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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１９９のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域、および、配列番号
１８９のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域を含む、ヒト肝細胞成長因子（
ＨＧＦ）に結合する単離された抗体、または、該抗体の抗原結合フラグメント。
【請求項２】
　配列番号２０１のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖配列、および、配列番号１９
１のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖配列を含む、ヒト肝細胞成長因子（ＨＧＦ）
に結合する単離された抗体、または、該抗体の抗原結合フラグメント。
【請求項３】
　モノクローナル抗体である、請求項１に記載の抗体。
【請求項４】
　モノクローナル抗体である、請求項２に記載の抗体。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連する出願
　本願は、２００６年６月２日に出願された米国仮特許出願第６０／８１０，７１４号、
および２００６年１１月２１日に出願された同第６０／８６０，５０９号の利益およびそ
れらへの優先権を主張するものであり、それらの開示は本明細書中に参考として援用され
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る。
【０００２】
　発明の分野
　本発明の分野は、分子生物学、免疫学及び腫瘍学の分野である。より詳細には、この分
野は、ヒト肝細胞成長因子（ＨＧＦ）に結合する抗体系結合蛋白質の分野である。
【背景技術】
【０００３】
　背景
　分散因子（ＳＦ：Ｓｃａｔｔｅｒ　Ｆａｃｔｏｒ）とも呼ばれる肝細胞成長因子（ＨＧ
Ｆ：Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ）は、主として間葉細胞により
産生される多機能性ヘテロ二量体蛋白質であり、Ｍｅｔチロシンキナーゼ受容体を発現す
る細胞のエフェクタである（非特許文献１、非特許文献２）。ヒトＭｅｔ受容体は「ｃ－
Ｍｅｔ」とも呼ばれる。成熟ＨＧＦは２本のポリペプチド鎖、α鎖及びβ鎖を含有してい
る。公表された研究によれば、ＨＧＦのｃ－Ｍｅｔ受容体結合ドメインを含有するのはα
鎖であることが示唆されている。
【０００４】
　ＨＧＦは、その同族受容体に結合すると、多くの細胞活動を媒介する。ＨＧＦ－Ｍｅｔ
シグナル伝達経路は、肝臓の再生、創傷治癒、神経再生、血管形成及び悪性腫瘍に関係し
ている。例えば、非特許文献３、非特許文献４並びに特許文献１及び特許文献２を参照さ
れたい。ＨＧＦ活性が関係する各種の疾患、例えば、特定のＨＧＦ反応性癌、を治療する
ために、抗体を含む多くのＨＧＦ調節剤が研究者らにより開発されてきた。例えば、特許
文献３を参照されたい。
【０００５】
　全ての抗体に共通する基本的構造を図１に摸式図的に示した。抗体は４本のポリペプチ
ド鎖を含有する多量体蛋白質である。これらのポリペプチド鎖のうちの２本は重鎖又はＨ
鎖と呼ばれ、他の２本は軽鎖又はＬ鎖と呼ばれている。これら免疫グロブリン重鎖及び軽
鎖は、鎖間ジスルフィド結合によって連結されている。免疫グロブリン重鎖同士も多くの
鎖間ジスルフィド結合により連結されている。軽鎖が１箇所の可変領域（図１中のＶＬ）
と１箇所の定常領域（図１中のＣＬ）とで構成されるのに対して、重鎖は１箇所の可変領
域（図１中のＶＨ）と少なくとも３箇所の定常領域（図１中のＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３

）とで構成される。可変領域は抗体の特異性を決定し、定常領域は他の機能を有する。
【０００６】
　アミノ酸及び構造上の情報から、各可変領域は４箇所の比較的保存されたフレームワー
ク領域又はＦＲに隣接して存在する３箇所の超可変領域（相補性決定領域又はＣＤＲ（ｃ
ｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　ｒｅｇｉｏｎ）とも呼ばれる
）を含むことが分かっている。ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３と称されるこれら３箇所
のＣＤＲは個々の抗体の結合特異性に関与している。抗体を診断剤及び治療剤として使用
する場合には、通常、その標的分子に対して最も高い結合特異性及び親和性を有する抗体
を作製することが望ましい。可変領域間の相違は、抗体の特異性及び親和性に対して大き
な影響を与え得ると考えられている。
【０００７】
　特許文献４には、カポジ肉腫の治療における抗ＨＧＦ抗体の使用について開示されてい
る。同じように、特許文献５には、治療対象の患者に抗ＨＧＦ抗体を投与して腫瘍におけ
る内因性ＨＧＦの血管形成促進能を妨げることによる腫瘍の治療について開示されている
。最近になって、研究者らにより、ＨＧＦのβ鎖に結合する抗体がＨＧＦ依存性腫瘍の患
者に対して治療剤となる可能性を有するとの提案がなされている（非特許文献４）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】米国特許第５，９９７，８６８号明細書
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【特許文献２】米国特許第５，７０７，６２４号明細書
【特許文献３】国際公開第２００５／０１７１０７号パンフレット
【特許文献４】米国特許第５，７０７，６２４号明細書
【特許文献５】米国特許第５，９９７，８６８号明細書
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｂｏｔｔａｒｏ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９１年）　ＳＣＩＥＮＣＥ　２
５１：　ｐ．８０２－８０４
【非特許文献２】Ｒｕｂｉｎ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９３年）　ＢＩＯＣＨＩＭ．　ＢＩ
ＯＰＨＹＳ．　ＡＣＴＡ　１１５５：　ｐ．３５７－３７１
【非特許文献３】Ｃａｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００１年）　ＰＲＯＣ．　ＮＡＴＬ．　ＡＣ
ＡＤ．　ＳＣＩ．　ＵＳＡ　９８：ｐ．７４４３－７４４８
【非特許文献４】Ｂｕｒｇｅｓｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００６年）　ＣＡＮＣＥＲ　ＲＥＳ
．　６６：ｐ．１７２１－１７２９
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　それでもなお、治療剤及び診断剤として使用できるＨＧＦ調節剤がさらに求められてい
る。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　発明の要旨
　本発明の一部は、ＨＧＦ、特にヒトＨＧＦを特異的に結合する一群の結合蛋白質の発見
に基づいている。これらの結合蛋白質は、ＨＧＦを特異的に結合する一群の抗体のＣＤＲ
に基づく抗原（即ち、ＨＧＦ）結合部位を含有する限りにおいて、抗体系である。このＣ
ＤＲは結合蛋白質のＨＧＦに対する結合特異性をもたらす。こうした結合蛋白質は診断剤
及び治療剤として使用することができる。治療剤として用いる場合、結合蛋白質は、レシ
ピエント（例えば、ヒト）に投与した時にこの結合蛋白質に対する免疫反応を誘発するリ
スクを低減又は排除できるように設計（例えば、ヒト化）する。
結合蛋白質は、ＨＧＦ活性を中和するので、治療剤として用いることができる。一部の実
施態様として、この結合蛋白質は、ＨＧＦがその同族受容体ｃ－Ｍｅｔに結合するのを妨
げることによってＨＧＦ活性を中和する。別の実施態様として、この結合蛋白質は、ＨＧ
Ｆに結合してその生物活性を中和するが、ＨＧＦがｃ－Ｍｅｔ受容体に結合するのを妨げ
ない。ＨＧＦが癌細胞の成長及び増殖に関与しているので、この結合蛋白質は癌細胞の増
殖を抑制するのに用いることができる。さらに、この結合蛋白質は、哺乳動物に投与する
と、その哺乳動物における腫瘍の成長を抑制又は低減することができる。
【００１２】
　本発明は、例えば、以下の項目を提供する。
（項目１）
　ヒト肝細胞成長因子（ＨＧＦ）に結合する単離結合蛋白質であって、
　（ａ）構造ＣＤＲＬ１－ＣＤＲＬ２－ＣＤＲＬ３を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域で
あって、
　（ｉ）ＣＤＲＬ１が配列番号１８（２Ｂ８）のアミノ酸配列を含み、
　（ｉｉ）ＣＤＲＬ２が配列番号２０６（ＬＲＭＲ２Ｂ８ＬＣ）のアミノ酸配列を含み、
及び
　（ｉｉｉ）ＣＤＲＬ３が配列番号２０（２Ｂ８）のアミノ酸配列を含む
ものとする免疫グロブリン軽鎖可変領域、並びに
　（ｂ）免疫グロブリン重鎖可変領域
を含み、該免疫グロブリン軽鎖可変領域及び該免疫グロブリン重鎖可変領域が共同してヒ
トＨＧＦに結合するための単一結合部位を規定するものとする結合蛋白質。



(4) JP 4686634 B2 2011.5.25

10

20

30

40

50

（項目２）
　ＣＤＲＬ１、ＣＤＲＬ２及びＣＤＲＬ３がヒト又はヒト化免疫グロブリンのフレームワ
ーク領域間に挿入されている項目１の結合蛋白質。
（項目３）
　前記結合蛋白質が抗体又はその抗原結合断片である項目１又は２の結合蛋白質。
（項目４）
　配列番号１９３（ＬＲ２Ｂ８ＬＣ軽鎖可変領域）又は配列番号１９９（ＬＲＭＲ２Ｂ８
ＬＣ軽鎖可変領域）の免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む項目１乃至３のいずれか１項の
単離結合蛋白質。
（項目５）
　配列番号１９７（ＬＲ２Ｂ８ＬＣ＋カッパ定常（ｋｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子
１））又は配列番号２０１（ＬＲＭＲ２Ｂ８ＬＣ＋カッパ定常（ｋｍ（３）アロタイプ）
（対立遺伝子１））の免疫グロブリン軽鎖配列を含む項目４の単離結合蛋白質。
（項目６）
　ヒト肝細胞成長因子（ＨＧＦ）に結合する単離結合蛋白質であって、
　（ａ）構造ＣＤＲＨ１－ＣＤＲＨ２－ＣＤＲＨ３を含む免疫グロブリン重鎖可変領域で
あって、
　（ｉ）ＣＤＲＨ１が配列番号１５（２Ｂ８）のアミノ酸配列を含み、
　（ｉｉ）ＣＤＲＨ２が配列番号２０４（ＬＲ２Ｂ８ＨＣ）及び配列番号２０５（ＬＲＭ
Ｒ２Ｂ８ＨＣ）からなる群から選ばれる配列を含み、及び
　（ｉｉｉ）ＣＤＲＨ３が配列番号１７（２Ｂ８）のアミノ酸配列を含む
ものとする免疫グロブリン重鎖可変領域、並びに
　（ｂ）免疫グロブリン軽鎖可変領域
を含み、該免疫グロブリン重鎖可変領域及び該免疫グロブリン軽鎖可変領域が共同してヒ
トＨＧＦに結合するための単一結合部位を規定するものとする結合蛋白質。
（項目７）
　ＣＤＲＨ１、ＣＤＲＨ２及びＣＤＲＨ３がヒト又はヒト化免疫グロブリンの複数のフレ
ームワーク領域間に挿入されている項目６の結合蛋白質。
（項目８）
　前記結合蛋白質が抗体又はその抗原結合断片である項目７の結合蛋白質。
（項目９）
　配列番号１８３（ＬＲ２Ｂ８ＨＣ重鎖可変領域）又は配列番号１８９（ＬＲＭＲ２Ｂ８
ＨＣ重鎖可変領域）の免疫グロブリン重鎖可変領域を含む項目６乃至８のいずれか１項の
単離結合蛋白質。
（項目１０）
　配列番号１８７（ＬＲ２Ｂ８ＨＣ＋ＩｇＧ１定常（Ｇ１ｍ（３）アロタイプ）（対立遺
伝子１））又は配列番号１９１（ＬＲＭＲ２Ｂ８ＨＣ＋ＩｇＧ１定常（Ｇｌｍ（３）アロ
タイプ）（対立遺伝子１））の免疫グロブリン重鎖配列を含む項目９の単離結合蛋白質。
（項目１１）
　さらに、構造ＣＤＲＬ１－ＣＤＲＬ２－ＣＤＲＬ３を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域
を含み、
　（ｉ）ＣＤＲＬ１が配列番号１８（２Ｂ８）のアミノ酸配列を含み、
　（ｉｉ）ＣＤＲＬ２が配列番号１９（２Ｂ８）又は配列番号２０６（ＬＲＭＲ２Ｂ８Ｌ
Ｃ）のアミノ酸配列を含み、及び
　（ｉｉｉ）ＣＤＲＬ３が配列番号２０（２Ｂ８）のアミノ酸配列を含むものとし、該免
疫グロブリン軽鎖可変領域及び前記免疫グロブリン重鎖可変領域が共同してヒトＨＧＦに
結合するための単一結合部位を規定するものとする項目６の単離結合蛋白質。
（項目１２）
　前記抗体がモノクローナル抗体である項目１、６又は１１のいずれか１項の結合蛋白質
。
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（項目１３）
　項目１乃至５のいずれか１項の免疫グロブリン軽鎖可変領域をコードしているヌクレオ
チド配列を含む単離核酸。
（項目１４）
　項目６乃至１０のいずれか１項の免疫グロブリン重鎖可変領域をコードしているヌクレ
オチド配列を含む単離核酸。
（項目１５）
　項目１３又は１４の核酸配列を含む発現ベクター。
（項目１６）
　項目１５の発現ベクターを含む宿主細胞。
（項目１７）
　結合蛋白質を作製する方法であって、
　（ｉ）項目１６の宿主細胞を該宿主細胞が前記免疫グロブリン軽鎖可変領域及び／又は
前記免疫グロブリン重鎖可変領域を発現するような条件下で増殖させ、及び
　（ｉｉ）該免疫グロブリン軽鎖可変領域及び／又は該免疫グロブリン重鎖可変領域を採
取すること
を含む方法。
（項目１８）
　前記結合蛋白質が４．０×１０－５ｓ－１以下のｋｄでヒト肝細胞成長因子に結合する
項目１乃至１１のいずれか１項の単離結合蛋白質。
（項目１９）
　前記ｋｄが３．０×１０－５ｓ－１以下である項目１８の単離結合蛋白質。
（項目２０）
　前記ｋｄが２．０×１０－５ｓ－１以下である項目１９の単離結合蛋白質。
（項目２１）
　前記結合蛋白質が２０ｐＭ以下のＫＤでヒト肝細胞成長因子に結合する項目１乃至１１
のいずれか１項の単離結合蛋白質。
（項目２２）
　前記ＫＤが１０ｐＭ以下である項目２１の単離結合蛋白質。
（項目２３）
　前記ＫＤが５ｐＭ以下である項目２２の単離結合蛋白質。
（項目２４）
　腫瘍細胞に有効量の項目１乃至１１のいずれか１項の結合蛋白質を作用させて該腫瘍細
胞の増殖を抑制又は低減させることを含む腫瘍細胞の増殖を抑制又は低減させる方法。
（項目２５）
　前記腫瘍細胞がヒト腫瘍細胞である項目２４の方法。
（項目２６）
　哺乳動物において腫瘍成長を抑制又は低減させる方法であって、該哺乳動物に有効量の
項目１乃至１１のいずれか１項の結合蛋白質を作用させて該腫瘍細胞の増殖を抑制又は低
減させることを含む方法。
（項目２７）
　哺乳動物において腫瘍を治療する方法であって、有効量の項目１乃至１１のいずれか１
項の結合蛋白質を投与することを含む方法。
（項目２８）
　前記哺乳動物がヒトである項目２６又は２７の方法。
本発明の以上その他の態様及び効果は、以下の図、詳細な説明及び特許請求の範囲を考慮
すれば明瞭に理解されよう。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
　本発明は、以下の図面にてさらに完全な理解が可能となろう。
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【図１】代表的な抗体を模式図化したものである。
【図２】１Ａ３、１Ｄ３、１Ｆ３、２Ｂ８、２Ｆ８、３Ａ１２、３Ｂ６及び３Ｄ１１で表
した抗体の完全な免疫グロブリン重鎖可変領域を規定するアミノ酸配列を示す模式図であ
る。各抗体のアミノ酸配列は全て相互に整列させてあり、シグナルペプチド、ＣＤＲ１、
ＣＤＲ２及びＣＤＲ３を規定する領域は枠で囲んで識別されている。枠で囲んでない配列
はＦＲ配列を表す。
【図３】図２に示した免疫グロブリン重鎖可変領域配列のそれぞれのＣＤＲ１、ＣＤＲ２

及びＣＤＲ３を示す模式図である。
【図４】１Ａ３、１Ｄ３、１Ｆ３、２Ｂ８、２Ｆ８、３Ａ１２、３Ｂ６及び３Ｄ１１で表
した抗体の完全な免疫グロブリン軽鎖可変領域を規定するアミノ酸配列を示す模式図であ
る。各抗体のアミノ酸配列は全て相互に整列させてあり、シグナルペプチド、ＣＤＲ１、
ＣＤＲ２及びＣＤＲ３を規定する領域は枠で囲んで識別されている。枠で囲んでない配列
はＦＲ配列を表す。
【図５】図４に示した免疫グロブリン軽鎖可変領域配列のそれぞれのＣＤＲ１、ＣＤＲ２

及びＣＤＲ３を示す模式図である。
【図６】Ｕ８７ＭＧ異種移植モデルにおいて抗ＨＧＦ抗体１Ｄ３、１Ｆ３、１Ａ３及び２
Ｂ８の腫瘍抑制活性を測定する実験からの結果をまとめたグラフである。菱形はＰＢＳ、
三角形は抗ＨＧＦ抗体１Ａ３、Ｘは抗ＨＧＦ抗体１Ｄ３、四角形は抗ＨＧＦ抗体１Ｆ３、
丸は抗ＨＧＦ抗体２Ｂ８を示す。
【図７】Ｕ１１８異種移植モデルにおいて抗ＨＧＦ抗体１Ｄ３、１Ｆ３、１Ａ３及び２Ｂ
８の腫瘍抑制活性を測定する実験からの結果をまとめたグラフである。菱形はＩｇＧ、四
角形は抗ＨＧＦ抗体１Ｆ３、三角形は抗ＨＧＦ抗体１Ｄ３、Ｘは抗ＨＧＦ抗体１Ａ３、丸
は抗ＨＧＦ抗体２Ｂ８に相当する。
【図８】ヒトＨＧＦとキメラ、キメラ／ヒト化又はヒト化２Ｂ８抗体との間の抗原結合親
和性及び相互作用速度に関する表面プラスモン共鳴データをまとめた一覧表である。この
表には試験したカッパ鎖とＩｇＧ１重鎖との対が示されている。標準偏差（ＳＴＤＥＶ）
が示されている抗体は３回の独立した実験において解析したものである。
【図９】Ｈｕ２Ｂ８がマウスモノクローナル抗体２Ｂ８に対して互いに限定される抗原決
定基に結合することを示す実験データをまとめた棒グラフである。ヒト化又はキメラ２Ｂ
８を抗ヒトＦｃチップ上に捕捉した。次いで、ＨＧＦをこのヒト化又はキメラ２Ｂ８に結
合させた。次に、マウス２Ｂ８又は対照抗体（ポリクロナールヤギ抗ＨＧＦ抗体）の上記
捕捉ＨＧＦへの結合能を測定した。その結果、ヒト化２Ｂ８抗体及びキメラ２Ｂ８はマウ
ス２Ｂ８がＨＧＦに結合するのを妨げた。白色棒はキメラ２Ｂ８抗体、灰色棒はヒト化Ｈ
ｕ２Ｂ８抗体（カッパ可変領域Ｋｖ１－３９．１及び重鎖可変領域Ｈｖ５－５１．１）、
黒色棒はヒト化Ｈｕ２Ｂ８抗体（カッパ可変領域Ｋｖ３－１５．１及び重鎖可変領域Ｈｖ
５－５１．１）を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明の一部は、ＨＧＦを特異的に結合し、その活性を中和する一群の結合蛋白質、特
にヒトＨＧＦの発見に基づいている。こうした結合蛋白質は種々の診断的、治療的用途に
使用することができる。この結合蛋白質は、ＨＧＦに結合し、その活性を中和する能力か
ら選択された特定のモノクローナル抗体の抗原結合部位をベースとしている。具体的には
、この結合蛋白質は、ＨＧＦに対する結合部位を共同して規定する免疫グロブリン可変領
域ＣＤＲ配列を含有している。
【００１５】
　こうした抗体は、その中和活性を考慮すると、ＨＧＦ反応性細胞、例えば、癌細胞の成
長及び／又は増殖を調節するのに特に有用である。この結合蛋白質は、治療剤として用い
る場合には、レシピエントに投与した時にこの蛋白質に対する免疫反応を誘発するリスク
をできる限り少なくしたり排除することができるように設計することができる。さらに、
この結合蛋白質は、特定の用途に応じて、他の成分、例えば、検出可能な標識（例えば、



(7) JP 4686634 B2 2011.5.25

10

20

30

40

50

放射能標識）並びにエフェクタ分子（例えば、他の蛋白質及び低分子系治療剤）に結合さ
せることができることが企図されている。本発明のこれらの特徴及び態様については、そ
れぞれ以下でさらに詳細に論じる。
　Ｉ．　ＨＧＦに結合する結合蛋白質
　一態様として、本発明はヒトＨＧＦに結合する単離結合蛋白質を提供する。この結合蛋
白質は、（ｉ）ＣＤＲＬ１－ＣＤＲＬ２－ＣＤＲＬ３の構造を含む免疫グロブリン軽鎖可
変領域及び（ｉｉ）３箇所の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む免疫グロブリン重鎖可変領
域を含む。この場合、免疫グロブリン軽鎖可変領域及び免疫グロブリン重鎖可変領域はヒ
トＨＧＦに結合するための単一結合部位を共同して規定するものとする。ＣＤＲＬ１は、
アミノ酸配列Ｘ１Ｘ２ＳｅｒＸ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１Ｘ１２Ｘ１３Ｘ１４

Ｘ１５であって、アミノ酸Ｘ１がＡｒｇ、Ｌｙｓ又はＳｅｒであり、Ｘ２がＡｌａ又はＴ
ｈｒであり、Ｘ４がＧｌｕ、Ｇｌｎ又はＳｅｒであり、Ｘ５がＡｓｎ、Ａｓｐ又はＳｅｒ
であり、Ｘ６がＩｌｅ又はＶａｌであり、Ｘ７がＡｓｐ、Ｌｙｓ、Ｓｅｒ、Ｖａｌ又はＴ
ｙｒであり、Ｘ８がペプチド結合又はＴｙｒであり、Ｘ９がペプチド結合又はＡｓｐであ
り、Ｘ１０がペプチド結合又はＧｌｙであり、Ｘ１１がペプチド結合又はＡｓｎであり、
Ｘ１２がペプチド結合、Ｉｌｅ又はＳｅｒであり、Ｘ１３がＡｓｎ又はＴｙｒであり、Ｘ

１４がＩｌｅ、Ｌｅｕ、Ｍｅｔ又はＶａｌであり、Ｘ１５がＡｌａ、Ａｓｎ、Ｈｉｓ又は
Ｓｅｒであるものとするアミノ酸配列を含む。ＣＤＲＬ２は、アミノ酸配列Ｘ１６Ｘ１７

Ｘ１８Ｘ１９Ｘ２０Ｘ２１Ｘ２２であって、アミノ酸Ｘ１６がＡｌａ、Ａｓｐ、Ａｒｇ、
Ｇｌｙ又はＶａｌであり、Ｘ１７がＡｌａ、Ｔｈｒ又はＶａｌであり、Ｘ１８がＡｓｎ、
Ｓｅｒ又はＴｈｒであり、Ｘ１９がＡｒｇ、Ａｓｎ、Ｌｙｓ又はＨｉｓであり、Ｘ２０が
Ｌｅｕ又はＡｒｇであり、Ｘ２１がＡｌａ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｖａｌ又はＰｒｏであり、
Ｘ２２がＡｓｐ、Ｓｅｒ又はＴｈｒであるものとするアミノ酸配列を含む。ＣＤＲＬ３は
、アミノ酸配列Ｘ２３Ｘ２４Ｘ２５Ｘ２６Ｘ２７Ｘ２８ＰｒｏＸ３０Ｔｈｒであって、ア
ミノ酸Ｘ２３がＬｅｕ、Ｇｌｙ又はＧｌｎであり、Ｘ２４がＨｉｓ又はＧｌｎであり、Ｘ

２５がＰｈｅ、Ｓｅｒ、Ｔｒｐ又はＴｙｒであり、Ｘ２６がＡｓｐ、Ｉｌｅ、Ｓｅｒ、Ｔ
ｒｐ又はＴｙｒであり、Ｘ２７がＧｌｙ、Ｇｌｕ、Ａｓｎ又はＳｅｒであり、Ｘ２８がＡ
ｓｐ、Ａｓｎ、Ｐｈｅ、Ｔｈｒ又はＴｙｒであり、Ｘ３０がＬｅｕ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ又は
Ｔｙｒであるものとするアミノ酸配列を含む。
【００１６】
　別の態様として、本発明は、（ｉ）ＣＤＲＨ１－ＣＤＲＨ２－ＣＤＲＨ３の構造を含む
免疫グロブリン重鎖可変領域及び（ｉｉ）３箇所の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む免疫
グロブリン軽鎖可変領域を含む、ヒトＨＧＦに結合する単離結合蛋白質であって、これら
免疫グロブリン軽鎖可変領域及び免疫グロブリン重鎖可変領域がヒトＨＧＦに結合するた
めの単一結合部位を共同して規定するものとする単離結合蛋白質を提供する。ＣＤＲＨ１

は、アミノ酸配列Ｘ１ＴｙｒＸ３Ｘ４Ｘ５であって、アミノ酸Ｘ１がＡｓｐ、Ａｓｎ、Ｓ
ｅｒ又はＴｈｒであり、Ｘ３がＰｈｅ、Ｓｅｒ、Ｔｒｐ又はＴｙｒであり、Ｘ４がＩｌｅ
、Ｌｅｕ又はＭｅｔであり、Ｘ５がＡｓｎ、Ｈｉｓ又はＳｅｒであるものとするアミノ酸
配列を含む。ＣＤＲＨ２は、アミノ酸配列Ｘ６ＩｌｅＸ８Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１ＧｌｙＸ１３

