ｓ．コレレスイス、Ｓ
．エンテリティディスを含むサルモネラ種；Ｌ．モノサイトゲネスを含むリステリア種；
Ｈ．ピロリを含むヘリコバクター種；Ｐ．アエルギノーザを含むシュードモナス種；Ｓ．
アウレウス、Ｓ．エピデルミディスを含むブドウ球菌種；Ｅ．フェカーリス、Ｅ．フェシ
ウムを含む腸球菌種；Ｃ．テタニ、Ｃ．ボツリナム、Ｃ．ディフィシレを含むクロストリ
ジウム種；炭疽菌を含むバチルス種；Ｃ．ジフセリエを含むコリネバクテリウム種；Ｂ．
ブルグドルフェリ、Ｂ．ガリニ、Ｂ．アフゼリ、Ｂ．アンデルソニ（andersonii）、Ｂ.
ヘルムシーを含むボレリア種；Ｅ．エキ（equi）およびヒト顆粒球性エールリッチオシス
（Ehrlichiosis）の物質を含むエールリッチア種；Ｒ．リケッチイを含むリケッチア種；
Ｃ．トラコマチス、Ｃ．ニューモニエ、Ｃ．シッタシを含むクラミジア種；Ｌ．インタロ
ガンスを含むレプトスピラ；Ｔ．パリダム、Ｔ．デンティコラ、Ｔ．ビオディセンテリエ
を含むトレポネーマ種、が含まれる。好ましい細菌としては、限定されないが、リステリ
ア、マイコバクテリア、マイコバクテリア（例えば、結核菌）、炭疽菌、サルモネラ菌お
よびリステリアモノサイトジーン、百日咳菌、ビブリオコレラ、吸虫類、マイコプラズマ
、回虫、条虫、トラコーマ病原体、およびマラリア寄生虫が挙げられる。
【０２７５】
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　本明細書において用いられている用語「細菌感染」は、種々による感染が含まれる（注
：原文どおり）。別の態様において、Ｔ細胞を患者から除去し、インビトロで抗ＧＩＴＲ
結合分子、任意に活性化シグナル（例えば、抗原プラスＡＰＣもしくはポリクローナル抗
体）と接触させることができ、患者に再度導入することができる。.
【０２７６】
　制御Ｔ細胞は、自己免疫疾患および癌に対する免疫応答を抑制することによって免疫学
的自己耐性において重要な役割を果たす。したがって、ある態様において、Ｔ調節細胞に
よるＴエフェクター細胞の抑制を取り消すことは、癌における免疫応答を高める上で有益
であるだろう。 したがって、本発明の結合分子は、悪性腫瘍の治療に使用し、腫瘍の成
長や転位を阻止することができる。該結合分子は、全身に投与することもできるし、また
は腫瘍部位に局所的に投与することもできる。
【０２７７】
　ある態様において、ＧＩＴＲ機能の調節は、腫瘍免疫化を誘発する際に、すなわち、新
生物疾患または癌を持つ被験者の治療に有用であるかもしれない。ある態様において、本
発明の結合分子は、腫瘍のサイズを減少させ、腫瘍の成長を阻止し、および/または腫瘍
を保有する被験体の生存時間を長引かせる。ＧＩＴＲ結合分子を、腫瘍細胞（例えば、サ
ルコーマ、メラノーマ、リンパ腫、白血病、神経芽細胞腫、カルシノーマ）を持つ患者に
投与し、被験体における腫瘍特異性耐性を克服することができる。
【０２７８】
　本明細書において用いられているように「腫瘍関連抗原」という用語は、ホスト生物に
おいて腫瘍の成長もしくは転移に影響を及ぼす抗原を意味する。腫瘍関連抗原は、腫瘍細
胞によって発現される抗原であってもよいし、非腫瘍細胞によって発現する抗原であって
もよい。しかし、発現する際、腫瘍細胞の成長または転移を促進するものである。腫瘍抗
原のタイプおよび腫瘍関連抗原は、あらゆる公知の、もしくはこれまで知られていなかっ
た腫瘍高原を含み、限定されないが、白血病中およびＨＰＶＥ６のｂｃｒ／ａｂｌ抗原、
子宮頚癌に関連する発癌性ウイルスのＥ７抗原、メラノーマ中のもしくは、それに関連す
るＭＡＧＥ１抗原およびＭＺ２－Ｅ抗原、ならびに乳癌中の、もしくはそれに関連するＭ
ＶＣ－１抗原およびＨＥＲ－２抗原がある。
【０２７９】
　本明細書において用いられている用語「新生物性疾患」は、悪性腫瘍の成長または、良
性の過剰増殖および過形成性細胞を特徴とする疾患状態によって特徴付けられる。用語「
新形成」の共通の医学的意味は、正常の成長コントロールを失った結果生じる「新しい細
胞の成長」である。例えば、新生物性細胞成長である。
【０２８０】
　本明細書において用いられている用語「過剰増殖」、「過形成性」「悪性の」および「
新生物性」は、互換可能に用いられ、急速な増殖もしくは新組織形成を特徴とする異常な
状態または条件の細胞を意味する。この用語は、組織病理学的タイプまたは侵襲性の程度
に関わらず、全てのタイプの過剰増殖成長、過形成性成長、癌性成長、または発癌性プロ
セス、転移性もしくは悪性に形質転換された細胞、組織、もしくは臓器を意味する。「過
形成」は、異常に高速に成長する細胞を意味する。しかしながら、本明細書において用い
られているように、用語、新形成および過形成は、本明細書において明らかであるように
、互換可能に用いることができ、一般的に異常な細胞成速度での細胞発現を意味する。新
形成および過形成は、良性、準悪性、もしくは悪性の「腫瘍」を含む。  
【０２８１】
　「新形成」、「過形成」および「腫瘍」は、一般に「癌」を意味し、制御不能な、異常
な細胞成長を特徴とする１００を超える疾患の一般名称である。癌の例としては、限定さ
れないが、乳癌、大腸癌、非小細胞肺癌、頭部および頚部の癌、結腸直腸癌、肺癌、前立
腺癌、卵巣癌、腎臓癌、メラノーマ、および胃腸癌（例えば、膵臓癌および胃癌）、なら
びに骨原性サルコーマが挙げられる。
【０２８２】
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　ある態様において、癌は、膵臓癌、メラノーマ、乳癌、肺癌、気管支癌、結直腸癌、前
立腺癌、胃癌、卵巣癌、膀胱癌、脳または中枢神経系癌、末梢神経系の癌、食道癌、子宮
頚癌、子宮癌または子宮体癌、口腔または咽頭の癌、肝臓癌、腎臓癌、睾丸の癌、胆道癌
、小腸または虫垂の癌、唾液腺の癌、甲状腺癌、副腎癌、骨肉腫、軟骨肉腫、血液学的組
織の癌からなる群から選択される。
【０２８３】
　したがって、本発明は、被験体、好ましくはヒト、または他の動物において、そのよう
な被験体や動物に有効量の本発明の結合分子を投与することによって、新生物性疾患もし
くは癌を治療する方法にも関する。当業者は、ルーチンの実験によって、新生物性疾患も
しくは癌を治療する目的でどの有効量のポリペプチドを投与するかを決定することができ
る。例えば、本発明の結合分子の治療的有効量は、被験体の疾患状態（例えば、ステージ
Ｉ対ステージＩＶ）、年齢、性別、医学的合併症（例えば、免疫抑制条件や疾患）および
体重や、その被験体において所望の応答を惹起する上での結合分子の能力に応じて変わる
であろう。投薬計画を、最適な治療的および／または予防的応答が得られるように調節す
ることができる。例えば、複数回に分けた用量を毎日投与することも、あるいは、治療状
況の緊急性が指示されている場合には、用量を比例的に減少させることもできる。しかし
ながら、一般的に、有効な投与量は、体重１キログラムあたり、１日約０．０５～１００
ミリグラム、および、より好ましくは、体重１キログラムあたり、１日約０．５～１０ミ
リグラムである。
【０２８４】
　免疫応答を高める方法
　当該結合分子は、免疫応答を高める方法にも使用することができる。免疫応答のアップ
レギュレーションは、存在する免疫応答を高める、もしくは最初の免疫応答を惹起するの
いずれの形態であってもよい。例えば、ＧＩＴＲの調節によって免疫応答を高めることは
、ウイルス性感染症の場合に有用であるかもしれない。抗ＧＩＴＲ結合分子は、免疫応答
を高めるように作用するので、それらは、より急速もしくはより徹底的な病原性物質（例
えば、細菌およびウイルス）の排除が有益な場合に、治療的に有用である。したがって、
本発明の抗ＧＩＴＲ結合分子は、単独または抗原もしくは免疫促進性の物質との組み合わ
せのいずれかにおいて、治療的に用いて、感染症や悪性腫瘍などの疾患や状態（例えば、
上記参照）をもつ被験体を治療することができる。
【０２８５】
　抗ＧＩＴＲ結合分子は、種所の病原体において予防的に用いることもできる。病原体、
例えば、ウイルスに対する免疫は、ＧＩＴＲ結合分子（上記のように）とともにウイルス
性タンパク質を接種することによって誘発され得る。あるいは、病原性抗原およびＧＩＴ
Ｒ結合分子の双方のための遺伝子をコードする発現ベクター、例えば、ウイルスタンパク
質をコードする核酸およびＧＩＴＲ結合分子をコードする核酸を発現するように工学処理
されたワクシニアウイルス発現ベクターを用いてワクチン接種することができる。ワクチ
ンが有用な病原体としては、例えば、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、エプスタイン・バーウイルス
、サイトメガロウイルス、ＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２、インフルエンザ、結核、マラリアお
よび住血吸虫症が挙げられる。
【０２８６】
　本発明はさらに、本発明の結合分子を動物、好ましくは哺乳動物、特に好ましくはヒト
患者に投与して、開示された疾患、障害もしくは状態の１以上を治療、検出および/また
は予防することを含む、結合分子をベースとした治療を目的とする。本発明の治療的化合
物としては、限定されないが、本発明の結合分子（本明細書に記載されているように、そ
のアナログおよび誘導体を含む）および本明細書に記載されているように抗イディオタイ
プ結合分子が含まれる。本発明の結合分子は、限定されないが、本明細書に記載のいずれ
か１以上の疾患、障害もしくは状態（例えば、本発明の結合分子は、当該技術分野におい
て公知であるように、または本明細書に記載しているように、薬学的に許容される組成物
の形態で提供することができる）を含むＧＩＴＲの異常な活性に関連する疾患、障害もし
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くは状態を治療、診断、阻害、もしくは予防するために使用することができる。
【０２８７】
　本発明の結合分子は、結合分子と相互作用して、例えば、これらは結合分エフェクター
細胞の数もしくは活性を増加させる働きをする、他のモノクローナルもしくはキメラ結合
分子と組み合わせて、または、リンフォカインもしくは造血成長因子（例えば、ＩＬ－２
、ＩＬ－３およびＩＬ－７）と組み合わせて好都合に使用することができる。
【０２８８】
　本発明の結合分子は、単独または他のタイプの治療、例えば、放射線療法、化学療法、
ホルモン療法、免疫療法、および抗腫瘍薬、抗生物質、病原性物質に対する直接的な治療
（例えば、免疫療法またはウイルス病原体もしくは細菌性抗原に対して有効な化学療法）
および免疫促進性の物質と組み合わせて投与することができる。本発明の結合分子は、免
疫応答を高めることが望ましい抗原、例えば、ワクチンもしくは病原性物質からの抗原（
または弱毒化ウイルスもしくは細菌）もしくは上記のような狩猟からの抗原と組み合わせ
て投与することもできる。ある態様において、本発明の結合分子は、単独または併用療法
で感染症に罹患した被験体に投与される。別の態様において、本発明の結合分子は、単独
または併用療法で慢性のウイルス性感染症に罹患した被験体に投与される。 さらに別の
太陽において、本発明の結合分子は、単独または併用療法で癌に罹患した被験体に投与さ
れる。
【０２８９】
　通常、患者と同じ種に由来する結合分子を調製する。したがって、別の好ましい態様に
おいて、ヒト結合分子、誘導体、アナログ、もしくは核酸を治療または予防の目的のため
に、ヒト患者に投与する。.
