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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 8月 28日 (2003.8.28)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 発 明 の 名 称 】 硫 酸 化 部 分 を 含 む エ ピ ト ー プ を 含 む 単 離 分 子 、 当 該 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗
体 、 及 び そ の 使 用
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】 　 以 下 の 式 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
　 Wは 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 と グ ル タ ミ ン 酸 と を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、
　 Yは 、 硫 酸 化 可 能 な 任 意 の 天 然 部 分 で あ り 、
　 Pは 、
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ り 、
　 Sは 、 ス ル フ ェ ー ト 又 は 硫 酸 化 分 子 で あ り 、
　 Xは 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 但 し ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は チ ロ シ ン を 除 く
、
　 Aは 、 任 意 の 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 、 も し く は ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ リ シ ン で あ り 、
　 qは 、 1～ 6で あ り 、
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　 zは 、 0、 1又 は 2で あ り 、
　 rは 、 0又 は 1で あ り 、
　 tは 、 1、 2又 は 3で あ り 、
　 uは 、 0～ 2で あ り 、
　 nは 、 0～ 3で あ り 、
　 mは 、 0～ 3
で あ り 、 こ こ で 、 n=0な ら ば m>0; m=0な ら ば n>0; q=1な ら ば r=1で あ り 、 ま た q>1な ら ば 1以
上 の Yが 硫 酸 化 し て い る ; さ ら に 、 単 離 エ ピ ト ー プ に は 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1
以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 で あ っ て 、 SEQ ID NO:8又 は SEQ ID NO:2
0を 含 む 第 1超 可 変 領 域 を も つ 抗 体 、 断 片 又 は 複 合 体 が 結 合 し う る 。 )
を 含 む 単 離 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 ２ 】 　 硫 酸 化 部 分 が ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は グ リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は リ ポ
コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 、 請 求 項 1の 単 離 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 ３ 】 　 Wが グ リ シ ン で あ り 、 Yが チ ロ シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト も し く は ア ス
パ ラ ギ ン 、 セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン の グ リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 Aが グ ル タ ミ ン 酸 、 γ
カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 又 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り 、 qが 1、 2又 は 3で あ る 、 請 求 項 1の 単
離 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 ４ 】 　 Yが チ ロ シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 qが 3で あ り 、 rが 1で あ る
、 請 求 項 3の 単 離 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 ５ 】 　 以 下 の 式 ：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
　 Wは 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 と グ ル タ ミ ン 酸 と を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、
　 Yは 、 硫 酸 化 可 能 な 任 意 の 天 然 部 分 で あ り 、
　 Pは 、
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ り 、
　 Sは 、 ス ル フ ェ ー ト 又 は 硫 酸 化 分 子 で あ り 、
　 Xは 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 但 し 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は チ ロ シ ン を 除
く 、
　 Aは 、 任 意 の 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 、 も し く は ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ リ シ ン で あ り 、
　 zは 、 0、 1又 は 2で あ り 、
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　 rは 、 0又 は 1で あ り 、
　 tは 、 1、 2又 は 3で あ り 、
　 uは 、 0～ 2で あ り 、
　 nは 、 0～ 3で あ り 、
　 mは 、 0～ 3
で あ る が 、 こ こ で n=0な ら ば m>0; m=0な ら ば n>0で あ る ; 1以 上 の Yが 硫 酸 化 し て い る ; さ ら
に 、 単 離 エ ピ ト ー プ に は SEQ ID NO:8又 は SEQ ID NO:20を 含 む 第 1超 可 変 領 域 を も つ 抗 体 、
そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 が 結 合 し う
る 。 )
を 含 む 単 離 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 ６ 】 　 硫 酸 化 部 分 が ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は グ リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は リ ポ
コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 、 請 求 項 5の 単 離 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 ７ 】 　 Wが グ リ シ ン で あ り 、 Yが チ ロ シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト も し く は ア ス
パ ラ ギ ン 、 セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン の グ リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 Aが グ ル タ ミ ン 酸 、 γ
カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 又 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ リ シ ン で あ る 、 請 求 項 5の 単 離 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 ８ 】 　 Yが チ ロ シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 qが 3で あ り 、 rが 1で あ る
、 請 求 項 7の 単 離 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 ９ 】 　 以 下 の 式 ：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
　 Gは 、 グ リ シ ン で あ り 、
　 Eは 、 グ ル タ ミ ン 酸 で あ り 、
　 Dは 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り 、
　 Yは 、 チ ロ シ ン で あ り 、
　 Sは 、 ス ル フ ェ ー ト 又 は 硫 酸 分 子 で あ り 、
　 Xは 、 前 記 以 外 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、
　 zは 、 0、 1又 は 2で あ り 、
　 tは 、 1、 2又 は 3で あ り 、
　 rは 、 0又 は 1で あ り 、
　 uは 、 0～ 2で あ り 、
　 nは 、 0～ 3で あ り 、
　 mは 、 0～ 3
で あ る が 、 こ こ で 、 1以 上 の Yが 硫 酸 化 し て い る ; n=0な ら ば m>0; m=0な ら ば n>0;さ ら に 、
単 離 エ ピ ト ー プ に は SEQ ID NO:8又 は SEQ ID NO:20を 含 む 第 1超 可 変 領 域 を も つ 抗 体 、 そ の
抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 が 結 合 し う る 。 )
を 含 む 単 離 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 １ ０ 】 　 rが 1で あ る 、 請 求 項 9の 単 離 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 １ １ 】 　 硫 酸 化 Yで あ り う る 天 然 部 分 が 脂 質 、 糖 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質 、 糖 タ ン
パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 及 び /又 は リ ポ 多 糖 分 子 を 含 む 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 1項 の 単
離 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 １ ２ 】 　 請 求 項 1～ 10の い ず れ か 1項 の 単 離 エ ピ ト ー プ の 同 族 体 又 は 模 倣 体 。
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【 請 求 項 １ ３ 】 　 硫 酸 化 に 加 え て 1以 上 の 翻 訳 後 修 飾 を 含 む 、 請 求 項 1～ 10の い ず れ か 1項
の 単 離 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 １ ４ 】 　 請 求 項 1～ 10の い ず れ か 1項 の 単 離 エ ピ ト ー プ を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】 　 エ ピ ト ー プ の 結 合 能 を 改 善 す る こ と が で き る 上 流 又 は 下 流 領 域 を さ ら に
含 む 、 請 求 項 14の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】 　 上 流 又 は 下 流 領 域 が エ ピ ト ー プ に 隣 接 す る 、 請 求 項 15の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】 　 請 求 項 1～ 10の い ず れ か 1項 の 単 離 エ ピ ト ー プ の 少 な く と も 一 部 分 を コ ー
ド す る 単 離 ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】 　 請 求 項 1の 単 離 エ ピ ト ー プ と 結 合 又 は 交 差 反 応 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結
合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】 　 請 求 項 5の 単 離 エ ピ ト ー プ と 結 合 又 は 交 差 反 応 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結
合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】 　 請 求 項 9の 単 離 エ ピ ト ー プ と 結 合 又 は 交 差 反 応 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結
合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】 　 請 求 項 2～ 4、 6～ 8又 は 10～ 13の い ず れ か 1項 の 単 離 エ ピ ト ー プ と 結 合 又
は 交 差 反 応 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含
む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】 　 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 1項 の 単 離 エ ピ ト ー プ と 結 合 又 は 交 差 反 応 し う る
抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 生
産 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)　 フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー を 準 備 す る ;
(b)　 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 1項 の 単 離 エ ピ ト ー プ を 準 備 す る ;
(c)　 フ ァ ー ジ ・ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー を パ ニ ン グ し て 、 該 単 離 エ ピ ト ー プ と 結 合
し う る オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 提 示 す る フ ァ ー ジ 粒 子 を 選 び 出 す ; 及 び
(d)　 該 単 離 エ ピ ト ー プ と 結 合 し う る 該 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 抗 体 、 そ
の 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 生 産 す る
ス テ ッ プ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】 　 SEQ ID NO:25又 は SEQ ID NO:203の scFv抗 体 断 片 の 結 合 能 を 有 す る 抗 体
、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】 　 SEQ ID NO:8又 は SEQ ID NO:20を 含 む 第 1超 可 変 領 域 を も つ こ と を 特 徴 と
す る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 能 を 有 す る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上
の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】 　 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド が SEQ ID NO:115を 含 む 第 2超 可 変 領 域 及 び /
又 は SEQ ID NO:114を 含 む 第 3超 可 変 領 域 を も つ こ と を さ ら な る 特 徴 と す る 、 請 求 項 23～ 24
の い ず れ か 1項 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む
そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】 　 2以 上 の 酸 性 ア ミ ノ 酸 と 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン と を 含 む お よ そ 3～ 126ア
ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ 又 は ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ に 結 合 し う る 抗 体 、
抗 体 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】 　 エ ピ ト ー プ が さ ら に プ ロ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 セ リ ン 、 グ リ
シ ン 又 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 26の 抗 体 、 抗 体 結 合 性 断
片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】 　 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 が さ ら に 糖 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質 、 糖 タ ン
パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 及 び /又 は リ ポ 多 糖 分 子 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 し う る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 23～ 27の い ず れ か 1項 の 抗 体 、 抗 体 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の
結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】 　 糖 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 及 び /又 は リ
ポ 多 糖 分 子 上 の エ ピ ト ー プ が 1以 上 の 硫 酸 化 部 分 を 含 む こ と を さ ら な る 特 徴 と す る 、 請 求
項 28の 抗 体 、 抗 体 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】 　 PSGL-1、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ 、 GPIbα 、 ヘ パ リ ン 、 ル ミ カ ン 、 補 体 複 合
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体 4(CC4)、 イ ン タ ー α イ ン ヒ ビ タ ー 及 び プ ロ ト ロ ン ビ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2以 上
の 異 な る 分 子 に 結 合 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性
断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】 　 PSGL-1、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ 、 GPIbα 、 ヘ パ リ ン 、 ル ミ カ ン 、 補 体 複 合
体 4(CC4)、 イ ン タ ー α イ ン ヒ ビ タ ー 及 び プ ロ ト ロ ン ビ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2以 上
の 異 な る 分 子 に 結 合 し 、 か つ B-CLL細 胞 、 AML細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 及 び 転 移 性 細 胞 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1以 上 の 細 胞 型 に も 結 合 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以
上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】 　 PSGL-1、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ 、 GPIbα 及 び ヘ パ リ ン の 各 々 に 結 合 し う る
、 請 求 項 31の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ
の 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】 　 PSGL-1、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ 、 GPIbα 及 び ヘ パ リ ン の 各 々 に 結 合 し 、 か
つ B-CLL細 胞 、 AML細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 及 び 転 移 性 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1以
上 の 細 胞 型 に も 結 合 し う る 、 請 求 項 32の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又
は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】 　 PSGL-1、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ 、 GPIbα 、 ヘ パ リ ン 、 ル ミ カ ン 、 補 体 複 合
体 4(CC4)、 イ ン タ ー α イ ン ヒ ビ タ ー 及 び プ ロ ト ロ ン ビ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2以 上
の 異 な る 分 子 に 結 合 し 、 か つ さ ら に 脂 質 、 糖 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ
タ ン パ ク 質 及 び /又 は リ ポ 多 糖 分 子 上 の エ ピ ト ー プ に も 結 合 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性
断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】 　 脂 質 、 糖 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 及 び /
又 は リ ポ 多 糖 分 子 上 の エ ピ ト ー プ が 1以 上 の 硫 酸 化 部 分 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 3
4の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ６ 】 　 2以 上 の エ ピ ト ー プ す な わ ち 各 々 1つ 又 は 複 数 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 と 2
以 上 の 酸 性 ア ミ ノ 酸 か ら な る 1以 上 の ク ラ ス タ ー と を 含 む 2以 上 の エ ピ ト ー プ と 交 差 反 応 し
う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体
。
【 請 求 項 ３ ７ 】 　 PSGL-1と 交 差 反 応 し う る 、 請 求 項 36の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は
1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む QATEYEYLDY DFLPETEに 結 合 す る 、 請
求 項 37の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複
合 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】 　 GB1b-α と 交 差 反 応 し う る 、 請 求 項 36の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又
は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ０ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む DEGDTDLY DYYPEEDTEGDに 結 合 す る 、
請 求 項 36の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の
複 合 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む TDLYDYY PEEDTEに 結 合 す る 、 請 求 項 3
9の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む GDEGDTD LYDYYPに 結 合 す る 、 請 求 項 3
9の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む YDYYPEEに 結 合 す る 、 請 求 項 39の 抗 体
、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む TDLYDYYPに 結 合 す る 、 請 求 項 39の 抗
体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】 　 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ と 交 差 反 応 し う る 、 請 求 項 36の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む EPHAETE YDSLYPEDに 結 合 す る 、 請 求
項 45の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合
体 。
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【 請 求 項 ４ ７ 】 　 ヘ パ リ ン と 交 差 反 応 し う る 、 請 求 項 36の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又
は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ８ 】 　 補 体 複 合 体 4(CC4) と 交 差 反 応 し う る 、 請 求 項 36の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ４ ９ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む MEANEDYED YEYDELPAKに 結 合 す る 、 請
求 項 48の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複
合 体 。
【 請 求 項 ５ ０ 】 　 B-CLL細 胞 、 AML細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 及 び 転 移 性 細 胞 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 1以 上 の 細 胞 型 と 交 差 反 応 し う る 、 請 求 項 36の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又
は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ １ 】 　 細 胞 ロ ー リ ン グ を 阻 害 し う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記
載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体
。
【 請 求 項 ５ ２ 】 　 炎 症 を 阻 害 し う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、
そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ３ 】 　 自 己 免 疫 疾 患 を 阻 害 し う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載
の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ４ 】 　 血 栓 症 を 阻 害 し う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体
、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ５ 】 　 再 狭 窄 を 阻 害 し う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体
、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ６ 】 　 転 移 を 阻 害 し う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、
そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ７ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 成 長 及 び /又 は 複 製 を 阻 害 し う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い
ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含
む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ８ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 死 亡 率 を 高 め う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記
載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体
。
【 請 求 項 ５ ９ 】 　 白 血 病 細 胞 の 成 長 及 び /又 は 複 製 を 阻 害 し う る 請 求 項 18～ 20、 23 の
い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を
含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ０ 】 　 白 血 病 細 胞 の 死 亡 率 を 高 め う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に
記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合
体 。
【 請 求 項 ６ １ 】 　 抗 疾 病 薬 に よ る 傷 害 へ の 病 変 細 胞 の 感 受 性 を 増 進 し う る 請 求 項 18～ 20、
23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合
性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ２ 】 　 抗 が ん 薬 に よ る 傷 害 へ の 腫 瘍 細 胞 の 感 受 性 を 増 進 し う る 請 求 項 18～ 20、
23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合
性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ３ 】 　 抗 白 血 病 薬 に よ る 傷 害 へ の 白 血 病 の 感 受 性 を 増 進 し う る 請 求 項 18～ 20、
23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合
性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ４ 】 　 腫 瘍 患 者 の 腫 瘍 細 胞 数 の 増 加 を 阻 害 し う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む
そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ５ 】 　 が ん 患 者 の 腫 瘍 細 胞 数 を 減 少 さ せ う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か
1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の
複 合 体 。
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【 請 求 項 ６ ６ 】 　 白 血 病 患 者 の 白 血 病 細 胞 数 の 増 加 を 阻 害 し う る 請 求 項 18～ 20、 23 の
い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を
含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ７ 】 　 白 血 病 患 者 の 白 血 病 細 胞 数 を 減 少 さ せ う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む
そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ６ ８ 】 　 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小 板
及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 複 合 体 形 成 を 阻 害 し う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項
に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複
合 体 。
【 請 求 項 ６ ９ 】 　 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小 板
及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 接 着 を 阻 害 し う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載
の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ ０ 】 　 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小 板
及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 凝 集 を 阻 害 し う る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載
の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ １ 】 　 抗 が ん 薬 、 抗 転 移 薬 、 抗 白 血 病 薬 、 抗 疾 病 薬 、 抗 接 着 薬 、 抗 血 栓 薬 、 抗
再 狭 窄 薬 、 抗 自 己 免 疫 薬 、 抗 凝 集 薬 、 抗 菌 薬 、 抗 ウ イ ル ス 薬 及 び 抗 炎 症 薬 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 薬 剤 と 複 合 又 は 結 合 し た 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、
そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ ２ 】 　 薬 剤 が ア シ ク ロ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 及 び ジ ド ブ ジ ン か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 71に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性
断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ ３ 】 　 薬 剤 が シ ロ ス タ ゾ ー ル 、 ダ ル テ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 レ ビ パ リ ン ナ ト リ ウ
ム 及 び ア ス ピ リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 血 栓 /再 狭 窄 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 71に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含
む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ ４ 】 　 薬 剤 が ザ ル ト プ ロ フ ェ ン 、 プ ラ ノ プ ロ フ ェ ン 、 ド ロ キ シ カ ム 、 acetyl s
alicylic 17、 ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 デ キ シ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ス リ ン ダ ク 、 ナ
プ ロ キ セ ン 、 ア ム ト ル メ チ ン 、 セ レ コ キ シ ブ 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 ロ フ ェ コ キ シ ブ 及 び ニ メ
ス リ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 炎 症 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 71に 記 載 の 抗
体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ ５ 】 　 薬 剤 が レ フ ル ノ マ イ ド 、 デ ニ ロ イ キ ン ジ フ チ ト ク ス (denileukin diftit
ox)、 ス ブ ロ イ ム (subreum)、 WinRho SDF、 デ フ ィ ブ ロ チ ド 及 び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 自 己 免 疫 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 71に 記 載 の 抗 体 、 そ の
抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ ６ 】 　 薬 剤 が リ マ プ ロ ス ト 、 ク ロ ル ク ロ メ ン 及 び ヒ ア ル ロ ン 酸 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 抗 接 着 /抗 凝 集 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 71に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原
結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ ７ 】 　 薬 剤 が 毒 素 、 放 射 性 同 位 体 及 び 治 療 薬 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 71に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結
合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ ８ 】 　 毒 素 が gelonin、 Pseudomonas外 毒 素 (PE)、 PE40、 PE38、 リ シ ン (ricin)
、 及 び そ れ ら の 修 飾 体 、 誘 導 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 77に
記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合
体 。
【 請 求 項 ７ ９ 】 　 放 射 性 同 位 体 が γ 放 出 体 、 陽 電 子 放 出 核 、 X線 放 出 体 、 β 放 出 体 及 び α
放 出 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 77に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ８ ０ 】 　 放 射 性 同 位 体 が 1 1 1 イ ン ジ ウ ム 、 1 1 3 イ ン ジ ウ ム 、 9 9 m レ ニ ウ ム 、 1 0 5 レ ニ
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ウ ム 、 1 0 1 レ ニ ウ ム 、 9 9 m テ ク ネ チ ウ ム 、 1 2 1 m テ ル ル 、 1 2 2 m テ ル ル 、 1 2 5 m テ ル ル 、 1 6 5 ツ リ
ウ ム 、 1 6 7 ツ リ ウ ム 、 1 6 8 ツ リ ウ ム 、 1 2 3 ヨ ウ 素 、 1 2 6 ヨ ウ 素 、 1 3 1 ヨ ウ 素 、 1 3 3 ヨ ウ 素 、 8 1 m

ク リ プ ト ン 、 3 3 キ セ ノ ン 、 9 0 イ ッ ト リ ウ ム 、 2 1 3 ビ ス マ ス 、 7 7 臭 素 、 1 8 フ ッ 素 、 9 5 ル テ ニ
ウ ム 、 9 7 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 3 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 5 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 7 水 銀 、 2 0 3 水 銀 、 6 7 ガ リ ウ ム 及
び 6 8 ガ リ ウ ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 77に 記 載 の 抗 体 、 そ の
抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ８ １ 】 　 治 療 薬 が ド キ ソ ル ビ シ ン

メ ト キ シ モ ル ホ リ ニ ル ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 カ リ ケ ア マ イ
シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 シ タ ラ ビ ン (Ara-C)、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ダ ウ
ノ ル ビ シ ン 、 イ ダ ル
ビ シ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 テ モ
ゾ ロ マ イ ド 、 サ リ ド マ イ ド 及 び ブ レ オ マ イ シ ン 、 及 び そ の 誘 導 体 ・ 組 合 せ か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 77に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上
の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ８ ２ 】 　 1つ 又 は 複 数 の 薬 剤 と の 結 合 又 は 複 合 が 可 能 な 基 剤 又 は 担 体 と 結 合 又 は
複 合 し た 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1
以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ８ ３ 】 　 基 剤 又 は 担 体 が デ キ ス ト ラ ン 、 親 油 性 ポ リ マ ー 、 HPMA
及 び リ ポ ソ ー ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む
そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ８ ４ 】 　 放 射 性 同 位 体 又 は 又 は 他 の 造 影 剤 と 結 合 又 は 複 合 し た 請 求 項 18～ 20、 23

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性
断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 ８ ５ 】 　 請 求 項 84に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ
の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 含 む 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ６ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断
片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 細 胞 ロ ー リ ン グ を 阻 害 す
る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ７ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 炎 症 を 阻 害 す る 有 効
量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ８ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 自 己 免 疫 疾 患 を 阻 害
す る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ９ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 血 栓 症 を 阻 害 す る 有
効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ０ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 再 狭 窄 を 阻 害 す る 有
効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ １ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 転 移 を 阻 害 す る 有 効
量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ２ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 腫 瘍 細 胞 の 成 長 及 び /
又 は 複 製 を 阻 害 す る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ３ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 腫 瘍 細 胞 の 死 亡 率 を
高 め る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
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【 請 求 項 ９ ４ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 白 血 病 細 胞 の 成 長 及
び /又 は 複 製 を 阻 害 す る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ５ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 白 血 病 細 胞 の 死 亡 率
を 高 め る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ６ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 抗 疾 病 薬 に よ る 傷 害
へ の 病 変 細 胞 の 感 受 性 を 増 進 す る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ７ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 抗 が ん 薬 に よ る 傷 害
へ の 腫 瘍 細 胞 の 感 受 性 を 増 進 す る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ８ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 抗 白 血 病 薬 に よ る 傷
害 へ の 白 血 病 の 感 受 性 を 増 進 す る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ９ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 腫 瘍 患 者 の 腫 瘍 細 胞
数 の 増 加 を 阻 害 す る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結
合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 腫 瘍 患 者 の 腫 瘍 細
胞 数 を 減 少 さ せ る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結
合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 白 血 病 患 者 の 白 血
病 細 胞 数 の 増 加 を 阻 害 す る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結
合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 白 血 病 患 者 の 白 血
病 細 胞 数 を 減 少 さ せ る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結
合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -
マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小 板 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 凝 集 を 阻
害 す る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結
合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -
マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小 板 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 複 合 体 形
成 を 阻 害 す る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】 　 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結
合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 、 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -
マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小 板 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 接 着 を 阻
害 す る 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】 　 抗 が ん 薬 、 抗 転 移 薬 、 抗 白 血 病 薬 、 抗 疾 病 薬 、 抗 接 着 薬 、 抗 血 栓 薬 、
抗 再 狭 窄 薬 、 抗 自 己 免 疫 薬 、 抗 凝 集 薬 、 抗 菌 薬 、 抗 ウ イ ル ス 薬 及 び 抗 炎 症 薬 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 薬 剤 と 複 合 又 は 結 合 し た 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の
抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 含
有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】 　 薬 剤 が ア シ ク ロ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 及 び ジ ド ブ ジ ン か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 106に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結
合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 含 有 す る 製 剤 組 成 物
。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】 　 薬 剤 が シ ロ ス タ ゾ ー ル 、 ダ ル テ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 レ ビ パ リ ン ナ ト リ
ウ ム 及 び ア ス ピ リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 血 栓 /再 狭 窄 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る
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、 請 求 項 106に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を
含 む そ の 複 合 体 を 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】 　 薬 剤 が ザ ル ト プ ロ フ ェ ン 、 プ ラ ノ プ ロ フ ェ ン 、 ド ロ キ シ カ ム 、 acetyl
 salicylic 17、 ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 デ キ シ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ス リ ン ダ ク 、
ナ プ ロ キ セ ン 、 ア ム ト ル メ チ ン 、 セ レ コ キ シ ブ 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 ロ フ ェ コ キ シ ブ 及 び ニ
メ ス リ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 炎 症 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 106に 記 載
の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を
含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】 　 薬 剤 が レ フ ル ノ マ イ ド 、 デ ニ ロ イ キ ン ジ フ チ ト ク ス (denileukin dift
itox)、 ス ブ ロ イ ム (subreum)、 WinRho SDF、 デ フ ィ ブ ロ チ ド 及 び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 自 己 免 疫 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 106に 記 載 の 抗 体 、
そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 含 有 す る
製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ １ 】 　 薬 剤 が リ マ プ ロ ス ト 、 ク ロ ル ク ロ メ ン 及 び ヒ ア ル ロ ン 酸 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 抗 接 着 /抗 凝 集 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 106に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗
原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 含 有 す る 製 剤 組
成 物 。
【 請 求 項 １ １ ２ 】 　 薬 剤 が 毒 素 、 放 射 性 同 位 体 及 び 治 療 薬 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請
求 項 106に 記 載 の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】 　 毒 素 が gelonin、 Pseudomonas外 毒 素 (PE)、 PE40、 PE38、 リ シ ン (ricin
)、 及 び そ れ ら の 修 飾 体 、 誘 導 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 106
に 記 載 の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】 　 放 射 性 同 位 体 が γ 放 出 体 、 陽 電 子 放 出 核 、 X線 放 出 体 、 β 放 出 体 及 び
α 放 出 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 106に 記 載 の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】 　 放 射 性 同 位 体 が 1 1 1 イ ン ジ ウ ム 、 1 1 3 イ ン ジ ウ ム 、 9 9 m レ ニ ウ ム 、 1 0 5 レ
ニ ウ ム 、 1 0 1 レ ニ ウ ム 、 9 9 m テ ク ネ チ ウ ム 、 1 2 1 m テ ル ル 、 1 2 2 m テ ル ル 、 1 2 5 m テ ル ル 、 1 6 5 ツ
リ ウ ム 、 1 6 7 ツ リ ウ ム 、 1 6 8 ツ リ ウ ム 、 1 2 3 ヨ ウ 素 、 1 2 6 ヨ ウ 素 、 1 3 1 ヨ ウ 素 、 1 3 3 ヨ ウ 素 、 8 1

m ク リ プ ト ン 、 3 3 キ セ ノ ン 、 9 0 イ ッ ト リ ウ ム 、 2 1 3 ビ ス マ ス 、 7 7 臭 素 、 1 8 フ ッ 素 、 9 5 ル テ ニ
ウ ム 、 9 7 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 3 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 5 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 7 水 銀 、 2 0 3 水 銀 、 6 7 ガ リ ウ ム 及
び 6 8 ガ リ ウ ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 106に 記 載 の 製 剤 組 成
物 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】 　 治 療 薬 が ド キ ソ ル ビ シ ン

メ ト キ シ モ ル ホ リ ニ ル ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ア ド リ ア マ イ シ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 タ キ
ソ ー ル 、 カ リ ケ ア マ イ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 シ タ ラ ビ ン (Ara-C)、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド
、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、

イ ダ ル ビ シ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 ヒ
ド ロ キ シ ウ レ ア 、 テ モ ゾ ロ マ イ ド 、 サ リ ド マ イ ド 及 び ブ レ オ マ イ シ ン 、 及 び そ の 誘 導 体 ・
組 合 せ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 106に 記 載 の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】 　 1つ 又 は 複 数 の 薬 剤 と の 結 合 又 は 複 合 が 可 能 な 基 剤 又 は 担 体 と 結 合 又
は 複 合 し た 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片
、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】 　 基 剤 又 は 担 体 が デ キ ス ト ラ ン 、 親 油 性 ポ リ マ ー 、 HP
MA及 び リ ポ ソ ー ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 117に 記 載 の 製 剤
組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】 　 細 胞 ロ ー リ ン グ を 阻 害 し う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 18～ 20、 23

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性
断 片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】 　 炎 症 を 阻 害 し う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む
そ の 複 合 体 の 使 用 。
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【 請 求 項 １ ２ １ 】 　 自 己 免 疫 疾 患 を 阻 害 し う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 18～ 20、 23
の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断

片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】 　 再 狭 窄 を 阻 害 し う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 18～ 20、 23 の い
ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含
む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】 　 血 栓 症 を 阻 害 し う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 18～ 20、 23 の い
ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含
む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】 　 転 移 を 阻 害 し う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む
そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 成 長 及 び /又 は 複 製 を 阻 害 し う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 1
8～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体
又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 死 亡 率 を 高 め う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 18～ 20、 23

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性
断 片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】 　 白 血 病 細 胞 の 成 長 及 び /又 は 複 製 を 阻 害 し う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求
項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗
体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ ８ 】 　 白 血 病 細 胞 の 死 亡 率 を 高 め う る 医 薬 の 使 用 へ の 、 請 求 項 18～ 20、
23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合
性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】 　 抗 疾 病 薬 に よ る 傷 害 へ の 病 変 細 胞 の 感 受 性 を 増 進 し う る 医 薬 の 製 造 へ
の 、 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1
以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】 　 抗 が ん 薬 に よ る 傷 害 へ の 腫 瘍 細 胞 の 感 受 性 を 増 進 し う る 医 薬 の 製 造 へ
の 、 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1
以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ １ 】 　 抗 白 血 病 薬 に よ る 傷 害 へ の 白 血 病 の 感 受 性 を 増 進 し う る 医 薬 の 製 造 へ
の 、 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1
以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】 　 腫 瘍 患 者 の 腫 瘍 細 胞 数 の 増 加 を 阻 害 し う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 18
～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又
は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】 　 腫 瘍 患 者 の 腫 瘍 細 胞 数 を 減 少 さ せ う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 18～ 20
、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ
の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】 　 白 血 病 患 者 の 白 血 病 細 胞 数 の 増 加 を 阻 害 し う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求
項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗
体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】 　 白 血 病 患 者 の 白 血 病 細 胞 数 を 減 少 さ せ う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 18
～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又
は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ ６ 】 　 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小
板 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 複 合 体 形 成 を 阻 害 し う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 18～ 20、
23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結

合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ ７ 】 　 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小
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板 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 凝 集 を 阻 害 し う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 18～ 20、 23
の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断

片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ ８ 】 　 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小
板 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 接 着 を 阻 害 し う る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 18～ 20、 23

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断
片 を 含 む そ の 複 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ ９ 】 　 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を
含 む そ の 複 合 体 を 抗 が ん 薬 、 抗 転 移 薬 、 抗 白 血 病 薬 、 抗 疾 病 薬 、 抗 接 着 薬 、 抗 血 栓 薬 、 抗
再 狭 窄 薬 、 抗 自 己 免 疫 薬 、 抗 凝 集 薬 、 抗 菌 薬 、 抗 ウ イ ル ス 薬 及 び 抗 炎 症 薬 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 薬 剤 と 複 合 又 は 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 119～ 138の い ず れ か 1項 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ０ 】 　 薬 剤 が ア シ ク ロ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 及 び ジ ド ブ ジ ン か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 139の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ １ 】 　 薬 剤 が シ ロ ス タ ゾ ー ル 、 ダ ル テ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 レ ビ パ リ ン ナ ト リ
ウ ム 及 び ア ス ピ リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 血 栓 /再 狭 窄 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 139の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ２ 】 　 薬 剤 が ザ ル ト プ ロ フ ェ ン 、 プ ラ ノ プ ロ フ ェ ン 、 ド ロ キ シ カ ム 、 acetyl
 salicylic 17、 ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 デ キ シ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ス リ ン ダ ク 、
ナ プ ロ キ セ ン 、 ア ム ト ル メ チ ン 、 セ レ コ キ シ ブ 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 ロ フ ェ コ キ シ ブ 及 び ニ
メ ス リ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 炎 症 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 139の 方 法
。
【 請 求 項 １ ４ ３ 】 　 薬 剤 が レ フ ル ノ マ イ ド 、 デ ニ ロ イ キ ン ジ フ チ ト ク ス (denileukin dift
itox)、 ス ブ ロ イ ム (subreum)、 WinRho SDF、 デ フ ィ ブ ロ チ ド 及 び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 自 己 免 疫 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 139の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ４ 】 　 薬 剤 が リ マ プ ロ ス ト 、 ク ロ ル ク ロ メ ン 及 び ヒ ア ル ロ ン 酸 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 抗 接 着 /抗 凝 集 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 139の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ５ 】 　 薬 剤 が 毒 素 、 放 射 性 同 位 体 及 び 治 療 薬 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 139の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ６ 】 　 毒 素 が gelonin、 Pseudomonas外 毒 素 (PE)、 PE40、 PE38、 リ シ ン (ricin
)、 及 び そ れ ら の 修 飾 体 、 誘 導 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 139
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ７ 】 　 放 射 性 同 位 体 が γ 放 出 体 、 陽 電 子 放 出 核 、 X線 放 出 体 、 β 放 出 体 及 び
α 放 出 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 139の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ８ 】 　 放 射 性 同 位 体 が 1 1 1 イ ン ジ ウ ム 、 1 1 3 イ ン ジ ウ ム 、 9 9 m レ ニ ウ ム 、 1 0 5 レ
ニ ウ ム 、 1 0 1 レ ニ ウ ム 、 9 9 m テ ク ネ チ ウ ム 、 1 2 1 m テ ル ル 、 1 2 2 m テ ル ル 、 1 2 5 m テ ル ル 、 1 6 5 ツ
リ ウ ム 、 1 6 7 ツ リ ウ ム 、 1 6 8 ツ リ ウ ム 、 1 2 3 ヨ ウ 素 、 1 2 6 ヨ ウ 素 、 1 3 1 ヨ ウ 素 、 1 3 3 ヨ ウ 素 、 8 1

m ク リ プ ト ン 、 3 3 キ セ ノ ン 、 9 0 イ ッ ト リ ウ ム 、 2 1 3 ビ ス マ ス 、 7 7 臭 素 、 1 8 フ ッ 素 、 9 5 ル テ ニ
ウ ム 、 9 7 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 3 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 5 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 7 水 銀 、 2 0 3 水 銀 、 6 7 ガ リ ウ ム 及
び 6 8 ガ リ ウ ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 139の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ９ 】 　 治 療 薬 が ド キ ソ ル ビ シ ン

メ ト キ シ モ ル ホ リ ニ ル ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 カ リ ケ ア マ
イ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 シ タ ラ ビ ン (Ara-C)、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ダ
ウ ノ ル ビ シ ン 、 イ ダ
ル ビ シ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 テ
モ ゾ ロ マ イ ド 、 サ リ ド マ イ ド 及 び ブ レ オ マ イ シ ン 、 及 び そ の 誘 導 体 ・ 組 合 せ か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 139の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ０ 】 　 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を
含 む そ の 複 合 体 を 、 1つ 又 は 複 数 の 薬 剤 と の 結 合 又 は 複 合 が 可 能 な 基 剤 又 は 担 体 と 結 合 又
は 複 合 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 119～ 138の い ず れ か 1項 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ５ １ 】 　 基 剤 又 は 担 体 が デ キ ス ト ラ ン 、 親 油 性 ポ リ マ ー 、 HP
MA及 び リ ポ ソ ー ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 150の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ２ 】 　 細 胞 ロ ー リ ン グ を 阻 害 し う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18～ 20、 23

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性
断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ５ ３ 】 　 炎 症 を 阻 害 し う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む
そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ５ ４ 】 　 自 己 免 疫 疾 患 を 阻 害 し う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18～ 20、 23

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断
片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ５ ５ 】 　 再 狭 窄 を 阻 害 し う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18～ 20、 23 の い
ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含
む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ５ ６ 】 　 血 栓 症 を 阻 害 し う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18～ 20、 23 の い
ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含
む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ５ ７ 】 　 転 移 を 阻 害 し う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず
れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む
そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ５ ８ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 成 長 及 び /又 は 複 製 を 阻 害 し う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 1
8～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体
又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ５ ９ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 死 亡 率 を 高 め う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18～ 20、 23

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性
断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ６ ０ 】 　 白 血 病 細 胞 の 成 長 及 び /又 は 複 製 を 阻 害 し う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求
項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗
体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ６ １ 】 　 白 血 病 細 胞 の 死 亡 率 を 高 め う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18～ 20、
23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合
性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ６ ２ 】 　 抗 疾 病 薬 に よ る 傷 害 へ の 病 変 細 胞 の 感 受 性 を 増 進 し う る 医 薬 と し て 用
い る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1
以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ６ ３ 】 　 抗 が ん 薬 に よ る 傷 害 へ の 腫 瘍 細 胞 の 感 受 性 を 増 進 し う る 医 薬 と し て 用
い る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1
以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ６ ４ 】 　 抗 白 血 病 薬 に よ る 傷 害 へ の 白 血 病 の 感 受 性 を 増 進 し う る 医 薬 と し て 用
い る 請 求 項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1
以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ６ ５ 】 　 腫 瘍 患 者 の 腫 瘍 細 胞 数 の 増 加 を 阻 害 し う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18
～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又
は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ６ ６ 】 　 腫 瘍 患 者 の 腫 瘍 細 胞 数 を 減 少 さ せ う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18～ 20
、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ
の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ６ ７ 】 　 白 血 病 患 者 の 白 血 病 細 胞 数 の 増 加 を 阻 害 し う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求
項 18～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗
体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
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【 請 求 項 １ ６ ８ 】 　 白 血 病 患 者 の 白 血 病 細 胞 数 を 減 少 さ せ う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18
～ 20、 23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又
は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ６ ９ 】 　 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小
板 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 複 合 体 形 成 を 阻 害 し う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18～ 20、
23 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結

合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ ０ 】 　 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小
板 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 凝 集 を 阻 害 し う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18～ 20、 23

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断
片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ １ 】 　 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小
板 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 接 着 を 阻 害 し う る 医 薬 と し て 用 い る 請 求 項 18～ 20、 23

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断
片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ ２ 】 　 抗 が ん 薬 、 抗 転 移 薬 、 抗 白 血 病 薬 、 抗 疾 病 薬 、 抗 接 着 薬 、 抗 血 栓 薬 、
抗 再 狭 窄 薬 、 抗 自 己 免 疫 薬 、 抗 凝 集 薬 、 抗 菌 薬 、 抗 ウ イ ル ス 薬 及 び 抗 炎 症 薬 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 薬 剤 と 複 合 又 は 結 合 し た 、 請 求 項 152～ 171の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ
の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ ３ 】 　 薬 剤 が ア シ ク ロ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 及 び ジ ド ブ ジ ン か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 172の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断
片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ ４ 】 　 薬 剤 が シ ロ ス タ ゾ ー ル 、 ダ ル テ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 レ ビ パ リ ン ナ ト リ
ウ ム 及 び ア ス ピ リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 血 栓 /再 狭 窄 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 172の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ
の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ ５ 】 　 薬 剤 が ザ ル ト プ ロ フ ェ ン 、 プ ラ ノ プ ロ フ ェ ン 、 ド ロ キ シ カ ム 、 acetyl
 salicylic 17、 ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 デ キ シ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ス リ ン ダ ク 、
ナ プ ロ キ セ ン 、 ア ム ト ル メ チ ン 、 セ レ コ キ シ ブ 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 ロ フ ェ コ キ シ ブ 及 び ニ
メ ス リ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 炎 症 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 172の 抗 体
、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ ６ 】 　 薬 剤 が レ フ ル ノ マ イ ド 、 デ ニ ロ イ キ ン ジ フ チ ト ク ス (denileukin dift
itox)、 ス ブ ロ イ ム (subreum)、 WinRho SDF、 デ フ ィ ブ ロ チ ド 及 び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 自 己 免 疫 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 172の 抗 体 、 そ の 抗
原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ ７ 】 　 薬 剤 が リ マ プ ロ ス ト 、 ク ロ ル ク ロ メ ン 及 び ヒ ア ル ロ ン 酸 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 抗 接 着 /抗 凝 集 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 172の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ ８ 】 　 薬 剤 が 毒 素 、 放 射 性 同 位 体 及 び 治 療 薬 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 172の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性
断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ ９ 】 　 毒 素 が gelonin、 Pseudomonas外 毒 素 (PE)、 PE40、 PE38、 リ シ ン (ricin
)、 及 び そ れ ら の 修 飾 体 、 誘 導 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 172
の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ８ ０ 】 　 放 射 性 同 位 体 が γ 放 出 体 、 陽 電 子 放 出 核 、 X線 放 出 体 、 β 放 出 体 及 び
α 放 出 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 172の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ８ １ 】 　 放 射 性 同 位 体 が 1 1 1 イ ン ジ ウ ム 、 1 1 3 イ ン ジ ウ ム 、 9 9 m レ ニ ウ ム 、 1 0 5 レ
ニ ウ ム 、 1 0 1 レ ニ ウ ム 、 9 9 m テ ク ネ チ ウ ム 、 1 2 1 m テ ル ル 、 1 2 2 m テ ル ル 、 1 2 5 m テ ル ル 、 1 6 5 ツ
リ ウ ム 、 1 6 7 ツ リ ウ ム 、 1 6 8 ツ リ ウ ム 、 1 2 3 ヨ ウ 素 、 1 2 6 ヨ ウ 素 、 1 3 1 ヨ ウ 素 、 1 3 3 ヨ ウ 素 、 8 1
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m ク リ プ ト ン 、 3 3 キ セ ノ ン 、 9 0 イ ッ ト リ ウ ム 、 2 1 3 ビ ス マ ス 、 7 7 臭 素 、 1 8 フ ッ 素 、 9 5 ル テ ニ
ウ ム 、 9 7 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 3 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 5 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 7 水 銀 、 2 0 3 水 銀 、 6 7 ガ リ ウ ム 及
び 6 8 ガ リ ウ ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 172の 抗 体 、 そ の 抗 原
結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ８ ２ 】 　 治 療 薬 が ド キ ソ ル ビ シ ン

メ ト キ シ モ ル ホ リ ニ ル ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 カ リ ケ ア マ
イ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 シ タ ラ ビ ン (Ara-C)、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ダ
ウ ノ ル ビ シ ン 、 イ ダ
ル ビ シ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 テ
モ ゾ ロ マ イ ド 、 サ リ ド マ イ ド 及 び ブ レ オ マ イ シ ン 、 及 び そ の 誘 導 体 ・ 組 合 せ か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 172の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗
体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ８ ３ 】 　 1つ 又 は 複 数 の 薬 剤 と の 結 合 又 は 複 合 が 可 能 な 基 剤 又 は 担 体 と 結 合 又
は 複 合 し た 、 請 求 項 152～ 171の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以
上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ８ ４ 】 　 基 剤 又 は 担 体 が デ キ ス ト ラ ン 、 親 油 性 ポ リ マ ー 、 HP
MA及 び リ ポ ソ ー ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 183の 抗 体 、 そ の
抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ８ ５ 】 　 ア ミ ノ 酸 276、 278及 び 279の う ち 少 な く と も 1つ が 硫 酸 化 し て い る こ と
を 特 徴 と す る GPIbα ア ミ ノ 酸 配 列 Tyr276～ Glu282を 含 む 単 離 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 １ ８ ６ 】 　 GPIbα ア ミ ノ 酸 283～ 285を さ ら に 含 む 、 請 求 項 185の 単 離 エ ピ ト ー プ
。
【 請 求 項 １ ８ ７ 】 　 請 求 項 185の エ ピ ト ー プ に 結 合 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又
は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 で あ っ て 、 請 求 項 185の エ ピ ト ー プ が
GPIbα ア ミ ノ 酸 283～ 285を さ ら に 含 む と き に 該 結 合 が 増 進 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 、
そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ８ ８ 】 　 配 列 YDYYPEEの エ ピ ト ー プ を 含 む 見 掛 け 分 子 質 量 約 40kDaの 単 離 GPIbα
 N末 端 側 ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 配 列 中 1以 上 の チ ロ シ ン 残 基 が 硫 酸 化 し て い る こ と を 特 徴
と す る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ ９ 】 　 ア ミ ノ 酸 1～ 282か ら な り 、 ア ミ ノ 酸 276、 278及 び 279の う ち 少 な く と
も 1つ が 硫 酸 化 し て い る 単 離 GPIbα ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ ０ 】 　 少 な く と も 第 1及 び 第 2抗 原 結 合 性 断 片 を 含 む 抗 体 多 量 体 で あ っ て 、 少
な く と も 第 1又 は 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が 、 も し く は 両 断 片 が 以 下 の 式 ：
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
　 Wは 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 と グ ル タ ミ ン 酸 と を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、
　 Yは 、 硫 酸 化 可 能 な 任 意 の 天 然 部 分 で あ り 、
　 Pは 、
【 化 ７ 】
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（ ア ド リ ア マ イ シ ン ） 、 モ ル ホ リ ノ ド キ ソ ル
ビ シ ン 、

モ ル ホ リ ノ ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 メ ト キ シ モ ル ホ リ ニ ル ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、