Ｘ１４Ｘ１５ＴｙｒＸ１７Ｘ１８Ｘ１９Ｘ２０Ｘ２１Ｘ２２であって、アミノ酸Ｘ６がＬ
ｙｓ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｖａｌ又はＴｙｒであり、Ｘ８がＡｓｎ、Ｇｌｙ、Ｓｅｒ、Ｔｒ
ｐ又はＴｙｒであり、Ｘ９がＡｌａ、Ｐｒｏ又はＳｅｒであり、Ｘ１０がＧｌｙ又はＴｈ
ｒであり、Ｘ１１がペプチド結合、Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｙ又はＳｅｒであり、Ｘ１３が
Ａｓｐ、Ａｓｎ、Ｈｉｓ又はＳｅｒであり、Ｘ１４がＳｅｒ又はＴｈｒであり、Ｘ１５が
Ａｓｎ又はＴｙｒであり、Ｘ１７がＡｓｎ又はＰｒｏであり、Ｘ１８がＡｌａ、Ａｓｐ、
Ｇｌｙ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｐｒｏ又Ｓｅｒであり、Ｘ１９がＡｓｎ、Ｌｙｓ、Ｍｅｔ又は
Ｓｅｒであり、Ｘ２０がＬｅｕ、Ｐｈｅ又はＶａｌであり、Ｘ２１がＬｙｓ、Ｍｅｔ又は
Ｇｌｎであり、Ｘ２２がＡｓｐ、Ｇｌｙ又はＳｅｒであるものとするアミノ酸配列を含む
。ＣＤＲＨ３は、アミノ酸配列Ｘ２３Ｘ２４Ｘ２５Ｘ２６Ｘ２７Ｘ２８Ｘ２９Ｘ３０Ｘ３

１Ｘ３２Ｘ３３Ｘ３４Ｔｙｒであって、アミノ酸Ｘ２３がＡｒｇ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ又はＧ
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ｌｕであり、Ｘ２４がＧｌｙ、Ｌｅｕ、Ａｒｇ又はＴｙｒであり、Ｘ２５がペプチド結合
、Ａｓｐ又はＧｌｙであり、Ｘ２６がペプチド結合又はＧｌｙであり、Ｘ２７がペプチド
結合又はＴｙｒであり、Ｘ２８がペプチド結合、Ｌｅｕ又はＴｙｒであり、Ｘ２９がペプ
チド結合、Ｇｌｙ、Ｌｅｕ、Ａｒｇ又はＶａｌであり、Ｘ３０がペプチド結合、Ａｓｐ、
Ｇｌｙ又はＧｌｕであり、Ｘ３１がペプチド結合、Ａｓｎ、Ａｒｇ、Ｓｅｒ又はＴｙｒで
あり、Ｘ３２がペプチド結合、Ａｌａ、Ｇｌｙ、Ｉｌｅ又Ｔｙｒであり、Ｘ３３がＭｅｔ
又はＰｈｅであり、Ｘ３４がＡｌａ又はＡｓｐであるものとするアミノ酸配列を含む。
【００１７】
　上記結合蛋白質が上述の免疫グロブリン軽鎖及び免疫グロブリン重鎖の配列又はこれら
の断片を共に含み得ることは理解されよう。さらに、上記結合蛋白質が完全な状態の抗体
又はその抗原結合性断片或いは生合成抗体結合部位であってもよいことも理解されよう。
【００１８】
　一部の実施態様として、上記の免疫グロブリン軽鎖及び免疫グロブリン重鎖のＣＤＲ配
列はフレームワーク領域（ＦＲ：ｆｒａｍｅｗｏｒｋ　ｒｅｇｉｏｎ）と共に挿入されて
いる。
【００１９】
　一部の実施態様として、上記の免疫グロブリン軽鎖及び免疫グロブリン重鎖のＣＤＲ配
列は、複数のヒト又はヒト化フレームワーク領域間に挿入されている。
【００２０】
　別の態様として、本発明はヒトＨＧＦに特異的に結合する単離結合蛋白質を提供する。
この結合蛋白質は、（ａ）ＣＤＲＬ１－ＣＤＲＬ２－ＣＤＲＬ３の構造を有する免疫グロ
ブリン軽鎖可変領域及び（ｂ）免疫グロブリン重鎖可変領域を含む。この場合、免疫グロ
ブリン軽鎖可変領域及び免疫グロブリン重鎖可変領域はヒトＨＧＦに結合するための単一
結合部位を共同して規定するものとする。上記ＣＤＲＬ１は、配列番号８（１Ａ３）、配
列番号１８（２Ｂ８）、配列番号２８（２Ｆ８）、配列番号３８（３Ｂ６）、配列番号４
８（３Ｄ１１）、配列番号５８（１Ｄ３）、配列番号６８（１Ｆ３）及び配列番号７８（
３Ａ１２）からなる群から選ばれる配列を含む。上記ＣＤＲＬ２は、配列番号９（１Ａ３
）、配列番号１９（２Ｂ８）、配列番号２９（２Ｆ８）、配列番号３９（３Ｂ６）、配列
番号４９（３Ｄ１１）、配列番号５９（１Ｄ３）、配列番号６９（１Ｆ３）、配列番号７
９（３Ａ１２）及び配列番号２０６（ＬＲＭＲ２Ｂ８ＬＣ）からなる群から選ばれる配列
を含む。上記ＣＤＲＬ３は、配列番号１０（１Ａ３）、配列番号２０（２Ｂ８）、配列番
号３０（２Ｆ８）、配列番号４０（３Ｂ６）、配列番号５０（３Ｄ１１）、配列番号６０
（１Ｄ３）、配列番号７０（１Ｆ３）及び配列番号８０（３Ａ１２）からなる群から選ば
れる配列を含む。本明細書及び特許請求の範囲の全体を通じて、特定の配列番号により示
した配列の後に続けて、その特定の配列が由来する抗体を括弧内に示した。例えば、配列
番号８（１Ａ３）は、配列番号８の配列が抗体１Ａ３に存在する配列に基づいていること
を意味している。
【００２１】
　一実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号８（１Ａ３）の配列を含むＣＤＲＬ１

、配列番号９（１Ａ３）の配列を含むＣＤＲＬ２及び配列番号１０（１Ａ３）を含むＣＤ
ＲＬ３を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００２２】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号１８（２Ｂ８）の配列を含むＣＤＲ

Ｌ１、配列番号１９（２Ｂ８）又は配列番号２０６（ＬＲＭＲ２Ｂ８ＬＣ）の配列を含む
ＣＤＲＬ２及び配列番号２０（２Ｂ８）を含むＣＤＲＬ３を含む免疫グロブリン軽鎖可変
領域を含む。
別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号２８（２Ｆ８）の配列を含むＣＤＲＬ

１、配列番号２９（２Ｆ８）の配列を含むＣＤＲＬ２及び配列番号３０（２Ｆ８）を含む
ＣＤＲＬ３を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００２３】
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　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号３８（３Ｂ６）の配列を含むＣＤＲ

Ｌ１、配列番号３９（３Ｂ６）配列を含むＣＤＲＬ２及び配列番号４０（３Ｂ６）を含む
ＣＤＲＬ３を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００２４】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号４８（３Ｄ１１）の配列を含むＣＤ
ＲＬ１、配列番号４９（３Ｄ１１）配列を含むＣＤＲＬ２及び配列番号５０（３Ｄ１１）
を含むＣＤＲＬ３を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００２５】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号５８（１Ｄ３）の配列を含むＣＤＲ

Ｌ１、配列番号５９（１Ｄ３）配列を含むＣＤＲＬ２及び配列番号６０（１Ｄ３）を含む
ＣＤＲＬ３を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００２６】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号６８（１Ｆ３）の配列を含むＣＤＲ

Ｌ１、配列番号６９（１Ｆ３）配列を含むＣＤＲＬ２及び配列番号７０（１Ｆ３）を含む
ＣＤＲＬ３を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００２７】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号７８（３Ａ１２）の配列を含むＣＤ
ＲＬ１、配列番号７９（３Ａ１２）配列を含むＣＤＲＬ２及び配列番号８０（３Ａ１２）
を含むＣＤＲＬ３を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００２８】
　前記の各実施態様において、ＣＤＲＬ１、ＣＤＲＬ２及びＣＤＲＬ３の配列は、ヒト又
はヒト化免疫グロブリンのＦＲ間に挿入されていることが好ましい。上記結合蛋白質を完
全な状態の抗体又はその抗原結合性断片或いは生合成抗体結合部位とすることができるこ
とは理解されよう。
【００２９】
　別の態様として、本発明はヒトＨＧＦに結合する単離結合蛋白質を提供する。この結合
蛋白質は、(ａ)ＣＤＲＨ１－ＣＤＲＨ２－ＣＤＲＨ３の構造を含む免疫グロブリン重鎖可
変領域及び（ｂ）免疫グロブリン軽鎖可変領域を含有する。この場合、これら免疫グロブ
リン重鎖可変領域及び免疫グロブリン軽鎖可変領域は、ヒトＨＧＦに結合するための単一
結合部位を共同して規定するものとする。上記ＣＤＲＨ１は、配列番号５（１Ａ３）、配
列番号１５（２Ｂ８）、配列番号２５（２Ｆ８）、配列番号３５（３Ｂ６）、配列番号４
５（３Ｄ１１）、配列番号５５（１Ｄ３）、配列番号６５（１Ｆ３）及び配列番号７５（
３Ａ１２）からなる群から選ばれる配列を含み、上記ＣＤＲＨ２は、配列番号６（１Ａ３
）、配列番号１６（２Ｂ８）、配列番号２６（２Ｆ８）、配列番号３６（３Ｂ６）、配列
番号４６（３Ｄ１１）、配列番号５６（１Ｄ３）、配列番号６６（１Ｆ３）、配列番号７
６（３Ａ１２）、配列番号２０２（Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ１ｆ．１）、配列番号２０３（Ｈｕ
２Ｂ８　Ｈｖ５ａ．１又はＨｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１）、配列番号２０４（ＬＲ２Ｂ
８ＨＣ）及び配列番号２０５（ＬＲＭＲ２Ｂ８ＨＣ）からなる群から選ばれる配列を含み
、上記ＣＤＲＨ３は、配列番号７（１Ａ３）、配列番号１７（２Ｂ８）、配列番号２７（
２Ｆ８）、配列番号３７（３Ｂ６）、配列番号４７（３Ｄ１１）、配列番号５７（１Ｄ３
）、配列番号６７（１Ｆ３）及び配列番号７７（３Ａ１２）からなる群から選ばれる配列
を含む。
【００３０】
　一実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号５（１Ａ３）の配列を含むＣＤＲＨ１

、配列番号６（１Ａ３）の配列を含むＣＤＲＨ２及び配列番号７（１Ａ３）を含むＣＤＲ

Ｈ３を含む免疫グロブリン重鎖可変領域を含む。
【００３１】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号１５（２Ｂ８）の配列を含むＣＤＲ

Ｈ１、配列番号１６（２Ｂ８）、配列番号２０２（Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ１ｆ．１）、配列番
号２０３（Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５ａ．１又はＨｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１）、配列番号２
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０４（ＬＲ２Ｂ８ＨＣ）又は配列番号２０５（ＬＲＭＲ２Ｂ８ＨＣ）の配列を含むＣＤＲ

Ｈ２及び配列番号１７（２Ｂ８）を含むＣＤＲＨ３を含む免疫グロブリン重鎖可変領域を
含む。
【００３２】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号２５（２Ｆ８）の配列を含むＣＤＲ

Ｈ１、配列番号２６（２Ｆ８）の配列を含むＣＤＲＨ２及び配列番号２７（２Ｆ８）を含
むＣＤＲＨ３を含む免疫グロブリン重鎖可変領域を含む。
【００３３】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号３５（３Ｂ６）の配列を含むＣＤＲ

Ｈ１、配列番号３６（３Ｂ６）配列を含むＣＤＲＨ２及び配列番号３７（３Ｂ６）を含む
ＣＤＲＨ３を含む免疫グロブリン重鎖可変領域を含む。
【００３４】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号４５（３Ｄ１１）の配列を含むＣＤ
ＲＨ１、配列番号４６（３Ｄ１１）配列を含むＣＤＲＨ２及び配列番号４７（３Ｄ１１）
を含むＣＤＲＨ３を含む免疫グロブリン重鎖可変領域を含む。
【００３５】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号５５（１Ｄ３）の配列を含むＣＤＲ

Ｈ１、配列番号５６（１Ｄ３）配列を含むＣＤＲＨ２及び配列番号５７（１Ｄ３）を含む
ＣＤＲＨ３を含む免疫グロブリン重鎖可変領域を含む。
【００３６】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号６５（１Ｆ３）の配列を含むＣＤＲ

Ｈ１、配列番号６６（１Ｆ３）配列を含むＣＤＲＨ２及び配列番号６７（１Ｆ３）を含む
ＣＤＲＨ３を含む免疫グロブリン重鎖可変領域を含む。
【００３７】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号７５（３Ａ１２）の配列を含むＣＤ
ＲＨ１、配列番号７６（３Ａ１２）配列を含むＣＤＲＨ２及び配列番号７７（３Ａ１２）
を含むＣＤＲＨ３を含む免疫グロブリン重鎖可変領域を含む。
【００３８】
　前記の各実施態様において、ＣＤＲＨ１、ＣＤＲＨ２及びＣＤＲＨ３の配列は、ヒト又
はヒト化免疫グロブリンのＦＲ間に挿入されていることが好ましい。上記結合蛋白質を完
全な状態の抗体又はその抗原結合性断片或いは生合成抗体結合部位とすることができるこ
とは理解されよう。
【００３９】
　別の態様として、本発明はヒトＨＧＦに結合する結合蛋白質を提供する。この結合蛋白
質は、配列番号２（１Ａ３）の２０乃至１４１番目残基、配列番号１２（２Ｂ８）の２０
乃至１３７番目残基、配列番号２２（２Ｆ８）の２０乃至１３７番目残基、配列番号３２
（３Ｂ６）の２０乃至１３９番目残基、配列番号４２（３Ｄ１１）の２０乃至１３２番目
残基、配列番号５２（１Ｄ３）の２０乃至１４１番目残基、配列番号６２（１Ｆ３）の２
０乃至１４１番目残基及び配列番号７２（３Ａ１２）の２０乃至１４１番目残基からなる
群から選ばれる免疫グロブリン重鎖可変領域、並びに配列番号４（１Ａ３）の２１乃至１
２７番目残基、配列番号１４（２Ｂ８）の２１乃至１２７番目残基、配列番号２４（２Ｆ
８）の２０乃至１３１番目残基、配列番号３４（３Ｂ６）の２３乃至１２９番目残基、配
列番号４４（３Ｄ１１）の２３乃至１２８番目残基、配列番号５４（１Ｄ３）の２１乃至
１２７番目残基、配列番号６４（１Ｆ３）の２１乃至１２７番目残基及び配列番号７４（
３Ａ１２）の２１乃至１２７番目残基からなる群から選ばれる免疫グロブリン軽鎖可変領
域を含む。
【００４０】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号２（１Ａ３）の２０乃至１４１番目
残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域及び配列番号４（１Ａ３）の２１
乃至１２７番目残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
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【００４１】
　一実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号１２（２Ｂ８）の２０乃至１３７番目
残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域及び配列番号１４（２Ｂ８）の２
１乃至１２７番目残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００４２】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号２２（２Ｆ８）の２０乃至１３７番
目残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域及び配列番号２４（２Ｆ８）の
２０乃至１３１番目残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００４３】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号３２（３Ｂ６）の２０乃至１３９番
目残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域及び配列番号３４（３Ｂ６）の
２３乃至１２９番目残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００４４】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号４２（３Ｄ１１）の２０乃至１３２
番目残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域及び配列番号４４（３Ｄ１１
）の２３乃至１２８番目残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００４５】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号５２（１Ｄ３）の２０乃至１４１番
目残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域及び配列番号５４（１Ｄ３）の
２１乃至１２７番目残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００４６】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号６２（１Ｆ３）の２０乃至１４１番
目残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域及び配列番号６４（１Ｆ３）の
２１乃至１２７番目残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００４７】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号７２（３Ａ１２）の２０乃至１４１
番目残基のアミノ酸配列を含む免疫グロブリン重鎖可変領域及び配列番号７４（３Ａ１２
）の２１乃至１２７番目の残基アミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００４８】
　前記の各実施態様において、結合蛋白質は完全な状態の抗体又はその抗原結合性断片或
いは生合成抗体結合部位とすることができる。
【００４９】
　別の態様として、本発明はヒトＨＧＦに結合する単離結合蛋白質を提供する。この結合
蛋白質は、（ｉ）配列番号１７３（Ｈｕ２Ｂ８　Ｋｖ１－３９．１軽鎖可変領域）、配列
番号１７９（Ｈｕ２Ｂ８　Ｋｖ３－１５．１軽鎖可変領域）、配列番号１９３（ＬＲ２Ｂ
８ＬＣ軽鎖可変領域）及び配列番号１９９（ＬＲＭＲ２Ｂ８ＬＣ軽鎖可変領域）からなる
群から選ばれる免疫グロブリン軽鎖可変領域、並びに（ｉｉ）配列番号１５９（Ｈｕ２Ｂ
８　Ｈｖ１ｆ．１重鎖可変領域）、配列番号１６５（Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５ａ．１重鎖可変
領域）、配列番号１６９（Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１重鎖可変領域）、配列番号１８
３（ＬＲ２Ｂ８ＨＣ重鎖可変領域）及び配列番号１８９（ＬＲＭＲ２Ｂ８ＬＣ軽鎖可変領
域）からなる群から選ばれる免疫グロブリン重鎖可変領域を含有する。上記結合蛋白質は
、完全な状態の抗体又はその抗原結合性断片或いは生合成抗体結合部位とすることができ
る。
【００５０】
　別の態様として、本発明はヒトＨＧＦに結合する単離結合蛋白質を提供する。この結合
蛋白質は、（ｉ）配列番号１７７（Ｈｕ２Ｂ８　Ｋｖ１－３９．１＋カッパ定常（Ｋｍ（
３）アロタイプ（対立遺伝子２））、配列番号１８１（Ｈｕ２Ｂ８　Ｋｖ３－１５．１＋
カッパ定常（Ｋｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子２））、配列番号１９７（ＬＲ２Ｂ８Ｌ
Ｃ＋カッパ定常（Ｋｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子１））及び配列番号２０１（ＬＲＭ
Ｒ２Ｂ８ＬＣ＋カッパ定常（Ｋｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子１））からなる群から選
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ばれる免疫グロブリン軽鎖、並びに（ｉｉ）配列番号１６３（Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ１ｆ．１
＋ＩｇＧ１定常（Ｇ１ｍ（１７，１）アロタイプ））、配列番号１６７（Ｈｕ２Ｂ８　Ｈ
ｖ５ａ．１＋ＩｇＧ１定常領域（Ｇ１ｍ（１７，１）アロタイプ））、配列番号１７１（
Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１＋ＩｇＧ１定常（Ｇ１ｍ（１７，１）アロタイプ））、配
列番号１８７（ＬＲ２Ｂ８ＨＣ＋ＩｇＧ１定常（Ｇ１ｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子
１））及び配列番号１９１（ＬＲＭＲ２Ｂ８ＨＣ＋ＩｇＧ１定常（Ｇ１ｍ（３）アロタイ
プ）（対立遺伝子１））からなる群から選ばれる免疫グロブリン重鎖を含む。上記結合蛋
白質は、完全な状態の抗体又はその抗原結合性断片或いは生合成抗体結合部位とすること
ができる。
【００５１】
　別の態様として、本発明は還元型ヒトＨＧＦに結合する単離結合蛋白質を提供する。こ
の結合蛋白質は、（ｉ）３箇所のＣＤＲを含む免疫グロブリン軽鎖可変領域及び（ｉｉ）
３箇所のＣＤＲを含む免疫グロブリン重鎖可変領域を含む。これらのＣＤＲは、通常ＦＲ
間に挿入される。免疫グロブリン軽鎖及び免疫グロブリン重鎖のＣＤＲは、還元型ヒトＨ
ＧＦ、例えば、還元型ＨＧＦのα鎖に結合する結合部位を共同して規定する。還元型ＨＧ
Ｆとは、α鎖とβ鎖との間のジスルフィド結合を還元するのに十分な量の還元剤、例えば
、ジチオスレイトール（ＤＴＴ：ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ）、２－メルカプトエタ
ノール又はグルタチオンで処理したＨＧＦのことをいう。典型的な濃度としては、例えば
、１００ｍＭのＤＴＴ及び５％の２－メルカプトエタノールが挙げられる。
【００５２】
　一部の実施態様として、上記結合蛋白質は、ＣＤＲＬ１、ＣＤＲＬ２及びＣＤＲＬ３か
らなる群から選ばれる少なくとも１つのＣＤＲを含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む
。上記結合蛋白質は、任意選択的に、２つのＣＤＲ、例えば、ＣＤＲＬ１とＣＤＲＬ２又
はＣＤＲＬ１とＣＤＲＬ３又はＣＤＲＬ１とＣＤＲＬ３を含む。上記結合蛋白質は、任意
選択的に、３つのＣＤＲの全て、即ち、ＣＤＲＬ１、ＣＤＲＬ２及びＣＤＲＬ３を含む。
ＣＤＲＬ１は、アミノ酸配列Ｘ１Ｘ２ＳｅｒＸ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｘ８Ｘ９Ｘ１０Ｘ１１Ｘ１

２Ｘ１３Ｘ１４Ｘ１５であって、アミノ酸Ｘ１がＡｒｇ又はＬｙｓであり、Ｘ２がＡｌａ
又はＴｈｒであり、Ｘ４がＧｌｕ又はＧｌｎであり、Ｘ５がＡｓｎ、Ｓｅｒ又はＡｓｐで
あり、Ｘ６がＩｌｅ又はＶａｌであり、Ｘ７がＴｙｒ、Ａｓｐ又はＬｙｓであり、Ｘ８が
ペプチド結合又はＴｙｒであり、Ｘ９がペプチド結合又はＡｓｐであり、Ｘ１０がペプチ
ド結合又はＧｌｙであり、Ｘ１１がペプチド結合又はＡｓｎであり、Ｘ１２がペプチド結
合又はＳｅｒであり、Ｘ１３がＡｓｎ又はＴｙｒであり、Ｘ１４がＩｌｅ又はＬｅｕであ
り、Ｘ１５がＡｌａ、Ａｓｎ又はＳｅｒであるものとする配列を含む。ＣＤＲＬ２は、ア
ミノ酸配列Ｘ１６Ｘ１７Ｘ１８Ｘ１９ＬｅｕＸ２１Ｘ２２であって、アミノ酸Ｘ１６がＡ
ｌａ、Ａｓｐ、Ｖａｌ又はＡｒｇであり、Ｘ１７がＡｌａ又はＶａｌであり、Ｘ１８がＡ
ｓｎ、Ｓｅｒ又はＴｈｒであり、Ｘ１９がＡｒｇ、Ａｓｎ又はＨｉｓであり、Ｘ２１がＡ
ｌａ、Ｇｌｕ、Ｖａｌ又はＰｒｏであり、Ｘ２２がＡｓｐ又はＳｅｒであるものとする配
列を含む。ＣＤＲＬ３は、アミノ酸配列Ｘ２３Ｘ２４Ｘ２５Ｘ２６Ｘ２７Ｘ２８ＰｒｏＸ

３０Ｔｈｒであって、アミノ酸Ｘ２３がＬｅｕ又はＧｌｎであり、Ｘ２４がＨｉｓ又はＧ
ｌｎであり、Ｘ２５がＰｈｅ、Ｓｅｒ又はＴｙｒであり、Ｘ２６がＡｓｐ、Ｉｌｅ又はＴ
ｒｐであり、Ｘ２７がＧｌｙ又はＧｌｕであり、Ｘ２８がＡｓｐ、Ｐｈｅ又はＴｈｒであ
り、Ｘ３０がＰｈｅ、Ｐｒｏ又はＴｙｒであるものとする配列を含む。
【００５３】
　別の実施態様として、上記結合蛋白質は、ＣＤＲＨ１、ＣＤＲＨ２及びＣＤＲＨ３から
なる群から選ばれる少なくとも１つのＣＤＲを含む免疫グロブリン重鎖可変領域を含む。
上記結合蛋白質は、任意選択的に、２つのＣＤＲ、例えば、ＣＤＲＨ１とＣＤＲＨ２又は
ＣＤＲＨ１とＣＤＲＨ３又はＣＤＲＨ１とＣＤＲＨ３を含む。上記結合蛋白質は、任意選
択的に、３つのＣＤＲの全て、即ち、ＣＤＲＨ１、ＣＤＲＨ２及びＣＤＲＨ３を含む。Ｃ
ＤＲＨ１は、アミノ酸配列Ｘ１ＴｙｒＸ３Ｘ４Ｘ５であって、アミノ酸Ｘ１がＡｓｐ、Ａ
ｓｎ、Ｓｅｒ又はＴｈｒであり、Ｘ３がＰｈｅ、Ｔｒｐ又はＴｙｒであり、Ｘ４がＩｌｅ
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又はＭｅｔであり、Ｘ５がＡｓｎ、Ｈｉｓ又はＳｅｒであるものとする配列を含む。ＣＤ
ＲＨ２は、アミノ酸配列Ｘ６ＩｌｅＸ８Ｘ９ＧｌｙＸ１１ＧｌｙＸ１３Ｘ１４Ｘ１５Ｔｙ
ｒＸ１７Ｘ１８Ｘ１９Ｘ２０ＬｙｓＸ２２であって、アミノ酸Ｘ６がＬｙｓ、Ｇｌｎ又は
Ｔｙｒであり、Ｘ８がＧｌｙ、Ｓｅｒ又はＴｙｒであり、Ｘ９がＰｒｏ又はＳｅｒであり
、Ｘ１１がＡｓｐ、Ｇｌｙ又はＳｅｒであり、Ｘ１３がＡｓｐ又はＳｅｒであり、Ｘ１４

がＳｅｒ又はＴｈｒであり、Ｘ１５がＡｓｎ又はＴｙｒであり、Ｘ１７がＡｓｎ又はＰｒ
ｏであり、Ｘ１８がＡｌａ、Ａｓｐ、Ｇｌｙ又はＧｌｕであり、Ｘ１９がＡｓｎ、Ｍｅｔ
又はＳｅｒであり、Ｘ２０がＰｈｅ又はＶａｌであり、Ｘ２２がＡｓｐ又はＧｌｙである
ものとする配列を含む。ＣＤＲＨ３は、アミノ酸配列Ｘ２３Ｘ２４Ｘ２５Ｘ２６Ｘ２７Ｘ

