
(57)【要約】

　OX-2/CD200のレベルがアップレギュレートされる特徴

を有する病状、例えば癌及びCLLの治療に関する。OX-2/

CD200及び/又はOX-2/CD200レセプターへ結合できる抗体

等のポリペプチドを投与する方法。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 OX-2/CD200が 被 験 者 中 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か を 決 定 す る ス テ ッ プ 、 及 び そ の 被
験 者 へ OX-2/CD200又 は OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る ス テ ッ プ
を 含 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200へ 結 合 す る 抗 体 を 投 与 す る こ と
を 含 有 す る 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200へ 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 投 与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る 抗 体 を 投
与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 SEQ.ID.No:１ 、 SEQ.ID.No:２ 、 SEQ.ID.No:３ 、 SEQ.
ID.No:４ 、 SEQ.ID.No:５ 、 SEQ.ID.No:６ 、 SEQ.ID.No:７ 、 SEQ.ID.No:８ 、 SEQ.ID.No:９ 、
SEQ.ID.No:１ ０ 、 SEQ.ID.No:１ １ 、 SEQ.ID.No:１ ２ 、 SEQ.ID.No:１ ３ 、 SEQ.ID.No:１ ４ 、
SEQ.ID.No:１ ５ 、 SEQ.ID.No:１ ６ 、 SEQ.ID.No:１ ７ 、 SEQ.ID.No:１ ８ 、 SEQ.ID.No:１ ９ 、
SEQ.ID.No:２ ０ 、 SEQ.ID.No:２ １ 、 SEQ.ID.No:２ ２ 、 SEQ.ID.No:２ ３ 、 SEQ.ID.No:２ ４ 、
及 び SEQ.ID.No:２ ５ の 群 か ら 選 ば れ る １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 、
被 験 者 へ 投 与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 OX-2/CD200が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 症 状 に 悩 む 被 験 者 へ 、 OX-2/CD200へ 又 は OX-2/C
D200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 む OX-2/CD200が ア ッ プ レ ギ ュ
レ ー ト さ れ る 症 状 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200へ 結 合 す る 抗 体 を 投 与 す る こ と
を 含 有 す る 請 求 項 ７ の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200へ 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 投 与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 ７ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る 抗 体 を 投
与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 ７ の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 ７ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 SEQ.ID.No:１ 、 SEQ.ID.No:２ 、 SEQ.ID.No:３ 、 SEQ.
ID.No:４ 、 SEQ.ID.No:５ 、 SEQ.ID.No:６ 、 SEQ.ID.No:７ 、 SEQ.ID.No:８ 、 SEQ.ID.No:９ 、
SEQ.ID.No:１ ０ 、 SEQ.ID.No:１ １ 、 SEQ.ID.No:１ ２ 、 SEQ.ID.No:１ ３ 、 SEQ.ID.No:１ ４ 、
SEQ.ID.No:１ ５ 、 SEQ.ID.No:１ ６ 、 SEQ.ID.No:１ ７ 、 SEQ.ID.No:１ ８ 、 SEQ.ID.No:１ ９ 、
SEQ.ID.No:２ ０ 、 SEQ.ID.No:２ １ 、 SEQ.ID.No:２ ２ 、 SEQ.ID.No:２ ３ 、 SEQ.ID.No:２ ４ 、
及 び SEQ.ID.No:２ ５ の 群 か ら 選 ば れ る １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 、
被 験 者 へ 投 与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 ７ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
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　 OX-2/CD200が 癌 に 悩 む 被 験 者 中 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か を 決 定 す る ス テ ッ プ 、 及
び そ の 被 験 者 へ OX-2/CD200又 は OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る
ス テ ッ プ を 含 有 す る 癌 治 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200へ 結 合 す る 抗 体 を 投 与 す る こ と
を 含 有 す る 請 求 項 １ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200へ 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 投 与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 １ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る 抗 体 を 投
与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 １ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 １ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 SEQ.ID.No:１ 、 SEQ.ID.No:２ 、 SEQ.ID.No:３ 、 SEQ.
ID.No:４ 、 SEQ.ID.No:５ 、 SEQ.ID.No:６ 、 SEQ.ID.No:７ 、 SEQ.ID.No:８ 、 SEQ.ID.No:９ 、
SEQ.ID.No:１ ０ 、 SEQ.ID.No:１ １ 、 SEQ.ID.No:１ ２ 、 SEQ.ID.No:１ ３ 、 SEQ.ID.No:１ ４ 、
SEQ.ID.No:１ ５ 、 SEQ.ID.No:１ ６ 、 SEQ.ID.No:１ ７ 、 SEQ.ID.No:１ ８ 、 SEQ.ID.No:１ ９ 、
SEQ.ID.No:２ ０ 、 SEQ.ID.No:２ １ 、 SEQ.ID.No:２ ２ 、 SEQ.ID.No:２ ３ 、 SEQ.ID.No:２ ４ 、
及 び SEQ.ID.No:２ ５ の 群 か ら 選 ば れ る １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 、
被 験 者 へ 投 与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 １ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 OX-2/CD200が CLL（ 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 ） に 悩 む 被 験 者 中 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る
か を 決 定 す る ス テ ッ プ 、 及 び そ の 被 験 者 へ OX-2/CD200又 は OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す
る ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 有 す る CLL治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200へ 結 合 す る 抗 体 を 投 与 す る こ と
を 含 有 す る 請 求 項 １ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200へ 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 １ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る 抗 体 を 投
与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 １ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 被 験 者 へ OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 １ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 投 与 ス テ ッ プ は 、 SEQ.ID.No:１ 、 SEQ.ID.No:２ 、 SEQ.ID.No:３ 、 SEQ.
ID.No:４ 、 SEQ.ID.No:５ 、 SEQ.ID.No:６ 、 SEQ.ID.No:７ 、 SEQ.ID.No:８ 、 SEQ.ID.No:９ 、
SEQ.ID.No:１ ０ 、 SEQ.ID.No:１ １ 、 SEQ.ID.No:１ ２ 、 SEQ.ID.No:１ ３ 、 SEQ.ID.No:１ ４ 、
SEQ.ID.No:１ ５ 、 SEQ.ID.No:１ ６ 、 SEQ.ID.No:１ ７ 、 SEQ.ID.No:１ ８ 、 SEQ.ID.No:１ ９ 、
SEQ.ID.No:２ ０ 、 SEQ.ID.No:２ １ 、 SEQ.ID.No:２ ２ 、 SEQ.ID.No:２ ３ 、 SEQ.ID.No:２ ４ 、
及 び SEQ.ID.No:２ ５ の 群 か ら 選 ば れ る １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 、
被 験 者 へ 投 与 す る こ と を 含 有 す る 請 求 項 １ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 決 定 す る 方 法 で あ り 、
CLL患 者 か ら 採 取 し た 組 織 を 使 用 し て 得 ら れ る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る ス テ ッ プ ；
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上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 を 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ９ ２ ０ と し て 寄 託 さ
れ た 細 胞 系 CLL-AATの 溶 解 産 物 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ の 構 成 員 へ 結 合 す る 抗 原 の 特 徴 付 け を す る ス テ ッ プ
を 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 ス テ ッ プ は 、 CLL細 胞 を 有 す る 有 機 体 又 は そ の 一 部 を 免 疫 化 す る
こ と を 含 む 請 求 項 ２ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 ス テ ッ プ は 、 合 成 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を CLL細 胞 又 は 細 胞 系 と パ ン
ニ ン グ す る こ と を 含 む 請 求 項 ２ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー は ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 単 離 す る 能 力 を 発 揮 す る フ ァ ー ジ に よ り ス ク リ ー
ニ ン グ さ れ る 請 求 項 ２ ７ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 １ 以 上 の CLL患 者 か ら 単 離 さ れ た 原 発 性 （ primary） CLL細 胞 と パ ン ニ
ン グ さ れ る 請 求 項 ２ ７ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 更 に CLL細 胞 上 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 抗 原 へ 結 合 す る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員
を 特 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 請 求 項 ２ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 上 記 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 は OX-2/CD200へ 結 合 す る 請 求 項 ３ ０ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 CLL細 胞 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 抗 原 へ 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 抗 原 は OX-2/CD200で あ る 請 求 項 ３ ２ の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 SEQ.ID.No:１ 、 SEQ.ID.No:２ 、 SEQ.ID.No:３ 、 SEQ.ID.No:４ 、 SEQ.ID.No:５ 、 SEQ.ID.N
o:６ 、 SEQ.ID.No:７ 、 SEQ.ID.No:８ 、 SEQ.ID.No:９ 、 SEQ.ID.No:１ ０ 、 SEQ.ID.No:１ １ 、
SEQ.ID.No:１ ２ 、 SEQ.ID.No:１ ３ 、 SEQ.ID.No:１ ４ 、 SEQ.ID.No:１ ５ 、 SEQ.ID.No:１ ６ 、
SEQ.ID.No:１ ７ 、 SEQ.ID.No:１ ８ 、 SEQ.ID.No:１ ９ 、 SEQ.ID.No:２ ０ 、 SEQ.ID.No:２ １ 、
SEQ.ID.No:２ ２ 、 SEQ.ID.No:２ ３ 、 SEQ.ID.No:２ ４ 、 及 び SEQ.ID.No:２ ５ の 群 か ら 選 ば れ
る 配 列 と 少 な く と も ７ ０ ％ ホ モ ロ ジ ー を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 請 求 項 ３ ２ の 抗 体
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 決 定 す る 方 法 で あ り 、
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ９ ２ ０ と し て 寄 託 さ れ た 細 胞 系 CLL-AAT中 の 細 胞 を 使 用 し て
得 ら れ る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る ス テ ッ プ ；
ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 を CLL患 者 か ら 採 取 し た 組 織 か ら の 細 胞 の 溶 解 産 物 を 接 触
さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ の 構 成 員 へ 結 合 す る 抗 原 の 特 徴 付 け を す る ス テ ッ プ
を 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 決 定 す る 方 法 で あ り 、
有 機 体 を CLL患 者 か ら 採 取 し た 組 織 か ら の CLL細 胞 の 少 な く と も 一 部 で 免 疫 化 す る ス テ ッ プ
；
有 機 体 の 免 疫 化 に 対 す る 免 疫 反 応 を 基 礎 と し て 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る ス テ ッ プ ；
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 と CLL細 胞 と を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ の 構 成 員 へ 結 合 す る 抗 原 の 特 徴 付 け を す る ス テ ッ プ
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
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　 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 と CLL細 胞 と を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ は 、 上 記 ラ イ ブ
ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 と CLL患 者 か ら 採 取 し た 組 織 か ら の 細 胞 の 溶 解 産 物 と を 接 触 さ せ
る こ と を 含 有 す る 請 求 項 ３ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 決 定 す る 方 法 で あ り 、
有 機 体 を CLL細 胞 の 少 な く と も 一 部 で 免 疫 化 さ せ る ス テ ッ プ ；
有 機 体 の 免 疫 化 に 対 す る 免 疫 反 応 を 基 礎 と し て 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る ス テ ッ プ ；
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 を 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ９ ２ ０ と し て 寄 託 さ
れ た 細 胞 系 CLL-AATの 溶 解 産 物 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ の 構 成 員 へ 結 合 す る 抗 原 の 特 徴 付 け を す る ス テ ッ プ
を 含 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 悪 性 癌 細 胞 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 代 謝 経 路 を 抑 制 (interfere
)す る 抗 体 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 癌 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 上 記 抗 体 は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る 請 求 項 ３ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 上 記 抗 体 は 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 相 互 作 用 す る レ セ プ タ ー へ 結 合
す る 請 求 項 ３ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 抗 体 は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 調 節 す る 抗 原 へ 結 合 す る 請 求 項 ３ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は OX-2/CD200で あ る 請 求 項 ３ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 抗 体 は 、 SEQ.ID.No:１ 、 SEQ.ID.No:２ 、 SEQ.ID.No:３ 、 SEQ.ID.No:４ 、 SEQ.ID.No:５ 、
SEQ.ID.No:６ 、 SEQ.ID.No:７ 、 SEQ.ID.No:８ 、 SEQ.ID.No:９ 、 SEQ.ID.No:１ ０ 、 SEQ.ID.N
o:１ １ 、 SEQ.ID.No:１ ２ 、 SEQ.ID.No:１ ３ 、 SEQ.ID.No:１ ４ 、 SEQ.ID.No:１ ５ 、 SEQ.ID.N
o:１ ６ 、 SEQ.ID.No:１ ７ 、 SEQ.ID.No:１ ８ 、 SEQ.ID.No:１ ９ 、 SEQ.ID.No:２ ０ 、 SEQ.ID.N
o:２ １ 、 SEQ.ID.No:２ ２ 、 SEQ.ID.No:２ ３ 、 SEQ.ID.No:２ ４ 、 及 び SEQ.ID.No:２ ５ の 群 か
ら 選 ば れ る 配 列 と 少 な く と も ７ ０ ％ ホ モ ロ ジ ー を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 請 求 項 ３
９ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 悪 性 癌 細 胞 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と を 特 定 す る た め
に 癌 患 者 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ ； 及 び
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 代 謝 経 路 を 抑 制 す る 抗 体 を 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン が 観 察 さ れ る 患 者 へ 投 与 す る ス テ ッ プ
を 含 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 患 者 の ス ク リ ー ニ ン グ ス テ ッ プ は 、 CLL患 者 の ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む 請 求 項 ４ ５ の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 患 者 の ス ク リ ー ニ ン グ ス テ ッ プ は 、 OX-2/CD200の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 検 出 を 含 む
請 求 項 ４ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 抗 体 投 与 ス テ ッ プ は 、 OX-2/CD200へ 結 合 す る 抗 体 の 投 与 を 含 む 請 求 項 ４ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 抗 体 投 与 ス テ ッ プ は 、 OX-2/CD200が 相 互 作 用 す る レ セ プ タ ー へ 結 合 す る 抗 体 の 投 与 を 含
む 請 求 項 ４ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 抗 体 投 与 ス テ ッ プ は 、 OX-2/CD200の 発 現 を 調 節 す る 抗 原 へ 結 合 す る 抗 体 の 投 与 を 含 む 請

