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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗ヒト胸腺細胞免疫グロブリンの製造方法であって、
　（ａ）　ヒト胸腺細胞の細胞調製物を特定病原体未感染（ＳＰＦ）動物に注入すること
；
　（ｂ）　当該ＳＰＦ動物によって生産された免疫血清を回収すること；
　（ｃ）　ヒト由来の生物学的材料上での吸着をすることなしに、血清から抗ヒト胸腺細
胞免疫グロブリンを単離すること、
からなる工程を含み、
　ＳＰＦ動物がウサギである、
前記製造方法。
【請求項２】
　前記単離工程（ｃ）が、イオン交換クロマトグラフィーおよび／または１回またはそれ
以上の沈降を使用する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記イオン交換クロマトグラフィーが、カラム上でのイオン交換クロマトグラフィーで
ある、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　工程（ａ）で用いられるヒト胸腺細胞の細胞調製物が、培養の系統の細胞からなる、請
求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項５】
　工程（ａ）で用いられるヒト胸腺細胞の細胞調製物が、新鮮なヒト胸腺細胞の精製によ
り得られる、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
本発明は、ヒト抗胸腺細胞免疫グロブリンの製造方法に関する。
【０００２】
ヒト抗胸腺細胞抗体または免疫グロブリン（Ｉｇｓ）は、選択的免疫抑制薬として知られ
ている。それらは、免疫反応において、血液および種々のリンパ系の組織の循環性リンパ
球の量を種々の機構により減少させる、または全くなくすことにより、および循環性リン
パ球のレセプターを遮断すること、または変質させることにより、作用する。それらの使
用は、臓器移植において、移植拒絶反応の予防および治療のために、ならびに急性の移植
片対宿主反応の治療に必要とされる。これらの免疫グロブリンは、延髄形成不全症（ｍｅ
ｄｕｌｌａｒｙ　ａｐｌａｓｉｓ）の治療においても、提案されている。
【０００３】
このようなタイプの免疫グロブリンの製造は、主に、例えばウマまたはウサギといった動
物にリンパ球を注入、およびその後の、免疫血清からの抗胸腺細胞免疫グロブリンの抽出
により行われた。しかし、このような製造の純度のレベルは不十分であり、このような免
疫グロブリンは特に治療には使用できなかった（Ｒ．Ｄ　Ｇｕｔｔｍａｎ，１９６７，Ｊ
．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１２６：１０９９－１１２７）。抗ヒト赤血球または抗ヒト基底膜
免疫グロブリンは、特に、免疫形成期にある動物によって生産された。これらの免疫グロ
ブリンの出現について、いくつかの仮説により説明されており、胸腺細胞の浮遊液が痕跡
量の赤血球を含む説（Ｊ．Ｍ．Ｒｏｌｌａｎｄ，１９７２，Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，４（２
）：８５－１２２）、または共通の表面抗原がＴ細胞、Ｂ細胞および赤血球の間に存在す
る説が、現在のところ最も有力な仮説である。
【０００４】
その後、製造における純度の改善のために、技術が開発された。これらの技術として、血
球吸着、すなわち赤血球上での吸着、の工程が検討された。
この血球吸着の工程は、例えば当初の免疫血清中の抗赤血球抗体などの、望ましくない抗
体の大部分を除去することを可能にする。
【０００５】
特に、抗基底膜抗体の吸収のために、ヒト組織（例えば胎盤など）上における抗組織抗体
の除去の工程もまた、しばしば検討された。
これらの技術により製造された、例えば、チモグロブリン（Ｔｈｙｍｏｇｌｏｂｕｌｉｎ
ｅ）（登録商標）（Ｉｍｔｉｘ－Ｓａｎｇｓｔａｔ）、テセラック（Ｔｅｃｅｌａｃ）（
登録商標）（Ｂｉｏｔｅｓｔ）、あるいはＡＴＧＦ（登録商標）（Ｆｒｅｓｅｎｉｕｓ）
またはＡＴＧＡＭ（Ｕｐｊｏｈｎ）などの、いくつかの抗ヒト胸腺細胞免疫グロブリンは
、現在市場において入手可能である。
【０００６】
しかし、ヒト組織または赤血球上での吸着の工程を含む上述の方法は、依然として欠点を
有する。
特に、これらの方法を行うことにより、血清中に含まれるγ－グロブリンの濃度における
３０％、すなわち目的の抗体のわずかとはいえない割合の減少が認められる。さらに、望
