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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞内糖ヌクレオチドＧＤＰ－フコースの合成に関与する酵素の活性またはＮ－グリコ
シド結合複合型糖鎖還元末端のＮ－アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結
合する糖鎖修飾に関与する酵素の活性を低下または欠失させたＣＨＯ細胞であって、かつ
Ｎ－グリコシド結合複合型糖鎖をＦｃ領域に有する抗体分子からなる組成物であって、該
組成物中に含まれるＦｃ領域に結合する全Ｎ－グリコシド結合複合型糖鎖のうち、糖鎖還
元末端のＮ－アセチルグルコサミンにフコースが結合していない糖鎖の割合が２０％以上
であり、且つ親株であるＣＨＯ細胞が生産する抗体組成物より、抗体依存性細胞障害活性
が高い抗体組成物を生産する、抗体分子をコードする遺伝子を導入したチャイニーズハム
スター卵巣組織由来のＣＨＯ細胞。
【請求項２】
　抗体組成物中に含まれるＦｃ領域に結合する全Ｎ－グリコシド結合複合型糖鎖のうち、
糖鎖還元末端のＮ－アセチルグルコサミンにフコースが結合していない糖鎖の割合が２０
％未満である抗体組成物よりも抗体依存性細胞障害活性が高い抗体組成物を生産する、請
求項１に記載のＣＨＯ細胞。
【請求項３】
　フコースが結合していない糖鎖が、該フコースの１位がＮ－グリコシド結合複合型糖鎖
還元末端のＮ－アセチルグルコサミンの６位にα結合していない糖鎖である、請求項１ま
たは２に記載のＣＨＯ細胞。
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【請求項４】
　抗体分子のクラスがＩｇＧである、請求項１～３のいずれか１項に記載のＣＨＯ細胞。
【請求項５】
　細胞内糖ヌクレオチドＧＤＰ－フコースの合成に関与する酵素が、以下の（ａ）、（ｂ
）及び（ｃ）からなる群から選ばれる酵素である、請求項１～４のいずれか１項に記載の
ＣＨＯ細胞。
（ａ）ＧＤＰ－マンノース　４，６－デヒドラターゼ（ＧＤＰ－ｍａｎｎｏｓｅ　４，６
－ｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅ、ＧＭＤ）；
（ｂ）ＧＤＰ－ケト－６－デオキシマンノース　３，５－エピメラーゼ，４－レダクター
ゼ（ＧＤＰ－ｋｅｔｏ－６－ｄｅｏｘｙｍａｎｎｏｓｅ　３，５－ｅｐｉｍｅｒａｓｅ，
　４－ｒｅｄｕｃｔａｓｅ、Ｆｘ）；
（ｃ）　ＧＤＰ－ベータ－Ｌ－フコース　ピロフォスフォリラーゼ（ＧＤＰ－ｂｅｔａ－
Ｌ－ｆｕｃｏｓｅ　ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ、ＧＦＰＰ）。
【請求項６】
　ＧＭＤが、以下の（ａ）または（ｂ）であるＤＮＡがコードする蛋白質である、請求項
５に記載のＣＨＯ細胞。
（ａ）　配列番号６５で表される塩基配列からなるＤＮＡ；
（ｂ）　配列番号６５で表される塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件でハ
イブリダイズし、かつＧＭＤ活性を有する蛋白質をコードするＤＮＡ。
【請求項７】
　ＧＭＤが、以下の（ａ）、（ｂ）及び（ｃ）からなる群から選ばれる蛋白質である、請
求項５に記載のＣＨＯ細胞。
（ａ）　配列番号７１で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
（ｂ）　配列番号７１で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換
、挿入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつＧＭＤ活性を有する蛋白質
。
（ｃ）　配列番号７１で表されるアミノ酸配列と９０％以上の同一性を有するアミノ酸配
列からなり、かつＧＭＤ活性を有する蛋白質。
【請求項８】
　Ｆｘが、以下の（ａ）または（ｂ）であるＤＮＡがコードする蛋白質である、請求項５
に記載のＣＨＯ細胞。
（ａ）　配列番号４８で表される塩基配列からなるＤＮＡ；
（ｂ）　配列番号４８で表される塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件でハ
イブリダイズし、かつＦｘ活性を有する蛋白質をコードするＤＮＡ。
【請求項９】
　Ｆｘが、以下の（ａ）、（ｂ）及び（ｃ）からなる群から選ばれる蛋白質である、請求
項５に記載のＣＨＯ細胞。
（ａ）　配列番号７２で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
（ｂ）　配列番号７２で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換
、挿入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつＦｘ活性を有する蛋白質；
（ｃ）　配列番号７２で表されるアミノ酸配列と９０％以上の同一性を有するアミノ酸配
列からなり、かつＦｘ活性を有する蛋白質。
【請求項１０】
　ＧＦＰＰが、以下の（ａ）または（ｂ）であるＤＮＡがコードする蛋白質である、請求
項５に記載のＣＨＯ細胞。
（ａ）　配列番号５１で表される塩基配列からなるＤＮＡ；
（ｂ）　配列番号５１で表される塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件でハ
イブリダイズし、かつＧＦＰＰ活性を有する蛋白質をコードするＤＮＡ。
【請求項１１】
　ＧＦＰＰが、以下の（ａ）、（ｂ）及び（ｃ）からなる群から選ばれる蛋白質である、
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請求項５に記載のＣＨＯ細胞。
（ａ）　配列番号７３で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
（ｂ）　配列番号７３で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換
、挿入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつＧＦＰＰ活性を有する蛋白
質；
（ｃ）　配列番号７３で表されるアミノ酸配列と９０％以上の同一性を有するアミノ酸配
列からなり、かつＧＦＰＰ活性を有する蛋白質。
【請求項１２】
　Ｎ－グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のＮ－アセチルグルコサミンの６位にフコース
の１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素がα－１，６－フコシルトランスフェラーゼ
である、請求項１～４のいずれか１項に記載のＣＨＯ細胞。
【請求項１３】
　α－１，６－フコシルトランスフェラーゼが、以下の（ａ）または（ｂ）であるＤＮＡ
がコードする蛋白質である、請求項１２に記載のＣＨＯ細胞。
（ａ）　配列番号１で表される塩基配列からなるＤＮＡ；
（ｂ）　配列番号１で表される塩基配列からなるＤＮＡとストリンジェントな条件でハイ
ブリダイズし、かつα－１，６－フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質をコー
ドするＤＮＡ。
【請求項１４】
　α－１，６－フコシルトランスフェラーゼが、以下の（ａ）、（ｂ）及び（ｃ）からな
る群から選ばれる蛋白質である、請求項１２に記載のＣＨＯ細胞。
（ａ）　配列番号２３で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
（ｂ）　配列番号２３で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換
、挿入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつα－１，６－フコシルトラ
ンスフェラーゼ活性を有する蛋白質；
（ｃ）　配列番号２３で表されるアミノ酸配列と９０％以上の同一性を有するアミノ酸配
列からなり、かつα－１，６－フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質。
【請求項１５】
　酵素の活性が、以下の（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）及び（ｅ）からなる群から選ば
れる手法により低下または欠失した、請求項１～１４のいずれか１項に記載のＣＨＯ細胞
。
（ａ）　酵素の遺伝子を標的とした遺伝子破壊の手法；
（ｂ）　酵素の遺伝子のドミナントネガティブ体を導入する手法；
（ｃ）　酵素についての突然変異を導入する手法；
（ｄ）　酵素の遺伝子の転写又は翻訳を抑制する手法；
（ｅ）　Ｎ－グリコシド結合糖鎖還元末端のＮ－アセチルグルコサミンの６位とフコース
の１位がα結合した糖鎖構造を認識するレクチンに耐性である株を選択する手法。
【請求項１６】
　少なくともＮ－グリコシド結合糖鎖還元末端のＮ－アセチルグルコサミンの６位とフコ
ースの１位がα結合した糖鎖構造を認識するレクチンに耐性である、請求項１～１５のい
ずれか１項に記載のＣＨＯ細胞。
【請求項１７】
　請求項１～１６のいずれか１項に記載のＣＨＯ細胞を培地に培養し、培養物中に抗体組
成物を生成蓄積させ、該培養物から抗体組成物を採取する工程を含む、抗体組成物を製造
する方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
　（技術分野）
　本発明は、種々の疾患に有用な抗体、抗体の断片、抗体のFc領域を有する融合タンパク
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質などの抗体分子の製造に用いる細胞、該細胞を用いた抗体組成物の製造方法、該抗体組
成物、およびその用途に関する。
【０００２】
【従来の技術】
　（背景技術）
　抗体は、高い結合活性、結合特異性及び血中での高い安定性を有することから、ヒトの
各種疾患の診断、予防及び治療への応用が試みられてきた［モノクローナル・アンティボ
ディズ：プリンシプルズ・アンド・アプリケーションズ (Monoclonal Antibodies: Princ
iples and Applications), Wiley-Liss, Inc., Chapter 2.1 (1995)］。また、遺伝子組
換え技術を利用して、ヒト以外の動物の抗体からヒト型キメラ抗体或いはヒト型相補性決
定領域（以下、CDRと表記する）移植抗体の様なヒト化抗体を作製することが試みられて
いる。ヒト型キメラ抗体とは、抗体可変領域（以下、V領域と表記する）がヒト以外の動
物の抗体で、定常領域（以下、C領域と表記する）がヒト抗体である抗体である。ヒト型C
DR移植抗体とは、ヒト抗体のCDRをヒト以外の動物の抗体のCDRと置換した抗体である。
【０００３】
　哺乳類の抗体には、IgM、IgD、IgG、IgA、IgEの5種類のクラスが存在することが明らか
となっているが、ヒトの各種疾患の診断、予防及び治療には血中半減期が長く、各種エフ
ェクター機能を有する等の機能特性からヒトIgGクラスの抗体が主として利用されている
［モノクローナル・アンティボディズ：プリンシプルズ・アンド・アプリケーションズ (
Monoclonal Antibodies: Principles and Applications), Wiley-Liss, Inc., Chapter 1
 (1995)］。ヒトIgGクラスの抗体は、更にIgG1、IgG2、IgG3、IgG4の4種類のサブクラス
に分類されている。IgGクラスの抗体のエフェクター機能である抗体依存性細胞障害活性
（以下、ADCC活性と表記する）や補体依存性細胞障害活性（以下、CDC活性と表記する）
については、これまでに多数の研究が行われ、ヒトIgGクラスでは、IgG1サブクラスの抗
体が最も高いADCC活性、CDC活性を有していることが報告されている［ケミカル・イムノ
ロジー(Chemical Immunology), 65, 88 (1997)］。以上の観点から、市販のリツキサン、
ハーセプチンを始めとして、その効果発現に高いエフェクター機能を必要とする抗腫瘍ヒ
ト化抗体の殆どはヒトIgG1サブクラスの抗体である。
【０００４】
　ヒトIgG1サブクラスの抗体のADCC活性及びCDC活性の発現には、抗体Fc領域と、キラー
細胞、ナチュラルキラー細胞、活性化されたマクロファージ等のエフェクター細胞表面上
に存在する抗体レセプター（以下、FcγRと表記する）及び各種補体成分との結合が必要
であり、その結合については、抗体のヒンジ領域及びC領域の第2番目のドメイン（以下、
Cγ2ドメインと表記する）内のいくつかのアミノ酸残基の重要性［ヨーロピアン・ジャー
ナル・オブ・イムノロジー(Eur. J.
Immunol.), 23, 1098 (1993)、イムノロジー(Immunology), 86, 319 (1995)、ケミカル・
イムノロジー(Chemical Immunology), 65, 88 (1997)］の他、Cγ2ドメインに結合してい
る糖鎖の重要性［ケミカル・イムノロジー(Chemical Immunology), 65, 88 (1997)］が示
唆されている。
【０００５】
　糖鎖に関しては、ボイド（Boyd）らは、チャイニーズハムスター卵巣細胞（CHO細胞）
或いはマウスミエローマNS0細胞（NS0細胞）で生産したヒト型CDR移植抗体CAMPATH-1H（
ヒトIgG1サブクラス）を各種糖分解酵素で処理し、糖鎖のADCC活性、CDC活性に対する影
響を検討した結果、非還元末端のシアル酸の除去は、両活性に影響を与えないが、更にガ
ラクトース残基を除去することでCDC活性のみが影響を受け、約50%程度活性が低下するこ
と、糖鎖の完全な除去は、両活性を消失させることを報告した［モレキュラー・イムノロ
ジー(Molecular Immunol.), 32, 1311 (1995)］。また、ライフリー(Lifely)らは、CHO細
胞、NS0細胞或いはラットミエローマY0細胞で生産したヒト型CDR移植抗体CAMPATH-1H（ヒ
トIgG1サブクラス）の糖鎖の分析及びADCC活性を測定した結果、Y0細胞由来のCAMPATH-1H
が最も高いADCC活性を示し、その活性にはバイセクティングに位置するN-アセチルグルコ
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サミン（以下、GlcNAcとも表記する）が重要であることを示唆した［グリコバイオロジー
(Glycobiology), 5, 813 (1995)：WO99/54342］。これらの報告は、ヒトIgG1サブクラス
の抗体のエフェクター機能に糖鎖の構造が極めて重要な役割を果たしており、糖鎖の構造
を変えることでより高いエフェクター機能を有する抗体を作製することが可能であること
を示している。しかし、実際には糖鎖の構造は多様かつ複雑であり、エフェクター機能に
真に重要な構造を特定できたとは言い難い。
【０００６】
　糖タンパク質の糖鎖は、タンパク質部分との結合様式により、アスパラギンと結合する
糖鎖（N-グリコシド結合糖鎖）とセリン、スレオニンなどと結合する糖鎖（O-グリコシル
結合糖鎖）の２種類に大別される。N-グリコシド結合糖鎖は、様々な構造を有しているが
［生物化学実験法23-糖タンパク質糖鎖研究法（学会出版センター）高橋禮子編（1989年
）］、いずれの場合も以下の構造式（I）に示す基本となる共通のコア構造を有すること
が知られている。
【０００７】
【化１】

【０００８】
　アスパラギンと結合する糖鎖の末端が還元末端、反対側が非還元末端と呼ばれている。
N-グリコシド結合糖鎖には、コア構造の非還元末端にマンノースのみが結合するハイマン
ノース型、コア構造の非還元末端側にガラクトース-N-アセチルグルコサミン（以下、Gal
-GlcNAcと表記する）の枝を並行して1ないしは複数本有し、更にGal-GlcNAcの非還元末端
側にシアル酸、バイセクティングのN-アセチルグルコサミンなどの構造を有するコンプレ
ックス型、コア構造の非還元末端側にハイマンノース型とコンプレックス型の両方の枝を
持つハイブリッド型などがあることが知られている。
　抗体IgG分子のFc領域には、２個所のN-グリコシド型の糖鎖結合部位が存在しており、
血清中のIgGでは、通常、この部位に、シアル酸やバイセクティングのN-アセチルグルコ
サミンの付加の程度が少ない複数本の枝を持つコンプレックス型糖鎖が結合している。こ
のコンプレックス型糖鎖の非還元末端でのガラクトースの付加および還元末端のN-アセチ
ルグルコサミンへのフコースの付加に関しては多様性があることが知られている[バイオ
ケミストリー(Biochemistry), 36, 130, 1997]。
　このような糖鎖の構造は、糖鎖遺伝子、すなわち、糖鎖を合成する糖転移酵素と糖鎖を
分解する糖分解酵素の遺伝子によって規定されていると考えられている。
【０００９】
　以下に、N-グリコシド結合糖鎖の生合成に関して述べる。
　糖タンパク質は、小胞体（以下、ＥＲと表記する）内腔で糖鎖の修飾を受ける。N-グリ
コシド結合糖鎖の生合成過程では、比較的大きな糖鎖が、ＥＲ内腔で伸長しつつあるポリ
ペプチド鎖に転移される。この際、糖鎖はまず、ドリコールリン酸（以下、P-Dolとも表
記する）と呼ばれるα-イソプレン単位を２０個程度含む長鎖の脂質担体のリン酸基に順
次付加される。すなわち、ドリコールリン酸にN-アセチル-グルコサミンが転移されGlcNA
c-P-P-Dolとなり、続いてもう１個GlcNAcが転移されGlcNAc-GlcNAc-P-P-Dolとなる。次い
で、マンノース（以下、Manとも表記する）が５個転移され (Man)5-(GlcNAc)2-P-P-Dolに
、さらに、Manが４個、グルコース（以下、Glcとも表記する）が３個転移される。このよ
うにして、コアオリゴ糖と呼ばれる糖鎖の前駆体 (Glc)3-(Man)9-(GlcNAc)2-P-P-Dolがで
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きる。この１４個の糖からなる糖鎖の前駆体はアスパラギン-X-セリンまたはアスパラギ
ン-X-スレオニン配列を持ったポリペプチドへＥＲ内腔でひとかたまりのまま転移される
。この際、コアオリゴ糖に結合していたドリコールピロリン酸（P-P-Dol）は遊離するが
、ピロホスファターゼの分解を受けて再びドリコールリン酸となり再利用される。糖鎖の
トリミングは、糖鎖がポリペプチドに結合すると直ちに開始される。すなわち、３個のGl
cと１ないし２個のManがＥＲ上で除去され、この除去にはα-1,2-グルコシダーゼI、α-1
,3-グルコシダーゼIIおよびα-1,2-マンノシダーゼが関与することが知られている。
【００１０】
　ＥＲ上でトリミングを受けた糖タンパク質はゴルジ体へ輸送され様々な修飾を受ける。
ゴルジ体シス部には、マンノースリン酸を付加するN-アセチルグルコサミンホスホトラン
スフェラーゼ、N-アセチルグルコサミン１-ホスホジエステルα-N-アセチルグルコサミニ
ダーゼおよびα-マンノシダーゼIが存在し、Man残基を５個にまで減少させる。ゴルジ体
メディア部には、コンプレックス型のN-グリコシド結合糖鎖の最初の外側のGlcNAcを付加
するN-アセチルグルコサミン転移酵素I（GnTI）、２個のManを除去するα-マンノシダー
ゼII、外側から２個目のGlcNAcを付加するN-アセチルグルコサミン転移酵素II（GnTII）
、還元末端のN-アセチルグルコサミンにフコースを付加するα-1,6-フコシルトランスフ
ェラーゼが存在する。ゴルジ体トランス部にはガラクトースを付加するガラクトース転移
酵素、N-アセチルノイラミン酸などのシアル酸を付加するシアル酸転移酵素が存在する。
このような各種酵素の作用を受けてN-グリコシド結合糖鎖が作られることが知られている
。
　一般的に、医薬への応用が考えられているヒト化抗体の多くは、遺伝子組換え技術を用
いて作製され、チャイニーズハムスター卵巣組織由来CHO細胞を宿主細胞として用い製造
されているが、上述したように、抗体のエフェクター機能には糖鎖構造が極めて重要な役
割を担っていること、宿主細胞によって発現された糖タンパク質の糖鎖構造に違いが観察
されることから、より高いエフェクター機能を有する抗体を作製することが可能な宿主細
胞の開発が望まれている。
【００１１】
　生産される糖タンパク質の糖鎖構造を改変するために、１）糖鎖の修飾に係わる酵素の
阻害剤の応用、２）突然変異体の選択、３）糖鎖の修飾に係わる酵素遺伝子の導入などの
方法が試みられている。以下に、それら具体的例を述べる。
　糖鎖の修飾に係わる酵素の阻害剤としては、N-グリコシド結合糖鎖の前駆体であるコア
オリゴ糖形成の最初のステップであるGlcNAc-P-P-Dolの形成を選択的に阻害するツニカマ
イシン、グリコシダーゼIの阻害剤であるカスタノスペルミンやN-メチル-１-デオキシノ
ジリマイシン、グルコシダーゼIIの阻害剤であるブロモコンヅリトール、マンノシダーゼ
Iの阻害剤である１-デオキシノジリマイシンや1,4-ジオキシ-1,4-イミノ-D-マンニトール
、マンノシダーゼIIの阻害剤であるスワンソニンなどが知られている。糖転移酵素の特異
的な阻害剤としては、N-アセチルグルコサミン転移酵素V（GnTV）などに対する基質のデ
オキシ誘導体が知られている[グライコバイオロジーシリーズ２―糖鎖の細胞における運
命（講談社サンエンティフィック）永井克孝・箱守仙一朗・木幡陽編 (1993)]。また、１
-デオキシノジリマイシンはコンプレックス型糖鎖の合成を抑え、ハイマンノース型やハ
イブリッド型糖鎖の割合を増加させることが知られている。実際に、これら阻害剤を培地
に添加することでIgGの糖鎖構造が変化し、抗原結合性などが変化することが報告されて
いる[モレキュラー・イムノロジー(Molecular. Immunol.), 26, 1113 (1989)]。
【００１２】
　糖鎖の修飾に係わる酵素の活性に関する突然変異体は、主に、レクチン耐性株として選
択され取得されている。例えば、WGA (T. vulgaris由来のwheat-germ agglutinin)、ConA
 (C. ensiformis由来のconcanavalin A)、RIC (R. communis由来の毒素)、L-PHA (P. vul
garis由来のleukoagglutinin)、LCA (L. culinaris由来のlentil agglutinin)、PSA (P. 
sativum由来のPea lectin)などのレクチンを用い、様々な糖鎖構造を有するCHO細胞変異
株がレクチン耐性株として取得されている [ソマティク・セル・アンド・モレキュラー・
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ジェネティクス（Somatic Cell Mol.Genet.）, 12, 51 (1986)]。
　糖鎖の修飾に係わる酵素の遺伝子を宿主細胞に導入して生産物の糖鎖構造を改変した例
としては、ラットのβ-ガラクトシド-α-2,6-シアリルトランスフェラーゼをCHO細胞に導
入することで糖鎖の非還元末端にシアル酸が多く付加されたタンパク質の製造が可能であ
ることが報告されている [ジャーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリー (J. Biol.
 Chem.), 261, 13848, 1989]。
【００１３】
　また、ヒトのβ-ガラクトシド-2-α-フコシルトランスフェラーゼをマウスＬ細胞に導
入することで糖鎖の非還元末端にフコース（以下、Fucとも表記する）が付加されたＨ抗
原（Fucα1-2Galβ1-）の発現が確認されている [サイエンス(Science), 252, 1668, 199
1]。さらに、ユマナ（Umana）らは、N-グリコシド結合糖鎖のバイセクティングに位置す
るN-アセチルグルコサミンの付加が抗体のADCC活性に重要であるとの知見に基づき、β-1
,4-N-アセチルグルコサミン転移酵素III（GnTIII）を発現させたCHO細胞を作製し親株と
の比較を行っている。親株のCHO細胞ではGnTIIIの発現が観察されておらず[ジャーナル・
オブ・バイオロジカル・ケミストリー(J. Biol. Chem.), 261, 13370, 1984]、作製したG
nTIII発現CHO細胞を用いて発現させた抗体は親株で発現させた抗体と比べ１６倍高いＡＤ
ＣＣ活性を有していることを確認している［グリコバイオロジー(Glycobiology), 5, 813
 (1995)：WO99/54342］。またこの際、ユマナ（Umana）らは、β-1,4-N-アセチルグルコ
サミン転移酵素Ｖ（GnTＶ）の遺伝子を導入したCHO細胞も作製しており、GnTIIIまたはGn
TＶの過剰発現はCHO細胞に対して毒性を示すことを報告している。
【００１４】
【発明が解決しようとする課題】
　（発明の開示）
　このように、生産される糖タンパク質の糖鎖構造を改変するために、宿主細胞の糖鎖の
修飾に係わる酵素の活性を調節する試みがなされているが、実際には糖鎖の構造は多様か
つ複雑であり、かつ糖鎖が持つ生理的な役割の解明も十分とは言い難いため試行錯誤を繰
り返しているのが現状である。特に、抗体のエフェクター機能は糖鎖構造により大きな影
響を受ける事が明らかになりつつあるが、真に重要な糖鎖構造の特定には至っていない。
従って、抗体のエフェクター機能に影響を及ぼす糖鎖構造の同定と、そのような糖鎖構造
の付加が可能な宿主細胞の開発が医薬開発の上で求められている。
　本発明は、抗体分子の糖鎖構造を制御することが可能な、抗体組成物を生産する宿主細
胞、ADCC活性が高い抗体組成物を生産することが可能な細胞、該細胞を用いた抗体組成物
の製造方法、該製造方法で製造された抗体組成物を提供することを目的とする。
【００１５】
【課題を解決するための手段】
　本発明は、以下の (1)～(61) に関する。
【００１６】
　(1)　N-グリコシド結合複合型糖鎖をFc領域に有する抗体分子からなる組成物であって
、該組成物中に含まれるFc領域に結合する全N-グリコシド結合複合型糖鎖のうち、糖鎖還
元末端のN-アセチルグルコサミンにフコースが結合していない糖鎖の割合が20％以上であ
る抗体組成物を生産する、抗体分子をコードする遺伝子を導入したチャイニーズハムスタ
ー卵巣組織由来のCHO細胞。
　(2)　フコースが結合していない糖鎖が、該フコースの1位がN-グリコシド結合複合型糖
鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位にα結合していない糖鎖である、（1）に記載
のCHO細胞。
　(3)　抗体分子のクラスがIgGである、（1）または(2)に記載のCHO細胞。
　(4)　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリコ
シド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位にフコースの1位がα結合す
る糖鎖修飾に関与する酵素の活性が低下または欠失した(1)～(3)のいずれか1項に記載のC
HO細胞。
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　(5)　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素が、以下の(a)、(b) 及
び (c)からなる群から選ばれる酵素である、（4）に記載のCHO細胞。
(a)　GMD（GDP-mannose 4,6-dehydratase）；
(b)　Fx (GDP-keto-6-deoxymannose 3,5-epimerase, 4-reductase)；
(c)　GFPP（GDP-beta-L-fucose pyrophosphorylase）。
【００１７】
　(6)　GMDが、以下の (a) または (b) であるDNAがコードする蛋白質である、（5）に記
載のCHO細胞。
(a)　配列番号65で表される塩基配列からなるDNA；
(b)　配列番号65で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつGMD活性を有する蛋白質をコードするDNA。
　(7)　GMDが、以下の (a)、(b) 及び (c) からなる群から選ばれる蛋白質である、（5）
に記載のCHO細胞。
(a)　配列番号71で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(b)　配列番号71で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつGMD活性を有する蛋白質。
(c)　配列番号71で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつGMD活性を有する蛋白質。
　(8)　Fxが、以下の (a) または (b) であるDNAがコードする蛋白質である、（5）に記
載のCHO細胞。
(a) 　配列番号48で表される塩基配列からなるDNA；
(b) 　配列番号48で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリ
ダイズし、かつFx活性を有する蛋白質をコードするDNA。
【００１８】
　(9)　Fxが、以下の (a)、(b) 及び (c) からなる群から選ばれる蛋白質である、（5）
に記載のCHO細胞。
(a)　配列番号72で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(b)　配列番号72で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつFx活性を有する蛋白質；
(c)　配列番号72で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつFx活性を有する蛋白質。
　(10)　GFPPが、以下の (a) または (b) であるDNAがコードする蛋白質である、（5）に
記載のCHO細胞。
(a) 配列番号51で表される塩基配列からなるDNA；
(b) 配列番号51で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつGFPP活性を有する蛋白質をコードするDNA。
【００１９】
　(11)　GFPPが、以下の (a)、(b) 及び (c) からなる群から選ばれる蛋白質である、（5
）に記載のCHO細胞。
(a)　配列番号73で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(b)　配列番号73で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつGFPP活性を有する蛋白質；
(c)　配列番号73で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつGFPP活性を有する蛋白質。
　(12)　N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位にフコー
スの1位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素がα-1,6-フコシルトランスフェラーゼであ
る、（4）に記載のCHO細胞。
【００２０】
　(13)　α-1,6-フコシルトランスフェラーゼが、以下の (a) または (b) であるDNAがコ
ードする蛋白質である、（12）に記載のCHO細胞。
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(a)　配列番号1で表される塩基配列からなるDNA；
(b)　配列番号1で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質をコードするDNA。
　(14)　α-1,6-フコシルトランスフェラーゼが、以下の (a)、(b) 及び (c) からなる群
から選ばれる蛋白質である、（12）に記載のCHO細胞。
(a)　配列番号23で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(b)　配列番号23で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつα-1,6-フコシルトランスフェ
ラーゼ活性を有する蛋白質；
(c)　配列番号23で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質。
　(15)　酵素の活性が、以下の (a)、(b)、(c)、(d) 及び (e) からなる群から選ばれる
手法により低下または欠失した、（4）～(14)のいずれか1項に記載のCHO細胞。
(a) 酵素の遺伝子を標的した遺伝子破壊の手法；
(b) 酵素の遺伝子のドミナントネガティブ体を導入する手法；
(c) 酵素についての突然変異を導入する手法；
(d) 酵素の遺伝子の転写又は翻訳を抑制する手法；
(e) N-グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位とフコースの1位がα
結合した糖鎖構造を認識するレクチンに耐性である株を選択する手法。
【００２１】
　(16)　少なくともN-グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位とフ
コースの1位がα結合した糖鎖構造を認識するレクチンに耐性である、（4）～(15)のいず
れか1項に記載のCHO細胞。
　(17)　親株であるCHO細胞が生産する抗体組成物より、抗体依存性細胞障害活性が高い
抗体組成物を生産する、（4）～(16)のいずれか1項に記載のCHO細胞。
　(18)　抗体組成物中に含まれるFc領域に結合する全N-グリコシド結合複合型糖鎖のうち
、糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンとフコースが結合していない糖鎖の割合が20％
未満である抗体組成物よりも抗体依存性細胞障害活性が高い抗体組成物を生産する、（17
）記載のCHO細胞。
　(19)　フコースが結合していない糖鎖が、該フコースの1位がN-グリコシド結合複合型
糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位にα結合していない糖鎖である、（18）記
載のCHO細胞。
【００２２】
　(20)　（1）～(19)のいずれか1項に記載のCHO細胞を培地に培養し、培養物中に抗体組
成物を生成蓄積させ、該培養物から抗体組成物を採取する工程を含む、抗体組成物を製造
する方法。
　(21)　（20）に記載の方法を用いて製造される抗体組成物。
　(22）　CHO細胞が産生するN-グリコシド結合複合型糖鎖をFc領域に有する抗体分子から
なる組成物であって、該組成物中に含まれるFc領域に結合する全N-グリコシド結合糖鎖の
うち、糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンにフコースが結合していない糖鎖の割合が
20％以上である抗体組成物。
【００２３】
　(23）　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリ
コシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位にフコースの1位がα結合する糖
鎖修飾に関与する酵素の活性が遺伝子工学的な手法により低下または欠失した細胞。
　(24)　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素が、以下の(a)、(b) 
及び (c)からなる群から選ばれる酵素である、（23）記載の細胞。
(a)　GMD（GDP-mannose 4,6-dehydratase）；
(b)　Fx (GDP-keto-6-deoxymannose 3,5-epimerase, 4-reductase)；
(c)　GFPP（GDP-beta-L-fucose pyrophosphorylase）。
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　(25)　GMDが、以下の (a) または (b) であるDNAがコードする蛋白質である、（24）に
記載の細胞。
(a)　配列番号65で表される塩基配列からなるDNA；
(b)　配列番号65で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつGMD活性を有する蛋白質をコードするDNA。
　(26)　GMDが、以下の (a)、(b) 及び (c) からなる群から選ばれる蛋白質である、（24
）に記載の細胞。
(a)　配列番号71で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(b)　配列番号71で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつGMD活性を有する蛋白質。
(c)　配列番号71で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつGMD活性を有する蛋白質。
【００２４】
　(27)　Fxが、以下の (a) または (b) であるDNAがコードする蛋白質である、（24）に
記載の細胞。
(a) 配列番号48で表される塩基配列からなるDNA；
(b) 配列番号48で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつFxを有する蛋白質をコードするDNA。
　(28)　Fxが、以下の (a)、(b) 及び (c) からなる群から選ばれる蛋白質である、（24
）に記載の細胞。
(a)　配列番号72で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(b)　配列番号72で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつFx活性を有する蛋白質；
(c)　配列番号72で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつFx活性を有する蛋白質。
　(29)　GFPPが、以下の (a) または (b) であるDNAがコードする蛋白質である、（24）
に記載の細胞。
(a) 配列番号51で表される塩基配列からなるDNA；
(b) 配列番号51で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつGFPP活性を有する蛋白質をコードするDNA。
【００２５】
　(30)　GFPPが、以下の (a)、(b) 及び (c) からなる群から選ばれる蛋白質である、（2
4）に記載の細胞。
(a)　配列番号73で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(b)　配列番号73で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつGFPP活性を有する蛋白質；
(c)　配列番号73で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつGFPP活性を有する蛋白質。
　(31)　N-グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位にフコースの1位
がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素がα-1,6-フコシルトランスフェラーゼである、（2
3）に記載の細胞。
　(32)　α-1,6-フコシルトランスフェラーゼが、以下の (a)、(b)、(c)及び(d)からなる
群から選ばれるDNAがコードする蛋白質である、（31）に記載の細胞。
(a)　配列番号1で表される塩基配列からなるDNA；
(b)　配列番号2で表される塩基配列からなるDNA；
(c)　配列番号1で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質をコードするDNA；
(d)　配列番号2で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質をコードするDNA。
【００２６】
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　(33)　α-1,6-フコシルトランスフェラーゼが、以下の (a)、(b)、(c)、(d)、(e)及び 
(f) からなる群から選ばれる蛋白質である、（31）に記載の細胞。
(a)　配列番号23で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(b)　配列番号24で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(c)　配列番号23で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつα-1,6-フコシルトランスフェ
ラーゼ活性を有する蛋白質；
(d)　配列番号24で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつα-1,6-フコシルトランスフェ
ラーゼ活性を有する蛋白質；
(e)　配列番号23で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質；
(f)　配列番号24で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質。
　(34)　遺伝子工学的な手法が、以下の (a)、(b)、(c) 及び (d) からなる群から選ばれ
る手法である、（23）～(33)のいずれか1項に記載の細胞。
(a) 酵素の遺伝子を標的した遺伝子破壊の手法；
(b) 酵素の遺伝子のドミナントネガティブ体を導入する手法；
(c) 酵素についての突然変異を導入する手法；
(d) 酵素の遺伝子の転写又は翻訳を抑制する手法。
　(35)　少なくともN-グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位とフ
コースの1位がα結合した糖鎖構造を認識するレクチンに耐性である、（23）～(34)のい
ずれか1項に記載の細胞。
【００２７】
　(36)　（23）～(35)のいずれか1項に記載の細胞が、下記の (a)～(i) からなる群から
選ばれる細胞。
(a) チャイニーズハムスター卵巣組織由来CHO細胞；
(b) ラットミエローマ細胞株YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20細胞；
(c) マウスミエローマ細胞株NS0細胞；
(d) マウスミエローマ細胞株SP2/0-Ag14細胞；
(e) シリアンハムスター腎臓組織由来BHK細胞；
(f) 抗体を産生するハイブリドーマ細胞；
(g) ヒト白血病細胞株ナマルバ細胞；
(h) 胚性幹細胞；
(i) 受精卵細胞。
　(37)　（23）～(36)のいずれか1項に記載の細胞に、抗体分子をコードする遺伝子を導
入した細胞。
　(38)　抗体分子のクラスがIgGである、（37）記載の細胞。
【００２８】
　(39)　（37）または(38)項に記載の細胞を培地に培養し、培養物中に抗体組成物を生成
蓄積させ、該培養物から抗体組成物を採取する工程を含む、抗体組成物の製造方法。
　(40)　親株から得られる抗体組成物よりも、抗体依存性細胞障害活性が高い抗体組成物
を生産する、（39）に記載の方法。
　(41)　（39）または(40)に記載の方法を用いて製造される、抗体組成物。
【００２９】
　(42）　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリ
コシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位にフコースの1位がα結合する糖
鎖修飾に関与する酵素の活性が低下するように、ゲノムが改変されたトランスジェニック
非ヒト動物あるいは植物、またはその子孫。
　(43)　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の遺伝子またはN-グリ
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コシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位にフコースの1位がα結合する糖
鎖修飾に関与する酵素の遺伝子がノックアウトされた、（42）記載のトランスジェニック
非ヒト動物あるいは植物、またはその子孫。
　(44)　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素が、以下の(a)、(b) 
及び (c)からなる群から選ばれる酵素である、（42）または(43)に記載のトランスジェニ
ック非ヒト動物あるいは植物、またはその子孫。
(a) GMD（GDP-mannose 4,6-dehydratase）；
(b) Fx (GDP-keto-6-deoxymannose 3,5-epimerase, 4-reductase)；
(c) GFPP（GDP-beta-L-fucose pyrophosphorylase）。
【００３０】
　(45)　GMDが、以下の (a) または (b) であるDNAがコードする蛋白質である、（44）に
記載のトランスジェニック非ヒト動物あるいは植物、またはその子孫。(a) 配列番号65で
表される塩基配列からなるDNA；
(b) 配列番号65で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつGMD活性を有する蛋白質をコードするDNA。
　(46)　Fxが、以下の (a) または (b) であるDNAがコードする蛋白質である、（44）に
記載のトランスジェニック非ヒト動物あるいは植物、またはその子孫。(a) 配列番号48で
表される塩基配列からなるDNA；
(b) 配列番号48で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつFx活性を有する蛋白質をコードするDNA。
　(47)　GFPPが、以下の (a) または (b) であるDNAがコードする蛋白質である、（44）
に記載の細胞。
(a) 配列番号51で表される塩基配列からなるDNA；
(b) 配列番号51で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつGFPP活性を有する蛋白質をコードするDNA。
【００３１】
　(48)　N-グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位にフコースの1位
がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素がα-1,6-フコシルトランスフェラーゼである、（4
2）または(43)に記載のトランスジェニック非ヒト動物あるいは植物、またはその子孫。
　(49)　α-1,6-フコシルトランスフェラーゼが、以下の (a)、(b)、(c) 及び (d) から
なる群から選ばれるDNAがコードする蛋白質である、（48）に記載のトランスジェニック
非ヒト動物あるいは植物、またはその子孫。
(a) 配列番号1で表される塩基配列からなるDNA；
(b) 配列番号2で表される塩基配列からなるDNA；
(c) 配列番号1で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダイ
ズし、かつα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質をコードするDNA；
(d) 配列番号2で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダイ
ズし、かつα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質をコードするDNA。
【００３２】
　(50)　トランスジェニック非ヒト動物が、ウシ、ヒツジ、ヤギ、ブタ、ウマ、マウス、
ラット、ニワトリ、サル及びウサギからなる群から選ばれる動物である、（42）～(49)の
いずれか1項に記載のトランスジェニック非ヒト動物、またはその子孫。
【００３３】
　(51)　（42）～(50)のいずれか1項に記載のトランスジェニック非ヒト動物あるいは植
物、またはその子孫に抗体分子をコードする遺伝子を導入し、該動物あるいは植物を飼育
し、飼育した動物あるいは植物から導入した抗体を含む組織あるいは体液を取得し、取得
した組織あるいは体液から目的とする抗体組成物を採取する工程を含む、抗体組成物を製
造する方法。
　(52)　抗体分子のクラスがIgGである、（51）に記載の方法。
　(53)　ゲノムが改変されていない非ヒト動物あるいは植物、またはその子孫から得られ
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る抗体組成物よりも、抗体依存性細胞障害活性が高い抗体組成物を生産する、（51）また
は(52)に記載の方法。
　(54)　（51）～(53)のいずれか1項に記載の方法を用いて製造される、抗体組成物。
　(55)　（21）、(22)、(41)または(54)のいずれか１項に記載の抗体組成物を有効成分と
して含有する医薬。
　(56)　医薬が、腫瘍を伴なう疾患、アレルギーを伴なう疾患、炎症を伴なう疾患、自己
免疫疾患、循環器疾患、ウイルス感染を伴なう疾患または細菌感染を伴なう疾患に対する
診断薬、予防薬又は治療薬である、（55）に記載の医薬。
【００３４】
　(57） 以下の(a)、(b)、(c)、(d)、(e)、(f)、(g)、(h)、(i)及び(j)からなる群から選
ばれる蛋白質。
(a)　配列番号71で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(b)　配列番号71で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつGMD活性を有する蛋白質；
(c)　配列番号72で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(d)　配列番号72で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつFx活性を有する蛋白質；
(e)　配列番号73で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(f)　配列番号73で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつGFPP活性を有する蛋白質；
(g)　配列番号23で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(h)　配列番号23で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつα-1,6-フコシルトランスフェ
ラーゼ活性を有する蛋白質；
(i)　配列番号24で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質；
(j)　配列番号24で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿
入および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつα-1,6-フコシルトランスフェ
ラーゼ活性を有する蛋白質。
【００３５】
　(58)　（57）記載の蛋白質をコードするDNA。
　(59）　以下の (a)、(b)、(c)、(d)及び (e) からなる群から選ばれるDNA。
(a)　配列番号1で表される塩基配列を含むDNA；
(b)　配列番号2で表される塩基配列を含むDNA；
(c)　配列番号65で表される塩基配列を含むDNA；
(d)　配列番号48で表される塩基配列を含むDNA；
(e)　配列番号51で表される塩基配列を含むDNA。
(60）　以下の (a)、(b) 及び (c)からなる群から選ばれるゲノムDNA。
(a) 配列番号3で表される塩基配列を含むゲノムDNA；
(b) 配列番号67で表される塩基配列を含むゲノムDNA；
(c) 配列番号70で表される塩基配列を含むゲノムDNA。
　(61)　（58）～(60)のいずれか1項に記載のDNA全長あるいは一部を含む相同組み換えの
ためのターゲットベクター。
【００３６】
【発明の実施の形態】
　本発明の抗体分子をコードする遺伝子を導入したチャイニーズハムスター卵巣組織由来
CHO細胞とは、N-グリコシド結合複合型糖鎖をFc領域に有する抗体分子からなる組成物で
あって、該組成物中に含まれるFc領域に結合する全N-グリコシド結合複合型糖鎖のうち、
糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンにフコースが結合していない糖鎖の割合が２０％
以上である抗体組成物を生産する、抗体分子をコードする遺伝子を導入したチャイニーズ
ハムスター卵巣組織由来のCHO細胞であればいかなるCHO細胞も包含される。
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　本発明において、抗体分子とは、抗体のFc領域を含む分子であればいかなる分子も包含
される。具体的には、抗体、抗体の断片、Fc領域を含む融合タンパク質などをあげること
ができる。
　抗体とは、外来抗原刺激の結果、免疫反応によって生体内に産生される蛋白質で、抗原
と特異的に結合する活性を有するものをいう。抗体としては動物に抗原を免疫し、免疫動
物の脾臓細胞より作製したハイブリドーマ細胞が分泌する抗体のほか、遺伝子組換え技術
により作製された抗体、すなわち、抗体遺伝子を挿入した抗体発現ベクターを、宿主細胞
へ導入することにより取得された抗体などがあげられる。具体的には、ハイブリドーマが
生産する抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体などをあげることができる。
【００３７】
　ハイブリドーマとは、ヒト以外の哺乳動物に抗原を免疫して取得されたB細胞と、マウ
ス等に由来するミエローマ細胞とを細胞融合させて得られる、所望の抗原特異性を有した
モノクローナル抗体を産生する細胞を意味する。
　ヒト化抗体としては、ヒト型キメラ抗体、ヒト型CDR移植抗体などがあげられる。
　ヒト型キメラ抗体は、ヒト以外の動物の抗体重鎖可変領域（以下、可変領域はV領域と
してHVまたはVHとも称す）および抗体軽鎖可変領域（以下、軽鎖はL鎖としてLVまたはVL
とも称す）とヒト抗体の重鎖定常領域（以下、CHとも称す）およびヒト抗体の軽鎖定常領
域（以下、CLとも称す）とからなる抗体を意味する。ヒト以外の動物としては、マウス、
ラット、ハムスター、ラビット等、ハイブリドーマを作製することが可能であれば、いか
なるものも用いることができる。
　ヒト型キメラ抗体は、モノクローナル抗体を生産するハイブリドーマより、VHおよびVL
をコードするcDNAを取得し、ヒト抗体CHおよびヒト抗体CLをコードする遺伝子を有する宿
主細胞用発現ベクターにそれぞれ挿入してヒト型キメラ抗体発現ベクターを構築し、宿主
細胞へ導入することにより発現させ、製造することができる。
【００３８】
　ヒト型キメラ抗体のCHとしては、ヒトイムノグロブリン（以下、hIgと表記する）に属
すればいかなるものでもよいが、hIgGクラスのものが好適であり、更にhIgGクラスに属す
るhIgG1、hIgG2、hIgG3、hIgG4といったサブクラスのいずれも用いることができる。また
、ヒト型キメラ抗体のCLとしては、hIgに属すればいかなるものでもよく、κクラスある
いはλクラスのものを用いることができる。
　ヒト型CDR移植抗体は、ヒト以外の動物の抗体のVHおよびVLのCDRのアミノ酸配列をヒト
抗体のVHおよびVLの適切な位置に移植した抗体を意味する。
　ヒト型CDR移植抗体は、ヒト以外の動物の抗体のVHおよびVLのCDR配列を任意のヒト抗体
のVHおよびVLのCDR配列に移植したV領域をコードするcDNAを構築し、ヒト抗体のCHおよび
ヒト抗体のCLをコードする遺伝子を有する宿主細胞用発現ベクターにそれぞれ挿入してヒ
ト型CDR移植抗体発現ベクターを構築し、該発現ベクターを宿主細胞へ導入することによ
りヒト型CDR移植抗体を発現させ、製造することができる。
　ヒト型CDR移植抗体のCHとしては、hIgに属すればいかなるものでもよいが、hIgGクラス
のものが好適であり、更にhIgGクラスに属するhIgG1、hIgG2、hIgG3、hIgG4といったサブ
クラスのいずれも用いることができる。また、ヒト型CDR移植抗体のCLとしては、hIgに属
すればいかなるものでもよく、κクラスあるいはλクラスのものを用いることができる。
【００３９】
　ヒト抗体は、元来、ヒト体内に天然に存在する抗体を意味するが、最近の遺伝子工学的
、細胞工学的、発生工学的な技術の進歩により作製されたヒト抗体ファージライブラリー
ならびにヒト抗体産生トランスジェニック動物あるいはヒト抗体産生トランスジェニック
植物から得られる抗体等も含まれる。
　ヒト体内に存在する抗体は、例えば、ヒト末梢血リンパ球を単離し、EBウイルス等を感
染させ不死化、クローニングすることにより、該抗体を産生するリンパ球を培養でき、培
養物中より該抗体を精製することができる。
　ヒト抗体ファージライブラリーは、ヒトB細胞から調製した抗体遺伝子をファージ遺伝
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子に挿入することによりFab、一本鎖抗体等の抗体断片をファージ表面に発現させたライ
ブラリーである。該ライブラリーより、抗原を固定化した基質に対する結合活性を指標と
して所望の抗原結合活性を有する抗体断片を発現しているファージを回収することができ
る。該抗体断片は、更に遺伝子工学的手法により、2本の完全なH鎖および2本の完全なL鎖
からなるヒト抗体分子へも変換することができる。
ヒト抗体産生トランスジェニック非ヒト動物は、ヒト抗体遺伝子が細胞内に組込まれた動
物を意味する。具体的には、マウスES細胞へヒト抗体遺伝子を導入し、該ES細胞を他のマ
ウスの初期胚へ移植後、発生させることによりヒト抗体産生トランスジェニック動物を作
製することができる。また、動物の受精卵にヒト抗体遺伝子を導入し、該受精卵を発生さ
せることによってヒト抗体産生トランスジェニック動物を作製することもできる。ヒト抗
体産生トランスジェニック動物からのヒト抗体の作製方法は、通常のヒト以外の哺乳動物
で行われているハイブリドーマ作製方法によりヒト抗体産生ハイブリドーマを得、培養す
ることで培養物中にヒト抗体を産生蓄積させることができる。
【００４０】
　トランスジェニック非ヒト動物は、ウシ、ヒツジ、ヤギ、ブタ、ウマ、マウス、ラット
、ニワトリ、サル又はウサギ等があげられる。
　また、本発明において、抗体が、腫瘍関連抗原を認識する抗体、アレルギーあるいは炎
症に関連する抗原を認識する抗体、循環器疾患に関連する抗原を認識する抗体、自己免疫
疾患に関連する抗原を認識する抗体、またはウイルスあるいは細菌感染に関連する抗原を
認識する抗体であることが好ましく、抗体のクラスがIgGのヒト抗体が好ましい。
　抗体の断片とは、上記抗体のFc領域を含んだ断片を意味する。抗体の断片としては、H
鎖の単量体、H鎖の２量体などがあげられる。
　Fc領域を含む融合タンパク質とは、抗体のFc領域を含んだ抗体あるいは抗体の断片と、
酵素、サイトカインなどのタンパク質とを融合させた物質を意味する。
【００４１】
　本発明において、抗体分子のFc領域に結合する糖鎖としては、N-グリコシド結合糖鎖が
挙げられ、そのN-グリコシド結合糖鎖としては、コア構造の非還元末端側にガラクトース
ーN-アセチルグルコサミン（以下、Gal-GlcNAcと表記する）の枝を並行して１ないしは複
数本有し、更にGal-GlcNAcの非還元末端側にシアル酸、バイセクティングのN-アセチルグ
ルコサミンなどの構造を有するコンプレックス型（複合型）をあげることができる。
　抗体分子のFc領域には、N-グリコシド結合糖鎖がそれぞれ１カ所ずつ結合する領域を有
しているので、抗体１分子あたり２本の糖鎖が結合している。抗体に結合するN-グルコシ
ド結合糖鎖としては、前記構造式（I）で示されるコア構造を有するいかなる糖鎖も包含
されるので、抗体に結合する２本のN-グルコシド結合糖鎖には多数の糖鎖の組み合わせが
存在することになる。したがって、Fc領域に結合した糖鎖構造の観点から物質の同一性を
判断することができる。
【００４２】
　本発明において、N-グリコシド結合複合型糖鎖をFc領域に有する抗体分子からなる組成
物（以下、本発明の抗体組成物と称する）とは、本発明の効果が得られる範囲であれば、
単一の糖鎖構造を有する抗体から構成されていてもよいし、複数の異なる糖鎖構造を有す
る糖鎖から構成されていてもよい。
　本発明において、抗体組成物中に含まれるFc領域に結合する全N-グリコシド結合複合型
糖鎖のうち、糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンにフコースが結合していない糖鎖の
割合とは、該組成物中に含まれるFc領域に結合する全てのN-グリコシド結合複合型糖鎖の
合計数に対して、糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンにフコースが結合していない糖
鎖の数が占める割合をいう。
　本発明において、N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンにフ
コースが結合していない糖鎖とは、該フコースが、N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端
のN-アセチルグルコサミンにα結合していない糖鎖を意味する。具体的には、該フコース
の１位がN-グリコシド結合複合型糖鎖のN-アセチルグルコサミンの６位にα結合していな
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い糖鎖があげられる。
【００４３】
　本発明の抗体組成物中に含まれるFc領域に結合する全N-グリコシド結合複合型糖鎖のう
ち、糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンにフコースが結合していない糖鎖の割合が、
好ましくは２０％以上、より好ましくは２５％以上、さらに好ましくは３０％以上、特に
好ましくは４０％以上、最も好ましくは５０％以上である抗体組成物は、高いADCC活性を
有する。抗体濃度が低下すれば、それに伴ってADCC活性が低下するが、糖鎖還元末端のN-
アセチルグルコサミンにフコースが結合していない糖鎖の割合が２０％以上の場合、抗体
濃度が低くても高いADCC活性を獲得することができる。
　N-グリコシド結合複合型糖鎖をFc領域に有する抗体分子からなる組成物中に含まれる、
糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンにフコースが結合していない糖鎖の割合は、抗体
分子からヒドラジン分解や酵素消化などの公知の方法[生物化学実験法23―糖タンパク質
糖鎖研究法（学会出版センター）高橋禮子編（1989）]を用い、糖鎖を遊離させ、遊離さ
せた糖鎖を蛍光標識又は同位元素標識し、標識した糖鎖をクロマトグラフィー法にて分離
することによって決定することができる。また、遊離させた糖鎖をHPAED-PAD法[ジャーナ
ル・オブ・リキッド・クロマトグラフィー（J. Liq. Chromatogr.）, 6, 1577 (1983)]に
よって分析することによっても決定することができる。
【００４４】
　本発明において、チャイニーズハムスター卵巣組織由来のCHO細胞とは、チャイニーズ
ハムスター（Chinese hamster；Cricetulus griseus）の卵巣組織から樹立された株化細
胞であればいかなる細胞も包含される。その具体的な例としては、Journal of Experimen
tal Medicine, 108, 945 (1958)、Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 60, 1275 (1968)、Genetics, 55, 513 (1968)、Chromosoma, 41, 129 (1973)
、Methods in Cell Science, 18, 115 (1996)、Radiation Research, 148, 260 (1997)、
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 4216 (1980)、Proc. Natl.
Acad. Sci. 60, 1275 (1968)、Cell, 6, 121 (1975)、Molecular Cell Genetics, Append
ix I,II (p883-900)等の文献に記載されているCHO細胞をあげることができる。また、ATC
C（The American Type Culture Collection）に登録されているCHO-K1株（ATCC CCL-61）
、DUXB11株（ATCC CRL-9096）、Pro-5株（ATCC CRL-1781）や、市販のCHO-S株（Lifetech
nologies社 Cat#11619）、あるいはこれら株を様々な培地に馴化させた亜株なども具体的
な例としてあげることができる。
【００４５】
　本発明において、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素とは、細胞
内で糖鎖へのフコースの供給源である糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素
であればいかなる酵素も包含される。細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に係わる
酵素とは、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に影響を与える酵素のことを意味す
る。
　細胞内の糖ヌクレオチドGDP-フコースは、de novoの合成経路あるいはSalvage合成経路
により供給されている。したがって、これら合成経路に関与する酵素はすべて細胞内GDP-
フコースの合成に係わる酵素に包含される。
　細胞内の糖ヌクレオチドGDP-フコースのde novoの合成経路に関与する酵素としては、
具体的には、GDP-mannose 4,6-dehydratase（GDP-マンノース4,6-デヒドラターゼ；以下
、GMDと表記する）、GDP-keto-6-deoxymannose 3,5-epimerase, 4-reductase（GDP-ケト-
デオキシマンノース 3,5-エピメラーゼ, 4-リダクターゼ；以下、Fxと表記する）などが
あげられる。
　細胞内の糖ヌクレオチドGDP-フコースのSalvage合成経路に関与する酵素としては、具
体的には、GDP-beta-L-fucose pyrophosphorylase（GDP-ベータ-L-フコース-ピロホスフ
ォリラーゼ；以下、GFPPと表記する）、Fucokinase（フコキナーゼ）などがあげられる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に影響を与える酵素としては、上述の細胞内
の糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成経路に関与する酵素の活性に影響を与えたり、該酵
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素の基質となる物質の構造に影響を与える酵素も包含される。
【００４６】
　本発明において、GMDとしては、
下記(a)または(b)のDNAがコードする蛋白質、
(a) 配列番号65で表される塩基配列からなるDNA
(b) 配列番号65で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつGMD活性を有する蛋白質をコードするDNA
または、
(c) 配列番号71で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質
(d) 配列番号71で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿入
および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつGMD活性を有する蛋白質
(e) 配列番号71で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列から
なり、かつGMD活性を有する蛋白質
等があげられる。
　また、GMDのアミノ酸配列をコードするDNAとしては、配列番号65で表される塩基配列を
有するDNA、配列番号65で表される塩基配列を有するDNAとストリンジェントな条件でハイ
ブリダイズし、かつGMD活性を有するアミノ酸配列をコードするDNAなどがあげられる。
【００４７】
　本発明において、Fxとしては、
下記(a)または(b)のDNAがコードする蛋白質、
(a) 配列番号48で表される塩基配列からなるDNA
(b) 配列番号48で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつFx活性を有する蛋白質をコードするDNA
または、
(c) 配列番号72で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質
(d) 配列番号72で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿入
および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつFx活性を有する蛋白質
(e) 配列番号72で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列から
なり、かつFx活性を有する蛋白質
等があげられる。
　また、Fxのアミノ酸配列をコードするDNAとしては、配列番号48で表される塩基配列を
有するDNA、配列番号48で表される塩基配列を有するDNAとストリンジェントな条件でハイ
ブリダイズし、かつFx活性を有するアミノ酸配列をコードするDNAなどがあげられる。
【００４８】
　本発明において、GFPPとしては、
下記(a)または(b)のDNAがコードする蛋白質、
(a) 配列番号51で表される塩基配列からなるDNA
(b) 配列番号51で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダ
イズし、かつGFPP活性を有する蛋白質をコードするDNA
または、
(c) 配列番号73で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質
(d) 配列番号73で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿入
および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつGFPP活性を有する蛋白質
(e) 配列番号73で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列から
なり、かつGFPP活性を有する蛋白質
等があげられる。
　また、GFPPのアミノ酸配列をコードするDNAとしては、配列番号51で表される塩基配列
を有するDNA、配列番号51で表される塩基配列を有するDNAとストリンジェントな条件でハ
イブリダイズし、かつGFPP活性を有するアミノ酸配列をコードするDNAなどがあげられる
。
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【００４９】
　本発明において、N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6
位にフコースの1位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素とは、N-グリコシド結合複合型
糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位とフコースの1位がα結合する反応に関与す
る酵素であればいかなる酵素も包含される。N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-ア
セチルグルコサミンの6位とフコースの1位がα結合する反応に関与する酵素とは、N-グリ
コシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位とフコースの1位がα結合
する反応に影響を与える酵素を意味する。
　N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位にフコースの1位
がα結合する反応に関与する酵素としては、具体的には、α-1,6-フコシルトランスフェ
ラーゼやα-L-フコシダーゼなどがあげられる。
　また、上述のN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位と
フコースの1位がα結合する反応に関与する酵素の活性に影響を与えたり、該酵素の基質
となる物質の構造に影響を与える酵素も包含される。
【００５０】
　本発明において、α-1,6-フコシルトランスフェラーゼとしては、
下記(a)、(b)、(c)または(d)のDNAがコードする蛋白質、
(a) 配列番号1で表される塩基配列からなるDNA
(b) 配列番号2で表される塩基配列からなるDNA
(c) 配列番号1で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダイ
ズし、かつα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質をコードするDNA
(d) 配列番号2で表される塩基配列からなるDNAとストリンジェントな条件でハイブリダイ
ズし、かつα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質をコードするDNA
または、
(e) 配列番号23で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質
(f) 配列番号24で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質
(g) 配列番号23で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿入
および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつα-1,6-フコシルトランスフェラ
ーゼ活性を有する蛋白質
(h) 配列番号24で表されるアミノ酸配列において、１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿入
および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつα-1,6-フコシルトランスフェラ
ーゼ活性を有する蛋白質
(i) 配列番号23で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列から
なり、かつα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質
(j) 配列番号24で表されるアミノ酸配列と８０％以上の相同性を有するアミノ酸配列から
なり、かつα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性を有する蛋白質
等があげられる。
【００５１】
　また、α-1,6-フコシルトランスフェラーゼのアミノ酸配列をコードするDNAとしては、
配列番号１または２で表される塩基配列を有するDNA、配列番号１または２で表される塩
基配列を有するDNAとストリンジェントな条件でハイブリダイズし、かつα-1,6-フコシル
トランスフェラーゼ活性を有するアミノ酸配列をコードするDNAなどがあげられる。
【００５２】
　本発明において、ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするDNAとは、例えば配
列番号１、２、４８、５１または６５で表される塩基配列を有するDNAなどのDNAまたはそ
の一部の断片をプローブとして、コロニー・ハイブリダイゼーション法、プラーク・ハイ
ブリダイゼーション法あるいはサザンブロットハイブリダイゼーション法等を用いること
により得られるDNAを意味し、具体的には、コロニーあるいはプラーク由来のDNAを固定化
したフィルターを用いて、０．７～１．０Ｍの塩化ナトリウム存在下、６５℃でハイブリ
ダイゼーションを行った後、０．１～２倍濃度のＳＳＣ溶液（１倍濃度のＳＳＣ溶液の組
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成は、１５０ｍＭ塩化ナトリウム、１５ｍＭクエン酸ナトリウムよりなる）を用い、６５
℃条件下でフィルターを洗浄することにより同定できるDNAをあげることができる。ハイ
ブリダイゼーションは、Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Second Edition, Co
ld Spring Harbor Laboratory Press, 1989（以下、モレキュラー・クローニング第２版
と略す）、Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, 1987-1997（
以下、カレント・プロトコールズ・イン・モレキュラー・バイオロジーと略す）、DNA Cl
oning 1: Core Techniques, A Practical Approach, Second Edition, Oxford Universit
y (1995)等に記載されている方法に準じて行うことができる。ハイブリダイズ可能なDNA
として具体的には、配列番号１、２、４８、５１または６５で表される塩基配列と少なく
とも６０％以上の相同性を有するDNA、好ましくは７０％以上、より好ましくは８０％以
上、さらに好ましくは９０％以上、特に好ましくは９５％以上、最も好ましくは９８％以
上の相同性を有するDNAをあげることができる。
【００５３】
　本発明において、配列番号２３、２４、７１、７２または７３で表されるアミノ酸配列
において１以上のアミノ酸が欠失、置換、挿入および／または付加されたアミノ酸配列か
らなり、かつα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性、GMD活性、Fx活性またはGFPP活性
を有する蛋白質は、モレキュラー・クローニング第２版、カレント・プロトコールズ・イ
ン・モレキュラー・バイオロジー、Nucleic Acids Research, 10, 6487 (1982)、Proc. N
atl. Acad. Sci., USA,79, 6409(1982)、Gene, 34, 315 (1985)、Nucleic Acids Researc
h, 13, 4431 (1985)、Proc. Natl. Acad. Sci USA,82, 488 (1985)等に記載の部位特異的
変異導入法を用いて、例えば、配列番号１、２、６５、４８または５１で表されるDNAに
部位特異的変異を導入することにより取得することができる。欠失、置換、挿入および／
または付加されるアミノ酸の数は１個以上でありその数は特に限定されないが、上記の部
位特異的変異導入法等の周知の技術により、欠失、置換もしくは付加できる程度の数であ
り、例えば、１～数十個、好ましくは１～２０個、より好ましくは１～１０個、さらに好
ましくは１～５個である。
　また、本発明において、α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ活性、GMD活性、Fx活性ま
たはGFPP活性を有するためには、それぞれ配列番号２３、２４、７１、７２または７３で
表されるアミノ酸配列とＢＬＡＳＴ〔J. Mol. Biol., 215, 403 (1990)〕やＦＡＳＴＡ〔
Methods in Enzymology, 183, 63 (1990)〕等の解析ソフトを用いて計算したときに、少
なくとも８０％以上、好ましくは８５％以上、より好ましくは９０％以上、さらに好まし
くは９５％以上、特に好ましくは９７％以上、最も好ましくは９９％以上の相同性を有す
る。
【００５４】
　本発明のCHO細胞としては、上述の酵素活性が低下または欠失した細胞があげられる。
　上述の酵素活性が低下または欠失した細胞としては、すなわち、細胞内糖ヌクレオチド
GDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端の
N-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の
活性が親株より低下または欠失した細胞を包含する。このような細胞を取得する方法とし
ては、目的とする酵素活性を低下または欠失させることができる手法であれば、いずれの
手法でも用いることができる。上述の酵素活性を低下または欠失させる手法としては、
（ａ）酵素の遺伝子を標的した遺伝子破壊の手法；
（ｂ）酵素の遺伝子のドミナントネガティブ体を導入する手法；
（ｃ）酵素についての突然変異を導入する手法；
（ｄ）酵素の遺伝子の転写又は翻訳を抑制する手法；
（ｅ）N-グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位とフコースの１位
がα結合した糖鎖構造を認識するレクチンに耐性である株を選択する手法
などがあげられる。
　ここで、レクチンに耐性である株は、ある一定濃度のレクチンを含む培地中で培養した
場合に、親株に比べて統計的な有意差を伴って少なくとも２倍、好ましくは３倍、より好
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ましくは５倍以上生存率に差が生じる性質を獲得する株を選択することで取得することが
できる。また、レクチンを含む培地中で培養した場合に、ある一定の生存率、例えば８０
％の生存率、で培養可能なレクチンの濃度が、親株に比べ少なくとも２倍、好ましくは５
倍、より好ましくは１０倍、さらに好ましくは２０倍以上の濃度となる株を選択すること
でも取得することができる。
【００５５】
　N-グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位とフコースの1位がα結
合した糖鎖構造を認識するレクチンとしては、該糖鎖構造を認識できるレクチンであれば
、いずれのレクチンでも用いることができる。その具体的な例としては、レンズマメレク
チンLCA（Lens Culinaris由来のLentil Agglutinin）、エンドウマメレクチンPSA（Pisum
 sativum由来のPea Lectin）、ソラマメレクチンVFA（Vicia faba由来のAgglutinin）、
ヒイロチャワンタケレクチンAAL（Aleuria aurantia由来のLectin）等をあげることがで
きる。
【００５６】
　本発明のCHO細胞は、上記の目的とする酵素活性を低下または欠失させる手法を施す前
の親株であるCHO細胞が生産する抗体組成物より、ADCC活性が高い抗体組成物を生産する
ことができる。
　また、本発明のCHO細胞は、抗体組成物中に含まれるFc領域に結合する全N-グリコシド
結合複合型糖鎖のうち、糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンとフコースが結合してい
ない糖鎖の割合が２０％未満である抗体組成物よりもADCC活性が高い抗体組成物を生産す
ることができる。
【００５７】
　本発明において親株としては、例えば、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関
与する酵素の活性またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミン
の6位にフコースの1位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の活性が低下していない細胞
があげられる。具体的には、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の
活性またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの6位にフコ
ースの1位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の活性を低下または欠失させるような処
理を施していない細胞が用いられる。
【００５８】
　本発明において、ADCC活性とは、生体内で、腫瘍細胞等の細胞表面抗原などに結合した
抗体が、抗体Fc領域とエフェクター細胞表面上に存在するFcレセプターとの結合を介して
エフェクター細胞を活性化し、腫瘍細胞等を障害する活性を意味する［モノクローナル・
アンティボディズ：プリンシプルズ・アンド・アプリケーションズ(Monoclonal Antibodi
es: Principles and Applications), Wiley-Liss, Inc., Capter 2.1 (1995)］。エフェ
クター細胞としては、キラー細胞、ナチュラルキラー細胞、活性化されたマクロファージ
等があげられる。
【００５９】
　本発明は、また、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性また
はN-グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα
結合する糖鎖修飾に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結合糖鎖修飾に関与する酵素
の活性が、遺伝子工学的な手法により低下した細胞（以下、本発明の宿主細胞と略記する
）に関する。本発明の宿主細胞は、ADCC活性が高い抗体組成物を生産するための宿主細胞
として有用である。
【００６０】
　本発明の宿主細胞としては、抗体分子を発現できる宿主細胞であればいかなる細胞も包
含する。その例として、酵母、動物細胞、昆虫細胞、植物細胞などがあげられる。これら
の細胞の具体的な例としては、後述の３．に記載のものがあげられる。特に、動物細胞の
中でも、チャイニーズハムスター卵巣組織由来のCHO細胞、ラットミエローマ細胞株YB2/3
HL.P2.G11.16Ag.20細胞、マウスミエローマ細胞株NS0細胞、マウスミエローマ細胞株SP2/
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0-Ag14細胞、シリアンハムスター腎臓組織由来BHK細胞、抗体を産生するハイブリドーマ
細胞、ヒト白血病細胞株ナマルバ細胞、胚性幹細胞、受精卵細胞などが好ましい。
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００６１】
１．　本発明の宿主細胞の作製
　本発明の宿主細胞は、以下に述べる手法により作製することができる。
（１）酵素の遺伝子を標的とした遺伝子破壊の手法
　本発明の宿主細胞は、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素または
N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位
がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の遺伝子を標的とし、遺伝子破壊の方法を用いるこ
とにより作製することができる。細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵
素としては、具体的には、GMD、Fx、GFPP、Fucokinaseなどがあげられる。N-グリコシド
結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する
糖鎖修飾に関与する酵素としては、具体的には、α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ、
α-L-フコシダーゼなどがあげられる。
　ここでいう遺伝子とは、DNAまたはRNAを含む。
　遺伝子破壊の方法としては、標的とする酵素の遺伝子を破壊することができる方法であ
ればいかなる方法も包含される。その例としては、アンチセンス法、リボザイム法、相同
組換え法、RDO法、RNAi法、レトロウイルスを用いた方法、トランスポゾンを用いた方法
等があげられる。以下これらを具体的に説明する。
【００６２】
（ａ）アンチセンス法又はリボザイム法による本発明の宿主細胞の作製
　本発明の宿主細胞は、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素または
N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位
がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素遺伝子を標的とし、細胞工学, 12, 239, (1993)、
バイオ／テクノロジー(BIO/TECHNOLOGY), 17, 1097, (1999)、ヒューマン・モレキュラー
・ジェネティクス(Hum. Mol. Genet.), 5, 1083, (1995)、細胞工学, 13, 255, (1994)、
プロシーディングス・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンス(Proc. Nat
l. Acad. Sci. U.S.A.), 96, 1886
(1999)等に記載されたアンチセンス法又はリボザイム法を用いて、例えば、以下のように
作製することができる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合
型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素をコードするcDNAあるいはゲノムDNAを調製する。
【００６３】
　調製したあるいはゲノムDNAの塩基配列を決定する。
　決定したDNAの配列に基づき、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵
素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコー
スの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素をコードするDNA部分、非翻訳領域の部分
あるいはイントロン部分を含む適当な長さのアンチセンス遺伝子またはリボザイムのコン
ストラクトを設計する。
　該アンチセンス遺伝子、またはリボザイムを細胞内で発現させるために、調製したDNA
の断片、または全長を適当な発現ベクターのプロモーターの下流に挿入することにより、
組換えベクターを作製する。
　該組換えベクターを、該発現ベクターに適合した宿主細胞に導入することにより形質転
換体を得る。
【００６４】
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結
合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖
鎖修飾に関与する酵素の活性を指標として形質転換体を選択することにより、本発明の宿
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主細胞を得ることができる。また、細胞膜上の糖タンパク質の糖鎖構造または産生抗体分
子の糖鎖構造を指標として形質転換体を選択することにより、本発明の宿主細胞を得るこ
ともできる。
　本発明の宿主細胞を作製するために用いられる宿主細胞としては、酵母、動物細胞、昆
虫細胞、植物細胞など、標的とする細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する
酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコ
ースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の遺伝子を有しているものであればいず
れも用いることができる。具体的には、後述の３．に記載の宿主細胞があげられる。
【００６５】
　発現ベクターとしては、上記宿主細胞において自立複製可能ないしは染色体中への組み
込みが可能で、設計したアンチセンス遺伝子、またはリボザイムを転写できる位置にプロ
モーターを含有しているものが用いられる。具体的には、後述の３．に記載の発現ベクタ
ーがあげられる。
　各種宿主細胞への遺伝子の導入方法としては、後述の３．に記載の各種宿主細胞に適し
た組換えベクターの導入方法を用いることができる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結
合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖
鎖修飾に関与する酵素の活性を指標として形質転換体を選択する方法としては、例えば、
以下の方法があげられる。
【００６６】
形質転換体を選択する方法
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結
合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖
鎖修飾に関与する酵素の活性が低下した細胞を選択する方法としては、文献［新生化学実
験講座３―糖質Ｉ,糖タンパク質(東京化学同人)日本生化学会編(1988)］、文献[細胞工学
, 別冊, 実験プロトコールシリーズ,グライコバイオロジー実験プロトコール,糖タンパク
質・糖脂質・プロテオグリカン(秀潤社製)谷口直之・鈴木明美・古川清・菅原一幸監修（
1996）]、モレキュラー・クローニング第２版、カレント・プロトコールズ・イン・モレ
キュラー・バイオロジー等に記載された生化学的な方法あるいは遺伝子工学的な方法など
があげられる。生化学的な方法としては、例えば、酵素特異的な基質を用いて酵素活性を
評価する方法があげられる。遺伝子工学的な方法としては、例えば、酵素遺伝子のmRNA量
を測定するノーザン解析やＲＴ-PCR法等があげられる。
【００６７】
　細胞膜上の糖タンパク質の糖鎖構造を指標として形質転換体を選択する方法としては、
例えば、後述の１の（５）に記載の方法があげられる。産生抗体分子の糖鎖構造を指標と
して形質転換体を選択する方法としては、例えば、後述の５または後述の６に記載の方法
があげられる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合
型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素をコードするcDNAを調製する方法としては、例えば、以下に記載の方法が
あげられる。
【００６８】
DNAの調製方法
　ヒト又は非ヒト動物の組織又は細胞、各種宿主細胞から全RNA又はmRNAを調製する。
調製した全RNA又はmRNAからcDNAライブラリーを作製する。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合
型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素のアミノ酸配列に基づいて、デジェネレイティブプライマーを作製し、作
製したcDNAライブラリーを鋳型としてPCR法にて　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの
合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミ
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ンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素をコードする遺伝子断片
を取得する。
　取得した遺伝子断片をプローブとして用い、cDNAライブラリーをスクリーニングし、細
胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖
鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関
与する酵素をコードするDNAを取得することができる。
【００６９】
　ヒト又は非ヒト動物の組織又は細胞のmRNAは市販のもの(例えばClontech社)を用いても
よいし、以下のごとくヒト又は非ヒト動物の組織又は細胞から調製してもよい。ヒト又は
非ヒト動物の組織又は細胞から全RNAを調製する方法としては、チオシアン酸グアニジン-
トリフルオロ酢酸セシウム法［メソッズ・イン・エンザイモロジー(Methods in Enzymolo
gy), 154, 3 (1987)］、酸性チオシアン酸グアニジン・フェノール・クロロホルム（ＡＧ
ＰＣ）法［アナリティカル・バイオケミストリー(Analytical Biochemistry), 162, 156 
(1987); 実験医学、9, 1937 (1991)］などがあげられる。
　また、全RNAからｐｏｌｙ（Ａ）+ RNAとしてmRNAを調製する方法としては、オリゴ（ｄ
Ｔ）固定化セルロースカラム法（モレキュラー・クローニング第２版）等があげられる。
　さらに、Fast Track mRNA Isolation Kit（Invitrogen社）、Quick Prep mRNA Purific
ation Kit（Pharmacia社）などのキットを用いることによりmRNAを調製することができる
。
【００７０】
　調製したヒト又は非ヒト動物の組織又は細胞mRNAからcDNAライブラリーを作製する。cD
NAライブラリー作製法としては、モレキュラー・クローニング第２版、カレント・プロト
コールズ・イン・モレキュラー・バイオロジー、A Laboratory
Manual, 2 nd Ed.(1989)等に記載された方法、あるいは市販のキット、例えばSuperScrip
t Plasmid System for cDNA Synthesis and Plasmid Cloning（Life Technologies社）、
ZAP-cDNA Synthesis Kit（STRATAGENE社）を用いる方法などがあげられる。
　cDNAライブラリーを作製するためのクローニングベクターとしては、大腸菌K12株中で
自立複製できるものであれば、ファージベクター、プラスミドベクター等いずれでも使用
できる。具体的には、ZAP Express［STRATAGENE社、ストラテジーズ(Strategies), 5, 58
 (1992)］、pBluescript II SK(+)［ヌクレイック・アシッド・リサーチ(Nucleic Acids 
Research), 17, 9494 (1989)］、Lambda ZAP II（STRATAGENE社）、λgt10、λgt11［デ
ィーエヌエー・クローニング・ア・プラクティカル・アプローチ(DNA cloning, A Practi
cal Approach),1, 49 (1985)］、λTriplEx（Clontech社）、λExCell（Pharmacia社）、
pT7T318U（Pharmacia社）、pcD2［モレキュラー・セルラー・バイオロジー(Mol. Cell. B
iol.), 3, 280 (1983)］およびpUC18［ジーン(Gene), 33, 103 (1985)］等をあげること
ができる。
【００７１】
　宿主微生物としては、微生物であればいずれでも用いることができるが、好ましくは大
腸菌が用いられる。具体的には、Escherichia coli XL1-Blue MRF'［STRATAGENE社、スト
ラテジーズ(Strategies), 5, 81 (1992)］、Escherichia coli C600［ジェネティクス(Ge
netics), 39, 440 (1954)］、Escherichia coli Y1088［サイエンス(Science), 222, 778
 (1983)］、Escherichia coli Y1090［サイエンス(Science), 222, 778 (1983)］、Esche
richia coli NM522［ジャーナル・オブ・モレキュラー・バイオロジー(J. Mol. Biol.), 
166, 1 (1983)］、Escherichia coli K802［ジャーナル・オブ・モレキュラー・バイオロ
ジー(J. Mol. Biol.), 16, 118 (1966)］およびEscherichia coli JM105［ジーン(Gene),
 38, 275 (1985)］等が用いられる。
　このcDNAライブラリーを、そのまま以降の解析に用いてもよいが、不完全長cDNAの割合
を下げ、なるべく完全長cDNAを効率よく取得するために、菅野らが開発したオリゴキャッ
プ法［ジーン(Gene), 138, 171 (1994); ジーン(Gene), 200, 149 (1997); 蛋白質核酸酵
素, 41, 603 (1996); 実験医学, 11, 2491 (1993); cDNAクローニング(羊土社 )(1996); 
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遺伝子ライブラリーの作製法(羊土社) (1994)］を用いて調製したcDNAライブラリーを以
下の解析に用いてもよい。
【００７２】
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合
型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素のアミノ酸配列に基づいて、該アミノ酸配列をコードすることが予測され
る塩基配列の5'端および3'端の塩基配列に特異的なデジェネレイティブプライマーを作製
し、作製したcDNAライブラリーを鋳型としてPCR法［ピーシーアール・プロトコールズ(PC
R Protocols), Academic Press (1990)］を用いてDNAの増幅を行うことにより、細胞内糖
ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元
末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する
酵素をコードする遺伝子断片を取得することができる。
【００７３】
　取得した遺伝子断片が細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素または
N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位
がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素をコードするDNAであることは、通常用いられる塩
基配列解析方法、例えばサンガー（Sanger）らのジデオキシ法［プロシーディングス・オ
ブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンス(Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.),
 74, 5463 (1977)］あるいはＡＢＩＰＲＩＳＭ３７７DNAシークエンサー（PE Biosystems
社製）等の塩基配列分析装置を用いて分析することにより、確認することができる。
　該遺伝子断片DNAをプローブとして、ヒト又は非ヒト動物の組織又は細胞に含まれるmRN
Aから合成したcDNAあるいはcDNAライブラリー対してコロニーハイブリダイゼーションや
プラークハイブリダイゼーション（モレキュラー・クローニング第２版）を行うことによ
り、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複
合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修
飾に関与する酵素のDNAを取得することができる。
【００７４】
　また、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結
合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖
鎖修飾に関与する酵素をコードする遺伝子断片を取得するために用いたプライマーを用い
、ヒト又は非ヒト動物の組織又は細胞に含まれるmRNAから合成したcDNAあるいはcDNAライ
ブラリーを鋳型として、PCR法を用いてスクリーニングを行うことにより、細胞内糖ヌク
レオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端
のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素
のDNAを取得することもできる。
【００７５】
　取得した細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド
結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する
糖鎖修飾に関与する酵素をコードするDNAの塩基配列を末端から、通常用いられる塩基配
列解析方法、例えばサンガー（Sanger）らのジデオキシ法［プロシーディングス・オブ・
ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンス(Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.), 74,
 5463 (1977)］あるいはＡＢＩＰＲＩＳＭ３７７DNAシークエンサー（PE Biosystems社製
）等の塩基配列分析装置を用いて分析することにより、該DNAの塩基配列を決定する。
　決定したcDNAの塩基配列をもとに、ＢＬＡＳＴ等の相同性検索プログラムを用いて、Ｇ
ｅｎＢａｎｋ、ＥＭＢＬおよびＤＤＢＪなどの塩基配列データベースを検索することによ
り、データベース中の遺伝子の中で細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する
酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコ
ースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素をコードしている遺伝子を決定すること
もできる。
【００７６】
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上記の方法で得られる細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素をコード
する遺伝子の塩基配列としては、例えば、配列番号48、51または65に記載の塩基配列があ
げられる。N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコ
ースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素をコードする遺伝子の塩基配列としては
、例えば、配列番号1または2に記載の塩基配列があげられる。
　決定されたDNAの塩基配列に基づいて、フォスフォアミダイト法を利用したパーキン・
エルマー社のDNA合成機model 392等のDNA合成機で化学合成することにより、細胞内糖ヌ
クレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末
端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵
素のcDNAを取得することもできる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合
型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素のゲノムDNAを調製する方法としては、例えば、以下に記載の方法があげ
られる。
【００７７】
ゲノムDNAの調製方法
　ゲノムDNAを調製する方法としては、モレキュラー・クローニング第２版やカレント・
プロトコールズ・イン・モレキュラー・バイオロジー等に記載された公知の方法があげら
れる。また、ゲノムDNAライブラリースクリーニングシステム（Genome Systems社）やUni
versal GenomeWalkerTM Kits（CLONTECH社）などを用いることにより、細胞内糖ヌクレオ
チドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-
アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素のゲ
ノムDNAを単離することもできる。
　上記の方法で得られる細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素のゲノ
ムDNAの塩基配列として、例えば配列番号67または70に記載の塩基配列があげられる。N-
グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位が
α結合する糖鎖修飾に関与する酵素のゲノムDNAの塩基配列として、例えば配列番号３に
記載の塩基配列があげられる。
　また、発現ベクターを用いず、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵
素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコー
スの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の塩基配列に基づいて設計したアンチセン
スオリゴヌクレオチドまたはリボザイムを、直接宿主細胞に導入することで、本発明の宿
主細胞を得ることもできる。
【００７８】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドまたはリボザイムは、常法またはDNA合成機を用いる
ことにより調製することができる。具体的には、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合
成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミン
の６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素をコードするcDNAおよびゲ
ノムDNAの塩基配列のうち、連続した５～１５０塩基、好ましくは５～６０塩基、より好
ましくは１０～４０塩基に相当する配列を有するオリゴヌクレオチドの配列情報に基づき
、該オリゴヌクレオチドと相補的な配列に相当するオリゴヌクレオチド（アンチセンスオ
リゴヌクレオチド）または該オリゴヌクレオチドの配列を含むリボザイムを合成すること
で調製することができる。
【００７９】
　オリゴヌクレオチドとしては、オリゴRNAおよび該オリゴヌクレオチドの誘導体（以下
、オリゴヌクレオチド誘導体という）等があげられる。
　オリゴヌクレオチド誘導体としては、オリゴヌクレオチド中のリン酸ジエステル結合が
ホスフォロチオエート結合に変換されたオリゴヌクレオチド誘導体、オリゴヌクレオチド
中のリン酸ジエステル結合がＮ３'-Ｐ５'ホスフォアミデート結合に変換されたオリゴヌ
クレオチド誘導体、オリゴヌクレオチド中のリボースとリン酸ジエステル結合がペプチド
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核酸結合に変換されたオリゴヌクレオチド誘導体、オリゴヌクレオチド中のウラシルがＣ
-５プロピニルウラシルで置換されたオリゴヌクレオチド誘導体、オリゴヌクレオチド中
のウラシルがＣ-５チアゾールウラシルで置換された誘導体オリゴヌクレオチド、オリゴ
ヌクレオチド中のシトシンがＣ-５プロピニルシトシンで置換されたオリゴヌクレオチド
誘導体、オリゴヌクレオチド中のシトシンがフェノキサジン修飾シトシン（phenoxazine-
modified cytosine）で置換されたオリゴヌクレオチド誘導体、オリゴヌクレオチド中の
リボースが２'-Ｏ-プロピルリボースで置換されたオリゴヌクレオチド誘導体、あるいは
オリゴヌクレオチド中のリボースが２'-メトキシエトキシリボースで置換されたオリゴヌ
クレオチド誘導体等があげられる［細胞工学, 16, 1463 (1997)］。
【００８０】
（ｂ）相同組換え法による本発明の宿主細胞の作製
　本発明の宿主細胞は、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素または
N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位
がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の遺伝子を標的とし、染色体上の標的遺伝子を相同
組換え法を用い改変することによって作製することができる。
　染色体上の標的遺伝子の改変は、Manipulating the Mouse Embryo A Laboratory Manua
l, Second Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1994)（以下、「マニピュ
レイティング・ザ・マウス・エンブリオ・ア・ラボラトリー・マニュアル」と略す）、Ge
ne Targeting, A Practical Approach, IRL Press at Oxford University Press (1993)
、バイオマニュアルシリーズ８ ジーンターゲッティング, ＥＳ細胞を用いた変異マウス
の作製,羊土社 (1995)（以下、「ＥＳ細胞を用いた変異マウスの作製」と略す）等に記載
の方法を用い、例えば以下のように行うことができる。
【００８１】
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合
型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素のゲノムDNAを調製する。
　ゲノムDNAの塩基配列にも基づき、改変する標的遺伝子（例えば、細胞内糖ヌクレオチ
ドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-ア
セチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の構造
遺伝子、あるいはプロモーター遺伝子）を相同組換えするためのターゲットベクターを作
製する。
　作製したターゲットベクターを宿主細胞に導入し、標的遺伝子とターゲットベクターの
間で相同組換えを起こした細胞を選択することにより、本発明の宿主細胞を作製すること
ができる。
【００８２】
　宿主細胞としては、酵母、動物細胞、昆虫細胞、植物細胞等、標的とする細胞内糖ヌク
レオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端
のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素
の遺伝子を有しているものであればいずれも用いることができる。具体的には、後述の３
．に記載の宿主細胞があげられる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合
型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素のゲノムDNAを調製する方法としては、上記１の（１）の（ａ）に記載の
「ゲノムDNAの調製方法」などがあげられる。
　上記の方法で得られる細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素のゲノ
ムDNAの塩基配列として、例えば配列番号67または70に記載の塩基配列があげられる。N-
グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位が
α結合する糖鎖修飾に関与する酵素のゲノムDNAの塩基配列として、例えば配列番号３に
記載の塩基配列があげられる。
【００８３】
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　標的遺伝子を相同組換えするためのターゲットベクターは、 Gene Targeting, A Pract
ical Approach, IRL Press at Oxford University Press (1993)、バイオマニュアルシリ
ーズ８ ジーンターゲッティング, ＥＳ細胞を用いた変異マウスの作製(羊土社)(1995)等
に記載の方法にしたがって作製することができる。ターゲットベクターは、リプレースメ
ント型、インサーション型いずれでも用いることができる。
　各種宿主細胞へのターゲットベクターの導入には、後述の３．に記載の各種宿主細胞に
適した組換えベクターの導入方法を用いることができる。
　相同組換え体を効率的に選別する方法として、例えば、Gene Targeting, A Practical 
Approach, IRL Press at Oxford University Press (1993)、バイオマニュアルシリーズ
８ ジーンターゲッティング, ＥＳ細胞を用いた変異マウスの作製(羊土社)(1995)等に記
載のポジティブ選択、プロモーター選択、ネガティブ選択、ポリＡ選択などの方法を用い
ることができる。選別した細胞株の中から目的とする相同組換え体を選択する方法として
は、ゲノムDNAに対するサザンハイブリダイゼーション法（モレキュラー・クローニング
第２版）やPCR法［ピーシーアール・プロトコールズ(PCR Protocols), Academic Press (
1990)］等があげられる。
【００８４】
(ｃ) RDO方法による本発明の宿主細胞の作製
　本発明の宿主細胞は、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素または
N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位
がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の遺伝子を標的とし、RDO（RNA-DNA oligonucleoti
de）法を用い、例えば、以下のように作製することができる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合
型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素のcDNAあるいはゲノムDNAを調製する。
　調製したcDNAあるいはゲノムDNAの塩基配列を決定する。
　決定したDNAの配列に基づき、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵
素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコー
スの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素をコードする部分、非翻訳領域の部分ある
いはイントロン部分を含む適当な長さのRDOのコンストラクトを設計し合成する。
【００８５】
　合成したRDOを宿主細胞に導入し、標的とした酵素、すなわち細胞内糖ヌクレオチドGDP
-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチ
ルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素に変異が生
じた形質転換体を選択することにより、本発明の宿主細胞を作製することができる。
　宿主細胞としては、酵母、動物細胞、昆虫細胞、植物細胞等、標的とする細胞内糖ヌク
レオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端
のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素
の遺伝子を有しているものであればいずれも用いることができる。具体的には、後述の３
．に記載の宿主細胞があげられる。
　各種宿主細胞へのRDOの導入には、後述の３．に記載の各種宿主細胞に適した組み換え
ベクターの導入方法を用いることができる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合
型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素のcDNAを調製する方法としては、例えば、上記１の（１）の（ａ）に記載
の「DNAの調製方法」などがあげられる。
【００８６】
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合
型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素のゲノムDNAを調製する方法としては、例えば、上記１の（１）の（ａ）
に記載の「ゲノムDNAの調製方法」などがあげられる。