10

20

30

40

50

(5) JP 2007-535471 A 2007.12.6



求 項 ４ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 抗 体 投 与 ス テ ッ プ は 、 SEQ.ID.No:１ 、 SEQ.ID.No:２ 、 SEQ.ID.No:３ 、 SEQ.ID.No:４ 、 SE
Q.ID.No:５ 、 SEQ.ID.No:６ 、 SEQ.ID.No:７ 、 SEQ.ID.No:８ 、 SEQ.ID.No:９ 、 SEQ.ID.No:１
０ 、 SEQ.ID.No:１ １ 、 SEQ.ID.No:１ ２ 、 SEQ.ID.No:１ ３ 、 SEQ.ID.No:１ ４ 、 SEQ.ID.No:１
５ 、 SEQ.ID.No:１ ６ 、 SEQ.ID.No:１ ７ 、 SEQ.ID.No:１ ８ 、 SEQ.ID.No:１ ９ 、 SEQ.ID.No:２
０ 、 SEQ.ID.No:２ １ 、 SEQ.ID.No:２ ２ 、 SEQ.ID.No:２ ３ 、 SEQ.ID.No:２ ４ 、 及 び SEQ.ID.N
o:２ ５ の 群 か ら 選 ば れ る 配 列 と 少 な く と も ７ ０ ％ ホ モ ロ ジ ー を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有
す る 抗 体 の 投 与 を 含 む 請 求 項 ４ ５ の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 米 国 予 備 出 願 第 60/254113号 (2000年 12月 8日 出 願 )を 基 礎 に 優 先 権 主 張 し た 国
際 出 願 で あ る PCT/US01/47931号 (2001年 12月 10日 出 願 )の 一 部 継 続 出 願 で あ る 、 米 国 出 願 番
号 第 10/379151号 (2003年 3月 4日 出 願 )の 一 部 継 続 出 願 で あ る 、 米 国 出 願 番 号 第 10/736188号
(2003年 12月 15日 出 願 ） の 一 部 継 続 出 願 で あ る 。 上 記 米 国 出 願 、 国 際 出 願 及 び 米 国 予 備 出
願 の 開 示 の 全 て を こ こ で 資 料 と し て 使 用 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　
　 本 発 明 は 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ CLL） 細 胞 由 来 の 細 胞 系 及 び CLL及 び 他 の 疾 患 の 研 究 及
び 治 療 に お け る そ れ ら の 使 用 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 ２ ０ ０ １ 年 １ １ 月 ２ ８ 日 に ア メ
リ カ 培 養 コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 、 マ ナ サ ス 、 バ ー ジ ニ ア 、 Ｕ Ｓ Ａ ） へ 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約
に 基 づ き Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ９ ２ ０ と し て 寄 託 さ れ た CLL細 胞 系 指 定 記 号 「 CLL-A
AT」 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　
　 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ CLL） は 白 血 球 の 病 気 で あ り 、 西 半 球 で も っ と も 一 般 的 な 白 血 病
種 で あ る 。 CLLは 、 徐 々 に 成 長 す る が 寿 命 の 長 い 悪 性 リ ン パ 球 の 成 長 に 関 連 す る 多 様 な 群
の 疾 患 を 表 す 。 CLLは 、 種 々 の カ テ ゴ リ ー に 分 類 さ れ 、 例 え ば 、 典 型 的 及 び 混 合 種 の Ｂ 細
胞 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ B-CLL） 、 Ｂ 細 胞 及 び Ｔ 細 胞 前 駆 細 胞 性 白 血 病 、 毛 様 細 胞 性 白 血
病 、 並 び に 巨 大 顆 粒 リ ン パ 性 白 血 病 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 CLLの 全 て の 異 な る 種 類 中 、 B-CLLは 全 て の 白 血 病 の 約 ３ ０ パ ー セ ン ト を 占 め る 。 そ れ は
５ ０ 歳 以 上 の 患 者 で 最 も し ば し ば 発 生 す る が 、 若 者 で も 増 加 し て い る 。 B-CLLは 、 形 態 的
に 正 常 で あ る が 生 物 学 的 に 未 熟 で あ り 、 機 能 を 喪 失 し て い る B-リ ン パ 球 の 蓄 積 に 特 徴 付 け
ら れ る 。 リ ン パ 球 は 通 常 感 染 に 対 し て 戦 う 機 能 が あ る 。 し か し B-CLLに 罹 患 す る と 、 リ ン
パ 球 は 血 液 及 び 骨 髄 中 に 蓄 積 し 、 リ ン パ 節 の 肥 大 を 引 き 起 こ す 。 正 常 骨 髄 及 び 血 液 細 胞 の
製 造 が 減 少 し 、 患 者 は し ば し ば 重 度 の 貧 血 症 及 び 低 血 小 板 値 を 示 す 。 こ れ は 致 命 的 な 出 血
の 危 険 性 及 び 、 白 血 球 数 の 減 少 に よ る 重 度 の 感 染 の 進 行 の 危 険 性 を 提 起 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 白 血 病 等 の 病 気 を 更 に 理 解 す る た め に 、 そ れ ら の 病 因 、 発 病 及 び 生 物 学 の 研 究 の た め の
ツ ー ル と し て 使 用 で き る 適 切 な 細 胞 系 を 持 つ こ と が 重 要 で あ る 。 悪 性 ヒ ト B-リ ン パ 球 の 細
胞 系 の 例 と し て 、 例 え ば 、 前 Ｂ 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 （ ） 、 び ま ん 性 巨 大 細 胞 リ
ン パ 腫 （ Ｗ Ｓ Ｕ － Ｄ Ｌ Ｃ Ｌ ２ ） 、 及 び ヴ ァ ル デ ン ス ト レ ー ム マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 （ Ｗ Ｓ
Ｕ － Ｗ Ｍ ） が 挙 げ ら れ る 。 残 念 な が ら 、 多 く の 公 知 の 細 胞 系 は 、 臨 床 的 に 最 も あ り ふ れ て
い る 種 類 の 白 血 病 及 び リ ン パ 腫 を 代 表 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 in vitro感 染 の エ プ ス タ イ ン バ ー ウ ィ ル ス （ Ｅ Ｂ Ｖ ） の 使 用 は 、 細 胞 系 、 特 に 悪 性 細 胞
の 代 表 で あ る B-CLL細 胞 系 由 来 の い く つ か の CLLを 生 じ る 。 こ れ ら 細 胞 系 の 表 現 型 は in viv
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o腫 瘍 の そ れ と は 異 な り 、 む し ろ B-CLLラ イ ン の 特 徴 は リ ン パ 芽 球 状 の 細 胞 系 の そ れ と 類 似
す る 傾 向 に あ る 。 B-CLL細 胞 を Ｅ Ｂ Ｖ 感 染 の 助 け に よ り 不 死 化 す る 試 み は 、 ほ と ん ど 成 功
し て い な い 。 そ の 理 由 は 不 明 で あ る が 、 Ｅ Ｂ Ｖ レ セ プ タ ー の 発 現 、 結 合 又 は 取 り 込 み の 欠
如 に よ る た め で は な い こ と は 知 ら れ て い る 。 ウ ェ ル ズ ら は B-CLL細 胞 は 細 胞 サ イ ク ル の Ｇ
１ ／ Ｓ 相 中 で く い 止 め ら れ 、 Ｅ Ｂ Ｖ 　 Ｄ Ｎ Ａ を 伴 う 形 質 転 換 は 発 現 し な か っ た こ と を 発 見
し た 。 こ れ は 、 Ｅ Ｂ Ｖ の B-CLL細 胞 と の 相 互 作 用 は 、 正 常 Ｂ 細 胞 と の そ れ と は 異 な る こ と
を 示 す 。 Ｅ Ｂ Ｖ － 形 質 転 換 し た CLL細 胞 系 は 更 に 、 Ｅ Ｂ Ｖ に よ り 不 死 化 さ れ た リ ン パ 芽 球
状 の 細 胞 系 （ Ｌ Ｃ Ｌ ） と よ り 類 似 す る 形 態 を 有 す る よ う に 分 化 す る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｅ Ｂ Ｖ － 陰 性 CLL細 胞 系 で あ る Ｗ Ｓ Ｕ － CLLが 以 前 に 構 築 さ れ て い る （ Mohammadら 、 (199
6)Leukemia 10(1)： 130－ 7） 。 し か し 、 こ れ 以 外 の 細 胞 系 は 知 ら れ て い な い 。
　 癌 及 び CLLを 含 む 病 状 へ の 体 の 応 答 中 で 役 割 を 果 た す 種 々 の 機 構 が あ る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｄ
４ + Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 は 、 促 進 因 子 を 効 果 （ 器 ） 細 胞 へ 提 供 す る こ と に よ り 、 種 々 の 悪 性 疾
患 に 対 す る 効 果 的 免 疫 反 応 に お け る 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 細 胞 毒 性 Ｔ 細 胞 は 、 癌 細 胞 の 排
除 に 最 も 効 果 的 な 細 胞 で あ る と 信 じ ら れ て お り 、 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 は IL－ ２ 及 び IFN－ γ 等
の Th1サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る こ と に よ り 細 胞 毒 性 Ｔ 細 胞 を 特 発 (prime)す る 。 種 々 の 悪 性
疾 患 中 、 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 は 、 健 康 な 個 人 中 に 発 見 さ れ る 細 胞 に 比 べ 変 容 し た 表 現 型 を 有 す
る こ と が 示 さ れ た 。 顕 著 な 変 容 し た 特 徴 の 一 つ は 減 少 し た Th1サ イ ト カ イ ン 製 造 及 び Th2サ
イ ト カ イ ン 製 造 へ の シ フ ト で あ る （ 参 照 、 例 え ば 、 Kianiら 、 Haematologica 88,754-761(
2003);Maggioら 、 Ann Oncol 13 Suppl, 1,52-56(2002);Itoら 、 Cancer 85, 2359-2367(19
99);Podhoreckaら 、 Leuk Res 26,657-660(2002);Tatsumiら 、 J Exp Med 196,619-628(200
2);Agarwalら 、 Immunol Invest 32,17-30(2003);Smythら 、 Ann Surg Oncol 10,455-462(2
003);Contastaら 、 Cancer Biother Radiopharm 18,549-557(2003);Lauerovaら 、 Neoplasm
a49:159-166(2002)） 。 サ イ ト カ イ ン が Thlプ ロ フ ァ イ ル へ シ フ ト す る 逆 転 (Reversing)は
、 Ｔ 細 胞 の 抗 腫 瘍 効 果 を 増 強 す る こ と を 示 し た （ 参 照 Winterら 、 Immunology108:409-419(
2003);Inagawaら 、 Anticancer Res18,3957-3964(1998)） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Th1か ら Th2へ の Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 の サ イ ト カ イ ン 発 現 を 引 き 起 こ す 腫 瘍 細 胞 の 能 力 の 基 礎
と な る 機 構 は 、 Ｉ Ｉ － １ ０ 又 は Ｔ Ｇ Ｆ － β 等 の サ イ ト カ イ ン の 分 泌 及 び 、 免 疫 系 細 胞 と 相
互 作 用 す る 表 面 分 子 の 発 現 を 含 む 。 OX-2/CD200は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 分
子 と 高 度 の ホ モ ロ ジ ー を 有 す る 樹 状 細 胞 の 表 面 上 に 発 現 し た 分 子 で あ り 、 免 疫 抑 制 に 関 係
し (Gorczynskiら 、 Transplantation 65,1106-1114(1998))、 OX-2/CD200－ 発 現 細 胞 は Th1
サ イ ト カ イ ン 製 造 の 刺 激 を 阻 害 で き る 証 拠 が 示 さ れ た 。 Gorczinskiら は マ ウ ス モ デ ル に お
い て 、 OX-2/CD200Ｆ ｃ の 注 入 投 与 は 、 白 血 病 腫 瘍 細 胞 を 使 用 し た 動 物 モ デ ル 中 で 腫 瘍 細 胞
の 拒 絶 （ 反 応 ） を 抑 制 す る こ と を 示 し た (Clin Exp Immunol 126,220-229(2001))。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Mohammadら 、 (1996)Leukemia 10(1)： 130－ 7
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Kianiら 、 Haematologica 88,754-761(2003)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Maggioら 、 Ann Oncol 13 Suppl, 1,52-56(2002)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Itoら 、 Cancer 85, 2359-2367(1999)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Podhoreckaら 、 Leuk Res 26,657-660(2002)
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Tatsumiら 、 J Exp Med 196,619-628(2002)
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Agarwalら 、 Immunol Invest 32,17-30(2003)
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Smythら 、 Ann Surg Oncol 10,455-462(2003)
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Contastaら 、 Cancer Biother Radiopharm 18,549-557(2003)
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Lauerovaら 、 Neoplasma 49、 159-166(2002)
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Winterら 、 Immunology 108、 409-419(2003)
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Inagawaら 、 Anticancer Res18,3957-3964(1998)
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Gorczynskiら 、 Transplantation 65,1106-1114(1998)
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Clin Exp Immunol 126,220-229(2001)
【 発 明 の 開 示 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 癌 又 は CLLの 罹 患 患 者 の 、 特 に Ｔ 細 胞 の 活 性 を 強 化 す る こ と の 出 来 る 範 囲 ま で 改 良 さ れ
た 治 療 方 法 が 求 め ら れ て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　
　 本 発 明 は 例 え ば 、 Ｅ Ｂ Ｖ に よ る 不 死 化 に よ っ て は 確 立 さ れ て い な い 、 悪 性 起 源 の CLL細
胞 系 を 提 供 す る 。 上 記 細 胞 系 は 原 発 性 CLL細 胞 に 由 来 し 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ９
２ ０ と し て 寄 託 さ れ た 。 好 ま し く は 、 こ の 細 胞 系 は CLL-AATで あ る 。 CLL-AATは 、 B-CLL原
発 性 細 胞 由 来 の B-CLL細 胞 系 で あ る 。
　 更 に 、 こ の CLL-AAT細 胞 系 は 、 CLLの 診 断 及 び ／ 又 は 治 療 に 有 用 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
作 成 に 使 用 さ れ る 。 抗 体 は こ こ で 免 疫 原 と し て 開 示 さ れ た 細 胞 を 使 用 し て 作 成 さ れ 、 そ の
結 果 そ れ か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 単 離 さ れ る 動 物 中 の 免 疫 反 応 を 引 き 起 こ す 。 こ れ ら 抗
体 の 配 列 が 決 定 で き 、 抗 体 又 は そ れ ら の 変 異 体 は 組 み 換 え 型 技 術 に よ り 作 成 で き る 。 こ こ
で 「 変 異 体 」 と は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 配 列 を 基 礎 と す る 、 キ メ ラ 抗 体 、 Ｃ Ｄ Ｒ （ 相 補
性 決 定 領 域 ） － グ ラ フ ト 化 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 及 び 完 全 ヒ ト 抗 体 を 含 む 。
　 更 に 、 組 み 換 え 型 ラ イ ブ ラ リ ー （ フ ァ ー ジ 抗 体 ） 由 来 の 抗 体 は 、 標 的 特 異 性 を 利 用 し て
抗 体 を 単 離 す る た め の 対 象 物 と し て 、 こ こ で 記 載 さ れ た 細 胞 又 は そ れ ら 由 来 の ポ リ ペ プ チ
ド を 使 用 し て 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 で は 又 、 抗 体 は 、 原 発 性 CLL細 胞 又 は そ れ ら 由 来 の 抗 原 を 使 用 し て 抗 体 ラ イ ブ ラ
リ ー を パ ン ニ ン グ し て 生 産 で き 、 更 に 、 例 え ば こ こ で 記 載 さ れ た CLL細 胞 系 等 の CLL細 胞 系
を 使 用 し て 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 及 び ／ 又 は 特 徴 付 け ら れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 抗 体 の
CLL細 胞 系 へ の 結 合 の 評 価 を 含 む 、 CLLに 特 異 的 な 抗 体 を 特 徴 付 け る 方 法 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 で は 又 、 免 疫 沈 降 及 び そ の 後 の 質 量 分 光 分 析 等 の 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 、 CL
L-AAT細 胞 系 を 使 用 し て CLL細 胞 中 で 特 異 的 に 発 現 し た 蛋 白 質 の 特 定 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ
ら の 蛋 白 質 は 、 CLL-AAT細 胞 系 中 又 は CLL患 者 由 来 の 原 発 性 細 胞 中 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー （ 多 く の も の が 市 場 で 入 手 可 能 で あ る ） は 、 細 胞 の 成 長 特 性 を 調 整
可 能 な 試 薬 を 特 定 す る た め に 、 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ 中 で CLL-AAT細 胞 系 を 使 用 し て ス ク
リ ー ニ ン グ さ れ る 。 例 え ば 、 CLL-AAT細 胞 系 中 の ア ポ ト ー シ ス を 調 節 し 、 又 は そ れ ら の 成
長 及 び ／ 又 は 増 殖 を 阻 害 す る 試 薬 が 特 定 さ れ る 。 こ れ ら 試 薬 は 、 治 療 用 化 合 物 の 開 発 用 候
補 で あ る 。
　 CLL-AAT細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 CLL特 異 的 遺 伝 子 を 特 定 す る 減 法 (subtractive)
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 中 で 、 又 は マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 チ ッ プ 実 験
） 中 で 使 用 で き る 。 そ の 転 写 が CLL細 胞 中 で 調 節 さ れ る 遺 伝 子 が 特 定 で き る 。 こ の 方 法 で
特 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 遺 伝 子 生 成 物 は 、 抗 体 の 発 達 又 は CLL用 の 小 分 子 治 療 法
へ の 指 標 と し て 使 用 で き る 。
　 好 ま し く は 、 CLL-AAT細 胞 系 は 、 細 胞 に よ り 内 在 化 さ れ た 細 胞 表 面 成 分 へ 結 合 す る 内 在
性 抗 体 を 特 定 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら 抗 体 は 治 療 用 用 途 の 候 補 で あ る 。 特 に 、 細 胞
質 中 に 安 定 し て 留 ま っ て 、 細 胞 内 結 合 活 性 を 保 持 す る 単 鎖 抗 体 が こ の 方 法 で ス ク リ ー ニ ン
グ さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 又 、 患 者 は 悪 性 癌 細 胞 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を
ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 代 謝 経 路 を 抑 制 す る 抗 体
を 患 者 へ 投 与 さ れ る 治 療 用 処 置 に 関 す る 。
　 本 発 明 は 更 に 、 OX-2/CD200が 被 験 者 中 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か が 決 定 さ れ 、 そ う
で あ れ ば 、 被 験 者 へ OX-2/CD200へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る 方 法 に 関 す る 。 例 え ば
、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド は OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 し て も よ い 。
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　 本 発 明 の 方 法 は 又 、 OX-2/CD200又 は OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を そ
の 病 状 を 示 す 被 験 者 へ 投 与 す る こ と に よ り 、 被 験 者 中 の OX-2/CD200が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト
さ れ る 症 状 を 治 療 す る た め に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 こ れ ら 方 法 に よ り 治 療 さ れ る 病 状 と し
て 、 癌 、 特 に CLLが 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　
　 図 １ は 、 磁 気 活 性 化 細 胞 分 離 （ Ｍ Ａ Ｃ Ｓ ） に よ る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 細 胞 表 面 パ ン ニ ン
グ 中 に 含 ま れ る 代 表 的 ス テ ッ プ を 概 略 的 に 図 示 す る 。
　 図 ２ は 、 選 択 さ れ た scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 へ の 結 合 の 存 在 及 び 正 常 ヒ ト Ｐ
Ｂ Ｍ Ｃ へ の 結 合 の 不 在 を 示 す 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 こ の 図 及 び 他 の
図 中 の 表 示 「 ２ ° ＋ ３ ° 」 は 、 マ ウ ス 抗 － Ｈ Ａ で 染 色 さ れ 、 抗 マ ウ ス 抗 体 単 独 を 検 知 す る
陰 性 コ ン ト ロ ー ル ウ ェ ル を 示 す 。 こ の 図 及 び 他 の 図 中 の 表 示 「 Ｒ Ｓ Ｃ － Ｓ ラ イ ブ ラ リ ー 」
は 、 オ リ ジ ナ ル ウ サ ギ scFvパ ン ニ ン グ さ れ な い ラ イ ブ ラ リ ー か ら 作 成 さ れ た 可 溶 性 抗 体 を
言 う 。 こ の 図 及 び 他 の 図 中 の 表 示 「 Ｒ ３ ／ Ｒ Ｓ Ｃ － Ｓ プ ー ル 」 は 、 パ ン ニ ン グ の 第 ３ 回 目
か ら 得 ら れ る scFv抗 体 の 完 全 な プ ー ル か ら 作 成 さ れ た 可 溶 性 抗 体 を 言 う 。 抗 － Ｃ Ｄ ５ 抗 体
を 確 認 の た め の 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し 、 同 数 の B-CLL及 び Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細 胞 を そ れ ぞ
れ の ウ ェ ル 中 に プ レ ー ト し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 図 ３ ａ 及 び ３ ｂ は 、 選 択 さ れ た scFv抗 体 の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 、 及 び 正 常 原 発 性 ヒ ト Ｂ
細 胞 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。 抗 － Ｃ Ｄ １ ９ 抗 体 を 、 同 数 の B-CLL
及 び 正 常 Ｂ 細 胞 が そ れ ぞ れ の ウ ェ ル 中 に プ レ ー ト さ れ た か の 確 認 の た め の 陽 性 コ ン ト ロ ー
ル と し て 使 用 し た 。 他 の コ ン ト ロ ー ル は 、 図 ２ で の 説 明 で 記 載 さ れ た と お り で あ る 。
　 図 ４ ａ 及 び ４ ｂ は 、 scFvク ロ ー ン が 患 者 特 異 的 （ 即 ち イ デ ィ オ タ イ プ ） 又 は 血 液 タ イ プ
特 異 的 （ 即 ち Ｈ Ｌ Ａ ） に 抗 原 へ 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る 全 細 胞 ELISA
の 結 果 を 示 す 。 そ れ ぞ れ の ク ロ ー ン を 、 ３ 人 の 異 な る B-CLL患 者 か ら 単 離 さ れ た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ
へ 結 合 す る か 試 験 し た 。 １ の 患 者 サ ン プ ル へ 結 合 す る ク ロ ー ン は 、 患 者 特 異 的 又 は 血 液 タ
イ プ 特 異 的 で あ る と 見 な さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 図 ５ ａ 及 び ５ ｂ は 、 scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 及 び ３ 種 の ヒ ト 白 血 病 細 胞 系 へ
の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。 「 Ｒ ａ ｍ ｏ ｓ 」 は 、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫
由 来 の 成 熟 Ｂ 細 胞 系 で あ る 。 「 Ｒ Ｌ 」 は 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 由 来 の 成 熟 Ｂ 細 胞 系 で あ る
。 「 Ｔ Ｆ － １ 」 は 、 赤 白 血 病 由 来 の 赤 芽 球 症 細 胞 系 で あ る 。
　 図 ６ ａ 、 ６ ｂ 及 び ６ ｃ は 、 scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 及 び CLL-AAT、 B-CLL患 者
由 来 の 細 胞 系 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。 Ｔ Ｆ － １ 細 胞 は 、 陰 性 コ
ン ト ロ ー ル と し て 含 ま れ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 図 ７ は 、 ３ 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 分 析 し た 、 本 発 明 の scFv抗 体 の 結 合 特 異 性 を
示 す 。 正 常 末 梢 血 単 核 球 中 で 、 scFv-9に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 は 、 Ｂ リ ン パ 球 上 で 中 程 度 に
発 現 し 、 Ｔ リ ン パ 球 の 部 分 母 集 団 上 で 弱 く 発 現 す る 。 正 常 ド ナ ー か ら の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を ３ 色 フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 、 抗 － Ｃ Ｄ ５ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 、 抗 － Ｃ Ｄ １ ９ － Ｐ ｅ ｒ Ｃ Ｐ 、 及 び sc
Fv-9／ 抗 － Ｈ Ａ － ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Ｓ Ａ ） － Ｐ Ｅ を 使 用 し て 分 析 し た 。 Ｆ
Ｌ ２ は scFv-9／ Ｈ Ａ － ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Ｓ Ａ ） － Ｐ Ｅ 、 Ｆ Ｌ １ は Ｃ Ｄ ５ －
Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 、 Ｆ Ｌ ３ は Ｃ Ｄ １ ９ － Ｐ ｅ ｒ Ｃ Ｐ を 表 す 。
　 図 ８ ａ 、 ８ ｂ 及 び ８ ｃ は 、 本 発 明 の scFv抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 の 発 現 レ ベ ル を 示 す
。 scFv-3及 び scFv-9に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 は 、 そ こ か ら CLL-AAT細 胞 系 が 由 来 す る 原 発 性 C
LL腫 瘍 上 で 過 発 現 す る 。 CLL-AAT細 胞 系 を 構 築 す る た め に 使 用 さ れ た CLL患 者 か ら の 原 発 性
Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 、 又 は 正 常 ド ナ ー か ら の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を scFv抗 体 で 染 色 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で
分 析 し た 。 ScFv－ ３ 及 び scFv-9は 、 CLL細 胞 を 平 均 蛍 光 輝 度 に よ り 測 定 す る と 正 常 Ｐ Ｂ Ｍ
Ｃ よ り も 明 る く 染 色 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 図 ９ ａ 及 び ９ ｂ は 、 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 の 概 要 （ 表 １ ） 及 び 選 択 さ れ た scFv抗 体 の 結 合 特 異 性 を
示 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 １ ０ は 、 正 常 PBMCと 比 較 し た 、 図 ８ ａ ～ ８ ｃ に 記 載 さ れ て い る 原 発 性 CLL細 胞 で の scF
v抗 原 の 発 現 レ ベ ル の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 結 果 の 概 要 を 示 す 表 ２ で あ る 。 抗 原 及 び CLL/P
BMC比 を 示 す 。
　 図 １ １ は 、 １ ０ 人 の CLL患 者 か ら 単 離 さ れ た 末 梢 血 単 核 球 上 で の 、 scFv-9抗 原 と CD38 + 細
胞 の 発 現 レ ベ ル 割 合 を 比 較 し た 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 結 果 の 概 要 を 示 す 表 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 図 １ ２ は 、 免 疫 沈 降 及 び 質 量 分 析 法 に よ る scFv抗 原 の 特 定 を 示 す 。 CLL-AAT細 胞 を ０ ．
５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ス ル ホ － Ｎ Ｈ Ｓ － Ｌ Ｃ － ビ オ チ ン （ Pierce社 製 ） の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ０
） で ３ ０ 分 標 識 し た 。 未 反 応 の ビ オ チ ン を 除 去 す る た め に Ｐ Ｂ Ｓ で 充 分 洗 浄 後 、 細 胞 を 窒
素 キ ャ ビ テ ー シ ョ ン に よ り 分 解 し 、 ミ ク ロ ソ ー ム フ ラ ク シ ョ ン を 分 画 遠 心 分 離 に よ り 単 離
し た 。 ミ ク ロ ソ ー ム フ ラ ク シ ョ ン を NP40 Lysis バ ッ フ ァ 中 で 再 懸 濁 し 、 正 常 ウ サ ギ 血 清
及 び プ ロ テ イ ン Asepharoseを 使 用 し て 予 め 充 分 に 精 製 し た (precleared)。 抗 原 を ラ ッ ト 抗
－ Ｈ Ａ ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ （ Roche社 製 ） と 結 合 し た Ｈ Ａ － 標 識 化 scFv抗 体 で 免 疫 沈 降 し た
。 免 疫 沈 降 の 次 に 、 抗 原 を SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｐ ） を 使 用 し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 、 又 は ク マ シ ー G-250染 色 に よ
り 検 出 し た 。 CLL-AAT細 胞 へ 結 合 し な い 抗 体 で あ る ScFv－ ７ を 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 使
用 し た 。 抗 原 帯 を ク マ シ ー 染 色 さ れ た ゲ ル か ら 切 除 し 、 質 量 分 析 法 （ Ｍ Ｓ ） に よ り 特 定 し
た 。 MALDI－ MSは the Proteomics Core Facility of The Scripps 研 究 所 (ラ ホ ー ヤ 、 CA)
で 実 施 し た 。 μ Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ を ハ ー バ ー ド 微 量 化 学 機 関 (ケ ン ブ リ ッ ジ 、 MA)で 実 施 し
た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 図 １ ３ は 、 ３ 種 の scFv抗 体 が ヒ ト OX-2/CD200ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト さ れ た ２ ９ ３ － Ｅ Ｂ Ｎ Ａ 細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 示 す 。 OX-2/CD200ｃ Ｄ Ｎ Ａ を
RT-PCR法 に よ り CLL細 胞 か ら ク ロ ー ン し 、 哺 乳 動 物 の 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ （ イ ン ビ ト
ロ ジ ェ ン 社 製 ） 中 へ 挿 入 し た 。 Ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ － Ｃ Ｄ ２ ０ ０ プ ラ ス ミ ド 又 は 対 応 す る エ ン プ テ
ィ ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ を 「 Polyfect」 試 薬 （ QIAGEN社 製 ） を 使 用 し て ２ ９ ３ － Ｅ Ｂ Ｎ Ａ 細
胞 中 へ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ２ 日 後 、 細 胞 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー に よ り scFv抗 体 へ の 結 合 を 分 析 し た 。
　 図 １ ４ は 、 OX-2/CD200ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の 存 在 は 、 IL－ ２ 及 び IFN－ γ 等 の Th1サ イ
ト カ イ ン の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 生 じ る こ と を 示 し た 。 抗 － OX-2/CD200抗 体 の ３ ０ μ
ｇ ／ ｍ ｌ で の 添 加 は Th1応 答 を 完 全 に 修 復 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 図 １ ５ は 、 混 合 リ ン パ 球 反 応 中 の CLL細 胞 の 存 在 は 、 IL－ ２ へ の Th1応 答 の ダ ウ ン レ ギ ュ
レ ー シ ョ ン を 生 じ た こ と を 示 す 。
　 図 １ ６ は 、 混 合 リ ン パ 球 反 応 中 の CLL細 胞 の 存 在 は 、 IFN－ γ へ の Th1応 答 の ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン を 生 じ た こ と を 示 す 。
　 図 １ ７ Ａ 及 び Ｂ は 、 ヒ ト （ 細 胞 ） の 存 在 又 は 不 存 在 の い ず れ か で 、 ４ × １ ０ 6 RAJI細 胞
を 皮 下 注 射 し た 全 て の 群 の Ｎ Ｏ Ｄ ／ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス の 腫 瘍 体 積 の 平 均 ＋ ／ － Ｓ Ｄ を 示 す 。
　 図 １ ８ は 、 ２ 種 の パ ラ メ ト リ ッ ク 検 定 （ ス チ ュ ー デ ン ト ｔ － 法 及 び Welch法 ） 並 び に １
種 の ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク 検 定 、 Wilcox法 を 使 用 し て 実 施 し た 統 計 的 分 析 の 結 果 を 示 す 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　
　 本 発 明 で は 、 被 験 者 中 で OX-2/CD200が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か を 決 定 し 、 そ の 場 合
に は 被 験 者 へ OX-2/CD200へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る 方 法 を 開 示 す る 。 一 般 的 に 、
本 発 明 で 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 公 知 の 複 数 の 異 な る 技 術 を 使 用 し て 構 成 で
き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 化 学 的 合 成 に よ り 得 ら れ る 。 又 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は
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抗 体 で も よ く 、 １ 以 上 の 抗 体 の １ 又 は 数 個 の フ ラ グ メ ン ト か ら 構 成 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 CLL細 胞 系 か ら 得 ら れ る 。 こ
こ で 使 用 さ れ る 「 CLL」 は 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い が 、 Ｂ 細 胞 CLL（ B-CLL） 等 の
Ｂ 細 胞 及 び Ｔ 細 胞 の 種 々 の 発 生 段 階 を 含 む い ず れ か の リ ン パ 球 等 の 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 を
い う 。 こ こ で 使 用 さ れ る B-CLLは 、 Ｃ Ｄ ５ + 、 Ｃ Ｄ ２ ３ + 、 Ｃ Ｄ ２ ０ d i m + 、 ｓ Ｉ ｇ d i m + で あ
り 、 細 胞 サ イ ク ル の Ｇ ０ ／ Ｇ １ 中 で 捕 捉 さ れ た 成 熟 Ｂ 細 胞 表 現 型 を 有 す る 白 血 病 を 言 う 。
本 発 明 で は 又 、 CLL細 胞 系 は 、 癌 及 び CLL等 の 、 OX-2/CD200が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 症
状 の 診 断 及 び ／ 又 は 治 療 に 有 用 な 抗 体 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 作 成 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 「 抗 体 」 は 、 選 択 さ れ た 標 的 へ 結 合 可 能 な 完 全 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト を 言 う 。 例 示 と し て 挙 げ ら れ る の は 、 Fv、 scFv、 Fab’ 及 び F(ab’ )2、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 設 計 さ れ た 抗 体 （ キ メ ラ の 、 Ｃ Ｄ Ｒ － グ ラ フ ト さ れ た 、
ヒ ト 化 、 完 全 な ヒ ト 抗 体 、 及 び 人 工 的 に 選 択 さ れ た 抗 体 を 含 む ） 、 並 び に フ ァ ー ジ デ ィ ス
プ レ イ 又 は 代 わ り の 技 術 を 使 用 し て 作 成 さ れ た 合 成 的 又 は 半 合 成 的 抗 体 で あ る 。 Ｆ ｖ 及 び
scFv等 の 小 フ ラ グ メ ン ト は 、 そ れ ら の 小 サ イ ズ 及 び そ の 結 果 の 優 れ た 組 織 分 布 性 の た め に
診 断 用 及 び 治 療 用 応 用 に 有 利 な 性 質 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は 抗 体 は 、 特 に 診 断 用 及 び 治 療 用 応 用 の た め に
示 さ れ た 。 従 っ て 、 そ れ ら は 毒 素 又 は 標 識 等 の エ フ ェ ク タ ー 蛋 白 質 で 変 容 さ れ る 。 好 ま し
く は 、 in vivoで の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 の 分 布 の 画 像 化 を 可 能 と す る 標 識 で あ る 。 こ れ
ら の 標 識 は 、 金 属 粒 子 等 の 放 射 性 標 識 又 は 放 射 線 不 透 過 性 標 識 で も よ く 、 そ れ ら は 容 易 に
患 者 の 体 内 中 で 画 像 化 で き る 。 更 に 、 標 識 は 、 蛍 光 性 標 識 又 は 、 患 者 か ら 取 り 出 さ れ た 組
織 サ ン プ ル に お い て 画 像 化 で き る 他 の 標 識 で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 抗 体 は 、 こ こ で 免 疫 原 と し て 開 示 さ れ た 細 胞 を 使 用 し て 作 成 さ れ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
が 単 離 で き る 動 物 中 の 免 疫 反 応 を 引 き 起 こ す 。 こ れ ら 抗 体 の 配 列 は 決 定 さ れ 、 抗 体 又 は そ
の 変 異 体 が 組 み 換 え 型 技 術 に よ り 作 成 で き る 。 こ こ で 「 変 異 体 」 と は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 配 列 を 基 礎 と す る 、 キ メ ラ 化 、 Ｃ Ｄ Ｒ － グ ラ フ ト 化 、 ヒ ト 化 及 び 完 全 な ヒ ト 抗 体 、 並
び に OX-2/CD200へ 結 合 で き る ポ リ ペ プ チ ド を い う 。
　 更 に 、 組 み 換 え 型 ラ イ ブ ラ リ ー （ フ ァ ー ジ 抗 体 ） 由 来 の 抗 体 は 、 標 的 特 異 性 を 利 用 し て
抗 体 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る た め の 対 象 と し て 、 こ こ で 記 載 さ れ た 細 胞 又 は そ れ ら
由 来 の ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し て 、 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 で は 又 、 抗 体 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 原 発 性 CLL細 胞 又 は そ れ ら 由 来 の 抗 原 を 使 用
し て 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を パ ン ニ ン グ し て 生 産 で き 、 更 に 、 例 え ば 上 記 CLL細 胞 系 等 の CLL細
胞 系 を 使 用 し て 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 、 及 び ／ 又 は 特 徴 付 け ら れ て も よ い 。 従 っ て 、 本 発
明 は CLLに 特 異 的 な 抗 体 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 特 徴 付 け る 方 法 を 提 供 し 、 そ の 方 法 は 抗 体 又
は ポ リ ペ プ チ ド の CLL細 胞 系 へ の 結 合 の 評 価 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　
　 細 胞 系 は 、 当 業 者 に 公 知 の 確 立 し た 方 法 に 従 い 作 成 で き る 。 一 般 的 に 、 細 胞 系 は 、 患 者
由 来 の 原 発 性 細 胞 を 不 死 化 細 胞 が 自 然 に 培 養 物 中 に 生 じ る ま で 培 養 し て 作 成 す る 。 こ れ ら
細 胞 を 次 に 単 離 し 、 更 に 培 養 し て ク ロ ー ン 細 胞 母 集 団 又 は ア ポ ト ー シ ス 耐 性 を 示 す 細 胞 を
作 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 例 え ば 、 CLL細 胞 は 、 CLL患 者 か ら 採 取 さ れ た 末 梢 血 か ら 単 離 さ れ て も よ い 。 細 胞 は 洗 浄
さ れ 、 存 在 す る 細 胞 の 型 を 決 定 す る た め に 、 任 意 で 免 疫 型 が 決 定 さ れ る 。 次 に 、 細 胞 は IL
－ ４ 含 有 媒 体 等 の 媒 体 中 で 培 養 さ れ て も よ い 。 好 ま し く は 媒 体 の 全 部 又 は 一 部 は 、 培 養 プ
ロ セ ス 中 で １ 以 上 の 回 数 で 交 換 さ れ る 。 そ し て 細 胞 系 が 単 離 さ れ 、 培 養 物 中 の 成 長 増 加 に
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よ り 特 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 で は 又 、 Ｅ Ｂ Ｖ に よ る 不 死 化 で は 確 立 さ れ て い な い 悪 性 起 源 の CLL細 胞 系 も 提 供
さ れ る 。 「 悪 性 起 源 」 は 、 例 え ば Ｅ Ｂ Ｖ で 形 質 転 換 し た 非 増 殖 性 細 胞 と は 異 な る 、 悪 性 CL
L原 発 性 細 胞 か ら の 細 胞 系 の 派 生 物 を 言 う 。 本 発 明 で 使 用 で き る 細 胞 系 は 、 そ れ 自 身 の 表
現 型 は 悪 性 で も そ う で な く て も よ い 。 「 悪 性 」 表 現 型 を 有 す る CLL細 胞 は 、 基 質 媒 体 に 接
触 し て い な い 細 胞 成 長 を 包 含 し 、 細 胞 成 長 サ イ ク ル の 繰 り 返 し を 特 徴 と し 、 ア ポ ト ー シ ス
耐 性 を 示 す 。 原 発 性 CLL細 胞 由 来 の 細 胞 系 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ９ ２ ０ と し て
寄 託 さ れ た 。 好 ま し く は 、 細 胞 系 は CLL-AATで あ る 。 CLL-AATは 、 B-CLL原 発 性 細 胞 由 来 の B
-CLL細 胞 系 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 例 え ば 、 CLL細 胞 中 で 特 異 的 に 発 現 す る 蛋 白 質 は 、 免 疫 沈 降 及 び そ の 後 の 質 量 分 光 分 析
等 の 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 、 CLL-AAT細 胞 系 を 使 用 し て 特 定 さ れ る 。 こ れ ら 蛋 白 質 は
、 CLL-AAT細 胞 系 中 、 又 は CLL患 者 由 来 の 原 発 性 細 胞 中 で 特 異 的 に 発 現 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー （ 市 場 で 多 く の も の が 入 手 可 能 で あ る ） が 、 細 胞 の 成 長 特 性 を 調 整
可 能 な 試 薬 を 特 定 す る た め に 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ 中 で CLL-AAT細 胞 系 を 使 用 し て ス ク リ
ー ニ ン グ さ れ る 。 例 え ば 、 CLL-AAT細 胞 系 中 の ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る か 、 又 は そ れ ら の
成 長 及 び ／ 又 は 増 殖 を 阻 害 す る 試 薬 が 特 定 で き る 。 こ れ ら 試 薬 は 、 治 療 用 化 合 物 の 開 発 対
象 の 候 補 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 CLL-AAT細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 CLL特 異 的 遺 伝 子 を 特 定 す る 減 法 (subtractive)
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 中 で 、 又 は マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 （ 例 え ば 、 遺 伝 子 チ ッ プ 実 験
） 中 で 使 用 で き る 。 転 写 が CLL細 胞 中 で 調 節 さ れ る 遺 伝 子 が 、 特 定 で き る 。 こ の 方 法 で 特
定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 又 は 核 酸 遺 伝 子 製 品 は 、 抗 体 の 開 発 又 は CLL用 の 小 分 子 治 療 法 用 に
指 標 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 例 え ば 、 CLL-AAT細 胞 系 は 、 細 胞 表 面 成 分 へ 結 合 し 、 次 に 細 胞 に よ り 内 在 化 さ れ る 内 在
性 抗 体 を 特 定 す る た め に 使 用 で き る 。 こ れ ら 抗 体 は 治 療 用 製 品 の 候 補 で あ る 。 特 に 、 細 胞
質 中 に 安 定 し て 留 ま り 、 細 胞 内 結 合 活 性 を 保 持 す る 単 鎖 抗 体 が 、 こ の 方 法 で ス ク リ ー ニ ン
グ で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　
　 本 発 明 で 作 成 さ れ る 抗 体 を 改 良 す る た め に 、 組 み 換 え 型 Ｄ Ｎ Ａ 技 術 が 使 用 で き る 。 そ の
場 合 、 診 断 用 又 は 治 療 用 応 用 に お い て そ の 免 疫 原 性 を 減 少 さ せ る た め に 、 キ メ ラ 抗 体 を 構
成 で き る 。 更 に 、 免 疫 原 性 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ グ ラ フ ト 法 及 び 、 任 意 の 構 造 修 飾 に よ り 抗 体 を ヒ ト
化 し て 最 小 化 さ れ る 。 米 国 特 許 第 ５ ２ ２ ５ ５ ３ ９ 号 を 参 照 し 、 そ の 内 容 を こ こ で 資 料 と し
て 使 用 す る 。
　 抗 体 は 、 動 物 血 清 か ら 得 ら れ る か 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト の 場 合 は
細 胞 培 養 物 中 で 生 産 さ れ る 。 組 み 換 え 型 Ｄ Ｎ Ａ 技 術 が 、 細 菌 性 又 は 好 ま し く は 哺 乳 動 物 の
細 胞 培 養 物 中 で 確 立 さ れ た 手 順 に 従 い 、 抗 体 を 生 産 す る た め に 使 用 で き る 。 選 択 さ れ た 細
胞 培 養 系 は 、 好 ま し く 抗 体 生 成 物 を 分 泌 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 又 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 の 作 成 方 法 は 、 ホ ス ト 、 例 え ば E.coli、 又 は ハ イ ブ リ ッ ド ベ ク
タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 、 を 培 養 す る ス テ ッ プ を 含 む こ と も あ る 。 ベ ク タ ー は
、 適 切 な リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 中 で 抗 体 蛋 白 質 を エ ン コ ー ド す る 第 二 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 へ リ ン ク
し た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 第 一 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 へ 、 作 動 可 能 な よ う に リ ン ク し た
プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る 、 １ 以 上 の 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 。 次 に 抗 体 蛋 白 質 を 採 取 し 、 単 離
す る 。 任 意 で 、 発 現 カ セ ッ ト は 、 そ れ ぞ れ 個 々 に 適 切 な リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 中 で 作 動 可
能 な よ う に シ グ ナ ル ペ プ チ ド へ リ ン ク さ れ た 、 抗 体 蛋 白 質 を エ ン コ ー ド す る 、 ポ リ シ ス ト
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ロ ニ ッ ク 、 例 え ば バ イ シ ス ト ロ ニ ッ ク な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 へ 作 動 可 能 な よ う に リ ン ク し た プ ロ モ
ー タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 又 は 哺 乳 動 物 の ホ ス ト 細 胞 の in vitro増 殖 は 、 通 常 の 標 準 的 培 養 媒
体 （ 例 え ば 商 標 「 Dulbecco’ s Modified Eagle Medium (DMEM)又 は RPMI 1640 Medium」 ）
等 の 適 切 な 培 養 媒 体 中 で 行 わ れ 、 任 意 で 、 哺 乳 動 物 の 血 清 （ 例 え ば ウ シ 胎 仔 血 清 ） 、 又 は
微 量 元 素 及 び 成 長 維 持 用 補 充 剤 （ 例 え ば 正 常 マ ウ ス 腹 膜 性 滲 出 細 胞 、 脾 臓 細 胞 、 骨 髄 マ ク
ロ フ ァ ー ジ 等 の 支 持 細 胞 、 ２ － ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 イ ン シ ュ リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 低
比 重 リ ポ 蛋 白 、 オ レ イ ン 酸 等 ） を 補 充 し て も よ い 。 細 菌 細 胞 又 は 酵 母 菌 で あ る ホ ス ト 細 胞
の 増 殖 は 、 公 知 の 適 切 な 培 養 媒 体 中 で 同 様 に 実 施 で き る 。 例 え ば 、 細 菌 用 の 適 切 な 培 養 媒
体 と し て 、 Medium LE、 NZCYM、 NZYM、 NZM、 terrific broth、 SOB、 SOC、 2xyt、 又 は M9 Mi
nimal Medium が 挙 げ ら れ る 。 酵 母 用 の 適 切 な 培 養 媒 体 と し て 、 Medium YPD、 YEPD、 Minim
al Medium 、 又 は complete minimal dropout Mediumが 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 In vitro生 産 は 、 比 較 的 純 粋 な 抗 体 製 剤 を 提 供 し 、 規 模 拡 大 し て 大 量 の 目 的 と す る 抗 体
を 得 る こ と が 出 来 る 。 細 菌 細 胞 、 酵 母 、 植 物 、 又 は 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 技 術 は 公 知 で あ り
、 均 質 の 懸 濁 液 培 養 物 （ 例 え ば 、 気 泡 式 反 応 器 中 又 は 連 続 的 攪 拌 反 応 器 中 ） 、 及 び 固 定 化
し た 又 は 捕 捉 化 し た 細 胞 培 養 物 （ 例 え ば 、 中 空 繊 維 中 、 マ イ ク ロ カ プ 細 胞 中 、 ア ガ ロ ー ス
マ イ ク ロ ビ ー ズ 上 又 は 磁 器 カ ー ト リ ッ ジ 上 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 大 量 の 目 的 と す る 抗 体 も 又 、 哺 乳 動 物 細 胞 の in vivo増 殖 に よ り 得 る こ と が で き る 。 こ
の 目 的 の た め 、 目 的 と す る 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 組 織 適 合 性 哺 乳 動 物 中
に 注 射 し 、 抗 体 生 産 腫 瘍 の 成 長 を 引 き 起 こ す 。 任 意 で 、 動 物 は 注 射 前 に 炭 化 水 素 、 特 に プ
リ ス タ ン （ テ ト ラ メ チ ル － ペ ン タ デ カ ン ） 等 の 鉱 物 油 を 予 め 投 与 し た (primed)。 １ ～ ３ 週
間 後 、 抗 体 は こ れ ら 哺 乳 動 物 の 体 液 か ら 単 離 さ れ る 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 適
切 な 骨 髄 腫 細 胞 を 、 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス か ら の 抗 体 生 産 脾 臓 細 胞 と の 融 合 、 又 は 目 的 と す
る 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 Ｓ ｐ ２ ／ ０ 由 来 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 、
に よ り 得 ら れ 、 任 意 で pristineで 予 備 処 理 し た Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス へ 腹 膜 内 注 射 し た 。 １
～ ２ 週 間 後 、 腹 水 流 体 が 上 記 動 物 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 上 記 及 び 他 の 技 術 は 、 下 記 試 料 に 記 載 さ れ て い る ： 例 え ば 、 Kohler及 び Milstein、 (197
5)Nature256,495-497;米 国 特 許 第 4376110号 ;Harlow及 び Lane、 Antibodies:Laboratory Ma
nual、 (1988)Cold Spring Harborで あ り 、 そ れ ら の 全 て の 開 示 を こ こ で 資 料 と し て 使 用 す
る 。 組 み 換 え 型 抗 体 分 子 の 製 造 技 術 は 、 上 記 資 料 及 び 例 え ば 下 記 に 記 載 さ れ て い る :国 際
公 開 WO97/08320号 ;米 国 特 許 第 5427908号 ;米 国 特 許 第 5508717号 ;Smith、 1985、 Science、 V
ol.225、 pp1315-1317;Parmley及 び Smith1988、 Gene 73、 pp305-318;De La Cruzら 、 1988
、 Journal of Biological Chemistry、 263pp4318-4322;米 国 特 許 第 5403484号 ;米 国 特 許 第
5223409号 ;国 際 公 開 WO88/06630号 ;国 際 公 開 WO92/15679号 ;米 国 特 許 第 5780279号 ;米 国 特 許
第 5571698号 ;米 国 特 許 第 6040136号 ;Davisら 、 Cancer Metastasis Rev.、 1999,18(4):421-
5;Taylorら 、 Nucleic Acids Research20(1992), 6287-6295;Tomizukaら 、 Proc.Nat.Acade
my of Sciences USA 97(2)(2000);722-727。 こ れ ら 開 示 の 全 て を こ こ で 資 料 と し て 使 用 す
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 細 胞 培 養 物 上 澄 み は 、 好 ま し く は 、 CLL細 胞 の 免 疫 蛍 光 性 染 色 法 に よ り 、 免 疫 ブ ロ ッ ト
法 に よ り 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 又 は ド ッ ト ア ッ セ イ 等 の 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 、 又 は 放 射 性
免 疫 ア ッ セ イ に よ り 目 的 と す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
　 抗 体 の 単 離 用 に 、 培 養 物 上 澄 み 中 又 は 腹 水 流 体 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 、 例 え ば ア ン モ ニ
ウ ム 硫 酸 塩 で の 沈 殿 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 吸 湿 性 材 料 に 対 す る 透 析 、 選 択 膜 を 通
す ろ 過 等 に よ り 濃 縮 さ れ て も よ い 。 必 要 な 場 合 及 び ／ 又 は 目 的 と す る 場 合 、 抗 体 は 、 通 常
の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 、 例 え ば ゲ ル ろ 過 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-535471 A 2007.12.6



