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(57)【要約】
【課題】従来の抗ヒトCD40抗体に比べてより治療効果の高いことが期待されるアゴニステ
ィックな抗ヒトCD40抗体又はその機能的断片の提供。
【解決手段】CD40に対し、アゴニスティックに作用する抗体又はその機能的断片。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ハイブリドーマ2105（受託番号FERM BP-8024）またはF1-102（受託番号ATCC PTA-3337
）により生産される抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のアミノ酸配列を有するヒト
CD40に対する抗体又はアゴニスティックな作用を有するその機能的断片。
【請求項２】
　受託番号ATCC PTA-3302およびATCC PTA-3303であるプラスミドDNAにそれぞれコードさ
れる、ハイブリドーマF2-103の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、受託番
号ATCC PTA-3304およびATCC PTA-3305であるプラスミドDNAにそれぞれコードされる、ハ
イブリドーマF5-77の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、または受託番号A
TCC PTA-3306およびATCC PTA-3307であるプラスミドDNAにそれぞれコードされる、ハイブ
リドーマF5-157の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域の、マチュア部分のア
ミノ酸配列を有するヒトCD40に対する抗体又はアゴニスティックな作用を有するその機能
的断片。
【請求項３】
　配列番号３２および３４にそれぞれ示される、ハイブリドーマ2105の産生する抗体の重
鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列番号３６および３８にそれぞれ示される、ハイブリ
ドーマ110の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列番号４０および４２
にそれぞれ示される、ハイブリドーマ115の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変
領域、配列番号５２および５４にそれぞれ示される、ハイブリドーマKM643-4-11の産生す
る抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列番号６０および６２にそれぞれ示される
、ハイブリドーマF2-103の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、または配列
番号６４および６６にそれぞれ示される、ハイブリドーマF5－77の産生する抗体の重鎖可
変領域および軽鎖可変領域の、マチュア部分のアミノ酸配列を有するヒトCD40に対する抗
体又はアゴニスティックな作用を有するその機能的断片。
【請求項４】
　配列番号３１および３３にそれぞれ示される、ハイブリドーマ2105から単離された核酸
配列にコードされる重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列番号３５および３７にそれぞ
れ示される、ハイブリドーマ110から単離された核酸配列にコードされる重鎖可変領域お
よび軽鎖可変領域、配列番号３９および４１にそれぞれ示される、ハイブリドーマ115か
ら単離された核酸配列にコードされる重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列番号５１お
よび５３にそれぞれ示される、ハイブリドーマKM643-4-11から単離された核酸配列にコー
ドされる重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列番号５９および６１にそれぞれ示される
、ハイブリドーマF2-103から単離された核酸配列にコードされる重鎖可変領域および軽鎖
可変領域、または配列番号６３および６５にそれぞれ示される、ハイブリドーマF5－77か
ら単離された核酸配列にコードされる重鎖可変領域および軽鎖可変領域の、マチュア部分
のアミノ酸配列を有するヒトCD40に対する抗体又はアゴニスティックな作用を有するその
機能的断片。
【請求項５】
　ハイブリドーマ2053または285により産生される抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領
域のアミノ酸配列を有するヒトCD40に対する抗体又はアゴニスティックな作用を有するそ
の機能的断片。
【請求項６】
　ハイブリドーマKM281-1-10（受託番号FERM BP-7579）または4D11（受託番号FERM BP-77
58）により生産される抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のアミノ酸配列を有するヒ
トCD40に対する抗体又はアンタゴニスティックな作用を有するその機能的断片。
【請求項７】
　配列番号４４および４６にそれぞれ示される、ハイブリドーマKM281-1-10の産生する抗
体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、または配列番号４８および５０にそれぞれ示され
る、ハイブリドーマ4D11の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域の、マチュア
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部分のアミノ酸配列を有するヒトCD40に対する抗体又はアンタゴニスティックな作用を有
するその機能的断片。
【請求項８】
　配列番号４３および４５にそれぞれ示される、ハイブリドーマKM281-1-10から単離され
た核酸配列にコードされる重鎖可変領域および軽鎖可変領域、または配列番号４７および
４９にそれぞれ示される、ハイブリドーマ4D11の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖
可変領域から単離された核酸配列にコードされる重鎖可変領域および軽鎖可変領域の、マ
チュア部分のアミノ酸配列を有するヒトCD40に対する抗体又はアンタゴニスティックな作
用を有するその機能的断片。
【請求項９】
　ハイブリドーマKM281-2-10-1-2、KM283-5、KM292-1-24、KM225-2-56、5H10、11E1また
は5G3により産生される抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のアミノ酸配列を有する
ヒトCD40に対する抗体又はアンタゴニスティックな作用を有するその機能的断片。
【請求項１０】
　ヒト抗体である、請求項１～５のいずれかに記載のヒトCD40に対する抗体又はアゴニス
ティックな作用を有するその機能的断片。
【請求項１１】
　ヒト抗体である、請求項６～９のいずれかに記載のヒトCD40に対する抗体又はアンタゴ
ニスティックな作用を有するその機能的断片。
【請求項１２】
　請求項１～５および１０のいずれかに記載のヒトCD40に対する抗体又はアゴニスティッ
クな作用を有するその機能的断片を有効成分として含む医薬組成物。
【請求項１３】
　請求項６～９および１１のいずれかに記載のヒトCD40に対する抗体又はアンタゴニステ
ィックな作用を有するその機能的断片を有効成分として含む医薬組成物。
【請求項１４】
　請求項１～５および１０のいずれかに記載のヒトCD40に対する抗体又はアゴニスティッ
クな作用を有するその機能的断片を有効成分として含む、免疫賦活化剤、抗腫瘍剤又は自
己免疫疾患治療剤。
【請求項１５】
　請求項６～９および１１のいずれかに記載のヒトCD40に対する抗体又はアンタゴニステ
ィックな作用を有するその機能的断片を有効成分として含む、免疫抑制剤、自己免疫疾患
治療剤、アレルギー治療剤又は血液凝固第VIII因子阻害症候群治療剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒトのB細胞、樹状細胞（DC）等の表面に存在するヒトCD40抗原を認識する
抗体又はその機能的断片に関する。具体的には、本発明は樹状細胞（DC）表面のヒトCD40
抗原に対して実質的にアンタゴニスティックである抗ヒトCD40抗体又はその機能的断片、
および従来の抗ヒトCD40抗体に比べてより治療効果の高いことが期待されるアゴニスティ
ックな抗ヒトCD40抗体又はその機能的断片に関する。
【背景技術】
【０００２】
1. CD40
　CD40は分子量50kDaの細胞膜表面に存在する抗原であり、B細胞、樹状細胞（DC）、ある
種の癌細胞、そして胸腺上皮細胞に発現している。CD40はB細胞やDCの増殖、分化に重要
な働きをしていることが知られている。CD40は、ヒトB細胞表面に発現する抗原として同
定され(非特許文献１及び２を参照)、アミノ酸配列の相同性から、CD40は、低親和性NGF
レセプターやTNFレセプター、CD27、OX40、CD30などが属しているTNFレセプターファミリ
ーの1つのメンバーとして考えられている。ヒトおよびマウスのCD40に対するリガンド（C
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D40L）は、近年遺伝子クローニングされ、II型膜蛋白質であること、及び活性化したCD4
＋T細胞に発現していることが分かった。CD40Lは、強力な活性化シグナルをヒトおよびマ
ウスのB細胞に導入することも分かっている。
【０００３】
　また、樹状細胞にはB細胞よりも多くのCD40発現が確認されており、重要な役割を担っ
ていることが明らかとなってきた。CD40がCD40Lと結合すると、抗原提示細胞（APC）の活
性化、すなわちCD80（B7-1）やCD86（B7-2）などの補助刺激分子の発現、あるいはIL-12
の産生が増強される(非特許文献３及び４を参照）。樹状細胞は強い抗原提示能を有し、
強力なヘルパーT（Th）細胞活性化能を持っている。また、ナイーブ（naive） Th細胞のT
h1又はTh2細胞への分化を樹状細胞が制御していると考えられている。ミエロイド系樹状
細胞である末梢血単球をGM-CSF及びIL-4とともに培養してCD40Lにより成熟させた樹状細
胞（DC1）はin vitroにおいて、IL-12産生能を有し、異系naive Th細胞を刺激活性化し、
IFNγ産生T細胞を誘導する（すなわちTh1への分化を促す）。この作用は抗IL-12抗体によ
り阻害されることから、IL-12を介した反応と考えられる。一方リンパ組織T領域や、末梢
血に存在するplasmacytoid T 細胞をIL-3、CD40リガンドとともに培養したリンパ球系樹
状細胞（DC2）は、IL-12産生能は有さず、そして異系naive Th細胞を刺激活性化し、IL-4
産生T細胞を誘導し、Th2への分化を促進することが示されている。Th1細胞は細胞性免疫
の活性化にかかわり、Th2細胞は液性免疫能を高めると同時に細胞性免疫能の抑制に関与
すると考えられている。Th1細胞のヘルプで活性化された細胞傷害性T細胞（CTL）は、細
胞質内で増殖する病原体（多くのウィルス、リステリア菌、結核菌、およびトキソプラズ
マ原虫など）や腫瘍細胞を除去することができる。
【０００４】
　膜表面に発現したCD40を認識する抗CD40モノクローナル抗体が、B細胞に対していろい
ろな生物活性を示すことは示されてきた。抗CD40モノクローナル抗体は、CD40とCD40Lと
の相互作用に対してアゴニスティックなものと、アンタゴニスティックなものとに大別さ
れる。
【０００５】
2. アゴニスティック抗体
　アゴニスティック抗体の作用として、B細胞の活性化が知られている。たとえば、抗CD4
0抗体が細胞接着を誘導する（非特許文献５及び６を参照）、細胞の大きさを増進する（
非特許文献６及び７を参照）、抗IgM抗体、抗CD20抗体またはphorbol esterのみで活性化
されたB細胞の分裂を誘導する（非特許文献８～１０を参照）、IL4存在下でB細胞の分裂
を誘導する(非特許文献７及び１１を参照）、IL-4刺激、T細胞除去培養細胞のIgE（非特
許文献１２及び１３を参照）、IgG、IgM（非特許文献１３を参照）の発現を誘導する、IL
-4によるB細胞からの可溶性CD23／FceRIIの分泌と（非特許文献１４及び１５を参照）細
胞上の発現増強（非特許文献１６を参照）をする、IL-6の生産を促進する（非特許文献１
７を参照）ことが報告されている。さらには、CDw32＋接着細胞存在下で、IL-4及び抗CD4
0抗体を添加することにより、ヒト初代培養B細胞から、B細胞クローンを樹立することや
（非特許文献１８を参照）、胚中心の中心細胞のアポトーシスが、抗原レセプターの働き
にかかわらず、CD40を介して阻害されること（非特許文献１９を参照）が報告されている
。以上のようにCD40は、ヒトB細胞表面に発現する抗原として同定されたため、単離され
た抗体の多くは、主にヒトB細胞に対する増殖分化誘導機能、癌細胞における細胞死誘導
活性を指標に評価されてきた(非特許文献２０～２２を参照)。
【０００６】
　抗CD40抗体がDCを成熟させることが示された（非特許文献２３を参照）。さらに、抗原
特異的CD8T細胞プライミングにおけるCD4T細胞の役割は、CD40-CD40Lシグナリングを介し
たDCの活性化にあることが報告され、抗CD40モノクローナル抗体(mAb)により、樹状細胞
（DC）の活性化におけるCD4ヘルパーT細胞の役割を代替できることが示された（非特許文
献２４を参照）。また、マウスにおいて抗CD40抗体の投与によりCD40を発現する腫瘍細胞
のみならず非発現腫瘍細胞からも生体を防御可能であることが示された（非特許文献２５
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を参照）。
【０００７】
　今まで報告されてきた抗体はDC細胞に対する効果を指標に単離されているものは少ない
。しかしDC細胞の機能修飾という点からは、B細胞に作用する抗体を選別したのでは、治
療薬としては不充分である可能性が高い。マウスCD40に対する抗体のモノクローナル抗体
では、抗体の認識するエピトープによって、DCには反応するが血管内皮細胞には反応しな
いクローンと、逆にDCには反応しないが血管内皮細胞には反応するクローンとが存在する
と報告されている（非特許文献２６を参照）。ヒトCD40抗体に関してもエピトープによっ
てDCへの結合や作用の異なることが推測される。
【０００８】
　抗CD40抗体又はCD40リガンドによりCD40を発現するリンパ腫細胞株の増殖を抑制し、細
胞死を誘導できることが分かっている（非特許文献２３及び２７～２９を参照）。アゴニ
スティック抗体において興味深いことは、抗体の働きがCD40Lの機能と必ずしも一致しな
いことである。B細胞に対する活性化作用とB細胞腫瘍に対する増殖抑制作用も、必ずしも
一致しない。DC活性化能と腫瘍細胞増殖抑制作用を併せ持つ抗体の開発が望ましい。また
、アゴニスティック抗体の中には、CD40LのCD40への結合を、阻害するものも、しないも
のも存在する（非特許文献３０を参照）。例えば、G28-5（ATCC No.HB-9110）の生産する
抗体はCD40Lと競合するため、CD40Lとの併用効果はない。抗体によってCD40発現細胞の活
性化の程度にも差がある。単独で弱いアゴニスティック活性を示す抗体でも、CD40リガン
ドと併用することによって、CD40リガンド単独による活性よりも、抗体存在下で活性が著
しく促進する場合がある。逆に、単独でアゴニスティック活性を示す抗体でも、CD40リガ
ンドを阻害することによって、CD40リガンド単独による活性よりも、抗体存在下での活性
を低下させてしまう場合がある（非特許文献３１を参照）。CD40リガンドと競合しない抗
体では、それ自身による腫瘍細胞の増殖抑制作用は弱くとも、CD40リガンド存在下ではよ
り強い増殖抑制ができることが示されている（非特許文献２９を参照）。このことから、
CD40に結合し、それ自身で細胞増殖を抑制する抗体でありながら、CD40リガンドのCD40に
対する結合は阻害しないような抗体を開発することが望ましい。このような特徴を生かす
ことにより、可溶性CD40Lよりも有効な治療薬を開発できる可能性がある。たとえば、可
溶性CD40LはCD40と結合し活性化するが、同時に生体内に存在しているCD40Lの働きを抑制
する。CD40Lと競合しない抗体ならば、このようなことは起こらず、相乗効果により、よ
り良い治療効果が期待できる。
【０００９】
3. アンタゴニスティック抗体
　一方、上記のように、CD40が免疫反応において重要な役割を担っていることから、CD40
とそのリガンドの結合を阻害することで、臓器移植時の免疫抑制や自己免疫疾患の治療薬
が開発できると期待される。Sawada-Haseらは、クローン病患者の末梢血中の単球ではCD4
0を強く発現する細胞の割合が上昇していることを報告している。しかしながら、CD40と
そのリガンドの結合を阻害する抗体については、まだ良く分かっていない。そのような阻
害性抗体は、たとえば、CD40の機能解析や、CD40の活性化が必要な疾患の治療に有効であ
る可能性がある。また、CD40リガンドに対する阻害抗体も、CD40とCD40リガンドとの結合
が関与する疾患薬として有効である可能性が示されている。しかしながら、CD40Lは活性
化した血小板に発現するという報告（非特許文献３２を参照）があるため、抗CD40L抗体
を治療薬として使った場合、血栓を引き起こす危険性が存在することが報告されている（
非特許文献３３を参照）。このような観点から、CD40とそのリガンドの結合を阻害する抗
体治療薬としては、抗CD40L抗体よりも、むしろCD40に対する抗体の方が安全性に優れる
と期待できる。抗CD40抗体としてはCD40LのCD40への結合を抑制し、なおかつ、抗体自身
がCD40を活性化しないことが必要とされる。
【００１０】
　ヒトCD40に特異的に結合し、CD40LのCD40への結合を抑制し、なおかつ、CD40を活性化
しない抗体についての報告は、過去に膨大な量の研究がなされてきたにもかかわらず、5D
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12と命名されたマウス抗ヒトCD40抗体のわずか１例のみである(非特許文献３４を参照）
。まして、B細胞に対して中和活性を示す抗体が、DC細胞に対しても同様に、CD40リガン
ドの作用を中和できるかどうかは知られていなかった。さらに、ビオチン化した抗マウス
CD40抗体の作用が、アビジンでの架橋によって増強されることが報告されている（非特許
文献３５を参照）。本発明者は可溶性リガンドに予め遺伝子工学的に付与された、タグ（
FLAG）に対する抗体（M2）を用いて、可溶性CD40リガンドのB細胞株（Ramos細胞）に対す
る作用を増強し、その中和活性を測定したところ、5D12（ATCC No.HB-11339）がわずかに
しか中和活性を示さないことを確認した。
【００１１】
　本発明者は新たに、アンタゴニスト抗体である5D12が架橋によって、CD40Lの非存在下
であっても、抗体単独でアゴニスト活性を持つことを見出した。従来、マウスCD40抗体の
作用がビオチンとアビジン架橋によって増強されることが報告されている（非特許文献３
５を参照）。また、プレートに固相化した抗免疫グロブリン抗体を用いて、CD40抗体を固
相化することで、腫瘍細胞の増殖抑制活性が増加することが知られていたが、これは固相
化による効果と考えられていた。しかし、培養液中に抗免疫グロブリン抗体を添加し、抗
CD40抗体を架橋することによって、アンタゴニスティック抗体であってもアゴニスティッ
ク活性を示す可能性があることは知られていなかった。治療に用いる抗体に抗原性があれ
ば、ヒトの体内でCD40抗体に結合する抗体が生じ、CD40抗体が架橋されることによって、
あたかもCD40リガンドのような活性を生じる、全く逆の作用が懸念される。したがって治
療薬の安全性の点から、抗体の抗原性を低く押さえることが非常に重要であると考えられ
る。マウス抗体の可変領域の配列をもとに、ヒト化技術により、治療薬として開発する場
合、ヒト化抗体は免疫原性があることが知られているため、投与後に抗ヒト化抗CD40抗体
ができる可能性があり、アゴニスティック抗体となる危険がある。また抗原性が低くとも
、抗体レセプター（FcR）によって抗CD40抗体が架橋される可能性もある。これらの点か
ら、アンタゴニスティック抗体は、CD40に特異的に結合し、CD40Lの結合を抑制し、かつ
、架橋によってもCD40を活性化しないヒト抗体であって、FcRへの結合が弱いことが望ま
しいと考えられる。
【００１２】
【非特許文献１】E. A. Clark et. al., Proc. Natl.Acad. Sci. USA 83: 4494, 1986
【非特許文献２】I. Stamenkovic et. al., EMBO J. 8:1403, 1989
【非特許文献３】Caux, C., et al., J.Exp.Med., 180:1263,1994
【非特許文献４】Shu, U.,et al., Eur.J.Immunol.,25:1125,1995
【非特許文献５】Barrett et al., J. Immunol. 146: 1722, 1991
【非特許文献６】Gordon et al., J. Immunol. 140: 1425, 1988
【非特許文献７】Valle et al., Eur. J. Immunol. 19: 1463, 1989
【非特許文献８】Clark and Ledbetter, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4494, 1986
【非特許文献９】Gordon et al., LEUCOCYTE TYPING III. A. J. McMicheal ed. Oxford 
University Press. Oxford, p.426
【非特許文献１０】Paulie et al., J. Immunol.142: 590,1989
【非特許文献１１】Gordon et al., Eur. J. Immunol. 17: 1535, 1987
【非特許文献１２】Jabara et al., J. Exp. Med. 172: 1861, 1990
【非特許文献１３】Gascan et al., J Immunol. 147:8,1991
【非特許文献１４】Gordon and Guy, Immunol. Today 8:339, 1987
【非特許文献１５】Cairns et al., Eur. J. Immunol. 18: 349, 1988
【非特許文献１６】Challa A, Allergy, 54: 576, 1999
【非特許文献１７】Clark and Shu, J. Immunol. 145: 1400, 1990
【非特許文献１８】Bancherauet al., Science 241:70,1991
【非特許文献１９】Liu et al., Nature 342: 929,1989
【００１３】
【非特許文献２０】Katira, A. et. al., LEUKOCYTE TYPING V. S. F. Schlossossman, e
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t. al. eds.p.547. Oxford University Press. Oxford
【非特許文献２１】W. C. Flansow et. al., LEUKOCYTE TYPING V. S. F. Schlossossman
, et. al. eds.p.555. Oxford University Press. Oxford
【非特許文献２２】J. D. Pound et. al., International Immunology, 11: 11, 1999
【非特許文献２３】Z. H. Zhou et. al., Hybridoma, 18:471 1999
【非特許文献２４】Shoenberger, S.P., et.al., Nature, 480,1998
【非特許文献２５】French,R.R., et.al., Nature Medicine, 5,1999
【非特許文献２６】Van Den Berg, TK, et.al., Immunology, 88:294, 1996
【非特許文献２７】Funakoshi S et al., Blood, 83: 2782, 1994
【非特許文献２８】Funakoshi S et al., Journal of Immunotherapy, 19,93,1996
【非特許文献２９】Joseph A et al., Cancer Research, 60: 3225, 2000
【非特許文献３０】Challa A et al., Allergy, 54: 576, 1999
【非特許文献３１】Pound et al.,International Immunology, 11:11,1999
【非特許文献３２】V. Henn et. al., Nature 391: 591, 1998
【非特許文献３３】T. Kawai et. al., Nat. Medi. 6: 114, 2000
【非特許文献３４】J. Kwekkeboom et. Al., Immunology 79: 439, 1993
【非特許文献３５】Johnson et al., Eur J Immunol, 24,: 1835, 1994
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　上述のように、近年DC細胞の機能解析が進み、CD40はDC細胞の働きを制御する、重要な
遺伝子として認識され始めた。このような背景から、本発明は、DC細胞を用いた評価系を
採用することにより、樹状細胞（DC）表面のヒトCD40抗原に対しても実質的にアンタゴニ
スティックである抗ヒトCD40抗体又はその機能的断片、および従来の抗ヒトCD40抗体に比
べてより治療効果の高いことが期待されるアゴニスティックな抗ヒトCD40抗体又はその機
能的断片を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明者らは、ヒトCD40に対する抗体の作製に関して鋭意研究した結果、従来知られて
いる抗CD40抗体に比して、より疾患への治療効果が高いと考えられる新規なアゴニスティ
ック抗体、及びアンタゴニスティック抗体を作製することに成功し、本発明を完成した。
すなわち、本発明は以下の通りである。
【００１６】
（１）以下の(a)～(f)から選ばれる少なくとも１つの性質を有する、ヒトCD40に対する抗
体又はその機能的断片。
  (a) 樹状細胞に作用し、LPS及びIFNγの存在下でIL-12を生産させる
  (b) 樹状細胞に作用し、該樹状細胞を成熟させる活性がG28-5抗体よりも高い
  (c) B細胞樹立細胞株に対して、CD95の発現を促進する活性がG28-5抗体よりも高い
  (d) B細胞樹立細胞株に対して増殖を抑制する活性がG28-5抗体よりも高い
  (e) B細胞樹立細胞株に対して細胞死を誘導する
  (f) CD40リガンドのCD40に対する結合を阻害しない
【００１７】
（２）上記本発明の抗体又はその機能的断片は、樹状細胞の成熟が、20μg/ml以下の濃度
で行われるものである。また、B細胞樹立細胞株に対してCD95の発現の促進は、20μg/ml
以下の抗体濃度で行われる。B細胞樹立細胞株としては、例えばRamos又はHS-Sultonが挙
げられる。
【００１８】
（３）また、上記本発明の抗体又はその機能的断片は、1x106個/mlの濃度の樹状細胞に、
0.1μg/ml以上の濃度の抗体が添加された場合は、100pg/ml以上のIL-12の生産をもたらす
ものであり、1μg/ml以上の濃度の抗体が添加された場合は、1000pg/ml以上、好ましくは
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10000pg/ml以上のIL-12の生産をもたらすものである。
【００１９】
（４）さらに、上記本発明の抗体又はその機能的断片は、B細胞樹立細胞株（Ramos細胞）
に対するCD95の発現促進が、抗体濃度0.01μg/mlから10μg/mlの範囲において、対照であ
るG28-5抗体の約2倍から3倍以上となるものである。例えば、抗体濃度0.01μg/mlでは、
対照であるG28-5抗体の約２倍から６倍以上であり、抗体濃度0.1μg/mlでは、対照である
G28-5抗体の約２倍から７倍以上であり、抗体濃度1μg/mlでは、対照であるG28-5抗体の
約２倍から７倍以上であり、そして抗体濃度10μg/mlでは、対照であるG28-5抗体の約２
倍から６倍以上である。
【００２０】
（５）ハイブリドーマKM302-1（受託番号FERM BP-7578）、KM341-1-19（受託番号FERM BP
-7759）、2105（受託番号FERM BP-8024）またはF1-102（受託番号ATCC PTA-3337）により
生産される抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域のアミノ酸配列を有する抗体又はその
機能的断片。

