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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号１を含む重鎖可変領域と、配列番号２を含む軽鎖可変領域とを含む、単離された
抗体またはその抗原結合部分。
【請求項２】
　（ａ）配列番号９を含む重鎖可変領域ＣＤＲ３配列、
　（ｂ）配列番号１８を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ３配列、
　（ｃ）配列番号８を含む重鎖可変領域ＣＤＲ２配列、
　（ｄ）配列番号１７を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ２配列、
　（ｅ）配列番号７を含む重鎖可変領域ＣＤＲ１配列、および
　（ｆ）配列番号１６を含む軽鎖可変領域ＣＤＲ１配列
を含む、単離された抗体またはその抗原結合部分。
【請求項３】
前記抗体が全長抗体である、請求項１または２に記載の抗体。
【請求項４】
請求項１または２に記載の抗体の抗原結合部分を含む、単離されたポリペプチド。
【請求項５】
ヒト抗体である、請求項１または２に記載の抗体またはその抗原結合部分。
【請求項６】
Ｆｃドメイン、エフェクタードメイン、単鎖抗体、およびＦａｂフラグメントからなる群
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より選択される、請求項１または２に記載の抗体またはその抗原結合部分。
【請求項７】
標識または毒素をさらに含む、請求項１または２に記載の抗体またはその抗原結合部分。
【請求項８】
薬学的に受容可能なキャリア中に請求項１または２に記載の抗体またはその抗原結合部分
を含む組成物。
【請求項９】
ＨＣＶに結合する抗体の可変領域をコードする単離された核酸であって、配列番号２５を
含む重鎖可変領域と、配列番号２６を含む軽鎖可変領域とを含む、単離された核酸。
【請求項１０】
請求項９に記載の核酸を含む発現ベクター。
【請求項１１】
請求項９に記載の核酸を含む宿主細胞。
【請求項１２】
請求項１または２に記載される１以上の単離された抗体またはその抗原結合部分と、ＨＣ
Ｖ媒介性疾患の処置における使用のための説明書とを備える、キット。
【請求項１３】
被験体におけるＨＣＶ感染を処置するための組成物であって、
　該ＨＣＶ感染の症状を阻害するのに有効な量の請求項１または２に記載の単離された抗
体またはその抗原結合部分
を含む、組成物。
【請求項１４】
（ａ）前記被験体がヒトである、または
（ｂ）前記抗体またはその抗原結合部分が、静脈内投与、筋肉内投与、または皮下投与の
ためのものである、
請求項１３に記載の組成物。
【請求項１５】
（ａ）第二の抗体もしくはその抗原結合フラグメント；
（ｂ）抗ウイルス剤；または
（ｃ）ＨＣＶワクチン
から選択される第二の治療薬剤と組み合わせて使用するための、請求項１３に記載の組成
物。
【請求項１６】
　前記ＨＣＶワクチンが、ＨＣＶ２　Ｅ２タンパク質もしくはそのフラグメントである、
請求項１５に記載の組成物。
【請求項１７】
薬学的に受容可能なキャリア中に請求項１または２に記載の抗体またはその抗原結合部分
を含む、哺乳動物におけるＨＣＶ媒介性の疾患または障害を処置するのに適した組成物。
【請求項１８】
ＨＣＶに結合する第二の抗体をさらに含む、請求項１７に記載の組成物。
【請求項１９】
哺乳動物におけるＨＣＶ感染を処置するための組成物であって、
　ＨＣＶによる細胞の感染性が阻害されるように、ＨＣＶまたはそのフラグメントに結合
する請求項１または２に記載の抗体またはその抗原結合部分
を含む、組成物。
【請求項２０】
哺乳動物におけるＨＣＶ感染の検出を補助する方法であって、以下：
　哺乳動物から得られた体液を請求項１または２に記載の抗体またはその抗原結合部分と
接触させる工程と、
　結合が生じるかどうかを決定する工程と
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を包含し、該結合はＨＣＶ感染の存在を示す、方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願）
　本出願は、２００７年２月２１日に出願された米国仮特許出願第６０／９０２，４３２
号に基づく優先権およびその利益を、この仮特許出願と共通の主題について主張している
。上記で陳述された出願の開示は、本明細書によって、その全体が本明細書中に参考とし
て援用される。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　当初は「非Ａ非Ｂ」（ＮＡＮＢＨ）と命名されたＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）は、Ｆｌ
ａｖｉｖｉｒｉｄａｅ科のプラスの一本鎖ＲＮＡウイルスである。そのゲノムは、約３０
００のアミノ酸残基のポリタンパク質をコードする単一のオープンリーディングフレーム
を含む（非特許文献１）。このポリタンパク質は、宿主細胞およびウイルスプロテアーゼ
によって、ウイルス複製に必要な３つの主要構造タンパク質およびいくつかの非構造タン
パク質にプロセッシングされる。ＨＣＶのヌクレオチド配列は高度に可変であり、最も異
なる単離株は、わずか６０％のヌクレオチド配列相同性を共有するに過ぎない。わずかに
異なるゲノム配列をもつＨＣＶのいくかの異なる遺伝子型が識別されている。
【０００３】
　世界中からの単離株は、現在、６つの主型にグループ分けされ、各々は、配列データに
基づき、いくつかの亜型をもつ（非特許文献２）。１～３型はヨーロッパにおけるほとん
どすべての感染を占め、４型はエジプトおよびザイールで、５型は南アフリカで、そして
６型は香港で優勢である。
【０００４】
　このウイルスは、主に血液または血液製品によって感染する。感染した個体の大多数は
、１９９０年（ＨＣＶに対する血液供給のスクリーニングが履行されたとき）以前に輸血
を受けたか、または静脈内薬物を用いたかのいずれかである。全世界で約２００００～４
００００万人の人々がＨＣＶで慢性的に感染され、これらの約２００～５００万人は米国
においてである。感染された人の約８０％を占めるＨＣＶの慢性感染は、一生存続し、そ
してしばしば肝硬変および肝癌の発症に至る。
【０００５】
　ＨＣＶに対するワクチンの開発は、このウイルスの極度な抗原性の可変性によって遅延
されている。利用可能であるときでさえ、ワクチンは、全世界で何百人の慢性ＨＣＶキャ
リアが面する問題を軽減しない。
【０００６】
　ＨＣＶに対する大部分の抗体は、中和抗体はまさに存在するけれども感染のクリアラン
スにおいて主要な役割を演じない。しかし、これらは、株特異的である傾向にあり、そし
て出現する株に対して有効ではない。
【０００７】
　現在、ＨＣＶで誘導される肝臓疾患に対して任意の示された効き目をもつ唯一の治療は
、α－ＩＦＮの使用を含むが、このアプローチは、ほんの限られた成功を達成したに過ぎ
ない。α－ＩＦＮ処置を用いた最良の臨床試験でさえ、慢性の病人のほんの４０～５０％
が反応し、そしてこれら個体の５０％は処置が停止されるとき再発することを報告する。
α－ＩＦＮ処置は、あるＨＣＶ遺伝子型に対してその他よりかなり有効でない証拠がまた
ある。
【先行技術文献】
【非特許文献】
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【０００８】
【非特許文献１】Ｃｈｏｏら、（１９８９）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４４：３５９－３６２
【非特許文献２】Ｓｉｍｍｏｎｄｓら、（１９９５）Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　２１：５７
０－８３
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　現在、（α－ＩＦＮの他に）ＨＣＶ感染に対して型どおりの薬物は、いまだ開発されて
いない。従って、ＨＣＶ感染を処置および予防するための改良された免疫療法が必要であ
る。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　（発明の要旨）
　本発明は、前述の問題を、広範な種類のＨＣＶ単離株に特異的に結合し、そしてこのウ
イルスが細胞に感染する能力を阻害する組換え完全ヒト抗ＨＣＶモノクローナル抗体を提
供することにより解決する。
【００１１】
　１つの実施形態では、これは、インビトロでＨＣＶを（例えば、ＨＣＶ偽ウイルス中和
アッセイにおいて）中和（すなわち、阻害またはブロック）する抗体の能力によって示さ
れる。別の実施形態では、これは、動物またはヒトのような被験体においてＨＣＶ感染力
を阻害する抗体能力によって示される。
【００１２】
　本発明のヒトモノクローナル抗体は、実質的に制限されない量で、高度に精製された形
態で効率的に作製され得る。従って、これら抗体は、ＨＣＶに曝されたか、曝されたこと
が疑われた個体を予後する、診断する、および／または処置するために適切である。これ
ら抗体は、当該技術分野で公知のヒト抗体を作製するための種々の技法を用いて産生され
得る。例えば、本明細書中で例示されるように、これら抗体は、ヒト免疫グロブリン遺伝
子セグメントを発現するトランスジェニック動物、例えば、ヒトＩｇ遺伝子座を含むトラ
ンスジェニックマウス中で生成され得る。さらに、これら抗体は、単独、または抗ＨＣＶ
ワクチンまたはその他の抗体と組み合わせて投与され得、ＨＣＶに感染した被験体（例え
ば、動物およびヒト）の生存率を増加する。
【００１３】
　従って、本発明は、制限されないで以下を含むいくつかの利点を提供する：
　－被験体において、ＨＣＶを予後する、診断する、および／または処置するため、例え
ば、ＨＣＶ媒介疾病率または死亡率から保護または阻害する、完全ヒト組換え抗ＨＣＶ抗
体；
　単独またはＨＣＶ感染を処置するための市販され入手可能なワクチンと組み合わせて用
いられ得る１つ以上の完全ヒト組換え抗ＨＣＶ抗体を含む組成物（例えば、薬学的）およ
び／またはキット、および；
　単独または能動的免疫療法（ＨＣＶワクチン）と組み合わせて用いられ得るＨＣＶ感染
被験体を処置するための受動的免疫療法の改良された方法。
【００１４】
　１つの実施形態では、本発明のヒトモノクローナル抗体またはもその抗原結合性部分は
、ＨＣＶ　Ｅ２タンパク質の非構造的エピトープに特異的に結合する。特定の抗体または
その抗原結合性部分は、ＨＣＶ　Ｅ２タンパク質内のエピトープに特異的に結合する。こ
のようなエピトープは、例えば、ＨＣＶ　Ｅ２タンパク質のアミノ酸１－５０、５０－１
００、１００－１５０、１５０－２００、２００－２５０、２５０－３００、３００－３
５０、３５０－４００、４００－４５０、４５０－５００、５００－５５０、５５０－６
００、６００－６５０、６５０－７００、７００－７４６内、またはその任意の間隔部分
もしくはその範囲にあり得る。１つの実施形態では、これら抗体またはその抗原結合性部
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分は、ほぼアミノ酸残基４１２－４６４、４１２－４２３、または４１３－４２０の間の
エピトープに特異的に結合し得る。別の実施形態では、ＨＣＶ　Ｅ２タンパク質のエピト
ープは、アミノ酸残基４１２－４２３を含む。別の実施形態では、ＨＣＶ　Ｅ２タンパク
質のエピトープは、アミノ酸残基４１２－４２３からなる。１つの実施形態では、上記Ｈ
ＣＶ　Ｅ２タンパク質は、アミノ酸残基４１３、４１８、および／または４２０を含む。
【００１５】
　その他の実施形態では、上記ヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合性部分は、Ｈ
ＣＶ　Ｅ２タンパク質に約１０×１０－６Ｍより小さいＫＤで特異的に結合するとして特
徴付けられ得る。特定の実施形態では、上記抗体またはその抗原結合性部分は、ＨＣＶ　
Ｅ２タンパク質（またはそのフラグメント）に少なくとも約１０×１０－７Ｍ、少なくと
も約１０×１０－８Ｍ、少なくとも約１０×１０－９Ｍ、少なくとも約１０×１０－１０

Ｍ、少なくとも約１０×１０－１１Ｍ、または少なくとも約１０×１０－１２ＭのＫＤも
しくはなおより好ましいＫＤで特異的に結合する。
【００１６】
　種々のその他の実施形態では、上記抗体またはその抗原結合性部分は、クローン８３－
１２８（配列番号１）、９５－２（配列番号３）または０７３－１（配列番号５）により
産生される抗体の可変重鎖領域アミノ酸配列に少なくとも８０％、８５％、９０％、９５
％、９８％、９９％またはそれ以上同一であるアミノ酸配列を含む可変重鎖領域を含む。
【００１７】
　その他の実施形態では、上記抗体またはその抗原結合性部分は、クローン８３－１２８
（配列番号２）、９５－２（配列番号４）または０７３－１（配列番号６）によって産生
される抗体の可変軽鎖アミノ酸配列に少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９８
％、９９％またはそれ以上同一であるアミノ酸配列を含む可変軽鎖アミノ酸配列を含む。
【００１８】
　なおその他の実施形態では、上記抗体またはその抗原結合性部分は、クローン８３－１
２８（配列番号１）、９５－２（配列番号３）または０７３－１（配列番号５）によって
産生される抗体の可変重鎖領域アミノ酸配列に少なくとも８０％、８５％、９０％、９５
％、９８％、９９％またはそれ以上同一であるアミノ酸配列を含む可変重鎖領域、および
クローン８３－１２８（配列番号２）、９５－２（配列番号４）または０７３－１（配列
番号５）の可変軽鎖アミノ酸配列に少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９８％
、９９％またはそれ以上同一であるアミノ酸配列を含む可変軽鎖領域の両方を含む。
【００１９】
　特定のその他の実施形態では、上記抗体またはその抗原結合性部分は、クローン８３－
１２８、９５－２または０７３－１によって産生される抗体によって結合されるエピトー
プと重複し、そして／またはクローン８３－１２８、９５－２または０７３－１によって
産生される抗体と、ＨＣＶ、またはその部分への結合について競合するエピトープに特異
的に結合する。
【００２０】
　上記抗体またはその抗原結合性部分の可変重鎖領域および軽鎖領域は、代表的には、１
つ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む。これらは、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤ
Ｒ３領域を含む。特定の実施形態では、上記可変重鎖ＣＤＲは、クローン８３－１２８（
配列番号７－９）、９５－２（配列番号１０－１２）または０７３－１（配列番号１３－
１５）によって産生される抗体のＣＤＲに少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％ま
たは９９％またはそれ以上同一である。その他の特定の実施形態では、可変軽鎖ＣＤＲは
、クローン８３－１２８（配列番号１６－１８）、９５－２（配列番号１９－２１）また
は０７３－１（配列番号２２－２４）によって産生される抗体の可変軽鎖領域のＣＤＲに
少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％または９９％またはそれ以上同一である。
【００２１】
　従って、本発明の特定の抗体またはフラグメントは、クローン８３－１２８（配列番号
７－９）、９５－２（配列番号１０－１２）または０７３－１（配列番号１３－１５）に
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よって産生される抗体の可変重鎖領域のＣＤＲに少なくとも８０％、８５％、９０％、９
５％または９９％またはそれ以上同一である１つ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）、およ
びクローン８３－１２８（配列番号１６－１８）、９５－２（配列番号１９－２１）また
は０７３－１（配列番号２２－２４）によって産生される抗体の可変軽鎖領域のＣＤＲに
少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９９％またはそれ以上同一である１つ以上
のＣＤＲを含む可変軽鎖領域を含む。
【００２２】
　上記抗体および抗原結合性部分の可変重鎖領域はまた、クローン８３－１２８（配列番
号７－９）、９５－２（配列番号１０－１２）または０７３－１（配列番号１３－１５）
によって産生される抗体の可変重鎖領域のＣＤＲに少なくとも８０％、８５％、９０％、
９５％、または９９％、またはそれ以上同一であるすべての３つのＣＤＲ、および／また
はクローン８３－１２８（配列番号１６－１８）、９５－２（配列番号１９－２１）また
は０７３－１（配列番号２２－２４）によって産生される抗体の可変軽鎖領域のＣＤＲに
少なくとも８０％、８５％、９０％、９５％、９９％、またはそれ以上同一であるすべて
の３つのＣＤＲを含み得る。
【００２３】
　別の実施形態では、上記抗体および抗原結合性部分の可変重鎖領域はまた、配列番号８
７－８９に提示されるような１つ以上の重鎖コンセンサス配列ＣＤＲおよび／または配列
番号９０－９２に提示される１つ以上の軽鎖コンセンサスＣＤＲを含み得る。
【００２４】
　本発明の別の実施形態では、上記ヒト抗体および抗原結合性部分は、（ａ）ヒトＶＨ３
－３３遺伝子によってコードされるかまたはそれに由来する（すなわちその産物）である
可変重鎖領域を含み；および／または（ｂ）ヒトＶκＬ６遺伝子によってコードされるか
、またはそれに由来する軽鎖可変領域を含む。
【００２５】
　本発明のヒトモノクローナル抗体は、例えば、エフェクタードメイン（例えば、Ｆｃド
メイン）を含む完全長抗体、および単鎖抗体およびＦａｂフラグメントのような抗体部分
またはフラグメントを含む。これら抗体はまた、種々の治療薬剤（例えば、抗ウイルス剤
またはトキシン）および／または標識に連結され得る。
【００２６】
　別の局面では、本発明は、ハイブリドーマクローン８３－１２８、０７３－１、９５－
２、９５－１４、９５－１５、９５－１８、９５－２０、９５－２１、９５－２５、９５
－２６、９５－３０、９５－３８、９５－３９、９５－４２、９５－４３、９５－４８、
９５－４９、９５－５２、９５－５４、９５－５８、９５－６２によって産生される抗体
の抗原結合性部分、およびそれらの組み合わせを含む単離されたポリペプチドを特徴とす
る。
【００２７】
　別の局面では、本発明は、配列番号２５、２７または２９に少なくとも７５％、８０％
、８５％、９０％、９５％、９９％またはそれ以上同一である抗体重鎖可変領域をコード
する配列を含む単離された核酸を特徴とする。本発明はまた、配列番号２６、２８または
３０に少なくとも７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９９％またはそれ以上同一
である抗体軽鎖可変領域コードする配列を含む単離された核酸を特徴とする。本発明はま
た、前述の核酸のいずれかを単独または組み合わせのいずれか（例えば、１つ以上のベク
ターから発現される）で含む発現ベクター、およびこのような発現ベクターを含む宿主細
胞を特徴とする。
【００２８】
　本発明の抗体を発現する適切な宿主細胞は、種々の真核細胞、例えば、酵母細胞、哺乳
動物細胞、例えば、チャイニーズハムスター（ＣＨＯ）細胞、ＮＳ０細胞、ミエローマ細
胞、または植物細胞を含む。
【００２９】
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　別の局面では、本発明は、ＨＣＶに特異的に結合し、そして哺乳動物細胞に感染するこ
のウイルスの能力を阻害する本明細書中に記載されるような１つ以上の単離されたヒトモ
ノクローナル抗体またはその抗原結合性部分を含む組成物およびキットを特徴とする。こ
の組成物またはキットは、ＨＣＶに特異的に結合する１つ以上の抗体（例えば、ヒトモノ
クローナル抗体またはポリクローナル抗体）またはその抗原結合性部分をさらに含み得る
。１つの実施形態では、上記ポリクローナル抗体またはその抗原結合性部分は、ＨＣＶ　
Ｅ２タンパク質に特異的に結合する。特定の実施形態では、上記組成物またはキットは、
（ａ）第１のＨＣＶ　Ｅ２単離株に特異的に結合する単離されたヒトモノクローナル抗体
；および（ｂ）第２のＨＣＶ単離株に特異的に結合する単離されたヒトモノクローナル抗
体の両方を含む。
【００３０】
　本発明はまた、被験体におけるＨＣＶ疾患を処置する方法を特徴にし、この被験体に、
本明細書中に記載のような（すなわち、ＨＣＶに特異的に結合する）単離されたヒトモノ
クローナル抗体またはその抗原結合性部分を、ＨＣＶ疾患、例えば、ＨＣＶ－媒介徴候ま
たは疾病率を阻害するために有効な量で投与することによる。
【００３１】
　本発明のヒトモノクローナル抗体またはその一部分（およびこれら抗体またはその一部
分を含む組成物）は、種々の適切な様式、例えば、静脈内（ＩＶ）、皮下（ＳＣ）、また
は筋肉内（ＩＭ）で被験体に投与され得る。この抗体またはその抗原結合性部分は、単独
、または別の治療薬剤、例えば、第２のヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合性部
位と組み合わせて投与され得る。１つの例では、この第２のヒトモノクローナル抗体また
はその抗原結合性部分は、第１の抗体に結合された単離株とは異なる第２のＨＣＶ単離株
に特異的に結合する。別の例では、上記抗体は、別の薬剤、例えば、抗ウイルス剤ととも
に投与される。別の例では、上記抗体は、ポリクローナルγグロブリン（例えば、ヒトγ
グロブリン）とともに投与される。別の例では、上記抗体は、ＨＣＶワクチンの前、後、
または同時に投与される。
【００３２】
　別の局面では、本発明は、ＨＣＶに特異的に結合する抗体またはその抗原結合性部分を
作製する方法であることを特徴とする。１つの実施形態では、この方法は、ヒト重鎖トラ
ンスジーンおよびヒト軽鎖トランスジーンを含むゲノムを有するトランスジェニック非ヒ
ト動物を、ＨＣＶ、例えば、生ウイルスまたは不活性化ウイルスを含む組成物で免疫化す
ること、およびこの動物から、抗体、抗体産生細胞、または抗体をコードする核酸を単離
することを含む。このＨＣＶは、例えば、化学的処置および／または凍結乾燥によって不
活性化され得る。上記方法はさらに、ＨＣＶまたはＨＣＶ　Ｅ２タンパク質への上記抗体
の結合を評価することを含み得る。
【００３３】
　本発明はまた、上記抗体またはその抗原結合性部分を作製する方法であることを特徴と
し、宿主細胞においてヒト抗体をコードする核酸（例えば、抗体の抗原結合性部分をコー
ドする核酸）を発現することによる。なお別の局面では、本発明は、前述の核酸を含むハ
イブリドーマまたはトランスフェクトーマを特徴にする。
【００３４】
　本発明はまた、ＨＣＶに特異的に結合する抗体を発現するハイブリドーマを作製する方
法であることを特徴とし、ヒト重鎖トランスジーンおよびヒト軽鎖トランスジーンを含む
ゲノムを有するトランスジェニック非ヒト動物をＨＣＶまたはＨＣＶ　Ｅ２タンパク質を
含む組成物で免疫すること；この動物からの脾細胞を単離すること；この脾細胞からハイ
ブリドーマを生成すること；およびＨＣＶまたはそのＨＣＶ　Ｅ２タンパク質に特異的に
結合する抗体を産生するハイブリドーマを選択することによる。
【００３５】
　別の実施形態では、本発明は、ＨＣＶ　Ｅ２タンパク質の非構造的エピトープ、アミノ
酸４１２－４６４、４１２－４２３または４１３－４２０を含む抗原を提供する。この抗
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原は、抗ＨＣＶ　Ｅ２抗体を惹起、スクリーニング、またはその存在を検出するために用
いられ得るか、または能動免疫療法における薬剤、例えば、ワクチンとして用いられ得る
。ワクチンとして、上記抗原は、単独、または適切なアジュバントまたはハプテンと組み
合わせて、例えば、化学的または遺伝子的いずれかで混合または複合体化されて用いられ
得る。複合体は、制限されないで、トキソイド、ウイルス様粒子（ＶＬＰ）、およびタン
パク質キャリアを含み、これらすべては、ワクチン抗原に対する免疫応答を増大するよう
設計されている。上記抗原はまた、能動免疫療法のために用いられるとき、受動免疫療法
、例えば、本明細書に開示される任意の抗ＨＣＶ　Ｅ２抗体と組み合わせて用いられ得る
。
【００３６】
　ヒトモノクローナル抗体でのヒトの処置は、いくつかの利点を提供する。例えば、上記
抗体は、非ヒト抗体よりヒトにおいてより免疫原性でないようである。この治療はまた迅
速である。なぜなら、ＨＣＶ不活性化は、抗体が感染の部位に到達すると直ぐに起こり得
、そして疾患を引き起こすＨＣＶを直接中和するからである。ヒト抗体はまた、非ヒト抗
体よりもヒトにおける適切な部位に効率的に局在化する。さらに、この処置はＨＣＶに特
異的であり、そして組換え体であって、かつ高度に精製され、伝統的な治療とは異なり、
付随的な薬剤で汚染される可能性を避ける。
【００３７】
　本発明はまた、以下の項目を提供する。
（項目１）
Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）のＥ２タンパク質上の非構造的（線形）エピトープに結合し
、かつ、該ウイルスの細胞感染能力を阻害する、単離されたヒトモノクローナル抗体また
はその抗原結合部分。
（項目２）
ＨＣＶ偽ウイルス中和アッセイにおいてＨＣＶを中和する、項目１に記載の抗体またはそ
の抗原結合部分。
（項目３）
上記抗体が、被験体におけるＨＣＶ感染をインビボで阻害する項目１に記載の抗体または
その抗原結合部分。
（項目４）
被験体におけるＨＣＶ媒介性の肝細胞病理を阻害する、項目１に記載の抗体またはその抗
原結合部分。
（項目５）
上記抗体が、２種以上のＨＣＶ遺伝子型のＨＣＶ　Ｅ２タンパク質またはそのフラグメン
トに結合する、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目６）
上記分子が、１ａ、１ｂ、２ｂ、３ａ、４ａ、５、５ａ、６ａ、６ｇ、６ｋおよびこれら
の組み合わせからなる群より選択される遺伝子型を有するＨＣＶウイルスに由来するＨＣ
Ｖ　Ｅ２タンパク質に結合する、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目７）
上記エピトープが、Ｅ２タンパク質のアミノ酸残基４１２～４６４、４１２～４２３また
は４１３～４２０の間にある、項目６に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目８）
少なくとも約１×１０－７Ｍ、１×１０－８Ｍ、１×１０－９Ｍ、１×１０－１０Ｍ、１
×１０－１１Ｍ、１×１０－１２Ｍまたはこれより高いＫＤでＨＣＶ　Ｅ２タンパク質ま
たはそのフラグメントに特異的に結合する、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分
。
（項目９）
配列番号１（８３－１２８）、配列番号３（９５－２）または配列番号５（０７３－１）
の重鎖可変領域アミノ酸配列に対して少なくとも８０％同一であるアミノ酸配列を含む重
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鎖可変領域を含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目１０）
配列番号２（８３－１２８）、配列番号４（９５－２）または配列番号６（０７３－１）
の軽鎖可変領域アミノ酸配列に対して少なくとも８０％同一であるアミノ酸配列を含む軽
鎖可変領域を含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目１１）
配列番号１（８３－１２８）、配列番号３（９５－２）または配列番号５（０７３－１）
の重鎖可変領域アミノ酸配列に対して少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む重
鎖可変領域を含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目１２）
配列番号２（８３－１２８）、配列番号４（９５－２）または配列番号６（０７３－１）
の軽鎖可変領域アミノ酸配列に対して少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む軽
鎖可変領域を含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目１３）
配列番号２（８３－１２８）、配列番号４（９５－２）または配列番号６（０７３－１）
の軽鎖可変領域アミノ酸配列に対して少なくとも８０％同一であるアミノ酸配列を含む軽
鎖可変領域をさらに含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目１４）
ＨＣＶ　Ｅ２タンパク質上のエピトープに特異的に結合する、単離されたヒトモノクロー
ナル抗体またはその抗原結合部分であって、該ＨＣＶ　Ｅ２タンパク質上のエピトープは
、クローン８３－１２８、０７３－１、９５－２、９５－１４、９５－１５、９５－１８
、９５－２０、９５－２１、９５－２５、９５－２６、９５－３０、９５－３８、９５－
３９、９５－４２、９５－４、９５－４８、９５－４９、９５－５２、９５－５４、９５
－５８、９５－６２およびこれらの組み合わせによって産生される抗体によって結合され
るエピトープと重なる、抗体またはその抗原結合部分。
（項目１５）
上記抗体またはその抗原結合部分の重鎖可変領域が、配列番号７～９のうちの１以上（８
３－１２８）、または、配列番号１０～１２のうちの１以上（９５－２）、または、配列
番号１３～１５のうちの１以上（０７３－１）に対して少なくとも８０％同一である１以
上の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目１６）
上記抗体またはその抗原結合部分の軽鎖可変領域が、配列番号１６～１８のうちの１以上
（８３－１２８）、または、配列番号１９～２１のうちの１以上（９５－２）、または、
配列番号２２～２４のうちの１以上（０７３－１）に対して少なくとも８０％同一である
１以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分
。
（項目１７）
上記抗体またはその抗原結合部分の重鎖可変領域が、配列番号７～９のうちの１以上（８
３－１２８）、または、配列番号１０～１２のうちの１以上（９５－２）、または、配列
番号１３～１５のうちの１以上（０７３－１）に対して少なくとも９５％同一である１以
上の相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目１８）
上記抗体またはその抗原結合部分の軽鎖可変領域が、配列番号１６～１８のうちの１以上
（８３－１２８）、または、配列番号１９～２１のうちの１以上（９５－２）、または、
配列番号２２～２４のうちの１以上に対して少なくとも９５％同一である１以上の相補性
決定領域（ＣＤＲ）を含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目１９）
重鎖可変領域が、配列番号７～９のうちの１以上（８３－１２８）、または、配列番号１
０～１２のうちの１以上（９５－２）、または、配列番号１３～１５のうちの１以上（０
７３－１）の可変重鎖領域のＣＤＲに対して少なくとも８０％同一である３つのＣＤＲを
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含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目２０）
上記抗体またはその抗原結合部分の軽鎖可変領域が、配列番号１６～１８のうちの１以上
（８３－１２８）、または、配列番号１９～２１のうちの１以上（９５－２）、または、
配列番号２２～２４のうちの１以上（０７３－１）の可変軽鎖領域のＣＤＲに対して少な
くとも８０％同一である３つのＣＤＲを含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部
分。
（項目２１）
上記非構造的エピトープがＨＣＶ　Ｅ２の残基４１２～４２３を含む、項目２０に記載の
抗体またはその抗原結合部分。
（項目２２）
上記抗体がＨＣＶ　Ｅ２の構造的エピトープに結合しない、項目２１に記載の抗体または
その抗原結合部分。
（項目２３）
ＨＣＶに結合する単離されたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合部分であって、
以下：
　コンセンサス配列ＣＤＲ１（配列番号８７）、ＣＤＲ２（配列番号８８）、ＣＤＲ３（
配列番号８９）またはこれらの組み合わせを有する重鎖可変領域と、
　必要に応じて、コンセンサス配列ＣＤＲ１（配列番号９０）、ＣＤＲ２（配列番号９１
）、ＣＤＲ３（配列番号９２）、またはこれらの組み合わせを有する軽鎖可変領域と
を含む、抗体またはその抗原結合部分。
（項目２４）
ＨＣＶに特異的に結合する単離されたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合部分で
あって、以下：
　それぞれ、配列番号８７～８９に示されるコンセンサス配列ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤ
Ｒ３を有する重鎖可変領域と、
　それぞれ、配列番号９０～９２に示されるコンセンサス配列ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＣＤ
Ｒ３を有する軽鎖可変領域と
を含む、抗体またはその抗原結合部分。
（項目２５）
ＨＣＶに結合する単離されたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合部分であって、
以下：
　遺伝子ＶＨ　３～３３からコードされる重鎖可変領域と、
　必要に応じて、Ｖκ　Ｌ６からコードされる軽鎖可変領域と
を含む、抗体またはその抗原結合部分。
（項目２６）
哺乳動物細胞に対するＨＣＶの結合を阻害する、項目１に記載の抗体またはその抗原結合
部分。
（項目２７）
哺乳動物細胞に対するＨＣＶ　Ｅ２タンパク質の結合を阻害する、項目１に記載の抗体ま
たはその抗原結合部分。
（項目２８）
上記抗体が全長抗体である、項目１に記載の抗体。
（項目２９）
項目１～２８のいずれかに記載の抗体の抗原結合部分を含む、単離されたポリペプチド。
（項目３０）
エフェクタードメインを含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目３１）
Ｆｃドメインを含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目３２）
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単鎖抗体である、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目３３）
Ｆａｂフラグメントである、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目３４）
標識または毒素をさらに含む、項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分。
（項目３５）
薬学的に受容可能なキャリア中に項目１～３４のいずれかに記載の抗体またはその抗原結
合部分を含む組成物。
（項目３６）
項目１～３５のいずれかに記載の２以上の抗体を含む組成物であって、該抗体が１種以上
のＨＣＶ　Ｅ２タンパク質の異なるエピトープに結合する、組成物。
（項目３７）
ＨＣＶに結合するヒト抗体の可変領域をコードする単離された核酸であって、８３－１２
８の重鎖可変領域（配列番号２５）、８３－１２８の軽鎖可変領域（配列番号２６）、９
５－２の重鎖可変領域（配列番号２７）、９５－２の軽鎖可変領域（配列番号２８）、０
７３－１の重鎖可変領域（配列番号２９）、０７３－１の軽鎖可変領域（配列番号３０）
またはこれらの組み合わせに対して少なくとも９０％同一である配列を含む、単離された
核酸。
（項目３８）
ＨＣＶに結合するヒト抗体の可変領域をコードする単離された核酸であって、高ストリン
ジェンシー下で、８３－１２８の重鎖可変領域（配列番号２５）、８３－１２８の軽鎖可
変領域（配列番号２６）、９５－２の重鎖可変領域（配列番号２７）、９５－２の軽鎖可
変領域（配列番号２８）、０７３－１の重鎖可変領域（配列番号２９）、０７３－１の軽
鎖可変領域（配列番号３０）の核酸にハイブリダイズする配列を含む、単離された核酸。
（項目３９）
項目３７または３８に記載の核酸を含む発現ベクター。
（項目４０）
項目３７または３８に記載の核酸を含む宿主細胞。
（項目４１）
ＨＣＶ　Ｅ２エンベロープ糖タンパク質の非構造的エピトープの単離されたタンパク質も
しくはそのフラグメント、または、該エピトープをコードする核酸を含むＨＣＶワクチン
。
（項目４２）
単離されたＨＣＶ　Ｅ２タンパク質の残基４１２～４２３を含む、項目４１に記載のワク
チン。
（項目４３）
ペプチド抗原に対する免疫応答を増強するためにキャリアに結合された単離されたＨＣＶ
　Ｅ２タンパク質の残基４１２～４２３から構成される、項目４１に記載のワクチン。
（項目４４）
上記キャリアが、タンパク質キャリア、低分子キャリア、またはウイルス様粒子（ＶＬＰ
）キャリアからなる群より選択される、項目４３に記載のワクチン。
（項目４５）
項目１に記載される１以上の単離されたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合部分
と、ＨＣＶ媒介性疾患の処置における使用のための説明書とを備える、キット。
（項目４６）
被験体におけるＨＣＶ感染を処置する方法であって、以下：
　該ＨＣＶ感染の症状を阻害するのに有効な量の項目１～４５のいずれかに記載の単離さ
れたヒトモノクローナル抗体またはその抗原結合部分を該被験体に投与する工程
を包含する、方法。
（項目４７）