－ セ ル ロ ー ス で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び ／ 又 は （ 免 疫 ） ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 例 え ば 本 発 明 の CLL細 胞 系 由 来 の １ 以 上 の 表 面 ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 又 は プ ロ テ イ ン
－ Ａ 又 は Ｇ を 備 え た ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 又 、 細 胞 系 に 対 す る 抗 体 を 分 泌 す る 細 菌 細 胞 系 の 調 製 プ ロ セ ス を 提 供 し 、 そ れ
は ウ サ ギ 等 の 適 切 な 哺 乳 動 物 が 、 プ ー ル さ れ た CLL患 者 サ ン プ ル で 免 疫 化 さ れ る こ と に 特
徴 付 け ら れ る 。 免 疫 化 さ れ た ウ サ ギ か ら 生 産 さ れ る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー は
、 当 分 野 で 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 こ こ で 資 料 と し て 使 用 す る 種 々 の 資 料 中 に 開 示 さ れ た 方
法 ） に 従 い 構 築 さ れ 、 目 的 と す る 抗 体 を パ ン ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 も 又 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 好 ま
し い ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 遺 伝 子 的 に 安 定 で 、 上 記 目 的 と す る 特 異 性 の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 分 泌 し 、 急 速 冷 凍 培 養 物 か ら 解 凍 及 び 再 ク ロ ー ン 化 に よ り 活 性 化 出 来 る 。 本 発 明 は
又 、 CLL細 胞 系 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 作 成 す る
方 法 を 提 供 す る 。 こ の プ ロ セ ス 中 、 適 切 な 哺 乳 動 物 、 例 え ば Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス は 、 本 発
明 の 細 胞 、 そ れ 自 身 の 細 胞 系 、 又 は 上 記 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 抗 原 性 キ ャ リ
ア か ら 由 来 す る 、 １ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト で 免 疫 化 さ れ る
。 免 疫 化 さ れ た 哺 乳 動 物 の 抗 体 生 産 細 胞 は 、 一 時 的 に 培 養 物 中 で 増 殖 さ れ 、 又 は 適 切 な 骨
髄 腫 細 胞 系 の 細 胞 と 融 合 さ れ る 。 融 合 で 得 ら れ た ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 は ク ロ ー ン 化 さ れ 、 目
的 と す る 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 ク ロ ー ン が 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 細 胞 系 で 免 疫 化 し
た Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 が 、 骨 髄 腫 細 胞 系 Ｐ Ａ Ｉ 又 は 骨 髄 腫 細 胞 系 Ｓ ｐ ２ ／ ０ －
Ａ ｇ １ ４ の 細 胞 と 融 合 さ れ 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 は 目 的 と す る 抗 体 を 分 泌 す る か ス
ク リ ー ニ ン グ さ れ 、 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が ク ロ ー ン 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 好 ま し く は 、 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス が 、 本 発 明 の 細 胞 系 の １ ０ 6 ～ １ ０ 7 細 胞 を 、 数 回 、 例
え ば ４ ～ ６ 回 、 数 月 間 、 例 え ば ２ ～ ４ 月 間 の 皮 下 注 射 及 び ／ 又 は 腹 膜 内 注 射 に よ り 免 疫 化
さ れ る こ と を 特 徴 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 の 作 成 プ ロ セ ス で あ る 。 免 疫 化 さ れ た マ ウ
ス か ら の 脾 臓 細 胞 は 、 最 後 の 注 射 ２ ～ ４ 日 後 に 取 り 出 さ れ 、 融 合 プ ロ モ ー タ ー 、 好 ま し く
は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の 存 在 下 で 骨 髄 腫 細 胞 系 Ｐ Ａ Ｉ の 細 胞 と 融 合 さ れ る 。 好 ま し く
は 、 骨 髄 腫 細 胞 は 、 分 子 量 約 ４ ０ ０ ０ の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 約 ３ ０ ％ ～ 約 ５ ０ ％ を 含
有 す る 溶 液 中 で 、 ３ ～ １ ２ 倍 過 剰 の 、 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス か ら の 脾 臓 細 胞 と 融 合 さ れ る 。
融 合 後 、 細 胞 は 適 切 な 上 記 の 培 養 媒 体 中 で 膨 張 さ れ 、 正 常 骨 髄 腫 細 胞 を 目 的 と す る ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 へ の 過 度 の 成 長 か ら 防 止 す る た め に 、 選 択 培 地 、 例 え ば Ｈ Ａ Ｔ 培 地 を 一 定 の
間 隔 で 補 充 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 で は 更 に 、 本 発 明 の 細 胞 系 に 対 す る 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 及 び ／ 又 は 軽 鎖 可 変 領 域
を コ ー ド す る 挿 入 部 分 を 含 有 す る 組 み 換 え 型 Ｄ Ｎ Ａ が 生 産 さ れ る 。 用 語 Ｄ Ｎ Ａ は 、 コ ー デ
ィ ン グ 単 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 上 記 コ ー デ ィ ン グ Ｄ Ｎ Ａ 及 び そ の 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ か ら 構 成 さ れ る 二 重 鎖
Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は こ れ ら 相 補 的 （ 単 鎖 ） Ｄ Ｎ Ａ 自 身 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 更 に 、 本 発 明 の 細 胞 系 に 対 す る 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 及 び ／ 又 は 軽 鎖 可 変 領 域 を エ ン コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 酵 素 的 に 又 は 化 学 合 成 さ れ た 、 重 鎖 可 変 領 域 及 び ／ 又 は 軽 鎖 可 変 領 域 を
コ ー ド す る オ ー セ ン テ ィ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 又 は そ れ ら の 突 然 変 異 体 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ で も よ
い 。 オ ー セ ン テ ィ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ の 突 然 変 異 体 は 、 そ の 中 の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 落 す る か １
以 上 の 他 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ て い る 、 上 記 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 及 び ／ 又 は 軽 鎖 可 変 領 域
を エ ン コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 好 ま し く は 上 記 改 質 部 は 、 ヒ ト 化 及 び 発 現 最 適 化 適 用 に
お け る 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 及 び ／ 又 は 軽 鎖 可 変 領 域 の Ｃ Ｄ Ｒ の 外 側 に あ る 。 用 語 「 突 然 変
異 Ｄ Ｎ Ａ 」 は 又 、 １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 新 し い コ ド ン を 有 す
る 他 の ヌ ク レ オ チ ド で 置 換 さ れ て い る サ イ レ ン ト 突 然 変 異 体 を 含 む 。 用 語 「 突 然 変 異 配 列
」 は 又 、 縮 重 (degenerated)配 列 を 含 む 。 縮 重 配 列 は 、 無 制 限 の 数 の ヌ ク レ オ チ ド が 最 初
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に エ ン コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 を 生 じ ず に 他 の ヌ ク レ オ チ ド に よ り 置 換 さ れ て い
る 遺 伝 暗 号 の 意 味 の 範 囲 内 で 変 性 し て い る 。 こ れ ら 縮 重 配 列 は 、 重 鎖 ネ ズ ミ 可 変 領 域 及 び
／ 又 は 軽 鎖 ネ ズ ミ 可 変 領 域 の 最 適 の 発 現 を 得 る た め に 、 特 異 的 ホ ス ト 、 好 ま し く は E.coli
に 適 し て い る 、 そ れ ら の 異 な る 制 限 酵 素 認 識 部 位 及 び ／ 又 は 特 定 の コ ド ン の 頻 度 の た め に
有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 用 語 「 突 然 変 異 体 」 は 、 当 分 野 で 公 知 の 方 法 に 従 い オ ー セ ン テ ィ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ の in vitro
突 然 変 異 誘 発 に よ り 得 ら れ る Ｄ Ｎ Ａ 突 然 変 異 体 を 含 む こ と を 意 図 す る 。
　 完 全 四 分 割 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 組 み 立 て 及 び キ メ ラ 抗 体 の 発 現 の た め に 、 重 鎖 及 び
軽 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る 組 み 換 え 型 Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 部 分 は 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 定 常 領 域 を コ ー ド
す る 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ と 融 合 さ れ 、 次 に 例 え ば ハ イ ブ リ ッ ド ベ ク タ ー へ の 組 み 込 み 後 、 適 切
な ホ ス ト 細 胞 中 へ 転 移 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 又 、 ヒ ト 定 常 領 域 ｇ 、 例 え ば γ １ 、 γ ２ 、 γ ３ 又 は γ ４ 、 好 ま し く は γ １ 又 は
γ ４ へ 融 合 さ れ る 、 本 発 明 の 細 胞 系 に 対 す る 抗 体 の 重 鎖 ネ ズ ミ 可 変 領 域 を コ ー ド す る 挿 入
物 を 含 む 組 み 換 え 型 Ｄ Ｎ Ａ も 提 供 す る 。 又 本 発 明 は 、 ヒ ト 定 常 領 域 Ｋ 又 は λ 、 好 ま し く は
Ｋ へ 融 合 さ れ る 、 本 発 明 の 細 胞 系 に 対 す る 抗 体 の 軽 鎖 ネ ズ ミ 可 変 領 域 を コ ー ド す る 挿 入 物
を 含 む 組 み 換 え 型 Ｄ Ｎ Ａ も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は 又 、 重 鎖 可 変 領 域 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 は ス ペ ー サ ー グ ル ー プ に よ り リ ン ク さ れ て
お り 、 任 意 で ホ ス ト 細 胞 中 の 抗 体 の プ ロ セ シ ン グ を 促 進 す る シ グ ナ ル 配 列 、 及 び ／ 又 は 抗
体 の 精 製 を 促 進 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び ／ 又 は 切 断 部 位 、 及 び ／ 又 は ペ プ
チ ド ス ペ ー サ ー 及 び ／ 又 は エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 含 有 す る 、 組 み 換 え 型 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 組 み 換 え 型 Ｄ Ｎ Ａ に 関 す る 。
　 エ フ ェ ク タ ー 分 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 診 断 用 又 は 治 療 用 応 用 に 使 用 で き る エ フ ェ ク
タ ー 分 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で あ る こ と を 意 図 す る 。 従 っ て 、 毒 素 又 は 酵 素 、 特 に プ ロ ド
ラ ッ グ の 活 性 化 を 触 媒 で き る 酵 素 で あ る エ フ ェ ク タ ー 分 子 が 好 ま し い も の と し て 挙 げ ら れ
る 。 エ フ ェ ク タ ー 分 子 等 を エ ン コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｄ Ｎ Ａ を エ ン コ ー ド す る 天 然 酵 素 又
は 毒 素 の 配 列 、 又 は そ れ ら の 突 然 変 異 体 を 有 し 、 当 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 抗 体 及 び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 診 断 及 び 治 療 法 に 有 用 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の
抗 体 を 含 有 す る 治 療 法 又 は 診 断 用 組 成 物 も 提 供 さ れ る 。
　 診 断 用 組 成 物 の 場 合 、 抗 体 は 好 ま し く は 酵 素 、 蛍 光 性 、 放 射 性 同 位 体 又 は 他 の 手 段 で も
よ い 抗 体 検 出 手 段 と 共 に 提 供 さ れ る 。 抗 体 及 び 検 出 手 段 は 、 診 断 に 用 い ら れ る 診 断 用 キ ッ
ト 中 で の 同 時 、 分 離 的 又 は 逐 次 的 使 用 の た め に 提 供 さ れ る 。
　 上 記 開 示 は 抗 体 に 対 す る が 、 あ る 場 合 に は こ れ ら 抗 体 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド も 本 発 明 の 開
示 に 従 い 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　
　 CLL細 胞 系 の 開 発 に は 、 CLL、 癌 、 及 び 、 OX-2/CD200の レ ベ ル が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ
る 特 徴 を 有 す る 、 例 え ば 黒 色 腫 等 の 他 の 病 状 の 診 断 及 び 治 療 開 発 の た め の 重 要 な ツ ー ル を
提 供 す る よ う な 多 く の 利 点 が あ る 。
　 本 発 明 の 細 胞 系 は 、 CLL、 及 び OX-2/CD200の レ ベ ル が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 特 徴 を
有 す る 他 の 病 状 の 病 因 、 発 病 及 び 生 物 学 に 関 す る in vitro研 究 用 に 使 用 で き る 。 こ れ は こ
れ ら 疾 患 の 治 療 法 に 有 用 な 適 切 な 試 薬 の 特 定 を 補 助 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 細 胞 系 は 又 、 CLL、 癌 、 及 び 上 記 OX-2/CD200の レ ベ ル が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ
れ る 特 徴 を 有 す る 他 の 病 状 （ 例 え ば 、 黒 色 腫 ） の in vitro及 び in vivo診 断 用 、 並 び に 、
抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 原 発 性 細 胞 及 び ／ 又 は CLL患 者 由 来 の 抗 原 を 使 用 し て パ ン ニ ン グ す る
等 の 他 の 方 法 に よ り 生 産 さ れ た 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び ／ 又 は 分 析 用 ポ リ ペ プ チ ド 及 び
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／ 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る の に 使 用 で き る 。
　 本 発 明 の 細 胞 系 は こ の 様 に 使 用 で き 、 抗 原 は そ れ ら か ら 由 来 で き る 。 都 合 の 良 い こ と に
、 こ れ ら 抗 原 は 、 CLLに 特 異 的 な 細 胞 － 表 面 抗 原 で あ る 。 そ れ ら は 本 発 明 の 細 胞 系 か ら 直
接 に 単 離 で き る 。 一 方 、 本 発 明 の 細 胞 系 か ら 作 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は CLL
特 異 的 抗 原 の 発 現 に 使 用 で き 、 抗 － CLL抗 体 の 選 択 及 び 分 析 並 び に 新 規 な CLL特 異 的 抗 原 の
特 定 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 治 療 法 を 使 用 し た CLLの 治 療 が 当 分 野 で 提 案 さ れ た 。 近 年 、 Hainswo
rth (Oncologist 5(5)(2000)376-384)は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 由 来 の 最 新 の 治 療 法 を 示 し
た 。 特 に リ ン パ 性 白 血 病 は 、 リ ン パ 球 腫 瘍 上 の 複 数 の リ ン パ 球 特 異 的 抗 原 の 存 在 を 理 由 と
し て 、 こ の 治 療 用 ア プ ロ ー チ の 良 い 候 補 と な る と 考 え ら れ る 。
　 現 在 の 抗 体 治 療 法 （ B-リ ン パ 球 の 表 面 に 発 現 す る Ｃ Ｄ ２ ０ － 抗 原 に 対 す る RituximabTM
等 ） が 、 あ る 種 の リ ン パ 球 性 疾 患 に 対 し 成 功 し て 使 用 さ れ て い る 。 し か し 、 低 密 度 Ｃ Ｄ ２
０ 抗 原 が 、 CLL中 の B-リ ン パ 球 表 面 上 に 発 現 す る (Almasriら 、 Am.J.Hematol、 40(4)(1992)
259-263)。
　 従 っ て 、 本 発 明 の CLL細 胞 系 は 、 本 発 明 の CLL細 胞 系 の １ 以 上 の 抗 原 性 決 定 基 に 対 す る 特
異 性 を 有 す る 新 規 な 抗 － CLL抗 体 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 開 発 、 並 び に 、 CLL、 癌 、 及 び OX-2/C
D200の レ ベ ル が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 特 徴 を 有 す る 他 の 病 状 の 治 療 法 及 び 診 断 に お け
る そ れ ら の 使 用 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 抗 体 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 OX-2/CD200が 通 常 相 互 作 用 す る レ セ プ タ ー へ 結 合 し 、 そ の 結
果 、 OX-2/CD200の レ セ プ タ ー へ の 結 合 を 防 止 又 は 阻 害 す る 。 一 方 、 抗 体 は OX-2/CD200の 発
現 を 調 節 す る 抗 原 へ も 結 合 で き 、 そ の 結 果 OX-2/CD200の 正 常 な 又 は 増 加 し た 発 現 を 防 止 又
は 阻 害 で き る 。 OX-2/CD200の 存 在 は 免 疫 反 応 の 減 少 と 関 連 す る た め に 、 OX-2/CD200の 代 謝
経 路 を 抑 制 し て 、 患 者 の 免 疫 系 が 癌 又 は CLL等 の 病 状 を よ り 効 果 的 に 防 御 で き る よ う に す
る こ と が 望 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は OX-2/CD200へ 結 合 す る 。 例 え ば 、 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 OX-2/CD200へ 結 合 す る 抗 体 で も よ く 、 OX-2/CD200が 他 の 分 子 又 は レ
セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る こ と を 防 止 又 は 阻 害 す る 。 CLL細 胞 及 び 、 OX-2/CD200を 過 発 現 す
る 別 の 細 胞 は Th1サ イ ト カ イ ン の 製 造 を 非 常 に 減 少 さ せ る た め に 、 OX-2/CD200へ 結 合 す る
抗 － CD200抗 体 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た OX-2/CD200レ ベ ル を 有 す
る 被 験 者 へ の 投 与 は 、 Th1サ イ ト カ イ ン プ ロ フ ァ イ ル を 回 復 す る 。 従 っ て 、 こ れ ら ポ リ ペ
プ チ ド 及 び ／ 又 は 抗 体 は 、 CLL及 び 、 OX-2/CD200を 過 発 現 す る 他 の 癌 又 は 疾 患 の 治 療 に お
け る 治 療 用 試 薬 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 従 っ て 又 、 本 発 明 の 方 法 は 、 OX-2/CD200が 存 在 す る か 被 験 者 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ス テ
ッ プ 及 び OX-2/CD200へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 ス テ ッ プ を 含 有 し て も よ い 。 好 ま し い
実 施 態 様 で は 、 CLL患 者 は 過 OX-2/CD200の 発 現 を ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 、 OX-2/CD200へ 結 合
す る 抗 体 が 患 者 へ 投 与 さ れ る 。 下 記 に 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 、 こ れ ら 抗 体 の １ 種 は 、 OX
-2/CD200へ 結 合 す る scFv-9（ 参 照 図 ９ Ｂ ） で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 当 業 者 が 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 を よ り よ く 実 施 で き る よ う に 、 下 記 実 施 例 を 例 示 の た
め に 示 す 。
　 実 施 例 １ ：
　
　 CLLと 診 断 さ れ た 患 者 か ら 末 梢 血 を 得 た 。 Ｗ Ｂ Ｃ 値 は １ ． ６ × １ ０ 8 ／ ｍ ｌ だ っ た 。 単 核
球 を Histopaque-1077密 度 勾 配 遠 心 機 （ Sigma Diagnostics、 セ ン ト ル イ ス 、 MO)に よ り 単
離 し た 。 細 胞 を 、 １ ０ ％ 熱 不 活 性 化 胎 児 ウ シ 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） を 補 充 し た Iscove’ s Modifi
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ed Dulbecco’ s Medium (IMDM)で ２ 回 洗 浄 し 、 ５ ｍ ｌ の 氷 冷 Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ ／ １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 中 で
再 懸 濁 し た 。 生 存 細 胞 を ト リ パ ン ブ ル ー で 染 色 し て 計 測 し た 。 細 胞 を 同 体 積 の ８ ５ ％ Ｆ Ｂ
Ｓ ／ １ ５ ％ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ と 混 合 し 、 液 体 窒 素 中 で 貯 蔵 用 １ ｍ ｌ ア リ コ ー ト で 冷 凍 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 免 疫 表 現 型 は 、 ＞ ９ ０ ％ の Ｃ Ｄ ４ ５ ＋ リ ン パ 球 母 集 団 は 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 カ ッ パ 軽 鎖 、 Ｃ Ｄ ５
、 Ｃ Ｄ １ ９ 、 及 び Ｃ Ｄ ２ ３ を 発 現 し た こ と を 示 し た 。 こ の 母 集 団 も 又 低 レ ベ ル の Ｉ ｇ Ｍ 及
び Ｃ Ｄ ２ ０ を 発 現 し た 。 約 ５ ０ ％ の 細 胞 は 、 高 レ ベ ル の Ｃ Ｄ ３ ８ を 発 現 し た 。 細 胞 は 、 ラ
ム ダ 軽 鎖 、 Ｃ Ｄ １ ０ 及 び Ｃ Ｄ １ ３ ８ 陰 性 だ っ た 。 細 胞 の ア リ コ ー ト を 、 解 凍 し 、 洗 浄 し 、
２ ０ ％ 熱 不 活 性 化 Ｆ Ｂ Ｓ 、 ２ mMの Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ 単 位 ／ ｍ ｌ の ペ ニ シ リ ン 、 １ ０
０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 ５ ０ μ Ｍ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 及 び ５ ｎ ｇ
／ ｍ ｌ 組 み 換 え 型 ヒ ト IL－ ４ （ Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム ズ 社 製 、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 Ｍ Ｎ ） を 補 充 し た
密 度 １ ０ 7 ／ ｍ Ｌ で Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ で 再 懸 濁 さ れ た 。 細 胞 を ３ ７ ℃ 、 湿 性 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 雰 囲 気 中 で 培
養 し た 。 媒 体 を 安 定 し た 成 長 が 観 察 さ れ る ま で 部 分 的 に ４ 日 ご と に 交 換 し た 。 ５ 週 間 後 、
培 養 物 中 の 細 胞 数 は 、 約 ４ 日 毎 に 二 倍 に な り 始 め た 。 こ の 細 胞 系 を CLL-AATと し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 細 胞 系 の 免 疫 表 現 型 は 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 カ ッ パ 軽 鎖 、 Ｃ Ｄ ２ ３ 、
Ｃ Ｄ ３ ８ 、 及 び Ｃ Ｄ １ ３ ８ の 高 い 発 現 、 Ｃ Ｄ １ ９ 及 び Ｃ Ｄ ２ ０ の 中 程 度 の 発 現 、 並 び に Ｉ
ｇ Ｄ 及 び Ｃ Ｄ ５ の 弱 い 発 現 を 示 し た 。 細 胞 系 は 、 ラ ム ダ 軽 鎖 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ 、 及 び Ｃ Ｄ
１ ０ に 陰 性 だ っ た 。
　 細 胞 系 の 免 疫 表 現 型 決 定 も 又 、 原 発 性 B-CLL細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ た
ウ サ ギ scFv抗 体 の パ ネ ル を 使 用 し て 全 細 胞 ELISAに よ り 行 わ れ た 。 こ れ ら CLL特 異 的 scFv抗
体 の 全 て も 又 、 CLL-AAT細 胞 系 を 認 識 し た 。 反 対 に 、 scFvの 大 部 分 は 、 Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 由
来 の ２ 個 の 細 胞 系 （ Ramos、 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 細 胞 系 ） 及 び Ｒ Ｌ （ 非 ホ ジ キ ン 病 リ ン パ
腫 細 胞 系 ） へ は 結 合 し な か っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 実 施 例 ２ ：

