
(57)【要約】
FcRnに対する抗体を提供する。これは、 FcRnへの IgG結合の非競合的阻害剤である。抗体
は、ポリクロナールあるいはモノクロナールまたはその抗原結合性フラグメントであって
もよい。これらの抗体は、個体の病原性 IgGの濃度を減じるのに有用であり、それ故、自
己免疫性及び同種免疫性状態の治療ツールとして使用できる。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト FcRnと 結 合 し 、 ヒ ト FcRnへ の IgG結 合 の 非 競 合 的 阻 害 剤 と な る 抗 体 あ る い は そ の フ
ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 抗 体 が マ ウ ス 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 及 び モ ノ ク ロ ナ ー ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 抗 体 が 、 キ メ ラ 抗 体 あ る い は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 フ ラ グ メ ン ト が 、 Fab、 F(ab)' 2 、 Fvお よ び ScFvか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
１ に 記 載 の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ヒ ト FcRnの 軽 鎖 に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 あ る い は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ７ 】
　 pH7.0～ 7.4で 非 競 合 的 阻 害 剤 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 抗 体 が 、 1H5、 4B10、 6D10、 7C7、 7C10、 10E7、 11E4及 び 11F12か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の
抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 個 体 に 治 療 的 有 効 量 の 抗 体 あ る い は そ の フ ラ グ メ ン ト を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 個 体
の 病 原 性 抗 体 の 濃 度 を 減 じ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 抗 体 あ る い は 前 記 フ ラ グ メ ン ト が FcRnと
結 合 し 、 か つ FcRnへ の IgG結 合 の 非 競 合 的 阻 害 剤 と な る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 抗 体 が 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル ま た は モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 抗 体 の 前 記 フ ラ グ メ ン ト が 、 Fab、 F(ab)' 2 、 Fvお よ び ScFvか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 抗 体 あ る い は そ の フ ラ グ メ ン ト が 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア ー に お い て 投 与 さ
れ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 個 体 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 抗 体 が ア ジ ュ バ ン ト と と も に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 個 体 に お い て FcRnと IgGの 結 合 を 減 じ る 方 法 で あ っ て 、
　 FcRnと IgGの 結 合 を 非 競 合 的 に 阻 害 す る ド メ イ ン を 有 す る 抗 体 あ る い は そ の フ ラ グ メ ン
ト を 供 給 す る ス テ ッ プ 、 及 び
　 個 体 に 、 前 記 抗 体 を 、 そ の 個 体 に お い て FcRnと IgGの 結 合 を 阻 害 す る の に 十 分 な 量 で 投
与 す る ス テ ッ プ
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 個 体 が 自 己 免 疫 性 あ る い は 同 種 免 疫 性 疾 患 に 罹 患 し て い る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方
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法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 自 己 免 疫 性 疾 患 が 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 個 体 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 抗 体 が 投 与 量 1mg/kg～ 2g/kgで 投 与 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 抗 体 が 投 与 量 1mg/kg～ 200mg/kgで 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 抗 体 が 投 与 量 1mg/kg～ 40mg/kgで 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 主 に 自 己 免 疫 性 及 び 同 種 免 疫 性 疾 患 の 分 野 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 体 液 性 の 自 己 免 疫 及 び 同 種 免 疫 疾 患 は 、 病 原 性 抗 体 に よ っ て 媒 介 さ れ る 。 自 己 免 疫 性 疾
患 の 例 と し て 、 例 え ば 免 疫 性 好 中 球 減 少 症 、 重 症 筋 無 力 症 、 多 発 性 硬 化 症 、 ル ー プ ス 及 び
免 疫 性 血 小 板 減 少 症 (ITP)を 挙 げ る こ と が で き る 。  
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ITPは 主 に 末 梢 の 血 小 板 破 壊 が 亢 進 し た 疾 患 で あ り 、 多 く の 患 者 で 、 特 定 の 血 小 板 膜 糖
タ ン パ ク に 結 合 す る 抗 体 が 発 生 す る 。 抗 血 小 板 抗 体 は 、 血 小 板 を 効 果 的 に オ プ ソ ニ ン 化 し
、 細 網 内 皮 系 の 細 胞 （ 例 え ば 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ ） に よ る 急 速 な 血 小 板 破 壊 を も た ら す 。 研
究 で は 、 た い て い の 患 者 に お い て 、 血 小 板 生 成 が 正 常 か あ る い は 減 少 し て い る と 報 告 さ れ
て い る た め 、 関 連 す る 骨 髄 損 傷 が こ の 状 態 に 寄 与 し て い る 可 能 性 が あ る 。 一 般 に 、 ITPを
治 療 す る 試 み に は 、 免 疫 系 を 抑 制 し 、 そ れ に よ り 血 小 板 濃 度 を 上 昇 さ せ る こ と が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ITPは 男 性 よ り 女 性 に 頻 発 し 、 ま た 、 成 人 よ り 小 児 に 多 く 発 生 す る 。 そ の 発 生 率 は １ 万
人 に 一 人 で あ る 。 米 国 の 場 合 、 成 人 の ITPの 発 生 率 は 、 年 間 約 66／ 100万  ケ ー ス で あ る 。
小 児 に お け る 発 生 率 の 平 均 推 定 値 は 、 年 間 50／ 100万  ケ ー ス で あ る 。 国 際 的 に は 、 小 児 IT
Pは 、 年 間 約 10～ 40／ 100万  ケ ー ス 発 生 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 慢 性 的 ITPは 成 人 と 小 児 の 両 方 に お い て 、 主 要 な 血 液 疾 患 の 一 つ で あ る た め 、 こ れ は 大
き な 問 題 で あ る 。 ま た 、 米 国 及 び 世 界 中 に お い て 、 血 液 専 門 部 門 に お け る 多 額 の 入 院 及 び
治 療 コ ス ト の 原 因 と な っ て い る 。 毎 年 、 米 国 で 約 2万 件 の 新 し い 症 例 が 発 生 し 、 ITPの ケ ア
及 び 特 別 療 法 に か か る コ ス ト は 莫 大 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ITPに 罹 患 し た 小 児 の 大 部 分 は 、 非 常 に 血 小 板 数 が 少 な く 、 そ の た め 突 然 の 出 血 （ 典 型
的 な 症 状 と し て 、 挫 傷 、 皮 膚 の 小 さ な 赤 い 斑 点 、 鼻 血 及 び 歯 肉 の 出 血 な ど が あ る ） が 起 こ
る 。 小 児 は 時 に 治 療 を し な く て も 回 復 す る こ と が あ る が 、 多 く の 医 師 は 、 出 血 の 注 意 深 い
観 察 と 緩 和 及 び γ グ ロ ブ リ ン の 点 滴 静 注 に よ る 治 療 を 推 奨 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 大 量 の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (IVIG)の 静 脈 投 与 は 、 免 疫 性 ITPに 苦 し む 小 児 の 血 小 板 数 を
増 加 さ せ る こ と 、 及 び IVIGは 複 数 の 他 の 自 己 免 疫 性 状 態 の 治 療 に 有 益 で あ る こ と が 証 明 さ
れ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 多 く の 研 究 で 、 IVIGが 自 己 免 疫 性 疾 患 の 治 療 に お い て 効 果 を 発 揮 す る メ カ ニ ズ ム が 調 査
さ れ た 。 ITPに 関 し て 、 初 期 の 研 究 は 、 IVIGの 効 果 は 、 主 に 抗 体 オ プ ソ ニ ン 化 血 小 板 の 貪
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食 に 関 与 す る Fcレ セ プ タ ー を 遮 断 す る こ と が 原 因 で あ る と 結 論 付 け た 。 そ の 後 の 研 究 は 、
Fc-欠 損 IVIG標 本 は ITPに 罹 患 し た 数 名 の 患 者 に お い て 血 小 板 数 の 増 加 を も た ら す こ と を 示
し 、 最 近 で は 、 IVIGの 効 果 は 、 血 小 板 貪 食 の 阻 害 に つ な が る マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 上 の Fcγ
RIIb発 現 を 刺 激 す る こ と に 起 因 す る と 報 告 さ れ た 。 し か し な が ら 、 こ の よ う な IVIG治 療 は
、 大 き な 副 作 用 を 有 し 、 開 発 及 び 投 与 に 非 常 に コ ス ト が か か る 。 さ ら に 、 IVIG以 外 の 自 己
免 疫 性 /同 種 免 疫 性 状 態 の 治 療 に 使 用 さ れ る 他 の 治 療 法 に は 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 D免 疫 グ ロ
ブ リ ン 、 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド 、 免 疫 抑 制 剤 (化 学 療 法 剤 を 含 む )、 サ イ ト カ イ ン 、 血 漿 分 離
交 換 法 、 体 外 抗 体 吸 着 (例 え ば Prosorbaカ ラ ム を 使 用 す る )、 脾 臓 摘 出 等 の 外 科 的 処 置 な ど
が 含 ま れ る 。 し か し な が ら IVIG同 様 、 こ れ ら の 治 療 法 も ま た 、 不 十 分 な 効 力 及 び 高 コ ス ト
の た め 、 容 易 に 行 う こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 最 近 、 FcRn遺 伝 子 を 欠 く 欠 損 マ ウ ス に お い て 抗 ヒ ト FcRn抗 体 を 産 生 さ せ る こ と が 提 唱 さ