ましくない抗赤血球抗体の除去は完全ではない。また、これらの抗体は治療を受ける患者
の溶血性貧血の症状を引き起こす原因と考えられている。最後に、たとえ精製され安全性
を高めたものであっても、抗ヒト胸腺細胞免疫グロブリンの単離方法における、赤血球な
どのヒト由来物の使用は、感染の潜在的危険性を増加させる。
【０００７】
従って、本発明の発明者は、抗ヒト胸腺細胞免疫グロブリンの製造のための改良方法の開
発を検討した。
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本発明は、ヒト由来の生物学的材料上における吸着の工程を含まない、特に治療に使用す
るために十分なほど純度が高い、抗胸腺細胞免疫グロブリンの製造方法に関する。
【０００８】
より具体的には、本発明の主題は抗精製ヒト胸腺細胞免疫グロブリンの製造方法であり：
（ａ）　ヒト胸腺細胞の細胞調製物を特定病原体未感染（ＳＰＦ）動物に注入すること；
（ｂ）　当該動物によって生産された免疫血清を回収すること；
（ｃ）　ヒト由来の生物学的材料上での吸着をすることなしに、血清から抗ヒト胸腺細胞
免疫グロブリンを単離すること、
からなる工程を含む、前記製造方法である。
【０００９】
さらに詳細には、「血清からの免疫グロブリン」という表現は、免疫形成後の血清からの
γ－グロブリンの全フラクションを意味することを意図している。
「ヒト由来の生物学的材料上での吸着」という表現は、特に、赤血球上での血球吸着また
はヒト組織（特に胎盤など）、ストロマまたはこれらの組織の粗抽出物上での吸着を意味
することを意図している。
【００１０】
ＳＰＦ動物とは、健康基準に従って、その環境および飼料が厳格に管理されて飼育された
動物である。「管理された健康状態にある」動物との言及もなされる。該ＳＰＦ動物は、
閉ざされており殺菌されている区画で飼育され、空気環境は、例えばＨＥＰＡフィルター
を通して（殺菌濾過）濾過されており、水及び食料は、与える前に汚染除去される。この
ような飼育により、直接的な環境から、いかなる病原性の要因をも取り除くことが可能と
なる（Ｙａｎａｂｅら、Ｅｘｐ．Ａｎｉｍａｌ　４８（２）、１０１－１０６（１９９９
））。ここで用語「病原」は、目的とする使用に関連して、臨床上の疾患を引き起こしう
る、および／または動物の生物学的応答を変化させうる感染性要因を意味する。ＳＰＦ状
態は、標的とする微生物の検出のために、または反対にそれらが存在しないことを立証す
るために、微生物の、および管理方法（臨床的、血清学的、組織学的、または培養を使用
することについて）のリストを参考にする。
【００１１】
好ましくは、免疫血清の製造のための使用は、ヤギまたはウマにおいて、より好ましくは
ウサギにおいて行われる。実際、ＩｇＧ１のみがウサギの免疫血清中に存在することは、
抗体の精製の工程を容易にする。ウサギＩｇＧもまた
ヒトＦｃ受容体に対して高い親和力を示し、このことは、ヒトＴ細胞に対して強力な細胞
毒性を有する抗体の開発を可能にする。
【００１２】
ヒト胸腺の細胞の試料は、培養の細胞系統から、または、好ましくはヒト胸腺の断片から
、または場合によっては、例えば脾臓、扁桃腺、リンパ節、胸部気管または末梢血液の懸
濁液から精製された新鮮な胸腺細胞から、入手することができる。特にヒト胸腺の断片は
、小児における心臓手術に続く外科的行為において容易に除去されうる。いかなる汚染を
も防止し、血清学的に陽性の結果を示す汚染された胸腺断片を除去するために、ウイルス
試験は提供者の血液について行われる。
【００１３】
ヒト胸腺細胞の注入およびＳＰＦ動物からの免疫血清の回収は、当該技術分野における当
業者にとって標準的な技術により行われる。血清からの抗ヒト胸腺細胞免疫グロブリンの
単離により、望ましくないタンパク質の除去が可能となる。当該単離は、例えば、好まし
くはカラムにおいてのイオン交換クロマトグラフィー、および／または、１回またはそれ
以上の沈降により実行されうる。
【００１４】
有利なことに、その様な沈降は、免疫グロブリン沈降試薬を用いて２つの連続する工程に
おいて実行されうる。当該試薬としては、好ましくは硫酸ナトリウムが用いられる。
【００１５】
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クロマトグラフィーの工程は、例えば陰イオンなどのイオン交換樹脂（ＤＥＡＥ）による
、ロードされた（ｌｏａｄｅｄ）不純物の保持を可能にする。ＩｇＧに関しては、カラム
によっては保持されず、速やかにカラムから除去されことから、選択的にこれらを得るこ