【００２１】
（６）受託番号ATCC PTA-3302およびATCC PTA-3303であるプラスミドDNAにそれぞれコー
ドされる、ハイブリドーマF2-103の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、受
託番号ATCC PTA-3304およびATCC PTA-3305であるプラスミドDNAにそれぞれコードされる
、ハイブリドーマF5-77の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、または受託
番号ATCC PTA-3306およびATCC PTA-3307であるプラスミドDNAにそれぞれコードされる、
ハイブリドーマF5-157の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域の、マチュア部
分のアミノ酸配列を有する抗体又はその機能的断片。
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【００２２】
（７）配列番号２８および３０にそれぞれ示される、ハイブリドーマKM341-1-19の産生す
る抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列番号３２および３４にそれぞれ示される
、ハイブリドーマ2105の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列番号３６
および３８にそれぞれ示される、ハイブリドーマ110の産生する抗体の重鎖可変領域およ
び軽鎖可変領域、配列番号４０および４２にそれぞれ示される、ハイブリドーマ115の産
生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列番号５２および５４にそれぞれ示さ
れる、ハイブリドーマKM643-4-11の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配
列番号６０および６２にそれぞれ示される、ハイブリドーマF2-103の産生する抗体の重鎖
可変領域および軽鎖可変領域、または配列番号６４および６６にそれぞれ示される、ハイ
ブリドーマF5－77の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域の、マチュア部分の
アミノ酸配列を有する抗体又はその機能的断片。
【００２３】
（８）配列番号２７および２９にそれぞれ示される、ハイブリドーマKM341-1-19から単離
された核酸配列にコードされる重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列番号３１および３
３にそれぞれ示される、ハイブリドーマ2105から単離された核酸配列にコードされる重鎖
可変領域および軽鎖可変領域、配列番号３５および３７にそれぞれ示される、ハイブリド
ーマ110から単離された核酸配列にコードされる重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列
番号３９および４１にそれぞれ示される、ハイブリドーマ115から単離された核酸配列に
コードされる重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列番号５１および５３にそれぞれ示さ
れる、ハイブリドーマKM643-4-11から単離された核酸配列にコードされる重鎖可変領域お
よび軽鎖可変領域、配列番号５９および６１にそれぞれ示される、ハイブリドーマF2-103
から単離された核酸配列にコードされる重鎖可変領域および軽鎖可変領域、または配列番
号６３および６５にそれぞれ示される、ハイブリドーマF5－77から単離された核酸配列に
コードされる重鎖可変領域および軽鎖可変領域の、マチュア部分のアミノ酸配列を有する
抗体又はその機能的断片。
【００２４】
（９）以下の(g)～(j)から選ばれる少なくとも１つの性質を有する、ヒトCD40に対する抗
体又はその機能的断片。
  (g) CD40に対するリガンドの作用を中和する
  (h) B細胞樹立細胞株上のCD40に対するリガンドがCD40発現細胞に与える影響の1つ以上
を中和又は緩和し、かつ、抗免疫グロブリン抗体による架橋によって前記B細胞樹立細胞
株上のCD40に対するアゴニスティックな作用が5D12より弱い
  (i) B細胞樹立細胞株に対して、CD40リガンドが、CD95の発現を増加させる作用を緩和
又は中和する
  (j) 樹状細胞に発現するCD40に対してアンタゴニスティックな作用を有する
【００２５】
（１０） 上記（９）の抗体又はその機能的断片は、飽和量のCD40L発現細胞を添加した1x
106個/mlの濃度のRamos細胞に、0.1 μg/mlの濃度の抗体が添加された場合は、Ramos細胞
のCD95の発現を対照の約10％以下に抑制しうるものであり、  1 μg/mlの濃度の抗体が添
加された場合は、Ramos細胞のCD95の発現が陰性コントロールと同レベルまで抑制される
ものであり、10μg/mlの濃度の抗体が添加された場合は、Ramos細胞のCD95の発現が陰性
コントロールと同レベルまで抑制されるものである。
【００２６】
（１１）上記（９）の抗体又はその機能的断片は、インビトロにおいて、可溶性CD40L（1
μg/ml）を添加した1x105個の扁桃腺Ｂ細胞に、0.001μg/mlから10μg/mlの濃度の抗体が
添加された場合に、扁桃腺Ｂ細胞の増殖が約８０から９５％以上抑制されるものである。
例えば、0.01μg/mlから10μg/mlの濃度の抗体が添加された場合は、扁桃腺Ｂ細胞の増殖
が約９５％以上抑制されるものであり、特に、0.001μg/mlの濃度の抗体が添加された場
合は、扁桃腺Ｂ細胞の増殖が約８０％以上抑制されるものである。
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【００２７】
（１２）ハイブリドーマKM281-1-10（受託番号FERM BP-7579）、4D11（受託番号FERM BP-
7758）またはF4-465（受託番号ATCC PTA-3338）により生産される抗体の重鎖可変領域お
よび軽鎖可変領域のアミノ酸配列を有する抗体又はその機能的断片。

