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(57)【要約】
本発明は、Swiss Prot Q16552である標的に対する新規な特異的結合性の治療用および／
または診断用ポリペプチド、ならびにSwiss Prot Q9NPF7である標的に対する新規な特異
的結合性の治療用および／または診断用ポリペプチドに関する。加えて、本発明は、Swis
s Prot Q16552およびSwiss Prot Q9NPF7の一方または両方に対する新規な特異的結合性の
治療用および／または診断用ポリペプチドに関する。本発明は、該ポリペプチドをコード
する核酸分子ならびに該ポリペプチドおよび核酸分子を生成するための方法にも関する。
加えて、本発明は、ポリペプチドを含む組成物ならびにこれらのポリペプチドの治療的お
よび／または診断的使用に指向する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　本質的に実施例1に記載されるアッセイにおいて測定される場合、IL-17Aに約1nM以下の
KDで結合するリポカリンムテインを含む、IL-17Aおよび／またはIL-23p19に対する結合特
異性を有するポリペプチド。
【請求項２】
　リポカリンムテインが、本質的に実施例3に記載される競合ELISA様式において、IL-17A
のその受容体IL-17RAに対する結合を約100pM以下のIC50値で阻害することが可能である、
請求項1記載のポリペプチド。
【請求項３】
　リポカリンムテインが、IL-17Aのその受容体IL-17RAに対する結合を阻害することが可
能であり、かつ該リポカリンムテインが、本質的に実施例5に記載されるアッセイにおい
て測定される場合、(i)第1のサブユニットとしてSEQ ID NO:53または55、および(ii)第2
のサブユニットとしてSEQ ID NO:54または56を含むポリペプチドの平均EC50値と少なくと
も同じくらいまたはそれよりも優れた平均EC50値を有する、請求項1または2記載のポリペ
プチド。
【請求項４】
　リポカリンムテインが、ヒトIL-17A、カニクイザルIL-17A、およびキヌザルIL-17Aと交
差反応性である、前記請求項のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項５】
　リポカリンムテインが、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:
41）の配列位置26～33、56、58、60～61、64、92、101、104～106、108、111、114、およ
び153に以下の1つまたは複数の変異アミノ酸残基を含む、前記請求項のいずれか一項記載
のポリペプチド：Arg26→Phe；Glu27→Trpl；Phe28→Cys；Pro29→Ser；Glu30→Gly；Met
31→Ile；Asn32→His；Leu33→Glu；Leu56→Asp；Ser58→Glu；Arg60→Phe；Cys61→Leu
；Val64→Phe；His92→Arg；Cys101→Ser；Glu104→Asp；Leu105→Cys；His106→Pro；Ly
s108の欠失；Arg111→Pro；Lys114→Trp；およびCys153→Ser。
【請求項６】
　リポカリンムテインが、SEQ ID NO:1のアミノ酸配列を含む、前記請求項のいずれか一
項記載のポリペプチド。
【請求項７】
　リポカリンムテインが、SEQ ID NO:1のアミノ酸配列に対して少なくとも75％同一の配
列相同性を有する、前記請求項のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項８】
　IL-17Aの結合がその診断に有用である、疾患または障害の診断における使用のための、
前記請求項のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項９】
　i. ポリペプチドを、IL-17Aを含有する疑いのある試験試料に、適切な条件下で接触さ
せることにより、該ポリペプチドとIL-17Aまたはそのドメインもしくはフラグメントとの
間の複合体の形成を可能にすること、および
　ii. 適切なシグナルにより該複合体を検出すること
を含む、IL-17Aの検出のための前記請求項のいずれか一項記載のポリペプチドの使用。
【請求項１０】
　i. ポリペプチドを、IL-17Aを含有すると推定される試料に、適切な条件下で接触させ
ることにより、該ポリペプチドとIL-17Aまたはそのドメインもしくはフラグメントとの間
の複合体の形成を可能にすること、および
　ii. 該試料から該複合体を分離すること
を含む、IL-17Aの分離のための前記請求項のいずれか一項記載のポリペプチドの使用。
【請求項１１】
　前記請求項のいずれか一項記載のポリペプチドを含む、診断キットまたは分析キット。
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【請求項１２】
　試料を、請求項1～7のいずれか一項記載のポリペプチドに、ムテインとIL-17Aとの複合
体の形成を可能にする条件下で接触させる段階を含む、試料中のIL-17Aの存在を検出する
方法。
【請求項１３】
　対象におけるIL-17Aの結合のための、請求項1～7のいずれか一項記載のポリペプチドの
使用。
【請求項１４】
　対象に、請求項1～7のいずれか一項記載の1種または複数種のポリペプチドの有効量を
投与する段階を含む、対象におけるIL-17Aを結合させる方法。
【請求項１５】
　対象に、請求項1～7のいずれか一項記載の1種または複数種のポリペプチドの有効量を
投与する段階を含む、対象におけるIL-17Aのその受容体に対する結合を阻害するための方
法。
【請求項１６】
　本質的に実施例6または実施例13に記載されるアッセイにおいて測定される場合、約1nM
以下のKDでIL-23p19に結合するリポカリンムテインを含む、IL-17Aおよび／またはIL-23p
19に対する結合特異性を有するポリペプチド。
【請求項１７】
　リポカリンムテインが、本質的に実施例8または実施例14に記載される競合ELISA様式に
おいて、IL-23のその受容体IL-23Rに対する結合を約0.55nM以下のIC50値で阻害すること
が可能である、請求項16記載のポリペプチド。
【請求項１８】
　リポカリンムテインが、IL-23のその受容体IL-23Rに対する結合を阻害することが可能
であり、かつ該リポカリンムテインが、本質的に実施例10に記載されるアッセイにおいて
測定される場合、(i)第1のサブユニットとしてSEQ ID NO:57または59、および(ii)第2の
サブユニットとしてSEQ ID NO:58または60を含むポリペプチドの平均EC50値と少なくとも
同じくらいまたはそれよりも優れた平均EC50値を有する、請求項16または17記載のポリペ
プチド。
【請求項１９】
　リポカリンムテインが、ヒトIL-23およびマウスIL-23の両方と交差反応性である、請求
項16～18のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項２０】
　リポカリンムテインが、成熟ヒトNGALの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:43）の配列
位置28、36、40～41、49、52、68、70、72～73、77、79、81、87、96、100、103、106、1
24～125、127、132、および134に以下の1つまたは複数の変異アミノ酸残基を含む、請求
項16～19のいずれか一項記載のポリペプチド：Gln28→His；Leu36→Glu；Ala40→Leu；Il
e41→Leu；Gln49→Arg；Tyr52→Thr；Asn65→Asp；Ser68→Arg；Leu70→Glu；Arg72→Gly
；Lys73→AlaまたはVla；Lys75→Thr；Asp77→Lys；Trp79→GlnまたはArg；Arg81→Gly；
Asn96→Gly；Lys98→Glu；Tyr100→Met；Leu103→Met；Tyr106→Phe；Asn114→Asp；Met1
20→Ile；Lys125→Tyr；Ser127→Tyr；およびLys134→Glu。
【請求項２１】
　リポカリンムテインが、成熟ヒトNGALの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:43）と比較
して以下のアミノ酸置換のセットの1つを含む、請求項16～20のいずれか一項記載のポリ
ペプチド：
(1)Gln28→His；Leu36→Glu；Ala40→Leu；Ile41→Leu；Gln49→Arg；Tyr52→Thr；Asn65
→Asp；Ser68→Arg；Leu70→Glu；Arg72→Gly；Lys73→Ala；Lys75→Thr；Cys76→Tyr；A
sp77→Lys；Trp79→Gln；Arg81→Gly；Asn96→Gly；Lys98→Glu；Tyr100→Met；Leu103→
Met；Tyr106→Phe；Met120→Ile；Lys125→Tyr；Ser127→Tyr；およびLys134→Glu；
(2)Gln28→His；Leu36→Glu；Ala40→Leu；Gln49→Arg；Tyr52→Thr；Asn65→Asp；Ser68
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→Arg；Leu70→Glu；Arg72→Gly；Lys73→Vla；Lys75→Thr；Cys76→Arg；Asp77→Lys；T
rp79→Arg；Arg81→Gly；Asn96→Gly；Tyr100→Met；Leu103→Met；Tyr106→Phe；Lys125
→Tyr；Ser127→Tyr；およびLys134→Glu；または
(3)Gln28→His；Leu36→Glu；Ala40→Leu；Ile41→Leu；Gln49→Arg；Tyr52→Thr；Asn65
→Asp；Ser68→Arg；Leu70→Glu；Arg72→Gly；Lys73→Val；Lys75→Thr；Cys76→Tyr；A
sp77→Lys；Trp79→Gln；Arg81→Gly；Asn96→Gly；Tyr100→Met；Leu103→Met；Tyr106
→Phe；Asn114→Asp；Lys125→Tyr；Ser127→Tyr；およびLys134→Glu。
【請求項２２】
　リポカリンムテインが、SEQ ID NO:2および45～46からなる群より選択されるアミノ酸
配列を含む、請求項16～21のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項２３】
　リポカリンムテインが、SEQ ID NO:2および45～46からなる群より選択されるアミノ酸
配列に対して少なくとも70％の同一性または少なくとも70％の配列相同性を有する、請求
項16～22のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項２４】
　IL-23p19の結合がその診断に有用である、疾患または障害の診断における使用のための
、請求項16～23のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項２５】
　i. ポリペプチドを、IL-23p19を含有する疑いのある試験試料に、適切な条件下で接触
させることにより、該ポリペプチドとIL-23p19またはそのドメインもしくはフラグメント
との間の複合体の形成を可能にすること、および
　ii. 適切なシグナルにより該複合体を検出すること
を含む、IL-23p19の検出のための請求項17～24のいずれか一項記載のムテインの使用。
【請求項２６】
　i. ポリペプチドを、IL-23p19を含有すると推定される試料に、適切な条件下で接触さ
せることにより、該ポリペプチドとIL-23p19またはそのドメインもしくはフラグメントと
の間の複合体の形成を可能にすること、および
　ii. 該試料から該複合体を分離すること
を含む、IL-23p19の分離のための、請求項16～23のいずれか一項記載のポリペプチドの使
用。
【請求項２７】
　請求項16～23のいずれか一項記載のポリペプチドを含む、診断キットまたは分析キット
。
【請求項２８】
　試料を、請求項16～23のいずれか一項記載のポリペプチドに、ムテインとIL-23p19との
複合体の形成を可能にする条件下で接触させる段階を含む、試料中のIL-23p19の存在を検
出する方法。
【請求項２９】
　対象におけるIL-23p19の結合のための、請求項16～23のいずれか一項記載のポリペプチ
ドの使用。
【請求項３０】
　対象に、請求項16～23のいずれか一項記載の1種または複数種のポリペプチドの有効量
を投与する段階を含む、対象におけるIL-23p19を結合させる方法。
【請求項３１】
　対象に、請求項16～23のいずれか一項記載の1種または複数種のポリペプチドの有効量
を投与する段階を含む、対象におけるIL-23のその受容体に対する結合を阻害するための
方法。
【請求項３２】
　リポカリンムテインが、有機分子、酵素標識、放射性標識、着色標識、蛍光標識、発色
標識、発光標識、ハプテン、ジゴキシゲニン、ビオチン、細胞分裂阻害剤、毒素、金属錯
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体、金属、およびコロイド金からなる群より選択される化合物にコンジュゲートされてい
る、請求項1～7および16～23のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項３３】
　リポカリンムテインが、そのN末端および／またはそのC末端において、タンパク質また
はタンパク質ドメインまたはペプチドである部分に融合されている、請求項1～7および16
～23のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項３４】
　リポカリンムテインが、ムテインの血清半減期を延長する部分にコンジュゲートされて
いる、請求項1～7および16～23のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項３５】
　血清半減期を延長する部分が、ポリアルキレングリコール分子、ヒドロエチルデンプン
、免疫グロブリンのFc部分、免疫グロブリンのCH3ドメイン、免疫グロブリンのCH4ドメイ
ン、アルブミン結合ドメイン、アルブミン結合ペプチド、およびアルブミン結合タンパク
質からなる群より選択される、請求項34記載のポリペプチド。
【請求項３６】
　ポリアルキレングリコールが、ポリエチレン（PEG）またはその活性化誘導体である、
請求項35記載のポリペプチド。
【請求項３７】
　対象におけるIL-17AおよびIL-23p19の結合のための、(i)請求項1～7のいずれか一項記
載のポリペプチドおよび(ii)請求項16～23のいずれか一項記載のポリペプチドの使用。
【請求項３８】
　第1のリポカリンムテインおよび第2のリポカリンムテインが、並行して、同時に、また
は順次投与されるのを含めて、組み合わせで投与される、請求項37記載の使用。
【請求項３９】
　第1のリポカリンムテインおよび第2のリポカリンムテインが、個別の間隔で独立した時
点において投与されるのを含めて、相互に独立して投与される、請求項37記載の使用。
【請求項４０】
　対象に、(i)請求項1～7のいずれか一項記載の1種または複数種のポリペプチドおよび(i
i)請求項16～23のいずれか一項記載の1種または複数種のポリペプチドの有効量を投与す
る段階を含む、対象におけるIL-17AおよびIL-23p19を結合させる方法。
【請求項４１】
　対象に、(i)請求項1～7のいずれか一項記載の1種または複数種のポリペプチドおよび(i
i)請求項16～23のいずれか一項記載の1種または複数種のポリペプチドの有効量を投与す
る段階を含む、対象におけるIL-17AおよびIL-23のそれらの各々の受容体に対する結合を
阻害するための方法。
【請求項４２】
　(i)請求項1～7のいずれか一項記載のポリペプチドおよび(ii)請求項16～23のいずれか
一項記載のポリペプチドの組み合わせ。
【請求項４３】
　(i)請求項1～7のいずれか一項記載のポリペプチドおよび(ii)請求項16～23のいずれか
一項記載のポリペプチドを含む組成物。
【請求項４４】
　少なくとも1種の薬学的に許容されるアジュバント、希釈剤、または担体をさらに含む
、請求項124記載の組成物。
【請求項４５】
　試料を、(i)請求項1～7のいずれか一項記載のポリペプチドおよび(ii)請求項16～23の
いずれか一項記載のポリペプチドに、第1のポリペプチドとIL-17Aとの複合体および第2の
ポリペプチドとIL-23p19との複合体の形成を可能にする条件下で接触させる段階を含む、
試料におけるIL-17AおよびIL-23p19の存在を検出する方法。
【請求項４６】
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　第1のリポカリンとIL-17Aとの複合体および第2のリポカリンとIL-23p19との複合体を検
出する段階をさらに含む、請求項45記載の方法。
【請求項４７】
　1つまたは複数の容器の中に、請求項1～7のいずれか一項記載のポリペプチドを別々に
または混合して含むキット。
【請求項４８】
　1つまたは複数の容器の中に、請求項16～23のいずれか一項記載のポリペプチドを別々
にまたは混合して含むキット。
【請求項４９】
　1つまたは複数の容器の中に、請求項1～7のいずれか一項記載のポリペプチドおよび請
求項16～23のいずれか一項記載のポリペプチドを別々にまたは混合して含むキット。
【請求項５０】
　第1の容器が請求項1～7のいずれか一項記載のポリペプチドを含み、第2の容器が請求項
16～23のいずれか一項記載のポリペプチドを含む、第1および第2の容器を含む、パーツの
キット。
【請求項５１】
　ポリペプチドが少なくとも2つのサブユニットを含む融合タンパク質であり、1つのサブ
ユニットがIL-17Aに対する結合特異性を有し、別のサブユニットがIL-23p19に対する結合
特異性を有する、請求項1または16記載のポリペプチド。
【請求項５２】
　融合タンパク質が、本質的に実施例2に記載されるアッセイにおいて約1nM以下のKDによ
るIL-17Aに対する結合親和性を有する、請求項51記載のポリペプチド。
【請求項５３】
　融合タンパク質が、本質的に実施例7に記載されるアッセイにおいて約10nM以下のKDに
よるIL-23p19に対する結合親和性を有する、請求項51記載のポリペプチド。
【請求項５４】
　融合タンパク質が、本質的に実施例3に記載される競合ELISA様式または本質的に実施例
5に記載されるアッセイにおいて、IL-17Aのその受容体に対する結合を阻害することが可
能である、請求項51記載のポリペプチド。
【請求項５５】
　融合タンパク質が、本質的に実施例8もしくは実施例14に記載される競合ELISA様式、ま
たは本質的に実施例10もしくは実施例15に記載されるアッセイにおいて、IL-23のその受
容体に対する結合を阻害することが可能である、請求項51記載のポリペプチド。
【請求項５６】
　融合タンパク質の1つのサブユニットが、請求項1～7のいずれか一項記載のポリペプチ
ドを含む、請求項51記載のポリペプチド。
【請求項５７】
　融合タンパク質の1つのサブユニットが、請求項16～23のいずれか一項記載のポリペプ
チドを含む、請求項51記載のポリペプチド。
【請求項５８】
　融合タンパク質が、リポカリンムテインを含む1つのサブユニットをリポカリンムテイ
ンを含む別のサブユニットと共有結合させるリンカーを含む、請求項51記載のポリペプチ
ド。
【請求項５９】
　融合タンパク質の1つのサブユニットが、融合タンパク質の別のサブユニットに直接ま
たは化学リンカーを介して結合される、請求項51記載のポリペプチド。
【請求項６０】
　ポリペプチドが少なくとも2つのサブユニットを含む融合タンパク質であり、該2つのサ
ブユニットがIL-17Aに対する結合特異性を有する、請求項51記載のポリペプチド。
【請求項６１】
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　融合タンパク質の少なくとも1つのサブユニットが、IL-17Aに特異的なリポカリンムテ
インを含む、請求項60記載のポリペプチド。
【請求項６２】
　融合タンパク質がサブユニットをさらに含み、該サブユニットがIL-23p19に対する結合
特異性を有する、請求項51記載のポリペプチド。
【請求項６３】
　融合タンパク質がサブユニットをさらに含み、該サブユニットがIL-17Aに対する特異性
を有する、請求項51記載のポリペプチド。
【請求項６４】
　融合タンパク質が、SEQ ID NO:3～4のいずれか1つに示されるアミノ酸配列を含む、請
求項51記載のポリペプチド。
【請求項６５】
　融合タンパク質が、有機分子、酵素標識、放射性標識、着色標識、蛍光標識、発色標識
、発光標識、ハプテン、ジゴキシゲニン、ビオチン、細胞分裂阻害剤、毒素、金属錯体、
金属、およびコロイド金からなる群より選択される化合物にコンジュゲートされている、
請求項51～64のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項６６】
　融合タンパク質が、タンパク質またはタンパク質ドメインまたはペプチドである部分に
融合されている、請求項51～64のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項６７】
　融合タンパク質が、ムテインの血清半減期を延長する部分にコンジュゲートされている
、請求項51～64のいずれか一項記載のポリペプチド。
【請求項６８】
　血清半減期を延長する部分が、ポリアルキレングリコール分子、ヒドロエチルデンプン
、免疫グロブリンのFc部分、免疫グロブリンのCH3ドメイン、免疫グロブリンのCH4ドメイ
ン、アルブミン結合ペプチド、およびアルブミン結合タンパク質からなる群より選択され
る、請求項67記載のポリペプチド。
【請求項６９】
　ポリペプチドが、少なくとも2つのサブユニットを含む融合タンパク質であり、1つのサ
ブユニットが、IL-17Aに対する結合特異性またはIL-23p19融合タンパク質に対する結合特
異性を有し、別のサブユニットが、アルブミン結合ドメイン（ABD）またはアルブミン結
合ペプチドを含む、請求項1または16記載のポリペプチド。
【請求項７０】
　アルブミン結合ドメイン（ABD）またはアルブミン結合ペプチドが、SEQ ID NO:14また
はSEQ ID NO:15のアミノ酸配列を含む、請求項69記載のポリペプチド。
【請求項７１】
　融合タンパク質が、IL-17Aに対する結合特異性を有する2つのサブユニットを含む、請
求項69～70記載のポリペプチド。
【請求項７２】
　融合タンパク質が、本質的に実施例12に記載されるアッセイにおいて測定される場合、
HSA、IL-17A、およびIL-23p19の全てに同時に結合することが可能である、請求項69～70
記載のポリペプチド。
【請求項７３】
　IL-17Aに対する結合特異性またはIL-23p19融合タンパク質に対する結合特異性を有する
1つのサブユニットおよびヒト抗体のFc部分を含む融合タンパク質である、請求項1または
16記載のポリペプチド。
【請求項７４】
　融合タンパク質が少なくとも2つのサブユニットを含み、1つのサブユニットがIL-17Aに
対する結合特異性を有し、別のサブユニットがIL-23p19に対する結合特異性を有する、請
求項73記載のポリペプチド。
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【請求項７５】
　SEQ ID NO:5～13のいずれか1つに示されるアミノ酸配列を含む、請求項65～74記載のポ
リペプチド。
【請求項７６】
　ポリペプチドが少なくとも2つのサブユニットを含む融合タンパク質であり、1つのサブ
ユニットがIL-17Aに対する結合特異性またはIL-23p19融合タンパク質に対する結合特異性
を有し、別のサブユニットがTNF阻害タンパク質を含む、請求項1または16記載のポリペプ
チド。
【請求項７７】
　融合タンパク質が17Aに結合することが可能であり、該融合タンパク質が、本質的に実
施例16に記載されるアッセイにおいて測定される場合、該融合タンパク質中に含まれるリ
ポカリンムテインの平均EC50値と少なくとも同じくらいまたはそれよりも優れた平均EC50
値を有する、請求項76記載のポリペプチド。
【請求項７８】
　融合タンパク質がIL-23に結合することが可能であり、該融合タンパク質が、本質的に
実施例17に記載されるアッセイにおいて測定される場合、該融合タンパク質中に含まれる
リポカリンムテインの平均EC50値と少なくとも同じくらいまたはそれよりも優れた平均EC
50値を有する、請求項76記載のポリペプチド。
【請求項７９】
　融合タンパク質がTNF-αに結合することが可能であり、該融合タンパク質が、本質的に
実施例18に記載されるアッセイにおいて測定される場合、融合タンパク質中に含まれる抗
体の平均EC50値と少なくとも同じくらいまたはそれよりも優れた平均EC50値を有する、請
求項76記載のポリペプチド。
【請求項８０】
　融合タンパク質が、本質的に実施例19に記載されるアッセイにおいて測定される場合、
TNF-α、IL-17A、およびIL-23p19の全てに同時に結合することが可能である、請求項76記
載のポリペプチド。
【請求項８１】
　TNF阻害タンパク質が、SEQ ID NO:61および62の抗体である、請求項76記載のポリペプ
チド。
【請求項８２】
　SEQ ID NO:63および62のアミノ酸配列またはSEQ ID NO:64および62のアミノ酸配列を含
む、請求項76～77記載のポリペプチド。
【請求項８３】
　対象におけるIL-17Aおよび／またはIL-23p19の結合のための、請求項51～82のいずれか
一項記載のポリペプチドまたは該ポリペプチドを含む組成物の使用。
【請求項８４】
　対象におけるIL-17および／またはIL-23のそれらの各々の受容体に対する結合を阻害す
る、請求項51～82のいずれか一項記載のポリペプチドまたは該ポリペプチドを含む組成物
の使用。
【請求項８５】
　対象に、請求項51～82のいずれか一項記載の1種または複数種のポリペプチドのまたは
該ポリペプチドを含む1種または複数種の組成物の有効量を投与する段階を含む、対象に
おけるIL-17Aおよび／またはIL-23p19を結合させる方法。
【請求項８６】
　対象に、請求項51～82のいずれか一項記載の1種または複数種のポリペプチドのまたは
該ポリペプチドを含む1種または複数種の組成物の有効量を投与する段階を含む、対象に
おけるIL-17および／またはIL-23のそれらの各々の受容体に対する結合を阻害するための
方法。
【請求項８７】
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　IL-17Aおよび／またはIL-23p19との複合体形成のための、請求項51～82のいずれか一項
記載のポリペプチドの使用。
【請求項８８】
　IL-17Aおよび／またはIL-23p19の検出のための、請求項51～82のいずれか一項記載のポ
リペプチドの使用。
【請求項８９】
　IL-17Aおよび／またはIL-23p19の検出のための、請求項51～82のいずれか一項記載のポ
リペプチドの使用。
【請求項９０】
　請求項51～82のいずれか一項記載の少なくとも1種のポリペプチド、およびキットを使
用するための1つまたは複数の説明書を含む、キット。
【請求項９１】
　請求項1～7、請求項16～23、および請求項51～82のいずれか一項記載のポリペプチドを
コードするヌクレオチド配列を含む核酸分子。
【請求項９２】
　核酸分子の発現を可能にするために調節配列に機能的に連結されている、請求項91記載
の核酸分子。
【請求項９３】
　ベクターまたはファージミドベクター中に含まれている、請求項91または92記載の核酸
分子。
【請求項９４】
　請求項91～93のいずれか一項記載の核酸分子を含む宿主細胞。
【請求項９５】
　リポカリンムテインまたは融合タンパク質が、該リポカリンムテインまたは融合タンパ
ク質をコードする核酸から出発して、遺伝子操作方法により産生される、請求項1～7、請
求項16～23、および請求項51～82のいずれか一項記載のポリペプチドを産生する方法。
【請求項９６】
　リポカリンムテインまたは融合タンパク質が、細菌宿主生物または真核宿主生物におい
て産生され、該宿主生物またはその培養物から単離される、請求項95記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
I. 背景
　様々なリポカリンのムテインは、急速に拡大しているクラスの治療薬である。実際、リ
ポカリンのムテインは、インターロイキン17Aまたはインターロイキン23などの、野生型
リポカリンの天然リガンドとは異なる標的に対して高い親和性および特異性を示すように
構築することができる（例えば、国際公開公報第99/16873号（特許文献1）、同第00/7530
8号（特許文献2）、同第03/029463号（特許文献3）、同第03/029471号（特許文献4）およ
び同第05/19256号（特許文献5））。
【０００２】
A. インターロイキン17A
　インターロイキン17A（IL-17A、IL-17と同義）は、Th17系列のT細胞から産生されるサ
イトカインである。IL-17は、当初、「CTL関連抗原8」（CTLA-8）と称された（Rouvier e
t al., J. Immunol, 150 5445-5556 (1993)（非特許文献1）; Yao et al., Immunity, 3:
 811-821 (1995)（非特許文献2））。その後、CTLA-8のヒト等価物がクローニングされ、
「IL-17」と称された（Yao et al., J. Immunol, 155(12): 5483-5486 (1995)（非特許文
献3）; Fossiez et al., J. Exp. Med., 183(6): 2593-2603 (1996)（非特許文献4））。
【０００３】
　ヒトIL-17A（CTLA-8、さらにIL-17と名付けられた、Swiss Prot Q16552）は、Mrが17,0
00ダルトンの糖タンパク質である（Spriggs et al., J. Clin. Immunol, 17: 366-369 (1