疎 水 性 ポ リ マ ー 、



　
　
　
　
　
　
　
　
で あ り 、
　 Sは 、 ス ル フ ェ ー ト 又 は 硫 酸 化 分 子 で あ り 、
　 Xは 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 但 し 、 た だ し ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は チ ロ シ
ン を 除 く 、
　 Aは 、 任 意 の 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 、 も し く は ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ リ シ ン で あ り 、
　 qは 、 1～ 6で あ り 、
　 zは 、 0、 1又 は 2で あ り 、
　 rは 、 0又 は 1で あ り 、
　 tは 、 1、 2又 は 3で あ り 、
　 uは 、 0～ 2で あ り 、
　 nは 、 0～ 3で あ り 、
　 mは 、 0～ 3
で あ る が 、 こ こ で 、 n=0な ら ば m>0; m=0な ら ば n>0; q=1な ら ば r=1で あ り 、 ま た q>1な ら ば 1
以 上 の Yが 硫 酸 化 し て い る 。 )
を 含 む エ ピ ト ー プ と 結 合 又 は 交 差 反 応 し う る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 １ ９ １ 】 　 Wが グ リ シ ン で あ り 、 Yが チ ロ シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト も し く は
ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン の グ リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 Aが グ ル タ ミ ン 酸
、 γ カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 又 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り 、 qが 1、 2又 は 3で あ る エ ピ ト ー プ
と 第 1又 は 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が 、 も し く は 両 断 片 が 結 合 又 は 交 差 反 応 す る こ と を 特 徴 と す
る 、 請 求 項 190の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 １ ９ ２ 】 　 Yが チ ロ シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 qが 3で あ り 、 rが 1で
あ る エ ピ ト ー プ と 第 1又 は 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が 、 も し く は 両 断 片 が 結 合 又 は 交 差 反 応 す る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 190の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 １ ９ ３ 】 　 少 な く と も 第 1及 び 第 2抗 原 結 合 性 断 片 を 含 む 抗 体 多 量 体 で あ っ て 、 第
1又 は 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が 、 も し く は 両 断 片 が 以 下 の 式 ：
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
　 Wは 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 と グ ル タ ミ ン 酸 と を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、
　 Yは 、 硫 酸 化 可 能 な 任 意 の 天 然 部 分 で あ り 、
　 Pは 、
【 化 ９ 】
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で あ り 、
　 Sは 、 ス ル フ ェ ー ト 又 は 硫 酸 化 分 子 で あ り 、
　 Xは 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 但 し 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は チ ロ シ ン を 除
く 、
　 Aは 、 任 意 の 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 、 も し く は ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ リ シ ン で あ り 、
　 zは 、 0、 1又 は 2で あ り 、
　 rは 、 0又 は 1で あ り 、
　 tは 、 1、 2又 は 3で あ り 、
　 uは 、 0～ 2で あ り 、
　 nは 、 0～ 3で あ り 、
　 mは 、 0～ 3
で あ る が 、 こ こ で 、 n=0な ら ば m>0; m=0な ら ば n>0で あ る ; 1以 上 の Yが 硫 酸 化 し て い る 。 )
を 含 む エ ピ ト ー プ と 結 合 又 は 交 差 反 応 し う る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 １ ９ ４ 】 　 Wが グ リ シ ン で あ り 、 Yが チ ロ シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト も し く は
ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン の グ リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 Aが グ ル タ ミ ン 酸
、 γ カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 又 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ リ シ ン で あ る エ ピ ト ー プ と 第 1又 は 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が
、 も し く は 両 断 片 が 結 合 又 は 交 差 反 応 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 193の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 １ ９ ５ 】 　 Yが チ ロ シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 qが 3で あ り 、 rが 1で
あ る エ ピ ト ー プ と 第 1又 は 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が 、 も し く は 両 断 片 が 結 合 又 は 交 差 反 応 す る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 193の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 １ ９ ６ 】 　 少 な く と も 第 1及 び 第 2抗 原 結 合 性 断 片 を 含 む 抗 体 多 量 体 で あ っ て 、 少
な く と も 第 1又 は 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が 、 も し く は 両 断 片 が 以 下 の 式 ：
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
　 Gは 、 グ リ シ ン で あ り 、
　 Eは 、 グ ル タ ミ ン 酸 で あ り 、
　 Dは 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り 、
　 Yは 、 チ ロ シ ン で あ り 、
　 Sは 、 ス ル フ ェ ー ト 又 は 硫 酸 分 子 で あ り 、
　 Xは 、 前 記 以 外 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、
　 zは 、 0、 1又 は 2で あ り 、
　 tは 、 1、 2又 は 3で あ り 、
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　 rは 、 0又 は 1で あ り 、
　 uは 、 0～ 2で あ り 、
　 nは 、 0～ 3で あ り 、
　 mは 、 0～ 3
で あ る が 、 こ こ で 、 1以 上 の Yが 硫 酸 化 し て い る ; n=0な ら ば m>0; m=0な ら ば n>0。 )
を 含 む エ ピ ト ー プ と 結 合 又 は 交 差 反 応 し う る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 １ ９ ７ 】 　 rが 1で あ る エ ピ ト ー プ と 第 1又 は 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が 、 も し く は 両 断
片 が 結 合 又 は 交 差 反 応 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 196の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 １ ９ ８ 】 　 二 量 体 、 三 量 体 又 は 四 量 体 で あ る 、 請 求 項 190、 193又 は 196の 抗 体 多
量 体 。
【 請 求 項 １ ９ ９ 】 　 二 量 体 で あ る 、 請 求 項 198の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ０ ０ 】 　 第 1及 び 第 2抗 原 結 合 性 断 片 の う ち 少 な く と も 1つ が Y1及 び Y17の scFvフ
ラ グ メ ン ト よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 199の 二 量 体 。
【 請 求 項 ２ ０ １ 】 　 第 1及 び 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 結 合 さ れ る 、
請 求 項 199の 二 量 体 。
【 請 求 項 ２ ０ ２ 】 　 第 1及 び 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が Y1-Cys-KAKで あ る 、 請 求 項 201の 二 量 体
。
【 請 求 項 ２ ０ ３ 】 　 第 1及 び 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が 、 5～ 20ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ
ー に よ っ て 結 合 さ れ る 、 請 求 項 199の 二 量 体 。
【 請 求 項 ２ ０ ４ 】 　 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー が 5ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 203の 二 量 体 。
【 請 求 項 ２ ０ ５ 】 　 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー が Gly 4 Serで あ る 、 請 求 項 204の 二 量 体 。
【 請 求 項 ２ ０ ６ 】 　 三 量 体 で あ る 、 請 求 項 198の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ０ ７ 】 　 3つ の 抗 原 結 合 性 断 片 を 含 み 、 そ の う ち 少 な く と も 1つ は Y1 scFvフ ラ
グ メ ン ト 又 は Y17 scFvフ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 206の 三 量 体 。
【 請 求 項 ２ ０ ８ 】 　 抗 原 結 合 性 断 片 が ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 結 合 さ れ る 、 請 求 項
207の 三 量 体 。
【 請 求 項 ２ ０ ９ 】 　 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー が 1～ 5ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 208の 三 量 体 。
【 請 求 項 ２ １ ０ 】 　 四 量 体 で あ る 、 請 求 項 198の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ １ １ 】 　 4つ の 抗 原 結 合 性 断 片 を 含 み 、 そ の う ち 少 な く と も 1つ は Y1 scFvフ ラ
グ メ ン ト 又 は Y17 scFvフ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 210の 四 量 体 。
【 請 求 項 ２ １ ２ 】 　 抗 原 結 合 性 断 片 が ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 結 合 さ れ る 、 請 求 項
211の 四 量 体 。
【 請 求 項 ２ １ ３ 】 　 ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー が 1～ 5ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 212の 四 量 体 。
【 請 求 項 ２ １ ４ 】 　 4つ の 抗 原 結 合 性 断 片 が ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 会 合 を 介 し て 複
合 体 を 形 成 す る 、 請 求 項 210の 四 量 体 。
【 請 求 項 ２ １ ５ 】 　 同 一 の 抗 原 結 合 性 断 片 を 含 む 、 請 求 項 198の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ １ ６ 】 　 少 な く と も 第 1又 は 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が SEQ ID NO:8を 含 む 第 1超 可 変
領 域 を も つ 、 請 求 項 198の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ １ ７ 】 　 少 な く と も 第 1又 は 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が 、 も し く は 両 断 片 が SEQ ID N
O:20を 含 む 第 1超 可 変 領 域 を も つ 、 請 求 項 198の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ １ ８ 】 　 少 な く と も 第 1又 は 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が 、 も し く は 両 断 片 が SEQ ID N
O:115を 含 む 第 2超 可 変 領 域 及 び /又 は SEQ ID NO:114を 含 む 第 3超 可 変 領 域 及 を も つ 、 請 求
項 216又 は 217の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ １ ９ 】 　 PSGL-1、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ 、 GPIbα 、 ヘ パ リ ン 、 ル ミ カ ン 、 補 体 複
合 体 4(CC4)、 イ ン タ ー α イ ン ヒ ビ タ ー 及 び プ ロ ト ロ ン ビ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2以
上 の 異 な る 分 子 に 結 合 し う る 、 請 求 項 190、 193、 196、 216及 び 217の い ず れ か 1項 の 抗 体 多
量 体 。
【 請 求 項 ２ ２ ０ 】 　 PSGL-1、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ 、 GPIbα 、 ヘ パ リ ン 、 ル ミ カ ン 、 補 体 複
合 体 4(CC4)、 イ ン タ ー α イ ン ヒ ビ タ ー 及 び プ ロ ト ロ ン ビ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 2以
上 の 異 な る 分 子 に 結 合 し 、 か つ B-CLL細 胞 、 AML細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 及 び 転 移 性 細 胞 か
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ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1以 上 の 細 胞 型 に も 結 合 し う る 、 請 求 項 190、 193、 196、 216及 び 2
17の い ず れ か 1項 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ２ １ 】 　 第 1及 び 第 2抗 原 結 合 性 断 片 を 含 む 抗 体 二 量 体 で あ っ て 、 該 第 1又 は 第 2
抗 原 結 合 性 断 片 が 、 も し く は 両 断 片 が SEQ ID NO:8 [Y1 CDR3]の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 超 可
変 領 域 を も つ こ と を 特 徴 と す る 抗 体 二 量 体 。
【 請 求 項 ２ ２ ２ 】 　 第 1及 び 第 2抗 原 結 合 性 断 片 を 含 む 抗 体 二 量 体 で あ っ て 、 該 第 1又 は 第 2
抗 原 結 合 性 断 片 が 、 も し く は 両 断 片 が SEQ ID NO:20 [Y17 CDR3]の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 超
可 変 領 域 を も つ こ と を 特 徴 と す る 抗 体 二 量 体 。
【 請 求 項 ２ ２ ３ 】 　 第 1又 は 第 2抗 原 結 合 性 断 片 が 、 も し く は 両 断 片 が SEQ ID NO:115を 含
む 第 2超 可 変 領 域 及 び /又 は SEQ ID NO:114を 含 む 第 3超 可 変 領 域 及 を も つ 、 請 求 項 221又 は 2
22の 抗 体 二 量 体 。
【 請 求 項 ２ ２ ４ 】 　 第 1及 び 第 2抗 原 結 合 性 断 片 を 含 む 抗 体 多 量 体 で あ っ て 、 該 第 1又 は 第 2
抗 原 結 合 性 断 片 が 、 も し く は 両 断 片 が 2以 上 の エ ピ ト ー プ す な わ ち 各 々 1つ 又 は 複 数 の 硫 酸
化 チ ロ シ ン 残 基 と 2以 上 の 酸 性 ア ミ ノ 酸 か ら な る 1以 上 の ク ラ ス タ ー と を 含 む 2以 上 の エ ピ
ト ー プ と 交 差 反 応 し う る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ２ ５ 】 　 PSGL-1と 交 差 反 応 し う る 、 請 求 項 224の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ２ ６ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む QATEYEYL DYDFLPETEに 結 合 す る 、
請 求 項 224の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ２ ７ 】 　 GB1b-α と 交 差 反 応 し う る 、 請 求 項 224の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ２ ８ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む DEGDTDLY DYYPEEDTEGDに 結 合 す る
、 請 求 項 224の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ２ ９ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む TDLYDYYP EEDTEに 結 合 す る 、 請 求
項 224の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ３ ０ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む GDEGDTD LYDYYPに 結 合 す る 、 請 求
項 224の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ３ １ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む YDYYPEEに 結 合 す る 、 請 求 項 224の
抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ３ ２ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む TDLYDYYPに 結 合 す る 、 請 求 項 224の
抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ３ ３ 】 　 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ と 交 差 反 応 し う る 、 請 求 項 224の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ３ ４ 】 　 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む EPHAET EYDSLYPEDに 結 合 す る 、 請
求 項 233の 抗 体 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ ３ ５ 】 　 ヘ パ リ ン と 交 差 反 応 し う る 、 請 求 項 224抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ３ ６ 】 　 補 体 複 合 体 4(CC4)と 交 差 反 応 し う る 、 請 求 項 224の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ３ ７ 】 　 B-CLL細 胞 、 AML細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 及 び 転 移 性 細 胞 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 1以 上 の 細 胞 型 と 交 差 反 応 し う る 、 請 求 項 224の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ２ ３ ８ 】 　 請 求 項 1、 4、 7、 27及 び 28の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 を 含 有 す
る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ ９ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 死 亡 率 を 高 め る 又 は 腫 瘍 細 胞 の 抗 が ん 薬 に よ る 傷 害 へ の 感
受 性 を 高 め る 有 効 量 の 抗 体 多 量 体 を 含 有 す る 、 請 求 項 238の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ ０ 】 　 白 血 病 細 胞 の 成 長 及 び /又 は 複 製 を 阻 害 す る 有 効 量 の 抗 体 多 量 体 を 含
有 す る 、 請 求 項 238の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ １ 】 　 異 常 な 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小
板 -血 小 板 、 及 び /又 は 血 小 板 -細 胞 間 の 接 着 を 阻 害 す る 有 効 量 の 抗 体 多 量 体 を 含 有 す る 、
請 求 項 238の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ ２ 】 　 病 変 細 胞 の 抗 疾 病 薬 に よ る 傷 害 へ の 感 受 性 を 高 め る 有 効 量 の 抗 体 多 量
体 を 含 有 す る 、 請 求 項 238の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ ３ 】 　 白 血 病 細 胞 の 死 亡 率 を 高 め る 又 は 白 血 病 細 胞 の 抗 白 血 病 薬 に よ る 傷 害
へ の 感 受 性 を 高 め る 有 効 量 の 抗 体 多 量 体 を 含 有 す る 、 請 求 項 238の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ ４ 】 　 抗 が ん 薬 、 抗 転 移 薬 、 抗 白 血 病 薬 、 抗 疾 病 薬 、 抗 接 着 薬 、 抗 血 栓 薬 、
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抗 再 狭 窄 薬 、 抗 自 己 免 疫 薬 、 抗 凝 集 薬 、 抗 菌 薬 、 抗 ウ イ ル ス 薬 及 び 抗 炎 症 薬 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 薬 剤 と 複 合 又 は 結 合 し た 、 請 求 項 190、 193、 196、 216及 び 217の い ず れ か 1項
に 記 載 の 抗 体 多 量 体 を 含 有 す る 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ ５ 】 　 薬 剤 が 毒 素 、 放 射 性 同 位 体 及 び 治 療 薬 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請
求 項 244に 記 載 の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ ６ 】 　 薬 剤 が ア シ ク ロ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 及 び ジ ド ブ ジ ン か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 薬 で あ る 、 請 求 項 244の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ ７ 】 　 薬 剤 が シ ロ ス タ ゾ ー ル 、 ダ ル テ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 レ ビ パ リ ン ナ ト リ
ウ ム 及 び ア ス ピ リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 血 栓 /再 狭 窄 薬 で あ る 、 請 求 項 244の 製 剤
組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ ８ 】 　 薬 剤 が ザ ル ト プ ロ フ ェ ン 、 プ ラ ノ プ ロ フ ェ ン 、 ド ロ キ シ カ ム 、 acetyl
 salicylic 17、 ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 デ キ シ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ス リ ン ダ ク 、
ナ プ ロ キ セ ン 、 ア ム ト ル メ チ ン 、 セ レ コ キ シ ブ 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 ロ フ ェ コ キ シ ブ 及 び ニ
メ ス リ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 炎 症 薬 で あ る 、 請 求 項 244の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ ９ 】 　 薬 剤 が レ フ ル ノ マ イ ド 、 デ ニ ロ イ キ ン ジ フ チ ト ク ス (denileukin dift
itox)、 ス ブ ロ イ ム (subreum)、 WinRho SDF、 デ フ ィ ブ ロ チ ド 及 び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 自 己 免 疫 薬 で あ る 、 請 求 項 244の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ ０ 】 　 薬 剤 が リ マ プ ロ ス ト 、 ク ロ ル ク ロ メ ン 及 び ヒ ア ル ロ ン 酸 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 抗 接 着 /抗 凝 集 薬 で あ る 、 請 求 項 244の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ １ 】 　 放 射 性 同 位 体 が γ 放 出 体 、 陽 電 子 放 出 核 、 X線 放 出 体 、 β 放 出 体 及 び
α 放 出 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 245の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ ２ 】 　 放 射 性 同 位 体 が 1 1 1 イ ン ジ ウ ム 、 1 1 3 イ ン ジ ウ ム 、 9 9 m レ ニ ウ ム 、 1 0 5 レ
ニ ウ ム 、 1 0 1 レ ニ ウ ム 、 9 9 m テ ク ネ チ ウ ム 、 1 2 1 m テ ル ル 、 1 2 2 m テ ル ル 、 1 2 5 m テ ル ル 、 1 6 5 ツ
リ ウ ム 、 1 6 7 ツ リ ウ ム 、 1 6 8 ツ リ ウ ム 、 1 2 3 ヨ ウ 素 、 1 2 6 ヨ ウ 素 、 1 3 1 ヨ ウ 素 、 1 3 3 ヨ ウ 素 、 8 1

m ク リ プ ト ン 、 3 3 キ セ ノ ン 、 9 0 イ ッ ト リ ウ ム 、 2 1 3 ビ ス マ ス 、 7 7 臭 素 、 1 8 フ ッ 素 、 9 5 ル テ ニ
ウ ム 、 9 7 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 3 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 5 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 7 水 銀 、 2 0 3 水 銀 、 6 7 ガ リ ウ ム 及
び 6 8 ガ リ ウ ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 251の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ ３ 】 　 治 療 薬 が ド キ ソ ル ビ シ ン

メ ト キ シ モ ル ホ リ ニ ル ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 カ リ ケ ア マ
イ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 シ タ ラ ビ ン (Ara-C)、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ダ
ウ ノ ル ビ シ ン 、 イ ダ
ル ビ シ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 テ
モ ゾ ロ マ イ ド 、 サ リ ド マ イ ド 及 び ブ レ オ マ イ シ ン 、 並 び に そ の 誘 導 体 及 び 組 合 せ か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 245の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ ４ 】 　 1つ 又 は 複 数 の 薬 剤 と の 結 合 又 は 複 合 が 可 能 な 基 剤 又 は 担 体 と 結 合 又
は 複 合 し た 、 請 求 項 244の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ ５ 】 　 基 剤 又 は 担 体 が デ キ ス ト ラ ン 、 親 油 性 ポ リ マ ー 、 HP
MA及 び リ ポ ソ ー ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 254の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ ６ 】 　 細 胞 ロ ー リ ン グ を 阻 害 す る 有 効 量 の 抗 体 多 量 体 を 含 有 す る 、 請 求 項 23
8の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ ７ 】 　 炎 症 を 阻 害 す る 有 効 量 の 抗 体 多 量 体 を 含 有 す る 、 請 求 項 238の 製 剤 組
成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ ８ 】 　 自 己 免 疫 疾 患 を 阻 害 す る 有 効 量 の 抗 体 多 量 体 を 含 有 す る 、 請 求 項 238
の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ ９ 】 　 血 栓 症 を 阻 害 す る 有 効 量 の 抗 体 多 量 体 を 含 有 す る 、 請 求 項 238の 製 剤
組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ ０ 】 　 再 狭 窄 を 阻 害 す る 有 効 量 の 抗 体 多 量 体 を 含 有 す る 、 請 求 項 238の 製 剤
組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ １ 】 　 転 移 を 阻 害 す る 有 効 量 の 抗 体 多 量 体 を 含 有 す る 、 請 求 項 238の 製 剤 組
成 物 。
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（ ア ド リ ア マ イ シ ン ） 、 モ ル ホ リ ノ ド キ ソ ル
ビ シ ン 、

モ ル ホ リ ノ ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 メ ト キ シ モ ル ホ リ ニ ル ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、

疎 水 性 ポ リ マ ー 、



【 請 求 項 ２ ６ ２ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 成 長 及 び /又 は 複 製 を 阻 害 し 、 腫 瘍 細 胞 の 死 亡 率 を 高 め 、
又 は 腫 瘍 細 胞 の 抗 が ん 薬 に よ る 傷 害 へ の 感 受 性 を 高 め る 有 効 量 の 抗 体 多 量 体 を 含 有 す る 、
請 求 項 238の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ ３ 】 　 白 血 病 細 胞 の 成 長 及 び /又 は 複 製 を 阻 害 し 、 白 血 病 細 胞 の 死 亡 率 を 高
め 、 又 は 白 血 病 細 胞 の 抗 白 血 病 薬 に よ る 傷 害 へ の 感 受 性 を 高 め る 有 効 量 の 抗 体 多 量 体 を 含
有 す る 、 請 求 項 238の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ ４ 】 　 病 変 細 胞 の 抗 疾 病 薬 に よ る 傷 害 へ の 感 受 性 を 高 め る 有 効 量 の 抗 体 多 量
体 を 含 有 す る 、 請 求 項 238の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ ５ 】 　 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小
板 、 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 凝 集 、 接 着 又 は 複 合 体 形 成 を 阻 害 す る 有 効 量 の 抗 体 多 量 体
を 含 有 す る 、 請 求 項 238の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ ６ 】 　 抗 が ん 薬 、 抗 転 移 薬 、 抗 白 血 病 薬 、 抗 疾 病 薬 、 抗 接 着 薬 、 抗 血 栓 薬 、
抗 再 狭 窄 薬 、 抗 自 己 免 疫 薬 、 抗 凝 集 薬 、 抗 菌 薬 、 抗 ウ イ ル ス 薬 及 び 抗 炎 症 薬 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 薬 剤 と 複 合 又 は 結 合 し た 、 請 求 項 238の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ ７ 】 　 薬 剤 が ア シ ク ロ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 及 び ジ ド ブ ジ ン か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 薬 で あ る 、 請 求 項 266の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ ８ 】 　 抗 体 多 量 体 が 1つ 又 は 複 数 の 薬 剤 と の 結 合 又 は 複 合 が 可 能 な 基 剤 又 は
担 体 と 結 合 又 は 複 合 し た 、 請 求 項 238の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ ９ 】 　 基 剤 又 は 担 体 が デ キ ス ト ラ ン 、 親 油 性 ポ リ マ ー 、 HP
MA及 び リ ポ ソ ー ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 238の 製 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ ０ 】 　 細 胞 ロ ー リ ン グ を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 1、 4、 7、 27及 び 2
8の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ １ 】 　 炎 症 を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 190、 193、 196、 216
の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。

【 請 求 項 ２ ７ ２ 】 　 自 己 免 疫 疾 患 を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 1、 4、 7、 27及 び 28
の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ ３ 】 　 再 狭 窄 を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 190、 193、 196、 216

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ ４ 】 　 血 栓 症 を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 190、 193、 196、 216

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ ５ 】 　 転 移 を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 190、 193、 196、 216
の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。

【 請 求 項 ２ ７ ６ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 成 長 及 び /又 は 複 製 を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 190
、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ ７ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 死 亡 率 を 高 め る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 190、 193、 196、

216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ ８ 】 　 白 血 病 細 胞 の 成 長 及 び /又 は 複 製 を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 1
90、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ ９ 】 　 白 血 病 細 胞 の 死 亡 率 を 高 め る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 190、 193、 196
、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ ０ 】 　 病 変 細 胞 の 抗 疾 病 薬 に よ る 傷 害 へ の 感 受 性 を 高 め る 医 薬 の 製 造 へ の 、
請 求 項 190、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ １ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 抗 が ん 薬 に よ る 傷 害 へ の 感 受 性 を 高 め る 医 薬 の 製 造 へ の 、
請 求 項 190、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ ２ 】 　 白 血 病 細 胞 の 抗 白 血 病 薬 に よ る 傷 害 へ の 感 受 性 を 高 め る 医 薬 の 製 造 へ
の 、 請 求 項 190、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ ３ 】 　 腫 瘍 患 者 の 腫 瘍 細 胞 数 の 増 加 を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 190
、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ ４ 】 　 腫 瘍 患 者 の 腫 瘍 細 胞 数 を 減 少 さ せ る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 190、 193
、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
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【 請 求 項 ２ ８ ５ 】 　 白 血 病 患 者 の 白 血 病 細 胞 数 の 増 加 を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項
190、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ ６ 】 　 白 血 病 患 者 の 白 血 病 細 胞 数 を 減 少 さ せ る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 190
、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ ７ 】 　 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小
板 、 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 複 合 体 形 成 を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 190、 193、
196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ ８ 】 　 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小
板 、 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 凝 集 を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 190、 193、 196、

216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ ９ 】 　 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小
板 、 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 接 着 を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 へ の 、 請 求 項 190、 193、 196、

216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ ０ 】 　 抗 体 多 量 体 を 抗 が ん 薬 、 抗 転 移 薬 、 抗 白 血 病 薬 、 抗 疾 病 薬 、 抗 接 着 薬
、 抗 血 栓 薬 、 抗 再 狭 窄 薬 、 抗 自 己 免 疫 薬 、 抗 凝 集 薬 、 抗 菌 薬 、 抗 ウ イ ル ス 薬 及 び 抗 炎 症 薬
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 薬 剤 と 複 合 又 は 結 合 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 270～ 289の
い ず れ か 1項 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ １ 】 　 薬 剤 が ア シ ク ロ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル 及 び ジ ド ブ ジ ン か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 290の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ ２ 】 　 薬 剤 が シ ロ ス タ ゾ ー ル 、 ダ ル テ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 レ ビ パ リ ン ナ ト リ
ウ ム 及 び ア ス ピ リ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 血 栓 /再 狭 窄 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 290の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ ３ 】 　 薬 剤 が ザ ル ト プ ロ フ ェ ン 、 プ ラ ノ プ ロ フ ェ ン 、 ド ロ キ シ カ ム 、 acetyl
 salicylic 17、 ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 デ キ シ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ス リ ン ダ ク 、
ナ プ ロ キ セ ン 、 ア ム ト ル メ チ ン 、 セ レ コ キ シ ブ 、 イ ン ド メ タ シ ン 、 ロ フ ェ コ キ シ ブ 及 び ニ
メ ス リ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 炎 症 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 290の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ９ ４ 】 　 薬 剤 が レ フ ル ノ マ イ ド 、 デ ニ ロ イ キ ン ジ フ チ ト ク ス (denileukin dift
itox)、 ス ブ ロ イ ム (subreum)、 WinRho SDF、 デ フ ィ ブ ロ チ ド 及 び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 抗 自 己 免 疫 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 290の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ ５ 】 　 薬 剤 が リ マ プ ロ ス ト 、 ク ロ ル ク ロ メ ン 及 び ヒ ア ル ロ ン 酸 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 抗 接 着 /抗 凝 集 薬 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 290の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ ６ 】 　 薬 剤 が 毒 素 、 放 射 性 同 位 体 及 び 治 療 薬 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 290の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ ７ 】 　 毒 素 が gelonin、 Pseudomonas外 毒 素 (PE)、 PE40、 PE38、 リ シ ン (ricin
)、 も し く は そ れ ら の 修 飾 体 又 は 誘 導 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 290の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ ８ 】 　 放 射 性 同 位 体 が γ 放 出 体 、 陽 電 子 放 出 核 、 X線 放 出 体 、 β 放 出 体 及 び
α 放 出 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 290の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ ９ 】 　 放 射 性 同 位 体 が 1 1 1 イ ン ジ ウ ム 、 1 1 3 イ ン ジ ウ ム 、 9 9 m レ ニ ウ ム 、 1 0 5 レ
ニ ウ ム 、 1 0 1 レ ニ ウ ム 、 9 9 m テ ク ネ チ ウ ム 、 1 2 1 m テ ル ル 、 1 2 2 m テ ル ル 、 1 2 5 m テ ル ル 、 1 6 5 ツ
リ ウ ム 、 1 6 7 ツ リ ウ ム 、 1 6 8 ツ リ ウ ム 、 1 2 3 ヨ ウ 素 、 1 2 6 ヨ ウ 素 、 1 3 1 ヨ ウ 素 、 1 3 3 ヨ ウ 素 、 8 1

m ク リ プ ト ン 、 3 3 キ セ ノ ン 、 9 0 イ ッ ト リ ウ ム 、 2 1 3 ビ ス マ ス 、 7 7 臭 素 、 1 8 フ ッ 素 、 9 5 ル テ ニ
ウ ム 、 9 7 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 3 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 5 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 7 水 銀 、 2 0 3 水 銀 、 6 7 ガ リ ウ ム 及
び 6 8 ガ リ ウ ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 290の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ ０ 】 　 治 療 薬 が ド キ ソ ル ビ シ ン

メ ト キ シ モ ル ホ リ ニ ル ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 カ リ ケ ア マ
イ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 シ タ ラ ビ ン (Ara-C)、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ダ
ウ ノ ル ビ シ ン 、 イ ダ
ル ビ シ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 テ
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（ ア ド リ ア マ イ シ ン ） 、 モ ル ホ リ ノ ド キ ソ ル
ビ シ ン 、

モ ル ホ リ ノ ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 メ ト キ シ モ ル ホ リ ニ ル ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、



モ ゾ ロ マ イ ド 、 サ リ ド マ イ ド 及 び ブ レ オ マ イ シ ン 、 並 び に そ の 誘 導 体 及 び 組 合 せ か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 290の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ １ 】 　 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 を 含 む
そ の 複 合 体 を 、 1つ 又 は 複 数 の 薬 剤 と の 結 合 又 は 複 合 が 可 能 な 基 剤 又 は 担 体 と 結 合 又 は 複
合 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 270～ 289の い ず れ か 1項 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ ２ 】 　 基 剤 又 は 担 体 が デ キ ス ト ラ ン 、 親 油 性 ポ リ マ ー 、 HP
MA及 び リ ポ ソ ー ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 301の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ ３ 】 　 細 胞 ロ ー リ ン グ を 阻 害 す る 医 薬 と し て 用 い る 、 請 求 項 190、 193、 196
、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ ０ ４ 】 　 炎 症 を 阻 害 す る 医 薬 と し て 用 い る 、 請 求 項 190、 193、 196、 216

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ ０ ５ 】 　 自 己 免 疫 疾 患 を 阻 害 す る 医 薬 と し て 用 い る 、 請 求 項 190、 193、 196、

216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ ０ ６ 】 　 再 狭 窄 を 阻 害 す る 医 薬 と し て 用 い る 、 請 求 項 190、 193、 196、 216

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ ０ ７ 】 　 血 栓 症 を 阻 害 す る 医 薬 と し て 用 い る 、 請 求 項 190、 193、 196、 216

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ ０ ８ 】 　 転 移 を 阻 害 す る 医 薬 と し て 用 い る 、 請 求 項 190、 193、 196、 216

の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ ０ ９ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 成 長 及 び /又 は 複 製 を 阻 害 す る 医 薬 と し て 用 い る 、 請 求 項 1
90、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ １ ０ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 死 亡 率 を 高 め る 医 薬 と し て 用 い る 、 請 求 項 190、 193、 196
、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ １ １ 】 　 白 血 病 細 胞 の 成 長 及 び /又 は 複 製 を 阻 害 す る 医 薬 と し て 用 い る 、 請 求
項 190、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ １ ２ 】 　 白 血 病 細 胞 の 死 亡 率 を 高 め る 医 薬 と し て 用 い る 、 請 求 項 190、 193、 19
6、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ １ ３ 】 　 病 変 細 胞 の 抗 疾 病 薬 に よ る 傷 害 へ の 感 受 性 を 高 め る 医 薬 と し て 用 い る
、 請 求 項 190、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ １ ４ 】 　 腫 瘍 細 胞 の 抗 が ん 薬 に よ る 傷 害 へ の 感 受 性 を 高 め る 医 薬 と し て 用 い る
、 請 求 項 190、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ １ ５ 】 　 白 血 病 細 胞 の 抗 白 血 病 薬 に よ る 傷 害 へ の 感 受 性 を 高 め る 医 薬 と し て 用
い る 、 請 求 項 190、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ １ ６ 】 　 腫 瘍 患 者 の 腫 瘍 細 胞 数 の 増 加 を 阻 害 す る 医 薬 と し て 用 い る 、 請 求 項 19
0、 193、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ １ ７ 】 　 腫 瘍 患 者 の 腫 瘍 細 胞 数 を 減 少 さ せ る 医 薬 と し て 用 い る 、 請 求 項 190、 1
93、 196、 216 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 多 量 体 。
【 請 求 項 ３ １ ８ 】 　 ヒ ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 scFv-Y1の 可 変 長 分 子 鎖 と 交 差 反 応 す る ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 断 片 又 は 抗 体 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ １ ９ 】 　 ヒ ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 scFv-Y1の 可 変 長 分 子 鎖 の NdeI-EcoRI制 限
断 片 と 交 差 反 応 す る 、 請 求 項 318の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 断 片 又 は 抗 体 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ ２ ０ 】 　 請 求 項 318又 は 319の 抗 体 又 は 抗 体 断 片 又 は 複 合 体 を 含 む 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ２ １ 】 　 ド キ ソ ル ビ シ ン と 結 合 し た 請 求 項 318又 は 319の 抗 体 又 は 抗 体 断 片 又 は
複 合 体 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ ２ 】 　 請 求 項 318又 は 319の 抗 体 又 は 抗 体 断 片 又 は 複 合 体 を 含 む 組 成 物 と デ キ
ス ト ラ ン 、 HPMA 親 油 性 ポ リ マ ー か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 製 薬 上 許 容 し う る 担 体 と を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ ３ 】 　 ド キ ソ ル ビ シ ン 修 飾 リ ポ ソ ー ム と 混 和 し た 請 求 項 318又 は 319の 抗 体 又
は 抗 体 断 片 又 は 複 合 体 を 含 む 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 ０ ０ ０ １ 】

[1.]　 本 発 明 は 、 が ん 細 胞 、 転 移 性 細 胞 、 白 血 病 細 胞 及 び 血 小 板 な ど の 細 胞 表 面 に 存 在 し
、 か つ 細 胞 ロ ー リ ン グ や 転 移 、 炎 症 、 自 己 免 疫 疾 患 た と え ば 特 発 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 (I
TP)、 細 胞 接 着 、 血 栓 症 及 び /又 は 再 狭 窄 、 凝 集 な ど 多 様 な 生 理 現 象 で 重 要 な 役 目 を 果 た す
エ ピ ト ー プ に 関 連 す る 。 本 発 明 は 該 エ ピ ト ー プ へ の 抗 体 を 使 用 し た 治 療 診 断 方 法 及 び 治 療
診 断 用 組 成 物 に 関 連 す る 。 本 発 明 は ま た 、 タ ー ゲ ッ ト 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 す る ペ プ チ ド 及
び ポ リ ペ プ チ ド の 、 フ ァ ー ジ 提 示 型 ラ イ ブ ラ リ ー 技 術 の 援 用 に よ る 、 組 織 タ ー ゲ ッ テ ィ ン
グ 及 び 同 定 と い う 分 野 に 関 連 す る 。 さ ら に 詳 細 に は 、 該 ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 抗 が
ん 活 性 、 抗 転 移 活 性 、 抗 白 血 病 活 性 、 抗 ウ イ ル ス 活 性 、 抗 感 染 活 性 、 及 び /又 は 他 疾 患 た
と え ば 炎 症 性 疾 患 、 異 常 な 又 は 病 因 性 の 細 胞 接 着 、 血 栓 症 及 び /又 は 再 狭 窄 を 伴 う 疾 患 、
異 常 又 は 病 因 性 凝 集 を 伴 う 疾 患 、 及 び 自 己 免 疫 疾 患 、 心 臓 血 管 疾 患 た と え ば 心 筋 梗 塞 、 網
膜 疾 患 、 硫 酸 化 チ ロ シ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 起 因 す る 疾 患 、 及 び 病
変 細 胞 一 般 に 対 抗 す る 活 性 を 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　
[2.]　 治 療 薬 の 組 織 選 択 的 タ ー ゲ テ ィ ン グ は 製 薬 産 業 の 新 分 野 で あ る 。 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ
を 基 礎 に し た 新 し い が ん 治 療 は 副 作 用 を 緩 和 し な が ら 治 療 の 特 異 性 と 効 能 を 強 め る こ と に
よ り 、 全 般 的 な 有 効 性 を 高 め る こ と を 狙 っ て い る 。 腫 瘍 関 連 抗 原 へ の マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 (MAb)は 腫 瘍 へ の 毒 素 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド 及 び 化 学 療 法 用 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の タ
ー ゲ テ ィ ン グ に 使 用 さ れ て き た 。 ま た 分 化 抗 原 の CD19や CD20、 CD22、 CD25は 造 血 組 織 悪 性
腫 瘍 の 治 療 で が ん 特 異 的 タ ー ゲ ッ ト と さ れ て き た 。 広 範 囲 に わ た る 研 究 に も か か わ ら ず 、
こ の ア プ ロ ー チ に は い く つ か の 限 界 が あ る 。 第 1に 選 択 的 結 合 を 示 す 好 適 な モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 単 離 が 困 難 で あ る 。 第 2に 抗 体 の 単 離 を 成 功 さ せ る 前 提 条 件 と し て 高 い 抗 体 免 疫
原 性 が 求 め ら れ る 。 第 3に 最 終 生 成 物 は 非 ヒ ト 配 列 を 含 む た め 、 非 ヒ ト 物 質 へ の 免 疫 応 答 (
た と え ば ヒ ト 抗 マ ウ ス 抗 体 -HAMA応 答 )を 引 き 起 こ す 。 こ の HAMA応 答 は し ば し ば 血 清 半 減 期
を 短 縮 す る 結 果 と な り 反 復 治 療 の 妨 げ と な る た め 、 抗 体 の 治 療 上 の 価 値 を 減 じ る 。 そ の た
め 、 マ ウ ス 起 源 の キ メ ラ 又 は ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 設 計 と ヒ ト 抗 体 の 発 見 に 関 心 が
向 け ら れ よ う に な っ た 。 こ の ア プ ロ ー チ に は 既 知 の 精 製 抗 原 だ け を 対 象 と す る 単 一 抗 体 種
し か 単 離 で き な い と い う 限 界 も あ る 。 ま た 、 こ の 方 法 は 悪 性 細 胞 だ け で な く 正 常 細 胞 に も
存 在 す る 細 胞 表 面 マ ー カ ー へ の 抗 体 の 単 離 を 許 す と い う 意 味 で 非 選 択 的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
[3.]　 が ん 治 療 面 で の MAbの 治 療 有 効 性 を 左 右 す る 因 子 は た く さ ん あ る 。 た と え ば 腫 瘍 細
胞 表 面 で の 抗 原 発 現 の 特 異 性 や 発 現 レ ベ ル 、 抗 原 異 質 性 、 腫 瘤 の ア ク セ ス ビ リ テ ィ ー な ど
で あ る 。 白 血 病 と リ ン パ 腫 は 一 般 に 充 実 性 腫 瘍 た と え ば が ん 腫 よ り も 抗 体 治 療 へ の 感 受 性
が 高 い 。 MAbは 血 流 中 で 白 血 病 及 び リ ン パ 腫 細 胞 と 急 速 に 結 合 し 、 リ ン パ 組 織 内 の 悪 性 細
胞 へ と 容 易 に 侵 入 す る の で 、 リ ン パ 腫 は MAb療 法 の 格 好 の 候 補 と な る 。 理 想 的 な シ ス テ ム
は 、 悪 性 子 孫 細 胞 を 産 生 す る 幹 細 胞 の 表 面 マ ー カ ー を 認 識 す る MAbの 同 定 を 伴 う 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
[4.]　 フ ァ ー ジ 提 示 型 ラ イ ブ ラ リ ー は 単 離 さ れ た 所 定 の タ ー ゲ ッ ト タ ン パ ク 質 た と え ば 抗
体 、 ホ ル モ ン 及 び 受 容 体 に 結 合 す る ラ ン ダ ム 単 鎖 Fv(scFv)の 選 択 に 使 用 す る 。 さ ら に 、 一
般 に 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 、 特 に フ ァ ー ジ 提 示 型 scFvラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 は 、 特 異 的 な
(た だ し 未 認 識 、 未 判 明 の )細 胞 表 面 部 分 を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る た め の 独 特 の 分 子 を 発 見
す る 代 替 手 段 を 容 易 に す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
[5.]　 白 血 病 、 リ ン パ 腫 及 び 骨 髄 腫 は 骨 髄 及 び リ ン パ 組 織 に 起 源 を も つ が ん で あ り 、 細 胞
の 無 制 約 的 な 増 殖 を 伴 う 。 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 (ALL)は 特 異 な 臨 床 的 、 免 疫 学 的 特 徴 に よ
っ て 定 義 さ れ る 不 均 一 な 疾 患 で あ る 。 ほ と ん ど の B細 胞 ALL(B-ALL)の 決 定 的 な 原 因 は 他 種 A
LLの 場 合 と 同 様 不 明 で あ る が 、 こ の 疾 患 は 多 く の 場 合 、 単 細 胞 DNAに 生 じ た 後 天 的 遺 伝 子
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変 異 に 起 因 し 、 該 細 胞 を 異 常 化 し 連 続 的 に 増 殖 さ せ る 。 B-ALL患 者 の 予 後 は 小 児 、 成 人 ど
ち ら の 場 合 も 他 の 白 血 病 患 者 に 比 し て 著 し く 悪 い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
[6.]　 急 性 骨 髄 性 白 血 病 (AML)は 、 正 常 条 件 下 で 骨 髄 性 系 の 最 終 分 化 細 胞 (赤 血 球 、 顆 粒 球
、 単 球 及 び 血 小 板 )と な る 前 駆 細 胞 を も つ 不 均 一 腫 瘍 群 で あ る 。 AMLは 他 の 腫 瘍 形 成 と 同 様
に 後 天 性 遺 伝 子 変 異 に 関 連 し 、 そ う し た 変 異 の 結 果 と し て 比 較 的 未 分 化 の 芽 細 胞 が 正 常 分
化 骨 髄 性 細 胞 に 取 っ て 代 わ り 、 1つ 又 は 複 数 の タ イ プ の 初 期 骨 髄 性 分 化 を 示 す 。 AMLは 一 般
に 骨 髄 で 、 ま た あ る 程 度 ま で 二 次 造 血 器 で も 起 こ る 。 AML患 者 は 主 に 成 人 で あ り 、 罹 患 率
の ピ ー ク 年 齢 層 は 15～ 40歳 で あ る が 、 小 児 と 高 齢 者 も AMLに か か る こ と が 判 明 し て い る 。
ほ ぼ す べ て の AML患 者 は 、 循 環 未 分 化 芽 細 胞 の 異 常 レ ベ ル が 解 消 さ れ た 臨 床 的 寛 解 期 を 迎
え る た め に は 、 診 断 後 た だ ち に 治 療 を 受 け る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
[7.]　 こ れ ま で に 、 腫 瘍 細 胞 へ の 細 胞 溶 解 活 性 を 誘 発 す る よ う な 多 様 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 が 開 発 さ れ て き た 。 P185増 殖 因 子 受 容 体 (HER2)の 細 胞 外 ド メ イ ン へ の ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 MuMAb4D5は FDA(米 国 食 品 治 療 薬 品 局 )の 承 認 を す で に 受 け 、 ヒ ト 乳 が ん の 治 療 に
使 用 さ れ て い る (米 国 特 許 第 5,821,337号 及 び 5,720,954号 )。 こ の 抗 体 は 結 合 後 、 増 殖 因 子
受 容 体 HER2に 依 存 す る 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 リ ン パ 腫 に 関 連
す る も の を 含 め た 末 梢 血 B細 胞 の 急 速 な 減 少 を 引 き 起 こ す CD20へ の キ メ ラ 抗 体 も 最 近 FDAの
承 認 を 受 け た (米 国 特 許 第 5,843,439号 )。 こ の 抗 体 は タ ー ゲ ッ ト 細 胞 に 結 合 す る と 補 体 依
存 性 溶 解 を 招 く 。 こ の 抗 体 製 品 は 最 近 承 認 さ れ 、 現 在 、 軽 度 悪 性 B細 胞 非 ホ ジ キ ン リ ン パ
腫 の 治 験 に 使 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
[8.]　 他 に 数 種 の ヒ ト 化 及 び キ メ ラ 抗 体 が 開 発 中 又 は 治 験 段 階 に あ る 。 ま た 、 ほ と ん ど の
タ イ プ の 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 だ け で な く 正 常 骨 髄 性 細 胞 の 表 面 で も 発 現 す る CD33抗 原 と 特 異
的 に 反 応 す る ヒ ト 化 Igを 抗 が ん 薬 カ リ ケ ア マ イ シ ン (calicheamicin)に 結 合 し た CMA-676も
生 ま れ て い る [Sievers et al., Blood Supplement, 308, 504a (1997)]。 こ の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト は (登 録 商 標 )と い う 商 品 名 で 知 ら れ 、 す で に FDAの 承 認 を 受 け て い る [Caron 
et al., Cancer Supplement, 73, 1049-1056 (1994)]。 そ の 細 胞 溶 解 活 性 に 照 ら し て 追 加
の 抗 CD33抗 体 (HumM195)(目 下 治 験 段 階 に あ る )が 、 ゲ ロ ニ ン (gelonin)毒 素 を 含 む 数 種 の 細
胞 毒 に 結 合 さ れ た り [McGraw et al., Cancer Immunol. Immunother., 39, 367-374 (1994
)]、 放 射 性 同 位 体 1 3 1 I [Caron et al., Blood 83, 1760-1768 (1994)]、 9 0 Y [Jurcic et 
al., Blood Supplement, 92, 613a (1998)]、 及 び 2 1 3 Bi [Humm et al., Blood Supplemen
t, 38:231P (1997)]に 結 合 さ れ た り し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
[9.]　 白 血 球 抗 原 CD45へ の キ メ ラ 抗 体 (cHuLym3)は ヒ ト 白 血 病 及 び リ ン パ 腫 の 治 験 段 階 に
あ る [Sun et al., Cancer Immunol. Immunother., 48, 595-602 (2000)]。 in vitroの ADC
C (抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 障 害 )ア ッ セ イ で は 特 異 的 細 胞 溶 解 が 観 察 さ れ た [Henkart, 
Immunity, 1, 343-346 (1994); Squier and Cohen, Current Opin. Immunol., 6, 447-45
2 (1994)]。
【 ０ ０ １ ０ 】
[10.]　 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト 化 や キ メ ラ 抗 体 の 構 築 と は 対 照 的 に 、 フ ァ ー ジ
提 示 技 術 の 使 用 は 完 全 ヒ ト 配 列 を 含 む scFvの 単 離 を 可 能 に す る 。 フ ァ ー ジ 提 示 技 術 に 由 来
す る scFvク ロ ー ン を 土 台 に し た ヒ ト TGFb2受 容 体 へ の 完 全 ヒ ト 抗 体 が 最 近 開 発 さ れ た 。 こ
の scFvは 、 TGFb2の 結 合 と 競 合 し う る 完 全 ヒ ト IgG4へ と 変 換 さ れ る と [Thompson et al., J
. Immunol. Methods, 227, 17-29 (1999)]、 強 い 抗 増 殖 活 性 を も つ 。 こ の 周 知 技 術 は 以 下
の 出 版 物 に さ ら に 詳 し く 記 載 さ れ て い る : Smith, Science, 228, 1315 (1985); Scott et
 al., Science, 249, 386-390 (1990); Cwirla et al., PNAS, 87, 6378-6382 (1990); D
evlin et al., Science, 249, 404-406 (1990); Griffiths et al., EMBO J., 13(14), 3
245-3260 (1994); Bass et al., Proteins, 8, 309-314 (1990); McCafferty et al., Na
ture, 348, 552-554 (1990); Nissim et al., EMBO J., 13, 692-698 (1994); 米 国 特 許
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第 5,427,908号 、 5,432,018号 、 5,223,409号 及 び 5,403,384号 明 細 書 。
【 ０ ０ １ １ 】
　
[11.]　 血 小 板 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 、 GPIb、 セ レ ク チ ン 及 び PSGL-1は 各 々 、 い く つ か の 病 因
性 状 態 又 は 病 態 た と え ば 異 常 又 は 病 因 性 炎 症 、 異 常 又 は 病 因 性 免 疫 反 応 、 自 己 免 疫 反 応 、
転 移 、 異 常 な 又 は 病 因 性 の 細 胞 接 着 、 血 栓 症 及 び /又 は 再 狭 窄 、 異 常 又 は 病 因 性 凝 集 で 重
要 な 役 割 を 果 た す 。 従 っ て 、 血 小 板 や こ れ ら の 分 子 と 交 差 反 応 す る 抗 体 は こ れ ら や 他 の 病
因 性 状 態 を 伴 う 疾 患 及 び 障 害 の 診 断 治 療 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　
[12.]　 血 小 板 は 特 性 の 解 明 が 進 ん だ 血 液 系 成 分 で あ り 、 止 血 や 血 栓 症 及 び /又 は 再 狭 窄 、
及 び 再 狭 窄 で い く つ か の 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 血 管 の 損 傷 は 一 連 の 連 続 事 象 を 特 徴 と す る
止 血 過 程 を 発 動 さ せ る 。 血 管 損 傷 へ の 最 初 の 反 応 は 血 管 内 壁 患 部 へ の 血 小 板 の 接 着 で あ る
。 次 の 段 階 で は 、 前 段 階 で 接 着 し た 血 小 板 の 上 に 多 層 の 血 小 板 が 凝 集 し 、 止 血 栓 を 形 成 す
る 。 こ の 血 小 板 の 塊 が 血 管 壁 を ふ さ ぐ 。 止 血 栓 は フ ィ ブ リ ン ポ リ マ ー の 沈 着 に よ り 強 化 さ
れ る 。 こ の 凝 血 塊 は 損 傷 が 修 復 さ れ て 初 め て 分 解 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　
[13.]　 腫 瘍 の 転 移 は お そ ら く が ん 患 者 の 生 存 を 限 定 す る 最 大 の 因 子 で あ る 。 蓄 積 デ ー タ
に よ れ ば 、 腫 瘍 細 胞 の 宿 主 血 小 板 と の 相 互 作 用 能 は 不 可 欠 の 転 移 決 定 因 で あ る 。 Leslie O
leksowicz, Z.M., “ Characterization Of Tumor-Induced Platelet Aggregation: The R
ole Of Immunorelated GPIb and GPIIb/III a Expression By MCF-7 Breast Cancer Cell
s,” (血 小 板 の 腫 瘍 凝 集 の 解 析 : MCF-7乳 が ん 細 胞 に よ る 免 疫 関 連 GPIb及 び GPIIb/III a発
現 の 役 割 ) Thrombosis Research 79: 261-274 (1995).
【 ０ ０ １ ４ 】
[14.]　 腫 瘍 細 胞 の 血 小 板 凝 集 能 が 腫 瘍 細 胞 の 転 移 能 と 相 関 す る こ と は 証 明 済 み で あ り 、
血 小 板 の 腫 瘍 凝 集 の 阻 害 が 転 移 の 抑 制 と 相 関 す る こ と も す で に げ っ 歯 類 モ デ ル で 示 さ れ て
い る 。 す で に 証 明 さ れ て い る よ う に 、 腫 瘍 細 胞 と 血 小 板 の 相 互 作 用 は 膜 接 着 分 子 と ア ゴ ニ
ス ト 分 泌 に 関 連 す る 。 腫 瘍 細 胞 株 で は 免 疫 関 連 血 小 板 糖 タ ン パ ク 質 の 発 現 が す で に 確 認 さ
れ て い る 。 免 疫 関 連 血 小 板 糖 タ ン パ ク 質 GPIb、 GPIIb/III a、 GPIb/IX及 び イ ン テ グ リ ン α

