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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インターフェロンαまたはインターフェロンγを有効成分とする、配列番号：２に示さ
れるアミノ酸配列を有する蛋白質（HM１．２４抗原）の骨髄腫細胞における発現増強剤。
【請求項２】
　IRF－２蛋白質を有効成分とする、配列番号：２に示されるアミノ酸配列を有する蛋白
質（HM１．２４抗原）の骨髄腫細胞における発現増強剤。
【請求項３】
　IRF－２蛋白質を有効成分とするHM１．２４プロモーターの活性化剤。
【発明の詳細な説明】
発明の分野
本発明は、骨髄腫におけるＨＭ１．２４抗原の発現増強剤としてのインターフェロンα及
びインターフェロンγ並びにＩＲＦ－２蛋白質の使用に関する。
背景技術
骨髄腫（ｍｙｅｌｏｍａ）は、形質細胞種（ｐｌａｓｍａｃｙｔｏｍａ）、多発性骨髄腫
（ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｍｙｅｌｏｍａ）とも呼ばれ、モノクローナルな形質細胞の骨髄内
集積を特徴とする腫瘍性疾患である。骨髄腫は、免疫グロブリンを産生し分泌する終末分
化Ｂ細胞、すなわち形質細胞がモノクローナルに主として骨髄において増加する疾患で、
この疾患の患者の血清中にはモノクローナルな免疫グロブリンもしくはその構成成分であ
るＬ鎖、Ｈ鎖などが検出される。
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骨髄腫の治療としては、これまで化学療法剤等が使用されているが、骨髄腫を完全寛解に
導き、骨髄腫患者の生存期間を延長するような有効な治療剤は見いだされておらず、骨髄
腫の治療効果を有する薬剤の登場が待たれていた。
一方、Ｇｏｔｏ，Ｔ．らは、ヒト骨髄腫細胞をマウスに免疫して得られたモノクローナル
抗体（マウス抗ＨＭ１．２４抗体）を報告している（Ｂｌｏｏｄ（１９９４）８４，１９
２２－１９３０）。ヒト骨髄腫細胞を移植したマウスに抗ＨＭ１．２４抗体を投与すると
、この抗体が腫瘍組織に特異的に集積したこと（小阪昌明ら、日本臨床（１９９５）５３
，６２７－６３５）から、抗ＨＭ１．２４抗体はラジオアイソトープ標識による腫瘍局在
の診断や、ラジオイムノセラピーなどのミサイル療法に応用することが可能であることが
示唆されている。
また、上記Ｂｌｏｏｄ（１９９４）８４，１９２２－１９３０には、抗ＨＭ１．２４抗体
が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて、ヒト骨髄腫細胞株ＲＰＭＩ８２２６に対して細胞傷害活
性を有することが述べられている。また、マウス抗ＨＭ１．２４抗体をキメラ化したキメ
ラ抗ＨＭ１．２４抗体、およびヒト型化した再構成抗ＨＭ１．２４抗体が、骨髄腫細胞に
特異的に結合すること、さらには細胞傷害活性を有することが示されている（Ｂｌｏｏｄ
（１９９９）９３，３９２２－３９３０）。
このように、ＨＭ１．２４抗原は、終末分化Ｂ細胞である骨髄腫細胞に特異的に高発現し
ており、この抗原を認識する抗ＨＭ１．２４抗体は、細胞表面のＨＭ１．２４分子数に比
例して殺細胞活性を発揮することから、抗ＨＭ１．２４抗体を用いた免疫療法は多発性骨
髄腫に有効な治療法と考えられる。従って、抗ＨＭ１．２４抗体の抗原であるＨＭ１．２
４抗原の細胞表面上の発現量を増強することができれば、より少量の抗体投与により同等
の細胞傷害活性が期待でき、副作用をより低下させることが可能となる。
一方、ウイルス増殖抑制活性を示す物質として発見されたインターフェロンは、現在、ほ
乳類においては、α，β，γ及びωの４種類に分類され、多彩な生理活性を有することが
知られている（Ｐｅｓｔｋａ，Ｓ．，ｅｔ．ａｌ．，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．
（１９８７）５６，７２７－７７７；Ｌａｎｇｅｒ，Ｊ．Ａ．，ｅｔ．ａｌ．，Ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ（１９８８）９，３９３－４００）。しかしながら、インター
フェロンαおよびインターフェロンγが、骨髄腫細胞において、ＨＭ１．２４抗原の発現
量を増加させる作用を有することについては報告がなかった。
他方、インターフェロン調節因子（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｆａ
ｃｔｏｒ）（ＩＲＦ）－１および２は、ＩＦＮ－β遺伝子の転写調節因子として同定され
た。ＩＲＦ－１および２は一般に同じ遺伝子制御配列に結合し、ＩＲＥ－１は転写活性化
因子、ＩＲＦ－２は転写抑制因子として拮抗的に作用することが知られている。ＩＲＦ－
２を高発現させたＮＩＨ３Ｔ３細胞は細胞飽和密度の上昇、メチルセルロースゲルでのコ
ロニー形成、ヌードマウスでの造腫瘍性が認められ、ＩＲＦ－２は癌遺伝子として機能す
ることが明らかになっている。
一方、最近の研究の進展により、ＩＲＦ－２が細胞周期の調節に働くヒストンＨ４の発現
に必要であることが示されている。また、ＩＲＦ－２は筋肉細胞においてｖａｓｃｕｌａ
ｒ　ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ－１（ＶＣＡＭ－１）の発現を上昇
させることが示され、ＶＣＡＭ－１の活性化にはＩＲＦ－２の酸性領域（１８２から２１
８）が作用していることも明らかになっている。このことからＩＲＦ－２は転写抑制因子
として働くばかりでなく、転写活性化因子として作用を示す場合も知られている。
しかしながら、ＩＲＦ－２蛋白質がＨＭ１．２４抗原遺伝子のプロモーター（ＨＭ１．２
４プロモーター）に結合し、該プロモーターを活性化することは知られていなかった。
発明の開示
現在行われている骨髄腫の治療は、上記のごとく、未だ完全ではなく、骨髄腫を完全寛解
に導き、患者の生存期間を延長させる画期的な治療剤あるいは治療法が待たれている。抗
ＨＭ１．２４抗体による骨髄腫の治療は、特異性及び有効性の点で画期的な治療剤となる
可能性があり、抗ＨＭ１．２４抗体の作用をより効果的に発揮させる方法が望まれている
。
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従って、本発明の目的は、骨髄腫細胞において、ＨＭ１．２４抗原の発現量を増加させる
ことで、抗ＨＭ１．２４抗体の骨髄腫抑制作用を増強させる手段を提供することである。
本発明者らは、かかる方法を提供すべく、ＨＭ１．２４抗原の発現量を増加させる薬剤を
探索した結果、インターフェロンαおよびインターフェロンγが所望の活性を有すること
を見出し、本発明を完成するに至った。
従って本発明は、インターフェロンαまたはインターフェロンγを有効成分とする、配列
番号：２に示されるアミノ酸配列を有する蛋白質（ＨＭ１．２４抗原）の骨髄腫細胞にお
ける発現の増強剤を提供する。
本発明はまた、有効成分として、
（１）インターフェロンαまたはインターフェロンγ、及び
（２）配列番号：２に示されるアミノ酸配列を有する蛋白質に特異的に結合し、且つ細胞
傷害活性を有する抗体、
を含んで成る、骨髄腫の治療剤を提供する。
上記の骨髄腫として典型的なものは多発性骨髄腫である。
前記抗体は、好ましくはモノクローナル抗体、キメラ抗体又はヒト型化抗体であり、好ま
しくは細胞傷害活性を有するものである。
本発明者らはまたＨＭ１．２４プロモーターの活性化剤を探索した結果、ＩＲＦ－２蛋白
質が所望の活性を有することを見出し、本発明を完成するに至った。
従って本発明は、ＩＲＦ－２蛋白質を有効成分とする、配列番号：２に示されるアミノ酸
配列を有する蛋白質（ＨＭ１．２４抗原）の骨髄腫細胞における発現の増強剤を提供する
。
本発明はまた、ＩＲＦ－２蛋白質を有効成分とするＨＭ１．２４プロモーターの活性化剤
を提供する。
本発明はまた、有効成分として、
（１）ＩＲＦ－２蛋白質、及び
（２）配列番号：２に示されるアミノ酸配列を有する蛋白質に特異的に結合し、且つ細胞
傷害活性を有する抗体、
を含んで成る、骨髄腫の治療剤を提供する。
上記の骨髄腫として典型的なものは多発性骨髄腫である。
前記抗体は、好ましくはモノクローナル抗体、キメラ抗体又はヒト型化抗体であり、好ま
しくは細胞傷害活性を有するものである。
本発明はまた、ＩＲＦ－２蛋白質の発現を増強する化合物を有効成分として含有するＨＭ
１．２４抗原の骨髄種細胞における発現増強剤を提供する。
本発明はまた、ＩＲＦ－２蛋白質の発現を増強する化合物を有効成分として含有するＨＭ
１．２４プロモーターの活性化剤を提供する。
本発明はさらに、ＨＭ１．２４抗原の発現増強剤をスクリーニングする方法を提供する。
本発明はさらに、骨髄腫を有する患者を治療するためのキットであって、
（１）配列番号：２に示されるアミノ酸配列を有するタンパク質に特異的に結合し、且つ
細胞傷害活性を有する抗体；及び
（２）上記抗体を、配列番号：２に示されるアミノ酸配列を有するタンパク質の発現を増
強する薬剤と組合わせて患者に投与することを指示する指示書；
を含んで成るキットを提供する。
前記骨髄腫は、例えば多発性骨髄腫である。前記抗体は、好ましくはヒト型化抗ＨＭ１．
２４抗体である。また、前記配列番号：２に示されるアミノ酸配列を有するタンパク質の
発現を増強する薬剤は、好ましくはインターフェロンαまたはインターフェロンγである
。
本発明はさらに、配列番号：２に示されるアミノ酸配列を有するタンパク質に特異的に結
合し、且つ細胞傷害活性を有する抗体を含んで成る、骨髄腫を有する患者を治療するため
の医薬組成物であって、配列番号：２に示されるアミノ酸配列を有するタンパク質の発現
を増強する薬剤と組合わせて患者に投与するための医薬組成物を提供する。
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前記骨髄腫は、例えば多発性骨髄腫である。前記抗体は、好ましくはヒト型化抗ＨＭ１．
２４抗体である。前記配列番号：２に示されるアミノ酸配列を有するタンパク質の発現を
増強する薬剤は、好ましくはインターフェロンαまたはインターフェロンγである。
発明の実施の形態
インターフェロンα及びインターフェロンγ
本発明で使用されるインターフェロンα及びインターフェロンγは、ＨＭ１．２４抗原の
発現量を増加させる活性を有する限り変異体を用いることも可能である。ＨＭ１．２４抗
原の発現量を測定するには、実施例に記載されたように、骨髄腫細胞株あるいは骨髄腫患
者から採取した骨髄腫細胞を用いて、フローサイトメトリーにより検出することができる
。変異体としては、例えば、１もしくは数個、あるいは複数個のアミノ酸残基が、欠失ま
たは置換または挿入または付加等により変異されたインターフェロンα及びインターフェ
ロンγであってもよい。
欠失または置換または挿入を蛋白に導入する方法としては、対応する遺伝子を改変する部
位特異的変異誘発法を用いることができる（Ｈａｓｈｉｍｏｔｏ－Ｇｏｔｏｈ，Ｇｅｎｅ
（１９９５）１５２，２７１－２７５，Ｚｏｌｌｅｒ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ
．（１９８３）１００，４６８－５００，Ｋｒａｍｅｒ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓ．（１９８４）１２，９４４１－８４５６，Ｋｕｎｋｅｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９８５）８２，４８８－４９２、「新細胞工学実験プロト
コール　東京大学医科学研究所　制癌研究部編（１９９３）ｐ２４１－２４８」）。
また、市販のＰＣＲを利用した「部位特異的変異誘発システム（ＧＩＢＣＯ－ＢＲＬ）や
「ＱｕｉｃｋＣｈａｎｇｅ　Ｓｉｔｅ－Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ　Ｋ
ｉｔ」（ストラタジーン社製）を利用することも可能である。また、蛋白質中のアミノ酸
の変異は自然界においても生じることもある。また、この様に変異を導入された蛋白がも
との蛋白と同様の活性を有することは、Ｍａｒｋ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ（１９８４）８１，５６６２－５６６６に示されている。
アミノ酸残基の置換においては、性質の保存されたアミノ酸どうしで置換することが好ま
しい。例えば、疎水性アミノ酸（Ａ，Ｉ，Ｌ，Ｍ，Ｆ，Ｐ，Ｗ，Ｙ，Ｖ）、親水性アミノ
酸（Ｒ，Ｄ，Ｎ，Ｃ，Ｅ，Ｑ，Ｇ，Ｈ，Ｋ，Ｓ，Ｔ）、脂肪族側鎖を有するアミノ酸（Ｇ
，Ａ，Ｖ，Ｌ，Ｉ，Ｐ）、水酸基含有側鎖を有するアミノ酸（Ｓ，Ｔ，Ｙ）、硫黄原子含
有側鎖を有するアミノ酸（Ｃ，Ｍ）、カルボン酸及びアミド含有側鎖を有するアミノ酸（
Ｄ，Ｎ，Ｅ，Ｑ）、塩基含有側鎖を有するアミノ酸（Ｒ，Ｋ，Ｈ）、芳香族含有側鎖を有
するアミノ酸（Ｈ，Ｆ，Ｙ，Ｗ）どうしの置換が好ましい。
さらに、変異体としては、インターフェロンα又はインターフェロンγのペプチド断片を
用いることも可能である。特に、インターフェロンα又はインターフェロンγ受容体との
結合部位を有するペプチド断片が好ましい。好ましくは１００個以上、さらに好ましくは
１３０個以上、さらに好ましくは１５０個、最も好ましくは１６０個以上の連続するアミ
ノ酸残基から構成されるペプチド断片である。
ＩＲＦ－２蛋白質
インターフェロン調節因子（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏ
ｒ）（ＩＲＦ）－１および２はＩＦＮ－β遺伝子の転写調節因子として同定された。ＩＲ
Ｆ－１および２は一般に同じ遺伝子制御配列に結合し、ＩＲＥ－１は転写活性化因子、Ｉ
ＲＦ－２は転写抑制因子として拮抗的に作用することが知られている。ＩＲＦ－２を高発
現させたＮＩＨ３Ｔ３細胞は細胞飽和密度の上昇、メチルセルロースゲルでのコロニー形
成、ヌードマウスでの造腫瘍性が認められ、ＩＲＦ－２は癌遺伝子として機能することが
明らかになっている。
一方、最近の研究の進展により、ＩＲＦ－２が細胞周期の調節に働くヒストンＨ４の発現
に必要であることが示されている。また、ＩＲＦ－２は筋肉細胞においてｖａｓｃｕｌａ
ｒ　ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ－１（ＶＣＡＭ－１）の発現を上昇
させることが示され、ＶＣＡＭ－１の活性化にはＩＲＦ－２の酸性領域（１８２から２１
８）が作用していることも明らかになっている。このことからＩＲＦ－２は転写抑制因子
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として働くばかりでなく、転写活性化因子として作用を示す場合も知られている。
ハイブリドーマ
本発明で使用される抗体を産生するハイブリドーマは、基本的には公知技術を使用し、以
下のようにして作製できる。すなわち、ＨＭ１．２４抗原蛋白質やＨＭ１．２４抗原を発
現する細胞を感作抗原として使用して、これを通常の免疫方法にしたがって免疫し、得ら
れる免疫細胞を通常の細胞融合法によって公知の親細胞と融合させ、通常のスクリーニン
グ法により、モノクローナルな抗体産生細胞をスクリーニングすることによって作製でき
る。
具体的には、モノクローナル抗体を作製するには次のようにすればよい。例えば、抗体取
得の感作抗原であるＨＭ１．２４抗原発現細胞としては、ヒト多発性骨髄腫細胞株である
ＫＰＭＭ２（特開平７－２３６４７５）やＫＰＣ－３２（Ｇｏｔｏ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．，
Ｊｐｎ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｈｅｍａｔｏｌ．（１９９１）３２，１４００）を用いることが
できる。また、感作抗原として配列番号１に示すアミノ酸配列を有する蛋白質、あるいは
抗ＨＭ１．２４抗体が認識するエピトープを含むペプチドまたはポリペプチドを使用する
ことができる。
なお、感作抗原として使用される、配列番号１に示すアミノ酸配列を有する蛋白質のｃＤ
ＮＡはｐＵＣ１９ベクターのＸｂａＩ切断部位の間に挿入されて、プラスミドｐＲＳ３８
－ｐＵＣ１９として調製されている。このプラスミドｐＲＳ３８－ｐＵＣ１９を含む大腸
菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）は、平成５年（１９９３年）１０月５日付で工業技術院生命工学工業
技術研究所に、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α（ｐＲＳ３８－ｐＵＣ１９
）として、受託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－４４３４としてブダペスト条約に基づき国際寄託さ
れている（特開平７－１９６６９４参照）。このプラスミドｐＲＳ３８－ｐＵＣ１９に含
まれるｃＤＮＡ断片を用いて遺伝子工学的手法により、抗ＨＭ１．２４抗体が認識するエ
ピトープを含むペプチドまたはポリペプチドを作製することができる。
感作抗原で免疫される哺乳動物としては、特に限定されるものではないが、細胞融合に使
用する親細胞との適合性を考慮して選択するのが好ましく、一般的にはげっ歯類の動物、
例えば、マウス、ラット、ハムスター等が使用される。
感作抗原を動物に免疫するには、公知の方法にしたがって行われる。例えば、一般的方法
として、感作抗原を哺乳動物の腹腔内または、皮下に注射することにより行われる。
具体的には、感作抗原をＰＢＳ（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎｅ
）や生理食塩水等で適当量に希釈、懸濁したものを所望により通常のアジュバント、例え
ば、フロイント完全アジュバントを適量混合し、乳化後、哺乳動物に４～２１日毎に数回
投与するのが好ましい。また、感作抗原免疫時に適当な担体を使用することができる。
このように免疫し、血清中に所望の抗体レベルが上昇するのを確認した後に、哺乳動物か
ら免疫細胞が取り出され、細胞融合に付される。細胞融合に付される好ましい免疫細胞と
しては、特に脾細胞が挙げられる。
前記免疫細胞と融合される他方の親細胞としての哺乳動物のミエローマ細胞は、すでに、
公知の種々の細胞株、例えば、Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８．６５３（Ｊ．Ｉｍｍｎｏｌ．（１９７
９）１２３：１５４８－１５５０），Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８Ｕ．１（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｔｏｐ
ｉｃｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（１９７８）
８１：１－７），ＮＳ－１（Ｋｏｈｌｅｒ．Ｇ．ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．Ｅｕｒ
．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（１９７６）６：　５１１－５１９），ＭＰＣ－１１（Ｍａｒｇ
ｕｌｉｅｓ．Ｄ．Ｈ．ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ　（１９７６）８：　４０５－４１５），
ＳＰ２／０（Ｓｈｕｌｍａｎ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ（１９７８）２７６：２
６９－２７０），ＦＯ（ｄｅ　Ｓｔ．Ｇｒｏｔｈ，Ｓ．Ｆ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ（１９８０）３５：１－２１），Ｓ１９４（Ｔｒｏｗｂｒｉｄｇ
ｅ，Ｉ．Ｓ．Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．（１９７８）１４８：　３１３－３２３），Ｒ２１０
（Ｇａｌｆｒｅ，Ｇ．ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ（１９７９）２７７：　１３１－１３
３）等が適宜使用される。
前記免疫細胞とミエローマ細胞の細胞融合は基本的には公知の方法、たとえば、ミルステ
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インらの方法（Ｋｏｈｌｅｒ．Ｇ．ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　
Ｅｎｚｙｍｏｌ．（１９８１）７３：　３－４６）等に準じて行うことができる。
より具体的には、前記細胞融合は例えば、細胞融合促進剤の存在下に通常の栄養培養液中
で実施される。融合促進剤としては例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、センダ
イウィルス（ＨＶＪ）等が使用され、更に所望により融合効率を高めるためにジメチルス
ルホキシド等の補助剤を添加使用することもできる。
免疫細胞とミエローマ細胞との使用割合は、例えば、ミエローマ細胞に対して免疫細胞を
１～１０倍とするのが好ましい。前記細胞融合に用いる培養液としては、例えば、前記ミ
エローマ細胞株の増殖に好適なＲＰＭＩ１６４０培養液、ＭＥＭ培養液、その他、この種
の細胞培養に用いられる通常の培養液が使用可能であり、さらに、牛胎児血清（ＦＣＳ）
等の血清補液を併用することもできる。
細胞融合は、前記免疫細胞とミエローマ細胞との所定量を前記培養液中でよく混合し、予
め、３７℃程度に加温したＰＥＧ溶液、例えば、平均分子量１０００－６０００程度のＰ
ＥＧ溶液を通常、３０～６０％（ｗ／ｖ）の濃度で添加し、混合することによって目的と
する融合細胞（ハイブリドーマ）が形成される。続いて、適当な培養液を逐次添加し、遠
心して上清を除去する操作を繰り返すことによりハイブリドーマの生育に好ましくない細
胞融合剤等を除去できる。
当該ハイブリドーマは、通常の選択培養液、例えば、ＨＡＴ培養液（ヒポキサンチン、ア
ミノプテリンおよびチミジンを含む培養液）で培養することにより選択される。当該ＨＡ
Ｔ培養液での培養は、目的とするハイブリドーマ以外の細胞（非融合細胞）が死滅するの
に十分な時間、通常数日～数週間継続する。ついで、通常の限界希釈法を実施し、目的と
する抗体を産生するハイブリドーマのスクリーニングおよび単一クローニングが行われる
。
また、ヒト以外の動物に抗原を免疫して上記ハイブリドーマを得る他に、ヒトリンパ球を
ｉｎ　ｖｉｔｒｏでＨＭ１．２４抗原またはＨＭ１．２４抗原発現細胞で感作し、感作リ