(10) JP 2017-518748 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

997)（非特許文献5））。IL-17Aは、ホモダイマーIL-17A/Aとして、またはホモログIL-17
Fと複合体化してヘテロダイマー性IL-17A/Fを形成するヘテロダイマーとしてのいずれか
で存在し得る。IL-17F（IL-24、ML-1）は、IL-17Aと55％のアミノ酸同一性を共有する。
また、IL-17AおよびIL-17Fは、血管内皮細胞、末梢T細胞、B細胞、線維芽細胞、肺細胞、
骨髄単球性細胞、および骨髄間質細胞を含む多種多様な細胞上に発現される同じ受容体（
IL-17RA）を一緒に利用する（Kolls et al., Immunity, 21 : 467-476 (2004)（非特許文
献6）; Kawaguchi et al., J. Allergy Clin. Immunol, 114(6): 1267-1273 (2004)（非
特許文献7）; Moseley et al., Cytokine Growth Factor Rev., 14(2): 155-174 (2003)
（非特許文献8））。さらなるIL-17ホモログが同定されている（IL-17B、IL-17C、IL-17D
、およびIL-17E）。これらの他のファミリーのメンバーは、IL-17Aと30％未満のアミノ酸
同一性を共有する（Kolls et al., 2004）。
【０００４】
　IL-17Aは、Th17細胞によって主に発現され、関節リウマチ（RA）の患者の滑液中に高レ
ベルで存在し、早期のRA発生に関与することが示されている。IL-17Aは、多発性硬化症（
MS）患者の脳脊髄液中にも過剰発現される。加えて、IL-17は、TNF-αおよびIL-1の誘導
因子であり、後者は、罹患した患者についての骨侵食および非常に有痛性の結果の主な一
因である（Lubberts E. (2008) Cytokine, 41, p. 84-91（非特許文献9））。さらに、IL
-17Aの不適切または過剰な産生は、変形性関節症、骨インプラントの緩み、急性移植拒絶
反応（Antonysamy et al., (1999) J. Immunol, 162, p. 577-584（非特許文献10）; van
 Kooten et al. (1998) J. Am. Soc. Nephrol., 9, p.1526-1534（非特許文献11））、敗
血症、敗血症性ショックまたはエンドトキシンショック、アレルギー、喘息（Molet et a
l., (2001) J. Allergy Clin. Immunol., 108, p. 430-438（非特許文献12））、骨量減
少、乾癬（Teunissen et al. (1998) J. Invest. Dermatol, 111, p. 645-649（非特許文
献13））、虚血、全身性硬化症（Kurasawa et al., (2000) Arthritis Rheum., 43, p. 2
455-2463（非特許文献14））、卒中、および他の炎症障害などの様々な他の疾患および障
害の病理に関連する。
【０００５】
　IL-17Aの様々な阻害剤が報告されているものの、この重要な炎症促進性サイトカインの
発見以来、現行のアプローチは、複雑な哺乳類細胞産生系を必要とする、ジスルフィド結
合安定性に依存する、一部の抗体フラグメントが凝集する傾向がある、溶解性が限られて
いる、そして最後ではあるが重要なこととして、それらは、ヒト化された場合であっても
、望まれない免疫応答を誘発しうるといったように、最適ではない。したがって、IL-17A
に対して結合親和性を有するリポカリンムテインなどのタンパク質を開発するニーズが依
然としてある。
【０００６】
B. インターロイキン23
　インターロイキン23（IL-23としても公知）は、2種のサブユニット、すなわちp19およ
びp40から構成されるヘテロダイマー性サイトカインである（B. Oppmann et al, Immunit
y 13, 715 (2000)（非特許文献15））。p19（Swiss Prot Q9NPF7、本明細書において「IL
-23p19」と互換的に称される）サブユニットは、IL-6、顆粒球コロニー刺激因子（G-CSF
）、およびIL-12のp35サブユニットと構造的に関係する。IL-23は、IL-23RおよびIL-12ベ
ータ1から構成されるヘテロダイマー性受容体への結合によってシグナル伝達を仲介する
。IL-12ベータ1サブユニットは、IL-12ベータ1およびIL-12ベータ2から構成されるIL-12
受容体によって共有される。トランスジェニックp19マウスは、深刻な全身性炎症および
好中球増加症を示すと最近報告されている（M. T. Wiekowski et al, J Immunol 166, 75
63 (2001)（非特許文献16））。
【０００７】
　ヒトIL-23は、T細胞、特にメモリーT細胞の増殖を促進すると報告されており、Th17細
胞の分化および／または維持の一因となり得る（D.M. Frucht, Sci STKE 2002 Jan 8; 20
02(114):PE1（非特許文献17））。
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【０００８】
　（p19サブユニットへの結合を介する）IL-23の多様な選択的阻害剤が報告されているも
のの、この重要なヘテロダイマー性サイトカインの発見以来、これらの現行のアプローチ
は、複雑な哺乳類細胞産生系を必要とする、ジスルフィド結合の安定性に依存する、一部
の抗体フラグメントが凝集する傾向がある、溶解性が限られている、そして最後ではある
が重要なこととして、それらは、ヒト化された場合であっても、望まれない免疫応答を誘
発し得るなどのいくつかの重大な欠点をまだ有している。したがって、IL-23に対して結
合親和性を有するリポカリンムテインなどのタンパク質を開発する、まだ満たされていな
いニーズがある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】国際公開公報第99/16873号
【特許文献２】同第00/75308号
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【発明の概要】
【００１１】
II. 定義
　以下のリストは、本明細書全体を通して使用される用語、語句、および略語を定義する
ものである。本明細書において列挙および定義される全ての用語は、全ての文法形式を包
含することが意図される。
【００１２】
　本明細書において使用される「IL-17A」（IL-17A/A、およびIL-17Fと複合体化した、IL
-17A/Fとも名付けられるIL-17Aを含む）は、Swiss Prot Q16552によって定義される完全
長タンパク質、そのフラグメント、またはその変種を意味する。
【００１３】
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　本明細書において使用される「IL-23p19」は、Swiss Prot Q9NPF7によって定義される
完全長タンパク質、そのフラグメント、またはその変種を意味する。
【００１４】
　本明細書において使用される「検出可能な親和性」は、選択された標的と一般的に少な
くとも約10-5Mの親和性定数で結合する能力を意味する。より低い親和性は、一般的に、E
LISAなどの通常法でもはや測定不能であり、したがって、二次的な重要性である。例えば
、本開示によるリポカリンムテインの結合親和性は、一部の態様では、KDが800nM未満、
一部の態様ではKDが30nM未満、一部の態様では約50ピコモル濃度（pM）以下であり得る。
【００１５】
　本明細書において使用される場合、選択された標的（この場合、IL-17AまたはIL-23p19
）に対する本開示のタンパク質（例えばリポカリンのムテイン）またはその融合タンパク
質の「結合親和性」は、当業者に公知の多数の方法によって測定すること（およびそれに
よって、ムテイン-リガンド複合体のKD値を決定すること）ができる。そのような方法に
は、蛍光滴定、競合ELISA、等温滴定熱量測定（ITC）などの熱量測定法、および表面プラ
ズモン共鳴（BIAcore）が含まれるが、それらに限定されるものではない。そのような方
法は、当技術分野において十分に確立されており、その例は、下記にも詳述される。
【００１６】
　それぞれの結合因子とそのリガンドとの間の複合体形成は、それぞれの結合パートナー
の濃度、競合因子の存在、使用される緩衝系のpHおよびイオン強度、ならびに解離定数KD
の決定に使用される実験方法（例えばいくつか例を挙げると、蛍光滴定、競合ELISA、も
しくは表面プラズモン共鳴）またはさらには実験データの評価に使用される数学アルゴリ
ズムなどの多数の異なる要因によって影響を受けることも、言及されている。
【００１７】
　したがって、KD値（それぞれの結合因子とその標的／リガンドとの間に形成される複合
体の解離定数）が、所与のリガンドに対する個々のリポカリンムテインの親和性を決定す
るために使用される方法および実験設定に応じて、特定の実験的範囲内で変動し得ること
も、当業者に明らかである。これは、例えばKD値が表面プラズモン共鳴（Biacore）によ
って、競合ELISAによって、それとも「直接ELISA」によって決定されたかどうかに応じて
、測定されるKD値におけるわずかな偏差または許容範囲があり得ることを意味する。
【００１８】
　本明細書において使用される「ムテイン」、「変異」実体(タンパク質もしくは核酸）
、または「変異体」は、天然の（野生型）核酸またはタンパク質の「参照」骨格と比較し
て、1つまたは複数のヌクレオチドまたはアミノ酸の交換、欠失、または挿入を表す。
【００１９】
　本開示のムテインに関連して本明細書において使用される用語「フラグメント」は、N
末端およびC末端において短縮された、すなわちN末端および／またはC末端アミノ酸の少
なくとも1つを欠如する完全長成熟ヒト涙液リポカリンに由来するタンパク質またはペプ
チドに関する。そのようなフラグメントは、成熟リポカリンの一次配列の連続アミノ酸を
少なくとも10個以上、例えば20または30個以上含む場合があり、通常、成熟リポカリンの
イムノアッセイで検出可能である。該用語は、本明細書記載のムテインおよび変種のフラ
グメントも含む。本発明のリポカリンムテイン、そのフラグメントまたは変種は、好まし
くは、本明細書記載のIL-17Aおよび／またはIL23p19に結合する機能を保持する。一般に
、本開示のリポカリンムテインまたは本開示による組み合わせまたは本明細書記載の融合
タンパク質の対応するタンパク質リガンドIL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含む）また
はIL-23p19に関して、本明細書において使用される用語「フラグメント」は、本開示によ
るムテインによって認識および／または結合される完全長リガンドの能力を保持する、N
末端および／またはC末端において短縮されたタンパク質またはペプチドリガンドに関す
る。
【００２０】
　本明細書において使用される用語「変異誘発」は、成熟リポカリンの所与の配列位置に
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天然に存在するアミノ酸が、それぞれの天然ポリペプチド配列中のこの特定の位置に存在
しない少なくとも1つのアミノ酸によって置換され得るように実験条件が選ばれることを
意味する。用語「変異誘発」は、1つまたは複数のアミノ酸の欠失または挿入による配列
セグメント長の（追加的な）改変も含む。したがって、例えば、選ばれた配列位置におけ
る1つのアミノ酸が、ひと続きの3つのランダム変異に置き換わり、野生型タンパク質のそ
れぞれのセグメントの長さと比較して2つのアミノ酸残基の挿入をもたらすことは、本開
示の範囲内である。そのような挿入または欠失は、本開示において変異誘発に供すること
ができる任意のペプチドセグメントにおいて相互に独立して導入され得る。本開示の例示
的な一態様では、いくつかの変異の挿入は、選ばれたリポカリン骨格のループABに導入さ
れ得る（参照によりその全体が本明細書に組み入れられる国際特許出願WO2005/019256参
照）。
【００２１】
　用語「ランダム変異誘発」は、予め決定された単一のアミノ酸（変異）が特定の配列位
置に存在するのでなく、少なくとも2つのアミノ酸が、変異誘発の間に予め定義された配
列位置に特定の確率で組み入れられる可能性があることを意味する。
【００２２】
　「同一性」は、配列の類似性または関係を測定する、配列の性質である。本開示におい
て使用される用語「配列同一性」または「同一性」は、本開示のポリペプチド配列を問題
の配列と（相同）アライメント後に、これらの2つの配列の長い方における残基数に対す
る一対の同一な残基のパーセンテージを意味する。同一性は、同一残基の数を残基の合計
数で割り、結果に100をかけることによって測定される。
【００２３】
　用語「相同性」は、本明細書においてその通常の意味で使用され、本開示のポリペプチ
ド（例えば、本開示の任意のリポカリンムテイン）の直鎖アミノ酸配列における同等の位
置で同一のアミノ酸および保存的置換（例えばアスパラギン酸残基によるグルタミン酸残
基の交換）と見なされるアミノ酸を含む。
【００２４】
　配列相同性または配列同一性のパーセンテージは、例えばプログラムBLASTP、バージョ
ンblastp 2.2.5（2002年11月16日; Altschul, S. F. et al. (1997) Nucl. Acids Res. 2
5, 3389-3402参照）を使用して、本明細書において決定することができる。この態様にお
いて、相同性のパーセンテージは、好ましくは一対の比較において参照として野生型タン
パク質骨格を使用する、プロペプチド配列を含むポリペプチド配列全体（マトリックス：
BLOSUM 62；ギャップコスト：11.1；カットオフ値を10-3に設定）のアライメントに基づ
く。それは、BLASTPプログラムの出力における結果として示される「陽性」（相同アミノ
酸）の数を、アライメント用プログラムにより選択されるアミノ酸の合計数で割ったパー
センテージとして計算される。
【００２５】
　具体的には、野生型リポカリンと異なるリポカリン（ムテイン）のアミノ酸配列のアミ
ノ酸残基が、野生型リポカリンのアミノ酸配列における特定位置に対応するかどうかを判
定するために、当業者は、当技術分野において周知の手段および方法、例えば手作業によ
る、あるいはBasic Local Alignment Search Toolを表すBLAST2.0もしくはClustalWなど
のコンピュータプログラムまたは配列アライメントを生成するために適切な任意の他の適
切なプログラムを使用することによるアライメントを使用することができる。したがって
、野生型リポカリンは、「サブジェクト配列」または「参照配列」として機能し得、一方
で本明細書記載の野生型リポカリンと異なるリポカリンのアミノ酸配列は、「クエリ配列
」として機能する。用語「参照配列」および「野生型配列」は、本明細書において互換的
に使用される。
【００２６】
　「ギャップ」は、アミノ酸の付加または欠失の結果である、アライメント中のスペース
である。したがって、正確に同じ配列の2つのコピーは、100％の同一性を有するが、それ
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ほど高度に保存されていない、欠失、付加、または置換を有する配列は、より低い程度の
同一性を有し得る。当業者は、標準パラメーターを使用して配列同一性を決定するために
、いくつかのコンピュータプログラム、例えばBlast（Altschul, et al. (1997) Nucleic
 Acids Res. 25, 3389-3402）、Blast2（Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215, 
403-410）、およびSmith-Waterman（Smith, et al. (1981) J. Mol. Biol. 147, 195-197
）が利用可能であることを認識するであろう。
【００２７】
　本開示に使用される用語「変種」は、例えば置換、欠失、挿入または化学的改変による
アミノ酸配列の改変を含む、タンパク質またはペプチドの誘導体に関する。そのような改
変は、一部の態様では、タンパク質またはペプチドの機能性を減少させない。そのような
変種は、1つまたは複数のアミノ酸がそれらのそれぞれのD-立体異性体によって、または
例えば、オルニチン、ヒドロキシプロリン、シトルリン、ホモセリン、ヒドロキシセリン
、ノルバリンなどの、20種の天然アミノ酸以外のアミノ酸によって置き換えられているタ
ンパク質を含む。しかし、そのような置換は、保存的でもあり得、すなわちアミノ酸残基
が、化学的に類似のアミノ酸残基に置き換えられる。保存的置換の例は、以下の群のメン
バーの間での置換である：1)アラニン、セリン、およびトレオニン；2)アスパラギン酸お
よびグルタミン酸；3)アスパラギンおよびグルタミン；4)アルギニンおよびリジン；5)イ
ソロイシン、ロイシン、メチオニン、およびバリン；ならびに6)フェニルアラニン、チロ
シン、およびトリプトファン。本開示のリポカリンムテインまたは本開示による組み合わ
せまたは本明細書記載の融合タンパク質の対応するタンパク質リガンドIL-17A（IL-17A/A
およびIL-17A/Fを含む）またはIL-23p19に関連して本明細書において使用される用語「変
種」は、本明細書記載のSwissProtに寄託されているとおりのIL-17AまたはIL-23p19参照
タンパク質などのそれぞれ野生型IL-17AまたはIL-23p19タンパク質と比較して、1つまた
は複数、例えば1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、12、14、16、18、20、22、24、26、28
、30、40、50、60、70、または80個以上のアミノ酸置換、欠失および／または挿入を有す
る、それぞれIL-17タンパク質もしくはそのフラグメントまたはIL-23タンパク質もしくは
そのフラグメントに関する。IL-17AまたはIL-23p19の変種は、それぞれ、好ましくは本明
細書記載のSwissProtに寄託されているとおりのIL-17AまたはIL-23p19参照タンパク質な
どの野生型IL-17AまたはIL-23p19タンパク質に対してそれぞれ少なくとも50％、60％、70
％、80％、85％、90％または95％のアミノ酸同一性を有する。
【００２８】
　「天然配列」のリポカリンは、対応する天然由来のポリペプチドと同じアミノ酸配列を
有するリポカリンを意味する。したがって、天然配列のリポカリンは、任意の生物、特に
哺乳類からのそれぞれの天然リポカリンのアミノ酸配列を有することができる。そのよう
な天然配列のポリペプチドは、自然界から単離することができ、または組み換え手段また
は合成手段によって産生することができる。用語「天然配列」のポリペプチドは、具体的
にはリポカリンの天然の短縮型または分泌型形態、リポカリンの選択的スプライシングを
された形態および天然アレル変種などの、天然変種形態を包含する。ポリペプチドの「変
種」は、天然配列ポリペプチドに対して少なくとも約50％、60％、70％、80％、または少
なくとも約85％のアミノ酸配列同一性を有する生物学的に活性なポリペプチドを意味する
。そのような変種には、例えば、1つまたは複数のアミノ酸残基がポリペプチドのNまたは
C末端に付加または欠失したポリペプチドが含まれる。一般的に変種は、天然配列のポリ
ペプチドに対して少なくとも約70％、少なくとも約80％を含む、少なくとも約85％などの
アミノ酸配列同一性、少なくとも約90％のアミノ酸配列同一性または少なくとも約95％の
アミノ酸配列同一性などを有する。説明的な一例として、最初の4つのN末端アミノ酸残基
（HHLA）および最後の2つのC末端アミノ酸残基（Ser、Asp）は、例えば、本開示の涙液リ
ポカリン（Tlc）ムテインにおいて、タンパク質、例えばSEQ ID NO:1の生物学的機能に影
響せずに欠失され得る。
【００２９】
　本開示により使用される場合の用語「位置」は、本明細書に示されるアミノ酸配列内の
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アミノ酸の位置または本明細書に示される核酸配列内のヌクレオチドの位置のいずれかを
意味する。1種または複数種のリポカリンムテインのアミノ酸配列の位置に関連して本明
細書において使用される用語「対応する」または「対応している」を理解するために、対
応する位置は、先行するヌクレオチド／アミノ酸の数によってのみ決定されるわけではな
い。したがって、置換され得る本開示による所与のアミノ酸の位置は、（変異型または野
生型）リポカリンにおける該当するアミノ酸の欠失または付加が原因で変動し得る。同様
に、置換され得る本開示による所与のヌクレオチドの位置は、プロモーターを含む、ムテ
インもしくは野生型リポカリンの5'-非翻訳領域（UTR）および／または任意の他の調節配
列もしくは遺伝子（エキソンおよびイントロンを含む）の中の該当する欠失または付加的
なヌクレオチドが原因で変動し得る。
【００３０】
　したがって、本開示による対応する位置について、ヌクレオチド／アミノ酸の位置は、
示された数が、類似する隣接ヌクレオチド／アミノ酸と異なり得るが、交換、欠失、また
は付加され得る該隣接ヌクレオチド／アミノ酸も、1つまたは複数の対応する位置に含ま
れることを好ましくは理解されたい。
【００３１】
　加えて、本開示による参照骨格に基づくリポカリンムテインにおける対応する位置につ
いて、ヌクレオチド／アミノ酸の位置は、リポカリンの間で高度に保存された全体的フォ
ールディングパターンに照らして当業者によって認識されるように、たとえそれらの示さ
れた数が異なろうと、（変異型または野生型）リポカリンにおける該当する位置と構造的
に対応することを好ましくは理解されたい。
【００３２】
　用語「アルブミン」には、ヒト血清アルブミンまたはウシ血清アルブミンまたはラット
血清アルブミンなどの全ての哺乳類アルブミンが含まれる。
【００３３】
　非天然標的について本明細書において使用される用語「有機分子」または「有機小分子
」は、任意で1つまたは2つの金属原子を含む、100から2000ダルトンの間、好ましくは100
から1000ダルトンの間の範囲の分子量を有する、少なくとも2つの炭素原子を含むが、好
ましくは7または12個以下の回転可能な炭素結合を含む有機分子を意味する。
【００３４】
　本明細書において使用される語句「検出する」、「検出」、「検出可能な」、または「
検出すること」は、定量的および定性的レベルの両方、ならびにそれらの組み合わせで理
解される。したがって、それには、関心対象の分子の定量的、半定量的および定性的測定
が含まれる。
【００３５】
　「対象」は、脊椎動物、好ましくは哺乳類、より好ましくはヒトである。用語「哺乳類
」は、本明細書において、非限定的にヒト、家畜および農用動物、ならびに展示動物、ス
ポーツ動物、またはペット動物、例えば説明的な例を少しだけ挙げるなら、ヒツジ、イヌ
、ウマ、ネコ、ウシ、ラット、ブタ、カニクイザルなどの類人猿等を含む、哺乳類として
分類される任意の動物を表す。好ましくは、本明細書における哺乳類はヒトである。
【００３６】
　「有効量」は、有益なまたは所望の結果をもたらすために十分な量である。有効量は、
1回または複数回の投与で投与することができる。
【００３７】
　「試料」は、任意の対象から採取された生物学的試料として定義される。生物学的試料
には、血液、血清、尿、便、精液、または組織が含まれるが、それらに限定されるもので
はない。
【００３８】
　本明細書記載の「融合ポリペプチド」は、1つのサブユニットがIL-17Aに対する結合特
異性を有するかまたはIL-23p19に対する結合特異性を有する、少なくとも2つのサブユニ
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ットを含む。融合ポリペプチド内で、これらのサブユニットは、共有結合または非共有結
合により連結され得る。好ましくは、融合ポリペプチドは、2つ以上のサブユニットの間
の翻訳融合である。翻訳融合は、1つのサブユニットについてのコード配列をさらなるサ
ブユニットのコード配列とフレーム内に遺伝子操作することによって生成され得る。両方
のサブユニットは、リンカーをコードするヌクレオチド配列によって散在し得る。しかし
、本開示の融合ポリペプチドのサブユニットは、化学リンカーによっても連結され得る。
【００３９】
　本開示の融合ポリペプチドにより含まれ得る「リンカー」は、本明細書記載の融合ポリ
ペプチドの2つ以上のサブユニットを連結する。連結は、共有結合または非共有結合であ
り得る。好ましい共有結合は、アミノ酸間のペプチド結合などのペプチド結合を介する。
したがって、好ましい態様では、リンカーは、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12
、13、14、15、16、17、18、19、または20個以上のアミノ酸などの1つまたは複数のアミ
ノ酸から構成される。好ましいリンカーは、本明細書において記載されている。他の好ま
しいリンカーは、化学リンカーである。
【図面の簡単な説明】
【００４０】
III. 図面の説明
【図１】SEQ ID NO:1のリポカリンムテインとヒトIL-17Aとの相互作用についての表面プ
ラズモン共鳴による結合速度定数（on-rate）および解離速度定数（off-rate）の典型的
な測定を提供する。標準的なアミン化学反応を使用してセンサーチップ上にIL-17Aを固定
化し、SEQ ID NO:1のリポカリンムテインを可溶性分析物として採用し、チップ表面に分
析物を流した。結果として生じた解離定数（KD）は0.8nMである。
【図２】SEQ ID NO:1のリポカリンムテインとヒトIL-17A/Fとの相互作用についての表面
プラズモン共鳴による結合速度および解離速度の典型的な測定を提供する。専用の実験キ
ットを使用してセンサーチップ上にビオチン化SEQ ID NO:1を捕捉し、ヒトIL-17A/Fを可
溶性分析物として採用し、チップ表面に分析物を流した。結果として生じた解離定数（KD
）は100pMである。
【図３】SEQ ID NO:1のリポカリンムテインが、hIL-17Aとその受容体hIL-17RAとの間の相
互作用を75pMのIC50でブロック可能なことを実証する。ビオチン化hIL-17Aを、様々な濃
度のSEQ ID NO:1のリポカリンムテインと共に予備インキュベートし、可溶性hIL-17RAを
固定化したELISAプレート上で非中和hIL-17Aを定量した。陰性対照SEQ ID NO:41は、競合
作用を有さなかった。データを単一部位結合モデルで適合させた。
【図４】競合ELISA様式で測定したSEQ ID NO:1のリポカリンムテインの交差反応性プロフ
ァイルを示す。カニクイザルIL-17AおよびキヌザルIL-17Aとの完全交差反応性は、hIL-17
Aと比較したほぼ同一のIC50値から明らかである。データを単一部位結合モデルで適合さ
せた。
【図５】SEQ ID NO:1のリポカリンムテインが、細胞に基づくアッセイにおいてhIL-17Aの
その受容体hIL-17RAに対する結合をブロックするのに非常に有効であることを図示する。
アッセイは、U87-MG細胞におけるG-CSFのhIL-17A誘導型分泌に基づく。細胞を一定濃度の
hIL-17Aと共にインキュベートし、SEQ ID NO:1のリポカリンムテインまたは比較のために
ベンチマーク抗体1（重鎖SEQ ID NO:53、軽鎖SEQ ID NO:54）、ベンチマーク抗体2（重鎖
SEQ ID NO:55、軽鎖SEQ ID NO:56）および陰性対照としてSEQ ID NO:2を用いて滴定した
。MSD（Meso Scale Discovery（登録商標）、以後「MSD」）によって測定された任意単位
でのG-CSF濃度をリポカリンムテインまたは抗体分子の濃度に対してプロットする。結果
として生じた、SEQ ID NO:1のリポカリンムテインについての平均IC50値は0.13nM（最初
の実験では0.17nM、繰り返しの実験では0.10nM）であり、これは、平均IC50＝2.33（2.65
/2.01）nMを示したベンチマーク1よりも有意に強力であり、平均IC50＝0.12（0.14/0.10)
nMを有したベンチマーク2と比較して類似の範囲内であった。陰性対照SEQ ID NO:2は、細
胞のIL-17A誘導型G-CSF産生に効果を示さなかった。IL-17Aに対するSEQ ID NO:1またはベ
ンチマーク抗体分子の結合は、細胞表面IL-17RAに対するIL-17Aの結合をブロックするこ
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とで、G-CSF分泌の誘導を防止する。全ての分子について等しいG-CSF濃度のプラトーを仮
定して、データを単一部位結合モデルで適合させた。
【図６】ヒトIL-23と相互作用しているSEQ ID NO:2のリポカリンムテインについての表面
プラズモン共鳴による結合速度定数および解離速度定数の典型的な測定を提供する。3つ
の反復実験で決定された平均解離定数は、KD＝0.35±0.20nMに達した。
【図７】SEQ ID NO:2のリポカリンムテインとヒトIL-23との相互作用についての表面プラ
ズモン共鳴による結合速度および解離速度の典型的な測定を提供する。専用の実験キット
を使用してセンサーチップ上にビオチン化SEQ ID NO:2を捕捉し、IL-23を可溶性分析物と
して採用し、チップ表面に分析物を流した。結果として生じた解離定数（KD）は2.9nMで
ある。アッセイの実施を容易にするために高い非生理学的濃度のNaClを採用しなければな
らなかったことに留意されたい。したがって、結果は、生理条件下でのIL-23に対するSEQ
 ID NO:2の親和性を示すものではない。このアッセイの有用性は、それが、SEQ ID NO:2
およびこのムテインを含む融合タンパク質の親和性の比較を可能にできることにある（実
施例11および表1参照）。
【図８】SEQ ID NO:2のリポカリンムテインが、hIL-23とその受容体hIL-23Rとの間の相互
作用を0.54nMのIC50でブロックすることが可能であることを実証する。ビオチン化hIL-23
を様々な濃度のSEQ ID NO:2のリポカリンムテインと共に予備インキュベートし、可溶性h
IL-23Rを固定化したELISAプレート上で非中和hIL-23を定量した。陰性対照SEQ ID:43は競
合効果を有さない。データを単一部位結合モデルで適合させた。
【図９】競合ELISA様式で測定されたSEQ ID NO:2のリポカリンムテインの交差反応性プロ
ファイルおよび特異性を示す。SEQ ID NO:2のリポカリンムテインは、ヒトおよびマウスI
L-23と完全に交差反応性であり、カニクイザルおよびキヌザルIL-23に対して幾分減少し
た親和性を表す。データを単一部位結合モデルで適合させた。
【図１０】SEQ ID NO:2のリポカリンムテインが、細胞に基づく増殖アッセイにおいてhIL
-23の生物学的活性をブロック可能であることを実証する。アッセイにおいて、SEQ ID NO
:2、IgGアイソタイプ陰性対照、および2種類のベンチマーク抗体（ベンチマーク3:重鎖、
SEQ ID NO:57および軽鎖、SEQ ID NO:58；ベンチマーク4：重鎖、SEQ ID NO:59および軽
鎖、SEQ ID NO:60）をhIL-23と共に予備インキュベートし、続いてhIL-23RおよびhIL-12R
β1をトランスフェクトしたBa/F3細胞に添加した。トランスフェクト後のBa/F3細胞は、
ヒトIL-23に応答して増殖する。実験から、この生物学的活性がSEQ ID NO:2ならびにベン
チマーク抗体3および4によりそれぞれ1.2nM（1.7/0.7）、3.0nM（3.1/2.9）、1.2nM（0.8
/1.5）のEC50値でブロックされることが示される。陰性対照は、細胞増殖に効果を示さな
かった。データをS字状用量反応モデルで適合させた。
【図１１】表1に特徴付けられる構築物SEQ ID NO:1～13に関する図的概要を提供する。SE
Q ID NO:1（図11において「1」と省略）は、IL-17A結合性リポカリンムテインに対応する
。SEQ ID NO:2（「2」と省略）は、IL-23結合性リポカリンムテインに対応する。SEQ ID 
NO:14（「14」と省略）は、連鎖球菌プロテインGのアルブミン結合ドメインに対応する。
SEQ ID NO:15（「15」と省略）は、SEQ ID NO:14を遺伝子操作した脱免疫（deimmunized
）バージョンである。SEQ ID NO:16（「16」と省略）は、ヒトIgG1抗体のFc部に対応する
。
【図１２】例示的実験において、本明細書開示のリポカリンムテインに基づく多特異性融
合タンパク質が、結合したそれぞれの他の標的によって妨害されることなく、IL-17A、IL
-23、およびヒト血清アルブミン（HSA）に同時に結合可能であることを実証する。SEQ ID
 NO:9は、IL-17A結合性リポカリンムテインSEQ ID NO:1、IL-23結合性リポカリンムテイ
ンSEQ ID NO:2、および連鎖球菌プロテインGのアルブミン結合ドメイン由来のヒト血清ア
ルブミン結合ペプチドのヘテロダイマー性融合タンパク質である。図12に示す表面プラズ
モン共鳴実験において、ビオチン化SEQ ID NO:9をセンサーチップ上に捕捉した。同時結
合を実証するために、緩衝液中のhIL-17AF、hIL-23、およびHSAの希釈物を、調製済みチ
ップ表面に連続的に適用した。単一の標的を用いる、固定化SEQ ID NO:9に対するhIL-17A
F、hIL-23、およびHSAの適用も行って、比較のために単一の標的との結合により得ること
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が可能な最大結合レベルを得た。図12に、全ての3つの標的の完全結合について予想され
る応答を反映している、測定された結合曲線および理論的結合曲線を示す。後者は、個別
の標的に対するSEQ ID NO:9の実験応答を合わせることによって得た。測定された曲線お
よび理論的曲線は、ほとんど同一であり、示された差は、実験曲線での標的の解離に起因
すると考えられる。データにより、SEQ ID NO:9は、単一の標的のみとの結合と比べてシ
グナル強度の喪失も動態における変化もなしに、全ての標的に同時に結合可能であること
が示される。
【図１３】ヒトIL-23に結合するリポカリンムテインSEQ ID NO:45（図13A）およびSEQ ID
 NO:46（図13B）についての表面プラズモン共鳴による結合速度および解離速度の典型的
な測定を提供する。結果として生じた解離定数（KD）は、それぞれ0.1nM（SEQ ID NO:45
）および0.6nM （SEQ ID NO:46）である。
【図１４】リポカリンムテインSEQ ID NO:45およびSEQ ID NO:46が、hIL-23とその受容体
hIL-23Rとの間の相互作用をそれぞれ0.1nM（SEQ ID NO:45）および1.1nM（SEQ ID NO:46
）のIC50でブロック可能であることを実証する。ビオチン化hIL-23を様々な濃度のリポカ
リンムテインと共に予備インキュベートし、、可溶性hIL-23Rを固定化したELISAプレート
上で非中和hIL-23を定量した。データを単一部位結合モデルで適合させた。
【図１５】SEQ ID NO:45およびSEQ ID NO:46のリポカリンムテインが、細胞に基づく増殖
アッセイにおいてhIL-23の生物学的活性をブロック可能であることを実証する。アッセイ
において、SEQ ID NO:45、SEQ ID NO:46、および陰性対照SEQ ID NO:43をhIL-23と共に予