とが可能となる。特異的な親和性を持つカラムにおけるクロマトグラフィーであって、残
存する望ましくない抗体を除去するものもまた有益である。
【００１６】
本発明の主題は、本発明の方法を用いて調製されうる、単離された抗ヒト胸腺細胞免疫グ
ロブリンでもある。
これらの免疫グロブリンは、例えば免疫抑制の目的で患者に注入されたときのように、リ
ンパ球と接触するにいたった際にリンパ球を認識するので、これらの免疫グロブリンは、
指定された「抗ヒトリンパ球免疫グロブリン」ともなり得る。
【００１７】
さらに本発明はまた、患者の血液、およびリンパ系組織における循環性リンパ球の量を減
少させることを意図する医薬品の製造のためのこれらの免疫グロブリンの使用をも指向す
る。
【００１８】
本発明の主題は、得られた治療有効量の免疫グロブリンを、リンパ球の量を低減させるこ
とが必要な患者に投与する治療有情の処置の方法でもある。これらの免疫グロブリンは、
特に臓器移植に関連して有用である。
【００１９】
以下に示す実施例２．１において明らかであるように、上記の方法により調製された抗ヒ
ト胸腺細胞免疫グロブリンは、血球吸着工程を含む方法により調製された抗胸腺免疫グロ
ブリンと比べて、より強力な比活性を示す。
【００２０】
ヒト由来の生物学的材料上での吸着工程を省くことにより、ヒト由来物と何ら接触させる
ことなしに免疫グロブリンを製造することが可能となる。このことは、起こりうるウイル
スの汚染、またはプリオンタイプのこれまで知られていない要因による汚染の排除につな
がる。さらに、血球吸着に関連する汚染、すなわちこの工程により生じる溶血反応中のヒ
ト赤血球によるヘモグロビンの放出による汚染が回避される。
【００２１】
本発明の方法により、他の血球（赤血球、好中球など）との交差反応が可能である免疫グ
ロブリンの数が有意に低減されている、抗胸腺細胞免疫グロブリンの試料を得ることが可
能となる。さらに、血球吸着が抗胸腺抗体の調製に使用されないという事実により、安全
面での改善のみならず、調製方法の長さおよびコストの低減が可能となる。実際、工業的
条件において相対的に制限される抗胸腺免疫グロブリンの製造を行う際には、血球吸着は
従来から、新鮮でホルマリン処理された保存赤血球を使用し、処理される大量の細胞を必
要とする。
【００２２】
以下の実施例は本発明を例示するが、その技術的範囲を限定するものではない。
【００２３】
【実施例】
［実施例１］　免疫グロブリンの製造
１．１　胸腺細胞の精製
ヒト胸腺断片を、取り出しおよび摩砕の後、ろ過し、懸濁液とする。
【００２４】
その後、細胞懸濁液をナイロン布でろ過し、５℃、１８００ｒｐｍで遠心分離にかける。
２０ｍＬのフィコールを、２～７×１０9の細胞を含む細胞溶液に加え、当該混合物を５
℃、２０００ｒｐｍで遠心分離する。続いて１８００ｒｐｍの遠心分離を２回行う。その
後、細胞試料は５℃で一晩貯蔵し、ＳＰＦウサギに注入する前に希釈する。当該胸腺細胞
は、凍結によっても保存することができる。
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【００２５】
１．２　抗体の単離
ウサギ免疫血清は、２０日（Ｄ２０）と３０日（Ｄ３０）の間の数回の出血において回収
し、貯蔵のために凍結することができる。調製時に、徐々に周囲温度に戻した血清のバッ
チが形成される。
【００２６】
ウサギの血清のこれらのバッチは、補体タンパク質の除去のため、３０～４５分間５６℃
±２℃の温度下におかれることにより非動化される。
ウサギ血清は、周囲温度での陰イオン交換樹脂（ＤＥＡＤ）によるカラムクロマトグラフ
ィー、その後の硫酸ナトリウムを用いての２度の沈降により、免疫グロブリン画分として
精製される。
【００２７】
さらなる、濾過、濃縮およびダイアフィルトレーション（ｄｉａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ）
の工程の後に、抗胸腺細胞免疫グロブリンは、そのウイルスについての安全性を確かにす
るために、１０時間６０℃の温度で低温殺菌される。
【００２８】
一つの変法として、免疫グロブリン画分のろ過、濃縮、ダイアフィルトレーションおよび
沈降（例えば、コーンタイプ（ＣＯＨＮ　ｔｙｐｅ）のアルコール性分画または硫酸アン
モニウム分画）は、クロマトグラフィー工程の前に行うことができる。
【００２９】
製剤化およびろ過による消毒の後、免疫グロブリン溶液は、５～２５ｍｇ／ｍＬの溶液の
液体状態で、または一つの変法としては凍結乾燥状態で、保存されうる。物理化学試験、