ンパ球をヒトミエローマ細胞、例えばＵ２６６と融合させ、ＨＭ１．２４抗原またはＨＭ
１．２４抗原発現細胞への結合活性を有する所望のヒト抗体を得ることもできる（特公平
１－５９８７８参照）。さらに、ヒト抗体遺伝子の全てのレパートリーを有するトランス
ジェニック動物に抗原となるＨＭ１．２４抗原またはＨＭ１．２４抗原発現細胞を投与し
、前述の方法に従い所望のヒト抗体を取得してもよい（国際特許出願公開番号ＷＯ９３／
１２２２７，ＷＯ９２／０３９１８，ＷＯ９４／０２６０２，ＷＯ９４／２５５８５，Ｗ
Ｏ９６／３４０９６，ＷＯ９６／３３７３５参照）。
このようにして作製されるモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマは、通常の培養
液中で継代培養することが可能であり、また、液体窒素中で長期保存することが可能であ
る。
当該ハイブリドーマからモノクローナル抗体を取得するには、当該ハイブリドーマを通常
の方法にしたがい培養し、その培養上清として得る方法、あるいはハイブリドーマをこれ
と適合性がある哺乳動物に投与して増殖させ、その腹水として得る方法などが採用される
。前者の方法は、高純度の抗体を得るのに適しており、一方、後者の方法は、抗体の大量
生産に適している。
モノクローナル抗体
具体的には、抗ＨＭ１．２４抗体産生ハイブリドーマの作製は、Ｇｏｔｏ，Ｔ．らの方法
（Ｂｌｏｏｄ（１９９４）８４．１９２２－１９３０）により行うことができる。工業技
術院生命工学工業技術研究所（茨城県つくば市東１丁目１番３号）に、平成７年４月２７
日にＦＥＲＭ　ＢＰ－５２３３としてブダペスト条約に基づき国際寄託された抗ＨＭ１．
２４抗体産生ハイブリドーマをＢＡＬＢ／ｃマウス（日本クレア製）の腹腔内に注入して
腹水を得、この腹水から抗ＨＭ１．２４抗体を精製する方法や、本ハイブリドーマを適当
な培地、例えば、１０％ウシ胎児血清、５％　ＢＭ－ＣｏｎｄｉｍｅｄＨｌ（Ｂｏｅｈｒ
ｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ製）含有ＲＰＭＩ１６４０培地、ハイブリドーマＳＦＭ培
地（ＧＩＢＣＯ－ＢＲＬ製）、ＰＦＨＭ－ＩＩ培地（ＧＩＢＣＯ－ＢＲＬ製）等で培養し
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、その培養上清から抗ＨＭ１．２４抗体を精製する方法で行うことができる。
組換え型抗体
本発明では、モノクローナル抗体として、抗体遺伝子をハイブリドーマからクローニング
し、適当なベクターに組み込んで、これを宿主に導入し、遺伝子組換え技術を用いて産生
させた組換え型抗体を用いることができる（例えば、Ｃａｒｌ，Ａ．Ｋ．Ｂｏｒｒｅｂａ
ｅｃｋ，Ｊａｍｅｓ，Ｗ．Ｌａｒｒｉｃｋ，ＴＨＥＲＡＰＥＵＴＩＣ　ＭＯＮＯＣＬＯＮ
ＡＬ　ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ，Ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｋｉ
ｎｇｄｏｍ　ｂｙ　ＭＡＣＭＩＬＬＡＮ　ＰＵＢＬＩＳＨＥＲＳ　ＬＴＤ，１９９０参照
）。
具体的には、目的とする抗体を産生するハイブリドーマから、抗体の可変（Ｖ）領域をコ
ードするｍＲＮＡを単離する。ｍＲＮＡの単離は、公知の方法、例えば、グアニジン超遠
心法（Ｃｈｉｒｇｗｉｎ，Ｊ．Ｍ．ら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（１９７９）１８，５
２９４－５２９９）、ＡＧＰＣ法（Ｃｈｍｃｚｙｎｓｋｉ，Ｐ．ら、（１９８７）１６２
，１５６－１５９）等により全ＲＮＡを調製し、ｍＲＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋ
ｉｔ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ製）等を使用してｍＲＮＡを調製する。また、ＱｕｉｃｋＰｒ
ｅｐ　ｍＲＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ製）を用いる
ことによりｍＲＮＡを直接調製することができる。
得られたｍＲＮＡから逆転写酵素を用いて抗体Ｖ領域のｃＤＮＡを合成する。ｃＤＮＡの
合成は、ＡＭＶ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ　Ｆｉｒｓｔ－ｓｔｒａ
ｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ等を用いて行うことができる。また、ｃＤ
ＮＡの合成および増幅を行うには５′－Ａｍｐｌｉ　ＦＩＮＤＥＲ　ＲＡＣＥ　Ｋｉｔ（
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ製）およびＰＣＲを用いた５′－ＲＡＣＥ法（Ｆｒｏｈｍａｎ，Ｍ．Ａ
．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９８８）８５，８９９８－９
００２；Ｂｅｌｙａｖｓｋｙ，Ａ，ら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（１９８
９）１７，２９１９－２９３２）を使用することができる。得られたＰＣＲ産物から目的
とするＤＮＡ断片を精製し、ベクターＤＮＡと連結する。さらに、これより組換えベクタ
ーを作成し、大腸菌等に導入してコロニーを選択して所望の組換えベクターを調製する。
目的とするＤＮＡの塩基配列を公知の方法、例えば、ジデオキシ法により確認する。
目的とする抗体のＶ領域をコードするＤＮＡが得られれば、これを所望の抗体定常領域（
Ｃ領域）をコードするＤＮＡと連結し、これを発現ベクターへ組み込む。または、抗体の
Ｖ領域をコードするＤＮＡを、抗体Ｃ領域のＤＮＡを含む発現ベクターへ組み込んでもよ
い。
本発明で使用される抗体を製造するには、後述のように抗体遺伝子を発現制御領域、例え
ば、エンハンサー、プロモーターの制御のもとで発現するよう発現ベクターに組み込む。
次に、この発現ベクターにより宿主細胞を形質転換し、抗体を発現させることができる。
改変抗体
本発明では、ヒトに対する異種抗原性を低下させること等を目的として人為的に改変した
遺伝子組換え型抗体、例えば、キメラ（Ｃｈｉｍｅｒｉｃ）抗体、ヒト型化（Ｈｕｍａｎ
ｉｚｅｄ）抗体などを使用できる。これらの改変抗体は、既知の方法を用いて製造するこ
とができる。
キメラ抗体は、前記のようにして得た抗体Ｖ領域をコードするＤＮＡをヒト抗体Ｃ領域を
コードするＤＮＡと連結し、これを発現ベクターに組み込んで宿主に導入し産生させるこ
とにより得られる（欧州特許出願公開番号ＥＰ１２５０２３、国際特許出願公開番号ＷＯ
９６／０２５７６参照）。この既知の方法を用いて、本発明に有用なキメラ抗体を得るこ
とができる。
例えば、キメラ抗ＨＭ１．２４抗体のＬ鎖およびＨ鎖を含むプラスミドを有する大腸菌は
、各々Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α（ｐＵＣ１９－１．２４Ｌ－ｇκ）
およびＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α（ｐＵＣ１９－１．２４Ｈ－ｇγ１
）として、工業技術院生命工学工業技術研究所（茨城県つくば市東１丁目１番３号）に、
平成８年８月２９日に、各々ＦＥＲＭ　ＢＰ－５６４６およびＦＥＲＭ　ＢＰ－５６４４
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としてブダペスト条約に基づき国際寄託されている（特願平８－２６４７５６参照）。
ヒト型化抗体は、再構成（ｒｅｓｈａｐｅｄ）ヒト抗体とも称され、ヒト以外の哺乳動物
、たとえばマウス抗体の相補性決定領域（ＣＤＲ；ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ　ｄ
ｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　ｒｅｇｉｏｎ）をヒト抗体の相補性決定領域へ移植したものであ
り、その一般的な遺伝子組換え手法も知られている（欧州特許出願公開番号ＥＰ　１２５
０２３、国際特許出願公開番号ＷＯ９６／０２５７６参照）。
具体的には、マウス抗体のＣＤＲとヒト抗体のフレームワーク領域（ｆｒａｍｅｗｏｒｋ
－ｒｅｇｉｏｎ；ＦＲ）を連結するように設計したＤＮＡ配列を、末端部にオーバーラッ
プする部分を有するように作製した数個のオリゴヌクレオチドからＰＣＲ法により合成す
る。得られたＤＮＡをヒト抗体Ｃ領域をコードするＤＮＡと連結し、次いで発現ベクター
に組み込んで、これを宿主に導入し産生させることにより得られる（欧州特許出願公開番
号ＥＰ　２３９４００、国際特許出願公開番号ＷＯ９６／０２５７６参照）。
ＣＤＲを介して連結されるヒト抗体のＦＲは、相補性決定領域が良好な抗原結合部位を形
成するものが選択される。必要に応じ、再構成ヒト抗体の相補性決定領域が適切な抗原結
合部位を形成するように抗体の可変領域のフレームワーク領域のアミノ酸を置換してもよ
い（Ｓａｔｏ，Ｋ．ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．（１９９３）５３，８５１－
８５６）。
例えば、ヒト型化抗ＨＭ１．２４抗体のＬ鎖およびＨ鎖を含むプラスミドを有する大腸菌
は、各々Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α（ｐＵＣ１９－ＲＶＬａ－ＡＨＭ
－ｇｋ）およびＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α（ｐＵＣ１９－ＲＶＨｒ－
ＡＨＭ－ｇγ１）として、工業技術院生命工学工業技術研究所（茨城県つくば市東１丁目
１番３号）に、平成８年８月２９日に、各々ＦＥＲＭ　ＢＰ－５６４５およびＦＥＲＭ　
ＢＰ－５６４３としてブダペスト条約に基づき国際寄託されている（特願平８－２６４７
５６参照）。
キメラ抗体、ヒト型化抗体には、ヒト抗体Ｃ領域が使用され、細胞傷害活性を呈するヒト
抗体Ｃ領域として、ヒト　Ｃγ例えば、Ｃγ１，Ｃγ２，Ｃγ３，Ｃγ４を使用すること
ができる。これらのうち、特にＣγ１，Ｃγ３を有する抗体が強力な細胞傷害活性、すな
わち、ＡＤＣＣ活性、ＣＤＣ活性を有し、本発明に好適に使用される。
キメラ抗体はヒト以外の哺乳動物由来抗体の可変領域とヒト抗体由来のＣ領域からなり、
ヒト型化抗体はヒト以外の哺乳動物由来抗体の相補性決定領域とヒト抗体由来のフレーム
ワーク領域（ｆｒａｍｅｗｏｒｋ　ｒｅｇｉｏｎ；ＦＲ）およびＣ領域からなり、ヒト体
内における抗原性が低下しているため、本発明の治療剤の有効成分として有用である。
本発明に使用されるヒト型化抗体の好ましい具体例としては、ヒト型化抗ＨＭ１．２４抗
体が挙げられる（特願平８－２６４７５６参照）。
発現および産生
前記のように構築した抗体遺伝子は、公知の方法により発現させ、取得することができる
。哺乳類細胞の場合、常用される有用なプロモーター、発現される抗体遺伝子、その３′
側下流にポリＡシグナルを機能的に結合させたＤＮＡあるいはそれを含むベクターにより
発現させることができる。例えばプロモーター／エンハンサーとしては、ヒトサイトメガ