備インキュベートし、続いてhIL-23RおよびhIL-12Rβ1をトランスフェクトしたBa/F3細胞
に添加した。トランスフェクト後のBa/F3細胞は、ヒトIL-23に応答して増殖する。実験に
より、この生物学的活性が、SEQ ID NO:45、SEQ ID NO:46によりそれぞれ3.7nMおよび5.4
nMのIC50値でブロックされることが示される。陰性対照SEQ ID NO:43は、細胞増殖に効果
を示さなかった。データをS字状用量反応モデルで適合させた。
【図１６】標的IL-17Aに対するSEQ ID NO:63および62ならびにSEQ ID NO:1のリポカリン
ムテインの特異性を決定した代表的な実験を提供する。ビオチン化IL-17Aをマイクロタイ
タープレート上に捕捉し、試験分子を滴定した。結合した試験分子を、実施例16に記載さ
れるHRP標識抗ヒトTLc特異性抗体により検出した。自由パラメーターとしてEC50値および
最大シグナル、ならびに1に固定した傾きを用いた1:1結合モデルでデータを適合させた。
【図１７】標的IL-23に対するSEQ ID NO:64および62ならびにSEQ ID NO:2のリポカリンム
テインの特異性を決定した代表的な実験を提供する。ビオチン化IL-23をマイクロタイタ
ープレート上に捕捉し、試験分子を滴定した。結合した試験分子を実施例17に記載される
HRP標識抗ヒトNGAL特異性抗体により検出した。自由パラメーターとしてEC50値および最
大シグナル、ならびに1に固定した傾きを用いた1:1結合モデルでデータを適合させた。
【図１８】標的TNF-αに対するSEQ ID NO:63と62とのポリペプチド融合体およびSEQ ID N
O:64と62とのポリペプチド融合体の特異性、ならびにSEQ ID NO:61および62の抗体の特異
性を決定した代表的な実験を提供する。TNF-αをマイクロタイタープレート上にコーティ
ングし、試験分子を滴定した。結合した試験分子を実施例18に記載されるHRP標識抗ヒトI
gG Fc特異性抗体により検出した。自由パラメーターとしてEC50値および最大シグナル、
ならびに1に固定した傾きを用いた1:1結合モデルでデータを適合させた。
【図１９】SEQ ID NO:63と62とのポリペプチド融合体およびSEQ ID NO:64と62とのポリペ
プチド融合体が、両方の標的、すなわちそれぞれTNF-αおよびIL-17A、TNF-αおよびIL-2
3に同時に結合する能力を決定した代表的な実験を提供する。組み換えTNF-αをマイクロ
タイタープレート上にコーティングし、続いてポリペプチド融合体を滴定した。その後、
一定濃度のビオチン化IL-17AまたはIL-23のいずれかを添加し、それを実施例19に記載さ
れるHRP標識extravidinにより検出した。自由パラメーターとしてEC50値および最大シグ
ナル、ならびに1に固定した傾きを用いた1:1結合モデルでデータを適合させた。
【発明を実施するための形態】
【００４１】
IV. 本開示の詳細な説明
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　本開示は、IL-17Aおよび／またはIL-23p19に対する結合特異性を有する最新技術のポリ
ペプチドまたはタンパク質であって、ポリペプチドが、IL-17AまたはIL-23p19に少なくと
も検出可能な親和性で結合するリポカリンムテインを含む、ポリペプチドまたはタンパク
質に寄与する。
【００４２】
　一部の態様では、ポリペプチドは、IL-17Aと少なくとも検出可能な親和性で結合可能な
リポカリンムテインである。一部の態様では、ポリペプチドは、IL-23p19と少なくとも検
出可能な親和性で結合可能なリポカリンムテインである。本開示は、対象におけるIL-17A
およびIL-23p19の結合のための両方のポリペプチドの使用にも関する。
【００４３】
　一部の局面では、ポリペプチドは、1つのサブユニットがIL-17Aに対する結合特異性を
有し、別のサブユニットが、IL-23p19に対する結合特異性を有する、少なくとも2つのサ
ブユニットを含む融合タンパク質である。一部のさらなる態様では、融合タンパク質は、
さらにサブユニットを含む場合があり、その際、サブユニットは、IL-23p19またはIL-17A
に対する結合特異性を有する。一部のなおさらなる態様では、融合タンパク質は、IL-17A
に特異的な1つのサブユニット、IL-23p19に特異的な1つのサブユニット、および細菌アル
ブミン結合ドメイン（ABD）を含む1つのサブユニットを含み得る。
【００４４】
　一部の他の局面では、本開示のポリペプチドは、IL-17Aに特異的な少なくとも2つのサ
ブユニットを含む融合タンパク質、またはIL-23p19に特異的な少なくとも2つのサブユニ
ットを含む融合タンパク質でもあり得る。
【００４５】
　一部の態様では、IL-17Aに対する結合特異性を有する融合タンパク質のサブユニットは
、本開示のIL-17Aに特異的なリポカリンムテインを含む。一部の態様では、IL-23p19に対
する結合特異性を有する融合タンパク質のサブユニットは、IL-23p19に結合する抗体を含
む。一部の他の態様では、IL-23p19に対する結合特異性を有する融合タンパク質のサブユ
ニットは、本開示のIL-23p19に特異的なリポカリンムテインを含む。一部の態様では、IL
-17Aに対する結合特異性を有する融合タンパク質のサブユニットは、IL-17Aに結合する抗
体を含む。
【００４６】
　本開示のポリペプチドまたはタンパク質は、リポカリン、好ましくはレチノール結合タ
ンパク質（RBP）、ビリン結合タンパク質（BBP）、アポリポタンパク質D（APO D）、好中
球ゼラチナーゼ関連リポカリン（NGAL）、涙液リポカリン（TLPCまたはTlc）、α2-ミク
ログロブリン関連タンパク質（A2m）、24p3/ウテロカリン（24p3）、フォンエブネル腺タ
ンパク質1（VEGP1）、フォンエブネル腺タンパク質2（VEGP2）、および主要アレルゲンCa
n f1前駆体（ALL-1）からなる群より選択されるリポカリンのムテインであることができ
る。
【００４７】
　本明細書において使用される「リポカリン」は、複数（好ましくは4つ）のループによ
り一端で2つ1組になって繋がった複数（好ましくは8つ）のβ鎖を含むことにより結合ポ
ケットを画定する円柱状βプリーツシート超二次構造領域を有する、分子量約18～20kDA
のモノマー性タンパク質として定義される。それ以外は強固なリポカリン骨格におけるル
ープのこの多様性が、異なる大きさ、形状、および化学特性を有する標的を収容すること
がそれぞれ可能であるリポカリンファミリーのメンバー間の、多種多様な異なる結合様式
をもたらしている（例えば、Flower, D.R. (1996)、前記; Flower, D.R. et al. (2000)
、前記、またはSkerra, A. (2000) Biochim. Biophys. Acta 1482, 337-350に総説されて
いる）。実際、リポカリンファミリーのタンパク質は、全体的な配列保存性が異常に低レ
ベルである（多くの場合に20％未満の配列同一性を有する）が、それでも全体的フォール
ディングパターンは高度に保存されており、広範なリガンドに結合するように自然界で進
化している。様々なリポカリンにおける位置間の対応は、当業者に周知である。例えば米
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国特許第7,250,297号を参照されたい。
【００４８】
　上に言及したように、リポカリンは、その超二次構造、すなわち4つのループにより一
端で2つ1組になって繋がった8つのβ鎖を含むことにより結合ポケットを画定する円柱状
βプリーツシート超二次構造領域により定義されるポリペプチドである。本開示は、本明
細書において具体的に開示されたリポカリンムテインに限定されない。これに関して、本
開示は、4つのループにより一端で2つ1組になって繋がった8つのβ鎖を含むことにより結
合ポケットを画定する円柱状βプリーツシート超二次構造領域を有するリポカリンムテイ
ンであって、4つのループの少なくとも3つのそれぞれの少なくとも1つのアミノ酸は、変
異されており、該リポカリンは、IL-17AまたはIL-23p19に検出可能な親和性で結合するた
めに有効である、リポカリンムテインに関する。
【００４９】
　特定の一態様では、本明細書開示のリポカリンムテインは、リポカリン-1、涙液プレア
ルブミン、またはフォンエブネル腺タンパク質とも呼ばれるヒト涙液リポカリン（TLPCま
たはTlc）のムテインである。本明細書において使用される用語「ヒト涙液リポカリン」
または「Tlc」または「リポカリン-1」は、SWISS-PROT/UniProtデータバンクアクセッシ
ョン番号P31025を有する成熟ヒト涙液リポカリン（アイソフォーム1）を表す。SWISS-PRO
T/UniProtデータバンクアクセッション番号P31025に示されるアミノ酸配列は、好ましい
「参照配列」として使用される場合があり、より好ましくは、SEQ ID NO:41に示されるア
ミノ酸配列が参照配列として使用される。
【００５０】
　本開示は、成熟ヒト涙液リポカリンの配列の最初の4つのN末端アミノ酸残基（His-His-
Leu-Leu；位置1～4）および／または成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプチド配列の
最後の2つのC末端アミノ酸残基（Ser-Asp；位置157～158）（SWISS-PROTデータバンクア
クセッション番号P31025）が欠失した上記と同義のTlcムテイン（SEQ ID NO:2～5）も包
含する。加えて、本開示は、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプチド配列の配列位置
108に対応する1つのGHループアミノ酸残基（Lys）が欠失している、上記と同義のTlcムテ
イン（SEQ ID NO:1およびSEQ ID NO:43）を包含する。成熟ヒト涙液リポカリンの野生型
ポリペプチド配列の別の可能性のある変異は、その全体が参照により本明細書に組み入れ
られるPCT出願WO2005/019256に記載のように、配列位置5～7のアミノ酸配列（Ala Ser As
p）をGly Gly Aspに交換することである。
【００５１】
　本開示によるTlcムテインは、さらに、アミノ酸置換Arg111→Proを含み得る。本開示に
よるTlcムテインは、置換Lys114→Trpも含み得る。それは、置換Cys101→SerまたはCys10
1→Thrも含み得る。一部の好ましい態様では、本開示によるTlcムテインは、置換Cys153
→Serも含み得る。
【００５２】
　アミノ酸配列の改変には、特定の制限酵素のための切断部位を組み入れることによって
変異リポカリン遺伝子またはその部分のサブクローニングを簡略化するための単一アミノ
酸位置の特異的変異誘発が含まれる。加えて、IL-17AまたはIL-23p19に対するTlcムテイ
ンの親和性をさらに改善するために、これらの変異を組み入れることもできる。さらに、
フォールディング安定性、血清安定性、タンパク質抵抗性、もしくは水溶解性を改善する
ためなど、ムテインのある特徴を改変するために、または必要であれば凝集傾向を低減す
るために、変異を導入することができる。例えば、ジスルフィド架橋形成を防止するため
に、天然のシステイン残基が他のアミノ酸に変異され得る。Tlcムテインのアミノ酸配列
にシステイン残基を導入するためのそのような変異の例示的な可能性には、置換Thr40→C
ys、Glu73→Cys、Arg90→Cys、Asp95→Cys、およびGlu131→Cysが含まれる。例えばそれ
ぞれのTlcムテインの血清半減期を増加させるために、アミノ酸位置40、73、90、95、お
よび／または131のいずれかの側部に生成したチオール部位を使用してムテインがPEG化ま
たはHES化され得る。
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【００５３】
　別の特定の態様では、本明細書開示のリポカリンムテインは、ヒトリポカリン2のムテ
インである。本明細書において使用される用語「ヒトリポカリン2」または「ヒトLcn2」
または「ヒトNGAL」は、SWISS-PROT/UniProtデータバンクアクセッション番号P80188の成
熟ヒト好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン（NGAL）を表す。本開示のヒトリポカリン2ム
テインは、本明細書において「hNGALムテイン」とも称され得る。SWISS-PROT/UniProtデ
ータバンクアクセッション番号P80188に示されるアミノ酸配列は、好ましい「参照配列」
として使用される場合があり、より好ましくは、SEQ ID NO:43に示されるアミノ酸配列が
参照配列として使用される。
【００５４】
　一部の態様では、検出可能な親和性でIL-17AまたはIL-23p19に結合するリポカリンムテ
インは、天然システイン残基の、別のアミノ酸、例えばセリン残基による少なくとも1つ
のアミノ酸置換を含み得る。一部の他の態様では、検出可能な親和性でIL-17AまたはIL-2
3p19に結合するリポカリンムテインは、野生型リポカリンの1つまたは複数のアミノ酸を
置換している、1つまたは複数の天然でないシステイン残基を含み得る。さらなる特定の
一態様では、本開示によるリポカリンムテインは、システイン残基による天然アミノ酸の
少なくとも2つのアミノ酸置換を含むことにより、1つまたは複数のシステイン架橋を形成
する。一部の態様では、システイン架橋は、少なくとも2つのループ領域を繋ぎ得る。こ
れらの領域の定義は、本明細書においてFlower（Flower, 1996、前記、Flower, et al., 
2000、前記）およびBreustedtら（2005、前記）に従って使用される。
【００５５】
　IL-17AまたはIL-23p19に対する、またはそれに特異的な、本開示のタンパク質には、定
義されたタンパク質骨格に基づく任意の数の特異的結合タンパク質ムテインが含まれる。
好ましくは、交換、欠失または挿入されるヌクレオチドまたはアミノ酸の数は、それぞれ
、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、または20個
以上、例えば25、30、35、40、45または50個であり、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、
または11個が好ましく、9、10または11個がいっそうより好ましい。しかし、本開示のリ
ポカリンムテインが、IL-17AまたはIL-23p19に、特にヒトIL-17AまたはヒトIL-23p19に依
然結合可能であることが、好ましい。
【００５６】
　一局面では、本開示には、IL-17AまたはIL-23p19と少なくとも検出可能な親和性で結合
する様々なリポカリンムテインが含まれる。この意味で、IL-17AまたはIL-23p19は、参照
野生型リポカリンの非天然リガンドと見なすことができ、ここで、「非天然リガンド」は
、生理条件下で野生型リポカリンと結合しない化合物を表す。野生型リポカリンの特定の
配列位置に1つまたは複数の変異を操作することによって、本発明者らは、非天然リガン
ド、例えばIL-17AまたはIL-23p19に対する高い親和性および高い特異性が可能であること
を実証した。一部の態様では、野生型リポカリンの特定の配列位置をコードする1、2、3
、4、5、6、7、8、9、10、11、または12個以上でさえあるヌクレオチドトリプレットにお
いて、これらの位置でのヌクレオチドトリプレットのサブセットによる置換によりランダ
ム変異誘発が実施され得る。
【００５７】
　さらに、本開示のリポカリンムテインは、少なくとも任意の1、2、3、4、5、6、7、8、
9、10、11、または12個を含む、任意の1つまたは複数の、参照リポカリンの直鎖ポリペプ
チド配列の特定の配列位置に対応する配列位置に変異アミノ酸残基を有し得る。
【００５８】
　本開示のタンパク質は、変異アミノ酸配列位置以外に「親の」タンパク質骨格（リポカ
リンなど）の野生型（天然）アミノ酸配列を含み得る。一部の態様では、本開示によるリ
ポカリンムテインは、そのような変異が、ムテインの結合活性およびフォールディングを
少なくとも本質的に妨害しないまたは干渉しない限り、1つまたは複数の配列位置に1つま
たは複数のアミノ酸変異も有し得る。そのような変異は、確立された標準方法（Sambrook
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, J. et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd Ed., Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY）を使用してDNAレベルで非常に容易
に成し遂げることができる。アミノ酸配列の変更の具体的な例は、挿入または欠失および
アミノ酸置換である。そのような置換は、保存的であり得、すなわち、アミノ酸残基が、
特に極性およびサイズに関して化学的に類似の特性のアミノ酸残基に置き換えられる。保
存的置換の例は、以下の群のメンバーの間での置換である：1)アラニン、セリン、および
トレオニン；2)アスパラギン酸およびグルタミン酸；3)アスパラギンおよびグルタミン；
4)アルギニンおよびリジン；5)イソロイシン、ロイシン、メチオニン、およびバリン；な
らびに6)フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファン。他方で、アミノ酸配列中
に非保存的変更を導入することも可能である。加えて、単一のアミノ酸残基を置き換える
代わりに、ヒト涙液リポカリンの一次構造の1つまたは複数の連続アミノ酸を挿入または
欠失させることも、これらの欠失または挿入が安定にフォールディングされた／機能的ム
テイン（例えば、切断されたN末端およびC末端を有するTlcムテイン）を生じる限り、可
能である。そのようなムテインでは、例えば、1つまたは複数のアミノ酸残基がポリペプ
チドのNまたはC末端に付加またはその末端から欠失している。一般的に、そのようなムテ
インは、成熟ヒト涙液リポカリンのアミノ酸配列に対して少なくとも約70％の、少なくと
も約80％を含む、少なくとも約85％などのアミノ酸配列同一性を有し得る。具体的な一例
として、本開示は、成熟ヒト涙液リポカリンの配列のN末端の最初の4つのアミノ酸残基（
His-His-Leu-Leu；位置1～4)および／または成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプチド
配列の最後の2つのC末端アミノ酸残基（Ser-Asp；位置157～158）が欠失した（SEQ ID NO
:1およびSEQ ID NO:43）、上記と同義のTlcムテインも包含する。
【００５９】
　本明細書開示のリポカリンムテインのアミノ酸配列は、他のリポカリンとの配列同一性
と比較した場合、参照リポカリンに対して高い配列同一性を有する。この一般的な状況で
、本開示のリポカリンムテインのアミノ酸配列は、参照リポカリンのアミノ酸配列と少な
くとも実質的に類似しているが、但し、場合によってはアミノ酸の付加または欠失の結果
であるギャップ（下に定義）がアライメント中にあることを条件とする。参照リポカリン
の配列と実質的に類似する本開示のリポカリンムテインのそれぞれの配列は、一部の態様
では、参照リポカリンの配列に対して少なくとも70％の同一性もしくは配列相同性、少な
くとも75％の同一性もしくは配列相同性、少なくとも80％の同一性もしくは配列相同性、
少なくとも82％の同一性もしくは配列相同性、少なくとも85％の同一性もしくは配列相同
性、少なくとも87％の同一性もしくは配列相同性、または少なくとも95％の同一性もしく
は配列相同性を含む少なくとも90％の同一性もしくは配列相同性を有するが、但し、変更
された位置または配列が保持され、1つまたは複数のギャップが可能であることを条件と
する。
【００６０】
　結合特異性は絶対的な特性ではなく相対的な特性であるので、本開示のリポカリンムテ
インが、標的と1種または複数種の参照標的とを識別するのが可能であれば、本明細書に
おいて使用される場合、本開示のリポカリンムテインは、その標的（例えばIL-17Aまたは
IL-23p19）に「特異的に結合する」。「特異的結合」は、例えば、ウエスタンブロット、
ELISA検査、RIA検査、ECL検査、IRMA検査、FACS、IHC、およびペプチドスキャンにより、
判定することができる。
【００６１】
　一態様では、本開示のリポカリンムテインは、そのN末端および／またはそのC末端にお
いて、ムテインの血清半減期を延長するタンパク質ドメインである融合パートナーに融合
されている。さらに特定の態様では、タンパク質ドメインは、免疫グロブリンのFc部分、
免疫グロブリンのCH3ドメイン、免疫グロブリンのCH4ドメイン、アルブミン結合ドメイン
、アルブミン結合ペプチド、またはアルブミン結合タンパク質である。
【００６２】
　別の態様では、本開示のリポカリンムテインは、ムテインの血清半減期を延長する化合
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物にコンジュゲートされている。より好ましくは、ムテインは、ポリアルキレングリコー
ル分子、ヒドロエチルデンプン、免疫グロブリンのFc部分、免疫グロブリンのCH3ドメイ
ン、免疫グロブリンのCH4ドメイン、アルブミン結合ドメイン、アルブミン結合ペプチド
、およびアルブミン結合タンパク質からなる群より選択される化合物にコンジュゲートさ
れている。
【００６３】
　なお別の態様では、本開示は、本明細書開示のリポカリンムテインをコードするヌクレ
オチド配列を含む核酸分子に関する。本開示は、該核酸分子を含む宿主細胞を包含する。
【００６４】
　本開示によるTlcムテインは、天然形態のヒト涙液リポカリンの変異誘発により得るこ
とができる。本開示によるhNGALムテインは、天然形態のヒトリポカリン2の変異誘発によ
り得ることができる。変異誘発の一部の態様では、置換（または置き換え）は、保存的置
換である。しかしながら、リポカリンムテインがIL-17AもしくはIL-23p19に結合する能力
を保持し、かつ／または成熟ヒト涙液リポカリンもしくは成熟ヒトリポカリン2のアミノ
酸配列とそれぞれ少なくとも60％、例えば少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも
75％、少なくとも80％、もしくは少なくとも85％以上同一である点で、それから置換され
た配列に対する同一性を有する限り、任意の置換（非保存的置換または下記の例示的な置
換からの1つもしくは複数を含む）が、想定される。
【００６５】
A. インターロイキン-17A（IL-17A、IL-17と同義）に対して結合親和性を有するリポカリ
ンムテイン
　一局面では、本開示は、ヒトIL-17A（「IL-17」と同じ）に結合するヒトリポカリンム
テインおよびその有用な適用を提供する。本明細書記載の結合タンパク質は、ヒトIL-17A
ホモダイマー（「IL-17A/A」と同じ）および／またはヒトIL-17AとヒトIL-17Fホモログと
のヘテロダイマー（「IL-17A/F」と同じ）に結合し得る。本開示は、本明細書記載のIL-1
7A結合タンパク質を製造する方法およびそのようなタンパク質を含む組成物も提供する。
本開示のIL-17A結合タンパク質およびその組成物は、試料中のIL-17A（IL-17A/AおよびIL
-17A/Fを含む）を検出する方法または対象におけるIL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含
む）を結合させる方法に使用され得る。本開示によって提供される使用に伴うこれらの特
徴を有するそのようなヒトリポカリンムテインは、以前に報告されていない。
【００６６】
　本開示の一態様は、本質的に実施例1に記載されるアッセイにおいて測定される場合、
約1nM以下、例えば0.8nMのKDで測定される親和性でインターロイキン-17A（IL-17A）に結
合可能なリポカリンムテインに関する。
【００６７】
　一部の他の態様では、リポカリンムテインは、本質的に実施例3に記載される競合ELISA
様式において、IL-17Aのその受容体IL-17RAに対する結合を、約100pM以下、例えば75pMの
IC50値で阻害することが可能である。
【００６８】
　一部の特定の態様では、IL-17A結合性リポカリンムテインは、ヒトIL-17A、カニクイザ
ルIL-17A、およびキヌザルIL-17Aと交差反応性である。
【００６９】
　一部のなおさらなる態様では、本開示のリポカリンムテインは、その受容体IL-17RAに
対するIL-17Aの結合をブロックすることが可能である。一部のさらなる態様では、リポカ
リンムテインおよびベンチマーク抗体を本質的に実施例5に記載されるアッセイにおいて
測定される場合に、リポカリンムテインは、ベンチマーク抗体のEC50値と少なくとも同じ
くらい（すなわち差が0.1nM未満）またはそれよりも優れた平均EC50値を有する。一部の
態様では、ベンチマーク抗体は、(i)第1のサブユニットとしてSEQ ID NO:53または55、お
よび(ii)第2のサブユニットとしてSEQ ID NO:54または56を含むポリペプチドである。同
時にベンチマーク抗体がアッセイにおいて約2.33nM以下、例えば約0.12nMのEC50値を有す
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る場合、リポカリンムテインは、アッセイにおいて約0.13nM以下でさえある平均IC50値を
有し得る。
【００７０】
　一部の他の態様では、本開示のIL-17A結合性リポカリンムテインは、例えば、本質的に
実施例1に記載されるアッセイにおいて、SEQ ID NO:42のリポカリンムテインのKDよりも
低い、最初に述べたリポカリンムテインのKDで測定される、SEQ ID NO:42のリポカリンム
テインよりも高い親和性でIL-17Aに結合可能である。一部のさらなる態様では、本開示の
IL-17A結合性リポカリンムテインは、例えば本質的に実施例5に記載されるアッセイにお
いて測定される場合、IL-17Aのその受容体IL-17RAに対する結合を、SEQ ID NO:42のリポ
カリンムテインよりも低いEC50値で阻害することが可能である。
【００７１】
1. インターロイキン-17A（IL-17A）に対して結合親和性を有する例示的なリポカリンム
テイン
　一局面では、本開示は、インターロイキン17A（IL-17A）に対する、またはそれに特異
的な、新規な特異的結合性ヒト涙液リポカリンムテインに関する。本明細書開示のヒト涙
液リポカリンムテインは、治療および／または診断目的で使用され得る。本開示のヒト涙
液リポカリンムテインは、本明細書において「Tlcムテイン」とも称され得る。結合特異
性は絶対的な特性ではなく相対的な特性であるので、本開示のTlcムテインが、標的と1種
または複数種の参照標的とを識別するのが可能であれば、本明細書において使用される場
合、本開示のTlcムテインは、その標的（例えば本明細書ではIL-17A）に「特異的に結合
する」。「特異的結合」は、例えば、ウエスタンブロット、ELISA検査、RIA検査、ECL検
査、IRMA検査、FACS、IHC、およびペプチドスキャンにより決定することができる。
【００７２】
　これに関して、本開示は、約10nM、約1nM、または約0.1nM以下のKDで測定される親和性
でインターロイキン-17A（IL-17A）に結合可能な1種または複数種のTlcムテインを提供す
る。より好ましくは、Tlcムテインは、約1nM、0.8nM、0.6nM、または100pM以下のKDで測
定される親和性を有することができる。
【００７３】
　一部の特定の態様では、そのようなTlcムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポ
リペプチド配列（SWISS-PROTデータバンクアクセッション番号P31025; SEQ ID NO:41）の
位置26～33、56、58、60～61、64、92、101、104～106、108、111、114、および153に対
応する1つまたは複数の位置に変異アミノ酸残基を含む。
【００７４】
　さらに特定の態様では、そのようなTlcムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポ
リペプチド配列（SEQ ID NO:41）の位置101、111、114、および153に対応する1つまたは
複数の位置に変異アミノ酸残基をさらに含み得る。
【００７５】
　一部のさらなる態様では、Tlcムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプチ
ド配列（SEQ ID NO:41）の配列位置26、27、28、29、30、31、32、33、56、58、60、61、
64、92、101、104、105、106、108、111、114、および153に対応する1つまたは複数の配
列位置に少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18
、19、20、もしくは21個以上でさえある変異アミノ酸残基を含み得る。
【００７６】
　一部のなおさらなる態様では、本開示は、ポリペプチドに関し、その際、該ポリペプチ
ドは、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプチド配列と比較して、配列位置26～33、56
、58、60～61、64、92、101、104～106、108、111、114、および153に少なくとも2、3、4
、5、6、7、8、9、10、11、または12個以上でさえある変異アミノ酸残基を含むTlcムテイ
ンであり、該ポリペプチドは、IL-17Aに、特にヒトIL-17Aに結合する。
【００７７】
　一部の態様では、本開示によるリポカリンムテインは、例えばセリン残基による、天然
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システイン残基の少なくとも1つのアミノ酸置換を含み得る。一部の態様では、本開示に
よるTlcムテインは、セリン残基による位置61および／または153における天然システイン
残基のアミノ酸置換を含む。これに関連して、システイン残基61および153によって形成
される野生型涙液リポカリンの（それぞれの未処置（naive）核酸ライブラリーのレベル
における）構造的ジスルフィド結合の除去（Breustedt, et al., 2005、前記参照）が、
安定にフォールディングされるだけでなく、所与の非天然リガンドに高い親和性で結合す
ることもできる涙液リポカリンムテインを提供し得ることが見出されたことは、注目され
る。理論に拘束されることを望むわけではないが、構造的ジスルフィド結合の除去は、本
開示のムテインへの非天然の人工ジスルフィド結合の（自然）生成または計画的導入を可
能にすることによって、ムテインの安定性を増大させるさらなる利点を提供するとも考え
られる。例えば、一部の態様では、本開示によるTlcムテインは、セリン残基による位置1
01における天然システイン残基のアミノ酸置換を含む。さらに、一部の態様では、本開示
によるムテインは、プロリン残基による位置111における天然アルギニン残基のアミノ酸
置換を含む。一部の態様では、本開示によるムテインは、トリプトファン残基による位置
114における天然リジン残基のアミノ酸置換を含む。
【００７８】
　本開示によるTlcムテインは、さらに、成熟ヒト涙液リポカリンのアミノ酸配列（SWISS
-PROTデータバンクアクセッション番号P31025）に関して、成熟ヒト涙液リポカリンの位
置26～33、56、58、60～61、64、92、101、104～106、108、111、114および153のいずれ
かに、システイン残基による天然アミノ酸残基の、少なくとも2つ、少なくとも3つ、少な
くとも4つ、少なくとも5つ、少なくとも6つ、少なくとも7つ、少なくとも8つ、少なくと
も9つ、少なくとも10個、少なくとも11個、少なくとも12個、少なくとも13個または少な
くとも14個を含む、1つまたは複数のアミノ酸置換を含み得る。
【００７９】
　一部の態様では、本開示によるムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンのアミノ酸配列に
関して、位置28または105にシステイン残基による天然アミノ酸のアミノ酸置換を含む。
一部の態様では、本開示によるムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンのアミノ酸配列に関
して位置28または105にシステイン残基による天然アミノ酸のアミノ酸置換を含む。さら
なる特定の一態様では、本開示によるムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンのアミノ酸配
列に関して位置28および105に2つのシステイン残基による天然アミノ酸のアミノ酸置換を
含む。
【００８０】
　一部の態様では、本開示によるTlcムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペ
プチド配列（SWISS-PROTデータバンクアクセッション番号P31025）の配列位置61および15
3のそれぞれに存在するシステイン残基の少なくとも一方または両方が別のアミノ酸によ
り置換されたアミノ酸、ならびに配列位置26～33、56、58、60～61、64、92、101、104～
106、108、111、114、および153のいずれか1つに少なくとも3つのアミノ酸残基の変異を
含む。位置26～34はABループに含まれ、位置55はβシートの最末端に位置し、続く位置56
～58ならびに60～61および64は、CDループに含まれる。位置104～108は、成熟ヒト涙液リ
ポカリンのβバレル構造の開放端の結合部位内のGHループに含まれる。これらの領域の定
義は、Flower（Flower, 1996、前記、Flower, et al., 2000、前記）およびBreustedtら
（2005、前記）に従って本明細書において使用される。一部の態様では、本開示によるTl
cムテインは、アミノ酸置換Cys61→Ala、Phe、Lys、Arg、Thr、Asn、Gly、Gln、Asp、Asn
、Leu、Tyr、Met、Ser、Pro、またはTrpおよびCys153→SerまたはAlaを含む。そのような
置換は、Cys61およびCys153を連結する天然ジスルフィド架橋の形成を防止するために、
したがって、ムテインの取り扱いを容易にするために、有用であることが証明されている
。しかし、IL-17Aに結合し、Cys61とCys153との間に形成したジスルフィド架橋を有する
涙液リポカリンムテインも、本開示の一部分である。
【００８１】
　一部の態様では、本開示によるIL-17A結合性Tlcムテインは、成熟ヒト涙液リポカリン
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の直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:41）の配列位置26～33、56、58、60～61、64、92、
101、104～106、108、111、114、および153の任意の1つまたは複数に、以下の1つまたは
複数の変異アミノ酸残基を含む：Arg26→Phe；Glu27→Trpl；Phe28→Cys；Pro29→Ser；G
lu30→Gly；Met31→Ile；Asn32→His；Leu33→Glu；Leu56→Asp；Ser58→Glu；Arg60→Ph
e；Cys61→Leu；Val64→Phe；His92→Arg；Cys101→Ser；Glu104→Asp；Leu105→Cys；Hi
s106→Pro；Lys108の欠失；Arg111→Pro；Lys114→Trp；およびCys153→Ser。一部の態様