【００２８】
（１３）配列番号４４および４６にそれぞれ示される、ハイブリドーマKM281-1-10の産生
する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列番号４８および５０にそれぞれ示され
る、ハイブリドーマ4D11の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖可変領域、または配列
番号５６および５８にそれぞれ示される、ハイブリドーマF4-465の産生する抗体の重鎖可
変領域および軽鎖可変領域の、マチュア部分のアミノ酸配列を有する抗体又はその機能的
断片。
【００２９】
（１４）配列番号４３および４５にそれぞれ示される、ハイブリドーマKM281-1-10から単
離された核酸配列にコードされる重鎖可変領域および軽鎖可変領域、配列番号４７および
４９にそれぞれ示される、ハイブリドーマ4D11の産生する抗体の重鎖可変領域および軽鎖
可変領域、または配列番号５５および５７にそれぞれ示される、ハイブリドーマF4-465か
ら単離された核酸配列にコードされる重鎖可変領域および軽鎖可変領域の、マチュア部分
のアミノ酸配列を有する抗体又はその機能的断片。
【００３０】
（１５）上記（１）～（１４）の抗体又はその機能的断片としては、ヒト抗体のものが挙
げられる。
（１６）上記（１）～（１５）のいずれかの抗体又はその機能的断片を有効成分として含
む医薬組成物。
（１７）上記（１）～（８）のいずれかに記載の抗体又はその機能的断片を有効成分とし
て含む、免疫賦活化剤、抗腫瘍剤又は自己免疫疾患治療剤。
（１８）上記（９）～（１４）のいずれかに記載の抗体又はその機能的断片を有効成分と
して含む、免疫抑制剤、自己免疫疾患治療剤、アレルギー治療剤又は血液凝固第VIII因子
阻害症候群治療剤。
【００３１】
（１９）ここで、本発明のモノクローナル抗体の認識するヒトＣＤ４０のエピトープは、
ヒトＣＤ４０の一次アミノ酸配列から得られたオーバーラップする合成オリゴペプチドへ
の結合を調べるなどの周知の方法によって決定することができる（例えばEd Harlow and 
David Lane(eds.), Antibodies: A Laboratory Manual, 1988 Cold Spring Harbor Labor
atory Press; US Patent No. 4708871）。ファージディスプレイによるペプチドライブラ
リーキット（New England Biolabs）をエピトープマッピングに用いることもできる。本
発明は、上述した個々のハイブリドーマによって産生される抗体又はその機能的断片の認
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識するヒトＣＤ４０の新規なエピトープを認識する抗体又はその機能的断片をも包含する
。
【００３２】
（２０）本発明はさらに、上述した個々のハイブリドーマから単離された、抗体の重鎖お
よび／または軽鎖の少なくとも可変領域をコードする核酸（RNAまたはcDNA）、該核酸を
含むベクター、該核酸を保持する宿主細胞を提供する。
【発明の効果】
【００３３】
　本発明により、CD40に対する抗体が提供される。本発明の抗体は、CD40に対してアゴニ
スティックに作用するもの及びアンタゴニスティックに作用するものの両者が含まれるた
め、それぞれ、免疫賦活剤、免疫抑制剤等として有用である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３４】
  以下、本発明を詳細に説明する。本明細書は、本願の優先権の基礎であるPCT出願PCT/U
S01/13672（2001年4月27日出願）、日本国特許出願2001-142482号（2001年5月11日出願）
、日本国特許出願2001-310535号（2001年10月5日出願）及び米国特許出願USSN 10/040,24
4(2001年10月26日出願)の明細書及び/又は図面に記載される内容を包含する。
【００３５】
  発明者らは、後述するように、B細胞上のCD40に対してアンタゴニスティックである公
知のモノクローナル抗体5D12（ATCC No.HB-11339）が、DC細胞上のCD40に対してはアンタ
ゴニスティックではなかったという知見を得た。さらに発明者は、CD40Lの作用をブロッ
クするアンタゴニスティック抗体であっても、多くのモノクローナル抗体が抗免疫グロブ
リン抗体による架橋によって、それ自身がアゴニスティック活性を示してしまうことを見
出した。
【００３６】
１．定義
  本明細書で使用する用語の定義は以下のとおりである。
  本発明でいう「ヒトCD40」とは、クラークら（E. A. Clark et. al., Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 83: 4494, 1986）又はスタメンコビックら（I. Stamenkovic et. al., EMBO
 J. 8:1403, 1989)により示されているアミノ酸配列を有するポリペプチドを意味し、特
にB細胞、DC、マクロファージ、内皮細胞、上皮細胞、あるいはそれらの腫瘍細胞表面に
発現する抗原ポリペプチドである。
　「抗CD40モノクローナル抗体」とは、細胞発現CD40、全長CD40又は部分長CD40に対する
モノクローナル抗体のいずれをも意味するが、より好ましくはCD40の細胞外部分に結合し
、CD40を発現している細胞にアゴニスティックまたはアンタゴニスティックな作用をもた
らすモノクローナル抗体を意味する。
【００３７】
  さらに、本発明で「抗体」とは、イムノグロブリンを構成する重鎖可変領域及び重鎖定
常領域並びに軽鎖の可変領域及び軽鎖の定常領域をコードする遺伝子（「抗体遺伝子」と
総称する）に由来するものである。本発明の抗体には、いずれのイムノグロブリンクラス
及びアイソタイプを有する抗体をも包含する。本発明における抗体の「機能的断片」とは
、前記で定義した抗体の一部分（部分断片）であって、抗体の抗原への作用を1つ以上保
持するものを意味し、具体的にはF(ab')2、Fab'、Fab、Fv、ジスルフィド結合FV、一本鎖
FV(scFV)、およびこれらの重合体等が挙げられる（D.J.King., Applications and Engine
ering of Monoclonal Antibodies., 1998 T.J.International Ltd）。
【００３８】
  本発明で「ヒト抗体」とは、ヒト由来の抗体遺伝子の発現産物である抗体を意味する。
　「アゴニスティック」とは、B細胞、腫瘍細胞又は樹状細胞などの細胞表面上に発現す
るCD40に、そのリガンドが結合することを促進する作用、あるいは、CD40リガンドがCD40
発現細胞に与える影響の1つ以上を、CD40を発現する細胞に与える作用を意味し、「アゴ
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ニスティック抗体」とは、そのようなアゴニスティック作用を有する抗体を意味する。
【００３９】
　「アンタゴニスティック」とは、B細胞、腫瘍細胞又は樹状細胞などの細胞表面上に発
現するCD40にそのリガンドが結合することを阻害する作用、あるいは、CD40リガンドがCD
40発現細胞に与える影響の1つ以上を中和する作用を意味し、「アンタゴニスティック抗
体」とはそのような作用を有する抗体を意味する。
【００４０】
  本発明で言う「樹状細胞（DC）」とは、樹状白血球とも呼ばれ、強力な抗原提示機能を
有する細胞の一群を指す。用いる樹状細胞は、例えば骨髄、さい帯血又は末梢血中に含ま
れるCD34陽性前駆細胞を培養することによって誘導される。あるいは、末梢血中のCD14陽
性単球をGM-CSF及びIL-4の存在下で培養することにより得られる。
【００４１】
  「未熟なDC」（Immmature DC）とは、CD14陰性、CD1a強陽性、CD83,CD86陽性、MHCクラ
スII陽性であるDCを意味する。
  「成熟DC」とは、CD14陰性、CD1a陽性でCD83、CD86、MHCクラスII強陽性となったもの
を意味する。
【００４２】
  本発明で「DCを活性化する」とは、CD40による刺激に応答してDCが起こす変化を意味し
、例えば 未成熟DCを成熟化させ、CD80、CD86、HLA-ClassIIを高発現させる、さらにはIL
-12の産生を増強する、あるいはT細胞が共存する場合には、T細胞に刺激を与え、増殖を
促すことを意味する。
【００４３】
  本発明でB細胞、B細胞株を活性化するとは、CD40による刺激に応答して細胞が起こす変
化を意味し、例えばDNA合成を生じ、チミジン取り込みを促進し、CD95の発現量を増加さ
せることをいう。
【００４４】
２．抗体の取得
  本件発明の抗体を取得するためには、抗原として組換え体で生産・精製した可溶性ヒト
CD40、又はヒトCD40を発現する遺伝子組換えマウス細胞株をマウスに免疫することが好適
である。免疫に使用するマウスはヒト抗体を産生するマウス（Tomizuka. et al., Proc N
atl Acad Sci USA., 2000 Vol97:722）であることが望ましい。組換え体で生産・精製し
た可溶性ヒトCD40に結合するモノクローナル抗体を選別することで、B細胞特異的に反応
するクローンを選抜するよりも、B細胞以外の細胞に発現するCD40にも反応する抗体を得
やすいと考えられる。免疫したマウスのリンパ節の細胞や脾細胞を使用し、モノクローナ
ル抗体の製造において慣用されているケーラー及びミルシュタインらの方法（Nature., 1
975 Vol.256:495）を用いてハイブリドーマの作製を行うことができる。
【００４５】
  また、BIAcore 2000（ビアコア社）などの表面プラズモン共鳴測定装置を用いて可溶性
CD40LのCD40への結合を解析し、CD40Lと競合しない抗体を選別する。またBリンパ腫の細
胞増殖抑制を抗体単独で抑制する抗体を選別した。さらに抗体の選別をDCに作用するか否
かを指標として行うことにより、CD40Lと競合せず、樹状細胞又はB細胞に働き、かつCD40
発現癌細胞の増殖を抑制するという利点を備えた抗体を作製・選別しうる。
【００４６】
  本発明の抗体は、取得されたハイブリドーマを培養することによって得られる。また、
B細胞やハイブリドーマ等の抗体産生細胞からヒトモノクローナル抗体又はその可変領域
をコードする遺伝子をクローニングし、適当なベクターに組み込んで、これを宿主（例え
ば哺乳類細胞株、大腸菌、酵母細胞、昆虫細胞、植物細胞など）に導入し、遺伝子組換え
技術を用いて産生させた組換型抗体を調製することができる（P.J.Delves., ANTIBODY PR
ODUCTION ESSENTIAL TECHNIQUES., 1997 WILEY、P.Shepherd and C.Dean., Monoclonal A
ntibodies., 2000 OXFORD UNIVERSITY PRESS, J.W.Goding., Monoclonal Antibodies: pr
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inciples and practice., 1993 ACADEMIC PRESS）。さらに、トランスジェニック動物作
製技術を用いて目的抗体の遺伝子が内在性遺伝子に組み込まれたトランスジェニックなウ
シ、ヤギ、ヒツジまたはブタを作製し、そのトランスジェニック動物のミルク中からその
抗体遺伝子に由来するモノクローナル抗体を大量に取得することも可能である。ハイブリ
ドーマをインビトロで培養する場合には、培養する細胞種の特性、試験研究の目的及び培
養方法等の種々条件に合わせて、ハイブリドーマを増殖、維持及び保存させ、培養上清中
にモノクローナル抗体を産生させるために用いられるような既知栄養培地又は既知の基本
培地から誘導調製されるあらゆる栄養培地を用いて実施することが可能である。
【００４７】
３．スクリーニング
　アゴニスティック抗体の選抜には、ヒトBリンフォーマを用いた解析によって行い、CD9
5発現を促進する抗体の選別が可能である。さらに純化したDCの培養液に抗体を添加し、
成熟させる抗体を選ぶ。あるいは、未熟なDC細胞を用いた混合リンパ球反応でT細胞増殖
活性を示す抗体を選ぶ。さらに成熟したDCに添加しIL-12生産促進作用のある抗体を選ぶ
。また、CD40を発現する腫瘍細胞の増殖を抑制もしくは細胞死誘導活性を持つ抗体を選ぶ
。CD40Lとの競合はBIACoreのような表面プラズモン共鳴測定装置を用いて、可溶性CD40と
可溶性CD40リガンドの結合を抗体が阻害するかどうかで判別できる。あるいは、B細胞株
に対するCD40リガンドの作用を増強するかどうかで判別する。
【００４８】
　アンタゴニスティック抗体の選抜には、ヒトBリンフォーマを用いた解析によって行い
、さらにFLAGをタグとして有する可溶性CD40Lを抗FLAG抗体存在下で添加することで、可
溶性CD40Lの、ヒトBリンフォーマ細胞上のCD40への結合をより強力に阻害する抗体の選別
が可能である。可溶性CD40Lの代りに、CD40Lをコードする遺伝子の導入により、細胞表面
に多くのCD40Lを発現している組換え細胞を用いることも可能である。次いでヒト抗体を
抗ヒトIgG抗体で架橋することで、架橋によってBリンパ腫を活性化してしまうクローンを
除外する。さらに純化し成熟させたDC細胞を用いた混合リンパ球反応でT細胞増殖抑制活
性を示す抗体や、あるいは成熟したDCにCD40リガンドを添加した場合にIL-12生産抑制作
用のある抗体を選ぶ。
【００４９】
  以上のようにして得られた抗体は、少なくとも以下のいずれかの治療効果上有用と考え
られる性質を有するものである。
(1) アゴニスティック抗体の場合
  (a) 樹状細胞に作用し、LPS（リポポリサッカライド）及びIFNγの存在化でIL-12を生
産させる。この場合のLPS濃度は10pg/mlから10ng/mlであり、IFNγの濃度は10-4Mから10-
2Mである。1μg/ml以上の抗体濃度、好ましくは0.1μg/ml以上の抗体濃度において、公知
のアゴニスティック抗CD40抗体であるG28-5抗体を対照とした試験よりもIL-12の生産量が
多い。1x106個/mlの濃度の樹状細胞に抗体濃度0.1μg/ml以上が添加された場合に100pg/m
l以上のIL-12が生産され、あるいは1μg/ml以上が添加された場合に1000pg/ml以上の、好
ましくは10000pg/ml以上のIL-12が生産される（実施例９、実施例１３を参照のこと）。
【００５０】
  (b) 樹状細胞に結合し、樹状細胞を成熟させる作用を有する。しかも、20μg/ml以下の
濃度、好ましくは0.1～15μg/ml、さらに好ましくは5～15μg/mlの濃度で抗体を樹状細胞
とともに培養すると、その成熟させる活性はG28-5抗体よりも高い結果が得られる（実施
例９を参照のこと）。
【００５１】
  (c) B細胞樹立細胞株に対して、CD95の発現を促進する活性がG28-5抗体よりも高い。こ
の場合、10μg/ml以上、好ましくは1μg/ml以上、さらに好ましくは0.1μg/ml以上、より
好ましくは0.01μg/ml以上、最も好ましくは0.001μg/mlを超える抗体濃度において、G28
-5抗体を対照とした試験よりもCD95の発現を促進する活性がG28-5抗体よりも高い。CD95
の発現を促進する活性について、抗体濃度10μg/ml、1μg/ml、0.1μg/ml、0.01μg/mlに
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おいてG28-5抗体を対照とした試験の倍率は以下の通りである（表１）。
【００５２】
【表１】

【００５３】
  CD95の発現が促進するということは、抗体がB細胞樹立細胞株を活性化したことを意味
する。ここで、B細胞樹立細胞株としては、Ramos細胞、HS-Sulton細胞が挙げられる。な
お、Ramos細胞はバーキットリンパ腫であり、ヒトの胚中心のB細胞のモデル細胞である。
HS-Sulton細胞はバーキットリンパ腫である（実施例６、実施例１２を参照のこと）。
【００５４】
  (d) B細胞樹立細胞株（Ramos細胞又はHS-Sulton細胞）に対してDNA合成、チミジン取り
込み、増殖を抑制する活性がG28-5抗体よりも高い。この場合の抗体濃度は、少なくとも0
.05μg/ml、好ましくは0.1～15μg/mlである（実施例８を参照のこと）。
【００５５】
  (e) B細胞樹立細胞株に対して細胞死を誘導する（実施例１6を参照のこと）。
【００５６】
  (f) CD40リガンドのCD40に対する結合を阻害しない。「阻害しない」とは、CD40に予め
抗体が結合した状態であっても（つまり抗体が存在する場合であっても）、該抗体が存在
しない場合と同程度に、CD40LがCD40に結合できることを意味する。CD40リガンドとCD40
はいずれかあるいは双方が膜発現型あるいは可溶性タンパクであっても良い（実施例１１
を参照のこと）。
【００５７】
  上記性質を有する抗体は、例えば、ハイブリドーマKM302-1（FERM BP-7578）、ハイブ
リドーマKM341-1-19（FERM BP-7759）により産生される。
【００５８】
  ハイブリドーマKM341-1-19により産生されるモノクローナル抗体の重鎖（H鎖）および
軽鎖（L鎖）可変領域の塩基配列およびアミノ酸配列が決定された（実施例１７）。本発
明はハイブリドーマKM341-1-19の生産するモノクローナル抗体の少なくとも重鎖可変領域
、もしくは重鎖全長をコードするDNA、ならびに軽鎖可変領域をコードするDNAを提供する
。当該DNAは実施例１７において記載されたものの他、コドン縮重により同じアミノ酸配
列をコードする他のDNAをも包含する。また、本発明は、実施例１７において開示された
少なくとも重鎖可変領域のアミノ酸配列、もしくは重鎖全長のアミノ酸配列と、軽鎖可変
領域のアミノ酸配列によって規定されるモノクローナル抗体もしくはその機能的断片を提
供する。
【００５９】
(2) アンタゴニスティック抗体の場合
  (g) CD40に対するリガンドの作用を中和する。ここで、「リガンドの作用」とは、T細
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胞又は他の細胞上に発現するリガンドの作用、及びCD40に対する遊離のリガンドの作用の
いずれをも意味する（実施例７、実施例１４を参照のこと）。
【００６０】
  (h) B細胞樹立細胞株上のCD40に対するリガンドがCD40発現細胞に与える影響の1つ以上
を中和し、かつ、抗免疫グロブリン抗体による架橋によって前記B細胞樹立細胞株上のCD4
0に対するアゴニスティックな作用を示さない。その作用は5D12よりも弱い。「CD40発現
細胞に与える影響」とは、発現細胞の活性化を意味し、B細胞においてはチミジン取り込
み、増殖を、B細胞樹立細胞株においてはCD95の発現増強などを意味する。また、DCにお
いては成熟化、CD86、HLA-DR発現増強、共存するT細胞のチミジン取り込み、増殖の促進
、IL-12やIL-10の生産などを意味する。抗免疫グロブリン抗体による架橋は、培養液中に
0.1μg/ml以上の抗免疫グロブリン抗体を存在させることにより行われる（実施例７を参
照のこと）。
【００６１】
  (i) B細胞樹立細胞株に対して、架橋したCD40Lあるいは、細胞に発現させたCD40LがCD9
5の発現を増加させる活性を緩和又は中和する。タグに対する抗体などで架橋し、作用が
増強されたCD40Lに対しても、活性を緩和あるいは中和する。CD40に対するリガンド（遊
離のリガンド、特定の細胞に発現するリガンドの両者を含む）が、CD40発現細胞に結合す
ると、細胞内でシグナル伝達を起こして、最終的に細胞表面上にCD95（Fas）を発現する
。従って、本発明のアンタゴニスティック抗体は、CD40に結合することにより、上記シグ
ナル伝達を阻害してCD95の発現を中和する。この場合の抗体濃度は、1μg/ml以上、好ま
しくは0.1μg/ml以上である（実施例７、実施例１４を参照のこと）。
【００６２】
  (j) DC上のCD40に対してアンタゴニスティックである。すなわち、CD40LがDCを活性化
する活性を緩和又は中和する。DCが共存するT細胞上のリガンドによって刺激されると、T
細胞を活性化し、チミジン取り込みなどを促進させる。異なった個体由来のDCとT細胞と
を共存させる混合リンパ球反応では、DCとT細胞が相互作用を起こすことで、T細胞の活性
化が起こる。本発明のアンタゴニスティック抗体は、CD40に結合することにより、上記相
互作用を阻害し、結果としてチミジンの取り込みが抑制される。この場合の抗体濃度は、
少なくとも0.001μg/mlであり、好ましくは0.1～10μg/mlである（実施例１０を参照のこ
と）。
【００６３】
　上記アンタゴニスティック抗体は、例えば、ハイブリドーマKM281-1-10（FERM BP-7579
）、KM281-2-10-1-2（FERM BP-7580）(2001年5月9日付、独立行政法人産業技術総合研究
所 特許生物寄託センター（茨城県つくば市東１丁目１番地１中央第６）)、4D11（FERM B
P-7758）により産生される。
【００６４】
(3) 本発明の抗体は、当業者に周知である遺伝子工学的改変、すなわち抗体重鎖のサブク
ラスを規定する領域を他のサブクラスを規定する領域に置換することにより、異なるサブ
クラスのものに変換しうる（例えば、EP 314161公報を参照のこと）。重鎖（heavy chain
）の可変領域を、そのまま他のサブクラスの定常領域（constant region）につなげるこ
とができる。例えば、本件発明の抗体のサブクラスをIgG2あるいはIgG4に変換することに
より、Fcレセプターに対する結合度を低下させることが可能である。具体的には、Kabat
ら(Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Servic
e, National Institute of Health, Bethesda, Md.(1991))による、ヒト抗体重鎖、EU in
dex 118(Ala),119(Ser)部位にNheI site（GCTAGC）を導入し、この制限酵素を使って消化
することにより、アミノ酸を変えずに、他のサブクラスのIgGとつなぎかえることができ
る。さらに、定常領域のアミノ酸配列を人為的に改変すること、あるいはそのような配列
を有する定常領域配列と本発明の抗体の可変領域とを結合することにより、Fcレセプター
に対する結合度を低下させるこや（Lund J., et al., J. Immunol. 1991 vol147:2657-26
62 ）、CDC活性を増加または減少することも可能である(Tao M., et. Al., J. Exp. Med.
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 1991 vol 1025-1028, Idusogie E E., et. Al., J. Immunol. 2001 vol166:2571-5) 。
また、ADCCやCDCなどの作用を避けるために、予めサブクラスがIgG2やIgG4の抗体のみを
選別することも可能である。また、本件発明の抗体に、放射性核種、細菌毒素、化学療法
剤、プロドラッグなどを結合させることにより癌などの疾患の治療効果をさらに増強する
ことも可能である。
【００６５】
４．医薬組成物
  また、本発明の抗体の精製された製剤を含有する医薬組成物もまた、本発明の範囲内に
含まれる。このような医薬組成物は、好ましくは、抗体に加えて、生理学的に許容され得
る希釈剤またはキャリアを含んでおり、他の抗体または抗生物質のような他の薬剤との混
合物であってもよい。適切なキャリアには、生理的食塩水、リン酸緩衝生理食塩水、リン
酸緩衝生理食塩水グルコース液、および緩衝生理食塩水が含まれるが、これらに限定され
るものではない。或いは、抗体は凍結乾燥（フリーズドライ）し、必要とされるときに上
記のような緩衝水溶液を添加することにより再構成して使用してもよい。投与経路は、経
口ルート、並びに静脈内、筋肉内、皮下および腹腔内の注射または配薬を含む非経腸的ル
ートである。
【００６６】
  この場合、本発明の抗体の有効量と適切な希釈剤及び薬理学的に使用し得るキャリアと
の組合せとして投与される有効量は、1回につき体重1kgあたり0.1mg～100mgであり、2日
から8週間間隔で投与される。
【００６７】
  本発明の抗体を含む医薬組成物を使用する場合は、アゴニスティック抗体については、
免疫賦活化剤（抗ウィルス剤、抗感染症剤）、抗腫瘍剤、自己免疫疾患治療剤であり、こ
れらの疾患が複数併発してもよい。あるいは、ガン特異的ペプチドなどのワクチンとアジ
ュバントとして併用することもできる。また、アンタゴニスティック抗体については、臓
器移植時における免疫抑制剤（膵島移植や腎臓などの移植時における拒絶反応、GVHDの予
防又は治療剤）として、あるいは自己免疫疾患（例えば、リウマチ、動脈硬化治療薬、多
発性硬化症、全身性エリトマトーデス、特発性血小板減少症、クローン病など）治療剤、
喘息などアレルギー治療剤、血液凝固第VIII因子阻害症候群の治療薬として有用であり、
これらの疾患が複数併発してもよい。
【００６８】
  CD40が関与する疾患の治療手段として、抗CD40抗体を用いる場合、DC細胞の機能を指標
に、抗体を選択することにより、より良い治療効果をもたらす抗体が得られると期待でき
る。
【００６９】
　アゴニスティック抗体では、よりDCの活性化ができる抗体を選抜することにより、免疫
増強の作用の強い抗体が得られることが期待される。さらに成熟DCのIL-12の生産促進を
指標とすることで、CTL誘導作用の強い抗体が得られる。CTL誘導により、ウィルス感染細
胞や腫瘍細胞を除去する効果の高い抗体が得られる。また、相乗効果が期待できることか
らCD40に結合する抗体でありながら、CD40リガンドのCD40に対する結合は阻害しないよう
な抗体が望ましい。癌治療を考えた場合、CD40を発現する癌細胞に直接細胞死を誘導ある
いは増殖を抑制し、かつDC細胞を効率的に活性化する抗体があれば、相乗的な効果が期待
され、CD40を発現しない腫瘍にも使用可能な治療薬となると考えられる。この抗体はウィ
ルス感染症の治療薬や抗腫瘍薬として有用と考えられる。
【００７０】
  一方、CD40に特異的に結合し、CD40Lの結合を抑制し、なおかつ、CD40を活性化しない
抗体についても、B細胞に対するリガンドの作用を抑制するのみならず、DC細胞への作用
を抑制できることが望まれる。しかし、今まで得られた、抗体はB細胞に対する効果を指
標にとられてきたことから、樹状細胞にも強い抑制作用を持つ抗体を取得し、医薬品とし
て開発することには大きな意義がある。さらに上述のように抗CD40抗体は架橋によって、