(12) JP 5642972 B2 2014.12.17

10

20

30

40

50

上記被験体がヒトである、項目４６に記載の方法。
（項目４８）
上記抗体またはその抗原結合部分が上記被験体に対して静脈内投与、筋肉内投与または皮
下投与される、項目４６に記載の方法。
（項目４９）
上記抗体またはその抗原結合部分が、第二の治療因子と組み合わせて投与される、項目４
８に記載の方法。
（項目５０）
上記第二の因子が第二のヒト抗体またはその抗原結合部分である、項目４９に記載の方法
。
（項目５１）
上記第二の因子が抗ウイルス因子である、項目４９に記載の方法。
（項目５２）
上記第二の因子がＨＣＶワクチンである、項目４９に記載の方法。
（項目５３）
ＨＣＶワクチンが、ＨＣＶ　Ｅ２タンパク質またはそのフラグメントである、項目５２に
記載の方法。
（項目５４）
薬学的に受容可能なキャリア中に項目１に記載の抗体またはその抗原結合部分を含む、哺
乳動物におけるＨＣＶ媒介性の疾患または障害を処置するのに適した組成物。
（項目５５）
ＨＣＶに結合する第二のヒト抗体をさらに含む、項目５４に記載の組成物。
（項目５６）
哺乳動物におけるＨＣＶ感染を処置する方法であって、以下：
　ＨＣＶによる細胞の感染性が阻害されるように、ＨＣＶまたはそのフラグメントに結合
する項目１に記載の抗体またはそのフラグメントを該哺乳動物に投与する工程
を包含する、方法。
（項目５７）
上記抗体またはそのフラグメントが２種以上のＨＣＶ　Ｅ２遺伝子型のＨＣＶ　Ｅ２タン
パク質またはそのフラグメントに結合する、項目５６に記載の方法。
（項目５８）
２以上の抗体またはそのフラグメントが投与される、項目５７に記載の方法。
（項目５９）
上記ＨＣＶに結合する抗体またはそのフラグメントが、８３－１２８、０７３－１、９５
－２、９５－１４、９５－１５、９５－１８、９５－２０、９５－２１、９５－２５、９
５－２６、９５－３０、９５－３８、９５－３９、９５－４２、９５－４、９５－４８、
９５－４９、９５－５２、９５－５４、９５－５８、９５－６２およびこれらの組み合わ
せからなる群より選択されるヒトモノクローナル抗体である、項目５６に記載の方法。
（項目６０）
哺乳動物におけるＨＣＶ感染を検出する方法であって、以下：
　哺乳動物の体液を項目１に記載の抗体またはそのフラグメントと接触させる工程と、
　結合が生じるかどうかを決定する工程と
を包含し、該結合はＨＣＶ感染の存在を示す、方法。
（項目６１）
２種以上の遺伝子型のＨＣＶ　Ｅ２タンパク質と交叉反応し得る抗体またはそのフラグメ
ントを同定する方法であって、以下：
　候補の抗体を、ＨＣＶ　Ｅ２タンパク質の非構造的エピトープと接触させる工程と、
　結合が生じるかどうかを決定する工程と
を包含し、該非構造的エピトープへの結合は、２種以上の遺伝子型のＨＣＶ　Ｅ２タンパ
ク質と交叉反応し得る抗体を示す、方法。
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（項目６２）
上記抗体がヒト抗体血清、ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体である、項目６
１に記載の方法。
（項目６３）
項目６１に記載の方法に従って同定された、抗体またはそのフラグメント。
（項目６４）
非構造的であり、かつ、哺乳動物に導入された際に中和抗体を誘導し得るエピトープを含
む、組換えＨＣＶ　Ｅ２タンパク質。
（項目６５）
上記哺乳動物がヒト、霊長類またはマウスである、項目６４に記載のＨＣＶ　Ｅ２タンパ
ク質。
（項目６６）
上記マウスが、ヒト免疫グロブリン配列を含むトランスジェニックマウスである、項目６
４に記載のＥ２タンパク質。

　本発明のその他の特徴および利点は、以下の詳細な説明から、そして請求項から明らか
である。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】図１Ａおよび１Ｂは、ヒト抗体９５－２（図１Ａ）およびヒト　抗体８３－１２
８（図１Ｂ）の可溶性ＨＣＶ遺伝子型１ａ　Ｅ２－６６０（三角）および可溶性ＨＣＶ遺
伝子型１ｂ　Ｅ２－６６１（四角）への結合を示すグラフである。ＥＬＩＳＡプレートを
２μｇ／ｍｌの抗原でコートし、そして２倍希釈で抗体を用いてプローブした。結合した
抗体は、アルカリホスファターゼおよびＰＮＰＰ基質に複合体化したヤギ－抗ヒト二次抗
体で検出した。
【図２Ａ】ヒト抗体９５－２、８３－１２８、および１７Ｃ７（無関係のヒトｍＡｂ）の
存在下、種々のＨＣＶ遺伝子型偽ウイルスでのＨｅｐ３Ｂの感染の中和を示すグラフであ
る。５倍希釈の抗体を各ＨＣＶ偽ウイルスと１時間の間、室温でインキュベートした。こ
のウイルス－抗体混合物をＨｅｐ３Ｂ細胞に添加し、次いで３７℃で７２時間インキュベ
ートした。感染は、Ｂｒｉｇｈｔｇｌｏのルシフェラーゼアッセイで定量化し、そして光
出力について、Ｖｉｃｔｏｒ３プレートリーダー中で読み取った。狂犬病に対する抗体（
１７Ｃ７）をネガティブコントロールとして用いた。
【図２Ｂ】ヒト抗体９５－２、８３－１２８、および１７Ｃ７（無関係のヒトｍＡｂ）の
存在下、種々のＨＣＶ遺伝子型偽ウイルスでのＨｅｐ３Ｂの感染の中和を示すグラフであ
る。５倍希釈の抗体を各ＨＣＶ偽ウイルスと１時間の間、室温でインキュベートした。こ
のウイルス－抗体混合物をＨｅｐ３Ｂ細胞に添加し、次いで３７℃で７２時間インキュベ
ートした。感染は、Ｂｒｉｇｈｔｇｌｏのルシフェラーゼアッセイで定量化し、そして光
出力について、Ｖｉｃｔｏｒ３プレートリーダー中で読み取った。狂犬病に対する抗体（
１７Ｃ７）をネガティブコントロールとして用いた。
【図３】図３Ａおよび３Ｂは、還元（図３Ａ）または非還元（図３Ｂ）ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
に供し、次いで、ＰＶＤＦメンブレンに移したＨＣＶ遺伝子型１ａおよび１ｂからの精製
された可溶性の哺乳動物で発現されたＥ２タンパク質（Ｅ２－６６１）への抗体結合を示
す。Ｗｅｓｔｅｒｎｓブロットは、抗ｈｉｓタグモノクローナル（ｈｉｓ）、８３－１２
８および９５－２で、ＨＲＰに複合体化した抗マウスＩｇＧ（ｈｉｓ）または抗ヒトＩｇ
Ｇ（９５－２および８３－１２８）を、増大化学発光検出試薬とともに用いて実施した。
可溶性Ｅ２の遺伝子型は、ブロットの上に示される。検出のために用いた一次抗体は、ブ
ロットの下に列挙される。キロダルトンの分子量マーカーは、各セットのブロットの左に
列挙される。
【図４】図４は、細菌融合タンパク質として発現されたＨＣＶ　Ｅ２　４１２－４２３エ
ピトープへのヒト抗体９５－２および８３－１２８の親和性を示す表である。ヤギ－抗ヒ
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トＩｇＧ　ＦｃをＢｉａｃｏｒｅチップにアミド結合した。ヒト抗体９５－２および８３
－１２８をこのチップ上に別個に捕捉し、そしてＥ２　４１２－４２３アミノ酸を含むＥ
２－Ｇ細菌発現タンパク質を濃度を変えて溢れさせた。ＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉｏｎＴＭ

ソフトウェアを、曲線を適合し、そして親和性定数を算出するために用いた。
【図５】図５は、Ｅ１およびＥ２哺乳動物発現タンパク質の位置を示すＨＣＶポリタンパ
ク質のマップである。Ｅ１およびＥ２ポリタンパク質は、長く白い箱によって上部に示さ
れ、アミノ酸番号は上に記載されている。膜内外ドメイン（ＴＭ）は淡い灰色の箱によっ
て示され、そしてＥ２の超可変ドメイン１（ＨＶＲ１）は濃い灰色の箱によって示される
。加工構築物から発現された哺乳動物タンパク質は、濃い灰色の棒として下に列記される
。シグナルペプチダーゼ切断の部位は矢印によって示される。各タンパク質の名前には、
コードされたアミノ酸が括弧内に、そして発現タンパク質中の総アミノ酸が続く。
【図６】図６ＡおよびＢは、Ｅ２の哺乳動物発現Ｃ末端先欠形のレクチン捕捉ＥＬＩＳＡ
の結果を示すグラフである。Ｅ２アミノ酸（図７に示される）を含むＥ２融合タンパク質
の哺乳動物発現Ｃ末端先欠形を含む細胞培養上清液を、ＥＬＩＳＡプレート上でコートし
、そして２倍希釈のヒト抗体９５－２（図６Ａ）および８３－１２８（図６Ｂ）およびマ
ウス６ヒスチジンタグ抗体（ｈｉｓ　ｔａｇ）でプローブした。結合抗体は、ヤギ－抗ヒ
ト（９５－２および８３－１２８）またはアルカリホスファターゼおよびＰＮＰＰに複合
体化したヤギ－抗マウス（ｈｉｓ　ｔａｇ）で検出した。
【図７】図７は、Ｅ２のアミノ末端８０アミノ酸のまたがる細菌で発現されたタンパク質
を示すマップである。Ｅ２の最初の８０アミノ酸が、白の箱によって上部に上にあるアミ
ノ酸番号とともに表される。アミノ末端にある２７アミノ酸の超可変領域１（ＨＶＲ１）
は、濃い灰色の箱によって示される。加工構築物から発現されたタンパク質は、薄い灰色
の棒によって示され、棒の左には名前をともない、そしてタンパク質の開始および末端の
アミノ酸は棒の下に列挙される。
【図８】図８Ａ、８Ｂ、および８Ｃは、ヒト抗体９５－２（図８Ａ）および８３－１２８
（図８Ｂ）およびマウスヒスチジンタグ抗体（ｈｉｓ　ｔａｇ）（図８Ｃ）の、Ｅ２の最
初の８０アミノ酸の細菌で発現された片への結合を示すグラフである。Ｅ２アミノ酸を含
む細菌で発現された融合タンパク質（図７に示される）をＥＬＩＳＡプレート上でコート
し、そして２倍希釈の抗体でプローブした。結合した抗体は、アルカリホスファターゼお
よびＰＮＰＰに複合体化したヤギ－抗ヒト（９５－２および８３－１２８）またはヤギ－
抗マウス（ｈｉｓ　ｔａｇ）で検出した。
【図９Ａ】ヒト抗体９５－２（図９Ａ）および８３－１２８（図９Ｂ）およびマウス６ヒ
スチジンタグ抗体（ｈｉｓ　ｔａｇ）（図９Ｃ）の、変異をもつＥ２アミノ酸４１２－４
２３を含む細菌で発現された融合タンパク質への結合を示すグラフである。アラニンに変
異した示されるアミノ酸をもつＥ２アミノ酸４１２－４２３を含むか、または変異を含ま
ない（ＷＴ）細菌で発現された融合タンパク質を、ＥＬＩＳＡプレート上でコートし、そ
して２倍希釈の抗体でプローブした。結合抗体は、アルカリホスファターゼおよびＰＮＰ
Ｐに複合体化したヤギ－抗ヒト（９５－２および８３－１２８）またはヤギ－抗マウス（
ｈｉｓ　ｔａｇ）で検出した。
【図９Ｂ】ヒト抗体９５－２（図９Ａ）および８３－１２８（図９Ｂ）およびマウス６ヒ
スチジンタグ抗体（ｈｉｓ　ｔａｇ）（図９Ｃ）の、変異をもつＥ２アミノ酸４１２－４
２３を含む細菌で発現された融合タンパク質への結合を示すグラフである。アラニンに変
異した示されるアミノ酸をもつＥ２アミノ酸４１２－４２３を含むか、または変異を含ま
ない（ＷＴ）細菌で発現された融合タンパク質を、ＥＬＩＳＡプレート上でコートし、そ
して２倍希釈の抗体でプローブした。結合抗体は、アルカリホスファターゼおよびＰＮＰ
Ｐに複合体化したヤギ－抗ヒト（９５－２および８３－１２８）またはヤギ－抗マウス（
ｈｉｓ　ｔａｇ）で検出した。
【図９Ｃ】ヒト抗体９５－２（図９Ａ）および８３－１２８（図９Ｂ）およびマウス６ヒ
スチジンタグ抗体（ｈｉｓ　ｔａｇ）（図９Ｃ）の、変異をもつＥ２アミノ酸４１２－４
２３を含む細菌で発現された融合タンパク質への結合を示すグラフである。アラニンに変
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異した示されるアミノ酸をもつＥ２アミノ酸４１２－４２３を含むか、または変異を含ま
ない（ＷＴ）細菌で発現された融合タンパク質を、ＥＬＩＳＡプレート上でコートし、そ
して２倍希釈の抗体でプローブした。結合抗体は、アルカリホスファターゼおよびＰＮＰ
Ｐに複合体化したヤギ－抗ヒト（９５－２および８３－１２８）またはヤギ－抗マウス（
ｈｉｓ　ｔａｇ）で検出した。
【図１０】図１０は、ＮＩＨによって支援されるＬｏｓ　Ａｌａｍｏｓ　ＨＣＶ　Ｓｅｑ
ｕｅｎｃｅ　ＤａｔａｂａｓｅからのＥ２アミノ酸４１２－４２３のアラインメントを示
す表である。アミノ酸４１２－４２３についてプロトタイプ遺伝子型１ａ配列の１文字ア
ミノ酸コードをこのチャート（１ａ）の上部左に列挙する。この１ａ配列と同一である任
意のアミノ酸はダッシュで示され、そして任意の位置に列挙されるアミノ酸は、このプロ
トタイプ遺伝子型１ａ配列とは異なる。この１２のアミノ酸配列が凝縮されたデータベー
ス中で見出される回数は、カウントの下に列挙され、そして合計の％は、％の下に列挙さ
れる。本発明の遺伝子型１ａおよび１ｂ可溶性Ｅ２タンパク質の配列は、上の２行に列挙
される。
【図１１】図１１は、その他の遺伝子型からのＥ２アミノ酸４１２－４２３を示す表であ
る。アミノ酸４１２－４２３の１文字アミノ酸コードが、プロトタイプ遺伝子型１ａ配列
からの変化（下線で示す）を含んだ単離株について列挙される。遺伝子型名は、括弧内の
Ｇｅｎｂａｎｋ受託番号が続いて右に列挙される。
【図１２】図１２Ａ、１２Ｂ、および１２Ｃは、ヒト抗体９５－２（図１２Ａ）および８
３－１２８（図１２Ｂ）およびマウス６ヒスチジンタグ（ｈｉｓ　ｔａｇ）（図１２Ｃ）
の、その他の遺伝子型からのＥ２アミノ酸４１２－４２３への結合を示すグラフである。
示された遺伝子型からの配列をもつＥ２アミノ酸４１２－４２３を含む細菌により発現さ
れた融合タンパク質をＥＬＩＳＡプレート上でコートし、そして２倍希釈の抗体でプロー
ブした。結合抗体は、アルカリホスファターゼおよびＰＮＰＰに複合体化したヤギ－抗ヒ
ト（９５－２および８３－１２８）またはヤギ－抗マウス（ｈｉｓ　ｔａｇ）で検出した
。
【図１３】図１３は、制限部（太字の小文字で表される）、制限酵素切断を最適化するた
めのさらなるオーバーハング（下線を引いた小文字で表される）、コンセンサスＫｏｚａ
ｋ配列（太字で下線を引いた小文字で表される）およびＡＴＧ開始コドン（太字の下線を
引いた大文字で表される）を含む付加された端部を含むＥ１／Ｅ２コドンが最適化された
１ａ　Ｈ７７配列（配列番号２７）を描写する。
【図１４】図１４は、クローン８３－１２８（配列番号１）、９５－２（配列番号３）、
９５－１４（配列番号３２）、９５－３８（配列番号３３）、９５－２５（配列番号３４
）、９５－４２（配列番号３５）、９５－４３（配列番号３６）、９５－４９（配列番号
３７）、９５－５４（配列番号３８）、９５－５８（配列番号３９）および９５－６２（
配列番号４０）由来で、そしてＥ２－６６０　ＨＣＶ糖タンパク質のエピトープ４１２－
４２３に対して反応性である抗体の重鎖可変領域のアラインメントを描写する。
【図１５】図１５は、クローン８３－１２８（配列番号２）、０７３－１（配列番号６）
、９５－２（配列番号４）、９５－１４（配列番号４４）および９５－３８（配列番号５
３）由来の抗体の軽鎖可変領域のアラインメントを描写する。
【発明を実施するための形態】
【００３９】
　（発明の詳細な説明）
　本発明がより容易に理解され得るために、特定の用語がまず定義される。さらなる定義
は、詳細な説明を全体で提示される。
【００４０】
　（定義）
　用語「Ｃ型肝炎ウイルス」、「ＨＣＶ」、「非Ａ非Ｂ」または「ＮＡＮＢＨ」は本明細
書では交換可能に用いられ、そしてＣ型肝炎ウイルスのＲＮＡによってコードされるか、
または天然の対立遺伝子変形物によって生じるビリオンまたはその部分（例えば、ＨＣＶ
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の遺伝子型１ａのＥ２タンパク質の部分）の任意の「遺伝子型」または「亜遺伝子型」（
亜型（サブタイプ）とも称される）を含む。
【００４１】
　ＨＣＶは、約３，０１０のアミノ酸をコードするオープンリーディングフレーム（ＯＲ
Ｆ）が続く５’－非翻訳領域によって組織化される。このＯＲＦは、ヌクレオチド塩基対
３４２から始まり８，９５５までであり、３’末端に別の非翻訳領域が続く。これらのア
ミノ酸は、５’から３’まで以下のような順序で１０のタンパク質に分割される：Ｃ；Ｅ
１；Ｅ２；ＮＳ１；ＮＳ２；ＮＳ３；ＮＳ４（ａおよびｂ）；ならびにＮＳ５（ａおよび
ｂ）。これらのタンパク質は、宿主プロテアーゼおよびウイルスプロテアーゼの両方によ
りより大きなポリタンパク質の切断から形成される。Ｃ、Ｅ１、およびＥ２タンパク質は
構造的であり、そしてＮＳ１－ＮＳ５タンパク質は、非構造的タンパク質である。Ｃ領域
は、コアヌクレオキャプシドタンパク質をコードする。Ｅ１およびＥ２は、ウイルスをコ
ートするグリコシル化エンベロープタンパク質である。ＮＳ２は亜鉛メタロプロテイナー
ゼであり得る。ＮＳ３はヘリカーゼである。ＮＳ４ａはＮＳ４ｂとＮＳ５ａとの間の切断
に関与するセリンプロテアーゼコファクターとして機能する。ＮＳ５ａはその機能が不明
であるセリンホスホタンパク質である。ＮＳ５ｂ領域は、ＲＡＮ依存性ＲＮＡポリメラー
ゼおよびターミナルトランスフェラーゼ活性の両方を有する。
【００４２】
　コアタンパク質における改変によってカテゴリー分けされる約６の別個の遺伝子型（例
えば、遺伝子型１、２、３、４、５および６）があり、そして各遺伝子型内にはさらなる
改変を示す８０を超える亜遺伝子型があり、そのいくつかは、：１ａ；１ｂ；１ｃ；２ａ
；２ｂ；２ｃ；３ａ；３ｂ；４ａ；４ｂ；４ｃ；４ｄ；４ｅ；５ａ；および６ａを含む。
【００４３】
　本明細書で称されるとき用語「抗体」は、全抗体およびその任意の抗原結合性フラグメ
ント（すなわち、「抗原結合部分」）またはその単鎖を含む。「抗体」は、ジスルフィド
結合によって相互連結された少なくとも２つの重（Ｈ）鎖および２つの軽（Ｌ）鎖を含む
糖タンパク質、またはその抗原結合性部分をいう。各重鎖は、重鎖可変領域（本明細書で
はＶＨと略される）および重鎖定常領域からなる。重鎖定常領域は、３つのドメインＣＨ

１、ＣＨ２およびＣＨ３からなる。各軽鎖は、軽鎖可変領域（本明細書ではＶＬと略され
る）および軽鎖定常領域からなる。この軽鎖定常領域は、１つのドメインＣＬからなる。
上記ＶＨおよびＶＬ領域は、より保存されたフレームワーク領域（ＦＲ）と称される領域
が散在する相補性決定領域（ＣＤＲ）と称される超可変性の領域にさらに分割され得る。
各ＶＨおよびＶＬは、アミノ末端からカルボキシ末端まで以下の順序：ＦＲ１、ＣＤＲ１
、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４で配列される３つのＣＤＲおよび４つの
ＦＲから構成される。重鎖および軽鎖の可変領域は、抗原と相互作用する結合性ドメイン
を含む。上記抗体の定常領域は、免疫系の種々の細胞（例えば、エフェクター細胞）およ
び古典的補体系の第１成分（Ｃ１ｑ）を含む宿主組織または因子への免疫グロブリンの結
合を仲介し得る。
【００４４】
　抗体の用語「抗原結合性部分」（または単に「抗体の部分」）は、本明細書で用いられ
とき、抗原（例えば、ＨＣＶ）に特異的に結合する能力を保持する抗体の１つ以上のフラ
グメントをいう。抗体の抗原結合性機能は、完全長抗体のフラグメントによって実施され
得ることが示されている。用語抗体の「抗原結合性部分」内に包含される結合性フラグメ
ントの例は、（ｉ）Ｆａｂフラグメント、ＶＬ、ＶＨ、ＣＬおよびＣＨ１ドメインからな
る一価フラグメント；（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、ヒンジ領域でジスルフィド
架橋によって連結された２つのＦａｂフラグメントを含む二価フラグメント；（ｉｉｉ）
ＶＨおよびＣＨ１ドメインからなるＦｄフラグメント；（ｉｖ）抗体の単一アームのＶＬ

