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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 5月 25日 (2007.5.25)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ２ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ２ ０ 】
　 [170]  
　 [171]  構 造 が 解 明 さ れ て い る 抗 体 セ ッ ト の 可 変 領 域 残 基 の 溶 媒 露 出 度 を 、 ネ ズ ミ Ｍ ｙ
９ － ６ 抗 体 可 変 領 域 の 表 面 残 基 を 予 測 す る の に 用 い た 。 １ ２ ７ の 独 特 の 抗 体 構 造 フ ァ イ ル
の セ ッ ト （ 図 ３ ） に つ い て 、 ア ミ ノ 酸 の 溶 媒 露 出 度 を 、 Ｍ Ｃ ソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ （ Ｐ
ｅ ｄ ｅ ｒ ｓ ｅ ｎ ら 、 １ ９ ９ ４ 年 、 Ｊ ． Ｍ ｏ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． ２ ３ ５ （ ３ ） ： ９ ５ ９ － ９ ７ ３
） を 用 い て 計 算 し た 。 こ の １ ２ ７ の 構 造 の セ ッ ト に 由 来 す る 、 最 も 類 似 し た １ ０ の 軽 鎖 及
び 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ ウ ェ ブ サ イ ト

の 配 列 整 列 化 ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 決 定 し た 。 こ れ ら の １ ０ の 抗 体 可 変 領 域
の 各 可 変 領 域 残 基 に つ い て の 平 均 溶 媒 露 出 度 を 、 エ ク セ ル 集 計 表 を 用 い て 計 算 し 、 そ し て
３ ０ ％ よ り も 大 き な 平 均 露 出 度 を 伴 う 位 置 を 、 表 面 残 基 と み な し た 。 ２ ５ ％ ～ ３ ５ ％ の 平
均 露 出 度 を 伴 う 位 置 を 、 両 側 に 隣 接 す る ２ つ の 同 一 な 残 基 を 有 す る こ れ ら の 構 造 の み に つ
い て 、 個 々 の 残 基 の 露 出 度 を 計 算 す る こ と に よ っ て 、 さ ら に み な し た 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ３ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ３ ７ 】
　 [201]  種 々 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン 及 び ペ プ チ ド 配 列 解 析 か ら 得 た 蓄 積 デ ー タ は 、 図 ８ に
示 さ れ る 最 終 的 な ネ ズ ミ Ｍ ｙ ９ － ６ 軽 鎖 及 び 重 鎖 配 列 を 提 供 し た 。 Ｋ ａ ｂ ａ ｔ 及 び Ａ ｂ Ｍ
定 義 を 用 い て 、 ３ つ の 軽 鎖 及 び 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ を 同 定 し た （ 図 ８ 及 び ９ ） 。 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ 　 Ｉ ｇ Ｂ
ｌ ａ ｓ ｔ デ ー タ ベ ー ス の 検 索 に よ り 、 ｍ ｕ Ｍ ｙ ９ － ６ 抗 体 軽 鎖 可 変 領 域 は 、 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｖ

　 ８ － ２ ７ 生 殖 系 列 遺 伝 子 に 由 来 す る 可 能 性 が 最 も 高 く 、 一 方 、 重 鎖 可 変 領 域 は 、 Ｉ ｇ