(17) JP 2009-79062 A 2009.4.16

10

20

30

40

50

全く逆の作用が懸念されるため、架橋によってもCD40を活性化しない抗体が必要とされる
。これまでに報告されたヒトCD40に対する、マウス等の非ヒト哺乳動物由来のモノクロー
ナル抗体、およびマウスモノクローナル抗体の可変領域とヒト免疫グロブリンの定常領域
からなるキメラ抗体やCDRグラフティングによるヒト型化抗体は、抗原性を持つことが懸
念されるため、CD40リガンドとの結合を阻害する抗体としてはヒト抗体が望ましい。
【実施例】
【００７１】
  以下、実施例により本発明をさらに具体的に説明する。但し、本発明はこれら実施例に
技術的範囲が限定されるものではない。
【００７２】
〔実施例1〕 抗原の作製
(1)細胞
  EL-4細胞は、マウス由来のT細胞樹立株であり、容易に入手することができる（ATCC No
.:TIB-39）。Ramos B 細胞（ATCC No.:CRL-1596）並びにマウス抗CD40抗体産生ハイブリ
ドーマ G28-5(HB-9110)及び5D12(HB-11339)は、ATCCから購入した。
【００７３】
 (2) 抗原の発現と精製
  ヒトCD40cDNA（Genbank Accession Number: NM_001250）を鋳型として、以下のプライ
マーを用いて、PCRにより（95℃ 5秒、55℃ 30秒、72℃ 30秒）×20サイクルの条件で細
胞外領域を増幅した。
プライマー１：5'-CCCAGATCTGTCCATCCAGAACCACCCACTGCATGCAGAG-3'（配列番号1）
プライマー２：5'-ACAAGATCTGGGCTCTACGTATCTCAGCCGATCCTGGGGAC-3'（配列番号2）
【００７４】
  増幅したcDNAは、pFastBacベクター（Gibco BRL）の、メリチンシグナル配列の後、ヒ
トIgG1由来FC又はマウスIgG2a由来FC領域の前に挿入した。CD40生産のため、組換えバキ
ュロウィルスは、使用説明書にしたがって作成した。Tn5細胞を組替えウィルスで感染さ
せた後、4日間培養した。上清は、0.22nmフィルターで処理した後、ProteinG　sepharose
（Amersham　Pharmacia）を添加し、4℃で静かに振盪した。一晩後、sepharoseをカラム
に移し、20倍容量のPBSで洗浄した。ヒトCD40 FC蛋白質は、20mMグリシン緩衝液（pH3.0
）により溶出した。CD40を細胞表面に発現させるためのベクターは、Randolph Ｊ. Noell
eから入手した（Inui, S et al.,EJI, 20,1747-1753,1990）。全長cDNAはXbaIにより酵素
切断し、pCDNA3（INVITROGEN）に挿入した。ベクターをEL-4細胞に導入し、0.5mg／mlのG
418（Gibco BRL）存在下で培養することにより安定発現株を得た。CD40の発現は、FITC-
結合抗ヒトCD40抗体（Pharmingen）を使い、FACS解析により確認した。
【００７５】
〔実施例2〕 免疫用マウスの作製
  免疫に用いたマウスは、内因性Ig重鎖及びκ軽鎖破壊の両者についてホモ接合体の遺伝
的背景を有しており、かつ、ヒトIg重鎖遺伝子座を含む14番染色体断片(SC20)及びヒトIg
κ鎖トランスジーン（KCo5）を同時に保持する。このマウスはヒトIg重鎖遺伝子座を持つ
系統Aのマウスと、ヒトIgκ鎖トランスジーンを持つ系統Bのマウスとの交配により作製し
た。系統Aは、内因性Ig重鎖及びκ軽鎖破壊の両者についてホモ接合体であり、子孫伝達
可能な14番染色体断片 (SC20)を保持するマウス系統であり、例えば富塚らの報告（Tomiz
uka. et al., Proc Natl Acad Sci USA., 2000 Vol97:722）に記載されている。A系統マ
ウスを免疫することによって、以下に示すハイブリドーマ、F2-103, F5-77を取得した。
また、系統Bは内因性Ig重鎖及びκ軽鎖破壊の両者についてホモ接合体であり、ヒトIgκ
鎖トランスジーン（KCo5）を保持するマウス系統（トランスジェニックマウス）であり、
例えばFishwildらの報告（Nat Biotechnol., 1996 Vol14:845）に記載されている。
【００７６】
  系統Aの雄マウスと系統Bの雌マウス、あるいは系統Aの雌マウスと系統Bの雄マウスの交
配により得られた、血清中にヒトIg重鎖及びκ軽鎖が同時に検出される個体(Ishida＆Lon
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berg, IBC's 11th Antibody Engineering, Abstract 2000)を、以下の免疫実験に用いた
。なお、前記ヒト抗体産生マウスは、契約を結ぶことによって、麒麟麦酒株式会社より入
手可能である。前記マウスを免疫することによって、以下に示すハイブリドーマ、KM302-
1、KM341-1-19、KM643-4-11、2053、2105、3821、3822、285、110、115、 KM281-1-10、K
M281-2-10-1-2、KM283-5、KM292-1-24、KM225-2-56、KM341-6-9、4D11、5H10、11E1、5G3
、3811、3411、3417を取得した。また、Kuroiwaらが報告しているヒト抗体Lambda鎖を保
持するキメラマウス（Kuroiwa et. Al., Nat Biotechnol., 2000 vol 18:1086）も以下の
免疫実験に用いた。このマウスからはハイブリドーマF4-465を取得した。
【００７７】
〔実施例3〕 ヒトCD40に対するヒトモノクローナル抗体の調製
  本実施例におけるモノクローナル抗体の作製は、単クローン抗体実験操作入門（安東民
衛ら著作、講談社発行 1991）に記載される一般的方法に従って調製した。免疫原として
のヒトCD40は、実施例１で調製したヒトCD40ヒトFCとCD40発現EL-4細胞を用いた。被免疫
動物は、実施例2で作製したヒト免疫グロブリンを産生するヒト抗体産生マウスを用いた
。
【００７８】
　ヒト抗体産生マウスに、CD40:hFcを1個体当たり２から100μg/回で免疫した。抗原溶液
は初回を除いて等量の不完全フロイントアジュバント（シグマ）と混合し、皮下に数カ所
に分けて注入した。約10日から3週間ごとに3-4回免疫を行った。初回は不完全フロイント
アジュバント（シグマ）を用いた。マウスの尾から採血し、血清中のCD40に対するヒト抗
体γおよびκを、ELISAを用いて測定した。脾臓を摘出する3-4日前に尾静脈より、PBSに
溶解したCD40:Fcを20μg注射し最終免疫した。
【００７９】
　ヒト抗体産生マウスに、ヒトCD40を発現するマウスEL-4細胞を免疫した。EL-4細胞108

個/mlでPBSに懸濁し、予めPBSでエマルジョン化した等量のRIBIアジュバントと緩やかに
混合した。細胞は約10日から3週間ごとに3-5回免疫を行った。アジュバントを用いない場
合は、8000radでX線照射し用いた。
【００８０】
　免疫されたマウスから脾臓を外科的に取得し、回収した脾臓細胞をマウスミエローマSP
2/0（ATCC No.: CRL1581）と５：１で混合し、融合剤としてポリエチレングリコール1500
（Boehringer Mannheim社製）を用いて細胞融合させることにより多数のハイブリドーマ
を作製した。ハイブリドーマの選択は、10%のウシ胎児血清（Fetal Calf Serum、FCS）と
ヒポキサンチン(H)、アミノプテリン(A)、チミジン(T)を含有するHAT含有DMEM培地（Gibc
o BRL社製）中で培養することにより行った。さらに、HT含有DMEM培地を用いて限界希釈
法によりシングルクローンにした。培養は、96ウェルマイクロタイタープレート（ベクト
ンディッキンソン社製）中で行った。抗ヒトCD40ヒトモノクローナル抗体を産生するハイ
ブリドーマクローンの選択（スクリーニング）は、実施例4で後述する酵素標識免疫吸着
アッセイ（ELISA）および蛍光活性化セルソーター（FACS）により測定することにより行
った。
【００８１】
　ヒトモノクローナル抗体産生ハイブリドーマのELISAによるスクリーニングは、以下に
述べる3種類のELISAおよびFACS解析により、ヒト免疫グロブリンγ鎖（hIgγ）及びヒト
免疫グロブリン軽鎖κを有し、かつヒトCD40に特異的な反応性を有するヒトモノクローナ
ル抗体を産生する多数のハイブリドーマを得た。なお、本実施例を含め以下のいずれの実
施例中、並びに実施例における試験結果として示した表または図中においては、各々の本
発明のヒト抗ヒトCD40モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマクローンは記号を用
いて命名した。また、当該記号の次に「抗体」を付したものは、それぞれのハイブリドー
マにより産生される抗体、または当該ハイブリドーマから単離された抗体遺伝子（全長あ
るいは可変領域）を保持する宿主細胞により生産された組換え抗体を意味する。また文脈
上明らかな範囲において、ハイブリドーマクローンの名称が抗体の名称をあらわす場合が
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ある。
【００８２】
　以下のハイブリドーマクローンはシングルクローンを表わす。
アゴニスティック抗体：
KM302-1、KM341-1-19、KM643-4-11、2053、2105、3821、3822、285、110、115、F1-102、
F2-103、F5-77、F5-157
アンタゴニスティック抗体：
KM281-1-10、KM281-2-10-1-2、KM283-5、KM292-1-24、KM225-2-56、KM341-6-9、4D11、5H
10、11E1、5G3、3811、3411、3417、F4-465
【００８３】
　それらの内3つのハイブリドーマクローンKM 302-1、KM 281-1-10およびKM 281-2-10-1-
2を平成13年（2001年）5月9日付で、クローンKM341-1-19および4D11を平成13年（2001年
）9月27日付で、クローン2105を平成14年（2002年）4月17日付で独立行政法人産業技術総
合研究所 特許生物寄託センター（茨城県つくば市東１丁目１番地１中央第６）にブダペ
スト条約に基づき国際寄託した。F2-103、F5-77およびF5-157の重鎖および軽鎖の可変領
域を有するプラスミドを2001年4月19日付で, ハイブリドーマクローンF1-102およびF4-46
5を2001年4月24日付でATCC (American Type Culture Collection, 10801 University Blv
d., Manassas, Virginia,USA)(アメリカ国立菌培養収集所、アメリカ合衆国 ヴァージニ
ア州 20110-2209 マナサス 10801 ユニバーシティブルバード)にブダペスト条約に基づき
国際寄託した（表２）。
【００８４】

【表２】

【００８５】
〔実施例4〕 ハイブリドーマのスクリーニング
  ヒト免疫グロブリンγ鎖を有するモノクローナル抗体の検出
　実施例1で作製したヒトCD40マウスFC（1μg/ml） 50μl/ウェルを、ELISA用96穴マイク
ロプレート（Maxisorp、Nunc社製）の各ウェルに加え、4℃でインキュベートし、ヒトCD4
0マウスFCをマイクロプレートに吸着させた。次いで、上清を捨て、各ウェルにブロッキ
ング試薬（ブロックエース、 大日本製薬）を加え室温でインキュベートしブロックした
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ェルを、0.1%Tween20含有リン酸緩衝液（PBS-T）で洗浄した。次いで、過酸化酵素で標識
されたヤギ抗ヒトIgG（γ）抗体（シグマ、A0170）を1%FBS含有PBS-Tで5,000倍に希釈し
た溶液（50μl/ウェル）を、各ウェルに加え、インキュベートした。マイクロプレートを
、PBS-Tで3回洗浄後、発色基質液（TMB、50μl／ウェル、住友ベークライト社製）を各ウ
ェルに加え、室温下で30分間インキュベートした。各ウェルに、停止液（50μl／ウェル
）を加え、反応を止めた。波長450nmでの吸光度をマイクロプレートリ－ダ－で測定した
。陽性wellの培養上清をFACSにて解析し,Ramos細胞を染色するwellを選び、その細胞を限
界希釈法でクローニングし、1wellについて1クローンの細胞を得た。ヒトCD40マウスFCを
用いたELISAでhκ陽性を確認した。その結果、20個体のマウスから173クローンの抗ヒトC
D40抗体が取得できた。その一部を表３（アゴニスティック抗体）及び表４（アンタゴニ
スティック抗体）に示す。アゴニスティック抗体のうち、少なくともKM341-1-19と2105は
、ＣＤ４０Ｌが発現している細胞、ＣＤ４０が発現している細胞および抗体を用いた競合
試験でリガンドとの顕著な競合を示さなかった。
【００８６】
【表３】