【０２９０】
　ＶＩ．医薬組成物
　本発明の結合分子は、被験体へ好適に投与される医薬組成物に組み込む。典型的に、医
薬組成物は、本発明の結合分子 および薬学的に許容される担体を含む。本明細書におい
て用いられている用語「薬学的に許容される担体」には、薬学的投与に適合する、溶媒、
分散媒、コーティング、抗菌剤および抗カビ剤、等張剤および吸収遅延剤等が含まれる。
薬学的に活性な物質のためのこのような媒質および薬剤の使用は、当業で公知である。従
来の媒質または薬剤が当該活性化合物に対して不適合でない限り、治療用組成物中へのそ
の使用は考慮される。補助的な活性化合物も本組成物中に取り入れることができる。
【０２９１】
　本発明の医薬組成物は、それに意図された投与経路と適合性があるように調合される。
投与経路の例には、非経口、例えば、静脈内、皮内、皮下、経口（例えば吸入）、経皮（
局所）、経粘膜、および直腸投与がある。非経口、皮内、または皮下投与に用いられる溶
液または懸濁液には、以下の成分を含めることができる：無菌の希釈剤、例えば注射用の
水、生理食塩水、不揮発性油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコ
ールまたは他の合成溶媒；抗菌剤、例えばベンジルアルコールまたはメチルパラベン；抗
酸化剤、例えばアスコルビン酸または亜硫酸水素ナトリウム；キレート剤、例えばエチレ
ンジアミン四酢酸；緩衝剤、例えば酢酸、クエン酸またはリン酸並びに塩化ナトリウムま
たはデキストロースなど、張性の調節用の薬剤。ｐＨは、塩酸または水酸化ナトリウムな
どの酸または塩基で調節することができる。非経口用製剤は、ガラス製またはプラスチッ
ク製のアンプル、使い捨て用シリンジまたはマルチプルバイアルに封入することができる
。
【０２９２】
注射による使用に適した医薬組成物には、無菌の水溶液（水溶性の場合）または分散液、
および、無菌の注射用溶液または分散液の即時調製用の無菌粉末、がある。静脈内投与の
場合、適した担体には、生理食塩水、静菌水、Cremophor EL（登録商標）（BASF, Parsip
pany, NJ）またはリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）、がある。いずれの場合も、当該組成
物は無菌でなくてはならず、注射筒への注入が容易な程度に流動性でなくてはならない。
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それは製造および保管条件下で安定でなくてはならず、細菌および真菌などの微生物の汚
染作用から保護されていなければならない。当該担体は、例えば、水、エタノール、ポリ
オール（例えばグリセロール、プロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコー
ルなど）、およびこれらの適した混合物を含有する溶媒または分散媒であってよい。適正
な流動性は、例えばレシチンなどのコーティングを用いたり、分散液の場合には必要な粒
子サイズを維持したり、界面活性剤を用いるなどして、維持することができる。微生物の
活動を防止するには、例えばパラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸
、チメロサール等の多様な抗菌剤および抗カビ剤により、達成することができる。多くの
場合、例えば糖類、マンニトールなどのポリアルコール、ソルビトール、および塩化ナト
リウムなどの等張剤を組成物中に含めることが好ましい。注射用組成物の吸収を長引かせ
るには、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンなど、吸収を遅らせる薬剤を組成
物中に含めることで、可能である。
【０２９３】
無菌の注射用溶液は、必要量の活性化合物を適した溶媒に、必要に応じて上に列挙した成
分の１つまたは組み合わせと一緒に加えた後、滅菌濾過を行うことにより、調製できる。
分散液は一般的には、塩基性の分散媒と、上に列挙したものの中で必要な他の成分とを含
有する無菌の賦形剤に当該活性化合物を加えることで、調製されている。無菌の注射用溶
液の調製用の無菌粉末の場合、好ましい調製法は真空乾燥および凍結乾燥であり、その結
果、活性成分および付加的な所望の成分の粉末が、予め殺菌濾過されたその溶液から生じ
る。
【０２９４】
経口用組成物は一般に、不活性の希釈剤および食用の担体を含む。これらをゼラチン・カ
プセルに封入することも、または圧縮して錠剤にすることもできる。経口による治療的投
与の場合、活性化合物を医薬品添加物と一緒に取り入れ、錠剤、トローチ、またはカプセ
ルの形で用いることができる。経口用組成物は、さらに、口内洗浄剤として用いる流動性
の担体を用いて調製することができ、この場合、この流動性の担体中の化合物は経口利用
され、さっと口に入れて喀出されるか、または飲み込まれる。薬学的に適合性ある結合剤
、および／または、アジュバント物質を、組成物の一部として含めることができる。錠剤
、丸剤、カプセル、トローチ等は以下の成分、または同様の性質の化合物のいずれかを含
有することができる：微結晶セルロース、トラガカントゴムまたはゼラチンなどの結合剤
；でんぷんまたはラクトースなどの医薬品添加物、アルギン酸、プリモゲル（Primogel）
、またはコーンスターチなどの崩壊剤；ステアリン酸マグネシウムまたはステローテス（
Sterotes）などの潤滑剤；コロイド状二酸化珪素などのグリダント（glidant）；ショ糖
またはサッカリンなどの甘味料；または、ペパーミント、サリチル酸メチル、またはオレ
ンジ着香料などの着香料。
【０２９５】
　吸入による投与の場合、当該化合物を、二酸化炭素などのガスなど、適した推進剤を含
有する加圧された容器またはディスペンサや、またはネブライザからのエーロゾル・スプ
レーの形で送達する。
【０２９６】
　全身投与はまた、経粘膜または経皮手段によってもよい。経粘膜または経皮投与の場合
、透過させようとする障壁に適した浸透剤を製剤中に用いる。このような浸透剤は一般に
当業で公知であるが、その中には、例えば、経粘膜投与用の場合、界面活性剤、胆汁酸塩
、およびフシジン酸誘導体、がある。経粘膜投与は、鼻孔用スプレーまたは座薬の使用を
通じて行うことができる。経皮投与の場合、当該活性化合物を、当業で一般的に知られて
いるように、軟膏、軟膏剤、ゲル、またはクリームに調合する。
【０２９７】
　本化合物を、座薬（例えばココアバターおよび他のグリセリドなどの従来の座薬用基剤
を用いる）の形で調製することも、または、直腸送達用の停留浣腸剤の形で調製すること
もできる。
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【０２９８】
　ある態様において、本発明の結合分子を、インプラントおよびマイクロ封入送達系を含
め、徐放性製剤など、身体から当該化合物が急速に失われないように保護するであろう担
体と一緒に調製する。エチレン酢酸ビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン
、ポリオルトエステル、およびポリ乳酸など、生分解性で生体適合性あるポリマーを用い
ることができる。このような製剤の調製方法は、当業者には明白なはずである。当該材料
は、Alza CorporationおよびNova Pharmaceuticals, Inc.社から市販のものも得ることが
できる。リポソーム性懸濁液は、薬学的に許容される担体として用いることもできる。こ
れらは、例えば米国特許第４，５２２，８１１号で記載されているように、当業者に公知
の方法に従って調製することができる。
【０２９９】
　投与の容易さおよび投薬量の均一性のためには、経口または非経口用組成物を単位剤形
で調合することが特に有利である。ここで用いる単位剤形とは、治療しようとする被験体
にとって単位となる投薬量に適した、物理的に別個の単位を言う。各単位は、必要な医薬
品担体との関連から所望の治療効果を生ずるよう計算された所定量の活性化合物を含有す
る。本発明の単位剤形の詳細は、活性化合物の固有の特徴、および、達成しようとする特
定の治療効果、およびこのような活性化合物を、個体の治療に向けて配合する技術に内在
する限界、によって決定され、またこれらに直接依存する。
【０３００】
　このような化合物の毒性および治療上の有効性は、例えばＬＤ５０（集団の５０％にと
って致命的な用量）およびＥＤ５０（集団の５０％において治療上有効な用量）を決定す
るためなど、細胞培養または実験動物での標準的薬学的手法により、判定することができ
る。毒性効果および治療効果の間の用量比が治療指数であり、それを比ＬＤ５０／ＥＤ５
０で表すことができる。大きな治療指数を示す化合物が好ましい。毒性の副作用を示す化
合物を用いることも可能であるが、非感染細胞への潜在的損傷を最小限にし、ひいては副
作用を減らすために、罹患組織の部位をこのような化合物が標的とする送達系をデザイン
するように注意せねばならない。
【０３０１】
細胞培養アッセイおよび動物研究から得られたデータを、ヒトでの使用に向けた一定の範
囲の投薬量を処方する上で用いることができる。このような化合物の投薬量は、好ましく
は、毒性が少ないか、または全くない、ＥＤ５０を含むような範囲内であることが好まし
い。投薬量は、用いる剤形および利用する投与経路に応じて、この範囲内で様々であって
よい。本発明の方法で用いられるいずれの化合物についても、治療上の有効量は、細胞培
養アッセイからまず、推定することができる。用量を動物モデルで調合して、細胞培養で