(28) JP 4290423 B2 2009.7.8

10

20

30

40

50

　DNAの塩基配列は、適当な制限酵素などで切断後、pBluescript SK(-)（Stratagene社製
）等のプラスミドにクローニングし、通常用いられる塩基配列解析方法、例えば、サンガ
ー（Sanger）らのジデオキシ法［プロシーディングス・オブ・ザ・ナショナル・アカデミ
ー・オブ・サイエンス(Proc. Natl. Acad. Sci.,U.S.A.), 74, 5463 (1977)］等の反応を
行い、塩基配列自動分析装置、例えば、A. L. F. DNAシークエンサー（Pharmacia社製）
等を用いて解析することで該DNAの塩基配列を決定することができる。
【００８７】
　RDOは、常法またはDNA合成機を用いることにより調製することができる。
　RDOを宿主細胞に導入し、標的とした酵素、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成
に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの
６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の遺伝子に変異が生じた細胞
を選択する方法としては、モレキュラー・クローニング第２版、カレント・プロトコール
ズ・イン・モレキュラー・バイオロジー等に記載された染色体上の遺伝子の変異を直接検
出する方法があげられる。
　また、前記１の（１）の（ａ）に記載の、導入した細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコース
の合成に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグ
ルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の活性を指標と
して形質転換体を選択する方法、後述の１の（５）に記載の細胞膜上の糖タンパク質の糖
鎖構造を指標として形質転換体を選択する方法、あるいは、後述の５または後述の６に記
載の産生抗体分子の糖鎖構造を指標として形質転換体を選択する方法も用いることができ
る。
【００８８】
　RDOのコンストラクトは、サイエンス(Science), 273, 1386, (1996); ネイチャー・メ
ディシン(Nature Medicine), 4, 285, (1998); へパトロジー(Hepatology), 25, 1462, (
1997); ジーン・セラピー(Gene Therapy), 5, 1960, (1999); ジーン・セラピー(Gene Th
erapy), 5, 1960, (1999); ジャーナル・オブ・モレキュラー・メディシン(J. Mol. Med.
), 75, 829, (1997); プロシーディングス・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・
サイエンス(Proc. Natl. Acad. Sci. USA), 96, 8774, (1999); プロシーディングス・オ
ブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンス(Proc. Natl. Acad. Sci. USA), 96
, 8768, (1999); ヌクレイック・アシッド・リサーチ(Nuc. Acids. Res.), 27, 1323, (1
999); インベスティゲーション・オブ・ダーマトロジー(Invest. Dematol.), 111, 1172,
 (1998); ネイチャー・バイオテクノロジー(Nature Biotech.), 16, 1343, (1998); ネイ
チャー・バイオテクノロジー(Nature Biotech.), 18, 43, (2000); ネイチャー・バイオ
テクノロジー(Nature Biotech.), 18, 555, (2000)等の記載に従って設計することができ
る。
【００８９】
（ｄ）RNAi方法による本発明の宿主細胞の作製
　本発明の宿主細胞は、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素または
N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位
がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の遺伝子を標的とし、 RNAi（RNA interference）
法を用い、例えば、以下のように作製することができる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合
型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素のcDNAを調製する。
　調製したcDNAの塩基配列を決定する。
　決定したDNAの配列に基づき、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵
素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコー
スの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素をコードする部分あるいは非翻訳領域の部
分を含む適当な長さのRNAi遺伝子のコンストラクトを設計する。
【００９０】
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　該RNAi遺伝子を細胞内で発現させるために、調製したDNAの断片、または全長を適当な
発現ベクターのプロモーターの下流に挿入することにより、組換えベクターを作製する。
　該組換えベクターを、該発現ベクターに適合した宿主細胞に導入することにより形質転
換体を得る。
　導入した細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリ
コシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結
合する糖鎖修飾に関与する酵素の活性、あるいは産生抗体分子または細胞表面上の糖タン
パク質の糖鎖構造を指標に形質転換体を選択することで、本発明の宿主細胞を得ることが
できる。
　宿主細胞としては、酵母、動物細胞、昆虫細胞、植物細胞等、標的とする細胞内糖ヌク
レオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端
のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素
の遺伝子を有しているものであればいずれも用いることができる。具体的には、後述の３
．に記載の宿主細胞があげられる。
【００９１】
　発現ベクターとしては、上記宿主細胞において自立複製可能ないしは染色体中への組み
込みが可能で、設計したRNAi遺伝子を転写できる位置にプロモーターを含有しているもの
が用いられる。具体的には、後述の３．に記載の発現ベクターがあげられる。
　各種宿主細胞への遺伝子の導入には、後述の３．に記載の各種宿主細胞に適した組換え
ベクターの導入方法を用いることができる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結
合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖
鎖修飾に関与する酵素の活性を指標として形質転換体を選択する方法としては、例えば、
前記１の（１）の（ａ）に記載の方法があげられる。
　細胞膜上の糖タンパク質の糖鎖構造を指標として形質転換体を選択する方法としては、
例えば、後述の１の（５）に記載の方法があげられる。産生抗体分子の糖鎖構造を指標と
して形質転換体を選択する方法としては、例えば、後述の５または後述の６に記載の方法
があげられる。
【００９２】
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合
型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素のcDNAを調製する方法としては、例えば、前記１の（１）の（ａ）に記載
されたDNAの調製方法などがあげられる。
　また、発現ベクターを用いず、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵
素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコー
スの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の塩基配列に基づいて設計したRNAi遺伝子
を、直接宿主細胞に導入することで、本発明の宿主細胞を得ることもできる。
【００９３】
　RNAi遺伝子は、常法またはDNA合成機を用いることにより調製することができる。
　RNAi遺伝子のコンストラクトは、[ネイチャー(Nature), 391, 806, (1998); プロシー
ディングス・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンス(Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA), 95, 15502, (1998); ネイチャー(Nature), 395, 854, (1998); プロシーデ
ィングス・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンス(Proc. Natl. Acad. S
ci. USA), 96, 5049, (1999); セル(Cell), 95, 1017, (1998); プロシーディングス・オ
ブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンス(Proc. Natl. Acad. Sci. USA), 96
, 1451, (1999); プロシーディングス・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイ
エンス(Proc. Natl. Acad. Sci. USA), 95, 13959, (1998); ネイチャー・セル・バイオ
オロジー(Nature Cell Biol.), 2, 70, (2000)]等の記載に従って設計することができる
。
【００９４】
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（ｅ）トランスポゾンを用いた方法による、本発明の宿主細胞の作製
　本発明の宿主細胞は、ネイチャー・ジェネティク(Nature Genet.)，25, 35, (2000)等
に記載のトランスポゾンのシステムを用い、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に
関与する酵素の活性またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミ
ンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の活性、あるいは産生抗
体分子または細胞膜上の糖タンパク質の糖鎖構造を指標に突然変異体を選択することで、
本発明の宿主細胞を作製することができる。
　トランスポゾンのシステムとは、外来遺伝子をランダムに染色体上に挿入させることで
突然変異を誘発させるシステムであり、通常、トランスポゾンに挿まれた外来遺伝子を突
然変異を誘発させるベクターとして用い、この遺伝子を染色体上にランダムに挿入させる
ためのトランスポゼースの発現ベクターを同時に細胞の中に導入する。
　トランスポゼースは、用いるトランスポゾンの配列に適したものであればいかなるもの
も用いることができる。
　外来遺伝子としては、宿主細胞のDNAに変異を誘起するものであればいかなる遺伝子も
用いることができる。
【００９５】
　宿主細胞としては、酵母、動物細胞、昆虫細胞、植物細胞等、標的とする細胞内糖ヌク
レオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端
のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素
の遺伝子を有しているものであればいずれも用いることができる。具体的には、後述の３
．に記載の宿主細胞があげられる。各種宿主細胞への遺伝子の導入には、後述の３．に記
載の各種宿主細胞に適した組み換えベクターの導入方法を用いることができる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結
合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖
鎖修飾に関与する酵素の活性を指標として突然変異体を選択する方法としては、例えば、
前記１の（１）の（ａ）に記載の方法があげられる。 　細胞膜上の糖タンパク質の糖鎖
構造を指標として突然変異体を選択する方法としては、例えば、後述の１の（５）に記載
の方法があげられる。産生抗体分子の糖鎖構造を指標として突然変異体を選択する方法と
しては、例えば、後述の５または後述の６に記載の方法があげられる。
【００９６】
（２）酵素の遺伝子のドミナントネガティブ体を導入する手法
　本発明の宿主細胞は、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素または
N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位
がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の遺伝子を標的とし、該酵素のドミナントネガティ
ブ体を導入する手法を用いることにより作製することができる。細胞内糖ヌクレオチドGD
P-フコースの合成に関与する酵素としては、具体的には、GMD、Fx、GFPP、Fucokinaseな
どがあげられる。N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位
にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素としては、具体的には、α-1,6-
フコシルトランスフェラーゼ、α-L-フコシダーゼなどがあげられる。
　これらの酵素は、基質特異性を有したある特定の反応を触媒する酵素であり、このよう
な基質特異性を有した触媒作用を有する酵素の活性中心を破壊することで、これらの酵素
のドミナントネガティブ体を作製することができる。標的とする酵素のうち、GMDを例と
して、そのドミナントネガティブ体に作製について具体的に以下に述べる。
【００９７】
　大腸菌由来のGMDの立体構造を解析した結果、４つのアミノ酸（133番目のトレオニン、
135番目のグルタミン酸、157番目のチロシン、161番目のリシン）が酵素活性に重要な機
能を担っていることが明らかにされている（Structure, 8, 2, 2000）。すなわち、立体
構造の情報にもとづきこれら４つのアミノ酸を異なる他のアミノ酸に置換した変異体を作
製した結果、いずれの変異体においても有意に酵素活性が低下していたことが示されてい
る。一方、GMDの補酵素NADPや基質であるGDP-マンノースとの結合能に関しては、いずれ