【００８７】
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【表４】

【００８８】
  ヒト免疫グロブリン軽鎖κ（Igκ）を有するモノクローナル抗体の検出は、過酸化酵素
で標識したヤギ抗ヒトIgκ抗体（1,000倍希釈、50μl／ウェル、Southern Biotechnology
社製）を用いた他は、上述したヒト免疫グロブリンγ鎖のELISAと同様に行った。
【００８９】
  各モノクローナル抗体のサブクラス同定は、それぞれ過酸化酵素で標識したヒツジ抗ヒ
トIgG1抗体、ヒツジ抗ヒトIgG2抗体、ヒツジ抗ヒトIgG3抗体又はヒツジ抗ヒトIgG4抗体（
各2,000倍希釈、50μl／ウェル、The Binding Site社製）を用いた他は、上述したヒト免
疫グロブリンγ鎖のELISAと同様に行った。
【００９０】
ヒトCD40発現細胞に対する各モノクローナル抗体の反応試験
  CD40が発現していると報告されているRamos細胞株に対する各モノクローナル抗体の反
応性の検討をFACS解析で行った。
【００９１】
　2x106/mlの濃度でRamos細胞株を0.1%NaN3、2%FCS含有PBSの染色バッファー（SB）に浮
遊させた。細胞浮遊液（100μl／ウェル）を96-well 丸底プレート（ベクトンディッキン
ソン社製）に分注した。各々のハイブリドーマの培養上清（50μl）を加え、氷温下30分
間インキュベートした。陰性コントロールとしてヒト血清アルブミンに対するヒトIgG1抗
体を用い、ハイブリドーマ培養培地で2μg/mlの濃度に調製し、50μl添加後氷温下15分間
インキュベートした。SBで洗浄した後、250倍希釈したR-PE蛍光標識抗ヒト抗体(Southern
 Biotechnology社製）50μl を加え、氷温下15分間インキュベートした。SBで２回洗浄し
た後、300-500μlのFACS緩衝液に懸濁し、FACS（FACSort、FACScan、ベクトンディッキン
ソン社製）で各細胞の蛍光強度を測定した。その結果、Ramos細胞株に結合活性を有する
抗体を選別した。
【００９２】
〔実施例5〕 各抗体の調製
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　モノクローナル抗体を含む培養上清の調製は以下の方法にて行った。
  G28-5抗体生産ハイブリドーマはATCCより入手した（ATCC No.HB-9110）。抗CD40抗体産
生ハイブリドーマをウシインシュリン（5μg/ml、Gibco BRL社製）、ヒトトランスフェリ
ン（5μg/ml、Gibco BRL社製）、エタノールアミン（0.01mM、シグマ社製）、亜セレン酸
ナトリウム（2.5x10-5 nM、シグマ社製）含有eRDF培地（極東製薬社製）に馴化した。ス
ピナ－フラスコにて培養し、ハイブリドーマの生細胞率が90％になった時点で培養上清を
回収した。回収した上清は、10μm と0.2μmのフィルター（ゲルマンサイエンス社製）に
供し、ハイブリドーマ等の雑排物を除去した。
【００９３】
　上記培養上清からの抗CD40抗体の精製は以下の方法で行った。抗CD40抗体を含む培養上
清をHyper D Protein A カラム（日本ガイシ製）あるいはマウスIgG1の精製にはProtein 
Gカラム（アマシャムファルマシアバイオテク）を用い、付属の説明書に従い吸着緩衝液
としてPBS(-)、溶出緩衝液として0.1 M クエン酸ナトリウム緩衝液（pH 3）を用いてアフ
ィニティー精製した。溶出画分は1 MTris-HCl (pH 8.0) あるいはNa2HPO4溶液を添加して
pH7.2 付近に調整した。調製された抗体溶液は、透析膜（10000カット、Spectrum Labora
tories社製）あるいはSPカラム（アマシャムファルマシアバイオテク）を用いてPBS(-)に
置換し、孔径0.22μm のメンブランフィルターMILLEX-GV（MILLIPORE 製）でろ過滅菌し
た。精製抗体の濃度は280 nmの吸光度を測定し、1 mg/ml を1.45 OD として算出した。
【００９４】
〔実施例6〕 Ramos細胞における抗CD40アゴニスティック抗体によるCD95発現促進
  5.0x105個/mlのRamos細胞懸濁液を96ウエルプレートに100μl/wellで播種した（１ウェ
ルあたり5x104個）。ハイブリドーマ培養上清又は精製抗体を20μg/mlに培地で希釈し、9
6ウエルプレートに100μl/wellの濃度で添加した。一晩培養後、細胞を集めR-PE標識抗CD
95抗体（Pharmingen NJ）を用い、FACSCanあるいはFACSsort（ベクトンデッキンソン）を
使って解析した。図1に結果を示す。図中横軸はCD95の発現強度を示す。抗体添加を太線
、未添加を細線により示した。KM302-1抗体は、公知の抗体であるG28-5抗体に比して、CD
95発現をより促進することが示された。すなわち、より効果の高いアゴニスティックであ
ることが示された。
【００９５】
〔実施例7〕 Ramos細胞における抗CD40アンタゴニスティック抗体によるCD95発現抑制
  1.0x106個/mlのRamos細胞懸濁液を96ウエルプレートに50μl/wellで播種した。ハイブ
リドーマ培養上清又は精製抗体を2μg/mlに培地で調整し、96ウエルプレートに100μl/we
ll添加した。可溶性CD40リガンド（ALEXIS CORPORATION）を4μg/mlと抗FLAG抗体（M2、
シグマ）4μg/mlとを培地に添加し、96ウエルプレートに50μl/well添加した。一晩培養
後、細胞を集めR-PE標識抗CD95抗体（Pharmingen NJ）を用い、FACSを使って解析した。
図2A、図2B、図3に結果を示す。図中横軸はCD95の発現強度を示す。KM281-1-10、KM281-2
-10-1-2、KM283-5、KM292-1-24、KM225-2-56の各ハイブリドーマが生産した抗体では陰性
コントロールと同程度までCD95の発現を抑制した。
【００９６】
  図3において、KM281-1-10抗体（下パネル）は、公知の抗体である5D12抗体（中央パネ
ル）がわずかにしかCD95発現を抑制しなかったのに比して、CD95発現をより抑制すること
が示された。すなわち、より効果の高いアンタゴニスティックであることが示された。こ
れによってヒトモノクローナル抗体がアンタゴニスティック抗体であることが示された。
【００９７】
　抗免疫グロブリン抗体による架橋の影響
  1.0x106個/mlのRamos細胞懸濁液を96ウエルプレートに50μl/wellで播種した。ハイブ
リドーマ培養上清又は精製抗体を2μg/mlに培地で調整し、96ウエルプレートに100μl/we
ll添加した。抗ヒトIgG抗体（シグマ、I3382）あるいは抗マウスIgG抗体（Biosource、AM
I3401）を4μg/mlとなるよう培地に添加し、96ウエルプレートに50μl/well添加した。一
晩培養後、細胞を集めR-PE標識抗CD95抗体（Pharmingen NJ）を用い、FACSを使って解析
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した。図4、図5に結果を示す。図中横軸はCD95の発現強度を示す。KM281-1-10、KM281-2-
10-1-2の各ハイブリドーマが生産した抗体ではCD95の発現を抑制した。しかし、5D12、KM
283-5、KM292-1-24、KM225-2-56の各ハイブリドーマが生産した抗体ではCD95の発現を逆
に増強した。
【００９８】
〔実施例8〕 Ramos細胞における抗CD40アゴニスティック抗体による増殖抑制
  1.0x105個/mlのRamos細胞、HS-Sulton懸濁液を96ウエルプレートに100μl/wellで播種
した。精製抗体あるいは可溶性CD40リガンドと抗FLAG抗体（M2）との等量混合物を培地に
添加し、2日培養後、100μCi/mlの3H-Thymidine (Amersham Pharmacia)を10μl添加した
。18時間後、Macro96 Harvester(SKATRON)を用いて、Printed Filtermat A(Wallac)にハ
ーベストし、乾燥後Betap;Scint(Wallac)に良く浸し、パッケージング後、1205 BETAPLAT
E液体シンチレーションカウンターで活性測定した。図6に結果を示す。図中、縦軸は細胞
による3Hチミジンの取り込み量を、横軸は培養液中の抗体あるいはCD40L濃度を示す。Ram
os細胞、HS-Sulton細胞ともに、KM302-1抗体を添加した場合に、従来のG28-5抗体やCD40L
と比較して、チミジンの取り込みが低く、KM302-1抗体が腫瘍細胞の増殖を効果的に抑え
られるアゴニスティック抗体であることが示された。
【００９９】
〔実施例9〕 CD40アゴニスティック抗体による樹状細胞の活性化
(1) 材料及び方法
  組換え型ヒトIL-4はGenzyme techne社より購入した。抗ヒトCD14 MACS beadsはMilteny
i Biotech GmbH社より購入した。LymphoprepはNycomed Pharma ASより購入した。培養に
用いた培地は、DC誘導時にはRPMI1640(Gibco BRL)に10% heat inactivated FCS(Cell Cul
ture Technologies), 10mM HEPES(Sigma), 55μM 2-mercaptoethanol (Gibco BRL), 硫酸
ストレプトマイシン（明治製菓）を加えて用いた。染色時の細胞洗浄には2% FCS　(Cell 
Culture Technologies), 0.02% Azaid 添加PBS (Sigma)を用いた。細胞凍結時には日本全
薬工業社製のセルバンカーを用いた。
【０１００】
(2) 単球由来DCの誘導
  末梢血よりLymphoprepを用いた密度勾配遠心により単核球を調製した（PBMC）。これを
抗ヒトCD14 MACS beadsでポジティブセレクションすることによりCD14陽性画分と陰性画
分に分離した。陽性画分に組換え型ヒトGM-CSF (50ng/ml)と組換え型ヒトIL-4 (100ng/ml
)を添加して、10%FCSを添加したRPMI1640培地にて６well プレートで培養した。培養開始
時の細胞濃度は1×106/mlで1 wellに3mlずつで行った。培養中は２日に１度の培地交換を
行った。培地交換は培養液の１割を遠心チューブにとり遠心し、上清を除去後、とった培
養液の２倍容量の新しい培養液（サイトカインなどを上記濃度で含む）で懸濁し、各well
に戻した。培養6日目には細胞を回収し、細胞数を計算後、上記培地に1×106/mlの濃度で
懸濁し、抗CD40抗体又はそのアイソタイプ対照を添加して24 wellプレートでさらに4日間
の培養を行った。この間培地交換は行わなかった（１ウェルあたりの細胞数1x106個、細
胞濃度1x106個／ｍｌ）。
【０１０１】
(3) 細胞染色及びフローサイトメーターによる解析
  染色には抗HLA-DR抗体(アイソタイプ対照: rat IgG2a)、抗CD86 抗体(アイソタイプ対
照:ラットIgG1)、抗CD83抗体(アイソタイプ対照:ラットIgG2b)を用いた。まず、抗体を加
え30分、4℃でインキュベートした後、3回の洗浄し、Beckton Dickinson社製FACS Calibu
rを用いて解析を行った。
【０１０２】
(4) Mature DCに対するIL-12 secretion能の亢進
  上記のように未成熟 DCを得た後、LPS (400pg/ml)とIFNγ (10-3M)を加えさらに2日間
の培養後成熟 DCを得た。これに抗CD40抗体またはアイソタイプ対照を10μg/ml加え、24
時間後の上清についてIL-12の産生をELISA (Pharmingen社製)法にて測定した。
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【０１０３】
(5) 結果および考察
  アゴニスティック抗体であるKM302-1抗体が、DCの成熟化に及ぼす抗体の影響を図7に、
成熟DCのIL-12生産に及ぼす影響を図8に示す。G28-5抗体を対照として成熟の度合いを比
べた。CD86、HLA-DRの発現を見た結果、G28-5抗体と比較して、KM302-1抗体ではさらに発
現が上昇し、すなわち成熟度が亢進させることが示された。また、IL-12の分泌について
は成熟DCへのKM302-1抗体の処理によって亢進することが示された。以上よりKM302-1抗体
が、DCに対するアゴニスティック抗体として作用することが示された。
【０１０４】
〔実施例10〕 DC-MLR
  正常ヒトから採取した血液（末梢血）を、2000rpm 10分遠心し、血清を吸い取った。血
球分画をPBSで再懸濁し、Ficoll（Amersham Pharmacia）の上に静かに載せた。2000rpm 3
0分遠心し、中間層のPBMC部分を回収する。PBSで2回洗浄した後、MACSを用い特定の細胞
分離に使用した。
【０１０５】
  DC培養のための単球の分離は、MACS（Miltenyi Biotec GmbH）を用い添付の説明書にし
たがって行った。簡単に説明すると、PBMC 1x108個に対して、MACS Buffer 800μl，MACS
 CD14 （Miltenyi Biotec GmbH、502-01）200μlを添加し、4℃で15分処理した。MACS LS
 カラムに細胞を吸着させ、洗浄した。カラムに吸着した細胞を単球として回収した。カ
ラムに吸着しなかった細胞に、MACS HLA-DR（Miltenyi Biotec GmbH、461-01）を添加し
、BSカラムでHLR－DR陽性細胞を除去し、T細胞画分とした。FACSによりCD3陽性細胞の比
率を計測し、T細胞画分全体の細胞数より実質的なT細胞数を算出した。得られた単球は、
６ウエル培養皿に、1x106細胞／mlの濃度で100ng／mlのIL－4（R&D system）, 50ng/ml 
のG-CSF(KIRIN), 10%のFCS(SIGMA)を含むR0培地（PPMI培地に、β-メルカプトエタノール
（Gibco）,HEPES（SIGMA）を添加したもの）で培養した。培養5日後に、10ng／mlのLPS（
DIFCO）を添加し、成熟DCに分化させた。
【０１０６】
  MLRは、異なるヒトから分離した、T細胞と成熟DCを混合することにより行った。T細胞
／DCの細胞比をそれぞれ、1：80とし、T細胞数は、2x105細胞／ウエルとする。まず最初
に、DCに抗体を加え30分間反応させる。その後、T細胞を加え、4日培養した後に、100μC
i/mlの3H-Thymidine (Amersham Pharmacia)を10μl添加した。14時間後、Macro96 Harves
ter(SKATRON)を用いて、Printed Filtermat A (Wallac)にハーベストし、乾燥後Betap;Sc
int (Wallac)に良く浸し、パッケージング後、1205 BETAPLATE液体シンチレーションカウ
ンターで活性測定した。また未成熟DCを用いたMLRは、異なるヒトから分離した、T細胞と
成熟DCを混合することにより行った。T細胞／DCの細胞比をそれぞれ、1：40として同様に
行った。図9、図10に結果を示す。KM281-1-10抗体の添加によりチミジンの取り込みが低
く、MLRが抑えられることが示された。また、図10においてKM283-5、5D12抗体はDC-MLRを
抑制できず、すなわちKM281-1-10抗体のみがDCに対するCD40リガンドの働きを中和するア
ンタゴニスティック抗体であることが示された。さらに、アゴニスティック抗体であるKM
302-1抗体が、未成熟DCを用いたMLRに及ぼす抗体の影響を調べた結果を図11に示す。DCが
活性化することにより、T細胞との相互作用が促進され、チミジンの取り込みが増加して
いる。これによりKM302-1は未成熟DCに作用するアゴニスティック抗体であることが示さ
れた。
【０１０７】
〔実施例11〕 CD40抗体によるCD40LのCD40への結合に及ぼす影響
  BIAcore 2000（ビアコア）を用いて、抗CD40抗体を、固定化されたCD40ヒトFCに結合さ
せた後、可溶性CD40LのCD40への結合量の変化を測定した。装置に付属した説明書に従い
、可溶性CD40ヒトFCをCMチップ（CM5,ビアコア）に固定化した。次いで25（μg/ml）の抗
CD40抗体を添加し、CD40に結合させた。さらに10（μg/ml）の可溶性CD40Lを添加し結合
させた。CD40L添加前後の結合量の差を測定した。コントロ－ルIgGを添加した場合、CD40
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Lの結合量は100RUとなった。KM302-1抗体添加後では、CD40Lの結合量は110RUとなり、KM2
83-5抗体添加後では、18RUとなった。これにより、KM302-1抗体はCD40LのCD40への結合を
阻害しないことが示された。
【０１０８】
〔実施例12〕Ramos細胞における抗CD40アゴニスティック抗体によるCD95発現促進
  実施例4で得られたハイブリドーマの精製抗体を実施例6の方法に従って解析し、アゴニ
スト抗体を生産するクローンを選別した（１ウェルあたりの細胞数5x104個、細胞濃度2.5
x105個／ｍｌ）。図12に結果を示す。図中横軸は培養液中の抗体濃度を、縦軸は平均蛍光
強度、すなわちCD95発現強度を示す。KM341-1-19,2105抗体は、0.01μg/ml以上の濃度で
公知のマウス抗体であるG28-5抗体に比して、Ramos細胞に対してCD95発現をより促進する
ことが示された。すなわち、より効果の高いアゴニスティックであることが示された。ま
た、0.01μg/mlでKM341-1-19, 2105抗体のRamos細胞にCD95発現を増進するアゴニスト活
性は10μg/mlのG28-5抗体の活性より高かった（図12）。それぞれの抗体濃度において、C
D95の発現がG28-5抗体を添加した場合の何倍に相当するかを表５にまとめた。
【０１０９】
【表５】