ロウィルス前期プロモーター／エンハンサー（ｈｕｍａｎ　ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒ
ｕｓ　ｉｍｍｅｄｉａｔｅ　ｅａｒｌｙ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ／ｅｎｈａｎｃｅｒ）を挙げ
ることができる。
また、その他に本発明で使用される抗体発現に使用できるプロモーター／エンハンサーと
して、レトロウィルス、ポリオーマウィルス、アデノウィルス、シミアンウィルス４０（
ＳＶ４０）等のウィルスプロモーター／エンハンサーやヒトエロンゲーションファクター
１α（ＨＥＦ１α）などの哺乳類細胞由来のプロモーター／エンハンサーを用いればよい
。
例えば、ＳＶ４０プロモーター／エンハンサーを使用する場合、Ｍｕｌｌｉｇａｎらの方
法（Ｎａｔｕｒｅ（１９７９）２７７，１０８）、また、ＨＥＦｌαプロモーター／エン
ハンサーを使用する場合、Ｍｉｚｕｓｈｉｍａらの方法（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　
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Ｒｅｓ．（１９９０）１８，５３２２）に従えば容易に実施することができる。
大腸菌の場合、常用される有用なプロモーター、抗体分泌のためのシグナル配列、発現さ
せる抗体遺伝子を機能的に結合させて発現させることができる。例えばプロモーターとし
ては、ｌａｃＺプロモーター、ａｒａＢプロモーターを挙げることができる。ｌａｃＺプ
ロモーターを使用する場合、Ｗａｒｄらの方法（Ｎａｔｕｒｅ（１０９８）３４１，５４
４－５４６；ＦＡＳＥＢ　Ｊ．（１９９２）６，２４２２－２４２７）、ａｒａＢプロモ
ーターを使用する場合、Ｂｅｔｔｅｒらの方法（Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９８８）２４０，１
０４１－１０４３）に従えばよい。
抗体分泌のためのシグナル配列としては、大腸菌のペリプラズムに産生させる場合、ｐｅ
ｌＢシグナル配列（Ｌｅｉ，Ｓ．Ｐ．ｅｔ　ａｌ　Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．（１９８７
）１６９，４３７９）を使用すればよい。ペリプラズムに産生された抗体を分離した後、
抗体の構造を適切にリフォールド（ｒｅｆｏｌｄ）して使用する（例えば、ＷＯ９６／３
０３９４を参照）。
複製起源としては、ＳＶ４０、ポリオーマウィルス、アデノウィルス、ウシパピローマウ
ィルス（ＢＰＶ）等の由来のものを用いることができ、さらに、宿主細胞系で遺伝子コピ
ー数増幅のため、発現ベクターは選択マーカーとして、アミノグリコシドトランスフェラ
ーゼ（ＡＰＨ）遺伝子、チミジンキナーゼ（ＴＫ）遺伝子、大腸菌キサンチングアニンホ
スホリボシルトランスフェラーゼ（Ｅｃｏｇｐｔ）遺伝子、ジヒドロ葉酸還元酵素（ｄｈ
ｆｒ）遺伝子等を含むことができる。
本発明で使用される抗体の製造のために、任意の産生系を使用することができる。抗体製
造のための産生系は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏの産生系がある。ｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏの産生系としては、真核細胞を使用する産生系や原核細胞を使用する産生系が挙
げられる。
真核細胞を使用する場合、動物細胞、植物細胞、真菌細胞を用いる産生系がある。動物細
胞としては、（１）哺乳類細胞、例えば、ＣＨＯ，ＣＯＳ、ミエローマ、ＢＨＫ（ｂａｂ
ｙ　ｈａｍｓｔｅｒ　ｋｉｄｎｅｙ）、ＨｅＬａ，Ｖｅｒｏ、（２）両生類細胞、例えば
、アフリカツメガエル卵母細胞、あるいは（３）昆虫細胞、例えば、ｓｆ９，ｓｆ２１，
Ｔｎ５などが知られている。植物細胞としては、ニコティアナ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ）属
、例えばニコティアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）由来の細胞が
知られており、これをカルス培養すればよい。真菌細胞としては、酵母、例えば、サッカ
ロミセス（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）属、例えばサッカロミセス・セレビシエ（Ｓａ
ｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｓｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、糸状菌、例えば、アスペルギルス（
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）属、例えばアスペルギルス・ニガー（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
　ｎｉｇｅｒ）などが知られている。
原核細胞を使用する場合、細菌細胞を用いる産生系がある。細菌細胞としては、大腸菌（
Ｅ．ｃｏｌｉ）、枯草菌が知られている。
これらの細胞に、目的とする抗体遺伝子を形質転換により導入し、形質転換された細胞を
ｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養することにより抗体が得られる。培養は、公知の方法に従い行う
。例えば、培養液として、ＤＭＥＭ，ＭＥＭ，ＲＰＭＩ１６４０，ＩＭＤＭを使用するこ
とができ、牛胎児血清（ＦＣＳ）等の血清補液を併用することもできる。また、抗体遺伝
子を導入した細胞を動物の腹腔等へ移すことにより、ｉｎ　ｖｉｖｏにて抗体を産生して
もよい。
一方、ｉｎ　ｖｉｖｏの産生系としては、動物を使用する産生系や植物を使用する産生系
が挙げられる。動物を使用する場合、哺乳類動物、昆虫を用いる産生系がある。
哺乳類動物としては、ヤギ、ブタ、ヒツジ、マウス、ウシなどを用いることができる（Ｖ
ｉｃｋｉ　Ｇｌａｓｅｒ，ＳＰＥＣＴＲＵＭ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ａｐｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎ，１９９３）。また、昆虫としては、カイコなどを用いることができる。
植物を使用する場合、タバコなどを用いることができる。
これらの動物または植物に抗体遺伝子を導入し、動物または植物の体内で抗体を産生させ
、回収する。例えば、抗体遺伝子をヤギβカゼインのような乳汁中に固有に産生される蛋
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白質をコードする遺伝子の途中に挿入して融合遺伝子として調製する。抗体遺伝子が挿入
された融合遺伝子を含むＤＮＡ断片をヤギの胚へ注入し、この胚を雌のヤギへ導入する。
胚を受容したヤギから生まれるトランスジェニックヤギまたはその子孫が産生する乳汁か
ら所望の抗体を得る。トランスジェニックヤギから産生される所望の抗体を含む乳汁量を
増加させるために、適宜ホルモンをトランスジェニックヤギに使用してもよい（Ｅｂｅｒ
ｔ，Ｋ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９９４）１２，６９９－
７０２）。
また、カイコを用いる場合、目的の抗体遺伝子を挿入したバキュロウィルスをカイコに感
染させ、このカイコの体液より所望の抗体を得る（Ｓｕｓｕｍｕ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，Ｎ
ａｔｕｒｅ（１９８５）３１５，５９２－５９４）。さらに、タバコを用いる場合、目的
の抗体遺伝子を植物発現用ベクター、例えばｐＭＯＮ５３０に挿入し、このベクターをア
グロバクテリウム・ツメファシエンス（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉ
ｅｎｓ）のようなバクテリアに導入する。このバクテリアをタバコ、例えばニコチニア・
タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）に感染させ、本タバコの葉より所望の
抗体を得る（Ｊｕｌｉａｎ，Ｋ．－Ｃ．Ｍａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．（１９９４）２４，１３１－１３８）。
上述のようにｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏの産生系にて抗体を産生する場合、
抗体重鎖（Ｈ鎖）または軽鎖（Ｌ鎖）をコードするＤＮＡを別々に発現ベクターに組み込
んで宿主を同時形質転換させてもよいし、あるいはＨ鎖およびＬ鎖をコードするＤＮＡを
単一の発現ベクターに組み込んで、宿主を形質転換させてもよい（国際特許出願公開番号
ＷＯ９４－１１５２３参照）。
上述のように得られた抗体は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）等の各種分子と結合さ
せ抗体修飾物として使用することもできる。本願特許請求の範囲でいう「抗体」にはこれ
らの抗体修飾物も包含される。このような抗体修飾物を得るには、得られた抗体に化学的
な修飾を施すことによって得ることができる。これらの方法はこの分野においてすでに確
立されている。
抗体の分離、精製
前記のように産生、発現された抗体は、細胞内外、宿主から分離し均一にまで精製するこ
とができる。本発明で使用される抗体の分離、精製はアフィニティークロマトグラフィー
により行うことができる。アフィニティークロマトグラフィーに用いるカラムとしては、
例えば、プロテインＡカラム、プロテインＧカラムが挙げられる。プロテインＡカラムに
用いる担体として、例えば、Ｈｙｐｅｒ　Ｄ，ＰＯＲＯＳ，ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ．
等が挙げられる。
その他、通常の蛋白質で使用されている分離、精製方法を使用すればよく、何ら限定され
るものではない。例えば、上記アフィニティークロマトグラフィー以外のクロマトグラフ
ィー、フィルター、限外濾過、塩析、透析等を適宜選択、組み合わせれば、本発明で使用
される抗体を分離、精製することができる。クロマトグラフィーとしては、例えば、イオ
ン交換クロマトグラフィー、疎水クロマトグラフィー、ゲルろ過等が挙げられる。
抗体の濃度測定
上記方法で得られた抗体の濃度測定は吸光度の測定またはＥＬＩＳＡ等により行うことが
できる。すなわち、吸光度の測定による場合には、本発明で使用される抗体又は抗体を含
むサンプルをＰＢＳ（－）で適当に希釈した後、２８０ｎｍの吸光度を測定し、１ｍｇ／
ｍｌを１．３５ＯＤとして算出する。また、ＥＬＩＳＡによる場合は以下のように測定す
ることができる。すなわち、０．１Ｍ重炭酸緩衝液（ｐＨ９．６）で１μｇ／ｍｌに希釈
したヤギ抗ヒトＩｇＧ（ＢＩＯ　ＳＯＵＲＣＥ製）１００μｌを９６穴プレート（Ｎｕｎ
ｃ製）に加え、４℃で一晩インキュベーションし、抗体を固層化する。
ブロッキングの後、適宜希釈した本発明で使用される抗体または抗体を含むサンプル、あ
るいは標品としてヒトＩｇＧ（ＣＡＰＰＥＬ製）１００μｌを添加し、室温にて１時間イ