(31) JP 4290423 B2 2009.7.8

10

20

30

40

50

の変異体においてもほとんど変化が観察されていない。従って、GMDの酵素活性を担うこ
れら４つのアミノ酸を置換することによりドミナントネガティブ体を作製することができ
る。大腸菌由来のGMDの結果に基づき、アミノ酸配列情報をもとにした相同性比較や立体
構造予測を行うことにより、例えば、CHO細胞由来のGMD（配列番号65）では、155番目の
トレオニン、157番目のグルタミン酸、179番目のチロシン、183番目のリシンを他のアミ
ノ酸に置換することによりドミナントネガティブ体を作製することができる。このような
アミノ酸置換を導入した遺伝子の作製は、モレキュラー・クローニング第２版、カレント
・プロトコールズ・イン・モレキュラー・バイオロジー等に記載された部位特異的変異導
入法を用いて行うことができる。
【００９８】
　本発明の宿主細胞は、上述のように作製した標的酵素のドミナントネガティブ体遺伝子
を用い、モレキュラー・クローニング第２版、カレント・プロトコールズ・イン・モレキ
ュラー・バイオロジー、マニピュレーティング・マウス・エンブリオ第２版等に記載され
た遺伝子導入の方法に従って、例えば、以下のように作製することができる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合
型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素のドミナントネガティブ体をコードする遺伝子（以下、ドミナントネガテ
ィブ体遺伝子と略記する）を調製する。
　調製したドミナントネガティブ体遺伝子の全長DNAをもとにして、必要に応じて、該タ
ンパク質をコードする部分を含む適当な長さのDNA断片を調製する。
　該DNA断片、または全長DNAを適当な発現ベクターのプロモーターの下流に挿入すること
により、組換えベクターを作製する。
　該組換えベクターを、該発現ベクターに適合した宿主細胞に導入することにより、形質
転換体を得る。
【００９９】
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結
合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖
鎖修飾に関与する酵素の活性、あるいは産生抗体分子または細胞膜上の糖タンパク質の糖
鎖構造を指標に形質転換体を選択することで、本発明の宿主細胞を作製することができる
。
　宿主細胞としては、酵母、動物細胞、昆虫細胞、植物細胞等、標的とする細胞内糖ヌク
レオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端
のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素
の遺伝子を有しているものであればいずれも用いることができる。具体的には、後述の３
．に記載の宿主細胞があげられる。
　発現ベクターとしては、上記宿主細胞において自立複製可能ないしは染色体中への組み
込みが可能で、目的とするドミナントネガティブ体をコードするDNAを転写できる位置に
プロモーターを含有しているものが用いられる。具体的には、後述の３．に記載の発現ベ
クターがあげられる。
【０１００】
　各種宿主細胞への遺伝子の導入には、後述の３．に記載の各種宿主細胞に適した組み換
えベクターの導入方法を用いることができる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結
合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖
鎖修飾に関与する酵素の活性を指標として形質転換体を選択する方法としては、例えば、
前記１の（１）の（ａ）に記載の方法があげられる。 　細胞膜上の糖タンパク質の糖鎖
構造を指標として形質転換体を選択する方法としては、例えば、後述の１の（５）に記載
の方法があげられる。産生抗体分子の糖鎖構造を指標として形質転換体を選択する方法と
しては、例えば、後述の５または後述の６に記載の方法があげられる。
【０１０１】
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（３）酵素についての突然変異を導入する手法
　本発明の宿主細胞は、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素または
N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位
がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の遺伝子について突然変異を導入し、該酵素に突然
変異を生じた所望の細胞株を選択する手法を用いることにより作製できる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素としては、GMD、Fx、GFPP、F
ucokinaseなどがあげられる。N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコ
サミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素としては、具体的に
は、α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ、α-L-フコシダーゼなどがあげられる。
【０１０２】
　方法としては、１）突然変異誘発処理で親株を処理した突然変異体あるいは自然発生的
に生じた突然変異体から、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活
性またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコー
スの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の活性を指標として所望の細胞株を選択す
る方法、２）突然変異誘発処理で親株を処理した突然変異体あるいは自然発生的に生じた
突然変異体から、生産抗体分子の糖鎖構造を指標として所望の細胞株を選択する方法、３
）突然変異誘発処理で親株を処理した突然変異体あるいは自然発生的に生じた突然変異体
から、該細胞の細胞膜上の糖タンパク質の糖鎖構造を指標として所望の細胞株を選択する
方法などがあげられる。
　突然変異誘発処理としては、親株の細胞のDNAに点突然変異、欠失あるいはフレームシ
フト突然変異を誘起するものであればいかなる処理も用いることができる。
【０１０３】
　具体的には、エチルニトロソウレア、ニトロソグアニジン、ベンゾピレン、アクリジン
色素による処理、放射線の照射などがあげられる。また、種々のアルキル化剤や発癌物質
も突然変異誘発物質として用いることができる。突然変異誘発物質を細胞に作用させる方
法としては、例えば、組織培養の技術 第三版（朝倉書店）日本組織培養学会編(1996)、
ネイチャー・ジェネティクス(Nature Genet.), 24, 314, (2000)等に記載の方法をあげる
ことができる。
　自然発生的に生じた突然変異体としては、特別な突然変異誘発処理を施さないで、通常
の細胞培養の条件で継代培養を続けることによって自然発生的に生じる突然変異体をあげ
ることができる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結
合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖
鎖修飾に関与する酵素の活性を測定する方法としては、例えば、前記１の（１）の（ａ）
に記載の方法があげられる。産生抗体分子の糖鎖構造を識別する方法としては、例えば、
後述の５または後述の６に記載の方法があげられる。細胞膜上の糖タンパク質の糖鎖構造
を識別する方法としては、例えば、後述の１の（５）に記載の方法があげられる。
【０１０４】
（４）酵素の遺伝子の転写又は翻訳を抑制する手法
　本発明の宿主細胞は、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素または
N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位
がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の遺伝子を標的とし、アンチセンスRNA／DNA技術［
バイオサイエンスとインダストリー, 50, 322 (1992)、化学, 46, 681 (1991)、Biotechn
ology,9, 358 (1992)、Trends in Biotechnology,10, 87 (1992)、Trends in Biotechnol
ogy,10, 152 (1992)、細胞工学, 16, 1463 (1997)］、トリプル・ヘリックス技術［Trend
s in Biotechnology,10, 132 (1992)］等を用い、標的とする遺伝子の転写または翻訳を
抑制することで作製することができる。
　細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素としては、具体的には、GMD
、Fx、GFPP、Fucokinaseなどがあげられる。N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-ア
セチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素として
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は、具体的には、α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ、α-L-フコシダーゼなどがあげら
れる。
【０１０５】
（５）N-グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位とフコースの１位
がα結合した糖鎖構造を認識するレクチンに耐性である株を選択する手法
　本発明の宿主細胞は、N-グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位
とフコースの１位がα結合した糖鎖構造を認識するレクチンに耐性である株を選択する手
法を用いることにより作製することができる。
　N-グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位とフコースの１位がα
結合した糖鎖構造を認識するレクチンに耐性である株を選択する手法としては、例えば、
ソマティク・セル・アンド・モレキュラー・ジェネティクス（Somatic Cell Mol. Genet.
）, 12, 51, (1986)等に記載のレクチンを用いた方法があげられる。
　レクチンとしては、N-グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位と
フコースの１位がα結合した糖鎖構造を認識するレクチンであればいずれのレクチンでも
用いることができるが、その具体的な例としては、レンズマメレクチンLCA（Lens Culina
ris由来のLentil Agglutinin）エンドウマメレクチンPSA（Pisum sativum由来のPea Lect
in）、ソラマメレクチンVFA（Vicia faba由来のAgglutinin）、ヒイロチャワンタケレク
チンAAL（Aleuria aurantia由来のLectin）等をあげることができる。
【０１０６】
　具体的には、１μg/ml～１mg/mlの濃度の上述のレクチンを含む培地で１日～２週間、
好ましくは１日～１週間培養し、生存している細胞を継代培養あるいはコロニーをピック
アップし別の培養器に移し、さらに引き続きレクチンを含む培地で培養を続けることによ
ってことで、本発明のN-グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位と
フコースの１位がα結合した糖鎖構造を認識するレクチンに耐性である株を選択すること
ができる。
　上記方法で得られる株としては、例えば、後述の実施例14(2) で取得したCHO/CCR4-LCA
株Nega-13 (FERM BP-7756) があげられる。
【０１０７】
２．本発明の、トランスジェニック非ヒト動物あるいは植物またはそれら子孫の作製
　本発明の、抗体分子の糖鎖の修飾に係わる酵素の活性が制御されるようにゲノム遺伝子
が改変されたトランスジェニック非ヒト動物あるいは植物またはそれら子孫は、細胞内糖
ヌクレオチドGDP-フコースの合成に係る酵素またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端
のN-アセチルグルコサミンの１位にフコースの６位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素
の遺伝子を標的として、１．に記載の手法を用いて作製した本発明の胚性幹細胞、受精卵
細胞、植物カルス細胞より、例えば以下のように作製することができる。
　トランスジェニック非ヒト動物の場合、目的とする非ヒト動物、例えばウシ、ヒツジ、
ヤギ、ブタ、ウマ、マウス、ラット、ニワトリ、サル、ウサギ等の胚性幹細胞に、１．に
記載の手法と同様の手法を用いることにより、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成
に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサ
ミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の活性が制御された本
発明の胚性幹細胞を作製することができる。
【０１０８】
　具体的には、染色体上の細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活
性またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコー
スの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素をコードする遺伝子を公知の相同組換えの
手法［例えば、Nature, 326, 6110, 295 (1987)、Cell, 51, 3, 503 (1987)等］により不
活化または任意の配列と置換した変異クローンを作製する。作製した該変異クローンを用
い、動物の受精卵の胚盤胞(blastcyst)への注入キメラ法または集合キメラ法等の手法に
より、胚性幹細胞クローンと正常細胞からなるキメラ個体を調製することができる。この
キメラ個体と正常個体の掛け合わせにより、全身の細胞で細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコ
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ースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチ
ルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の活性が低
下または欠失したトランスジェニック非ヒト動物を得ることができる。
【０１０９】
　また、目的とする非ヒト動物、例えばウシ、ヒツジ、ヤギ、ブタ、ウマ、マウス、ラッ
ト、ニワトリ、サル、ウサギ等の受精卵細胞に、１．に記載の手法と同様の手法を用いる
ことにより、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グ
リコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα
結合する糖鎖修飾に関与する酵素の活性が低下または欠失した本発明の受精卵細胞を作製
することができる。
　作製した受精卵細胞を、マニピューレーティング・マウス・エンブリオ第２版等に記載
の胚移植の方法を用いて偽妊娠雌の卵管あるいは子宮に移植し出産させることで、細胞内
糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結合複合型
糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に
関与する酵素の活性が低下したトランスジェニック非ヒト動物を作製することができる。
【０１１０】
　トランスジェニック植物の場合、目的とする植物体カルス又は細胞に、１．に記載の手
法と同様の手法を用いることにより、細胞内糖ヌクレオチドGDP-フコースの合成に関与す
る酵素の活性またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６
位あるいは３位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾に関与する酵素の活性が低下また
は欠失した本発明のカルスを作製することができる。
　作製したカルスを、公知の方法[組織培養, 20 (1994); 組織培養, 21 (1995); トレン
ズ・イン・バイオテクノロジー(Trends in Biotechnology), 15, 45 (1997)]に準じてオ
ーキシン及びサイトカイニンを含む培地で培養することで再分化させ、細胞内糖ヌクレオ
チドGDP-フコースの合成に関与する酵素の活性またはN-グリコシド結合複合型糖鎖還元末
端のN-アセチルグルコサミンの６位あるいは３位にフコースの１位がα結合する糖鎖修飾
に関与する酵素の活性が低下したトランスジェニック植物を作製することができる。
【０１１１】
３．抗体組成物の製造方法
　抗体組成物は、モレキュラー・クローニング第２版、カレント・プロトコールズ・イン
・モレキュラー・バイオロジー、Antibodies, A Laboratory manual, Cold Spring Harbo
r Laboratory, 1988（以下、アンチボディズと略す）、Monoclonal Antibodies: princip
les and practice, Third Edition, Acad. Press, 1993（以下、モノクローナルアンチボ
ディズと略す）、Antibody Engineering, A Practical Approach, IRL Press at Oxford 
University Press, 1996（以下、アンチボディエンジニアリングと略す）等に記載された
方法を用い、例えば、以下のように宿主細胞中で発現させて取得することができる。
　抗体分子の全長cDNAを調製し、該抗体分子をコードする部分を含む適当な長さのDNA断
片を調製する。
　該DNA断片、または全長cDNAを適当な発現ベクターのプロモーターの下流に挿入するこ
とにより、組換えベクターを作製する。
　該組換えベクターを、該発現ベクターに適合した宿主細胞に導入することにより、抗体
分子を生産する形質転換体を得ることができる。
　宿主細胞としては、酵母、動物細胞、昆虫細胞、植物細胞等、目的とする遺伝子を発現
できるものであればいずれも用いることができる。
　抗体分子のFc領域に結合するN-グリコシド結合糖鎖の修飾に係わる酵素を、遺伝子工学
的な手法を用いて導入した、酵母、動物細胞、昆虫細胞、植物細胞等の細胞を宿主細胞と
して用いることもできる。
【０１１２】
　発現ベクターとしては、上記宿主細胞において自立複製可能ないしは染色体中への組込
が可能で、目的とする抗体分子をコードするDNAを転写できる位置にプロモーターを含有
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しているものが用いられる。
　cDNAは、上記１の（１）の（ａ）に記載のDNAの調製方法に従い、ヒト又は非ヒト動物
の組織又は細胞より、目的とする抗体分子に特異的なプローブプライマー等を用いて調製
することができる。
　酵母を宿主細胞として用いる場合には、発現ベクターとして、例えば、YEP13（ATCC371
15）、YEp24（ATCC37051）、YCp50（ATCC37419）等をあげることができる。
【０１１３】
　プロモーターとしては、酵母菌株中で発現できるものであればいずれのものを用いても
よく、例えば、ヘキソースキナーゼ等の解糖系の遺伝子のプロモーター、ＰＨＯ５プロモ
ーター、ＰＧＫプロモーター、ＧＡＰプロモーター、ＡＤＨプロモーター、gal 1プロモ
ーター、gal 10プロモーター、ヒートショックタンパク質プロモーター、MFα1 プロモー
ター、CUP 1プロモーター等をあげることができる。
　宿主細胞としては、サッカロミセス属、シゾサッカロミセス属、クリュイベロミセス属
、トリコスポロン属、シュワニオミセス属等に属する微生物、例えば、Saccharomyces ce
revisiae、Schizosaccharomyces pombe、Kluyveromyces lactis、Trichosporon pullulan
s、Schwanniomyces alluvius等をあげることができる。
【０１１４】
　組換えベクターの導入方法としては、酵母にDNAを導入する方法であればいずれも用い
ることができ、例えば、エレクトロポレーション法［メソッズ・エンザイモロジー(Metho
ds. Enzymol.),194, 182 (1990)］、スフェロプラスト法［プロシーディングス・オブ・
ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンス(Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A), 84, 
1929 (1978)］、酢酸リチウム法［ジャーナル・オブ・バクテリオロジー(J. Bacteriolog
y),153, 163 (1983)］、プロシーディングス・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ
・サイエンス(Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A), 75, 1929 (1978)］に記載の方法等をあ
げることができる。
【０１１５】
　動物細胞を宿主として用いる場合には、発現ベクターとして、例えば、pcDNAI、pcDM8
（フナコシ社より市販）、pAGE107［特開平3-22979；サイトテクノロジー(Cytotechnolog
y), 3, 133, (1990)］、pAS3-3［特開平2-227075］、pCDM8［ネイチャー(Nature), 329, 
840, (1987)］、pcDNAI/Amp（Invitrogen社）、pREP4（Invitrogen社）、pAGE103［ジャ
ーナル・オブ・バイオケミストリー(J. Biochemistry),101, 1307 (1987)］、pAGE210等
をあげることができる。
　プロモーターとしては、動物細胞中で発現できるものであればいずれも用いることがで
き、例えば、サイトメガロウイルス（CMV）のIE（immediate early）遺伝子のプロモータ
ー、SV40の初期プロモーター、レトロウイルスのプロモーター、メタロチオネインプロモ
ーター、ヒートショックプロモーター、ＳＲαプロモーター等をあげることができる。ま
た、ヒトＣＭＶのＩＥ遺伝子のエンハンサーをプロモーターと共に用いてもよい。
【０１１６】
　宿主細胞としては、ヒトの細胞であるナマルバ（Namalwa）細胞、サルの細胞であるCOS
細胞、チャイニーズ・ハムスターの細胞であるCHO細胞、HBT5637（特開昭63-299）、ラッ
トミエローマ細胞、マウスミエローマ細胞、シリアンハムスター腎臓由来細胞、胚性幹細
胞、受精卵細胞等をあげることができる。
　組換えベクターの導入方法としては、動物細胞にDNAを導入する方法であればいずれも
用いることができ、例えば、エレクトロポレーション法［サイトテクノロジー(Cytotechn
ology), 3, 133 (1990)］、リン酸カルシウム法［特開平2-227075］、リポフェクション
法［プロシーディングス・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンス(Proc.
 Natl. Acad. Sci. U.S.A.), 84, 7413 (1987)］、インジェクション法[マニピュレイテ
ィング・ザ・マウス・エンブリオ・ア・ラボラトリー・マニュアル]、パーティクルガン
（遺伝子銃）を用いる方法［特許第2606856、特許第2517813］、ＤＥＡＥ-デキストラン
法［バイオマニュアルシリーズ４―遺伝子導入と発現・解析法（羊土社）横田崇・新井賢
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一編(1994)］、ウイルスベクター法[マニピュレーティング・マウス・エンブリオ第２版]
等をあげることができる。
【０１１７】
　昆虫細胞を宿主として用いる場合には、例えばカレント・プロトコールズ・イン・モレ
キュラー・バイオロジーBaculovirus Expression Vectors, A Laboratory Manual, W. H.
 Freeman and Company, New York (1992)、バイオ／テクノロジー(Bio/Technology), 6, 
47 (1988)等に記載された方法によって、タンパク質を発現することができる。
　即ち、組換え遺伝子導入ベクターおよびバキュロウイルスを昆虫細胞に共導入して昆虫
細胞培養上清中に組換えウイルスを得た後、さらに組換えウイルスを昆虫細胞に感染させ
、タンパク質を発現させることができる。
　該方法において用いられる遺伝子導入ベクターとしては、例えば、pVL1392、pVL1393、
pBlueBacIII（ともにInvitorogen社）等をあげることができる。
　バキュロウイルスとしては、例えば、夜盗蛾科昆虫に感染するウイルスであるアウトグ
ラファ・カリフォルニカ・ヌクレアー・ポリヘドロシス・ウイルス(Autographa californ
ica nuclear polyhedrosis virus)等を用いることができる。
【０１１８】
　昆虫細胞としては、Spodopterafrugiperdaの卵巣細胞であるSf9、Sf21［カレント・プ
ロトコールズ・イン・モレキュラー・バイオロジーBaculovirus Expression Vectors, A 
Laboratory Manual, W. H. Freeman and Company, New York (1992)］、Trichoplusiani
の卵巣細胞であるHigh 5（Invitrogen社）等を用いることができる。
　組換えウイルスを調製するための、昆虫細胞への上記組換え遺伝子導入ベクターと上記
バキュロウイルスの共導入方法としては、例えば、リン酸カルシウム法（特開平2-227075
）、リポフェクション法［プロシーディングス・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オ
ブ・サイエンス(Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.), 84, 7413 (1987)］等をあげることが
できる。
　植物細胞を宿主細胞として用いる場合には、発現ベクターとして、例えば、Ｔｉプラス
ミド、タバコモザイクウイルスベクター等をあげることができる。
　プロモーターとしては、植物細胞中で発現できるものであればいずれのものを用いても
よく、例えば、カリフラワーモザイクウイルス（CaMV）の35Sプロモーター、イネアクチ
ン１プロモーター等をあげることができる。
【０１１９】
　宿主細胞としては、タバコ、ジャガイモ、トマト、ニンジン、ダイズ、アブラナ、アル
ファルファ、イネ、コムギ、オオムギ等の植物細胞等をあげることができる。
　組換えベクターの導入方法としては、植物細胞にDNAを導入する方法であればいずれも
用いることができ、例えば、アグロバクテリウム（Agrobacterium）［特開昭59-140885、
特開昭60-70080、WO94/00977］、エレクトロポレーション法［特開昭60-251887］、パー
ティクルガン（遺伝子銃）を用いる方法［日本特許第2606856、日本特許第2517813］等を
あげることができる。
　遺伝子の発現方法としては、直接発現以外に、モレキュラー・クローニング第２版に記
載されている方法等に準じて、分泌生産、Fc領域と他のタンパク質との融合タンパク質発
現等を行うことができる。
　糖鎖の合成に関与する遺伝子を導入した細菌、酵母、動物細胞、昆虫細胞または植物細
胞により発現させた場合には、導入した遺伝子によって糖あるいは糖鎖が付加された抗体
分子を得ることができる。
【０１２０】
　以上のようにして得られる形質転換体を培地に培養し、培養物中に抗体分子を生成蓄積
させ、該培養物から採取することにより、抗体組成物を製造することができる。形質転換
体を培地に培養する方法は、宿主細胞の培養に用いられる通常の方法に従って行うことが
できる。
　大腸菌等の原核生物あるいは酵母等の真核生物を宿主として得られた形質転換体を培養
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する培地としては、該生物が資化し得る炭素源、窒素源、無機塩類等を含有し、形質転換
体の培養を効率的に行える培地であれば天然培地、合成培地のいずれを用いてもよい。
【０１２１】
　炭素源としては、該生物が資化し得るものであればよく、グルコース、フラクトース、
スクロース、これらを含有する糖蜜、デンプンあるいはデンプン加水分解物等の炭水化物
、酢酸、プロピオン酸等の有機酸、エタノール、プロパノールなどのアルコール類等を用
いることができる。
　窒素源としては、アンモニア、塩化アンモニウム、硫酸アンモニウム、酢酸アンモニウ
ム、リン酸アンモニウム等の無機酸もしくは有機酸のアンモニウム塩、その他の含窒素化
合物、ならびに、ペプトン、肉エキス、酵母エキス、コーンスチープリカー、カゼイン加
水分解物、大豆粕および大豆粕加水分解物、各種発酵菌体およびその消化物等を用いるこ
とができる。
　無機塩類としては、リン酸第一カリウム、リン酸第二カリウム、リン酸マグネシウム、
硫酸マグネシウム、塩化ナトリウム、硫酸第一鉄、硫酸マン癌、硫酸銅、炭酸カルシウム
等を用いることができる。
【０１２２】
　培養は、通常振盪培養または深部通気攪拌培養などの好気的条件下で行う。培養温度は
１５～４０℃がよく、培養時間は、通常１６時間～７日間である。培養中のｐＨは３．０
～９．０に保持する。ｐＨの調製は、無機または有機の酸、アルカリ溶液、尿素、炭酸カ
ルシウム、アンモニアなどを用いて行う。
　また、培養中必要に応じて、アンピシリンやテトラサイクリン等の抗生物質を培地に添
加してもよい。
【０１２３】
　プロモーターとして誘導性のプロモーターを用いた組換えベクターで形質転換した微生
物を培養するときには、必要に応じてインデューサーを培地に添加してもよい。例えば、
lacプロモーターを用いた組換えベクターで形質転換した微生物を培養するときにはイソ
プロピル-β-Ｄ-チオガラクトピラノシド等を、trpプロモーターを用いた組換えベクター
で形質転換した微生物を培養するときにはインドールアクリル酸等を培地に添加してもよ
い。
【０１２４】
　動物細胞を宿主として得られた形質転換体を培養する培地としては、一般に使用されて
いるRPMI1640培地［ザ・ジャーナル・オブ・ザ・アメリカン・メディカル・アソシエイシ
ョン(The Journal of the American Medical Association),199, 519 (1967)］、Eagleの
MEM培地［サイエンス(Science),122, 501 (1952)］、ダルベッコ改変MEM培地［ヴュウロ
ロジー(Virology), 8, 396 (1959)］、１９９培地［プロシーディング・オブ・ザ・ソサ
イエティ・フォア・ザ・バイオロジカル・メディスン(Proceeding of the Society for t
he Biological Medicine), 73, 1 (1950)］、Whitten培地[発生工学実験マニュアル-トラ
ンスジェニック・マウスの作り方（講談社）勝木元也編（1987）]またはこれら培地に牛
胎児血清等を添加した培地等を用いることができる。
【０１２５】
　培養は、通常ｐＨ６～８、３０～４０℃、５％CO2存在下等の条件下で１～７日間行う
。
　また、培養中必要に応じて、カナマイシン、ペニシリン等の抗生物質を培地に添加して
もよい。
　昆虫細胞を宿主として得られた形質転換体を培養する培地としては、一般に使用されて
いるTNM-FH培地（Pharmingen社）、Sf-900 II SFM培地（Life Technologies社）、ExCell
400、ExCell405（いずれもJRH Biosciences社）、Grace's Insect Medium［ネイチャー(N
ature), 195, 788 (1962)］等を用いることができる。
　培養は、通常ｐＨ６～７、２５～３０℃等の条件下で、１～５日間行う。
　また、培養中必要に応じて、ゲンタマイシン等の抗生物質を培地に添加してもよい。
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【０１２６】
　植物細胞を宿主として得られた形質転換体は、細胞として、または植物の細胞や器官に
分化させて培養することができる。該形質転換体を培養する培地としては、一般に使用さ
れているムラシゲ・アンド・スクーグ(MS)培地、ホワイト(White)培地、またはこれら培
地にオーキシン、サイトカイニン等、植物ホルモンを添加した培地等を用いることができ
る。
　培養は、通常ｐＨ５～９、２０～４０℃の条件下で３～６０日間行う。
　また、培養中必要に応じて、カナマイシン、ハイグロマイシン等の抗生物質を培地に添
加してもよい。
　上記のとおり、抗体分子をコードするDNAを組み込んだ組換え体ベクターを保有する微
生物、動物細胞、あるいは植物細胞由来の形質転換体を、通常の培養方法に従って培養し
、抗体組成物を生成蓄積させ、該培養物より抗体組成物を採取することにより、抗体組成
物を製造することができる。
【０１２７】
　抗体遺伝子の発現方法としては、直接発現以外に、モレキュラー・クローニング第２版
に記載されている方法に準じて、分泌生産、融合タンパク質発現等を行うことができる。
　抗体組成物の生産方法としては、宿主細胞内に生産させる方法、宿主細胞外に分泌させ
る方法、あるいは宿主細胞外膜上に生産させる方法があり、使用する宿主細胞や、生産さ
せる抗体分子の構造を変えることにより、該方法を選択することができる。
　抗体組成物が宿主細胞内あるいは宿主細胞外膜上に生産される場合、ポールソンらの方
法［ジャーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリー(J. Biol. Chem.)，264, 17619 (
1989)］、ロウらの方法［プロシーディングス・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オ
ブ・サイエンス(Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.), 86, 8227 (1989); ジーン・デベロッ
プメント(Genes Develop.), 4, 1288（1990）］、または特開平05-336963、特開平06-823
021等に記載の方法を準用することにより、該抗体組成物を宿主細胞外に積極的に分泌さ
せることができる。
【０１２８】
　すなわち、遺伝子組換えの手法を用いて、発現ベクターに、抗体分子をコードするDNA
、および抗体分子の発現に適切なシグナルペプチドをコードするDNAを挿入し、該発現ベ
クターを宿主細胞へ導入の後に抗体分子を発現させることにより、目的とする抗体分子を
宿主細胞外に積極的に分泌させることができる。
　また、特開平2-227075に記載されている方法に準じて、ジヒドロ葉酸還元酵素遺伝子等
を用いた遺伝子増幅系を利用して生産量を上昇させることもできる。
　さらに、遺伝子導入した動物または植物の細胞を再分化させることにより、遺伝子が導
入された動物個体（トランスジェニック非ヒト動物）または植物個体（トランスジェニッ
ク植物）を造成し、これらの個体を用いて抗体組成物を製造することもできる。
　形質転換体が動物個体または植物個体の場合は、通常の方法に従って、飼育または栽培
し、抗体組成物を生成蓄積させ、該動物個体または植物個体より該抗体組成物を採取する
ことにより、該抗体組成物を製造することができる。
【０１２９】
　動物個体を用いて抗体組成物を製造する方法としては、例えば公知の方法［アメリカン
・ジャーナル・オブ・クリニカル・ニュートリション(American Journal of Clinical Nu
trition), 63, 639S (1996); アメリカン・ジャーナル・オブ・クリニカル・ニュートリ
ション(American Journal of Clinical Nutrition), 63, 627S (1996); バイオ／テクノ
ロジー(Bio/Technology), 9, 830 (1991)］に準じて遺伝子を導入して造成した動物中に
目的とする抗体組成物を生産する方法があげられる。
　動物個体の場合は、例えば、抗体分子をコードするDNAを導入したトランスジェニック
非ヒト動物を飼育し、抗体組成物を該動物中に生成・蓄積させ、該動物中より抗体組成物
を採取することにより、抗体組成物を製造することができる。該動物中の生成・蓄積場所
としては、例えば、該動物のミルク（特開昭63-309192）、卵等をあげることができる。
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この際に用いられるプロモーターとしては、動物で発現できるものであればいずれも用い
ることができるが、例えば、乳腺細胞特異的なプロモーターであるαカゼインプロモータ
ー、βカゼインプロモーター、βラクトグロブリンプロモーター、ホエー酸性プロテイン
プロモーター等が好適に用いられる。
【０１３０】
　植物個体を用いて抗体組成物を製造する方法としては、例えば抗体分子をコードするDN
Aを導入したトランスジェニック植物を公知の方法［組織培養, 20 (1994); 組織培養, 21
 (1995); トレンド・イン・バイオテクノロジー(Trends in Biotechnology), 15, 45 (19
97)］に準じて栽培し、抗体組成物を該植物中に生成・蓄積させ、該植物中より該抗体組
成物を採取することにより、抗体組成物を生産する方法があげられる。
【０１３１】
　抗体分子をコードする遺伝子を導入した形質転換体により製造された抗体組成物は、例
えば抗体組成物が、細胞内に溶解状態で発現した場合には、培養終了後、細胞を遠心分離
により回収し、水系緩衝液にけん濁後、超音波破砕機、フレンチプレス、マントンガウリ
ンホモゲナイザー、ダイノミル等により細胞を破砕し、無細胞抽出液を得る。該無細胞抽
出液を遠心分離することにより得られる上清から、通常の酵素の単離精製法、即ち、溶媒
抽出法、硫安等による塩析法、脱塩法、有機溶媒による沈殿法、ジエチルアミノエチル（
DEAE）-セファロース、DIAION HPA-75（三菱化学（株）製）等レジンを用いた陰イオン交
換クロマトグラフィー法、S-Sepharose FF（Pharmacia社）等のレジンを用いた陽イオン
交換クロマトグラフィー法、ブチルセファロース、フェニルセファロース等のレジンを用
いた疎水性クロマトグラフィー法、分子篩を用いたゲルろ過法、アフィニティークロマト
グラフィー法、クロマトフォーカシング法、等電点電気泳動等の電気泳動法等の手法を単
独あるいは組み合わせて用い、抗体組成物の精製標品を得ることができる。
【０１３２】
　また、抗体組成物が細胞内に不溶体を形成して発現した場合は、同様に細胞を回収後破
砕し、遠心分離を行うことにより、沈殿画分として抗体組成物の不溶体を回収する。回収
した抗体組成物の不溶体をタンパク質変性剤で可溶化する。該可溶化液を希釈または透析
することにより、該抗体組成物を正常な立体構造に戻した後、上記と同様の単離精製法に
より該抗体組成物の精製標品を得ることができる。
　抗体組成物が細胞外に分泌された場合には、培養上清に該抗体組成物あるいはその誘導
体を回収することができる。即ち、該培養物を上記と同様の遠心分離等の手法により処理
することにより可溶性画分を取得し、該可溶性画分から、上記と同様の単離精製法を用い
ることにより、抗体組成物の精製標品を得ることができる。
　このようにして取得される抗体組成物として、例えば、抗体、抗体の断片、抗体のFc領
域を有する融合タンパク質などをあげることができる。
　以下に、抗体組成物の取得のより具体的な例として、ヒト化抗体の組成物の製造方法に
ついて記すが、他の抗体組成物を当該方法と同様にして取得することもできる。
【０１３３】
（１）ヒト化抗体発現用ベクターの構築
　ヒト化抗体発現用ベクターとは、ヒト抗体の重鎖（Ｈ鎖）及び軽鎖（Ｌ鎖）C領域をコ
ードする遺伝子が組み込まれた動物細胞用発現ベクターであり、動物細胞用発現ベクター
にヒト抗体のH鎖及びL鎖C領域をコードする遺伝子をそれぞれクローニングすることによ
り構築することができる。
　ヒト抗体のC領域としては、任意のヒト抗体のH鎖及びL鎖C領域であることができ、例え
ば、ヒト抗体のH鎖のIgG1サブクラスのC領域（以下、hCγ1と表記する）及びヒト抗体のL
鎖のκクラスのC領域（以下、hCκと表記する）等があげられる。
　ヒト抗体のH鎖及びL鎖C領域をコードする遺伝子としてはエキソンとイントロンから成
る染色体DNAを用いることができ、また、cDNAを用いることもできる。
【０１３４】
　動物細胞用発現ベクターとしては、ヒト抗体のC領域をコードする遺伝子を組込み発現
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できるものであればいかなるものでも用いることができる。例えば、pAGE107［サイトテ
クノロジー(Cytotechnology), 3, 133 (1990)］、pAGE103［ジャーナル・オブ・バイオケ
ミストリー(J. Biochem.), 101, 1307 (1987)］、pHSG274［ジーン(Gene), 27, 223 (198
4)］、pKCR［プロシーディングス・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエン
ス(Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.), 78, 1527 (1981)］、pSG1βd2-4［サイトテクノロ
ジー(Cytotechnology), 4, 173 (1990)］等があげられる。動物細胞用発現ベクターに用
いるプロモーターとエンハンサーとしては、SV40の初期プロモーターとエンハンサー［ジ
ャーナル・オブ・バイオケミストリー(J. Biochem.),101, 1307 (1987)］、モロニーマウ
ス白血病ウイルスのLTR［バイオケミカル・アンド・バイオフィジカル・リサーチ・コミ
ュニケーションズ(Biochem. Biophys. Res. Commun.), 149, 960 (1987)］、免疫グロブ
リンＨ鎖のプロモーター［セル(Cell), 41, 479 (1985)］とエンハンサー［セル(Cell), 
33, 717 (1983)］等があげられる。
【０１３５】
　ヒト化抗体発現用ベクターは、抗体H鎖及びL鎖が別々のベクター上に存在するタイプあ
るいは同一のベクター上に存在するタイプ（以下、タンデム型と表記する）のどちらでも
用いることができるが、ヒト化抗体発現ベクターの構築の容易さ、動物細胞への導入の容
易さ、動物細胞内での抗体H鎖及びL鎖の発現量のバランスが均衡する等の点からタンデム
型のヒト化抗体発現用ベクターの方が好ましい［ジャーナル・オブ・イムノロジカル・メ
ソッズ(J. Immunol. Methods), 167, 271 (1994)］。
　構築したヒト化抗体発現用ベクターは、ヒト型キメラ抗体及びヒト型CDR移植抗体の動
物細胞での発現に使用できる。
【０１３６】
（２）ヒト以外の動物の抗体のV領域をコードするcDNAの取得
　ヒト以外の動物の抗体、例えば、マウス抗体のH鎖及びL鎖V領域をコードするcDNAは以
下のようにして取得することができる。
　目的のマウス抗体を産生するハイブリドーマ細胞よりmRNAを抽出し、cDNAを合成する。
合成したcDNAをファージ或いはプラスミド等のベクターにクローニングしてcDNAライブラ
リーを作製する。該ライブラリーより、既存のマウス抗体のC領域部分或いはV領域部分を
プローブとして用い、H鎖V領域をコードするcDNAを有する組換えファージ或いは組換えプ
ラスミド及びL鎖V領域をコードするcDNAを有する組換えファージ或いは組換えプラスミド
をそれぞれ単離する。組換えファージ或いは組換えプラスミド上の目的のマウス抗体のH
鎖及びL鎖V領域の全塩基配列を決定し、塩基配列よりH鎖及びL鎖V領域の全アミノ酸配列
を推定する。
　ヒト以外の動物としては、マウス、ラット、ハムスター、ウサギ等、ハイブリドーマ細
胞を作製することが可能であれば、いかなるものも用いることができる。
【０１３７】
　ハイブリドーマ細胞から全RNAを調製する方法としては、チオシアン酸グアニジン-トリ
フルオロ酢酸セシウム法［メソッズ・イン・エンザイモロジー(Methods in Enzymol.), 1
54, 3 (1987)］、また全RNAからmRNAを調製する方法としては、オリゴ(dT)固定化セルロ
ースカラム法［モレキュラー・クローニング：ア・ラボラトリー・マニュアル(Molecular
 Cloning: A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Lab. Press New York, 1989］等
があげられる。また、ハイブリドーマ細胞からmRNAを調製するキットとしては、Fast Tra
ck mRNA Isolation Kit（Invitrogen社製）、Quick Prep mRNA Purification Kit（Pharm
acia社製）等があげられる。
　cDNAの合成及びcDNAライブラリー作製法としては、常法［モレキュラー・クローニング
：ア・ラボラトリー・マニュアル(Molecular Cloning: A Laboratory Manual), Cold Spr
ing Harbor Lab. Press New York, 1989；カレント・プロトコールズ・イン・モレキュラ
ー・バイオロジー(Current Protocols in MolecularBiology), Supplement 1-34］、或い
は市販のキット、例えば、Super ScriptTM Plasmid System for cDNA Synthesis and Pla
smid Cloning（GIBCO BRL社製）やZAP-cDNA Synthesis Kit（Stratagene社製）を用いる
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方法などがあげられる。
【０１３８】
　cDNAライブラリーの作製の際、ハイブリドーマ細胞から抽出したmRNAを鋳型として合成
したcDNAを組み込むベクターは、該cDNAを組み込めるベクターであればいかなるものでも
用いることができる。例えば、ZAP Express［ストラテジーズ(Strategies), 5, 58 (1992
)］、pBluescript II SK(+)［ヌクレイック・アシッズ・リサーチ(Nucleic Acids Resear
ch), 17, 9494 (1989)］、λzap II（Stratagene社製）、λgt10、λgt11［ディーエヌエ
ー・クローニング：ア・プラクティカル・アプローチ(DNA Cloning: A Practical Approa
ch), I, 49 (1985)］、Lambda BlueMid（Clontech社製）、λExCell、pT7T3 18U（Pharma
cia社製）、pcD2［モレキュラー・アンド・セルラー・バイオロジー(Mol. Cell. Biol.),
 3, 280 (1983)］及びpUC18［ジーン(Gene), 33, 103 (1985)］等が用いられる。
【０１３９】
　ファージ或いはプラスミドベクターにより構築されるcDNAライブラリーを導入する大腸
菌としては該cDNAライブラリーを導入、発現及び維持できるものであればいかなるもので
も用いることができる。例えば、XL1-Blue MRF'［ストラテジーズ(Strategies), 5, 81 (
1992)］、C600［ジェネティックス(Genetics), 39, 440 (1954)］、Y1088、Y1090［サイ
エンス(Science), 222, 778 (1983)］、NM522［ジャーナル・オブ・モレキュラー・バイ
オロジー(J. Mol. Biol.), 166, 1 (1983)］、K802［ジャーナル・オブ・モレキュラー・
バイオロジー(J. Mol. Biol.), 16, 118 (1966)］及びJM105［ジーン(Gene)，38, 275 (1
985)］等が用いられる。
【０１４０】
　cDNAライブラリーからのヒト以外の動物の抗体のＨ鎖及びＬ鎖V領域をコードするcDNA
クローンの選択法としては、アイソトープ或いは蛍光標識したプローブを用いたコロニー
・ハイブリダイゼーション法或いはプラーク・ハイブリダイゼーション法［モレキュラー
・クローニング：ア・ラボラトリー・マニュアル(Molecular Cloning: A Laboratory Man
ual), Cold Spring Harbor Lab. Press NewYork, 1989］により選択することができる。
また、プライマーを調製し、mRNAから合成したcDNA或いはcDNAライブラリーを鋳型として
、Polymerase Chain Reaction［以下、PCR法と表記する；モレキュラー・クローニング：
ア・ラボラトリー・マニュアル(Molecular Cloning: A Laboratory Manual), Cold Sprin
g Harbor Lab. Press New York, 1989；カレント・プロトコールズ・イン・モレキュラー
・バイオロジー(Current Protocols in Molecular Biology), Supplement 1-34］により
Ｈ鎖及びＬ鎖V領域をコードするcDNAを調製することもできる。
【０１４１】
　上記方法により選択されたcDNAを、適当な制限酵素などで切断後、pBluescript SK(-)
（Stratagene社製）等のプラスミドにクローニングし、通常用いられる塩基配列解析方法
、例えば、サンガー（Sanger）らのジデオキシ法［プロシーディングス・オブ・ザ・ナシ
ョナル・アカデミー・オブ・サイエンス(Proc. Natl. Acad. Sci.,U.S.A.), 74, 5463 (1
977)］等の反応を行い、塩基配列自動分析装置、例えば、A. L. F. DNAシークエンサー（
Pharmacia社製）等を用いて解析することで該cDNAの塩基配列を決定することができる。
　決定した塩基配列からＨ鎖及びＬ鎖V領域の全アミノ酸配列を推定し、既知の抗体のＨ
鎖及びＬ鎖V領域の全アミノ酸配列［シーケンシズ・オブ・プロテインズ・オブ・イムノ
ロジカル・インタレスト(Sequences of Proteins of ImmunologicalInterest), US Dept.
 Health and Human Services, 1991］と比較することにより、取得したcDNAが分泌シグナ
ル配列を含む抗体のＨ鎖及びＬ鎖V領域の完全なアミノ酸配列をコードしているかを確認
することができる。
【０１４２】
（３）ヒト以外の動物の抗体のV領域のアミノ酸配列の解析
　分泌シグナル配列を含む抗体のＨ鎖及びＬ鎖V領域の完全なアミノ酸配列に関しては、
既知の抗体のＨ鎖及びＬ鎖V領域の全アミノ酸配列［シーケンシズ・オブ・プロテインズ
・オブ・イムノロジカル・インタレスト(Sequences of Proteins ofImmunological Inter
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est), US Dept. Health and Human Services, 1991］と比較することにより、分泌シグナ
ル配列の長さ及びN末端アミノ酸配列を推定でき、更にはそれらが属するサブグループを
知ることができる。また、Ｈ鎖及びＬ鎖V領域の各CDRのアミノ酸配列についても、既知の
抗体のＨ鎖及びＬ鎖V領域のアミノ酸配列［シーケンシズ・オブ・プロテインズ・オブ・
イムノロジカル・インタレスト(Sequences of Proteins of Immunological Interest), U
S Dept. Health and Human Services, 1991］と比較することによって見出すことができ
る。
【０１４３】
（４）ヒト型キメラ抗体発現ベクターの構築
　本項３の（１）に記載のヒト化抗体発現用ベクターのヒト抗体のH鎖及びL鎖C領域をコ
ードする遺伝子の上流に、ヒト以外の動物の抗体のH鎖及びL鎖V領域をコードするcDNAを
クローニングし、ヒト型キメラ抗体発現ベクターを構築することができる。例えば、ヒト
以外の動物の抗体のH鎖及びL鎖V領域をコードするcDNAを、ヒト以外の動物の抗体H鎖及び
L鎖V領域の3'末端側の塩基配列とヒト抗体のH鎖及びL鎖C領域の5'末端側の塩基配列とか
ら成り、かつ適当な制限酵素の認識配列を両端に有する合成DNAとそれぞれ連結し、それ
ぞれを本項３の（１）に記載のヒト化抗体発現用ベクターのヒト抗体のH鎖及びL鎖C領域
をコードする遺伝子の上流にそれらが適切な形で発現するようにクローニングし、ヒト型
キメラ抗体発現ベクターを構築することができる。
【０１４４】
（５）ヒト型CDR移植抗体のV領域をコードするcDNAの構築
　ヒト型CDR移植抗体のＨ鎖及びＬ鎖V領域をコードするcDNAは、以下のようにして構築す
ることができる。まず、目的のヒト以外の動物の抗体のH鎖及びL鎖V領域のCDRを移植する
ヒト抗体のH鎖及びL鎖V領域のフレームワーク（以下、FRと表記する）のアミノ酸配列を
選択する。ヒト抗体のH鎖及びL鎖V領域のFRのアミノ酸配列としては、ヒト抗体由来のも
のであれば、いかなるものでも用いることができる。例えば、Protein Data Bank等のデ
ータベースに登録されているヒト抗体のH鎖及びL鎖V領域のFRのアミノ酸配列、ヒト抗体
のH鎖及びL鎖のV領域のFRの各サブグループの共通アミノ酸配列［シーケンシズ・オブ・
プロテインズ・オブ・イムノロジカル・インタレスト(Sequences of Proteins of Immuno
logical Interest), US Dept. Health and Human Services, 1991］等があげられるが、
その中でも、十分な活性を有するヒト型CDR移植抗体を作製するためには、目的のヒト以
外の動物の抗体のH鎖及びL鎖V領域のFRのアミノ酸配列とできるだけ高い相同性（少なく
とも60%以上）を有するアミノ酸配列を選択することが望ましい。
【０１４５】
　次に、選択したヒト抗体のH鎖及びL鎖V領域のFRのアミノ酸配列に目的のヒト以外の動
物の抗体のH鎖及びL鎖V領域のCDRのアミノ酸配列を移植し、ヒト型CDR移植抗体のH鎖及び
L鎖V領域のアミノ酸配列を設計する。設計したアミノ酸配列を抗体の遺伝子の塩基配列に
見られるコドンの使用頻度［シーケンシズ・オブ・プロテインズ・オブ・イムノロジカル
・インタレスト(Sequences of Proteins of Immunological Interest), US Dept. Health
 and Human Services, 1991］を考慮してDNA配列に変換し、ヒト型CDR移植抗体のH鎖及び
L鎖V領域のアミノ酸配列をコードするDNA配列を設計する。設計したDNA配列に基づき、10
0塩基前後の長さから成る数本の合成DNAを合成し、それらを用いてPCR法を行う。この場
合、PCRでの反応効率及び合成可能なDNAの長さから、H鎖、L鎖とも6本の合成DNAを設計す
ることが好ましい。
　また、両端に位置する合成DNAの5'末端に適当な制限酵素の認識配列を導入することで
、本項３の（１）で構築したヒト化抗体発現用ベクターに容易にクローニングすることが
できる。PCR後、増幅産物をpBluescript SK(-)（Stratagene社製）等のプラスミドにクロ
ーニングし、本項３の（２）に記載の方法により、塩基配列を決定し、所望のヒト型CDR
移植抗体のH鎖及びL鎖V領域のアミノ酸配列をコードするDNA配列を有するプラスミドを取
得する。
【０１４６】
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（６）ヒト型CDR移植抗体のＶ領域のアミノ酸配列の改変発現ベクターの構築
　本項３の（１）に記載のヒト化抗体発現用ベクターのヒト抗体のH鎖及びL鎖C領域をコ
ードする遺伝子の上流に、本項３の（５）で構築したヒト型CDR移植抗体のH鎖及びL鎖V領
域をコードするcDNAをクローニングし、ヒト型CDR移植抗体発現ベクターを構築すること
ができる。例えば、本項３の（５）でヒト型CDR移植抗体のH鎖及びL鎖V領域を構築する際
に用いる合成DNAのうち、両端に位置する合成DNAの5'末端に適当な制限酵素の認識配列を
導入することで、本項３の（１）に記載のヒト化抗体発現用ベクターのヒト抗体のH鎖及
びL鎖C領域をコードする遺伝子の上流にそれらが適切な形で発現するようにクローニング
し、ヒト型CDR移植抗体発現ベクターを構築することができる。
【０１４７】
（７）ヒト化抗体の安定的生産
　本項３の（４）及び（６）に記載のヒト化抗体発現ベクターを適当な動物細胞に導入す
ることによりヒト型キメラ抗体及びヒト型CDR移植抗体（以下、併せてヒト化抗体と称す
）を安定に生産する形質転換株を得ることができる。
　動物細胞へのヒト化抗体発現ベクターの導入法としては、エレクトロポレーション法［
特開平2-257891; サイトテクノロジー(Cytotechnology), 3 ,133 (1990)］等があげられ
る。
　ヒト化抗体発現ベクターを導入する動物細胞としては、ヒト化抗体を生産させることが
できる動物細胞であれば、いかなる細胞でも用いることができる。
　具体的には、マウスミエローマ細胞であるNS0細胞、SP2/0細胞、チャイニーズハムスタ
ー卵巣細胞CHO/dhfr-細胞、CHO/DG44細胞、ラットミエローマYB2/0細胞、IR983F細胞、シ
リアンハムスター腎臓由来であるBHK細胞、ヒトミエローマ細胞であるナマルバ細胞など
があげられるが、好ましくは、チャイニーズハムスター卵巣細胞であるCHO/DG44細胞、ラ
ットミエローマYB2/0細胞、１．に記載本発明の宿主細胞等があげられる。
【０１４８】
　ヒト化抗体発現ベクターの導入後、ヒト化抗体を安定に生産する形質転換株は、特開平
2-257891に開示されている方法に従い、G418 sulfate（以下、G418と表記する；SIGMA社
製）等の薬剤を含む動物細胞培養用培地により選択できる。動物細胞培養用培地としては
、RPMI1640培地（日水製薬社製）、GIT培地（日本製薬社製）、EX-CELL302培地（JRH社製
）、IMDM培地（GIBCO BRL社製）、Hybridoma-SFM培地（GIBCO BRL社製）、またはこれら
培地に牛胎児血清（以下、FBSと表記する）等の各種添加物を添加した培地等を用いるこ
とができる。得られた形質転換株を培地中で培養することで培養上清中にヒト化抗体を生
産蓄積させることができる。培養上清中のヒト化抗体の生産量及び抗原結合活性は酵素免
疫抗体法［以下、ELISA法と表記する；アンティボディズ：ア・ラボラトリー・マニュア
ル(Antibodies: A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, Chapter 14, 
1998、モノクローナル・アンティボディズ：プリンシプルズ・アンド・プラクティス(Mon
oclonal Antibodies: Principles and Practice), Academic Press Limited, 1996］等に
より測定できる。また、形質転換株は、特開平2-257891に開示されている方法に従い、DH
FR遺伝子増幅系等を利用してヒト化抗体の生産量を上昇させることができる。
【０１４９】
　ヒト化抗体は、形質転換株の培養上清よりプロテインAカラムを用いて精製することが
できる［アンティボディズ：ア・ラボラトリー・マニュアル(Antibodies: A Laboratory 
Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, Chapter 8, 1988、モノクローナル・アンテ
ィボディズ：プリンシプルズ・アンド・プラクティス(Monoclonal Antibodies: Principl
es and Practice), Academic Press Limited, 1996］。また、その他に通常、タンパク質
の精製で用いられる精製方法を使用することができる。例えば、ゲル濾過、イオン交換ク
ロマトグラフィー及び限外濾過等を組み合わせて行い、精製することができる。精製した
ヒト化抗体のH鎖、L鎖或いは抗体分子全体の分子量は、ポリアクリルアミドゲル電気泳動
［以下、SDS-PAGEと表記する；ネイチャー(Nature), 227, 680 (1970)］やウエスタンブ
ロッティング法［アンティボディズ：ア・ラボラトリー・マニュアル(Antibodies: A Lab
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oratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, Chapter 12, 1988、モノクローナル
・アンティボディズ：プリンシプルズ・アンド・プラクティス(Monoclonal Antibodies: 
Principles and Practice), Academic Press Limited, 1996］等で測定することができる
。
【０１５０】
　以上、動物細胞を宿主とした抗体組成物の製造方法を示したが、上述したように、酵母
、昆虫細胞、植物細胞または動物個体あるいは植物個体においても動物細胞と同様の方法
により抗体組成物を製造することができる。
　すでに宿主細胞が抗体分子を発現する能力を有する場合には、前記１．に記載した方法
を用いて抗体分子を発現させる細胞を調製した後に、該細胞を培養し、該培養物から目的
とする抗体組成物を精製することにより、本発明の抗体組成物を製造することができる。
【０１５１】
４．抗体組成物の活性評価
　精製した抗体組成物の蛋白量、抗原との結合活性あるいはエフェクター機能はを測定す
る方法としては、モノクローナルアンチボディズ、あるいはアンチボディエンジニアリン
グ等に記載の公知の方法を用いることができる。
　その具体的な例としては、抗体組成物がヒト化抗体の場合、抗原との結合活性、抗原陽
性培養細胞株に対する結合活性はELISA法及び蛍光抗体法［キャンサー・イムノロジー・
イムノセラピー(Cancer Immunol. Immunother.), 36, 373 (1993)］等により測定できる
。抗原陽性培養細胞株に対する細胞障害活性は、CDC活性、ADCC活性等を測定することに
より、評価することができる［キャンサー・イムノロジー・イムノセラピー(Cancer Immu
nol. Immunother.), 36, 373 (1993)］。
　また、抗体組成物のヒトでの安全性、治療効果は、カニクイザル等のヒトに比較的近い
動物種の適当なモデルを用いて評価することができる。
【０１５２】
５．抗体組成物の糖鎖の分析
　各種細胞で発現させた抗体分子の糖鎖構造は、通常の糖タンパク質の糖鎖構造の解析に
準じて行うことができる。例えば、IgG分子に結合している糖鎖はガラクトース、マンノ
ース、フコースなどの中性糖、N-アセチルグルコサミンなどのアミノ糖、シアル酸などの
酸性糖から構成されており、糖組成分析および二次元糖鎖マップ法などを用いた糖鎖構造
解析等の手法を用いて行うことができる。
【０１５３】
（１）中性糖・アミノ糖組成分析
　抗体分子の糖鎖の組成分析は、トリフルオロ酢酸等で、糖鎖の酸加水分解を行うことに
より、中性糖またはアミノ糖を遊離し、その組成比を分析することができる。
　具体的な方法として、Dionex社製糖組成分析装置（BioLC）を用いる方法があげられる
。BioLCはHPAEC-PAD（high performance anion-exchange chromatography-pulsed ampero
metric detection）法［ジャーナル・オブ・リキッド・クロマトグラフィー（J.Liq.Chro
matogr.）, 6,1577 (1983)］によって糖組成を分析する装置である。
　また、2-アミノピリジンによる蛍光標識化法でも組成比を分析することができる。具体
的には、公知の方法［アグリカルチュラル・アンド・バイオロジカル・ケミストリー(Agr
ic.Biol.Chem.), 55(1),283-284 (1991)］に従って酸加水分解した試料を2-アミノピリジ
ル化で蛍光ラベル化し、HPLC分析して組成比を算出することができる。
【０１５４】
（2）糖鎖構造解析
　抗体分子の糖鎖の構造解析は、2次元糖鎖マップ法［アナリティカル・バイオケミスト
リー（Anal. Biochem.）, 171, 73 (1988)、生物化学実験法23-糖タンパク質糖鎖研究法
（学会出版センター）高橋禮子編（1989年）］により行うことができる。2次元糖鎖マッ
プ法は、例えば、X軸には逆相クロマトグラフィーによる糖鎖の保持時間または溶出位置
を、Y軸には順相クロマトグラフィーによる糖鎖の保持時間または溶出位置を、それぞれ
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プロットし、既知糖鎖のそれらの結果と比較することにより、糖鎖構造を推定する方法で
ある。
【０１５５】
　具体的には、抗体をヒドラジン分解して、抗体から糖鎖を遊離し、2-アミノピリジン（
以下、PAと略記する）による糖鎖の蛍光標識［ジャーナル・オブ・バイオケミストリー（
J. Biochem.）, 95, 197 (1984)］を行った後、ゲルろ過により糖鎖を過剰のPA化試薬な
どと分離し、逆相クロマトグラフィーを行う。次いで、分取した糖鎖の各ピークについて
順相クロマトグラフィーを行う。これらの結果をもとに、2次元糖鎖マップ上にプロット
し、糖鎖スタンダード（TaKaRa社製）、文献［アナリティカル・バイオケミストリー（An
al. Biochem.）, 171, 73 (1988)］とのスポットの比較より糖鎖構造を推定することがで
きる。
　さらに各糖鎖のMALDI-TOF-MSなどの質量分析を行い、2次元糖鎖マップ法により推定さ
れる構造を確認することができる。
【０１５６】
６．抗体分子の糖鎖構造を識別する免疫学的定量方法
　抗体組成物は、抗体のFc領域に結合する糖鎖構造が異なった抗体分子から構成されてい
る。本発明の抗体組成物は、Fc領域に結合する全N-グリコシド結合複合型糖鎖のうち、糖
鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンにフコースが結合していない糖鎖の割合が20％以上
であり、高いADCC活性を示す特徴を有している。このような抗体組成物は、上記５．に記
載の抗体分子の糖鎖構造の分析法を用いることにより識別できる。また、レクチンを用い
た免疫学的定量方法を用いることによっても識別できる。
　レクチンを用いた免疫学的定量方法を用いた抗体分子の糖鎖構造の識別は、文献［モノ
クローナル・アンティボディズ：プリンシプルズ・アンド・アプリケーションズ(Monoclo
nal Antibodies: Principles and Applications), Wiley-Liss, Inc., (1995); 酵素免疫
測定法，第3版，医学書院（1987）; 改訂版，酵素抗体法，学際企画（1985）］等に記載
のウエスタン染色、RIA（Radioimmunoassay）、VIA（Viroimmunoassay）、EIA（Enzymoim
munoassay）、FIA（Fluoroimmunoassay）、MIA（Metalloimmunoassay）などの免疫学的定
量方法に準じて、例えば、以下のように行うことができる。
　抗体組成物を構成する抗体分子の糖鎖構造を認識するレクチンを標識し、標識したレク
チンと試料である抗体組成物を反応させる。次に、標識したレクチンと抗体分子の複合体
の量を測定する。
【０１５７】
　抗体分子の糖鎖構造を識別に用いられるレクチンとしては、例えば、WGA (T. vulgaris
由来のwheat-germ agglutinin)、ConA (C. ensiformis由来のconcanavalin A)、RIC (R. 
communis由来の毒素)、L-PHA (P.vulgaris由来のleukoagglutinin)、LCA (L. culinaris
由来のlentil agglutinin)、PSA (P. sativum由来のPea lectin)、AAL (Aleuria auranti
a Lectin)、ACL (Amaranthus caudatus Lectin)、BPL (Bauhinia purpurea Lectin)、DSL
 (Datura stramonium Lectin)、DBA (Dolichos biflorus Agglutinin)、EBL (Elderberry
 Balk Lectin)、ECL (Erythrina cristagalli Lectin)、EEL (Euonymus europaeus Lecti
n)、GNL (Galanthus nivalis Lectin)、GSL (Griffonia simplicifolia Lectin)、HPA (H
elix pomatia Agglutinin)、HHL (Hippeastrum Hybrid Lectin)、Jacalin、LTL (Lotus t
etragonolobus Lectin)、LEL (Lycopersicon esculentum Lectin)、MAL (Maackia amuren
sis Lectin)、MPL (Maclura pomifera Lectin)、NPL (Narcissus pseudonarcissus Lecti
n)、PNA (Peanut Agglutinin)、E-PHA (Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin)、PTL (
Psophocarpus tetragonolobus Lectin)、RCA (Ricinus communis Agglutinin)、STL (Sol
anum tuberosum Lectin)、SJA (Sophora japonica Agglutinin)、SBA (Soybean Agglutin
in)、UEA (Ulex europaeus Agglutinin)、VVL (Vicia villosa Lectin)、WFA (Wisteria 
floribunda Agglutinin)があげられる。
【０１５８】
　N-グルコシド結合複合型糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンにフコースが結合して
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いる糖鎖構造を特異的に認識するレクチンを用いることが好ましく、その具体的な例とし
ては、レンズマメレクチンLCA（Lens Culinaris由来のLentil Agglutinin）エンドウマメ
レクチンPSA（Pisum sativum由来のPea Lectin）、ソラマメレクチンVFA（Vicia faba由
来のAgglutinin）、ヒイロチャワンタケレクチンAAL（Aleuria aurantia由来のLectin）
をあげることができる。
【０１５９】
７．本発明の抗体分子の利用
　本発明の抗体組成物は高い抗体依存性細胞障害活性を有する。高い抗体依存性細胞障害
活性を有する抗体は、癌、、炎症疾患、自己免疫疾患、アレルギーなどの免疫疾患、循環
器疾患、またはウィルスあるいは細菌感染をはじめとする各種疾患の予防および治療にお
いて有用である。
　癌、すなわち悪性腫瘍は癌細胞が増殖する。通常の抗癌剤は癌細胞の増殖を抑制するこ
とを特徴とする。しかし、高い抗体依存性細胞障害活性を有する抗体は、殺細胞効果によ
り癌細胞を障害することにより癌を治療することができるため、通常の抗癌剤よりも治療
薬として有効である。特に癌の治療薬において、現状では抗体医薬単独の抗腫瘍効果は不
充分であり、化学療法との併用療法が行われているが［サイエンス(Science), 280, 1197
, 1998］、本発明の抗体組成物単独でのより強い抗腫瘍効果が認められれば、化学療法に
対する依存度が低くなり、副作用の低減にもなる。
【０１６０】
　炎症疾患、自己免疫疾患、アレルギーなどの免疫疾患において、それらの疾患における
生体内反応は、免疫細胞によるメディエータ分子の放出により惹起されるため、高い抗体
依存性細胞障害活性を有する抗体を用いて免疫細胞を除去することにより、アレルギー反
応を抑えることができる。
　循環器疾患としては、動脈硬化などがあげられる。動脈硬化は、現在バルーンカテーテ
ルによる治療を行うが、治療後の再狭窄での動脈細胞の増殖を高い抗体依存性細胞障害活
性を有する抗体を用いて抑えることより、循環器疾患を予防および治療することができる
。
　高い抗体依存性細胞障害活性を有する抗体を用いてウィルスまたは細菌に感染した細胞
の増殖を抑えることにより、ウィルスまたは細菌感染をはじめとする各種疾患の予防およ
び治療することができる。
　腫瘍関連抗原を認識する抗体、アレルギーあるいは炎症に関連する抗原を認識する抗体
、循環器疾患に関連する抗原を認識する抗体、またはウイルスあるいは細菌感染に関連す
る抗原を認識する抗体の具体例を以下に述べる。。
【０１６１】
　腫瘍関連抗原を認識する抗体としては、抗GD2抗体（Ohta et al., Anticancer Res., 1
3, 331-336, 1993）、抗GD3抗体（Ohta et al., Cancer Immunol. Immunother., 36, 260
-266, 1993）、抗GM2抗体（Nakamura et al., Cancer Res., 54, 1511-1516, 1994）、抗
HER2抗体（Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 4285-4289, 1992）、抗CD
52抗体（Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 4285-4289, 1992）、抗MAGE
抗体（Jungbluth et al., British J. Cancer, 83, 493-497, 2000）、抗HM1.24抗体（On
o et al., Molecular Immunol., 36, 387-395, 1999）、抗副甲状腺ホルモン関連蛋白（P
THrP）抗体（Ogata et al., Cancer, 88, 2909-2911, 2000）、抗塩基性繊維芽細胞増殖
因子抗体、抗ＦＧＦ８抗体（Matsuzaki et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 9911
-9915, 1989）、抗塩基性繊維芽細胞増殖因子受容体抗体、抗FGF8受容体抗体（Kuo et al
., J. Biol. Chem., 265, 16455-16463, 1990）、抗インスリン様増殖因子抗体（Yao et 
al., J. Neurosci. Res., 40, 647-659, 1995）、抗インスリン様増殖因子受容体抗体（Y
ao et al., J. Neurosci. Res., 40, 647-659, 1995）、抗PSMA抗体（Murphy et al., J.
 Urology, 160, 2396-2401, 1998）、抗血管内皮細胞増殖因子抗体（Presta et al., Can
cer Res., 57, 4593-4599, 1997）、抗血管内皮細胞増殖因子受容体抗体（Kanno et al.,
 Oncogene, 19, 2138-2146, 2000）などがあげられる。
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【０１６２】
　アレルギーあるいは炎症に関連する抗原を認識する抗体としては、抗インターロイキン
６抗体（Abrams et al., Immunol. Rev., 127, 5-24, 1992）、抗インターロイキン６受
容体抗体（Sato et al., Molecular Immunol., 31, 371-381, 1994）、抗インターロイキ
ン５抗体（Abrams et al., Immunol. Rev., 127, 5-24, 1992）、抗インターロイキン５
受容体抗体、抗インターロイキン４抗体（Bird et al., Cytokine, 3, 562-567, 1991）
、抗インターロイキン４受容体抗体（Jung et al., J. Immunol. Meth., 217, 41-50, 19
98）、抗腫瘍壊死因子抗体（Tempest et al., Hybridoma, 13, 183-190, 1994）、抗腫瘍
壊死因子受容体抗体（Amrani et al., Molecular Pharmacol., 58, 237-245, 2000）、抗
CCR4抗体（Campbell et al., Nature, 400, 776-780, 1999）、抗ケモカイン抗体（Peri 
et al., J. Immunol. Meth., 174, 249-257, 1994）または抗ケモカイン受容体抗体（Wu 
et al., J. Exp. Med., 186, 1373-1381, 1997）などがあげられる。循環器疾患に関連す
る抗原を認識する抗体としては抗GpIIb/IIIa抗体（Co et al., J. Immunol., 152, 2968-
2976, 1994）、抗血小板由来増殖因子抗体（Ferns et al., Science, 253, 1129-1132, 1
991）、抗血小板由来増殖因子受容体抗体（Shulman et al., J. Biol. Chem., 272, 1740
0-17404, 1997）、抗血液凝固因子抗体（Peter et al., Circulation, 101, 1158-1164, 
2000）などがあげられる。
【０１６３】
　ウイルスあるいは細菌感染に関連する抗原を認識する抗体としては、抗ｇｐ１２０抗体
（Tugarinov et al., Structure, 8, 385-395, 2000）、抗ＣＤ４抗体（Schulze-Koops e
t al., J. Rheumatology, 25, 2065-2076, 1998）、抗ＣＣＲ４抗体、抗ベロ毒素抗体（K
armali et al., J. Clin. Microbiol., 37, 396-399, 1999）などがあげられる。
　上記抗体は、ATCC（The American Type Culture Collection）、理化学研究所細胞開発
銀行、工業技術院生命工業技術研究所 (現：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) 等の公的な機関、あるいは大日本製薬株式会社、R&D SYSTEMS社、PharMin
gen社、コスモバイオ社、フナコシ株式会社等の民間試薬販売会社からも入手することが
できる。
　本発明の抗体組成物を含有する医薬は、治療薬として単独で投与することも可能ではあ
るが、通常は薬理学的に許容される一つあるいはそれ以上の担体と一緒に混合し、製剤学
の技術分野においてよく知られる任意の方法により製造した医薬製剤として提供するのが
望ましい。
【０１６４】
　投与経路は、治療に際して最も効果的なものを使用するのが望ましく、経口投与、また
は口腔内、気道内、直腸内、皮下、筋肉内および静脈内等の非経口投与をあげることがで
き、抗体製剤の場合、望ましくは静脈内投与をあげることができる。
　投与形態としては、噴霧剤、カプセル剤、錠剤、顆粒剤、シロップ剤、乳剤、座剤、注
射剤、軟膏、テープ剤等があげられる。
　経口投与に適当な製剤としては、乳剤、シロップ剤、カプセル剤、錠剤、散剤、顆粒剤
等があげられる。
　乳剤およびシロップ剤のような液体調製物は、水、ショ糖、ソルビトール、果糖等の糖
類、ポリエチレングリコール、プロピレングリコール等のグリコール類、ごま油、オリー
ブ油、大豆油等の油類、ｐ-ヒドロキシ安息香酸エステル類等の防腐剤、ストロベリーフ
レーバー、ペパーミント等のフレーバー類等を添加剤として用いて製造できる。
　カプセル剤、錠剤、散剤、顆粒剤等は、乳糖、ブドウ糖、ショ糖、マンニトール等の賦
形剤、デンプン、アルギン酸ナトリウム等の崩壊剤、ステアリン酸マグネシウム、タルク
等の滑沢剤、ポリビニルアルコール、ヒドロキシプロピルセルロース、ゼラチン等の結合
剤、脂肪酸エステル等の界面活性剤、グリセリン等の可塑剤等を添加剤として用いて製造
できる。
【０１６５】
　非経口投与に適当な製剤としては、注射剤、座剤、噴霧剤等があげられる。
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　注射剤は、塩溶液、ブドウ糖溶液、あるいは両者の混合物からなる担体等を用いて調製
される。または、抗体組成物を常法に従って凍結乾燥し、これに塩化ナトリウムを加える
ことによって粉末注射剤を調製することもできる。
　座剤はカカオ脂、水素化脂肪またはカルボン酸等の担体を用いて調製される。
　また、噴霧剤は該抗体組成物そのもの、ないしは受容者の口腔および気道粘膜を刺激せ
ず、かつ該抗体組成物を微細な粒子として分散させ吸収を容易にさせる担体等を用いて調
製される。
　担体として具体的には乳糖、グリセリン等が例示される。該抗体組成物および用いる担
体の性質により、エアロゾル、ドライパウダー等の製剤が可能である。また、これらの非
経口剤においても経口剤で添加剤として例示した成分を添加することもできる。
　投与量または投与回数は、目的とする治療効果、投与方法、治療期間、年齢、体重等に
より異なるが、有効成分の量として、通常成人１日当たり10μg/kg～20mg/kgである。
　また、抗体組成物の各種腫瘍細胞に対する抗腫瘍効果を検討する方法は、インビトロ実
験としては、CDC活性測定法、ADCC活性測定法等があげられ、インビボ実験としては、マ
ウス等の実験動物での腫瘍系を用いた抗腫瘍実験等があげられる。
　CDC活性、ADCC活性、抗腫瘍実験は、文献［キャンサー・イムノロジー・イムノセラピ
ー(Cancer Immunology Immunotherapy), 36, 373 (1993)；キャンサー・リサーチ(Cancer
 Research), 54, 1511 (1994)］等記載の方法に従って行うことができる。
【０１６６】
【実施例】
　以下の実施例により本発明をより具体的に説明するが、実施例は本発明の単なる例示を
示すものにすぎず、本発明の範囲を限定するものではない。
（発明を実施するための最良の形態）
実施例1．抗ガングリオシドGD3ヒト型キメラ抗体の作製
1．抗ガングリオシドGD3ヒト型キメラ抗体のタンデム型発現ベクターpChiLHGM4の構築
　抗ガングリオシドGD3ヒト型キメラ抗体 (以下、抗GD3キメラ抗体と表記する) のL鎖の
発現ベクターpChi641LGM4 [ジャーナル・オブ・イムノロジカル・メソッズ (J. Immunol.
 Methods), 167, 271 (1994)] を制限酵素MluI (宝酒造社製) とSalI (宝酒造社製) で切
断して得られるL鎖cDNAを含む約4.03kbの断片と動物細胞用発現ベクターpAGE107 [サイト
テクノロジー (Cytotechnology), 3, 133 (1990)] を制限酵素MluI (宝酒造社製) とSalI
 (宝酒造社製) で切断して得られるG418耐性遺伝子及びスプライシングシグナルを含む約
3.40kbの断片をDNA Ligation Kit (宝酒造社製) を用いて連結、大腸菌HB101株 [モレキ
ュラー・クローニング：ア・ラボラトリー・マニュアル (Molecular Cloning: A Laborat
ory Manual), Cold Spring Harbor Lab. Press New York, 1989] を形質転換してプラス
ミドpChi641LGM40を構築した。
【０１６７】
　次に、上記で構築したプラスミドpChi641LGM40を制限酵素ClaI (宝酒造社製) で切断後
、DNA Blunting Kit (宝酒造社製) を用いて平滑末端化し、更にMluI (宝酒造社製) で切
断して得られるL鎖cDNAを含む約5.68kbの断片と抗GD3キメラ抗体のH鎖の発現ベクターpCh
i641HGM4 [ジャーナル・オブ・イムノロジカル・メソッズ (J. Immunol. Methods), 167,
 271 (1994)] を制限酵素XhoI (宝酒造社製)
で切断後、DNA Blunting Kit (宝酒造社製) を用いて平滑末端化し、更にMluI (宝酒造社
製) で切断して得られるH鎖cDNAを含む約8.40kbの断片をDNA Ligation Kit (宝酒造社製)
 を用いて連結、大腸菌HB101株 [モレキュラー・クローニング：ア・ラボラトリー・マニ
ュアル (Molecular Cloning: A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Lab. Press N
ew York, 1989] を形質転換して抗GD3キメラ抗体のタンデム型発現ベクターpChi641LHGM4
を構築した。
【０１６８】
2．抗GD3キメラ抗体の安定生産細胞の作製
　上記実施例1の1項で構築した抗GD3キメラ抗体のタンデム型発現ベクターpChi641LHGM4
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を各種細胞株に導入し、優良株を選択することで抗GD3キメラ抗体の安定生産細胞を以下
のようにして作製した。
【０１６９】
(1) ラットミエローマYB2/0細胞を用いた生産細胞の作製
　抗GD3キメラ抗体発現ベクターpChi641LHGM4の5μgを4×106細胞のラットミエローマYB2
/0細胞 [ATCC CRL-1662、J.V. Kilmarin et al., J. Cell. Biol. 93, 576-582 (1982)] 
へエレクトロポレーション法 [サイトテクノロジー (Cytotechnology), 3, 133 (1990)] 
により導入後、40mlのRPMI1640-FBS(10) [FBS (GIBCO BRL社製)を10％含むRPMI1640培地]
 に懸濁し、96ウェル培養用プレート (住友ベークライト社製) に200μl/ウェルずつ分注
した。5％CO2インキュベーター内で37℃、24時間培養した後、G418を0.5mg/mlになるよう
に添加して1～2週間培養した。G418耐性を示す形質転換株のコロニーが出現し、増殖の認
められたウェルより培養上清を回収し、上清中の抗GD3キメラ抗体の抗原結合活性を実施
例1の3項に示すELISA法により測定した。
【０１７０】
　培養上清中に抗GD3キメラ抗体の生産が認められたウェルの形質転換株については、DHF
R遺伝子増幅系を利用して抗体生産量を増加させる目的で、G418を0.5mg/ml、DHFRの阻害
剤であるメソトレキセート (以下、MTXと表記する；SIGMA社製) を50nM含むRPMI1640-FBS
(10) 培地に1～2×105細胞/mlになるように懸濁し、24ウェルプレート (Greiner社製) に
2mlずつ分注した。5％CO2インキュベーター内で37℃で1～2週間培養して、50nM MTX耐性
を示す形質転換株を誘導した。形質転換株の増殖が認められたウェルの培養上清中の抗GD
3キメラ抗体の抗原結合活性を実施例1の3項に示すELISA法により測定した。培養上清中に
抗GD3キメラ抗体の生産が認められたウェルの形質転換株については、上記と同様の方法
により、MTX濃度を100nM、200nMと順次上昇させ、最終的にG418を0.5mg/ml、MTXを200nM
の濃度で含むRPMI1640-FBS(10) 培地で増殖可能かつ、抗GD3キメラ抗体を高生産する形質
転換株を得た。得られた形質転換株の中から優良株を選択し、2回の限界希釈法による単
一細胞化 (クローン化) を行った。尚、実施例9に示すα-1,6-フコシルトランスフェラー
ゼの遺伝子の転写物の定量法を用い、該転写物の量が比較的低い株を優良株として選択し
用いた。
　このようにして得られた抗GD3キメラ抗体を生産する形質転換細胞クローン7-9-51は平
成11年4月5日付で工業技術院生命工学工業技術研究所 (日本国茨城県つくば市東1丁目1番
3号) (現・独立行政法人産業技術総合研究所 特許生物寄託センター (茨城県つくば市東1
丁目1番地 中央第6)) にFERM BP-6691として寄託されている。
【０１７１】
(2) CHO/DG44細胞を用いた生産細胞の作製
　抗GD3キメラ抗体発現ベクターpChi641LHGM4の4μgを1.6×106細胞のCHO/DG44細胞[G. U
rlaub and L.A. Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 4216-4220 (1980)] へエレ
クトロポレーション法 [サイトテクノロジー (Cytotechnology), 3, 133 (1990)] により
導入後、10mlのIMDM-FBS(10) [FBSを10％、HT supplement (GIBCO BRL社製) を1倍濃度で
含むIMDM培地] に懸濁し、96ウェル培養用プレート (岩城硝子社製) に200μl/ウェルず
つ分注した。5％CO2インキュベーター内で37℃、24時間培養した後、G418を0.5mg/mlにな
るように添加して1～2週間培養した。G418耐性を示す形質転換株のコロニーが出現し、増
殖の認められたウェルより培養上清を回収し、上清中の抗GD3キメラ抗体の抗原結合活性
を実施例1の3項に示すELISA法により測定した。
【０１７２】
　培養上清中に抗GD3キメラ抗体の生産が認められたウェルの形質転換株については、DHF
R遺伝子増幅系を利用して抗体生産量を増加させる目的で、G418を0.5mg/ml、MTXを10nM含
むIMDM-dFBS(10) 培地 [透析牛胎児血清 (以下、dFBSと表記する；GIBCO BRL社製)を10％
含むIMDM培地] に1～2×105細胞/mlになるように懸濁し、24ウェルプレート (岩城硝子社
製) に0.5mlずつ分注した。5％CO2インキュベーター内で37℃で1～2週間培養して、10nM 
MTX耐性を示す形質転換株を誘導した。増殖が認められたウェルの形質転換株については
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、上記と同様の方法により、MTX濃度を100nMに上昇させ、最終的にG418を0.5mg/ml、MTX
を100nMの濃度で含むIMDM-dFBS(10) 培地で増殖可能かつ、抗GD3キメラ抗体を高生産する
形質転換株を得た。得られた形質転換株の中から優良株を選択し、2回の限界希釈法によ
る単一細胞化 (クローン化) を行った。尚、実施例9に示すα-1,6-フコシルトランスフェ
ラーゼの遺伝子の転写物の定量法を用い、該転写物の量が比較的低い株を優良株として選
択し用いた。
【０１７３】
(3) マウスミエローマNS0細胞を用いた生産細胞の作製
　抗GD3キメラ抗体発現ベクターpChi641LHGM4の5μgを4×106細胞のマウスミエローマNS0
細胞へエレクトロポレーション法 [サイトテクノロジー (Cytotechnology), 3, 133, 199
0] により導入後、40mlのEX-CELL302-FBS(10) [FBSを10％、L-グルタミン (以下、L-Gln
と表記する；GIBCO BRL社製) を2mM含むEX-CELL302培地] に懸濁し、96ウェル培養用プレ
ート (住友ベークライト社製) に200μl/ウェルずつ分注した。5％CO2インキュベーター
内で37℃、24時間培養した後、G418を0.5mg/mlになるように添加して1～2週間培養した。
G418耐性を示す形質転換株のコロニーが出現し、増殖の認められたウェルより培養上清を
回収し、上清中の抗GD3キメラ抗体の抗原結合活性を実施例1の3項に示すELISA法により測
定した。
【０１７４】
　培養上清中に抗GD3キメラ抗体の生産が認められたウェルの形質転換株については、DHF
R遺伝子増幅系を利用して抗体生産量を増加させる目的で、G418を0.5mg/ml、MTXを50nM含
むEX-CELL302-dFBS(10) 培地 (dFBSを10％、L-Glnを2mM含むEX-CELL302培地) に1～2×10
5細胞/mlになるように懸濁し、24ウェルプレート (Greiner社製) に2mlずつ分注した。5
％CO2インキュベーター内で37℃で1～2週間培養して、50nM MTX耐性を示す形質転換株を
誘導した。形質転換株の増殖が認められたウェルの培養上清中の抗GD3キメラ抗体の抗原
結合活性を実施例1の3項に示すELISA法により測定した。培養上清中に抗GD3キメラ抗体の
生産が認められたウェルの形質転換株については、上記と同様の方法により、MTX濃度を1
00nM、200nMと順次上昇させ、最終的にG418を0.5mg/ml、MTXを200nMの濃度で含むEX-CELL
302-dFBS(10) 培地で増殖可能かつ、抗GD3キメラ抗体を高生産する形質転換株を得た。得
られた形質転換株の中から優良株を選択し、2回の限界希釈法による単一細胞化 (クロー
ン化) を行った。尚、実施例9に示すα-1,6-フコシルトランスフェラーゼの遺伝子の転写
物の定量法を用い、該転写物の量が比較的低い株を優良株として選択し用いた。
【０１７５】
3．抗体のGD3に対する結合活性の測定 (ELISA法)
　抗体のGD3に対する結合活性は以下のようにして測定した。
　4nmolのGD3を10μgのジパルミトイルフォスファチジルコリン (SIGMA社製) と5μgのコ
レステロール (SIGMA社製) とを含む2mlのエタノール溶液に溶解した。該溶液の20μl (4
0pmol/ウェルとなる) を96ウェルのELISA用のプレート (Greiner社製) の各ウェルにそれ
ぞれ分注し、風乾後、1％牛血清アルブミン (以下、BSAと表記する；SIGMA社製) を含むP
BS (以下、1％BSA-PBSと表記する) を100μl/ウェルで加え、室温で1時間反応させて残存
する活性基をブロックした。1％BSA-PBSを捨て、形質転換株の培養上清或いは精製したヒ
ト型キメラ抗体の各種希釈溶液を50μl/ウェルで加え、室温で1時間反応させた。反応後
、各ウェルを0.05％Tween20 (和光純薬社製) を含むPBS (以下、Tween-PBSと表記する) 
で洗浄後、1％BSA-PBSで3000倍に希釈したペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ヒトIgG (H&L) 抗
体溶液 (American Qualex社製) を二次抗体溶液として、50μl/ウェルで加え、室温で1時
間反応させた。反応後、Tween-PBSで洗浄後、ABTS基質液 [2,2'-アジノ-ビス(3-エチルベ
ンゾチアゾリン-6-スルホン酸)アンモニウムの0.55gを1Lの0.1Mクエン酸緩衝液 (pH4.2) 
に溶解し、使用直前に過酸化水素を1μl/mlで添加した溶液 (以下、同様)] を50μl/ウェ
ルで加えて発色させ、415nmの吸光度 (以下、OD415と表記する) を測定した。
【０１７６】
4．抗GD3キメラ抗体の精製
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(1) YB2/0細胞由来の生産細胞の培養及び抗体の精製
　上記実施例1の2項 (1) で得られた抗GD3キメラ抗体を生産する形質転換細胞クローンを
BSAを0.2％、MTXを200nM、トリヨードチロニン (以下、T3と表記する；SIGMA社製) を100
nMの濃度で含むHybridoma-SFM培地に3×105細胞/mlとなるように懸濁し、2.0Lスピナーボ
トル (岩城硝子社製) を用いて50rpmの速度で攪拌培養した。37℃の恒温室内で10日間培
養後、培養上清を回収した。培養上清よりProsep-A (Bioprocessing社製) カラムを用い
て、添付の説明書に従い、抗GD3キメラ抗体を精製した。精製した抗GD3キメラ抗体は、YB
2/0-GD3キメラ抗体と名付けた。
【０１７７】
(2) CHO/DG44細胞由来の生産細胞の培養及び抗体の精製
　上記実施例1の2項 (2) で得られた抗GD3キメラ抗体を生産する形質転換細胞クローンを
L-Glnを3mM、脂肪酸濃縮液 (以下、CDLCと表記する；GIBCO BRL社製) を0.5％、プルロニ
ックF68 (以下、PF68と表記する；GIBCO BRL社製) を0.3％の濃度で含むEX-CELL302培地
に1×106細胞/mlとなるように懸濁し、175mm2フラスコ (Greiner社製) に50mlずつ分注し
た。5％CO2インキュベーター内で37℃で4日間培養後、培養上清を回収した。培養上清よ
りProsep-A (Bioprocessing社製) カラムを用いて、添付の説明書に従い、抗GD3キメラ抗
体を精製した。精製した抗GD3キメラ抗体は、CHO/DG44-GD3キメラ抗体と名付けた。
【０１７８】
(3) NS0細胞由来の生産細胞の培養及び抗体の精製
　上記実施例1の2項 (3) で得られた抗GD3キメラ抗体を生産する形質転換細胞クローンを
L-Glnを2mM、G418を0.5mg/ml、MTXを200nM、FBSを1％の濃度で含むEX-CELL302培地に1×1
06細胞/mlとなるように懸濁し、175mm2フラスコ (Greiner社製) に200mlずつ分注した。5
％CO2インキュベーター内で37℃で4日間培養後、培養上清を回収した。培養上清よりPros
ep-A (Bioprocessing社製) カラムを用いて、添付の説明書に従い、抗GD3キメラ抗体を精
製した。精製した抗GD3キメラ抗体は、NS0-GD3キメラ抗体 (302) と名付けた。
　また、該形質転換細胞クローンをG418を0.5mg/ml、MTXを200nMの濃度で含むGIT培地に3
×105細胞/mlとなるように懸濁し、175mm2フラスコ (Greiner社製) に200mlずつ分注した
。5％CO2インキュベーター内で37℃で10日間培養後、培養上清を回収した。培養上清より
Prosep-A (Bioprocessing社製) カラムを用いて、添付の説明書に従い、抗GD3キメラ抗体
を精製した。精製した抗GD3キメラ抗体は、NS0-GD3キメラ抗体 (GIT) と名付けた。
【０１７９】
(4) SP2/0細胞由来の生産細胞の培養及び抗体の精製
　特開平5-304989 (EP533199) に記載の抗GD3キメラ抗体を生産する形質転換細胞クロー
ン(KM-871 (FERM BP-3512)) をG418を0.5mg/ml、MTXを200nMの濃度で含むGIT培地に3×10
5細胞/mlとなるように懸濁し、175mm2フラスコ (Greiner社製)
に200mlずつ分注した。5％CO2インキュベーター内で37℃で8日間培養後、培養上清を回収
した。培養上清よりProsep-A (Bioprocessing社製) カラムを用いて、添付の説明書に従
い、抗GD3キメラ抗体を精製した。精製した抗GD3キメラ抗体は、SP2/0-GD3キメラ抗体と
名付けた。
【０１８０】
5．精製した抗GD3キメラ抗体の解析
　上記実施例1の4項で得られた各種動物細胞で生産、精製した5種類の抗GD3キメラ抗体の
各4μgを公知の方法 [ネイチャー (Nature), 227, 680, 1970]に従ってSDS-PAGEし、分子
量及び精製度を解析した。その結果を第1図に示した。第1図に示したように、精製した各
抗GD3キメラ抗体は、いずれも非還元条件下では分子量が約150キロダルトン (以下、Kdと
表記する) の単一のバンドが、還元条件下では約50Kdと約25Kdの2本のバンドが認められ
た。これらの分子量は、抗体のH鎖及びL鎖のcDNAの塩基配列から推定される分子量 (H鎖
：約49Kd、L鎖：約23Kd、分子全体：約144Kd) とほぼ一致し、更に、IgG型の抗体は、非
還元条件下では分子量は約150Kdであり、還元条件下では分子内のジスルフィド結合 (以
下、S-S結合と表記する) が切断され、約50Kdの分子量を持つH鎖と約25Kdの分子量を持つ
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odies: A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, Chapter 14, 1988、モ
ノクローナル・アンティボディズ：プリンシプルズ・アンド・プラクティス(Monoclonal 
Antibodies: Principles and Practice), Academic Press Limited, 1996] と一致し、各
抗GD3キメラ抗体が正しい構造の抗体分子として発現され、かつ精製されたことが確認さ
れた。
【０１８１】
実施例2．抗GD3キメラ抗体の活性評価
1．抗GD3キメラ抗体のGD3に対する結合活性 (ELISA法)
　上記実施例1の4項で得られた5種類の精製抗GD3キメラ抗体のGD3 (雪印乳業社製) に対
する結合活性を実施例1の3項に示すELISA法により測定した。第2図は、添加する抗GD3キ
メラ抗体の濃度を変化させて結合活性を検討した結果である。第2図に示したように、5種
類の抗GD3キメラ抗体は、ほぼ同等のGD3に対する結合活性を示した。この結果は抗体の抗
原結合活性は、抗体を生産する動物細胞やその培養方法に関わらず、一定であることを示
している。また、NS0-GD3キメラ抗体 (302) とNS0-GD3キメラ抗体 (GIT) の比較から抗原
結合活性は、培養に用いる培地にも依らず、一定であることが示唆された。
【０１８２】
2．抗GD3キメラ抗体のin vitro細胞障害活性 (ADCC活性)
　上記実施例1の4項で得られた5種類の精製抗GD3キメラ抗体のin vitro細胞障害活性を評
価するため、以下に示す方法に従い、ADCC活性を測定した。
【０１８３】
(1) 標的細胞溶液の調製
　RPMI1640-FBS(10) 培地で培養したヒトメラノーマ培養細胞株G-361 (ATCC CRL1424) の
1×106細胞を調製し、放射性物質であるNa2