　 末 梢 血 単 核 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） を 、 Scripps病 院 （ ラ ホ ー ヤ 、 Ｃ Ａ ） で CLL患 者 か ら 採 取 さ れ
た 血 液 か ら 単 離 し た 。 ２ 頭 の ウ サ ギ を 、 １ ０ 人 の 異 な る CLL患 者 ド ナ ー か ら プ ー ル さ れ た
２ × １ ０ 7 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ で 免 疫 化 し た 。 ３ 回 の 免 疫 化 （ ２ 回 の 皮 下 注 射 の 次 に １ 回 の 静 脈 内 注
射 ） を 、 ３ 週 間 間 隔 で 行 っ た 。 血 清 タ イ タ ー を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 使 用 し て 原 発 性 CL
L細 胞 へ の 血 清 Ｉ ｇ Ｇ の 結 合 を 測 定 す る こ と に よ り 調 査 し た 。 最 終 免 疫 化 ５ 日 後 、 脾 臓 、
骨 髄 、 及 び Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 動 物 か ら 採 取 し た 。 合 計 Ｒ Ｎ Ａ は 、 こ れ ら 組 織 か ら 商 品 名 Tri－ Rea
gent（ Molecular Research Center社 製 ） を 使 用 し て 単 離 し た 。 単 鎖 Fv(scFv)抗 体 フ ァ ー
ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 先 の 文 献 (Barbasら 、 (2001)フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ :「 実
験 マ ニ ュ ア ル 」 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 New Yor
k)記 載 の と お り に 構 築 し た 。 細 胞 表 面 パ ン ニ ン グ 用 に 、 再 増 幅 し た ラ イ ブ ラ リ ー か ら の フ
ァ ー ジ ミ ド 粒 子 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） で 沈 降 さ せ 、 １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ
ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） を 含 有 す る リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 中 に 再 懸 濁 し 、 一 晩 Ｐ Ｂ Ｓ に 対
し 透 析 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　
　 Siegelら (1997、 J.Immunol.Methods 206:73-85)が 記 載 し た よ う に 、 磁 気 細 胞 分 離 装 置
（ Ｍ Ａ Ｃ Ｓ ） で 陽 性 － 陰 性 の 選 択 に よ り 、 ラ イ ブ ラ リ ー を CLL細 胞 表 面 － 特 異 的 抗 体 で 集
積 （ 培 養 ） し た 。 簡 潔 に 言 う と 、 scFv抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 を Ｍ Ｐ Ｂ
Ｓ （ ２ ％ 非 脂 肪 乾 燥 乳 、 ０ ． ０ ２ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 中 で １ 時
間 、 ２ ５ ℃ で プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 非 特 異 的 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク し た 。 約 １ ０ 7 の 原 発
性 CLL細 胞 を 、 常 磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ （ Miltenyi Biotec社 製 、 サ ニ ー ベ ー ル 、 Ｃ Ａ ） と 複
合 し た マ ウ ス 抗 Ｃ Ｄ ５ 　 Ｉ ｇ Ｇ 及 び マ ウ ス 抗 － Ｃ Ｄ １ ９ 　 Ｉ ｇ Ｇ で 標 識 化 し た 。 結 合 し て
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細 胞 表 面 パ ン ニ ン グ に よ る 抗 体 選 択