およびＶＨドメインからなるＦｖフラグメント、（ｖ）ＶＨドメインからなるｄＡｂフラ
グメント（Ｗａｒｄら、（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ　３４１：５４４－５４６）；および
（ｖｉ）単離された相補性決定領域（ＣＤＲ）または（ｖｉｉ）必要に応じて合成リンカ
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ーによって接続され得る２つ以上の単離されたＣＤＲの組み合わせを含む。さらに、Ｆｖ
フラグメントの２つのドメインＶＬおよびＶＨは、別個の遺伝子によってコードされるが
、それらは、組換え法を用いて、ＶＬおよびＶＨ領域の対が一価分子を形成する単一のタ
ンパク質鎖としてそれらが作製されることを可能にする合成リンカーによって連結され得
る。（一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として知られる；例えば、Ｂｉｒｄら（１９８８）Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２４２：４２３－４２６；およびＨｕｓｔｏｎら（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３を参照のこと）。このよう
な単鎖抗体もまた、抗体の用語「抗原結合性部分」内に包含されることが意図される。こ
れらの抗体フラグメントは、当業者に公知の従来技法を用いて得られ、そしてフラグメン
トが、インタクトな抗体と同じ様式で有用性についてスクリーニングされる。抗原結合性
部分は、組換えＤＮＡ技法により、またはインタクトな免疫グロブリンの酵素的もしくは
化学的切断によって産生され得る。
【００４５】
　「二特異的」または「二官能性抗体」は、２つの異なる重／軽鎖対および２つの異なる
結合部位を有する人工ハイブリッド抗体である。二特異的抗体は、ハイブリドーマの融合
またはＦａｂ’フラグメントの連結を含む種々の方法によって産生され得る。例えば、Ｓ
ｏｎｇｓｉｖｉｌａｉ＆Ｌａｃｈｍａｎｎ、Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．７９：
３１５－３２１（１９９０）；Ｋｏｓｔｅｌｎｙら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８、１５
４７－１５５３（１９９２）を参照のこと。
【００４６】
　用語「モノクローナル抗体」は、本明細書で用いられるとき、単一の結合特異性および
特定のエピトープに対する親和性を表す抗体をいう。従って、用語「ヒトモノクローナル
抗体」は、単一の結合特異性を表し、そしてヒト生殖細胞系免疫グロブリン配列由来の可
変領域および定常領域を有する抗体をいう。１つの実施形態では、ヒトモノクローナル抗
体は、トランスジェニック非ヒト動物、例えば、不死化細胞に融合されたヒト重鎖トラン
スジーンおよび軽鎖トランスジーンを含むゲノムを有するトランスジェクマウスから得ら
れたＢ細胞を含むハイブリドーマによって産生される。
【００４７】
　用語「組換えヒト抗体」は、本明細書で用いられるとき、組換え手段によって調製、発
現、生成または単離されるすべてのヒト抗体、例えば（ａ）ヒト免疫グロブリン遺伝子に
ついてトランスジェクである動物（例えば、マウス）またはそれから調製されたハイブリ
ドーマから単離された抗体、（ｂ）抗体を発現するように形質転換された宿主細胞、例え
ば、トランスフェクトーマから単離された抗体、（ｃ）組換え、コンビナトリアルヒト抗
体ライブラリーから単離された抗体、および（ｄ）ヒト免疫グロブリン遺伝子配列のその
他のＤＮＡ配列へのスプライシングを含む任意のその他の手段によって調製、発現、生成
または単離された抗体を含む。このような組換えヒト抗体は、ヒト生殖細胞系免疫グロブ
リン配列由来の可変領域および定常領域を有する。特定の実施形態では、しかし、このよ
うな組換えヒト抗体は、インビトロ変異誘発を受け得（または、ヒトＩｇ配列についてト
ランスジェニックである動物が用いられるとき、インビボ体細胞突然変異誘発）、そして
それ故、組換え抗体のＶＨ領域およびＶＬ領域のアミノ酸配列は、ヒト生殖細胞系ＶＨ配
列およびＶＬ配列由来でありそしてそれに関連するけれども、インビボのヒト抗体生殖細
胞系免疫レパートリー内には天然に存在しないかも知れない。
【００４８】
　用語「ヒト抗体」は、ヒト生殖細胞系免疫グロブリン配列の（存在する場合）可変領域
および定常領域を有する抗体を含む。本発明のヒト抗体は、ヒト生殖細胞系免疫グロブリ
ン配列によってコードされないアミノ酸残基を含み得る（例えば、インビトロのランダム
または部位特異的変異誘発により、またはインビボの体細胞突然変異により導入された変
異）。（Ｌｏｎｂｅｒｇ、Ｎ．ら（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ　３６８（６４７４）：８５
６－８５９）；Ｌｏｎｂｅｒｇ、Ｎ．（１９９４）Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒ
ｉｍｅｎｔａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　１１３：４９－１０１；Ｌｏｎｂｅｒｇ、
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Ｎ．およびＨｕｓｚａｒ、Ｄ．（１９９５）Ｉｎｔｅｒｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｖ
ｏｌ．１３：６５－９３、およびＨａｒｄｉｎｇ、Ｆ．およびＬｏｎｂｅｒｇ、Ｎ．（１
９９５）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　７６４：５３６－５４６を参照のこと）。
しかし、用語「ヒト抗体」は、別の哺乳動物種、例えば、マウスの生殖細胞系免疫由来の
ＣＤＲ配列が、ヒトフレームワーク配列上にグラフトされた抗体（すなわち、ヒト化抗体
）は含まない。
【００４９】
　本明細書で用いられるとき、「異種抗体」は、このような抗体を産生するトランスジェ
ク非ヒト生物に関連して規定される。この用語は、アミノ酸配列またはコードする核酸配
列を有する抗体をいい、トランスジェク非ヒト動物からならない生物に見い出され、そし
て一般にこのトランスジェニック非ヒト動物のそれ以外の種からのそれに対応する。
【００５０】
　「単離された抗体」は、本明細書で用いられるとき、異なる抗原特異性を有するその他
の抗体が実質的にない抗体をいうことが意図される（例えば、ＨＣＶに特異的に結合する
単離された抗体は、ＨＣＶ以外の抗原を特異的に結合する抗体が実質的にない）。さらに
、単離された抗体は、代表的には、その他の細胞材料および／または化学物質を実質的に
含まない。本発明の１つの実施形態では、異なるＨＣＶ特異性を有する「単離された」モ
ノクローナル抗体の組み合わせが、良好に規定された組成物において組み合わされる。
【００５１】
　用語「エピトープ」または「抗原性決定基」は、免疫グロブリンまたは抗体が特異的に
結合する抗原上の部位をいう（例えば、ＨＣＶのＥ１またはＥ２、例えば、Ｅ２のアミノ
酸４１２－４６４）。エピトープは、連続するアミノ酸またはタンパク質の三次折り畳み
によって並列される非連続的アミノ酸の両方から形成され得る。連続するアミノ酸から形
成されるエピトープは、代表的には、変性溶媒への曝露に際し保持され、その一方、三次
折り畳みにより形成されるエピトープは、変性溶媒での処理に際して失われる。エピトー
プは、代表的には、特有の空間的配座中に少なくとも３、４、５、６、７、８、９、１０
、１１、１２、１３、１４または１５アミノ酸を含む。エピトープの空間的配座を決定す
る方法は、当該技術分野における技法および本明細書中に記載される技法、例えば、ｘ線
結晶学および二次元核磁気共鳴を含む。例えば、Ｅｐｉｔｏｐｅ　Ｍａｐｐｉｎｇ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、
Ｖｏｌ．６６、Ｇ．Ｅ．Ｍｏｒｒｉｓ、編（１９９６）を参照のこと。好ましい実施形態
では、エピトープ（または抗原性決定基）は直線状エピトープとして挙動し、そこでは、
より大きなアミノ酸セグメントの場合、例えば、３次元構造を有するタンパク質であると
きでさえ、エピトープ／抗原性決定基に対する親和性におけるさらなる増加は観察されな
い。
【００５２】
　本明細書で用いられるとき、用語「特異的結合」、「選択的結合」、「選択的に結合す
る」、および「特異的に結合する」は、所定の抗原上のエピトープへの抗体結合をいう。
代表的には、抗体は、分析物として組換えＨＣＶを、そしてリガンドとして抗体を用いて
、ＢＩＡＣＯＲＥ　３０００機器において表面プラスモン共鳴（ＳＰＲ）技術によって決
定されるとき、１０－８Ｍ、１０－９Ｍまたは１０－１０Ｍまたはより低いような、ほぼ
１０－７Ｍより小さい親和性（ＫＤ）で結合し、そして所定の抗原または緊密に関連する
抗原以外の非特異的抗原（例えば、ＢＳＡ、カゼイン）への結合についてその親和性より
少なくとも２倍より親和性で所定の抗原に結合する。語句「抗原を認識する抗体」および
「抗原に特異的な抗体」は、本明細書においては用語「抗原に特異的に結合する抗体」と
交換可能に用いられる。
【００５３】
　また本発明に包含されるのは、本明細書中に記載されるヒト抗体と同じエピトープに結
合する抗体、すなわち、ＨＣＶへの結合について競争する抗体である。同じエピトープを
認識する抗体は、イムノアッセイのような慣用の技法を用いて同定され得、例えば、１つ
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の抗体が標的抗原への別の抗体の結合をブロックする能力を示すこと、すなわち競争結合
アッセイによる。競争結合は、試験下の免疫グロブリンがＨＣＶのような共通抗原への参
照抗体の特異的結合を阻害するアッセイで決定される。多くのタイプの競争結合アッセイ
が知られ、例えば：固相直接または間接ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、固相直接また
は間接酵素イムノアッセイ（ＥＩＡ）、サンドイッチ競争アッセイ（Ｓｔａｈｌｉら、Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　９：２４２（１９８３）を参照のこと）；
固相直接ビオチン－アビジンＥＩＡ（Ｋｉｒｋｌａｎｄら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３７
：３６１４（１９８６）を参照のこと）；固相直接標識アッセイ、固相直接標識サンドイ
ッチアッセイ（ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ（１９８
８）を参照のこと）；Ｉ－１２５を用いる固相直接標識ＲＩＡ（Ｍｏｒｅｌら、Ｍｏｌ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．２５（１）：７（１９８８）を参照のこと）；固相直接ビオチン－アビ
ジンＥＩＡ（Ｃｈｅｕｎｇら、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１７６：５４６（１９９０）を参照の
こと）；および直接標識ＲＩＡ．（Ｍｏｌｄｅｎｈａｕｅｒら、Ｓｃａｎｄ．Ｊ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．３２：７７（１９９０）を参照のこと）。代表的には、このようなアッセイは
、固体表面に結合した精製抗原またはこれらのいずれかを保持する細胞、非標識試験免疫
グロブリンおよび標識参照免疫グロブリンの使用を含む。競争阻害は、試験免疫グロブリ
ンの存在下で固体表面または細胞に結合した標識の量を決定することにより測定される。
通常、試験免疫グロブリンは過剰に存在する。通常、競争する抗体が過剰に存在するとき
、それは、共通抗原への参照抗体の特異的結合を少なくとも５０－５５％、５５－６０％
、６０－６５％、６５－７０％、７０－７５％またはそれ以上阻害する。
【００５４】
　本明細書で用いられるとき、用語「ＫＤ」は、特定の抗体－抗原相互作用の解離平衡定
数をいうことが意図される。代表的には、本発明のヒト抗体は、ＨＣＶに、分析物として
組換えヒトＨＣＶを、そしてリガンドとして抗体を用いるＢＩＡＣＯＲＥ　３０００機器
における表面プラスモン共鳴（ＳＰＲ）技術によって決定されるとき、ほぼ１０－８Ｍ、
１０－９Ｍまたは１０－１０Ｍより少ないような、ほぼ１０－７Ｍより少ない解離平衡定
数（ＫＤ）で結合する。
【００５５】
　本明細書で用いられるとき、用語「Ｋｏｆｆ」は、抗体／抗原複合体からの抗体の解離
についてオフ速度定数をいうことが意図される。
【００５６】
　本明細書で用いられるとき、用語「ＥＣ５０」は、インビトロまたはインビボアッセイ
いずれかで、最大応答の５０％、すなわち、最大応答とベースラインとの間の半分である
応答を誘導する抗体またはその抗原結合性部分の濃度をいう。
【００５７】
　本明細書で用いられるとき、「アイソタイプ」は、重鎖定常領域遺伝子によってコード
される抗体クラス（例えば、ＩｇＭまたはＩｇＧ１）をいう。１つの実施形態では、本発
明のヒトモノクローナル抗体は、ＩｇＧ１アイソタイプである。別の実施形態では、本発
明のヒトモノクローナル抗体は、ＩｇＧ２アイソタイプである。
【００５８】
　本明細書で用いられるとき、用語「ＨＣＶを中和する」、「ＨＣＶを阻害する」、およ
び「ＨＣＶをブロックする」は、交換可能に用いられ、本発明の抗体のＨＣＶが所定の細
胞を感染する能力を妨げる能力をいう。
【００５９】
　本明細書で用いられるとき、用語「非構造的エピトープ」は、代表的には、このような
エピトープに結合し得る抗体との結合のために十分である連続的アミノ酸を含む直線状エ
ピトープをいう。これは、エピトープと抗体との間の結合が生じるための３次元構造を形
成する不連続アミノ酸配列を必要とする構造的エピトープとは対照的である。直線状エピ
トープはまた、構造的エピトープとは、変性条件下（例えば、本明細書に記載されるよう
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なイムノブロットアッセイ）、エピトープがこのようなエピトープを認識する抗体によっ
てなお結合され得るということで区別され得る。１つの実施形態では、本発明は、直線状
、例えば非構造的、例えば残基４１２～４２３を含むか、または残基４１２～４２３から
なるＨＣＶ　Ｅ２エピトープを低供する。関連する実施形態では、本発明の抗体は、この
ような直線状エピトープに特異的に結合し、そして構造的エピトープには結合しない。な
お、さらに、本発明は、このような直線状エピトープを、ワクチン開発、それに対する抗
体を惹起することにおける使用に、そして／または能動的免疫療法のみにおける、もしく
は受動的免疫療法と組み合わせにおける使用に適切であるとして提供する。
【００６０】
　本明細書で用いられるとき、「アイソタイプスイッチング」は、それによって、抗体の
クラスまたはアイソタイプが１つのＩｇクラスからその他のＩｇクラスの１つに変化する
現象をいう。
【００６１】
　本明細書で用いられるとき、「非スイッチアイソタイプ」は、アイソタイプスイッチン
グが起こらなかったとき産生される重鎖のアイソタイプクラスをいい；非スイッチアイソ
タイプをコードするＣＨ遺伝子は、代表的には、機能的に再配列されたＶＤＪ遺伝子の直
ぐ下流にある最初のＣＨ遺伝子である。アイソタイプスイッチングは、古典的または非古
典的アイソタイプスイッチングとして分類されている。古典的アイソタイプスイッチング
は、トランスジーン中の少なくとも１つのスイッチ配列を含む組換え事象によって生じる
。非古典的アイソタイプスイッチングは、例えば、ヒトσμとヒトΣμとの間の相同的組
換え（δ－関連欠失）によって起こり得る。とりわけ、トランスジーン間および／または
染色体間組換えのような代替の非古典的スイッチング機構が起こり得、そしてアイソタイ
プスイッチングを達成する。
【００６２】
　本明細書で用いられるとき、用語「スイッチ配列」は、スイッチ組換えの原因となるよ
うなＤＮＡ配列をいう。「スイッチドナー」配列は、代表的にはμスイッチ領域であり、
スイッチ組換えの間に欠失される構築領域の５’（すなわち上流）である。「スイッチア
クセプター」領域は、欠失されるべき構築領域と置換定常領域（例えば、γ、εなど）と
の間にある。組換えが常に起こる特定の部位はないので、最終の遺伝子配列は、代表的に
は、構築物からは予見可能ではない。
【００６３】
　本明細書で用いられるとき、「グリコシル化パターン」は、タンパク質、より詳細には
免疫グロブリンタンパク質に共有結合される炭水化物単位のパターンとして規定される。
異質抗体のグリコシル化パターンは、当業者が異質抗体のグリコシル化パターンをトラン
スジーンのＣＨ遺伝子が由来する種に対してより非ヒトトランスジェニック動物の種にお
けるグリコシル化パターンを認識するであろうとき、非ヒトトランスジェニック動物の種
によって産生される抗体上で天然に存在するグリコシル化パターンに実質的に類似してい
るとして特徴付けられ得る。
【００６４】
　目的物に適用されるように、本明細書で用いられるとき、用語「天然に存在する」は、
目的物が天然に見出され得るという事実をいう。例えば、生物（ウイルスを含む）中に存
在するポリペプチドまたはポリヌクレオチド配列は、天然にある供給源から単離され得、
そして人によって意図的に改変されていないそれは、天然に存在している。
【００６５】
　本明細書で用いられるとき、用語「再配列」は、Ｖセグメントが、本質的に完全ＶＨま
たはＶＬドメインをそれぞれコードする配座においてＤ－ＪまたはJセグメントに直ぐ隣
接して位置する重鎖または軽鎖免疫グロブリンの形態をいう。再配列された免疫グロブリ
ン遺伝子座は、生殖細胞系ＤＮＡとの比較により識別され得；再配列された免疫遺伝子座
は、少なくとも１つの組換えハプタマー／ナノマー相同性要素を有し得る。
【００６６】
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　Ｖセグメントを参照して、用語「再配列されない」または「生殖細胞系形態」が本明細
書で用いられるとき、ＶセグメントがＤまたはＪセグメントに直ぐ隣接するように組換え
られない形態をいう。
【００６７】
　本明細書で用いられるとき、用語「核酸分子」は、ＤＮＡ分子およびＲＮＡ分子を含む
ことが意図される。核酸分子は、一本鎖または二本鎖であり得るが、好ましくは二本鎖Ｄ
ＮＡである。
【００６８】
　ＨＣＶに結合する抗体または抗体部分（例えば、ＶＨ、ＶＬ、ＣＤＲ３）をコードする
核酸を参照して本明細書で用いられるとき、用語「単離された核酸分子」は、抗体または
抗体部分をコードするヌクレオチド配列が、ＨＣＶ以外の抗原を結合する抗体をコードす
るその他のヌクレオチド配列を含まない核酸分子をいうことが意図され、このその他の配
列は、ヒトゲノムＤＮＡにおいて核酸に天然に隣接し得る。
【００６９】
　本発明はまた、本発明の配列番号に提示される配列の「保存的配列改変」、すなわち、
抗原に対する、ヌクレオチド配列によりコードされるか、またはアミノ酸配列を含む抗体
の結合をなくしないヌクレオチドおよびアミノ酸配列改変を包含する。このような保存的
配列改変は、ヌクレオチドおよびアミノ酸置換、付加および欠失を含む。例えば、改変は
、部位特異的変異誘発およびＰＣＲ仲介変異誘発のような当該技術分野で公知の標準的技
法によって導入され得る。保存的アミノ酸置換は、アミノ酸置換が類似の側鎖を有するア
ミノ酸残基で置換されるものを含む。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、
当該技術分野で規定されている。これらのファミリーは、塩基性側鎖（例えば、リジン、
アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷
電極性側鎖（例えば、グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、チロ
シン、システイン、トリプトファン）、非極性側鎖（例えば、アラニン、バリン、ロイシ
ン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン）、β－分岐側鎖（例えば
、スレオニン、バリン、イソロイシン）および芳香族側鎖（例えば、チロシン、フェニル
アラニン、トリプトファン、ヒスチジン）をもつアミノ酸を含む。それ故、ヒト抗ＨＣＶ
抗体中の予測される非必須アミノ酸残基は、好ましくは、同じ側鎖のファミリーからの別
のアミノ酸残基で置換される。抗原結合をなくさないヌクレオチドおよびアミノ酸の保存
的置換を同定する方法は、当該技術分野で周知である（例えば、Ｂｒｕｍｍｅｌｌら、Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ．３２：１１８０－１１８７（１９９３）；Ｋｏｂａｙａｓｈｉら、Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．１２（１０）：８７９－８８４（１９９９）；およびＢｕｒｋｓら、
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９４：４１２－４１７（１９９７）を
参照のこと）。
【００７０】
　あるいは、別の実施形態では、変異が、飽和変異誘発によるように抗ＨＣＶ抗体コード
配列のすべてまたは一部に沿ってランダムに導入され得、そして得られる改変された抗Ｈ
ＣＶ抗体は、結合活性についてスクリーニングされ得る。
【００７１】
　「コンセンサス配列」は、関連する配列のファミリーにおいて最も頻繁にあるアミノ酸
（またはヌクレオチド）から形成される配列である（例えば、Ｗｉｎｎａｋｅｒ、Ｆｒｏ
ｍ　Ｇｅｎｅｓ　ｔｏ　Ｃｌｏｎｅｓ（Ｖｅｒｌａｇｓｇｅｓｅｌｌｓｃｈａｆｔ、Ｗｅ
ｉｎｈｅｉｍ、Ｇｅｒｍａｎｙ　１９８７を参照のこと）。タンパク質のファミリーにお
いて、コンセンサス配列中の各々の位置は、そのファミリー中のその位置において最も頻
繁に存在するアミノ酸によって占められる。２つのアミノ酸が等しく頻繁に存在するとき
、いずれもがコンセンサス配列中に含まれ得る。免疫グロブリンの「コンセンサスフレー
ムワーク」は、コンセンサス免疫グロブリン配列中のフレームワーク領域をいう。
【００７２】
　図１４に描写されるように、１つの実施形態では、重鎖可変領域ＣＤＲについてのコン
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センサス配列は、Ｅ２－６６０　ＨＣＶ糖タンパク質のエピトープ４１２－４２３に対し
て反応性である抗体の重鎖可変領域のアミノ酸配列の最適アラインメントによって誘導さ
れる。例えば、クローン８３－１２８（配列番号１）、９５－２（配列番号３）、９５－
１４（配列番号３２）、９５－３８（配列番号３３）、９５－２５（配列番号３４）、９
５－４２（配列番号３５）、９５－４３（配列番号３６）、９５－４９（配列番号３７）
、９５－５４（配列番号３８）、９５－５８（配列番号３９）および９５－６２（配列番
号４０）由来の抗体は、最低にアラインされてＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３のため
のコンセサス配列を得る。従って、重鎖可変領域のＣＤＲ１のコンセンサス配列は、配列
番号８７に提示される「１ＹＧＭＨ」であることが見出され、ここで、「１」は、小さな
、かつ極性アミノ酸残基を表す。重鎖可変領域のＣＤＲ２のコンセンサス配列は、配列番
号８８に示されるＶＩＷＸＤＸ７ＮＸＹＹＡＤＳ１５１６Ｇであることが見出され、ここ
で、「Ｘ」は任意のアミノ酸残基であり得、「７」は小さな、かつ極性アミノ酸残基を表
し、「１５」は疎水性アミノ酸残基を表し、そして「１６」は極性でかつ正に荷電したア
ミノ酸残基を表す。重鎖可変領域のＣＤＲ３のコンセンサス配列は、配列番号８９に示さ
れる「ＡＲＤＩ５６７ＸＲ１０Ｘ１２ＩＹＦＤ１７」であることが見出され、ここで「Ｘ
」は任意のアミノ酸残基、「５」はフェニルアラニンは表すかまたはアミノ酸はなく、「
６」はセリンまたはスレオニンを表し、「７」および「１２」は疎水性アミノ酸残基を表
し、「１０」は小アミノ酸残基を表し、そして「１７」は芳香族アミノ酸残基を表す。
【００７３】
　同様に、軽鎖可変領域のＣＤＲのコンセンサス配列は、図１５に示されるようなＥ２－
６６０　ＨＣＶ糖タンパク質のエピトープ４１２－４２３に対して反応性の抗体のアミノ
酸配列の最適アラインメントによって誘導され得る。例えば、クローン８３－１２８（配
列番号２）、０７３－１（配列番号６）、９５－２（配列番号４）、９５－１４（配列番
号４４）および９５－３８（配列番号５３）由来の抗体の軽鎖可変領域のアミノ酸配列は
、最適にアラインされて軽鎖可変領域のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３のコンセンサ
ス配列を得る。軽鎖可変領域のＣＤＲ１のコンセンサス配列は、配列番号９０に提示され
る「ＲＡＳＱＳＶＸＳＹＬＡ」であることが見出され、ここで「Ｘ」は任意のアミノ酸残
基であり得る。軽鎖可変領域のＣＤＲ２のコンセンサス配列は、配列番号９１に提示され
る「ＤＡＳＮＲＡＴ」であることが見出される。軽鎖可変領域のＣＤ３のコンセンサス配
列は、配列番号９２に示される「ＱＱＲＳＮＷ７Ｔ」であることが見出され、ここで「７
」は小さな、そして疎水性アミノ酸残基を表す。
【００７４】
　核酸について、用語「実質的相同性」は、２つの核酸またはその指定された配列が最適
にアラインされそして比較されるとき、適切なヌクレオチド挿入または欠失と、ヌクレオ
チドの約８０％、通常少なくとも約９０％～９５％、そしてより好ましくはヌクレオチド
の少なくとも約９８％～９９．５％同一であることを示す。あるいは、実質的相同性は、
セグメントが、選択的ハイブリダセクイゼーション条件下、ストランドの相補物にハイブ
リダイズするときに存在する。
【００７５】
　２つの配列間の％同一性は、２つの配列の最適アラインメントのために導入されること
が必要であるギャップの数、および各ギャップの長さを考慮して、これら配列によって共
有される同じ位置の数の関数である（すなわち、％相同性＝同一位置の＃／位置の合計＃
×１００）。２つの配列間の配列の比較および％同一性の決定は、以下の非制限的な例で
記載されるように、数学的アルゴリズムを用いて達成され得る。
【００７６】
　２つのヌクレオチド配列間の％同一性は、ＮＷＳｇａｐｄｎａ．ＣＭＰマトリックスお
よび４０、５０、６０、７０、または８０のギャップ重みおよび１、２、３、４、５また
は６の長さ重みを用い、ＧＣＧソフトウェア中のＧＡＰプログラムを用いて決定され得る
。２つのヌクレオチド配列またはアミノ酸配列間の％同一性はまた、ＰＡＭ１２０重み残
基テーブル、１２のギャップ長さペナルティおよび４のギャップペナルティを用い、ＡＬ
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ＩＧＮプログラム（バージョン２．０）中に取り込まれたＥ．ＭｅｙｅｒｓおよびＷ．Ｍ
ｉｌｌｅｒ（ＣＡＢＩＯＳ、４：１１－１７（１９８９））を用いて決定され得る。さら
に、２つのアミノ酸配列間の％同一性は、Ｂｌｏｓｓｕｍ　６２マトリックスまたはＰＡ
Ｍ２５０マトリックスのいずれか、および１６、１４、１２、１０、８、６または４のギ
ャップ重みおよび１、２、３、４、５、または６の長さ重みを用い、ＧＣＧソフトウェア
パッケージ中のＧＡＰプログラム中に取り込まれたＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃ
ｈ（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（４８）：４４４－４５３（１９７０））アルゴリズムを用
いて決定され得る。
【００７７】
　本発明の核酸およびタンパク質配列はさらに、例えば、関連配列を同定するために公開
データベースに対してサーチを実施するための「クエリ配列」として用いられ得る。この
ようなサーチは、Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０
３－１０のＮＢＬＡＳＴおよびＸＢＬＡＳＴプログラム（バージョン２．０）を用いて実
施され得る。ＢＬＡＳＴヌクレオチドサーチは、ＮＢＬＡＳＴプログラム、スコア＝１０
０、ワード長さ＝１２で実施され得、本発明の核酸分子に相同なヌクレオチド配列を得る
。ＢＬＡＳＴタンパク質サーチは、ＸＢＬＡＳＴプログラム、スコア＝５０、ワード長さ
＝３で実施され得、本発明のタンパク質分子に相同であるアミノ酸配列を得る。比較目的
のためのギャップのあるアラインメントを得るために、ギャップＢＬＡＳＴが、Ａｌｔｓ
ｃｈｕｌら（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５（１７）：３３８９
－３４０２に記載されるように利用され得る。ＢＬＡＳＴおよびギャップＢＬＡＳＴプロ
グラムを利用するとき、個々のプログラム（例えば、ＸＢＬＡＳＴおよびＮＢＬＡＳＴ）
のデフォールトパラメーターが用いられ得る。
【００７８】
　核酸は、完全な細胞で、細胞溶解物で、または部分精製または実質的に純粋な形態で存
在し得る。核酸は、その他の細胞成分またはその他の汚染物、例えば、その他の細胞核酸
またはタンパク質とは別に精製されるとき、「単離される」か、または「実質的に純粋」
であり得、標準的な技法により、アルカリ／ＳＤＳ処理、ＣｓＣｌバンド処理、カラムク
ロマトグラフィー、アガロースゲル電気泳動およびその他の当該技術分野で周知のその他
による。Ｆ．Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ａｎｄ　Ｗｉｌ
ｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８７）を参照のこと。
【００７９】
　ｃＤＮＡ、ゲノムまたはそれらの混合物からの本発明の核酸組成物は、（改変された制
限部位などを除き）しばしばネイティブな配列であるが、標準的な技法に従って変異され
得、遺伝子配列を提供する。コード配列のために、これら変異は、所望のようにアミノ酸
配列に影響し得る。特に、ネイティブＶ、Ｄ、Ｊ、定常、スイッチおよび本明細書中に記
載されるようなその他のそのような配列に実質的に相同、またはそれら由来のＤＮＡ配列
が企図される（「由来する」は、配列が別の配列と同一であるか、または改変されている
ことを示す）。
【００８０】
　核酸は、それが別の核酸配列と機能的関係に配置されるとき「作動可能に連結されてい
る」。例えば、プロモーターまたはエンハンサーは、それが配列の転写に影響する場合、
コード配列に作動可能に連結されている。転写調節配列に関し、作動可能に連結されるは
、連結されているＤＮＡ配列が連続しており、そして２つのタンパク質コード領域を接続
することが必要な場合、連続的であり、かつ読み取り枠が合っていることを意味する。ス
イッチ配列については、作動可能に連結されたは、配列がスイッチ組換えを行い得ること
示す。
【００８１】
　用語「ベクター」は、本明細書で用いられるとき、それに連結された別の核酸を輸送し
得る核酸分子をいうことが意図される。ベクターの１つのタイプは「プラスミド」であり
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、さらなるＤＮＡセグメントがその中に連結され得る環状の二本鎖ＤＮＡループをいう。
別のタイプのベクターはウイルスベクターであり、その中ではさらなるＤＮＡセグメント
がウイルスゲノム中に連結され得る。特定のベクターは、それらが導入される宿主細胞中
で自律複製し得る（例えば、複製の細菌起点を有する細菌ベクターおよびエピソーム性哺
乳動物ベクター）。その他のベクター（例えば、非エピソーム性哺乳動物ベクター）は、
宿主細胞中への導入に際し宿主細胞のゲノム中に組み込まれ得、そしてそれによって宿主
ゲノムとともに複製される。さらに、特定のベクターは、それらが作動可能に連結される
遺伝子の発現を行い得る。このようなベクターは、本明細書では、「組換え発現ベクター
」（または単に「発現ベクター」）と称される。一般に、組換えＤＮＡ技法における有用
な発現ベクターは、しばしば、プラスミドの形態である。本明細書では、「プラスミド」
および「ベクター」は交換可能に用いられ得る。なぜなら、プラスミドは、ベクターの最
も一般的に用いられる形態であるからである。しかし、本発明は、ウイルスベクター（例
えば、複製欠損レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）のような発
現ベクターのようなその他の形態を含むことが意図される。
【００８２】
　用語「組換え宿主細胞」（または単に「宿主細胞」）は、本明細書で用いられるとき、
組換え発現ベクターが導入された細胞をいう。このような用語は、特定の被検体細胞のみ
ならず、このような細胞の子孫をもいうことが意図されることが理解されるべきである。
変異または環境影響のいずれかに起因して特定の改変が次の世代で生じ得るので、このよ
うな子孫は、実際、親細胞と同一ではないかもしれないが、なお本明細書で用いられると
き用語「宿主細胞」の範囲内に含まれる。
【００８３】
　用語「処置する」、「処置すること」、および「処置」は、本明細書で用いられるとき
、本明細書で記載れる治療または予防手段をいう。「処置」の方法は、障害または再発す
る障害の１つ以上の徴候を予防し、治療し、遅延し、その重篤度を低減し、または軽減す
るために、あるいは、被験体の生存をこのような処置の不在下で予期されるそれを超えて
延ばすために、このような処置の必要のある被験体、例えば、ＨＣＶ媒介障害を有する被
験体または最終的にはそのような障害を獲得し得る被験体への本発明のヒト抗体の投与を
採用する。
【００８４】
　用語「ＨＣＶ媒介障害」は、本明細書で用いられるとき、ＨＣＶ感染に付随する疾患状
態および／または徴候を含む。一般に、用語「ＨＣＶ媒介障害」は、ＨＣＶの関与を必要
とする徴候の任意の障害、発症、進行または持続をいう。例示のＨＣＶ媒介障害は、制限
されないで、例えば、肝硬変および肝癌を含む。
【００８５】
　用語「有効用量」または「有効投薬量」は、所望の効果を達成または少なくとも部分的
に達成するに十分な量として規定される。用語「治療的に有効な用量」は、上記疾患を既
に患う患者における疾患およびその合併症を治療または少なくとも部分的に制止するに十
分な量として規定される。この使用のために有効な量は、処置される障害の重篤度および
患者自身の免疫系の一般状態に依存する。
【００８６】
　用語「患者」は、予防または治療処置のいずれかを受けるヒトおよびその他の哺乳動物
被験体を含む。
【００８７】
　本明細書で用いられるとき、用語「被験体」は、任意のヒトまたは非ヒト動物を含む。
例えば、本発明の方法および組成物は、関節炎、例えばリウマチ様関節炎のような炎症性
疾患をもつ被験体を処置するために用いられ得る。用語「非ヒト動物」は、すべての脊椎
動物、例えば、非ヒト霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ、ニワトリ、両生類、爬虫類などを含
む。
【００８８】
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　その他であることが規定されなければ、本明細書で用いられるすべての技術的および化
学的用語は、本発明が属する当該技術分野の当業者によって共通して理解されるのと同じ
意味を有する。本明細書に記載される方法および材料に類似および等価なそれらは、本発
明の実施または試験で用いられ得るけれども、適切な方法および材料は、以下に記載され
る。矛盾する場合、定義を含む本明細書が支配する。さらに、材料、方法、および例は、
例示に過ぎず、そして制限的であることは意図されない。
【００８９】
　本発明の種々の局面は、以下のサブセクションでより詳細に記載される。
【００９０】
　概説
　ＨＣＶは、ヒトにおける致死的な肝細胞の病状である。本明細書に提供されるのは、Ｈ
ＣＶ感染動物、特に、より詳細にはヒト被験体の処置および予防のための方法および組成
物である。これら組成物は、ＨＣＶ　Ｅ２タンパク質、またはその部分を認識する抗体を
含む。特に、組換え完全ヒトモノクローナル抗体が提供される。特定の実施形態では、こ
れらのヒトモノクローナル抗体は、（以下の記載される）ヒト免疫グロブリン遺伝子セグ
メントを発現するマウスで産生される。抗ＨＣＶ抗体の組み合わせもまた提供される。
【００９１】
　この新規の方法は、被験体におけるＨＣＶ媒介疾患を阻害するために被験体においてＨ
ＣＶに結合する抗体（およびその抗原結合性部分）を投与することを含む。例えば、本明
細書に記載されるヒトモノクローナル抗ＨＣＶ抗体は、ＨＣＶ感染およびその後遺症、例
えば、肝臓の肝硬変および／または肝癌を中和し得る。その他の例では、抗ＨＣＶ抗体（
例えば抗ＨＣＶ　Ｅ２タンパク質モノクローナル抗体）の組み合わせが、ＨＣＶ媒介疾患
を阻害するために投与され得る。このヒトモノクローナル抗体は、単独またはその他の治
療と組み合わせて投与され得る。
【００９２】
　Ｉ．ＨＣＶに対するヒト抗体の産生
　本発明は、ＨＣＶ（例えば、ヒトＨＣＶ）に結合する例示のヒトモノクローナル抗体は
、８３－１２８、９５－２、９５－１４、９５－３８および０７３－１を含む。
【００９３】
　本発明のヒトモノクローナル抗体は、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ、Ｎａｔｕ
ｒｅ　２５６：４９５（１９７５）により記載される標準的体細胞ハイブリダイゼーショ
ン技法のような種々の公知の技法を用いて産生され得る。体細胞ハイブリダイゼーション
手順が好ましいが、原則的に、モノクローナル抗体を産生するためのその他の技法、例え
ば、Ｂリンパ球のウイルスまたは腫瘍形成形質転換、ヒト抗体遺伝子のライブラリーを用
いるファージディスプレイ技法が採用され得る。
【００９４】
　本発明のヒトモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを生成するための好ましい
動物システムは、マウスシステムである。マウスにおけるハイブリドーマ産生は、当該技
術分野で周知であり、免疫化プロトコールおよび免疫脾細胞を単離および融合するための
技法を含む。
【００９５】
　１つの実施形態では、ＨＣＶに対して惹起されたヒトモノクローナル抗体は、マウスシ
ステムよりはむしろヒト免疫システムの部分を保持しているトランスジェニックマウスを
用いて生成される。１つの実施形態では、本発明は、本明細書では「ＨｕＭｂマウス」と
称されるトランスジェニックマウスを採用し、これは、内因性μおよびκ鎖遺伝子座を不
活性化する標的化変異（Ｌｏｎｂｅｒｇ、Ｎ．ら（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ　３６８（６
４７４）：８５６－８５９）とともに、非配列ヒト重（μおよびγ）およびκ軽鎖免疫グ
ロブリン遺伝子ミニ遺伝子座を含む。従って、このマウスは、マウスＩｇＭまたはκの低
減された発現を示し、そして免疫化に応答して、導入されたヒト重鎖および軽鎖トランス
ジーンは、クラススイッチングおよび体細胞突然変異を受け、高親和性ヒトＩｇＧκモノ
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クローナル抗体を生成する（Ｌｏｎｂｅｒｇ、Ｎ．ら（１９９４）前述；Ｌｏｎｂｅｒｇ
、Ｎ．（１９９４）Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｏｌｏｇｙ　１１３：４９－１０１中の総説；Ｌｏｎｂｅｒｇ、Ｎ．およびＨｕｓｚａ
ｒ、Ｄ．（１９９５）Ｉｎｔｅｒｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｖｏｌ．１３：６５－９
３、およびＨａｒｄｉｎｇ、Ｆ．およびＬｏｎｂｅｒｇ、Ｎ．（１９９５）Ａｎｎ．Ｎ．
Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　７６４：５３６－５４６）。ＨｕＭＡｂマウスの調製は、以下の
セクションＩＩ、および以下に詳細に記載されている：Ｔａｙｌｏｒ、Ｌ．ら（１９９２
）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２０：６２８７－６２９５；Ｃｈｅ
ｎ、Ｊ．ら（１９９３）Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　５：６４
７－６５６；Ｔｕａｉｌｌｏｎら（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　
ＵＳＡ９０：３７２０－３７２４；Ｃｈｏｉら（１９９３）Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉ
ｃｓ　４：１１７－１２３；Ｃｈｅｎ、Ｊ．ら（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：８２１
－８３０；Ｔｕａｉｌｌｏｎら（１９９４）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２：２９１２－２
９２０；Ｌｏｎｂｅｒｇら（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ　３６８（６４７４）：８５６－８
５９；Ｌｏｎｂｅｒｇ、Ｎ．（１９９４）Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ
ｔａｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　１１３：４９－１０１；Ｔａｙｌｏｒ、Ｌ．ら（１
９９４）Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　６：５７９－５９１；Ｌ
ｏｎｂｅｒｇ、Ｎ．およびＨｕｓｚａｒ、Ｄ．（１９９５）Ｉｎｔｅｒｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．Ｖｏｌ．１３：６５－９３；Ｈａｒｄｉｎｇ、Ｆ．およびＬｏｎｂｅｒｇ、
Ｎ．（１９９５）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　７６４：５３６－５４６；Ｆｉｓ
ｈｗｉｌｄ、Ｄ．ら（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：８
４５－８５１。さらに、すべてＬｏｎｂｅｒｇおよびＫａｙ、ならびにＧｅｎＰｈａｒｍ
　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌによる米国特許第５，５４５，８０６号；同第５，５６９
，８２５号；同第５，６２５，１２６号；同第５，６３３，４２５号；同第５，７８９，
６５０号；同第５，８７７，３９７号；同第５，６６１，０１６号；同第５，８１４，３
１８号；同第５，８７４，２９９号；および同第５，７７０，４２９号；；Ｓｕｒａｎｉ
らによる米国特許第５，５４５，８０７号；１９９８年６月１１に公開された国際公開番
号ＷＯ９８／２４８８４号；１９９４年１１月１０日に公開された国際公開番号ＷＯ９４
／２５５８５号；１９９３年６月２４日に公開された国際公開番号ＷＯ９３／１２２７号
；１９９２年１２月２３日に公開された国際公開第ＷＯ９２／２２６４５号；１９９２年
３月１９日に公開された国際公開第ＷＯ９２／０３９１８号を参照のこと。
【００９６】
　免疫化
　ＨＣＶに対する完全ヒトモノクローナル抗体を生成するために、ヒト免疫グロブリン遺
伝子を含むトランスジェニックマウス（例えば、ＨＣｏ１２、ＨＣｏ７）を、例えば、Ｌ
ｏｎｂｅｒｇら（１９９４）Ｎａｔｕｒｅ　３６８（６４７４）：８５６－８５９；Ｆｉ
ｓｈｗｉｌｄら（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：８４５
－８５１および国際公開第ＷＯ　９８／２４８８４号に記載のように、ＨＣＶ抗原の精製
または濃縮調製物および／またはＨＣＶを発現する細胞で免疫化し得る。本明細書に記載
されるように、ＨｕＭＡｂマウスは、免疫原として組換えＨＣＶタンパク質またはＨＣＶ
を発現する細胞株のいずれかで免疫化される。あるいは、マウスは、ＨＣＶをコードする
ＤＮＡで免疫され得る。好ましくは、マウスは、最初の注入に際し６～１６週齢である。
例えば、組換えＨＣＶ抗原の精製または濃縮調製物（１０～１００μｇ）を用い、ＨｕＭ
Ａｂマウスを腹腔内に免疫化する。ＨＣＶ抗原の精製または濃縮調製物を用いる免疫化我
も抗体を生じない場合、マウスはまた、ＨＣＶタンパク質を発現する細胞、例えば細胞株
で免疫化され得、免疫応答を促進する。例示の細胞株は、ＨＣＶ過剰発現安定ＣＨＯおよ
びＲａｊｉ細胞株を含む。
【００９７】
　種々の抗原での蓄積実績は、ＨｕＭＡｂトランスジェニックマウスは、はじめに完全Ｆ
ｒｅｕｎｄアジュバント中の抗原で腹腔内（ＩＰ）または皮下（ＳＣ）で、次いで不完全
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Ｆｒｅｕｎｄアジュバント中の抗原で一週間毎のＩＰ／ＳＣ免疫化（合計１０まで）され
るとき最も良く応答することを示した。この免疫応答は、後眼窩血より得られる血漿サン
プルで免疫化プロトコールの経過に亘ってモニターされ得る。血漿がＥＬＩＳＡによって
（以下に記載されるように）スクリーニングされ得、そして抗ＨＣＶヒト免疫グロブリン
の十分な力価をもつマウスか融合のために用いられ得る。マウスは、犠牲および脾臓の除
去の３日前に抗原で静脈内にブーストされ得る。
【００９８】
　抗原を基礎にしたワクチンおよびその複合体
　本発明はまた、ＨＣＶ感染に対する活性免疫化のための使用のための、ＨＣＶ　Ｅ２エ
ンベロープ糖タンパク質の保存された非構造的エピトープ、例えば、ＨＣＶ　Ｅ２タンパ
ク質のアミノ酸４１２－４６４、４１２－４２３、または４１３－４２０を提供する。こ
のエピトープは、単独、または、例えば、エピトープに対する免疫応答を増大するために
改変されて用いられ得る。
【００９９】
　化学的に構築された抗原複合体は、種々の周知の、そして容易に利用可能な架橋試薬を
用いて作製され得る。これらの架橋試薬は、例えば、選択された抗原上の異なる反応性ア
ミノ酸または炭水化物側鎖と共有結合を形成する、ＳＰＤＰ、ＳＡＴＡ、ＳＭＣＣ、ＤＴ
ＮＢのようなホモ官能性またはヘテロ官能性化合物であり得る。
【０１００】
　キャリアは、ＯＭＰＣ（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｎｉｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓの外側メン
ブレンタンパク質複合体）、ＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）、ＯＶＡ（オバルブミん）、
ＴＨＹ（ウシチログロブリン）、ＫＬＨ（キーホールリムペットヘモシアニン）、および
ＴＴ（破傷風トキソイドタンパク質）からなる群から選択され得る。ウイルス様粒子（Ｖ
ＬＰ）に自己アセンブリする能力を有するその他のキャリアは、Ｂ型肝炎ウイルスのＨｂ
ＳＡｇ（表面抗原タンパク質）およびＨＢｃＡｇ（コア抗原タンパク質）、ロタウイルス
キャプシドタンパク質、ヒトパピローマウイルスのＬ１タンパク質、Ｅ型肝炎ウイルス粒
子、ポリオーマウイルスタンパク質よびウシパピローマウイルス構造タンパク質（Ｊ．ｏ
ｆ　Ｐｈａｒ．Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　９５：７０－７９（２００５）を参照のこと）を含む
。
【０１０１】
　複合体化することは、遺伝子的または化学的に、例えば、マレイミド／チオールカップ
リング、ブロモアセトアミド／チオールカップリング、およびヒスチジン－選択的架橋の
１つ以上を用いて達成され得る。この複合体化は、スルホスクシンイミジル４－（Ｎ－マ
レイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート（ｓＳＭＣＣ）、Ｎ－マレイミ
ドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＭＢＳ）、グルタルアルデヒド
、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＣＩ）、ビス
－ジアゾベンジジン（ＢＤＢ）、Ｎ－アセチルホモシステインチオラクテート（ＮＡＨＴ
）、およびＮ－［．イプシロン－マレイミドカプロイル］スルホスクシンイミドエステル
（ｓＥＭＣＳ）の１つ以上からなる群から選択される架橋リンカーを用いて達成され得る
。１つの実施例では、この架橋リンカーは、Ｎ－［．ε．－マレイミドカプロイルオキシ
］スルホスクシンイミドエステル（ｓＥＭＣＳ）である。
【０１０２】
　ＨＣＶに対するヒトモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマの生成
　ＨＣＶに対するヒトモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを生成するために、
免疫化マウスからの脾細胞およびリンパ節が単離され得、そしてマウスミエローマ細胞株
のような、適切な不死化細胞株に融合させる。得られるハイブリドーマを次いで、抗原特
異的抗体の産生についてスクリーニングし得る。例えば、免疫化マウスからの脾臓リンパ
球の単一細胞懸濁物を、５０％ＰＥＧ（ｗ／ｖ）でＳＰ２／０－Ａｇ８．６５３非分泌マ
ウスミエローマ細胞（ＡＴＣＣ、ＣＲＬ１５８０）に融合し得る。細胞を、平底マイクロ
タイタープレート中、約１×１０５でプレートにまき、通常の試薬の他に１０％胎児Ｃｌ
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ｏｎｅ　Ｓｅｒｕｍおよび１×ＨＡＴ（Ｓｉｇｍａ）を含む選択培地中の２週間のインキ
ュベーションし得る。適切に２週間後、細胞は、ＨＡＴがＨＴで置換される培地中で培養
され得る。個々のウェルを次いで、ＥＬＩＳＡによりヒト抗ＨＣＶモノクローナルＩｇＭ
抗体およびＩｇＧ抗体について、または、ＨＣＶタンパク質を発現する細胞、例えばＨＣ
Ｖを発現するＣＨＯ細胞株の表面への結合についてＦＬＩＳＡ（蛍光連結イムノソルベン
トアッセイ）によりスクリーニングし得る。一旦、多数のハイブリドーマの成長が起こる
と、培地は、通常１０～１４日後に観察され得る。抗体を分泌するハイブリドーマは、再
びプレートにまき、再びスクリニングし、そしてヒトＩｇＧ、抗ＨＣＶモノクローナル抗
体についてなお陽性である場合、制限希釈によって少なくとも２回サブクローン化され得
る。これら安定なサブクローンは、次いで、インビトロで培養され得、特徴付けのための
組織培養培地中で抗体を生成する。
【０１０３】
　ＨＣＶに対するヒトモノクローナル抗体を産生トランスフェクトーマの生成
　本発明のヒト抗体は、例えば、当該技術分野で周知であるような組換えＤＮＡ技法と遺
伝子トランスフェクション法との組み合わせ（Ｍｏｒｒｉｓｏｎ、Ｓ．（１９８５）Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２２９：１２０２）を用い、宿主細胞トランスフェクトーマ中で産生され得
る。
【０１０４】
　例えば、１つの実施形態では、目的の遺伝子（単数または複数）、例えば、ヒト抗体遺
伝子は、国際公開第ＷＯ８７／０４４６２号，同第ＷＯ８９／０１０３６号および欧州特
許第ＥＰ　３３８８４１号に開示されるＧＳ遺伝子発現系、または当該技術分野で周知の
その他の発現系によって用いられるような真核生物発現プラスミドのような発現ベクター
中に連結され得る。クローン化された抗体遺伝子をもつ精製プラスミドは、ＣＨＯ細胞も
しくはＮＳＯ細胞、あるいは植物由来細胞、真菌細胞もしくは酵母細胞のようなその他の
真核細胞のような真核生物宿主細胞中に導入され得る。これら遺伝子を導入するために用
いられる方法は、エレクトロポーレーション、リポフェクタミンまたはその他のような当
該技術分野で記載される方法であり得る。これら抗体遺伝子を宿主細胞中に導入した後、
抗体を発現する細胞が同定および選択され得る。これらの細胞がトランスフェクトーマと
なり、これは次いで、それらの発現レベルについて増幅され得、そして抗体を産生するよ
うにアップスケールされる。組換え抗体は、これらの培養上清液および／または細胞から
単離および精製され得る。
【０１０５】
　あるいは、これらのクローン化抗体遺伝子は、Ｅ．ｃｏｌｉまたは完全生物のような発
現系で発現され得るか、または合成的に発現され得る。
【０１０６】
　インタクトな抗体を発現するための部分抗体配列の使用
　抗体は、６つの重鎖および軽鎖相補性決定領域（ＣＤＲ）に位置されるアミノ酸残基を
通じて優勢に標的抗原と相互作用する。この理由のため、ＣＤＲ内のアミノ酸配列は、Ｃ
ＤＲの外側の配列より個々の抗体間でより多様である。ＣＤＲ配列は大部分の抗体－抗原
相互作用の原因であるため、異なる性質をもつ異なる抗体からのフレームワーク配列上に
グラフト化された特定の天然に存在する抗体からのＣＤＲ配列を含む発現ベクターを構築
することにより、特定の天然に存在する抗体の性質を模倣する組換え抗体を発現すること
が可能である。（例えば、Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ、Ｌ．ら、１９９８、Ｎａｔｕｒｅ　３３
２：３２３－３２７；Ｊｏｎｅｓ、Ｐ．ら、１９８６、Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－
５２５；およびＱｕｅｅｎ、Ｃ．ら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｕ．Ｓ
．Ａ．８６：１００２９－１００３３を参照のこと）。このようなフレームワーク配列は
、生殖細胞系抗体遺伝子配列を含む公開ＤＮＡデータベースから得ることができる。これ
らの生殖細胞系配列は成熟抗体遺伝子配列とは異なる。なぜなら、それらは、Ｂ細胞成熟
の間にＶ（Ｄ）Ｊ接続によって形成される完全にアセンブリされた可変遺伝子は含まない
からである。生殖細胞系遺伝子配列はまた、個々で可変領域を均一に横切る高親和性二次
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レパートリー抗体の配列とは異なる。例えば、体細胞突然変異は、フレームワーク領域１
のアミノ末端部分およびフレームワーク領域４のカルボキシ末端部分において比較的まれ
である。さらに、多くの体細胞突然変異は、抗体の結合性質を顕著には改変しない。この
理由のため、当初の抗体の結合性質に類似の結合性質を有するインタクトな組換え抗体を
再生成するために特定の抗体の完全ＤＮＡ配列を得る必要は必ずしもない（１９９９年３
月１２日に出願されたＰＣＴ／ＵＳ９９／０５５３５を参照のこと）。ＣＤＲ領域にまた
がる部分的な重鎖および軽鎖配列が、代表的には、この目的のために十分である。この部
分配列は、どの生殖細胞系可変および接続遺伝子セグメントが組換え抗体可変遺伝子に寄
与したかを決定するために用いられる。この生殖細胞系配列は、次いで、可変領域のなく
なった部分を満たすために用いられる。重鎖および軽鎖リーダー配列はタンパク質成熟の
間に切断され、そして最終抗体の性質には寄与しない。なくなる配列を付加するために、
クローン化ｃＤＮＡ配列は、連結またはＰＣＲ増幅によって合成オリゴヌクレオチドと組
み合わされ得る。あるいは、全可変領域は、１セットの短い重複するオリゴヌクレオチド
として合成され得、そしてＰＣＲ増幅によって合わせられ、完全に合成可変領域クローン
を生成する。このプロセスは、特定の制限部位をなくすること、含めること、または特定
コドンの最適化のような特定の利点を有している。
【０１０７】
　ハイブリドーマからの重鎖および軽鎖転写物のヌクレオチド配列は、合成オリゴヌクレ
オチドの重複するセットを設計するために用いられ、天然配列と同じアミノ酸コード能力
をもつ合成Ｖ配列を生成する。合成の重鎖およびκ鎖配列は、３つの様式で天然配列と異
なる得る：繰り返しヌクレオチド塩基のストリングが中断され、オリゴヌクレオチド合成
およびＰＣＲ増幅を容易にする；最適翻訳開始部位が、Ｋｏｚａｋの規則に従って取り込
まれ（Ｋｏｚａｋ、１９９１、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６６：１９８６７－１９８７
０）；そして、ＨｉｎｄＩＩＩ部位がこの翻訳開始部位の上流に加工される。
【０１０８】
　重鎖および軽鎖可変領域の両方について、最適化されたコード、および対応する非コー
ドのストランド配列が、この対応する非コードオリゴヌクレオチドのほぼ中点で開始する
３０～５０ヌクレオチドオリゴヌクレオチドにブレイクダウンされる。従って、各鎖につ
いて、これらオリゴヌクレオチドが、１５０～４００ヌクレオチドのセグメントにまたが
る重複する二本鎖のセットにアセンブリされ得る。これらのプールが次いで、テンプレー
トとして用いられ、１５０～４００ヌクレオチドのＰＣＲ増幅産物を産生する。代表的に
は、単一の可変領域オリゴヌクレオチドセットが、２つのプールに破壊され、これらは別
個に増幅され、２つの重複するＰＣＲ産物を生成する。これらの重複する産物は、次いで
、ＰＣＲ増幅によって合わせされ、完全可変領域を形成する。ＰＣＲ増幅において重鎖ま
たは軽鎖定常領域（κ軽鎖のＢｂｓＩ部位、またはγ重鎖のＡｇｅＩ部位を含む）の重複
するフラグメントを含めることがまた所望され得、発現ベクター構築物に容易にクローン
化され得るフラグメントを生成する。
【０１０９】
　再構築された重鎖および軽鎖可変領域は、次いで、クローン化されたプロモーター、リ
ーダー配列、翻訳開始配列、リーダー配列、定常領域配列、３’非翻訳配列、ポリアデニ
ル化配列、および転写終結配列と組み合わされ得、発現ベクター構築物を形成する。これ
ら重鎖および軽鎖発現構築物は、単一ベクターに合わせられ得、宿主細胞に、同時トラン
スフェクトされ、連続的にトランスフェクトされるか、または別個にトランスフェクトさ
れ、これらは次いで融合されて両方の鎖を発現する宿主細胞を形成する。
【０１１０】
　発現ベクターの構築における使用のためのプラスミドは、ＰＣＲ増幅されたＶ重鎖およ
びＶκ軽鎖ｃＤＮＡ配列が完全重鎖および軽鎖ミニ遺伝子を再構築するするために用いら
れ得るように構築され得る。これらのプラスミドは、完全にヒトＩｇＧ１κまたはＩｇＧ