では、本開示のTlcムテインは、成熟ヒト涙液リポカリンのこれらの配列位置に2個以上、
例えば3、4、5、6、7、8個または全ての変異アミノ酸残基を含む。
【００８２】
　さらに特定の態様では、本開示のTlcムテインは、SEQ ID NO:1またはそのフラグメント
もしくは変種のいずれか1つに示されるアミノ酸配列を含む。
【００８３】
　さらに特定の態様では、本開示のTlcムテインは、SEQ ID NO:1からなる群より選択され
るアミノ酸配列に対して少なくとも75％、少なくとも80％、または少なくとも85％以上の
同一性を有する。
【００８４】
　本開示は、SEQ ID NO:1からなる群より選択されるアミノ酸配列を有するTlcムテインの
構造ホモログも含み、構造ホモログは、Tlcムテインに関して約60％を超える、好ましく
は65％を超える、70％を超える、75％を超える、80％を超える、85％を超える、90％を超
える、92％を超える、最も好ましくは95％を超えるアミノ酸配列相同性または配列同一性
を有する。
【００８５】
　一部の特定の態様では、本開示は、約1nM以下のKDで測定される親和性でIL-17Aに結合
するリポカリンムテインを提供し、その際、リポカリンムテインは、SEQ ID NO:1のアミ
ノ酸配列に対して少なくとも90％以上、例えば95％の同一性を有する。
【００８６】
2. インターロイキン17A（IL-17A）に対する結合親和性を有するリポカリンムテインの適
用
　IL-17Aは、多数の障害、例えば多発性硬化症（MS）（Hellings, P. W. et al., Am. J.
 Resp. Cell Mol. Biol. 28 (2003) 42-50; Matusevicius, D. et al., Multiple Sclero
sis 5 (1999) 101-104）、関節リウマチ（RA）（Ziolkovvska, M. et al., J. Immunol. 
164 (2000) 2832-38; Kotake, S. et al., J. Clin. Invest. 103 (1999) 1345-52; Hell
ings, P. W. et al., Am. J. Resp. Cell Mol. Biol. 28 (2003) 42-50）の病因に関係し
ているメモリーT細胞サブセット（Th17と呼ばれる）によって産生される炎症促進性サイ
トカインである。IL-17Aは、他の炎症性サイトカイン、ケモカインおよび接着分子の誘導
（Komiyama, Y. et al., J. Immunol. 177 (2006) 566-573）、乾癬、クローン病、慢性
閉塞性肺疾患（COPD）、喘息、および移植拒絶反応において役割を果たしている。
【００８７】
　IL-17Aは、炎症促進応答の誘導に関与し、組織壊死因子-アルファ（TNF-α）、IL-6、I
L-8、IL-1β、顆粒球コロニー刺激因子（G-CSF）、プロスタグランジンE2（PGE2）、IL-1
0、IL-12、IL-IRアンタゴニスト、白血病抑制因子、およびストロメライシンを含む多様
な他のサイトカイン、因子、およびメディエーターの発現を誘導または仲介する（Yao et
 al., J. Immunol, 155(12): 5483-5486 (1995); Fossiez et al., J. Exp. Med., 183(6
): 2593-2603 (1996); Jovanovic et al., J. Immunol, 160: 3513-3521 (1998); Teunis
sen et al., J. Investig. Dermatol, 111: 645-649 (1998); Chabaud et al., J. Immun
ol, 161: 409-414 (1998)）。IL-17Aは、軟骨細胞およびヒト変形性関節症外植片におい
て一酸化窒素も誘導する（Shalom- Barak et al., J. Biol Chem., 273: 27467-27473 (1
998); Attur et al., Arthritis Rheum., 40: 1050- 1053 (1997)）。IL-17Aは、それがT
細胞介在自己免疫に果たす役割により、サイトカイン、ケモカイン、および成長因子（上
記）の放出を誘導し、好中球蓄積の重要な局所編成役であり、軟骨および骨の破壊に関与
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する。IL-17Aシグナル伝達をターゲティングすることが、関節リウマチ（RA）、乾癬、ク
ローン病、多発性硬化症（MS）、乾癬性疾患、喘息、およびループス（SLE）を含む多様
な自己免疫疾患に有用であることを示し得る証拠がますます増え続けている（例えば、Ag
garwal et al., J. Leukoc. Biol, 71(1): 1-8 (2002); Lubberts et al., "Treatment w
ith a neutralizing amto-murine interleukin-17 antibody after the onset of collag
en-induced arthritis reduces joint inflammation, cartilage destruction, and bone
 erosion," Arthritis Rheum., 50: 650-659 (2004)を参照されたい）。
【００８８】
　加えて、炎症過程および免疫調節過程が様々な形態の心血管疾患の病因に関係している
ことが、当技術分野において公知である（Biasucci, L., et al., Circulation 1999, 99
:855-860; Albert, C, et al, Circulation 2002, 105:2595-9; Buffon, A., et al, NEJ
M 2002, 347:55-7; Nakajima, T., et al., Circulation 2002, 105:570-5）。最近の研
究は、疾患の炎症応答および免疫調節応答を軽減することにより心血管疾患を処置するた
めの基礎を確立している（Blankenberg, S., et al., Circulation 2002, 106:24-30; Ma
llat, Z., et al, Circulation 2001, 104:1598-603; Mallat, Z., et al, Circ Res. 20
01, 89:E41-5）。心血管疾患は、心臓の筋肉および／または血管、末梢血管、筋肉ならび
に様々な器官を冒すいくつかの障害を包含する。
【００８９】
　したがって、本開示のTlcムテインの多数の可能性のある適用は、医学に存在する。さ
らなる一局面では、本開示は、試料中のIL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含む）を検出
するための開示されたTlcムテインの使用およびそれぞれの診断方法に関する。
【００９０】
　本開示は、IL-17Aとの複合体形成について記載される1種または複数種のTlcムテインの
使用も含む。
【００９１】
　したがって、本開示の別の局面では、開示されたムテインは、IL-17Aの検出のために使
用される。そのような使用は、1種または複数種のムテインを、IL-17Aを含有する疑いの
ある試料に、適切な条件下で接触させることにより、ムテインとIL-17Aとの間の複合体の
形成を可能にする段階、および適切なシグナルにより複合体を検出する段階を含み得る。
【００９２】
　検出可能なシグナルは、上に説明したような標識により、または結合、すなわち複合体
形成自体に起因する物理特性の変化により、生じさせることができる。一例は表面プラズ
モン共鳴であり、その値は、一方が金箔などの表面に固定化されている結合パートナー同
士の結合時に変化する。
【００９３】
　本明細書開示のムテインは、IL-17Aの分離のためにも使用され得る。そのような使用は
、1種または複数種のムテインを、IL-17Aを含有すると推定される試料に、適切な条件下
で接触させることにより、ムテインとIL-17Aとの間の複合体の形成を可能にする段階、お
よび試料から複合体を分離する段階を含み得る。
【００９４】
　IL-17Aの検出およびIL-17Aの分離のための、開示されたムテインの使用では、ムテイン
および／もしくはIL-17Aまたはそのドメインもしくはフラグメントが適切な固相上に固定
化され得る。
【００９５】
　なお別の局面では、本開示は、本開示によるTlcムテインを含む診断または分析キット
を特徴とする。
【００９６】
　診断におけるそれらの使用に加えて、なお別の局面では、本開示は、対象におけるIL-1
7Aの結合のための、および／または対象におけるIL-17Aのその受容体に対する結合を阻害
するための、本開示のムテインまたは該ムテインを含む組成物の使用を包含する。
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【００９７】
　なお別の局面では、本開示は、対象におけるIL-17Aを結合させる方法であって、対象に
、本開示の1種もしくは複数種のリポカリンムテインのまたは該ムテインを含む1種もしく
は複数種の組成物の有効量を投与する段階を含む方法を特徴とする。
【００９８】
　なお別の局面では、本開示は、対象におけるIL-17Aのその受容体に対する結合を阻害す
るための方法であって、対象に、本開示の1種もしくは複数種のリポカリンムテインのま
たは該ムテインを含む1種もしくは複数種の組成物の有効量を投与する段階を含む方法を
含む。
【００９９】
　本開示に関連して、IL-17Aに対して結合親和性を有する、開示されたリポカリンムテイ
ンは、ホモダイマーとして存在するIL-17Aに結合することができるが、そのようなムテイ
ンは、ホモログIL-17Fと複合体化してヘテロダイマー性IL-17A/Fを形成したヘテロダイマ
ーとして存在するIL-17Aにも結合することができる。好ましい一態様では、本開示の1種
のリポカリンムテインは、IL-17Fと複合体化したIL-17Aに検出可能な親和性で結合し得る
。
【０１００】
B. インターロイキン23p19（IL-23p19）に対して結合親和性を有するリポカリンムテイン
　加えて、本開示は、ヒトIL-23p19に結合するヒトリポカリンムテインおよびそれに関す
る有用な適用を提供することによって、IL-23p19の代替的阻害剤のニーズを満たす。した
がって、本開示は、本明細書記載のIL-23p19結合タンパク質を製造および使用する方法な
らびに試料中のIL-23p19を検出する方法または対象におけるIL-23p19を結合させる方法に
使用され得る組成物も提供する。本開示により提供される使用に付随してこれらの特徴を
有するヒトリポカリンムテインは、以前に報告されていない。
【０１０１】
　本開示の一態様は、本質的に実施例6または実施例13記載に記載されるアッセイにおい
て測定される場合、インターロイキン23p19（IL-23p19）に、約0.6nMなどの約1nM以下のK
Dで測定される親和性で結合することが可能なリポカリンムテインに関する。
【０１０２】
　一部の他の態様では、リポカリンムテインは、本質的に実施例8または実施例14に記載
される競合ELISA様式において、IL-23のその受容体IL-23Rに対する結合を約0.55nM以下の
IC50値で阻害することが可能である。
【０１０３】
　一部の特定の態様では、リポカリンムテインは、ヒトIL-23およびマウスIL-23の両方と
交差反応性である。
【０１０４】
　一部のなおさらなる態様では、本開示のリポカリンムテインは、IL-23のその受容体IL-
23Rに対する結合を阻害することが可能である。一部のさらなる態様では、リポカリンム
テインおよびベンチマーク抗体が本質的に実施例10または実施例15記載に記載されるアッ
セイにおいて測定される場合、リポカリンムテインは、ベンチマーク抗体の平均EC50値と
少なくとも同じくらいの平均EC50値（すなわち差が1.0nM未満）またはそれよりも優れた
平均EC50値を有する。一部の態様では、ベンチマーク抗体は、（i)第1のサブユニットと
してSEQ ID NO:57または59、および（ii)第2のサブユニットとしてSEQ ID NO:58または60
を含むポリペプチドである。ベンチマーク抗体が、アッセイにおいて同時に約1.2nMなど
の約3nM以下のEC50値を有する場合、リポカリンムテインは、アッセイにおいて約1.2nM以
下でさえある平均EC50値を有し得る。
【０１０５】
　一部の他の態様では、本開示のIL-23p19結合性リポカリンムテインは、SEQ ID NO:44の
リポカリンムテインよりも生物物理的に安定である。
【０１０６】
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1. インターロイキン23p19（IL-23p19）に対して結合親和性を有する例示的なリポカリン
ムテイン
　一局面では、本開示は、インターロイキン23p19（IL-23p19）に対する、またはそれに
特異的な、新規な特異的結合性ヒトリポカリン2（Lcn2またはNGAL）ムテインに関する。
本明細書開示のヒトリポカリン2ムテインは、治療および／または診断目的で使用され得
る。本開示のヒトリポカリン2ムテインは、本明細書において「NGALムテイン」とも称さ
れ得る。結合特異性は絶対的な特性ではなく相対的な特性であるので、本明細書において
使用される本開示のTlcムテインが、標的と1種または複数種の参照標的とを識別するのが
可能であれば、本開示のTlcムテインは、その標的（この場合IL-23p19）に「特異的に結
合する」。「特異的結合」は、例えば、ウエスタンブロット、ELISA検査、RIA検査、ECL
検査、IRMA検査、FACS、IHC、およびペプチドスキャンにより決定することができる。
【０１０７】
　これに関して、本開示は、約10nM以下のKDで測定される親和性でインターロイキン23p1
9（IL-23p19）に結合可能な1種または複数種のNGALムテインを提供する。より好ましくは
、NGALムテインは、約1nM以下のKDで測定される親和性を有することができる。
【０１０８】
　一部の態様では、本開示のhNGALムテインは、成熟hNGALの直鎖ポリペプチド配列（SEQ 
ID NO:43）の位置28、36、40～41、49、52、65、68、70、72～73、75～77、79、81、87、
96、98、100、103、106、114、120、125、127、134、および175に対応する1つまたは複数
の位置に置換を含む。
【０１０９】
　特定の態様では、本開示のリポカリンムテインは、成熟hNGALの直鎖ポリペプチド配列
（SWISS-PROTデータバンクアクセッション番号P80188; SEQ ID NO:43）の配列位置28、36
、40～41、49、52、65、68、70、72～73、75～77、79、81、87、96、98、100、103、106
、114、120、125、127、134、および175に対応する配列位置に少なくとも1、2、3、4、5
、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、または21個以上でさえあ
る置換を含む。好ましくは、本開示は、成熟ヒトNGALの直鎖ポリペプチド配列の位置36、
87、および／または96に対応する位置における1つまたは複数の置換に加えて、成熟hNGAL
の直鎖ポリペプチド配列の位置28、36、40～41、49、52、65、68、70、72～73、75～77、
79、81、87、96、98、100、103、106、114、120、125、127、134、および175に対応する1
つまたは複数の位置に置換を含むリポカリンムテインに関することが想定されている。
【０１１０】
　一部のなおさらなる態様では、本開示は、成熟hNGALの直鎖ポリペプチド配列と比較し
て、配列位置28、36、40～41、49、52、65、68、70、72～73、75～77、79、81、87、96、
98、100、103、106、114、120、125、127、134、および175に少なくとも1、2、3、4、5、
6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、または21個以上でさえある
変異アミノ酸残基を含むhNGALムテインであるポリペプチドであって、IL-23p19、特にヒ
トIL-23p19に結合する、ポリペプチドに関する。
【０１１１】
　一部の態様では、本開示のIL-23p19結合性hNGALムテインは、成熟hNGALの直鎖ポリペプ
チド配列（SEQ ID NO:43）の配列位置28、36、40～41、49、52、65、68、70、72～73、75
～77、79、81、87、96、98、100、103、106、114、120、125、127、134、および175の任
意の1つまたは複数に、以下の1つまたは複数の変異アミノ酸残基を含む：Gln28→His；Le
u36→Glu；Ala40→Leu；Ile41→Leu；Gln49→Arg；Tyr52→Thr；Asn65→Asp；Ser68→Arg
；Leu70→Glu；Arg72→Gly；Lys73→AlaまたはVla；Lys75→Thr；Asp77→Lys；Trp79→Gl
nまたはArg；Arg81→Gly；Asn96→Gly；Lys98→Glu；Tyr100→Met；Leu103→Met；Tyr106
→Phe；Asn114→Asp；Met120→Ile；Lys125→Tyr；Ser127→Tyr；およびLys134→Glu。一
部の態様では、本開示のhNGALムテインは、成熟hNGALのこれらの配列位置に2つ以上、例
えば3、4、5、6、7、8、9、10、11、もしくは12以上でさえある、または全ての変異アミ
ノ酸残基を含む。
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【０１１２】
　追加的に、本開示によるIL-23p19結合性hNGALムテインは、以下の置換：Cys87→Serも
含み得る。さらに、本開示によるIL-23p19結合性hNGALムテインは、以下の置換：Cys76→
TyrまたはArgも含み得る。さらに、本開示によるIL-23p19結合性hNGALムテインは、以下
の置換：Cys175→Alaも含み得る。
【０１１３】
　一部の追加的な態様では、IL-23p19に結合する本開示のhNGALムテインは、成熟hNGALの
直鎖ポリペプチド配列と比較して、以下のアミノ酸置換のセットの1つを含む：
(a)Gln28→His；Leu36→Glu；Ala40→Leu；Ile41→Leu；Gln49→Arg；Tyr52→Thr；Asn65
→Asp；Ser68→Arg；Leu70→Glu；Arg72→Gly；Lys73→Ala；Lys75→Thr；Cys76→Tyr；A
sp77→Lys；Trp79→Gln；Arg81→Gly；Asn96→Gly；Lys98→Glu；Tyr100→Met；Leu103→
Met；Tyr106→Phe；Met120→Ile；Lys125→Tyr；Ser127→Tyr；およびLys134→Glu；
(b)Gln28→His；Leu36→Glu；Ala40→Leu；Gln49→Arg；Tyr52→Thr；Asn65→Asp；Ser68
→Arg；Leu70→Glu；Arg72→Gly；Lys73→Vla；Lys75→Thr；Cys76→Arg；Asp77→Lys；T
rp79→Arg；Arg81→Gly；Asn96→Gly；Tyr100→Met；Leu103→Met；Tyr106→Phe；Lys125
→Tyr；Ser127→Tyr；およびLys134→Glu；または
(c)Gln28→His；Leu36→Glu；Ala40→Leu；Ile41→Leu；Gln49→Arg；Tyr52→Thr；Asn65
→Asp；Ser68→Arg；Leu70→Glu；Arg72→Gly；Lys73→Val；Lys75→Thr；Cys76→Tyr；A
sp77→Lys；Trp79→Gln；Arg81→Gly；Asn96→Gly；Tyr100→Met；Leu103→Met；Tyr106
→Phe；Asn114→Asp；Lys125→Tyr；Ser127→Tyr；およびLys134→Glu。
【０１１４】
　残りの領域、すなわち配列位置28、36、40～41、49、52、65、68、70、72～73、75～77
、79、81、87、96、98、100、103、106、114、120、125、127、134、および175と異なる
領域において、本開示のhNGALムテインは、変異アミノ酸配列位置以外の野生型（天然）
アミノ酸配列を含み得る。
【０１１５】
　さらに特定の態様では、本開示によるリポカリンムテインは、SEQ ID NO:2および45～4
6またはそのフラグメントもしくは変種からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む。
【０１１６】
　本開示のIL-23p19結合性hNGALムテインのアミノ酸配列は、SEQ ID NO:2および45～46か
らなる群より選択される配列に対して少なくとも95％の同一性を含む、少なくとも70％、
少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも82％、少なくとも85％、少なくとも87％、
少なくとも90％の同一性などの高い配列同一性を有し得る。
【０１１７】
　本開示は、SEQ ID NO:2および45～46からなる群より選択されるアミノ酸配列を有するh
NGALムテインの構造ホモログであって、hNGALムテインに関して約60％を超える、好まし
くは65％を超える、70％を超える、75％を超える、80％を超える、85％を超える、90％を
超える、92％を超える、最も好ましくは95％を超えるアミノ酸配列相同性または配列同一
性を有する構造ホモログも含む。
【０１１８】
　一部の特定の態様では、本開示は、約1nM以下のKDで測定される親和性でIL-23p19に結
合するリポカリンムテインであって、SEQ ID NO:2のアミノ酸配列に対して少なくとも90
％以上、例えば95％の同一性を有するリポカリンムテインを提供する。
【０１１９】
2. インターロイキン23p19（IL-23p19）に対して結合親和性を有するリポカリンムテイン
の適用
　インターロイキン23（IL-23）は、独特なサブユニットp19（本明細書において互換的に
「IL-23p19」と称される）、およびインターロイキン12（IL-12）と共有されるp40サブユ
ニットからなるヘテロダイマー性サイトカインである（Oppmann, Immunity 13:115 (2000
)）。IL-23は、Th17と称される「新しい」Tヘルパー（Th）サブセットとして今や名付け
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られている活性化CD4 T細胞からのIL-17AおよびIL-17Fの産生および／または維持を刺激
することが見出されている。IL-23サイトカインおよび受容体の生物学についての総説は
、Holscher, Curr. Opin. Invest. Drugs 6:489 (2005)およびLangrish et al. Immunol 
Rev. 202:96 (2004)に概説されている。Th1およびTh2系列と同様に、Th17細胞は、細胞外
細菌などの特定クラスの病原体に対する適応免疫をもたらすように進化した可能性が最も
高い。しかし、不適切なTh17応答は、多発性硬化症、関節リウマチ、炎症性腸疾患、およ
び乾癬を含む自己免疫障害の増え続けるリストに深く関係している。
【０１２０】
　これに関して、IL-23は、インターロイキン-17の産生によって特徴付けられる明確なCD
4 T細胞活性化状態を促進する（J. Biol. Chem. 278:1910-191 (2003); Langrish et al
も参照されたい）。IL-23は、自己免疫性炎症を誘導する病原性T細胞集団を動員する（J.
 Exp. Med. 201: 233-240 (2005); Starnes et al. "Cutting edge: IL-17F, a novel cy
tokine selectively expressed in activated T cells and monocytes, regulates angio
genesis and endothelial cell cytokine production" J. Immunol. 167:4137-4140 (200
1)）。
【０１２１】
　したがって、本開示のIL-23p19に対して結合親和性を有するムテインについての数多く
の可能な適用が、医学において存在する。さらなる一局面では、本開示は、試料中のIL-2
3p19を検出するための、開示されたそのようなムテインの使用、およびそれぞれの診断方
法に関する。
【０１２２】
　本開示は、IL-23p19との複合体形成について記載される、IL-23p19に対して結合親和性
を有する1種または複数種のムテインの使用にも関する。
【０１２３】
　したがって、本開示の別の局面では、開示されたムテインは、IL-23p19の検出のために
使用される。そのような使用は、1種または複数種のムテインを、IL-23p19を含有する疑
いのある試料に、適切な条件下で接触させることにより、ムテインとIL-23p19との間の複
合体形成を可能にする段階、および適切なシグナルにより複合体を検出する段階を含み得
る。
【０１２４】
　検出可能なシグナルは、上に説明したような標識により、または結合、すなわち複合体
形成自体に起因する物理特性の変化により、生じさせることができる。一例は表面プラズ
モン共鳴であり、その値は、一方が金箔などの表面に固定化されている結合パートナー同
士の結合時に変化する。
【０１２５】
　本明細書開示のムテインは、IL-23p19の分離のためにも使用され得る。そのような使用
は、1種または複数種のムテインを、IL-23p19を含有すると推定される試料に、適切な条
件下で接触させることにより、ムテインとIL-23p19との間の複合体の形成を可能にする段
階、および試料から複合体を分離する段階を含み得る。
【０１２６】
　IL-23p19の検出およびIL-23p19の分離のための、開示されたムテインの使用において、
ムテインおよび／もしくはIL-23p19またはそのドメインもしくはフラグメントが適切な固
相上に固定化され得る。
【０１２７】
　したがって、例えば試料中のIL-23p19などの分子の存在または非存在、およびその濃度
またはレベルが決定され得る。
【０１２８】
　なお別の局面では、本開示は、本開示によるIL-23p19に対する結合親和性を有するムテ
インを含む診断キットまたは分析キットを特徴とする。
【０１２９】
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　診断におけるそれらの使用に加えて、なお別の局面では、本開示は、対象におけるIL-2
3p19の結合のための、および／または対象におけるIL-23のその受容体に対する結合を阻
害するための、本開示の該ムテインまたはそのようなムテインを含む組成物の使用を包含
する。
【０１３０】
　なお別の局面では、本開示は、対象におけるIL-23p19を結合させる方法であって、対象
に、本開示のIL-23p19に対して結合親和性を有する1種もしくは複数種のリポカリンムテ
インのまたは該ムテインを含む1種もしくは複数種の組成物の有効量を投与する段階を含
む方法を特徴とする。
【０１３１】
　なお別の局面では、本開示は、対象におけるIL-23のその受容体に対する結合を阻害す
るための方法であって、対象に、本開示のIL-23p19に対して結合親和性を有する1種もし
くは複数種のリポカリンムテインのまたは該ムテインを含む1種もしくは複数種の組成物
の有効量を投与する段階を含む方法を含む。
【０１３２】
C. IL-17A結合性リポカリンムテインおよび／またはIL-23p19結合性リポカリンムテイン
を含む組成物ならびにリポカリンムテインの使用
　IL-17AおよびIL-23は、炎症に関与するサイトカインである。ヒトインターロイキン-17
A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含む「IL-17」としても公知）は、インターロイキン6（IL-
6）の発現、細胞内接着分子1（ICAM-I）、インターロイキン8（IL-8）、顆粒球マクロフ
ァージコロニー刺激因子（GM-CSF）、およびプロスタグランジンE2の発現を刺激するサイ
トカインであって、CD34+造血前駆細胞の好中球への選択的成熟に役割を果たすサイトカ
インである（Yao et al, J. Immunol 755:5483 (1995); Fossiez et al, J. Exp. Med. 1
83:2593 (1996)）。ヒトインターロイキン23（「IL-23」としても公知）は、T細胞、特に
メモリーT細胞の増殖を促進することが報告されているサイトカインである。
【０１３３】
　IL-17A（IL-17A/Fとも名付けられている、IL-17Fと複合体化したIL-17Aを含む）および
IL-23の両方が、多発性硬化症、関節リウマチ、クローン病、および乾癬などの多数の自
己免疫疾患に重要な役割を果たすことが報告されている。IL-23およびIL-17Aの両方が、
多発性硬化症を有するヒトの中枢神経系および多発性硬化症の動物モデルである実験的自
己免疫性脳脊髄炎（EAE）を経験しているマウスにおいて過剰発現されている。EAEがミエ
リンオリゴデンドロサイト糖タンパク質（MOG）35-55ペプチドまたはプロテオリピドペプ
チド（PLP）のいずれかによって誘導される場合、過剰発現がマウスにおいて観察される
。さらに、IL-23p19またはIL-17Aのいずれかの中和は、マウスにおけるEAE症状の改善を
招く（Park et al., Immunol 6:1133 (2005); Chen et al., J Clin Invest. 116:1317 (
2006)）。
【０１３４】
　IL-17AおよびTh17細胞がIL-23非依存的な供給源から産生できることも実証され、IL-17
エフェクター応答のインビボ発生は、IL-23非依存的であることが示されている（Mangan 
et al., Nature 441:231 (2006)）。IL-23の中和は、既存のIL-17A産生細胞を理論的に除
去するが、新しいTh17細胞の発生を完全には防止しない。
【０１３５】
　したがって、IL-23（p19を介して）およびIL-17Aの両方に結合することが、IL-23p19単
独またはIL-17A単独の中和よりも治療的に有効であり、したがって、炎症性疾患の有効な
処置に有益であることから、本開示は、これらの炎症促進性サイトカインIL-17AおよびIL
-23p19の両方の結合に関する。
【０１３６】
　IL-17Aおよび／またはIL-23p19に対する抗体が記載されているものの、これらの抗体に
基づくアプローチは、複雑な哺乳類細胞産生系を必要とする、ジスルフィド結合安定性に
依存する、一部の抗体フラグメントが凝集する傾向がある、溶解性が限られている、そし
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て最後ではあるが重要なこととして、それらは、ヒト化された場合であっても、望まれな
い免疫応答を誘発し得るなどのいくつかの重大な欠点をまだ有している。したがって、新
規なクラスのIL-17A結合タンパク質またはIL-23p19結合タンパク質、例えばIL-17Aまたは
IL-23p19に対して結合親和性を有するリポカリンムテインの生成のための骨格として、リ
ポカリンなどの小型球状タンパク質を開発するといった、まだ満たされていないニーズが
存在する。
【０１３７】
　したがって、IL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含む）ならびに／またはIL-23p19に結
合するヒトリポカリンムテインであって、薬学的適用に使用することができるヒトリポカ
リンムテインを提供することが、本開示の目的である。本開示は、該リポカリンムテイン
および任意で1種または複数種の薬学的または診断学的に許容される賦形剤（例えばアジ
ュバント、希釈剤、または担体）を含む1種または複数種の組成物も提供する。本開示の
リポカリンムテインおよびその組成物は、試料中のIL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含
む）および／またはIL-23p19を検出する方法、あるいは対象におけるIL-17A（IL-17A/Aお
よびIL-17A/Fを含む）および／またはIL-23p19を結合させる方法に使用され得る。
【０１３８】
　上述のように、IL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含む）およびIL-23p19を、それぞれ
IL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含む）またはIL-23p19に特異的なリポカリンムテイン
と同時に結合させることは、それぞれIL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/F）単独の結合また
はIL-23p19単独の結合が誘導し得る低酸素介在効果の一部を克服することもできる。した
がって、本開示は、対象におけるIL-17AおよびIL-23p19の結合のための、(i)IL-17Aに特
異的な第1のリポカリンムテインおよび(ii)IL-23p19に特異的な第2のリポカリンムテイン
の使用を包含する。そのような使用は、対象に、(i)IL-17Aに特異的な第1のリポカリンム
テインおよび(ii)IL-23p19に特異的な第2のリポカリンムテインの有効量を投与する段階
を含む。
【０１３９】
　本開示に関連して、IL-17Aに特異的なリポカリンムテインは、ホモダイマーとして存在
するIL-17A（すなわちIL-17A/A）に結合することができるが、それは、ホモログIL-17Fと
複合体化してヘテロダイマーIL-17A/Fを形成するヘテロダイマーとして存在するIL-17Aに
も結合することができる。好ましい一態様では、リポカリンムテインは、IL-17AとIL-17F
との複合体に結合する。
【０１４０】
　第1のリポカリンムテインおよび第2のリポカリンムテインは、並行して、同時に、また
は順次投与されるのを含めて、組み合わせで投与され得る。一部の態様では、第1のリポ
カリンムテインおよび第2のリポカリンムテインは、投与され得る組成物中に含まれ得る
。組成物は、少なくとも1種の薬学的に許容されるアジュバント、希釈剤、または担体に
関連して、有効量の活性成分としての第1および第2のリポカリンムテインを含み得る。第
1のリポカリンムテインおよび第2のリポカリンムテインはまた、個別の間隔で独立した時
点において投与されるのを含めて、相互に独立して投与され得る。
【０１４１】
　一部の態様では、本開示は、IL-17Aに特異的な第1のリポカリンムテインおよび(ii)IL-
23p19に特異的な第2のリポカリンムテインを含む組成物であって、例えば対象においてIL
-17AおよびIL-23p19の結合方法に使用することができる組成物にも関する。加えて、その
ような組成物は、例えば試料中のIL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含む）およびIL-23p
19を検出する方法に使用され得る。
【０１４２】
　一部の他の態様では、本開示は、第1のリポカリンムテインおよび第2のリポカリンムテ
インの組み合わせに関する。これらのリポカリンムテインの一方は、所与の非天然標的と
してのIL-17Aに検出可能な親和性で結合することができる。他方のリポカリンムテインは
、所与の非天然標的としてのIL-23p19に検出可能な親和性で結合することができる。した