Ｖ ｈ 　 Ｖ １ ０ ２ 生 殖 系 列 遺 伝 子 に 由 来 す る 可 能 性 が 最 も 高 い こ と が 、 示 唆 さ れ る （ 図 １ ０
） 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ７ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ７ ０ 】
【 図 １ 】 [35]　 図 １ は 、 競 合 結 合 実 験 の 結 果 を 示 す 。 1 2 5 Ｉ － 標 識 Ｍ ｙ ９ － ６ 抗 体 （ ３ ｘ
１ ０ - 9 Ｍ ） の Ｃ Ｄ ３ ３ 陽 性 Ｕ － ９ ３ ７ 細 胞 へ の 結 合 を 、 濃 度 を 増 加 さ せ た Ｍ ｙ ９ あ る い は
Ｍ ｙ ９ － ６ 抗 体 の 存 在 下 で 、 ア ッ セ イ し た 。
【 図 ２ 】 [36]　 図 ２ は 、 軽 鎖 シ グ ナ ル 配 列 に 対 す る Ｍ ｙ ９ － ６ 縮 重 プ ラ イ マ ー を 示 す 。
【 図 ３ 】 [37]　 図 ３ は 、 ｍ ｕ Ｍ ｙ ９ － ６ 可 変 領 域 の 表 面 を 予 測 す る の に 用 い た ブ ル ッ ク ヘ
ブ ン の デ ー タ ベ ー ス に 由 来 す る 、 １ ２ ７ の 抗 体 構 造 の フ ァ イ ル 名 を 示 す 。
【 図 ４ 】 [38]　 図 ４ は 、 １ ６ の Ｍ ｙ ９ － ６ の 表 面 再 構 築 化 型 な ら び に キ メ ラ Ｍ ｙ ９ － ６ 抗
体 を 構 築 す る の に 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 示 す 。
【 図 ５ 】 [39]　 図 ５ は 、 ヒ ト 化 抗 体 を 構 築 し そ し て 発 現 す る の に 用 い た プ ラ ス ミ ド を 示 す
。 （ Ａ ） ： 軽 鎖 ク ロ ー ニ ン グ プ ラ ス ミ ド 。 （ Ｂ ） ： 重 鎖 ク ロ ー ニ ン グ プ ラ ス ミ ド 。 （ Ｃ ）
： 哺 乳 動 物 抗 体 発 現 プ ラ ス ミ ド 。
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【 図 ６ 】 [40]　 図 ６ Ａ は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 生 成 し た ｍ ｕ Ｍ ｙ ９ － ６ 軽 鎖 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク
ロ ー ン に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た 、 エ ド マ ン 配 列 決 定 の 結 果 を 示 す 。 　 [41]　 図
６ Ｂ は 、 Ｃ Ｄ Ｒ １ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ ２ 配 列 を そ れ ぞ れ 含 有 す る 、 １ ３ １ ９ Ｄ ａ 及 び １ １ ２ ２ Ｄ ａ
の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト の Ｍ Ｓ － Ｍ Ｓ 配 列 解 析 に よ る 結 果 を 示 す 。 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 は 、 太 字 で
表 す 。
【 図 ７ 】 [42]　 図 ７ は 、 １ ７ ８ ８ Ｄ ａ ペ プ チ ド の Ｍ Ｓ － Ｍ Ｓ 配 列 解 析 に よ る 結 果 、 及 び ２
つ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン に 由 来 す る 対 応 し た 配 列 を 示 す 。
【 図 ８ － Ａ 】 [43]　 図 ８ Ａ は 、 ネ ズ ミ Ｍ ｙ ９ － ６ 抗 体 の 軽 鎖 可 変 領 域 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び
推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 下 線 で 示 す 。