４κ抗体を発現するために用いられ得る。本発明の完全ヒト抗体およびキメラ抗体はまた
、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＥ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、およびＩｇＤ抗体を含む。類似のプラ
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スミドが、その他の重鎖アイソタイプの発現のため、またはλ軽鎖を含む抗体の発現のた
めに構築され得る。
【０１１１】
　従って、本発明の別の局面では、本発明のヒト抗ＨＣＶ抗体の１つ以上の構造特徴が、
例えば、ＨＣＶに結合すること、またはＨＣＶを中和することのような本発明の抗体の少
なくとも１つの機能的性質を保持する構造的に関連するヒト抗ＨＣＶ抗体を生成するため
に用いられる。１つの実施形態では、本発明の１つ以上のＣＤＲ領域は、既知のヒトフレ
ームワーク領域およびＣＤＲと組み換えにより合わせられ得、さらなる組み換えにより操
作された本発明の抗ＨＣＶ抗体を生成する。重鎖および軽鎖可変フレームワーク領域は、
同じか、または異なるヒト抗体配列に由来し得る。ヒト抗体配列は、天然に存在するヒト
抗体の配列であり得るか、またはいくつかのヒト抗体のコンセンサス配列であり得る。Ｋ
ｅｔｔｌｅｂｏｒｏｕｇｈら、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　４：７７３（
１９９１）；Ｋｏｌｂｉｎｇｅｒら、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　６：９
７１（１９９３）およびＣａｒｔｅｒら、国際公開第ＷＯ　９２／２２６５３号を参照の
こと。
【０１１２】
　従って、別の実施形態では、本発明は、ヒト抗ＨＣＶ抗体を調製するための方法を提供
し：（１）少なくとも１つのヒト重鎖ＣＤＲが本明細書中に記載されるヒト重鎖ＣＤＲア
ミノ酸配列から選択されるアミノ酸配列を含むヒト重鎖フレームワーク領域およびヒト重
鎖ＣＤＲ；および（２）少なくとも１つのヒト重鎖ＣＤＲが本明細書中に記載されるヒト
軽鎖ＣＤＲアミノ酸配列から選択されるアミノ酸配列を含むヒト軽鎖フレームワーク領域
およびヒト軽鎖ＣＤＲを含む抗体であって、ＨＣＶに結合する能力を保持する抗体を調製
することを含む。ＨＣＶを結合する抗体の能力は、実施例に提示されるようなアッセイ、
（例えば、ＥＬＩＳＡまたはＦＬＩＳＡ）のような、標準的な結合アッセイを用いて決定
され得る。
【０１１３】
　抗体重鎖および軽鎖ＣＤＲ３ドメインが抗原に対する抗体の結合特異性／親和性におい
て特に重要な役割を演じることが当該技術分野で周知である（Ｈａｌｌら、Ｊ．Ｉｍｕｎ
ｏｌ．、１４９：１６０５－１６１２（１９９２）；Ｐｏｌｙｍｅｎｉｓら、Ｊ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．、１５２：５３１８－５３２９（１９９４）；Ｊａｈｎら、Ｉｍｍｕｎｏｂｉ
ｏｌ．、１９３：４００－４１９（１９９５）；Ｋｌｉｍｋａら、Ｂｒｉｔ．Ｊ．Ｃａｎ
ｃｅｒ、８３：２５２－２６０（２０００）；Ｂｅｉｂｏｅｒら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ
、２９６：８３３－８４９（２０００）；Ｒａｄｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９５：８９１０－８９１５（１９９８）；Ｂａｒｂａｓら、Ｊ．Ａｍ
．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１１６：２１６１－２１６２（１９９４）；Ｄｉｔｚｅｌら、Ｊ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１５７：７３９－７４９（１９９６）を参照のこと）。従って、上
記で提示されたように調製された本発明の組み換え抗体は、好ましくは、抗体８３－１２
８、９５－２、９５－１４、９５－３８、および０７３－１の重鎖および／または軽鎖Ｃ
ＤＲ３を含む。これら抗体はさらに、抗体８３－１２８、９５－２、９５－１４、９５－
３８および０７３－１のＣＤＲ２を含み得る。これら抗体はさらに、抗体８３－１２８、
９５－２、９５－１４、９５－３８、および０７３－１のＣＤＲ１を含み得る。これら抗
体はさらに、これらＣＤＲの任意の組み合わせを含み得る。
【０１１４】
　従って、別の実施形態では、本発明はさらに：（１）ヒト重鎖フレームワーク領域、ヒ
ト重鎖ＣＤＲ１領域、ヒシ重鎖ＣＤＲ２領域、およびヒト重鎖ＣＤＲ３であって、ここで
、このヒト重鎖ＣＤＲ３領域が、８３－１２８、９５－２、９５－１４、９５－３８、お
よび０７３－１のＣＤＲ３から選択される、例えば、本明細書中に記載される配列表で示
されるような９５－２のヒト重鎖ＣＤＲ３領域であるヒト重鎖ＣＤＲ３領域であり；およ
び（２）ヒト軽鎖フレームワーク領域、ヒト軽鎖ＣＤＲ１領域、ヒト軽鎖ＣＤＲ２領域、
およびヒト軽鎖ＣＤＲ３領域であって、ここでこのヒト軽鎖ＣＤＲ３領域が、８３－１２
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８、９５－２、９５－１４、９５－３８、および０７３－１のＣＤＲ３から選択され、例
えば、本明細書中に記載される配列表で示されるような９５－２のヒト軽鎖ＣＤＲ３領域
である、を含む抗ＨＣＶ抗体を提供する。上記抗体はさらに、抗体８３－１２８、９５－
２、９５－１４、９５－３８、および０７３－１の重鎖ＣＤＲ２および／または軽鎖ＣＤ
Ｒ２を含み得る。上記抗体はさらに、８３－１２８、９５－２、９５－１４、９５－３８
、および０７３－１の重鎖ＣＤＲ１および／または軽鎖ＣＤＲ１を含み得る。
【０１１５】
　上記に記載される操作された抗体のＣＤＲ１、２および／または３領域は、本明細書に
まさに開示される抗体８３－１２８、９５－２、９５－１４、９５－３８、および０７３
－１のようなアミノ酸（単数または複数）を含む。しかし、当業者は、まさに８３－１２
８、９５－２、９５－１４、９５－３８、および０７３－１のＣＤＲ配列からのいくつか
の逸脱が可能であり得、その一方、なお、その抗体のＨＣＶを結合する能力を保持するこ
とを認識する（例えば、保存的配列改変）。従って、別の実施形態では、上記操作された
抗体は、抗体８３－１２８、９５－２、９５－１４、９５－３８、および０７３－１の１
つ以上のＣＤＲに、例えば、９０％、９５％、９８％または９９．５％同一である１つ以
上のＣＤＲを含み得る。
【０１１６】
　別の実施形態では、ＣＤＲの１つ以上の残基は改変され得、結合を修飾し、理想的な結
合定数が達成されるように、より好ましい結合速度（ｏｎ－ｒａｔｅ）の結合、より好ま
しい解離速度（ｏｆｆ－ｒａｔｅ）の結合を達成する。この戦略を用い、例えば、ＫＤ１
０－１０Ｍ以下の超高度の結合親和性を有する抗体が達成され得る。本明細書に記載され
るような当該技術分野で周知の親和性成熟技法が、ＣＤＲ領域（単数または複数）を改変
するために用いられ得、結合における所望の変化のために得られる結合性分子のスクリー
ニングが続く。従って、ＣＤＲ（単数または複数）が改変されるとき、結合親和性におけ
る変化、および免疫原性がモニターされ得、そして最良の合わせられた結合および低免疫
原性について最適化された抗体が達成されるようにスコアされ得る。
【０１１７】
　ＣＤＲ内の改変に加え、またはそれに代わって、改変がまた、これらの改変が上記ヒト
抗体の結合親和性をなくさない限り、ヒト抗体の重鎖および／または軽鎖可変領域のフレ
ームワーク領域、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３およびＦＲ４の１つ以上内でなされ得る。フレ
ームワーク内のいくつかの位置のアミノ酸は、多くの抗体においてＣＤＲ確認（例えば、
ＣＤＲと相互作用し得る）を決定するために重要であることが知られている（Ｃｈｏｔｈ
ｉａおよびＬｅｓｋ、前述Ｃｈｏｔｈｉａら、前述およびＴｒａｍｏｎｔａｎｏら、Ｊ．
Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：１７５（１９９０）、これらすべては本明細書中に参考とし
て援用される）。これらの著者は、いくつかの公知の抗体の構造の分析により、ＣＤＲ配
座に重要である保存されたフレームワーク残基を同定した。分析された抗体は、ＣＤＲの
配座に基づき、限られた数の構造または「標準（ｃａｎｏｎｉｃａｌ）」クラスに入る。
標準残基は、軽鎖の残基２、２５、２９、３０、３３、４８、６４、７１、９０、９４お
よび９５、ならびに重鎖の残基２４、２６、２９、３４、５４、５５、７１および９４を
含む。さらなる残基（例えば、ＣＤＲ構造－決定残基）は、ＭａｒｔｉｎおよびＴｈｏｒ
ｔｏｎ（１９９６）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２６３：８００の方法に従って、同定され得
る。注目すべきことに、軽鎖の位置２、４８、６４および７１、ならびに重鎖の位置２６
－３０、７１および９４（番号付けは、Ｋａｂａｔによる）、多くの抗体においてＣＤＲ
と相互作用し得ることが知られている。軽鎖中の位置３５および重鎖中の位置９３および
１０３はまた、ＣＤＲと相互作用するようである。ＣＤＲの配座に影響し得るさらなる残
基は、ＦｏｏｔｅおよびＷｉｎｔｅｒ（１９９２）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２４：４８
７の方法に従って同定され得る。このような残基は、「バーニア（ｖｅｒｎｉｅｒ）」残
基と称され、そしてＣＤＲに緊密して下にある（すなわち、その下の「プラットホーム」
を形成する）。
【０１１８】



