
(57)【要約】
ＰＳＭＡに結合する単離されたヒトモノクローナル抗体、ならびに関連する抗体を基礎と
した組成物および分子を開示する。該ヒト抗体は、Ｖ－Ｄ－Ｊ組換えおよびアイソタイプ
スイッチを行うことによって、非ヒトトランスジェニック動物、例えば、ヒトモノクロー
ナル抗体の多数のアイソタイプを産生可能なトランスジェニックマウスにおいて、産生す
ることができる。ヒト抗体、ヒト抗体を産生する非ヒトトランスジェニック動物およびハ
イブリドーマを含む薬学的組成物、ならびに該ヒト抗体を用いた治療方法および診断方法
もまた開示される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｆ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ お よ び Ｆ Ｒ ４ 配 列 を 含 む ヒ ト
重 鎖 可 変 領 域 と 、 Ｆ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ お よ び Ｆ Ｒ ４
配 列 を 含 む ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 と を 含 む 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 ヒ ト 重 鎖 可 変 領 域 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 は 、 配 列 番 号 ２ ３ 、 ２ ６ 、 ２ ９ 、 ３ ２ お よ び ３
５ 、 な ら び に そ の 保 存 的 改 変 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、
（ ｂ ） 前 記 ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 配 列 は 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 ４ １ 、 ４ ４ 、 ４ ７ お よ び ５
０ 、 な ら び に そ の 保 存 的 改 変 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、
（ ｃ ） 前 記 ヒ ト 抗 体 は 、 １ ０ － ８ Ｍ 以 下 の Ｋ Ｄ で ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 し 、
（ ｄ ） 前 記 ヒ ト 抗 体 は 、 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷 害 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） ア ッ セ イ に お い て 、 Ｐ
Ｓ Ｍ Ａ ＋ 腫 瘍 細 胞 の 溶 解 を 媒 介 す る 、
単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ヒ ト 重 鎖 可 変 領 域 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 配 列 は 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 ２ ５ 、 ２ ８ 、 ３ １ お よ び ３ ４ 、
な ら び に そ の 保 存 的 改 変 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 前 記 ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 配 列 は
、 配 列 番 号 ３ ７ 、 ４ ０ 、 ４ ３ 、 ４ ６ お よ び ４ ９ 、 な ら び に そ の 保 存 的 改 変 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ヒ ト 重 鎖 可 変 領 域 Ｃ Ｄ Ｒ １ 配 列 は 、 配 列 番 号 ２ １ 、 ２ ４ 、 ２ ７ 、 ３ ０ お よ び ３ ３ 、
な ら び に そ の 保 存 的 改 変 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 前 記 ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 Ｃ Ｄ Ｒ １ 配 列 は
、 配 列 番 号 ３ ６ 、 ３ ９ 、 ４ ２ 、 ４ ５ お よ び ４ ８ 、 な ら び に そ の 保 存 的 改 変 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 １ ０ － 9 Ｍ 以 下 の Ｋ Ｄ で ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 す る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 ヒ ト 重 鎖 可 変 領 域 Ｆ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ お よ び Ｆ Ｒ ４ 配 列 は 、 ヒ ト 重 鎖 Ｖ Ｈ 5 - 5 1

 生 殖 細 胞 系 列 配 列 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗
体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 Ｆ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ お よ び Ｆ Ｒ ４ 配 列 は 、 ヒ ト 軽 鎖 Ｌ ６ ま た
は ０ ４ /０ １ ４ 生 殖 細 胞 系 列 配 列 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 離
さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ヒ ト 重 鎖 可 変 領 域 お よ び ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 、 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 ヒ ト 重 鎖 可 変 領 域 は 、 配 列 番 号 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 １ ４ 、 １ ５ 、 な ら び に 配 列
番 号 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 １ ４ お よ び １ ５ に 少 な く と も ８ ０ ％ 相 同 な 配 列 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、
（ ｂ ） 前 記 ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 は 、 配 列 番 号 １ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ ０ 、 な ら び に 配 列
番 号 １ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ お よ び ２ ０ に 少 な く と も ８ ０ ％ 相 同 な 配 列 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、
（ ｃ ） 前 記 ヒ ト 抗 体 は 、 １ ０ － ８ Ｍ 以 下 の Ｋ Ｄ で ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 し 、
（ ｄ ） 前 記 ヒ ト 抗 体 は 、 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷 害 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） ア ッ セ イ に お い て 、 Ｐ
Ｓ Ｍ Ａ ＋ 腫 瘍 細 胞 の 溶 解 を 媒 介 す る 、
単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 抗 体 は 、 １ ０ － 9 Ｍ 以 下 の Ｋ Ｄ で ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 単 離
さ れ た ヒ ト 抗 体 。
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【 請 求 項 ９ 】
　 ヒ ト 重 鎖 Ｖ Ｈ 5 - 5 1  生 殖 細 胞 系 列 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ４ ） に 由 来 す る ヒ ト 重 鎖 可 変 領 域 と
、 ヒ ト 軽 鎖 Ｌ ６ （ 配 列 番 号 ５ ５ ） ま た は ０ ４ ／ ０ １ ４ （ 配 列 番 号 ５ ６ ） 生 殖 細 胞 系 列 配 列
に 由 来 す る ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 と を 含 む 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、
（ ａ ） 前 記 ヒ ト 重 鎖 可 変 領 域 は 、 配 列 番 号 １ ２ に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 配 列 番 号 １
２ に 少 な く と も ８ ０ ％ 相 同 な 配 列 を 含 み 、
（ ｂ ） 前 記 ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 は 、 配 列 番 号 １ ７ に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 配 列 番 号 １
７ に 少 な く と も ８ ０ ％ 相 同 な 配 列 を 含 み 、
（ ｃ ） 前 記 ヒ ト 抗 体 は 、 １ ０ － ９ Ｍ 以 下 の Ｋ Ｄ で ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 し 、
（ ｄ ） 前 記 ヒ ト 抗 体 は 、 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 傷 害 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） ア ッ セ イ に お い て 、 Ｐ
Ｓ Ｍ Ａ ＋ 腫 瘍 細 胞 の 溶 解 を 媒 介 す る 、
単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 番 号 １ １ お よ び 配 列 番 号 １ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 含 む 、 ヒ ト 重 鎖 可
変 領 域 お よ び ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 、 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 １ ２ お よ び 配 列 番 号 １ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 含 む 、 ヒ ト 重 鎖 可
変 領 域 お よ び ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 、 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 配 列 番 号 １ ３ お よ び 配 列 番 号 １ ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 含 む 、 ヒ ト 重 鎖 可
変 領 域 お よ び ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 、 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 配 列 番 号 １ ４ お よ び 配 列 番 号 １ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 含 む 、 ヒ ト 重 鎖 可
変 領 域 お よ び ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 、 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 配 列 番 号 １ ５ お よ び 配 列 番 号 ２ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 含 む 、 ヒ ト 重 鎖 可
変 領 域 お よ び ヒ ト 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 、 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る 結 合 に お い て 、 先 行 す る ク レ ー ム の い ず れ か に 記 載 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 と 競 合 す る 、 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 不 死 化 し た 細 胞 に 融 合 さ せ た 、 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 ま た は 導 入 染 色 体 お よ び ヒ ト 軽 鎖 導
入 遺 伝 子 ま た は 導 入 染 色 体 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 か ら 得 た
Ｂ 細 胞 か ら 調 製 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ た 、 先 行 す る 請 求 項 の い ず れ か に 記
載 の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 膀 胱 、 乳 房 、 大 腸 、 腎 臓 、 卵 巣 、 前 立 腺 、 腎 細 胞 、 扁 平 細 胞 、 肺 （ 非 小 細 胞 ） な ら び に
頭 部 お よ び 頚 部 の 腫 瘍 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 腫 瘍 細 胞 に 結 合 す る 、 先 行 す る 請 求
項 の い ず れ か に 記 載 の ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 重 鎖 お よ び ヒ ト カ ッ パ 軽 鎖 を 含 む 、 先 行 す る 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ヒ ト
抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 Ｉ ｇ Ｇ １ ま た は Ｉ ｇ Ｇ ３ 重 鎖 を 含 む 、 先 行 す る 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ヒ ト 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
先 行 す る 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ヒ ト 抗 体 と 、 薬 学 的 許 容 さ れ る 単 体 と を 含 む 薬 学 的 組
成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 治 療 薬 に 結 合 す る 、 先 行 す る 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ヒ ト 抗 体 を 含 む 、 免 疫 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
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前 記 治 療 薬 は 細 胞 毒 で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 免 疫 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 治 療 薬 は 放 射 性 同 位 体 で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 免 疫 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 ２ １ ～ ２ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 免 疫 複 合 体 と 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を
含 む 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 先 行 す る 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ヒ ト 抗 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 核 酸 分 子 は 、 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ て い る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核
酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 ２ ５ ま た は ２ ６ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 を 含 む 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ （ transf
ectoma） 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 ま た は 導 入 染 色 体 と 、 ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 ま た は 導 入 染 色 体 と を 含
む ゲ ノ ム を 有 す る 、 先 行 す る 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の ヒ ト 抗 体 を 発 現 す る 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 該 細 胞 を 、 先 行 す る 請 求 項 の
い ず れ か に 記 載 の 抗 体 の 有 効 量 に 接 触 さ せ 、 該 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 特 徴 と す る 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ
て 、 前 記 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 有 効 な 量 の 、 先 行 す る 請 求 項 の い ず れ か に 記 載
の ヒ ト 抗 体 を 、 被 験 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 疾 患 は 癌 で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 癌 は 、 前 立 腺 癌 、 大 腸 癌 、 腎 臓 の 癌 腫 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 癌 は 前 立 腺 癌 で あ る 、 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 ヒ ト 抗 体 は 治 療 薬 と 結 合 し て い る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 治 療 薬 は 細 胞 毒 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 治 療 薬 は 放 射 性 同 位 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 願 は 、 １ ９ ９ ９ 年 ７ 月 ２ ９ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/146,285号 、 １ ９ ９ ９
年 １ ０ 月 １ ２ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/158,759号 お よ び ２ ０ ０ ０ 年 ３ 月 ９ 日 に
出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/188,087号 の 優 先 権 を 主 張 す る ２ ０ ０ ０ 年 ７ 月 ２ ６ 日 に 出
願 さ れ た Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 出 願 Ｐ Ｃ Ｔ /Ｕ Ｓ 00/20247号 の 一 部 係 属 出 願 で あ る 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ 月
２ ８ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 実 用 新 案 出 願 第 10/059,989号 の 優 先 権 を 主 張 す る 。 こ れ ら の 出 願
の 内 容 全 体 を 本 明 細 書 中 に 引 用 に よ っ て 援 用 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 前 立 腺 癌 は 、 男 性 に お け る 病 的 状 態 お よ び 死 亡 の 主 要 な 原 因 の 一 つ で あ る 。 前 立 腺 癌 の
治 療 に は 、 外 科 手 術 、 ホ ル モ ン 治 療 、 放 射 線 治 療 お よ び 化 学 療 法 が あ る 。 転 移 性 前 立 腺 癌
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の 効 果 的 な 治 療 法 は ほ と ん ど な い 。 し た が っ て 、 診 断 用 お よ び 予 後 用 マ ー カ ー と な る 遺 伝
子 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 産 物 、 な ら び に 治 療 の た め の 標 的 の 同 定 は 重 要 で あ る 。 前 立 腺 特
異 性 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ａ ） は こ の よ う な 癌 マ ー カ ー の 一 種 で 、 前 立 腺 癌 の 臨 床 診 断 お よ び 病 期 決
定 に 有 用 で あ る 。 し か し な が ら 、 Ｐ Ｓ Ａ は 良 性 前 立 腺 肥 大 症 （ Ｐ Ｂ Ｈ ） と 、 ４ ～ １ ０ ｎ ｇ
／ ｍ ｌ の 範 囲 内 の 前 立 腺 炎 お よ び 前 立 腺 癌 を 区 別 す る こ と が で き な い 。 し た が っ て 、 正 確
な 診 断 を 確 定 す る た め の 細 胞 学 的 お よ び 組 織 学 的 評 価 が 必 要 で あ る （ Barren、 R.J.ら 、 （
1998）  Prostate 36:181-188） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ｍ Ａ ） は 、 ７ ５ ０ ア ミ ノ 酸 で 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン レ セ プ タ ー
と ５ ４ ％ の 相 同 性 を 有 す る 約 １ １ ０ ｋ Ｄ の Ｉ Ｉ 型 膜 貫 通 糖 蛋 白 質 で あ る 。 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ は 、 １
９ ア ミ ノ 酸 細 胞 内 ド メ イ ン 、 ２ ４ ア ミ ノ 酸 膜 透 過 ド メ イ ン 、 お よ び ７ ０ ７ ア ミ ノ 酸 細 胞 外
ド メ イ ン を 含 む 、 ３ 種 類 の 構 造 ド メ イ ン を 有 し て い る 。 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 蛋 白 質 は 、 ニ ュ ー ロ カ ル
ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ お よ び 葉 酸 ヒ ド ラ ー ゼ 活 性 を 示 し 、 し た が っ て 前 立 腺 成 長 お よ び 分 化
の 神 経 内 分 泌 調 節 に 関 与 す る と 報 告 さ れ て い る （ Heston、 W.D.（ 1996）  Urologe-Ausgabe
 A. 35:400-407） 。 Ｐ Ｓ Ｍ ’ は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ か ら 代 替 的 に ス プ ラ イ ス さ た も の で 、 細 胞 質 に
局 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ は 、 主 に 前 立 腺 上 皮 細 胞 が 発 現 す る 。 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 は 、 前 立 腺 癌 、 特 に 分 化 が
不 十 分 な 転 移 性 で ホ ル モ ン 治 療 抵 抗 性 の 癌 腫 中 に 増 加 す る （ Gregorakis、 A.K.ら （ 1998）
 Seminars in Urologic Oncology 16:2-12； Silver、 D.A.（ 1997）  Clinical Cancer Res
earch 3:81-85） 。 小 腸 、 唾 液 腺 、 十 二 指 腸 粘 膜 、 近 位 尿 細 管 お よ び 脳 な ど の 前 立 腺 以 外
の 組 織 に お い て も 、 少 量 の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 が 認 め ら れ て い る （ Silver、 D.A.（ 1997）  Clini
cal Cancer Research 3： 81-85） 。 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 は 、 腎 細 胞 癌 腫 ま た は 大 腸 癌 腫 な ど 特 定
の 悪 性 腫 瘍 の 腫 瘍 周 辺 お よ び 腫 瘍 内 部 分 の 毛 細 血 管 の 上 皮 細 胞 に お い て も 見 ら れ る が 、 正
常 組 織 の 血 管 中 に は 見 ら れ な い 。 さ ら に 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ の 発 現 は 腫 瘍 血 管 形 成 に も 関 与 し て い
る と 報 告 さ れ て い る （ Silver、 D.A.（ 1997）  Clinical Cancer Research 3:81-85） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し た が っ て 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ は 、 前 立 腺 癌 お よ び Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 を 特 徴 と す る 他 の 種 々 の 疾 患 の
、 有 用 な 治 療 標 的 で あ る 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ｍ Ａ ） に 結 合 す る 、 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 な ら び に そ の よ う な 抗 体 を 単 独 も し く は 追 加 的 治 療 薬 と 組 み 合 わ せ て 含 有 す
る 免 疫 複 合 体 、 二 重 特 異 性 分 子 、 お よ び そ の 他 の 治 療 用 組 成 物 を 提 供 す る 。 特 に 本 発 明 の
ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 上 の 未 変 性 の 蛋 白 質 エ ピ ト ー プ （ 例 え ば 、 ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ の 細 胞
外 ド メ イ ン 内 に 位 置 す る エ ピ ト ー プ ） に 結 合 し 、 ヒ ト エ フ ェ ク タ ー 細 胞 、 例 え ば 、 多 形 核
細 胞 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 樹 状 細 胞 の 存 在 下 で 、 （ 例 え ば 、 溶 解 ま た は 貪 食 作 用
を 介 し て ） Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の 成 長 を 阻 害 し 、 お よ び /ま た は 細 胞 の 死 滅 を 媒 介 す
る 。 し た が っ て 、 該 抗 体 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 、 特 に 前 立 腺 癌 、 大 腸 癌 お よ び 腎 臓 の 癌 腫 な ど の Ｐ
Ｓ Ｍ Ａ 発 現 性 の 腫 瘍 お よ び 癌 を 診 断 、 治 療 、 お よ び /ま た は 予 防 す る た め の 種 々 の 方 法 に
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 単 離 さ れ た ヒ ト 抗 体 は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ （ 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ １ ｋ ） 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ
３ 、 Ｉ ｇ Ｇ ４ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ １ 、 Ｉ ｇ Ａ ２ 、 Ｉ ｇ Ａ ｓ ｅ ｃ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 お よ び Ｉ ｇ Ｅ な ど
の 各 種 の 抗 体 ア イ ソ タ イ プ を 含 む 。 そ の 抗 体 は 、 全 長 抗 体 （ 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ １ も し く は Ｉ
ｇ Ｇ ３ ） で あ っ て も よ く 、 ま た は 抗 原 結 合 部 分 （ 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ´ ） ２ 、 Ｆ ｖ
、 も し く は 一 本 鎖 Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト ） の み を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 治 療 用 の 抗 体 は 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ ） ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ
１ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ 、 １ ６ Ｆ ９ 、 な ら び に 、 例 え ば 、 （ ａ ） 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、
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７ ま た は ９ お よ び 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ ま た は １ ０ に そ れ ぞ れ 示 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 お よ び そ れ ら の 保 存 的 改 変 を そ の 可 変 領 域 に 含 む ヒ ト 重 鎖 お よ び ヒ ト 軽 鎖 核 酸 に よ
っ て コ ー ド さ れ て い る 、 お よ び /ま た は （ ｂ ） 配 列 番 号 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 １ ４ ま た は １
５ お よ び 配 列 番 号 １ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ ま た は ２ ０ に そ れ ぞ れ 示 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配
列 お よ び そ の 保 存 的 改 変 を 含 む 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 、 機 能 的 に 等 価 な 抗 体 を 含
む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 特 定 な ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ 領 域 、 ヒ ト 重 鎖 お
よ び 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 領 域 お よ び ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 を 有 す る Ｃ Ｄ Ｒ ド メ イ ン を
含 み 、
（ ａ ） ヒ ト 重 鎖 領 域 の Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ は 、 図 １ ９ （ 配 列 番 号 ２ １ ～ ３
５ ） に 示 さ れ て い る Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び そ れ
ら の 保 存 的 配 列 改 変 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、
（ ｂ ） ヒ ト 軽 鎖 領 域 の Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ は 、 図 ２ ２ お よ び ２ ３ （ 配 列 番
号 ３ ６ ～ ５ ０ ） に 示 さ れ て い る Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 、
お よ び そ れ ら の 保 存 的 配 列 改 変 を か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 定 の ヒ ト 抗 体 は 、 抗 体 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ ま た は １
６ Ｆ ９ に よ っ て 定 義 さ れ る エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 お よ び /ま た は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ へ の 結 合 を 、
抗 体 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ ま た は １ ６ Ｆ ９ と 競 合 し 、 ま た は 、 抗 体 ４ Ａ
３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ ま た は １ ６ Ｆ ９ が 示 す 、 他 の 機 能 的 結 合 特 性 を 持 つ 、
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 そ の よ う な 抗 体 と し て は 、 例 え ば 、 １ ０ － ７ Ｍ 以 下 、 例
え ば 、 １ ０ － ８ Ｍ 以 下 、 １ ０ － ９ Ｍ 以 下 、 １ ０ － １ ０ Ｍ 以 下 、 ま た は さ ら に そ れ 以 下 （ 例
え ば 、 １ ０ － １ １ Ｍ 以 下 ） の 解 離 定 数 （ Ｋ Ｄ ） で Ｐ Ｓ Ｍ Ａ と 結 合 す る も の が 含 ま れ る 。 そ
の よ う な 抗 体 は さ ら に 、 マ ウ ス 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 ３ Ｃ ６ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー
Ｈ Ｂ １ ２ ４ ９ １ ） と 交 差 反 応 す る が 、 マ ウ ス 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 ４ Ｄ ４ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ア ク セ ッ シ
ョ ン ナ ン バ ー Ｈ Ｂ １ ２ ４ ９ ３ ） ま た は １ Ｇ ９ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー Ｈ Ｂ １ ２
４ ９ ５ ） と は 交 差 反 応 性 を 示 さ な い 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 は 、 別 の 機 能 的 分 子 、 例 え ば 、
別 の ペ プ チ ド も し く は 蛋 白 質 （ 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ ’ フ ラ グ メ ン ト ） を 誘 導 体 化 し 、 そ れ に 結
合 し 、 ま た は そ れ と 共 発 現 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は 抗 原 結 合 部 分 は 、 別 の 抗 体
（ 例 え ば 、 二 重 特 異 性 分 子 ま た は 多 重 特 異 性 分 子 を 作 製 す る た め ） 、 細 胞 毒 、 細 胞 リ ガ ン
ド 、 ま た は 抗 原 な ど の 一 つ 以 上 の 他 の 分 子 部 分 に 機 能 的 に 結 合 す る こ と が で き る （ 例 え ば
、 化 学 結 合 、 遺 伝 子 融 合 、 ま た は 非 共 有 会 合 な ど に よ る ） 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 そ の
全 て が 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 に 結 合 し 、 他 の 分 子 を そ の 細 胞 の 標 的 と し 、 ま た は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ お
よ び 、 他 の 分 子 ま た は 細 胞 に 結 合 す る 、 多 種 の 抗 体 抱 合 体 、 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性
分 子 、 お よ び 融 合 蛋 白 質 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 （ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま
た は ミ メ テ ィ ク ス ） で あ る Ｐ Ｓ Ｍ Ａ へ の 少 な く と も 一 つ の 結 合 特 異 性 と 、 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー
、 例 え ば 、 ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ も し く は ヒ ト Ｆ ｃ α レ セ プ タ ー 、 ま た は 抗 原 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ
） 上 の 別 の 抗 原 へ の 第 ２ の 結 合 特 異 性 と を 含 む 二 重 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 を 含 む 。 第 ２ の
結 合 特 異 性 は ま た 、 ヒ ト 抗 体 も し く は そ の 部 分 、 ま た は 「 キ メ ラ 」 ま た は 「 ヒ ト 化 」 抗 体
も し く は そ の 部 分 （ 例 え ば 、 元 来 は ヒ ト で あ る 部 分 を 残 し て い る 非 ヒ ト 抗 体 （ 例 え ば 、 マ
ウ ス ） に 由 来 す る 可 変 領 域 、 ま た は 少 な く と も １ つ の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） を 有 す る
） な ど の 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ
ｖ ま た は 一 本 鎖 Ｆ ｖ ） で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ お よ び Ｆ ｃ レ セ プ タ ー 、 例 え ば 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ （ Ｃ
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Ｄ ６ ４ ） 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ （ Ｃ Ｄ ３ ２ ） お よ び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｃ Ｄ １ ６ ） な ど の Ｆ ｃ ガ ン
マ レ セ プ タ ー （ Ｆ ｃ γ Ｒ ） の よ う な ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ レ セ プ タ ー の 両 方 に 結 合 す る 二 重 特 異 性 お
よ び 多 重 特 異 性 分 子 を 含 む 。 ヒ ト Ｉ ｇ Ａ レ セ プ タ ー （ 例 え ば 、 Ｆ ｃ α Ｒ Ｉ ） の よ う な 他 の
Ｆ ｃ レ セ プ タ ー も 標 的 と す る こ と が で き る 。 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー は 、 例 え ば 、 単 球 、 マ ク ロ フ
ァ ー ジ 、 ま た は 活 性 化 多 形 核 細 胞 な ど の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 表 面 に 位 置 し て い る こ と が 好
ま し い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 二 重 特 異 性 ま た は 多 重 特 異 性 分 子 は 、 レ セ プ タ ー の 免 疫
グ ロ ブ リ ン Ｆ ｃ （ 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ ま た は Ｉ ｇ Ａ ） 結 合 部 位 と は 異 な る 部 位 に お い て Ｆ ｃ レ
セ プ タ ー に 結 合 す る 。 し た が っ て 、 二 重 特 異 性 ま た は 多 重 特 異 性 分 子 の 結 合 は 生 理 学 的 な
レ ベ ル の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ り 遮 断 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 例 え ば 、 細 胞 毒 薬 剤 、 酵 素 活 性 毒 素 、 も し く は そ の フ ラ
グ メ ン ト な ど の 治 療 薬 、 放 射 性 同 位 体 、 ま た は 小 分 子 抗 癌 剤 と 抱 合 す る 完 全 な ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ
Ｍ Ａ 抗 体 を 含 む 、 免 疫 抱 合 体 、 例 え ば 、 免 疫 毒 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 治 療 薬 お よ び 細 胞 毒 物 質 と と も に 共 投 与 す る こ と が で
き る が 、 そ れ ら に 結 合 さ れ な い 。 そ れ ら は 、 そ の よ う な 物 質 と 同 時 に （ 例 え ば 、 単 一 組 成
物 と し て 、 ま た は 別 々 に ） 共 投 与 す る こ と が で き 、 ま た は 、 そ の よ う な 物 質 の 前 後 に 投 与
す る こ と も で き る 。 そ の よ う な 物 質 と し て は 、 ド キ ソ ル ビ シ ン （ ア ド リ ア マ イ シ ン ） 、 シ
ス プ ラ チ ン 、 硫 酸 ブ レ オ マ イ シ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ラ ン ブ シ ル 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド
、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ な ど の 化 学 治 療 用 物 質 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の
ヒ ト 抗 体 は ま た 、 放 射 性 治 療 と 併 用 し て 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 組 成 物 、 例 え ば 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 お よ び 少 な く
と も １ つ の ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 、 ま た は そ の 抗 原 結 合 部 分 を 含 む 薬 学 的 お よ び 診 断 的 組 成
物 ／ キ ッ ト を 提 供 す る 。 あ る 態 様 に お い て 、 組 成 物 は 、 好 ま し く は そ の そ れ ぞ れ が 別 個 の
エ ピ ト ー プ に 結 合 す る ヒ ト 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 部 分 の 組 み 合 わ せ を 含 む 。 例 え ば 、 エ
フ ェ ク タ ー 細 胞 の 存 在 下 で 標 的 細 胞 の 死 滅 を 高 効 率 で 媒 介 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
含 む 薬 学 的 組 成 物 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る 他 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 そ の 組 み 合 わ せ は 、 最 大 治 療 利 益 を 提 供
す る よ う に 調 節 し た 多 数 の 療 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 少 な く と も 一 種 の ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗
体 ま た は そ の 抗 原 結 合 部 分 と 、 少 な く と も 一 種 の 本 発 明 の 二 重 特 異 性 ま た は 多 重 特 異 性 分
子 と の 組 み 合 わ せ か ら な る 薬 学 的 組 成 物 な ど の 組 成 物 も 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 １ 以 上 の 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 お よ び /ま た は 関 連 す
る 治 療 用 組 成 物 、 上 記 抗 体 を 含 有 す る 誘 導 体 な ど を 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 に 接 触 さ せ
る （ 例 え ば 、 被 験 体 に 投 与 す る ） こ と に よ っ て 、 該 細 胞 の 増 殖 お よ び /も し く は 成 長 を 阻
害 す る 方 法 、 な ら び に /ま た は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の 死 滅 を 誘 発 す る 方 法 を 提 供 す る
。 あ る 特 定 の 態 様 で は 、 そ の 方 法 は 、 in vitroま た は in vivoに お い て Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す
る 細 胞 と 本 発 明 の ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 と を 、 ヒ ト エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 存 在 下 で 接 触 さ せ る
こ と を 含 む 。 そ の 方 法 は 、 例 え ば 、 in vitroま た は ex vivoに お い て 、 培 養 物 （ 例 え ば 、
Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 お よ び エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 含 む 培 養 物 ） 中 に 用 い る こ と が で き る
。 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 お よ び エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 含 有 す る サ ン プ ル を in vit
roで 培 養 し 、 本 発 明 の 抗 体 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 あ る い は 、 そ の 方 法 を 、 例 え ば 、 in v
ivo（ 例 え ば 、 治 療 用 ま た は 予 防 用 の ） プ ロ ト コ ル の 一 部 と し て 被 験 体 に 行 う こ と も で き
る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ が 媒 介 す る 疾 患 の in vivoで の 治 療 お よ び 予 防 で の 使 用 の た め に 、 本 発 明 の ヒ
ト 抗 体 の 治 療 的 に （ 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の 成 長 を 阻 害 、 除 去 ま た は 予 防 す る
た め に ） 有 効 な 量 を 、 抗 体 を 基 礎 と し た 臨 床 的 産 物 の 好 適 な 投 与 経 路 に お い て 、 注 射 ま た
は 点 滴 な ど 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 方 法 に よ っ て 、 患 者 （ 例 え ば 、 ヒ ト 被 験 体 ） に 投 与 す
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る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ の 発 現 を 特 徴 と す る 種 々 の 疾 患 を 治 療 お よ
び /ま た は 予 防 す る た め に 、 該 疾 患 に 罹 患 し て い る 患 者 に 対 し て 該 抗 体 の 好 適 な 投 与 量 （
あ る い は 、 一 連 の 投 与 量 ） を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法
お よ び 組 成 物 を 用 い て 治 療 （ 例 え ば 、 改 善 ） ま た は 予 防 さ れ る 疾 患 の 例 と し て は 、 限 定 さ
れ な い が 、 前 立 腺 癌 、 大 腸 癌 、 お よ び 腎 臓 癌 腫 な ど の 癌 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 患 者 は 、 化 学 治 療 用 物 質 、 放 射 線 ま た は Ｆ ｃ レ セ プ タ ー
、 例 え ば 、 Ｆ ｃ α レ セ プ タ ー も し く は Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー 、 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン の 発 現 ま
た は 活 性 を 調 節 、 例 え ば 、 増 強 さ せ る 物 質 を 用 い て さ ら に 治 療 す る こ と が で き る 。 治 療 中
、 投 与 さ れ る 典 型 的 な サ イ ト カ イ ン と し て は 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ ） 、
顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ （ Ｉ Ｆ
Ｎ － γ ） 、 お よ び 腫 瘍 壊 死 因 子 （ Ｔ Ｎ Ｆ ） が 含 ま れ る 。 典 型 的 な 治 療 薬 と し て は 、 と り わ
け 、 ド キ ソ ル ビ シ ン （ ア ド リ ア マ イ シ ン ） 、 シ ス プ ラ チ ン 、 硫 酸 ブ レ オ マ イ シ ン 、 カ ル ム
ス チ ン 、 ク ロ ラ ン ブ シ ル お よ び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 な ど の 抗 悪 性 腫 瘍 薬
が あ る 。  
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 例 え ば Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 関 連 疾 患 を 診 断 す る た め に 、 Ｐ Ｓ
Ｍ Ａ ま た は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 の 存 在 を in vitro ま た は in vivoで 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る
。 こ の 方 法 は 、 例 え ば 、 抗 体 と Ｐ Ｓ Ｍ Ａ の 間 で 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 可 能 な 条 件 下 で 、
検 査 す べ き サ ン プ ル と 任 意 に 対 照 サ ン プ ル と を 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ま た
は そ の 抗 原 結 合 部 分 ） に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 実 現 さ れ る 。 そ の 後 、 複 合 体 形 成 を 検 出
す る （ 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て ） 。 二 つ の サ ン プ ル 中 の 複 合 体 形 成 に 統 計 学 的 に 有 意
な 差 が 現 れ れ ば 、 検 査 用 サ ン プ ル 中 に Ｐ Ｓ Ｍ Ａ が 存 在 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｓ Ａ Ｍ に 結 合 す る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ 「 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ マ ウ ス 」 と も 呼 ぶ ） の よ う な ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 提 供 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 は 、 本 発 明 の 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 の 全 て も し く は 一 部 を コ ー ド す る ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 お よ
び ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る 。 抗 Ｐ Ｓ Ｍ
Ａ 抗 体 を 産 生 す る た め 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 原 お よ び ／ ま た は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の 精 製 製 剤
ま た は 濃 縮 製 剤 を 用 い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 免 疫 化 す る こ と が で き る 。 好
ま し く は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 、 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 Ｐ Ｓ
Ｍ Ａ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 お よ び ／ ま た は Ｉ ｇ Ｍ
） の 多 数 の ア イ ソ タ イ プ を 、 Ｖ － Ｄ － Ｊ 組 換 え お よ び ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ に よ っ て 産 生
す る こ と が で き る 。 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ は 、 例 え ば 、 古 典 的 ま た は 非 古 典 的 ア イ ソ タ イ
プ ス イ ッ チ に よ っ て 行 う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 し た が っ て 、 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 の よ う に ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 、 例 え ば 、 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 由 来 す る 単 離 さ れ た
Ｂ 細 胞 を 提 供 す る 。 次 に 、 そ の 単 離 さ れ た Ｂ 細 胞 は 、 不 死 化 し た 細 胞 に 融 合 さ せ る こ と に
よ っ て 不 死 化 す る こ と が で き 、 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 の 供 給 源 （ 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ）
を 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ （ す な わ ち 、 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 を
作 製 す る ） も ま た 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ こ で 例 示 さ れ て い る よ う に 、 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 は 、 該 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ か ら 直 接 的 に 得 る こ と が で き る 。 ま た は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ （ transfectoma） （ 例
え ば 、 不 死 化 し た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ま た は リ ン パ 性 細 胞 か ら な る ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ ） の よ う
な 宿 主 細 胞 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た り 、 組 換 え 的 に 発 現 さ せ た り す る こ と が で き る 。 し た が
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っ て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 を 提 供
す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 該 方 法 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 、 例 え ば 、 既 に 述
べ た よ う に （ 例 え ば 、 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 の 全 て も し く は 一 部 を コ ー ド す る ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝
子 お よ び ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る ） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 、 Ｐ Ｓ
Ｍ Ａ 抗 原 お よ び /ま た は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の 精 製 製 剤 ま た は 濃 縮 製 剤 を 用 い て 免 疫
化 す る こ と を 含 む 。 続 い て 、 該 動 物 の Ｂ 細 胞 （ 例 え ば 、 脾 臓 Ｂ 細 胞 ） を 取 得 し 、 ミ エ ロ ー
マ 細 胞 と 融 合 し 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 し て ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 不 死 の ハ イ ブ リ ド
ー マ 細 胞 を 作 製 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 の 全 て も し く
は 一 部 を コ ー ド す る （ 例 え ば 、 該 抗 体 の 少 な く と も １ つ の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 を コ ー ド す る ）
核 酸 分 子 、 な ら び に そ の よ う な 核 酸 を 含 む 宿 主 細 胞 を 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び そ の よ
う な ベ ク タ ー に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 宿 主 細 胞 を 培
養 す る こ と に よ っ て 該 抗 体 を 産 生 す る 方 法 も ま た 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 本 発 明 に よ っ て 提
供 さ れ る 特 定 の 核 酸 は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は ９ 、 お よ び 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、
８ ま た は １ ０ に そ れ ぞ れ 示 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 そ れ ら は そ れ ぞ れ ヒ ト 抗
Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 （ Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ ） ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び １ ６ Ｆ ９ を コ
ー ド し て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の そ の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 限 定 さ れ る べ き で は な い が 、 以 下 の 発 明 の 詳 細 な
説 明 お よ び 前 述 の 特 許 の 請 求 範 囲 か ら 明 ら か と な る で あ ろ う 。 本 明 細 書 全 体 に お い て 引 用
さ れ て い る 全 て の 引 用 文 献 、 特 許 お よ び 公 開 さ れ た 特 許 出 願 を 本 明 細 書 中 に 引 用 に よ っ て
援 用 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 （ 本 明 細 書 に お い て 、 「 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 」 と 呼 ぶ ） の 発 現 を 特
徴 と す る 疾 患 を 治 療 お よ び 診 断 す る た め の 、 新 規 抗 体 を 基 礎 と し た 治 療 法 を 提 供 す る 。 本
発 明 の 治 療 法 に は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 上 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 単 離 さ れ た ヒ ト モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 お よ び /ま た は 該 抗 体 を 含 有 す る 関 連 組 成 物 を 用 い る 。 本 明 細 書 に お い て 例 示
さ れ て い る 特 定 の 態 様 に お い て 、 そ の ヒ ト 抗 体 は 、 Ｖ － Ｄ － Ｊ 組 換 え お よ び ア イ ソ タ イ プ
ス イ ッ チ に よ っ て 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ
、 お よ び ／ ま た は Ｉ ｇ Ｅ ） の 多 数 の ア イ ソ タ イ プ を 産 生 す る こ と が で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス な ど の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 中 に 産 生 さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の
各 局 面 に は 、 抗 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び そ の 薬 学 的 組 成 物 の み な ら ず 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 Ｂ 細 胞 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ が
含 ま れ る 。 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 を 検 出 す る た め 、 ま た は in v
itroあ る い は in vivoの い ず れ か に お い て 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の 成 長 、 分 化 、 お よ
び ／ ま た は 運 動 性 を 阻 害 す る た め の 方 法 も 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 を よ り 理 解 し や す く す る た め に 、 ま ず 特 定 の 用 語 を 定 義 す る 。 定 義 の 追 加 は 発 明
の 詳 細 な 説 明 全 般 に 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 」 、 「 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 」 、 お よ び 「 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 原 」 と い う 語 は 、 本 明 細
書 に お い て 互 換 可 能 に 用 い ら れ 、 ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ の バ リ ア ン ト 、 ア イ ソ フ ォ ー ム 、 お よ び 種
ホ モ ロ グ を 含 む 。 し た が っ て 、 い く つ か の 例 に お い て は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 以 外
の 種 ま た は ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ と 構 造 的 に 関 連 す る 他 の 蛋 白 質 か ら の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ （ 例 え ば 、 ヒ ト Ｐ
Ｓ Ｍ Ａ ホ モ ロ グ ） と 交 差 反 応 す る 。 別 の 例 に お い て は 、 該 抗 体 は 、 ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 し て
完 全 に 特 異 的 で あ り 、 種 ま た は 他 の タ イ プ に 対 す る 交 差 反 応 性 を 示 さ な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る と こ ろ の 「 成 長 を 阻 害 す る 」 （ 例 え ば 、 細 胞 に つ い て 述 べ る
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） と い う 語 は 、 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 と 接 触 さ せ た と き 、 同 細 胞 を 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 に 接 触 さ せ な
い と き に 比 べ て 認 め ら れ る 、 あ ら ゆ る 測 定 可 能 な 細 胞 の 成 長 の 減 少 を 含 む こ と が 意 図 さ れ
る 。 例 え ば 、 細 胞 の 成 長 が 、 少 な く と も １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ６ ０
％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ９ ％ ま た は １ ０ ０ ％ 阻 害 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る と こ ろ の 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 全 体 お よ び あ ら ゆ る 抗 原 結
合 フ ラ グ メ ン ト （ す な わ ち 、 「 抗 原 結 合 部 分 」 ） ま た は そ れ ら の 一 本 鎖 を 含 む 。 「 抗 体 」
は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 内 部 結 合 し た 少 な く と も 二 つ の 重 （ Ｈ ） 鎖 と 二 つ の 軽 （ Ｌ ）
鎖 を 含 む 糖 蛋 白 質 、 ま た は そ の 抗 原 結 合 部 分 を 意 味 す る 。 各 重 鎖 は 、 重 鎖 可 変 領 域 （ こ こ
で は Ｖ Ｈ と 略 す ） お よ び 重 鎖 定 常 領 域 か ら な る 。 重 鎖 定 常 領 域 は 、 Ｃ Ｈ １ 、 Ｃ Ｈ ２ 、 Ｃ Ｈ

３ の ３ つ の ド メ イ ン か ら な る 。 各 軽 鎖 は 、 軽 鎖 可 変 領 域 （ こ こ で は Ｖ Ｌ と 略 す ） お よ び 軽
鎖 定 常 領 域 か ら な る 。 軽 鎖 定 常 領 域 は 、 Ｃ Ｌ の １ ド メ イ ン か ら な る 。 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 領 域
は 、 さ ら に 亜 分 類 さ れ 、 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） と 呼 ば れ る 超 可 変 領 域 と 、 フ レ ー ム ワ
ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ ） と 呼 ば れ る よ り 保 存 さ れ た 領 域 が 点 在 し て い る 。 各 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ は ３
つ の Ｃ Ｄ Ｒ お よ び ４ つ の Ｆ Ｒ か ら な り 、 ア ミ ノ 末 端 か ら カ ル ボ キ シ 末 端 に 向 か っ て Ｆ Ｒ １
、 Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｆ Ｒ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 、 Ｆ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 、 Ｆ Ｒ ４ の 順 に 並 ん で い る 。 重 鎖 お よ
び 軽 鎖 の 可 変 領 域 は 、 抗 原 と 相 互 作 用 す る 結 合 ド メ イ ン を 含 有 す る 。 抗 体 の 定 常 領 域 は 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン と 免 疫 系 の 各 種 細 胞 （ 例 え ば 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 ） お よ び 古 典 補 体 系 の 第
一 成 分 （ Ｃ ｌ ｑ ） を 含 む 宿 主 組 織 ま た は 因 子 の 結 合 を 媒 介 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る と こ ろ の 、 抗 体 の 「 抗 原 結 合 部 分 」 （ ま た は 単 に 「 抗 体 部
分 」 ） と い う 用 語 は 、 抗 原 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ ） に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る 抗 体
の 一 つ 以 上 の フ ラ グ メ ン ト を 意 味 す る 。 抗 体 の 抗 原 結 合 機 能 は 、 全 長 抗 体 の フ ラ グ メ ン ト
に よ り 実 行 さ れ て い る 可 能 性 が あ る こ と が わ か っ て い る 。 抗 体 の 「 抗 原 結 合 部 分 」 と い う
語 に 包 含 さ れ る 結 合 フ ラ グ メ ン ト の 例 は 、 （ i） Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト 、 Ｖ Ｌ 、 Ｖ Ｈ 、 Ｃ Ｌ

、 お よ び Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン か ら な る 一 価 フ ラ グ メ ン ト 、 （ ii） Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ メ ン ト
、 ヒ ン ジ 領 域 に お い て ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 に よ り 結 合 し た 二 つ の Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト か ら な
る 二 価 フ ラ グ メ ン ト 、 （ iii） Ｖ Ｈ お よ び Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン か ら な る Ｆ ｄ フ ラ グ メ ン ト 、 （ i
v） 抗 体 の 片 腕 の Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ ド メ イ ン か ら な る Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト 、 （ ｖ ） Ｖ Ｈ ド メ イ
ン か ら な る ｄ Ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト （ Wardら 、 （ 1989） Nature :544-546） 、 お よ び （ vi）
単 離 さ れ た 相 補 正 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） 、 を 含 む 。 さ ら に 、 Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト の ２ つ の ド メ
イ ン で あ る Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ は 別 々 の 遺 伝 子 で コ ー ド さ れ て い る が 、 組 換 え 法 を 用 い て 、 Ｖ