51CrO4を3.7MBq当量加えて37℃で1時間反応さ
せ、細胞を放射線標識した。反応後、RPMI1640-FBS(10) 培地で懸濁及び遠心分離操作に
より3回洗浄し、培地に再懸濁し、4℃で30分間氷中に放置して放射性物質を自然解離させ
た。遠心分離後、RPMI1640-FBS(10) 培地を5ml加え、2×105細胞/mlに調製し、標的細胞
溶液とした。
【０１８４】
(2) エフェクター細胞溶液の調製
　健常人静脈血50mlを採取し、ヘパリンナトリウム (武田薬品社製) 0.5mlを加え穏やか
に混ぜた。これをLymphoprep (Nycomed Pharma AS社製) を用いて使用説明書に従い、遠
心分離して単核球層を分離した。RPMI1640-FBS(10) 培地で3回遠心分離して洗浄後、培地
を用いて2×106細胞/mlの濃度で再懸濁し、エフェクター細胞溶液とした。
【０１８５】
(3) ADCC活性の測定
　96ウェルＵ字底プレート (Falcon社製) の各ウェルに上記 (1) で調製した標的細胞溶
液の50μl (1×104細胞/ウェル) を分注した。次いで (2) で調製したエフェクター細胞
溶液を100μl (2×105細胞/ウェル、エフェクター細胞と標的細胞の比は20:1となる) 添
加した。更に、各種抗GD3キメラ抗体を各最終濃度0.0025～2.5μg/mlとなるように加え、
37℃で4時間反応させた。反応後、プレートを遠心分離し、上清の51Cr量をγ-カウンター
にて測定した。自然解離51Cr量は、エフェクター細胞溶液、抗体溶液の代わりに培地のみ
を用いて上記と同様の操作を行い、上清の51Cr量を測定することにより求めた。全解離51

Cr量は、抗体溶液の代わりに培地のみを、エフェクター細胞溶液の代わりに1規定塩酸を
添加し、上記と同様の操作を行い、上清の51Cr量を測定することにより求めた。ADCC活性
は下式 (II) により求めた。
【０１８６】
【数１】



(53) JP 4290423 B2 2009.7.8

10

20

30

40

50

【０１８７】
　その結果を第3図に示した。第3図に示したように、5種類の抗GD3キメラ抗体のうち、YB
2/0-GD3キメラ抗体が最も高いADCC活性を示し、次いでSP2/0-GD3キメラ抗体、NS0-GD3キ
メラ抗体、CHO-GD3キメラ抗体の順に高いADCC活性を示した。培養に用いた培地の異なるN
S0-GD3キメラ抗体 (302) とNS0-GD3キメラ抗体 (GIT) では、それらのADCC活性に差は認
められなかった。以上の結果は、抗体のADCC活性は、生産に用いる動物細胞によって大き
く異なることを示している。その機構としては、抗原結合活性が同等であったことから、
抗体のFc領域の構造の差に起因していることが推定された。
【０１８８】
実施例3．抗ヒトインターロイキン5レセプターα鎖ヒト型CDR移植抗体の作製
1．抗ヒトインターロイキン5レセプターα鎖ヒト型CDR移植抗体の安定生産細胞の作製
(1) ラットミエローマYB2/0細胞を用いた生産細胞の作製
　WO97/10354に記載の抗ヒトインターロイキン5レセプターα鎖ヒト型CDR移植抗体 (以下
、抗hIL-5RαCDR移植抗体と表記する) の発現ベクターpKANTEX1259HV3LV0を各種細胞株に
導入し、優良株を選択することで抗hIL-5RαCDR移植抗体の安定生産細胞を以下のように
して作製した。
　抗hIL-5RαCDR移植抗体発現ベクターpKANTEX1259HV3LV0の5μgを4×106細胞のラットミ
エローマYB2/0細胞へエレクトロポレーション法 [サイトテクノロジー (Cytotechnology)
, 3, 133, 1990]により導入後、40mlのRPMI1640-FBS(10) に懸濁し、96ウェル培養用プレ
ート (住友ベークライト社製) に200μl/ウェルずつ分注した。5％CO2インキュベーター
内で37℃、24時間培養した後、G418を0.5mg/mlになるように添加して1～2週間培養した。
G418耐性を示す形質転換株のコロニーが出現し、増殖の認められたウェルより培養上清を
回収し、上清中の抗hIL-5RαCDR移植抗体の抗原結合活性を実施例3の2項に示すELISA法に
より測定した。
【０１８９】
　培養上清中に抗hIL-5RαCDR移植抗体の生産が認められたウェルの形質転換株について
は、DHFR遺伝子増幅系を利用して抗体生産量を増加させる目的で、G418を0.5mg/ml、MTX
を50nM含むRPMI1640-FBS(10) 培地に1～2×105細胞/mlになるように懸濁し、24ウェルプ
レート (Greiner社製) に2mlずつ分注した。5％CO2インキュベーター内で37℃で1～2週間
培養して、50nM MTX耐性を示す形質転換株を誘導した。形質転換株の増殖が認められたウ
ェルの培養上清中の抗hIL-5RαCDR移植抗体の抗原結合活性を実施例3の2項に示すELISA法
により測定した。培養上清中に抗hIL-5RαCDR移植抗体の生産が認められたウェルの形質
転換株については、上記と同様の方法により、MTX濃度を100nM、200nMと順次上昇させ、
最終的にG418を0.5mg/ml、MTXを200nMの濃度で含むRPMI1640-FBS(10) 培地で増殖可能か
つ、抗hIL-5RαCDR移植抗体を高生産する形質転換株を得た。得られた形質転換株の中か
ら優良株を選択し、2回の限界希釈法による単一細胞化 (クローン化) を行った。尚、実
施例9に示すα-1,6-フコシルトランスフェラーゼの遺伝子の転写物の定量法を用い、該転
写物の量が比較的低い株を優良株として選択し用いた。このようにして得られた抗hIL-5R
αCDR移植抗体を生産する形質転換細胞クローンNo.3は平成11年4月5日付で工業技術院生
命工学工業技術研究所 (日本国茨城県つくば市東1丁目1番3号) (現・独立行政法人産業技
術総合研究所 特許生物寄託センター (茨城県つくば市東1丁目1番地 中央第6)) にFERM B
P-6690として寄託されている。
【０１９０】
(2) CHO/dhfr-細胞を用いた生産細胞の作製
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　WO97/10354に記載の抗hIL-5RαCDR移植抗体発現ベクターpKANTEX1259HV3LV0の4μgを1.
6×106細胞のCHO/dhfr-細胞へエレクトロポレーション法 [サイトテクノロジー (Cytotec
hnology), 3, 133 (1990)] により導入後、10mlのIMDM-FBS(10)に懸濁し、96ウェル培養
用プレート (岩城硝子社製) に200μl/ウェルずつ分注した。5％CO2インキュベーター内
で37℃、24時間培養した後、G418を0.5mg/mlになるように添加して1～2週間培養した。G4
18耐性を示す形質転換株のコロニーが出現し、増殖の認められたウェルより培養上清を回
収し、上清中の抗hIL-5RαCDR移植抗体の抗原結合活性を実施例3の2項に示すELISA法によ
り測定した。
【０１９１】
　培養上清中に抗hIL-5RαCDR移植抗体の生産が認められたウェルの形質転換株について
は、DHFR遺伝子増幅系を利用して抗体生産量を増加させる目的で、G418を0.5mg/ml、MTX
を10nM含むIMDM-dFBS(10) 培地に1～2×105細胞/mlになるように懸濁し、24ウェルプレー
ト (岩城硝子社製) に0.5mlずつ分注した。5％CO2インキュベーター内で37℃で1～2週間
培養して、10nM MTX耐性を示す形質転換株を誘導した。増殖が認められたウェルの形質転
換株については、上記と同様の方法により、MTX濃度を100nM、500nMに上昇させ、最終的
にG418を0.5mg/ml、MTXを500nMの濃度で含むIMDM-dFBS(10) 培地で増殖可能かつ、抗hIL-
5RαCDR移植抗体を高生産する形質転換株を得た。得られた形質転換株の中から優良株を
選択し、2回の限界希釈法による単一細胞化 (クローン化) を行った。尚、実施例9に示す
α-1,6-フコシルトランスフェラーゼの遺伝子の転写物の定量法を用い、該転写物の量が
比較的低い株を優良株として選択し用いた。
【０１９２】
(3) マウスミエローマNS0細胞を用いた生産細胞の作製
　ヤラントン (Yarranton) らの方法 [バイオ/テクノロジー (BIO/TECHNOLOGY),
10, 169 (1992)] に従い、WO97/10354に記載の抗hIL-5RαCDR移植抗体発現ベクターpKANT
EX1259HV3LV0上の抗体H鎖及びL鎖cDNAを用いて抗hIL-5RαCDR移植抗体発現ベクターを作
製し、NS0細胞を形質転換し、抗hIL-5RαCDR移植抗体を高生産する形質転換株を得た。得
られた形質転換株の中から優良株を選択し、2回の限界希釈法による単一細胞化 (クロー
ン化) を行った。尚、実施例9に示すα-1,6-フコシルトランスフェラーゼの遺伝子の転写
物の定量法を用い、該転写物の量が比較的低い株を優良株として用いた。
【０１９３】
2．抗体のhIL-5Rαに対する結合活性の測定 (ELISA法)
　抗体のhIL-5Rαに対する結合活性は以下のようにして測定した。
　WO97/10354に記載の抗hIL-5Rαマウス抗体KM1257をPBSで10μg/mlの濃度に希釈した溶
液の50μlを96ウェルのELISA用のプレート (Greiner社製) の各ウェルにそれぞれ分注し
、4℃で20時間反応させた。反応後、1％BSA-PBSを100μl/ウェルで加え、室温で1時間反
応させて残存する活性基をブロックした。1％BSA-PBSを捨て、WO97/10354に記載の可溶性
hIL-5Rαを1％BSA-PBSで0.5μg/mlの濃度に希釈した溶液を50μl/ウェルで加え、4℃で20
時間反応させた。反応後、各ウェルをTween-PBSで洗浄後、形質転換株の培養上清或いは
精製したヒト型CDR移植抗体の各種希釈溶液を50μl/ウェルで加え、室温で2時間反応させ
た。反応後、各ウェルをTween-PBSで洗浄後、1％BSA-PBSで3000倍に希釈したペルオキシ
ダーゼ標識ヤギ抗ヒトIgG (H&L) 抗体溶液 (American Qualex社製) を二次抗体溶液とし
て、50μl/ウェルで加え、室温で1時間反応させた。反応後、Tween-PBSで洗浄後、ABTS基
質液を50μl/ウェルで加えて発色させ、OD415を測定した。
【０１９４】
3．抗hIL-5RαCDR移植抗体の精製
(1) YB2/0細胞由来の生産細胞の培養及び抗体の精製
　上記実施例3の1項 (1) で得られた抗hIL-5RαCDR移植抗体を生産する形質転換細胞クロ
ーンをG418を0.5mg/ml、MTXを200nMの濃度で含むGIT培地に3×105細胞/mlとなるように懸
濁し、175mm2フラスコ (Greiner社製) に200mlずつ分注した。5％CO2インキュベーター内
で37℃で8日間培養後、培養上清を回収した。培養上清よりイオン交換クロマトグラフィ
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ー及びゲル濾過法を用いて抗hIL-5RαCDR移植抗体を精製した。精製した抗hIL-5RαCDR移
植抗体は、YB2/0-hIL-5RCDR抗体と名付けた。
【０１９５】
(2) CHO/dhfr-細胞由来の生産細胞の培養及び抗体の精製
　上記実施例3の1項 (2) で得られた抗hIL-5RαCDR移植抗体を生産する形質転換細胞クロ
ーンをL-Glnを3mM、CDLCを0.5％、PF68を0.3％の濃度で含むEX-CELL302培地に3×105細胞
/mlとなるように懸濁し、4.0Lスピナーボトル (岩城硝子社製)
を用いて100rpmの速度で攪拌培養した。37℃の恒温室内で10日間培養後、培養上清を回収
した。培養上清よりイオン交換クロマトグラフィー及びゲル濾過法を用いて抗hIL-5RαCD
R移植抗体を精製した。精製した抗hIL-5RαCDR移植抗体は、CHO/d-hIL-5RCDR抗体と名付
けた。
【０１９６】
(3) NS0細胞由来の生産細胞の培養及び抗体の精製
　上記実施例3の1項 (3) で得られた抗hIL-5RαCDR移植抗体を生産する形質転換細胞クロ
ーンをヤラントン (Yarranton) らの方法 [バイオ/テクノロジー (BIO/TECHNOLOGY), 10,
 169 (1992)] に従い、培養後、培養上清を回収した。培養上清よりイオン交換クロマト
グラフィー及びゲル濾過法を用いて抗hIL-5RαCDR移植抗体を精製した。精製した抗hIL-5
RαCDR移植抗体は、NS0-hIL-5RCDR抗体と名付けた。
【０１９７】
4．精製した抗hIL-5RαCDR移植抗体の解析
　上記実施例3の3項で得られた各種動物細胞で生産、精製した3種類の抗hIL-5RαCDR移植
抗体の各4μgを公知の方法 [ネイチャー (Nature), 227, 680 (1970)]
に従ってSDS-PAGEし、分子量及び精製度を解析した。その結果を第4図に示した。第4図に
示したように、精製した各抗hIL-5RαCDR移植抗体は、いずれも非還元条件下では分子量
が約150Kdの単一のバンドが、還元条件下では約50Kdと約25Kdの2本のバンドが認められた
。これらの分子量は、抗体のH鎖及びL鎖のcDNAの塩基配列から推定される分子量 (H鎖：
約49Kd、L鎖：約23Kd、分子全体：約144Kd)
とほぼ一致し、更に、IgG型の抗体は、非還元条件下では分子量は約150Kdであり、還元条
件下では分子内のS-S結合が切断され、約50Kdの分子量を持つH鎖と約25Kdの分子量を持つ
L鎖に分解されるという報告 [アンティボディズ：ア・ラボラトリー・マニュアル (Antib
odies: A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, Chapter 14, 1988、モ
ノクローナル・アンティボディズ：プリンシプルズ・アンド・プラクティス (Monoclonal
 Antibodies: Principles and Practice), Academic Press Limited, 1996] と一致し、
各抗hIL-5RαCDR移植抗体が正しい構造の抗体分子として発現され、かつ、精製されたこ
とが確認された。
【０１９８】
実施例4．抗hIL-5RαCDR移植抗体の活性評価
1．抗hIL-5RαCDR移植抗体のhIL-5Rαに対する結合活性 (ELISA法)
　上記実施例3の3項で得られた3種類の精製抗hIL-5RαCDR移植抗体のhIL-5Rαに対する結
合活性を実施例3の2項に示すELISA法により測定した。第5図は、添加する抗hIL-5RαCDR
移植抗体の濃度を変化させて結合活性を検討した結果である。第5図に示したように、3種
類の抗hIL-5RαCDR移植抗体は、ほぼ同等のhIL-5Rαに対する結合活性を示した。この結
果は実施例2の1項の結果と同様に、抗体の抗原結合活性は、抗体を生産する動物細胞やそ
の培養方法に関わらず、一定であることを示している。
【０１９９】
2．抗hIL-5RαCDR移植抗体のin vitro細胞障害活性 (ADCC活性)
　上記実施例3の3項で得られた3種類の精製抗hIL-5RαCDR移植抗体のin vitro細胞障害活
性を評価するため、以下に示す方法に従い、ADCC活性を測定した。
【０２００】
(1) 標的細胞溶液の調製
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　WO97/10354に記載のhIL-5Rα鎖及びβ鎖を発現しているマウスT細胞株CTLL-2(h5R) をR
PMI1640-FBS(10) 培地で培養し、1×106細胞/0.5mlとなるように調製し、放射性物質であ
るNa2

51CrO4を3.7MBq当量加えて37℃で1.5時間反応させ、細胞を放射線標識した。反応後
、RPMI1640-FBS(10) 培地で懸濁及び遠心分離操作により3回洗浄し、培地に再懸濁し、4
℃で30分間氷中に放置して放射性物質を自然解離させた。遠心分離後、RPMI1640-FBS(10)
 培地を5ml加え、2×105細胞/mlに調製し、標的細胞溶液とした。
【０２０１】
(2) エフェクター細胞溶液の調製
　健常人静脈血50mlを採取し、ヘパリンナトリウム (武田薬品社製) 0.5mlを加え穏やか
に混ぜた。これをPolymorphprep (Nycomed Pharma AS社製) を用いて使用説明書に従い、
遠心分離して単核球層を分離した。RPMI1640-FBS(10) 培地で3回遠心分離して洗浄後、培
地を用いて9×106細胞/mlの濃度で再懸濁し、エフェクター細胞溶液とした。
【０２０２】
(3) ADCC活性の測定
　96ウェルＵ字底プレート (Falcon社製) の各ウェルに上記 (1) で調製した標的細胞溶
液の50μl (1×104細胞/ウェル) を分注した。次いで (2) で調製したエフェクター細胞
溶液を100μl (9×105細胞/ウェル、エフェクター細胞と標的細胞の比は90:1となる) 添
加した。更に、各種抗hIL-5RαCDR移植抗体を各最終濃度0.001～0.1μg/mlとなるように
加え、37℃で4時間反応させた。反応後、プレートを遠心分離し、上清の51Cr量をγ-カウ
ンターにて測定した。自然解離51Cr量は、エフェクター細胞溶液、抗体溶液の代わりに培
地のみを用いて上記と同様の操作を行い、上清の51Cr量を測定することにより求めた。全
解離51Cr量は、抗体溶液の代わりに培地のみを、エフェクター細胞溶液の代わりに1規定
塩酸を添加し、上記と同様の操作を行い、上清の51Cr量を測定することにより求めた。AD
CC活性は前記式 (II) により求めた。
【０２０３】
　その結果を第6図に示した。第6図に示したように、3種類の抗hIL-5RαCDR移植抗体のう
ち、YB2/0-hIL-5RCDR抗体が最も高いADCC活性を示し、次いでCHO/d-hIL-5RCDR抗体、NS0-
hIL-5RCDR抗体の順に高いADCC活性を示した。以上の結果は実施例2の2項の結果と同様に
、抗体のADCC活性は、生産に用いる動物細胞によって大きく異なることを示している。更
に、2種類のヒト化抗体のいずれの場合もYB2/0細胞で生産した抗体が最も高いADCC活性を
示したことから、YB2/0細胞を用いることにより、ADCC活性の高い抗体を製造できること
が明らかとなった。
【０２０４】
3．抗hIL-5RαCDR移植抗体のin vivoにおける活性評価
　上記実施例3の3項で得られた3種類の精製抗hIL-5RαCDR移植抗体のin vivoにおける活
性を評価するため、以下に示す方法に従い、カニクイザルのhIL-5誘発好酸球増加モデル
に対する抑制作用を検討した。
　カニクイザルに初日よりhIL-5 (調製方法はWO97/10354に記載) を1μg/kgで1日1回、計
14回背部皮下より投与した。各種抗hIL-5RαCDR移植抗体を0日のhIL-5の投与1時間前に0.
3mg/kgで静脈内に単回投与した。抗体非投与群をコントロールとして用いた。抗体投与群
は各群3頭 (No.301、No.302、No.303、No.401、No.402、No.403、No.501、No.502、No.50
3)、抗体非投与群は2頭 (No.101、No.102)
のカニクイザルを用いた。投与開始の7日前より投与後42日目まで経時的に約1mlの血液を
伏在静脈または大腿静脈より採取し、1μlの末梢血中の好酸球数を測定した。その結果を
第7図に示した。第7図に示したように、YB2/0-hIL-5RCDR抗体を投与した群では、血中好
酸球の増加が完全に抑制された。一方、CHO/d-hIL-5RCDR抗体の投与群では、1頭で完全な
抑制作用が認められたものの、2頭ではその抑制作用は不充分であった。NS0-hIL-5RCDR抗
体の投与群では、完全な抑制作用は認められず、その効果は不充分であった。
【０２０５】
　以上の結果は、抗体のin vivo活性は、生産に用いる動物細胞によって大きく異なるこ
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とを示している。更に、抗hIL-5RαCDR移植抗体ではそのin vivo活性の高さは、実施例4
の2項で述べたADCC活性の高さと正の相関が認められたことから、その活性発現には、ADC
C活性の高さが極めて重要であることが示唆された。
　以上の結果から、ADCC活性の高い抗体は、ヒトの各種疾患の臨床においても有用である
ことが期待される。
【０２０６】
実施例5．ADCC活性を高める糖鎖の解析
1．2-アミノピリジン標識糖鎖 (PA化糖鎖) の調製
　本発明のヒト化抗体を塩酸による酸加水分解にてシアル酸を除去した。塩酸を完全に除
去した後、ヒドラジン分解により糖鎖をタンパク質から切断した [メソッズ・オブ・エン
ザイモロジー (Method of Enzymology), 83, 263, 1982]。ヒドラジンを除去した後、酢
酸アンモニウム水溶液と無水酢酸加えてN-アセチル化を行った。凍結乾燥後、2-アミノピ
リジンによる蛍光標識を行った [ジャーナル・オブ・バイオケミストリー (J. Biochem.)
, 95, 197 (1984)]。蛍光標識した糖鎖 (PA化糖鎖) を、Surperdex Peptide HR 10/30カ
ラム (Pharmacia社製) を用いて不純物と分離した。糖鎖画分を遠心濃縮機にて乾固させ
、精製PA化糖鎖とした。
【０２０７】
2．精製抗hIL-5RαCDR移植抗体のPA化糖鎖の逆相HPLC分析
　上記実施例5の1項の方法で実施例3で作製された各種抗hIL-5RCDR抗体についてPA化糖鎖
を行った後、CLC-ODSカラム (Shimadzu社製) による逆相HPLC分析を行った。過剰量のα-
L-フコシダーゼ (ウシ腎由来、SIGMA社製) をPA化糖鎖に添加して消化を行い (37℃、15
時間)、逆相HPLCで分析した (第8図)。アスパラギン結合糖鎖は30分間から80分間の範囲
に溶出することをTaKaRa社製PA化糖鎖スタンダードを用いて確認した。α-L-フコシダー
ゼ消化によって、逆相HPLCの溶出位置が移動する糖鎖 (48分間から78分間に溶出される糖
鎖) の全体に占める割合を計算した。結果を第1表に示す。
【０２０８】
【表１】

【０２０９】
　YB2/0細胞で生産させた抗hIL-5RCDR移植抗体は約47％、NS0細胞で生産させた抗hIL-5RC
DR移植抗体は約73％がNグリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位に
フコースの１位がα結合した糖鎖（以下、「α-1,6-フコースを持つ糖鎖」とも表記する
）であった。よって、YB2/0細胞で生産した抗体は、NS0細胞で生産した抗体と比較してN-
グリコシド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミンの６位にフコースが結合していな
い糖鎖(以下、単に、「α-1,6-フコースを持たない糖鎖」と表記する) の割合がα-1,6-
フコースを持たない糖鎖が多かった。
【０２１０】
3．精製抗hIL-5RαCDR移植抗体の単糖組成分析
　トリフルオロ酢酸による酸加水分解により、YB2/0細胞、NS0細胞およびCHO/d細胞で生
産した抗hIL-5RαCDR移植抗体の糖鎖を単糖に分解し、BioLC (Dionex社製) を用いて単糖
組成分析を行った。
　N-グリコシド結合糖鎖のうち、コンプレックス型では、1本の糖鎖におけるマンノース
数は3であるため、マンノースを3として計算した場合の各単糖の相対比を第2表に示す。
【０２１１】
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【表２】