【 図 ８ － Ｂ 】 [44]　 図 ８ Ｂ は 、 ネ ズ ミ Ｍ ｙ ９ － ６ 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び
推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ を 下 線 で 示 す 。
【 図 ９ 】 [45]　 図 ９ は 、 Ｋ ａ ｂ ａ ｔ の 定 義 に よ っ て 決 定 さ れ た 軽 鎖 及 び 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ を 示 す
。
【 図 １ ０ 】 [46]　 図 １ ０ は 、 ８ － ２ ７ 及 び Ｖ １ ０ ２ 遺 伝 子 の 生 殖 系 列 配 列 と と も に 整 列 化
さ せ た 、 ネ ズ ミ Ｍ ｙ ９ － ６ 抗 体 の 軽 鎖 及 び 重 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 点 （ ． ） は 、 配 列 が
同 一 で あ る こ と を 示 す 。
【 図 １ １ － Ａ 】 [47]　 図 １ １ Ａ 及 び Ｂ は 、 ブ ル ッ ク ヘ ブ ン の デ ー タ ベ ー ス に 解 明 さ れ て い
る フ ァ イ ル を 有 す る 、 ｍ ｕ Ｍ ｙ ９ － ６ 配 列 に 最 も 相 同 的 な １ ０ の 軽 鎖 （ Ａ ） 及 び 重 鎖 （ Ｂ
） 抗 体 配 列 を 示 す 。 配 列 を 、 最 も 相 同 的 な も の か ら 最 も 相 同 的 で な い も の へ の 順 番 で 整 列
化 し た 。
【 図 １ １ － Ｂ 】 [47]　 図 １ １ Ａ 及 び Ｂ は 、 ブ ル ッ ク ヘ ブ ン の デ ー タ ベ ー ス に 解 明 さ れ て い
る フ ァ イ ル を 有 す る 、 ｍ ｕ Ｍ ｙ ９ － ６ 配 列 に 最 も 相 同 的 な １ ０ の 軽 鎖 （ Ａ ） 及 び 重 鎖 （ Ｂ
） 抗 体 配 列 を 示 す 。 配 列 を 、 最 も 相 同 的 な も の か ら 最 も 相 同 的 で な い も の へ の 順 番 で 整 列
化 し た 。
【 図 １ ２ 】 [48]　 図 １ ２ Ａ 及 び Ｂ は 、 ｍ ｕ Ｍ ｙ ９ － ６ 抗 体 軽 鎖 （ Ａ ） 及 び 重 鎖 （ Ｂ ） の 各
Ｋ ａ ｂ ａ ｔ 位 置 の 平 均 露 出 度 を 示 す 。 １ ０ の 最 も 相 同 的 な 軽 鎖 及 び 重 鎖 配 列 の 各 Ｋ ａ ｂ ａ
ｔ 位 置 の 相 対 的 な 溶 媒 露 出 度 を 、 平 均 し そ し て ｘ 軸 上 に 表 す 。
【 図 １ ３ － Ａ 】 [49]　 図 １ ３ Ａ は 、 Ｍ Ｃ ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 計 算 し た 、 １ ０ の 最 も 相 同
的 な 軽 鎖 構 造 の 残 基 の 溶 媒 露 出 度 を 示 し 、 そ し て 、 エ ク セ ル を 用 い て 作 表 し た 各 Ｋ ａ ｂ ａ
ｔ 位 置 の 平 均 を 示 す 。 こ の 表 は 、 ２ ５ ％ よ り も 大 き な 平 均 溶 媒 露 出 度 で あ る 、 Ｃ Ｄ Ｒ で な
い 位 置 の デ ー タ を 示 す 。 表 面 残 基 を 、 ３ ０ ％ よ り も 大 き な 平 均 溶 媒 露 出 度 で あ る 残 基 と し
て 定 義 す る 。 ２ ５ ％ ～ ３ ５ ％ の 平 均 露 出 度 で あ る 位 置 を 、 そ の 位 置 及 び 両 側 に 隣 接 す る ２
つ の 位 置 に て 同 一 の 残 基 を 有 す る 構 造 の み の 平 均 露 出 度 を 計 算 す る こ と に よ っ て 、 さ ら に
解 析 し た 。 Ｎ Ａ は 、 同 一 の 隣 接 す る 位 置 が 利 用 可 能 で な い こ と を 指 す 。 位 置 １ ５ 及 び ７ ０
は 、 最 終 列 に 与 え ら れ た 最 終 的 な 表 面 予 測 に 到 達 す る の に 、 さ ら に 計 算 を 要 し た 。