Ｌ お よ び Ｖ Ｈ 領 域 を 対 に し て 一 価 分 子 を 形 成 す る 蛋 白 質 一 本 鎖 に 作 製 で き る よ う な 合 成 リ
ン カ ー に よ り 、 Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ を 結 合 さ せ る こ と が で き る （ 一 本 鎖 Ｆ ｖ （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） と し
て 知 ら れ て い る ； 例 え ば Birdら 、 （ 1988）  Science :423-426；  お よ び Hustonら 、 （ 1
988）  Proc. Natl. Acad. Sci. USA :5879-5883を 参 照 ） 。 そ の よ う な 一 本 鎖 抗 体 も 、
抗 体 の 「 抗 原 結 合 部 分 」 と い う 用 語 に 包 含 さ れ る こ と が 意 図 さ れ て い る 。 こ の よ う な 抗 体
フ ラ グ メ ン ト は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 従 来 技 術 を 用 い て 得 ら れ 、 そ の フ ラ グ メ ン
ト を 使 用 の た め に ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 は イ ン タ ク ト 抗 体 の 場 合 と 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 エ ピ ト ー プ 」 と 言 う 用 語 は 、 抗 体 に 結 合 す る こ と が 可 能 な 蛋 白 質 決 定 因 子 を 意 味 す る
。 エ ピ ト ー プ は 通 常 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 糖 側 鎖 な ど の 分 子 の 化 学 的 に 活 性 な 表 面 の 基 か ら な
り 、 通 常 特 異 的 な ３ 次 元 構 造 的 特 徴 、 な ら び に 特 異 的 な 電 荷 的 特 徴 を 有 し て い る 。 高 次 構
造 エ ピ ト ー プ と 非 高 次 構 造 エ ピ ト ー プ と は 、 後 者 に 対 す る 結 合 は そ う で は な い が 、 前 者 に
対 す る 結 合 は 変 性 溶 媒 中 で 失 わ れ る 点 に お い て 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 未 変 性 の 高 次 構 造 エ ピ ト ー プ 」 ま た は 「 未 変 性 の 蛋 白 質 エ ピ ト ー プ 」 は 、 本 明 細 書 に
お い て 互 換 可 能 に 用 い ら れ て お り 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 分 子 の 直 線 状 配 列 の 異 な る 部 分 か ら の ア ミ ノ
酸 ど う し が ３ 次 元 的 空 間 に お い て 近 接 す る と き に 生 じ る Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 分 子 の 高 次 構 造 の 折 り 畳
み か ら 得 ら れ た 蛋 白 質 エ ピ ト ー プ を 含 む 。 そ の よ う な 高 次 構 造 エ ピ ト ー プ は 、 原 形 質 膜 の
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細 胞 膜 外 の 側 に 位 置 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 二 重 特 異 性 分 子 」 と い う 用 語 は 、 二 種 類 の 異 な る 結 合 特 異 性 部 分 を 有 す る 蛋 白 質 、 ペ
プ チ ド 、 ま た は 蛋 白 質 も し く は ペ プ チ ド 複 合 体 な ど の 物 質 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 例 え ば
、 該 分 子 は 、 （ ａ ） 細 胞 表 面 抗 原 、 お よ び （ ｂ ） エ フ ェ ク タ ー 細 胞 表 面 上 の Ｆ ｃ レ セ プ タ
ー と 結 合 ま た は 相 互 作 用 す る 。 「 多 重 特 異 性 分 子 」 ま た は 「 ヘ テ ロ 特 異 性 分 子 」 と い う 用
語 は 、 二 種 類 を 超 え る 異 な る 結 合 特 異 性 部 分 を 有 す る 蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 、 ま た は 蛋 白 質 も
し く は ペ プ チ ド 複 合 体 な ど の 物 質 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 例 え ば 、 該 分 子 は 、 （ ａ ） 細 胞
表 面 抗 原 、 （ ｂ ） エ フ ェ ク タ ー 細 胞 表 面 上 の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー 、 お よ び （ ｃ ） 少 な く と も 一
種 類 の そ の 他 の 成 分 と 結 合 ま た は 相 互 作 用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 限
定 さ れ な い が 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ な ど の 細 胞 表 面 抗 原 、 お よ び エ フ ェ ク タ ー 細 胞 上 の Ｆ ｃ レ セ プ タ
ー の よ う な 他 の 標 的 に 方 向 付 け ら れ た 二 重 特 異 性 、 三 重 特 異 性 、 四 重 特 異 性 、 お よ び そ の
他 の 多 重 特 異 性 分 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 二 重 特 異 性 抗 体 」 と い う 語 は さ ら に デ ィ ア ボ デ ィ （ diabodies） も 含 む 。 デ ィ ア ボ デ
ィ と は 、 二 価 、 二 重 特 異 性 の 抗 体 で 、 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン が ポ リ ペ プ チ ド 一 本 鎖 上 に
発 現 し て い る が 、 同 一 鎖 上 の ２ ド メ イ ン を 対 に す る に は 短 す ぎ る リ ン カ ー を 用 い て 、 そ れ
に よ っ て 、 該 ド メ イ ン を 別 鎖 の 相 補 性 ド メ イ ン と 対 に さ せ 、 二 箇 所 の 抗 原 結 合 部 位 を 作 製
す る こ と が で き る 抗 体 で あ る （ 例 え ば 、 Holliger, P.,ら 、 （ 1993）  Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA :6444-6448；  Poljak, R.J.,ら 、 （ 1994）  Structure :1121-1123参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 用 語 「 ヒ ト 抗 体 誘 導 体 」 は 、 あ ら ゆ る 改 変 さ れ た 形 態 の 抗 体 、 例 え ば 、 抗 体 と 別 の 物 質
ま た は 抗 体 と の 複 合 体 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 例 え ば 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 保 有 す る ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 、 ま た は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 ラ
イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 を 用 い た 系 か ら 抗
体 が 得 ら れ る 場 合 、 ヒ ト 抗 体 は 特 定 の 生 殖 細 胞 系 列 配 列 に 「 由 来 す る 」 。 ヒ ト 生 殖 細 胞 系
列 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 「 由 来 す る 」 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を ヒ ト 生 殖 細 胞 系
列 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 す る こ と に よ る な ど し て 同 定 す る こ と が で き る 。
選 択 さ れ た ヒ ト 抗 体 は 、 典 型 的 に ヒ ト 生 殖 細 胞 系 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 少 な く と も ９ ０ ％ 一 致 し 、 他 の 種 （ 例 え ば
、 マ ウ ス 生 殖 細 胞 系 列 配 列 ） の 生 殖 細 胞 系 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と
き 、 該 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト で あ る と し て 同 定 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 し て い る 。 い く つ か の 例
で は 、 ヒ ト 抗 体 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 少 な く と も ９ ５ ％ 、 さ ら に は ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、
９ ８ ％ 、 ま た は ９ ９ ％ が 、 生 殖 細 胞 系 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 に 一 致 す る 。 典 型 的 に 、 特 定 の 生 殖 細 胞 系 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る ヒ ト 抗 体
は 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と わ ず か
１ ０ ア ミ ノ 酸 が 違 う だ け で あ る 。 い く つ か の 例 で は 、 該 ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 列 免
疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 わ ず か ５ 、 さ ら に は わ ず か に
４ 、 ３ 、 ２ も し く は １ ア ミ ノ 酸 が 違 う だ け で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 ヘ テ ロ 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 二 つ 以 上 の 抗 体 、 抗 体 結 合
フ ラ グ メ ン ト （ 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ ） 、 そ れ ら の 誘 導 体 、 ま た は 相 互 に 結 合 し て い る 抗 原 結 合
領 域 で 、 そ の う ち 少 な く と も 二 つ が 異 な る 特 異 性 部 分 を 有 す る も の を 意 味 す る 。 こ れ ら の
異 な る 特 異 性 部 分 に は 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 上 の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー へ の 結 合 特 異 部 分 、 お よ び
例 え ば 腫 瘍 細 胞 な ど の 標 的 細 胞 上 の 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ へ の 結 合 特 異 性 部 分 が 含 ま れ る
。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 ヒ ト 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配
列 由 来 の 可 変 領 域 お よ び 定 常 領 域 を 有 す る 抗 体 を 含 む こ と が 意 図 さ れ る 。 本 発 明 の 「 ヒ ト
抗 体 」 は 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 に よ り コ ー ド さ れ て い な い ア ミ ノ 酸 残 基
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（ 例 え ば 、 in vitroに お け る 無 作 為 ま た は 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ り 導 入 さ れ た 突 然
変 異 、 ま た は in vivoに お け る 体 細 胞 突 然 変 異 に よ る 突 然 変 異 ） を 含 ん で も よ い 。 し か し
な が ら 、 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 ヒ ト 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 マ ウ ス な ど 他 の 哺 乳 動
物 の 生 殖 細 胞 系 列 由 来 の Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に 移 植 し た 抗 体 を 含 む こ と
は 意 図 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 ま た は 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成
物 」 と い う 用 語 は 、 単 一 分 子 組 成 物 の 抗 体 分 子 の 調 製 物 を 意 味 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
組 成 物 は 、 特 定 の エ ピ ト ー プ へ の 単 一 の 結 合 特 異 性 お よ び 親 和 性 を 示 す 。 し た が っ て 、 「
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 由 来 の 可
変 領 域 お よ び 定 常 領 域 を 有 す る 、 単 一 の 結 合 特 異 性 を 示 す 抗 体 の こ と を 意 味 す る 。 あ る 態
様 に お い て 、 そ の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 不 死 化 さ れ た 細 胞 に 融 合 さ せ た ヒ ト 重 鎖 導
入 遺 伝 子 お よ び 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る 、 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス な ど の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 か ら 得 た Ｂ 細 胞 を 含 む ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 組 換 え ヒ ト 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 （ ａ ） ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺
伝 子 ま た は そ れ か ら 作 製 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の 、 遺 伝 子 導 入 ま た は 染 色 体 導 入 さ れ た 動
物 （ 例 え ば マ ウ ス な ど ） か ら 単 離 し た 抗 体 （ 以 下 の 第 Ｉ 節 に さ ら に 詳 述 す る ） 、 （ ｂ ） 抗
体 を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 、 例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ か ら 単 離 さ
れ た 抗 体 、 （ ｃ ） 組 換 え 体 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ヒ ト 抗 体 ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 さ れ た 抗 体 、
お よ び （ ｄ ） ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 配 列 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 へ の ス プ ラ イ シ ン グ に 関 与 す る
そ の 他 の 手 段 に よ り 調 製 、 発 現 、 産 生 ま た は 単 離 さ れ た 抗 体 な ど 、 遺 伝 子 組 換 え 手 段 に よ
り 調 製 、 発 現 、 産 生 ま た は 単 離 さ れ た す べ て の ヒ ト 抗 体 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 こ の よ う
な 組 換 え ヒ ト 抗 体 は 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 由 来 の 可 変 領 域 お よ び 定 常 領
域 を 有 す る 。 し か し な が ら 、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ の よ う な 組 換 え ヒ ト 抗 体 は 、 in
 vitroに お け る 突 然 変 異 誘 発 （ ま た は ヒ ト Ｉ ｇ 配 列 を 遺 伝 子 導 入 し た 動 物 を 用 い る 場 合 、
in vivo体 細 胞 突 然 変 異 誘 発 ） を 受 け る こ と が あ り 得 、 よ っ て 組 換 え 抗 体 の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ

領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 列 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 配 列 に 由 来 し 関 連 し て い る 一 方
、 in vivoに お け る ヒ ト 抗 体 生 殖 細 胞 系 列 の 天 然 の レ パ ー ト リ に は 存 在 し な い こ と が あ る
。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 異 種 抗 体 」 は 、 こ の よ う な 抗 体 を 産 生 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
非 ヒ ト 生 物 に 関 連 し て 定 義 さ れ る 。 こ の 用 語 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 含 ま な
い 生 物 で 見 ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は コ ー ド 核 酸 配 列 と 一 致 し 、 一 般 に ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 非 ヒ ト 動 物 以 外 の 種 に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は コ ー ド 核 酸 配 列 を 有 す る 抗 体 を 意 味
す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 ヘ テ ロ ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 」 は 、 異 な る 生 物 起 源 の 軽 鎖 お よ び 重
鎖 を 有 す る 抗 体 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 マ ウ ス 軽 鎖 に 会 合 し て い る ヒ ト 重 鎖 を 有 す る 抗 体 は
、 ヘ テ ロ ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 で あ る 。 ヘ テ ロ ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 の 例 と し て は 、 上 述 し た よ う
に 、 キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 化 抗 体 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 単 離 さ れ た 抗 体 」 と は 、 異 な る 抗 原 特 異 性 を 有 す る そ の 他 の 抗
体 を 実 質 的 に 含 ま な い 抗 体 を 意 味 す る こ と が 意 図 さ れ る （ 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 特 異 的 に 結
合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 以 外 の 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 実 質 的 に 含 ま な
い ） 。 し か し な が ら 、 ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ の エ ピ ト ー プ 、 ア イ ソ フ ォ ー ム 、 ま た は バ リ ア ン ト に
特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 は 、 例 え ば 、 他 の 種 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 種 ホ モ ロ グ ） か
ら の 他 の 関 連 抗 原 に 対 し て 交 差 反 応 性 を 有 す る 。 さ ら に 、 単 離 さ れ た 抗 体 は 、 他 の 細 胞 性
物 質 お よ び /ま た は 化 学 物 質 も 実 質 的 に 含 ま な く て も よ い 。 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、
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異 な る 特 異 性 を 有 す る 「 単 離 さ れ た 」 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 組 み 合 わ せ は 、 明 確 な 組 成 に
組 み 合 わ さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 特 異 的 結 合 」 は 、 所 定 の 抗 原 に 抗 体 が 結 合 す る こ と を 意
味 す る 。 典 型 的 に 、 抗 体 は 、 解 離 定 数 （ Ｋ Ｄ ） １ ０ － ７ Ｍ 以 下 で 結 合 す る が 、 所 定 の 抗 原
に 対 し て は 、 所 定 の 抗 原 ま た は 関 連 性 の 高 い 抗 原 以 外 の 非 特 異 性 抗 原 （ 例 え ば 、 Ｂ Ｓ Ａ 、
カ ゼ イ ン ） に 結 合 す る 場 合 の Ｋ Ｄ の 少 な く と も ２ 倍 低 い Ｋ Ｄ で 結 合 す る 。 「 抗 原 を 認 識 す
る 抗 体 」 お よ び 「 抗 原 特 異 的 抗 体 」 と い う 表 現 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 「 抗 原 に 特 異 的 に
結 合 す る 抗 体 」 と い う 表 現 と 互 換 可 能 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 へ の 「 高 親 和 性 」 と い う 用 語 は 、 Ｋ Ｄ が １ ０ － ８ Ｍ 以
下 、 よ り 好 ま し く は １ ０ － ９ Ｍ 以 下 、 さ ら に 好 ま し く は １ ０ － １ ０ Ｍ 以 下 で あ る 抗 体 、 結
合 親 和 性 が 少 な く と も 約 １ ０ ７ Ｍ － １ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ０ ９ Ｍ － １ 、 さ ら に 好
ま し く は 少 な く と も 約 １ ０ １ ０ Ｍ － １ 、 １ ０ １ １ Ｍ － １ 、 １ ０ １ ２ Ｍ － １ 以 上 、 ま た は 、
例 え ば １ ０ １ ３ Ｍ － １ 以 上 の 抗 体 に つ い て 言 う の に 用 い ら れ る 。 し か し な が ら 、 そ の 他 の
抗 体 ア イ ソ タ イ プ の 「 高 親 和 性 」 結 合 は 変 化 す る こ と も あ る 。 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ
プ の 「 高 親 和 性 」 結 合 と は 、 抗 体 が １ ０ － ７ Ｍ 以 下 、 よ り 好 ま し く は １ ０ － ８ Ｍ 以 下 の Ｋ