れ た (Roopenian, 2002, 米 国 公 開 公 報 第 2002/128863号 )。 著 者 は 、 IgGと 同 じ FcRnの エ ピ
ト ー プ に 結 合 す る 親 和 性 の 高 い 抗 体 が 、 FcRnへ の 病 原 性 IgGの 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 し 、 そ
れ ゆ え ク リ ア ラ ン ス を 増 加 す る で あ ろ う と 論 じ て い る 。 し か し な が ら 、 そ の よ う な 抗 体 は
一 つ も 立 証 さ れ て お ら ず 、 従 っ て そ の よ う な 抗 体 の 有 効 性 は 未 だ 疑 問 で あ る 。 さ ら に 、 Fc
Rnへ の 内 因 性 IgGの 高 親 和 性 及 び 血 中 の 内 因 性 IgGの 高 濃 度 の せ い で 、 FcRnの 競 合 阻 害 に は
非 常 に 多 く の 量 が 必 要 と さ れ 、 そ れ 故 現 在 の IVIG治 療 と 同 様 の 副 作 用 を 伴 う こ と が 予 想 さ
れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 来 技 術 の 状 態 に 基 づ き 、 IVIGが 有 す る 低 い 効 力 及 び 高 コ ス ト の 問 題 を 有 さ な い 、 自 己
免 疫 及 び 同 種 免 疫 状 態 の 新 規 治 療 法 を 開 発 す る 必 要 性 が 高 い 。 そ れ ゆ え 、 自 己 免 疫 及 び 同
種 免 疫 状 態 を 治 療 す る た め に 、 IVIGに 代 替 す る 、 よ り 安 全 且 つ 有 効 な 方 法 を 同 定 す る こ と
が 望 ま れ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 自 己 免 疫 及 び 同 種 免 疫 状 態 を 治 療 す る 組 成 物 及 び 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の
組 成 物 は 、 FcRnと の 結 合 に 関 し て IgGの 非 競 合 的 阻 害 剤 と な る 物 質 か ら な る 。 こ れ ら の 非
競 合 的 阻 害 剤 は FcRnレ セ プ タ ー に 結 合 し 、 FcRnレ セ プ タ ー に 対 す る 病 原 性 抗 体 の 結 合 が 阻
害 さ れ 、 そ れ に よ っ て 個 体 の 体 内 か ら 病 原 性 抗 体 の 排 除 （ ク リ ア ラ ン ス ） が 亢 進 さ れ る 。
あ る 実 施 形 態 で は 、 FcRnレ セ プ タ ー に 結 合 す る 物 質 は 、 FcRnレ セ プ タ ー に 対 す る ポ リ ク ロ
ナ ー ル あ る い は モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト FcRn
レ セ プ タ ー に 対 す る ポ リ ク ロ ナ ー ル 及 び モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 FcRnと 結 合 す る IgGの 非 競 合 的 阻 害 剤 で あ り 、 且 つ FcRnレ セ プ タ ー に 結
合 し 、 FcRnレ セ プ タ ー と 病 原 性 抗 体 の 結 合 を 阻 害 す る 物 質 を 含 む 組 成 物 を 個 体 に 投 与 す る
こ と を 含 む 、 自 己 免 疫 性 あ る い は 同 種 免 疫 性 状 態 を 寛 解 す る 方 法 も 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 病 原 性 抗 体 」 と い う 語 は 、 罹 患 状 態 あ る い は 疾 病 を 引 き 起 こ す
抗 体 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 抗 体 に は 、 抗 血 小 板 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 病 原 性 抗 体 の ク リ ア ラ ン ス を 増 強 す る た め の 組 成 物 及 び 方 法 を 提 供 す る 。 こ
れ ら の 組 成 物 及 び 方 法 は 、 自 己 免 疫 及 び 同 種 免 疫 状 態 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 組 成
物 及 び 方 法 は 、 病 原 性 抗 体 が FcRnと 結 合 す る の を 妨 げ る の に 十 分 な 方 法 に お い て 、 FcRn(
別 名 ： 胎 児 Fc-レ セ プ タ ー 、 FcRP、 FcRB、 及 び Brambellレ セ プ タ ー )と 結 合 す る こ と を 対 象
と す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
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　 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 非 競 合 的 阻 害 剤 」 と い う 語 は 、 リ ガ ン ド （ す な わ ち IgG） の 存
在 あ る い は 濃 度 に か か わ ら ず 同 じ 親 和 性 を 有 し 、 FcRnと 結 合 す る 阻 害 剤 を 意 味 す る 。 一 般
に 、 そ の よ う な 阻 害 剤 は 、 リ ガ ン ド と 異 な る サ イ ト に 結 合 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 特 定 の 抗 FcRn療 法 を 提 供 す る 。 酵 素 あ る い は レ セ プ タ ー の 阻 害 剤 の 大 多 数 は
、 基 質 あ る い は リ ガ ン ド 結 合 の 競 合 的 阻 害 剤 と し て 行 動 し 、 阻 害 剤 は 、 リ ガ ン ド と 同 じ レ
セ プ タ ー 上 の サ イ ト に 結 合 す る 。 そ れ ゆ え 、 阻 害 の 度 合 い は 阻 害 剤 と リ ガ ン ド の 相 対 的 な
親 和 力 及 び 濃 度 の 一 次 関 数 と な る 。 米 国 特 許 出 願 第 2002/0138863号 に お い て 、 Roopenian
（ 段 落 0031参 照 ） は 、 抗 体 が FcRnに 結 合 し た 場 合 、 FcRnへ の IgGの 結 合 が 阻 害 さ れ る よ う
、 FcRnに 対 す る 抗 体 は 、 IgGが Fcに 結 合 す る の に 重 要 な 同 じ サ イ ト で FcRnに 結 合 す べ き で
あ る こ と を 強 調 し て い る 。 先 行 技 術 に お け る 前 記 強 調 は 競 合 的 阻 害 剤 に 向 け ら れ て い る が
、 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 に お い て 、 FcRnレ セ プ タ ー と 結 合 す る IgGの 非 競 合 的 阻 害 剤 が
治 療 的 価 値 を 有 す る で あ ろ う こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 抗 体 あ る い は そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 ヒ ト FcRnに 結 合 す る IgGの
非 競 合 的 阻 害 剤 で あ る 。 前 記 抗 体 あ る い は フ ラ グ メ ン ト は 、 任 意 の ア イ ソ タ イ プ で あ っ て
も よ く (例 え ば 、 IgA, IgD, IgE, IgG, IgM, 等 )、 及 び 前 記 抗 体 は 任 意 の 種 （ 例 え ば 、 マ
ウ ス 、 ラ ッ ト 等 ） で 生 成 さ れ る も の で も よ い 。 種 の 起 源 に も よ る が (Int Immunol 13: 155
1-9， 2001， Ober等 ． 参 照 )、 IgGア イ ソ タ イ プ 抗 体 は 、 ヒ ト FcRnへ の IgGの 結 合 を 競 合 的 に
阻 害 し う る 。 そ の よ う な 抗 体 が 、 FcRnと IgG結 合 の 非 競 合 的 阻 害 剤 と し て も 行 動 す る 場 合
は 、 そ れ ら を 使 用 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 FcRnへ の IgG結 合 の 非 競 合 的 阻 害 剤 と 競
合 的 阻 害 剤 の ど ち ら に も な る 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 FcRnは そ の リ ガ ン ド (す な わ ち 、 IgG)と pH依 存 的 親 和 性 で 結 合 す る 。 そ れ は 生 理 学 的 pH
で は 、 IgGに 対 し 実 質 的 に 親 和 性 を 示 さ な い 。 従 っ て 、 生 理 学 的 pH(7.0～ 7.4)で FcRnに 結
合 す る 抗 FcRn抗 体 は 、 非 競 合 的 阻 害 剤 と し て 行 動 す る 可 能 性 が あ り 、 そ の 場 合 、 FcRnへ の
抗 FcRn抗 体 の 結 合 は 、 IgGの 存 在 に よ っ て 影 響 を 受 け な い 。 pH非 依 存 的 且 つ 非 競 合 的 な 様
式 で FcRnと 結 合 す る 本 発 明 の 抗 体 の 能 力 は 、 競 合 的 阻 害 剤 で 必 要 と さ れ る pHよ り は る か に
低 い 濃 度 で 、 IgGの FcRn介 在 輸 送 の 機 能 阻 害 を 可 能 に す る 。 あ る 特 定 の 理 論 に 束 縛 さ れ る
こ と を 意 図 し な い が 、 pH非 依 存 性 が 、 そ の よ う な 阻 害 剤 が 細 胞 表 面 上 の FcRnに 結 合 す る こ
と を 可 能 に し （ 生 理 学 的 pH） 、 細 胞 内 移 動 の 過 程 に お い て FcRnと の 結 合 を 維 持 し 、 そ れ に
よ っ て エ ン ド ソ ー ム (酸 性 pH)内 で IgGと FcRnの 結 合 を 阻 害 す る 、 と い う 仮 説 を 立 て る こ と
が で き る 。 結 合 の 非 競 合 的 機 序 は 、 治 療 目 的 に と っ て 魅 力 的 な こ と に 、 こ れ ら の 阻 害 剤 を
、 競 合 的 阻 害 剤 よ り は る か に 低 い 濃 度 で 使 用 す る こ と を 可 能 に す る 。 特 定 の 理 論 に 拘 束 さ
れ る こ と を 意 図 し な い が 、 細 胞 内 異 化 作 用 か ら IgGの FcRn介 在 保 護 を 阻 害 す る 結 果 、 IgGの
ク リ ア ラ ン ス が 増 加 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 明 細 書 中 の 実 施 例 で 実 証 さ れ る よ う に 、 IVIGは 、 ITP動 物 モ デ ル に お い て 病 原 性 抗 体 の
除 去 の 用 量 依 存 的 増 加 を 仲 介 し 、 且 つ こ の 効 果 は IVIGと FcRnと の 相 互 作 用 に よ っ て 介 在 さ
れ る 。 し か し な が ら 、 一 つ に は 、 病 原 性 抗 体 と の FcRn結 合 の IVIG阻 害 の 仮 想 メ カ ニ ズ ム に
起 因 し て （ す な わ ち 、 競 合 的 阻 害 ） 及 び 一 つ に は IgGが 生 理 学 的 pH(す な わ ち 、 pH7.2～ 7.4
)で FcRnに 対 す る 親 和 性 が 非 常 に 低 い と い う 事 実 に 起 因 し て 、 病 原 性 抗 体 の ク リ ア ラ ン ス
に お け る 実 質 的 な 増 加 を も た ら す た め に は 、 非 常 に 多 量 の IVIGが 要 求 さ れ る （ す な わ ち 、
IVIGの 典 型 的 な 臨 床 用 量 は 2g/kg） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 生 理 学 的 pHに お い て 、 病 原 性 抗 体 と FcRnと の 結 合 の 非 競 合 的 阻 害 を 提 供 し 、
病 原 性 抗 体 へ の FcRn結 合 の 非 競 合 的 阻 害 を 可 能 に す る 、 特 別 な 抗 FcRn治 療 に 関 す る 。 従 っ
て 、 本 発 明 は 、 自 己 免 疫 性 及 び 同 種 免 疫 性 疾 患 の 治 療 と し て 、 病 原 性 抗 体 が FcRnに 結 合 す
る の を 妨 げ る 方 法 を 提 供 す る 。 当 該 方 法 は ま た 、 病 原 性 抗 体 が FcRnに 結 合 す る の を 妨 げ る
の に 十 分 な 様 式 で 、 特 異 的 に FcRnを 抑 制 す る の に 有 用 な 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 組 成
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物 及 び 方 法 は 、 治 療 の レ シ ピ エ ン ト に 対 し 、 病 原 性 抗 体 の 除 去 率 の 増 加 及 び 病 原 性 抗 体 に