い な い マ イ ク ロ ビ ー ズ を 洗 浄 に よ り 除 去 し た 。 標 識 化 し た CLL細 胞 （ 標 的 細 胞 ） を 過 剰 の
「 抗 原 － 陰 性 吸 収 細 胞 」 と 混 合 し 、 ペ レ ッ ト 化 し 、 ５ ０ μ ｌ （ １ ０ 1 0 ～ １ ０ 1 1 ｃ ｆ ｕ ） の
フ ァ ー ジ 粒 子 中 に 再 懸 濁 し た 。 吸 収 細 胞 は 、 非 特 異 的 に 細 胞 表 面 へ 結 合 す る フ ァ ー ジ 並 び
に 、 標 的 細 胞 及 び 吸 収 細 胞 の 両 方 に 存 在 す る 「 通 常 の 」 抗 原 に 特 異 的 な フ ァ ー ジ を 吸 収 す
る 作 用 を 有 す る 。 使 用 さ れ た 吸 収 細 胞 は 、 Ｔ Ｆ － １ 細 胞 （ ヒ ト 赤 白 血 病 細 胞 系 ） 又 は 免 疫
磁 性 陰 性 選 択 法 （ 商 標 「 Stem Sepsystem」 、 Stem Cell Technologies社 製 、 バ ン ク ー バ ー
、 カ ナ ダ ） に よ り 末 端 血 か ら 単 離 さ れ た 正 常 ヒ ト Ｂ 細 胞 の い ず れ か で あ る 。 吸 収 細 胞 の 標
的 細 胞 に 対 す る 割 合 は 、 体 積 で 約 １ ０ 倍 で あ る 。 ２ ５ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ３ ０ 分 後 、
細 胞 ／ フ ァ ー ジ 混 合 物 を 、 商 標 「 MiniMACSMS + 」 分 離 カ ラ ム へ 移 動 し た 。 カ ラ ム を ０ ． ５
ｍ ｌ の Ｍ Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 、 ０ ． ５ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ で １ 回 洗 浄 し 、 結 合 し て い な い フ ァ ー ジ 及 び
吸 収 細 胞 を 除 去 し た 。 標 的 細 胞 を １ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ で カ ラ ム か ら 溶 離 し 、 最 大 速 度 で １ ５ 秒
間 、 マ イ ク ロ 遠 心 機 中 で ペ レ ッ ト 化 し た 。 捕 捉 さ れ た フ ァ ー ジ 粒 子 を 、 ２ ０ ０ μ ｌ の 酸 溶
離 バ ッ フ ァ （ ０ ． １ Ｎ Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ は グ リ シ ン で ２ ． ２ に 調 整 し た 、 及 び １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の
Ｂ Ｓ Ａ ） 中 で 標 的 細 胞 を 再 懸 濁 す る こ と に よ り 溶 離 し た 。 ２ ５ ℃ で １ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 後 、 バ ッ フ ァ を １ ２ μ Ｌ の ２ Ｍ の 商 品 名 「 Trisbase」 （ ｐ Ｈ １ ０ ． ５ ） で 中 和 し
、 溶 離 し た フ ァ ー ジ を E.coli中 で 次 回 の パ ン ニ ン グ の た め に 増 幅 し た 。 そ れ ぞ れ の 回 の パ
ン ニ ン グ で は 、 イ ン プ ッ ト 及 び ア ウ ト プ ッ ト フ ァ ー ジ タ イ タ ー を 決 定 し た 。 イ ン プ ッ ト タ
イ タ ー は 標 的 細 胞 ／ 吸 収 細 胞 混 合 物 へ 添 加 さ れ た 再 増 幅 し た フ ァ ー ジ 粒 子 の 数 で あ り 、 ア
ウ ト プ ッ ト タ イ タ ー は 標 的 細 胞 か ら 溶 離 し た 捕 捉 さ れ た フ ァ ー ジ の 数 で あ る 。 集 積 係 数 (e
nrichment factor)（ Ｅ ） は 、 式 Ｅ ＝ （ Ｒ n ア ウ ト プ ッ ト ／ Ｒ 1 イ ン プ ッ ト ） ／ （ Ｒ 1 ア ウ ト
プ ッ ト ／ Ｒ 1 イ ン プ ッ ト ） を 使 用 し て 計 算 す る 。 多 く の 場 合 、 集 積 係 数 の １ ０ 2 ～ １ ０ 3 倍
が 第 ３ 又 は 第 ４ 回 に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　
　 ３ ～ ５ 回 の パ ン ニ ン グ 後 、 捕 捉 さ れ た フ ァ ー ジ の プ ー ル を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 及 び ／
又 は 全 細 胞 ELISAに よ り CLL細 胞 へ の 結 合 を ア ッ セ イ し た ：
　 １ ． Ｈ Ａ － 標 識 化 可 溶 性 抗 体 の 形 の 完 全 な プ ー ル を 生 産 す る た め に 、 E.coli（ 例 え ば 商
品 名 TOP10F’ ） の 非 サ プ レ ッ サ 系 統 (strain)２ ｍ ｌ を １ μ ｌ （ １ ０ 9 ～ １ ０ 1 0 ｃ ｆ ｕ ） の
フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 で 感 染 さ せ た 。 オ リ ジ ナ ル の 、 パ ン ニ ン グ さ れ て い な い ラ イ ブ ラ リ ー を
陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 カ ル ベ ニ シ リ ン を 最 終 濃 度 １ ０ μ Ｍ ま で 添 加 し 、 培 養
物 を ３ ７ ℃ で ２ ５ ０ ｒ ｐ ｍ 、 １ 時 間 振 と う し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ カ ル
ベ ニ シ リ ン を 含 有 す る Ｓ Ｂ 媒 体 ８ ｍ ｌ を 添 加 し 、 培 養 物 を ～ ０ ． ８ の Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ま で 増 殖
さ せ た 。 Ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー か ら の scFv発 現 を 誘 起 す る た め に Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 添 加 し て 最 終 濃
度 １ ｍ Ｍ と し 、 ３ ７ ℃ で の 振 と う を ４ 時 間 連 続 し た 。 培 養 物 を ３ ０ ０ ０ × ｇ で １ ５ 分 間 遠
心 分 離 し た 。 可 溶 性 抗 体 を 含 有 す る 上 澄 み を ろ 過 し 、 １ ｍ ｌ ア リ コ ー ト 中 － ２ ０ ℃ で 貯 蔵
し た 。
　 ２ ． scFv抗 体 プ ー ル の 、 吸 収 細 胞 へ の 結 合 に 対 す る 標 的 細 胞 へ の 結 合 を 、 フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー に よ り 高 親 和 性 ラ ッ ト 抗 － Ｈ Ａ （ 商 品 名 「 ク ロ ー ン 3F10」 Roche Molecular Bioc
hemicals社 製 ） を 第 ２ 抗 体 と し て 使 用 し て 、 Ｐ Ｅ － 複 合 ロ バ 抗 － ラ ッ ト を 第 ３ 抗 体 と し て
使 用 し て 決 定 し た 。
　 ３ ． 抗 体 プ ー ル の 、 吸 収 細 胞 へ の 結 合 に 対 す る 標 的 細 胞 へ の 結 合 を 、 同 様 に 下 記 全 細 胞
ELISA法 に よ り 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　
　 パ ン ニ ン グ 後 の 個 々 の scFvク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 商 品 名 TOP10F’ 細 胞
を 上 記 フ ァ ー ジ プ ー ル で 感 染 さ せ 、 カ ル ベ ニ シ リ ン 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン を 含 有 す る Ｌ Ｂ
プ レ ー ト 上 に 広 げ 、 一 晩 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 個 々 の コ ロ ニ ー を 、 ウ ェ ル 当 た り
０ ． ６ ～ １ ． ０ ｍ ｌ の SB-カ ル ベ ニ シ リ ン 媒 体 を 含 む 深 型 ９ ６ － ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 培 養 物 を 、 ６ ～ ８ 時 間 商 品 名 「 HiGro振 と う 培 養 器 」 （ Gene Machines社
製 、 サ ン カ ル ロ ス 、 Ｃ Ａ ） 中 で ５ ２ ０ ｒ ｐ ｍ で ３ ７ ℃ で 成 長 さ せ た 。 こ の 時 点 で 、 そ れ ぞ
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れ の ウ ェ ル か ら ９ ０ μ ｌ ア リ コ ー ト を 、 １ ０ μ ｌ の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ を 含 有 す る 深 型 ９ ６ － ウ ェ ル
プ レ ー ト へ 移 し た 。 こ の レ プ リ カ プ レ ー ト を － ８ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 元 の プ レ ー
ト へ 添 加 し 、 最 終 濃 度 １ ｍ Ｍ と し 、 振 と う を ３ 時 間 続 け た 。 こ の プ レ ー ト を ３ ０ ０ ０ × ｇ
で １ ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 可 溶 性 scFv抗 体 を 含 有 す る 上 澄 み を 別 の 深 型 ９ ６ － ウ ェ ル プ レ
ー ト へ 移 動 し て － ２ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Ｈ Ａ － 標 識 化 scFv抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 高 感 度 全 細 胞 ELISA法 が 開 発 さ れ た
。
　 １ ． ELISAプ レ ー ト を コ ン カ ナ バ リ ン Ａ で 被 覆 し た （ １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 溶 液 、 ０ ． １ Ｍ の
Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ 3 、 ｐ Ｈ ８ ． ６ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ の Ｃ ａ Ｃ ｌ 2 ） 。
　 ２ ． プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 ５ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ０ ． ５ ～ １ × １ ０ 5 標 的 細 胞 又
は 吸 収 細 胞 を そ れ ぞ れ の ウ ェ ル へ 添 加 し 、 そ の プ レ ー ト を ２ ５ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離
す る 。
　 ３ ． ５ ０ μ ｌ の ０ ． ０ ２ ％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 を 添 加 し 、 細 胞 を 一 晩 ４ ℃
で 固 定 化 す る 。
　 ４ ． Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 非 特 異 的 結 合 部 位 を ４ ％ 非 脂 肪 乾 燥 乳 含 有 Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 時 間 室 温 で
ブ ロ ッ ク す る 。
　 ５ ． 細 胞 は ５ ０ μ ｌ の 可 溶 性 、 Ｈ Ａ － 標 識 化 scFv又 は Fab抗 体 （ 商 品 名 TOP10F’ 上 澄 み
） と 共 に ２ 時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 次 に ６ 回 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 さ れ る 。
　 ６ ． 結 合 し た 抗 体 は 、 マ ウ ス 抗 － Ｈ Ａ 第 二 抗 体 （ ク ロ ー ン １ ２ Ｃ Ａ ５ ） 及 び ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｐ ） － 複 合 － 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 第 三 抗 体 を 使 用 し て 検 出 さ れ る 。 シ グ ナ ル
の 約 １ ０ － 倍 増 幅 は 、 第 三 抗 体 と し て Ａ Ｍ Ｄ Ｅ Ｘ Ａ Ｐ － 複 合 ヒ ツ ジ 抗 － マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Am
ersham Pharmacia Biotech社 製 ） に よ り 得 ら れ る 。 Ａ Ｍ Ｄ Ｅ Ｘ 抗 体 は 、 デ キ ス ト ラ ン 鎖 を
介 し て 複 数 の Ａ Ｐ 分 子 へ 接 合 さ れ る 。 染 色 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ で 実 行
さ れ 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ で マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 使 用 し て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 scFvク ロ ー ン の 主 な ス ク リ ー ニ ン グ は 、 原 発 性 CLL細 胞 を 正 常 ヒ ト Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ と 比 較 す る E
LISAに よ り 行 っ た 。 CLL細 胞 で 陽 性 で あ り 正 常 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ で は 陰 性 で あ っ た ク ロ ー ン を 、 正
常 ヒ ト Ｂ 細 胞 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 系 、 Ｔ Ｆ － １ 細 胞 、 及 び CLL-AAT細 胞 系 に 関 す る ELISAで 再 ス ク
リ ー ニ ン グ し た 。 ク ロ ー ン も 又 ３ 人 の 異 な る 患 者 か ら 単 離 さ れ た CLL細 胞 を ELISAに よ り 再
ス ク リ ー ン し て 、 患 者 特 異 的 又 は 血 液 タ イ プ 特 異 的 抗 原 と 認 め ら れ る ク ロ ー ン を 排 除 し た
。 代 表 的 ELISA結 果 を 図 ２ ～ ６ に 示 し 、 図 ９ に ま と め た 。
　 得 ら れ た 特 定 の scFv抗 体 ク ロ ー ン の 数 を Ｄ Ｎ Ａ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 及 び 塩 基 配 列 決 定
法 に よ り 決 定 し た 。 scFvＤ Ｎ Ａ 挿 入 部 分 を PCR法 に よ り プ ラ ス ミ ド か ら 増 幅 し 、 制 限 酵 素 B
stNIで 消 化 し た 。 得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト を ４ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 臭 化 エ チ ジ ウ
ム で 染 色 し た 。 異 な る 制 限 フ ラ グ メ ン ト パ タ ー ン を 有 す る ク ロ ー ン は 、 当 然 異 な る ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る 。 同 一 の パ タ ー ン を 有 す る ク ロ ー ン は 、 類 似 又 は 同 一 の 配 列 を 有 す る と 予
想 さ れ る 。 特 定 の BstNIフ ィ ン ガ ー プ リ ン ト を 有 す る ク ロ ー ン を 、 更 に Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 決
定 法 に よ り 分 析 し た 。 密 接 に 関 係 す る 相 補 性 決 定 領 域 を 有 す る 抗 体 の １ ６ グ ル ー プ へ ク ラ
ス タ ー 化 で き る 、 ２ ５ の 異 な る 配 列 が 発 見 さ れ た （ 図 ９ ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　
　 数 個 の scFv抗 体 の 結 合 特 異 性 を ３ 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 分 析 し た （ 図 ７ ） 。 正
常 ド ナ ー か ら 単 離 さ れ た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 複 合 － 抗 Ｃ Ｄ ５ 及 び Ｐ ｅ ｒ Ｃ Ｐ － 複 合 － 抗 Ｃ
Ｄ １ ９ で 染 色 し た 。 scFv抗 体 の 染 色 を 、 第 二 抗 体 と し て ビ オ チ ン － 複 合 － 抗 Ｈ Ａ 並 び に Ｐ
Ｅ － 複 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 使 用 し て 行 っ た 。 ３ 種 の 抗 体 、 scFv－ ２ 、 scFv-3及 び scFv
-6が 、 特 に Ｃ Ｄ １ ９ + Ｂ リ ン パ 球 母 集 団 （ デ ー タ は 記 載 し な い ） を 確 認 す る こ と が 認 め ら
れ た 。 第 ４ の 抗 体 、 scFv-9は 、 ２ 種 の 明 ら か な 細 胞 集 団 （ Ｃ Ｄ １ ９ + Ｂ リ ン パ 球 及 び Ｃ Ｄ
５ + Ｔ リ ン パ 球 の サ ブ セ ッ ト を 認 識 し た （ 図 ７ ） 。 Ｔ 細 胞 サ ブ セ ッ ト の 更 な る 分 析 は 、 そ
れ が Ｃ Ｄ ４ + Ｃ Ｄ ８ - Ｔ H 細 胞 の 部 分 母 集 団 で あ る こ と を 示 し た （ デ ー タ は 記 載 し な い ） 。
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【 ０ ０ ６ ８ 】
　 scFv抗 体 に よ り 認 識 さ れ た 抗 原 が 原 発 性 CLL細 胞 で 過 発 現 す る か ど う か を 決 定 す る た め
に 、 ５ 人 の CLL患 者 及 び ５ 人 の 正 常 ド ナ ー か ら の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を scFvで 染 色 し 、 フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー で 比 較 し た （ 図 ８ 及 び 表 ２ ） 。 陽 性 細 胞 集 団 の 平 均 蛍 光 強 度 （ 輝 度 ） を 比 較 す る
こ と に よ り 、 CLL細 胞 に 対 す る 抗 原 の 対 応 す る 発 現 レ ベ ル と 正 常 細 胞 の そ れ と を 決 定 で き
た 。 １ の 抗 体 、 scFv－ ２ は 、 常 に CLL細 胞 を 正 常 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ よ り も 低 い 強 度 に 染 色 す る 一 方
、 scFv-3及 び scFv-6の 両 方 は 常 に CLL細 胞 を 正 常 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ よ り も 高 い 輝 度 に 染 色 し た 。 第
４ 抗 体 、 scFv-9、 は 、 ５ 個 中 ２ 個 の CLLサ ン プ ル を 正 常 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ よ り も 低 い 強 度 で 染 色 し
た が 、 残 り の ３ 個 の CLLサ ン プ ル で は 中 程 度 の 輝 度 に 染 色 し た に 過 ぎ な か っ た （ 図 ８ 及 び
表 ２ ） 。 こ れ は scFv-3及 び scFv-6の 抗 原 は 、 全 て の で な く て も 多 く の CLL腫 瘍 で 約 ２ 倍 過
発 現 さ れ る 一 方 、 scFv-9が CLL腫 瘍 の サ ブ セ ッ ト で ３ ～ ６ 倍 過 発 現 し た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 CLL患 者 は 、 予 後 不 良 （ 生 存 期 間 中 央 値 ８ 年 ） の 群 及 び 予 後 良 好 （ 生 存 期 間 中 央 値 ２ ６
年 ） の 群 の ２ 個 の ほ ぼ 同 じ （ 同 数 の ） グ ル ー プ へ 分 割 で き る 。 数 種 の 予 後 不 良 の イ ン ジ ケ
ー タ ー が 、 CLL用 、 と り わ け Ｖ Ｈ 遺 伝 子 欠 損 体 細 胞 突 然 変 異 の 存 在 及 び 高 パ ー セ ン テ ー ジ
の CD38 + Ｂ 細 胞 の 存 在 用 に 特 定 さ れ た 。 scFv-9が CLL患 者 の た っ た １ 種 の サ ブ セ ッ ト で 過 発
現 し た 抗 原 を 認 識 す る か の た め に 、 scFv-9抗 原 の 過 発 現 は 、 １ ０ 人 の CLL患 者 か ら の 血 液
サ ン プ ル 中 の CD38 + 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ と 相 関 関 係 が あ る か 否 か の 決 定 を 試 み た （ 図 １
１ ） 。 そ の 結 果 、 scFv-9抗 原 の 過 発 現 及 び CD38 + 細 胞 の 割 合 は 、 互 い に 完 全 に 独 立 す る こ
と を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　
　 こ れ ら 抗 体 に 対 す る 抗 原 を 特 定 す る た め に 、 scFvを 、 細 胞 表 面 ビ オ チ ン 化 CLL-AAT細 胞
の ミ ク ロ ソ ー ム フ ラ ク シ ョ ン か ら 調 製 さ れ た 溶 解 産 物 か ら の 、 抗 原 の 免 疫 沈 降 に 使 用 し た
（ 図 １ ２ ） 。 免 疫 沈 降 さ れ た 抗 原 は 、 SDS-PAGEに よ り 精 製 し 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー
脱 離 イ オ ン 化 質 量 分 析 法 （ MALDI－ MS） 又 は マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ ー 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ナ ノ エ レ
ク ト ロ ス プ レ ー タ ン デ ム 質 量 分 析 法 （ μ Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ） に よ り 特 定 し た （ デ ー タ は 記
載 し な い ） 。 こ の 抗 原 は MALDI－ MSに よ り 、 CLL及 び 活 性 化 Ｂ 細 胞 用 マ ー カ ー と し て 公 知 の
CD２ ３ と し て 特 定 さ れ た 。 scFv-9は 、 CLL-AAT細 胞 か ら ５ ０ kｄ 抗 体 を 免 疫 沈 降 し た （ 図 １
２ ） 。 こ の 抗 原 は μ Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ に よ り 、 Ｂ 細 胞 用 マ ー カ ー と し て 公 知 で あ り Ｃ Ｄ ４
+ Ｔ 細 胞 及 び 胸 腺 細 胞 を 活 性 化 さ せ る OX-2/CD200と し て 特 定 さ れ た 。 OX-2/CD200は 又 、 ニ
ュ ー ロ ン 及 び 内 皮 細 胞 な ど の い く つ か の 非 リ ン パ 球 細 胞 上 で も 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 実 施 例 ３
　 OX-2/CD200を 過 発 現 し て 、 サ イ ト カ イ ン 応 答 を Th1応 答 （ IL－ ２ 、 IFN－ γ ） か ら Th2応
答 （ IL－ ４ 、 IL－ １ ０ ） へ シ フ ト さ せ る 細 胞 の 能 力 を 、 １ 人 の ド ナ ー か ら の 単 球 由 来 マ ク
ロ フ ァ ー ジ ／ 樹 状 細 胞 及 び 異 な る ド ナ ー か ら の 血 液 由 来 の Ｔ 細 胞 を 使 用 し て 、 混 合 さ れ た
リ ン パ 球 反 応 で 評 価 し た 。 OX-2/CD200発 現 細 胞 の 源 と し て 、 下 記 OX-2/CD200ト ラ ン ス フ ェ
ク ト さ れ た Ｅ Ｂ Ｎ Ａ 細 胞 又 は CLL患 者 サ ン プ ル の い ず れ か を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　
　 ２ ９ ３ － Ｅ Ｂ Ｎ Ａ 細 胞 （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） を １ ０ ０ ｍ ｍ 皿 当 た り ２ ． ５ × １ ０ 6