ンキュベーションする。洗浄後、５０００倍希釈したアルカリフォスファターゼ標識抗ヒ
トＩｇＧ（ＢＩＯ　ＳＯＵＲＣＥ製）１００μｌを加え、室温にて１時間インキュベート



(11) JP 4671570 B2 2011.4.20

10

20

30

40

50

する。洗浄後、基質溶液を加えインキュベーションの後、ＭＩＣＲＯＰＬＡＴＥ　ＲＥＡ
ＤＥＲ　Ｍｏｄｅｌ　３５５０（Ｂｉｏ－Ｒａｄ製）を用いて４０５ｎｍでの吸光度を測
定し、目的の抗体の濃度を算出する。
ＦＣＭ解析
骨髄腫細胞と本発明で使用される抗体との反応性は、ＦＣＭ（フローサイトメトリー）解
析で行うことができる。細胞としては、樹立細胞株あるいは新鮮分離細胞を用いることが
できる。樹立細胞株としては、骨髄腫由来ＲＰＭＩ８２２６（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１５５
）、同Ｕ２６６（ＡＴＣＣ　ＴＩＢ　１９６）、同ＫＰＭＭ２、同ＫＰＣ－３２、形質細
胞腫由来ＡＲＨ－７７（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６２１）などを用いることができる。
上記細胞をＰＢＳ（－）で洗浄した後、ＦＡＣＳ緩衝液（２％ウシ胎児血清、０．０５％
アジ化ナトリウム含有ＰＢＳ（－））で２５μｇ／ｍｌに希釈した抗体あるいはコントロ
ール抗体１００μｌを加え、氷温化３０分インキュベートする。ＦＡＣＳ緩衝液で洗浄し
た後、２５μｇ／ｍｌのＦＩＴＣ標識ヤギ抗マウス抗体（ＧＡＭ，Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃ
ｋｉｎｓｏｎ製）１００μｌを加え、氷温化３０分間インキュベートする。ＦＡＣＳ緩衝
液で洗浄した後、６００μｌあるいは１ｍｌのＦＡＣＳ緩衝液に懸濁し、ＦＡＣＳｃａｎ
（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ製）で各細胞の蛍光強度を測定すればよい。
スクリーニング方法
ＨＭ１．２４抗原の発現増強剤をスクリーニングするには、例えば、無刺激の状態でＨＭ
１．２４抗原を発現していないか、あるいは少なく発現している細胞を用いてＦＣＭ解析
にて測定することができる。例えば、実施例に記載の細胞を被検物質と１～２日インキュ
ベートし、ついで一次抗体としてマウス抗ヒトＨＭ１．２４抗体にて染色する。細胞を洗
浄し、さらに二次抗体としてＦＩＴＣ標識抗マウスＩｇＧ抗体により染色する。最後に、
細胞を洗浄したのち、フローサイトメータにより細胞のＦＩＴＣ蛍光強度を測定すればよ
い。
また、前記の間接法による染色ではなく、細胞を高濃度の免疫グロブリンで処理し、Ｆｃ
レセプターをブロックした後にＦＩＴＣ標識した抗ヒトＨＭ１．２４抗体を用いた直接法
による染色によりＦＣＭ分析することもできる。
また、ＨＭ１．２４プロモーター配列を用いたレポーター遺伝子アッセイによりＨＭ１．
２４抗原の発現増強剤をスクリーニングすることができる。レポーター遺伝子としては、
ルシフェラーゼを用いることができる。ＨＭ１．２４プロモーター配列をレポーター遺伝
子の上流に含むプラスミドを構築し、ついで、細胞に形質転換した後、得られた細胞を被
検物質と１～２日培養し、回収された細胞をＦＣＭ解析することで、ＨＭ１．２４抗原の
発現を増強する薬剤をスクリーニングすることができる。
細胞傷害活性
ＡＤＣＣ活性の測定
本発明に使用される抗体は、細胞傷害活性として、例えば、ＡＤＣＣ活性を有する抗体で
ある。
本発明において骨髄腫細胞に対するＡＤＣＣ活性は、次のようにして測定することができ
る。まず、ヒトの末梢血や骨髄より比重遠心法で単核球を分離し、エフェクター細胞（Ｅ
ｆｆｅｃｔｏｒ　ｃｅｌｌ　：Ｅ）として調製する。
また、標的細胞（Ｔａｒｇｅｔ　ｃｅｌｌ：Ｔ）としては、ＲＰＭＩ８２２６（ＡＴＣＣ
　ＣＣＬ　１５５），Ｕ２６６（ＡＴＣＣ　ＴＩＢ　１９６），ＫＰＭＭ２，ＫＰＣ－３
２，ＡＲＨ－７７（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１６２１）などを５１Ｃｒにより標識して、標的
細胞として調製する。次いで、標識した標的細胞にＡＤＣＣ活性を測定する抗体を加えイ
ンキュベートし、その後、標的細胞に対し適切な比のエフェクター細胞を加えインキュベ
ートする。
インキュベートした後上清を取り、ガンマカウンターで放射活性を測定する。その際、最
大遊離放射能測定用に、１％のＮＰ－４０を用いることができる。細胞傷害活性（％）は
、（Ａ－Ｃ）／（Ｂ－Ｃ）×１００で計算することができる。なお、Ａは抗体存在下にお
いて遊離された放射活性（ｃｐｍ）、ＢはＮＰ－４０により遊離された放射活性（ｃｐｍ
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）、Ｃは抗体を含まず培養液のみで遊離された放射活性（ｃｐｍ）である。
細胞傷害活性の増強
ＡＤＣＣ活性のような細胞傷害活性を発揮するには、ヒトにおいては抗体定常領域（Ｃ領
域）としてＣγ、特にＣγ１，Ｃγ３を使用することが好ましい。さらに、抗体Ｃ領域の
アミノ酸を一部付加、改変、修飾することにより、より強力なＡＤＣＣ活性、あるいはＣ
ＤＣ活性を誘導することができる。
例えば、アミノ酸置換によるＩｇＧのＩｇＭ様ポリマー化（Ｓｍｉｔｈ，Ｒ．Ｉ．Ｆ．＆
　Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓ．Ｌ．ＢＩＯ／ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ（１９９４）１２，６８３
－６８８）、アミノ酸付加によるＩｇＧのＩｇＭ様ポリマー化（Ｓｍｉｔｈ，Ｒ．Ｉ．Ｆ
．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（１９９５）１５４，２２２６－２２３６）
、Ｌ鎖をコードする遺伝子の直列連結での発現（Ｓｈｕｆｏｒｄ，Ｗ．ｅｔ　ａｌ．，Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ（１９９１）２５２，７２４－７２７）、アミノ酸置換によるＩｇＧの二量
体化（Ｃａｒｏｎ，Ｐ．Ｃ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．（１９９２）１７６，
１１９１－１１９５，Ｓｈｏｐｅｓ，Ｂ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（１９９２）１４
８，２９１８－２９２２）、化学修飾によるＩｇＧの二量体化（Ｗｏｌｆｆ，Ｅ．Ａ．ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．（１９９３）５３，２５６０－２５６５）、および
抗体ヒンジ領域のアミノ酸改変によるエフェクター機能の導入（Ｎｏｒｄｅｒｈａｕｇ，
Ｌ．ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（１９９１）２１，２３７９－２３８
４）が挙げられる。
これらは、プライマーを利用したオリゴマー部位特異的変異導入法、制限酵素切断部位を
利用した塩基配列の付加、共有結合をもたらす化学修飾剤を使用することによって達成さ
れる。
患者の治療
本発明の態様のひとつは、ＨＭ１．２４抗原の発現量を増強する薬剤と抗ＨＭ１．２４抗
体を患者に投与することにより、骨髄腫、好ましくは多発性骨髄腫を治療する方法に関す
る。ＨＭ１．２４抗原の発現量を増強する薬剤は好ましくはインターフェロンαまたはイ
ンターフェロンγである。インターフェロンと抗ＨＭ１．２４抗体は、一緒に投与しても
よいし、別個に投与してもよい。後者の場合には、まず、インターフェロンを投与し、９
６時間以内に抗ＨＭ１．２４抗体を投与することがこのましい。インターフェロン投与と
抗ＨＭ１．２４抗体投与の間隔は、インターフェロン投与によってＨＭ１．２４抗原の発
現量が増強されている限り制限はないが、好ましくは９６時間以内であり、より好ましく
は７２時間、さらに好ましくは４８時間以内である。患者の臨床応答に応じてインターフ
ェロンと抗ＨＭ１．２４抗体を複数回、交互に投与することも本発明の範囲内である。投
与経路は、血流中に直接投与されることが望ましく、静脈内投与あるいは動脈内投与が好
ましい。持続的に投与することも可能であり、点滴静脈内投与でもよい。
本発明の他の態様は、インターフェロンαまたはインターフェロンγと抗ＨＭ１．２４抗
体を含有する骨髄腫の治療剤に関わる。本発明の治療剤は、従来、インターフェロンや抗
体製剤に用いられてきた薬学的に許容しうるビヒクル、例えば、生理食塩水または５％デ
キストランを通常の安定化剤や賦形剤と一緒に含有することができる。
本発明の他の態様では、骨髄腫を有する患者を治療するためのキットであって、抗ＨＭ１
．２４抗体を有効成分として含有する医薬組成物と、インターフェロンαまたはインター
フェロンγとの併用療法に関する記載を含む指示書とからなるキットを提供する。
本発明の他の態様では、抗ＨＭ１．２４抗体を有効成分として含有する、骨髄腫を有する
患者を治療するための医薬組成物であって、インターフェロンαまたはインターフェロン
γと併用するための医薬組成物を提供する。
実施例
実施例１．インターフェロンαによる骨髄腫細胞におけるＨＭ１．２４
抗原発現量の増強
ヒト骨髄腫細胞株Ｕ２６６（ＡＴＣＣ　ＴＩＢ　１９６）および多発性骨髄腫患者の骨髄
由来の骨髄腫細胞を１０％ウシ胎児血清（Ｗｈｉｔｔａｋｅｒ　Ｂｉｏｐｒｏｄｕｃｔｓ
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，Ｉｎｃ，Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ，ＵＳＡ）を含むＲＰＭＩ１６４０培地（Ｓ
ｉｇｍａ，Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）を用い、５％炭酸ガス培養器中、３７℃で
培養した。マウス抗ＨＭ１．２４抗体を生産するハイブリドーマは、工業技術院生命工学
工業技術研究所（日本国茨城県つくば市東１－１－３）に寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－５２
３３（寄託日１９９５年４月２７日）として寄託されている。
骨髄腫細胞（１×１０５／ｍｌ）を１０００Ｕ／ｍｌの天然型インターフェロン－α（大
塚製薬、東京）存在下又は非存在下に４８時間培養し、ＨＭ１．２４抗原（それをコード
する塩基配列を配列番号：１に示す）の変化をフローサイトメトリーで測定した。細胞を
０．１％ウシ血清アルブミン（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）と０．０
２％アジ化ナトリウムを添加したリン酸緩衝液（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ，Ｇｒａｎｄ　Ｉｓ
ｌａｎｄ，ＮＹ，ＵＳＡ）で洗浄後、ヒト免疫グロブリン（３ｍｇ／ｍｌ、ミドリ十字、
大阪）を加えたＰＢＳ（１００μｌ）に浮遊させ、４℃で１５分間、反応させた。
その後、２μｌのＦＩＴＣ－ヒト　ＩｇＧ１（１ｍｇ／ｍｌ）又はＦＩＴＣ－抗ＨＭ１．
２４抗体（１ｍｇ／ｍｌ）を加え、４℃で６０分間、染色した。患者骨髄腫細胞を用いた