v サ ブ ユ ニ ッ ト が 乳 が ん 細 胞 株 の 表 面 で 発 現 す る こ と は 証 明 済 み で あ る 。 Oleksowicz, Z.M
., “ Characterization Of Tumor-Induced Platelet Aggregation: The Role Of Immunor
elated GPIb and GPIIb/III a Expression By MCF-7 Breast Cancer Cells,” (血 小 板 の
腫 瘍 凝 集 の 解 析 : MCF-7乳 が ん 細 胞 に よ る 免 疫 関 連 GPIb及 び GPIIb/III a発 現 の 役 割 ) Thro
mbosis Research 79: 261-274 (1995); Kamiyama, M. et al., “ Inhibition of platele
t GPIIb/III a binding to fibrinogen by serum factors: studies of circulating imm
une complexes and platelet antibodies in patients with hemophilia, immune thromb
ocytopenic purpura, human immunodeficiency virus-related immune thrombocytopenic
 purpura, and systemic lupus erythematosus,” (血 小 板 GPIIb/III a－ フ ィ ブ リ ノ ゲ ン
結 合 の 血 清 因 子 に よ る 阻 害 : 血 友 病 、 免 疫 性 血 小 板 減 少 紫 斑 病 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 関
連 免 疫 性 血 小 板 減 少 紫 斑 病 及 び 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス の 患 者 を 対 象 と し た 循 環 免 疫 複 合
体 及 び 血 小 板 抗 体 の 研 究 ) J. Lab Cli Med 117(3): 209-17 (1991).
【 ０ ０ １ ５ 】
[15.]　 Gasic [J.T.B. Gasic et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 61: 46-52 (1968)]
と 共 同 研 究 者 た ち は 、 抗 体 誘 発 血 小 板 減 少 症 が CT26大 腸 腺 が ん 、 Lewis肺 腺 が ん 及 び B16メ
ラ ノ ー マ に よ っ て 産 生 さ れ る 転 移 巣 の 数 と 体 積 を 著 し く 減 少 さ せ る こ と を 示 し た 。 Karpat
kin, S. et al., “ Role of adhesive proteins in platelet tumor interaction in vit
ro and metastasis formation in vivo,” (in vitro血 小 板 腫 瘍 相 互 作 用 及 び in vivo転 移
巣 形 成 に お け る 接 着 タ ン パ ク 質 の 役 割 ) J. Cli. Invest. 81 (4): 1012-9 (1998); Cleza
rdin, P. et al., “ Role of platelet membrane glycoproteins Ib/IX and IIb/III a, 
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and of platelet alpha-granule proteins in platelet aggregation induced by human 
osteosarcoma cells,” (ヒ ト 骨 肉 種 細 胞 が 誘 発 す る 血 小 板 凝 集 に お け る 血 小 板 膜 糖 タ ン パ
ク 質 Ib/IX 及 び  IIb/III aと 血 小 板 α 顆 粒 タ ン パ ク 質 の 役 割 ) Cancer Res. 53(19): 4695
-700 (1993). さ ら に 、 GPIbと 密 接 に 関 連 し か つ 不 完 全 又 は 異 常 O-グ リ コ シ ル 化 GPIbα サ
ブ ユ ニ ッ ト に 対 応 す る 単 鎖 ポ リ ペ プ チ ド  (60kd)が HEL細 胞 の 表 面 膜 上 で 発 現 す る こ と が 見
い 出 さ れ た 。 Krieffer, N. et al., “ Expression of platelet glycoprotein Ib alpha 
in HEL cells,” (HEL細 胞 で の 血 小 板 GPIbα の 発 現 ) J. Biol. Chem. 261(34): 15854-62 
(1986).
【 ０ ０ １ ６ 】
　
[16.]　 止 血 過 程 の 各 段 階 は 血 小 板 表 面 受 容 体 の 存 在 を 必 要 と す る 。 止 血 で 重 要 な 一 受 容
体 は GP(糖 タ ン パ ク 質 )Ib-IX複 合 体 (別 名 CD42)で あ る 。 こ の 受 容 体 は 血 管 内 皮 下 層 中 の フ
ォ ン ビ ル ブ ラ ン ト 因 子 (vWF)を 結 合 す る こ と に よ り 損 傷 部 位 血 管 壁 へ の 血 小 板 の 接 着 (初 期
結 合 )を 媒 介 す る 。 こ の 受 容 体 は ま た 、 止 血 で 重 要 な 他 の 2つ の 血 小 板 機 能 す な わ ち (a)動
脈 狭 窄 部 の 高 ず り 応 力 に よ り 誘 発 さ れ る 血 小 板 凝 集 及 び (b)低 ト ロ ン ビ ン 濃 度 に よ り 誘 発
さ れ る 血 小 板 活 性 化 で も 決 定 的 な 役 割 を 担 う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
[17.]　 GPIb-IX複 合 体 は 血 小 板 細 胞 膜 外 表 面 の 主 要 成 分 で も あ る 。 GPIb-IX複 合 体 は 3つ の
膜 ス パ ン ポ リ ペ プ チ ド す な わ ち ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た GPIbの 130kDa α 鎖 と 25kDa β 鎖 、
そ れ に 非 共 有 的 に 結 合 し た GPIX(22kDa)を 含 む 。 血 小 板 膜 上 に は 4ユ ニ ッ ト す べ て が 等 量 比
で 存 在 し 細 胞 表 面 で の CD42複 合 体 の 効 率 的 な 発 現 と 機 能 を 実 現 す る が 、 こ の こ と は 細 胞 膜
上 で の 完 全 な 発 現 に は 3サ ブ ユ ニ ッ ト が 複 合 体 へ と 適 正 に 構 成 さ れ る 必 要 が あ る こ と を 示
唆 す る 。 GPIbの α 鎖 は 3つ の 明 確 な 構 造 ド メ イ ン か ら な る : (1)ロ イ シ ン リ ッ チ リ ピ ー ト 配
列 と Cys結 合 隣 接 配 列 と を 含 む 球 状 の N末 端 側 ペ プ チ ド ド メ イ ン ; (2)高 グ リ コ シ ル 化 ム チ
ン 様 マ ク ロ グ リ コ ペ プ チ ド ド メ イ ン ; 及 び (3)GPIbβ と の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 と 膜 貫 通 及 び
細 胞 質 内 配 列 を 含 む 膜 会 合 C末 端 側 領 域 。
【 ０ ０ １ ８ 】
[18.]　 い く つ か の 証 拠 に よ れ ば 、 GPIb-IX複 合 体 の vWF及 び ト ロ ン ビ ン 結 合 ド メ イ ン は GPI
bα の N末 端 側 の 約 300ア ミ ノ 酸 に ま た が る 球 状 ド メ イ ン に 存 在 す る 。 ヒ ト 血 小 板 GPIb-IX複
合 体 は 血 小 板 の 機 能 と 反 応 性 の 両 方 を 媒 介 す る 重 要 な 膜 受 容 体 で あ る 。 内 皮 下 層 vWFの GPI
bに よ る 認 識 は 血 管 損 傷 部 へ の 血 小 板 の 接 着 を 可 能 に す る 。 さ ら に GPIbα へ の vWFの 結 合 も
ま た 、 GPIb-IXの 細 胞 質 内 ド メ イ ン の 細 胞 骨 格 又 は ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2と の 相 互 作 用 を 伴 う
場 合 も あ る 血 小 板 の 活 性 化 を 誘 発 す る 。 さ ら に 、 GPIbα は α ト ロ ン ビ ン の 高 ア フ ィ ニ テ ィ
ー 結 合 部 位 を 含 む が 、 α ト ロ ン ビ ン も ま た 、 未 解 明 の 点 が 多 い 機 構 に よ り 、 血 小 板 の 活 性
化 を 促 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
[19.]　 GPIbα の N末 端 側 球 状 ド メ イ ン は 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 群 を 含 む 。 い く つ か の 証 拠 に よ れ
ば 、 GPIb-IX複 合 体 を 発 現 す る 形 質 転 換 CHO細 胞 と 血 小 板 GPIbα で は 、 こ の ド メ イ ン に 含 ま
れ る 3個 の チ ロ シ ン 残 基 (Tyr-276、 Tyr-278、 Tyr-279)が 硫 酸 化 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　
[20.]　 タ ン パ ク 質 の 硫 酸 化 は 広 く 見 ら れ る 翻 訳 後 修 飾 で あ り 、 糖 側 鎖 又 は ポ リ ペ プ チ ド
骨 格 へ の 硫 酸 基 の 酵 素 的 共 有 結 合 を 伴 う 。 こ の 修 飾 は ゴ ル ジ 体 ト ラ ン ス 層 で 起 こ る の で 、
ト ラ ン ス 層 を 横 断 す る タ ン パ ク 質 だ け に 影 響 す る 。 そ う し た タ ン パ ク 質 の 例 は 分 泌 タ ン パ
ク 質 、 顆 粒 へ と 導 か れ る タ ン パ ク 質 、 及 び 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 領 域 な ど で あ る 。 硫
酸 化 さ れ る こ と が 目 下 判 明 し て い る ア ミ ノ 酸 は チ ロ シ ン で あ る 。 J.W. Kehoe et al., Che
mistry and Biol. 7: R51-R61 (2000). お そ ら く 他 の ア ミ ノ 酸 た と え ば ト レ オ ニ ン も ま た
、 特 に 病 変 細 胞 で は 硫 酸 化 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
[21.]　 多 数 の タ ン パ ク 質 が チ ロ シ ン 硫 酸 化 を こ う む る と 判 明 し て い る が 、 GPIbの よ う に
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単 一 ポ リ ペ プ チ ド 中 に 3個 以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン が 存 在 す る の は 珍 し い 。 GPIbα  (CD42)は
血 小 板 と 巨 核 球 に よ り 発 現 さ れ 、 vWFと の 結 合 を 介 し て 内 皮 下 層 へ の 、 ま た 内 皮 下 層 上 で
の 、 血 小 板 の 結 合 と ロ ー リ ン グ を 媒 介 す る が 、 そ れ に 加 え て N末 端 側 ド メ イ ン に 多 数 の 負
電 荷 を 含 む 。 そ う し た 高 酸 性 及 び 親 水 性 環 境 は 硫 酸 化 の 必 要 条 件 で あ る と 考 え ら れ る 。 と
い う の は 、 チ ロ シ ン 硫 酸 化 酵 素 は 酸 性 ア ミ ノ 酸 残 基 に 隣 接 す る チ ロ シ ン を 特 異 的 に 認 識 し
硫 酸 化 す る か ら で あ る 。 J.R. Bundgaard et al., JBC 271: 21700-21705 (1997). GPIbα
の 酸 性 領 域 の 完 全 硫 酸 化 に よ り 著 し く 高 い 負 電 荷 密 度 の 領 域 (19ア ミ ノ 酸 の 区 間 に 13の 負
電 荷 )が 出 現 し 、 そ こ が 他 タ ン パ ク 質 と の 静 電 的 相 互 作 用 の 候 補 部 位 と な る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　
[22.]　 P-、 E-及 び L-セ レ ク チ ン は 、 血 管 内 皮 細 胞 上 で の 白 血 球 ロ ー リ ン グ の 媒 介 な ど を
行 う 細 胞 接 着 分 子 フ ァ ミ リ ー で あ る 。 P-セ レ ク チ ン は 血 小 板 の 顆 粒 中 に 貯 蔵 さ れ 、 ト ロ ン
ビ ン 、 ヒ ス タ ミ ン 、 ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル 又 は 他 の 刺 激 分 子 に よ る 活 性 化 後 に 表 面 へ と 運 ば
れ る 。 P-セ レ ク チ ン は 活 性 化 内 皮 細 胞 上 で も 発 現 さ れ る 。 E-セ レ ク チ ン は 内 皮 細 胞 上 で 、
ま た L-セ レ ク チ ン は 好 中 球 、 単 球 、 T細 胞 及 び B細 胞 上 で 、 そ れ ぞ れ 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
[23.]　 PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand-1、 別 名 CD162)は P-セ レ ク チ ン 、 E-セ
レ ク チ ン 及 び L-セ レ ク チ ン の ム チ ン 糖 タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド で あ る 。 PSGL-1は PACE(塩 基 性
ア ミ ノ 酸 対 変 換 酵 素 )切 断 部 位 を も つ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 ホ モ 二 量 体 で あ る 。 PSGL-1は ま た 3
つ の 潜 在 的 な チ ロ シ ン 硫 酸 化 部 位 と そ れ に 続 く 、 プ ロ リ ン 、 セ リ ン 及 び ト レ オ ニ ン に 富 む
約 15の 十 量 体 繰 返 し 配 列 を も つ 。 PSGL-1の 細 胞 外 部 分 は 3つ の N結 合 型 グ リ コ シ ル 化 部 位 を
含 み 、 ま た 多 数 の シ ア リ ル 化 、 フ コ シ ル 化 O結 合 型 オ リ ゴ 糖 分 枝 鎖 を も つ 。 K.L. Moore et
 al., JBC 118:455-456 (1992). 大 部 分 の N-グ リ カ ン 部 位 と 多 数 の O-グ リ カ ン 部 位 は 占 有
さ れ て い る 。 ヒ ト HL-60細 胞 に 由 来 す る PSGL-1の O-グ リ カ ン の 構 造 は す で に 決 定 さ れ て い
る 。 こ れ ら の O-グ リ カ ン の サ ブ セ ッ ト は 、 セ レ ク チ ン へ の 結 合 に 必 要 と さ れ る コ ア -2、 シ
ア リ ル 化 及 び フ コ シ ル 化 構 造 で あ る 。 P-セ レ ク チ ン と L-セ レ ク チ ン へ の 結 合 で は PSGL-1の
N末 端 側 領 域 の チ ロ シ ン 硫 酸 化 も ま た 必 要 と さ れ る 。 さ ら に 、 お そ ら く 翻 訳 後 に 切 断 さ れ
る と 思 わ れ る N末 端 側 ポ リ ペ プ チ ド が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
[24.]　 PSGL-1は HL60細 胞 で は 361残 基 を 有 し 、 う ち 267残 基 は 細 胞 外 領 域 に 、 25残 基 は 膜
貫 通 領 域 に 、 ま た 69残 基 は 細 胞 内 領 域 に 、 そ れ ぞ れ 存 在 す る 。 PSGL-1の コ ー ド 配 列 は 単 一
エ キ ソ ン 内 に あ る た め 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ は 不 可 能 な は ず で あ る 。 し か し 、 PSGL-1は HL
-60細 で は 、 ま た 大 部 分 の 細 胞 株 で も 、 細 胞 外 領 域 に 存 在 す る 10残 基 コ ン セ ン サ ス 配 列 か
ら な る 15の 連 続 繰 返 し 配 列 を も つ が 、 多 形 核 白 血 球 、 単 球 、 及 び 他 の 数 種 の 細 胞 株 た と え
ば 大 部 分 の 天 然 白 血 球 で は こ の 繰 返 し 配 列 が 14及 び 16で あ る 。 PSGL-1は 細 胞 表 面 で ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 ホ モ 二 量 体 を 形 成 す る 。 V. Afshar-Kharghan et al., Blood 97:3306-3312 (2
001).
【 ０ ０ ２ ５ 】
[25.]　 PSGL-1は 好 中 球 表 面 で は 250kDa及 び 160kDaの 両 見 か け 分 子 質 量 の 二 量 体 と し て 発
現 す る が 、 HL-60表 面 で は 二 量 体 型 は ～ 220kDaで あ る 。 還 元 条 件 下 で 分 析 す る と 各 サ ブ ユ
ニ ッ ト は 分 子 質 量 が 半 減 す る 。 分 子 質 量 の 差 は 、 異 な る 数 の 十 量 体 繰 返 し 配 列 の 存 在 に 起
因 す る 分 子 の 多 形 性 に よ る も の で あ ろ う 。 Leukocyte Typing VI. Edited by T. Kishimot
o et al. (1997).
【 ０ ０ ２ ６ 】
[26.]　 PSGL-1は ほ と ん ど の 血 中 白 血 球 た と え ば 好 中 球 、 単 球 、 白 血 球 、 B細 胞 サ ブ セ ッ ト
及 び 諸 々 の T細 胞 の 表 面 で 発 現 し 、 P-セ レ ク チ ン 上 で の 好 中 球 ロ ー リ ン グ を 媒 介 す る 。 Leu
kocyte Typing VI. Edited by T. Kishimoto et al. (1997). PSGL-1は ま た L-セ レ ク チ ン
と の 結 合 を 介 し て 好 中 球 -好 中 球 相 互 作 用 を 媒 介 し 、 も っ て 炎 症 を 媒 介 す る 可 能 性 も あ る
。 Snapp, et al., Blood 91(1):154-64 (1998).
【 ０ ０ ２ ７ 】
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[27.]　 PSGL-1は 活 性 化 内 皮 細 胞 上 、 活 性 化 血 小 板 上 、 及 び 他 の 白 血 球 及 び 炎 症 部 位 上 で
の 白 血 球 ロ ー リ ン グ を 媒 介 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
[28.]　 ヒ ト PSGL-1へ の 市 販 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (KPL1)が 生 成 さ れ 、 PSGL-1と P-セ レ ク
チ ン と の 、 ま た PSGL-1と L-セ レ ク チ ン と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ た 。 KPL1の エ
ピ ト ー プ を マ ッ ピ ン グ に よ り PSGL-1の チ ロ シ ン 硫 酸 化 コ ン セ ン サ ス モ チ ー フ (YEYLDYD)と
同 定 し た 。 KPL1は こ の 特 定 エ ピ ト ー プ
だ け を 認 識 し 、 他 の 細 胞 た と え ば B-CLL細 胞 、 AML細 胞 、 転 移 性 細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 な
ど の 表 面 に 存 在 す る 硫 酸 化 エ ピ ト ー プ と は 交 差 反 応 し な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
[29.]　 白 血 球 ロ ー リ ン グ は 炎 症 で 重 要 で あ り 、 血 管 壁 上 で の 白 血 球 の 係 留 と ロ ー リ ン グ
に は (活 性 化 内 皮 細 胞 に よ り 、 ま た 傷 害 部 位 に 動 員 さ れ る 赤 血 球 上 で 、 発 現 さ れ る ) P-セ
レ ク チ ン と PSGL-1の 相 互 作 用 が 関 係 し て い る 。 Ramachandran et al., PNAS 98 (18):1016
6-71 (2001); Afshar-Kharghan et al., Blood 97(10):3306-7 (2001).
【 ０ ０ ３ ０ 】
[30.]　 白 血 球 ロ ー リ ン グ は 転 移 で も 重 要 で あ り 、 内 皮 細 胞 上 の P-及 び E-セ レ ク チ ン は 転
移 細 胞 に 結 合 し て 、 血 流 か ら 周 囲 組 織 へ の 溢 出 を 容 易 に す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
[31.]　 血 小 板 も ま た 転 移 過 程 に 関 与 す る 。 す な わ ち 、 転 移 が ん 細 胞 が 血 流 に 入 る と 、 腫
瘍 細 胞 を 被 覆 す る 血 小 板 と 白 血 球 か ら な る 多 細 胞 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。 こ れ ら の 複 合 体 は
、 微 小 栓 子 と い っ て も よ い が 、 腫 瘍 が 免 疫 系 か ら 逃 れ る の を 手 助 け す る 。 血 小 板 に よ る 腫
瘍 細 胞 の 被 覆 で は 血 小 板 に よ る P-セ レ ク チ ン の 発 現 が 必 要 と な る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
[32.]　 P-及 び L-セ レ ク チ ン の 阻 害 物 質 で あ る ヘ パ リ ン に よ る 処 理 は 腫 瘍 細 胞 -血 小 板 相 互
作 用 を 阻 害 す る 。 シ ア リ ル 化 、 フ コ シ ル 化 ム チ ン リ ガ ン ド を 解 離 す る O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク
質 分 解 酵 素 に よ る 腫 瘍 の 前 処 理 も ま た 、 腫 瘍 細 胞 -血 小 板 間 の 複 合 体 の 形 成 を 阻 害 し た 。 i
n vivo実 験 で は い ず れ の 処 理 も 単 球 の 循 環 腫 瘍 細 胞 と の 会 合 を 増 進 す る 結 果 と な る が 、 こ
れ は 血 小 板 の 結 合 を 抑 制 す る と 免 疫 細 胞 に よ る 循 環 腫 瘍 細 胞 へ の ア ク セ ス が 増 す こ と を 示
唆 す る 。 Varki and Varki, Braz. J. Biol. Res. 34(6): 711-7 (2001).
【 ０ ０ ３ ３ 】
[33.]　 PSGL-1と GPIbは 構 造 的 に 類 似 し て お り 、 ム チ ン 様 の 高 グ リ コ シ ル 化 リ ガ ン ド 結 合
領 域 を 有 す る 。 Afshar-Kharghan et al., Blood 97(10): 3306-7 (2001).
【 ０ ０ ３ ４ 】
[34.]　 PSGL-1は 各 種 の 白 血 球 す な わ ち 単 球 、 リ ン パ 球 、 活 性 化 末 梢 血 T細 胞 、 顆 粒 球 、 好
酸 球 、 血 小 板 の 表 面 で 、 ま た あ る 種 の CD34陽 性 幹 細 胞 や B細 胞 サ ブ セ ッ ト の 表 面 で も 検 出
さ れ て い る 。 P-セ レ ク チ ン は 活 性 化 血 小 板 及 び 内 皮 細 胞 の 表 面 で 発 現 さ れ る 。 P-セ レ ク チ
ン と PSGL-1の 間 の 相 互 作 用 は 血 管 壁 上 で の 白 血 球 ロ ー リ ン グ を 促 進 し 、 ま た 血 管 部 位 へ の
白 血 球 の 異 常 集 積 は 種 々 の 病 理 的 炎 症 を 招 く 。 P-セ レ ク チ ン の PSGL-1へ の 結 合 で は PSGL-1
上 の 個 別 チ ロ シ ン 硫 酸 の 立 体 特 異 的 寄 与 が 重 要 で あ る 。 結 合 に は 電 荷 も ま た 重 要 で あ り 、
NaClを (150mMか ら 50mMへ と )薄 め る と 結 合 が 強 ま っ た (Kd～ 75nM)。 PSGL-1上 で の チ ロ シ ン
硫 酸 化 は PSGL-1の P-セ レ ク チ ン へ の 接 着 を 強 め る が 、 究 極 の 必 要 条 件 で は な い 。 PSGL-1チ
ロ シ ン 硫 酸 化 は あ ら ゆ る ず り 速 度 で ロ ー リ ン グ 接 着 の 減 速 を 支 援 し 、 ま た ず っ と 大 き い ず
り 速 度 で の ロ ー リ ン グ 接 着 を 支 援 す る 。 Rodgers SD, et al., Biophys J. 81:2001-9(200
1).
【 ０ ０ ３ ５ 】
　
[35.]　 正 常 ヒ ト ・ フ ィ ブ リ ノ ゲ ン に は 2つ の 型 が あ る 。 す な わ ち 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ メ ジ
ャ ー と フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ マ イ ナ ー 変 異 体 で あ り 、 ど ち ら も 正 常 個 体 で 検 出 さ れ る 。 正 常
フ ィ ブ リ ノ ゲ ン は 存 在 量 が 多 く (人 体 で 検 出 さ れ る フ ィ ブ リ ノ ゲ ン の ～ 90%)、 2個 の 同 一 55
kDaア ル フ ァ (α )鎖 、 2個 の 同 一 95kDaベ ー タ (β )鎖 、 及 び 2個 の 同 一 49.5kDaガ ン マ (γ )鎖
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か ら な る 。 正 常 変 異 体 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン は 存 在 量 が 少 な く (人 体 で 検 出 さ れ る フ ィ ブ リ ノ ゲ
ン の ～ 10%)、 2個 の 同 一 55kDaア ル フ ァ (α )鎖 、 2個 の 同 一 95kDaベ ー タ (β )鎖 、 及 び 1個 の 4
9.5kDaガ ン マ (γ )鎖 と 1個 の 50.5kDaガ ン マ プ ラ イ ム (γ ’ )鎖 か ら な る 。 γ 鎖 と γ ’ 鎖 は ど
ち ら も 同 一 の 遺 伝 子 が コ ー ド す る が 、 3’ 末 端 で 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ が 起 こ る 。 正 常 γ
鎖 は ア ミ ノ 酸 1～ 411か ら な る 。 正 常 変 異 体 γ ’ 鎖 は 427ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 う ち ア ミ ノ 酸 1
～ 407は 正 常 γ 鎖 と 同 じ で あ り 、 ま た ア ミ ノ 酸 408～ 427は VRPEHPAET EYDSLYPEDDLで あ る 。
通 常 、 こ の 領 域 は ト ロ ン ビ ン 分 子 が 占 め る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
[36.]　 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン は イ オ ン 化 カ ル シ ウ ム の 存 在 下 に ト ロ ン ビ ン の 作 用 で フ ィ ブ リ ン
へ と 変 換 さ れ 、 血 液 の 凝 固 を 引 き 起 こ す 。 フ ィ ブ リ ン は 血 栓 や 急 性 炎 症 性 滲 出 液 の 成 分 で
も あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
[37.]　 血 小 板 や (フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 、 GPIb、 セ レ ク チ ン 、 PSGL-1な ど の よ う な )細 胞 -細 胞 相
互 作 用 や 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 相 互 作 用 、 血 小 板 -血 小 板 相 互 作 用 、 血 小 板 -細 胞 相 互 作 用 、
血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 相 互 作 用 、 細 胞 ロ ー リ ン グ 及 び 接 着 、 止 血 で 重 要 な 役 割 を 果 た す 分
子 は ま た 、 種 々 の 病 因 的 状 態 又 は 病 態 、 た と え ば 異 常 又 は 病 因 的 炎 症 、 異 常 又 は 病 因 的 免
疫 反 応 、 自 己 免 疫 反 応 、 転 移 、 異 常 な 又 は 病 因 的 な 細 胞 接 着 、 血 栓 症 及 び /又 は 再 狭 窄 、
異 常 又 は 病 因 的 凝 集 な ど で も 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 従 っ て 血 小 板 と 、 ま た こ れ ら の 分 子 と
、 交 差 反 応 す る 抗 体 は こ れ ら や 他 の 病 因 的 状 態 を 伴 う 疾 患 や 障 害 の 治 療 診 断 に 有 用 で あ ろ
う 。 従 っ て こ れ ら の 分 子 に 共 通 す る エ ピ ト ー プ を 同 定 し 、 ま た そ れ と 交 差 反 応 し う る 抗 体
を 同 定 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
[38.]　 抗 体 は 断 片 、 複 合 体 及 び 多 量 体 な ど 多 様 な 形 態 で 提 供 し て も よ い 。 抗 体 断 片 の 例
は 単 鎖 Fv (scFv)フ ラ グ メ ン ト や Fabフ ラ グ メ ン ト な ど で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
[39.]　 scFvは フ ル サ イ ズ の 抗 体 よ り も 小 さ い た め 、 よ り 短 時 間 で 組 織 に 侵 入 し 血 液 か ら
排 泄 さ れ る こ と が 立 証 済 み で あ る 。 Adams, G.P. et al., Br. J. Cancer 77, 1405-1412 
(1988); Hudson, P.J., Curr. Opin. Immunol. 11(5), 548-557 (1999); Wu, A.M. et al
., Tumor Targeting 4, 47 (1999). 従 っ て scFvは し ば し ば 、 放 射 性 標 識 の 体 外 排 泄 を 速
め る 目 的 で 腫 瘍 画 像 診 断 な ど 放 射 性 標 識 を 使 用 す る 診 断 に 使 用 さ れ る 。 最 近 、 多 数 の が ん
タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ scFv多 量 体 が in vivo安 定 性 及 び 効 能 に 関 す る 前 臨 床 評 価 を 受 け た 。 Ada
ms, G.P. et al., Br. J. Cancer 77, 1405-1412 (1988); Wu, A.M. et al., Tumor Targ
eting 4, 47 (1999).
【 ０ ０ ４ ０ 】
[40.]　 単 鎖 Fv (scFv)フ ラ グ メ ン ト は 抗 体 の 重 鎖 可 変 ド メ イ ン (V H )と 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン (V

L )か ら な り 、 両 者 は ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー で 結 合 さ れ て い る 。 該 リ ン カ ー は 十 分 に 長 い の
で (V H )及 び (V L )ド メ イ ン は 機 能 的 Fvド メ イ ン へ と 折 り た た ま れ る 。 そ の た め scFvは そ の タ
ー ゲ ッ ト を 認 識 し 、 親 抗 体 に 優 る と も 劣 ら な い ア フ ィ ニ テ ィ ー で タ ー ゲ ッ ト と 結 合 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
[41.]　 一 般 に scFv単 量 体 は V H ド メ イ ン の C末 端 を ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー で V L ド メ イ ン の N
末 端 に 結 合 し た 形 に 設 計 す る 。 あ る い は そ の 逆 に 、 V L ド メ イ ン の C末 端 を ポ リ ペ プ チ ド リ
ン カ ー で V H ド メ イ ン の N末 端 に 結 合 し て も よ い 。 Power, B. et al., J. Immun. Meth. 242
, 193-204 (2004). ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー は 一 般 に 長 さ が 約 15ア ミ ノ 酸 で あ る 。 リ ン カ ー
を 約 3～ 7ア ミ ノ 酸 に 短 縮 す る と 、 scFvは 機 能 的 Fvド メ イ ン へ と 折 り た た ま れ な く な り 、 そ
の 代 わ り に 第 2の scFvと 会 合 し て ダ イ ア ボ デ ィ (diabody)を 形 成 す る 。 リ ン カ ー の 長 さ を 3
ア ミ ノ 酸 未 満 へ と さ ら に 短 縮 す る と 、 scFvの 会 合 に よ り リ ン カ ー の 長 さ や 、 組 成 、 Fvド メ
イ ン の 向 き に 応 じ て 三 量 体 、 四 量 体 が 形 成 さ れ る 。 B.E. Powers, P.J. Hudson, J. Immun
. Meth. 242 (2000) 193-194.
【 ０ ０ ４ ２ 】
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[42.]　 最 近 、 多 価 抗 体 断 片 た と え ば scFvの 二 量 体 、 三 量 体 及 び 四 量 体 は し ば し ば 、 親 抗
体 の タ ー ゲ ッ ト へ の 結 合 よ り も 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 示 す こ と が 発 見 さ れ た 。 腫 瘍 タ ー ゲ
ッ テ ィ ン グ 用 途 で は こ の 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー は 薬 物 動 態 の 改 善 な ど 潜 在 的 利 点 に つ な が る 。
さ ら に 科 学 者 た ち は 、 白 血 球 の 係 留 や ロ ー リ ン グ に 関 与 す る P-セ レ ク チ ン と そ の リ ガ ン ド
PSGL-1の 研 究 か ら 、 二 量 体 型 PSGL-1を 発 現 す る 細 胞 の ほ う が こ の 高 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー の
た め に 、 よ り 安 定 的 な ロ ー リ ン グ 接 着 を 示 す と 結 論 し た 。 こ れ ら の 接 着 は よ り ず り 抵 抗 が
大 き く 、 ロ ー リ ン グ 速 度 の 変 動 も 少 な い 。 Ramachandran et al., PNAS, vol. 98 (18): 1
0166-71 (2001).
【 ０ ０ ４ ３ 】
[43.]　 こ れ ら 多 価 体 の 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー の 向 上 は 診 断 や 治 療 計 画 に も 有 利 で あ ろ う 。
た と え ば scFvは 、 タ ー ゲ ッ ト 受 容 体 に 結 合 し て 「 天 然 」 リ ガ ン ド の 結 合 を 阻 む 遮 断 薬 と し
て 使 用 さ れ る 場 合 も あ ろ う 。 そ の 場 合 に は 、 scFvと 受 容 体 の 間 の 会 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 高
め て 解 離 し に く く し 、 天 然 リ ガ ン ド の タ ー ゲ ッ ト へ の 望 ま し く な い 結 合 を 防 げ る よ う に す
る の が よ い 。 さ ら に 、 こ の 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー は タ ー ゲ ッ ト 受 容 体 が 接 着 や ロ ー リ ン グ に 関
与 す る 場 合 又 は タ ー ゲ ッ ト 受 容 体 が 高 ず り 流 動 領 域 内 の 細 胞 た と え ば 血 小 板 の 表 面 に あ る
場 合 に も 有 利 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
[44.]　 本 発 明 の 一 目 的 は 単 離 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る こ と で あ る が 、 該 エ ピ ト ー プ は 細 胞
ロ ー リ ン グ や 炎 症 、 免 疫 反 応 、 感 染 、 自 己 免 疫 反 応 、 転 移 、 細 胞 接 着 、 血 栓 症 及 び /又 は
再 狭 窄 、 凝 集 な ど の 過 程 に 有 用 で あ っ て か つ 病 変 細 胞 た と え ば AML細 胞 、 B-CLL細 胞 、 多 発
性 骨 髄 腫 細 胞 、 転 移 性 細 胞 な ど の 表 面 に 存 在 す る 多 様 な 分 子 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
[45.]　 本 発 明 の 別 の 目 的 は そ う し た 単 離 エ ピ ト ー プ の 使 用 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る が
、 該 方 法 の 目 的 は 細 胞 ロ ー リ ン グ や 炎 症 、 免 疫 反 応 、 感 染 、 自 己 免 疫 反 応 、 転 移 、 細 胞 接
着 、 血 栓 症 及 び /又 は 再 狭 窄 、 凝 集 な ど の 過 程 に 有 用 で あ っ て か つ 病 変 細 胞 た と え ば AML細
胞 、 B-CLL細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 、 転 移 性 細 胞 な ど の 表 面 に 存 在 す る 分 子 上 の エ ピ ト ー
プ を 認 識 し そ う し た エ ピ ト ー プ と 交 差 反 応 す る よ う な 抗 体 の 開 発 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
[46.]　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 細 胞 ロ ー リ ン グ や 炎 症 、 免 疫 反 応 、 感 染 、 自 己 免 疫 反 応 、
転 移 、 細 胞 接 着 、 血 栓 症 及 び /又 は 再 狭 窄 、 凝 集 な ど を 阻 害 す る た め の 薬 、 及 び 疾 患 た と
え ば AML、 B-CLL、 多 発 性 骨 髄 腫 、 転 移 、 心 臓 血 管 疾 患 た と え ば 心 筋 梗 塞 、 網 膜 疾 患 、 硫 酸
化 チ ロ シ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 起 因 す る 疾 患 、 及 び 前 記 の よ う な 細
胞 機 能 又 は 作 用 が 重 要 な 役 割 を 果 た す 他 疾 患 を 治 療 す る た め の 薬 の 開 発 と 提 供 へ の そ う し
た 抗 体 の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
[47.]　 個 人 の 多 様 の 病 態 た と え ば AML、 B-CLL、 多 発 性 骨 髄 腫 及 び 転 移 、 又 は 細 胞 ロ ー リ
ン グ や 炎 症 、 免 疫 反 応 、 感 染 、 自 己 免 疫 反 応 、 転 移 、 細 胞 接 着 、 血 栓 症 及 び /又 は 再 狭 窄
、 凝 集 な ど の よ う な 細 胞 機 能 又 は 作 用 が 重 要 な 役 割 を 果 た す 他 疾 患 の 診 断 方 法 に 前 記 エ ピ
ト ー プ 及 び 抗 体 を 利 用 す る こ と も 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
[48.]　 多 価 体 の 抗 体 、 断 片 及 び 複 合 体 の 提 供 も 本 発 明 の 目 的 で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、
本 明 細 書 で そ れ ぞ れ ダ イ ア ボ デ ィ (diabody)、 ト ラ イ ア ボ デ ィ (triabody)及 び テ ト ラ ボ デ
ィ (tetrabody)と も 呼 ぶ 二 量 体 、 三 量 体 及 び 四 量 体 を 提 供 す る こ と が 本 発 明 の 一 目 的 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
[49.]　 本 明 細 書 で は 本 発 明 の こ れ ら や 他 の 目 的 に つ い て 記 載 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

[50.]　 本 発 明 は 炎 症 、 免 疫 反 応 、 転 移 、 細 胞 接 着 、 血 栓 症 、 再 狭 窄 、 凝 集 な ど 多 様 な 過
程 で 重 要 な 役 割 を 果 た す リ ガ ン ド 及 び 受 容 体 上 で 検 出 さ れ る エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 本 発
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明 の エ ピ ト ー プ は 白 血 病 /腫 瘍 細 胞 特 に 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 の 表 面 で も 検 出 さ れ る 。 従 っ て
、 こ れ ら の エ ピ ト ー プ は こ れ ら の 過 程 の 治 療 的 媒 介 の た め の 有 用 な タ ー ゲ ッ ト で あ る 。 こ
う し た エ ピ ト ー プ へ の 抗 体 は が ん 治 療 薬 (抗 腫 瘍 薬 、 抗 転 移 薬 )や 、 白 血 病 、 自 己 免 疫 疾 患
、 炎 症 性 疾 患 、 心 臓 血 管 疾 患 た と え ば 心 筋 梗 塞 、 網 膜 疾 患 及 び 血 小 板 機 能 異 常 を 伴 う 他 疾
患 、 硫 酸 化 チ ロ シ ン 依 存 性 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 起 因 す る 疾 患 の 治 療 薬 と し
て 有 用 で あ る 。 本 発 明 は 該 抗 体 、 該 抗 体 を 含 む 組 成 物 、 該 抗 体 を 使 用 す る 治 療 診 断 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
[51.]　 本 発 明 は 以 下 の 式 ：
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
を 含 む 単 離 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 式 中 、
　 Wは 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 と グ ル タ ミ ン 酸 と を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、
　 Yは 、 硫 酸 化 可 能 な 任 意 の 天 然 部 分 で あ り 、
　 Pは 、
【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ り 、
　 Sは 、 ス ル フ ェ ー ト 又 は 硫 酸 化 分 子 で あ り 、
　 Xは 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 但 し 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は チ ロ シ ン を 除
く 、
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Aは 、 任 意 の 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 、 も し く は ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ リ シ ン で あ り 、
　 qは 、 1～ 6で あ り 、
　 zは 、 0、 1又 は 2で あ り 、
　 rは 、 0又 は 1で あ り 、
　 tは 、 1、 2又 は 3で あ り 、
　 uは 、 0～ 2で あ り 、
　 nは 、 0～ 3で あ り 、
　 mは 、 0～ 3
で あ る が 、 こ こ で 、 n=0な ら ば m>0; m=0な ら ば n>0; q=1な ら ば r=1で あ り 、 ま た q>1な ら ば 1
以 上 の Yが 硫 酸 化 し て い る ; さ ら に 、 単 離 エ ピ ト ー プ に は SEQ ID NO:8又 は SEQ ID NO:20を
含 む 第 1超 可 変 領 域 を も つ 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含
む そ の 複 合 体 が 結 合 し う る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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[52.]　 本 発 明 は 、 式 (I)を 含 む 単 離 エ ピ ト ー プ で あ っ て 、 硫 酸 化 部 分 が ペ プ チ ド コ ン ジ ュ
ゲ ー ト 又 は グ リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は リ ポ コ ン ジ ュ ゲ ー ト も し く は そ れ ら の 複 合 体 で あ る
単 離 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
[53.]　 本 発 明 は ま た 、 式 Iを 含 む 単 離 エ ピ ト ー プ で あ っ て 、 Wが グ リ シ ン で あ り 、 Yが チ ロ
シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト も し く は ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン の グ リ コ コ
ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 Aが グ ル タ ミ ン 酸 、 γ カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 又 は ア ス パ ラ ギ ン 酸
で あ り 、 qが 1、 2又 は 3で あ る 単 離 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 こ れ ら の う ち あ る 種 の 実 施 態 様
で は Yは チ ロ シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 qは 3、 rは 1で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
[54.]　 本 発 明 は 以 下 の 式 ：
【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
を 含 む 単 離 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 式 中 、
　 Wは 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 と グ ル タ ミ ン 酸 と を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、
　 Yは 、 硫 酸 化 可 能 な 任 意 の 天 然 部 分 で あ り 、
　 Pは 、
【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ り 、
　 Sは 、 ス ル フ ェ ー ト 又 は 硫 酸 化 分 子 で あ り 、
　 Xは 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 但 し 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は チ ロ シ ン を 除
く 、
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Aは 、 任 意 の 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 、 も し く は ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ リ シ ン で あ り 、
　 zは 、 0、 1又 は 2で あ り 、
　 rは 、 0又 は 1で あ り 、
　 tは 、 1、 2又 は 3で あ り 、
　 uは 、 0～ 2で あ り 、
　 nは 、 0～ 3で あ り 、
　 mは 、 0～ 3
で あ る が 、 こ こ で 、 n=0な ら ば m>0; m=0な ら ば n>0で あ る ; 1以 上 の Yが 硫 酸 化 し て い る ; さ
ら に 、 単 離 エ ピ ト ー プ に は SEQ ID NO:8又 は SEQ ID NO:20を 含 む 第 1超 可 変 領 域 を も つ 抗 体
、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 が 結 合 し う る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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[55.]　 本 発 明 は 、 式 （ II） を 含 む 単 離 エ ピ ト ー プ で あ っ て 、 硫 酸 化 部 分 が ペ プ チ ド コ ン
ジ ュ ゲ ー ト 又 は グ リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は リ ポ コ ン ジ ュ ゲ ー ト も し く は そ れ ら の 複 合 体 で
あ る 単 離 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
[56.]　  本 発 明 は ま た 、 式 （ II） を 含 む 単 離 エ ピ ト ー プ で あ っ て 、 Wが グ リ シ ン で あ り 、 Y
が チ ロ シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト も し く は ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン の グ
リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 Aが グ ル タ ミ ン 酸 、 γ カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 又 は ア ス パ ラ
ギ ン 酸 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ リ シ ン で
あ る 単 離 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 こ れ ら の う ち あ る 種 の 実 施 態 様 で は Yは チ ロ シ ン の ペ プ
チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 qは 3、 rは 1で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
[57.]　 本 発 明 は 以 下 の 式 ：
【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
を 含 む 単 離 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 式 中 、
　 Gは 、 グ リ シ ン で あ り 、
　 Eは 、 グ ル タ ミ ン 酸 で あ り 、
　 Dは 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り 、
　 Yは 、 チ ロ シ ン で あ り 、
　 Sは 、 ス ル フ ェ ー ト 又 は 硫 酸 分 子 で あ り 、
　 Xは 、 前 記 以 外 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、
　 zは 、 0、 1又 は 2で あ り 、
　 tは 、 1、 2又 は 3で あ り 、
　 rは 、 0又 は 1で あ り 、
　 uは 、 0～ 2で あ り 、
　 nは 、 0～ 3で あ り 、
　 mは 、 0～ 3
で あ る が 、 こ こ で 、 1以 上 の Yが 硫 酸 化 し て い る ; n=0な ら ば m>0; m=0な ら ば n>0;さ ら に 、
単 離 エ ピ ト ー プ に は SEQ ID NO:8又 は SEQ ID NO:20を 含 む 第 1超 可 変 領 域 を も つ 抗 体 、 そ の
抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 が 結 合 し う る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
[58.]　 本 発 明 は 式 （ III）  を 含 み 、 式 中 rが 1で あ る 単 離 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
[59.]　 以 上 い ず れ の 実 施 態 様 で も 、 Yは 脂 質 、 糖 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、
リ ポ タ ン パ ク 質 、 及 び /又 は リ ポ 多 糖 分 子 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
[60.]　 本 発 明 は ま た 前 記 エ ピ ト ー プ の 誘 導 体 、 同 族 体 、 模 倣 体 又 は 変 異 体 を 提 供 し 、 ま
た 硫 酸 化 に 加 え て 1以 上 の 翻 訳 後 修 飾 を 受 け た 前 記 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
[61.]　 本 発 明 は 1つ 又 は 複 数 の 前 記 単 離 エ ピ ト ー プ を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 前 記 エ ピ ト
ー プ の 少 な く と も 一 部 分 を コ ー ド す る 単 離 ヌ ク レ オ チ ド も ま た 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
[62.]　 本 発 明 は ま た 、 1以 上 の 前 記 エ ピ ト ー プ と 結 合 又 は 交 差 反 応 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原
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結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
[63.]　 1以 上 の 前 記 エ ピ ト ー プ と 結 合 又 は 交 差 反 応 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又
は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 生 産 す る 方 法 も ま た 提 供 さ れ る 。
該 方 法 は 次 の ス テ ッ プ を 含 む : (a)フ ァ ー ジ 提 示 型 ラ イ ブ ラ リ ー を 準 備 す る 、 (b)前 記 エ ピ
ト ー プ の う ち の 1つ を 準 備 す る 、 (c)該 フ ァ ー ジ 提 示 型 ラ イ ブ ラ リ ー を パ ニ ン グ し て 、 該 単
離 エ ピ ト ー プ と 結 合 し う る オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 提 示 す る フ ァ ー ジ 粒 子 を 選
び 出 す 、 及 び (d) 該 単 離 エ ピ ト ー プ と 結 合 し う る 該 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 含
む 抗 体 、 そ の 結 合 性 断 片 、 又 は 該 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 生 産 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
[64.]　 本 発 明 は ま た 、 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片
を 含 む そ の 複 合 体 で あ っ て 、 SEQ ID NO: 25 [Y1 scFv]及 び /又 は SEQ ID NO: 203 [Y17 sc
Fv]の scFv抗 体 断 片 の 結 合 能 を 有 す る 抗 体 、 そ の 断 片 又 は 複 合 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
[65.]　 SEQ ID NO: 8 [Y1 CDR3]又 は SEQ ID NO: 20 [Y17 CDR3]を 含 む 第 1超 可 変 領 域 を も
つ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 能 を 有 す る 抗 体 、 抗 体 断 片 又 は 抗 体 複 合 体 が 提 供 さ れ
る 。 こ れ ら の う ち あ る 種 の 実 施 態 様 で は 、 該 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は SEQ ID NO: 115
を 含 む 第 2超 可 変 領 域 及 び /又 は SEQ ID NO: 114を 含 む 第 3超 可 変 領 域 を も つ 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
[66.]　  1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン と 2以 上 の 酸 性 ア ミ ノ 酸 と を 含 む お よ そ 3～ 126ア ミ ノ 酸 残
基 の 長 さ の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ 又 は ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ に 結 合 し う る 抗 体 、 抗 体 断 片
又 は 抗 体 複 合 体 が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の う ち あ る 種 の 実 施 態 様 で は 、 該 エ ピ ト ー プ は さ ら
に 1以 上 の ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ リ シ ン
残 基 を 含 む 。 こ れ ら の う ち あ る 種 の 実 施 態 様 で は 、 2以 上 の 酸 性 ア ミ ノ 酸 残 基 の う ち 1つ 又
は 複 数 が ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ リ シ ン 残
基 に 置 き 換 わ る 。 他 実 施 態 様 で は 該 エ ピ ト ー プ は DYD又 は EYEを 含 む 。 あ る 種 の 実 施 態 様 で
は 該 エ ピ ト ー プ は DYD又 は EYEで あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 該 エ ピ ト ー プ は DYE又 は EYD
を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
[67.]　 あ る 種 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に 基 づ い て 提 供 さ れ る 抗 体 、 抗 体 断 片 及 び 抗 体 複
合 体 は 糖 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 及 び /又 は リ ポ 多
糖 分 子 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結
合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 は 糖 質 、 ペ プ チ
ド 、 糖 脂 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 及 び /又 は リ ポ 多 糖 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ
と が で き る 。 数 多 く の 実 施 態 様 で は 、 該 糖 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、
リ ポ タ ン パ ク 質 及 び /又 は リ ポ 多 糖 分 子 は 1以 上 の 硫 酸 化 部 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
[68.]　 本 発 明 は 、 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含
む そ の 複 合 体 で あ っ て 、 PSGL-1、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ 、 GPIbα 、 ヘ パ リ ン 、 ル ミ カ ン 、 補
体 複 合 体 4(CC4)、 イ ン タ ー α イ ン ヒ ビ タ ー 及 び プ ロ ト ロ ン ビ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
2以 上 の 異 な る 分 子 に 、 必 ず し も 同 時 に で は な い が 、 結 合 し う る 抗 体 、 そ の 断 片 又 は そ の
複 合 体 を 提 供 す る 。 ま た 本 発 明 の 抗 体 、 抗 体 断 片 又 は 複 合 体 は 、 受 容 体 エ ピ ト ー プ が 原 型
を 保 つ 限 り 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 任 意 の 類 縁 体 に も 結 合 し よ う 。
【 ０ ０ ７ １ 】
[69.]　 あ る 種 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又
は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 で あ っ て 、 PSGL-1、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ 、 GPIbα 、 ル
ミ カ ン 、 補 体 複 合 体 4、 イ ン タ ー α イ ン ヒ ビ タ ー 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン 及 び ヘ パ リ ン か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 2以 上 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し う る 、 ま た 病 変 細 胞 た と え ば B-CLL細 胞 、 AM
L細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 及 び 転 移 性 細 胞 に 結 合 し う る 抗 体 、 そ の 断 片 又 は そ の 複 合 体 が
提 供 さ れ る 。 あ る 種 の 実 施 態 様 で は 、 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は
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そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 で あ っ て 、 PSGL-1、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ 、 GPIbα 、 ヘ パ
リ ン 、 ル ミ カ ン 、 補 体 複 合 体 4(CC4)、 イ ン タ ー α イ ン ヒ ビ タ ー 及 び プ ロ ト ロ ン ビ ン の 各 々
に 結 合 し う る 抗 体 、 そ の 断 片 又 は そ の 複 合 体 が 提 供 さ れ る 。 あ る 種 の 実 施 態 様 で は 、 抗 体
、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 で あ っ て
、 PSGL-1、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ 、 GPIbα 及 び ヘ パ リ ン の 各 々 に 結 合 し う る 抗 体 、 そ の 断 片
又 は そ の 複 合 体 が 提 供 さ れ る し 、 ま た あ る 種 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は こ れ ら の 抗 体 、 そ の
抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 は 病 変 細 胞 た と
え ば B-CLL細 胞 、 AML細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 及 び 転 移 性 細 胞 に も 結 合 し う る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
[70.]　 本 発 明 は 、 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含
む そ の 複 合 体 で あ っ て 、 PSGL-1、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ 、 ヘ パ リ ン 、 GPIbα 、 ル ミ カ ン 、 補
体 複 合 体 4(CC4)、 イ ン タ ー α イ ン ヒ ビ タ ー 及 び プ ロ ト ロ ン ビ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
2以 上 の 異 な る 分 子 に 結 合 し う る 、 か つ さ ら に 糖 質 及 び /又 は 脂 質 分 子 上 の エ ピ ト ー プ に 結
合 し う る 抗 体 、 そ の 断 片 又 は そ の 複 合 体 を 提 供 す る 。 こ れ ら の う ち あ る 種 の 実 施 態 様 で は
、 糖 質 及 び /又 は 脂 質 分 子 上 の エ ピ ト ー プ は 1以 上 の 硫 酸 化 部 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
[71.]　 本 発 明 は 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む
そ の 複 合 体 で あ っ て 、 各 々 酸 性 ア ミ ノ 酸 群 内 に 1つ 又 は 複 数 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む 2
以 上 の エ ピ ト ー プ と 交 差 反 応 し う る 抗 体 、 そ の 断 片 又 は そ の 複 合 体 を 提 供 す る 。 こ れ ら の
う ち あ る 種 の 実 施 態 様 で は 、 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合
性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 は 、 B-CLL細 胞 、 AML細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 及 び 転 移 性 細 胞 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1以 上 の 細 胞 型 と 交 差 反 応 し う る 。 こ れ ら の う ち あ る 種 の 他 実 施 態
様 で は 、 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複
合 体 は PSGL-1と 交 差 反 応 し う る 。 好 ま し く は 、 PSGL-1と 交 差 反 応 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結
合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 は 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ
ン 残 基 を 含 む エ ピ ト ー プ QATEYEYLDYDFLPETEに 結 合 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
[72.]　 こ れ ら の う ち あ る 種 の 他 実 施 態 様 で は 、 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の
抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 は GPIb-α と 交 差 反 応 し う る 。 好 ま し く は 、 GPI
b-α と 交 差 反 応 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片
を 含 む そ の 複 合 体 は 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む エ ピ ト ー プ DEGDTDLYDYYPEEDTEGD、
1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む エ ピ ト ー プ TDLYDYYPEEDTE、 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残
基 を 含 む エ ピ ト ー プ GDEGDTDLYDYYP、 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む エ ピ ト ー プ YDYYPE
E、 及 び /又 は 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む エ ピ ト ー プ TDLYDYYPに 結 合 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
[73.]　 こ れ ら の う ち さ ら な る 他 実 施 態 様 で は 、 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の
抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 は フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ と 交 差 反 応 し う る 。 好 ま
し く は 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ と 交 差 反 応 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の
抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 は 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む エ ピ ト ー
プ EPHAETEYDSLYPEDに 結 合 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
[74.]　 こ れ ら の う ち さ ら な る 他 実 施 態 様 で は 、 ヘ パ リ ン と 交 差 反 応 し う る 抗 体 、 そ の 抗
原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
[75.]　 こ れ ら の う ち さ ら な る 他 実 施 態 様 で は 、 補 体 複 合 体 4 (CC4)と 交 差 反 応 し う る 抗 体
、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 が 提 供 さ
れ る 。 好 ま し く は 、 CC4と 交 差 反 応 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又
は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 は 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を 含 む エ ピ ト ー プ MEANE
DYEDYEYDELPAKに 結 合 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

(37) JP 2005-503756 A5 2005.6.9



[76.]　 本 発 明 は ま た 、 前 述 の タ ン パ ク 質 の 断 片 、 類 縁 体 、 変 異 体 及 び 模 倣 体 に 、 エ ピ ト
ー プ が 本 質 的 に 原 型 を 保 つ 限 り で 、 結 合 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の
抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
[77.]　 本 発 明 は 、 B-CLL細 胞 、 AML細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 及 び 転 移 性 細 胞 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 1以 上 の 細 胞 型 と 交 差 反 応 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗
体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
[78.]　 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 能 力 を 有 す る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体
又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 提 供 す る : 細 胞 ロ ー リ ン グ 阻 害 ; 炎 症 阻 害 ; 自 己
免 疫 疾 患 阻 害 ; 血 栓 症 阻 害 ; 再 狭 窄 阻 害 ; 転 移 阻 害 ; 腫 瘍 細 胞 成 長 及 び /又 は 複 製 阻 害 ; 
腫 瘍 細 胞 死 増 進 ; 白 血 病 細 胞 成 長 及 び /又 は 複 製 阻 害 ; 白 血 病 細 胞 死 増 進 ; 病 変 細 胞 の 抗
疾 病 薬 へ の 感 受 性 の 増 進 ; 腫 瘍 細 胞 の 抗 が ん 薬 へ の 感 受 性 の 増 進 ; 白 血 病 細 胞 の 抗 白 血 病
薬 へ の 感 受 性 の 増 進 ; 腫 瘍 患 者 に お け る 腫 瘍 細 胞 数 増 加 の 抑 制 ; が ん 患 者 に お け る 腫 瘍 細
胞 数 の 減 少 ; 白 血 病 患 者 に お け る 白 血 病 細 胞 数 増 加 の 抑 制 ; 白 血 病 患 者 に お け る 白 血 病 細
胞 数 の 減 少 ; 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小 板 及 び
/又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 複 合 体 形 成 の 阻 害 ; 細 胞 -細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 血 小 板 -マ ト
リ ッ ク ス 、 血 小 板 -血 小 板 及 び /又 は 細 胞 -血 小 板 間 の 接 着 の 阻 害 ; 凝 集 。
【 ０ ０ ８ １ 】
[79.]　 着 目 す る 疾 患 及 び /又 は 状 態 の 作 用 を 阻 害 し 、 治 療 し 又 は 緩 和 し 、 も し く は 着 目 す
る 疾 患 及 び /又 は 状 態 を 予 防 す る 有 効 量 の 、 本 発 明 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以
上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 含 有 す る 製 剤 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
[80.]　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性
断 片 を 含 む そ の 複 合 体 の 、 着 目 す る 疾 患 及 び /又 は 状 態 の 作 用 を 阻 害 、 治 療 又 は 緩 和 し 、
も し く は 着 目 す る 疾 患 及 び /又 は 状 態 を 予 防 す る た め の 薬 の 製 造 へ の 使 用 を 規 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
[81.]　 本 発 明 は 、 着 目 す る 疾 患 及 び /又 は 状 態 の 作 用 を 阻 害 、 治 療 又 は 緩 和 し 、 も し く は
着 目 す る 疾 患 及 び /又 は 状 態 を 予 防 す る 医 薬 と し て 用 い る 、 本 発 明 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
[82.]　 本 発 明 は 、 着 目 す る 疾 患 及 び /又 は 状 態 の 作 用 を 阻 害 、 治 療 又 は 緩 和 し 、 も し く は
着 目 す る 疾 患 及 び /又 は 状 態 を 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 そ う し た 処 置 を 必 要 と す る 患 者 に
、 本 発 明 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の
複 合 体 を 有 効 量 含 有 す る 製 剤 組 成 物 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
[83.]　  本 発 明 の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含
む そ の 複 合 体 は 薬 剤 と 複 合 又 は 結 合 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
[84.]　 本 発 明 は 、 抗 が ん 薬 、 抗 転 移 薬 、 抗 白 血 病 薬 、 抗 疾 病 薬 、 抗 接 着 薬 、 抗 血 栓 薬 、
抗 再 狭 窄 薬 、 抗 自 己 免 疫 薬 、 抗 凝 集 薬 、 抗 菌 薬 、 抗 ウ イ ル ス 薬 及 び 抗 炎 症 薬 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 薬 剤 と 複 合 又 は 結 合 し た 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は
そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
[85.]　 本 発 明 は ま た 、 1つ 又 は 複 数 の 毒 素 、 放 射 性 同 位 体 及 び 治 療 薬 と 複 合 又 は 結 合 し た
抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
[86.]　 本 発 明 は 、 1つ 又 は 複 数 の 薬 剤 と の 結 合 又 は 複 合 が 可 能 な 基 剤 又 は 担 体 と 結 合 又 は
複 合 し た 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複
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合 体 を 提 供 す る 。 そ う し た 基 剤 又 は 担 体 の 例 は デ キ ス ト ラ ン 、 親 油 性 ポ リ マ ー 、
HPMA及 び リ ポ ソ ー ム な ど で あ る 。

【 ０ ０ ８ ９ 】
[87.]　 本 発 明 は ま た 、 放 射 性 同 位 体 又 は 他 の 造 影 剤 と 結 合 又 は 複 合 し た 抗 体 、 そ の 抗 原
結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 提 供 す る 。 本 発 明
の 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を
含 む 診 断 キ ッ ト も ま た 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
[88.]　 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 276、 278及 び 279の う ち の 1以 上 の ア ミ ノ 酸 が 硫 酸 化 さ れ た GPI
bα ア ミ ノ 酸 配 列 Tyr276～ Glu282を 含 む 単 離 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で
は 、 該 エ ピ ト ー プ は GPIbα ア ミ ノ 酸 283～ 285を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ９ １ 】
[89.]　 本 発 明 は ま た 、 ア ミ ノ 酸 276、 278及 び 279の う ち の 1以 上 の ア ミ ノ 酸 が 硫 酸 化 さ れ
た GPIbα ア ミ ノ 酸 配 列 Tyr276～ Glu282を 含 む エ ピ ト ー プ に 結 合 し う る 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合
性 断 片 、 又 は 1以 上 の 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 を 提 供 す る が 、 該 エ ピ ト
ー プ が GPIbα ア ミ ノ 酸 283～ 285を さ ら に 含 む と 該 結 合 は 強 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
[90.]　 配 列 YDYYPEEの エ ピ ト ー プ を 含 み 該 エ ピ ト ー プ 中 の 1以 上 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 を
含 む 見 掛 け 分 子 質 量 約 40kDaの 単 離 GPIbα  N末 端 側 ペ プ チ ド 、 及 び ア ミ ノ 酸 276、 278及 び 2
79の う ち の 1以 上 の ア ミ ノ 酸 が 硫 酸 化 し て い る ア ミ ノ 酸 1～ 282か ら な る 単 離 GPIbα ペ プ チ
ド も ま た 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
[91.]　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 scFv Y1の 軽 鎖 可 変 領 域 と 相 互 反 応 す る
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 断 片 又 は 抗 体 複 合 体 を 提 供 す る 。 あ る 種 の 実 施 態 様 で は 、 該 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 断 片 又 は 抗 体 複 合 体 は ヒ ト ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Y-1の 軽 鎖 可 変
領 域 の NdeI-EcoRI制 限 断 片 と 交 差 反 応 す る 。 そ う し た ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 診 断 キ ッ ト も ま た 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