２８Ｘ２９Ｘ３０Ｘ３１Ｘ３２Ｘ３３ＡｓｐＴｙｒであって、アミノ酸Ｘ２３がＡｒｇ又
はＧｌｎであり、Ｘ２４がＧｌｙ又はＬｅｕであり、Ｘ２５がＡｓｐ、Ｇｌｙ又はペプチ
ド結合であり、Ｘ２６がＧｌｙ又はペプチド結合であり、Ｘ２７がペプチド結合又はＴｙ
ｒであり、Ｘ２８がＬｅｕ、ペプチド結合又はＴｙｒであり、Ｘ２９がＧｌｙ、Ａｒｇ又
はＬｅｕであり、Ｘ３０がＡｓｐ、Ｇｌｙ又はＧｌｕであり、Ｘ３１がＴｙｒ、Ａｒｇ又
はＡｓｎであり、Ｘ３２がＡｌａ、Ｇｌｙ又はＴｙｒであり、Ｘ３３がＭｅｔ又はＰｈｅ
であるものとする配列を含む。
【００５４】
　上記結合蛋白質が上述の免疫グロブリン重鎖及び免疫グロブリン軽鎖の配列又はこれら
の断片を含有し得ることは理解されよう。さらに、上記結合蛋白質は完全な状態の抗体又
はその抗原結合性断片或いは生合成抗体結合部位とすることができることも理解されよう
。
【００５５】
　一部の実施態様として、上記結合蛋白質は、（ｉ）配列番号８（１Ａ３）、配列番号２
８（２Ｆ８）、配列番号３８（３Ｂ６）、配列番号５８（１Ｄ３）及び配列番号６８（１
Ｆ３）からなる群から選ばれる配列を有するＣＤＲＬ１、（ｉｉ）配列番号９（１Ａ３）
、配列番号２９（２Ｆ８）、配列番号３９（３Ｂ６）、配列番号５９（１Ｄ３）及び配列
番号６９（１Ｆ３）からなる群から選ばれる配列を有するＣＤＲＬ２並びに（ｉｉｉ）配
列番号１０（１Ａ３）、配列番号３０（２Ｆ８）、配列番号４０（３Ｂ６）、配列番号６
０（１Ｄ３）及び配列番号７０（１Ｆ３）からなる群から選ばれる配列を有するＣＤＲＬ

３を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。これらのＣＤＲ配列はヒト又はヒト化ＦＲ
間に挿入されていてもよい。他の実施態様として、上記結合蛋白質は、配列番号４（１Ａ
３）の２１乃至１２７番目残基、配列番号２４（２Ｆ８）の２０乃至１３１番目残基、配
列番号３４（３Ｂ６）の２３乃至１２９番目残基、配列番号５４（１Ｄ３）の２１乃至１
２７番目残基及び配列番号６４（１Ｆ３）の２１乃至１２７番目残基からなる群から選ば
れるアミノ酸配列を含む免疫グロブリン軽鎖可変領域を含む。
【００５６】
　一部の実施態様として、上記結合蛋白質は、（ｉ）配列番号５（１Ａ３）、配列番号２
５（２Ｆ８）、配列番号３５（３Ｂ６）、配列番号５５（１Ｄ３）及び配列番号６５（１
Ｆ３）からなる群から選ばれる配列を有するＣＤＲＨ１、（ｉｉ）配列番号６（１Ａ３）
、配列番号２６（２Ｆ８）、配列番号３６（３Ｂ６）、配列番号５６（１Ｄ３）及び配列
番号６６（１Ｆ３）からなる群から選ばれる配列を有するＣＤＲＨ２並びに（ｉｉｉ）配
列番号７（１Ａ３）、配列番号２７（２Ｆ８）、配列番号３７（３Ｂ６）、配列番号５７
（１Ｄ３）及び配列番号６７（１Ｆ３）からなる群から選ばれる配列を有するＣＤＲＨ３

を含む免疫グロブリン重鎖可変領域を含む。これらのＣＤＲ配列はヒト又はヒト化ＦＲ間
に挿入されていてもよい。別の実施態様として、この免疫グロブリン重鎖可変領域は、配
列番号２（１Ａ３）の２０乃至１４１番目残基、配列番号２２（２Ｆ８）の２０乃至１３
７番目残基、配列番号３２（３Ｂ６）の２０乃至１３９番目残基、配列番号５２（１Ｄ３
）の２０乃至１４１番目残基及び配列番号６２（１Ｆ３）の２０乃至１４１番目残基から
なる群から選ばれるアミノ酸配列を含有する。
【００５７】
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　別の態様として、本発明は、ヒトＨＧＦに結合し、免疫グロブリン軽鎖可変領域及び免
疫グロブリン重鎖可変領域を含む単離結合蛋白質を提供する。この単離結合蛋白質は、（
ｉ）配列番号２４（２Ｆ８）の２０乃至１３１番目残基の免疫グロブリン軽鎖可変領域及
び配列番号２２（２Ｆ８）の２０乃至１３７番目残基の免疫グロブリン重鎖可変領域を有
する抗体、（ｉｉ）配列番号３４（３Ｂ６）の２３乃至１２９番目残基の免疫グロブリン
軽鎖可変領域及び配列番号３２（３Ｂ６）の２０乃至１３９番目残基の免疫グロブリン重
鎖可変領域を有する抗体、並びに（ｉｉｉ）配列番号４４（３Ｄ１１）の２３乃至１２８
番目残基の免疫グロブリン軽鎖可変領域及び配列番号４２（３Ｄ１１）の２０乃至１３２
番目残基の免疫グロブリン重鎖可変領域を有する抗体からなる群から選ばれる少なくとも
１種の対照抗体と、ＨＧＦへの結合に対して競合する。ある状況では、この結合蛋白質は
これらの対照抗体のうちの１種と同じＨＧＦの抗原決定基に結合する。
【００５８】
　上述の各結合蛋白質が完全な状態の抗体、例えばモノクローナル抗体であってもよいこ
とは理解されよう。或いは、上記結合蛋白質は、抗体の抗原結合性断片であってもよく、
又は生合成抗体結合部位であってもよい。抗体断片としては、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、（Ｆａ
ｂ’）２又はＦｖ断片が挙げられる。このような抗体断片を作製するための技術は当業者
に周知である。多くの生合成抗体結合部位が当該技術分野で周知であり、例えば、米国特
許第５，４７６，７８６号明細書に記載されている単一Ｆｖ又はｓＦｖ分子が挙げられる
。他の生合成抗体結合部位としては、二重特異性又は二機能性結合蛋白質、例えば、二重
特異性又は二機能性抗体が挙げられ、これらは少なくとも２種の異なる抗原に結合する抗
体又は抗体断片である。例えば、二重特異性結合蛋白質はＨＧＦ、例えばヒトＨＧＦと別
の対象とする抗原とに結合することができる。二重特異性抗体を作製するための方法は当
該技術分野で周知であり、例えば、ハイブリドーマを融合させる方法又はＦａｂ’断片を
連結させる方法が挙げられる。例えば、Ｓｏｎｇｓｉｖｉｌａｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９
０年）　ＣＬＩＮ．　Ｅｘｐ．　ＩＭＭＵＮＯＬ．　７９：ｐ．３１５－３２５及びＫｏ
ｓｔｅｌｎｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２年）　Ｊ．　ＩＭＭＵＮＯＬ．　１４８：ｐ．１
５４７－１５５３を参照されたい。
【００５９】
　本発明の結合蛋白質は、５６１番目の位置にシステインからアルギニンへの置換及び５
５５番目の位置にグリシンからグルタメートへの置換を含むｈＨＧＦに結合することがで
きる。
【００６０】
　別の態様として、本発明は、４．０×１０－５ｓ－１以下、３．０×１０－５ｓ－１以
下又は２．０×１０－５ｓ－１以下のＫｄでヒトＨＧＦに結合する単離結合蛋白質を提供
する。これらの単離結合蛋白質は、５．０×１０－５ｓ－１乃至０．５×１０－５ｓ－１

又は４．０×１０－５ｓ－１乃至１．０×１０－５ｓ－１又は３．０×１０－５ｓ－１乃
至１．５×１０－５ｓ－１のＫｄでヒトＨＧＦに結合することができる。別の態様として
、本発明は、１００ｐＭ以下又は２０ｐＭ以下又は１０ｐＭ以下又は５ｐＭ以下のＫＤで
ヒトＨＧＦに結合する単離結合蛋白質を提供する。これらの単離結合蛋白質は、１００ｐ
Ｍ乃至５ｐＭ又は２０ｐＭ乃至５ｐＭ又は１５ｐＭ乃至１０ｐＭ又は２０ｐＭ乃至１０ｐ
Ｍ乃至１５ｐＭ乃至５ｐＭのＫＤでヒトＨＧＦに結合することができる。特に明記しない
限り、ＫＤ値は実施例６に記載した方法及び条件下で測定する。
【００６１】
　別の態様として、本発明は、ヒトＨＧＦに結合する単離結合蛋白質であって、この抗体
が２５℃よりも３７℃でより低いＫｄでヒトＨＧＦに結合するものとする結合蛋白質を提
供する。この結合蛋白質結合は、任意選択的に、３７℃において５ｐＭ未満のＫｄでヒト
ＨＧＦに結合する。
【００６２】
　他の態様及び実施態様として、上記結合蛋白質は、ｈＨＧＦがｃ－Ｍｅｔに結合するの
を阻害することができる。例えば、上記結合蛋白質のＩＣ５０（最大阻害の５０％を来す
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濃度）は、実施例７（ａ）に記載したプロトコルを用いて測定した場合、少なくとも約４
．０、４．５、５．０、５．５、６．０、６．５及び７．０ｎＭとすることができる。一
部の他の実施態様として、上記結合蛋白質は、実施例７（ｂ）に記載した方法を用いて４
ＭＢｒ－５細胞（ＡＴＣＣ、カタログ番号ＣＣＬ２０８）におけるＨＧＦ　ＢｒｄＵの取
り込みを中和することができる。
【００６３】
　上記結合蛋白質のＩＣ５０は、実施例７（ｂ）に記載したプロトコルを用いて測定した
場合、５０ｎＭ以下、好ましくは、４５、４０、３５、３０、２５、２０、１５、１０、
５、１又は０．５ｎＭ以下である。一部の他の実施態様として、上記結合蛋白質を用いて
、実施例９に記載した測定法によるＰＣ－３細胞（ＡＴＣＣ、マナサス、バージニア州、
カタログ番号ＣＣＬ１４３５）のＨＧＦ刺激ｃ－Ｍｅｔリン酸化を抑制することができる
。上記結合蛋白質は、実施例９に記載した測定法によるＰＣ－３細胞におけるＨＧＦ刺激
（１．２５ｎＭ）ｃ－Ｍｅｔリン酸化を２ｎＭ以下のＩＣ５０（表８）で抑制する。
　ＩＩ．結合蛋白質の作製
　本発明の結合蛋白質は、当該技術分野で周知の手法を用いる種々の方法で作製すること
ができる。例えば、軽鎖可変領域及び重鎖可変領域をコードしているＤＮＡ分子は、市販
の合成機及び本明細書に示した配列情報を用いて、化学的に合成することができる。この
ような合成ＤＮＡ分子を、例えば、定常領域コード配列、発現制御配列などの他の適切な
ヌクレオチド配列に結合させて所望の結合蛋白質をコードしている通常の遺伝子発現構築
物を作製することができる。特定の遺伝子構築物の作製は当該技術分野では日常的な技術
の範囲内にある。或いは、本明細書に示した配列は、本明細書に示した配列情報、又はハ
イブリドーマ細胞中のマウス抗体の重及び軽鎖をコードしている遺伝子に関する従来技術
の配列情報に基づいた配列を有する合成核酸プローブを用いて、通常のハイブリダイゼー
ション技術又はＰＣＲ技術によりハイブリドーマからクローニングすることができる。こ
のようなプローブの作製及び使用法は、当該技術分野では日常的な技術の範囲内にある。
【００６４】
　この所望の結合蛋白質をコードしている核酸を発現ベクター中に導入（結合）して、こ
れを、当該技術分野で周知の標準的な形質移入又は形質転換技術により宿主細胞中に導入
することができる。典型的な宿主細胞としては、例えば、大腸菌細胞、チャイニーズハム
スター卵巣（ＣＨＯ：Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｈａｍｓｔｅｒ　ｏｖａｒｙ）細胞、ヒーラ（Ｈ
ｅＬａ）細胞、仔ハムスター腎（ＢＨＫ：ｂａｂｙ　ｈａｍｓｔｅｒ　ｋｉｄｎｅｙ）細
胞、サル腎細胞（ＣＯＳ）、ヒト肝細胞癌細胞（例えば、Ｈｅｐ　Ｇ２）及び普通なら免
疫グロブリンを産生しない骨髄腫細胞が挙げられる。形質移入させた宿主細胞は、この宿
主細胞が対象とする遺伝子、例えば免疫グロブリン軽又は重鎖可変領域をコードしている
遺伝子を発現するのを可能にする条件下で増殖させることができる。得られる発現産物は
当該技術分野で周知の技術を用いて採取することができる。
【００６５】
　特定の発現及び精製条件は、どんな発現系を用いるかによって異なるであろう。例えば
、上記遺伝子を大腸菌で発現させる場合にはこれを先ず発現ベクター中にクローニングす
る。これは、好適な細菌プロモーター（例えばＴｒｐ又はＴａｃ）及びシグナル配列（例
えばプロテインＡのフラグメントＢ（ＦＢ）をコードしている配列）よりも下流に上記の
設計遺伝子を配置することによって達成される。得られる発現融合蛋白質は、通常、細胞
細胞質中の屈折体又は封入体に蓄積するので、フレンチプレス又は音波処理により細胞を
破壊して採取することができる。次に、この屈折体を可溶化し、多くの他の組換え蛋白質
について既に確立されている方法により発現蛋白質をリフォールディングし、切断する。
【００６６】
　上記設計遺伝子を真核宿主細胞、例えば骨髄腫細胞又はＣＨＯ細胞で発現させる場合に
は、先ず、これを、好適な真核生物プロモータ、分泌シグナル、免疫グロブリンエンハン
サ及び各種イントロンを含有する発現ベクター中に挿入する。この発現ベクターには、任
意選択的に定常領域の全て又は一部をコードしている配列を含有させることができ、これ
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によって重又は軽鎖の全体又は一部の発現が可能となる。上記遺伝子構築物は、確立され
ている形質移入プロトコルを用いて骨髄腫細胞又はＣＨＯ細胞中に形質移入することがで
きる。このような形質移入細胞は、ＶＬ又はＶＨ断片、ＶＬ－ＶＨヘテロ二量体、ＶＨ－
ＶＬ又はＶＬ－ＶＨ一本鎖ポリペプチド、完全な免疫グロブリン重又は軽鎖、或いはこれ
らの部分を発現することができ、これらは、それぞれ別の機能（例えば、細胞毒性）を有
する蛋白質ドメインに結合させてもよい。
　ＩＩＩ．　結合蛋白質に対する修飾
　上記結合蛋白質を修飾してこの結合蛋白質の目的とする用途に応じて性能を最適化する
ことができることは理解されよう。例えば、結合蛋白質を治療剤として用いようとする場
合、この結合蛋白質を修飾して対象レシピエントにおける免疫原性を低減することができ
る。或いは、又はさらに、結合蛋白質を別の蛋白質又はペプチド、例えば、成長因子、サ
イトカインもしくは細胞毒と融合又は結合させることができる。このような修飾は、当該
技術分野で周知の通常の遺伝子操作技術を用いることで達成することができる。
【００６７】
　抗体及び抗体断片の抗原性を低減させるための種々の技術が当該技術分野において周知
である。これらの技術を用いて本発明の結合蛋白質の抗原性を低減又は除去することがで
きる。例えば、上記結合蛋白質をヒトに投与しようとする場合、この結合蛋白質を改良し
てヒトにおけるその抗原性を低減させることが好ましい。このプロセスをヒト化と呼ぶこ
とが多いが、このヒト化結合蛋白質は、それが由来する元の非ヒト化結合蛋白質と抗原に
対する親和性が同じか実質的に同じであることが好ましい。
【００６８】
　ヒト化のための公知の一方法では、ある種、例えばマウスからの抗体の免疫グロブリン
定常領域を別の異なる種、例えばヒトからの免疫グロブリン定常領域で置換したキメラ蛋
白質を作製する。この例では、得られる抗体はマウス－ヒトキメラであり、このキメラの
ヒト定常領域の配列は、原理的に、対応するマウスの配列よりも免疫原性が少ない。この
種の抗体改良については、例えば、Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，ｅｔ　ａｌ．（１９８４年）　Ｐ
ＲＯＣ．ＮＡＴ．ＡＣＡＤ．ＳＣＩ．８１：ｐ．６８５１－６８５５、Ｎｅｕｂｅｒｇｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８４年）ＮＡＴＵＲＥ　３１２：ｐ．６０４－６０８、並びに米
国特許第６，８９３，６２５号明細書（Ｒｏｂｉｎｓｏｎ）、同第５，５００，３６２号
明細書（Ｒｏｂｉｎｓｏｎ）及び同第４，８１６，５６７号明細書（Ｃａｂｉｌｌｙ）に
記載されている。
【００６９】
　ＣＤＲ移植と呼ばれる別の方法では、対象とする抗体の軽及び重鎖可変領域のＣＤＲを
別の種からのフレームワーク（ＦＲ）中に移植する。例えば、マウスＣＤＲをヒトＦＲ配
列中に移植することができる。一部の実施態様として、抗ＨＧＦ抗体の軽及び重鎖可変領
域のＣＤＲをヒトＦＲ又はコンセンサスヒトＦＲ中に移植する。コンセンサスヒトＦＲを
作製するためには、いく種かのヒト重鎖又は軽鎖アミノ酸配列からのＦＲを整列させてコ
ンセンサスアミノ酸配列を特定する。ＣＤＲ移植については、例えば、米国特許第７，０
２２，５００号明細書（Ｑｕｅｅｎ）、同第６，９８２，３２１号明細書（Ｗｉｎｔｅｒ
）、同第６，１８０，３７０号明細書（Ｑｕｅｅｎ）、同第６，０５４，２９７号明細書
（Ｃａｒｔｅｒ）、同第５，６９３，７６２号明細書（Ｑｕｅｅｎ）、同第５，８５９，
２０５号明細書（Ａｄａｉｒ）、同第５，６９３，７６１号明細書（Ｑｕｅｅｎ）、同第
５，５６５，３３２号明細書（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ）、同第５，５８５，０８９号明細
書（Ｑｕｅｅｎ）及び同第５，５３０，１０１号明細書（Ｑｕｅｅｎ）、Ｊｏｎｅｓ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９８６年）ＮＡＴＵＲＥ　３２１：ｐ．５２２－５２５、Ｒｉｅｃｈｍａ
ｎｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８年）ＮＡＴＵＲＥ　３３２：ｐ．３２３－３２７、Ｖｅｒ
ｈｏｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８年）ＳＣＩＥＮＣＥ　２３９：ｐ．１５３４－１
５３６並びにＷｉｎｔｅｒ（１９９８年）ＦＥＢＳ　ＬＥＴＴ　４３０：ｐ．９２－９４
に記載されている。
【００７０】
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　「超ヒト化」と呼ばれる方法では、ヒトにおける免疫原性が低減又は除去されている抗
体を別のタイプの移植によって作製する。超ヒト化法では、ヒトＣＤＲのヒト化対象マウ
ス抗体のＣＤＲに対する構造的類似性に基づいて一組のヒト生殖細胞遺伝子からヒトＦＲ
配列を選択する。この方法については、例えば、米国特許第６，８８１，５５７号明細書
（Ｆｏｏｔｅ）及びＴａｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００２年）Ｊ．ＩＭＭＵＮＯＬ　１６９：
ｐ．１１１９－１１２５に記載されている。
【００７１】
　免疫原性を低減する他の方法としては、ヒト化抗体を作製するための「再成形（ｒｅｓ
ｈａｐｉｎｇ）」、「超キメラ化」又は「ベニア化（ｖｅｎｅｅｒｉｎｇ）／再表面化（
ｒｅｓｕｒｆａｃｉｎｇ）」と呼ばれる技術が挙げられる。例えば、Ｖａｓｗａｍｉ　ｅ
ｔ　ａｌ．　（１９９８年）　ＡＮＮＡＬＳ　ＯＦ　ＡＬＬＥＲＧＹ，　ＡＳＴＨＭＡ，
　＆　ＩＭＭＵＮＯＬ．　８１：ｐ．１０５、Ｒｏｇｕｓｋａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６
年）　ＰＲＯＴ．　ＥＮＧＩＮＥＥＲ　９：ｐ．８９５－９０４及び米国特許第６，０７
２，０３５号明細書（Ｈａｒｄｍａｎ）を参照されたい。ベニア化／再表面化法では、マ
ウス抗体の表面接近可能アミノ酸残基をヒト抗体の同一位置により多くみられるアミノ酸
残基によって置換する。このタイプの抗体再表面化については、例えば、米国特許第５，
６３９，６４１号明細書（Ｐｅｄｅｒｓｅｎ）に記載されている。
【００７２】
　マウス抗体をヒトにおける医学的用途に好適な構造に変換するための１つの典型的な方
法は、ＡＣＴＩＶＭＡＢ（商標）技術（Ｖａｃｃｉｎｅｘ社、ロチェスター、ニューヨー
ク州）と呼ばれ、これは哺乳動物細胞で抗体を発現させるためのワクシニアウイルス系ベ
クターを必要とする。免疫グロブリン重及び軽鎖の高レベルの組み合わせ多様性がもたら
されると言われている。例えば、米国特許第６，７０６，４７７号明細書（Ｚａｕｄｅｒ
ｅｒ）、同第６，８００，４４２号明細書（Ｚａｕｄｅｒｅｒ）及び同第６，８７２，５
１８号明細書（Ｚａｕｄｅｒｅｒ）を参照されたい。
【００７３】
　マウス抗体をヒトにおける用途に好適な構造に変換するための別の典型的な方法は、カ
ロビオス・ファーマシューティカルズ社（ＫａｌｏＢｉｏｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ａｌｓ，　Ｉｎｃ．）（パロアルト、カリフォルニア州）により商業的に実施されている
技術である。この技術は、特許権のあるヒト「アクセプター」ライブラリを用いて抗体選
択用の「抗原決定基に焦点を合わせた」ライブラリを作製するものである。
【００７４】
　マウス抗体をヒトにおける医学的用途に好適な構造に修飾するための別の典型的な方法
は、ＸＯＭＡ（米国）ＬＬＣ社によって商業的に実施されているＨＵＭＡＮ　ＥＮＧＩＮ
ＥＥＲＩＮＧ）（商標）（ＨＥ（商標））技術である。例えば、国際公開第９３／１１７
９４号パンフレット並びに米国特許第５，７６６，８８６号明細書、同第５，７７０，１
９６号明細書、同第５，８２１，１２３号明細書及び同第５，８６９，６１９号明細書を
参照されたい。
【００７５】
　上記方法のいずれかを含む任意の適切な方法を用いて対象とする結合蛋白質のヒト免疫
原性を低減又は除去することができる。
【００７６】
　さらに、マウスにおいて完全にヒト型の抗体を作製することが可能である。この方法で
は、マウスの抗体産生遺伝子がヒト抗体産生遺伝子の実質的な部分で置換されている遺伝
子導入マウスを用いてヒト型抗体を調製する。このようなマウスは、マウスの免疫グロブ
リン分子ではなく、ヒト型の免疫グロブリンを産生する。例えば、国際公開第９８／２４
８９３号パンフレット（Ｊａｃｏｂｏｖｉｔｚ　ｅｔ　ａｌ．）及びＭｅｎｄｅｚ　ｅｔ
　ａｌ．　（１９９７年）　ＮＡＴＵＲＥ　ＧＥＮＥＴＩＣＳ　１５：ｐ．１４６－１５
６を参照されたい。完全にヒト型の抗ＨＧＦモノクローナル抗体は、以下の方法を用いて
作製することができる。ヒト型免疫グロブリン遺伝子を有する遺伝子導入マウスを対象と
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する抗原、例えばＨＧＦで免疫する。次いで、このマウスからマウスのリンパ細胞を得、
これを脊髄系細胞株と融合させて不死化ハイブリドーマ細胞株を調製する。このハイブリ
ドーマ細胞株をスクリーニングし、ＨＧＦに特異的な抗体を産生するハイブリドーマ細胞
株を特定するための選択を行う。
【００７７】
　本発明の結合蛋白質は、その目的とする用途に応じて他の分子と結合させることができ
る。例えば、結合蛋白質を治療剤として用いようとする場合、この結合蛋白質を別の作用
物質、例えば、その治療を調節するか、それとも促進するエフェクター分子と結合させる
ことができる。このエフェクターが非蛋白質系の作用物質、例えば、低分子薬剤、放射標
識又は毒素である限り、この物質を標準的なインビトロ結合化学反応を用いて結合蛋白質
に化学的に結合させることができる。一方、エフェクター分子が蛋白質又はペプチド、例
えば、酵素、受容体、毒素、成長因子、サイトカイン又は他の免疫調節因子である場合、
結合蛋白質は、インビトロ結合化学反応を用いてこのエフェクターに化学的に結合させる
ことができ、或いは、融合蛋白質としてこのエフェクターに結合させることができる。融
合蛋白質は、セクションＩＩに記載したのと同様な技術を用いて構築し、発現させること
ができる。
　ＩＶ．　結合蛋白質の用途
　本明細書に記載した結合蛋白質は、診断剤又は治療剤として用いることができる。
【００７８】
　（１）治療的用途
　本発明の結合蛋白質は、ＨＧＦの活性を中和するので、種々の治療的用途に用いること
ができる。例えば、本発明の結合蛋白質の一部は、過剰増殖性疾病又は疾患、例えば、各
種形態の癌の予防又は治療に有用である。
【００７９】
　上記結合蛋白質を用いることにより腫瘍細胞の増殖を抑制又は低減させることができる
。このような方法では、腫瘍細胞に対して治療的有効量の上記結合蛋白質を作用させるこ
とによって腫瘍細胞の増殖を抑制又は低減させる。一部の実施態様として、上記結合蛋白
質は、腫瘍細胞の増殖を少なくとも５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％又
は１００％抑制する。
【００８０】
　一部の実施態様として、上記結合蛋白質を用いることにより、結合蛋白質がｈＨＧＦの
ｃ－Ｍｅｔへの結合能を低減させることで腫瘍細胞の増殖を抑制又は低減させる。他の実
施態様として、上記結合蛋白質を用いることにより、表５及び６において抗体３Ｂ６が示
すように、この結合蛋白質がｈＨＧＦに結合するが、ｈＨＧＦのｃ－Ｍｅｔへの結合を実
質的に抑制しない場合にも腫瘍細胞の増殖は抑制され、又は低下する。
【００８１】
　さらに、上記結合蛋白質を用いることにより、哺乳動物における腫瘍の成長又は発症を
抑制又は遅延させることができる。このような方法では、有効量の上記結合蛋白質を哺乳
動物に投与することによってこの哺乳動物における腫瘍の成長を抑制又は遅延させる。従
って、上記結合蛋白質を用いることによって、例えば、哺乳動物において腫瘍を治療する
ことができる。この方法は哺乳動物に治療的有効量の上記結合蛋白質を投与するものであ
る。上記結合蛋白質を単独又は別の医薬として有効な分子と併用して投与することにより
腫瘍を治療することができる。
【００８２】
　本発明の結合蛋白質は、種々のＨＧＦ反応性疾患、例えば、肺癌、乳癌、大腸癌、前立
腺癌、卵巣癌、頭頸部癌、卵巣癌、多発性骨髄腫、肝臓癌、胃癌、食道癌、腎癌、鼻咽腔
癌、膵癌、中皮腫、黒色腫及びグリア芽細胞腫におけるＨＧＦ反応性腫瘍細胞などの治療
に用いることができる。
【００８３】
　本明細書でいう「治療する」、「治療すること」及び「治療」とは、哺乳動物、特にヒ
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トにおける病態の治療のことを指し、（ａ）その病態が哺乳動物において、特に、その哺
乳動物がその病態に罹患する素因を有するが、まだこれを有していないと診断されている
場合に発生するのを予防すること、（ｂ）その病態を抑制する、即ち、その発症を阻止す
ること、及び／又は（ｃ）その病態を緩和すること、即ち、その病態を軽減させること含
む。
【００８４】
　一般に、活性成分の治療的有効量は、約０．１ｍｇ／ｋｇ乃至約１００ｍｇ／ｋｇ、必
要に応じて約１ｍｇ／ｋｇ乃至約１００ｍｇ／ｋｇ、必要に応じて約１ｍｇ／ｋｇ乃至約
１０ｍｇ／ｋｇの範囲となる。投与の量は、治療対象の疾患又は徴候の種類及び程度、特
定の患者の全般的な健康状態、送達する結合蛋白質の相対的生物学的有効性、この結合蛋
白質の剤型、製剤中の添加物の存在及び種類並びに投与経路などの変数によって決まるこ
とになる。所望の血液濃度又は組織濃度に急速に到達させるために、初期の投与用量を上
記の上限を超えて増加させることができ、又は初期用量を最適用量より少なくすることが
でき、さらに、特定の状況に応じて治療の過程で初期用量を段階的に増加させることがで
きる。ヒトにおける用量は、例えば、０．５ｍｇ／ｋｇ乃至２０ｍｇ／ｋｇで実施するよ
うにデザインされた通常の第Ｉ相用量増加試験において最適化することができる。投与頻
度については、投与経路、投与量、治療対象の疾患状態などの要因によって変更すること
ができる。典型的な投与頻度は、１日当たり１回、１週当たり１回、２週ごとに１回であ
る。好ましい投与経路は全身性投与、例えば、静脈内注入である。モノクローナル抗体系
薬剤の製剤化については当該技術分野では日常的な技術の範囲内にある。本発明の一部の
実施態様として、上記結合蛋白質、例えばモノクローナル抗体は、凍結乾燥され、投与時
に緩衝生理食塩水で元に戻される。
【００８５】
　上記結合蛋白質は、単独又は他の医薬として有効な成分との併用で投与することができ
る。上記他の有効な成分、例えば、免疫調節剤はこの結合蛋白質と一緒に投与することが
でき、或いはこの結合蛋白質投与の前又は後で投与することができる。
【００８６】
　治療的用途の上記結合蛋白質含有製剤としては、典型的には、上記結合蛋白質を医薬用
として許容可能な担体と組み合わせたものが挙げられる。本明細書でいう「医薬用として
許容可能な担体」とは、正しい医学的判断の範囲内で、妥当な利益／危険度比に見合って
、過度の毒性、刺激、アレルギー応答又は問題もしくは合併症を伴うことなくヒトその他
の動物の組織と接触させて用いるのに適している緩衝剤、担体及び賦形剤を意味する。こ
の担体は、製剤のその他の成分と適合し、レシピエントに対して有害でないという意味で
「許容可能」でなければならない。なお、医薬用として許容可能な担体は、医薬用として
の投与に適合するありとあらゆる緩衝剤、溶媒、分散媒、被覆剤、等張性吸収遅延剤など
を含むものとする。医薬として有効な物質のためのこのような媒体及び剤については当該
技術分野では周知である。
【００８７】
　こうした製剤は、投与単位形態で適宜提示することができ、薬学分野で公知の方法のい
ずれかを含め、任意の適切な方法によって調製することができる。本発明の医薬組成物は
、対象とする投与経路に適合するように製剤化する必要がある。投与経路としては、例え
ば、全身性投与又は非全身性投与、例えば、静脈内、皮内、吸入、経皮（局所）、経粘膜
及び直腸投与が挙げられる。経口又は全身性投与に有用な液剤は、例えば、「Ｒｅｍｉｎ
ｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」、第１８版（マック
出版（Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ）１９９０年）に記載されてい
る、医薬分野で公知の方法のいずれかによって調製することができる。
【００８８】
　経口投与に適した製剤は、所定量の上記結合蛋白質を含有する、注射液、カプセル剤、
ゼラチンカプセル剤、サッシェ剤、錠剤、トローチ剤又は舐剤などの個々の単位体；粉末
状又は顆粒状組成物；水性液体又は非水性液体の液剤又は懸濁剤；或いは水中油型乳剤又
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は油中水型乳剤の形をとることができる。
【００８９】
　全身性投与に適した製剤は、例えば、以下の成分、即ち、注射用水などの滅菌希釈液、
食塩水、固定油類、ポリエチレングリコール類、グリセリン、プロピレングリコール又は
他の合成溶媒；ベンジルアルコール又はメチルパラベンなどの抗菌剤；アスコルビン酸又
は亜硫酸水素ナトリウムなどの抗酸化剤；エチレンジアミン四酢酸などのキレート化剤；
酢酸塩、クエン酸塩又はリン酸塩などの緩衝剤及び塩化ナトリウム又はデキストロースな
どの等張性調整用剤を含む。ｐＨは塩酸又は水酸化ナトリウムなどの酸又は塩基で調整す
ることができる。全身性投与用製剤は、アンプル、使い捨て注射器、或いはガラス又はプ
ラスチック製多回投与用バイアルに封入することができる。
【００９０】
　一般的に言って、注射剤用途に適した組成物としては、水溶液（水溶性の場合）又は分
散液、及び滅菌注射液又は分散液の即時調整用粉末が挙げられる。静脈内投与の場合、好
適な担体としては、生理食塩水、静菌水、クレモフォア（Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ）ＥＬＴＭ
（ＢＡＳＦ社、パーシパニ（Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ）、ニュージャージー州）又はリン酸
緩衝生理食塩水（ＰＢＳ：ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ）が挙
げられる。これは作製及び貯蔵の条件下で安定である必要があり、細菌、真菌などの微生
物の汚染作用に対して保護される必要がある。上記担体は、例えば水、エタノール、ポリ
オール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール及び液状ポリエチレングリコール
）並びにこれらの適切な混合物を含む溶媒又は分散媒とすることができる。
【００９１】
　医薬製剤は滅菌されていることが好ましい。滅菌は、例えば、滅菌濾過膜を通す濾過に
よって達成することができる。組成物が凍結乾燥される場合、この方法を用いた滅菌は凍
結乾燥及び再形成の前又は後に行うことができる。医薬組成物は、ひとたび製剤化すれば
、例えば、溶液、懸濁液、ゲル、乳液、固体として、又は脱水もしくは凍結乾燥粉末とし
てバイアルに貯蔵することができる。
【００９２】
　（２）診断用途
　上記結合蛋白質を診断目的のためにインビトロ又はインビボで用いる場合はいつも、こ
の結合蛋白質を検出可能な成分で直接又は間接に標識するのが通常である。この検出可能
成分は、検出可能なシグナルを直接的又は間接的に発生することができる任意の成分とす
ることができる。例えば、この検出可能成分は、３水素（３Ｈ）、１４炭素（１４Ｃ）、
３２燐（３２Ｐ）、３５硫黄（３５Ｓ）又は１２５ヨウ素（１２５Ｉ）などの放射性同位
体；フルオレッセインイソチオシアネート、ローダミン又はルシフェリンなどの蛍光又は
化学発光化合物；アルカリ性ホスファターゼ、ベータ－ガラクトシダーゼ又はホースラデ
ィッシュペルオキシダーゼなどの酵素；スピン標識などのスピンプローブ；或いは、カラ
ー粒子、例えばラテックスもしくは金粒子であってもよい。上記結合蛋白質を、例えば、
Ｈｕｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　（１９６２年）　ＮＡＴＵＲＥ　１４４：ｐ．９４５、Ｄ
ａｖｉｄ　ｅｔ　ａ１．　（１９７４年）　ＢＩＯＣＨＥＭＩＳＴＲＹ　１３：ｐ．１０
１４、Ｐａｉｎ　ｅｔ　ａｌ．　（Ｉ９８１年）　Ｊ．　ＩＭＭＵＮＯＬ．　ＭＥＴＨ．
　４０：ｐ．２１９及びＮｙｇｒｅｎ　（１９８２年）　Ｊ．　ＨＩＳＴＯＣＨＥＭ．　
ＡＮＤ　ＣＹＴＯＣＨＥＭ．　３０：ｐ．４０７に記載されているような、当該技術分野
において周知の多くの方法を用いて上記検出可能成分に結合させることができることは理
解されよう。これらの標識は、例えば、目視により、又は分光光度計その他の検出器を用
いて検出することができる。
【００９３】
　上記結合蛋白質は、当該技術分野で利用可能な広範囲の免疫測定技術において用いるこ
とができる。典型的な免疫測定法としては、例えば、サンドイッチ免疫測定法、競合免疫
測定法、免疫組織化学的方法が挙げられる。
【００９４】
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　サンドイッチ免疫測定法では、被分析物、即ち、対象とする抗原に結合する２種の抗体
、例えば、固形担体上に固定化した１種と、溶液中に遊離し、検出可能成分で標識された
１種とを用いる。抗原を含むサンプルをこの系に添加すると、抗原は、上記の固定化抗体
及び標識抗体の両者に結合して担体の表面に「サンドイッチ」免疫複合体を形成する。結
合しなかったサンプル成分及び過剰の標識抗体を洗い落とし、担体表面で蛋白質と複合体
化した標識抗体の量を測定することにより上記複合体化蛋白質を検出する。或いは、上記
の溶液中に遊離した抗体を、この遊離抗体に結合する検出可能成分で標識した第３の抗体
によって検出することができる。免疫学的測定法のデザイン、理論及びプロトコルに関す
る詳細な総説は、Ｂｕｔｔ編、（１９８４年）ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ　ＩＭＭＵＮＯＬＯＧ
Ｙ、マーセルデッカー社（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ）、ニューヨーク、Ｈａｒｌｏｗ
　ｅｔ　ａｌ．編（１９８８年）ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ，Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　Ａ
ＰＰＲＯＡＣＨ、コールド・スプリング・ハーバー・ラボラトリ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）及びＤｉａｍａｎｄｉｓ　ｅｔ　ａｌ．編（
１９９６年）ＩＭＭＵＮＯＡＳＳＡＹ、アカデミックプレス社（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒ
ｅｓｓ）ボストンを含む多くの教科書に見出すことができる。
【００９５】
　上記標識結合蛋白質はインビボ造影剤として有用であり、これにより結合蛋白質はレシ
ピエントの特定の対象組織を標的にしてこの造影剤を送達することができることが企図さ
れている。インビボイメージング用の好ましい遠隔検出可能成分としては、約６時間の半
減期を有するガンマ放出体である放射性原子テクネチウム-９９ｍ(９９ｍＴｃ)が挙げら
れる。また、インビボイメージングにおいて有用な非放射性成分としては、インサイツ(
ｉｎｓｉｔｕ)でプロトン緩和を誘導するニトロキシドスピンラベル並びにランタニド及
び遷移金属イオンが挙げられる。免疫イメージングの他に、標的とする細胞を破壊するた
めに、複合体化放射性成分を標準的な放射免疫治療プロトコルで用いることができる。高
線量放射免疫治療用の好ましいヌクレオチド類は、放射性原子９０イットリウム（９０Ｙ
ｔ）、１３１ヨウ素（１３１Ｉ）及び１１１インジウム（１１１Ｉｎ）を含む。上記結合
蛋白質は、イメージング分野で周知の結合技術を用いて１３１Ｉ　、１１１Ｉｎ及び－９