場合、骨髄腫細胞の同定には２０μｌのＰＥ－ａｎｔｉ－ＣＤ３８（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉ
ｃｋｉｎｓｏｎ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ，ＵＳＡ）を加え、二重染色を行った。染色後
、細胞をＰＢＣで２回洗浄し、１％パラホルムアルデヒド（和光純薬、大阪）を含むＰＢ
Ｓ中で保存した。その後、フローサイトメーター（ＥＰＩＣＳ　ＸＬ，Ｃｏｕｌｔｅｒ，
Ｈｉａｌｅａｈ，ＦＬ，ＵＳＡ）を用い、ＨＭ１．２４抗原の発現を解析した。
その結果、骨髄腫細胞株Ｕ２６６（図１）および患者骨髄腫細胞（図２）は無刺激の状態
でＨＭ１．２４抗原を発現しており、インターフェロン－αの刺激により、ＨＭ１．２４
抗原の発現量はさらに増加した。
インターフェロン－αは骨髄腫細胞のＨＭ１．２４抗原の発現をさらに増強させ、骨髄腫
細胞へ結合する抗ＨＭ１．２４抗体の数を増加させた。抗ＨＭ１．２４抗体による治療の
抗腫瘍効果は、結合する抗体数に比例することから、骨髄腫患者において、インターフェ
ロン－αを投与した後に抗ＨＭ１．２４抗体治療を行うことは、抗体による治療効果を増
強し、より有効性を高める治療になると期待される。
実施例２．レポーター遺伝子解析によるＨＭ１．２４抗原の発現機能の
解析
抗原の発現誘導がＨＭ１．２４プロモーター領域により調節されているかどうか調べるた
めに、プロモーター領域でのレポーター遺伝子解析を行った。
ＨＭ１．２４プロモーター領域の遺伝子（配列番号：３）はＰＣＲクローニングにより得
た。ヒト末梢血単核細胞よりＤＮＡｚｏｌ　ｒｅａｇｅｎｔ（ＧＩＢＣＯ）を用い、ゲノ
ムＤＮＡを調製した。得られたゲノムＤＮＡを鋳型として、プライマーＨＭ２ｋ（ａａａ
ｇｇｔａｃｃａｇｃｔｇｔｃｔｔｔｃｔｇｔｃｔｇｔｃｃ）（配列番号：４）、及びＢＳ
Ｔ２Ｂ（ａｔａｇｔｃａｔａｃｇａａｇｔａｇａｔｇｃｃａｔｃｃａｇ）（配列番号：５
）を用い、ＴａＫａＲａ　Ｔａｑ（宝酒造、大津）を用いＴｈｅｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅｒ
　４８０（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ，ＣＡ，ＵＳＡ）にてＰＣＲ（９４℃　１ｍｉｎ、
５５℃　１ｍｉｎ、７２℃　１ｍｉｎ、３０ｃｙｃｌｅｓ）を行った。
得られた約２ｋｂの断片を制限酵素ＫｐｎＩ及びＢｇＩＩＩ（宝酒造）にて処理し、レポ
ータージーンプラスミドｐＧＬ３－ｂａｓｉｃ（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＷＩ，ＵＳＡ）のＫｐ
ｎＩ－ＢｇＩＩＩサイトにＤＮＡ　ｌｉｇａｔｉｏｎ　ｋｉｔ　ｖｅｒ．ＩＩ（宝酒造）
を用いてクローニングし、コンピテントＥ．ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９（ニッポンジーン）を
形質転換した。形質転換した大腸菌を１００μｇ／ｍｌのアンピシリンを含むＬＢ培地に
て３７℃培養し、ＱＩＡＧＥＮ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｍａｘｉ　ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ，Ｈ
ｉｌｄｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）にてプラスミドを調製した。
得られたプラスミドＨＭ－２ｋ／ＧＬ３を制限酵素ＫｐｎＩ及びＸｈｏＩにて処理し、ｋ
ｉｌｏ－ｓｅｑｕｅｎｃｅ用ｄｅｌｅｔｉｏｎ　ｋｉｔ（宝酒造）にてｄｅｌｅｔｉｏｎ
　ｃｌｏｎｅを作製し、転写開始点上流－４９３ｂｐまでを含むプラスミドＨＭ－４９３
／ＧＬ３を得た。またＨＭ－２ｋ／ＧＬ３を制限酵素ＫｐｎＩ及びＡｆＩＩＩにて処理し
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、上記方法にてｄｅｌｅｔｉｏｎ　ｃｌｏｎｅを作製し、転写開始点上流－１５１ｂｐ又
は－７７ｂｐまでを含む、それぞれＨＭ－１５１／ＧＬ３及びＨＭ－７７／ＧＬ３を得た
。
細胞へのプラスミド導入はＰｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ－Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ
ｆｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｔｆ　ＰＥＩ－Ｋｉｔ）（Ｂｅｎｄｅｒ　ＭｅｄＳｙｓｔｅｍ
ｓ，Ｖｉｅｎｎａ，Ａｕｓｔｒｉａ）、ルシフェラーゼアッセイはＤｕａｌ－Ｌｕｃｉｆ
ｅｒａｓｅ　Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　Ａｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用いた
。細胞株を５０μＭ　Ｄｅｆｆｅｒｒｉｏｘａｍｉｎｅ、１０％　ＦＢＳを含むＲＰＭＩ
－１６４０にて一晩培養した。導入するプラスミドをＴｆ－ＰＥＩとの複合体にするため
、終濃度２０μｇ／ｍｌのレポータージーンプラスミド、０．４μｇ／ｍｌのｐＲＬ－Ｓ
Ｖ４０、１μｇ／ｍｌ　Ｔｆ－ＰＥＩ試薬の混合液を作製し、室温で２０分間インキュベ
ートした。５×１０５細胞／ｍｌの細胞をＴｆ－ＰＥＩ・プラスミド混合液の３倍容加え
、４時間３７℃にてインキュベートし、培地にて洗浄後、２×１０５細胞／ｍｌの濃度で
１ｗｅｌｌあたり１００μｌを９６ウイル平底プレートで培養した。
ＩＦＮ－αを終濃度０，１０，１００、又は１０００Ｕ／ｍｌとなるよう添加し、３７℃
２日間培養した。細胞をＰＢＳ（－）にて洗浄後、２０μｌのＰａｓｓｉｖｅ　Ｌｙｓｉ
ｓ　Ｂｕｆｆｅｒにて溶解し、６μｌをＣ９６　Ｗｈｉｔｅ　Ｐｏｌｙｓｏｒｐ　Ｆｌｕ
ｏｒｏｎｕｎｃ　ｐｌａｔｅ（Ｎｕｎｃ）にアプライした。Ｌｕｍｉｎｏｓｋａｎ（Ｌａ
ｂｓｙｓｔｅｍｓ）にて基質液３０μｌ、測定時間１０秒にてＦｉｒｅｆｌｙ及びＲｅｎ
ｉｌａそれぞれの発光強度を測定した。測定値は、Ｆｉｒｅｆｌｙ／Ｒｅｎｉｌａにて補
正後、コントロール（ｍｅｄｉｕｍ）を１として相対活性を求めた。
その結果、上流２ｋｂｐ及び４９３ｂｐともにＩＦＮα濃度依存的にレポーターのルシフ
ェラーゼ活性が上昇しており、プロモーター領域の転写活性上昇が抗原の発現誘導を引き
起こすことを確認した（図３）。
さらに、転写開始点上流１５１ｂｐ又は７７ｂｐのレポータープラスミドを用いた結果で
は、上流１５１ｂｐのレポータープラスミドではＩＦＮ　α刺激によりルシフェラーゼ活
性の上昇が認められた。一方上流７７ｂｐのレポータープラスミドではＩＦＮ　α刺激に
よる活性の変化は認められなかった（図４）。７７～１５１ｂｐの領域にはＧＡＳ　ｅｌ
ｅｍｅｎｔ，ＩＳＲＥに相同性の高い配列が存在し、ＩＦＮ　α刺激に応答して活性化す
る転写調節因子であることから、ＩＲＦファミリーの転写調節因子が活性に関与している
ことが示された。
実施例３．インターフェロンγによる骨髄腫細胞におけるＨＭ１．２４
抗原発現量の増強
実施例１に記載の方法により、１０００Ｕ／ｍｌの天然型インターフェロンγ（Ｒ　＆Ｄ
　Ｓｙｓｔｅｍ社）を用いて解析した。その結果、骨髄腫細胞株Ｕ２６６（図５）および
患者骨髄腫細胞（図６）において、インターフェロンαと同様に、ＨＭ１．２４抗原の発
現量の増大が観察された。
実施例４．ＩＲＦ－２のＨＭ１．２４プロモーター領域への結合
ＨＭ１．２４プロモーター領域に結合する転写因子を同定するために、ＨＭ１．２４プロ
モーター領域をプローブとしたＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　Ｍｏｂｉｌｉｔｙ　Ｓ
ｈｉｆｔ　Ａｓｓａｙ（ＥＭＳＡ）を次のように行い、結合因子として　ＩＲＦ－２を同
定した。
（１）核抽出物の調製
骨髄腫細胞Ｕ２６６－Ｂ１（ＡＴＣＣ－ＴＩＢ１９６）を１０％ＦＢＳ（ＨｙＣｌｏｎｅ
）を含むＲＰＭＩ－１６４０培地（ＧＩＢＣＯ－ＢＲＬ）にて３７℃、５％ＣＯ２インキ
ュベーター中で培養した。インターフェロンα（ＩＦＮ－α）（Ｐｅｐｒｏ　Ｔｅｃｈ　
ＥＣ）による細胞への刺激を行うため、培地中に　ＩＦＮ－αを終濃度１０００Ｕ／ｍｌ
となるように添加し、添加後３０分、２時間、４時間及び８時間の細胞を回収した。細胞
を冷ＰＢＳ（－）に懸濁、１，０００ｒｐｍにて遠心して上清を捨て、１０ｍＭ　Ｔｒｉ
ｓ，１０ｍＭ　ＮａＣｌ，６ｍＭ　ＭｇＣｌ２溶液に懸濁した。
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氷中に５分間静置後に再度遠心し、上清を捨てた。１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，１０ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ，６ｍＭ　ＭｇＣｌ２，１ｍＭ　ＤＴＴ，０．４ｍＭ　ＰＭＳＦ，１ｍＭ　Ｎａ３Ｖ
Ｏ４に細胞を懸濁した。ガラス製ホモジェナイザーを用いて細胞を氷上でホモジェナイズ
し、６０００ｇ３分間遠心し、上清を捨てた。抽出緩衝液（２０％グリセロール、２０ｍ
Ｍ　ＨＥＰＥＳ，４２０ｍＭ　ＮａＣｌ，１．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２．０．２ｍＭ　ＥＤＴ
Ａ，０．２ｍＭ　ＰＭＳＦ，１ｍＭ　ＤＴＴ，０．１ｍＭ　Ｎａ３ＶＯ４，２ｍｇ／ｍｌ
アプロチニン、５ｍｇ／ｍｌロイペプチン）に細胞を懸濁し、氷中に２０分間静置した。
１２０００ｇ１０分間遠心し、上清を回収した。
（２）標識プローブの調製
プローブとして、ＨＭ１．２４プロモーター領域においてＧＡＳ（ＩＦＮ－γ活性化部位
：ＧＡＳコンセンサス配列はｔｔｎｃｎｎｎａａ（配列番号：８））、ＩＳＲＥ（ＩＦＮ
－α刺激応答因子：ＩＳＲＥコンセンサス配列はｎｇａａａｎｎｇａａａｃｔ（配列番号
：９））とホモロジーのある配列（ｔｔｃｃｃａｇａａ（配列番号：１０）およびｇｇａ
ａａｃｔｇａａａｃｔ（配列番号：１１）を含むＩＳＲＥ２を作製した。すなわち、オリ
ゴＤＮＡ　ＩＳＲＥ－Ｆ２（ａａｔｔｔｃｔｇｇｇａａａｃｔｇａａａｃｔｇａａａａｃ
ｃｔ（配列番号：１２））及びＩＳＲＥ－Ｒ２（ａａｔｔａｇｇｔｔｔｔｃａｇｔｔｔｃ
ａｇｔｔｔｃｃｃａｇａ（配列番号：１３））を混合し、アニールさせ２本鎖ＤＮＡプロ
ーブＩＳＲＥ２とした。
また、オリゴＤＮＡ　ａｄｐ－１（ｃａｔｇｇｃａｔｃｔａｃｔｔｃｇｔａｔｇａｃｔａ
ｔｔｇｃａｇａｇｔｇｃｃ（配列番号：１４））及びａｄｐ－２（ｃａｔｇｇｇｃａｃｔ
ｃｔｇｃａａｔａｇｔｃａｔａｃｇａａｇｔａｇａｔｇｃ（配列番号：１５））を混合し
、アニールさせｕｎｒｅｌａｔｅｄプローブａｄｐとした。プローブの標識はＢａｎｄ　
Ｓｈｉｆｔ　Ｋｉｔ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を用い
、その標準プロトコールに準じて行った。すなわち、上記にて作製した２本鎖ＤＮＡ５０
ｎｇを［α－３２Ｐ］ｄＡＴＰ（２０μＣｉ）（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ
　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を含む反応液中でＫｌｅｎｏｗ断片のポリメラーゼ反応を３７℃、１