(34) JP 2017-518748 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

がって、それぞれのリポカリンムテインは、所与の非天然標的としてのIL-17AまたはIL-2
3p19にそれぞれ結合する。用語「非天然標的」は、生理条件下で対応するリポカリンと結
合しない化合物を表す。例えば、第1のリポカリンムテインは、IL-17Aに結合することが
でき、第2のリポカリンムテインは、IL-23p19に結合することができ、またはその逆であ
る。第1のリポカリンムテインと第2のリポカリンムテインとの組み合わせは、様々な形態
で提供され得る。
【０１４３】
　一部の態様では、本開示に使用される、IL-17Aに特異的なリポカリンムテインは、検出
可能な親和性で、すなわち約100nM、約50nM、約25nMまたは約15nMを含む少なくとも200nM
の解離定数で、IL-17Aに結合することが可能である。一部の態様では、本開示に使用され
るIL-23p19に特異的なリポカリンムテインは、検出可能な親和性で、すなわち、約100nM
、約50nM、約25nMまたは約15nMを含む少なくとも200nMの解離定数で、IL-23p19に結合す
ることが可能である。一部のさらに好ましい態様では、本開示による組み合わせのリポカ
リンムテインは、それぞれIL-17AまたはIL-23p19に、少なくとも約10nM、約1nM、約0.1nM
、または約10pM以下でさえある、IL-17AまたはIL-23p19に対する解離定数で結合する。し
たがって、本開示は、(i)IL-17Aに対して特に高い親和性を有するリポカリンムテインと
、(ii)IL-23p19に対して特に高い親和性を有するリポカリンムテインとの組み合わせを提
供する。
【０１４４】
　一部の態様では、IL-17Aに対して検出可能な親和性を有するリポカリンムテインは、ヒ
ト涙液リポカリンのムテインである。これら、およびIL-17Aに対して検出可能な親和性を
有するリポカリンムテインに関するさらなる詳細は、本開示のA節に見出すことができる
。
【０１４５】
　特定の好ましい一態様では、IL-17Aに特異的なリポカリンムテインは、SEQ ID NO:1に
示される。
【０１４６】
　一部の態様では、IL-23p19に対して検出可能な親和性を有するリポカリンムテインは、
ヒト涙液リポカリンのムテインまたはヒト好中球ゼラチナーゼ関連リポカリンのムテイン
である。これら、およびIL-23p19に対して検出可能な親和性を有するリポカリンムテイン
のさらなる詳細は、本開示のB節に開示されている。
【０１４７】
　特定の好ましい一態様では、IL-23p19に特異的なリポカリンムテインは、SEQ ID NO:2
、45、および46の任意の1つに示される。
【０１４８】
　なお別の局面では、本開示は、対象におけるIL-17AおよびIL-23を結合させる方法であ
って、対象に、(i)IL-17Aに特異的な第1のリポカリンムテインおよび(ii)IL-23p19に特異
的な第2のリポカリンムテインの有効量を投与する段階を含む方法を特徴とする。
【０１４９】
　なお別の局面では、本開示は、対象におけるIL-17AおよびIL-23のそれらの各々の受容
体に対する結合を阻害するための方法であって、対象に、(i)IL-17Aに特異的な第1のリポ
カリンムテインおよび(ii)IL-23p19に特異的な第2のリポカリンムテインの有効量を投与
する段階を含む方法を含む。
【０１５０】
　本開示は、IL-17AおよびIL-23p19との複合体の形成のための、(i)IL-17Aに特異的な第1
のリポカリンムテインおよび(ii)IL-23p19に特異的な第2のリポカリンムテインの使用も
含む。
【０１５１】
　したがって、本開示の別の局面では、開示されたムテインは、IL-17AおよびIL-23p19の
検出のために使用することができる。そのような使用は、2種以上のムテインを、IL-17A
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およびIL-23p19を含有する疑いのある試料に、適切な条件下で接触させることにより、そ
れぞれムテインとIL-17Aとの間またはムテインとIL-23p19との間の複合体形成を可能にす
る段階、および適切なシグナルにより複合体を検出する段階を含み得る。
【０１５２】
　検出可能なシグナルは、上に説明したような標識により、または結合、すなわち複合体
形成自体に起因する物理特性の変化により、生じさせることができる。一例は表面プラズ
モン共鳴であり、その値は、一方が金箔などの表面に固定化されている結合パートナー同
士の結合時に変化する。
【０１５３】
　本明細書開示のムテインは、IL-17AおよびIL-23p19の分離のためにも使用され得る。そ
のような使用は、1種または複数種のムテインを、IL-17AおよびIL-23p19を含有すると推
定される試料に、適切な条件下で接触させることにより、それぞれムテインとIL-17Aとの
間またはムテインとIL-23との間の複合体の形成を可能にする段階、ならびに試料から複
合体を分離する段階を含み得る。
【０１５４】
　IL-17AおよびIL-23p19の検出ならびにIL-17AおよびIL-23p19の分離のための開示された
ムテインの使用において、ムテインならびに／あるいはIL-17AおよびIL-23p19またはそれ
らのドメインもしくはそれらのフラグメントは、適切な固相上に固定化され得る。
【０１５５】
　したがって、例えば試料中のIL-17Aおよび／またはIL-23p19の存在または非存在、なら
びにそれらの濃度またはレベルが決定され得る。
【０１５６】
　別の局面では、本開示は、パーツのキットを提供する。キットは、第1および第2の容器
を含む。第1の容器は第1のリポカリンムテインを含み、第2の容器は第2のリポカリンムテ
インを含む。一局面では、本開示は、1つまたは複数の容器の中に、IL-17Aに特異的なリ
ポカリンムテインを別々にまたは混合して含むキットに関する。なお別の局面では、本開
示は、1つまたは複数の容器の中に、IL-23p19に特異的なリポカリンムテインを別々にま
たは混合して含むキットにも関する。一部の態様では、本開示は、1つまたは複数の容器
の中に、IL-17Aに特異的なリポカリンムテインおよびIL-23p19に特異的なリポカリンムテ
インを別々にまたは混合して含むキットに関する。一部のさらに好ましい態様では、キッ
トは、IL-17Aに特異的な第1のリポカリンムテインを含む第1の容器およびIL-23p19に特異
的な第2のリポカリンムテインを含む第2の容器を含む。一部の態様では、キットは、それ
に一体化された、または1つもしくは複数の別々の文書として、内容物またはキット、お
よびリポカリンムテインの使用に関する情報をさらに含む。キットは、一部の態様では、
希釈剤中で再構成するために製剤化された1種または複数種の組成物を含み得る。そのよ
うな希釈剤、例えば無菌希釈剤も、キット中に、例えば容器内に、含まれ得る。
【０１５７】
D. IL-17Aおよび／またはIL-23p19に対する結合親和性を有する融合タンパク質およびそ
の使用
　一局面では、本開示は、1つのサブユニットがIL-17Aに対する結合特異性を有し、別の
サブユニットがIL-23p19に対する結合特異性を有する、少なくとも2つのサブユニットを
任意の順序で含む融合タンパク質に関する。
【０１５８】
　例えば、本開示は、それぞれIL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含む）およびIL-23p19
に対する結合特異性を有するタンパク質部分を有する融合タンパク質を提供する。これに
関して、融合タンパク質の1つのサブユニットは、IL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含
む）に特異的な本開示のリポカリンムテインを含み得、一方で融合タンパク質の別のサブ
ユニットは、IL-23p19に特異的な本開示のリポカリンムテインを含み得る。
【０１５９】
　別の局面では、本開示は、それぞれがIL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含む）に対す
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る結合特異性を有する、少なくとも2つのサブユニットを含む融合タンパク質に関する。
一部の態様では、少なくとも1つのサブユニットはIL-17Aに特異的なリポカリンムテイン
を含む。一部の態様では、融合タンパク質は、本質的に実施例2に記載されるアッセイに
おいて約1nM以下のKDによりIL-17Aに対する結合親和性を有する。一部の追加的な態様で
は、融合タンパク質は、本質的に実施例3に記載される競合ELISA様式または本質的に実施
例5に記載されるアッセイにおいて、IL-17Aのその受容体に対する結合を阻害することが
可能である。
【０１６０】
　一部のさらなる態様では、2つのサブユニットのそれぞれは、IL-17A/Aに特異的なリポ
カリンムテインを含む。一部のさらなる態様では、2つのサブユニットのそれぞれは、IL-
17A/Fに特異的なリポカリンムテインを含む。2つのリポカリンムテインは、異なるアミノ
酸配列を有し得る。それゆえに、一部の態様では、2つのリポカリンムテインは、IL-17A
上の異なるエピトープに結合する。しかし、一部の他の態様では、2つのリポカリンムテ
インは、相互に同一であり得る。例えば、そのような融合タンパク質は、SEQ ID NO:1の2
つのl-アミノ酸配列を含み得る。これに関して、融合タンパク質は、SEQ ID NO:10、SEQ 
NO:12、またはSEQ ID NO:13に示されるアミノ酸配列を有し得る。
【０１６１】
　一部の態様では、IL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含む）に対する結合特異性を有す
る2つのサブユニットを有する本開示の融合タンパク質は、標的(例えばIL17A/A）のダイ
マー性質によりもたらされる、2つのサブユニットのアビディティー効果により、単一の
サブユニットよりも高い効力を示し得る。これに関して、融合タンパク質は、二価融合タ
ンパク質であることができる。なお別の局面では、本開示は、IL-23p19に対する結合特異
性を有する少なくとも2つのサブユニットを含む融合タンパク質も包含する。一部の態様
では、少なくとも1つのサブユニットはIL-23p19に特異的なリポカリンムテインを含む。
一部の態様では、融合タンパク質は、本質的に実施例7に記載されるアッセイにおいて、
約10nM以下のKDによりIL-23p19に対する結合親和性を有する。一部の追加的な態様では、
融合タンパク質は、本質的に実施例8もしくは実施例14に記載される競合ELISA様式または
本質的に実施例10もしくは実施例15に記載されるアッセイにおいてIL-23のその受容体に
対する結合を阻害することが可能である。
【０１６２】
　一部のさらなる態様では、2つのサブユニットのそれぞれはIL-23p19に特異的なリポカ
リンムテインを含む。2つのリポカリンムテインは異なるアミノ酸配列を有し得る。それ
ゆえに、一部の態様では、2つのリポカリンムテインはIL-23p19上の異なるエピトープに
結合する。しかし、一部の他の態様では、2つのリポカリンムテインは相互に同一であり
得る。
【０１６３】
　さらなる一局面では、本出願は、(i)IgG抗体などの完全長ヒト抗体を含む免疫グロブリ
ンのFc部分、および(ii)IL-17Aに特異的なリポカリンムテインを含む融合タンパク質を開
示する。
【０１６４】
　別の局面では、本出願は、(i)IgG抗体などの完全長ヒト抗体を含む免疫グロブリンのFc
部分、および(ii)IL-23p19に特異的なリポカリンムテインを含む融合タンパク質を開示す
る。
【０１６５】
　IL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含む）に特異的な、例示的なリポカリンムテインは
、本開示のA節に開示されたものを含む。特に好ましい一態様では、リポカリンムテイン
は、SEQ ID NO:1に示される。
【０１６６】
　IL-23p19に特異的な例示的なリポカリンムテインは、本開示のB節に開示されたものを
含む。特に好ましい一態様では、リポカリンムテインは、SEQ ID NO:2、45、および46の
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いずれか1つに示される。
【０１６７】
　一部の特定の態様では、リポカリンムテインは、例えばペプチド結合を介して、ヒト抗
体のFc部分のC末端および／またはN末端に連結され得る（図11参照）。特定の一態様では
、本開示の融合タンパク質は、IgG抗体のFc部分に結合されたリポカリンムテインを含み
得る。これに関して、そのような融合タンパク質の1つは、SEQ ID NO:16に示されるアミ
ノ酸配列を含む。
【０１６８】
　なお好ましい一態様では、本開示の融合タンパク質は、SEQ ID NO:11、SEQ ID NO:12、
またはSEQ ID NO:13に示されるアミノ酸を含む。
【０１６９】
　関係する一態様では、本開示の1種または複数種の融合タンパク質は、IL-17AおよびIL-
23のそれらの各々の受容体に対する結合を阻害することが可能である。一部のさらなる態
様では、本開示の1種または複数種の融合タンパク質は、IL-17AおよびIL-23p19と同時に
会合（engage）できることにより、その結果、IL-17AおよびIL-23のそれらの各々の受容
体に対する結合を同時に阻害することが可能である。
【０１７０】
　この局面では、本開示は、1つのサブユニットがIL-17A（IL-17A/AおよびIL-17A/Fを含
む）に特異的なリポカリンムテインを含み、1つのサブユニットがIL-23p19に特異的なリ
ポカリンムテインを含む、少なくとも2つのサブユニットを任意の順序で含む融合タンパ
ク質に関する。一部のさらなる態様では、融合タンパク質は、IL-17A（IL-17A/AおよびIL
-17A/Fを含む）またはIL-23p19に特異的なリポカリンムテインを含む、追加的なサブユニ
ットを含み得る。一部の態様では、融合タンパク質の2つの異なるサブユニットに含まれ
る2つのIL-17A特異的リポカリンムテインは、IL-17A標的上の異なるエピトープに結合し
得；あるいは、融合タンパク質の2つの異なるサブユニットに含まれる2つのIL-17A特異的
リポカリンムテインは、同じアミノ酸配列を有し得、それゆえに、IL-17A標的上の同じエ
ピトープに対して特異性を有する。IL-17Aに結合する2つのサブユニットを有する本開示
の融合タンパク質は、標的のダイマー性質によってもたらされるアビディティー効果によ
り、IL-17Aに結合するサブユニットを1つだけ有する融合タンパク質よりもIL-17Aに対し
て強い結合性を示し得る。同様に、融合タンパク質の2つの異なるサブユニット中に含ま
れる2つのIL-23p19特異的リポカリンムテインは、IL-23p19標的上の異なるエピトープに
結合し得；あるいは、融合タンパク質の2つの異なるサブユニット中に含まれる2つのIL-2
3p19特異的リポカリンムテインは、同じアミノ酸配列を有することにより、IL-23p19標的
上の同じエピトープに対して特異性を有し得る。融合タンパク質は、1つのサブユニット
を別のサブユニットと連結するリンカーも含み得る。
【０１７１】
　一部の態様では、本開示の融合タンパク質の1つのサブユニットは、本開示のA節に開示
されたリポカリンムテインを含む。特に好ましい一態様では、該サブユニットは、SEQ ID
 NO:1に示されるリポカリンムテインを含む。
【０１７２】
　一部の態様では、本開示の融合タンパク質の1つのサブユニットは、本開示のB節に開示
されたリポカリンムテインを含む。特定の好ましい一態様では、該サブユニットは、SEQ 
ID NO:2、45、および46のいずれか1つに示されるリポカリンムテインを含む。
【０１７３】
　一部の態様では、本開示の融合タンパク質は、A節に開示されたリポカリンムテインお
よびB節に開示されたリポカリンムテインを含む。
【０１７４】
　特定の一態様では、本開示の融合タンパク質は、SEQ ID NO:3に示されるアミノ酸配列
を含む。
【０１７５】
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　特定の一態様では、本開示の融合タンパク質は、SEQ ID NO:4に示されるアミノ酸配列
を含む。
【０１７６】
　なお好ましい一態様では、本開示の融合タンパク質は、SEQ ID NO:12またはSEQ ID NO:
13に示されるアミノ酸を含む。
【０１７７】
　別の局面では、本出願は、1つのサブユニットがIL-17AまたはIL-23p19に対する結合特
異性を有し、別のサブユニットがアルブミン結合ドメイン（ABD）またはアルブミン結合
ペプチドを含む、少なくとも2つのサブユニットを含む融合タンパク質を開示する。一部
の態様では、IL-17AまたはIL-23p19に対する結合特異性を有するサブユニットは、本開示
のIL-17AまたはIL-23p19に特異的なリポカリンムテインを含む。さらに、融合タンパク質
は、(i)IL-17Aに特異的な1つのサブユニット、(ii)IL-23p19に特異的な1つのサブユニッ
ト、および(iii)細菌アルブミン結合ドメインを含む1つのサブユニットを任意の順序で含
み得る。一部の態様では、IL-17Aに対する結合特異性を有するサブユニットは、本開示の
IL-17Aに特異的なリポカリンムテインを含む。一部の他の態様では、IL-23p19に対する結
合特異性を有するサブユニットは、本開示のIL-23p19に特異的なリポカリンムテインを含
む。
【０１７８】
　一部の態様では、アルブミン結合ドメイン（ABD）は、連鎖球菌プロテインG（Koenig, 
T., & Skerra, A. (1998) J. Immunol. Methods 218, 73-83）または例えばSEQ ID NO:14
に示すようなそのフラグメントであり得る。一部の他の態様では、アルブミン結合ペプチ
ドは、例えばその全体が参照により本明細書に組み入れられるPCT出願W02012/004384に開
示されているような、連鎖球菌プロテインGのアルブミン結合ドメインに由来するヒト血
清アルブミン結合ペプチドである。一部のなお好ましい態様では、アルブミン結合ペプチ
ドはSEQ ID NO:15に示されるアミノ酸配列を含む。
【０１７９】
　特に、本開示は、ヒト血清アルブミン（HSA）およびIL-23p19の両方に同時に結合する
ことが可能である、例えばSEQ ID NO:7に示されるアミノ酸配列を含む融合タンパク質を
提供する。
【０１８０】
　本開示は、HSAおよびIL-17Aの両方に同時に結合することが可能である、例えばSEQ ID 
NO:8またはSEQ ID NO:10に示されるアミノ酸配列を含む融合タンパク質を提供する。一部
のなお好ましい態様では、そのような融合タンパク質は、例えばSEQ ID NO:10に示される
アミノ酸配列を含む、2つのIL-17A特異的リポカリンムテインを含み得る。
【０１８１】
　加えて本出願は、例えば融合タンパク質が、本質的に実施例12に記載されるアッセイに
おいて測定される場合、HSA、IL-17A、およびIL-23p19の全てに同時に結合することが可
能な融合タンパク質を特徴とする。一部のさらなる態様では、融合タンパク質は、SEQ ID
 NO:5、SEQ ID NO:6、またはSEQ ID NO:9に示されるアミノ酸配列を含む。一部のなお好
ましい態様では、そのような融合タンパク質は、例えばSEQ ID NO:6に示されるアミノ酸
配列を含む、2つのIL-17A特異的リポカリンムテインを含み得る。
【０１８２】
　追加的な一局面では、本開示は、1つのサブユニットがIL-17Aに対する結合特異性また
はIL-23p19に対する結合特異性を有し、別のサブユニットが、例えばTNF阻害タンパク質
を含んでTNFに対する結合特異性を有する、少なくとも2つのサブユニットを任意の順序で
含む融合タンパク質に関する。腫瘍壊死因子（またはTNFファミリー）は、TNF-アルファ
（TNF-α）およびリンホトキシン-アルファなどの細胞死（アポトーシス）を引き起こす
ことができるサイトカイン群を表す。例示的なTNF阻害剤には、アダリムマブ、インフリ
キシマブ、エタネルセプト、セルトリツマブペゴール、およびゴリムマブが含まれる。一
部のさらなる態様では、TNF特異的サブユニットは、SEQ ID NO:61および62の抗体などの
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抗TNF-α抗体を含む。一部の追加的な態様では、IL-17Aに対する結合特異性またはIL-23p
19に対する結合特異性を有するサブユニットは、SEQ ID NO:1のリポカリンまたはSEQ ID 
NO:2のリポカリンなどの本開示のリポカリンムテインを含む。一部のなおさらなる態様で
は、融合タンパク質は、SEQ ID NO:63および62のアミノ酸配列またはSEQ ID NO:64および
62のアミノ酸配列を含む。
【０１８３】
　一部の態様では、融合タンパク質は、17Aに結合することが可能であり、一部の好まし
い態様では、例えば、融合タンパク質およびリポカリンムテインが本質的に実施例16に記
載されるアッセイにおいて測定される場合、融合タンパク質中に含まれるリポカリンムテ
インの平均EC50値と少なくとも同じくらいの平均EC50値またはそれよりも優れた平均EC50
値を有し得る。一部の態様では、融合タンパク質は、IL-23に結合することが可能であり
、一部の好ましい態様では、例えば、融合タンパク質およびリポカリンムテインが本質的
に実施例17に記載されるアッセイにおいて測定される場合、融合タンパク質中に含まれる
リポカリンムテインの平均EC50値と少なくとも同じくらいの平均EC50値またはそれよりも
優れた平均EC50値を有し得る。一部の態様では、融合タンパク質は、TNF-αに結合するこ
とが可能であり、一部の好ましい態様では、抗体および融合タンパク質が本質的に実施例
18に記載されるアッセイにおいて測定される場合、融合タンパク質中に含まれる抗体の平
均EC50値と少なくとも同じくらいの平均EC50またはそれよりも優れた平均EC50値を有し得
る。一部のさらなる態様では、例えば融合タンパク質が本質的に実施例19に記載されるア
ッセイにおいて測定される場合、融合タンパク質は、TNF-α、IL-17A、およびIL-23p19の
全てに同時に結合することが可能であり得る。
【０１８４】
　一部の態様では、本開示の融合タンパク質は、約1nM以下のKDで測定される、IL-17A（I
L-17A/AおよびIL-17A/Fを含む）に対する結合親和性を有する。より好ましくは、該融合
タンパク質は、0.1nM以下のKDで測定される親和性を有し得る。一部のさらなる態様では
、本開示の融合タンパク質の1つまたは複数のIL-17A結合部位は、IL-17A（IL-17A/Aおよ
びIL-17A/Fを含む）に対して、単独のポリペプチドなどの部位と同じくらいの結合親和性
または阻害能を有し得る（表1参照）。
【０１８５】
　一部の態様では、本開示の融合タンパク質は、約10nM以下のKDで測定される、IL-23p19
に対する結合親和性を有する。より好ましくは、融合タンパク質は、約1nM以下のKDで測
定される親和性を有し得る。一部のさらなる態様では、本開示の融合タンパク質の1つま
たは複数のIL-23p19結合部分は、IL-23p19に対して、単体のポリペプチドなどの部分と同
じくらいの結合親和性または阻害能を有し得る（下の表1参照）。
【０１８６】
　（表１）競合ELISA、表面プラズモン共鳴（SPR）および細胞に基づく機能アッセイにお
ける、SEQ ID NO:1およびSEQ ID NO:2の個別のリポカリンムテインの活性をそれらの融合
タンパク質SEQ ID NO:3～13と比較した概要を提供する。それぞれの構築物がIL-17A結合
性リポカリンムテインSEQ ID NO:1、IL-23結合性リポカリンムテインSEQ ID NO:2、また
はその両方を含むかどうかに応じて、IL-17および／またはIL-23との相互作用についての
値を決定した。それぞれIL-17およびIL-23に対する活性を決定するために、競合ELISA実
験を実施例3および／または実施例8記載のように実施し、SPR実験を逆様式で、すなわち
センサーチップ上に固定化されたタンパク質構築物を用いて、実施例2および／または実
施例6記載のように実施し、細胞アッセイは、IL-17A誘導G-CSF分泌（実施例5）および／
またはIL-23誘導Ba/F3細胞増殖（実施例10）のいずれかに基づいた。IL-23の親和性を決
定するために行われた逆様式SPR実験が、非生理的高濃度のNaClの存在下で実施されたこ
と、したがって、値は生理条件下でのIL-23に対する親和性を反映しないが、SEQ ID NO:2
含有融合タンパク質であるSEQ ID NO:3～13において、単体のムテインSEQ ID NO:2と比較
してIL-23に対する相対親和性が異なるかどうかを判定するのに役立つことに留意された
い。表1に、SEQ ID NO:1を含む全ての融合体のIL-17A結合活性が、全てのアッセイ様式で
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SEQ ID NO:1自体の結合活性と少なくとも同じくらいであることを実証する。したがって
、SEQ ID NO:1を、活性の喪失なしに任意の融合タンパク質において柔軟に用いることが
できる。全てのSEQ ID NO:2含有融合体のIL-23結合活性は、全てのアッセイ様式でSEQ ID
 NO:2自体の結合活性に非常に近い。したがって、SEQ ID NO:2を、顕著な活性の喪失なし
に任意の融合タンパク質中において柔軟に用いることができる。

【０１８７】
　関係する一態様では、本開示の1種または複数種の融合タンパク質は、IL-17Aのその受
容体に対する結合を阻害することが可能である。
【０１８８】
　関係する一態様では、本開示の融合タンパク質は、IL-23のその受容体に対する結合を
阻害することが可能である。
【０１８９】
　一部の態様では、本開示の融合タンパク質は、本開示のリポカリンムテインと本開示の
別のリポカリンムテインとを相互に共有結合させるリンカー（例えばペプチド結合）も含
み得る。これは、例えば、連結後のリポカリンムテインを、ペプチドリンカーによって繋
がれた単一のポリペプチドとして発現させることによって達成することができる。適切な
ペプチドリンカーは、例えば本明細書記載の、任意のアミノ酸を含む任意長のひと続きの
アミノ酸から構成され得る。好ましいリンカー設計は、式(GxSy)n［式中、xは、n回繰り
返される構成要素中のグリシンリピートの数であり、yは、セリンリピートの数である］
に従う、グリシンおよびセリンの一続きの反復アミノ酸を利用する。各変数x、y、および
nの値は、0～100、好ましくは0～10の範囲であり得る。これにより、非限定的な例として
SEQ ID NO:18～20が提供される。
【０１９０】
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　一部の他の態様では、本開示のリポカリンムテインを本開示の別のリポカリンムテイン
に連結するために、化学的な共有結合法が適用され得る。一例は、リンカーとアミノ酸側
鎖との間、例えばマレイミドとリポカリンムテイン内の遊離システインとの間、または活
性化カルボン酸エステルとリポカリンムテインにおける内の一級アミンとの間で反応性の
化学作用を可能にする二官能性リンカーの使用である。これは、タンパク質発現の際に含
められ得、かつ選択的に誘導体化できる官能基を提供する非天然アミノ酸側鎖を用いる反
応を含む。一部のなおさらなる態様では、アジドおよびアルキンの付加環化などの「クリ
ック」ケミストリーが、本開示の融合タンパク質の1つまたは複数のサブユニットを連結
するために使用され得る。
【０１９１】
　一部のさらに好ましい態様では、本開示の融合タンパク質は、SEQ ID NO:18～20のいず
れか1つに示されるアミノ酸配列をさらに含む。
【０１９２】
　一部のさらなる態様では、本開示のリポカリンムテインを含む1つのサブユニットは、
本明細書開示の融合タンパク質中に本開示のリポカリンムテインを含む別のサブユニット
に、直接または化学リンカーを介して、結合され得る。
【０１９３】
　一部のなおさらなる態様では、本開示のリポカリンムテインは、別のリポカリンムテイ
ンのN末端もしくはC末端のいずれか、またはN末端およびC末端の両方に融合することがで
きる。
【０１９４】
　一部の態様では、開示の融合タンパク質に含まれる各サブユニットは、熱安定性を保持
している（例えば、Tmが少なくとも40℃の融解温度に耐えることができる）。一部の態様
では、開示の融合タンパク質中に含まれる3つのサブユニットのそれぞれは、1つまたは複
数の他のサブユニットに対してアンフォールディングについて高い協同性を有する（例え
ば、部分的なアンフォールディングを排除することで、それらの分解速度を顕著に減少さ
せる）。アンフォールディングは全か無のプロセスであるので、この部分的アンフォール
ディングの排除は、「協同的」と呼ばれる。一部のさらなる態様では、融合タンパク質中
に含まれる1つまたは複数のリポカリンムテインは、Tmが少なくとも50℃、少なくとも55
℃、または少なくとも60℃以上でさえある融解温度に耐えることができる。一部のなおさ
らなる態様では、融合タンパク質中に含まれる1つまたは複数のHSA構成要素は、Tmが少な
くとも30℃、少なくとも35℃、または少なくとも40℃以上でさえある融解温度に耐えるこ
とができる。
【０１９５】
　一部の態様では、本開示の1種または複数種の融合タンパク質は、本開示のリポカリン
ムテインのマルチマー：例えばテトラマー、トリマーまたはダイマーを含み、その際、少
なくとも1つのリポカリンムテインは、別のリポカリンムテインの少なくとも一方の側（
例えばN末端）に融合される。一部のさらなる態様では、マルチマー性融合タンパク質は
、対応するモノマー性融合タンパク質よりも好ましい場合がある。例えば、IL-17Aに結合
する本開示のダイマー性融合タンパク質は、標的のダイマー性質によってもたらされるア
ビディティー効果により、IL-17Aに対してより強い結合性を示し得る。
【０１９６】
　一部のさらなる態様では、本開示の1種または複数種の融合タンパク質は、その開示全
体が参照により本明細書に組み入れられるSchlehuber, S., and Skerra, A. (2001), Duo
calins, engineered ligand-binding proteins with dual specificity derived from th
e lipocalin fold. Biol. Chem. 382, 1335-1342に記載の「デュオカリン（Duocalin）」
の形成を招く。
【０１９７】
　なお別の局面では、本開示は、対象におけるIL-17Aおよび／またはIL-23p19の結合のた
め、ならびに／あるいは対象におけるIL-17および／またはIL-23のそれらの各々の受容体
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に対する結合を阻害するための、本開示の1種もしくは複数種の融合タンパク質またはそ
のようなタンパク質を含む1種もしくは複数種の組成物の使用を包含する。
【０１９８】
　なお別の局面では、本開示は、対象におけるIL-17Aおよび／またはIL-23p19を結合させ
る方法であって、対象に、本開示の1種もしくは複数種の融合タンパク質のまたは該タン
パク質を含む1種もしくは複数種の組成物の有効量を投与する段階を含む方法を特徴とす
る。
【０１９９】
　なお別の局面では、本開示は、対象におけるIL-17および／またはIL-23のそれらの各々
の受容体に対する結合を阻害するための方法であって、対象に、本開示の1種もしくは複
数種の融合タンパク質のまたはそのようなタンパク質を含む1種もしくは複数種の組成物
の有効量を投与する段階を含む方法を含む。
【０２００】
　本開示の融合タンパク質は、シグナル配列も含み得る。ポリペプチドのN末端のシグナ
ル配列は、このポリペプチドを特定の細胞区画、例えば大腸菌（E. coli）のペリプラズ
ムまたは真核細胞の小胞体に誘導する。多数のシグナル配列が、当技術分野において公知
である。大腸菌のペリプラズムへのポリペプチド分泌のための例示的なシグナル配列は、
OmpAシグナル配列である。
【０２０１】
　本開示は、IL-17Aおよび／またはIL-23p19との複合体形成のための本開示の1種または
複数種の融合タンパク質の使用も含む。
【０２０２】
　したがって、本開示の別の局面では、本開示の1種または複数種の融合タンパク質を、I
L-17Aおよび／またはIL-23p19の検出のために使用することができる。そのような使用は
、本開示の1種または複数種の融合タンパク質を、IL-17Aおよび／またはIL-23p19を含有
する疑いのある試料に、適切な条件下で接触させることにより、それぞれタンパク質とIL
-17Aとの間および／またはタンパク質とIL-23との間の複合体形成を可能にする段階、な
らびに適切なシグナルにより複合体を検出する段階を含み得る。
【０２０３】
　検出可能なシグナルは、上に説明したような標識により、または結合、すなわち複合体
形成自体に起因する物理特性の変化により、生じさせることができる。一例は表面プラズ
モン共鳴であり、その値は、一方が金箔などの表面に固定化されている結合パートナー同
士の結合時に変化する。
【０２０４】
　本明細書開示の1種または複数種の融合タンパク質は、他の物質を含有する試料からのI
L-17Aおよび／またはIL-23p19の分離のためにも使用され得る。そのような使用は、1種ま
たは複数種の融合タンパク質を、IL-17Aおよび／またはIL-23p19を含有すると推定される
試料に、適切な条件下で接触させることにより、それぞれタンパク質とIL-17Aとの間およ
び／またはタンパク質とIL-23p19との間の複合体形成を可能にする段階、ならびに試料か
ら複合体を分離する段階を含み得る。
【０２０５】
　IL-17Aおよび／またはIL-23p19の検出ならびにIL-17Aおよび／またはIL-23p19の分離の
ための開示された融合タンパク質の使用において、融合タンパク質、IL-17A、IL-23p19、
および／またはそのドメインもしくはフラグメントは、適切な固相上に固定化され得る。
【０２０６】
　したがって、例えば試料中のIL-17Aおよび／またはIL-23p19などの分子の存在または非
存在、ならびにその濃度またはレベルが決定され得る。
【０２０７】
　別の局面では、本開示は、少なくとも1種の本開示の融合タンパク質およびキットを使
用するための1つまたは複数の説明書を含むキットを提供する。
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【０２０８】
　一部の態様では、キットは、それに一体化された、または1つもしくは複数の別々の文
書として、内容物またはキット、および融合タンパク質の使用に関する情報をさらに含む
。キットは、一部の態様では、希釈剤中に再構成するために製剤化された1種または複数
種の本開示の融合タンパク質を含み得る。そのような希釈剤、例えば無菌希釈剤も、キッ
ト中に、例えば容器内に、含まれ得る。
【０２０９】
　一部の態様では、本開示の1種または複数種の融合タンパク質は、関節リウマチ、乾癬
性関節炎、強直性脊椎炎、クローン病、潰瘍性大腸炎、尋常性乾癬、および若年性特発性
関節炎などの、免疫応答の抑制が望ましいいくつかの状態の治療に使用され得る。
【０２１０】
E. 本開示のリポカリンムテインおよび融合タンパク質
　リポカリンは、リガンドに結合するように自然に進化したタンパク質性結合分子である
。リポカリンは、脊椎動物、昆虫、植物および細菌を含む多数の生物に存在する。リポカ
リンタンパク質ファミリーのメンバー（Pervaiz, S., & Brew, K. (1987) FASEB J. 1, 2
09-214）は、典型的には小型の分泌タンパク質であり、単一のポリペプチド鎖を有する。
それらは、一連の異なる分子認識特性、すなわちそれらが様々な、主として疎水性の分子
（レチノイド、脂肪酸、コレステロール、プロスタグランジン、ビリベルジン、フェロモ
ン、味物質、および臭気物質など）に結合できること、特定の細胞表面受容体とのそれら
の結合性、およびそれらの高分子複合体の形成によって特徴付けられる。リポカリンは、
過去に主として輸送タンパク質として分類されていたが、現在は多様な生理機能を果たす
ことが明らかとなっている。これらには、レチノール輸送、嗅覚、フェロモンシグナル伝
達、およびプロスタグランジン合成における役割が含まれる。リポカリンは、免疫応答の
調節および細胞ホメオスタシスの仲介にも関係している（例えば、Flower, D.R. (1996) 
Biochem. J. 318, 1-14およびFlower, D.R. et al. (2000) Biochim. Biophys. Acta 148
2, 9-24に総説されている）。
【０２１１】
　リポカリンは共通して、全体的な配列保存性が異常に低レベルであり、多くの場合に20
％未満の配列同一性を有する。極めて対照的に、それらの全体的フォールディングパター
ンは、高度に保存されている。リポカリン構造の中央部分は、単一の8本鎖逆平行βシー
トがそれ自体に戻って閉じて、連続的に水素結合したβバレルを形成したものからなる。
このβバレルは、中央の空洞を形成する。バレルの一端は、その底部にかかるN末端ペプ
チドセグメントおよびβ鎖を繋ぐ3つのペプチドループにより立体的に遮断されている。
βバレルの他端は、溶媒に開放されており、4つの柔軟なペプチドループにより形成され
る標的結合部位を取り囲んでいる。それ以外は強固なリポカリン骨格におけるループのこ
の多様性が、異なる大きさ、形状、および化学特性を有する標的を収容することがそれぞ
れ可能である、多種多様な異なる結合様式をもたらしている例えば、Flower, D.R. (1996
)、前記；Flower, D.R. et al. (2000)、前記、またはSkerra, A. (2000) Biochim. Biop
hys. Acta 1482, 337-350に総説されている）。
【０２１２】
　本開示によるリポカリンムテインは、任意の選ばれたリポカリンのムテインであり得る
。ムテインが使用され得る適切なリポカリン（時に「タンパク質『参照』骨格」または単
に「骨格」とも称される）の例には、涙液リポカリン（リポカリン-1、フォンエブネル腺
タンパク質）、レチノール結合タンパク質、好中球、リポカリン型プロスタグランジンD
シンターゼ、βラクトグロブリン、ビリン結合タンパク質（BBP）、アポリポタンパク質D
（APO D）、好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン（NGAL）、涙液リポカリン（Tlc）、α2
ミクログロブリン関連タンパク質（A2m）、24p3/ウテロカリン（24p3）、フォンエブネル
腺タンパク質1（VEGP 1）、フォンエブネル腺タンパク質2（VEGP 2）、および主要アレル
ゲンCan f1前駆体（ALL-1）が含まれるが、それらに限定されるものではない。関連する
態様では、リポカリンムテインは、ヒト好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン（NGAL）、ヒ
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ト涙液リポカリン（Tlc）、ヒトアポリポタンパク質D（APO D）、およびオオモンシロチ
ョウ（Pieris brassicae）のビリン結合タンパク質からなる群より選択される。
【０２１３】
　IL-17AまたはIL-23p19に結合する本開示のリポカリンムテインに関連して本明細書にお
いて使用される場合、用語「に対して特異的」は、リポカリンムテインが、IL-17Aまたは
IL-23p19それぞれに結合し、またはそれと反応することを含む。したがって、それに結合
し、またはそれと反応することは、リポカリンムテインが、IL-17AまたはIL-23p19それぞ
れに特異的に結合することを含む。これに関連して、用語「特異的に」は、リポカリンム
テインが、本明細書記載のIL-17Aタンパク質またはIL-23p19タンパク質と反応するが、本
質的に別のタンパク質とは反応しないことを意味する。用語「別のタンパク質」には、本
明細書開示のリポカリンが向けられるIL-17AまたはIL-23p19と密接に関係するまたは相同
であるタンパク質を含めて、それぞれ任意の非IL-17Aまたは非IL-23p19タンパク質が含ま
れる。しかし、「対象」の定義に関連して記載されたものなどのヒト以外の種に由来する
IL-17AまたはIL-23p19タンパク質、フラグメントおよび／または変種は、用語「別のタン
パク質」によって除外されない。用語「本質的に結合しない」は、本開示のリポカリンム
テインが、別のタンパク質に結合しないこと、すなわち30％未満、好ましくは20％、より
好ましくは10％、特に好ましくは9、8、7、6または5％未満の交差反応性を示すことを意
味する。リポカリンが、本明細書の上に定義されたように特異的に反応するかどうかは、
とりわけ、本開示のリポカリンムテインとIL-17AまたはIL-23p19との反応およびリポカリ
ンと他のタンパク質との反応を比較することによって容易に検査することができる。「特
異的結合」は、例えば、ウエスタンブロット、ELISA検査、RIA検査、ECL検査、IRMA検査
、FACS、IHC、およびペプチドスキャンにより、判定することもできる。
【０２１４】
　別のリポカリンとの配列同一性と比較した場合、本開示によるリポカリンムテインのア
ミノ酸配列は、それぞれのリポカリンに対して高い配列同一性を有する(上も参照）。こ
の一般的な状況で、本開示による組み合わせのリポカリンムテインのアミノ酸配列は、対
応するリポカリン（野生型または参照リポカリン）のアミノ酸配列に少なくとも実質的に
類似している。本開示による組み合わせのリポカリンムテインのそれぞれの配列は、対応
するリポカリンの配列と実質的に類似しており、野生型（または参照）リポカリンに対す
る一部の場合、対応するリポカリンの配列に対して、少なくとも95％の同一性を含む、少
なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも82％、少
なくとも85％、少なくとも87％、少なくとも90％の同一性を有する1つまたは複数のアミ
ノ酸態様を有する。これに関して、本開示のリポカリンムテインは、もちろん、リポカリ
ンムテインをそれぞれIL-17AまたはIL-23p19に結合可能にする本明細書記載の置換を比較
的に含み得る。典型的には、リポカリンのムテインは、天然配列のリポカリンに対して、
リポカリンのリガンド結合部位の開放端の4つのループ中のアミノ酸の1つまたは複数の変
異を含む（上記参照）。上に説明したように、これらの領域は、所望の標的に対するリポ
カリンムテインの結合特異性を決定するのに不可欠である。具体的な一例として、涙液リ
ポカリン、NGALリポカリン、またはそれらのホモログのポリペプチドに由来するムテイン
は、N末端領域における、ならびに／または天然リポカリン結合ポケットの反対側に位置
するβバレル構造の端部に配置される3つのペプチドループBC、DE、およびFGにおける、
任意の配列位置に1、2、3、または4つ以上の変異アミノ酸残基を有し得る。さらに具体的
な例として、涙液リポカリンまたはそのホモログのポリペプチドに由来するムテインは、
涙液リポカリンの野生型配列と比較して、βバレル構造の端部に配置されるペプチドルー
プDEに変異アミノ酸残基を有さない場合がある。
【０２１５】
　本開示によるリポカリンムテインは、対応する天然リポカリンと比較して1つまたは複
数、例えば2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、または
20個でさえある置換を含むが、但し、そのようなリポカリンムテインが、それぞれIL-17A
またはIL-23p19に結合可能でなければならないことを条件とする。例えば、リポカリンム



