
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ハイブリドーマ HD8（受託番号  FERM BP-7773）が産生する、 HLA-DRと結合する抗体又は
その機能的断片。
【請求項２】
　ハイブリドーマ HD8（受託番号  FERM BP-7773）が産生する抗体の可変領域を有する、 HL
A-DRと結合する抗体又はその機能的断片。
【請求項３】
　抗体のサブクラスが、 IgGである請求項２記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項４】
　 IgGが IgG1である請求項３記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項５】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項４記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項６】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列の改変が、 EUナンバリングシステムにおける 331番目のア
ミノ酸の Serへの置換である請求項５記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項７】
　 IgGが IgG2である請求項３記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項８】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項７記載の抗体又はその機能的断片。
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【請求項９】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列の改変が、 EUナンバリングシステムにおける 331番目のア
ミノ酸の Serへの置換である請求項８記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項１０】
　 IgGが IgG3である請求項３記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項１１】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項１０記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項１２】
　 IgGが IgG4である請求項３記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項１３】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項１２記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項１４】
　ハイブリドーマ HD8（受託番号  FERM BP-7773）。
【請求項１５】
　ハイブリドーマ HD4（受託番号  FERM BP-7771）が産生する、 HLA-DRと結合する抗体又は
その機能的断片。
【請求項１６】
　ハイブリドーマ HD4（受託番号  FERM BP-7771）が産生する抗体の可変領域を有する、 HL
A-DRと結合する抗体又はその機能的断片。
【請求項１７】
　抗体のサブクラスが、 IgGである請求項１６記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項１８】
　 IgGが IgG1である請求項１７記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項１９】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項１８記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項２０】
　 IgGが IgG2である請求項１７記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項２１】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項２０記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項２２】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列の改変が、 EUナンバリングシステムにおける 331番目のア
ミノ酸の Serへの置換である請求項２１記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項２３】
　 IgGが IgG3である請求項１７記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項２４】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項２３記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項２５】
　 IgGが IgG4である請求項１７記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項２６】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項２５記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項２７】
　ハイブリドーマ HD4（受託番号  FERM BP-7771）。
【請求項２８】
　ハイブリドーマ HD10（受託番号  FERM BP-7774）が産生する、 HLA-DRと結合する抗体又
はその機能的断片。
【請求項２９】
　ハイブリドーマ HD10（受託番号  FERM BP-7774）。
【請求項３０】
　ハイブリドーマ HD6（受託番号  FERM BP-7772）が産生する、 HLA-DRと結合する抗体又は
その機能的断片。
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【請求項３１】
　ハイブリドーマ HD6（受託番号  FERM BP-7772）が産生する抗体の可変領域を有する、 HL
A-DRと結合する抗体又はその機能的断片。
【請求項３２】
　抗体のサブクラスが、 IgGである請求項３１記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項３３】
　 IgGが IgG1である請求項３２記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項３４】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項３３記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項３５】
　 IgGが IgG2である請求項３２記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項３６】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項３５記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項３７】
　 IgGが IgG3である請求項３２記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項３８】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項３７記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項３９】
　 IgGが IgG4である請求項３２記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項４０】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項３９記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項４１】
　ハイブリドーマ HD6（受託番号  FERM BP-7772）。
【請求項４２】
　配列番号２１及び２３で示されるアミノ酸配列のうち可変領域のマチュア部分のアミノ
酸配列を含む、 HLA-DRと結合する抗体又はその機能的断片。
【請求項４３】
　配列番号２０及び２２で示される塩基配列がコードするペプチドのうち可変領域のマチ
ュア部分のアミノ酸配列を含む、 HLA-DRと結合する抗体又はその機能的断片。
【請求項４４】
　抗体のサブクラスが、 IgGである請求項４２記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項４５】
　 IgGが IgG1である請求項４４記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項４６】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項４５記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項４７】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列の改変が、 EUナンバリングシステムにおける 331番目のア
ミノ酸の Serへの置換である請求項４６記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項４８】
　サブクラスが IgG1であり EUナンバリングシステムにおける 331番目のアミノ酸が Serへ置
換された抗体 HD8である抗体 HD8G1Ser又はその機能的断片。
【請求項４９】
　 IgGが IgG2である請求項４４記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項５０】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項４９記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項５１】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列の改変が、 EUナンバリングシステムにおける 331番目のア
ミノ酸の Serへの置換である請求項５０記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項５２】
　サブクラスが IgG2であり EUナンバリングシステムにおける 331番目のアミノ酸が Serへ置
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換された抗体 HD8である抗体 HD8G2Ser又はその機能的断片。
【請求項５３】
　 IgGが IgG3である請求項４４記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項５４】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項５３記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項５５】
　 IgGが IgG4である請求項４４記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項５６】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項５５記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項５７】
　配列番号１７及び１９で示されるアミノ酸配列のうち可変領域のマチュア部分のアミノ
酸配列を含む、 HLA-DRと結合する抗体又はその機能的断片。
【請求項５８】
　配列番号１６及び１８で示される塩基配列がコードするペプチドのうち可変領域のマチ
ュア部分のアミノ酸配列を含む、 HLA-DRと結合する抗体又はその機能的断片。
【請求項５９】
　抗体のサブクラスが、 IgGである請求項５７記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項６０】
　 IgGが IgG1である請求項５９記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項６１】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項６０記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項６２】
　 IgGが IgG2である請求項５９記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項６３】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項６２記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項６４】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列の改変が、 EUナンバリングシステムにおける 331番目のア
ミノ酸の Serへの置換である請求項６３記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項６５】
　サブクラスが IgG2であり EUナンバリングシステムにおける 331番目のアミノ酸が Serへ置
換された抗体 HD4である抗体 HD4G2Ser又はその機能的断片。
【請求項６６】
　 IgGが IgG3である請求項５９記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項６７】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項６６記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項６８】
　 IgGが IgG4である請求項５９記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項６９】
　重鎖定常領域のアミノ酸配列を、改変した請求項６８記載の抗体又はその機能的断片。
【請求項７０】
　ハイブリドーマ HD8（受託番号  FERM BP-7773）、ハイブリドーマ HD10（受託番号  FERM 
BP-7774）、ハイブリドーマ HD4（受託番号  FERM BP-7771）及び HD6（受託番号  FERM BP-7
772）からなる群から選択されるハイブリドーマの保有する核酸であって、前記ハイブリ
ドーマが産生する抗体の可変領域を含む抗体をコードする核酸又は該抗体の機能的断片を
コードする核酸。
【請求項７１】
　可変領域が配列番号１７および１９で示されるアミノ酸配列のうち可変領域のマチュア
部分のアミノ酸配列を含む、請求項７０記載の抗体をコードする核酸又は該抗体の機能的
断片をコードする核酸。
【請求項７２】
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　可変領域が配列番号２１および２３で示されるアミノ酸配列のうち可変領域のマチュア
部分のアミノ酸配列を含む、請求項７０記載の抗体をコードする核酸又は該抗体の機能的
断片をコードする核酸。
【請求項７３】
　サブクラスが IgG1であり EUナンバリングシステムにおける 331番目のアミノ酸が Serへ置
換された抗体 HD8である抗体 HD8G1Ser、サブクラスが IgG2であり EUナンバリングシステム
における 331番目のアミノ酸が Serへ置換された抗体 HD8である抗体 HD8G2Ser及びサブクラ
スが IgG2であり EUナンバリングシステムにおける 331番目のアミノ酸が Serへ置換された抗
体 HD4である抗体 HD4G2Serからなる群から選択される抗体をコードする核酸又は該抗体の
機能的断片をコードする核酸。
【請求項７４】
　請求項７０～７３のいずれか１項に記載の核酸によりコードされるタンパク質。
【請求項７５】
　請求項７０～７３のいずれか１項に記載の核酸を有する発現ベクター。
【請求項７６】
　請求項７５に記載の発現ベクターを有する宿主。
【請求項７７】
　大腸菌、酵母細胞、昆虫細胞、哺乳動物細胞及び植物細胞並びに哺乳動物からなる群か
ら選ばれる請求項７６記載の宿主。
【請求項７８】
　ハイブリドーマ HD8（受託番号  FERM BP-7773）、ハイブリドーマ HD10（受託番号  FERM 
BP-7774）、ハイブリドーマ HD4（受託番号  FERM BP-7771）及び HD6（受託番号  FERM BP-7
772）からなる群から選択されるハイブリドーマから抗 HLA-DRモノクローナル抗体をコー
ドする遺伝子を単離し、該遺伝子を有する発現ベクターを構築し、該発現ベクターを宿主
に導入して該モノクローナル抗体を発現せしめ、得られる宿主、宿主の培養上清又は宿主
の分泌物から抗 HLA-DRモノクローナル抗体を採取することを含む、抗 HLA-DRモノクローナ
ル抗体の製造方法。
【請求項７９】
　配列番号２１で示されるアミノ酸配列の２１番目の Qから１５２番目の S、及び配列番号
２３で示されるアミノ酸配列の２３番目の Aから１２９番目の Kのアミノ酸配列を含む、抗
体またはその機能的断片。
【請求項８０】
　配列番号２０で示される塩基配列の１０１番目の Cから４９６番目の A、及び配列番号２
２で示される塩基配列の１００番目の Gから４２０番目の Aの塩基配列がコードするアミノ
酸配列を含む、抗体又はその機能的断片。
【請求項８１】
　配列番号１７で示されるアミノ酸配列の２０番目の Eから１４２番目の S、及び配列番号
１９で示されるアミノ酸配列の２１番目の Eから１２８番目の Kのアミノ酸配列を含む、抗
体又はその機能的断片。
【請求項８２】
　配列番号１６で示される塩基配列の１３６番目の Gから５０４番目の A、及び配列番号１
８で示される塩基配列の９５番目の Gから４１８番目の Aの塩基配列がコードするアミノ酸
配列を含む、抗体又はその機能的断片。
【請求項８３】
　配列番号１７で示されるアミノ酸配列の２０番目の Eから１４２番目の S、及び配列番号
１９で示されるアミノ酸配列の２１番目の Eから１２８番目の Kのアミノ酸配列を含む、抗
体又はその機能的断片をコードする核酸。
【請求項８４】
　配列番号２１で示されるアミノ酸配列の２１番目の Qから１５２番目の S、及び配列番号
２３で示されるアミノ酸配列の２３番目の Aから１２９番目の Kのアミノ酸配列を含む、抗
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体またはその機能的断片をコードする核酸。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は免疫に関与する細胞膜分子である HLA-DR（ human leucocyte antigen －  DR）
を認識する抗 HLA-DR抗体に関する。さらに本発明は、抗 HLA-DR抗体を有効成分とする次の
二項目の薬剤に関する：（ 1） HLA-DRを発現している細胞に起因する疾患に対する予防又
は治療剤、特に悪性腫瘍治療剤、及び（ 2） HLA-DRを発現している細胞に起因する免疫反
応に対する予防又は治療剤、特に慢性関節リウマチ治療剤。
【背景技術】
【０００２】
　細胞表面に発現する蛋白質に結合し、細胞に対して細胞死あるいは傷害性を誘導する作
用を有する抗体を癌などの治療に用いることが試みられている。現在、細胞膜上に存在す
るレセプターである CD20を標的としたキメラ抗体（ Rituximab）、 Her2/neuを標的とした
ヒト化抗体などのモノクローナル抗体が、悪性腫瘍を対象疾患として使用されており、そ
の治療効果が認められている。抗体は、血中半減期が長く、抗原への特異性が高いという
特徴を持ち、抗腫瘍剤として特に有用である。例えば、腫瘍特異的な抗原を標的とした抗
体であれば、投与した抗体は腫瘍に集積することが推定されるので、補体依存性細胞傷害
活性（ CDC）や抗体依存的細胞性細胞傷害活性（ ADCC）による、免疫システムの癌細胞に
対する攻撃が期待できる。また、その抗体に放射性核種や細胞毒性物質などの薬剤を結合
しておくことにより、結合した薬剤を効率よく腫瘍部位に送達することが可能となり、同
時に、非特異的な他組織への該薬剤到達量が減少することで、副作用の軽減も見込むこと
ができる。腫瘍特異的抗原に細胞死を誘導するような活性がある場合はアゴニスティック
な活性を持つ抗体を投与することで、また、腫瘍特異的抗原が細胞の増殖及び生存に関与
する場合は中和活性を持つ抗体を投与することで、腫瘍特異的な抗体の集積と、抗体の活
性による腫瘍の増殖停止又は退縮が期待される。抗体は、上記のようにその特徴から抗腫
瘍剤として適用するのに適切であると考えられる。
【０００３】
　近年、 Rituximabによって、 B細胞リンパ腫において有意な抗腫瘍効果を発揮しており、
副作用も限定されている。しかしながら Rituximabはヒト－マウスのキメラタンパクであ
ることから、 Rituximabそのものの抗原性が高く、体内でマウス部位に対する抗体が産生
され、効果が減弱する可能性もある。また、 Rituximab単独では効果が低い癌もあり、抗
がん剤との併用については現在臨床試験が行われている（非特許文献１および２参照）。
よって、新たな抗原をターゲットとした抗腫瘍抗体が必要とされており、クラス II主要組
織適合遺伝子複合体（ MHC）分子の一種である HLA-DRに対するモノクローナル抗体には、 R
ituximabと異なる抗原を認識する抗体として臨床における抗腫瘍活性が期待される。
【０００４】
　一方、クラス II主要組織適合遺伝子複合体（ MHC）分子は、抗原ペプチド断片に結合し
、これらの抗原ペプチド断片をヘルパー（ CD4+） T細胞（「 Th」細胞）に提示する（非特
許文献３参照）。クラス II MHC分子に特異的なモノクローナル抗体は、インビトロにおい
て Th細胞の免疫応答の非常に強力な選択的阻害剤であることが報告されている（非特許文
献４参照）。このようなモノクローナル抗体は発見されて以来、慢性関節リウマチなどの
自己免疫疾患の選択的免疫抑制治療に使用できる可能性のある薬物として考えられている
。初期のインビボにおける研究により、これらモノクローナル抗体が Th細胞性異種及び自
己免疫応答に対して与える有用な影響が明らかにされた（非特許文献５から８参照）。さ
らに霊長類における研究により、同種移植における移植片対宿主反応を抑制することが明
らかにされた（非特許文献９および１０参照）。
【０００５】
　現在臨床的には臓器移植時の拒絶反応の抑制には、シクロスポリン Aや FK506といった免
疫抑制剤が用いられているが、これらの免疫抑制剤の問題点は免疫反応を非特異的に抑制
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してしまうため強い副作用が起こる。
【０００６】
　以上より、抗体はその特徴から副作用の少ない免疫抑制剤として適用するのに適切であ
ると考えられる。
【０００７】
【非特許文献１】 McLaughlin P. et. al., J Clin Oncol.(1998),16, 2825-2833
【非特許文献２】 Coiffier B. et. al., Blood (1998), 92, 1927-81
【非特許文献３】 Babbin B. et al., Nature （ 1985） , 317, 359-361
【非特許文献４】 Baxevanis CN, et. al., Immunogenetics （ 1980） , 11, 617-625
【非特許文献５】 Rosenbaum JT. et al., J. Exp. Med.（ 1981） , 154, 1694-1702
【非特許文献６】 Waldor MK. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA（ 1983） , 80, 2713-
2717
【非特許文献７】 Jonker M. et al., J. Autoimmun.（ 1988） , 1, 399-414
【非特許文献８】 Stevens HP. et. al., Transplant. Proc.（ 1990） , 22,1783-1784
【非特許文献９】 Billing R. & Chatterjee S.（ 1983） , Transplant. Proc., 15, 649-6
50
【非特許文献１０】 Jonker M. et. al., Transplant Proc.（ 1991） , 23, 264-265
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　免疫抑制活性が高く、それ自身の免疫原性の低いヒト抗体を用いた免疫抑制剤の開発に
ついても未解決である。
　本発明は、このような抗体を作製し、抗腫瘍剤又は免疫抑制剤として使用することを目
的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、ヒト HLA-DRに対する抗体の作製に関して鋭意研究した結果、 HLA-DRを発
現する癌細胞に非常に低濃度で抗腫瘍効果を示すモノクローナル抗体、及び、 HLA-DRを介
した免疫活性を特異的に抑制するモノクローナル抗体の取得に成功し、さらに該モノクロ
ーナル抗体の可変領域の配列を特定し、該モノクローナル抗体が結合するエピトープを決
定し、本発明を完成するに至った。
【００１０】
　すなわち、本発明は以下の通りである。
　本発明は、その第 1の態様において、及び及びマウス -マウスハイブリドーマにより産生
される HLA-DRと結合するモノクローナル抗体、例えば HD4、 HD6、 HD8又は HD10により産生
される好ましくはヒト抗体であるモノクローナル抗体又はその機能的断片を提供する。 HD
4、 HD6、 HD8又は HD10により産生されるモノクローナル抗体のタイプはイムノグロブリン G
（ IgG）型である。ここで、ハイブリドーマ HD8は、受託番号が FERM BP-7773として、ハイ
ブリドーマ HD10は受託番号が FERM BP-7774として、 2001年 10月 11日付けで独立行政法人　
産業技術総合研究所　特許生物寄託センター（日本国茨城県つくば市東 1丁目 1番地１　中
央第 6）に国際寄託されている。ハイブリドーマ HD4は受託番号が FERM BP-7771として、 20
01年 10月 11日付けで独立行政法人　産業技術総合研究所　特許生物寄託センター（日本国
茨城県つくば市東 1丁目 1番地１　中央第 6）に国際寄託されている。ハイブリドーマ HD6は
、受託番号が  FERM BP-7772として、 2001年 10月 11日付けで独立行政法人　産業技術総合
研究所　特許生物寄託センター（日本国茨城県つくば市東 1丁目 1番地１　中央第 6）に国
際寄託されている。
【００１１】
　本発明の実施形態において、本発明の抗体は上記ハイブリドーマが産生する抗体の可変
領域を有する、抗体又はその機能的断片である。
【００１２】
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　本発明の別の実施形態において、本発明の抗体はサブクラスが改変された抗体も含み、
ハイブリドーマ HD8が産生する抗体であってサブクラスが IgG1、 IgG2、 IgG3若しくは IgG4
である抗体若しくはその機能的断片、ハイブリドーマ HD4が産生する抗体であってサブク
ラスが IgG1、 IgG2、 IgG3若しくは IgG4である抗体若しくはその機能断片、ハイブリドーマ
HD10が産生する抗体であってサブクラスが IgG1、 IgG2、 IgG3若しくは IgG4である抗体若し
くはその機能的断片、又はハイブリドーマ HD6が産生する抗体であってサブクラスが IgG1
、 IgG2、 IgG3若しくは IgG4である抗体若しくはその機能的断片である。本発明のさらに別
の実施形態において、本発明の抗体は重鎖定常領域のアミノ酸配列が改変された抗体又は
その機能的断片であり、例えば重鎖定常域の EUナンバリングシステム（ Sequences of pro
teins of immunological interest, NIH Publication No.91-3242 を参照）における 331
番目のアミノ酸を Serに置き換えた抗体又はその機能的断片である。
【００１３】
　本発明の別の実施形態において、抗体又はその機能的断片は IgG1、 IgG2、又は IgG4にサ
ブクラスを組替えるか、さらに重鎖定常域の EUナンバリングシステムにおける 331番目の
アミノ酸を Serに置き換え、 IgG1、 IgG1Ser、 IgG2、 IgG2Ser又は IgG4に改変した結果、 IgG
1及び IgG1Serタイプのみが ADCCを発現し、 IgG1及び IgG2のみが CDC活性を発現する抗体又
はその機能的断片である。
【００１４】
　また、本発明の別の態様において、本発明はハイブリドーマ HD4、 HD6、 HD8又は HD10が
産生する抗体の可変領域を含む、 HLA-DRと結合する抗体又はその機能的断片を提供する。
本発明の実施形態において、本発明の抗体は配列番号２１及び２３に示されるアミノ酸配
列のうち可変領域の成熟体部分のアミノ酸配列を有する、ハイブリドーマ HD8が産生する
抗体の可変領域を含む抗体又はその機能的断片である。本発明の別の実施形態において、
本発明の抗体は配列番号１７及び１９に示されるアミノ酸配列のうち可変領域の成熟体部
分のアミノ酸配列を有する、ハイブリドーマ HD4が産生する抗体の可変領域を含む抗体又
はその機能的断片である。
【００１５】
　さらに、本発明の別の態様において、本発明は HLA-DRの特定のエピトープに結合し得る
抗体又はその機能的断片である。本発明の実施形態において、本発明の抗体は、 HLA-DRの
β鎖（ DRB1＊ 15011）の細胞外領域アミノ酸（配列番号１４７にアミノ酸配列、配列番号
１４６に塩基配列を示す）について 13-merペプチドを 2アミノ酸ずつずらしてペプチドを
作成し（配列番号１４７のアミノ酸配列のうち第 29番目から第 227番目の 199アミノ酸につ
いて 13-merペプチドを作成する）、該ペプチドをセルロース膜上に C末端から結合し N末端
をアセチル化することからなるペプチドのうち、配列番号８２で示されるペプチドと最も
強力に結合する、 HLA-DRに結合する抗体及びその機能的断片、 HLA-DRのβ鎖（ DRB1＊ 1501
1）の細胞外領域アミノ酸について 13-merペプチドを２アミノ酸ずつずらしてペプチドを
作成し、該ペプチドをセルロース膜上に C末端から結合し N末端をアセチル化することから
なるペプチドのうち、配列番号８２、８３及び８４で示される３種類のペプチド総てと強
力に結合する、 HLA-DRに結合する抗体及びその機能的断片、並びに HLA-DRのβ鎖（ DRB1＊
15011）の細胞外領域アミノ酸について 13-merペプチドを２アミノ酸ずつずらしてペプチ
ドを作成し、該ペプチドをセルロース膜状に C末端から結合し N末端をアセチル化したこと
からなる配列番号２４から３９で示されるのすべてのペプチドと有意に結合し、かつ配列
番号４０から４３で示されるすべてのペプチドと有意に結合する、 HLA-DRに結合する抗体
又はその機能的断片である。
【００１６】
　本発明はさらに、別の態様において、本発明の抗体又はその機能的断片は、腫瘍（例え
ば SCIDマウスに移植された Raji細胞に由来するもの）の増殖を抑制することでマウス個体
の生存率を延長させることができる抗体又はその機能的断片を提供する。腫瘍を担持する
被検動物（例えばリンパ腫細胞担癌マウスモデル等の担癌実験動物、体重 20gとする）に
本発明の抗体又はその機能的断片を投与する量は、 0.1μ g/body～１μ g/body又は 5μ g/kg
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～ 50μ g/kgである。例えば、投与量として１μ g/body又は 50μ g/kg、好ましくは 0.1μ g/b
ody又は 5μ g/kgが挙げられる。
【００１７】
　本発明の実施形態において、本発明の抗体は以下の性質 (a)及び (b)：
（ a） 6週齢の SCIDマウスに抗アシアロ GM1抗血清を 10μｌ /マウス個体で静脈内投与し、抗
アシアロ GM1抗血清投与翌日にバーキットリンパ腫細胞 Raji（ ATCC CCL-86）を５× 106 /マ
ウス個体で静脈内投与し、 Raji投与 5日後に投与量 50μ g/kg体重から 5μ g/kg体重で投与し
た場合のマウスの生存率が、ヒト抗 HSA抗体を同量投与した場合の生存率よりも高いとい
う性質；及び
（ b） 10％  FCSを含む RPMI1640培地を用いて 8μ g/mLに調製した抗体 50μ Lと 10％  FCSを含
む RPMI1640培地を用いて２× 105個 /mLに調製した第１のヒトドナー由来成熟樹状細胞浮遊
液 50μ Lとを 96穴プレートのウェル中で混合し、 4℃で 30分間放置し、次いで 10％  FCSを含
む RPMI1640培地を用いて１× 10６ 個 /mLに調製した前記第１のヒトドナーと組織適合抗原
が異なる第２のヒトドナー由来の純度 99％以上のＴ細胞浮遊液 100μ Lを混合し、 37℃、 5
％ CO2存在下で５日間培養し、さらに 3 Hチミジンを 1.0μ Ci/ウェルで添加して、さらに 37
℃、５％ CO2存在下で 16～ 20時間培養した後、細胞へ取り込まれた 3 Hチミジンを回収し該 3