Ｄ で 結 合 す る こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 Ｋ ａ ｓ ｓ ｏ ｃ 」 ま た は 「 Ｋ ａ 」 と い う 語 は 、 特 定 の 抗 体 抗 原 相
互 作 用 の 会 合 定 数 を 意 味 す る も の と 意 図 さ れ 、 一 方 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 Ｋ ｄ ｉ ｓ 」
ま た は 「 Ｋ ｄ 」 と い う 語 は 、 特 定 の 抗 体 抗 原 相 互 作 用 の 解 離 定 数 を 意 味 す る も の と 意 図 さ
れ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 Ｋ Ｄ 」 は 、 Ｋ ｄ 対 Ｋ ａ の 比 率 （ す な わ ち 、 Ｋ ｄ ／ Ｋ ａ ） か
ら 得 ら れ る 解 離 定 数 を 意 味 す る こ と が 意 図 さ れ て お り 、 分 子 濃 度 （ Ｍ ） と し て 表 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 ア イ ソ タ イ プ 」 と は 、 重 鎖 定 常 領 域 遺 伝 子 に よ り コ ー ド
さ れ た 抗 体 ク ラ ス （ 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｍ ま た は Ｉ ｇ Ｇ １ ） を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ 」 と は 、 抗 体 の ク ラ ス ま た は ア イ
ソ タ イ プ が 、 あ る Ｉ ｇ ク ラ ス か ら 別 の Ｉ ｇ ク ラ ス へ 変 化 す る 現 象 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 非 ス イ ッ チ ア イ ソ タ イ プ 」 と は 、 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ
が 生 じ な い 場 合 に 産 生 さ れ る 重 鎖 の ア イ ソ タ イ プ ク ラ ス で 、 非 ス イ ッ チ ア イ ソ タ イ プ を コ
ー ド す る Ｃ Ｈ 遺 伝 子 は 、 典 型 的 に 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た Ｖ Ｄ Ｊ 遺 伝 子 の 直 下 流 の 第 一 Ｃ Ｈ
遺 伝 子 で あ る 。 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ は 、 古 典 的 ま た は 非 古 典 的 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ に
分 類 さ れ る 。 古 典 的 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ は 、 導 入 遺 伝 子 中 の 少 な く と も 一 つ の ス イ ッ チ
配 列 領 域 に 関 与 す る 組 換 え 事 象 に よ り 生 じ る 。 非 古 典 的 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ は 、 例 え ば
、 ヒ ト σ μ お よ び ヒ ト Σ μ の 同 種 組 換 え に よ り 生 じ る と 考 え ら れ る （ δ 関 連 欠 失 ） 。 導 入
遺 伝 子 間 お よ び /ま た は 染 色 体 間 組 換 え な ど の 代 替 的 な 非 古 典 的 ス イ ッ チ の メ カ ニ ズ ム は
、 と り わ け ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ を 引 き 起 こ す と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 ス イ ッ チ 配 列 」 と い う 用 語 は 、 ス イ ッ チ 組 換 え を 担 う Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 意 味 す る 。 「 ス イ ッ チ ド ナ ー 」 配 列 、 典 型 的 に μ ス イ ッ チ 領 域 は 、 ス イ ッ チ 組
換 え 中 に 消 去 さ れ る 構 成 領 域 の ５ '側 （ す な わ ち 上 流 ） で あ ろ う 。 「 ス イ ッ チ ア ク セ プ タ
」 領 域 は 、 消 去 さ れ る 構 成 領 域 と 置 換 さ れ る 定 常 領 域 （ 例 え ば 、 γ 、 ε な ど ） の 間 に あ る
で あ ろ う 。 組 換 え が 常 に 生 じ る 特 異 的 部 位 は 存 在 し な い た め 、 最 終 的 な 遺 伝 子 配 列 は 、 典
型 的 に そ の 作 製 物 か ら は 予 測 で き な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン 」 と は 、 蛋 白 質 、 特 に 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 蛋 白 質 に 共 有 結 合 す る 糖 ユ ニ ッ ト の パ タ ー ン と 定 義 さ れ る 。 異 種 抗 体 の グ リ コ シ ル 化
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パ タ ー ン は 、 当 業 者 が 異 種 抗 体 の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン が 導 入 遺 伝 子 の Ｃ Ｈ 遺 伝 子 が 由 来
す る 種 よ り も 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 種 に お け る 前 記 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 方
が 類 似 し て い る で あ ろ う と 認 識 す る 場 合 に 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 種 に よ り 産 生
さ れ た 抗 体 上 に 自 然 に 発 生 す る グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン と 実 質 的 に 同 様 で あ る と 特 徴 づ け る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る あ る 物 質 に 適 用 さ れ る 「 自 然 発 生 」 と い う 用 語 は 、 あ る 物
質 が 自 然 に 見 出 さ れ る 可 能 性 が あ る と い う 事 実 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 自 然 資 源 か ら 単 離 さ
れ 、 研 究 室 で 人 為 的 に 修 飾 さ れ て い な い 生 物 （ ウ ィ ル ス も 含 む ） に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド
ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 自 然 発 生 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 再 編 成 」 と い う 用 語 は 、 Ｖ セ グ メ ン ト が 完 全 Ｖ Ｈ ま た は
Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 基 本 的 に コ ー ド し て い る 高 次 構 造 中 の Ｄ -Ｊ ま た は Ｊ セ グ メ ン ト そ れ ぞ れ
の 直 ぐ 近 く に 位 置 す る 場 合 の 重 鎖 ま た は 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 遺 伝 子 座 の 構 成 を 意 味 す る
。 再 編 成 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 は 、 生 殖 細 胞 系 列 Ｄ Ｎ Ａ と の 比 較 に よ り 明 ら か に す る こ
と が 可 能 で 、 再 編 成 遺 伝 子 座 は 少 な く と も 一 つ の 組 換 え 七 量 体 ／ 九 量 体 と 相 同 的 な 要 素 を
有 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Ｖ セ グ メ ン ト に 関 連 し て こ こ に 用 い ら れ る 「 未 再 編 成 」 ま た は 「 生 殖 細 胞 系 列 構 成 」 と
い う 用 語 は 、 Ｖ セ グ メ ン ト が 直 ぐ 近 く の Ｄ ま た は Ｊ セ グ メ ン ト に な る よ う に 再 結 合 し な い
場 合 の 構 成 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 核 酸 分 子 」 と い う 用 語 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分 子
を 含 む こ と を 意 図 す る 。 核 酸 分 子 は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ っ て よ い が 、 好 ま し く は 二
重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 す る 抗 体 ま た は 抗 体 部 分 （ 例 え ば 、 Ｖ Ｈ 、 Ｖ Ｌ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ） を コ ー ド す
る 核 酸 に 関 連 し て 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 単 離 核 酸 分 子 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 ま た
は 抗 体 部 分 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 以 外 の 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 ま た は 抗
体 部 分 を コ ー ド す る そ の 他 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま ず 、 他 の 配 列 が ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中
の 核 酸 に 自 然 に 隣 接 し て も よ い 、 核 酸 分 子 を 意 味 す る こ と が 意 図 さ れ る 。 あ る 態 様 に お い
て 、 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 部 分 は 、 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １
、 ８ Ｃ １ ２ ま た は １ ６ Ｆ ９ の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 、 な ら び に 配 列 番 号 １ 、 ３
、 ５ 、 ７ ま た は ９ 、 お よ び ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ ま た は １ ０ に そ れ ぞ れ 示 さ れ る 配 列 を も つ 重 鎖
（ Ｖ Ｈ ） 及 び 軽 鎖 （ Ｖ Ｌ ） 可 変 領 域 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ こ に 開 示 さ れ 、 ク レ ー ム さ れ て い る よ う に 、 配 列 番 号 １ ～ ５ ８ に 示 さ れ て い る 配 列 は
、 「 保 存 的 配 列 改 変 」 、 す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た 、 ま た は ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 抗 体 の 結 合 特 性 に 有 意 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 、 ま た は 変 更 し な い ヌ ク レ オ チ
ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 改 変 を 含 む 。 そ の よ う な 保 存 的 配 列 改 変 は 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア
ミ ノ 酸 の 置 換 、 付 加 お よ び 欠 失 を 含 む 。 改 変 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 標 準 的 な 方
法 、 例 え ば 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 媒 介 性 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 、 配 列 番
号 １ ～ ５ ８ に 導 入 す る こ と が で き る 。 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 類 似 す る 側
鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た も の を 含 む 。 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残
基 の フ ァ ミ リ ー は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 定 義 さ れ て い る 。 こ れ ら の フ ァ ミ リ ー に は 、 塩
基 側 鎖 （ 例 え ば 、 リ ジ 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 ） 、 無 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 、 ト リ プ ト フ ァ 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 ）
、 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 （
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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 、 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 の 予 想 さ れ る 非 必 須 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 同 じ 側 鎖 フ ァ ミ リ ー の
別 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 あ る い は 、 別 の 態 様 に お い て 、 突 然 変 異 は 、 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 コ ー ド 領 域 の 全 て ま た は 一
部 に 沿 っ て 、 例 え ば 、 飽 和 突 然 変 異 誘 発 な ど に よ っ て 、 ラ ン ダ ム に 導 入 す る こ と が で き 、
得 ら れ た 改 変 さ れ た 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 を 、 結 合 活 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 し た が っ て 、 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ て い る （ 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 ） ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た 、 お よ び /ま た は 本 明 細 書 に お い て 開 示 さ れ て い る （ 重 鎖 お
よ び 軽 鎖 可 変 領 域 ） ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 抗 体 （ す な わ ち 、 配 列 番 号 １ ～ ５ ０ ） は 、 保
存 的 に 改 変 さ れ た 類 似 の 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る か 、 ま た は そ れ を 含 ん だ 実 質 的 に
類 似 す る 抗 体 を 含 む 。 本 明 細 書 に 記 載 の 、 配 列 番 号 １ ～ ５ ０ に 示 さ れ る よ う な 、 部 分 的 （
す な わ ち 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 の ） 配 列 を 基 に 、 ど の よ う に し て 上 記 実 質 的 に 類 似 す
る 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る か に つ い て 以 下 に お い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 核 酸 に つ い て 、 「 実 質 的 相 同 性 」 と い う 用 語 は 、 二 つ の 核 酸 ま た は そ れ を 示 す 配 列 が 、
そ れ ら を 最 適 に 並 べ て 比 較 し た と き に 、 ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 ま た は 消 去 が 適 切 で 、 ヌ ク レ
オ チ ド の 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 、 通 常 は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ～ ９ ５ ％ 、 さ ら に 好 ま し く は ヌ
ク レ オ チ ド の 少 な く と も 約 ９ ８ ％ ～ ９ ９ ． ５ ％ に お い て 同 一 で あ る こ と を 示 す 。 ま た 、 実
質 的 相 同 性 が あ る の は 、 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 下 で 、 そ の セ グ メ ン ト が そ
の 鎖 の 相 補 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な 場 合 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ２ つ の 配 列 の 同 一 性 の 割 合 は 、 そ の ２ つ の 配 列 が 共 有 す る 同 一 位 置 数 の 関 数 で あ り （ つ
ま り 、 相 同 性 の ％ ＝ 同 一 位 置 数 ＃ ／ 全 位 置 数 ＃ × １ ０ ０ ） 、 そ の ２ つ の 配 列 の 最 適 ア ラ イ
ン メ ン ト の た め に 導 入 が 必 要 な ギ ャ ッ プ 数 お よ び 各 ギ ャ ッ プ の 長 さ を 考 慮 す る 。 配 列 の 比
較 と ２ つ の 配 列 の 同 一 性 の 割 合 を 決 定 す る た め に 、 実 施 例 に 後 述 さ れ る が そ れ に 限 定 さ れ
な い 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 二 つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 同 一 性 の 割 合 は 、 Ｇ Ｃ Ｇ ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の Ｇ Ａ Ｐ
プ ロ グ ラ ム （ http://www.gcg.comか ら 入 手 ） を 用 い 、 Ｎ Ｗ Ｓ ｇ ａ ｐ Ｄ Ｎ Ａ ． Ｃ Ｍ Ｐ 行 列 お
よ び ギ ャ ッ プ 重 量 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、 ま た は ８ ０ お よ び 長 さ 重 量 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、
５ ま た は ６ を 用 い て 求 め る こ と が で き る 。 二 つ の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 同
一 性 の 割 合 は 、 Ａ Ｌ Ｉ Ｇ Ｎ プ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン ２ ． ０ ） に 組 み 込 ま れ て い る E. Meyer
sお よ び W. Miller（ Comput. Appl. Biosci., 4:11-17（ 1988） ） の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て
、 Ｐ Ａ Ｍ １ ２ ０ 重 量 残 基 表 、 ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ ル テ ィ １ ２ お よ び ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ４ を 用
い て 求 め る こ と も で き る 。 さ ら に 、 二 つ の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 同 一 性 の 割 合 は 、 Ｇ Ｃ Ｇ ソ フ
ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の Ｇ Ａ Ｐ プ ロ グ ラ ム （ http://www.gcg.comか ら 入 手 ） に 組 み 込 ま れ て
い る Needlemanお よ び Wunsch（ J. Mol. Biol. （ 48） :444-453 （ 1970） ）  の ア ル ゴ リ ズ
ム を 用 い 、 Blossum６ ２ 行 列 ま た は Ｐ Ａ Ｍ ２ ５ ０ 行 列 の い ず れ か 、 お よ び ギ ャ ッ プ 重 量 １
６ 、 １ ４ 、 １ ２ 、 １ ０ 、 ８ 、 ６ ま た は ４ お よ び 長 さ 重 量 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ ま た は ６ を 用
い て 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 核 酸 お よ び 蛋 白 質 配 列 は 、 例 え ば 、 関 連 配 列 な ど を 公 的 デ ー タ ベ ー ス か ら 検 索
す る た め の 「 ク エ リ ー 配 列 」 と し て さ ら に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 検 索 は Altsch
ulら （ 1990）  J. Mol. Biol. 215:403-10の Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ お よ び Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム
（ バ ー ジ ョ ン ２ ． ０ ） を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 核 酸 検 索 は 、 Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ
プ ロ グ ラ ム 、 ス コ ア ＝ １ ０ ０ 、 ワ ー ド 長 ＝ １ ２ を 用 い て 行 い 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 に 相 同 な
核 酸 配 列 を 得 る こ と が で き る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 蛋 白 質 検 索 は 、 Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム 、 ス コ
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ア ＝ ５ ０ 、 ワ ー ド 長 ＝ ３ を 用 い て 行 い 、 本 発 明 の 蛋 白 質 分 子 に 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る
こ と が で き る 。 比 較 の た め に ギ ャ ッ プ の 入 っ た ア ラ イ ン メ ン ト を 得 る た め に 、 Altschulら
（ 1997）  Nucleic Acids Res. 25（ 17） :3389-3402に 記 載 の Ｇ ａ ｐ ｐ ｅ ｄ  Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ を
使 用 す る こ と も で き る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム お よ び Ｇ ａ ｐ ｐ ｅ ｄ  Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ
ム を 使 用 す る 際 に 、 そ れ ぞ れ の プ ロ グ ラ ム （ Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ お よ び Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ） の デ フ ォ
ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い る こ と が で き る 。 http://www.ncbi.nlm.nih.gov参 照 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 核 酸 は 細 胞 全 体 、 細 胞 ラ イ セ ー ト 中 、 ま た は 部 分 的 に 精 製 し た 状 態 ま た は 実 質 的 に 純 粋
な 状 態 で 存 在 し て よ い 。 核 酸 が 「 単 離 さ れ る 」 ま た は 「 実 質 的 に 純 粋 な 状 態 で あ る 」 の は
、 ア ル カ リ ／ Ｓ Ｄ Ｓ 処 理 、 Ｃ ｓ Ｃ ｌ バ ン ド 形 成 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 電 気 泳 動 法 お よ び そ の 他 の 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 標 準 技 術 に よ り 、 そ の 他 の 細 胞
成 分 、 ま た は 他 の 夾 雑 物 、 例 え ば 、 そ の 他 の 細 胞 核 酸 ま た は 蛋 白 質 な ど を 取 り 除 い て 精 製
し た 場 合 で あ る 。 F. Ausubelら 、 ed. , Greene
 Publishing and Wiley Interscience, New York （ 1987） 参 照 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 核 酸 組 成 物 は 、 天 然 配 列 （ 改 変 さ れ た 制 限 部 位 な ど は 除 く ） 中 に あ る 場 合 が 多
い が 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム 、 ま た は 混 合 物 の い ず れ か か ら 得 ら れ た も の を 、 遺 伝 子 配 列 を 提
供 す る 標 準 技 術 に 従 っ て 突 然 変 異 さ せ て よ い 。 配 列 を コ ー ド す る た め に 、 こ れ ら の 突 然 バ
リ ア ン ト が ア ミ ノ 酸 配 列 に 適 切 に 作 用 し て よ い 。 特 に 、 天 然 Ｖ 、 Ｊ 、 Ｄ 、 定 常 、 ス イ ッ チ
お よ び こ こ に 記 載 の そ の 他 の こ の よ う な 配 列 に 実 質 的 に 相 同 な 、 ま た は そ れ ら に 由 来 す る
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 意 図 す る （ こ こ で 、 「 由 来 す る 」 と は 、 あ る 配 列 が 他 の 配 列 と 同 一 、 ま た は
他 の 配 列 か ら 変 更 さ れ た こ と を 示 す ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 核 酸 が 別 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に 置 か れ る 場 合 、 そ の 核 酸 は 「 作 用 可 能 に 結 合 」 し
て い る 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー が コ ー ド 配 列 の 転 写 に 作 用 す る 場 合 に
は 、 そ の プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー は そ の コ ー ド 配 列 に 作 用 可 能 に 結 合 し て い る 。
転 写 抑 制 配 列 に 関 し て 作 用 可 能 に 結 合 す る と は 、 結 合 し て い る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 隣 接 し て お り
、 二 つ の 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 が 結 合 す る 必 要 が あ る 場 合 に は 隣 接 し て リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
の 中 に あ る と い う こ と を 意 味 す る 。 ス イ ッ チ 配 列 の 場 合 に は 、 作 用 可 能 に 結 合 す る と は 配
列 が ス イ ッ チ 組 換 え に 影 響 を 与 え る こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 ベ ク タ ー 」 と は 、 そ れ に 結 合 し て い る 別 の 核 酸 を 輸 送 で き る 核 酸 の
こ と を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。 ベ ク タ ー の 一 種 で あ る 「 プ ラ ス ミ ド 」 は 、 追 加 Ｄ Ｎ Ａ セ
グ メ ン ト を ラ イ ゲ ー ト す る こ と が で き る 、 環 状 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ル ー プ を 意 味 す る 。 ウ ィ ル ス
ベ ク タ ー は 別 種 の ベ ク タ ー で 、 追 加 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を ウ ィ ル ス ゲ ノ ム に ラ イ ゲ ー ト す る
こ と が で き る 。 あ る ベ ク タ ー は 導 入 さ れ た 宿 主 細 胞 内 で 自 己 複 製 す る こ と が で き る （ 例 え
ば 、 複 製 の 細 菌 起 源 を 有 す る 細 菌 ベ ク タ ー お よ び エ ピ ソ ー ム 哺 乳 類 ベ ク タ ー な ど ） 。 そ の
他 の ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 非 エ ピ ソ ー ム 哺 乳 類 ベ ク タ ー な ど ） は 、 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る と
、 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ 、 そ れ に よ っ て 宿 主 ゲ ノ ム と と も に 複 製 さ れ る 。 さ ら に
、 い く つ か の ベ ク タ ー は 、 作 用 可 能 に 結 合 し て い る 位 置 に 遺 伝 子 の 発 現 を 方 向 付 け る こ と
が で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー を 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 呼 ぶ 。 一 般 に 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に 用 い る こ と が で き る 発 現 ベ ク タ ー は プ ラ
ス ミ ド の 形 状 で あ る こ と が 多 い 。 プ ラ ス ミ ド は ベ ク タ ー と し て 用 い ら れ る こ と が 一 般 的 で
あ る こ と か ら 、 本 明 細 書 で は 「 プ ラ ス ミ ド 」 お よ び 「 ベ ク タ ー 」 は 、 互 換 可 能 に 使 用 し て
も よ い 。 し か し 、 本 発 明 で は 、 等 価 に 機 能 す る ウ ィ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 複 製 欠 失 レ ト
ロ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 お よ び ア デ ノ 関 連 ウ ィ ル ス ） な ど の そ の 他 の 発 現 ベ ク タ ー
の 形 状 を 含 む こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 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 る 細 胞 を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。 こ の よ う な 用 語 は 、 特 定 の 対 象 細 胞 だ
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け で な く 、 こ の よ う な 細 胞 の 後 代 も 意 味 す る こ と を 意 図 す る と 理 解 さ れ な け れ ば な ら な い
。 突 然 変 異 ま た は 環 境 の 影 響 に よ り 次 世 代 に 特 定 の 変 更 が 生 じ る た め 、 こ の よ う な 後 代 は
実 際 に は 親 細 胞 と 同 一 で は な い こ と も あ る が 、 そ れ で も こ こ に で 用 い ら れ る 「 宿 主 細 胞 」
と い う 用 語 の 範 囲 内 に 含 む 。 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 例 え ば 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 お よ び リ ン パ 球 細 胞
を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 被 験 体 」 と い う 用 語 は 、 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 動 物 を 含 む こ
と を 意 図 す る 。 「 非 ヒ ト 動 物 」 と い う 用 語 に は 、 例 え ば 、 非 ヒ ト 霊 長 目 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、
ウ シ 、 ニ ワ ト リ 、 両 生 類 、 爬 虫 類 な ど の 、 哺 乳 類 お よ び 非 哺 乳 類 な ど の 脊 椎 動 物 す べ て が
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 」 と い う 語 は 、 1以 上 の ヒ ト 重 鎖 お よ び /ま た は 軽 鎖 導
入 遺 伝 子 ま た は 導 入 染 色 体 （ 動 物 の 天 然 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 組 み 込 ま れ て い る 、 も し く は 組
み 込 ま れ て い な い ） を 含 む ゲ ノ ム を 有 し 、 完 全 な ヒ ト 抗 体 を 発 現 す る こ と が で き る 非 ヒ ト
動 物 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 ヒ ト 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 と 、 ヒ ト 重
鎖 導 入 遺 伝 子 ま た は ヒ ト 重 鎖 導 入 染 色 体 を 持 ち 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 お よ び /ま た は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発
現 す る 細 胞 で 免 疫 化 さ れ た と き 、 マ ウ ス が ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る 。
ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 、 例 え ば 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ マ ウ ス 、 ま た は ヒ ト 重
鎖 導 入 遺 伝 子 が 染 色 体 外 で 維 持 さ れ る こ と が で き る よ う に 、 Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 WO 02/43478
号 に 記 載 の 染 色 体 導 入 （ 例 え ば 、 Ｋ Ｍ ） マ ウ ス の よ う に 、 マ ウ ス の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ に 導 入 す
る こ と が で き る 。 そ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス お よ び 染 色 体 導 入 マ ウ ス は 、 Ｖ －
Ｄ － Ｊ 組 換 え お よ び イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ を 行 う こ と に よ り 、 複 数 の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る ヒ ト
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ お よ び /ま た は Ｉ ｇ Ｅ ） を 産 生 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 局 面 を 以 下 の サ ブ セ ク シ ョ ン に お い て 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　  
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ｍ Ａ ｂ ） は 、 例 え ば 、 Kohlerお よ び Milstein、  256
: 495（ 1975） の 標 準 的 な 体 細 胞 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 技 術 な ど 、 従 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産
生 法 を 含 む 様 々 な 技 術 に よ り 産 生 す る こ と が で き る 。 体 細 胞 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 法 が 好 ま し い
が 、 原 理 的 に は 、 例 え ば 、 Ｂ リ ン パ 球 の ウ ィ ル ス 性 ま た は 腫 瘍 性 形 質 転 換 な ど の 、 他 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 技 術 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 調 製 の た め に 好 ま し い 動 物 系 は 、 マ ウ ス 系 で あ る 。 マ ウ ス に お け る ハ イ
ブ リ ド ー マ 産 生 は 、 非 常 に よ く 確 立 さ れ た 手 順 で あ る 。 免 疫 化 プ ロ ト コ ル お よ び 融 合 用 の
免 疫 化 脾 細 胞 の 単 離 技 術 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 融 合 の パ ー ト ナ ー （ 例 え ば
、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 ） お よ び 融 合 方 法 も 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 マ ウ ス 系 で
は な く む し ろ ヒ ト 免 疫 系 の 一 部 分 を 保 持 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ま た は 染 色 体 導 入
マ ウ ス を 用 い て 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス お よ び 染 色 体 導 入 マ
ウ ス を 、 本 明 細 書 に お い て 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ マ ウ ス お よ び Ｋ Ｍ マ ウ ス と そ れ ぞ れ 呼 び 、 そ れ ら
を 集 合 的 に 本 明 細 書 に お い て は 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 」 と 呼 ん で い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ マ ウ ス は 、 未 再 編 成 の ヒ ト 重 鎖 （ μ お よ び γ ） お よ び κ 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン
配 列 を コ ー ド す る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 小 座 、 あ わ せ て 、 内 因 性 μ お よ び κ 鎖 遺 伝 子
座 を 不 活 化 す る 標 的 化 さ れ た 突 然 変 異 を 有 す る （ Lonberg, N.ら （ 1994）  Nature 368（ 64
74） : 856-859） 。 し た が っ て 、 当 該 マ ウ ス は マ ウ ス Ｉ ｇ Ｍ ま た は κ の 発 現 の 低 下 を 示 し
、 免 疫 化 に 応 答 し て 、 導 入 さ れ た ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 は 、 ク ラ ス ス イ ッ チ お よ
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び 体 細 胞 突 然 変 異 を 起 こ し 、 高 親 和 性 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ κ モ ノ ク ロ ー ナ ル を 産 生 す る （ Lonberg
、  N.ら  （ 1994） 、 前 掲 ； reviewed in Lonberg、 N.（ 1994）  Handbook of Experimental
 Pharmacology 113： 49-101；  Lonberg、  N. and Huszar、 D.（ 1995）  Intern. Rev. Imm
unol. Vol. 13：  65-93、 and Harding、  F. and Lonberg、 N.（ 1995） Ann. N.Y. Acad. S
ci 764： 536-546） 。 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ マ ウ ス の 調 製 は 、 下 記 の II、 お よ び Taylor、  L. ら 、 （ 1
992）  Nucleic Acids Research 20： 6287-6295；  Chen、 J.ら 、 （ 1993）  International 
Immunology 5：  647-656；  Tuaillon ら 、 （ 1993）  Proc. Natl. Acad. Sci USA 90： 372
0-3724； Choi ら  （ 1993）  Nature Genetics 4： 117-123；  Chen、 J.ら （ 1993）  EMBO J.
 12：  821-830； Tuaillon ら （ 1994）  J. Immunol. 152： 2912-2920；  Lonbergら 、 （ 199
4）  Nature 368（ 6474） ：  856-859；  Lonberg、  N. （ 1994）  Handbook of Experimenta
l Pharmacology 113： 49-101；  Taylor、 L.ら （ 1994）  International Immunology 6：  5
79-591；  Lonberg、  N. and Huszar、  D.（ 1995）  Intern. Rev. Immunol. Vol. 13：  65
-93；  Harding、  F. and Lonberg、  N. （ 1995）  Ann. N.Y. Acad. Sci 764： 536-546； F
ishwild、  D. ら （ 1996）  Nature Biotechnology 14： 845-851に 詳 述 さ れ 、 す べ て の 内 容
は そ れ ら の 全 体 を 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 援 用 す る 。 さ ら に 、 Lonbergお よ び Kay、 な ら び
に GenPharm Internationalに 属 す る 米 国 特 許 第 5,545,806号 、 第 5,569,825号 、 第 5,625,12
6号 、 第 5,633,425号 、 第 5,789,650号 、 第 5,877,397号 、 第 5,661,016号 、 第 5,814,318号 、
第 5,874,299号 、 お よ び 第 5,770,429号 、 Suraniら に 属 す る 米 国 特 許 第 5,545,807号 、 1998
年 6月 11日 公 表 の 国 際 特 許 出 願 第 WO 98/24884号 、 1994年 11月 10日 公 表 の 第 WO 94/25585号
、 1993年 6月 24日 公 表 の 第 WO 93/1227号 、 1992年 12月 23日 公 表 の 第 WO 92/22645号 、 1992年
3月 19日 公 表 の 第 WO 92/03918号 を 参 照 さ れ 、 そ の す べ て の 開 示 は そ れ ら 全 体 を 引 用 に よ っ
て 援 用 す る 。 ま た 、 実 施 例 ２ に 記 載 の Ｈ Ｃ Ｏ １ ２ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 、 ヒ ト 抗 Ｐ
Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 を 産 生 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 免 疫 化  
Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る 完 全 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め に 、 Lonberg, N.ら （ 199
4）  Nature 368（ 6474） : 856-859；  Fishwild, D. ら （ 1996）  Nature Biotechnology 1
4: 845-851 お よ び Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 98/24884号 に 記 載 の 通 り 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 原 お よ び ／ ま た
は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の 精 製 製 剤 ま た は 濃 縮 製 剤 を 用 い て 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ マ ウ ス を 免 疫
化 す る こ と が で き る 。 そ の マ ウ ス は 、 初 回 注 射 時 に は 生 後 ６ ～ １ ６ 週 で あ る と 好 ま し い で
あ ろ う 。 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 原 の 精 製 製 剤 ま た は 濃 縮 製 剤 （ ５ ～ ２ ０ μ ｇ ） （ 例 え ば 、 Ｐ
Ｓ Ｍ Ａ 発 現 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 か ら 精 製 し た も の ） を 腹 腔 内 投 与 し て Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ マ ウ ス を 免 疫
化 す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 原 の 精 製 製 剤 ま た は 濃 縮 製 剤 を 用 い た 免 疫 化 が 抗 体 を 産
生 し な い 場 合 、 マ ウ ス を 例 え ば 腫 瘍 細 胞 系 列 な ど の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 で 免 疫 化 し 、 免 疫 応
答 を 促 進 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 様 々 な 抗 原 を 用 い た 経 験 の 蓄 積 か ら 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 免 疫 応 答
が 最 も よ い の は 、 初 め に 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト 中 の 抗 原 の 腹 腔 内 投 与 （ Ｉ Ｐ ） に よ
り 免 疫 化 し て か ら 、 不 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト 中 の 抗 原 を 隔 週 で （ 合 計 ６ 回 ま で ） Ｉ
Ｐ 免 疫 化 し 、 次 い で 、 不 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト 中 の 抗 原 を 隔 週 で （ 合 計 １ ０ 回 ま で
） Ｉ Ｐ /Ｓ Ｐ 免 疫 化 し た と き で あ る こ と が わ か っ て い る 。 免 疫 応 答 は 、 眼 窩 後 方 を 採 血 し
て 得 ら れ た 血 漿 サ ン プ ル を 、 免 疫 化 プ ロ ト コ ル の 経 過 に わ た っ て モ ニ タ ー す る こ と が で き
る 。 血 漿 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ し （ 後 述 の 通 り ） 、 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ ヒ ト 免 疫 グ
ロ ブ リ ン の 力 価 が 十 分 な マ ウ ス を 融 合 に 使 用 す る こ と が で き る 。 マ ウ ス は 、 抗 原 を 静 脈 注
射 し て か ら ３ 日 後 に 殺 し 脾 臓 を 摘 出 す る 。 各 抗 原 に つ い て ２ か ら ３ 回 の 融 合 を 行 う こ と が
必 要 で あ ろ う と 予 測 さ れ る 。 数 匹 の マ ウ ス を 各 抗 原 で 免 疫 化 す る 。 例 え ば 、 Ｈ Ｃ ０ ７ お よ
び Ｈ Ｃ ０ １ ２ 株 の Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ マ ウ ス 合 計 １ ２ 匹 を 免 疫 化 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る た め に 、
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免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら 、 脾 細 胞 と リ ン パ 節 細 胞 を 単 離 し 、 適 切 な 不 死 化 細 胞 系 列 、 例 え
ば 、 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 列 に 融 合 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 抗
原 特 異 性 抗 体 を 産 生 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 免 疫 化 さ れ た
マ ウ ス か ら の 脾 臓 リ ン パ 球 の 単 一 細 胞 懸 濁 液 を 、 ５ ０ ％ Ｐ Ｅ Ｇ と と も に 、 Ｐ ３ Ｘ ６ ３ － Ａ
ｇ ８ ． ６ ５ ３ 非 分 泌 マ ウ ス 悪 性 腫 瘍 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 、 Ｃ Ｒ Ｌ  １ ５ ８ ０ ） の 数 の １ ／ ６ に
融 合 さ せ る こ と が で き る 。 細 胞 を 平 底 の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 約 ２ × １ ０ ５ 個 播 い
て か ら 、 ２ ０ ％ 胎 性 ク ロ ー ン 血 清 、 １ ８ ％ “ ６ ５ ３ ” 調 整 培 地 、 ５ ％ オ リ ゲ ン （ Ｉ Ｇ Ｅ Ｎ
） 、 ４ ｍ Ｍ  Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ｍ Ｍ  Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ｍ Ｍ ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ５
ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ５ ｍ Ｍ  ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ５ ０ ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ ペ ニ
シ リ ン 、 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ゲ ン タ マ イ シ ン 、 お よ び １
Ｘ  Ｈ Ａ Ｔ （ Sigma； Ｈ Ａ Ｔ は 融 合 後 ２ ４ 時 間 時 点 で 添 加 す る ） を 含 有 す る 特 定 の 培 地 中 で
２ 週 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 約 ２ 週 間 後 、 細 胞 を 、 Ｈ Ａ Ｔ を Ｈ Ｔ に 交 換 し た 培 地 で 培 養 す
る 。 そ の 後 、 各 ウ ェ ル を ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｉ ｇ Ｍ お よ び Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 に つ い て
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の 大 規 模 な 増 殖 が 生 じ た ら 、 通 常 １ ０
～ １ ４ 日 後 に 培 地 を 観 察 す る 。 抗 体 分 泌 ハ イ ブ リ ド ー マ を 再 び 播 き 、 再 び ス ク リ ー ニ ン グ
を 行 い 、 も し ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ が ま だ 陽 性 で あ れ ば 、 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 限 界 希 釈
に よ り 少 な く と も 二 回 サ ブ ク ロ ー ン し て も よ い 。 そ の 後 、 組 織 培 養 培 地 中 に 抗 体 を 少 量 作
製 し て 特 徴 付 け を 行 う た め に 、 安 定 し た サ ブ ク ロ ー ン を in vitroで 培 養 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ の 作 製
本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は ま た 、 例 え ば 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 法 と 遺 伝 子 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 を 用 い て 宿 主 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ー マ に お い て 産 生 さ せ る こ と が
で き る （ 例 え ば 、 Morrison, S.（ 1985）  Science 229:1202） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 例 え ば 、 抗 体 、 ま た は そ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 発 現 さ せ る た め 、 部 分 的 ま た は 全 長 軽 鎖
お よ び 重 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 標 準 的 な 分 子 生 物 学 の 技 法 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 、 部 位
特 異 性 突 然 変 誘 発 ） に よ っ て 得 る こ と が で き 、 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し て 、 遺 伝 子 を 転 写 配
列 お よ び 転 写 調 節 配 列 に 作 動 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 こ の 文 脈 に お い て 、 「 作 動 的 に
結 合 す る 」 と い う 語 は 、 ベ ク タ ー 内 の 転 写 配 列 お よ び 転 写 調 節 配 列 が 該 抗 体 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 果 た す よ う に 抗 体 遺 伝 子 を ベ ク タ
ー に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と を 意 味 す る 。 発 現 ベ ク タ ー お よ び 発 現 調 節 宿 主 細 胞 は 、 用 い
ら れ る 発 現 宿 主 細 胞 に 適 合 可 能 に 選 択 さ れ る 。 抗 体 軽 鎖 遺 伝 子 お よ び 抗 体 重 鎖 遺 伝 子 は 、
別 々 の ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き る 。 よ り 典 型 的 に は 、 双 方 の 遺 伝 子 は 、 同 じ 発 現 ベ
ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。 該 抗 体 遺 伝 子 は 、 常 法 （ 例 え ば 、 抗 体 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト お よ び ベ
ク タ ー 上 の 相 補 的 制 限 酵 素 認 識 部 位 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 、 ま た は 制 限 酵 素 認 識 部 位 が 存 在 し
な い 場 合 は 平 滑 末 端 ラ イ ゲ ー シ ョ ン ） に よ っ て 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。 本 明 細 書 に 記
載 さ れ て い る 抗 体 の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 可 変 領 域 を 用 い て 、 そ れ ら を 所 望 の ア イ ソ タ イ プ の 重
鎖 可 変 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 を 既 に コ ー ド し て い る 発 現 ベ ク タ ー に 、 Ｖ Ｈ セ グ メ ン ト が ベ ク
タ ー 内 の Ｃ Ｈ セ グ メ ン ト に 作 動 的 に 結 合 さ れ 、 Ｖ Ｌ セ グ メ ン ト が ベ ク タ ー 内 の Ｃ Ｌ セ グ メ
ン ト に 作 動 的 に 結 合 さ れ る よ う に 、 挿 入 す る こ と に よ っ て 、 全 長 抗 体 遺 伝 子 ア イ ソ タ イ プ
を 作 製 す る こ と が で き る 。 追 加 的 ま た は 代 替 的 に 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 抗 体 鎖 の 宿 主
細 胞 か ら の 分 泌 を 容 易 化 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と が で き る 。 抗 体 鎖 遺 伝 子
は 、 該 シ グ ナ ル ペ プ チ ド が 抗 体 鎖 遺 伝 子 の ア ミ ノ 末 端 に イ ン フ レ ー ム 結 合 す る よ う に ベ ク
タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る こ と が で き る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン シ グ ナ ル
ペ プ チ ド ま た は 異 種 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン 蛋 白 質 か ら の シ グ ナ
ル ペ プ チ ド ） と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 抗 体 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 抗 体 鎖 遺 伝 子 の
発 現 を 調 節 す る 調 節 配 列 を 保 持 す る 。 「 調 節 配 列 」 と い う 用 語 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ
ン サ ー お よ び 、 抗 体 鎖 遺 伝 子 の 転 写 お よ び 翻 訳 を 調 節 す る 他 の 発 現 調 節 エ レ メ ン ト （ 例 え
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ば 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル ） を 含 む こ と を 意 図 す る 。 そ の よ う な 調 節 配 列 は 、 例 え ば 、
Goeddel； Gene Expression Technology. Methods in Enzymology 185、 Academic Press、
San Diego、 CA （ 1990） に 記 載 が あ る 。 調 節 配 列 の 選 択 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー の 設 計 は 、 形
質 転 換 さ れ る 宿 主 細 胞 、 所 望 の 蛋 白 質 の レ ベ ル な ど の 選 択 と し て 、 そ の よ う な フ ァ ク タ ー
に 依 存 す る こ と は 、 当 業 者 に 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 発 現 の た め の
好 ま し い 調 節 配 列 に は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 高 レ ベ ル の 蛋 白 質 発 現 を 導 く ウ イ ル ス の 要
素 、 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） 、 サ ル ウ イ ル ス ４ ０ （ Ｓ Ｖ ４ ０ ） ， ア デ ノ
ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 主 要 後 期 プ ロ モ ー タ ー （ Ａ ｄ Ｍ Ｌ Ｐ ） お よ び ポ リ オ ー
マ な ど の プ ロ モ ー タ ー お よ び /ま た は エ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ る 。 あ る い は 、 例 え ば 、 ユ ビ
キ チ ン プ ロ モ ー タ ー ま た は β グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー な ど の 非 ウ イ ル ス 調 節 配 列 を 使 用 し
て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 抗 体 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 、 宿 主 細 胞 中 の
ベ ク タ ー の 複 製 （ 例 え ば 、 複 製 の 起 源 ） お よ び 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 を 調 節 す る 配 列
の よ う な 付 加 的 配 列 を 保 持 し て も よ い 。 該 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 ベ ク タ ー が 導 入
さ れ る 宿 主 細 胞 の 選 択 を 容 易 に す る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,399,216号 、 第 4,634,665号 お
よ び 第 5,179,017、 全 て Axelら 、 を 参 照 ） 。 例 え ば 、 典 型 的 に 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー 遺 伝
子 は 、 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 宿 主 細 胞 上 の Ｇ ４ １ ８ 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 、 メ ト ト レ キ サ ー
ト な ど の 薬 物 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 。 好 ま し い 選 択 可 能 マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て は 、 ジ ヒ
ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 （ Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ ） 遺 伝 子 （ ｄ ｈ ｆ ｒ 宿 主 細 胞 の メ ト ト レ キ サ ー ト 選 択 ／ 増 幅
に お け る 使 用 の た め ） お よ び ネ オ 遺 伝 子 （ Ｇ ４ １ ８ 選 択 の た め ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 軽 鎖 お よ び 重 鎖 を 発 現 さ せ る た め 、 標 準 的 な 手 法 に よ り 軽 鎖 お よ び 重 鎖 を コ ー ド す る 該
発 現 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 「 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 と い う 語 の
種 々 の 形 態 は 、 外 因 性 の Ｄ Ｎ Ａ を 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 中 に 導 入 す る た め に
通 常 使 用 さ れ る 多 種 多 様 の 技 法 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 カ ル シ ウ ム リ ン 酸 析
出 法 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ 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 を 意 図 す る 。 原 核
生 物 ま た は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 の い ず れ か に お い て 本 発 明 の 抗 体 を 発 現 さ せ る こ と が 理 論
的 に は 可 能 で あ る が 、 真 核 生 物 細 胞 、 最 も 好 ま し く は 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に お け る 抗 体 の 発
現 が 最 も 好 ま し い 。 な ぜ な ら 、 そ の よ う な 真 核 生 物 の 細 胞 、 特 に 哺 乳 動 物 の 細 胞 は 、 原 核
生 物 の 細 胞 に お い て よ り も 、 適 切 に 折 り た た ま れ た 、 免 疫 学 的 に 活 性 の 抗 体 を 構 築 し 、 分
泌 す る 可 能 性 が あ る か ら で あ る 。 抗 体 遺 伝 子 の 原 核 生 物 で の 発 現 は 、 高 収 率 の 活 性 抗 体 の
産 生 の た め に は 効 率 的 で な い こ と が 報 告 さ れ て い る （ Boss, M. A.お よ び Wood, C. R. （ 1
985）  Immunology Today 6:12-13） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 抗 体 を 発 現 す る た め の 好 ま し い 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム
ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ） （ dhfr- CHO細 胞 を 含 む 。 Urlaubお よ び Chasin、 （ 1980）  
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220に 記 載 さ れ 、 Ｄ Ｂ Ｆ Ｒ 選 択 可 能 マ ー カ ー （ 例
え ば 、 R. J. Kaufman お よ び P. A. Sharp （ 1982）  Mol. Biol. 159:601-621） と と も に
使 用 さ れ る ） 、 Ｎ Ｓ Ｏ ミ エ ロ ー マ 細 胞 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 お よ び Ｓ Ｐ ２ 細 胞 を 含 む 。 特 に 、 Ｎ Ｓ
Ｏ ミ エ ロ ー マ 細 胞 と と も に 使 用 す る た め に 、 別 の 好 ま し い 発 現 系 は 、 Ｇ Ｓ 遺 伝 子 発 現 系 で
あ る （ Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 WO87/04462号 、 WO89/01036号 お よ び 欧 州 特 許 第 338,841号 に 記 載 ）
。 該 抗 体 は 、 抗 体 遺 伝 子 を コ ー ド す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ
れ る と き 、 抗 体 の 発 現 を 可 能 に す る の に 十 分 な 一 定 の 期 間 、 宿 主 細 胞 を 宿 主 細 胞 中 で 培 養
さ せ る こ と に よ っ て 、 よ り 好 ま し く は 、 抗 体 を 宿 主 細 胞 が 成 長 す る 培 養 培 地 中 に 分 泌 す る
こ と に よ っ て 産 生 さ れ る 。 抗 体 は 、 標 準 的 な 蛋 白 質 精 製 方 法 を 用 い て 、 培 養 培 地 か ら 回 収
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 イ ン タ ク ト 抗 体 を 発 現 す る た め の 部 分 的 抗 体 配 列 の 使 用
　 抗 体 は 、 主 に 、 ６ つ の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 残
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基 を 介 し て 標 的 抗 原 と 相 互 作 用 す る 。 こ の た め 、 Ｃ Ｄ Ｒ 内 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ 外 の
配 列 に 比 べ て 、 個 々 の 抗 体 間 の 多 様 性 が 大 き く な る 。 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 は 、 最 も 多 く の 抗 体 抗 原
相 互 作 用 を 担 う の で 、 異 な る 特 性 を 持 つ 異 な る 抗 体 か ら の フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 上 に 移 植 さ
れ た 特 異 的 な 天 然 に 存 在 す る 抗 体 か ら の Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と に
よ っ て 、 天 然 に 存 在 す る 抗 体 の 特 異 性 と 類 似 す る 組 換 え 抗 体 を 発 現 す る こ と が で き る （ 例
え ば 、 Riechmann, L.ら 、 1998、 Nature 332:323-327； Jones, P.ら 、 1986、 Nature 321:5
22-525； お よ び Queen, C. ら 、 1989、 Proc. Natl. Acad. See. U.S.A. 86:10029-10033参
照 ） 。 そ の よ う な フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 は 、 生 殖 細 胞 系 列 の 抗 体 遺 伝 子 配 列 を 含 む 好 適 な Ｄ
Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス か ら 入 手 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 生 殖 細 胞 系 列 の 配 列 は 、 成 熟 し た
抗 体 遺 伝 子 配 列 と は 異 な る で あ ろ う 。 な ぜ な ら 、 そ れ ら は 、 Ｂ 細 胞 の 成 熟 中 に 、 Ｖ （ Ｄ ）
Ｊ 結 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 、 完 全 に 構 築 さ れ た 可 変 遺 伝 子 を 含 ま な い で あ ろ う か ら で あ る
。 生 殖 細 胞 系 列 遺 伝 子 配 列 は ま た 、 個 別 の 均 一 に 可 変 領 域 全 体 を 広 が る 高 親 和 性 の 二 次 的
な レ パ ー ト リ ー 抗 体 の 配 列 と も 異 な る で あ ろ う 。 例 え ば 、 体 細 胞 成 熟 は 、 フ レ ー ム ワ ー ク
領 域 の ア ミ ノ 酸 末 端 部 分 で は 相 対 的 に ま れ で あ る 。 例 え ば 、 体 細 胞 成 熟 は 、 フ レ ー ム 領 域
１ の ア ミ ノ 末 端 部 分 お よ び フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 ４ の カ ル ボ キ シ 末 端 領 域 で は 相 対 的 に ま れ
で あ る 。 さ ら に 、 多 く の 体 細 胞 成 熟 は 、 抗 体 の 結 合 特 性 を 有 意 に 変 更 し な い 。 こ の 理 由 か
ら 、 オ リ ジ ナ ル の 抗 体 の も の と 類 似 す る 結 合 特 性 を 有 す る イ ン タ ク ト の 組 換 え 抗 体 を 作 製
す る た め に 、 特 定 の 抗 体 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 全 体 を 得 る 必 要 は な い （ １ ９ ９ ９ 年 3月 22日 に 出 願
さ れ た PCT/US99/05535号 参 照 。 そ れ を 本 明 細 書 に お い て 全 て の 目 的 の た め に 引 用 に よ っ て
援 用 す る ） 。 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に ま た が る 部 分 的 重 鎖 お よ び 軽 鎖 配 列 は 、 こ の 目 的 に と っ て 典 型
的 に 十 分 で あ る 。 部 分 的 配 列 は 、 ど の 生 殖 細 胞 系 列 の 可 変 お よ び 結 合 遺 伝 子 セ グ メ ン ト が
組 換 え 抗 体 可 変 遺 伝 子 に 寄 与 す る か を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る 。 次 い で 、 生 殖 細 胞 系 列
配 列 は 、 可 変 領 域 の 欠 失 部 分 を 補 充 す る た め に 使 用 さ れ る 。 重 鎖 お よ び 軽 鎖 リ ー ダ ー 配 列
は 、 蛋 白 質 の 成 熟 中 に 切 断 さ れ 、 最 終 的 な 抗 体 の 特 性 に 寄 与 し な い 。 こ の 理 由 か ら 、 発 現
構 築 物 の た め の 対 応 す る 生 殖 細 胞 系 列 リ ー ダ ー 配 列 を 用 い る 必 要 が あ る 。 欠 失 し て い る 配
列 を 付 加 す る た め に 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ラ イ
ゲ ー シ ョ ン ま た は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ っ て 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 可 変 領 域 全
体 を 、 短 い 、 重 複 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 合 成 す る こ と が で き 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ っ
て 組 み 合 わ せ 、 全 体 の 合 成 可 変 領 域 ク ロ ー ン を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の プ ロ セ ス は 、
欠 失 ま た は 付 加 ま た は 特 定 の 制 限 部 位 ま た は 特 定 の コ ド ン の 最 適 化 な ど の 特 定 の 利 点 が あ
る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 転 写 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 天 然 の 配 列 と 同 一
の ア ミ ノ 酸 コ ー ド 能 力 を 有 す る 合 成 Ｖ 配 列 を 作 製 す る た め に 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
重 複 セ ッ ト を 設 計 す る た め 使 用 さ れ る 。 合 成 さ れ た 重 鎖 お よ び カ ッ パ 鎖 配 列 は 、 ３ つ の 方
法 に よ っ て 、 天 然 の 配 列 と は 異 な る も の と す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 繰 り 返 さ れ た ヌ
ク レ オ チ ド 塩 基 の 線 を 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 促 進 す る よ う に 遮 断
す る ； 最 適 な 翻 訳 開 始 部 位 を Kozak’ の ル ー ル （ Kozak、 1991、 J.　 J.　 Biol. Che 266:19
867 -19870） に し た が っ て 組 み 込 む ； お よ び HindIII部 位 を 翻 訳 開 始 部 位 の 上 流 で 処 理 す
る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 重 鎖 可 変 領 域 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 の 双 方 に お い て 、 最 適 化 さ れ た コ ー ド お よ び 対 応 す る
非 コ ー ド 鎖 配 列 は 、 対 応 す る 非 コ ー ド オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 中 間 点 に お い て 、 ３ ０ ～ ５ ０
の ヌ ク レ オ チ ド に 適 切 に 分 割 さ れ る 。 し た が っ て 、 各 鎖 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
、 １ ５ ０ ～ ４ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の セ グ メ ン ト に ま た が る 重 ね 合 わ さ れ る 二 重 鎖 セ ッ ト に 構
築 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 プ ー ル を テ ン プ レ ー ト と し て 用 い て 、 １ ５ ０ ～ ４ ０ ０ ヌ ク
レ オ チ ド の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 産 物 を 作 製 す る 。 典 型 的 に 、 単 一 の 可 変 領 域 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド セ
ッ ト は 、 別 々 に 増 幅 さ れ 、 ２ つ の 重 複 Ｐ Ｃ Ｖ 産 物 を 作 製 す る た め の ２ つ の プ ー ル に 分 割 さ
れ る 。 こ れ ら の 重 複 産 物 を そ の 後 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ っ て 組 み 合 わ せ て 、 完 全 な 可 変 領 域 を
形 成 す る 。 重 鎖 ま た は 軽 鎖 定 常 領 域 の 重 複 フ ラ グ メ ン ト （ カ ッ パ 軽 鎖 の BbsI部 位 、 ま た は
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ガ ン マ 重 鎖 の 場 合 は AgeI部 位 を 含 む ） を 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に お い て 含 み 、 容 易 に 発 現 ベ ク タ ー
構 築 物 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 再 構 築 さ れ た 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た プ ロ モ ー タ ー 、 翻 訳 開 始
、 定 常 領 域 、 ３ ’ 非 翻 訳 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 、 お よ び 転 写 終 結 、 発 現 ベ ク タ ー 構 築 物 を 形 成
す る た め の 配 列 と 組 み 合 わ さ れ る 。 重 鎖 お よ び 軽 鎖 発 現 構 築 物 は 、 単 一 の ベ ク タ ー に 組 み
合 わ せ 、 そ の 後 に 融 合 さ れ て 双 方 の 鎖 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を 形 成 す る 宿 主 細 胞 中 に 共 ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し 、 連 続 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ま た は 別 々 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ κ の 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 に 使 用 す る プ ラ ス ミ ド に つ い て 以 下 に 記 載 す る 。 Ｐ
Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ た Ｖ 重 鎖 お よ び Ｖ カ ッ パ 軽 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 、 完 全 な 重 鎖 お よ び 軽 鎖 小 遺 伝
子 を 再 構 築 す る た め に 用 い ら れ る よ う に プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド は 、
完 全 に ヒ ト 、 ま た は キ メ ラ Ｉ ｇ Ｇ １ κ も し く は Ｉ ｇ Ｇ ４ κ 抗 体 を 発 現 す る た め に 用 い る こ
と が で き る 。 他 の 重 鎖 ア イ ソ タ イ プ を 発 現 す る た め 、 ま た は ラ ム ダ 軽 鎖 を 含 む 抗 体 を 発 現
す る た め に 類 似 の プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ
１ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ ま た は １ ６ Ｆ ９ の 構 造 的 特 徴 を 用 い て 、 本 発 明 の 抗 体 の 少 な く
と も 1つ の 機 能 的 特 性 、 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ へ の 結 合 性 を 維 持 す る 、 構 造 的 に 関 連 す る ヒ ト
抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １
、 ８ Ｃ １ ２ ま た は １ ６ Ｆ ９ の １ 以 上 の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 を 、 公 知 の ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 お よ
び Ｃ Ｄ Ｒ と 組 み 換 え 的 に 組 み 合 わ せ て 、 付 加 的 な 、 組 み 換 え 処 理 さ れ た 、 本 発 明 の ヒ ト 抗
Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 し た が っ て 、 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 を 調 製 す る 方 法 を 提 供 す る
。 そ の 方 法 は 、 （ １ ） 少 な く と も 1つ の ヒ ト 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ は 、 図 １ ９ （ 配 列 番 号 ２ １ ～ ３ ５
） に 示 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム ワ
ー ク 領 域 お よ び ヒ ト 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ； お よ び （ ２ ） 少 な く と も 1つ の ヒ ト 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ は 、 図 ２
２ お よ び ２ ３ （ 配 列 番 号 ３ ６ ～ ５ ０ ） に 示 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む ヒ ト 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 お よ び ヒ ト 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 、 を 含 む 抗 体 を 調 製 す
る こ と を 含 み 、 該 抗 体 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 す る 抗 体 を 保 持 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 が Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 す る 能 力 は 、 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る よ う な 方 法 （ 例 え
ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ） の よ う な 標 準 的 な 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 抗 体 重 鎖 お よ び 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ ド メ イ ン は 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 結 合 特 異 性 ／ 親 和 性 に お
い て 特 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が よ く 知 ら れ て い る の で 、 上 記 の よ う に 調 製 さ れ る 本 発
明 の 組 み 換 え 抗 体 は 、 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ ま た は １ ６ Ｆ ９ の 重 鎖 お よ
び 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ を 含 む こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 該 抗 体 は 、 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、
８ Ｃ １ ２ ま た は １ ６ Ｆ ９ の Ｃ Ｄ Ｒ ２ を 含 む こ と が で き る 。 該 抗 体 は 、 さ ら に ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ
１ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ ま た は １ ６ Ｆ ９ の Ｃ Ｄ Ｒ １ を 含 む こ と が で き る 。 し た が っ て 、
本 発 明 は さ ら に 、 （ １ ） お よ び （ ２ ） を 含 み 、 抗 体 が Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 す る 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体
を 提 供 す る ： （ １ ） ヒ ト 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 ヒ ト 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 領 域 お よ び
ヒ ト 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 、 こ こ で ヒ ト 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 は 、 図 １ ９ （ 配 列 番 号 ２ ３ 、 ２ ６ 、 ２ ９
、 ３ ２ ま た は ３ ５ ） に 示 さ れ る ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び １ ６ Ｆ ９ の
Ｃ Ｄ Ｒ ３ か ら 選 択 さ れ る 。 （ ２ ） ヒ ト 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 、 ヒ ト 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ 領 域 、
ヒ ト 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 領 域 お よ び ヒ ト 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 、 こ こ で ヒ ト 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 は 、 図
２ ２ お よ び ２ ３ （ 配 列 番 号 ３ ８ 、 ４ １ 、 ４ ４ 、 ４ ７ ま た は ５ ０ ） に 示 さ れ る ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ
１ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び １ ６ Ｆ ９ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ か ら 選 択 さ る 。 該 抗 体 は さ ら に 、 ４
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Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ ま た は １ ６ Ｆ ９ の 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び /ま た は 軽 鎖
Ｃ Ｄ Ｒ ２ を 含 ん で も よ い 。 該 抗 体 は さ ら に 、 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ ま た
は １ ６ Ｆ ９ の 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ お よ び /ま た は Ｃ Ｄ Ｒ ２ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 上 記 遺 伝 子 操 作 さ れ た 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 ２ お よ び /ま た は ３ は 、 こ こ に 開 示 さ れ て い る
４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ ま た は １ ６ Ｆ ９ の 正 確 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 し
か し な が ら 、 当 業 者 は 、 抗 体 が 依 然 と し て Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 効 率 的 に 結 合 し て い る 限 り 、 ４ Ａ ３
、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ ま た は １ ６ Ｆ ９ の 正 確 な Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 か ら 若 干 逸 脱 す る こ
と が で き る こ と を 理 解 す る で あ ろ う （ 例 え ば 、 保 存 的 置 換 ） 。 し た が っ て 、 別 の 態 様 に お
い て 、 遺 伝 子 操 作 さ れ た 抗 体 は 、 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ ま た は １ ６ Ｆ ９
の Ｃ Ｄ Ｒ の １ 以 上 に 例 え ば 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ ま た は ９ ９ ． ５ ％ 一 致 す る 1以 上 の
Ｃ Ｄ Ｒ か ら 構 成 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 単 に Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 に 結 合 す る こ と に 加 え て 、 上 記 の よ う な 操 作 さ れ た 抗 体 は 、 例 え ば 、
（ １ ） ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 生 細 胞 に 結 合 す る こ と ；
（ ２ ） １ ０ － ８ Ｍ 以 下 （ 例 え ば 、 １ ０ － ９ Ｍ も し く は １ ０ － ９ Ｍ 以 下 ） の Ｋ Ｄ で ヒ ト Ｐ Ｓ
Ｍ Ａ に 結 合 す る こ と ；
（ ３ ） Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 上 で 独 特 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と （ 併 用 し て 用 い ら れ た と き 、 相 補 性
活 性 を も つ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 同 じ エ ピ ト ー プ に 対 す る 結 合 に 競 合 す る 可 能 性 を 削 除 す
る た め に ） ；
（ ４ ） in vivoで の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 腫 瘍 細 胞 の 成 長 阻 害 ； お よ び /ま た は
（ ５ ） ヒ ト エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 存 在 下 で Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の 貪 食 作 用 お よ び 死 滅 （
例 え ば 、 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ア ッ セ イ に お い て ） 。
な ど の 本 発 明 の 機 能 的 特 性 を 保 持 す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 の 特 徴
　 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ へ の 結 合 に つ い て 、 例 え ば 、 標 準 的 な Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 試 験 す る こ と が で き る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
を ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ の 精 製 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で コ ー テ ィ ン グ し 、 次 い で ５ ％ ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 免 疫 化 マ ウ ス か ら 採 取 し た 血 漿
の 希 釈 溶 液 を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 ３ ７ ℃ で １ ～ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の プ レ ー ト を
Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ で 洗 浄 し て か ら 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 結 合 さ せ た ヤ ギ 抗 ヒ ト
Ｉ ｇ Ｇ  Ｆ ｃ 特 異 性 ポ リ ク ロ ー ナ ル 試 薬 で 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 洗 浄 後
、 該 プ レ ー ト を ｐ Ｎ Ｐ Ｐ 基 質 （ １ ｍ ｇ /ｍ ｌ ） で 発 色 さ せ 、 Ｏ Ｄ ４ ０ ５ ～ ６ ５ ０ で 分 析 す
る 。 最 も 高 い 力 価 を 展 開 し た マ ウ ス を 融 合 用 に 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 上 述 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 免 疫 原 に 陽 性 の 反 応 性 を 示 す ハ イ ブ リ ド ー マ を
ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 高 い 結 合 力 で 結 合 す る ハ イ ブ
リ ド ー マ を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 さ ら に 特 徴 づ け を 行 う 。 － １ ４ ０ ℃ で 保 存 さ れ る バ イ ア
ル 細 胞 バ ン ク を ５ ～ １ ０ 個 作 製 し 、 抗 体 精 製 を 行 う た め に 、 親 細 胞 の 反 応 性 を 保 持 す る （
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る ） ク ロ ー ン を 各 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 選 択 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 を 精 製 す る た め に 、 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 精 製 用 の ２ リ ッ ト ル ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 中 で 成 長 さ せ る こ と が で き る 。 上 清 を 濾 過 し 、 濃
縮 し て か ら 蛋 白 質 Ａ セ フ ァ ロ ー ス で ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Pharmacia、 Pisca
taway、 NJ） を 行 う こ と が で き る 。 溶 出 し た Ｉ ｇ Ｇ を ゲ ル 電 気 泳 動 法 お よ び 高 性 能 液 体 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け 、 純 度 を 確 認 す る た め に 検 査 す る こ と が で き る 。 バ ッ フ ァ 溶 液 を
Ｐ Ｂ Ｓ に 交 換 し 、 濃 度 を Ｏ Ｄ ２ ８ ０ に よ り １ ． ４ ３ 励 起 係 数 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き
る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 分 注 し て － ８ ０ ℃ で 保 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
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　 選 択 さ れ た ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 固 有 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る か ど う か
を 確 認 す る た め に 、 各 抗 体 を 、 市 販 さ れ て い る 試 薬 （ Pierce、 Rockford、 IL） を 用 い て ビ
オ チ ン 化 す る こ と が で き る 。 上 述 の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ コ ー ト Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト を 用 い て 、 非 標 識
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 比 較 研 究 を 行 う こ と が で き
る 。 ビ オ チ ン 化 ｍ Ａ ｂ 結 合 は 、 ス ト レ ッ プ -ア ビ ジ ン -ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ ー ブ
で 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 精 製 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ を 決 定 す る た め に 、 ア イ ソ タ イ プ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 う こ と が で き
る 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル は 、 １ ０ μ ｍ /ｍ ｌ の 抗 ヒ ト Ｉ ｇ で ４ ℃ で 一 晩 コ
ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ で ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 該 プ レ ー ト を 室 温 で ２ 時 間
、 １ ０ μ ｇ /ｍ ｌ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 精 製 ア イ ソ タ イ プ 対 照 と 反 応 さ せ る 。 そ の
後 、 ウ ェ ル は 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ ま た は ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ 特 異 性 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 プ ロ
ー ブ の い ず れ か と 反 応 さ せ る こ と が で き る 。 該 プ レ ー ト を 上 述 の よ う に 発 色 、 分 析 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 生 細 胞 の 結 合 を 確 認 す る た め に 、 フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー を 用 い る こ と が で き る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 系 列 （ 標
準 的 な 成 長 条 件 下 で 成 長 ） を 、 ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ８ ０ お よ び ２ ０ ％ マ ウ ス 血 清 を 含 有 す
る 各 種 濃 度 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 と 混 合 し 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。 洗 浄 後 、 細 胞 を 、 蛍 光 標 識 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 と 、 一 次 抗 体 染 色 と 同 一 の 条 件 下 で 反
応 さ せ る 。 サ ン プ ル を 、 光 お よ び 側 方 散 乱 特 性 を 用 い て 細 胞 一 個 ず つ を ゲ ー ト 制 御 す る 機
器 FACScanで 分 析 す る こ と が で き る 。 蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い た 代 替 検 定 法 を フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー 検 定 法 に （ 追 加 し て ま た は そ の 代 わ り に ） 用 い て よ い 。 細 胞 の 染 色 は 上 述 の 通 り 正 確
に 行 い 、 蛍 光 顕 微 鏡 で 検 査 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に よ り 個 々 の 細 胞 の 可 視 化 が 可 能
に な る が 、 抗 原 の 濃 度 に よ り 感 度 が 減 少 し て い る か も し れ な い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ｓ は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 原 と の 反 応 性 を さ
ら に 検 査 す る こ と が で き る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 か ら の 細 胞 抽 出 物 を 調
製 し 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｓ Ｄ Ｓ ） ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に か け る こ と
が で き る 。 電 気 泳 動 後 、 分 離 さ れ た 抗 原 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 移 し 、 ２ ０ ％ マ ウ ス 血 清
で ブ ロ ッ キ ン グ し 、 検 査 対 象 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で プ ロ ー ブ す る 。 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 結 合 を 抗
ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で 検 出 し 、 Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ ／ Ｎ Ｂ Ｔ 基 質 タ ブ レ ッ ト （ Sigm
a Chem. Co.、 St. Louis、 MO） で 展 開 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 貪 食 作 用 お よ び 細 胞 死 滅 活 性
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ へ の 特 異 的 結 合 に 加 え 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 を Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細
胞 の 貪 食 作 用 お よ び 細 胞 死 滅 の 媒 介 能 に 関 し て 検 査 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 活 性 の in vitroに お け る 検 査 に よ り 、 in vivoモ デ ル を 検 査 す る 前 の 初 期 ス ク リ ー ニ ン
グ を 行 う こ と が で き る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 健 康 な ド ナ ー か ら 採 取 し た 多 形 核 細 胞 （ Ｐ Ｍ
Ｎ ） ま た は そ の 他 の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 フ ィ コ ー ル ハ イ パ ッ ク で 密 度 遠 心 分 離 し て か ら
混 入 赤 血 球 を 細 胞 溶 解 し て 精 製 す る こ と が で き る 。 洗 浄 し た Ｐ Ｍ Ｎ を 、 １ ０ ％ 熱 不 活 化 ウ
シ 胎 仔 血 清 を 補 足 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 中 に 懸 濁 し 、 様 々 な エ フ ェ ク タ ー 細 胞 対 腫 瘍 細 胞 比 （ エ フ
ェ ク タ ー 細 胞 ： 腫 瘍 細 胞 ） で ５ １ Ｃ ｒ 標 識 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 と 混 合 す る こ と が で き る 。 そ
の 後 、 各 種 濃 度 の 精 製 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ  Ｉ ｇ Ｇ を を 加 え る こ と が で き る 。 無 関 係 の ヒ ト Ｉ
ｇ Ｇ を 陰 性 対 照 と し て 用 い る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 、 ３ ７ ℃ で ０ ～ １ ２ ０ 分 間 行 う こ
と が で き る 。 培 養 上 清 へ の ５ １ Ｃ ｒ 放 出 を 測 定 す る こ と に よ り 、 サ ン プ ル の 細 胞 溶 解 に つ
い て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル を 互 い に 組 み 合 わ せ て 、 細 胞
溶 解 が 複 数 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 促 進 さ れ る か ど う か を 検 査 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を in vivoモ デ ル （ 例 え ば マ ウ ス ） に お い
て 検 査 し 、 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 な ど の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 の 貪 食 作 用 お よ び 細 胞 死 滅 の 媒 介 の
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有 効 性 を 調 べ る こ と も で き る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 以 下 の 基 準 に 基 づ い て 選 択 さ
れ て よ い が 、 そ れ に 限 定 さ れ る こ と を 意 図 し な い 。
１ ） Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 生 細 胞 へ の 結 合  
２ ） Ｐ Ｓ Ｍ Ａ へ の 結 合 の 高 親 和 性  
３ ） Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 上 の 固 有 エ ピ ト ー プ へ の 結 合 （ 相 補 的 活 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 組
み 合 わ せ て 使 用 し た 場 合 に 同 一 の エ ピ ト ー プ へ の 結 合 を 競 合 す る 可 能 性 を 除 く た め ）
４ ） Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の オ プ ソ ニ ン 化  
５ ） ヒ ト エ フ ェ ク タ ー 細 胞 存 在 下 に お け る 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の 増 殖 阻 害 、 貪 食 作
用 お よ び ／ ま た は 細 胞 死 滅 の 媒 介  
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 こ れ ら の 基 準 の 一 つ 以 上 、 好 ま し く は す
べ て に 合 致 す る 。 特 定 の 態 様 で は 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 組 み 合 わ せ て 、 二 種 類 以 上
の 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 薬 学 的 組 成 物 と し て 用 い
る 。 例 え ば 、 異 な る が 相 補 的 な 活 性 を 有 す る ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 一 種 類
の 治 療 法 に 組 み 合 わ せ て 、 望 ま し い 治 療 ま た は 診 断 効 果 を 達 成 す る こ と が で き る 。 こ の 具
体 例 は 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 存 在 下 で 標 的 細 胞 の 高 効 率 的 な 死 滅 を 媒 介 す る 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ ヒ
ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 別 の ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 組 み 合 わ せ て 有 す る 組 成 物 で あ っ て よ い だ ろ う 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　

　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 特 異 的 に 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 発 現 可 能 な 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ま た は 染 色 体 導 入 マ ウ ス な ど の ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 お よ び 染 色 体 導 入 非 ヒ ト 動 物 を 提 供 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発
明 は 、 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 し 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ お よ び ／ ま た は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細
胞 で 免 疫 化 さ れ た と き 、 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 を 産 生 す る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ま た
は 染 色 体 導 入 マ ウ ス を 提 供 す る 。 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 は 、 こ こ に 詳 細 に 示 さ れ 、 例 示 さ れ
て い る よ う に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 、 例 え ば 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ マ ウ ス の 場 合 と 同 様 、 マ
ウ ス の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ に 導 入 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子 は 、 WO 02/
43478に 記 載 さ れ て い る よ う に 染 色 体 導 入 （ 例 え ば 、 Ｋ Ｍ ） マ ウ ス の 場 合 の よ う に 、 染 色
体 外 に 維 持 す る こ と も で き る 。 そ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 お よ び 染 色 体 導 入 動 物
は 、 Ｖ － Ｄ － Ｊ 組 換 え お よ び ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ を 経 る こ と に よ り Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る ヒ
ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 複 数 の ア イ ソ タ イ プ （ Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 お よ び ／ ま た は Ｉ ｇ Ｅ ）
を 産 生 す る こ と が で き る 。 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ は 、 例 え ば 、 古 典 的 ま た は 非 古 典 的 ア イ
ソ タ イ プ ス イ ッ チ に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 異 種 抗 体 レ パ ー ト リ ー の 外 来 性 抗 原 刺 激 に 応 答 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 ま た
は 染 色 体 導 入 非 ヒ ト 動 物 の 設 計 に は 、 異 種 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 の 機 能 内 に Ｂ 細 胞 成 長 の 経 路 全 体 に 正 し く 含 有 さ れ て い る 必 要 が あ る 。 こ れ は 、 例
え ば 、 異 種 重 鎖 導 入 遺 伝 子 の ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 導 入 遺 伝 子
は 、 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ お よ び 以 下 の 一 項 目 以 上 を 生 じ る よ う に 構 築 さ れ る 。 そ の 項 目
は 、 （ １ ） 高 レ ベ ル で 且 つ 細 胞 型 特 異 的 発 現 、 （ ２ ） 機 能 的 遺 伝 子 再 編 成 、 （ ３ ） 対 立 遺
伝 子 排 除 の 活 性 お よ び そ れ に 対 す る 応 答 、 （ ４ ） 一 次 レ パ ー ト リ の 十 分 な 発 現 、 （ ５ ） シ
グ ナ ル 伝 達 、 （ ６ ） 体 細 胞 超 突 然 変 異 、 （ ７ ） 免 疫 応 答 中 の 導 入 遺 伝 子 抗 体 遺 伝 子 座 の 優
性 、 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 上 述 の 基 準 の 全 て が 満 た さ れ る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 内 因 性
免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 が 機 能 的 に 破 壊 さ れ て い る 場 合 の 態 様 で は 、 導 入 遺 伝 子 は 対 立 遺
伝 子 排 除 を 活 性 化 す る 必 要 は な い 。 さ ら に 、 導 入 遺 伝 子 が 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た 重 鎖 お よ
び ／ ま た は 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 含 ん で い る 場 合 の 態 様 で は 、 機 能 的 遺 伝 子 再 編 成
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の 基 準 の 二 番 目 の 項 目 は 、 少 な く と も す で に 再 編 成 さ れ て い る 導 入 遺 伝 子 に 関 し て は 必 要
な い 。 分 子 免 疫 学 の 背 景 に つ い て は 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る