９ｍＴｃで標識することができる。同様に、造影剤を調製し投与する方法及びイメージを
捕捉し処理する方法もイメージング分野において公知であるので、本明細書では詳しく論
じない。同様に、抗体を利用した免疫療法を実施する方法も当該分野では公知である。例
えば、米国特許第５，５３４，２５４号を参照されたい。
【００９６】
　本説明の全体を通して、組成物が特定の成分を有する（ｈａｖｉｎｇ）、含む（ｉｎｃ
ｌｕｄｉｎｇ）又は含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）と記載されているところでは、組成物
は、本質的にその列挙された成分からなる、又はこれらの成分からなることも企図されて
いる。同様に、工程が特定の工程段階を有する（ｈａｖｉｎｇ）、含む（ｉｎｃｌｕｄｉ
ｎｇ）又は含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）と記載されているところでは、その工程は、ま
た、本質的にその列挙された工程段階からなる、又はこれらの工程段階からなる。特に示
さない限り、段階の順序又は特定の処置を行う順序は、本発明が実施可能である限り、重
要ではない。さらに、特に断りのない限り、２つ以上の段階又は処置を同時に実施するこ
とができる。
【実施例】
【００９７】
　以下の実施例では、いくつかの抗ｈＨＧＦモノクローナル抗体の作製及び特性化につい
て検討する。
　（実施例１）
　抗ｈＨＧＦモノクローナル抗体の作製
　この実施例ではいくつかの抗ｈＨＧＦモノクローナル抗体の作製について説明する。
【００９８】
　免疫化、融合及び一次スクリーニングについては、反復性複数部位免疫化（ＲＩＭＭＳ
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：Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ　Ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｓｉｔｅｓ）
プロトコルに従ってＭＢＳ社（ポートランド、メイン州）で行われた。ＡＪマウス５匹及
びＢａｌｂ／ｃマウス５匹を組換えヒトＨＧＦ（Ｒ＆Ｄシステムズ社（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔ
ｅｍｓ）、ミネアポリス、ミネソタ州、カタログ番号２９４－ＨＧＮ－０２５）で免疫化
した。酵素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ：Ｅｎｚｙｍｅ　Ｌｉｎｋｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏｓ
ｏｒｂｅｎｔ　Ａｓｓａｙ）で最も高い抗ＨＧＦ活性を示す血清を有するマウス２匹を後
の融合のために選んだ。該当するマウスから脾臓及びリンパ節を採取した。次いで、Ｂ細
胞を採取し、骨髄腫細胞株と融合させた。融合産物は１枚以上のプレート上でほぼクロー
ン性になるまで連続希釈した。得られた融合産物からの上清をＥＬＩＳＡによりそのｈＨ
ＧＦへの結合についてスクリーニングした。ＨＧＦに対する抗体を含むとみなされた上清
は、さらに、以下の実施例で検討したようにして、インビボ機能試験により特性を明らか
にした。１パネルのハイブリドーマを選択し、このハイブリドーマをサブクローニングし
て増やした。次いで、得られたモノクローナル抗体を標準的な条件下でプロテインＡ／Ｇ
樹脂を用いるアフィニティークロマトグラフィーにより精製した。
　（実施例２）
　抗ｈＨＧＦモノクローナル抗体の配列分析
　この実施例では実施例１で作製した抗ｈＨＧＦモノクローナル抗体のアイソタイプ及び
配列の分析について説明する。
【００９９】
　ａ．ＨＧＦマウスモノクローナル抗体アイソタイプの決定
　各モノクローナル抗体の軽鎖タイプ及び重鎖アイソタイプについて、イソストリップマ
ウスモノクローナル抗体アイソタイピングキット（ＩｓｏＳｔｒｉｐ　Ｍｏｕｓｅ　Ｍｏ
ｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｉｓｏｔｙｐｉｎｇ　Ｋｉｔ）を用い、そのメー
カーの使用説明書（ロシュ・アプライド・サイエンス社（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　
Ｓｃｉｅｎｃｅ））に従って決定した。
【０１００】
　全ての抗体は、カッパ免疫グロブリン軽鎖及びＩｇＧ１免疫グロブリン重鎖を含むよう
に決定した。
【０１０１】
　ｂ．免疫グロブリン重及び軽鎖可変領域をコードしているヌクレオチド配列の決定
　各モノクローナルハイブリドーマ細胞株から、ＲＮｅａｓｙミニプレップ（Ｍｉｎｉｐ
ｒｅｐ）キットを用い、そのメーカーの使用説明書（キアゲン社（Ｑｉａｇｅｎ）、ヴェ
ンロ、オランダ）に従って全ＲＮＡを抽出した。ＢＤ　ＳＭＡＲＴ（商標）ＲＡＣＥ　ｃ
ＤＮＡ増幅キットを用い、そのメーカーの使用説明書（クロンテック社（Ｃｌｏｎｔｅｃ
ｈ））に従い、５’ＲＡＣＥ（ｃＤＮＡ末端の迅速増幅（Ｒａｐｉｄ　Ａｍｐｌｉｆｉｃ
ａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃＤＮＡ　Ｅｎｄｓ））のためのオリゴヌクレオチドプライマＢＤ　
ＳＭＡＲＴ　ＩＩＡ（５’ａａｇｃａｇｔｇｇｔａｔｃａａｃｇｃａｇａｇｔａｃｇｃｇ
ｇｇ　３’）（配列番号８５）及び５’－ＲＡＣＥ　ＣＤＳ　Ｐｒｉｍｅｒ（５’　ｔｔ
ｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｔｖｎ　３’、但し、ｖ＝ａ、ｇ又はｃ
及びｎ＝ａ、ｇ、ｃ又はｔ）（配列番号８６）を用いて、完全長の第１鎖ｃＤＮＡを作製
した。
【０１０２】
　エキスパンドハイフィデリティ（Ｅｘｐａｎｄ　Ｈｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ）ＰＣＲ
システム（ロシュ・アプライド・サイエンス社）を用い、そのメーカーの使用説明書に従
ってＰＣＲ（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ（ポリメラーゼ連鎖
反応））により上記カッパ及び重（ＩｇＧ１）免疫グロブリン鎖の可変領域を増幅させた
。重鎖可変領域は、５’オリゴヌクレオチドプライマ混合物ユニバーサルプライマミック
スＡ（Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｐｒｉｍｅｒ　Ｍｉｘ　Ａ）（　５’ｃｔａａｔａｃｇａｃ
ｔｃａｃｔａｔａｇｇｇｃａａｇｃａｇｔｇｇｔａｔｃａａｃｇｃａｇａｇｔ　３’（配
列番号８７）と５’ｃｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇｃ　３’（配列番号８
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８）との混合物）及び３’ＩｇＧ１定常領域特異的プライマ５’ｔａｔｇｃａａｇｇｃｔ
ｔａｃａａｃｃａｃａ　３’（配列番号８９）又は５’ｇｃｃａｇｔｇｇａｔａｇａｃａ
ｇａｔｇｇｇｇｇｔｇｔｃｇ　３’（配列番号９０）を用いて増幅した。カッパ鎖可変領
域は、５’オリゴヌクレオチドプライマ混合物ユニバーサルプライマミックスＡ及び３’
カッパ定常領域特異的プライマ５’ｃｔｃａｔｔｃｃｔｇｔｔｇａａｇｃｔｃｔｔｇａｃ
ａａｔ　３’（配列番号９１）又は５’ｃｇａｃｔｇａｇｇｃａｃｃｔｃｃａｇａｔｇｔ
ｔ　３’（配列番号９２）を用いて増幅した。
【０１０３】
　個々のＰＣＲ産物をアガロースゲル電気泳動により分画し、キアクイック・ゲル精製（
Ｑｉａｑｕｉｃｋ　Ｇｅｌ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ）キットを用い、そのメーカーの
使用説明書（キアゲン社）に従って精製した。次いで、トポイソメラーゼ利用クローニン
グキットＴＯＰＯ　ＴＡクローニング（登録商標）キット（ｐＣＲ（登録商標）２．１－
ＴＯＰＯ（登録商標）ベクターを含む）を用い、そのメーカーの使用説明書（インビトロ
ジェン社（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、カールズバッド、カリフォルニア州）に従って、こ
れらのＰＣＲ産物をｐＣＲ２．１　ＴＯＰＯプラスミド中にクローニングした後、標準的
な形質転換技術を用いて細菌ＤＨ５に形質転換した。形質転換した細菌のクローンから単
離したプラスミドＤＮＡについて、アジェンコートバイオサイエンス社（Ａｇｅｎｃｏｕ
ｒｔ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）のＴ７（５’ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ
３’）（配列番号９３）、Ｍ１３順方向プライマ（５’ＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡ
ＧＴ３’）（配列番号９４）及びＭ１３逆方向プライマ（５’ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴ
ＡＴＧＡＣＣ３’）（配列番号９５）を用い、標準的なジデオキシＤＮＡ配列決定方法に
より配列を決定することにより可変領域配列の配列を特定した。ベクターＮＴＩ（Ｖｅｃ
ｔｏｒ　ＮＴＩ）ソフトウェア（インビトロジェン社、カールズバッド、カリフォルニア
州）及びＩＭＧＴ／Ｖ－クエスト（Ｑｕｅｓｔ）ウェブサーバー（ｈｔｔｐ：／／ｉｍｇ
ｔ．ｃｉｎｅｓ．ｆｒ／ｔｅｘｔｅｓ／ｖｑｕｅｓｔ）を用いてこれらの配列を解析し、
可変領域の配列を同定、確認した。
【０１０４】
　ｃ．１Ａ３、１Ｄ３、１Ｆ３及び２Ｂ８カッパ及びＩｇＧ１鎖の免疫グロブリン重及び
軽鎖定常領域の配列をコードしているヌクレオチド配列の決定
　順方向プライマ５’ｇｇｇｇａｃａａｇｔｔｔｇｔａｃａａａａａａｇｃａｇｇｃｔｇ
ｃｃａｃｃａｔｇａａｃｔｔｔｇｇｇｃｔｃａｇａｔｔｇａｔｔｔｔｃｃ　３’（下線箇
所：開始コドン）（配列番号９６）及び逆方向プライマ５’ｇｇｇｇａｃｃａｃｔｔｔｇ
ｔａｃａａｇａａａｇｃｔｇｇｇｔｔｃａｔｔｔａｃｃａｇｇａｇａｇｔｇｇｇａｇａｇ
ｇ３’（下線箇所：停止コドン）（配列番号９７）を用いて上記で作製したｃＤＮＡから
、１Ａ３、１Ｄ３及び１Ｆ３　ＩｇＧ１鎖の完全長ｃＤＮＡをＰＣＲにより増幅させた。
順方向プライマ５’ｇｇｇｇａｃａａｇｔｔｔｇｔａｃａａａａａａｇｃａｇｇｃｔｇｃ
ｃａｃｃａｔｇｇｇａｔｇｇａｇｃｔａｔａｔｃａｔｃｃｔｃｔｔｔ３’（下線箇所：開
始コドン）（配列番号９８）及び逆方向プライマ５’ｇｇｇｇａｃｃａｃｔｔｔｇｔａｃ
ａａｇａａａｇｃｔｇｇｇｔｔｃａｔｔｔａｃｃａｇｇａｇａｇｔｇｇｇａｇａｇ３’（
下線箇所：停止コドン）（配列番号９９）を用いて上記で作製したｃＤＮＡから、２Ｂ８
ＩｇＧ１鎖の完全長ｃＤＮＡを増幅させた。
【０１０５】
　順方向プライマ５’ｇｇｇｇａｃａａｇｔｔｔｇｔａｃａａａａａａｇｃａｇｇｃｔｇ
ｃｃａｃｃａｔｇｇａａｔｃａｃａｇａｃｔｃｔｇｇｔｃｔｔｃａｔａ３’（下線箇所：
開始コドン）（配列番号１００）及び逆方向プライマ５’ｇｇｇｇａｃｃａｃｔｔｔｇｔ
ａｃａａｇａａａｇｃｔｇｇｇｔｃｔａａｃａｃｔｃａｔｔｃｃｔｇｔｔｇａａｇｃｔｃ
３’（下線箇所：停止コドン）（配列番号１０１）を用いて２Ｂ８カッパ鎖の完全長ｃＤ
ＮＡを増幅させた。ＰＣＲ断片をゲートウェイ（Ｇａｔｅｗａｙ）ＢＰ組換え反応により
ｐＤＯＮＲ２２１（インビトロジェン社、カールズバッド、カリフォルニア州）中にクロ
ーニングし、標準的なジデオキシＤＮＡ配列決定方法を用いてアジェンコートバイオサイ
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を確認した。
【０１０６】
　ｄ．配列の解析
　可変領域（標準テキスト）は、ＩＭＧＴ／Ｖ－ＱＵＥＳＴウェブサーバーソフトウェア
（ｈｔｔｐ：／／ｉｍｇｔ．ｃｉｎｅｓ．ｆｒ／ｔｅｘｔｅｓ／ｖｑｕｅｓｔ／）を用い
て同定した。シグナルペプチド配列は、同定した可変領域の上流にあるインフレーム開始
コドン（ＡＴＧ）の同定に基づいて予測した。シグナルペプチド配列を同定し、下記に下
線で示した。
【０１０７】
　各可変領域の最後のヌクレオチドは、可変／定常領域結合により生じる次のコドンの最
初の塩基である。このヌクレオチドは、そのエキソンの一部であるので、可変領域に含ま
れる。以下に列挙した定常領域のアミノ酸配列にはこの結合コドンの翻訳が含まれる。
【０１０８】
　完全な重鎖又はカッパ鎖抗体配列を作製するためには、下記の可変領域の配列をそのそ
れぞれの定常領域の配列と結合させる（下線箇所：シグナル配列）。
【０１０９】
　（１）１Ａ３重鎖可変領域（配列番号１）
【０１１０】
【化１】

　（２）１Ａ３カッパ軽鎖可変領域（配列番号３）
【０１１１】
【化２】

　（３）２Ｂ８重鎖可変領域（配列番号１１）
【０１１２】
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【化３】

【０１１３】
【化４】

　（４）２Ｂ８カッパ軽鎖可変領域（配列番号１３）
【０１１４】

【化５】

　（５）２Ｆ８重鎖可変領域（配列番号２１）
【０１１５】
【化６】

　（６）２Ｆ８カッパ軽鎖可変領域（配列番号２３）
【０１１６】
【化７】

　（７）３Ｂ６重鎖可変領域（配列番号３１）



(26) JP 4686634 B2 2011.5.25

10

20

30

40

【０１１７】
【化８】

【０１１８】
【化９】

　（８）３Ｂ６カッパ軽鎖可変領域（２個の可能なＡＴＧ開始コドン（大文字））（配列
番号３３）
【０１１９】
【化１０】

　（９）３Ｄ１１重鎖可変領域（配列番号４１）
【０１２０】
【化１１】

　（１０）３Ｄ１１カッパ軽鎖可変領域（配列番号４３）
【０１２１】



(27) JP 4686634 B2 2011.5.25

10

20

30

40

50

【化１２】

　（１１）１Ｄ３重鎖可変領域（配列番号５１）
【０１２２】
【化１３】

　（１２）１Ｄ３カッパ軽鎖可変領域（配列番号５３）
【０１２３】
【化１４】

　（１３）１Ｆ３重鎖可変領域（配列番号６１）
【０１２４】
【化１５】
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　（１４）１Ｆ３カッパ軽鎖可変領域（配列番号６３）
【０１２５】
【化１６】