(45) JP 2017-518748 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

テインは、例えば涙液リポカリン、NGALリポカリン、または本明細書開示の任意の他のリ
ポカリンの野生型配列を有する野生型リポカリンの別個の位置に対応する位置に（すなわ
ち、対応する位置に）置換を有することができる。一部の態様では、本開示による組み合
わせのリポカリンムテインは、アルギニン残基による天然アミノ酸の、2、3、4または5つ
を含む、少なくとも2つのアミノ酸置換、場合によってなお多くのアミノ酸置換を含む。
したがって、本明細書記載のタンパク質の「参照」骨格の核酸は、それぞれIL-17Aまたは
IL-23p19に結合することが可能なリポカリンムテインを生成する目的で、変異誘発に供さ
れる。
【０２１６】
　また、本開示のリポカリンムテインは、リポカリンムテインの生物学的活性（その標的
、例えばそれぞれIL-17AまたはIL-23p19に対する結合）に影響せずに、そのN末端またはC
末端に、好ましくはC末端に、Strep-tag、例えばStrep II tagなどの異種アミノ酸配列を
含むことができる。タグの好ましい一例は、SEQ ID NO:17に示される）。
【０２１７】
　同様に、本開示のリポカリンムテインは、それぞれの野生型リポカリン、例えばSEQ ID
 NO:2～7および12～14と比較して、そのN末端において1、2、3、もしくは4つ以上のアミ
ノ酸および／またはそのC末端において1もしくは2つ以上のアミノ酸を欠如し得る。
【０２１８】
　具体的には、野生型リポカリンと異なるリポカリンムテインのアミノ酸配列のアミノ酸
残基が、野生型リポカリンのアミノ酸配列における特定の位置に対応するかどうかを判定
するために、当業者は、当技術分野において周知の手段および方法、例えば手作業で、ま
たはBasic Local Alignment Search Toolの略語であるBLAST2.0もしくはClustalWもしく
は配列アライメントを生成させるために適した任意の他の適切なプログラムなどのコンピ
ュータプログラムを使用することによるアライメントを使用することができる。したがっ
て、野生型リポカリンは、「サブジェクト配列」または「参照配列」として機能し得、一
方で本明細書記載の野生型リポカリンと異なるリポカリンのアミノ酸配列は、「クエリ配
列」として機能する。用語「参照配列」および「野生型配列」は、本明細書において互換
的に使用される。
【０２１９】
　一部の態様では、置換（または置き換え）は、保存的置換である。それにもかかわらず
、リポカリンムテインが、それぞれIL-17AもしくはIL-23p19に結合する能力を保持し、か
つ／またはそれが、「元の」配列と少なくとも60％、例えば少なくとも65％、少なくとも
70％、少なくとも75％、少なくとも80％、もしくは少なくとも85％以上同一である点で、
それから置換された配列に対する同一性を有する限り、非保存的置換または下に挙げた例
示的な置換からの1つもしくは複数を含む任意の置換が、想定される。
【０２２０】
　一般的に、保存的置換は、（それぞれ保存的と見なすことができる1つまたは複数の置
換が後ろに続く）変異されるアミノ酸に従って列挙された以下の置換である：Ala→Gly、
Ser、Val；Arg→Lys；Asn→Gln、His；Asp→Glu；Cys→Ser；Gln→Asn；Glu→Asp；Gly→
Ala；His→Arg、Asn、Gln；Ile→Leu、Val；Leu→Ile、Val；Lys→Arg、Gln、Glu；Met→
Leu、Tyr、Ile；Phe→Met、Leu、Tyr；Ser→Thr；Thr→Ser；Trp→Tyr；Tyr→Trp、Phe；
Val→Ile、Leu。他の置換も許容され得、経験的に、または他の公知の保存的もしくは非
保存的置換により判定することができる。さらなる方向付けとして、以下の8つのグルー
プは、それぞれ、相互の保存的置換を定義していると典型的に見なすことができるアミノ
酸を含む：
a. アラニン（Ala）、グリシン（Gly）；
b. アスパラギン酸（Asp）、グルタミン酸（Glu）；
c. アスパラギン（Asn）、グルタミン（Gln）；
d. アルギニン（Arg）、リジン（Lys）；
e. イソロイシン（Ile）、ロイシン（Leu）、メチオニン（Met）、バリン（Val）；
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f. フェニルアラニン（Phe）、チロシン（Tyr）、トリプトファン（Trp）；
g. セリン（Ser）、トレオニン（Thr）；および
h. システイン（Cys）、メチオニン（Met）。
【０２２１】
　そのような置換が生物学的活性における変化を招くならば、以下のような、またはアミ
ノ酸のクラスに関連してさらに下に記載されるような、より実質的な変化を導入してもよ
く、所望の特徴について生成物がスクリーニングされ得る。そのようなより実質的な変化
の例は：Ala→Leu、Ile；Arg→Gln；Asn→Asp、Lys、Arg、His；Asp→Asn；Cys→Ala；Gl
n→Glu；Glu→Gln；His→Lys；Ile→Met、Ala、Phe；Leu→Ala、Met、ノルロイシン；Lys
→Asn；Met→Phe；Phe→Val、Ile、Ala；Trp→Phe；Tyr→Thr、Ser；Val→Met、Phe、Ala
である。
【０２２２】
　リポカリンの生物学的特性における実質的な改変は、(a)置換領域中のポリペプチド主
鎖の、例えばシートもしくはヘリカル立体構造などの構造、(b)標的部位における分子の
電荷もしくは疎水性、または(c)側鎖のかさの維持に及ぼす効果が、顕著に異なる置換を
選択することによって果たされる。天然残基は、共通の側鎖特性に基づきグループ分けさ
れる：(1)疎水性：ノルロイシン、メチオニン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイ
シン；(2)中性親水性：システイン、セリン、トレオニン；(3)酸性：アスパラギン酸、グ
ルタミン酸；(4)塩基性：アスパラギン、グルタミン、ヒスチジン、リジン、アルギニン
；(5)鎖の配向に影響する残基：グリシン、プロリン；および(6)芳香族：トリプトファン
、チロシン、フェニルアラニン。
【０２２３】
　非保存的置換は、これらのクラスの1つのメンバーを別のクラスと交換することを伴う
。分子の酸化安定性を改善し、異常な架橋を防止するために、それぞれのリポカリンの適
切な立体構造の維持に関与しない任意のシステイン残基も、一般的にセリンと置換され得
る。逆に、リポカリンの安定性を改善するために、システイン結合がリポカリンに追加さ
れ得る。
【０２２４】
　上述の挿入を含む任意の変異は、確立された標準法を使用して、核酸に対して、例えば
DNAレベルで非常に容易に行うことができる。アミノ酸配列の変更の具体的な例は、挿入
または欠失およびアミノ酸置換である。そのような置換は、保存的であり得、すなわち、
アミノ酸残基は、特に極性およびサイズに関して、化学的に類似の特性のアミノ酸残基と
置き換えられる。保存的置換の例は、以下の群のメンバーの間の置換である：1)アラニン
、セリン、およびトレオニン；2)アスパラギン酸およびグルタミン酸；3)アスパラギンお
よびグルタミン；4)アルギニンおよびリジン；5)イソロイシン、ロイシン、メチオニン、
およびバリン;ならびに6)フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファン。他方で
、アミノ酸配列に非保存的変更を導入することも可能である。加えて、単一のアミノ酸残
基を置き換える代わりに、涙液リポカリンの一次構造の1つまたは複数の連続アミノ酸を
挿入するかまたは欠失させることも、これらの欠失または挿入が安定にフォールディング
された／機能性ムテインを生じる限り、可能である。
【０２２５】
　アミノ酸配列の改変は、特定の制限酵素のための切断部位を組み入れることによって変
異リポカリン遺伝子またはその部分のサブクローニングを簡略化するための、単一アミノ
酸位置の特異的変異誘発を含む。加えて、これらの変異は、所与の標的に対するリポカリ
ンムテインまたは融合タンパク質の親和性をさらに改善するためにも組み入れることがで
きる。さらに、変異は、フォールディング安定性、血清安定性、タンパク質抵抗性、もし
くは水溶性を改善するため、または必要に応じて凝集傾向を低減するためなど、ムテイン
または融合タンパク質のある特徴を調節するために、導入することができる。例えば、ジ
スルフィド架橋形成を防止するために、天然システイン残基が、他のアミノ酸に変異され
得る。例えばポリエチレングリコール（PEG）、ヒドロキシエチルデンプン（HES）、ビオ
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チン、ペプチド、もしくはタンパク質などの他の化合物とのコンジュゲーションのための
、または非天然ジスルフィド結合の形成のための、新しい反応基を導入するために、他の
アミノ酸配列位置をシステインに計画的に変異させることも可能である。例えばそれぞれ
のリポカリンムテインまたは融合タンパク質の血清半減期を延ばすために、生成したチオ
ール部位を使用してムテインまたは融合タンパク質がPEG化またはHES化され得る。
【０２２６】
　一部の態様では、上記部分の1つが本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質
にコンジュゲートされるならば、アミノ酸側鎖へのコンジュゲーションは、有利であり得
る。適切なアミノ酸側鎖は、ヒトリポカリンのアミノ酸配列に天然に存在し得、または変
異誘発により導入され得る。適切な結合部位が変異誘発により導入される場合、1つの可
能性は、システイン残基による適切な位置におけるアミノ酸の置換である。
【０２２７】
　例えば、そのような変異は、ヒト涙液リポカリンの野生型配列におけるThr40→Cys、Gl
u73→Cys、Arg90→Cys、Asp95→CysまたはGlu131→Cys置換の少なくとも1つを含む。これ
らの位置のいずれかに新たに創出されたシステイン残基は、次に、ムテインまたは融合タ
ンパク質を、ムテインまたはその融合タンパク質の血清半減期を延長するPEGまたはその
活性化誘導体などの部分にコンジュゲートするために利用することができる。
【０２２８】
　ヒトリポカリン2のムテインに関して、ヒトリポカリン2ムテインを含むリポカリンのア
ミノ酸配列にシステイン残基を導入するそのような変異の例示的な可能性は、ヒトNGALの
野生型配列の配列位置14、21、60、84、88、116、141、145、143、146または158に対応す
る配列位置の少なくとも1つにシステイン（Cys）残基を導入することを含む。本開示のヒ
トリポカリン2ムテインが、SWISS-PROT/UniProtデータバンクアクセッション番号P80188
の配列と比較して、システインが別のアミノ酸残基により置き換えられた配列を有する一
部の態様では、対応するシステインが、該配列内に再導入され得る。具体的な一例として
、そのような場合、アミノ酸位置87のシステイン残基は、SWISS-PROTアクセッション番号
P80188の配列に本来存在するようにシステインに復帰させることによって導入され得る。
例えばそれぞれのヒトリポカリン2ムテインまたはその融合タンパク質の血清半減期を延
ばすために、アミノ酸位置14、21、60、84、88、116、141、145、143、146、および／ま
たは158のいずれかの側部で生成したチオール部位を使用してムテインがPEG化またはHES
化され得る。
【０２２９】
　別の態様では、上記部分の1つを本開示によるリポカリンムテインまたは融合タンパク
質にコンジュゲートするのに適したアミノ酸側鎖を提供するために、人工アミノ酸が、変
異誘発により導入され得る。一般的に、そのような人工アミノ酸は、より反応性であるよ
うに、その結果所望の化合物へのコンジュゲーションを容易にするように設計される。人
工tRNAを介して導入され得るそのような人工アミノ酸の一例は、パラ-アセチルフェニル
アラニンである。
【０２３０】
　本明細書開示のムテインまたは融合タンパク質のいくつかの適用のために、例えばタン
パク質またはタンパク質ドメインまたはペプチドである部分に融合されたコンジュゲート
の形態で、それらを使用することが有利であり得る。一部の態様では、リポカリンムテイ
ンまたはその融合タンパク質は、リポカリンムテインのN末端またはC末端において（本開
示の融合タンパク質に含まれるものを含む）、タンパク質、タンパク質ドメインまたはペ
プチドに、例えばシグナル配列および／または親和性タグに融合される。
【０２３１】
　容易な検出および／または組み換えタンパク質の精製も可能にする、Strep-tag（登録
商標）またはStrep-tag（登録商標）II（Schmidt、T.G.M. et al. (1996) J. Mol. Biol.
 255、753-766）、mycタグ、FLAGタグ、His6タグ、もしくはHAタグなどの親和性タグまた
はグルタチオン-S-トランスフェラーゼなどのタンパク質は、適切な融合パートナーのさ
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らなる例である。最終的に、緑色蛍光タンパク質（GFP）または黄色蛍光タンパク質（YFP
）などの発色または蛍光特性を有するタンパク質も、同様に、本開示のリポカリンムテイ
ンに適した融合パートナーである。
【０２３２】
　一般に、本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質を、化学、物理、光学、ま
たは酵素反応において検出可能な化合物またはシグナルを直接的または間接的に生成する
、任意の適切な化学物質または酵素を含む化合物で標識することが可能である。物理反応
および同時の光学反応／マーカーの一例は、放射線照射時の蛍光発光または放射性標識を
使用した場合のX線の放出である。アルカリホスファターゼ、ホースラディッシュペルオ
キシダーゼ、およびβ-ガラクトシダーゼは、発色反応産物の形成を触媒する酵素標識（
および同時に光標識）の例である。一般に、抗体のために通常使用される全ての標識（免
疫グロブリンのFc部分において糖部分と共にもっぱら使用されるものを除く）は、また、
本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質のコンジュゲーションのためにも使用
することができる。例えば所与の細胞、組織もしくは器官へのそのような薬剤のターゲテ
ィングされた送達のために、または周囲の正常細胞に影響せずに、細胞、例えば腫瘍細胞
の選択的ターゲティングのために、本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質は
、また任意の適切な治療用活性薬剤にコンジュゲートされ得る。そのような治療用活性薬
剤の例には、放射性核種、毒素、有機小分子、および治療用ペプチド（細胞表面受容体の
アゴニスト／アンタゴニストとして作用するペプチド、または所与の細胞標的上でタンパ
ク質結合部位を競合するペプチドなど）が含まれる。しかし、本開示のリポカリンムテイ
ンまたは融合タンパク質は、アンチセンス核酸分子、低分子干渉RNA、マイクロRNAまたは
リボザイムなどの治療活性核酸にもコンジュゲートされ得る。そのようなコンジュゲート
は、当技術分野において周知の方法により産生させることができる。
【０２３３】
　上に示すように、本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質は、一部の態様で
は、ムテインまたは融合タンパク質の血清半減期を延長する部分にコンジュゲートされ得
る（これに関し、CTLA-4に対して結合親和性を有するヒト好中球ゼラチナーゼ関連リポカ
リンのムテインに関するそのようなコンジュゲーション戦略について記載しているPCT公
報WO2006/56464も参照されたい）。血清半減期を延長する部分は、ほんの数例を挙げると
、ポリアルキレングリコール分子、ヒドロキシエチルデンプン、パルミチン酸などの脂肪
酸分子（Vajo & Duckworth 2000, Pharmacol. Rev. 52, 1-9）、免疫グロブリンのFc部分
、免疫グロブリンのCH3ドメイン、免疫グロブリンのCH4ドメイン、アルブミン結合ドメイ
ン、アルブミン結合ペプチド、またはアルブミン結合タンパク質、トランスフェリンであ
り得る。アルブミン結合タンパク質は、アルブミンに対して結合活性を有する、細菌アル
ブミン結合タンパク質、抗体、ドメイン抗体を含む抗体フラグメント（例えば、米国特許
第6,696,245号を参照されたい）、またはリポカリンムテインであり得る。したがって、
本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質の半減期を延長するのに適したコンジ
ュゲーションパートナーには、連鎖球菌プロテインGのドメイン（Koenig、T., & Skerra,
 A. (1998) J. Immunol. Methods 218, 73-83）またはSEQ ID NO:39に示されるドメイン
などの細菌アルブミン結合ドメインが含まれる。加えて、コンジュゲーションパートナー
として使用できるアルブミン結合ペプチドの例は、例えば、米国特許出願第2003/0069395
号またはDennisら（Dennis, M. S., Zhang, M., Meng, Y. G., Kadkhodayan, M., Kirchh
ofer, D., Combs, D. & Damico, L. A. (2002) J Biol Chem 277, 35035-35043）に記載
されている、Cys-Xaa1-Xaa2-Xaa3-Xaa4-Cysコンセンサス配列［式中、Xaa1は、Asp、Asn
、Ser、Thr、またはTrpであり；Xaa2は、Asn、Gln、His、Ile、Leu、またはLysであり；X
aa3は、Ala、Asp、Phe、Trp、またはTyrであり；Xaa4は、Asp、Gly、Leu、Phe、Ser、ま
たはThrである］を有するペプチドである。
【０２３４】
　他の態様では、アルブミン自体（Osborn, B.L. et al., 2002, J. Pharmacol. Exp. Th
er. 303, 540-548）、またはアルブミンの生物学的活性フラグメントを、本開示のリポカ
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リンムテインまたは融合タンパク質のコンジュゲーションパートナーとして使用すること
ができる。用語「アルブミン」には、ヒト血清アルブミンまたはウシ血清アルブミンまた
はラットアルブミンなどの全ての哺乳類アルブミンが含まれる。
【０２３５】
　アルブミン結合タンパク質が抗体フラグメントならば、それは、ドメイン抗体であり得
る。ドメイン抗体（dAb）は生物物理特性およびインビボ半減期を正確に制御して、最適
な安全性および有効性の産物プロファイルを創出可能にするように操作される。ドメイン
抗体は、例えば、Domantis Ltd.（Cambridge, UK and MA, USA）から市販されている。
【０２３６】
　トランスフェリンが、本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質の血清半減期
を延長するための部分として使用される場合、ムテインまたは融合タンパク質を、非グリ
コシル化トランスフェリンのNもしくはC末端,またはその両方に遺伝的に融合することが
できる。非グリコシル化トランスフェリンは、半減期14～17日を有し、トランスフェリン
とコンジュゲートしたムテインまたは融合タンパク質は、同様に延長した半減期を有する
であろう。トランスフェリン担体は、高いバイオアベイラビリティー、生体内分布および
循環安定性も提供する。この技法は、BioRexis（BioRexis Pharmaceutical Corporation,
 PA, USA）から市販されている。タンパク質安定化剤／半減期延長パートナーとして使用
するための組み換えヒトトランスフェリン（DeltaFerrin（商標））は、Novozymes Delta
 Ltd.（Nottingham, UK）からも市販されている。
【０２３７】
　免疫グロブリンのFc部分が、本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質の血清
半減期を延長するために使用されるならば、Syntonix Pharmaceuticals, Inc（MA, USA）
から市販されているSynFusion（商標）技法が使用され得る。このFc融合技法の使用は、
より長期間作用する生物学的製剤の創出を可能にし、例えば、薬物動態、溶解性、および
産生効率を改善するために、抗体のFc領域に連結した2つのコピーのムテインからなり得
る。
【０２３８】
　本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質の半減期を延長するためのなお別の
代替法は、ムテイン（本開示の融合タンパク質に含まれるものを含む）のNまたはC末端に
、長い、構造不定の、柔軟なグリシンリッチ配列（例えば、約20～80個の連続グリシン残
基を有するポリグリシン）を融合することである。WO2007/038619に開示されたこのアプ
ローチは、例えば「rPEG」（組み換えPEG）とも名付けられている。
【０２３９】
　ポリアルキレングリコールが、コンジュゲーションパートナーとして使用されるならば
、ポリアルキレングリコールは、置換、非置換、直鎖または分岐であることができる。そ
れは、活性化ポリアルキレン誘導体であることもできる。適切な化合物の例は、インター
フェロンに関する国際公開公報第99/64016号、米国特許第6,177,074号もしくは米国特許
第6,403,564号に記載される、またはPEG改変アスパラギナーゼ、PEG-アデノシンデアミナ
ーゼ（PEG-ADA）、またはPEG-スーパーオキサイドジスムターゼ（例えば、Fuertges et a
l. (1990) The Clinical Efficacy of Poly(Ethylene Glycol)-Modified Proteins J. Co
ntrol. Release 11, 139-148参照）などの他のタンパク質について記載される、ポリエチ
レングリコール（PEG）分子である。ポリエチレングリコールなどのそのようなポリマー
の分子量は、例えば、分子量約10.000、約20.000、約30.000または約40.000ダルトンのポ
リエチレングリコールを含む、約300から約70.000ダルトンの範囲であり得る。そのうえ
、例えば米国特許第6,500,930号または同第6,620,413号に記載のように、デンプンまたは
ヒドロキシエチルデンプン（HES）などの糖質オリゴマーおよびポリマーを、血清半減期
の延長のために、本開示のムテインまたは融合タンパク質にコンジュゲートすることがで
きる。
【０２４０】
　加えて、本明細書開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質は、酵素活性または
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他の分子に対する結合親和性などの、本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質
に新しい特徴を付与し得る部分にコンジュゲートされ得る。適切な部分の例には、アルカ
リホスファターゼ、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、グルタチオン-S-トランスフ
ェラーゼ、プロテインGのアルブミン結合ドメイン、プロテインA、抗体フラグメント、オ
リゴマー化ドメイン、または毒素が含まれる。
【０２４１】
　加えて、本明細書開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質を別の酵素活性部位
と融合することにより、結果として生じた融合タンパク質の両方の「構成要素」が、一緒
に所与の治療標的に作用することが可能であり得る。例えば、リポカリンムテインの結合
ドメイン（本開示の融合タンパク質に含まれるものを含む）は、病因となる標的に結合し
、酵素ドメインが標的の生物学的機能を消失させ得る。
【０２４２】
　一部の態様では、本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質は、本開示のリポ
カリンムテインおよび別の開示された部分を相互に共有結合するリンカー（例えばペプチ
ド結合）を介して、部分にコンジュゲートされ得る。これは、例えば、ペプチドリンカー
によって繋がれた単一のポリペプチドとして、連結したリポカリンムテインを発現させる
ことにより、達成することができる。適切なペプチドリンカーは、任意のアミノ酸を含む
任意長のひと続きのアミノ酸から構成され得る。好ましいリンカー設計は、式(GxSy)n［
式中、xは、n回繰り返される構成要素中のグリシンリピートの数であり、yは、セリンリ
ピートの数である］に従う、グリシンおよびセリンのひと続きの反復アミノ酸を利用する
。変数x、y、およびnのそれぞれの値は、0～100、好ましくは0～10の範囲であり得る。こ
れにより、非限定的な例として、SEQ ID NO:18およびSEQ ID NO:36～38が提供される。
【０２４３】
　一部の他の態様では、本開示のリポカリンムテインを別の開示された部分に連結するた
めに、化学的な共有結合法が適用され得る。一例は、リンカーとアミノ酸側鎖との間、例
えばマレイミドとリポカリンムテイン内の遊離システインとの間、または活性化カルボン
酸エステルとリポカリンムテイン内の第一級アミンとの間で反応性の化学作用を可能にす
る二官能性リンカーの使用である。これは、タンパク質発現の間に含められ得、選択的に
誘導体化できる官能基を提供する非天然アミノ酸側鎖を用いる反応を含む。一部のなおさ
らなる態様では、アジドおよびアルキンの付加環化などの「クリック」ケミストリーが、
本開示の融合タンパク質の1つまたは複数のサブユニットを連結するために使用され得る
。
【０２４４】
　本開示は、本開示のリポカリンムテインおよび融合タンパク質をコードするヌクレオチ
ド配列を含む核酸分子（DNAおよびRNA）にも関する。遺伝コードの縮重は、あるコドンを
、同じアミノ酸を特定する他のコドンにより置換することを許容するので、本開示は、本
明細書記載のリポカリンムテインまたは融合タンパク質をコードする特定の核酸分子に限
定されるのでなく、機能的ムテインまたは機能的融合タンパク質をコードするヌクレオチ
ド配列を含む全ての核酸分子を包含する。これに関して、本開示は、概してSEQ ID NO:23
～35、45～49および54に示される一部の例示的なリポカリンムテイン、一部の例示的な融
合タンパク質をコードするヌクレオチド配列を提供する。
【０２４５】
　本開示の一態様では、方法は、ヒトNGALの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:8）の配
列位置28、36、40～41、49、52、68、70、72～73、75、77、79、81、87、96、100、103、
106、125、127、132、および134に対応する配列位置の少なくとも1つ、時にはそれより多
くをコードするヌクレオチドトリプレットにおける変異誘発に核酸分子を供する段階を含
む。
【０２４６】
　本開示による方法の別の態様では、ヒト涙液リポカリンをコードする核酸分子は、最初
に、ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペプチド配列（SEQ ID NO:1）のアミノ酸配列位置26
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～34、55～58、60～61、64、104～108の1つまたは複数における変異誘発に供される。次
に、ヒト涙液リポカリンをコードする核酸分子は、成熟ヒト涙液リポカリンの直鎖ポリペ
プチド配列のアミノ酸配列位置101、111、114、および153の1つまたは複数における変異
誘発にも供される。
【０２４７】
　本開示は、実験的変異誘発の示された配列位置以外に追加的な変異を含む、本開示のリ
ポカリンムテインおよび融合タンパク質をコードする核酸分子も含む。そのような変異は
、多くの場合に、許容され、または例えばそれらがムテインおよび融合タンパク質の改善
されたフォールディング効率、血清安定性、熱安定性、もしくはリガンド結合親和性に寄
与する場合、有利であると判明することさえある。
【０２４８】
　本出願に開示された核酸分子は、1種または複数種の調節配列と「機能的に連結され」
て、この核酸分子の発現を可能にし得る。
【０２４９】
　DNAなどの核酸分子が、転写および／または翻訳調節に関する情報を含む配列エレメン
トを含み、かつそのような配列が、ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に「機能
的に連結される」ならば、それは、「核酸分子を発現することが可能」または「ヌクレオ
チド配列の発現を許すことが」可能であると呼ばれる。機能的連結は、調節性配列エレメ
ントおよび発現されるべき配列が、遺伝子発現を可能にする方法で繋がれている連結であ
る。遺伝子発現に必要な調節領域の正確な性質は、種間で異なる場合があるが、一般にこ
れらの領域は、原核生物においてプロモーター自体、すなわち転写開始を指令するDNAエ
レメントと、RNAに転写された場合に翻訳開始のシグナルとなるDNAエレメントとの両方を
含むプロモーターを含む。そのようなプロモーター領域には、通常、原核生物における-3
5/-10ボックスおよびシャイン・ダルガノエレメントまたは真核生物におけるTATAボック
ス、CAAT配列、および5'-キャップエレメントなどの、転写および翻訳の開始に関与する5
'非コード配列が含まれる。これらの領域は、エンハンサーまたはリプレッサーエレメン
ト、ならびに天然ポリペプチドを宿主細胞の特定の区画にターゲティングするための翻訳
されたシグナル配列およびリーダー配列も含むことができる。
【０２５０】
　加えて、3'非コード配列は、転写終結、ポリアデニル化などに関与する調節エレメント
を含み得る。しかし、これらの終結配列が、特別な宿主細胞において十分には機能的でな
いならば、それらは、その細胞において機能的なシグナルと置換され得る。
【０２５１】
　したがって、本開示の核酸分子は、プロモーター配列などの調節配列を含むことができ
る。一部の態様では、本開示の核酸分子は、プロモーター配列および転写終結配列を含む
。適切な原核生物用プロモーターは、例えば、tetプロモーター、lacUV5プロモーターま
たはT7プロモーターである。真核細胞での発現に有用なプロモーターの例は、SV40プロモ
ーターまたはCMVプロモーターである。
【０２５２】
　本開示の核酸分子は、プラスミド、ファージミド、ファージ、バキュロウイルス、コス
ミドまたは人工染色体などの、ベクターの部分または任意の他の種類のクローニング媒体
でもあることができる。
【０２５３】
　一態様では、核酸分子はファージミド（phasmid）中に入れられる。ファージミドベク
ターは、M13もしくはf1などの溶原性ファージの遺伝子間領域またはその機能的部分が関
心対象のcDNAと融合されたものをコードするベクターを意味する。細菌宿主細胞にそのよ
うなファージミドベクターおよび適切なヘルパーファージ（例えばM13K07、VCS-M13また
はR408）を重感染させた後、完全な状態のファージ粒子が産生されることにより、コード
される異種cDNAと、ファージ表面にディスプレイされるそれに対応するポリペプチドとの
物理的カップリングが可能になる（例えば、Lowman, H.B. (1997) Annu. Rev. Biophys. 
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Biomol. Struct. 26, 401-424、またはRodi, D.J., and Makowski, L. (1999) Curr. Opi
n. Biotechnol. 10, 87-93参照）。
【０２５４】
　そのようなクローニング媒体は、上記調節配列および本明細書記載のリポカリンムテイ
ンまたは融合タンパク質をコードする核酸配列とは別に、発現のために使用される宿主細
胞に適合性の種に由来する複製配列および制御配列、ならびに形質転換または形質移入さ
れた細胞に選択可能な表現型を付与する選択マーカーを含むことができる。多数の適切な
クローニングベクターが、当技術分野において公知であり、市販されている。
【０２５５】
　本明細書記載のリポカリンムテインまたは融合タンパク質をコードするDNA分子、およ
び特にそのようなムテインのコード配列を含むクローニングベクターは、該遺伝子を発現
することが可能な宿主細胞中に形質転換することができる。形質転換は、標準技法を使用
して行うことができる。したがって、本開示は、本明細書開示の核酸分子を含む宿主細胞
にも指向する。
【０２５６】
　形質転換宿主細胞は、本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質をコードする
ヌクレオチド配列の発現に適した条件下で培養される。適切な宿主細胞は、大腸菌（E. c
oli）もしくは枯草菌（Bacillus subtilis）などの原核生物性、あるいは出芽酵母（Sacc
haromyces cerevisiae）、ピキア・パストリス（Pichia pastoris）、SF9もしくはHigh5
昆虫細胞、不死化哺乳類細胞系（例えば、HeLa細胞もしくはCHO細胞）、または初代哺乳
類細胞などの真核生物性であることができる。
【０２５７】
　本開示は、本明細書記載のポリペプチドの産生のための方法であって、リポカリンムテ
インまたは融合タンパク質が、リポカリンムテインまたは融合タンパク質をコードする核
酸から出発して、遺伝子操作方法により産生される方法にも関する。該方法は、インビボ
で実施することができ、リポカリンムテインまたは融合タンパク質を、例えば細菌または
真核性宿主生物において産生し、次にこの宿主生物またはその培養物から単離することが
できる。タンパク質をインビトロで、例えばインビトロ翻訳系の使用により産生すること
も可能である。
【０２５８】
　リポカリンムテイン、融合タンパク質またはフラグメントをインビボで産生させる場合
、そのようなムテインをコードする核酸が、（既に上で概説されている）組み換えDNA技
法により適切な細菌または真核性宿主生物に導入される。このために、宿主細胞に、本明
細書記載のリポカリンムテインまたは融合タンパク質をコードする核酸分子を含むクロー
ニングベクターが、確立された標準方法を用いて最初に形質転換される。次に、宿主細胞
は、異種DNAを発現させ、その結果対応するポリペプチドの合成を可能にする条件下で培
養される。続いて、ポリペプチドは、細胞または培地のいずれかから回収される。
【０２５９】
　一部の態様では、本出願に開示されたDNAなどの核酸分子は、本開示の別の核酸分子に
「機能的に連結され」て、本開示の融合タンパク質の発現を可能にし得る。これに関して
、機能的な連結は、第1の核酸分子の配列エレメントおよび第2の核酸分子の配列エレメン
トが、単一のポリペプチドとしての融合タンパク質の発現を可能にする方法で繋がれた連
結である。
【０２６０】
　加えて、一部の態様では、Cys76とCys175との間の天然ジスルフィド結合は、本開示のN
GALムテイン（本開示の融合タンパク質に含まれるものを含む）において除去され得る。
同様に本開示のTlcムテイン（本開示の融合タンパク質に含まれるものを含む）について
の一部の態様では、Cys61とCys153との間の天然ジスルフィド結合が除去され得る。した
がって、そのようなムテインまたは融合タンパク質を、還元的酸化還元環境を有する細胞
区画において、例えばグラム陰性細菌の細胞質において産生することができる。
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【０２６１】
　本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質が分子内ジスルフィド結合を含む場
合、適切なシグナル配列を使用して酸化的酸化還元環境を有する細胞区画に新生ポリペプ
チドを誘導することが好ましい場合がある。そのような酸化的環境は、大腸菌などのグラ
ム陰性細菌のペリプラズムによって、グラム陽性細菌の細胞外環境において、または真核
細胞の小胞体の内腔において提供され得、通常は、構造的ジスルフィド結合の形成に有利
である。
【０２６２】
　しかし、宿主細胞、好ましくは大腸菌のサイトゾル中に本開示のリポカリンムテインま
たは融合タンパク質を産生させることも可能である。この場合、ポリペプチドは、可溶性
状態およびフォールディングされた状態で直接得られるか、または封入体の形態で回収さ
れ、続いてインビトロで再生され得る。さらなる選択肢は、酸化的細胞内環境を有する特
定の宿主株の使用であり、これにより、サイトゾル中でのジスルフィド結合の形成が可能
になり得る（Venturi et al. (2002) J. Mol. Biol. 315, 1-8）。
【０２６３】
　しかし、本明細書記載のリポカリンムテインまたは融合タンパク質は、必ずしも遺伝子
操作の使用によってのみ生成または産生されなくてもよい。それどころか、そのようなリ
ポカリンムテインまたは融合タンパク質は、メリーフィールド固相ポリペプチド合成など
の化学合成またはインビトロの転写および翻訳によっても、得ることができる。例えば、
分子モデリングを使用して有望な変異を同定し、次に、望まれる（設計された）ポリペプ
チドをインビトロ合成し、IL-17Aに対する結合活性を検討することが可能である。タンパ
ク質の固相および／または液相合成のための方法は、当技術分野において周知である（例
えば、Bruckdorfer, T. et al. (2004) Curr. Pharm. Biotechnol. 5, 29-43を参照され
たい）。
【０２６４】
　別の態様では、本開示のリポカリンムテインまたは融合タンパク質は、当業者に公知の
十分に確立された方法を利用して、インビトロ転写／翻訳によって産生され得る。
【０２６５】
　当業者は、本開示により企図されるがそのタンパク質配列または核酸配列が本明細書に
おいて明示的に開示されていないリポカリンムテインを調製するために有用な方法を認識
するであろう。概要として、アミノ酸配列のそのような改変は、例えば、特定の制限酵素
のための切断部位を組み入れることにより、変異リポカリン遺伝子またはその部分のサブ
クローニングを簡略化するために、単一のアミノ酸位置の特異的変異誘発を含む。加えて
、これらの変異は、リポカリンムテインまたは融合タンパク質のその標的（例えば、それ
ぞれIL-17AまたはIL-23p19）に対する親和性をさらに改善するためにも、組み入れること
ができる。さらに、変異は、フォールディング安定性、血清安定性、タンパク質抵抗性、
もしくは水溶性を改善するため、または必要に応じて凝集傾向を低減するためなど、ムテ
インまたは融合タンパク質のある特徴を調節するために、導入することができる。例えば
、ジスルフィド架橋形成を防止するために、天然システイン残基が、他のアミノ酸に変異
され得る。
【０２６６】
　本明細書開示のリポカリンムテインおよび融合タンパク質ならびにそれらの誘導体を、
抗体またはそのフラグメントと同様、多数の分野に使用することができる。例えば、リポ
カリンムテインおよび／または融合タンパク質ならびにそれらのそれぞれの誘導体を、酵
素、抗体、放射性物質、または生化学活性もしくは既定の結合特徴を有する任意の他の基
を用いて標識するために使用することができる。そうすることによって、そのそれらの各
々の標的は、検出され、またはそれらと接触した時にもたらされ得る。加えて、本開示の
リポカリンムテインおよび／または融合タンパク質は、確立された分析方法（例えば、EL
ISAもしくはウエスタンブロット）または顕微鏡法もしくは免疫センサー法により、化学
構造を検出するために役立ち得る。これに関して、検出シグナルは、適切なムテイン、も
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しくは適切な融合タンパク質の使用により直接的に；または抗体により結合されたムテイ
ンの免疫化学的検出により間接的に生成させることができる。
【０２６７】
　本発明により、IL-17および／またはIL-23に検出可能な親和性で結合するタンパク質ム
テインを提供するように操作することができる他のタンパク質の骨格には、EGF様ドメイ
ン、クリングルドメイン、フィブロネクチンI型ドメイン、フィブロネクチンII型ドメイ
ン、フィブロネクチンIII型ドメイン、PANドメイン、G1aドメイン、SRCRドメイン、クニ
ッツ／ウシ膵臓トリプシンインヒビタードメイン、テンダミスタット（tendamistat）、
カザール型セリンプロテアーゼインヒビタードメイン、トレフォイル（P型）ドメイン、
フォンウィルブランド因子C型ドメイン、アナフィラトキシン様ドメイン、CUBドメイン、
サイログロブリンI型リピート、LDL受容体クラスAドメイン、スシドメイン、リンクドメ
イン、トロンボスポンジンI型ドメイン、免疫グロブリンドメインまたは免疫グロブリン
様ドメイン（例えば、ドメイン抗体またはラクダ重鎖抗体）、C型レクチンドメイン、MAM
ドメイン、フォンウィルブランド因子A型ドメイン、ソマトメジンBドメイン、WAP型4ジス
ルフィドコアドメイン、F5/8 C型ドメイン、ヘモペキシンドメイン、SH2ドメイン、SH3ド
メイン、ラミニン型EGF様ドメイン、C2ドメイン、「カッパボディー（Kappabody）」（Il
l. et al. "Design and construction of a hybrid immunoglobulin domain with proper
ties of both heavy and light chain variable regions" Protein Eng 10:949-57 (1997
)）、「ミニボディー（Minibody）」（Martin et al. 「The affinity-selection of a m
inibody polypeptide inhibitor of human interleukin-6" EMBO J 13:5303-9 (1994)）
、「ダイアボディー（Diabody）」（Holliger et al. "'Diabodies': small bivalent an
d bispecific antibody fragments" PNAS USA 90:6444-6448 (1993)）、「ヤヌシン（Jan
usin）」（Traunecker et al. "Bispecific single chain molecules (Janusins) target
 cytotoxic lymphocytes on HIV infected cells" EMBO J 10:3655-3659 (1991)およびTr
aunecker et al. "Janusin: new molecular design for bispecific reagents" Int J Ca
ncer Suppl 7:51-52 (1992)、ナノボディー、アドネクチン（adnectin）、テトラネクチ
ン（tetranectin）、ミクロボディー（microbody）、アフィリン（affilin）、アフィボ
ディー（affibody）アンキリン、クリスタリン、ノッチン、ユビキチン、ジンクフィンガ
ータンパク質、自己蛍光タンパク質、アンキリンもしくはアンキリンリピートタンパク質
またはロイシンリッチリピートタンパク質、アビマー（avimer）（Silverman, Lu Q, Bak
ker A, To W, Duguay A, Alba BM, Smith R, Rivas A, Li P, Le H, Whitehorn E, Moore
 KW, Swimmer C, Perlroth V, Vogt M, Kolkman J, Stemmer WP 2005, Nat Biotech, Dec
;23(12):1556-61, E-Publication in Nat Biotech. 2005 Nov 20 edition）；およびSilv
erman J, Lu Q, Bakker A, To W, Duguay A, Alba BM, Smith R, Rivas A, Li P, Le H, 
Whitehorn E, Moore KW, Swimmer C, Perlroth V, Vogt M, Kolkman J, Stemmer WP, Nat
 Biotech, Dec;23(12):1556-61, E-Publication in Nat. Biotechnology. 2005 Nov 20 e
dition）にも記載のヒト受容体ドメインファミリーのエキソンシャッフリングにより進化
した多価アビマータンパク質が含まれる。
【０２６８】
　本開示の追加的な目的、利点、および特徴は、限定的であると意図されない以下の実施
例およびその添付図面を検討することにより当業者に明らかになる。したがって、本開示
は、例示的な態様および任意の特徴により具体的に開示されるものの、本明細書において
開示される、その中に具体化された開示の改変および変形が当業者によって用いられ得る
こと、ならびにそのような改変および変形が、本開示の範囲内であると見なされることを
理解すべきである。
【実施例】
【０２６９】
V. 実施例
実施例1：SPRにより測定されるIL-17Aに対するリポカリンムテインの親和性
　IL-17Aに対するSEQ ID NO:1のリポカリンムテインの結合親和性を測定するために、Bia
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core T200機器（GE Healthcare）を利用する表面プラズモン共鳴（SPR）に基づくアッセ
イを利用した。SPR親和性アッセイ（図1）では、標準的なアミン化学反応を使用してIL-1
7Aをセンサーチップ上に固定化した。1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル）カルボジ
イミド（EDC）およびN-ヒドロキシスクシンイミド（NHS）を使用してチップの表面を活性
化した。続いて、279レゾナンスユニット（RU）の固定化レベルが達成されるまで、10mM
酢酸塩（pH5）中の5μg/mL IL-17A溶液を流速10μL/分で適用した。残留した活性化基を
エタノールアミンでクエンチした。エタノールアミンの後にEDC/NHSで処理することによ
り、参照チャネルはブランク固定化を受けた。
【０２７０】
　親和性を決定するために、SEQ ID NO:1の4つの希釈液をHBS-EP+緩衝液中に調製し、調
製済みのチップ表面に適用した。接触時間300秒、解離時間1200秒で、流速30μL/分を適
用して、結合アッセイを実施した。全ての測定を25℃で行った。10mM水性H3PO4（30秒）
および10mMグリシン-HCl（pH1.5）（15秒）の連続注入に続く、流動緩衝液を用いた余分
な洗浄および安定化時間30秒で固定化IL-17A表面の再生を果たした。タンパク質の測定前
に、スタートアップの3サイクルをコンディショニング目的で行った。データをBiacore T
200 Evaluationソフトウェア（V 1.0）で評価した。ダブルリファレンスを使用した。生
データの適合に1:1結合モデルを使用した。
【０２７１】
　結果として生じた適合曲線を図1に示す。データから、SEQ ID NO:1がIL-17Aに結合速度
定数ka＝7.0×104M-1秒-1および解離速度定数kd＝5.3×10-5秒-1の高い親和性で結合し、
解離定数KD＝0.8nMを生じたことが示される。
【０２７２】
実施例2：代替的な様式のSPRにより測定された、IL-17A/Fに対するリポカリンムテインの
親和性
　SEQ ID NO:1をリガンドとして捕捉し、ヒトIL-17A/Fを分析物として適用する、代替的
なアッセイ様式の表面プラズモン共鳴（SPR）に基づくアッセイにおいてIL-17AFに対する
SEQ ID NO:1のリポカリンムテインの結合親和性を測定するために、Biacore T200機器（G
E Healthcare）を使用した。この様式では、アッセイにおける潜在的なアビディティー効
果を避けるために、（実施例1で使用したホモダイマー性IL-17Aとは対照的に）ヒトIL-17
A/Fを採用した。適切な過剰のEZ-Link NHS-PEG4-ビオチン（Thermo, Cat# 21329）を適用
して、SEQ ID NO:1を室温で2時間ビオチン化し、Zebaスピン脱塩プレート（Thermo, Cat#
 21329）を製造業者の説明書に従って使用して、未反応のビオチンを分離した。
【０２７３】
　SPR親和性アッセイでは、Biotin CAPture Kit（GE Healthcare）を使用してビオチン化
SEQ ID NO:1をセンサーチップCAP上に捕捉した。センサーチップCAPにはssDNAオリゴヌク
レオチドが予め固定化されていた。無希釈のBiotin CAPture Reagent（相補ss-DNAオリゴ
ヌクレオチドとコンジュゲートしたストレプトアビジン）を流速2μL/分で300秒間適用し
た。続いて、0.4～10μg/mLのビオチン化SEQ ID NO:1を流速5μL/分で300秒間適用した。
参照チャネルにビオチンCAPture Reagentのみを負荷した。
【０２７４】
　結合親和性を決定するために、ヒトIL-17A/Fの5つの希釈物（0.2～20nM）をHBS-EP+緩
衝液中に調製し、調製されたチップ表面に適用した。流速30μL/分を適用して、単サイク
ル動態アプローチを試料接触時間300秒および解離時間2400秒で使用した。リガンドの固
定化後、5つの濃度全てを昇順に連続的に適用し、その後解離を監視した。全ての測定を2
5℃で行った。0.25M NaOHを有する6M Gua-HClを注入し、続いてランニングバッファーで
余分の洗浄を行い、安定化時間120秒を設けることでセンサーチップCAP表面の再生を成し
遂げた。Biacore T200 Evaluationソフトウェア（V 1.0）でデータを評価した。ダブルリ
ファレンスを使用した。生データの適合に単サイクル動態1:1結合モデルを使用した。
【０２７５】
　結果として生じた適合曲線を図2に示す。データから、SEQ ID NO:1がヒトIL-17A/Fに結