第 ２ 刷 （ 1989） 、 Paul William E., ed. Raven Press, N.Y.を 参 照 さ れ た い
。
【 ０ １ １ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め に 用 い る ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 ま た は 染 色 体 導 入 非 ヒ ト 動 物 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の
生 殖 細 胞 系 列 中 に 、 再 編 成 の 、 未 再 編 成 の 異 種 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 導 入 遺 伝 子
、 ま た は 再 編 成 お よ び 未 再 編 成 を 組 み 合 わ せ た も の を 有 す る 。 各 重 鎖 導 入 遺 伝 子 は 、 少 な
く と も 一 つ の Ｃ Ｈ 遺 伝 子 を 含 む 。 さ ら に 、 重 鎖 導 入 遺 伝 子 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の
Ｂ 細 胞 中 の 、 複 数 の Ｃ Ｈ 遺 伝 子 を コ ー ド す る 異 種 導 入 遺 伝 子 の ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ を 支
持 す る こ と が 可 能 な 、 機 能 的 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ 配 列 を 含 有 し て い て よ い 。 こ の よ う な
ス イ ッ チ 配 列 は 、 導 入 遺 伝 子 Ｃ Ｈ 遺 伝 子 の 供 給 源 と な る 種 か ら 得 た 生 殖 細 胞 系 列 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 遺 伝 子 座 に 自 然 発 生 す る も の で も よ く 、 ま た は 、 こ の よ う な ス イ ッ チ 配 列 は 導 入 遺
伝 子 作 製 物 を 受 け 取 る 種 （ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ） に 発 生 す る も の に 由 来 し て も よ い 。
例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 製 す る た め に 用 い る ヒ ト 導 入 遺 伝 子 構 築 物 の ア イ
ソ タ イ プ ス イ ッ チ 事 象 は 、 マ ウ ス 重 鎖 遺 伝 子 座 に 自 然 に 発 生 す る も の と 同 様 の ス イ ッ チ 配
列 が 組 み 込 ま れ て い る 場 合 、 頻 度 が 高 く 、 そ れ は お そ ら く 、 マ ウ ス ス イ ッ チ 配 列 で は マ ウ
ス ス イ ッ チ リ コ ン ビ ナ ー ゼ 酵 素 系 と の 機 能 が 最 適 化 さ れ て い て 、 ヒ ト ス イ ッ チ 配 列 は そ う
で は な い か ら で あ る 。 ス イ ッ チ 配 列 は 、 従 来 の ク ロ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 単 離 お よ び ク ロ ー
ニ ン グ す る か 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス イ ッ チ 領 域 配 列 に 関 連 す る 公 表 さ れ た 配 列 情 報 （
Mills ら 、 Nucl. Acids Res. 15:7305-7316（ 1991） ； Siderasら 、 Intl. Immunol. 1:631
-642 （ 1989） 、 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 に 援 用 す る ） に 基 づ い て 設 計 さ れ た 重 複 合 成 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら あ ら た め て 合 成 し て も よ い 。 上 述 の 各 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に つ い
て 、 機 能 的 に 再 編 成 さ れ た 異 種 重 鎖 お よ び 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 は 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 の Ｂ 細 胞 の 有 意 な 割 合 （ 少 な く と も １ ０ ％ ） に 認 め ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る た め に 用 い ら れ る 導 入 遺 伝 子 は 、 少 な く と
も 一 つ の 可 変 性 遺 伝 子 セ グ メ ン ト と 、 一 つ の 多 様 性 遺 伝 子 セ グ メ ン ト と 、 一 つ の 結 合 遺 伝
子 セ グ メ ン ト と 、 少 な く と も 一 つ の 定 常 領 域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む
重 鎖 導 入 遺 伝 子 を 含 む 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 は 、 少 な く と も 一 つ の 可 変 性 遺 伝
子 セ グ メ ン ト と 、 一 つ の 結 合 遺 伝 子 セ グ メ ン ト と 、 少 な く と も 一 つ の 定 常 領 域 遺 伝 子 セ グ
メ ン ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。 軽 鎖 お よ び 重 鎖 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を コ ー ド す る 遺 伝 子
セ グ メ ン ト は 、 そ の 遺 伝 子 セ グ メ ン ト が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 含 ま な い 種 か ら
得 た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 由 来 す る 、 ま た は そ れ ら に 対 応
す る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 と は 異 種 性 で あ る 。 本 発 明 の あ る 局 面 に お い て
、 導 入 遺 伝 子 は 、 個 々 の 遺 伝 子 セ グ メ ン ト が 未 再 編 成 で あ る 、 つ ま り 機 能 的 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 軽 鎖 ま た は 重 鎖 を コ ー ド す る よ う に 再 編 成 さ れ な い よ う に 構 築 さ れ る 。 こ の よ う な 未 再
編 成 導 入 遺 伝 子 は Ｖ 、 Ｄ 、 お よ び Ｊ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 組 換 え を 支 持 し （ 機 能 的 再 編 成 ）
、 好 ま し く は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 原 に 暴 露 し た 場 合 に 、 得 ら れ た 再 編 成 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 中 の
Ｄ 領 域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の す べ て ま た は そ の 一 部 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 内 に 組
み 込 ま れ る こ と を 支 持 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 導 入 遺 伝 子 は 、 未 再 編 成 の 「 小 遺 伝 子 座 」 （ "mini-locus"） を 含 む
。 こ の よ う な 導 入 遺 伝 子 は 典 型 的 に 、 Ｃ 、 Ｄ 、 お よ び Ｊ セ グ メ ン ト の か な り の 部 分 、 お よ
び Ｖ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の サ ブ セ ッ ト を 含 む 。 こ の よ う な 導 入 遺 伝 子 構 築 物 に お い て は 、 例
え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ク ラ ス ス イ ッ チ 領 域 、 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ ッ シ ン グ の た め
の ス プ ラ イ ス ド ナ ー 配 列 お よ び ス プ ラ イ ス ア ク セ プ タ ー 配 列 、 お よ び 組 換 え シ グ ナ ル な ど
の 各 種 調 節 配 列 は 、 異 種 Ｄ Ｎ Ａ に 由 来 す る 対 応 す る 配 列 を 含 む 。 こ の よ う な 調 節 配 列 は 、
本 発 明 に 用 い ら れ る 非 ヒ ト 動 物 の 同 一 種 ま た は 関 連 種 か ら 得 た 導 入 遺 伝 子 に 組 み 込 む こ と
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が で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 セ グ メ ン ト は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
に 用 い る た め の 齧 歯 類 免 疫 グ ロ ブ リ ン エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 有 す る 導 入 遺 伝 子 中 に 組 み 込 む
こ と が で き る 。 ま た 、 合 成 調 節 配 列 が 哺 乳 類 の ゲ ノ ム 中 に 自 然 発 生 す る こ と が 知 ら れ て い
る 機 能 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 相 同 で は な い 場 合 、 こ の よ う な 合 成 調 節 配 列 を 導 入 遺 伝 子 に 組 み 込
ん で も よ い 。 合 成 調 節 配 列 は 、 例 え ば 、 ス プ ラ イ ス ア ク セ プ タ ー 部 位 ま た は プ ロ モ ー タ ー
／ エ ン ハ ン サ ー モ チ ー フ の 許 容 配 列 を 特 定 す る な ど の コ ン セ ン サ ス ル ー ル に し た が っ て 設
計 さ れ る 。 例 え ば 、 小 遺 伝 子 座 は 、 自 然 発 生 生 殖 細 胞 系 列 Ｉ ｇ 遺 伝 子 座 と 比 較 し て 、 非 必
須 の Ｄ Ｎ Ａ 部 分 （ 例 え ば 介 入 配 列 、 イ ン ト ロ ン ま た は そ の 部 分 ） の 内 部 （ つ ま り 部 分 の 末
端 で は な い ） の 欠 失 を 少 な く と も 一 箇 所 有 す る ゲ ノ ム 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 を 含 む 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る た め に 用 い ら れ
る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ま た は 染 色 体 導 入 動 物 は 、 WO98/24884号 の 実 施 例 ５ 、 ６ 、 ８ ま
た は １ ４ に 記 載 の 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 の 一 コ ピ ー を 有 す る 動 物 と 交 配 さ せ た 、 WO 98/24884号
の 実 施 例 １ ２ に 記 載 の 導 入 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ｐ Ｈ Ｃ １ ま た は ｐ Ｈ Ｃ ２ ） の 複 製 を 少 な く と
も 1個 、 典 型 的 に は ２ ～ １ ０ 個 、 時 に ２ ５ ～ ５ ０ 個 ま た は そ れ 以 上 、 お よ び WO 98/24884号
の 実 施 例 １ ０ に 記 載 の Ｊ Ｈ 欠 損 動 物 と 交 配 し た 子 孫 を 含 有 す る （ WO98/24884号 の 内 容 は 、
本 明 細 書 に お い て 引 用 に よ っ て 援 用 す る ） 。 動 物 は 、 三 種 類 の こ れ ら 形 質 の そ れ ぞ れ に つ
い て ホ モ 接 合 性 に な る よ う に 交 配 さ れ る 。 こ の よ う な 動 物 は 、 以 下 の 遺 伝 子 型 、 す な わ ち
、 ヒ ト 重 鎖 未 再 編 成 小 遺 伝 子 座 の １ コ ピ ー （ 染 色 体 の ハ プ ロ イ ド １ セ ッ ト ご と に ） （ WO 9
8/24884号 の 実 施 例 １ ２ に 記 載 ） 、 再 編 成 し た ヒ ト Ｋ 軽 鎖 構 築 物 の １ コ ピ ー （ 染 色 体 の ハ
プ ロ イ ド １ セ ッ ト ご と に ） （ WO 98/24884号 の 実 施 例 １ ４ に 記 載 ） 、 機 能 的 Ｊ Ｈ セ グ メ ン
ト 全 体 を 除 去 す る 内 因 性 マ ウ ス 重 鎖 遺 伝 子 座 そ れ ぞ れ の 欠 損 （ WO 98/24884号 の 実 施 例 １
０ に 記 載 ） を 含 む 。 こ の よ う な 動 物 を Ｊ Ｈ セ グ メ ン ト の 欠 失 に つ い て ホ モ 接 合 の マ ウ ス と
交 配 し （ WO 98/24884号 の 実 施 例 １ ０ ） 、 Ｊ Ｈ 欠 失 に つ い て ホ モ 接 合 で ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽
鎖 作 製 物 に つ い て ヘ ミ 接 合 で あ る 子 孫 を 産 生 す る 。 得 ら れ た 動 物 は 、 抗 原 を 注 射 し 、 こ れ
ら 抗 体 に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め に 用 い る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 こ の よ う な 動 物 か ら 単 離 し た Ｂ 細 胞 は 、 各 遺 伝 子 を １ コ ピ ー ず つ し か 有 し て い な い た め
、 ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽 鎖 に 関 し て 単 一 特 異 性 で あ る 。 さ ら に 、 WO 98/24884号 の 実 施 例 ９ お
よ び １ ２ に 記 載 の 通 り に 導 入 さ れ た Ｊ Ｈ 領 域 に わ た る 欠 損 に よ り 、 内 因 性 マ ウ ス 重 鎖 遺 伝
子 の コ ピ ー は 両 方 と も 非 機 能 的 で あ る た め に 、 そ の Ｂ 細 胞 は ヒ ト ま た は マ ウ ス 重 鎖 に 関 し
て 単 一 特 異 性 で あ ろ う 。 さ ら に 、 有 意 な 割 合 の Ｂ 細 胞 は 、 再 編 成 し た ヒ ト κ 軽 鎖 遺 伝 子 の
複 製 の 発 現 が 有 意 な 割 合 の Ｂ 細 胞 中 の 内 因 性 マ ウ ス κ お よ び ラ ム ダ 遺 伝 子 の 再 編 成 を 対 立
遺 伝 子 的 お よ び ア イ ソ タ イ プ 的 に 排 除 す る た め に 、 ヒ ト ま た は マ ウ ス 軽 鎖 に 関 し て 単 一 特
異 性 で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 好 ま し い ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ま た は 染 色 体 導 入 動 物 、 例 え ば 、 マ ウ ス は 、 理 想 的 に
は ネ イ テ ィ ブ マ ウ ス に か な り 類 似 す る 、 重 要 な レ パ ー ト リ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 産 生 を 示 す で
あ ろ う 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 内 因 性 Ｉ ｇ 遺 伝 子 が 不 活 化 し て い る 態 様 で は 、 全 免 疫 グ ロ
ブ リ ン レ ベ ル は 、 約 ０ ． １ ～ １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 血 清 、 好 ま し く は ０ ． ５ ～ ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 、
理 想 的 に は 少 な く と も 約 １ ． ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 で あ ろ う 。 Ｉ ｇ Ｇ か ら Ｉ ｇ Ｍ へ の ス イ ッ
チ に 作 用 す る こ と が で き る 導 入 遺 伝 子 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 導 入 さ れ た 場 合 、 生
体 マ ウ ス で は 、 血 清 Ｉ ｇ Ｇ と Ｉ ｇ Ｍ の 比 は 、 好 ま し く は 約 １ ０ ： １ で あ る 。 Ｉ ｇ Ｇ 対 Ｉ ｇ
Ｍ の 比 は 、 未 成 熟 マ ウ ス で は は る か に 低 い 。 一 般 に 、 約 １ ０ ％ を こ え る 、 好 ま し く は ４ ０
％ ～ ８ ０ ％ の 脾 臓 お よ び リ ン パ 節 Ｂ 細 胞 が 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 蛋 白 質 の み を 発 現 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 レ パ ー ト リ は 、 ネ イ テ ィ ブ の マ ウ ス に 見 ら れ る レ パ ー ト リ に 、 通 常 少 な く と も 約 １ ０ ％
、 好 ま し く は ２ ５ ～ ５ ０ ％ 以 上 似 て い る こ と が 望 ま し い 。 主 に マ ウ ス ゲ ノ ム に 導 入 さ れ た
異 な る Ｖ 、 Ｊ 、 お よ び Ｄ 領 域 の 数 に よ り 、 一 般 に 、 少 な く と も 約 １ ０ ０ ０ 種 類 、 好 ま し く
は １ ０ ４ ～ １ ０ ６ 種 類 以 上 の 異 な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 理 想 的 に は Ｉ ｇ Ｇ ） が 産 生 さ れ る で
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あ ろ う 。 こ の よ う な 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 典 型 的 に 、 例 え ば 、 ブ ド ウ 球 菌 蛋 白 質 Ａ な ど の 抗
原 性 の 高 い 蛋 白 質 の お よ そ 半 数 以 上 を 認 識 す る で あ ろ う 。 典 型 的 に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 少
な く と も 約 １ ０ ７ Ｍ － １ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ０ ９ Ｍ － １ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な
く と も 約 １ ０ １ ０ Ｍ － １ 、 １ ０ １ １ Ｍ － １ 、 ま た は １ ０ １ ２ Ｍ － １ 以 上 、 例 え ば 、 １ ０ １

３ Ｍ － １ 以 上 の あ ら か じ め 選 択 さ れ た 抗 原 へ の 親 和 性 を 示 す で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 あ ら か じ め 決 め ら れ た 抗 原 型 に 対 す る 抗 体 の 応 答 で 表 さ れ る Ｖ 遺 伝
子 の 選 択 を 制 限 す る 、 あ ら か じ め 決 定 さ れ た レ パ ー ト リ を 有 す る マ ウ ス を 作 製 す る こ と が
好 ま し い こ と も あ る 。 あ ら か じ め 決 め ら れ た レ パ ー ト リ を 有 す る 重 鎖 導 入 遺 伝 子 は 、 例 え
ば 、 ヒ ト に お け る あ ら か じ め 決 め ら れ た 抗 原 型 に 対 す る 抗 体 応 答 に 優 先 的 に 用 い ら れ る ヒ
ト Ｖ Ｈ 遺 伝 子 を 含 ん で よ い 。 ま た 、 様 々 な 理 由 か ら 、 決 め ら れ た レ パ ー ト リ か ら 排 除 さ れ
る 可 能 性 が あ る Ｖ Ｈ 遺 伝 子 も あ る （ 例 え ば 、 あ ら か じ め 決 め ら れ た 抗 原 へ の 高 親 和 性 Ｖ 領
域 を コ ー ド す る 確 率 が 低 い 、 体 細 胞 突 然 変 異 お よ び 親 和 性 の 尖 鋭 化 の 傾 向 が 低 い 、 ま た は
特 定 の ヒ ト に 対 し て 免 疫 原 性 で あ る 、 な ど ） 。 し た が っ て 、 各 種 重 鎖 ま た は 軽 鎖 遺 伝 子 セ
グ メ ン ト を 有 す る 導 入 遺 伝 子 を 再 編 成 す る 前 に 、 こ の よ う な 遺 伝 子 セ グ メ ン ト は 、 例 え ば
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン シ ン グ な ど に よ り 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 以 外 の 生 物 種 か ら の も の で あ る と 容 易 に 同 定 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 上 述 し た よ う に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 お よ び 染 色 体 導 入 非 ヒ ト 動 物 、 例 え ば
マ ウ ス は 、 上 述 し た よ う に Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 原 お よ び /ま た は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 の 精 製 製 剤 ま た
は 組 換 え 製 剤 で 免 疫 化 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 そ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 ヒ ト
Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で 免 疫 化 す る こ と が で き る 。 そ の 後 、 そ の 動 物 は 、 導 入 遺 伝
子 内 ス イ ッ チ 組 換 え （ シ ス -ス イ ッ チ ） を 経 て ク ラ ス ス イ ッ チ し 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 反 応 性 の あ
る 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る Ｂ 細 胞 を 産 生 す る で あ ろ う 。 重 鎖 お よ び 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド が
体 細 胞 突 然 変 異 お よ び Ｖ 領 域 組 換 え 接 合 に よ り 誘 導 さ れ た 配 列 、 な ら び に 生 殖 細 胞 系 列 が
コ ー ド す る 配 列 を 含 ん で も よ い ヒ ト 導 入 遺 伝 子 配 列 に よ り コ ー ド さ れ て い る 場 合 に は 、 免
疫 グ ロ ブ リ ン は ヒ ト 配 列 抗 体 で あ っ て も よ く （ 「 ヒ ト 配 列 抗 体 」 と も 呼 ぶ ） 、 こ れ ら の ヒ
ト 抗 体 は 、 体 細 胞 突 然 変 異 お よ び Ｖ － Ｊ お よ び Ｖ － Ｄ － Ｊ 組 換 え 接 合 の 結 果 他 の 非 生 殖 細
胞 系 列 配 列 が 存 在 す る と し て も 、 ヒ ト Ｖ Ｌ ま た は Ｖ Ｈ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト お よ び ヒ ト Ｊ Ｌ ま
た は Ｊ Ｌ セ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 で あ る と 言 う こ
と が で き る 。 各 抗 体 鎖 の 可 変 領 域 は 、 典 型 的 に 少 な く と も ８ ０ ％ が ヒ ト 生 殖 細 胞 Ｖ 、 Ｊ 遺
伝 子 セ グ メ ン ト に よ り 、 お よ び 重 鎖 の 場 合 に は Ｄ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ 、 頻
繁 に 少 な く と も ８ ５ ％ の 可 変 領 域 が 導 入 遺 伝 子 上 に 現 れ る ヒ ト 生 殖 細 胞 系 列 配 列 に よ り コ
ー ド さ れ 、 し ば し ば 可 変 領 域 配 列 の ９ ０ ま た は ９ ５ ％ 以 上 が 導 入 遺 伝 子 上 に 現 れ る ヒ ト 生
殖 細 胞 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 。 し か し な が ら 、 非 生 殖 細 胞 系 列 配 列 は 体 細 胞 突 然 変 異 お
よ び Ｖ Ｊ お よ び Ｖ Ｄ Ｊ 接 合 に よ り 導 入 さ れ る た め に 、 ヒ ト 配 列 抗 体 は マ ウ ス の 生 殖 細 胞 系
列 中 の ヒ ト 導 入 遺 伝 子 に 見 ら れ る ヒ ト Ｖ 、 Ｄ 、 ま た は Ｊ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ
れ て い な い い く つ か の 可 変 領 域 配 列 を 有 す る こ と が 多 い （ 定 常 領 域 配 列 で は 頻 度 が 少 な い
） で あ ろ う 。 典 型 的 に 、 こ の よ う な 非 生 殖 細 胞 系 列 配 列 （ ま た は 個 々 の ヌ ク レ オ チ ド の 位
置 ） は Ｃ Ｄ Ｒ 内 ま た は 近 傍 、 ま た は 体 細 胞 突 然 変 異 が ク ラ ス タ 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い
る 領 域 に ク ラ ス タ 形 成 し て い る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ヒ ト 配 列 γ 鎖 （ γ １ 、 γ ２ 、 γ ３ 、 ま た は γ ４ な ど ） お よ び ヒ ト 配 列 軽 鎖 （ κ な ど ） を
含 む ヒ ト 抗 体 が 産 生 さ れ る よ う に ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ す る こ と に よ り 、 あ ら か じ め 決 め
ら れ た 抗 原 に 結 合 す る ヒ ト 配 列 抗 体 が 産 生 さ れ る こ と が あ る 。 こ の よ う に ア イ ソ タ イ プ ス
イ ッ チ し た ヒ ト 配 列 抗 体 は 、 一 般 に 可 変 領 域 中 、 し ば し ば 特 に 二 次 （ ま た は 後 続 ） 抗 原 チ
ャ レ ン ジ 後 に お こ る 親 和 性 突 然 変 異 お よ び 抗 原 に よ る Ｂ 細 胞 選 択 の 結 果 生 じ る 、 Ｃ Ｄ Ｒ の
約 １ ０ 残 基 中 ま た は 内 に 、 一 つ 以 上 の 体 細 胞 突 然 変 異 を 含 有 す る こ と が 多 い 。 こ の 高 親 和
性 ヒ ト 配 列 抗 体 は 、 １ ０ - ７ Ｍ 以 下 、 例 え ば 、 １ ０ - ８ Ｍ 以 下 、 １ ０ - ９ Ｍ 以 下 、 １ ０ - １ ０

Ｍ 以 下 、 あ る い は さ ら に そ れ 以 下 の Ｋ Ｄ を 有 す る こ と が あ る 。
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【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 上 記 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 お よ び 染 色 体 導 入 非 ヒ ト 動
物 に 由 来 す る Ｂ 細 胞 に 関 連 す る 。 該 Ｂ 細 胞 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 高 親 和 性 （ 例 え ば 、 Ｋ Ｄ が １ ０
- ７ Ｍ 以 下 ） で 結 合 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 す る た
め に 用 い る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 １ ０ - ７ Ｍ 以 下 、 例 え ば 、
１ ０ - ８ Ｍ 以 下 、 １ ０ - ９ Ｍ 以 下 、 １ ０ - １ ０ Ｍ 以 下 、 あ る い は さ ら に そ れ 以 下 の Ｋ Ｄ を 有
す る ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 提 供 す る 。 該 抗 体 は 、 （ １ ） ヒ ト Ｖ Ｌ 遺 伝 子 セ
グ メ ン ト お よ び ヒ ト Ｊ Ｌ セ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 実 質 的 に 同 一
の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 と 、 （ ２ ） Ｃ Ｌ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に よ り コ ー ド
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 実 質 的 に 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 軽 鎖 定 常 領 域 と か ら
な る ヒ ト 配 列 軽 鎖 、 な ら び に （ １ ） ヒ ト Ｖ Ｈ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト 、 任 意 で Ｄ 領 域 、 お よ び ヒ
ト Ｊ Ｈ セ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 実 質 的 に 同 一 な ポ リ ペ プ チ ド 配
列 を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 と 、 （ ２ ） Ｃ Ｈ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 に 実 質 的 に 同 一 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 定 常 領 域 と か ら な る ヒ ト 配 列 重 鎖 を 含
む 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る 高 親 和 性 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 成 長 は 、 組 み 込 ま れ た ヒ ト 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の ヒ ト 可 変 領 域 遺 伝
子 セ グ メ ン ト の レ パ ー ト リ を 拡 大 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 の 組 み 込 ま れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 中 に 存 在 し な い Ｖ 領 域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 含 む Ｖ 遺 伝 子 導 入 遺 伝 子 を ゲ ノ ム に 導 入 す
る こ と を 含 む 方 法 に よ り 、 促 進 さ れ る 。 Ｖ 領 域 導 入 遺 伝 子 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム に 自 然 発 生 し て
い る こ と も あ り 、 ま た は Ｖ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 適 切 で な い 状 態 か 削 除 さ れ た 状 態 で 含 ん で
い る 別 々 の 組 換 え 法 に よ り ス プ ラ イ ス さ れ た 状 態 で あ る こ と も あ る 。 ヒ ト Ｖ Ｈ ま た は Ｖ Ｌ