(32) JP 5642972 B2 2014.12.17

10

20

30

40

50

　「ＶＬ－ＶＨに参加する」残基、または「パッケージング」残基は、例えば、Ｎｏｖｏ
ｔｎｙおよびＨａｂｅｒ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８２：４５
９２－６６（１９８５）またはＣｈｏｔｈｉａら、前述によって規定されるように、ＶＬ

とＶＨとの間の界面にあるような残基を含む。
【０１１９】
　ときどき、特定のアミノ酸が上記で述べたカテゴリーの１つ以上内に入るか否かについ
ていくらかの曖昧さがある。このような事例では、代替の改変体抗体が産生され、そのう
ちの１つはその特定の置換を有し、その他は有さない。そのように産生された代替の改変
体抗体は、所望の活性について本明細書中に記載される任意のアッセイで試験され得、そ
して好まし抗体が選択される。
【０１２０】
　フレームワーク領域内の置換のさらなる候補は、その位置でのヒト抗体について通常で
ない、または「希」であるアミノ酸である。これらのアミノ酸は、ヒト生殖細胞系配列に
等価な位置から、またはより代表的なヒト抗体の等価な位置からのアミノ酸で置換され得
る。例えば、置換は、ヒト抗体のヒトフレームワーク領域中のアミノ酸が、その位置には
希であり、そして生殖細胞系配列における対応するアミノ酸が、ヒト免疫グロブリン配列
におけるその位置について一般的であるとき；または、ヒト抗体中のアミノ酸がその位置
について希であり、そして生殖細胞系配列における対応するアミノ酸がまた、その他のヒ
ト配列に対して希であるとき、所望される。通常でないアミノ酸をヒト抗体について代表
的にある生殖細胞系からのアミノ酸で近くすることにより、ヒト抗体は、免疫原性がより
少なくされ得ることが企図される。
【０１２１】
　用語「希」は、本明細書で用いられるとき、配列の代表的なサンプル中で、その位置に
おいて、配列の約２０％より少なく、好ましくは約１０％より少なく、より好ましくは約
５％より少なく、なおより好ましくは約３％より少なく、なおより好ましくは約２％より
少なく、そしてなおより好ましくは、約１％より少なく生じるアミノ酸を示し、そして用
語「一般的」は、本明細書で用いられるとき、代表的なサンプル中で、配列の約２５％よ
り多いが、通常、約５０％より多くあるアミノ酸を示す。例えば、すべてのヒト軽鎖およ
び重鎖可変領域配列は、各々、互いに特に相同であり、そして特定の重要位置（Ｋａｂａ
ｔら、前述）で同じアミノ酸を有する配列の「サブグループ」に分類される。ヒト抗体に
おけるアミノ酸が、ヒト配列の中で「希」または「一般的」であるか否かを決定するとき
、ヒト抗体配列として同じサブグループにあるようなヒト配列のみを考慮することがしば
しば好ましい。
【０１２２】
　一般に、ヒト抗体のフレームワーク領域は、それらが派生するヒト生殖細胞系配列のフ
レームワーク領域に通常実質的に同一であり、そしてより通常にはそれと同一である。も
ちろん、フレームわーク領域中の多くのアミノ酸は、抗体の特異性または親和性にほとん
ど寄与しないか、または直接寄与しない。それ故、フレーム残基の多くの個々の保存的置
換は、得られるヒト免疫グロブリンの特異性または親和性の認知資得る変化なくして仕立
てられ得る。それ故、１つの実施形態では、ヒト抗体の可変フレームワーク領域は、ヒト
生殖細胞系可変フレームワーク領域配列またはこのような配列のコンセンサスと少なくと
も８５％の配列同一性を共有する。別の実施形態では、ヒト抗体の可変フレームワーク領
域は、ヒト生殖細胞系可変フレームワーク領域配列またはこのような配列のコンセンサス
と少なくとも９０％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％の配列同一性を共有
する。
【０１２３】
　ＨＣＶ　Ｅ２タンパク質の直線状エピトープを単に結合することに加えて、モノクロー
ナル抗体は、ＨＣＶ　Ｅ２の複数の遺伝子型への結合、および／または１０－９Ｍ以下の
ＫＤのような超高度の親和性での結合のような、本発明の抗体のその他の機能的性質のそ
の保持について選択され得る。
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【０１２４】
　ＨＣＶに対するヒトモノクローナル抗体の特徴付け
　本発明のヒトモノクローナル抗体は、種々の公知技術を用いてＨＣＶへの結合について
特徴付けられ得る。一般に、抗体は、ＥＬＩＳＡによって最初に特徴付けられる。簡単に
述べると、マイクロタイタープレートがＰＢＳ中の精製ＨＣＶでコーティングされ、次い
で、ＰＢＳ中に希釈したウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）のような無関係のタンパク質でブ
ロッキングされ得る。ＨＣＶ免疫マウスからの血漿の希釈物を各ウェルに加え、そして、
３７℃にて１～２時間インキュベートする。プレートをＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ　２０で洗浄
し、次いで、アルカリホスファターゼに結合させたヤギ－抗ヒトＩｇＧ　Ｆｃ特異的ポリ
クローナル試薬と共に３７℃で１時間インキュベートする。洗浄の後、プレートをＡＢＴ
Ｓ基質で発色させ、４０５のＯＤで解析する。好ましくは、最も高い力価を発生するマウ
スが融合使用される。
【０１２５】
　上述のようなＥＬＩＳＡアッセイは、抗体、したがって、ＨＣＶ免疫源と正の反応性を
示す抗体を産生するハイブリドーマのスクリーニングに使用され得る。その後、好ましく
は高い親和性でＨＣＶに結合するハイブリドーマが、サブクローニングされ、そしてさら
に特徴付けられ得る。（ＥＬＩＳＡによって）親細胞の反応性を保持する各ハイブリドー
マに由来する１つのクローンが、次いで、細胞バンクを作製するため、そして抗体精製の
ために選択され得る。
【０１２６】
　ヒト抗ＨＣＶ抗体を精製するために、選択したハイブリドーマを、ローラーボトル、２
リットルのスピナーフラスコまたは他の培養システムにおいて増殖させ得る。上清を濾過
および濃縮し、その後、プロテインＡ－セファロース（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａ
ｔａｗａｙ，ＮＪ）を用いたアフィニティクロマトグラフィーを行い、タンパク質を精製
し得る。培地をＰＢＳに交換した後、１．４３の吸光係数（ｅｘｔｉｎｃｔｉｏｎ　ｃｏ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ）を用いてＯＤ２８０で、または、好ましくは、比濁計を用いた解析
によって濃度を決定し得る。ＩｇＧは、ゲル電気泳動および抗原特異的な方法によって確
認され得る。
【０１２７】
　選択したヒト抗ＨＣＶモノクローナル抗体が固有のエピトープに結合するかどうかを判
定するために、市販の試薬（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）を用いて各抗体を
ビオチン化し得る。ビオチン化ＭＡｂの結合は、ストレプトアビジン標識プローブを用い
て検出され得る。精製抗体のアイソタイプを決定するために、当該分野で認められた技術
を用いてアイソタイプＥＬＩＳＡが行われ得る。例えば、マイクロタイタープレートのウ
ェルは、４℃にて一晩、１０μｇ／ｍｌの抗ヒトＩｇでコーティングされ得る。５％　Ｂ
ＳＡでブロッキングした後、これらのプレートを、室温にて２時間、１０μｇ／ｍｌのモ
ノクローナル抗体または精製アイソタイプコントロールと反応させる。次いで、これらの
ウェルは、ヒトＩｇＧ１または他のヒトアイソタイプ特異的に結合されたプローブのいず
れかと反応させられ得る。上述のようにしてプレートを発色させ、そして、解析する。
【０１２８】
　抗ＨＣＶヒトＩｇＧは、さらに、ウェスタンブロッティングによってＨＣＶ抗原との反
応性について検討され得る。簡単に述べると、ＨＣＶを発現する細胞からの細胞抽出物を
調製し、これを、ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動に供し得る
。電気泳動の後、分離した抗原をニトロセルロース膜に移し、２０％のマウス血清でブロ
ッキングし、そして、検討されるべきモノクローナル抗体でプローブさせる。ヒトＩｇＧ
の結合は、抗ヒトＩｇＧアルカリホスファターゼを用いて検出され、そして、ＢＣＩＰ／
ＮＢＴ基質タブレット（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍ．Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を用
いて発色させられ得る。
【０１２９】
　ＩＩ．ヒトモノクローナル抗ＨＣＶ抗体を生成するトランスジェニック非ヒト動物の産
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生
　なお別の局面では、本発明は、ＨＣＶに特異的に結合するヒトモノクローナル抗体を発
現し得るトランスジェニック非ヒト動物（例えば、トランスジェニックマウス）を提供す
る。特定の実施形態では、本発明は、ヒト重鎖トランスジーンを含むゲノムを持つトラン
スジェニックマウスを提供し、このマウスは、ＨＣＶ抗原および／またはＨＣＶ発現細胞
で免疫されたときにヒト抗ＨＣＶ抗体を産生する。トランスジェニック（例えば、ＨｕＭ
Ａｂ）マウスの場合、本明細書中に詳細に記載され、そして例示されるように、ヒト重鎖
トランスジーンはマウスの染色体ＤＮＡに組み込まれ得る。このようなトランスジェニッ
クマウスは、Ｖ－Ｄ－Ｊ組換えおよびアイソタイプスイッチングを受けることによって、
ＨＣＶに対するヒトモノクローナル抗体の複数のアイソタイプ（例えば、ＩｇＧ）を産生
し得る。アイソタイプスイッチングは、例えば、古典的または非古典的なアイソタイプス
イッチングによって生じ得る。
【０１３０】
　異種抗体レパートリーを用いた外来抗原刺激に応答するトランスジェニック非ヒト動物
の設計は、そのトランスジェニック動物に含まれる異種免疫グロブリントランスジーンが
、Ｂ細胞発生の経路全体を通じて正しく機能することを必要とする。このことは、例えば
、異種重鎖トランスジーンのアイソタイプスイッチングを含む。したがって、トランスジ
ーンは、アイソタイプスイッチングと、そして、抗体の以下のうちの１つ以上を生じるよ
うに構築される：（１）高レベルかつ細胞のタイプに特異的な発現、（２）機能的な遺伝
子の再配列、（３）対立遺伝子排除の活性化およびこれに対する応答、（４）十分な初代
レパートリーの発現、（５）シグナル伝達、（６）体細胞ハイパーミューテーション（ｈ
ｙｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ）、および（７）免疫応答中のトランスジーン抗体遺伝子座の
支配。
【０１３１】
　上記の基準が全て満たされる必要はない。例えば、トランスジェニック動物の内因性免
疫グロブリン遺伝子座が機能的に破壊されている実施形態では、トランスジーンは、対立
遺伝子排除を活性化する必要はない。さらに、トランスジーンが機能的に再配列された重
鎖および／または軽鎖免疫グロブリン遺伝子を含む実施形態では、少なくともそのトラン
スジーンがすでに再配列されているので、機能的な遺伝子の再配列という２番目の基準は
不要である。分子免疫学についての背景に関しては、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌｏｇｙ，第２版、（１９８９）Ｐａｕｌ　Ｗｉｌｌｉａｍ　Ｅ．，ｅｄ．Ｒａｖｅ
ｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．を参照のこと。
【０１３２】
　特定の実施形態では、本発明のヒトモノクローナル抗体を作製するために使用されるト
ランスジェニック非ヒト動物は、そのトランスジェニック動物の生殖細胞系に、再配列さ
れたか、再配列されていないか、あるいは、再配列と非再配列とが組み合わされた、異種
免疫グロブリン重鎖および軽鎖トランスジーンを含む。重鎖トランスジーンは各々、少な
くとも１つのＣＨ遺伝子を含む。さらに、重鎖トランスジーンは、トランスジェニック動
物のＢ細胞において複数のＣＨ遺伝子をコードする異種トランスジーンのアイソタイプス
イッチングを支援し得る、機能的なアイソタイプスイッチング配列を含み得る。このよう
なスイッチング配列は、トランスジーンのＣＨ遺伝子源として機能する種に由来する生殖
細胞系免疫グロブリン遺伝子座において天然に存在するものであっても、このようなスイ
ッチング配列が、トランスジーン構築物を受容する予定の種（トランスジェニック動物）
において生じるものに由来していてもよい。例えば、トランスジェニックマウスを産生す
るために使用されるヒトトランスジーン構築物は、マウス重鎖遺伝子座において天然に存
在するものと同様の切換え配列を含む場合、より高い頻度のアイソタイプスイッチング事
象を生じ得る。というのも、おそらく、マウススイッチング配列は、マウススイッチング
リコンビナーゼ酵素系と共に機能するように最適化されているのに対し、ヒトスイッチン
グ配列はそのように機能しないからである。スイッチング配列は、従来のクローニング法
によって単離およびクローニングされても、免疫グロブリンのスイッチ領域配列に関する
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公開された配列情報に基づいて設計された合成オリゴヌクレオチドを重ねることによって
デノボで合成されてもよい（Ｍｉｌｌｓら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１５：７３
０５－７３１６（１９９１）；Ｓｉｄｅｒａｓら、Ｉｎｔｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１：６３
１－６４２（１９８９））。上述のトランスジェニック動物の各々について、機能的に再
配列された異種重鎖および軽鎖免疫グロブリントランスジーンは、トランスジェニック動
物のＢ細胞の有意な画分（少なくとも１０％）において見られる。
【０１３３】
　本発明のトランスジェニック動物を作製するために使用されるトランスジーンとしては
、少なくとも１つの可変遺伝子セグメント、１つの多様性遺伝子セグメント、１つの接合
遺伝子セグメントおよび少なくとも１つの定常領域遺伝子セグメントをコードするＤＮＡ
を含む重鎖トランスジーンが挙げられる。免疫グロブリン軽鎖トラスジーンは、少なくと
も１つの可変遺伝子セグメント、１つの接合遺伝子セグメントおよび少なくとも１つの定
常領域遺伝子セグメントをコードするＤＮＡを含む、軽鎖および重鎖遺伝子セグメントを
コードする遺伝子セグメントは、トランスジェニック非ヒト動物から構成されない種に由
来する免疫グロブリン重鎖および軽鎖遺伝子セグメントをコードするＤＮＡに由来するか
またはこれに対応するという点で、トランスジェニック非ヒト動物に対して異種である。
本発明の一局面では、トランスジーンは、個々の遺伝子セグメントが再配列されない、す
なわち、機能的な免疫グロブリン軽鎖または重鎖をコードするように再配列されていない
ように構築される。このような再配列されていないトランスジーンは、Ｖ、ＤおよびＪ遺
伝子セグメントの組換え（機能的な再配列）を支援し、そして好ましくは、ＨＣＶ抗原に
曝露されたときにトランスジェニック非ヒト動物において結果として生じる再配列された
免疫グロブリン重鎖へのＤ領域遺伝子セグメントの全体もしくは一部分の組み込みを支援
する。
【０１３４】
　代替的な実施形態では、トランスジーンは、再配列されていない「ミニ遺伝子座（ｍｉ
ｎｉ－ｌｏｃｕｓ）」を含む。このようなトランスジーンは、代表的に、Ｃ、ＤおよびＪ
セグメントの実質的な部分、ならびに、Ｖ遺伝子セグメントのサブセットを含む。このよ
うなトランスジーン構築物において、種々の調節配列（例えば、プロモーター、エンハン
サー、クラススイッチ領域、ＲＮＡプロセシングのスプライス－ドナーおよびスプライス
－アクセプター配列、組換えシグナルなど）は、異種ＤＮＡに由来する対応する配列を含
む。このような調節配列は、本発明において使用される非ヒト動物の同一種または関連種
に由来するトランスジーンへと組み込まれ得る。例えば、ヒト免疫グロブリン遺伝子セグ
メントは、トランスジーンにおいて、トランスジェニックマウスにおいて使用するための
げっ歯類免疫グロブリンエンハンサー配列と組み合され得る。あるいは、合成の調節配列
がトランスジーンに組み込まれ得、そして、このような合成の調節配列は、哺乳動物のゲ
ノム中に天然に存在することが知られる機能的なＤＮＡ配列に対して同種ではない。合成
の調節配列は、例えば、スプライス－アクセプター部位またはプロモーター／エンハンサ
ーモチーフの許容された配列を特定するもののような共通のルールにしたがって設計され
る。例えば、ミニ遺伝子座は、天然に存在する生殖細胞系のＩｇＧ遺伝子座と比較して、
少なくとも１つの非必須ＤＮＡ部分（例えば、介在配列；イントロンまたはその一部）の
内部（すなわち、ある部分の末端にはない）の欠失を有するゲノム免疫グロブリン遺伝子
座の一部分を含む。
【０１３５】
　本発明の好ましい実施形態では、ＨＣＶに対するヒト抗体を作製するために使用される
トランスジェニック動物は、少なくとも１つ、代表的には２～１０、そしてときおり２５
～５０またはそれより多いコピー数の、ＷＯ　９８／２４８８４の実施例１２に記載され
るトランスジーン（例えば、ｐＨＣ１またはｐＨＣ２）を含み、そして、ＷＯ　９８／２
４８８４の実施例５、６、８または１４に記載される単コピーの軽鎖トランスジーンを含
む動物と交配され、そして、その子孫が、ＷＯ　９８／２４８８４の実施例１０に記載さ
れるＪＨを欠失した動物と交配される。動物は、これらの３系統の各々についてホモ接合
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性となるように交配される。このような動物は、以下の遺伝子型を有する：（染色体の一
倍体セットにつき）単コピーのヒト重鎖の再配列されていないミニ遺伝子座（ＷＯ　９８
／２４８８４の実施例１２に記載されるもの）、（染色体の一倍体セットにつき）単コピ
ーの再配列されたヒトκ軽鎖構築物（ＷＯ　９８／２４８８４の実施例１４に記載される
もの）、および、機能的なＪＨセグメントを全て除去する、各内因性のマウス重鎖遺伝子
座における欠失（ＷＯ　９８／２４８８４の実施例１０に記載されるもの）。このような
動物は、ＪＨ欠失についてホモ接合性であり、かつ、ヒト重鎖および軽鎖構築物について
ヘミ接合性である子孫を産生するために、ＪＨセグメントの欠失についてホモ接合性のマ
ウス（ＷＯ　９８／２４８８４の実施例１０）と交配される。その結果得られる動物は、
抗原が注射され、そして、これらの抗原に対するヒトモノクローナル抗体の産生のために
使用される。
【０１３６】
　このような動物から単離したＢ細胞は、各々単コピーのみの遺伝子を含むので、ヒト重
鎖および軽鎖に関して単一特異的である。さらに、これらは、両方の内因性マウス重鎖遺
伝子コピーが、ＷＯ　９８／２４８８４の実施例９および１２に記載されるようにして導
入されたＪＨ領域にまたがる欠失によって非機能的となっているので、ヒトまたはマウス
の重鎖に関して単一特異的である。さらに、単コピーの再配列されたヒトκ軽鎖遺伝子の
発現が、Ｂ細胞の有意な画分におけるマウスκ鎖およびλ鎖遺伝子の再配列を対立遺伝子
性かつアイソタイプ性に排除しているので、このＢ細胞の有意な画分は、ヒトまたはマウ
スの軽鎖に関して単一特異的である。
【０１３７】
　本発明において用いられるトランスジェニックマウスは、理想的にはネイティブなマウ
スのものと実質的に同様の有意なレパートリーを持つ免疫グロブリン産生を示す。したが
って、例えば、内因性のＩｇ遺伝子が不活性化されている実施形態では、免疫グロブリン
の総レベルは、血清１ｍｌにつき約０．１～１０ｍｇ、好ましくは０．５～５ｍｇ、理想
的には少なくとも約１．０ｍｇの範囲である。ＩｇＧからＩｇＭへのスイッチを達成し得
るトランスジーンがトランスジェニックマウスに導入された場合、成体マウスの、血清中
のＩｇＧ：ＩｇＭの比は、好ましくは約１０：１である。ＩｇＧ：ＩｇＭの比は、未熟な
マウスではかなりより低い。一般に、約１０％より多く、好ましくは４０～８０％の脾臓
およびリンパ節のＢ細胞が専らヒトＩｇＧタンパク質を発現する。
【０１３８】
　レパートリーは、理想的には、ネイティブなマウスにおいて示されるものに近く、通常
は少なくとも約１０％の高さで、好ましくは２５～５０％またはそれ以上である。一般に
、主としてマウスゲノム中に導入された異なるＶ、ＪおよびＤ領域の数に依存して、少な
くとも約１０００の異なる免疫グロブリン（理想的にはＩｇＧ）、好ましくは、１０４～
１０６またはそれ以上の異なる免疫グロブリンが産生される。これらは、免疫グロブリン
は代表的に、約２分の１またはそれ以上の高度に抗原性のタンパク質（例えば、ブドウ球
菌のプロテインＡ）を認識する。代表的に、免疫グロブリンは、予め選択された抗原に対
し、１０－７Ｍを下回る（１０－８Ｍ、１０－９Ｍもしくは１０－１０Ｍを下回るか、ま
たはなおより低い）親和性（ＫＤ）を示す。
【０１３９】
　予め決定された抗原のタイプに対して応答する抗体において表されるＶ遺伝子の選択を
制限するために、予め決定されたレパートリーを持つマウスを作製することが好ましくあ
り得る。予め決定されたレパートリーを持つ重鎖トランスジーンは、例えば、ヒトにおけ
る予め決定された抗原のタイプに対して応答する抗体において優先的に使用されるヒトＶ