よ っ て も た ら さ れ る 病 的 状 態 及 び 疾 患 の 緩 和 の 両 方 に 、 特 に 効 果 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 は 、 従 っ て 、 自 己 免 疫 性 疾 患 （ 免 疫 性 血 球 減 少 症 、 免 疫 性 好 中
球 減 少 症 、 重 症 筋 無 力 症 、 多 発 性 硬 化 症 、 ル ー プ ス 、 な い し 、 抗 体 が 病 的 状 態 及 び 疾 病 を
引 き 起 こ す 他 の 状 態 を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ な い ） に 使 用 す る の に 適 す る 。 本 発 明 の 抗 体
は 、 人 間 以 外 の 他 の 種 に も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 に は 、 FcRnが 抗 血 小 板 抗 体 等 の 病 原 性 抗 体 に 結 合 す る こ と を 阻 止 で き る
物 質 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 組 成 物 に は 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 及 び
そ の フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る が こ れ に 限 定 さ れ な い 。 前 記 抗 体 は 、 病 原 性 抗 体 が FcRnレ セ
プ タ ー に 結 合 す る の を 妨 げ る こ と が で き る 、 キ メ ラ あ る い は ヒ ト 化 の 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
、 ペ プ チ ド 、 小 分 子 あ る い は そ の 組 み 合 わ せ で あ っ て も よ い 。 前 記 抗 体 は キ メ ラ あ る い は
ヒ ト 化 で あ っ て も よ い 。 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る こ と も で き る 。
こ の よ う な フ ラ グ メ ン ト に は 、 Fab、 F(ab)' 2 、 Fv、 及 び 単 鎖 Fv(す な わ ち 、 ScFv)が 含 ま れ
る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 抗 原 結 合 部 位 の 全 て あ る い は 一 部
を 含 み 、 ま た 、 こ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 親 抗 体 の 特 異 的 な 結 合 特 性 を 保 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 FcRnに 対 す る ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 あ る は そ の フ ラ グ メ ン ト （ 軽 鎖 な ど ） は 、 適 当 な 対 象
を FcRnあ る い は 、 軽 鎖 、 重 鎖 、 及 び 分 子 内 に 含 ま れ る ペ プ チ ド 断 片 等 、 そ の 一 部 で 免 疫 す
る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 免 役 さ れ た 対 象 に お け る 抗 FcRnあ る い は そ の フ ラ
グ メ ン ト の 抗 体 力 価 は 、 固 定 化 し た FcRnあ る い は そ の フ ラ グ メ ン ト を 使 用 し た ELISAな ど
の 、 標 準 的 な 技 術 に よ っ て 、 長 期 間 モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 必 要 で あ れ ば 、 FcRnあ る
い は そ の フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 抗 体 分 子 は 、 哺 乳 動 物 か ら 単 離 し て も よ く （ 例 え ば 、 血 液
か ら ） 、 さ ら に 周 知 の 技 術 に よ っ て 精 製 し て も よ い （ 例 え ば 、 IgG分 画 を 得 る た め の プ ロ
テ イ ン Aク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど ） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 FcRnあ る い は そ の フ ラ グ メ ン ト に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 ケ ー ラ ー 及 び ミ ル ス タ
イ ン に よ っ て 最 初 に 説 明 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (1975, Nature 256: 495-497)な ど 、
標 準 的 な 技 術 に よ っ て 産 生 す る こ と も で き る 。 手 短 に 説 明 す る と 、 不 死 の 細 胞 系 （ 通 常 、
骨 髄 腫 ） を 、 FcRnあ る い は そ の フ ラ グ メ ン ト で 免 役 さ れ た 哺 乳 動 物 由 来 の リ ン パ 球 （ 通 常
、 脾 細 胞 ） に 融 合 さ せ 、 そ の 結 果 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養 上 清 を ス ク リ ー ン し
、 FcRnに 結 合 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 産 出 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 同 定 す る 。 通 常 、 不 死
の 細 胞 系 （ 例 え ば 、 骨 髄 腫 細 胞 株 ） は 、 前 記 リ ン パ 球 と 同 じ 哺 乳 類 種 か ら 抽 出 す る 。 本 発
明 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 産 出 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 標 準 ElISA分 析 を 用 い て 、 ハ
イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ し て FcRnと 結 合 す る 抗 体 を 見 つ け る こ と に よ っ て
検 出 す る こ と が で き る 。 ヒ ト の ハ イ ブ リ ド ー マ は 同 様 に 調 製 で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 分 泌 ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る 別 の 方 法 と し て は 、 FcRnあ る い は そ
の フ ラ グ メ ン ト を 有 す る 組 換 え 型 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ （ 例 え ば 、
抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗 体 を 同 定 し 、 単 離 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 の 投 与 は 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 FcRnの 特 異 的 阻 害
剤 が 抗 体 を 含 む 場 合 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 あ る い は 皮 下 注 射 、 カ ニ ュ ー レ あ る い は 当
業 者 に 既 知 の 他 の 方 法 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 FcRnレ セ プ タ ー へ の 抗 血
小 板 抗 体 の 結 合 を 阻 害 す る の に 効 果 的 な 小 分 子 の 投 与 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ っ て 実
行 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 自 己 免 疫 及 び 同 種 免 疫 状 体 の 治 療 に お け る 病 原 性 抗 体 の 除 去 の た め に 、 本 発 明 の 阻 害 剤
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を 投 与 す る こ と が で き る 。 特 定 の 個 体 に お け る 病 原 性 抗 体 の 除 去 に 対 す る 前 記 阻 害 剤 の 効
果 は 、 投 与 計 画 、 阻 害 剤 の 薬 物 動 態 (す な わ ち 、 阻 害 剤 の 分 布 及 び 除 去 の 速 度 及 び 程 度 )、
FcRnに 対 す る 阻 害 剤 の 親 和 性 、 FcRnの 輸 送 能 力 、 及 び 、 場 合 に よ っ て は 、 FcRnレ セ プ タ ー
の タ ー ン オ ー バ ー に 依 存 す る 可 能 性 が あ る こ と が 、 当 業 者 に 正 し く 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
明 細 書 中 に 示 す 動 物 実 験 に よ り 、 ラ ッ ト に お い て モ デ ル 阻 害 剤 が 、 IgG除 去 の 用 量 依 存 的
か つ 一 過 性 の 増 加 を も た ら す こ と が 実 証 さ れ た 。 効 果 の 一 過 性 は 、 FcRn遮 断 の 持 続 時 間 の
コ ン ト ロ ー ル を 可 能 に し 、 FcRn遮 断 と 関 連 す る 何 ら か の リ ス ク （ 例 え ば 、 感 染 症 の リ ス ク
） の 最 小 化 を 可 能 に す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の pH非 依 存 性 及 び 非 競 合 性 の 阻 害 剤 は 、 内 因 性 の 病 原 性 及 び 非 病 原 性 の IgG抗 体
濃 度 の パ ラ レ ル な 減 少 を も た ら す と 考 え ら れ る 。 病 原 性 抗 体 の 濃 度 に 対 す る 、 FcRnの 高 親
和 性 ・ 非 競 合 的 阻 害 剤 の 影 響 は 、 内 因 性 IgGの 総 血 清 濃 度 に 対 す る 阻 害 剤 の 効 果 に 基 づ く
と 推 定 さ れ る 。 FcRn阻 害 剤 は 、 単 回 及 び ／ 又 は 反 復 投 与 で 投 与 す る こ と が で き る 。 一 般 的
に 、 1～ 2000mg/kg、 好 ま し く は 1～ 200mg/kg、 よ り 好 ま し く は 1～ 40mg/kgを 、 自 己 免 疫 性
あ る い は 同 種 免 疫 性 症 状 を 有 す る 患 者 に 投 与 す る こ と が で き 、 こ れ ら の 投 与 計 画 は 、 好 ま
し く は 、 血 清 内 因 性 IgG濃 度 を 治 療 前 の 値 の 75％ 未 満 に 減 じ る よ う に 設 計 す る 。 間 欠 的 及
び ／ 又 は 慢 性 的 （ 継 続 的 ） 投 薬 方 針 を 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 説 明 す る が 、 実 施 例 は 、 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 を 例 説
す る こ と の み を 意 図 し 、 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 実 施 例 は 、 使 用 す る 一 般 的 な 方 法 を 記 載 す る も の で あ る 。 200～ 225gの 雌 の ス プ ラ ー
グ -ド ー リ ー ラ ッ ト を 生 体 内 分 析 の た め に 使 用 し た 。 治 療 の ２ 日 前 に 、 ラ ッ ト に 内 頸 静 脈
カ テ ー テ ル を 装 着 し た 。 7E3， マ ウ ス の 抗 グ リ コ プ ロ テ イ ン IIb/IIIa(GPIIb/IIIa)モ ノ ク
ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 ア メ リ カ 培 養 細 胞 系 統 保 存 機 関 (バ ー ジ ニ ア 州 ， マ ナ ッ サ ス )か ら 得 た ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 産 生 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 無 血 清 培 地 (ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー
ズ (登 録 商 標 ), メ リ ー ラ ン ド 州 ， ロ ッ ク ビ ル )で 増 殖 し 、 抗 体 は プ ロ テ イ ン Gク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を 用 い て 培 地 か ら 精 製 し た 。 IVIG標 本 は 、 バ ク ス タ ー ヘ ル ス ケ ア (登 録 商 標 )； (ハ
イ ラ ン ド ・ デ ビ ジ ョ ン ， カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ， グ レ ン デ ー ル )及 び バ イ エ ル (登 録 商 標 )(医 薬
部 門 ， イ ン デ ィ ア ナ 州 ， エ ル ク ハ ー ト )か ら 入 手 し た 。 両 方 の IVIG標 本 は 、 溶 媒 /界 面 活 性
剤 処 理 し 、 ヒ ト 血 漿 の 低 温 エ タ ノ ー ル 分 画 法 に よ っ て 製 造 す る 。 古 い ヒ ト 血 小 板 を 米 国 赤
十 字 社 (ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ， バ ッ フ ァ ロ ー 及 び ユ タ 州 ， ソ ル ト レ ー ク シ テ ィ )か ら 入 手 し た 。
マ ウ ス 抗 メ ト ト レ キ サ ー ト IgG1モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ AMI） は 、 我 々 の 研 究 所 内 で 製 造 し
、 精 製 し た 。 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG（ ヤ ギ 及 び マ ウ ス の 血 清 プ ロ テ イ ン に 交 差 反 応 性 無 し ） 及 び
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG（ ヤ ギ 及 び ヒ ト 血 清 プ ロ テ イ ン に 交 差 反 応
性 無 し ） は 両 方 、 ロ ッ ク ラ ン ド （ ペ ン シ ル バ ニ ア 州 ， ギ ル バ ー ツ ビ ル ） か ら 入 手 し た 。 マ
ウ ス 抗 ヒ ト IgG、 フ ル オ レ ッ セ イ ン  イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)-標 識 抗 マ ウ ス IgG及 び p-ニ
ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト は ピ ア ス 社 (登 録 商 標 )(イ リ ノ イ 州 ， ロ ッ ク フ ォ ー ド )か ら 入 手
し た 。 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)及 び バ ッ フ ァ ー 試 薬 は シ グ マ 社 (登 録 商 標 )（ ミ ズ ー リ 州
， セ ン ト ル イ ス ） か ら 入 手 し た 。 バ ッ フ ァ ー は 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 (PBS， pH7.4)、 0.02M 
Na 2 HPO 4 (PB)、 及 び PBプ ラ ス 0.05%Tween-20(PB-Tween)を 用 い た 。  
【 ０ ０ ３ １ 】
　 実 施 例 ２ ～ ５ は 、 抗 血 小 板 抗 体 に 対 す る IVIGの 効 果 を 実 証 す る も の で あ る 。 こ れ ら の 実
施 例 は 、 IVIGが 、 ITPの ラ ッ ト モ デ ル に お け る 抗 血 小 板 抗 体 の 効 果 を 用 量 依 存 的 に 減 弱 で
き る こ と 、 及 び IVIGが 、 抗 血 小 板 抗 体 ク リ ア ラ ン ス に 対 し 、 劇 的 な 、 且 つ 明 ら か に 非 特 異
的 な 効 果 を 有 す る こ と を 実 証 す る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 実 施 例 は 、 IVIGの 投 与 が 、 IPTラ ッ ト モ デ ル に お い て 、 抗 血 小 板 抗 体 を 除 去 す る こ と
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を 実 証 す る 。 ラ ッ ト に は 、 内 頸 静 脈 カ テ ー テ ル 経 由 で IVIG(0.4， 1， 又 は 2g/kg)を 投 与 し
た 。 IVIG投 薬 後 、 血 小 板 数 の ベ ー ス ラ イ ン 測 定 の た め に 血 液 サ ン プ ル (0.15mL)を 採 取 し た
。 ラ ッ ト に そ の 後 、 抗 血 小 板 抗 体 、 7E3を 8mg/kg投 薬 し 、 セ ル -ダ イ ン 1700 多 重 パ ラ メ ー
タ 血 液 分 析 計  (ア ボ ッ ト ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ (登 録 商 標 )、 イ リ ノ イ 州 、 ア ボ ッ ト パ ー ク )を
使 用 し て 血 小 板 数 を 24時 間 追 跡 し た 。 コ ン ト ロ ー ル 動 物 に は 生 理 食 塩 水 を 投 与 し 、 そ の 後
7E3を 投 与 し た 。 各 動 物 の 血 小 板 ナ デ ィ ア は 血 小 板 数 の 最 も 低 い 測 定 値 で あ る 。 初 期 の 血
小 板 数 の 動 物 間 差 異 が 大 き い た め 、 血 小 板 数 デ ー タ を 初 期 の 血 小 板 数 で 基 準 化 し た 。 デ ー
タ を 基 準 化 す る こ と に よ っ て 、 7E3及 び IVIGの 効 果 を 、 動 物 間 で よ り 正 し く 比 較 で き る 。 7
E3投 与 後 、 １ ， ３ ， ６ ， １ ２ ， ２ ４ ， ４ ８ ， ９ ６ 及 び １ ６ ８ 時 間 時 の 血 液 サ ン プ ル (0.15m
L)を 薬 物 動 態 の 分 析 の た め に 採 取 し た 。 7E3血 漿 濃 度 は 、 後 述 の よ う に 酵 素 結 合 免 疫 吸 着
測 定 法 (ELISA)を 用 い て 測 定 し た 。 ヒ ト GPIIb/IIIaは PBで 1:500に 希 釈 し 、 ヌ ン ク マ キ シ ソ
ー プ プ レ ー ト に 添 加 し た (0.25 ml/ウ ェ ル )。 プ レ ー ト を ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
ス タ ン ダ ー ド と サ ン プ ル を そ の 後 プ レ ー ト に 添 加 し (0.25ml/ウ ェ ル )、 室 温 で ４ ５ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル を 添 加 し (4mg/m ; DEA中 )、 時 間 に 対 す る
吸 光 度 の 変 化 を ス ペ ク ト ラ マ ッ ク ス マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 記 録 し た 。 分 析 の 各 ス テ
ッ プ 間 で 、 プ レ ー ト を PB-Tweenで ３ 回 洗 浄 し た 。 ス タ ン ダ ー ド を １ ％ マ ウ ス 血 漿 中 ０ ， １
， ２ ， 2.5， ５ ， １ ０ 及 び ２ ０ ng/ml 7E3の 最 終 濃 度 に 調 節 し た 。 ア ッ セ イ 内 の 変 動 は 、 標
準 範 囲 曲 線 内 で 、 品 質 管 理 サ ン プ ル に 対 し １ ５ ％ 未 満 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 投 与 量 8mg/kgで 、 7E3は ラ ッ ト に 急 速 か つ 重 篤 な 血 小 板 減 少 症 を も た ら し た 。 図 １ に 示
す よ う に 、 IVIGに よ る ラ ッ ト の 前 処 置 は 、 7E3投 薬 後 の 血 小 板 数 の 時 間 経 過 を 有 意 に 変 え
た (P=.031)。 コ ン ト ロ ー ル と の 統 計 的 有 意 差 (P＜ .01)は 、 2g/kg IVIG群 で １ 及 び ３ 時 間 後
に 、 1g/kg IVIG群 で ３ 時 間 後 に 、 血 小 板 数 に お い て 観 察 さ れ た 。 初 期 の 血 小 板 絶 対 数 の 違
い に 大 き な 差 が あ る こ と を 考 慮 し て 、 こ の モ デ ル に 関 す る 7E3の 効 果 は 血 小 板 数 の 割 合 を
用 い て 評 価 し た 。 し か し な が ら 、 各 群 は 、 コ ン ト ロ ー ル 、 0.4、 1、 及 び 2g/kg IVIG群 が そ
れ ぞ れ 絶 対 初 期 値 326± 62、 323± 137、 272± 111、 及 び 301± 69× 10 9 血 小 板 /Lと 、 比 較 で
き る 平 均 初 期 血 小 板 数 を 有 し た 。 血 小 板 の 絶 対 数 は 、 出 血 の 危 険 性 を 評 価 す る 際 に 重 要 と
な り う る の で 、 こ の モ デ ル で の IVIG効 果 を 決 定 す る た め の 測 定 基 準 と し て 、 血 小 板 数 の 最
小 値 も 観 察 し た 。 7E3処 理 単 独 後 、 動 物 の 絶 対 血 小 板 数 の 最 小 値 は 、 初 期 計 測 数 の 平 均 14
％ ± 8％ に 相 当 す る 、 48± 28× 10 9 血 小 板 /Ｌ に な っ た 。 IVIG前 処 置 に よ り 、 血 小 板 数 の 割
合 (コ ン ト ロ ー ル に 対 す る 割 合 )の 最 小 値 に お い て 、 121％ ～ 279％ の 増 加 が 観 察 さ れ (P=.04
4)、 0.4、 1及 び 2g/kg IVIG投 与 量 に 対 し 、 そ れ ぞ れ 31%± 26%、 44%± 24%及 び 53%± 27% の
値 と な っ た 。 IVIG-治 療 群 は そ れ ぞ れ 、 コ ン ト ロ ー ル と は 有 意 に 異 な っ た (P＜ .05)。 し か
し な が ら 、 最 も 高 用 量 で あ っ て も 、 血 小 板 減 少 症 の ブ ロ ッ ク に 対 す る IVIGの 有 効 性 は 完 全
で は な か っ た 。 IVIGで 前 処 置 し た 動 物 で は 、 血 小 板 減 少 症 の 閾 値 （ 初 期 計 測 数 の 30％ 未 満
） に 達 す る ラ ッ ト の 割 合 は 、 投 与 量 に 伴 い 減 少 し 、 0.4、 1及 び 2g/kgの IVIG群 に お い て 、
初 期 値 の 30％ 未 満 の 最 小 血 小 板 数 を 有 す る ラ ッ ト は 、 75%、 50%及 び 25%で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 IVIGで 前 処 置 さ れ た ラ ッ ト で は 、 7E3-誘 発 血 小 板 減 少 症 が 減 少 す
る こ と が 分 か っ た 。 IVIG前 処 置 は 、 7E3処 置 後 の 血 小 板 減 少 症 の 平 均 程 度 を 軽 減 さ せ （ 最
小 値 に お け る 血 小 板 数 の 平 均 率 に よ っ て 測 定 ） 、 重 篤 な 血 小 板 減 少 症 を 示 す 動 物 の 割 合 が
減 少 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 実 施 例 は 、 7E3に 対 す る IVIGの 効 果 の 薬 物 動 態 を 説 明 す る 。 こ れ を 決 定 す る た め に 、 I
VIGで 前 処 置 し た 後 の ラ ッ ト の 7E3血 漿 濃 度 を 測 定 し た 。 図 ２ 及 び 表 １ か ら 分 か る よ う に 、
IVIGは 7E3の ク リ ア ラ ン ス を 増 強 す る こ と が 観 察 さ れ た 。 分 散 分 析 (ANOVA)は 、 ４ つ の 治 療
群 で 計 算 さ れ た ク リ ア ラ ン ス 値 間 の 極 め て 大 き な 差 を 明 ら か に し た (P＜ .001)。 7E3ク リ ア
ラ ン ス に お け る 差 は 、 0.4g/kg IVIG投 与 動 物 対 1g/kg IVIG投 与 動 物 の デ ー タ の 比 較 を 除 い
て 、 治 療 群 の 全 て の 対 で 統 計 的 に 有 意 で あ る こ と が 示 さ れ た (チ ュ ー キ ー 多 重 比 較 法 )。 コ
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ン ト ロ ー ル と の 有 意 差 は 、 2g/kg IVIG群 で １ ２ 時 間 以 上 、 0.4及 び 1g/kg IVIG群 で 少 な く
と も 48時 間 以 上 の 各 時 点 の 7E3濃 度 に お い て 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 実 施 例 で 実 証 さ れ た よ う に 、 IVIGは 7E3の 薬 物 動 態 を 変 化 さ せ た 。 我 々 の デ ー タ は 、 1
g/kg IVIGを 投 与 さ れ た 動 物 に お い て 見 ら れ る 半 減 期 と 、 コ ン ト ロ ー ル 動 物 に お け る 半 減
期 と の 比 較 に お い て 統 計 的 有 意 性 を 達 成 し (P＜ .05)、 IVIG投 与 に よ る 7E3の 最 終 半 減 期 の