Hチミジンをシンチレーターで測定し、 3 Hチミジンの細胞への取り込みを指標として免疫
抑制活性を測定した場合の免疫抑制活性が同濃度のマウス抗 HLA-DRモノクローナル抗体 L2
43（ ATCC HB-55）を用いた場合の免疫抑制活性と比べて弱いという性質；
を有する、 HLA-DRと結合する抗体及びその機能的断片である。
【００１８】
　本発明はさらに、別の態様において、マウス抗 HLA-DRモノクローナル抗体 L243（ ATCC H
B-55）と比べて L243と同等か又は L243より強い免疫抑制活性を示す、 HLA-DRを認識する抗
体又はその機能的断片を提供する。本発明の実施形態において、本発明の抗体は 10％  FCS
を含む RPMI1640培地を用いて 8μ g/mLに調製した抗体 50μ Lと 10％  FCSを含む RPMI1640培地
を用いて２× 105個 /mLに調製した第１のヒトドナー由来成熟樹状細胞浮遊液 50μ Lとを 96
穴プレートのウェル中で混合し、 4℃で 30分間放置し、次いで 10％  FCSを含む RPMI1640培
地を用いて１× 10６ 個 /mLに調製した前記第１のヒトドナーと組織適合抗原が異なる第２
のヒトドナー由来の純度 99％以上のＴ細胞浮遊液 100μ Lを混合し、 37℃、 5％ CO2存在下で
５日間培養し、さらに 3 Hチミジンを 1.0μ Ci/ウェルで添加して、さらに 37℃、５％ CO2存
在下で 16～ 20時間培養した後、細胞へ取り込まれた 3 Hチミジンを回収し該 3 Hチミジンをシ
ンチレーターで測定し、 3 Hチミジンの細胞への取り込みを指標として免疫抑制活性を測定
した場合の免疫抑制活性が同濃度のマウス抗 HLA-DRモノクローナル抗体 L243（ ATCC HB-55
）を用いた場合の免疫抑制活性と比べて同等又は強いという性質を有する、抗体又はその
機能的断片を提供する。
【００１９】
　本発明はさらに、別の態様において、ハイブリドーマ HD8（受託番号  FERM BP-7773）、
ハイブリドーマ HD10（受託番号  FERM BP-7774）、ハイブリドーマ HD4（受託番号  FERM BP
-7771）及び HD6（受託番号  FERM BP-7772）からなる群から選択されるハイブリドーマの
保有する核酸であって、前記ハイブリドーマが産生する抗体の可変領域を含む抗体をコー
ドする核酸又は該抗体の機能的断片をコードする核酸又は該抗体の機能的断片をコードす
る核酸、該核酸によりコードされるタンパク質、前記核酸を有する発現ベクター、該発現
ベクターを有する大腸菌、酵母細胞、昆虫細胞、哺乳動物細胞及び植物細胞並びに哺乳動
物からなる群から選ばれる宿主を提供する。本発明の実施形態において、本発明の抗体は
、可変領域が配列番号１７および１９で示されるアミノ酸配列のうち可変領域の成熟体部
分のアミノ酸配列を有する可変領域を含む前記抗体をコードする核酸又は該抗体の機能的
断片をコードする核酸であり、可変領域が配列番号２１および２３で示されるアミノ酸配
列のうち可変領域の成熟体部分のアミノ酸配列を有する可変領域を含む前記抗体をコード
する核酸又は該抗体の機能的断片をコードする核酸であり、サブクラスが IgG1であり EUナ
ンバリングシステムにおける 331番目のアミノ酸が Serへ置換された抗体 HD8である抗体 HD8
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G1Ser、サブクラスが IgG2であり EUナンバリングシステムにおける 331番目のアミノ酸が Se
rへ置換された抗体 HD8である抗体 HD8G2Ser及びサブクラスが IgG2であり EUナンバリングシ
ステムにおける 331番目のアミノ酸が Serへ置換された抗体 HD4である抗体 HD4G2Serからな
る群から選択される抗体をコードする核酸又は該抗体の機能的断片をコードする核酸であ
る。
【００２０】
　本発明はさらに、別の態様において、ハイブリドーマ HD8（受託番号  FERM BP-7773）、
ハイブリドーマ HD10（受託番号  FERM BP-7774）、ハイブリドーマ HD4（受託番号  FERM BP
-7771）及び HD6（受託番号  FERM BP-7772）からなる群から選択されるハイブリドーマか
ら抗 HLA-DRモノクローナル抗体をコードする遺伝子を単離し、該遺伝子を有する発現ベク
ターを構築し、該発現ベクターを宿主に導入して該モノクローナル抗体を発現せしめ、得
られる宿主、宿主の培養上清又は宿主の分泌物から抗 HLA-DRモノクローナル抗体を採取す
ることを含む、抗 HLA-DRモノクローナル抗体の製造方法を提供する。
【００２１】
　本発明はさらに、別の態様において、上記抗体又はその機能的断片を有効成分として含
有する、腫瘍の予防、治療又は診断剤を提供する。
【００２２】
　予防又は治療可能な腫瘍の例は、白血病（慢性リンパ性白血病、急性リンパ性白血病を
含む）、リンパ腫（非ホジキンリンパ腫、ホジキンリンパ腫、 T細胞系リンパ腫、 B細胞系
リンパ腫、バーキットリンパ腫、悪性リンパ腫、びまん性リンパ腫、濾胞性リンパ腫を含
む）、骨髄腫（多発性骨髄腫を含む）、乳癌、大腸癌、腎臓癌、胃癌、卵巣癌、膵臓癌、
子宮頚癌、子宮内膜癌、食道癌、肝臓癌、頭頚部扁平上皮癌、皮膚癌、尿路癌、前立腺癌
、絨毛癌、咽頭癌、喉頭癌、きょう膜腫、男性胚腫、子宮内膜過形成、子宮内膜症、胚芽
腫、線維肉腫、カポジ肉腫、血管腫、海綿状血管腫、血管芽腫、網膜芽腫、星状細胞腫、
神経線維腫、稀突起謬腫、髄芽腫、神経芽腫、神経膠腫、横紋筋肉腫、謬芽腫、骨原性肉
腫、平滑筋肉腫、甲状肉腫及びウィルムス腫瘍からなる群から選ばれる少なくとも１つで
ある。
【００２３】
　本発明はさらに、別の態様において、本発明の抗体又はその機能的断片を有効成分とし
て含有する免疫抑制剤を提供し、さらに本発明の抗体又はその機能的断片を有効成分とし
て含有する自己免疫疾患又はアレルギーの予防、治療又は診断剤を提供する。
【００２４】
　本発明の実施形態において、予防又は治療剤は臓器移植時における免疫抑制剤（膵島移
植や腎臓などの移植時における拒絶反応、 GVHDの予防又は治療剤）、あるいは自己免疫疾
患（例えば、リウマチ、動脈硬化治療薬、多発性硬化症、全身性エリトマトーデス、特発
性血小板減少症、クローン病など）治療剤、喘息などアレルギー治療剤の予防又は治療の
ためのものである。本発明のさらに別の実施形態において、本発明の抗体又はその機能的
断片は、 Raji細胞が移植された担癌 SCIDマウスにおいて、腫瘍移植 5日後に前記抗体又は
その機能的断片の投与量 5μ g/kg以下で延命効果が認められることを特徴とする。
【００２５】
　本発明は、さらに配列番号１７及び１９にそれぞれ示される、ハイブリドーマ HD4の産
生する抗体の重鎖可変領域及び軽鎖可変領域、配列番号２１及び２３にそれぞれ示される
、ハイブリドーマ HD8の産生する抗体の重鎖可変領域及び軽鎖可変領域の、マチュア部分
のアミノ酸配列を有する抗体又はその機能的断片を含む。
【００２６】
　上記抗体又はその機能的断片は、例えば、配列番号１６及び１８にそれぞれ示される、
ハイブリドーマ HD4から単離された核酸配列にコードされる重鎖可変領域及び軽鎖可変領
域、配列番号２０及び２２にそれぞれ示される、ハイブリドーマ HD8から単離された核酸
配列にコードされる重鎖可変領域及び軽鎖可変領域の、マチュア部分のアミノ酸配列を有
するものである。
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【発明の効果】
【００２７】
　本発明により、 HLA-DRを発現している細胞に起因する疾患に対する予防又は治療剤、特
に悪性腫瘍治療薬としてほぼすべての HLA-DR多型を有する患者に有用である分子が提供さ
れた。
　さらに、 HLA-DRが関与する免疫活性を抑制することによる免疫抑制薬、特にリウマチ治
療薬として有用である分子が提供された。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２８】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００２９】
　抗 HLA-DRモノクローナル抗体に、免疫反応に対して抑制活性があることも報告されてい
る。初期のインビボにおける研究により、抗 HLA-DRモノクローナル抗体が Th細胞性異種及
び自己免疫応答に対して与える有用な影響が明らかにされた [Rosenbaum JT. et al., J. 
Exp. Med.（ 1981） , 154, 1694-1702; Waldor MK. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
（ 1983） , 80, 2713-2717; Jonker M. et al., J. Autoimmun.（ 1988） , 1, 399-414; St
evens HP. et. al., Transplant. Proc.（ 1990） , 22,1783-1784参照 ]。さらに霊長類に
おける研究により、同種移植における移植片対宿主反応を抑制することが明らかにされた
[Billing R. & Chatterjee S.（ 1983） , Transplant. Proc., 15, 649-650; Jonker M. e
t. al., Transplant Proc.（ 1991） , 23, 264-265]。しかしながら、これら報告されてい
る抗体はマウス抗体である。最近になって、プロテインデザインラボラトリー社が 1D10と
いうマウス抗 HLA-DR抗体を用いて、彼らのもつヒト化技術により可変部位以外を遺伝子組
換えによりヒト抗体の配列にしたヒト化 HLA-DR抗体が開発され [Sheri AK. et. al., Int.
 J. Cancer（ 2001） , 93, 556-565参照 ]、米国で臨床試験を実施している。
【００３０】
　本発明の新規ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体は完全ヒト抗体であり、マウス抗体では
常に問題となるマウスの配列に対する抗原性については、すでに回避されている。
　該抗体としてはイムノグロブリン G（ IgG）、同 A（ IgA）、同 E（ IgE）及び同 M（ IgM）の
いずれの型も好適に用いられうるが、通常は IgGがより好適である。
【００３１】
　以下、本発明で用いる語句の意味を明らかにすることにより、本発明を詳細に説明する
。
【００３２】
１． HLA-DR及びその抗体
　本発明の抗体は、クラス IIの主要組織特異性複合体（ MHC）のひとつである HLA-DRに対
する抗体、すなわち HLA-DRを認識し結合する抗体、 HLA-DRに反応性を有する抗体である。
【００３３】
　本発明における「 HLA-DRと結合する抗体」とは、ヒト HLA-DR又はその一部に反応性を有
する抗体又は抗体の一部であり、これらの抗体の機能的断片も含む。「機能的断片」とは
、抗体の一部分（部分断片）であって、抗体の抗原への作用を 1つ以上保持するものを意
味し、具体的には F（ ab'） 2、 Fab'、 Fab、 Fv、ジスルフィド結合 Fv、一本鎖 Fv（ scFv）、
及びこれらの重合体等が挙げられる [D.J.King., Applications and Engineering of Mono
clonal Antibodies.,1998 T.J.International Ltd]。あるいは、「機能的断片」は、抗体
の断片であって抗原と結合しうる断片である。本発明の抗体の機能的断片は、 HLA-DRと結
合し、抗腫瘍効果を示し、又は強い免疫抑制活性を示す。
【００３４】
　本発明で「ヒト抗体」とは、ヒト由来の抗体遺伝子の発現産物である抗体を意味する。
ヒト抗体は、後述のようにヒト抗体遺伝子座を導入し、ヒト由来抗体を産生する能力を有
するトランスジェニック動物に抗原を投与することにより得ることができる。該トランス
ジェニック動物としてマウスが挙げられ、ヒト抗体を産生し得るマウスの作出方法は、国
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際公開 WO02/43478号公報に記載されている。
【００３５】
　本発明の抗体としては、例えば、後述の実施例に記載される、ヒト HLA-DRの発現する癌
細胞に低濃度で抗腫瘍効果を示す各種の抗体、を挙げることができる。
【００３６】
　本発明の抗体には、抗体を構成する重鎖及び /又は軽鎖の各々のアミノ酸配列において
、 1又は数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列を有する重鎖及び /
又は軽鎖からなるモノクローナル抗体も包含される。本発明の抗体のアミノ酸配列中に、
前記のようなアミノ酸の部分的改変（欠失、置換、挿入、付加）は、そのアミノ酸配列を
コードする塩基配列を部分的に改変することにより導入することができる。この塩基配列
の部分的改変は、既知の部位特異的変異導入法（ site specific mutagenesis）を用いて
定法により導入することができる [Proc Natl Acad Sci USA., 1984 Vol81:5662]。ここで
、抗体とは、イムノグロブリンを構成する重鎖可変領域及び重鎖定常領域、並びに軽鎖の
可変領域及び軽鎖の定常領域を含む全ての領域が、イムノグロブリンをコードする遺伝子
に由来するイムノグロブリンである。
　本発明の抗体は、いずれのイムノグロブリンクラス及びアイソタイプを有する抗体をも
包含する。
【００３７】
　本発明の抗 HLA-DR抗体は、下記のような製造方法によって製造することができる。即ち
、例えば、ヒト HLA-DR、その一部又はその一部と抗原の抗原性を高めるための適当なキャ
リア物質（例えば、牛血清アルブミン等）との結合物を、必要に応じて免疫賦活剤（フロ
インドの完全又は不完全アジュバント等）とともに、ヒト抗体産生トランスジェニックマ
ウスなどの非ヒト哺乳動物に免疫する。あるいは、ヒト HLA-DRα鎖及びβ鎖をコードする
遺伝子を導入し、 HLA-DRを細胞表面に過剰に発現している動物細胞を投与することにより
、免疫感作を行うことができる。モノクローナル抗体は、免疫感作動物から得た抗体産生
細胞と、自己抗体産生能のない骨髄腫系細胞（ミエローマ細胞）を融合することにより得
られるハイブリドーマを培養し、免疫に用いた抗原に対して特異的親和性を示すモノクロ
ーナル抗体を産生するクローンを選択することによって取得することができる。
【００３８】
　本発明の抗体は、当業者に周知である遺伝子工学的改変（例えば、欧州特許 EP314161公
報を参照のこと）により異なるサブクラスのものに変換されたものも包含する。すなわち
、本発明の抗体の可変部をコードする DNAを用いて遺伝子工学的手法を用いて元のサブク
ラスとは異なるサブクラスの抗体を得ることができる。例えば、本発明の抗体のサブクラ
スを IgG2又は IgG4に変換することにより、 Fcレセプターに対する結合度の低い抗体を取得
することができる。逆に、本件発明の抗体のサブクラスを IgG1又は IgG3に変換することに
より、 Fcレセプターに対する結合度の高い抗体を取得することができる。さらに、本発明
の抗体の定常領域のアミノ酸配列を遺伝子工学的に改変すること、あるいはそのような配
列を有する定常領域配列と結合することにより、 Fcレセプターに対する結合度を変化させ
ること（ Janeway CA. Jr. and Travers P.(1997),Immunobiology, Third Edition, Curre
nt Biology Ltd./Garland Phulishing Inc.参照）、あるいは補体に対する結合度を変化
させること（ Mi-Hua Tao, et al. 1993. J.Exp.Med参照）は可能であり、本発明の抗体は
、これらの定常領域のアミノ酸配列を改変した抗体も包含する。ここで、アミノ酸配列の
改変とはアミノ酸配列において１又は数個のアミノ酸が欠失、置換又は付加されたアミノ
酸配列をいう。例えば、重鎖定常部分の EUナンバリングシステム（ Sequences of protein
s of immunological interest, NIH Publication No.91-3242 を参照）における 331番目
のプロリン（ P）をコードする配列 CCCをセリン（ S）をコードする TCCに変異させプロリン
をセリンに置換することにより補体に対する結合度を変化させることができる。仮に抗癌
剤について考えた場合、抗体単独で細胞死誘導活性がない場合は、 Fcレセプターを介した
抗体依存性細胞障害活性（ ADCC）や補体依存性細胞傷害活性（ CDC）による抗腫瘍活性を
有する抗体が望ましいが、抗体単独で細胞死誘導活性がある場合は Fcレセプターとの結合
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度が低い抗体がより望ましい場合もある。また免疫抑制剤について考えた場合、Ｔ細胞と
抗原提示細胞の結合のみを立体的に阻害する場合など ADCC活性或いは CDC活性を有さない
抗体が望ましい。また、 ADCC活性或いは CDC活性が毒性の原因となりうる場合、毒性の原
因となる活性を Fc部分の変異あるいはサブクラスを変更することにより回避した抗体が望
ましい場合もある。
【００３９】
　本発明の抗体は、 IgG1、 IgG2、若しくは IgG4にサブクラスを組替えた改変抗体、又はさ
らに IgG1若しくは IgG2にサブクラスを組替えた改変抗体の重鎖定常域の EUナンバリングシ
ステムにおける 331番目のアミノ酸を Serに置き換え IgG1Serもしくは IgG2Serとした改変抗
体、すなわち IgG1、 IgG1Ser、 IgG2、 IgG2Ser又は IgG4に改変した結果、 IgG1及び IgG1Ser
タイプのみが ADCCを発現し、 IgG1及び IgG2のみが CDC活性を発現する抗体をも含む。
【００４０】
　また、本発明の抗体に、ヨード、イットリウム、インジウム、テクネチウム等の放射性
核種 [J.W.Goding, Momoclonal Antibodies: principles and practice., 1993 Academic 
Press]、緑膿菌毒素、ジフテリアトキシン、リシンのような細菌毒素、及びメトトレキセ
ート、マイトマイシン、カリキアマイシンなどの化学療法剤 [D.J.King, Applications an
d Engineering of Monoclonal Antibodies., 1998 T.J.International Ltd.; M.L.Grossb
ard., Monoclonal Antibody-BasedTherapy of Cancer., 1998 Marcel Dekker Inc]、さら
に、 Maytansinoid等のプロドラッグ [Chari et al., Cancer Res., 1992 Vol.52:127; Liu
 et al., Proc. Natl. Acad.Sci. USA, 1996 Vol.93:8681]などを結合させることにより
癌などの疾患の治療効果をさらに増強することも可能である。
【００４１】
　本発明において、モノクローナル抗体の製造にあたっては、下記の作業工程を包含する
。すなわち、（ 1）免疫原として使用する、生体高分子の精製及び /又は抗原タンパク質を
細胞表面に過剰に発現している細胞の作製、（ 2）抗原を動物に注射することにより免疫
した後、血液を採取しその抗体価を検定して脾臓等の摘出の時期を決定してから、抗体産
生細胞を調製する工程、（ 3）骨髄腫細胞（ミエローマ）の調製、（ 4）抗体産生細胞とミ
エローマとの細胞融合、（ 5）目的とする抗体を産生するハイブリドーマ群の選別、（ 6）
単一細胞クローンへの分割（クローニング）、（ 7）場合によっては、モノクローナル抗
体を大量に製造するためのハイブリドーマの培養、又はハイブリドーマを移植した動物の
飼育、（ 8）このようにして製造されたモノクローナル抗体の生理活性及びその認識特異
性の検討、あるいは標識試薬としての特性の検定、等である。
【００４２】
　以下、抗 HLA-DRモノクローナル抗体の作製法を上記工程に沿って詳述するが、該抗体の
作製法はこれに制限されず、例えば脾細胞以外の抗体産生細胞及びミエローマを使用する
こともできる。
【００４３】
（ 1）  抗原の精製
　抗原としては、 HLA-DRα鎖及びβ鎖をコードする DNAを動物細胞用発現ベクターに組み
込み、該発現ベクターを動物細胞に導入し、取得した形質転換株そのものを使用できる。
因みに、 HLA-DR α鎖及びβ鎖の一次構造は公知である［ Steven GE, et al., （ 2000）  T
he HLA FactsBook, Academic Press発行参照］ので、当業者に周知の方法により、 HLA-DR
のアミノ酸配列からペプチドを化学合成し、これを抗原として使用することもできる。
【００４４】
　また、免疫原としては、ヒト HLA-DRのα鎖及びβ鎖全長を L929細胞に導入し、細胞表面
に HLA-DRヘテロダイマーを過剰に発現している細胞も有効である。 pEF-neo-HLA-DRα及び
pEF-neo-HLA-DRβは、それぞれ、ヒト HLA-DRα鎖タンパク質をコードする DNA及びヒト HLA
-DRβ鎖タンパク質をコードする DNAを、動物細胞用発現ベクター pEF-neoに組み込むこと
により作製できる。 pEF-neoは改変 pEF-BOS[Mizushima S. & Nagata S., Nucleic Acids R
es （ 1990） , 18, 5332参照 ]に neomycin耐性遺伝子を組み込んだベクターである。ただし
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、 HLA-DRをコードする DNA、ベクター、宿主等はこれらに限定されない。。
【００４５】
　具体的には、 pEF-neo-HLA-DRα及び pEF-neo-HLA-DRβで L929細胞を形質転換して得られ
た形質転換株を培養し、 pEF-neoベクターが挿入された細胞に獲得されるネオマイシン耐
性の形質及びヤギ抗 HLA-DRポリクローナル抗体（ DAKO社製）を用いた HLA-DR発現の確認と
を指標に、ヒト HLA-DRをその細胞表面に過剰に発現している L929細胞を作製することがで
きる。
【００４６】
（ 2）抗体産生細胞の調製工程
　（ 1）で得られた抗原と、フロインドの完全若しくは不完全アジュバント、又はカリミ
ョウバンのような助剤とを混合し、免疫原として実験動物に免疫する。実験動物としては
、ヒト由来の抗体を産生する能力を有するトランスジェニックマウスが最も好適に用いら
れるが、そのようなマウスは富塚らの文献［ Tomizuka. et al., Proc Natl Acad Sci USA
., 2000 Vol 97:722］に記載されている。
【００４７】
　マウス免疫の際の免疫原投与法は、皮下注射、腹腔内注射、静脈内注射、皮内注射、筋
肉内注射、足蹠注射などいずれでもよいが、腹腔内注射、足蹠注射又は静脈内注射が好ま
しい。
【００４８】
　免疫は、一回、又は、適当な間隔で（好ましくは 2週間から 4週間間隔で）複数回繰返し
行うことができる。その後、免疫した動物の血清中の抗原に対する抗体価を測定し、抗体
価が十分高くなった動物を抗体産生細胞の供給原として用いれば、以後の操作の効果を高
めることができる。一般的には、最終免疫後 3～ 5日後の動物由来の抗体産生細胞を、後の
細胞融合に用いることが好ましい。
【００４９】
　ここで用いられる抗体価の測定法としては、放射性同位元素免疫定量法（以下「 RIA法
」という）、固相酵素免疫定量法（以下「 ELISA法」という）、蛍光抗体法、受身血球凝
集反応法など種々の公知技術があげられるが、検出感度、迅速性、正確性、及び操作の自
動化の可能性などの観点から、 RIA法又は ELISA法がより好適である。
【００５０】
　本発明における抗体価の測定は、例えば ELISA法によれば、以下に記載するような手順
により行うことができる。まず、ヒト抗体に対する抗体を ELISA用 96穴プレート等の固相
表面に吸着させ、さらに抗原が吸着していない固相表面を抗原と無関係なタンパク質、例
えばウシ血清アルブミン（ BSA）により覆い、該表面を洗浄後、一次抗体として段階希釈
した試料（例えばマウス血清）に接触させ、上記抗原に試料中の抗 HLA-DR抗体を結合させ
る。さらに二次抗体として酵素標識されたヒト抗体に対する抗体を加えてヒト抗体に結合
させ、洗浄後該酵素の基質を加え、基質分解に基づく発色による吸光度の変化等を測定す
ることにより、抗体価を算出する。
【００５１】
（ 3）ミエローマの調製工程
　ミエローマとしては、マウス、ラット、モルモット、ハムスター、ウサギ又はヒト等の
哺乳動物に由来する自己抗体産生能のない細胞を用いることが出来るが、一般的にはマウ
スから得られた株化細胞、例えば 8-アザグアニン耐性マウス（ BALB/c由来）ミエローマ株
P3X63Ag8U.1（ P3-U1）［ Yelton, D.E. et al. Current Topics in Microbiology and Imm
unology, 81, 1-7（ 1978）］、 P3/NSI/1-Ag4-1（ NS-1）  ［ Kohler, G. et al. European 
J. Immunology, 6, 511-519 （ 1976）］、 Sp2/O-Ag14（ SP-2）［ Shulman, M. et al. Nat
ure, 276, 269-270 （ 1978）］、 P3X63Ag8.653（ 653）［ Kearney, J. F. et al. J. Immu
nology, 123, 1548-1550（ 1979）］、 P3X63Ag8（ X63）［ Horibata, K. and Harris, A. W
. Nature, 256, 495-497 （ 1975）］などを用いることが好ましい。これらの細胞株は、
適当な培地、例えば 8-アザグアニン培地［グルタミン、 2-メルカプトエタノール、ゲンタ
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マイシン及びウシ胎児血清（以下「 FCS」という）を加えた RPMI-1640培地に 8-アザグアニ
ンを加えた培地 ] 、イスコフ改変ダルベッコ培地（ Iscove's Modified Dulbecco's Mediu
m；以下「 IMDM」という）、又はダルベッコ改変イーグル培地（ Dulbecco's Modified Eag
le Medium；以下「 DMEM」という）で継代培養するが、細胞融合の 3～ 4日前に正常培地（
例えば、 10％  FCSを含む DMEM培地）で継代培養し、融合当日に 2× 107以上の細胞数を確保
しておく。
【００５２】
（ 4）細胞融合
　抗体産生細胞は、形質細胞、及びその前駆細胞であるリンパ球であり、これは個体のい