Ｈ遺伝子を含み得る。あるいは、いくつかのＶＨ遺伝子は、種々の理由（例えば、予め決
定された抗原に対して親和性の高いＶ領域をコードする可能性が低い；体細胞突然変異お
よび親和性シャープニング（ｓｈａｒｐｅｎｉｎｇ）を受ける傾向が低い；または、特定
のヒトに対して免疫原性である）から、規定されたレパートリーから除外され得る。した
がって、種々の重鎖または軽鎖遺伝子セグメントを含むトランスジーンの再配列の前に、
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このような遺伝子セグメントは、例えば、ハイブリダイゼーションまたはＤＮＡ配列決定
によって、容易に、トランスジェニック動物のものとは異なる生物種に由来するものであ
るとして識別され得る。
【０１４０】
　上記のトランスジェニックマウスは、例えば、ＨＣＶ抗原および／またはＨＣＶタンパ
ク質を発現する細胞の精製もしくは富化された調製物を用いて免疫され得る。あるいは、
トランスジェニックマウスは、ＨＣＶタンパク質をコードするＤＮＡを用いて免疫され得
る。マウスは次いで、トランスジーン内スイッチ組換え（ｃｉｓ－スイッチング）によっ
てクラススイッチングを受け、そして、ＨＣＶと反応性の免疫グロブリンを発現するＢ細
胞を産生する。免疫グロブリンは、重鎖および軽鎖ポリペプチドがヒトトランスジーン配
列によってコードされたヒト抗体（また、「ヒト配列抗体」とも呼ばれる）であり得、こ
のヒトトランスジーン配列は、体細胞突然変異およびＶ領域のコンビナトリアル接合によ
って誘導された配列、ならびに、生殖細胞系によりコードされる配列を含み得る；これら
のヒト抗体は、ヒトＶＬもしくはＶＨ遺伝子セグメントおよびヒトＪＬもしくはＤＨおよ
びＪＨセグメントによってコードされるポリペプチド配列と実質的に同一のものと解釈さ
れ得るが、体細胞突然変異および差示的なＶ－ＪおよびＶ－Ｄ－Ｊ組換え接合の結果とし
て、他の非生殖細胞系配列も存在し得る。各抗体鎖の可変領域は、代表的に、ヒトの生殖
細胞系Ｖ、Ｊ遺伝子セグメントによって、そして、重鎖の場合には、Ｄ遺伝子セグメント
によって少なくとも８０％コードされ；頻繁に、少なくとも８５％の可変領域が、トラン
スジーンに存在するヒト生殖細胞系配列によってコードされる；しばしば、９０もしくは
９５％以上の可変領域配列が、トランスジーンに存在するヒト生殖細胞系配列によってコ
ードされる。しかしながら、体細胞突然変異、ならびにＶＪおよびＶＤＪ接合によって非
生殖細胞系配列が導入されているので、ヒト配列抗体は頻繁に、マウスの生殖細胞系にお
けるヒトトランスジーンで見られるようにヒトＶ、ＤまたはＪ遺伝子セグメントによって
コードされない、いくつかの可変領域配列（そして、頻度は低いが、定常領域配列）を有
する。代表的には、このような非生殖細胞系配列（または個々のヌクレオチド位置）は、
ＣＤＲ内もしくはその付近、または、体細胞突然変異によりクラスター形成することが知
られる領域内でクラスター形成する。
【０１４１】
　予め決定された抗原に結合するヒト抗体は、アイソタイプスイッチングから生じ得、そ
の結果、ヒト配列γ鎖（例えば、γ１、γ２ａ、γ２Ｂまたはγ３）およびヒト配列軽鎖
（例えば、κ鎖）を含むヒト抗体が産生される。このようなアイソタイプスイッチングし
たヒト抗体はしばしば、親和性突然変異、および、特に二次的な（すなわち、その後の）
抗原チャレンジの後の抗原によるＢ細胞の選択の結果として、代表的には可変領域におい
て、そして、しばしば、ＣＤＲの約１０残基内において、１以上の体細胞突然変異を含む
。これらの高親和性ヒト抗体は、１０－７Ｍを下回る（１０－８Ｍ、１０－９Ｍもしくは
１０－１０Ｍを下回るか、またはなおより低い）結合親和性（ＫＤ）を有し得る。
【０１４２】
　本発明の別の局面は、本明細書中に記載されるようなトランスジェニックマウスに由来
するＢ細胞を含む。このＢ細胞は、ヒトＨＣＶに対して高い親和性（例えば、１０－７Ｍ
より低いＫＤ）で結合するヒトモノクローナル抗体を発現するハイブリドーマを作製する
ために使用され得る。したがって別の実施形態では、本発明は、分析物として組換えヒト
ＨＣＶを、そして、ヒトＨＣＶに結合させるためのリガンドとして抗体を用い、ＢＩＡＣ
ＯＲＥ　３０００機器において表面プラスモン共鳴（ＳＰＲ）技術によって決定した場合
に、１０－７Ｍを下回る（１０－８Ｍ、１０－９Ｍもしくは１０－１０Ｍを下回るか、ま
たはなおより低い）結合親和性（ＫＤ）を有するヒト抗体を産生するハイブリドーマを提
供する。そしてこの場合、抗体は、以下を含む：
　（１）ヒトＶＬ遺伝子セグメントおよびヒトＪＬセグメントによってコードされるポリ
ペプチド配列と実質的に同一のポリペプチド配列を持つ軽鎖可変領域、および（２）ヒト
ＣＬ遺伝子セグメントによってコードされるポリペプチド配列と実質的に同一のポリペプ
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チド配列を持つ軽鎖定常領域から構成されるヒト配列軽鎖；ならびに
　（１）ヒトＶＨ遺伝子セグメント、任意のＤ領域およびヒトＪＨセグメントによってコ
ードされるポリペプチド配列と実質的に同一のポリペプチド配列を持つ重鎖可変領域、お
よび（２）ヒトＣＨ遺伝子セグメントによってコードされるポリペプチド配列と実質的に
同一のポリペプチド配列を持つ重鎖定常領域から構成されるヒト配列重鎖。
【０１４３】
　ＨＣＶに対する高親和性ヒトモノクローナル抗体の生成は、組み込まれたヒト免疫グロ
ブリントランスジーンを有するゲノムを持つトランスジェニックマウスにおけるヒト可変
領域遺伝子セグメントのレパートリーを拡張するための方法によって容易にされ得、上記
方法は、ゲノム中に、上記組み込まれたヒト免疫グロブリントランスジーン中には存在し
ないＶ領域遺伝子セグメントを含むＶ遺伝子トランスジーンを導入する工程を包含する。
しばしば、このＶ領域トランスジーンは、ヒトゲノムにおいて天然に存在し得るか、また
は、共に組換え法によって別々にスプライシングされ得る、ヒトＶＨまたはＶＬ（ＶＫ）
遺伝子セグメントアレイの一部を含む酵母人工染色体であり、これは、機能しないかもし
くは省略されたＶ遺伝子セグメントを含み得る。しばしば、少なくとも５種以上の機能的
なＶ遺伝子セグメントがＹＡＣに含まれる。このバリエーションにおいては、Ｖレパート
リー拡張法によって産生されたトランスジェニックマウスを作製することが可能であり、
この場合、このマウスは、Ｖ領域トランスジーン上に存在するＶ領域遺伝子セグメントに
よってコードされる可変領域とヒトＩｇトランスジーン上にコードされるＣ領域とを含む
免疫グロブリン鎖を発現する。Ｖレパートリー拡張法によれば、少なくとも５種の別個の
Ｖ遺伝子を有するトランスジェニックマウスが作製され得る；この場合、マウスは、少な
くとも約２４種またはそれ以上のＶ遺伝子を含み得る。いくつかのＶ遺伝子セグメントは
、非機能的（例えば、偽遺伝子など）であり得る；これらのセグメントは、保持されても
、所望される場合は、当業者に利用可能な組換え法によって選択的に欠失されてもよい。
【０１４４】
　マウス生殖細胞系が、実質的にはＪおよびＣ遺伝子セグメントを含むヒトＩｇトランス
ジーン中に存在しない拡張されたＶセグメントレパートリーを持つ機能的なＹＡＣを含む
ように遺伝子操作されると、この形質は、遺伝され、そして、他の遺伝的バックグラウン
ド（拡張されたＶセグメントレパートリーを持つ機能的なＹＡＣが、異なるヒトＩｇトラ
ンスジーンを持つマウス生殖細胞系へと掛け合わされるバックグラウンドを含む）へと掛
け合わされ得る。拡張されたＶセグメントレパートリーを持つ多数の機能的なＹＡＣが、
ヒトＩｇトランスジーン（または、多数のヒトＩｇトランスジーン）と共に機能するよう
に、生殖細胞系へと掛け合わされ得る。本明細書中ではＹＡＣトランスジーンと呼ばれて
いるが、このようなトランスジーンは、ゲノム中に組み込まれると、実質的に酵母の配列
（例えば、酵母における自律性の複製に必要とされる配列；このような配列は、酵母にお
ける複製がもはや不必要となった後（すなわち、マウスＥＳ細胞またはプロ接合体（ｐｒ
ｏｚｙｇｏｔｅ）への導入の前）に、必要に応じて遺伝子操作（例えば、制限消化、およ
び、パルスフィールドゲル電気泳動または他の適切な方法）によって除去され得る）を欠
失し得る。ヒト配列免疫グロブリンの発現形質を遺伝させる方法としては、ヒトＩｇトラ
ンスジーンを有し、必要に応じて、拡張されたＶセグメントレパートリーを持つ機能的な
ＹＡＣも持つトランスジェニックマウスを交配させることが挙げられる。ＶＨおよびＶＬ

遺伝子セグメントの両方が、ＹＡＣ上に存在し得る。トランスジェニックマウスは、専門
家によって必要とされるあらゆるバックグラウンド（他のヒトトランスジーン（ヒトＩｇ
トランスジーンおよび／または、他のヒトリンパ球タンパク質をコードするトランスジー
ンを含む）を有するバックグラウンドを含む）と交配され得る。本発明はまた、拡張され
たＶ領域レパートリーのＹＡＣトランスジーンを持つトランスジェニックマウスによって
産生される高親和性のヒト配列免疫グロブリンを提供する。上に、本発明のトランスジェ
ニック動物の好ましい実施形態を記載してきたが、以下の４つのカテゴリーに分類される
他の実施形態が企図される：
　　Ｉ．再配列されていない重鎖および再配列された軽鎖免疫グロブリントランスジーン
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を含むトランスジェニック動物；
　　ＩＩ．再配列されていない重鎖および再配列されていない軽鎖免疫グロブリントラン
スジーンを含むトランスジェニック動物；
　　ＩＩＩ．再配列された重鎖および再配列されていない軽鎖免疫グロブリントランスジ
ーンを含むトランスジェニック動物；
　　ＩＶ．再配列された重鎖および再配列された軽鎖免疫グロブリントランスジーンを含
むトランスジェニック動物。
【０１４５】
　トランスジェニック動物のこれらのカテゴリーのうち、好ましい順序は、内因性の軽鎖
遺伝子（または、少なくともκ遺伝子）が相同組換え（または他の方法）によってノック
アウトされている場合には、ＩＩ＞Ｉ＞ＩＩＩ＞ＩＶの順であり、そして、内因性の軽鎖
がノックアウトされておらず、対立遺伝子除外によって支配されなければならない場合に
は、Ｉ＞ＩＩ＞ＩＩＩ＞ＩＶの順である。
【０１４６】
　ＩＩＩ．抗体結合体／免疫毒素
　別の局面では、本発明は、細胞毒素、薬物（例えば、免疫抑制剤）または放射性同位体
のような治療部分に結合されたヒト抗ＨＣＶモノクローナル抗体を特徴とする。細胞毒素
に結合される場合、これらの抗体結合体は、「免疫毒素」と呼ばれる。細胞毒素または細
胞傷害性因子は、細胞に対して有害な（例えば、殺傷する）あらゆる因子を含む。例とし
ては、以下が挙げられる：タキソール、サイトカラシンＢ、グラミシジンＤ、臭化エチジ
ウム、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、テニポシド、ビンクリスチン、ビンブラ
スチン、コルヒチン、ドキソルビシン、ダウノルビシン、ジヒドロキシアントラシンジオ
ン、ミトキサントロン、ミトラマイシン、アクチノマイシンＤ、１－デヒドロテストステ
ロン、糖質コルチコイド、プロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロールお
よびピューロマイシン、ならびに、これらのアナログまたはホモログ。治療因子としては
、以下が挙げられるがこれらに限定されない：代謝拮抗薬（例えば、メトトレキサート、
６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、シタラビン、５－フルオロウラシルデカルバ
ジン）、アルキル化剤（例えば、メクロレタミン、チオテパ、クロラムビシル、メルファ
ラン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）およびロムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロホスファミド、
ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾトシン、マイトマイシンＣおよびシ
ス－ジクロロジアミン白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラチン）、アントラサイクリン類（
例えば、ダウノルビシン（以前は、ダウノマイシン）およびドキソルビシン）、抗生物質
（例えば、ダクチノマイシン（以前は、アクチノマイシン）、ブレオマイシン、ミトラマ
イシンおよびアントラマイシン（ＡＭＣ））、および抗有糸分裂因子（例えば、ビンクリ
スチンおよびビンブラスチン）。本発明の抗体は、癌のようなＨＣＶ関連の障害を処置す
るための細胞傷害性の放射性医薬品を作製するために、放射性同位体（例えば、放射性ヨ
ウ素）に結合され得る。
【０１４７】
　本発明の抗体結合体は、所与の生物学的応答を変更するために使用され得る。治療部分
は、古典的な化学治療剤に限定されるものとはみなされない。例えば、薬物部分は、所望
の生物学的活性を有するタンパク質またはポリペプチドであり得る。このようなタンパク
質としては、例えば、酵素により活性となる毒素またはその活性なフラグメント（例えば
、アブリン、リシンＡ、シュードモナス外毒素またはジフテリア毒素）；タンパク質（例
えば、腫瘍壊死因子またはインターフェロン－γ）；または、生物学的応答修飾因子（例
えば、リンホカイン、インターロイキン－１（「ＩＬ－１」）、インターロイキン－２（
「ＩＬ－２」）、インターロイキン－６（「ＩＬ－６」）、顆粒球マクロファージコロニ
ー刺激因子（「ＧＭ－ＣＳＦ」）、顆粒球コロニー刺激因子（「Ｇ－ＣＳＦ」）または他
のサイトカインもしくは増殖因子）が挙げられ得る。
【０１４８】
　このような治療部分を抗体に結合するための技術は周知であり、例えば、以下を参照の
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こと：Ａｒｎｏｎら、「Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｏｆ　Ｄｒｕｇｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ」
，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐ
ｙ，Ｒｅｉｓｆｅｌｄら（編），ｐｐ．２４３－５６（Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ
．１９８５）；Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍら、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄ
ｅｌｉｖｅｒｙ」，Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ（第２版），Ｒ
ｏｂｉｎｓｏｎら（編），ｐｐ．６２３－５３（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．
１９８７）；Ｔｈｏｒｐｅ，「Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃａｒｒｉｅｒｓ　Ｏｆ　Ｃｙｔｏｔ
ｏｘｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ：Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ」，
Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　’８４：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎｄ
　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｐｉｎｃｈｅｒａら（編），ｐｐ．４
７５－５０６（１９８５）；「Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｒｅｓｕｌｔｓ，Ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒ
ｅ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ　Ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｕｓｅ　Ｏｆ　
Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｅｄ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ」
，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｅｔｅｃｔ
ｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ｂａｌｄｗｉｎら（編），ｐｐ．３０３－１６（Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９８５）およびＴｈｏｒｐｅら、「Ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒ
ａｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　Ｏｆ　Ａｎｔｉｂｏ
ｄｙ－Ｔｏｘｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ」，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．，６２：１１９
－５８（１９８２）を参照のこと。
【０１４９】
　ＩＶ．薬学的組成物
　別の局面では、本発明は、薬学的に受容可能なキャリアと共に処方された本発明のヒト
モノクローナル抗体またはその抗原結合部分の１種または組み合わせを含む組成物（例え
ば、薬学的組成物）を提供する。好ましい実施形態では、組成物は、複数（例えば、２以
上）の本発明の単離されたヒト抗体の組み合わせを含む。好ましくは、組成物の抗体の各
々は、別個の予め選択されたＨＣＶエピトープに結合する。
【０１５０】
　本発明の薬学的組成物はまた、併用療法において、すなわち、他の因子と組み合わせ投
与され得る。例えば、併用療法は、本発明の組成物を、少なくとも１種またはそれより多
いさらなる治療因子（例えば、抗炎症剤、ＤＭＡＲＤ（疾患修飾抗リウマチ薬）、免疫抑
制剤、化学療法薬および乾癬治療剤）と共に含み得る。本発明の薬学的組成物はまた、放
射線治療と組み合わせて投与され得る。他の抗体（例えば、ＣＤ４特異的抗体およびＩＬ
－２特異的抗体）との同時投与もまた、本発明によって包含される。このようなＣＤ４特
異的抗体またはＩＬ－２特異的抗体との組み合わせは、自己免疫疾患および移植拒絶を処
置するために特に有用であると考えられる。
【０１５１】
　本明細書中で使用される場合、「薬学的に受容可能なキャリア」とは、生理学的に適合
性である任意および全ての溶剤、懸濁媒体、コーティング、抗微生物剤および抗菌剤、等
張化剤および吸収遅延剤などが挙げられる。好ましくは、キャリアは、静脈内投与、筋肉
内投与、皮下投与、非経口投与、脊髄投与または表皮投与（例えば、注射または注入によ
る）に適したものである。投与経路に依存して、活性化合物、すなわち、抗体、二重特異
性（ｂｉｓｐｅｃｉｆｉｃ）および多重特異性（ｍｕｌｔｉｓｐｅｃｉｆｉｃ）の分子は
、化合物を不活性化し得る酸および他の中性条件の作用から化合物を保護するために、あ
る材料中でコーティングされ得る。
【０１５２】
　「薬学的に受容可能な塩」とは、親化合物の望ましい生物学的活性を保持し、かつ、任
意の望ましくない毒性作用を与えない塩を指す（例えば、Ｂｅｒｇｅ，Ｓ．Ｍ．ら（１９
７７）Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｓｃｉ．６６：１－１９を参照のこと）。このような塩の例とし
ては、酸付加塩および塩基付加塩が挙げられる。酸付加塩としては、非毒性の無機酸（例
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えば、塩酸、硝酸、リン酸、硫酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸、ホスホン酸など）に由来
するもの、ならびに、非毒性の有機酸（例えば、モノ－およびジ－カルボン酸、フェニル
置換アルカン酸、ヒドロキシアルカン酸、芳香族酸、脂肪族および芳香族のスルホン酸な
ど）に由来するものが挙げられる。塩基付加塩としては、アルカリ土類金属（例えば、ナ
トリウム、カリウム、マグネシウム、カルシウムなど）に由来するもの、ならびに、非毒
性の有機アミン（例えば、Ｎ，Ｎ’－ジベンジルエチレンジアミン、Ｎ－メチルグルカミ
ン、クロロプロカイン、コリン、ジエタノールアミン、エチレンジアミン、プロカインな
ど）に由来するものが挙げられる。
【０１５３】
　本発明の組成物は、当該分野で公知の種々の方法によって投与され得る。当業者に理解
されるように、投与の経路および／または様式は、所望される結果に依存して変化する。
活性な化合物は、急速な放出に対して化合物を保護するキャリアと共に調製され得る（例
えば、制御放出処方物（移植物、経皮パッチおよびマイクロカプセル化された送達系が挙
げられる））。生分解性かつ生体適合性のポリマー（例えば、エチレンビニルアセテート
、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステルおよびポリ乳酸）が
使用され得る。このような処方物の調製のための多数の方法が特許になっているか、また
は、当業者に一般に公知である。例えば、Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｊ．Ｒ．Ｒｏ
ｂｉｎｓｏｎ編，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７８
を参照のこと。
【０１５４】
　特定の投与経路によって本発明の化合物を投与するためには、化合物を、その不活性化
を防ぐための物質でコーティングするか、または、このような物質と同時に投与する必要
が存在し得る。例えば、化合物は、適切なキャリア（例えば、リポソームまたは希釈剤）
中で被験体に投与され得る。薬学的に受容可能な希釈剤としては、生理食塩水および水性
緩衝溶液が挙げられる。リポソームとしては、水中油中水ＣＧＦエマルジョンならびに従
来のリポソームが挙げられる（Ｓｔｒｅｊａｎら（１９８４）Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎ
ｏｌ．７：２７）。
【０１５５】
　薬学的に受容可能なキャリアとしては、無菌の水性溶液もしくは懸濁液、および無菌の
注射可能な溶液もしくは懸濁剤の即時調製のための無菌の粉末が挙げられる。薬学的に活
性な物質のためのこのような媒体および因子の使用は、当該分野で公知である。任意の従
来の媒体または因子が活性化合物と不適合である場合を除き、本発明の薬学的組成物にお
けるその使用が意図される。補助的な活性化合物もまた、組成物中に組み込まれ得る。
【０１５６】
　治療用組成物は、代表的に、製造および保存の条件下で無菌かつ安定でなければならな
い。組成物は、溶液、マイクロエマルジョン、リポソーム、または、高い薬物濃度に適し
た他の規則正しい（ｏｒｄｅｒｅｄ）構造として処方され得る。キャリアは、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および液体ポ
リエチレングリコールなど）、およびこれらの適切な混合物を含む溶媒または懸濁媒体で
あり得る。適切な流動性は、例えば、レシチンのようなコーティングの使用、懸濁液の場
合には、必要とされる粒子径の維持、そして、界面活性剤の使用によって維持され得る。
多くの場合、組成物中に等張化剤（例えば、糖、ポリアルコール（例えば、マンニトール
、ソルビトール）または、塩化ナトリウム）を含めることが好ましい。注射可能な組成物
の持続的な吸収は、組成物中に、吸収を遅延する因子（例えば、モノステアリン酸塩およ
びゼラチン）を含めることによってもたらされ得る。
【０１５７】
　無菌の注射可能な溶液は、必要に応じて、上に列挙された成分の１または組み合わせと
共に、適切な溶媒中に必要な量の活性化合物を組み込み、その後、無菌マイクロフィルタ
ー処理することによって調製され得る。一般に、懸濁液は、塩基性の分散媒体と、上に列
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挙されたものからの必要とされる他の成分とを含む無菌のビヒクル中に活性化合物を組み
込むことによって調製される。無菌の注射可能な溶液の調製のための無菌な粉末の場合に
は、好ましい調製方法は、前もって無菌フィルター処理したその溶液から活性成分と任意
のさらなる所望される成分との粉末をもたらす、真空乾燥およびフリーズドライ（凍結乾
燥）である。
【０１５８】
　投薬レジメンは、最適な所望の応答（例えば、治療応答）を提供するように調整される
。例えば、単回のボーラスが投与され得るか、いくつかに分割された用量が経時的に投与
され得るか、または、治療状況の要件によって示されるのに応じて加減され得る。例えば
、本発明のヒト抗体は、皮下注射によって週に１回もしくは２回、または、皮下注射によ
って月に１回もしくは２回投与され得る。
【０１５９】
　投与の簡便さおよび投薬量の均一性のためには、非経口用組成物を投薬単位で処方する
ことが特に有益である。本明細書中で使用される場合、投薬単位形態とは、処置される被
験体に対する分割できない投薬量として適合させた、物理的に個別の単位を指す；各単位
は、必要とされる薬学的なキャリアと組み合わせて、所望の治療効果を生じるように計算
された所与の量の活性化合物を含む。本発明の投薬単位形態についての細目は、（ａ）活
性化合物に特有の特徴および達成されるべき特定の治療効果、ならびに（ｂ）個体におけ
る感受性の処置のためのような活性化合物の調合の分野に固有の制限によって決定され、
そして、これらに直接依存している。
【０１６０】
　薬学的に受容可能な抗酸化物質の例としては、以下が挙げられる：（１）水溶性抗酸化
物質（例えば、アスコルビン酸、システイン塩酸塩、亜硫酸水素ナトリウム、メタ重亜硫
酸ナトリウム、亜硫酸ナトリウムなど）；（２）油溶性抗酸化物質（例えば、アスコルビ
ン酸パルミテート、ブチル化ヒドロキシアニソール（ＢＨＡ）、ブチル化ヒドロキシトル
エン（ＢＨＴ）、レシチン、没食子酸プロピル、α－トコフェロールなど）；および（３
）金属キレート化剤（例えば、クエン酸、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、ソルビ
トール、酒石酸、リン酸など）。
【０１６１】
　治療用組成物について、本発明の処方物は、経口投与、経鼻投与、局所投与（頬側およ
び舌下を含む）、直腸投与、膣投与および／または非経口投与に適したものを含む。処方
物は、簡便には、単位投薬形態で存在し得、そして、薬学分野において公知の任意の方法
によって調製され得る。単一の投薬形態を生じるためにキャリア物質と組み合され得る活
性成分の量は、処置される被験体および特定の投与様式に依存して変化する。単一の投薬
形態を生じるためにキャリア物質と組み合され得る活性成分の量は、一般に、治療効果を
生じる化合物の量である。一般に、１００％のうち、この量は、約０．００１％～約９０
％の活性成分、好ましくは、約０．００５％～約７０％の活性成分、最も好ましくは、約
０．０１％～約３０％の活性成分の範囲である。
【０１６２】
　膣投与に適した本発明の処方物としてはまた、当該分野で適切であることが公知である
ようなキャリアを含む、ペッサリー、タンポン、クリーム、ゲル、ペースト、フォーム、
またはスプレーの処方物が挙げられる。本発明の組成物の局所または経皮投与のための投
薬形態としては、粉末、スプレー、軟膏、ペースト、クリーム、ローション、ゲル、溶液
、パッチおよび吸入剤が挙げられる。活性化合物は、無菌条件下で、薬学的に受容可能な
キャリアと、そして、必要とされ得る任意の保存料、緩衝剤または噴霧剤と混合され得る
。
【０１６３】
　語句「非経口投与」および「非経口投与される」は、本明細書中で使用される場合、経
腸投与および局所投与以外の、通常は、注射による投与様式を意味し、そして、これには
、静脈内、筋肉内、動脈内、クモ膜下腔内、嚢内、眼窩内、心臓内、皮内、腹腔内、経気