[92.]　 抗 体 (Ab)又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)は 抗 原 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 分 子 で あ り 、 ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 で 連 結 さ れ た 4個 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 (2× 重 鎖 、 2× 軽 鎖 )か ら な る 。 各 ポ リ ペ
プ チ ド 鎖 は 定 常 領 域 と 可 変 領 域 を も つ 。 抗 体 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン は そ の 軽 鎖 成 分 に 応 じ て
IgG、 IgM、 IgA、 IgD及 び IgEの 5ク ラ ス に わ け ら れ る 。 IgGに は IgG 1 、 IgG 2 、 IgG 3 及 び IgG 4
な ど を 含 む い く つ か の サ ブ ク ラ ス が あ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 生 体 内 で Bリ ン パ 球 に よ り 産
生 さ れ 、 特 定 の 外 来 抗 原 決 定 基 を 認 識 し 、 ま た 該 抗 原 の 排 泄 を 容 易 に す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
[93.]　 抗 体 は 抗 体 複 合 体 な ど を 含 む 多 様 な 形 態 で 生 産 、 使 用 さ れ よ う 。 こ こ で 使 用 す る
「 抗 体 複 合 体 」 は 1つ 又 は 複 数 の 抗 体 と 別 の 抗 体 と の 、 又 は 単 数 ・ 複 数 の 抗 体 断 片 と の 複
合 体 、 も し く は 2以 上 の 抗 体 断 片 か ら な る 複 合 体 を 意 味 す る 。 抗 体 断 片 の 例 は Fv、 F(ab’ )

2 、 F(ab’ )及 び Fdフ ラ グ メ ン ト な ど で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
[94.]　 本 明 細 書 と 特 許 請 求 の 範 囲 で 使 用 す る Fvは 、 ヒ ト 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 と ヒ ト 抗 体
の 軽 鎖 可 変 領 域 と か ら な る 分 子 で あ っ て 、 重 鎖 可 変 領 域 が 軽 鎖 可 変 領 域 へ と 連 結 、 結 合 、
融 合 又 は 共 有 結 合 も し く は 会 合 し て い る 分 子 を い う が 、 両 ヒ ト 抗 体 は 同 じ で も 異 な っ て も
よ い 。 Fvは 単 鎖 Fv(scFv)で も ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 Fv(dsFv)で も よ い 。 scFvは フ レ キ シ ブ ル
な ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド ス ペ サ ー 又 は リ ン カ ー で 結 合 さ れ た 抗 体 重 鎖 、 軽 鎖 各 々 の 可 変 ド
メ イ ン か ら な る 。 リ ン カ ー は 分 枝 型 で も 直 鎖 型 で も よ い 。 リ ン カ ー は 0～ 15ア ミ ノ 酸 残 基
か ら な る の が 好 ま し く 、 (Gly 4 Ser) 3 で あ る の が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
[95.]　 Fv分 子 自 体 は 第 1鎖 と 第 2鎖 か ら な り 、 各 鎖 は 第 1、 第 2及 び 第 3超 可 変 領 域 を も つ 。
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重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン 内 の こ れ ら の 超 可 変 ル ー プ は 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)と い う 。
重 鎖 、 軽 鎖 に は そ れ ぞ れ CDR1、 CDR2及 び CDR3領 域 が 存 在 す る 。 こ れ ら の 領 域 は 抗 原 結 合 部
位 を 形 成 す る と 考 え ら れ て お り 、 特 異 的 に 修 飾 す る こ と に よ り 結 合 活 性 を 高 め る こ と が で
き る 。 こ れ ら の 領 域 の う ち 天 然 で 最 も 可 変 的 な の は 重 鎖 の CDR3領 域 で あ る 。 こ の CDR3領 域
は Ig分 子 で 最 も 露 出 し た 領 域 で あ る と 考 え ら れ て お り 、 ま た 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、
、 観 測 さ れ た 選 択 的 及 び /又 は 特 異 的 結 合 特 性 に 主 に 寄 与 す る 部 位 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
[96.]　 Fv分 子 の 断 片 は 、 原 Fvよ り 小 さ な 任 意 の 分 子 で あ っ て 、 原 Fvの 選 択 的 及 び /又 は 特
異 的 結 合 特 性 を な お 維 持 し て い る 分 子 と 定 義 さ れ る 。 そ う し た 断 片 の 非 限 定 的 な 例 は 、 (1
) Fv重 鎖 だ け の 断 片 を 含 む ミ ニ ボ デ ィ ー (minibody)、 (2)抗 体 重 鎖 可 変 領 域 の 小 さ な 部 分
単 位 を 含 む マ イ ク ロ ボ デ ィ ー (microbody)(PCT出 願 番 号 PCT/IL99/ 00581)、 (3)軽 鎖 断 片 を
含 む 類 似 体 、 及 び (4)軽 鎖 可 変 領 域 の 機 能 的 単 位 を 含 む 類 似 体 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
[97]　 こ こ で 使 用 す る 「 Fabフ ラ グ メ ン ト 」 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 一 価 抗 原 結 合 性 断 片 で あ
る 。 Fabフ ラ グ メ ン ト は 軽 鎖 と 重 鎖 の 一 部 と か ら な る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
[98.]　 F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン ト は ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 得 ら れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 二 価 抗
原 結 合 性 断 片 で あ る 。 両 軽 鎖 と 両 重 鎖 の 一 部 と か ら な る 。
【 ０ １ ０ １ 】
[99.]　 Fcフ ラ グ メ ン ト は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 非 抗 原 結 合 性 部 分 で あ る 。 重 鎖 の カ ル ボ キ シ
ル 末 端 側 部 分 と Fc受 容 体 に 対 応 す る 結 合 部 位 と を 含 む 。
【 ０ １ ０ ２ 】
[100.]　 Fdフ ラ グ メ ン ト は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 可 変 領 域 と 第 1定 常 領 域 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
[101.]　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 免 疫 応 答 産 物 で あ り 、 多 数 の 異 な る Bリ ン パ 球 に よ り 形 成
さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 単 一 細 胞 に 由 来 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
[102.]　 カ セ ッ ト は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 し 本 発 明 で 定 義 す る 意 味 で は 、 フ レ ー ム ワ ー ク
と し て 機 能 す る 所 定 配 列 の 連 続 ア ミ ノ 酸 を い い 、 ま た 単 一 単 位 と み な さ れ 、 そ の よ う な も
の と し て 操 作 さ れ る 。 そ の 一 端 又 は 両 端 で は ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 挿 入 、 除 去 又 は 付 加 が 可 能
で あ る 。 同 様 に 、 そ の 一 端 又 は 両 端 で は 一 連 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 挿 入 、 除 去 又 は 付 加 が 可
能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
[103.]　 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は 抗 原 決 定 基 又 は 抗 原 結 合 部 位 で あ っ て 、 抗
体 、 抗 体 断 片 、 抗 体 複 合 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む 複 合 体 、 又 は T細 胞 受 容 体 と 相 互 作
用 す る も の を い う 。 エ ピ ト ー プ と い う 用 語 は こ こ で は リ ガ ン ド 、 ド メ イ ン 及 び 結 合 領 域 と
い う 用 語 と 互 換 的 に 使 用 し て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
[104.]　 選 択 性 は こ こ で は 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ 分 子 が 細 胞 型 又 は 細 胞 時 期 の 混 合 物 す な わ ち
諸 々 の 細 胞 型 又 は 細 胞 時 期 か ら 該 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 分 子 に 対 し 特 異 的 で あ る 1つ の 細 胞 型
又 は 細 胞 時 期 を 選 択 し そ れ と 結 合 す る 能 力 を い う 。
【 ０ １ ０ ７ 】
[105.]　 こ こ で 使 用 す る 用 語 「 ア フ ィ ニ テ ィ ー 」 は 受 容 体 (抗 体 上 の 一 結 合 部 位 な ど )と リ
ガ ン ド (抗 原 決 定 基 な ど )の 結 合 力 の 指 標 (結 合 定 数 )で あ る 。 抗 体 上 の 単 一 抗 原 結 合 部 位 と
単 一 エ ピ ト ー プ の 間 の 非 共 有 相 互 作 用 の 力 の 合 計 が 該 エ ピ ト ー プ へ の 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ
ー で あ る 。 低 ア フ ィ ニ テ ィ ー 抗 体 は 抗 原 と の 結 合 が 弱 い た め 解 離 し や す く 、 高 ア フ ィ ニ テ
ィ ー 抗 体 は 抗 原 と の 結 合 が よ り 強 い た め 、 よ り 長 く 結 合 状 態 を 維 持 す る 。 用 語 「 ア ビ デ ィ
テ ィ ー 」 は 抗 原 -抗 体 相 互 作 用 の 結 合 価 を 反 映 す る も の で あ り 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー と は 異 な
る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
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[106.]　 抗 体 -抗 原 相 互 作 用 の 特 異 性 : 抗 原 -抗 体 反 応 は 特 異 的 で あ る と は い え 、 あ る 抗 原
に よ っ て 誘 発 さ れ た 抗 体 が 別 の 無 関 係 の 抗 原 と 交 差 反 応 す る 場 合 も あ る 。 そ う し た 交 差 反
応 が 起 こ る の は 、 2つ の 異 な る 抗 原 が 相 同 又 は 類 似 の エ ピ ト ー プ 又 は そ の ア ン カ ー 領 域 を
共 有 す る 場 合 、 又 は あ る エ ピ ト ー プ に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 が 、 類 似 の 化 学 的 性 質 を も つ 無
関 係 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 場 合 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
[107.]　 血 小 板 は 巨 核 球 の 円 板 様 細 胞 質 断 片 で あ り 、 骨 髄 腔 で 産 生 さ れ 、 そ の 後 末 梢 血 流
中 を 循 環 す る 。 血 小 板 に は 血 栓 の 形 成 で 果 た す 大 き な 役 割 な ど を 含 め て い く つ か の 生 理 的
機 能 が あ る 。 血 小 板 は 中 心 部 に 顆 粒 を 、 周 辺 部 に 透 明 な 原 形 質 を 含 む が 、 は っ き り し た 核
は な い 。
【 ０ １ １ ０ 】
[108.]　 凝 集 反 応 (agglutination)は こ こ で は 懸 濁 し た 細 菌 、 細 胞 、 円 板 又 は 類 似 サ イ ズ
の 他 粒 子 が 互 い に 接 着 し 塊 を 形 成 す る 過 程 を 意 味 す る 。 こ の 過 程 は 沈 降 に 類 似 す る が 、 粒
子 は 沈 降 の 場 合 よ り も 大 き い し 、 溶 液 状 態 で は な く 懸 濁 状 態 に あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
[109.]　 凝 集 (aggregation)は in vitroで 誘 発 さ せ た 血 小 板 の 塊 状 化 及 び 血 栓 又 は 止 血 栓
の 形 成 に つ な が る 連 続 機 構 の 一 部 と し て の ト ロ ン ビ ン と コ ラ ー ゲ ン の 塊 状 化 を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
[110.]　 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 、 も し く は そ れ ら
の 断 片 の 1個 又 は 2個 の ア ミ ノ 酸 を 変 化 さ せ る こ と に よ る ア ミ ノ 酸 組 成 の 変 化 で あ る 。 こ れ
は 、 性 質 (た と え ば 酸 性 、 塩 基 性 、 芳 香 族 、 サ イ ズ 、 正 又 は 負 荷 電 、 極 性 、 非 極 性 な ど ) 
が 一 般 に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 同 士 の 置 換 で あ り 、 こ の 置 換 に よ っ て ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
又 は タ ン パ ク 質 の 性 質 (電 荷 、 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 、 ア ビ デ ィ テ ィ ー 、 立 体 構 造 、 可
溶 性 な ど )又 は 活 性 が 実 質 的 に 大 き く 変 わ る こ と は な い 。 こ う し た 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は
一 般 に 以 下 の ア ミ ノ 酸 グ ル ー プ 間 の 置 換 と な ろ う :
(i)　  グ リ シ ン (G)、 ア ラ ニ ン (A)、 バ リ ン (V)、 ロ イ シ ン (L)及 び イ ソ ロ イ シ ン (I)
(ii)　 ア ス パ ラ ギ ン 酸 (D)及 び グ ル タ ミ ン 酸 (E)
(iii) ア ラ ニ ン (A)、 セ リ ン (S)及 び ト レ オ ニ ン (T)
(iv)　 ヒ ス チ ジ ン (H)、 リ シ ン (K)及 び ア ル ギ ニ ン (R)
(v) 　 ア ス パ ラ ギ ン (N)及 び グ ル タ ミ ン (Q)
(vi)　 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (F)、 チ ロ シ ン (Y)及 び ト リ プ ト フ ァ ン (W)
【 ０ １ １ ３ 】
[111.]　 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 該 分 子 の 選 択 的 及 び /又 は 特 異 的 結 合 特 性 に 主 に 寄 与 す
る 超 可 変 領 域 の 両 側 や 、 他 の 部 分 た と え ば 重 鎖 可 変 領 域 の カ セ ッ ト な ど で も 可 能 で あ る 。
追 加 的 又 は 代 替 的 に 、 分 子 を 再 構 成 す る こ と で 変 異 を 起 こ し 、 フ ル サ イ ズ の 抗 体 、 ダ イ ア
ボ デ ィ ー (二 量 体 )、 ト ラ イ ア ボ デ ィ ー (三 量 体 )及 び /又 は テ ト ラ ボ デ ィ ー (四 量 体 )を 、 又
は ミ ニ ボ デ ィ ー や マ イ ク ロ ボ デ ィ ー を 、 形 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
[112.]　 フ ァ ス ミ ド は プ ラ ス ミ ド DNAを も つ フ ァ ー ジ 粒 子 で あ る 。 フ ァ ス ミ ド は 繊 維 状 フ
ァ ー ジ 由 来 の 複 製 起 点 た と え ば m13又 は fdを 含 む よ う 設 計 さ れ た プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で あ
る 。 フ ァ ス ミ ド 粒 子 は プ ラ ス ミ ド DNAを も つ た め 、 フ ァ ー ジ ゲ ノ ム 全 体 を 収 め る に は ス ペ
ー ス が 足 り な い 。 フ ァ ー ジ ゲ ノ ム か ら 欠 落 さ せ る 部 分 は フ ァ ー ジ 粒 子 の パ ッ ケ ー ジ ン グ に
不 可 欠 の 情 報 で あ る 。 従 っ て フ ァ ー ジ を 増 殖 さ せ る に は 、 欠 落 パ ッ ケ ー ジ ン グ 情 報 を 補 っ
て く れ る ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ 株 と 一 緒 に 所 望 の フ ァ ー ジ 粒 子 を 培 養 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
[113.]　 プ ロ モ ー タ ー は DNA上 の 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ が 結 合 し 転 写 を 開 始 す る 領 域 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
[114.]　 フ ァ ー ジ 提 示 型 ラ イ ブ ラ リ ー (フ ァ ー ジ ペ プ チ ド /抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー 、 フ ァ ー ジ ラ
イ ブ ラ リ ー 、 又 は ペ プ チ ド /抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー と も い う )は 、 各 フ ァ ー ジ 粒 子 が 異 な る ペ プ
チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 提 示 し て い る 大 個 体 群 の フ ァ ー ジ (一 般 に 10 8 ～ 10 9 個 )を 含 む
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。 こ れ ら の ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 可 変 長 に 構 築 し て も よ い 。 提 示 の ペ プ チ ド 又
は ポ リ ペ プ チ ド は ヒ ト 抗 体 重 鎖 又 は 軽 鎖 に 由 来 し て も よ い が 、 そ れ だ け に 限 ら な い 。
【 ０ １ １ ７ 】
[115.]　 製 剤 組 成 物 は 本 発 明 の ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド と 製 薬 上 許 容 し う る そ の 担 体 、
賦 形 剤 又 は 希 釈 剤 と を 含 む 製 剤 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
[116.]　 薬 剤 は ヒ ト 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 マ ウ ス 、 イ ヌ 、 ネ コ 又 は 他 の 任 意 の 温 血 動 物 を
非 限 定 的 に 含 む 哺 乳 動 物 の 疾 患 予 防 、 治 療 又 は 診 断 に 有 用 な 物 質 を い う 。 薬 剤 は 放 射 性 同
位 体 、 毒 素 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 組 換 え タ ン パ ク 質 、 抗 体 断 片 及 び 抗 が ん 薬 を 含 む 群 よ
り 選 択 さ れ る 。 そ う し た 薬 剤 の 非 限 定 的 な 例 は 抗 ウ イ ル ス 薬 た と え ば ア シ ク ロ ビ ル 、 ガ ン
シ ク ロ ビ ル 及 び ジ ド ブ ジ ン ; 抗 血 栓 /再 狭 窄 薬 た と え ば シ ロ ス タ ゾ ー ル 、 ダ ル テ パ リ ン ナ
ト リ ウ ム 、 レ ビ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 及 び ア ス ピ リ ン ; 抗 炎 症 薬 た と え ば ザ ル ト プ ロ フ ェ ン 、
プ ラ ノ プ ロ フ ェ ン 、 ド ロ キ シ カ ム 、 acetyl salicylic 17、 ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 イ ブ プ ロ フ
ェ ン 、 デ キ シ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ス リ ン ダ ク 、 ナ プ ロ キ セ ン 、 ア ム ト ル メ チ ン 、 セ レ コ キ シ ブ
、 イ ン ド メ タ シ ン 、 ロ フ ェ コ キ シ ブ 及 び ニ メ ス リ ド ; 抗 自 己 免 疫 薬 た と え ば レ フ ル ノ マ イ
ド 、 デ ニ ロ イ キ ン ジ フ チ ト ク ス (denileukin diftitox)、 ス ブ ロ イ ム (subreum)、 WinRho S
DF、 デ フ ィ ブ ロ チ ド 及 び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド ; 及 び 抗 接 着 /抗 凝 集 薬 た と え ば リ マ プ ロ ス
ト 、 ク ロ ル ク ロ メ ン 及 び ヒ ア ル ロ ン 酸 な ど で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
[117.]　 抗 白 血 病 薬 は 抗 白 血 病 活 性 を も つ 薬 剤 で あ る 。 抗 白 血 病 薬 は た と え ば 白 血 病 細 胞
又 は 未 熟 な 前 白 血 病 細 胞 の 成 長 を 阻 害 し 又 は 停 止 さ せ る 薬 剤 、 白 血 病 又 は 前 白 血 病 細 胞 を
傷 害 す る 薬 剤 、 白 血 病 又 は 前 白 血 病 細 胞 の 他 抗 白 血 病 薬 へ の 感 受 性 を 増 進 す る 薬 剤 、 及 び
白 血 病 細 胞 の 転 移 を 阻 害 す る 薬 剤 な ど で あ る 。 本 発 明 で は 、 抗 白 血 病 薬 は 腫 瘍 の 血 管 新 生
を 予 防 、 阻 害 、 抑 制 し 又 は 停 止 さ せ る 抗 血 管 新 生 薬 で も よ い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
[118.]　 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン は 、 た と え ば 多 様 な 条 件 下 で 、 特 定 の 時 期 に 、 又 は 多 様 な
組 織 中 で 産 生 さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 量 を 分 析 す る こ と に よ っ て 研 究 す る こ と が で き る 。 遺 伝
子 が 「 過 剰 発 現 」 と み な さ れ る の は 遺 伝 子 産 物 の 量 が 正 常 対 照 又 は 非 異 常 対 照 に 見 ら れ る
量 を 上 回 る 場 合 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
[119.]　 特 定 の 細 胞 は そ の 表 面 に 特 定 の 抗 体 に 対 応 す る 結 合 部 位 を も つ タ ン パ ク 質 を 発 現
す る で あ ろ う が 、 そ の 結 合 部 位 は 第 1段 階 (段 階 I)と も 呼 べ る 状 態 に あ る 細 胞 で は 隠 れ た 形
で 存 在 し よ う (た と え ば 立 体 障 害 を 受 け る 、 又 は 抗 体 の 結 合 に 必 要 と さ れ る 機 構 を 欠 く )。
段 階 Iは た と え ば 正 常 、 健 康 な 非 異 常 状 態 で あ ろ う 。 エ ピ ト ー プ は 、 隠 れ た 形 で 存 在 す る
と き は 、 所 定 の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ な い 。 す な わ ち こ の エ ピ ト ー プ に は 、 又 は 段 階 Iの
所 定 の 細 胞 に は 、 抗 体 は 結 合 し な い 。 し か し 、 エ ピ ト ー プ は た と え ば 自 ら 変 異 を 受 け る こ
と に よ り 、 又 は 近 く の 又 は 会 合 し た 分 子 が 変 異 を 受 け る こ と に よ り 、 露 出 す る こ と も あ ろ
う 。 変 異 の 例 は 折 り た た み の 変 化 、 翻 訳 後 修 飾 の 変 化 、 リ ン 脂 質 化 の 変 化 、 硫 酸 化 の 変 化
、 グ リ コ シ ル 化 の 変 化 な ど で あ る 。 そ う し た 変 異 は 細 胞 が 第 2段 階 (段 階 II)と も 呼 べ る 異
な る 状 態 に 移 る と き に 起 こ る こ と も あ ろ う 。 段 階 IIの 例 は 活 性 化 、 増 殖 、 形 質 転 換 、 又 は
悪 性 状 態 な ど で あ る 。 変 異 を 受 け た エ ピ ト ー プ は 露 出 す る の で 、 抗 体 が 結 合 し よ う 。
【 ０ １ ２ ２ 】
[120.]　 ペ プ チ ド 模 倣 体 (mimetics)は 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 脂 質 、 多 糖 又 は
そ れ ら の コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ っ て 、 別 の 化 学 種 た と え ば 抗 体 と 同 じ 機 能 的 作 用 又 は 活 性 を
も つ も の で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】

[173.]　 本 発 明 で は 、 特 異 的 受 容 体 が 未 判 明 又 は 未 解 明 で あ る 場 合 に 、 全 細 胞 を 使 用 し て
白 血 病 細 胞 表 面 の 決 定 基 を 認 識 す る 特 異 的 抗 体 を 選 択 す る よ う に し た 。 さ ら に 、 多 段 階 バ
イ オ パ ニ ン グ 法 を 利 用 し て 1以 上 の 細 胞 型 へ の パ ニ ン グ に よ り フ ァ ー ジ を 選 択 し た 。 こ れ
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は 、 抗 原 特 異 的 フ ァ ー ジ 抗 体 の 選 択 が 固 定 化 単 一 抗 原 へ の バ イ オ パ ニ ン グ に 大 き く 依 存 し
、 タ ー ゲ ッ ト と し て の 全 細 胞 を 使 用 す る 選 択 の 比 重 が 小 さ か っ た 先 行 技 術 の 方 法 と 比 べ る
と 著 し い 改 善 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
[174.]　 こ の 多 段 階 法 で 同 定 さ れ た あ る 種 の エ ピ ト ー プ は 、 好 ま し く は 2個 以 上 の 酸 性 ア
ミ ノ 酸 か ら な る ア ミ ノ 酸 群 内 の 硫 酸 化 部 分 た と え ば 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 又 は 硫 酸 化 糖 質 又
は 脂 質 部 分 の 存 在 を 特 徴 と し 、 ま た 炎 症 、 免 疫 反 応 、 感 染 、 自 己 免 疫 反 応 、 転 移 、 細 胞 接
着 、 血 栓 症 及 び /又 は 再 狭 窄 、 細 胞 ロ ー リ ン グ 、 及 び 凝 集 な ど の 多 様 な 過 程 で 重 要 な 役 割
を 果 た す リ ガ ン ド や 受 容 体 の 表 面 で 検 出 さ れ る 。 こ の 種 の エ ピ ト ー プ は 病 変 細 胞 た と え ば
B-CLL細 胞 、 AML細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 、 及 び 転 移 性 細 胞 な ど の 表 面 で も 検 出 さ れ る 。 こ
れ ら の エ ピ ト ー プ は こ れ ら の 過 程 の 治 療 的 調 節 の タ ー ゲ ッ ト 及 び 診 断 方 法 の タ ー ゲ ッ ト と
し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
[175.]　 こ れ ら の エ ピ ト ー プ は 可 変 の 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る も の の 、 こ の 種 の 硫 酸 化
エ ピ ト ー プ に 対 し て 産 生 さ れ る 抗 体 は し ば し ば 複 数 個 の 分 子 上 の 複 数 個 の こ の 種 エ ピ ト ー
プ と 、 必 ず し も 同 時 で は な い に せ よ 、 結 合 又 は 交 差 反 応 す る 。 そ う し た 抗 体 は (抗 腫 瘍 薬
、 抗 転 移 薬 と し て の )が ん 治 療 薬 や 、 白 血 病 、 自 己 免 疫 疾 患 、 ウ イ ル ス 性 疾 患 、 異 常 凝 集
を 伴 う 疾 患 、 異 常 接 着 を 伴 う 疾 患 、 梗 塞 、 心 臓 血 管 疾 患 及 び 炎 症 性 疾 患 な ど の 治 療 薬 と し
て 有 効 で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
[176.]　 血 小 板 に 結 合 す る 抗 体 の 同 定 を 目 的 に 固 定 化 ヒ ト 血 小 板 ス ク リ ー ニ ン グ 用 の フ ァ
ー ジ 提 示 型 ヒ ト 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら ヒ ト scFv Y1抗 体 を 単 離 し た 。 数 ク ロ ー ン (異 な る sc
Fv抗 体 )を 単 離 し 解 析 し た 。 そ の う ち の 1ク ロ ー ン (Y1と 命 名 )は 意 外 に も 、 AML患 者 及 び あ
る 種 の 他 白 血 病 患 者 に 由 来 す る 白 血 病 細 胞 と 結 合 す る こ と が 判 明 し た 。 固 定 化 血 小 板 へ の
パ ニ ン グ に よ り 単 離 さ れ た 別 の ク ロ ー ン (Y17)も ま た ヒ ト 血 液 に 結 合 す る こ と が 判 明 し た
。
【 ０ １ ２ ７ 】
[177.]　 ヒ ト 血 小 板 か ら 抽 出 し た タ ン パ ク 質 を 、 SDA-PAGE上 で Y1 scFv抗 体 と Y17 scFv抗
体 を 使 用 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に か け 、 両 抗 体 が 結 合 す る 血 小 板 表 面 上 の

の 同 定 を 試 み た 。 こ の 方 法 に よ り 、 血 小 板 上 の Y1 scFv及 び Y17 scFvエ ピ ト ー プ は CD42
複 合 体 の サ ブ ユ ニ ッ ト の 1つ 、 グ リ コ カ リ シ ン で あ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
[178.]　 ヒ ト 血 小 板 由 来 グ リ コ カ リ シ ン の 細 胞 外 断 片 を 活 性 化 血 小 板 か ら 精 製 し た 。 そ れ
を 種 々 の プ ロ テ ア ー ゼ た と え ば フ ィ シ ン 、 モ カ ラ ギ ン 、 カ テ プ シ ン Gな ど で 切 断 し 、 グ リ
コ カ リ シ ン 分 子 上 の Y1結 合 エ ピ ト ー プ の 位 置 を 正 確 に 特 定 す る よ う に し た 。 Y1抗 体 を 検 出
手 段 と し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。 さ ら に 、 市 販 の 抗 グ リ コ カ リ シ ン 抗 体 類 (
グ リ コ カ リ シ ン の 様 々 な エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 抗 体 類 )を 使 用 し て 、
グ リ コ カ リ シ ン 上 の Y1結 合 エ ピ ト ー プ を 決 定 す る た め の Y1抗 体 と の 競 合 的 結 合 を 評 価 し た
。
【 ０ １ ２ ９ 】
[179.]　 そ の 結 果 か ら 、 Y1の グ リ コ カ リ シ ン へ の 結 合 で は グ リ コ カ リ シ ン の ア ミ ノ 酸 272
～ 285が 大 き な 役 割 を 果 た し て い る と の 結 論 に 達 し た 。 ま た 、 E. coli由 来 組 換 え グ リ コ カ
リ シ ン の N末 端 側 ポ リ ペ プ チ ド (ア ミ ノ 酸 1～ 340及 び 1～ 480)は Y1抗 体 に よ っ て は 検 出 さ れ
な か っ た の で 、 Y1の エ ピ ト ー プ へ の 結 合 は E. coliで は 起 こ る こ と が 知 ら れ て い な い グ リ
コ シ ル 化 又 は 硫 酸 化 な ど の 翻 訳 後 修 飾 に 依 存 す る と の 結 論 に 達 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
[180.]　 こ の 仮 説 を 検 証 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 か ら N結 合 型 及 び O結 合 型 の 糖 鎖 を 遊 離 さ
せ る 酵 素 (グ リ コ シ ダ ー ゼ )及 び タ ン パ ク 質 か ら 硫 酸 基 を 遊 離 さ せ る 酵 素 (ス ル フ ァ タ ー ゼ )
で 精 製 グ リ コ カ リ シ ン を 処 理 し た 。 グ リ コ カ リ シ ン 又 は グ リ コ カ リ シ ン 断 片 へ の Y1抗 体 の
結 合 は グ リ コ シ ダ ー ゼ の 影 響 を 受 け な か っ た 。 こ の 結 果 は グ リ コ カ リ シ ン へ の Y1の 結 合 に
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は 硫 酸 基 が 不 可 欠 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
[181.]　 こ れ ら の 結 果 を さ ら に 検 証 す る た め に 、 同 定 し た エ ピ ト ー プ (グ リ コ カ リ シ ン の
ア ミ ノ 酸 272～ 285)を 基 に 硫 酸 化 及 び 非 硫 酸 化 合 成 ペ プ チ ド を 調 製 、 使 用 し て 、 そ の 存 在
下 に グ リ コ カ リ シ ン へ の Y1抗 体 の 結 合 特 異 性 を 評 価 し た (ELISA法 )。 硫 酸 化 ペ プ チ ド は グ
リ コ カ リ シ ン へ の Y1抗 体 の 結 合 を 関 連 の 非 硫 酸 化 ペ プ チ ド の 場 合 よ り も 何 倍 も 強 く 阻 害 し
た が 、 そ の こ と は 結 合 に は 硫 酸 化 が 必 要 で あ る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
[182.]　 以 上 の 実 験 結 果 か ら 、 Y1抗 体 に 対 応 す る エ ピ ト ー プ は グ リ コ カ リ シ ン 上 の 、 負 荷
電 ア ミ ノ 酸 群 が 存 在 す る ア ミ ノ 酸 272と 285の 間 に 位 置 す る と 結 論 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
[183.]　 平 行 し て 、 KG-1細 胞 (AML患 者 由 来 の ヒ ト 細 胞 株 )、 種 々 の ヒ ト 血 漿 由 来 タ ン パ ク
質 及 び 白 血 病 患 者 の 一 次 血 液 試 料 へ の Y1抗 体 の 結 合 を 調 べ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
[184.]　 Y1抗 体 は 、 2種 類 の ヒ ト 血 漿 由 来 タ ン パ ク 質 す な わ ち フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ と 同 定
さ れ た 分 子 質 量 ～ 50kDの タ ン パ ク 質 と 補 体 複 合 体 4(CC4)及 び ヒ ト ・ ル ミ カ ン と 同 定 さ れ た
分 子 質 量 ～ 80kDの タ ン パ ク 質 に 比 較 的 低 い ア フ ィ ニ テ ィ ー で 結 合 す る と 判 明 し た 。 こ れ ら
の タ ン パ ク 質 は 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 と そ れ ら に 付 随 す る 一 連 の 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 群 を 含 ん で
い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
[185.]　 KG-1細 胞 表 面 の Y1リ ガ ン ド は 、 E-、 L-及 び P-セ レ ク チ ン の 受 容 体 で あ る PSGL-1と
同 定 さ れ た 。 PSGL-1を KG-1細 胞 表 面 の Y1抗 体 リ ガ ン ド で あ る と 同 定 し た 根 拠 は 競 合 的 結 合
測 定 法  (種 々 の 市 販 抗 PSGL-1抗 体 の 存 在 下 に KG-1細 胞 へ の Y1抗 体 の 結 合 を 検 定 し た )及 び P
SGL-1の N末 端 側 部 位 に 由 来 す る 硫 酸 化 及 び 非 硫 酸 化 合 成 ペ プ チ ド を 使 用 し た 一 連 の 実 験 の
結 果 で あ る 。 PSGL-1の N末 端 側 部 位 は 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 と そ れ ら に 付 随 す る 一 連 の 負 荷
電 ア ミ ノ 酸 群 を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
[186.]　 Y1抗 体 は い く つ か の 分 子 た と え ば 血 小 板 表 面 の グ リ コ カ リ シ ン 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン
γ ’ 、 ヒ ト 血 漿 の 補 体 複 合 体 4、 及 び GK-1細 胞 表 面 の PSGL-1分 子 な ど に 結 合 す る も の の 、 A
ML患 者 か 又 は 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 に 由 来 す る 一 次 白 血 病 細 胞 へ の そ の ア フ ィ ニ テ ィ ー は 前 述
の エ ピ ト ー プ の 場 合 と 比 べ て 何 桁 も 高 い 。 さ ら に 、 市 販 の 抗 PSGL-1抗 体 (KPL1)は 患 者 由 来
血 液 試 料 中 の 病 変 し た 一 次 白 血 病 細 胞 を す べ て 認 識 す る わ け で は な い (12中 7を 認 識 )が Y1
抗 体 は そ れ ら を 特 異 的 、 選 択 的 に 認 識 す る と い う 事 実 は 、 原 発 生 白 血 病 細 胞 の 表 面 に は KG
-1細 胞 表 面 の エ ピ ト ー プ と は 異 な る 追 加 の Y1抗 体 対 応 エ ピ ト ー プ が 存 在 す る こ と を 示 唆 す
る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
[187.]　 本 発 明 の 硫 酸 化 エ ピ ト ー プ の 例 は 式 (I)、 (II)及 び (III)で 示 さ れ る も の や 、 そ の
誘 導 体 、 同 族 体 、 模 倣 体 、 変 異 体 な ど で あ る 。
式 (I):
【 化 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
　 Wは 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 と グ ル タ ミ ン 酸 と を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、
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　 Yは 、 硫 酸 化 可 能 な 任 意 の 天 然 部 分 で あ り 、
　 Pは 、
【 化 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ り 、
　 Sは 、 ス ル フ ェ ー ト 又 は 硫 酸 化 分 子 で あ り 、
　 Xは 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 但 し 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は チ ロ シ ン を 除
く 、
【 ０ １ ３ ８ 】
　 Aは 、 任 意 の 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 、 も し く は ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ リ シ ン で あ り 、
　 qは 、 1～ 6で あ り 、
　 zは 、 0、 1又 は 2で あ り 、
　 rは 、 0又 は 1で あ り 、
　 tは 、 1、 2又 は 3で あ り 、
　 uは 、 0～ 2で あ り 、
　 nは 、 0～ 3で あ り 、
　 mは 、 0～ 3
で あ る が 、 こ こ で 、 n=0な ら ば m>0; m=0な ら ば n>0; q=1な ら ば r=1で あ り 、 ま た q>1な ら ば 1
以 上 の Yが 硫 酸 化 し て い る ; さ ら に 、 単 離 エ ピ ト ー プ に は SEQ ID NO:8又 は SEQ ID NO:20を
含 む 第 1超 可 変 領 域 を も つ 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含
む そ の 複 合 体 が 結 合 し う る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
[188.]　 好 ま し い エ ピ ト ー プ は 式 Iで 示 さ れ エ ピ ト ー プ で あ っ て 、 式 中 Wは グ リ シ ン で あ り
、 Yは チ ロ シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト も し く は ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン
の グ リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 Aは グ ル タ ミ ン 酸 、 γ カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 又 は ア ス
パ ラ ギ ン 酸 で あ り 、 qは 1、 2又 は 3で あ る 。 あ る 種 の 実 施 態 様 で は Yは チ ロ シ ン の ペ プ チ ド
コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 qは 3、 rは 1で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
式 (II):
【 化 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
　 Wは 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 と グ ル タ ミ ン 酸 と を 除 く 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、
　 Yは 、 硫 酸 化 可 能 な 任 意 の 天 然 部 分 で あ り 、
　 Pは 、
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【 化 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ り 、
　 Sは 、 ス ル フ ェ ー ト 又 は 硫 酸 化 分 子 で あ り 、
　 Xは 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 但 し 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 又 は チ ロ シ ン を 除
く 、
【 ０ １ ４ １ 】
　 Aは 、 任 意 の 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 、 も し く は ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ リ シ ン で あ り 、
　 zは 、 0、 1又 は 2で あ り 、
　 rは 、 0又 は 1で あ り 、
　 tは 、 1、 2又 は 3で あ り 、
　 uは 、 0～ 2で あ り 、
　 nは 、 0～ 3で あ り 、
　 mは 、 0～ 3
で あ る が 、 こ こ で 、 n=0な ら ば m>0; m=0な ら ば n>0で あ る ; 1以 上 の Yが 硫 酸 化 し て い る ; さ
ら に 、 単 離 エ ピ ト ー プ に は SEQ ID NO:8又 は SEQ ID NO:20を 含 む 第 1超 可 変 領 域 を も つ 抗 体
、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 が 結 合 し う る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
[189.]　 好 ま し い エ ピ ト ー プ は 式 (II)で 示 さ れ る エ ピ ト ー プ で あ り 、 式 中 Wは グ リ シ ン で
あ り 、 Yは チ ロ シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト も し く は ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン 又 は ト レ オ
ニ ン の グ リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 Aは グ ル タ ミ ン 酸 、 γ カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 又 は
ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 又 は グ
リ シ ン で あ る 。 あ る 種 の 実 施 態 様 で は 、 Yは チ ロ シ ン の ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 q
は 3、 rは 1で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
式 (III):
【 化 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
　 Gは 、 グ リ シ ン で あ り 、
　 Eは 、 グ ル タ ミ ン 酸 で あ り 、
　 Dは 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 で あ り 、
　 Yは 、 チ ロ シ ン で あ り 、
　 Sは 、 ス ル フ ェ ー ト 又 は 硫 酸 分 子 で あ り 、
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　 Xは 、 前 記 以 外 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、
　 zは 、 0、 1又 は 2で あ り 、
　 tは 、 1、 2又 は 3で あ り 、
　 rは 、 0又 は 1で あ り 、
　 uは 、 0～ 2で あ り 、
　 nは 、 0～ 3で あ り 、
　 mは 、 0～ 3
で あ る が 、 こ こ で 、 1以 上 の Yが 硫 酸 化 し て い る ; n=0な ら ば m>0; m=0な ら ば n>0で あ る ;さ
ら に 、 単 離 エ ピ ト ー プ に は SEQ ID NO:8又 は SEQ ID NO:20を 含 む 第 1超 可 変 領 域 を も つ 抗 体
、 そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 又 は 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む そ の 複 合 体 が 結 合 し う る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
[190.]　 好 ま し い エ ピ ト ー プ は 式 (III) で 示 さ れ 、 rが 1で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
[191.]　 い ず れ の 式 で も 、 硫 酸 化 部 分 は ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は グ リ コ コ ン ジ ュ ゲ ー
ト 又 は リ ポ コ ン ジ ュ ゲ ー ト で よ い 。 Yは 脂 質 及 び /又 は 糖 質 分 子 を 含 ん で も よ い 。 エ ピ ト ー
プ は 硫 酸 化 に 加 え て 1以 上 の 翻 訳 後 修 飾 を 受 け て も よ い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
[192.]　 こ う し た エ ピ ト ー プ は GPIbや PSGL-1な ど の よ う な 多 様 な 分 子 上 で 検 出 さ れ る し 、
ま た あ る 種 の 病 変 細 胞 た と え ば B-CLL細 胞 、 AML細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 、 転 移 性 細 胞 の 表
面 で も 検 出 さ れ る 。 こ れ ら の エ ピ ト ー プ へ の 結 合 で は チ ロ シ ン 及 び /又 は 他 分 子 の 硫 酸 化
が 特 に 重 要 で あ る 。 チ ロ シ ン 硫 酸 化 を 受 け る こ と が 知 ら れ て い る ヒ ト タ ン パ ク 質 の 例 は 次
の と お り で あ る :
【 ０ １ ４ ７ 】