判定されたＩＣ５０（即ち、症状の半分から最大の阻害を達成する検査化合物の濃度）を
含むような循環血漿濃度範囲を達成することができる。このような情報は、ヒトで有用な
用量をより精確に決定するために用いることができる。血漿中のレベルは、例えば、高速
液体クロマトグラフィーにより、測定することができる。
【０３０２】
　本医薬組成物を、投与に関する指示と一緒に容器、パック、またはディスペンサ内に含
めることができる。
【０３０３】
　ＶＩＩ．本発明の結合分子の投与
　本発明の結合分子は、インビボまたはインビトロでの医薬投与に適した生物学的に適合
性ある形で被験体に投与される。「生物学的に適合性ある形」とは、毒性の効果が、当該
作用薬の治療効果よりも小さいような作用薬の形を意味する。
【０３０４】
　ある態様において、当該組成物を被験体に投与する。本発明の治療用組成物の治療的有
効量の投与とは、所望の結果を達成するために必要な投薬量および期間で有効である量と
、定義される。例えば、結合分子の治療的有効量は、個体の疾患状態、年齢、性別、およ
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び体重や、その個体において所望の応答を惹起する上での結合分子の能力といった要因に
応じて変わるであろう。投薬計画を、最適な治療上の応答が得られるように調節すること
ができる。例えば、複数回に分けた用量を毎日投与することもできるし、あるいは、治療
状況の緊急性が指示されている場合には、用量を比例的に減少させることもできる。
【０３０５】
　本発明の医薬組成物は、「治療的有効量の」または「予防的に有効な量の」本発明の結
合分子を含んでもよい。「治療的有効量の」とは、所望の結果を達成するために必要な投
薬量および期間で有効である量と、定義される。例えば、結合分子の治療的有効量は、個
体の疾患状態、年齢、性別、および体重や、その個体において所望の応答を惹起する上で
の結合分子の能力といった要因に応じて変わるであろう。治療的有効量はまた、治療的有
益効果が、結合分子のあらゆる毒性作用もしくは有害作用よりも大きい場合の量である。
「予防的に有効な量」とは、所望の予防的結果を達成するために必要な投薬量および期間
で有効である量と、定義される。典型的に、予防的投与量は、疾患が発症する前、または
疾患の早期の段階で被験体に対して用いられるので、該予防的に有効な量は、治療的に有
効な量よりも少ないものとなるであろう。
【０３０６】
　投薬計画を、最適な所望の応答（たとえば、治療的または予防的応答）が得られるよう
に調節することができる。例えば、単回ボラス投与を行ってもよいし、複数回に分けた用
量を、時間をかけて投与してもよい。あるいは、治療状況の緊急性が指示されている場合
には、用量を比例的に減少させることもできる。投与の容易さ、および投与量の均一性を
得るためには、非経口組成物を用量単位剤形で製剤することが特に有利である。ここで用
いる単位剤形とは、治療しようとする哺乳動物被験体にとって単位となる投薬量に適した
、物理的に別個の単位を言う。各単位は、必要な医薬品担体との関連から所望の治療効果
を生ずるよう計算された所定量の活性化合物を含有する。本発明の単位剤形の詳細は、（
ａ）活性化合物の固有の特徴、および、達成しようとする特定の治療もしくは予防的効果
、および（ｂ）このような活性化合物を、個体の感受性の治療に向けて配合する技術に内
在する限界、によって決定され、またこれらに直接依存する。
【０３０７】
　本発明の結合分子の治療的もしくは予防的有効な量の限定されない例の範囲は、例えば
、約０．１～２５ｍｇ／ｋｇ、約１．０～１０ｍｇ／ｋｇ、約０．５～２．５ｍｇ／ｋｇ
、約５～２５ｍｇ／ｋｇ、約１～４００ｍｇ／ｋｇである。なお、用量の値は、改善しよ
うとする病状のタイプおよび重篤度によって変化する。さらに、あらゆる特定の被験体に
ついて、具体的な用量を、個体の必要性、および当該組成物の投与および投与の監督を行
う当業者の専門的判断に基づいて、時間をかけて調整すべきであること、また、ここに示
した投与量の範囲は、単なる例に過ぎず、請求の範囲で述べた組成物の範囲またはプラク
ティスを限定することを意図するものではないことが理解されるであろう。本発明の結合
分子の治療的もしくは予防的有効な量の、さらなる限定されない例の範囲は、被験体の体
重あたり、約０．０００１～１００ｍｇ／ｋｇ、および約０．０１～５ｍｇ／ｋｇ（例え
ば、０．０２ｍｇ／ｋｇ、０．２５ｍｇ／ｋｇ、０．５ｍｇ／ｋｇ、０．７５ｍｇ／ｋｇ
、１ｍｇ／ｋｇ、２ｍｇ／ｋｇなど）である。例えば、投与量は、１ｍｇ／ｋｇ体重もし
くは１０ｍｇ／ｋｇ体重、または１－１０ｍｇ／ｋｇの範囲とすることができる。好まし
くは、少なくとも１ｍｇ／ｋｇである。上記範囲の投与量中間値も本発明の範囲内である
ことが意図される。
【０３０８】
　被験体にそのような用量で、毎日、１日おき、週１回、または経験的分析によって決定
された他のあらゆるスケジュールにしたがって、投与することができる。治療は、複数の
投与を長期間、例えば、少なくとも６ヶ月にわたって行うことを必要とする。さらに別の
例の治療計画は、２週間に１回、または３～６ヶ月に１回投与することを必要とする。投
与の例としては、連続して毎日、１～１０ｍｇ／ｋｇまたは１５ｍｇ／ｋｇ、隔日に３０
ｍｇ／ｋｇまたは週１回６０ｍｇ／ｋｇの投与が挙げられる。
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【０３０９】
　本発明の結合分子は、多数回投与することができる。単回投与間の間隔は、例えば、毎
日、週１回、月１回、または年１回、がある。間隔は、患者における結合分子の血液濃度
を測定することによって指示されるように不規則とすることもできる。
【０３１０】
　本発明の結合分子は、任意に、治療を必要とする障害または状態を治療するのに有効な
量（例えば、予防的もしくは治療的）の他の物質と組み合わせて投与することができる。
好ましい追加的物質は、当業で認識されており、特定の障害のために標準的に投与される
。
【０３１１】
　該結合分子は、注射（皮下、静脈内等）、経口投与、吸入、経皮投与、または直腸投与
などの便利な方法で投与することができる。投与経路に応じ、当該化合物を失活させかね
ない酵素、酸および他の天然条件の作用から当該化合物を保護する物質で被覆することが
できる。例えば、非経口投与以外により本作用薬を投与するには、本作用薬を、その失活
から保護する物質で被覆または同時投与することが好ましいであろう。
【０３１２】
　本発明の結合分子を、当業で公知の種々の方法で投与することができが、多くの治療的
投与について、好ましい投与経路／投与形態は、静脈注射または注入である。当業者が理
解しているように、該投与経路／投与形態は、所望の結果によって変わるであろう。いく
つかの態様においては、活性化合物は、当該化合物が急速に放出するのを防ぐであろう担
体とともに調製されるかもしれない。例えば、徐放性製剤である。これには、インプラン
ト、経皮パッチ、およびマイクロ封入送達系がある。エチレン酢酸ビニル、ポリ無水物、
ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル、およびポリ乳酸など、生分解性で
生体適合性あるポリマーを用いることができる。このような製剤の調製方法は、多く特許
となっており、当業者に全般に公知である。例えば、Sustained and Controlled Release
 Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978
を参照されたい。
【０３１３】
　いくつかの態様において、本発明の結合分子は、例えば、不活性の希釈剤および食用の
担体とともに、経口投与される。該化合物（および必要であれば、他の成分）は、ゼラチ
ン硬カプセルもしくは軟カプセルに封入することも、または圧縮して錠剤にすることもで
きる。または被験者の食事に直接と組み込むこともできる。経口による治療的投与の場合
、該化合物を添加物と一緒に取り入れ、摂取可能な錠剤、バッカル錠、トローチ、カプセ
ル、エリキシル剤、懸濁液、シロップ、ウエハース、などの形で用いることができる。非
経口投与以外で本発明の化合物を投与するためには、該化合物をコーティングすること、
または該化合物とその不活化を防ぐための物質とを同時投与することが必要かもしれない
。
【０３１４】
　結合分子を、酵素阻害剤と一緒に投与することも、あるいはリポソームなどの適した担
体に入れて投与することもできる。薬学的に許容される希釈剤には、生理食塩水および水
性の緩衝剤水溶液がある。アジュバントはその最も広い意味で用いられており、その中に
は、インターフェロンなど、いずれかの免疫刺激性化合物が含まれる。ここで考慮される
アジュバントには、レゾルシノール、ポリオキシエチレンオレイルエーテルおよびｎ－ヘ
キサデシルポリエチレンエーテルなどの非イオン性界面活性剤が含まれる。酵素阻害剤に
は、膵臓トリプシン阻害剤、ジイソプロピルフルオロホスフェート（ＤＥＥＰ）およびト
ラジロールがある。リポソームには、水中油中水乳濁液や、従来のリポソームがある （S
terna et al. （1984） J. Neuroimmunol. 7:27）。
【０３１５】
該活性化合物を非経口投与しても、または腹腔内投与してもよい。分散液は、グリセロー
ル、液体ポリエチレングリコール、およびこれらの混合物中や、油中に調製することもで
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きる。通常の保管および使用条件下では、これらの製剤に、微生物の成長を防ぐ保存剤を