【０１１０】
〔実施例13〕CD40アゴニスティック抗体による樹状細胞の活性化
　実施例9の方法に従って、CD40アゴニスティック抗体による成熟DCのIL-12およびIL-10
生産に及ぼす影響を調べた。IL-10はELISA (Pharmingen社製)法にて測定した。図13およ
び図14に結果を示す。KM341-1-19抗体の処理によってIL-12の分泌が亢進することが示さ
れた。一方、5000radでX線照射した、CD40リガンド発現組換えL細胞を2x105個/ml共存さ
せた場合でも、IL-12とIL-10の培養液中濃度は254、51pg/mlであり、KM341-1-19抗体を1
μg/ml添加した場合より少なかった。
【０１１１】
　以上よりKM341-1-19抗体が、DCに対して効果的なアゴニスティック抗体として作用する
ことが示された。0.1μg/mlでKM341-1-19抗体の成熟DCにIL-12を分泌させるアゴニスト活
性は100μg/mlのG28-5抗体の活性より高く、1μg/mlでKM341-1-19抗体の成熟DCにIL-12を
分泌させるアゴニスト活性は100μg/mlのG28-5抗体の活性より100倍以上高かった（図13
）。また、1μg/mlでKM341-1-19抗体の成熟DCにIL-10を分泌させるアゴニスト活性は100
μg/mlのG28-5抗体の活性より10倍以上高かった（図14）。また、KM341-1-19抗体は、サ
ブクラスがIgG2であり、IgG1やIgG3よりFcレセプターへの結合性が低く、NK細胞のキラー
活性の感作や補体系の活性化も弱い。このことから抗体によって、CD40発現細胞の機能あ
るいは細胞そのものが減少してしまうという危険性が低いと考えられる。またFcレセプタ
ーによる架橋を受けにくいことから、体内でのアゴニスト活性が、架橋によって大きく変
動することがなく、薬効を制御し易いと期待される。
【０１１２】
〔実施例14〕Ramos細胞における抗CD40アンタゴニスティック抗体によるCD95発現抑制
  1.0x106個/mlのRamos細胞懸濁液を平底96ウェルプレートに50μl/wellで播種した（１
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ウェルあたり細胞数5x104個）。培地で希釈した精製抗体を96ウェルプレートに100μl/we
ll添加した。ヒトCD40リガンドを発現する組換えマウスL細胞（Spriggs, M.K. et. al., 
J.Exp.Med., 176: 1543,1992; Garrone, P. et. al., J.Exp.Med., 182: 1265,1995など
を参照のこと）を1.0x105個/mlに調製し、50μl/wellで添加した（１ウェルあたりRamos
細胞の細胞数5x104個、細胞濃度2.5x105個/ml、１ウェルあたりマウスL細胞の細胞数5x10
3個、細胞濃度2.5x104個/ml）。一晩培養後、細胞を集めR-PE標識抗CD95抗体を用い、FAC
Sを用いて解析した。図15に結果を示す。図中縦軸は平均蛍光強度、すなわちCD95の発現
強度を示す。公知の抗体である5D12抗体がわずかにしか抑制しなかったのに比較して、4D
11抗体では0.1μg/mlの濃度でもCD40L発現細胞を添加しない陰性コントロールと同程度ま
でCD95の発現を抑制した。また、1μg/mlの濃度では,4D11,F4-465,KM281-1-10がCD40L発
現細胞を添加しない陰性コントロールと同程度までCD95の発現を抑制した。これによって
4D11、F4-465,KM281-1-10抗体が、より効果的なアンタゴニスティック抗体であることが
示された。それぞれの抗体濃度において、アンタゴニスティック抗体無添加の対照を100
とした平均蛍光強度の相対値を表６に示す。
【０１１３】
【表６】