【０２１２】
　フコースの相対比は、 YB2/0＜CHO/d＜NS0であり、本結果でもYB2/0細胞で生産した抗
体の糖鎖はフコース含量が最も低かった。
【０２１３】
4．CHO/dhfr-細胞生産抗体の糖鎖解析
　CHO/dhfr-細胞で生産した精製抗hIl-5RαCDR移植抗体からPA化糖鎖を調製し、CLC-ODS
カラム（島津社製）を用いて逆相HPLC分析を行った(第9図)。第9図において、溶出時間35
～45分間がフコースを持たない糖鎖、45～60分間がフコースを持つ糖鎖であった。CHO/dh
fr-細胞で生産した抗hIl-5RαCDR移植抗体は、マウスミエローマNS0細胞で生産させた抗
体と同様に、ラットミエローマYB2/0細胞で生産させた抗体よりもフコースを持たない糖
鎖の含量が少なかった。
【０２１４】
実施例6．高ADCC活性抗体の分離
　フコースを持つ糖鎖に結合するレクチンカラムを用いて、ラットミエローマYB2/0細胞
で生産させた抗hIl-5RαCDR移植抗体の分離を行った。HPLCは島津社製LC-6Aを用い、流速
は1ml/分、カラム温度は室温で行った。50mMトリス-硫酸緩衝液 (pH7.3) で平衡化し、精
製された抗hIL-5RαCDR移植抗体を注入後、0.2Mα-メチルマンノシド (ナカライテスク社
製) の直線濃度勾配 (60分間) にて溶出した。抗hIl-5RαCDR移植抗体を非吸着画分と吸
着画分とに分離した。非吸着画分、吸着画分の一部をとり、hIL-5Rαに対する結合活性を
測定すると、同様の結合活性を示した (10A図)。ADCC活性を測定すると、非吸着画分の方
が吸着画分の一部よりも高い (100～1000倍) ADCC活性を示した (10B図)。さらに、非吸
着画分、吸着画分の一部からPA化糖鎖を調製し、CLC-ODSカラム (島津社製) を用いて逆
相HPLC分析を行った (第11図)。非吸着画分は主としてフコースのない糖鎖をもつ抗体で
あり、吸着画分の一部は主としてフコースがある糖鎖もつ抗体であった。
【０２１５】
実施例7．α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合の異なる抗GD3キメラ抗体の活性評価
1．α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合の異なる抗GD3キメラ抗体の調製
　実施例1の2項 (1) に記載した方法に従って、抗GD3キメラ抗体を生産するYB2/0細胞由
来の形質転換クローンを得た。それぞれのYB2/0細胞由来の形質転換クローンより抗体を
調製し、それぞれをロット1、ロット2、ロット3とした。抗GD3キメラ抗体ロット1、ロッ
ト2、ロット3の糖鎖分析を、実施例11の (6) の方法に従って行った結果、α-1,6-フコー
スを持たない糖鎖の割合は、それぞれ50％、45％、29％であった。以下、これらの試料を
、抗GD3キメラ抗体 (50％)、抗GD3キメラ抗体 (45％)、抗GD3キメラ抗体 (29％) と表記
する。
　また、実施例1の2項 (2) で調製したCHO/DG44細胞由来の抗GD3キメラ抗体の糖鎖分析を
実施例11の (6)の方法に従って行った結果、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合は、7
％であった。以下、本試料を抗GD3キメラ抗体 (7％) と表記する。
【０２１６】
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　さらに、抗GD3キメラ抗体 (45％) と抗GD3キメラ抗体 (7％) を用い、抗GD3キメラ抗体
 (45％):抗GD3キメラ抗体 (7％)＝5:3および1:7の割合で混合した。これらの試料を、実
施例11の (6) の方法に従って糖鎖分析を行った結果、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の
割合が24％および13％ (分析値) であった。これらを以下、抗GD3キメラ抗体 (24％)、抗
GD3キメラ抗体 (13％) と表記する。
　第12図には、各試料の糖鎖分析の結果を示した。α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割
合は、2回の糖鎖分析の結果を平均した値を用いた。
【０２１７】
2．GD3に対する結合活性の評価 (ELISA法)
　実施例7の1項で調製したα-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合の異なる6種類の抗GD3
キメラ抗体のGD3 (雪印乳業社製) に対する結合活性は、実施例1の3項に示すELISA法によ
り測定した。その結果、第13図に示したように、6種類の抗GD3キメラ抗体は、いずれも同
等のGD3に対する結合活性を示し、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合は、抗体の抗原
結合活性に影響を与えないことが明らかとなった。
【０２１８】
3．ヒトメラノーマ細胞株に対するADCC活性の評価
　抗GD3キメラ抗体のヒトメラノーマ細胞株G-361 (ATCC CRL1424) に対するADCC活性は、
以下のようにして測定した。
【０２１９】
(1) 標的細胞溶液の調製
　ヒトメラノーマ細胞株G-361の1×106細胞を調製し、放射性物質であるNa2

51CrO4を3.7M
Bq当量加えて37℃で1時間反応させ、細胞を放射線標識した。反応後、培地を用いた懸濁
及び遠心分離操作により3回洗浄し、培地に再懸濁し、4℃で30分間氷中に放置して放射性
物質を自然解離させた。遠心分離後、培地を5mL加え、2×105細胞/mLに調製し、標的細胞
溶液とした。
【０２２０】
(2) ヒトエフェクター細胞溶液の調製
　健常人末梢血50mLを採取し、ヘパリンナトリウム (清水製薬社製) を0.5mLを加え穏や
かに混ぜた。これをLymphoprep (AXIS SHIELD社製) を用いて使用説明書に従い、遠心分
離 (800g、20分間) して単核球層を分離した。培地で3回遠心分離 (1200rpm、5分間) し
て洗浄後、培地を用いて2×106細胞/mLの濃度で再懸濁し、ヒトエフェクター細胞溶液と
した。
【０２２１】
(3) ADCC活性の測定
　96ウェルＵ字底プレート (Falcon社製) の各ウェルに上記 (1) で調製した標的細胞溶
液の50μL (1×104細胞/ウェル) を分注した。次いで上記 (2) で調製したヒトエフェク
ター細胞溶液を100μL (2×105細胞/ウェル、ヒトエフェクター細胞と標的細胞の比は20:
1となる) 添加した。さらに、抗GD3キメラ抗体を各最終濃度0.0005～5μg/mLとなるよう
に加え、37℃で4時間反応させた。反応後、プレートを遠心分離し、上清中の51Cr量をγ-
カウンターにて測定した。自然解離51Cr量は、ヒトエフェクター細胞溶液、抗体溶液の代
わりに培地のみを用いて上記と同様の操作を行い、上清中の51Cr量を測定することにより
求めた。全解離51Cr量は、抗体溶液の代わりに培地のみを、ヒトエフェクター細胞溶液の
代わりに1mol/Lの塩酸溶液を添加し、上記と同様の操作を行い、上清中の51Cr量を測定す
ることにより求めた。細胞障害活性 (％) は前記式 (II) により求めた。
【０２２２】
　第14図および第15図には、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合の異なる6種類の抗GD
3キメラ抗体の各種濃度 (0.0005～5μg/mL) におけるADCC活性を2名の健常人ドナー (A、
B)のエフェクター細胞を用いて測定した結果をそれぞれ示した。第14図および第15図に示
したように、抗GD3キメラ抗体のADCC活性は、いずれの抗体濃度においてもα-1,6-フコー
スを持たない糖鎖の割合に比例して上昇する傾向を示した。抗体濃度が低ければ、ADCC活
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性は低下する。抗体濃度が0.05μg/mlでは、α-1,6-フコースを持たない糖鎖が２４％、
２９％、４５％および５０％のADCC活性はほぼ同様の高い活性を示したが、α-1,6-フコ
ースを持たない糖鎖が２０％未満の抗体である、１３％および７％では、ADCC活性は低か
った。本結果は、エフェクター細胞のドナーが異なっても同様であった。
【０２２３】
実施例8．α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合の異なる抗CCR4キメラ抗体の活性評価
1．抗CCR4キメラ抗体の安定生産細胞の作製
　WO01/64754記載の抗CCR4キメラ抗体のタンデム型発現ベクターpKANTEX2160を用いて抗C
CR4キメラ抗体の安定生産細胞を以下のようにして作製した。
【０２２４】
(1) ラットミエローマYB2/0細胞を用いた生産細胞の作製
　10μgの抗CCR4キメラ抗体発現ベクターpKANTEX2160を4×106細胞のラットミエローマYB
2/0細胞 (ATCC CRL1662) へエレクトロポレーション法 [サイトテクノロジー (Cytotechn
ology), 3, 133 (1990)] により導入後、40mLのHybridoma-SFM-FBS(5) [FBS (PAAラボラ
トリーズ社製) を5％含むHybridoma-SFM培地 (インビトロジェン社製)] に懸濁し、96ウ
ェル培養用プレート (住友ベークライト社製)
に200μL/ウェルずつ分注した。5％CO2インキュベーター内で37℃、24時間培養した後、G
418を1mg/mLになるように添加して1～2週間培養した。G418耐性を示す形質転換株のコロ
ニーが出現し、増殖の認められたウェルより培養上清を回収し、上清中の抗CCR4キメラ抗
体の抗原結合活性を実施例8の2項記載のELISA法により測定した。
【０２２５】
　培養上清中に抗CCR4キメラ抗体の生産が認められたウェルの形質転換株については、DH
FR遺伝子増幅系を利用して抗体生産量を増加させる目的で、G418を1mg/mL、DHFRの阻害剤
であるMTX (SIGMA社製) を50nM含むHybridoma-SFM-FBS(5) 培地に1～2×105細胞/mlにな
るように懸濁し、24ウェルプレート (Greiner社製) に1mlずつ分注した。5％CO2インキュ
ベーター内で37℃で1～2週間培養して、50nM MTX耐性を示す形質転換株を誘導した。形質
転換株の増殖が認められたウェルの培養上清中の抗CCR4キメラ抗体の抗原結合活性を実施
例8の2項記載のELISA法により測定した。
　培養上清中に抗CCR4キメラ抗体の生産が認められたウェルの形質転換株については、上
記と同様の方法により、MTX濃度を上昇させ、最終的にMTXを200nMの濃度で含むHybridoma
-SFM-FBS(5) 培地で増殖可能かつ、抗CCR4キメラ抗体を高生産する形質転換株を得た。得
られた形質転換株について、2回の限界希釈法による単一細胞化 (クローン化) を行い、
得られたクローン化株をKM2760#58-35-16と名付けた。尚、実施例9に示すα-1,6-フコシ
ルトランスフェラーゼの遺伝子の転写物の定量法を用い、該転写物の量が比較的低い株を
優良株として選択し用いた。
【０２２６】
(2) CHO/DG44細胞を用いた生産細胞の作製
　抗CCR4キメラ抗体発現ベクターpKANTEX2160の4μgを1.6×106細胞のCHO/DG44細胞へエ
レクトロポレーション法 [サイトテクノロジー (Cytotechnology), 3, 133 (1990)] によ
り導入後、10mlのIMDM-dFBS(10)-HT(1) [dFBS (インビトロジェン社製) を10％、HT supp
lement (インビトロジェン社製) を1倍濃度で含むIMDM培地 (インビトロジェン社製)] に
懸濁し、96ウェル培養用プレート (岩城硝子社製) に100μl/ウェルずつ分注した。5％CO

2インキュベーター内で37℃、24時間培養した後、IMDM-dFBS(10) (透析FBSを10％で含むI
MDM培地) に培地交換し、1～2週間培養した。HT非依存的な増殖を示す形質転換株のコロ
ニーが出現したため、増殖の認められたウェルより培養上清を回収し、上清中の抗CCR4キ
メラ抗体の発現量を実施例8の2項記載のELISA法により測定した。
【０２２７】
　培養上清中に抗CCR4キメラ抗体の生産が認められたウェルの形質転換株については、DH
FR遺伝子増幅系を利用して抗体生産量を増加させる目的で、MTXを50nM含むIMDM-dFBS(10)
 培地に1～2×105細胞/mlになるように懸濁し、24ウェルプレート (岩城硝子社製) に0.5
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mlずつ分注した。5％CO2インキュベーター内で37℃で1～2週間培養して、50nM MTX耐性を
示す形質転換株を誘導した。増殖が認められたウェルの形質転換株については、上記と同
様の方法により、MTX濃度を200nMに上昇させ、最終的にMTXを200nMの濃度で含むIMDM-dFB
S(10) 培地で増殖可能かつ、抗CCR4キメラ抗体を高生産する形質転換株を得た。得られた
形質転換株は5-03株と名付けた。
【０２２８】
2．抗体CCR4部分ペプチドに対する結合活性 (ELISA法)
　抗CCR4キメラ抗体が反応し得るヒトCCR4細胞外領域ペプチドとして化合物1 (配列番号2
5) を選択した。ELISA法による活性測定に用いるため、以下の方法でBSA (Bovine Serum 
Albumin) (ナカライテスク社製) とのコンジュゲートを作製し、抗原として用いた。すな
わち、10 mgのBSAを含むPBS溶液900 mLに、100mlの25mg/mL SMCC [4-(N-マレイミドメチ
ル) シクロヘキサン-1-カルボキシリックアシッドN-ヒドロキシサクシンイミドエステル]
 (シグマ社製)-DMSO溶液をvortexしながら滴下し、30分間ゆっくりと攪拌した。25 mL PB
Sで平衡化したNAP-10カラムなどのゲルろ過カラムに反応液1mLをアプライし、1.5mLのPBS
で溶出させた溶出液をBSA-SMCC溶液とした (A280測定からBSA濃度を算出)。次に、0.5 mg
の化合物1に250mL PBSを加え、次いで250mL DMFを加えて完全に溶解させた後、前述のBSA
-SMCC溶液 (BSA換算1.25mg) をvortex下で添加して3時間ゆっくり攪拌した。反応液をPBS
に対して4℃、一晩透析し、最終濃度0.05%となるようにアジ化ナトリウムを添加して、0.
22 mmフィルターでろ過した後BSA-化合物1溶液とした。
【０２２９】
　96穴のEIA用プレート (グライナー社) に、上述のように調製したコンジュゲートを0.0
5μg/mL、50μl/ウェルで分注し、4℃で一晩放置して吸着させた。PBSで洗浄後、1%BSA-P
BSを100μL/ウェルで加え、室温で1時間反応させて残存する活性基をブロックした。各ウ
ェルを0.05％Tween20を含むPBS (以下、Tween-PBSと表記する) で洗浄後、形質転換株の
培養上清を50μL/ウェルで加え、室温で1時間反応させた。反応後、各ウェルをTween-PBS
で洗浄後、1%BSA-PBSで6000倍に希釈したペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ヒトIgG(γ) 抗体
溶液 (American Qualex社製） を二次抗体溶液として、それぞれ50μL/ウェルで加え、室
温で1時間反応させた。反応後、Tween-PBSで洗浄後、ABTS基質液を50μL/ウェルで加えて
発色させ、20分後に5％SDS溶液を50μL/ウェル加えて反応を停止した。その後OD415を測
定した。実施例8の1項で得られた抗CCR4キメラ抗体は、CCR4に対する結合活性を示した。
【０２３０】
3．抗CCR4キメラ抗体の精製
(1) YB2/0細胞由来の生産細胞の培養及び抗体の精製
　実施例8の1項 (1) で得られた抗CCR4キメラ抗体を発現する形質転換細胞クローンKM276
0#58-35-16を200nM MTX、Daigo's GF21 (和光純薬製) を5％の濃度で含むHybridoma-SFM 
(インビトロジェン社製) 培地に2×105細胞/mlとなる様に懸濁し、スピナーボトル (岩城
硝子社製) を用いて37℃の恒温室内でFed-Batch攪拌培養した。8-10日間培養して回収し
た培養上清より、Prosep-A (ミリポア社製) カラム及びゲルろ過法を用いて、抗CCR4キメ
ラ抗体を精製した。精製した抗CCR4キメラ抗体をKM2760-1と名づけた。
【０２３１】
(2) CHO/DG44細胞由来の生産細胞の培養及び抗体の精製
　実施例8の1項 (2) で得られた抗CCR4キメラ抗体を生産する形質転換細胞株5-03株をIMD
M-dFBS(10) 培地中で、182cm2フラスコ (Greiner社製) にて5％CO2インキュベーター内で
37℃にて培養した。数日後、細胞密度がコンフルエントに達した時点で培養上清を除去し
、25mlのPBSバッファーにて細胞を洗浄後、EXCELL301培地 (JRH社製) を35ml注入した。5
％CO2インキュベーター内で37℃にて7日間培養後、培養上清を回収した。培養上清よりPr
osep-A (ミリポア社製) カラムを用いて、添付の説明書に従い、抗CCR4キメラ抗体を精製
した。精製した抗CCR4キメラ抗体はKM3060と名付けた。
　KM2760-1およびKM3060のCCR4に対する結合活性を実施例８の２項記載のELISAにより測
定した結果、同等の結合活性を示した。
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【０２３２】
4．精製した抗CCR4キメラ抗体の解析
　本実施例1項で得られた各種動物細胞で生産、精製した2種類の抗CCR4キメラ抗体の各4
μgを公知の方法 [ネイチャー (Nature), 227,680, 1970] に従ってSDS-PAGEし、分子量
及び製精度を解析した。精製した各抗CCR4キメラ抗体は、いずれも非還元条件下では分子
量が約150Kdの単一のバンドが、還元条件下では約50Kdと約25Kdの2本のバンドが認められ
た。これらの分子量は、抗体のH鎖及びL鎖のcDNAの塩基配列から推定される分子量 (H鎖
：約49Kd、L鎖：約23Kd、分子全体：約144Kd) とほぼ一致し、更に、IgG型の抗体は、非
還元条件下では分子量は約150Kdであり、還元条件下では分子内のS-S結合が切断され、約
50Kdの分子量を持つH鎖と約25Kdの分子量を持つL鎖に分解されるという報告 [アンティボ
ディズ：ア・ラボラトリー・マニュアル(Antibodies: A Laboratory Manual), Cold Spri
ng Harbor Laboratory, Chapter 14, 1988、モノクローナル・アンティボディズ：プリン
シプルズ・アンド・プラクティス (Monoclonal Antibodies: Principles and Practice),
 Academic Press Limited, 1996] と一致し、抗CCR4キメラ抗体が正しい構造の抗体分子
として発現され、かつ精製されたことが確認された。
【０２３３】
5．α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合の異なる抗CCR4キメラ抗体の調製
　実施例8の3項 (1) で調製した、YB2/0細胞由来の抗CCR4キメラ抗体KM2760-1と、実施例
8の3項 (2) で調製した、CHO/DG44細胞由来の抗CCR4キメラ抗体KM3060の糖鎖分析を、実
施例11の (6) の方法に従って行った。α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合は、KM2760
-1は87％、KM3060は8％であった。以下、これらの試料を、抗CCR4キメラ抗体 (87％)、抗
CCR4キメラ抗体 (8％) と表記する。
　さらに、抗CCR4キメラ抗体 (87％) と抗CCR4キメラ抗体 (8％) を用い、抗CCR4キメラ
抗体 (87％):抗CCR4キメラ抗体 (8％)＝1:39、16:67、22:57、32:47、42:37の割合で混合
した。これらの試料を実施例11の (6) の方法にしたがって糖鎖分析を行なった。α-1,6-
フコースを持たない糖鎖の割合は、それぞれ9％、18％、27％、39％、46％であった。以
下、これらの試料を抗CCR4キメラ抗体 (9％)、抗CCR4キメラ抗体 (18％)、抗CCR4キメラ
抗体 (27％)、抗CCR4キメラ抗体 (39％)、抗CCR4キメラ抗体 (46％) と表記する。
　第16図には、各試料の糖鎖分析の結果を示した。α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割
合は、2回の結果を平均した値を用いた。
【０２３４】
6．CCR4部分ペプチドに対する結合活性の評価 (ELISA法)
　実施例8の5項で調製したα-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合の異なる6種類の抗CCR4
キメラ抗体のCCR4部分ペプチドに対する結合活性は実施例8の2に記載の方法に従って測定
した。
　その結果、第17図に示したように、6種類の抗CCR4キメラ抗体は、いずれも同等のCCR4
に対する結合活性を示し、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合は、抗体の抗原結合活
性に影響を与えないことが明らかとなった。
【０２３５】
7．ヒトCCR4高発現細胞株に対するADCC活性の評価
　抗CCR4キメラ抗体のヒトCCR4高発現細胞であるCCR4/EL-4細胞 (WO01/64754) に対するA
DCC活性は、以下のようにして測定した。
【０２３６】
(1) 標的細胞溶液の調製
　WO01/64754に記載のヒトCCR4を発現しているCCR4/EL-4細胞の1.5×106細胞を調製し、
放射性物質であるNa2

51CrO4を5.55MBq当量加えて37℃で1時間30分間反応させ、細胞を放
射線標識した。反応後、培地を用いた懸濁及び遠心分離操作により3回洗浄し、培地に再
懸濁し、4℃で30分間氷中に放置して放射性物質を自然解離させた。遠心分離後、培地を7
.5mL加え、2×105細胞/mLに調製し、標的細胞溶液とした。
【０２３７】
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(2) ヒトエフェクター細胞溶液の調製
　健常人末梢血60mLを採取し、ヘパリンナトリウム (清水製薬社製) を0.6mLを加え穏や
かに混ぜた。これをLymphoprep (AXIS SHIELD社製) を用いて使用説明書に従い、遠心分
離 (800g、20分間) して単核球層を分離した。培地で3回遠心分離 (1400rpm、5分間) し
て洗浄後、培地を用いて5×106細胞/mLの濃度で再懸濁し、ヒトエフェクター細胞溶液と
した。
【０２３８】
(3) ADCC活性の測定
　96ウェルＵ字底プレート (Falcon社製) の各ウェルに上記 (1) で調製した標的細胞溶
液の50μL (1×104細胞/ウェル) を分注した。次いで上記 (2) で調製したヒトエフェク
ター細胞溶液を100μL (5×105細胞/ウェル、ヒトエフェクター細胞と標的細胞の比は50:
1となる) 添加した。さらに、抗CCR4キメラ抗体を各最終濃度0.0001～10μg/mLとなるよ
うに加え、37℃で4時間反応させた。反応後、プレートを遠心分離し、上清中の51Cr量を
γ-カウンターにて測定した。自然解離51Cr量は、ヒトエフェクター細胞溶液、抗体溶液
の代わりに培地のみを用いて上記と同様の操作を行い、上清中の51Cr量を測定することに
より求めた。全解離51Cr量は、抗体溶液とヒトエフェクター細胞溶液の代わりに1mol/Lの
塩酸溶液を添加し、上記と同様の操作を行い、上清中の51Cr量を測定することにより求め
た。ADCC活性 (％) は前記式 (II) により求めた。
【０２３９】
　第18図および第19図には、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合の異なる抗CCR4キメ
ラ抗体の各種濃度 (0.001～10μg/mL) におけるADCC活性を2名の健常人ドナー (A, B) の
エフェクター細胞を用いて測定した結果をそれぞれ示した。第18図および第19図に示した
ように、抗CCR4キメラ抗体のADCC活性はいずれの抗体濃度においてもα-1,6-フコースを
持たない糖鎖の割合に比例して上昇する傾向を示した。抗体濃度が低ければ、ADCC活性は
低下する。抗体濃度が0.01μg/mlでは、α-1,6-フコースを持たない糖鎖が２７％、３９
％および４６％のADCC活性はほぼ同様の高い活性を示したが、α-1,6-フコースを持たな
い糖鎖が２０％未満の抗体では、ADCC活性は低かった。本結果は、エフェクター細胞のド
ナーが異なっても同様であった。
【０２４０】
実施例9．宿主細胞株におけるα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ遺伝子の転写物の定量
(1) 各種細胞株由来一本鎖cDNAの調製
　ジヒドロ葉酸還元酵素遺伝子 (dhfr) を欠損したチャイニーズハムスター卵巣由来CHO/
DG44細胞およびラットミエローマYB2/0細胞より、以下の手順で一本鎖cDNAを調製した。
　CHO/DG44細胞を10％ ウシ胎児血清 (Life Technologies社製) および1倍濃度のHT supp
lement (Life Technologies社製) を添加したIMDM培地 (Life Technologies社製) に懸濁
し、2×105個/mlの密度で接着細胞培養用T75フラスコ (Greiner社製) に15ml播種した。
また、YB2/0細胞を10％ ウシ胎児血清 (Life Technologies社製)、4mmol/l L-GLN (Life 
Technologies社製) を添加したRPMI1640培地 (Life Technologies社製) に懸濁し、2×10
5個/mlの密度で浮遊細胞培養用T75フラスコ (Greiner社製) に15ml播種した。これらを37
℃の5％CO2インキュベーター内で培養し、培養1日目、2日目、3日目、4日目および5日目
に各宿主細胞1×107個を回収後、RNAeasy (QIAGEN社製) により添付の説明書に従って全R
NAを抽出した。
【０２４１】
　全RNAを45μlの滅菌水に溶解し、RQ1 RNase-Free DNase (Promega社製) 1μl、付属の1
0×DNase buffer 5μl、RNasin Ribonuclease inhibitor (Promega社製) 0.5μlをそれぞ
れに添加して、37℃で30分間反応させることにより、試料中に混入したゲノムDNAを分解
した。反応後、RNAeasy (QIAGEN社製) により全RNAを再精製し、50μlの滅菌水に溶解し
た。
　得られた各々の全RNA3μgに対し、SUPERSCRIPTTM Preamplification System for First
 Strand cDNA Synthesis (Life Technologies社製) を用いて添付の説明書に従い、オリ
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ゴ (dT) をプライマーとした20μlの系で逆転写反応を行うことにより、一本鎖cDNAを合
成した。各宿主細胞由来α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (以下、FUT8ともいう)、β
-アクチンのクローニングには該反応液の1倍濃度液を、競合的PCRによる各遺伝子転写量
の定量には該反応液の50倍希釈水溶液を用い、各々使用するまで-80℃で保管した。
【０２４２】
(2) チャイニーズハムスターFUT8およびラットFUT8の各cDNA部分断片の取得
　チャイニーズハムスターFUT8およびラットFUT8の各cDNA部分断片の取得は、以下の手順
で行った (第20図)。
　まず、ヒトFUT8のcDNA [ジャーナル・オブ・バイオケミストリー (J. Biochem.), 121,
 626, (1997)] およびブタFUT8のcDNA [ジャーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリ
ー (J. Biol. Chem.), 271, 27810, (1996)] に共通の塩基配列に対して特異的なプライ
マー (配列番号4および配列番号5に示す) を設計した。
　次にDNAポリメラーゼExTaq (宝酒造社製) を用いて、本項 (1) で調製した培養2日目の
CHO細胞由来cDNAおよびYB2/0細胞由来cDNAを各々1μlを含む25μlの反応液 [ExTaq buffe
r (宝酒造社製)、0.2mmol/l dNTPs、0.5μmol/l 上記遺伝子特異的プライマー (配列番号
4および配列番号5)] を調製し、ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) を行った。PCRは、94℃で1
分間の加熱の後、94℃で30秒間、55℃で30秒間、72℃で2分間からなる反応を1サイクルと
して30サイクルの後、さらに72℃で10分間加熱する条件で行った。
【０２４３】
　PCR後、反応液を0.8％アガロースゲル電気泳動に供し、特異的増幅断片979bpをGENECLE
AN Spin Kit (BIO 101社製) を用いて精製し、滅菌水10μlで溶出した (以下、アガロー
スゲルからのDNA断片の精製にはこの方法を用いた)。上記増幅断片 4μlを、TOPO TA clo
ning Kit (Invitrogen社製) の説明書に従って、プラスミドpCR2.1へ挿入し、該反応液を
用いて大腸菌XL1-Blue株をコーエンらの方法
[プロシーディングス・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンス (Proc. N
atl. Acad. Sci. U.S.A.), 69, 2110 (1972)] (以下、大腸菌の形質転換にはこの方法を
用いた) により形質転換した。得られたカナマイシン耐性コロニーのうちcDNAが組み込ま
れた6クローンから、公知の方法 [ヌクレイック・アシッド・リサーチ (Nucleic Acids R
esearch), 7, 1513 (1979)] (以下、プラスミドの単離方法にはこの方法を用いる) に従
って各々プラスミドDNAを単離した。
【０２４４】
　各プラスミドに挿入されたcDNAの塩基配列は、DNAシークエンサー377 (Parkin
Elmer社製) およびBigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit (Parki
n Elmer社製) を使用して決定し、方法は添付マニュアルに従った。本法により配列決定
した全ての挿入cDNAが、チャイニーズハムスターFUT8およびラットFUT8 (配列番号6およ
び7に示す) のオープンリーディングフレーム (ORF) 部分配列をコードすることを確認し
た。このうちPCRに伴う塩基の読み誤りを該配列内に全く含まないプラスミドDNAを選択し
た。以下、各プラスミドをCHFT8-pCR2.1およびYBFT8-pCR2.1と称す。
【０２４５】
(3) チャイニーズハムスターβ-アクチンおよびラットβ-アクチンcDNAの取得
　チャイニーズハムスターβ-アクチンおよびラットβ-アクチンの取得は、以下の手順で
行った (第21図)。
　まず、チャイニーズハムスターβ-アクチンゲノム配列 (GenBank, U20114) およびラッ
トβ-アクチンゲノム配列 [ヌクレイック・アシッド・リサーチ(Nucleic Acids Research
), 11, 1759 (1983)] より、翻訳開始コドンを含む共通配列に特異的なフォワードプライ
マー (配列番号8に示す) および翻訳終止コドンを含む各配列特異的なリバースプライマ
ー (配列番号9および配列番号10に示す) を設計した。
　次にDNAポリメラーゼKOD (東洋紡績社製) を用いて、本項 (1) で調製した培養2日目の
CHO細胞由来cDNAおよびYB2/0細胞由来cDNA 1μlを含む25μlの反応液 [KOD buffer #1 (
東洋紡績社製)、0.2mmol/l dNTPs、1mmol/l MgCl2、0.4μmol/l上記遺伝子特異的プライ
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マー (配列番号8および9、または配列番号8および10)、5％ DMSO] を調製し、PCRを行っ
た。PCRは、94℃で4分間の加熱の後、98℃で15秒間、65℃で2秒間、74℃で30秒間からな
る反応を1サイクルとして、25サイクル行った。
【０２４６】
　PCR後、反応液を0.8％アガロースゲル電気泳動に供し、特異的増幅断片1128bpを精製し
た。このDNA断片に対し、MEGALABEL (宝酒造社製) を用いて、添付の説明書に従いDNA5'
末端のリン酸化を行った。該反応液よりエタノール沈殿法を用いてDNA断片を回収し、滅
菌水10μlに溶解した。
　一方、プラスミドpBluescriptII KS(+) 3μg (Strategene社製) をNEBuffer 2 (New　E
ngland Biolabs社製) 35μlに溶解し、16単位の制限酵素EcoRV (宝酒造社製) を加えて37
℃で3時間消化反応を行った。該反応液にpH8.0の1mol/l Tris-HCl緩衝液 35μlおよび大
腸菌C15株由来Alkaline Phosphatase (宝酒造社製) 3.5μlを添加して65℃で30分間反応
させることにより、DNA末端の脱リン酸化を行った。この反応液に対しフェノール/クロロ
ホルム抽出処理の後エタノール沈殿法を行い、回収したDNA断片を滅菌水 100μlに溶解し
た。
【０２４７】
　上記で得たチャイニーズハムスターcDNA由来増幅断片およびラットcDNA由来増幅断片 (
1192bp) 4μl、プラスミドpBluescriptII KS(+)由来のEcoRV-EcoRV断片 (約3.0Kb) 1μl
、Ligation High (東洋紡績社製) 5μlを混合し、16℃で30分間反応させることにより結
合反応を行った。該反応液を用いて大腸菌XL1-Blue株を形質転換し、得られたアンピシリ
ン耐性クローンより公知の方法に従って各々プラスミドDNAを単離した。
　各プラスミドに挿入されたcDNAの塩基配列は、DNAシークエンサー377 (Parkin Elmer社
製) およびBigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit (Parkin Elmer
社製) を使用して決定し、方法は添付マニュアルに従った。本法により配列決定した全て
の挿入cDNAが、チャイニーズハムスターβ-アクチンおよびラットβ-アクチン各cDNAのOR
F全長配列をコードすることを確認した。このうちPCRに伴う塩基の読み誤りを該配列内に
全く含まないプラスミドDNAを選択した。以下、各プラスミドをCHAc-pBSおよびYBAc-pBS
と称す。
【０２４８】
(4) FUT8スタンダードおよび内部コントロールの調製
　各細胞内のFUT8遺伝子由来mRNA転写量を測定するために、検量線に用いるスタンダード
として、本項 (2) で得たチャイニーズハムスターFUT8およびラットFUT8の各cDNA部分断
片をpCR2.1に組み込んだプラスミドであるCHFT8-pCR2.1およびYBFT8-pCR2.1を制限酵素Ec
oRIで切断し直鎖化したDNAを用いた。FUT8定量の内部コントロールとしては、CHFT8-pCR2
.1およびYBFT8-pCR2.1のうち、チャイニーズハムスターFUT8およびラットFUT8の内部塩基
配列のScaI-HindIII間203bpを欠失させることにより得られたCHFT8d-pCR2.1およびYBFT8d
-pCR2.1を、制限酵素EcoRIで切断し直鎖化したDNAを用いた。以下にその詳細を説明する
。
【０２４９】
　チャイニーズハムスターFUT8およびラットFUT8のスタンダードの調製は次の手順で行っ
た。プラスミドCHFT8-pCR2.1 2μgをNEBuffer 2 (New　England Biolabs社製) 40μlに溶
解し、24単位の制限酵素EcoRI (宝酒造社製) を加えて37℃で3時間消化反応を行った。一
方、プラスミドYBFT8-pCR2.1 2μgをNEBuffer 2 (New England Biolabs社製) 40μlに溶
解し、24単位の制限酵素EcoRI (宝酒造社製) を加えて37℃で3時間消化反応を行った。該
反応液の一部を0.8％アガロースゲル電気泳動に供し、上記制限酵素消化反応によりチャ
イニーズハムスターFUT8およびラットFUT8 各cDNA部分断片を含むEcoRI-EcoRI断片 (約1K
b) がプラスミドCHFT8-pCR2.1およびYBFT8-pCR2.1より分離されたことを確認した。各反
応液より、1μg/ml パン酵母由来t-RNA (SIGMA社製) を用いて0.02fg/μl、0.2fg/μl、1
fg/μl、2fg/μl、10fg/μl、20fg/μl、100fg/μlの希釈液を調製し、これらをチャイニ
ーズハムスターFUT8およびラットFUT8のスタンダードとした。
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【０２５０】
　チャイニーズハムスターFUT8およびラットFUT8の内部コントロールの調製は次のように
行った (第22図)。DNAポリメラーゼKOD (東洋紡績社製) を用いて、CHFT8-pCR2.1およびY
BFT8-pCR2.1 5ngを含む25μlの反応液 [KOD buffer #1 (東洋紡績社製)、0.2mmol/l dNTP
s、1mmol/l MgCl2、0.4μmol/l 遺伝子特異的プライマー (配列番号11および12)、5％ DM
SO] を調製し、PCRを行った。PCRは、94℃で4分間の加熱の後、98℃で15秒間、65℃で2秒
間、74℃で30秒間からなる反応を1サイクルとして、25サイクル行った。PCR後、反応液を
0.8％アガロースゲル電気泳動に供し、特異的増幅断片約4.7Kbを精製した。該DNA断片に
対し、MEGALABEL (宝酒造社製) を用いて、添付の説明書に従いDNA5'末端のリン酸化を行
った後、反応液よりエタノール沈殿法を用いてDNA断片を回収し、滅菌水50μlに溶解した
。上記で得たDNA断片 (約4.7Kb) 5μlおよびLigation High (東洋紡績社製) 5μlを混合
し、16℃で30分間反応させることにより自己環状化反応を行った。
【０２５１】
　該反応液を用いて大腸菌DH5α株を形質転換し、得られたアンピシリン耐性クローンよ
り公知の方法に従って各々プラスミドDNAを単離した。各プラスミドDNAに対しDNAシーク
エンサー377 (Parkin Elmer社製) およびBigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready
 Reaction Kit (Parkin Elmer社製) を用いて配列決定を行い、同プラスミドに挿入され
たチャイニーズハムスターFUT8およびラットFUT8の内部塩基配列ScaI-HindIII間203bpが
欠失したことを確認した。得られた各プラスミドをCHFT8d-pCR2.1およびYBFT8d-pCR2.1と
称す。
　次にプラスミドCHFT8d-pCR2.1 2μgをNEBuffer 2 (New England Biolabs社製)
40μlに溶解し、24単位の制限酵素EcoRI (宝酒造社製) を加えて37℃で3時間消化反応を
行った。一方、プラスミドYBFT8d-pCR2.1 2μgをNEBuffer 2 (New　England Biolabs社製
) 40μlに溶解し、24単位の制限酵素EcoRI (宝酒造社製) を加えて37℃で3時間消化反応
を行った。該反応液の一部を0.8％アガロースゲル電気泳動に供し、上記制限酵素消化反
応によりチャイニーズハムスターFUT8およびラットFUT8部分断片の内部塩基配列203bpが
欠失した断片を含むEcoRI-EcoRI断片 (約800bp) がプラスミドCHFT8d-pCR2.1およびYBFT8
d-pCR2.1より分離されたことを確認した。各反応液より、1μg/ml パン酵母由来t-RNA (S
IGMA社製) を用いて2fg/μlの希釈液を調製し、これらをチャイニーズハムスターFUT8お
よびラットFUT8の内部コントロールとした。
【０２５２】
(5) β-アクチンスタンダードおよび内部コントロールの調製
　各宿主細胞内のβ-アクチン遺伝子由来mRNA転写量を測定するために、検量線に用いる
スタンダードとして、本項 (3) で得たチャイニーズハムスターβ-アクチンおよびラット
β-アクチン各cDNAのORF全長をpBluescriptII KS(+)に組み込んだプラスミドであるCHAc-
pBSおよびYBAc-pBSを、前者は制限酵素HindIIIおよびPstIで、後者は制限酵素HindIIIお
よびKpnIで、各々切断し直鎖化したDNAを用いた。β-アクチン定量の内部コントロールと
しては、CHAc-pBSおよびYBAc-pBSのうち、チャイニーズハムスターβ-アクチンおよびラ
ットβ-アクチンの内部塩基配列のDraIII-DraIII間180bpを欠失させることにより得られ
たCHAcd-pBSおよびYBAcd-pBSを、前者は制限酵素HindIIIおよびPstIで、後者は制限酵素H
indIIIおよびKpnIで、切断し直鎖化したDNAを用いた。以下にその詳細を説明する。
【０２５３】
　チャイニーズハムスターβ-アクチンおよびラットβ-アクチンのスタンダードの調製は
次の手順で行った。プラスミドCHAc-pBS 2μgをNEBuffer 2 (New England Biolabs社製) 
40μlに溶解し、25単位の制限酵素HindIII (宝酒造社製) および20単位のPstI (宝酒造社
製) を加えて37℃で3時間消化反応を行った。一方、プラスミドYBAc-pBS 2μgをNEBuffer
 2 (New England Biolabs社製) 40μlに溶解し、25単位の制限酵素HindIII (宝酒造社製)
 および24単位のKpnI (宝酒造社製) を加えて37℃で3時間消化反応を行った。該反応液の
一部を0.8％アガロースゲル電気泳動に供し、上記制限酵素消化反応によりチャイニーズ
ハムスターβ-アクチンおよびラットβ-アクチン各cDNA ORF全長を含むHindIII-PstI断片
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およびHindIII-KpnI断片 (約1.2Kb) がプラスミドCHAc-pBSおよびYBAc-pBSより分離され
たことを確認した。各反応液より、1μg/ml パン酵母由来t-RNA (SIGMA社製) を用いて2p
g/μl、1pg/μl、200fg/μl、100fg/μl、20fg/μlの希釈液を調製し、これらをチャイニ
ーズハムスターβ-アクチンおよびラットβ-アクチンのスタンダードとした。
【０２５４】
　チャイニーズハムスターβ-アクチンおよびラットβ-アクチンの内部コントロールの調
製は次の手順で行った (第23図)。CHAc-pBS 2μgを100ng/μl BSA (New England Biolabs
社製) を含むNEBuffer 3 (New England Biolabs社製) 100μlに溶解し、10単位の制限酵
素DraIII (New England　Biolabs) を加えて37℃で3時間消化反応を行った。該反応液よ
りエタノール沈殿法を用いてDNA断片を回収し、DNA Blunting Kit (宝酒造社製) を用い
、添付の説明書に従ってDNA末端の平滑化を行った後、反応液を2等分した。まず一方の反
応液には、pH8.0の1mol/l Tris-HCl緩衝液 35μlおよび大腸菌C15株由来Alkaline Phosph
atase (宝酒造社製) 3.5μlを添加し、65℃で30分間反応させることによりDNA末端の脱リ
ン酸化を行った。脱リン酸化処理、フェノール/クロロホルム抽出処理およびエタノール
沈殿法を行い、回収したDNA断片を滅菌水10μlに溶解した。残る他方の反応液は0.8％ア
ガロースゲル電気泳動に供し、チャイニーズハムスターβ-アクチンORF部分断片を含む約
1.1KbのDNA断片を精製した。
【０２５５】
　上記で得た脱リン酸化DraIII-DraIII断片 0.5μl、約1.1KbのDraIII-DraIII断片 4.5μ
l、Ligation High (東洋紡績社製) 5μlを混合し、16℃で30分間反応させることにより結
合反応を行った。該反応液を用いて大腸菌DH5α株を形質転換し、得られたアンピシリン
耐性クローンより公知の方法に従って各々プラスミドDNAを単離した。各プラスミドDNAに
対しDNAシークエンサー377 (Parkin Elmer社製) およびBigDye Terminator Cycle Sequen
cing FS Ready Reaction Kit (Parkin Elmer社製) を用いて配列決定を行い、同プラスミ
ドに挿入されたチャイニーズハムスターβ-アクチンDraIII-DraIII間180bpが欠失したこ
とを確認した。本プラスミドをCHAcd-pBSと称す。
【０２５６】
　また、ラットβ-アクチンDraIII-DraIII間180bpが欠失したプラスミドをCHAcd-pBSと同
様の工程を経て作製した。本プラスミドをYBAcd-pBSと称す。
次にプラスミドCHAcd-pBS 2μgをNEBuffer 2 (New England Biolabs社製)　40μlに溶解
し、25単位の制限酵素HindIII (宝酒造社製) および20単位のPstI (宝酒造社製) を加え
て37℃で3時間消化反応を行った。一方、プラスミドYBAcd-pBS 2μgをNEBuffer 2 (New　
England Biolabs社製) 40μlに溶解し、25単位の制限酵素HindIII (宝酒造社製) および2
4単位のKpnI (宝酒造社製) を加えて37℃で3時間消化反応を行った。該反応液の一部を0.
8％アガロースゲル電気泳動に供し、上記制限酵素消化反応によりチャイニーズハムスタ
ーβ-アクチンおよびラットβ-アクチン各cDNA ORF全長の内部塩基配列180bpが欠失した
断片を含むHindIII-PstI断片およびHindIII-KpnI断片 (約1.0Kb) がプラスミドCHAcd-pBS
およびYBAcd-pBSより分離されたことを確認した。各反応液より、1μg/mlパン酵母由来t-
RNA (SIGMA社製) を用いて200fg/μlの希釈液を調製し、これらをチャイニーズハムスタ
ーβ-アクチンおよびラットβ-アクチンの内部コントロールとした。
【０２５７】
(6) 競合的PCRによる転写量の定量
　本項 (4) で作製したFUT8内部コントロールDNAおよび本項 (1) で得た宿主細胞株由来c
DNAを鋳型として競合的PCRを行い、各鋳型に由来する増幅産物量の相対値より、宿主細胞
株内のFUT8の転写産物の定量値を算出した。一方、β-アクチン遺伝子は各細胞において
恒常的に転写されており、その転写量は細胞間で同程度と考えられているため、各宿主細
胞株由来cDNA合成反応の効率の目安として、β-アクチン遺伝子の転写量を定量した。す
なわち、本項 (5) で作製したβ-アクチン内部コントロールDNAおよび本項 (1) で得た宿
主細胞株由来cDNAを鋳型としてPCRを行い、各鋳型に由来する増幅産物量の相対値より、
宿主細胞株内のβ-アクチンの転写産物の定量値を算出した。以下にその詳細を説明する



(68) JP 4290423 B2 2009.7.8

10

20

30

40

50

。
　FUT8の転写産物の定量は次の手順で行った。まず、本項 (2) で得たチャイニーズハム
スターFUT8およびラットFUT8 ORF部分配列の内部配列に対し、共通配列特異的なプライマ
ーセット (配列番号13および14に示す) を設計した。
【０２５８】
　次に、本項 (1) で得た各宿主細胞株由来のcDNA溶液の50倍希釈液5μlおよび内部コン
トロール用プラスミド5μl (10fg) を含む総体積20μlの反応液 [ExTaq buffer (宝酒造
社製)、0.2mmol/l dNTPs、0.5μmol/l上記遺伝子特異的プライマー (配列番号13および14
)、5％DMSO] で、DNAポリメラーゼExTaq (宝酒造社製) を用いてPCRを行った。PCRは、94
℃で3分間の加熱の後、94℃で1分間、60℃で1分間、72℃で1分間からなる反応を1サイク
ルとして32サイクル行った。
　また、各宿主細胞株由来cDNAに代えて、本項 (4) で得たFUT8スタンダードプラスミド5
μl (0.1fg、1fg、5fg、10fg、50fg、100fg、500fg、1pg) を添加した系でPCRを行い、FU
T8転写量の検量線作製に用いた。
　β-アクチンの転写産物の定量は次の手順で行った。まず、本項 (3) で得たチャイニー
ズハムスターβ-アクチンおよびラットβ-アクチンORF全長の内部配列に対し、各遺伝子
特異的なプライマーセット (前者を配列番号15および配列番号16に、後者を配列番号17お
よび配列番号18に示す) をそれぞれ設計した。
【０２５９】
　次に、本項 (1) で得られた各宿主細胞株由来のcDNA溶液の50倍希釈液5μlおよび内部
コントロール用プラスミド5μl (1pg) を含む総体積20μlの反応液 [ExTaq buffer(宝酒
造社製)、0.2mmol/l dNTPs、0.5μmol/l上記遺伝子特異的プライマー (配列番号15および
配列番号16、または配列番号17および配列番号18)、5％ DMSO] で、DNAポリメラーゼExTa
q (宝酒造社製) を用いてPCRを行った。PCRは、94℃で3分間の加熱の後、94℃で30秒間、
65℃で1分間、72℃で2分間から成る反応を1サイクルとした17サイクルの条件で行った。
　また、各宿主細胞株由来cDNAに代えて、本項 (5) で得たβ-アクチンスタンダードプラ
スミド 5μl (10pg、5pg、1pg、500fg、100fg) を添加した系でPCRをそれぞれ行い、β-
アクチン転写量の検量線作製に用いた。
【０２６０】
【表３】

【０２６１】
　第3表に記載のプライマーセットを用いたPCRにより、各遺伝子転写産物および各スタン
ダードから第3表のターゲット欄に示したサイズのDNA断片を、各内部コントロールから第
3表のコンペティター欄に示したサイズのDNA断片を増幅させることができる。
　PCR後の溶液のうち、7μlを1.75％アガロースゲル電気泳動に供した後、ゲルを1倍濃度
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のSYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain (Molecular Probes社製) に30分間浸漬し染色
した。増幅された各DNA断片の発光強度をフルオロイメージャー (FluorImager SI; Molec
ular Dynamics社製) で算出することにより、増幅されたDNA断片の量を測定した。
　上記の方法により、スタンダードプラスミドを鋳型としたPCRによって生じた増幅産物
量を測定し、その測定値とスタンダードプラスミド量をプロットして検量線を作成した。
この検量線を用いて、各発現株由来全cDNAを鋳型とした場合の増幅産物の量より各株中の
目的遺伝子cDNA量を算出し、これを各株におけるmRNA転写量とした。
【０２６２】
　ラットFUT8配列をスタンダード、内部コントロールに用いた場合の各宿主細胞株におけ
るFUT8転写産物の量を第24図に示した。培養期間を通じてCHO細胞株はYB2/0細胞株の10倍
以上の転写量を示した。この傾向は、チャイニーズハムスターFUT8配列をスタンダード、
内部コントロールに用いた場合にも認められた。
　また、第4表にβ-アクチン転写産物の量との相対値としてFUT8転写量を示した。培養期
間を通じてYB2/0細胞株のFUT8転写量がβ-アクチンの0.1％前後であるのに対し、CHO細胞
株は0.5％～2％であった。
　以上の結果より、YB2/0細胞株のFUT8転写産物量はCHO細胞株のそれよりも有意に少ない
ことが示された。
【０２６３】
【表４】

【０２６４】
実施例10．抗ガングリオシドGD3キメラ抗体生産細胞株におけるα-1,6-フコシルトランス
フェラーゼ (FUT8) 遺伝子の転写物の定量
(1) 各種生産細胞株由来一本鎖cDNAの調製
　抗ガングリオシドGD3キメラ抗体生産細胞DCHI01-20株および61-33株より、以下の手順
で一本鎖cDNAを調製した。DCHI01-20株は、実施例1第2項 (2) 記載のCHO/DG44細胞由来の
形質転換クローンである。また61-33株は、YB2/0由来の形質転換細胞7-9-51株 (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、FERM BP-6691) に対し無血清馴化を行
った後、2回の限界希釈法による単一細胞化を行って得たクローンである。
【０２６５】
　DCHI01-20株を3mmol/l L-GLN (Life Technologies社製)、0.3％ PLURONIC F-68 (Life 
Technologies社製) および0.5％脂肪酸濃縮液 (Life Technologies社製) を添加したEXCE
LL302培地 (JRH BIOSCIENCES社製) に懸濁し、2×105個/mlの密度で浮遊細胞培養用T75フ
ラスコ (Greiner社製) に15ml播種した。また、61-33株を0.2％ ウシ血清アルブミンフラ
クションV (Life Technologie社製) (以下、BSAと略記する) を添加したHybridoma-SFM培
地 (Life Technologie社製) に懸濁し、2×105個/mlの密度で浮遊細胞培養用T75フラスコ
 (Greiner社製) に15ml播種した。これらを37℃の5％CO2インキュベーター内で培養し、
培養1日目、2日目、3日目、4日目および5日目に各宿主細胞1×107個を回収し、RNAeasy (
QIAGEN社製) により添付の説明書に従って全RNAを抽出した。
【０２６６】
　全RNAを45μlの滅菌水に溶解し、RQ1 RNase-Free DNase (Promega社製) 1μl、付属の1
0×DNase buffer 5μl、RNasin Ribonuclease inhibitor (Promega社製) 0.5μlをそれぞ
れに添加して、37℃で30分間反応させることにより、試料中に混入したゲノムDNAを分解
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した。反応後、RNAeasy (QIAGEN社製) により全RNAを再精製し、50μlの滅菌水に溶解し
た。
　得られた全RNA 3μgに対し、SUPERSCRIPTTMPreamplification System for First Stran
d cDNA Synthesis (Life Technologies社製) を用いて添付の説明書に従い、オリゴ (dT)
 をプライマーとした20μlの系で逆転写反応を行うことにより、一本鎖cDNAを合成した。
該反応液を水で50倍希釈し、使用するまで-80℃で保管した。
【０２６７】
(2) 競合的PCRによる各遺伝子転写量の定量
　本項 (1) で得た抗体生産細胞株由来cDNAに対し、実施例9 (6) に準じて競合的PCRによ
る各遺伝子転写量の定量を行った。
　各生産細胞株内のFUT8遺伝子由来のmRNA転写量の定量は、以下の手順で行った。
　FUT8転写量の定量の際に検量線に用いるスタンダードとして、実施例9 (2) で得たチャ
イニーズハムスターFUT8およびラットFUT8のcDNA部分断片をpCR2.1に組み込んだプラスミ
ドであるCHFT8-pCR2.1およびYBFT8-pCR2.1を制限酵素EcoRIで切断し直鎖化したDNAを用い
た。
　FUT8定量の内部コントロールとしては、チャイニーズハムスターFUT8およびラットFUT8
の内部塩基配列のScaI-HindIII間203bpを欠失させることにより得られた実施例9 (4) で
調製したCHFT8d-pCR2.1およびYBFT8d-pCR2.1を、制限酵素EcoRIで切断し直鎖化したDNAを
用いた。
【０２６８】
　本項 (1) で得た各生産細胞株由来のcDNA溶液の50倍希釈液 5μlおよび内部コントロー
ル用プラスミド5μl (10fg) を含む総体積20μlの反応液 [ExTaq buffer (宝酒造社製)、
0.2mmol/l dNTPs、0.5μmol/l FUT8遺伝子特異的プライマー (配列番号13および14)、5％
 DMSO] で、DNAポリメラーゼExTaq (宝酒造社製) を用いてPCRを行った。PCRは、94℃で3
分間の加熱の後、94℃で1分間、60℃で1分間、72℃で1分間からなる反応を1サイクルとし
て32サイクル行った。
　また、各生産細胞株由来cDNAに代えて、FUT8スタンダードプラスミド5μl (0.1fg、1fg
、5fg、10fg、50fg、100fg、500fg、1pg) を添加した系でPCRを行い、FUT8転写量の検量
線作製に用いた。尚、スタンダードプラスミドの希釈には1μg/mlパン酵母由来t-RNA (SI
GMA社製) を用いた。
　一方、β-アクチン遺伝子は各細胞において恒常的に転写されており、その転写量は細
胞間で同程度と考えられているため、各生産細胞株由来cDNA合成反応の効率の目安として
、β-アクチン遺伝子の転写量を以下の手順で定量した。
【０２６９】
　β-アクチン遺伝子転写量の定量の際に検量線に用いるスタンダードとして、実施例9 (
3) で調製したチャイニーズハムスターβ-アクチンおよびラットβ-アクチンのcDNAのORF
全長をpBluescriptII KS(+) に組み込んだプラスミドであるCHAc-pBSおよびYBAc-pBSを制
限酵素HindIIIおよびKpnIで切断し直鎖化したDNAを用いた。
　β-アクチン定量の内部コントロールとしては、チャイニーズハムスターβ-アクチンお
よびラットβ-アクチンの内部塩基配列のDraIII-DraIII間180bpを欠失させることにより
得られた実施例9 (5) で調製したCHAcd-pBSおよびYBAcd-pBSを、制限酵素HindIIIおよびK
pnIで切断し直鎖化したDNAを用いた。
【０２７０】
　上記で得た各生産細胞株由来のcDNA溶液の50倍希釈液 5μlおよび内部コントロール用
プラスミド5μl (1pg) を含む総体積20μlの反応液 [ExTaq buffer(宝酒造社製)、0.2mmo
l/l dNTPs、0.5μmol/lβ-アクチン特異的プライマー (配列番号17および18)、5％ DMSO]
 で、DNAポリメラーゼExTaq (宝酒造社製) を用いてPCRを行った。PCRは、94℃で3分間の
加熱の後、94℃で30秒間、65℃で1分間、72℃で2分間から成る反応を1サイクルとした17
サイクルの条件で行った。また、各生産細胞株由来cDNAに代えて、β-アクチンスタンダ
ードプラスミド10pg、5pg、1pg、500fg、100fgを添加した系でPCRをそれぞれ行い、β-ア
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クチン転写量の検量線作製に用いた。尚、スタンダードプラスミドの希釈には1μg/mlパ
ン酵母由来t-RNA (SIGMA社製) を用いた。
　第3表に記載のプライマーセットを用いたPCRにより、各遺伝子転写産物および各スタン
ダードから第3表のターゲット欄に示したサイズのDNA断片を、各内部コントロールから第
3表のコンペティター欄に示したサイズのDNA断片を増幅させることができる。
【０２７１】
　PCR後の溶液のうち、7μlを1.75％アガロースゲル電気泳動に供した後、ゲルを1倍濃度
のSYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain (Molecular Probes社製) に30分間浸漬し染色
した。増幅された各DNA断片の発光強度をフルオロイメージャー (FluorImager SI; Molec
ular Dynamics社製) で算出することにより、増幅されたDNA断片の量を測定した。
　上記の方法により、スタンダードプラスミドを鋳型としたPCRによって生じた増幅産物
量を測定し、その測定値とスタンダードプラスミド量をプロットして検量線を作成した。
この検量線を用いて、各生産細胞株由来全cDNAを鋳型とした場合の増幅産物の量より各株
中の目的遺伝子cDNA量を算出し、これを各株におけるmRNA転写量とした。
　第5表にβ-アクチン転写産物の量との相対値としてFUT8転写量を示した。培養期間を通
じて、YB2/0細胞由来抗体生産株61-33のFUT8転写量がβ-アクチンの0.3％以下であるのに
対し、CHO細胞由来抗体生産株DCHI01-20は0.7～1.5％であった。この結果より、YB2/0細
胞由来抗体生産株のFUT8転写産物量はCHO細胞由来抗体生産株のそれよりも有意に少ない
ことが示された。
【０２７２】
【表５】