時間行った。反応終了した溶液を２倍に希釈後Ｎｉｃｋ　Ｓｐｉｎ　Ｃｏｌｕｍｎ（Ａｍ
ｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）にかけ、１６００ｒｐｍ、４分間
遠心して回収した溶液を標識プローブとした。
（３）ＩＦＮ－αによる刺激により産生された結合因子の経時変化
Ｂａｎｄ　Ｓｈｉｆｔ　Ｋｉｔ（ａｍｅｒｓｈａｍ　ｐｈａｒｍａｃｉａ　ｂｉｏｔｅｃ
ｈ，ＮＪ，ＵＳＡ）の標準プロトコールに従って以下の操作を行った。前記（１）におい
て経時的に調製した抽出物５μｇにキット添付の１０ｘ結合緩衝液（１００ｍＭ　Ｔｒｉ
ｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５），５００ｍＭ　ＮａＣｌ，５ｍＭＤＴＴ）２μｌ，５０％グリ
セロール４μｌ，１％ＮＰ－４０　１μｌ、及び１μｌのｐｏｌｙ（ｄＩ－ｄＣ）・ｐｏ
ｌｙ（ｄＩ－ｄＣ）を加え、前記（２）で調製した３２Ｐ標識ＩＳＲＥ－２プローブ２μ
ｌを添加し、水を加えて全量を２０ｕｌとした後、この反応混合物を室温にて２０分間イ
ンキュベートし、前記抽出物中に存在する可能性のある結合因子と前記３２Ｐ標識ＩＳＲ
Ｅ－２プローブとの結合を許容した。
反応液１８μｌに１０×染色液（Ｋｉｔに添付）２μｌを加え、１×Ｔｒｉｓ－グリシン
緩衝液（２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ，１９０ｍＭグリシン、１ｍＭ　ＥＤＴＡ，ｐＨ８．１）中
、７．５％アクリルアミドゲル上で電気泳動し、電気泳動後、ゲルを濾紙にはりつけて蛋
白質を濾紙に移行させた。ゲルドライヤーにて乾燥した濾紙をＸ線フィルムに感光させ、
シグナルを検出した。
比較のため、抽出物を添加しない反応液［（ＮＥＣ－）］、インターフェロンαにより刺
激しないで培養した細胞培養物からの抽出物を添加した反応液［０ｈ］、８時間の培養液
の抽出物に標識プローブの代りに未標識ＩＳＲＥ２プローブ５０ｎｇを添加した反応液［
８ｈ（＋ｃｏｌｄ）］、及び８時間の培養後の抽出液にｕｎｒｅｌａｔｅｄプローブａｄ
ｐを５０ｎｇ添加した反応液［８ｈ（＋ｃｏｌｄ　ｕｎｒｅｌａｔｅｄ）］を用意し、上
記を同様に処理してシグナルの検出を行った。
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結果を図７に示す。この図７から明らかな通り、ＨＭ１．２４プロモーターの一部に相当
する２本鎖ＤＮＡと結合する物質が、インターフェロン刺激下で培養したＵ２６６－Ｂ１
細胞中に経時的に増加した。
（４）各種抗体との反応による転写因子の同定
前記（１）に記載したようにして、骨髄腫細胞Ｕ２６６－Ｂ１（ＡＴＣＣ－ＴＩＢ１９６
）を１０００Ｕ／ｍｌのインターフェロン－αの存在下で８時間培養し、抽出物を調製し
た。Ｂａｎｄ　Ｓｈｉｆｔ　Ｋｉｔ（Ａｍｅｒｃｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈ）の標準プロトコールに従って次の操作を行った。すなわち、５μｇの抽出物に抗
体２μｇを添加し、室温にて１５分間インキュベートし、抽出液／抗体反応液を得た。前
記キット添付の１０×結合緩衝液２μｌ、５０％グリセロール４μｌ、１％　ＮＰ－４０
　１μｌ及び１μｌのＰｏｌｙ（ｄＩ－ｄＣ）・Ｐｏｌｙ（ｄＩ－ｄＣ）に、前記抽出液
／抗体反応液２μｌ及び前記（２）で調製した標識プローブ２μｌを添加し、水を加えて
全量を２０μｌとした後、この反応混合物を室温にて２０分間インキュベートした。
この反応混合物を、前記（３）に記載したようにして電気泳動にかけ、シグナルの検出を
行った。
上記の抗体として、次の抗体（いずれも、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙより）を使用した。
抗－ヒトＳＴＡＴ１　ｐ８４／ｐ９１（Ｅ－２３）：（説明）ウサギポリクローナル抗体
（ＳＣ－３４６Ｘ）
抗－ヒトＳＴＡＴ２（Ｃ－２０）：ウサギポリクローナル抗体（ＳＣ－４７６Ｘ）
抗－マウスＳＴＡＴ３（Ｋ－１５）：ウサギポリクローナル抗体（ＳＣ－４８３Ｘ）
抗－ヒトＩＳＧＦ－３γ　Ｐ４８（Ｃ－２０）：ウサギポリクローナル抗体（ＳＣ－４９
６Ｘ）
抗－ヒトＩＲＦ－１（Ｃ－２０）：ウサギポリクローナル抗体（ＳＣ－４９７Ｘ）
抗－ヒトＩＲＦ－２（Ｃ－１９）：ウサギポリクローナル抗体（ＳＣ－４９８Ｘ）
抗－マウスＩＣＳＡＴ（Ｍ－１７）：ヤギポリクローナル抗体（ＳＣ－６０５９Ｘ）
また、対照として、インターフェロンの刺激なしに培養した細胞の抽出物を用いた反応液
［０ｈ］；１０００Ｕ／ｍｌのインターフェロン－α刺激下で８時間培養した細胞の抽出
物を添加し、抗体を添加しない反応液［８ｈ］；標識ＩＳＲＥ２プローブの代りに未標識
ＩＳＲＥ２プローブ５０ｎｇを添加した反応液［８ｈ（＋ｃｏｌｄ）］；及び標識ＩＳＲ
Ｅ２プローブの代りに未標識のｄｐプローブ５０ｎｇを添加した反応液［８ｈ（＋ｕｎｒ
ｅｌａｔｅｄ　ｃｏｌｄ）を用意し、上記の同様に処理した。
結果を図８に示す。図８から明らかな通り、インターフェロン－αの刺激下で培養した細
胞のからの抽出物中の標識ＩＳＲＥ２プローブと結合する成分は抗－ＩＲＦ－２抗体との
み結合し、ＨＭ１．２４プロモーターに結合してそれを活性化する因子は、転写因子ＩＲ
Ｆ－２であることが示された。
実施例５．ＩＲＦ－２によるＨＭ１．２４プロモーター活性化の確認
ＩＲＦ－２共発現によるＨＭ１．２４プロモーター活性への影響をＵ２６６細胞を用いた
レポータージーンアッセイにより測定し、実際にＩＲＦ－２がＨＭ１．２４プロモーター
の転写活性化作用を持つことを明らかにした。以下の実験では、骨髄種細胞株Ｕ２６６－
Ｂ１（ＡＴＣＣ　ＴＩＢ１９６）を用いた。細胞は、１０％ＦＢＳ（ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ
）を含むＲＰＭＩ－１６４０培地（ＧＩＢＣＯ）（以下ｍｅｄｉｕｍ）により、５％ＣＯ

２ｉｎｃｕｂａｔｏｒにて培養した。
（１）ＨＭ１．２４プロモーター領域を含むプラスミドの構築
ＨＭ１．２４プロモーター領域の遺伝子はＰＣＲ　ｃｌｏｎｉｎｇにより得た。ヒト末梢
血単核細胞よりＤＮＡｚｏｌ　ｒｅａｇｅｎｔ（ＧＩＢＣＯ）を用い、ゲノムＤＮＡを調
製した。得られたゲノムＤＮＡを鋳型として、プライマーＨＭ２ｋ（ａａａｇｇｔａｃｃ
ａｇｃｔｇｔｃｔｔｔｃｔｇｔｃｔｇｔｃｃ）（配列番号：１６）、ＢＳＴ２Ｂ（ａｔａ
ｇｔｃａｔａｃｇａａｇｔａｇａｔｇｃｃａｔｃｃａｇ）（配列番号：１７）を用い、Ｔ
ａＫａＲａ　Ｔａｑ（宝酒造、大津）を用いＴｈｅｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅｒ　４８０（Ｐ
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ｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ，ＣＡ，ＵＳＡ）にてＰＣＲ（９４℃　１分間、５５℃　１分間
、７２℃　１分間、３０サイクル）を行った。
得られた約２ｋｂの断片を制限酵素ＫｐｎＩ，ＢｇＩＩＩ（宝酒造）にて処理し、レポー
タージーンプラスミドｐＧＬ３－ｂａｓｉｃ（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＷＩ，ＵＳＡ）のＫｐｎ
Ｉ，ＢｇＩＩＩサイトにＤＮＡ　ｌｉｇａｔｉｏｎ　ｋｉｔ　ｖｅｒ，ＩＩ（宝酒造）を
用いてクローニングし、コンピテントＥ．ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９（ニッポンジーン）を形
質転換した。形質転換した大腸菌を１００μｇ／ｍｌのアンピシリンを含むＬＢ培地にて
３７℃培養し、ＱＩＡＧＥＮ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｍａｘｉ　ｋｉｔ（ＱＬＡＧＥＮ，Ｈｉ
ｌｄｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）にてプラスミドを調製した。
得られたプラスミドＨＭ－２ｋ／ＧＬ３を制限酵素ＫｐｎＩ，ＸｈｏＩにて処理し、ｋｉ
ｌｏ－ｓｅｑｕｅｎｃｅ用ｄｅｌｅｔｉｏｎ　ｋｉｔ（宝酒造）にて欠失クローンを作製
し、転写開始点上流－４９１ｂｐまでを含むプラスミドＨＭ－４９１／ＧＬ３を得た。ま
たＨＭ－２ｋ／ＧＬ３を制限酵素ＫｐｎＩ，ＡｆＩＩＩにて処理し、上記方法にて欠失ク
ローンを作製し、転写開始点上流－１５１ｂｐまでを含むＨＭ－１５１／ＧＬ３、を得た
。
さらにＨＭ－２ｋ／ＧＬ３を鋳型としてプライマー１０Ｓ（ｔｔｔｃｇｇｔａｃｃｔａａ
ｔｔａａｔｃｃｔｃｔｇｃｃｔｇ）（配列番号：１８）およびＧＬプライマー２（ｃｔｔ
ｔａｔｇｔｔｔｔｔｇｇｃｇｔｃｔｔｃｃａ）（配列番号：１９）を用い、ＴａＫａＲａ
　Ｔａｑ（宝酒造、大津）を用いＴｈｅｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅｒ　４８０（Ｐｅｒｋｉｎ
　Ｅｌｍｅｒ，ＣＡ，ＵＳＡ）にてＰＣＲ（９４℃　１分間、５５℃　１分間、７２℃　
１分間、３０サイクル）を行った。得られた断片を制限酵素ＫｐｎＩ，ＢｇＩＩＩ（宝酒
造）にて処理し、レポータージーンプラスミドｐＧＬ３－ｂａｓｉｃ（Ｐｒｏｍｅｇａ，
ＷＩ，ＵＳＡ）のＫｐｎＩ，ＢｇＩＩＩサイトにｌｉｇａｔｉｏｎ　ｈｉｇｈ（東洋紡）
を用いてクローニングし、コンピテントＥ．ｃｏｌｉ　ＪＭ１０９（ニッポンジーン）を
ｔｒａｎｓｆｏｒｍした。
形質転換した大腸菌を１００μｇ／ｍｌのアンピシリンを含むＬＢ培地にて３７℃培養し
、ＱＩＡＧＥＮ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｍａｘｉ　ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ，Ｈｉｌｄｅｎ，Ｇ
ｅｒｍａｎｙ）にてプラスミドを調製した。こうして転写開始点上流１２５ｂｐまでを含
むＨＭ－１２５／ＧＬ３を得た。またＨＭ－２ｋ／ＧＬ３を鋳型としてプライマーＨＭＰ
７００（ａａａｇｇｔａｃｃａｇａｇｔｔｔａｃｃｔｇｇｔａｔｃｃｔｇｇ）（配列番号
：２０）およびＧＬプライマー２を用い、同様の手順にてＰＣＲを行い、ｐＧＬ３－ｂａ
ｓｉｃのＫｐｎＩ，ＢｇＩＩＩサイトに断片を導入することにより、転写開始点上流約７
００ｂｐまでを含むＨＭ－７００／ＧＬ３を得た。
さらにＨＭ－２ｋ／ＧＬ３を鋳型としてプライマーＨＭＰ７００および１１Ａ’（ｃａｇ
ａｇｇａｔｔａａｔｔａｇｇｔａｃｃｇａａａｇａｇａｇｇｔｇｇｇｃｔｔｔｔ）（配列
番号：２１）を用い、ＫＯＤポリメラーゼ（東洋紡）を用いＴｈｅｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅ
ｒ　４８０（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ，ＣＡ，ＵＳＡ）にてＰＣＲ（９８℃　１５秒、
６５℃　２秒、７４℃　３０秒、２５サイクル）を行った。得られた断片をＺｅｒｏ　Ｂ
ｌｕｎｔ　ＴＯＰＯ　ＰＣＲ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｋｉｔ　ｆｏｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