【０１１４】
〔実施例15〕抗CD40アゴニスティック抗体によるRamos細胞移植モデルにおける抗腫瘍効
果
　生後5週齢のC.B.17/Icr-scidJc1マウス（日本クレア）に抗アシアロGM1抗体を静脈注射
した。1日後に腫瘍細胞としてRamos細胞をマウス1匹当たり5x106個静脈注射した。1日後
にKM302-1抗体あるいは陰性対照として抗ヒトアルブミンヒトIgG抗体を静脈注射した。投
与量はKM302-1抗体をマウス1匹当たり1、10、100μg、陰性対照抗体100μgをそれぞれ5個
体のマウスに1回投与した。結果を図16に示す。陰性対照投与群は移植34日後にすべて死
亡したのに対して、KM302-1抗体10μg、100μgを投与された群では5匹すべて生存してお
り、KM302-1抗体の抗腫瘍効果が確認された。KM302-1抗体はIgG4サブクラスであり、Fcレ
セプターを介した抗体依存性細胞傷害機構（ADCC）や補体系の活性化が弱いにもかかわら
ず、10μg単回投与で担ガンマウスの生存期間の延長が見られた。
【０１１５】
〔実施例16〕抗CD40アゴニスティック抗体によるRamos細胞の増殖抑制
  10％FBS添加RPMI1640培地で1x104個/mlに調製したRamos細胞懸濁液100μlを96ウェルプ
レートに分注し、20μg/mlに培地を用いて調製したKM341-1-19抗体あるいは可溶性リガン
ド溶液を添加した。可溶性リガンドにはリガンドと同濃度（反応溶液中の濃度が10μg/ml
）の抗FLAG抗体（M2）を共存させ活性を強めた。5日間培養後、各ウェルに20μlのMTS試
薬（Promega）を加え2から3時間反応させた。波長490nmで細胞や抗体を含まない培地のみ
のウェルとの吸光度の差を測定し、生存している細胞数を測定した。また、同様に96ウェ
ルU底プレートを用いてG28-5抗体と増殖抑制作用を比較した。2μg/mlに培地を用いて調
製したKM341-1-19抗体あるいはG28-5抗体を添加した。結果を図17に示す。KM341-1-19抗
体を添加したウェルでは死細胞が観察され、細胞数はG28-5抗体やリガンド添加のウェル
に比較して顕著に少なく、吸光度も低くなり、腫瘍細胞の増殖が抑制され、細胞死が誘導
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されることが示された。
【０１１６】
〔実施例17〕抗体遺伝子のcDNAクローニング
  KM341-1-19, 2105, 110, 115, KM281-1-10 ,４D11, KM643-4-11,  F4-465、F2-103,　F
5-77抗体を生産するハイブリドーマを培養し、細胞を遠心によって集めた。これにTRIZOL
（Gibco BRL）を添加し、取扱説明書にしたがってTotalRNAを抽出した。抗体cDNAの可変
領域のクローニングは、CLONTECH社のSMART RACE cDNA amplification Kit を用い、添付
の説明書にしたがって行った。5μgのtotal RNAを鋳型として1st Strand cDNAを作製した
。KM341-1-19, 2105, 110, 115, KM281-1-10 ,４D11, KM643-4-11, F2-103,　F5-77 重鎖
（H鎖）の増幅には、Takara社のZ－Taqを用い,UMPとhh6プライマーで、98℃１秒、68℃30
秒のサイクルを30回繰り返した。さらに、この反応液１μlを鋳型とし、NUMPとhh3プライ
マーを用いて、98℃１秒、68℃30秒のサイクルを20回繰り返した。F4-465重鎖の増幅には
、UMPとhh２プライマーを用い、Advantage 2 PCR kit (Clonthech, cat#1910)を使って、
94℃5秒、72℃3分　5サイクル、94℃５秒、70℃0秒、72℃3分、5サイクル、94℃5秒、68
℃10秒、72℃3分、25サイクルで行った。
【０１１７】
  hh6プライマー：5'-GGT CCG GGA GAT CAT GAG GGT GTC CTT-3'（配列番号3）
  hh3プライマー：5'-GTG CAC GCC GCT GGT CAG GGC GCC TG-3'（配列番号4）
  hh2プライマー：5'-GCT GGA GGG CAC GGT CAC CAC GCT G-3' （配列番号5）
【０１１８】
  この後、増幅したPCR産物をPCR purification kit（QIAGEN）により精製し、hh4をプラ
イマーとして塩基配列の決定を行った。あるいは、PCRScript(Stratagene, Lajolla, CA)
又はPCR－Blunt（Invitrogene, Carlsbad, CA）にサブクローニングし配列を決定した。
配列情報を基に、抗体重鎖特異的プライマーを合成した。KM341-1-19の場合341Hプライマ
ー、2105の場合は2105Hsalプライマー, 110,115の場合には110Hsalプライマー, KM281-1-
10の場合には281Hsalプライマー,4D11の場合は4D11Salプライマー、 KM643-4-11の場合に
は643Hsalプライマー ,F4-465の場合はH11-9 5'プライマー、F2-103の場合はF2-103Hプラ
イマー、F5-77の場合はF5-77Hプライマーを合成した。抗体重鎖特異的プライマーとhh4を
用いて、1stStrandcDNAからcDNAを増幅し、これを鋳型として抗体特異的プライマーを使
って逆方向からの配列を決定した。
【０１１９】
  hh4プライマー：5'-GGTGCCAGGGGGAAGACCGATGG-3’（配列番号6）
  341Hプライマー：5'-atatgtcgacGCTGAATTCTGGCTGACCAGGGCAG-3’（配列番号7）
  2105Hsal：atatgtcgacTCCCAGGTGTTTCCATTCAGTGATCAG　（配列番号8）
  110Hsal：atatgtcgacTTCCATTCGGTGATCAGCACTGAACAC　（配列番号9）
  281Hsal： atatgtcgacTTTGAGAGTCCTGGACCTCCTGTG　（配列番号10）
  4D11Sal：　atatgtcgacGAGTCATGGATCTCATGTGCAAG　（配列番号11）
  643Hsal：　atatgtcgacCCAGGGCAGTCACCAGAGCTCCAGAC　（配列番号12）
  H11-9 5'：-ACC GTG TCG ACT ACG CGG GAG TGA CT　（配列番号13）
  F2-103H：　accgtgtcgacgctgatcaggactgcaca（配列番号14）
  F5-77H：　 accgtgtcgacggtgatcaggactgaacag（配列番号15）
【０１２０】
  KM341-1-19、2105、110、115、KM281-1-10、4D11、KM643-4-11、F2-103、F5-77の軽鎖
（L鎖）は、UMPとhk2プライマーを使って、98℃１秒、68℃30秒のサイクルを30回繰り返
して増幅した。F4-465の軽鎖は、UMPとhL2プライマーを使って、98℃１秒、68℃30秒のサ
イクルを30回繰り返して増幅した。増幅したPCR産物を、PCR purification kitにより精
製し、hk6もしくはhL2プライマーを用いて塩基配列を決定した。この配列を基に、軽鎖特
異的プライマーを合成した。KM341-1-19の場合341Kプライマー、2105の場合は2053KBglプ
ライマー, 110,115の場合には110KBglプライマー, KM281-1-10の場合には281KBglプライ
マー,４D11の場合は４D11KBgl、 KM643-4-11の場合には643KBglプライマー、 F4-465の場
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合はLamda 5'プライマー,F-103,F5-77の場合はF2-103Kプライマーを合成した。
【０１２１】
  341－1－19、110、115、KM643-4-11、KM281-1-10、4D11、2105の場合は、軽鎖特異的プ
ライマーとhk6プライマーを使って1stStrand cDNAからcDNAを増幅し、これを鋳型として
両方向からの配列を決定した。F4-465、F2-103,F5-77については、PCRScript(Stratagene
, Lajolla, CA)又はPCR－Blunt（Invitrogene, Carlsbad, CA）にサブクローニングし配
列を決定した。
【０１２２】
  hk2プライマー：5'-GTT GAA GCT CTT TGT GAC GGG CGA GC-3'（配列番号16）
  hL2プライマー：5'- TCT TCT CCA CGG TGC TCC CTT CAT-3'（配列番号17）
  341Kプライマー：5'-atatagatctGAACTGCTCAGTTAGGACCCAGAGG-3'(配列番号18)
  2053KBgl： atatagatctCGCGGGGAAGGAGACTGCTCAGTT　（配列番号19）
  110KBgl： atatagatctAGTCAGACCCAGTCAGGACACAGC　（配列番号20）
  281KBgl： atatagatctGAGCTGCTCAGTTAGGACCCAGAGGG　（配列番号21）
  4D11KBgl：　atatagatctTAAGCAAGTGTAACAACTCAGAGTAC　（配列番号22）
  643KBgl：　atatagatctGAGGAACTGCTCAGTTAGGACCCAGAGG　（配列番号23）
  Lamda 5':-AACTCCAGATCTGCCTCAGGAAGCAGCATC　（配列番号24）
  F2-103K：　aactccagatctagggcaagcagtggtaac（配列番号25）
  hk6プライマー：5'-TGGCGGGAAGATGAAGACAGATGGTG-3'（配列番号26）
【０１２３】
  341－1－19 のH鎖全長、及びL鎖可変領域をコードするDNA並びにH鎖及びL鎖のアミノ酸
配列をそれぞれ以下に示す。
  H鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号27の５'末端から50番目のアデニン（A）からはじまる
ATGコドンであり、終止コドンは1472番目のチミン（T）からはじまるTGAである。抗体可
変領域と定常領域の境界は５'末端から493番目のアデニン（A）と494番目のグアニン（G
）間に位置する。アミノ酸配列において、H鎖可変領域は配列番号28のN末端から148番目
のセリン（S）残基までであり、149番目のアラニン（A）以降が定常領域である。遺伝子
配列予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、H鎖のシグナル配列は配列番号28のN末
端より20番目のセリン（S）までと予測された。成熟体のN末端は配列番号28の21番目のグ
ルタミン（Q）であるものと考えられる。
【０１２４】
  L鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号29の５'末端から29番目のAからはじまるATGコドンで
あり、可変領域は５'末端から400番目のアデニン（A）までである。アミノ酸配列におい
て、可変領域は配列番号30のN末端から１２４番目のリジン（K）までである。精製された
L鎖蛋白質のN末端分析により、L鎖のシグナル配列は配列番号30のN末端より20番目のグリ
シン（G）までであり、成熟体のN末端は配列番号30の21番目のグルタミン酸（E）である
ことが明らかとなった。
【０１２５】
341－1－19  H鎖（配列番号27）：
GTCGACGCTGAATTCTGGCTGACCAGGGCAGCCACCAGAGCTCCAGACAATGTCTGTCTCCTTCCTCATCTTCCTGCCCG
TGCTGGGCCTCCCATGGGGTGTCCTGTCACAGGTCCAACTGCAGCAGTCAGGTCCAGGACTGGTGAAGCCCTCGCAGACC
CTCTCACTCACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTGTCTCTAGCAACAGTGCTACTTGGAACTGGATCAGGCAGTCCCCATC
GAGAGACCTTGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTATCGTGATTATGTAGGATCTGTGAAAAGTCGAA
TAATCATCAACCCAGACACATCCAACAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTATATAT
TACTGTACAAGAGCACAGTGGCTGGGAGGGGATTACCCCTACTACTACAGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGT
CACCGTCTCTTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAG
CGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGC
GTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTT
CGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTT
GTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACC
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CTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTG
GTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCA
GCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCC
CCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGA
GATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCA
ATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCAGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTC
ACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACAC
GCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGAGGATCC
【０１２６】
341－1－19  H鎖アミノ酸配列（配列番号28）
MSVSFLIFLPVLGLPWGVLSQVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSATWNWIRQSPSRDLEWLGRTYYRSKWY
RDYVGSVKSRIIINPDTSNNQFSLQLNSVTPEDTAIYYCTRAQWLGGDYPYYYSMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLA
PCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNT
KVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
【０１２７】
341－1－19  L鎖（配列番号29）：
ACTGCTCAGTTAGGACCCAGAGGGAACCATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAGATA
CCACCGGAGAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGG
GCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGC
ATCCAACAGGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGCC
TAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGCGTAGCAACACTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAA
CGTACG
【０１２８】
341－1－19  L鎖アミノ酸配列（配列番号30）
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNTFGPGTKVDIKRT
【０１２９】
  2105のH鎖可変領域、及びL鎖可変領域をコードするDNA並びにH鎖及びL鎖のアミノ酸配
列をそれぞれ以下に示す。
【０１３０】
  H鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号31の５'末端から70番目のアデニン（A）からはじまる
ATGコドンであり、抗体可変領域と定常領域の境界は５'末端から495番目のアデニン（A）
と496番目のグアニン（G）間に位置する。アミノ酸配列において、H鎖可変領域は配列番
号32のN末端から142番目のセリン（S）残基までであり、149番目のアラニン（A）以降が
定常領域である。遺伝子配列予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、H鎖のシグナ
ル配列は配列番号32のN末端より19番目のcystein（C）までと予測された。成熟体のN末端
は配列番号32の20番目のGlutamic acid（E）であるものと考えられる。
【０１３１】
  L鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号33の５'末端から28番目のAからはじまるATGコドンで
あり、可変領域は５'末端から405番目のアデニン（A）までである。アミノ酸配列におい
て、可変領域は配列番号34のN末端から１２6番目のリジン（K）までである。遺伝子配列
予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、L鎖のシグナル配列は配列番号34のN末端よ
り20番目のGlycine（G）までと予測された。成熟体のN末端は配列番号34の21番目のGluta
mic acid（E）であるものと考えられる。
【０１３２】
2105  H鎖（配列番号：31）
CTGAACACAGACCCGTCGACTCCCAGGTGTTTCCATTCAGTGATCAGCACTGAACACAGAGGACTCACCATGGAGTTGGG
ACTGAGCTGGATTTTCCTTTTGGCTATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGG
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TACAGCCTGGCAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGCCATGCACTGGGTCCGG
CAAGCTCCAGGGAAGGGCCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTAGTTGGAATAGTGGTAGCTTGGTGCATGCGGACTCTGTGAA
GGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCCCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCTGAGGACACGG
CCTTGTATTACTGTGCAAGAGATAGGCTATTTCGGGGAGTTAGGTACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACG
GTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGG
【０１３３】
2105  H鎖アミノ酸配列（配列番号：32）
MELGLSWIFLLAILKGVQCEVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSGISWNSGSLVHA
DSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTALYYCARDRLFRGVRYYGMDVWGQGTTVTVSSASTK
【０１３４】
2105  L鎖（配列番号：33）
CTGCTCAGTTAGGACCCAGAGGGAACCATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAGATAC
CACCGGAGAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGG
CCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCA
TCCAACAGGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGCCT
AGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGCGTAGCCACTGGCTCACTTTCGGCGGGGGGACCAAGGTGGAGA
TCAAACGTACGGTG
【０１３５】
2105  L鎖アミノ酸配列（配列番号：34）
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSHWLTFGGGTKVEIKRTV
【０１３６】
  110のH鎖可変領域、及びL鎖可変領域をコードするDNA並びにH鎖及びL鎖のアミノ酸配列
をそれぞれ以下に示す。
【０１３７】
  H鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号35の５'末端から60番目のアデニン（A）からはじまる
ATGコドンであり、抗体可変領域と定常領域の境界は５'末端から479番目のアデニン（A）
と480番目のグアニン（G）間に位置する。アミノ酸配列において、H鎖可変領域は配列番
号36のN末端から140番目のセリン（S）残基までであり、141番目のアラニン（A）以降が
定常領域である。遺伝子配列予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、H鎖のシグナ
ル配列は配列番号36のN末端より19番目のCystein（C）までと予測された。成熟体のN末端
は配列番号36の20番目のグルタミン（Q）であるものと考えられる。
【０１３８】
  L鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号37の５'末端から35番目のAからはじまるATGコドンで
あり、可変領域は５'末端から421番目のアデニン（A）までである。アミノ酸配列におい
て、可変領域は配列番号38のN末端から１２9番目のリジン（K）までである。遺伝子配列
予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、L鎖のシグナル配列は配列番号38のN末端よ
り22番目のCystein（C）までと予測された。成熟体のN末端は配列番号38の23番目のvalin
e（V）であるものと考えられる。
【０１３９】
110  H鎖（配列番号：35）
CTGAACACAGACCCGTCGACTTCCATTCGGTGATCAGCACTGAACACAGAGGACTCACCATGGAGTTTGGGCTGAGCTGG
GTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAGGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGG
GAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAG
GCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATGGTATGATGGAAGTATTAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTC
ACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTA
CTGTGCGAGAGAGGGCTACAATATTTTGACTGGTTATTTTGGCTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG
CTAGCACCAAGGG
【０１４０】
110  H鎖アミノ酸配列（配列番号：36）
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MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSIKYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAREGYNILTGYFGYWGQGTLVTVSSASTK
【０１４１】
110  L鎖（配列番号：37）
TCACAGATCTAGTCAGACCCAGTCAGGACACAGCATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCT
GGCTCCCAGGTGCCAGATGTGTCATCTGGATGACCCAGTCTCCATCCTTACTCTCTGCATCTACAGGAGACAGAGTCACC
ATCAGTTGTCGGATGAGTCAGGGCATTAGCAGTGATTTAGCCTGGTATCAGCAAAAACCAGGGAAAGCCCCTGAGCTCCT
GATCTCTGCTGCATCCACTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCA
CCATCAGCTGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGTATTATAGTTTTCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTACG
【０１４２】
110  L鎖アミノ酸配列（配列番号：38）
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARCVIWMTQSPSLLSASTGDRVTISCRMSQGISSDLAWYQQKPGKAPELLISAASTLQSGV
PSRFSGSGSGTDFTLTISCLQSEDFATYYCQQYYSFPWTFGQGTKVEIKRT
【０１４３】
  115のH鎖可変領域、及びL鎖可変領域をコードするDNA並びにH鎖及びL鎖のアミノ酸配列
をそれぞれ以下に示す。
【０１４４】
  H鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号39の５'末端から60番目のアデニン（A）からはじまる
ATGコドンであり、抗体可変領域と定常領域の境界は５'末端から479番目のアデニン（A）
と480番目のグアニン（G）間に位置する。アミノ酸配列において、H鎖可変領域は配列番
号40のN末端から140番目のセリン（S）残基までであり、141番目のアラニン（A）以降が
定常領域である。遺伝子配列予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、H鎖のシグナ
ル配列は配列番号40のN末端より19番目のCystein（C）までと予測された。成熟体のN末端
は配列番号40の20番目のグルタミン（Q）であるものと考えられる。
【０１４５】
  L鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号41の５'末端から35番目のAからはじまるATGコドンで
あり、可変領域は５'末端から421番目のアデニン（A）までである。アミノ酸配列におい
て、可変領域は配列番号42のN末端から１２9番目のリジン（K）までである。遺伝子配列
予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、L鎖のシグナル配列は配列番号42のN末端よ
り22番目のCystein（C）までと予測された。成熟体のN末端は配列番号42の23番目のvalin
e（V）であるものと考えられる。
【０１４６】
115  H鎖（配列番号：39）
CTGAACACAGACCCGTCGACTTCCATTCGGTGATCAGCACTGAACACAGAGGACTCACCATGGAGTTTGGGCTGAGCTGG
GTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAGGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGG
GAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAG
GCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTTATATGGAATGATGGAAGTATTAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTC
ACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTA
CTGTGCGAGAGAGGGCTACAATATTTTGACTGGTTATTTTGGCTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG
CTAGCACCAAGG
【０１４７】
115  H鎖アミノ酸配列（配列番号：40）
MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWNDGSIKYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAREGYNILTGYFGYWGQGTLVTVSSASTK
【０１４８】
115  L鎖（配列番号：41）
TCACAGATCTAGTCAGACCCAGTCAGGACACAGCATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCT
GGCTCCCAGGTGCCAGATGTGTCATCTGGATGACCCAGTCTCCATCCTTACTCTCTGCATCTACAGGAGACAGAGTCACC
ATCAGTTGTCGGATGAGTCAGGGCATTAGCAGTGATTTAGCCTGGTATCAGCAAAAACCAGGGAAAGCCCCTGAGCTCCT
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GATCTCTGCTGCATCCACTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCA
CCATCAGCTGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGTATTATAGTTTTCCGTGGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTACG
【０１４９】
115  L鎖アミノ酸配列（配列番号：42）
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARCVIWMTQSPSLLSASTGDRVTISCRMSQGISSDLAWYQQKPGKAPELLISAASTLQSGV
PSRFSGSGSGTDFTLTISCLQSEDFATYYCQQYYSFPWTFGQGTKVEIKRT
【０１５０】
  281－1－10のH鎖可変領域、及びL鎖可変領域をコードするDNA並びにH鎖及びL鎖のアミ
ノ酸配列をそれぞれ以下に示す。
【０１５１】
  H鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号43の５'末端から52番目のアデニン（A）からはじまる
ATGコドンであり、抗体可変領域と定常領域の境界は５'末端から468番目のアデニン（A）
と469番目のグアニン（G）間に位置する。アミノ酸配列において、H鎖可変領域は配列番
号44のN末端から139番目のセリン（S）残基までであり、140番目のアラニン（A）以降が
定常領域である。遺伝子配列予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、H鎖のシグナ
ル配列は配列番号44のN末端より19番目のセリン（S）までと予測された。成熟体のN末端
は配列番号44の20番目のグルタミン（Q）であるものと考えられる。
【０１５２】
  L鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号45の５'末端から41番目のAからはじまるATGコドンで
あり、可変領域は５'末端から424番目のアデニン（A）までである。アミノ酸配列におい
て、可変領域は配列番号46のN末端から１２8番目のリジン（K）までである。遺伝子配列
予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、L鎖のシグナル配列は配列番号46のN末端よ
り20番目のGlycine（G）までと予測された。成熟体のN末端は配列番号46の21番目のGluta
mic acid（E）であるものと考えられる。
【０１５３】
281－1－10  H鎖（配列番号：43）
CTGAACACAGACCCGTCGACTTTGAGAGTCCTGGACCTCCTGTGCAAGAACATGAAACATCTGTGGTTCTTCCTTCTCCT
GGTGGCAGCTCCCAGATGGGTCCTGTCCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCC
TGTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGGCAGCCCCCAGGGAAGGGA
CTGGAGTGGATTGGGTATATCTATTACAGTGGGAGCACCAACTACAATCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGT
AGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAATTCTGTGACCGCTGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAG
CCCCCTTGCACGGTGACTACAAATGGTTCCACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAG
G
【０１５４】
281－1－10  H鎖アミノ酸配列（配列番号：44）
MKHLWFFLLLVAAPRWVLSQVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISGYYWSWIRQPPGKGLEWIGYIYYSGSTNYNP
SLKSRVTISVDTSKNQFSLKLNSVTAADTAVYYCARAPLHGDYKWFHPWGQGTLVTVSSASTK
【０１５５】
281－1－10  L鎖（配列番号：45）
TCACAGATCTGAGCTGCTCAGTTAGGACCCAGAGGGAACCATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCT
GGCTCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACC
CTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCT
CCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTC
TCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGATCACCTTCGGC
CAAGGGACACGACTGGAGATCAAACGTACG
【０１５６】
281－1－10  L鎖アミノ酸配列（配列番号：46）
METPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIP
DRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPITFGQGTRLEIKRT
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【０１５７】
  4D11のH鎖可変領域、及びL鎖可変領域をコードするDNA並びにH鎖及びL鎖のアミノ酸配
列をそれぞれ以下に示す。
【０１５８】
  H鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号47の５'末端から16番目のアデニン（A）からはじまる
ATGコドンであり、抗体可変領域と定常領域の境界は５'末端から456番目のアデニン（A）
と457番目のグアニン（G）間に位置する。アミノ酸配列において、H鎖可変領域は配列番
号48のN末端から147番目のセリン（S）残基までであり、148番目のアラニン（A）以降が
定常領域である。遺伝子配列予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、H鎖のシグナ
ル配列は配列番号48のN末端より26番目のセリン（S）までと予測された。成熟体のN末端