（ Ｖ κ ） 遺 伝 子 セ グ メ ン ト ア レ イ の 一 部 分 を 含 む 酵 母 菌 人 工 染 色 体 で あ る こ と が 多 い 。 少
な く と も ５ つ 以 上 の 機 能 的 Ｖ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト が Ｙ Ａ Ｃ 上 に 含 有 さ れ て い る こ と が 多 い 。
こ の 変 種 で は 、 マ ウ ス が 、 Ｖ 領 域 導 入 遺 伝 子 お よ び ヒ ト Ｉ ｇ 導 入 遺 伝 子 上 に コ ー ド さ れ た
Ｃ 領 域 に 存 在 す る Ｖ 領 域 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ た 可 変 領 域 配 列 を 含 む 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 鎖 を 発 現 す る 場 合 に 、 Ｖ レ パ ー ト リ 拡 大 法 に よ り 産 生 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス を 作 製 す る こ と が で き る 。 Ｖ レ パ ー ト リ 拡 大 法 を 用 い て 、 少 な く と も ５ つ の 異 な る
Ｖ 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 作 製 す る こ と 、 同 様 に 少 な く と も 約 ２ ４ 個
以 上 の Ｖ 遺 伝 子 を 有 す る マ ウ ス を 作 製 す る こ と が で き る 。 Ｖ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の い く つ か
は 機 能 し て い な い 場 合 も あ り （ 例 え ば 、 擬 遺 伝 子 な ど ） 、 こ れ ら の セ グ メ ン ト は 、 必 要 に
応 じ て 、 当 業 者 が 使 用 す る こ と が で き る 組 換 え 法 に よ り 保 持 し 、 ま た は 選 択 的 に 消 去 し て
よ い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 マ ウ ス 生 殖 細 胞 系 列 を 、 Ｊ お よ び Ｃ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 含 有 す る ヒ ト Ｉ ｇ 導 入 遺 伝 子 上
に 実 質 的 に は 存 在 し な い 、 拡 大 Ｖ セ グ メ ン ト レ パ ー ト リ を 有 す る 機 能 性 Ｙ Ａ Ｃ を 有 す る よ
う に 操 作 し て し ま え ば 、 そ の 形 質 は 、 拡 大 Ｖ セ グ メ ン ト レ パ ー ト リ を 有 す る 機 能 性 Ｙ Ａ Ｃ
が 異 な る ヒ ト Ｉ ｇ 導 入 遺 伝 子 を 有 す る マ ウ ス 生 殖 細 胞 系 列 に お い て 育 つ よ う な 背 景 な ど 、
他 の 遺 伝 的 背 景 に 伝 播 お よ び 育 て る こ と が で き る 。 拡 大 Ｖ セ グ メ ン ト レ パ ー ト リ を 有 す る
多 数 の 機 能 性 Ｙ Ａ Ｃ は 、 ヒ ト Ｉ ｇ 導 入 遺 伝 子 （ ま た は 多 数 の ヒ ト Ｉ ｇ 導 入 遺 伝 子 ） と 作 用
す る 生 殖 細 胞 系 列 に お い て 育 て ら れ る と が あ る 。 こ こ で は Ｙ Ａ Ｃ 導 入 遺 伝 子 と 呼 ば れ て い
る が 、 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ た 場 合 の こ の よ う な 導 入 遺 伝 子 は 、 酵 母 菌 に お け る 自 己 複 製 に
必 要 な 配 列 な ど の 酵 母 菌 配 列 を 実 質 的 に 欠 損 し て い る こ と が あ り 、 こ の よ う な 配 列 は 場 合
に よ り 、 必 要 の な い 酵 母 菌 に 複 製 し た 後 （ す な わ ち 、 マ ウ ス Ｅ Ｓ 細 胞 ま た は マ ウ ス プ ロ 接
合 体 に 導 入 す る 前 ） に 遺 伝 子 操 作 （ 例 え ば 、 制 限 酵 素 消 化 お よ び パ ル ス フ ィ ー ル ド ゲ ル 電
気 泳 動 、 ま た は そ の 他 の 適 切 な 方 法 な ど ） で 除 去 し て よ い 。 ヒ ト 配 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 発 現
の 形 質 を 伝 播 す る 方 法 は 、 ヒ ト Ｉ ｇ 導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 、 任
意 に 拡 大 Ｖ セ グ メ ン ト レ パ ー ト リ を 有 す る 機 能 性 Ｙ Ａ Ｃ も 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス を 交 配 さ せ る こ と も 含 む 。 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト は 、 両 方 と も Ｙ Ａ Ｃ 上 に 存
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在 し て も よ い 。 そ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 ヒ ト Ｉ ｇ 導 入 遺 伝 子 お よ び /ま た は 他
の ヒ ト リ ン パ 球 蛋 白 質 を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 含 む 他 の ヒ ト 導 入 遺 伝 子 を 内 包 す る 背 景
を 含 む 、 望 ま し い 背 景 に 施 行 者 に よ っ て 育 て ら れ て も よ い 。 本 発 明 は 、 拡 大 Ｖ 領 域 レ パ ー
ト リ Ｙ Ａ Ｃ 導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に よ り 産 生 さ れ る 高 親 和 性 ヒ ト
配 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン も 提 供 す る 。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 好 ま し い 態 様 は 前 述
し た が 、 ４ つ の カ テ ゴ リ に 分 類 さ れ て い る そ の 他 の 態 様 が 意 図 さ れ る 。
Ｉ ． 未 再 編 成 の 重 鎖 お よ び 再 編 成 し た 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ；
Ｉ Ｉ ． 未 再 編 成 の 重 鎖 お よ び 未 再 編 成 の 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ；
Ｉ Ｉ Ｉ ． 再 編 成 し た 重 鎖 お よ び 未 再 編 成 の 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ； お よ び
Ｉ Ｖ ． 再 編 成 し た 重 鎖 お よ び 再 編 成 し た 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の こ の よ う な カ テ ゴ リ の う ち 、 好 ま し い 優 先 順 位 は 、 内 因 性 軽
鎖 遺 伝 子 （ ま た は 少 な く と も Ｋ 遺 伝 子 ） が 相 同 性 組 換 え （ ま た は そ の 他 の 方 法 ） に よ り ノ
ッ ク ア ウ ト さ れ て い る 場 合 に は Ｉ Ｉ ＞ Ｉ ＞ Ｉ Ｉ Ｉ ＞ Ｉ Ｖ で あ り 、 内 因 性 軽 鎖 遺 伝 子 が ノ ッ
ク ア ウ ト さ れ て お ら ず 、 対 立 遺 伝 子 排 除 に 支 配 さ れ て い る は ず の 場 合 に は Ｉ ＞ Ｉ Ｉ ＞ Ｉ Ｉ
Ｉ ＞ Ｉ Ｖ で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　
本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は そ
の 抗 原 結 合 部 分 は 、 例 え ば 別 の ペ プ チ ド ま た は 蛋 白 質 （ 例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ ン ト ）
な ど の 別 の 機 能 的 分 子 を 誘 導 体 化 ま た は そ れ ら に 結 合 し 、 複 数 の 結 合 部 位 ま た は 標 的 エ ピ
ト ー プ に 結 合 す る 二 重 特 異 性 ま た は 多 重 特 異 性 分 子 を 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本
発 明 の 抗 体 ま た は 抗 原 結 合 部 分 は 、 別 の 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 ペ プ チ ド 、 ま た は 結 合
ミ メ テ ィ ク ス な ど の 一 つ 以 上 の 他 の 結 合 分 子 に 機 能 的 に 結 合 す る （ 例 え ば 、 化 学 結 合 、 遺
伝 子 融 合 、 ま た は 非 共 有 会 合 な ど に よ る ） こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も 一 つ の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ へ の 第 一 の 結 合 特 異 性 部 分 と 、 第 二
の 標 的 エ ピ ト ー プ へ の 第 二 の 結 合 特 異 性 部 分 を 含 む 二 重 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 を 含 む 。 本
発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 第 二 標 的 エ ピ ト ー プ は 、 例 え ば 、 ヒ ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ （ Ｃ Ｄ ６ ４
） ま た は ヒ ト Ｆ ｃ α （ Ｃ Ｄ ８ ９ ） レ セ プ タ ー な ど の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー で あ る 。 し た が っ て 、
本 発 明 は 、 Ｆ ｃ γ Ｒ 、 Ｆ ｃ α 、 ま た は Ｆ ｃ ε Ｒ を 発 現 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 （ 例 え ば 、 単
球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ま た は 多 形 核 細 胞 （ Ｐ Ｍ Ｎ ） ） と 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 標 的 細 胞 と
の 両 方 に 結 合 す る こ と が で き る 二 重 特 異 性 ま た は 多 重 特 異 性 分 子 を 含 む 。 こ れ ら の 二 重 特
異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 を 標 的 と し て エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と 結 合 し
、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の よ う に 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 の 貪 食 作 用 、 抗 体 依 存 性
細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） 、 サ イ ト カ イ ン 放 出 ま た は 超 酸 化 物 ア ニ オ ン の 産 生 な ど
の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー 媒 介 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 活 性 を 誘 発 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 は 、 抗 Ｆ ｃ 結 合 特 異 性 部 分 お よ び 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ
結 合 特 異 性 部 分 に 加 え 、 第 三 の 結 合 特 異 性 部 分 も さ ら に 含 ん で も よ い 。 あ る 態 様 に お い て
、 第 三 の 結 合 特 異 性 部 分 は 、 例 え ば 、 細 胞 毒 性 活 性 に 関 与 し 、 そ の た め 標 的 細 胞 に 対 す る
免 疫 応 答 を 増 加 さ せ る 表 面 蛋 白 質 に 結 合 す る 分 子 な ど の 抗 増 殖 因 子 （ Ｅ Ｆ ） 部 分 で あ る 。
「 抗 増 殖 因 子 部 分 」 は 、 抗 体 、 機 能 的 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は 例 え ば 、 抗 原 ま た は レ セ
プ タ ー な ど の 所 与 の 分 子 に 結 合 す る リ ガ ン ド で あ っ て も よ く 、 し た が っ て そ の 結 果 、 Ｆ ｃ
レ セ プ タ ー ま た は 標 的 細 胞 抗 原 の 結 合 決 定 因 子 の 効 果 を 増 強 す る 。 「 抗 増 殖 因 子 部 分 」 は
、 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー ま た は 標 的 細 胞 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 抗 増 殖 因 子 部
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分 は 、 第 一 お よ び 第 二 の 結 合 特 異 性 部 分 が 結 合 す る 部 分 と は 異 な る も の と 結 合 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 抗 増 殖 因 子 部 分 は 、 細 胞 毒 性 Ｔ 細 胞 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ８
、 Ｃ Ｄ ２ ８ 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ４ ０ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ ま た は そ の 他 の 標 的 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答
を 上 昇 さ せ る そ の 他 の 免 疫 細 胞 を 介 し て ） に 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 は 、 結 合 特 異 性 部 分 と し
て 、 少 な く と も 一 つ の 抗 体 、 ま た は 例 え ば Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ ｖ 、 ま
た は 一 本 鎖 Ｆ ｖ を 含 む 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 そ の 抗 体 は 、 １ ９ ９ ０ 年 ８ 月 ７ 日 発 行 の
Ladnerら の 米 国 特 許 第 4,946,778号 （ そ の 内 容 を 引 用 に よ っ て 明 確 に 援 用 す る ） に 記 載 の
、 軽 鎖 ま た は 重 鎖 二 量 体 、 ま た は Ｆ ｖ ま た は 一 本 鎖 構 築 物 な ど そ の あ ら ゆ る 最 小 の フ ラ グ
メ ン ト で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 は 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の
表 面 上 に 存 在 す る Ｆ ｃ γ Ｒ ま た は Ｆ ｃ α Ｒ へ の 結 合 特 異 性 部 分 、 お よ び Ｐ Ｓ Ｍ Ａ な ど の 標
的 細 胞 抗 原 へ の 第 二 の 結 合 特 異 性 部 分 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー へ の 結 合 特 異 性 は ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 提
供 さ れ 、 そ の 結 合 は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ （ Ｉ ｇ Ｇ ） に よ り 遮 断 さ れ な い 。 こ こ で 用 い ら
れ る 「 Ｉ ｇ Ｇ レ セ プ タ ー 」 と は 、 染 色 体 １ 番 の 上 に あ る ８ つ の γ 鎖 遺 伝 子 の う ち の い ず れ
か を 意 味 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ （ Ｃ Ｄ ６ ４ ） 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ （ Ｃ Ｄ ３ ２ ）
、 お よ び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ （ Ｃ Ｄ １ ６ ） と い う 三 種 類 の Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー の ク ラ ス に 分 類 さ
れ る 、 合 計 １ ２ 種 類 の 膜 貫 通 型 ま た は 可 溶 性 レ セ プ タ ー ア イ ソ フ ォ ー ム を コ ー ド し て い る
。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー は 、 ヒ ト 高 親 和 性 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ で あ る 。 ヒ
ト Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ は ７ ２ ｋ Ｄ ａ の 分 子 で 、 単 量 体 Ｉ ｇ Ｇ （ １ ０ ８ ～ １ ０ ９ Ｍ － １ ） に 高 親 和 性
を 示 す 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 こ の よ う な 好 ま し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 お よ び 特 徴 は 、 Fangerら に よ る Ｐ Ｃ Ｔ 出
願 WO88/00052号 お よ び 米 国 特 許 第 4,954,617号 に 記 載 さ れ て い る 。 そ の 教 示 を 引 用 に よ り
本 明 細 書 に お い て 完 全 に 援 用 す る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 レ セ プ タ ー の Ｆ ｃ γ 結 合 部 位 と は
異 な る 部 位 に あ る Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ 、 ま た は Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ の エ ピ ト ー プ に 結 合
し 、 し た が っ て 、 そ の 結 合 は 生 理 学 的 レ ベ ル の Ｉ ｇ Ｇ で は 実 質 的 に 遮 断 さ れ な い 。 本 発 明
に 有 用 な 特 異 的 抗 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ 抗 体 は 、 ｍ Ａ ｂ ２ ２ 、 ｍ Ａ ｂ ３ ２ 、 ｍ Ａ ｂ ４ ４ 、 ｍ Ａ ｂ ６ ２
お よ び ｍ Ａ ｂ １ ９ ７ で あ る 。 ｍ Ａ ｂ ３ ２ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 ア メ リ カ ン タ イ プ
カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン か ら Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー Ｈ Ｂ ９ ４ ６ ９ と し て 入 手 す
る こ と が で き る 。 別 の 態 様 に お い て 、 抗 Ｆ ｃ γ レ セ プ タ ー 抗 体 は 、 ヒ ト 化 形 態 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ２ ２ （ Ｈ ２ ２ ） で あ る 。 Ｈ ２ ２ 抗 体 の 産 生 お よ び 特 徴 づ け は Graziano, R.F.ら
（ 1995） J. Immunol 155（ 10） ： 4996-5002お よ び PCT/US93/10384に 記 載 さ れ て い る 。 Ｈ
２ ２ 抗 体 産 生 細 胞 系 列 は 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン に １ ９ ９ ２ 年 １ １ 月
４ 日 に 指 定 Ｈ Ａ ０ ２ ２ Ｃ Ｌ １ と し て 委 託 さ れ 、 ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー Ｃ Ｒ Ｌ １ １ １ ７ ７
を 有 し て い る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 さ ら に 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー へ の 結 合 特 異 性 部 分 は 、 例 え ば 、 Ｆ
ｃ -ア ル フ ァ レ セ プ タ ー （ Ｆ ｃ α Ｒ Ｉ （ Ｃ Ｄ ８ ９ ） ） な ど の ヒ ト Ｉ ｇ Ａ レ セ プ タ ー に 結 合
す る 抗 体 に よ り 提 供 さ れ 、 そ の 結 合 は 好 ま し く は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ に よ り 遮 断 さ れ な
い 。 用 語 「 Ｉ ｇ Ａ レ セ プ タ ー 」 は 、 染 色 体 １ ９ 番 上 に 位 置 す る α 遺 伝 子 （ Ｆ ｃ α Ｒ Ｉ ） の
遺 伝 子 産 物 を 含 む こ と が 意 図 さ れ る 。 こ の 遺 伝 子 は 代 替 的 に ス プ ラ イ ス さ れ た ５ ５ ～ １ １
０ ｋ Ｄ ａ の 膜 貫 通 ア イ ソ フ ォ ー ム を 数 種 コ ー ド す る こ と が 知 ら れ て い る 。 Ｆ ｃ α Ｒ Ｉ （ Ｃ
Ｄ ８ ９ ） は 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 酸 性 お よ び 好 中 性 顆 粒 球 上 に 構 成 的 に 発 現 す る が 、
非 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 群 に は 発 現 し な い 。 Ｆ ｃ α Ｒ Ｉ は 、 Ｉ ｇ Ａ １ お よ び Ｉ ｇ Ａ ２ の 両 方 に
対 し て 中 程 度 の 親 和 性 （ ?５ × １ ０ ７ Ｍ － １ ） を 有 し 、 Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ ま た は Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ な
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ど の サ イ ト カ イ ン に 接 触 す る と 増 加 す る （ Morton, H.C.ら （ 1996） Critical Reviews in 
Immunology 16:423-440） 。 Ｉ ｇ Ａ リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン 外 で Ｆ ｃ α Ｒ Ｉ と 結 合 す る 、 Ａ
３ 、 Ａ ５ ９ 、 Ａ ６ ２ お よ び Ａ ７ ７ と し て 同 定 さ れ る ４ 種 類 の Ｆ ｃ α Ｒ Ｉ 特 異 性 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 に つ い て 記 載 さ れ て い る （ Monteiro, R.C.ら 、 1992, J. Immunol. 148:1764） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 Ｆ ｃ α Ｒ Ｉ お よ び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ は 、 本 発 明 に 用 い ら れ る 好 ま し い ト リ ガ ー レ セ プ タ ー で あ
る 。 な ぜ な ら そ れ ら は （ １ ） 例 え ば 、 単 球 、 Ｐ Ｍ Ｎ 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 樹 状 細 胞 な ど
の 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 上 に 主 に 発 現 し 、 （ ２ ） 広 範 に 発 現 し （ 例 え ば 、 細 胞 １ 個 に つ き
５ ， ０ ０ ０ ～ １ ０ ０ ， ０ ０ ０ 個 ） （ ３ ） 細 胞 毒 性 活 性 の 媒 介 物 （ 例 え ば 、 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 、 貪 食
作 用 な ど ） で あ り 、 （ ４ ） そ れ ら が 標 的 と し て 結 合 す る 自 己 抗 原 を 含 む 抗 原 の 抗 原 提 示 の
促 進 を 媒 介 す る た め で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ な ど の 標 的
細 胞 抗 原 と 結 合 す る な ど の 認 識 を 行 う 結 合 特 異 性 部 分 を さ ら に 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い
て 、 そ の 結 合 特 異 性 部 分 は 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 特 異 性 抗 体 」 と は 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞
の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー に 結 合 す る 抗 体 ま た は 機 能 的 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 意 味 す る 。 本 発 明 に 用
い る 好 ま し い 抗 体 は 、 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 結 合 し な い 部 位 の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の Ｆ ｃ
レ セ プ タ ー に 結 合 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 」 と い う 用 語 に は 、 免 疫 応 答 の 認 識 お
よ び 活 性 化 段 階 に 対 し て 、 免 疫 応 答 の エ フ ェ ク タ ー 段 階 に 関 与 す る 免 疫 細 胞 を 意 味 す る 。
例 示 的 な 免 疫 細 胞 は 、 リ ン パ 球 （ 例 え ば 、 細 胞 溶 解 性 Ｔ 細 胞 （ Ｃ Ｔ Ｌ ） を 含 む Ｂ 細 胞 お よ
び Ｔ 細 胞 な ど ） 、 キ ラ ー 細 胞 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 単 球 、 好 酸 球 、
好 中 球 、 多 形 核 細 胞 、 顆 粒 球 、 マ ス ト 細 胞 、 お よ び 好 塩 基 球 な ど の 骨 髄 性 お よ び リ ン パ 性
起 源 の 細 胞 が 含 ま れ る 。 い く つ か の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 特 異 的 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー を 発 現 し
、 特 異 的 免 疫 機 能 を 行 う 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 抗 体 依 存 性 細 胞 媒
介 性 細 胞 傷 害 作 用 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 誘 発 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ を 誘 発 す る こ と
が で き る 好 中 球 な ど で あ る 。 例 え ば 、 Ｆ ｃ Ｒ を 発 現 す る 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 特 定 の
標 的 細 胞 の 死 滅 、 お よ び 免 疫 系 の 他 の 成 分 へ の 抗 原 提 示 、 ま た は 抗 原 を 提 示 す る 細 胞 へ の
結 合 に 関 与 す る 。 他 の 態 様 に お い て 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 標 的 抗 原 、 標 的 細 胞 、 ま た は
微 生 物 を 貪 食 す る こ と が で き る 。 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 上 の 特 定 の Ｆ ｃ Ｒ の 発 現 は 、 サ イ ト カ
イ ン な ど の 体 液 性 因 子 に よ り 調 節 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ の 発 現 は 、 イ ン
タ ー フ ェ ロ ン ガ ン マ （ Ｉ Ｎ Ｆ － γ ） に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る こ と が わ か っ て
い る 。 こ の 発 現 の 促 進 に よ り 、 標 的 に 対 す る Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ 含 有 細 胞 の 細 胞 毒 性 活 性 が 上 昇 す
る 。 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 標 的 抗 原 ま た は 標 的 細 胞 を 貪 食 ま た は 溶 解 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 「 標 的 細 胞 」 と は 、 本 発 明 の 組 成 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 二 重 特 異 性 ま
た は 多 重 特 異 性 分 子 ） の 標 的 と な る 可 能 性 が あ る 、 被 験 体 （ 例 え ば 、 ヒ ト ま た は 動 物 ） 中
の 望 ま し く な い あ ら ゆ る 細 胞 を 意 味 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 標 的 細 胞 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ
を 発 現 、 ま た は 過 剰 発 現 す る 細 胞 で あ る 。 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 に は 、 典 型 的 に 、 膀 胱
、 乳 房 、 大 腸 、 腎 臓 、 卵 巣 、 前 立 腺 、 腎 細 胞 、 扁 平 細 胞 、 肺 （ 非 小 細 胞 ） な ど の 腫 瘍 細 胞
、 な ら び に 頭 部 お よ び 頚 部 の 腫 瘍 細 胞 が 含 ま れ る 。 他 の 標 的 細 胞 と し て は 、 滑 液 細 胞 が 含
ま れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 好 ま し い が 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 ま た は 多 重 特 異 性 分 子 に 用
い て も よ い そ の 他 の 抗 体 と し て 、 マ ウ ス 、 キ メ ラ 、 お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が あ
る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
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　 キ メ ラ マ ウ ス -ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ す な わ ち キ メ ラ 抗 体 ） は 、 当 該 技 術 分 野 に お
い て 公 知 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ ウ ス （ ま た は そ の
他 の 種 ） の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 分 子 の Ｆ ｃ 定 常 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 制 限 酵 素 で 消 化
し て マ ウ ス Ｆ ｃ を コ ー ド す る 領 域 を 除 去 し 、 ヒ ト Ｆ ｃ 定 常 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 等 価
部 分 に 置 換 す る （ Robinsonら 、 国 際 特 許 公 報 第 PCT/US86/02269号 ；  Akiraら 、 欧 州 特 許 出
願 第 184,187号 ；  Taniguchi, M., 欧 州 特 許 出 願 第 171,496号 ；  Morrisonら 、 欧 州 特 許 出
願 第 173,494号 ；  Neubergerら 、 国 際 出 願 第 WO 86/01533号 ；  Cabillyら 。 米 国 特 許 第 4,81
6,567号 ；  Cabillyら 、 欧 州 特 許 出 願 第 125,023号 ；  Betterら （ 1988 Science 240:1041-1
043） ；  Liuら （ 1987） PNAS 84:3439-3443；  Liuら 、 1987、 J. Immunol. 139:3521-3526
；  Sunら （ 1987） PNAS 84:214-218；  Nishimura ら 、 1987、 Canc. Res. 47:999-1005；  W
ood ら （ 1985） Nature 314:446-449； お よ び Shawら 、 1988、 J. Natl Cancer Inst. 80:15
53-1559参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 キ メ ラ 抗 体 は 、 抗 原 結 合 に 直 接 関 与 し て い な い Ｆ ｖ 可 変 領 域 の 配 列 を ヒ ト Ｆ ｖ 可 変 領 域
の 等 価 配 列 に 置 換 し て 、 さ ら に ヒ ト 化 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 化 キ メ ラ 抗 体 の 一 般 的 な 考
察 は 、 Morrison, S. L., 1985, Science 229:1202-1207お よ び Oiら に よ る 1986、 BioTechn
iques 4:214に よ り 提 供 さ れ て い る 。 そ の 方 法 に は 、 少 な く と も 一 つ の 重 鎖 ま た は 軽 鎖 か
ら 得 た 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｆ ｖ 可 変 領 域 の す べ て ま た は 一 部 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 、 単 離 、
操 作 、 お よ び 発 現 す る こ と が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 核 酸 の 供 給 源 は 、 当 業 者 に 公 知 で 、 例
え ば 、 抗 Ｇ Ｐ Ｉ Ｉ ｂ Ｉ Ｉ Ｉ ａ 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 、 ７ Ｅ ３ か ら 得 ら れ た も の で よ い 。
そ の 後 、 キ メ ラ 抗 体 を コ ー ド す る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 適 切 な 発 現 ベ ク
タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ま た 、 適 切 な ヒ ト 化 抗 体 は 、 米 国 特 許 第 5,225,53
9号 ；  Jones ら 、 1986 Nature 321:552-525；  Verhoeyanら 、 1988 Science 239:1534； お
よ び Beidler ら 、 1988 J. Immunol. 141:4053-4060に 記 載 の Ｃ Ｄ Ｒ 置 換 に よ り 作 製 す る こ
と も で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 特 定 の ヒ ト 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ は す べ て 非 ヒ ト Ｃ Ｄ Ｒ の 少 な く と も 一 部 と 置 換 し て よ く 、 ま た
は Ｃ Ｄ Ｒ の 一 部 の み を 非 ヒ ト Ｃ Ｄ Ｒ と 置 換 し て も よ い 。 ヒ ト 化 抗 体 が Ｆ ｃ レ セ プ タ ー に 結
合 す る の に 必 要 な 数 の Ｃ Ｄ Ｒ を 置 換 す る だ け で よ い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 抗 体 を ヒ ト 化 す る に は 、 ヒ ト 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ の 少 な く と も 一 部 分 を 非 ヒ ト 抗 体 由 来 の Ｃ Ｄ
Ｒ と 置 換 す る こ と が で き る 、 い ず れ か の 方 法 を 用 い れ ば よ い 。 Winterは 、 本 発 明 の ヒ ト 化
抗 体 を 調 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 方 法 を 説 明 し て お り （ 英 国 特 許 出 願 第 GB 21886
38A号 、 １ ９ ８ ７ 年 ３ 月 ２ ６ 日 出 願 ） 、 そ の 内 容 を 引 用 に よ り 本 明 細 書 に お い て 援 用 す る
。 ヒ ト Ｃ Ｄ Ｒ は 、 Humanized Antibodies to Fc Receptors for Immunoglobulin G on Hum
an Mononuclear Phagocytesと 題 さ れ た 国 際 出 願 第 WO 94/10332号 に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 を 用 い て 、 非 ヒ ト Ｃ Ｄ Ｒ と 置 換 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 特 定 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 さ れ た キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 抗 体 も ま た 、 本 発 明
の 範 囲 内 で あ る 。 特 に 、 好 ま し い ヒ ト 化 抗 体 は 、 抗 原 へ の 結 合 性 を 改 善 す る た め に フ レ ー
ム ワ ー ク 領 域 の ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る 。 例 え ば 、 マ ウ ス Ｃ Ｄ Ｒ を 有 す る ヒ ト 化 抗 体 の 場 合 、
ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 に あ る ア ミ ノ 酸 を マ ウ ス 抗 体 の 対 応 す る 位 置 に あ る ア ミ ノ 酸 に 置
換 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 置 換 は 、 場 合 に よ っ て ヒ ト 化 抗 体 の 抗 原 へ の 結 合 を 改 善
す る こ と が 知 ら れ て い る 。 ア ミ ノ 酸 が 付 加 、 欠 失 、 ま た は 置 換 さ れ た 抗 体 を 、 こ こ で は 改
変 抗 体 ま た は 変 更 抗 体 と 呼 ぶ 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 改 変 抗 体 と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 抗 体 の 一 部 を 欠 失 、 付 加 ま た は 置 換 す る こ と に よ り 改
変 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 化 抗 体 な ど の 抗 体 を 含 む こ と も 意 図
さ れ る 。 例 え ば 、 抗 体 は 、 定 常 領 域 を 除 去 し て 、 例 え ば 、 抗 体 の 半 減 期 （ 血 清 半 減 期 な ど
） 、 親 和 性 ま た は 安 定 性 を 増 加 さ せ る よ う な 定 常 領 域 に 置 換 す る こ と に よ り 改 変 す る こ と
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が で き る 。 ど の よ う な 改 変 も 、 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 が Ｆ ｃ γ Ｒ に 特 異 的 な 抗
原 結 合 領 域 を 少 な く と も 一 つ 有 し 、 少 な く と も 一 つ の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 誘 発 す る 限 り 、
本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 は 、 化 学 的 技 術 （ D. M. Kranz ら 、 （ 1981）
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:5807な ど を 参 照 ） 、 「 ポ リ ド ー マ 」 技 術 （ 米 国 特 許 第  
4,474,893号 を 解 釈 の た め に 参 照 ） 、 ま た は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い て 作 製 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 特 に 、 本 発 明 の 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で 、 本
明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る 例 に 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 、 抗 Ｆ ｃ Ｒ お よ び 抗 Ｐ Ｓ
Ｍ Ａ 結 合 特 異 性 部 分 な ど の 要 素 結 合 特 異 性 部 分 を 結 合 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 の 各 結 合 特 異 性 部 分 を 別 々 に 作 製 し 、 互
い に 結 合 す る こ と が で き る 。 結 合 特 異 性 部 分 が 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド の 場 合 、 様 々 な 結 合
ま た は 架 橋 剤 を 共 有 結 合 的 な 結 合 に 用 い る こ と が で き る 。 架 橋 剤 の 例 と し て は 、 蛋 白 質 Ａ
、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -Ｓ -ア セ チ ル チ オ 酢 酸 （ Ｓ Ａ Ｔ Ａ ） 、 5,5-ジ チ
オ ビ ス （ 2-ニ ト ロ ベ ン ゼ ン 酸 ） （ Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ ） 、 o-フ ェ ニ レ ン ジ マ レ イ ミ ド （ ｏ Ｐ Ｄ Ｍ ） 、
Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -3-（ 2-ピ リ ジ ル ジ チ オ ） プ ロ ピ ン 酸 塩 （ Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ） 、 お よ び ス ル ホ
ス ク シ ン イ ミ ジ ル ４ -（ Ｎ － マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク ロ ヘ キ サ ン － １ － カ ル ボ ン 酸 塩 （ ス
ル ホ － Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ ） が 含 ま れ る （ 例 え ば 、 Karpovsky ら 、 （ 1984）  J. Exp. Med. 160:1686
；  Liu, MA ら 、 （ 1985）  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:8648を 参 照 ） 。 そ の 他 の 方 法
と し て は 、 Paulus （ Behring Ins. Mitt.（ 1985）  No. 78, 118-132） ；  Brennan ら （ Sc
ience （ 1985）  229:81-83） お よ び Glennieら （ J. Immunol.（ 1987） 139: 2367-2375） が
含 ま れ る 。 好 ま し い 結 合 剤 は 、 Ｓ Ａ Ｔ Ａ お よ び ス ル ホ － Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ で あ り 、 い ず れ も Pierce
 Chemical Co.（ （ Rockford、 IL） か ら 入 手 で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
結 合 特 異 性 部 分 が 抗 体 （ 例 え ば 、 二 つ の ヒ ト 化 抗 体 ） で あ る 場 合 は 、 二 つ の 重 鎖 の Ｃ 末 端
ヒ ン ジ 領 域 の ス ル フ ヒ ド リ ル 結 合 を 介 し て そ れ ら を 結 合 す る こ と が で き る 。 特 に 好 ま し い
態 様 に お い て は 、 １ 個 の 奇 数 個 の ス ル フ ヒ ド リ ル 残 基 を 有 す る よ う に 、 結 合 前 に ヒ ン ジ 領
域 を 修 飾 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 あ る い は 、 い ず れ の 結 合 特 異 性 部 分 も 同 一 ベ ク タ ー に コ ー ド さ れ て 、 同 一 の 宿 主 細 胞 に
発 現 お よ び 構 築 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 が ｍ Ａ
ｂ × ｍ Ａ ｂ 、 ｍ Ａ ｂ × Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ × Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ ま た は リ ガ ン ド × Ｆ ａ ｂ 融 合 蛋 白
質 で あ る 場 合 に 、 特 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 分 子 な ど の 本 発 明 の 二 重 特 異 性 お
よ び 多 重 特 異 性 分 子 は 、 一 本 鎖 二 重 特 異 性 抗 体 、 一 つ の 一 本 鎖 結 合 抗 体 お よ び 結 合 決 定 因
子 を 含 む 一 本 鎖 二 重 特 異 性 分 子 、 ま た は 二 つ の 結 合 決 定 因 子 を 含 む 一 本 鎖 二 重 特 異 性 分 子
な ど の 一 本 鎖 分 子 で あ っ て も よ い 。 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 は 、 一 本 鎖 分 子 で あ
っ て も よ く 、 ま た は 少 な く と も 二 つ の 一 本 鎖 分 子 を 含 ん で い て も よ い 。 二 重 特 異 性 お よ び
多 重 特 異 性 分 子 の 調 製 方 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,260,203号 ；  米 国 特 許 第 5,455,030
号 ；  米 国 特 許 第 4,881,175号 ；  米 国 特 許 第 5,132,405号 ；  米 国 特 許 第 5,091,513号 ；  米
国 特 許 第 5,476,786号 ；  米 国 特 許 第  5,013,653号 ；  米 国 特 許 第 5,258,498号 ；  お よ び 米
国 特 許 第  5,482,858号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 の そ れ ぞ れ の 特 異 的 標 的 へ の 結 合 は 、 酸 素 結 合 免 疫 吸
着 検 査 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 放 射 性 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 、 生 物 学 的 検 定 法
（ 例 え ば 、 成 長 阻 害 ） 、 ま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 こ れ
ら 各 検 定 法 は 一 般 に 、 目 的 と す る 複 合 体 に 特 異 的 な 標 識 試 薬 （ 例 え ば 、 抗 体 ） を 用 い た 、
目 的 の 蛋 白 質 － 抗 体 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 。 例 え ば 、 Ｆ ｃ Ｒ － 抗 体 複 合 体 は 、 例 え ば 酵
素 結 合 抗 体 ま た は 抗 体 － Ｆ ｃ Ｒ 複 合 体 を 認 識 し 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト な ど を
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用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、 複 合 体 は そ の 他 の 各 種 免 疫 検 定 法 の い ず れ か を 用 い
て 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 体 を 放 射 性 標 識 し 、 放 射 性 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） を
用 い る こ と が で き る （ 例 え ば 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に お い て 援 用 さ れ る Weintraub, B., P
rinciples of Radioimmunoassays, Seventh Training Course on Radioligand Assay Tec
hniques, The Endocrine Society, March, 1986を 参 照 ） 。 放 射 性 同 位 体 は γ 線 カ ウ ン タ
ー ま た は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 い た 方 法 、 ま た は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ に よ り
検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　
別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 毒 素 、 薬 物 ま た は 放 射 性 同 位 体 な ど の 治 療 部 分 に 結 合
し た ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 特 徴 と す る 。 細 胞 毒
素 と 結 合 す る 場 合 、 こ れ ら の 抗 体 複 合 体 を 「 免 疫 毒 素 」 と い う 。 細 胞 毒 素 、 ま た は 細 胞 毒
性 物 質 に は 、 細 胞 に 有 害 な （ 例 え ば 、 細 胞 を 殺 す ） 物 質 が い ず れ も 含 ま れ る 。 例 と し て は
、 タ キ ソ ー 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 、 ミ 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 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 、 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 ー ル 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 、 お よ び
そ れ ら の 類 似 体 ま た は ホ モ ロ グ が 含 ま れ る 。 治 療 剤 に は 、 代 謝 拮 抗 剤 （ 例 え ば 、 メ ト ト レ
キ セ 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 ） ア ル カ リ 化 剤 （ 例 え ば 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 チ オ エ パ ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 メ ル フ ァ
ラ ン 、 カ ル ム ス チ ン （ Ｂ Ｓ Ｎ Ｕ ） お よ び ロ ム ス チ ン （ Ｃ Ｃ Ｎ Ｕ ） 、 シ ク ロ ト ス フ ァ ミ ド 、
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 、 ミ ト マ イ シ ン Ｃ 、 お よ び シ
ス － ジ ク ロ ロ ジ ア ミ ン 白 金 （ Ｉ Ｉ ） （ Ｄ Ｄ Ｐ ） シ ス プ ラ チ ン ） 、 ア ン ト ラ シ ク リ ン 類 （ 例
え ば 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン （ 以 前 は ダ ウ ノ マ イ シ ン ） お よ び ド キ ソ ル ビ シ ン ） 、 抗 生 物 質 （ 例
え ば 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン （ 以 前 は 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 （ Ａ Ｍ Ｃ ） ） 、 お よ び 有 糸 分 裂 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 ビ ン ク リ ス チ
ン お よ び ビ ン ブ ラ ス チ ン ） が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 抗 体 に 抱 合 さ れ 得 る 治 療 的 細 胞 毒 の 他 の
例 と し て は 、 カ リ ケ ア マ イ シ ン 、 デ ュ オ カ ル マ イ シ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は ま た 、 放 射 性 ヨ ウ 素 な ど の 放 射 性 同 位 体 に 結 合 し て 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 関 連
疾 患 （ 例 え ば 、 腫 瘍 ） の 治 療 用 ま た は 診 断 用 の 、 細 胞 毒 性 ま た は 非 細 胞 毒 性 の 放 射 性 医 薬
品 を 作 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 複 合 体 は 、 所 与 の 生 物 学 的 応 答 を 変 更 す る た め に 用 い る こ と も で き 、 そ の
薬 物 部 分 を 従 来 の 化 学 療 法 薬 剤 に 限 定 し て 解 釈 し な い 。 例 え ば 、 そ の 薬 物 部 分 は 望 ま し い
生 物 学 的 活 性 を 処 理 す る 蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て よ い 。 こ の よ う な 蛋 白 質 に は
、 例 え ば 、 ア ブ リ ン 、 リ シ ン Ａ 、 緑 膿 菌 エ ン ド ト キ シ ン 、 ま た は ジ フ テ リ ア ト キ シ ン な ど
の 酵 素 的 に 活 性 な 毒 素 、 ま た は そ の 活 性 フ ラ グ メ ン ト 、 腫 瘍 壊 死 因 子 ま た は イ ン タ ー フ ェ
ロ ン γ な ど の 蛋 白 質 、 ま た は 例 え ば 、 リ ン ホ カ イ ン 類 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ （ 「 Ｉ Ｌ －
１ 」 ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ （ 「 Ｉ Ｌ － ２ 」 ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ６ （ 「 Ｉ Ｌ － ６ 」
） 、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ 「 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 」 ） 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激
因 子 （ 「 Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ 」 ） 、 ま た は そ の 他 の 成 長 因 子 が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 こ の よ う な 治 療 部 分 を 抗 体 に 結 合 さ せ る 技 術 は 公 知 で 、 例 え ば Arnon ら 、 "Monoclonal 
Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", in Monoclonal Antibo
dies And Cancer Therapy, Reisfeld ら （ eds.）  pp. 243-56（ Alan R. Liss, Inc. 1985
） ；  Hellstrom ら 、 "Antibodies For Drug Delivery", in Controlled Drug Delivery（
第 ２ 版 ） 、 Robinsonら （ eds.） , pp. 623-53 （ Marcel Dekker, Inc. 1987） ；  Thorpe, 
"Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", in Monoclon
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al Antibodies '84: Biological And Clinical Applications, Pinchera ら （ eds.） 、 pp
. 475-506 （ 1985） ；  "Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeut
ic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", in Monoclonal Antibodies For
 Cancer Detection And Therapy, Baldwin ら （ eds.） 、 pp. 303-16 （ Academic Press 1
985） お よ び Thorpeら 、 "The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin
 Conjugates", Immunol. Rev., 62:119-58（ 1982） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　
別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 組 成 物 、 例 え ば 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は
そ の 抗 原 結 合 部 分 の 一 つ ま た は そ の 組 み 合 わ せ を 含 有 す る 薬 学 的 組 成 物 を 、 薬 学 的 に 許 容
さ れ る 担 体 と と も に 調 剤 し た 組 成 物 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 組 成 物 に は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗
体 の １ つ ま た は （ 例 え ば 、 ２ つ 以 上 ） の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 例 え ば 、
薬 学 的 組 成 物 と し て 相 補 的 な 活 性 を 有 す る ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 の 組 み 合 わ せ を 含 む 治 療 用
組 成 物 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 存 在 下 で 標 的 細 胞 の 高 効 率 的 な 死 滅 を 媒
介 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る 別 の ヒ ト モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 治 療 用 組 成 物 は 、 免 疫 複 合 体 ま た は 本 発 明 の 二 重 特 異 性 （ も し く は
多 重 特 異 性 ） 分 子 の １ 以 上 の 組 み 合 わ せ を 含 む 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 併 用 療 法 と し て 、 つ ま り 他 の 薬 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ
と も で き る 。 例 え ば 、 併 用 療 法 に は 、 本 発 明 の 組 成 物 と 少 な く と も 一 つ の 抗 腫 瘍 薬 ま た は
そ の 他 の 従 来 療 法 を 組 み 合 わ せ た 療 法 も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 」 に は 、 生 理 学 的 に 適 合 の 溶 媒
、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 、 抗 細 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 、 等 張 剤 お よ び 吸 収 遅 延 剤 な ど が 含
ま れ る 。 好 ま し く は 、 担 体 は 、 静 脈 内 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 皮 下 投 与 、 非 経 口 投 与 、 脊 髄 投
与 、 ま た は 表 皮 投 与 （ 例 え ば 、 注 射 ま た は 点 滴 に よ る ） に 好 適 で あ る 。 投 与 経 路 に よ っ て
は 、 活 性 化 合 物 、 つ ま り 抗 体 、 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 は 、 酸 の 作 用 ま た は そ の
化 合 物 が 不 活 化 す る で あ ろ う 自 然 条 件 か ら そ の 化 合 物 を 保 護 す る 物 質 で コ ー テ ィ ン グ さ れ
て い て も よ い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 」 と は 、 親 化 合 物 の 望 ま し い 生 物 学 的 活 性 を 保 持 し 、 望 ま し く
な い 毒 性 作 用 を 付 与 し な い 塩 を 意 味 す る （ 例 え ば 、 Berge, S.Mら （ 1977）  J. Pharm. Sci
. 66:1-19を 参 照 ） 。 こ の よ う な 塩 類 の 例 に は 、 酸 付 加 塩 お よ び 塩 基 付 加 塩 が 含 ま れ る 。
酸 付 加 塩 に は 、 塩 酸 塩 、 硝 酸 塩 、 リ ン 酸 塩 、 硫 酸 塩 、 臭 化 水 素 酸 塩 、 ヨ ウ 化 水 素 酸 塩 、 お
よ び 亜 リ ン 酸 塩 な ど の 無 毒 性 無 機 酸 か ら 誘 導 さ れ た 塩 、 お よ び 脂 肪 族 一 お よ び 二 カ ル ボ ン
酸 、 フ ェ ニ ル 置 換 ア ル カ ン 酸 、 ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ン 酸 、 芳 香 族 酸 、 な ら び に 脂 肪 族 お よ び
芳 香 族 ス ル ホ ン 酸 な ど の 無 毒 性 有 機 酸 か ら 誘 導 し た 塩 が 含 ま れ る 。 塩 基 付 加 塩 に は 、 ナ ト
リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 お よ び カ ル シ ウ ム な ど の ア ル カ リ 土 類 金 属 か ら 誘 導 し
た 塩 、 お よ び N,N'-ジ ベ ン ジ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン 、 N-メ チ ル グ ル カ ミ ン 、 塩 化 プ ロ カ イ ン
、 コ リ ン 、 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 、 お よ び プ ロ カ イ ン な ど の 無 毒 性 有 機
ア ミ ン か ら 誘 導 し た 塩 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 各 種 の 方 法 に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。
当 業 者 に 認 識 さ れ る よ う に 、 投 与 経 路 お よ び /ま た は モ ー ド は 、 望 ま れ る 結 果 に よ っ て 変
化 す る で あ ろ う 。 活 性 化 合 物 は 、 イ ン プ ラ ン ト 、 経 皮 パ ッ チ 、 お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル 送
達 シ ス テ ム を 含 む 制 御 放 出 製 剤 な ど の 、 速 放 性 か ら 化 合 物 を 保 護 す る で あ ろ う 担 体 と と も
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に 調 製 す る こ と が で き る 。 エ チ レ ン ビ ニ ル 酢 酸 、 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 の 生 分 解 性 、 生 適 合 性 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 の 多 く は 、 特 許 化 さ れ て い る か 、 ま た は 当 業 者
に 一 般 的 に 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 Sustained and Controlled Release Drug Delivery Sys
tems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978参 照 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 を 特 定 の 投 与 経 路 で 投 与 す る た め に 、 そ の 化 合 物 の 不 活 化 を 防 ぐ た め の
物 質 で そ の 化 合 物 を 被 覆 す る 、 ま た は そ の よ う な 物 質 を 併 用 投 与 す る 必 要 が あ る こ と が あ
る 。 例 え ば 、 そ の 化 合 物 を 被 験 体 に 投 与 す る 際 に 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム ま た は 希 釈 剤 な ど
の 適 切 な 担 体 に 入 れ て よ い 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 希 釈 剤 に は 、 食 塩 水 、 お よ び バ ッ フ ァ 水
溶 液 が 含 ま れ る 。 リ ポ ソ ー ム に は 水 中 油 中 水 Ｃ Ｇ Ｆ エ マ ル シ ョ ン お よ び 従 来 の リ ポ ソ ー ム
が 含 ま れ る （ Strejan ら （ 1984）  J. Neuroimmunol. 7:27） 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 に は 、 滅 菌 水 溶 液 ま た は 懸 濁 液 、 滅 菌 注 射 可 能 水 溶 液 ま た は 分
散 液 を 即 時 調 剤 す る た め の 滅 菌 粉 末 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 媒 質 お よ び 薬 剤 を 薬 学 的 に 活
性 な 物 質 に 使 用 す る こ と は 、 当 該 技 術 分 野 に 公 知 で あ る 。 従 来 の 媒 質 ま た は 薬 剤 が 活 性 化
合 物 に 不 適 合 で な い 限 り 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に そ れ ら を 用 い る こ と が 意 図 さ れ る 。 補
足 活 性 化 合 物 が そ の 組 成 物 中 に 組 み 込 ま れ て も よ い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 治 療 用 組 成 物 は 、 典 型 的 に 、 製 造 お よ び 保 存 の 条 件 下 で 、 滅 菌 状 態 で 安 定 で な け れ ば な
ら な い 。 そ の 組 成 物 は 、 溶 液 、 マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム 、 ま た は 高 薬 物 濃 度 に
適 し た そ の 他 の 整 っ た 構 造 物 と し て 調 剤 す る こ と が で き る 。 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 状 ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 お よ び そ れ ら の 適 切 な 混 合 物 な ど を 含 む 溶 媒 ま た は 分 散 液 媒 質 で
あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 レ ク チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ 剤 の 使 用 、 分 散 液 の 場 合 は 必 要 な 粒
子 サ イ ズ の 維 持 、 お よ び 界 面 活 性 剤 の 使 用 な ど に よ り 、 適 切 な 流 動 性 を 維 持 す る こ と が で
き る 。 多 く の 場 合 、 例 え ば 、 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル な ど の ポ リ ア ル コ ー ル 、 ま
た は 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 等 張 剤 が 組 成 物 に 含 ま れ る こ と が 好 ま し い で あ ろ う 。 例 え ば 、
モ ノ ス テ ア リ ン 酸 塩 お よ び ゼ ラ チ ン な ど の 吸 収 を 遅 延 さ せ る 薬 剤 を に 含 ま せ る こ と に よ り
、 注 射 可 能 組 成 物 の 吸 収 を 遅 延 さ せ る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 滅 菌 注 射 可 能 溶 液 は 、 必 要 量 の 活 性 化 合 物 を 上 述 の 成 分 の 一 種 ま た は そ れ ら を 組 み 合 わ
せ た 適 切 な 溶 媒 に 混 合 し 、 そ の 後 必 要 に 応 じ て 滅 菌 マ イ ク ロ 濾 過 を 行 っ て 調 製 す る こ と が
で き る 。 一 般 的 に 、 分 散 液 は 、 基 本 的 な 分 散 媒 お よ び 上 述 の 成 分 の う ち 必 要 な そ の 他 の 成
分 を 含 有 す る 滅 菌 担 体 に 活 性 化 合 物 を 混 合 し て 調 製 す る 。 滅 菌 注 射 可 能 溶 液 の 調 製 用 の 滅
菌 粉 末 の 場 合 、 好 ま し い 調 製 方 法 は 、 乾 燥 ま た は 冷 凍 乾 燥 （ 凍 結 乾 燥 ） で 、 そ れ に よ り 、
活 性 成 分 に あ ら か じ め 滅 菌 濾 過 済 み の 溶 液 の 望 ま し い 成 分 を 加 え た 粉 末 を 得 る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 投 与 計 画 は 、 望 ま し い 応 答 （ 例 え ば 、 治 療 応 答 ） が 最 適 化 さ れ る よ う に 調 節 さ れ る 。 例
え ば 、 単 回 ボ ラ ス で 投 与 し て も よ く 、 経 時 的 に 数 回 に 分 け て 投 与 し て も よ く 、 治 療 状 況 の
緊 急 性 に 応 じ て 投 与 量 を 減 少 ま た は 増 加 さ せ て も よ い 。 特 に 、 投 与 を 簡 易 に し 、 投 与 量 を
一 定 に す る た め に 、 非 経 口 成 分 を 投 与 単 位 剤 形 に 調 剤 す る と 有 利 で あ る 。 こ こ で 用 い ら れ
る 投 与 単 位 剤 形 と は 、 治 療 さ れ る 被 験 体 に 適 切 な 一 回 投 与 量 を 物 理 的 に 離 散 さ せ た 単 位 を
意 味 し 、 各 単 位 に 、 望 ま し い 治 療 効 果 を 生 じ る よ う に 計 算 さ れ た あ ら か じ め 決 め ら れ た 量
の 活 性 化 合 物 を 必 要 な 薬 学 的 担 体 と 合 わ せ て 含 有 し て い る 。 本 発 明 の 投 与 単 位 剤 形 の 規 格
は 、 （ ａ ） 活 性 化 合 物 に 固 有 の 特 徴 お よ び 実 現 す べ き 特 定 の 治 療 効 果 、 （ ｂ ） 個 人 に お け
る 治 療 感 受 性 の 活 性 化 合 物 を 調 合 す る 技 術 に 特 有 の 限 界 に よ り 支 配 さ れ 、 ま た そ れ に 直 接
依 存 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 酸 化 防 止 剤 の 例 に は 、 （ １ ） ア ス コ ル ビ ン 酸 、 塩 酸 シ ス テ イ ン 、 重
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硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 メ タ 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 硫 酸 ナ ト リ ウ ム な ど の 水 溶 性 酸 化 防 止 剤
、 （ ２ ） ア ス コ ル ビ ン 酸 パ ル ミ テ ー ト 、 ブ チ ル ヒ ド ロ キ シ ア ニ ソ ー ル （ Ｂ Ｈ Ａ ） 、 ブ チ ル
ヒ ド ロ キ シ ト ル エ ン （ Ｂ Ｈ Ｔ ） 、 レ シ チ ン 、 没 食 子 酸 プ ロ ピ ル 、 お よ び ア ル フ ァ ト コ フ ェ
ロ ー ル な ど の 油 溶 性 酸 化 防 止 剤 、 お よ び （ ３ ） ク エ ン 酸 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン テ ト ラ 酢 酸 （
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 酒 石 酸 、 お よ び リ ン 酸 な ど の 金 属 キ レ ー ト 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 治 療 用 組 成 物 に つ い て は 、 本 発 明 の 製 剤 に は 、 経 口 、 経 鼻 、 局 所 （ 頬 側 お よ び 舌 下 を 含
む ） 、 直 腸 内 、 膣 内 、 お よ び /ま た は 非 経 口 投 与 に 適 し た も の が 含 ま れ る 。 そ の 製 剤 は 、
便 利 な 単 位 投 与 剤 形 で 与 え ら れ て よ く 、 薬 学 分 野 に 知 ら れ る い ず れ か の 方 法 に よ り 調 製 す
れ ば よ い 。 担 体 物 質 と 組 み 合 わ せ て 単 回 投 与 剤 形 に す る こ と が で き る 活 性 成 分 の 量 は 、 治
療 さ れ る 被 験 体 に よ り 、 お よ び 特 定 の 投 与 モ ー ド に よ り 変 わ る で あ ろ う 。 担 体 物 質 と 組 み
合 わ せ て 単 回 投 与 剤 形 に す る こ と が で き る 活 性 成 分 の 量 は 、 一 般 に 治 療 効 果 を 生 じ る 組 成
物 の 量 で あ ろ う 。 一 般 に 、 こ の 量 は 、 １ ０ ０ ％ 中 、 約 ０ ． ０ １ ％ ～ 約 ９ ９ ％ 、 好 ま し く は
約 ０ ． １ ％ ～ 約 ７ ０ ％ 、 最 も 好 ま し く は 約 １ ％ ～ 約 ３ ０ ％ の 範 囲 の 活 性 成 分 で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 膣 内 投 与 に 適 す る 本 発 明 の 製 剤 に は 、 ペ ッ サ リ ー 、 タ ン ポ ン 、 ク リ ー ム 、 ジ ェ ル 、 ペ ー
ス ト 、 フ ォ ー ム 、 ま た は ス プ レ ー 製 剤 が 含 ま れ 、 そ れ ら は 当 該 技 術 分 野 に お い て 適 切 で あ
る と し て 知 ら れ る 担 体 を 有 す る 。 本 発 明 の 組 成 物 の 局 所 ま た は 経 皮 投 与 用 の 投 与 剤 形 に は
、 粉 末 、 ス プ レ ー 、 軟 膏 、 ペ ー ス ト 、 ク リ ー ム 、 ロ ー シ ョ ン 、 ジ ェ ル 、 液 体 、 パ ッ チ 、 お
よ び 吸 入 剤 が 含 ま れ る 。 活 性 化 合 物 は 滅 菌 条 件 下 で 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 お よ び 必
要 に 応 じ て 保 存 剤 、 緩 衝 剤 、 ま た は 噴 射 剤 と 混 合 し て よ い 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 非 経 口 投 与 」 お よ び 「 非 経 口 的 に 投 与 す る 」 と い う 文 言 は 、 経 腸 お
よ び 局 所 投 与 以 外 の 、 通 常 注 射 に よ る 投 与 方 法 を 意 味 し 、 限 定 さ れ な い が 、 静 脈 内 、 筋 肉
内 、 動 脈 内 、 ク モ 膜 下 内 、 嚢 内 、 眼 窩 内 、 心 内 、 皮 内 、 腹 腔 内 、 経 気 管 、 皮 下 、 表 皮 下 、
関 節 内 、 被 膜 下 、 ク モ 膜 下 、 脊 髄 内 、 硬 膜 外 お よ び 胸 骨 内 注 射 ま た は 点 滴 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に 用 い ら れ て よ い 適 切 な 水 性 お よ び 非 水 性 担 体 の 例 に は 、 水 、 エ
タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル な ど ） 、 お よ び そ れ ら の 適 切 な 混 合 物 、 オ リ ー ブ 油 な ど の 植 物 油 、 お よ び オ レ イ ン
酸 エ チ ル な ど の 注 射 可 能 な 有 機 エ ス テ ル が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 レ ク チ ン な ど の コ ー テ ィ ン
グ 剤 の 使 用 、 分 散 液 の 場 合 に は 必 要 な 粒 子 サ イ ズ の 維 持 、 お よ び 表 面 活 性 剤 の 使 用 に よ っ
て 、 適 切 な 流 動 性 を 維 持 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 こ れ ら の 組 成 物 は 、 保 存 剤 、 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 、 お よ び 分 散 剤 な ど の ア ジ ュ バ ン ト も 含 有
し て よ い 。 微 生 物 の 存 在 の 防 止 は 、 上 述 の 滅 菌 処 置 、 お よ び 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ
タ ノ ー ル 、 お よ び ソ ル ビ ン 酸 フ ェ ノ ー ル な ど の 種 々 の 抗 細 菌 お よ び 抗 真 菌 剤 の 含 有 に よ り
確 実 に さ れ 得 る 。 糖 お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 等 張 剤 を 組 成 物 に 含 有 す る こ と も 望 ま し
い と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 注 射 可 能 医 薬 品 剤 形 は 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び
ゼ ラ チ ン な ど の 吸 収 遅 延 剤 を 含 有 す る こ と に よ り 、 吸 収 を 遅 延 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 が 医 薬 品 と し て ヒ ト お よ び 動 物 に 投 与 さ れ る 場 合 、 そ の 化 合 物 は 単 体 で
、 ま た は 例 え ば 活 性 成 分 を ０ ． ０ １ ％ ～ ９ ９ ． ５ ％ （ さ ら に 好 ま し く は ０ ． １ ％ ～ ９ ０ ％
） 含 有 し 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 組 み 合 わ せ た 薬 学 的 組 成 物 と し て 投 与 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 選 択 さ れ た 投 与 経 路 に か か わ ら ず 、 適 切 に 水 和 さ れ た 状 態 で 用 い ら れ て よ い 本 発 明 の 組
成 物 お よ び ／ ま た は 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 当 業 者 に 公 知 の 従 来 の 方 法 に よ り 薬 学 的 に
許 容 の 投 与 剤 形 に 調 剤 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
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　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 中 の 活 性 成 分 の 実 際 の 投 与 レ ベ ル は 、 特 定 の 患 者 、 組 成 、 お よ び
投 与 法 に 対 す る 望 ま し い 治 療 応 答 を 実 現 す る の に 効 果 的 で 患 者 に 毒 性 で な い よ う な 、 活 性
成 分 の 量 を 得 る た め に 変 化 さ せ て も よ い 。 投 与 レ ベ ル の 選 択 は 、 本 発 明 に 使 用 さ れ た 特 定
の 組 成 物 、 ま た は エ ス テ ル 、 塩 、 ま た は そ の ア ミ ド の 活 性 、 投 与 経 路 、 投 与 時 期 、 使 用 さ
れ た 特 定 の 化 合 物 の 排 出 速 度 、 治 療 期 間 、 用 い ら れ た 特 定 の 組 成 物 と 併 用 し た そ の 他 の 薬
物 、 化 合 物 お よ び /ま た は 物 質 、 治 療 さ れ る 患 者 の 年 齢 、 性 別 、 体 重 、 症 状 、 一 般 的 な 健
康 状 態 、 お よ び 既 往 歴 、 お よ び 医 療 分 野 で 公 知 の 同 様 の 因 子 を 含 む 、 各 種 薬 物 動 力 学 的 因
子 に 依 存 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 当 該 技 術 分 野 の 通 常 の 技 量 を 有 す る 医 師 ま た は 獣 医 師 は 、 必 要 と さ れ る 薬 学 的 組 成 物 の
有 効 な 量 を 、 容 易 に 決 定 し 処 方 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 医 師 ま た は 獣 医 師 は 、 薬 学 的
組 成 物 に 使 用 さ れ る 本 発 明 の 化 合 物 の 投 与 を 、 望 ま し い 治 療 効 果 を 得 る た め に 必 要 な 量 よ
り も 少 量 か ら 開 始 し 、 望 ま し い 効 果 が 得 ら れ る ま で 投 与 量 を 次 第 に 増 加 さ せ る こ と も で き
る 。 一 般 に 、 本 発 明 の 組 成 物 の 好 適 な 一 日 投 与 量 は 、 治 療 効 果 を 生 じ る た め に 有 効 な 最 低
投 与 量 で あ る 化 合 物 の 量 で あ る 。 こ の よ う な 有 効 な 投 与 量 は 、 一 般 に 上 述 し た 因 子 に 依 存
す る で あ ろ う 。 投 与 は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 ま た は 皮 下 で あ る こ と が 好 ま し く 、 好
ま し く は 標 的 部 位 の 近 傍 に 投 与 す る 。 必 要 で あ れ ば 、 治 療 用 組 成 物 の 効 果 的 一 日 投 与 量 を
、 一 日 に ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 回 以 上 の 小 投 与 量 に 、 場 合 に よ っ て は 単 位 投 与 剤 形 に 分 け 適
切 な 時 間 間 隔 を あ け て 投 与 し て も よ い 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 単 体 で 投 与 す る こ と も で き る
が 、 化 合 物 は 薬 学 的 製 剤 （ 組 成 物 ） と し て 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 治 療 用 組 成 物 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 医 療 用 装 置 に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 は 、 米 国 特 許 第 5,399,163号 ；  第
5,383,851号 ；  第 5,312,335号 ；  第 5,064,413号 ；  第 4,941,880号 ；  第 4,790,824号 ；  ま
た は 第 4,596,556号 に 開 示 さ れ る 装 置 な ど の 無 針 皮 下 注 射 装 置 で 投 与 す る こ と が で き る 。
本 発 明 に 有 用 な 公 知 の イ ン プ ラ ン ト ま た は モ ジ ュ ー ル の 例 に は 、 米 国 特 許 第 4,487,603号
に 開 示 さ れ た 制 御 さ れ た 速 度 で 投 薬 す る た め の 埋 込 可 能 な マ イ ク ロ 注 入 ポ ン プ 、 米 国 特 許
第 4,486,194号 に 開 示 さ れ た 治 療 用 経 皮 投 薬 装 置 、 米 国 特 許 第 4,447,233号 に 開 示 さ れ た 正
確 な 注 入 速 度 で 薬 物 送 達 す る 医 療 用 注 入 ポ ン プ 、 米 国 特 許 第 4,447,224号 に 開 示 さ れ た 連
続 薬 物 送 達 用 の 埋 込 可 能 可 変 フ ロ ー 注 入 装 置 、 米 国 特 許 第 4,439,196号 に 開 示 さ れ た 複 数
の チ ャ ン バ 区 画 を 有 す る 浸 透 圧 薬 物 送 達 シ ス テ ム 、 お よ び  米 国 特 許 第 4,475,196号 に 開 示
さ れ た 浸 透 圧 薬 物 送 達 シ ス テ ム が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 特 許 を 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 編 入 す
る 。 そ の 他 の 同 様 の イ ン プ ラ ン ト 、 送 達 シ ス テ ム 、 お よ び モ ジ ュ ー ル が 数 多 く 当 業 者 に 公
知 で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 in vivoに お け る 適 切
な 分 布 を 確 実 に す る よ う に 調 剤 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 血 液 脳 関 門 （ Ｂ Ｂ Ｂ ） は 、 親
水 性 の 高 い 化 合 物 を 多 量 に 排 除 す る 。 本 発 明 の 治 療 用 化 合 物 が （ 必 要 に 応 じ て ） Ｂ Ｂ Ｂ を
確 実 に 通 り 抜 け る た め に は 、 そ れ ら は 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム 状 に 調 剤 す る こ と が で き る 。 リ
ポ ソ ー ム の 製 造 方 法 に つ い て は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,522,811号 、 第 5,374,548号 、 お よ
び 第 5,399,331号 を 参 照 さ れ た い 。 リ ポ ソ ー ム は 、 特 定 の 細 胞 ま た は 臓 器 へ 選 択 的 に 送 達
さ れ る １ 以 上 の 部 分 を 含 み 、 従 っ て 標 的 を 定 め た 薬 物 送 達 を 促 進 す る （ 例 え ば 、 V.V. Ran
ade（ 1989） J. Clin. Pharmacol. 29:685参 照 ） 。 標 的 用 部 分 の 例 と し て は 、 葉 酸 ま た は
ビ オ チ ン （ 例 え ば 、 Lowら の 米 国 特 許 第 5,416,016号 参 照 ） 、 マ ン ノ シ ド （ Umezawaら （ 198
8）  Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038） 、 抗 体 （ P.G. Bloeman ら （ 1995）  FEB
S Lett. 357:140；  M. Owaisら （ 1995）  Antimicrob. Agents Chemother. 39:180） 、 界
面 活 性 蛋 白 質 Ａ レ セ プ タ ー （ Briscoeら （ 1995）  Am. J. Physiol. 1233:134） 、 本 発 明 の
製 剤 を 含 ん で い る 可 能 性 の あ る 異 な る 種 、 な ら び に 本 発 明 の 分 子 の 成 分 、 p120（ Schreier
ら （ 1994）  J. Biol. Chem. 269:9090） が 含 ま れ 、 さ ら に K. Keinanen；  M.L. Laukkanen
 （ 1994）  FEBS Lett. 346:123；  J.J. Killion；  I.J. Fidler （ 1994）  Immunomethods
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 4:273も 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 治 療 用 化 合 物 は リ ポ ソ ー ム
中 に 調 剤 さ れ 、 さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 リ ポ ソ ー ム に は 標 的 部 分 が 含 ま れ る 。 最 も
好 ま し い 態 様 に お い て 、 リ ポ ソ ー ム 中 の 治 療 用 化 合 物 は 、 腫 瘍 ま た は 感 染 の 近 傍 部 位 へ の
ボ ラ ス 注 射 に よ り 送 達 さ れ る 。 組 成 物 は 注 射 器 で 注 入 し や す い 程 度 に 流 動 的 で な け れ ば な
ら な い 。 製 造 お よ び 保 存 の 条 件 下 で 安 定 で な け れ ば な ら ず 、 ま た 、 細 菌 お よ び 真 菌 な ど の
微 生 物 の 汚 染 か ら 保 護 さ れ て い な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 「 治 療 的 に 有 効 な 投 与 量 」 は 、 未 治 療 の 被 験 体 と 比 較 し て 、 腫 瘍 の 成 長 を 好 ま し く は 少
な く と も 約 ２ ０ ％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ４ ０ ％ 、 よ り さ ら に 好 ま し く は 少 な く
と も 約 ６ ０ ％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 阻 害 す る 。 化 合 物 の 癌 阻 害 能 は
、 ヒ ト 腫 瘍 に お け る 有 効 性 を 予 測 で き る 動 物 モ デ ル 系 に お い て 調 べ る こ と が で き る 。 あ る
い は 、 組 成 物 の こ の 特 性 は 、 化 合 物 の 阻 害 能 、 つ ま り in vitroに お け る 阻 害 を 、 熟 練 し た
施 行 者 に 知 ら れ る 検 定 法 に よ り 検 査 す る こ と に よ っ て 調 べ る こ と が で き る 。 治 療 的 に 有 効
な 量 の 治 療 用 化 合 物 を 用 い る と 腫 瘍 サ イ ズ を 減 少 さ せ る か 、 そ う で な け れ ば 被 験 体 の 症 状
を 改 善 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は こ の よ う な 量 を 、 被 験 体 の 大 き さ 、 被 験 体 の 症 状 の 重
篤 度 、 お よ び 特 定 の 組 成 物 ま た は 投 与 経 路 な ど の 要 因 に 基 づ い て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 組 成 物 は 滅 菌 さ れ 、 組 成 物 が 注 射 器 に よ り 送 達 可 能 な 程 度 に 流 動 的 で な け れ ば な ら な い
。 そ の 担 体 は 、 水 に 加 え て 、 等 張 緩 衝 食 塩 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 状 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 お よ び そ れ
ら の 適 切 な 混 合 物 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 レ ク チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ 剤 の 使 用 、 分 散
液 の 場 合 に は 必 要 な 粒 子 サ イ ズ の 維 持 、 お よ び 表 面 活 性 剤 の 使 用 な ど に よ り 、 適 切 な 流 動
性 を 保 つ こ と が で き る 。 多 く の 場 合 、 例 え ば 、 糖 類 、 マ ン ニ ト ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル な
ど の ポ リ ア ル コ ー ル 類 、 お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 等 張 剤 が 組 成 物 に 含 ま れ る こ と が 好
ま し い 。 例 え ば 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は ゼ ラ チ ン な ど の 吸 収 を 遅 延 す る 薬
剤 を 組 成 物 に 含 有 す る こ と に よ り 、 注 射 可 能 組 成 物 の 長 時 間 吸 収 を 生 じ さ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 活 性 化 合 物 が 上 述 の よ う に 適 切 に 保 護 さ れ る 場 合 、 そ の 化 合 物 は 例 え ば 、 不 活 性 希 釈 剤
ま た は 投 与 可 能 な 食 用 担 体 と と も に 経 口 投 与 し て よ い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　  
本 発 明 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 お よ び 関 連 す る 誘 導 体 ／ 複 合 体 お よ び 組 成 物
は 、 in vivo お よ び in vitroに お け る 診 断 用 お よ び 治 療 用 の 有 用 性 が あ る 。 例 え ば 、 こ れ
ら の 分 子 は 、 例 え ば 、 in vitroま た は ex vivoに お い て 、 培 養 液 中 の 細 胞 に 投 与 す る こ と
が で き る 。 あ る い は 、 例 え ば 、 in vivoに お い て 被 験 体 に 投 与 し 、 各 種 の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 関 連 疾
患 の 治 療 、 予 防 、 ま た は 診 断 を す る こ と が で き る 。 こ こ で 用 い ら れ る 「 被 験 体 」 と い う 用
語 は 、 ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 動 物 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 好 ま し い 被 験 体 に は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ の 発
現 、 一 般 に 異 常 発 現 （ 例 え ば 、 過 剰 発 現 ） を 特 徴 と す る 疾 患 を 有 す る ヒ ト 患 者 が 含 ま れ る
。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 例 え ば 、 前 立 腺 癌 、 大 腸 癌 お よ び 腎 臓 の 癌
腫 を 含 む Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 の 存 在 を 特 徴 と す る 疾 患 な ど の 、 腫 瘍 発 生 疾 患 を 有
す る 被 験 体 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 「 非 ヒ ト 動 物 」 と い う 用 語 に は 、 非 ヒ
ト 霊 長 目 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ウ シ 、 ニ ワ ト リ 、 両 生 類 、 爬 虫 類 な ど の 、 哺 乳 類 お よ び 非 哺 乳
類 な ど の 脊 椎 動 物 す べ て が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お い て 前 立 腺 癌 を 治 療 す る た め の 方 法 で あ
っ て 、 被 験 体 に 本 発 明 の 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 の １ つ を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 別
の 態 様 に お い て 、 そ の 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 は 、 抗 体 が 、 例 え ば 、 放 射 性 物 質 ま た は 細 胞 毒 素 と
結 合 す る 複 合 体 と し て 投 与 さ れ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 該 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 は 、 抗 Ｆ
ｃ γ Ｒ Ｉ ま た は 抗 Ｆ ｃ α と 結 合 す る 二 重 特 異 性 分 子 と し て 投 与 さ れ る 。
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Ｖ Ｉ ． 本 発 明 の 使 用 お よ び 方 法