(43) JP 5642972 B2 2014.12.17

10

20

30

40

50

管、皮下、表皮下、関節内、被膜下、クモ膜下、脊椎内、硬膜外および胸骨内の注射およ
び注入が挙げられるがこれらに限定されない。
【０１６４】
　本発明の薬学的組成物において用いられ得る適切な水性および非水性のキャリアの例と
しては、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、
ポリエチレングリコールなど）、およびこれらの適切な混合物、植物油（例えば、オリー
ブ油）および注射可能な有機エステル（例えば、オレイン酸エチル）が挙げられる。例え
ば、レシチンのようなコーティングの使用、懸濁液の場合には、必要とされる粒子径の維
持、そして、界面活性剤の使用によって維持され得る。
【０１６５】
　これらの組成物はまた、保存料、湿潤剤、乳化剤および懸濁剤のようなアジュバントを
含み得る。微生物の存在の防止は、無菌処置（上掲）、ならびに、種々の抗細菌剤および
抗菌剤（例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノールソルビン酸など）を含めるこ
との両方によって確実なものとされ得る。また、組成物中に等張化剤（例えば、糖、塩化
ナトリウムなど）を含めることも望ましくあり得る。さらに、注射可能な薬学的形態の持
続的な吸収は、吸収を遅延する因子（例えば、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラ
チン）を含めることによってもたらされ得る。
【０１６６】
　本発明の化合物が医薬品としてヒトおよび動物に投与される場合、これらは、単独、ま
たは、例えば、０．００１～９０％（より好ましくは、０．００５～７０％（例えば、０
．００１～３０％））の活性成分を、薬学的に受容可能なキャリアと組み合わせ含む薬学
的組成物として提供され得る。
【０１６７】
　選択される投与経路とは無関係に、適切な水和形態で使用され得る本発明の化合物およ
び／または本発明の薬学的組成物は、当業者に公知の従来の方法によって、薬学的に受容
可能な投薬形態へと処方される。
【０１６８】
　本発明の薬学的組成物中の活性成分の実際の投薬量レベルは、患者に対して毒性を生じ
ることなく、特定の患者、組成および投与様式に対する所望の治療応答を達成するために
有効な活性成分の量を達成するように変化され得る。選択される投薬量レベルは、種々の
薬物動態学的要因（用いられる本発明の特定の組成物または、そのエステル、塩もしくは
アミドの活性、投与経路、投与の時間、用いられる特定の化合物の排泄速度、処置の期間
、用いられる特定の化合物と組み合わせて使用される他の薬物、化合物および／もしくは
物質、処置される患者の年齢、性別、体重、状態、全身の健康状態およびこれまでの病歴
など、医学分野で周知の要因を含む）に依存する。当該分野における通常の技術を有する
医師または獣医師は、必要とされる薬学的組成物の有効量を容易に決定および処方し得る
。例えば、医師または獣医師は、薬学的組成物において用いられる本発明の化合物の用量
を、所望の治療効果を達成するために必要とされるものよりも低いレベルから開始し、そ
して、所望の効果が達成されるまで投薬量を次第に増加させ得る。一般に、本発明の組成
物の適切な日用量は、治療効果を生じるために有効な最低の用量である化合物の量である
。このような有効量は一般に、上記のような要因に依存する。投与は、静脈内、筋肉内、
腹腔内、または、皮下であることが好ましく、好ましくは、標的部位の近位に投与される
。所望される場合、治療用組成物の有効な日用量は、日中を通じて適切な間隔で、必要に
応じて単位投薬形態において、２回、３回、４回、５回、６回またはそれより多い部分用
量として投与され得る。本発明の化合物は単独で投与されることが可能であるが、化合物
は、薬学的処方物（組成物）として投与することが好ましい。
【０１６９】
　治療用組成物は、当該分野で公知の医療用デバイスを用いて投与され得る。例えば、好
ましい実施形態では、本発明の治療用組成物は、無針の皮下注入用注入デバイス（例えば
、米国特許第５，３９９，１６３号、同第５，３８３，８５１号、同第５，３１２，３３
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５号、同第５，０６４，４１３号、同第４，９４１，８８０号、同第４，７９０，８２４
号または同第４，５９６，５５６号に開示されるようなデバイス）を用いて投与され得る
。本発明において有用な周知の移植物およびモジュールの例としては、以下が挙げられる
：制御された速度において医薬を分配するための移植可能なマイクロ注入ポンプを開示す
る米国特許第４，４８７，６０３号；皮膚を通して医薬を投与するために治療用デバイス
を開示する米国特許第４，４８６，１９４号；正確な注入速度において医薬を送達するた
めの医薬注入ポンプを開示する米国特許第４，４４７，２３３号；連続的な薬物送達のた
めの変動流の移植可能な注入装置を開示する米国特許第４，４４７，２２４号；マルチチ
ャンバコンパートメントを有する浸透性薬物送達システムを開示する米国特許第４，４３
９，１９６号；および浸透性薬物送達システムを開示する米国特許第４，４７５，１９６
号。多くの他のこのような移植物、送達システムおよびモジュールは当業者に公知である
。
【０１７０】
　特定の実施形態では、本発明のヒトモノクローナル抗体は、インビボでの適切な分布を
確実なものとするように処方され得る。例えば、血液－脳関門（ＢＢＢ）は、多くの高度
に親水性の化合物を除く。本発明の治療用化合物がＢＢＢを横切ることを確実にするため
に（必要とされる場合）、これらは、例えば、リポソーム中に処方され得る。リポソーム
の製造法については、例えば、米国特許第４，５２２，８１１号；同第５，３７４，５４
８号；および同第５，３９９，３３１号を参照のこと。リポソームは、特定の細胞または
器官に選択的に輸送される１以上の部分を含み、したがって、標的化された薬物送達を向
上し得る（例えば、Ｖ．Ｖ．Ｒａｎａｄｅ（１９８９）Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃｏ
ｌ．２９：６８５を参照のこと）。例示的な標的化部分としては、葉酸またはビオチン（
例えば、Ｌｏｗらによる米国特許第５，４１６，０１６号を参照のこと）；マンノシド（
Ｕｍｅｚａｗａら、（１９８８）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕ
ｎ．１５３：１０３８）；抗体（Ｐ．Ｇ．Ｂｌｏｅｍａｎら（１９９５）ＦＥＢＳ　Ｌｅ
ｔｔ．３５７：１４０；Ｍ．Ｏｗａｉｓら（１９９５）Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ．Ａｇｅｎ
ｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．３９：１８０）；表面活性剤　プロテインＡレセプター（Ｂ
ｒｉｓｃｏｅら（１９９５）Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．１２３３：１３４）、本発明の
処方物を含み得る異なる種、ならびに本発明の分子の成分；ｐ１２０（Ｓｃｈｒｅｉｅｒ
ら（１９９４）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：９０９０）が挙げられる。Ｋ．Ｋｅｉ
ｎａｎｅｎ；Ｍ．Ｌ．Ｌａｕｋｋａｎｅｎ（１９９４）ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．３４６：１
２３；Ｊ．Ｊ．Ｋｉｌｌｉｏｎ；Ｉ．Ｊ．Ｆｉｄｌｅｒ（１９９４）Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔ
ｈｏｄｓ　４：２７３もまた参照のこと。本発明の一実施形態では、本発明の治療用化合
物は、リポソーム中に処方される；より好ましい実施形態では、リポソームは標的化部分
を含む。最も好ましい実施形態では、リポソーム中の治療用化合物は、腫瘍または感染の
近位部位へのボーラス注射によって送達される。組成物は、容易なシリンジ操作性が存在
する程度に流動性でなければならない。組成物は、製造および保存の条件下で安定でなけ
ればならず、さらに、細菌および真菌のような微生物の汚染作用に対して保護されなけれ
ばならない。
【０１７１】
　慢性関節リウマチについての「治療上有効な投薬量」は、好ましくは、患者においてＡ
ＣＲ２０　Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ　Ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅ
ｎｔ（ＡＣＲ２０の改善の予備的定義）、より好ましくは、ＡＣＲ５０　Ｐｒｅｌｉｍｉ
ｎａｒｙ　Ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ（ＡＣＲ５０の改善の
予備的定義）、なおより好ましくは、ＡＲＣＤ７０　Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ　Ｄｅｆｉ
ｎｉｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ（ＡＣＲ７０の改善の予備的定義）をもた
らす。
【０１７２】
　ＡＣＲ２０　Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ　Ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｍｐｒｏｖｅ
ｍｅｎｔは、以下のように定義される：
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　圧痛のある関節数（ＴＣＪ）＋腫脹のある関節数（ＳＷＪ）における≧２０％の改善
　そして、以下の５つの評価のうちの３つにおける≧２０％の改善：患者の疼痛評価（Ｖ
ＡＳ）、患者の全体的な評価（ＶＡＳ）、医師の全体的な評価（ＶＡＳ）、患者が自己評
価した機能障害（ＨＡＱ）、急性期反応物質（ＣＲＰまたはＥＳＲ）。
【０１７３】
　ＡＣＲ５０およびＡＣＲ７０は、それぞれ、≧５０％および≧７０％の改善で上と同様
に定義される。さらなる詳細については、Ｆｅｌｓｏｎら、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｏｌｌ
ｅｇｅ　ｏｆ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ　Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ　Ｄｅｆｉｎｉｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ　ｉｎ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ　Ａｒｔｈｒｉｔｉ
ｓ；Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｒｈｅｕｍａｔｉｓｍ（１９９５）３８：７２７－７３５を参
照のこと。
【０１７４】
　化合物が癌を阻害する能力は、ヒト腫瘍における効能を予測する動物モデル系において
評価され得る。あるいは、組成物のこの特性は、当業者に公知のアッセイによるインビト
ロでの阻害のような、化合物の阻害能を調べることによって評価され得る。治療用化合物
の治療上有効な量は、腫瘍サイズを縮小させるか、または、他の方法で、被験体における
症状を改善させ得る。当業者は、被験体の大きさ、被験体の症状の重篤さ、および選択さ
れる特定の組成物もしくは投与経路のような要因に基づいて、このような量を決定し得る
。
【０１７５】
　抗体の肝硬変（ｃｉｒｈｏｓｓｉｓ）を処置または予防する能力もまた、当該分野で周
知の方法にしたがって評価され得る。
【０１７６】
　組成物は、無菌でかつ、シリンジによって送達可能な程度まで流動性でなければならな
い。水に加えて、キャリアは、等張の緩衝化生理食塩水溶液、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、および液体ポリエチレングリコールなど
）およびこれらの適切な混合物であり得る。適切な流動性は、例えば、レシチンのような
コーティングの使用、懸濁液の場合には、必要とされる粒子径の維持、そして、界面活性
剤の使用によって維持され得る。多くの場合、組成物中に等張化剤（例えば、糖、ポリア
ルコール（例えば、マンニトール、ソルビトール）、および塩化ナトリウム）を含めるこ
とが好ましい。注射可能な組成物の長期的な吸収は、組成物中に、吸収を遅延する因子（
例えば、モノステアリン酸塩またはゼラチン）を含めることによってもたらされ得る。
【０１７７】
　活性化合物が上述のように適切に保護される場合、化合物は、例えば、不活性の希釈剤
または吸収できる食用キャリアを用いて経口投与され得る。
【０１７８】
　Ｖ．本発明の使用および方法
　ＨＣＶに対する本発明のヒト抗ＨＣＶ抗体（抗体の誘導体および結合体を含む）および
抗体を含む組成物は、インビトロおよびインビボでの種々の診断用途および治療用途にお
いて使用され得る。例えば、本発明のヒトモノクローナル抗体は、ＨＣＶ媒介性の障害（
肝硬変、肝細胞癌および肝臓の発癌のような肝障害が挙げられるがこれらに限定されない
）を処置するために使用され得る。
【０１７９】
　したがって、なお別の実施形態では、本発明は、ＨＣＶによって媒介される障害（例え
ば、肝障害）を処置または予防するのに有効な量の本発明のヒト抗体を被験体に投与する
ことによる、上記障害を処置または予防する方法を提供する。抗体は、単独で、または、
α－ＩＦＮもしくは細胞毒素のような、抗体と組み合わせてまたは抗体と相乗的に作用し
てＨＣＶ媒介疾患を処置または予防する別の治療因子と共に投与され得る。本発明の抗体
を用いる処置に適した他の障害としては、ＨＣＶ媒介性の肝細胞病理、肝臓のＨＣＶ媒介
性の肝硬変、および／または、ＨＣＶ媒介性の肝臓癌が挙げられる。
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【０１８０】
　さらに、本発明の抗体は、ＨＣＶによって媒介される種々の疾患の診断のために、イン
ビトロまたはインビボで使用され得る。具体的には、抗体は、ＨＣＶのレベル、または、
ＨＣＶを含む細胞のレベルを検出するために使用され得る。あるいは、抗体は、ＨＣＶの
機能を阻害または中和するために使用され得、今度は、ＨＣＶの機能によって引き起こさ
れる疾患症状を予防または改善し得る。
【０１８１】
　また、本発明のヒト抗ＨＣＶ抗体と、必要に応じて、その使用のための説明書とを備え
るキットも、本発明の範囲内である。このキットはさらに、１以上のさらなる試薬（例え
ば、α－ＩＦＮ）または１以上のさらなる本発明のヒト抗体（例えば、第一のヒト抗体と
は別のＨＣＶ抗原のエピトープに結合する補完的な活性を有するヒト抗体）を含み得る。
【０１８２】
　したがって、本発明の抗体で処置される患者は、さらに、（本発明のヒト抗体の投与の
前、投与と同時、または投与の後に）ヒト抗体の治療効果を増強または増大させる別の治
療剤を投与され得る。
【０１８３】
　本発明の他の実施形態は、以下の実施例に記載される。
【０１８４】
　本発明はさらに、以下の実施例によって例示されるが、以下の実施例は、さらに限定す
るものとしてみなされるべきではない。配列表、図面、ならびに、本願全体を通して引用
される全ての参考文献、特許文献および公開特許公報の内容は、はっきりと本明細書中に
参考として援用される。
【実施例】
【０１８５】
　本発明はさらに以下の実施例に記載されるが、これらの実施例は、特許請求の範囲に記
載される本発明の範囲を限定するものではない。
【０１８６】
　材料および方法
　実施例全体を通じて、他にそうでないと述べられない限り、以下の材料および方法を使
用した。
【０１８７】
　一般に、本発明の実施は、そうでないと示されない限り、化学、分子生物学、組換えＤ
ＮＡ技術、免疫学（特に、例えば抗体技術）の従来の技術、および、ポリペプチド調製に
おける標準的な技術を用いる。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｆｒｉｔｓｃｈ　ａｎｄ　Ｍ
ａｎｉａｔｉｓ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９８９）；Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇ
ｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ），５１０，Ｐａｕｌ，Ｓ．，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒ（１９９６）；Ａｎ
ｔｉｂｏｄｙ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（
Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　Ｓｅｒｉｅｓ，１６９），ＭｃＣａｆｆｅｒｔ
ｙ編，Ｉｒｌ　Ｐｒ（１９９６）；Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ，Ｈａｒｌｏｗら、Ｃ．Ｓ．Ｈ．Ｌ．Ｐｒｅｓｓ，Ｐｕｂ．（１９９９）；
およびＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ，Ａｕｓｕｂｅｌら編，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（１９９２）を参照のこ
と。ＨＣＶの生物学をアッセイするためのインビトロおよびインビボのモデル系は、例え
ば、Ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｏｄｅｌｓ　ａｎｄ　ａｎｉｍａｌ　ｍｏｄｅｌｓ　
ｏｆ　ｖｉｒａｌ　ｈｅｐａｔｉｔｉｓ．Ｐａｒｔ　ＩＩ：ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｃ，Ｌ
ａｂ．Ａｎｉｍ．（ＮＹ）．；３４（２）：３９－４７（２００５）およびＴｈｅ　ｃｈ
ｉｍｐａｎｚｅｅ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｃ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎｆｅ
ｃｔｉｏｎｓ，ＩＬＡＲ　Ｊ．；４２（２）：１１７－２６（２００１）に記載される。
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【０１８８】
　コドン最適化したＨＣＶ遺伝子型１ａ　Ｅ１／Ｅ２発現構築物の組み立て
　簡単に述べると、Ｅ２遺伝子型１ａのＨ７７株（プロトタイプ１ａ配列）のタンパク質
配列をコードする核酸配列（Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号ＮＣ００４１０２）を構
築し、そして、ｐＣＤＮＡベクター中に工学技術により作製した。このヌクレオチド配列
を、改善された哺乳動物発現について最適化されたコドン使用頻度について変更した。こ
の配列をＩＤＴから購入したオリゴヌクレオチドを用いたオーバーラッピングＰＣＲを用
いて組み立て、そして、ＨｉｎｄＩＩＩとＸｂａＩとをインフレームで含み、Ｃ末端にｍ
ｙｃと６つのヒスチジンタグを持つｐＣＤＮＡ３．１－ｍｙｃ，ｈｉｓ発現ベクター中に
クローニングした。次いで、このベクターを配列決定して、構築物が正しいものであるこ
とを確認した。
【０１８９】
　Ｅ１／Ｅ２コドンを最適化した１ａ　Ｈ７７配列に、制限酵素での切断（下線を付した
小文字）を確実にするための制限部位（太字の小文字）と、追加のオーバーハングと、Ａ
ＴＧ開始コドン（太字の下線を付した大文字）の付いたコンセンサスＫｏｚａｋ配列（太
字の下線を付した小文字）とを含む末端を追加した（配列番号２７および図１３を参照の
こと）。
【０１９０】
　可溶性Ｅ２タンパク質を発現させるためのコドン最適化したＨＣＶ遺伝子型１ａ　Ｅ２
－６６１発現構築物（ｐＣＤＮＡ－１ａ－ＣＯ－Ｅ２－６６１）の組み立て
　Ｅ２タンパク質のアミノ酸３６４～６６１をコードする部分を、ｐＣＤＮＡ－１ａ－Ｃ
Ｏ－Ｅ１／Ｅ２を鋳型として用いてＰＣＲで増幅し、そして、ＨｉｎｄＩＩＩとＸｂａＩ
とをインフレームで含み、Ｃ末端に６つのヒスチジンタグを持つｐＣＤＮＡ３．１－ｈｉ
ｓ発現ベクター中にクローニングした。このベクターを配列決定して、構築物が正しいも
のであることを確認した。
【０１９１】
　コドン最適化したＨＣＶ遺伝子型１ａ　Ｅ２－６６１の発現および精製
　２９３Ｔヒト組織培養細胞を、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ）を用いて一過的にトランスフェクトした。分泌されたタンパク質を含む細胞か
らの上清を回収し、そして、この上清から、ニッケルアフィニティクロマトグラフィーを
用いて１ａ　Ｅ２－６６１を精製した。タンパク質の濃度をＯＤ　２８０ｎｍに基づいて
決定し、そしてさらに、クーマシー染色したＳＤＳ－ＰＡＧＥ、および、Ｂｉｏｄｅｓｉ
ｇｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ製の市販のＥ２マウス抗体を用いたウェスタンブロッ
トによって評価した。
【０１９２】
　野生型ＨＣＶ遺伝子型１ａ　Ｅ１／Ｅ２発現ベクター（ｐＣＤＮＡ－１ａ－Ｅ１／Ｅ２
）の組み立て
　ＨＣＶ１ａ　Ｈ７７コード配列のＥ１／Ｅ２（アミノ酸１６５～７４６）を、Ｈｉｎｄ
ＩＩＩおよびＸｂａＩクローニング部位、コンセンサスＫｏｚａｋ配列ならびに開始コド
ンを導入するためのプライマーを用いてＰＣＲで増幅し、次いで、ＨｉｎｄＩＩＩとＸｂ
ａＩとをインフレームで含み、Ｃ末端に６つのヒスチジンタグを持つｐＣＤＮＡ３．１－
ｈｉｓ発現ベクター中にクローニングした。このベクターを配列決定して、構築物が正し
いものであることを確認した。
【０１９３】
　野生型ＨＣＶ遺伝子型１ａ　Ｅ２－６６０発現ベクター（ｐＣＤＮＡ－１ａ－Ｅ２－６
６０）の組み立て
　Ｅ２タンパク質のアミノ酸３６４～６６０をコードする部分を、ｐＣＤＮＡ－１ａ－Ｅ
１／Ｅ２を鋳型として用いてＰＣＲで増幅し、そして、ＨｉｎｄＩＩＩとＸｂａＩとをイ
ンフレームで含み、Ｃ末端に６つのヒスチジンタグを持つｐＣＤＮＡ３．１－ｈｉｓ発現
ベクター中にクローニングした。このベクターを配列決定して、構築物が正しいものであ
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ることを確認した。
【０１９４】
　ＨＣＶ遺伝子型１ｂ、２ｂ、３ａおよび４ａのＥ１／Ｅ２発現ベクター（ｐＣＤＮＡ－
Ｅ１／Ｅ２）の組み立て
　高い力価の遺伝子型１ｂ、２ｂ、３ａおよび４ａ　ＨＣＶ陽性患者の血清を入手し、そ
して、この血清からＲＮＡを単離した。Ｅ１／Ｅ２遺伝子を挟む、コア遺伝子の末端とｐ
７遺伝子とに対して相補的な遺伝子型特異的プライマーを用い、単離したＲＮＡについて
ＲＴ－ＰＣＲを行った。ＨｉｎｄＩＩＩおよびＸｂａＩクローニング部位、コンセンサス
Ｋｏｚａｋ配列ならびに開始コドンを導入するためのプライマーを用いたＰＣＲを用いて
Ｅ１／Ｅ２コード配列（アミノ酸１６５～７４６）を増幅した。この配列を、ＨｉｎｄＩ
ＩＩとＸｂａＩとをインフレームで含み、Ｃ末端に６つのヒスチジンタグを持つｐＣＤＮ
Ａ３．１－ｈｉｓ発現ベクター中にクローニングし、次いで配列決定した。ｂｌａｓｔ検
索によりこの配列が予想された遺伝子型であることを確認したが、データベース中にはこ
の配列と完全一致する配列はなかった。
【０１９５】
　ＨＣＶ遺伝子型１ｂ　Ｅ２－６６１発現ベクター（ｐＣＤＮＡ－１ｂ－Ｅ２－６６１）
の組み立て
　Ｅ２タンパク質のアミノ酸３６４～６６１をコードする部分を、ｐＣＤＮＡ－１ｂ－Ｅ
１／Ｅ２を鋳型として用いてＰＣＲで増幅した。次いで、この配列を、ＨｉｎｄＩＩＩと
ＸｂａＩとをインフレームで含み、Ｃ末端に６つのヒスチジンタグを持つｐＣＤＮＡ３．
１－ｈｉｓ発現ベクター中にクローニングした。次いでこのベクターを配列決定して、構
築物が正しいものであることを確認した。発現および精製は、本質的には、１ａ　Ｅ２－
６６１について上述したようにして行った。
【０１９６】
　ＨＣＶ遺伝子型１ａ　Ｅ２　ＨＶＲ１欠失発現ベクターの組み立て
　Ｅ２の超可変領域１（ＨＶＲ１）をコードするヌクレオチドの欠失を持つＥ１／Ｅ２コ
ード構築物を作製するために、アミノ酸４１１から始まるＥ２の領域（アミノ酸３８４～
４１０－ＨＶＲ１を抜かした）についてのオーバーハングを含む３’プライマーを用い、
そして、ｐＣＤＮＡ－１ａ－Ｅ１／Ｅ２を鋳型として用いて、Ｅ１をＰＣＲで増幅した。
別の反応において、アミノ酸４１１～７４６をコードするＥ２領域を、Ｅ１の３’末端に
ついてのオーバーハングを含む５’プライマーを用いて、そして、ｐＣＤＮＡ－１ａ－Ｅ
１／Ｅ２を鋳型として用いて、ＰＣＲで増幅した。Ｅ１－Ｅ２接合部にＥ２についてのＨ
ＶＲ１をコードする領域を含まない相補的なオーバーハングを含んだＥ１およびＥ２のＰ
ＣＲ産物を混合し、次いで、ＨｉｎｄＩＩＩ部位を含むＥ１の５’末端に特異的なプライ
マーと、ＸｂａＩ部位を含むＥ２の３’末端に特異的なプライマーとを用いて、ＰＣＲで
増幅した。この配列を、ＨｉｎｄＩＩＩとＸｂａＩとをインフレームで含み、Ｃ末端に６
つのヒスチジンタグを持つｐＣＤＮＡ３．１－ｈｉｓ発現ベクター中にクローニングした
。このベクターを配列決定して、構築物が正しいものであることを確認した。
【０１９７】
　コドン最適化したＨＣＶ遺伝子型１ａ　Ｅ２短縮型発現ベクターの組み立て
　哺乳動物発現のために、Ｅ２のＣ末端からアミノ酸を取り除いた短縮型を工学技術によ
り作製した。Ｅ２タンパク質の所望のアミノ酸をコードする部分を、ｐＣＤＮＡ－１ａ－
ＣＯ－Ｅ１／Ｅ２を鋳型として用いてＰＣＲで増幅し、そして、ＨｉｎｄＩＩＩとＸｂａ
Ｉとをインフレームで含み、Ｃ末端に６つのヒスチジンタグを持つｐＣＤＮＡ３．１－ｈ
ｉｓ発現ベクター中にクローニングした。このベクターを配列決定して、構築物が正しい
ものであることを確認した。以下の構築物を作製した：
　○　ｐＣＤＮＡ－１ａ－ＣＯ－Ｅ２－６２４（Ｅ２アミノ酸３８４～６２４）
　○　ｐＣＤＮＡ－１ａ－ＣＯ－Ｅ２－５８４（Ｅ２アミノ酸３８４～５８４）
　○　ｐＣＤＮＡ－１ａ－ＣＯ－Ｅ２－５４４（Ｅ２アミノ酸３８４～５４４）
　○　ｐＣＤＮＡ－１ａ－ＣＯ－Ｅ２－５０４（Ｅ２アミノ酸３８４～５０４）
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　○　ｐＣＤＮＡ－１ａ－ＣＯ－Ｅ２－４６４（Ｅ２アミノ酸３８４～４６４）
　各構築物からの発現および精製は、本質的には、１ａ　Ｅ２－６６１について上述した
ようにして行った。
【０１９８】
　レクチンのＥＬＩＳＡ
　Ｅ２短縮型を用いてレクチン捕捉ＥＬＩＳＡを行い、抗体の反応性を決定した。簡単に
述べると、９６ウェルプレートをＧａｌａｎｔｈｕｓ　ｎｉｖａｌｉｓ（ＧＮＡ）レクチ
ンでコーティングした。タンパク質を捕捉するために、一過的にトランスフェクトした２
９３細胞の上清に由来するＥ２短縮型を、ＧＮＡレクチンでコーティングした９６ウェル
プレートに加えた。次いで、ハイブリドーマ上清を９６ウェルプレートに加えて、タンパ
ク質の反応性を決定した。結合した抗体を、抗ヒトアルカリホスファターゼ二次抗体およ
びＰＮＰＰ基質を用いて検出した。
【０１９９】
　ＨＣＶ遺伝子型１ａ　Ｅ２糖タンパク質のアミノ酸３８４～４６４にまたがる細菌発現
構築物の組み立て
　次に、Ｅ２の小さな部分の産生を可能にするために、細菌発現のためのＮ末端チオレド
キシン融合を用いて融合タンパク質を工学技術により作製した。
【０２００】
　第一セットのタンパク質について、Ｅ２タンパク質の所望のアミノ酸をコードする部分
を、ｐＣＤＮＡ－１ａ－Ｅ１／Ｅ２を鋳型として用いてＰＣＲで増幅し、そして、Ｅｃｏ
ＲＩとＨｉｎｄＩＩＩとをインフレームで含み、Ｃ末端にｍｙｃと６つのヒスチジンタグ
を持つｐＥＴ３２発現ベクター中にクローニングした。次いで、このベクターを配列決定
して、構築物が正しいものであることを確認した。以下の構築物を作製した：
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ａ（アミノ酸３８４～４６３）
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｂ（アミノ酸４１１～４６３）
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｃ（アミノ酸４３２～４６３）
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｄ（アミノ酸４３６～４６３）
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｅ（アミノ酸３８４～４３１）
　ベクターを、ＢＬ２１－ＤＥ３　Ｅ．ｃｏｌｉ細菌（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に形質転
換し、そして、ＩＰＴＧで発現を誘導した。細菌を溶解させ、そして、目的のタンパク質
を、ニッケルアフィニティークロマトグラフィーにより精製した。タンパク質の濃度をＯ
Ｄ　２８０ｎｍに基づいて決定し、そしてさらに、クーマシー染色したＳＤＳ－ＰＡＧＥ
、および、ｍｙｃおよびヒスチジンタグに特異的なマウス抗体を用いたウェスタンブロッ
トによって評価した。
【０２０１】
　第二セットのタンパク質については、アニーリングした際にＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄ
ＩＩＩのオーバーハングを生じ、そして、所望のアミノ酸をコードする、相補的なリン酸
化オリゴヌクレオチドを調製した。このＤＮＡを、ＥｃｏＲＩとＨｉｎｄＩＩＩとをイン
フレームで含み、Ｃ末端にｍｙｃと６つのヒスチジンタグを持つｐＥＴ３２発現ベクター
中にクローニングした。次いで、このベクターを配列決定して、構築物が正しいものであ
ることを確認した。以下の構築物を作製した：
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｇ（アミノ酸４１２～４２３）