減 少 傾 向 を 実 証 し た (P=.06)。 よ り 重 要 な こ と に 、 IVIGが 、 抗 血 小 板 抗 体 の ク リ ア ラ ン ス
の 劇 的 な 増 加 を 誘 導 す る こ と が 見 出 さ れ た (P＜ .001)。 ク リ ア ラ ン ス は 、 7E3除 去 の 時 間 及
び 濃 度 平 均 化 基 準 と し て 役 立 ち 、 7E3除 去 に 対 す る IVIG効 果 の 評 価 に と っ て よ り よ い 測 定
基 準 で あ る 。 な ぜ な ら 、 除 去 率 （ お よ び 半 減 期 ） に 対 す る IVIG効 果 は 、 IVIG投 与 後 、 経 時
的 に 減 少 す る こ と が 予 想 さ れ る か ら で あ る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 実 施 例 は 、 IVIGが 抗 FcRn抗 体 と 結 合 し な い こ と を 実 証 す る も の で あ る 。 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ig
G(PBで 1:500に 希 釈 、 0.25mL/ウ ェ ル )を ヌ ン ク (登 録 商 標 )の Maxisorp(登 録 商 標 )96ウ ェ ル
マ イ ク ロ プ レ ー ト (ヌ ン ク (登 録 商 標 )型 番 4-42404、 デ ン マ ー ク 、 ロ ス キ レ )の ウ ェ ル に 添
加 し 、 プ レ ー ト を ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 IVIG(25mg/mL)及 び 7E3(0、 0.01、 0.05
及 び 0.10g/mL)を 試 験 管 内 で 結 合 さ せ 、 37℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ
ン ト ロ ー ル サ ン プ ル は 、 7E3の た め に 記 載 し た 濃 度 と 同 じ 濃 度 で 、 マ ウ ス 抗 ヒ ト IgG(ピ ア
ス 社 (登 録 商 標 ))で イ ン キ ュ ベ ー ト し た IVIGか ら な る 。 サ ン プ ル と コ ン ト ロ ー ル は 、 1%BSA
溶 液 (PBS中 ） で 1000倍 に 希 釈 し 、 そ の 後 マ イ ク ロ プ レ ー ト (0.25mL/ウ ェ ル )に 添 加 し 、 室
温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ -標 識 抗 マ ウ ス IgG(PBで 1:500に
希 釈 、 0.25ml/ウ ェ ル )を そ の 後 プ レ ー ト に 添 加 し 、 室 温 で 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最
終 的 に 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 塩 (ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 緩 衝 液 中 4mg/mL、 pH9.8)を 添 加
し （ 0.2mL/ウ ェ ル ） 、 プ レ ー ト を プ レ ー ト リ ー ダ ー で 405nmで 解 読 し た (ス ペ ク ト ラ マ ッ ク
ス (Spectra Max[登 録 商 標 ])340PC、 モ レ キ ュ ラ ー デ バ イ ス (登 録 商 標 )、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州
、 サ ニ ー ベ ー ル )。 プ レ ー ト を １ ０ 分 間 解 読 し 、 時 間 対 吸 光 度 曲 線 の ス ロ － プ を 、 分 析 応
答 （ ア ッ セ イ レ ス ポ ン ス ） を 評 価 す る た め に 使 用 し た (dA/dt)。 各 サ ン プ ル を 三 回 分 析 し
、 応 答 を 平 均 ± Ｓ Ｄ で 示 す 。 分 析 の 各 ス テ ッ プ 間 で 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ ェ ル を PB-Twe
enで ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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　 イ ン ビ ト ロ で は 、 IVIGと 7E3の 結 合 は 検 出 で き な か っ た 。 図 ３ は 、 7E3-IVIG結 合 を 検 出
す る た め に 設 計 さ れ た 実 験 で 観 察 さ れ た 結 果 を 示 す 。 イ ン ビ ト ロ で 、 37℃ で ２ 時 間 、 IVIG
と 7E3を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 サ ン プ ル を 希 釈 し て 抗 ヒ ト I
gGで 被 覆 さ れ た マ イ ク ロ プ レ ー ト に 添 加 し た 。 そ れ ゆ え 、 7E3が IVIGに 結 合 す れ ば 、 第 二
の 抗 マ ウ ス IgGが 7E3の 存 在 を 検 出 す る で あ ろ う 。 7E3含 有 サ ン プ ル 対 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ
ー ル （ IVIG単 独 ） に 対 す る 分 析 応 答 間 に 統 計 的 に 有 意 な 差 は な く 、 P=.164で あ っ た 。 し か
し な が ら 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 に 対 す る 分 析 応 答 で は 有 意 差 が あ り (各 濃 度 で )、
P＜ .001で あ っ た 。 こ の 実 験 に お け る 7E3/IVIGの 濃 度 比 は 、 イ ン ビ ボ 実 験 に お い て 予 期 さ
れ う る の と 同 様 に な る よ う デ ザ イ ン し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 IVIGの こ の 効 果 が 、 抗 血 小 板 抗 体 ,7E3に 特 異 的 か ど う か を 決 定 す る た め に 、 我 々 は 、 第
二 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ,AMIの 薬 物 動 態 を 、 IVIGの 存 在 下 及 び 不 存 在 下 で 明 ら か に し た 。
ラ ッ ト (n=３ ／ グ ル ー プ )に 頸 静 脈 カ ニ ュ ー レ を 通 じ て 、 2g/kg IVIG(コ ン ト ロ ー ル に は 生
理 食 塩 水 )を 、 続 い て AMI(8mg/kg)を 投 与 し た 。 血 液 サ ン プ ル を 一 週 間 に 渡 っ て 採 取 し 、 血
漿 を ELISAで 分 析 し て AMI濃 度 を 求 め た 。 薬 物 動 態 の 分 析 は 7E3で 上 述 し た の と 同 様 に し て
行 っ た 。 図 ４ は 、 IVIGが AMIの ク リ ア ラ ン ス も 増 加 さ せ る こ と を 実 証 し 、 AMIク リ ア ラ ン ス
は 、 コ ン ト ロ ー ル の 0.44± 0.05に 対 し 、 IVIG治 療 群 で 1.17± 0.05mL／ hour・ kgに 増 加 し た
(P＜ .001)。 さ ら に 、 IVIG治 療 に よ っ て 増 加 し た ク リ ア ラ ン ス の 相 対 次 数 は グ ル ー プ 間 で
類 似 し 、 2g/kg IVIG処 理 後 、 7E3に つ い て は 2.37倍 の ク リ ア ラ ン ス 増 加 を 観 察 し 、 AMIに つ
い て は 2.66倍 の ク リ ア ラ ン ス 増 加 を 観 察 し た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 実 施 例 は 、 IVIGが 7E3と ヒ ト 血 小 板 と の 結 合 を 阻 害 で き る か ど う か 決 定 す る た め の 定
性 的 及 び 定 量 的 な 実 験 を 記 載 す る も の で あ る 。 定 性 的 な 実 験 に お い て 、 10μ g/mLの 7E3を
ヒ ト 血 小 板 と と も に (1× 10 7 血 小 板 /mL)、 IVIGの 存 在 下 (2.5mg/mL)ま た は 不 存 在 下 で 、 1.5
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 コ ン ト ロ ー ル の マ ウ ス IgGは ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル で あ る 。
サ ン プ ル を 、 4000rpmで ６ 分 間 遠 心 分 離 し 、 PBSで 洗 浄 し (２ 回 )、 そ の 後 、 FITC-標 識 抗 マ
ウ ス IgG溶 液 の 1:10希 釈 液 (PBS中 )100μ Lで ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 サ ン プ ル を 再 度
洗 浄 し 、 PBS中 に 再 懸 濁 し 、 そ し て フ ロ ー ・ サ イ ト メ ト リ ー (フ ロ ー ・ サ イ ト メ ト リ ー ・ コ
ア ・ フ ァ シ リ テ ィ ー 、 ハ ン ツ マ ン 癌 協 会 、 ユ タ 州 、 ソ ル ト レ イ ク シ テ ィ ー )に よ る 分 析 に
提 出 し た 。 定 量 的 阻 害 の 実 験 に お い て 、 7E3-血 小 板 結 合 の IVIG阻 害 の 可 能 性 を よ り 詳 細 に
調 べ た 。 ヒ ト 血 小 板 (8.2× 10 8 /mL)を IVIGの 存 在 下 (25mg/mL)ま た は 不 存 在 下 で ２ 時 間 、 7E
3(4.8～ 72.5μ g/mL)と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 サ ン プ ル を 約 3000gで ６ 分 間 遠
心 分 離 し 、 血 小 板 ペ レ ッ ト を 得 た 。 各 上 清 の 一 部 を 採 取 し 、 非 結 合 7E3濃 度 を 分 析 し た 。 7
E3の 存 在 及 び 不 存 在 下 、 7E3と 血 小 板 の 結 合 を 、 下 記 の 結 合 曲 線 に デ ー タ を 当 て は め る こ
と に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 上 記 式 に お い て 、 F f は 7E3の 遊 離 分 画 、 K A は 見 か け 上 の 7E3-血 小 板 結 合 、 [7E3] f は 非 結
合 7E3の モ ル 濃 度 、 及 び R t は 総 レ セ プ タ ー 濃 度 で あ る 。 Micromath Scientist(登 録 商 標 )は
デ ー タ の 非 線 形 最 小 二 乗 分 析 を 得 る た め に 使 用 し 、 パ ラ メ ー タ 値 と 報 告 SDsは ソ フ ト ウ ェ
ア ア ウ ト プ ッ ト に 由 来 す る 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 定 性 的 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 IVIG存 在 下 で 、 蛍 光 ヒ ス ト グ ラ
ム の シ フ ト は 観 察 さ れ な か っ た 。 定 量 的 実 験 で 得 ら れ た 結 果 を 図 ６ に 示 す 。 IVIGの 存 在 下
及 び 不 存 在 下 に お い て 結 合 曲 線 は ほ ぼ 同 じ で あ る 。 結 合 パ ラ メ ー タ K A ， 及 び R t に お い て 有
意 差 は 見 ら れ な か っ た 。 IVIGが 存 在 し な い 場 合 、 K A は 4.9± 0.7× 10

8 M - 1 で あ り 、 R t は 7.5
± 0.4× 10 - 8 M(55000± 3000 GP/血 小 板 )で あ っ た 。 IVIGが 存 在 す る 場 合 、 K A は 5.5± 1.2× 1
0 8 M - 1 で あ り 、 R t は 7.6± 0.7× 10

- 8 M(56000± 5000 GP/血 小 板 )で あ っ た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 実 施 例 で は 、 抗 血 小 板 抗 体 の ク リ ア ラ ン ス に 対 す る IVIGの 効 果 を FcRn欠 損 マ ウ ス で 研
究 し た 。 β -2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 欠 損 マ ウ ス (FcRn発 現 な し )及 び C57B1/6コ ン ト ロ ー ル マ ウ
ス 21～ 28gを ジ ャ ク ソ ン 研 究 所 (メ イ ン 州 、 バ ー ・ ハ ー バ ー )か ら 得 た 。 マ ウ ス (3～ 5／ グ ル
ー プ )に 、 IVIG(1g/kg)ま た は 生 理 食 塩 水 の い ず れ か を 、 そ の 次 に 8 mg/kg 7E3を 頸 静 脈 カ