【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 は 、 治 療 ま た は 診 断 用 用 途 に 関 す る 結 合 活 性 に つ い て 、 ま ず in vitro
に お い て 検 査 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 以 下 の 実 施 例 に 記 載 の Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い て 検 査 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発
現 細 胞 の 細 胞 溶 解 を 含 む エ フ ェ ク タ ー 媒 介 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 活 性 を 少 な く と も 一 つ 誘 発 す
る こ れ ら の 分 子 の 活 性 を 検 定 す る こ と が で き る 。 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 媒 介 貪 食 作 用 の 検 定 用
の プ ロ ト コ ル を 以 下 の 実 施 例 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 に は ま た 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 関 連 疾 患 の 治 療 お よ び 診 断 に お け る さ ら な る 有 用
性 が あ る 。 例 え ば 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 多 重 特 異 性 ま た は 二 重 特 異 性 分 子 を 用 い て
、 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 の オ プ ソ ニ ン 化 、 ヒ ト エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 存 在 下 で の Ｐ Ｓ Ｍ
Ａ 発 現 細 胞 の 貪 食 作 用 ま た は 細 胞 溶 解 の 媒 介 、 ま た は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 の 成 長 阻 害 と い っ
た 生 物 学 的 活 性 を 一 つ 以 上 、 in vivoま た は in vitroに お い て 明 ら か に す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 お よ び 組 成 物 を 投 与 す る た め の 好 適 な 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知
で あ る 。 好 適 な 投 与 量 も 当 該 技 術 分 野 の 技 量 の 範 囲 内 で 決 定 す る こ と が で き 、 そ し て そ れ
は 被 験 体 の 年 齢 お よ び 体 重 、 お よ び 用 い ら れ る 特 定 の 薬 剤 に 依 存 す る だ ろ う 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 は ま た 、 他 の 治 療 薬 、 例 え ば 、 化 学 治 療 用 物 質 と 一 緒 に 共
投 与 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 他 の 公 知 の 治 療 、 例 え ば 、 放 射 線 治 療 な ど の 抗 癌 治 療 と
あ わ せ て 共 投 与 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 治 療 薬 と し て は 、 と り わ け 、 ド キ ソ ル ビ シ
ン （ ア ド リ ア マ イ シ ン ） 、 シ ス プ ラ チ ン 、 硫 酸 ブ レ オ マ イ シ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ラ ン
ブ シ ル 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 な ど の 抗 悪 性 腫 瘍 薬 が 含 ま れ 、 そ れ ら は 、
そ れ ら 自 身 、 患 者 に 対 し て 毒 性 も し く は 亜 毒 性 と な る レ ベ ル で の み 有 効 で あ る 。 シ ス プ ラ
チ ン は 、 ４ 週 間 毎 に １ 回 、 １ ０ ０ ｍ ｇ /ｍ ２ の 投 与 量 で 静 脈 内 投 与 さ れ 、 ア ド リ ア マ イ シ
ン は 、 ２ １ 日 毎 に １ 回 、 ６ ０ ～ ７ ５ ｍ ｇ /ｍ ２ の 投 与 量 で 静 脈 内 投 与 さ れ る 。 本 発 明 の ヒ
ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト は 、 化 学 治 療 用 物 質 と 共 投 与 す る こ と
に よ っ て 、 細 胞 毒 性 効 果 を ヒ ト 腫 瘍 細 胞 に も た ら す 、 異 な る 機 序 で 作 用 す る ２ つ の 抗 癌 剤
を 提 供 す る 。 そ の よ う な 共 投 与 は 、 薬 剤 抵 抗 性 の 発 達 に よ っ て 生 じ る 問 題 を 解 決 す る こ と
が で き 、 ま た は 抗 体 と 反 応 性 を 示 さ な い そ れ ら の 腫 瘍 細 胞 の 抗 原 特 性 に 変 化 を も た ら す 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 、 多 重 特 異 性 ま た は 二 重 特 異 性 分 子 な ど に 結 合 し た エ フ ェ ク タ ー 細 胞
な ど の 標 的 特 異 性 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 治 療 薬 と し て 用 い る こ と も で き る 。 標 的 化 の た め
の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 ま た は 単 球 な ど の ヒ ト 白 血 球 で あ っ て も
よ い 。 そ の 他 の 細 胞 と し て は 、 好 酸 球 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 お よ び そ の 他 の Ｉ ｇ Ｇ ま
た は Ｉ ｇ Ａ レ セ プ タ ー を 有 す る 細 胞 が 含 ま れ る 。 必 要 で あ れ ば 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 治 療
さ れ る 被 験 体 か ら 採 取 す る こ と も で き る 。 標 的 特 異 性 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 生 理 学 的 に 許
容 さ れ る 溶 液 中 の 細 胞 の 懸 濁 液 と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 さ れ る 細 胞 数 は 約 １ ０
８ ～ １ ０ ９ 個 と す る こ と が で き る が 、 治 療 目 的 に よ り 変 化 す る で あ ろ う 。 一 般 に 、 そ の 量
で あ れ ば 、 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 な ど の 標 的 細 胞 に 局 在 化 す る の に 十 分 で
あ り 、 貪 食 作 用 な ど に よ り 細 胞 死 滅 を 引 き 起 こ す の に 効 果 的 で あ ろ う 。 投 与 経 路 も 変 え る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 標 的 特 異 性 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 治 療 は 、 標 的 細 胞 の 除 去 の た め の 他 の 技 術 と 併 用 し
て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 組 成 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 、 多 重 特 異 性 お よ び 二
重 特 異 性 分 子 ） お よ び ／ ま た は こ れ ら の 組 成 物 に 保 護 さ れ た エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 用 い た 抗
腫 瘍 療 法 は 、 化 学 療 法 と 併 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 併 用 免 疫 療 法 は 、 二 つ の 異 な る
細 胞 毒 性 エ フ ェ ク タ ー 群 を 腫 瘍 細 胞 拒 絶 に 向 か わ せ る よ う に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば
、 抗 Ｆ ｃ ガ ン マ Ｒ Ｉ ま た は 抗 Ｃ Ｄ ３ に 結 合 し た 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 を Ｉ ｇ Ｇ ま た は Ｉ ｇ Ａ レ セ
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プ タ ー 特 異 性 結 合 剤 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 二 重 特 異 性 お よ び 多 重 特 異 性 分 子 は 、 細 胞 表 面 上 の レ セ プ タ ー の キ ャ ッ プ ま た
は 排 除 な ど に よ り 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 上 の Ｆ ｃ γ Ｒ ま た は Ｆ ｃ α Ｒ レ ベ ル を 調 節 す る た め
に 用 い る こ と も で き る 。 抗 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー の 混 合 物 も こ の 目 的 の た め に 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 補 体 を 結 合 す る Ｉ ｇ Ｇ １ 、 － ２ 、 も し く は － ３ 、 ま た は Ｉ ｇ Ｍ の 部 分 な ど の 補 体 結 合 部
位 を 有 す る 本 発 明 の 組 成 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 、 多 重 特 異 性 お よ び 二 重 特 異 性 分 子 ） は 、
補 体 の 存 在 下 に お い て も 用 い る こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 結 合 剤 お よ び
適 切 な エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る 標 的 細 胞 を 含 む 細 胞 集 団 の ex vivo治 療 に は 、 補 体 ま た は
補 体 含 有 血 清 を 加 え て 補 足 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 結 合 剤 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 標 的
細 胞 の 貪 食 作 用 は 、 補 体 蛋 白 質 の 結 合 に よ り 向 上 す る こ と が で き る 。 別 の 態 様 に お い て 、
本 発 明 の 組 成 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 、 多 重 特 異 性 お よ び 二 重 特 異 性 分 子 ） で コ ー テ ィ ン グ
さ れ た 標 的 細 胞 は 、 補 体 に よ り 溶 解 す る こ と も で き る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明
の 組 成 物 は 、 補 体 を 活 性 化 し な い 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 、 多 重 特 異 性 お よ び 二 重 特 異 性 分 子 ） は 、 補 体 と と
も に 投 与 す る こ と も で き る 。 し た が っ て 、 ヒ ト 抗 体 、 多 重 特 異 性 ま た は 二 重 特 異 性 分 子 、
お よ び 血 清 ま た は 補 体 を 含 む 組 成 物 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 補 体 が
ヒ ト 抗 体 、 多 重 特 異 性 ま た は 二 重 特 異 性 分 子 の 近 傍 に 位 置 す る 点 で 有 用 で あ る 。 あ る い は
、 本 発 明 の ヒ ト 抗 体 、 多 重 特 異 性 ま た は 二 重 特 異 性 分 子 、 お よ び 補 体 ま た は 血 清 を 、 別 々
に 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 組 成 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 、 多 重 特 異 性 お よ び 二 重 特 異 性 分 子 ） を 含 む
キ ッ ト お よ び 使 用 説 明 書 も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 そ の キ ッ ト は さ ら に 、 補 体 な ど の 少 な
く と も さ ら に 一 つ の 試 薬 、 ま た は 本 発 明 の さ ら な る ヒ ト 抗 体 （ 例 え ば 、 第 １ の ヒ ト 抗 体 と
は 別 の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 原 中 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 相 補 的 活 性 を 有 す る ヒ ト 抗 体 ） を １ つ 以 上
含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 被 験 体 は 、 例 え ば 、 被 験 体 を サ イ ト カ イ ン で 治 療 す る こ と に よ
り 、 Ｆ ｃ γ ま た は Ｆ ｃ α レ セ プ タ ー の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 、 例 え ば 、 促 進 ま た は 阻 害 す
る 物 質 を 用 い て 、 さ ら に 治 療 す る こ と が で き る 。 多 重 特 異 性 分 子 で の 治 療 中 に 投 与 す る 好
ま し い サ イ ト カ イ ン に は 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー
ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ （ Ｉ Ｆ Ｎ － γ ） 、 お よ び 腫
瘍 壊 死 因 子 （ Ｔ Ｎ Ｆ ） が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 （ 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 、 多 重 特 異 性 お よ び 二 重 特 異 性 分 子 ） は 、 Ｆ ｃ γ Ｒ
ま た は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 細 胞 を 標 的 と す る た め 、 例 え ば 、 こ の よ う な 細 胞 を 標 識 す る た
め な ど に 用 い る こ と も で き る 。 こ の よ う な 使 用 の た め に 、 結 合 剤 を 、 検 出 さ れ 得 る 分 子 に
結 合 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 Ｆ ｃ γ Ｒ ま た は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ な ど の Ｆ ｃ レ セ
プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 を ex vivoま た は in vitroに お い て 局 在 化 す る 方 法 を 提 供 す る 。 検
出 可 能 標 識 は 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 酵 素 、 ま た は 酵 素 共 因 子 な ど が あ げ
ら れ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 サ ン プ ル を （ 例 え ば 、 対 照 サ ン プ ル と と も に ） 抗 体 と Ｐ Ｓ Ｍ Ａ と の 複
合 体 の 形 成 を 可 能 に す る よ う な 条 件 下 で ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ
て 、 サ ン プ ル 中 に お け る Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 原 の 存 在 を 検 出 す る た め に 、 ま た は サ ン プ ル 中 に お け
る Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 原 の 量 を 測 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 そ の 後 複 合 体 形 成 が 検 出 さ れ
、 そ し て サ ン プ ル と 対 照 サ ン プ ル の 複 合 体 形 成 の 差 異 に よ り サ ン プ ル 中 の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 原 の

10

20

30

40

50

(42) JP 2005-518789 A 2005.6.30



存 在 が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 in vivoま た は in vitroで 、 Ｆ ｃ 発 現 細 胞 の 存 在
を 検 出 す る 、 ま た は そ の 量 を 定 量 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 （ ｉ ） 被 験 体
に 、 検 出 可 能 マ ー カ ー に 結 合 さ れ て い る 、 本 発 明 の 組 成 物 （ 例 え ば 、 多 重 特 異 性 も し く は
二 重 特 異 性 分 子 ） ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 投 与 す る こ と ； （ ｉ ｉ ） 該 被 験 体 に 対 し て 、
前 記 検 出 可 能 マ ー カ ー を 検 出 す る た め の 手 段 を 施 し て Ｆ ｃ 発 現 細 胞 を 含 有 す る 領 域 を 同 定
す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に お い て さ ら に 具 体 化 さ れ る が 、 本 発 明 を さ ら に 限 定 す る も の と
解 釈 さ れ て は な ら な い 。 本 願 全 体 に 引 用 さ れ る す べ て の 数 値 、 お よ び す べ て の 引 用 文 献 、
特 許 お よ び 特 許 出 願 公 報 の 内 容 を 引 用 に よ っ て 本 明 細 書 中 に 援 用 す る 。
　 実 施 例 　
【 ０ １ ９ ７ 】
　

　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ － Ｈ ｕ Ｍ
Ａ ｂ を 、 固 相 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 基 礎 と し た ア ッ セ イ を 用 い て 検 出 し た 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 か ら の
免 疫 親 和 性 精 製 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 、 ま た は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 由 来 の フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る 、 細 菌 的 に 発 現
し た 融 合 蛋 白 質 を Maxi-Sorp（ Nunc、 Rochester、 NY） ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に コ ー テ ィ ン
グ し 、 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 該 プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ － ０ ． ２ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０
で 洗 浄 し 、 ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 を 用 い て 室 温 で １ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 ハ イ ブ リ ド
ー マ 培 養 液 か ら の ５ ０ μ ｌ の 上 清 を 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ で コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ ル に 添 加 し 、 該 プ
レ ー ト を 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 該 プ レ ー ト を 上 記 の よ う に 洗 浄 し 、 ５ ０ μ ｌ
の １ ： １ ０ ０ ０ 希 釈 し た ウ サ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 （ ICN、 Costa Mesa、 CA）
を 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 該 プ レ ー ト を 上 記 の よ う に
洗 浄 し 、 ５ ０ μ ｌ の １ ： ２ ０ ０ ０ 希 釈 し た Ｈ Ｒ Ｐ 結 合 プ ロ テ イ ン Ａ （ Sigma、 St. Louis、
MO） を 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 該 プ レ ー ト を 上 記 の よ
う に 洗 浄 し 、 １ ０ ０ μ ｌ の 、 Ａ Ｂ Ｔ Ｓ （ ５ ０ ０ ｍ ｌ の ０ ． １ Ｍ ク エ ン 酸 中 、 １ ５ ０ ｍ ｇ の
2,2'-ア ジ ノ -ビ ス （ 3-エ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ リ ン -6-ス ル ホ ン 酸 、 ｐ Ｈ ４ ． ３ ５ ） ／ Ｈ ２ Ｏ
２ （ Ａ Ｂ Ｔ Ｓ 溶 液 １ ０ ｍ ｌ に つ き １ ０ μ ｌ の ３ ０ ％ Ｈ ２ Ｏ ２ ） 色 素 源 ／ 基 質 溶 液 を 各 ウ ェ
ル に 添 加 し た 。 ５ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の 停 止 溶 液 （ Ｓ Ｄ Ｓ ／ ジ メ チ
ル ホ ル ム ア ミ ド ） を 添 加 す る こ と に よ っ て 該 反 応 を 止 め 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に お
い て 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ に お け る 球 光 度 を 読 み 取 っ た 。 高 い Ａ ４ ０ ５ 値 を 持 つ 上 清 を 産 生 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 限 界 希 釈 に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ し 、 さ ら な る 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 　 １ ～ ５ ％ の Fetalclone （ Hyclone、 Logan、 UT） を 含 有 す る Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ -１ ６ ４ ０ 培 地 を 用 い て 、 Cellmax バ イ オ リ ア ク タ ー （ Cellco、 Laguna Hills、 CA）
か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離 し た 。 プ ロ テ イ ン A-ア ガ ロ ー ス カ ラ ム 上 、 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー を 製 造 元 の 仕 様 書 （ KPL、 Gaithersburg、 MD） に 基 づ い て 行 う こ と に よ っ て 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 し た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 　 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を プ ラ ス チ ッ ク 皿 か ら 掻 き 落 と し 、 Ｐ Ｂ Ｓ
中 で 十 分 に 洗 浄 し 、 １ ０ 容 積 の 脱 イ オ ン 水 中 に 再 懸 濁 さ せ 、 Dounceホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い
て 、 3ス ト ロ ー ク で 均 質 化 し た 。 15000ｘ ｇ で ４ ５ 分 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 膜 画 分 を 単
離 し た 。 Pierce （ Rockford、 IL） Ｂ Ｃ Ａ キ ッ ト を 用 い て 、 膜 ペ レ ッ ト の 蛋 白 質 濃 度 を 測
定 し た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 　 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 か ら 得 た 免 疫 親 和 性 精 製 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ の ア リ コ ー ト （ Ｐ Ｂ Ｓ
中 で ４ ０ μ ｍ /ｍ ｌ ） を １ ０ 分 間 沸 騰 さ せ て 熱 変 性 し 、 氷 上 冷 却 し た 。 こ れ と 、 熱 変 性 し
て い な い 同 一 の ア リ コ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ で １ ： ４ 希 釈 し 、 ９ ６ ウ ェ ル Maxi-Sorpプ レ ー ト （ Nun
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方 法 と 材 料
Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ

抗 体 蛋 白 質 の 単 離 ：

Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 膜 の 調 製 ：

熱 変 性 実 験 ：



c） の ウ ェ ル に 添 加 し て 、 ４ ℃ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 コ ー テ ィ ン グ 後 、 全 て の プ レ ー
ト を ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で １ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 上 記 の よ う に 、
指 示 さ れ た 一 次 抗 体 を 用 い た 標 準 的 な サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 含 有 画 分 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に か け 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜
に 転 写 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た 。 そ の ブ ロ ッ ト を 一 晩 、 ５ ％ 脱 脂 乳 を 含 有 す
る Ｔ Ｂ Ｓ で ブ ロ ッ キ ン グ し 、 精 製 抗 体 の Ｔ Ｂ Ｓ 溶 液 （ 濃 度 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で １ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 そ の ブ ロ ッ ト を ０ ． ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ ） を 含 有 す る Ｔ Ｂ Ｓ （ Ｔ Ｂ Ｓ － Ｔ
） で ５ 回 洗 浄 し 、 Ｌ ｕ ｍ ｉ Ｇ Ｌ Ｏ 化 学 発 光 基 質 キ ッ ト （ KPL、 Gaithersburg、 MD） で 展 開
し 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム に 露 光 し て 可 視 化 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 　 １ ％ Ｎ Ｐ － ４ ０ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ を Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 に 添 加 し 、 １ 時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 遠 心 分 離 に か け て 粒 状 物 質 を 除 去 す る こ と に よ っ て 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞
の 界 面 活 性 剤 ラ イ セ ー ト を 調 製 し た 。 ラ イ セ ー ト １ ｍ ｌ あ た り １ ５ ０ μ ｇ の 無 関 係 の ヒ ト
Ｉ ｇ Ｇ １ を 添 加 し 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 ラ イ セ ー ト １ ｍ ｌ あ た り １ ５
０ μ ｌ の 充 填 さ れ た プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 ラ イ セ ー
ト を 予 め 精 製 し た 。 遠 心 分 離 後 、 上 清 画 分 を 用 い て ビ ー ズ を 除 去 し た 。 予 め 精 製 し て お い
た 、 そ れ ぞ れ １ ０ ０ μ ｌ の ア リ コ ー ト を ５ μ ｇ の 抗 体 蛋 白 質 と 混 合 し 、 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 終 了 後 、 ２ ０ μ ｌ の 充 填 さ れ た プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を 各 チ ュ
ー ブ に 添 加 し 、 該 チ ュ ー ブ を ４ ℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 溶 解 緩 衝 液 を 用 い て 十 分
に 洗 浄 し た 後 、 ５ ０ μ ｌ の Laemmliサ ン プ ル 緩 衝 液 （ Bio-Rad） を 各 サ ン プ ル に 添 加 し 、 チ
ュ ー ブ を ９ ５ ℃ で １ ０ 分 間 加 熱 し た 。 そ の チ ュ ー ブ を ２ 分 間 遠 心 分 離 に か け 、 各 サ ン プ ル
を ２ ５ μ ｌ ず つ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 上 に お き 、 １ ７ ５ ボ ル ト で ６ ０ 分 間 電 気 泳 動 を 行 っ
た 。 電 気 泳 動 し た サ ン プ ル を 、 マ ウ ス 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 ４ Ｄ ８ （ ５ μ ｇ /ｍ ｌ ） を 用 い て 、
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 う た め に Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 上 に エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ ト し 、 上 記 の よ う に 展
開 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 ： 　 組 織 培 養 フ ラ ス コ か ら Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 お よ び Ｐ Ｃ － ３ 細 胞 を
新 た に 収 集 し 、 単 一 の 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 し た 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 懸 濁 液 を 一 次 抗 体 で 直 接 染
色 す る か 、 ま た は 、 １ ％ パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で 固 定 化 し た 後 染 色 し た 。
約 １ ０ ０ 万 個 の 細 胞 を 、 ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ お よ び ５ ０ ～ ２ ０ ０ μ ｇ /ｍ ｌ の 一 次 抗 体 を 含 有
す る Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 再 懸 濁 さ せ 、 氷 上 で 約 ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 細 胞 を ０ ． １ ％
Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． ０ １ ％ Ｎ ａ Ｎ ３ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ０ μ ｌ の １ ： １ ０ ０ 希
釈 し た Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 結 合 型 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ （ Jackson ImmunoResearch、 West Grove、 PA） 中
に 懸 濁 さ せ 、 氷 上 で さ ら に ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 細 胞 を 再 び ２ 回 洗 浄 し 、 ０
． ５ ｍ ｌ の 洗 浄 緩 衝 液 中 に 懸 濁 さ せ 、 FACSCaliburサ イ ト メ ー タ ー （ Becton-Dickinson、 S
an Jose、 CA） 上 で 、 CellQuest 取 得 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 蛍 光 染 色 の 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 　 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ０ ． ３ Ｍ カ ル ボ ン
酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ９ ． ５ に 対 し て 十 分 に 透 析 し た 。 蛍 光 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ Ｆ
Ｉ Ｔ Ｃ ） ス ト ッ ク 溶 液 を 、 １ ｍ ｇ の 固 体 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ を １ ｍ ｌ の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 中 に 溶 解 す る こ と に
よ っ て 調 製 し た 。 ス ト ッ ク Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ を 、 抗 体 蛋 白 質 １ ｍ ｇ に つ き Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ５ ０ μ ｇ に な る
よ う に 、 定 常 的 に 混 合 し な が ら 滴 下 し て 加 え た 。 添 加 後 、 そ の 溶 液 を 室 温 で １ ～ ３ 時 間 、
暗 所 に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 抗 体 を 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 平 衡 化 さ せ た セ フ ァ デ ッ
ク ス Ｇ － １ ０ カ ラ ム 上 で ゲ ル 濾 過 し て 単 離 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 　 ５ ｍ ｇ の ４ Ａ ３ お よ び ７ Ｆ １ ２ 抗 体 蛋 白 質 を
、 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ の ４ つ の カ ル ボ ン 酸 基 の う ち の １ つ を 直 接 結 合 に よ っ て 抗 体 蛋 白 質 の ア ミ ノ 基
に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ 標 識 し た 。 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ （ テ ト ラ ア ザ シ ク ロ ド デ カ ン テ
ト ラ 酸 性 酸 ） は 、 放 射 性 核 種 を 錯 体 化 す る た め に 用 い る こ と が で き る 一 般 的 な キ レ ー ト 剤
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ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 ：

免 疫 沈 降 研 究 ：

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 化 ：

４ Ａ ３ お よ び ７ Ｆ １ ２ の Ｄ Ｏ Ｔ Ａ 標 識 ：



で あ る 。 約 １ ． ５ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 中 の 蛋 白 質 を ま ず 、 遠 心 分 離 器 内 で Ｍ ｒ ２ ５ ， ０ ０ ０ の カ
ッ ト オ フ で 、 ５ × ４ ｍ ｌ の １ ％ Ｄ Ｔ Ｐ Ａ （ ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ノ 酸 性 酸 ） 、 ｐ Ｈ ５ を 用 い
て 、 ２ ４ 時 間 か け て 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 同 じ 手 順 を 用 い て 抗 体 緩 衝 液 を ０ ． １ Ｍ リ ン 酸 塩
、 ｐ Ｈ ７ ． ０ に 変 え た 。 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ の 活 性 エ ス テ ル を 、 ３ ０ ｍ ｇ の Ｄ Ｏ Ｔ Ａ （ ０ ． ０ ７ ２ ｍ
ｍ ｏ ｌ ） を ０ ． ４ ｍ ｌ の 水 に 溶 解 す る こ と に よ っ て 作 製 し 、 Ｎ ａ Ｏ Ｈ を 用 い て ｐ Ｈ を ７ ．
３ に 調 整 し た 。 そ の 後 、 １ ０ ｍ ｇ の １ － エ チ ル － ３ － （ ３ － ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ
ル ボ ジ イ ミ ド を 添 加 し 、 そ の 混 合 物 を １ 時 間 氷 上 冷 却 し 、 抗 体 溶 液 に 添 加 し 、 ４ ℃ で 一 晩
撹 拌 し た 。 得 ら れ た Ｄ Ｏ Ｔ Ａ 抗 体 抱 合 体 を 過 剰 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ か ら 分 離 し 、 他 の 反 応 物 を ０ ． ３
Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ｏ ａ ｃ で 繰 り 返 し 洗 浄 し 、 遠 心 濃 縮 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 　 約 １ ０ ０ 万 個 の Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を ま ず ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 精 製 ４ Ａ
３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ 、 １ ６ Ｆ ９ ま た は 無 関 係 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 抗 体 の Ｐ Ｂ Ｓ
溶 液 で １ 時 間 氷 上 で 処 理 し た 。 洗 浄 後 、 そ の 細 胞 を ５ ０ μ ｇ /ｍ ｌ の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 結 合 ヒ ト ま
た は マ ウ ス 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で １ 時 間 、 氷 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後
、 そ の 細 胞 を １ ０ μ ｇ /ｍ ｌ の ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム で 染 色 し 、 FACsCaliburサ イ ト メ ー タ ー
と CellQuestソ フ ト ウ ェ ア で フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　

　 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 、 ５ ０ ％ Matrigel（ Becton-Dickinson） ２ × １ ０ ６ 中 （ 総 容 量 １ ５
０ μ ｌ ） を ヌ ー ド マ ウ ス に 皮 下 注 射 し た 。 腫 瘍 の 大 き さ が 直 径 約 ０ ． ５ ｃ ｍ に な っ た と き
、 該 動 物 を １ ２ ５ Ｉ 標 識 抗 体 で 、 尾 部 の 静 脈 か ら １ ０ ０ μ ｇ の 抗 体 （ ５ ～ ３ ５ μ Ｃ ｉ の １

２ ５ Ｉ を 含 有 す る ） を 静 脈 内 投 与 す る こ と に よ り in vivo標 識 し た 。 時 間 の ポ イ ン ト (time
 points)を 変 え た 後 、 該 動 物 を 殺 し 、 個 別 の 正 常 臓 器 お よ び 組 織 な ら び に 腫 瘍 組 織 に 存 在
す る １ ２ ５ Ｉ 標 識 の 濃 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 １ ｍ ｇ の 抗 体 蛋 白 質 を １ ～ １ ． ５ μ Ｃ ｉ の １ ２ ５ Ｉ で 、 lodobeads （ Pierce） を 用 い て
、 製 造 元 の 指 示 に し た が っ て ヨ ー ド 処 理 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 　 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 播 き 、 ほ ぼ
コ ン フ ル エ ン ト に 到 達 さ せ た 。 そ の 後 培 地 を 除 去 し 、 ウ ェ ル を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 付 着 し て
い な い 細 胞 を 除 去 し た 。 そ の 後 該 細 胞 を １ ２ ５ Ｉ 標 識 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ 、 ま た は 合 計 容 量 １ ． ５
ｍ ｌ で １ ０ μ ｇ /ｍ ｌ の 濃 度 で 新 鮮 な 培 地 中 に 存 在 す る 無 関 係 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ に マ ッ チ す る
ア イ ソ タ イ プ で 標 識 し 、 ３ ７ ℃ で １ ０ 分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー タ 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 終
了 後 、 培 地 を 除 去 し 、 そ の 細 胞 を 十 分 に Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 未 結 合 の 標 識 抗 体 を 除 去 し 、 １
． ５ ｍ ｌ の 培 養 培 地 を 添 加 し 、 プ レ ー ト を ３ ７ ℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ に 戻 し 、 所 望 の 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の ０ （ 培 養 培 地 を 添 加 直 後 ） 、 ４ 、 １ ８ お よ び ２
８ 時 間 後 、 培 養 培 地 を 除 去 し 、 遠 心 分 離 に か け 、 付 着 し て い な い 細 胞 を 除 去 し た 。 そ の 上
清 画 分 を 氷 上 冷 却 し 、 １ ０ ０ ％ Ｔ Ｃ Ａ を 添 加 す る こ と に よ っ て Ｔ Ｃ Ａ 析 出 さ せ 、 最 終 的 な
Ｔ Ｃ Ａ 濃 度 を １ ０ ％ と し た 。 １ ０ 分 間 氷 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 該 画 分 を １ ０ 分 間 １
０ ０ ０ ｘ ｇ で 遠 心 分 離 に か け 、 上 清 を 除 去 し た 。 Ｔ Ｃ Ａ 可 溶 性 お よ び 不 溶 性 画 分 の 双 方 に
存 在 す る 放 射 活 性 を ガ ン マ カ ウ ン タ ー で 定 量 し た 。 Ｔ Ｃ Ａ 析 出 用 の 培 地 の 除 去 後 、 ウ ェ ル
中 に 付 着 し て い る 細 胞 を 、 ト リ プ シ ン を 用 い て 放 出 さ せ 、 計 数 用 の チ ュ ー ブ 中 に お き 、 あ
わ せ て 、 １ ｍ ｌ の ０ ． ｌ Ｎ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ 洗 浄 を 行 っ た 。 細 胞 に 結 合 し て い る 放 射 活 性 も ガ ン
マ カ ウ ン タ ー で 定 量 し た 。 も と も と 細 胞 に 結 合 し て い た 細 胞 総 数 の 、 内 在 化 し 、 処 理 さ れ
、 お よ び Ｔ Ｃ Ａ 可 溶 性 画 分 に 分 散 し て い る 細 胞 に 対 す る 比 率 を プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 精 製 抗 体 蛋 白 質 ０ ． ５ ｍ ｇ を 、 上 述 し た よ う に 、 １ ｍ Ｃ ｉ の １ ２ ５ Ｉ を 用 い て ヨ ー ド 処
理 し た 。 各 抗 体 の 標 識 は 、 ０ ． ４ ～ １ ． ６ μ Ｃ ｉ /μ ｇ 抗 体 蛋 白 質 で あ っ た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 　 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ お よ び Ｃ Ｄ Ｃ 試 験 は 、
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抗 体 阻 害 の 研 究 ：

Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 腫 瘍 を 保 有 す る ヌ ー ド マ ウ ス に お け る １ ２ ５ Ｉ 標 識 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の 体 内 分
布 ：

１ ２ ５ Ｉ 標 識 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の 内 在 化 ：

Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の Ａ Ｄ Ｃ Ｃ お よ び Ｃ Ｄ Ｃ ス ク リ ー ニ ン グ :



標 的 細 胞 と し て Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を 用 い た ４ 時 間 の ５ １ Ｃ ｒ 放 出 ア ッ セ イ と し た 。 ア ッ セ イ
は 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 、 １ ウ ェ ル に つ き ２ ５ ０ ０ の 標 的 を ３ 部 ず つ 用 い て 、 エ フ ェ
ク タ ー を 標 的 細 胞 に 対 す る 比 率 （ エ フ ェ ク タ ー ： 標 的 比 ） １ ０ ０ ： １ で 行 っ た 。 エ フ ェ ク
タ ー 細 胞 は 、 １ オ ス お よ び １ メ ス ド ナ ー か ら 単 離 し た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ と し た 。 Ｃ Ｄ Ｃ ア ッ セ イ の
た め に 、 最 終 濃 度 １ ： ２ ０ ０ の 新 鮮 な ヒ ト 血 漿 を 補 足 源 と し て 用 い た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 　 ま ず 、 サ イ ト メ ト リ ー 後
、 ア セ ト ン を 用 い て １ ０ 分 間 処 理 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 、 染 色 後 １ ０ ％ 中 性 緩 衝 ホ ル
マ リ ン を 用 い て １ ０ 秒 間 処 理 す る こ と に よ っ て 、 固 定 化 さ れ た 凍 結 組 織 切 片 上 で 、 固 定 化
さ れ た 濃 度 の 精 製 し た 未 結 合 の ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ５ μ ｍ /ｍ ｌ ） を 用 い 、 ま た 、
ビ オ チ ン 化 さ れ た ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 二 次 抗 体 の 濃 度 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 Ｉ Ｈ Ｃ
交 差 反 応 性 ス ク リ ー ニ ン グ の 条 件 を 最 適 化 し た 。 こ れ ら の 条 件 に 基 づ い て 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ 一
次 抗 体 濃 度 を 変 え る こ と に よ っ て 、 二 次 抗 体 濃 度 を 最 適 化 し て 二 次 試 験 を 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 こ れ ら の 結 果 に 基 づ い て 、 サ イ ト メ ト リ ー 時 、 ア セ ト ン で １ ０ 分 間 固 定 化 し た 後 、 ヒ ト
凍 結 切 片 上 で 、 次 い で 、 染 色 直 前 に １ ０ 秒 間 １ ０ ％ 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン 中 で 組 織 ス ク リ ー
ニ ン グ を 行 っ た 。 １ ． ５ ｍ ｇ /ｍ ｌ の 過 剰 担 体 Ｉ ｇ Ｇ を 含 有 す る ５ μ ｇ /ｍ ｌ の 濃 度 で 一 次
抗 体 を 用 い て 染 色 を 行 い 、 そ の 後 Ｉ ｇ Ｇ ７ ． ５ μ ｇ /ｍ ｌ の ビ オ チ ン 化 さ れ た ヤ ギ 抗 ヒ ト
Ｉ ｇ Ｇ 二 次 抗 体 を 用 い て 染 色 を 行 っ た 。 熱 凝 集 性 の ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ （ １ ｍ ｇ /ｍ ｌ ） 、 ５ ％
規 定 ヤ ギ 血 清 、 お よ び １ ％ Ｂ Ｓ Ａ が 、 該 切 片 の 蛋 白 質 ブ ロ ッ ク に 含 ま れ て い た 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ２ １ ４ 】
　 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る た め の Ｃ ｍ ｕ 標 的 マ ウ ス の 作 製