ずれの部位から得てもよく、一般には脾、リンパ節、骨髄、扁桃、末梢血、又はこれらを
適宜組み合わせたもの等から得ることができるが、脾細胞が最も一般的に用いられる。
【００５３】
　最終免疫後、所定の抗体価が得られたマウスから抗体産生細胞が存在する部位、例えば
脾臓を摘出し、抗体産生細胞である脾細胞を調製する。この脾細胞と工程（ 3）で得られ
たミエローマを融合させる手段として現在最も一般的に行われているのは、細胞毒性が比
較的少なく融合操作も簡単な、ポリエチレングリコールを用いる方法である。この方法は
、例えば以下の手順よりなる。
【００５４】
　脾細胞とミエローマとを無血清培地（例えば DMEM）、又はリン酸緩衝生理食塩液（以下
「 PBS」という）でよく洗浄し、脾細胞とミエローマの細胞数の比が 5:1～ 10:1程度になる
ように混合し、遠心分離する。上清を除去し、沈澱した細胞群をよくほぐした後、撹拌し
ながら 1mLの 50％（ w/v）ポリエチレングリコール（分子量 1000～ 4000）を含む無血清培地
を滴下する。その後、 10mLの無血清培地をゆっくりと加えた後遠心分離する。再び上清を
捨て、沈澱した細胞を適量のヒポキサンチン・アミノプテリン・チミジン（以下「 HAT」
という）液及びヒトインターロイキン -6（以下「 IL-6」という）を含む正常培地（以下「
HAT培地」という）中に懸濁して培養用プレート（以下「プレート」という）の各ウェル
に分注し、 5％炭酸ガス存在下、 37℃で 2週間程度培養する。途中適宜 HAT培地を補う。
【００５５】
（ 5）ハイブリドーマ群の選択
　上記ミエローマ細胞が、 8-アザグアニン耐性株である場合、すなわち、ヒポキサンチン
・グアニン・ホスホリボシルトランスフェラーゼ（ HGPRT）欠損株である場合、融合しな
かった該ミエローマ細胞、及びミエローマ細胞どうしの融合細胞は、 HAT含有培地中では
生存できない。一方、抗体産生細胞どうしの融合細胞、あるいは、抗体産生細胞とミエロ
ーマ細胞とのハイブリドーマは生存することができるが、抗体産生細胞どうしの融合細胞
には寿命がある。従って、 HAT含有培地中での培養を続けることによって、抗体産生細胞
とミエローマ細胞とのハイブリドーマのみが生き残り、結果的にハイブリドーマを選択す
ることができる。
【００５６】
　コロニー状に生育してきたハイブリドーマについて、 HAT培地からアミノプテリンを除
いた培地（以下「 HT培地」という）への培地交換を行う。以後、培養上清の一部を採取し
、例えば、 ELISA法により抗 HLA-DR抗体価を測定する。ただし、 ELISA用の抗原として上記
融合タンパク質を用いる場合は、ヒト IgGの Fc領域に特異的に結合する抗体を産生するク
ローンを選択しないように、該クローンを除外する操作が必要である。そのようなクロー
ンの有無は、例えばヒト IgGの Fc領域を抗原とした ELISA等により確認することができる。
【００５７】
　以上、 8-アザグアニン耐性の細胞株を用いる方法を例示したが、その他の細胞株もハイ
ブリドーマの選択方法に応じて使用することができ、その場合使用する培地組成も変化す
る。
【００５８】
（ 6）クローニング工程
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　（ 2）の記載と同様の方法で抗体価を測定することにより、特異的抗体を産生すること
が判明したハイブリドーマを、別のプレートに移しクローニングを行う。このクローニン
グ法としては、プレートの 1ウェルに１個のハイブリドーマが含まれるように希釈して培
養する限界希釈法、軟寒天培地中で培養しコロニーを回収する軟寒天法、マイクロマニュ
ピレーターによって１個づつの細胞を取り出し培養する方法、セルソーターによって 1個
の細胞を分離する「ソータクローン」などが挙げられるが、限界希釈法が簡便であり、よ
く用いられる。
【００５９】
　抗体価の認められたウェルについて、例えば限界希釈法によるクローニングを２～４回
繰返し、安定して抗体価の認められたものを抗 HLA-DRモノクローナル抗体産生ハイブリド
ーマ株として選択する。
【００６０】
　なお、本発明のヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体の産生細胞であるマウス－マウスハイ
ブリドーマ HD8、 HD10、 HD4及び HD6は、 2001年 10月 11日付けで独立行政法人産業技術総合
研究所（茨城県つくば市東 1丁目 1番地１　中央第 6）に国際寄託されている。ハイブリド
ーマ HD8は受託番号が FERM BP-7773として、ハイブリドーマ HD10は受託番号が FERM BP-777
4として、ハイブリドーマ HD4は受託番号が FERM BP-7771として、ハイブリドーマ HD6は受
託番号が FERM BP-7772である。
【００６１】
（ 7）ハイブリドーマ培養によるモノクローナル抗体の調製
　クローニングを完了したハイブリドーマは、培地を HT培地から正常培地に換えて培養さ
れる。大量培養は、大型培養瓶を用いた回転培養、スピナー培養、あるいはホローファイ
バーシステムを用いた培養で行われる。この大量培養における上清を、ゲルろ過等、当業
者に周知の方法を用いて精製することにより、本発明の予防又は治療剤を有効成分として
含有する抗 HLA-DRモノクローナル抗体を得ることができる。また、同系統のマウス（例え
ば BALB/c）若しくは nu/nuマウス、ラット、モルモット、ハムスター又はウサギ等の腹腔
内で該ハイブリドーマを増殖させることにより、本発明の予防又は治療剤を有効成分とし
て含有する抗 HLA-DRモノクローナル抗体を大量に含む腹水を得ることができる。精製の簡
便な方法としては、市販のモノクローナル抗体精製キット（例えば、 MAbTrap GIIキット
；アマシャムファルマシアバイオテク社製）等を利用することもできる。
　かくして得られるモノクローナル抗体は、ヒト HLA-DRに対して高い抗原特異性を有する
。
【００６２】
（ 8）モノクローナル抗体の検定
　かくして得られたモノクローナル抗体のアイソタイプ及びサブクラスの決定は以下のよ
うに行うことができる。まず、同定法としてはオクテルロニー（ Ouchterlony）法、 ELISA
法、又は RIA法が挙げられる。オクテルロニー法は簡便ではあるが、モノクローナル抗体
の濃度が低い場合には濃縮操作が必要である。一方、 ELISA法又は RIA法を用いた場合は、
培養上清をそのまま抗原吸着固相と反応させ、さらに二次抗体として各種イムノグロブリ
ンアイソタイプ、サブクラスに対応する抗体を用いることにより、モノクローナル抗体の
アイソタイプ、サブクラスを同定することが可能である。
　さらに、タンパク質の定量は、フォーリンロウリー法、及び 280nmにおける吸光度［ 1.4
（ OD280）＝イムノグロブリン 1mg/mL］より算出する方法により行うことができる。
【００６３】
　モノクローナル抗体の認識エピトープの同定は以下のようにして行うことができる。ま
ず、モノクローナル抗体の認識する分子の様々な部分構造を作製する。部分構造の作製に
あたっては、公知のオリゴペプチド合成技術を用いてその分子の様々な部分ペプチドを作
成する方法、遺伝子組換え技術を用いて目的の部分ペプチドをコードする DNA配列を好適
な発現プラスミドに組み込み、大腸菌等の宿主内外で生産する方法等があるが、上記目的
のためには両者を組み合わせて用いるのが一般的である。例えば、抗原タンパク質のＣ末
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端又はＮ末端から適当な長さで順次短くした一連のポリペプチドを当業者に周知の遺伝子
組換え技術を用いて作製した後、それらに対するモノクローナル抗体の反応性を検討し、
大まかな認識部位を決定する。
【００６４】
　その後、さらに細かく、その対応部分のオリゴペプチド、又は該ペプチドの変異体等を
、当業者に周知のオリゴペプチド合成技術を用いて種々合成し、本発明の予防又は治療剤
が有効成分として含有するモノクローナル抗体のそれらペプチドに対する結合性を調べる
か、又は該モノクローナル抗体と抗原との結合に対するペプチドの競合阻害活性を調べる
ことによりエピトープを限定する。多種のオリゴペプチドを得るための簡便な方法として
、市販のキット（例えば、 SPOTsキット（ジェノシス・バイオテクノロジーズ社製）、マ
ルチピン合成法を用いた一連のマルチピン・ペプチド合成キット（カイロン社製）等）を
利用することもできる。
【００６５】
　又ハイブリドーマ等の抗体産生細胞からヒトモノクローナル抗体をコードする遺伝子を
クローニングし、適当なベクターに組み込んで、これを宿主（例えば哺乳類細胞細胞株、
大腸菌、酵母細胞、昆虫細胞、植物細胞など）に導入し、遺伝子組換え技術を用いて産生
させた組換え型抗体を調製することもできる（ P.J.Delves., ANTIBODY PRODUCTION ESSEN
TIAL TECHNIQUES., 1997 WILEY、 P.Shepherd and C.Dean., Monoclonal Antibodies., 20
00 OXFORD UNIVERSITY PRESS, J.W.Goding., Monoclonal Antibodies:principles and pr
actice., 1993 ACADEMIC PRESS）。
【００６６】
　本発明は、本発明の抗体を産生するハイブリドーマが保有する抗体の遺伝子配列を含む
核酸、特に後述の本発明のハイブリドーマの産生する抗体の重鎖可変領域及び軽鎖可変領
域のマチュア部分に対応する核酸も包含する。ここで、核酸には DNA及び RNAが含まれる。
また、本発明は本発明の抗体を産生するハイブリドーマが保有する抗体の遺伝子配列を含
む核酸において、重鎖あるいは軽鎖の可変領域の部分のフレーム部分（ FR1、 FR2、 FR3及
び FR4： Sequences of proteins of immunological interest, NIH Publication No.91-32
42を参照）の塩基の１個以上の塩基が置換、欠失および／または付加により配列が改変さ
れ、配列が改変される前の核酸に相補的な核酸とストリンジェントな条件でハイブリダイ
ズし、 HLA-DRと結合し、（ a） HLA-DR発現癌細胞を担持した非ヒト動物において延命効果
を示し、かつ（ｂ） L243と比べ免疫反応に対する抑制活性が弱い、からなる性質を有する
か、あるいは、マウス抗 HLA-DRモノクローナル抗体 L243（ ATCC HB-55）と比べて L243と同
等か又は L243より強い免疫抑制活性を示す抗体をコードする核酸も包含する。ここで、抗
体とは、イムノグロブリンを構成する重鎖可変領域及び重鎖定常領域、並びに軽鎖の可変
領域及び軽鎖の定常領域を含む全ての領域が、イムノグロブリンをコードする遺伝子に由
来するイムノグロブリンである。また、ストリンジェントな条件とは、本発明の抗体をコ
ードする DNA配列と 90％以上の相同性、好ましくは 95％以上の相同性、より好ましくは 97
％以上の相同性が配列間に存在するときのみハイブリダイゼーションが起こることを意味
する。通常、完全ハイブリッドの融解温度より約５℃～約 30℃、好ましくは約 10℃～約 25
℃低い温度でハイブリダイゼーションが起こる場合をいう。ストリンジェントな条件につ
いては、 J.Sambrookら、 Molecular Cloninｇ , A Laboratory Mannual, Second Edition, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press(1989)に記載されており、ここに記載の条件を使
用し得る。
【００６７】
　ハイブリドーマからモノクローナル抗体をコードする遺伝子を調製するには、モノクロ
ーナル抗体のＬ鎖Ｖ領域、Ｌ鎖Ｃ領域、Ｈ鎖Ｖ領域及びＨ鎖Ｃ領域をそれぞれコードする
DNAを PCR法等により調製する方法が採用される。プライマーは、抗 HLA-DR抗体遺伝子又は
アミノ酸配列から設計したオリゴ DNAを、鋳型としてはハイブリドーマから調製した DNAを
使用することができる。これらの DNAを１つの適当なベクターに組み込み、これを宿主に
導入して発現させるか、あるいはこれらの DNAをそれぞれ適当なベクターに組み込み、共
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発現させる。
【００６８】
　ベクターには、宿主微生物で自律的に増殖し得るファージ又はプラスミドが使用される
。プラスミド  DNAとしては、大腸菌、枯草菌又は酵母由来のプラスミドなどが挙げられ、
ファージ DNAとしてはλファージが挙げられる。
【００６９】
　形質転換に使用する宿主としては、目的の遺伝子を発現できるものであれば特に限定さ
れるものではない。例えば、細菌（大腸菌、枯草菌等）、酵母、動物細胞（ COS細胞、 CHO
細胞等）、昆虫細胞が挙げられる。
【００７０】
　宿主への遺伝子の導入方法は公知であり、任意の方法（例えばカルシウムイオンを用い
る方法、エレクトロポレーション法、スフェロプラスト法、酢酸リチウム法、リン酸カル
シウム法、リポフェクション法等）が挙げられる。また、後述の動物に遺伝子を導入する
方法としては、マイクロインジェクション法、 ES細胞にエレクトロポレーションやリポフ
ェクション法を使用して遺伝子を導入する方法、核移植法などが挙げられる。
【００７１】
　本発明において、抗 HLA-DR抗体は、形質転換体を培養し、その培養物から採取すること
により得ることができる。「培養物」とは、（ a）培養上清、（ b）培養細胞若しくは培養
菌体又はその破砕物、（ c）形質転換体の分泌物のいずれをも意味するものである。形質
転換体を培養するには、使用する宿主に適した培地を用い、静置培養法、ローラーボトル
による培養法などが採用される。
【００７２】
　培養後、目的タンパク質が菌体内又は細胞内に生産される場合には、菌体又は細胞を破
砕することにより抗体を採取する。また、目的抗体が菌体外又は細胞外に生産される場合
には、培養液をそのまま使用するか、遠心分離等により菌体又は細胞を除去する。その後
、タンパク質の単離精製に用いられる各種クロマトグラフィーを用いた一般的な生化学的
方法を単独で又は適宜組み合わせて用いることにより、前記培養物中から目的の抗体を単
離精製することができる。
【００７３】
　さらに、  トランスジェニック動物作製技術を用いて、目的抗体の遺伝子が内在性遺伝
子に組み込まれた動物宿主、例えばトランスジェニックウシ、トランスジェニックヤギ、
トランスジェニックヒツジ又はトランスジェニックブタを作製し、そのトランスジェニッ
ク動物から分泌されるミルク中からその抗体遺伝子に由来するモノクローナル抗体を大量
に取得することも可能である（ Wright, G., et al. （ 1991）  Bio/Technology 9, 830-83
4）。ハイブリドーマをインビトロで培養する場合には、培養する細胞種の特性、試験研
究の目的及び培養方法等の種々条件に合わせて、ハイブリドーマを増殖、維持及び保存さ
せ、培養上清中にモノクローナル抗体を産生させるために用いられるような既知栄養培地
、あるいは既知の基本培地から誘導調製されるあらゆる栄養培地を用いて実施することが
可能である。
【００７４】
（ 9）  抗体の性質
　本発明の抗体は下記の a）及び b)の機能的特性を有するもので、それぞれの特性は例え
ば各項目に記載の方法により確認することができる：
　 a）　 SCIDマウス等の免疫不全マウスに HLA-DRを発現しているヒト癌細胞を移植し、本
発明の抗体を投与したときのマウス生存率を調べた結果、マウスの生存日数が延長する。
　 b）　同種異系リンパ球混合による免疫反応への抑制活性が L243と比べて弱い。また、 a
)及び b)の特性は詳細には、
（ a） 6週齢の SCIDマウスに抗アシアロ GM1抗血清を 10μｌ /マウス個体で静脈内投与し、抗
アシアロ GM1抗血清投与翌日にバーキットリンパ腫細胞 Raji（ ATCC CCL-86）を５× 106 /マ
ウス個体で静脈内投与し、 Raji投与 5日後に投与量５～ 50μ g/kg体重、好ましくは５μ g/k
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g体重で１回投与した場合のマウスの生存率が、ヒト抗 HSA抗体を同量投与した場合の 90日
後の生存率よりも高いという性質；及び
（ｂ） 10％  FCSを含む RPMI1640培地を用いて 8～ 200μ g/mL、好ましくは 8μ g/mLに調製し
た抗体 50μ Lと 10％  FCSを含む RPMI1640培地を用いて２× 105個 /mLに調製した第１のヒト
ドナー由来成熟樹状細胞浮遊液 50μ Lとを 96穴プレートのウェル中で混合し 4℃で 30分間放
置し、次いで 10％  FCSを含む RPMI1640培地を用いて１× 10６ 個 /mLに調製した前記第１の
ヒトドナーと組織適合抗原が異なる第２のヒトドナー由来の純度 99％以上のＴ細胞浮遊液
100μ Lを混合し、 37℃、５％ CO2存在下で５日間培養し、さらに 3 Hチミジンを 1.0μ Ci/ウ
ェルで添加して、さらに 37℃、５％ CO2存在下で 16～ 20時間培養した後、細胞へ取り込ま
れた 3 Hチミジンを回収し該 3 Hチミジンをシンチレーターで測定し、 3 Hチミジンの細胞への
取り込みを指標として免疫抑制活性を測定した場合の免疫抑制活性が同濃度のマウス抗 HL
A-DRモノクローナル抗体 L243（ ATCC HB-55）を用いた場合の免疫抑制活性と比べて弱いと
いう性質である。
【００７５】
　このような抗体として、例えばハイブリドーマ HD4（受託番号 FERM BP-7771）の産生す
る抗体、ハイブリドーマ HD8（受託番号 FERM BP-7773）の産生する抗体及びハイブリドー
マ HD10（受託番号 FERM BP-7774）の産生する抗体が挙げられる。
　前記  a)の性質は前記抗体が強い抗腫瘍活性を有することを意味する。
【００７６】
　さらに、本発明の抗体は、同種異系リンパ球混合による免疫反応への抑制活性が L243と
同等又はそれ以上の免疫抑制活性を有する、という機能的特性を有するもである。この特
性は詳細には、 10％  FCSを含む RPMI1640培地を用いて 8～ 200μ g/mL、好ましくは８μ g/mL
に調製した抗体 50μ Lと 10％  FCSを含む RPMI1640培地を用いて２× 105個 /mLに調製した第
１のヒトドナー由来成熟樹状細胞浮遊液 50μ Lとを 96穴プレートのウェル中で混合し４℃
で 30分間放置し、次いで 10％  FCSを含む RPMI1640培地を用いて１× 10６ 個 /mLに調製した
前記第１のヒトドナーと組織適合抗原が異なる第２のヒトドナー由来の純度 99％以上のＴ
細胞浮遊液 100μ Lを混合し、 37℃、５％ CO2存在下で５日間培養し、さらに 3 Hチミジンを 1
.0μ Ci/ウェルで添加して、さらに 37℃、５％ CO2存在下で 16～ 20時間培養した後、細胞へ
取り込まれた 3 Hチミジンを回収し該 3 Hチミジンをシンチレーターで測定し、 3 Hチミジンの
細胞への取り込みを指標として免疫抑制活性を測定した場合の免疫抑制活性が同濃度のマ
ウス抗 HLA-DRモノクローナル抗体 L243（ ATCC HB-55）を用いた場合の免疫抑制活性と比べ
て同等又は強いという特性である。このような抗体として、例えばハイブリドーマ HD6（
受託番号 FERM BP-7772）の産生する抗体が挙げられる。
【００７７】
　本発明の上記の活性を有する抗体は、悪性腫瘍に対する予防又は治療剤に含有させるた
めの成分或いは免疫抑制剤に含有させるための成分として有用である。
【００７８】
　本発明の抗体は、驚くべきことに、 0.1μ g/マウス個体（５μ g/kg体重）という低用量
でマウス担癌モデルにおける腫瘍細胞増殖による生存率の低下を顕著に抑制し、マウスモ
デルにおいて延命効果を示す。本発明の抗体と同時にコントロールとしてヒト抗ヒト血清
アルブミン（ HSA）抗体を投与した場合に本発明の抗体を投与したマウスの生存率がコン
トロールマウスの生存率に比べ有意に向上した場合、延命効果を示すと判断できる。例え
ば、本発明の抗体及び抗 HSA抗体をリンパ腫細胞を移植したマウス担癌モデル５匹ずつに
投与した場合に、抗 HSA抗体投与マウス群が死に絶えた時点で、本発明抗体を投与したマ
ウスが少なくとも１匹生存していれば、マウス担癌モデルにおいて延命効果を示すといえ
る。
【００７９】
　免疫抑制効果は、上述のように同種異系リンパ球混合（ MLR）による免疫反応への抑制
活性をみることにより評価でき、 MLRは公知の方法で行うことができる。
【００８０】
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　また、本発明の抗体が認識する HLA-DRのエピトープは公知の方法により決定することが
できる。例えば、 HLA-DRのβ鎖（ DRB1*15011）の細胞外領域 199アミノ酸（配列番号１４
７に示すアミノ酸配列のうち第 29番目から第 227番目の 199アミノ酸、配列番号１４６には
配列番号１４７に示すアミノ酸配列をコードする塩基配列を示す）について、 13-merペプ
チドを１アミノ酸ずつずらしてペプチドを作成し（例えば、配列番号５２から１４５に示
されるアミノ酸配列を有するペプチド）、反応性をみた場合、本発明の抗体は配列番号８
２に示されるアミノ酸配列を有するペプチドともっとも強力に結合し、又は配列番号８２
、８３及び８４で示される３種類のペプチドの少なくとも一つと強力に結合する抗体であ
る。ここで、「強力に結合」するとは、実施例１７（２）で示される方法においてバック
グラウンドに比して 10倍以上の蛍光強度を示す結合のことである。本発明の抗体は HLA-DR
のβ鎖の 61番目から 71番目のペプチドに反応性を有する。さらに、 HLA-DRには約 350種類
の多型があることが知られている（ EMBL-EBIの IMGT/HLAデータベースなど参照）。本発明
の抗体はこれらの多型の実質的にほぼすべてを認識し得る。ここで、多型の実質的にほぼ
全てを認識し得ることは、約 350種類の多型のほぼ全部を含むペプチド群を作製し、この
ペプチド群のほぼすべてと反応するかどうかを測定することにより決定することができる
。例えば、配列番号２４から３９に示す 16種類のペプチドの 12種類以上と反応した場合、
その抗体は HLA-DRの実質的にほぼすべての多型を認識する抗体である。本発明の抗体は配
列番号２４から３９で示されるすべてのペプチドと有意に結合し、かつ配列番号４０から
４３で示されるすべてのペプチドと有意に結合する。ここで、「有意に結合」するとは、
実施例１７（３）で示される方法においてバックグラウンドに比して 10％以上の蛍光強度
を示す結合のことである。
【００８１】
２．医薬組成物
　本発明のヒト抗 HLA-DR抗体の精製された製剤を含有する製剤もまた、本発明の範囲内に
含まれる。このような製剤は、好ましくは、抗体に加えて、生理学的に許容され得る希釈
剤又はキャリアを含んでおり、他の抗体又は抗生物質のような他の薬剤との混合物であっ
てもよい。適切なキャリアには、生理的食塩水、リン酸緩衝生理食塩水、リン酸緩衝生理
食塩水グルコース液、及び緩衝生理食塩水が含まれるが、これらに限定されるものではな
い。或いは、抗体は凍結乾燥（フリーズドライ）し、必要とされるときに上記のような緩
衝水溶液を添加することにより再構成して使用してもよい。かかる予防又は治療剤は、種
々の形態で投与することができ、それらの投与形態としては、錠剤、カプセル剤、顆粒剤
、散剤、シロップ剤等による経口投与、又は、注射剤、点滴剤、坐薬等による非経口投与
を挙げることができる。
【００８２】
　その投与量は、症状、年齢、体重などによって異なるが、通常、経口投与では、成人に
対して、 1日約 0.01mg乃至 1000mgであり、これらを１回、又は数回に分けて投与すること
ができる。また、非経口投与では、１回約 0.01mg乃至 1000mgを皮下注射、筋肉注射又は静
脈注射によって投与することができる。
【００８３】
　本発明の抗体又は医薬組成物は、 HLA-DRを発現している細胞に起因する可能性を有する
種々の疾患又は症状の治療又は予防への適用が可能である。その疾患又は症状としては、
各種悪性腫瘍、臓器移植時における免疫抑制剤（膵島移植や腎臓などの移植時における拒
絶反応、 GVHDの予防又は治療剤）として、あるいは自己免疫疾患（例えば、リウマチ、動
脈硬化治療薬、多発性硬化症、全身性エリトマトーデス、特発性血小板減少症、クローン
病など）治療剤、喘息などアレルギー治療剤が挙げられる。
【００８４】
　例えば、下記の a）及び b)の機能的特性を有する本発明の抗体及び該抗体を含む医薬組
成物は、各種悪性腫瘍の予防又は治療に用い得る。
　 a）　 SCIDマウス等の免疫不全マウスに HLA-DRを発現しているヒト癌細胞を移植し、本
発明の抗体を投与したときのマウス生存率を調べた結果、マウスの生存日数が延長する。
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　 b）　同種異系リンパ球混合による免疫反応への抑制活性が L243と比べて弱い。
【００８５】
　また、同種異系リンパ球混合による免疫反応への抑制活性が L243と同等又はそれ以上の
免疫抑制活性を有する本発明の抗体及び該抗体を含む医薬組成物は、リウマチ、移植片対
宿主疾患（ GvHD）の予防又は治療に用い得る。
【００８６】
　本発明は、本発明の抗体又は医薬組成物を用いた上記疾患の予防又は治療法をも包含し
、さらに本発明は本発明の抗体の上記疾患の予防又は治療剤の製造への使用をも包含する
。
【００８７】
　腫瘍の種類は、白血病（慢性リンパ性白血病、急性リンパ性白血病を含む）、リンパ腫
（非ホジキンリンパ腫、ホジキンリンパ腫、 T細胞系リンパ腫、 B細胞系リンパ腫、バーキ
ットリンパ腫、悪性リンパ腫、びまん性リンパ腫、濾胞性リンパ腫を含む）、骨髄腫（多
発性骨髄腫を含む）、乳癌、大腸癌、腎臓癌、胃癌、卵巣癌、膵臓癌、子宮頚癌、子宮内
膜癌、食道癌、肝臓癌、頭頚部扁平上皮癌、皮膚癌、尿路癌、前立腺癌、絨毛癌、咽頭癌
、喉頭癌、きょう膜腫、男性胚腫、子宮内膜過形成、子宮内膜症、胚芽腫、線維肉腫、カ
ポジ肉腫、血管腫、海綿状血管腫、血管芽腫、網膜芽腫、星状細胞腫、神経線維腫、稀突
起謬腫、髄芽腫、神経芽腫、神経膠腫、横紋筋肉腫、謬芽腫、骨原性肉腫、平滑筋肉腫、
甲状肉腫及びウィルムス腫瘍であり、本発明の抗体を適用する際の腫瘍は１種類に限られ
ず、複数種類の腫瘍が併発したものでもよい。
【００８８】
３．製剤例
　本発明の分子は、水又はそれ以外の薬理学的に許容し得る溶液に溶解した無菌性溶液又
は懸濁液のアンプルとして使用に供される。また、無菌粉末製剤（本発明の分子を凍結乾
燥するのが好ましい）をアンプルに充填しておき、使用時に薬理学的に許容し得る溶液で
希釈してもよい。
【実施例】
【００８９】
　以下、実施例を以て本発明をさらに詳細に説明するが、本発明がその実施例に記載され
る態様のみに限定されるものではない。
【００９０】