ニ ュ ー レ に よ り 投 与 し た 。 血 液 サ ン プ ル (20μ l／ 時 点 )を 、 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス で ４ 日 間 に
渡 り 、 コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス で 30～ 60日 間 に 渡 り 、 マ ウ ス の 伏 在 静 脈 か ら 採 取 し た 。 血 漿 7E
3濃 度 は 実 施 例 ２ と 同 様 、 ELISAに よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 様 々 な 治 療 群 (11)に 対 す る 7E3の ク リ ア ラ ン ス と 終 末 半 減 期 を 決 定 す る た め に 、 WINNONL
INソ フ ト ウ ェ ア (Pharsight社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 パ ロ ア ル ト )を 用 い て 、 標 準 非 コ ン パ ー
ト メ ン ト 薬 物 動 態 解 析 を 実 行 し た 。 対 応 の な い t-検 定 は GraphPad Instat(グ ラ フ パ ド ソ フ
ト ウ ェ ア 社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 サ ン デ ィ エ ゴ )を 用 い て 実 行 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 β -2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 欠 損 及 び コ ン ト ロ ー ル C57BL/6マ ウ ス に お い て 、 7E3の 薬 物 動 態
に 対 す る IVIGの 効 果 を 図 ７ に 示 す 。 図 ７ に お い て 、 IVIGが コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス で 7E3の ク
リ ア ラ ン ス を 増 加 さ せ (P＜ 0.0001)、 IVIG治 療 が FcRn発 現 欠 損 マ ウ ス で 7E3の ク リ ア ラ ン ス
を 増 加 し な い （ 表 ２ 参 照 ） こ と が 分 か り 、 こ れ に よ り 、 抗 血 小 板 抗 体 の ク リ ア ラ ン ス に 対
す る IVIGの 効 果 が 、 FcRnレ セ プ タ ー に よ っ て 媒 介 さ れ る こ と が 確 立 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 FcRnレ セ プ タ ー と 抗 血 小 板 抗 体 と の 結 合 を 特 異 的 に 阻 害 す る の に 適 し た 物 質 の 一 例 と し
て 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 FcRn抗 体 が あ る 。 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 FcRn抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド
ー マ は 、 ア メ リ カ 培 養 細 胞 系 統 保 存 機 関 (ATCC＃ ： CRL-2437、 記 号 表 示 ： 4C9)か ら 入 手 し
た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 1%ウ シ 胎 児 血 清 を 追 加 し た 標 準 培 養 液 に よ る 培 地 で 増 殖 し た
。 培 養 上 清 を 収 集 し 、 遠 心 分 離 し 、 IgGを 精 製 す る た め に プ ロ テ イ ン -Gク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に か け た 。 図 ８ に 示 す よ う に 、 特 異 的 抗 FcRn抗 体 標 本 の 60mg未 満 の 投 与 は 、 実 施 例 １ の
血 小 板 減 少 症 動 物 モ デ ル に お い て 抗 血 小 板 抗 体 の ク リ ア ラ ン ス の 速 度 を 400％ 未 満 増 加 さ
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せ た 。 こ れ に 対 し 、 同 じ モ デ ル に お け る 2g/kgの IVIGは 、 抗 血 小 板 抗 体 ク リ ア ラ ン ス に お
い て 100%未 満 の 増 加 の み を 示 し た 。 こ の こ と は 、 本 実 施 例 に お い て 7E3の ク リ ア ラ ン ス に
影 響 を 与 え る た め に 使 用 さ れ た 物 質 、 即 ち FcRnの 特 異 的 阻 害 剤 が 、 FcRnの 非 -特 異 的 阻 害
剤 と 考 え ら れ る IVIGよ り 強 力 で 効 果 的 で あ る こ と を 実 証 す る 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 実 施 例 は 、 他 の 抗 体 (AMI)に 対 す る 4C9の 効 果 を 説 明 す る 。 雌 の ス プ ラ ー グ -ド ー リ ー
ラ ッ ト 、 175～ 275gに 、 ケ タ ミ ン /キ シ ラ ジ ン 麻 酔 (75/15mg/kg)の 下 、 頸 静 脈 カ ニ ュ ー レ を
装 着 し た 。 手 術 後 ２ 日 間 、 動 物 に 、 頸 静 脈 カ ニ ュ ー レ に よ る 注 入 で 、 ０ 、 ３ 、 １ ５ 及 び ６
０ mg/kgの 4C9を 投 与 し た (3～ 4ラ ッ ト ／ グ ル ー プ )。 4C9投 与 の ４ 時 間 後 、 AMI(8mg/kg)を カ
ニ ュ ー レ を 通 じ て 投 与 し 、 血 液 サ ン プ ル (150μ l)を １ ， ３ ， ６ ， １ ２ ， ２ ４ ， ４ ８ ， ７ ２
及 び ９ ６ 時 間 後 に 採 取 し た 。 約 200μ lの ヘ パ リ ン 添 加 生 理 食 塩 水 を 流 し て 、 カ ニ ュ ー レ の
開 存 性 を 維 持 し た 。 血 液 は 13,000gで ３ ～ ４ 分 間 遠 心 分 離 し 、 血 漿 を 単 離 し 、 分 析 ま で ４
℃ で 保 存 し た 。 血 漿 AMI濃 度 は ELISAに よ り 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 ９ に 示 す よ う に 、 AMIの ク リ ア ラ ン ス は 、 4C9の 投 与 後 、 コ ン ト ロ ー ル 動 物 で は 0.99±
0.14ml/h/kgで あ っ た が 、 60mg/kg 4C9 で 前 処 理 さ れ た 動 物 に お い て は 1.97± 0.49ml/h/kg
に な り 、 99%ま で 増 加 し た (P＜ 0.05)。 従 っ て 、 こ れ ら の デ ー タ に よ り 、 抗 FcRn抗 体 が 、 イ
ン ビ ボ で IgG抗 体 の ク リ ア ラ ン ス を 増 加 す る た め に 使 用 し 得 る こ と が 実 証 さ れ る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 実 施 例 は 、 ヒ ト FcRnに 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 製 造 を 説 明 す る も の で あ る 。 ヒ ト
FcRnの 軽 鎖 (す な わ ち 、 ヒ ト β -2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 シ グ マ ケ ミ カ ル 、 ミ ズ ー リ 州 、 セ ン
ト ル イ ス )を フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト (シ グ マ ケ ミ カ ル )中 に 乳 化 し 、 ６ 匹 の Balb/
cマ ウ ス (ハ ー ラ ン 、 イ ン デ ィ ア ナ 州 、 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス )を 反 復 し て 免 疫 す る た め に 使
用 し た 。 免 疫 化 後 ７ ～ １ ０ 日 、 動 物 を 伏 在 静 脈 か ら 出 血 さ せ 、 ヒ ト FcRn軽 鎖 に 対 す る 抗 体
を 抗 原 検 出 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 (ELISA)で 検 出 し た 。 最 も 高 い ELISA応 答 を 示 す マ ウ ス
を 脾 細 胞 ド ナ ー と し て 使 用 す る た め に 選 択 し 、 融 合 は マ ウ ス の SP20骨 髄 腫 細 胞 (ATCC、 バ
ー ジ ニ ア 州 ， マ ナ ッ サ ス )を 用 い て 行 っ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 マ ウ ス を ケ タ ミ ン (150 mg
/kg)と キ シ ラ ジ ン (30 mg/kg)を 用 い て 屠 殺 し 、 脾 臓 を 迅 速 に 無 菌 法 で 除 去 し た 。 無 菌 の 22
-ゲ ー ジ ニ ー ド ル を 使 用 し て 脾 臓 組 織 か ら 脾 細 胞 を 少 量 ず つ 剥 が し 、 RPMI1640中 に 懸 濁 し
、 標 準 技 術 (例 え ば 、 Harlow E及 び Lane Dに よ る 、 1988. Antibodies : A laboratory man
ual. New York: Cold Spring Harbor Laboratoryに 記 述 さ れ て い る )を 用 い て 、 ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル に よ る 遠 心 分 離 で SP20細 胞 と 融 合 さ せ た 。 HAT選 択 培 地 (シ グ マ ケ ミ カ ル )
を 適 用 し て 融 合 細 胞 を 選 択 し 、 限 界 希 釈 法 で ク ロ ー ン 化 し た 。 組 織 培 養 上 清 は 、 ヒ ト β -2
-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 対 す る ELISA応 答 を 評 価 す る こ と に よ っ て 抗 FcRn活 性 を 分 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 91の 生 存 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン を 同 定 し 、 抗 ヒ ト FcRn軽 鎖 抗 体 の 存 在 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る た め に 、 組 織 培 養 上 清 を 各 ク ロ ー ン の 培 地 か ら 得 た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ヒ ト FcRn
軽 鎖 は ４ ℃ で 一 晩 、 96-ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト 上 に 被 覆 さ せ た 。 プ レ ー ト を そ の 後 洗 浄
し 、 次 の い ず れ か で イ ン キ ュ ベ ー ト し た ： リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト
ロ ー ル と し て )、 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 得 ら れ た 培 養 上 清 、 あ る い は 、 4C9ハ イ ブ リ ド ー マ 細
胞 （ ラ ッ ト FcRnの 軽 鎖 に 対 す る 抗 体 を 分 泌 す る ） の 培 地 か ら 得 ら れ た 培 養 上 清 (Raghavan
等 、 Immunity 1(4): 303-315， 1994)。 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄
し 、 ア ル カ リ 性 リ ン 酸 塩 で 抱 合 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス Fab特 異 的 抗 体 を 添 加 し 、 １ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 塩 を 添 加 し た 。 経 時 的
な （ １ ０ 分 間 ） 吸 光 度 の 変 化 を 、 405nmで マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で モ ニ タ ー し た 。 91
の 生 存 能 の あ る 抗 ヒ ト FcRnク ロ ー ン か ら 、 8つ の ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を 同 定 し た 。 こ れ ら
の ク ロ ー ン は 、 1H5、 4B10、 6D10、 7C7、 7C10、 10E7、 11E4お よ び 11F12で あ っ た 。 ヒ ト FcR
nの 軽 鎖 に 対 す る そ れ ら の 反 応 を 図 １ ０ に ま と め る (プ ロ ッ ト さ れ て い る の は 正 味 の 分 析 応