で 接 種 し た 。 ２ ４ 時 間 後 に 細 胞 を 、 製 造 者 の 取 り 扱 い 説 明 書 に 従 い 商 標 「 Polyfect reage
nt」 （ QIAGEN社 製 ） を 使 用 し て 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 を ７ ． ２ μ ｇ の ベ ク
タ ー ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 中 の OX-2/CD200ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び ０ ． ８ μ ｇ の pAdV
Antageベ ク タ ー （ Promega社 製 ） で 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 、
細 胞 を 空 ｐ Ｃ Ｅ Ｐ ４ ベ ク タ ー 及 び pAdVAntageで 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン の ４ ８ 時 間 後 、 約 ９ ０ ％ の 細 胞 が そ れ ら の 表 面 に OX-2/CD200を 発 現 し た こ と が scFv
-9抗 体 を 使 用 し て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 決 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

10

20

30

40

50

(20) JP 2007-535471 A 2007.12.6

免 疫 沈 降 （ Ｉ Ｐ ） 及 び 質 量 分 析 法 （ Ｍ Ｓ ） に よ る scFv抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 の 特 定

２ ９ ３ － Ｅ Ｂ Ｎ Ａ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン



　
　 バ フ ィ コ ー ト を サ ン デ ィ エ ゴ 血 液 銀 行 か ら 得 て 、 原 発 性 血 液 リ ン パ 球 （ Ｐ Ｂ Ｌ ） を Fico
ll（ フ ィ コ ー ル － ハ イ パ ー ク 法 ） を 使 用 し て 単 離 し た 。 細 胞 を １ 時 間 、 ２ ％ ヒ ト 血 清 を 含
有 す る 商 標 「 Eagles Minimal Essential Medium」 (EMEM)中 で 接 着 し 、 次 に Ｐ Ｂ Ｓ で 激 し
く 洗 浄 し た 。 細 胞 を ５ 日 間 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 IL－ ４ 及 び IFN－ γ 又 は Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ い ず れ か
の 存 在 下 で 、 ３ 日 後 に リ ポ 多 糖 類 （ Ｌ Ｐ Ｓ ） を 添 加 す る か 又 は 無 添 加 で 培 養 し た 。 成 熟 し
た 細 胞 を 採 取 し 、 γ 線 照 射 装 置 （ Shepherd社 製 、 型 番 MarkIモ デ ル ３ ０ 照 射 器 （ Cs l 3 7 ） ）
を 使 用 し て ２ ０ ０ ０ Ｒ Ａ Ｄ で 照 射 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　
　 混 合 リ ン パ 球 反 応 を 、 ５ ０ ０ ０ ０ ０ 樹 状 細 胞 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び １ × １ ０ 6 レ ス ポ ン
ダ ー 細 胞 （ responder cell） を 使 用 し て ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に セ ッ ト し た 。 レ ス ポ ン ダ
ー 細 胞 は 、 Ficollを 使 用 し て 末 梢 血 か ら 精 製 し た Ｔ 細 胞 集 積 化 （ 培 養 ） リ ン パ 球 で あ る 。
Ｔ 細 胞 は 、 細 胞 を １ 時 間 組 織 培 養 フ ラ ス コ 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 非 接 着 Ｔ 細 胞 フ ラ ク シ
ョ ン を 採 取 し て 集 積 （ 培 養 ） し た 。 ５ ０ ０ ０ ０ ０ の OX-2/CD200ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｅ
Ｂ Ｎ Ａ 細 胞 又 は CLL細 胞 を 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ ／ 樹 状 細 胞 中 へ ３ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 － Ｃ Ｄ ２
０ ０ 抗 体 （ 完 全 Ｉ ｇ Ｇ へ 転 換 さ れ た scFv-9） の 存 在 下 又 は 不 存 在 下 で 、 リ ン パ 球 添 加 の ２
～ ４ 時 間 前 に 添 加 し た 。 上 澄 み を ４ ８ 及 び ６ ８ 時 間 後 に 採 取 し 、 サ イ ト カ イ ン の 存 在 を 分
析 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　
　 scFv-9の 軽 鎖 及 び 重 鎖 Ｖ 型 遺 伝 子 を 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の 可 変 領 域 を 、 ヒ ト ラ ム ダ 軽 鎖
不 変 領 域 遺 伝 子 、 及 び ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 重 鎖 不 変 領 域 Ｃ Ｈ １ 遺 伝 子 と 、 そ れ ぞ れ 結 合 す る プ ラ
イ マ ー を 使 用 し た オ ー バ ー ラ ッ プ PCR法 に よ り 増 幅 し た 。 scFv-9の 軽 鎖 遺 伝 子 及 び 重 鎖 遺
伝 子 の 可 変 領 域 を 、 特 定 の プ ラ イ マ ー で 増 幅 し 、 ヒ ト ラ ム ダ 軽 鎖 不 変 領 域 遺 伝 子 及 び Ｉ ｇ
Ｇ １ 重 鎖 不 変 領 域 Ｃ Ｈ １ 遺 伝 子 を 、 下 記 特 定 の プ ラ イ マ ー で 分 離 的 に 増 幅 し た ：
R9VL-F1 QP: 5' GGC CTC TAG ACA GCC TGT GCT GAC TCA GTC GCC CTG 3'(SEQ ID No:26)
R9VL/hCL2-rev: 5' CGA GGG GGC AGC CTT GGG CTG ACC TGT GAC GGT CAG CTG GGT C 3'(S
EQ ID No:27) 
R9VL/hCL2-F: 5' GAC CCA GCT GAC CGT CAC AGG TCA GCC CAA GGC TGC CCC CTC G 3'(SEQ
 ID No:28) 
R9VH-F1: 5' TCT AAT CTC GAG CAG CAG CAG CTG ATG GAG TCC G 3'(SEQ ID No:29)
R9VH/hCG-rev: 5' GAC CGA TGG GCC CTT GGT GGA GGC TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT GC 
3'(SEQ ID No:30)
R9VH/hCG-F: 5' GCA CCC TGG TCA CCG TCT CCT CAG CCT CCA CCA AGG GCC CAT CGG TG 3'
(SEQ ID No:31)
hCL2-rev: 5' CCA CTG TCA GAG CTC CCG GGT AGA AGT C 3'(SEQ ID No:32) 
hCG-rev: 5' GTC ACC GGT TCG GGG AAG TAG TC 3'(SEQ ID No:33) 
　 増 幅 し た 生 成 物 を 精 製 し 、 オ ー バ ー ラ ッ プ PCR法 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 最 終 生 成 物 を Xba I／ Sac I（ 軽 鎖 ） 及 び Xho I／ Pin Al（ 重 鎖 ） で 消 化 し 、 ヒ ト Fab発 現
ベ ク タ ー 、 Ｐ Ａ Ｘ ２ ４ ３ ｈ Ｇ Ｌ 中 へ ク ロ ー ン し た 。 Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 決 定
に よ り Ｐ Ｃ Ｒ エ ラ ー に つ い て 分 析 し た 。 hCMV　 Ｉ Ｅ プ ロ モ ー タ ー 遺 伝 子 を Not I／ Xho I部
位 （ 重 鎖 の 前 方 ） に 挿 入 し た 。 ベ ク タ ー を Xba I／ Pin Al／ EcoRI／ Nhe Iで 消 化 し 、 軽 鎖
プ ラ ス hCMVＩ Ｅ プ ロ モ ー タ ー 及 び 重 鎖 遺 伝 子 を 含 有 す る ３ ４ ７ ２ ｂ ｐ フ ラ グ メ ン ト を Xba 
I／ Pin Al部 位 で 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 発 現 ベ ク タ ー へ 転 移 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　
　 混 合 リ ン パ 球 反 応 中 の サ イ ト カ イ ン プ ロ フ ァ イ ル に お け る scFv-9の 完 全 IgGへ の 変 化 の
効 果 を 決 定 し た 。

10

20

30

40

50

(21) JP 2007-535471 A 2007.12.6

血 液 単 球 か ら の 樹 状 細 胞 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 成 熟

混 合 リ ン パ 球 反 応

scFv-9か ら 完 全 Ｉ ｇ Ｇ へ の 転 換

サ イ ト カ イ ン 分 析



　 組 織 培 養 上 澄 み 中 に 発 見 さ れ る IL-2、 IFN-γ 、 IL-4、 IL-10及 び IL-6等 の サ イ ト カ イ ン
を 、 ELISAを 使 用 し て 定 量 化 し た 。 そ れ ぞ れ の サ イ ト カ イ ン に 対 す る マ ッ チ し た 捕 捉 及 び
検 出 抗 体 ペ ア を 、 R+Dシ ス テ ム 社 (ミ ネ ア ポ リ ス 、 MN)か ら 得 て 、 そ れ ぞ れ の サ イ ト カ イ ン
用 の 標 準 曲 線 を 組 み 換 え 型 ヒ ト サ イ ト カ イ ン を 使 用 し て 生 産 し た 。 抗 -サ イ ト カ イ ン 捕 捉
抗 体 を 、 最 適 の 濃 度 で PBS中 の プ レ ー ト 上 に 被 覆 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 一 晩 後 、 プ レ
ー ト を 洗 浄 し 、 １ ％ BSA及 び ５ ％ ス ク ロ ー ス を 含 有 す る PBSで 1時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 ０ ． ０
５ ％ Tweenを 含 有 す る PBSで 3回 の 洗 浄 後 に 上 澄 み へ 、 １ ％ BSAを 含 有 す る ２ 倍 又 は １ ０ 倍 の
PBS希 釈 液 を 添 加 し た 。 捕 捉 さ れ た サ イ ト カ イ ン を 適 切 な ビ オ チ ン 化 抗 -サ イ ト カ イ ン 抗 体
で 検 出 し 、 次 に ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 及 び 「 Sigma S substrat
e」 を 添 加 し た 。 着 色 を ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー (Molecular Devices社 製 )で 評 価 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 図 １ ４ に 示 さ れ る よ う に 、 OX-2/CD200で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 ア ン ト ラ ン ス フ ェ ク ト
で は な い 細 胞 の 存 在 は 、 IL-2及 び IFN-γ 等 の Th1サ イ ト カ イ ン の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
を 生 じ た 。 30μ ｇ /mlで の 抗 -CD200抗 体 の 添 加 は 、 完 全 に Th1応 答 を 回 復 し 、 こ の 抗 体 が OX
-2/CD200と そ の レ セ プ タ ー と の 相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク し た こ と を 示 し た 。
　 図 １ ５ 及 び １ ６ に 示 さ れ る よ う に 、 混 合 リ ン パ 球 反 応 中 の CLL細 胞 の 存 在 は Th1応 答 の ダ
ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 生 じ た 。 (図 １ ５ は IL-2の 結 果 を 示 し ;図 １ ６ は IFN-γ の 結 果 を 示
す 。 )こ れ は OX-2/CD200を 過 発 現 す る 細 胞 (IB、 EM、 HS、 BH)の 場 合 だ け で な く 、 OX-2/CD20
0を 過 発 現 し な か っ た CLL細 胞 (JR、 JG及 び GB)(こ れ ら 細 胞 の 発 現 レ ベ ル は 、 図 １ １ 中 に 示
さ れ る 。 )の 場 合 で も 同 様 で あ る 。 し か し 、 抗 -CD200抗 体 は 、 OX-2/CD200を 過 発 現 す る 細
胞 中 の Th1応 答 を 回 復 し た だ け で あ り 、 OX-2/CD200を 過 発 現 す る 患 者 で は 、 マ ク ロ フ ァ ー
ジ 上 の そ の レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る OX-2/CD200を 阻 止 す れ ば 、 Th1応 答 の 回 復 に 充 分 で
あ る こ と を 示 し た 。 OX-2/CD200を 過 発 現 し な い 患 者 で は 、 他 の 機 構 が Th1応 答 の ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン に 含 ま れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　 Ｐ Ｂ Ｌ の 同 時 注 射 に よ り RAJIリ ン パ 腫 の 成 長 が 防 止 さ れ る モ デ ル を 確 立 し た 。 Ｎ Ｏ Ｄ ／
Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス へ ４ × １ ０ 6 RAJI細 胞 を 、 異 な る ド ナ ー か ら の ヒ ト Ｐ Ｂ Ｌ の １ × １ ０ 6 、 ５
× １ ０ 6 又 は １ ０ × １ ０ 6 細 胞 で の 存 在 下 又 は 不 存 在 下 の い ず れ か で 、 皮 下 注 射 し た 。 腫 瘍
長 さ 及 び 幅 並 び に 体 重 を １ 週 間 ３ 回 測 定 し た 。 全 て の グ ル ー プ の 腫 瘍 体 積 の 平 均 ＋ ／ － Ｓ
Ｄ を 、 図 １ ７ Ａ 及 び Ｂ に 示 す 。 統 計 的 分 析 を 、 ２ 種 の パ ラ メ ト リ ッ ク 検 定 （ ス チ ュ ー デ ン
ト ｔ － 法 及 び Welch法 ） 並 び に １ 種 の ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク 検 定 （ Wilcox試 験 ） を 使 用 し て
行 っ た 。 統 計 的 分 析 の 結 果 を 図 １ ８ に 示 す 。 RAJI細 胞 は 、 許 容 変 動 内 で 皮 下 腫 瘍 を 形 成 し
た 。 （ 腫 瘍 ） 拒 絶 は 、 特 定 の ド ナ ー 及 び Ｐ Ｂ Ｌ 細 胞 数 に 依 存 す る 。 １ × １ ０ 6 Ｐ Ｂ Ｌ は 腫
瘍 成 長 の 防 止 に 不 充 分 で あ っ た 。 ２ ２ ～ ４ ３ 日 か ら の ５ × １ ０ 6 Ｐ Ｂ Ｌ ド ナ ー ２ 、 ３ ６ 日
で 開 始 し た ５ × １ ０ 6 又 は １ × １ ０ 7 Ｐ Ｂ Ｌ の ド ナ ー ３ で は 、 腫 瘍 成 長 は 非 常 に 減 少 し た 。
ド ナ ー ４ は 、 ４ ８ 日 後 で ほ と ん ど 顕 著 （ 有 意 ） で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 抗 -CD200の 効 果 を 試 験 す る た め に 、 RAJI細 胞 を CD200で し っ か り と ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 。 動 物 を 上 記 段 落 記 載 の よ う に 注 射 す る 。 CD200-ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の 存 在 下
で は 、 腫 瘍 は ヒ ト PBLの 存 在 下 で さ え 成 長 す る 。 抗 -CD200抗 体 は こ の モ デ ル で の 腫 瘍 拒 絶
を 評 価 す る た め に 投 与 さ れ る 。
　 同 様 に 、 液 体 腫 瘍 モ デ ル も 確 立 さ れ た 。 RAJI細 胞 は NOD/SCIDマ ウ ス 腹 膜 内 へ 注 射 さ れ る
。 細 胞 は 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 及 び 他 の 器 官 へ 分 散 し 、 麻 痺 を 生 じ る 。 ヒ ト PBLの 同 時 注
射 は 、 腫 瘍 成 長 を 防 止 又 は 遅 延 す る 。 腫 瘍 成 長 は 、 マ ウ ス の 運 動 障 害 及 び 麻 痺 の 徴 候 を 評
価 す る こ と に よ り モ ニ タ ー さ れ る 。 こ れ ら 徴 候 が 観 察 さ れ た 場 合 、 そ の マ ウ ス を 犠 牲 に し
て 骨 髄 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 及 び 血 液 等 の 種 々 の 器 官 中 の 腫 瘍 細 胞 の 数 を FACS分 析 及 び PCR法
に よ り 評 価 す る 。
　 皮 下 モ デ ル と 同 様 に 、 CD200ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 腹 膜 内 へ 注 射 す る 。 そ れ ら
は ヒ ト PBLの 存 在 下 で さ え 成 長 す る 。 抗 -CD200に よ る 治 療 は 、 腫 瘍 の 拒 絶 又 は よ り 遅 い 腫
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腫 瘍 拒 絶 に 対 す る 抗 -CD200の 効 果 を 試 験 す る た め の 動 物 モ デ ル