含めてもよい。
【０３１６】
活性化合物が上述したように適宜保護されていれば、本作用薬を、例えば不活性の希釈剤
または同和可能な食用の担体と一緒に経口投与することができる。
【０３１７】
　補助活性化合物を組成物に組み込むこともできる。いくつかの対応において、本発明の
結合分子は、１以上の追加治療薬と同時に製剤されおよび/または同時に投与される。例
えば、本発明の抗ＧＩＴＲ結合分子は、他の標的と結合する１以上のさらに別の抗体、例
えば、他のサイトカインと結合する抗体、または、細胞表面分子と結合する抗体と同時に
製剤されおよび/または同時に投与される。そのような併用療法は、投与された治療薬の
投与量を有利に減少させるかもしれず、可能な毒性または種々の単独治療との合併症を避
ける。 
【０３１８】
　本発明はさらに、診断薬もしくは治療薬と組み合わせた結合分子を包含する。結合分子
は、例えば、所与の治療計画の有効性を決定するための臨床試験処置の一環として、例え
ば、腫瘍の発症もしくは進行を診断的にモニターするために使用することができる。検出
は、抗体を検出可能な物質と結合することによって容易に行うことができる。検出可能な
物質の例には、種々の酵素、補欠分子団、蛍光物質、発光性物質、生物発光物質、放射性
物質、種々のポジトロン放出断層撮影を利用したポジトロン放出金属、および非放射性常
磁性金属イオンが挙げられる。該検出可能な物質は、結合分子に直接的結合もしくは接合
してもよいし、中間物質（例えば、当業で公知のリンカーなど）を介して間接的に結合も
しくは接合してもよい。例えば、本発明において診断に使用するための結合分子に接合さ
れ得る金属イオンについては、米国特許第 ４，７４１，９００号を参照されたい。好適
な酵素の例には、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリ性ホスファターゼ、β－ガラク
トシダーゼ、またはアセチルコリンエステラーゼが含まれる。好適な補欠分子団の例には
、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンが含まれ、好適な蛍光物質の
例には、ウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ロー
ダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセイン、ダンシルクロリドもしくはフィコ
エリトリンが含まれ、発光性物質の例にはルミノールが含まれ、好適な生物発光物質の例
には、ルシフェラーゼ、ルシフェリン、アエクオリンが含まれ、好適な放射性物質の例に
は、Ｉ１２５、Ｉ１３１、Ｉ１１１、Ｉｎ９９Ｔｃが含まれる。
【０３１９】
　さらに、結合分子は、サイトトキシン、例えば、細胞静止もしくは細胞破壊性の物質、
治療薬、放射性金属イオン、例えば、アルファエミッター（例えば、２１３Ｂｉ）、生物
学的トキシン、プロドラッグ、ペプチド、タンパク質、酵素、ウイルス、脂質、生物反応
変性剤、医薬物質、免疫学的に活性のあるリガンド（例えば、リンフォカインもしくは他
の抗体）、などの治療的部分に接合してもよい。別の態様において、本発明の結合分子は
、腫瘍の血管新生を減少させる分子に接合することができる。他の態様においては、開示
された組成物は、薬物もしくはプロドラッグに結合した本発明の結合分子を含んでもよい
。本発明のさらに別の態様は、特異的な生物毒素もしくはそれらの細胞傷害性フラグメン
ト、例えば、リシン、シュードモナスエキソトキシンもしくはジフテリアトキシンに接合
した本発明の結合分子の使用を含む。使用すべき結合分子のいずれが接合されており、接
合されていないかの選択は、癌の種類、調整治療の使用（例えば、化学療法もしくは体外
放射線療法）および患者の状態によって変わる。当業者は、ここに記載の教示に鑑み、そ
のような選択を容易に行うことができると理解されよう。
【０３２０】
　サイトトキシンまたは細胞傷害性物質は、細胞にとって有害なあらゆる物質を含む。例
としては、パクリタキセル、サイトカラシンＢ、グラミシジンＤ、臭化エチジウム、エメ
チン、マイトマイシン、エトポシド、テノポシド、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コ
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ルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオン（dihydr
oxy anthracin dione）、ミトキサントロン、ミトラマイシン、アクチノマイシンＤ、１
－デヒドロテストステロン、グルココルチコイド類、プロカイン、テトラカイン、リドカ
イン、プロプラノロール、およびピューロマイシン、ならびにそのアナログもしくはホモ
ログがある。治療薬としては、限定されないが、アンチメタボライト（例えば、メトトレ
キサート、６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、シタラビン、５－フルオロウラシ
ルデカルバジン（fluorouracil decarbazine）、アルキル化剤（例えば、クロルエタミン
、チオテパクロランブシル（thioepa chlorambucil）、メルファラン、カルスチン（carn
ustine）（ＢＳＮＵ）およびロムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロトスファミド（cyclothosp
hamide）、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、マイトマイシン
Ｃ、およびシス-ジクロロジアンミン白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラチン）、アントラ
サイクリン（例えば、ダウノルビシン（旧称：ダウノマイシン）およびドキソルビシン）
、抗生物質（たとえば、ダクチノマイシン（旧称：アクチノマイシン）、ブレオマイシン
、ミトラマイシンおよびアントラマイシン（ＡＭＣ））、ならびに抗分裂剤（例えば、ビ
ンクリスチンおよびビンブラスチン）が挙げられる。
【０３２１】
　本発明をさらに以下の実施例で説明することとするが、以下の実施例を限定的なものと
捉えられてはならない。本出願全体を通じて引用された全参考文献、特許および公開済み
特許出願の内容や、図面および添付物を、引用をもってここに援用することとする。
【０３２２】
実施例
　いくつかの実施例において、以下の材料と方法を用いる。
【０３２３】
　方法：Ｔ細胞系列の培養
分化細胞系列を、ヒト臍帯血または末梢血ＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＡ＋未処置のＴ細胞から、
フローサイトメトリーおよび磁気ビーズ分離法を含む種々の方法により調製された細胞か
ら作製した。開始集団の純度は＞９５％だった。次に細胞を、１０％ＦＣＳおよび１％ヒ
トＡＢ血清と、サイトカインおよび抗サイトカイン中和化抗体との規定された混合液を含
むＣＤ３およびＣＤ２８抗体のＲＰＭＩ１６４０溶液で刺激して、分化細胞種を作製した
。Ｔｈ１細胞をＩＬ１２（６２Ｕ／ｍｌ）および抗ＩＬ４（０．２ｕｇ／ｍｌ）との培養
で産生させ；Ｔｈ２細胞を、ＩＬ４（１４５Ｕ／ｍｌ）および抗ＩＬ１２（１０ｕｇ／ｍ
ｌ）および抗ＩＦＮγ（１０ｕｇ／ｍｌ）中での培養で産生させ；そして制御性Ｔ細胞を
ＴＧＦβ（３２Ｕ／ｍｌ）、ＩＬ９（４２Ｕ／ｍｌ）、抗ＩＬ４（１０ｕｇ／ｍｌ）およ
び抗ＩＬ１２（１０ｕｇ／ｍｌ）および抗ＩＦＮγ（１０ｕｇ／ｍｌ）中での培養で産生
させた。（注：抗ＩＬ１２はすべての実験で用いられたわけではない）。培養物すべてに
、ＩＬ２（６５Ｕ／ｍｌ）およびＩＬ１５（４５００Ｕ／ｍｌ）を添加した。細胞を、細
胞分裂で可能な場合に、より大型の培養皿に分け取った。
【０３２４】
　実施例１：　６Ｃ８の単離および精製
　６Ｃ８抗体は、ＩｇＧ２ｂカッパである。この抗体を精製することによって、二重の重
鎖の存在が明らかになった（図１）。これは、グリコシル化または他のＡｂの混在のいず
れかによるものであろう。立体排除クロマトグラフィーによって、１つのピークの存在が
示された。
【０３２５】
　６Ｃ８抗体は、以下のようにして精製した。
　１）２０ｍｌのプロテインＧ（Protein G、Pharmacia HR 10/30）を５ＣＶのｄＰＢＳ
で洗浄した。
　２）１Ｌ（ラン１）または２Ｌ（ラン２）のｈＧＩＴＲ（６Ｃ８）上清を入れた。
　３）１０ＣＶのｄＰＢＳで洗浄した。
　４）１００ｍＭクエン酸塩、ｐＨ２．８を直接１Ｍトリス（２０－２５％、ｖ：ｖ）に
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溶出させた。
　５）１００ｍＭクエン酸塩、ｐＨ２．８、０．３ＭのＮａＣｌで除去した。
【０３２６】
　実施例２：　６Ｃ８の特徴づけ
　６Ｃ８抗体は、ＧＩＴＲ－Ｌ－Ｍトランスフェクトされた細胞および活性化されたＰＢ
Ｌ（図４）に結合する（図３）。および活性化されたリンパ球上のビオチン標識された抗
ＧＩＴＲの飽和曲線は、良好な相対的アフィニティーを示唆している（図５）。
【０３２７】
　６Ｃ８抗体は、準最適抗ＣＤ３によって活性化されたＴリンパ球状で共刺激性を示す（
図６）。この抗体は、ＣＤ２８と同じレベルに対しては共刺激性を示さないが、市販の抗
ＧＩＴＲ（Ｒ＆Ｄ）に匹敵するものである。
【０３２８】
　６Ｃ８抗体は、活性化されたリンパ球上ではアポトーシスを誘発しない（図７）。リン