【０１２６】
【化１７】

　（１５）３Ａ１２重鎖可変領域（配列番号７１）
【０１２７】
【化１８】

　（１６）３Ａ１２カッパ軽鎖可変領域（配列番号７３）
【０１２８】
【化１９】

　（１７）対照マウスＩｇＧ１重鎖定常領域（Ｊ００４５３）（配列番号８１）
【０１２９】
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【０１３０】
【化２１】

　（１８）１Ａ３、１Ｄ３、１Ｆ３及び２Ｂ８（ＡＪ系マウス由来）について決定された
マウスＩｇＧ１重鎖定常領域（配列番号８２）
【０１３１】
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【化２２】

　（１９）対照マウスカッパ軽鎖定常領域（Ｖ００８０７）並びに１Ｄ３、１Ｆ３及び２
Ｂ８（ＡＪ系マウス由来）について決定されたマウスカッパ軽鎖定常領域（配列番号８３
）
【０１３２】
【化２３】

　（２０）１Ｄ３、１Ｆ３及び２Ｂ８に比し変更されたヌクレオチド（下線箇所）を１個
含む１Ａ３について決定されたマウスカッパ軽鎖定常領域（配列番号８４）
【０１３３】
【化２４】

　実施例１で作製した抗体の免疫グロブリン重鎖可変領域を規定するアミノ酸配列は、い
ずれも図２に記載されている。これらの配列は全て相互に整列させてあり、シグナルペプ
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チド、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３を規定する配列は枠で囲んで識別されている。図
３は、全ての抗体のＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３配列を別々に整列させて示したもの
である。
【０１３４】
　実施例１で作製した全ての抗体の免疫グロブリン軽鎖可変領域を規定するアミノ酸配列
は、いずれも図４に記載されている。これらの配列は全て相互に整列させてあり、シグナ
ルペプチド、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３を規定する配列は枠で囲んで識別されてい
る。図５は、全ての抗体のＣＤＲ１、ＣＤＲ２及びＣＤＲ３配列を別々に整列させて示し
たものである。
【０１３５】
　便宜のため、本実施例で検討した抗体配列と配列表に示したものとの対応関系を示すコ
ンコーダンス表を表１に示した。
【０１３６】
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【０１３７】
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【表１Ｂ】

　また、便宜のため、下記の配列は、本実施例に記載した全ての抗体の実際の、又は企図
された完全長の重及び軽鎖配列（即ち、可変領域及び定常領域の両者の配列を含む）を表
したものである。マウス抗体２Ｆ８、３Ａ１２、３Ｂ６及び３Ｄ１１の定常領域は配列決
定を行わなかったが、これらが全てＡＪ系マウス由来の抗体であることから、配列決定し
た１Ｄ３、１Ｆ３及び２Ｂ８抗体と同一の定常領域配列を有すると推定されることは注目
される。しかしながら、本明細書に記載した可変領域の配列を当業者に周知の他のいく種
かの定常領域配列のそれぞれに結合させて活性のある完全長の免疫グロブリン重及び軽鎖
を作製することができることは了解されよう。
【０１３８】
　（１）完全長１Ａ３重鎖配列（１Ａ３重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）をコードし
ている核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１２２）
【０１３９】
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　（２）完全長１Ａ３重鎖配列（１Ａ３重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）を規定して
いる蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１２３）
【０１４０】

【化２６】

　（３）完全長１Ａ３軽鎖配列（１Ａ３カッパ可変領域及び定常領域）をコードしている
核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１２４）
【０１４１】
【化２７】

【０１４２】
【化２８】

　（４）完全長１Ａ３軽鎖配列（１Ａ３カッパ可変領域及び定常領域）を規定している蛋
白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１２５）
【０１４３】
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【化２９】

　（５）完全長２Ｂ８重鎖配列（２Ｂ８重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）をコードし
ている核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１２６）
【０１４４】

【化３０】

　（６）完全長２Ｂ８重鎖配列（２Ｂ８重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）を規定して
いる蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１２７）
【０１４５】

【化３１】

【０１４６】

【化３２】

　（７）完全長２Ｂ８軽鎖配列（２Ｂ８カッパ可変領域及び定常領域）をコードしている
核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１２８）
【０１４７】
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【化３３】

　（８）完全長２Ｂ８軽鎖配列（２Ｂ８カッパ可変領域及び定常領域）を規定している蛋
白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１２９）
【０１４８】

【化３４】

　（９）完全長２Ｆ８重鎖配列（２Ｆ８重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）をコードし
ている核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１３０）
【０１４９】

【化３５】

【０１５０】
【化３６】

　（１０）完全長２Ｆ８重鎖配列（２Ｆ８重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）を規定し
ている蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１３１）
【０１５１】
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【化３７】

　（１１）完全長２Ｆ８軽鎖配列（２Ｆ８カッパ可変領域及び定常領域）をコードしてい
る核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１３２）
【０１５２】
【化３８】

　（１２）完全長２Ｆ８軽鎖配列（２Ｆ８カッパ可変領域及び定常領域）を規定している
蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１３３）
【０１５３】
【化３９】

　（１３）完全長３Ｂ６重鎖配列（３Ｂ６重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）をコード
している核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１３４）
【０１５４】
【化４０】

【０１５５】
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【化４１】

　（１４）完全長３Ｂ６重鎖配列（３Ｂ６重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）を規定し
ている蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１３５）
【０１５６】
【化４２】

　（１５）完全長３Ｂ６軽鎖配列（３Ｂ６カッパ可変領域及び定常領域）をコードしてい
る核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１３６）
【０１５７】

【化４３】

　（１６）完全長３Ｂ６軽鎖配列（３Ｂ６カッパ可変領域及び定常領域）を規定している
蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１３７）
【０１５８】

【化４４】

　（１７）完全長３Ｄ１１重鎖配列（３Ｄ１１重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）をコ
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【０１５９】
【化４５】

　（１８）完全長３Ｄ１１重鎖配列（３Ｄ１１重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）を規
定している蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１３９）
【０１６０】

【化４６】

　（１９）完全長３Ｄ１１軽鎖配列（３Ｄ１１カッパ可変領域及び定常領域）をコードし
ている核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１４０）
【０１６１】
【化４７】

　（２０）完全長３Ｄ１１軽鎖配列（３Ｄ１１カッパ可変領域及び定常領域）を規定して
いる蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１４１）
【０１６２】
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【化４８】

　（２１）完全長１Ｄ３重鎖配列（１Ｄ３重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）をコード
している核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１４２）
【０１６３】

【化４９】

　（２２）完全長１Ｄ３重鎖配列（１Ｄ３重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）を規定し
ている蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１４３）
【０１６４】

【化５０】

　（２３）完全長１Ｄ３軽鎖配列（１Ｄ３カッパ可変領域及び定常領域）をコードしてい
る核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１４４）
【０１６５】
【化５１】
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　（２４）完全長１Ｄ３軽鎖配列（１Ｄ３カッパ可変領域及び定常領域）を規定している
蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１４５）
【０１６６】
【化５２】

　（２５）完全長１Ｆ３重鎖配列（１Ｆ３重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）をコード
している核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１４６）
【０１６７】
【化５３】

【０１６８】
【化５４】

　（２６）完全長１Ｆ３重鎖配列（１Ｆ３重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）を規定し
ている蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１４７）
【０１６９】

【化５５】

　（２７）完全長１Ｆ３軽鎖配列（１Ｆ３カッパ可変領域及び定常領域）をコードしてい
る核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１４８）
【０１７０】
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【化５６】

　（２８）完全長１Ｆ３軽鎖配列（１Ｆ３カッパ可変領域及び定常領域）を規定している
蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１４９）
【０１７１】
【化５７】

　（２９）完全長３Ａ１２重鎖配列（３Ａ１２重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）をコ
ードしている核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１５０）
【０１７２】

【化５８】

　（３０）完全長３Ａ１２重鎖配列（３Ａ１２重鎖可変領域及びＩｇＧ１定常領域）を規
定している蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１５１）
【０１７３】
【化５９】
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ている核酸配列（下線箇所：シグナル配列）（配列番号１５２）
【０１７４】
【化６０】

　（３２）完全長３Ａ１２軽鎖配列（３Ａ１２カッパ可変領域及び定常領域）を規定して
いる蛋白質配列（シグナル配列含まず）（配列番号１５３）
【０１７５】

【化６１】

　便宜のため、本実施例で検討した抗体の完全長配列と配列表に示したものとの対応関系
を示すコンコーダンス表を表２に示した。
【０１７６】
【表２Ａ】

【０１７７】
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【表２Ｂ】

　（実施例３）
　各種組換えｈＨＧＦ蛋白質の作製
　本実施例では、実施例１及び実施例１４で作製された抗体の特性を明らかにするために
用いるいくつかの組換え蛋白質のクローニング及び発現について説明する。具体的には、
本実施例では、組換えｈＨＧＦ蛋白質、５５５番目の位置にグリシンからグルタメートへ
の置換を含む組換えｈＨＧＦ蛋白質（Ｇ５５５Ｅ）、５６１番目の位置にシステインから
アルギニンへの置換を含む組換えｈＨＧＦ蛋白質（Ｃ５６１Ｒ）、マウスＨＧＦ配列内に
配置されたヒトＶ４９５乃至Ｌ５８５ＨＧＦ配列を含む組換えマウス－ヒト－マウス（ｍ
ｈｍ）キメラＨＧＦ蛋白質、マウスＨＧＦ配列内に配置されたヒトＩ４９９乃至Ｒ５６６
ＨＧＦ配列を含む組換えｍｈｍキメラＨＧＦ蛋白質及びマウスＨＧＦ配列内に配置された
ヒトＷ５０７乃至Ｌ５８５ＨＧＦ配列を含む組換えｍｈｍキメラＨＧＦ蛋白質のクローニ
ング及び発現について説明する。
【０１７８】
　標準的な分子技術を用いて以下の発現構築物を作製し、得られたｃＤＮＡ配列をＤＮＡ
配列決定法によって確認した。
【０１７９】
　ａ．　ｈＨＧＦ－Ｆｃ
　１回目のＰＣＲでは、ＮｏｔＩ部位を導入し、ｈＨＧＦとｈＩｇＦｃとの間に６×Ｈｉ
ｓ標識をコードしている２本の重なり合うＰＣＲ断片を作製した。２回目に、これらの重
なり合うＰＣＲ断片を鋳型としてｈＨＧＦ－ｈｉｓ－ＩｇＦｃを増幅させた。得られた断
片をＮｈｅＩ及びＢａｍＨＩで消化し、ｐｃＤＮＡ５／ＦＲＴ（インビトロジェン社、＃
３５－３０１４）中にクローニングした。次いで、インビトロジェン社のクローンＩＤ：
ＩＯＨ２９７９４（ヒトＨＧＦ　ｃＤＮＡ）からｈＨＧＦを増幅させた。その配列は、ア
クセッション番号ＮＭ＿０００６０１．４としてＮＣＢＩに寄託されている配列に相当す
ることが分かった。
【０１８０】
　（１）　５’ｈＨＧＦ　ＮｈｅＩプライマー
【０１８１】
【化６２】

　（２）　３’ｈＨＧＦ　ＮｏｔＩ　Ｈｉｓ標識プライマー
【０１８２】
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【化６３】

　（３）　５’ＨｉｓＩｇＦｃプライマー
【０１８３】
【化６４】

　（４）　３’ＩｇＦｃ　ＢａｍＨＩプライマー
【０１８４】
【化６５】

　ｂ．　ｈＨＧＦ－Ｆｃ　Ｇ５５５Ｅ及びｈＨＧＦ－Ｆｃ　Ｃ５６１Ｒ
　ｈＨＧＦ－Ｆｃ突然変異体Ｇ５５５Ｅ及びＣ５６１Ｒは、クイックチェンジ（Ｑｕｉｃ
ｋＣｈａｎｇｅ）ＩＩ　ＸＬ部位特異的突然変異誘発キット（ストラタジーン社（Ｓｔｒ
ａｔａｇｅｎｅ））をメーカーの使用説明書に従って用いた部位特異的突然変異誘発法に
より作製した。
【０１８５】
　（１）　ｈＨＧＦ－Ｆｃ（Ｇ５５５Ｅ）センスプライマ
【０１８６】
【化６６】

　（２）　ｈＨＧＦ－Ｆｃ（Ｇ５５５Ｅ）アンチセンスプライマ
【０１８７】
【化６７】

　（３）　ｈＨＧＦ－Ｆｃ（Ｃ５６１Ｒ）センスプライマ
【０１８８】
【化６８】

　（４）　ｈＨＧＦ－Ｆｃ（Ｃ５６１Ｒ）アンチセンスプライマ
【０１８９】

【化６９】

　　ｃ．　マウス－ヒト－マウスキメラＦｃ
　マウス－ヒト－マウスキメラＩｇＦｃ構築物は、ｍＨＧＦアルファ鎖ｈＨＧＦ、ヒトＨ
ＧＦのβ鎖アミノ酸Ｖａｌ４９５乃至Ｌｅｕ５８５、及びｍＨＧＦ　Ｃ末端β鎖とこれに
続く６×Ｈｉｓ標識及びＩｇＧ－Ｆｃを含む。
【０１９０】
　アミノ酸Ｖ４９５乃至Ｌ５８５をコードしているヒトＨＧＦ　ｃＤＮＡは、インビトロ
ジェン社のクローンＩＤ：ＩＯＨ２９７９４（ヒトＨＧＦ　ｃＤＮＡ）から増幅させた。
その配列は、アクセッション番号ＮＭ＿０００６０１．４としてＮＣＢＩに寄託されてい
る配列に相当する。マウスＨＧＦ配列は、インビトロジェン社製のスーパースクリプトワ
ンステップ（Ｓｕｐｅｒ　Ｓｃｒｉｐｔ　Ｏｎｅ　Ｓｔｅｐ）ＲＴ－ＰＣＲキット（＃１
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ンテック社、＃６３６６０３）からＲＴ－ＰＣＲによって増幅させた。そのｍＨＧＦ　ｃ
ＤＮＡ配列は、アセッション番号Ｄ１０２１３．１としてＮＣＢＩに寄託されている配列
に相当する。
【０１９１】
　重なり合うＰＣＲプライマーを用いて断片１、２及び３と称する３本の断片を作製し、
連続回のＰＣＲ増幅でアニーリングした。最終産物をＮｈｅＩ及びＮｏｔＩで切断し、ｐ
ｃＤＮＡ５／ＦＲＴ　ＩｇＧＦｃ中にクローニングした。
【０１９２】
　（１）　ｍＨＧＦアルファ鎖５’ＮｈｅＩの断片１プライマー
【０１９３】
【化７０】

【０１９４】
【化７１】

　（２）　ｈＨＧＦベータ鎖ａａＶ４９５乃至Ｌ５８５の断片２プライマー
【０１９５】
【化７２】

【０１９６】
【化７３】

　（３）　ｍＨＧＦベータ鎖Ｃ末端３’ＮｏｔＩの断片３プライマー
【０１９７】
【化７４】

【０１９８】

【化７５】

　ｄ．　ｈＨＧＦ及びｍｈｍキメラの構築
　ｈＨＧＦ及びｍｈｍキメラ（Ｖ４９５乃至Ｌ５８５）をコードしているベクターである
ｐｃＤＮＡ５／ＦＲＴ　ｈＨＧＦ及びｐｃＤＮＡ５／ＦＲＴ－ｍｈｍキメラ（Ｖ４９５乃
至Ｌ－Ｌ５８５）を、Ｆｃ標識を含ませずに、部位特異的突然変異誘発法により作製した
。前記クイックチェンジＩＩ　ＸＬ部位特異的突然変異誘発キット（ストラタジーン社）
をメーカーの使用説明書に従って用い、上記６×Ｈｉｓ標識の３’末端に停止コドンを導
入した。突然変異誘発プライマーには、プライマー１：
【０１９９】
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【化７６】

及びプライマー２：
【０２００】
【化７７】

を含めた。
【０２０１】
　さらに、前記クイックチェンジＩＩ　ＸＬ部位特異的突然変異誘発キット（ストラタジ
ーン社）をメーカーの使用説明書に従って用い、部位特異的突然変異誘発法により上記ｐ
ｃＤＮＡ５／ＦＲＴ－ｍｈｍ（Ｖ４９５乃至Ｌ－Ｌ５８５）構築物から２種の別のｍｈｍ
キメラを作製した。そのうちの１種のｍｈｍ構築物はマウス配列間に配置されたｈＨＧＦ
のＩ４９９乃至Ｒ５５６の領域を含んだ。もう一方のｍｈｍ構築物は、マウス配列間に配
置されたｈＨＧＦのＷ５０７乃至Ｌ５８５の領域を含んだ。
【０２０２】
　上記ｍｈｍキメラ（Ｉ４９９乃至Ｒ５５６）の場合、適切なオリゴヌクレオチド配列を
用いて、鋳型ｐｃＤＮＡ５／ＦＲＴ－ｍｈｍキメラ（Ｖ４９５乃至Ｌ５８５）構築物中に
、点突然変異Ｄ５５８Ｅ、Ｃ５６１Ｒ、Ｖ５６４Ｉ、Ｖ５６７Ｉ及びＭ５８３Ｌを順番に
起こさせた。上記ｍｈｍキメラ（Ｗ５０７乃至Ｌ５８５）の場合、適切なオリゴヌクレオ
チド配列を用いて、鋳型ｐｃＤＮＡ５／ＦＲＴ－ｍｈｍキメラ（Ｖ４９５乃至Ｌ５８５）
構築物中に、点突然変異Ｑ５０２Ｒ、Ｎ５０４Ｔ及びＩ５０５Ｖを１ステップで導入した
。
【０２０３】
　得られたｈＨＧＦ－Ｆｃ蛋白質のヌクレオチド配列は、シグナル配列（１乃至９３番目
ヌクレオチド）及びプロドメイン（９４乃至１６２番目ヌクレオチド）を含めて、配列番
号１１８として記載している。このｈＨＧＦ－Ｆｃ蛋白質のアミノ酸配列は、配列番号１
１９として記載している。
【０２０４】
　得られたｍｈｍ（Ｖ４９５－Ｌ５８５）－Ｆｃキメラ蛋白質をコードしているヌクレオ
チド配列は、シグナル配列（１乃至９６番目ヌクレオチド）及びプロドメイン（９７乃至
１６５番目ヌクレオチド）を含めて、配列番号１２０として記載している。このｍｈｍ（
Ｖ４９５－Ｌ５８５）－Ｆｃキメラ蛋白質のアミノ酸配列は、配列番号１２１として記載
している。
【０２０５】
　得られたｍｈｍ（Ｖ４９５－Ｌ５８５）構築物をコードしているヌクレオチド配列及び
この構築物を規定する蛋白質配列は、それぞれ配列番号２１１及び２１２として記載して
いる。配列番号２１１で表される核酸配列は、シグナル配列（１乃至９６番目ヌクレオチ
ド）及びプロドメイン（９７乃至１６５番目ヌクレオチド）を含み、配列番号２１２で表
される蛋白質配列は、（シグナル配列又はプロドメインを含まない）活性蛋白質配列を含
む。得られたｍｈｍ（Ｉ４９９～Ｒ５５６）構築物をコードしているヌクレオチド配列及
びこの構築物を規定する蛋白質配列は、それぞれ配列番号２１３及び２１４として記載し
ている。配列番号２１３で表される核酸配列は、シグナル配列（１乃至９６番目ヌクレオ
チド）及びプロドメイン（９７乃至１６５番目ヌクレオチド）を含み、配列番号２１４で
表される蛋白質配列は、（シグナル配列又はプロドメインを含まない）活性蛋白質配列を
含む。得られたｍｈｍ（Ｗ５０７～Ｌ５８５）をコードしているヌクレオチド配列及びこ
の構築物を規定する蛋白質配列は、それぞれ配列番号２１５及び２１６として記載してい
る。配列番号２１５で表される核酸配列は、シグナル配列（１乃至９６番目ヌクレオチド
）及びプロドメイン（９７乃至１６５番目ヌクレオチド）を含み、配列番号２１６で表さ
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れる蛋白質配列は、（シグナル配列又はプロドメインを含まない）活性蛋白質配列を含む
。
【０２０６】
　ｅ．　蛋白質発現
　（１）　細胞培養
　ＣＨＯ　ＦＩｐＩｎ細胞（インビトロジェン社、カタログ番号Ｒ７５８－０７）をＦ１
２Ｋ培地（ＡＴＴＣ、カタログ番号３０－２００４）、１０％ＦＣＳ（インビトロジェン
社、カタログ番号１０４３８０２６）、１％ペニシリン（１０，０００単位／ｍＬ）／ス
トレプトマイシン（１０，０００μｇ／ｍＬ）（インビトロジェン社、カタログ番号１５
１４０－１２２）中、３７℃、５％　ＣＯ２、１００μｇ／ｍＬゼオシン（Ｚｅｏｃｉｎ
）（インビトロジェン社、カタログ番号Ｒ２５０－０１）の条件下で増殖させた。
【０２０７】
　（２）　安定なＣＨＯ　ＦＩｐＩｎ細胞株の作製
　リポフェクタミン２０００（インビトロジェン社、カタログ番号１１６６８－０２７）
をそのメーカーの使用説明書に従って用い、発現プラスミドＤＮＡ　ｐＯＧ４４及びｐｃ
ＤＮＡ５／ＦＲＴを９：１の比率で用いてＣＨＯ　ＦＩｐＩｎ宿主細胞に形質移入した。
対照として、空のｐｃＤＮＡ５／ＦＲＴベクター／ｐＯＧ４４及びｐＯＧ４４プラスミド
（インビトロジェン社、カタログ番号３５－３０１８）単独を細胞に形質移入した。形質
移入後２４時間に、この細胞を分裂させ、４８時間後に、０．５ｍｇ／ｍＬのハイグロマ
イシンＢ（シグマ社（Ｓｉｇｍａ）、カタログ番号Ｈ０６５４－ＳＰＥＣ）を細胞に添加
した。Ｆ１２Ｋ、１０％ＦＣＳ、１％ペニシリン／ストレプトマイシン、０．５ｍｇ／ｍ
ＬハイグロマイシンＢ中で安定細胞の多クローン性選択を行った。
【０２０８】
　（３）　安定なＣＨＯ　ＦＩｐＩｎ細胞株における蛋白質発現
　約２×１０６個の細胞を１５ｃｍプレートに接種し、Ｆ１２Ｋ（ＡＴＣＣ、カタログ番
号３０－２００４）／ＤＭＥＭ高グルコース（インビトロジェン社、カタログ番号１１９
９５０６５）１：１、５％超低ＩｇＧ　ＦＣＳ（インビトロジェン社、＃１６２５０－７
８）中、３７℃、５％ＣＯ２で５乃至６日間増殖させた。上清を採取し、得られた蛋白質
をＥＬＩＳＡ及び表面プラスモン共鳴により分析した。
　（実施例４）
　抗ｈＨＧＦモノクローナル抗体の結合特性
　実施例１で作製したモノクローナル抗体の特徴は、これらがｈＨＧＦ及び実施例３で作
製した組換えＨＧＦ蛋白質の一部に結合することができることにあった。
【０２０９】
　ＢｌＡｃｏｒｅ　Ｔ１００装置を用いて表面プラスモン共鳴によりこれらの抗体を分析
することによってＨＧＦ及び実施例３に記載した融合蛋白質の一部へのその結合能を評価
した。各抗体は、標準的なカップリングプロトコルをメーカーの使用説明書に従って用い
たアミンカップリング（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号ＢＲ－１０００－５０）によりカ
ルボキシメチル化デキストランＣＭ５センサーチップ（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号Ｂ
Ｒ－１００６－６８）上に固定化した。
【０２１０】
　分析は、０．０５％界面活性剤Ｐ２０（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号Ｒ－１０００－
５４）、２ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ（ＥＭＤ社カタログ番号２９３０）及び１０ｍｇ／ｍＬの
ＣＭ－デキストランナトリウム塩（フルカ社（Ｆｌｕｋａ）、カタログ番号８６５２４）
を含有するＰＢＳ（ＧＩＢＣＯ社、カタログ番号１４０４０－１３３）を泳動用緩衝液と
して用い、２５℃で行った。種々のＨＧＦ融合蛋白質を含む上清又は空のベクターを形質
移入した細胞からの上清を各抗体上に３０μＬ／分の流速で３分間注入した。その結果生
じた結合は、注入終了後３０秒のベースラインに対する共鳴単位（ＲＵ）として求めた。
結合は、泳動用緩衝液で希釈したヒトＨＧＦ（Ｒ＆Ｄシステムズ社（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅ
ｍｓ）、カタログ番号２９４－ＨＧＮ－０２５）と比較した。非特異的な結合は、同じア
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ミンカップリング法を用いてマウスＩｇＧ（ロックランド社（Ｒｏｃｋｌａｎｄ）、カタ
ログ番号０１０－０１０２）を固定化した対照表面への結合を比較することにより測定し
た。
【０２１１】
　以上の結果は表３にまとめた。
【０２１２】
【表３】