【０２７３】
実施例11．マウスα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 遺伝子過剰発現株の作製
(1) マウスα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 発現プラスミドの構築
　10％ウシ胎児血清 (Life Technologie社製) を含むIMDM培地 (Life Technologie社製) 
で継代培養したマウスミエローマNS0細胞 (理化学研究所セルバンク, RCB0213) 1×107個
に対し、RNAeasy (QIAGEN社製) を用いて添付の説明書に従い全RNAを抽出した。全RNAを4
5μlの滅菌水に溶解し、RQ1 RNase-Free DNase (Promega社製) 1μl、付属の10×DNase b
uffer 5μl、RNasin Ribonuclease inhibitor (Promega社製) 0.5μlを添加して、37℃で
30分間反応させることにより、試料中に混入したゲノムDNAを分解した。反応後、RNAeasy
 (QIAGEN社製) により全RNAを再精製し、50μlの滅菌水に溶解した。得られた全RNAのう
ち3μgに対し、SUPERSCRIPTTM Preamplification System for First Strand cDNA Synthe
sis (Life Technologies社製) を用いて添付の説明書に従い、オリゴ (dT) をプライマー
とした20μlの系で逆転写反応を行うことにより、一本鎖cDNAを合成した。
　マウスFUT8 cDNAの取得は以下の手順で行った (第25図)。
【０２７４】
　まず、マウスFUT8のcDNA配列 (GenBank, AB025198) より、翻訳開始コドンを含む配列
に特異的なフォワードプライマー (配列番号19に示す) および翻訳終止コドンを含む配列
特異的なリバースプライマー (配列番号20に示す) を設計した。
　次にDNAポリメラーゼExTaq (宝酒造社製) を用いて、前述のNS0細胞由来cDNA 1μlを含
む25μlの反応液 [ExTaq buffer (宝酒造社製)、0.2mmol/l dNTPs、4％DMSO、0.5μmol/l
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上記特異的プライマー (配列番号19および配列番号20)] を調製し、PCRを行った。PCRは
、94℃で1分間の加熱の後、94℃で30秒間、55℃で30秒間、72℃で2分間からなる反応を1
サイクルとして30サイクルの後、さらに72℃で10分間加熱する条件で行った。
　PCR後、反応液を0.8％アガロースゲル電気泳動に供し、特異的増幅断片1728bpを精製し
た。このDNA断片4μlを、TOPO TA cloning Kit (Invitrogen社製) の説明書に従って、プ
ラスミドpCR2.1へ挿入し、該反応液を用いて大腸菌DH5α株を形質転換した。得られたカ
ナマイシン耐性コロニーのうちcDNAが組み込まれた6クローンから、公知の方法に従って
各々プラスミドDNAを単離した。
【０２７５】
　各プラスミドに挿入されたcDNAの塩基配列は、DNAシークエンサー377 (Parkin Elmer社
製) およびBigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit (Parkin Elmer
社製) を使用して決定し、方法は添付マニュアルに従った。本法により配列決定した全て
の挿入cDNAが、マウスFUT8のORF全長配列をコードすることを確認した。このうちPCRに伴
う塩基の読み誤りを該配列内に全く含まないプラスミドDNAを選択した (そのDNA配列を配
列番号2に示す。また、そのアミノ酸配列を配列番号24に示す)。尚、本配列には、前述の
GenBank上に登録されたマウスFUT8配列とはアミノ酸置換を伴う3塩基の不一致があった。
以下、本プラスミドをmfFUT8-pCR2.1と称す。
【０２７６】
　続いて、マウスFUT8 ORF全長配列を含むプラスミドpBSmfFUT8の構築を以下のように行
った (第26図)。まず、プラスミドpBluescriptII KS(+) 1μgを (Strategene社製) をNEB
uffer 2 (New England Biolabs社製) 35μlに溶解し、制限酵素EcoRI (宝酒造社製) 20単
位を加えて37℃で2時間消化反応を行った。該反応液にpH8.0の1mol/l Tris-HCl緩衝液 35
μlおよび大腸菌C15株由来Alkaline Phosphatase (宝酒造社製) 3.5μlを添加して65℃で
30分間反応させることにより、DNA末端の脱リン酸化を行った。この反応液に対しフェノ
ール/クロロホルム抽出処理の後エタノール沈殿法を行い、回収したDNA断片を滅菌水10μ
lに溶解した。
　一方、プラスミドmfFUT8-pCR2.1 1μgを (Strategene社製) をNEBuffer 2 (New Englan
d Biolabs社製) 35μlに溶解し、20単位の制限酵素EcoRI (宝酒造社製)
を加えて37℃で2時間消化反応を行った。該反応液を0.8％アガロースゲル電気泳動に供し
、マウスFUT8 cDNA ORF全長を含む約1.7KbのDNA断片を精製した。
【０２７７】
　上記で得たプラスミドpBluescriptII KS(+) 由来のEcoRI-EcoRI断片 (2.9Kb) 1μl、プ
ラスミドmfFUT8-pCR2.1由来のEcoRI-EcoRI断片 (1.7Kb)　4μl、Ligation High (東洋紡
績社製) 5μlを混合し、16℃で30分間反応させることにより結合反応を行った。該反応液
を用いて大腸菌DH5α株を形質転換し、得られたアンピシリン耐性クローンより公知の方
法に従って各々プラスミドDNAを単離した。本プラスミドを以下、pBSmfFUT8と称す。
　上記pBSmfFUT8およびpAGE249を用いて、マウスFUT8発現ベクターpAGEmfFUT8の構築を以
下の手順で行った (第27図)。pAGE249は、pAGE248 [ジャーナル・オブ・バイオロジカル
・ケミストリー (J. Biol. Chem.), 269, 14730 (1994)] の誘導体であり、pAGE248より
ジヒドロ葉酸還元酵素遺伝子 (dhfr) 発現ユニットを含むSphI-SphI断片 (2.7Kb) を除去
したベクターである。
【０２７８】
　pAGE249 1μgをUniversel BufferH (宝酒造社製) 50μlに溶解し、20単位の制限酵素Sa
lI (New England Biolabs社製) を加えて37℃で2時間消化反応を行った。該反応液よりエ
タノール沈殿法を用いてDNA断片を回収した後、NEBuffer 2 (New England Biolabs社製) 
35μlに溶解し、20単位の制限酵素BamHI (New England Biolabs社製) を加えて37℃で2時
間消化反応を行った。消化反応後、該液にpH8.0の1mol/l Tris-HCl緩衝液 35μlおよび大
腸菌C15株由来Alkaline Phosphatase (宝酒造社製) 3.5μlを添加して65℃で30分間反応
させることにより、DNA末端の脱リン酸化を行った。この反応液に対しフェノール/クロロ
ホルム抽出処理の後エタノール沈殿法を行い、回収したDNA断片を滅菌水 10μlに溶解し
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た。
【０２７９】
　一方、pBSmfFUT8 1μgをUniversel Buffer H (宝酒造社製) 50μlに溶解し、20単位の
制限酵素SalI (New England Biolabs社製) を加えて37℃で2時間消化反応を行った。該反
応液よりエタノール沈殿法を用いてDNA断片を回収した後、NEBuffer 2 (New　England Bi
olabs社製) 35μlに溶解し、20単位の制限酵素BamHI (New England Biolabs社製) を加え
て37℃で2時間消化反応を行った。消化反応後、該液を0.8％アガロースゲル電気泳動に供
し、マウスFUT8 cDNA ORF全長を含む約1.7KbのDNA断片を精製した。
　上記で得たプラスミドpAGE249由来のBamHI-SalI断片 (6.5Kb) 1μl、プラスミドpBSmfF
UT8由来のBamHI-SalI断片 (1.7Kb) 4μl、Ligation High (東洋紡績社製) 5μlを混合し
、16℃で30分間反応させることにより結合反応を行った。該反応液を用いて大腸菌DH5α
株を形質転換し、得られたアンピシリン耐性クローンより公知の方法に従って各々プラス
ミドDNAを単離した。本プラスミドを以下、pAGEmfFUT8と称す。
【０２８０】
(2) マウスα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 遺伝子過剰発現株の作製
　本項 (1) で構築したマウスFUT8発現ベクターpAGEmfFUT8を61-33株へ導入し、FUT8遺伝
子の安定的発現株を取得した。上記61-33株は、抗ガングリオシドGD3キメラ抗体を高生産
するYB2/0細胞由来の形質転換細胞7-9-51株 (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, FERM BP-6691) に対し無血清馴化を行った後、2回の限界希釈法による単
一細胞化を行って得たクローンである。
【０２８１】
　プラスミドpAGEmfFUT8の61-33株への遺伝子導入はエレクトロポレーション法 [サイト
テクノロジー (Cytotechnology), 3, 133 (1990)] に準じて以下の手順で行った。まず、
プラスミドpAGEmfFUT8 30μgをNEBuffer 4 (New England Biolabs社製) 600μlに溶解し
、100単位の制限酵素FspI (New England Biolabs社製)
を加えて37℃で2時間消化反応を行うことにより線状化した。該反応液に対しエタノール
沈殿法を行い、回収した線状化プラスミドを1μg/μl水溶液とした。次に、61-33株をK-P
BS緩衝液 (137mmol/l KCl、2.7mmol/l NaCl、8.1mmol/l Na2HPO4、1.5mmol/l KH2PO4、4.
0mmol/l MgCl2) に懸濁して2×107個/mlとし、細胞懸濁液200μl (4×106個) を上記線状
化プラスミド 10μl (10μg) と混和した。細胞-DNA混和液をGene Pulser Cuvette (電極
間距離2mm) (BIO-RAD社製) へ移した後、細胞融合装置Gene Pulser (BIO-RAD社製) を用
いてパルス電圧0.2KV、電気容量250μFの条件で遺伝子導入を行った。この細胞懸濁液を5
％ウシ胎児透析血清 (Life Technologie社製) および0.2％ BSA (Life Technologie社製)
 を添加したHybridoma-SFM培地 (Life Technologie社製) 10mlに混和し、浮遊細胞用96穴
プレート (Greiner社製) に100μlずつ分注した。5％CO2、37℃の条件下で24時間培養し
た後、培養上清50μlを除去し、0.5mg/ml Hygromycin B (和光純薬工業社製)、5％ ウシ
胎児透析血清 (Life Technologie社製) および0.2％BSA (Life Technologie社製) を添加
したHybridoma-SFM培地 (Life Technologie社製) を100μlずつ分注した。この培地交換
作業を3～4日毎に繰り返しながら3週間の培養を行い、ハイグロマイシン耐性を示す14株
を取得した。
【０２８２】
　一方、pAGEmfFUT8の母骨格ベクターであるプラスミドpAGE249を61-33株へ導入すること
により、ネガティブコントロール株を作製した。上述の手順で、制限酵素FspIにより線状
化したプラスミドpAGE249 10μgをエレクトロポレーション法を用いて61-33株 4×106cel
lsへ遺伝子導入した。該細胞を5％ ウシ胎児透析血清 (Life Technologie社製) および0.
2％ BSA (Life Technologie社製) を添加したHybridoma-SFM培地 (Life Technologie社製
) 15mlに混和した後、浮遊細胞用T75フラスコ (Greiner社製) に移し入れ、5％CO2、37℃
の条件下で24時間培養した。培養後、800rpmで4分間の遠心分離を行い、上清の半量 (7.5
ml) を除去した後、0.5mg/ml Hygromycin B (和光純薬工業社製)、5％ ウシ胎児透析血清
 (Life Technologie社製) および0.2％BSA (Life Technologie社製) を添加したHybridom
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a-SFM培地 (Life Technologie社製) 7.5mlを添加して懸濁し、浮遊細胞用T75フラスコ (G
reiner社製) に移し入れた。この培地交換作業を3～4日毎に繰り返しながら3週間の培養
を行い、ハイグロマイシン耐性株を取得した。
【０２８３】
(3) マウスα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 遺伝子過剰発現株における該遺
伝子発現量の解析
　本項 (2) で作製した61-33株由来マウスFUT8過剰発現株14株より任意に選択した6株お
よびネガティブコントロール株に対し、競合的RT-PCRを用いてFUT8発現量の比較を行った
。
　上記過剰発現株を0.5mg/ml Hygromycin B (和光純薬工業社製)、5％ ウシ胎児透析血清
 (Life Technologie社製) および0.2％BSA (Life Technologie社製) を添加したHybridom
a-SFM培地 (Life Technologie社製) に懸濁し、3×105個/mlの密度で浮遊細胞培養用T75
フラスコ (Greiner社製) に15ml播種した。37℃、5％CO2の条件下で24時間培養した後、
生細胞1×107個を回収し、RNAeasy (QIAGEN社製) を用いて添付の説明書に従い全RNAを抽
出した。全RNAを45μlの滅菌水に溶解し、RQ1 Rnase-Free DNase (Promega社製) 0.5U/μ
l、付属の10×DNase buffer 5μl、RNasin Ribonuclease inhibitor (Promega社製) 0.5
μlを添加して37℃で30分間反応させることにより、試料中に混入したゲノムDNAを分解し
た。反応後、RNAeasy (QIAGEN社製) により全RNAを再精製し、50μlの滅菌水に溶解した
。
【０２８４】
　得られた全RNA2.5μgに対し、SUPERSCRIPTTM Preamplification System for First Str
and cDNA Synthesis (Life Technologies社製) を用いて添付の説明書に従い、オリゴ (d
T) をプライマーとした20μlの系で逆転写反応を行うことにより、一本鎖cDNAを合成した
。該反応液を水で50倍希釈し、実施例9 (6) に準じて競合的PCRによる各遺伝子転写量の
定量に供した。
　各発現株内のFUT8遺伝子由来のmRNA転写量の定量は、以下の手順で行った。
FUT8転写量の定量の際に検量線に用いるスタンダードとして、実施例9 (2) で調製したラ
ットFUT8のcDNA部分断片をpCR2.1に組み込んだプラスミドであるYBFT8-pCR2.1を制限酵素
EcoRIで切断し直鎖化したDNAを用いた。
　FUT8定量の内部コントロールとしては、実施例9 (4) で調製した、ラットFUT8の内部塩
基配列のScaI-HindIII間203bpを欠失させることにより得られたYBFT8d-pCR2.1を、制限酵
素EcoRIで切断し直鎖化したDNAを用いた。
【０２８５】
　上記で得た各発現株由来のcDNA溶液の50倍希釈液5μlおよび内部コントロール用プラス
ミド5μl (10fg) を含む総体積20μlの反応液 [ExTaq buffer (宝酒造社製)、0.2mmol/l 
dNTPs、0.5μmol/lラットFUT8遺伝子特異的プライマー (配列番号13および14)、5％ DMSO
] で、DNAポリメラーゼExTaq (宝酒造社製) を用いてPCRを行った。PCRは、94℃で3分間
の加熱の後、94℃で1分間、60℃で1分間、72℃で1分間からなる反応を1サイクルとして32
サイクル行った。
　また、各発現株由来cDNAに代えて、FUT8スタンダードプラスミド 5μl (0.1fg、1fg、5
fg、10fg、50fg、100fg、500fg、1pg) を添加した系でPCRを行い、FUT8転写量の検量線作
製に用いた。尚、スタンダードプラスミドの希釈には1μg/ml パン酵母由来t-RNA (SIGMA
社製) を用いた。
　一方、β-アクチン遺伝子は各細胞において恒常的に転写されており、その転写量は細
胞間で同程度と考えられているため、各発現株由来cDNA合成反応の効率の目安として、β
-アクチン遺伝子の転写量を以下の手順で定量した。
【０２８６】
　β-アクチン遺伝子転写量の定量の際に検量線に用いるスタンダードとして、実施例9 (
3) で調製したラットβ-アクチンのcDNAのORF全長をpBluescriptII KS(+) に組み込んだ
プラスミドであるYBAc-pBSを制限酵素HindIIIおよびKpnIで切断し直鎖化したDNAを用いた
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。
　β-アクチン定量の内部コントロールとしては、実施例9 (5) で調製したラットβ-アク
チンの内部塩基配列のDraIII-DraIII間180bpを欠失させることにより得られたYBAcd-pBS
を制限酵素HindIIIおよびKpnIで切断し直鎖化したDNAを用いた。
　上記で得た各発現株由来のcDNA溶液の50倍希釈液 5μlおよび内部コントロール用プラ
スミド5μl (1pg) を含む総体積20μlの反応液 [ExTaq buffer (宝酒造社製)、0.2mmol/l
 dNTPs、0.5μmol/l ラットβ-アクチン特異的プライマー (配列番号17および18)、5％ D
MSO] で、DNAポリメラーゼExTaq (宝酒造社製) を用いてPCRを行った。PCRは、94℃で3分
間の加熱の後、94℃で30秒間、65℃で1分間、72℃で2分間から成る反応を1サイクルとし
た17サイクルの条件で行った。
【０２８７】
　また、各発現株由来cDNAに代えて、β-アクチンスタンダードプラスミド10pg、5pg、1p
g、500fg、100fgを添加した系でPCRをそれぞれ行い、β-アクチン転写量の検量線作製に
用いた。尚、スタンダードプラスミドの希釈には1μg/mlパン酵母由来t-RNA (SIGMA社製)
 を用いた。
　第3表に記載のプライマーセットを用いたPCRにより、各遺伝子転写産物および各スタン
ダードから第3表のターゲット欄に示したサイズのDNA断片を、各内部コントロールから第
3表のコンペティター欄に示したサイズのDNA断片を増幅させることができる。
　PCR後の溶液のうち、7μlを1.75％アガロースゲル電気泳動に供した後、ゲルを1倍濃度
のSYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain (Molecular Probes社製) に30分間浸漬し染色
した。増幅された各DNA断片の発光強度をフルオロイメージャー (FluorImager SI; Molec
ular Dynamics社製) で算出することにより、増幅されたDNA断片の量を測定した。
【０２８８】
　上記の方法により、スタンダードプラスミドを鋳型としたPCRによって生じた増幅産物
量を測定し、その測定値とスタンダードプラスミド量をプロットして検量線を作成した。
この検量線を用いて、各発現株由来全cDNAを鋳型とした場合の増幅産物の量より各株中の
目的遺伝子cDNA量を算出し、これを各株におけるmRNA転写量とした。
　第28図にβ-アクチン転写産物の量との相対値としてFUT8転写量を示した。mfFUT8-1、m
fFUT8-2、mfFUT8-4の3株およびpAGE249導入株は、FUT8転写量がβ-アクチン転写量の0.3
～10％であり、FUT8転写量が比較的低い株であった。一方、mfFUT8-3、mfFUT8-6、mfFUT8
-7の3株は、FUT8転写量がβ-アクチン転写量の20～40％であり、FUT8発現量が比較的高い
株であった。
【０２８９】
(4) マウスα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 遺伝子過剰発現株が産生する抗
体の精製
　本項 (2) で得たFUT8遺伝子過剰発現株6株およびネガティブコントロール株1株を、200
nmol/l MTX、0.5mg/ml Hygromycin B (和光純薬工業社製)、および0.2％ BSA (Life Tech
nologie社製) を添加したHybridoma-SFM培地 (Life Technologie社製) に懸濁し、2×105

個/mlの密度で浮遊細胞培養用T225フラスコ (IWAKI社製) 3本に計100ml各々播種した。こ
れらを37℃の5％CO2インキュベーター内で7～9日間培養後、生細胞数をカウントしてバイ
アビリティーが同程度 (各々30％以下) であることを確認した後、各細胞懸濁液を回収し
た。該細胞懸濁液に対し3000rpm、4℃の条件で10分間の遠心分離を行って上清を回収し、
10000rpm、4℃の条件で1時間の遠心分離を行った後、0.22μm孔径150ml容PES Filter Uni
t (NALGENE社製) を用いて濾過した。
【０２９０】
　0.8cm径のカラムにProsep-A HighCapacity (bioPROCESSING社製) を厚さ2cmで充填し、
0.1mol/lクエン酸緩衝液 (pH3.0) 10mlおよび1mol/lグリシン/NaOH-0.15mol/l NaCl緩衝
液 (pH8.6) 10mlで順次洗浄することによって担体の平衡化を行った。次に、上記培養上
清 各100mlをカラムに通筒し、1mol/l グリシン/NaOH-0.15mol/l NaCl緩衝液 (pH8.6) 50
mlで洗浄した。洗浄後、0.1mol/lクエン酸緩衝液 (pH3.0) 2.5mlを用いてProsep-Aに吸着
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した抗体の溶出を行い、溶出液を500μlずつ分画すると共に、各画分をそれぞれ2mol/l T
ris-HCl (pH8.5) 100μlと混合して中和した。BCA法 [アナリティカル・バイオケミスト
リー (Anal. Biochem.), 150, 76 (1985)] を用いて抗体を高濃度で含む2画分 (計1.2ml)
 を選択して合一し、10mol/l クエン酸緩衝液 (pH6.0) を用いて4℃で一昼夜透析を行っ
た。透析後、抗体溶液を回収し、0.22μm孔径Millex GV (MILLIPORE社製) を用いて滅菌
濾過した。
【０２９１】
(5) マウスα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 遺伝子過剰発現株が産生する抗
体のin vitro細胞傷害活性 (ADCC活性)
　本項 (4) で精製した抗GD3抗体のin vitro細胞傷害活性を評価するため、GD3陽性細胞
であるヒトメラノーマ培養細胞株G-361 [理化学研究所セルバンク, RCB0991] を用いてAD
CC活性を測定した。
　10％ ウシ胎児血清 (Life Technologie社製) を含むRPMI1640培地 (Life Technologie
社製) (以下、RPMI1640-FBS(10) と略記する) で継代培養したG-361細胞1×106個をRPMI1
640-FBS(10) 500μlに懸濁し、Na2

51CrO4 3.7MBqを添加して37℃で30分間培養することに
より、細胞の放射線標識を行った。1200rpmで5分の遠心分離を行った後、上清を除去し、
標識細胞をRPMI1640-FBS(10) 5mlに懸濁した。この洗浄操作を3回繰り返した後、細胞懸
濁液を氷上で30分間静置して放射性物質を自然解離させた。再び上記の洗浄操作を2回繰
り返した後、RPMI1640-FBS(10) 5mlに懸濁することにより、2×105個/mlの標的細胞懸濁
液を調製した。
【０２９２】
　一方、健常人の静脈血 30mlを採取し、ヘパリンナトリウム (清水製薬社製) 0.5mlを加
えて穏やかに混和した後、生理的食塩水 (大塚製薬社製) 30mlと混合した。混合後、各10
mlをそれぞれLymphoprep (NYCOMED PHARMA AS社製)　4ml上に穏やかに重層し、室温下200
0rpmで30分間の遠心分離を行った。分離された単核球画分を各遠心管より集めて合一し、
RPMI1640-FBS(10) 30mlに懸濁した。室温下1200rpmで15分の遠心分離を行った後、上清を
除去し、該細胞をRPMI1640-FBS(10) 20mlに懸濁した。この洗浄操作を2回繰り返した後、
RPMI1640-FBS(10) を用いて2×106個/mlのエフェクター細胞懸濁液を調製した。
　96穴Ｕ字底プレート (Falcon社製) の各穴に標的細胞懸濁液を50μlずつ (1×104個/穴
) 分注した。続いて各穴にエフェクター細胞懸濁液を100μlずつ (2×105個/穴) 分注す
ることにより、エフェクター細胞と標的細胞の比を20:1とした。次に10M クエン酸緩衝液
 (pH6.0) を用いて、本項 (4) で得た各種抗GD3抗体より0.01μg/ml、0.1μg/ml、1μg/m
l、10μg/mlの希釈系列を調製し、該希釈溶液を各ウェルに50μl添加することにより、終
濃度0.0025μg/ml、0.025μg/ml、0.25μg/ml、2.5μg/mlとした。5％CO2、37℃の条件下
で4時間反応させた後、プレートに対し1200rpmで5分の遠心分離を行った。各穴の上清50
μlを12mm径RIAチューブ (IWAKI社製) に分取し、MINAX-γオートガンマーカウンター555
0 (PACKRD社製) を用いて解離51Cr量の測定を行った。
【０２９３】
　また、エフェクター細胞懸濁液および抗体溶液に代えてRPMI1640-FBS(10) 150μlを添
加した系で上記の反応を行うことにより、自然解離51Cr量の値を求めた。さらにエフェク
ター細胞懸濁液および抗体溶液に代えて1規定 塩酸 100μlおよびRPMI1640-FBS(10) 50μ
lを添加した系で上記の反応を行うことにより、全解離51Cr量の値を求めた。これらの値
を用いて実施例２の２項（３）記載の式 (II) により、ADCC活性を求めた。
　第29図に各種抗GD3抗体のG-361細胞に対するADCC活性を示した。第28図においてFUT8発
現量が低かったmfFUT8-1、mfFUT8-2、mfFUT8-4の3株は、ネガティブコントロールであるp
AGE249株導入株と同等の高いADCC活性を示した。一方、第28図においてFUT8発現量が高か
ったmfFUT8-3、mfFUT8-6、mfFUT8-7の3株は、CHO細胞より取得した抗GD3抗体と同等の低
いADCC活性を示した。以上の結果より、宿主細胞のFUT8発現量を調節することにより、産
生抗体のADCC活性を調節し得ることが示された。
【０２９４】
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(6) マウスα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 遺伝子過剰発現株が産生する抗
体の糖鎖解析
　本項 (4) で精製した抗GD3抗体の糖鎖解析を行った。mfFUT8-6、pAGE249株導入株が産
生する抗体のヒドラジン分解を行い、糖鎖をタンパク質から切断した [メソッド・オブ・
エンザイモロジー (Method of Enzymology), 83, 263, 1982]。減圧留去することによっ
てヒドラジンを除去した後、酢酸アンモニウム水溶液と無水酢酸加えてN-アセチル化を行
った。凍結乾燥後、2-アミノピリジンによる蛍光標識を行った [ジャーナル・オブ・バイ
オケミストリー (J.Biochem.), 95, 197, 1984]。蛍光標識した糖鎖群 (PA化糖鎖群) を
、Surperdex Peptide HR 10/30カラム (Pharmacia社製) を用いて過剰な試薬と分離した
。糖鎖画分を遠心濃縮機にて乾固させ、精製PA化糖鎖群とした。次に、CLC-ODSカラム (S
himadzu社製) を用いて、精製PA化糖鎖群の逆相HPLC分析を行った (第30図)。ピーク面積
から計算すると、mfFUT8-6のα-1,6-フコースのない糖鎖含量は10％、α-1,6-フコース結
合糖鎖含量は90％であった。pAGE249のα-1,6-フコースのない糖鎖含量は20％、α-1,6-
フコース結合糖鎖含量は80％であった。以上の結果から、FUT8遺伝子を過剰発現させるこ
とにより、産生抗体のα-1,6-フコース結合糖鎖含量が増加することがわかった。
【０２９５】
　第30図は、mfFUT8-6、pAGE249導入株によって産生した抗体から調製したPA化糖鎖を、
それぞれ逆相HPLCで分析して得た溶離図を示したものである。第30A図にmfFUT8-6、第30B
図にpAGE249の溶離図をそれぞれ示す。縦軸に相対蛍光強度、横軸に溶出時間をそれぞれ
示す。緩衝液Aとしてリン酸ナトリウム緩衝液 (pH3.8)、緩衝液Bとしてリン酸ナトリウム
緩衝液 (pH3.8) + 0.5％1-ブタノールを用い、以下のグラジエントで分析した。
【０２９６】
【表６】

【０２９７】
　第30図と第31図で示した (i)～(ix) のピークは、以下の構造を示す。
【０２９８】
【化２】
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【０２９９】
【化３】
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【０３００】
　GlcNAcはN-アセチルグルコサミン、Galはガラクトース、Manはマンノース、Fucはフコ
ース、PAはピリジルアミノ基を示す。第30図と第31図において、α-1,6-フコースを持た
ない糖鎖群の割合は、(i)～(ix) のうち (i)～(iv)のピークが占める面積、α-1,6-フコ
ースが結合した糖鎖群の割合は、(i)～(ix)のうち (v)～(ix) のピークが占める面積から
算出した。
【０３０１】
実施例12．CHO細胞α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 遺伝子の取得
(1) CHO細胞α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) cDNA配列の取得
　実施例9 (1) において培養2日目のCHO/DG44細胞より調製した一本鎖cDNAより、以下の
手順でチャイニーズハムスターFUT8 cDNAを取得した (第32図)。
まず、マウスFUT8のcDNA配列 (GenBank, AB025198) より、5'側非翻訳領域に特異的なフ
ォワードプライマー (配列番号21に示す) および3'側非翻訳領域に特異的なリバースプラ
イマー (配列番号22に示す)を設計した。
　次にDNAポリメラーゼExTaq (宝酒造社製) を用いて、前述のCHO/DG44細胞由来cDNA 1μ
lを含む25μlの反応液 [ExTaq buffer (宝酒造社製)、0.2mmol/l dNTPs、4％DMSO、0.5μ
mol/l 上記特異的プライマー (配列番号21および配列番号22)]
を調製し、PCRを行った。PCRは、94℃で1分間の加熱の後、94℃で30秒間、55℃で30秒間
、72℃で2分間からなる反応を1サイクルとして30サイクルの後、さらに72℃で10分間加熱
する条件で行った。
【０３０２】
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　PCR後、反応液を0.8％アガロースゲル電気泳動に供し、特異的増幅断片約2Kbを精製し
た。このDNA断片4μlを、TOPO TA cloning Kit (Invitrogen社製) の説明書に従ってプラ
スミドpCR2.1へ挿入し、該反応液を用いて大腸菌DH5α株を形質転換した。得られたカナ
マイシン耐性コロニーのうちcDNAが組み込まれた8クローンから、公知の方法に従って各
々プラスミドDNAを単離した。
　各プラスミドに挿入されたcDNAの塩基配列は、DNAシークエンサー377 (Parkin Elmer社
製) およびBigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit (Parkin Elmer
社製) を使用して決定し、方法は添付マニュアルに従った。本法により、全ての挿入cDNA
が、CHO細胞FUT8のORF全長を含む配列をコードすることを確認した。このうちPCRに伴う
塩基の読み誤りを該配列内に全く含まないプラスミドDNAを選択した。以下、本プラスミ
ドをCHfFUT8-pCR2.1と称す。決定したCHO細胞FUT8 cDNAの塩基配列を配列番号1に示した
。また、そのアミノ酸配列を配列番号23に示した。
【０３０３】
(2) CHO細胞α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) ゲノム配列の取得
　本項 (1) で取得したCHO細胞FUT8 ORF全長cDNA断片をプローブとして用い、CHO-K1細胞
由来λ-ファージゲノムライブラリー (STRATEGENE社製) よりモレキュラー・クローニン
グ第2版、 カレント・プロトコールズ・イン・モレキュラー・バイオロジー、A Laborato
ry Manual, 2 nd Ed. (1989) 等に記載の公知のゲノムスクリーニングの方法に従いCHO細
胞FUT8ゲノムクローンを取得した。次に、取得したゲノムクローンを各種制限酵素を用い
て消化後、 CHO細胞FUT8 cDNAの開始コドンを含むAfaI-Sau3AI断片 (約280bp) をプロー
ブとしてサザンハイブリダイゼーションを行い、陽性を示した制限酵素断片のうちXbaI-X
baI断片 (約2.5Kb) およびSacI-SacI断片 (約6.5Kb) を選択してpBluescriptII KS(+) (S
trategene社製) へ各々挿入した。
【０３０４】
　取得した各ゲノム断片の塩基配列は、DNAシークエンサー377 (Parkin Elmer社製) およ
びBigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit (Parkin Elmer社製) を
用いて決定し、方法は添付マニュアルに従った。本法により、XbaI-XbaI断片はCHO細胞FU
T8のエクソン2を含む上流イントロン約2.5Kbの配列を、SacI-SacI断片はCHO細胞FUT8のエ
クソン2を含む下流イントロン約6.5Kbの配列を各々コードすることを確認した。以下、Xb
aI-XbaI断片を含むプラスミドをpFUT8fgE2-2、SacI-SacI断片を含むプラスミドをpFUT8fg
E2-4と称す。決定したCHO細胞FUT8のエクソン2を含むゲノム領域の塩基配列 (約9.0Kb) 
を配列番号3に示した。
【０３０５】
実施例13．α-1,6-フコース転移酵素遺伝子を破壊したCHO細胞の作製と該細胞を用いた抗
体の生産
　CHO細胞α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 遺伝子エクソン2を含むゲノム領
域を欠失したCHO細胞を作製し、該細胞が生産する抗体のADCC活性を評価した。
【０３０６】
1．チャイニーズハムスターα-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 遺伝子エクソン
2ターゲティングベクタープラスミドpKOFUT8Puroの構築
(1) プラスミドploxPPuroの構築
　以下の手順でプラスミドploxPPuroを構築した (第33図)。
　プラスミドpKOSelectPuro (Lexicon社製) 1.0μgをNEBuffer 4 (New England Biolabs
社製) 35μlに溶解し、20単位の制限酵素AscI (New England Biolabs社製) を加えて37℃
で2時間消化反応を行った。消化反応後、該液を0.8％ (w/v) アガロースゲル電気泳動に
供し、ピューロマイシン耐性遺伝子発現ユニットを含む約1.5KbのDNA断片を精製した。
　一方、特開平11-314512に記載のプラスミドploxP 1.0μgをNEBuffer 4 (New England B
iolabs社製) 35μlに溶解し、20単位の制限酵素AscI (New England Biolabs社製) を加え
て37℃で2時間消化反応を行った。消化反応後、該液を0.8％ (w/v) アガロースゲル電気
泳動に供し、約2.0KbのDNA断片を精製した。
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　上記で得たプラスミドpKOSelectPuro由来のAscI-AscI断片 (約1.5Kb) 4.5μl、プラス
ミドploxP由来のAscI-AscI断片 (約2.0Kb) 0.5μl、Ligation High (東洋紡社製) 5.0μl
を混合し、16℃で30分間反応させることにより結合反応を行った。該反応液を用いて大腸
菌DH5α株を形質転換し、得られたアンピシリン耐性クローンより公知の方法に従って各
々プラスミドDNAを単離した。本プラスミドを以下、ploxPPuroと称す。
【０３０７】
(2) プラスミドpKOFUT8gE2-1の構築
　実施例12 (2) で得たチャイニーズハムスターFUT8のエクソン2を含むゲノム領域を有す
るプラスミドpFUT8fgE2-2を用いて、以下の手順でプラスミドpKOFUT8gE2-1を構築した (
第34図)。
　プラスミドpFUT8fgE2-2 2.0μgを、100μg/ml BSA (New England Biolabs社製) を含む
NEBuffer 1 (New England Biolabs社製) 35μlに溶解し、制限酵素SacI (New England Bi
olabs社製) 20単位を加えて37℃で2時間消化反応を行った。該反応液よりエタノール沈殿
法を用いてDNA断片を回収した後、100μg/ml BSA (New England Biolabs社製) を含むNEB
uffer 2 (New England Biolabs社製) 35μlに溶解し、20単位の制限酵素EcoRV (New Engl
and Biolabs社製) を加えて37℃で2時間消化反応を行った。消化反応後、該液を0.8％ (w
/v) アガロースゲル電気泳動に供し、約1.5KbのDNA断片を精製した。
【０３０８】
　一方、プラスミドLITMUS28 (New England Biolabs社製) 1.0μgを、100μg/ml BSA (Ne
w England Biolabs社製) を含むNEBuffer 1 (New England Biolabs社製) 35μlに溶解し
、制限酵素SacI (New England Biolabs社製) 20単位を加えて37℃で2時間消化反応を行っ
た。該反応液よりエタノール沈殿法を用いてDNA断片を回収した後、100μg/ml BSA (New 
England Biolabs社製) を含むNEBuffer 2 (New England Biolabs社製) 35μlに溶解し、2
0単位の制限酵素EcoRV (New England Biolabs社製) を加えて37℃で2時間消化反応を行っ
た。消化反応後、該液を0.8％ (w/v) アガロースゲル電気泳動に供し、約2.8KbのDNA断片
を精製した。
　上記で得たプラスミドpFUT8fgE2-2由来のEcoRV-SacI断片 (約1.5Kb) 4.5μl、プラスミ
ドLITMUS28由来のEcoRV-SacI断片 (約2.8Kb) 0.5μl、Ligation High (東洋紡社製) 5.0
μlを混合し、16℃で30分間反応させることにより結合反応を行った。該反応液を用いて
大腸菌DH5α株を形質転換し、得られたアンピシリン耐性クローンより公知の方法に従っ
て各々プラスミドDNAを単離した。本プラスミドを以下、pKOFUT8gE2-1と称す。
【０３０９】
(3) プラスミドpKOFUT8gE2-2の構築
　本項 (2) で得たプラスミドpKOFUT8gE2-1を用いて、以下の手順でプラスミドpKOFUT8gE
2-2を構築した (第35図)。
　プラスミドpKOFUT8gE2-1 2.0μgを、100μg/ml BSA (New England Biolabs社製) を含
むNEBuffer 2 (New England Biolabs社製) 30μlに溶解し、制限酵素EcoRV (New England
 Biolabs社製) 20単位を加えて37℃で2時間消化反応を行った。該反応液よりエタノール
沈殿法を用いてDNA断片を回収した後、100μg/ml BSA (New England Biolabs社製) を含
むNEBuffer 1 (New England Biolabs社製) 30μlに溶解し、20単位の制限酵素KpnI (New 
England Biolabs社製) を加えて37℃で2時間消化反応を行った。消化反応後、該液を0.8
％ (w/v) アガロースゲル電気泳動に供し、約1.5KbのDNA断片を精製した。
【０３１０】
　一方、プラスミドploxPPuro 1.0μgを、NEBuffer 4 (New England Biolabs社製) 30μl
に溶解し、制限酵素HpaI (New England Biolabs社製) 20単位を加えて37℃で2時間消化反
応を行った。該反応液よりエタノール沈殿法を用いてDNA断片を回収した後、100μg/ml B
SA (New England Biolabs社製) を含むNEBuffer 1 (New England Biolabs社製) 30μlに
溶解し、20単位の制限酵素KpnI (New England Biolabs社製) を加えて37℃で2時間消化反
応を行った。消化反応後、該液を0.8％ (w/v) アガロースゲル電気泳動に供し、約3.5Kb
のDNA断片を精製した。