【 図 １ ３ － Ｂ 】 [50]　 図 １ ３ Ｂ は 、 Ｍ Ｃ ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 計 算 し た 、 １ ０ の 最 も 相 同
的 な 重 鎖 構 造 の 残 基 の 溶 媒 露 出 度 を 示 し 、 そ し て 、 エ ク セ ル を 用 い て 作 表 し た 各 Ｋ ａ ｂ ａ
ｔ 位 置 の 平 均 を 示 す 。 こ の 表 は 、 ２ ５ ％ よ り も 大 き な 平 均 溶 媒 露 出 度 で あ る 、 Ｃ Ｄ Ｒ で な
い 位 置 の デ ー タ を 示 す 。 表 面 残 基 を 、 ３ ０ ％ よ り も 大 き な 平 均 溶 媒 露 出 度 で あ る 残 基 と し
て 定 義 す る 。 ２ ５ ％ ～ ３ ５ ％ の 平 均 露 出 度 で あ る 位 置 を 、 そ の 位 置 及 び 両 側 に 隣 接 す る ２
つ の 位 置 に て 同 一 の 残 基 を 有 す る 構 造 の み の 平 均 露 出 度 を 計 算 す る こ と に よ っ て 、 さ ら に
解 析 し た 。 Ｎ Ａ は 、 同 一 の 隣 接 す る 位 置 が 利 用 可 能 で な い こ と を 指 す 。
【 図 １ ４ 】 [51]　 図 １ ４ は 、 Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 か ら ５ Å 以 内 に 入 る Ｍ ｙ ９ － ６ フ レ ー ム ワ ー ク の
表 面 残 基 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 [52]　 図 １ ５ は 、 Ｋ ａ ｂ ａ ｔ デ ー タ ベ ー ス か ら 抽 出 し た 上 位 ５ つ の ヒ ト 配 列 を
示 す 。 整 列 化 を 、 Ｓ Ｒ （ Ｐ ｅ ｄ ｅ ｒ ｓ ｅ ｎ ， １ ９ ９ ３ 年 ） に よ っ て 行 っ た 。 Ｃ Ｄ Ｒ か ら ５
Å 以 内 に 入 る ｍ ｕ Ｍ ｙ ９ － ６ の 残 基 を 、 下 線 で 示 す 。
【 図 １ ６ － Ａ 】 [53]　 図 １ ６ Ａ 及 び Ｂ は 、 １ ６ の ヒ ト 化 Ｍ ｙ ９ － ６ 軽 鎖 可 変 領 域 配 列 （ Ａ
） 及 び １ ６ の ヒ ト 化 重 鎖 可 変 領 域 配 列 （ Ｂ ） を 、 マ ウ ス Ｍ ｙ ９ － ６ と 整 列 化 さ せ た も の を
示 す 。 点 （ ． ） は 、 ヒ ト 化 型 １ ． ０ と 配 列 が 同 一 で あ る こ と を 表 す 。 ネ ズ ミ と ヒ ト の Ｍ ｙ
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９ － ６ で 異 な る 表 面 残 基 を 、 下 線 で 示 す 。
【 図 １ ６ － Ｂ 】 [53]　 図 １ ６ Ａ 及 び Ｂ は 、 １ ６ の ヒ ト 化 Ｍ ｙ ９ － ６ 軽 鎖 可 変 領 域 配 列 （ Ａ
） 及 び １ ６ の ヒ ト 化 重 鎖 可 変 領 域 配 列 （ Ｂ ） を 、 マ ウ ス Ｍ ｙ ９ － ６ と 整 列 化 さ せ た も の を
示 す 。 点 （ ． ） は 、 ヒ ト 化 型 １ ． ０ と 配 列 が 同 一 で あ る こ と を 表 す 。 ネ ズ ミ と ヒ ト の Ｍ ｙ
９ － ６ で 異 な る 表 面 残 基 を 、 下 線 で 示 す 。
【 図 １ ７ 】 [54]　 図 １ ７ は 、 Ｈ Ｌ － ６ ０ 膜 及 び Ｈ Ｌ － ６ ０ 全 細 胞 に お け る 直 接 的 結 合 ア ッ
セ イ な ら び に Ｈ Ｌ － ６ ０ 膜 に お け る 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て 計 算 さ れ た 、 Ｍ ｙ ９ － ６
の Ｋ D 値 を 示 す 。 Ｎ ＝ ２ で あ る ＊ を 除 き 、 Ｎ ＝ ３ 。
【 図 １ ８ 】 [55]　 図 １ ８ は 、 ｈ ｕ Ｍ ｙ ９ － ６ 　 Ｖ １ ． ０ に 対 す る 結 合 曲 線 を 示 す 。 （ Ａ ）
： Ｈ Ｌ － ６ ０ 膜 に お け る 直 接 的 結 合 。 （ Ｂ ） ： Ｈ Ｌ － ６ ０ 全 細 胞 に お け る 直 接 的 結 合 。 （