(56) JP 2017-518748 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

合速度定数ka＝1.2×106M-1秒-1および解離速度定数kd＝1.2×10-4秒-1の高い親和性で結
合し、計算平衡解離定数KD＝100pMを生じたことが示される。実施例1との比較から、SPR
アッセイの結果がアッセイ様式にいくらか依存することが示される。しかし、両方の様式
で、それぞれヒトIL-17AおよびヒトIL-17A/Fに対するSEQ ID NO:1の親和性は、高く、ナ
ノモル濃度以下の範囲である。アッセイは、SEQ ID NO:1とこのムテインを含む融合体と
の間の比較を可能にするために重要である（下の実施例11参照）。
【０２７６】
実施例3：IL-17Aへのリポカリンムテイン結合の競合的作用様式
　 SEQ ID NO:1が競合様式でIL-17Aに結合するかどうかを、競合ELISA様式を使用してイ
ンビトロで試験した（図3）。この実験では、一定濃度のビオチン化ヒトIL-17Aを様々な
濃度のSEQ ID NO:1と共に1時間インキュベートした。溶液中でのこの予備インキュベーシ
ョンの後に、一定分量のリポカリンムテイン／IL-17A混合物を、ヒトIL-17RAをコーティ
ングしたELISAプレートに移して、hIL-17RAとの結合がブロックされなかったhIL-17Aの濃
度を測定した（図3）。
【０２７７】
　全てのインキュベーション段階を、300rpmで振盪して行い、各インキュベーション段階
の後に、Biotek EL405セレクトCWウォッシャーを使用してプレートをPBS-T緩衝液（PBS、
0.05％ Tween 20）80μlで5回洗浄した。第1の段階では、384ウェルMSDプレートに、PBS
中に濃度1μg/mlの可溶性ヒトIL-17RA 20μlを4℃で一晩直接コーティングした。洗浄後
、受容体コーティング済みのウェルを、PBS-T/BSA（0.1％ Tween 20含有PBS中の2％ BSA
）60μlを用いて室温で1時間ブロッキングした。
【０２７８】
　適切な出発濃度のSEQ ID NO:1およびSEQ ID NO:41を使用して、PBS-T/BSA緩衝液中に1:
4の比にピコモル濃度範囲まで系列希釈した様々な濃度のSEQ ID NO:1または陰性対照とし
てのSEQ ID NO:41と共に、一定濃度0.01nMのヒトIL-17Aを溶液中でインキュベートした。
室温で1時間インキュベーション後に、反応混合物20μlをhIL-17RAコーティング済みMSD
プレートに移して、未結合（遊離）の、または非競合的に結合したhIL-17Aを室温で20分
間捕捉した。ELISAの読み出し結果を遊離hIL-17Aの絶対濃度に変換可能にするために（下
記参照）、様々な濃度のhIL-17Aを含有する標準曲線をPBS-T/BSA中に調製し、同じMSDプ
レート上で同様に20分間インキュベートした。
【０２７９】
　結合したビオチン化hIL-17Aの検出および定量を可能にするために、残った上清を捨て
、PBS-T/BSA中に濃度1μg/mLのStrepavidin Sulfo-tag 20μlを添加し、室温で1時間イン
キュベートした。洗浄後、MSD Read Buffer T（2×）60μlを各ウェルに添加し、プレー
トを15分以内に読み取った。
【０２８０】
　結果として生じた電気化学発光（ECL）シグナルを、SECTOR Imager 2400（Meso Scale 
Discovery）を使用して測定した。以下のように評価を行った：遊離IL-17A濃度c(IL-17A)

遊離を計算し（並行して決定した標準曲線から）、SEQ ID NO:1の濃度c(SEQ ID NO:1)に
対してプロットした。IL-17A/IL-17RA複合体の形成が50％ブロックされたSEQ ID NO:1の
濃度（IC50)を得るために、合計トレーサー濃度c(IL-17A)合計およびIC50値を自由パラメ
ーターとしてc(IL-17A)遊離＝c(IL-17A)合計/(1+c(SEQ ID NO:1)/IC50))に従う単一部位
結合モデルを用いた非線形回帰により、曲線を適合させた。曲線適合は、GraphPad Prism
 4ソフトウェアを使用して行った。
【０２８１】
　図3に、陰性対照SEQ ID NO:41がhIL-17Aに結合せず、対照的に、SEQ ID NO:1は、hIL-1
7Aに対する強い競合結合を実証し、適合されたIC50値は75pMであったことを示す。
【０２８２】
実施例4：IL-17Aに対するリポカリンムテインの特異性および種交差反応性
　SEQ ID NO:1のリポカリンムテインの特異性および種交差反応性（図4）を、「溶液競合
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ELISA」によってアッセイし、その原理は以下の通りであった：一定濃度のSEQ ID NO:1を
様々な濃度のリガンドと共に1時間インキュベートした。リガンドは、ヒトIL-17A、カニ
クイザルIL-17A（cIL-17A）、およびキヌザルIL-17Aであった。溶液中でのこの予備イン
キュベーション後に、ニュートラアビジンによりビオチン化hIL-17Aを固定化したELISAプ
レートに、一定分量のムテイン／リガンド混合物を移して、残りの遊離SEQ ID NO:1の濃
度を測定した。遊離（非リガンド結合型）SEQ ID NO:1の濃度を定量ELISA設定により決定
した（図4）。本アッセイは、全てのリガンドがSEQ ID NO:1上の同じ結合部位をターゲテ
ィングしていたこと、すなわちリガンドが相互に競合してSEQ ID NO:1に結合したことに
依拠したことに留意されたい。
【０２８３】
　以下の詳細な実験プロトコールでは、インキュベーション段階および洗浄段階を、上の
競合ELISAプロトコールに記載したように行った。蛍光測定に適した384ウェルプレート（
Greiner FLUOTRAC（商標）600、黒平底、高結合性）に、PBS中に濃度5μg/mlのニュート
ラアビジン20μlを4℃で一晩コーティングした。洗浄後、ニュートラアビジンコーティン
グ済みウェルをブロッキング緩衝液（PBS-T/BSA）100μlで、室温にて1時間ブロッキング
した。再度洗浄後、PBS中に濃度1μg/mLのビオチン化hIL-17A 20μlを室温で1時間添加し
、過剰の試薬を除去した。
【０２８４】
　適切な出発濃度を使用して、PBS-T/BSA中に1:3の比でピコモル濃度範囲まで系列希釈し
た様々な濃度のリガンド（hIL-17A、cIL-17A、およびキヌザルIL-17A）と共に、一定濃度
0.25nMのSEQ ID NO:1を溶液中でインキュベートした。室温で1時間インキュベーション後
に、ビオチン化hIL-17Aが固定化された384ウェルプレートに反応混合物20μlを移して、
未結合（遊離）のSEQ ID NO:1を室温で20分間捕捉した。ELISAの読み出し結果を遊離SEQ 
ID NO:1の絶対濃度に変換可能にするために（下記参照）、様々な濃度のSEQ ID NO:1を含
有する標準曲線をPBS-T/BSA中に調製し、および同じELISAプレート上で同様に20分間イン
キュベートした。
【０２８５】
　残った上清を捨て、PBS-T/BSA中に所定の最適濃度のHRP標識抗リポカリン抗体20μlを
添加し、室温で1時間インキュベートした。抗リポカリン抗体は、リポカリンムテイン混
合物を用いたウサギの免疫処置によって得られたものであり、続いてキット（EZ-link Pl
us Activated Peroxidase, Thermo Scientific）を製造業者の説明書に従って使用してそ
の抗体をHRPとカップリングさせ、抗体-HRPコンジュゲートを得た。洗浄後、蛍光発生HRP
基質（Quantablue, Pierce）20μlを各ウェルに添加し、反応を60分間進行させた。プレ
ート上の各ウェルの蛍光強度を、Genios Plus Microplateリーダー（Tecan）を使用して
読み取った。データを評価するために、遊離SEQ ID NO:1濃度c(SEQ ID NO:1)遊離を標準
曲線の結果に基づき計算し、リガンド濃度c(Ligand)に対してプロットした。IL-17A/SEQ 
ID NO:1複合体の形成が50％ブロックされたリガンド濃度（IC50）を得るために、合計ト
レーサー濃度c(SEQ ID NO:1)合計およびIC50値を自由パラメーターとしてc(SEQ ID NO:1)