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答 で あ る ； 例 え ば 、 生 の 応 答 値 － PBSコ ン ト ロ ー ル の 分 析 応 答 値 ） 。 一 方 向 性 分 散 分 析 は
、 分 析 応 答 に お け る 有 意 差 を 明 ら か に し (P＜ 0.0001)、 8つ の ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン の 分 析 応
答 は 、 コ ン ト ロ ー ル の も の と 有 意 に 異 な る こ と が 見 い 出 さ れ た (各 ク ロ ー ン に 対 し P＜ 0.01
、 ダ ネ ッ ト 多 重 比 較 検 定 )。 さ ら に 、 こ の 分 析 は 、 ラ ッ ト FcRn軽 鎖 に 対 す る 4C9抗 体 が 、 ヒ
ト FcRn軽 鎖 に 有 意 に 結 合 し な い こ と を 明 ら か に し た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 実 施 例 は 、 ヒ ト FcRnを 発 現 し て い る 293細 胞 へ の ヒ ト IgGの 結 合 に 対 す る 抗 FcRn抗 体 の
影 響 を 記 載 す る も の で あ る 。 こ の こ と を 実 証 す る た め に 、 ヒ ト FcRnを 発 現 し て い る 293細
胞 を 、 ブ ラ ン ダ イ ス 大 学 の Neil Simister博 士 か ら 入 手 し た 。 ヒ ト IgGを 標 準 的 な 方 法 に よ
っ て FITCで 標 識 し た 。 組 織 培 養 上 清 を 、 ヒ ト FcRnの 軽 鎖 に 対 す る 抗 体 を 分 泌 す る こ と が 確
認 さ れ た ４ つ の ハ イ ブ リ ド ー マ (11E4、 11F12、 1H5、 10E7)の 培 地 か ら 得 た （ 実 施 例 ９ ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 293細 胞 を ト リ プ シ ン ： EDTAで 処 理 し 、 培 養 液 中 に 懸 濁 し た 。 細 胞 懸 濁 液 を 300gで ５ 分
間 遠 心 分 離 し 、 緩 衝 生 理 食 塩 水 中 に 再 懸 濁 し 、 細 胞 を 血 球 計 数 器 に よ っ て カ ウ ン ト し た 。
約 3.6× 10 6 細 胞 /mlの 293細 胞 を pH６ あ る い は ８ の 緩 衝 生 理 食 塩 水 内 の 各 遠 心 管 に 添 加 し た
。 細 胞 を 緩 衝 生 理 食 塩 水 単 独 で 、 あ る い は ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 得 ら れ た 細 胞 培 養 上 清
の 存 在 下 あ る い は 不 存 在 下 に お い て 1μ g/mlの 濃 度 の FITC-IgGと と も に 培 養 し た 。 反 応 混
合 物 を 室 温 で 1.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 細 胞 を 洗 浄 し 、 緩 衝 生 理 食 塩 水 中 に 再 懸
濁 し た 。 励 起 お よ び 発 光 波 長 を 494お よ び 520 nmに そ れ ぞ れ 設 定 し 、 細 胞 内 蛍 光 を 蛍 光 光
度 計 で 解 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 pH6.0お よ び 8.0で 、 1μ g/ml FITC-ヒ ト IgGと イ ン キ ュ ベ ー ト し た 293細 胞 に つ い て 、 細
胞 内 蛍 光 は そ れ ぞ れ 253000お よ び 10800で あ る こ と が 確 認 さ れ 、 ヒ ト FcRnへ の ヒ ト IgGの 既
知 の pH依 存 性 結 合 と 一 致 し た 。 こ れ に 対 し 、 FITC-IgGの 不 存 在 下 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 細
胞 で は 、 細 胞 内 蛍 光 は pH6.0お よ び 8.0で そ れ ぞ れ 5220お よ び 5330で あ る こ と が 確 認 さ れ た
。 pH6.0で FITC-IgGお よ び 抗 FcRn抗 体 分 泌 細 胞 か ら 得 ら れ た 培 養 上 清 と と も に イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 細 胞 で は 、 細 胞 内 蛍 光 は 80～ 84％ ま で 減 衰 し た （ 下 記 の 表 ３ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 ヒ ト FcRn発 現 293細 胞 へ の ヒ ト IgGの 結 合 が pH依 存 性 で あ り 、 pH8.0
で 観 察 さ れ る の と 比 較 し て pH6.0で の 結 合 が は る か に 著 し い こ と が わ か る 。 ヒ ト FcRn軽 鎖
に 対 す る 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 は 、 FcRnと ヒ ト IgGの 結 合 を 阻 害 す る
こ と が で き る 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 実 施 例 は さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 が 、 FcRnへ の IgG結 合 の 非 競 合 的 阻 害 剤 で あ る こ と を
実 証 す る も の で あ る 。 hFcRn発 現 293細 胞 と マ ウ ス IgGと の 結 合 を 抗 hFcRn抗 体 の 存 在 下 あ る
い は 不 存 在 下 で 、 以 下 の よ う に 測 定 し た 。 293細 胞 は 、 PBS、 抗 ヒ ト FcRn軽 鎖 抗 体 を 分 泌 す
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る こ と が 確 認 さ れ た ２ つ の ハ イ ブ リ ド ー マ の 細 胞 培 養 上 清 、 お よ び モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 メ ト
ト レ キ サ ー ト mIgGl(AMI、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て )を 分 泌 す る 細 胞 か ら 得 ら れ た 細
胞 培 養 上 清 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 ヒ ト IgG(1mg/ml)
と の 共 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 有 り ／ 無 し の 二 通 り 行 っ た 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞
を FITCで 標 識 し た 抗 マ ウ ス IgG抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た (293細 胞 の 表 面 上 の ヒ ト F
cRnに 結 合 す る マ ウ ス 抗 FcRn抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め  )。 細 胞 を 洗 浄 し 、 細 胞 内 蛍 光 を
蛍 光 光 度 計 で 解 析 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 全 て 、 pH7.4で 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 結 果 (図 １ １ )は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 (実 施 例 ９ の 11E4お よ び 1H5)由 来 の 培 養 上 清 と も
に 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 で は 、 hFcRn発 現 293細 胞 へ の マ ウ ス IgGの 結 合 が 有 意
に 増 加 す る こ と を 示 す 。 こ れ ら の 結 合 デ ー タ は 、 ヒ ト IgGと の 共 -イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 、
「 非 競 合 的 」 結 合 と 一 致 す る 分 析 応 答 に お い て 、 有 意 な 変 化 を も た ら さ な い こ と を 示 す （
す な わ ち 、 hFcRnに 対 す る 抗 FcRn抗 体 の 明 白 な 親 和 性 は 、 天 然 リ ガ ン ド -ヒ ト IgGの 存 在 に
よ っ て 変 化 し な い ） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 メ ト ト レ キ サ ー ト に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ ー ル IgG1抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 由 来 の 上 清 と
と も に 293細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 結 果 も 示 す （ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） 。 293細
胞 と 抗 メ ト ト レ キ サ ー ト 抗 体 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 有 意 な 分 析 応 答 を も た ら さ な か っ
た 。 こ れ は 、 11E4及 び 1H5上 清 と 細 胞 と を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 で 観 察 さ れ た 著 し い
結 合 に 、 特 異 的 抗 hFcRn抗 体 が 関 与 す る と い う 仮 説 と （ 再 度 ） 一 致 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に 関 す る 上 記 記 述 は 、 説 明 を 目 的 と す る も の で あ り 、 限 定 と 解 釈 さ れ な
い 。 本 発 明 の 教 示 か ら 、 当 業 者 は 、 様 々 な 修 正 及 び 変 更 が 、 本 発 明 の 精 神 か ら 逸 脱 す る こ
と な く な さ れ 得 る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 7E3-誘 導 血 小 板 減 少 症 の 時 間 経 過 に 対 す る IVIGの 効 果 を 示 す グ ラ フ で あ
る 。 ラ ッ ト に IVIG(あ る い は 生 理 食 塩 水 )を 投 与 し 、 そ の 後 8mg/kg7E3を 投 与 し た 。 Ａ は 、
動 物 の 個 々 の 血 小 板 数 対 時 間 を 示 す デ ー タ で あ り 、 (1)は 生 理 食 塩 水 、 (2)は 0.4g/kg IVIG
、 (3)は 1g/kg IVIG、 (4)は 2g/kg IVIGの デ ー タ で あ る 。 Ｂ は 初 期 血 小 板 数 に 対 す る 平 均 率
を 示 す デ ー タ で あ る 。 記 号 は IVIG治 療 グ ル ー プ (ｎ ＝ ４ ラ ッ ト /グ ル ー プ )を 表 す ： 生 理 食
塩 水 (● )、 0.4g/kg(■ )、 1g/kg(▲ )、 2g/kg(◆ )　 IVIG及 び 7E3は 静 脈 内 投 与 し 、 血 小 板 数
は 、 Cell-Dyne 1700 多 重 パ ラ メ ー タ 血 液 分 析 計 を 使 用 し て 求 め た 。 エ ラ ー バ ー は 平 均 値
の 標 準 偏 差 を 示 す 。 IVIGは 血 小 板 減 少 症 の 時 間 経 過 を 用 量 依 存 的 に 減 弱 し た 。 治 療 の 差 は
統 計 的 に 有 意 で あ っ た (p=0.031)。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 IVIG処 置 後 の 血 漿 7E3の 薬 物 動 態 で あ る 。 ラ ッ ト (３ ～ ４ 匹 ／ グ ル ー プ )
に 、 ま ず IVIG(0～ 2 g/kg)を 、 続 い て 7E3(8 mg/kg)を 静 脈 内 投 与 し た 。 Ａ は 、 各 動 物 の 血
漿 7E3の 薬 物 動 態 を 示 す デ ー タ で あ り 、 (1)は 生 理 食 塩 水 、 (2)は 0.4g/kg IVIG、 (3)は 1g/k
g IVIG、 (4)は 2g/kg IVIGで あ る 。 Ｂ は 、 7E3及 び IVIGを 投 与 さ れ た 動 物 の 平 均 血 漿 薬 物 動
態 デ ー タ で あ る 。 治 療 グ ル ー プ は 以 下 の よ う に 表 す ： 生 理 食 塩 水 (● )、 0.4g/kg(■ )、 1g/
kg(▲ )、 2g/kg(◆ )　 7E3の 濃 度 は ELISAで 測 定 し た 。 エ ラ ー バ ー は 、 各 時 点 に お け る 平 均