　ヒト HLA-DRが細胞膜上に過剰発現している細胞を得るため、ヒト HLA-DRα鎖及びβ鎖全
長アミノ酸の発現プラスミドベクターを作製した。 HLA-DRα鎖及びβ鎖をコードする DNA
は、 PCR法により作製した。
【００９１】
a）全長ヒト HLA-DRα鎖及びβ鎖発現ベクターの調製
　鋳型 PCRを行うにあたり、鋳型として用いたのは、ヒト HLA-DRα鎖及びβ鎖をコードす
る cDNAを保持するプラスミドベクター pEF-neo-HLA-DRα及び pEF-neo-HLA-DRβである。 pE
F-neo-HLA-DRα及び pEF-neo-HLA-DRβは以下の方法で作製された。完全長ヒト HLA-DRα鎖
DNA及び HLA-DRβ鎖 DNAを、その 5’末端に EcoRI配列を、その 3’末端に NotI配列と終止コ
ドンを付加する為のポリメラーゼ連鎖反応（ PCR）を行い修飾した。ヒト末梢血単核球由
来 cDNAを鋳型として、 HLA-DRαについてはプライマーとして： 5'-CCGGAATTCCCACCATGGCCA
TAAGTGGAGTCCCTGTG -3'（配列番号１）及び 5'- AAAGCGGCCGCTCATTACAGAGGCCCCCTGCGTTCTG
C -3'（配列番号２）を、 HLA-DRβについてはプライマーとして： 5'-CCGGAATTCCTGGTCCTG
TCCTGTTCTCCAGCA-3'（配列番号３）及び 5'- AAAGCGGCCGCTCATCAGCTCAGGAATCCTGTTGGCTG -
3'（配列番号４）を合成し、 LA-TaqDNAポリメラーゼ（ギブコ・ビーアールエル社製）を
使用して、（ 94℃、 15秒； 55℃、 30秒； 72℃、 60秒間）× 30サイクルの PCR反応を行った
。合成された配列を、 EcoRI-NotI断片として単離し、同一酵素で解裂されていた pEF-neo
ベクター（改変 pEF-BOS[Mizushima S. & Nagata S., Nucleic Acids Res （ 1990） , 18, 
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5332参照 ]に neomycin耐性遺伝子を組み込んだベクター）に連結した。得られたプラスミ
ドを pEF-neo-HLA-DRα及び pEF-neo-HLA-DRβと命名した。 pEF-neo-HLA-DRαに組み込まれ
た HLA-DRαは、 765bpの cDNAがコードされ、 pEF-neo-HLA-DRβに組み込まれた HLA-DRβは
、 801bpの cDNAがコードされている。以下、実施例中のすべての PCRの反応温度調節は、ジ
ーンアンプ PCRシステム 9700；（株）パーキンエルマー・ジャパン社製を使用した。
【００９２】
b）ヒト HLA-DR発現細胞の作製
　 a）で作製した pEF-neo-HLA-DRα及び pEF-neo-HLA-DRβを、 LipofectAMINE Plus（ギブ
コ・ビーアールエル社製）を用いて、 L929細胞（ American Type Culture Collection （ A
TCC）  No.CCL-1）に導入した。遺伝子導入はマニュアルの方法にて行った。細胞培養用フ
ラスコ（培養面積 75cm2）中で 37℃、 5.0％炭酸ガス下で 24時間培養した後、 G418（ギブコ
・ビーアールエル社製）を１ mg/mLになるように加え、１週間培養した。次いで、 R-phyco
erythrin標識したマウス抗ヒト HLA-DR抗体（ BDファーミンジェン社製）を用いたフローサ
イトメーター（ FCM：ベクトンディキンソン社製）解析を行い、遺伝子導入された細胞で G
418耐性の形質を獲得したもののうち、細胞膜表面上に HLA-DRを発現している細胞を選択
的にソーティングした。
【００９３】
　 PCR用プライマー等のオリゴヌクレオチドの合成は、全て DNA自動合成機（モデル 3948；
（株）パーキンエルマー・ジャパン・アプライドバイオシステムズ事業部製）を用いて、
そのマニュアルに従って行った［ Matteucci,M.D. and Caruthers,M.H.（ 1981）  J.Am.Che
m.Soc.103,3185-3191 参照］。各オリゴヌクレオチドは合成終了後、支持体から開裂させ
脱保護を行い、得られた溶液を乾固した後蒸留水に溶解し、使用するまで -20℃で凍結保
存した。
【００９４】