パ球は、抗体を添加する前、ＰＨＡで３日間活性化した。ＹＴＨ６５５（活性化されたリ
ンパ球上ではアポトーシスを誘発することが知られている抗ヒトＣＤ２）と比較して、６
Ｃ８は、活性化されたＴリンパ球のアポトーシスを増加させない。　
【０３２９】
　６Ｃ８抗体は、一次混合リンパ球反応（ＭＬＲ）をブロックしない（図８）。ＴＲＸ１
（抗ヒトＣＤ４）を、ＭＬＲの陽性対照として用いた。
【０３３０】
　実施例３：　６Ｃ８抗体はＴ調節細胞によって誘発されたＴエフェクター細胞の抑制を
取り消す
　６Ｃ８抗体は、Ｔ調節細胞によって誘発された抑制をブロックすることができる（図９
）。ＣＤ４＋／ＣＤ２５＋細胞をＣＤ４＋／ＣＤ２５－細胞に、種々の比率で添加した。
該細胞をプレートに結合した抗ＣＤ３および抗ＣＤ２８で刺激した。１：１の比率で、Ｃ
Ｄ４＋／ＣＤ２５＋細胞はＣＤ４＋／ＣＤ２５－細胞の増殖を取り消すことができる。６
Ｃ８の培養物への添加によって、容量依存的に抑制をブロックすることができた。
【０３３１】
　Ｔ細胞を抗ＣＤ３のみで刺激したとき（抗ＣＤ２８を混合しない）、ＣＤ４＋／ＣＤ２
５＋細胞をＣＤ４＋／ＣＤ２５－細胞に添加したとき、抑制は認められなかった。こうし
た条件下では、実際、抗ＧＩＴＲ抗体細胞はわずかに共刺激性であった（図１０）。
【０３３２】
　実施例４：　６Ｃ８抗体のＮＦ－ｋＢを介してのシグナリングの調整
　Ｉ－κＢリン酸化（図１２および１４）およびそれに続く分解（図１１および１３）の
双方によって評価されるように、Ｔ細胞のＣＤ３またはＣＤ３とＣＤ２８を介しての活性
化の結果、Ｉ－κＢシグナリング経路の活性化が起こる。
【０３３３】
　図１１に示されているように、部分活性化の条件下では、Ｉ－κＢの時間依存性分解に
よって評価されるように、抗ＧＩＴＲは、Ｉ－κＢシグナリングに対して有意な効果を示
す。ＧＩＴＲ結合分子の存在下で、分解は、分析の全てのポイントにおいて有意に減衰す
る。上記の変化は、Ｉ－κＢのリン酸化の減少とうまく対応している（図１２）。
【０３３４】
　ＴＨ２とＴｒｅｇ対ＴＨ１について、反応の大きさは益々大きくなる。さらに、ＧＩＴ
Ｒの発現は、並行実験において、ＴＨ２およびＴｒｅｇ細胞と比較して、ＴＨ１細胞上で
より高いことがわかる（ＭＣＦ（中間チャネル蛍光光度）による評価による）。ＣＤ３お
よびＣＤ２８の架橋を介して完全に活性化されるＴ細胞は、それらの抗ＧＩＴＲに対する
反応性を緩めるが、ＴＮＦ－αを介してのＩ－κｂの活性化を完全に維持している。
【０３３５】
　実施例５：　６Ｃ８抗体による免疫応答の増強
　Ｂ１６メラノーマ腫瘍モデルは、癌細胞におけるＴ調節細胞の役割を研究するために用
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いられてきた攻撃的なメラノーマモデルである。枯渇作用をする抗ＣＤ２５抗体もしくは
抗ＣＴＬＡ－４を用いてマウスを治療することで、有望な結果がこのモデルにおいて認め
られる。双方のケースにおいて、治療は、腫瘍の開始および腫瘍サイズを遅らせることが
できる。ＧＩＴＲは、ＣＤ２５＋細胞において発現し、Ｔ調節細胞の抑制を止めることに
関与するかもしれない。Ｂ１６腫瘍を持つマウスを抗ＧＩＴＲ結合分子で治療して、腫瘍
の開始または腫瘍細胞に影響を及ぼすかどうかを測定した。マウスに腫瘍を注入した１日
後に、抗ＧＩＴＲ結合分子を用いた治療を行ったところ、腫瘍の発生およびサイズが遅延
した（図１７）。さらに、実験終了時、腫瘍がなかったＧＩＴＲ治療群にはまだマウスが
存在していた。
【０３３６】
　０日目、全ての動物に、それらの右側のフラスコに入っている１０４のＢ１６メラノー
マ細胞を注入した。１日目、ＧＩＴＲ群に、２ミリグラム、１ミリグラム、０．５ミリグ
ラム、または０．２ミリグラムの抗ＧＩＴＲ結合分子を与えた。開始１６日目に、計測可
能な腫瘍が認められた。
【０３３７】
　実施例６：　抗ＧＩＴＲおよび抗原の同時送達によるアジュバント効果
　抗ｍＧＩＴＲ抗体が卵白アルブミン（Ｏｖａ）もしくは赤血球凝集素（ＨＡ）に対する
体液反応のアジュバントをさらに調べた。１日前、０日目、１日目に、マウスを抗体なし
、ＹＡＭＬ（アイソタイプ対照）、または２Ｆ８（ラット抗ｍＧＩＴＲ）を用いて、０．
４ｍｇ／日で治療した。結合分子の作用機序におけるＦｃレセプターの関与の重要性を評
価するために、さらに別の群の動物を６ｍｇ／日の２Ｆ８Ｆ（ａｂ’）２を用いて、１日
前、０日目、１日目に治療した。この投与量は、抗体全体と比較して短い半減期のＦ（ａ
ｂ’）２に基づいて選択された。マウスを０日目に、Ｏｖａ（１００μｇ）またはＨＡ（
１０μｇ）で免疫した。Ｏｖａ治療マウスに対して、１００μｇのＯｖａを１４日目に攻
撃感染し、２１日目および２８日目に採血してＥＬＩＳＡアッセイのための血清サンプル
を取得した。ＨＡ治療マウスにもを１４日目に攻撃感染し、２１日目および２８日目に採
血した。
【０３３８】
　２Ｆ８および２Ｆ８Ｆ（ａｂ’）２の血清濃度をモニターして、結合分子のファーマコ
キカイネティックプロファイルを評価した。１日目、２Ｆ８または２Ｆ８Ｆ（ａｂ’）２
フラグメントを用いて治療したマウスの結合分子の血清濃度が比較可能であった。２Ｆ８
で治療したマウス中で９日目まで結合分子を検出した。一方、２Ｆ８Ｆ（ａｂ’）２フラ
グメントで治療したマウスで、１５倍の高さの用量であったにもかかわらず、検出可能な
結合分子が観察されたのは、３日目までであった。　
【０３３９】
　ＨＡを用いた研究において、２１日目と２８日目のそれぞれにおいて、２Ｆ８で治療し
たマウスは、抗体を用いずに治療したマウスと比較して、抗ＨＡ抗体が４倍、５倍増加し
ていた。また、ＹＡＭＬ治療マウスと比較して、抗ＨＡ抗体が１８倍、２０倍増加してい
たことが示された（図１９）。アジュバントとして抗ｍＧＩＴＲ抗体を用いて観察した抗
ＨＡ力価は、ＨＡが不完全フロイントアジュバント（ＩＦＡ）とともに投与された場合に
観察された力価に匹敵するものであった。これは、抗ｍＧＩＴＲ抗体を用いて観察した反
応が、免疫学的研究においてしばしば使用される最も強力なアジュバントの１つに匹敵す
ることを示唆するものである。
【０３４０】
　Ｏｖａを用いた研究において、２１日目と２８日目のそれぞれにおいて、２Ｆ８で治療
したマウスは、抗体を用いずに治療したマウスと比較して、抗Ｏｖａ抗体が１３倍、６倍
増加していた。また、ＹＡＭＬ治療マウスと比較して、抗Ｏｖａ抗体が１７倍、８倍増加
していた（図２０）。２Ｆ８抗体がＯｖａにおよぼす作用は、ＨＡにおいて観察されたも
のに匹敵するものであった。２Ｆ８Ｆ（ａｂ’）２で治療したマウスは、抗体を用いずに
治療したマウスと比較して、抗Ｏｖａ抗体が４倍、３倍増加していた。また、ＹＡＭＬ治
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療マウスと比較して、抗Ｏｖａ抗体が６倍、５倍増加していた（図２０）。２Ｆ８治療マ
ウスと比較した場合、Ｆ（ａｂ’）２の用量と全抗体と比較した異なるファーマコキカイ
ネティックプロファイルから、抗Ｏｖａ反応の減少を説明できるかもしれない。
【０３４１】
　あわせて、これらのデータは、２Ｆ８抗体が、抗原に対する体液反応におよぼす作用が
主に抗体のＦ（ａｂ’）２部分に抗体に起因し、Ｆｃレセプターのかかわりが抗ｍＧＩＴ
Ｒ抗体のアジュバント作用に必要とされないかもしれないということを示す。
【０３４２】
　実施例７：　キメラ抗ＧＩＴＲ結合分子の調製
　６Ｃ８可変軽鎖領域を、従来の生物学的技法を用いて、ヒト軽鎖定常領域に移植した。
ＩｇＧ１軽鎖定常領域を用いた。完全キメラ軽鎖ＧＩＴＲ結合分子のアミノ酸配列を以下
に示す：
ＤＩＶＭＴＱＳＱＫＦＭＳＴＳＶＧＤＲＶＳＶＴＣＫＡＳＱＮＶＧＴＮＶＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＳＰＫＡＬＩＹＳＡＳＹＲＹＳＧＶＰＤＲＦＴＧＳＧＳＧＴＤＦＴＬＴＩＮＮＶＨＳ
ＥＤＬＡＥＹＦＣＱＱＹＮＴＤＰＬＴＦＧＡＧＴＫＬＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰ
ＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳＱ
ＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱＧ
ＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ（配列番号：２２）。
【０３４３】
　６Ｃ８可変重鎖領域を、従来の生物学的技法を用いて、ヒト重鎖定常領域に移植した。
ＩｇＧ１重鎖定常領域を用いた。完全キメラ軽鎖ＧＩＴＲ結合分子のアミノ酸配列を以下
に示す（「Ｇｌｙ」とも称する）：
ＱＶＴＬＫＥＳＧＰＧＩＬＫＰＳＱＴＬＳＬＴＣＳＦＳＧＦＳＬＳＴＳＧＭＧＶＧＷＩＲ
ＱＰＳＧＫＧＬＥＷＬＡＨＩＷＷＤＤＤＫＹＹＮＰＳＬＫＳＱＬＴＩＳＫＤＴＳＲＮＱＶ
ＦＬＫＩＴＳＶＤＴＡＤＡＡＴＹＹＣＡＲＴＲＲＹＦＰＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳＡ
ＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷ
ＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹ
ＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧＰ
ＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹ
ＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥ
ＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥＬ
ＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬ
ＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱ
ＫＳＬＳＬＳＰＧＫ（配列番号：２３）。
【０３４４】
　アミノ酸配列ＮＸ（Ｓ／Ｔ）は、結合分子の作製に影響を及ぼし得るグリコシル化部位
のための推定上のコンセンサス配列であり、６Ｃ８重鎖のＩｇＧ１定常領域は、配列ＮＳ
Ｔを有するので、重鎖定常領域の第２のバージョンは、配列番号：２３のアミノ酸残基２
９９（上記太字および下線部分）において、グルタミンをアスパラギンに保存的に置換し
て調製された。したがって、第２のヒト定常領域は、６Ｃ８重鎖可変領域に移植される。
完全キメラ重鎖ＧＩＴＲ結合分子のアミノ酸配列（「Ａｇｌｙ」とも称される）を以下に
示す。
ＱＶＴＬＫＥＳＧＰＧＩＬＫＰＳＱＴＬＳＬＴＣＳＦＳＧＦＳＬＳＴＳＧＭＧＶＧＷＩＲ
ＱＰＳＧＫＧＬＥＷＬＡＨＩＷＷＤＤＤＫＹＹＮＰＳＬＫＳＱＬＴＩＳＫＤＴＳＲＮＱＶ
ＦＬＫＩＴＳＶＤＴＡＤＡＡＴＹＹＣＡＲＴＲＲＹＦＰＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳＡ
ＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷ
ＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹ
ＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧＰ
ＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹ
ＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＡＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥ
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ＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥＬ
ＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬ
ＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱ
ＫＳＬＳＬＳＰＧＫ（配列番号：２４）。
【０３４５】
　実施例８：　６Ｃ８抗ＧＩＴＲ結合分子のヒト化形態の調製
　Hwang et al. （2005） Methods （36） 35-42に記載されているＣＤＲホモロジーベー
スのストラテジーを用いて６Ｃ８をヒト化した。重鎖および軽鎖アミノ酸配列を、公開さ
れている利用可能なデータベースを用いてブラストした。その結果によれば、６Ｃ８は、
３－１重鎖正準構造および２－１－１軽鎖正準構造を持つことが示された。これにより、
ＩＭＧＴデータベース中の２－１－１正準構造を持つ全ての生殖細胞系列κ鎖Ｖ遺伝子を
６Ｃ８抗体配列と比較した。同じことを重鎖についても行い、そこでは、全ての３－１生
殖細胞系列重鎖Ｖ遺伝子を６Ｃ８アミノ酸配列と比較した。ＣＤＲ配列のみを比較し、フ
レームワークは、ＣＤＲにおいてどの生殖細胞系列配列が最も多くのマッチングを示すか
に基づいて選択した（下のアライメントを参照されたい）。
【０３４６】
　軽鎖として、３－１５＊０１配列は、１４のマッチングをＣＤＲに有するものを選択し
た。ＣＤＲ３は、ロイシンとトレオニンで終わっている。Ｊｋ４Ｊ遺伝子セグメント配列
を用いた。
【０３４７】
　２－１－１正準構造を持つ軽鎖Ｖ遺伝子

【表１】
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【０３４８】
ＩＭＧＴデータベース中の２－１－１正準構造を持つ全ての生殖細胞系列軽鎖カッパ鎖Ｖ
遺伝子を６Ｃ８抗体配列と比較した。同じことを重鎖についても行い、そこでは、全ての
３－１生殖細胞系列重鎖Ｖ遺伝子を６Ｃ８アミノ酸配列と比較した。
【０３４９】
　この方法を用いて、軽鎖の１つのバージョンを作製した。
ＥＩＶＭＴＱＳＰＡＴＬＳＶＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＫＡＳＱＮＶＧＴＮＶＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＳＡＳＹＲＹＳＧＩＰＡＲＦＳＧＳＧＳＧＴＥＦＴＬＴＩＳＳＬＱＳ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＹＮＴＤＰＬＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫ（配列番号：４４）（ＣＤＲ
をイタリック体で示している）。
【０３５０】
　重鎖として、配列２－０５＊０１は、１７のマッチングを有していた。しかしながら、
ＣＤＲ３の周りの配列は、６Ｃ８（ＹＹＣＡＲ対ＹＹＣＡＨＲ）とは異なっていた。ＣＤ
Ｒ３は、最も重要なＣＤＲを認識するために示していたので、この領域をできるだけ完全
に一致させた状態で維持することが重要である。配列２－７０＊０１は、ＣＤＲに１６の
マッチングを有しており、ＣＤＲ３の直前の配列は、６Ｃ８’ｓと完全に一致していたの
で２－７０＊０１を選択した。 
【０３５１】
　重鎖のＪ遺伝子セグメントとして、最も高いマッチングを示していたＪＨ４を選択した
。その後アミノ酸配列を逆翻訳し、所望のヌクレオチド配列に対応するプライマーをＩＤ
Ｔ（Coralville, IA）から取得した。
【０３５２】
　３－１正準構造重鎖Ｖ遺伝子
【表２】

【０３５３】
　この方法を用いて、重鎖の１つのバージョンを作製した。
ＱＶＴＬＲＥＳＧＰＡＬＶＫＰＴＱＴＬＴＬＴＣＴＦＳＧＦＳＬＳＴＳＧＭＧＶＧＷＩＲ
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ＱＰＰＧＫＡＬＥＷＬＡＨＩＷＷＤＤＤＫＹＹＮＰＳＬＫＳＲＬＴＩＳＫＤＴＳＫＮＱＶ
ＶＬＴＭＴＮＭＤＰＶＤＴＡＴＹＹＣＡＲＴＲＲＹＦＰＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ　
（配列番号：５３）（「Ｎ」とも称する）。
【０３５４】
　アミノ酸配列ＮＸ（Ｓ／Ｔ）は、結合分子の作製に影響を及ぼし得るグリコシル化部位
のための推定上のコンセンサス配列であり、６Ｃ８重鎖のＣＤＲ２は、配列ＮＰＳを有す
るので、重鎖の第２のバージョンは、配列番号：５３のアミノ酸残基６２（上記太字およ
び下線部分）において、グルタミンをアスパラギンに保存的に置換して調製された。した
がって、第２の重鎖バージョンを作製した： 
ＱＶＴＬＲＥＳＧＰＡＬＶＫＰＴＱＴＬＴＬＴＣＴＦＳＧＦＳＬＳＴＳＧＭＧＶＧＷＩＲ
ＱＰＰＧＫＡＬＥＷＬＡＨＩＷＷＤＤＤＫＹＹＱＰＳＬＫＳＲＬＴＩＳＫＤＴＳＫＮＱＶ
ＶＬＴＭＴＮＭＤＰＶＤＴＡＴＹＹＣＡＲＴＲＲＹＦＰＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳ（
配列番号：５４）（「Ｑ」とも称する）。
【０３５５】
　６Ｃ８軽鎖可変領域および３－１５＊０１生殖細胞系列の軽鎖配列のＣＬＵＳＴＡＬ 
Ｗ（１．８２）マルチプル配列アライメント（ギャップペナルティー１０をもつBlosumス
コアリングマトリックスを用いる）も行った。その結果を下に示す。
【０３５６】
【表３】

【０３５７】
　ヒト化６Ｃ８軽鎖の６Ｃ８フレームワーク残基に対応するアミノ酸残基を用いた潜在的
置換を行うために、ＣＬＵＳＴＡＬ Ｗ分析に基づいて、ヒトフレームワーク中のいくつ
かのアミノ酸残基を同定した。具体的には、位置１のＥ、位置８のＰ、位置９のＡ、位置
１０のＴ、位置１１のＬ、位置１３のＶ、位置１５のＰ、位置１７のＥ、位置１９のＡ、
位置２０のＴ、位置２１のＬ、位置２２のＳ、位置４３のＡ、位置４５のＲ、位置４６の
Ｌ、位置５８のＩ、位置６０のＡ、位置６３のＳ、位置７０のＥ、位置７６のＳ、位置７
７のＳ、位置７８のＬ、位置７９のＱ、位置８３のＦ、位置８６のＶ、位置８７のＹ、位
置１００のＧ、および位置１０４のＶ。
【０３５８】
　同様に、６Ｃ８重鎖可変領域および２－７０＊０１アミノ酸配列を持つ生殖細胞系列重
鎖タンパク質のＣＬＵＳＴＡＬ Ｗ（１．８２）マルチプル配列アライメント（ギャップ
ペナルティー１０をもつBlosumスコアリングマトリックスを用いる）も行った。その結果
を下に示す。
【０３５９】
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【表４】

【０３６０】
　ヒト化６Ｃ８重鎖の６Ｃ８フレームワーク残基に対応するアミノ酸残基を用いた潜在的
置換を行うために、ＣＬＵＳＴＡＬ Ｗ分析に基づいて、ヒトフレームワーク中のいくつ
かのアミノ酸残基を同定した。具体的には、位置５のＲ，位置１０のＡ，位置１１のＬ、
位置１２のＶ、位置１５のＴ、位置１９のＴ、位置２３のＴ、位置４３のＰ、位置４６の
Ａ、位置６８のＲ、位置７７のＫ、位置８１のＶ、位置８３のＴ、位置８４のＭ、位置８
６のＮ、位置８７のＭ、位置８９のＰ、位置９０のＶ、および／または位置９２のＴ。.