　表３の結果から明らかなように、上記の各抗体はｒＨＧＦ及び精製ヒトＨＧＦに結合す
る。さらに、これらの抗体は全て、点突然変異Ｇ５５５Ｅ及びＣ５６１Ｒを含むｈＨＧＦ
に結合する。総じて、１Ｆ３及び２Ｆ８を除く全ての抗体はマウスＨＧＦに結合せず、こ
のことから抗体１Ａ３、１Ｄ３、２Ｂ８、３Ａ１２、３Ｂ６及び３Ｄ１１がヒトＨＧＦに
特異的に結合することが明らかとなった。抗体１Ｄ３、１Ｆ３及び２Ｂ８がマウス－ヒト
－マウスキメラに結合するのに対して、残りの抗体は結合しなかった。以上の結果から、
抗体１Ｄ３及び２Ｂ８は、ヒトＨＧＦの４９５乃至５８５番目残基に少なくとも部分的に
結合することが分かる。抗体１Ａ３、３Ａ１２、３Ｂ６及び３Ｄ１１は、４９５乃至５８
５番目残基以外のヒトｈＨＧＦの部分に結合するように思われる。２Ｆ８がｈＨＧＦ及び
ｍＨＧＦのいずれにも結合するように思われるので、現在のところ、これがなぜｍｈｍキ
メラに結合しないのか不明である。
　（実施例５）
　抗ｈＨＧＦモノクローナル抗体の還元及び非還元ＨＧＦへの結合能
　本実施例では、実施例１で作製した抗ｈＨＧＦモノクローナル抗体の還元及び非還元Ｈ
ＧＦへの結合能について分析した。
【０２１３】
　抗ＨＧＦ血清の上記組換えｈＨＧＦとの反応性を免疫ブロット法によって評価した。Ｎ
ｕＰＡＧＥサンプル還元緩衝液（インビトロジェン社）を含む、又は含まないＮｕＰＡＧ
Ｅ　ＭＯＰＳ　ＳＤＳ泳動用緩衝液（インビトロジェン社）中８μｇの組換えｈＨＧＦ蛋
白質を４乃至１２％ビス－トリス１．０ｍｍ×２Ｄウェルゲル（インビトロジェン社、カ
ールズバッド、カリフォルニア州）で分画した。次いで、分画した蛋白質を標準的な手順
によりニトロセルロース膜上に移した。このニトロセルロース膜を、０．１％　Ｔｗｅｅ
ｎ２０（登録商標）含有トリス緩衝食塩液（ＴＢＳＴ）に溶かした脱脂乳粉の５％溶液で
ブロックした後、更なるブロックのために、ミニプロテアンＩＩマルチスクリーン（Ｍｉ
ｎｉ　Ｐｒｏｔｅａｎ　ＩＩ　Ｍｕｌｔｉ－Ｓｃｒｅｅｎ）装置（バイオラッド社（Ｂｉ
ｏＲａｄ））に取り付けた。
【０２１４】
　その結果得られた膜をマルチスクリーン装置上で精製抗体によりプローブした。精製抗
体はブロッキング緩衝液で５μｇ／ｍＬに希釈した。次いで、このニトロセルロース膜を
装置から取り外し、ホースラディッシュペルオキシダーゼ標識抗マウスＩｇＧ抗体と共に
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インキュベートした。得られた結果は表４に示した。表中、数字は結合の程度を示し、－
は最も弱い（殆どあるいは全く結合しない）、３＋は最も強い結合を表している。
【０２１５】
【表４】

　表４のデータから明らかなように、抗体は全て、非還元ｒｈＨＧＦに結合する。これに
対し、モノクローナル抗体１Ａ３、１Ｄ３、１Ｆ３、２Ｆ８及び３Ｂ６は還元ｒｈＨＧＦ
に結合したが、抗体２Ｂ８、３Ａ１２及び３Ｄ１１は還元ｒｈＨＧＦに結合しなかった。
　（実施例６）
　結合親和性
　実施例１で作製した各抗体のｈＨＧＦに対する結合親和性及び相互作用の速度を表面プ
ラスモン共鳴によって測定した。
【０２１６】
　ウサギ抗マウス免疫グロブリン（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号ＢＲ－１００５－１４
）を、標準的なカップリングプロトコルをメーカーの使用説明書に従って用いたアミンカ
ップリング（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号ＢＲ－１０００－５０）によりカルボキシメ
チル化デキストランＣＭ５センサーチップ（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号ＢＲ－１００
６－６８）上に固定化した。分析は、０．０５％界面活性剤Ｐ２０（ＢＩＡｃｏｒｅ、カ
タログ番号Ｒ－１０００－５４）、２ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ（ＥＭＤ社カタログ番号２９３
０）及び１０ｍｇ／ｍＬのＣＭ－デキストランナトリウム塩（フルカ社（Ｆｌｕｋａ）、
カタログ番号８６５２４）を含有するＰＢＳ（ＧＩＢＣＯ社、カタログ番号１４０４０－
１３３）を泳動用緩衝液として用い、２５℃で行った。
【０２１７】
　前記抗体は、個々のフローセル内で１０μＬ／分の流速で捕捉した。各抗体が各サイク
ルで捕捉される約２０ＲＵの抗体を生じるための注入時間にはばらつきがあった。緩衝液
、又は泳動用緩衝液で希釈したＨＧＦ（Ｒ＆Ｄシステムズ社、カタログ番号２９４－ＨＧ
Ｎ－０２５）を対照表面（捕捉抗体なし）及び活性表面（試験対象抗体あり）上に６０μ
Ｌ／分で２分間順次注入した。解離相を濃度に応じて１５又は９０分間モニターした。そ
の後、上記表面は、別のサイクルが開始される前に、ｐＨ１．７の１０ｍＭグリシン－Ｈ
Ｃｌ（ＢＩＡｃｏｒｅ社、カタログ番号ＢＲ－１００３－５４）を６０μＬ／分の流速で
３分間注入して再生させた。試験したＨＧＦ濃度は０．４６ｎＭ乃至７．５ｎＭであった
。
【０２１８】
　速度論的パラメータは、対照値減算を含むＢＩＡエバリュエーション（ＢＩＡｅｖａｌ
ｕｔａｔｉｏｎ）ソフトウェアの速度関数を用いて求めた。各抗体の速度論的パラメータ
ｋａ（会合速度定数）、ｋｄ（解離速度定数）及びＫＤ（平衡解離定数）を表５にまとめ
た。
【０２１９】
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【表５】

　表５のデータから明らかなように、これらの抗体は、ＫＤ値約１００ｐＭ以下、約５０
ｐＭ以下又は約２０ｐＭ以下でｈＨＧＦに結合する。
　（実施例７）
　抗ｈＨＧＦ抗体の中和活性
　本実施例では、実施例１で作製した抗体について、（ａ）ｃ－ＭｅｔへのｈＨＧＦの結
合を阻害し、（ｂ）４ＭＢｒ－５細胞におけるＢｒｄＵ取り込みのＨＧＦによる促進を阻
害する能力を特性化した。
【０２２０】
　ａ．　ＨＧＦ－Ｍｅｔ結合阻害試験（中和試験）
　上記抗体について、ｃ－ＭｅｔへのｈＨＧＦ結合を阻害する能力をＥＬＩＳＡにより試
験した。
【０２２１】
　すなわち、ワラック９６穴ＤＥＬＦＩＡアッセイプレート（ワラック社、カタログ番号
ＡＡＡＮＤ－０００１）を６．２５μｇ／ｍＬ　ＨＧＦ（Ｒ＆Ｄシステムズ社、カタログ
番号２９４－ＨＧＮ－０２５）の炭酸コーティング緩衝液（１５ｍＭ　Ｎａ２ＣＯ３及び
３４ｍＭ　ＮａＨＣＯ３、ｐＨ９．０）溶液１００μＬにより４℃で１６時間コーティン
グした。次に、このプレートを室温で１時間５％脱脂粉乳のＰＢＳ溶液２００μＬでブロ
ックした。抗体は、別のプレートにおいて５％脱脂粉乳のＰＢＳ溶液に溶解した２ｎＭの
ｃ－Ｍｅｔ（Ｒ＆Ｄシステムズ社、カタログ番号３５８－ＭＴ／ＣＦ）に検討対象の抗体
を漸増濃度（０．０３３乃至６６７ｎＭ、３倍段階希釈）で加えることにより調製した。
ウェル当たり１００μＬのサンプルを上記アッセイプレートに移し、４℃で一夜インキュ
ベートした。次いで、このアッセイプレートをＰＢＳ－０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０で３回
洗浄した後、５％脱脂粉乳のＰＢＳ溶液で調製した１００μＬ／ウェルの２μｇ／ｍＬビ
オチン化抗ヒトｃ－Ｍｅｔ抗体（Ｒ＆Ｄシステムズ社、カタログ番号ＢＡＦ３５８）溶液
と共に室温で２時間インキュベートした。
【０２２２】
　その後、上記で得られたプレートをＰＢＳ－０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０で３回洗浄した
後、ＤＥＬＦＩＡアッセイ緩衝液（ワラック社、カタログ番号４００２－００１０）で１
：１，０００に希釈したＥｕ標識ストレプトアビジン（ワラック社、カタログ番号１２４
４－３６０）と共に室温で１時間インキュベートした。その結果得られたプレートをＤＥ
ＬＦＩＡ洗浄液（ワラック社、カタログ番号４０１０－００１０）で３回洗浄した後、１
００μＬ／ウェルのＤＥＬＦＩＡ強化溶液（ワラック社、＃４００１－００１０）と共に
攪拌しながら室温で１５分間インキュベートした。
【０２２３】
　上記プレートは、ユウロピウム法を用いるビクター３Ｖ装置（パーキンエルマー社（Ｐ
ｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ））で読み取らせた。ＩＣ５０値を算出し、表６にまとめた。
【０２２４】
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【表６】

　以上の結果から明らかなように、３Ｂ６以外の全ての抗体（即ち、１Ｄ３、１Ａ３、２
Ｂ８、３Ａ１２、１Ｆ３、３Ｄ１１及び２Ｆ８）は、ｃ－ＭｅｔへのＨＧＦの結合を効率
的に中和する。
【０２２５】
　ｂ．　４ＭＢｒ－５細胞におけるＢｒｄＵ取り込みのＨＧＦによる促進の中和
　１２．５ｎＭのｈＨＧＦ　１０μＬを９６穴組織培養マイクロタイタープレート（コス
ター社（Ｃｏｓｔａｒ）カタログ番号３９０３）の個々のウェルに分注した。次いで、６
６６７、２２２２、７４０、２４７、８２、２７、９．１、３．０、１．０及び０．３３
ｎＭの濃度に連続希釈した抗体１０μＬを各ウェルに添加した。次に、このＨＧＦ抗体混
合液を室温で３０分間インキュベートした。Ｆ－１２Ｋ（ＡＴＣＣ、３０－２００４）、
１５％ＦＢＳ（ギブコ（Ｇｉｂｃｏ）１０４３８－０２６）、３０ｎｇ／ｍＬ　ＥＧＦ（
シグマ（Ｓｉｇｍａ）Ｅ９６４４）、１％ペニシリン／ストレプトマイシン（ＰＳ、ギブ
コ社カタログ番号１５１４０－１２２）中で培養したサル気管支上皮細胞４ＭＢｒ－５（
ＡＴＣＣ、ＣＣＬ２０８）をトリプシン（Ｔｒｙｐｓｉｎ）（ギブコ社カタログ番号２５
２００－０５６）で解離させ、７５，０００個／ｍＬの濃度でアッセイ培地（Ｆ－１２Ｋ
、２．５％　ＦＢＳ、１％　ＰＳ）に再懸濁し、この細胞懸濁液８０μＬを上記ＨＧＦ抗
体混合液に分注した。
【０２２６】
　この細胞を３７℃、５％　ＣＯ２の条件下でインキュベートした。４８時間後、１００
μＭ　ＢｒｄＵ（ロシュ社（Ｒｏｃｈｅ）、カタログ番号１６６９９１５）を１０μＬ添
加した。７２時間後、培地を除去し、プレートをヘアドライヤーで乾燥させた後、Ｂｒｄ
Ｕ　ＥＬＩＳＡをメーカーの使用説明書（ロシュ社、カタログ番号１６６９９１５）に従
って用いて処理した。
【０２２７】
　発光シグナルは、シナジーＨＴ（Ｓｙｎｅｒｇｙ　ＨＴ）プレートリーダー（バイオテ
ック社（Ｂｉｏ－Ｔｅｋ））によって定量化した。このデータは、グラフパッドプリズム
（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ）（グラフパッドソフトウェア社（ＧｒａｐｈＰａｄ　
Ｓｏｆｔｗａｒｅ））において式ｙ＝ボトム＋（トップ－ボトム）／（１＋１０＾（ｌｏ
ｇ（ＥＣ５０－ｘ）＊ヒル勾配））の可変勾配を有するＳ字形の用量反応に当てはめた。
各実験は、２回ずつ、少なくとも３回繰り返した。表７にＥＣ５０の平均値を示した。
【０２２８】
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【表７】

　表７の結果から明らかなように、抗体１Ａ３、ＩＤ３、１Ｆ３、２Ｂ８、２Ｆ８、３Ａ
１２、３Ｂ６及び３Ｄ１１は全て、４ＭＢｒ－５細胞のＨＧＦ誘発性増殖を抑制する。
　（実施例８）
　抗ｈＨＧＦ抗体の抗散乱（Ａｎｔｉ－Ｓｃａｔｔｅｒ）活性
　本実施例では、実施例１で作製した抗体のＨＧＦ誘発性散乱活性を抑制する能力に関す
る特性化について説明する。ＨＧＦは、ＭＤＣＫ細胞（ＡＴＣＣ、マナッサス、バージニ
ア州、カタログ番号ＣＣＬ－３４）においてクラスターの「散乱」（運動）を誘発する。
【０２２９】
　ＭＤＣＫ細胞は、１０％ウシ胎仔血清（インビトロジェン社、カタログ番号１０４３８
０２６）及び１％ペニシリン－ストレプトマイシン（インビトロジェン社カタログ番号１
５１４０１２２）を含有するＭＥＭ（ＡＴＣＣ、マナッサス、バージニア州、カタログ番
号３０－２００３）８０μＬ中ウェル当たり４×１０３個の密度で９６穴Ｃｏｓｔａｒ組
織培養プレート（コーニング社（Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ）、コーニ
ング、ニューヨーク州、カタログ番号３５９５）に接種した。検討対象の各抗体は、１０
％ウシ胎仔血清及び１％ペニシリン－ストレプトマイシンを含有するＭＥＭで６，６６７
ｎＭに希釈した。次いで、種々の抗体希釈液のそれぞれ、及び１０％ウシ胎仔血清及び１
％ペニシリン－ストレプトマイシンを含有し抗体を含まないＭＥＭを別々に、１０％ウシ
胎仔血清及び１％ペニシリン－ストレプトマイシン並びに１００ｎｇ／ｍｌのＨＧＦ（Ｒ
＆Ｄシステムズ社、カタログ番号２９４－ＨＧＮ－０２５）を含有する等容量のＭＥＭと
混合した。各抗体／ＨＧＦ希釈液は、２５℃で３０分間インキュベートした。各抗体／Ｈ
ＧＦ希釈液２０μＬを個別に個々のウェルに添加し、最終抗体濃度６６６．７ｎＭ及び最
終ＨＧＦ濃度１０ｎｇ／ｍｌを得た。次に、ＭＤＣＫ細胞を３７℃、５％ＣＯ２で２４時
間インキュベートした。
【０２３０】
　２４時間のインキュベーション後、ＭＤＣＫ細胞をウェル当たり１００μＬの氷冷ＰＢ
Ｓ（インビトロジェン社カタログ番号１４１９０１４４）で一度注意深く洗い、２５℃で
１０分間揺動させながらウェル当たり１００μＬの氷冷メタノールで固定した。次いで、
プレートを一度蒸留水で注意深く洗浄した。蒸留水に溶解した０．５％クリスタルバイオ
レット（シグマ社、セントルイス、ミズーリ州、カタログ番号Ｃ３８８６）及び５０％エ
タノールからなる１００μＬ容のクリスタルバイオレット溶液を各ウェルに添加し、細胞
を揺動させながら２５℃で２０分間インキュベートした。
【０２３１】
　クリスタルバイオレット溶液による染色後、細胞を蒸留水で三度注意深く洗浄した。次
に、各ウェルにＰＢＳを添加してサンプルの乾燥を防いだ。ライカ（Ｌｅｉｃａ）ＤＭＩ
ＲＢ顕微鏡（ライカマイクロシステムズ社、ウェッツラー、ドイツ）、ＤＣ５００カメラ
（ライカマイクロシステムズ社、ウェッツラー、ドイツ）及びマグナファイア（Ｍａｇｎ
ａＦｉｒｅ）２．１Ｃソフトウェア（Ｏｐｔｒｏｎｉｃｓ、ゴレタ、カリフォルニア）を
用いて細胞を撮像し、サンプルを散乱レベルについて評価した。表８にその結果をまとめ
た。
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【０２３２】
【表８】

　表８の結果から明らかなように、抗体２Ｂ８は、その他の抗体よりも多くのＨＧＦ誘発
性散乱を抑制した。抗体１Ｄ３及び３Ｂ６は中間的なレベルの抑制を示し、抗体１Ａ３は
低乃至中間レベルの抑制を示し、抗体１Ｆ３及び２Ｆ８は低レベルの抑制を示し、抗体３
Ａ１２及び３Ｄ１１はほとんど或いは全く検出可能な抑制を示さなかった。
　（実施例９）
　ＨＧＦ刺激ｃ－Ｍｅｔリン酸化の阻害
　本実施例では、実施例１で作製した抗体の、ＰＣ－３細胞におけるＨＧＦ刺激ｃ－Ｍｅ
ｔリン酸化を阻害する能力に関する特性化について説明する。ＨＧＦはＰＣ－３細胞（Ａ
ＴＣＣ番号ＣＲＬ－１４３５）においてＭｅｔのリン酸化を誘発する。
【０２３３】
　ＰＣ－３細胞は、１０％ウシ胎仔血清（インビトロジェン社、カタログ番号１０４３８
０２６）及び１％ペニシリン－ストレプトマイシン（インビトロジェン社カタログ番号１
５１４０１２２）を含有するＦ－１２Ｋ（ＡＴＣＣ、マナッサス、バージニア州、カタロ
グ番号３０－２００４）１００μＬ中ウェル当たり４．５×１０４個の密度で９６穴Ｃｏ
ｓｔａｒ組織培養プレート（コーニング社カタログ番号３５９５）の個々のウェルに接種
した。３７℃、５％　ＣＯ２で２４時間培養後、培地を除去し、１％　ペニシリン－スト
レプトマイシンを含有する無血清Ｆ－１２Ｋで細胞を一度洗った。次いで、細胞を１％　
ペニシリン－ストレプトマイシンを含有する無血清Ｆ－１２Ｋ　１００μＬ中で２４時間
インキュベートした。
【０２３４】
　１％　ペニシリン－ストレプトマイシンを含有する無血清Ｆ－１２Ｋを用いて、検討対
象の各抗体の１０種の希釈液、即ち、６，６６７ｎＭ、２，２２２ｎＭ、７４１ｎＭ、２
４７ｎＭ、８２．３ｎＭ、２７．４ｎＭ、９．１ｎＭ、３．０ｎＭ、１．０ｎＭ及び０．
３ｎＭの希釈液を調製した。各抗体希釈液、及び１％　ペニシリン－ストレプトマイシン
を含有するが抗体を含まない無血清Ｆ－１２Ｋを別々に、１％　ペニシリン－ストレプト
マイシン及び５００ｎｇ／ｍＬのＨＧＦ（Ｒ＆Ｄシステムズ社カタログ番号２９４－ＨＧ
Ｎ－０２５）を含有する等容量の無血清Ｆ－１２Ｋと混合した。次いで、これらの抗体／
ＨＧＦ希釈液を２５℃で３０分間インキュベートした。これによりＨＧＦの最終濃度は１
．２５ｎＭとなった。
【０２３５】
　その後、１％　ペニシリン－ストレプトマイシンを含有する無血清Ｆ－１２Ｋで上記Ｐ
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Ｃ－３細胞を一度洗った。次に、この細胞に、１％　ペニシリン－ストレプトマイシンを
含有する無血清Ｆ－１２Ｋを７０μＬ添加した後、１０ｍＭ　Ｎａ３ＶＯ４（シグマ社カ
タログ番号Ｓ６５０８）の１％　ペニシリン－ストレプトマイシン含有無血清Ｆ－１２Ｋ
溶液１０μＬを添加した。次いで、この細胞を３７℃、５％　ＣＯ２で６０分間インキュ
ベートした。このインキュベーションの後、各抗体／ＨＧＦ希釈液２０μＬを別々に個別
のウェルに添加し、最終ＨＧＦ濃度５０ｎｇ／ｍＬ並びに各抗体の最終濃度６６６．７ｎ
Ｍ、２２２．２ｎＭ、７４．１ｎＭ、２４．７ｎＭ、８．２３ｎＭ、２．７４ｎＭ、０．
９１ｎＭ、０．３０ｎＭ、０．１０ｎＭ及び０．０３ｎＭを得た。次に、この細胞を３７
℃、５％ＣＯ２で１０分間インキュベートし、その時点後に培地／抗体／ＨＧＦ混合物を
除去してプレートを氷上に置いた。その後、細胞を、１ｍＭ　Ｎａ３ＶＯ４を含有する１
００μＬ／ウェルの氷冷ＰＢＳ（インビトロジェン社カタログ番号１４１９０１４４）で
一度洗った。次いで、この細胞を、１％　ＯｍｎｉＰｕｒ　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００（
ドイツメルク社（ＭＥＲＣＫ　ＫＧａＡ）、ダルムシュタット、ドイツ、カタログ番号９
４１０）、５０ｍＭトリス－ＨＣｌ　ｐＨ８．０、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．３ｍＭ　
Ｎａ３ＶＯ４、１×プロテアーゼ阻害剤カクテル（シグマ社カタログ番号Ｐ８３４０）及
び１×ホスファターゼ阻害剤カクテル２（シグマ社カタログ番号５７２６）からなる１０
０μＬ／ウェルの氷冷溶解緩衝液中、４℃で、３０分間インキュベートした。
【０２３６】
　ビオチニル化抗ヒトＨＧＦ－Ｒ（ｃ－ｍｅｔ）抗体（Ｒ＆Ｄシステムズ社カタログ番号
ＢＡＦ３５８）を、１％ウシ血清アルブミン（シグマ社カタログ番号Ａ２１５３）を含有
するＤＥＬＦＩＡアッセイバッファ（Ａｓｓａｙ　Ｂｕｆｆｅｒ）（パーキンエルマー社
（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）、トゥルク、フィンランド、カタログ番号４００２－００１
０）で２μｇ／ｍＬの濃度に希釈し、黄色ストレプトアビジンマイクロタイトレーション
プレート（パーキンエルマー社カタログ番号ＡＡＡＮＤ－０００５）のウェル当たり５０
μＬのこの希釈液を添加した。次に、このプレートを揺動させながら２５℃で３０分間抗
体と共にインキュベートした。インキュベーション後、このプレートをＤＥＬＦＩＡ洗浄
液（パーキンエルマー社カタログ番号４０１０－００１０）で洗浄し、各種ＰＣ－３細胞
溶解物のそれぞれ８０μＬを別々に、洗浄したストレプトアビジンマイクロタイトレーシ
ョンプレートの個々のウェルに添加した。
【０２３７】
　上記のＰＣ－３細胞溶解物を含むストレプトアビジンマイクロタイトレーションプレー
トを振盪しながら２５℃で６０分間インキュベートした後、ＤＥＬＦＩＡ洗浄溶液で洗浄
した。この前もってＰＣ－３細胞溶解物とインキュベートした洗浄ストレプトアビジンマ
イクロタイトレーションプレートの各ウェルに、１％ウシ血清アルブミンを含有するＤＥ
ＬＦＩＡアッセイバッファーで希釈した６００ｎｇ／ｍＬ　ＤＥＬＦＩＡ　Ｅｕ－Ｎ１　
Ｐ－ｔｙｒ－１００抗体（パーキンエルマー社、カタログ番号ＡＤ０１５９）溶液１００
μＬを添加した。次いで、このプレートを揺動させながら２５℃で６０分間インキュベー
トした。最後に、このプレートをＤＥＬＦＩＡ洗浄溶液で洗浄した。次に、この洗浄スト
レプトアビジンマイクロタイトレーションプレートの各ウェルにＤＥＬＦＩＡエンハンス
メントソリューション（Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ）（パーキンエルマ
ー社カタログ番号４００１－００１０）２００μＬを添加し、プレートを暗所で振盪しな
がら２５℃で５分間インキュベートした。
【０２３８】
　その後、ビクター３Ｖ（Ｖｉｃｔｏｒ３Ｖ）リーダ（パーキンエルマー社）でユウロピ
ウム（Ｅｕｒｏｐｉｕｍ）プロトコルを用いてシグナルを測定した。ウィンドウズ（登録
商標）（Ｗｉｎｄｏｗｓ（登録商標））用プリズム（Ｐｒｉｓｍ）４（グラフパッドソフ
トウェア社（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ，Ｉｎｃ．）、サンディエゴ、カリフ
ォルニア州）及びＳ字形用量反応式を用いてＥＣ５０値を算出した。
【０２３９】
　ｎＭ単位のＥＣ５０としてまとめた結果を表９に示した。
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【０２４０】
【表９】

　表９のデータから明らかなように、８種の抗体は全てＰＣ－３細胞におけるＨＧＦ誘導
性ｃ－Ｍｅｔリン酸化の強力な阻害剤である。
　（実施例１０）
　Ｕ８７ＭＧ異種移植モデルにおける腫瘍抑制
　Ｕ８７ＭＧ異種移植モデルを用い、本発明のマウスモノクローナル抗体の腫瘍増殖抑制
能について試験した。Ｕ８７ＭＧ細胞（ＡＴＣＣ）は、ダルベッコ改変イーグル培地（Ｄ
ＭＥＭ：Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　ｍｅｄｉｕｍ）を１０
％ウシ胎仔血清、１００単位／ｍＬペニシリン及び１００μｇ／ｍＬストレプトマイシン
と共に含む培地を用いた、５％ＣＯ２及び９５％空気を含有する雰囲気中３７℃の培養で
増殖させた。これらの細胞は、トリプシン－ＥＤＴＡを用いて培養皿の壁から細胞を剥離
することにより二次培養して維持した。
【０２４１】
　ほぼコンフルエントの細胞をトリプシン処理により回収し、次いで、５０％マトリゲル
（Ｍａｔｒｉｇｅｌ）（ＢＤバイオサイエンシズ社（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、
カタログ番号３５６２３７）中の細胞５×１０６個を、７週齢雌性ＩＣＲ　ＳＣＩＤマウ
ス（タコニックラボラトリー社（Ｔａｃｏｎｉｃ　Ｌａｂｓ））の肩甲骨間の上背部に皮
下注射した。キャリパで腫瘍の長径（Ｌ）及び短径（Ｗ）（ｍｍ）を測定した。腫瘍容積
（ｖｏｌ．）は、容積（ｍｍ３）＝Ｌ×Ｗ２／２として計算した。腫瘍が約２００ｍｍ３

にまで成長した時に、担腫瘍マウスを１群１０匹の５群に無作為化した。１群にはＰＢＳ
を投与した。その他の４群のそれぞれには、抗体１Ａ３、１Ｄ３、１Ｆ３又は２Ｂ８のう
ちの１種を投与した。抗体は全て、５用量の腹腔内注射により週２回１ｍｇ／ｋｇ体重を
投与した。腫瘍容積及びマウス体重を週２回記録した。スチューデントのｔ－検定を用い
て腫瘍成長の抑制を解析した。結果は図６及び表１０にまとめた。
【０２４２】