　免疫に用いたマウスは、内因性 Ig重鎖及びκ軽鎖破壊の両者についてホモ接合体の遺伝
的背景を有しており、かつ、ヒト Ig重鎖遺伝子座を含む 14番染色体断片
（ SC20）及びヒト Igκ鎖トランスジーン（ KCo5）を同時に保持する。このマウスはヒト Ig
重鎖遺伝子座を持つ系統 Aのマウスと、ヒト Igκ鎖トランスジーンを持つ系統 Bのマウスと
の交配により作製された。系統Ａは、内因性 Ig重鎖及びκ軽鎖破壊の両者についてホモ接
合体であり、子孫伝達可能な 14番染色体断片  （ SC20）を保持するマウス系統であり、例
えば富塚らの報告 [Tomizuka. et al., Proc Natl Acad Sci USA., 2000 Vol97:722]に記
載されている。また、系統Ｂは内因性 Ig重鎖及びκ軽鎖破壊の両者についてホモ接合体で
あり、ヒト Igκ鎖トランスジーン（ KCo5）を保持するマウス系統（トランスジェニックマ
ウス）であり、例えば Fishwildらの報告 [Nat Biotechnol, （ 1996） ,l14:845]に記載され
ている。
【００９５】
　系統Ａの雄マウスと系統Ｂの雌マウス、あるいは系統Ａの雌マウスと系統Ｂの雄マウス
の交配により得られた、血清中にヒト Ig重鎖及びκ軽鎖が同時に検出される個体 [Ishida
＆ Lonberg, IBC's 11th Antibody Engineering, Abstract 2000]を、以下の免疫実験に用
いた。なお、前記ヒト抗体産生マウス（ KMマウスと称する）は、契約を結ぶことによって
、キリンビール株式会社より入手可能である。
【００９６】