(82) JP 4290423 B2 2009.7.8

10

20

30

40

50

　上記で得たプラスミドpKOFUT8gE2-1由来のEcoRV-KpnI断片 (約1.5Kb) 4.0μl、プラス
ミドploxPPuro由来のHpaI-KpnI断片 (約3.5Kb) 1.0μl、Ligation High (東洋紡社製) 5.
0μlを混合し、16℃で30分間反応させることにより結合反応を行った。該反応液を用いて
大腸菌DH5α株を形質転換し、得られたアンピシリン耐性クローンより公知の方法に従っ
て各々プラスミドDNAを単離した。本プラスミドを以下、pKOFUT8gE2-2と称す。
【０３１１】
(4) プラスミドpscFUT8gE2-3の構築
　実施例12 (2) で得たチャイニーズハムスターFUT8のエクソン2を含むゲノム領域を有す
るプラスミドpFUT8fgE2-4を用いて、以下の手順でプラスミドpscFUT8gE2-3を構築した (
第36図)。
　プラスミドpFUT8fgE2-4 2.0μgをNEBuffer 1 (New England Biolabs社製) 35μlに溶解
し、20単位の制限酵素HpaII (New England Biolabs社製) を加えて37℃で2時間消化反応
を行った。該反応液よりエタノール沈殿法を用いてDNA断片を回収した後、Blunting High
 (東洋紡社製) を用い、添付の説明書に従ってDNA末端の平滑化を行った。フェノール/ク
ロロホルム抽出処理およびエタノール沈殿を行ってDNA断片を回収した後、NEBuffer 2 (N
ew England Biolabs社製) 35μlに溶解し、20単位の制限酵素HindIII (New England Biol
abs社製) を加えて37℃で2時間消化反応を行った。消化反応後、該液を0.8％ (w/v) アガ
ロースゲル電気泳動に供し、約3.5KbのDNA断片を精製した。
【０３１２】
　一方、プラスミドLITMUS39 (New England Biolabs社製) 1.0μgをNEBuffer 2 (New Eng
land Biolabs社製) 35μlに溶解し、20単位の制限酵素EcoRV (New England Biolabs社製)
 および20単位の制限酵素HindIII (New England Biolabs社製)
を加えて37℃で2時間消化反応を行った。消化反応後、該液を0.8％ (w/v) アガロースゲ
ル電気泳動に供し、約2.8KbのDNA断片を精製した。
　上記で得たプラスミドpFUT8fgE2-4由来のHpaII-HindIII断片 (約3.5Kb)　4.0μl、プラ
スミドLITMUS39由来のEcoRV-HindIII断片 (約2.8Kb) 1.0μl、Ligation High (東洋紡社
製) 5.0μlを混合し、16℃で30分間反応させることにより結合反応を行った。該反応液を
用いて大腸菌DH5α株を形質転換し、得られたアンピシリン耐性クローンより公知の方法
に従って各々プラスミドDNAを単離した。本プラスミドを以下、pscFUT8gE2-3と称す。
【０３１３】
(5) プラスミドpKOFUT8gE2-3の構築
　実施例12 (2) で得たチャイニーズハムスターFUT8のエクソン2を含むゲノム領域を有す
るプラスミドpFUT8fgE2-4を用いて、以下の手順でプラスミドpKOFUT8gE2-3を構築した (
第37図)。
　プラスミドpFUT8fgE2-4 2.0μgをNEBuffer for EcoRI (New England Biolabs社製) 35
μlに溶解し、20単位の制限酵素EcoRI (New England Biolabs社製) および20単位の制限
酵素HindIII (New England Biolabs社製) を加えて37℃で2時間消化反応を行った。消化
反応後、該液を0.8％ (w/v) アガロースゲル電気泳動に供し、約1.8KbのDNA断片を精製し
た。
　一方、プラスミドpBluescriptII KS(+) (Strategene社製) 1.0μgをNEBuffer for EcoR
I (New England Biolabs社製) 35μlに溶解し、20単位の制限酵素EcoRI (New England Bi
olabs社製) および20単位の制限酵素HindIII (New England Biolabs社製) を加えて37℃
で2時間消化反応を行った。消化反応後、該液を0.8％ (w/v) アガロースゲル電気泳動に
供し、約3.0KbのDNA断片を精製した。
【０３１４】
　上記で得たプラスミドpFUT8fgE2-4由来のHindIII-EcoRI断片 (約1.8Kb) 4.0μl、プラ
スミドpBluescriptII KS(+)由来のHindIII-EcoRI断片 (約3.0Kb) 1.0μl、Ligation High
 (東洋紡社製) 5.0μlを混合し、16℃で30分間反応させることにより結合反応を行った。
該反応液を用いて大腸菌DH5α株を形質転換し、得られたアンピシリン耐性クローンより
公知の方法に従って各々プラスミドDNAを単離した。本プラスミドを以下、pKOFUT8gE2-3
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と称す。
【０３１５】
(6) プラスミドpKOFUT8gE2-4の構築
　本項 (4) および (5) で得たプラスミドpscFUT8gE2-3およびpKOFUT8gE2-3を用いて、以
下の手順でプラスミドpKOFUT8gE2-4を構築した (第38図)。
　プラスミドpscFUT8gE2-3 1.0μgを、100μg/ml BSA (New England Biolabs社製) を含
むNEBuffer for SalI (New England Biolabs社製) 35μlに溶解し、制限酵素SalI (New E
ngland Biolabs社製) 20単位を加えて37℃で2時間消化反応を行った。該反応液よりエタ
ノール沈殿法を用いてDNA断片を回収した後、NEBuffer 2 (New England Biolabs社製) 30
μlに溶解し、20単位の制限酵素HindIII (New England Biolabs社製) を加えて37℃で2時
間消化反応を行った。消化反応後、該液を0.8％ (w/v) アガロースゲル電気泳動に供し、
約3.6KbのDNA断片を精製した。
【０３１６】
　一方、プラスミドpKOFUT8gE2-3 1.0μgを、100μg/ml BSA (New England Biolabs社製)
 を含むNEBuffer for SalI (New England Biolabs社製) 35μlに溶解し、制限酵素SalI (
New England Biolabs社製) 20単位を加えて37℃で2時間消化反応を行った。該反応液より
エタノール沈殿法を用いてDNA断片を回収した後、NEBuffer 2 (New England Biolabs社製
) 35μlに溶解し、20単位の制限酵素HindIII (New England Biolabs社製) を加えて37℃
で2時間消化反応を行った。消化反応後、pH8.0の1mol/l Tris-HCl緩衝液 35μlおよび大
腸菌C15株由来Alkaline Phosphatase (宝酒造社製) 3.5μlを添加し、65℃で30分間反応
させることによりDNA末端の脱リン酸化を行った。脱リン酸化処理後、フェノール/クロロ
ホルム抽出処理およびエタノール沈殿を行い、回収したDNA断片を滅菌水10μlに溶解した
。
　上記で得たプラスミドpscFUT8gE2-3由来のSalI- HindIII断片 (約3.1Kb) 4.0μl、プラ
スミドpKOFUT8gE2-3由来のSalI- HindIII断片 (約4.8Kb) 1.0μl、Ligation High (東洋
紡社製) 5.0μlを混合し、16℃で30分間反応させることにより結合反応を行った。該反応
液を用いて大腸菌DH5α株を形質転換し、得られたアンピシリン耐性クローンより公知の
方法に従って各々プラスミドDNAを単離した。本プラスミドを以下、pKOFUT8gE2-4と称す
。
【０３１７】
(7) プラスミドpKOFUT8gE2-5の構築
　本項 (3) および (6) で得たプラスミドpKOFUT8gE2-2およびpKOFUT8gE2-4を用いて、以
下の手順でプラスミドpKOFUT8gE2-5を構築した (第39図)。
　プラスミドpKOFUT8gE2-2 1.0μgをNEBuffer 4 (New England Biolabs社製) 30μlに溶
解し、制限酵素SmaI (New England Biolabs社製) 20単位を加えて25℃で2時間消化反応を
行った。該反応液よりエタノール沈殿法を用いてDNA断片を回収した後、NEBuffer 2 (New
 England Biolabs社製) 30μlに溶解し、20単位の制限酵素BamHI (New England Biolabs
社製) を加えて37℃で2時間消化反応を行った。消化反応後、pH8.0の1mol/l Tris-HCl緩
衝液30μlおよび大腸菌C15株由来Alkaline Phosphatase (宝酒造社製) 3.0μlを添加し、
65℃で1時間反応させることによりDNA末端の脱リン酸化を行った。脱リン酸化処理後、フ
ェノール/クロロホルム抽出処理およびエタノール沈殿を行い、回収したDNA断片を滅菌水
 10μlに溶解した。
【０３１８】
　一方、プラスミドpKOFUT8gE2-4 1.0μgをNEBuffer 4 (New England Biolabs社製) 30μ
lに溶解し、制限酵素SmaI (New England Biolabs社製) 20単位を加えて25℃で2時間消化
反応を行った。該反応液よりエタノール沈殿法を用いてDNA断片を回収した後、NEBuffer 
2 (New England Biolabs社製) 30μlに溶解し、20単位の制限酵素BamHI (New England Bi
olabs社製) を加えて37℃で2時間消化反応を行った。消化反応後、該液を0.8％ (w/v) ア
ガロースゲル電気泳動に供し、約5.2KbのDNA断片を精製した。
　上記で得たプラスミドpKOFUT8gE2-2由来のSmaI-BamHI断片 (約5.0Kb)　0.5μl、プラス
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ミドpKOFUT8gE2-4由来のSmaI-BamHI断片 (約5.42 Kb) 4.5μl、Ligation High (東洋紡社
製) 5.0μlを混合し、16℃で15時間反応させることにより結合反応を行った。該反応液を
用いて大腸菌DH5α株を形質転換し、得られたアンピシリン耐性クローンより公知の方法
に従って各々プラスミドDNAを単離した。本プラスミドを以下、pKOFUT8gE2-5と称す。
【０３１９】
(8) プラスミドpKOFUT8Puroの構築
　本項 (7) で得たプラスミドpKOFUT8gE2-5を用いて、以下の手順でプラスミドpKOFUT8Pu
roを構築した (第40図)。
　プラスミドpKOSelectDT (Lexicon社製) 1.0μgをNEBuffer 4 (New England Biolabs社
製) 50μlに溶解し、制限酵素RsrII (New England Biolabs社製) 16単位を加えて37℃で2
時間消化反応を行った。消化反応後、該液を0.8％ (w/v) アガロースゲル電気泳動に供し
、ジフテリアトキシン発現ユニットを含む約1.2KbのDNA断片を精製した。
【０３２０】
　一方、プラスミドpKOFUT8gE2-5 1.0μgをNEBuffer 4 (New England Biolabs社製) 50μ
lに溶解し、制限酵素RsrII (New England Biolabs社製) 16単位を加えて37℃で2時間消化
反応を行った。消化反応後、pH8.0の1mol/l Tris-HCl緩衝液 30μlおよび大腸菌C15株由
来Alkaline Phosphatase (宝酒造社製) 3.0μlを添加し、65℃で1時間反応させることに
よりDNA末端の脱リン酸化を行った。脱リン酸化処理後、フェノール/クロロホルム抽出処
理およびエタノール沈殿を行い、回収したDNA断片を滅菌水 10μlに溶解した。
　上記で得たプラスミドpKOSelectDT由来のRsrII-RsrII断片 (約1.2Kb) 1.0μl、プラス
ミドpKOFUT8gE2-5由来のRsrII-RsrII断片 (約10.4Kb) 1.0μl、滅菌水3.0μl、Ligation 
High (東洋紡社製) 5.0μlを混合し、16℃で30分間反応させることにより結合反応を行っ
た。該反応液を用いて大腸菌DH5α株を形質転換し、得られたアンピシリン耐性クローン
より公知の方法に従って各々プラスミドDNAを単離した。本プラスミドを以下、pKOFUT8Pu
roと称す。
【０３２１】
2．α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 遺伝子エクソン2を含むゲノム領域を1コ
ピー破壊したCHO細胞の作製
(1) ターゲティングベクターの導入
　本実施例第1項で構築したチャイニーズハムスターFUT8ゲノム領域ターゲティングベク
ターpKOFUT8Puroを実施例8の1(2) で作製した5-03株へ導入した。
　プラスミドpKOFUT8Puroの5-03株への遺伝子導入はエレクトロポレーション法 [サイト
テクノロジー (Cytotechnology), 3, 133 (1990)] に準じて以下の手順で行った。まず、
プラスミドpKOFUT8Puro 150μgをNEBuffer for SalI (New England Biolabs社製) 1.8ml
に溶解し、600単位の制限酵素SalI (New England Biolabs社製) を加えて37℃で5時間消
化反応を行うことにより線状化した。該反応液に対しフェノール/クロロホルム抽出処理
およびエタノール沈殿を行い、回収した線状化プラスミドを1μg/μl水溶液とした。一方
、5-03株をK-PBS緩衝液 (137mmol/l KCl、2.7mmol/l NaCl、8.1mmol/l Na2HPO4、1.5mmol
/l KH2PO4、4.0mmol/l MgCl2) に懸濁して8×107個/mlとした。細胞懸濁液200μl (1.6×
106個) を上記線状化プラスミド4μl (4μg) と混和した後、細胞-DNA混和液の全量をGen
e Pulser Cuvette (電極間距離2mm) (BIO-RAD社製) へ移し、細胞融合装置Gene Pulser (
BIO-RAD社製) を用いてパルス電圧350V、電気容量250μFの条件で遺伝子導入を行った。
同様にしてキュベット30本分に対し遺伝子導入した後、細胞懸濁液を10％ ウシ胎児血清 
(Life Technologies社製) および1倍濃度のHT supplement (Life Technologies社製) を
添加したIMDM培地 (Life Technologies社製) に懸濁し、接着細胞培養用10cmディッシュ 
(Falcon社製) 30枚へ播種した。5％CO2、37℃の条件下で24時間培養した後、培養上清を
除去し、15μg/mlPuromycin (SIGMA社製) および10％ ウシ胎児透析血清 (Life Technolo
gie社製) を添加したIMDM培地 (Life Technologies社製) を10mlずつ分注した。この培地
交換作業を3～4日毎に繰り返しながら10日間の培養を行い、ピューロマイシン耐性株を取
得した。
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【０３２２】
(2) ターゲティングベクター導入株の取得
　本項 (1) で得たピューロマイシン耐性株より任意の900個のコロニーを以下の手順で採
取した。
　まず、ピューロマイシン耐性株が出現した10cm ディッシュより培養上清を除去し、リ
ン酸緩衝液 7mlを注入した後、実体顕微鏡下に移した。次にピペットマン (GILSON社製) 
を用いてコロニーを掻き取って吸い込み、丸底96穴プレート (Falcon社製) へ採取した。
トリプシン処理を行った後、接着細胞用平底96穴プレート (岩城硝子社製) へ各クローン
を播種し、15μg/ml Puromycin (SIGMA社製)
および10％ ウシ胎児透析血清 (Life Technologie社製) を添加したIMDM培地 (Life Tech
nologies社製) を用いて1週間培養した。
　培養後、上記プレートの各クローンに対しトリプシン処理を行い、2倍量の凍結培地 (2
0％ DMSO、40％ ウシ胎児血清、40％ IMDM) と混和した。このうち半量を接着細胞用平底
96穴プレート (岩城硝子社製) へ播種してレプリカプレートとする一方、残りの半量をマ
スタープレートとして凍結保存に供した。レプリカプレートは、15μg/ml Puromycin (SI
GMA社製) および10％ ウシ胎児透析血清 (Life Technologie社製) を添加したIMDM培地 (
Life Technologies社製) を用いて1週間培養した。
【０３２３】
(3) ゲノムPCRによる相同組換えの診断
　本項 (2) で得た900クローンに対し、以下の手順でゲノムPCRによる相同組換えの診断
を行った。
　まず、本項 (2) で作製したレプリカプレートより公知の方法 [アナリティカル・バイ
オケミストリー (Analytical Biochemistry), 201, 331 (1992)] に従って各クローンの
ゲノムDNAを調製し、各々TE-RNase緩衝液 (pH8.0) (10mmol/l Tris-HCl、1mmol/l EDTA、
200μg/ml RNase A) 30μlに一晩溶解した。また、FUT8ゲノム領域のうちターゲティング
ベクター相同領域を越えた部分の配列に結合するプライマー (配列番号26に示す) および
ベクター内のloxP配列に結合するプライマー (配列番号27に示す) を設計した。
【０３２４】
　DNAポリメラーゼExTaq (宝酒造社製) を用いて、上記で調製したゲノムDNA溶液を各々1
0μl含む25μlの反応液 [ExTaq buffer (宝酒造社製)、0.2mmol/l dNTPs、0.5μmol/l 上
記遺伝子特異的プライマー (配列番号26および配列番号27)] を調製し、ポリメラーゼ連
鎖反応 (PCR) を行った。PCRは、94℃で3分間の加熱の後、94℃で1分間、60℃で1分間、7
2℃で2分間からなる反応を1サイクルとした38サイクルの条件で行った。
　PCR後、反応液を0.8％ (w/v) アガロースゲル電気泳動に供し、CHO細胞ゲノム領域とタ
ーゲティングベクター相同領域との境界部を含む約1.7Kbの特異的増幅が認められるもの
を陽性クローンとした。本法により陽性を示す1クローンを見出した。
【０３２５】
(4) ゲノムサザンブロットによる相同組換えの診断
　本項 (3) で陽性が確認された1クローンに対し、以下の手順でゲノムサザンブロットに
よる相同組換えの診断を行った。
　本項 (2) で凍結保存したマスタープレートのうち、本項 (3) で見出された陽性クロー
ンを含む96穴プレートを選択し、5％CO2、37℃の条件下で10分間静置した。静置後、陽性
クローンに該当するウェルから細胞を接着細胞用平底24穴プレート (Greiner社製) へ播
種した。15μg/ml Puromycin (SIGMA社製) および10％ ウシ胎児透析血清 (Life Technol
ogie社製) を添加したIMDM培地 (Life Technologies社製) を用いて1週間培養した後、接
着細胞用平底6穴プレート (Greiner社製) へ播種した。該プレートより公知の方法 [ヌク
レイック・アシッド・リサーチ (Nucleic Acids Research), 3, 2303 (1976)] に従って
各クローンのゲノムDNAを調製し、各々TE-RNase緩衝液 (pH8.0) (10mmol/l Tris-HCl、1m
mol/l EDTA、200μg/ml RNase A) 150μlに一晩溶解した。
【０３２６】
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　上記で調製したゲノムDNA 12μgをNEBuffer 3 (New England Biolabs社製) 120μlに溶
解し、25単位の制限酵素PstI (New England Biolabs社製) を加えて37℃で一晩消化反応
を行った。該反応液よりエタノール沈殿法を用いてDNA断片を回収した後、TE緩衝液 (pH8
.0) (10mmol/l Tris-HCl、1mmol/l EDTA) 20μlに溶解し、0.8％ (w/v) アガロースゲル
電気泳動に供した。泳動後、公知の方法 [プロシーディングス・オブ・ザ・ナショナル・
アカデミー・オブ・サイエンス (Proc. Natl. Acad. Sci. USA), 76, 3683 (1979)] に従
い、ナイロン膜へゲノムDNAを転写した。転写終了後、ナイロン膜に対し80℃で2時間の熱
処理を行った。
【０３２７】
　一方、サザンブロットに用いるプローブを以下のように調製した。まず、FUT8ゲノム領
域のうちターゲティングベクター相同領域を越えた部分の配列に結合するプライマー (配
列番号28および配列番号29) を設計した。次に、DNAポリメラーゼExTaq (宝酒造社製) を
用いて、実施例12 (2) で得たプラスミドpFUT8fgE2-2 4.0ngを含む20μlの反応液 [ExTaq
 buffer (宝酒造社製)、0.2mmol/l dNTPs、0.5μmol/l 上記遺伝子特異的プライマー (配
列番号28および配列番号29)] を調製し、ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) を行った。PCRは
、94℃で1分間の加熱の後、94℃で30秒間、55℃で30秒間、74℃で1分間からなる反応を1
サイクルとした25サイクルの条件で行った。PCR後、反応液を1.75％ (w/v) アガロースゲ
ル電気泳動に供し、約230bpのプローブDNA断片を精製した。得られたプローブDNA溶液 5
μlに対し、[α-32P]dCTP 1.75MBqおよびMegaprime DNA Labelling system, dCTP (Amers
ham Pharmacia Biotech社製) を用いて放射線標識した。
【０３２８】
　ハイブリダイゼーションは以下のように行った。まず、上記のナイロン膜をローラーボ
トルへ封入し、ハイブリダイゼーション液 [5ラSSPE、50ラDenhaldt's液、0.5％ (w/v) S
DS、100μg/ml サケ精子DNA] 15mlを加えて65℃で3時間のプレハイブリダイゼーションを
行った。次に、32P標識したプローブDNAを熱変性してボトルへ投入し、65℃で一晩加温し
た。
　ハイブリダイゼーション後、ナイロン膜を2×SSC-0.1％ (w/v) SDS 50mlに浸漬し、65
℃で15分間加温した。上記の洗浄操作を2回繰り返した後、膜を0.2×SSC-0.1％ (w/v) SD
S 50mlに浸漬し、65℃で15分間加温した。洗浄後、ナイロン膜をＸ線フィルムへ-80℃で
二晩暴露し現像した。
　前述の制限酵素PstI処理により、野生型FUT8対立遺伝子から約4.4KbのDNA断片が生じる
。一方、同制限酵素処理により、ターゲティングベクターとの相同組換えが起こった対立
遺伝子から約6.0KbのDNA断片が生じる。
　本法により、本項 (3) における陽性クローンのゲノムDNAより上記約4.4Kbおよび約6.0
Kbの特異的断片が見出された。両断片の量比が1：1であったことから、本クローンは、FU
T8対立遺伝子を1コピー破壊したクローンであることが確認された。本クローンを以下、1
st.△FUT8 2-46株と称す。
【０３２９】
3．α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 遺伝子を1コピー破壊したCHO細胞からの
薬剤耐性遺伝子の除去
(1) Creリコンビナーゼ発現ベクターの導入
　本実施例第2項で作製した1st.△FUT8 2-46株へ、Creリコンビナーゼ発現ベクターpBS18
5 (Life Technologies社製) を導入した。
　プラスミドpBS185の1st.△FUT8 2-46株への遺伝子導入はエレクトロポレーション法 [
サイトテクノロジー (Cytotechnology), 3, 133 (1990)] に準じて以下の手順で行った。
まず、1st.△FUT8 2-46株をK-PBS緩衝液 [137mmol/l KCl、2.7mmol/l NaCl、8.1mmol/l N
a2HPO4、1.5mmol/l KH2PO4、4.0mmol/l MgCl2] に懸濁して8×107個/mlとした。細胞懸濁
液200μl (1.6×106個) をプラスミドpBS185 4μgと混和した後、細胞-DNA混和液の全量
をGene Pulser Cuvette (電極間距離2mm) (BIO-RAD社製) へ移し、細胞融合装置Gene Pul
ser (BIO-RAD社製) を用いてパルス電圧350V、電気容量250μFの条件で遺伝子導入を行っ
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た。導入後、細胞懸濁液を10％ ウシ胎児血清 (Life Technologies社製) および1倍濃度
のHT supplement (Life Technologies社製) を添加したIMDM培地 (Life Technologies社
製) 10mlに懸濁し、さらに同培地を用いて2万倍希釈した。接着細胞培養用10cm ディッシ
ュ (Falcon社製) 7枚へ播種後、5％CO2、37℃の条件下で24時間培養した。培養後、上清
を除去し、10％ ウシ胎児透析血清 (Life Technologie社製) を添加したIMDM培地 (Life 
Technologies社製) を10mlずつ分注した。この培地交換作業を3～4日毎に繰り返しながら
10日間の培養を行った。
【０３３０】
(2) Creリコンビナーゼ発現ベクター導入株の取得
　本項 (1) で得た株より任意の400個のコロニーを以下の手順で採取した。
　まず、10cm ディッシュより培養上清を除去し、リン酸緩衝液7mlを注入した後、実体顕
微鏡下に移した。次にピペットマン (GILSON社製) を用いてコロニーを掻き取って吸い込
み、丸底96穴プレート (Falcon社製) へ採取した。トリプシン処理を行った後、接着細胞
用平底96穴プレート (岩城硝子社製) へ各クローンを播種し、10％ウシ胎児透析血清 (Li
fe Technologie社製) を添加したIMDM培地 (Life Technologies社製) を用いて1週間培養
した。
　培養後、上記プレートの各クローンに対しトリプシン処理を行い、2倍量の凍結培地 (2
0％DMSO、40％ ウシ胎児血清、40％ IMDM) と混和した。このうち半量を接着細胞用平底9
6穴プレート (岩城硝子社製) へ播種してレプリカプレートを作製する一方、残りの半量
をマスタープレートとして凍結保存に供した。
　次に、レプリカプレートを15μg/ml Puromycin (SIGMA社製) および10％ ウシ胎児透析
血清 (Life Technologie社製) を添加したIMDM培地 (Life Technologies社製) を用いて6
日間培養した。Creリコンビナーゼの発現によりloxP配列に挟まれたピューロマイシン耐
性遺伝子が除去された陽性クローンは、ピューロマイシン存在下で死滅する。 本選択法
により91個の陽性クローンを見出した。
【０３３１】
(3) ゲノムサザンブロットによる薬剤耐性遺伝子除去の診断
　本項 (2) で見出された陽性クローンのうち任意の6クローンに対し、以下の手順でゲノ
ムサザンブロットによる薬剤耐性遺伝子除去の診断を行った。
　本項 (2) で凍結保存したマスタープレートのうち、上記6クローンを含む96穴プレート
を選択し、5％CO2、37℃の条件下で10分間静置した。静置後、上記クローンに該当するウ
ェルから細胞を接着細胞用平底24穴プレート (Greiner社製) へ播種した。10％ ウシ胎児
透析血清 (Life Technologie社製) を添加したIMDM培地 (Life Technologies社製) を用
いて1週間培養した後、接着細胞用平底6穴プレート (Greiner社製) へ播種した。該プレ
ートより公知の方法 [ヌクレイック・アシッド・リサーチ (Nucleic Acids Research), 3
, 2303 (1976)] に従って各クローンのゲノムDNAを調製し、各々TE-RNase緩衝液 (pH8.0)
 (10mmol/l Tris-HCl、1mmol/l EDTA、200μg/ml RNase A) 150μlに一晩溶解した。
【０３３２】
　上記で調製したゲノムDNA 12μgをNEBuffer for BamHI (New England Biolabs社製) 12
0μlに溶解し、20単位の制限酵素BamHI (New England Biolabs社製) を加えて37℃で一晩
消化反応を行った。該反応液よりエタノール沈殿法を用いてDNA断片を回収した後、TE緩
衝液 (pH8.0) (10mmol/l Tris-HCl、1mmol/l EDTA) 20μlに溶解し、0.4％ (w/v) アガロ
ースゲル電気泳動に供した。泳動後、公知の方法 [プロシーディングス・オブ・ザ・ナシ
ョナル・アカデミー・オブ・サイエンス (Proc. Natl. Acad. Sci. USA), 76, 3683 (197
9)] に従い、ナイロン膜へゲノムDNAを転写した。転写終了後、ナイロン膜に対し80℃で2
時間の熱処理を行った。
【０３３３】
　一方、サザンブロットに用いるプローブを以下のように調製した。まず、FUT8ゲノム領
域のうちターゲティングベクター相同領域を越えた部分の配列に結合するプライマー (配
列番号30および配列番号31) を設計した。次に、DNAポリメラーゼExTaq (宝酒造社製) を
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用いて、実施例12 (2) で得たプラスミドpFUT8fgE2-2 4.0ngを含む20μlの反応液 [ExTaq
 buffer (宝酒造社製)、0.2mmol/l dNTPs、0.5μmol/l上記遺伝子特異的プライマー (配
列番号30および配列番号31)] を調製し、ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) を行った。PCRは
、94℃で1分間の加熱の後、94℃で30秒間、55℃で30秒間、74℃で1分間からなる反応を1
サイクルとした25サイクルの条件で行った。PCR後、反応液を1.75％ (w/v) アガロースゲ
ル電気泳動に供し、約230bpのプローブDNA断片を精製した。得られたプローブDNA溶液5μ
lに対し、[α-32P]dCTP 1.75MBqおよび Megaprime DNA Labelling system, dCTP (Amersh
am Pharmacia Biotech社製) を用いて放射線標識した。
【０３３４】
　ハイブリダイゼーションは以下のように行った。まず、上記のナイロン膜をローラーボ
トルへ封入し、ハイブリダイゼーション液 (5ラSSPE、50ラDenhaldt's液、0.5％ (w/v) S
DS、100μg/ml サケ精子DNA) 15mlを加えて65℃で3時間のプレハイブリダイゼーションを
行った。次に、32P標識したプローブDNAを熱変性してボトルへ投入し、65℃で一晩加温し
た。
　ハイブリダイゼーション後、ナイロン膜を2×SSC-0.1％ (w/v) SDS 50mlに浸漬し、65
℃で15分間加温した。上記の洗浄操作を2回繰り返した後、膜を0.2×SSC-0.1％ (w/v) SD
S 50mlに浸漬し、65℃で15分間加温した。洗浄後、ナイロン膜をＸ線フィルムへ-80℃で
二晩暴露し現像した。
【０３３５】
　前述の制限酵素BamHI処理により、野生型FUT8対立遺伝子から約19.0KbのDNA断片が生じ
る。また、同制限酵素処理により、ターゲティングベクターとの相同組換えが起こった対
立遺伝子から約12.5KbのDNA断片が生じる。さらに、相同組換えが起こった対立遺伝子か
らピューロマイシン耐性遺伝子 (約1.5Kb) が除去された場合には、同処理により約11.0K
bのDNA断片が生じる。
　本法により、上記6クローンのうち5クローンのゲノムDNAより上記約19.0Kbおよび約11.
0Kbの特異的断片が見出された。両断片の量比が1：1であったことから、FUT8ゲノム領域
を1コピー破壊した株よりピューロマイシン耐性遺伝子が除去されたことが示された。本
クローンを以下、1st.△FUT8 2-46-1株と称す。尚、上述の1st.△FUT8 2-46-1株、1st.△
FUT8 2-46株、及び、5-03株のゲノムサザンの結果を第41図に示した。なお1st.△FUT8 2-
46-1株は2-46-1の株名で、平成13年9月26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 (茨城県つくば市東1丁目1番地 中央第6) にFERM BP-7755として寄託さ
れている。
【０３３６】
4．α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 遺伝子破壊株が産生する抗体の精製
　本実施例第3項で得たFUT8対立遺伝子を1コピー破壊した株1st.△FUT8 2-46-1株を、3×
105個/mlの密度で15μg/ml Puromycin (SIGMA社製) および10％ ウシ胎児透析血清 (Life
 Technologie社製) を添加したIMDM培地 (Life Technologies社製) へ懸濁後、接着細胞
培養用T182フラスコ (Greiner社製) 2本に計60ml各々播種した。3日間の培養後、上清を
除去し、EXCELL301培地 (JRH Biosciences社製) 計60mlへ交換した。
　これを37℃の5％CO2インキュベーター内で7日間培養後、細胞懸濁液を回収した。該細
胞懸濁液に対し3000rpm、4℃の条件で10分間の遠心分離を行って上清を回収し、10000rpm
、4℃の条件で1時間の遠心分離を行った後、0.22 μm孔径150ml容PES Filter Unit (NALG
ENE社製) を用いて濾過した。
【０３３７】
　0.8cm径のカラムにProsep-A HighCapacity (bioPROCESSING社製) を厚さ2cmで充填し、
0.1mol/l クエン酸緩衝液 (pH3.0) 10mlおよび1mol/l グリシン/NaOH-0.15mol/l NaCl緩
衝液 (pH8.6) 10mlで順次洗浄することによって担体の平衡化を行った。次に、上記培養
上清100mlをカラムに通塔し、1mol/l グリシン/NaOH-0.15mol/l NaCl緩衝液 (pH8.6) 50m
lで洗浄した。洗浄後、0.1mol/l クエン酸緩衝液 (pH3.0) 2.5mlを用いてProsep-Aに吸着
した抗体の溶出を行い、溶出液を500 μlずつ分画すると共に、各画分をそれぞれ2mol/l 
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Tris-HCl (pH8.5) 100 μlと混合して中和した。BCA法 [アナリティカル・バイオケミス
トリー (Anal. Biochem.), 150, 76 (1985)] を用いて抗体を高濃度で含む2画分 (計1.2m
l) を選択して合一し、10mol/l クエン酸-0.15mol/l NaCl緩衝液 (pH6.0) を用いて4℃で
一昼夜透析を行った。透析後、抗体溶液を回収し、0.22μm孔径Millex GV (MILLIPORE社
製) を用いて滅菌濾過した。
【０３３８】
5．α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ (FUT8) 遺伝子破壊株が産生する抗体のin vitro
細胞傷害活性 (ADCC活性)
　本実施例第4項で精製した抗CCR4抗体のin vitro細胞傷害活性を評価するため、実施例8
に記載のCCR4陽性細胞株CCR4/EL-4を用いたADCC活性を行った。
　10％ ウシ胎児血清 (Life Technologie社製) を含むRPMI1640培地 (Life Technologie
社製) (以下、RPMI1640-FBS(10) と略記する) で継代培養したCCR4/EL-4株1×106個をRPM
I1640-FBS(10) 500μlに懸濁し、Na2

51CrO4 3.7MBqを添加して37℃で90分間培養すること
により、細胞の放射線標識を行った。1200rpmで5分の遠心分離を行った後、上清を除去し
、標識細胞をRPMI1640-FBS(10) 5mlに懸濁した。この洗浄操作を3回繰り返した後、細胞
懸濁液を氷上で30分間静置して放射性物質を自然解離させた。再び上記の洗浄操作を2回
繰り返した後、RPMI1640-FBS(10) 5mlに懸濁することにより、2.0×105個/mlの標的細胞
懸濁液を調製した。
【０３３９】
　一方、健常人の静脈血 30mlを採取し、ヘパリンナトリウム (清水製薬社製) 0.5mlを加
えて穏やかに混和した後、生理的食塩水 (大塚製薬社製) 30mlと混合した。混合後、各10
mlをそれぞれLymphoprep (NYCOMED PHARMA AS社製) 4ml上に穏やかに重層し、室温下2000
rpmで30分間の遠心分離を行った。分離された単核球画分を各遠心管より集めて合一し、R
PMI1640-FBS(10) 30mlに懸濁した。室温下1200rpmで15分の遠心分離を行った後、上清を
除去し、該細胞をRPMI1640-FBS(10) 20mlに懸濁した。この洗浄操作を2回繰り返した後、
RPMI1640-FBS(10) を用いて2.5×106個/mlのエフェクター細胞懸濁液を調製した。
【０３４０】
　96穴Ｕ字底プレート (Falcon社製) の各穴に標的細胞懸濁液を50 μlずつ (1×104個/
穴) 分注した。続いて各穴にエフェクター細胞懸濁液を100 μlずつ (2.5×105個/穴) 分
注することにより、エフェクター細胞と標的細胞の比を25:1とした。次にRPMI1640-FBS(1
0)を用いて、本実施例第4項で得た各抗CCR4抗体より0.01 μg/ml、0.1 μg/ml、1 μg/ml
、10 μg/mlの希釈系列を調製し、該希釈溶液を各ウェルに50 μl添加することにより、
終濃度0.0025 μg/ml、0.025 μg/ml、0.25 μg/ml、2.5 μg/mlとした。5％CO2、37℃の
条件下で4時間反応させた後、プレートに対し1200rpmで5分の遠心分離を行った。各穴の
上清75 μlを12mm径RIAチューブ (IWAKI社製) に分取し、MINAX-αオートガンマーカウン
ター5550 (PACKRD社製) を用いて解離51Cr量の測定を行った。
【０３４１】
　また、エフェクター細胞懸濁液および抗体溶液に代えてRPMI1640-FBS(10) 150
μlを添加した系で上記の反応を行うことにより、自然解離51Cr量の値を求めた。さらに
エフェクター細胞懸濁液および抗体溶液に代えて1規定 塩酸 100 μlおよびRPMI1640-FBS
(10) 50 μlを添加した系で上記の反応を行うことにより、全解離51Cr量の値を求めた。
これらの値を用いて前記式 (II) により、ADCC活性を求めた。
　第42図に各種抗CCR4抗体のADCC活性を示した。FUT8対立遺伝子を1コピー破壊した1st.
△FUT8 2-46-1株より得た抗体は、該遺伝子破壊前のCHO細胞5-03株が産生する抗体に比べ
有意に高いADCC活性を示した。また、これら抗体での抗原結合活性には変化は観察されな
かった。以上の結果より、宿主細胞のFUT8対立遺伝子を破壊することにより、産生抗体の
ADCC活性を向上し得ることが確認された。
【０３４２】
実施例14．レクチン耐性CHO/DG44細胞の作製と該細胞を用いた抗体の生産
(1) レクチン耐性CHO/DG44株の取得
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　CHO/DG44細胞を、IMDM-FBS(10) 培地 [ウシ胎児血清 (FBS) を10％、HT supplement (G
IBCO BRL社製) を1倍濃度含むIMDM培地] にて接着培養用フラスコ75cm2(グライナー社製)
 中で培養し、コンフルエント直前まで増殖させた。5mlのダルベッコPBS (インビトロジ
ェン社製) にて細胞を洗浄後、ダルベッコPBSで希釈した0.05％トリプシン (インビトロ
ジェン社製) を1.5ml添加して37℃にて5分間放置し、細胞を培養器底面から剥離させた。
剥離させた細胞を通常の細胞培養で行われる遠心操作により回収し、1×105細胞/mlの密
度になるようにIMDM-FBS(10) 培地を添加して懸濁後、未添加又は0.1μg/mlのアルキル化
剤であるN-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (以下、MNNGと表記、Sigma社製) を添加
した。CO2インキュベータ (TABAI製) 内で37℃にて3日間放置後、培養上清を除き、再び
上述した操作と同様の操作で細胞を洗浄、剥離、回収し、IMDM-FBS(10) 培地に懸濁後、
接着培養用96穴プレート (岩城硝子社製) に1000細胞/ウエルの密度で播種した。各ウエ
ルには培地中終濃度で1mg/mlのレンズマメ凝集素 (Lens culinaris agglutinin；以下、L
CAと表記、Vector社製)、あるいは1mg/mlのヒイロチャワンタケ凝集素 (Aleuria auranti
a Lectin；以下、AALと表記、Vector社製)、あるいは1mg/mlのインゲンマメ凝集素 (Phas
eolus vulgaris Leucoagglutinin；以下、L-PHAと表記、Vector社製) を添加した。CO2イ
ンキュベータ内で37℃にて2週間培養後、出現したコロニーをレクチン耐性CHO/DG44株と
して取得した。取得したそれぞれのレクチン耐性CHO/DG44株については、LCA耐性株をCHO
-LCA株、AAL耐性株をCHO-AAL株、L-PHA耐性株をCHO-PHA株と名付けた。取得したこれら株
の各種レクチンに対する耐性を調べたところ、CHO-LCA株はAALに対しても耐性であり、CH
O-AAL株はLCAに対しても耐性であることが分かった。さらに、CHO-LCA株及びCHO-AAL株は
、LCAやAALが認識する糖鎖構造と同じ糖鎖構造を認識するレクチン、すなわち、N-グリコ
シド結合糖鎖還元末端のN-アセチルグルコサミン残基の６位とフコースの１位がα結合で
付加された糖鎖構造を認識するレクチンに対しても耐性を示した。具体的には、終濃度1m
g/mlのエンドウマメ凝集素 (Pisum sativum Agglutinin；以下、PSAと表記、Vector社製)
 が添加された培地でもCHO-LCA株及びCHO-AAL株は耐性を示し生存することが分かった。
また、アルキル化剤MNNG無添加の場合でも、上述の処理を施す細胞数を増やすことでレク
チン耐性株を取得することが可能であった。以後、それら株を解析に用いた。
【０３４３】
(2) 抗CCR4ヒト型キメラ抗体生産細胞の作製
　上記 (1) で得られた3種類のレクチン耐性株に、実施例8に記載した方法で、抗CCR4ヒ
ト型キメラ抗体発現プラスミドpKANTEX2160を導入し、薬剤MTXによる遺伝子増幅を行い、
抗CCR4ヒト型キメラ抗体生産株を作製した。抗体発現量の測定は実施例8の2に記載したEL
ISA法を用いて行い、CHO-LCA株、CHO-AAL株、CHO-PHA株、それぞれから抗体を発現した形
質転換株を取得した。取得したそれぞれの形質転換株については、CHO-LCA株由来の形質
転換株をCHO/CCR4-LCA株、CHO-AAL株由来の形質転換株をCHO/CCR4-AAL株、CHO-PHA株由来
の形質転換株をCHO/CCR4-PHA株と名付けた。なおCHO/CCR4-LCA株はNega-13の株名で、平
成13年9月26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 (茨城県つ
くば市東1丁目1番地 中央第6) にFERM BP-7756として寄託されている。
【０３４４】
(3) レクチン耐性CHO細胞による高ADCC活性抗体の生産
　上記 (2) で得られた３種類の形質転換株を用い、実施例8の3に記載した方法で精製抗
体を取得した。各抗CCR4ヒト型キメラ抗体精製標品の抗原結合活性は実施例8の2に記載し
たELISA法を用いて評価した。いずれの形質転換株が生産する抗体も、実施例8で作製した
通常のCHO/DG44細胞を宿主とした組換え細胞株 (5-03株) が生産する抗体と同等の抗原結
合活性を示した。それら精製抗体を用い、実施例8の7に記載した方法にしたがって各抗CC
R4ヒト型キメラ抗体精製標品のADCC活性を評価した。その結果を図43に示した。5-03株が
生産した抗体と比較して、CHO/CCR4-LCA株及びCHO/CCR4-AAL株が生産した抗体では、約10
0倍程度のADCC活性の上昇が観察された。一方、CHO/CCR4-PHA株が生産した抗体では有意
なADCC活性の上昇は観察されなかった。また、CHO/CCR4-LCA株とYB2/0株が生産した抗体
のADCC活性を実施例8の7に記載した方法にしたがって比較したところ、CHO/CCR4-LCA株が
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生産した抗体は実施例8の1で作製したYB2/0細胞株が生産した抗体KM2760-1と同様に、5-0
3株が生産した抗体に比べ高いADCC活性を示すことが明らかとなった (第44図)。
【０３４５】
(4) レクチン耐性CHO細胞が生産する抗体の糖鎖解析
　上記 (3) で精製した抗CCR4ヒト型キメラ抗体の糖鎖解析を行った。精製したそれぞれ
の抗体を、ウルトラフリー0.5-10K (ミリポア社製) を用いて10mM KH2PO4に溶液を置換し
た。置換倍率は80倍以上になるように行なった。抗体は、UV-1600 (島津社製) を用いて
濃度を測定した。抗体のアミノ酸配列から式 (III) [アドバンスズ・イン・プロテインケ
ミストリー (Advances in Protein Chemistry), 12, 303, 1962] を用いてモル吸光定数
を算出し、280nmの吸光度1.0を1.38mg/mlとして濃度を決定した。
【０３４６】
【数２】

【０３４７】
　　　E1mol/ml = E1mol/l /MW
　　　E1mol/l: 280nmでの吸光係数 (mg-1 ml cm-1)
　　　E1mol/ml: 280nmでのモル吸光係数 (M-1cm-1)
　　　A: トリプトファンの280nmでのモル吸光係数＝5550 (M-1cm-1)
　　　B: チロシンの280nmでのモル吸光係数＝1340 (M-1cm-1)
　　　C: シスチンの280nmでのモル吸光係数＝200 (M-1cm-1)
　　　n1: 抗体1分子あたりのトリプトファンの数
　　　n2: 抗体1分子あたりのチロシンの数
　　　n3: 抗体1分子あたりのシスチンの数
　　　MW: 抗体の分子量 (g/mol)
【０３４８】
　100μgの抗体をヒドラクラブS-204用Test tubeに入れ、遠心濃縮機にて乾固した。サン
プルを乾固させたTest tubeをホーネン社製ヒドラクラブにてヒドラジン分解を行なった
。ヒドラジンはホーネン社製ヒドラジン分解試薬を用い、110℃、１時間反応させた [メ
ソッド・オブ・エンザイモロジー (Method of Enzymology),83, 263, 1982］。反応後ヒ
ドラジンを減圧留去させて、反応容器を30分間放置して室温に戻した。Test tubeにホー
ネン社製アセチル化試薬のacetylation reagentを250μl、無水酢酸を25μl入れてよく攪
拌させ、室温で30分間反応させた。さらにacetylation reagentを250μl、無水酢酸を25
μl加えてよく攪拌させ、室温で1時間反応させた。試料を-80℃のフリーザーで凍結させ
、約17時間凍結乾燥させた。凍結乾燥した試料から、TaKaRa社製セルロースカートリッジ
 グリカンプレパレーションキットを用いて糖鎖を回収した。試料糖鎖溶液を遠心濃縮機
にて乾固後、2-アミノピリジンによる蛍光標識を行った [ジャーナル・オブ・バイオケミ
ストリー (J. Biochem.), 95, 197, 1984］。2-アミノピリジン溶液は2-アミノピリジン1
gに対しHCl760μlを加え (1×PA溶液)、その溶液を逆浸透精製水で10倍に希釈したものを
用いた (10倍希釈PA溶液) 。シアノ水素化ホウ素ナトリウム溶液は、シアノ水素化ホウ素
ナトリウム10mgに対し1×PA溶液20μl、逆浸透精製水430μlを加えて調製した。試料に10
倍希釈PA溶液を67μl入れて100℃、15分反応させ、放冷後にシアノ水素化ホウ素ナトリウ
ム溶液を2μl入れて90℃、12時間反応させて試料糖鎖を蛍光標識した。蛍光標識した糖鎖
群 (PA化糖鎖群) を、Surperdex Peptide HR 10/30カラム (Pharmacia社製) を用いて過
剰な試薬と分離した。溶離液は10mM 炭酸水素アンモニウム、流速は0.5ml/分、カラム温
度は室温、蛍光検出器は励起波長320nm、蛍光波長400nmで行なった。試料添加後20分から
30分の溶出液を回収し、遠心濃縮機にて乾固させ、精製PA化糖鎖群とした。次に、CLC-OD
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Sカラム (Shimadzu社製、φ6.0nm×150nm) を用いて、精製PA化糖鎖群の逆相HPLC分析を
行った。カラム温度は55℃、流速は1ml/ml、蛍光検出器は励起波長320nm、蛍光波長400nm
で行なった。10mMリン酸ナトリウム緩衝液 (pH3.8) でカラムを平衡化し、0.5％1-ブタノ
ールの直線濃度勾配にて80分間溶出した。各PA化糖鎖の同定は、分取した各PA化糖鎖のピ
ークのマトリックス支援レーザーイオン化飛行時間型質量分析 (MALDI-TOF-MS分析) にお
けるポストソース分解 (Post Source Decay) 分析、TaKaRa社製PA化糖鎖スタンダードと
の溶出位置の比較、並びに各種酵素を用いて各PA化糖鎖を消化後、逆相HPLC分析により行
なった (第45図)。糖鎖含量は、逆相HPLC分析における各PA化糖鎖のピーク面積より算出
した。還元末端がN-アセチルグルコサミンでないPA化糖鎖は、不純物由来であるか、PA化
糖鎖調製中の副反応物であるため、ピーク面積の算出から除外した。
【０３４９】
　緩衝液Aとしてリン酸ナトリウム緩衝液 (pH3.8)、緩衝液Bとしてリン酸ナトリウム緩衝
液 (pH3.8) + 0.5％ 1-ブタノールを用い、実施例11の (6) と同様に分析した。
　第45図において、α-1,6-フコースを持たない糖鎖群の割合は、(i)～(viii) のうち (i
)～(iv) のピークが占める面積、α-1,6-フコースが結合した糖鎖群の割合は、(i)～(vii
i) のうち (v)～(viii) のピークが占める面積から算出した。
　レクチン耐性株が生産する抗CCR4ヒト型キメラ抗体精製標品の糖鎖構造を分析した結果
を第6表に示した。ここで、レクチン耐性株が生産した抗CCR4ヒト型キメラ抗体の糖鎖を
分析した結果を示したものである。実施例11の (6) に記載した方法で分析しピークの面
積から計算した、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合 (％) を表に示す。
【０３５０】
【表７】

【０３５１】
　5-03株が生産した抗体と比較して、CHO/CCR4-LCA株が生産した抗体では、分析ピークの
面積から計算すると、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合が、9％から48％まで上昇し
ていた。CHO/CCR4-AAL株が生産した抗体では、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合が
、9％から27％まで上昇していた。一方、PHA耐性株では5-03株と比較して、糖鎖パターン
及びα-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合に殆ど変化は認められなかった。
【０３５２】
実施例15．レクチン耐性CHO細胞株の解析
1．抗CCR4ヒト型キメラ抗体生産細胞株CHO/CCR4-LCAにおけるGMD酵素の発現量解析
　実施例14で取得した抗CCR4ヒト型キメラ抗体生産細胞株CHO/CCR4-LCAにおける、フコー
ス生合成酵素として知られるGMD (GDP-mannose 4,6-dehydratase)、GFPP (GDP-keto-6-de
oxymannose 3,5-epimerase, 4-reductase)、Fx (GDP-beta-L-fucose pyrophosphorylase)
、及びフコース転移酵素であるFUT8 (α-1,6-fucosyltransferase) の各遺伝子の発現量
を、RT-PCR法を用いて解析した。
【０３５３】
(1) 各種細胞株からのRNA調製
　CHO/DG44細胞、実施例8の1(2) で取得した抗CCR4ヒト型キメラ抗体生産細胞株5-03、実
施例14(2) で取得した抗CCR4ヒト型キメラ抗体生産細胞株CHO/CCR4-LCAをそれぞれ37℃の
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5％CO2インキュベーター内にて継代後4日間培養した。培養後、RNeasy Protect Mini kit
 (キアゲン社製) を用いて、各1×107細胞より添付の使用説明書に従ってRNAを調製した
。続いて、SUPER SCRIPT First-Strand synthesis system for RT-PCR (GIBCO BRL社製) 
を用い、添付の使用説明書に従って各RNA5μgより20μlの反応液中にて一本鎖cDNAを合成
した。
【０３５４】
(2) RT-PCR法を用いたGMD遺伝子の発現量解析
　GMD cDNAをPCR法によって増幅するために、実施例17の1で示すCHO細胞由来GMD cDNA配
列より、配列番号32で示される塩基配列を有する24merの合成DNAプライマーと配列番号33
で示される塩基配列を有する26merの合成DNAプライマーを作製した。
　続いて、本項 (1) で作製した各細胞株由来の一本鎖cDNA 0.5μlを鋳型として含む20μ
lの反応液 [1×EX Taq Buffer (宝酒造社製)、0.2mMのdNTP's、0.5単位のEX Taq polymer
ase (宝酒造社製)、0.5μMの配列番号32と33の合成DNAプライマー] を調製し、DNAサーマ
ルサイクラー480 (パーキンエルマー社製) を用いて、94℃にて5分間加熱した後94℃にて
1分間、68℃にて2分間のサイクルを30サイクル行なった。上記の該PCR反応液10μlをアガ
ロース電気泳動した後、サイバーグリーン (BMA社製) を用いてDNA断片を染色し、予想さ
れる約350bpのDNA断片量をFluor Imager SI (モレキュラーダイナミクス社製) を用いて
測定した。
【０３５５】
(3) RT-PCR法を用いたGFPP遺伝子の発現量解析
　GFPP cDNAをPCR法によって増幅するために、実施例16の2で取得したCHO細胞由来GFPPの
 cDNA配列に基づいて、配列番号34で示される塩基配列を有する27merの合成DNAプライマ
ーと配列番号35で示される塩基配列を有する23merの合成DNAプライマーを作製した。
　続いて、本項 (1) で作製した各細胞株由来の一本鎖cDNA 0.5μlを鋳型として含む20μ
lの反応液 [1×EX Taq Buffer (宝酒造社製)、0.2mMのdNTP's、0.5単位のEX Taq polymer
ase (宝酒造社製)、0.5μMの配列番号34と35の合成DNAプライマー] を調製し、DNAサーマ
ルサイクラー480 (パーキンエルマー社製) を用いて、94℃にて5分間加熱した後94℃にて
1分間、68℃にて2分間のサイクルを24サイクル行なった。上記の該PCR反応液10μlをアガ
ロース電気泳動した後、サイバーグリーン (BMA社製) を用いてDNA断片を染色し、予想さ
れる約600bpのDNA断片量をFluor Imager SI (モレキュラーダイナミクス社製) を用いて
測定した。
【０３５６】
(4) RT-PCR法を用いたFx遺伝子の発現量解析
　Fx cDNAをPCR法によって増幅するために、実施例16の1で取得したCHO細胞由来FXの cDN
A配列に基づいて、配列番号36で示される塩基配列を有する28merの合成DNAプライマーと
配列番号37で示される塩基配列を有する28merの合成DNAプライマーを作製した。
　続いて、本項 (1) で作製した各細胞株由来の一本鎖cDNA 0.5μlを鋳型として含む20μ
lの反応液 [1×EX Taq Buffer (宝酒造社製)、0.2mMのdNTP's、0.5単位のEX Taq polymer
ase (宝酒造社製)、0.5μMの配列番号36と37の合成DNAプライマー] を調製し、DNAサーマ
ルサイクラー480 (パーキンエルマー社製) を用いて、94℃にて5分間加熱した後94℃にて
1分間、68℃にて2分間のサイクルを22サイクル行なった。上記の該PCR反応液10μlをアガ
ロース電気泳動した後、サイバーグリーン (BMA社製) を用いてDNA断片を染色し、予想さ
れる約300bpのDNA断片量をFluor Imager SI (モレキュラーダイナミクス社製) を用いて
測定した。
【０３５７】
(5) RT-PCR法を用いたFUT8遺伝子の発現量解析
　FUT8 cDNAをPCR法によって増幅するために、本項 (1) で作製した各細胞株由来の一本
鎖cDNA 0.5μlを鋳型として含む20μlの反応液 [1×EX Taq Buffer (宝酒造社製)、0.2mM
のdNTP's、0.5単位のEX Taq polymerase (宝酒造社製)、0.5μMの配列番号13 と14 の合
成DNAプライマー] を調製し、DNAサーマルサイクラー480 (パーキンエルマー社製) を用
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いて、94℃にて5分間加熱した後94℃にて1分間、68℃にて2分間のサイクルを20サイクル
行なった。上記の該PCR反応液10μlをアガロース電気泳動した後、サイバーグリーン (BM
A社製) を用いてDNA断片を染色し、予想される約600bpのDNA断片量をFluor Imager SI (
モレキュラーダイナミクス社製) を用いて測定した。
【０３５８】
(6) RT-PCR法を用いたβ-アクチン遺伝子の発現量解析
　β-アクチンcDNAをPCR法によって増幅するために、本項 (1) で作製した各細胞株由来
の一本鎖cDNA 0.5μlを鋳型として含む20μlの反応液 [1×EX Taq Buffer (宝酒造社製)
、0.2mMのdNTP's、0.5単位のEX Taq polymerase (宝酒造社製)、0.5μMの配列番号15 と1
6 の合成DNAプライマー] を調製し、DNAサーマルサイクラー480 (パーキンエルマー社製)
 を用いて、94℃にて5分間加熱した後、94℃にて1分間、68℃にて2分間のサイクルを14サ
イクル行なった。上記の該PCR反応液10μlをアガロース電気泳動した後、サイバーグリー
ン (BMA社製) を用いてDNA断片を染色し、予想される約800bpのDNA断片量をFluor Imager
 SI (モレキュラーダイナミクス社製) を用いて測定した。
【０３５９】
(7) 各細胞株におけるGMD、GFPP、Fx、FUT8遺伝子の発現量
　本項 (2) から (6) で測定した各細胞株におけるGMD、GFPP、Fx、FUT cDNA由来PCR増幅
断片量の値を、各細胞株におけるβ-アクチンのcDNA由来PCR増幅断片量の値で割り、CHO/
DG44細胞におけるPCR増幅断片量を1とした場合の5-03株及びCHO/CCR4-LCA株における各遺
伝子のPCR増幅断片量を求めた。結果を第７表に示す。
【０３６０】
【表８】

【０３６１】
　第7表で示したようにCHO/CCR4-LCA株のGMD遺伝子の発現量が他の細胞株と比べ1/10程度
に低下していた。なお、本実験は独立して2回行い、その平均値を使用した。
【０３６２】
2．GMD遺伝子を強制発現させた抗CCR4ヒト型キメラ抗体生産細胞株CHO/CCR4-LCAを用いた
解析
(1) CHO細胞由来GMD遺伝子発現ベクターpAGE249GMDの構築
　実施例17の1で取得したCHO細胞由来GMD のcDNA配列に基づいて、配列番号38で示される
塩基配列を有する28merのプライマー、及び配列番号39で示される塩基配列を有する29mer
のプライマーを作製した。続いて、本実施例1項(1)で作製したCHO細胞由来GMD一本鎖cDNA
 0.5μlを鋳型として含む20μlの反応液 [1×EX Taq Buffer (宝酒造社製)、0.2mM dNTP'
s、0.5単位のEX Taq polymerase (宝酒造社製)、0.5μMの配列番号38と39の合成DNAプラ
イマー] を調製し、DNAサーマルサイクラー480 (パーキンエルマー社製) を用いて、94℃
にて5分間加熱した後94℃にて1分間、58℃にて1分間、72℃にて1分間のサイクルを8サイ
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クル反復した後、さらに94℃にて1分間、68℃にて2分間のサイクルを22サイクル反復した
。反応終了後、該PCR反応液をアガロース電気泳動にて分画後、約600bpのDNA断片をGene 
Clean II kit (BIO101社製) を用い、添付マニュアルに従って回収した。回収したDNA断
片はDNA Ligation kit (宝酒造社製) を用いてpT7Blue(R) ベクター (Novagen社製) に連
結し、得られた組換えプラスミドDNAを用いて大腸菌DH5α株 (東洋紡績社製) を形質転換
し、プラスミドmt-Cを得た (第46図参照)。
【０３６３】
　次に、実施例17の1で取得したCHO細胞由来GMD のcDNA配列に基づいて、配列番号40で示
される塩基配列を有する45merのプライマー、及び配列番号41で示される塩基配列を有す
る31merのプライマーを作製した。続いて、本実施例1項(1) で作製したCHO細胞由来GMD一
本鎖cDNA 0.5μlを鋳型として含む20μlの反応液 [1×EX Taq Buffer (宝酒造社製)、0.2
mM dNTP's、0.5単位のEX Taq polymerase (宝酒造社製)、0.5μMの配列番号40と41の合成
DNAプライマー] を調製し、DNAサーマルサイクラー480 (パーキンエルマー社製) を用い
て、94℃にて5分間加熱した後94℃にて1分間、57℃にて1分間、72℃にて1分間のサイクル
を8サイクル反復した後、さらに94℃にて1分間、68℃にて2分間のサイクルを22サイクル
反復した。反応終了後、該PCR反応液をアガロース電気泳動にて分画後、約150pのDNA断片
をGene Clean II kit (BIO101社製) を用い、添付マニュアルに従って回収した。回収し
たDNA断片はDNA Ligation kit (宝酒造社製) を用いてpT7Blue(R) ベクター (Novagen社
製) に連結し、得られた組換えプラスミドDNAを用いて大腸菌DH5α株 (東洋紡績社製) を
形質転換し、プラスミドATGを得た (第47図参照)。
【０３６４】
　次に、実施例17の1で作製した3μgのプラスミドCHO-GMDを制限酵素SacI (宝酒造社製) 
で37℃にて16時間反応後、フェノール/クロロホルム抽出及びエタノール沈殿を行なってD
NAを回収し、制限酵素EcoRI (宝酒造社製) で37℃にて16時間反応後アガロース電気泳動
にて分画後、約900bpのDNA断片をGene Clean II kit (BIO101社製) を用い、添付マニュ
アルに従って回収した。1.4μgのプラスミドmt-Cを制限酵素SacI (宝酒造社製) で37℃に
て16時間反応後、フェノール/クロロホルム抽出及びエタノール沈殿を行なってDNAを回収
し、制限酵素EcoRI (宝酒造社製) で37℃にて16時間反応後アガロース電気泳動にて分画
し、約3.1kbpのDNA断片をGene Clean II kit (BIO101社製) を用い、添付マニュアルに従
って回収した。それぞれ回収したDNA断片をDNA Ligation kit (宝酒造社製) を用いて連
結し、得られた組換えプラスミドDNAを用いて大腸菌DH5α株を形質転換し、プラスミドWT
-N(-) を得た (第48図参照)。
【０３６５】
　次に、2μgのプラスミドWT-N(-) を制限酵素BamHI (宝酒造社製) で37℃にて16時間反
応後、フェノール/クロロホルム抽出及びエタノール沈殿を行なってDNAを回収し、制限酵
素EcoRI (宝酒造社製) で37℃にて16時間反応後アガロース電気泳動にて分画し、約1kbp
のDNA断片をGene Clean II kit (BIO101社製) を用い、添付マニュアルに従って回収した
。3μgのプラスミドpBluescriptSK(-) (Stratagene社製) を制限酵素BamHI (宝酒造社製)
 で37℃にて16時間反応後、フェノール/クロロホルム抽出及びエタノール沈殿を行なって
DNAを回収し、制限酵素EcoRI (宝酒造社製) で37℃にて16時間反応後アガロース電気泳動
にて分画し、約3kbpのDNA断片をGene Clean II kit (BIO101社製) を用い、添付マニュア
ルに従って回収した。それぞれ回収したDNA断片をDNA Ligation kit (宝酒造社製) を用
いて連結し、得られた組換えプラスミドDNAを用いて大腸菌DH5α株を形質転換し、プラス
ミドWT-N(-) in pBSを得た (第49図参照)。
【０３６６】
　次に、2μgのプラスミドWT-N(-) in pBSを制限酵素HindIII (宝酒造社製) で37℃にて1
6時間反応後、フェノール/クロロホルム抽出及びエタノール沈殿を行なってDNAを回収し
、制限酵素EcoRI (宝酒造社製) で37℃にて16時間反応後アガロース電気泳動にて分画し
、約4kbpのDNA断片をGene Clean II kit (BIO101社製) を用い、添付マニュアルに従って
回収した。2μgのプラスミドATGを制限酵素HindIII (宝酒造社製) で37℃にて16時間反応
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後、フェノール/クロロホルム抽出及びエタノール沈殿を行なってDNAを回収し、制限酵素
EcoRI (宝酒造社製) で37℃にて16時間反応後アガロース電気泳動にて分画し、約150bpの
DNA断片をGene Clean IIkit (BIO101社製) を用い、添付マニュアルに従って回収した。
それぞれ回収したDNA断片をDNA Ligation kit (宝酒造社製) を用いて連結し、得られた
組換えプラスミドDNAを用いて大腸菌DH5α株を形質転換し、プラスミドWT in pBSを得た 
(第50図参照)。
【０３６７】
　次に、2μgのプラスミドpAGE249を制限酵素HindIIIとBamHI (共に宝酒造社製)
で37℃にて16時間反応後アガロース電気泳動にて分画し、約6.5kbpのDNA断片をGene Clea
n II kit (BIO101社製) を用い、添付マニュアルに従って回収した。2μgのプラスミドWT
 in pBSを制限酵素HindIIIとBamHI (共に宝酒造社製) で37℃にて16時間反応後アガロー
ス電気泳動にて分画し、約1.2kbpのDNA断片をGene Clean II kit (BIO101社製) を用い、
添付マニュアルに従って回収した。それぞれ回収したDNA断片をDNA Ligation kit (宝酒
造社製) を用いて連結し、得られた組換えプラスミドDNAを用いて大腸菌DH5α株を形質転
換し、プラスミドpAGE249GMDを得た (第51図参照)。
【０３６８】
(2) CHO/CCR4-LCAにおけるGMD遺伝子の安定発現
　制限酵素FspI (NEW ENGLAND BIOLABS社製) で切断することにより直鎖状としたCHO細胞
由来GMD遺伝子発現ベクターpAGE249GMDを5μg、1.6×106細胞のCHO/CCR4-LCA株へエレク
トロポレーション法 [サイトテクノロジー (Cytotechnology), 3, 133 (1990)] により導
入後、MTX (SIGMA社製) を200nMの濃度で含む30mlのIMDM-dFBS(10) 培地を10％含むIMDM
培地 (GIBCO BRL社製)] に懸濁し、182cm2フラスコ (Greiner社製) にて37℃の5％CO2イ
ンキュベーター内で24時間培養した。培養後、ハイグロマイシンを0.5mg/ml、MTX (SIGMA
社製) を200nMの濃度で含むIMDM-dFBS(10) 培地に培地交換してさらに19日間培養し、ハ
イグロマイシン耐性を示す形質転換株のコロニー群を取得した。
　また同様に、pAGE249ベクターを上記と同じ方法でCHO/CCR4-LCA株へ導入し、ハイグロ
マイシン耐性を示す形質転換株のコロニー群を取得した。
【０３６９】
(3) GMD遺伝子を発現させたCHO/CCR4-LCA株の培養及び抗体の精製
　本項 (2) で取得したGMDを発現している形質転換細胞群をMTX (SUGMA社製) を200nM、
ハイグロマイシンを0.5mg/mlの濃度で含むIMDM-dFBS(10) 培地を用いて、182cm2フラスコ
 (Greiner社製) にて37℃の5％CO2インキュベーター内で培養した。数日後、細胞密度が
コンフルエントに達した時点で培養上清を除去し、25mlのPBSバッファー (GIBCO BRL社製
) にて細胞を洗浄後、EXCELL301培地 (JRH社製) を35ml注入した。37℃の5％CO2インキュ
ベーター内で7日間培養後、培養上清を回収した。培養上清よりProsep-A (ミリポア社製)
 カラムを用いて、添付の説明書に従い、抗CCR4キメラ抗体を精製した。
　また同様に、pAGE249ベクターを導入した形質転換細胞群を上記と同じ方法で培養後、
培養上清より抗CCR4キメラ抗体を回収、精製した。
【０３７０】
(4) 形質転換細胞群におけるレクチン耐性度の測定
　本項 (2) で取得したGMD遺伝子を発現している形質転換細胞群を、MTX (SIGMA社製) を
200nM、ハイグロマイシンを0.5mg/mlの濃度で含むIMDM-dFBS(10) 培地に6×104細胞/mlに
なるように懸濁し、96ウェル培養用プレート (岩城硝子社製) に50μl/ウェルずつ分注し
た。続いて、このウェルにMTX (SIGMA社製) を200nM、ハイグロマイシンを0.5mg/mlの濃
度で含むIMDM-dFBS(10) 培地に0mg/ml、0.4mg/ml、1.6mg/ml、4mg/mlの濃度でLCA (LENS 
CULINARIS AGGLUTININ：Vector Laboratories社製) を懸濁した培地を50μlずつ加え、37
℃の5％CO2インキュベーター内で96時間培養した。培養後、WST-I (ベーリンガー社製) 
を10μl/ウェルになるよう加え、37℃の5％CO2インキュベーター内で30分間放置して発色
させたのち、マイクロプレートリーダー (BIO-RAD社製) にて450nmと595nmの吸光度 (以
下OD450、OD595と表記する) を測定した。また同様に、pAGE249ベクターを導入した形質
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転換細胞群も上記と同じ方法で測定した。以上の実験は独立して2回行なった。
【０３７１】
　上記で測定したOD450からOD595を引いた値を各細胞群の生存数とし、LCAを加えていな
いウェルの細胞生存数を100％とした場合の各ウェルの細胞生存数を％で表記し第52図に
示した。第52図に示したように、GMDを発現させたCHO/CCR4-LCA株ではLCA耐性度の低下が
観察され、0.2mg/mlのLCA存在下での細胞生存率は40％程度、0.8mg/mlのLCA存在下での細
胞生存率は20％程度であった。一方、pAGE249ベクターを導入したCHO/CCR4-LCA株では、0
.2mg/mlのLCA存在下での細胞生存率は100％、0.8mg/mlのLCA存在下においても細胞生存率
は80％程度であった。以上の結果より、CHO/CCR4-LCA株はGMD遺伝子の発現量が低下して
おり、その結果LCAに対する耐性を獲得していることが示唆された。
【０３７２】
(5) GMDを発現させたCHO/CCR4-LCA株より取得した抗CCR4キメラ抗体のin vitro細胞障害
活性 (ADCC活性)
　本項 (3) で得られた精製抗CCR4キメラ抗体のin vitro細胞障害活性を評価するため、
以下に示す方法に従い、ADCC活性を測定した。
【０３７３】
i) 標的細胞溶液の調製
　RPMI1640-FBS(10) 培地に500μg/mlの濃度でG418硫酸塩 (ナカライテスク製) を添加し
た培地で培養したCCR4-EL4株 (実施例8の7参照) の1×106細胞を調製し、放射性物質であ
るNa2