【表１０】

　２Ｂ８投与群で部分的な退縮が達成された（図６）。１Ａ３投与群及び１Ｆ３投与群で
は統計的に有意な成長抑制が認められた（表１０）。１Ｄ３の場合、５１％の腫瘍成長抑
制（ｐ値：０．０７５）が認められた。有意な体重減少は認められなかった。
　（実施例１１）
　Ｕ１１８異種移植モデルにおける腫瘍抑制
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　Ｕ１１８異種移植モデルを用い、抗体１Ａ３、１Ｄ３、１Ｆ３及び２Ｂ８の腫瘍増殖抑
制能について試験した。Ｕ１１８細胞（ＡＴＣＣ）は、Ｕ８７ＭＧ細胞に関して（上記）
実施例１０に記載したのと同様にして増殖させた。
【０２４３】
　使用マウスが７週齢雌性ＮＣｒヌードマウス（タコニック社）であること以外は上記実
施例１０に記載したのと同様にして皮下腫瘍を確立し、投与は、腫瘍が約８０ｍｍ３にま
で成長した時に開始した。Ｕ８７ＭＧモデルの場合と同様に、抗体は全て、４用量の腹腔
内注射により週２回１ｍｇ／ｋｇ体重を投与した。腫瘍容積及びマウス体重を週２回記録
した。スチューデントのｔ－検定を用いて腫瘍成長の抑制を解析した。結果は図７及び表
１１にまとめた。
【０２４４】
【表１１】

　２Ｂ８投与群及び１Ａ３投与群では統計的に有意な成長抑制が認められた（図７）。１
Ｆ３群及び１Ｄ３群では中等度の腫瘍成長抑制が認められ、ｐ値は、本試験で統計的に有
意であると定義した０．０５未満であった（表１１）。有意な体重減少は認められなかっ
た。
　（実施例１２）
　マウスモノクローナル抗体のヒト化
　本実施例では、マウス２Ｂ８抗体のヒト化及び得られるヒト化抗体の特性化について説
明する。マウス２Ｂ８重及び軽鎖可変領域は２通りの方法で「ヒト化」した。
　Ａ．　ヒト化の方法１
　第一の方法では、Ｈｗａｎｇほか　（２００５年）　ＭＥＴＨＯＤＳ　３６：ｐ．３５
－４２、Ｔａｎほか　（２００２年）　Ｊ．　ＩＭＭＵＮＯＬ．　１６９：ｐ．１１１９
－１１２５及び米国特許第６，８８１，５５７号明細書に記載されている「超ヒト化」方
法に基づいて、３つのヒト化重鎖可変領域及び２つのヒト化カッパ軽鎖可変領域を設計し
た。
【０２４５】
　各マウス２Ｂ８ＣＤＲについてＣＤＲの長さ及びアミノ酸組成に基づき、チョチア規定
構造クラス（Ｃｈｏｔｈｉａ　ｃａｎｏｎｉｃａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｃｌａｓｓ
）を特定した。同じチョチア規定構造クラスの軽及び重鎖可変領域からなるヒト生殖細胞
系可変領域は、国際免疫遺伝学情報システム（ＩＭＧＴ）ウェブサイトに記載されている
既知ヒト生殖細胞系可変領域基準対立遺伝子（ワールドワイドウェブのｉｍｇｔ．ｃｉｎ
ｅｓ．ｆｒ及びｂｉｏｃｈｅｍ．ｕｎｉｚｈ．ｃｈ／ａｎｔｉｂｏｄｙ／Ｓｅｑｕｅｎｃ
ｅｓ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌで入手可能）に基づいて確認した。同構造クラスのこれらヒ
ト生殖細胞系可変領域は、ＣＤＲアミノ酸残基間の完全な同一性又は類似性を計算するこ
とによってマウス２Ｂ８可変領域と比較した。マウス２Ｂ８ＣＤＲ残基と最も高い同一性
及び／又は類似性を有するヒト生殖細胞系可変領域をＣＤＲ移植用に選んだ。これらのヒ
ト生殖細胞系可変領域のフレームワーク残基を保存する一方、マウス２Ｂ８　ＣＤＲ残基
は、マウス２Ｂ８　ＣＤＲとヒト生殖細胞系ＣＤＲとの間で異なる対応するヒト生殖細胞
系可変領域残基を置換するために用いた。次いで、２Ｂ８マウスＪ領域に最も類似したヒ
トＪ領域を上記「超ヒト化」可変領域のカルボキシル末端に付加した。次に、この「超ヒ
ト化」可変領域のアミノ末端にシグナル配列を付加し、これらのアミノ酸配列を核酸配列
に変換した。
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　この完全な可変領域核酸配列は、遺伝子合成ＰＣＲ法（Ｙｏｕｎｇほか　（２００４年
）　ＮＵＣＬ．　ＡＣＩＤＳ　ＲＥＳ．　３２：ｅ５９）を用いて構築し、標準的な分子
生物学的技術を使用して、（上記可変領域の下流にある）ヒト定常ＩｇＧ１（Ｇ１ｍ（１
７，１）アロタイプ）又はカッパ（Ｋｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子２））領域を含む
（ｐｃＤＮＡ３．２ＤＥＳＴ（インビトロジェン社）を利用した）哺乳動物発現ベクター
中にクローニングした。４種の重鎖ＩｇＧ１抗体（キメラ２Ｂ８及び３種のヒト化重鎖（
Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ１－ｆ．１、Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－ａ．１及びＨｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５
１．１））の全てを３種のカッパ鎖抗体（キメラ２Ｂ８及び２種のヒト化軽鎖（Ｈｕ２Ｂ
８　Ｋｖ１－３９．１及びＨｕ２Ｂ８　Ｋｖ３－１５．１））の全てとの考えられる全て
の組合せで発現させ、１２種の抗体蛋白質を作製した。次いで、これらキメラ、キメラ／
ヒト化及びヒト化抗体のヒトＨＧＦへの結合を下記のようにして測定し、その結果を図８
にまとめた。免疫グロブリン重鎖可変領域と免疫グロブリン軽鎖可変領域との考えられる
全ての組合せはいずれも下記の表１２Ａに記載した。
【０２４７】
【表１２Ａ】

　免疫グロブリン重鎖と免疫グロブリン軽鎖とのえられる全ての組合せはいずれも下記の
表１２Ｂに記載した。
【０２４８】
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　ヒト化可変領域を含む完全長免疫グロブリン重及び軽鎖を含む考えられる抗体構築物の
うちの２種について下記の通り命名した。
【０２４９】
　ｓｈ２Ｂ８－９　（Ｇ１ｍ（１７，１））＝ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１（＋ＩｇＧ
１定常領域（Ｇｌｍ（１７，１）アロタイプ）（配列番号１７１）プラスｈｕ２Ｂ８　Ｋ
ｖ　１－３９．１　（＋カッパ定常領域（Ｋｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子２）））　
（配列番号１７７）
　ｓｈ２Ｂ８－１２　（Ｇｌｍ（１７，１））＝ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１（＋Ｉｇ
Ｇ１定常領域（Ｇｌｍ（ｌ７，１）アロタイプ））（配列番号１７１）プラスｈｕ２Ｂ８
　Ｋｖ　３－１５．１　（＋カッパ定常領域（Ｋｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子２））
）　（配列番号１８１）
　各ヒト化抗体をコードしている核酸配列及び各ヒト化抗体を規定する蛋白質配列を下記
にまとめた。このセクションでは、各可変領域の最後のヌクレオチドは、可変／定常領域
接合部によって生じる次のコドンの最初の塩基である。このヌクレオチドは、可変領域に
含まれる。何故なら、これはそのエクソンの一部であるからである。下記に列挙した定常
領域のアミノ酸配列はこの接合部コドンの翻訳物を含む。
【０２５０】
　（１）　完全長キメラ２Ｂ８重鎖（マウス可変領域及びヒトＩｇＧ１定常領域）（アロ
タイプＧ１ｍ（１７，１））をコードしている核酸配列（下線：シグナル配列）（配列番
号１５４）
【０２５１】
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【化７８】

　（２）　完全長キメラ２Ｂ８重鎖（キメラ２Ｂ８　ＩｇＧ１（Ｇ１ｍ（１７，１）アロ
タイプ）を規定する蛋白質配列（シグナル配列なし）（配列番号１５５）
【０２５２】

【化７９】

　（３）　完全長キメラ２Ｂ８軽鎖（マウス可変領域及びヒト定常領域）（キメラ２Ｂ８
カッパ（Ｋｍ（３）））をコードしている核酸配列（下線：シグナル配列）（配列番号１
５６）
【０２５３】
【化８０】

【０２５４】
【化８１】

　（４）　完全長キメラ２Ｂ８軽鎖（キメラ２Ｂ８カッパ（Ｋｍ（３）））を規定する蛋
白質配列（シグナル配列なし）（配列番号１５７）
【０２５５】
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　（５）　ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ１－ｆ．１重鎖可変領域をコードしている核酸配列（
下線：シグナル配列）（配列番号１５８）
【０２５６】

【化８３】

　（６）　ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ１－ｆ．１重鎖可変領域を規定する蛋白質配列（シグ
ナル配列なし）（配列番号１５９）
【０２５７】

【化８４】

　（７）　ヒトＩｇＧ１重鎖定常領域（Ｇ１ｍ（１７，１）アロタイプ）をコードしてい
る核酸配列（配列番号１６０）
【０２５８】
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【化８５】

　（８）　ヒトＩｇＧ１重鎖定常領域（Ｇ１ｍ（１７，１）アロタイプ）を規定する蛋白
質配列（配列番号１６１）　最初のアミノ酸は、可変領域の最後のヌクレオチド及びＩｇ
Ｇ１重鎖配列の初めの２個のヌクレオチドの翻訳物に由来する。
【０２５９】
【化８６】

　（９）　完全長重鎖ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ１ｆ．１可変領域及びヒトＩｇＧ１（Ｇ１
ｍ（１７，１）アロタイプ）重鎖定常領域をコードしている核酸配列（下線：シグナル配
列）（配列番号１６２）
【０２６０】
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【化８７】

　（１０）　完全長重鎖ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ１ｆ．１可変領域及びヒトＩｇＧ１重鎖
定常領域（Ｇ１ｍ（１７，１）アロタイプ）を規定する蛋白質配列（配列番号１６３）
【０２６１】

【化８８】

　（１１）　ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５ａ．１重鎖可変領域をコードしている核酸配列（
下線：シグナル配列）（配列番号１６４）
【０２６２】
【化８９】

【０２６３】
【化９０】

　（１２）　ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５ａ．１重鎖可変領域を規定する蛋白質配列（配列
番号１６５）
【０２６４】
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　（１３）　完全長ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５ａ．１重鎖可変領域及びヒトＩｇＧ１（Ｇ
１ｍ（１７，１）アロタイプ）重鎖定常領域をコードしている核酸配列（下線：シグナル
配列）（配列番号１６６）
【０２６５】

【化９２】

　（１４）　完全長ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５ａ．１重鎖可変領域及びヒトＩｇＧ１（Ｇ
１ｍ（１７，１）アロタイプ）重鎖定常領域を規定する蛋白質配列（シグナル配列なし）
（配列番号１６７）
【０２６６】

【化９３】

【０２６７】
【化９４】

（１５）　ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１重鎖可変領域をコードしている核酸配列
（下線：シグナル配列）（配列番号１６８）
【０２６８】
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　（１６）　ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１重鎖可変領域を規定する蛋白質配列（
シグナル配列なし）（配列番号１６９）
【０２６９】
【化９６】

　（１７）　完全長重鎖ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１重鎖可変領域及びヒトＩｇ
Ｇ１（Ｇ１ｍ（１７，１）アロタイプ）重鎖定常領域をコードしている核酸配列（下線：
シグナル配列）（配列番号１７０）
【０２７０】

【化９７】

【０２７１】
【化９８】

　（１８）　完全長重鎖ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１重鎖可変領域及びヒトＩｇ
Ｇ１（Ｇ１ｍ（１７，１）アロタイプ）重鎖定常領域を規定する蛋白質配列（シグナル配
列なし）（配列番号１７１）
【０２７２】
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【化９９】

　（１９）　ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｋｖ１－３９．１カッパ鎖可変領域をコードしている核
酸配列（下線：シグナル配列）（配列番号１７２）。考えられる２つの開始ＡＴＧを大文
字で示した。
【０２７３】
【化１００】

　（２０）　ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｋｖ１－３９．１カッパ鎖可変領域を規定する蛋白質配
列（シグナル配列なし）（配列番号１７３）
【０２７４】
【化１０１】

　（２１）　ヒトカッパ鎖定常領域（Ｋｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子２）をコード
している核酸配列（配列番号１７４）
【０２７５】
【化１０２】

【０２７６】
【化１０３】

　（２２）　ヒトカッパ鎖定常領域（Ｋｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子２）を規定す
る蛋白質配列　（配列番号１７５）
【０２７７】
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【化１０４】

　（２３）　完全長ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｋｖ１－３９．１軽鎖可変領域及びヒトカッパ鎖
定常領域（Ｋｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子２）をコードしている核酸配列（下線：
シグナル配列）（配列番号１７６）
【０２７８】

【化１０５】

　（２４）　完全長ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｋｖ１－３９．１軽鎖可変領域及びヒトカッパ鎖
定常領域（Ｋｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子１）を規定する蛋白質配列　（配列番号
１７７）
【０２７９】

【化１０６】

　（２５）　ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｋｖ３－１５．１軽鎖可変領域をコードしている核酸配
列（下線：シグナル配列）（配列番号１７８）
【０２８０】
【化１０７】

【０２８１】
【化１０８】

　（２６）　ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｋｖ３－１５．１軽鎖可変領域を規定する蛋白質配列（
シグナル配列なし）（配列番号１７９）
【０２８２】
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　（２７）　完全長ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｋｖ３－１５．１軽鎖可変領域及びヒトカッパ鎖
定常領域（Ｋｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子２）をコードしている核酸配列（下線：
シグナル配列）（配列番号１８０）
【０２８３】

【化１１０】

　（２８）　ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｋｖ３－１５．１軽鎖可変領域及びヒトカッパ鎖定常領
域（Ｋｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子２）を規定する蛋白質配列（シグナル配列なし
）（配列番号１８１）
【０２８４】

【化１１１】

　便宜のため、このセクションで説明した抗体の完全長配列と配列表に示したものとの対
応関系を示すコンコーダンス表を表１３に示した。
【０２８５】
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【表１３】

　Ｂ．　ヒト化の方法２
　マウス２Ｂ８抗体の免疫原性を低減させるのに用いる第二のヒト化方法は、Ｓｔｕｄｎ
ｉｃｋａほか（１９９４年）　ＰＲＯＴＥＩＮ　ＥＮＧ．　７：ｐ．８０５－８１４に記
載されている方法に基づくものである。重及びカッパヒト生殖細胞系可変領域のうち、マ
ウス２Ｂ８のものに（アミノ酸レベルで）最も一致する領域を特定した。マウスとヒトと
の間で異なる残基は、そのような変化が結合又は免疫原性に影響すると思われるリスクに
応じてヒトの配列に変換した。低リスク残基（即ち、変化があっても、抗原結合に影響し
ないと考えられ、免疫原性を生じる可能性も少ない残基）は、ヒトアミノ酸への変更を重
鎖可変領域（ＬＲ２Ｂ８ＨＣを作製）及びカッパ可変領域（ＬＲ２Ｂ８ＬＣを作製）にお
いて行った。さらに、低リスク及び中間リスク残基（即ち、変化があると、抗原結合に影
響する可能性が若干高いが、免疫原性を生じる可能性も少ない残基）は、ヒトアミノ酸へ
の変更を重鎖可変領域（ＬＲＭＲ２Ｂ８ＨＣを作製）及びカッパ可変領域（ＬＲＭＲ２Ｂ
８ＬＣを作製）において行った。上記２種のヒト型に設計された重鎖可変領域のカルボキ
シル末端にヒトＩｇＧ１重鎖定常領域（Ｇ１ｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子１））を付
加し、２種のヒト型に設計された軽鎖可変領域のカルボキシル末端にヒトカッパ定常領域
（Ｋｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子１））を付加して、ヒト型に設計された抗体鎖を作
製した。先ず、遺伝子合成法によって各可変領域の核酸配列を合成した後、これに各ヒト
定常領域の配列に付加した。これらのヒト型に設計された抗体を哺乳動物の蛋白質発現ベ
クター中にクローニングし、重鎖プラス軽鎖の考えられる４種の組合せの蛋白質を発現さ
せた。キメラ、キメラ／ヒト化又はヒト化抗体のヒトＨＧＦへの結合については、下記の
ように、従来の技術を用いて測定した。
【０２８６】
　各ヒト化抗体をコードしている核酸配列及び各ヒト化抗体を規定する蛋白質配列を下記
にまとめた。このセクションでは、各可変領域の最後のヌクレオチドは、可変／定常領域
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含まれる。何故なら、これはそのエクソンの一部であるからである。下記に列挙した定常
領域のアミノ酸配列はこの接合部コドンの翻訳物を含む。
【０２８７】
　（１）　ヒト化ＬＲ２Ｂ８ＨＣ重鎖可変領域をコードしている核酸配列（下線：シグナ
ル配列）（配列番号１８２）
【０２８８】
【化１１２】

　（２）　ヒト化ＬＲ２Ｂ８ＨＣ重鎖可変領域を規定する蛋白質配列（シグナル配列なし
）（配列番号１８３）
【０２８９】

【化１１３】

　（３）　ヒトＩｇＧ１重鎖定常領域（Ｇ１ｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子１）をコ
ードしている核酸配列（配列番号１８４）
【０２９０】
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【化１１４】

　（４）　ヒトＩｇＧ１重鎖定常領域（Ｇ１ｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子１又は２
）を規定する蛋白質配列（配列番号１８５）。最初のアミノ酸は、可変領域の最後のヌク
レオチド及びＩｇＧ１重鎖配列の初めの２個のヌクレオチドの翻訳物に由来する。
【０２９１】
【化１１５】

【０２９２】
【化１１６】

　（５）　完全長重鎖ヒト化ＬＲ２Ｂ８ＨＣ重鎖可変領域及びヒトＩｇＧ１重鎖定常領域
（Ｇ１ｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子１）（下線：シグナル配列）（配列番号１８６
）
【０２９３】
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【化１１７】

　（６）　完全長重鎖ヒト化ＬＲ２Ｂ８ＨＣ重鎖可変領域及びヒトＩｇＧ１重鎖定常領域
（Ｇ１ｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子１）を規定する蛋白質配列（シグナル配列なし
）（配列番号１８７）
【０２９４】

【化１１８】

　（７）　ヒト化ＬＲＭＲ２Ｂ８ＨＣ重鎖可変領域をコードしている核酸配列（下線：シ
グナル配列）（配列番号１８８）
【０２９５】
【化１１９】

　（８）　ヒト化ＬＲＭＲ２Ｂ８ＨＣ重鎖可変領域を規定する蛋白質配列（シグナル配列
なし）（配列番号１８９）
【０２９６】



(73) JP 4686634 B2 2011.5.25

10

20

30

40

【化１２０】

　（９）　完全長重鎖ヒト化ＬＲＭＲ２Ｂ８ＨＣ重鎖可変領域及びヒトＩｇＧ１重鎖定常
領域（Ｇ１ｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子１）をコードしている核酸配列（下線：シ
グナル配列）（配列番号１９０）
【０２９７】

【化１２１】

　（１０）　完全長重鎖ヒト化ＬＲＭＲ２Ｂ８ＨＣ重鎖可変領域及びヒトＩｇＧ１重鎖定
常領域（Ｇ１ｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子１）を規定する蛋白質配列（シグナル配
列なし）（配列番号１９１）
【０２９８】

【化１２２】

　（１１）　ヒト化ＬＲ２Ｂ８ＬＣ軽鎖可変領域をコードしている核酸配列（下線：シグ
ナル配列）（配列番号１９２）
【０２９９】
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【化１２３】

　（１２）　ヒト化ＬＲ２Ｂ８ＬＣ軽鎖可変領域を規定する蛋白質配列（シグナル配列な
し）（配列番号１９３）
【０３００】
【化１２４】

　（１３）　ヒトカッパ鎖定常領域（Ｋｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子１）をコード
している核酸配列（配列番号１９４）
【０３０１】
【化１２５】

　（１４）　ヒトカッパ鎖定常領域（Ｋｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子１）を規定す
る蛋白質配列（配列番号１９５）。最初のアミノ酸は、可変領域の最後のヌクレオチドお
よびκ軽鎖配列の開始２ヌクレオチドの翻訳物に由来する。
【０３０２】
【化１２６】

　（１５）　完全長ＬＲ２Ｂ８ＬＣ軽鎖可変領域及びヒトカッパ鎖定常領域（Ｋｍ（３）
アロタイプ）（対立遺伝子１）をコードしている核酸配列　（配列番号１９６）
【０３０３】
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【化１２７】

　（１６）　完全長ＬＲ２Ｂ８ＬＣ軽鎖可変領域及びヒトカッパ鎖定常領域（Ｋｍ（３）
アロタイプ）（対立遺伝子１）をコードしている蛋白質配列（配列番号１９７）
【０３０４】
【化１２８】

　（１７）　ヒト化ＬＲＭＲ２Ｂ８ＬＣ軽鎖可変領域をコードしている核酸配列（下線：
シグナル配列）（配列番号１９８）
【０３０５】

【化１２９】

　（１８）　ヒト化ＬＲＭＲ２Ｂ８ＬＣ軽鎖可変領域を規定する蛋白質配列（シグナル配
列なし）（配列番号１９９）
【０３０６】
【化１３０】

　（１９）　完全長ヒト化ＬＲＭＲ２Ｂ８ＬＣ軽鎖可変領域及びヒトカッパ鎖定常領域（
Ｋｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子１）をコードしている核酸配列（下線：シグナル配
列）（配列番号２００）
【０３０７】
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【化１３１】

　（２０）　完全長ヒト化ＬＲＭＲ２Ｂ８ＬＣ軽鎖可変領域及びヒトカッパ鎖定常領域（
Ｋｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子１）を規定する蛋白質配列（配列番号２０１）
【０３０８】

【化１３２】

　便宜のため、このセクションで説明した抗体の完全長配列と配列表に示したものとの対
応関系を示すコンコーダンス表を表１４に示した。
【０３０９】

【表１４】

　表１５は、以上の本実施例で説明したヒト化の方法１及びヒト化の方法２により作製し
たヒト化２Ｂ８抗体の重鎖ＣＤＲ配列（カバットの定義）をまとめたものである。
【０３１０】
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【表１５】

　表１６は、以上の本実施例で説明したヒト化の方法１及びヒト化の方法２により作製し
たヒト化２Ｂ８抗体の軽鎖ＣＤＲ配列（カバット（Ｋａｂａｔ）の定義）をまとめたもの
である。
【０３１１】
【表１６】

