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【手続補正書】
【提出日】令和2年4月28日(2020.4.28)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２２４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２２４】
ｓｃＦｖクローンＲ４Ｃ－Ｃ３
　ｓｃＦｖ Ｒ４Ｃ－Ｃ３の軽鎖可変領域のヌクレオチド配列およびアミノ酸配列を図４
Ａに示す。
　Ｒ４Ｃ－Ｃ３重鎖ヌクレオチド配列およびアミノ酸配列を図５Ａに示す。ｓｃＦｖ Ｒ
４Ｃ－Ｃ３のＶＬおよびＶＨ配列を分析し、軽鎖および重鎖のＣＤＲ領域を図４Ａおよび
５Ａに示すように描写した。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２２６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２２６】
　ｓｃＦｖ重鎖（γ）配列と既知のマウス生殖細胞系免疫グロブリン重鎖配列との比較は
、この鎖が、マウス生殖系列ＩＧＨＶ１Ｓ１２６由来のＶＨセグメント、マウス生殖系列
ＩＧＨＪ２由来のＪＨセグメントおよびのマウス生殖系列ＩＧＨＤ２－１２由来のＤＨセ
グメントを利用することを実証した。ｓｃＦｖ Ｒ４Ｃ－Ｃ３ ＶＨと対応するマウス生殖
系列との間の配列アライメントを図５Ｂに示す。これらのアミノ酸アライメントにより、
ｓｃＦｖ Ｒ４Ｃ－Ｃ３の軽鎖および重鎖の配列が、該生殖系列配列に対して９６．４％
および８２．８％相同であることが明らかとなった。軽鎖配列における変異は、主に、Ｃ
ＤＲ３領域に位置するが（図４Ｂ）、一方、重鎖配列における変異は、ＦＲ１、ＦＲ２、
ＦＲ３および全てのＣＤＲに分布している（図５Ｂ）。重鎖配列における高い突然変異率
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は、ｓｃＦｖ Ｒ４Ｃ－Ｃ３が、親和性成熟プロセスを受け、ＨＬＡ－Ｇ由来ペプチドに
対する強い親和性を獲得したことを証明する。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２２７
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２２７】
実施例３：抗ＨＬＡ－Ｇモノクローナル抗体１５Ｅ７の特徴付け
タンパク質分析
　１５Ｅ７モノクローナル抗体をＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル電気泳動により分析した（図６Ａ
）。重鎖の分子量は、約５０ｋＤａであり、軽鎖の分子量は約２５ｋＤａである。各２個
のコピーを有するため、１５Ｅ７の分子量は１５０ｋＤａと推定され、モノクローナル抗
体１５Ｅ７がマウスＩｇＧ ２ａクラスに属することが確認される。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２２８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２２８】
アイソタイプ特定および親和性決定
　１５Ｅ７のアイソタイプをＥＬＩＳＡにより評価した。１５Ｅ７アイソタイプはＩｇＧ
２ａであると判定された。
　１５Ｅ７の親和性を、材料および方法セクションに記載のＢＬＩＴＺ技術により評価し
た。代表的なデータを図６Ｂに示す。５～６００ｎＭの範囲のＢＳＡに結合したＰＣ－１
を種々の濃度で、バイオセンサーチップに結合した１５Ｅ７と共にインキュベートした。
各濃度について、結合速度（ｋａ）および解離速度（ｋｄ）を測定し、親和性定数ＫＤ（
ｋａ／ｋｄ）を計算するために用いた。親和性定数は１．５７ｎＭと評価された。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２３２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２３２】
　マイルドな酸処置により、細胞表面に結合したＨＬＡクラスＩ不含有重鎖を残して、細
胞表面β２Ｍ分子を放出する（Polakova et al., 1993; Storkus et al., 1993）。未処
置およびｐＨ３．０処置されたＫ５６２－Ｇ１細胞上のＨＬＡ－Ｇ抗原の発現を、天然Ｈ
ＬＡ－Ｇ／β２Ｍ複合体に対するＭＥＭ－Ｇ／９ ｍＡｂを用いてフローサイトメトリー
により分析した。さらに、ヒトβ２ｍに対するｍＡｂを実験の対象として用いて、その放
出を確認した。ＭＥＭ－Ｇ／９ ｍＡｂならびに抗β２Ｍ ｍＡｂは、未処置のＫ５６２－
Ｇ１細胞に結合するが、酸処置は、それらの結合を減少させた。対照的に、１５Ｅ７ ｍ
Ａｂによる検出（marking）では結合が増え、このことは、それが未β２Ｍ結合ＨＬＡ－
Ｇ重鎖を認識することを証明している（図９Ａ）。Ｋ５６２－ＰＶ細胞を陰性対照として
用いた（図９Ｂ）。
【手続補正６】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２３３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２３３】
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　同じ実験を、内生ＨＬＡ－Ｇ１／β２Ｍ複合体を発現するＪＥＧ－３細胞について行っ
た。１５Ｅ７ ｍＡｂは、未処置のＪＥＧ－３細胞に結合しなかったが、酸処置後に染色
が増加し、一方で、ＭＥＭ－Ｇ／９および抗β２Ｍ ｍＡｂの染色は、バックグラウンド
値近くまで低下した（図９Ｃ）。
　これらの結果は、１５Ｅ７ Ｍａｂが免疫原性ｃＰＣ－１ペプチドおよびβ２Ｍ不存在
下で細胞表面ＨＬＡ－Ｇ上に発現されるエピトープを認識することを確認する。
【手続補正７】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０２３５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０２３５】
　実際に、その表面上にヒト古典的ＭＨＣ－Ｉ分子を発現するが、ＨＬＡ－Ｇを発現しな
い、ヒトリンパ腫細胞株（ＬＣＬ－ＤＥＳ、ＬＣＬ－ＢＲＯおよびＲＰＭＩ８８６６）を
、一定濃度の１５Ｅ７（２０μｇ／ｍＬ；１３３ｎＭ）で染色した。この濃度は、Ｋ５６
２－Ｇ１細胞の８０％が染色され、アイソタイプ対照との非特異的結合がこの投与量で検
出されなかったために、用いた。Ｋ５６２－Ｇ１およびＫ５６２－ＰＶ細胞をそれぞれ、
陽性対照および陰性対照として用いた。図１０は、１５Ｅ７が、ＨＬＡ－Ｇ１発現細胞（
Ｋ５６２－Ｇ１）に強く結合するのに対して、古典的ＭＨＣ－Ｉ分子を発現するＨＬＡ－
Ｇ陰性細胞は染色されなかったことを示す。これは、１５Ｅ７モノクローナル抗体がＨＬ
Ａ－Ｇタンパク質に特異的であり、古典的ＭＨＣクラスＩ分子に対して交差反応性を示さ
ないことを実証する。
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