安全性試験（発熱要因、抗血小板活性の存在）、無菌性および純度試験およびリンパ球障
害性活性試験（インビトロでのロゼット形成の阻害およびサルにおける同種皮膚移植片生
着）を含む、一連の品質管理が実行される。
【００３０】
［実施例２］　従来の免疫グロブリン（血球吸着により入手）に対しての、本発明の方法
を用いて得られた免疫グロブリンの効果および安全性についての比較分析
３．１　インビトロでの比活性の測定
免疫グロブリンの２バッチを、標準抗胸腺細胞免疫グロブリン（ＡＴＧ）バッチおよび血
球吸着をしないＡＴＧバッチとして、比活性の比較試験に用いた。
【００３１】
該ＡＴＧの比活性を決定するため、すなわちヒトリンパ球に結合可能な免疫グロブリンの
量を算定するために、間接免疫蛍光法と組み合わせたフローサイトメトリーの技術を使用
する。サル全血（すべての血球を含む）を、種々の濃度においてＡＴＧバッチとインキュ
ベートした。結合していない過剰量の免疫グロブリンは洗い流し、フルオレシンイソシア
ネート（ＦＩＴＣ）で標識化した第２の抗体を、結合ＡＴＧ（ｂｏｕｎｄ　ＡＴＧ）結合
させるために加える。その後、フローサイトメトリーを用いて細胞のサイズの画分として
、細胞を分取した後に、細胞表面でのＡＴＧの結合量が明らかとなる。
【００３２】
結果は、血球吸着しないＡＴＧのより強い比活性を示した。リンパ球への同様の結合を達
成するためには、２．７３μｇ／ｍＬの血球吸着しないＡＴＧが必要な場合に、７．２３
μｇ／ｍＬ、すなわち２．６５倍より多くの標準ＡＴＧが必要となる。従って、血球吸着
の工程はＡＴＧの結合能および比活性を減少させる。
【００３３】
３．２　サルについての皮膚移植試験におけるインビボのＡＴＧの活性の測定
始めにこの試験を行うために、３群：対照群（ｎ＝５）、５ｍｇ／ｋｇのＡＴＧを投与さ
れた群（ｎ＝８）および５ｍｇ／ｋｇの血球吸着されていないＡＴＧを投与された群（ｎ
＝３）、のサルが選抜された。標準バッチの比活性と同等の比活性とするために血球吸着
しないＡＴＧについて５０／５０希釈が行われた。
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【００３４】
皮膚移植テストとして、第０日目（Ｄ０）に、各動物の背部の皮膚の４カ所の同種移植（
少なくとも２つのＨＬＡ抗原性決定基が異なる動物由来のもの）および自己移植を行う。
その後、ＡＴＧの所定量が、第１日目から３週間インビボに投与される。
【００３５】
その結果によれば、同種移植の平均生残時間は、標準ＡＴＧ処理群では２３日（±４．１
６）、血球吸着しないＡＴＧ処理群では２１．３日（±７．３）であり、処置したサルの
２群において同等である。
【００３６】
皮膚移植の生残時間の延長は、ＡＴＧの投与により誘引されたリンパ球の減少に関連して
いる。このリンパ球減少は、第５日目（Ｄ５）リンパ球のレベルが最も減少し、第２０日
目（Ｄ２０）頃までに通常の値まで徐々に回復するという、２バッチ間に類似する経過を
たどる。
【００３７】
結果として、血球吸着しないＡＴＧの希釈されたバッチは、霊長類におけるインビボ効果
に関して、希釈しない標準ＡＴＧバッチと同等である。
３．３　ＡＴＧ投与後の溶血性貧血の危険性の評価
同じ研究に関して、試験終了まで定期的に血液検査を行い、処置されたサルの２群におい
て、ヘモグロビンレベルの評価が一致することが示される。当該レベルの減少は、第９日
目（Ｄ９）まで観察され、その後当該レベルは通常値まで徐々に回復する。以下の２つの
現象はこの経過の原因である。第１に、貧血は、血液サンプルの反復的な採取の後の医原
性のタイプのものである。この貧血はサルの３群において一致している。第２に、ＡＴＧ
において特異的な効果は、処理群において第１日目（Ｄ１）からヘモグロビンレベルの実
質的な減少を引き起こし、この減少は標準ＡＴＧ、または血球吸着しないＡＴＧと一致す
るものである。
【００３８】
さらに、貧血についての起こりうる溶血性の原因の検出のために、ハプトグロビンおよび
オロムコイド（ｏｒｏｍｕｃｏｉｄ）のレベルもまた測定する。血球溶血の場合には、ハ
プトグロビンは測定不能となる。一方、これらの２つのレベルは２つの群において第４日
目（Ｄ４）から増加し、この増加は炎症性の活性を反映するものである。
【００３９】
血球吸着しないＡＴＧを処理した動物のにおいて評価された血液学的安全性は、血球吸着
したＡＴＧを処理した動物における場合と同様に満足のいくものである。
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