遊離＝c(SEQ ID NO:1)合計/(1+c(Ligand)/IC50))に従う単一部位結合モデルを用いた非線
形回帰により、曲線を適合させた。曲線適合は、GraphPad Prism 4ソフトウェアを使用し
て行った。
【０２８６】
　まとめると、曲線適合は、以下の結果をもたらした:IC50hIL-17A＝0.1nM、IC50cIL-17A
＝0.1nMおよびIC50キヌザルIL-17A＝0.2nM。図4に示すように、データにより、SEQ ID NO
:1が、ヒト、カニクイザル、およびキヌザル由来のIL-17Aに対して高い親和性を示すこと
が実証され、したがって、SEQ ID NO:1がカニクイザルおよびキヌザルIL-17Aと完全に交
差反応性であることが示される。
【０２８７】
実施例5：細胞に基づくアッセイにおけるIL-17A誘導G-CSF分泌のリポカリンムテイン介在
性ブロック
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　本発明者らは、SEQ ID NO:1がIL-17Aの生物学的活性をブロックする能力を実証するた
めに、細胞に基づくアッセイを利用した。アッセイは、U87-MG細胞（ATCCカタログ# HTB-
14）におけるG-CSFのIL-17A誘導分泌に基づいた。臨床的に発生した2つのベンチマーク抗
体に対するSEQ ID NO:1の効力を比較するために、この高感度の機能アッセイを利用した
。このアッセイでは、組み換えhIL-17AをSEQ ID NO:1、ベンチマーク抗体分子または対照
と共に予備インキュベートし、細胞に添加した。SEQ ID NO:1に加えて、以下のベンチマ
ークおよび対照をアッセイに含ませた：ベンチマーク抗体1（重鎖SEQ ID NO:53；軽鎖SEQ
 ID NO:54）、ベンチマーク抗体2（重鎖SEQ ID 55；軽鎖SEQ ID NO:56）ならびに陰性対
照としてSEQ ID NO:2およびヒトIgGアイソタイプ抗体（Dianova, CAT# 009-000-002）。
次に、上清中のG-CSF濃度をELISAにより測定した。
【０２８８】
　U87-MG細胞を細胞培養フラスコに入れて標準条件下で培養した（10％ウシ胎仔血清FCS
（PAA Laboratories）を含有するダルベッコ変法イーグル培地DMEM（PAN Biotech GmbH）
、37℃、5％ CO2雰囲気）。
【０２８９】
　実験1日目に、Accutase（PAA Laboratories）を製造業者の説明書に従って用いて、接
着細胞をそれらの支持体から解離させた。続いて細胞を1000rpmで5分間遠心沈殿させ、培
地中に再懸濁し、100μm細胞ストレーナー（Falcon）を通過させて濾過して、細胞凝集物
を除去した。次に、細胞を、96ウェル平底組織培養プレート（Greiner）に最終体積100μ
lを使用して密度5000個／ウェルで蒔いた。それらを標準条件下で一晩インキュベートし
た。
【０２９０】
　SEQ ID NO:1、SEQ ID NO:2、ヒトIgGアイソタイプ抗体（Dianova, CAT# 009-000-002）
、ベンチマーク抗体1およびベンチマーク抗体2（上記）が、研究中の分子（「MUS」）で
あった。2日目に、96ウェルプレート中に成長した細胞の培地を新鮮培地80μlによって置
き換え、続いて一定濃度0.1nMの組み換えhIL-17AおよびMUS溶液の希釈系列を細胞に添加
した。これは、各MUSまたは対照について3つ組で行った。細胞を標準条件下でさらに20～
24時間インキュベートした。G-CSFレベルの測定のために上清を収集する前に、ウェルを
顕微鏡で視覚的に検査した。かなりの細胞死または細胞凝集物の存在を示したウェルを評
価から除外した。MSDからのG-CSF Ultra-Sensitive Kitを使用してG-CSFレベルを決定し
た。データを評価するために、MUS濃度c(MUS)に対してG-CSF濃度を任意ユニットでプロッ
トした。U-87 MG細胞によるG-CSF産生の誘導が50％に減少したMUS濃度（IC50）を得るた
めに、自由パラメーターがIC50、誘導G-CSF濃度c(G-CSF)最大、および未誘導G-CSF濃度c(
G-CSF)最小で、c(G-CSF)＝c(G-CSF)最小+[c(G-CSF)最大-c(G-CSF)最小]/[1+c(MUS)/IC50]
に従う単一部位結合モデルを用いて、非線形回帰により曲線を適合させた。ここで、c(G-
CSF)最大およびc(G-CSF)最小は、研究中のアンタゴニストまたは対照分子に依存しなかっ
たと仮定し、したがってそれらを、全ての分子について共通の値に適合させた。
【０２９１】
　図5に、2つ組で行った実験の代表的な実施例を示す。結果として生じたSEQ ID NO:1に
ついての平均EC50値は0.13nM（第1の実験で0.17nM、繰り返し実験で0.10nM）であり、そ
れは、EC50＝2.33（2.65/2.01）nMを示したベンチマーク1よりも有意に強力であり、EC50
＝0.12（0.14/0.10）nMを有するベンチマーク2と比較して類似の範囲内であった。SEQ ID
 NO:2およびヒトIgGアイソタイプ抗体（Dianova, CAT# 009-000-002、図5に示さず）から
なる陰性対照は、細胞のIL-17A誘導G-CSF産生に無効であった。
【０２９２】
実施例6：SPRによって測定されたIL-23に対するリポカリンムテインの親和性
　ヒトIL-23に対するSEQ ID NO:2のリポカリンムテインの結合親和性を測定するために、
Biacore T200機器（GE Healthcare）を利用する表面プラズモン共鳴（SPR）に基づくアッ
セイを利用した。SPR親和性アッセイ（図6）では、標準的なアミン化学反応を使用してhI
L-23をセンサーチップ上に固定化した。EDCおよびNHSを使用してチップの表面を活性化し
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た。続いて、十分な固定化レベルが達成されるまで、10mM酢酸塩（pH4.5）中の5μg/mL h
IL-23溶液を流速10μL/分で適用した。残留した活性化基をエタノールアミンでクエンチ
した。エタノールアミンの後にEDC/NHSで参照チャネルを処理した（ブランク固定化）。
【０２９３】
　SEQ ID NO:2の結合親和性を決定するために、SEQ ID NO:2の5つの希釈液をHBS-EP+緩衝
液中に調製し、調製済みのチップ表面に適用した。接触時間300秒、解離時間1200秒で、
流速30μL/分を適用して、結合アッセイを実施した。全ての測定を25℃で行った。10mM水
性H3PO4（30秒）の注入に続く、流動緩衝液を用いた余分な洗浄および安定化時間30秒で
固定化hIL-23表面の再生を果たした。タンパク質の測定前に、スタートアップの3サイク
ルの測定をコンディショニング目的で行った。データをBiacore T200 Evaluationソフト
ウェア（V 1.0）で評価した。ダブルリファレンスを使用した。生データの適合に1:1結合
モデルを使用した。
【０２９４】
　図6に、3つ組で行った実験の代表的な実施例を示す。結果として生じた適合曲線により
、SEQ ID NO:2が、hIL-23に結合速度定数ka＝5.0×104M-1秒-1および解離速度定数kd＝1.
9×10-5秒-1の高い親和性で結合したことが実証される。3回の反復実験で決定された平均
解離定数は、KD＝0.35±0.20nMになり、SEQ ID NO:2とヒトIL-23との間の高親和性相互作
用を実証している。
【０２９５】
実施例7：代替的な様式でSPRにより測定されたIL-23に対するリポカリンムテインの親和
性
　SEQ ID NO:2をリガンドとして捕捉し、hIL-23を分析物として適用する、代替的なアッ
セイ様式の表面プラズモン共鳴（SPR）を使用してヒトIL-23に対するSEQ ID NO:2の結合
親和性を測定するために、Biacore T200機器（GE Healthcare）を使用した。SEQ ID NO:2
および対照を実施例2記載のようにビオチン化した。SPR親和性アッセイでは、Biotin CAP
ture Kit（GE Healthcare）を使用してビオチン化SEQ ID NO:2をセンサーチップCAP上に
捕捉した。このために、無希釈のBiotin CAPture Reagentを流速2μL/分で300秒間適用し
た。続いて、0.4～10μg/mLのビオチン化SEQ ID NO:2または対照を流速5μL/分で300秒間
適用した。参照チャネルにはビオチン CAPture Reagentのみを負荷した。
【０２９６】
　結合親和性を決定するために、hIL-23（7～600nM）の5つの希釈液を、350mM NaClを補
充したHBS-EP+緩衝液中に調製し、調製済みのチップ表面に適用した。hIL-23とチップ表
面との非特異的相互作用を最小限にするために350mM NaClの添加が必要であった。流速30
μL/分を適用して、単サイクル動態アプローチを試料接触時間300秒および解離時間4000
秒または7200秒で使用した。リガンドの固定化後、5つの濃度全てを昇順に連続的に適用
し、その後解離を監視した。全ての測定を25℃で行った。センサーチップCAP表面の再生
およびデータ評価を、実施例2記載のように成し遂げた。
【０２９７】
　結果として生じた適合曲線を図7に示す。データから、SEQ ID NO:2がhIL-23に結合速度
定数ka＝1.23×104M-1秒-1および解離速度定数kd＝3.55×10-5秒-1のかなり高い親和性で
結合し、計算平衡解離定数KD＝2.9nMを生じたことが示される。実施例6との比較から、SP
Rアッセイ様式を使用した場合に親和性の強い低下が示されるが、それは、hIL-23とチッ
プ表面との非特異的相互作用を最小限にして、その結果、この様式でアッセイを実施する
ことを容易にするために緩衝液中に含めなければならなかった高い非生理学的濃度のNaCl
（350mM）に起因すると考えられる。本アッセイは、SEQ ID NO:2とこのムテインを含有す
る融合体との比較を可能にするために重要である（下の実施例11参照）。
【０２９８】
実施例8：IL-23へのリポカリンムテイン結合の競合的作用様式
　実施例3と同様であるが、標的としてhIL-23を使用して、リポカリンムテインSEQ ID NO
:2が競合様式でhIL-23に結合するかどうかを、競合ELISA様式を使用してインビトロで試
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験した（図8）。
【０２９９】
　全てのインキュベーション段階を、300rpmで振盪して行い、各インキュベーション段階
の後に、Biotek EL405セレクトCWウォッシャーを使用してプレートをPBS/0.05％ Tween 2
0 80μlで5回洗浄した。384ウェルMSDプレートに、PBS中に濃度1μg/mlの可溶性ヒトIL-2
3受容体20μlを4℃で一晩直接コーティングした。洗浄後、受容体コーティング済みのウ
ェルを、PBS-T/BSA 60μlを用いて室温で1時間ブロッキングした。
【０３００】
　適切な出発濃度を使用して、PBS-T/BSA中に1:4の比にピコモル濃度範囲まで系列希釈し
た様々な濃度のSEQ ID NO:2または陰性対照としてのSEQ ID NO:43と共に、一定濃度0.01n
Mのビオチン化ヒトIL-23を溶液中でインキュベートした。室温で1時間インキュベーショ
ン後に、反応混合物20μlをIL-23受容体コーティング済みMSDプレートに移して、未結合
（遊離）の、または非競合的に結合したhIL-23を室温で20分間捕捉した。ELISAの読み出
し結果を遊離hIL-23の絶対濃度に変換可能にするために（下記参照）、100nMから開始し
て様々な濃度のhIL-23を含有する標準曲線（1:4に11段階の系列希釈）をPBS-T/BSA中に調
製し、同じMSDプレート上で同様に20分間インキュベートした。結合したビオチン化hIL-2
3の検出および定量を可能にするために、残った上清を捨て、PBS-T/BSA中に濃度1μg/mL
のStrepavidin Sulfo-tag 20μlを添加し、室温で1時間インキュベートした。洗浄後、MS
D Read Buffer T（2×）60μlを各ウェルに添加し、プレートを15分以内に読み取った。
【０３０１】
　結果として生じたECLシグナルを、SECTOR Imager 2400（Meso Scale Discovery）を使
用して測定した。実施例3と同様に評価を行った。図8に示すように、陰性対照SEQ ID NO:
43は、hIL-23に結合せず、対照的に、SEQ ID NO:2は、hIL23に対する競合結合を実証し、
適合されたIC50値は0.54nMであった。
【０３０２】
実施例9：IL-23に対するリポカリンムテインの特異性および種交差反応性
　SEQ ID NO:2のリポカリンムテインの特異性および種交差反応性（図9）を、実施例4と
同様に、しかし異なるリガンド、すなわちヒト、カニクイザル（cIL-23）、キヌザル、お
よびマウス由来のIL-23を検討する、「溶液競合ELISA」によってアッセイした。
【０３０３】
　以下の詳細な実験プロトコールでは、インキュベーション段階および洗浄段階を、上の
競合ELISAプロトコールに記載したように行った。蛍光測定に適した384ウェルプレート（
Greiner FLUOTRAC（商標）600、黒平底、高結合性）に、PBS中に濃度5μg/mlのニュート
ラアビジン20μlを4℃で一晩コーティングした。洗浄後、ニュートラアビジンコーティン
グ済みウェルをPBS-T/BSA 100μlで、室温にて1時間ブロッキングした。再度洗浄後、PBS
中に濃度0.25μg/mLのビオチン化hIL-23-Bio 20μlを室温で1時間添加し、過剰の試薬を
除去した。
【０３０４】
　適切な出発濃度を使用して、PBS-T/BSA中に1:3の比でピコモル濃度範囲まで系列希釈し
た様々な濃度のリガンド（hIL-23、cIL-23、キヌザルIL-23、およびマウスIL-23）と共に
、一定濃度0.5nMのSEQ ID NO:2を溶液中でインキュベートした。室温で20分間インキュベ
ーション後に、hIL-23コーティング済み384ウェルプレートに反応混合物20μlを移して、
未結合（遊離）のSEQ ID NO:2を室温で20分間捕捉した。ELISAの読み出し結果を遊離SEQ 
ID NO:2の絶対濃度に変換可能にするために（下記参照）、様々な濃度のSEQ ID NO:2を含
有する標準曲線をPBS-T/BSA中に調製し、同じMSDプレート上で同様に20分間インキュベー
トした。
【０３０５】
　プレートに捕捉されたSEQ ID NO:2を定量するために、残った上清を捨て、PBS-T/BSA中
に予め決められた最適濃度のHRP標識抗リポカリン抗体20μlを添加し、室温で1時間イン
キュベートした。抗リポカリン抗体は、リポカリンムテイン混合物を用いたウサギの免疫
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処置によって得られたものであり、続いてキット（EZ-link Plus Activated Peroxidase,
 Thermo Scientific）を製造業者の説明書に従って使用してその抗体をHRPとカップリン
グさせ、抗体-HRPコンジュゲートを得た。プレートのさらなる取り扱い、データ取得およ
び評価を、実施例4記載のように行った。
【０３０６】
　図9に示すように、結果から、SEQ ID NO:2がヒトおよびマウスIL-23と完全に交差反応
性であり、カニクイザルおよびキヌザルのIL-23に対して、IC50hIL-23＝0.9nM、IC50cIL-
23＝4.8nM、IC50marmIL-23＝12nMおよびIC50mIL-23＝0.5nMのいくらか減少した親和性を
示すことが実証される。
【０３０７】
実施例10：細胞に基づく増殖アッセイにおけるIL-23のリポカリンムテイン介在性ブロッ
ク
　ヒトIL-23受容体を組み換え発現する細胞を利用する短期増殖バイオアッセイの適用に
より、SEQ ID NO:2のリポカリンムテインがhIL-23の生物学的活性を中和する能力を判断
した。Ba/F3形質移入細胞系は、受容体の両方のサブユニットhIL-23RおよびhIL-12Rβ1を
発現し、ヒトIL-23およびカニクイザルIL-23の両方に応答性である。Ba/F3細胞は、hIL-2
3に応答して用量依存的に増殖し、hIL-23中和剤により増殖を阻害することができる。ア
ッセイでは、様々な濃度のSEQ ID NO:2を一定量のhIL-23と共に予備インキュベートし、
続いて、その混合物を培養Ba/F3細胞に添加した。培養3日後に、生存可能な細胞数を定量
することによって、増殖の程度を判断した。CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability
 Assay（Promega CAT# G7571）を使用してこれを行い、代謝活性な細胞数と相関するATP
レベルを測定した。SEQ ID NO:2がhIL-23を中和する能力を、そのIC50値、すなわちhIL-2
3誘導増殖の最大半値阻害に導くリポカリンムテイン濃度により判断した。
【０３０８】
　アッセイを設定する詳細な手順を本明細書により以下に説明する。RPMI-1640培地、10
％ウシ胎仔血清、0.05mM 2-メルカプトエタノール、500μg/mL ゲネチシン（G418）、1ng
/mL mIL-3、2μg/mLピューロマイシン、および200μg/mLゼオシン（zeocin）中でBa/F3形
質移入体を維持した。RPMI-1640培地、10％ウシ胎仔血清、および0.05mM 2-メルカプトエ
タノール中でBa/F3の増殖アッセイを実施した。384ウェル白色透明平底プレート（Greine
r）中、25μL／ウェルでアッセイを行った。
【０３０９】
　1日目に、Ba/F3懸濁細胞培養物からの細胞を計数し、ペレットにし、アッセイ培地中で
2回洗浄し、2500個／ウェルの密度で蒔いた。Ba/F3細胞の増殖を誘導するために必要な、
予め決められたEC50に対応する50pMのhIL-23（CAT# HZ-1254, HumanZyme）、ならびにSEQ
 ID NO:2、陰性対照（ヒトIgGアイソタイプ抗体、CAT#. 009-000-003, Dianova）および
ベンチマーク抗体（ベンチマーク3:SEQ ID NO:57およびSEQ ID NO:58、ベンチマーク4:SE
Q ID NO:59およびSEQ ID NO:60）の希釈系列をウェルに添加した。全ての用量設定系列を
、アッセイ培地中での1:3系列希釈および適切な出発濃度を使用して行った。続いて、細
胞を37℃で72時間増殖させた。hIL-23の効力が日間および日内変動に供されなかったこと
を確認するために、50nMから開始するアッセイ培地中での1:3希釈段階を使用して、hIL-2
3単独の希釈系列をBa/F3細胞に添加することにより、hIL-23に対するBa/F3細胞の用量依
存的増殖応答をチェックした。72時間後の細胞増殖を定量するために、各ウェルの中でCe
llTiter-Glo試薬25μLを細胞に添加し、軌道シェーカー上で2分間インキュベートして細
胞溶解を誘導し、PheraStar FSリーダーを使用して発光を測定した。
【０３１０】
　GraphPad Prismソフトウェア（GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA
）を使用して試料濃度に対して発光シグナルをプロットし、S字状用量反応モデルでデー
タの非線形回帰を行って、EC50値を決定した。
【０３１１】
　実験結果を図10に示す。上に開示した増殖アッセイは、2つの独立した実験を代表する
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ものである。SEQ ID NO:2は、平均EC50 1.2nM（第1の実験で1.7nM、繰り返し実験で0.7nM
）を表し、ベンチマーク3は、EC50 3.0nM（3.1/2.9）を示し、ベンチマーク4は、EC50 1.
2nM（0.8/1.5）を示した。陰性対照は、増殖に効果を有さなかった。したがって、データ
により、SEQ ID NO:2およびベンチマーク分子は、この機能アッセイにおいて匹敵する効
力を示すことが実証される。
【０３１２】
実施例11：融合タンパク質の設計および特徴
　以下および図11に示すように、IL-17A結合リポカリンムテインおよびIL-23結合リポカ
リンムテインの一方または両方のいずれかを含む様々な融合タンパク質を生成させ、発現
させ、特徴付けた。
【０３１３】
　SEQ ID NO:8は、SEQ ID NO:1と、連鎖球菌プロテインGのアルブミン結合ドメインに由
来する脱免疫化アルブミン結合ペプチド（dABD、SEQ ID NO:15）との融合タンパク質であ
る。
【０３１４】
　SEQ ID NO:7は、SEQ ID NO:2とSEQ ID NO:15との融合タンパク質である。
【０３１５】
　SEQ ID NO:10は、2つのSEQ ID NO:1 配列が並んで、リンカーSEQ ID NO:18を介して連
結したものがSEQ ID NO:15と融合されたホモダイマー性融合タンパク質である。
【０３１６】
　SEQ ID NO:3は、SEQ ID NO:1およびSEQ ID NO:2がリンカーSEQ ID NO:18を介して連結
したヘテロダイマー性融合タンパク質であり；一方でSEQ ID NO:4は、逆順のリポカリン
ムテインSEQ ID NO:2およびSEQ ID NO:1を有し、わずかに異なるリンカーSEQ ID NO:19で
連結したヘテロダイマー性融合タンパク質である。
【０３１７】
　SEQ ID NO:5は、SEQ ID NO:3に対応するが、連鎖球菌プロテインGのアルブミン結合ド
メイン（SEQ ID NO:14）と追加的にC末端融合した融合タンパク質である。
【０３１８】
　SEQ ID NO:9は、SEQ ID NO:3に対応するが、dABD（SEQ ID NO:15）と追加的にC末端融
合した融合タンパク質である。
【０３１９】
　SEQ ID 6は、2つのSEQ ID NO:1の配列が並んで、C末端がSEQ ID NO:2およびdABD（SEQ 
ID NO:15）と融合したトリマー性融合タンパク質である。リポカリン間のリンカーは、SE
Q ID NO:18からなった。
【０３２０】
　本発明者らは、1つまたは複数のSEQ ID NO:1部分とIgG1のFc部分との融合タンパク質も
生成させ、それは、SEQ ID NO:16に対応する。
【０３２１】
　SEQ ID NO:11は、SEQ ID NO:1とSEQ ID NO:16とがペプチドリンカーSEQ ID NO:19を介
して連結したC末端融合物に対応する融合タンパク質である。
【０３２２】
　SEQ ID NO:12は、SEQ ID NO:16のFc分子がN末端およびC末端の両方でSEQ ID NO:1を与
えられるような、SEQ ID NO:1のN末端およびC末端の二重融合体に対応する融合タンパク
質である。
【０３２３】
　SEQ ID NO:13は、SEQ ID NO:16のFc分子との、SEQ ID NO:10のホモダイマー性融合タン
パク質のC末端融合物に対応する融合タンパク質である。
【０３２４】
　全ての融合タンパク質を、適用可能な場合、SEQ ID NO:1およびSEQ ID NO:2について正
確に上記のようなアッセイ、すなわちhIL-17A（実施例3）およびhIL-23（実施例8）につ
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いて競合ELISAアッセイ、hIL-17AF（実施例2）およびhIL-23（実施例6）について融合タ
ンパク質をSPRチップ上に固定化したSPRアッセイ、ならびにhIL-17A（実施例5）およびhI
L-23（実施例10）について記載された機能的細胞に基づくアッセイにより完全に特徴付け
た。
【０３２５】
　実験結果を表1にまとめる。表に、個別のリポカリンムテインSEQ ID NO:1およびSEQ ID
 NO:2の活性を、競合ELISA、表面プラズモン共鳴（SPR）および機能的細胞に基づくアッ
セイにおいてそれらの融合タンパク質SEQ ID NO:3～13と比較した概要を提供する。それ
ぞれの構築物がIL-17A結合リポカリンムテインSEQ ID NO:1、IL-23結合リポカリンムテイ
ンSEQ ID NO:2、またはその両方を含むかどうかに応じて、IL-17および／またはIL-23と
の相互作用について値を決定した。それぞれIL-17およびIL-23に対する活性を決定するた
めに、実施例3および／または実施例8記載のように競合ELISA実験を実施し、逆様式のSPR
実験を、すなわちセンサーチップ上に固定化したタンパク質構築物を用いて、実施例2お
よび／または実施例6記載のように実施し、細胞アッセイは、IL-17A誘導G-CSF分泌（実施
例5）および／またはIL-23誘導Ba/F3細胞増殖（実施例10）のいずれかに基づいた。IL-23
の親和性を決定するために行われた逆様式SPR実験が、非生理的高濃度のNaClの存在下で
実施されたこと、したがって、値が生理条件下でのIL-23に対する親和性を反映しないが
、融合タンパク質SEQ ID NO:3～13において、単体のムテインSEQ ID NO:1およびSEQ ID N
O:2と比較してIL-23に対する相対親和性が異なるかどうかを判定するために役立つことに
留意されたい。表1に、SEQ ID NO:1を含む全ての融合体のIL-17A結合活性が、全てのアッ
セイ様式でSEQ ID NO:1自体の結合活性と少なくとも同じくらいであることを実証する。
したがって、SEQ ID NO:1を、活性の喪失なしに任意の融合タンパク質において柔軟に用
いることができる。全てのSEQ ID NO:2含有融合タンパク質のIL-23結合活性は、全てのア
ッセイ様式でSEQ ID NO:2自体の結合活性に非常に近い。したがって、SEQ ID NO:2を、顕
著な活性喪失なしに任意の融合タンパク質において柔軟に用いることができる。
【０３２６】
実施例12：融合タンパク質による全ての標的の同時結合を示すように計画されたSPR実験
　hIL-17A、hIL-23およびヒト血清アルブミン（HSA）へのSEQ ID NO:9の融合タンパク質
の同時結合を実証するために、Biacore T200機器（GE Healthcare）を使用する表面プラ
ズモン共鳴（SPR）に基づくアッセイを利用した。実施例2記載のようにSEQ ID NO:9をビ
オチン化した。SPR親和性アッセイでは、Biotin CAPture Kit（GE Healthcare）を使用し
てビオチン化SEQ ID NO:9をセンサーチップCAP上に捕捉した。このために、無希釈のBiot
in CAPture Reagentを流速2μL/分で300秒間適用した。続いて、0.4～10μg/mLのビオチ
ン化SEQ ID NO:9を流速5μL/分で300秒間適用した。参照チャネルにビオチンCAPture Rea
gentのみを負荷した。
【０３２７】
　同時結合を実証するために、hIL-17A/F、hIL-23、およびHSA（200nM、1000nM、および2
000nM）の希釈物を、350mM NaClを補充したHBS-EP+緩衝液中に調製し、調製済みのチップ
表面に連続的に適用した。流速30μL/分を適用して、hIL-17A/F、hIL-23、およびHSAを試
料接触時間300秒で連続的に注入した。比較のために単一の標的に結合することによって
得ることができる最大結合レベルを得るために、単一のリガンドhIL-17A/F、hIL-23、お
よびHSAを用いて、固定化SEQ ID NO:9に対する標的の適用も行った。
【０３２８】
　図12に、測定された結合曲線を、全てのリガンドの競合結合を反映している理論的結合
曲線と比較する。個別のリガンドに対するSEQ ID NO:9の実験応答を集めることによって
、後者を得た。測定された曲線および理論的曲線は、ほぼ同一であり、示された差は、実
験曲線における標的の解離に起因すると考えられる。データにより、SEQ ID NO:9は、単
一の標的のみとの結合と比べてシグナル強度の喪失も動態における変化もなしに、全ての
標的hIL-17A、hIL-23、およびHSAに同時に結合可能なことが示される。
【０３２９】
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実施例13：IL-23に対する代替的なリポカリンムテインの親和性
　ヒトIL-23に対するリポカリンムテインSEQ ID NO:45およびSEQ ID NO:46の結合親和性
を測定するために、Biacore T200機器（GE Healthcare）を利用する表面プラズモン共鳴
（SPR）に基づくアッセイを利用した。SPR親和性アッセイ（図13）では、標準的なアミン
化学反応を使用してhIL-23をセンサーチップ上に固定化した。実施例6記載のように、チ
ップの活性化、hIL-23の固定化、SPR測定およびデータ評価を行った。
【０３３０】
　図13に示すように、結果として生じた適合曲線から、SEQ ID NO:45がhIL-23に結合速度
定数ka＝3.0×105M-1秒-1および解離速度定数kd＝3×10-5秒-1の高い親和性で結合し、解
離定数KD＝100pMを生じたことが実証される。同様に、図13に示すように、SEQ ID NO:46
がhIL-23に結合速度定数ka＝7.0×104M-1秒-1および解離速度定数kd＝4.0×10-5秒-1の高
い親和性で結合し、解離定数KD＝0.6nMを生じた。
【０３３１】
実施例14：IL-23に対するリポカリンムテインの競合作用様式
　競合ELISA様式を使用して、リポカリンムテインSEQ ID NO:45およびSEQ ID NO:46が競
合様式でヒトIL-23に結合するかどうかをインビトロ試験した（図14）。実験および評価
を実施例8と同一の方式で実施した。
【０３３２】
　実験結果を図14に示す。SEQ ID NO:45は、適合されたIC50値が0.1nMで、hIL23への競合
結合を示し、SEQ ID NO:46も適合されたIC50値が1.1nMでhIL23への競合結合を表す。
【０３３３】
実施例15：細胞に基づく増殖アッセイにおけるIL-23のリポカリンムテイン介在性ブロッ
ク
　ヒトIL-23受容体を組み換え発現する細胞を利用する短期増殖バイオアッセイの適用に
より、リポカリンムテインSEQ ID NO:45およびSEQ ID NO:46がhIL-23の生物学的活性を中
和する能力を判断した。実験および評価は、実施例10と同様に実施した。SEQ ID NO:43を
、陰性対照として役立てた。
【０３３４】
　実験結果を図15に示す。SEQ ID NO:45は、平均EC50 3.7nMを表し、SEQ ID NO:46は、EC
50 5.4nMを示す。陰性対照は、増殖に効果を有さなかった。したがって、データにより、
SEQ ID NO:2ならびにSEQ ID NO:45およびSEQ ID NO:46のリポカリンムテインは、この機
能アッセイにおいて匹敵する効力を示すことが実証される。
【０３３５】
実施例16：IL-17Aに対する融合タンパク質の特異性
　本発明者らは、IL-17Aに対するSEQ ID NO:63および62の融合タンパク質の特異性を決定
するためにELISAアッセイを利用した。ニュートラアビジンをPBS中に溶解させ（5μg/mL
）、マイクロタイタープレート上に4℃で一晩コーティングした。各インキュベーション
段階の後に、0.1％(v/v)Tween 20（PBS-T）を補充したPBS 100μLでプレートを5回洗浄し
た。PBS-T中の2％ BSA(w/v)（PBS-TB）でプレートを室温で1時間ブロッキングし、その後
洗浄した。ビオチン化されていたIL-17A（Peprotech）を、濃度1μg/mlのニュートラアビ
ジン上に20分間捕捉した。未結合のタンパク質を洗浄除去した。続いて、異なる濃度のSE
Q ID NO:1のリポカリンムテインまたは融合タンパク質をウェルに添加し、室温で1時間イ
ンキュベートし、それに洗浄段階が続いた。PBS-TB中に1:2000希釈した、HRPコンジュゲ
ート型抗ヒトTLc抗体と共にインキュベーション後に、結合した融合タンパク質またはリ
ポカリンムテイン検出した。追加的な洗浄段階の後に、蛍光発生HRP基質（QuantaBlu, Th
ermo）を各ウェルに添加し、蛍光マイクロプレートリーダーを使用して蛍光強度を検出し
た。
【０３３６】
　図16に、EC50値および最大シグナルが自由パラメーターであり、傾きを1に固定した、1
:1結合S字状適合の結果としての適合曲線と一緒に実験結果を示す。結果として生じたEC5
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0値を、データのS字状適合の誤差を含めて表2に提供する。観測されたEC50値は、実験誤
差内であり、抗体-リポカリンムテイン融合タンパク質およびリポカリンムテインに非常
に類似していた。実験により、融合タンパク質中に含まれるようなSEQ ID NO:1のリポカ
リンムテインを、IL-17Aに対する活性の喪失なしにSEQ ID NO:61および62の抗体と融合で
きることが示される。
【０３３７】
　（表２）IL-17Aの結合についてのELISAデータ

【０３３８】
実施例17：IL-23に対する融合タンパク質の特異性
　本発明者らは、IL-23に対するSEQ ID NO:64と62との融合タンパク質の特異性を決定す
るためにELISAアッセイを利用した。ニュートラアビジンをPBS（5μg/mL）中に溶解させ
、マイクロタイタープレート上に4℃で一晩コーティングした。各インキュベーション段
階の後に、0.1％(v/v）Tween20を補充したPBS（PBS-T）100μLでプレートを5回洗浄した
。PBS-T中の2％ BSA(w/v)でプレートを室温で1時間ブロッキングし、その後洗浄した。ビ
オチン化IL-23を、濃度1μg/mlのニュートラアビジン上に20分間捕捉した。未結合のタン
パク質を洗浄除去した。続いて、異なる濃度のSEQ ID NO:2のリポカリンムテインまたは
融合タンパク質をウェルに添加し、室温で1時間インキュベートし、それに洗浄段階が続
いた。2％(w/v）BSAを補充したPBS-T（PBS-TB）中に1:1000希釈した、HRPコンジュゲート
型抗ヒトNGAL抗体と共にインキュベーション後に、結合した融合タンパク質またはリポカ
リンムテインを検出した。追加的な洗浄段階の後に、蛍光発生HRP基質（QuantaBlu, Ther
mo）を各ウェルに添加し、蛍光マイクロプレートリーダーを使用して蛍光強度を検出した
。
【０３３９】
　図17に、EC50値および最大シグナルが自由パラメーターであり、傾きを1に固定した、1
:1結合S字状適合の結果としての適合曲線と一緒に、実験結果を示す。結果として生じたE
C50値を、表3に提供する。抗体-リポカリンムテイン融合タンパク質およびリポカリンム
テインについて観測されたEC50値は、実験誤差内で非常に類似している。これにより、融
合タンパク質に含まれるようなSEQ ID NO:2のリポカリンムテインを、IL-23に対する活性
の喪失なしにSEQ ID NO:64および62の抗体と融合できることが実証される。
【０３４０】
　（表３）IL-23の結合についてのELISAデータ

【０３４１】
実施例18：TNF-αに対する融合タンパク質の特異性
　本発明者らは、TNF-αに対するSEQ ID NO:63と62との融合タンパク質およびSEQ ID NO:
64と62との融合タンパク質の特異性を決定するためにELISAアッセイを利用した。SEQ ID 
NO:61と62との抗体を陽性対照として役立てた。組み換えTNF-α（R&D Systems, 210-TA-1
00/CF）をPBS（1μg/mL）中に溶解させ、マイクロタイタープレート上に4℃で一晩コーテ



(66) JP 2017-518748 A 2017.7.13

10

20

30

40

ィングした。各インキュベーション段階の後に、PBS-T 100μLでプレートを5回洗浄した
。PBS-T中の2％ BSA(w/v)でプレートを室温で1時間ブロッキングし、その後洗浄した。異
なる濃度のTNFα特異的親抗体または融合タンパク質をウェルに添加し、室温で1時間イン
キュベートし、それに洗浄段階が続いた。PBS-TB中に1:5000希釈した、HRPコンジュゲー
ト型ヤギ抗ヒトIgG Fab抗体（Jackson Laboratories）と共に室温で1時間インキュベーシ
ョン後に、結合した融合タンパク質または抗体を検出した。追加的な洗浄段階の後に、蛍
光発生HRP基質（QuantaBlu, Thermo）を各ウェルに添加し、蛍光マイクロプレートリーダ
ーを使用して蛍光強度を検出した。
【０３４２】
　図18に、EC50値および最大シグナルが自由パラメーターであり、傾きを1に固定した、1
:1結合S字状適合の結果としての適合曲線と一緒に、実験結果を示す。結果として生じたE
C50値を、表4に提供する。試験した全てのタンパク質について観測されたEC50値は、非常
に類似している。これにより、融合タンパク質に含まれるような抗体を、TNFαに対する
その活性を損なわずに、異なるリポカリンムテインと融合できることが実証される。
【０３４３】
　（表４）TNFα結合についてのELISAデータ

【０３４４】
実施例19：ELISAに基づく設定における融合タンパク質の同時標的結合の実証
　それぞれTNFαおよびIL-17AまたはIL-23に対するSEQ ID NO:63と62との融合タンパク質
およびSEQ ID NO:64と62との融合タンパク質の同時結合を実証するために、二重結合ELIS
A様式を使用した。PBS中の組み換えTNF-α（R&D Systems, 210-TA-100/CF）（1μg/mL）
をマイクロタイタープレート上に4℃で一晩コーティングした。各インキュベーション段
階の後に、PBS-T 100μLでプレートを5回洗浄した。PBS-T中の2％ BSA(w/v)でプレートを
室温で1時間ブロッキングし、その後再度洗浄した。異なる濃度の融合タンパク質をウェ
ルに添加し、室温で1時間インキュベートし、それに洗浄段階が続いた。続いて、ビオチ
ン化IL-17A（SEQ ID NO:63および62の場合）またはビオチン化IL-23（SEQ ID NO:64およ
び62の場合）をPBS-TB中に1μg/mLの一定濃度で1時間添加した。洗浄後、Extravidin-HRP
（Sigma-Adrich, PBS-TB中に1:5000）をウェルに1時間添加した。追加的な洗浄段階の後
に、蛍光発生HRP基質（QuantaBlu, Thermo）を各ウェルに添加し、蛍光マイクロプレート
リーダーを使用して蛍光強度を検出した。
【０３４５】
　図19に、EC50値および最大シグナルが自由パラメーターであり、傾きを1に固定した、1
:1結合S字状適合の結果としての適合曲線と一緒に、実験結果を示す。結果として生じたE
C50値を、表5に提供する。全ての融合タンパク質は、1桁のナノモル濃度範囲のEC50値で
明らかな結合シグナルを示したが、これは、融合タンパク質が、TNFαおよびIL-17Aまた
はIL-23のいずれかと同時に会合できることを実証している。
【０３４６】
　（表５）同時標的結合についてのELISAデータ
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【０３４７】
　本明細書に例示的に記載された態様は、本明細書において具体的に開示されていない任
意の1つまたは複数の要素、1つまたは複数の限定の不在下で適切に実施され得る。したが
って、例えば用語「含む」、「含めて」、「含有する」などは、拡張的かつ非限定的に読
み取られるものとする。追加的に、本明細書において採用される用語および表現は、限定
の用語としてではなく、説明の用語として使用されており、そのような用語および表現の
使用に、示され記載された特徴またはその部分の任意の等価物を除外する意図はなく、本
発明の範囲内で様々な改変が可能であることが認識される。したがって、本態様が好まし
い態様および任意の特徴により具体的に開示されているものの、その改変および変形が当
業者により用いられ得ること、ならびにそのような改変および変形が本発明の範囲内であ
ると見なされることを理解すべきである。本明細書記載の全ての特許、特許出願、テキス
トおよび査読された刊行物は、それらの全体が参照により本明細書に組み入れられる。さ
らに、参照により本明細書に組み入れられる参考文献中の用語の定義または使用が、本明
細書において提供されるその用語の定義と矛盾するまたは反対である場合、本明細書にお
いて提供されるその用語の定義が適用され、参考文献中のその用語の定義は、適用されな
い。上位概念の開示の範囲内にある、より狭義の種および下位概念のグループのそれぞれ
もまた、本発明の一部を形成する。これは、削除された材料が本明細書において具体的に
記載しているか否かにかかわらず、上位概念から任意の主題を除去する但し書きまたは否
定的限定を含む本発明の包括的記述を含む。加えて、特徴がマーカッシュグループで記載
されている場合、当業者は、本開示は、それによってマーカッシュグループの任意の個別
のメンバーまたはメンバーのサブグループに関しても記載されていることを認識するであ
ろう。本発明のさらなる態様は、添付の特許請求の範囲から明らかになる。
【０３４８】
　等価物：当業者は、単なるルーティンの実験を用いて、本明細書記載の発明の具体的な
態様の多数の等価物を認識し、または確認することが可能である。そのような等価物は、
添付の特許請求の範囲により包含されることが意図される。本明細書において言及される
全ての刊行物、特許および特許出願は、各個別の刊行物、特許または特許出願が、具体的
かつ個別に参照により本明細書に組み入れられると示された場合と同程度に、参照により
本明細書に組み入れられる。
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