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン (408-426)　 　 　 　 　 　 ECPEGYILDDGFICTDIDE
ヒ ト GPIbα  (269-287)　 　 　 　 　 　 　 　 　  DEGDTDLYDYYPEEDTEGD
ヒ ト ヘ パ リ ン 補 因 子 II(56-75)　 　 　 　 　 　 GEEDDDYLDLEEDDDYIDIVD
ヒ ト フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ (408-427)　 　 　 　 VRPEHPAETEYDSLYPEDOL
α -2-ア ン チ プ ラ ス ミ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 PPMEEDYPQFGSP
コ レ シ ス ト キ ニ ン (CCK)　 　 　 　 　 　 　 　 　 RISDRDYMGWMDF
α -2-コ リ オ ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 　 　 　 　 　 　 　 CHCSTCYYHKS-COOH
補 体 C4　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  MEANEDYEDYEYDELPAK
PSGL-1　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  QATEYEYLDYDFLPET
血 液 凝 固 第 VIII因 子 (716-731)　 　 　 　 　 　 GDYYEDSYEDISAYLL
ル ミ カ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  GYYDYDFPL
【 ０ １ ４ ８ 】
　
[193.]　 式 (Ｉ )～ (III) の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 本 発 明 の 抗 体 の 一 例 は 完 全 ヒ ト ・ モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 Y1で あ る 。 Y1の 選 択 、 産 生 及 び 初 期 解 析 は 米 国 特 許 出 願 第 09/751,181号 及 び
60/258,948号 に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。 簡 単 に 言 え ば 、 scFv抗 体 断 片 を 提 示 す る フ ァ ー ジ
提 示 型 ラ イ ブ ラ リ ー を 利 用 し て タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 分 子 を 獲 得 、 生 産 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー 特 に 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー テ ィ ン グ (FACS)に よ り タ ー ゲ ッ ト 細 胞 を 認 識 す る ペ プ チ ド 又
は ポ リ ペ プ チ ド を 提 示 す る 特 異 的 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン を 同 定 、 単 離 し た 。 こ こ で 使 用 し た フ
ァ ー ジ 提 示 型 ラ イ ブ ラ リ ー は 非 免 疫 ド ナ ー の ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 か ら 構 築 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
[194.]　 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン は 多 段 階 バ イ オ パ ニ ン グ 法 に よ り 選 択 し 同 定 し た 。 バ イ オ パ ニ
ン グ は 、 タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド 変 異 体 を 提 示 す る フ ァ ー ジ (フ ァ ー ジ 提 示 型 ラ イ ブ ラ リ ー )を
タ ー ゲ ッ ト と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 に よ り 未 結 合 フ ァ ー ジ を 除 去 し 、 結 合 フ ァ ー ジ
を 特 異 的 に 溶 出 す る と い う 方 法 で 行 っ た 。 溶 出 し た フ ァ ー ジ は 随 意 に 増 幅 し た 後 、 追 加 の
結 合 及 び 随 意 増 幅 サ イ ク ル に か け て 特 異 的 配 列 の 集 ま り を 濃 縮 し 、 タ ー ゲ ッ ト へ の 最 良 結
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合 を 示 す 抗 体 断 片 を 含 む フ ァ ー ジ ク ロ ー ン の 濃 度 を 高 め る よ う に し た 。 数 ラ ウ ン ド 後 、 個
別 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン の 特 性 解 析 を 行 い 、 ク ロ ー ン に よ っ て 提 示 さ れ た ペ プ チ ド の 配 列 を フ
ァ ー ジ ビ リ オ ン の 対 応 DNAの 配 列 解 析 に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
[195.]　 本 発 明 で は 、 当 初 の バ イ オ パ ニ ン グ ス テ ッ プ 用 に 不 確 定 エ ピ ト ー プ を 対 象 と す る
血 小 板 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 そ れ に 続 く ク ロ ー ン 選 択 は 細 胞 表 面 マ ー カ ー 未 判 明 の 所
望 の タ ー ゲ ッ ト 細 胞 (た と え ば B-CLL細 胞 や AML細 胞 、 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 、 転 移 性 細 胞 な ど )
を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
[196.]　 悪 性 及 び 病 変 (白 血 病 又 は 骨 髄 腫 な ど の )血 液 細 胞 は 、 通 常 は 部 分 的 に 分 化 し た 造
血 前 駆 細 胞 で 検 出 さ れ る よ う な 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 未 熟 細 胞 と し て 位 置 付 け ら
れ る 。 従 っ て 、 血 小 板 は 病 変 又 は 悪 性 血 液 細 胞 で 発 現 さ れ る 未 熟 細 胞 表 面 マ ー カ ー を 同 定
す る た め の 格 好 の 材 料 で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
[197.]　 血 小 板 及 び 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 特 に AML細 胞 に 結 合 す る scFvク ロ ー ン 、 Y1を 選 択 し
た 。 Y1 scFvは SEQ ID NO: 25の 配 列 を も つ 。 Y1の 結 合 特 性 は 主 に そ の 重 鎖 CDR3に 由 来 す る
が 、 そ れ は SEQ ID NO: 8の 配 列 を も つ 。 完 全 Y1-IgG抗 体 も 産 生 さ せ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
[198.]　 血 小 板 及 び ヒ ト 骨 髄 性 白 血 病 細 胞 特 に AML細 胞 に 由 来 す る 細 胞 株 に 結 合 す る 第 2の
scFvク ロ ー ン 、 Y17も ま た 選 択 し た 。 Y17 scFvは SEQ ID NO: 203の 配 列 を も つ 。 Y17の 結 合
特 性 は 主 に そ の 重 鎖 CDR3に 由 来 す る が 、 そ れ は SEQ ID NO: 20の 配 列 を も つ 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　
[199.]　 本 発 明 の CDRを カ セ ッ ト に 挿 入 し て 抗 体 を 産 生 す る よ う に し て も よ い 。 カ セ ッ ト
は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 し 本 発 明 で 定 義 す る 意 味 で は 、 フ レ ー ム ワ ー ク と し て 機 能 す る 所
定 配 列 の 連 続 ア ミ ノ 酸 を い い 、 ま た 単 一 単 位 と み な さ れ 、 そ の よ う な も の と し て 操 作 さ れ
る 。 そ の 一 端 又 は 両 端 で は ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 挿 入 、 除 去 又 は 付 加 が 可 能 で あ る 。 同 様 に 、
そ の 一 端 又 は 両 端 で は 一 連 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 挿 入 、 除 去 又 は 付 加 が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
[200.]　 カ セ ッ ト の ア ミ ノ 酸 配 列 は 表 向 き 固 定 し て 、 置 換 、 挿 入 又 は 付 加 配 列 を き わ め て
可 変 的 に し て も よ い 。 カ セ ッ ト は 、 そ れ ぞ れ が 最 終 構 成 体 に 不 可 欠 の 機 能 を 担 う い く つ か
の ド メ イ ン か ら な っ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ６ 】
[201.]　 本 発 明 の 抗 体 の 超 可 変 領 域 は 本 発 明 の 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 抗 原 結 合
部 位 は 抗 体 の 結 合 相 手 と な る エ ピ ト ー プ の 構 造 と 相 補 的 で あ る た め 、 相 補 性 決 定 領 域 (CDR
)と も い う 。 抗 体 の 重 鎖 と 軽 鎖 に は 各 々 3つ の CDRが あ り 、 各 CDRは V H ド メ イ ン と V L ド メ イ ン
の β ス ト ラ ン ド を 結 合 す る ル ー プ 上 に 位 置 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
[202.]　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 の カ セ ッ ト は N末 端 か ら 順 に フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 1 (FR1)、 CD
R1、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 2 (FR2)、 CDR2及 び フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 3 (FR3)を 含 む 。
【 ０ １ ５ ８ 】
[203.]　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は 、 カ セ ッ ト 内 の 識 別 可 能 な 領 域 を 置 き 換 え る こ と が で き
る 。 た と え ば カ セ ッ ト の CDR2及 び CDR1超 過 変 領 域 は 非 保 存 的 又 は 好 ま し く は 保 存 的 ア ミ ノ
酸 置 換 に よ っ て 置 き 換 え 又 は 変 更 し て も よ い 。 も っ と 具 体 的 に は 、 SEQ ID NO: 30～ 113又
は そ の 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 連 続 ア ミ ノ 酸 配 列 の カ セ ッ ト の CDR2及 び CDR1領 域 は
そ れ ぞ れ SEQ ID NO: 115及 び 114で 置 き 換 え る こ と が で き る 。 さ ら に 具 体 的 に は 、 SEQ ID 
NO: 30～ 32、 35、 37～ 39、 41、 43、 45、 46、 48、 51、 54、 57、 59～ 68、 70、 71、 76～ 85、
87、 98～ 92、 94、 97、 99、 103、 106、 112及 び 113又 は そ の 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
連 続 ア ミ ノ 酸 配 列 の カ セ ッ ト の CDR2及 び CDR1領 域 は そ れ ぞ れ SEQ ID NO: 115及 び 114で 置
き 換 え る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ５ ９ 】
[204.]　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 重 鎖 と 軽 鎖 を 含 み
、 各 鎖 は そ れ ぞ れ CDR1、 CDR2及 び CDR2に ほ か な ら な い 第 1、 第 2及 び 第 3超 可 変 領 域 を も つ
。 そ の 結 合 選 択 性 及 び 特 異 性 は 特 に CDR3領 域 に よ り 、 お そ ら く は 軽 鎖 の CDR3に よ り 、 好 ま
し く は 重 鎖 の CDR3領 域 に よ り 、 ま た 二 次 的 に は 軽 鎖 の 、 ま た 好 ま し く は 重 鎖 の CDR2及 び CD
R2領 域 に よ り 、 決 ま る 。 こ の 結 合 選 択 性 及 び 特 異 性 は 二 次 的 に は 第 1、 第 2及 び /又 は 第 3超
可 変 領 域 に 隣 接 す る 上 流 又 は 下 流 領 域 に よ る 影 響 を 受 け る 場 合 も あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
[205.]　 好 ま し い 実 施 態 様 で は ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド の CDR3領 域 は SEQ ID NO: 8～ 24
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ 。
【 ０ １ ６ １ 】
[206.]　 よ り 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 重 鎖 の CDR3領 域 は SEQ ID NO: 8～ 24か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を も ち 、 CDR2は SEQ ID NO: 115と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を も ち 、 ま
た CDR1は SEQ ID NO: 114と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ 。
【 ０ １ ６ ２ 】
[207.]　 最 も 好 ま し い 実 施 態 様 で は CDR3領 域 は SEQ ID NO:8と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ
。
【 ０ １ ６ ３ 】
[208.]　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 SEQ ID NO:8と 同 一 の CDR3配 列 を も つ scFv及 び SEQ
 ID NO:25と 同 一 の 完 全 scFv配 列 で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
[209.]　 本 発 明 の 最 も 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 CDR3、 CDR2及 び CDR1領 域 は そ れ ぞ れ SEQ ID
 NO: 8、 115及 び 114の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ 。
【 ０ １ ６ ５ 】
[210.]　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は Fvペ プ チ ド は 、 そ れ 自 体 SEQ ID NO: 30～ 113か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ カ セ ッ ト を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 の CDR1及 び CDR2領 域 ; SE
Q ID NO:8～ 24か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ 、 好 ま し く は 重 鎖 可 変 領 域
の CDR3領 域 ; SEQ ID NO:117の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ CDR3領 域 の 隣 接 下 流 領 域 ; SEQ ID NO:1
16の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ CDR3領 域 の 隣 接 上 流 領 域 ; SEQ ID NO:123又 は 124の 0～ 20ア ミ ノ
酸 残 基 の ス ペ ー サ ー ; 及 び SEQ ID NO:7の 配 列 を も つ 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ６ 】
[211.]　 同 様 に 、 別 の 実 施 態 様 で は 、 CDR2に 隣 接 す る 上 流 領 域 は SEQ ID NO: 119の ア ミ ノ
酸 配 列 を も ち 、 CDR2に 隣 接 す る 下 流 領 域 は SEQ ID NO: 118の ア ミ ノ 酸 配 列 を も ち 、 CDR1に
隣 接 す る 上 流 領 域 は SEQ ID NO: 121の ア ミ ノ 酸 配 列 を も ち 、 ま た CDR1に 隣 接 す る 下 流 領 域
は SEQ ID NO: 120の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ 。
【 ０ １ ６ ７ 】
[212.]　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 第 2及 び 第 3
超 可 変 領 域 が そ れ ぞ れ CDR2及 び CDR1で あ り 、 CDR3の ア ミ ノ 酸 配 列 が SEQ ID NO: 8、 CDR2の
ア ミ ノ 酸 配 列 が SEQ ID NO:115、 CDR1の ア ミ ノ 酸 配 列 が SEQ ID NO:114、 CDR3に 隣 接 す る 上
流 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が SEQ ID NO:117、 CDR3に 隣 接 す る 下 流 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が SEQ I
D NO:116、 CDR2に 隣 接 す る 上 流 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が SEQ ID NO:119、 CDR2に 隣 接 す る 下
流 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が SEQ ID NO:118、 CDR1に 隣 接 す る 上 流 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が SEQ I
D NO:121、 CDR1に 隣 接 す る 下 流 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が SEQ ID NO:120で あ る ペ プ チ ド 又 は
ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
[213.]　 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 随 意 に 1つ 又 は 複 数 の タ グ を も つ Fv分 子 で あ
っ て 、 第 1、 第 2及 び 第 3超 過 変 領 域 を 有 す る 第 1鎖 と 第 1、 第 2及 び 第 3超 過 変 領 域 を 有 す る
第 2鎖 と を 含 み 、 第 1鎖 の 超 可 変 領 域 の 1つ が SEQ ID NO: 8～ 24か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 を も ち 、 第 2鎖 の 超 可 変 領 域 の 1つ が SEQ ID NO: 1～ 6及 び 125～ 202か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を も ち 、 ま た 第 1、 第 2及 び 第 3超 過 変 領 域 が そ れ ぞ れ CDR3
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、 CDR2及 び CDR1で あ り 、 さ ら に Fvが scFv又 は scFvで あ る Fv分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
[214.]　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 は 、 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 (i)第 1及 び 第 2
鎖 が 各 々 SEQ ID NO:8～ 24か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 第 1超 可 変 領 域 を も つ か 、 又 は (ii) 
第 1及 び 第 2鎖 の 第 1超 可 変 領 域 が 同 一 で あ り 、 SEQ ID NO:8～ 24か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
か 、 又 は (iii)第 1鎖 の 第 1超 可 変 領 域 が SEQ ID NO:8～ 24か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 第 2鎖
の 第 1超 可 変 領 域 が SEQ ID NO:1～ 6及 び 125～ 202か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る か 、 又 は (iv) 
第 1鎖 の 第 1超 可 変 領 域 が SEQ ID NO:1～ 6及 び 125～ 202か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 第 2鎖 の
第 1超 可 変 領 域 が SEQ ID NO:8～ 24か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を
提 供 す る 。
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 は 、 第 1鎖 の 第 2及 び 第 3超 可 変 領 域 が そ れ ぞ れ SEQ ID NO:114
及 び 115で あ る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
[215.]　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 と し て 、 こ こ で 開 示 し 詳 述 す る 25ア ミ ノ 酸 残 基 以 下 の
す べ て の ア ミ ノ 酸 配 列 (CDR領 域 、 CDR隣 接 領 域 な ど )は 、 そ の 範 囲 内 に 1つ 又 は 2つ の ア ミ ノ
酸 置 換 を 含 む も の と し 、 ま た 該 置 換 は 好 ま し く は 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る も の と す る 。
本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 と し て 、 こ こ で 開 示 し 詳 述 す る 25ア ミ ノ 酸 残 基 超 の す べ て の ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 そ の 範 囲 内 に 原 配 列 に 対 し て 90%以 上 の 配 列 類 似 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む も の と す る [Altschul et al., Nucleic Acids Res., 25, 3389-3402 (1997)]。 類
似 又 は 相 同 ア ミ ノ 酸 は 、 類 似 の 性 質 た と え ば 酸 性 、 塩 基 性 、 芳 香 族 、 サ イ ズ 、 正 又 は 負 荷
電 、 極 性 、 非 極 性 な ど の 性 質 を 示 す 非 同 一 ア ミ ノ 酸 を い う 。
【 ０ １ ７ １ 】
[216.]　 百 分 率 ア ミ ノ 酸 類 似 性 又 は 相 同 性 も し く は 配 列 類 似 性 は 2つ の 異 な る ペ プ チ ド 又
は ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 し て 決 定 す る 。 2つ の 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 、 通
常 は 専 用 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 い 、 各 位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 比 較 す る 。 次
に ア ミ ノ 酸 の 同 一 性 又 は 相 同 性 を 決 定 す る 。 次 い で ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 百 分 率 ア ミ ノ 酸
類 似 性 を 決 定 す る 。 一 般 に ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る ほ う が 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は
タ ン パ ク 質 分 子 の 間 の 微 妙 な 関 係 の 検 出 感 度 が 大 幅 に 増 す の で 好 ま し い 。 タ ン パ ク 質 の 比
較 で は 、 非 同 一 ア ミ ノ 酸 が 類 似 の 物 理 的 及 び /又 は 化 学 的 性 質 を も っ て い る と ミ ス マ ッ チ
で も な お プ ラ ス の 得 点 を 生 み 出 し か ね な い よ う な 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 の 存 在 を 計 算 に 入 れ
る こ と が で き る [Altschul et al., Nucleic Acids Res., 25, 3389-3402 (1997)]。
【 ０ １ ７ ２ 】
[217.]　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は 、 軽 鎖 、 重 鎖 各 々 の 3つ の 超 可 変 領 域 は 2鎖 間 で も 、 ま た
鎖 内 及 び /又 は 鎖 間 の 3超 可 変 領 域 間 で も 、 互 換 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　
[218.]　 ヒ ト 抗 体 の V L ド メ イ ン (軽 鎖 可 変 領 域 )を コ ー ド す る DNA断 片 を 、 Y1ク ロ ー ン か ら P
CRク ロ ー ニ ン グ し た [同 一 DNA断 片 は NissimＩ ラ イ ブ ラ リ ー (Nissim et al., 「 免 疫 化 学 試
薬 と し て の  ‘ シ ン グ ル ポ ッ ト ’  フ ァ ー ジ 提 示 型 ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来 す る 抗 体 断 片 」 “ An
tibody fragments from a ‘ single pot’  phage display library as immunochemical r
eagents,”  EMBO J. 13(3): 692-698, 1994)中 の 他 の 任 意 の ク ロ ー ン か ら 、 又 は 同 じ 方 法
に よ り ヒ ト ゲ ノ ム か ら で さ え も 、 得 る こ と が で き る ]。 こ の PCRに は 次 の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い た : オ リ ゴ 5’ -NdeI (TTT  GAG CTG　 ACT CAG GAC CCT G
CT)及 び オ リ ゴ 3’ -EcoRI (TTT CTA TTT TGC TTT TGC GGC)。 PCRに よ る 増 幅 (PCR
条 件 : 94℃ 1’ , 56℃ 2’ , 72℃ 2’ を 30回 、 次 い で 65℃ 5’ )、 得 ら れ た DNA断 片 を NdeI及 び
EcoRI制 限 酵 素 で 消 化 し 同 じ 酵 素 で 消 化 済 み の プ ラ ス ミ ド に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 該 プ ラ ス
ミ ド は 組 換 え タ ン パ ク 質 の E. coli中 で の 原 核 発 現 に 使 用 さ れ る IPTG誘 導 性 発 現 ベ ク タ ー
で あ る 。 E. coli細 胞 は ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 液 で 形 質 転 換 し 、 陽 性 ク ロ ー ン を 前 記 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 使 用 の PCR増 幅 で 選 択 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド を 収 め た 細 胞 を 増 殖
さ せ 、 IPTGで 発 現 を 誘 導 し た 。 IPTGに よ る 発 現 誘 導 後 の 培 養 液 1リ ッ ト ル か ら 遠 心 で 集 菌
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し 、 封 入 体 を 単 離 し 、 グ ア ニ ジ ン -HCl+DT に 溶 か し 、 ト リ ス -ア ル ギ ニ ン -EDTAを 含 む 緩 衝
液 で 希 釈 し て 再 生 し た 。 5～ 10℃ で 48時 間 再 生 し た 後 、 タ ン パ ク 質 を 含 む 溶 液 を 20mMグ リ
シ ン pH 9に 透 析 、 濃 縮 し た 。 タ ン パ ク 質 を 含 む 透 析 液 を 、 イ オ ン 交 換 カ ラ ム HiTrapQを 用
い て 再 精 製 し NaClの グ ラ ジ エ ン ト で 溶 出 し た 。 主 ピ ー ク を SDA-PAGEで 、 ま た ゲ ル ろ 過 で 解
析 し た 。 当 初 の 1リ ッ ト ル 培 養 液 か ら 少 な く と も 10mgの 精 製 V L が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
[219.]　 ウ サ ギ の 免 疫 処 理 を 、 ま ず CFA(フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト )の 存 在 下 に V L (400m
g)で 、 次 い で 2～ 4週 間 の 間 隔 で IFA(フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト )の 存 在 下 に V L (200mg)
で 、 そ れ ぞ れ 行 っ た 。 得 ら れ た 力 価 は 低 か っ た (1:50～ 1:100)。 お そ ら く ヒ ト 及 び ウ サ ギ
由 来 V L 間 の 高 相 同 性 の た め で あ ろ う 。
　 scFv抗 体 へ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
【 ０ １ ７ ５ 】
[220.]　 NissimＩ フ ァ ー ジ 提 示 型 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー (Nissim et al. 前 掲 )に 由 来 す る 2つ
の 個 別 scFv抗 体 ク ロ ー ン (Y1と N14)を 別 々 に 培 養 し た 。 IPTGに よ る 発 現 誘 導 後 、 菌 株 を 22
℃ で 16時 間 増 殖 さ せ た 。 細 菌 細 胞 の 周 辺 質 か ら scFv抗 体 断 片 を 回 収 し 、 Protein A-Sephar
oseカ ラ ム で 精 製 し た 。 細 菌 ク ロ ー ン 培 養 、 発 現 誘 導 プ ロ ト コ ー ル 、 scFv抗 体 断 片 の 回 収
及 び 精 製 の 手 順 は す べ て Harrison J.L., Williams S.C., Winter G., and Nissim A. Met
hods Enzymol. 267:83-109 (1996)に 従 っ て 実 行 し た 。 基 本 的 に 、 任 意 の 2以 上 の 個 別 scFv
ク ロ ー ン を NissimＩ フ ァ ー ジ 提 示 型 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 し て 、 Nissimラ イ ブ ラ リ ー
中 に 存 在 す る 任 意 の 個 別 scFv抗 体 を 認 識 す る 、 も し く は 同 じ V L 又 は そ の 断 片 を 含 む 限 り で
任 意 の IgG又 は そ の 断 片 を 認 識 す る 、 ウ サ ギ 由 来 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
[221.]　 ウ サ ギ の 免 疫 処 理 を 、 ま ず CFAの 存 在 下 に 精 製 scFv抗 体 断 片 の 1:1混 合 物 400mgで
、 次 い で 2～ 4週 間 の 間 隔 で IFAの 存 在 下 に 同 じ 混 合 物 200mgで 、 そ れ ぞ れ 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
[222.]　 細 胞 へ の scFv抗 体 結 合 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (FACS)に よ る 検 出 又 は SDS-PAGE上
で の 各 種 タ ン パ ク 質 画 分 へ の scFv抗 体 結 合 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る 検 出 で は 、 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 scFv抗 体 を 免 疫 ウ サ ギ の 血 清 か ら 直 接 、 又 は Protein A-Sepharoseカ ラ ム で
精 製 後 に 、 用 い た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　
[223.]　 循 環 血 小 板 は 巨 核 球 の 周 縁 か ら 放 出 さ れ る 細 胞 質 粒 子 で あ る 。 血 小 板 は 止 血 で 重
要 な 役 割 を 果 た す 。 血 管 が 損 傷 す る と 損 傷 組 織 表 面 に 血 小 板 が 接 着 し 、 ま た 互 い に 付 着 し
合 う (粘 着 )。 こ の 一 連 の 事 象 は 急 速 に 起 こ り 、 血 管 損 傷 部 に 無 構 造 の 塊 (一 般 に 血 小 板 栓
又 は 血 栓 と い う )を 形 成 す る 。 こ の 粘 着 現 象 は 凝 集 と も い う が 、 種 々 の 物 質 又 は ア ゴ ニ ス
ト た と え ば コ ラ ー ゲ ン 、 ア デ ノ シ ン 二 リ ン 酸 (ADP)、 エ ピ ネ フ リ ン 、 セ ロ ト ニ ン 及 び リ ス
ト セ チ ン な ど に よ っ て in vitroで 起 こ す こ と が で き る 。 凝 集 は 血 小 板 機 能 を 調 べ る 様 々 な
in vitro試 験 の 1つ で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
[224.]　 先 行 技 術 中 の い く つ か の 証 拠 に よ れ ば 、 GPIbα の Asp269と Asp287の 間 の 負 荷 電 ア
ミ ノ 酸 群 は 血 小 板 へ の ウ ォ ン ビ ル ラ ン ト 因 子 (vWF)の 結 合 に と っ て 重 要 で あ り 、 該 結 合 自
体 は 損 傷 血 管 へ の 血 小 板 の 接 着 、 動 脈 狭 窄 部 位 に お け る 高 ず り 応 力 に よ っ て 誘 発 さ れ る 血
小 板 凝 集 、 及 び 低 濃 度 の ト ロ ン ビ ン に よ っ て 誘 発 さ れ る 血 小 板 活 性 化 を 媒 介 す る 。 Ward, 
C.M. et al., Biochemistry 35(15): 4929-39 (1996). vWFと GPIbの 相 互 作 用 は 、 マ ト リ
ッ ク ス に 結 合 し た と き 又 は ず り 応 力 を 受 け た と き の vWF構 造 の 活 性 化 事 象 又 は コ ン ホ メ ー
シ ョ ン 変 化 に 依 存 す る 。 こ の 過 程 は vWFに 結 合 す る 特 異 的 モ ジ ュ レ ー タ ー た と え ば リ ス ト
セ チ ン 及 び ボ ト ロ セ チ ン に よ り in vitroで ほ ぼ 再 現 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
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[225.]　 血 小 板 表 面 膜 上 の Y1対 応 エ ピ ト ー プ の 同 定 に は 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 及 び エ ン ド プ ロ テ
ア ー ゼ 切 断 法 を 使 用 し た 。 GPIbα 分 子 上 の エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 は 図 1に 示 す 。
【 ０ １ ８ １ 】
　
[226.]　 Y1 scFvを フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら ヒ ト 血 小 板 へ の パ ニ ン グ に よ り 選 択 し
、 そ れ が 固 定 及 び 洗 浄 ヒ ト 血 小 板 に 結 合 す る こ と を 見 い 出 し た 。 Y1の 解 析 は ELISA法 と FAC
S法 で 実 施 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
[227.]　 Y1と 結 合 す る 血 小 板 上 の エ ピ ト ー プ を 解 析 す る た め に 、 血 小 板 表 面 タ ン パ ク 質 を
(還 元 、 非 還 元 の 両 条 件 下 で )SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 ビ オ チ ン 標 識 Y1を 使 用 し て 免 疫 ブ ロ
ッ ト 法 に か け た 。 こ の 実 験 の 結 果 は 、 Y1が 還 元 条 件 下 で 分 子 質 量 135kDaの タ ン パ ク 質 と 反
応 し 、 ま た 非 還 元 条 件 下 で 分 子 質 量 ～ 160kDaの タ ン パ ク 質 と 反 応 す る こ と を 示 し て い る 。
こ れ ら の 分 子 質 量 は 還 元 条 件 下 で 135kDaの 分 子 質 量 を も つ 血 小 板 GPIbα に 対 応 す る 。 非 還
元 条 件 下 で は 、 GPIbβ 鎖 と ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た GPIbα 鎖 の 分 子 質 量 は 160kDa(図 2)で あ
る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
[228.]　 GPIbα 鎖 は GPIbβ 鎖 と ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し て 血 小 板 膜 タ ン パ ク 質 GPIbを 形 成 し て
い る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の MCA466S (Serotec)と S.C.7071 (Santa Cruz)は そ れ ぞ れ GPIb
α の C末 端 側 断 片 と N末 端 に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る が 、 還 元 及 び 非 還 元 条 件 下 で Y1の
反 応 相 手 と な る 同 じ 断 片 に 結 合 す る こ と を 見 い 出 し た (S.C.は 非 還 元 条 件 下 だ け で 使 用 し
た )。 こ れ ら の 結 果 は 、 Y1が GPIbα 血 小 板 表 面 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と を さ ら に 確 認 す
る も の で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
[229.]　 半 精 製 GPIb断 片 (グ リ コ カ リ シ ン )を ウ ェ ス タ ン 法 で さ ら に 解 析 し 、 Y1が GPIb複 合
体 の α サ ブ ユ ニ ッ ト に 確 か に 結 合 す る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
[230.]　 E. coliで 発 現 さ せ た 組 換 え GPIbは Y1と は 反 応 し な い こ と が ウ ェ ス タ ン 解 析 で 証
明 さ れ た 。 従 っ て Y1の 結 合 に は E. coliで は 起 こ ら な い 翻 訳 後 修 飾 が 必 要 と な る 模 様 で あ
る 。 N-又 は O-グ リ カ ナ ー ゼ の い ず れ も KG-1へ の Y1結 合 に は 影 響 し な い 。 し か し 、 Y1の 結 合
は ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ に よ る リ ガ ン ド の 処 理 に よ り 又 は プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 不 活 性 化

す る こ と が で き る (図 3)。
【 ０ １ ８ ６ 】
　
[231.]　 Y1結 合 部 位 を さ ら に 定 位 す る た め に 、 切 断 部 位 が 判 明 し て い る 特 異 的 プ ロ テ ア ー
ゼ で GPIbを 消 化 し 、 そ の 断 片 に つ い て Y1結 合 試 験 を 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　
[232.]　 Pasteurella haemolytica (Cedarlan CLE 100)由 来 の 酵 素 O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質
エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ は ヒ ト 血 小 板 GPIbα を 選 択 的 に 切 断 し 、 し か も シ ア リ ル 化 し た O-結 合
型 グ リ カ ン を 含 む タ ン パ ク 質 だ け を 特 異 的 に 切 断 す る 。 O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ ン ド プ ロ
テ ア ー ゼ は N結 合 型 糖 タ ン パ ク 質 又 は 非 グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 を 切 断 し な い 。 こ の 酵 素
は 、 高 O-グ リ コ シ ル 化 GPIbを 切 断 す る が GPIIb-III a又 は 他 の 血 小 板 上 受 容 体 は 切 断 し な
い こ と が 報 告 さ れ て い る 。 GPIbα を O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で 切 断 し た
の は 、 GPIbα 分 子 へ の Y1結 合 を さ ら に 立 証 す る た め で あ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
[233.]　 免 疫 ブ ロ ッ ト (図 4及 び 5)及 び FACS解 析 (図 6)か ら 、 洗 浄 血 小 板 を O-シ ア ロ 糖 タ ン
パ ク 質 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ と イ ン キ ュ ベ ー ト す る と GPIbα へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MCA466
S (Serotec)だ け で な く Y1も ま た 結 合 し な く な る こ と が 証 明 さ れ た 。 該 エ ン ド プ ロ テ ア ー
ゼ は GPIIb/III aへ の (抗 CD61)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 に は 影 響 を 及 ぼ さ な い (図 4)。 こ
れ ら の 結 果 は 、 血 小 板 膜 上 の Y1受 容 体 が GPIbα で あ る こ と を 示 す 追 加 の 証 拠 と な る 。
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【 ０ １ ８ ９ 】
　
[234.]　 モ カ ラ ギ ン (Sigma L4515a)は コ ブ ラ 毒 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ で あ り 、 血 小 板 GPIbα
を 残 基 glu-282と asp-283の 間 の 単 一 部 位 で 特 異 的 に 切 断 し て 2つ の 安 定 産 物 す な わ ち 上 清
中 に 放 出 さ れ る ～ 45kDa N末 端 側 断 片 (His1-Glu282)と 膜 結 合 ～ 95kDa C末 端 側 断 片 を 生 成
す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
[235.]　 洗 浄 血 小 板 を モ カ ラ ギ ン で 処 理 し て 、 血 小 板 溶 解 物 を SDS-PAGEで 電 気 泳 動 し 、 ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 写 し た 。 モ カ ラ ギ ン 処 理 洗 浄 血 小 板 の 溶 解 物 を Y1に よ り ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 解 析 す る と GPIbα に 対 応 す る バ ン ド (135kDa)の 消 失 と N末 端 側 ～ 45kDa断 片 へ の Y1の
結 合 が 見 ら れ た 。 GPIbα の C末 端 側 断 片 に 対 し て 産 生 さ せ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (MCA466S)は
～ 95kDa C末 端 側 断 片 と 反 応 し 、 ま た GPIbα の N末 端 側 断 片 に 対 し て 産 生 さ せ た モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 (S.C.7071)は Y1が 認 識 し た の と 同 じ ～ 45kDa断 片 と 反 応 し た (図 7)。
【 ０ １ ９ １ 】
[236.]　 グ リ コ カ リ シ ン (GPIbα の 可 溶 性 細 胞 外 断 片 )の モ カ ラ ギ ン 処 理 は 洗 浄 血 小 板 で 観
察 さ れ た も の と 類 似 す る 結 果 を も た ら し た 。 こ れ は GPIbα の ～ 45kDa N末 端 側 断 片 へ の Y1
及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 S.C.7071の 結 合 を 示 す (図 8)。 以 上 の 結 果 は Y1の エ ピ ト ー プ が 配
列 His1-Glu282内 に 含 ま れ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　
[237.]　 本 発 明 の 第 2の scFvヒ ト 抗 体 断 片 Y17を Y1の 場 合 と 同 じ 要 領 で 選 択 し 、 Y1の 場 合 と
同 じ 方 法 を 用 い て 解 析 し た (実 施 例 17参 照 )。 簡 単 に 言 え ば 、 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か
ら Y17を 、 ヒ ト 血 小 板 へ の パ ニ ン グ に よ り 選 択 し た 。 Y17の 特 性 解 析 に は ELISA法 と FACS解
析 を 用 い た 。 Y17は 固 定 、 洗 浄 両 ヒ ト 血 小 板 に 結 合 す る こ と が 判 明 し た 。 Y17と 結 合 す る 血
小 板 上 の 受 容 体 を さ ら に 解 析 す る た め に 、 血 小 板 タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEで 分 離 し 、 還 元 及
び 非 還 元 条 件 下 で ビ オ チ ン 標 識 Y17を 使 用 し て 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に か け た 。 そ の 結 果 か ら 、 Y
17が 還 元 条 件 下 で 見 掛 け 分 子 質 量 135kDaの タ ン パ ク 質 と 反 応 し 、 ま た 非 還 元 条 件 下 で 見 掛
け 分 子 質 量 ～ 160kDaの タ ン パ ク 質 と 反 応 す る こ と が 証 明 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 血 小 板 GP
Ibα に 対 応 す る 。 す な わ ち 、 GPIbα は 還 元 条 件 下 で 135kDaの 分 子 質 量 を も ち 、 非 還 元 条 件
下 で GPIbβ に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し 160kDa分 子 質 量 を も つ 。 GPIbα の C末 端 側 断 片 へ の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 MCA466S (Serotec)と GPIbα の N末 端 側 断 片 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
S.C.7071 (Santa Cruz)は 還 元 及 び 非 還 元 条 件 下 で Y17と 同 じ バ ン ド に 反 応 す る (図 2)。
【 ０ １ ９ ３ 】
[238.]　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ れ ば Y1と Y17は 同 じ よ う に 血 小 板 溶 解 物 に 結 合 す る (
図 9)。
【 ０ １ ９ ４ 】
[239.]　 Y1と Y17は ま た 、 O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 又 は フ ィ シ ン に よ る
切 断 後 の グ リ コ カ リ シ ン に も 同 じ よ う に 結 合 す る (図 5及 び 10)。
【 ０ １ ９ ５ 】
[240.]　 FACS解 析 に よ れ ば 、 Y1は 血 小 板 と KG-1に 対 し て 類 似 の 結 合 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。
さ ら に 、 ど ち ら も Raji及 び T2細 胞 に は 結 合 し な い 。 対 照 的 に 、 TM1 (SEQ ID NO:209)、 Y16
 (SEQ ID NO:210)及 び Y45は 前 述 の い ず れ の ヒ ト 細 胞 株 に も 結 合 し な い 。
【 ０ １ ９ ６ 】
[241.]　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 本 発 明 の 2つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る Y1と Y17は 種 々 の 細
胞 で エ ピ ト ー プ を 共 有 す る こ と 、 及 び そ れ ら 以 外 の 試 験 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は い ず れ も こ
の エ ピ ト ー プ を 認 識 し な い こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　
[242.]　 好 中 球 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の カ テ プ シ ン G (Sigma C4428)は グ リ コ カ リ シ ン を 、
残 基 Leu-275と Tyr-276の 間 の 第 1切 断 部 位 と 残 基 Val-296と Lys-297の 間 の 第 2切 断 部 位 で 切
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断 す る 。 グ リ コ カ リ シ ン を カ テ プ シ ン Gで 処 理 す る と 、 2つ の N末 端 側 断 片 す な わ ち 42kDaの
小 さ な N末 端 側 断 片 (His1-Leu275)と 45kDaの 大 き な N末 端 側 断 片 (His1-Val-296)、 及 び 対 応
す る ～ 95kDa C末 端 側 断 片 が 生 成 す る (図 1)。
【 ０ １ ９ ８ 】
[243.]　 グ リ コ カ リ シ ン と カ テ プ シ ン Gに よ る 消 化 で 生 成 さ れ る グ リ コ カ リ シ ン 断 片 と を S
DS-PAGE電 気 泳 動 に か け 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 写 し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 解 析 し た
。 免 疫 ブ ロ ッ ト で は 、 Y1は 大 き い N末 端 側 断 片 (His1-Val-275)に 結 合 し た が 、 小 さ い N末 端
側 断 片 (His1-Leu275)に も C末 端 側 断 片 に も 結 合 し な か っ た 。 同 様 に 、 GPIbα 上 の 残 基 Tyr2
76と Glu282の 間 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る は ず の 市 販 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 SZ2 (Immunotech 
0719)も ま た 大 き い N末 端 側 断 片 と し か 反 応 し な い (図 11及 び 12)。
【 ０ １ ９ ９ 】
[244.]　 さ ら に 、 His1と Leu275の 間 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と が 知 ら れ て い る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 S.C.7071は 両 N末 端 側 断 片 に 結 合 し た 。 Y1は S.C.7071が 結 合 し た His1-Leu275断
片 に は 結 合 し な い 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Y1の エ ピ ト ー プ が 第 1及 び 第 2カ テ プ シ ン G切 断 部 位
の 間 に 、 す な わ ち 配 列 Tyr276-Val296内 に 、 又 は よ り 確 か ら し く は ア ミ ノ 酸 ～ 276-282の 間
に 、 位 置 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　
[245.]　 精 製 グ リ コ カ リ シ ン へ の Y1結 合 へ の GPIb由 来 合 成 ペ プ チ ド の 効 果 を 評 価 す る た め
に ELISA法 を 実 施 し た 。 加 え て 、 洗 浄 血 小 板 を 使 用 す る FACS解 析 も 実 施 し た 。 競 合 的 結 合 F
ACS解 析 は GPIbの Y1結 合 部 位 内 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン の 重 要 性 を 評 価 す る こ と を 目 的 に 実 施 し
た 。 す な わ ち 、 濃 度 1μ gの Y1-scFvを 濃 度 2.5及 び 200 μ Mの 種 々 の ペ プ チ ド と プ レ イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 室 温 で 30分 間 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 洗 浄 血 小 板 ～ 10 7 個 の 入 っ た
チ ュ ー ブ に 混 合 液 を 加 え 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ・ ウ サ ギ 抗 scFv-PEを 用 い て 洗 浄 血 小 板 へ の Y1
結 合 を 評 価 し た 。 対 照 結 合 (Y1単 独 )と 比 較 し た ペ プ チ ド の 阻 害 効 果 を 、 洗 浄 血 小 板 へ の Y1
の 残 余 結 合 を 測 定 す る こ と に よ り 評 価 し た 。 使 用 ペ プ チ ド と 結 果 は 表 1
に 記 す と お り で あ り 、 同 じ ペ プ チ ド を 使 用 し た ELISA法 で の 観 測 結 果 (表 )と 類 似 し て い る
。 い ず れ の 評 価 方 法 で も 対 照 Y1結 合 レ ベ ル は 次 の 要 領 で 決 定 し た 。 ポ リ ス チ レ ン 製 マ イ ク
ロ タ イ タ ー MaxiSorp プ レ ー ト を (a)精 製 グ リ コ カ リ シ ン 又 は (b)洗 浄 血 小 板 で コ ー ト
し 、 十 分 に 洗 浄 後 、 0.5μ g/ウ ェ ル の Y1を 添 加 し た 。 次 に プ レ ー ト を ウ サ ギ 抗 scFvと イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 抗 ウ サ ギ -HRP(西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ )及 び HRP基 質 を 添 加 し
た 。 抗 ウ サ ギ -HRPの 結 合 レ ベ ル を 発 色 強 度 に よ っ て 測 定 し た 。 抗 ウ サ ギ -HRPの 結 合 レ ベ ル
は 抗 Y1-scFvの 結 合 レ ベ ル 及 び Y1の 結 合 レ ベ ル と 相 関 す る 。 405nmで の 吸 光 度 A 4 0 5 を 測 定 し
た 。 各 試 料 は 2回 検 定 し 、 そ の 平 均 値 を 求 め た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
[246.]　 精 製 グ リ コ カ リ シ ン へ の Y1結 合 へ の 合 成 GPIbα ペ プ チ ド の 効 果 を 次 の 要 領 で 評 価
し た 。 種 々 の 濃 度 の ペ プ チ ド を 定 量 の Y1と 混 和 し た 。 室 温 で 30分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 後 に 混 合 液 を 、 ペ プ チ ド 不 存 在 下 で の Y1結 合 の 評 価 に 関 す る 前 述 の 要 領 で 、 精 製 グ リ コ
カ リ シ ン を コ ー ト し た ポ リ ス チ レ ン 製 マ イ ク ロ タ イ タ ー MaxiSorpプ レ ー ト に 添 加 し た 。 ペ
プ チ ド の 阻 害 効 果 は 、 ペ プ チ ド 不 存 在 下 で の Y1結 合 の 評 価 に 関 す る 前 述 の 要 領 で 、 ウ サ ギ
抗 Y1scFv及 び 抗 ウ サ ギ -HRP抗 体 を 用 い て Y1の 残 余 結 合 を 測 定 し て 評 価 し た 。 こ の 研 究 で は
配 列 268～ 285の 多 様 な サ ブ セ ッ ト に 対 応 す る 4つ の ペ プ チ ド と 対 照 ペ プ チ ド を 使 用 し た 。
各 ペ プ チ ド を 種 々 の 濃 度 す な わ ち 200μ M、 25μ M、 2.5μ M及 び 0.5μ Mで 試 験 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
[247.]　 前 記 5ペ プ チ ド は 表 1の と お り で あ る :
【 ０ ２ ０ ３ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ２ ０ ４ 】
[248.]　 こ れ ら の ア ッ セ イ か ら 得 ら れ た 結 果 は 次 の 表 2及 び 3の と お り で あ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ６ 】
[249.]　 こ れ ら の 結 果 か ら 明 ら か な よ う に 、 硫 酸 化 チ ロ シ ン を も つ ペ プ チ ド の 阻 害 効 果 は
非 硫 酸 化 ペ プ チ ド の そ れ を 大 幅 に 上 回 る 。 こ の 効 果 は 用 量 依 存 的 で あ り 、 よ り 長 い N’ (上
流 )隣 接 配 列 を も つ ペ プ チ ド は 延 長 C’ (下 流 )隣 接 配 列 を も つ ペ プ チ ド よ り も 阻 害 効 果 が 大
き い 。 こ れ ら の 結 果 は 、 GPIbα へ の Y1結 合 に は 硫 酸 化 チ ロ シ ン が 必 要 で あ り 、 ま た 硫 酸 化
領 域 の 上 流 及 び 下 流 が GPIbα へ の Y1結 合 を 強 化 す る と い う 結 論 を 明 ら か に 支 持 す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ ２ ０ ８ 】
[250.]　 こ れ ら の 結 果 は 、 GPIb上 で の Y1認 識 に は 特 定 領 域 内 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン が 重 要 で あ
る こ と を さ ら に 裏 付 け る 。 概 し て 、 モ カ ラ ギ ン 及 び カ テ プ シ ン Gに よ る N末 端 側 ペ プ チ ド の
タ ン パ ク 質 分 解 断 片 の 解 析 結 果 は 、 GPIbα ア ミ ノ 酸 配 列 Tyr276-Glu282が Y1結 合 の た め の
重 要 な エ ピ ト ー プ そ の も の で あ る か 又 は そ う し た エ ピ ト ー プ を 含 む こ と を 示 唆 す る (FIG 
)。 さ ら な る 解 析 か ら Y1認 識 部 位 に は グ リ コ カ リ シ ン の 残 基 276-282 (硫 酸 化 陰 イ オ ン 配 列
)に 加 え て 上 流 ア ミ ノ 酸 283-285も 関 与 す る ら し い と 判 明 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　
[251.]　 定 位 実 験 で は 、 Y1結 合 部 位 は 血 小 板 凝 集 に と っ て 重 要 で あ る α ト ロ ン ビ ン 及 び vW
F結 合 部 位 に 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 そ こ で 、 洗 浄 血 小 板 及 び 多 血 小 板 血 漿 (PRP)へ の
Y1 scFv、 Y17 scFv及 び IgG Y1の 結 合 を 調 べ 、 該 結 合 の 血 小 板 凝 集 へ の 効 果 を 評 価 す る こ
と に し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　
[252.]　 凝 集 は PRP中 で 凝 集 誘 発 物 質 の 存 在 下 に 測 定 し 、 凝 集 反 応 は 洗 浄 血 小 板 中 で 測 定
し た 。 洗 浄 血 小 板 の 凝 集 反 応 へ の Y1(scFv)の 効 果 を 種 々 の Y1濃 度 で 試 験 し た 。 血 小 板 は Y1
 scFV、 Y17 scFv、 Y16 scFv又 は 対 照 TM-1 scFvと プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト (37℃ 、 4分 間 )後 に
血 小 板 凝 集 反 応 及 び 凝 集 の 誘 発 物 質 で あ る リ ス ト セ チ ン に 接 触 さ せ た 。
【 ０ ２ １ １ 】
[253.]　 こ の 研 究 の 結 果 は 表 4及 び 図 15の と お り で あ る 。 血 小 板 の Y1 scFv(濃 度 25μ g/ml)
と の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は リ ス ト セ チ ン 誘 発 性 の 洗 浄 血 小 板 凝 集 反 応 を 阻 害 し た 。 Y1
濃 度 12.5μ g/mlで は 血 小 板 凝 集 反 応 の 部 分 的 阻 害 が 観 測 さ れ た に す ぎ な い 。 Y1濃 度 4μ g/m
lで は 血 小 板 凝 集 反 応 が ま っ た く 観 測 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 洗 浄 血 小 板 凝 集 反 応
へ の Y1の 阻 害 活 性 が 用 量 に 依 存 す る こ と を 示 唆 す る 。 血 小 板 の 陰 性 対 照 scFv TM1と の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン は リ ス ト セ チ ン 誘 発 性 の 血 小 板 凝 集 反 応 へ の 効 果 が ま っ た く な か っ た 。 Y1
の 場 合 と 同 じ フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 同 じ 多 段 階 パ ニ ン グ 法 で 選 択 し た 別 の scFvク
ロ ー ン で あ る Y17も Y16も 洗 浄 血 小 板 凝 集 反 応 を ほ と ん ど 阻 害 し な か っ た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
【 表 ４ 】
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【 ０ ２ １ ３ 】
　
[254.]　 多 血 小 板 血 漿 (PRP)凝 集 へ の Y1 (scFv)効 果 を 種 々 の Y1濃 度 で 試 験 し た 。 PRPを Y1 
scFV、 Y17 scFv又 は 対 照 TM-1 scFvと プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト (37℃ 、 4分 間 )後 に 血 小 板 凝 集 反
応 及 び 凝 集 の 誘 発 物 質 で あ る リ ス ト セ チ ン に 接 触 さ せ た 。 PRPに scFvを 添 加 し て か ら リ ス
ト セ チ ン を 添 加 す る と 、 用 量 依 存 的 な 可 逆 的 阻 害 効 果 が 観 測 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
[255.]　 こ の 研 究 の 結 果 は 表 5及 び 図 16の と お り で あ る 。 終 濃 度 50μ g/mlの Y1は 最 初 の 4分
間 で PRP中 で の 血 小 板 の リ ス ト セ チ ン 凝 集 を ～ 80%阻 害 し た 。 Y1濃 度 25μ g/mlで は 血 小 板 凝
集 の 阻 害 が あ ま り 見 ら れ な か っ た 。 Y17は 血 小 板 凝 集 を 阻 害 し な か っ た 。 濃 度 50μ g/mlの
陰 性 対 照 TM-1 scFvと 血 小 板 を イ ン キ ュ ベ ー ト し て も リ ス ト セ チ ン 凝 集 に は 効 果 が な か っ
た (表 5)。
【 ０ ２ １ ５ 】
[256.]　 洗 浄 血 小 板 と PRPの 比 較 か ら は 次 の こ と が 窺 え た : (1)scFv Y1は リ ス ト セ チ ン 誘
発 性 の 血 小 板 凝 集 及 び 凝 集 反 応 へ の 阻 害 効 果 を も つ ; (2)そ の 効 果 は 用 量 依 存 的 で あ る ; (
3)阻 害 効 果 は PRP中 よ り も 洗 浄 血 小 板 中 の ほ う が 高 か っ た ; (4)PRP中 で は 可 逆 的 阻 害 効 果
が 観 測 さ れ た ; (5)TM1、 Y16い ず れ の scFv抗 体 断 片 も 効 果 が な か っ た ; 及 び (6)こ の ア ッ セ
イ で は Y17は 陰 性 対 照 で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
【 表 ５ 】
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【 ０ ２ １ ７ 】
　
[257.]　 全 Y1-IgGは そ の 天 然 構 造 の た め に GPIbα 2つ の 結 合 部 位 と Fc受 容 体 に 対
応 す る 1つ の 結 合 部 位 を も つ 。 全 Y1-IgGは 、 も し も 2つ の GPIbα 分 子 に 結 合 す る と す れ ば 、
血 小 板 を 活 性 化 し 血 小 板 凝 集 反 応 を 誘 発 す る 可 能 性 が 高 い 。 さ ら に 、 血 小 板 は Fc受 容 体 を
も つ た め 、 Y1-IgGは GPIbα に 結 合 し Fc受 容 体 に も 結 合 す る こ と に よ り 血 小 板 凝 集 反 応 を 誘
発 し 、 も っ て 各 Y1-IgGが 血 小 板 3個 に 結 合 す る こ と に よ り 血 小 板 凝 集 反 応 を 引 き 起 こ す こ
と が で き る 。 そ こ で 、 洗 浄 血 小 板 凝 集 へ の Y1-IgGの 効 果 を 種 々 の Y1-IgG濃 度 で リ ス ト セ チ
ン の 存 在 及 び 不 存 在 下 に 試 験 し た 。 Y1-IgGに よ る 血 小 板 凝 集 の 誘 発 を 37℃ で 4分 間 試 験 し
、 次 に リ ス ト セ チ ン を 添 加 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
[258.]　 そ の 結 果 は 表 6及 び 図 17の と お り で あ る 。 Y1-IgG単 独 (終 濃 度 50μ g/ml)で 通 常 の
洗 浄 血 小 板 凝 集 反 応 の ～ 39%を 誘 発 し た 。 Y1-IgGに よ る 血 小 板 凝 集 反 応 の 誘 発 を 37℃ で 4分
間 試 験 し 、 次 い で リ ス ト セ チ ン を 添 加 し た 。 リ ス ト セ チ ン 添 加 後 は 血 小 板 凝 集 反 応 へ の 追
加 効 果 が ま っ た く 見 ら れ ず 、 通 常 の 血 小 板 凝 集 反 応 が 観 測 さ れ た 。 し か し 、 血 小 板 を 濃 度
1μ g/mlの Y1と イ ン キ ュ ベ ー ト し て も 血 小 板 凝 集 反 応 の 誘 発 は ま っ た く な か っ た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
[259.]　 上 述 の 要 領 で GPIbα  (CD42)へ の 市 販 の (血 小 板 凝 集 反 応 を 阻 害 す る )モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 (Pharmigen)、 又 は 対 照 ヒ ト IgG-Lambda (Sigma)を 使 用 し て も 血 小 板 凝 集 反 応 の
阻 害 は な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
【 表 ６ 】
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【 ０ ２ ２ １ 】
　
[260.]　 PRP凝 集 へ の Y1-IgGの 効 果 を 種 々 の Y1-IgG濃 度 で リ ス ト セ チ ン の 存 在 及 び 不 存 在
下 に 試 験 し た 。 Y1-IgGに よ る 血 小 板 凝 集 の 誘 発 を 37℃ で 4分 間 試 験 し 、 次 に リ ス ト セ チ ン
を 添 加 し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
[261.]　 結 果 は 表 7及 び 図 18の と お り で あ る 。 リ ス ト セ チ ン 添 加 後 は 血 小 板 凝 集 へ の 効 果
が 見 ら れ ず 、 通 常 の 血 小 板 凝 集 が 観 測 さ れ た 。 終 濃 度 50μ g/mlの Y1-IgGは リ ス ト セ チ ン 添
加 、 PRP中 で 血 小 板 凝 集 を 誘 発 し た 。 濃 度 25μ g/mlの Y1-IgGは リ ス ト セ チ ン 添 加 前 、 血
小 板 凝 集 を 部 分 的 に 誘 発 し た に す ぎ な い 。 濃 度 10μ g/ml、 4μ g/ml又 は 1μ g/mlの Y1-IgGで
は 血 小 板 凝 集 の 見 ら れ な か っ た 。 濃 度 20μ g/mlで 血 小 板 凝 集 を 阻 害 す る 市 販 の 、 GP
Ibα  (CD42)へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Pharmigen)は 、 血 小 板 凝 集 を 誘 発 し な か っ た 。 Y1-I
gGと 同 じ 濃 度 の 対 照 ヒ ト IgG-Lambda (Sigma)も ま た 血 小 板 凝 集 を 誘 発 し な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
【 表 ７ 】
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【 ０ ２ ２ ４ 】
　
[262.]　 GPIbα (CD42b)へ の 抗 体 は 血 小 板 溶 解 物 と グ リ コ カ リ シ ン を 認 識 す る が 、 KG-1細
胞 溶 解 物 (Y1結 合 陽 性 の 骨 髄 腫 細 胞 株 )又 は 細 胞 溶 解 物 (KG-1細 胞 が Y1結 合 陽 性 と な る
濃 度 で Y1結 合 陰 性 で あ る B細 胞 株 )を 認 識 し な い 。 そ れ に 対 し て 、 Y1は グ リ コ カ リ シ ン 、 血
小 板 溶 解 物 及 び KG-1細 胞 を い ず れ も 認 識 す る が 、 細 胞 抽 出 物 を 認 識 し な い 。 陰 性 対 照
の scFv-181は い ず れ の 関 連 タ ン パ ク 質 も 認 識 し な い (図 20)。
【 ０ ２ ２ ５ 】
[263.]　 Y1の 交 差 反 応 性 の こ う し た 独 自 性 は 、 Y1と SZ2 (GPIbの 硫 酸 化 領 域 へ の MAb)の 比
較 分 析 で も 明 ら か に さ れ た 。 SZ2と は 対 照 的 に 、 Y1は GPIbに 結 合 す る だ け で な く 、 以 下 述
べ る よ う に 血 漿 タ ン パ ク 質 や 骨 髄 腫 由 来 細 胞 抽 出 物 に も 結 合 す る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　
[264.]　 正 常 血 漿 、 白 血 病 患 者 血 漿 の い ず れ で も 2種 類 の タ ン パ ク 質 が Y1と 免 疫 反 応 し た
。 す な わ ち (1)還 元 条 件 下 で の 分 子 質 量 が ～ 50kDa、 非 還 元 条 件 下 で の 分 子 質 量 が >300kDa
で あ り 、 凝 固 後 は 血 清 か ら 完 全 に 消 滅 す る  H P-リ ガ ン ド 1、 及 び (1) 還 元 、 非 還 元 両 条 件
下 で の 分 子 質 量 が ～ 80kDaで あ り 、 凝 固 後 も 血 清 中 に と ど ま る  H P-リ ガ ン ド 2で あ る 。 ～ 5
0kDaリ ガ ン ド は Q-Sepharoseカ ラ ム 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (RP-HPLC) 2Dゲ ル 電 気 泳 動 に
よ る 精 製 及 び ペ プ チ ド マ ッ ピ ン グ 後 に 、 ヒ ト ・ フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ 鎖 の 正 常 変 異 体 (γ ’ )と
同 定 さ れ た 。 そ の 配 列 VRPEHPAETEYDSLYPEDDLは フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ ’ 中 に 存 在 す る だ け で あ
る が 、 豊 富 に 存 在 す る フ ィ ブ リ ノ ゲ ン γ 型 で は な く 、 ま た 硫 酸 化 チ ロ シ ン を 含 む GPIb陰 イ
オ ン 領 域 に 類 似 す る 。 こ れ は た ぶ ん Y1結 合 部 位 で あ ろ う 。 ～ 80kDaは 補 体 複 合 体 4 (CC4)及
び ル ミ カ ン と 同 定 さ れ た 。 そ れ は 前 述 の よ う に 、 硫 酸 化 チ ロ シ ン 残 基 と 付 随 す る 負 荷 電 ア
ミ ノ 酸 群 と を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　
[265.]　 FACS解 析 に よ れ ば 、 Y1は 白 血 病 細 胞 に 選 択 的 に 結 合 す る が 、 正 常 血 液 試 料 中 の 正
常 血 液 細 胞 と 白 血 病 血 液 試 料 中 の 正 常 細 胞 に は 結 合 し な い 。 患 者 試 料 の 解 析 結 果 を ま と め
る と 以 下 の 表 の よ う に な る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
【 表 ８ 】
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【 ０ ２ ２ ９ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ０ 】
　
[266.]　 KG-1細 胞 膜 か ら の Y1エ ピ ト ー プ の 精 製 を 目 的 に 約 250億 個 の KG-1細 胞 を 回 収 し た
。 KG-1膜 調 製 品 は 、 Y1の 結 合 先 と な る 少 な く と も 2つ の サ ブ ユ ニ ッ ト す な わ ち ～ 110kDaサ
ブ ユ ニ ッ ト と ～ 120kDaサ ブ ユ ニ ッ ト を 含 ん で い た 。 Y1は 、 該 ～ 110kDaサ ブ ユ ニ ッ ト の 二 量
体 で あ る と 見 ら れ る ～ 220kDaサ ブ ユ ニ ッ ト に も 結 合 す る 。 Y1エ ピ ト ー プ の 精 製 は Y1使 用 の
免 疫 沈 降 法 、 及 び RP-HPLCで 行 っ た 。 集 め た 画 分 の う ち 2μ lは scFv Y1使 用 の ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 法 に 、 ま た 40μ lは 銀 染 色 に 用 い た 。 (図 21)
【 ０ ２ ３ １ 】
[267.]　 Y1の さ ら な る 特 性 解 析 を 行 っ た 。 そ の 方 法 は プ ロ テ ア ー ゼ 、 グ リ カ ナ ー ゼ 及 び ス
ル フ ァ タ ー ゼ に よ る 酵 素 的 処 理 ; Y1、 抗 CD42抗 体 、 抗 CD162抗 体 及 び 181の 使 用 に よ る ウ ェ
ス タ ン プ ロ ッ ト 法 ; Y1及 び 抗 CD162抗 体 の 使 用 に よ る 免 疫 沈 降 法 ; Y1及 び 抗 CD162抗 体 の 使
用 に よ る FACS解 析 ; 及 び 配 列 解 析 で あ っ た 。
[268.]　 次 の 表 は KG-1細 胞 上 の Y1結 合 部 位 の 解 析 と 定 位 を 目 的 に 実 行 し た 生 化 学 実 験 の ま
と め で あ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　
【 ０ ２ ３ ３ 】
【 表 １ ０ 】
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【 ０ ２ ３ ４ 】
[269.]　 要 す る に 、 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ で 処 理 す る と Y1シ グ ナ ル は 切 断 さ れ 、 検 出 不 能 に
な る 。 お そ ら く Y1結 合 部 位 を 含 む 画 分 は N’ 末 端 側 に あ る が 、 前 記 実 験 に 使 用 し た
条 件 の 下 で は 小 さ す ぎ て 検 出 で き な い の で あ ろ う 。

さ ら に 、 硫 酸 基 を (KG-1細 胞 抽 出
物 内 の )タ ン パ ク 質 か ら 遊 離 さ せ る も の の (ヘ パ リ ン 上 の )糖 部 分 か ら は 遊 離 さ せ な い ア リ
ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ 処 理 で 得 ら れ た 結 果 は 、 Y1の 認 識 に は 硫 酸 基 が 必 要 で あ る と の 仮 説 を
裏 付 け る 。 興 味 深 い こ と に 、 O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ は GC切 断 産
物 中 の Y1シ グ ナ ル を 増 強 す る 。 こ の 処 理 に よ り 、 Y1結 合 部 位 が C’ 末 端 側 に 位 置 す る よ う
に な り 、 Y1結 合 に さ ら に 好 都 合 な よ う に 露 出 さ れ る た め と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　
[270.]　 scFv Y1抗 体 及 び 市 販 抗 PSGL-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (KPL1)の 、 KG-1細 胞 由 来 の KPL
1免 疫 沈 降 (IP)膜 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 評 価 し た 。 Raji細 胞 溶 解 物 を Y1及 び KPL1陰 性 対 照
と し て 使 用 し た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
[271.]　 KG-1細 胞 の 膜 画 分 を KPL1で 免 疫 沈 降 し た 。 そ の IP画 分 を さ ら に scFv Y1抗 体 又 は K
PL1で 免 疫 沈 降 し た 。 非 沈 降 (溶 出 液 )画 分 を scFv Y1又 は KPL1抗 体 の 使 用 に よ る ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 法 で 解 析 し た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
[272.]　 免 疫 沈 降 ス キ ー ム と 結 果 を 共 に 図 24に 示 す 。 KPL1は グ リ コ カ リ シ ン を 認 識 し な い
。 し か し 、 scFv Y1、 KPL1両 抗 体 は KG-1細 胞 上 の 膜 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
[273.]　 細 胞 株 及 び 一 次 白 血 球 に 由 来 す る 溶 解 物 を CD162抗 体 で 免 疫 沈 降 し 、 遠 心 分 離 に
よ り 上 清 と 溶 出 液 を 生 成 し た 。 scFv Y1及 び 抗 CD162抗 体 を 使 用 し て 溶 出 液 及 び 上 清 に 含 ま
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(図 22)
同 様 に 、 Mocarhaginに よ る 処 理 後 、 Y1

シ グ ナ ル は 、 切 断 さ れ 、 そ し て 検 出 不 能 に な る (図 33)。 こ れ は 、 Y1の エ ピ ト ー プ が 、 上 記
リ ガ ン ド の N'末 端 上 に あ る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。

(図 23)

Y1と PSLG-1抗 体 KPL1の 相 関 : ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト 解 析