は配列番号48の27番目のグルタミン（Q）であるものと考えられる。
【０１５９】
  L鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号49の５'末端から59番目のAからはじまるATGコドンで
あり、可変領域は５'末端から442番目のアデニン（A）までである。アミノ酸配列におい
て、可変領域は配列番号50のN末端から１２8番目のリジン（K）までである。遺伝子配列
予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、L鎖のシグナル配列は配列番号50のN末端よ
り22番目のCystein（C）までと予測された。成熟体のN末端は配列番号50の23番目のAlani
ne（A）であるものと考えられる。
【０１６０】
4D11  H鎖（配列番号：47）
ATATGTCGACGAGTCATGGATCTCATGTGCAAGAAAATGAAGCACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCGGCTCCCAG
ATGGGTCCTGTCCCAGCTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTACTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCA
CTGTCTCTGGCGGCTCCATCAGCAGTCCTGGTTACTACGGGGGCTGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGG
ATTGGGAGTATCTATAAAAGTGGGAGCACCTACCACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCCGTAGACACGTC
CAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCAGACACGGCTGTGTATTACTGTACGAGACCTGTAGTAC
GATATTTTGGGTGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGC
【０１６１】
4D11  H鎖アミノ酸配列（配列番号：48）
MDLMCKKMKHLWFFLLLVAAPRWVLSQLQLQESGPGLLKPSETLSLTCTVSGGSISSPGYYGGWIRQPPGKGLEWIGSIY
KSGSTYHNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCTRPVVRYFGWFDPWGQGTLVTVSSAS
【０１６２】
4D11  L鎖（配列番号：49）
AGATCTTAAGCAAGTGTAACAACTCAGAGTACGCGGGGAGACCCACTCAGGACACAGCATGGACATGAGGGTCCCCGCTC
AGCTCCTGGGGCTTCTGCTGCTCTGGCTCCCAGGTGCCAGATGTGCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCT
GCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAA
ACCAGGGAAAGCTCCTAAGCTCCTGATCTATGATGCCTCCAATTTGGAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTG
GATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGTTTAAT
AGTTACCCGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTACG
【０１６３】
４D11  L鎖アミノ酸配列（配列番号：50）
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARCAIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKLLIYDASNLESGV
PSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNSYPTFGQGTKVEIKRT
【０１６４】
  KM643-4-11のH鎖可変領域、及びL鎖可変領域をコードするDNA並びにH鎖及びL鎖のアミ
ノ酸配列をそれぞれ以下に示す。
【０１６５】
  H鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号51の５'末端から1番目のアデニン（A）からはじまるA
TGコドンであり、抗体可変領域と定常領域の境界は５'末端から447番目のアデニン（A）
と448番目のグアニン（G）間に位置する。アミノ酸配列において、H鎖可変領域は配列番
号52のN末端から149番目のセリン（S）残基までであり、150番目のアラニン（A）以降が
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定常領域である。遺伝子配列予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、H鎖のシグナ
ル配列は配列番号52のN末端より20番目のセリン（S）までと予測された。成熟体のN末端
は配列番号52の21番目のグルタミン（Q）であるものと考えられる。
【０１６６】
  L鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号53の５'末端から38番目のAからはじまるATGコドンで
あり、可変領域は５'末端から409番目のアデニン（A）までである。アミノ酸配列におい
て、可変領域は配列番号54のN末端から１２４番目のリジン（K）までである。遺伝子配列
予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、L鎖のシグナル配列は配列番号54のN末端よ
り20番目のGlycine（G）までと予測された。成熟体のN末端は配列番号54の21番目のGluta
mic acid（E）であるものと考えられる。
【０１６７】
KM643-4-11  Ｈ鎖（配列番号：51）
ATGTCTGTCTCCTTCCTCATCTTCCTGCCCGTGCTGGGCCTCCCATGGGGTGTCCTGTCACAGGTACAGCTGCAGCAGTC
AGGTCCAGGACTGGTGAAGCCCTCGCAGACCCTCTCATTCACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTGTCTCTAGCAACAGTG
CTGCTTGGAACTGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGAGGCCTTGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTAT
AAAGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAACCATCAACCCAGACACATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAA
CTCTGTGACCCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGGGTATTACTATGGTTCGGGGAGCTATCCCTACTACT
ACCAAATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGC
【０１６８】
KM643-4-11  Ｈ鎖アミノ酸配列（配列番号：52）
MSVSFLIFLPVLGLPWGVLSQVQLQQSGPGLVKPSQTLSFTCAISGDSVSSNSAAWNWIRQSPSRGLEWLGRTYYRSKWY
KDYAVSVKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCARGYYYGSGSYPYYYQMDVWGQGTTVTVSSAS
【０１６９】
KM643-4-11  L鎖（配列番号：53）
AATTGAGGAACTGCTCAGTTAGGACCCAGAGGGAACCATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGC
TCCCAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGTGCCACCCTC
TCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCAT
CTATGATGCATCCAACAGGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCA
TCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGCGTAGCAACACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTG
GAGATCAAACGAAC
【０１７０】
KM643-4-11  L鎖アミノ酸配列（配列番号：54）
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPATLSLSPGESATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPA
RFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNTFGGGTKVEIKR
【０１７１】
  F4-465のH鎖可変領域、及びL鎖可変領域をコードするDNA並びにH鎖及びL鎖のアミノ酸
配列をそれぞれ以下に示す。
【０１７２】
  H鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号55の５'末端から47番目のアデニン（A）からはじまる
ATGコドンであり、抗体可変領域と定常領域の境界は５'末端から484番目のアデニン（A）
と445番目のグアニン（G）間に位置する。アミノ酸配列において、H鎖可変領域は配列番
号56のN末端から146番目のセリン（S）残基までであり、147番目のアラニン（A）以降が
定常領域である。遺伝子配列予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、H鎖のシグナ
ル配列は配列番号56のN末端より19番目のセリン（S）までと予測された。成熟体のN末端
は配列番号56の20番目のグルタミン（Q）であるものと考えられる。
【０１７３】
  L鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号57の５'末端から81番目のAからはじまるATGコドンで
あり、可変領域は５'末端から440番目の（C）までである。アミノ酸配列において、可変
領域は配列番号58のN末端から１２0番目のThreonine（T）までである。遺伝子配列予測ソ
フトウェア（Signal P ver.2）により、L鎖のシグナル配列は配列番号58のN末端より19番
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目のAlanine（G）までと予測された。成熟体のN末端は配列番号58の20番目のSerine（S）
であるものと考えられる。
【０１７４】
F4-465  H鎖（配列番号：55）
CTGAACACAGACCCGTCGACTACGCGGGAGACCACAGCTCCACACCATGGACTGGACCTGGAGGATCCTATTCTTGGTGG
CAGCAGCAACAGGTGCCCACTCCCAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAG
GTCCCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACTAGCTATGCTATGAATTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGA
GTGGATGGGATGGATCAACACCAACACTGGGAACCCAACGTATGCCCAGGGCTTCACAGGACGGTTTGTCTTCTCCTTGG
ACACCTCTGTCAGCACGGCATATCTGCAGATCAGCAGCCTAAAGGCTGAGGACACTGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAG
GTAGTACCAGTTGCTATGAGGGTAACTCACTACTACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTC
CTCAGCTAGCACCAA
【０１７５】
F4-465  H鎖アミノ酸配列（配列番号：56）
MDWTWRILFLVAAATGAHSQVQLVQSGSELKKPGASVKVPCKASGYTFTSYAMNWVRQAPGQGLEWMGWINTNTGNPTYA
QGFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCAREVVPVAMRVTHYYYGMDVWGQGTTVTVSSAST
【０１７６】
F4-465  L鎖（配列番号：57）
CTGGGTACGGTAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCACAGATCTGCCTCAGGAAGCAGCATCGGAGGTGCCTCAGCC
ATGGCATGGATCCCTCTCTTCCTCGGCGTCCTTGTTTACTGCACAGGATCCGTGGCCTCCTATGAGCTGACTCAGCCACC
CTCAGTGTCCGTGGCCCCAGGACAGACAGCCAGCATCACCTGTTCTGGAGATAAATTGGGGGATAATTTTACTTGCTGGT
ATCAGCAGAAGCCAGGCCAGTCCCCTGTGCTGGTCATCTTTCAGGATTGGAAGCGGCGCCCAGGGATCCCTGCGCGATTC
TCTGGCTCCAAGTCTGGGAACACAGCCACTCTGACCATCAGCGGGACCCAGGCTATGGATGAGGCTGACTATTACTGTCA
GGCGTGGGACATCAGCACTGTGGTATTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAGGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGG
TCACTCTGTTCCCGCCCTCCTCTGAGGAGCTTCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCG
GGAGCCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAGCCCCGTCAAGGCGGGAGTGGAGACCACCACACCCTCCAAACAAAG
CAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGACGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGG
TCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTGGCCCCTACAGAATGTTCATGAATTCAGATCCGTTAACGGTTACCA
ACTACCTAGACTGGATTCGTGACCAACATA
【０１７７】
F4-465  L鎖アミノ酸配列（配列番号：58）
MAWIPLFLGVLVYCTGSVASYELTQPPSVSVAPGQTASITCSGDKLGDNFTCWYQQKPGQSPVLVIFQDWKRRPGIPARF
SGSKSGNTATLTISGTQAMDEADYYCQAWDISTVVFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYP
GAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS
【０１７８】
  F2-103のH鎖可変領域、及びL鎖可変領域をコードするDNA並びにH鎖及びL鎖のアミノ酸
配列をそれぞれ以下に示す。
【０１７９】
  H鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号59の５'末端から32番目のアデニン（A）からはじまる
ATGコドンであり、抗体可変領域と定常領域の境界は５'末端から463番目のアデニン（A）
と464番目のグアニン（G）間に位置する。アミノ酸配列において、H鎖可変領域は配列番
号60のN末端から144番目のセリン（S）残基までであり、145番目のアラニン（A）以降が
定常領域である。遺伝子配列予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、H鎖のシグナ
ル配列は配列番号60のN末端より19番目のCystein（C）までと予測された。成熟体のN末端
は配列番号60の20番目のGlutamic acid（E）であるものと考えられる。
【０１８０】
  L鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号61の５'末端から29番目のAからはじまるATGコドンで
あり、可変領域は５'末端から415番目のアデニン（A）までである。アミノ酸配列におい
て、可変領域は配列番号62のN末端から１２9番目のリジン（K）までである。遺伝子配列
予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、L鎖のシグナル配列は配列番号62のN末端よ
り22番目のCystein（C）までと予測された。成熟体のN末端は配列番号62の23番目のAsp（
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D）であるものと考えられる。
【０１８１】
F2-103  H鎖（配列番号：59）
GCTGATCAGGACTGCACACAGAGAACTCACCATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTTGTTGCTATTTTAAAAGGTG
TCCAGTGTGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGGGGAGGCTTAGTTCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGTC
TCTGGATTCACCTTCAGTACCTACTGGATGCACTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGAAGGGGCTGGTGTGGGTCTCACGTAT
TAATAGTGATGGGAGTAGCACAACCTACGCGGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACA
CGCTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCAAGAGATAGAGTACTATGGATC
GGGGAGTTATCCTACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCC
ATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCT
【０１８２】
F2-103  H鎖アミノ酸配列（配列番号：60）
MEFGLSWVFLVAILKGVQCEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFTFSTYWMHWVRQAPGKGLVWVSRINSDGSSTTYA
DSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDRVLWIGELSYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSK
STS
【０１８３】
F2-103  L鎖（配列番号：61）
GGGGAGTCAGACCCAGTCAGGACACAGCATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGCTCC
CAGGTGCCAAATGTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCTTCCACCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACT
TGCCGGGCCAGTCAGAGTATTAGTAACTGGTTGGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGCTCTA
TAAGGCATCTGGTTTAGAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACCATCA
ACAGCCTGCAGCCTGATGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAGTCTAATAGTTATTCGTGGACGTTCGGCCACGGGACC
AAGGTGGAAATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAAC
TGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAAT
CGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGC
AAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGA
【０１８４】
F2-103  L鎖アミノ酸配列（配列番号：62）
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGAKCDIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISNWLAWYQQKPGKAPKLLLYKASGLESGV
PSRFSGSGSGTEFTLTINSLQPDDFATYYCQQSNSYSWTFGHGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
【０１８５】
  F5-77のH鎖可変領域、及びL鎖可変領域をコードするDNA並びにH鎖及びL鎖のアミノ酸配
列をそれぞれ以下に示す。
【０１８６】
  H鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号63の５'末端から100番目のアデニン（A）からはじま
るATGコドンであり、抗体可変領域と定常領域の境界は５'末端から528番目のアデニン（A
）と529番目のグアニン（G）間に位置する。アミノ酸配列において、H鎖可変領域は配列
番号64のN末端から143番目のセリン（S）残基までであり、144番目のアラニン（A）以降
が定常領域である。遺伝子配列予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、H鎖のシグ
ナル配列は配列番号64のN末端より19番目のCystein（C）までと予測された。成熟体のN末
端は配列番号64の20番目のGlutamic acid（E）であるものと考えられる。
【０１８７】
  L鎖DNAの翻訳開始点は、配列番号65の５'末端から59番目のAからはじまるATGコドンで
あり、可変領域は５'末端から445番目のアデニン（A）までである。アミノ酸配列におい
て、可変領域は配列番号66のN末端から１２9番目のリジン（K）までである。遺伝子配列
予測ソフトウェア（Signal P ver.2）により、L鎖のシグナル配列は配列番号66のN末端よ
り22番目のCystein（C）までと予測された。成熟体のN末端は配列番号66の23番目のAsp（
D）であるものと考えられる。
【０１８８】
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F5-77  H鎖（配列番号：63）
GGTCTATATAAGCAGAGCTGGGTACGTCCTCACATTCAGTGATCAGCACTGAACACAGACCCGTCGACGGTGATCAGGAC
TGAACAGAGAGAACTCACCATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGCTTTTTCTTGTGGCTATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAGG
TGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACC
TTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGG
TGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGC
AAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGATGGGGGGTACTATGGTTCGGGGAGTTAT
GGGTACTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCT
GGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCC
【０１８９】
F5-77  H鎖アミノ酸配列（配列番号：64）
MEFGLSWLFLVAILKGVQCEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDGGYYGSGSYGYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFP
【０１９０】
F5-77  L鎖（配列番号：65）
CAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGGGGGAGTCAGACCCAGTCAGGACACAGCATGGACATGAGGGTCCCCGCTC
AGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTCTGGTTCCCAGGTTCCAGATGCGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCGTGTCT
GGATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGTCGGGCGAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAA
ACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGGATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTG
GATTTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTACTATTGTCAACAGGCTAGC
AGTTTCCCTCGGACATTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAGATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCC
GCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAG
TACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACC
TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCA
GGGCCTGA
【０１９１】
F5-77  L鎖アミノ酸配列（配列番号：66）
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRCDIQMTQSPSSVSGSVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPGKAPKLLIYAGSSLQSGV
PSRFSGSGFGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQASSFPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNN
FYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
【０１９２】
［実施例18］抗体たんぱく質の動物細胞における発現
　前記で取得した抗体の可変領域を含むDNA断片をN5KG1（IDEC Pharmaceuticals, US pat
ent6001358）などの適当なベクターに組み込むことにより、抗体発現ベクターを作製する
。発現のための宿主細胞には、例えばCHO-Ras（Katakura Y., et al., Cytotechnology, 
31: 103-109, 1999）が好適に用いられる。宿主細胞へのベクターの導入は例えばエレク
トロポレーションにより実施できる。抗体発現ベクター約2μgを制限酵素で線状化し、Bi
o-Rad electrophoreterをもちいて350V、500μFの条件で、4x107個のCHO－Ras細胞に遺伝
子を導入し、96well culture plateに播種する。発現ベクターの選択マーカーに対応した
薬剤を添加して培養を継続する。コロニーが観察されたら、実施例4に示した方法によっ
て、抗体発現株を選別する。選別した細胞からの抗体精製は、実施例５にしたがって行う
ことができる。
【０１９３】
〔実施例19〕CD40アンタゴニスティック抗体による抗原特異的抗体産生抑制作用
  マウス内因性CD40破壊についてホモ接合体の遺伝子背景を有し、かつ、ヒトCD40遺伝子
のトランスジーンを有しているマウス（Yasui. et al. Int. Immunol. 2002 Vol14 : 319
）に4-hydroxy-3-nitrophenylacetyl-chiken γ-globulin conjugates (NP-CGG：大阪大
学微生物病研究所　菊谷　仁教授より分与)とアラム(ARAM: Antigen recognition activa
tion motif)の複合体を100μg（NP-CGG量として）腹腔内注射することにより感作した。
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各モノクローナル抗体は抗原感作直前に30または100μgの量を尾静脈内投与した。陰性対
照として抗ヒトアルブミンヒトIgG4抗体100μgを投与した。感作７日後、眼窩静脈叢より
採血し、血清中のNP特異的IgG1およびIgM抗体量をELISA法により測定した。ELISA法はNP
を結合した牛血清アルブミン（NP-BSA：2.5μg/ml）50μl/ウェルを、ELISA用96穴マイク
ロプレート（Maxisorp、Nunc社製）の各ウェルに加え、4℃でインキュベートし、NP-BSA
を吸着させた。次いで、上清を捨て、各ウェルにブロッキング試薬（スーパーブロック、
Pierce社製）を加え室温でインキュベートしブロックした後、各ウェルを0.1%Tween20含
有リン酸緩衝液（PBS-T）で3回洗浄した。次いで、各ウェルに10％ブロックエース含有PB
S-Tで希釈した各血清（50μl/ウェル）を加え、37℃で2時間インキュベートし反応させた
。マイクロプレートをPBS-Tで3回洗浄後、アルカリフォスファターゼで標識されたヤギ抗
マウスIgG1またはIgM抗体（コスモバイオ、1070-04または1020-04）を10％ブロックエー
ス含有PBS-Tで1,000倍に希釈した溶液（50μl/ウェル）を、各ウェルに加え、37℃で2時
間インキュベートした。次いで、マイクロプレートをPBS-Tで3回洗浄後、発色基質液（50
μl/ウェル、Sigma104、phosphatase substrate）を各ウェルに加え、波長405nmでの吸光
度をマイクロプレートリーダーで測定した。その結果を図18、図19に示す。図中縦軸はNP
-CGGをC57BL/6マウスに2回注射した後採血してプールした血清について、IgG1抗体の場合
は10,000倍希釈したものを、IgM抗体の場合は100倍したものをそれぞれ１ユニットとして
換算した値を示す。F4-465、4D11およびKM281-1-10抗体は100μgの投与によりNP特異的な
IgG1およびIgM抗体産生を強く抑制した。
【０１９４】
〔実施例20〕CD40アンタゴニスティック抗体による扁桃腺B細胞の増殖抑制
　ヒト扁桃腺はチルドレンズ・ホスピタル（サン　ディエゴ、米国カリフォルニア州）よ
り入手した。扁桃腺を小片に裁断し、細かく刻み、70マイクロメーターのナイロンメッシ
ュ細胞ストレーナーを通すことにより、細胞懸濁液を調製した。PBSにて数回洗浄の後、
細胞数を計数し、９０％ヒト血清（ICN）、１０％DMSOで凍結保存した。細胞は融解の後
、１０％ヒト血清、２．５マイクログラム／ｍｌのアンフォテリシン（ファンギゾン、ギ
ブコ／ＢＲＬ）を添加した標準的ＲＰＭＩ培地に再懸濁して使用した。
【０１９５】
  １ｘ１０５個の細胞を９６穴ウェルに加え、抗ヒトＣＤ４０抗体を0.01、0.1、1.0およ
び10マイクログラム／ｍｌの濃度で添加した。試験は各濃度につき三連で実施した。ｆｌ
ａｇ標識したＣＤ４０Ｌ（Ａｌｅｘｉｓ）１マイクログラム／ｍｌ、ＣＤ４０Ｌエンハン
サー抗体（Ａｌｅｘｉｓ）１マイクログラム／ｍｌを各ウェルに添加して３日間培養の後
、１マイクロＣｉの[３Ｈ]チミジンを各ウェルに添加した。１２～１５時間後に細胞を回
収、液体シンチレーションカウンターにより扁桃腺Ｂ細胞の増殖を計測した。Ｂ細胞がＣ
Ｄ４０Ｌの刺激により増殖し、抗体を添加されなかった場合のカウントを１００、ＣＤ４
０Ｌが添加されず、Ｂ細胞が刺激されなかった場合のカウントを０とした。例えば相対的
なカウントの値として３０が計測された場合、本実験では、７０％の増殖阻害が起こった
と表現することとした。
【０１９６】
  公知のアンタゴニスティック抗体である5D12は、抗体濃度１００マイクログラム／ｍｌ
でも５０％を超える増殖抑制を示さなかった。F4-465はわずか０．０１マイクログラム／
ｍｌの濃度で約８０％の増殖抑制を示し、０．１～１０マイクログラム／ｍｌの濃度で約
９５％の増殖抑制を示した（図２０）。
　本明細書で引用した全ての刊行物、特許及び特許出願は、そのまま参考として本明細書
に取り入れるものとする。
【図面の簡単な説明】
【０１９７】
【図１】KM302-1抗体が、CD95発現を促進する結果を示す図である。
【図２Ａ】アンタゴニスティック抗体がRamos細胞に対するCD40リガンドの働きを中和す
ることを示す図である。
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【図２Ｂ】アンタゴニスティック抗体がRamos細胞に対するCD40リガンドの働きを中和す
ることを示す図である。
【図３】KM281-1-10抗体がRamos細胞に対するCD40リガンドの働きを中和することを示す
図である。
【図４】架橋されたKM281-1-10抗体がCD95発現を促進しない結果を示す図である。
【図５】架橋された5D12抗体が、CD95発現を促進する結果を示す図である。
【図６】KM302-1抗体による腫瘍細胞に対する増殖抑制効果を示す図である。
【図７】KM302-1抗体が、DC細胞の成熟化を促進する結果を示す図である。
【図８】KM302-1抗体が、DC細胞にIL-12生産を促進する結果を示す図である。
【図９】KM281-1-10抗体による、DCに対するCD40リガンドの働きを中和することを示す図
である。
【図１０】KM281-1-10抗体による、DCに対するCD40リガンドの働きを中和することを示す
図である。
【図１１】KM302-1抗体による未成熟DC－MLRを活性化することを示す図である。
【図１２】KM341-1-19抗体等が、Ramos細胞のCD95発現を促進する結果を示す図である。
【図１３】KM341-1-19抗体が、成熟DC細胞のIL-12生産を促進する結果を示す図である。
【図１４】KM341-1-19抗体が、成熟DC細胞のIL-10生産を促進する結果を示す図である。
【図１５】4D11抗体等が、Ramos細胞に対するCD40リガンドの働きを中和することを示す
図である。
【図１６】KM302-1抗体が、ヒト腫瘍細胞移植マウスモデルにおいて抗腫瘍効果を示す図
である。
【図１７】KM341-1-19抗体が、腫瘍細胞に対して増殖抑制効果を示す図である。
【図１８】F4-465, 4D11, KM281-1-10が抗原特異的IgGの産生を抑制することを示す図で
ある。
【図１９】F4-465, 4D11, KM281-1-10が抗原特異的IgMの産生を抑制することを示す図で
ある。
【図２０】F4-465が扁桃腺B細胞の増殖を抑制することを示す図である。
【配列表フリーテキスト】
【０１９８】
　配列番号１～２６：合成DNA
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【手続補正書】
【提出日】平成21年2月13日(2009.2.13)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ハイブリドーマ2105（受託番号FERM BP-8024）により生産される抗体を用いた、腫瘍を
治療する方法。
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