　本実施例におけるモノクローナル抗体の作製は、単クローン抗体実験操作入門（安東民
衛ら著作、講談社発行  1991）等に記載されるような一般的方法に従って調製した。免疫
原としてのヒト HLA-DRは、実施例１で調製した HLA-DR発現 L929細胞を用いた。被免疫動物
は、実施例 2で作製したヒト免疫グロブリンを産生するヒト抗体産生マウスを用いた。
【００９７】
　ヒト HLA-DRに対するヒトモノクローナル抗体の調製を目的として、ヒト抗体産生マウス
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実施例 2　ヒト抗体産生マウスの作製

実施例 3  ヒト HLA-DRに対するヒトモノクローナル抗体の調製



に、実施例 1で作製した HLA-DR発現 L929細胞（５× 106細胞 /匹）を腹腔内に初回免疫した
。初回免疫から以降、同細胞を２、４、８週間後に免疫した。以下に述べる脾臓及びリン
パ節の取得３日前に、１× 106細胞 /マウス個体の細胞を尾静脈投与及び５ ng/マウス個体
の Recombinant Human IL-6（以下、 IL-6、キリンビール社医薬探索研究所にて調製）を皮
下投与した。
【００９８】
　免疫されたマウスから脾臓及び /又はリンパ節を外科的に取得し、 350mg/mL 炭酸水素ナ
トリウム、 50単位 /mL ペニシリン、 50μ g/mL ストレプトマイシンを含む無血清 DMEM培地
（ギブコ・ビーアールエル社製）（以下「無血清 DMEM培地」という） 10mL中に入れ、メッ
シュ（セルストレイナー：ファルコン社製）上でスパーテルを用いてつぶした。メッシュ
を通過した細胞懸濁液を遠心して細胞を沈澱させた後、この細胞を無血清 DMEM培地で 2回
洗浄してから、無血清 DMEM培地に懸濁して細胞数を測定した。一方、 10％  FCS（シグマ社
製）を含む DMEM培地（ギブコ・ビーアールエル社製）（以下「血清入り DMEM培地」という
）にて、 37℃、５％炭酸ガス存在下で細胞濃度が１× 106細胞 /mLを越えないように培養し
たミエローマ細胞  SP2/0（ ATCC No.CRL-1581）を同様に無血清 DMEM培地で洗浄し、無血清
DMEM培地に懸濁して細胞数を測定した。回収した細胞の懸濁液とマウスミエローマ懸濁液
とを細胞数 5:1で混合し、遠心後、上清を完全に除去した。このぺレットに、融合剤とし
て 50％（ w/v）  ポリエチレングリコール 1500（ベーリンガーマンハイム社製） 1mLを、ピ
ペットの先でぺレットを撹拌しながらゆっくり添加した後、予め 37℃に加温しておいた無
血清 DMEM培地 1mLを 2回に分けてゆっくり添加し、さらに７ mLの無血清 DMEM培地を添加した
。遠心後、上清を除去して得られた融合細胞を、以下に記載する限界希釈法によるスクリ
ーニングに供した。ハイブリドーマの選択は、 10％ FCS、 IL-6（ 10ng/mL）及びヒポキサン
チン（ H）、アミノプテリン（ A）、チミジン（ T）（以下「 HAT」という。：シグマ社製）
を含有する DMEM培地中で培養することにより行った。さらに、 HT（シグマ社製）、 10%FCS
、 IL-6含有 DMEM培地を用いて限界希釈法によりシングルクローンにした。培養は、 96穴マ
イクロタイタープレート（ベクトンディッキンソン社製）中で行った。抗ヒト HLA-DRヒト
モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマクローンの選択（スクリーニング）及び各
々のハイブリドーマが産生するヒトモノクローナル抗体の特徴付けは、後述する酵素標識
免疫吸着アッセイ（ ELISA）及び FCMにより測定することにより行った。
【００９９】
　ヒトモノクローナル抗体産生ハイブリドーマのスクリーニングは、実施例 4及び 5に述べ
る Cell ELISAにより、ヒト免疫グロブリンγ鎖（ hIgγ）及びヒト免疫グロブリン軽鎖κ
を有し、かつヒト HLA-DRに特異的な反応性を有するヒトモノクローナル抗体を産生する多
数のハイブリドーマを得た。
【０１００】

　バーキットリンパ腫細胞 Daudi（ ATCC No. CCL-213）を各ウェルに１× 105個加えた後、
ハイブリドーマ上清を加え、４℃で 20分間インキュベートした。次いで、１％ FCS入りの P
BSで２回洗浄し、西洋ワサビペルオキシダーゼで標識されたヤギ抗ヒト免疫グロブリン軽
鎖κ（ Igκ）抗体（ 50μ g/ウェル： DAKO社製）を加え、４℃で 20分間インキュベートした
。１％ FCS入り PBSで２回洗浄し、 TMB発色基質（ DAKO社製）を各ウェルに 100μ Lずつ加え
、室温下で 20分間インキュベートした。各ウェルに 0.5M硫酸（ 100μ L/ウェル）を加え、
反応を止めた。波長 450nm（参照波長 570nm）での吸光度をマイクロプレートリーダー（ 14
20 ARVO マルチラベルカウンター： WALLAC社製）で測定して陽性反応を示した抗体産生ク
ローンを選択した。
【０１０１】

　 Daudiを各ウェルに１× 105個加えた後、ハイブリドーマ上清を加え、４℃で 20分間イン
キュベートした。次いで、１％ FCS入りの PBSで２回洗浄し、各ウェルにそれぞれ西洋ワサ
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実施例 4　ヒト免疫グロブリン軽鎖κ（ Igκ）を有する、ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗
体産生クローンの選択

実施例 5　各モノクローナル抗体のサブクラス同定



ビペルオキシダーゼで標識されたヒツジ抗ヒト IgG1抗体、ヒツジ抗ヒト IgG2抗体、ヒツジ
抗ヒト IgG3抗体又はヒツジ抗ヒト IgG4抗体（各 2000倍希釈、 50μ L/ウェル、 The Binding 
Site社製）を加え、室温下で１時間インキュベートした。１％ FCS入り PBSで３回洗浄後、
基質緩衝液（ TMB、 100μ L/ウェル、 DAKO社製）を各ウェルに加え、室温下で 20分間インキ
ュベートした。次いで、 0.5M硫酸（ 100μ L/ウェル）を加え、反応を止めた。波長 450nm（
参照波長 570nm）での吸光度をマイクロプレートリーダー（ 1420 ARVO マルチラベルカウ
ンター： WALLAC社製）で測定し、各クローンのサブクラスを決定した。どのサブクラスに
も陽性反応のなかったクローンについては、 IgGではないため選択から除外した。
　結果のうち最終的に選択したクローンのみの結果を表１に示す。
【０１０２】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１０３】

　最初に正常ヒト末梢血由来単核球を Ficoll（ Ficoll-PaquePLUS: Amersham Pharmacia B
iotech社製）を用いて定法に従って調製した。抗凝固剤としてクエン酸ナトリウム液を含
んだ採血バッグ（テルモ社製）に採取した正常ヒト血液を遠心分離（ 600G、室温、５分）
し、細胞分画と血漿を分離した。細胞分画を PBSで希釈して Ficollに重層し、比重遠心（ 4
00G、室温、 30分間）により単核細胞を分離した。中間層を単核球として抽出して PBSで 2
回洗浄したのち、さらに PBSで希釈して 100Gで 10分間遠心分離し、上清中に残留した血小
板を除去した。以上の方法で正常ヒト末梢血由来単核球（ PBMC）を取得した。
【０１０４】
　次に、取得した PBMCを磁気ビーズ付 CD14抗体（ミルテニバイオテック（ MB）社製）で 30
分間４℃で反応させ、 MACS分離カラム（ MB社製）を通して CD14陽性細胞のポジティブセレ
クションを行った。 MACS分離カラムの使用方法は説明書に習って行った。得られた CD14陽
性細胞を GM-CSF（最終濃度 50ng/mL：キリンビール社医薬探索研究所にて調製）及びイン
ターロイキン４（最終濃度 200ng/mL：ジェンザイム社製）を含む 10％ FCS含有 RPMI培地で
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実施例 6 正常ヒト単核球及び正常ヒト樹状細胞の取得方法



５日から８日培養した。さらにその後、リポポリサッカライド（ LPS:最終濃度 40ng/mL：
ディフコ社製）を添加して１晩培養し、成熟樹状細胞（成熟 DC）として使用した。
【０１０５】

　主要組織適合抗原（ MHC）の異なる同種異系の移植においては、 T細胞が非自己（組織不
適合）の MHC分子複合体（アロ抗原）を認識することで活性化し拒絶反応を引き起こす。
ヒトの MHCは HLA（ human leukocyte antigen）と呼ばれ、 HLA-A, B, Cの属するクラス I抗
原と、 HLA-DP, DQ, DRの属するクラス II抗原があり、さらにそれぞれの分子が多型性を有
するため、ヒトの HLAの組み合せは数千通り可能となり、他人の間では組織不適合になる
可能性がきわめて高くなっている。同種異系リンパ球混合培養は、組織適合抗原の異なる
（以下便宜上ドナーＡ、ドナーＢという）リンパ球を混合培養することで、アロ抗原に反
応するＴ細胞の増殖を in vitroにおいて調べる試験である。
【０１０６】
　そこで、実施例 4乃至 5から選択されたハイブリドーマの培養上清を用いて同種異系リン
パ球混合による免疫反応に対する抑制活性を測定した。実験例 6記載の方法で正常ヒト末
梢血単核球を取得した。ドナーＡ単核球はマイトマイシンＣを含む RPMI1640培地（ 25μ g/
mL、 37℃、 30分）と反応させて細胞増殖を抑え、反応後３回以上 RPMI1640培地で洗浄し、
１× 106 /mLになるように RPMI1640培地に懸濁した。ドナーＢ単核球は１× 105個 /ウェルに
なるように 96穴プレートに分注し、遠心分離して培地を除いた後、培養上清を 100μ L/ウ
ェルで添加し、４℃下で 30分放置した。
【０１０７】
　次に、ドナーＡ単核球を 100μ L/ウェルでドナーＢと培養上清が入った 96穴プレートに
分注し、 37℃、４日間、５％  CO2存在下で培養した後、 3 Hチミジン（ Amersham Pharmacia
 Biotech社製）を 1.0μ Ci/ウェルとなるように添加して、さらに 37℃、 16～ 20時間、５％
 CO2存在下で培養した。 Micro96 Harvester（ SKATRON社製）を用いて細胞に取り込まれた
3 Hチミジンをグラスフィルターマット（ Printed Filtermat:Wallac社製）に回収し、乾燥
後シンチレーター（ Betap;Scint:Wallac社製）によく浸し、パッケージング後、β線量を
液体シンチレーションカウンター（ 1205BETAPLATE:Wallac社製）で活性測定した。
【０１０８】
　その結果、選抜した抗ヒト HLA-DR抗体の性質を表 1に示す。それらのうち、 HD8、 HD10、
HD4及び HD6は、平成 13年（ 2001年） 10月 11日付けで独立行政法人産業技術総合研究所（茨
城県つくば市東 1丁目 1番地１　中央第 6）に国際寄託した。受託番号は、 HD8は FERM BP-77
73、 HD10は FERM BP-7774、 HD4は FERM BP-7771、 HD6は FERM BP-7772である。
【０１０９】

　実施例 4乃至 5から得られたハイブリドーマの培養上清からのヒト抗 HLA-DRモノクローナ
ル抗体の精製は以下の方法で行った。ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体を含む培養上清を
rmp Protein A（アマシャムファルマシアバイオテク社製）及び 0.8× 40cm カラム（バイ
オラッド社製）を用い、吸着緩衝液として PBS、溶出緩衝液として 0.02M グリシン緩衝液
（ pH 3）を用いてアフィニティー精製した。溶出画分は 1M Tris （ pH 9.0）を添加して pH
7.2付近に調整した。調製された抗体溶液は、透析膜（ 10000カット、 Spectrum Laborator
ies社製）を用いて PBSに置換し、孔径 0.22μ m のメンブランフィルター MILLEX-GV （ミリ
ポア社製）でろ過滅菌し、精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体を得た。精製抗体の濃度
は 280nmの吸光度を測定し、１ mg/mL を 1.4 ODとして算出した。
【０１１０】
　ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体を含む培養上清の調製は以下の方法にて行った。まず
ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体産生ハイブリドーマを 10ng/ml IL-6、 10% Fetal Calf S
erum（ FCS： SIGMA社製）含有 eRDF培地（極東製薬社製）に馴化した。次に、その一部を抗
体精製を目的として、ウシインシュリン（５μ g/mL、ギブコ・ビーアールエル社製）、ヒ
トトランスフェリン（５μ g/mL、ギブコ・ビーアールエル社製）、エタノールアミン（ 0.
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実施例 7　同種異系リンパ球混合による免疫反応に対する抑制活性

実施例 8 各抗体の調製



01mM、シグマ社製）、亜セレン酸ナトリウム（ 2.5× 10- 5 mM、シグマ社製）、１ % Low IgG
 FCS（ HyClone社製）含有 eRDF培地（極東製薬社製）に馴化した。この馴化したハイブリ
ドーマを凍結保存した。フラスコにて培養し、ハイブリドーマの生細胞率が 90％になった
時点で培養上清を回収した。回収した上清は、 10μ m と 0.2μ mのフィルター（ゲルマンサ
イエンス社製）に供し、ハイブリドーマ等の雑排物を除去した。
【０１１１】

　同種異系リンパ球混合培養は、組織適合抗原の異なる（以下便宜上ドナーＡ、ドナーＢ
という）リンパ球を混合培養することで、アロ抗原に反応するＴ細胞の増殖を in vitroに
おいて調べる試験であるが、さらに、ドナーＡの末梢血から in vitroで誘導した単球由来
の成熟樹状細胞（ DC）とドナーＢの末梢血から分離したＴ細胞のみを混合培養することで
、貪食細胞などによる抗体依存性細胞傷害活性（ ADCC）を除外した条件下で同様のアロ抗
原に対する T細胞の反応性を調べることができる。そこで、抗 HLA-DRモノクローナル抗体
の存在下で同種異系の DCとＴ細胞を用いた混合培養を行い、Ｔ細胞のアロ抗原反応性に対
する抗 HLA-DRモノクローナル抗体の作用を調べた。具体的には、丸底 96ウェルプレート（
Falcon社製）にドナーＡの成熟 DCを２× 105個 /mLになるように 10% FCSを含む RPMI 1640培
地（ RPMI-10% FCS）に浮遊させた。抗 HLA-DRモノクローナル抗体、陰性コントロールとし
てヒトポリクローナル IgG（ hIgG）及び陽性コントロールとしてマウス抗 HLA-DRモノクロ
ーナル抗体 L243（ ATCC HB-55）は、 200、 40、 8μ g/mLになるように RPMI-10% FCSで希釈し
た。また、ドナーＢの末梢血より分離した純度 99%以上のＴ細胞を１× 106個 /mLとなるよ
うに RPMI-10% FCSに浮遊させた。最初に、ドナーＡ由来の成熟 DCと抗 HLA-DRモノクローナ
ル抗体を各 50μ Lずつ 96穴プレート上で混合し、４℃で 30分放置した。次に、ドナーＢ由
来のＴ細胞 100μ Lを混合し、 37℃、５日間、５％  CO2存在下で培養した後、 3 Hチミジン（
Amersham Pharmacia Biotech社製）を 1.0μ Ci/ウェルとなるように添加して、さらに 37℃
、 16～ 20時間、５％  CO2存在下で培養した。 Micro96 Harvester（ SKATRON社製）を用いて
細胞に取り込まれた 3 Hチミジンをグラスフィルターマット（ Printed Filtermat:Wallac社
製）に回収し、乾燥後シンチレーター（ Betap; Scint:Wallac社製）によく浸し、パッケ
ージング後、β線量を液体シンチレーションカウンター（ 1205BETAPLATE:Wallac社製）で
活性測定した。
【０１１２】
　その結果を図１に示す。 HD4、 HD6、 HD8、 HD10は hIgG群と比較して用量依存的な免疫抑
制活性を示したが、 HD8、 HD4及び HD10は L243と比して弱く、 HD6は陽性コントロール抗体
の L243と同等又はそれ以上の抑制活性を示した。
【０１１３】
　以上より、 HD8、 HD4及び HD10は免疫抑制活性の弱い抗体として、また HD6は免疫抑制剤
としての可能性が示唆された。
【０１１４】

　実施例 1で作成した HLA-DR発現 L929細胞に対する、実施例 3で取得した精製各モノクロー
ナル抗体の反応性の検討を、 FCM解析で行った。２× 107 /mLの濃度で、 L929細胞及び HLA-D
R発現 L929細胞を、 0.1％アジ化ナトリウム及び１％牛胎児血清含有した PBS（ Staining Me
dium、以下 SM）に浮遊させ、 96穴丸底プレートに 100ml/ウェルで分注した。遠心分離（ 60
0G、４℃、２分）した後、上清を除去し、実施例 3で培養したハイブリドーマの培養上清
（ 50μ l）を加えて撹拌した後、氷温下 30分間静置してから、遠心分離（ 600G、４℃、２
分）して上清を除去した。ペレットを 100μ l/ウェルの SMで２回洗浄した後、 0.0125mg/mL
の RPE蛍光標識ウサギ抗ヒト Igκ  F（ ab'） 2抗体（ DAKO社製） 30μ Lを加え、氷温下 30分間
インキュベートした。 SMで２回洗浄した後、 SMに懸濁し、 FCMで各細胞の蛍光強度を測定
した。
【０１１５】
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実施例 9 精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体による同種異系リンパ球混合による免疫反
応に対する抑制活性