れ る タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。 KG-1膜 調 製 品 は 、 抗 CD162 (PSGL-1)
抗 体 の 結 合 相 手 と な る 2つ の サ ブ ユ ニ ッ ト (～ 110kDaと ～ 120kDa)を 含 む 。 そ れ に 対 し て 、
正 常 白 血 球 膜 調 製 品 は も っ と 小 さ な サ ブ ユ ニ ッ ト だ け を 含 む 。 AML患 者 由 来 の 膜 調 製 品 は
も っ と 大 き な サ ブ ユ ニ ッ ト だ け を 含 む 。 scFv Y1は あ る 明 確 な 化 学 種 に 結 合 す る が 、 そ れ
は 免 疫 沈 降 法 の 上 清 に 存 在 し 抗 CD162抗 体 の 結 合 相 手 と は な ら な い (図 25)。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　
[274.]　 抗 PSGL-1 (抗 CD162)抗 体 (KPL1)の 存 在 下 で の KG-1細 胞 へ の Y1抗 体 (scFv型 と IgG型
の 両 方 )の 結 合 を 競 合 的 結 合 測 定 法 と FACS解 析 で 評 価 し た 。 こ の 目 的 に は 、 種 々 の 市 販 抗 P
SGL-1抗 体 す な わ ち KPL1 (PSGL-1の 硫 酸 化 チ ロ シ ン N末 端 側 ド メ イ ン を 識 別 す る 抗 体 )、 PL1
 (PSGL-1の 非 硫 酸 化 N末 端 側 ド メ イ ン を 識 別 す る 抗 体 )及 び PL2 (PSGL-1受 容 体 の 非 硫 酸 化
内 側 ド メ イ ン を 識 別 す る 抗 体 )を 使 用 し た 。 KG-1細 胞 へ の Y1の 結 合 を 完 全 に 阻 害 す る の は K
PL1だ け で あ り 、 PL1は 部 分 的 に 結 合 を 阻 害 す る 。 PL2抗 体 の 存 在 下 で は 結 合 阻 害 は 見 ら れ
な い (図 26)。 Raji細 胞 は KPL1抗 体 に 結 合 し な か っ た 。 同 様 に 、 種 々 の 濃 度 の 全 IgG Y1は KG
-1細 胞 へ の KPL1抗 体 の 結 合 を 用 量 依 存 的 に 阻 害 す る (図 27)。 同 様 に 、 KPL-1抗 体 は KG-1細
胞 へ の 全 IgG Y1の 結 合 を 用 量 依 存 的 に 阻 害 す る (図 28)。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　
[275.]　 病 変 細 胞 へ の scFv Y1抗 体 と 抗 CD162抗 体 の 結 合 を 解 析 す る と 、 scFv Y1と 抗 CD162
抗 体 は 結 合 特 性 が 異 な る こ と も わ か る 。 特 に ヒ ト 患 者 由 来 の 前 駆 B-ALL、 HCL、 AML、 B-ALL
、 B-CLL、 未 分 化 性 白 血 病 、 B-PLL及 び 多 発 性 骨 髄 腫 の 各 細 胞 へ の Y1及 び 抗 CD162の 結 合 を F
ACS解 析 す る と 、 2抗 体 は 異 な る 結 合 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し た (表 F)。 白 血 病 細 胞 へ の Y1の 結
合 は 12中 10試 料 で 見 ら れ る が 、 抗 CD162の 結 合 は 12中 5試 料 に 限 ら れ る 。 12中 5試 料 は Y1に
結 合 す る が 、 抗 CD162に は 結 合 し な い 。 従 っ て 、 白 血 病 細 胞 で は scFv Y1は 抗 CD162が 認 識
す る リ ガ ン ド と は 別 の リ ガ ン ド に 結 合 す る と の 結 論 に な ろ う 。
【 ０ ２ ４ １ 】
【 表 １ １ 】
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【 ０ ２ ４ ２ 】
[276.]　 概 し て 、 GPIbα 、 及 び PSGL-1 の 含 硫 酸 化 チ ロ シ ン Y1結 合 ド
メ イ ン は そ れ ぞ れ DEGDTDLYDYYPEED TEGD (ア ミ ノ 酸 269-287)、 EHPAETEYDSLYPED (ア ミ ノ
酸 411-427)及 び QATEYELDYDFLPETE (ア ミ ノ 酸 1-17)で あ る 。 お そ ら く 一 次 白 血 病 細 胞 の 表
面 で は Y1へ の ア フ ィ ニ テ ィ ー が も っ と 高 い 追 加 の 結 合 部 位 が 発 現 す る で あ ろ う 。 興 味 深 い
こ と に 、 scFv Y1と 抗 CD162の 両 方 に 対 し て 陽 性 の 血 液 試 料 は AML患 者 に 由 来 す る が 、 B細 胞
は 抗 CD162に 対 し て 陰 性 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　
[277.]　 Y1へ の ペ プ チ ド の 結 合 に お け る 硫 酸 化 チ ロ シ ン の 存 在 と 位 置 の 重 要 性 を 競 合 的 結
合 ELISA法 で 評 価 し た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
[278.]　 グ リ コ カ リ シ ン を MaxiSorpプ レ ー ト 上 に 固 定 化 し た 。 scFv Y1を 着 目 ペ プ チ ド と 1
0分 間 、 3つ の 異 な る 濃 度 (1μ M、 10μ M及 び 100μ M)で プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し 用 量 応 答 を 調
べ た (表 12)。 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 こ の 混 合 液 (Y1+ペ プ チ ド )を プ レ ー ト に 添 加 し
、 scFv Y1の V L 鎖 を 認 識 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル ・ ウ サ ギ 抗 V L を 、 次 い で 抗 ウ サ ギ HRPを 、 用 い
て scFv Y1の 結 合 を 評 価 し た 。 該 ペ プ チ ド が scFv Y1に 結 合 し た 混 合 液 で は 、 グ リ コ カ リ シ
ン へ の scFv Y1の 結 合 が 対 照 結 合 に 比 し て 増 大 し た 。 該 ペ プ チ ド が scFv Y1に 結 合 し な か っ
た 混 合 液 で は 、 グ リ コ カ リ シ ン へ の scFv Y1の 結 合 は 対 照 結 合 に 比 し て 変 化 し な か っ た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
[279.]　 実 験 は 2回 実 施 し た 。 そ の 結 果 を ELISAグ ラ フ で 示 す (図 29)。 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 由 来
ペ プ チ ド は 硫 酸 化 に も か か わ ら ず Y1の 結 合 を 阻 害 し な か っ た 。 PSGL-1由 来 の 非 硫 酸 化 ペ プ
チ ド は グ リ コ カ リ シ ン へ の Y1の 結 合 を 阻 害 し な か っ た 。 PSGL-1由 来 の 硫 酸 化 ペ プ チ ド は み
な グ リ コ カ リ シ ン へ の Y1の 結 合 を 阻 害 し た 。 阻 害 効 果 が 最 も 高 い の は ペ プ チ ド P-YYY*及 び
P-YY*Y*で あ り 、 以 下 順 に P-Y*YY*、 P-YY*Y、 P-Y*Y*Y、 P-Y*YYと 続 い た 。 グ リ コ カ リ シ ン
由 来 の 非 硫 酸 化 ペ プ チ ド は グ リ コ カ リ シ ン へ の Y1の 結 合 を 阻 害 し な か っ た が 、 同 じ 配 列 で
チ ロ シ ン が 3個 と も 硫 酸 化 し て い る グ リ コ カ リ シ ン 由 来 ペ プ チ ド (G-Y*Y*Y*)は P-YY*Yと 同
程 度 の 結 合 阻 害 効 果 が あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
[280.]　 従 っ て 明 ら か な よ う に 、 す べ て の 硫 酸 化 ペ プ チ ド が scFv Y1に 同 程 度 に 結 合 す る
わ け で は な い 。 ま た 重 要 な こ と に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 ペ プ チ ド P-Y*YY及 び P-YYY*の 例 で 明
ら か な よ う に 、 結 合 に 必 要 な の は た だ 1個 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン で あ る こ と を 示 す 。 さ ら に 硫
酸 化 チ ロ シ ン を 取 り 巻 く ア ミ ノ 酸 配 列 も Y1結 合 に 影 響 す る こ と が わ か る 。 た と え ば (配 列 E
Y*E中 に 1個 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン を 含 む ) P-Y*YYは 100μ Mの 濃 度 で よ う や く 結 合 を 効 果 的 に 阻
害 す る の に 対 し て 、 (配 列 DY*D中 に 1個 の 硫 酸 化 チ ロ シ ン を 含 む )P-YYY*は 1μ Mの 濃 度 で 結
合 を 効 果 的 に 阻 害 す る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
【 表 １ ２ 】
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【 ０ ２ ４ ８ 】
　
[281.]　 (1)　 Y1は 硫 酸 化 タ ン パ ク 質 と 糖 部 分 の 両 方 を 認 識 す る L-セ レ ク チ ン に 類 似 し 、
ま た 硫 酸 化 チ ロ シ ン だ け を 認 識 す る P-セ レ ク チ ン と は 異 な る 。 従 っ て Y1は 両 タ ン パ ク 質 の
結 合 を め ぐ り 競 合 し う る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
[282.]　 (2)　 分 化 及 び 細 胞 増 殖 時 の 硫 酸 化 の 変 異 は Y1結 合 に 影 響 を 及 ぼ す で あ ろ う 。 従
っ て Y1は P-、 L-両 セ レ ク チ ン と そ れ ぞ れ の 硫 酸 化 リ ガ ン ド へ の 結 合 を め ぐ り 競 合 す る で あ
ろ う 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　
[283.]　 免 疫 不 全 マ ウ ス と ア ッ セ イ 系 で 2つ の ヒ ト 白 血 病 モ デ ル を 発 現 さ せ た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
[284.]　 使 用 し た ヒ ト 細 胞 株 は T細 胞 白 血 病 患 者 由 来 の MOLT4細 胞 と AML患 者 由 来 の KG-1細
胞 で あ る 。 移 植 悪 性 細 胞 の 同 定 と 定 量 は 各 細 胞 株 上 の 関 連 ヒ ト 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体
を 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
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[285.]　 T-ALLの in vivoマ ウ ス モ デ ル に は 、 T細 胞 白 血 病 患 者 由 来 の MOLT4細 胞 を 注 射 し た
SCIDマ ウ ス (Jackson Laboratories)を 使 用 す る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
[286.]　 一 実 験 で は 、 SCIDマ ウ ス を  (CTX、 注 射 用 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 Mead Joh
nson) 100mg/kgで 前 処 置 し た 。 そ し て 上 記 マ ウ ス に 、 ２ × 10 7  MOLT-4 細 胞 ／ マ ウ ス を 静
脈 内 注 射 し 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド に よ る 処 理 か ら ５ 日 後 に 、 抗 癌 剤 又 は PBS(ネ ガ テ ィ ブ ・
コ ン ト ロ ー ル 動 物 )を 、 MOLT-4細 胞 注 射 か ら ５ 日 後 以 降 、 ３ 回 ／ 週 、 静 脈 内 注 射 し た 。 35
日 目 に 、 血 液 を 動 物 か ら 採 取 し 、 そ の 動 物 を 殺 し 、 そ し て 動 物 の 肝 臓 を 摘 出 し 、 そ し て 計
量 し た 。 未 処 理 、 PBS処 理 MOLT-4細 胞 担 持 動 物 に お い て は 、 肝 臓 は 、 ひ じ ょ う に 重 度 の 腫
瘍 増 殖 を 示 し 、 そ し て そ の サ イ ズ は 、 PBS対 照 非 感 染 動 物 に 比 較 し て ２ ～ ３ 倍 増 加 し て い
た 。 こ の 実 験 に お い て 、 ５ つ の 処 置 群 が あ っ た ：
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 １ ． MOLT-4細 胞 に よ る 注 射 な し 、 PBS処 理 。
　 ２ ． MOLT-4注 射 対 照 、 PBS処 理 。
　 ３ ． MOLT-4注 射 、 Y1 scFv (CONY1)、 75μ g／ マ ウ ス で 処 理 。
　 ４ ． MOLT-4注 射 、 CONY 1 scFv－ ド キ ソ ル ビ シ ン 、 75μ g／ マ ウ ス で 処 理 。
　 ５ ． MOLT-4注 射 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 0.1mg／ kgで 処 理 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ５ 】
[287.]　 マ ウ ス は 細 胞 接 種 の 32日 後 に 死 に 始 め た の で 、 そ の 時 点 で 生 存 マ ウ ス を 犠 牲 に し
た 。 抗 ヒ ト CD44-FITC及 び Y1-ビ オ チ ン /SAV-PE使 用 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 骨 髄 細 胞 を
解 析 し た 。 数 頭 の 動 物 に 由 来 す る 血 液 試 料 を 調 べ て 血 小 板 と 白 血 球 を 計 数 し た 。 肝 臓 を 計
量 し 、 腫 瘍 発 現 の 有 無 を 調 べ た 。 他 器 官 に つ い て も 腫 瘍 発 現 の 有 無 を 調 べ た 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
[288.]　 結 果 は 図 30～ 32の と お り で あ る 。 MOLT-4細 胞 を 注 射 し た す べ て の マ ウ ス の 肝 臓 に
大 き な 腫 瘍 成 長 (白 色 の 瘤 塊 )が 見 ら れ た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
[289.]　 骨 髄 中 に 検 出 さ れ た MOLT-4細 胞 の 百 分 率 は き わ め て 低 か っ た (図 31)。
【 ０ ２ ５ ８ 】
[290.]　 概 し て 、 こ れ ら の 結 果 は MOLT-4モ デ ル が 白 血 病 細 胞 の 肝 臓 転 移 の 有 用 モ デ ル と し
て 使 用 し う る こ と を 証 明 す る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
[291.]　 平 行 し て 、 肝 組 織 の 一 部 を 組 織 学 用 、 及 び FACS解 析 の た め の 細 胞 分 離 用 に 採 取 し
た 。 別 の 処 置 マ ウ ス 群 の 生 存 率 を 対 照 無 処 置 マ ウ ス 群 の そ れ と 比 較 し て 記 録 し た 。

(66) JP 2005-503756 A5 2005.6.9

T-ALL (MOLT4)モ デ ル

Cytoxen

表 13



【 ０ ２ ６ ０ 】
[292.]　 35日 目 の 肝 重 量 を 図 に 示 す 。 図 に 示 す よ う に 、 肝 重 量 は 腫 瘍 マ ウ ス の 陰 性 対 照
PBS注 射 群 で は 対 照 PBS注 射 ・ 非 MOLT-4注 射 群 に 比 し て ほ ぼ 3倍 に 増 加 し た 。 低 用 量 Doxで 処
置 し た マ ウ ス の 肝 重 量 は PBS注 射 腫 瘍 マ ウ ス と ほ ぼ 同 じ で あ っ た 。 他 方 、 CONY1 scFv及 び C
ONY1 scFv-Doxコ ン ジ ュ ゲ ー ト に よ る 処 置 は 肝 臓 の 腫 瘍 成 長 を 著 し く 阻 害 し た (肝 重 量 の 増
大 が ず っ と 小 幅 )。
【 ０ ２ ６ １ 】
[293.]　 同 じ SCID/MOLT-4プ ロ ト コ ー ル に よ る 第 の 実 験 で は 、 次 の 6群 を 使 用 し た :
　 1.　 MOLT-4細 胞 注 射
　 2.　 MOLT-4細 胞 を 注 射 し PBS し た 。
　 3.　 CONY1 scFv 75μ g/マ ウ ス で 処
　 4.　 NissimＩ ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の 非 特 異 的 scFv抗 体  75μ g/マ ウ ス で
処
　 5.　 Y1-IgG 5μ g/マ ウ ス で 処
　
【 ０ ２ ６ ２ 】
[294.]　 図 34に 示 す 結 果 か ら 、 CONY1 scFv又 は Y1 IgGに よ る 処 置 は (肝 重 量 に 基 づ く 限 り )
腫 瘍 の 成 長 を 阻 害 す る 一 方 で 、 非 特 異 的 抗 体 に よ る 処 置 は ほ と ん ど 又 は ま っ た く 効 果 が な
か っ た こ と が 窺 え る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
[295.]　 継 続 的 処 置 を 受 け た 3群 の マ ウ ス で 生 存 を 評 価 し た が 、 結 果 は 図 35の と お り で あ
る 。 図 に 示 す よ う に 、 CONY1 scFvで 処 置 し た マ ウ ス の 生 存 だ け が 延 び た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　
[296.]　 ヒ ト AMLの in vivoマ ウ ス モ デ ル に は 、 ヒ ト AML細 胞 株 由 来 の KG-1細 胞 を 注 射 し た S
CID/NODマ ウ ス (Jackson Laboratories)を 使 用 す る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
[297.]　 第 1の 実 験 で は 、 NOD/SCIDマ ウ ス を CYTOXAN(登 録 商 標 ) 100mg/kgで 前 処 置 し た 。 C
YTOXAN注 射 の 4日 後 、 KG-1細 胞 を 6群 の マ ウ ス の 尾 部 に 静 脈 注 射 し た (表 、 群 2及 び 5-9)。
1群 の マ ウ ス (表 、 群 1)に は PBSだ け を 注 射 し た (対 照 )。
　 KG-1注 射 の 日 後 か ら マ ウ ス を 次 の う ち い ず れ か で 処 置 し た : CONY1、 Dox(ド キ ソ ル ビ
シ ン )、 CONY1-Doxコ ン ジ ュ ゲ ー ト 又 は  (登 録 商 標 ) [ は カ ル キ ア マ イ シ
ン に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (抗 CD33抗 体 )を 化 学 的 に 結 合 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り 、 最 初 の
再 発 に 見 舞 わ れ た 60歳 以 上 の AML患 者 の 治 療 用 と し て 最 近 FDAの 承 認 が お り た ]。 マ ウ ス は
週 1回 又 は 3回 、 3週 間 に わ た り 処 置 し た 。 KG-1接 種 マ ウ ス の う ち 1群 (群 2)は 無 処 置 の ま ま
と し た (表 )。 他 の 2群 (群 3及 び 4)の マ ウ ス に は 、 1% BSA添 加 の 無 血 清 RPMI中 、 4℃ で 1時
間  CONY1又 は 181-scFv (陰 性 対 照 の 非 特 異 的 抗 体 )と プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し て お い た KG-1
細 胞 を 注 射 し た 。 抗 体 の 使 用 濃 度 は 0.25mg-scFv/10 8 個 -細 胞 (75μ g/マ ウ ス )で あ っ た 。 プ
レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た KG-1細 胞 は マ ウ ス に 注 射 す る 前 に 洗 浄 し 、 RPMI中 に 再 懸 濁 し た 。 RP
MIに 再 懸 濁 し た KG-1細 胞 を 75μ g-scFv/0.2ml-RPMI/マ ウ ス の 濃 度 で マ ウ ス に 注 射 し た 。 群
3マ ウ ス に は KG-1+CONY1を 、 ま た 群 4マ ウ ス に は KG-1+181-scFvを そ れ ぞ れ 接 種 し た (表 )
。 こ の 処 置 (群 3及 び 4)は 群 1-2及 び 5-9の 接 種 の 1日 後 に 、 す な わ ち CYTOXAN 注 射 の 5
日 後 に 、 実 施 し た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
【 表 １ ４ 】
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【 ０ ２ ６ ７ 】
[298.]　 マ ウ ス は 細 胞 接 種 の 60～ 65日 後 に 犠 牲 に し た 。 骨 髄 及 び 血 液 試 料 を マ ウ ス 抗 ヒ ト
CD34-FITC (IQP 144F) [又 は 抗 CD44-FITC (MCA89F, Serotec)]及 び Y1-ビ オ チ ン /SAV-PE使
用 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 解 析 し た 。 マ ウ ス IgG1-FITC (IQP 191-F)を ア イ ソ タ イ プ 対
照 と し て 使 用 し 、 ま た マ ウ ス IgG2a-FITC (MCA 929F, Serotec)を 陰 性 対 照 と し て 使 用 し た
。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に は FACSCaliburシ ス テ ム と CellQwestソ フ ト ウ ェ ア (Bectin Dick
inson)を 使 用 し た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
[299.]　 結 果 は FIGS. に 示 す と お り で あ る 。 遊 離 Dox　 5mg/kgで 処 置 し た KG-1細
胞 注 射 マ ウ ス (群 7)10頭 の う ち 9頭 は 処 置 開 始 後 3週 間 以 内 に 死 ん だ 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
[300.]　 KG-1細 胞 注 射 ・ 無 処 置 マ ウ ス (群 2)の 骨 髄 は 骨 髄 細 胞 総 数 の 平 均 30%程 度 の KG-1細
胞 を 含 ん で い た 。 群 2の マ ウ ス は す べ て 白 血 病 を 発 現 し た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
[301.]　 該 し て 、 骨 髄 中 の KG-1細 胞 が 平 均 30%(FACS解 析 で 測 定 )に な る と ほ ぼ す べ て の

マ ウ ス が 白 血 病 を 発 現 し た 。 一 般 に 移 植 KG-1細 胞 は 骨 髄 中 に 限 定 さ れ た が 、 10%未 満
の KG-1細 胞 が 血 液 中 で 検 出 さ れ た 。 1例 で は 腹 膜 壁 に 充 実 性 腫 瘍 が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
[302.]　 KG-1細 胞 注 射 ・ 遊 離 Dox 0.1mg/kg処 置 マ ウ ス (群 6)は 群 2に 比 し て 骨 髄 中 KG-1細 胞
率 が 統 計 的 に 有 意 に (p<0.05)低 か っ た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
[303.]　 KG-1細 胞 注 射 ・ CONY1-Doxコ ン ジ ュ ゲ ー ト 処 置 マ ウ ス (群 5)は 群 2に 比 し て 骨 髄 中 K
G-1細 胞 率 が 低 か っ た (16.3%対 30.4%)。 し か し 、 こ の 差 は 統 計 的 に 有 意 と は 認 め ら れ な か
っ た 。 実 験 中 に CONY1-Doxが リ ポ 多 糖 (LPS)で 汚 染 さ れ て い た こ と が 判 明 し た た め で あ る 。
従 っ て 最 適 濃 度 の CONY1-Doxの 使 用 が 不 可 能 と な っ た の で 、 実 験 終 了 前 に こ の 処 置 を 中 止
し た 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
[304.]　 CONY1又 は 181-scFvと in vitroで プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た KG-1細 胞 を 注 射 し た マ
ウ ス (そ れ ぞ れ 群 3及 び 4)は 骨 髄 中 KG-1細 胞 率 が 有 意 に 低 か っ た 。
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【 ０ ２ ７ ４ 】
[305.]　 PBSだ け を 注 射 し た マ ウ ス (陰 性 対 照 )と KG-1細 胞 を 注 射 し で 処 置
し た マ ウ ス (群 9)は ど ち ら も 骨 髄 中 に KG-1細 胞 が 検 出 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は こ の i
n vivoモ デ ル が 有 用 な AMLモ デ ル で あ る こ と を 証 明 し て い る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
[306.]　 種 々 の マ ウ ス 群 の 血 流 中 の 全 KG-1細 胞 率 は 総 じ て き わ め て 低 く 、 ま た 群 内 の 差 異
が 大 き か っ た 。 な お 、 で 処 置 し た 1頭 の マ ウ ス は 骨 髄 中 で は な く 血 中 で 比
較 的 高 い KG-1細 胞 率 を 示 し た 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
[307.]　 マ ウ ス の 骨 髄 中 及 び 血 流 中 で の (KG-1起 源 )ヒ ト 白 血 病 細 胞 の 同 定 を FACS解 析 で 行
っ た が 、 こ れ に は Y1 scFv抗 体 と 平 行 し て 市 販 の 抗 ヒ ト CD34又 は CD44抗 体 を 使 用 し た 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
[308.]　 解 析 1日 目 に は 、 KG-1細 胞 だ け を 注 射 し た マ ウ ス (群 2)は よ り 高 い 骨 髄 中 KG-1細 胞
率 を 示 し 、 CONY1-Doxで 処 置 し た マ ウ ス (群 8)に 比 し て 著 し い 差 が 見 ら れ た 。 解 析 3日 目 に
は こ の 状 況 が 逆 転 し 、 骨 髄 中 KG-1細 胞 率 は 群 8の マ ウ ス の ほ う が 群 2の マ ウ ス よ り も 高 く な
っ た 。 こ れ は 次 の よ う な 事 情 に 起 因 し た 可 能 性 が あ る : A)全 身 状 態 が よ り 悪 い マ ウ ス を 1
日 目 に 選 択 し た 、 B)処 置 終 了 後 の 期 間 中 に 群 8の マ ウ ス で KG-1細 胞 が 増 殖 し た 、 及 び C)各
群 の マ ウ ス が 少 な す ぎ て 統 計 的 に 有 意 の 結 果 を 出 せ な か っ た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　
[309.]　 CONY1 scFvを 1 2 5 I-Bolton Hunter試 薬 (対 リ シ ン )で 標 識 し た 。 1 2 5 I-Bolton Hunt
er試 薬 と 4℃ 、 ホ ウ 酸 緩 衝 液 (pH9.2)中 で 標 識 さ せ た 1 2 5 I-CONY1を PD-10ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー カ ラ ム で 精 製 し た 。 こ の 放 射 性 タ ン パ ク 質 を 次 に 無 標 識 CONY1と 混 合 し て 生 理 食 塩 水 中
に 2.5× 10 6  CPM/mlを 含 む CONY1濃 度 75μ g/mlの 溶 液 と す る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
[310.]　 雄 の Balb-Cマ ウ ス を 0.9% NaI 0.5ml/マ ウ ス の 腹 腔 内 注 射 で 前 処 置 し た 。 2時 間 後
、 マ ウ ス に 標 識 CONY1溶 液 0.2mlを 静 脈 内 注 射 し た 。 こ れ に よ り 1 2 5 I-CONY1の 投 与 量 は 結 果
的 に 15μ g (2.5× 10 5  CPM)/マ ウ ス と な っ た 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
[311.]　 注 射 後 、 様 々 な 時 点 で EDTA採 血 し て か ら マ ウ ス を 犠 牲 に し 、 組 織 を 摘 出 し た 。 試
料 及 び 器 官 は 注 射 の 5、 15及 び 30分 後 と 1、 2、 4、 8及 び 24時 間 後 に 採 取 、 摘 出 し た 。 時 点
あ た り 2～ 4頭 の マ ウ ス を 使 用 し た 。 血 漿 を 分 離 し 、 ガ ン マ 線 放 射 能 を 測 定 す る か 又 は ト リ
ク ロ ロ 酢 酸 (TCA)で 沈 殿 さ せ る か し た 。 遠 心 後 、 TCA沈 殿 の ガ ン マ 線 放 射 能 を 測 定 し た 。 肝
臓 、 肺 、 腎 臓 、 脾 臓 及 び 骨 髄 試 料 を 計 量 し 、 ガ ン マ 放 射 能 を 測 定 し た 。 血 漿 TCA沈 殿 の 放
射 能 と 時 間 の 関 係 を グ ラ フ に し 、 2コ ン パ ー ト メ ン ト 薬 物 動 態 モ デ ル を あ て は め た 。 器 官 /
組 織 の 全 放 射 能 及 び 非 放 射 能 の 値 を 計 算 し た 。 そ の 結 果 を 図 39～ 41に 示 す 。
【 ０ ２ ８ １ 】
[312.]　 血 液 と 血 漿 の 放 射 能 値 を 比 較 す る と 、 CONY1は ほ ぼ 全 量 が 血 漿 中 に 存 在 し 、 赤 血
球 に は 接 着 し な い こ と が わ か っ た 。 血 漿 の 放 射 能 値 は TCA沈 殿 の 放 射 能 値 と ほ ぼ 同 じ で あ
っ た が 、 こ れ は 両 者 が 非 分 解 タ ン パ ク 質 に 関 連 し て い る こ と を 示 唆 す る 。 図 39は 投 与 後 の
血 漿 中 CONY1レ ベ ル を 時 系 列 に 示 し て い る 。 そ の 値 を 2コ ン パ ー ト メ ン ト ・ モ デ ル へ と 統 計
的 に あ て は め る と 、 得 ら れ た 血 液 ク リ ア ラ ン ス 半 減 期 の 値 は そ れ ぞ れ 35分 、 190分 で あ っ
た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
[313.]　 投 与 後 の 所 定 時 点 の 多 様 な 組 織 に お け る 放 射 能 分 布 を 比 放 射 能 及 び 全 放 射 能 と し
て 、 そ れ ぞ れ 図 40及 び 41に 示 す 。 ほ と ん ど の 組 織 で は 、 血 液 と の 比 放 射 能 比 較 か ら 明 ら か
な よ う に 、 放 射 能 の 特 異 的 蓄 積 は 見 ら れ な か っ た 。 や や 高 い 値 が 4時 間 後 の 腎 臓 と 4及 び 8
時 間 後 の 骨 髄 で 見 ら れ た が 、 こ れ は お そ ら く 分 解 産 物 の 排 出 に 関 連 す る も の で あ ろ う 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
[314.]　 諸 結 果 は 、 マ ウ ス で は CONY1が 35分 の 半 減 期 で 排 出 さ れ る こ と を 示 唆 し て い る 。
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第 2コ ン パ ー ト メ ン ト の 排 出 速 度 は 重 要 性 が 小 さ い し 、 ま た 注 射 物 質 の 何 ら か の ポ リ マ ー
体 の 存 在 に 起 因 す る 可 能 性 が あ る 。 体 組 織 へ の CONY1の 大 き な 特 異 的 取 込 み は な く 、 例 外
と し て 骨 髄 中 で の 若 干 の 上 昇 が 見 ら れ る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　
[315.]　 抗 体 、 そ の 断 片 、 そ れ ら の 構 成 体 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 及 び そ
れ ら の 断 片 及 び 構 成 体 は 原 核 又 は 真 核 発 現 系 で 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 原 核 及 び 真 核 発
現 系 で 抗 体 や 断 片 を 産 生 さ せ る 方 法 は 技 術 上 周 知 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
[316.]　 真 核 細 胞 系 は 本 発 明 の 定 義 及 び 以 下 の 説 明 で は 、 遺 伝 子 工 学 的 方 法 に よ り 真 核 宿
主 細 胞 中 で ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 さ せ る た め の 発 現 系 を い う 。 真 核 発 現 系 は 哺
乳 動 物 系 で も よ い が 、 哺 乳 動 物 系 で 発 現 さ せ た ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 精 製 後 、 哺 乳
動 物 の 汚 染 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い の が 好 ま し い 。 他 の 有 用 な 真 核 発 現 系 の 例 は 酵 母 発 現
系 な ど で あ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
[317.]　 本 発 明 の ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 さ せ る 好 ま し い 原 核 発 現 系 は 発 現 ベ ク
タ ー 用 宿 主 と し て E. coliを 使 用 す る 。 E. coli系 で 産 生 さ れ る ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド
は 精 製 後 、 E. coliの 汚 染 タ ン パ ク 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 。 原 核 発 現 系 の 使 用 は 、 本 発 明
で 提 供 さ れ る い く つ か の 、 又 は す べ て の 配 列 の N末 端 側 に メ チ オ ニ ン 残 基 の 付 加 を 伴 う 場
合 が あ る 。 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 産 生 後 の N末 端 側 メ チ オ ニ ン 残 基 の 解 離 に よ る ペ プ
チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 完 全 な 発 現 は 技 術 上 周 知 の 要 領 で 、 た と え ば 好 適 条 件 下 で の Aero
monas aminopeptidaseの 使 用 に よ り 実 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　
[318.]　 本 発 明 は 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 性 断 片 、 そ の 構 成 体 、 又 は 断 片 の 構 成 体 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の 抗 体 の 例 は IgG、 IgA、 IgD、 IgE又 は IgMな ど で あ る 。 IgGク ラ ス は IgG 1 、 IgG 2
、 IgG 3 及 び IgG 4 な ど の サ ブ ク ラ ス に 分 か れ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
[319.]　 本 発 明 の 抗 体 断 片 の 例 は Fv、 scFv、 dsFv、 Fab、 Fab 2 及 び Fdフ ラ グ メ ン ト な ど で
あ る 。 も っ と 小 さ な 断 片 た と え ば Fvフ ラ グ メ ン ト 類 の 断 片 も ま た 、 そ れ ら が 元 の 抗 体 又 は
フ ラ グ メ ン ト の 結 合 特 性 を 保 持 し て い る 限 り 、 本 発 明 の 「 断 片 」 に 属 す る 。 そ う し た 断 片
の 例 は 、 (1) Fv重 鎖 だ け の 断 片 を 含 む ミ ニ ボ デ ィ ー 、 (2)抗 体 重 鎖 可 変 領 域 の 小 さ な 部 分
単 位 を 含 む マ イ ク ロ ボ デ ィ ー  (PCT出 願 番 号 PCT/IL99/ 00581)、 (3)軽 鎖 断 片 を 含 む 類 似 体
、 及 び (4)軽 鎖 可 変 領 域 の 機 能 的 単 位 を 含 む 類 似 体 で あ る 。 構 成 体 の 例 は ダ イ ア ボ デ ィ ー
、 ト ラ ア ボ デ ィ ー 及 び テ ト ラ ボ デ ィ ー な ど の 多 量 体 で あ る 。 用 語 「 抗 体 、 そ の 結 合 性 断 片
、 又 は 抗 体 又 は そ の 結 合 性 断 片 を 含 む 複 合 体 」 及 び 「 抗 体 又 は 断 片 」 は 、 特 に 断 ら な い 限
り 又 は 文 脈 や 技 術 的 な 知 見 に 照 ら し て 不 適 切 で な い 限 り 、 こ れ ら す べ て の 分 子 だ け で な く
、 そ の 誘 導 体 や 同 族 体 、 模 倣 体 、 変 異 体 を も 包 含 す る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
[320.]　 所 望 の 結 合 能 を も つ 抗 体 、 断 片 又 は 構 成 体 が ひ と た び 選 択 及 び /又 は 作 製 さ れ て
し ま え ば 、 当 業 者 は 本 明 細 書 を 手 引 き に し て 原 抗 体 の 特 性 を 保 持 し た 構 成 体 や 断 片 を 作 製
す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 当 初 に 選 択 又 は 作 製 さ れ た 抗 体 、 断 片 又 は 構 成 体 の 所 望 特
性 を 保 持 す る よ う な 完 全 な 抗 体 分 子 、 Fvフ ラ グ メ ン ト 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 Fab 2 フ ラ グ メ
ン ト 、 二 量 体 、 三 量 体 又 は 他 の 構 成 体 な ど を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
[321.]　 抗 体 又 は 断 片 の 特 性 を 保 持 し な が ら も ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る の が 望 ま し い の で あ れ
ば 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 と い う 周 知 の 技 術 が あ る 。 抗 体 又 は 断 片 に は 、 そ の 結 合 特 性 を 変
え ず に 治 療 薬 又 は 診 断 薬 へ の 結 合 と い っ た 改 変 を 加 え て も よ い 。 抗 体 又 は 断 片 に は 、 そ の
特 異 性 を 変 え ず に 他 の 改 変 た と え ば 抗 体 又 は 断 片 の 安 定 化 を 目 的 と し た 改 変 を 加 え て も よ
い 。 た と え ば ペ プ チ ド 修 飾 、 セ ミ ペ プ チ ド 修 飾 、 環 状 ペ プ チ ド 修 飾 、 N末 端 修 飾 、 C末 端 修
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飾 、 ペ プ チ ド 結 合 修 飾 、 骨 格 修 飾 及 び 残 基 修 飾 な ど で あ る 。 ま た 当 業 者 は 本 明 細 書 を 手 引
き に す れ ば 、 改 変 抗 体 又 は 断 片 の 結 合 特 性 が 変 質 し た か ど う か を 試 験 し て 評 価 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
[322.]　 同 様 に 、 当 業 者 は 本 明 細 書 を 手 引 き に す れ ば 、 抗 体 、 断 片 又 は 構 成 体 の 結 合 特 性
を 変 え て 、 よ り 望 ま し い 特 性 を 備 え た 分 子 を 得 る こ と も で き る 。 た と え ば 望 ま し い 特 性 を
も つ あ る 抗 体 が ひ と た び 同 定 さ れ た ら 、 ラ ン ダ ム 又 は 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 に よ り 該 抗 体
の 変 異 体 を 生 成 し 、 そ こ か ら さ ら に 望 ま し い 性 質 を も つ 変 異 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
[323.]　 本 発 明 の 抗 体 及 び 断 片 は ま た 、 そ の 調 製 や 識 別 及 び 診 断 に 役 立 つ タ グ を 挿 入 又 は
付 加 し た 分 子 で も よ い 。 該 タ グ は 後 で 分 子 か ら 除 去 す る こ と が で き る 。 有 用 な タ グ の 例 は
AU1、 AU5、 BTag、 c-myc、 FLAG、 Glu-Glu、 HA、 His6、 HSV、 HTTPHH、 IRS、 KT3、 Protein C
、 S-Tag(登 録 商 標 )、 T7、 V5及 び VSV-Gな ど で あ る [Jarvik and Telmer, Ann. Rev. Gen., 
32, 601-618 (1998)]。 タ グ は c-myc で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　
[324.]　 本 発 明 は scFv分 子 を 含 む Y1又 は Y17ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 scFv
は こ こ で は 、 ヒ ト 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 と ヒ ト 抗 体 の 軽 鎖 可 変 領 域 と か ら な る 分 子 で あ っ て
、 重 鎖 可 変 領 域 が 軽 鎖 可 変 領 域 と 連 結 、 結 合 、 融 合 又 は 共 有 結 合 も し く は 会 合 し て い る 分
子 を い う が 、 両 ヒ ト 抗 体 は 同 じ で も 異 な っ て い て も よ い 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
[325.]　 Y1及 び Y17 scFv構 成 体 は 、 Y1及 び Y17抗 体 の 1つ 又 は 複 数 の 超 可 変 領 域 を も つ scFv
分 子 の 多 量 体 (二 量 体 、 三 量 体 、 四 量 体 な ど )で も よ い 。 scFv由 来 の 構 成 体 及 び 断 片 は す べ
て 増 進 結 合 特 性 を 維 持 す る こ と に よ り 、 他 細 胞 に 優 先 し て タ ー ゲ ッ ト 細 胞 に 選 択 的 及 び /
又 は 特 異 的 に 結 合 す る 。 こ の 結 合 選 択 性 及 び /又 は 特 異 性 は 主 に 超 可 変 領 域 に よ っ て 決 ま
る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
[326.]　 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 可 変 領 域 内 の 超 可 変 ル ー プ は 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)と い う 。 軽 鎖
と 重 鎖 に は 各 々 CDR1、 CDR2及 び CDR3領 域 が あ る 。 こ れ ら の 領 域 の う ち 最 も 可 変 的 な の は 重
鎖 の CDR3領 域 で あ る 。 こ の CDR3領 域 は Ig分 子 中 の 最 も 露 出 さ れ た 領 域 で あ る と 考 え ら て お
り 、 ま た 本 明 細 書 で 規 定 す る よ う に 、 、 観 測 さ れ た 選 択 的 及 び /又 は 特 異 的 結 合 特 性 に 主
に 寄 与 す る 部 位 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
[327.]　 本 発 明 の Y1及 び Y17ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 多 価 型 Fvへ と 折 り た た ま れ る よ
う に 構 築 す る こ と が で き る 。 Y1及 び Y17多 量 体 型 を 構 築 し た 目 的 は 、 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー
及 び 特 異 性 の 改 善 と 血 中 半 減 期 の 延 長 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
[328.]　 多 価 型 scFvは す で に ほ か で も 作 製 さ れ て い る 。 ま ず 2つ の scFvを リ ン カ ー で 連 結
す る と い う ア プ ロ ー チ が あ る 。 別 の ア プ ロ ー チ で は 2つ の scFvを ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で 連 結
す る 。 二 量 体 又 は 三 量 体 型 の Fvを 作 製 す る 最 も 単 純 な ア プ ロ ー チ は Holliger et al., PNA
S, 90, 6444-6448 (1993)及 び A. Kortt et al., Protein Eng., 10, 423-433 (1997)が 報
告 し て い る 。 そ う し た 方 法 の 1つ は 、 scFvの C末 端 に FOS及 び JUNタ ン パ ク 質 領 域 を 付 加 し て
両 者 の 間 に ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 形 成 す る こ と に よ り scFv二 量 体 を 作 製 す る と い う も の で あ
る 。 Kostelny SA et al., J. Immunol. 1992 Mar 1, 148(5):1547-53; De Kruif et al.,
 J. Biol. Chem. 1996 Mar 29, 271 (13):7630-4. 別 の 方 法 は 、 scFvの C末 端 に ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン ・ コ ー ド 配 列 を 付 加 し て 四 量 体 を 作 製 す る と い う も の で あ る 。 ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン は 4つ の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る た め 、 scFv-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン が 折 り た た ま れ る と き
4つ の サ ブ ユ ニ ッ ト は そ れ に 順 応 し て 変 化 し 四 量 体 を 形 成 す る 。 Kipriyanov SM et al., H
um Antibodies Hybridomas, 1995, 6(3):93-101. さ ら に 別 の 方 法 で は 、 二 量 体 、 三 量 体
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及 び 四 量 体 の 作 製 を 目 的 に 着 目 の タ ン パ ク 質 に 遊 離 シ ス テ イ ン を 導 入 す る 。 着 目 の タ ン パ
ク 質 を 遊 離 シ ス テ イ ン へ と 結 合 さ せ る に は 可 変 数 (2～ 4)の マ レ イ ミ ド 基 を も つ ペ プ チ ド 系
架 橋 試 薬 が 使 用 さ れ た 。 Cochran JR et al., Immunity, 2000 Mar, 12(3):241-50.
【 ０ ２ ９ ８ 】
[329.]　 本 発 明 の シ ス テ ム で は 、 抗 体 Fv領 域 の 一 価 型 へ の 折 り た た み が 可 能 な scFvを 提 示
す る よ う に フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー (前 述 )を 設 計 し た 。 さ ら に 、 ま た や は り 前 述 の よ う に 、
該 構 成 体 は 細 菌 で の 発 現 に 好 適 で あ る 。 こ の 遺 伝 子 組 換 え に よ る scFvは 、 連 続 15ア ミ ノ 酸
の フ レ キ シ ブ ル ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー に よ っ て 連 結 さ れ た 重 鎖 と 軽 鎖 の 可 変 領 域 を 含 む 。 好
ま し い ス ペ ー サ ー は (Gly 4 Ser) 3 で あ る 。 こ の ス ペ ー サ ー の 長 さ は ア ミ ノ 酸 構 成 と も 相 俟 っ
て 非 か さ 高 ス ペ ー サ ー を も た ら す こ と に な る が 、 そ れ は V H 及 び V L 領 域 が タ ー ゲ ッ ト へ の 効
果 的 な 結 合 を 実 現 す る 機 能 的 Fvド メ イ ン へ と 折 り た た ま る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
[330.]　 本 発 明 は 任 意 の 公 知 技 術 の 方 法 に よ っ て 形 成 さ れ る Y1及 び Y17多 量 体 に 関 連 す る
。 好 ま し い 多 量 体 (特 に 二 量 体 )形 成 方 法 で は シ ス テ イ ン 残 基 を 使 用 し て 2単 量 体 間 に ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る 。 こ の 実 施 態 様 で は 、 二 量 体 を 形 成 し や す く す る た め に scFvの
カ ル ボ キ シ ル 基 末 端 に シ ス テ イ ン を 付 加 し て 二 量 体 を 形 成 す る (Y1-cys scFv又 は Y1二 量 体
と い う )。 DNAコ ン ス ト ラ ク ト の 作 製 (Example 2D及 び 6Dを 参 照 )と ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン へ
の 使 用 に よ り 、 Y1二 量 体 を 生 産 ベ ク タ ー 中 で 発 現 さ せ 、 in vitroで タ ン パ ク 質 を 再 生 す る
よ う に し た 。 こ の タ ン パ ク 質 を SDS-PAGE、 HPLC及 び FACSで 解 析 し た 。 し か し 、 二 量 体 が 形
成 さ れ た こ と を 示 す 結 果 は い ず れ で も 得 ら れ な か っ た 。 そ こ で 、 同 じ 手 順 を 繰 返 し た が 、
今 度 は 2リ ッ ト ル の 回 分 発 酵 に よ る 抗 体 産 生 を 試 み た 。 Y1-cysを E. coli中 で 発 現 さ せ た 後
、 ア ル ギ ニ ン 中 で 再 生 し た 。 再 生 し た タ ン パ ク 質 を Q-Sepharoseと ゲ ル ろ 過 (Sephadex 75)
で 透 析 、 精 製 し た 。 SDS-PAGE (非 還 元 )と ゲ ル ろ 過 に よ り 2つ の ピ ー ク が 検 出 さ れ た 。 2つ
の ピ ー ク を 別 々 に 回 収 し 、 FACSで 解 析 し た 。 単 量 体 と 二 量 体 の Jurkat細 胞 へ の 結 合 を FACS
で 調 べ た 。 二 量 体 に よ る 結 合 は 同 レ ベ ル の 染 色 に 1/100の 量 の 単 量 体 型 抗 体 を 必 要 と し た
だ け で あ り 、 こ れ は 二 量 体 の ほ う が 高 ア ビ デ ィ テ ィ ー で あ る こ と を 示 唆 し た 。 二 量 体 の 再
生 条 件 を 決 定 し 、 ま た 後 続 の 透 析 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び ゲ ル ろ 過 ス テ ッ プ を 経 て 二 量
体 含 有 量 (mg単 位 の 量 )が 90%超 の 物 質 を 得 た 。 こ の 精 製 二 量 体 を ゲ ル ろ 過 と 酸 化 条 件 下 で
の SDS-PAGEに よ り 解 析 し た 。 二 量 体 の 結 合 能 を 放 射 受 容 体 測 定 、 ELISA及 び FACS解 析 で 確
認 し た 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
[331.]　 scFv単 量 体 (別 名 CONY1)と Y1二 量 体 の 結 合 を 比 較 す る た め に 、 KG-1細 胞 上 で in vi
tro結 合 競 合 実 験 を 行 っ た 。 ま た 、 こ の 実 験 で は 全 Y1 IgGと scFv Y1の 結 合 も 比 較 し た 。 こ
の 研 究 で は Y1 IgGを ビ オ チ ン で 標 識 し た 。 こ の 研 究 に よ り Y1 IgGは Y1 IgG-ビ オ チ ン と 競
合 す る こ と が 判 明 し た 。 非 関 連 ヒ ト IgGは 標 識 Y1 IgGと 競 合 し な か っ た 。 Y1 scFv (5μ g及
び 10μ g)は Y1 IgG-ビ オ チ ン (50ng)と 部 分 的 に 競 合 し た 。 こ の 研 究 で は 、 無 血 清 で は 1ngの
Y1 IgG-FITCが KG-1細 胞 に 1μ gの Y1 scFv-FITCと 同 程 度 に 結 合 す る が 、 血 清 の 存 在 下 で は
こ の 結 合 が ほ ぼ 阻 止 さ れ る こ と も 判 明 し た 。 ま た 、 放 射 受 容 体 測 定 、 ELISA及 び FACS解 析
か ら Y1二 量 体 の 結 合 は Y1 scFv単 量 体 の 結 合 よ り 20倍 以 上 も 強 い と 判 明 し た 。
【 ０ ３ ０ １ 】
[332.]　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 カ ル ボ キ シ ル 基 末 端 に シ ス テ イ ン と は 別 に リ シ ン -ア
ラ ニ ン -リ シ ン を 付 加 し た (こ れ は Y1-cys-kak scFvと 呼 ぶ )。 こ の scFv構 成 体 の ア ミ ノ 酸 配
列 は 次 の と お り で あ る (SEQ ID NO:212)。
【 ０ ３ ０ ２ 】
1 MEVQLVESGG GVVRPGGSLR LSCAASGFTF DDYGMSWVRQ
APGKGLEWVS GINWNGGSTG 60
61 YADSVKGRFT ISRDNAKNSL YLQMNSLRAE DTAVYYCARM
RAPVIWGQGT LVTVSRGGGG 120
121 SGGGGSGGGG SSELTQDPAV SVALGQTVRI TCQGDSLRSY
YASWYQQKPG QAPVLVTYGK 180
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181 NNRPSGIPDR FSGSSSGNTA SLTITGAQAE DEADYYCNSR
DSSGNHVVFG GGTKLTVLGG 240
241 GGCKAK
【 ０ ３ ０ ３ 】
[333.]　 は 細 菌 中 λ -pLベ ク タ ー で 産 生 さ せ た 。 λ -pLベ ク タ ー で の 発 現 は 温 度
を 42℃ に 高 め て 誘 発 し た 。 発 現 誘 発 培 養 液 か ら 封 入 体 を 回 収 し 、 水 溶 液 に よ り 半 精 製 し て
不 要 の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 除 去 し た 。 封 入 体 を グ ア ニ ジ ン で 可 溶 化 し 、 で 還 元 し 、 ア
ル ギ ニ ン / -グ ル タ チ オ ン 系 の 溶 液 で in vitro再 生 し た 。 再 生 し た タ ン パ ク 質 は TFF(ク
ロ ス フ ロ ー ろ 過 )法 で 尿 素 /燐 酸 緩 衝 液 を 含 む 緩 衝 液 に 透 析 、 濃 縮 し た 。 こ の タ ン パ ク 質 を
SPカ ラ ム で イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 再 精 製 、 濃 縮 し た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
[334.]　 血 小 板 由 来 の 抗 原 GPIb(グ リ コ カ リ シ ン )へ の 二 量 体 (Y1 scFv、 別 名 Y1-kak)と 二
量 体 Y1-cys-kak (シ ス テ イ ン 二 量 体 )の 結 合 の 違 い を ELISA法 で 確 認 し た 。 GPIbへ の 結 合 の
検 出 に は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 単 鎖 抗 体 及 び /又 は 新 規 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 V L (ウ サ ギ 由 来 )及 び
抗 ウ サ ギ HRPを 使 用 し た 。 二 量 体 は 単 量 体 よ り も 結 合 活 性 が 約 100倍 高 か っ た 。 た と え ば 0.
8 ODの 実 現 に 使 用 さ れ た 単 量 体 は 12.8μ g/mlで あ る の に 対 し 、 二 量 体 は 0.1μ g/mlに す ぎ
な い 。 図 19を 参 照 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
[335.]　 さ ら に KG-1細 胞 へ の 結 合 に 関 す る FACS解 析 か ら 、 2段 階 又 は 3段 階 の 結 合 検 定 で は
二 量 体 の ほ う が 単 量 体 よ り 高 感 度 で あ る と 判 明 し た 。 FITCで 直 接 標 識 し た 二 量 体 は 単 量 体
よ り も や や 有 利 で あ っ た (使 用 量 が 10分 の 1)。 二 量 体 を 競 合 物 質 と し て 使 用 し た KG-1細 胞
へ の 放 射 受 容 体 測 定 で は 、 二 量 体 の ほ う が 単 量 体 よ り も 30倍 も 効 率 的 で あ る と 判 明 し た 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
[336.]　 ス ペ ー サ ー の 長 さ を 加 減 す る の も 二 量 体 、 三 量 体 及 び 四 量 体 (当 業 界 で は そ れ ぞ
れ ダ イ ア ボ デ ィ ー 、 ト ラ イ ア ボ デ ィ ー 、 テ ト ラ ボ デ ィ ー と も い う )を 形 成 す る 好 ま し い 方
法 で あ る 。 二 量 体 は 、 同 じ scFvの 2本 の 可 変 鎖 を 連 結 す る ス ペ ー サ ー を 一 般 に 5～ 12ア ミ ノ
酸 残 基 に 短 縮 す る よ う な 条 件 下 で 形 成 す る 。 こ の 短 縮 ス ペ ー サ ー は 同 じ 分 子 に 由 来 す る 2
本 の 可 変 鎖 が 1つ の 機 能 的 Fvド メ イ ン へ と 折 り た た ま れ る の を 防 ぐ 。 代 わ り に 両 ド メ イ ン
は そ れ ぞ れ も う 1つ の 分 子 の 相 補 ド メ イ ン と ペ ア を 組 ん で 2つ の 結 合 ド メ イ ン を 形 成 す る 。
好 ま し い 方 法 で は 、 わ ず か 5ア ミ ノ 酸 残 基 の ス ペ ー サ ー (Gly 4 Ser)を ダ イ ア ボ デ ィ ー の 構 築
に 使 用 し た 。 こ の 二 量 体 は 2個 の 同 種 scFvか ら 、 又 は 2個 の 異 種 scFvか ら 、 形 成 す る こ と が
で き 、 ま た 親 scFvの 増 進 型 の 選 択 的 及 び /又 は 特 異 的 結 合 活 性 を 維 持 し た り 、 さ ら に 高 い
結 合 力 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー を 示 し た り す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
[337.]　 同 様 に ト ラ イ ア ボ デ ィ ー は 、 同 じ scFvの 2本 の 可 変 鎖 を 連 結 す る ス ペ ー サ ー を 一
般 に 5未 満 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 短 縮 す る よ う な 条 件 下 で 形 成 さ れ る 。 こ れ に よ り 同 じ 分 子 に
由 来 す る 2本 の 可 変 鎖 が 1つ の 機 能 的 Fvド メ イ ン へ と 折 り た た ま れ る の を 防 ぐ 。 代 わ り に 3
個 の scFv分 子 が 会 合 し て 三 量 体 を 形 成 す る 。 好 ま し い 方 法 で は 、 こ の フ レ キ シ ブ ル ス ペ ー
サ ー を 完 全 に な く す こ と に よ り ト ラ ア ボ デ ィ ー が 得 ら れ た 。 ト ラ イ ア ボ デ ィ ー は 3個 の 同
種 scFvか ら 、 又 は 2～ 3種 の scFvか ら 形 成 す る こ と が で き 、 ま た 親 scFvの 増 進 型 の 選 択 的 及
び /又 は 特 異 的 結 合 活 性 を 維 持 し た り 、 さ ら に 高 い 結 合 力 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー を 示 し た り
す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
[338.]　 テ ト ラ ボ デ ィ ー も ま た 、 同 じ scFvの 2本 の 可 変 鎖 を 連 結 す る ス ペ ー サ ー を 一 般 に 5
未 満 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 短 縮 す る よ う な 条 件 下 で 形 成 さ れ る 。 こ れ に よ り 同 じ 分 子 に 由 来 す
る 2本 の 可 変 鎖 が 1つ の 機 能 的 Fvド メ イ ン へ と 折 り た た ま れ る の を 防 ぐ 。 代 わ り に 4個 の scF
v分 子 が 会 合 し て 四 量 体 を 形 成 す る 。 テ ト ラ ボ デ ィ ー は 4個 の 同 種 scFvか ら 、 又 は 1～ 4個 の
異 種 scFvか ら 形 成 す る こ と が で き 、 ま た 親 scFvの 増 進 型 の 選 択 的 及 び /又 は 特 異 的 結 合 活
性 を 維 持 し た り 、 さ ら に 高 い 結 合 力 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー を 示 し た り す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
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[339.]　 ス ペ ー サ ー の 長 さ を 一 般 に 5未 満 の ア ミ ノ 酸 残 基 と す る 条 件 下 で ト ラ ア ボ デ ィ ー
又 は テ ト ラ ボ デ ィ ー が 形 成 さ れ る か ど う か は 混 合 液 中 の 特 定 scFvの ア ミ ノ 酸 配 列 と 反 応 条
件 と に 依 存 す る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
[340.]　 好 ま し い 方 法 で は 、 ビ オ チ ン /ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 会 合 を 利 用 し て 四 量 体 を 形 成
す る 。 酵 素 的 に ビ オ チ ン 標 識 す る こ と が で き る 新 規 の 発 酵 構 成 体 (こ こ で は Y1-Biotag又 は
Y1-Bと 呼 ぶ )を 創 製 し た 。 BirA酵 素 の 基 質 に 当 る 配 列 を Y1の C末 端 に 付 加 し た 。 BirA酵 素 は
該 配 列 内 の リ シ ン 残 基 に ビ オ チ ン を 付 加 す る 。 こ の Y1-Biotagを E. coli中 で 発 現 さ せ た 。
封 入 体 の タ ン パ ク 質 を 単 離 し 、 再 生 し た 。 折 り た た ま れ た 状 態 の こ の タ ン パ ク 質 は 純 度 が
95%超 で あ り 、 1リ ッ ト ル の 培 養 液 (小 規 模 、 非 至 適 条 件 )か ら 100 mg余 り が 得 ら れ た 。 そ の
分 子 質 量 は scFvと ほ ぼ 同 じ で あ る こ と が HPLC、 SDS-PAGE及 び MSか ら 判 明 し た 。 Y1-Biotag
は 最 も 安 定 し た FACS解 析 用 試 薬 で あ る と 判 明 し た 。 し か し 、 KG-1細 胞 へ の Y1-Biotagの 結
合 を 血 清 の 存 在 下 で 調 べ る と き の 所 要 量 は 血 清 不 存 在 下 で の 同 等 の 結 合 に 比 し て 多 く な る
(約 10倍 )。 そ れ に も か か わ ら ず 、 こ の 構 成 体 は 特 異 的 ビ オ チ ニ ル 化 の 利 点 、 す な わ ち 分 子
の 結 合 部 位 が 原 型 の ま ま 残 さ れ る と い う 利 点 を も た ら す 。 ま た 、 各 分 子 は ビ オ チ ン 1個 だ
け で 標 識 さ れ 、 各 分 子 が C末 端 で 1個 の ビ オ チ ン を 受 け 取 る に す ぎ な い 。
【 ０ ３ １ １ 】
[341.]　 所 望 位 置 に 分 子 あ た り 1個 の ビ オ チ ン と い う 限 定 標 識 法 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と
の 併 用 に よ る 四 量 体 の 生 産 を 可 能 に し た 。 こ の 四 量 体 は Y1-Bを ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -PEと
イ ン キ ュ ベ ー ト し て 形 成 し た 。
【 ０ ３ １ ２ 】
[342.]　 FACS解 析 に よ れ ば 、 Y1-Bと ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -PEに よ っ て 作 製 さ れ る 四 量 体 は Y
1 scFv単 量 体 と 比 べ て 100～ 1000倍 も 高 感 度 で あ っ た 。 Y1-B/ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -PE四 量
体 は Y1-反 応 性 細 胞 株 の 1つ (KG-1)に 特 異 的 に 結 合 す る 模 様 で あ る 。 こ の 反 応 の バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド 結 合 と の 差 異 は き わ め て 大 き い た め 、 少 量 の 受 容 体 を 高 感 度 で 検 出 す る こ と が で き
た 。 Y1BSAV四 量 体 を 使 用 し た 正 常 全 血 の FACS評 価 に よ れ ば 、 高 反 応 性 の 化 学 種 は 存 在 し な
か っ た 。 単 球 と 顆 粒 球 は わ ず か に 陽 性 で あ っ た が 、 結 果 が 陽 性 と 出 た 細 胞 株 た と え ば KG-1
細 胞 で は 該 四 量 体 の 反 応 性 は そ の 100倍 以 上 で あ っ た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
[343.]　 次 に 、 四 量 体 を 細 胞 試 料 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Y1四 量 体 は 低 用 量 (5ng)で 細 胞
株 (KG-1)に よ く 結 合 し 、 そ の 応 答 は 以 前 に 他 の 抗 体 型 で 観 測 さ れ た 応 答 よ り 10～ 20倍 も 高
か っ た 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　
[344.]　 本 発 明 の 抗 体 及 び そ の 断 片 は 多 様 な 薬 剤 た と え ば 薬 物 、 毒 素 及 び 放 射 性 同 位 体 へ
と 、 随 意 に 製 薬 用 担 体 と 共 に 、 会 合 、 結 合 、 融 合 又 は 連 結 さ せ て 疾 病 予 防 及 び /又 は 抗 が
ん 活 性 を 有 す る 薬 剤 -ペ プ チ ド 組 成 物 、 融 合 体 又 は コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る こ と が で き
る 。 そ う し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び 融 合 体 は ま た 診 断 目 的 に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ３ １ ５ 】
[345.]　 本 発 明 に 有 用 な 担 体 の 例 は デ キ ス ト ラ ン 、 HPMA(親 油 性 ポ リ マ ー )又 は 他 の 任 意 の
ポ リ マ ー な ど で あ る 。 あ る い は 修 飾 リ ポ ソ ー ム た と え ば scFv Y1分 子 で 修 飾 し た リ ポ ソ ー
ム (例 : 多 量 の ド キ ソ ル ビ シ ン を 含 有 す る 市 販 リ ポ ソ ー ム Doxil)な ど を 使 用 す る こ と も で
き る 。 そ の 種 の リ ポ ソ ー ム は 1つ 又 は 複 数 の 薬 剤 を 含 有 す る よ う に 調 製 し 、 高 薬 剤 /抗 体 比
と な る よ う に 本 発 明 の 抗 体 と 混 和 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
[346.]　 あ る い は 、 抗 体 又 は そ の 断 片 と 薬 剤 と の 結 合 は 直 接 結 合 で も よ い 。 2以 上 の 隣 接
分 子 の 直 接 結 合 は 分 子 中 の 要 素 又 は 要 素 群 の 間 の 化 学 結 合 を 介 し て 実 現 し て も よ い 。 化 学
結 合 は た と え ば イ オ ン 結 合 、 共 有 結 合 、 疎 水 結 合 、 親 水 結 合 、 静 電 結 合 又 は 水 素 結 合 で も
よ い 。 そ れ ら の 結 合 は た と え ば ア ミ ン 結 合 、 カ ル ボ キ シ ル 結 合 、 ア ミ ド 結 合 、 ヒ ド ロ キ シ
ル 結 合 、 ペ プ チ ド 結 合 及 び /又 は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で も よ い 。 直 接 結 合 は プ ロ テ ア ー ゼ 抵
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抗 性 結 合 で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ３ １ ７ 】
[347.]　 ペ プ チ ド と 薬 剤 と の 、 又 は ペ プ チ ド と 担 体 と の 、 又 は 担 体 と 薬 剤 と の 結 合 は リ ン
カ ー 化 合 物 を 介 し た 結 合 で も よ い 。 リ ン カ ー 化 合 物 は 、 本 明 細 書 及 び 特 許 請 求 の 範 囲 で は
、 2以 上 の 部 分 を 結 合 す る 化 合 物 を い う 。 リ ン カ ー は 直 鎖 型 で も 分 枝 型 で よ い 。 分 岐 型 リ
ン カ ー 化 合 物 は 二 分 枝 、 三 分 枝 、 又 は 四 分 枝 以 上 の 化 合 物 か ら な っ て も よ い 。 本 発 明 に 有
用 な リ ン カ ー 化 合 物 は 、 た と え ば ジ カ ル ボ ン 酸 、 マ レ イ ミ ド ヒ ド ラ ジ ド 、 PDPH、 カ ル ボ ン
酸 ヒ ド ラ ジ ド 及 び 小 ペ プ チ ド を 含 む 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
[348.]　 本 発 明 の 有 用 リ ン カ ー の も っ と 具 体 的 な 例 は 次 の と お り で あ る :
　 a.　 ジ カ ル ボ ン 酸 た と え ば コ ハ ク 酸 、 グ ル タ ル 酸 及 び ア ジ ピ ン 酸 な ど ;
　 b.　 マ レ イ ミ ド ヒ ド ラ ジ ド た と え ば N-[ -マ レ イ ミ ド カ プ ロ ン 酸 ]ヒ ド ラ ジ ド 、 4-[N-マ
レ イ ミ ド メ チ ル ]シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ キ シ ル ヒ ド ラ ジ ド 、 及 び N-[　 -マ レ イ ミ ド ウ ン
デ カ ン 酸 ]ヒ ド ラ ジ ド な ど ;
　 c.　 PDPHリ ン カ ー た と え ば ス ル フ ヒ ド リ ル 反 応 性 タ ン パ ク 質 と 結 合 し た (3-[2-ピ リ ジ ル
ジ チ オ ]プ ロ ピ オ ニ ル ヒ ド ラ ジ ド ); 及 び
　 d.　 炭 素 原 子 数 2～ 5の カ ル ボ ン 酸 ヒ ド ラ ジ ド 。
【 ０ ３ １ ９ 】
[349.]　 小 ペ プ チ ド を 使 用 し た ダ イ レ ク ト カ ッ プ リ ン グ に よ る 結 合 も ま た 有 用 で あ る 。 た
と え ば 、 抗 が ん 薬 ド キ ソ ル ビ シ ン な ど の 遊 離 糖 と scFvと の ダ イ レ ク ト カ ッ プ リ ン グ は 小 ペ
プ チ ド を 使 用 し て 実 現 し て も よ い 。 小 ペ プ チ ド の 例 は AU1、 AU5、 BTag、 c-myc、 FLAG、 Glu
-Glu、 HA、 His6、 HSV、 HTTPHH、 IRS、 KT3、 Protein C、 S-Tag(登 録 商 標 )、 T7、 V5及 び VSV
-Gな ど で あ る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
[350.]　 本 発 明 の 抗 体 及 び そ の 断 片 は 造 影 剤 (指 示 マ ー カ ー と も い う )た と え ば 放 射 性 同 位
体 と 結 合 、 抱 合 、 複 合 し 、 又 は 他 の 形 で 結 び 付 け て コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し 、 そ れ を 診 断 及 び
画 像 解 析 目 的 に 使 用 し て も よ い 。 そ う し た 放 射 性 同 位 体 -抗 体 (又 は 抗 体 断 片 )コ ン ジ ュ ゲ
ー ト を 含 む キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
[351.]　 診 断 に 有 用 な 放 射 性 同 位 体 の 例 は 1 1 1 イ ン ジ ウ ム 、 1 1 3 イ ン ジ ウ ム 、 9 9 m レ ニ ウ ム
、 1 0 5 レ ニ ウ ム 、 1 0 1 レ ニ ウ ム 、 9 9 m テ ク ネ チ ウ ム 、 1 2 1 m テ ル ル 、 1 2 2 m テ ル ル 、 1 2 5 m テ ル ル
、 1 6 5 ツ リ ウ ム 、 1 6 7 ツ リ ウ ム 、 1 6 8 ツ リ ウ ム 、 1 2 3 ヨ ウ 素 、 1 2 6 ヨ ウ 素 、 1 3 1 ヨ ウ 素 、 1 3 3 ヨ
ウ 素 、 8 1 m ク リ プ ト ン 、 3 3 キ セ ノ ン 、 9 0 イ ッ ト リ ウ ム 、 2 1 3 ビ ス マ ス 、 7 7 臭 素 、 1 8 フ ッ 素 、
9 5 ル テ ニ ウ ム 、 9 7 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 3 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 5 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 7 水 銀 、 2 0 3 水 銀 、 6 7 ガ
リ ウ ム 及 び 6 8 ガ リ ウ ム な ど で あ る 。 好 ま し い は の は 、 X線 又 は 常 磁 性 イ オ ン を 通 さ な い 放
射 性 同 位 体 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
[352.]　 指 示 マ ー カ ー 分 子 は 蛍 光 マ ー カ ー 分 子 で も よ い 。 蛍 光 マ ー カ ー 分 子 の 例 は フ ル オ
レ セ イ ン 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 又 は ロ ー ダ ミ ン も し く は そ れ ら の 修 飾 体 又 は コ ン ジ ュ ゲ ー ト
な ど で あ る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
[353.]　 指 示 マ ー カ ー に 結 合 し た 抗 体 又 は 断 片 は 病 態 の 診 断 又 は モ ニ タ リ ン グ に 使 用 し て
も よ い 。 そ う し た モ ニ タ リ ン グ は in vivo、 in vitro又 は ex vivoい ず れ で 行 っ て も よ い 。
モ ニ タ リ ン グ 又 は 診 断 を in vivo又 は ex vivoで 行 う 場 合 に は 、 造 影 剤 は 患 者 に 許 容 限 度 を
超 え る 害 を 及 ぼ さ な い と い う 意 味 で 生 理 的 に 許 容 し う る も の が 好 ま し い 。 許 容 レ ベ ル の 害
は 、 臨 床 医 が 病 気 の 重 篤 度 や 代 替 品 の 利 用 可 能 性 と い っ た 基 準 を 用 い て 決 定 す る こ と に な
ろ う 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
[354.]　 本 発 明 は 治 療 前 ・ 中 ・ 後 の in vitro治 療 有 効 性 解 析 用 の 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、 指
示 マ ー カ ー (又 は 造 影 剤 )に 結 合 し た 本 発 明 の ペ プ チ ド を 含 む 造 影 剤 な ど か ら な る 診 断 キ ッ
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ト を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 が ん 特 に 腫 瘍 の 診 断 的 定 位 及 び 画 像 解 析 に 造 影 剤 を 使 用
す る 方 法 で あ っ て 、
a)　 細 胞 を 造 影 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ
b)　 細 胞 に 結 合 し た 放 射 能 を 計 測 す る ス テ ッ プ 、 及 び
c)　 腫 瘍 を 視 覚 化 す る ス テ ッ プ
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
[355.]　 好 適 な 造 影 剤 の 例 は FITC、 PEな ど の 蛍 光 色 素 、 及 び グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 な ど
の 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る 。 他 の 例 は 、 基 質 と 反 応 し て 識 別 可 能 な 変 化 た と え ば 色 の 変 化 を
引 き 起 こ す 放 射 性 分 子 及 び 酵 素 な ど で あ る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
[356.]　 一 例 で は 、 キ ッ ト の 造 影 剤 は FITCな ど の 蛍 光 色 素 で あ り 、 キ ッ ト は が ん 特 に 血 液
関 連 の が ん た と え ば 白 血 病 、 リ ン パ 腫 及 び 骨 髄 腫 の 治 療 有 効 性 の 解 析 に 供 す る 。 疾 患 の 各
段 階 た と え ば 診 断 時 、 治 療 時 、 寛 解 期 及 び 再 発 期 に 造 影 剤 で 染 色 さ れ た 細 胞 の 百 分 率 及 び
染 色 強 度 の 決 定 に は FACS解 析 を 用 い る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
[357.]　 本 発 明 の 抗 体 及 び そ の 断 片 は 抗 が ん 薬 、 抗 白 血 病 薬 、 抗 ウ イ ル ス 薬 、 抗 転 移 薬 、
抗 炎 症 薬 、 抗 血 栓 薬 、 抗 再 狭 窄 薬 、 抗 凝 集 薬 、 抗 自 己 免 疫 薬 、 抗 接 着 薬 、 抗 心 臓 血 管 病 薬
、 又 は 他 の 抗 疾 病 薬 又 は 薬 剤 と 結 合 し 、 複 合 し 又 は 他 の 形 で 結 び 付 け て も よ い 。 薬 剤 は 、
ヒ ト 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 マ ウ ス 、 イ ヌ 、 ネ コ 又 は 他 の 任 意 の 温 血 動 物 を 非 限 定 的 に 含 む
哺 乳 動 物 の 疾 患 予 防 、 治 療 又 は 診 断 に 有 用 な 物 質 を い う 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
[358.]　 そ う し た 薬 剤 の 非 限 定 的 な 例 は 抗 ウ イ ル ス 薬 た と え ば ア シ ク ロ ビ ル 、 ガ ン シ ク ロ
ビ ル 及 び ジ ド ブ ジ ン ; 抗 血 栓 /再 狭 窄 薬 た と え ば シ ロ ス タ ゾ ー ル 、 ダ ル テ パ リ ン ナ ト リ ウ
ム 、 レ ビ パ リ ン ナ ト リ ウ ム 及 び ア ス ピ リ ン ; 抗 炎 症 薬 た と え ば ザ ル ト プ ロ フ ェ ン 、 プ ラ ノ
プ ロ フ ェ ン 、 ド ロ キ シ カ ム 、 acetyl salicylic 17、 ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、
デ キ シ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ス リ ン ダ ク 、 ナ プ ロ キ セ ン 、 ア ム ト ル メ チ ン 、 セ レ コ キ シ ブ 、 イ ン
ド メ タ シ ン 、 ロ フ ェ コ キ シ ブ 及 び ニ メ ス リ ド ; 抗 自 己 免 疫 薬 た と え ば レ フ ル ノ マ イ ド 、 デ
ニ ロ イ キ ン ジ フ チ ト ク ス (denileukin diftitox)、 ス ブ ロ イ ム (subreum)、 WinRho SDF、 デ
フ ィ ブ ロ チ ド 及 び シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド ; 及 び 抗 接 着 /抗 凝 集 薬 た と え ば リ マ プ ロ ス ト 、 ク
ロ ル ク ロ メ ン 及 び ヒ ア ル ロ ン 酸 な ど で あ る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
[359.]　 他 の 薬 剤 例 は ド キ ソ ル ビ シ ン