瘍 成 長 を 生 じ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　 本 発 明 に 関 す る 当 分 野 の 水 準 を よ り 完 全 に 記 載 す る た め に 、 下 記 資 料 を こ こ で 資 料 と し
て 使 用 す る 。 こ れ ら 下 記 刊 行 物 又 は 資 料 と し て 使 用 す る も の と 本 発 明 の 開 示 に 不 一 致 が あ
る 場 合 、 上 記 及 び 本 明 細 書 の 開 示 は 本 発 明 の 開 示 に 従 う 。
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【 ０ ０ ８ ２ 】
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　 こ こ で 開 示 さ れ た 態 様 に 種 々 の 改 変 が 行 わ れ て も よ い こ と は 当 然 で あ る 。 例 え ば 、 当 業
者 が 認 識 す る よ う に 、 本 発 明 の 特 定 の 配 列 は 、 OX-2/CD200結 合 で 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
、 抗 体 又 は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 機 能 に 悪 影 響 を 及 ぼ す こ と な し に 、 変 容 し て も よ い 。 例 え
ば 、 抗 体 配 列 中 の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 抗 体 又 は フ ラ グ メ ン ト の 機 能 を 破 壊 す る こ
と 無 し に し ば し ば 発 生 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 特 定 の 抗 体 と ７ ０ ％ を 超 え る
ホ モ ロ ジ ー 割 合 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る こ と は 理 解 さ れ
る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 特 定 の 抗 体 と ８ ０ ％ を 超 え る ホ モ ロ ジ ー 割 合 を 有 す る 抗 体 が 意
図 さ れ る 。 更 に 好 ま し く は 、 本 発 明 の 特 定 の 抗 体 と ９ ０ ％ を 超 え る ホ モ ロ ジ ー 割 合 を 有 す
る 抗 体 が 意 図 さ れ る 。 こ の よ う に 、 上 記 明 細 書 の 記 載 は 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な く 、
好 ま し い 例 示 に 過 ぎ な い 。 当 業 者 は 、 本 発 明 の 範 囲 及 び そ の 技 術 的 思 想 の 範 囲 内 で 他 の 改
変 ま で 含 む こ と を 認 識 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
【 図 １ 】 磁 気 活 性 化 細 胞 分 離 (MACS)に よ る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 細 胞 表 面 パ ン ニ ン グ 中 に 含
ま れ る 代 表 的 ス テ ッ プ を 概 略 的 に 図 示 す る 。
【 図 ２ 】 選 択 さ れ た （ ウ サ ギ ） scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 へ の 結 合 の 存 在 及 び 正
常 ヒ ト PBMCへ の 結 合 の 不 在 を 示 す 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 図 3a及 び 3bは 、 選 択 さ れ た （ ウ サ ギ ） scFv抗 体 の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 、 及 び 正 常
原 発 性 ヒ ト Ｂ 細 胞 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 4a及 び 4bは 、 scFvク ロ ー ン が 患 者 特 異 的 (即 ち イ デ ィ オ タ イ プ )又 は 血 液 タ イ プ
特 異 的 (即 ち HLA)抗 原 へ 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る 全 細 胞 ELISAの 結 果 を
示 す 。
【 図 ５ 】 図 5a及 び 5bは 、 （ ウ サ ギ ） scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 及 び ３ 種 の ヒ ト 白
血 病 細 胞 系 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6a、 6b及 び 6cは 、 （ ウ サ ギ ） scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 及 び CLL-AAT、
B-CLL患 者 由 来 の 細 胞 系 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 ３ 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 分 析 し た 本 発 明 の scFv抗 体 結 合 特 異 性 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 8a、 8b及 び 8cは 、 本 発 明 の scFv抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 の 発 現 レ ベ ル を 示 す
。
【 図 ９ ａ 】 図 ９ ａ （ 表 １ ： CLL scFvク ロ ー ン の ま と め ） は 、 CDR配 列 の 概 要 及 び 選 択 さ れ
た scFv抗 体 の 結 合 特 異 性 を 提 供 す る 。
【 図 ９ ｂ 】 図 ９ ｂ （ CLL特 異 的 ウ サ ギ scFv抗 体 の CDR配 列 ） は 、 CDR配 列 の 概 要 及 び 選 択 さ
れ た scFv抗 体 の 結 合 特 異 性 を 提 供 す る 。
【 図 １ ０ 】 正 常 PBMCと 比 較 し た 、 図 ８ ａ ～ ８ ｃ に 記 載 さ れ て い る 原 発 性 CLL細 胞 で の scFv
抗 原 の 発 現 レ ベ ル の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 結 果 の 概 要 を 示 す 表 ２ （ scFv抗 原 で 標 識 さ れ た
、 B-CLL細 胞 及 び 正 常 PBMCの 平 均 蛍 光 強 度 ） で あ る 。
【 図 １ １ 】 １ ０ 人 の CLL患 者 か ら 単 離 さ れ た 末 梢 血 単 核 球 上 で の 、 scFv-9抗 原 と CD38 + 細 胞
の 発 現 レ ベ ル 割 合 を 比 較 し た 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 結 果 の 概 要 を 示 す 表 （ CLL細 胞 上 の
、 scFv-9抗 原 及 び CD38発 現 の 比 較 ） で あ る 。
【 図 １ ２ 】 免 疫 沈 降 及 び 質 量 分 析 法 に よ る scFv抗 原 の 特 定 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 ３ 種 の scFv抗 体 が ヒ ト OX-2/CD200cDNAク ロ ー ン で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ た 293-EBNA細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 OX-2/CD200ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の 存 在 は 、 IL-2及 び IFN-γ 等 の Th1サ イ ト カ
イ ン の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 生 じ る こ と を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 混 合 リ ン パ 球 反 応 中 の CLL細 胞 の 存 在 は 、 IL-2へ の Th1応 答 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン を 生 じ た こ と を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 混 合 リ ン パ 球 反 応 中 の CLL細 胞 の 存 在 は 、 IFN-γ へ の Th1応 答 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ
ー シ ョ ン を 生 じ た こ と を 示 す 。
【 図 １ ７ Ａ 】 ヒ ト （ 細 胞 ） の 存 在 又 は 不 存 在 の い ず れ か の 下 で 、 ４ × １ ０ 6 RAJI細 胞 を 皮
下 注 射 し た 全 て の 群 の NOD/SCIDマ ウ ス の 腫 瘍 体 積 の 平 均 ＋ ／ － Ｓ Ｄ を 示 す （ グ ル ー プ １ ～
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５ ） 。
【 図 １ ７ Ｂ 】 ヒ ト （ 細 胞 ） の 存 在 又 は 不 存 在 の い ず れ か の 下 で 、 ４ × １ ０ 6 RAJI細 胞 を 皮
下 注 射 し た 全 て の 群 の NOD/SCIDマ ウ ス の 腫 瘍 体 積 の 平 均 ＋ ／ － Ｓ Ｄ を 示 す （ グ ル ー プ ６ ～
１ １ ） 。
【 図 １ ８ 】 ２ 種 の パ ラ メ ト リ ッ ク 検 定 (ス チ ュ ー デ ン ト t-法 及 び Welch法 )並 び に １ 種 の ノ
ン パ ラ メ ト リ ッ ク 検 定 、 Wilcox法 を 使 用 し て 実 施 し た 統 計 的 分 析 の 結 果 を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ７ 】
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【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ８ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 10月 27日 (2005.10.27)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 OX-2/CD200が 被 験 者 中 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か を 決 定 す る ス テ ッ プ 、 及 び そ の 被
験 者 へ OX-2/CD200又 は OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る ス テ ッ プ
を 含 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 OX-2/CD200が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 症 状 に 悩 む 被 験 者 へ 、 OX-2/CD200へ 又 は OX-2/C
D200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 む OX-2/CD200が ア ッ プ レ ギ ュ
レ ー ト さ れ る 症 状 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 癌 に 悩 む 被 験 者 中 で OX-2/CD200が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か を 決 定 す る ス テ ッ プ 、 及
び そ の 被 験 者 へ OX-2/CD200又 は OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る
ス テ ッ プ を 含 有 す る 癌 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 CLLに 悩 む 被 験 者 中 で OX-2/CD200が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か を 決 定 す る ス テ ッ プ 、
及 び そ の 被 験 者 へ OX-2/CD200又 は OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す
る ス テ ッ プ を 含 有 す る CLL治 療 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 被 験 者 へ OX-2/CD200へ 結 合 す る 抗 体 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ
か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 被 験 者 へ OX-2/CD200へ 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求
項 １ ～ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 被 験 者 へ OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る 抗 体 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 １
～ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 被 験 者 へ OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含
有 す る 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 悪 性 癌 細 胞 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 代 謝 経 路 を 抑 制 す る 抗 体 を
投 与 す る ス テ ッ プ を 含 有 す る 癌 治 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 上 記 抗 体 は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る 請 求 項 ９ の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 上 記 抗 体 は 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 相 互 作 用 す る レ セ プ タ ー へ 結 合
す る 請 求 項 ９ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 上 記 抗 体 は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 調 節 す る 抗 原 へ 結 合 す る 請 求 項 ９ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド は OX-2/CD200で あ る 請 求 項 ９ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 悪 性 癌 細 胞 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と を 特 定 す る た め
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に 癌 患 者 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ ； 及 び ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の
代 謝 経 路 を 抑 制 す る 抗 体 を 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 観 察 さ れ る 患 者 へ 投 与 す る ス テ ッ
プ を 含 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 患 者 の ス ク リ ー ニ ン グ ス テ ッ プ は 、 CLL患 者 の ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む 請 求 項 １ ４ の 方 法
。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 患 者 の ス ク リ ー ニ ン グ ス テ ッ プ は 、 OX-2/CD200の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 検 出 を 含 む
請 求 項 １ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 抗 体 投 与 ス テ ッ プ は 、 OX-2/CD200へ 結 合 す る 抗 体 の 投 与 を 含 む 請 求 項 １ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 抗 体 投 与 ス テ ッ プ は 、 OX-2/CD200が 相 互 作 用 す る レ セ プ タ ー へ 結 合 す る 抗 体 の 投 与 を 含
む 請 求 項 １ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 抗 体 投 与 ス テ ッ プ は 、 OX-2/CD200の 発 現 を 調 節 す る 抗 原 へ 結 合 す る 抗 体 の 投 与 を 含 む 請
求 項 １ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 SEQ.ID.Nos： ５ 、 １ ２ 及 び １ ３ の 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ 領 域 を 有 す
る 抗 体 の 投 与 ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ 及 び １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 SEQ.ID.Nos： ２ １ 及 び ２ ３ の 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 領 域 を 有 す る 抗
体 の 投 与 ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ 及 び １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 SEQ.ID.Nos： ２ ９ 、 ３ ７ 及 び ３ ８ の 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 を 有
す る 抗 体 の 投 与 ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ 及 び １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 SEQ.ID.Nos： ５ ０ 、 ５ ５ 及 び ５ ６ の 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ 領 域 を 有
す る 抗 体 の 投 与 ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ 及 び １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 SEQ.ID.Nos： ６ ９ 、 ７ ４ 及 び ７ ５ の 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 領 域 を 有
す る 抗 体 の 投 与 ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ 及 び １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 SEQ.ID.Nos： ８ ８ 、 ９ ３ 及 び ９ ４ の 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 を 有
す る 抗 体 の 投 与 ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ 及 び １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 SEQ.ID.Nos： ５ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ９ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ５ ０ 、 ５ ５ 、 ５ ６ 、 ６
９ 、 ７ ４ 、 ７ ５ 、 ８ ８ 、 ９ ３ 及 び ９ ４ の 群 か ら 選 ば れ る １ 以 上 の 配 列 を 有 す る 抗 体 の 投 与
ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ 及 び １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 の 投 与 ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ 及 び １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 Fv、 scFv、 Fab'又 は F(ab')2の 投 与 ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ 及 び １ ４ い ず
れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 特 定 す る 方 法 で あ り 、 CLL患 者 か ら 採 取 し た 組 織 を 使 用 し て 得 ら
れ る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る ス テ ッ プ ； 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 を 、 Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ９ ２ ０ と し て 寄 託 さ れ た 細 胞 系 CLL-AATの 溶 解 産 物 と 接 触 さ せ る
ス テ ッ プ ； 及 び 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ の 構 成 員 へ 結 合 す る 抗 原 の 特 徴 付 け を す
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る ス テ ッ プ ； を 含 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 ス テ ッ プ は 、 CLL細 胞 を 有 す る 有 機 体 又 は そ の 一 部 を 免 疫 化 す る
こ と を 含 む 請 求 項 ２ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 ス テ ッ プ は 、 合 成 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を CLL細 胞 又 は 細 胞 系 と パ ン
ニ ン グ す る こ と を 含 む 請 求 項 ２ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー は ラ イ ブ ラ リ ー 構 成 員 を 単 離 す る 能 力 を 発 揮 す る フ ァ ー ジ に よ り ス ク リ ー
ニ ン グ さ れ る 請 求 項 ３ １ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 １ 以 上 の CLL患 者 か ら 単 離 さ れ た 原 発 性 CLL細 胞 と パ ン ニ ン グ さ れ る 請
求 項 ３ １ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 更 に CLL細 胞 上 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 抗 原 へ 結 合 す る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員
を 特 定 す る ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 ２ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 上 記 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 は OX-2/CD200へ 結 合 す る 請 求 項 ３ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ９ ２ ０ と し て 寄 託 さ れ た 細 胞 系 CLL-AAT中 の 細 胞 を 使 用 し
て 得 ら れ る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る ス テ ッ プ ； 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 と
CLL患 者 か ら 採 取 し た 組 織 か ら の 細 胞 の 溶 解 産 物 と を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び 上 記 ラ イ
ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ の 構 成 員 へ 結 合 す る 抗 原 の 特 徴 付 け を す る ス テ ッ プ を 含 有 す る 抗
体 が 結 合 す る 抗 原 を 特 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 有 機 体 を CLL患 者 か ら 採 取 し た 組 織 か ら の CLL細 胞 の 少 な く と も 一 部 で 免 疫 化 す る ス テ ッ
プ ； 有 機 体 の 免 疫 化 に 対 す る 免 疫 反 応 を 基 礎 と し て 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る ス テ ッ プ
； 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 と CLL細 胞 と を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び 上 記 ラ イ
ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ の 構 成 員 へ 結 合 す る 抗 原 の 特 徴 付 け を す る ス テ ッ プ ； を 含 有 す る
抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 特 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 と CLL細 胞 と を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ は 、 上 記 ラ イ ブ
ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 と CLL患 者 か ら 採 取 し た 組 織 か ら の 細 胞 の 溶 解 産 物 と を 接 触 さ せ
る こ と を 含 む 請 求 項 ３ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 特 定 す る 方 法 で あ り 、
有 機 体 を CLL細 胞 の 少 な く と も 一 部 で 免 疫 化 さ せ る ス テ ッ プ ；
有 機 体 の 免 疫 化 に 対 す る 免 疫 反 応 を 基 礎 と し て 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る ス テ ッ プ ；
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 を Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ９ ２ ０ と し て 寄 託 さ れ
た 細 胞 系 CLL-AATの 溶 解 産 物 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ の 構 成 員 へ 結 合 す る 抗 原 の 特 徴 付 け を す る ス テ ッ プ
を 含 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 CLL細 胞 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 抗 原 へ 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 抗 原 は OX-2/CD200で あ る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 SEQ.ID.Nos： ５ 、 １ ２ 及 び １ ３ の 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ 領 域 を 含 有
す る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
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　 SEQ.ID.Nos： ２ １ 及 び ２ ３ の 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 領 域 を 含 有 す る
請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 SEQ.ID.Nos： ２ ９ 、 ３ ７ 及 び ３ ８ の 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 を 含
有 す る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 SEQ.ID.Nos： ５ ０ 、 ５ ５ 及 び ５ ６ の 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ 領 域 を 含
有 す る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 SEQ.ID.Nos： ６ ９ 、 ７ ４ 及 び ７ ５ の 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 領 域 を 含
有 す る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 SEQ.ID.Nos： ８ ８ 、 ９ ３ 及 び ９ ４ の 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 を 含
有 す る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 SEQ.ID.Nos： ５ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ９ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ５ ０ 、 ５ ５ 、 ５ ６ 、 ６
９ 、 ７ ４ 、 ７ ５ 、 ８ ８ 、 ９ ３ 及 び ９ ４ の 群 か ら 選 ば れ る １ 以 上 の 配 列 を 含 有 す る 請 求 項 ４
０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 上 記 抗 体 は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 上 記 抗 体 は Fv、 scFv、 Fab'又 は F(ab')2で あ る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 10月 28日 (2005.10.28)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 図 ９ ａ は 、 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 の 概 要 （ 表 １ ） 及 び 選 択 さ れ た scFv抗 体 の 結 合 特 異 性 を 示
す 。 図 ９ に お い て 、

【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ６ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 scFvク ロ ー ン の 主 な ス ク リ ー ニ ン グ は 、 原 発 性 CLL細 胞 を 正 常 ヒ ト Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ と 比 較 す
る ELISAに よ り 行 っ た 。 CLL細 胞 で 陽 性 で あ り 正 常 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ で は 陰 性 で あ っ た ク ロ ー ン を 、
正 常 ヒ ト Ｂ 細 胞 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 系 、 Ｔ Ｆ － １ 細 胞 、 及 び CLL-AAT細 胞 系 に 関 す る ELISAで 再 ス
ク リ ー ニ ン グ し た 。 ク ロ ー ン も 又 ３ 人 の 異 な る 患 者 か ら 単 離 さ れ た CLL細 胞 で ELISAに よ り
再 ス ク リ ー ン し て 、 患 者 特 異 的 又 は 血 液 タ イ プ 特 異 的 抗 原 と 認 め ら れ る ク ロ ー ン を 排 除 し
た 。 代 表 的 ELISA 結 果 を 図 ２ ～ ６ に 示 し 、 図 ９ に ま と め た 。
　 得 ら れ た scFv抗 体 ク ロ ー ン の 数 を Ｄ Ｎ Ａ フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 及 び 塩 基 配 列 決 定
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～ ９ ｃ
ｂ 左 欄 の ク ロ ー ン 番 号 は 、 下 記 scFv番 号 と 対 応 す る ：  A2c (scFv-1),

 G12.1c (scFv-2), B4.2a (scFv-17), E1c (scFv-3), F2d (scFv-18), E5e (scFv-4), H6
.2b (scFv-5), G10.1 (scFv-19), D11.1c (scFv-6), A5.2c (scFv-20), F1d (scFv-7), F
1e (scFv-8), E4.2 (scFv-21), E2c (scFv-9), A9c (scFv-9), E11e (scFv-10), A1.1 (s
cFv-11), F5.2 (scFv-12), F10b (scFv-22), F7a (scFv-23), F6b (scFv-13), C12b (scF
v-24), D2.1b (scFv-14), D1.1 (scFv-25), D2.2a (scFv-15), 及 び  D2.2b (scFv-16)。
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法 に よ り 決 定 し た 。 scFvＤ Ｎ Ａ 挿 入 部 分 を PCR法 に よ り プ ラ ス ミ ド か ら 増 幅 し 、 制 限 酵 素 B
stNIで 消 化 し た 。 得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト を ４ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 臭 化 エ チ ジ ウ
ム で 染 色 し た 。 異 な る 制 限 フ ラ グ メ ン ト パ タ ー ン を 有 す る ク ロ ー ン は 、 当 然 異 な る ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る 。 同 一 の パ タ ー ン を 有 す る ク ロ ー ン は 、 類 似 又 は 同 一 の 配 列 を 有 す る と 予
想 さ れ る 。 BstNIフ ィ ン ガ ー プ リ ン ト を 有 す る ク ロ ー ン を 、 更 に Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列
決 定 法 に よ り 分 析 し た 。 関 係 す る 相 補 性 決 定 領 域 を 有 す る 抗 体 の １ ６ グ ル ー プ へ ク
ラ ス タ ー 化 で き ５ の 異 な る 配 列 が 発 見 さ れ た （ 図 ９ ） 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
　
　 scFv－ ９ の 軽 鎖 及 び 重 鎖 Ｖ 遺 伝 子 を 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の 可 変 領 域 を 、 ヒ ト ラ ム ダ 軽 鎖
不 変 領 域 遺 伝 子 、 及 び ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 重 鎖 不 変 領 域 Ｃ Ｈ １ 遺 伝 子 と 、 そ れ ぞ れ 結 合 す る プ ラ
イ マ ー を 使 用 し た オ ー バ ー ラ ッ プ PCR法 に よ り 増 幅 し た 。 scFv－ ９ の 軽 鎖 遺 伝 子 及 び 重 鎖
遺 伝 子 の 可 変 領 域 を 、 プ ラ イ マ ー で 増 幅 し 、 ヒ ト ラ ム ダ 軽 鎖 不 変 領 域 遺 伝 子 及 び Ｉ
ｇ Ｇ １ 重 鎖 不 変 領 域 Ｃ Ｈ １ 遺 伝 子 を プ ラ イ マ ー で 増 幅 し た ：
R9VL-F1 QP: 5' GGC CTC TAG ACA GCC TGT GCT GAC TCA GTC GCC CTG 3' (SEQ ID No: 
) 

R9VL/hCL2-rev: 5' CGA GGG GGC AGC CTT GGG CTG ACC TGT GAC GGT CAG CTG GGT C 3' (
SEQ ID No: ) 

R9VL/hCL2-F: 5' GAC CCA GCT GAC CGT CAC AGG TCA GCC CAA GGC TGC CCC CTC G 3' (SE
Q ID No: ) 

R9VH-F1: 5' TCT AAT CTC GAG CAG CAG CAG CTG ATG GAG TCC G 3' (SEQ ID No: ) 

R9VH/hGG-rev: 5' GAC CGA TGG GCC CTT GGT GGA GGC TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT GC 
3' (SEQ ID No: ) 