Ｃ ） ： Ｈ Ｌ － ６ ０ 膜 に お け る 競 合 的 結 合 。
【 図 １ ９ 】 [56]　 図 １ ９ は 、 Ｈ Ｌ － ６ ０ 細 胞 に お け る Ｍ ｙ ９ － ６ － Ｄ Ｍ １ 及 び Ｍ ｙ ９ － ６
抗 体 の 結 合 性 を 比 較 し た も の を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 [57]　 図 ２ ０ は 、 Ｃ Ｄ ３ ３ 発 現 ヒ ト 腫 瘍 細 胞 に 対 す る Ｍ ｙ ９ － ６ － Ｄ Ｍ １ の ｉ
ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 細 胞 毒 性 を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 [58]　 図 ２ １ は 、 Ｈ Ｌ － ６ ０ 異 種 移 植 片 を 有 す る Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス に お け る 、 Ｍ
ｙ ９ － ６ － Ｄ Ｍ １ の 有 効 性 実 験 の 結 果 を 示 す 。 Ｈ Ｌ － ６ ０ 腫 瘍 の 増 殖 に お け る 、 Ｍ ｙ ９ －
６ － Ｄ Ｍ １ （ Ａ ） 及 び 修 飾 さ れ て い な い Ｍ ｙ ９ － ６ 抗 体 （ Ｃ ） の 効 果 を 、 評 価 し た 。 マ ウ
ス 体 重 を 、 毒 性 の 指 標 と し て モ ニ タ ー し た （ Ｂ 、 Ｄ ） 。
【 図 ２ ２ 】 [59]　 図 ２ ２ は 、 Ｈ Ｌ － ６ ０ 異 種 移 植 片 を 有 す る Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス に お い て 、 Ｍ
ｙ ９ － ６ － Ｄ Ｍ １ の 有 効 性 を 非 結 合 型 の 薬 物 で あ る メ イ タ ン シ ン と 比 較 し た も の を 示 す （
Ａ ） 。 マ ウ ス 体 重 を 、 毒 性 の 指 標 と し て モ ニ タ ー し た （ Ｂ ） 。 ２ 例 の 治 療 マ ウ ス に お い て
再 発 し た 腫 瘍 を 、 Ｍ ｙ ９ － ６ － Ｄ Ｍ １ の 第 二 ク ー ル で 治 療 し た 。
【 図 ２ ３ 】 [60]　 図 ２ ３ Ａ 及 び Ｂ は 、 大 き な Ｈ Ｌ － ６ ０ 異 種 移 植 片 を 有 す る Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ
ス に お い て 、 Ｍ ｙ ９ － ６ － Ｄ Ｍ １ の 抗 腫 瘍 有 効 性 を 標 準 的 な 化 学 療 法 と 比 較 し た も の を 示
す （ Ａ ） 。 マ ウ ス 体 重 を 、 毒 性 の 指 標 と し て モ ニ タ ー し た （ Ｂ ） 。 ２ 例 の 治 療 マ ウ ス に お
い て 再 発 し た 腫 瘍 を 、 Ｍ ｙ ９ － ６ － Ｄ Ｍ １ の 第 二 ク ー ル で 再 治 療 し た 。
【 図 ２ ４ 】 [61]　 図 ２ ４ Ａ 及 び Ｂ は 、 Ｈ Ｌ － ６ ０ 生 存 モ デ ル に お い て 、 Ｍ ｙ ９ － ６ － Ｄ Ｍ
１ の 抗 腫 瘍 有 効 性 を ゲ ム ツ ズ マ ブ ・ オ ゾ ガ マ イ シ ン 及 び 標 準 的 な 化 学 療 法 と 比 較 し た も の
を 示 す 。 Ｈ Ｌ － ６ ０ 細 胞 を 、 Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス に 静 脈 内 注 射 し た 。 示 し た 治 療 を 、 細 胞 注 射
後 第 １ １ 日 に 開 始 し た 。 治 療 は 、 ゲ ム ツ ズ マ ブ ・ オ ゾ ガ マ イ シ ン （ １ 日 ４ 回 ｘ ３ ） を 除 き
、 １ 日 １ 回 ｘ ５ の 静 脈 内 投 与 で あ っ た 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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