メ ト キ シ モ ル ホ リ ニ ル ド キ ソ ル ビ シ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 カ リ ケ ア マ イ シ ン
、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 シ タ ラ ビ ン (Ara-C)、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ダ ウ ノ ル
ビ シ ン 、 イ ダ ル ビ シ
ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア 、 テ モ ゾ ロ
マ イ ド 、 サ リ ド マ イ ド 及 び ブ レ オ マ イ シ ン 、 並 び に そ の 誘 導 体 及 び 組 合 せ な ど で あ る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
[360.]　 抗 が ん 薬 は 抗 が ん 活 性 を 有 す る 物 質 で あ る 。 抗 が ん 薬 の 例 は 、 が ん 細 胞 又 は 未 成
熟 前 が ん 細 胞 の 成 長 を 阻 害 し 又 は 停 止 さ せ る 物 質 、 が ん 細 胞 又 は 前 が ん 細 胞 を 傷 害 す る 物
質 、 が ん 細 胞 又 は 前 が ん 細 胞 の 他 抗 が ん 薬 へ の 感 受 性 を 増 進 す る 物 質 、 及 び が ん 細 胞 の 転
移 を 阻 害 す る 物 質 な ど で あ る 。 本 発 明 で は 、 抗 が ん 薬 は 腫 瘍 の 血 管 新 生 を 防 止 、 阻 害 又 は
抑 制 す る 抗 血 管 新 生 活 性 を 有 す る 物 質 で も よ い 。
【 ０ ３ ３ １ 】
[361.]　 が ん 細 胞 の 成 長 の 阻 害 は た と え ば (i)が ん 又 は 転 移 細 胞 の 成 長 防 止 、 (ii)が ん 又
は 転 移 細 胞 の 成 長 抑 制 、 (iii)が ん 細 胞 を 無 傷 の ま ま 生 存 さ せ た 状 態 で の 、 そ の 成 長 過 程
又 は 転 移 過 程 の 完 全 防 止 、 又 は (iv)が ん 細 胞 の 傷 害 を 含 む 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
[362.]　 抗 白 血 病 薬 は 抗 白 血 病 活 性 を 有 す る 物 質 で あ る 。 抗 白 血 病 薬 の 例 は 、 白 血 病 細 胞
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又 は 未 成 熟 前 白 血 病 細 胞 の 成 長 を 阻 害 し 又 は 停 止 さ せ る 物 質 、 白 血 病 細 胞 又 は 前 白 血 病 細
胞 を 傷 害 す る 物 質 、 白 血 病 細 胞 又 は 前 白 血 病 細 胞 の 他 抗 白 血 病 薬 へ の 感 受 性 を 増 進 す る 物
質 、 及 び 白 血 病 細 胞 の 転 移 を 阻 害 す る 物 質 な ど で あ る 。 本 発 明 で は 、 抗 白 血 病 薬 は 腫 瘍 の
血 管 新 生 を 防 止 、 阻 害 又 は 抑 制 す る 抗 血 管 新 生 活 性 を 有 す る 物 質 で も よ い 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
[363.]　 白 血 病 細 胞 の 成 長 の 阻 害 は た と え ば (i)白 血 病 又 は 転 移 細 胞 の 成 長 防 止 、 (ii)白
血 病 又 は 転 移 細 胞 の 成 長 抑 制 、 (iii)白 血 病 細 胞 を 無 傷 の ま ま 生 存 さ せ た 状 態 で の 、 そ の
成 長 過 程 又 は 転 移 過 程 の 完 全 防 止 、 又 は (iv)白 血 病 細 胞 の 傷 害 を 含 む 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
[364.]　 本 発 明 の 抗 体 又 は 断 片 を 有 用 に 結 合 し て も よ い 抗 疾 病 薬 、 抗 が ん 薬 、 及 び 抗 白 血
病 薬 の 例 に は 毒 素 、 放 射 性 同 位 体 及 び 治 療 薬 が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
[365.]　 毒 素 の 例 は gelonin、 Pseudomonas外 毒 素 (PE)、 PE40、 PE38、 ジ フ テ リ ア 毒 、 リ シ
ン (ricin)、 も し く は そ れ ら の 修 飾 体 又 は 誘 導 体 な ど で あ る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
[366.]　 放 射 性 同 位 体 の 例 は 、 診 断 及 び /又 は 治 療 用 の γ 放 出 体 、 陽 電 子 放 出 核 及 び X線 放
出 体 、 そ れ に 治 療 用 の β 放 出 体 及 び α 放 出 体 な ど で あ る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
[367.]　 治 療 用 の 放 射 性 同 位 体 の 具 体 例 は 1 1 1 イ ン ジ ウ ム 、 1 1 3 イ ン ジ ウ ム 、 9 9 m レ ニ ウ ム
、 1 0 5 レ ニ ウ ム 、 1 0 1 レ ニ ウ ム 、 9 9 m テ ク ネ チ ウ ム 、 1 2 1 m テ ル ル 、 1 2 2 m テ ル ル 、 1 2 5 m テ ル ル
、 1 6 5 ツ リ ウ ム 、 1 6 7 ツ リ ウ ム 、 1 6 8 ツ リ ウ ム 、 1 2 3 ヨ ウ 素 、 1 2 6 ヨ ウ 素 、 1 3 1 ヨ ウ 素 、 1 3 3 ヨ
ウ 素 、 8 1 m ク リ プ ト ン 、 3 3 キ セ ノ ン 、 9 0 イ ッ ト リ ウ ム 、 2 1 3 ビ ス マ ス 、 7 7 臭 素 、 1 8 フ ッ 素 、
9 5 ル テ ニ ウ ム 、 9 7 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 3 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 5 ル テ ニ ウ ム 、 1 0 7 水 銀 、 2 0 3 水 銀 、 6 7 ガ
リ ウ ム 及 び 6 8 ガ リ ウ ム な ど で あ る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
[368.]　 抗 が ん 薬 又 は 抗 白 血 病 薬 の 非 限 定 的 な 例 は ド キ ソ ル ビ シ ン 、

シ ス プ ラ チ ン 、 タ キ
ソ ー ル 、 カ リ ケ ア マ イ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 シ タ ラ ビ ン (Ara-C)、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド
、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、

イ ダ ル ビ シ ン 、 フ ル ダ ラ ビ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 ヒ
ド ロ キ シ ウ レ ア 、 テ モ ゾ ロ マ イ ド 、 サ リ ド マ イ ド 及 び ブ レ オ マ イ シ ン 、 並 び に そ の 誘 導 体
及 び 組 合 せ な ど で あ る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　
[369.]　 本 発 明 の 抗 体 、 構 成 体 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 及 び 断 片 は そ れ を 必 要 と す る 患 者 に 任
意 好 適 の 方 法 で 投 与 し て よ い 。 投 与 方 法 の 例 は 静 脈 内 、 筋 内 、 皮 下 、 局 所 、 髄 腔 内 、 腹 腔
内 、 リ ン パ 管 内 、 経 鼻 、 舌 下 、 経 口 、 直 腸 、 膣 、 呼 吸 器 、 口 腔 、 皮 内 、 経 皮 又 は 胸 腔 内 投
与 な ど で あ る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
[370.]　 静 脈 内 投 与 用 の 組 成 物 は 、 約 0.1mg～ 約 1000mgの 有 効 量 の 所 望 組 成 物 が 患 者 に 投
与 さ れ る よ う 調 製 す る の が 好 ま し い 。 よ り 好 ま し く は 、 投 与 量 が 約 1mg～ 約 500mgの 範 囲 の
所 望 組 成 物 と な る よ う に す る 。 本 発 明 の 組 成 物 は 広 い 投 与 量 範 囲 に わ た り 有 効 で あ る が 、
該 範 囲 は 種 々 の 因 子 た と え ば 治 療 対 象 疾 患 の 詳 細 、 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 系 製 剤 組 成
物 の 患 者 体 内 で の 半 減 期 、 薬 剤 や 製 剤 組 成 物 の 物 理 化 学 的 性 質 、 製 剤 組 成 物 の 投 与 方 法 、
治 療 又 は 診 断 対 照 患 者 の 詳 細 、 及 び /又 は 主 治 医 が 重 要 と 判 断 す る 他 の パ ラ メ ー タ ー な ど
に 依 存 す る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
[371.]　 経 口 投 与 用 の 組 成 物 は 任 意 好 適 の 剤 型 で よ い 。 例 は 錠 剤 、 液 剤 、 乳 剤 、 懸 濁 剤 、
シ ロ ッ プ 剤 、 丸 剤 、 カ プ レ ッ ト 剤 及 び カ プ セ ル 剤 な ど で あ る 。 製 剤 方 法 は 技 術 上 周 知 で あ
り 、 た と え ば Remington, The Science and Practice of Pharmacy, Alfonso R. Gennnaro
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(ア ド リ ア マ イ シ ン )
モ ル ホ リ ノ ド キ ソ ル ビ シ ン 、 メ ト キ シ モ ル ホ リ ニ ル ド キ ソ ル ビ シ ン 、

モ ル ホ リ ノ ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 メ ト キ シ モ ル ホ リ ニ ル ダ
ウ ノ ル ビ シ ン 、

製 剤 組 成 物



 (Ed.), Lippincott, Williams & Wilkins (Pub.)を 参 照 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
[372.]　 製 剤 組 成 物 は 時 限 、 持 続 、 間 欠 又 は 連 続 放 出 を 容 易 に す る よ う に 調 製 し て も よ い
。 製 剤 組 成 物 は ま た 時 限 、 持 続 、 間 欠 又 は 連 続 放 出 手 段 に 収 め て 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
[373.]　 局 所 投 与 用 の 製 剤 組 成 物 は 任 意 好 適 の 剤 型 た と え ば ク リ ー ム 、 軟 膏 、 ロ ー シ ョ ン
、 パ ッ チ 、 溶 液 、 懸 濁 液 及 び ジ ェ ル な ど と す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
[374.]　 本 発 明 の 抗 体 、 構 成 体 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び 断 片 を 含 む 組 成 物 は 慣 用 の 、 製 薬 上
許 容 し う る 希 釈 剤 、 賦 形 剤 、 担 体 等 を 含 ん で も よ い 。 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ レ ッ ト 剤 及 び カ プ
セ ル 剤 は 慣 用 の 賦 形 剤 た と え ば ラ ク ト ー ス 、 デ ン プ ン 及 び ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど
を 含 ん で も よ い 。 座 剤 は ワ ッ ク ス や グ リ セ リ ン な ど の 賦 形 剤 を 含 ん で も よ い 。 注 射 剤 は 発
熱 物 質 を 含 ま な い 滅 菌 溶 媒 た と え ば 生 理 食 塩 水 な ど を 含 ん で よ い し 、 緩 衝 剤 、 安 定 化 剤 又
は 防 腐 剤 を 含 ん で も よ い 。 慣 用 の 腸 溶 コ ー テ ィ ン グ も 使 用 し て よ い 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
[375.]　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 の 理 解 に 資 す る の が 目 的 で あ り 、 そ の 範 囲 を 何 ら 限 定 す る
も の で は な い 。 具 体 的 な 試 薬 や 反 応 条 件 を 挙 げ て は い る が 、 種 々 の 変 更 が 可 能 で あ り 、 そ
れ ら も ま た 本 発 明 の 範 囲 に 包 摂 さ れ る も の と す る 。 従 っ て 、 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 の さ ら
な る 説 明 が 目 的 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】

1.1　
[376.]　 ACD(酸 性 ク エ ン 酸 -デ キ ス ト ロ ー ス )加 濃 縮 血 小 板 を 血 液 セ ン タ ー か ら 入 手 し 、 血
小 板 を 分 離 し て 、 ACDと 生 理 食 塩 水 を 7:1の 比 で 含 む 緩 衝 液 で 1回 洗 浄 し た 。 血 小 板 は 各 洗
浄 後 に 800× gで 10分 、 遠 心 分 離 し 、 タ イ ロ ー ド 液 (2mM MgCl 2 、 137mM NaCl、 2.68 mM KCl
、 3mM NaH 2 PO 4 、 0.1%グ ル コ ー ス 、 5mM Hepes及 び 0.35%ア ル ブ ミ ン 、 pH 7.35)に 再 懸 濁 し
、 細 胞 数 を カ ウ ン ト し た 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
1.2　
[377.]　 3.8%ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 入 り チ ュ ー ブ に 採 血 し 、 250× g、 10分 の 遠 心 で 多 血 小 板
血 漿 を 調 製 し た 。
【 ０ ３ ４ ８ 】

[378.]　 血 小 板 凝 集 研 究 で は 、 多 血 小 板 血 漿 (PRP)と 洗 浄 血 小 板 を 全 血 Lumiaggregometer 
(Chronolog, Havertown, PA)に よ り 37℃ 、 500rpmで か き 混 ぜ た 。 血 小 板 懸 濁 液 と 懸 濁 媒 の
透 光 度 の 差 を 100%凝 集 と し た 。 血 小 板 凝 集 へ の Y1の 効 果 を 、 種 々 の 濃 度 の Y1を ア ゴ ニ ス ト
添 加 前 に 添 加 し て 評 価 し 、 ま た そ の 効 果 を 4分 間 記 録 し た 。
【 ０ ３ ４ ９ 】

3.1　
[379.]　 モ カ ラ ギ ン 消 化 で は 、 1mM塩 化 カ ル シ ウ ム 添 加 TS緩 衝 液 (0.01M Tris、 0.15M塩 化
ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.4)に 懸 濁 さ せ た 洗 浄 血 小 板 10 8 個 を (終 濃 度 )12μ g/mlの モ カ ラ ギ ン に よ
り 22℃ で 1時 間 処 理 し 、 EDTAを 0.01Mま で 加 え て 消 化 を 止 め た 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
3.2　
[380.] 1mM塩 化 カ ル シ ウ ム 添 加 TS緩 衝 液 に 懸 濁 さ せ た 洗 浄 血 小 板 10 8 個 を (終 濃 度 )1.8μ g/
mlの カ テ プ シ ン Gに よ り 22℃ で 4時 間 処 理 し 、 PMSFを 1mMま で 加 え て 消 化 を 止 め た 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　
[381.]　 0.2%ア ル ブ ミ ン と プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー (10μ Mロ イ ペ プ チ ン 、 0.24mM PMSF)
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実 施 例 1:　 血 小 板 の 調 製
洗 浄 血 小 板 の 調 製

多 血 小 板 血 漿 の 調 製

実 施 例 2:　 血 小 板 凝 集

実 施 例 3:　 血 小 板 の エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 処 理
モ カ ラ ギ ン に よ る 血 小 板 の 処 理

カ テ プ シ ン Gに よ る グ リ コ カ リ シ ン の 処 理

O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ に よ る グ リ コ カ リ シ ン の 処 理



と を 含 む 0.1M Tris緩 衝 液 (pH7.4)に 懸 濁 さ せ た 血 小 板 10 6 個 を O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ ン
ド プ ロ テ ア ー ゼ 0.14 mg/ml(終 濃 度 )と 37℃ で 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 試 料 緩 衝 液 の 添 加
と 沸 騰 に よ り 消 化 を 停 止 さ せ た 。 使 用 し た 試 料 緩 衝 液 は 3% SDS、 12%グ リ セ リ ン 、 50mM Tr
is-HCl、 2% β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 及 び 0.03%ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー を 含 む 。
【 ０ ３ ５ ２ 】

　
[382.]　 モ カ ラ ギ ン 消 化 で は 、 1mM塩 化 カ ル シ ウ ム 添 加 TS緩 衝 液 に 溶 か し た グ リ コ カ リ シ
ン を (終 濃 度 )10μ g/mlの モ カ ラ ギ ン に よ り 22℃ で 1時 間 処 理 し 、 EDTAを 0.01Mま で 加 え て 消
化 を 止 め た 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　
[383.] 1mM塩 化 カ ル シ ウ ム 添 加 TS緩 衝 液 に 溶 か し た グ リ コ カ リ シ ン を (終 濃 度 )3.4μ g/ml
の カ テ プ シ ン Gに よ り 22℃ で 4時 間 処 理 し た 後 、 PMSFを 1mMま で 加 え て 消 化 を 止 め た 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　
[384.]　 0.05M Tris緩 衝 液 (pH 7.4)に 溶 か し た グ リ コ カ リ シ ン を O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ
ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 1.2mg/ml(終 濃 度 )と 37℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 (実 施 例 3(YH)で 述
べ た )試 料 緩 衝 液 の 添 加 と 沸 騰 に よ り 消 化 を 止 め た 。
【 ０ ３ ５ ５ 】

[385.]　 全 IgG分 子 は Fv型 に 比 し て 、 長 い in vivo半 減 期 や in vitro細 胞 応 答 た と え ば ADCC
又 は CDC(補 体 依 存 型 細 胞 傷 害 性 ; Tomlinson, Current Opinions of Immunology, 5, 83-8
9, 1993)を 介 し た 細 胞 応 答 の 誘 発 能 な ど い く つ か の 利 点 を も つ 。 後 述 の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
手 法 に よ り 、 Y1 Fv領 域 を フ ル サ イ ズ IgG1分 子 に 変 換 し た 。 Y1-IgG1の 構 築 は 次 の 順 序 で cD
NAの 断 片 を 互 い に つ な ぎ 合 わ せ る こ と で 実 現 し た 。 な お Y1-IgG重 鎖 及 び 軽 鎖 の 配 列 は 図 48
の と お り で あ る 。 図 で は Y1-HCの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (ORF)
 (SEQ ID NO: 205)、 Y1-HCの ア ミ ノ 酸 配 列 (SEQ ID NO:206)、 Y1-LCの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
ORF (SEQ ID NO:207)及 び Y1-LCの ア ミ ノ 酸 配 列 (SEQ ID NO:208)を 示 す 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
[386.]　 哺 乳 動 物 発 現 系 の た め の リ ー ダ ー 配 列 : 全 IgG分 子 に 要 求 さ れ る 諸 エ レ メ ン ト の
便 利 な 挿 入 を 可 能 に す る よ う 、 互 換 性 の あ る 系 を 設 計 し た 。 推 定 リ ー ダ ー 配 列 を コ ー ド す
る 以 下 の 相 補 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し 、 ア ニ ー ル し 、 pBJ-2哺 乳 動 物 発 現 ベ ク
タ ー の (SRα 5プ ロ モ ー タ ー 支 配 下 の )XhoI部 位 に ラ イ ゲ ー ト し た :
【 ０ ３ ５ ７ 】
5’ -TCGACC TCATCA CCATGG CCTGGG CTCTGC TGCTCC TCA CCC TCCTCA CTCAGG ACACAG GGTCC
T GGGCCG AT及 び
【 ０ ３ ５ ８ 】
5’ -GATCGA TTGCAC CAGCTG GATATC GGCCCA GGACCC TGT GTC CTGAGT GAGGAG GGTGAG GAGCA
G CAGAGC CCAGGC CATGGT GATGAG G。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 開 始 コ ド ン ATGの 上 流 に 2つ の Kozakエ レ メ ン ト を 導 入 し た 。 ま た リ ー ダ ー 配 列 の 推 定 切
断 部 位 と XhoI部 位 の 間 に 内 部 EcoRV部 位 を 導 入 し て 、 可 変 領 域 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ が で き
る よ う に し た 。 こ の 改 変 ベ ク タ ー は pBJ-3と 命 名 し た 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
[387.]　 Y1 scFv cDNA配 列 に 由 来 す る V L コ ー ド 配 列 を リ ー ダ ー 配 列 と 軽 鎖 定 常 領 域 コ ー ド
配 列 の 間 に 挿 入 し た 。 同 様 に 、 Y1 scFv cDNA配 列 に 由 来 す る V H コ ー ド 配 列 を リ ー ダ ー 配 列
と 重 鎖 定 常 領 域 コ ー ド 配 列 の 間 に 挿 入 し た 。 こ れ は 原 Y1を コ ー ド す る ベ ク タ ー pHEN-Y1の P
CR増 幅 に よ り V L 及 び V H 領 域 を 個 別 に 獲 得 し て 実 現 し た 。
【 ０ ３ ６ １ 】
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実 施 例 4:　 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ に よ る グ リ コ カ リ シ ン の 切 断
モ カ ラ ギ ン に よ る グ リ コ カ リ シ ン の 切 断

カ テ プ シ ン Gに よ る

O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ に よ る

実 施 例 5:　 フ ル サ イ ズ Y1 IgGの 構 築



　
[388.]　 V L  PCR反 応 に は 5’ -TTTGAT ATCCAG CTGGTG GAGTCT GGGGGA (セ ン ス 鎖 )と 5’ -GCT
GAC CTAGGA CGGTCA GCTTGGT (ア ン チ セ ン ス 鎖 )を 使 用 し た 。 期 待 サ イ ズ ～ 350bpの 産 物 cDN
Aを 精 製 し 、 配 列 解 析 し 、 EcoRV及 び AvrII制 限 酵 素 で 消 化 し た 。 同 じ 方 法 に よ り 、 下 記 の
セ ン ス 鎖 及 び ア ン チ セ ン ス 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て V H  cDNA領 域 を 増 幅 し 、 精 製 し
た :
【 ０ ３ ６ ２ 】
[389.]　 5’ -GGGATA TCCAGC TG(C/G)(A/T)GG AGTCGG GC及 び 5’ -GGACTC GAGACG GTGACC A
GGGTA CCTTG。
【 ０ ３ ６ ３ 】
[390.]　 定 常 領 域 : IgG1 cDNA用 の 定 常 λ 3 (CL-λ 3)領 域 と 重 鎖 定 常 領 域 CH1-CH3を 次 の 要
領 で 個 別 に 合 成 し た :
【 ０ ３ ６ ４ 】
[391.]　 定 常 CL-λ 3領 域 を 得 る た め に 、 正 常 末 梢 血 B細 胞 (CD19+細 胞 )プ ー ル か ら 抽 出 し た
mRNAと セ ン ス 鎖 5’ -CCGTCC TAGGTC AGCCCA AGGCTG C及 び ア ン チ セ ン ス 鎖 5’ -TTTGCG GCCG
CT CATGAA CATTCT GTAGGG GCCACT GTオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て RT-PCRを 行 っ た 。 期 待
サ イ ズ ～ 400bpの PCR産 物 を 精 製 、 配 列 解 析 し 、 AvrII及 び NotI制 限 酵 素 で 消 化 し た 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
[392.]　 定 常 IgG1領 域 (γ 鎖 )を 得 る た め に 、 BTGで 不 死 化 さ せ た ヒ ト B細 胞 ク ロ ー ン (CMV-
ク ロ ー ン #40)を PCR増 幅 用 に 選 択 し た 。 こ の ク ロ ー ン は ヒ ト CMVに 対 し て IgG1を 分 泌 す る こ
と 、 ま た in vitroア ッ セ イ で ADCC応 答 を 誘 発 す る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 CH1-CH3 cDNA用
に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 5’ -ACCGCT CGAGTG C(T/C)TCCA CCAAGG GCCCAT C(G/C)G TCT TC 
(セ ン ス 鎖 )及 び
5’ -TTTGCG GCCGCT CATTTA CCC(A/G)GA GACAGG GAGAGG CT (ア ン チ セ ン ス 鎖 )を 合 成 し 、 P
CR増 幅 に 使 用 し た 。 CL cDNAコ ー ド 配 列 の 場 合 と 同 様 に 、 期 待 配 列 ～ 1500bpの PCR産 物 を 精
製 、 配 列 解 析 し 、 AvrII及 び NotI制 限 酵 素 で 消 化 し た 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
[393.]　 最 終 発 現 ベ ク タ ー を 得 る た め に 、 EcoRV-NotI消 化 済 み pBJ-3ベ ク タ ー 、 EcoRV-Avr
II可 変 領 域 cDNA及 び AvrII-NotI定 常 領 域 を 用 い て 三 重 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 実 行 し た 。 重 鎖 及
び 軽 鎖 用 の 最 終 発 現 ベ ク タ ー は そ れ ぞ れ pBJ-Y1-HC及 び pBJ-Y1-LCと 命 名 し た 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
[394.]　 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 (PAC)に 基 づ く 二 重 選 択 を 可 能 に す る た め 、 pBJ-Y1-
LCを 基 礎 に し て 追 加 ベ ク タ ー pBJ-Y1-LPを 構 築 し た 。 こ の ベ ク タ ー で は pBJ-Y1-LCベ ク タ ー
の ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 が PAC遺 伝 子 に 対 応 す る ～ 1600bpの 断 片 (pMCC-ZPベ ク タ ー に 由
来 )に 置 き 換 わ っ て い る 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
[395.]　 Y1-HC、 Y1-LC双 方 の ORFと そ れ ぞ れ が コ ー ド し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 は SEQ ID NO: 
205～ 208の と お り で あ る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
[396.]　 下 線 部 が リ ー ダ ー 配 列 で あ る 。 V H 及 び V L 領 域 は 太 字 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 応 し 、 そ
の 後 に は IgG1 (重 鎖 の 場 合 )又 は λ 3(軽 鎖 の 場 合 )定 常 領 域 配 列 が 続 く 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
[397.]　 CHO細 胞 で の Y1重 鎖 及 び 軽 鎖 の 発 現 : ベ ク タ ー pBJ-Y1-HC及 び pBJ-Y1-LCを 個 別 に
、 重 鎖 又 は 軽 鎖 を 発 現 す る 安 定 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と 選 択 に 使 用 し た 。 G418に 基
づ く 選 択 と 細 胞 増 殖 の 後 、 上 清 中 の 分 泌 タ ン パ ク 質 に つ い て IgG1の 発 現 を 、 以 下 述 べ る よ
う に キ ャ プ チ ャ ー EIA法 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 解 析 し た 。
【 ０ ３ ７ １ 】
[398.]　 キ ャ プ チ ャ ー EIA法 : 96穴 プ レ ー ト の ウ ェ ル を マ ウ ス 抗 ヒ ト IgG1 Fc (Sigma)で コ
ー ト し た 。 前 記 の 上 清 を ウ ェ ル に 加 え 、 重 鎖 IgG1の 存 在 を ビ オ チ ニ ル 化 ヤ ギ 抗 γ 鎖 特 異 抗
体 (Sigma)、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRP及 び 基 質 を 用 い て 検 出 し た 。 ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー
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で A 4 0 5 で の 発 色 を モ ニ タ ー し た 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
[399.]　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 : 前 記 細 胞 の 上 清 を 12.5% SDS-PAGE電 気 泳 動 に か け た 。
各 鎖 の 発 現 を (a)重 鎖 検 出 用 の ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG-HRP (H+L; Sigma Cat #A8667)及 び (b)軽 鎖
検 出 用 の ビ オ チ ニ ル 化 ヤ ギ 抗 ヒ ト λ 3鎖 (Southern Biotechnology Association, Cat #207
0-08)で 検 出 し た 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
[400.]　 両 鎖 の 発 現 を 上 記 の ア ッ セ イ で 確 認 し 、 コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り フ ル サ イ
ズ Y1-IgG1を 得 た 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　
[401.]　 細 胞 培 養 と ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン : CHO細 胞 を 、 37℃ 、 5% CO 2 雰 囲 気 中 、 10%ウ シ
胎 仔 血 清 と 40μ g/mlゲ ン タ マ イ シ ン と を 添 加 し た F-12培 地 で 培 養 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン の 1日 前 に 、 0.8～ 1× 10 6 細 胞 を 90mmデ ィ ッ シ ュ に 植 え 込 ん だ 。 培 養 細 胞 に 10μ gの 軽
鎖 及 び 重 鎖 DNAを FuGene (Roche)ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 法 で コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し た 。 非 選 択 培 地 で 2日 間 増 殖 後 、 550μ g/mlネ オ マ イ シ ン と 3μ g/mlピ ュ ー ロ マ イ シ ン と
を 添 加 し た F-12培 地 で 細 胞 を 10～ 12日 間 培 養 し た 。 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 Costar 96
穴 プ レ ー ト を 用 い て 細 胞 0.5個 /ウ ェ ル の 限 界 希 釈 法 で ク ロ ー ニ ン グ し た 。 個 別 コ ロ ニ ー を
取 り 出 し 、 6穴 デ ィ ッ シ ュ で 増 殖 さ せ 、 フ ラ ス コ に 移 し た 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
[402.]　 重 鎖 及 び 軽 鎖 分 泌 の 測 定 : ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た CHO細 胞 の 上 清 中 に 分 泌 さ
れ た 抗 体 の 濃 度 を サ ン ド ウ ィ ッ チ ELISA法 で 測 定 し た 。 抗 体 濃 度 の 測 定 に は 以 下 の 試 薬 を
使 用 し た : コ ー ト 抗 体 と し て の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト IgG1(Fc) (Sigma)、 検 出 試 薬 と し て
の ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG (γ 鎖 特 異 的 )ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (Sigma)、 及 び ス タ ン ダ ー ド と し
て の 純 粋 ヒ ト IgG1λ  (Sigma)。 こ の ELISA法 に よ れ ば 産 生 速 度 は 3～ 4μ g/mlの 範 囲 で あ っ
た 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
[403.]　 MAbの 細 胞 か ら の 産 生 と 精 製 : 細 胞 を ロ ー ラ ー ボ ト ル に よ り 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清 と
ネ オ マ イ シ ン 及 び ピ ュ ー ロ マ イ シ ン を 添 加 し た F-12培 地 中 で 終 濃 度 1～ 2× 10 8 細 胞 /ボ ト ル
と な る ま で 増 殖 さ せ た 。 産 生 用 と し て 、 細 胞 を 同 じ 培 地 (た だ し 2%ウ シ 胎 仔 血 清 を 添 加 )で
さ ら に 2日 間 培 養 し た 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
[404.]　 分 泌 抗 体 を Protein G-Sepharoseカ ラ ム (Pharmacia)で 精 製 し た 。 結 合 に は 20mMリ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 pH 7.0を 、 溶 離 に は 0.1Mグ リ シ ン 緩 衝 液 pH 2.5-3.0を そ れ ぞ れ 用 い
た 。 精 製 抗 体 の 量 は UV吸 光 度 法 で 求 め 、 純 度 は SDS-PAGE電 気 泳 動 で 分 析 し た 。 非 変 性 条 件
下 で は 全 IgG抗 体 は 期 待 分 子 質 量 が 160kDで あ る 。 変 性 ゲ ル 中 で は 重 鎖 、 軽 鎖 の 期 待 サ イ ズ
は そ れ ぞ れ 55kD、 28kDで あ る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
[405.]　 フ ル サ イ ズ IgG-Y1分 子 の 結 合 : IgG-Y1分 子 と scFv-Y1分 子 の 結 合 レ ベ ル を 比 較 測
定 す る た め に 結 合 実 験 を 行 っ た 。 二 段 階 染 色 法 を 採 用 し て 、 5ngの IGG-Y1を RAJI細 胞 (陰 性
対 照 、 図 44 )及 び Jurkat細 胞 (Y1陽 性 細 胞 、 図 44 )の 両 方 と 反 応 さ せ た
。 検 出 に は PE標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgGを 使 用 し た 。 同 様 に 、 1μ gの scFv-Y1を Jurkat
細 胞 と 反 応 さ せ (図 44 )、 ま た PE標 識 ウ サ ギ 抗 scFvを 検 出 に 使 用 し た 。 IgG-Y1も scFv-Y
1も Jurkat細 胞 に 結 合 す る が 、 scFv-Y1で は IGG-Y1と 同 程 度 の 検 出 レ ベ ル を 実 現 す る に は 約
10 3 倍 の 量 が 必 要 に な る と の 結 果 が 出 た 。
【 ０ ３ ７ ９ 】