　Ｃ．　ヒト化２Ｂ８抗体の結合親和性
　ＢＩＡｃｏｒｅＴ１００装置を用いて表面プラスモン共鳴法により抗原結合親和性及び
相互作用の速度を評価した。マウス抗ヒト免疫グロブリン（ジャクソン・イムノリサーチ
・ラボラトリーズ社（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｓ）、２
０９－００５－０９８）は、標準的なカップリングプロトコルをメーカーの推奨事項に従
って用いたアミンカップリング（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号ＢＲ－１０００－５０）
によりカルボキシメチル化デキストランＣＭ４センサーチップ（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタロ
グ番号ＢＲ－１００５－３４）上に固定化した。分析は、０．０５％の界面活性剤Ｐ２０
（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号ＢＲ－１０００－５４）、２ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ（ＥＭ
Ｄ社カタログ番号２９３０）及び１０ｍｇ／ｍＬのＣＭ－デキストランナトリウム塩（フ
ルカ社（Ｆｌｕｋａ）、カタログ番号８６５２４）を含有するＰＢＳ（ＧＩＢＣＯ社、カ
タログ番号１４０４０－１３３）を泳動用緩衝液として用い、２５℃で行った。
【０３１２】
　前記抗体は、個々のフローセル上で１０μＬ／分の流速で捕捉した。各抗体が各サイク
ルで捕捉される約２０ＲＵの抗体を生じるための注入時間にはばらつきがあった。緩衝液
又は泳動用緩衝液で希釈したＨＧＦ（Ｒ＆Ｄシステムズ社、カタログ番号２９４－ＨＧＮ
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－０２５）を対照表面（捕捉抗体なし）及び活性表面（試験対象抗体あり）上に６０μＬ
／分で２分間順次注入した。解離相を濃度に応じて１５又は９０分間モニターした。その
後、上記表面は、別のサイクルが開始される前に、ｐＨ２．０の１０ｍＭグリシン－塩酸
（ＢＩＡｃｏｒｅ社、カタログ番号ＢＲ－１００３－５５）を６０μＬ／分の流速で３分
間注入して再生させた。試験したＨＧＦ濃度は１．８８、３．７５及び７．５ｎＭであっ
た。速度論的パラメータは、対照値減算を含むＢＩＡエバリュエーション（ＢＩＡｅｖａ
ｌｕｔａｔｉｏｎ）ソフトウェアの速度関数を用いて求めた。各抗体の速度論的パラメー
タｋａ（会合速度定数）、ｋｄ（解離速度定数）及びＫＤ（平衡解離定数）を図８にまと
めた。
【０３１３】
　図８にまとめた結果から、超ヒト化重鎖（Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５ａ．１、Ｈｕ２Ｂ８　Ｈ
ｖ５－５１．１又はＨｕ２Ｂ８　Ｈｖｌ－ｆ．ｌ）及び軽鎖（Ｈｕ２Ｂ８　Ｋｖｌ－３９
．１又はＨｕ２Ｂ８　Ｋｖ３－１５．１）の一部の組合せは、キメラ２Ｂ８（マウス可変
領域及びヒト定常領域）並びに２Ｂ８（表５）と同様なＨＧＦとの結合親和性（ＫＤ）を
保持することが分かる。
　Ｄ．　相互排他的結合
　ＨＧＦへの相互排他的結合についてＢＩＡｃｏｒｅ　Ｔ１００装置を用いて表面プラス
モン共鳴により評価した。マウス抗ヒト免疫グロブリン（ジャクソン・イムノリサーチ・
ラボラトリーズ社（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｓ）、２０
９－００５－０９８）は、標準的なカップリングプロトコルをメーカーの推奨事項に従っ
て用いたアミンカップリング（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号ＢＲ－１０００－５０）に
よりカルボキシメチル化デキストランＣＭ５センサーチップ（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ
番号ＢＲ－１００６－６８）上に固定化した。分析は、０．０５％の界面活性剤Ｐ２０（
ＢＩＡｃｏｒｅ、ＢＲ－１０００－５４）、２ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ（ＥＭＤ社カタログ番
号２９３０）及び１０ｍｇ／ｍＬのＣＭ－デキストランナトリウム塩（フルカ社（Ｆｌｕ
ｋａ）、カタログ番号８６５２４）を含有するＰＢＳ（ＧＩＢＣＯ社、カタログ番号１４
０４０－１３３）を泳動用緩衝液として用い、２５℃で行った。
【０３１４】
　前記ヒト化抗体は、個々のフローセル上で３０μＬ／分の流速で捕捉した。各抗体が各
サイクルで捕捉される約１５０ＲＵの抗体を生じるための注入時間にはばらつきがあった
。７．５μｇ／ｍＬの最終濃度に泳動用緩衝液で希釈したＨＧＦ（Ｒ＆Ｄシステムズ社、
カタログ番号２９４－ＨＧＮ－０２５）を上記捕捉ヒト化抗体上に３０μＬ／分で９０秒
間注入した。ＨＧＦの結合を測定した後、続いてマウス２Ｂ８抗体又はヤギポリクロナー
ル抗ＨＧＦ抗体（Ｒ＆Ｄシステムズ社、ＡＦ２９４）を３０μＬ／分で３分間注入した。
その後、上記表面は、別の抗体が試験される前に、ｐＨ２．０の１０ｍＭグリシン－塩酸
（ＢＩＡｃｏｒｅ社、カタログ番号ＢＲ－１００３－５５）を６０μＬ／分の流速で３分
間注入して再生させた。得られた結果は図９にまとめた。
【０３１５】
　図９にまとめた結果から、ヒト化２Ｂ８抗体及びキメラ２Ｂ８抗体はいずれもマウス２
Ｂ８がＨＧＦに結合するのを妨げることが分かる。以上の結果は、ヒト化抗体がそれでも
なお元の２Ｂ８抗体と同じＨＧＦ抗原決定基に結合することを証明している。
　（実施例１３）
　ヒト化２Ｂ８変異体の作製
　ａ．　ヒューマン・エンジニアード（商標）抗体
　ヒトカッパ及びガンマ－１定常領域モジュールを含むＸＯＭＡ社の一過性抗体発現ベク
ター中に、コドン－及び発現適正化低リスク及び低プラス中等度リスクヒューマン・エン
ジニアード軽鎖（それぞれ、ＬＲ２Ｂ８ＬＣ及びＬＲＭＲ２Ｂ８Ｌ）及び重鎖（それぞれ
、ＬＲ２Ｂ８ＨＣ及びＬＲＭＲ２ＢＨＣ）をインフェーズでクローニングした。これら４
種のヒューマン・エンジニアード２Ｂ８変異体は、ＨＥＫ２９３Ｅ細胞への一過性形質移
入によって作製した。以下の４種の抗体を作製した。
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【０３１６】
　ＨＥ２Ｂ８－１　＝　ＬＲ２Ｂ８ＨＣ（＋ＩｇＧ１定常領域（Ｇｌｍ（３）アロタイプ
（対立遺伝子１））（配列番号１８７）プラスＬＲ２Ｂ８ＬＣ（＋カッパ鎖定常領域（Ｋ
ｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子１）））（配列番号１９７）
　ＨＥ２Ｂ８－２　＝　ＬＲ２Ｂ８ＨＣ（＋ＩｇＧｌ定常領域（Ｇｌｍ（３）アロタイプ
（対立遺伝子１））（配列番号１８７）プラスＬＲＭＲ２Ｂ８ＬＣ（＋カッパ鎖定常領域
（Ｋｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子１）））（配列番号２０１）
　ＨＥ２Ｂ８－３　＝　ＬＲＭＲ２Ｂ８ＨＣ（＋ＩｇＧ１定常領域（Ｇｌｍ（３）アロタ
イプ（対立遺伝子１））（配列番号１９１）プラスＬＲ２Ｂ８ＬＣ（＋カッパ鎖定常領域
（Ｋｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子１）））（配列番号１９７）
　ＨＥ２Ｂ８－４　＝　ＬＲＭＲ２Ｂ８ＨＣ（＋ＩｇＧ１定常領域（Ｇｌｍ（３）アロタ
イプ（対立遺伝子１））（配列番号１９１）プラスＬＲＭＲ２Ｂ８ＬＣ（＋カッパ鎖定常
領域（Ｋｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子１）））（配列番号２０１）
　これら軽及び重鎖は、２リットルの振盪フラスコを用いてＩＳ２９３培地（アーバイン
・サイエンティフィック社、アーバイン、カリフォルニア州）中で増殖させたＸＯＭＡ社
の懸濁適応ＨＥＫ２９３Ｅ細胞中に同時形質移入した。振盪フラスコでの２４時間の形質
移入後、形質移入細胞２００ｍＬを遠心分離し、新鮮培地４０ｍＬに再懸濁し、産生用イ
ンテグラ（Ｉｎｔｅｇｒａ）フラスコ（ウィルソン・ウォルフ・マニュファクチャリング
社（Ｗｉｌｓｏｎ　Ｗｏｌｆ　Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ　Ｉｎｃ．）、ミネソタ州）
に移した。数日間のインキュベーション後、細胞懸濁液をインテグラフラスコから取り出
し、遠心分離して培養上清を残した。この培養上清中の抗体をプロテインＡスピンカラム
（プロ－ケム社）で精製し、ＰＢＳに対して透析し、濃縮して除菌した。
【０３１７】
　ｂ．　スーパーヒューマナイズド（ＳＵＰＥＲＨＵＭＡＮＩＺＥＤ）（商標）抗体
　完全長Ｈｕ２Ｂ８＿Ｈｖ５－５１．１＋ヒトＩｇＧ１定常ドメイン（Ｇ１ｍ（３）アロ
タイプ）ｃＤＮＡをＨｉｎｄＩＩＩ及びＥｃｏＲＩ制限部位を利用してｐＥＥ６．４（ロ
ンザバイオロジックス社（Ｌｏｎｚａ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ）、バークシャー、英国）中
にクローニングした。完全長Ｈｕ２Ｂ８＿Ｋｖ－３９．１可変領域＋ヒトカッパ鎖定常ド
メインｃＤＮＡ及び完全長Ｈｕ２Ｂ８＿Ｋｖ３－１５．１可変領域＋ヒトカッパ鎖定常ド
メインｃＤＮＡをそれぞれ、ＨｉｎｄＩＩＩ及びＥｃｏＲＩ制限部位を利用してｐＥＥ１
４．４（ロンザバイオロジックス社）中にクローニングした。（ｐＥＥ６．４内の）ｈＣ
ＭＶ－ＭＩＥプロモーター＋完全長Ｈｕ２Ｂ８＿Ｈｖ５－５１．１＋ヒトＩｇＧ１定常ド
メイン（Ｇ１ｍ（３）アロタイプ）ｃＤＮＡ＋ＳＶ４０ポリＡ断片をＮｏｔＩ／ＳａｌＩ
消化により切り出し、どちらのカッパ鎖ｐＥＥ１４．４ベクター中にもＮｏｔＩ／Ｓａｌ
Ｉ部位から挿入することにより、それぞれ重及び軽鎖を同時に発現する２種の発現ベクタ
ーを作り、以下の抗体を作製した。
【０３１８】
　ｓｈ２Ｂ８－９（Ｇｌｍ（３））　＝　ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１（＋ＩｇＧｌ定
常領域（Ｇｌｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子２））（配列番号２１０）プラスｈｕ２
Ｂ８　Ｋｖ　１－３９．１（＋カッパ鎖定常領域（Ｋｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子２
）））（配列番号１７７）
　ｓｈ２Ｂ８－１２（Ｇｌｍ（３））　＝　ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１（＋ＩｇＧ１
定常領域（Ｇｌｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子　２））（配列番号２１０）プラスｈ
ｕ２Ｂ８　Ｋｖ　３－１５．１（＋カッパ鎖定常領域（Ｋｍ（３）アロタイプ（対立遺伝
子２）））（配列番号１８１）
　上記ヒトＩｇＧ１重鎖定常領域Ｇ１ｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子２）及び上記各完
全長重鎖配列をコードしている核酸配列並びにこれらを規定する蛋白質配列を以下に記載
した。軽鎖の配列は実施例１２に記載したのと同じであった。
【０３１９】
　（１）　ヒトＩｇＧ１重鎖定常領域（Ｇ１ｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子２）をコ



(80) JP 4686634 B2 2011.5.25

10

20

30

40

ードしている核酸配列（配列番号２０７）。
【０３２０】
【化１３３】

【０３２１】
【化１３４】

　（２）　ヒトＩｇＧ１重鎖定常領域（Ｇ１ｍ（３）アロタイプ）（対立遺伝子１又は２
）　を規定する蛋白質配列（配列番号２０８）。最初のアミノ酸は、可変領域の最後のヌ
クレオチドおよびＩｇＧ１重鎖配列の開始２ヌクレオチドの翻訳物に由来する。
【０３２２】
【化１３５】

　（３）　ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１重鎖可変領域及びヒトＩｇＧ１重鎖定常
領域Ｇ１ｍ（３）アロタイプ（対立遺伝子２）を含む完全長鎖をコードしている核酸配列
（下線：シグナル配列）（配列番号２０９）
【０３２３】
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【化１３６】

【０３２４】
【化１３７】

　（４）　ヒト化Ｈｕ２Ｂ８　Ｈｖ５－５１．１及びヒトＩｇＧ１重鎖定常領域Ｇ１ｍ（
３）アロタイプ（対立遺伝子２）を含む完全長鎖を規定する蛋白質配列（シグナル配列な
し）（配列番号２１０）
【０３２５】
【化１３８】

　各二重発現ベクターを２９３Ｔ細胞中に形質移入し、ＤＭＥＭ　１０％ウシ胎仔血清を
用いて一過性に発現させた。形質移入後４８時間に、無血清培地である、４ｍＭのＬ－グ
ルタミンを含有するＩＳ　ＧＲＯ（商標）（アーバイン・サイエンティフィック社（Ｉｒ
ｖｉｎｅ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、サンタアナ、カリフォルニア州）で細胞を洗浄した
後、これで置換した。上清を１０日間毎日採取し、新鮮培地で置換した。この培養上清を
遠心分離し、濾過（０．４５μｍ）して１０～１００倍に濃縮した。抗体は、プロステッ
プ（ＰｒｏＳｅｐ）ｖＡ樹脂（ミリポア社（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ））で精製し、ＰＢＳに
対して透析し、除菌した。
　（実施例１４）
　ヒト化２Ｂ８変異体の結合特性
　実施例１３で作製したヒト化抗体の特徴は、ｈＨＧＦ及び実施例３で作製した組換えＨ
ＧＦ蛋白質に結合できることであった。
【０３２６】
　ＢＩＡｃｏｒｅ　Ｔ１００装置を用いて表面プラスモン共鳴によりこれらの抗体を分析
することによってＨＧＦ及び実施例３に記載した融合蛋白質へのその結合能を評価した。
各抗体は、標準的なカップリングプロトコルをメーカーの使用説明書に従って用いたアミ
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ンカップリング（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号ＢＲ－１０００－５０）によりカルボキ
シメチル化デキストランＣＭ５センサーチップ（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号ＢＲ－１
００６－６８）上に固定化した。
【０３２７】
　分析は、０．０５％の界面活性剤Ｐ２０（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号Ｒ－１０００
－５４）、２ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ（ＥＭＤ社カタログ番号２９３０）及び１０ｍｇ／ｍＬ
のＣＭ－デキストランナトリウム塩（フルカ社（Ｆｌｕｋａ）、カタログ番号８６５２４
）を含有するＰＢＳ（ＧＩＢＣＯ社、カタログ番号１４０４０－１３３）を泳動用緩衝液
として用い、２５℃で行った。種々のＨＧＦ融合蛋白質を含む上清又は空のベクターを形
質移入した細胞からの上清を各抗体上に３０μＬ／分の流速で３分間注入した。その結果
生じた結合は、注入終了後３０秒のベースラインに対する共鳴単位（ＲＵ）として求めた
。結合は、泳動用緩衝液で希釈したヒトＨＧＦ（Ｒ＆Ｄシステムズ社（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔ
ｅｍｓ）、カタログ番号２９４－ＨＧＮ－０２５）と比較した。非特異的な結合は、対照
表面への結合を比較することにより測定した。得られた結果は表１７にまとめた。
【０３２８】
【表１７】

　表１７の結果から明らかなように、ヒト化２Ｂ８系抗体はｒｈＨＧＦ及び３種のマウス
－ヒト－マウスキメラ抗体の全てに結合する。
　（実施例１５）
　ヒト化２Ｂ８変異体の結合親和性
　表１５に示した抗体の結合親和性及び相互作用の速度を表面プラスモン共鳴によって測
定した。
【０３２９】
　マウス抗ヒト免疫グロブリン（ジャクソン・ラボラトリーズ社（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａ
ｂｓ）、２０９－００５）は、標準的なカップリングプロトコルをメーカーの使用説明書
に従って用いたアミンカップリング（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号ＢＲ－１０００－５
０）によりカルボキシメチル化デキストランＣＭ４センサーチップ（ＢＩＡｃｏｒｅ、カ
タログ番号ＢＲ－１００６－６８）上に固定化した。分析は、０．０５％の界面活性剤Ｐ
２０（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号ＢＲ－１０００－５４）及び２ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ
（ＥＭＤ社カタログ番号２９３０）を含有するＰＢＳ（ＧＩＢＣＯ社、カタログ番号１４
０４０－１３３）を用い、２５℃で行った。
【０３３０】
　前記抗体は、個々のフローセル内で１０μＬ／分の流速で捕捉した。各抗体が各サイク
ルで捕捉される約２０ＲＵの抗体を生じるための注入時間にはばらつきがあった。緩衝液
又は泳動用緩衝液で希釈したＨＧＦ（Ｒ＆Ｄシステムズ社、カタログ番号２９４－ＨＧＮ
－０２５）を対照表面（捕捉抗体なし）及び活性表面（試験対象抗体あり）上に６０μＬ
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／分で２分間順次注入した。解離相を濃度に応じて１５又は９０分間モニターした。その
後、上記表面は、別のサイクルが開始される前に、ｐＨ２．２の１０ｍＭグリシン－ＨＣ
ｌ（ＢＩＡｃｏｒｅ社、カタログ番号ＢＲ－１００３－５４）を６０μＬ／分の流速で３
分間注入して再生させた。試験したＨＧＦ濃度は０．４６ｎＭ及び７．５ｎＭであった。
【０３３１】
　速度論的パラメータは、対照値減算を含むＢＩＡエバリュエーション（商標）ソフトウ
ェアの速度関数を用いて求めた。各抗体の速度論的パラメータｋａ（会合速度定数）、ｋ

ｄ（解離速度定数）及びＫＤ（平衡解離定数）を表１８にまとめた。
【０３３２】
【表１８】

　これらのデータから、これらのヒト化抗体は速い会合速度（ｋａ）、極めて遅い解離速
度（ｋｄ）及び極めて高い親和性（ＫＤ）を有することが分かる。具体的には、これらの
抗体は２．０乃至１２ｐＭの範囲の親和性を有する。
　（実施例１６）
　２５℃及び３７℃における結合親和性の比較
　抗体ＨＥ２Ｂ８－４、ｓｈ２Ｂ８－９、ｓｈ２Ｂ８－１２及びマウス２Ｂ８の結合親和
性及び相互作用の速度を種々の条件下で表面プラスモン共鳴により測定した。
【０３３３】
　マウス抗ヒト免疫グロブリン（ジャクソン・ラボラトリーズ社（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａ
ｂｓ）、２０９－００５）又はウサギ抗マウス免疫グロブリン（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタロ
グ番号ＢＲ－１００５－１４）は、標準的なカップリングプロトコルをメーカーの使用説
明書に従って用いたアミンカップリング（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号ＢＲ－１０００
－５０）によりカルボキシメチル化デキストランＣＭ４センサーチップ（ＢＩＡｃｏｒｅ
、カタログ番号ＢＲ－１００６－６８）上に固定化した。ｓＨ２ｂ８－９及びｓｈ２Ｂ８
－１２についての２５℃における測定の場合、ＣＭ５センサーチップ（ＢＩＡｃｏｒｅ、
カタログ番号ＢＲ－１００６－６８）を用いた。これらの分析は、０．０５％の界面活性
剤Ｐ２０（ＢＩＡｃｏｒｅ、カタログ番号ＢＲ－１０００－５４）及び２ｍｇ／ｍＬのＢ
ＳＡ（ＥＭＤ社カタログ番号２９３０）を含有するＰＢＳ（ＧＩＢＣＯ社、カタログ番号
１４０４０－１３３）を泳動用緩衝液として用い、２５℃及び３７℃で行った。
【０３３４】
　前記抗体は、個々のフローセル内で１０μＬ／分の流速で捕捉した。各抗体が各サイク
ルで捕捉される約２０ＲＵの抗体を生じるための注入時間にはばらつきがあった。緩衝液
又は泳動用緩衝液で希釈したＨＧＦ（Ｒ＆Ｄシステムズ社、カタログ番号２９４－ＨＧＮ
－０２５）を対照表面（捕捉抗体なし）及び活性表面（試験対象抗体あり）上に６０μＬ
／分で２分間順次注入した。解離相を濃度に応じて１５又は９０分間モニターした。その
後、マウス抗ヒト免疫グロブリンセンサーチップの表面は、別のサイクルが開始される前
に、ｐＨ２．２の１０ｍＭグリシン－ＨＣｌ（ＢＩＡｃｏｒｅ社、カタログ番号ＢＲ－１
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００３－５４）を６０μＬ／分の流速で３分間注入して再生させた。ウサギ抗マウスグロ
ブリンセンサーチップの表面は、別のサイクルが開始される前に、ｐＨ１．７の１０ｍＭ
グリシン－ＨＣｌ（ＢＩＡｃｏｒｅ社、カタログ番号ＢＲ－１００３－５４）を６０μＬ
／分の流速で３分間注入して再生させた。試験したＨＧＦ濃度は０．４６ｎＭ及び７．５
ｎＭであった。
【０３３５】
　速度論的パラメータは、対照値減算を含むＢＩＡエバリュエーションソフトウェアの速
度関数を用いて求めた。各抗体の速度論的パラメータｋａ（会合速度定数）、ｋｄ（解離
速度定数）及びＫＤ（平衡解離定数）を下記の表１９にまとめた。
【０３３６】
【表１９】

　予想どおり、会合速度定数は温度の上昇と共に増大した。意外なことに、解離定数は温
度の対応する上昇と共に増大することはなかった。その結果、全体としての平衡解離定数
（ＫＤ）は、生理的温度（３７℃）で約１．４乃至３倍小さい（高い親和性）ものであっ
た。
　（実施例１７）
　ヒト化２Ｂ８変異体の中和活性
　実施例１４で作製した抗体について、（ａ）ｃ－ＭｅｔへのｈＨＧＦの結合を阻害し、
（ｂ）４ＭＢｒ－５細胞におけるＢｒｄＵ取り込みのＨＧＦによる促進を阻害する能力を
特性化した。
【０３３７】
　ＨＧＦ－Ｍｅｔ結合阻害試験（中和試験）は以下のようにして実施した。ｃ－Ｍｅｔへ
のｈＨＧＦの結合を阻害する抗体の能力についてはＥＬＩＳＡにより試験した。すなわち
、ワラック９６穴ＤＥＬＦＩＡアッセイプレート（ワラック社、カタログ番号ＡＡＡＮＤ
－０００１）を６．２５μｇ／ｍＬ　ＨＧＦ（Ｒ＆Ｄシステムズ社、カタログ番号２９４
－ＨＧＮ－０２５）の炭酸コーティング緩衝液（１５ｍＭ　Ｎａ２ＣＯ３及び３４ｍＭ　
ＮａＨＣＯ３、ｐＨ９．０）溶液１００μＬにより４℃で１６時間コーティングした。次
に、このプレートを室温で１時間５％脱脂粉乳のＰＢＳ溶液２００μＬでブロックした。
抗体は、別のプレートにおいて５％脱脂粉乳のＰＢＳ溶液に溶解した２ｎＭのビオチニル
化ｃ－Ｍｅｔに検討対象の抗体を漸増濃度（０．０３３乃至２５０ｎＭ、２倍段階希釈）
で加えることにより調製した。ｃ－Ｍｅｔ（Ｒ＆Ｄシステムズ社、カタログ番号３５８－
ＭＴ／ＣＦ）のビオチニル化は、１０：１のビオチン／ｃ－Ｍｅｔ比でメーカーの使用説
明書に従って行う（ピアス社（Ｐｉｅｒｃｅ）、カタログ番号２１３３５）。ウェル当た
り１００μＬのサンプルを上記アッセイプレートに移し、室温で２時間インキュベートし
た。次いで、上記で得られたプレートをＰＢＳ－０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０で３回洗浄し
た後、ＤＥＬＦＩＡアッセイ緩衝液（ワラック社、カタログ番号４００２－００１０）で
１：１，０００に希釈したＥｕ標識ストレプトアビジン（ワラック社、カタログ番号１２
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４４－３６０）と共に室温で１時間インキュベートした。その結果得られたプレートをＤ
ＥＬＦＩＡ洗浄液（ワラック社、カタログ番号４０１０－００１０）で３回洗浄した後、
１００μＬ／ウェルのＤＥＬＦＩＡ強化溶液（ワラック社、＃４００１－００１０）と共
に攪拌しながら室温で１５分間インキュベートした。上記プレートは、ユウロピウム法を
用いるビクター３Ｖ装置（パーキンエルマー社）で読み取らせた。ＩＣ５０値はプリズム
（Ｐｒｉｓｍ）を用いて算出した。
【０３３８】
　得られたＩＣ５０値を表２０に示した。
【０３３９】
【表２０】

　この表２０の結果から明らかなように、試験したヒト化抗体はｃ－ＭｅｔへのＨＧＦの
結合を効率的に中和する。
【０３４０】
　表１７の抗体は、実施例７（ｂ）で説明した細胞増殖アッセイにおいても試験した。そ
の結果は下記の表２１にまとめた。
【０３４１】

【表２１】

　この表２１の結果から明らかなように、試験したヒト化抗体は全て４ＭＢｒ－５細胞の
ＨＧＦ誘発性増殖を抑制する。
　（実施例１８）
　ヒト化２Ｂ８変異体の抗散乱活性
　表１７の抗体を実施例８で説明した抗散乱アッセイにおいて試験した。その結果を下記
の表２２にまとめた。
【０３４２】
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【表２２】

　表２２の結果から明らかなように、試験したヒト化抗体は全て、マウスモノクローナル
抗体２Ｂ８と同程度にＨＧＦ誘発性散乱を抑制した。
　（実施例１９）
　ＨＧＦ刺激ｃ－Ｍｅｔリン酸化の阻害
　表１７の抗体を実施例９で説明したｃ－Ｍｅｔリン酸化アッセイにおいて試験した。そ
の結果を下記の表２３にまとめた。
【０３４３】
【表２３】

　表２３の結果から明らかなように、試験したヒト化抗体は、ＰＣ－３細胞においてＨＧ
Ｆ誘発性ｃ－Ｍｅｔリン酸化の強力な阻害剤である。
　（実施例２０）
　Ｕ８７ＭＧ異種移植モデルにおける腫瘍抑制
　Ｕ８７ＭＧ異種移植モデルを用い、本発明のヒト化モノクローナル抗体の腫瘍増殖抑制
能について試験した。Ｕ８７ＭＧ細胞（ＡＴＣＣ）は、ダルベッコ改変イーグル培地（Ｄ
ＭＥＭ：Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　ｍｅｄｉｕｍ）を１０
％ウシ胎仔血清、１００単位／ｍＬペニシリン及び１００μｇ／ｍＬストレプトマイシン
と共に含む培地を用いた、５％ＣＯ２及び９５％空気を含有する雰囲気中３７℃の培養で
増殖させた。これらの細胞は、トリプシン－ＥＤＴＡを用いて培養皿の壁から細胞を剥離
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【０３４４】
　コンフルエントに近い細胞をトリプシン処理により回収し、次いで、５０％マトリゲル
（Ｍａｔｒｉｇｅｌ）（ＢＤバイオサイエンシズ社（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、
カタログ番号３５６２３７）中の細胞５×１０６個を、７週齢雌性ＩＣＲ　ＳＣＩＤマウ
ス（タコニックラボラトリー社（Ｔａｃｏｎｉｃ　Ｌａｂｓ））の肩甲骨間の上背部に皮
下注射した。キャリパで腫瘍の長径（Ｌ）及び短径（Ｗ）（ｍｍ）を測定した。腫瘍容積
（ｖｏｌ．）は、容積（ｍｍ３）＝Ｌ×Ｗ２／２として計算した。腫瘍が約２００ｍｍ３

にまで成長した時に、担腫瘍マウスを１群１０匹の５群に無作為化した。１群にはＰＢＳ
を投与し、１群にはヒトＩｇＧ対照を投与した。その他の４群のそれぞれには、ヒト化抗
体（ＨＥ２Ｂ８－１、ＨＥ２Ｂ８－２、ＨＥ２Ｂ８－３及びＨＥ２Ｂ８－４）のうちの１
種を投与した。抗体は全て、５用量の腹腔内注射により週２回０．２５ｍｇ／ｋｇ体重を
投与した。腫瘍容積及びマウス体重を週２回記録した。スチューデントのｔ－検定を用い
て腫瘍成長の抑制を解析した。
【０３４５】
　試験したヒト化抗体はインビボで活性があった。ＨＥ２Ｂ８－１では５７％の腫瘍成長
抑制（ｐ値：０．０２）、ＨＥ２Ｂ８－２では６１％の腫瘍成長抑制（ｐ値：０．０２）
、ＨＥ２Ｂ８－３では８５％の腫瘍成長抑制（ｐ値：０．０００４）、ＨＥ２Ｂ８－４で
は７４％の腫瘍成長抑制（ｐ値：０．００１）が認められた。有意な体重減少は認められ
なかった。
【０３４６】
　その後の実験は、側腹部に接種された皮下Ｕ８７ＭＧ腫瘍を有する雌性ＮＣＲヌードマ
ウス（タコニックラボラトリー社）において前述のようにして実施した。各群（１群１０
匹）には０．５ｍｇ／ｋｇの以下の処置剤、即ち、ＰＢＳ溶媒対照、ｈｕＩｇＧ対照、Ｈ
Ｅ２Ｂ８－４又はｓｈ２Ｂ８－９のうちの１種を投与した。処置剤は、最低でも５週間、
週２回腹腔内投与した。各投与群は、腫瘍成長の抑制がｓｈ２Ｂ８－９で１１３％、ＨＥ
２Ｂ８－４で１１５％と同様な腫瘍退縮を示し、最低腫瘍成長遅延日数が３０日であった
。両投与とも有意な体重減少がなく、忍容性良好であった。
引用による組込み
　本明細書で触れた特許文献及び科学論文のそれぞれの開示内容はその全体があらゆる目
的で引用により組み込まれている。
【０３４７】
　均等物
　本発明は, 当該発明の精神または主要な特徴から逸脱することなく, 他のさまざまな形
式で実施することができる。そのため、前述の実施態様はあらゆる点で単なる例示にすぎ
ず、本明細書に記載された発明に対して限定的に解釈してはならない。従って、本発明の
範囲は、特許請求の範囲によって示すものであり、明細書の本文によって拘束されるもの
ではない。また、特許請求の範囲の記載内容と同等の範囲に含まれる変形もしくは変更は
、すべて本発明の範囲内のものである。
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