R9VH/hCG-F: 5' GCA CCC TGG TCA CCG TCT CCT CAG CCT CCA CCA AGG GCC CAT CGG TG 3'
 (SEQ ID No: ) 

hCL2-rev: 5' CCA CTG TCA GAG CTC CCG GGT AGA AGT C 3' (SEQ ID No: ) 

hCG-rev: 5' GTC ACC GGT TCG GGG AAG TAG TC 3' (SEQ ID No: ) 
　 増 幅 し た 生 成 物 を 精 製 し 、 オ ー バ ー ラ ッ プ PCR法 を 実 施 し た 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
【 図 １ 】 磁 気 活 性 化 細 胞 分 離 (MACS)に よ る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 細 胞 表 面 パ ン ニ ン グ 中 に 含
ま れ る 代 表 的 ス テ ッ プ を 概 略 的 に 図 示 す る 。
【 図 ２ 】 選 択 さ れ た （ ウ サ ギ ） scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 へ の 結 合 の 存 在 及 び 正
常 ヒ ト PBMCへ の 結 合 の 不 在 を 示 す 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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【 図 ３ 】 図 3a及 び 3bは 、 選 択 さ れ た （ ウ サ ギ ） scFv抗 体 の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 、 及 び 正 常
原 発 性 ヒ ト Ｂ 細 胞 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 4a及 び 4bは 、 scFvク ロ ー ン が 患 者 特 異 的 (即 ち イ デ ィ オ タ イ プ )又 は 血 液 タ イ プ
特 異 的 (即 ち HLA)抗 原 へ 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る 全 細 胞 ELISAの 結 果 を
示 す 。
【 図 ５ 】 図 5a及 び 5bは 、 （ ウ サ ギ ） scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 及 び ３ 種 の ヒ ト 白
血 病 細 胞 系 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6a、 6b及 び 6cは 、 （ ウ サ ギ ） scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 及 び CLL-AAT、
B-CLL患 者 由 来 の 細 胞 系 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 ３ 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 分 析 し た 本 発 明 の scFv抗 体 結 合 特 異 性 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 8a、 8b及 び 8cは 、 本 発 明 の scFv抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 の 発 現 レ ベ ル を 示 す
。
【 図 ９ ａ 】 図 9a（ 表 １ ： CLL scFvク ロ ー ン の ま と め ） は 、 CDR配 列 の 概 要 及 び 選 択 さ れ た s
cFv抗 体 の 結 合 特 異 性 を 提 供 す る 。
【 図 ９ ｂ 】 図 9b（ CLL特 異 的 ウ サ ギ scFv抗 体 の CDR配 列 ） は 、 CDR配 列 の 概 要 及 び 選 択 さ れ
た scFv抗 体 の 結 合 特 異 性 を 提 供 す る 。
【 図 ９ ｃ 】 図 9cは 、 代 表 的 ク ロ ー ン の 発 現 パ タ ー ン を 提 供 す る 。
【 図 １ ０ 】 正 常 PBMCと 比 較 し た 、 図 ８ ａ ～ ８ ｃ に 記 載 さ れ て い る 原 発 性 CLL細 胞 で の scFv
抗 原 の 発 現 レ ベ ル の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 結 果 の 概 要 を 示 す 表 ２ （ scFv抗 原 で 標 識 さ れ た
、 B-CLL細 胞 及 び 正 常 PBMCの 平 均 蛍 光 強 度 ） で あ る 。
【 図 １ １ 】 １ ０ 人 の CLL患 者 か ら 単 離 さ れ た 末 梢 血 単 核 球 上 で の 、 scFv-9抗 原 と CD38 + 細 胞
の 発 現 レ ベ ル 割 合 を 比 較 し た 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 結 果 の 概 要 を 示 す 表 （ CLL細 胞 上 の
、 scFv-9抗 原 及 び CD38発 現 の 比 較 ） で あ る 。
【 図 １ ２ 】 免 疫 沈 降 及 び 質 量 分 析 法 に よ る scFv抗 原 の 特 定 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 ３ 種 の scFv抗 体 が ヒ ト OX-2/CD200cDNAク ロ ー ン で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ た 293-EBNA細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 OX-2/CD200ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の 存 在 は 、 IL-2及 び IFN-γ 等 の Th1サ イ ト カ
イ ン の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 生 じ る こ と を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 混 合 リ ン パ 球 反 応 中 の CLL細 胞 の 存 在 は 、 IL-2へ の Th1応 答 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン を 生 じ た こ と を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 混 合 リ ン パ 球 反 応 中 の CLL細 胞 の 存 在 は 、 IFN-γ へ の Th1応 答 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ
ー シ ョ ン を 生 じ た こ と を 示 す 。
【 図 １ ７ Ａ 】 ヒ ト （ 細 胞 ） の 存 在 又 は 不 存 在 の い ず れ か の 下 で 、 ４ × １ ０ 6 RAJI細 胞 を 皮
下 注 射 し た 全 て の 群 の NOD/SCIDマ ウ ス の 腫 瘍 体 積 の 平 均 ＋ ／ － Ｓ Ｄ を 示 す （ グ ル ー プ １ ～
５ ） 。
【 図 １ ７ Ｂ 】 ヒ ト （ 細 胞 ） の 存 在 又 は 不 存 在 の い ず れ か の 下 で 、 ４ × １ ０ 6 RAJI細 胞 を 皮
下 注 射 し た 全 て の 群 の NOD/SCIDマ ウ ス の 腫 瘍 体 積 の 平 均 ＋ ／ － Ｓ Ｄ を 示 す （ グ ル ー プ ６ ～
１ １ ） 。
【 図 １ ８ 】 ２ 種 の パ ラ メ ト リ ッ ク 検 定 (ス チ ュ ー デ ン ト t-法 及 び Welch法 )並 び に １ 種 の ノ
ン パ ラ メ ト リ ッ ク 検 定 、 Wilcox法 を 使 用 し て 実 施 し た 統 計 的 分 析 の 結 果 を 示 す 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ９ ｂ
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 ９ ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ９ ｃ
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 ９ ｃ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 2月 22日 (2007.2.22)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 OX-2/CD200が 被 験 者 中 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か を 決 定 す る

OX-2/CD200又 は OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 有 す る
。

【 請 求 項 ２ 】
　 X-2/CD20 は OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を OX-2/CD200
が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 症 状 。
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た め の 組 成 物 で あ っ て
、 該 組 成 物 は 、 を 含
、 組 成 物

O 0又 含 有 す る 、
を 治 療 す る た め の 組 成 物



【 請 求 項 ３ 】
　 X-2/CD200又 は OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 有 す る 癌 治 療

。
【 請 求 項 ４ 】
　 X-2/CD200又 は OX-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 有 す る CLL 治 療

。
【 請 求 項 ５ 】
　 X-2/CD200へ 結 合 す る 抗 体 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 。
【 請 求 項 ６ 】
　 X-2/CD200へ 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か １ 項 記 載
の 。
【 請 求 項 ７ 】
　 X-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る 抗 体 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の

。
【 請 求 項 ８ 】
　 X-2/CD200レ セ プ タ ー へ 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ
か １ 項 記 載 の 。
【 請 求 項 ９ 】
　 悪 性 癌 細 胞 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 代 謝 経 路 を す る 抗 体

有 す る 癌 治 療 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 上 記 抗 体 は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る 請 求 項 ９ の
。
【 請 求 項 １ １ 】
　 上 記 抗 体 は 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 相 互 作 用 す る レ セ プ タ ー へ 結 合
す る 請 求 項 ９ の 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 上 記 抗 体 は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 調 節 す る 抗 原 へ 結 合 す る 請 求 項 ９ の 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド は OX-2/CD200で あ る 請 求 項 ９ の 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 悪 性 癌 細 胞 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と を 特 定 す る た め
に 癌 患 者 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 代 謝 経 路 を す る 抗 体 有 す る 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 患 、 CLL患 含 む 請 求 項 １ ４ の 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 患 者 の ス ク リ ー ニ ン 、 OX-2/CD200の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 検 出 を 含 む 請
求 項 １ ４ の 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 抗 、 OX-2/CD200へ 結 合 す 請 求 項 １ ４ の 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 抗 、 OX-2/CD200が 相 互 作 用 す る レ セ プ タ ー へ 結 合 す 請 求 項 １ ４ の

。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 抗 、 OX-2/CD200の 発 現 を 調 節 す る 抗 原 へ 結 合 す 請 求 項 １ ４ の 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 SEQ.ID.Nos： ５ 、 １ ２ 及 び １ ３ 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ 領 域 を
有 す る 抗 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 。
【 請 求 項 ２ １ 】
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　 SEQ.ID.Nos： ２ １ 及 び ２ ３ 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 領 域 を 有 す
る 抗 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 SEQ.ID.Nos： ２ ９ 、 ３ ７ 及 び ３ ８ 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域
を 有 す る 抗 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 SEQ.ID.Nos： ５ ０ 、 ５ ５ 及 び ５ ６ 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ 領 域
を 有 す る 抗 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 SEQ.ID.Nos： ６ ９ 、 ７ ４ 及 び ７ ５ 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 領 域
を 有 す る 抗 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 SEQ.ID.Nos： ８ ８ 、 ９ ３ 及 び ９ ４ 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域
を 有 す る 抗 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 SEQ.ID.Nos： ５ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ９ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ５ ０ 、 ５ ５ 、 ５ ６ 、 ６
９ 、 ７ ４ 、 ７ ５ 、 ８ ８ 、 ９ ３ 及 び ９ ４ 群 か ら 選 ば れ る 一 以 上 の 配 列 を 抗
含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ヒ ト 化 抗 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ １ ４ い ず れ か １ 項 記 載 の 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 Fv、 scFv、 Fab'又 は F(ab') 含 有 す る 請 求 項 １ ～ ４ 、 ９ １ ４ い ず れ か １ 項 記 載
の 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 特 定 す る 方 法 で あ り 、 CLL患 者 か ら 採 取 し た 組 織 を 使 用 し て 得 ら
れ る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る ス テ ッ プ ；
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 を 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ９ ２ ０ と し て 寄 託 さ
れ た 細 胞 系 CLL-AATの 溶 解 産 物 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ の 構 成 員 へ 結 合 す る 抗 原 の 特 徴 付 け を す る ス テ ッ プ ；
を 含 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 ス テ ッ プ は 、 CLL細 胞 を 有 す る 有 機 体 又 は そ の 一 部 を 免 疫
化 す る こ と を 含 む 請 求 項 ２ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 ス テ ッ プ は 、 合 成 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を CLL細 は 細 胞 系 と パ
ン ニ ン グ す る こ と を 含 む 請 求 項 ２ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー は ラ イ ブ ラ リ ー
構 成 員 を 単 離 す 請 求 項 ３ １ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 １ 以 上 の CLL患 者 か ら 単 離 さ れ た 原 発 性 CLL細 胞 と パ ン ニ ン グ さ れ
る 請 求 項 ３ １ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 更 に CLL細 胞 上 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 抗 原 へ 結 合 す る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員
を 特 定 す る ス テ ッ プ を 含 有 す る 請 求 項 ２ ９ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 上 記 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 成 員 は OX-2/CD200へ 結 合 す る 請 求 項 ３ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ９ ２ ０ と し て 寄 託 さ れ た 細 胞 系 Ｃ Ｌ Ｌ － Ａ Ａ Ｔ 中 の 細 胞 を
使 用 し て 得 ら れ る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る ス テ ッ プ ；
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上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 と CLL患 者 か ら 採 取 し た 組 織 か ら の 細 胞 の 溶 解 産 物 と
を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ の 構 成 員 へ 結 合 す る 抗 原 の 特 徴 付 け を す る ス テ ッ プ ；
を 含 有 す る 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 特 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 有 機 体 を CLL患 者 か ら 採 取 し た 組 織 か ら の CLL細 胞 の 少 な く と も 一 部 で 免 疫 化 す る
ス テ ッ プ ；

有 機 体 の 免 疫 化 に 対 す る 免 疫 反 応 を 基 礎 と し て 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る ス
テ ッ プ ；
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 と CLL細 胞 と を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ の 構 成 員 へ 結 合 す る 抗 原 の 特 徴 付 け を す る ス テ ッ プ ；
を 含 有 す る 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 特 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 と CLL細 胞 と を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ は 、 上 記 ラ イ ブ
ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 と CLL患 者 か ら 採 取 し た 組 織 か ら の 細 胞 の 溶 解 産 物 と を 接 触 さ せ
る こ と を 含 む 請 求 項 ３ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 特 定 す る 方 法 で あ り 、

有 機 体 を CLL細 胞 の 少 な く と も 一 部 で 免 疫 化 る ス テ ッ プ ；
有 機 体 の 免 疫 化 に 対 す る 免 疫 反 応 を 基 礎 と し て 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る ス

テ ッ プ ；
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の １ 以 上 の 構 成 員 と CLL細 胞 と を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； 及 び
上 記 ラ イ ブ ラ リ ー の 少 な く と も １ の 構 成 員 へ 結 合 す る 抗 原 の 特 徴 付 け を す る ス テ ッ プ
を 含 有 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 CLL細 胞 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 抗 原 へ 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 抗 原 は OX-2/CD200で あ る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 SEQ.ID.Nos： ５ 、 １ ２ 及 び １ ３ 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ 領 域 を
含 有 す る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 SEQ.ID.Nos： ２ １ 及 び ２ ３ 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 領 域 を 含 有
す る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 SEQ.ID.Nos： ２ ９ 、 ３ ７ 及 び ３ ８ 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域
を 含 有 す る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 SEQ.ID.Nos： ５ ０ 、 ５ ５ 及 び ５ ６ 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ １ 領 域
を 含 有 す る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 SEQ.ID.Nos： ６ ９ 、 ７ ４ 及 び ７ ５ 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ２ 領 域
を 含 有 す る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 SEQ.ID.Nos： ８ ８ 、 ９ ３ 及 び ９ ４ 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域
を 含 有 す る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 SEQ.ID.Nos： ５ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ９ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ５ ０ 、 ５ ５ 、 ５ ６ 、 ６
９ 、 ７ ４ 、 ７ ５ 、 ８ ８ 、 ９ ３ 及 び ９ ４ 群 か ら 選 ば れ る 一 以 上 の 配 列 を 含 有 す る
請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。

(43) JP 2007-535471 A 2007.12.6

、

非 ヒ ト

上 記 非 ヒ ト

、

、 記 載

非 ヒ ト す
上 記 非 ヒ ト

、

上 記 、 記 載

か ら な る 含 む
、 記 載

か ら な る 含 む
記 載

か ら な る 含 む
、 記 載

か ら な る 含 む
、 記 載

か ら な る 含 む
、 記 載

か ら な る 含 む
、 記 載

か ら な る 、
記 載



【 請 求 項 ４ ９ 】
　 上 記 抗 体 は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 上 記 抗 体 は Fv、 scFv、 Fab'又 は F(ab')2で あ る 請 求 項 ４ ０ の 抗 体 。
 
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　
　 本 発 明 は 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ CLL） 細 胞 由 来 の 細 胞 系 CLL及 び 他 の 疾 患 の
研 究 及 び 治 療 に お け る そ れ ら の 使 用 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 ２ ０ ０ １ 年 １ 月 日
に ア メ リ カ 培 養 コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 、 マ ナ サ ス 、 バ ー ジ ニ ア 、 Ｕ Ｓ Ａ ） へ 、 ブ ダ ペ ス
ト 条 約 に 基 づ き Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ３ ９ ２ ０ と し て 寄 託 さ れ た CLL細 胞 系 指 定 記 号
「 CLL-AAT」 に 関 す る 。
 
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
【 図 １ 】 磁 気 活 性 化 細 胞 分 離 (MACS)に よ る 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 細 胞 表 面 パ ン ニ ン グ 中 に 含
ま れ る 代 表 的 ス テ ッ プ を 概 略 的 に 図 示 す る 。
【 図 ２ 】 選 択 さ れ た （ ウ サ ギ ） scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 へ の 結 合 の 存 在 及 び 正
常 ヒ ト PBMCへ の 結 合 の 不 在 を 示 す 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ ａ 】 図 3a及 び 3bは 、 選 択 さ れ た （ ウ サ ギ ） scFv抗 体 の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 、 及 び 正
常 原 発 性 Ｂ 細 胞 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。
【 図 ３ ｂ 】

【 図 ４ ａ 】 図 4a及 び 4bは 、 scFvク ロ ー ン が 患 者 特 異 的 （ 即 ち イ デ ィ オ タ イ プ ） 又 は 血 液 タ
イ プ 特 異 的 (即 ち HLA)抗 原 へ 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る 全 細 胞 ELISAの 結
果 を 示 す 。
【 図 ４ ｂ 】

【 図 ５ ａ 】 図 5a及 び 5bは 、 （ ウ サ ギ ） scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 及 び ３ 種 の ヒ ト
赤 血 球 細 胞 系 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。
【 図 ５ ｂ 】

【 図 ６ ａ 】 図 6a、 6b及 び 6cは 、 （ ウ サ ギ ） scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 及 び CLL-AAT
、 B-CLL患 者 由 来 の 細 胞 系 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。
【 図 ６ ｂ 】

【 図 ６ ｃ 】

【 図 ７ 】 ３ 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 分 析 し た 本 発 明 の scFv抗 体 結 合 特 異 性 を 示 す 。
【 図 ８ ａ 】 図 8a、 8b及 び 8cは 、 本 発 明 の scFv抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 の 発 現 レ ベ ル を 示
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図 3a及 び 3bは 、 選 択 さ れ た （ ウ サ ギ ） scFv抗 体 の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 、 及 び 正
常 原 発 性 Ｂ 細 胞 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。

図 4a及 び 4bは 、 scFvク ロ ー ン が 患 者 特 異 的 （ 即 ち イ デ ィ オ タ イ プ ） 又 は 血 液 タ
イ プ 特 異 的 (即 ち HLA)抗 原 へ 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る 全 細 胞 ELISAの 結
果 を 示 す 。

図 5a及 び 5bは 、 （ ウ サ ギ ） scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 及 び ３ 種 の ヒ ト
赤 血 球 細 胞 系 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。

図 6a、 6b及 び 6cは 、 （ ウ サ ギ ） scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 及 び CLL-AAT
、 B-CLL患 者 由 来 の 細 胞 系 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。

図 6a、 6b及 び 6cは 、 （ ウ サ ギ ） scFvク ロ ー ン の 、 原 発 性 B-CLL細 胞 及 び CLL-AAT
、 B-CLL患 者 由 来 の 細 胞 系 へ の 結 合 を 比 較 す る 、 全 細 胞 ELISAの 結 果 を 示 す 。



す 。
【 図 ８ ｂ 】

【 図 ８ ｃ 】

【 図 ９ ａ 】 図 9a（ 表 １ ： CLLscFvク ロ ー ン の ま と め ） は 、 CDR配 列 の 概 要 及 び 選 択 さ れ た sc
Fv抗 体 の 結 合 特 異 性 を 提 供 す る 。
【 図 ９ ｂ 】 図 9b（ CLL特 異 的 ウ サ ギ scFv抗 体 の CDR配 列 ） は 、 CDR配 列 の 概 要 及 び 選 択 さ れ
た scFv抗 体 の 結 合 特 異 性 を 提 供 す る 。
【 図 ９ ｃ 】 図 9cは 、 代 表 的 ク ロ ー ン の 発 現 パ タ ー ン を 提 供 す る 。
【 図 １ ０ 】 正 常 PBMCと 比 較 し た 、 図 ８ ａ ～ ８ ｃ に 記 載 さ れ て い る 原 発 性 CLL細 胞 で の scFv
抗 体 の 発 現 レ ベ ル の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 結 果 の 概 要 を 示 す 表 ２ （ scFv抗 体 で 標 識 さ れ た
、 B-CLL細 胞 及 び 正 常 PBMCの 平 均 蛍 光 強 度 ） で あ る 。
【 図 １ １ 】 １ ０ 人 の CLL患 者 か ら 単 離 さ れ た 末 梢 血 単 核 球 上 で の 、 scFv-9抗 原 と CD38+細 胞
の 発 現 レ ベ ル 割 合 を 比 較 し た 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 結 果 の 概 要 を 示 す 表 （ CLL細 胞 上 の
、 scFv-9抗 原 及 び CD38発 現 の 比 較 ） で あ る 。
【 図 １ ２ 】 免 疫 沈 降 及 び 質 量 分 析 法 に よ る scFv抗 原 の 特 定 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 ３ 種 の scFv抗 体 が ヒ ト OX-2/CD200cDNAク ロ ー ン で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ た 293-EBNA細 胞 へ 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 OX-2/CD200ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の 存 在 は 、 IL-2及 び IFN-γ 等 の Th1サ イ ト カ
イ ン の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 生 じ る こ と を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 混 合 リ ン パ 球 反 応 中 の CLL細 胞 の 存 在 は 、 IL-2へ の TH1応 答 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン を 生 じ た こ と を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 混 合 リ ン パ 球 反 応 中 の CLL細 胞 の 存 在 は 、 IFN-γ へ の TH1応 答 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ
ー シ ョ ン を 生 じ た こ と を 示 す 。
【 図 １ ７ Ａ 】 ヒ ト （ 細 胞 ） の 存 在 又 は 不 存 在 の い ず れ か の 下 で 、 ４ × １ ０ ６ RAJI細 胞 を 皮
下 注 射 し た 全 て の 群 の NOD/SCIDマ ウ ス の 腫 瘍 体 積 の 平 均 ＋ ／ － Ｓ Ｄ を 示 す （ グ ル ー プ １ ～
５ ） 。
【 図 １ ７ Ｂ 】 ヒ ト （ 細 胞 ） の 存 在 又 は 不 存 在 の い ず れ か の 下 で 、 ４ × １ ０ ６ RAJI細 胞 を 皮
下 注 射 し た 全 て の 群 の NOD/SCIDマ ウ ス の 腫 瘍 体 積 の 平 均 ＋ ／ － Ｓ Ｄ を 示 す （ グ ル ー プ ６ ～
１ １ ） 。
【 図 １ ８ 】 ２ 種 の パ ラ メ ト リ ッ ク 検 定 (ス チ ュ ー デ ン ト t-法 及 び Welch法 )並 び に １ 種 の ノ
ン パ ラ メ ト リ ッ ク 検 定 、 Wilcox法 を 使 用 し て 実 施 し た 統 計 的 分 析 の 結 果 を 示 す 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 図
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
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【 図 １ ８ 】
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