実施例 10 HLA-DR発現細胞に対する各モノクローナル抗体の反応試験



　その結果は前述の表１に示す。いずれの抗体も HLA-DR発現 L929細胞にのみ強い結合活性
を有し、 L929細胞への結合活性は認められなかったことから、 HLA-DRと特異的に結合する
抗体であることが判明した。
【０１１６】

　実施例 8から得られた精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体の効果を、以下に記載する
方法に従ってマウス担癌モデルを用いて検討した。
【０１１７】
　まず５週令の C.B-17/ICR-SCIDマウス（日本クレア（株）社製）を購入し、 6週齢時に抗
アシアロ GM1抗血清（和光化学社製）を 10μ L/マウス個体で希釈して静脈内投与した。翌
日、バーキットリンパ腫細胞 Raji（ ATCC CCL-86）を５× 106 /マウス個体で静脈内投与し
た。 Raji移植より５日後、マウスの尾静脈内に精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体を 0.
1、１μ g/マウス個体の用量で１回投与した。抗体の陰性コントロールとして、同量のヒ
ト抗 HSA抗体を使用した。移植後の生存率を約３ヶ月間以上観察した。
【０１１８】
　以上の実験の結果を図２に示す。精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体を 0.1μ g/マウ
ス個体で投与した群では、 90日後の生存数が 1群あたり５匹中、 HD8は３匹、 HD10及び HD4
は１匹であった（図 2B）。一方、 1.0μ g/マウス個体で投与した群では、生存数が１群あ
たり５匹中、 HD8は３匹、 HD10は５匹、 HD4は２匹であった（図 2A）。陰性コントロールで
ある抗 HSA抗体投与群では、 Raji移植後 60日以内に全例死亡した。
【０１１９】
　抗体投与時のマウス体重は約 20gであることから、 0.1及び１μ g/マウス個体は５及び 50
μ g/kg体重になり、 HD8は非常に低用量で抗腫瘍効果を発揮することが判明した。さらに
実施例 9の結果を総合すると、 HD8は免疫抑制活性の弱く且つ抗腫瘍活性の強い抗体であり
、副作用の少ない抗癌剤としての可能性が示唆された。
【０１２０】

（１） HD4、 HD8抗体遺伝子の cDNAクローニングと発現ベクター作製
　ハイブリドーマ HD4、 HD8を 10ng/mL IL-6(R&D Systems社製 )、 10% Fetal Bovine Serum
（ SIGMA社製）含有 eRDF培地（極東製薬社製）で培養し、遠心分離により細胞を集めた後 T
RIZOL（ギブコビーアールエル社製）を添加し、取扱説明書にしたがって Total RNAを抽出
した。抗体 cDNAの可変領域のクローニングは、 SMART RACE cDNA amplification Kit（ク
ローンテック社製）を用い、添付の説明書にしたがって行った。
　５μ gの total RNAを鋳型として、 1st strand cDNAを作製した。
【０１２１】
１） 1st strand cDNA の合成
　　 Total RNA  ５μ g/３μ L
　　 5’ CDS １μ L
　　 SMART oligo １μ L
【０１２２】
　　上記組成の反応液を 70℃で２分間インキュベートした後、
　　５× Buffer ２μ L
　　 DTT １μ L
　　 DNTP mix １μ L
　　 Superscript II １μ L　
を加え 42℃で 1.5時間インキュベートした。
　さらに、 100μ Lの Tricine Bufferを加えた後、 72℃で７分間インキュベートし、 1st st
rand cDNAを取得した。
【０１２３】
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実施例 11 マウス担癌モデルに対する精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体の効果

実施例 12  モノクローナル抗体をコードする遺伝子の調製及び組換え抗体発現ベクターの
構築



２） PCRによる重鎖遺伝子、軽鎖遺伝子の増幅及び組換え抗体発現ベクターの構築
cDNAの増幅には、 Takara社の Z-Taqを用いた。
　　 cDNA ２μ L
　　 10xZ-Taq Buffer ５μ L
　　 dNTP mix ４μ L
　　 Z-Taq １μ L
　　プライマー１
　　プライマー２
  上記組成の反応液を再蒸留水にて最終容量 50μ Lとし、 PCRに供した。
【０１２４】
　重鎖の増幅には、 UMP（ SMART RACE cDNA amplification Kit；クローンテック社製）と
hh-6プライマー（ 5’ -GGT CCG GGA GAT CAT GAG GGT GTC CTT-3’）（配列番号５）を用
い、 98℃１秒、 68℃ 30秒のサイクルを 30回繰り返した。さらに、この反応液１μ Lを鋳型
とし、 NUMP（ SMART RACE cDNA amplification Kit；クローンテック社製）と hh-3 プライ
マー（ 5’ -GTG CAC GCC GCT GGT CAG GGC GCC TG-3’）（配列番号６）を用いて、 98℃１
秒、 68℃ 30秒のサイクルを 20回繰り返した。この後、増幅した PCR産物を PCR purificatio
n kit（キアゲン社製）により精製し， hh-4（ 5’ -GGT GCC AGG GGG AAG ACC GAT GG-3’
）（配列番号７）をプライマーとして、塩基配列の決定を行った。配列情報を基に、 HD4
重鎖特異的プライマー tnHD4Sal(5’ -ata tgt cga cCC AGC CCT GGG ATT TTC AGG TGT TTT
 C-3’ )（配列番号８）と、 HD8重鎖特異的プライマー tnHD8Sal(5’ -ata tgt cga cTGG CT
G ACC AGG GCA GTC ACC AGA G-3’ )（配列番号９）を合成し、このプライマーを用いて反
対方向からも配列を決定した。特異的プライマーと tnCHNhe（ 5’ -gat ggg ccc ttg gtg c
ta gct gag gag acg g-3’）（配列番号１０）を用いて PCRを行い（ 98℃１秒、 60℃ 30秒
、 72℃ 30秒）、重鎖増幅 cDNA断片を SalI、 NheIで消化し、同一酵素で解裂されていた N5KG
1-Val Larkベクター（ IDEC Pharmaceuticals, N5KG1（ US patent 6001358）の改変ベクタ
ー）、に導入した。挿入された配列が direct sequenceによって決定されたものと同一で
あることを、ベクターを鋳型として配列を決定することにより確認した。
【０１２５】
　軽鎖は、 UMP（ SMART RACE cDNA amplification Kit；クローンテック社製）と hk-2（ 5
’ -GTT GAA GCT CTT TGT GAC GGG CGA GC -3’）（配列番号１１）プライマーを使って、
98℃１秒、 68℃ 30秒のサイクルを 30回繰り返して増幅した。さらに、この反応液１μ Lを
鋳型とし、 NUMP（ SMART RACE cDNA amplification Kit；クローンテック社製）と hk-6（ 5
’ -TGGC GGG AAG ATG AAG ACA GAT GGT G-3’）（配列番号１２）を用いて、 98℃１秒、 6
8℃ 30秒のサイクルを 20回繰り返した。この後、増幅した PCR産物を PCR purification kit
（キアゲン社製）により精製し、 hk-6プライマー（配列番号１２）を用いて塩基配列を決
定した。配列情報を基に、 HD4軽鎖特異的プライマー tnHD4Bgl (5’ -ata tag atc tGC TGC
 TCA GTT AGG ACC CAG AGG GAA CC-3’ ) （配列番号１３）と HD8軽鎖特異的プライマー tn
HD8Bgl (5’ -ata tag atc tGG GAG TCA GAC CCA CTC AGG ACA CAG C-3’ ) （配列番号１
４）を合成し、このプライマーを用いて、反対方向からも配列を決定した。特異的プライ
マーと tnCkBsi（ 5’ -aag aca gat ggt gca gcc acc gta cgt ttg at-3’）（配列番号１
５）を用いて PCRを行い（ 98℃１秒、 60℃ 30秒、 72℃ 30秒）、軽鎖増幅 cDNA断片を BglII、
BsiWIで消化し、同一酵素で解裂されていた N5KG1-Val Larkベクターに導入した。挿入さ
れた配列が direct sequenceによって決定されたものと同一であることを、ベクターを鋳
型として配列を決定することにより確認した。
【０１２６】
  HD4の重鎖可変領域、及び軽鎖可変領域をコードする DNA並びに重鎖可変領域及び軽鎖可
変領域のアミノ酸配列をそれぞれ以下に示す。
【０１２７】
<HD4 重鎖可変領域 >（配列番号１６）
GTCGACCCAGCCCTGGGATTTTCAGGTGTTTTCAGGTGTTTTCATTTGGTGATCAGGACTGAACAGAGAGAACTCACCAT
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GGAGTTTGGGCTGAGCTGGCTTTTTCTTGTGGCTATTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAACTGTTGGAGTCTGGGG
GAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGACC
TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTAGTGGTGGTGGTGATAGCACATACTACGCAGA
CTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCG
AGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAGAGATCATGGTTCGGGGAGTTATTATCCCTACTGGTTTGACTACTGGGGCCAG
GGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGC
【０１２８】
<HD4 重鎖可変領域 >（配列番号１７）
MEFGLSWLFLVAILKGVQC LLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMTWVRQAPGKGLEWVSGISGGGDSTYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDHGSGSYYPYWFDYWGQGTLVTVSSA
【０１２９】
<HD4 軽鎖可変領域 >（配列番号１８）
AGATCTGCTGCTCAGTTAGGACCCAGAGGGAACC GAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCC
CAGATACCACCGGAGAACTTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCC
TGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCCGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCAT
CTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCA
TCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGCTCACTTTCGGCGGAGGG
ACCAAGGTGGAGATCAAACGTACG
【０１３０】
<HD4 軽鎖可変領域 >（配列番号１９）
METPAQLLFLLLLWLPDTTG LTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSRYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIP
DRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLTFGGGTKVEIKRT
【０１３１】
  重鎖 DNAの翻訳開始点は、配列番号１６の 5'末端から 79番目のアデニン（ A）からはじま
る ATGコドンであり、抗体可変領域と定常領域の境界は 5'末端から 504番目のアデニン（ A
）と 505番目のグアニン（ G）間に位置する。アミノ酸配列において、重鎖可変領域は配列
番号１７のＮ末端から 142番目のセリン（ S）残基までであり、 143番目のアラニン（ A）以
降が定常領域である。精製された重鎖蛋白質のＮ末端分析により、重鎖のシグナル配列は
配列番号１７のＮ末端より 19番目のシステイン（ C）までであり、成熟体の N末端は配列番
号１７の 20番目のグルタミン酸（ E）であることが明らかとなった。従って、配列番号１
７のアミノ酸配列中マチュア部分は 20番目のグルタミン酸から 142番目のセリンまでの部
分である。
【０１３２】
　軽鎖 DNAの翻訳開始点は、配列番号１８の 5'末端から 35番目の Aからはじまる ATGコドン
であり、可変領域は 5'末端から 418番目のアデニン（ A）までである。アミノ酸配列におい
て、可変領域は配列番号１９のＮ末端から 128番目のリジン（ K）までである。精製された
軽鎖蛋白質のＮ末端分析により、軽鎖のシグナル配列は配列番号１９の N末端より 20番目
のグリシン（ G）までであり、成熟体のＮ末端は配列番号１９の 21番目のグルタミン酸（ E
）であることが明らかとなった。従って、配列番号 のアミノ酸配列中、マチュア部分
は 21番目のグルタミン酸から 128番目のリジンまでの部分である。
【０１３３】
  HD8重鎖可変領域、及び軽鎖可変領域をコードする DNA並びに重鎖可変領域及び軽鎖可変
領域のアミノ酸配列をそれぞれ以下に示す。
【０１３４】
<HD8 重鎖可変領域 >（配列番号２０）
GTCGACTGGCTGACCAGGGCAGTCACCAGAGCTCCAGACA TCTGTCTCCTTCCTCATCTTCCTGCCCGTGCTGGGCC
TCCCATGGGGTGTCCTGTCACAGGTTCAGCTGCAGCACTCAGGTCCAGGACTGGTGAAGCCCTCGCAGACCCTCTCACTC
ACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTGTCTCTAGCAACAGTGCTTCTTGGAACTGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGGGGCCT
TGAGTGGCTGGGAAGGACATACTACAGGTCCAAGTGGTATAATGATTATGCAGTATCTGTGAAAAGTCGAATAGTCATCA
ACCCAGACACATCCAAGAACCAGTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTGACTCCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCG

10

20

30

40

50

(29) JP 3729841 B2 2005.12.21

EVQ

ATG

ELV

１９

ATG



AGAGAAAATTTCTATGGTTCGGAGACTTGTCATAAGAAGTATTACTGCTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCAC
GGTCACCGTCTCCTCAGCTAGC
【０１３５】
<HD8 重鎖可変領域 >（配列番号２１）
MSVSFLIFLPVLGLPWGVLS LQHSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSNSASWNWIRQSPSRGLEWLGRTYYRSKWY
NDYAVSVKSRIVINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCARENFYGSETCHKKYYCYGMDVWGQGTTVTVSSAS
【０１３６】
<HD8 軽鎖可変領域 >（配列番号２２）
AGATCTGGGAGTCAGACCCACTCAGGACACAGC GACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTTCTGCTGCTCTG
GCTCCCAGGTGCCAGATGTGCCATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCA
TCACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGCAGTGCTTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCTCCTAAACTCCTG
ATCTATGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCAC
CATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGTTTAATAGTTTCCCGCTCACTTTCGGCGGAG
GGACCAAGGTGGAGATCAAACGTACG
【０１３７】
<HD8 軽鎖可変領域 >（配列番号２３）
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC LTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKLLIYDASSLESGV
PSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQFNSFPLTFGGGTKVEIKRTV
【０１３８】
　重鎖 DNAの翻訳開始点は、配列番号２０の 5'末端から 41番目のアデニン（ A）からはじま
る ATGコドンであり、抗体可変領域と定常領域の境界は 5'末端から 496番目のアデニン（ A
）と 497番目のグアニン（ G）間に位置する。アミノ酸配列において、重鎖可変領域は配列
番号２１のＮ末端から 152番目のセリン（ S）残基までであり、 153番目のアラニン（ A）以
降が定常領域である。精製された重鎖蛋白質の N末端分析により、重鎖のシグナル配列は
配列番号２１のＮ末端より 20番目のセリン（ S）までであり、成熟体の N末端は配列番号２
１の 21番目のグルタミン（ Q）であることが明らかとなった。従って、配列番号２１のア
ミノ酸配列中、マチュア部分は 21番目のグルタミ ら 152番目のセリンまでの部分であ
る。
【０１３９】
　軽鎖 DNAの翻訳開始点は、配列番号２２の 5'末端から 34番目の Aからはじまる ATGコドン
であり、可変領域は 5'末端から 420番目のアデニン（ A）までである。アミノ酸配列におい
て、可変領域は配列番号２３のＮ末端から 129番目のリジン（ K）までである。精製された
軽鎖蛋白質のＮ末端分析により、軽鎖のシグナル配列は配列番号２３のＮ末端より 22番目
のシステイン（ C）までであり、成熟体のＮ末端は配列番号２３の 23番目の （ A）
であることが明らかとなった。従って、配列番号２３のアミノ酸配列中、マチュア部分は
23番目の から 129番目のリジンまでの部分である。
【０１４０】
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【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１４１】

　 HD4及び HD8については、各抗体の可変領域を以下の各種ベクターに組み込んだ。 IgG1タ
イプには N5KG1-Val ベクター、 IgG4タイプには N5KG4 （いずれも IDEC Pharmaceu
ticals製で、 US patent 6001358に記載されている N5KG1の改変ベクターである。 N5KG1-Va
l Larkについては N5KG1と同様に IgG1を保持したままの改変、 N5KG4 Larkについては IgG4
タイプに組替えたものである。）、 IgG2タイプには N5KG1-Val の重鎖定常配列部分を
IgG2タイプに組替えたベクター（ N5KG2）を用い、実施例 12の方法と同様にベクターに HD4
及び HD8の可変領域を組み込んだ。新たに、 IgG1タイプ或いは IgG2タイプのベクターに組
み込まれている重鎖定常部分の EUナンバリングシステムにおける 331番目のプロリン（ P）
をコードする配列 CCCをセリン（ S）をコードする TCCに変異させた（ Mi-Hua Tao, et al. 
1993. J.Exp.Med）ベクターを作成（以下、順に N5KG1Ser、 N5KG2Serと書く）し、実施例 1
2の方法と同様にベクターに HD4及び HD8の可変領域を組み込んだ。以下に説明する図３及
び表３中、例えばサブクラスを IgG1の HD4抗体は HD4IgG1又は HD4G1と記し、さらに重鎖定
常部分の EUナンバリングシステムにおける 331番目のプロリン（ P）をコードする配列 CCC
をセリン（ S）をコードする TCCに変異させた遺伝子の発現抗体は HD4IgG1Ser又は HD4G1Ser
と記する。
【０１４２】
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Lark Lark