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｈ（アミノ酸４３２～４４３）
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｉ（アミノ酸４３６～４４７）
　発現および精製は、第一セットのタンパク質について上述したようにして行った。
【０２０２】
　ＨＣＶ　Ｅ２－４１２～４２３エピトープのアラニン走査変異の作製
　４１２～４２３エピトープにおける各アミノ酸を、細菌発現構築物において、アラニン
へと個別に変異させて、抗体に対する重要なアミノ酸の接触点を決定した。アニーリング
した際にＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄＩＩＩのオーバーハングを生じ、そして、所望の変化
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を含んだＥ２の４１２～４２３領域をコードする、相補的なリン酸化オリゴヌクレオチド
を調製した。このＤＮＡを、ＥｃｏＲＩとＨｉｎｄＩＩＩとをインフレームで含み、Ｃ末
端にｍｙｃと６つのヒスチジンタグを持つｐＥＴ３２発現ベクター中にクローニングした
。次いで、このベクターを配列決定して、構築物が正しいものであることを確認した。
以下の構築物を作製した：
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｇ－Ｑ４１２Ａ（ＱからＡまでの４１２アミノ酸）
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｇ－Ｌ４１３Ａ
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｇ－Ｉ４１４Ａ
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｇ－Ｎ４１５Ａ
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｇ－Ｔ４１６Ａ
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｇ－Ｎ４１７Ａ
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｇ－Ｇ４１８Ａ
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｇ－Ｓ４１９Ａ
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｇ－Ｗ４２０Ａ
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｇ－Ｈ４２１Ａ
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｇ－Ｉ４２２Ａ
　○　ｐＥＴ３２－Ｅ２－Ｇ－Ｎ４２３Ａ
　発現および精製は、他の細菌タンパク質について上述したようにして行った。
【０２０３】
　偽ウイルスの作製および中和アッセイ
　ＨＩＶエンベロープ糖タンパク質の発現を防止するための変異を含んだＨＩＶ骨格と、
標的細胞におけるルシフェラーゼの発現を指向させるルシフェラーゼ遺伝子（ｐＮＬ４－
３．Ｌｕｃ．Ｒ－Ｅ－）とを有する偽ウイルスを作製した。ＨＣＶ　Ｅ１／Ｅ２糖タンパ
ク質を、種々の遺伝子型（１ａ、１ｂ、２ｂ、３ａおよび４ａ）に由来するｐＣＤＮＡ　
Ｅ１／Ｅ２とｐＮＬ４－３．Ｌｕｃ．Ｒ－Ｅ－とを用いた２９３細胞の同時トランスフェ
クションによってトランスで提供した。トランスフェクションから４８～７２時間後に、
細胞から分泌されたウイルス粒子を含む上清を回収し、そして、Ｃｅｎｔｒｉｃｏｎ　７
０濃縮器および／または超遠心分離を用いて濃縮した。次いで、抗体の存在下または非存
在下で、偽ウイルスを用いてＨｅｐ３Ｂ細胞（ＡＴＣＣ）を感染させた。偽ウイルスは、
Ｈｅｐ３Ｂ細胞に加える前に、室温で１時間、抗体と共にプレインキュベートした。７２
時間のインキュベーションの後、ＢｒｉｇｈｔＧｌｏルシフェラーゼアッセイ（Ｐｒｏｍ
ｅｇａ）を用いたルシフェラーゼの検出によって感染を定量化し、そして、Ｖｉｃｔｏｒ
３プレートリーダー（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）で読み取った。
【０２０４】
　Ｂｉａｃｏｒｅによる親和性の決定
　ヤギ抗ヒトＩｇＧ（Ｆｃ）を、フローセル１および２においてＢｉａｃｏｒｅ製のＣＭ
５センサチップにアミド結合させた。フローセル２では、ＨＢＳ－Ｐバッファー（Ｂｉａ
ｃｏｒｅ）のみを用いてヒト抗体（９５－２または８３－１２８）を捕捉した。ＨＢＳ－
Ｐバッファー中１２５ｎＭ、６２．５ｎＭ、３１．３ｎＭおよび１５．６ｎＭのＥ２－Ｇ
を、５０μｌ／分で２００秒間、フローセル１（バックグラウンド用）およびフローセル
２（ヒト抗体との特異的な相互作用のためのもの）の両方に流した。注入を停止した後、
バッファーを両方のフローセルに流して解離データを回収した。ＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉ
ｏｎソフトウェアを用いて、データを評価し、そして、曲線を調整してアフィニティ定数
を決定した。
【０２０５】
　マウスの免疫
　Ｍｅｄａｒｅｘ製のヒトＩｇＧ遺伝子についてのトランスジェニックなマウス（ＨｕＭ
ａｂマウス）を、可溶性Ｅ２タンパク質で免疫して、免疫応答を生成させた。マウス８５
０８３を、１回の注射についてはフロイントアジュバントと共に、そして、１４回の注射
についてはＭＰＬ＋ＴＤＭアジュバント（Ｓｉｇｍａ）と共に、１ａ　Ｅ２－６６１で免
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疫した。マウス９７８９５を、１回の注射についてはＭＰＬ＋ＴＤＭ＋ＣＷＳアジュバン
ト（Ｓｉｇｍａ）と共に、そして、５回の注射についてはＭＰＬ＋ＴＤＭアジュバント（
Ｓｉｇｍａ）と共に、１ａ　Ｅ２－６６１で免疫した。
【０２０６】
　脾臓の融合およびハイブリドーマの選択
　マウスの脾臓を取り出し、そして脾細胞を単離した。標準的なＰＥＧ融合プロトコール
に従って脾細胞をマウス骨髄腫細胞と融合させてハイブリドーマを作製した。次いで、ハ
イブリドーマの上清を、ＥＬＩＳＡによって、１ａ　Ｅ２－６６１に対して反応性の抗体
の産生についてスクリーニングし、そして、陽性細胞をさらなる特徴付けに進めた。
【０２０７】
　ハイブリドーマ抗体遺伝子の単離および配列決定
　Ｑｉａｇｅｎ　ＲＮｅａｓｙキットを用いてハイブリドーマ細胞からＲＮＡを単離した
。制限部位を含む遺伝子特異的なプライマーを用いて、重鎖可変領域についてＲＴ－ＰＣ
Ｒを行い、得られた配列をクローニングし、そして、構築物を配列決定した。遺伝子特異
的なプライマーを用いて、軽鎖可変領域についてＲＡＣＥを行った。この配列をＴＯＰＯ
ベクター中にクローニングし、そして、ベクターを配列決定した。遺伝子特異的なプライ
マーを設計し、そしてこれを用いて、ＰＣＲで増幅し、そして、制限部位を加えた。
【０２０８】
　実施例１：抗ＨＣＶモノクローナル抗体の作製
　マウスの免疫、ハイブリドーマの生成および選択
　「ＨｕＭａｂマウスにおけるヒトモノクローナル抗体の生成」という表題の節において
上述したようにして生成され、そして、Ｍｅｄａｒｅｘ，Ｍｉｌｐｉｔａｓ，ＣＡによっ
て供給されるヒト免疫グロブリン遺伝子を含むトランスジェニックマウスを、ＨＣＶ遺伝
子型１ａ　Ｅ２エンベロープ糖タンパク質の可溶性バージョンで免疫した。抗原を、フロ
イントの完全アジュバントまたはＲＩＢＩアジュバントと組み合わせて投与した。可溶性
Ｅ２タンパク質（１ａ　Ｅ２－６６１）に対するマウスの血清応答を、酵素結合イムノソ
ルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）によってモニタリングした。免疫した動物から脾臓Ｂ細
胞を単離し、そして、標準的な脾細胞融合法を用いてマウス骨髄腫（Ｐ３Ｘ－ＡＧ８．６
５３）細胞に融合させた。クローン性のハイブリドーマを生成し、そして、Ｅ２－６６１
に反応性の抗体の生成について、ＥＬＩＳＡを用いてスクリーニングした。陽性のハイブ
リドーマを、減少する量のハイブリドーマ上清を用いたＥＬＩＳＡによって、ＨＣＶ遺伝
子型１ａおよび遺伝子型１ｂのＥ２－６６１に対する同等な反応性について調べた。遺伝
子型１ａ　Ｅ２－６６１と遺伝子型１ｂ　Ｅ２－６６１に対して同等な反応性を示したハ
イブリドーマを、Ｈｅｐ３Ｂ細胞のＨＣＶ偽ウイルス感染性を中和する能力について調べ
た。この選択プロセスにより、ＨＣＶ偽ウイルスを中和し、そして、ＥＬＩＳＡにより１
ａおよび１ｂのＥ２可溶性タンパク質に対して同等な反応性を有した２０のハイブリドー
マを得た。具体的には、以下のような１９のハイブリドーマが、マウス＃９７８９５に由
来するものであり、そして、ＩｇＧ１抗体を生成した：９５－２；９５－１４；９５－１
５；９５－１８；９５－２０；９５－２１；９５－２５；９５－２６；９５－３０；９５
－３８；９５－３９；９５－４２；９５－４３；９５－４８；９５－４９；９５－５２；
９５－５４；９５－５８；および９５－６２。ＨＣＶ偽ウイルスを中和し、そして、ＥＬ
ＩＳＡにより１ａおよび１ｂのＥ２可溶性タンパク質に対して同等な反応性を有した１つ
のハイブリドーマ８３－１２８もまた、マウス＃８５０８３から同定され、そして、これ
はＩｇ３抗体を生成した。ＨＣＶ偽ウイルスを中和し、そして、ＥＬＩＳＡにより１ａお
よび１ｂのＥ２可溶性タンパク質に対して同等な反応性を有した１つのハイブリドーマ０
７３－１もまた、マウス＃１１３０７３から同定され、そして、これはＩｇ３抗体を生成
した。これらの２１のハイブリドーマをさらに特徴付けた。
【０２０９】
　抗体の配列決定およびクローニング
　ヒト抗体８３－１２８（マウス＃８５０８３に由来するハイブリドーマに由来）および
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０７３－１（マウス＃１１３０７３に由来するハイブリドーマに由来）の重鎖可変配列お
よび軽鎖可変配列を配列決定し、ヒトＩｇＧ１／κ抗体に対する重鎖および軽鎖の定常領
域を含むベクター中にクローニングした。これにより、ヒト抗体８３－１２８および０７
３－１をＩｇＧ３抗体からＩｇＧ１抗体に変更させた。
【０２１０】
　マウス＃９７８９５に由来の１９のハイブリドーマに由来するヒト抗体の重鎖可変配列
を配列決定して比較した。１９の抗体は全て、かなりの配列同一性を共有する（すなわち
、＞９６％同一）ことが分かった。中和アッセイのデータに基づいて３つのハイブリドー
マ９５－２、９５－１４および９５－３８を選択し、これらの軽鎖可変領域配列を決定し
た。ヒト抗体９５－２、９５－１４および９５－３８の重鎖および軽鎖可変領域の配列を
、ヒトＩｇＧ１／κ抗体に対する重鎖および軽鎖の定常領域を含むベクター中にクローニ
ングした。抗体を、一過的なトランスフェクションにより発現させ、精製し、そして、Ｈ
ＣＶ偽ウイルス中和アッセイにおいて直接比較した。マウス＃９７８９５に由来するヒト
抗体９５－２をさらなる特徴付けのために選択した。
【０２１１】
　クローン９５－１４、９５－４９、９５－６２、９５－４２、９５－５８、９５－２５
、９５－４３、９５－５４、９５－２、９５－３８、８３－１２８、０７３－１によって
産生される抗体の重鎖可変領域のアミノ酸配列を、それぞれ、配列番号３２、３７、４０
、３５、３９、３４、３６、３８、３、３３、１および５に示す。クローン９５－２、９
５－１４、９５－３８、０７３－１および８３－１２８によって産生される抗体の軽鎖可
変領域のアミノ酸配列を、それぞれ、配列番号４、４４、５３、６および２に示す。
【０２１２】
　クローン９５－２、９５－１４、９５－３８、０７３－１および８３－１２８によって
産生される抗体の重鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列を、それぞれ、配列番号２
７、４８、５７、２９および２５に示し；そして、クローン９５－２、９５－１４、９５
－３８、０７３－１および８３－１２８によって産生される抗体の重鎖可変領域をコード
するヌクレオチド配列を、それぞれ、配列番号２８、４９、５８、３０および２６に示す
。
【０２１３】
　実施例２：抗体の特徴付け
　ＨＣＶ遺伝子型１ａおよび１ｂ－可溶性Ｅ２のＥＬＩＳＡ
　可溶性ＨＣＶ遺伝子型１ａ　Ｅ２－６６０（三角）および可溶性ＨＣＶ遺伝子型１ｂ　
Ｅ２－６６１（四角）に対するヒト抗体９５－２（図１Ａ）およびヒト抗体８３－１２８
（図１Ｂ）の反応性を比較した。ＥＬＩＳＡプレートを２μｇ／ｍｌの抗原でコーティン
グし、そして、２倍希釈で抗体を用いてプローブした。結合した抗体を、アルカリホスフ
ァターゼ、ＰＮＰＰ基質に結合させたヤギ抗ヒト二次抗体で検出した。両方のヒト抗体９
５－２および８３－１２８が、両方の遺伝子型に対して同等に反応することが分かった（
図１を参照のこと）。これらの実験をまた、９５－１４、９５－３８および０７３－１抗
体についても行い、そしてこの３つ全てが、遺伝子型１ａおよび１ｂを同等に認識した（
データ示さず）。
【０２１４】
　複数の遺伝子型に由来するＨＣＶ偽ウイルスの中和
　ヒト抗体９５－２および８３－１２８の、ＨＣＶ偽ウイルスの複数の遺伝子型の両方を
中和する能力を、Ｈｅｐ３Ｂ細胞を用いて決定した。抗体の５倍希釈したものを、ＨＣＶ
偽ウイルスと共に室温にて１時間インキュベートした。ウイルス－抗体混合物をＨｅｐ３
Ｂ細胞に加え、その後、３７℃にて７２時間インキュベートした。ＢｒｉｇｈｔＧｌｏル
シフェラーゼアッセイを用いて感染を定量化し、そして、発光についてＶｉｃｔｏｒ３プ
レートリーダーで読み取った。アイソタイプをマッチングさせた無関係のヒト抗体をネガ
ティブコントロールとして用いた。両方のヒト抗体９５－２および８３－１２８が、ＨＣ
Ｖ遺伝子型１ａ、１ｂ、２ｂ、３ａおよび４ａの偽ウイルス（それぞれ、図２Ａ、２Ｂ、
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２Ｃ、２Ｄおよび２Ｅを参照のこと）を中和することが分かった。抗体０７３－１もまた
、上に列挙した偽ウイルスの全てを中和することが示された（データ示さず）。
【０２１５】
　遺伝子型１ａおよび１ｂのＥ２可溶性タンパク質の還元性および非還元性のウェスタン
ブロット
　還元性もしくは非還元性のＳＤＳ－ＰＡＧＥに供したＨＣＶ遺伝子型１ａおよび１ｂに
由来する可溶性Ｅ２タンパク質（Ｅ２－６６１）に対するヒト抗体９５－２および８３－
１２８の反応性を解析した。増強された化学発光検出試薬と共にＨＲＰに結合させた抗マ
ウスＩｇＧ（ｈｉｓ）または抗ヒトＩｇＧ（９５－２および８３－１２８）を用いて、抗
ｈｉｓ　ｔａｇモノクローナル（ｈｉｓ）、８３－１２８および９５－２を用いたウェス
タンブロットを行った。両方のヒト抗体９５－２および８３－１２８が、ゲルの変性、還
元に供した後に、ＰＶＤＦメンブレンに移したＥ２－６６１を認識することが分かった（
図３を参照のこと）。
【０２１６】
　細菌融合タンパク質として発現させたＥ２　４１２～４２３エピトープに対するヒト抗
体９５－２および８３－１２８の結合親和性
　細菌融合タンパク質として発現させたＥ２　４１２～４２３エピトープに対するヒト抗
体９５－２および８３－１２８の結合親和性を決定し、そして図４にまとめた。ヤギ抗ヒ
トＩｇＧ　Ｆｃを、Ｂｉａｃｏｒｅチップにアミド結合させた。ヒト抗体９５－２および
８３－１２８を、チップ上に別々に捕捉させ、そして、Ｅ２のアミノ酸４１２～４２３を
含むＥ２－Ｇ細菌発現タンパク質を、種々の濃度にて流した。ＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉｏ
ｎＴＭソフトウェアを用いて曲線を調整し、そして、アフィニティ定数を計算した。
【０２１７】
　実施例３：エピトープ決定
　ヒト抗体８３－１２８および９５－２が認識するＥ２タンパク質領域の決定
　Ｅ２タンパク質のどの領域がヒト抗体８３－１２８および９５－２を認識するかを決定
するために、哺乳動物に発現させたＥ２タンパク質のカルボキシ末端短縮型を、レクチン
ＥＬＩＳＡによって捕捉し、そして、８３－１２８および９５－２でプローブした（構築
物のマップについては図５を、そして、ＥＬＩＳＡのデータについては図６を参照のこと
）。データに基づけば、これらの抗体に対するエピトープは、Ｅ２のアミノ酸４１２～４
６４の範囲内である。予測されたとおりに、全ての抗体（９５－１４、９５－４９、９５
－６２、９５－４２、９５－５８、９５－２５、９５－４３、９５－５４、９５－２、９
５－３８および０７３－１）がまた、Ｅ２タンパク質のこの領域にマッピングされた。
【０２１８】
　エピトープをさらに定義するために、細菌により発現させた融合タンパク質を用いた。
というのも、Ｅ２のより小さな断片は、哺乳動物の系では上手く発現しなかったからであ
る。精製したタンパク質を、ＥＬＩＳＡプレート上にコーティングし、そして、ヒト抗体
８３－１２８および９５－２でプローブした（構築物のマップについては図７を、そして
、ＥＬＩＳＡのデータについては図８を参照のこと）。両方のヒト抗体８３－１２８およ
び９５－２がＥ２のアミノ酸４１２～４２３を含む全ての構築物を認識し、こうして、ア
ミノ酸４１２～４２３がエピトープとして同定された。この実験をまた、０７３－１抗体
を用いても行い、そして、この抗体もまた４１２～４２３エピトープを認識した（データ
示さず）。
【０２１９】
　４１２～４２３エピトープ内の重要な接触点を決定するために、アラニン走査変異を用
いて、Ｅ２－Ｇ細菌融合タンパク質において、４１２～４２３エピトープにおける各アミ
ノ酸を個別にアラニンに変化させた。精製したタンパク質をＥＬＩＳＡプレート上にコー
ティングし、そして、両方のヒト抗体（８３－１２８および９５－２）でプローブした。
融合タンパク質上の（Ｈｉｓ）６エピトープに特異的な抗ｈｉｓモノクローナル抗体を、
プレートのコーティングについてのコントロールとして用いた（図９を参照のこと）。デ
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ータに基づけば、残基４１３および４２０が、ヒト抗体９５－２に対する結合に重要であ
ることが分かり；残基４１３、４１８および４２０が、ヒト抗体８３－１２８に対する結
合に重要であることが分かった。
【０２２０】
　４１２～４２３エピトープ内で天然に存在する変化の頻度を決定するために、Ｅ２のこ
の領域を、Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏｓ　ＨＣＶ配列データベース（人の手による最適化によっ
て完全な配列のみに濃縮されており、そして、類似配列は１つの配列に減らされている）
において報告された配列について解析した。アラインメント（図１０）に基づけば、濃縮
されたデータベースにおける配列の７７．７％が、本実施例において使用した１ａおよび
１ｂの発現されたＥ２タンパク質のこの領域における配列と同一である。したがって、ヒ
ト抗体９５－２および８３－１２８は、これらのタンパク質を認識するはずである。
【０２２１】
　この領域における報告された配列の差異のいくつかが、ヒト抗体９５－２および８３－
１２８の認識に影響を及ぼすかどうかを決定するため、４１２～４２３エピトープを含む
Ｅ２－Ｇ細菌発現融合タンパク質に、配列の変化を工学技術により作製した（図１１）。
データベース中には存在しない、Ｔａｒｒら（２００６）Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙにおいて
報告された遺伝子型５系統に由来する配列（ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番号ＡＹ７８
５２８３）を含めた。精製したタンパク質をＥＬＩＳＡプレート上にコーティングし、そ
して、両方のヒト抗体（８３－１２８および９５－２）でプローブした。融合タンパク質
上のｈｉｓ　ｔａｇに特異的な抗ｈｉｓモノクローナル抗体を、プレートのコーティング
についてのコントロールとして用いた（図１２）。ヒト抗体９５－２は、遺伝子型６ａを
除いて全ての構築物を認識し、この特定の遺伝子型５配列では認識が１０倍低下していた
。ヒト抗体８３－１２８は、特定の遺伝子型５および６ａの配列に由来するものを除いて
全ての構築物を認識し、そして、５ａの認識は弱かった。
【０２２２】
　実施例４：インビトロモデル
　本発明のヒト抗体を、抗ウイルス活性およびＨＣＶ感染を阻害する能力についてインビ
トロモデルにおいて検討する。ＨＣＶ感染に対する多数のインビトロモデルが当該分野で
公知であり、そして、本発明のヒト抗体を調べるために使用され、例えば、（ｉ）ＨＣＶ
を用いた初代肝細胞の感染；（ｉｉ）肝細胞株の安定なトランスフェクション；および（
ｉｉｉ）例えば、Ｃ．Ｇｕｈａら（“Ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｏｄｅｌｓ　ａｎｄ
　ａｎｉｍａｌ　ｍｏｄｅｌｓ　ｏｆ　ｖｉｒａｌ　ｈｅｐａｔｉｔｉｓ．Ｐａｒｔ　Ｉ
Ｉ：ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｃ”Ｌａｂｓ　Ａｎｉｍａｌ（ＮＹ）２００５，３４（２）：
３９－４７）に記載されるような、全長または部分的なゲノムのレプリコンを用いたトラ
ンスフェクションが挙げられる。これらのインビトロモデルにおいて培養細胞は、本発明
のヒト抗体、または、適切なコントロール抗体に曝露され、そして、当該分野で公知の標
準的な技術（例えば、定量的リアルタイム逆転写／ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ／ＰＣＲ
）を用いて、ＨＣＶウイルスＲＮＡを検出すること）によって、ＨＣＶ感染およびウイル
ス活性に対する抗体の効果がモニタリングされる。
【０２２３】
　実施例５：インビボ動物モデル
　本発明のヒト抗体を、Ｃ型肝炎ウイルス感染を阻害する能力についてインビボ動物モデ
ルにおいて検討する。特に、本発明のヒト抗体は、Ｒ．Ｅ．Ｌａｎｆｏｒｄら（ＩＬＡＲ
　Ｊ．２００１；４２（２）：１１７－２６）に記載されるようなチンパンジーの動物モ
デルにおいて調べられる。Ｌａｎｆｏｒｄらに記載されるように、チンパンジー（Ｐａｎ
　ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ）は、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）による感染に対して感受性
の唯一の実験動物であり、そして、非Ａ型、非Ｂ型の肝炎に関する初期の研究（感染の臨
床経過に対する観察、ウイルスの物理的特性の決定、およびＨＣＶ核酸の最終的なクロー
ニングを含む）において役立ってきた。チンパンジーモデルは、ＨＣＶ感染における早期
の現象の解析に重要である。なぜなら、チンパンジーは、曝露の時点からサンプルが入手
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可能な集団を表しており、かつ、曝露された動物の全てが調べられるからである。この理
由から、チンパンジーは、忠実に選択されていない集団を表している。対照的に、ヒトの
コホートはしばしば、疾患状態または抗体の反応性について選択されており、代表的に、
ここ１０年間に感染した個体を含む。チンパンジーモデルは、ウイルスの浄化に関与する
因子の理解の向上、感染に対する免疫応答の解析、およびワクチンの開発に必須である。
ＨＣＶの感染性ｃＤＮＡクローンの開発は、チンパンジーの使用に依存しており、そして
、これらは、ウイルス複製のための重要な配列を評価するための逆遺伝学の使用において
必要とされ続ける。さらに、チンパンジーは、ＨＣＶ感染の過程の間、肝臓における遺伝
子発現の変化の全スペクトルを追跡するために、ＤＮＡマイクロアレイ技術と組み合わせ
て使用されている。チンパンジーは、ＨＣＶ疾患の理解および治療様式の開発に対する重
要な局面を提供し続けるであろう。
【０２２４】
　したがって、チンパンジーにＨＣＶを接種し、そして、さらに、本発明のヒト抗体を投
与する。コントロール動物には、ＨＣＶを接種し、そして、本発明のヒト抗体を投与しな
いか、または、適切なコントロール抗体を投与する。本発明のヒト抗体は、ＨＣＶ接種の
前、ＨＣＶ接種の時、または、ＨＣＶ接種に続いてのいずれかで、チンパンジーに投与さ
れる。次いで、ＨＣＶの感染、進行および浄化に対するヒト抗体の効果を、当該分野で標
準的なアッセイを用いてモニタリングする。例えば、ＨＣＶの感染および／または浄化は
、以下：（ｉ）肝臓の損傷を示す、血清中のアラニンアミノトランスフェラーゼ（ＡＬＴ
）レベルの増加を測定すること；（ｉｉ）例えば、定量的リアルタイム逆転写／ポリメラ
ーゼ連鎖反応（ＲＴ／ＰＣＲ）によって血清中のＨＣＶウイルスＲＮＡを検出すること；
および（ｉｉｉ）例えば、酵素結合イムノソルベントアッセイおよび組換えイムノブロッ
トアッセイによって抗ＨＣＶ抗体応答を評価することによってモニタリングされ得る。こ
れらのアッセイは当業者に公知であり、そして例えば、Ｌａｎｆｏｒｄらに記載されるよ
うにして行われる。さらに、上述のものと同様の実験において、ＨＣＶ　Ｅ１および／ま
たはＥ２タンパク質に対する応答に対する、本発明の抗体の効果が、例えば、Ｌａｎｆｏ
ｒｄらに記載されるようにして評価される。本発明のヒト抗体に曝露された動物における
、コントロール動物と比較してのＨＣＶ感染のダウンレギュレーション、ＨＣＶ進行の減
少、または、ＨＣＶ浄化の増加は、ＨＣＶ感染の予防または処置に対する本発明の抗体の
有効性を示している。
【０２２５】
　さらに、感染の急性期の間およびウイルス浄化の全体を通じた多数の時点で、感染した
動物の肝臓における遺伝子発現の変化をモニタリングすることによって、チンパンジーに
おけるＨＣＶ感染の進行の変化に対する本発明のヒト抗体の効果をモニタリングするため
に、ＤＮＡマイクロアレイが使用される。ＤＮＡマイクロアレイ解析は、抗体に曝露され
た動物および抗体に曝露されていないコントロール動物において、感染前、ならびに、感
染および浄化の全体を通して（例えば、感染から１６週までの）多数の時点で得た肝臓組
織に対して行われる。これらの研究は、例えば、本質的にはＬａｎｆｏｒｄらに記載され
たように、およそ６８００遺伝子を表すオリゴヌクレオチドを含むＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ
　Ｈｕｍａｎ　ＦＬ　ＤＮＡマイクロアレイを用いて行われ得る。
【０２２６】
　実施例６：ヒトにおける投与のための抗ＨＣＶ抗体の生成
　本発明のヒト抗体は、公知の技術を用いてその産生を促進または増加させるために、ク
ローニングし、そして組換え発現させ得る。
【０２２７】
　本発明の抗体クローンの可変重鎖および可変軽鎖をコードする核酸配列を、標準的な組
換えＤＮＡ方法論を用いてｐＩＥ－Ｕγ１Ｆベクター中にクローニングし得る。このベク
ターをＥ．ｃｏｌｉにおいて増幅させ、精製し、そして、ＣＨＯ細胞にトランスフェクト
する。トランスフェクトした細胞を９６ウェルディッシュの１ウェルあたり４×１０５細
胞でプレーティングし、そして、Ｇ４１８を用いてベクターのトランスフェクションにつ
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いて他のトランスフェクトーマと共にアッセイする。抗体の発現は、増加する濃度のメト
トレキサートの存在下で増殖させることによって増幅され得る。１７５ｎＭのメトトレキ
サートにおいて増殖し得る培養物を、さらなる開発のための単一の細胞をクローニングす
るために選択する。９６ウェルプレートに低密度で培養物をプレーティングし、単一の細
胞またはクローンから生じる培養物の生成を可能にする。培養物をヒトＩｇＧの生成につ
いてスクリーニングし、そして、代表的には、最高レベルのＩｇＧを生成する細胞をさら
なる使用のために選択する。メトトレキサートにより増幅されたクローンを増やして、多
数の細胞凍結バイアルを含む細胞バンクを生成する。あるいは、例えば、メチオニンスル
ホキシミンを用いて達成される細胞選択には、グルタミンシンテターゼ（ＧＳ）ベクター
が使用され得る（例えば、米国特許第５，８２７，７３９号；同第５，１２２，４６４号
；同第５，８７９，９３６号；および同第５，８９１，６９３号を参照のこと）。
【０２２８】
　トランスフェクトした細胞から抗体を調製するために、前の工程で単離されたあるクロ
ーンに由来する細胞を培養し、そしてバイオリアクタのための接種原として増やす。バイ
オリアクタは、代表的に、５００リットル容量の培養培地を保持する。細胞の生存率が低
下するまで細胞をバイオリアクタ中で培養する。生存率の低下は、その培養物において最
高の抗体濃度が生成されたことを示す。濾過によって細胞を取り除く。この濾液をプロテ
インＡカラムにアプライする。抗体をカラムに結合させ、そして低いｐＨの洗浄液で溶離
させる。次に、これらの抗体をＱ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅカラムにアプライして、残留した
汚染物質（例えば、ＣＨＯ細胞タンパク質、ＤＮＡおよび他の汚染物質（例えば、存在す
る場合、ウイルスの汚染物質））を除去する。抗体をＱ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅカラムから
溶離させ、ナノフィルター処理し、濃縮し、そして、ＰＢＳのようなバッファー中で洗浄
する。次いで、この調製物を、投与のためのバイアル中に無菌的に文注する。
【０２２９】
　等価物
　当業者は、本明細書中に記載される本発明の特定の実施形態の多くの等価物を認識する
か、または、慣用的に過ぎない実験を用いて確認することができる。このような等価物は
、添付の特許請求の範囲によって包含されることが意図される。従属請求項に開示される
実施形態の任意の組み合わせは、本発明の範囲内であることが企図される。
【０２３０】
　参考としての援用
　本明細書中で言及された全ての刊行物、特許文献および係属中の特許出願は、その全体
が本明細書により参考として援用される。
【０２３１】
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【０２３２】
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【０２３４】
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