　ｖｅｒ．Ｂ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて、ｐＣＲ４　Ｂｌｕｎｔ－ＴＯＰＯ　ｖ
ｅｃｔｏｒに挿入した。得られたプラスミドを制限酵素ＫｐｎＩにて処理し、およそ５５
０ｂｐの断片を回収し、ＨＭ－１２５／ＧＬ３のＫｐｎＩサイトにｌｉｇａｔｉｏｎ　ｈ
ｉｇｈを用いて導入した。こうして転写開始点上流－１２５～－１４５付近を欠失したｄ
ＩＳＲＥ／ＧＬ３を得た。
（２）ＩＲＦ－２発現プラスミドの構築
ＩＲＦ－２発現プラスミドは以下のように作製した。ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－α（１００
０Ｕ／ｍｌ）にて刺激後８時間経過したＵ２６６細胞より、ＴＲＩｚｏｌ試薬（ＧＩＢＣ
Ｏ－ＢＲＬ）を用いて全ＲＮＡを抽出した。Ｆｉｒｓｔ－ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙ
ｎｔｈｅｓｉｓ　ｋｉｔ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）を用い、得られたＲＮＡを鋳型、Ｎｏｔ
Ｉ－ｄ（Ｔ）１８をプライマーとして逆転写反応を３７℃１時間行った。得られたｃＤＮ
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Ａを鋳型、ＩＲＦ２－Ｆ２（ｔｔｇｔａｔｔｇｇｔａｇｃｇｔｇａａａａａａｇｃ）（配
列番号：２２）、ＩＲＦ２－Ｒ２（ｃａｇｃｔａｇｔｔｃａｃａｔｔａｔｃｔｃｇｔｃｃ
）（配列番号：２３）をプライマーとしてＬＡ－Ｔａｑ（宝酒造）を用いてＰＣＲ（９４
℃　４５秒、６０℃　４５秒、７２℃　６０秒、４０サイクル）を行った。
得られたＰＣＲ反応液を鋳型、ＩＲＦ２－Ｆ１（ａｇａｇｇｇｔａｃｃａｔｇｃｃｇｇｔ
ｇｇａａａｇｇａｔｇｃｇ）（配列番号：２４）、ＩＲＦ２－Ｒ１（ａｇｔｃｇｇｔａｃ
ｃｔｔａａｃｔｇｃｔｃｔｔｇａｃｇｃｇｇｇ）（配列番号：２５）をプライマーとして
ＫＯＤポリメラーゼ（東洋紡）を用いて再度ＰＣＲ（９４℃　４５秒、６０℃　４５秒、
７２℃　６０秒、３０サイクル）を行った。得られた断片を制限酵素ＫｐｎＩにて処理し
、発現プラスミドｐＴｒａｃｅｒ－ＣＭＶ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）のＫｐｎＩサイトに
ｌｉｇａｔｉｏｎ　ｈｉｇｈ（東洋紡）を用いて導入し、ＩＲＦ－２発現プラスミドｐＩ
ＲＦ－２／Ｔｒａｃｅｒを得た。
（３）レポーター遺伝子活性の測定
細胞へのプラスミド導入はＰｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ－Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ
ｆｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｔｆ　ＰＥＩ－Ｋｉｔ）（Ｂｅｎｄｅｒ　ＭｅｄＳｙｓｔｅｍ
ｓ，Ｖｉｅｎｎａ，Ａｕｓｔｒｉａ）を、ルシフェラーゼアッセイはＤｕａｌ－Ｌｕｃｉ
ｆｅｒａｓｅ　Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　Ａｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用い
た。細胞株を５０μＭ　Ｄｅｆｆｅｒｒｉｏｘａｍｉｎｅ，１０％　ＦＢＳを含むＲＰＭ
Ｉ－１６４０にて一晩培養した。導入するプラスミドをＴｆ－ＰＥＩとの複合体にするた
め、終濃度２０μｇ／ｍｌのレポータージーンプラスミド、２０μｇ／ｍｌのｐＩＲＦ－
２／ＴｒａｃｅｒまたはｐＴｒａｃｅｒ－ＣＭＶ，０．４μｇ／ｍｌのｐＲＬ－ＳＶ４０
，１μｇ／ｍｌ　Ｔｆ－ＰＥＩ　ｒｅａｇｅｎｔの混合液を作製し、室温で２０分間イン
キュベートした。
５×１０５細胞／ｍｌの細胞をＴｆ－ＰＥＩ　ｐｌａｓｍｉｄ混合液の３倍容加え、４時
間３７℃にてインキュベートし、培地にて洗浄後、２×１０５細胞／ｍｌの濃度で１ウェ
ルあたり１００μｌを９６ウェル平底プレートで培養した。ＩＦＮ－αを終濃度０，１０
００Ｕ／ｍｌとなるよう添加し、３７℃２日間培養した。細胞をＰＢＳ（－）にて洗浄後
、２０μｌのＰａｓｓｉｖｅ　Ｌｙｓｉｓ　Ｂｕｆｆｅｒにて溶解し、６μｌをＣ９６　
Ｗｈｉｔｅ　Ｐｏｌｙｓｏｒｐ　Ｆｌｕｏｒｏｎｕｎｃ　ｐｌａｔｅ（Ｎｕｎｃ）にアプ
ライした。Ｌｕｍｉｎｏｓｋａｎ（Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ）にて基質液３０μｌ、測定時
間１０秒にてＦｉｒｅｆｌｙ，Ｒｅｎｉｌａそれぞれの発光強度を測定した。測定値はＦ
ｉｒｅｆｌｙ／Ｒｅｎｉｌａにてトランスフェクション効率の補正を行い相対活性を求め
た。
（４）結果
ＨＭ１．２４プロモーターレポータープラスミドとＩＲＦ－２発現プラスミドをＵ２６６
細胞に導入し、レポーター活性を測定した（図９）。その結果、ＩＲＦ－２結合サイトで
あるＩＳＲＥモチーフ配列を含む－７００および－１５１で、ＩＲＦ－２共発現によりル
シフェラーゼ活性が上昇した。一方ＩＳＲＥ配列を欠失したｄＩＳＲＥ／ＧＬ３ではＩＲ
Ｆ－２共発現によるルシフェラーゼ活性に変化は認められなかった。以上の結果よりＩＲ
Ｆ－２はＨＭ１．２４プロモーターのＩＳＲＥ領域に結合し、その転写活性を増強するこ
とが示された。
（５）ＩＲＦ－２の強制発現によるＨＭ１．２４抗原の発現増強の確認
ＩＲＦ－２によるＨＭ１．２４抗原の発現量の変化は、ＩＲＦ－２発現プラスミド（ｐＩ
ＲＦ－２／Ｔｒａｃｅｒ）またはコントロールプラスミド（ｐＴｒａｃｅｒ／ＣＭＶ）を
Ｕ２６６細胞に上記方法にて導入し、１～２日間培養した後、細胞を回収し、一次抗体と
してマウス抗ヒトＨＭ１．２４抗体にて染色する。細胞を洗浄し、さらに二次抗体として
ＦＩＴＣ標識抗マウスＩｇＧ抗体により染色する。細胞を洗浄したのち、フローサイトメ
ータにより細胞のＦＩＴＣ蛍光強度を測定する。ＩＲＦ－２発現プラスミド導入細胞では
、コントロールプラスミド導入細胞に比較してＦＩＴＣ強度の高い細胞が多く存在するこ
とを確認する。　特許協力条約第１３規則の２の寄託された微生物への言及及び寄託機関
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寄託機関　　名　称：工業技術院生命工学工業技術研究所
あて名：日本国茨城県つくば市東１丁目１－３
微生物（１）表　示：Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α
（ｐＲＳ３８－ｐＵＣ１９）
寄託番号：ＦＥＲＭ　ＢＰ－４４３４
寄託日：１９９３年１０月５日
（２）表　示：Ｍｏｕｓｅ－ｍｏｕｓｅ　ｈｙｂｒｉｄｏｍａ
ＨＭ１．２４
寄託番号：ＦＥＲＭ　ＢＰ－５２３３
寄託日：１９９５年４月２７日
（３）表　示：Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α
（ｐＵＣ１９－ＲＶＨｒ－ＡＨＭ－ｇγｌ）
寄託番号：ＦＥＲＭ　ＢＰ－５６４３
寄託日：１９９６年８月２９日
（４）表　示：Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α
（ｐＵＣ１９－１．２４Ｈ－ｇγｌ）
寄託番号：ＦＥＲＭ　ＢＰ－５６４４
寄託日：１９９６年８月２９日
（５）表　示：Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α
（ｐＵＣ１９－ＲＶＬａ－ＡＨＭ－ｇｋ）
寄託番号：ＦＥＲＭ　ＢＰ－５６４５
寄託日：１９９６年８月２９日
（６）表　示：Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＤＨ５α
（ｐＵＣ１９－１．２４Ｌ－ｇｋ）
寄託番号：ＦＥＲＭ　ＢＰ－５６４６
寄託日：１９９６年８月２９日
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
図１は、インターフェロンαの非存在下（上）は存在下（下）で培養した骨髄腫細胞株Ｕ
２６６を、標識としてヒトＩｇＧ（対照）又は抗ＨＭ１．２４抗体を用いてフローサイト
メトリーにより分析した結果を示す。
図２は、インターフェロンαの非存在下（上）又は存在下（下）で培養した患者骨髄腫細
胞を、標識としてヒトＩｇＧ（対照）又は抗ＨＭ１．２４抗体を用いてフローサイトメト
リーにより分析した結果を示す。
図３は、ＨＭ１．２４抗原をコードする遺伝子のプロモーター領域を挿入したレポーター
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プラスミドにより形質転換したＵ２６６細胞をインターフェロンαの非存在下又は種々の
濃度での存在下で培養した後ルシフェラーゼ活性を測定した結果を示すグラフである。
図４は、ＨＭ１．２４抗原をコードする遺伝子のプロモーター領域の内、転写開始点から
１５１ｂｐ上流まで、又は７７ｂｐ上流までを挿入したレポータープラスミドにより形質
転換されたＵ２６６細胞又はＨＥＬ細胞を、インターフェロンα（１０００Ｕ／ｍｌ）の
存在下で培養した後にルシフェラーゼ活性を測定した結果を示すグラフである。
図５は、インターフェロンγの非存在下（上）は存在下（下）で培養した骨髄腫細胞株Ｕ
２６６を、標識としてヒトＩｇＧ（対照）又は抗ＨＭ１．２４抗体を用いてフローサイト
メトリーにより分析した結果を示す。
図６は、インターフェロンγの非存在下（上）又は存在下（下）で培養した患者骨髄腫細
胞を、標識としてヒトＩｇＧ（対照）又は抗ＨＭ１．２４抗体を用いてフローサイトメト
リーにより分析した結果を示す。
図７は、Ｕ２６６培養細胞にＩＦＮ－αを添加することにより産生されＨＭ１．２４プロ
モーター領域に結合する転写因子の量の経時的変化を示す電気泳動図であり、図面代用写
真である。ＮＥ（－）は核抽出物添加せず。０ｈはＩＦＮ－α刺激なしの核抽出物を添加
。０．５～８ｈはＩＦＮ－α（１０００Ｕ／ｍｌ）刺激後それぞれの時間経過した核抽出
物を添加。＋ｃｏｌｄは未標識ＩＳＲＥ２プローブ５０ｎｇ添加、＋ｃｏｌｄ　ｕｎｒｅ
ｌａｔｅｄは未標識ａｄｐ配列５０ｎｇ添加。
図８は、ＨＭ１．２４プロモーターに結合する転写因子を、各種の抗体を用いて同定した
結果を示す電気泳動図であり、図面代用写真である。ＮＥ（－）は核抽出物添加せず。０
ｈはＩＦＮ－α刺激なしの核抽出物を添加。８ｈはＩＦＮ－α（１０００Ｕ／ｍｌ）刺激
後８ｈの核抽出物を添加。＋ｃｏｌｄは未標識ＩＳＲＥ２プローブ５０ｎｇ添加。＋ｃｏ
ｌｄ　ｕｎｒｅｌａｔｅｄは未標識ａｄｐ配列５０ｎｇ添加。抗体はそれぞれ２μｇ添加
。
図９は、ＨＭ１．２４プロモーターレポータープラスミドとＩＲＦ－２発現プラスミドと
をＵ２６６細胞に導入し、レポーター活性を測定した場合の結果を示すグラフである。
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【図３】 【図４】
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【図５】 【図６】

【図７】 【図８】
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