51CrO4を3.7MBq当量加えて37℃で90分間反応させ、細胞を放射線標識した。反応後
、RPMI1640-FBS(10) 培地で懸濁及び遠心分離操作により3回洗浄し、培地に再懸濁し、4
℃で30分間氷中に放置して放射性物質を自然解離させた。遠心分離後、RPMI1640-FBS(10)
 培地を5ml加え、2.5×105細胞/mlに調製し、標的細胞溶液とした。
【０３７４】
ii) エフェクター細胞溶液の調製
　健常人静脈血50mlを採取し、ヘパリンナトリウム (武田薬品社製) 0.5mlを加え穏やか
に混ぜた。これをLymphoprep (Nycomed Pharma AS社製) を用いて使用説明書に従い、遠
心分離して単核球層を分離した。RPMI1640-FBS(10) 培地で3回遠心分離して洗浄後、培地
を用いて2×106細胞/mlの濃度で再懸濁し、エフェクター細胞溶液とした。
【０３７５】
iii) ADCC活性の測定
　96ウェルＵ字底プレート (Falcon社製) の各ウェルに上記i) で調製した標的細胞溶液
の50μl (1×104細胞/ウェル) を分注した。次いでii) で調製したエフェクター細胞溶液
を100μl (2×105細胞/ウェル、エフェクター細胞と標的細胞の比は25:1となる) 添加し
た。更に、各種抗CCR4キメラ抗体 (本項 (3) で精製した抗CCR4キメラ抗体、及びKM2760-
1、KM3060) を最終濃度0.0025～2.5μg/mlとなるように加え、37℃で4時間反応させた。
　反応後、プレートを遠心分離し、上清の51Cr量をγ-カウンターにて測定した。自然解
離51Cr量は、エフェクター細胞溶液、抗体溶液の代わりに培地のみを用いて上記と同様の
操作を行い、上清の51Cr量を測定することにより求めた。全解離51Cr量は、抗体溶液の代
わりに培地のみを、エフェクター細胞溶液の代わりに1規定塩酸を添加し、上記と同様の
操作を行い、上清の51Cr量を測定することにより求めた。ADCC活性は前記式 (II) により
求めた。
　ADCC活性測定の結果を第53図に示した。第53図に示したように、GMDを発現させたCHO/C
CR4-LCA株より取得した精製抗CCR4キメラ抗体のADCC活性は、実施例8で取得したKM3060と
同程度にまで低下していた。一方、pAGE249ベクターを導入したCHO/CCR4-LCA株より取得
した精製抗CCR4キメラ抗体のADCC活性は、CHO/CCR4-LCA株より取得した精製抗CCR4キメラ
抗体と同程度のADCC活性を有していた。以上の結果より、CHO/CCR4-LCA株はGMD遺伝子の
発現量が低下しており、その結果ADCC活性の高い抗体を生産出来ることが示唆された。
【０３７６】
(6) GMDを発現させたCHO/CCR4-LCA株由来の抗CCR4キメラ抗体の糖鎖解析
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　本項 (3) で得られた精製抗CCR4キメラ抗体の糖鎖解析を実施例14 (4) に示す方法に従
って行ない、その解析結果を第55図に示した。実施例14で作製したCHO/CCR4-LCAより取得
した精製抗CCR4キメラ抗体と比較して、GMD遺伝子を発現させたCHO/CCR4-LCA株より取得
した精製抗CCR4キメラ抗体では、分析ピークの面積から計算するとα-1,6-フコースを持
たない糖鎖の割合が9％に低下していた。以上より、CHO/CCR4-LCA株にGMD遺伝子を発現さ
せることによって、該細胞の生産する抗体のα-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合が5-0
3株の生産する抗体と同程度まで低下することが示された。
【０３７７】
実施例16．CHO細胞由来の糖鎖合成に係わる各種酵素遺伝子の取得
1．CHO細胞のFx cDNA配列の決定
(1) CHO/DG44細胞由来全RNAの抽出
　CHO/DG44細胞を10％ウシ胎児血清 (Life Technologies社製) および1倍濃度のHT suppl
ement (Life Technologies社製) を添加したIMDM培地 (Life Technologies社製) に懸濁
し、2×105個/mlの密度で接着細胞培養用T75フラスコ (Greiner社製) に15ml播種した。3
7℃の5％CO2インキュベーター内で培養し、培養2日目に1×107個を回収後、RNAeasy (QIA
GEN社製) により添付の説明書に従って全RNAを抽出した。
【０３７８】
(2) CHO/DG44細胞由来全一本鎖cDNAの調製
　上記 (1) で調製した全RNAを45μlの滅菌水に溶解し、RQ1 RNase-Free DNase (Promega
社製) 1μl、付属の10×DNase buffer 5μl、RNasin Ribonuclease inhibitor (Promega
社製) 0.5μlをそれぞれに添加して、37℃で30分間反応させることにより、試料中に混入
したゲノムDNAを分解した。反応後、RNAeasy (QIAGEN社製) により全RNAを再精製し、50
μlの滅菌水に溶解した。
　得られた全RNA3μlに対しSUPERSCRIPTTM Preamplification System for First Strand 
cDNA Synthesis (Life Technologies社製) を用いて添付の説明書に従い、オリゴ (dT) 
をプライマーとした20μlの系で逆転写反応を行うことにより、一本鎖cDNAを合成した。G
FPPおよびFxのクローニングには該反応液の50倍希釈水溶液を使用した。使用するまで-80
℃で保管した。
【０３７９】
(3) チャイニーズハムスターFxのcDNA部分断片の取得
　以下の手順によりチャイニーズハムスターFxのcDNA部分断片を取得した。
まず公的データーベースに登録されているヒトFxのcDNA (Genebank 登録番号U58766) お
よびマウスのcDNA (Genebank 登録番号M30127) に共通の塩基配列に対して特異的なプラ
イマー (配列番号42および配列番号43に示す) を設計した。
　次にDNAポリメラーゼExTaq (宝酒造社製) を用いて、本項 (2) で調製したCHO/DＧ44由
来一本鎖cDNAを1μlを含む25μlの反応液 [ExTaq buffer (宝酒造社製)、0.2mM dNTPs、0
.5μmol/l上記遺伝子特異的プライマー (配列番号42および配列番号43)] を調製し、ポリ
メラーゼ連鎖反応 (PCR) を行った。PCRは94℃で5分間の加熱の後、94℃で1分、58℃で2
分間、72℃で3分間からなる反応を1サイクルとして30サイクルの後、さらに72℃で10分間
加熱する条件で行った。
【０３８０】
　PCR後、反応液を2％アガロースゲル電気泳動に供し、特異的増幅断片301bpをQiaexII G
el Extraction kit (キアゲン社製) を用いて精製し、滅菌水20μlで溶出した (以下、ア
ガロースゲルからのDNA断片の精製にはこの方法を用いた)。上記増幅断片4μlをTOPO TA 
cloning kit (invitrogen社製) の説明書に従って、プラスミドpCR2.1へ挿入し、該反応
液を用いて大腸菌DH5αをコーエンらの方法 [プロシーディングス・オブ・ザ・ナショナ
ル・アカデミー・オブ・サイエンス (Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A)、69, 2110 (1972)] (
以下、大腸菌の形質転換にはこの方法を用いた) により形質転換した。
　得られた複数のカナマイシン耐性コロニーから、公知の方法 [ヌクレイック・アシッド
・リサーチ (Nucleic Acids Research), 7, 1513 (1979)] (以下、プラスミドの単離方法
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にはこの方法を用いる)に従って、プラスミドDNAを単離し、Fx cDNA部分断片が組み込ま
れた2クローンを得た。各々pCRFxクローン8、pCRFxクローン12と称す。
　Fxクローン8、Fxクローン12に挿入されたcDNAの塩基配列はDNAシークエンサー377 (Par
kin Elmer社製) およびBig Dye Terminator Cycle Sequencing FS Raedy Reaction Kit (
Perkin Elmer社製) を使用して決定した。方法は添付のマニュアルに従った。本法により
配列決定した挿入cDNAがチャイニーズハムスターのFxのオープンリーディングフレーム (
ORF) 部分配列をコードすることを確認した。
【０３８１】
(4) RACE用一本鎖cDNAの合成
　本項 (1) で抽出したCHO/DG44 全RNAからの5'および3'RACE用一本鎖cDNAの作製を、SMA
RTTM RACE cDNA Amplification Kit (CLONTECH社製) を用いて行った。方法は添付の説明
書に従った。ただしPowerScriptTM Reverse Transcriptase (CLONTECH社製) を逆転写酵
素として用いた。調製後の一本鎖cDNAは各々、キット添付のTricin-EDTA buffer で10倍
に希釈したものをPCRの鋳型として用いた。
【０３８２】
(5) RACE法によるチャイニーズハムスターFx全長cDNAの決定
　上記 (3) 項で決定したチャイニーズハムスターFxの部分配列をもとにチャイニーズハ
ムスターFx に特異的な5'RACE用プライマーFx GSP1-1 (配列番号44) およびFx GSP1-2 (
配列番号45)、チャイニーズハムスターFx 特異的な3'RACE用プライマーFx GSP2-1 (配列
番号46) およびFx GSP2-2 (配列番号47) を設計した。
　次にAdvantage2 PCR Kit (CLONTECH社製) を用いて、本項 (4) で調製したCHO/DＧ44由
来RACE用一本鎖cDNAを1μlを含む50μlの反応液 [Advantage 2 PCR buffer (CLONTECH社
製)、0.2mM dNTPs、0.2μmol/l チャイニーズハムスターFx特異的RACE用プライマー、1倍
濃度の共通プライマー (CLONTECH社製)] を調製し、ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) を行っ
た。
　PCRは94℃で5秒間、68℃で10秒間、72℃で2分間からなる反応を1サイクルとして20サイ
クル繰り返す条件で行った。
　反応終了後、反応液より1μlをとりTricin-EDTA bufferで50倍に希釈した水溶液1μlを
テンプレートとして使用し、再度反応液を調製し、同条件でPCRを行った。一回目および
二回目のPCRで用いた、プライマーの組み合わせおよび増幅されるDNA断片長を第8表に示
した。
【０３８３】
【表９】

【０３８４】
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　PCR後、反応液を1％アガロースゲル電気泳動に供し、目的の特異的増幅断片をQiaexII 
Gel Extraction kit (キアゲン社製) を用いて精製し、滅菌水20μlで溶出した。上記増
幅断片4μlをTOPO TA cloning kit (invitrogen社製) の説明書に従って、プラスミドpCR
2.1へ挿入し、該反応液を用いて大腸菌DH5αを形質転換した。
　得られた複数のカナマイシン耐性コロニーから、プラスミドDNAを単離し、チャイニー
ズハムスターFxの5'領域を含むcDNA5クローンを得た。各々をFx5'クローン25、Fx5'クロ
ーン26、Fx5'クローン28、Fx5'クローン31、Fx5'クローン32と称す。
　同様にチャイニーズハムスターFxの3'領域を含むcDNA5クローンを得た。各々Fx3'をFx3
'クローン1、Fx3'クローン3、Fx3'クローン6、Fx3'クローン8、Fx3'クローン9と称す。
　上記、5'および3'RACEにより取得した各クローンのcDNA部分の塩基配列は、DNAシーク
エンサー377 (Parkin Elmer社製) を使用して決定した。方法は添付のマニュアルに従っ
た。本法より決定した各cDNAの塩基配列を比較し、PCRに伴う塩基の読み誤りを除き、チ
ャイニーズハムスターFxcDNA全長の塩基配列を決定した。決定した配列 (配列番号48) に
示す。
【０３８５】
2．CHO細胞のGFPP cDNA配列の決定
(1) チャイニーズハムスターGFPPのcDNA部分断片の取得
　以下の手順によりチャイニーズハムスターGFPPのcDNA部分断片を取得した。
まず公的データーベースに登録されているヒトGFPPのcDNA (Genebank 登録番号AF017445)
、該配列と相同性の高いマウスEST配列 (Genebank 登録番号AI467195、AA422658、BE3043
25、AI466474)、およびRat EST配列 (Genebank 登録番号BF546372、AI058400、AW144783)
 の塩基配列を比較し、3種間で保存性の高い領域にラットGFPPに特異的なプライマーGFPP
 FW9およびGFPP RV9 (配列番号49および配列番号50) を設計した。
　次にDNAポリメラーゼExTaq (宝酒造社製) を用いて、本項1 (2) で調製したCHO/DG44由
来一本鎖cDNAを1μlを含む25μlの反応液 [ExTaq buffer (宝酒造社製)、0.2mM dNTPs、0
.5μmol/l上記GFPP特異的プライマーGFPP FW9およびGFPP RV9 (配列番号49および配列番
号50)] を調製し、ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) を行った。PCRは94℃で5分間の加熱の後
、94℃で1分、58℃で2分間、72℃で3分間からなる反応を1サイクルとして30サイクルの後
、さらに72℃で10分間加熱する条件で行った。
【０３８６】
　PCR後、反応液を2％アガロースゲル電気泳動に供し、特異的増幅断片1.4KbpをQiaexII 
Gel Extraction kit (キアゲン社製) を用いて精製し、滅菌水20μlで溶出した。上記増
幅断片4μlをTOPO TA cloning kit (invitrogen社製) の説明書に従って、プラスミドpCR
2.1へ挿入し、該反応液を用いて大腸菌DH5αを形質転換した。
　得られた複数のカナマイシン耐性コロニーから、プラスミドDNAを単離し、GFPP cDNA部
分断片が組み込まれた3クローンを得た。各々GFPPクローン8、GFPPクローン11、GFPPクロ
ーン12と称す。
　GFPPクローン8、GFPPクローン11、GFPPクローン12に挿入されたcDNAの塩基配列はDNAシ
ークエンサー377 (Parkin Elmer社製) およびBig Dye Terminator Cycle Sequencing FS 
Raedy Reaction Kit (Perkin Elmer社製)を使用して決定した。方法は添付のマニュアル
に従った。本法により配列決定した挿入cDNAがチャイニーズハムスターのGFPPのオープン
リーディングフレーム (ORF) の部分配列をコードすることを確認した。
【０３８７】
(2) RACE法によるチャイニーズハムスターGFPP全長cDNAの決定
　本項2 (1) で決定したチャイニーズハムスターFxの部分配列をもとにチャイニーズハム
スターFxに特異的な5'RACE用プライマーGFPP GSP1-1 (配列番号52) およびGFPP GSP1-2 (
配列番号53)、チャイニーズハムスターGFPP 特異的な3'RACE用プライマーGFPP GSP2-1 (
配列番号54) およびGFPP GSP2-2 (配列番号55) を設計した。
　次にAdvantage2 PCR Kit (CLONTECH社製) を用いて、本項 (4) で調製したCHO/DG44由
来RACE用一本鎖cDNA1μlを含む50μlの反応液 [Advantage2 PCR buffer (CLONTECH社製)
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、0.2mM dNTPs、0.2μmol/l チャイニーズハムスターGFPP特異的RACE用プライマー、1倍
濃度の共通プライマー (CLONTECH社製)] を調製し、ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) を行っ
た。
　PCRは94℃で5秒間、68℃で10秒間、72℃で2分間からなる反応を1サイクルとして20サイ
クル繰り返す条件で行った。
　反応終了後、反応液より1μlをとりTricin-EDTA bufferで50倍に希釈した水溶液1μlを
テンプレートとして、再度反応液を調製し、同条件でPCRを行った。一回目および二回目
のPCRで用いた、プライマーの組み合わせおよび増幅されるDNA断片長を第9表に示した。
【０３８８】
【表１０】

【０３８９】
　PCR後、反応液を1％アガロースゲル電気泳動に供し、目的の特異的増幅断片をQiaexII 
Gel Extraction kit (キアゲン社製) を用いて精製し、滅菌水20μlで溶出した。上記増
幅断片4μlをTOPO TA cloning kit (invitrogen社製) の説明書に従って、プラスミドpCR
2.1へ挿入し、該反応液を用いて大腸菌DH5αを形質転換した。
　得られた複数のカナマイシン耐性コロニーから、プラスミドDNAを単離し、チャイニー
ズハムスターGFPPの5'領域を含むcDNA4クローンを得た。各々をGFPP5'クローン1、GFPP5'
クローン2、GFPP5'クローン3、GFPP5'クローン4と称す。
　同様にチャイニーズハムスターGFPPの3'領域を含むcDNA３クローンを得た。各々をGFPP
3'クローン10、GFPP3'クローン16、GFPP3'クローン20と称す。
　上記、5'および3'RACEにより取得した各クローンのcDNA部分の塩基配列は、DNAシーク
エンサー377 (Parkin Elmer社製) を使用して決定した。方法は添付のマニュアルに従っ
た。塩基配列決定後、各cDNAの塩基配列を比較し、PCRに伴う塩基の読み誤りを除き、チ
ャイニーズハムスターGFPP cDNA全長の塩基配列を決定した。決定した配列 (配列番号51)
 に示す。
【０３９０】
実施例17．CHO細胞由来GMD遺伝子の取得
1．CHO細胞由来GMD cDNA配列の決定
(1) CHO細胞由来GMD遺伝子のcDNA取得 (5'及び3'末端配列を除く部分cDNAの取得)
　GenBankに登録されているヒトGMD cDNA配列 (GenBank Accession No. AF042377) をク
エリーとして、げっ歯類由来GMD cDNAを公的データベース (BLAST) を用いて検索した結
果、3種類のマウスEST配列が得られた (GenBank Accesssion No. BE986856、BF158988、B
E284785)。これらEST配列を連結させることにより、推定されるマウスGMD cDNA配列を決
定した。
　このマウスGMD cDNA配列より、配列番号56で示される塩基配列を有する28merのプライ
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マー、配列番号57で示される塩基配列を有する27merのプライマー、配列番号58で示され
る塩基配列を有する25merのプライマー、配列番号59で示される塩基配列を有する24merの
プライマー、配列番号60で示される塩基配列を有する25merのプライマーを作製した。
【０３９１】
　続いて、CHO細胞由来GMD cDNAを増幅するために以下の方法でPCRを行なった。実施例15
の1項 (1) で作製したCHO細胞由来一本鎖cDNA 0.5μlを鋳型として含む20μlの反応液 [1
×EX Taq Buffer (宝酒造社製)、0.2mMのdNTP's、0.5単位のEX Taq polymerase (宝酒造
社製)、0.5μMの合成DNAプライマー2種類] を調製した。なお、合成DNAプライマーには配
列番号56と配列番号57、配列番号58と配列番号57、配列番号56と配列番号59、配列番号56
と配列番号60の組み合わせを用いた。該反応液をDNAサーマルサイクラー480 (パーキンエ
ルマー社製) を用いて94℃にて5分間加熱した後、94℃にて1分間、68℃にて2分間のサイ
クルを30サイクル行なった。
【０３９２】
　このPCR反応液をアガロース電気泳動にて分画した結果、配列番号56と配列番号57の合
成DNAプライマーを用いたPCR産物では約1.2kbp、配列番号58と配列番号57の合成DNAプラ
イマーを用いたPCR産物では約1.1kbp、配列番号56と配列番号59の合成DNAプライマーを用
いたPCR産物では約350bp、配列番号56と配列番号60の合成DNAプライマーを用いたPCR産物
では約1kbpのDNA断片が増幅された。これらDNA断片をGene Clean II kit (BIO101社製) 
を用い、添付マニュアルに従って回収した。回収したDNA断片はDNA Ligation kit (宝酒
造社製) を用いてpT7Blue(R) ベクター (Novagen社製) に連結し、得られた組換えプラス
ミドDNAを用いて大腸菌DH5株 (東洋紡績社製) を形質転換し、プラスミド22-8 (配列番号
56と配列番号57の合成DNAプライマーから増幅された約1.2kbpのDNA断片を有する)、23-3 
(配列番号58と配列番号57の合成DNAプライマーから増幅された約1.1kbpのDNA断片を有す
る)、31-5 (配列番号56と配列番号59の合成DNAプライマーから増幅された約350bpのDNA断
片を有する)、34-2 (配列番号56と配列番号60の合成DNAプライマーから増幅された約1kbp
のDNA断片を有する) を得た。これらプラスミドに含まれるCHO細胞由来GMD cDNA配列を、
DNAシークエンサーABI PRISM 377 (パーキンエルマー社製) を用い、常法に従って決定し
た (5'末端側の開始メチオニンより下流28塩基の配列、及び3'末端側の終了コドンより上
流27塩基の配列は合成オリゴDNA配列由来のため、マウスGMD cDNA配列である)。
【０３９３】
　さらに、プラスミド22-8と34-2に含まれるCHO細胞由来GMD cDNAを組み合わせたプラス
ミドを作製するため、以下の工程を行った。1μgのプラスミド22-8を制限酵素EcoRI (宝
酒造社製) で37℃にて16時間反応後アガロース電気泳動にて分画し、約4kbpのDNA断片をG
ene Clean II kit (BIO101社製) を用い、添付マニュアルに従って回収した。2μgのプラ
スミド34-2を制限酵素EcoRIで37℃にて16時間反応後アガロース電気泳動にて分画し、約1
50bpのDNA断片をGene Clean II kit (BIO101社製) を用い、添付マニュアルに従って回収
した。それぞれ回収したDNA断片を、Calf Intestine Alkaline Phosphatase (宝酒造社製
) で末端を脱リン酸化した後、DNA Ligation kit (宝酒造社製) を用いて連結し、得られ
た組換えプラスミドDNAを用いて大腸菌DH5α株 (東洋紡績社製) を形質転換し、プラスミ
ドCHO-GMDを得た (第54図参照)。
【０３９４】
(2) CHO細胞由来GMD cDNAの5'末端配列の決定
　CHO細胞由来GMD cDNAの5'末端側非コード (non-coding) 領域の塩基配列より配列番号6
1で示される塩基配列を有する24merのプライマー、及びCHO由来GMD cDNA配列より配列番
号62で示される塩基配列を有する32merのプライマーを作製し、cDNAを増幅するために以
下の方法でPCRを行なった。実施例15の1項 (1) で得られたCHO細胞由来の一本鎖cDNA 0.5
μlを鋳型として含む20μlの反応液 [1×EX Taq Buffer (宝酒造社製)、0.2mMのdNTP's、
0.5単位のEX Taq polymerase (宝酒造社製)、0.5μMの配列番号61と配列番号62の合成DNA
プライマー] を調製し、DNAサーマルサイクラー480 (パーキンエルマー社製) を用いて、
94℃にて5分間加熱した後、94℃にて1分間、55℃にて1分間、72℃にて2分間のサイクルを
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20サイクル行なった後、さらに94℃にて1分間、68℃にて2分間のサイクルを18サイクル行
なった。該PCR反応液をアガロース電気泳動にて分画後、約300bpのDNA断片をGene Clean 
II kit (BIO101社製) を用い、添付の説明書に従って回収した。回収したDNA断片はDNA L
igation kit (宝酒造社製) を用いてpT7Blue(R) ベクター (Novagen社製) に連結し、得
られた組換えプラスミドDNAを用いて大腸菌DH5α株 (東洋紡績社製) を形質転換し、プラ
スミド5'GMDを得た。DNAシークエンサー377 (パーキンエルマー社製) を用い、該プラス
ミドに含まれるCHO由来GMD cDNAの開始メチオニンより下流28塩基の配列を決定した。
【０３９５】
(3) CHO細胞由来GMD cDNAの3'末端配列の決定
　CHO細胞由来GMDの3'末端cDNA配列を得るため、以下の方法でRACE法を行なった。実施例
15の1項 (1) で取得したCHO細胞由来RNAより、3'RACE用一本鎖cDNAの作製をSMARTTM RACE
 cDNA Amplification Kit (CLONTECH社製) を用い、添付の説明書に従って行なった。た
だし、逆転写酵素にはPowerScriptTMReverse Transcriptase (CLONTECH社製) を用いた。
調製後の一本鎖cDNAは、キット添付のTricin-EDTA bufferで10倍に希釈したものをPCRの
鋳型として用いた。
　続いて、上記3' RACE用一本鎖cDNA 1μlを鋳型として含む20μlの反応液 [1×EX Taq B
uffer (宝酒造社製)、0.2mM dNTP's、0.5単位のEX Taq polymerase (宝酒造社製)、0.5μ
Mの配列番号63で示す24merの合成DNAプライマー [本項 (1) で決定したCHO細胞由来GMD c
DNA配列より作製]、1倍濃度のUniversal Primer Mix (SMARTTMRACE cDNA Amplification 
Kit に付属；CLONTECH社製)] を調製し、DNAサーマルサイクラー480 (パーキンエルマー
社製) を用いて、94℃にて5分間加熱した後、94℃にて1分間、68℃にて2分間のサイクル
を30サイクル行なった。
【０３９６】
　反応終了後、該PCR反応液より1μlを取り、Tricin-EDTA buffer (CLONTECH社製) で20
倍希釈した水溶液1μlを鋳型として含む20μlの反応液 [1×EX Taq Buffer (宝酒造社製)
、0.2mM dNTP's、0.5単位のEX Taq polymerase (宝酒造社製)、0.5μMの配列番号64で示
す25merの合成DNAプライマー [本項 (1) で決定したCHO細胞由来GMD cDNA配列より作製]
、0.5μMのNested Universal Primer (SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit に付属；C
LONTECH社製)] を調製し、DNAサーマルサイクラー480 (パーキンエルマー社製) を用いて
、94℃にて5分間加熱した後、94℃にて1分間、68℃にて2分間のサイクルを30サイクル行
なった。
　反応終了後、該PCR反応液をアガロース電気泳動にて分画後、約700bpのDNA断片をGene 
Clean II kit (BIO101社製) を用い、添付マニュアルに従って回収した。回収したDNAはD
NA Ligation kit (宝酒造社製) を用いてpT7Blue(R) ベクター (Novagen社製) に連結し
、得られた組換えプラスミドDNAを用いて大腸菌DH5α株 (東洋紡績社製) を形質転換し、
プラスミド3'GMDを得た。DNAシークエンサー377 (パーキンエルマー社製) を用い、該プ
ラスミドに含まれるCHO由来GMD cDNAの終止コドンより上流27塩基の配列、及び3'側のnon
-coding領域415bpの塩基配列を決定した。
　以上、本項 (1)、(2)、(3) より決定したCHO由来GMD遺伝子の全長cDNA配列を配列番号6
5、それに対応するアミノ酸配列を配列番号71に示す。
【０３９７】
2．CHO/DG44細胞のGMD遺伝子を含むゲノム配列の決定
　実施例17の1項で決定したマウスGMD cDNA配列より、配列番号66で示される塩基配列を
有する25merのプライマーを作製した。続いて、以下の方法でCHO細胞由来ゲノムDNAを取
得した。CHO/DG44細胞をIMDM-dFBS(10)-HT(1) 培地 [HT supplement (インビトロジェン
社製) を1倍濃度で含むIMDM-dFBS(10) 培地] に3×105細胞/mlになるように懸濁し、接着
細胞用平底6穴プレート (Greiner社製) に2ml/ウェルずつ分注した。37℃の5％CO2インキ
ュベーター内でコンフルエントになるまで培養したのち、該プレートより公知の方法 [ヌ
クレイック・アシッド・リサーチ (Nucleic Acids Research), 3, 2303 (1976)] に従っ
てゲノムDNAを調製し、TE-RNase緩衝液 (pH8.0) (10mmol/l Tris-HCl、1mmol/l EDTA、20
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0μg/ml RNase A) 150μlに一晩溶解した。
【０３９８】
　上記で取得したCHO/DG44細胞由来ゲノムDNAを100ng、20μlの反応液 [1×EX Taq Buffe
r (宝酒造社製)、0.2mM dNTP's、0.5単位のEX Taq polymerase (宝酒造社製)、0.5μMの
配列番号59と配列番号66の合成DNAプライマー] を調製し、DNAサーマルサイクラー480 (
パーキンエルマー社製) を用いて、94℃にて5分間加熱した後94℃にて1分間、68℃にて2
分間のサイクルを30サイクル行なった。反応終了後、該反応液をアガロース電気泳動にて
分画後、約100bpのDNA断片をGene Clean II kit (BIO101社製) を用い、添付マニュアル
に従って回収した。回収したDNA断片はDNA Ligation kit (宝酒造社製) を用いてpT7Blue
(R) ベクター (Novagen社製) に連結し、得られた組換えプラスミドDNAを用いて大腸菌DH
5α株 (東洋紡績社製) を形質転換し、プラスミドex3を得た。DNAシークエンサー377 (パ
ーキンエルマー社製) を用いて該プラスミドに含まれるCHO細胞由来ゲノムDNAの塩基配列
を決定し、配列番号67に示した。
【０３９９】
　次に、実施例17の1項で決定したCHO細胞由来GMD cDNA配列より、配列番号68で示される
塩基配列を有する25merのプライマー、及び配列番号69で示される塩基配列を有する25mer
のプライマーを作製した。続いて、CHO/DG44由来ゲノムDNAを100ng、20μlの反応液 [1×
EX Taq Buffer (宝酒造社製)、0.2mM dNTP's、0.5単位のEX Taq polymerase (宝酒造社製
)、0.5μMの配列番号68と配列番号69の合成DNAプライマー] を調製し、DNAサーマルサイ
クラー480 (パーキンエルマー社製) を用いて、94℃にて5分間加熱した後、94℃にて1分
間、68℃にて2分間のサイクルを30サイクル行なった。
　反応終了後、該反応液をアガロース電気泳動にて分画後、約200bpのDNA断片をGene Cle
an II kit (BIO101社製) を用い、添付マニュアルに従って回収した。回収したDNA断片は
DNA Ligation kit (宝酒造社製) を用いてpT7Blue(R) ベクター (Novagen社製) に連結し
、得られた組換えプラスミドDNAを用いて大腸菌DH5α株 (東洋紡績社製) を形質転換し、
プラスミドex4を得た。DNAシークエンサー377 (パーキンエルマー社製) を用いて該プラ
スミドに含まれるCHO細胞由来ゲノムDNAの塩基配列を決定し、配列番号70に示した。
【０４００】
実施例18．市販抗体の糖鎖解析
　CHO細胞を宿主細胞にして産生させた市販抗HER2/neu抗体ハーセプチン (Herceptin; GE
NENTECH社、Roche社製) の糖鎖解析を、実施例11の (6) の方法にしたがって行った (第3
1図)。ピーク面積から計算すると、 Herceptinのα-1,6-フコースのない糖鎖含量は16％
、α-1,6-フコース結合糖鎖含量は84％であった。 他の市販抗体に関しても同様の分析を
行った結果、Rituxan (GENENTECH社、Roche社、IDEC社製)、Zenapax (Roche社、PDL社製)
 ではHerceptinよりもα-1,6-フコースのない糖鎖含量が少なかった。
　第31図は、Herceptinから調製したPA化糖鎖を、逆相HPLCで分析して得た溶離図を示し
たものである。縦軸に相対蛍光強度、横軸に溶出時間をそれぞれ示す。逆相HPLCの分析条
件、糖鎖構造、α-1,6-フコースを持たない糖鎖群の割合の算出は実施例11の(6)と同じ方
法で行った。
【０４０１】
【発明の効果】
（産業上の利用可能性）
　本発明によれば、抗体組成物を生産することが可能な細胞、該細胞を用いた抗体組成物
の製造方法、抗体組成物、ならびにその用途を提供することができる。
【０４０２】
配列番号4-人工配列の説明：合成DNA
配列番号5-人工配列の説明：合成DNA
配列番号8-人工配列の説明：合成DNA
配列番号9-人工配列の説明：合成DNA
配列番号10-人工配列の説明：合成DNA
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配列番号11-人工配列の説明：合成DNA
配列番号12-人工配列の説明：合成DNA
配列番号13-人工配列の説明：合成DNA
配列番号14-人工配列の説明：合成DNA
配列番号15-人工配列の説明：合成DNA
配列番号16-人工配列の説明：合成DNA
配列番号17-人工配列の説明：合成DNA
配列番号18-人工配列の説明：合成DNA
配列番号19-人工配列の説明：合成DNA
配列番号20-人工配列の説明：合成DNA
配列番号21-人工配列の説明：合成DNA
配列番号22-人工配列の説明：合成DNA
配列番号26-人工配列の説明：合成DNA
配列番号27-人工配列の説明：合成DNA
配列番号28-人工配列の説明：合成DNA
配列番号29-人工配列の説明：合成DNA
配列番号30-人工配列の説明：合成DNA
配列番号31-人工配列の説明：合成DNA
配列番号32-人工配列の説明：合成DNA
配列番号33-人工配列の説明：合成DNA
配列番号34-人工配列の説明：合成DNA
配列番号35-人工配列の説明：合成DNA
配列番号36-人工配列の説明：合成DNA
配列番号37-人工配列の説明：合成DNA
配列番号38-人工配列の説明：合成DNA
配列番号39-人工配列の説明：合成DNA
配列番号40-人工配列の説明：合成DNA
配列番号41-人工配列の説明：合成DNA
配列番号42-人工配列の説明：合成DNA
配列番号43-人工配列の説明：合成DNA
配列番号44-人工配列の説明：合成DNA
配列番号45-人工配列の説明：合成DNA
配列番号46-人工配列の説明：合成DNA
配列番号47-人工配列の説明：合成DNA
配列番号49-人工配列の説明：合成DNA
配列番号50-人工配列の説明：合成DNA
配列番号52-人工配列の説明：合成DNA
配列番号53-人工配列の説明：合成DNA
配列番号54-人工配列の説明：合成DNA
配列番号55-人工配列の説明：合成DNA
配列番号56-人工配列の説明：合成DNA
配列番号57-人工配列の説明：合成DNA
配列番号58-人工配列の説明：合成DNA
配列番号59-人工配列の説明：合成DNA
配列番号60-人工配列の説明：合成DNA
配列番号61-人工配列の説明：合成DNA
配列番号62-人工配列の説明：合成DNA
配列番号63-人工配列の説明：合成DNA
配列番号64-人工配列の説明：合成DNA
配列番号66-人工配列の説明：合成DNA
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配列番号68-人工配列の説明：合成DNA
配列番号69-人工配列の説明：合成DNA
【図面の簡単な説明】
　第1図は、精製した5種類の抗GD3キメラ抗体のSDS-PAGE (4～15％グラジエントゲルを使
用) の電気泳動パターンを示した図である。１A図が非還元条件、1B図が還元条件でそれ
ぞれ電気泳動を行った図である。レーン1が高分子量マーカー、2がYB2/0-GD3キメラ抗体
、3がCHO/DG44-GD3キメラ抗体、4がSP2/0-GD3キメラ抗体、5がNS0-GD3キメラ抗体 (302)
、6がNS0-GD3キメラ抗体 (GIT)、7が低分子量マーカーの泳動パターンをそれぞれ示す。
　第2図は、精製した5種類の抗GD3キメラ抗体のGD3との結合活性を抗体濃度を変化させて
測定した図である。縦軸はGD3との結合活性、横軸は抗体濃度をそれぞれ示す。○がYB2/0
-GD3キメラ抗体、●がCHO/DG44-GD3キメラ抗体、□がSP2/0-GD3キメラ抗体、■がNS0-GD3
キメラ抗体 (302)、△がNS0-GD3キメラ抗体 (GIT) の活性をそれぞれ示す。
　第3図は、精製した5種類の抗GD3キメラ抗体のヒトメラノーマ細胞株G-361に対するADCC
活性を示した図である。縦軸に細胞障害活性、横軸に抗体濃度をそれぞれ示す。○がYB2/
0-GD3キメラ抗体、●がCHO/DG44-GD3キメラ抗体、□がSP2/0-GD3キメラ抗体、■がNS0-GD
3キメラ抗体 (302)、△がNS0-GD3キメラ抗体 (GIT) の活性をそれぞれ示す。
　第4図は、精製した3種類の抗hIL-5RαCDR移植抗体のSDS-PAGE (4～15％グラジエントゲ
ルを使用) の電気泳動パターンを示した図である。4A図が非還元条件、4B図が還元条件で
それぞれ電気泳動を行った図である。レーン1が高分子量マーカー、2がYB2/0-hIL-5RCDR
抗体、3がCHO/d-hIL-5RCDR抗体、4がNS0-hIL-5RCDR抗体、5が低分子量マーカーの泳動パ
ターンをそれぞれ示す。
　第5図は、精製した3種類の抗hIL-5RαCDR移植抗体のhIL-5Rαとの結合活性を抗体濃度
を変化させて測定した結果を示した図である。縦軸はhIL-5Rαとの結合活性、横軸は抗体
濃度をそれぞれ示す。○がYB2/0-hIL-5RCDR抗体、●がCHO/d-hIL-5RCDR抗体、□がNS0-hI
L-5RCDR抗体の活性をそれぞれ示す。
　第6図は、精製した3種類の抗hIL-5RαCDR移植抗体のhIL-5R発現マウスT細胞株CTLL-2 (
h5R) に対するADCC活性を示した図である。縦軸に細胞障害活性、横軸に抗体濃度をそれ
ぞれ示す。○がYB2/0-hIL-5RCDR抗体、●がCHO/d-hIL-5RCDR抗体、□がNS0-hIL-5RCDR抗
体の活性をそれぞれ示す。
　第7図は、精製した3種類の抗hIL-5RαCDR移植抗体のカニクイザルのhIL-5誘発好酸球増
加モデルに対する抑制作用を示した図である。縦軸に末梢血中好酸球数、横軸に日数 (抗
体及びhIL-5の投与開始日を0日とした) をそれぞれ示す。101、102が抗体非投与群、301
、302、303がYB2/0-hIL-5RCDR抗体投与群、401、402、403がCHO/d-hIL-5RCDR抗体投与群
、501、502、503がNS0-hIL-5RCDR抗体投与群の結果をそれぞれ示す。
　第8図は、YB2/0が生産した精製抗hIL-5RαCDR移植抗体 (8A図) およびNS0が生産した精
製抗hIL-5RαCDR移植抗体 (8B図) のPA化糖鎖の逆相HPLC溶離の溶離図 (左図) とそのPA
化糖鎖をα-L-フコシダーゼ処理した後に逆相HPLCで分析して得た溶離図 (右図) を示し
たものである。縦軸に相対蛍光強度、横軸に溶出時間をそれぞれ示す。
　第9図は、CHO/d細胞が生産した精製抗hIL-5RαCDR移植抗体からPA化糖鎖を調製し、逆
相HPLCで分析して得た溶離図を示したものである。縦軸に相対蛍光強度、横軸に溶出時間
をそれぞれ示す。
　第10図で、10A図は、非吸着画分、吸着画分の一部のGD3との結合活性を、抗体濃度を変
化させて測定した図である。縦軸はGD3との結合活性、横軸は抗体濃度をそれぞれ示す。
●が非吸着画分、○が吸着画分の一部をそれぞれ示す。10B図は非吸着画分、吸着画分の
一部のヒトメラノーマ細胞株G-361に対するADCC活性を示した図である。縦軸に細胞障害
活性、横軸に抗体濃度をそれぞれ示す。●が非吸着画分、○が吸着画分の一部をそれぞれ
示す。
　第11図は、非吸着画分、吸着画分の一部から調製したPA化糖鎖を逆相HPLCで分析して得
た溶離図を示した図である。11A図に非吸着画分の溶離図、11B図に吸着画分の一部の溶離
図をそれぞれ示す。縦軸に相対蛍光強度、横軸に溶出時間をそれぞれ示す。
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　第12図は、6種類の抗GD3キメラ抗体 (12A図～12F図) から調製したPA化糖鎖を、逆相HP
LCで分析して得た溶離図を示した図である。縦軸に相対蛍光強度、横軸に溶出時間をそれ
ぞれ示す。
　第13図は、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合が異なる6種類の抗GD3キメラ抗体のG
D3に対する結合活性を抗体濃度を変化させて測定した図である。縦軸はGD3との結合活性
、横軸は抗体濃度をそれぞれ示す。●が抗GD3キメラ抗体 (50％)、□が抗GD3キメラ抗体 
(45％)、■が抗GD3キメラ抗体 (29％)、△が抗GD3キメラ抗体 (24％)、▲が抗GD3キメラ
抗体 (13％)、×が抗GD3キメラ抗体 (7％) の活性をそれぞれ示す。
　第14図は、ドナーAのエフェクター細胞を用いた、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割
合が異なる6種類の抗GD3キメラ抗体のヒトメラノーマ細胞株G-361に対するADCC活性を示
した図である。縦軸に細胞障害活性、横軸に抗体濃度をそれぞれ示す。●が抗GD3キメラ
抗体 (50％)、□が抗GD3キメラ抗体 (45％)、■が抗GD3キメラ抗体 (29％)、△が抗GD3キ
メラ抗体 (24％)、▲が抗GD3キメラ抗体 (13％)、×が抗GD3キメラ抗体 (7％) の活性を
それぞれ示す。
　第15図は、ドナーBのエフェクター細胞を用いた、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割
合が異なる6種類の抗GD3キメラ抗体のヒトメラノーマ細胞株G-361に対するADCC活性を示
した図である。縦軸に細胞障害活性、横軸に抗体濃度をそれぞれ示す。●が抗GD3キメラ
抗体 (50％)、□が抗GD3キメラ抗体 (45％)、■が抗GD3キメラ抗体 (29％)、△が抗GD3キ
メラ抗体 (24％)、▲が抗GD3キメラ抗体 (13％)、×が抗GD3キメラ抗体 (7％) の活性を
それぞれ示す。
　第16図は、6種類の抗CCR4キメラ抗体から調製したPA化糖鎖を、逆相HPLCで分析して得
た溶離図を示したものである。縦軸に相対蛍光強度、横軸に溶出時間をそれぞれ示す。
　第17図は、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割合が異なる6種類の抗CCR4キメラ抗体の
CCR4に対する結合活性を抗体濃度を変化させて測定した図である。縦軸はCCR4との結合活
性、横軸は抗体濃度をそれぞれ示す。■が抗CCR4キメラ抗体 (46％)、□が抗CCR4キメラ
抗体 (39％)、▲が抗CCR4キメラ抗体 (27％)、△が抗CCR4キメラ抗体 (18％)、●が抗CCR
4キメラ抗体 (9％)、○が抗CCR4キメラ抗体 (8％) の活性をそれぞれ示す。
　第18図は、ドナーAのエフェクター細胞を用いた、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割
合が異なる抗CCR4キメラ抗体のCCR4/EL-4細胞に対するADCC活性を示した図である。縦軸
に細胞障害活性、横軸に抗体濃度をそれぞれ示す。■が抗CCR4キメラ抗体 (46％)、□が
抗CCR4キメラ抗体 (39％)、▲が抗CCR4キメラ抗体 (27％)、△が抗CCR4キメラ抗体 (18％
)、●が抗CCR4キメラ抗体 (9％)、○が抗CCR4キメラ抗体 (8％) の活性をそれぞれ示す。
　第19図は、ドナーBのエフェクター細胞を用いた、α-1,6-フコースを持たない糖鎖の割
合が異なる抗CCR4キメラ抗体のCCR4/EL-4細胞に対するADCC活性を示した図である。縦軸
に細胞障害活性、横軸に抗体濃度をそれぞれ示す。■が抗CCR4キメラ抗体 (46％)、□が
抗CCR4キメラ抗体 (39％)、▲が抗CCR4キメラ抗体 (27％)、△が抗CCR4キメラ抗体 (18％
)、●が抗CCR4キメラ抗体 (9％)、○が抗CCR4キメラ抗体 (8％) の活性をそれぞれ示す。
　第20図は、プラスミドCHFT8-pCR2.1およびYBFT8-pCR2.1の構築を示した図である。
　第21図は、プラスミドCHAc-pBSおよびYBAc-pBSの構築を示した図である。
　第22図は、プラスミドCHFT8d-pCR2.1およびYBFT8d-pCR2.1の構築を示した図である。
　第23図は、プラスミドCHAcd-pBSおよびYBAcd-pBSの構築を示した図である。
　第24図は、競合的RT-PCR法を用いた各宿主細胞株におけるFUT8転写産物量の定量結果を
示した図である。ラットFUT8配列をスタンダード、内部コントロールに用いた場合の各宿
主細胞株におけるFUT8転写産物の量を示す。■がCHO細胞株、□がYB2/0細胞株を宿主細胞
として用いた結果をそれぞれ示す。
　第25図は、プラスミドmfFUT8-pCR2.1の構築を示した図である。
　第26図は、プラスミドpBSmfFUT8の構築を示した図である。
　第27図は、プラスミドpAGEmfFUT8の構築を示した図である。
　第28図は、競合的RT-PCR法を用いたFUT8遺伝子過剰発現株の該遺伝子発現量解析結果を
示した図である。縦軸にβ-アクチン転写量に対するFUT8転写量の相対値を示す。
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　第29図は、FUT8遺伝子過剰発現株より精製した抗GD3キメラ抗体のヒトメラノーマ細胞
株G-361に対するADCC活性を示した図である。縦軸に細胞傷害活性、横軸に抗体濃度をそ
れぞれ示す。
　第30図は、mfFUT8-6、pAGE249導入株によって産生した抗体から調製したPA化糖鎖を、
それぞれ逆相HPLCで分析して得た溶離図を示したものである。30A図にmfFUT8-6株によっ
て産生した抗体から調製したPA化糖鎖、30B図にpAGE249導入株によって産生した抗体から
調製したPA化糖鎖の溶離図をそれぞれ示す。縦軸に相対蛍光強度、横軸に溶出時間をそれ
ぞれ示す。
　第31図は、Herceptinから調製したPA化糖鎖を、逆相HPLCで分析して得た溶離図を示し
たものである。縦軸に相対蛍光強度、横軸に溶出時間をそれぞれ示す。
　第32図は、プラスミドCHfFUT8-pCR2.1の構築を示した図である。
　第33図は、プラスミドploxPPuroの構築を示した図である。
　第34図は、プラスミドpKOFUT8gE2-1の構築を示した図である。
　第35図は、プラスミドpKOFUT8gE2-2の構築を示した図である。
　第36図は、プラスミドpscFUT8gE2-3の構築を示した図である。
　第37図は、プラスミドpKOFUT8gE2-3の構築を示した図である。
　第38図は、プラスミドpKOFUT8gE2-4の構築を示した図である。
　第39図は、プラスミドpKOFUT8gE2-5の構築を示した図である。
　第40図は、プラスミドpKOFUT8Puroの構築を示した図である。
　第41図は、α-1,6-フコシルトランスフェラーゼ 遺伝子破壊CHO細胞株である1st.△FUT
8 2-46-1株及び1st.△FUT8 2-46株のゲノムサザン解析結果を示した図である。
　第42図は、FUT8対立遺伝子破壊株より精製した抗CCR4キメラ抗体のADCC活性を示した図
である。縦軸に細胞傷害活性、横軸に抗体濃度をそれぞれ示す。▲、■はそれぞれ、抗CC
R4キメラ抗体産生CHO細胞5-03株由来の精製抗体および1st.△FUT8 2-46-1株由来の精製抗
体の活性をそれぞれ示す。
　第43図は、レクチン耐性株が生産した抗CCR4ヒト型キメラ抗体のADCC活性を評価した結
果を示した図である。縦軸に細胞傷害活性、横軸に抗体濃度をそれぞれ示す。□は5-03株
、■はCHO/CCR4-LCA株、◆はCHO/CCR4-AAL株、▲はCHO/CCR4-PHA株が生産した抗体の活性
をそれぞれ示す。
　第44図は、レクチン耐性株が生産した抗CCR4ヒト型キメラ抗体のADCC活性を評価した結
果を示したものである。縦軸に細胞傷害活性、横軸に抗体濃度をそれぞれ示す。□はYB2/
0株 (KM2760#58-35-16)、△は5-03株、●はCHO/CCR4-LCA株が生産した抗体の活性をそれ
ぞれ示す。
　第45図は、精製した抗CCR4ヒト型キメラ抗体から調製したPA化糖鎖を、逆相HPLCで分析
して得た溶離図を示した図である。縦軸に相対蛍光強度、横軸に溶出時間をそれぞれ示す
。45A図は5-03株が生産する抗体、45B図はCHO/CCR4-LCA株が生産する抗体、45C図はCHO/C
CR4-AAL株が生産する抗体、および45D図はCHO/CCR4-PHA株が生産した抗体の分析結果を示
す。
　第46図は、CHO細胞由来GMDの発現ベクター構築 (全6工程) の第1の工程を示した図であ
る。
　第47図は、CHO細胞由来GMDの発現ベクター構築 (全6工程) の第2の工程を示した図であ
る。
　第48図は、CHO細胞由来GMDの発現ベクター構築 (全6工程) の第3の工程を示した図であ
る。
　第49図は、CHO細胞由来GMDの発現ベクター構築 (全6工程) の第4の工程を示した図であ
る。
　第50図は、CHO細胞由来GMDの発現ベクター構築 (全6工程) の第5の工程を示した図であ
る。
　第51図は、CHO細胞由来GMDの発現ベクター構築 (全6工程) の第6の工程を示した図であ
る。
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　第52図は、GMDを発現させたCHO/CCR4-LCA株のLCAレクチンに対する耐性度を示した図で
ある。LCAレクチンを添加せずに培養した細胞群の生存率を100％とし、２回測定を行った
図である。図中249は、発現ベクターpAGE249を導入したCHO/CCR4-LCA株のLCAレクチンに
対する生存率を示す。GMDはGMD発現ベクターpAGE249GMDを導入したCHO/CCR4-LCA株のLCA
レクチンに対する耐性度を示す。
　第53図は、GMDを発現させたCHO/CCR4-LCA株の細胞群が生産した抗CCR4キメラ抗体のADC
C活性を示した図である。縦軸に細胞傷害活性、横軸に抗体濃度をそれぞれ示す。
　第54図は、CHO細胞由来のGMD cDNAクローン22-8の5'末端にクローン34-2の5'末端を導
入したプラスミドCHO-GMDの作製工程を示した図である。
　第55図は、GMD遺伝子を発現させたCHO/CCR4-LCA株より精製した抗CCR4キメラ抗体から
調製したPA化糖鎖を、逆相HPLCで分析して得た溶離図を示した図である。縦軸に相対蛍光
強度、横軸に溶出時間をそれぞれ示す。
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