　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｉ Ｃ Ｅ ｍ ｕ は 、 ｍ ｕ 遺 伝 子 全 般 を 範 囲 と す る
マ ウ ス Ｉ ｇ 重 鎖 遺 伝 子 座 の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ／ Ｘ ｈ ｏ Ｉ フ ラ グ メ ン ト を 含 有 し て お り 、 そ れ は Ｂ
ａ ｌ ｂ ／ Ｃ ゲ ノ ム ラ ム ダ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 た （ Marcuら 、 Cell 22: 187, 1980
） 。 こ の ゲ ノ ム フ ラ グ メ ン ト を プ ラ ス ミ ド ｐ Ｉ Ｃ Ｅ Ｍ Ｉ ９ Ｈ の Ｘ ｈ ｏ Ｉ ／ Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 部 位
に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た （ Marshら ； Gene 32、 481-485、 1984） 。 ｐ Ｉ Ｃ Ｅ ｍ ｕ に 含 ま れ
る 重 鎖 配 列 は 、 ｍ ｕ イ ン ト ロ ン エ ン ハ ン サ ー の ３ ’ 側 に ち ょ う ど 位 置 す る Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 部 位
の 下 流 か ら 、 ｍ ｕ 遺 伝 子 の 膜 貫 通 エ ク ソ ン の 最 後 部 の 下 流 約 １ ｋ ｂ に 位 置 す る Ｘ ｈ ｏ Ｉ 部
位 ま で を 範 囲 と す る が 、 ｍ ｕ ス イ ッ チ 反 復 領 域 の ほ と ん ど が E. coliの 継 代 に よ り 消 去 さ
れ て し ま っ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 標 的 ベ ク タ ー を 以 下 の よ う に 構 築 し た 。 １ ． ３ ｋ ｂ の Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ ／ Ｓ ｍ ａ Ｉ フ ラ グ
メ ン ト を ｐ Ｉ Ｃ Ｅ ｍ ｕ か ら 切 り 出 し 、 Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ ／ Ｓ ｍ ａ Ｉ 消 化 pBluescript（ Strat
agene、 La Jolla、 CA） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の ｐ Ｉ Ｃ Ｅ ｍ ｕ フ ラ グ メ ン ト は 、 Ｃ
ｍ ｕ １ の ５ ’ 側 約 １ ｋ ｂ に 位 置 す る Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 部 位 か ら Ｃ ｕ ｍ １ 内 に 位 置 す る Ｓ ｍ ａ
Ｉ 部 位 ま で を 範 囲 と す る 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を Ｓ ｍ ａ Ｉ ／ Ｓ ｐ ｅ Ｉ で 消 化 し て 、 Ｃ ｍ ｕ
１ の ３ ’ 側 の Ｓ ｍ ａ Ｉ 部 位 か ら Ｃ ｍ ｕ エ キ ソ ン 最 後 部 の 直 下 流 に 位 置 す る Ｘ ｂ ａ Ｉ 部 位 を
範 囲 と す る ｐ Ｉ Ｃ Ｅ ｍ ｕ の Ｓ ｍ ａ Ｉ ／ Ｘ ｂ ａ Ｉ フ ラ グ メ ン ト 約 ４ ｋ ｂ を 挿 入 し た 。 得 ら れ
た プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ Ａ Ｒ １ を Ｓ ｍ ａ Ｉ 部 位 で 直 線 化 し 、 ｎ ｅ ｏ 発 現 カ セ ッ ト を 挿 入 し た 。 こ
の カ セ ッ ト は 、 マ ウ ス ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ （ ｐ ｇ ｋ ） プ ロ モ ー タ ー （ Ｘ ｂ ａ Ｉ ／
Ｔ ａ ｑ Ｉ フ ラ グ メ ン ト 、 Adraら （ 1987） Gene 60: 65-74） の 転 写 調 節 下 に あ り 、 ｐ ｇ ｋ ポ
リ ア デ ニ ル 化 部 位 （ Ｐ ｖ ｕ Ｉ Ｉ ／ Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ フ ラ グ メ ン ト 、 Boerら （ 1990）  Biochem
ical Genetics 28: 299-308） を 有 す る 新 規 遺 伝 子 か ら 成 る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｋ Ｊ １ （ Tybul
ewiczら  （ 1991）  Cell 65: 1153-1163に 記 載 ） か ら こ の カ セ ッ ト を 得 、 そ こ か ら そ の ｎ
ｅ ｏ カ セ ッ ト を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ／ Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ フ ラ グ メ ン ト と し て 切 り 出 し て 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ
／ Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 消 化 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － ７ Ｚ ｆ （ ＋ ） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － ７ （ Ｋ
Ｊ １ ） を 作 製 し た 。 ｎ ｅ ｏ カ セ ッ ト を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ／ Ｓ ａ ｌ Ｉ 消 化 に よ り ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － ７ か ら
切 り 出 し 、 末 端 を 平 滑 化 し て 、 ゲ ノ ム Ｃ ｍ ｕ 配 列 と は 反 対 側 に 位 置 す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ｔ Ａ
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Ｉ Ｈ Ｃ に よ る Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の 組 織 交 差 反 応 性 ス ク リ ー ニ ン グ ：

Ｃ Ｍ Ｄ 標 的 ベ ク タ ー の 構 築 ：



Ｒ １ の Ｓ ｍ ａ Ｉ 部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 直 線 化 し
、 Mansourら （ 1988） Nature 336: 348-352に 記 載 さ れ て い る よ う に 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス チ ミ
ジ ン キ ナ ー ゼ （ ｔ ｋ ） カ セ ッ ト を 挿 入 し 、 相 同 性 組 換 え 体 を 有 す る Ｅ Ｓ ク ロ ー ン を 富 化 し
た 。 こ の カ セ ッ ト は 、 Tybulewiczら （ 1991） Cell 65: 1153-1163の 記 述 の 通 り 、 マ ウ ス ｐ
ｇ ｋ プ ロ モ ー タ ー と ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 に 挟 ま れ た ｔ ｋ 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 か ら な る 。 得
ら れ た Ｃ Ｍ Ｄ 標 的 化 ベ ク タ ー の 合 計 約 ５ ． ３ ｋ ｂ が 重 鎖 遺 伝 子 座 に 相 同 で あ り 、 ｎ ｅ ｏ 発
現 カ セ ッ ト を 第 一 Ｃ ｍ ｕ エ キ ソ ン の 固 有 Ｓ ｍ ａ Ｉ 部 位 に 挿 入 し た 突 然 変 異 ｍ ｕ 遺 伝 子 を 作
製 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 標 的 ベ ク タ ー を 、 プ ラ ス ミ ド 配 列 内 を 切 断 す る 、 Ｐ ｖ ｕ Ｉ
で 直 線 化 し 、 そ の 後 そ れ を Ｅ Ｓ 細 胞 に 電 気 穿 孔 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 　 Ａ Ｂ － １  Ｅ Ｓ 細 胞 （ McMahon、 A. P.お よ び Bradley, 
A.、 （ 1990）  Cell 62: 1073-1085） は 、 有 糸 分 裂 が 不 活 性 の Ｓ Ｎ Ｌ ７ ６ ／ ７ 細 胞 支 持 細
胞 層 上 で 成 長 し た （ 同 上 ） 。 基 本 的 に は （ Robertson、 E. J.（ 1987）  in 

 （ E. J. Robertson、 ed.）  Oxfor
d: IRL Press、 p. 71-112） に 記 載 の 通 り で あ る 。 直 線 化 し た Ｃ Ｍ Ｄ 標 的 ベ ク タ ー を 、 Has
tyら （ Hasty, P. R.ら （ 1991） Nature 350: 243-246） に 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ り 、 AB-
1細 胞 に 電 気 穿 孔 し た 。 電 気 穿 孔 さ れ た 細 胞 を 、 １ ０ ０ ｍ ｍ 皿 に １ ～ ２ × １ ０ ６ 細 胞 ／ 皿
の 密 度 で 播 い た 。 ２ ４ 時 間 後 、 Ｇ ４ １ ８ （ 活 性 成 分 ２ ０ ０ μ ｇ /ｍ ｌ ） お よ び Ｆ Ｉ Ａ Ｕ （
５ × １ ０ － ７ Ｍ ） を 培 地 に 加 え て 、 薬 物 耐 性 ク ロ ー ン を ８ ～ ９ 日 間 か け て 成 長 さ せ た 。 ク
ロ ー ン を 採 取 し 、 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 ２ 分 し て さ ら に 成 長 さ せ た 。 次 に 各 ク ロ ー ン か ら 誘
導 し た 細 胞 の 半 分 を 冷 凍 し 、 残 り の 半 分 を ベ ク タ ー 配 列 と 標 的 配 列 の 相 同 性 組 換 え に つ い
て 分 析 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 分 析 を サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 行 っ た 。 Ｄ Ｎ Ａ を Lairdら
（ Laird, P. W. ら （ 1991）  Nucleic Acids Res. 19: 4293） が 記 載 の 通 り ク ロ ー ン か ら
単 離 し た 。 単 離 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を Ｓ ｐ ｅ Ｉ で 消 化 し 、 ｍ ｕ イ ン ト ロ ン エ ン ハ ン サ ー と
ｍ ｕ ス イ ッ チ 領 域 の 間 の 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 ９ １ ５ ｂ ｐ の Ｓ ａ ｃ Ｉ フ ラ グ メ ン ト
、 プ ロ ー ブ Ａ で プ ロ ー ブ し た （ 図 １ ） 。 プ ロ ー ブ Ａ は 、 野 生 型 遺 伝 子 座 か ら ９ ． ９ ｋ ｂ の
Ｓ ｐ ｅ Ｉ フ ラ グ メ ン ト を 検 出 し 、 Ｃ Ｍ Ｄ 標 的 ベ ク タ ー と 相 同 的 に 組 み 換 え ら れ た ｍ ｕ 遺 伝
子 座 か ら 診 断 用 ７ ． ６ ｋ ｂ バ ン ド を 検 出 す る （ ｎ ｅ ｏ 発 現 カ セ ッ ト は 、 Ｓ ｐ ｅ Ｉ 部 位 を 有
す る ） 。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た １ １ ３ ２  Ｇ ４ １ ８ お よ び Ｆ Ｉ
Ａ Ｕ 耐 性 ク ロ ー ン の う ち 、 ３ つ が ｍ ｕ 遺 伝 子 座 に お け る 相 同 組 換 え を 示 す ７ ． ６ ｋ ｂ の Ｓ
ｐ ｅ Ｉ バ ン ド を 示 し た 。 こ れ ら ３ つ の ク ロ ー ン を 酵 素 Ｂ ｇ ｌ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｔ Ｘ Ｉ 、 お よ び Ｅ ｃ
ｏ Ｒ Ｉ で さ ら に 消 化 し 、 ベ ク タ ー が ｍ ｕ 遺 伝 子 に 相 同 的 に 組 み 込 ま れ た こ と を 確 認 し た 。
プ ロ ー ブ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た と き 、 Ｂ ｇ ｌ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｔ Ｘ Ｉ 、 お よ び Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化
さ れ た 野 生 型 Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン ブ ロ ッ ト は そ れ ぞ れ １ ５ ． ７ 、 ７ ． ３ 、 お よ び １ ２ ． ５ ｋ ｂ
の フ ラ グ メ ン ト を 産 生 し た 。 一 方 、 標 的 ｍ ｕ 対 立 遺 伝 子 の 存 在 は 、 そ れ ぞ れ ７ ． ７ 、 ６ ．
６ 、 お よ び １ ４ ． ３ ｋ ｂ の フ ラ グ メ ン ト に よ り 示 さ れ る 。 Ｓ ｐ ｅ Ｉ 消 化 物 に よ り 検 出 さ れ
た ３ 陽 性 ク ロ ー ン は す べ て 、 新 規 カ セ ッ ト が Ｃ ｍ ｕ １ エ キ ソ ン に 挿 入 さ れ た こ と を 示 す 所
定 の Ｂ ｇ ｌ Ｉ 、 Ｂ ｓ ｔ Ｘ Ｉ 、 お よ び Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ｍ ｐ 制 限 フ ラ グ メ ン ト を 示 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 　 三 種 類 の 標 的 Ｅ Ｓ ク ロ ー ン 、 指 定 番 号 ２
６ ４ 、 ２ ７ ２ 、 お よ び ４ ０ ８ を 解 凍 し 、 Bradley （ Bradley, A.（ 1987） in 

.（ E. J. Robertson,ed.） Oxfor
d: IRL Press, p. 113-151） に よ る 記 述 の 通 り 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ 未 分 化 胚 芽 細 胞 に 注 射
し た 。 注 射 さ れ た 未 分 化 胚 芽 細 胞 を 偽 妊 娠 メ ス の 子 宮 に 移 し 、 挿 入 Ｅ Ｓ 細 胞 に 由 来 す る 細
胞 と 宿 主 未 分 化 胚 芽 細 胞 の 混 合 を 示 す キ メ ラ マ ウ ス を 作 製 し た 。 キ メ ラ へ の Ｅ Ｓ 細 胞 の 寄
与 の 程 度 は 、 Ｅ Ｓ 細 胞 系 列 に 由 来 す る 被 覆 の ネ ズ ミ 色 の 呈 色 を 黒 色 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ を バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド と し て 視 覚 的 に 推 測 す る こ と が で き る 。 ク ロ ー ン ２ ７ ２ お よ び ４ ０ ８ は 、
キ メ ラ の 割 合 が 低 い も の （ つ ま り ネ ズ ミ 色 の 着 色 の 割 合 が 低 い ） し か 生 じ な か っ た が 、 ク
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突 然 変 異 ｍ ｕ 遺 伝 子 を 有 す る マ ウ ス の 作 製 ：
Teratocarcin

omas and Embryonic Stem Cells: a Practical Approach



ロ ー ン ２ ６ ４ で は 、 キ メ ラ の 割 合 が 高 い オ ス が 生 じ た 。 こ の よ う な キ メ ラ を Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／
６ Ｊ メ ス と 交 配 さ せ る と 、 ネ ズ ミ 色 の 仔 が 作 製 さ れ 、 Ｅ Ｓ 細 胞 ゲ ノ ム が 生 殖 細 胞 系 列 に 伝
播 す る こ と が 示 さ れ た 。 標 的 ｍ ｕ 遺 伝 子 の ス ク リ ー ニ ン グ を 、 尾 部 生 検 で 得 た Ｂ ｇ ｌ Ｉ 消
化 Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 行 っ た （ Ｅ Ｓ 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ の 分 析 に つ い て 上 述 の 通 り
） 。 ネ ズ ミ 色 仔 の 約 ５ ０ ％ が １ ５ ． ７ ｋ ｂ の 野 生 型 バ ン ド に 加 え て ７ ． ７ ｋ ｂ ハ イ ブ リ ダ
イ ズ Ｂ ｇ ｌ Ｉ バ ン ド を 示 し て お り 、 標 的 ｍ ｕ 遺 伝 子 の 生 殖 細 胞 系 列 伝 播 が 立 証 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 　 ｎ ｅ ｏ カ
セ ッ ト の Ｃ ｍ ｕ １ へ の 挿 入 が 、 Ｉ ｇ 重 鎖 遺 伝 子 を 不 活 化 し て い る か ど う か を 調 べ る た め に
、 ク ロ ー ン ２ ６ ４ キ メ ラ を 、 Ｊ Ｈ 遺 伝 子 セ グ メ ン ト を 消 去 す る こ と に よ り 重 鎖 発 現 を 不 活
化 す る Ｊ Ｈ Ｄ 突 然 変 異 に ホ モ 接 合 性 の マ ウ ス と 交 配 さ せ た （ Chenら 、 （ 1993） Immunol. 5
: 647-656） 。 ネ ズ ミ 色 仔 が ４ 匹 誕 生 し た 。 こ れ ら の 動 物 が 生 後 １ ヶ 月 の 時 点 で 、 そ れ ら
か ら 血 清 を 採 取 し 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｍ の 存 在 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 検 定 し た 。 ４ 匹 の 仔 の う ち ２
匹 に Ｉ ｇ Ｍ が 完 全 に 欠 損 し て い た （ 表 １ 参 照 ） 。 尾 部 生 検 で 採 取 し た Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン ブ ロ
ッ ト 分 析 は 、 Ｂ ｇ ｌ Ｉ 消 化 お よ び プ ロ ー ブ Ａ と の ハ イ ブ リ ダ イ ズ （ 図 １ 参 照 ） 、 お よ び Ｓ
ｔ ｕ Ｉ 消 化 と ４ ７ ５ ｂ ｐ の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ／ Ｓ ｔ ｕ Ｉ フ ラ グ メ ン ト と の ハ イ ブ リ ダ イ ズ （ 同 上
） に よ り 行 い 、 マ ウ ス 仔 ４ 匹 の 遺 伝 子 型 別 を 行 っ た と こ ろ 、 血 清 Ｉ ｇ Ｍ を 発 現 し な か っ た
動 物 は 、 重 鎖 遺 伝 子 座 の 一 つ の 対 立 遺 伝 子 が Ｊ Ｈ Ｄ 突 然 変 異 を 有 し て お り 、 も う 一 つ の 対
立 遺 伝 子 が Ｃ ｍ ｕ １ 突 然 変 異 を 有 し て い る 動 物 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 Ｊ Ｈ Ｄ 突 然
変 異 に つ い て ヘ テ ロ 接 合 性 の マ ウ ス は 、 野 生 型 レ ベ ル の 血 清 Ｉ ｇ 値 を 示 す 。 こ の デ ー タ は
、 Ｃ ｍ ｕ １ 突 然 変 異 は ｍ 遺 伝 子 の 発 現 を 不 活 化 す る こ と を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ １ 】
　 表 １ は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 測 定 し た 血 清 Ｉ ｇ Ｍ レ ベ ル で 、 Ｃ Ｍ Ｄ お よ び Ｊ Ｈ Ｄ 突 然 変 異 の 両 方
を 持 つ マ ウ ス （ Ｃ Ｍ Ｄ ／ Ｊ Ｈ Ｄ ） 、 Ｊ Ｈ Ｄ 突 然 変 異 に つ い て ヘ テ ロ 接 合 性 の マ ウ ス （ ＋ ／
Ｊ Ｈ Ｄ ） 、 野 生 型 （ １ ２ ９ Ｓ ｖ  ｘ  Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ ） Ｆ １ マ ウ ス （ ＋ ／ ＋ ） 、 お よ び Ｊ
Ｈ Ｄ 突 然 変 異 に つ い て ホ モ 接 合 性 の Ｂ 細 胞 欠 乏 マ ウ ス （ Ｊ Ｈ Ｄ ／ Ｊ Ｈ Ｄ ） に つ い て を 示 す
。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ ヒ ト 抗 体 産 生 用 の Ｈ Ｃ Ｏ １ ２ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製

： 　 Ｈ Ｃ Ｏ １ ２ 導 入 遺 伝 子 は 、 ｐ Ｈ Ｃ ２ の ８ ０ ｋ ｂ イ ン サ
ー ト （ Taylorら 、 1994、 Int. Immunol.、 6: 579-591） お よ び ｐ Ｖ ｘ ６ の ２ ５ ｋ ｂ イ ン サ
ー ト を 同 時 注 入 し て 作 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｖ ｘ ６ は 下 記 の 通 り に 構 築 し た 。
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ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の ｍ ｕ 遺 伝 子 の 機 能 的 不 活 性 化 に つ い て の 分 析 ：

Ｈ Ｃ Ｏ １ ２ ヒ ト 重 鎖 導 入 遺 伝 子



【 ０ ２ ２ ３ 】
　 生 殖 細 胞 系 列 ヒ ト Ｖ Ｈ １ － １ ８ （ Ｄ Ｐ － １ ４ ） 遺 伝 子 と と も に 約 ２ ． ５ ｋ ｂ の ５ ’ 側 隣
接 ゲ ノ ム 配 列 お よ び ５ ｋ ｂ の ３ ’ 隣 接 ゲ ノ ム 配 列 を 含 む ８ ． ５ ｋ ｂ  Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ ／ Ｓ
ａ ｌ Ｉ 　 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ｐ Ｓ Ｐ ７ ２ （ Promega、 Madison、 WI）
に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 プ ラ ス ミ ド ｐ ３ ４ ３ ． ７ ． １ ６ を 作 製 し た 。 生 殖 細 胞 系 列 ヒ ト Ｖ

Ｈ ５ － ５ １ （ Ｄ Ｐ － ７ ３ ） 遺 伝 子 と と も に 約 ５ ｋ ｂ の ５ '側 隣 接 ゲ ノ ム 配 列 お よ び １ ｋ ｂ
の ３ '側 隣 接 ゲ ノ ム 配 列 を 含 む ７ ｋ ｂ  Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ /Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ  Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を
ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ ベ ー ス の プ ラ ス ミ ド ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｐ １ ｆ （ Taylorら . 1992, Nu
cleic Acids Res. 20: 6287-6295） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 プ ラ ス ミ ド ｐ ２ ５ １ ｆ を 作 製
し た 。 ｐ Ｇ Ｐ １ ｆ 、 ｐ Ｇ Ｐ １ ｋ に 由 来 す る 新 規 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ ／ Ｂ ａ
ｍ Ｈ Ｉ で 消 化 し 、 生 殖 細 胞 系 列 ヒ ト Ｖ Ｈ ３ － ２ ３ （ Ｄ Ｐ ４ ７ ） 遺 伝 子 と と も に 約 ４ ｋ ｂ の
５ ’ 側 隣 接 ゲ ノ ム 配 列 お よ び ５ ｋ ｂ の ３ ’ 側 隣 接 ゲ ノ ム 配 列 を 含 む １ ０ ｋ ｂ  Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ /
Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ  Ｄ Ｎ Ａ と ラ イ ゲ ー ト し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド ｐ １ １ ２ ． ２ Ｒ Ｒ ． ７ を Ｂ ａ
ｍ Ｈ Ｉ /Ｓ ａ ｌ Ｉ で 消 化 し 、 ｐ ２ ５ １ ｆ の ７ ｋ ｂ の 精 製 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ /Ｓ ａ ｌ Ｉ イ ン サ ー ト と
ラ イ ゲ ー ト し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド 、 ｐ Ｖ ｘ ４ を Ｘ ｈ ｏ Ｉ で 消 化 し 、 ｐ ３ ４ ３ ． ７ ． １
６ の ８ ． ５ ｋ ｂ の Ｘ ｈ ｏ Ｉ /Ｓ ａ ｌ Ｉ イ ン サ ー ト と ラ イ ゲ ー ト し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 他 の ２ つ の Ｖ 遺 伝 子 と 同 一 方 向 に あ る Ｖ Ｈ １ － １ ８ 遺 伝 子 を 用 い て ク ロ ー ン を 得 た 。 ｐ
Ｖ ｘ ６ と 称 さ れ た こ の ク ロ ー ン を 、 そ の 後 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 消 化 し 、 Hoganら （ B. Hoganら 、 Man
ipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual、 第 ２ 版 、 1994、 Cold Spring Harbo
r Laboratory Press、 Plainview NY） に よ り 記 述 さ れ た よ う に 、 精 製 し た ２ ６ ｋ ｂ の イ ン
サ ー ト を （ ｐ Ｈ Ｃ ２ の 精 製 し た ８ ０ ｋ ｂ の Ｎ ｏ ｔ Ｉ イ ン サ ー ト と と も に 、 １ ： １ の モ ル 比
で ） 、 半 日 目 の 前 核 （ Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ /６ Ｊ  ｘ  Ｄ Ｂ Ａ /２ Ｊ ） Ｆ ２ 胚 へ 同 時 注 入 し た 。 Ｖ ｘ ６
お よ び Ｈ Ｃ ２ の 両 方 か ら 得 た 配 列 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 独 立 ３ 系 列 は 、 注 入
胚 か ら 成 長 し た マ ウ ス か ら 確 立 さ れ た 。 こ れ ら の 系 列 を 、 （ Ｈ Ｃ Ｏ １ ２ ） １ ４ ８ ８ １ 、 （
Ｈ Ｃ Ｏ １ ２ ） １ ５ ０ ８ ３ 、 お よ び （ Ｈ Ｃ Ｏ １ ２ ） １ ５ ０ ８ ７ と 称 す る 。 ３ 系 列 そ れ ぞ れ を
実 施 例 １ に 記 載 の Ｃ Ｍ Ｄ 突 然 変 異 、 Ｊ Ｋ Ｄ 突 然 変 異 （ Chenら 、 1993, EMBO J. 12: 811-82
0） 、 お よ び （ Ｋ Ｃ ｏ ５ ） ９ ２ ７ ２ 導 入 遺 伝 子 （ Fishwildら 、 1996, Nature Biotechnolog
y 14: 845-851） を 含 む マ ウ ス と 交 配 さ せ た 。 得 ら れ た マ ウ ス は 、 破 壊 さ れ た 内 因 性 マ ウ
ス 重 鎖 お よ び ｋ 軽 鎖 遺 伝 子 座 に つ い て ホ モ 接 合 性 の 背 景 を も つ ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お
よ び ｋ 軽 鎖 導 入 遺 伝 子 を 発 現 す る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 お よ び 二 重 特 異 性
　 ： 抗 原 （ Northwest Biotherapeutics, Inc） は 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 （ Cat#CRL-1740；
American Type Culture Collection、 Rockville、 MD） か ら 単 離 さ れ た （ １ ） 細 胞 膜 お よ
び （ ２ ） 精 製 蛋 白 質 （ Ｐ Ｓ Ｍ Ａ ） の ２ つ の 形 状 で 提 供 さ れ た 。 精 製 抗 原 （ １ ． ０ ５ ｍ ｇ /
ｍ ｌ ） を 用 い て 、 １ 回 の 免 疫 化 お よ び 最 終 的 な 尾 部 の 追 加 免 疫 を 行 っ た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 ７ Ｅ ｌ ｌ ． Ｃ ５ は 、 Cytogen, Inc、 Princeton、 NJか ら 入 手 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 可 溶 性 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ お よ び Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 か ら の 膜 を 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト ま た は
フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の い ず れ か と 混 合 し た （ Ｃ Ｆ Ａ お よ び Ｉ Ｆ Ａ ） 。 マ ウ ス に
０ ． ２ ｃ ｃ の 調 製 さ れ た 抗 原 を 腹 腔 内 注 射 し た 。 無 菌 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の 可 溶 性 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ で 尾 の 静
脈 を 最 終 的 な 免 疫 化 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 　 マ ウ ス を フ ィ ル タ ー ケ ー ジ に 収 容 し 、 免 疫 化 、 出 血 お よ
び 融 合 の 日 に お い て 良 好 な 身 体 的 条 件 で あ る こ と を 調 べ た 。 （ Ｃ Ｍ Ｄ ） ＋ ＋ ； （ Ｈ Ｃ ｏ １
２ ） １ ５ ０ ８ ７ ＋ ； （ Ｊ Ｋ Ｄ ） ＋ ＋ ； （ Ｋ Ｃ ｏ ５ ） ９ ２ ７ ２ ＋ 遺 伝 子 型 の オ ス マ ウ ス Ｉ Ｄ
＃ １ ７ ０ １ ８ に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び １ ６
Ｆ ９ を 産 生 し た 。 個 々 の 導 入 遺 伝 子 の 名 称 を 括 弧 に 記 載 し 、 そ れ に 続 い て 、 ラ ン ダ ム に 統
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抗 原

ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ：



合 さ れ た 導 入 遺 伝 子 を 記 載 し て い る 。 ＋ ＋ や ＋ と い っ た 記 号 は 、 同 型 接 合 ま た は 異 型 接 合
を 示 す が 、 マ ウ ス は 通 常 、 ラ ン ダ ム に 組 み 込 ま れ た Ｉ ｇ 導 入 遺 伝 子 に つ い て 同 型 接 合 と 異
型 接 合 と を 区 別 す る こ と が で き な い Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス の ア ッ セ イ を 利 用 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ
れ る の で 、 ＋ と い う 指 示 記 号 は 、 実 際 に こ れ ら の 要 素 が 均 質 な マ ウ ス に 付 与 し て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 　 免 疫 化 の ス ケ ジ ュ ー ル を 表 ２ に 示 す 。 マ ウ ス ＃ １ ７ ０ １ ８ を １ １ ２ 日
目 に 融 合 し 、 そ れ を 、 遺 伝 子 型 Ｈ Ｃ ｏ ７ お よ び Ｈ Ｃ ｏ １ ２ か ら の １ ０ 匹 の マ ウ ス コ ホ ー ト
中 に 含 め た 。 全 て の 免 疫 化 は 、 腹 腔 内 注 射 に よ っ て 行 っ た 。 融 合 の ３ 日 前 と ２ 日 前 に 、 Ｉ
Ｖ で 追 加 免 疫 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 　 融 合 に は 、 P3 X63 ag8.653ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 列 （ ATCC CRL 1
580、 lot F-15183） を 用 い た 。 オ リ ジ ナ ル の Ａ Ｔ Ｃ Ｃ バ イ ア ル を 解 凍 し 、 培 養 液 中 で 伸 長
さ せ た 。 凍 結 さ せ た バ イ ア ル か ら の ス ト ッ ク 種 子 を こ の 伸 長 物 か ら 調 製 し た 。 細 胞 を 培 養
液 中 に ３ ～ ６ ヶ 月 維 持 し 、 週 ２ 回 動 か し た 。 P388D1（ ATCC TIB-63 FL） を ２ ０ ０ ｍ Ｌ に 伸
長 し 、 消 耗 さ せ た 。 上 清 を 回 転 し 、 濾 過 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 追 加 用 の 培 地 と し て 使 用 し た
。 新 た な バ イ ア ル を 解 凍 し て か ら 、 該 細 胞 系 列 を ３ ～ ６ ヶ 月 経 過 さ せ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 ： 　 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ お よ び Penicillin-Streptomycin （ Gibco, #11
K1763） を 含 有 す る （ Mediatech Cellgro、 # 1001233） を 使 用 し て Ｐ ３ ８ ８ Ｄ １ 細 胞 お よ
び ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 培 養 し た 。 更 な る 培 地 補 足 を ハ イ ブ リ ド ー マ 成 長 培 地 に 追 加 し た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 マ ウ ス 番 号 ＃ １ ７ ０ １ ８ か ら 得 た 脾 臓 は 、 正 常 の 大 き さ で あ り 、 １ ． ７ ８ × １ ０ ８ 個 の
生 存 可 能 な 細 胞 を 産 出 し た 。 脾 細 胞 を 融 合 し た 。
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免 疫 化 の 手 順 ：

ハ イ ブ リ ド ー マ の 調 製 ：

高 グ ル コ ー ス Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ



【 ０ ２ ３ ３ 】
　 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 、 κ 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 最 初 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 融 合 の ７ ～ １ ０ 日
後 に 行 っ た 。 そ の 後 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 、 κ 陽 性 ウ ェ ル を 可 溶 性 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ で コ ー テ ィ ン グ し た Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト 上 で ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 次 い で 抗 原 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ を ２ ４ ウ ェ ル プ
レ ー ト 、 最 終 的 に は 組 織 培 養 フ ラ ス コ に 移 し た 。 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 特 異 性 ハ イ ブ リ ド ー マ を 限 定 希
釈 に よ り サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ る こ と を 確 認 し た 。 細 胞 を Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 、
５ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ お よ び １ ０ ％ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ （ Sigma、 D2650） 中 で 凍 結 す る こ と に よ っ て 、 抗 原 陽
性 ハ イ ブ リ ド ー マ を 発 達 プ ロ セ ス の い く つ か の 段 階 で 保 存 し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 マ ウ ス #17018の 力 価 を 下 記 の 表 に 示 す 。 力 価 は 、 Ｈ ｕ － 抗 原 特 異 性 γ で あ る 。 免 疫 化 を
繰 り 返 し た 後 、 抗 原 に 対 す る 反 応 は 、 強 固 な 反 応 レ ベ ル を 示 し て い た 。 そ の マ ウ ス を 融 合
用 に 用 い た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 融 合 の 結 果 、 ３ ８ Ｈ ｕ － γ 、 κ ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 、 そ れ ら を 抗 原 上 で 再 び ス ク リ ー ニ
ン グ し た 。 抗 原 上 で の ス ク リ ー ニ ン グ （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ベ ー ス ） 後 、 ５ つ の 抗 原 特 異 性 ハ イ ブ
リ ド ー マ を 同 定 し た 。 こ れ ら を 抗 原 上 で 再 び 試 験 し 、 ５ つ 全 て の ク ロ ー ン が 標 的 ４ Ａ ３ 、
７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び １ ６ Ｆ ９ に 対 し て 陽 性 で あ る こ と を 確 認 し た 。 こ れ
ら の ５ つ の ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 清 を さ ら に 調 べ た 。 未 変 性 形 態 の 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 し た こ
れ ら ５ つ の ク ロ ー ン か ら の 抗 体 は 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 上 で 発 現 し た 。 ５ つ の 抗 体 は 全 て 、 γ １ 、
κ ア イ ソ タ イ プ で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ と 称 さ れ た 二 重 特 異 性 分 子 は 、 ヒ ト 抗 Ｃ Ｄ ８ ９ 抗 体 １ ４ Ａ ８ ま た は
１ ４ Ａ ８ と 称 さ れ た 抗 体 １ ４ Ａ ８ の サ ブ ク ロ ー ン か ら の ｖ Ｆ ａ ｂ ’ ２ フ ラ グ メ ン ト と 、 ヒ
ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 ８ Ｃ １ ２ と の 、 標 準 の 架 橋 方 法 を 用 い 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 し た 化 学
的 抱 合 に よ っ て 作 製 さ れ た （ 図 ６ ） 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 の 結 合 特 性
　 ： 　 全 長 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ お よ び 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 蛋 白 質 の 細 菌 に よ っ て 発 現 さ れ
た 融 合 蛋 白 質 含 有 部 分 に 対 す る 反 応 性 （ 固 相 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 抗 Ｐ
Ｓ Ｍ Ａ 特 異 性 抗 体 を 調 べ た 。 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び
１ ６ Ｆ ９ は 、 精 製 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ と は 反 応 し た が 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 配 列 （ 結 果 は 示 さ ず ） の 一 部 を 含 有
す る 融 合 蛋 白 質 の い ず れ と も 反 応 性 を 示 さ な か っ た 。 対 照 的 に 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  １ １ Ｃ １ ０
は 、 全 長 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ お よ び Ｐ Ｓ Ｍ Ａ ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ７ ３ 配 列 を 含 有 す る 融 合 部 分 の 双 方 と 強
い 反 応 性 を 示 し た （ 図 １ ） 。 １ １ Ｃ １ ０ 抗 体 の 、 よ り 低 い レ ベ ル の 結 合 は ま た 、 ア ミ ノ 酸
１ ３ ４ ～ ４ ３ ７  Ｐ Ｓ Ｍ Ａ フ ラ グ メ ン ト に 対 し て も 観 察 さ れ た 。
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【 ０ ２ ３ ９ 】
　 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 特 異 性 抗 体 の 結 合 特 性 も 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 お よ び Ｐ Ｃ ３ 細 胞 に 由 来 す る
細 胞 膜 画 分 を 用 い た 固 相 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 研 究 し た 。 膜 画 分 を ９ ６ 穴 ウ ェ ル プ レ ー ト 中
で 連 続 希 釈 し 、 空 気 乾 燥 し た 。 そ の プ レ ー ト を ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ で ブ ロ ッ キ ン グ し 、 ５ μ ｇ ／ ｍ
ｌ 抗 体 の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で １ 時 間 処 理 し 、 そ の 後 、 標 準 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 を 用 い て 検 出 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 図 ２ に 示 し た 結 果 か ら 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び １
６ Ｆ ９ が 、 全 抗 原 濃 度 範 囲 で 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 膜 に 対 し て 高 い 特 異 性 を 示 し て い る こ と が
わ か る 。 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 膜 に 対 し て は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 以 上 の 抗 体 の 結 合 は ほ と ん ど 、 も し
く は 全 く み ら れ な い 。 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ ． １ ｘ ８ Ｃ １ ２ も 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細
胞 お よ び Ｃ Ｄ ８ ９ 発 現 Ｕ ９ ３ ７ 細 胞 へ の 結 合 能 に つ い て 、 同 様 の ア ッ セ イ を 用 い て 試 験 し
た 。 二 重 特 異 性 分 子 は 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 お よ び Ｕ ９ ３ ７ 細 胞 の 両 方 に 容 量 依 存 的 に 結 合 す
る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 未 変 性 の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ お よ び 細 菌 的 に 発 現 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 融 合 蛋 白 質 フ ラ グ メ ン ト を 用 い た
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 結 果 に よ れ ば 、 １ １ Ｃ １ ０ を 除 く 全 て の Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ は 、 未 変 性 の 高 次 構 造 中
に 存 在 す る Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 特 異 性 を 示 し た 。 こ の 観 察 を 確 認 す る た め に 、 未 変 性 の 、 お よ び 熱
変 性 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る 抗 体 の 結 合 を 試 験 し て 、 蛋 白 質 高 次 構 造 が 結 合 特 異 性 に 及 ぼ
す 重 要 性 を 求 め た 。 図 ３ は 、 未 変 性 の 、 お よ び 熱 変 性 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 用 い た 固 相 Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ の 結 果 を 示 す 。 蛋 白 質 の Ｎ 末 端 か ら 最 初 の ６ つ の ア ミ ノ 酸 か ら な る エ ピ ト ー プ に 対 し
て 特 異 的 な 、 マ ウ ス 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ７ Ｅ １ １ を 陽 性 対 照 と し て 用 い た 。 そ
の 結 果 、 熱 変 性 は 、 ７ Ｅ １ １ の 結 合 に 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と が わ か る 。 こ れ は 、 直 線 状 配
列 エ ピ ト ー プ の 認 識 に 矛 盾 し な い 。 こ れ ら の 結 果 と は 対 照 的 に 、 抗 体 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、
８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び １ ６ Ｆ ９ は 全 て 、 未 変 性 の 精 製 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 強 く 結 合 し て い た 。
し か し な が ら 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ の 熱 変 性 は 、 実 際 に は 抗 体 結 合 を 破 壊 し て お り 、 未 変 性 の 蛋 白 質
高 次 構 造 が 抗 体 の 結 合 に と っ て 必 要 で あ る こ と を 示 し て い る 。 こ の 結 果 と 一 致 し て 、 抗 体
４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び １ ６ Ｆ ９ は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 （ 結
果 は 示 さ ず ） で Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 検 出 す る 際 に は 無 効 で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 し た が っ て 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び １ ６ Ｆ ９ は 、
直 線 状 ア ミ ノ 酸 配 列 エ ピ ト ー プ を 認 識 し な い が 、 そ の 代 わ り 、 高 次 構 造 的 エ ピ ト ー プ 、 す
な わ ち 、 直 線 状 配 列 の 異 な る 部 分 か ら の ア ミ ノ 酸 が 三 次 元 空 間 に 近 接 し て 現 れ た と き に 生
じ る Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 分 子 の 高 次 構 造 的 折 り 畳 み か ら の 未 変 性 の 蛋 白 質 エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 。 そ
の よ う な 高 次 構 造 的 エ ピ ト ー プ は 、 原 形 質 膜 の 細 胞 外 側 に 位 置 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 　 抗 体 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ
１ ２ お よ び １ ６ Ｆ ９ の 結 合 特 異 性 を 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の １ ％ Ｎ Ｐ － ４ ０ 界 面 活 性 ラ イ セ ー
ト か ら 誘 導 さ れ た 蛋 白 質 の 免 疫 沈 降 に よ っ て 研 究 し た 。 該 ラ イ セ ー ト を 抗 体 で 処 理 し た 後
、 プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー ズ ビ ー ズ を 添 加 し た 。 該 ビ ー ズ を 十 分 に 洗 浄 し 、 結 合 し て い る
免 疫 複 合 体 を 、 マ ウ ス 直 線 状 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 配 列 エ ピ ト ー プ 特 異 性 抗 体 ４ Ｄ ８ を 用 い た 、 Ｓ Ｄ Ｓ
ゲ ル 電 気 泳 動 法 お よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に か け た 。 そ の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 レ ー ン １ は
、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 ラ イ セ ー ト に 存 在 す る Ｐ Ｓ Ｍ Ａ お よ び Ｐ Ｓ Ｍ ’ （ Ｎ 末 端 か ら の 最 初 の ５
７ ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る 代 替 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト ） の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 反 応 性 を
示 す 。 レ ー ン ２ は 、 ア イ ソ タ イ プ が マ ッ チ す る （ Ｉ ｇ Ｇ １ ） 無 関 係 の ヒ ト 抗 体 を 用 い た 免
疫 沈 降 の 結 果 を 示 す 。 レ ー ン ３ か ら ７ は 、 抗 体 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ 、
お よ び １ ６ Ｆ ９ を そ れ ぞ れ 用 い た 免 疫 沈 降 の 結 果 を 示 す 。 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て 、 Ｐ Ｓ
Ｍ Ａ お よ び Ｐ Ｓ Ｍ ’ の 両 方 に 一 致 す る 濃 い バ ン ド は 、 蛋 白 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 存 在 す る
蛋 白 質 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る と い う こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 　 生 存 可 能 お よ び 生 存 不 能 （
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固 定 さ れ た ） Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 に 結 合 す る 抗 体 を 、 無 関 係 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ を 対 照 と し て 用 い た
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 調 べ た 。 生 存 可 能 な 細 胞 は 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 陰 性 細 胞
群 で あ る 。 一 次 抗 体 処 理 の 前 に 、 固 定 さ れ た 細 胞 を １ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の Ｐ Ｂ Ｓ 溶
液 で 処 理 し た 。 抗 体 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び １ ６ Ｆ ９ の 、 生 Ｌ Ｎ Ｃ
ａ Ｐ 細 胞 お よ び 固 定 さ れ た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 双 方 に 対 す る 強 力 な 結 合 が 観 察 さ れ た 。 Ｐ Ｃ
３ 細 胞 と 一 緒 に 用 い た と き 、 ま た は 無 関 係 の ヒ ト 抗 体 に マ ッ チ す る ア イ ソ タ イ プ を Ｌ Ｎ Ｃ
ａ Ｐ 細 胞 と 一 緒 に 用 い た と き 、 陰 性 染 色 が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 比 較 に よ れ ば 、 生 存 可 能 細 胞 お よ び 固 定 化 細 胞 お よ び 無 関 係 の マ ウ ス 抗 体 対 照 の 同 じ 調
製 物 を 用 い た 、 マ ウ ス 直 線 状 エ ピ ト ー プ 特 異 性 抗 体 を 用 い た 場 合 の 抗 体 結 合 の 結 果 か ら 、
生 細 胞 に 対 す る 結 合 が 有 意 に 低 い こ と が 示 さ れ た 。 固 定 化 細 胞 に 対 す る 結 合 は よ り 高 か っ
た が 、 し か し な が ら 、 直 線 状 エ ピ ト ー プ 抗 体 は 、 無 関 係 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 抗 体 を 対 照 と し て
用 い た と き に 観 察 さ れ た 高 次 構 造 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ で 観 察 さ れ た 結 合 に 対 す る い か な る 条 件 に お
い て も 比 較 不 能 で あ っ た 。 マ ウ ス ま た は ヒ ト の 、 立 体 的 ま た は 直 線 状 エ ピ ト ー プ の 結 合 は
、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 陰 性 Ｐ Ｃ ３ 細 胞 を 用 い た 実 験 で は 検 出 さ れ な か っ た （ 結 果 は 示 さ ず ） 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 し た が っ て 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ は 、 生 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 に 対 し て 強 力 な 結 合 性 を 示 し 、 マ ウ ス 高
次 構 造 抗 体 ３ Ｃ ６ が 結 合 し た も の に 関 連 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 　 抗 体 の 結 合 の 競 合 に 関 す る 研 究 を 、 各 抗 体 が 結 合
す る の は Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 上 の 類 似 の エ ピ ト ー プ か 、 ま た は 異 な る エ ピ ト ー プ か を 調 べ る た め に 行
っ た 。 こ の 実 験 で は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 分 析 を 行 う 前 に 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を ま
ず 無 関 係 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ か Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 特 異 性 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の い ず れ か で 処 理 し 、 十 分 に 洗 浄 し
、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 さ れ た 個 別 の Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ で 標 識 付 け し た 。 無 標 識 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ が Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標
識 さ れ た Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の 結 合 を 阻 止 す る 能 力 を 調 べ た 。 無 関 係 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ で 前 処 理 し た
細 胞 を 用 い た 場 合 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 抗 体 へ の 強 力 な 結 合 が 認 め ら れ た 。 対 照 的 に 、 抗 Ｐ Ｓ Ｍ
Ａ 特 異 性 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ で 前 処 理 し た 場 合 は 、 各 ケ ー ス に お い て 実 質 的 に Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 さ れ た
抗 体 の 結 合 に 対 す る 実 質 的 な 阻 害 が 起 こ っ て い た 。 総 合 す れ ば 、 こ の デ ー タ か ら ７ Ｆ １ ２
お よ び １ ６ Ｆ ９ の 、 他 の Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ へ の 競 合 的 な 結 合 挙 動 が 最 も 類 似 し て い る こ と が わ か
る 。 抗 体 の 対 を 変 え る こ と で 、 結 合 阻 害 の 程 度 に お い て わ ず か の ば ら つ き が 認 め ら れ る 。
例 え ば 、 ８ Ｃ １ ２ は 、 ４ Ａ ３ 、 ８ Ａ １ １ お よ び ８ Ｃ １ ２ 結 合 を 効 率 的 に 阻 害 す る が 、 ７ Ｆ
１ ２ に 対 し て は あ ま り 効 果 を 示 さ な い 。 全 般 的 に 見 て 、 僅 か に 異 な る が 、 接 近 し て 分 散 し
て い る 高 次 構 造 エ ピ ト ー プ が こ れ ら の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 　 １ Ｇ ９ 、 ３ Ｃ ６ 、 お よ
び ４ Ｄ ４ と 称 さ れ た マ ウ ス Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 特 異 性 抗 体 を 開 発 し た 。 そ れ ら は 、 蛋 白 質 高 次 構 造 エ
ピ ト ー プ を も 指 向 す る も の で あ る 。 抗 体 の 競 合 の 研 究 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て
測 定 さ れ る よ う に 、 抗 体 １ Ｇ ９ 、 ３ Ｃ ６ 、 お よ び ４ Ｄ ４ を 用 い て 行 わ れ 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ が マ
ウ ス 抗 体 と 共 通 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る か ど う か を 測 定 し た 。 無 標 識 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ が Ｆ Ｉ
Ｔ Ｃ 標 識 １ Ｇ ９ 、 ３ Ｃ ６ お よ び ４ Ｄ ４ の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き る か ど う か を 試 験
し た 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ で 前 処 理 し た 後 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ マ ウ ス ４ Ｄ ４ お よ び １ Ｇ ９
で 標 識 し た と こ ろ 、 明 ら か な 阻 害 を ほ と ん ど 、 あ る い は 全 く 生 じ な か っ た 。 対 照 的 に 、 Ｈ
ｕ Ｍ Ａ ｂ  ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び １ ６ Ｆ ９ に よ る 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ － ３
Ｃ ６ の 有 意 な 阻 害 が 認 め ら れ 、 ３ Ｃ ６ に よ っ て 認 識 さ れ る よ う に 、 エ ピ ト ー プ と 類 似 の ま
た は 接 近 し て 分 布 す る エ ピ ト ー プ に そ れ ぞ れ 結 合 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ  Ｈ
ｕ Ｍ Ａ ｂ は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ の 未 変 性 の 高 次 構 造 に 高 度 に 感 受 性 を 示 す 。 親 和 性 定 数 を 求 め る た
め の 精 製 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 用 い た 数 多 く の 実 験 か ら 、 信 頼 で き る 、 ま た は 再 現 可 能 な 結 果 は 得 ら
れ て い な い 。 生 存 可 能 な Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 未 変 性 の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ か ら の い く
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抗 体 の 結 合 の 競 合 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 ：