Lark



【表３】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１４３】

　実施例 12及び 13で構築した組換え型抗体発現ベクターを宿主細胞に導入し、組換え型抗
体発現細胞を作製した。発現のための宿主細胞には、例えば CHO細胞の  dhfr欠損株（ ATCC
 CRL-9096）、 CHO-Ras（ Katakura Y., et al., Cytotechnology, 31: 103-109, 1999）、
HEK293T（ ATCC CRL-11268）などが用いられる。
【０１４４】
　宿主細胞へのベクターの導入はエレクトロポレーションやリポフェクションになどによ
り実施した。エレクトロポレーションは抗体発現ベクター約２μ gを制限酵素で線状化し
、 Bio-Rad electrophoreterをもちいて 350V、 500μ Fの条件で、４× 106個の CHO細胞に遺
伝子を導入し、 96well culture plateに播種した。リポフェクションは、 LipofectAMINE 
Plus（ギブコ・ビーアールエル社製）を用いてマニュアルに従って実施した。ベクターの
導入処理後、発現ベクターの選択マーカーに対応した薬剤を添加して培養を継続した。コ
ロニーを確認した後、実施例 4に示した方法によって、抗体発現株を選別した。選別した
細胞からの抗体精製は、実施例 8にしたがって行った。
【０１４５】

　抗体を介した細胞傷害性活性は、 NK細胞或いは好中球などのキラー活性を有する細胞と
抗体の存在下でターゲット細胞への傷害活性（抗体依存性細胞性細胞傷害活性（ Antibody
-Dependent Cellular Cytotoxicity）、以下、 ADCC）、及び補体と抗体の存在下でターゲ
ット細胞への傷害活性（補体依存性細胞傷害活性（ Complement-Dependent Cytotoxicity
）以下、 CDC）の測定を実施した。抗体は、実施例 8で作成したハイブリドーマ由来 HD4及
び HD8、実施例 14で作成した各 CHO細胞由来の組換え抗体を使用した。この際、コントロー
ルとして hIgGを用いた。
【０１４６】
　方法は簡単には、ターゲット細胞に放射性クロム（ Cr5 1）を細胞質内に取り込ませ、細
胞死により培養液中に遊離される Cr5 1量をγ線量で測定した。
【０１４７】
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実施例 14  組換え型抗体の作製

実施例 15  細胞傷害性活性の検討



　具体的には、ターゲット細胞としてバーキットリンパ腫細胞株 Raji（ ATCC CCL-86）を 1
06個を 15μ Lの Fetal Calf Serum (FCS)に懸濁し、 50μ L（ 37MBq/mL）の Cr5 1ラベルされた
クロム酸ナトリウム（パーキエルマー社製：以下 Cr5 1と書く）を添加し、 1時間 37℃で培
養した。次に、培地を 10mL添加し、遠心して培地を捨てることを 3回繰り返すことで、細
胞内に取り込まれていない Cr5 1を除いた。
【０１４８】
　 ADCCアッセイは、 Cr5 1ラベルしたターゲット細胞 2000個に対して、実施例 6記載の方法
で取得した健常人末梢血単核球 200000個を、丸底 96ウェルプレート（ Falcon社製）中で全
体容量 200μ Lで、各抗体濃度とともに 37℃、５％  CO2存在下で 4時間培養した。
【０１４９】
　 CDCアッセイは、 Cr5 1ラベルしたターゲット細胞 2000個に対して、最終濃度５％のヒト
血清由来補体（ SIGMA社製）を、丸底 96ウェルプレート中で全体容量 200μ Lで、各抗体濃
度とともに 37℃、５％  CO2存在下で 2時間培養した。
【０１５０】
　 ADCC・ CDCアッセイともに培養後、プレートを遠心して細胞を沈めた後、上清 50μ Lを粉
末シンチレーター含有の 96穴プレート（ LumaplateT M -96：パッカード社製）に移し、 55℃
、 1.5時間で乾燥した。乾燥を確認後、専用カバー（ TopSealT M -A:96-well Microplates：
パッカード社製）でプレートをカバーし、シンチレーションカウンター（トップカウント
：パッカード社製）でγ線量を測定した。
【０１５１】
　その結果を図 3、表 3に示す。 CDC活性については、 HD8IgG1Ser、 HD8IgG2Ser、 HD8IgG4、
HD4G2Ser、 HD4G4は活性が無く、 HD8IgG1、 HD8IgG2、 HD4G1では活性を有していることを確
認した。また ADCC活性は、 HD8IgG1、 HD8IgG1Ser、 HD4G1のみ活性を有していることを確認
した。
【０１５２】

　実施例 11と同様のモデルを使用し、 HD8組換え型抗体のマウス担癌モデルを用いた薬理
作用を検討した。
【０１５３】
　まず５週令の C.B-17/ICR-SCIDマウス（日本クレア（株）社製）を購入し、６週齢時に
抗アシアロ GM1抗血清（和光化学社製）を 10μ L/マウス個体で希釈して静脈内投与した。
翌日、バーキットリンパ腫細胞 Raji（ ATCC No.CCL-86）を 5× 106 /マウス個体で静脈内投
与した。 Raji移植より３日後、マウスの尾静脈内に各抗体を 0.1或いは１μ g/マウス個体
の用量で１回投与した。移植後の生存数を観察した。
【０１５４】
　実施例 14で作成した HD8G1Ser及び HD8G2Serについては 0.1、１μ g/マウス個体の用量で
１回投与した。抗体の陰性コントロールとして実施例 9で陰性コントロールとして使用し
た hIgG抗体を１μ g/headの用量で投与した群を、陽性コントロールとして HD8G1を１μ g/
マウス個体の用量で投与した群を設けた。
【０１５５】
　以上の実験の結果を図４に示す。陰性コントロールである hIgG投与群では、 Raji移植後
16日以内に全例死亡した。 20日後の生存数は、１μ g/マウス個体においては hIgG群以外６
匹全例生存し（図４ A）、 0.1μ g/マウス個体においては HD8G2Ser群では６匹全例、 HD8G1S
er群では２例生存していた（図４ B）。 25日後の生存数は、１μ g/マウス個体においては H
D8G1Ser群は２匹、 HD8G1は１匹、 HD8G2Ser群は４匹生存し（図４ A）、 0.1μ g/マウス個体
においては HD8G2Ser群のみ１匹生存していた（図４ B）。
【０１５６】
　この結果、 HD8組換え抗体である HD8G1Ser及び HD8G2Serにおいても、 HD8と同様に非常に
低用量で抗腫瘍効果を発揮することが判明した。 HD8G2Serは ADCC・ CDC両方の活性がない
にもかかわらず、動物モデルにおいて薬効を示すことが判った。
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実施例 16 マウス担癌モデルに対する組換え型抗体の効果



【０１５７】

　定法に従ってウェスタン解析を実施することで、各抗体のエピトープ解析を実施した。
簡単には、セルロース或いは PVDF膜はブロックエース（雪印社製）などでブロッキング後
、各抗体を 1次抗体として１μ g/mLの濃度で、二次抗体として HRP conjugated anti rabbi
t IgG(DAKO社製 )を用いて 0.5μ g/mLの濃度で反応させ、 HRP標識抗ヒト抗体（例： DAKO社
製）と反応させ、化学発光試薬（例： ECLウェスタンブロッティング検出試薬：アマシャ
ムバイオサイエンス社）を用いて、化学発光検出装置（例： LAS-1000：富士フィルム社製
）で化学発光を検出した。
【０１５８】
　（１） HLA-DRを発現しているリンパ腫細胞株 SKW6.4(ATCC TIB-215)より膜画分を抽出し
、抗 HLA-DR抗体（ K28N：産生細胞名マウス -マウスハイブリドーマ K28：受託番号  FERM BP
-4577で 1994年 2月 22日に独立行政法人　産業技術総合研究所　特許生物寄託センターに国
際寄託されている）のアフィニティーカラムを用いて HLA-DRタンパクを精製した。取得し
たタンパクを 4/20グラジエントゲル（第一化学薬品製）を用いて非還元条件で煮沸（ 95℃
、５分）し、ゲル１枚あたり 25mAの定電流で 1.5hr泳動後、 PVDF膜にゲル１枚あたり 150mA
の定電流で１ hr転写した。次いで定法に従ってウェスタン解析を行った結果、 HD4、 HD6、
HD8はすべて約 30Kdaの位置にある HLA-DRβ鎖を認識していることが判明した。
【０１５９】
　（２）次に、 HLA-DRのβ鎖（ DRB1*15011）の細胞外領域 199アミノ酸（配列番号１４７
に示すアミノ酸配列のうち第 29番目から第 227番目の 199アミノ酸、配列番号１４６には配
列番号１４７に示すアミノ酸配列をコードする塩基配列を示す）について、 13-merペプチ
ドを２アミノ酸ずつずらして合計 94種のペプチド（配列番号５２から１４５）をセルロー
ス膜上に C末端からスポット状に合成し、Ｎ末をアセチル化した（ JERINI社：ドイツ）。
以降の反応は定法のウェスタン解析（ Reineke, U.ほか . (2001). “ Epitope mapping wit
h synthetic peptides prepared by SPOT synthesis.”  Antibody Engineering (Springe
r Lab Manual) Eds.: Kontermann/Dubel, 433-459.など参照）を元に実施した。解析は Lu
miImagerTM（ Boehringer-Mannheim社）を使用し、各スポットの発色強度を数値化した。
【０１６０】
　その結果を図５に示す。 HD4（図５ A）はアミノ酸 61番目～ 73番目に強い反応、 17番目～
29番目、 63番目～ 75番目、 65番目～ 77番目に弱い反応を示し、配列番号８２で示されるア
ミノ酸配列を有するペプチドと最も強力に結合した。 HD6（図５ B）は 61番目～ 73番目に強
い反応、 57番目～ 69番目、 59番目～ 71番目に弱い反応を示し、配列番号８２で示されるア
ミノ酸配列を有するペプチドと最も強力に結合した。 HD8（図５ C）は 61番目～ 73番目、 63
番目～ 75番目、 65番目～ 77番目に非常に強い反応を示し、配列番号８２、８３及び８４で
示されるアミノ酸配列を有するペプチドの少なくとも一つと強力に結合した。一方、 HLA-
DRの立体構造（例： Dessen A et. Al., Immunity(1997), 7, 473-481参照）より、 61番目
～ 73番目のアミノ酸は抗原提示するペプチドを保持する部位で、αへリックスを構成して
いることが判明している。
【０１６１】
　（３） HD4・ HD6・ HD8に共通して最も強い反応を示す 13アミノ酸（ 61番目～ 73番目）に
ついて、β鎖の多型を考慮し、現在知られている多型約 350種類（ EMBL-EBIの IMGT/HLAデ
ータベースなど参照）のほぼ全部を含む 16種類のペプチドを作成した。さらに各アミノ酸
のアラニン（もともとアラニンの場合グアニジン）置換した 12ペプチド（配列番号４０～
配列番号５１）について、同様の条件でウェスタンブロッティングを実施した。解析は、
LAS2000及び解析ソフト ImageGauge（富士写真フィルム株式会社）を使用して、各スポッ
トの発色強度を数値化した。図６に 28種類のペプチドの配列と HD4、 HD6及び HD8との反応
性を示す。各抗体が陽性反応を示した配列にはその強さに応じて＋～＋＋＋＋、陰性の場
合は－で表示した。
【０１６２】
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実施例 17  HD4、 HD6及び HD8のエピトープ解析



　陽性、陰性の判定は、以下の基準で行った。
バックグラウンドの 5％未満： -
バックグラウンドの 5％以上 10％未満  ： +/-
バックグラウンドの 10％以上 20％未満  ： +
バックグラウンドの 20％以上 30％未満  ： ++
バックグラウンドの 30％以上 50％未満  ： +++
バックグラウンドの 50％以上： ++++
【０１６３】
　 HD8は、 65、 66、 69、 72番目のアミノ酸をアラニン置換した配列番号４８～５１以外に
はすべて陽性反応を示した。 65,66,69,72番目のアミノ酸は発見されている HLA-DRβ鎖の
ほぼすべての HLA-DRのβ鎖において保存されている（ EMBL-EBIの IMGT/HLAデータベースな
ど参照）。さらに配列番号２４～３９でメジャーな配列を含むほとんどの HLA-DRβ鎖配列
を網羅していることから、 HD8は実質的にほぼすべての HLA-DRβ鎖に結合する Pan-HLA-DR
抗体である可能性が非常に高い。
【０１６４】
　さらに、 HLA-DR陽性細胞株を用いて実施例 10と同様の方法で HD8の反応性を検討したと
ころ、 ARH77(ATCC CRL-1621)、 Daudi(ATCC CCL-213)、 HS-Sultan(ATCC CRL-1484)、 IM-9(
ATCC CCL-159)、 MC/CAR(ATCC CRL-8083)、 Raji(ATCC CCL-86)、 Ramos(ATCC CRL-1596)、 R
L(ATCC CRL-2261)、 SKW6.4(ATCC TIB-215)、 DRB1*15011／ DRA*0101を強制発現させたＬ細
胞 (Ｌ細胞： ATCC CCL-1)、ヒト健常日本人の末梢血単核球５検体と反応することも確認し
ており、反応しない HLA-DRを発現している細胞には、現在のところ発見できていない。さ
らにカニクイザルにおいても 15検体中 15検体、チンパンジーは１検体中１検体に反応して
いる。一方、Ｂ細胞系細胞株で HLA-DRを発現していない RPMI8226(ATCC CCL-155)には反応
しなかった。
【０１６５】
　本明細書に引用されたすべての刊行物は、その内容の全体を本明細書に取り込むものと
する。また、添付の請求の範囲に記載される技術思想及び発明の範囲を逸脱しない範囲内
で本発明の種々の変形及び変更が可能であることは当業者には容易に理解されるであろう
。本発明はこのような変形及び変更をも包含することを意図している。
【図面の簡単な説明】
【０１６６】
【図１】精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体の MLRに対する免疫抑制活性を示す図であ
る。
【図２Ａ】精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体の担ガンマウスモデルに対する延命効果
を示す図であり、投与用量１μ g/headの場合の効果を示す図である。
【図２Ｂ】精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体の担ガンマウスモデルに対する延命効果
を示す図であり、投与用量 0.1μ g/headの場合の効果を示す図である。
【図３Ａ】精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体の細胞依存性（ ADCC）及び補体依存性（
CDC）の細胞傷害活性を示す図であり、 HD8G1Ser及び HD8G1の ADCC活性を示す図である。
【図３Ｂ】精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体の細胞依存性（ ADCC）及び補体依存性（
CDC）の細胞傷害活性を示す図であり、 HD8G2CHO、 HD8G1、 HD8G1Ser及び HD8G4の CDC活性を
示す図である。
【図３Ｃ】精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体の細胞依存性（ ADCC）及び補体依存性（
CDC）の細胞傷害活性を示す図であり、 HD8G1、 HD8G2、 HD8G2Ser、 HD8G4、 HD4G1、 HD4G2Se
r及び HD4G4の ADCC活性を示す図である。
【図３Ｄ】精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体の細胞依存性（ ADCC）及び補体依存性（
CDC）の細胞傷害活性を示す図であり、 HD8G1、 HD8G2、 HD8G2Ser、 HD8G4、 HD4G1、 HD4G2Se
r及び HD4G4の CDC活性を示す図である。
【図４Ａ】マウス担癌モデルに対する本発明の抗体 HD8G1Ser、 HD8G2Ser及び HD8G1の延命
効果を示す図であり、投与量 0.1μ g/匹の場合の結果を示す図である。
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【図４Ｂ】マウス担癌モデルに対する本発明の抗体 HD8G1Ser、 HD8G2Ser及び HD8G1の延命
効果を示す図であり、投与量 1.0μ g/匹の場合の結果を示す図である。
【図５Ａ】 HLA-DRβ鎖配列の合成ペプチドを用いた精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体
エピトープ解析を示す図であり、 HD4についての解析を示す図である。
【図５Ｂ】 HLA-DRβ鎖配列の合成ペプチドを用いた精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体
エピトープ解析を示す図であり、 HD6についての解析を示す図である。
【図５Ｃ】 HLA-DRβ鎖配列の合成ペプチドを用いた精製ヒト抗 HLA-DRモノクローナル抗体
エピトープ解析を示す図であり、 HD8についての解析を示す図である。
【図６】 HLA-DRβ鎖エピトープ配列部分の多型配列の合成ペプチドを用いた精製ヒト抗 HL
A-DRモノクローナル抗体エピトープ解析を示す図である。
【配列表フリーテキスト】
【０１６７】
配列番号１～１５ -人工配列の説明：プライマー
配列番号２４～１４５ -人工配列の説明：ペプチド
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【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ３ Ｃ 】
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【 図 ３ Ｄ 】 【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ５ Ａ 】
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【 図 ５ Ｂ 】 【 図 ５ Ｃ 】

【 図 ６ 】
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【配列表】
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