濃 度 の 標 準 偏 差 を 表 す 。 IVIG治 療 は 、 7E3の ク リ ア ラ ン ス （ 図 に 示 す 濃 度 と 時 間 の プ ロ フ
ァ イ ル か ら 算 出 し た ） を 有 意 に 増 加 し た （ P＜ 0.001） 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 IVIGが 直 接 7E3と 結 合 し な い こ と を 示 す 。 7E3（ あ る い は コ ン ト ロ ー ル Ig
G） と IVIGを 、 一 定 の IVIG濃 度 （ 25mg/ml） に 対 し 7E3濃 度 を 変 化 さ せ て （ 0～ 0.1mg/ml） 、
イ ン ビ ト ロ で 混 合 し た 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル に は 、 マ ウ ス 抗 ヒ ト IgGを 使 用 し た 。 次
に サ ン プ ル を 抗 ヒ ト IgGで 被 覆 さ れ た マ イ ク ロ プ レ ー ト に 添 加 し た 。 マ ウ ス IgG結 合 は 、 第
二 の 抗 マ ウ ス IgG-ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 抱 合 体 を 使 用 し て 可 視 化 し た 。  p-ニ ト ロ フ ェ
ニ ル ホ ス フ ェ ー ト を 添 加 し 、 プ レ ー ト を 405nmで 解 読 し た (動 態 検 査 、 10分 以 上 )。 7E3に 対
す る 分 析 応 答 は コ ン ト ロ ー ル と 変 わ ら な か っ た (p=0.164)、 こ れ に 対 し 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン
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ト ロ ー ル は コ ン ト ロ ー ル と 有 意 に 異 な っ た (P＜ 0.001)。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 IVIG治 療 後 の 血 漿 AMIの 薬 物 動 態 を 示 す 図 で あ る 。 ラ ッ ト （ ３ 匹 ／ グ ル
ー プ ） の 静 脈 内 に 、 生 理 食 塩 水 (● )あ る い は 2g/kg IVIG(◆ )を 投 与 し 、 そ の 後 AMI(8mg/kg
)を 投 与 し た 。 AMI濃 度 は ELISAで 決 定 し た 。 エ ラ ー バ ー は 、 各 時 点 に お け る 平 均 濃 度 の 標
準 偏 差 を 表 す 。 IVIG治 療 は 、 AMIの ク リ ア ラ ン ス （ 図 に 示 す 濃 度 と 時 間 の プ ロ フ ァ イ ル か
ら 算 出 し た ） を 有 意 に 増 加 し た （ P＜ 0.001） 。 抗 体 の 薬 物 動 態 に 対 す る IVIGの 効 果 は 、 7E
3に 特 異 的 で は な い 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 フ ロ ー ・ サ イ ト メ ト リ ー で 測 定 し た 7E3-血 小 板 結 合 に 対 す る IVIGの 効 果
を 示 す 図 で あ る 。 7E3を IVIGの 存 在 下 あ る い は 不 存 在 下 で 、 ヒ ト 血 小 板 と と も に 培 養 し た
。 ヒ ス ト グ ラ ム は 血 小 板 数 と 相 対 蛍 光 強 度 を プ ロ ッ ト す る 。 一 番 下 の 図 は 血 小 板 と と も に
培 養 さ れ た コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス IgGで 得 ら れ た 蛍 光 ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す (平 均 蛍 光 強 度 (MFI
)は 1.3で あ っ た )。 真 ん 中 の 図 は 、 血 小 板 と と も に 培 養 し た 7E3を 示 し (MFI＝ 246)、 一 番 上
の 図 は IVIGの 存 在 下 で 血 小 板 と と も に 培 養 し た 7E3を 示 す (MFI＝ 284)。 IVIGの 存 在 下 に お
け る 血 小 板 へ の 7E3結 合 に 対 し 、 MFIの 減 少 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 7E3-血 小 板 の 結 合 曲 線 に 対 す る IVIG効 果 を 示 す 図 で あ る 。 総 血 小 板 濃 度
は 、 IVIGの 存 在 下 (○ )あ る い は 不 存 在 下 (▽ )に お い て 、 7E3濃 度 が 増 加 す る に つ れ て 一 定
に 保 た れ た 。 遊 離 （ す な わ ち 、 非 結 合 ） 7E3濃 度 は ELISAに よ っ て 測 定 し た 。 デ ー タ は テ キ
ス ト に 記 載 の と お り 一 致 し た 。 線 は 、 ２ つ の デ ー タ が 完 全 に 一 致 し て い る こ と を 示 し （ 実
線 ＝ IVIG、 破 線 ＝ IVIGな し ） 、 本 質 的 に 重 な っ て い る 。 重 な っ た 線 か ら 得 ら れ た パ ラ メ ー
タ (K A 及 び Rt)は 、 有 意 に 異 な ら な か っ た 。 IVIGが 存 在 し な い 場 合 、 K A は 4.9± 0.7× 10

8 M - 1

、 及 び Rtは 7.5± 0.4× 10 - 8 M(55000± 3000GP/血 小 板 )。 IVIGが 存 在 す る 場 合 、 K A は 5.5± 1.
2× 10 8 M - 1 、 及 び Rtは 7.6± 0.7× 10 - 8 M(56000± 5000GP/血 小 板 )。 IVIGは 7E3が 血 小 板 に 結
合 す る の を 妨 げ な い 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 コ ン ト ロ ー ル 及 び FcRn-欠 損 マ ウ ス に お け る IVIG治 療 後 の 7E3の 薬 物 動 態
を 示 す グ ラ フ で あ る 。 マ ウ ス （ 3～ 5匹 ／ グ ル ー プ ） に IVIG(1g/kg)、 次 に 7E3(8mg/kg)を 静
脈 内 投 与 し た 。 治 療 グ ル ー プ は 以 下 の よ う に 表 す ： コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス に お け る 7E3＋ 生
理 食 塩 水 (● )、 コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス に お け る 7E3＋ IVIG(■ )、 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス に お け る 7
E3＋ 生 理 食 塩 水 (○ )、 及 び 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス に お け る 7E3＋ IVIG(□ )7E3濃 度 は 、 ELISAで
決 定 し た 。 エ ラ ー バ ー は 、 各 時 点 に お け る 平 均 濃 度 の 標 準 偏 差 を 表 す 。 IVIG治 療 は 、 コ ン
ト ロ ー ル マ ウ ス で は 7E3の ク リ ア ラ ン ス を 有 意 に 増 加 し た が （ P＜ 0.001） 、 FcRn欠 損 マ ウ
ス で は 増 加 し な か っ た 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 抗 FcRnモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 投 与 後 の 抗 血 小 板 抗 体 の 薬 物 動 態 の 変 化 を 示
す グ ラ フ で あ る 。 ラ ッ ト に 対 し 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 FcRn抗 体 (4C9， 60mg/kg)で 前 処 置 を 施
し て 、 あ る い は 施 さ な い で 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 血 小 板 抗 体 (7E3， 8mg/kg)を 静 脈 内 に 投 与
し た 。 黒 丸 は 7E3単 独 投 与 の 動 物 (n=4)で 観 察 さ れ た 7E3血 漿 濃 度 を 示 し 、 三 角 は モ ノ ク ロ
ナ ー ル 抗 FcRn抗 体 で 前 処 置 さ れ た ラ ッ ト (7E3投 与 の 4.5時 間 前 に 静 脈 内 投 与 ） で 観 察 さ れ
た 7E3血 漿 濃 度 を 示 す 。 図 に 示 す よ う に 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 FcRn抗 体 に よ る 前 処 置 は 、 抗
血 小 板 抗 体 の 除 去 を 劇 的 に 増 加 し た (す な わ ち 、 7E3ク リ ア ラ ン ス は 400%ま で 増 加 し た )。 7
E3濃 度 は ELISAで 決 定 し た 。 エ ラ ー バ ー は 、 各 時 点 に お け る 平 均 濃 度 の 標 準 偏 差 を 表 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 異 な る 量 の 4C9を 投 与 し た 後 の 血 漿 AMIの 薬 物 動 態 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
ラ ッ ト (3～ 4匹 ／ １ グ ル ー プ )に 対 し 、 AMI(8mg/kg 静 注 )の 投 与 前 ４ 時 間 の 時 点 で 4C9(0～ 6
0mg/kg)を 静 脈 内 に 投 与 し た 。 血 液 サ ン プ ル を 採 取 し 、 血 漿 サ ン プ ル を ELISAで 分 析 し て AM
I濃 度 を 求 め た 。 治 療 グ ル ー プ は 以 下 の よ う に 表 す ： 生 理 食 塩 水 (● )、 3mg/kg(■ )、 15mg/
kg(▲ )、 60mg/kg(◆ )。 エ ラ ー バ ー は 、 各 時 点 に お け る 平 均 AMI濃 度 の 標 準 偏 差 を 表 す 。 15
及 び 60mg/kgは コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て AMIの ク リ ア ラ ン ス を 有 意 に 増 加 さ せ た (P＜ 0.01)
。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 ヒ ト FcRnに 対 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 の 反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。 hF
cRnの 軽 鎖 に 対 す る 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 製 造 し た 。 プ レ ー ト を ヒ ト FcRnの 軽
鎖 で 被 覆 し 、 表 示 の ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 清 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ と 接 合 さ せ た ヤ ギ 抗 マ ウ ス Fabフ ラ グ メ ン ト を 用 い て ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を 同 定
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し た 。 ヒ ト FcRnの 軽 鎖 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る ８ つ の ハ イ ブ リ ド ー マ が 同 定 さ れ
た 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 FcRnに 対 す る 抗 hFcRnの 反 応 性 に 対 す る IgGの 存 在 の 影 響 を 示 す グ ラ
フ で あ る 。 hFcRnを 発 現 し て い る 293細 胞 を ヒ ト IgGの 存 在 下 あ る い は 不 存 在 下 で 抗 FcRn抗
体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 は FITCと 接 合 さ せ た 第 二 抗 体 に よ っ て 検 出 し た 。 細 胞 の 蛍
光 は 蛍 光 光 度 計 に よ っ て 評 価 し た 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

(18) JP 2007-501847 A 2007.2.1



【 図 １ １ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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