マ ウ ス Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 高 次 構 造 抗 体 に 対 す る Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ 結 合 の 競 合 ：

Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 上 で の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ へ の 高 次 構 造 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の 結 合 親 和 性 ：



つ か の 親 和 性 結 合 の 情 報 を 得 る た め に 実 験 を 行 っ た 。 各 抗 体 の 、 未 変 性 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る
結 合 親 和 性 を 試 験 す る た め に 、 過 剰 の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 二 次 抗 体 を 持 つ 固 定 数 （ １ × １ ０ ６ ）
の Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 に つ い て 、 一 次 抗 体 濃 度 を 変 化 さ せ た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ア ッ セ イ を
用 い た 。 表 ４ の デ ー タ は 、 細 胞 標 識 強 度 に お け る 最 大 シ フ ト の 半 値 を も た ら す の に 必 要 な
抗 体 濃 度 と し て 表 さ れ た 結 果 を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 最 も 高 い 結 合 親 和 性 が 、 抗 体 ４
Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ お よ び １ ６ Ｆ ９ を 用 い た と き に 認 め ら れ る こ と が 証 明 さ れ た 。 抗 体 ８ Ｃ １
２ が 約 ３ 倍 低 い 結 合 親 和 性 を 有 し 、 次 い で 、 抗 体 ８ Ａ １ １ が 高 親 和 性 抗 体 よ り 約 ２ ０ 倍 低
い 結 合 親 和 性 を 有 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ２ ５ １ 】
　 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 の Ａ Ｄ Ｃ Ｃ お よ び Ｃ Ｄ Ｃ 活 性 お よ び 二 重 特 異 性
Ｉ ． 　 　 抗 Ｐ Ｓ Ｍ
Ａ  Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ が 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） ま た は 補 体 依 存 性 細 胞 傷 害
（ Ｃ Ｄ Ｃ ） を 媒 介 す る 能 力 を 、 二 人 の ド ナ ー か ら の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 用 い た 実 験 に お い て 、 上 記
実 施 例 に 記 載 の 高 次 構 造 抗 体 に つ い て 試 験 し た 。 図 ５ Ａ お よ び Ｂ に 示 し た 結 果 は 、 各 Ｈ ｕ
Ｍ Ａ ｂ に つ い て 強 い Ａ Ｄ Ｃ Ｃ を 示 し て い る 。 各 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ は 、 陽 性 対 照 と し て の ハ ー セ プ
チ ン と 類 似 の 力 価 を 持 ち 、 類 似 の 反 応 性 を 有 し て い る （ 図 ５ Ｂ ） 。 Ｃ Ｄ Ｃ 活 性 は い ず れ の
Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ に つ い て も 認 め ら れ な か っ た （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 Ｉ Ｉ ． 　

　 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ （ 図 ６ に 示 す ） お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
８ Ｃ １ ２ を 、 標 識 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 腫 瘍 細 胞 の 多 形 核 細 胞 媒 介 性 の Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 死 滅 に つ い
て 試 験 し た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 特 に 、 単 核 細 胞 （ 単 球 お よ び 好 中 球 ） な ら び に 全 血 を 健 康 な ド ナ ー か ら 単 離 し 、 二 重 特
異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ の 存 在 下 で ５ １ Ｃ ｒ 標 識 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 腫 瘍 細 胞 と イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 約 ４ 時 間 後 、 ウ ェ ル の 培 養 液 上 清 を 収 集 し て ５ １ Ｃ ｒ の 放 出 量 を ガ ン マ
線 カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。 パ ー セ ン ト 比 溶 解 率 は 、 （ 実 験 的 Ｃ Ｐ Ｍ － 標 的 漏 出 Ｃ Ｐ Ｍ ） ／
（ 界 面 活 性 溶 解 Ｃ Ｐ Ｍ － 標 的 漏 出 Ｃ Ｐ Ｍ ） × １ ０ ０ ％ と い う 式 で 求 め た 。 図 ７ Ａ 、 ８ Ａ 、
お よ び ９ Ａ に 示 す 結 果 か ら 、 対 照 抗 体 と 比 較 し て 、 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ が 、 そ れ ぞ れ 単 球
、 好 中 球 、 全 血 に よ る 、 投 与 量 依 存 的 な 腫 瘍 細 胞 溶 解 を 媒 介 し て い る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 ま た 、 単 核 細 胞 お よ び 全 血 も 、 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ ま た は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ８ Ｃ １ ２ （ 図 ７ Ｂ 、 ７ Ｃ 、 ８ Ｂ 、 お よ び ９ Ｂ ） の い ず れ か の 存 在 下 で 、 ５ １ Ｃ ｒ 標
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ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 の 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） 活 性

ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 二 重 特 異 性 抗 体 の 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ）
の 活 性 ：



識 さ れ た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 細 胞 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を 、 単 細 胞 お よ び 全
血 と と も に 各 種 濃 度 の 二 重 特 異 性 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 前 に 、
３ ７ ℃ で １ 時 間 、 １ ０ ０ ｍ Ｃ ｉ の ５ １ Ｃ ｒ で 標 識 し た （ ５ ％ Ｃ Ｏ ２ ） 。 １ ６ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 上 清 を 収 集 し て 上 述 の よ う に 放 射 活 性 に つ い て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 　 図 ７ Ａ に 示 す よ う に 、 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ は 、 単
球 に よ る Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 腫 瘍 細 胞 の 細 胞 死 滅 を 投 与 量 依 存 的 に 媒 介 し た 。 さ ら に ５ ０ μ ｇ /
ｍ ｌ の １ ４ Ａ ８  Ｆ ａ ｂ ’ ２ を 加 え た と こ ろ 、 １ μ ｇ /ｍ ｌ の 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８
Ｃ １ ２ に よ る 腫 瘍 細 胞 の Ａ Ｄ Ｃ Ｃ を 完 全 に 阻 止 し た こ と か ら 、 標 的 細 胞 の 死 滅 は エ フ ェ ク
タ ー 細 胞 上 の Ｃ Ｄ ８ ９ の み に よ り 媒 介 さ れ た こ と が 証 明 さ れ た 。 図 ７ Ｂ に 示 す よ う に 、 二
重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ８ Ｃ １ ２ も 、 単 球 に よ る Ｌ Ｎ
Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 細 胞 の 投 与 量 依 存 的 な 細 胞 溶 解 を 媒 介 し た 。 さ ら に 、 Ｈ ２ ２ Ｆ （ ａ ｂ ） ’ ２ （
ヒ ト 化 抗 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ ） と の 場 合 と 比 較 し て 、 過 剰 の １ ４ Ａ ８ Ｆ （ ａ ｂ ） ’ ２ を 加 え た 場 合
、 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ に よ る 腫 瘍 細 胞 の Ａ Ｄ Ｃ Ｃ を 完 全 に 阻 害 し た こ と か
ら 、 標 的 細 胞 の 死 滅 は Ｃ Ｄ ８ ９ を 介 し て 媒 介 さ れ る こ と が 証 明 さ れ た （ 図 ７ Ｃ 参 照 ） 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 　 図 ８ Ａ に 示 す よ う に 、 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ は 、
好 中 球 に よ る Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 腫 瘍 細 胞 の 細 胞 死 滅 を 投 与 量 依 存 的 に 媒 介 し た 。 さ ら に ２ ５ μ
ｇ ／ ｍ ｌ の １ ４ Ａ ８  Ｆ ａ ｂ ’ ２ を 加 え た と こ ろ 、 二 重 特 異 性 分 子 に よ る 腫 瘍 細 胞 の Ａ Ｄ
Ｃ Ｃ を 有 意 に 阻 止 し た こ と か ら 、 標 的 細 胞 の 死 滅 は エ フ ェ ク タ ー 細 胞 上 の Ｃ Ｄ ８ ９ の み に
よ り 媒 介 さ れ た こ と を 証 明 さ れ た 。 図 ８ Ｂ に 示 す よ う に 、 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ
１ ２ も 、 好 中 球 に よ る Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 細 胞 の 投 与 量 依 存 的 な 細 胞 溶 解 を 媒 介 し た 。 さ ら に
、 Ｈ ２ ２ Ｆ （ ａ ｂ ） ’ ２ （ ヒ ト 化 抗 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ ） の 場 合 と 比 較 し て 、 過 剰 の １ ４ Ａ ８ Ｆ （
ａ ｂ ） ’ ２ を 加 え た 場 合 、 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ に よ る 腫 瘍 細 胞 の Ａ Ｄ Ｃ Ｃ
を 完 全 に 阻 害 し た こ と か ら 、 標 的 細 胞 の 死 滅 は Ｃ Ｄ ８ ９ を 介 し て 媒 介 さ れ る こ と が 証 明 さ
れ た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 　 図 ９ Ａ に 示 す よ う に 、 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ は 、 全
血 に よ る Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 腫 瘍 細 胞 の 細 胞 死 滅 を 投 与 量 依 存 的 に 媒 介 し た 。 さ ら に ２ ５ μ ｇ ／
ｍ ｌ の １ ４ Ａ ８  Ｆ ａ ｂ ’ ２ を 加 え た と こ ろ 、 二 重 特 異 性 分 子 に よ る 腫 瘍 細 胞 の Ａ Ｄ Ｃ Ｃ
を 有 意 に 阻 止 し た こ と か ら 、 こ こ で も 、 標 的 細 胞 の 死 滅 は エ フ ェ ク タ ー 細 胞 上 の Ｃ Ｄ ８ ９
の み に よ り 媒 介 さ れ て い る こ と が 証 明 さ れ た 。 同 様 に 、 図 ９ Ｂ に 示 す よ う に 、 二 重 特 異 性
分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ も 全 血 に よ る Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 細 胞 の 投 与 量 依 存 的 な 細 胞 溶 解 を 媒
介 し た 。 さ ら に 、 Ｈ ２ ２ Ｆ （ ａ ｂ ） ’ ２ （ ヒ ト 化 抗 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ ） の 場 合 と 比 較 し て 、 過 剰
の １ ４ Ａ ８ Ｆ （ ａ ｂ ） ’ ２ を 加 え た 場 合 、 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ に よ る 腫 瘍
細 胞 の Ａ Ｄ Ｃ Ｃ を 完 全 に 阻 害 し た こ と か ら 、 標 的 細 胞 の 死 滅 は Ｃ Ｄ ８ ９ を 介 し て 媒 介 さ れ
る こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　

： 　 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ ×
８ Ｃ １ ２ お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ８ Ｃ １ ２ が 、 標 識 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 腫 瘍 細 胞 （ Ｌ Ｎ
Ｃ ａ Ｐ 細 胞 ） 単 独 で 、 お よ び 過 剰 １ ４ Ａ ８ （ ヒ ト 抗 Ｆ ｃ α Ｒ ） Ｆ ａ ｂ ’ ２ 抗 体 ま た は 対 照
と し て の 過 剰 Ｈ ２ ２ （ ヒ ト 化 抗 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ ） Ｆ ａ ｂ ’ ２ 抗 体 の 存 在 下 に お け る 貪 食 作 用 を
媒 介 す る 能 力 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 簡 単 に 説 明 す る と 、 単 球 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ Ｍ Ｄ Ｍ ） に よ る Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 二 重 特
異 性 媒 介 性 の 貪 食 作 用 を 、 Munnら （ 1990） J. Exp. Med. 172:231-237に よ り 記 載 の 方 法 を
改 変 し た 方 法 に よ り 試 験 し た 。 正 常 な 成 人 を 供 給 源 と す る ロ イ コ パ ッ ク （ Ａ Ｂ Ｉ ） か ら 精
製 し た 単 球 を 、 ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト （ １ × １ ０ ６ /ｍ ｌ ） に お い て 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ お よ び
１ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ を 補 足 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ 無 血 清 培 地 （ Gibco、 Grand Islan
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単 球 誘 発 Ａ Ｄ Ｄ Ｃ ：

好 中 球 誘 発 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ：

全 血 誘 発 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ：

Ｉ Ｉ Ｉ ． 　 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 お よ び 二 重 特 異 性 抗 体 は ヒ ト エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 存 在 下
で Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 腫 瘍 細 胞 の 貪 食 作 用 お よ び 死 滅 を 媒 介 す る



d、 NY） で ７ ～ １ ２ 日 間 、 分 化 さ せ た 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を 親 油 性 赤 色 蛍 光 染 色 剤 、 Ｐ Ｋ Ｈ
２ ６ （ Sigma、 St. Louis、 MO） で 標 識 し た 。 標 識 し た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を 二 重 特 異 性 抗 体 （
ま た は 対 照 抗 体 ） の 非 存 在 下 ま た は 存 在 下 で Ｍ Ｄ Ｍ を 含 有 す る ウ ェ ル に 加 え 、 ３ ７ ℃ で ５
～ ２ ４ 時 間 （ ５ ％ Ｃ Ｏ ２ ） イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｍ Ｄ Ｍ お よ び 未 貪 食 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を ト
リ プ シ ン で 回 収 し 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 抗 Ｃ Ｄ ３ ３  ｍ Ａ ｂ （ ２ ５ １ ） お よ び 抗 Ｃ Ｄ １ ４  ｍ Ａ ｂ
（ Ａ Ｍ Ｌ － ２ － ２ ３ ） で 氷 上 （ ４ ℃ ） で １ 時 間 染 色 し た 。 細 胞 を 洗 浄 し 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ
を 用 い て 二 色 蛍 光 に よ り 分 析 し た 。 パ ー セ ン ト 貪 食 率 は 、 二 重 陽 性 標 的 細 胞 数 （ Ｍ Ｄ Ｍ に
よ り 取 り 入 れ ら れ た も の ） ／ 全 標 的 細 胞 数 × １ ０ ０ ％ で 求 め た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 図 １ ０ に 示 す よ う に 、 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ は 、 腫 瘍 細 胞 の 特 異 的 貪 食 作
用 の 増 加 を 投 与 量 依 存 的 に 媒 介 し た 。 １ ４ Ａ ８  Ｆ ａ ｂ ’ ２ を 加 え た と こ ろ 、 二 重 特 異 性
分 子 に よ る 腫 瘍 細 胞 の 貪 食 作 用 を 有 意 に 阻 止 し 、 こ こ で も 標 的 と さ れ た 貪 食 作 用 が 、 エ フ
ェ ク タ ー 細 胞 に 結 合 す る Ｃ Ｄ ８ ９ に よ り 特 異 的 に 媒 介 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 同 様 に 、 図
１ １ に 示 す よ う に 、 二 重 特 異 性 分 子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ８ Ｃ １
２ も 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 貪 食 作 用 を 投 与 量 依 存 的 に 媒 介 し た 。 図 １ ２ か ら 、 １ ４ Ａ ８ × ８
Ｃ １ ２ が 媒 介 す る Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 細 胞 の 貪 食 作 用 は 、 Ｈ ２ ２ Ｆ （ ａ ｂ ） ’ ２ （ ヒ ト 化 抗 Ｆ
ｃ γ Ｒ Ｉ ） の 場 合 と 比 較 し て 、 過 剰 １ ４ Ａ ８ Ｆ （ ａ ｂ ） ’ ２ を 加 え る こ と に よ り 阻 害 さ れ
た こ と か ら 、 Ｃ Ｄ ８ ９ を 介 し て 媒 介 さ れ て い た こ と が わ か る （ 図 １ ２ 、 挿 入 図 参 照 ） 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 前 述 の 実 施 例 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 高 親 和 性 で 特 異 的 に 反 応 す る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作
製 お よ び 二 重 特 異 性 を 説 明 し て い る 。 こ れ ら の 抗 体 お よ び 二 重 特 異 性 は 、 直 線 状 ア ミ ノ 酸
配 列 に よ り 決 定 さ れ る エ ピ ト ー プ よ り も 、 分 子 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 存 在 す る 未 変 性 高 次 構
造 蛋 白 質 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 さ ら に 、 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 お よ び そ の 二 重 特 異 性 分 子
は 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 存 在 下 に お い て 、 高 レ ベ ル の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る ヒ ト 腫 瘍 細 胞 に
対 す る 細 胞 死 滅 お よ び 貪 食 作 用 を 媒 介 す る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 ヌ ー ド マ ウ ス に お け る Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 腫 瘍 に 対 す る １ ２ ５ Ｉ 標 識 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 の
体 内 分 布
　 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 腫 瘍 を 保 有 す る ヌ ー ド マ ウ ス に お け る １ ２ ５ Ｉ 標 識 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の 体 内 分
布 を 、 下 記 の 標 識 抗 体 の 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 組 織 へ の 時 間 依 存 的 取 り 込 み に よ っ て 調 べ た
。 ２ つ の Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ s、 ４ Ａ ３ お よ び ７ Ｆ １ ２ に つ い て の 結 果 を 得 た 。 ま ず 、 結 合 親 和 性
研 究 お よ び 適 切 な 抗 体 蛋 白 質 の 取 得 可 能 性 に 基 づ い て 抗 体 ７ Ｆ １ ２ を 用 い た 。 し か し な が
ら 、 続 く 実 験 で は 、 ７ Ｆ １ ２ の ヨ ー ド 処 理 が 実 際 に は こ の 抗 体 が 抗 原 に 結 合 す る 能 力 を 失
わ せ る こ と を 証 明 し て い る 。 し た が っ て 、 有 用 な デ ー タ は 、 ４ Ａ ３ か ら の み 得 ら れ た 。 ４
Ａ ３ の 結 果 を 図 １ ３ に 示 す 。 そ れ は 、 標 識 抗 体 は 、 最 初 は 血 液 中 お よ び 高 度 に 血 管 新 生 化
し た 組 織 に 優 先 的 に 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。 こ れ は 、 ２ ４ 時 間 後 、 腫 瘍 取 り 込 み が 起
こ り 、 腫 瘍 の 標 識 が 正 常 組 織 に 対 し て 最 高 に な っ た （ 正 常 組 織 と 比 較 し て ２ 倍 以 上 の 標 識
化 さ れ た 組 織 が 認 め ら れ る ） と き 減 少 す る 。 し た が っ て 、 腫 瘍 に 対 す る 有 意 な 体 内 分 布 が
起 こ る 。 取 り 込 み 後 の 経 時 的 な 腫 瘍 標 識 の 広 が り は 、 部 分 的 に 、 循 環 抗 体 の レ ベ ル の 減 少
お よ び 標 識 抗 体 蛋 白 質 フ ラ グ メ ン ト か ら の 放 出 と と も に 抗 体 に 結 合 す る 抗 体 内 在 化 の 関 数
で も あ る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 に よ る 、 １ ２ ５ Ｉ 標 識 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 の 内 在 化 の 分 析 　
　 Ｔ Ｃ Ａ 可 溶 性 １ ２ ５ Ｉ 数 へ の 培 養 上 清 の 時 間 依 存 性 放 出 を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 １ ２

５ Ｉ 標 識 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ 蛋 白 質 の 内 在 化 を モ ニ タ ー し た 。 ヨ ー ド 処 理 し た 抗 体 で 表 面 が 標 識 さ
れ た 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 培 養 上 清 を 除 去 し 、 Ｔ Ｃ Ａ を 析
出 さ せ 、 そ し て 上 清 画 分 中 に 存 在 す る １ ２ ５ Ｉ 標 識 の 量 を 図 １ ４ に 示 さ れ た 時 間 に お い て
測 定 し た 。 そ の 結 果 は 、 ヨ ー ド 処 理 し た 抗 体 ４ Ａ ３ 、 １ ６ Ｆ ９ お よ び ８ Ａ １ １ が ゼ ロ 時 点

10

20

30

40

50

(56) JP 2005-518789 A 2005.6.30



で 、 効 果 的 に Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を 標 識 し 、 該 細 胞 へ 効 率 的 に 内 在 化 し 、 分 解 さ れ 、 そ し て 蛋
白 質 画 分 が 培 養 上 清 中 に 放 出 さ れ た こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 抗 体 の そ れ ぞ れ で の １ ８
時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 も と も と 結 合 し て い た 抗 体 の 約 ５ ０ ％ を Ｔ Ｃ Ａ 可 溶 性 画 分
中 で 回 収 し た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 ヨ ー ド 処 理 さ れ た Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ７ Ｆ １ ２ お よ び ８ Ｃ １ ２ に つ い て 、 異 な る 細 胞 結 合 お よ
び 内 在 化 の 結 果 が 得 ら れ た 。 特 に 、 有 意 に 低 い 合 計 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 標 識 を 、 ヨ ー ド 処 理 し
た ７ Ｆ １ ２ お よ び ８ Ｃ １ ２ 抗 体 を 用 い て 見 出 し た 。 そ れ は 、 ヨ ー ド 処 理 が 標 識 抗 体 の 抗 原
へ の 結 合 に 影 響 を 持 つ か も し れ な い こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の 仮 説 を 試 験 す る た め に 、 固
定 化 し た 未 変 性 の 精 製 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ お よ び ヨ ー ド 処 理 し た Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ を 用 い て
、 固 相 結 合 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 図 １ ５ に 示 さ れ た 結 果 か ら 、 陽 性 対 照 ヨ ー ド 処 理 ４ Ａ ３ 抗
体 の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ へ の 結 合 が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 ヨ ー ド 処 理 が ７ Ｆ １ ２ お よ び ８ Ｃ １ ２ の 双 方
の 抗 体 が 抗 原 に 結 合 す る こ と を で き な く す る こ と が 証 明 さ れ た 。 し た が っ て 、 抗 体 ７ Ｆ １
２ お よ び ８ Ｃ １ ２ の 内 在 化 率 は 、 １ ２ ５ Ｉ 標 識 ７ Ｆ １ ２ お よ び ８ Ｃ １ ２ 抗 体 で は 調 べ る こ
と は で き な い 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ４ Ａ ３ お よ び ７ Ｆ １ ２ の Ｄ Ｏ Ｔ Ａ 標 識 の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ へ の 結 合 に 及 ぼ す 影 響
　 抗 体 を Ｄ Ｏ Ｔ Ａ 標 識 し 、 そ れ が 抗 体 の 抗 原 へ の 結 合 に 及 ぼ す 影 響 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て
試 験 し た 。 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ （ テ ト ラ ア ザ シ ク ロ ド デ カ ン テ ト ラ 酸 性 酸 ） は 、 放 射 性 核 種 を 錯 体 化
す る た め に 用 い る こ と が で き る 一 般 的 な キ レ ー ト 剤 で あ る 。 図 １ ６ に 示 し た 結 果 は 、 Ｄ Ｏ
Ｔ Ａ 標 識 抗 体 は 、 高 い 抗 原 結 合 能 力 を 維 持 し て お り 、 そ れ が こ れ ら の 抗 体 が 放 射 性 金 属 の
キ レ ー ト を 形 成 す る の に 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 の 正 常 お よ び 悪 性 ヒ ト 組 織 へ の 結 合 の 、 免 疫 組 織 化 学 に よ る 組 織 反
応 性
　 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 存 在 す る 高 次 構 造 エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な ５ つ の Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の 結 合 の 免 疫 組 織
化 学 的 分 析 を 、 正 常 お よ び 悪 性 ヒ ト 組 織 の 凍 結 切 片 を 用 い た 交 差 反 応 性 ス ク リ ー ニ ン グ に
適 用 し た 。 各 組 織 型 の 単 一 標 本 か ら 得 ら れ た 結 果 か ら 、 前 立 腺 内 皮 お よ び 非 前 立 腺 悪 性 病
変 ま た は 正 常 組 織 の 腫 瘍 血 管 内 皮 に 対 す る 強 力 な 結 合 が 証 明 さ れ た 。 前 立 腺 癌 内 の 血 管 内
皮 に 染 色 は 観 察 さ れ な か っ た 。 非 腫 瘍 性 組 織 か ら の 腺 性 上 皮 の 変 化 す る 活 性 、 脳 組 織 の 潜
在 的 な 交 差 反 応 性 、 お よ び 空 腸 お よ び 肝 臓 の ク ッ パ ー 細 胞 の リ ン パ 球 の 染 色 を 含 む 、 他 の
よ り 弱 い 反 応 性 が 観 察 さ れ た 。 こ れ ら の 「 正 常 」 組 織 の い く つ か が 、 隣 接 す る も し く は 近
接 す る 腫 瘍 か ら の 強 い 腫 瘍 血 管 染 色 を 示 す 、 同 じ ド ナ ー か ら 得 ら れ た と す れ ば 、 得 ら れ た
非 前 立 腺 染 色 結 果 に つ い て は 疑 問 が あ る 。 リ ン パ 球 染 色 は 、 原 発 腫 瘍 か ら の 抗 原 の 取 り 込
み に よ る の か も し れ な い 。 他 の 組 織 お よ び エ レ メ ン ト は 、 こ れ ら の 抗 体 に 関 し て は 陰 性 で
あ っ た 。 調 べ た ５ つ の Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の 間 の Ｉ Ｈ Ｃ を 介 し て の 組 織 反 応 性 に は 有 意 差 は な か っ
た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 結 合 親 和 性
　 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ  Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の 結 合 親 和 性 を 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ を 用 い た 、 一 連 の チ ュ ー ブ の 細 胞
に 対 し て Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ を 希 釈 し た 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 測 定 し た 。 結 合 し た 抗 体
の 量 を 、 飽 和 量 に 存 在 す る Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 二 次 抗 体 を 用 い て 測 定 し た 。 最 大 シ フ ト （ シ フ ト
は 、 飽 和 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ を 用 い て 認 め ら れ た ） の １ /２ に 必 要 な 抗 体 蛋 白 質 の 量 と し て 分 析 さ
れ た 量 で あ る デ ー タ を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ４ Ａ ３ お よ び ７ Ｆ １ ２ の 更 な る 親 和 性 の 研 究 は 、 放 射 性 標 識 抗 体 （ １ １ １

Ｉ ｎ － Ｄ Ｏ Ｔ Ａ － 標 識 抗 体 ） お よ び 固 定 数 の Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 へ の 結 合 を 利 用 し た 。 そ の 得
ら れ た 抗 体 結 合 デ ー タ を 用 い て ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 を 行 っ た 。 両 抗 体 （ ４ Ａ ３ お よ び ７
Ｆ １ ２ ） の 結 果 か ら 、 類 似 す る 親 和 性 定 数 Ｋ Ｄ ＝ ０ ． ５ ± ０ ． １ ｎ Ｍ す な わ ち １ ０ － １ ０

Ｍ が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 Ｖ 領 域 ク ロ ー ニ ン グ
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 単 離 お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 キ ッ ト （ Invitrogen、 Carlsbad、 CA） を 用 い て 、 抗 Ｐ
Ｓ Ｍ Ａ ハ イ ブ リ ド ー マ か ら ポ リ Ａ ＋ ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び 第 １ 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し た 。 ４ Ａ ３ 、
７ Ｆ １ ２ お よ び ８ Ｃ １ ２ の Ｖ 領 域 を 、 ヒ ト Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｉ （ ま た は Ｖ κ ） シ グ ナ ル 配 列 に
対 応 す る ５ ’ 末 端 プ ラ イ マ ー の パ ネ ル を 利 用 し た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ
て 増 幅 し た 。 ８ Ａ １ １ お よ び １ ６ Ｆ ９ の Ｖ 領 域 は 、 フ レ ー ム ワ ー ク １ 内 の 成 熟 Ｖ 領 域 配 列
の ５ ’ 末 端 に 結 合 す る プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 増 幅 し た 。 ３ ’ Ｖ Ｈ お よ び Ｖ κ の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ
イ マ ー は そ れ ぞ れ 以 下 の 配 列 、 す な わ ち 、 Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ
（ 配 列 番 号 ５ ７ ） お よ び Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ （ 配 列 番 号 ５ ８ ） を
含 有 し て い た 。 配 列 中 の 潜 在 的 な Ｐ Ｃ Ｒ 誘 発 性 の 変 化 を モ ニ タ ー す る た め に Ｐ Ｃ Ｒ 、 ク ロ
ー ニ ン グ お よ び 配 列 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 結 語
　 こ れ ま で に 述 べ た 実 施 例 は 、 ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 上 の 高 次 構 造 エ ピ ト ー プ に 特 異 性 を 示 す ５ つ
の 完 全 長 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 な ら び に 該 抗 体 を 含 有 す る 治 療 用 二 重 特 異 性 物 質 の 作
製 に つ い て 説 明 し た 。 ５ つ の 抗 体 は 全 て 、 未 変 性 の 、 変 性 さ れ て い な い Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 し て
高 い 抗 原 特 異 性 お よ び 反 応 性 を 有 し て い た 。 該 抗 体 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 に 効 率 的 に 内 在
化 し 、 強 力 な 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） 活 性 を 有 し 、 動 物 モ デ ル に お い
て Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を 発 現 す る 腫 瘍 へ 体 内 分 布 し 、 ヒ ト 組 織 の 免 疫 組 織 化 学 的 研 究 に お い て も 類 似
の 性 能 を も つ 。 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 対 す る 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト お よ び 二 重 特 異 性 分 子 が 、 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 関 連 疾 患 の 診 断 お よ び 治 療 に
有 用 で あ ろ う 、 と い う 考 察 を 支 持 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 等 価 物 　 当 業 者 で あ れ ば 、 ご く 通 常 の 実 験 を 用 い る の み で 、 こ こ に 説 明 し た 本 発 明 の 特
定 の 実 施 例 の 等 価 物 を 数 多 く 認 識 し 、 ま た は 確 認 で き る こ と で あ ろ う 。 こ の よ う な 等 価 物
は 、 上 述 の 請 求 の 範 囲 の 包 含 す る と こ ろ で あ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 引 用 に よ る 援 用 　 全 て の 特 許 、 係 属 中 の 特 許 出 願 お よ び 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ て い
る 他 の 文 献 を 引 用 に よ っ て そ の 全 体 を 援 用 す る 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  １ １ Ｃ １ ０ と 、 全 長 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ お よ び ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ７ ３ 、
１ ３ ４ ～ ４ ３ ７ お よ び ４ ３ ８ ～ ７ ５ ０ に 対 応 す る Ｐ Ｓ Ｍ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る 細 菌 的
に 発 現 し た 融 合 蛋 白 質 と の 反 応 性 （ 固 相 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 こ の ア ッ セ
イ は 、 マ ウ ス ７ Ｅ １ １ 抗 体 を 対 照 と し て 用 い て 行 っ た 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ヒ ト 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 ヒ ト 前 立 腺 腺 癌 の Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細
胞 お よ び Ｐ Ｃ ３ 細 胞 か ら の 膜 画 分 と の 反 応 性 （ 固 相 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） を 示 す グ ラ フ で あ る 。 ４
０ ５ ｎ ｍ に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 吸 収 は ０ ． ０ ５ で あ っ た 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ Ａ の 熱 変 性 が 抗 体 の 結 合 に 及 ぼ す 影 響 を 示 す 棒 グ ラ フ
で あ る 。 熱 変 性 を 行 っ た 、 お よ び 熱 変 性 を 行 っ て い な い 精 製 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ を ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー
ト 上 に コ ー テ ィ ン グ し 、 指 示 さ れ た 抗 体 で 処 理 し た 。 結 合 し た 抗 体 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て
検 出 し た 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ を 使 用 し た 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 界 面 活 性 剤 ラ イ セ ー ト か ら の
Ｐ Ｓ Ｍ Ａ の 免 疫 沈 降 を 示 す 。 免 疫 沈 降 し た 蛋 白 質 は 、 Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 し
、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 上 に ブ ロ ッ ト し 、 マ ウ ス 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ  ４ Ｄ ８ 抗 体 で プ ロ ー ブ し た （ レ ー ン ２
～ ７ ） 。 レ ー ン １ は 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 ラ イ セ ー ト の 全 体 を 示 す 。 レ ー ン ２ ～ ７ は 、 下 記 の
抗 体 、 す な わ ち 、 無 関 係 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 、 ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び
１ ６ Ｆ ９ を そ れ ぞ れ 用 い た 免 疫 沈 降 を 示 す 。 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ お よ び Ｐ Ｓ Ｍ ’ の 位 置 を 矢 印 で 示 し
て い る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 二 人 の ド ナ ー （ パ ネ ル Ａ お よ び Ｂ ） か ら の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ’ と と も に Ｌ Ｎ Ｃ ａ
Ｐ 細 胞 標 的 を 用 い た Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ お よ び １ ６ Ｆ ９
の 抗 体 依 存 性 細 胞 性 傷 害 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） 反 応 を 測 定 し た グ ラ フ を 示 す 。 そ れ ぞ れ Ｅ ： Ｔ の 比
率 は １ ０ ０ ： １ と し た 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 Ｃ Ｄ ８ ９ （ Ｆ ｃ α Ｒ ） お よ び Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 す る 完 全 ヒ ト 二 重 特 異 性 分
子 、 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ を 示 す 。 こ の 分 子 は 、 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ  Ｆ ａ ｂ ’ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト （
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 抗 体 、 ８ Ｃ １ ２ に 由 来 ） に 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 化
学 的 に 結 合 し た 抗 Ｃ Ｄ ８ ９  Ｆ ａ ｂ ’ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト （ ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｃ Ｄ ８ ９
抗 体 、 １ ４ Ａ ８ に 由 来 ） を 含 有 し て い る 。
【 図 ７ 】 図 ７ の パ ネ ル Ａ は 、 図 ６ に 示 し た １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ 二 重 特 異 性 分 子 を 介 し た 、
Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 の 単 球 媒 介 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 、 二 重 特 異 性 分 子 濃 度
の 関 数 で 示 す グ ラ フ で あ る 。 結 果 は 、 阻 害 因 子 を 添 加 し な い 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の フ リ ー の
抗 Ｆ ｃ Ｒ α Ｒ （ １ ４ Ａ ８ ） Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ お よ び ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の フ リ ー の 抗 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ
（ Ｈ ２ ２ ） Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ を 用 い た 比 細 胞 溶 解 率 で 測 定 し た 。 パ ネ ル Ｂ は 、 二 重 特 異 性 分
子 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ８ Ｃ １ ２ を 介 し た 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 単
球 媒 介 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 示 す グ ラ フ で 、 エ フ ェ ク タ ー ： 標 的 比 が １ ０
０ ： １ で あ る 場 合 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 パ ネ ル Ｃ は 、 阻 害 因 子 が 存 在 し な い 場 合 の 、 ま た
は 過 剰 量 の （ １ ４ Ａ ８ ） Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ も し く は Ｈ ２ ２ Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の 存 在 下 で の １ ４
Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ 二 重 特 異 性 分 子 を 介 し た 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 単 球 媒 介 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害
性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 示 す グ ラ フ で 、 エ フ ェ ク タ ー ： 標 的 比 が １ ０ ０ ： １ で あ る 場 合 を 示 す グ
ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ の パ ネ ル Ａ は 、 図 ６ に 示 し た １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ 二 重 特 異 性 分 子 を 介 し た 、
Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 の 好 中 球 媒 介 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 、 二 重 特 異 性 分 子 濃
度 の 関 数 で 示 す グ ラ フ で あ る 。 結 果 は 、 阻 害 因 子 を 添 加 し な い 、 ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の フ リ ー
の 抗 Ｆ ｃ Ｒ α Ｒ （ １ ４ Ａ ８ ） Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ お よ び ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の フ リ ー の 抗 Ｆ ｃ γ Ｒ
Ｉ （ Ｈ ２ ２ ） Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ を 用 い た 比 細 胞 溶 解 率 で 測 定 し た 。 パ ネ ル Ｂ は 、 阻 害 因 子 が
存 在 し な い 場 合 の 、 ま た は 過 剰 量 の （ １ ４ Ａ ８ ） Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ も し く は Ｈ ２ ２ Ｆ （ ａ ｂ
’ ） ２ の 存 在 下 で の 、 １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ 二 重 特 異 性 分 子 を 介 し た 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 単
球 媒 介 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 示 す グ ラ フ で 、 エ フ ェ ク タ ー ： 標 的 比 が ２ ０
０ ： １ で あ る 場 合 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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【 図 ９ 】 図 ９ の パ ネ ル Ａ は 、 図 ６ に 示 し た １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ 二 重 特 異 性 分 子 を 介 し た 、
Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 細 胞 の 全 血 媒 介 抗 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 、 二 重 特 異 性 分 子 濃 度
の 関 数 で 示 す グ ラ フ で あ る 。 結 果 は 、 阻 害 因 子 を 添 加 し な い 、 ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の フ リ ー の
抗 Ｆ ｃ Ｒ α Ｒ （ １ ４ Ａ ８ ） Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ お よ び ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の フ リ ー の 抗 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ
（ Ｈ ２ ２ ） Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ を 用 い た 比 細 胞 溶 解 率 で 測 定 し た 。 パ ネ ル Ｂ は 、 阻 害 因 子 が 存
在 し な い 場 合 の 、 ま た は 過 剰 量 の １ ４ Ａ ８  Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ も し く は Ｈ ２ ２ Ｆ （ ａ ｂ ’ ）
２ の 存 在 下 で の １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ 二 重 特 異 性 分 子 を 介 し た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 全 血 媒 介 抗
体 依 存 性 細 胞 傷 害 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 単 球 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ Ｍ Ｄ Ｍ ） （ 丸 ） に よ る Ｐ Ｓ Ｍ Ａ 発 現 （ （
Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ ） 細 胞 の 二 重 特 異 性 分 子 （ １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ ） 媒 介 貪 食 作 用 を 示 す グ ラ フ で
あ る 。 結 果 は 、 阻 害 因 子 と し て の 過 剰 の １ ４ Ａ ８ 抗 体 （ 正 方 形 ） お よ び 対 照 と し て の Ｈ ２
２ 抗 体 （ 菱 形 ） の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下 の 両 方 に お け る 貪 食 作 用 の 割 合 を 測 定 し た 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 単 球 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ Ｍ Ｄ Ｍ ） に よ る Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 細 胞 の 二
重 特 異 性 分 子 （ １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ ） 媒 介 貪 食 作 用 お よ び 抗 体 （ ８ Ｃ １ ２ ） 媒 介 貪 食 作 用
を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 単 球 由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ Ｍ Ｄ Ｍ ） （ 丸 ） に よ る Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 細
胞 の 二 重 特 異 性 分 子 （ １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ １ ２ ） 媒 介 貪 食 作 用 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 挿 入 図 は
、 過 剰 １ ４ Ａ ８  Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ ま た は Ｈ ２ ２  Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ の 存 在 下 で １ ４ Ａ ８ × ８ Ｃ
１ ２ 二 重 特 異 性 分 子 （ １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） が 媒 介 す る 貪 食 作 用 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 腫 瘍 を 持 つ ヌ ー ド マ ウ ス に お け る １ ２ ５ Ｉ － ４ Ａ ３
の 体 内 移 動 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 動 物 に 対 し て １ ０ ０ μ ｇ の １ ２ ５ Ｉ － ４ Ａ ３ を 尾 部 静
脈 か ら 注 射 し 、 注 射 の ０ ． ２ ５ お よ び ２ ４ 時 間 後 、 動 物 を 殺 し た 。 核 組 織 内 に 存 在 す る 放
射 活 性 量 を 測 定 し た 。 こ の デ ー タ は 、 そ れ ぞ れ の 時 間 に お い て ２ つ の 動 物 か ら 得 ら れ た 結
果 を 示 し て い る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 １ ２ ５ Ｉ -標 識 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の 、 培 養 液 中 の Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 に よ る 細
胞 内 在 化 お よ び 処 理 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を ヨ ー ド 処 理 し た 抗 体 で 標 識 し
、 十 分 に 洗 浄 し 、 Ｔ Ｃ Ａ 可 溶 性 製 造 物 に 内 在 化 し 、 変 換 さ れ た 標 識 に 結 合 し て い る 細 胞 表
面 の 量 を 、 指 示 さ れ た 時 間 に 測 定 し た 。 結 果 は 、 ヨ ー ド 処 理 後 、 抗 原 結 合 性 を 維 持 し て い
る ３ つ の Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ 、 な ら び に 陰 性 対 照 と し て 無 関 係 の ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ に つ い て 示 し て い る
。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 １ ２ ５ Ｉ で の ヨ ー ド 処 理 が 、 い く つ か の 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ  Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の
抗 原 結 合 能 力 に 及 ぼ す 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 こ の 結 果 は 、 固 定 化 さ れ た 未 変 性 の 精 製
Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ  Ｐ Ｓ Ｍ Ａ に 結 合 し た １ ２ ５ Ｉ 標 識 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の 量 を 、 抗 体 の 希 釈 因 子 の 関 数
で 示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ 標 識 が い く つ か の 抗 Ｐ Ｓ Ｍ Ａ  Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ の 抗 原 結 合 能 力
に 及 ぼ す 影 響 を 示 す グ ラ フ を 含 む 。 こ の 結 果 は 、 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ 標 識 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ 、 ま た は Ｐ Ｓ Ｍ
Ａ に 結 合 し た 抱 合 し て い な い 抗 体 の 量 を 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 測 定 す る こ と に よ っ て 、 抗
体 の 量 の 滴 定 の 関 数 で 示 す （ 単 位 ： μ ｇ /ｍ ｌ ） 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ Ａ お よ び Ｂ は 、 各 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ｃ １ ２ 、 ８ Ａ １ １
、 お よ び １ ６ Ｆ ９ か ら の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ 、 １ ６ Ｆ ９ の
重 鎖 Ｖ 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 対 応 す る 鎖 Ｖ 領 域 の 生 殖 細 胞 系 列 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と
の 配 列 比 較 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ａ １ １ 、 ８ Ｃ １ ２ 、 １ ６ Ｆ ９ の
重 鎖 Ｖ 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 対 応 す る 鎖 Ｖ 領 域 の 生 殖 細 胞 系 列 ア ミ ノ 酸 配 列 と の 配 列 比
較 で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ｃ １ ２ の 軽 （ κ ） 鎖 Ｖ 領 域 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と 、 対 応 す る 鎖 Ｖ 領 域 の 生 殖 細 胞 系 列 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 配 列 比 較 で あ る
。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ８ Ａ １ １ 、 １ ６ Ｆ ９ の 軽 （ κ ） 鎖 Ｖ 領 域 の ヌ ク レ オ チ
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ド 配 列 と 、 対 応 す る 鎖 Ｖ 領 域 の 生 殖 細 胞 系 列 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 配 列 比 較 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ４ Ａ ３ 、 ７ Ｆ １ ２ 、 ８ Ｃ １ ２ の 軽 （ κ ） 鎖 Ｖ 領 域 の ア
ミ ノ 酸 配 列 と 、 対 応 す る 鎖 Ｖ 領 域 の 生 殖 細 胞 系 列 ア ミ ノ 酸 配 列 と の 配 列 比 較 で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 Ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  ８ Ａ １ １ 、 １ ６ Ｆ ９ の 軽 （ κ ） 鎖 Ｖ 領 域 の ア ミ ノ 酸 配
列 と 、 対 応 す る 鎖 Ｖ 領 域 の 生 殖 細 胞 系 列 ア ミ ノ 酸 配 列 と の 配 列 比 較 で あ る 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ Ａ 】 【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ７ Ｃ 】 【 図 ８ Ａ 】
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【 図 ８ Ｂ 】 【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ Ａ 】
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【 図 １ ７ Ｂ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】
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【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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