【０３６１】
　４つのヒト化全長６Ｃ８結合分子を、以下のヒト化重鎖および軽鎖の組み合わせを用い
て作製した。
【０３６２】
　全長バージョン１（ＨｕＮ６Ｃ８－Ｇｌｙ）－ヒト化（Ｈｕ）６Ｃ８軽鎖（Ｌ）／ヒト
化重鎖、ＣＤＲ２にＮをもち（「Ｎ」）、Ｎをもつ定常領域を含む（「Ｇｌｙ」）。
　全長バージョン２（ＨｕＮ６Ｃ８－Ａｇｌｙ）－ヒト化（Ｈｕ）６Ｃ８軽鎖（Ｌ）／ヒ
ト化重鎖、ＣＤＲ２にＮをもち（「Ｎ」）、Ａをもつ定常領域を含む（「Ａｇｌｙ」）。
　全長バージョン３（ＨｕＮ６Ｃ８－Ｇｌｙ）－ヒト化（Ｈｕ）６Ｃ８軽鎖（Ｌ）／ヒト
化重鎖、ＣＤＲ２にＱをもち（「Ｑ」）、Ｎをもつ定常領域を含む（「Ｇｌｙ」）。
　全長バージョン４（ＨｕＮ６Ｃ８－Ａｇｌｙ）－ヒト化（Ｈｕ）６Ｃ８軽鎖（Ｌ）／ヒ
ト化重鎖、ＣＤＲ２にＮをもち（「Ｎ」）、Ａをもつ定常領域を含む（「Ａｇｌｙ」）。
【０３６３】
　全長結合分子を作製するために用いられたグリコシル化されたＩｇＧ１重鎖定常領域の
アミノ酸配列を以下に示す。
ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳ
ＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴ
ＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧ
ＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷ
ＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫ
ＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥ
ＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶ
ＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴ
ＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ（配列番号：５５）。
【０３６４】
　全長結合分子を作製するために用いられたグリコシル化されたＩｇＧ１重鎖定常領域の
アミノ酸配列を以下に示す。
ＡＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳ
ＷＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴ
ＹＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧ
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ＰＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷ
ＹＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＡＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫ
ＥＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥ
ＬＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶ
ＬＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴ
ＱＫＳＬＳＬＳＰＧＫ（配列番号：５６）。
【０３６５】
　全長結合分子を作製するために用いられたグリコシル化されたＩｇＧ１軽鎖定常領域の
アミノ酸配列を以下に示す。
ＲＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱ
ＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳＱＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥ
ＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱＧＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ（配列番号：５７）。
【０３６６】
　ヒト化６Ｃ８軽鎖の完全なアミノ酸配列を以下に示す。
ＥＩＶＭＴＱＳＰＡＴＬＳＶＳＰＧＥＲＡＴＬＳＣＫＡＳＱＮＶＧＴＮＶＡＷＹＱＱＫＰ
ＧＱＡＰＲＬＬＩＹＳＡＳＹＲＹＳＧＩＰＡＲＦＳＧＳＧＳＧＴＥＦＴＬＴＩＳＳＬＱＳ
ＥＤＦＡＶＹＹＣＱＱＹＮＴＤＰＬＴＦＧＧＧＴＫＶＥＩＫＲＴＶＡＡＰＳＶＦＩＦＰＰ
ＳＤＥＱＬＫＳＧＴＡＳＶＶＣＬＬＮＮＦＹＰＲＥＡＫＶＱＷＫＶＤＮＡＬＱＳＧＮＳＱ
ＥＳＶＴＥＱＤＳＫＤＳＴＹＳＬＳＳＴＬＴＬＳＫＡＤＹＥＫＨＫＶＹＡＣＥＶＴＨＱＧ
ＬＳＳＰＶＴＫＳＦＮＲＧＥＣ（配列番号：５８）。
【０３６７】
　ヒト化６Ｃ８重鎖バージョン、ＨｕＮ６Ｃ８－Ａｇｌｙ、ＨｕＱ６Ｃ８－Ｇｌｙおよび
ＨｕＱ６Ｃ８－Ａｇｌｙの完全アミノ酸配列を以下に示す。
【０３６８】
　ＨｕＮ６Ｃ８－Ｇｌｙ
ＱＶＴＬＲＥＳＧＰＡＬＶＫＰＴＱＴＬＴＬＴＣＴＦＳＧＦＳＬＳＴＳＧＭＧＶＧＷＩＲ
ＱＰＰＧＫＡＬＥＷＬＡＨＩＷＷＤＤＤＫＹＹＮＰＳＬＫＳＲＬＴＩＳＫＤＴＳＫＮＱＶ
ＶＬＴＭＴＮＭＤＰＶＤＴＡＴＹＹＣＡＲＴＲＲＹＦＰＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳＡ
ＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷ
ＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹ
ＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧＰ
ＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹ
ＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥ
ＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥＬ
ＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬ
ＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱ
ＫＳＬＳＬＳＰＧＫ（配列番号：６０）；
【０３６９】
　ＨｕＮ６Ｃ８－Ａｇｌｙ
ＱＶＴＬＲＥＳＧＰＡＬＶＫＰＴＱＴＬＴＬＴＣＴＦＳＧＦＳＬＳＴＳＧＭＧＶＧＷＩＲ
ＱＰＰＧＫＡＬＥＷＬＡＨＩＷＷＤＤＤＫＹＹＮＰＳＬＫＳＲＬＴＩＳＫＤＴＳＫＮＱＶ
ＶＬＴＭＴＮＭＤＰＶＤＴＡＴＹＹＣＡＲＴＲＲＹＦＰＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳＡ
ＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷ
ＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹ
ＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧＰ
ＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹ
ＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＡＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥ
ＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥＬ
ＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬ
ＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱ
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ＫＳＬＳＬＳＰＧＫ（配列番号：６１）；
【０３７０】
ＨｕＱ６Ｃ８－Ｇｌｙ
ＱＶＴＬＲＥＳＧＰＡＬＶＫＰＴＱＴＬＴＬＴＣＴＦＳＧＦＳＬＳＴＳＧＭＧＶＧＷＩＲ
ＱＰＰＧＫＡＬＥＷＬＡＨＩＷＷＤＤＤＫＹＹＱＰＳＬＫＳＲＬＴＩＳＫＤＴＳＫＮＱＶ
ＶＬＴＭＴＮＭＤＰＶＤＴＡＴＹＹＣＡＲＴＲＲＹＦＰＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳＡ
ＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷ
ＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹ
ＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧＰ
ＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹ
ＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＮＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥ
ＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥＬ
ＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬ
ＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱ
ＫＳＬＳＬＳＰＧＫ（配列番号：６２）
【０３７１】
　ＨｕＱ６Ｃ８－Ａｇｌｙ
ＱＶＴＬＲＥＳＧＰＡＬＶＫＰＴＱＴＬＴＬＴＣＴＦＳＧＦＳＬＳＴＳＧＭＧＶＧＷＩＲ
ＱＰＰＧＫＡＬＥＷＬＡＨＩＷＷＤＤＤＫＹＹＱＰＳＬＫＳＲＬＴＩＳＫＤＴＳＫＮＱＶ
ＶＬＴＭＴＮＭＤＰＶＤＴＡＴＹＹＣＡＲＴＲＲＹＦＰＦＡＹＷＧＱＧＴＬＶＴＶＳＳＡ
ＳＴＫＧＰＳＶＦＰＬＡＰＳＳＫＳＴＳＧＧＴＡＡＬＧＣＬＶＫＤＹＦＰＥＰＶＴＶＳＷ
ＮＳＧＡＬＴＳＧＶＨＴＦＰＡＶＬＱＳＳＧＬＹＳＬＳＳＶＶＴＶＰＳＳＳＬＧＴＱＴＹ
ＩＣＮＶＮＨＫＰＳＮＴＫＶＤＫＫＶＥＰＫＳＣＤＫＴＨＴＣＰＰＣＰＡＰＥＬＬＧＧＰ
ＳＶＦＬＦＰＰＫＰＫＤＴＬＭＩＳＲＴＰＥＶＴＣＶＶＶＤＶＳＨＥＤＰＥＶＫＦＮＷＹ
ＶＤＧＶＥＶＨＮＡＫＴＫＰＲＥＥＱＹＡＳＴＹＲＶＶＳＶＬＴＶＬＨＱＤＷＬＮＧＫＥ
ＹＫＣＫＶＳＮＫＡＬＰＡＰＩＥＫＴＩＳＫＡＫＧＱＰＲＥＰＱＶＹＴＬＰＰＳＲＤＥＬ
ＴＫＮＱＶＳＬＴＣＬＶＫＧＦＹＰＳＤＩＡＶＥＷＥＳＮＧＱＰＥＮＮＹＫＴＴＰＰＶＬ
ＤＳＤＧＳＦＦＬＹＳＫＬＴＶＤＫＳＲＷＱＱＧＮＶＦＳＣＳＶＭＨＥＡＬＨＮＨＹＴＱ
ＫＳＬＳＬＳＰＧＫ（配列番号：６３）。
【０３７２】
　リーダー配列ＭＤＲＬＴＦＳＦＬＬＬＩＶＰＡＹＶＬＳ（配列番号：６４）を任意に含
んでもよい。
【０３７３】
　均等物
　当業者は、ルーチンの実験以上のことをすることなく、本明細書に記載した本発明の具
体的な実施形態に対する多くの均等物を認識、または確認することができるであろう。そ
のような均等物は、添付の請求項に包含されることが意図されている。
【図面の簡単な説明】
【０３７４】
【図１】図１は、精製されたマウスＧＩＴＲ結合分子およびヒトＧＩＴＲ結合分子のＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥブロッティングを示す図である。各ウェルに１２マイクログラムのタンパク
質を入れた。
【図２】図２は、精製されたヒトＧＩＴＲ結合分子の立体排除クロマトグラフィー（ＳＥ
－ＨＰＬＣ）を示す図である。５０マイクログラムのタンパク質をＳＥ－ＨＰＬＣカラム
に流速０．６ｍｌ／ｍｉｎで注入した。ＳＥ－ＨＰＬＣによる結合分子の精製によって、
モノマーが９９．８％、凝集物が０．２％である結合分子の集団を産出した。
【図３】図３は、ＧＩＴＲ発現ハイブリドーマ細胞からの５０μｌの上清液で染色したＧ
ＩＴＲ遺伝子によってトランスフェクトされたＬ－Ｍ（マウス線維芽細胞）細胞のＦＡＣ
Ｓ分析を示す図である。ＧＩＴＲ結合分子は、ＧＩＴＲトランスフェクト細胞を染色した
が、トランスフェクトされていないＬ－Ｍ細胞を染色しなかった。
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【図４】ＧＩＴＲが活性化されたリンパ球上で主に発現することを証明するＦＡＣＳ分析
を示す図である。６Ｃ８結合分子は、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、ＣＤ２５＋リンパ球を染色し
ているが、ＣＤ１０３＋細胞は非常に弱くしか染色していない。
【図５】図５は、ＣＤ３活性化リンパ球上のビオチン標識された６Ｃ８の結合の飽和曲線
を示す図である。
【図６】図６は、準最適ＯＫＴ３（抗ＣＤ３；０．０１μｇ／ｍｌ）で刺激され、抗ＣＤ
２８または抗ＧＩＴＲでインキュベートされた６Ｃ８結合分子がＴリンパ球に対して共刺
激性であることを示すグラフである。アイソタイプ対照（ＩｇＧ２ｂ）も用いた。
【図７】図７Ａおよび７Ｂは、６Ｃ８結合分子がアポトーシスを誘発しないことを証明す
グラフである。リンパ球を、１０μｇ／ｍｌのＹＴＨ６５５（活性化されたリンパ球上で
アポトーシスを誘発することが知られている抗ＣＤ２抗体、Friend, P., et al. （1987
） Transplant. Proc. 19:4317）、６Ｃ８またはアイソタイプ対照（ＩｇＧ２ｂ）を添加
する３日前にＰＨＡで活性化した。アポトーシスは、細胞生存度数（Ａ）およびアネキシ
ンＶ染色（Ｂ）によって、フローサイトメトリーによるアポトーシス測定によって測定す
ることができる。
【図８】図８は、６Ｃ８結合分子が、最初の混合リンパ球反応（ＭＬＲ）をブロックしな
いことを証明すグラフである。同種ドナーからのリンパ球をＴＲＸ１（抗ヒトＣＤ４）、
６Ｃ８またはＭＯＰＣ（ＴＲＸ１のアイソタイプ対照）の存在下で、種々の濃度で混合し
た。該細胞を３日間インキュベートし、細胞を回収し、計測する１８時間前に３Ｈ－チミ
ジンでパルスした。
【図９】図９は、６Ｃ８結合分子がＴｒｅｇ細胞によって誘発されるＴエフェクターの抑
制を阻害することを証明するグラフである。ＣＤ４＋／ＣＤ２５＋細胞をＣＤ４＋／ＣＤ
２５－細胞に、様々な比率で添加した。該細胞をプレート結合抗ＣＤ３および抗ＣＤ２８
で刺激した。１：１の比率で、ＣＤ４＋／ＣＤ２５－細胞の増殖の阻害が認められた。異
なる２つの希釈率で６Ｃ８を添加することによって、ＣＤ４＋／ＣＤ２５＋Ｔ調節細胞に
よって誘発されたＣＤ４＋Ｔエフェクター細胞の抑制を阻害することができた。
【図１０】図１０は、Ｔ細胞が、抗ＣＤ２８に不存在下で抗ＣＤ３によって刺激されると
きでさえ、６Ｃ８結合分子が共刺激性を証明するグラフである。ＣＤ４＋／ＣＤ２５－細
胞を用いて、異なる細胞比率でＣＤ４＋／ＣＤ２５＋細胞をインキュベートした。プレー
ト結合抗ＣＤ３のみで該細胞を刺激した。６Ｃ８を該細胞に添加したところ、これらの条
件は共刺激性であった。
【図１１】図１１は、ＣＤ３で活性化されたＴ細胞におけるＩ－κＢ分解に及ぼす抗ＧＩ
ＴＲの効果を証明する図である。
【図１２】図１２は、ＣＤ３で活性化されたＴ細胞におけるＩ－κＢリン酸化に及ぼす抗
ＧＩＴＲの効果を証明する図である。
【図１３】図１３は、ＣＤ３+ＣＤ２８で活性化されたＴ細胞におけるＩ－κＢ分解に及
ぼす抗ＧＩＴＲの効果を証明する図である。
【図１４】図１４は、ＣＤ３+ＣＤ２８で活性化されたＴ細胞におけるＩ－κＢリン酸化
に及ぼす抗ＧＩＴＲの効果を証明するグラフである。
【図１５】６Ｃ８およびR&D Systems （Minneapolis, MN） 抗体が独自のエピトープを認
識することを証明するグラフである。競合アッセイをＯＫＴ３およびＣｏｎＡ活性化リン
パ球上で行った。１μｇ／ｍｌの６Ｃ８を種々の量の競合R&D Systems 抗体（ＧＩＴＲ／
ＴＮＦＲＳＦ１８モノクローナル抗体）とともに用いた。抗体濃度が最大のとき、いくら
かの競合が認められたが、これは、立体障害による可能性が高い。
【図１６】図１６は、６Ｃ８抗ＧＩＴＲ抗体対R&D Systems ＧＩＴＲ抗体のカイネティッ
ク分析を示す図である。
【図１７】図１７は、ＧＩＴＲ 抗体（２Ｆ８ラット抗マウスＧＩＴＲ結合分子）で処置
した後、マイトマイシンＣで処理されたＢ１６細胞を注入されたマウスの生存率パーセン
トを示す図である。
【図１８】図１８Ａ～１８Ｄは、６Ｃ８の結合分子可変重鎖（ＶＨＤ）の核酸およびアミ
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ノ酸配列を示す図（それぞれＡおよびＢ）および可変軽鎖（ＶＫＡ）の核酸およびアミノ
酸配列を示す図である（それぞれＤおよびＤ）。リーダー配列を太字で示し、フレームワ
ーク配列に下線を施し、ＣＤＲ配列は斜体で示した。
【図１９】図１９Ａおよび１９Ｂは、２Ｆ８と２Ｆ８、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントが、
ＨＡに対する体液反応を高めることを示すグラフである。
【図２０】図２０Ａおよび２０Ｂは、２Ｆ８と２Ｆ８、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントが、
Ｏｖａに対する体液反応を高めることを示すグラフである。
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