　
[406.]　 CHO細 胞 を 、 37℃ 、 5% CO 2 雰 囲 気 中 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清 と 40μ g/mlゲ ン タ マ イ シ ン
と を 添 加 し た F-12培 地 で 培 養 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 1日 前 に 、 1～ 1.5× 10 6 細 胞 を
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90mmデ ィ ッ シ ュ に 植 え 込 ん だ 。 培 養 細 胞 に 、 そ れ ぞ れ 別 個 の 真 核 発 現 系 に 収 め た Y1抗 体 の
軽 鎖 及 び 重 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る 10μ gの DNAを コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン に は FuGene (Roche)ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 法 を 用 い た 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
[407.]　 非 選 択 増 殖 培 地 で 2日 間 増 殖 後 、 550μ g/mlネ オ マ イ シ ン と 3μ g/mlピ ュ ー ロ マ イ
シ ン と を 添 加 し た F-12培 地 で 細 胞 を 10～ 12日 間 培 養 し た 。 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 Cost
ar 96穴 プ レ ー ト を 用 い て 細 胞 0.5個 /ウ ェ ル の 限 界 希 釈 法 で ク ロ ー ニ ン グ し た 。 個 別 コ ロ
ニ ー を 取 り 出 し 、 6穴 デ ィ ッ シ ュ で 増 殖 さ せ 、 フ ラ ス コ に 移 し (発 現 レ ベ ル と 増 殖 培 地 中 抗
体 分 泌 レ ベ ル を 測 定 す る た め の )さ ら な る 選 択 に 回 し た 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　
[408.]　 CHO細 胞 を 、 37℃ 、 5% CO 2 雰 囲 気 中 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清 と 40μ g/mlゲ ン タ マ イ シ ン
と を 添 加 し た F-12培 地 で 培 養 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 1日 前 に 、 0.8～ 1× 10 6 細 胞 を
90mmデ ィ ッ シ ュ に 植 え 込 ん だ 。 培 養 細 胞 に 、 CMV(サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス )プ ロ モ ー タ ー の
支 配 下 に ク ロ ー ニ ン グ し た Y1抗 体 の 軽 鎖 及 び 重 鎖 を コ ー ド す る 10μ gの DNAと sv-40プ ロ モ
ー タ ー の 支 配 下 に ク ロ ー ニ ン グ し た dhfr遺 伝 子 と を コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン は FuGene (Roche)ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 法 で 行 っ た 。 非 選 択 培 地 で 2
日 間 増 殖 し た 後 、 100nM～ 5μ Mメ ト ト レ キ サ ー ト (MTX)と 透 析 処 理 し た ウ シ 胎 仔 血 清 と を 含
む 培 地 で 細 胞 を 培 養 し 、 (限 界 希 釈 法 後 に )全 Y1抗 体 を 一 段 と 高 レ ベ ル に 発 現 す る ク ロ ー ン
を 選 択 し た 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　
[409.]　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た CHO細 胞 の 上 清 中 に 分 泌 さ れ る 抗 体 の 濃 度 を 測 定 す る
た め に サ ン ド ウ ィ ッ チ ELISA法 を 確 立 し た 。 抗 体 濃 度 の 測 定 に は 以 下 の 試 薬 を 使 用 し た : 
コ ー ト 抗 体 と し て の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト IgG1(Fc) (Sigma)、 検 出 試 薬 と し て の ヤ ギ 抗 ヒ
ト IgG (γ 鎖 特 異 的 )ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (Sigma)、 及 び ス タ ン ダ ー ド と し て の 純 粋 ヒ
ト IgG1λ  (Sigma)。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　
[410.]　 細 胞 を ロ ー ラ ー ボ ト ル に よ り 、 (前 述 の よ う に )10%ウ シ 胎 仔 血 清 と ネ オ マ イ シ ン
及 び ピ ュ ー ロ マ イ シ ン を 添 加 し た F-12培 地 中 で 終 濃 度 1～ 2× 10 8 細 胞 /ボ ト ル と な る ま で 増
殖 さ せ た 。 抗 体 産 生 用 と し て 、 細 胞 を 同 じ 培 地 (た だ し 2%ウ シ 胎 仔 血 清 )で さ ら に 2日 間 培
養 し た 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
[411.]　 分 泌 抗 体 を Protein G-Sepharoseカ ラ ム (Pharmacia)と イ オ ン 交 換 カ ラ ム -Q Sepha
rose(Pharmacia)で 精 製 し た 。 結 合 に は 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 pH 7.0を 、 溶 離 に は 0
.1Mグ リ シ ン 緩 衝 液 pH 2.5-3.0を そ れ ぞ れ 用 い た 。 精 製 抗 体 の 量 は UV吸 光 度 及 び ELISA法 で
求 め 、 純 度 は SDS-PAGEと HPLCで 分 析 し た 。 非 変 性 条 件 下 で は 全 IgG抗 体 は 期 待 分 子 質 量 が 1
60kDで あ る 。 変 性 ゲ ル 中 で は 重 鎖 、 軽 鎖 の 期 待 サ イ ズ は そ れ ぞ れ 55kD、 28kDで あ る 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　
[412.]　 IgG分 子 は 2個 の 同 じ 軽 鎖 と 2個 の 同 じ 重 鎖 か ら な る 。 こ れ ら の 軽 鎖 及 び 重 鎖 は 非
共 有 的 相 互 作 用 と 共 有 結 合 (ジ ス ル フ ィ ド 結 合 )の 組 合 せ に よ り ま と め ら れ て 折 り た た み 構
造 (ド メ イ ン )を な す 。 軽 鎖 は 1つ の 可 変 ド メ イ ン と 1つ の 定 常 ド メ イ ン か ら な る 。 重 鎖 は 1
つ の 可 変 ド メ イ ン (V H )と 3つ の 離 れ た 定 常 ド メ イ ン (CH 1、 2及 び 3)か ら な る 。 重 鎖 定 常 ド
メ イ ン 1(CH1)と 重 鎖 定 常 ド メ イ ン 2 (CH2)の 間 の 「 ヒ ン ジ 」 領 域 は 酵 素 に よ る タ ン パ ク 質
分 解 作 用 を 受 け や す い 。 こ の ヒ ン ジ 領 域 の 切 断 に よ り Fab又 は F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン ト と Fc
フ ラ グ メ ン ト が 生 じ る 。 Fabフ ラ グ メ ン ト は 原 型 IgG分 子 の 抗 原 結 合 能 を 保 持 す る が 、 非 特
異 的 結 合 能 は 低 い 。 Fabフ ラ グ メ ン ト は 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 欠 く 抗 原 結 合 能 が 求 め ら れ
る よ う な 状 況 に 最 適 で あ る 。
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【 ０ ３ ８ ６ 】
[413.]　 Fab及 び F(ab’ ) 2 フ ラ グ メ ン ト は 診 断 又 は 治 療 薬 と し て in vivoで 使 用 さ れ る 。 が
ん 化 学 療 法 薬 を 、 す べ て の 細 胞 を 傷 害 す る 薬 剤 で は な く 腫 瘍 特 異 的 薬 剤 に す る に は 、 薬 剤
を 腫 瘍 の 細 胞 表 面 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 に 連 結 す れ ば よ い 。 原 型 IgGの 使 用 で は な く Fab又 は
F(ab’ )2フ ラ グ メ ン ト の 使 用 に は 次 の よ う な 利 点 が あ る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
[414.]　 (1)フ ラ グ メ ン ト は 容 易 に 毛 管 を 通 過 し 組 織 表 面 に 拡 散 し う る 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
[415.]　 (2)コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 結 合 し て い な い フ ラ グ メ ン ト は 同 様 の 原 型 IgGよ り も す み や
か に 排 泄 さ れ よ う 。 従 っ て 、 タ ー ゲ ッ ト 領 域 に 到 達 す る フ ラ グ メ ン ト -治 療 薬 の 量 が 多 く
な ろ う 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　
[416.]　 シ ス テ イ ン HCl濃 度 2mg/ml [F(ab’ )2フ ラ グ メ ン ト 調 製 用 ]及 び 20mg/ml (Fabフ ラ
グ メ ン ト 調 製 用 )の 消 化 用 緩 衝 液 を 入 れ た 2ml固 定 化 フ ィ シ ン ・ カ ラ ム に 精 製 Y1抗 体 1mgを
添 加 し 、 37℃ で 5時 間 (Fabの 場 合 )及 び 20時 間 [F(ab’ )の 場 合 ]反 応 さ せ た 。 ImmunoPure結
合 用 緩 衝 液 4mlで 消 化 物 を 溶 離 す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 さ せ た 。 Protein Aカ ラ ム と 結 合
用 緩 衝 液 を 使 用 し て 未 消 化 IgG及 び Fcフ ラ グ メ ン ト か ら Fab又 は F(ab’ )フ ラ グ メ ン ト を 通
過 液 と し て 分 離 し た 。 280nmで の 吸 光 度 を 読 み 取 る こ と で 、 フ ラ グ メ ン ト を 含 む ピ ー ク 画
分 を 集 め た 。 10kDa又 は 30kDaを カ ッ ト オ フ 分 子 質 量 と す る マ イ ク ロ コ ン セ ン ト レ ー タ ー で
フ ラ グ メ ン ト を 濃 縮 し PBSに 対 し て 透 析 し た 。 タ ン パ ク 質 の 回 収 、 純 度 測 定 及 び 解 析 は 280
nmで の 吸 光 度 、 ゲ ル 電 気 泳 動 及 び HPLCで 行 っ た 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
　
[417.]　 2× 10 6 個 の 細 胞 を 回 収 し マ イ ク ロ 遠 心 機 に か け た (1300rpm、 4℃ 、 5分 間 )。 洗 浄
の た め 、 ペ レ ッ ト に 0.5～ 1 ml PBS+piを 加 え 静 か に 混 合 し た 。 混 合 液 を 前 述 の 要 領 で 遠 心
し た 。 0.5～ 1 ml PBS+piに よ る 洗 浄 を 繰 り 返 し 、 混 合 液 を 前 述 の 要 領 で 遠 心 し た 。 ペ レ ッ
ト 化 し た 細 胞 を 溶 解 用 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た (200μ l/20× 10 6 個 細 胞 ペ レ ッ ト )。 使 用 緩 衝 液
は 50mM Tris pH 7.4、 1mM PMSF、 1%NP-40及 び 1mM EDTAで あ る が 、 他 の 好 適 な 緩 衝 液 で も
よ い 。 懸 濁 液 を 氷 上 で 約 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 遠 心 に か け た (3000rpm、 4℃ 、 5
分 間 )。 上 清 を 回 収 し て 一 定 量 に 分 割 し た 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　
[418.]　 凝 縮 細 胞 に 対 し 20倍 量 の ホ モ ジ ナ イ ズ 緩 衝 液 を 加 え た 。 使 用 ホ モ ジ ナ イ ズ 緩 衝 液
は 2%(w/v) Tween 20、 1mM MgSO 4 、 2mM CaCl 2 、 150mM NaCl及 び 25mM Tris-HCl、 pH 7.4で
あ っ た 。 以 下 の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 添 加 し た : 1mM PMSF、 5μ g/mlロ イ ペ プ チ ン
及 び 5μ g/mlア プ ロ ト ニ ン 。 回 転 式 Teflonペ ス ル (Ultra Torex)付 Potter-Elvehjemホ モ ジ
ナ イ ザ ー で 3～ 5ス ト ロ ー ク し て 細 胞 を ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 試 料 は ホ モ ジ ナ イ ズ 処 理 時 に 保
冷 し 続 け 、 次 い で 氷 浴 で 1時 間 か き 混 ぜ た 。 ホ モ ジ ナ イ ザ ー で 試 料 に さ ら に 数 ス ト ロ ー ク
加 え 、 次 い で 試 料 を 3000× g、 4℃ で 30分 間 遠 心 し た 。 上 清 を 回 収 し 、 45000× g (19000rpm
ロ ー タ ー ss-34)、 4℃ で 1時 間 遠 心 し た 。 上 清 を 棄 て 、 ペ レ ッ ト に 50mM Tris pH 7.4、 1mM 
EDTA、 1%NP-40及 び プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の 溶 液 を 加 え 、 溶 解 ペ レ ッ ト を 1時 間 氷 上 に
お い た 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
　
[419.]　 RPCカ ラ ム (Pharmacia Type PLRP-S 300A)を 使 用 し て 膜 画 分 を 精 製 し た 。 使 用 緩
衝 液 は (A) 20mM Tris pH 8.0及 び (B) 60%プ ロ パ ノ ー ル +DDWで あ る 。 流 速 は 1ml/分 と し た
が 、 洗 浄 ス テ ッ プ だ け は 2ml/分 と し た 。 全 手 順 は 周 囲 温 度 で 実 行 し た 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
[420.]　 Jurkat又 は KG-1膜 画 分 の 免 疫 沈 降 (IP)後 の 溶 出 試 料 に 、 緩 衝 液 Aで 1:4希 釈 し た 試

(83) JP 2005-503756 A5 2005.6.9

Fabフ ラ グ メ ン ト 調 製 の 詳 細 手 順

細 胞 抽 出 物 (溶 解 物 )の 調 製

粗 製 膜 画 分 の 調 製 と 膜 タ ン パ ク 質 の 抽 出

HPLCに よ る 膜 画 分 の 精 製



料 緩 衝 液 (62mM Tris pH 6.8、 10%グ リ セ リ ン 、 3%SDS、 720mMメ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル )を 加
え た 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
[421.]　 試 料 を カ ラ ム に 送 り 、 通 過 液 を 回 収 し た 。 カ ラ ム を 緩 衝 液 (A)で 、 流 れ の 吸 光 度
が ゼ ロ に 下 が る ま で 洗 っ た 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
[422.]　 次 の プ ロ グ ラ ム に 従 っ て カ ラ ム か ら タ ン パ ク 質 を 溶 離 し た : 80% (A)で 5分 間 、 次
い で (A) 80-0%、 (B) 20-100%の グ ラ ジ エ ン ト 40分 間 。 次 に 第 2グ ラ ジ エ ン ト を か け て 溶 離
液 の 組 成 を 80% (A)と し 、 こ の 組 成 を 用 い て カ ラ ム を さ ら に 5回 洗 っ た 。 溶 出 液 を フ ラ ク シ
ョ ン コ レ ク タ ー で 1mlず つ 分 画 し な が ら 回 収 し た 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
[423.]　 試 料 を Speed-Vacエ バ ポ レ ー タ ー で 蒸 発 濃 縮 し 、 SDS-PAGEと ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
解 析 で 分 析 し た 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
　
[424.]　 5mlの 正 常 ヒ ト 新 鮮 凍 結 血 漿 を 開 始 緩 衝 液 で 1:10希 釈 し 、 0.45μ mシ リ ン ジ フ ィ ル
タ ー (Sartorius, cat #16555)で ろ 過 し た 。 開 始 緩 衝 液 は プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー (5μ g
/mlロ イ ペ プ チ ン 、 5μ g/mlア プ ロ チ ニ ン 及 び 1mM PMSF)を 含 む 20mM Tris-HClで あ る 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
[425.]　 5ml HiTrap Q Sepharoseカ ラ ム (Amersham Pharmacia, cat #17-1154-01)を P-1ペ
リ ス タ ポ ン プ (Amersham Pharmacia)に 取 り 付 け た 。 カ ラ ム を メ ー カ ー プ ロ ト コ ー ル に 従 っ
て 約 4ml/分 の 流 速 で 洗 っ た 。 希 釈 ろ 過 血 漿 を カ ラ ム に 通 し 、 通 過 液 を 回 収 し た 。 カ ラ ム を
20容 積 分 の 0.3M NaCl/開 始 緩 衝 液 で 洗 っ た 。 タ ン パ ク 質 を 0.6M、 0.8M及 び 1.0M NaCl/開 始
緩 衝 液 で 溶 離 し た 。 溶 離 液 量 は そ れ ぞ れ 50、 20及 び 20mlで あ っ た 。 全 手 順 は 4℃ で 実 施 し
た 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
[426.]　 溶 出 画 分 を 二 次 元 SDS-PAGEに か け 、 次 い で ビ オ チ ニ ル 化 Y1及 び 陰 性 対 照 と し て の
抗 体 181を 使 用 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に か け た 。 0.6M NaCl溶 出 画 分 か ら は フ ィ ブ リ
ノ ゲ ン γ ’ が 検 出 さ れ た 。 1.0M NaCl溶 出 画 分 に は 補 体 複 合 体 4 (CC4)、 ル ミ カ ン 、 プ ロ ト
ロ ン ビ ン 及 び イ ン タ ー α イ ン ヒ ビ タ ー が 含 ま れ て い た 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　
[427.]　 Q Sepharoseで 精 製 し た 正 常 ヒ ト 血 漿 を 次 の 物 質 と 、 記 載 の 終 濃 度 と な る よ う 混
合 し た : 尿 素 (終 濃 度 8M以 上 )、 DTT (終 濃 度 30mM)及 び TFA (終 濃 度 0.1%)。
【 ０ ４ ０ １ 】
[428.]　 精 製 血 漿 溶 液 を 3ml RPCカ ラ ム (Amersham Pharmacia)に 送 り 、 通 過 液 を 回 収 し た
。 カ ラ ム を 緩 衝 液 (A)で 、 流 れ の 吸 光 度 が ゼ ロ に 下 が る ま で 洗 っ た 。 次 の プ ロ グ ラ ム に 従
っ て カ ラ ム か ら タ ン パ ク 質 を 溶 離 し た : 90% (A)で 5分 間 、 次 い で (A) 90-0%、 (B) 10-100%
の グ ラ ジ エ ン ト 40分 間 。 次 に 第 2グ ラ ジ エ ン ト を か け て 溶 離 液 の 組 成 を 90% (A)と し 、 こ の
組 成 を 用 い て カ ラ ム を さ ら に 5回 洗 っ た 。 使 用 緩 衝 液 は (A) 0.1% TFA/DDW及 び (B) 80% CAN
と 0.1% TFA/DDWで あ る 。 流 速 は 1ml/分 と し た が 、 洗 浄 ス テ ッ プ だ け は 2ml/分 と し た 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
[429.]　 溶 出 液 を フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク タ ー で 1mlず つ 分 画 し な が ら 回 収 し た 。 全 手 順 を 周
囲 温 度 で 実 施 し た 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
[430.]　 試 料 を Speed-Vacエ バ ポ レ ー タ ー で 蒸 発 濃 縮 し 、 SDS-PAGEと ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
解 析 で 分 析 し た 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
　
【 ０ ４ ０ ５ 】
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[431.]　 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー を 5%ス キ ム ミ ル ク に よ り 室 温 で 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ
し た 。 次 い で フ ィ ル タ ー を 0.05% Tween /PBSに よ り 室 温 で 3回 、 各 5分 間 洗 っ た 。 フ ィ ル タ
ー を 2%ス キ ム ミ ル ク /PBS中 、 室 温 で 1時 間 、 Y1-ビ オ チ ン (又 は 181-ビ オ チ ン ) 5μ g/mlと イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で コ ー ル ド ル ー ム (約 4～ 10℃ )で フ ィ ル タ ー を 冷 0.05% Tween 20/
PBSに よ り 3回 、 各 5分 間 洗 っ た 。 次 い で フ ィ ル タ ー を コ ー ル ド ル ー ム で 、 2%ス キ ム ミ ル ク +
 0.05% Tweenで 1:1000希 釈 し た SAV-HRP(ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRP)溶 液 と イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 希 釈 は 室 温 (約 25℃ )で 行 い 、 希 釈 し た SAV-HRPを 10～ 15分 間 氷 冷 し て か ら 使 用 し た
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 静 か に 撹 拌 し な が ら 1時 間 行 っ た 。 SAV-HRPと の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 後 、 フ ィ ル タ ー を 前 述 の 要 領 で 洗 っ た 。 次 い で フ ィ ル タ ー を Super Signal混 合 液 (Pierc
e)と 5分 間 、 メ ー カ ー プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 過 剰 液 を 乾 燥 除 去
し た 。 フ ィ ル タ ー を X線 フ ィ ル ム (富 士 写 真 フ ィ ル ム )に 露 光 し た 後 、 フ ィ ル ム を 現 像 し た
。
【 ０ ４ ０ ６ 】

[432.]　 グ リ コ カ リ シ ン (GC、 GPIbα の ア ミ ノ 酸 1～ ア ミ ノ 酸 493)を IPTG誘 導 性 原 核 ベ ク タ
ー カ セ ッ ト 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の 新 規 構 築 プ ラ ス ミ ド を 収 め た E. coli (BL21 DE3)
細 胞 を 37℃ で 吸 光 度 0.7～ 0.8ま で 増 殖 さ せ 、 次 い で 発 現 誘 導 用 IPTGの 存 在 下 に 37℃ で 3時
間 増 殖 さ せ た 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
[433.]　 半 精 製 し た ヒ ト 血 小 板 由 来 グ リ コ カ リ シ ン (GC)又 は 発 現 誘 導 又 は 非 誘 導 細 胞 に 由
来 す る E. coli細 胞 溶 解 物 (総 体 )を 電 気 泳 動 し た 後 の SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 解 析
し た 。 ビ オ チ ニ ル 化 Y1-scFv、 ウ サ ギ 抗 ヒ ト GCポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 市 販 マ ウ ス 抗 ヒ ト CD4
2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (SZ2 Immunotech、 PM640 Serotec、 HIP1 Pharmigen、 AN51 DAKO)及
び GPIbα の N末 端 へ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (S.C.-7071、 Santa Cruz)を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
[434.]　 2つ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 細 菌 由 来 組 換 え グ リ コ カ リ シ ン と ヒ ト 血 小 板 由 来 天
然 グ リ コ カ リ シ ン の 両 方 を 認 識 し た 。 Y1-scFvと 市 販 抗 体 は ヒ ト 由 来 天 然 グ リ コ カ リ シ ン
を 認 識 し た が 、 細 菌 由 来 組 換 え 血 小 板 グ リ コ カ リ シ ン を 認 識 し な か っ た (図 45)。
【 ０ ４ ０ ９ 】
[435.]　 原 核 生 物 (た と え ば E. coli)系 は 翻 訳 後 修 飾 機 構 た と え ば グ リ コ シ ル 化 及 び 硫 酸
化 機 構 を 欠 く 。 従 っ て 、 細 菌 に 産 生 さ せ た グ リ コ カ リ シ ン を Y1-scFvが 認 識 し な い こ と は
グ リ コ シ ル 化 や 硫 酸 化 な ど の 翻 訳 後 修 飾 が グ リ コ カ リ シ ン へ の Y1-scFvの 結 合 に は 不 可 欠
で あ る と の 結 論 を 裏 付 け る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
　
[436.]　 試 料 は 病 院 か ら 提 供 を 受 け る 。 患 者 試 料 30μ l/チ ュ ー ブ 。 5μ l/チ ュ ー ブ の CD33-
APC(AML場 合 )又 は CD19-APC(B-CLLの 場 合 )又 は CD38-APC(多 発 性 骨 髄 腫 の 場 合 )を 加 え る 。 5
μ l/チ ュ ー ブ の CD45-PerCp及 び 5μ lの scFv-Y1又 は 対 照 scFv-N31又 は CD162-PE(KPL1)を 加
え る 。 チ ュ ー ブ を 4℃ で 30分 間 、 ゆ っ く り 振 と う し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 2ml PBSを
加 え て 洗 い 、 1200rpmで 5分 間 遠 心 す る 。 上 清 を 棄 て る 。
【 ０ ４ １ １ 】
[437.]　 ワ ン ス テ ッ プ ア ッ セ イ の 場 合 に は 次 の 溶 解 ス テ ッ プ に 進 む :
【 ０ ４ １ ２ 】
[438.]　 ddH 2 O(患 者 試 料 に 300μ l)で 1:10希 釈 し た 500μ l BDリ シ ン 溶 液 を 加 え る 。 高 速 で
ボ ル テ ッ ク ス し 、 4℃ で 12分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 前 述 の 要 領 で 洗 う 。 上 清 を 棄 て 500μ
l PBSを 加 え る 。 国 際 規 格 に 従 っ た 血 液 試 料 デ ー タ 収 集 セ ッ ト ア ッ プ を 使 用 し て FACSで 試
料 を 読 み 取 る 。
【 ０ ４ １ ３ 】
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[439.]　 2以 上 の ア ッ セ イ の 場 合 : ワ ー キ ン グ バ ッ フ ァ ー は PBS+1% BSA+0.05%ア ジ 化 ナ ト
リ ウ ム で あ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン と 洗 浄 は 前 述 の と お り 。
【 ０ ４ １ ４ 】
[440.]　 赤 血 球 の 溶 解 は 本 ア ッ セ イ の 最 終 ス テ ッ プ で あ り 、 あ と は 500μ l PBSに 再 懸 濁 す
る 。
【 ０ ４ １ ５ 】

[441.]　 原 Y1を コ ー ド す る ベ ク タ ー pHEN-Y1を 、 V L 、 V H 両 領 域 を 個 別 に 対 象 と す る PCRに よ
り 増 幅 し た 。 V L -PCRに は セ ン ス 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 5’ -AACTCG AGTGAG CTGACA CAGGAC 
CCTと ア ン チ セ ン ス 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 5’ -TTTGTC GACTCA TTTCTT TTTTGC GGCCGC ACC
を 使 用 し た 。 期 待 サ イ ズ ～ 350bpの 産 物 cDNAを 増 幅 し 、 配 列 解 析 し 、 XhoI及 び NotI制 限 酵
素 で 消 化 し た 。
【 ０ ４ １ ６ 】
[442.]　 同 じ 手 順 で V H 領 域 を 増 幅 し た (セ ン ス 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 5’ -ATGAAA TACCTA T
TGCCT ACGGと ア ン チ セ ン ス 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 5’ -AACTCG AGACGG TGACCA GGGTAC Cを
使 用 )。 V H -PCR産 物 を XhoI及 び NotI制 限 酵 素 で 消 化 し た 。 NcoI-NotIで 消 化 済 み の pHENベ ク
タ ー へ の 三 重 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 実 施 し た 。 最 終 ベ ク タ ー を pTria-Y1と 命 名 し た 。
【 ０ ４ １ ７ 】
[443.]　 E. coliの 形 質 転 換 後 、 数 ク ロ ー ン を 選 び 出 し て さ ら な る 解 析 に よ り DNA配 列 、 タ
ン パ ク 質 発 現 、 細 菌 の 細 胞 周 辺 腔 か ら の 抽 出 な ど を 確 認 し た 。 Y1ト ラ イ ア ボ デ ィ ー の サ イ
ズ の 確 認 に は 還 元 条 件 下 で の SDS-PAGE及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ４ １ ８ 】

[444.]　 実 施 例 8に 由 来 す る pTria-Y1ベ ク タ ー を XhoI制 限 酵 素 で 線 状 化 し 、 2本 の 相 補 的 合
成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (5’ -TCGAGA GGTGGA GGCGGTと 5’ -TCGAAC CGCCTC CACCTC)を プ レ ア
ニ ー ル 後 に 、 Y1の 重 鎖 と 軽 鎖 の 間 の XhoI部 位 に ラ イ ゲ ー ト し た 。 こ の 新 し い ベ ク タ ー は pD
ia-Y1と 命 名 し た 。 ト ラ イ ア ボ デ ィ ー の 場 合 と 同 様 に し て 、 DNA配 列 と タ ン パ ク 質 の 発 現 を
確 認 し た 。
【 ０ ４ １ ９ 】

[445.]　 E. coliで の 発 現 は 本 質 的 に 、 scFv-Y1に 関 す る 説 明 と 同 じ で あ っ た 。 し か し 、 形
質 転 換 E. coliの 周 辺 質 由 来 Y1ダ イ ア ボ デ ィ ー 及 び ト ラ イ ア ボ デ ィ ー の 精 製 は 異 な っ た 。 s
cFv-Y1単 量 体 型 は タ ン パ ク 質 A Sepharoseビ ー ズ の ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム で 精 製 す る こ と
が で き る 。 し か し 、 多 量 体 型 Y1に は こ の 方 法 で の 精 製 は 無 効 で あ る 。 そ こ で 細 菌 か ら 抽 出
し た 周 辺 質 タ ン パ ク 質 を 60%硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 一 晩 沈 殿 さ せ 、 H 2 Oに 再 懸 濁 し 、 0.1× PBS
で 予 め 平 衡 化 し た Sephacryl-200 (Pharmacia)サ イ ズ 排 除 カ ラ ム に 添 加 し た 。 画 分 を 回 収
し 、 HPLCで 分 析 し 、 ま た 二 量 体 又 は 三 量 体 を 含 む 別 個 の 画 分 を 回 収 し て FITC標 識 と FACS解
析 に 回 し た 。
【 ０ ４ ２ ０ 】

[446.]　 「 三 段 階 染 色 法 」 を 用 い て Jurkat細 胞 の FACS解 析 を 行 っ た 。 ま ず 粗 製 抽 出 物 又 は
精 製 未 標 識 scFvを 、 次 い で マ ウ ス 抗 myc抗 体 を 、 最 後 に FITC-又 は PE-結 合 抗 マ ウ ス 抗 体 を
、 そ れ ぞ れ 染 色 し た 。 FACS解 析 に は 、 PBS+1% BSAに 再 懸 濁 し た 5～ 8× 10 5 個 の 細 胞 が 必 要
で あ る 。 結 合 は 4℃ で 1時 間 行 っ た 。 各 ス テ ッ プ 後 に 細 胞 を 洗 い PBS+1% BSAに 再 懸 濁 し た 。
最 終 染 色 ス テ ッ プ 後 、 細 胞 を PBS、 1%BSA、 2%ホ ル ム ア ミ ド に 再 懸 濁 し て 固 定 し 、 次 い で FA
CS(Becton-Dickinson)で 読 み 取 っ た 。
【 ０ ４ ２ １ 】
[447.]　 Y1-scFvの 結 合 を ダ イ ア ボ デ ィ ー 及 び ト ラ イ ア ボ デ ィ ー の 結 合 と 比 較 し た 。 こ の
解 析 で は 3つ の Y1型 す べ て の 結 合 プ ロ フ ィ ー ル が き わ め て 類 似 し て い た 。 こ れ は 、 前 述 の
よ う な Y1改 変 が Y1の リ ガ ン ド へ の 見 掛 け 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 変 更 、 隠 蔽 又 は 破 壊 し な い
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こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ４ ２ ２ 】

[448.]　 こ の 測 定 で は 、 ク ロ ラ ミ ン Tを 使 用 し て Y1-IgG構 成 体 又 は Bolton-Hunter(CONY1)
試 薬 を 1 2 5 Iで ヨ ウ 化 し て 調 製 し た 放 射 性 リ ガ ン ド を 使 用 し た 。 測 定 用 チ ュ ー ブ に は 0.2ml
あ た り 5× 10 6 個 の KG-1細 胞 と 標 識 ト レ ー サ ー +可 変 量 の 無 標 識 競 合 物 質 と を PBS+0.1%BSA (
pH 7.4)中 に 混 ぜ た も の を 入 れ た 。 か き 混 ぜ な が ら 4℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 細
胞 を 冷 緩 衝 液 で 十 分 に 洗 い 、 放 射 能 測 定 に 回 し た 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
[449.]　 放 射 受 容 体 測 定 (RRA)に は 2ng/チ ュ ー ブ の 1 2 5 I-Y1-IgGを 使 用 し 、 3分 子 そ れ ぞ れ
と の 競 合 を 行 わ せ た 。 結 果 は 図 46の と お り で あ る 。 図 が 示 す よ う に S-S Y1二 量 体 は ア フ ィ
ニ テ ィ ー が 全 Y1抗 体 の 大 半 よ り も 低 く (2分 の 1)、 ま た CONY1よ り も 30倍 高 か っ た 。 こ の 実
験 で は Y1-IgGの ア フ ィ ニ テ ィ ー 概 算 値 は 2× 10 - 8 Mで あ る 。 従 っ て 、 対 応 す る 二 量 体 の ア フ
ィ ニ テ ィ ー は 4× 10 - 8 Mで あ る 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
[450.]　 標 識 CONY1を 使 用 し た 第 2の RRAで は 、 100ng/チ ュ ー ブ の 1 2 5 I-Y1-IgGを 使 用 し 、 3
分 子 そ れ ぞ れ と の 競 合 を 行 わ せ た 。 結 果 は 図 46の と お り で あ る 。 図 が 示 す よ う に S-S二 量
体 は CONY1と 比 べ て ア フ ィ ニ テ ィ ー が 20倍 高 か っ た 。 こ の 実 験 で は CONY1の ア フ ィ ニ テ ィ ー
概 算 値 は 10 - 6 Mで あ る 。 従 っ て 、 対 応 す る 二 量 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー は 5× 10 - 8 Mで あ る 。
【 ０ ４ ２ ５ 】

[451.]　 1リ ッ ト ル の λ pL-yl-cys- 培 養 菌 を 42℃ で 2～ 3時 間 誘 導 し た 。 培 養 菌 を 5000rp
mで 30分 間 遠 心 し た 。 ペ レ ッ ト を 180mlの TE (50mM Tris-HCl pH 7.4、 20mM EDTA)に 再 懸 濁
し た 。 8mlの リ ゾ チ ー ム (5mg/mlス ト ッ ク に 由 来 )を 加 え 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 20ml
の 5M NaClと 25mlの 25% Tritonを 加 え 、 さ ら に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 混 合 液 を 4
℃ 、 13000rpmで 60分 間 遠 心 し 、 上 清 を 棄 て た 。 テ ィ ッ シ ュ マ イ ザ ー (又 は ホ モ ジ ナ イ ザ ー )
を 利 用 し て ペ レ ッ ト を TEに 再 懸 濁 し た 。 こ の 手 順 を 封 入 体 (ペ レ ッ ト )が 灰 /茶 褐 色 に な る
ま で 3～ 4回 反 復 し た 。 封 入 体 を 6Mグ ア ニ ジ ン HCl、 0.1M Tris pH 7.4、 2mM EDTAで 可 溶 化
し た (1.5g-封 入 体 /10ml-可 溶 化 緩 衝 液 か ら ～ 10mg/mlの 可 溶 化 タ ン パ ク 質 を 得 た )。 こ れ を
少 な く と も 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 タ ン パ ク 質 を 濃 度 測 定 し て 10mg/mlの 濃 度 と し た 。

を 加 え て 終 濃 度 を 65mMと し 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 タ ン パ ク 質 の 再 生 を 、 10m
lの タ ン パ ク 質 を 0.5Mア ル ギ ニ ン 、 0.1M Tris pH 8、 2mM EDTA、 0.9mM GSSGを 含 む 溶 液 に
滴 下 し て 希 釈 す る こ と に よ り 開 始 し た 。 再 生 溶 液 を ～ 10℃ で 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
タ ン パ ク 質 を 含 む 再 生 溶 液 を 、 25mMリ ン 酸 緩 衝 液 pH 6と 100mM尿 素 と を 含 む 緩 衝 液 中 で 透
析 し 、 500mlに 濃 縮 し た 。 こ の 透 析 /濃 縮 溶 液 を SP-Sepharoseカ ラ ム に 結 合 さ せ 、 NaClの (1
Mま で の )グ ラ ジ エ ン ト で 溶 出 し た 。
【 ０ ４ ２ ６ 】

[452.]　 100mlの 精 製 グ リ コ カ リ シ ン を 96穴 平 底 MaxiSorpプ レ ー ト に よ り 4℃ で 一 晩 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を PBST (PBS+ 0.05% Tween)で 3回 洗 い 、 次 い で 200mlの PBST-ミ ル
ク (PBST+ 2%脱 脂 乳 )を 室 温 で 1時 間 に わ た り 添 加 し た 。 プ レ ー ト を PBSTで 洗 い 、 単 量 体 又
は 二 量 体 (100ml)を 種 々 の 濃 度 の PBST-ミ ル ク に 室 温 で 1時 間 に わ た り 添 加 し た 。 次 い で プ
レ ー ト を 洗 い 、 (PBST-ミ ル ク に 1:100希 釈 し た )抗 V L ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Y1由 来 V L で 免 疫
し た ウ サ ギ に 由 来 )を 1時 間 に わ た り 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 洗 い 、 抗 ウ サ ギ HRP抗 体 を さ ら
に 1時 間 に わ た り 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 5回 洗 い 、 100μ l TMB基 質 を 約 15分 間 に わ た り 添 加
し 、 次 に 100μ lの 0.5M H 2 SO 4 を 加 え て 反 応 を 止 め た 。 プ レ ー ト の 450nmで の 吸 光 度 を ELISA
リ ー ダ ー で 測 定 し た 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
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【 ０ ４ ２ ８ 】
[453.]　 scFv及 び 市 販 抗 体 の GCへ の 結 合 に は グ リ コ シ ル 化 や 硫 酸 化 な ど の 翻 訳 後 修 飾 が 不
可 欠 で あ る 。 原 核 (E. coli)系 は グ リ コ シ ル 化 や 硫 酸 化 な ど の 翻 訳 後 修 飾 機 構 を 欠 く 。
【 ０ ４ ２ ９ 】

[454.]　  Y1の C末 端 に PCRに よ り 配 列 LNDIFEAQKIEWHEを 付 加 し た 構 成 体 を 消 化 し て 、 IPTG
誘 導 性 発 現 ベ ク タ ー カ セ ッ ト に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の ク ロ ー ン は Y1-Biotagと 命 名 し た
。 こ の 配 列 は 酵 素 BirAの 基 質 で あ り 、 該 酵 素 は 遊 離 ビ オ チ ン の 存 在 下 に ビ オ チ ン を リ シ ン
(K)残 基 に 共 有 結 合 さ せ る こ と が で き る (Altman JD et a., 「 抗 原 特 異 的 Tリ ン パ 球 の 表 現
型 分 析 」 Phenotyic analysis of antigen-specific T lymphocytes. Science, 1996 Oct 
4, 274 (5284): 94-6)。 こ の 構 成 体 は BL21細 菌 細 胞 で 封 入 体 と し て 産 生 さ れ た 。 タ ン パ ク
質 の 再 生 を 前 述 の 要 領 で 行 っ た 。 封 入 体 を グ ア ニ ジ ン - で 可 溶 化 し た 。 再 生 は ア ル ギ ニ
ン -ト リ ス -EDTAを 含 む 緩 衝 液 に よ る 希 釈 に よ っ て 行 っ た 。 透 析 、 濃 縮 の 後 、 HiTrapQイ オ
ン 交 換 カ ラ ム で 精 製 し た 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
[455.]　 精 製 Y1-biotag scFvを BirA酵 素 (Avidityよ り 購 入 )及 び ビ オ チ ン と 、 メ ー カ ー の
助 言 に 従 っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ビ オ チ ニ ル 化 Y1-biotagを (分 子 あ た り ビ オ チ ン 量 を 推
計 す る )HABA試 験 で 分 析 す る と 、 お よ そ >0.8ビ オ チ ン 残 基 /分 子 の 存 在 が 判 明 し た 。
【 ０ ４ ３ １ 】
[456.]　 ビ オ チ ニ ル 化 Y1-biotagを ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -PE(フ ィ コ エ リ ト リ ン )と イ ン キ ュ
ベ ー ト し て 複 合 体 を 形 成 し 、 ま た (Y1陽 性 ) KG-1細 胞 に よ る FACS実 験 に 使 用 し た 。 結 合 感
度 は ア ビ デ ィ テ ィ ー の 上 昇 に よ り 少 な く と も 100倍 増 大 し た 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン か ら は 4
つ の ビ オ チ ニ ル 化 Y1-biotag分 子 が 形 成 さ れ う る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
[457.]　 Y1-biotagの 配 列 (SEQ ID NO:211)は 次 の と お り で あ る :
1　 　 　  MEVQLVESGG GVVRPGGSLR LSCAASGFTF DDYGMSWVRQ
41　 　 　 APGKGLEWVS GINWNGGSTG YADSVKGRFT ISRDNAKNSL
81　 　 　 YLQMNSLRAE DTAVYYCARM RAPVIWGQGT LVTVSRGGGG
121　  　 SGGGGSGGGG SSELTQDPAV SVALGQTVRI TCQGDSLRSY
161　  　 YASWYQQKPG QAPVLVIYGK NNRPSGIPDR FSGSSSGNTA
201　  　 SLTITGAQAE DEADYYCNSR DSSGNNVVFG GGTKLTVLGG
241　 　  GGLNDIFEAQ KIEWHE
【 ０ ４ ３ ３ 】

[458.]　  Pastoral haemolyticaに 由 来 し ヒ ト 血 小 板 GPIbを 選 択 的 に 切 断 す る 酵 素 、 O-シ
ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ を 使 用 し て 、 GPIbα へ の Y17の 結 合 特 異 性 の 評 価 を
試 み た 。 O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ は シ ア リ ル 化 し た O結 合 型 グ リ カ ン を
含 む タ ン パ ク 質 だ け を 特 異 的 に 切 断 し 、 N結 合 型 糖 タ ン パ ク 質 又 は 非 グ リ コ シ ル 化 タ ン パ
ク 質 を 切 断 し な い 。 こ の 酵 素 は 、 高 度 に O-グ リ コ シ ル 化 し た GPIbを 切 断 す る が GPIIb-III 
aや 血 小 板 表 面 の 他 受 容 体 は 切 断 し な い と 報 告 さ れ て い る 。 免 疫 ブ ロ ッ ト 解 析 や FACS解 析
で 示 さ れ た よ う に 、 GPIbを 切 断 し た O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ を 洗 浄 血 小
板 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る と Y17も 、 GPIbα へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (MCA466S、 Serotec)も
、 GPIbに 結 合 し な く な る 。 こ れ ら の エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ は GPIIb/III aへ の (抗 CD61)モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 能 に は 変 化 を 及 ぼ さ な か っ た (図 4)。
【 ０ ４ ３ ４ 】

[459.]　 血 小 板 GPIb上 の Y17エ ピ ト ー プ の 同 定 へ の 興 味 深 い ア プ ロ ー チ で は 、 血 小 板 GPIb
上 の 切 断 部 位 が 十 分 に 解 明 さ れ て い る エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 酵 素 を 使 用 す る 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
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実 施 例 15: Y1四 量 体 の 生 産
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実 施 例 16: Y17活 性 の 解 析

実 施 例 17: 血 小 板 GPIb上 の Y17エ ピ ト ー プ の 同 定

17.1:　 Y1エ ピ ト ー プ ・ マ ッ ピ ン グ へ の モ カ ラ ギ ン の 効 果



[460.]　 コ ブ ラ 毒 メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の モ カ ラ ギ ン は 血 小 板 GPIbα を 、 残 基 glu-282と a
sp-283の 間 の 単 一 部 位 で 特 異 的 に 切 断 し 、 2つ の 安 定 生 成 物 す な わ ち 上 清 中 に 検 出 さ れ る 4
5kDaの N末 端 側 断 片 (His-1～ Glu-282)と 膜 に 結 合 し た 100kDaの C末 端 側 断 片 を 生 成 す る 。
【 ０ ４ ３ ６ 】
[461.]　 洗 浄 血 小 板 を モ カ ラ ギ ン で 処 理 し 、 血 小 板 溶 解 物 を SDS-PAGEで 分 離 し ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス に 転 写 し た 。 モ カ ラ ギ ン 処 理 し た 洗 浄 血 小 板 の Y1に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 か
ら 、 GPIb(135 kDa)に 対 応 す る バ ン ド が 消 失 し 、 N末 端 側 45kDaト リ プ シ ン 消 化 断 片 に Y-17
が 結 合 し て い る こ と が 判 明 し た 。 GPIbα の C末 端 側 断 片 へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MCA466Sは
C末 端 側 100kDa断 片 と 反 応 す る 一 方 で 、 GPIbα の N末 端 を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 S.C.
7071は Y1が 認 識 し た の と 同 じ N末 端 側 45kDa断 片 と 反 応 し た (図 14)。
【 ０ ４ ３ ７ 】
[462.]　 グ リ コ カ リ シ ン の モ ガ ラ ギ ン 処 理 は 洗 浄 血 小 板 で 観 測 さ れ た 結 果 と 同 様 の 結 果 を
も た ら す が 、 そ れ は Y1と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 S.C.7071が GPIbα の N末 端 側 45kDa切 断 断 片 に
結 合 す る こ と を 示 す (図 8)。 こ れ ら の 結 果 は Y17に 対 応 す る エ ピ ト ー プ が 配 列 His-1～ Glu-2
82内 に 含 ま れ て い る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ４ ３ ８ 】

[463.]　 好 中 球 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の カ テ プ シ ン Gは グ リ コ カ リ シ ン を 、 残 基 Leu-275と Ty
r-276の 間 及 び 残 基 Val-296と Lys-297の 間 の 2つ の 部 位 で 切 断 し た 。 グ リ コ カ リ シ ン を カ テ
プ シ ン Gで 処 理 す る と 2つ の N末 端 側 断 片 す な わ ち 小 さ い ほ う の 42kDa断 片 (His1～ Leu275)と
大 き い ほ う の 45kDa断 片 (His1～ Val296)、 そ れ に 1つ の C末 端 側 ～ 95kDa断 片 が 生 成 す る 。 グ
リ コ カ リ シ ン と カ テ プ シ ン G消 化 で 生 成 し た グ リ コ カ リ シ ン 断 片 と を SDS-PAGEで 分 離 し 、
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 写 し た 。 Y17は 大 き い ほ う の 断 片 (His1～ Val296)に 結 合 し た が 、 小
さ い ほ う の 断 片 (His1～ Leu275)に は 結 合 し な か っ た 。 さ ら に 、 His1～ Leu275内 の エ ピ ト ー
プ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 S.C.7071は 両 断 片 を ブ ロ ッ ト し た (図 12)。 モ カ ラ ギ ン 及
び カ テ プ シ ン Gに よ る N末 端 側 消 化 断 片 の 解 析 結 果 は 、 GPIbα の ア ミ ノ 酸 配 列 Tyr276～ Glu2
82が Y17結 合 の た め の 重 要 な 認 識 モ チ ー フ で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ４ ３ ９ 】

[464.]　 vWF依 存 の 血 小 板 凝 集 反 応 へ の Y17-scFvの 効 果 を 種 々 の Y17濃 度 で 試 験 し た 。 Y1と
は 対 照 的 に 、 Y17は 10、 25又 は 50 μ g/mlの 終 濃 度 で は リ ス ト セ チ ン 誘 発 性 の vWF依 存 洗 浄
血 小 板 凝 集 反 応 を 阻 害 し な か っ た 。 モ カ ラ ギ ン 及 び カ テ プ シ ン Gに よ る N末 端 側 消 化 断 片 の
解 析 結 果 は 、 GPIbα の ア ミ ノ 酸 配 列 Tyr276～ Glu282が Y17及 び Y1結 合 の た め の 重 要 な 認 識
モ チ ー フ で あ る こ と を 示 唆 す る 。 Y17は 血 小 板 凝 集 を 阻 害 し な い の で 、 Y1と Y17は 同 じ 配 列
に で は な く 重 複 し た 配 列 に 結 合 す る 模 様 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】
　 [121.]　 図 1は GPIbの α 鎖 上 の 、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 類 に よ る 切 断 部 位 を 示 す 。
【 図 ２ 】
　 [122.]　 図 2は 還 元 及 び 非 還 元 条 件 下 で の 血 小 板 へ の Y1及 び Y17の 結 合 を 示 す ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 ３ 】
　 [123.]　 図 3は

【 図 ４ 】
　 [124.]　 図 4は O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ で 血 小 板 GPIbを 切 断 す る と Y1
、 Y17両 方 が 結 合 し な く な る こ と を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 ５ 】
　 [125.]　 図 5は Y1と Y17が O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 切 断 後 の 類 似
の グ リ コ カ リ シ ン 断 片 に 結 合 す る こ と を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
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17.2:　 Y17エ ピ ト ー プ ・ マ ッ ピ ン グ へ の カ テ プ シ ン Gの 効 果

実 施 例 18:　 vWF依 存 凝 集 反 応 へ の Y17-scFvの 効 果

血 小 板 GCの 各 種 調 製 物 と KG-1細 胞 の 膜 画 分 4と の Y1の 反 応 性 の 概 略 図 で あ
る 。



【 図 ６ 】
　 [126.]　 図 6は GPIbの 特 異 的 タ ン パ ク 質 分 解 に よ り Y1が 血 小 板 に 結 合 し な く な る こ と を
示 す FACS解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 ７ 】
　 [127.]　 図 7は モ カ ラ ギ ン 切 断 後 の 血 小 板 GPIbα の N末 端 側 断 片 (His1-Glu282)へ の Y1の
結 合 を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 ８ 】
　 [128.]　 図 8は モ カ ラ ギ ン 切 断 後 の グ リ コ カ リ シ ン へ の Y1と Y17の 結 合 を 示 す ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 ９ 】
　 [129.]　 図 9は 血 小 板 へ の Y1と Y17の 結 合 を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 １ ０ 】
　 [130.]　 図 10は フ ィ シ ン (Ficin)分 解 後 の グ リ コ カ リ シ ン に Y1と Y17が 同 様 に 結 合 す る こ
と を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 １ １ 】
　 [131.]　 図 11は Y1が GPIbaα の カ テ プ シ ン G切 断 で 生 成 し た 大 き い ほ う の 断 片 と 反 応 す る
こ と を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 １ ２ 】
　 [132.]　 図 12は Y1と Y17が GPIbaα の カ テ プ シ ン G切 断 で 生 成 し た 大 き い ほ う の 断 片 と 反
応 す る こ と を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 １ ３ 】
　 [133.]　 図 13は グ リ コ カ リ シ ン を モ カ ラ ギ ン と カ テ プ シ ン Gで 切 断 す る と Y1が 結 合 し な
く な る こ と を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 １ ４ 】
　 [134.]　 図 14は モ カ ラ ギ ン と カ テ プ シ ン Gで 切 断 し た 洗 浄 血 小 板 溶 解 物 へ の Y1と Y17の 結
合 を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 １ ５ 】
　 [135.]　 図 15は 洗 浄 血 小 板 の 凝 集 反 応 の Y1-scFvに よ る 阻 害 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ６ 】
　 [136.]　 図 16は 多 血 小 板 血 漿 中 の 血 小 板 凝 集 の Y1-scFvに よ る 阻 害 を 示 す グ ラ フ で あ る
。
【 図 １ ７ 】
　 [137.]　 図 17は 洗 浄 血 小 板 の 凝 集 反 応 の Y1-IgGに よ る 誘 発 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ８ 】
　 [138.]　 図 18は 多 血 小 板 血 漿 中 の 血 小 板 凝 集 の Y1-IgGに よ る 誘 発 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ９ 】
　 [139.]　 図 19は ELISA法 の 結 果 で あ る 。
【 図 ２ ０ 】
　 [140.]　 図 20は Y1及 び α -CD42 (N1-19)の 、 そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド へ の 結 合 の 特 異 性 を 示
す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 ２ １ 】
　 [141.]　 図 21は 免 疫 沈 降 法 と RP-HPLCを 用 い て 精 製 し た KG-1細 胞 膜 上 の Y1-リ ガ ン ド と の
Y1の 反 応 性 を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】
　 [142.]　 図 22は Y1結 合 へ の O-シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 の 効 果 を 示 す
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 ２ ３ 】
　 [143.]　 図 23は RP-HPLC精 製 KG-1細 胞 溶 解 物 及 び ヘ パ リ ン -BSAへ の Y1結 合 へ の ア リ ー ル
ス ル フ ァ タ ー ゼ 切 断 の 効 果 を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 ２ ４ 】
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　 [144.]　 図 24は Y1結 合 の 特 異 性 の 解 析 に 使 用 し た 免 疫 沈 降 法 の 概 要 で あ
【 図 ２ ５ 】
　  [145.]　 図 25は Y1及 び 抗 CD162抗 体 の 、 AML患 者 由 来 細 胞 及 び 正 常 血 液 由 来 細 胞 へ の 結
合 を 比 較 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 ２ ６ 】
　 [146.]　 図 26は 抗 体 KPL1、 PL1及 び PL2の Y1と の 競 合 的 結 合 能 を 示 す FACS解 析 の 結 果 で あ
る 。
【 図 ２ ７ 】
　 [147.]　 図 27は Y1結 合 の 特 異 性 を 示 す FACS解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 ２ ８ 】
　 [148.]　 図 28も ま た Y1結 合 の 特 異 性 を 示 す FACS解 析 の 結 果 で あ る 。
【 図 ２ ９ 】
　 [149.]　 図 29は 各 種 ペ プ チ ド の 存 在 下 で の Y1結 合 阻 害 率 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ０ 】
　 [150.]　 図 30は 異 な る 処 置 群 の マ ウ ス の 肝 重 量 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ １ 】
　 [151.]　 図 31は 異 な る 処 置 群 の マ ウ ス の 骨 髄 中 MOLT細 胞 率 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ２ 】
　 [152.]　 図 32は 異 な る 処 置 群 の マ ウ ス の 血 中 MOLT細 胞 率 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ３ 】
　 [153.]　 図 33は

【 図 ３ ４ 】
　 [154.]　 図 34は 35日 目 の マ ウ ス 肝 重 量 (平 均 ± SEM)を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ５ 】
　 [155.]　 図 35は 処 置 の 生 存 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ６ 】
　 [156.]　 図 36は 異 な る 処 置 群 の 白 血 病 発 生 率 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ７ 】
　 [157.]　 図 37は 異 な る 処 置 群 の 血 中 KG-1細 胞 率 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ８ 】
　 [158.]　 図 38は 実 験 動 物 の 骨 髄 中 KG-1細 胞 率 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ９ 】
　 [159.]　 図 39は マ ウ ス へ の 1 2 5 I-CONY1静 注 後 の 血 漿 中 TCA沈 殿 放 射 能 の 薬 物 動 態 を 示 す
グ ラ フ で あ る 。 CONY1の 配 列 は SEQ ID NO: 204と し て 示 す 。
【 図 ４ ０ 】
　 [160.]　 図 40は マ ウ ス へ の 1 2 5 I-CONY1静 注 後 の 種 々 の 器 官 /組 織 の 比 放 射 能 を 示 す グ ラ
フ で あ る 。
【 図 ４ １ 】
　 [161.]　 図 41は マ ウ ス へ の 1 2 5 I-CONY1静 注 後 の 種 々 の 器 官 /組 織 の 放 射 能 分 布 を 示 す グ
ラ フ で あ る 。
【 図 ４ ２ 】
　 [162.]　 図 42は Y1-cys-kakの Superdex 75カ ラ ム 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル で あ る 。
【 図 ４ ３ 】
　 [163.]　 図 43は 還 元 、 非 還 元 条 件 下 で の 単 量 体 と 二 量 体 の サ イ ズ 比 較 で あ る 。
【 図 ４ ４ 】
　 [164.]　 図 44は IgG-Y1分 子 と scFv-Y1の 結 合 レ ベ ル の 比 較 を 示 す FACS解 析 結 果 で あ る 。
【 図 ４ ５ 】
　 [165.]　 図 45は Y1及 び 他 抗 体 の 、 天 然 ヒ ト 血 小 板 由 来 グ リ コ カ リ シ ン 及 び E. coli産 生
組 換 え グ リ コ カ リ シ ン へ の 結 合 レ ベ ル を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 で あ る 。
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る 。

、 Y1結 合 に 対 す る ア リ ー ル ・ ス ル フ ァ タ ー ゼ と Mocarhagin解 裂 の 効 果 を
示 す ウ ェ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト を 表 す 。



【 図 ４ ６ 】
　 [166.]　 図 46は Y1単 量 体 、 Y1 scFv (CONY1)及 び Y1 IgGの 結 合 比 較 で あ る 。
【 図 ４ ７ 】
　 [167.]　 図 47は Y1ジ ス ル フ ィ ド 結 合 二 量 体 と Y1 scFv (CONY1)の 結 合 比 較 で あ る 。
【 図 ４ ８ 】
　 [168.]　 図 48は Y1-IgGの 重 鎖 (HC)と 軽 鎖 (LC)の ア ミ ノ 酸 /ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 Y1-
HCの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (ORF)(SEQ ID NO: 205)、 Y1-HCの
ア ミ ノ 酸 配 列 (SEQ ID NO: 206)、 Y1-LCの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ORF (SEQ ID NO: 207)及 び Y
1-LCの ア ミ ノ 酸 配 列 (SEQ ID NO: 208)を 示 す 。
【 図 ４ ９ 】
　 [169.]　 図 49は TM1の ア ミ ノ 酸 配 列 (SEQ ID NO: 209)で あ る 。
【 図 ５ ０ 】
　 [170.]　 図 50は Y16 scFvの ア ミ ノ 酸 /ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (SEQ ID NO: 210)で あ る 。
【 図 ５ １ 】
　 [171.]　 図 51は Y1 Biotagの ア ミ ノ 酸 配 列 (SEQ ID NO: 211)で あ る 。
【 図 ５ ２ 】
　 [172.]　 図 52は  scFvの ア ミ ノ 酸 配 列 (SEQ ID NO: 212)で あ る 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ３ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 ３ ３ 】
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